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1 Uvod

1.1 Nebezpeci houbovych intoxikaci

Celosvétove je znamo asi 300 az 400 tisic druhd hub, z toho vice nez 90 % patii mezi
mikromycety (mikroskopické houby) a pouze 15 az 20 tisic patii mezi makromycety, tedy
houby s plodnici vétsi nez 1 mm (cit. ). V Evropé se vyskytuje pfiblizné 6 tisic druht
makroskopickych hub, ztoho jen asi 180 druht je jedovatych nebo z jedovatosti
podezielych?.

Sbér a konzumace hub jsou mezi lidmi oblibené jiz po dlouha staleti. K intoxikacim
dochazi nejcastéji zaménou jedlé houby za houbu jedovatou nezkuSenym houbafem. Pti¢inou
intoxikace vSak miize byt i zdmérna otrava s vrazednym ¢i sebevrazednym tmyslem nebo
zneuziti nékterych rodt hub, naptiklad rodu Psilocybe, pro jejich psychotropni ucinky.
Vétsina houbovych toxind zplsobuje mirné nebo stfedné zavazné zdravotni potize, avsSak
nékteré z toxint, naptiklad amatoxiny, vyvolavaji velmi t&zké aZ smrtelné otravy?.

V Ceské republice poskytuje informace o prvni pomoci a lé¢eni akutnich otrav
Toxikologické informacni stfedisko (TIS), které v soucasné dobé podava vice nez 20 tisic
toxikologickych konzultaci roéng, ztoho asi 2-3 % tvoii konzultace spojené s houbami’.
S diagnézou T62.0 (poziti hub) bylo podle informaci z Narodniho registru hospitalizovanych,
poskytnutych Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky CR v letech 2007-2016,
hospitalizovano roéné priiméré 166 pacienti®.

Pi1 houbovych intoxikacich je dilezité urcit druh houby zodpovédné za otravu. To mize
byt provedeno mikroskopickym mykologickym vySetfenim zbytkl jidla obsahujiciho houby,
zvratkli, stolice ¢i Zaludecniho vyplachu intoxikovaného jedince. Tyto subjektivni
mikroskopické metody vSak nesou mnohd uskali, jako je nevhodny odbér vzorku c¢i
nedostateCna erudovanost odbornika, ktery vySetfeni provadi, a tedy hrozici chybna
diagnostika. K objektivni diagnostice houbovych intoxikaci z télnich tekutin pacientl lze
vyuzit chromatografickych metod, jako je napiiklad vysokotc¢innd kapalinova chromatografie
(HPLC)>.

Priikaz psilocybinové intoxikace je vyznamny v soudnim lékafstvi, jelikoZ psilocybin
i psilocin patfi v Ceské republice mezi nedovolené omamné a psychotropni latky podle

nafizeni vlady €. 467/2009 Sb. vztahujiciho se k § 289 zékona ¢. 40/2009 Sb. Nedovolené je
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prechovavat mnozstvi vétsi nez 40 plodnic hub obsahujicich psilocin a/nebo psilocybin nebo
0,05 g baze (psilocinu) ¢i odpovidajiciho mnozstvi psilocybinu. K prikazu a stanoveni
psilocinu se vyuziva predevsim kapalinovd chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS)

nebo plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS)®,.

1.2 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace bylo vyvinout metodu kapalinové chromatografie s detekci
tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS) pro analyzu vybranych toxina
(psilocinu a psilocybinu) v lysohlavce kopinaté (Psilocybe semilanceata).

Cilem pocatecnich experimentd bylo optimalizovat HPLC-MS/MS metodu s isokratickou
eluci, a to sledovanim separace smésného roztoku standardti psilocinu a psilocybinu
za vyuziti riznych chromatografickych kolon ariiznych mobilnich fazi. Pro zvolenou
optimalni chromatografickou kolonu bylo nutné navrhnout gradientovou eluci.

Dalsim cilem bylo provést pfimou extrakci analyti z vysuSené plodnice lysohlavky
kopinaté pomoci methanolu a poté pomoci hluboce eutektickych rozpoustédel, vhodné
upravené extrakty analyzovat optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou a stanovit obsah

psilocinu a psilocybinu ve vybranych plodnicich lysohlavky kopinaté.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Houby rodu Psilocybe

Existuje piiblizné 180 uznavanych druhf lysohlavek, z toho asi 95 je halucinogennich’.
Zna¢né mnozstvi lysohlavek roste také v Ceské republice, mezi nimi nejrozsifendjsi je
lysohldvka kopinatd (Psilocybe semilanceata), déale je to napiiklad lysohlavka tajemna
(Psilocybe arcana), lysohlavka ceskd (Psilocybe bohemica) ¢&ilysohlavka moravska

(Psilocybe moravica)'® ',

2.1.1 Lysohlavka kopinata (Psilocybe semilanceata)

Lysohlavka kopinatd (znazornéna na obrazku 1) je jedovata lupenatd houba s 15-30 mm
Sirokym, kuzelovitym aZz zvoncovitym kloboukem s vyraznym bradavkovitym hrbolkem.
Klobouk ma olivové hnédou barvu vysychajici do slamové zlutého zbarveni. Lupeny jsou
prirostlé az pripojené, tmavohnédé s bélavym vloCkatym ostiim. Tien dosahuje vysky
50-120 mm a tloustky 1-3,5 mm, je hladky, svétle hn&dy" !

Roste v obdobi od srpna do listopadu, lze ji nalézt napiiklad v trav€ na loukach
a pastvinach nebo podél cest. Druh je dobie rozeznatelny diky charakteristickému tvaru

klobouku a sklonu k zelenomodrani tfen& po otladeni, zamény proto nejsou piili§ casté! 12,

Obrazek 1: Psilocybe semilanceata
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2.1.2 Lysohlavka tajemna (Psilocybe arcana)

Plodnice lysohlavky tajemné (znazornéna na obrazku 2) se od lysohlavky kopinaté lisi
predevsim vzhledem klobouku, ktery dosahuje Sitky 20-60 mm a je charakteristicky nizkym
Sirokym hrbolkem, ma Sedohnédou az sldmové Zlutavou barvu. Jedna se o lupenatou houbu,
lupeny jsou hnédé, na ostii pak bélavé. Ttenl je duty, pfi poranéni zelenomodrajici. Roste
od zafi do listopadu v listnatych a jehlicnatych lesich. Lysohlavka tajemna patii mezi jedovaté

houby'!.

Obrazek 2: Psilocybe arcana

2.1.3 Lysohlavka Ceska (Psilocybe bohemica)

Lysohlavka ceskd (zndzornéna na obrazku 3) je jedovata lupenatd houba
s 12-25 mm Sirokym, zvoncovitym, nizce sklenutym kloboukem karamelové hnédé
az krémové barvy. Tten je vlaknity, krémovy, odspodu Spinavé modrajici. Vyskytuje se
v listnatych a jehlicnatych lesich v obdobi fijna a listopadu, ale pii pfiznivém pocasi muize

rist i v zimnich mésicich. V Ceské republice se fadi mezi ohroZené druhy!'!.



rowr
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Obrazek 3: Psilocybe bohemica

2.1.4 Lysohlavka moravska (Psilocybe moravica)

Lysohlavka moravska (zndzornéna na obrazku 4) je velmi podobna lysohlavce Ceské,
na rozdil od ni ma vsak pestieji zbarveny, oranzové nebo okroveé hnédy klobouk s napadné
bfichatymi lupeny. Klobouk je na okraji slabé ryhovany. Na tfeni je Casto pfitomna

prstenovita zéna'l.

Obrazek 4: Psilocybe moravica
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2.1.5 Intoxikace houbami rodu Psilocybe

Hlavnimi toxiny hub rodu Psilocybe jsou indolové alkaloidy psilocybin a psilocin. Mimo
nich byl v téchto houbach objeven také baeocystin a norbaeocystin, oba toxiny jsou vsak
obvykle zastoupeny v mnohem menSim mnozstvi nez psilocybin. Teprve v nékolika malo
druzich hub byl objeven ve stopovém mnozstvi aeruginascin. VSechny uvedené toxiny jsou si
strukturné velice podobné a fadi se mezi derivaty tryptaminu® % 14,

Bylo zjisténo, ze Psilocybe semilanceata obsahuje pramérné 0,98 % psilocybinu, 0,02 %
psilocinu a 0,36 % baeocystinu v hmotnosti suSiny. Stfedni obsah toxinG v Psilocybe
bohemica je 0,85 % psilocybinu, 0,02 % psilocinu a 0,04 % baeocystinu v hmotnosti suSiny.
Je vSak tteba zdUraznit, Ze obsah toxinli miZze u stejného druhu hub rodu Psilocybe silné
kolisat™ 1°.

Po poziti hub je stievni sliznici absorbovano asi 50 % celkového mnozstvi psilocybinu.
Utinky se u nékterych konzumenti objevuji uz pii davce psilocybinu 3 mg podanych
peroralng, davka plisobici psychoaktivné u vétdiny konzumentti je pak 8 mg a vyssi's. Davka
10 mg psilocybinu odpovida ptiblizné 1 g suSenych lysohlavek kopinatych, to je asi 15-25
sttedné velkych plodnic’.

Stav po poziti hub obsahujicich psilocybin se oznacuje jako psilocybinovy syndrom.
Psychotropni u¢inky nastavaji po 30-60 minutach od poziti hub, mohou se projevovat
zkreslenym vnimanim €asoprostoru, zrakovymi a sluchovymi halucinacemi a stfiddnim nalad,
projevy jsou znacné¢ individudlni. Mezi dals$i pfiznaky intoxikace patii zrychleny tep, zvySeny
krevni tlak a mydridza. Stav intoxikace trva obvykle 4—6 hodin, maximaln¢ vSak 12 hodin,

metabolity jsou vylu¢ovény predevsim rendlng® 1617,

2.1.6 Zneuziti jako rekreacni drogy

Piestoze byl psilocybin poprvé identifikovan aZ v roce 1958 Albertem Hoffmanem, houby
jej obsahujici byly vyuzivany podstatné diive. Je znamo, ze domorodi obyvatelé amerického
kontinentu psychoaktivni houby konzumovali pfi riiznych naboZenskych ritualech's.

Houby rodu Psilocybe jsou dodnes zneuzivané jako rekreani drogy. NizSi davky
psilocybinu obvykle vyvolavaji ptijemné, relaxacni G€inky, naproti tomu vysoké davky s veétsi
pravdépodobnosti vyulsti v negativni prozitek. Toto pravidlo ovSem neplati vzdy, G€inky
psychoaktivnich latek se mohou liSit u riznych konzumentl a jsou tézko pfedpovéditelné,

mohou byt mimo vySe davky ovlivnény také psychickym stavem konzumenta, okolnim
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prostiedim i kombinaci s jinymi drogami'® %,

Jelikoz se mnozstvi psychotropnich latek v jednotlivych plodnicich 1isi, snadno mtze dojit
k pfedavkovani vedoucimu k neptijemnym depresnim, izkostnym i zivot ohrozujicim stavim.
Letalni davka LDso psilocybinu je vysoka, pro mys bilou ¢ini 280 mg/kg pii intraven6znim

podani, smrtelné intoxikace proto nejsou ¢asté!'®. Zaznamenana umrti po poziti lysohlavek

rwe

dojit k vyvolani sebevrazednych sklong® '% 12,

Uzivani psilocybinu mutze vést k psychické zavislosti, mohou se také projevovat
tzv. flashbacky, kdy konzument proziva pocity jako pii intoxikaci drogou i po delsi dobé

od jejiho poziti®.
2.1.7 Vyuziti v 1ékarstvi

V soucasné dob¢ jsou studovany moznosti vyuziti hub obsahujicich psilocybin jako
psychofarmaka. Ukazalo se, Ze by mohly byt vyuZivany pro zklidnéni a zmirnéni bolesti
u pacientd trpicich tzv. Cluster headache, coz je stav intenzivni specifické¢ bolesti hlavy,
kde jsou jiné moznosti 1é&by velmi omezené a ¢asto nedostadujici'®.

Déle byly vramci medicinskych vyzkumt studovany pozitivni ucinky psilocybinu
na redukci uzkosti a stresu u onkologickych pacientli a pacientd s duSevnimi nemocemi
zahrnujici deprese a obsedantné-kompulzivni poruchu, nebo moznost vyuziti psilocybinu
k 1é&bé zavislosti na alkoholu'®: %,

Vyuziti psychedelik v medicin€ je ovSem kontroverznim tématem a psilocybin zlstava

ve vétiné zemi zakdzanou substanci, legalizace psilocybinu je predmétem diskusi'®.

2.2 Toxiny obsaZené v Psilocybe semilanceata

2.2.1 Psilocin a psilocybin

Psilocin a psilocybin jsou indolové alkaloidy pfirozené se vyskytujici v nékolika druzich
hub, ptedevSim v rodech Psilocybe, Panaeolus a Conocybe, které jsou nékdy oznacovany
jako tzv. magické houby (anglicky ,,magic mushrooms®). Po konzumaci téchto hub je
psilocybin v téle defosforylovan za vniku psilocinu, ktery je farmakologicky aktivni a
zptsobuje halucinace, poruchy mysleni a zmény nalad?’.

