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Seznam zkratek a pouzitych symboli

Cis
G
Csg
Cso
CZE
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DNA
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HPLC-DAD
HPTLC

LC
LC-MS
LDsq
LLE
mRNA

MS
NP-HPLC

PCR

molarni koncentrace

oktadecyl

ethyl

oktyl

triakontyl

kapilarni  zonova  elektroforéza (z angl. ,,Capillary zone
electrophoresis®)

detektor diodového pole (z angl. ,,Diode array detector*)
deoxyribonukleova kyselina (z angl. ,,Deoxyribonucleic acid®)

ELISA (z angl. ,,Enzyme-linked immunosorbent assay*)

objemova pratokova rychlost mobilni faze

plynova chromatografie (z angl. ,,Gas chromatography*)

hydrofilni interakéni chromatografie (z angl. ,,Hydrophilic and ionic
interaction liquid chromatography*)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. ,,High performance
liquid chromatography*)

vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodovym polem
vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (z angl. ,,High performance
thin-layer chromatography*)

reten¢ni faktor

kapalinova chromatografie (z angl. ,,Liquid chromatography*)
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

stiedni letalni davka

extrakce kapaliny kapalinou (z angl. ,,Liquid-liquid extraction®)
mediatorova ribonukleovéd kyselina (z angl. ,,Messenger ribonucleic
acid®)

hmotnostni spektrometr (z angl. ,,Mass spectrometer*)

vysokoucinnad kapalinovad chromatografie na normalni fazi (z angl.
,INormal-phase HPLC*)

polymerasova fetézova reakce (z angl. ,,Polymerase chain reaction®)



Ph fenyl

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych ionti

R vytéznost (0¢innost) extrakce na tuhé fazi

Ris rozliSeni dvou sousednich piki

RIA radioimunoanalyza (z angl. ,,Radioimmunoassay*)

RNA ribonukleova kyselina (z angl. ,,Ribonucleic acid*)

RP-HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (z angl.

,Reverse-phase HPLC*)
RP-HPLC-DAD vysokou¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi s detekci

diodovym polem

RPM pocet otacek za minutu (z angl. ,,Rotation per minute*)

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

M mrtvy retencni cas

R retencni ¢as

T teplota

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. ,,Ultra-high

performance liquid chromatography*)

UV/VIS ultrafialové/viditelné zéteni (z angl. ,,Ultraviolet/Visible*)

V objem

viv objemové zlomky

TLC tenkovrstva chromatografie (z angl. ,,Thin-layer chromatography*)
w Sitka piku pii zékladné

o separacni faktor (selektivita)

vlnova délka



1 Uvod

1.1  Charakteristika houbovych intoxikaci

Po celém svété i v Ceské republice dochazi kazdoroéné k &astym houbovym
Amanita (muchomiirky). Mezi nejznaméj$i zastupce tohoto rodu patii bezesporu
muchomurka zelena (Amanita phalloides) [1, 2], ktera je svoji velmi vysokou toxicitou
zodpovédna za vice nez 90 % smrtelnych piipadli zptisobenych otravou houbami [3 —
— 6]. Do tohoto rodu dale patii muchomirka tygrovand (Amanita pantherina) [2],
muchomurka jarni (Amanita verna), jedla muchomurka rtizovka (Admanita rubescens) a
dalsi [7]. Plodnice muchomtrky zelené mizou byt pii sbéru myln¢ zaménovany za jiné
zelené plodnice hub, napft. za jedlou holubinku travozelenou a holubinku nazelenalou,
Casto také s ne¢kterymi jedlymi druhy pecéarek (Zampion). Existuji druhy muchomurek,
jako jsou muchomirka Cervend (Amanita muscaria) a muchomirka tygrovana, které
jsou zneuzivany pro svoje psychotropni ucinky [2].

