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Abstrakt (CZ)

Tato prace byla zaméfena na vyvoj a optimalizaci analytické metodiky, pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie s detekci diodovym polem (HPLC-DAD) a
vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci diodovym polem a tandemovou
hmotnostni spektrometrii (HPLC-DAD-MS/MS), pro stanoveni amatoxind (a- a f-amanitinu)
a falotoxind (falacidinu a faloidinu) v hrubém extraktu z kloubouku muchomirky zelené.
S cilem zarucit spolehlivost analytickych vysledkd byl studovan vliv riznych parametrii na
kvalitu separace a samotné stanoveni. Vyvinuta metoda HPLC-DAD dosahuje dobré linearity
v rozmezi koncentraci 1 — 100 pg/ml, kdy korela¢ni koeficienty pro obé kalibra¢ni zavislosti
vSech sledovany latek jsou vyssi nez 0,997. Pro stanovované toxiny byly vypocteny limity
detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), pro a-amanitin 0,90 ug/ml (LOD); 2,99ug/ml (LOQ),
B-amanitin 1,07 pg/ml (LOD); 3,56 pg/ml (LOQ), falacidin 2,17 pg/ml (LOD); 7,26 ug/ml
(LOQ) a faloidin 0,79 ug/ml (LOD); 2,64 pg/ml (LOQ).

Kli¢ova slova: muchomtirka zelena, o.-amanitin, -amanitin, falacidin, faloidin, extrakce tuha
latka-kapalina, HPLC-DAD, HPLC-DAD-MS/MS



Abstract (EN)

This work has been focused on the development and optimization of analytical
methodology, using high performance liquid chromatography with diode array detection
(HPLC-DAD) and high performance liquid chromatography with diode array and tandem
mass spectrometric detection (HPLC-DAD-MS/MS) for the determination of amatoxins
(- and B-amanitin) and phalotoxins (phallacidin and phalloidin) in the crude extract from cap
of Amanita phalloides with the option to later use for clinical purposes. In order to guarantee
the reliability of the analytical results the influence of various parameters on the quality of the
separation and the determination of toxins was studied. The developed HPLC-DAD method
achieves good linearity in the concentrations range 1 — 100 pg/ml, with correlation
coefficients higher than 0,997. Limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were
calculated for all the studied toxins with following values: for a-amanitin 0,90 ug/ml (LOD);
2,99 ug/ml (LOQ), B-amanitin 1,07 ug/ml (LOD); 3,56 pg/ml (LOQ), phallacidin 2,17 ug/ml
(LOD); 7,26 ug/ml (LOQ) and phalloidin 0,79 ug/ml (LOD); 2,64 ug/ml (LOQ).

Key words: Amanita phalloides, a-amanitin, 3-amanitin, phallacidin, phalloidin, solid-liquid
extraction, HPLC-DAD, HPLC-DAD-MS/MS
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Seznam zkratek a pouzitych symboli

Ala alanin

Asn asparagin

Asp Kyselina asparagova

C18 oktadecyl

C4 butyl

C8 oktyl

CE kolizni energie (z angl. ,,Collision energy*)

Cl chemicka ionizace (z angl. ,,Chemical ionization*)

Cys cystein

- kapilarni zénova elektroforéza (CZE, z angl. ,,Capillary-zone
electrophoresis*)

D Kyselina asparagova

DAD detektor diodového pole (z angl. ,,Diode array detector)

El ionizace elektronovym paprskem (z angl. ,,Electron ionzation®)

ELISA ELISA (z angl. ,,Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay*),

ESI ionizace elektrosprejem (z angl. ,,Electrospray ionization*)

GC plynové chromatografie (z angl. ,,Gas chromatography*)

Gly glycin

H vyskovy ekvivalent teoretického patra kolony
hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC, z angl.

Hitic ,,Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography*)

HPLC vysokouéinna kapalinova chromatografie (z angl. ,,High-
performance liquid chromatography*)

HPLC.DAD vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodovym

polem

vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodovym
HPLC-DAD-MS/MS
polem s tandemovou hmotnostni spektrometrii

IAE imunoafinitni extrakce (IAE, z angl. ,,mmunoaffinity
extraction®)

lle isoleucin



ki
LC
LDso
Leu
LLE

LOD

LOQ

m/z
MALDI

MS

N

NMR
NP-HPLC
pH

Ph

Pro

RIA
RP-HPLC
RPM

RT

SPE

iontova past (IT, z angl. ,,lon Trap*)

reten¢ni faktor

kapalinova chromatografie (z angl. ,,Liquid chromatography*)
stfedni smrtna davka

leucin

extrakce kapalina-kapalina (z angl. ,,Liquid-liquid extraction‘)

limit detekce (mez detekce, LOD, z angl. ,,Limit of Detection*)

limit kvantifikace (mez stanovitelnosti, LOQ, z angl. ,,Limit of
Quantification®)

molekulova hmotnost

pomé&r hmotnost/naboj iontu

ionizace laserem za spoluti¢asti matrice (z angl. ,,Matrix-assisted
laser desorption/ionization®)

hmotnostni spektrometrie (z angl. ,,Mass spectrometry*)

pocet teoretickych pater kolony

nuklearni magneticka rezonance

chromatografie s normalni fazi (z angl. ,,Normal-phase HPLC*)
zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych iontl

fenyl

prolin

kvadrupolovy analyzator (Q, z angl. ,,Quadrupole®)

trojity kvadrupolovy analyzator (TQ, z angl. ,,Triple
Quadrupole®)

rozliSeni pika

radioimunoanalyza (RIA, z angl. ,,radioimmunoassay*)
chromatografie na reverzni fazi (z angl. ,,Reverse-phase HPLC*)
otaCky za minutu (z angl. ,,Rotation per minute*)

laboratorni teplota (z angl. ,,Room temperature*)

extrakce na pevné fazi (z angl. ,,Solid-phase extraction®)



Thr
TIC

TLC

tm
TOF

tr

Trp

TQ

UPLC

UV/VIS
Val
z

a

threonin

celkovy iontovy proud (z angl. ,,Total ion current®)
tenkovrstva chromatografie (z angl. ,, Thin-layer
chromatography*)

mrtvy ¢as

pruletovy analyzator (z angl. ,, Time-of-flight®)

retenni Cas

tryptofan

trojity kvadrupolovy analyzator (QqQ, z angl. ,,Triple
Quadrupole®)

linearni priatokova rychlost mobilni faze
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. ,,Ultra-
performance liquid chromatography*)
ultrafialové/viditelné zareni (z angl. ,,Ultraviolet/Visible*)
valin

naboj iontu

selektivita
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1. Uvod

1.1 Houbové intoxikace

Na celém svété existuje vice nez 5000 identifikovanych makromycetti hub a z toho pouze
400 (500) druht vykazuje toxické u¢inky [1 — 3]. Kazdoroéné dochazi ve svétd i v Ceské
republice k tadé houbovych intoxikaci. Z hlediska otrav houbami je nejvyznamngjsi
a nejnebezpecnéjsi rod Amanita (muchomurky). Mezi nejznaméjsi zastupce tohoto rodu
pusobici zavazné otravy patii muchomirka zelena (Amanita phalloides), muchomdrka jizliva
(Amanita virosa) a muchomirka tygrovana (Amanita pantherina). K otravam dochazi
vétSinou omylem pii sbéru hub, kdy je jedovatd houba pro svoji podobnost zaménéna
s houbou jedlou. Najdou se vsak i pfipady intoxikaci, kdy jsou houby pro sviij obsah latek
s psychotropnimi G¢inky zneuzivany cilen¢, zejména mladymi lidmi. Z rodu Amanita je
nejcastéji pro tento ucel zneuzivana muchomurka cervena (Amanita muscaria) [4].

Riziko otravy zaménou za jedly druh houby hrozi u muchomurky tygrované a ptredevsim
U muchomirky zelené. Muchomirka tygrovand byva zaméiovana za jedlou muchomirku
rizovku (Amanita rubescens). Muchomurka zelend se vétSinou pii sbéru hub zaméni
s peCarkami (zampiony) a nékterymi druhy holubinek napt. holubinkou nazelenalou nebo
holubinkou travozelenou. Nejnebezpeénejsi ze zminénych hub je muchomirka zelena, ktera
zpiisobuje smrtelné otravy diky obsahu jedovatych falotoxinii a zejména amatoxini. Tyto
toxiny negativné pusobi na jaterni a ledvinové buniky [5]. Uvadi se, Ze tyto toxiny
muchomiirky zelené jsou zodpovédné za vice nez 90 % smrtelnych piipadi zplisobenych
otravou houbami [6 — 8]. O zavazZnosti svédci také to, Zze 10 - 40 % otrav pravé touto houbou
kon¢i smrti [9].

K vysetfeni houbovych otrav se v soucasnosti v Ceské republice vyuziva subjektivni
metody, zaloZené na mikroskopické identifikaci houbovych spor. Tato metoda v sobé
zahrnuje fadu tskali, po¢inaje nevhodnym odbérem vzorku (napt. Spatny odbér zaludecniho
obsahu, kdy je k vySetfeni dodan €iry vyplach po lavéazich Zzaludku, jiZ bez pfitomnosti spor)
az po nedostatecnou erudovanost odbornika, ktery vysetfeni provadi [4]. Navic vzhledem
k pribéhu otrav, které jsou doprovazeny tézkymi prijmy spojenymi se zvracenim
a dehydrataci [8,10,11] je mozné, Ze Eloveék pred samotnym vySetienim a odbérem spory ze

svého tela vyloucil a vySetteni k identifikaci plivodce otravy nebude mozné.
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S rozvojem modernich chromatografickych metod je snaha zapojit vhodné analytické
postupy do rutinni toxikologické praxe k objektivni diagnostice houbovych intoxikaci, coz

v soucasné dob¢ v nasi republice stale jesté chybi [4].

1.1.2 Cile prace:

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu HPLC-DAD-MS/MS pro stanoveni
vybranych toxint (a-amanitinu, B-amanitinu, falacidinu a faloidinu) v muchomurce zelené.
Prvnim krokem byl vyvoj extrakéni metody s co nejvyssi G¢inosti extrakce pro kvantitativni
stanoveni. DalSim krokem bylo nalezeni optimalnich podminek separace vyuzitim HPLC-
DAD instumentace. Analyzy stanoveni byly provedeny za optimalizovanych podminek

metodou HPLC-DAD a vysledky byly potvrzeny analyzami metodou HPLC-DAD-MS/MS.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Houby rodu Amanita

Rod Amanita, muchomirky, patii do ¢eledi hub muchomirkovitych (Amanitaceae) spadajici
do skupiny stopkovytrusnych (Basidiomycota). Kromé jedlych zastupci tento rod obsahuje
nékolik smrtelné jedovatych hub, zejména muchomurku zelenou (Amanita phalloides),
muchomurku jizlivou (Amanita virosa) a muchomurku jarni (Amanita verna) [5]. Podle
odborné literatury se tomuto rodu pfipisuje vice nez 80 % piipadii otrav zplsobenych
houbami [6, 12, 13].

2.1.1 Muchomiirka zelena (Amanita phalloides)

Muchomiirka zelend, nékdy nazyvand muchomurka hliznata, je nejjedovatéjsi znamou
houbou [4, 14, 15], ktera kazdoro¢né¢ zpusobuje otravy koncici trvalym poskozenim
nékterych organt, zejména jater a ledvin nebo dokonce smrti intoxikovaného subjektu. Otravy
vznikaji nejéastéji jejim zaménénim za jedlou houbu (pecarky, nékteré druhy holubinek) [4].

Rizikovym faktorem pii urdovani této houby byva zbarveni jejiho kloubouku. Skala
zbarveni je velmi Siroka od bledé zelené (téméf bilé) az do tmaveé hnédé, u typické formy je
zelena, obvykle radialné zihana (viz obr. 1). Vzacné se lze setkat s odridou Amanita
phalloides var. alba, ktera je cela bila (obr. 2). Pokozka klobouku je slupitelna, ma hladky
povrch se slabym odleskem. Velikost klobouku se u dospélé plodnice pohybuje mezi
6 — 12,5 cm. U dospélych plodnic je klobouk plochy trochu sklenuty, u mladych exemplait je
kuzelovity. V samém pocatku vyvoje plodnice je tvar az kulovity. Lupeny jsou vzdy bilé,
duznina je také bila a ani po pozkozeni se barva neméni a ma ptijemnou vini. Tten je bily,
hladky, 10-15 cm vysoky a smérem dolu se rozsifuje. V horni ¢asti tfené se nachazi prsten,
ktery byva ryhovany, ale nemusi to byt pravidlem. Tien je pak zakonen vyraznou hlizou,
ktera je obalena bilou pochvou. Této ¢asti muchomirky se nékdy tika "kalich smrti”.
Muchomirka zelena dava prednost teplejsimu klimatu. Lze ji nalézt ve smiSenych a listnatych
lesich, obzvlast pak v pfitomnosti dubld. V mirném pasu roste od ¢ervna do fijna, a to
nejcastéji ve velkych skupinach. Je roz$ifena v celé Evropé a severni Africe. Méné Casto se

vyskytuje v Severni Americe nebo Australii [5, 8, 11].
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Obr. 2. — Bil forma muchomiirky zelené (Amanita phalloides var. alba) [10]

14



2.1.2 Priznaky a pribéh otravy muchomiirkou zelenou

Ptiznaky otravy se objevuji po pomérn¢ dlouhé dobé po poziti a pribeh otravy lze rozdélit
do dvou fazi. Prvni ptiznaky se objevuji 6 - 24 hodin po poziti a nastava prvni faze intoxikace.
Ta trva piiblizné¢ 24 hodin a je charakteristickd profusnimi prujmy spojenymi s iontovou
dysbalanci, mirnym zvracenim, bolestmi biicha a hypoglykémii. Za tuto prvni fazi otravy jsou
odpovédné falotoxiny a jeji pribéh Ize jednoduse popsat jako ,,syndrom cholery* [5].