Psilocybin je mozné detekovat v plazmé uZz 20-40 minut po poziti houby, psilocin
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se objevuje v plazmé asi po 30 minutach. K defosforylaci psilocybinu dochazi ¢astecné uz
v kyselém prostfedi zaludku, déale se na defosforylaci podili alkalickd fosfatasa a dalsi
nespecifické esterasy ve stfevech 1 vdalSich tkanich. Psilocin prochdzi pfes
hematoencefalickou bariéru a hromadi se v mozku!® %21,

Struktura psilocinu je podobna struktufe neurotransmiteru serotoninu, proto se psilocin
s vysokou afinitou vaze a aktivuje serotoninovy 5-HT2a receptor, podobné jako napiiklad
LSD (diethylamid lysergové kyseliny) nebo meskalin, ¢imz zptisobuje halucinogenni ucinek
trvajici 4 az 6 hodin. Struktura psilocybinu, psilocinu a serotoninu je zndzornéna na obrazku 5

(Cit. 16, 18, 19, 22).
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Obrazek 5: Struktura psilocybinu (A), psilocinu (B) a serotoninu (C)

Psilocin je majoritné metabolizovan na psilocin-O-glukuronid a na 4-hydroxyindol-3-
acetaldehyd. 4-Hydroxyindol-3-acetaldehyd muize byt oxidovan na 4-hydroxyindol-3-acetat,
nebo redukovan na 4-hydroxyindol-3-ethanol. UZ 5 hodin po intoxikaci je v krevnim séru az
80 % psilocinu pfitomno ve formé& O-glukuronidu, ktery je vylu¢ovan moci's 1%,

Analyza psilocybinu a psilocinu v télnich tekutinach je ndrocnd, jelikoz tyto toxiny jsou
velmi rychle metabolizovany a vykazuji omezenou stabilitu — podléhaji oxidaci na vzduchu a
svétle, obzvlasté pokud jsou skladovany ve formé roztoku. Také jsou termolabilni'®- 212324,

Ve vzorcich krve obsahujicich psilocin, které byly skladovany s piidavkem fluoridu
sodného jako stabilizatoru pii pokojové teploté, byl po jednom tydnu sledovan pokles analytu
az 0 90 %. Proto je doporuceno vzorky krve obsahujici psilocin skladovat pfi teploté asi 4 °C

a jakmile je to moZné, provést centrifugaci a sérum zmrazit'> %,
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2.2.2 Baeocystin a norbaeocystin

Kromé psilocinu a psilocybinu byly viadé hub rodu Psilocybe, vcetné Psilocybe
semilanceata, nalezeny v menSich mnozstvich také tryptaminové derivaty baeocystin
a norbaeocystin, které jsou strukturné velmi podobné psilocybinu, jak je vidét

na obrazku 6 (cit. > 13).

OH \ H

HO (0] OH
N4 NH N4 NH,
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Obrazek 6: Struktura baeocystinu (A) a norbaeocystinu (B)

Baeocystin a norbaeocystin jsou substraty enzymatické syntézy psilocybinu, kterd je
v posledni dobé predmétem zkoumani, jelikoZ roste zajem o vyuZiti psilocybinu ve farmacii a
predpoklada se poptavka po jeho biotechnologické produkci®.

Objevuji se spekulace, ze baeocystin a norbaeocystin pfispivaji k farmakologickym
ucinkim pfi intoxikaci houbami rodu Psilocybe, mohou byt naptiklad zodpovédné

za variabilitu G¢inkd pii téchto intoxikacich, zatim v§ak tyto hypotézy nebyly potvrzeny?’.

2.3 Metody analyzy toxini z hub

V soucasné dobé jsou podle odborné literatury hlavnimi metodami, vyuZivanymi k analyze
toxini v extraktech hub a v télnich tekutindch pacienti pii houbovych intoxikacich,
kapalinova nebo plynovd chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii, ptipadné

tandemovou hmotnostni spektrometrii*®.
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2.3.1 Extrakce

Extrakce  patti ke  klasickym  konvenénim  zplsobim  pfipravy  vzorkl
ke chromatografickym analyzam. Casto se vyuziva k oddéleni cilovych analytd z kapalného

nebo pevného vzorku, redukei interferenci matrice nebo k prekoncentraci analytt?®>°,

Prima extrakce

Prevedeni analytu z pevné faze do roztoku lze provést pomoci piimé extrakce. Tuhy
vzorek muze byt ponechan jako kompaktni matrice, nebo se pred extrakci rozmélni na malé
¢astice a homogenizuje se, coz urychli a zefektivni extrakci. K tuhému vzorku je poté ptidano
vhodné rozpoustédlo, to je zvoleno v zavislosti na chemickych a fyzikalnich vlastnostech
analytu, typu matrice a na dal$im postupu zpracovani extraktu. Mezi techniky vyuZzivané
k usnadnéni extrakce tuha latka-kapalina patii extrakce na horizontalni laboratorni tiepacce ¢i
rotacni tfepacce, extrakce na ultrazvukové lazni za laboratorni nebo zvySené teploty a
extrakce na kontinualnich extraktorech (Soxhletiiv, Twiselmanniiv extraktor)?’.

Velmi populdrnimi organickymi rozpoustédly vyuzivanymi k piimé extrakci jsou methanol
a acetonitril, protoze maji stfedni polaritu a je v nich rozpustna §iroka skala analyt. Pokud je
potfeba zvySit polaritu extrakéniho c¢inidla, vyuzivd se vétSinou smési organické
rozpoustédlo-voda, pro analyty majici kysely nebo bazicky charakter se s vyhodou vyuziva
smési organické rozpoustédlo-pufr. Naopak pro extrakci nepolarnich analyti jsou vhodna
nepolarni rozpoustédla, jako napiiklad hexan, cyklohexan, benzen nebo chloroform?’.

V soucasné dobé rostou naroky na zohlednéni vlivu extrakéniho Ccinidla na Zivotni
prostfedi. Doporucuje se upiednostiiovat rozpoustédla, ktera jsou neSkodnd pro Zivotni
prostiedi, nebo alespon majici co nejnizsi toxicitu, zaroven je snaha co nejvice minimalizovat
mnozstvi vyuZivaného extrakéniho Cc¢inidla. V Gvahu by méla byt brana i energetickd

narocnost zvoleného zplisobu extrakce.

Hluboce eutekticka rozpoustédla

Mezi nova, Setrn¢jsi extrak¢ni ¢inidla patii hluboce eutekticka rozpoustédla (deep eutectic
solvents, DES), ktera tvofi nanostruktury a jsou fazena mezi iontové kapaliny. Skladaji se
ze dvou slozek, které¢ spolu interaguji prostfednictvim vodikovych vazeb. Akceptorem
vodikové vazby zde mize byt naptiklad kvarterni amoniova stil. Donorem vodikové vazby je

typicky organicka kyselina, aminokyselina nebo cukr®®3!,
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Hluboce eutekticka rozpoustédla cCasto vytvaieji jemné kapiCky reverznich micel
nemisitelnych s vodou, do nichz lze extrahovat analyty. Odd¢leni koacervatu z roztoku muze
byt urychleno centrifugaci®'.

Nejvétsimi vyhodami DES je snadna pfiprava z ptirodnich sloucenin, které jsou
ekonomicky dostupné a Setrné k zivotnimu prostfedi, a moznost piizpisobeni DES
pro konkrétni aplikaci. Upravenim poméru donoru a akceptoru vodikové vazby Ize docilit
bud’ hydrofobniho, nebo hydrofilniho charakteru rozpoustédla. Hluboce eutekticka
rozpoustédla se daji vyuzit pro extrakce biologicky aktivnich sloucenin z rostlinnych a
zivo¢isnych materiala®® 32,

Nevyhodou DES je obecné jejich vysoka viskozita a vysoké povrchové napéti v porovnani
s vétSinou konvencnich rozpoustédel. Tyto faktory komplikuji kombinaci hluboce
eutektickych rozpoustédel s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a hmotnostni
spektrometrii, problémem v chromatografii je také ptfitomnost necistot a silné interakce DES
se stacionarni fazi, které mohou poskodit chromatografickou kolonu. VySe zminéné
nezédouci vlastnosti Ize upravit naptiklad volbou slozek a jejich poméru pii piipravé DES,
pfidanim vody, coz ovSem miZze zplsobit oslabeni vodikovych vazeb mezi slozkami DES,

nebo zménou teploty. Plati, Ze se zvysujici se teplotou klesa viskozita®? >3,

2.3.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (liquid chromatography, LC) je analytickd separacni metoda
zalozena na distribuci analytli mezi kapalnou mobilni fazi (MF, eluent) a stacionarni fazi (SF,
sorbent)*.

Nejstars$i formou kapalinové chromatografie je kolonovd chromatografie, kterou poprvé
popsal rusky botanik M. S. Cvét vroce 1903. V tomto uspotadani je vzorek aplikovan
na kolonu obsahujici stacionarni fazi a prostfednictvim toku mobilni faze je unaSen kolonou.
Analyty majici rozdilnou afinitu ke stacionarni fazi jsou v koloné rtiznou dobu zadrzovany,
diky tomu se od sebe jednotlivé slozky vzorku oddéluji a v riznych Casech jsou eluovany ven
z kolony** 3>,

Pivodné se mobilni faze pohybovala kolonou pouze vlivem gravitace, postupné se ale
zacalo vyuzivat moderni instrumentace a tok mobilni faze zajistila mechanickd pumpa, toto

nové, ucinnéjsi uspofadani se od 80. let 20. stoleti zacalo oznacovat jako vysokoucinna

kapalinovéa chromatografie (high performance liquid chromatography, HPLC)?>.
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Eluce muze byt provadéna isokraticky nebo s gradientem. Pti isokratické eluci je
v prub¢hu separace slozeni mobilni faze konstantni. Pouzije-li se gradientova eluce, pak se
v pribehu separace méni sloZzeni mobilni faze obvykle za ucelem lepsSiho rozliSeni nebo

zkraceni doby analyzy¢.

Systéemy kapalinové chromatografie

Pokud mé stacionarni faze polarni charakter a mobilni faze nepolarni charakter, jedna se
o separaci s normalnimi fazemi (normal phase HPLC, NP-HPLC). V ptipad¢, Ze je staciondrni
faze nepoldrni a mobilni faze polarni, mluvime o chromatografii sreverznimi fazemi
(reversed phase HPLC, RP-HPLC), pii niZ se v koloné nejvice zadrZuji analyty s nizkou
polaritou. Principem zadrzovani analyti v systému RP-HPLC jsou nespecifické
mezimolekulové interakce analytu a adsorbentu realizované slabymi disperznimi silami*.

Mobilni faze v RP-HPLC se typicky skladd zvody a methanolu, acetonitrilu nebo
tetrahydrofuranu, staciondrni fazi tvofi zpravidla uhlovodiky chemicky védzané na inertnim
nosici, obvykle silikagelu nékdy doplnéného o polystyren-divinylbenzenovy kopolymer, ktery
zajistuje vetsi chemickou stabilitu. Jednou z nejcastéji pouzivanych stacionarnich fazi v RP-
HPLC je oktadecylsilan®>3’.

Chromatografie sreverznimi fazemi v soucasné dobé prevladda nad chromatografii

s normalnimi fazemi, jelikoZ je vyuZzitelna pro $irSi rozmezi vzorkil, eluéni potadi lze snadno

S 24

pro praci a stacionarni fize jsou dostupné ve vysoké kvalit&*® 37,

Hydrofilni interakéni chromatografie (hydrophilic interaction chromatography, HILIC),
ktera byla poprvé popsdna A. J. Alpertem v roce 1990, je jednim z typa kapalinovych
chromatografickych systémi. V tomto uspotfadani analyty interaguji s hydrofilni stacionarni
fazi a eluce je provadéna bindrni mobilni fazi, kterd se skladd z vodné slozky a vysokého
podilu organické slozky. V soucasné dobé& je mechanismus HILIC separace objasiiovan
principem rozdé&lovani analytd mezi hydrofobni ¢ast mobilni faze a siln¢ hydrofilni vrstvu
vody imobilizovanou na povrchu stacionarni faize. Mohou se zde ale uplatiiovat i iontové a
hydrofobni interakce. Retence se zvySuje s polaritou analytu a snizuje se zvySenim polarity
mobilni faze. K ovlivnéni retence se do mobilni faze velmi ¢asto ptidava vhodny pufr*,

Mobilni faze v HILIC systému se typicky skladd z vodné slozky, jejiz podil by mél byt

alespon 2,5 obj. %, a organického modifikatoru, kterym je nejCastéji acetonitril s obsahem
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vice nez 50 obj. %. Mezi pouzivanymi stacionarnimi fazemi pifevazuje silikagel a
modifikovany silikagel, navazanou funk¢ni skupinou muze byt napf. aminopropylova,
amidova nebo zwitteriontovd. Zwitteriontova (amfoterni) funkéni skupina, jako je napf.
sulfobetain, obsahuje aniontovou i kationtovou skupinu poskytujici elektrostatické interakce,
chromatografie na tomto systému se pak oznacuje ZIC-HILIC?* 38,

Hybridni stacionarni faze obsahuji kombinaci organického a anorganického materialu a
vykazuji oproti Cisté silikagelovym stacionarnim fazim vyssi chemickou stabilitu pfi vysokém
pH a zvySené teploté. Hybridni stacionarni faze s ethylenovymi mustky (ethylene-bridged
hybrid, BEH) je tvofena casticemi, kde jsou mezi silanolovymi skupinami piitomné
ethylenové miustky, tim padem se snizi po€et povrchovych silanoli a tedy 1 retence zpiisobena

interakcemi s témito skupinami®’.

Zpusoby detekce v kapalinové chromatografii

Mezi vyuzZivané detektory v HPLC patii detektor UV/VIS, fluorescencni detektor,
elektrochemicky detektor, vodivostni detektor, detektor radioaktivity, chemiluminiscen¢ni
detektor, chirdlni detektor, refraktometricky detektor, detektor ELSD (evaporative light
scattering detector) a detektor CORONA (corona charged aerosol detector). K detekci lze
vyuzit 1 spojeni HPLC sjinou analytickou metodou, jako je napiiklad hmotnostni
spektrometrie, infradervena spektrometrie nebo nuklearni magnetick4 rezonance®.

Detektor, ktery ma byt vyuzit ke kvantitativni analyze, je volen tak, aby poskytoval
vystupni elektricky signal proporcionalni k mnoZstvi analytu pfitomného v detektoru v danou

chvili¥’.

2.3.3 UV/VIS detekce

Spektrofotometricky detektor v ultrafialové a viditelné oblasti svétla (190-800 nm) je
nejrozsifenéjSim detektorem pouzivanym v HPLC. Principem detekce je rozdilnd absorpce
svétla analytem a rozpoustédlem v UV/VIS oblasti, méfenou veli¢inou je absorbance*!.

Vyznamnymi skupinami chromofort, které zplisobuji absorpci svétla v UV/VIS oblasti,
jsou karbonyl, azo skupina, aromaticka jadra a konjugované dvojné vazby. Pro tispéSnou
detekci je zddouci, aby analyt vykazoval co nejvySsi absorbanci a rozpoustédlo naopak

cvwr

nizkou absorbanci, jsou napf. voda, methanol a acetonitril*® 4!
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Rozlisujeme tii typy UV/VIS detektorti: s fixni vinovou délkou, s nastavitelnou vinovou
délkou a detektory s diodovym polem. Detektory s diodovym polem (photodiode array
detectors, PDA) vyuzivaji simultanni detekce intenzity svétla vSech vlnovych délek
ve zvoleném rozmezi a dokazi zaznamenat celé UV/VIS absorpéni spektrum?® 42,

Jedna se o nedestruktivni zplsob detekce, za UV/VIS detektor proto lze zapojit dalsi

detek¢ni zafizeni, jako napt. hmotnostni spektrometr.

2.3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) je analytickd metoda zalozena
na separaci iontl podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) a slouzi ke kvalitativni
1 kvantitativni analyze. Za zakladatele hmotnostni spektrometrie se povazuje Sir J. J.
Thomson, ktery v roce 1912 sestrojil prvni hmotnostni spektrometr* .

Prvnim krokem analyzy pomoci hmotnostni spektrometrie je produkce iontli v plynné fazi,
vzniklych ze zkoumané slouceniny ionizaci. Mezi zplsoby ionizace v MS patii elektronova
ionizace (electron ionization, EI), chemickd ionizace (chemical ionization, CI), ionizace
elektrickym polem (field ionization, FI), desorpce elektrickym polem (field desorption, FD),
ostielovani vzorkli rychlymi atomy (fast atom bombardment, FAB), ionizace laserem
za pfitomnosti matrice (matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI), ionizace
elektrosprejem (electrospray ionization, ESI) nebo termosprejem (thermospray ionization,
TSI) a mnoho dalsich*.

Nasledné¢ jsou ionty separovany v hmotnostnim analyzatoru, ve kterém dochézi k interakci
nabitych castic s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. RozliSujeme analyzatory
skenujici, prilletové a iontové pasti®.

Skenujici analyzatory kontinualné v Case separuji ionty podle jejich poméru m/z, patii mezi
n¢ kvadrupdlové analyzatory a sektorové piistroje. Priletové analyzéatory vyuzivaji soucasné
transmise vSech nabitych Castic do priletové trubice, kde se ionty rozd€luji na zakladé
rozdilné doby letu, odtud také pochazi anglické oznaceni ,,time of flight (TOF)* analyzatory.
Posledni skupina analyzatorti zadrzuje ionty v cele Ci pasti pomoci napéti na elektrodach a
nasledné je analyzuje, patfi sem iontové cyklotronova rezonance nebo elektrostatick4 iontova

past (oznaGovana také ,,orbitrap“)*®.
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Princip detekce v hmotnostnim spektrometru je obvykle zalozen na pfimém méfeni
elektrického proudu, ktery vznika pii srazce iontu s dynodou a nasledné je zesilovan pomoci

nasobicu®.

lonizace elektrosprejem

Ionizaci elektrosprejem fadime mezi mékké ionizacni techniky, u nichz vznikaji predevsim
protonované [M+H]" ¢&i deprotonované [M—H]  molekuly analytu, ale k rozsahlejsi
fragmentaci nedochdzi. Tyto techniky umoznuji urcit molekulovou hmotnost analytu,
ale neposkytuji jeho strukturni informaci**.

K ionizaci elektrosprejem dochéazi aplikaci silného elektrického pole (napéti 3—6 kV)
na kapalinu protékajici kovovou kapildrou za atmosférického tlaku. Na vystupu z kapilary
kapalina tvoii vysoce nabité kapicky. Plyn proudici koaxiadlné¢ vzhledem ke kapilaie zuzuje
disperzi kapicek. KapiCky prochazeji zahfatym inertnim plynem (napf. dusikem), dochazi
k odparovani rozpoustédla a zvySovani jejich povrchového naboje. Coulombické odpuzovani
zpusobi explozi kapicky a jeji zmenSovani, vzniklé ionty jsou poté uvolnény do plynné faze a

sméfuji do analyzatoru** %

Kvadrupdlové analyzatory

Pravdépodobné nejvice rozsitenym hmotnostnim analyzatorem je v sou¢asnosti kvadrupol,
ktery je tvotfen ¢tyfmi paralelnimi tyCemi. Na tycCe je vloZeno stejnosmérné napéti a oscilujici
radiofrekvenéni stfidavé napéti, protilehlé elektrody maji vzdy stejnou polaritu. Ionty jsou
pfivedeny do kvadrupdlu pod nizkym napétim a zacnou oscilovat mezi ty¢emi. Pii dané
kombinaci velikosti stejnosmérného a stfidavého napéti se ionty o uritém poméru m/z
pohybuji po stabilni trajektorii smérem k detektoru, zatimco ostatni ionty s nestabilni
trajektorii jsou vychyleny a na detektor nedopadnou® 6.

Pracuje-li  kvadrupdl ve skenovacim modu, kontinuadln€ se meéni elektrické pole
a v kratkém casovém useku se promeii vSechny hodnoty m/z. Za G€elem zvySeni citlivosti byl
vyvinut SIM (single ion monitoring) mod, pfi némZ se nastavi takové elektrické pole
kvadrupdlu, aby k detektoru prochazely pouze ionty o zvoleném m/z (cit. *°).

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) v prostoru, spocivajici ve spojeni dvou
hmotnostnich analyzatort, umoziuje dosdhnout vysoké citlivosti a specifity. NejbéznéjSim

usporadanim tandemové hmotnostni spektrometrie je trojity kvadrupol** 4346,
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Prvni kvadrupdl zde generuje prekurzorové ionty, druhy kvadrupol slouzi jako kolizni cela,
kde dochazi ke srazkam prekurzorovych iontl, urychlenych elektrickym polem, s molekulami
nebo atomy kolizniho plynu (napt. dusik, argon). Vlivem fragmentace vznikaji specifické
produktové ionty, které vstupuji do tfettho kvadrup6lu. Tento princip vzniku
fragmentovanych iontli se oznacuje jako kolizn¢ indukovana disociace (collision-induced

dissociation, CID)*®.

2.3.5 Metody extrakce psilocinu a psilocybinu z biologického materialu

Mezi metodami extrakce psilocinu a psilocybinu zhub rodu Psilocybe pievazuje
v literatufe piima extrakce methanolem, n¢kdy s vyuZzitim ultrazvukové lazn€. Doposud
nebyla v dostupné literatuie nalezena zadna studie zabyvajici se extrakci téchto toxinti pomoci

DES (cit. 147-51),

2.3.6 Metody identifikace a stanoveni psilocinu a psilocybinu

K identifikaci a stanoveni psilocinu, psilocybinu a jim podobnych toxinl se v literatuie
nejCastéji vyuzivd metoda HPLC-MS/MS. Vyhodou této metody je vysoka piesnost,
opakovatelnost, selektivita, robustnost i moznost dosahnout velmi nizkych detekcnich limiti.
Zaroven nevyzaduje derivatizaci analytd. Vhodnym mdédem HPLC pro tyto analyzy je RP-
HPLC nebo HILIC!3: 14.25,28,47, 52,53

Lze vyuzit i kombinaci HPLC s jinymi zplsoby detekce, jako je UV detekce®,
fluorimetricka detekce®®, chemiluminiscence®! nebo elektrochemicka detekce®* .

Byla popsana také analyza tenkovrstvou chromatografii (thin layer chromatography,
TLC)*- % nebo plynovou chromatografii v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (GC-
MS)>> 36, Tenkovrstvd chromatografie je vhodna spiSe k identifikaci toxinii nez ke stanoveni
jejich obsahu ve vzorku. Nevyhodou vyuziti plynové chromatografie ke stanoveni
tryptaminovych toxinli je nutnost provést pfed samotnou analyzou nejprve derivatizaci
(napf. trimethylsilylaci), jelikoZ jsou tyto toxiny mélo t&kavé a termolabilni®> >°.

Kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis, CZE) piedstavuje dalsi
metodu vyuzitelnou ke stanoveni tryptaminovych toxinli. Ve studii Pedersen-Bjergaarda

et al.*

se tato metoda ukazala byt vhodnou pro stanoveni psilocybinu a baeocystinu, ale kvili
alkalickym podminkam pfi analyze doslo k degradaci psilocinu, ktery tim padem nemohl byt

stanoven.
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Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je uzitecnd k detekci ilegalnich
drog mimo laboratof, Yamaguchi et al.’’ ve své studii pfipravili monoklonalni protilatky
reaktivni  vac¢i  psilocinu, které by mohly byt vbudoucnu vyuziviny pro

imunochromatografické kity schopné detekovat psilocin.

2.4 Vyhodnoceni chromatografickych analyz

Aby bylo mozné chromatografické analyzy spravné vyhodnotit, je potfeba dosahnout
co nejefektivnéjsi separace. Mezi zakladni parametry charakterizujici separaci patii retencni
faktor, selektivita a rozliseni*®.

Retenéni faktor k£ uréuje miru retence délenych latek, tedy kolikrat vice Casu stravi analyt
ve stacionarni fazi nez v mobilni fazi. Vztah pro vypocet reten¢niho faktoru uvadi rovnice
¢. 1, kde f je retenéni Cas analytu (doba od nastifiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni
kiivky) a tm je mrtvy Cas (retencni Cas analytu, ktery se na koloné¢ nezadrzuje). Idedlni jsou

separace, kde k nabyva hodnot od jedné do pé&ti**-°.

tr — tm (1)
tm

k =

Selektivita a urcuje, jak dobfe budou na koloné¢ vzajemné odd€leny dva analyty.
Selektivita je dana pomé&rem retencnich faktor obou analytl k2 a k1, jak je uvedeno v rovnici
¢. 2. Pokud je a rovna jedné, eluéni kiivky analytd se prekryvaji a analyty nejsou

oddéleny>*-3°,

_k )
-2

a

Rozlieni Ri> je kvantitativni mirou schopnosti kolony separovat dva analyty. Zavisi
na retencnich casech obou analytl (#r,1 a fr2) a na Sifce jejich piki pfi zakladné (w1 a wy),
vztah pro vypocet rozliSeni udava rovnice €. 3. Vyhovujici separace 1ze dosahnout, pokud R

nabyvé hodnoty rovné nebo vétsi nez 1,5 (cit. *439).

_ 2 (tpz — tr1) 3)
1.2 wy; + w,
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2.4.1 Kvalitativni hodnoceni

Identifikaci latek v HPLC je mozné provést porovnanim reten¢niho Casu analytu
se zndmym standardem. Pti detekci pomoci hmotnostni spektrometrie 1ze ke kvalitativnimu
hodnoceni vyuzit také informace o molekulové hmotnosti a strukturné specifickych
fragmentech analytu. Detektory s diodovym polem zase umoznuji identifikaci porovnanim
spekter neznamych vzorkli se spektry standardnich latek méfenych pfi stejnych

chromatografickych podminkach, nebo s knihovnou spekter®® 3% 3,

2.4.2 Kvantitativni hodnoceni

Pokud je pouzitd analytickd metoda linearni, pak intenzita signdlu R generovaného pii
prachodu analytu celou detektoru je v urcitém rozmezi linearné zavisla na koncentraci
analytu c. Linearni usek zavislosti logR na logc se nazyva linedrni dynamicky rozsah
detektoru a lze jej vyuzit ke kvantitativnimu hodnoceni chromatografické analyzy>* 3’

Ke stanoveni obsahu sledovaného analytu ve vzorku se vyuZzivé plocha piku 4 nebo vyska
piku A. Vyhodnoceni dat v HPLC ma relativni charakter, proto je nutné vztah mezi plochou
nebo vyskou piku a koncentraci stanovovaného analytu urcit empiricky pomoci standardi.
Pro vypocet koncentrace analytu pak lze pouzit nckterou z nésledujicich metod: metoda
vngjsiho standardu (metoda kalibracni kiivky), metoda ptfidavku standardu, metoda vnitiniho

standardu, metoda vnitini normalizace®” 3% 3.

Metoda vnitiniho standardu

Principem metody vnitiniho standardu je ptidavek roztoku vnitiniho standardu (internal
standard, IS) jak kroztoku standardu, tak k roztoku vzorku. Idealni je pfidavek stejné¢ho
mnozstvi vnitfniho standardu do vSech analyzovanych roztokd. Vnitini standard by mél byt
eluovan v blizkosti stanovované latky a mit podobné fyzikalné-chemické vlastnosti,
koncentrace roztoku vnitiniho standardu musi byt znama®.