Po prvni fazi nastavd zdanlivé bezptiznakové obdobi, trvajici asi 24 hodin, spojené
s nahlym zlepSenim zdravotniho stavu a vymizenim pfiznaki. Béhem této doby jsou
pusobenim amatoxind (zejména a-amanitinu) vazné poskozeny hepatocyty a rovnéz dochazi
I kK postupnému poskozovani ledvin [5, 8]. Stupniovani jakéhokoli poSkozeni je doprovazeno
slabosti, vSeobecnym zhorSenim zdravotniho stavu a ikterem. Celkova nekréza jaternich
bunék vede Kk selhani jater a kromé toho je vaznym zpiusobem porusena funkce ledvin [3, 6].
Po poziti vétsiho mnozstvi houby ¢i bez 1é€by nakonec dochazi k tmrti 4. - 7. den po
intoxikaci na nasledky selhani jater a edému mozku [16, 17]. Pokud je poskozeni jater vazné,

je nutné k pieziti pacienta provést jejich transplantaci [1, 8, 16, 18].

2.2 Toxiny muchomirky zelené

Toxiny muchomurky zelené jsou bicyklické peptidy a Ize je rozdélit do tii skupin, a to na
amatoxiny, falotoxiny a falolysiny [4]. Jsou to bilé az slabé naZloutlé krystalické nebo
amorfni latky polarniho charakteru bez chuti 1 zdpachu. Po rozpusténi tvoii bezbarvé roztoky.
Snadno se rozpousti v methanolu, dimethylsulfoxidu a pyridinu. O néco méné rozpustné jsou
pak v ethanolu, ve vod¢ a jesté o néco méné ve vyssich alkoholech [17].

Toxicita je vSak spjata jen s falotoxiny a pfedev§im amatoxiny, které jsou z klinického
jsou amatoxiny a falotoxiny biosyntetizovany na ribozomech [13].

Jsou brany jako sekundarni metabolity této houby. To znamend, Ze celkové mnozstvi
toxinii se béhem ontogeneze plodnic méni. Mladsi plodnice obsahuje toxiny Vv nizsich
koncentracich nez dospéla, pln€ vzrostld plodnice. Rovnéz distribuce toxinl v raznych
castech dospélé plodnice je kvantitativné razna. [21]. Mezi jedinci rostoucimi ve stejném
regionu vsak existuje velka variabilita v zastoupeni toxini.

PrestoZe jsou vyjmenované skupiny toxinli dominantni ve druzich Amanita (jako jsou

A. phalloides, A. verna, A. virosa), lze je nalézt i u jinych druht hub. Pfitomnost toxint byla
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prokazana napiiklad u nékterych zastupct druhti bedel (Lepiota) nebo Cepicatek (Galerina)
[17,22].

2.2.1 Amatoxiny

Amatoxiny je souhrnny nazev pro skupinu toxinti zahrnujici a-, B-, y-, a g-amanitin,
amanin a amanulin (netoxicky) a dalsi latky. Strukturou se jedna o bicyklické oktapeptidy (viz
obr. 3.) vyznacujici se vysokou termostabilitou. Toxiny se rozkladaji az pii teplotach vyssich
nez 250 °C a nelze je tedy rozlozit pouhym vafenim [3, 17]. Proto i po tepelné tpravé
houbovych pokrmti, pokud obsahuji tyto toxiny, dochéazi k otravé. Stejné tak dochazi
Kk otravam v ptipadech, kdy jsou houby zamrazeny i po dobu nékolika mésici a jsou
zpracovany pozdg&ji [23].

Struktura amatoxinii obsahuje aminokyselinové sekvence Ile-Trp-Gly-lle-Gly-Cys-Asn-
Pro (a-amanitin ) nebo Ille-Trp-Gly-lle-Gly-Cys-Asp-Pro (B-amanitin). Ty jsou pak
cyklizované zpasobem ,hlava kocasu“ peptidovou vazbou a obsahuji nezvykly
tryptathioninovy mustek mezi tryptofanovym a cysteinovym zbytkem. Dalsi rozdily mezi
amatoxiny jsou dany rozdily v hydroxylaci boénich fetézct, které zahrnuji 4-hydroxyprolin,
y-dihydroxyisoleucin, &-dihydroxyisoleucin a 6-hydroxytryptofan [24]. Na rozdil od
falotoxinii se amanitiny vstfebavaji v gastrointestinalnim traktu. Z hlediska otrav je
nejdulezitéjsi B-amanitin a predev§im a-amanitin. Podle doby projevu toxického ucinku se
jedna o pomalu plsobici jedy, které jsou 10 az 20 krat vice toxické nez falotoxiny a tim jsou
zodpovédné za vlastni klinickou otravu. Po intoxikaci se amanitiny vaZou na albumin, coz
vede k rychlé absorpci a distribuci v tél¢ [17-20].

V eukaryotnich organismech plisobi amanitiny (hlavné vS§ak a-amanitin) na proteosyntézu
bungk, a to piedev§im hepatocytii (jaterni bunky) [25, 26]. V jadru buriky se amanitin vaze
v komplex s RNA polymerasou Il, ¢imz inhibuje jeji funkci, a to jiz pii velmi nizkych
koncentracich (10 mol/l). To vede k zastaveni proteosyntézy, k nekréze bunék a naslednd
k selhani jater. Kromé jater jsou dal$im nejvice postizenym organem ledviny [5, 4, 11, 17,

27].
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Obr. 3.: Chemicka struktura a hodnoty LDs, pro amatoxiny [11]

2.2.2 Falotoxiny

Falotoxiny jsou dalsi skupinou toxini muchomurky zelené. Z chemického hlediska se
jedna o bicyklické heptapeptidy, které maji stejnou termorezistenci jako amatoxiny [17, 23].
Do této skupiny patii faloidin, falacidin, falisacin, faloin, falin a jiné (viz obr. 4.) [11].
U faloidinu a falacidinu je zékladem nasledujici sekvence aminokyselin Ala-Trp-Leu-Ala-D-
Thr-Cys-Pro a Ala-Trp-Leu-Val-D-Asp-Cys-Pro. Riznorodost mezi falotoxiny, stejné jako
u amatoxinl, je zpuisobena rozdily v hydroxylaci bo¢nich fetézci [24]. Na rozdil od
amatoxinl se falotoxiny nevstfebavaji v gastrointestindlnim traktu, takZe se nepodili na
aktivni klinické otravé. Nicméné ptisobi na epitelové bunky (euterocyty) v tenkém a tlustém
stteve, a jak bylo prokdzano na potkanech, pfi intravenoznim podani maji podobné tcinky
jako amatoxiny [4, 17].

Nejvetsi vyznam z vyjmenovanych toxini mé faloidin. Faloidin neni vstiebavan bunkami,
ale vaze se specificky na F-aktin bunéénych membran a zamezuje tak konverzi F-aktinu na

G-aktin. Rovnovaha mezi F-aktinem a G-aktinem je dilezita pro spravny chod bunék a jeji
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naruseni vede k poruseni bunécénych procest. DalS§im zastupcem falotoxint je falacidin. Ten
jako derivat faloidinu ma podobné vlastnosti i toxicky ucinek jako faloidin [5, 17, 18, 28,].
Fluorescencni konjugaty falotoxind nasly i své vyuziti. Pouzivaji se jako reakcni Cinidla

k vymezeni aktinového cytoskeletu [24].
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Phallaein H H EH:CH3]2 COOH OH 1,5
Fhallacidin OH H CHtCH3]2 COCH OH 1,5
Phallisacin OH oH CH[EHJ.JZ COOH OH 4,5

Obr. 4.: Chemicka struktura a hodnoty LDs pro falotoxiny [11]

2.3 Priprava a uprava realnych vzorki

Proces pfipravy a upravy vzorku ve velké mife ovliviluje vyslednou pifesnost a spravnost
stanoveni. Nutnym krokem pfedchazejicim chromatografické analyze houbovych toxind, je
jejich extrakce z biologického materialu, v tomto piipadé z plodnice houby. Realné vzorky
vSak nejsou vétSinou piimo kompatibilni s metodami, kterymi maji byt ve findlnim kroku
analyzovéany. Diivodem je velmi slozitd matrice, ze které jsou analyty extrahovany. Ziskany
vzorek (extrakt) kromé analytii obsahuje i mnoho necistot a interferujicich latek, které mohou
ovlivnit jejich stanoveni.

Extrakty biologickych ¢i rostlinnych materiali a dalSich je proto nutné ptfed samotnou

analyzou upravit za ucelem izolace analytu, jeho zakoncentrovani ¢i samotného ptecisténi
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hrubych extraktd od balastnich latek. Prekoncentraci a purifikaci vzorku Ize dosahnout
zvyseni citlivosti metody a spolehlivosti stanoveni analyzovanych latek [29].

Volba tpravy vzorku probiha v zavislosti na matrici. Nejcastéji pouzivané metody extrakce
houbovych toxini jsou pifima extrakce tuhého materialu (houby) kapalinou, extrakce
kapalina-kapalina (LLE, z angl. ,,Liquid-liquid extraction) nebo extrakce na pevné fazi (SPE,
z angl. ,,Solid-phase extraction®). Pro extrakci toxini muchomurky zelené je dle literatury
pfevazné vyuzivano piimé extrakce (extrakce tuha latka-kapalina) [2, 17, 19, 24, 30, 31]
a precisténi extraktti pomoci SPE [28, 32].

K extrakci z biologickych materiala jako je krevni plasma nebo mo¢ se vyuziva predevs§im
SPE [4, 6, 16, 33]. Je ale mozné vyuzit i metody imunoafinitni extrakce (IAE, z angl.
,Immunoaffinity extraction®) [9, 29].

2.3.1 PFrima extrakce

Ptimou extrakei se obvykle rozumi extrakce analytu z tuhého materidlu. Tento postup lze
také oznadit jako extrakce tuha latka-kapalina. Uginnost a priibsh extrakce tohoto typu jsou
ovlivnény piedevS§im Upravou vzorku pfed samotnou extrakci. Pro vysokou uc€innost je
potieba, aby byl vzorek dikladné rozmélnén (drcenim, tfenim) a homogenizovan. Z takto
piipraveného vzorku jsou pak analyty oproti kompaktni matrici extrahovany mnohem rychleji
a efektivnéji. Kromé upravy vzorku je pro extrakci rozhodujici i volba extrak¢éniho Cinidla
(rozpoustédla) [29].

Jako extrakéni Cinidla k extrakci poldrnich latek jsou pouzivana polarni rozpoustédla.
Nejcastéji se jednd o smési voda — organické rozpoustédlo (methanol, acetonitril, aceton).
Misto vody je mozné pouZit i pufr. Pfi vybéru organické slozky extrakéniho rozpoustédla je
bran zietel na chemické a fyzikalni vlastnosti analytu (rozpustnost, rozdélovaci koeficient
a dal8i). Methanol a acetonitril jsou rozpoustédla stfedni polarity ve kterych je rozpustna
vétSina analytl. Ke zvySeni polarity extrakéniho rozpoustédla se pak pouziva jejich smés
svodou. Voda je vSak velmi polarni rozpoustédlo a omezené se v ni rozpousti 1 latky
nepiiznivé ovlivilujici stanoveni. Pfikladem takovychto latek muize byt Skrob. U latek
vykazujici acidobazické vlastnosti Ize upravou pH extrakéniho cinidla zvysit jejich
rozpustnost v daném rozpoustédle a tim i1 G¢innost extrakce [29].

V praxi se extrakce provadi v uzaviené nadob€ za pouziti horizontalni rotacni laboratorni

ttepaCky nebo s pouzitim ultrazvukové ldzn€. Pokud je vzorek pied extrakci dikladné
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rozmélnén, dosahuje extrakce tuha latka kapalina dobrych vysledku. Zejména kdyz pfi
extrakci dochdzi k rozpousténi mensiho ¢i vétSiho mnozstvi matrice, kterd je praskovita ¢i
porézni. RozpusSténd matrice vSak muze zpusobit dal§i problémy pii vlastnim stanoveni.
Vyhodou této extrakéni techniky je jednoduchost a nenaroc¢nost na laboratorni vybaveni.
Nevyhodou pak muze byt velka spotfeba rozpoustédel, mozné ztraty pii extrakci, zptisobené
adsorpci analytu na povrch matrice ¢i stény extrakéni nadoby, a nékdy i1 ¢asova narocnost

extrakce [29].

2.3.2 Extrakce na pevné fazi

Extrakce pomoci SPE je asi nejpouzivanejsi technikou pro extrakci a upravu vzorki viibec.
Ve srovnani s piimou extrakei pfind$i mnoho vyhod, jako napt. vyrazné nizsi spotiebu
rozpoustédel, vyssi reprodukovatelnost ¢i moznost automatizace.

Jednoznaénou vyhodou této techniky je, ze dochdzi k ¢isténi vzorku béhem extrakce.
Zaroven pokud je citlivost metody, pouzité ke stanoveni latek nedostacujici, je mozné touto
technikou vzorek zakoncentrovat a tim citlivost metody zvysit. Nevyhodou byva jednorazova
pouzitelnost SPE kolonek, coz vede k zvySeni naklada [29, 34].

Principem SPE je zachytavani analytu nanaseného v kapalné fazi na fazi stacionarni
(sorbent) na zakladé rtznych interakci analytu a stacionarni faze. Selektivita extrakce je
dosaZzena chemickou povahou pouzitého sorbentu, volbou kapalné faze ¢i Gpravou vzorku na
pozadovanou hodnotu pH. V dnesni dob¢ existuje na trhu Siroka fada sorbentu (stacionarni
faze). Nejcastéji se jedna o sorbenty na bazi silikagelu ¢i polymerniho sorbentu s chemicky
vazanymi skupinami rizné povahy. Ptikladem takovych skupin mihou byt: nepolarni - oktyl
(C8), oktadecyl (C18), fenyl (Ph); polarni - aminopropyl, diol, kyano; iontoménice (katexy
i anexy) a v neposledni fad¢ i afinitni materialy pro imunoadsorpci [34]. Novym trendem na
poli SPE jsou pak tzv. vicemodalni sorbenty, které obsahuji vice druhi funkénich skupin

s odlisnymi vlastnostmi napt. C18 spole¢né s iontové-vyménou skupinou a jiné [29].
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2.4 Metody stanoveni toxinii muchomiirky zelené

Toxiny muchomtrky zelené budi pozornost jiz od poloviny minulého stoleti a k jejich
stanoveni bylo vyvinuto n¢kolik metod. Prvotni metody zahrnovaly spektrofotometrickd nebo
kolorimetricka stanoveni, kterymi vSak bylo mozné stanovit pouze jeden z toxind [30]. Dalsi
metody vyuzivaly fluorescence toxini po komplexaci [35].