Po proméfeni série standardnich roztoka o rGznych koncentracich analytu, ke kterym je
pfidan vzdy stejny objem vnitiniho standardu o jedné koncentraci, lze sestrojit kalibracni
ktivku zavislosti poméru ploch piku analytu 4 a vnitiniho standardu Ais na koncentraci
analytu c¢. Ke vzorku o nezndmé koncentraci analytu je poté piidan stejny objem téhoz

roztoku vnitiniho standardu a z regresni rovnice kalibra¢ni kiivky je dopocitdna koncentrace

analytu ve vzorku®.
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Tato metoda eliminuje vliv zmény pracovnich podminek pii analyzéach, jelikoz vnitini

standard je touto zménou podminek ovlivnén stejné jako stanovovana latka?’.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (limit of detection, LOD) odpovida nejnizsi koncentraci analytu, ktera
poskytuje analyticky signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti (limit
of quantification, LOQ) odpovidd nejniz§i koncentraci analytu, kterou lze stanovit
s dostate¢nou piesnosti a spravnosti?’.

Jednim z moZnych zptsobi vypoctu LOD a LOQ je vypocet za vyuziti smérnice kalibracni
zavislosti vysky piku na koncentraci analytu b a hodnoty Sumu zékladni linie chromatogramu,

jak je uvedeno v rovnici ¢. 4 a 5 (cit. *%).

3:Sum 4
LOD = “)

10 - Sum 5
LOQ=—— 5)
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

K ptipravé mobilnich fazi pro chromatografické analyzy byl pouzit acetonitril (= 99,9%,
LC-MS Chromasolv, Honeywell Riedel-de Haén, Némecko), methanol (>99,9%, LC-MS
Chromasolv, Honeywell Riedel-de Haén, Némecko), mravenci kyselina (~ 98% p.a., Lach-
Ner, Ceské republika), octan amonny (> 98,5% p.a., Penta, Ceska republika) a deionizovana
voda.

K ptipravé standardnich roztokti studovanych toxinti byl pouzit roztok psilocinu
(1,0 mg/ml v acetonitrilu, certifikovany referenéni materidl, Supelco Analytical, Sigma-
Aldrich, USA), psilocinu-Dio (100 pg/ml v acetonitrilu, certifikovany referenéni material,
Supelco Analytical, Sigma-Aldrich, USA) a psilocybinu (1,0 mg/ml ve smési acetonitril:voda
v poméru 1:1 (v/v), certifikovany referencni material, Supelco Analytical, Sigma-Aldrich,
USA). Zasobni roztoky standardl byly skladovany pii teploté —70 °C.

K pfipravé redlnych vzorkli byly pouzity vysuSené plodnice lysohlavky kopinaté
(zndzornéné na obrazku 7) nasbirané v lokalité Borova Lada (Narodni park Sumava)
v listopadu 2020. Extrakce sledovanych toxind byly provedeny methanolem (> 99,9%, LC-
MS Chromasolv, Honeywell Riedel-de Haén, Némecko) a hluboce eutektickymi
rozpoustédly, které byly dodany RNDr. Tomadsem Hlozkem, Ph.D., postup jejich pfipravy je
uveden v kapitole 3.3. K fedéni vzorkti byla pouzita deionizovana voda, acetonitril a

methanol, jejichz specifikace jsou uvedeny vyse.
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Obrazek 7: Vysusené plodnice Psilocybe semilanceata

3.2 Instrumentace

Pro navéazku octanu amonného, potfebného pro piipravu mobilnich fazi, byly pouzity
pfedvazky Highland HCB 123 (Adam Equipment, Velka Britanie). Plodnice analyzovanych
hub byly zvaZeny na analytickych vahdch APX-100 (Denver Instrument, Némecko).

Hodnoty pH vodnych sloZzek mobilnich fazi byly upravovany pomoci pH metru 3540
Combined pH & Conductivity (Jenway, Velka Britanie). Ke kalibraci slouZil roztok pufru
o pH 4,0 obsahujici citronovou kyselinu, hydroxid sodny a chlorid sodny (Honeywell Fluka,
Némecko) a roztok pufru o pH 7,0 obsahuyjici hydrogenfosforecnan sodny a
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Honeywell Fluka, Némecko).

Centrifugace byla provadéna pomoci minicentrifugy Gusto (Carl Roth, Némecko).

Ke vSem chromatografickym analyzam byl pouzit vysokoucinny kapalinovy chromatograf
Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) slozeny z vysokotlaké
pumpy (Agilent 1290 Infinity), termostatovaného automatického davkovace (Agilent 1290
Infinity), kolonového termostatu (Agilent 1290 Infinity) a detektoru diodového pole (1290
Infinity).
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K detekci byl mimo detektoru diodového pole vyuzit i hmotnostni spektrometr Agilent
6460 Triple Quadrupole LC/MS System (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
s ionizaci elektrosprejem a moznosti vyuzit technologii Agilent Jet Stream, ktera zlepSuje
desolvataci iontt a citlivost systému.

Chromatografické analyzy byly provedeny pomoci nasledujicich kolon: Discovery HS C18
(150 x 4,6 mm, 3 um, Supelco Analytical, Sigma-Aldrich), Kinetex Phenyl-Hexyl
(100 x 2,1 mm, 1,7 pm, Phenomenex), Kinetex C8 (100 x 2,1 mm, 1,7 pm, Phenomenex),
SeQuant ZIC-cHILIC (100 % 2,1 mm, 3 um, Supelco Analytical, Sigma-Aldrich), Acquity
UPLC BEH HILIC (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um, Waters).

Naméfend data byla vyhodnocena v pocitaCovém programu Agilent MassHunter
Workstation Software (Agilent Technologies) a v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft
Corporation).

3.3 Prima extrakce toxini lysohlavky kopinaté

Byly provedeny dvé extrakce methanolem a dvé extrakce pomoci hluboce eutektickych
rozpoustédel.

K prvni extrakci methanolem byla vybrand plodnice lysohldvky kopinaté rozdélena
na klobouk a tfeni. Klobouk byl rozdélen na dvé ¢asti o hmotnostech 17,8 mg a 15,7 mg, obé
¢asti byly extrahovany zvlast' pomoci 1 ml methanolu. Tfet m¢l hmotnost 27,4 mg a byl
rozdélen na Ctyfi ¢asti, které byly dohromady extrahovany 1 ml methanolu. Takto pfipravené
extrakty v Eppendorfovych zkumavkach byly uzavieny a uchovéany v lednici pfi teploté 5 °C.
Po 1, 20 a 91 hodinach byly odebrany z kazdé¢ zkumavky dva alikvoty o objemu 100 pl
k analyze pro dva rizné zpusoby fedéni. Kazdy odebrany alikvot extraktu byl nahrazen
odpovidajicim mnozstvim methanolu.

Druh4 extrakce methanolem byla provedena s o néco mensi plodnici lysohlavky kopinaté.
Klobouk vazil 22,5 mg a v celku byl extrahovan 1 ml methanolu. Extrakt byl opét uchovan
uzavieny pii teploté 5 °C. Po 20, 40, 60 a 90 minutach byl z extraktu odebran alikvot 100 pl
pro analyzu, fedéni bylo provedeno pouze vodou. Kazdy odebrany alikvot extraktu byl
nahrazen odpovidajicim mnoZstvim methanolu.

Extrakce pomoci DES byla provedena ve spolupraci s RNDr. Tomasem Hlozkem, Ph.D.
z Ustavu soudniho 1ékaistvi a toxikologie 1. LF UK a VEN Praha, ktery ptipravil roztoky
DES a provedl extrakce.



Experimentalni ¢ast 30

Prvni roztok DES byl pfipraven smisenim 0,7 g cholinchloridu s 550 ul ethylenglykolu
ve 4ml vialce, tato smés se nechala temperovat pi1 85 °C 1 hodinu do vzniku ¢iré kapaliny.
Objem 300 pl takto ptipravené smési byl vyuzit k extrakei ¢asti klobouku lysohlavky kopinaté
o hmotnosti 8,5 mg. Druhy roztok DES byl pfipraven smisenim 0,7 g cholinchloridu s 900 pl
mlécné kyseliny ve 4ml vialce, smés byla opét temperovana pii 85 °C 1 hodinu. Objem 300 ul
druhého roztoku DES byl vyuzit k extrakci ¢asti klobouku lysohlavky kopinaté o hmotnosti

12,6 mg. Klobouk byl pied extrahovanim DES homogenizovan, extrakce trvala 1 hodinu.

3.4 Uprava pH vodné slozky mobilni fize

Upravy vodné slozky mobilni fize na pozadované pH bylo docileno piidavkem mravenéi

kyseliny.

3.5 Priprava a uchovani vzorkii pro HPLC analyzy

3.5.1 Priprava standardnich roztoki a roztokii pro kalibraci

Pro experimenty zaméfené na optimalizaci detekce tandemovou hmotnostni spektrometrii
byl pfipraven standardni roztok psilocinu o koncentraci 0,1 mg/ml v acetonitrilu a standardni
roztok psilocybinu o koncentraci 0,1 mg/ml ve smési acetonitril:voda v poméru 1:1 (v/v).

Dale byl ptipraven smésny roztok standardi psilocinu a psilocybinu o koncentraci obou
analyth 5 pg/ml ve smésiacetonitril:voda vpoméru 1:1 (v/v), ktery byl pouzit
k experimentiim pro optimalizaci analytické metody HPLC-MS/MS.

Pro kvantitativni analyzu byly pfipraveny dvé fady kalibracnich roztokli. Prvni kalibra¢ni
fada roztokll byla pfipravena ze smésného roztoku standardl psilocinu a psilocybinu
v deionizované vodg, kde oba analyty mély koncentraci 100 pg/ml. Redéni smé&sného roztoku
bylo provedeno deionizovanou vodou. Kalibra¢ni fada obsahovala roztoky o koncentracich
analyti 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 a 75 pg/ml, které obsahovaly ptidavek interniho standardu
psilocinu-Djo o koncentraci 1 pg/ml.

Druhé kalibra¢ni fada roztokt byla pfipravena ze smésného roztoku standardii psilocinu a
psilocybinu ve smési acetonitril:voda v poméru 1:1 (v/v), kde oba analyty mély koncentraci
100 pg/ml. Redéni smésného roztoku bylo provedeno smésiacetonitril:voda v poméru
1:1 (v/v). Kalibra¢ni fada obsahovala roztoky o koncentracich analytt 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10;
15; 25; 50 a 90 pg/ml, které obsahovaly pfidavek interniho standardu psilocinu-Dio
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o koncentraci 2,5 pg/ml.

3.5.2 Priprava realnych vzorki

Z prvnich dvou methanolickych extrakt ziskanych pfimou extrakci klobouku nebo tfené
lysohlavky kopinaté byl vzdy po stanovené dob¢ odebran jeden nebo dva alikvoty 100 ul pro
analyzu. K takto odebranym alikvotiim extraktii byl pfidan interni standard psilocin-Dio a
byly dvakrat zfedény. Pti prvni extrakci byly sledovany dva rtizné zptisoby fedéni, a to bud’
smési acetonitril:voda v poméru 1:1 (v/v), anebo jen vodou, proto se odebiraly dva alikvoty.
Pti druhé extrakci bylo zvoleno pouze fedéni vodou.

Extrakty DES byly centrifugovany pii 9 500 rpm po dobu 5 minut. Z obou extrakti bylo
odebrano 10 pl supernatantu, ktery byl zfedén 50x methanolem, a dalSich 10 pl supernatantu,
ktery byl ziedén 25% methanolem. K methanolem zfedénym extraktiim byl poté pfidan interni
standard psilocin-Di¢ a byly dvakrat zfedény vodou.

Koncentrace interniho standardu ve vSech redlnych vzorcich uréenych k analyze byla

2,5 pg/ml.

3.5.3 Uchovani standardnich roztokii a realnych vzorku

Jelikoz jsou psilocin a psilocybin vroztoku na vzduchu a svétle nestabilni a jsou
termolabilni, byly vSechny vzorky standardd i1 extraktdi téchto toxinli analyzovany, pokud
mozno, co nejdiive od jejich piipravy a piipadné byly skladovany uzaviené pfi teploté 5 °C a

bez pfistupu svétla.

3.6 Kvalitativni hodnoceni analyz

Kvalitativni hodnoceni analyz bylo provedeno porovnanim reten¢nich cCasii analytd
s reten¢nimi Casy standardll a sledovanim specifickych fragmentl analytd pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie v rezimu pozitivnich iontd. Podminky fragmentace i sledované
prekurzorové a produktové ionty byly zvoleny na zaklad€ optimalizace, kterd je popsana

v kapitole 4.1.
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3.7 Kvantitativni hodnoceni analyz

Ke kvantitativnimu hodnoceni analyz byla vyuzita metoda vnitfniho standardu, kde jako
vnitini standard slouzil psilocin-Dio. Za vyuziti série smésnych standardnich kalibracnich
roztokli psilocinu a psilocybinu byla sestrojena kalibracni zavislost poméru plochy piku
analytu a interniho standardu na hmotnostni koncentraci analytu. Pro vyjadieni hmotnostniho
obsahu toxini v analyzovanych plodnicich lysohlavky kopinaté byly zjisténé hmotnosti
toxind vztaZzeny na gram navazky houbového materialu.

Hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti byly uréeny dvéma zptlisoby. Jednim
zpisobem bylo experimentalni stanoveni, kdy vzorky byly fedény tak dlouho, dokud
na chromatogramu uz nebyl zaznamenan jasné odliSitelny pik analytu od Sumu. Druhym
zptisobem bylo uréeni LOD a LOQ pomoci vypoctu z hodnoty Sumu zakladni linie
chromatogramu a smérnice rovnice kalibraéni zavislosti poméru vysky piku analytu

a interniho standardu na hmotnostni koncentraci analytu.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace tandemové hmotnostni detekce

Experimenty zaméfené na optimalizaci tandemové hmotnostni detekce byly provedeny
za vyuziti standardniho roztoku psilocinu a standardniho roztoku psilocybinu vzdy
o koncentraci 0,1 mg/ml, davkovan byl 1 pl téchto roztoki. Hmotnostni analyzator byl
nastaven pro praci v rezimu pozitivnich ionti (ESI+ mod), vychozi hodnota napéti
na fragmentoru byla 100 V, vychozi ¢as ptfechodu (dwell time) ¢inil 200 ms. Pro vSechny
experimenty bylo napéti na sprejovaci kapilafe +5 500 V, teplota desolvata¢niho plynu (dusiku)
byla 350 °C, pratok desolvata¢niho plynu 10 I/min a tlak nebulizéru 55 psi.

Ve skenovacim rezimu hmotnostniho spektrometru byly nalezeny optimalni prekurzorové
ionty obou analytl. Rozmezi detekovanych hmot m/z bylo nastaveno na hodnotu 100 az
1 000, u psilocybinu byl identifikovan ion s pomérem m/z 285 jako ion s nejvyssi intenzitou
poskytovaného signdlu, u psilocinu to byl ion s m/z 205, tyto zvolené ionty dale slouzily jako
prekurzorové ionty fragmentace. Oba prekurzorové ionty vznikly z pfisluSného analytu
piijetim protonu H'.

Nasledné bylo pro zvoleny prekurzorovy ion vrezimu SIM optimalizovano napéti
na fragmentoru a v reZimu ,,product ion* optimalizovana kolizni energie. Produktovy ion byl
zvolen jako ion s nejvyssi intenzitou signalu, vznikajici fragmentaci prekurzorového iontu pfi
optimalnim napéti na fragmentoru a kolizni energii.

Pti méfeni prekurzorového iontu psilocybinu bylo vyzkouSeno napéti na fragmentoru 60,
100 a 120 V. Nejvyssi intenzita prekurzorového iontu byla naméfena pii napéti 100 V.
Pii méfeni prekurzorového iontu psilocinu bylo proméfeno napéti na fragmentoru 35, 50 a
100 V, optimalni hodnota napéti na fragmentoru byla 50 V.

Pt1 optimalizaci kolizni energie byly méfené hodnoty koliznich energii zvySovany, dokud
se snizovala intenzita pfislusného prekurzorového iontu. U psilocybinu byly proméfeny
hodnoty kolizni energie 5, 15, 20, 25 a 30 V. Nejvyznamngj$i produktovy ion s pomérem
m/z 205 mél nejvyssi intenzitu signalu pii kolizni energii 15 V, z prekurzorového iontu
pravd&podobné vznikl oditépenim neutralni fosfatové skupiny HPOs (cit. °%). U psilocinu
byly proméfeny hodnoty kolizni energie 5, 15 a 20 V. Nejvyznamnéjsi produktovy ion

s pom&rem m/z 58 mél nejvyssi intenzitu signalu pii kolizni energii 15 V, z prekurzorového

vvvvvv
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U obou analytti byly také proméfeny tii rizné ¢asy prechodu: 200, 300 a 400 ms, nicméné
jejich zménou nebyla hmotnostni detekce ovlivnéna, k dalSim analyzam byl proto ponechan
vychozi ¢as ptrechodu 200 ms.

Pro interni standard psilocin-Dio byly zvolené parametry pro hmotnostni detekci urceny
na zaklad¢é parametrti psilocinu, pouze byla zohlednéna vysSi hmota interniho standardu,
piechod mezi prekurzorovym iontem a produktovym iontem byl dohleddn v literature®.
Prekurzorovy ion pro psilocin-Dio mél hodnotu m/z 215 a produktovy ion 66. Napéti
na fragmentoru ¢inilo 50 V, kolizni energie méla hodnotu 15 V. Optimalizované podminky
tandemové hmotnostni detekce pro psilocin, psilocin-Dio a psilocybin jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1: Optimalizované podminky MS/MS detekce, zvolené prekurzorové a produktové ionty pro
sledované analyty

Analyt Prekurzorovy  Produktovy ion Napéti na Kolizni energie
ion [m/z] fragmentoru [V]
[m/z] [VI
psilocin 205 58 50 15
psilocin-Dig 215 66 50 15
psilocybin 285 205 100 15

4.2 Vybér chromatografického systému

Za ucelem optimalizace separace studovanych toxind byla pii riznych separa¢nich
podminkach provadéna isokratickh HPLC-MS/MS analyza smésného roztoku standarda
psilocinu a psilocybinu, kde oba analyty mély koncentraci 5 pg/ml. Davkovéano bylo vzdy
10 pl tohoto roztoku s vyjimkou BEH-HILIC separaci, kdy byla v moznostech hmotnostniho
spektrometru aktivovana technologie Agilent Jet Stream a jako optimalni ddvkovany objem
byl zvolen objem 5 pl. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.6, vhodnym mddem kapalinové
chromatografie k separaci psilocinu a psilocybinu je RP-HPLC nebo HILIC. V rdmci této
bakalafské prace byly provedeny analyzy na péti chromatografickych kolonach. RP-HPLC
separace byla sledovana na stacionarni fazi schemicky véazanou oktadecylovou (C18),

oktylovou (C8) a fenylhexylovou skupinou. HILIC separace byla sledovana na zwitteriontové
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ZIC-cHILIC a hybridni BEH-HILIC koloné.

Separace byly provadény s riznymi druhy mobilnich fazi a riznymi obsahy organickych
modifikatort v mobilni fazi, jejich volba vychazela z literatury citované v teoretické Casti této
bakalarské prace. Pro zvolenou optimalni chromatografickou kolonu a druh mobilni faze byla

poté navrzena gradientova eluce.

4.2.1 Separace v RP-HPLC mddu se stacionarni fazi C18

MF: vodny roztok octanu amonného a acetonitril

Jako prvni byla pro separaci psilocinu a psilocybinu vyzkouSena kolona Supelco Discovery
HS C18 (150 x 4,6 mm, 3 um), kterd je diky své deklarované vysoké stabilité (high stability,
HS) a reprodukovatelnosti ,,run-to-run* analyz doporucovana pro spojeni LC-MS. Mobilni
faze byla slozena z vodného roztoku octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6) a acetonitrilu
v pomérech 25:75, 35:65, 45:55, 55:45, 65:35 a 75:25 (v/v). Prutok mobilni faze byl
0,5 ml/min. Retenc¢ni €as psilocinu se béhem v§ech méteni pohyboval v rozmezi 3,2—-3,8 min.
s vyjimkou 25 obj. % acetonitrilu v mobilni fazi, kdy dosahl hodnoty 4,8 min. Reten¢ni Cas
psilocybinu se pohyboval v rozmezi 2,3-2,6 min. Pfi nizkém obsahu vodné faze byl ziskan
symetricky pik psilocinu, ale deformovany pik psilocybinu, naopak pii vysokém obsahu
vodné faze byl pik psilocybinu vice symtericky, ale doSlo k rozsifeni piku psilocinu.
Chromatogramy ziskané pro separaci na staciondrni fadzi C18 s mobilni fazi tvofenou
octanovym pufrem a acetonitrilem v poméru 35:65 (v/v) jsou znazornény na obrazku 8.

Nasledné byla pro separaci na stejné chromatografické kolon¢ vyuzita jako mobilni faze
smés vodného roztoku octanu amonného (10 mmol/l, pH 6,6) a acetonitrilu v pomérech
25:75, 35:65, 45:55 (v/v). ZvySena koncentrace pufru neovlivnila vyznamnym zplsobem

separaci, nedoslo k posunuti reten¢nich Casti analyti.
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Obrazek 8: Elucni kiivka psilocybinu (A) a psilocinu (B) o koncentraci 5 pg/ml na stacionarni fazi
C18, mobilni faze byla tvofena vodnym roztokem octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6)
a acetonitrilem v poméru 35:65 (v/v)

Separace na téchto dvou popsanych chromatografickych systémech neni vyhovujici pro
psilocybin, ktery se diky svému polarnimu charakteru na C18 nepolarni stacionarni fazi
zadrzuje jen velmi malo. Polaritu psilocybinu lze ovlivnit zménou pH mobilni faze, proto byl
nasledné studovan i vliv pH vodné slozky pufru mobilni faze na separaci.

Nicméné pouziti mobilni faze sloZzené z vodného roztoku octanu amonného o niz§im pH
(5 mmol/l, pH 4,8) a acetonitrilu v pomérech 25:75, 35:65, 45:55 (v/v) na stejné
chromatografické koloné vedlo pouze k nepatrnému prodlouZeni reten¢niho ¢asu psilocybinu
a zkréaceni reten¢niho ¢asu psilocinu o 0,1-0,2 min. oproti stejné mobilni fazi, kde octanovy

pufr mél hodnotu pH 6,6.
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MF': vodny roztok mravenci kyseliny a acetonitril s pridavkem mravenci kyseliny

Dalsi testovand mobilni faze byla tvofena 0,1% vodnym roztokem mravenci kyseliny
(pH 2,6) a acetonitrilem s 0,1% obsahem mravenci kyseliny v pomérech 25:75, 35:65, 45:55,
55:45, 65:35 a 75:25 (v/v). Pratok mobilni faze byl opét 0,5 ml/min.

Benefitem této mobilni faze byly vice symetrické piky psilocybinu, nicméné stale nebylo
dosazeno dostateCného zvysSeni retence psilocybinu (retencni Cas psilocybinu se prodlouzil
prumémé o 0,2 min. oproti mobilni fazi s octanovym pufrem o pH 6,6 a acetonitrilem).
Chromatogramy ziskané v mobilni fazi tvotené 0,1% vodnym roztokem mravenci kyseliny a
acetonitrilem s 0,1% obsahem mravenci kyseliny v poméru 35:65 (v/v) jsou znazornény

na obrazku 9.

< A
= 2,5
< 4
3
=)
< 2
E
o1
(%2]
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
t [min]
7
w 33 B
S 6 )
x
5
4
= 3
<
S 2
o
oo
%) 1
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
t [min]

Obrazek 9: Eluc¢ni kiivka psilocybinu (A) a psilocinu (B) o koncentraci 5 pug/ml na stacionarni fazi
C18, mobilni faze byla tvotena 0,1% vodnym roztokem mravenci kyseliny (pH 2,6) a acetonitrilem
s 0,1% obsahem mravenci kyseliny v poméru 35:65 (v/v)
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MF': vodny roztok octanu amonného a methanol

Mobilni faze sloZzenéa z vodného roztoku octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6) a methanolu
v pomérech 25:75, 35:65, 45:55 (v/v) se ukézala pro separaci psilocinu a psilocybinu
na stacionarni fazi C18 jako nevhodnd. Pfi pritoku mobilni fdze 0,5 ml/min. se retencni Cas
psilocinu béhem vSech meétfeni drzel na hodnoté 2,9 min., retenni cas psilocybinu
se pohyboval vrozmezi 3,5-3,7 min. Elu¢ni kiivky analytd byly deformované a nebylo

dosazeno jejich dostatecného rozliseni.

4.2.2 Separace v RP-HPLC modu se stacionarni fazi C8

MF: vodny roztok octanu amonného a acetonitril

Vzhledem k tomu, Ze na stacionérni fazi C18 vykazovaly oba analyty kratkou a se zmé&nou
slozeni mobilni faze prakticky neménnou retenci, byla vybrana stacionarni faze s kratSim
uhlikatym ligandem. Separace psilocinu a psilocybinu byla vyzkousena na kolon¢ Kinetex C8
(100 x 2,1 mm, 1,7 um) s mobilni fazi sloZenou z vodného roztoku octanu amonného
(5 mmol/l, pH 6,6) a acetonitrilu v pomérech 25:75, 35:65, 45:55, 55:45, 65:35 a 75:25 (v/v).
Pritok mobilni faze byl 0,2 ml/min. Retencni Cas psilocinu se béhem vsech méfeni pohyboval
vrozmezi 1,4-1,5 min. s vyjimkou 25 obj. % acetonitrilu v mobilni fazi, kdy doslo
k vyraznému rozsifeni piku psilocinu a reten¢ni ¢as z toho diivodu doséhl hodnoty 1,7 min.,
retencni Cas psilocybinu se drZel na hodnoté 1,1 min. Chromatogramy ziskané pro separaci
na stacionarni fazi C8 s mobilni fazi tvofenou octanovym pufrem a acetonitrilem v poméru
35:65 (v/v) jsou znadzornény na obrazku 10.

Separace na tomto chromatografickém systému byla nevyhovujici, jelikoZ oba analyty

vykazovaly velmi nizkou retenci a byly eluovany kratce po mrtvém casu kolony.
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Obrazek 10: Elu¢ni kiivka psilocybinu (A) a psilocinu (B) o koncentraci 5 pg/ml na stacionarni fazi
C8, mobilni faze byla tvofena vodnym roztokem octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6) a acetonitrilem

v poméru 35:65 (v/v)

4.2.3 Separace v RP-HPLC modu se stacionarni fazi fenyl-hexyl

MF': vodny roztok octanu amonného a acetonitril

Jelikoz struktura obou sledovanych analytti obsahuje aromatickou ¢ast, byla pro separaci

psilocinu a psilocybinu vyzkousena i kolona Kinetex Phenyl-Hexyl (100 % 2,1 mm, 1,7 pm),

ktera diky fenylové c¢éasti muize poskytovat i m-m interakce. Nejprve byla tato kolona

vyzkouSena s mobilni fazi slozenou z vodného roztoku octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6) a

acetonitrilu v pomérech 35:65, 45:55 a 65:35 (v/v). Pritok mobilni faze byl 0,2 ml/min.