V pozdéjsi dobé se zaclo vyuzivat chromatografickych technik jako je tenkovrstva
chromatografie (TLC, z angl. ,,Thin-layer chromatography*) [17, 31, 36, 37]. V posledni dobé
je vyuzivano hlavné vysokoucéinné kapalinové chromatografie (HPLC, zangl. ,High-
performance liquid chromatography*) pracujici v reveznim separacnim modu s UV/VIS
detekei [4, 6, 17, 30, 38, 39]. Jednim z duvodu je také to, ze jak amatoxiny, tak falotoxiny
jsou netékavé latky s pomérné vysokou molekulovou hmotnosti a nespliiuji tak podminky pro
stanoveni plynovou chromatografii (GC, z angl. ,,Gas chromatography*) [40].

Noveé se objevuje i stanoveni pomoci ultra-vysokoté¢inné kapalinové chromatografie
(UPLC, zangl. ,Ultra-performance liquid chromatography*) [16], hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC, z angl. ,,Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography*) [41] nebo
kapilarni zonové elektroforézy (CZE, z angl. ,,Capillary-zone electrophoresis) [42, 43, 44].

Kromé¢ instrumentalnich metod bylo ke stanoveni také vyuzito imunologickych metod jako
je ELISA (zangl. ,Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay*), komeréné¢ dostupnych
radioimunoafinitnich kit (RIA, z angl. ,,radioimmunoassay) nebo genetickych metod [17,
42, 45, 46]. Imunologické metody se vSak potykaji s kratkou dobou zivotnosti protilatek,

slouzicich k detekci toxint.

2.5 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC, z angl. ,,Liquid chromatography*) se fadi do kategorie
separacnich metod, pii které dochazi k rozdé€lovani (separovani) vlivem rozdilné distribuce
latek obsazenych ve vzorku mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Tyto faze se oznacuji jako
faze staciondrni (nepohybliva) a mobilni (pohybliva), kterou je u LC, jak plyne z nazvu,
kapalina. Latky obsazené ve vzorku mohou se stacionarni fazi rizn¢ interagovat. Interakce se
stacionarni fazi a jejich sila se u rtznych latek liSi. Na zéklad€ toho dochazi k rozdilnému

zadrzovani latek stacionarni fazi a tim k separaci slozek ve vzorku [47, 48].
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2.5.1 U¢innost separace v LC

Cilem kazdé metody je dosdhnout co nejlepsi separace latek v co nejkrat§im case. V LC,
stejné jako v jinych separacnich technikach, je ucinnost posuzovana podle schopnosti
separovat slozky, které jsou obsazeny ve vzorku. V LC je jako ukazatel kvality
chromatografické separace definovana ucinnost kolony, charakterizujici miru rozsifeni
elu¢nich z6n latek délenych na koloné [49]. Uginnost kolony roste a klesa s jeji schopnosti od
sebe separovat slozky ve smési. U&innost kolony je bezrozmérou veli¢inou vyjadienou tzv.
podtem teoretickych pater kolony N. Uéinnost kolony lze vyjadiit rovnici ¢. 1, kde tg je
reten¢ni ¢as a w Sirka piku pii zakladné [47, 48].

Jelikoz mira separace je umérnd délce kolony, byl pro porovnavani uc¢innosti kolon
o ruzné délce zaveden tzv. vyskovy ekvivalent teoretického patra H. VySkovy ekvivalent
teoretického patra kolony je podilem jeji délky L a poctu teoretickych pater kolony N (rovnice
¢. 2). Z toho vyplyva, ze ucinnost kolony klesa s vyskou teoretického patra a naopak roste

s po¢tem teoretickych pater [47].

N =16 (t—Rj (1)
w
L
=N @

Podle van Deemtera vedou krustu vyskového ekvivalentu teoretického patra a tim

k snizeni u¢innosti kolony tii déje:

e vifiva difaze A
e molekularni difize B

e odpor proti pfenosu hmoty C

Vitiva difuze souvisi s nehomogenitou stacionarni faze, kdy molekuly analytu pfi
prachodu stacionarni fazi sice proudi stejnou rychlosti, ale urazi rtiznou drahu. Tim dochazi
k zvySeni vyskového ekvivalentu teoretického patra vlivem rozmyvani elucnich zon.
Molekularni diftize je zplisobena difuzi latky v mobilni fazi z mist o vyssi koncentraci analytu

do mista S niz8i koncentraci. Nasledky tohoto déje jsou stejné jako u vifivé difuze.
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Pro kapalinovou chromatografii je nejvyznamnéjsi déj tieti, a to odpor proti pfenosu
hmoty. Tento dé&j je kombinaci dvou dé&ju. Prvnim je odpor pienosu hmoty ve stacionarni fazi
a Je zpusoben rozdilnou difazi molekul analytu do stacionarni faze. N&které molekuly
difunduji hloubéji, jiné naopak méné. Molekuly, které difunduji hloubéji jsou pii zpétné
diftzi do mobilni faze viici ostatnim molekulam opozdény.

Druhym dé&jem je odpor pfenosu hmoty v mobilni fazi, ktery je zpisoben proudénim
mobilni faze kanalky ve stacionarni fazi. Tok mobilni faze se sklada z jednotlivych prouda
o ruzné linearni rychlosti. Ve stfedu kanalkl rychlost eluentu dosahuje maxima, ale u povrchu
nosice (stény kapilary) je rychlost mobilni faze témét nulova a tim je zpusoben parabolicky
eluni profil. Vliv t€chto d&jh roste s rostouci rychlosti mobilni faze.

Vztah mezi linedrni pritokovou rychlosti mobilni fdze u a vyskou teoretického patra
kolony H (G¢innosti kolony), zahrnujici vy$e jmenované déje, zptsobujici rozmyvani elu¢nich

z6On a tim snizeni G¢innosti separace, je popsan van Deemterovou rovnici ¢. 3 [47, 49].
B
H=A+—+C-u (3)

Grafickym znazornénim této rovnice je pak van Deemterova kiivka (obr. 5).
Chromatograficka kolona dosahuje své nejvyssi Géinnosti pfi linearnim pratoku eluentu, které

odpovida minimu van Deemterovy ktivky [48, 49].
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Obr. 5.: Van Deemterova kiivka se zobrazenim optimalni linearni prutokové rychlosti

Umin pFi minimu H a pribéhu jednolitvych ¢leni Deemterovy rovnice A, B, C [49].

2.5.2 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

HPLC je instrumentalni chromatografickou metodou zalozenou na principu klasické
kapalinové chromatografie. Oproti klasické kapalinové chromatografii je HPLC ¢éastecné ¢i
uplné automatizovana a pracuje za vyssiho tlaku. K separaci dochazi v HPLC kolonach, které
jsou vyrabény pro rizné aplikace v riznych rozmérech. Obvyklé rozméry HPLC kolon jsou
2,1 - 4,6 mm v pruméru a délce 30 - 250 mm. Kolony jsou naplnéné sorbentem 0 velikosti
Castic nejcastéji 2 - 5 um. Dnes se HPLC diky vysoké tucinnosti separace stala jednou
z nejpouzivangjSich chromatografickych metod. Je vyuzivana K pieCisténi latek nebo
k separaci latek ze smési a K jejich nasledné identifikaci ¢i kvantitativnimu stanoveni ve

vzorku [47].

24



2.5.2.1 Chromatografie s normalni fazi

Prvnim vyvinutym uspofdddnim kapalinové chromatografie byla chromatografie
s normalni fazi (NP-HPLC, z angl. ,,Normal-phase HPLC®). V tomto uspotfadani vyvinutém
jiz na zacatku 20. stoleti se vyuziva poldrni staciondrni faze, nejcastéji na bazi oxidu
kiemicitého nebo oxidu hlinitého. Jako mobilni faze se uziva rozpoustédlo o nizsi polarité nez
ma samotna stacionarni fdze (napf. pentan, hexan). N¢kdy se pfidava pro upravu polarity
mobilni faze maly podil polarniho rozpoustédla (napt. isopropanol, ethanol, methanol). Tato
metoda nasla uplatnéni u latek rozkladajicich se v jinych systémech obsahujicich vodu
Vv mobilni fazi nebo majicich omezenou rozpustnost ve vodnych roztocich (napt lipidy,
vitamin K). Pouziva se také pro separace isomerd, které jsou v jinych systémech obtizné

rozliSitelné (napf. retinaly, retinoly) [47 - 49].

2.5.2.2 Chromatografie s reverzni fazi

Na konci 70. let 20. stoleti byla chromatografie s normalni fazi postupné nahrazovana
chromatografii s reverznimi fazemi (RP-HPLC). V 21. stoleti se uz RP-HPLC stala
dominantnim uspofdddnim a pouzZiva se témé&f v 90 % chromatografickych analyz.
V RP-HPLC jsou vyuzivany stacionarni faze nepolarniho charakteru a mobilni faze je naopak
polarniho charakteru. Stacionarni nepolarni faze je tvofena chemicky modifikovanym
nosi¢em nejcastéji na bazi silikagelu, nékdy kopolymert styrenu a divinylbenzenu aj.
Na nosic¢ jsou pak chemicky vazany uhlovodikové fetézce nebo uhlovodiky (C4 - C18, fenyl,
aj.) [47,49]. Vzhledem k nepolarnimu charakteru stacionarni faze se u reveznich fazi
prakticky nenachdzeji aktivni centra pro polarni interakce. Retence latek je tedy prevazné
zpiisobena slabymi interakcemi analytu se stacionarni fazi jako je hydrofobni interakce nebo
van der Waalsovy interakce [49]. RP-HPLC se proto vyuziva pro latky s vy$§im obsahem
hydrofobnich oblasti, tedy méné polarni. Vybérem rGznych typil stacionarnich fazi Ize
modifikovat druh interakci na kterych je separace zalozena, a tim Casto i kvalitu samotné
separace. Naptiklad pfi pouziti fazi s uhlovodikovymi fetezci C8 — C18 dochazi k separaci
pfevazné na zakladé hydrofobnich interakci (obr. 6). Na druhé strané u fenylové stacionarni
faze je separace zprostiedkovana hlavné n a © -7 interakcemi (obr. 7) [50]. Jako mobilni faze
se ve veétsiné pripadt pouzivaji smési pufra ¢i vody s organickym rozpoustédlem (napf.

acetonitrilem, isopropanolem, methanolem).
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K analyzam amatoxini a falotoxintl je v literatuie popsano vyuziti pfevazné stacionarnich

fazi C18 s pouzitim acetonitrilu nebo methanolu jako mobilni faze [19, 38, 39, 51].

Obr. 6: Ukazka hydrofobni interakce stacionarni faze C8 [52]
Obr. 7: Ukazka moZnych n-7 interakci na benzenu [50]

2.6 Detekce v kapalinové chromatografii

NejbéZznéji  pouzivanymi detektory v HPLC jsou fotometrické, refraktometricke,
fluorescencni a hmotnostni detektory. Pro dosazeni nejvyssi citlivosti metody stanoveni se
pak pouziva dvoji detekce v podobé tandemového zapojeni dvou detektort. Prvni z nich je
zpravidla nedestruktivni a druhy naopak destruktivni [47, 48]. Piikladem mtze byt tandemové
zapojeni detektoru pracujiciho v oblasti vinovych délek viditelného a ultrafialového zéfeni
(UVIVIS) a hmostnostniho spektrometru (MS, z angl. ,,Mass-spectrometry*).

V HPLC analyzach amatoxini a falotoxint bylo k jejich detekci jiz dfive vyuzivano
detektoru diodového pole (DAD, z angl. ,,Diode array detector) [30]. V posledni dobé se
nejcastéji objevuje detekce pomoci DAD a tandemového zapojeni MS s riznymi analyzatory
napf. kvadrupolovym (Q, z angl. ,,Quadrupole) [6, 16], iontovou pasti (IT, z angl. ,,lon
Trap*) [53] nebo priletovym analyzatorem (TOF, z angl. ,,Time Of Flight*) [28, 51, 33].
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2.6.1 Detektor diodového pole

DAD detektor patii do skupiny fotometrickych detektort zalozenych na principu absorpce
zateni v oblasti vlnovych délek UV/VIS zatfeni. Detektor DAD umoznuje detekci latky pfi
jakékoliv zvolené vinové délce nebo miize snimat v realném Case bez pieruseni celé spektrum
vlnovych délek. Diky tomu je mozné porovnavat méfena spektra s knihovnou spekter nebo

predem naméfenymi daty [49].

2.7 Detekce hmotnostni spektrometrii

MS je jednou z nejmodernéjSich a nejdokonalejSich metod na poli analytické chemie
umoziujici kvantitativni 1 kvalitativni stanoveni. Kromé& toho lze pouzitim MS ziskat
1 informace o izotopickém slozeni jednotlivych prvkl obsazenych ve vzorku. Principem této
metody je stanoveni hmotnosti molekul a atomt po jejich pfevedeni na ionty v iontovém
zdroji pfistroje. Produkované ionty jsou déleny na zakladé jejich efektivni hmotnosti m/z (kde
m je hmotnost iontu a z nabojové ¢islo) [54].

K pfevedeni molekul a atomil na ionty se v hmotnostni spektrometrii vyuzivd riznych
druhid ioniza¢nich technik napft. elektronova ionizace (EI), ionizace elektrosprejem (ESI),
chemicka ionizace (ClI), ionizace desorpci laserem za spoluucasti matrice (MALDI) aj.
Vétsina ionizacnich technik poskytuje moznost tvorby jak pozitivng, tak i negativné nabitych
iontd vzorku a ionizaci lze uskute¢nit jak za vakua (El), tak za atmosferického tlaku (ESI)
[55 — 57]. Vzniklé ionty jsou pak separovany v hmotnostim analyzatoru. Nejbéznéji
pouzivané hmotnostni analyzatory jsou kvadrupolovy, iontova past, iontova cyklotronova
rezonance a pruletovy analyzator.

Po separaci pak ionty dopadaji na detektor, ktery detekci elektrického proudu poskytuje
signal tmérny pocétu dopadajicich iontd. Vysledkem je graficky zaznam (tzv. hmotnostni
spektrum), zobrazujici hodnoty m/z jednotlivych iontt analyzovaného vzorku v zavislosti na

jejich procentualnim zastoupeni [54, 56, 57].