Retencni Cas psilocinu se béhem vSech méfeni pohyboval v rozmezi 1,7-1,8 min. a reten¢ni
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Cas psilocybinu se drzel na hodnoté 1,1 min. Podobné jako v pfedchozim ptipade,
kdy stacionarni fazi tvotila chemicky vazana skupina C8, i zde oba analyty vykazovaly velmi
nizkou retenci a byly eluovany kratce po mrtvém casu kolony, coz se dalo ocekavat vzhledem
k ndsobné vazbé v molekule acetonitrilu. Navic byly elu¢ni kfivky psilocybinu deformované,

a proto byla separace na tomto chromatografickém systému nevyhovujici.

MF: vodny roztok octanu amonného a methanol

Pfi vyméné organického modifikatoru acetonitrilu za methanol na tomtéz
chromatografickém systému, ale se snizenym pritokem mobilni fdze 0,1 ml/min., doslo
k posunuti reten¢niho Casu psilocinu na hodnotu 3,2 a psilocybinu na 2,5 min. pfi poméru
octanovy pufr:methanol 35:65 (v/v), ale eluéni kfivky analyti byly deformované a
nedosahovaly dostate¢ného rozliSeni, podobné jako tomu bylo pii testovani této mobilni faze

na stacionarni fazi C18.

4.2.4 Separace metodou ZIC-cHILIC

MF': vodny roztok octanu amonného a acetonitril

Separace studovanych toxinl byla dale sledovana na zwitterionické kolon¢ SeQuant ZIC-
cHILIC (100 x 2,1 mm, 3 um), obsahujici zaporn¢ nabitou fosfatovou skupinu a koncovou,
do prostoru orientovanou, permanentné¢ kladné nabitou amonnou skupinu, kterda mize
poskytovat iontové-vyménné nebo elektrostatické interakce. Byla vyzkouSena mobilni faze
sloZzend z vodného roztoku octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6) a acetonitrilu v pomérech
15:85, 25:75 a 35:65 (v/v). Pratok mobilni faze byl 0,5 ml/min. Reten¢ni €as psilocinu
se béhem vSech méfeni pohyboval v rozmezi 2,4-3,0 min., retencni ¢as psilocybinu nebylo
mozné spolehlivé urcit, jelikoz doslo k velmi vyrazné deformaci (rozdvojeni) eluéni kiivky
psilocybinu, ztoho divodu také tento chromatograficky systém nebyl vhodny k analyze

psilocybinu.

4.2.5 Separace metodou BEH-HILIC

MF: vodny roztok octanu amonného a acetonitril
Jako posledni byla pro separaci psilocinu a psilocybinu vyzkousena kolona Acquity UPLC
BEH HILIC (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) se silikagelovou stacionarni fazi obsahujici

ethylenové miustky, které ji proptjcuji vysokou chemickou stabilitu. Kolona byla vyzkousena
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v kombinaci s mobilni fazi slozenou z vodného roztoku octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6)
a acetonitrilu v pomérech 15:85, 20:80, 25:75, 35:65 a 45:55 (v/v). Pratok mobilni faze byl
0,2 ml/min. Reten¢ni Cas psilocinu se prodluzoval se zvySujicim se obsahem acetonitrilu
v mobilni fazi v souladu s HILIC separa¢nim mddem, pocinaje od 3,0 min. pii 55 obj. %
acetonitrilu az k 6,0 min. ptfi 85 obj. % acetonitrilu. Psilocybin poskytoval podobné jako
na kolon¢ ZIC-cHILIC rozdvojenou eluc¢ni kiivku, maximum druhého pozdé¢jsiho piku
psilocybinu se pii zvySujicim se obsahu acetonitrilu v mobilni fazi prodluzovalo.

Jelikoz byla u téchto separaci v nastaveni hmotnostniho spektrometru aktivovana
technologie Agilent Jet Stream, doSlo ke zvySeni intenzity poskytovaného signédlu oproti
pfedchozim analyzam, a proto bylo mozné snizit davkovany objem analyzovaného roztoku.
Bylo porovnano déavkovani 1, 5 a 10 pl standardniho roztoku pii poméru octanovy
pufr:acetonitril  35:65 (v/v), naméfené plochy piku psilocinu dosahovaly hodnot
2,9-10* AUmin pfi nadavkovani 1 pl, 6,7-10° AU min pii nadavkovani Spul a
1,3 - 10" AU min pfi nadavkovani 10 pl. Jako idealni intenzita signélu byla zvolena intenzita
pii davkovani 5 ul, proto ve vSech nasledujicich analyzach byl déavkovan objem 5 pl.
Chromatogramy pro BEH-HILIC separaci s mobilni fazi tvofenou octanovym pufrem a
acetonitrilem v poméru 35:65 (v/v) jsou znazornény na obrazku 11.

Pti 85 obj. % acetonitrilu v mobilni fazi byl psilocybin zachycen na stacionarni fazi tak,
ze ani po 20 minutach nedoslo k jeho eluci, ov§em néslednou upravou poméru mobilni faze
na 60 obj. % vodné slozky doSlo k vymyti veskerého psilocybinu z kolony v jedné zoné.
Timto se podafilo ucinné zachytit psilocybin na staciondrni fazi a zaroven fidit Casovy
interval mezi eluci psilocinu a psilocybinu. Tento poznatek byl pozdéji vyuzit k ndvrhu

prubéhu gradientové eluce.
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Obrazek 11: Elué¢ni kiivka psilocybinu (A) a psilocinu (B) o koncentraci 5 pug/ml na stacionarni fazi
BEH-HILIC, mobilni faze byla tvofena vodnym roztokem octanu amonného (5 mmol/l, pH 6,6) a
acetonitrilem v pomeéru 35:65 (v/v)

Nasledné¢ byla za stejnych podminek provedena separace, kde octanovy pufr v mobilni fazi
mél pH 4,6, tim doSlo ke zlepSeni tvaru elucnich kiivek psilocybinu a ke zkraceni retencnich
Castt psilocinu. Retencéni Cas psilocinu vzristal od 1,8 min. pfi 65 obj. % acetonitrilu

v mobilni fazi k 4,3 min. pti 85 obj. % acetonitrilu.

MF: vodny roztok mravenci kyseliny a acetonitril s pridavkem mravenci kyseliny

Dalsi separace byla provedena na stejné kolon¢ s pouzitim mobilni faze tvotené 0,1%
vodnym roztokem mravenci kyseliny (pH 2,6) a acetonitrilem s 0,1% obsahem mravenci
kyseliny v pomérech 10:90, 15:85, 20:80, 25:75 a 35:65 (v/v). Pritok mobilni faze byl opét

0,2 ml/min. Retencni cas psilocinu i psilocybinu vzristal se zvySujicim se obsahem
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acetonitrilu v mobilni fazi, u psilocinu pocinaje od 1,4 min. pii 65 obj. % acetonitrilu
k 1,6 min. pfi 90 obj. % acetonitrilu, u psilocybinu od 2,2 min. pfi 65 obj. % acetonitrilu
k jejich rozdvojeni tak jako v pfipadé mobilni fdze s vodnym roztokem octanu amonného.
Benefitem této mobilni faze byly vice symetrické piky psilocybinu a jeho eluce v jediné
zong, ale psilocin zde mél pfili§ nizkou retenci a byl eluovan v podstaté s mrtvym cCasem
kolony. Chromatogramy pro BEH-HILIC separaci s mobilni fazi tvofenou 0,1% vodnym
roztokem mravenci kyseliny a acetonitrilem s 0,1% obsahem mravenci kyseliny v poméru

35:65 (v/v) jsou znazornény na obrazku 12.
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Obrazek 12: Elucni kiivka psilocinu (A) a psilocybinu (B) o koncentraci 5 pg/ml na stacionarni fazi
BEH-HILIC, mobilni faze byla tvotena 0,1% vodnym roztokem mraven¢i kyseliny (pH 2,6) a
acetonitrilem s 0,1% obsahem mraven¢i kyseliny v poméru 35:65 (v/v)
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Obdobnych vysledkll bylo dosaZeno i pfi separaci s pouzitim mobilni faze tvotené 0,05%
vodnym roztokem mravenci kyseliny (pH 2,7) a acetonitrilem s 0,05% obsahem mravenci
kyseliny. Snizeni obsahu mravenci kyseliny v mobilni fadzi nepomohlo zvysit retenci

psilocinu.

4.3 Optimalizace HPLC-MS/MS analyzy s gradientem mobilni
faze

Na zéklad¢ provedenych experimentli byl zvolen k dal$im analyzdm chromatograficky
systém tvotfeny kolonou Acquity UPLC BEH HILIC (100 mm x 2,1 mm, 1,7 pm) a mobilni
fazi sloZzenou z vodného roztoku octanu amonného o koncentraci 5 mmol/l a pH 4,6 (slozka
A) a acetonitrilu (slozka B). Zvoleny priitok mobilni faze byl 0,2 ml/min. a ddvkovany objem
5 ul. Analyza byla dale optimalizovana pouzitim gradientové eluce, pfi niz se vyuzilo
skuteCnosti, Ze pii obsahu acetonitrilu alespoit 85 obj. % ve zvolené mobilni fazi nedochazi
k eluci psilocybinu, ale je eluovéan psilocin. Pro studium gradientové eluce byl opét vyuzit
smésny roztok standardi psilocinu a psilocybinu, kde oba analyty mély koncentraci 5 pg/ml.

Pocatecni slozeni mobilni faze pro gradientovy program bylo A:B 15:85 (v/v), pfi tomto
sloZzeni mobilni faze byl eluovan pouze psilocin. Dale bylo nutné navysit obsah vodné slozky
mobilni faze a snizit obsah acetonitrilu na pomér A:B 60:40 (v/v), ¢imz se zvySila elucni sila a
doslo k eluci psilocybinu. Nésledovala ekvilibrace na po¢atecni podminky. Pivodné navrzeny

program gradientové eluce je vyznacen v tabulce 2.

Tabulka 2: Prvni navrh gradientové eluce na stacionarni fazi BEH-HILIC, mobilni faze tvotena
sloZzkou A = vodny roztok octanu amonného (5 mmol/l, pH 4,6) a slozkou B = acetonitril

Cas [min] A [%] B [%]
0 15 85
4 15 85
7 60 40
11 60 40

15 15 85
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Aby bylo dosazeno co nejlepsi separace, bylo nutné zvolit jesté strméjsi gradient a zvysit
elucni silu mobilni faze na pomér A:B 65:35 (v/v), protoze pii pomalejSim gradientu
dochazelo k nezddoucimu rozmyvani piku psilocybinu v jeho sestupné casti. S cilem
dosdhnout co nejlepsi symetrie a nejnizsi Sitky piku psilocybinu byly navrzeny jesté Ctyfi

dalsi gradientové programy, z nichz ten finalni je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3: Optimalizovany program gradientové eluce na stacionarni fazi BEH-HILIC, mobilni faze
tvotena slozkou A = vodny roztok octanu amonného (5 mmol/l, pH 4,6) a slozkou B = acetonitril

Cas [min] A [%] B [%]
0 15 85
4 15 85
6 65 35
10 65 35
15 15 85
20 15 85

Analyza smésného roztoku standardd v optimalizovaném gradientovém programu byla
provedena celkem osmkrat a ziskané vysledky byly statisticky zpracovany na hladiné
vyznamnosti o = 0,05. Retencni c¢as psilocinu ¢inil 4,49 + 0,10 min. a psilocybinu
9,11 £0,04 min. Chromatogramy obou analyti ziskané za optimalizovanych podminek
gradientové eluce jsou zndzornény na obrazku 13.

S pouzitim mrtvého Casu kolony (fm = 1,47 min.) byly vypocteny zékladni charakteristiky

separace, které jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Hodnoty retencnich ¢ast, reten¢nich faktort, selektivity a rozliSeni pikd toxind
stanovenych optimalizovanou metodou HPLC-MS/MS

Analyt R [min] k a Ri2

psilocin 4,40 2,0 - -
psilocybin 9,11 5,2 2,6 2,0
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Obrazek 13: Elu¢ni kiivka psilocinu (A) a psilocybinu (B) o koncentraci 5 pg/ml na stacionarni fazi
BEH-HILIC pfi optimalizovaném programu gradientové eluce

4.4 Kvantitativni hodnoceni HPLC-MS/MS analyz

Aby bylo mozné kvantifikovat psilocin a psilocybin v extraktech lysohlavky kopinaté, byla
nejprve pro oba analyty sestavena rovnice kalibracni pfimky zavislosti poméru plochy piku
analytu a interniho standardu psilocinu-Dio na hmotnostni koncentraci analytu. To bylo
provedeno pomoci optimalizované HPLC-MS/MS analyzy série smésnych standardnich
kalibra¢nich roztok, jejichz ptiprava je popsana v kapitole 3.5.1.

Kazdy kalibraéni roztok byl promeéfen trikrat, a tedy byly ziskdny tfi hodnoty
poméru A/Ais, ty byly statisticky zpracovany na hladiné vyznamnosti o = 0,05 a byl z nich
vypocten aritmeticky primér, vysledna hodnota byla vynesena do kalibra¢niho grafu.