2.7.1 lonizace elektrosprejem

Tato technika ionizace je ur¢ena predevsim k disperzi kapalin a aerosolil a je kombinovana
s riznymi druhy analyzatort. Jeji uziti je rozsifeno hlavné v on-line spojeni HPLC (UPLC)
s MS. Radi se mezi mékké techniky ionizace. To znamend, Ze dochazi k malé fragmentaci

primarn¢ vzniklého iontu Vv disledku malého energetického piebytku dodaného molekule.
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lonizaci elektrospejem dochazi k produkci nabitych iontd [M+zH]”, [M-zH]*, kde M

predstavuje molekulovou hmotnost a z naboj iontu [54, 55, 57].

2.7.2 Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupo6lovy analyzator patii mezi popularni, snadno dostupné a nendro¢né¢ hmotnostni
analyzatory. Je schopen s jednotkovym rozliSenim stanovit ionty v hmotnostnim rozsahu m/z
az 3000. Avsak proti jinym analyzatoriim disponuje mensi rozliSovaci schopnosti, ktera je
jednotkova [57].

Konstrukei se jedné o Ctyfi stejné kovové tyce s kruhovym priifezem o délce 20 - 30 cm.

Na dv¢ protilehlé¢ tyCe je vloZzeno kladné stejnosmérné napéti a na dalSi dvé zaporné
stejnosmérné napéti. Soucasné je na vSechny tyce superponovano vysokofrekvenéni stridavé
napéti. lonty, vzniklé ionizaci vzorku, jsou pfivedeny do stfedu osy kvadrup6lu, kde za¢nou
oscilovat.
V dany casovy okamzik jsou pak oscilace, pii urCitém poméru stejnosmérného napéti
a amplitudy sttidavého napéti (U/V), stabilni pouze pro ion o ur€ité hodnoté m/z. Tento ion
projde kvadrupdlem a dostane se do detektoru, vSechny ostatni ionty jsou zachyceny tyCemi
kvadrupélu.

Pti zméné hodnot stejnosmérného napéti U a amplitudy V, pfi¢emz jejich pomér zlstava
konstantni, jsou pak postupné propoustény na detektor vSechny ionty. Svym principem slouzi

kvadrupolovy analyzator jako hmotnostni filtr [56, 57].

2.7.3 Trojity kvadrupoélovy analyzator

Trojity kvadrupolovy analyzator (QqQ, TQ, z angl. ,, Triple Quadrupole) [54] je tvofen
ttemi kvadrupdly fazenymi za sebou. Princip tohoto analyzatoru je nasledujici. Prvni
kvadrupdl slouzi jako hmotnostni filtr a do druhého kvadrupdlu jim projdou jen vybrané
ionty.

Prostiedni (druhy) kvadrupdl slouzi jako kolizni cela, kde zavedenim kolizniho plynu
(zplsobujici kolizni excitaci) dochazi k excitaci vybranych iontl a jejich nasledné
fragmentaci. Vzniklé fragmenty jsou nakonec analyzovany v tfetim kvadrupolovém
analyzatoru. Navic muze dochazet k opakovanym srazkam prekurzorového i produktového
iontu s molekulami kolizniho plynu coz vede k opakovanym koliznim excitacim. Diky tomu

Ize pozorovat vice fragmentovych iontd nez u jinych MS/MS zapojeni.
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To pfinasi vyhodu v moznosti méteni riznych typt skenti jako je sken produktovych iontd,
sken prekurzorovych ionti, sken iontovych reakci nebo sken neutralnich ztrat [56].

2.8 Vyhodnoceni vysledkit HPLC analyz

K tomu, aby bylo mozné vysledky analyzy spravné vyhodnotit, je tfeba dosahnout co
nejvyssi kvality separace. Pro posouzeni kvality separace je v praxi vyuzivadn parametr

rozliseni. Pro piky 1,2 bude piislu$né rozliSeni R1 » dano rovnici ¢. 4 [47 — 49],

te, —t
R= 2—\:2 i (4)
2 +W1

kde tr je retenéni ¢as pozdé&ji eluujiciho piku, tgr; je reten¢ni Cas diive eluujiciho piku,
W, & Wj jsou piislusné Sitky piku pii zakladnach. Ukazka vlivu kvality separace na hodnotu

rozliSeni je patrna z obrazku 8.

lez = 1,0
prekryti 2 %

Ri»,=15
prekryti 0,1 %

Obr. 8: Vliv kvality separace na hodnotu parametru rozliseni [52]

Pro spravné vyhodnoceni je také nutné, aby chromatograficky systém rozlisoval rizné
analyty. Tato schopnost se nazyva selektivita a a je definovana jako pomér retenénich faktort

dvou analytti, nebo pomér redukovanych reten¢nich ¢ast (rovnice €. 5) [47 — 49].

a :k_Z :t*’*_'z (5)
ki trs

2.8.1 Kvalitativni hodnoceni
V HPLC jsou pro identifikaci latek pouzivany retencni ¢asy nebo retencni objemy. Kromée
retencnich ¢ast (objemil) Ize pro identifikaci latek vyuzit specifickych detektorti. Specifické

detektory jako nukledrni magnetickd rezonace (NMR) nebo hmostnostni spektrometrie (MS)
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poskytuji detailni informace o sledované latce. Pomoci téchto detektort lze ziskat udaje
o struktufe latky (NMR) nebo molekulové hmostnosti, izotopickém slozeni atd., jak bylo

popsano v kap. 2.7 [49].

2.8.1.1 Retencni charakteristiky

Béhem separace pak muze nebo nemusi dochédzet k interakcim se stacionarni fazi. Latka,
kterd neinteraguje se stacionarni fazi a neni na ni zadrzovadna (chovéd se inertn¢) eluuje
Vv reten¢nim case ty oznaCovném jako tvz. mrtvy retencni cas.

Pro kazdou separovanou latku je zékladni charakteristickou veli¢inou jeji reten¢ni Cas tg.

Retencni Cas vyjadiuje dobu, kterou analyt stravi v koloné. Ode¢tenim mrtvého retenéniho

¢asu od retenc¢niho ¢asu dané latky lze ucit tzv. redukovany retencni ¢as t,; (rovnice ¢. 6) a

vyjadiuje dobu, kterou latka diky interakcim stravi ve stacionarni fazi [47, 49, 52, 57].

tri =tri — Tty (6)
Mira retence separovanych latek se vSak nejcastéji vyjafuje pomoci retenéniho faktoru k;,

ktery lze vyjadtit pomoci rovnice ¢. 7 [47 — 49].
== (7)

2.8.2 Kvantitativni hodnoceni

Po separaci slozek obsazenych ve vzorku v koloné jsou latky detegovany vhodnym
detektorem. Pti prichodu latky celou detektoru je generovan signal umérny mnozstvi latky ve
vzorku a tim je umoznéna kvantitativni analyza. Kvantitativni vyhodnoceni je tedy zalozeno
na nalezeni vztahu mezi mnozstvim eluované latky a plochou nebo vyskou piku. Vysky piku
pro kvantitativni vyhodnoceni se vSak pouzivaji jen minimaln€¢ a pouze v piipadé
symetrickych tzkych pikii. Stanoveni metodami HPLC ma vzhledem k méfenym veli¢inam
relativni charakter a zévislost mezi métenou veli¢inou a koncentraci stanovovaného analytu

musi byt uréena empiricky za pomoci standardi. Nezndma koncentrace je urcena
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komparativni metodou (porovnénim se standardem). Pro tento ucel jsou pouzivany klasické

metody z instrumentalni analyzy [29, 47]:

e Metoda vnéjsiho standardu
e Metoda vnitiniho standardu
e Metoda ptidavku standardu

e Metoda vnitini normalizace

2.8.2.1 Metoda vnéjSiho standardu

Metoda znama téz pod ndzvem metoda kalibra¢ni pfimky je nejjednoduss$im zpisobem
K uréeni neznamé koncentrace analytu ve vzorku. Metoda je zaloZena na analyze série
standardd o rtizné a znamé koncentraci. Po nalezeni zavislosti kalibra¢ni funkce X = f(c) je
neznamy obsah stanovované slozky nasledné urc¢en pomoci vyhodnocovaci funkce ¢ = f(X),
kde jako X je vétsinou brana plocha piku. Pro konstrukci kalibra¢ni kiivky je doporuceno
pouziti alespoii 5 kalibra¢nich standardt s nékolikandsobnym opakovadnim méteni (2 - 3 krat).
Neni podminkou, aby kalibraéni funkce byla linedrni, ale vzhledem ke snaze zajistit

nejspolehlivéjsi vysledky je vhodnéjsi pracovat s linearni funkci. Po grafickém vyneseni

kalibra¢nich bodi lze kalibra¢ni kiivku popsat rovnici €. 8.
X, =a + e, (8)
kde Xi je hodnota métené veliCiny pro danou koncentraci Ci, b je smérnice piimky
vyjadfujici citlivost metody a a predstavuje posunuti (usek) na ose Y. V piipadé pouziti
hodnoty plochy piku k vyhodnoceni koncentrace piejde rovnice ¢. 8 ve tvar rovnice ¢. 9

[29, 47].

A =a+bc, 9)
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2.8.2.2 Limit detekce a limit kvantifikace
koncentrace latky, pro kterou lze statisticky odlisit analyticky signal od Sumu nebo driftu
zakladni linie chromatogramu.

Koncentrace latky pii které je mozné presné a spravné kvantitativni vyhodnoceni je pak
oznaCovana jako limit kvantifikace (mez stanovitelnosti, LOQ, z angl. ,,Limit of
Quantification) [29, 47].

Limity LOD a LOQ lze vypocitat nékolika zplisoby napf. vypoétem ze smérodatné
odchylky odezvy a smérnice kalibra¢ni pfimky nebo vypoctem s vyuzitim poméru signalu
a Sumu. Pfi vypoctu vyuZzivajici Sumu je nezbytné pouZzivat stejné jednotky pro smérnici

b i hodnotu Sumu (vyska piku). K vypoctu LOD a LOQ je uzivano rovnic 10 a 11 [29].

Lop = 3:5um (10)
b
LOQzlosum (11)
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3. Experimentalni Cast

3.1 Chemikalie

K pripravé extrakénich ¢inidel pro pfimou extrakei byl pouzit: methanol (99,99%, Sigma-
Aldrich, Némecko), kyselina chlorovodikova (35% p.a., Lach-Ner, CR), kyselina mravendi
(98 - 100% p.a., Riedel-de Haén, Némecko) a deionizovana voda. K ptipravé mobilnich fazi
pro HPLC analyzy byl pouzit: acetonitril (99,99%, Fluka Analytical, Némecko), methanol
(99,99% HPLC grade, Sigma-Aldrich, Némecko), kyselina mravenci (98 - 100% p.a., Riedel-
de Haén, Némecko), octan amonny (p.a., Penta, CR) a deionizovana voda.

Pro pfipravu redlnych vzorkli byly pouzity kloubouky z plodnic muchomurky zelené
nasbirané v lokalité Praha — Chuchle, dodané Mgr. Janem Borovi¢kou, Ph.D. z UJF AV CR,
V.V.IL.

Na piipravu roztoki standardt vybranych toxint byly pouzity: a-amanitin (research grade,
Serva Feinbiochemica Heidelberg, Némecko), B-amanitin (~ 90% (HPLC), Sigma-Aldrich,
Némecko), falacidin (> 85%, Sigma-Aldrich, Némecko), faloidin (> 90%, Sigma-Aldrich,

Némecko).

3.2 Instrumentace

Pro filtraci po piimé extrakci byly pouzity stiikatkové mikrofiltry Corning (0,45 um,
Corning Incorporated, Némécko).

K centrifugaci vzorki byla pouzita centrifuga Allegra X-22R (Beckman Coulter, USA).

Hodnota pH mobilnich fazi byla zméfena pomoci pH metru Jenway 3510 pH Meter (Bibby
Scientific Limited, Velka Britanie)

K HPLC-DAD analyzam byl vyuzivan vysokouéinny kapalinovy chromatograf Agilent
serie 1260 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) slozeny z vysokotlaké pumpy (Agilent
Technologies 1260 Infinity), termostatovaného automatického davkovace (Agilent
Technologies 1260 Infinity), kolonového termostatu (Agilent Technologies 1200 Series)
a detektoru diodového pole (Agilent Technologies 1200 Series). Data byla vyhodnocena
v programu Agilent OpenLab CDS ChemStation (Agilent Technologies).

K HPLC-DAD-MS/MS analyzam byl vyuzivan vysokoucinny kapalinovy chromatograf
Agilent Serie 1290 Infinity (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) slozeny z vysokotlaké

pumpy (Agilent Technologies 1290 Infinity), termostatovaného automatického davkovace

33



(Agilent Technologies 1290 infinity), kolonového termostatu (Agilent Technologies 1290
Series), detektoru diodového pole (Agilent Technologies 1290 Series) a tandemové
zapojenc¢ho trojitého kvadrupdlového hmotnostniho spektrometru (Agilent 6460) s ESI ionizaci
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Data byla vyhodnocena v programu Agilent
MassHunter (Agilent Technologies).

Vsechny analyzy byly provedeny na koloné Zorbax SB — Phenyl (250 x 4,6 mm, 5 pm,
Agilent Technologies, USA).

3.3 Extrakce toxind muchomirky zelené

Pro extrakci toxinli byly vybrany dva klobouky muchomiirky zelené a optimalizace byla
rozdélena na dvé ¢asti. V prvni ¢asti byly dvoukrokovou extrakci pfipraveny hrubé extrakty,
které byly pouzity pro vyvoj a optimalizaci metody stanoveni pomoci HPLC-DAD.
Po vyvinuti vhodné metody stanoveni byly vybrané toxiny v extraktech kvantifikovany a dle
vysledkii byla vybrana dvé extrak¢éni cCinidla s nejvyssi vytéznosti extrakce pro dalsi
podrobngjsi experimenty.

V druhé casti bylo pak stejnym zpisobem jako v prvni Casti optimalizace vybrano

optimalni extrak¢ni rozpoustédlo a u néj sledovana kinetika extrakce vybranych toxind.

3.3.1 Pilotni extrakce

K pilotni extrakci byl vybran zmrazeny klobouk mladsi, pln€ vzrostlé plodnice (sklenuty
okraj klobouku). Extrakce byla provedena dvoukrokové se ¢tyfmi extrakénimi Cinidly:
a) methanol (100%), b) 0,1% methanolicky roztok kyseliny mravenci, c) smés methanol:voda
v poméru 1:1 (v/v) a d) smés methanol:voda:kyselina chlorovodikovd o koncentraci

0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v).

3.3.1.1 Prvni krok extrakce

Zmrazeny klobouk o hmotnosti 23,82 g byl rozkrajen na malé, stejné¢ velké kousky a byl
rozvazen na ctyii dily o stejné hmotnosti 5,95 g do 100 ml extrakénich nadob. Pfi tomto
procesu doslo k ¢asteénému rozmrazeni, pti kterém byly ziskany 4 ml vody S moznym
obsahem vylouhovanych toxini. Ve snaze zachovat stejné podminky pro vSechny dily bylo
proto ke kazdému podilu pfidano po 1 ml tohoto vyluhu a v zapéti bylo ke kazdému podilu

pfidano 9 ml pfislusného extrakéniho ¢inidla. Extrakéni nddoby pak byly uzavieny pomoci
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parafilmu dany tfepat na rotaéni téepacku (240 RPM, 18 hodin, laboratorni teplota - RT).
Po ukonceni tiepani byly faze dobie oddélené. Proto byly vodné slozky extraktu odebrany
injekéni stiikackou a prefitrovany pres stiikackové mikrofiltry. Timto byl ziskan extrakt

V prvnim kroku.

3.3.1.2 Druhy krok extrakce

Po odebrani veského extra¢niho ¢inidla pfidané¢ho v prvnim kroku, byl pfidan stejny
alikvot extrak¢niho ¢inidla jako v prnim kroku a cely postup se opakoval. Takto byl ziskan
extrakt v druhém kroku.

Ziskané extrakty v jednolitvych krocich nebyly spojeny a byly uchovavany v temnu
a chladu pii 4 °C.

3.3.2 Extrakce za ¢astecné optimalizovanych podminek

Pro podrobngjsi testovani extrakce a pozdéj$imu stanoveni toxind byl vybran zmrazeny
klobouk staré plodnice (plochy masivni klobouk). Extrakce byla provedena opét dvoukrokovée
s extrakénimi ¢inidly, ktera byla vybrana jako vhodna pfi pilotnich extrakcich, a to s 0,1%
methanolickym roztok kyseliny mraven¢i a smési methanol:voda: kyselina chlorovodikova

0 koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v).

3.3.2.1 Prvni krok extrakce a kinetika extrakce

Zmrazeny klobouk o hmotnosti 58,42 g byl rozkrjen na malé kousky a rozetfen v trect
misce. Po peclivé homogenizaci byly do 100 ml kadinek navazeny navazky 15,65 g a 17,22
g. K navazkam bylo pfidano extrakéni rozpoustédlo v poméru 2 ml extrakéniho €inidlana 1 g
navazky. K navazce 15,65 g bylo pfidano 31,3 ml extrakéni smési methanol:voda: kyselina
chlorovodikova o koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v). Navazka 17,22 g pak byla
extrahovana 34,4 ml 0,1% methanolického roztoku kyseliny mravenci.

V pribéhu druhé extrakce byla také sledovdna kinetika extrakce toxindl postupnym
odebiranim malého objemu extracniho cCinidla, a to jiz od doby pfidani extrak¢iho Cinidla.
Ihned po pfidani bylo odebrano 200 pl extra¢niho ¢inidla (Cas tp). Nasledné byly nadoby
uzavieny, dany tiepat za laboratorni teploty na rotacni tfepacku pii 240 otdckach za minutu.
Odbéry pak probihaly kazdou hodinu po dobu 5 hodin (¢as ts). Po poslednim odbéru byly

extrakéni nadoby uzavieny a ponechany tepat na celkovou dobu 18 hodin.
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Po ukonceni tfepani byl cely objem centrifugovan (45009, 5 min, RT). Nasledné byly

extrakty odebrany injek¢ni stiikackou a prefitrovany pies stiikackové mikrofiltry.

3.3.2.2 Druhy krok extrakce za ¢aste¢né optimalizovanych podminek

Po odebrani veského extra¢niho ¢inidla byl pfidan objem 15 ml extrakéniho cinidla
a extrakéni nadoby byly za stejnych podminek znovu dany tiepat po dobu 4 hodin.
Po ukonceni tfepani byl nasledujici postup stejny jako v prvnim kroku. Ziskané extrakty

Vv obou krocich také nebyly spojeny a byly uchovavany v temnu a chladu pii 4 °C.

3.4 Priprava vzorki pro HPLC analyzy

3.4.1 Priprava standardi a kalibracnich roztoki
Byly pfipraveny methanolické roztoky B-amanitinu, falacidinu a faloidinu o koncentraci
200 pg/ml. Standard o-amanitinu byl jiz dodan jako methanolicky roztok o stejné koncentraci.
Pomoci téchto roztokd byl pfipraven smésny standard vSech 4 analyti o spole¢né
koncentraci 50 pg/ml. Dale byly fedénim pfipraveny dvé série kalibracnich roztokt, z nichz
kazd4d série obsahovala dvojici toxinl. Takto byla pfipravena kalibra¢ni série pro
a- a B- amanitin s kalibraénimi body o koncentracich 1, 10, 25, 50 a 100 pg/ml sledovanych

latek. Druha série pro dvojici falacidin a faloidin pak byla pfipravena stejnym zptisobem.

3.4.2 Priprava realnych vzorki pro analyzy

K analyzam byly extrakty ziskané¢ v prvnim kroku pilotni extrakce fedény 5 krat mobilni
fazi o slozeni: 1 mM vodny roztok octanu amonného s 0,1% obsahem kyseliny mravenci
a methanol v poméru 50:50 (v/v). Extrakty ziskané v druhém kroku extrakénimi Cinidly smés
methanol:voda: kyselina chlorovodikova o koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v)
a smeés methanol:voda v poméru 1:1 (v/v) byly fedény touto mobilni fazi dvakrat. Extrakty
z druhého kroku extrakce 0,1% methanolickym roztokem kyseliny mravenci a methanolem
byly fedény tikrat.

Extrakty ziskané za cCastecné optimalizovanych podminek (viz kap. 9.2) tj. 0,1%
methanolickym roztokem kyseliny mravenci a smési methanol:voda: kyselina chlorovodikova
0 koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v) ziskané v prvnim kroku extrakce byly fedény

5 krat mobilni fazi. K fedéni bylo vyuzito mobilni faze o slozkach 1mmol/l vodny roztok
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octanu amonného okyselenym kyselinou mravenc¢i na pH 3,33 (slozka A) a methanol (slozka
B), odpovidajici poc¢ateénimu sloZeni pii gradientové eluci tj. 70A:30B (v/v) (viz kap. 4.1.3).
Tato mobilni faze byla pouzita i pro fedéni extraktu ziskaného v druhém kroku smési
methanol:voda:kyselina chlorovodikova o koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v).
Ktedéni extraktu ziskaného v druhém kroku extrakce 0,1% methanolickym roztokem
kyseliny mraven¢i byl pouzit 100% methanol (viz kap. 4.3). Extrakty z druhych kroku
extrakcei byly fedény vzdy dvakrat.

Odebrané alikvoty 200 ul, ur¢ené ke sledovani kinetiky extrakce byly pro analyzy fedény
dvakrat mobilni fazi o slozeni odpovidajicimu pocate¢nimu slozeni gradientu.

Po nafedéni byly vSechny vzniklé roztoky, kromé¢ vzorkli fedénych methanolem,
ptefiltrovany pies stfikackové mikrofiltry. Divody fedéni methanolem a nikoliv mobilni fazi

budou diskutovany (viz kap. 4.3).

3.5 Kvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni analyz bylo provadéno porovnavanim retencnich cast pikil
separovanych latek v extraktu sretenénimi ¢asy standardd o-, P-amanitinu, falacidinu
a faloidinu. Dale byl pro kontrolu spravnosti identifikace analytd ke 100 pl vzorku 5krat
fedéného extraktu pfiddvano 50 pl smésného standardu vSech 4 analyti o spolecné
koncentraci 50 pg/ml.

Pozdéji byla identita vybranych toxinl potvrzena i hmostnostni spektrometrii.

3.6 Kvantitativni hodnoceni

Pro kvantitativni hodnoceni byly pfipraveny dvé série kalibracnich roztokl sledovanych
toxinli obsahujici vZzdy dvojici ze stanovovanych latek. Takto byla pfipravena série
kalibra¢nich roztokl obsahujici a-, B-amanitin o spole¢né koncentraci obou latek 1, 10, 25, 50
a 100 pg/ml. Stejnym zpisobem pak byla pfipravena i série kalibra¢nich roztokti pro dvojici
latek falacidin a faloidin. Koncentrace a-, f-amanitinu, falacidinu a faloidinu v extraktech
byly vypocteny pomoci rovnic namétenych kalibracnich zavislosti ploch piku na koncentraci.
Pro vyjadieni koncentrace toxinli v redlném vzorku pfipraveného druhou extrakci byly
zjisténé koncentrace vztazeny na gram navazky vzorku.

Limity LOD a LOQ byly vypocteny vyuzitim smérnic kalibra¢nich zavislosti vysek piku

na koncentraci a hodnoty Sumu zakladni linie chromatogramu.
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4. Vysledky a diskuse
4.1 Optimalizace HPLC separace

Pro hledani optimalnich podminek pro separaci studovanych analyti byla pouzita kolona
Zorbax SB-Phenyl (250 x 4,6 mm, 5 um). Proces optimalizace zahrnoval vybér vhodného
organického modifikatoru mobilni faze, testovani isokratické a pozd¢ji gradientové eluce.
Béhem optimalizace byl sledovan vliv hodnoty pH octanu amonného — vodné slozky mobilni
faze (isokratické eluce), rychlosti pritoku mobilni faze a teploty (oboji gradientova eluce) na
separaci sledovanych latek. Béhem celého pribéhu optimalizace byla identita latek ur¢ovana
porovnavanim se standardy sledovanych toxind a tzv. spikovanim realnych vzorkd pomoci

smésného standardu vSech 4 studovanych analyta.

4.1.1 Vybér organického modifikatoru mobilni faze

Zakladni informace pro volbu mobilni faze byly pfevzaty z odborné literatury. Ve vétSing
pfipadi byl jako vodna slozka mobilni fdze pouzit vodny roztok octanu amonného
0 koncentraci v fadu jednotek az desitek mmol/l. Tento roztok byl pak okyselen slabymi
tékavymi organickymi kyselinami jako je kyselina octovd, mravenci nebo tetrafluorooctova.
Jako organicky modifikator byl volen nejcastéji acetonitril, ale byl pouZit i methanol. Toxiny
pak byly s pouzitim UV/VIS detektoru detegovany pii vinové délce 295 nebo 302 nm [4, 9,
32, 51].

V prvni Casti optimalizace bylo tedy nutné urcit vhodny organicky modifikator mobilni
faze a sloZeni mobilni faze. Vzhledem k planovanému budoucimu pouziti hmotnostni detekce
neni vhodné pouzivat vysoké koncentrace soli v mobilni fazi z divodu mozZnosti zaneseni
kapilarniho systému hmostnostniho spektrometru.

Pro testovani vhodného sloZeni mobilni fdze byla pfipravena mobilni faze o sloZkach
1 mmol/l vodny roztok octanu amonného s 0,1% obsahem kyseliny mravenéi o pH 2,72
(slozka A) a jako organicky modifikator zvolen acetonitril (slozka B). Pro hodnoceni separace
byly vybrany standardy analytti u kterych byla predikovana nejmensi a nejvétsi retence. Jako
analyt s nejveétsi retenci byl vybran faloidin a s nejmensi a-amanitin. V této mobilni fazi byly
pomoci standardi prométfeny retencni Casy obou analyti za podminek isokratické eluce pfi
slozeni mobilni faze 10 — 90 % vodné slozky A. Davkovany objem vzorku byl 5 ul a pritok

mobilni faze 0,7 ml/min, termostatovani kolony bylo nastaveno na 30 °C a bylo vyuZito
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UV/VIS detekce pti 295 nm. Méfeni bylo pak nasledné¢ opakovano za pouziti methanolu jako
organického modifikatoru.

Metenim bylo zjisténo, ze pii pouziti acetonitrilu dochazi k pomérné rychlé eluci analyt
i za vysokého obsahu vodné slozky v mobilni fazi. Vyznamného rozdilu v retenci obou
analytll bylo dosazeno az pti 80 obj. % vodné slozky v mobilni fazi, zatimco u methanolu

bylo pro srovnatelnou separaci potieba pouhych 50 obj. % (viz tabulky 1 a 2).

Tabulka 1. Reten¢ni ¢asy a-amanitinu a faloidinu pii isokratické eluci s pouZitim

acetonitrilu.
SloZeni mobilni faze o-amanitin faloidin
(A:B) tr (Min) tr (Min)
60: 40 3,67 4,56
70:30 4,69 5,32
80:20 6,63 11,93

* A-1mM vodny roztok octanu amonného s 0,1% obsahem kyseliny mravenéi, pH = 2,72, B-acetonitril

Tabulka 2. Reten¢ni ¢asy a-amanitinu a faloidinu p¥i isokratické eluci s pouZitim

methanolu.
SloZeni mobilni faze o.-amanitin faloidin
(A:B) tr (Min) tr (Min)
40:60 4,88 6,47
50:50 5,83 9,87
60:40 8,23 21,63

* A-1mM vodny roztok octanu amonného s 0,1% obsahem kyseliny mravenéi, pH = 2,72, B-methanol

Jako organicky modifikator pro budouci analyzu realnych vzorkii byl zvolen methanol,
ktery poskytuje vétsi diferenci v retencnich ¢asech pro standardy a mél by byt tedy vhodné;si
Jako nejvhodnéjsi se ukazalo slozeni mobilni faze o slozkach Immol/l vodny roztok octanu
amonného s 0,1% obsahem kyseliny mravenéi o pH 2,72 a methanol v poméru 50:50.

Pii tomto slozeni mobilni faze byl za podminek isokratické eluce proméien 5 krat ziedény
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extrakt ziskany v prvnim kroku pilotni extrakce 0,1% methanolickym roztokem kyseliny
mravenci.