Analyzovany byly dvé odlisné kalibra¢ni fady, prvni byla tvofena vodnymi roztoky toxint
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a druha roztoky toxinl ve smési acetonitril:voda v poméru 1:1 (v/v), a to za icelem porovnani
vlivu rozpoustédla na kvantifikaci psilocinu a psilocybinu ve vzorku. Vhodnéjsi kalibracni

fada byla poté vyuzita ke kvantitativni analyze realnych vzorkd.

4.4.1 Kalibra¢ni fada vodnych roztoku toxinu

Vodné kalibracni roztoky byly pfipraveny vrozmezi koncentraci 0,1-75 pg/ml,
pro psilocybin se ovsem koncentrace 1 pg/ml nachazela pod mezi detekce a 5 pg/ml pod mezi
kvantifikace, proto musela byt kalibra¢ni zavislost psilocybinu sestrojena jen pro koncentrace
10-75 pg/ml. U psilocinu byla koncentrace 0,1 pg/ml pod limitem kvantifikace, proto byla
kalibra¢ni zavislost psilocinu sestrojena pouze pro koncentrace 0,5-75 pg/ml. Rovnice
kalibra¢nich pfimek pro oba studované analyty 1 jejich koeficienty determinace jsou uvedeny

v tabulce 5.

Tabulka 5: Rovnice kalibra¢nich ptimek zavislosti poméru plochy piku analytu a interniho standardu
na hmotnostni koncentraci analytu ve vodném roztoku a jejich koeficienty determinace

Analyt Rovnice kalibra¢ni primky Koeficient determinace R?
psilocin y=20,6841 x—0,1512 0,9826
psilocybin y=0,0412 x — 0,3809 0,9756

4.4.2 Kalibracni rada roztoki toxini ve smési acetonitril:voda (1:1)

Kalibra¢ni roztoky ve smési acetonitrilu a vody v poméru 1:1 (v/v) byly pfipraveny
v rozmezi koncentraci 0,05-90 pg/ml. U psilocinu vSak byla koncentrace 0,05 pg/ml pod
mezi detekce a 0,1 pg/ml pod mezi kvantifikace. U psilocybinu byla podobné jako v ptipadé
vodnych kalibrac¢nich roztok koncentrace 1 pg/ml pod mezi detekce a 5 ug/ml pod mezi
kvantifikace. Koncentrace interniho standardu ve vzorcich byla optimalizovana na hodnotu
2,5 pg/ml, kterd poskytovala vyS$i intenzitu signalu nez koncentrace 1 pg/ml pouzita
ve vodné kalibraéni fad¢. Kalibracni pfimka psilocinu byla sestrojena pro koncentrace
0,5-90 pg/ml a psilocybinu pro koncentrace 10-90 pg/ml, rovnice téchto piimek i jejich
koeficienty determinace jsou uvedeny v tabulce 6. Ke kvantifikaci analyti v realnych
vzorcich byla pouZzita pouze kalibrace ve smési acetonitrilu a vody, jelikoZ poskytovala

kalibra¢ni pfimky s vysSim koeficientem determinace nez kalibrace s pouzitim vodnych
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roztoktll a vice odpovidala slozeni standardnich roztokd.

Tabulka 6: Rovnice kalibracnich piimek zavislosti poméru plochy piku analytu a interniho standardu
na hmotnostni koncentraci analytu ve smési acetonitril:voda (1:1) a jejich koeficienty determinace

Analyt Rovnice kalibraéni primky Koeficient determinace R?
psilocin y=20,3368 x + 0,0728 0,9998
psilocybin y=0,0195x-0,1071 0,9993

Primérmé hodnoty poméru A/4is z tii méfeni kazdého kalibra¢niho roztoku ve smési
acetonitrilu a vody v poméru 1:1 (v/v) v€etné relativni smérodatné odchylky méfeni (relative
standard deviation, RSD) jsou uvedeny v tabulce 7. Je patrné, Ze relativni smérodatné
odchylky u psilocybinu jsou vyrazné vys$$i nez u psilocinu. To je zpisobeno tim,
ze psilocybin poskytuje v hmotnostni spektrometrii signdly o niz$i intenzité¢ nez psilocin a
zaroven interni standard psilocin-Dio neni optimalnim internim standardem pro psilocybin,

jelikoz se neeluuje v jeho blizkosti a nema dostatecné podobné fyzikalné-chemické vlastnosti.

Tabulka 7: Primérné hodnoty pomért plochy piku analytu a interniho standardu kalibra¢nich bodi
ve smesi acetonitril:voda 1:1 (v/v) a relativni smérodatna odchylka méfeni (n = 3)

Cm Pramér A/Axs RSD [%]
[pg/ml] psilocin psilocybin psilocin psilocybin
0,5 0,179 — 1,49 _
1 0,376 — 0,47 -
5 1,923 - 0,82 -
10 3,292 0,083 0,41 3,40
15 5,117 0,178 1,91 7,27
25 8,750 0,409 0,12 1,87
50 16,671 0,851 0,22 0,48
90 30,456 1,656 3,15 5,07

— pod mezi kvantifikace
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Urceni meze detekce a meze stanovitelnosti

Experimentalné zjisténou mezi detekce pro roztoky toxinli ve smési acetonitrilu a vody
analyticky signal jasné odliSitelny od Sumu. U psilocybinu takto uréend mez detekce Cinila
5,00 pg/ml, u psilocinu pak 0,10 pug/ml. Ze zjisténych mezi detekce byly vypocitiny meze
stanovitelnosti, které jsou uvedeny v tabulce 8. Jelikoz rozdily koncentraci mezi jednotlivymi
body kalibra¢ni fady byly pomérné vysoké, mohou byt experimentalné uréené¢ hodnoty LOD
a LOQ o néco vyssi nez skutecné hodnoty LOD a LOQ.

Proto byla mez detekce a mez stanovitelnosti uréena také vypoctem z hodnoty Sumu
zakladni linie chromatogramu podle rovnic ¢. 4 a 5. Vysledné hodnoty mezi detekce
a stanovitelnosti jsou uvedeny také v tabulce 8. Mez detekce urend vypoctem za vyuziti
Sumu zékladni linie chromatogramu je presnéjs$i nez experimentalni mez detekce, proto jako

mez detekce a mez stanovitelnosti byly brany hodnoty urc¢ené vypoctem pomoci Sumu.

Tabulka 8: Mez detekce a mez stanovitelnosti psilocinu a psilocybinu uréena experimentalné a pomoci
vypoctu za vyuziti Sumu zakladni linie chromatogramu

Zpisob urceni LOD [pg/ml] LOQ [pg/ml]
psilocin psilocybin psilocin psilocybin
experimentalni 0,10 5,00 0,33 16,67
vypocet pomoci Sumu 0,06 2,86 0,19 9,53

4.5 Optimalizace extrakce

Redlné vzorky, ziskané extrakci Psilocybe semilanceata methanolem nebo extrakei
hluboce eutektickymi rozpoustédly, byly vhodné upraveny (zplsob upravy je uveden
v kapitole 3.5.2) a byly analyzovany optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou. VsSechny
extrakty byly bezbarvé. Vzorky ziedénych methanolickych extrakti byly proméfeny vzdy
tiikrat, a tedy byly ziskany tfi hodnoty poméru 4/4is, ze kterych byla ur¢ena hmotnostni
koncentrace ziedéného roztoku pomoci rovnice kalibracni pfimky uvedené v tabulce 6.
Nasledné¢ bylo zapocitdno fedéni a byl stanoven hmotnostni obsah analytu v plivodnim
extraktu, vztazeny na hmotnost houbového materidlu pouzitého k extrakci. Vysledky jsou

uvadény jako aritmeticky primér z téchto tif méfeni. Vzorky ziedénych extrakti s hluboce
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eutektickymi rozpoustédly byly méfeny pouze jedenkrat, a tedy byla ziskdna pouze jedina
hodnota poméru A/Ass, ktera slouzila k dalsim vypoctim.

Byl sledovéan vliv upravy extraktu na vysledek analyzy a rozdil mezi extrakci pomoci
methanolu a pomoci dvou hluboce eutektickych rozpoustédel, ktery je detailnéji diskutovan

v kapitole 4.6.1.

4.5.1 Extrakce methanolem

Extrakce psilocinu a psilocybinu methanolem byla studovana kineticky, postup je uveden
v kapitole 3.3. Klobouk prvni pouzité¢ plodnice lysohlavky kopinaté byl rozdélen na cast
o hmotnosti 17,8 mg (ddle oznacovana jako klobouk 1) a ¢ast o hmotnosti 15,7 mg (déle
oznacovana jako klobouk 2).

V prvnim méfeni byly odebrany vzorky po 1, 20 a 91 hodinach extrakce a byly fedény
dvéma zplsoby — smési acetonitril:voda v poméru 1:1 (v/v), anebo vodou. Timto zpiisobem
byl opét zkouman vliv rozpoustédla na kvantifikaci psilocinu a psilocybinu ve vzorku.
Stanovené hmotnostni obsahy analyt v methanolickych extraktech, vztazené na gram
navazky houbového materialu, jsou uvedeny v tabulce 9 pfi fedéni smési acetonitril:voda a

v tabulce 10 pfti fedéni vodou.

Tabulka 9: Stanovené hmotnostni obsahy analyti v methanolickych extraktech po 1, 20 a 91 hodinach
extrakce ziskané analyzou extraktll fedénych smési acetonitril:voda 1:1 (v/v)

Délka extrakce Hmotnostni obsah [mg/g]
[hod] Klobouk 1 Klobouk 2 Tien

psilocin  psilocybin  psilocin  psilocybin  psilocin  psilocybin

1 0,05 5,52 0,06 6,70 — 2,07
20 0,12 6,24 0,12 6,73 0,03 2,13
91 0,13 11,10 0,12 10,33 0,05 2,95

— pod mezi kvantifikace
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Tabulka 10: Stanovené hmotnostni obsahy analyti v methanolickych extraktech po 1, 20 a 91
hodinéch extrakce ziskané analyzou extraktti fedénych vodou

Délka extrakce Hmotnostni obsah [mg/g]
[hod] Klobouk 1 Klobouk 2 Tien

psilocin  psilocybin  psilocin  psilocybin  psilocin  psilocybin

1 0,04 5,71 0,06 8,76 - 3,00
20 0,15 8,82 0,15 10,26 0,03 3,10
91 0,15 13,55 0,15 14,18 0,05 4,39

— pod mezi kvantifikace

Z porovnéani stanovenych hmotnostnich obsahi pfi obou zpusobech fedéni extraktu
naméfené obsahy obou analytll. Zaroven pii tomto zpisobu fedéni je v roztoku vzorku pomér
voda:organicka faze piiblizn¢ 1:1 (v/v), coZz odpovidd poméru voda:acetonitril v pouzité
kalibra¢ni fad¢€ roztokt toxint.

Bude-li se uvazovat, ze po 91 hodinach bylo extrahovano veskeré mnozstvi sledovanych
toxind, pak po 1 hodin€ doslo k extrakci ptiblizn€ 33 hm. % psilocinu a 52 hm. % psilocybinu
z klobouku (ur¢eno zpriimérovanim hodnot pro klobouk 1 a klobouk 2).

Chromatogramy pti extrakci Psilocybe semilanceata methanolem 1 hodinu, kdy byl extrakt
fedény vodou, jsou uvedeny na obrazku 14. Reten¢ni Casy analytl odpovidaji reten¢nim

Castim pfii analyze smésného roztoku standardi optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou.
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Obrazek 14: Elucni kiivka psilocinu (A), psilocinu-Dio (B) a psilocybinu (C) pfi extrakcei klobouku 1
Psilocybe semilanceata methanolem 1 hodinu, extrakt byl fedény vodou
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Jelikoz uz po prvni hodin¢ extrakce bylo extrahovdno vyznamné mnozstvi toxinl, byla
v nasledujicim experimentu sledovana detailnéji extrakce klobouku lysohlavky kopinaté
v ¢asovém useku od 20 do 90 minut. Bylo zvoleno fedéni extraktli pouze vodou. Zde byl
klobouk o hmotnosti 22,5 mg extrahovan v celku. Stanovené hmotnostni obsahy analytii
v methanolickych extraktech, vztazené na gram navazky houbového materialu, jsou uvedeny

v tabulce 11.

Tabulka 11: Stanovené hmotnostni obsahy analytii v methanolickych extraktech po 20, 40, 60 a
90 minutach extrakce ziskané analyzou extraktii klobouku fedénych vodou

Délka extrakce Hmotnostni obsah [mg/g]
[min] Klobouk
psilocin psilocybin
20 - 1,52
40 0,02 2,02
60 0,03 3,24
90 0,04 3,24

— pod mezi kvantifikace

Pii druhé provedené extrakci lysohlavky kopinaté methanolem bylo zjiSténo, Ze obsah
psilocybinu v extraktu lze stanovit uz po 20 minutich extrakce a obsah psilocinu
po 40 minutach extrakce. Rychlost extrakce se postupné snizuje, polarnéjsi psilocybin

se extrahuje rychleji a ve vét§Sim mnozstvi.

4.5.2 Extrakce hluboce eutektickymi rozpoustédly

Dalsimi studovanymi extrakénimi ¢inidly byla hluboce eutekticka rozpoustédla, ktera jsou
vice Setrnd k Zivotnimu prostfedi neZ methanol. Provedeni extrakce je popsano v kapitole 3.3.
Jednalo se pouze o pilotni experimenty, jejich Gcelem bylo predevsim zjistit, jestli je extrakce
pomoci DES viibec mozn4 a jestli ji 1ze kombinovat s HPLC-MS/MS metodou analyzy.