Jak ukazuje chromatogram (obr 9), doslo k dobré separaci nékolika latek, fada dalSich vSak
vykazovala vétsi €1 menSi  stupenl  koeluce. Zakrouzkované oblasti odpovidaji
B- a a-amanitinu, které¢ jsou klicovymi analyty. Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k dalsi

upravé slozek mobilni faze, a to kK testovani vlivu pH vodné slozky mobilni faze na separaci.
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Obr. 9: Chromatogram extraktu muchomiurky zelené pri pH vodné slozZky mobilni faze
2,72

4.1.2 Optimalizace pH vodné slozky mobilni faze

K optimaliza¢ni studii pH vodné slozky o slozeni mobilni faze 1mmol/l vodny roztok
octanu amonného s 0,1% obsahem kyseliny mravenci o pH 2,72 (slozka A) a methanol
(slozka B) v poméru 50:50 byl vyuzit znovu 5 krat zfedény extrakt ziskany v prvnim kroku
pilotni extrakce pomoci 0,1 % methanolického roztoku kyseliny mravenci. S extraktem byly
provedeny analyzy pfi riznych hodnotich pH. Za timto ucelem byla pfipravena série
modifikaci vodné slozky mobilni faze A obsahujici vzdy octan amonny 0 koncentraci
1 mmol/l a riznych hodnotach pH. Hodnota pH 2,72 ptvodni vodné slozky A byla brana jako
nejnizs$i sledovand hodnota. Jako maximdlni pak byla vybrana hodnota pH samotného
1mM vodného roztoku octanu amonného bez ptidavku kyseliny mravenci, a to pH 6,79.

Pouziti neokyselené¢ho octanu ammoného jako vodné slozky mobilni faze se vSak ukazalo

nevhodné, protoze doslo k podstatnému zrychelni eluce a- a B-amanitinu, jak je vidét ze

40



zakrouzkované oblasti na chromatogramu (obr. 10). K dosazeni lepsi separace bylo nutné se

vratit do kyselej$i oblasti.
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Obr. 10: Chromatogram extraktu muchomiirky zelené pii pH vodné sloZky mobilni faze
6,79.

Na zaklad¢ toho bylo pH 1mmol/l vodného roztoku octanu amonného upraveno kyselinou
mravenc¢i tak, aby se od puvodni hdonoty 2,72 zvySovalo postupné o 0,5. Takto byly
pfipraveny mobilni faze s roztoky 1mM vodného roztoku octanu amonného o pH 3,22 a 3,77.
Z chromatogramt (obr. 11 a 12) je patrné vyrazné zlepSeni separace klicového paru analytl
zpusobené zménou pPH. Mirnym poklesem hodnoty pH z3,77 na 3,22 dochazelo

k prodluzovani retence obou analytt a vydélovani dalSich minoritnich pikd.
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Obr. 11: Chromatogram extraktu muchomiurky zelené pfi pH vodné slozky 3,77.
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Obr. 12: Chromatogram extraktu muchomiirky zelené pii pH vodné slozky 3,22.

Bylo ziejmé, ze adjustaci hodnot pH 1mmol/l vodného roztoku octanu amonného 1ze dobie
ovlivilovat separaci obou analytt. Vzhledem K tomu, Ze zména pH o pul jednotky (resp.
0 jednotku) vedla k velkému rozdilu v separaci latek, byly dale testovany malé zmény pH,
a to hodnoty 3,33; 3,41 a 3,55. Béhem tohoto méfeni se rovnéZz prokazala velka zavislost
separace sledovanych latek, zejména B-amanitinu, ktery ma ve své struktufe karboxylovou
skupinu, na hodnoté pH 1mmol/l vodného roztoku octanu amonného. Ze ziskanych vysledki
bylo jako optimalni pH vodné slozky mobilni faze zvoleno pH 3,33, pii kterém bylo dosazeno
nejlepsi separace (obr. 13A-D). Pti tomto pH byl pro identifikaci analytd v extraktu proméien
smésny standard vSech 4 analyti o spole¢né koncentraci 50 pug/ml (obr. 13D), extrakt a
extrakt spikovany smésnym standardem (obr.13C). Cerna &ara na obr. 13C patii spikovanému
vzorku (piidavek smésného standardu a-, f-amanitinu, falacidinu a faloidinu o koncentraci
50 pg/ml), cervend pak nespikovanému extraktu. V extraktu byly identifikovany vSechny
Ctyti sledované toxiny. Piky analytl byly Cislovany a identitita latek byla uréena nasledovné:
1. B-amanitin, 2. a-manitin, 3. falacidin, 4. faloidin. Chromatogram 13D demonstruje separaci
vSech Ctyt standarda pro porovnani.

Nicméné jak dokladéd obrazek 13C, pouzitim isokratické eluce nebylo dosazeno Uplné
separace vSech sledovanych toxind, a proto bylo pfistoupeno k pouziti a optimalizaci

gradientové eluce.
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C - pH 3,33, ervena ¢ara- nespikovany extrakt, ¢erna ¢ara— spikovany extrakt; D —

smésny standard toxina (1. B-amanitin, 2. a-manitin, 3. falacidin, 4. faloidin).

4.1.3 Optimalizace gradientové eluce

S cilem dosahnout lepsiho rozdéleni kli¢ového paru a- a Bf-amanitinu bylo pftistoupeno
k optimalizaci programu gradientové eluce. Krom¢ toho byla snaha o rozdéleni minoritnich
pikit a lepsi oddé€leni dvojice amanitini od shluku pikii na pocatku chromatogramu.
K optimalizaci byl vyuzit opé&t 5 krat zfedény extrakt ziskany v prvnim kroku pilotni extrakce
pomoci 0,1 % methanolického roztoku kyseliny mravenci. Pritok mobilni faze byl
0,7 ml/min, teplota na koloné& byla 30 °C a bylo davkovéano 5 ul vzorku.

Pro oddélni klicového paru od shluku na zaCatku chromatogramu bylo tfeba oproti
isokratické eluci sniZit elucni silu mobilni faze na zac¢atku analyzy. Toho pfi pouzZiti Immol/l

vodného roztoku octanu amonného s0,1% obsahem kyseliny mravenéi o pH 3,33
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a methanolu, jako sloZzek mobilni faze, bylo dosazeno vysSim podilem vodné slozky nez je
50 obj. %.

Pocatecni slozeni mobilni faze bylo 1mmol/l vodny roztok octanu amonného okyseleny
kyselinou mravenéi na pH 3,33 (slozka A) a methanol (slozka B) v poméru 60:40. Dale
vzhledem k pomérné dobré separaci dosazené isokratickou eluci, bylo slozeni mobilni faze
v pribéhu gradientového programu koncipovano tak, aby se pfiilis neliSilo od slozeni pfi
isokratické eluci. Pro zrychleni analyzy a eluce latek, které by mohly byt siln¢ zadrzovany na
kolon¢ a odstranéni moznych necistot ze vzorku z chromatografického systému, byla ke konci
analyzy zvySena elu¢ni sila mobilni faze rychlym gradientem az do 100 obj. % methanolu
v mobilni fazi. Nasledovala ekvilibrace na pocate¢ni podminky a po kazdé analyze byla
kolona ekvilibrovana 10 minut. Pivodné navrhnuty gradientovy program je vyznacen

v tabulce 3.

Tabulka 3. Prvotni linearni gradientové eluce pouzita pii HPLC-DAD analyzach.

¢as (min) A (%) B (%)
0 60 40
2 50 50
8 50 50
10 30 70
12 30 70
15 0 100
18 60 40

* A-1mM vodny roztok octanu amonného okyseleny kyselinou mravenc¢i na pH = 3,33, B-methanol

Jak se béhem analyz ukazalo, po¢atecni slozeni 60:40, A:B, vedlo k malému prodlouzeni
doby analyzy. Nevedlo vsak k vétsimu oddéléni klicového paru od shluku piki, ale ani
k jejich lepsi separaci. Kromé toho se ukazalo, Ze neni diivod ponechavat stoupani gradientu
az do 100% methanolu protoze vSechny piky obsazené v chromatogramu eluovaly dfive nez
obsah methanolu v mobilni fazi dosahl 100 obj. %. Z tohoto divodu byl nakonec tento krok
gradientu v dalsich analyzach vynechan.

Obsah vodné slozky na pocatku gradientu byl pro vétsi snizeni elucni sily jeste zvysen, a to
na 70 obj. %. Analyzami pfi tomto pocate¢nim slozeni mobilni faze bylo dosazeno nejen

vyznamného oddéleni dvojice amatoxint od shluku pikd, ale i vyznamné zmény v separaci
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jak sledovanych analyti, tak minoritnich piki. Po drobnych upravach byl nésledné ziskan
optimalni program gradientové eluce, ktery je uveden v tabulce ¢. 4 po kterém nasledovala

ekvilibrace kolony po dobu 10 minut.

Tabulka 4. Optimalizovany program linearni gradientova eluce pouzity pii HPLC-
DAD-(MS/MS) analyzach.

¢as (min) A (%) B (%)
0 70 30
3 55 45
8 55 45
13 40 60
14 40 60
15 70 30

* A-1mM vodny roztok octanu amonného okyseleny kyselinou mravenci na pH = 3,33, B-methanol

4.1.4 Testovani termodynamiky a Kinetiky separace

Po nalezeni vhodného gradientového programu, pifi kterém dochazelo k nejlepsi separaci
sledovanych analyt, predevSim o- a P-amanitinu, byl sledovan vliv zmény Kkinetiky
(pratokové rychlosti mobilni faze) a termodynamiky (vlivu teploty) na separaci. Testovani
bylo realizovano s 5krat fedénym extraktem muchomirky zelené =ziskaného 0,1 %
methanolickym roztokem kyseliny mravenc¢i s pouzitim vyvinutého programu gradientové
eluce (viz tabulka 3).

Zvy$ovanim teploty o 5 °C z ptivodnich 20 °C v intervalu teplot 20 — 35 °C byla nejdtive
sledovana termodynamika separace. Analyzy pro sledovéani vlivu teploty na separaci byly
provedeny pfi teplotach 20, 25, 30 a 35 °C.

Vliv pratokové rychlosti na separaci byl sledovan v intervalu pritokové rychlosti
0,5 — 0,9 ml/min, zvySovanim pritoku po 0,1 ml/min z pratokové rychlosti 0,5 ml/min.
Po kazdé zméné byla provedena analyza a byl sledovan vliv této zmény na separaci latek.
Pribéh analyz byl obdobny jako pfi sledovani termodynamiky pro pritokové rychlosti 0,5,
0,6, 0,7,0,8a0,9 ml/min.

Testovanim bylo zjisténo, ze ani zména prutokové rychlosti, ani zména teploty zasadné

neovliviluje separaci analytll. ZvySenim nebo snizenim téchto parametrii vSak dochézi ke
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zkraceni (zvySenim) respektive prodlouzeni (snizenim) reten¢nich ¢asu sledovanych latek, jak

je vidét z porovnani obrazkt 14 a 15.
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Obr. 14: Ukazka chromatogrami extraktu muchomiirky zelené béhem testovani
kinetiky a termodynamiky: nahofe — priitok mobilni faze 0,7 ml/min, teplota 35 °C; dole
— priitok mobilni faze 0,8 ml/min, teplota 30 °C

Jako optimalni podminky pro analyzu toxinti metodou HPLC-DAD byly zvoleny: linearni
gradientova eluce (tabulka 4) za pouziti mobilnich fazi (A) ImM vodného roztoku octanu
amonného okyseleného kyselinou mravenéi na pH 3,33 a (B) 100% methanolu, teplota na
kolon¢ 35 °C a rychlost pritoku mobilni faze 0,8 ml/min. Teplota vzorki byla 25 °C,

davkovany objem vzorku byl Sul a data byla méfena v UV oblasti ptfi vinové délce 295 nm.
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Za téchto optimalizovanych podminek byl na zavér proméien extrakt muchomurky zelené
ziskany 0,1% methanolickym roztokem kyseliny mravenci.

M¢tfenim za optimalizovanych podminek bylo dosazeno dal§iho zrychleni -eluce
studovanych latek, bez negativniho vlivu na separaci jak klicovych analytl, tak minoritnich
pika (obr.15).
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Obr. 15: Chromatogram hrubého extraktu muchomirky zelené ziskaného 0,1%
methanolickym roztokem kyseliny mravenci za optimalizovanych podminek: ¢ervena -
nespikovany extrakt, ferna - spikovany extrakt (1. B-amanitin, 2. a-manitin,

3. falacidin, 4. falodin

4.2 Kvantitativni hodnoceni HPLC-DAD analyz

Za optimalizovanych podminek HPLC analyz byly pro Ucely kvantitativniho hodnoceni
zméfeny piipravené série kalibra¢nich roztokti dvojic stanovovanych toxinu (viz kap. 3.4.1)
pfi¢emZ kazda koncentra¢ni uroven kalibrace byla proméfena 5 krat. Ziskand data byla
statisticky zpracovédna na hladin€ spolehlivosti 0,05 a pro dal$i pouziti byla zprimérovana
(aritmeticky prameér). Z hodnot ziskanych aritmetickym primérem byly sestrojeny kiivky
kalibra¢nich zavislosti ploch a vysek piku na koncentraci stanovovanych toxint.

Ziskané kiivky vSech kalibracnich zavislosti maji korelacni koeficient vy$si nez 0,99 (viz

tabulky 4 a 5) a dosahuji dobré linearity.
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Tabulka 4. Rovnice kalibra¢nich primek zavislosti plochy piku na koncentraci analytu a

jejich korelacni koeficienty.

Korelaéni koeficient

analyt Rovnice kalibraéni primky n?
o-amanitin y=4,1394x + 0,7921 0,9998
-amanitin y=4,04482x — 0,1881 1,0000

falacidin y=4,0327x — 1,5677 0,9999

faloidin y=10,857x + 1,3621 1,0000

Tabulka 5. Rovnice kalibrac¢nich piimek zavislosti vy§ky piku na koncentraci analytu a

jejich korelaéni koeficienty.

Korela¢ni koeficient

analyt Rovnice kalibraéni primky n?
o-amanitin y=0,635x — 0,8093 0,9994
[B-amanitin y=0,5333 +0,3893 0,9970

falacidin y=0,2616 — 0,3979 0,9996

faloidin y=0,7206x — 0,0836 0,9998

Pomoci kalibra¢nich rovnic zavislosti vySek piku na koncentraci analyti a hodnoty Sumu

zakladni linie chromatogramu byly vypocitany limity detekce a kvantifikace viz tabulka 6.

Tabulka 6. Vypocitané limity detekce/kvantifikace pro stanovované latky.

analyt LOD [png/ml] LOQ [pg/ml]
a-amanitin 0,90 2,99
B-amanitin 1,07 3,56
falacidin 2,17 7,26
faloidin 0,79 2,64
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Zaroven chyba meéteni jednotlivych kalibracnich bodu, vyjadiena relativni smérodatnou
odchylkou, neptfesahuje 5 % s vyjimkou kalibra¢niho bodu o koncentraci 1 pg/ml pro
falacidin a faloidin, kde vSak chyba méfeni neni vy$$i nez 6,5 %. Primérné hodnoty ploch

pikt z 5 méfeni ziskané aritmetickym primérem a chyby méfeni jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7. Primérné hodnoty ploch piki kalibra¢nich bodi a chyba méieni, (n =5).

Koncentrace toxint " RSD
analyt Plocha piku

[ug/mli] m.Au] [%0]

o-amanitin 4,08 4,19

| [B-amanitin 4,10 3,15

falacidin 3,84 6,45

faloidin 9,68 5,76

o-amanitin 40,26 1,81

10 -amanitin 40,88 1,37

falacidin 39,58 2,69

faloidin 113,98 1,09

o-amanitin 101,98 0,68

o5 [B-amanitin 107,86 0,55

falacidin 97,24 1,28

faloidin 270,66 0,56

o-amanitin 200,40 1,56

50 -amanitin 206,38 1,64

falacidin 198,88 1,31

faloidin 545,16 0,90

o-amanitin 405,30 0,51

100 [-amanitin 414,86 0,64

falacidin 402,70 0,69

faloidin 1086,76 0,77
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4.3 Optimalizace extrakce

Ptipravené extrakty pomoci riznych extrakénich ¢inidel v prvnim kroku pilotni extrakce
mely rozdilné vlastnosti a chovani. Extrakty ziskané methanolem a 0,1% methanolickym
roztokem kyseliny mravenc¢i mély slabé zluté zbarveni. Zatimco extrakty, ziskané Cinidly
smés methanol:voda v poméru 1:1 (v/v) a smés methanol:voda:kyselina chlorovodikova
o koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v) byly hnédé a nejspiSe se jimi extrahovalo
veétsi mnozstvi barviv. VSechny extrakty po odebrani a prefiltrovani pies stiikackové
mikrofiltry byly Ciré.

Pti uchovani v chladu posledni jmenované extrakty ziistaly ¢iré. U extraktu ziskaného
0,1% methanolickym roztokem kyseliny mravenc¢i vSak dochézelo k precipitaci shluku bilé
srazeniny, ktera se beze zbytku rozpoustéla pii vytemperovani na laboratorni teplotu.
Snejvetsi pravdépodobnosti se jednd o chladem vysrazené bilkoviny extrahované
Z biologické matrice. V piipadé methanolického extraktu dochdzelo vlivem ochlazeni
k vypadavani bilych jehlickovitych krystalkd, které se pii vytemperovani na laboratorni
teplotu rozpoustély minimané. Variabilita takto krystalizujicich latek je vysoka. Avsak
Wieland popisuje krystalizace amanitinti z methanolickych soluci [17], a je tedy mozné, Ze se
jedna o jeden z dvojice sledovanych amaniting.

Pti fedéni extraktl z prvniho kroku mobilni fazi o slozkdch 1 mM vodny roztok octanu
amonného s 0,1% obsahem kyseliny mraven¢i a methanol v poméru 50:50 (v/v) nebylo
u extraktll pozorovano zvlastni chovani a byly fedény 5 krat. U extraktli ziskanych v druhém
kroku témito ¢inidly byla vsak situace jina. Pti fedéni extrakti ziskanych methanolem a 0,1%
methanolickym roztokem kyseliny mraven¢i dochazelo ke vzniku bilého zakalu, ktery byl
odstranén filtraci pfes stiikackové mikrofiltry. Zbylé dva extrakty ziskané smési
methanol:voda v poméru 1:1 (v/v) a smési methanol:voda: kyselina chlorovodikova
0 koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v) zustaly po nafedéni ¢iré.

Extrakty ziskané v prvnim kroku za ¢asteéné optimalizovanych podminek vykazovaly
stejné vlastnosti a byly fedény také 5 krat. K fedéni bylo vyuzito mobilni faze o slozkach
ImM vodny roztok octanu amonného okyseleného kyselinou mraven¢i na pH = 3,33
a methanol v poméru 70:30 (v/v), tedy slozeni, pouzité na pocatku gradientového programu.
Touto mobilni fazi byl fedén i1 extrakt ziskany v druhém kroku smési methanol:voda:kyselina
chlorovodikova o koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v). U extraktu pfipraveného

0,1% methanolickym roztokem kyseliny mravenc¢i dochéazelo pii fedéni opét ke vzniku bilého
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zékalu. Tentokrat vSak filtrace ptfes mikrofiltry nebyla natolik u¢inna a zakal pietrval. Proto,
aby bylo mozné vzorek analyzovat, bylo k fedéni vyuzito methanolu, ve kterém se bily zakal
rozpoustél. Lze fici, Ze zakal byl zptisoben zmenSenim rozpustnosti nékterych latek vlivem
vyss§iho obsahu vodné slozky v mobilni fazi.

VSechny extrakty byly analyzovany za optimalnich podminek (viz kap. 4.1.3). Porovnanim
se standardy (obr. 16) byla urena identita latek a pomoci kalibra¢nich zavislosti byly
kvantifikovany sledované toxiny. Vhodnost extrac¢nich ¢inidel pak byla posuzovéana podle

mnozstvi extrahovanych toxind.

50 1~
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40 A 4
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30
25
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15 4 3
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Obr. 16: Chromatogram smésného standardu toxini naméieny za optimalizovanych

podminek gradientu(1. B-amanitin, 2. a-manitin, 3. falacidin, 4. falodin).
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4.3.1 Hodnoceni pilotni extrakce

Analyzami za optimalnich podminek bylo zjisténo, Ze extrakty pfipravené ruznymi
extrak¢énimi Cinidly maji prakticky stejny elucni profil a z porovnani chromatogramu (obr. 17)
a se lisi pouze mnozstvim extrahovanych latek. Mal¢ zmény v chromatogramu jsou pouze
v pikovém shluku na pocatku chromatogramu. Nicméné pro stanoveni toxint tento aspekt
nema vyznam.

Z chromatogramt byly odecteny plochy piki sledovanych latek a dosazenim do rovnic
kalibrac¢nich pfimek vypocitany nezndmé koncentrace toxini. Vypoctené koncentrace toxinti

v extraktech jsou uvedeny v tabulkach 8 az 11.
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Obr. 17: Chromatogramy extrakti muchomiirky zelené naméiené za optimalnich
podminek gradientu ziskané raznymi extrakénimi ¢inidly: (A) MeOH; (B) MeOH:H,0O
1:1 (viv); (C) MeOH:H,0:HCI (0,01M) 5:4:1 (viviv); (D) 0,1% methanolicky roztok
HCOOH; cervena c¢ara - nespikovany extrakt, ¢erna ¢ara — spikovany extrakt

(1. B-amanitin, 2. a-manitin, 3. falacidin, 4. falodin).
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Tabulka 8. Stanovené koncentrace sledovanych analyta v extraktu ziskaného v prvnim a

druhém kroku pilotni extrakce 0,1 % methanolickym roztokem HCOOH.

Koncentrace toxina [png/ml]

analyt
1 krok 2 krok
o-amanitin 77,43 33,3
B-amanitin 52,43 20,44
falacidin 125,56 47,29
faloidin 14,89 5,29

Tabulka 9. Stanovené koncentrace sledovanych analyta v extraktu ziskaného v prvnim a

druhém kroku pilotni extrakce methanolem.

Koncentrace toxini [pug/ml]

analyt
1 krok 2 krok
o-amanitin 65,69 18,30
B-amanitin 43,25 22,84
falacidin 103,49 37,69
faloidin 10,98 4,81

Tabulka 10. Stanovené koncentrace sledovanych analyti v extraktu ziskaného v prvnim

a druhém kroku pilotni extrakce smési MeOH:H,0 v poméru 1:1 (v/v)

Koncentrace toxini [png/ml]

analyt
1 krok 2 krok
o-amanitin 48,03 19,36
B-amanitin 74,54 24,84
falacidin 121,34 48,98
faloidin 11,81 4,83
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Tabulka 11. Stanovené koncentrace sledovanych analytiu v extraktu ziskaného v prvnim

a druhém Kkroku pilotni extrakce smési MeOH:H,O:HCI (0,01 M) v poméru 5:4:1 (V/V/V).

Koncentrace toxini [ug/ml]

analyt
1 krok 2 krok
o-amanitin 50,87 19,61
B-amanitin 64,39 26,09
falacidin 136,47 54,53
faloidin 14,89 5,82

Pti vybéru vhodného extrakéniho ¢inidla byla rozhodujici kromé mnoZzstvi extrahovanych
toxinu i vlastnosti extraktu. Nakonec byla vybrana dvé ¢inidla pro dalsi podrobnéjsi testovani,
a to 0,1% methanolicky roztok kyseliny mraven¢i a smés methanol:voda: kyselina
chlorovodikova o koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v). Methanolicky extrakt byl
shleddn nevhodny z divodu vzniku krystalli blize nespecifikované latky (latek) a smés
methanol:voda v poméru 1:1 méla s vyjimkou B-amanitnu mens$i vytéznost (viz tabulka 12).
Uvedené zjisténé koncentrace toxini nebyly pro urCeni vhodnosti extrakéni soustavy,

vzhledem ke stejnym navazkam extrahovanych vzorkd, vztazeny na gram navazky.

Tabulka 12. Celkové mnoZstvi extrahovanych toxini ziskané extrakénimi Cinidly pri

pilotni extrakei.

Koncentrace [ng/ml]

Extrakéni ¢inidlo

a-amanitin B-amanitin falacidin Faloidin
MeOH 89,99 66,09 141,18 15,79
0,1% HCOOH (MeOH) 110,73 72,87 172,85 20,18
MeOH:H,0
67,39 99,38 170,32 16,64
1:1, (vIv)
MeOH:H20:HCI

70,48 90,48 191 20,71

5:4:1, (vIviv)
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4.3.2 Hodnoceni extrakce za ¢astééné optimalizovanych podminek.

S pouzitim extrakénich ¢inidel 0,1% methanolického roztoku kyseliny mravenci a smési
methanol:voda:kyselina chlorovodikova o koncentraci 0,01 mol/l v poméru 5:4:1 (v/v/v),
které¢ byly vybrany jako nejvhodnéjsi v pilotni extrakci, byla provedena druhd a peclivejsi
extrakce (viz kap. 3.3.2).

Pripravené extrakty byly za optimalnich podminek analyzovany a ze ziskanych
chromatogramit byly odeéteny plochy pikd sledovanych analytd. Vyuzitim rovnic
kalibrac¢nich ptfimek byly vypocitany neznamé koncentrace toxin V obou extraktech, které
jsou uvedeny v tabulkdch 13 a 14. Vypoctené koncentrace toxini byly pro posouzeni
vhodnosti nasledné, vzhledem k rozdilné navazce vzorku, vztazeny na gram navazky vzorku.
Nejvhodngjsi extrakéni ¢inidlo bylo nyni voleno pfedevsim podle mnozstvi extrahovanych

toxinu.

Tabulka 13. Stanovené koncentrace sledovanych analyti v extraktech ziskanych za

¢astecné optimalizovanych podminek 0,1 % methanolickym roztokem HCOOH.

Koncentrace toxini [pug/ml]

analyt
1 krok 2 krok
o-amanitin 97,81 21,14
-amanitin 45,75 9,28
falacidin 84,64 17,84
faloidin 20,78 4,68

Tabulka 14. Stanovené koncentrace sledovanych analyti v extraktech ziskanych za
¢asteCné optimalizovanych podminek smési MeOH:H,O:HCI (0,01 M) v poméru 5:4:1
(VIVIV).

Koncentrace toxinu [png/ml]

analyt
1 krok 2 krok
o-amanitin 63,47 40,45
[-amanitin 33,71 14,86
falacidin 78,56 28,3
faloidin 17,93 6,45
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Jak ukazuje tabulka s dosazenymi vysledky (tabulka 15), dosahuji obé Cinidla pfi extrakci
nékterych toxini srovnatelnych vysledki. AvSak vétsi mnozsvi klinicky nejdulezitejSich
toxintl (a- a B-amanitin) se z biologické matrice extrahuje methanolickym roztokem kyseliny
mravenci. Proto byl jako optimalni extrakéni €inidlo vybran pravé 0,1% methanolicky roztok

kyseliny mraven¢i a dal$i analyzy jiZ probihaly pouze s extrakty ziskanymi timto ¢inidlem.

Tabulka 15. Celkové mnoZstvi extrahovanych toxini extrakénimi c¢inidly v druhé

extrakei vztaZzené na navazku vzorku

Koncentrace [ug/g]
Extrakéni Cinidlo

a-amanitin p-amanitin falacidin faloidin
0,1% HCOOH (MeOH) 213,81 99,43 184,62 45,54
MeOH:H,O:HCI
166,24 81,92 184,83 42,18

5:4:1, (VIVIV)

4.3.3 Kinetika extrakce

V pribéhu extrakce za cCasteCné optimalizovanych podminek byly odebirdny objemy
200 pl extrakéniho ¢inidla pro sledovani kinetiky extrakce, jak bylo popsano v kap. 3.3.2.
Odebrané vzorky byly zpracovany a nasledn¢ analyzovany pro nejvhodnodnéjsi extrakcni
¢inidlo - 0,1% methanolicky roztok kyseliny mravenci.

Analyzami bylo zjiSténo, Ze toxiny z biologické matrice prechdzeji do roztoku jiz
v okamziku ptidani extrakéniho ¢inidla. V pribéhu prvni hodiny je extrahovan nejvétsi podil
z celkového mnozstvi extrahovanych toxind. V pozdé¢ji odebiranych vzorcich pak bylo
prokdzano, Ze koncentrace extrahovanych toxinll v extracnim cinidle vzriistd jen mirné.
Po 5 hodinach extrakce se Vroztoku nachazi vice neZ polovina z celkového mnozstvi

extrahovanych toxind po 18 hodinach extrakce (viz tabulka 16 a obr. 18).
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Obr. 18: Mnozstvi extrahovanych toxind v prubéhu extrakce: modra (faloidin), zelena

(B-amanitin), Cervena (falacidin), ¢erna (a-amanitin).