Prvnim pouzitym DES byla smés cholinchloridu a ethylenglykolu, 1 hodinu byl extrahovan
klobouk lysohlavky kopinaté o hmotnosti 8,5 mg, vznikly extrakt byl ve dvou variantach
ziedén bud’ 50x, anebo 25x methanolem. Methanolem fedéné extrakty byly pied méfenim

jesté dvakrat zfedény vodou, aby byl podobné jako v piedchozich extrakcich zajistén pomér
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voda:organicka faze ptiblizn€ 1:1 (v/v), a byl k nim piidan interni standard. Druhym pouzitym
DES byla smés cholinchloridu a mlécné kyseliny, jejiz extrakty byly zpracovany obdobnym
zpusobem, extrahovan byl klobouk lysohlavky kopinaté o hmotnosti 12,6 mg. Stanovené
hmotnostni obsahy analyti v extraktech DES, vztazené na gram navazky houbového

materidlu, jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Stanovené hmotnostni obsahy analytti v extraktech DES s ethylenglykolem a mlé¢nou
kyselinou, ziskané analyzou extraktti fedénych methanolem a vodou

Redéni methanolem Hmotnostni obsah [mg/g]
DES s ethylenglykolem DES s mléénou kyselinou
psilocin psilocybin psilocin psilocybin
25x 0,08 33,69 0,14 27,16
50x 0,11 20,57 0,14 24,35

Extrakce byla Gspésnd, nicméné stanovené hmotnostni obsahy analytii v extraktech DES
jsou zatizeny velkou chybou, a to z nékolika divodu, které jsou diskutovany nize.

Naméfeny pomér plochy psilocinu a interniho standardu se nachézel u vSech méfeni
extraktl DES pod mezi stanovitelnosti, tim padem bylo moZné provést vypocet hmotnostni
koncentrace extraktu pouze po vyrazné aproximaci kalibra¢ni rovnice, kdy byl zanedban tsek
na osey.

Zatimco reten¢ni Cas psilocybinu u vSech roztoki extraktli DES odpovidal retenénimu ¢asu
pfi analyze roztoku standardli optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou, retencni cas
psilocinu a interniho standardu byl vyrazné zkracen. Pfi pouziti smési cholinchloridu a
ethylenglykolu mél reten¢ni Cas psilocinu hodnotu 2,2 min. pfi ziedéni 25x methanolem a
3,6 min. pii ziedéni 50x methanolem. Z tohoto rozdilu je patrné, Ze fedéni extraktu
neovlivnilo jen intenzitu meéfeného signalu, ale i samotnou separaci. Pii pouZiti smési
cholinchloridu a mlécné kyseliny mél reten¢ni Cas psilocinu hodnotu 2,1 min. pfi ziedéni
25% methanolem a 2,4 min. pfi zfedéni 50x methanolem.

K ovlivnéni retence psilocinu v pfitomnosti hluboce eutektickych rozpoustédel mohlo dojit
vlivem interakce DES s timto analytem nebo reverzibilni modifikaci staciondrni faze DES.
Cim vy3§i byla koncentrace DES ve vzorku, tim vice byla retence psilocinu ovlivnéna. Kvuli

tomuto jevu by bylo vhodné piipravit novou kalibracni fadu, kterd by svym slozenim



Vysledky a diskuse 55

odpovidala slozeni vzorkii a byla by stejnou mérou ovlivnéna pfitomnosti DES, tim uz se
nicmén¢ tato bakalaifskd prace nezabyvala, extrakce DES zde byly provedeny pouze jako
pilotni experimenty.

Chromatogramy extrakt obsahujicich ethylenglykol byly zatizeny vysokym Sumem
pozadi, proto se na zaklad¢ provedenych experimentl jako vhodnéjsi k extrakci sledovanych
toxind jevi DES s mlé¢nou kyselinou, a to extrakt fedény 25x methanolem, ktery poskytl
symetrictéj$i elucni kiivky a vyssi intenzitu signalu nez extrakt fedény 50x methanolem.
Pro urceni optimalniho hluboce eutektického rozpoustédla k extrakei psilocinu a psilocybinu
z lysohlavky kopinaté a optimélniho zpiisobu Upravy extraktu by vSak bylo nutné provést
jesté dalsi analyzy. Chromatogramy pii extrakci Psilocybe semilanceata smési cholinchloridu
a mlééné kyseliny 1 hodinu, kdy extrakt byl fedény 25x methanolem, jsou uvedeny

na obrazku 15.
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Obrazek 15: Eluc¢ni kiivka psilocinu (A), psilocinu-Dio (B) a psilocybinu (C) pii extrakci klobouku
Psilocybe semilanceata smési cholinchloridu a mlééné kyseliny 1 hodinu, extrakt byl fedény

25% methanolem
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4.6 Stanoveni obsahu toxini v lysohlavce kopinaté

4.6.1 Porovnani obsaht zjiSténych pri ruznych zpusobech extrakce

Obsah psilocinu a psilocybinu po jedné hodiné extrakce byl stanoven celkem ve Ctyiech
kloboucich lysohlavky kopinaté. Dvakrat se jednalo o extrakci methanolem, jednou o extrakci
smési cholinchloridu a ethylenglykolu a jednou o extrakci smési cholinchloridu a mlécné
kyseliny. VSechny tyto extrakty po Upravé obsahovaly methanol a vodu pfiblizn€ v poméru
1:1 (v/v). Pro prvni extrakci methanolem byly zprimérovany hodnoty zjisténé pro obé
poloviny klobouku (klobouk 1 a klobouk 2). Pro extrakty DES byly vybrany hodnoty
pii fedéni 25x methanolem. Stanovené hmotnostni obsahy toxint, vztazené na gram navazky
houbového materialu, byly statisticky zpracovany na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
V tabulce 13 jsou uvedeny stanovené obsahy toxini po jedné hodiné extrakce pfi pouziti
riznych extrakénich cinidel (pro extrakce methanolem vcetné intervalu spolehlivosti a

relativni smérodatné odchylky méfent).

Tabulka 13: Hmotnostni obsahy toxinti v kloboucich lysohldvky kopinaté po 1 hodin¢ extrakce, uréené
pfi ¢tyfech riznych extrakcich s riznymi plodnicemi lysohlavky kopinaté (n = 3)

Zpisob extrakce Hmotnostni obsah [mg/g] RSD [%]
psilocin psilocybin psilocin psilocybin
1. extrakce methanolem 0,05 +0,00 7,24 £0,15 0,64 0,96
2. extrakce methanolem 0,03 £0,00 3,24 £ 0,26 1,03 3,67
DES s ethylenglykolem 0,08 33,69 — —
DES s mlécnou kys. 0,14 27,16 - -

— nelze ur¢it, jelikoz méteni bylo provedeno jen jedenkrat

Rozdil v hmotnostnim obsahu toxinli mezi prvni a druhou extrakci methanolem muze byt
zpusoben tim, Ze se mnozstvi toxini v riznych plodnicich lysohldvky kopinaté muze lisit.
Zaroven se u druhé extrakce objevila vyssi relativni smérodatna odchylka méteni, to mize byt
zpisobeno tim, Ze hmotnostni obsah toxinll je zde uren jako soucet stanovené hmotnosti
toxinl v extraktu po 60 minutach a vypocitanych hmotnosti toxinl, které byly z extraktu

odebrany po 20 a 40 minutach extrakce, tim padem vznika vétsi prostor pro chybu.
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Hmotnostni obsahy wurené piti extrakci hluboce eutektickymi rozpoustédly jsou
pravdépodobné falesné vyssi, takto vysoky obsah analyti pouze po jedné hodiné extrakce je
velmi nepravdépodobny. Chyba pii stanoveni analyt v extraktech DES mize byt zpisobena
tim, ze ke kvantifikaci byly pouzity kalibracni roztoky, které neodpovidaly sloZeni vzorku a
analyty zde mély rozdilné retencni Casy. Zaroven naméieny pomeér plochy piku psilocinu a
interniho standardu se nachdzel pod mezi stanovitelnosti. Dale plocha piku psilocybinu byla
vztazena na interni standard psilocin-Dio, ktery nespliiuje pozadavky pro optimalni interni
standard daného analytu. Nakonec méfeni s roztoky extrakti DES bylo provedeno pouze
jedenkrét, takZe neni eliminovana moznost ziskani odlehlého vysledku.

Z namétenych chromatogramil na obrdzku 15 je zfejmé, Ze analyty lze extrahovat pomoci
DES, nicméné¢ jejich kvantifikaci je tfeba provést za jinych podminek nez v této bakalarské

praci.

4.6.2 Celkovy obsah toxini stanoveny pri extrakci methanolem

Prvni extrakce methanolem probihala celkem 91 hodin, uvazuje se, ze po této dobé doslo
k extrakci veskerého mnozstvi sledovanych toxinti. V tabulce 14 je uveden zjistény celkovy
hmotnostni obsah psilocinu a psilocybinu v hmotnosti suSiny klobouku (urceny jako
aritmeticky primér hmotnostniho obsahu zjiSténého pro ob& casti klobouku) a tfené

lysohlavky kopinaté, véetné intervalu spolehlivosti a relativni smérodatné odchylky méfeni.

Tabulka 14: Stanoveny hmotnostni obsah toxint v klobouku a tfeni Psilocybe semilanceata
po 91 hodinach extrakce methanolem a relativni smerodatna odchylka méfeni (n = 3)

Extrahovana ¢ast Hmotnostni obsah RSD
[mg/g] [l
psilocin psilocybin psilocin psilocybin
klobouk 0,14 + 0,00 13,87 £ 0,54 0,09 1,75

tien 0,05+ 0,01 4,39 + 0,42 4,97 4,34
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Celkovy stanoveny hmotnostni obsah psilocinu v Psilocybe semilanceata (ureny jako
soucet obsahu v klobouku a v tfeni) byl 0,19 + 0,01 mg/g, coz odpovidd 0,02 £ 0,00 %
psilocinu v hmotnosti suSiny, a hmotnostni obsah psilocybinu byl 18,25+ 0,78 mg/g,
coz odpovida 1,83 + 0,08 % psilocybinu v hmotnosti suSiny. Tento vysledek je v souladu
s hodnotami uvadénymi v literatufe. Primérny obsah toxinl v Psilocybe semilanceata je
0,02 % psilocinu a 0,98 % psilocybinu v hmotnosti suSiny, obsah psilocybinu vSak miize

kolisat mezi hodnotami 0,2-2,37 % (cit. °).
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5 Zavér

Intoxikace houbami rodu Psilocybe, at’ uz imysIn¢ pro jejich halucinogenni ucinky, nebo
po neimysIném poziti nezkuSenymi houbati, mize vést k pozménénému vniméni okoli a byt
pfi¢inou nehod a zdravotnich komplikaci. Objektivni diagnostika pifi intoxikacich
lysohldvkami je dilezita nejen v klinické praxi, ale i v soudnim lékaistvi.

V této bakalaiské praci byla uspésné vyvinuta a optimalizovana metoda HPLC-MS/MS
s gradientovou eluci pro analyzu dvou nejvyznamnéjsich toxinli obsazenych v houbach rodu
Psilocybe, psilocinu a psilocybinu. Chromatograficky systém byl tvofeny kolonou Acquity
UPLC BEH HILIC (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) a mobilni fazi slozenou z vodného roztoku
octanu amonného o koncentraci 5 mmol/l a pH 4,6 (slozka A) a z acetonitrilu (slozka B).

Extrakt klobouku a tfené lysohlavky kopinaté pomoci methanolu byl analyzovéan
optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou. Extrakce byla sledovana kineticky, obsah
psilocybinu v extraktu bylo mozné stanovit uz po 20 minutach extrakce, obsah psilocinu
po 40 minutach extrakce. Rychlost extrakce se s cCasem postupné snizovala. Celkovy
stanoveny obsah analyti c¢inil 0,02 = 0,00 % psilocinu a 1,83 + 0,08 % psilocybinu
v hmotnosti susiny analyzované lysohlavky kopinaté. Z toho pfiblizné tii ¢tvrtiny toxint byly
obsazené v klobouku a jedna Ctvrtina v tieni. Stanovené hmotnostni obsahy analytii jsou
v souladu s tidaji uvadénymi v odborné literatufe.

Dale byla provedena analyza extraktu klobouku lysohlavky kopinaté pomoci hluboce
eutektickych rozpoustédel, ktera v soucasnosti nabyvaji na popularit¢ diky jejich Setrnosti
k Zivotnimu  prostfedi. Pouzitymi hluboce eutektickymi rozpousStédly byla smeés
cholinchloridu a ethylenglykolu a smés cholinchloridu a mlééné kyseliny. Extrakt smési
cholinchloridu a mlécné kyseliny, 25x zfedény methanolem, poskytl chromatogram
se symetrickymi, dobie oddélenymi piky psilocinu a psilocybinu. Tento zplsob extrakce ma
potencialni vyuZzitelnost, nicméné¢ je potiteba provést dalsi experimenty a optimalizovat proces
kvantifikace toxind, aby bylo mozZné porovnat extrakci smési cholinchloridu a mlécné
kyseliny s extrakci methanolem a diskutovat jeji vyhody a nevyhody.

Poznatky zjisténé v této bakalafské praci mohou slouzit k dal§imu studiu extrakce
psilocinu a psilocybinu hluboce eutektickymi rozpoustédly a jako zéklad pro vyvoj metody
stanoveni téchto toxina v télnich tekutinach bézné vyuzivanych v klinické praxi, jako je krev,

mo¢ nebo Zaludecni vyplach.
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