Tabulka 16. Koncentrace toxini v extraktu v pribéhu extrakce

Koncentrace [ug/ml]

Cas (hod)
a-amanitin B-amanitin falacidin faloidin
0 18,57 8,41 16,05 3,89
1 48,26 23,73 44,22 10,87
2 48,9 23,87 44,67 11,04
3 49,35 24,5 45,56 11,17
4 53,2 25,41 49,23 11,94
5 53,99 26,43 50,92 12,81
18 97,31 45,3 82,91 20,78
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4.4 Stanoveni toxinii muchomiirky zelené

Analyzy byly provedeny na koloné Zorbax SB — Phenyl (250 x 4,6 mm,
5 wm) svyuzitim vysokouc¢inného kapalinového chromatografu Agilent serie 1260.
Za optimalizovanych podminek gradientové eluce s pouzitim mobilni faze s 1mmol/l vodnym
roztokem octanu amonného okyselenym kyselinou mravenéi na pH 3,33 (slozka A)
a methanolem (slozka B) pak bylo pii nastfiku 5 pl vzorku provedeno stanoveni sledovanych
toxini. Ke stanoveni byly vyuzity extrakty ziskané v prvnim i druhém kroku extrakce za
¢asteCné optimalizovanych podminek 0,1% methanolickym roztok kyseliny mravenci
a stanoveni bylo provedeno vzdy tfikrat.

Srovndnim retenc¢nich cCasti analytd s retencnimi casy standardi sledovanych latek
a pozd&ji hmotnostni spektrometrii byly v extraktu identifikovany ¢tyti sledované analyty, a
to o a B amanitin, falacidin a faloidin (obr. 19). Pro tyto analyty byly s pouzitim mrtvého ¢asu
kolony (tm = 3,38 min) vypocteny retenéni faktory a selektivity. Dale bylo k hodnoceni

kvality separace sledovanych analytl vypoc¢itano rozliSeni jejich pikia (viz tabulka 17).

Tabulka 17. Hodnoty selektivity, rozliSeni piki, retenc¢nich ¢ast a faktoru stanovenych

toxinu.
. tr R (standard)
Cislo piku analyt ) ) ki o Ri2
[min] [min]

1. [B-amanitin 7,12 7,10 1,10
2 o-amanitin 7,58 7,57 1,24 1,12 4,30
3. falacidin 11,69 11,70 2,45 1,97 23,89
4 faloidin 12,25 12,51 2,62 1,07 2,49

Po identifikaci sledovanych latek byly stanovované latky v analyzovaném extraktu
(obr 19) kvantifikovany a zjisténé hodnoty koncentraci byly statisticky zpracovany na hladiné
spolehlivosti a = 0,05. Pro vyjadieni mnozstvi toxinli obsazenych v pouzitém kloubouku
muchomirky zelené byly koncentrace stanovené v obou extraktech seCteny a vztaZzeny na
gram navazky vzorku. Vysledné stanovené mnozstvi toxind je pak vyjadieno jako mnozstvi
toxinu v mikrogramech obsazenych v 1 gramu kloubouku muchomirky zelené

s uvedenou chybou stanoveni v podobé¢ relativni smérodatné odchylky (viz tabulka 18).
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Obr.19: Chromatogram hrubého extraktu muchomiirky zelené naméieny za

optimalnich podminek (1. B-amanitin, 2. a-manitin, 3. falacidin, 4. falodin).

Tabulka 18. Stanovené mnoZstvi sledovanych analyti v kloubouku muchomiirky zelené,
(n=3).

Koncentrace RSD

analyt
[mo/g] [%0]
a-amanitin 212,99 0,45
B-amanitin 99,32 0,78
falacidin 182,41 1,24
faloidin 45,63 0,13

Spolu s realnymi vzorky byl pro kontrolu spravnosti stanoveni analyzovan smésny vzorek
standardii o zndmé spolecné koncentraci vSech sledovanych latek 50 pg/ml. Na zaklade
naméfenych koncentraci pro smésny vzorek standardi o znamé koncentraci byla vypoctena
chyba stanoveni. Bylo dosazeno uspokojivych a spravnych vysledkl, kdy chyba stanoveni

nepiesahla hodnotu 2%.
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Tabulka 19. Vysledky analyzy smésného vzorku standardi.

spravna koncentrace stanovena koncentrace  chyba stanoveni

analyt
[ug/ml] [ug/ml] [%0]
o-amanitin 50 50,29 0,58
[3-amanitin 50 50,81 1,62
falacidin 50 49,14 1,72
faloidin 50 50,84 1,68

4.5 Analyzy metodou HPLC-DAD-MS/MS

Analyzy metodou HPLC-DAD-MS/MS byly provedeny na koloné¢ Zorbax SB — Phenyl
(250 x 4,6 mm, 5 um) za stejnych podminek jako stanoveni metodou HPLC-DAD s pouzitim
vyvinutého programu gradientové eluce (viz tabulka 3). Analyzy byly realizovany na
vysokouc¢inném kapalinovém chromatografu Agilent serie 1290 Infinity s tandemové
zapojenym hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrup6lovym analyzatorem Agilent 6460
s ESI ionizaci (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko).

Hmotnostni analyzator byl nastaven pro praci v rezimu pozitivnich iont a parametry
hmotnostni detekce MS byly nasledujici: fragmentor 135 V, napéti na sprejovaci kapilafe
+ 4000 V, teplota desolvataéniho plynu (dusiku) 350 °C, pritok desolvataéniho plynu
10 I/min, nebulizer 55 psi, ¢as skenu 0,1 s, Casova prodleva mezi skeny 0,01 s. Pro méfeni byl
pouzit Skrat fedény extrakt muchomirky zelené ziskany 0,1 % methanolickym roztokem
kyseliny mraven¢i. Naméfena data byla vyhodnocena v programu Agilent MassHunter
(Agilent Technologies).

Pfi méfeni doSlo k malému retencnimu posunu vSech analytd. Ten byl zpisoben
pfechodem na jinou instrumentaci nez kterd byla pouzita ke stanoveni toxinti metodou
HPLC-DAD, protoze chromatograf Agilent serie 1290 Infinity byl pivodné kostruovan pro
UPLC. Sledované analyty v extraktu byly ze zacatku identifikovany srovnanim retenc¢nich
casl se standardy. Ziskané DAD a hmostnostni chromatogramy jsou uvedeny na obrazku
20 A-E. Jak ukazuje obrazek 20A, kromé retenéniho posunu doslo i ke zhorSeni separace
nékterych minoritnich pikd. Ty vSak nebyly predmétem hlavniho zdjmu, metoda nebyla pro

dosazeni lepsi separace déale upravovana.
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Obr. 20: (A) DAD chromatogram hrubého extraktu muchomirky zelené pii 295 nm,
TIC chromatogramy sledovanych analyti v ESI+ médu (B) B-amanitin, (C) a-manitin,

(D) falacidin, (E) falodin; (a.u. - arbitrary unit).

61



Identita latek byla pozdéji potvrzena také pomoci hmostnostnich spekter studovanych
toxini naméfenych ve scan modu v rozmezi detegovanych hmot m/z 100 -1000.
V naméfenych hmotnostnich spektrech byly pro sledované analyty detegovany ionty [M+H"],
[M+Na'] a [M+K"] (viz tabulka 20).

Tabulka 20. Relativni molekulové hmotnosti sledovanych toxind s nalezenymi

nejintenzivnéji zastoupenymi m/z v hmotnostnim spektru

analyt M (Da) namérené hmoty m/z
a-amanitin 918,97 919,3 [M+H], 941,3 [M+Na'], 957,3 [M+K™],
B-amanitin 919,95 920,4 [M+H], 942,3 [M+Na'], 958,3 [M+K'],
falacidin 846,90 847,3 [M+H'], 869,2 [M+Na'], 885,2 [M+K"],
faloidin 788,87 789,3 [M+H'], 811,2 [M+Na'], 827,2 [M+K"],

Ke vzniku sodnych a draselnych adukti dochazelo vyluhovanim sodnych a draselnych
iontll ze sklenénych naddob do mobilni faze. Ziskand hmotnostni spektra vybranych toxinil
muchomirky zelené jsou uvedena na obrazku 21.

Pro popis spekter byl zaveden dvoji popis. Horni hodnota v popisu pfedstavuje hodnotu
m/z daného iontu, zatimco spodni hodnota vyjadiuje intenzitu téhoz piku vyjadienou v %, kdy

nejintenzivnéj$imu piku je pfidélena hodnota 100%.
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Obr. 21: Hmotnostni spektra toxini muchomirky zelené v ESI+ modu (A) B-amanitin,
(B) a-manitin, (B) falacidin, (D) falodin.

Ze zjisténych hmot byly vybrany prekurzorové ionty pro jednotlivé analyty a méfenim
vtzv. ,product ion“ moédu byla zkoumdna fragmentace a vznik produktovych ionth
Vv zavislosti na pouzit¢ hodnoté kolizni energie kolizniho plynu. Nejdiive vSak bylo nutné
nalézt optimalni kolizni energii pro kazdy analyt.

Hledani vhodné kolizni energie bylo provedeno tak, ze kolizni energie byla zvySovéana do
té doby dokud se snizovala intenzita ptislusného prekurzorového iontu. Takto byly proméieny
hodnoty kolizni energie (CE) 20, 25, 30, 35, 40,45a50 V.

Ziskand hmotnostni spektra produktovych iontdi namétfena pii optimalnich hodnotach
kolizni energie jsou uvedena na obr. 22. Popis jednotlivych piki detegovanych iontl byl
proveden stejnym stylem jako u hmotnostnich spekter ziskanych méfenim ve scan modu.
Hodnoty zjisténych optimalnich koliznich energii pro studované latky a vznikajici majoritni

produktové ionty jsou pak uvedeny v tabulce 21.
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Obr. 22: Hmotnostni spektra produktovych ionti toxini muchomirky zelené v ESI+
médu (A) B-amanitin — CE =40V, (B) a-manitin — CE =45V, (B) falacidin—- CE =45V,
(D) falodin — CE =50 V.

Tabulka 21. Hodnoty m/z prekurzorovych a nalezenych produktovych iontd pri

optimalizované kolizni energii.

prekurzorovy ion

produktové ionty

Kolizni energie

analyt
(m/z) (m/z) (V)
a-amanitin 919,3 259.0; 339,10; 644,0; 770,30 45
B-amanitin 920,4 259,0;339,20; 626,20; 902,20 40
falacidin 847,3 184,90; 259,80; 330,10; 575,30 45
faloidin 789,3 157,00; 185,00; 224,1; 330,00 50
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5. Zavér

Jak bylo fedeno uvodem, kazdoroné dochazi ve svété i v Ceské republice k fadé
houbovych otrav. Ztohoto hlediska je nejvyznamnéjsi nejjedovatéjsi houba svéta
muchomirka zelena (Amanita phalloides), ktera piisobi smrtelné otravy i po tepelné Gpraveé ¢i
delsim skladovani v mrazdku. V soucasné dobé v nasi republice stale jest¢ chybi vhodné
analytické postupy pro rutinni toxikologickou praxi k objektivni diagnostice houbovych
intoxikaci a Kk vySetfeni houbovych otrav se stale pouzivaji metody, zalozené na
mikroskopické identifikaci houbovych spor. Tato metoda vsak, jak jiz bylo popsano v tvodu,
nemusi byt vzdy proveditelna a spolehliva. Ve snaze vyvinout vhodny analyticky postup pro
budouci rutinni toxikologickou praxi byly s pouzitim klobouku muchomurky zelené
provedeny pilotni experimety, zahrnujici izolaci a stanoveni vybranych toxini falacidinu,
faloidinu a toxikologicky vyznamnych amanitind (a- a f-amanitin) z biologické matrice.

Pti provedenych testech bylo nalezeno vhodné extrakéni ¢inidlo 0,1% methanolicky roztok
kyseliny mravenci, pro ktery byla sledovana i kinetika extrakce studovanych toxint. Béhem
sledovani kinetiky extrakce bylo zjiSténo, Ze toxiny jsou extrahovany jiz vV okamziku ptfidani
extrakéniho €inidla.

Pro analyzu toxint byla vyvinuta metoda HPLC-DAD za pouziti linearni gradientové eluce
s mobilnimi fazemi (A) 1mM vodny roztok octanu amonného okyseleného kyselinou
mraven¢i na pH 3,33 a (B) 100% methanol. Vyvinutou metodou byly v extraktu z klobouku
muchomurky zelené identifikovany vybrané toxiny porovnanim jejich retenénich cast
s retenénimi Casy standardi. Béhem vyvoje HPLC metody byla pozorovana velka zavislost
retence amanitind na pH pouzit¢é vodné slozky mobilni faze, a to hlavné B-amanitinu
obsahujici karboxylovou skupinu. Toxiny byly kvantifikovany pomoci rovnic namétenych
kalibracnich zavislosti a vysledek byl vyjadien jako mnozstvi toxinli obsaZenych v 1 gramu
klobouku muchomiirky zelené. Takto byl v klobouku dospélé plodnice muchomiirky zelené
stanoven obsah o-amanitinu 212,99 pg/g , B-amanitinu 99,32 pg/g, falacidinul82,41 pg/g a
faloidinu 45,63 pg/g

Pozdéji byla vyvinuta metoda vyuzita i pro podrobné&jsi analyzy toxini metodou HPLC-
DAD-MS/MS, kterou byla potvrzena identita toxind i na zakladé ziskanych hmotnostnich
spekter. Ve spektrech byly nalezeny hmoty sledovanych toxind m/z odpovidajici vzniklym
ionti [M+H'], [M+Na'] a [M+K"]. Identita byla potvrzena na zékladé zjisténych hmot
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vzniklych [M+H] iontd, a to 919,3 (a-amanitin), 920,4 (B-amanitin), 847,3 (falacidin) a
789,3 (faloidin)

Dale byly pii studiu vzniku produktovych iontt nalezeny optimalni kolizni energie
potiebné k fragmentaci prekurzorovych ionta sledovanych latek.

Tato prace bude dale pouzita pro vyvoj metody stanoveni toxinil v biologickych matricich

uzivanych v klinické praxi jako je krev, moc, zalude¢ni vyplach, stolice a dalsi.
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