Velmi vysokéd toxicita muchomirky zelené je ptfedevS§im zpusobena tfremi
skupinami cyklopeptidll, a to jsou amatoxiny, falotoxiny a virotoxiny. Prub¢hy otrav
jsou charakteristické téZkymi prijmy s naslednou dehydrataci organismu, dale
hypoglykemii, silnymi bolestmi bficha, selhanim jater a ledvin a €asto konc¢i smrti [1, 3,
7].

V zapadni Evropé dochédzi kaZzdorocné¢ k50 — 100 smrtelnym otravam
muchomiurkou zelenou, zatimco v USA je zndmo méné nez sto smrtelnych ptipadi po
dobu péti let [8].

V Ceské republice se v soucasné dob& vyuziva k vySetfeni houbovych otrav
subjektivnich metod, zalozenych na mikroskopické identifikaci p¥itomnych spor. Casté
problémy mohou byt zplsobeny nespravnym odbérem zaludecniho obsahu, kdy je
k toxikologickému vySetteni dodan ¢iry vyplach zaludku, ale jiz bez pfitomnosti spor.
Proto se v soucasné dob¢ vyvijeji objektivni postupy, zalozené na identifikaci otrav
zptisobenych muchomurkou zelenou, vyuZzivajici chromatografickych metod. V nasi
republice je mozné stanovit toxiny muchomirky pomoci neddvno vyvinuté metody
LC-MS (v roce 2012), avSak v fad€ menSich laboratofi po republice neni tato metoda

pristupna z finan¢niho hlediska [2].



1.2 Cile prace

Cilem této bakalafské prace je vypracovani a optimalizace analytické metody
s vyuzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci diodovym polem (HPLC-
-DAD) pro identifikaci vybranych amatoxint (o-amanitinu a f-amanitinu) a falotoxint
(falacidinu a faloidinu) v muchomurce zelené. Dalsi bod této prace spociva v otestovani
moznosti prekoncentrace vSech studovanych toxini pomoci extrakce na tuhé fazi (SPE)

za ucelem dosazeni co nejvyssi extrakéni vytéznosti.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Houby rodu Amanita

Houby rodu Amanita, muchomirky, jsou z hlediska vyzivy saprofytické organismy,
tzn., ze ziskavaji ziviny rozkladem odumielého organického materialu. Z biologického
hlediska jsou muchomurky zafazovany do ¢eledi muchomirkovitych (Amanitaceae),
ktera spada do tfidy stopkovytrusych hub (Basidiomycetes). Rod Amanita zahrnuje ptes
tficet druht hub a od ostatnich hub se odlisuje typickymi znaky, kterymi jsou vnéjsi
zavoj, prsten, volné lupeny a bilé spory [7].

Kromé muchomtrky zelené (Amanita phalloides) patii také mezi smrteln¢ jedovaté
houby muchomirka jizliva (Amanita virosa), muchomitrka kralovské (Admanita regalis)
a muchomirka jarni [6, 7, 9, 10]. Naopak mezi jedl¢ druhy muchomiirek je zatazovéna
muchomurka razovka (Amanita rubescens), zvana ,masak®, muchomurka Sedivka

(Amanita spissa) ¢i muchomtrka cisatka (Amanita caesaria) [7].

2.1.1 Muchomiirka zelena (Amanita phalloides)

Muchomtirka zelena (viz obr. 1) je jedna z nejjedovatéjSich hub na celém svété [1,
2]. Svou vysokou toxicitou je zodpovédnd za vice nez 90 % smrtelnych ptipadi
vzniklych jeji pozitim [3 — 6], hlavné kvili toxickym amatoxiniim, které pulsobi
negativné na jaterni a ledvinné bunky [1, 2, 6, 7].

Plodnice houby je v mladi uzaviena do vnéjSiho zavoje, tzv. plachetky, kterd se
v dospélosti trha. Stupnice barev klobouku je velmi rozmanita a je velmi rizikovym
faktorem pro nezkusené houbate [7]. Okraj klobouku je Zlutého, olivoveé zeleného az
slab&é hnédého zabarveni, do stfedu vybihaji radidln¢ Zihané odstiny svétleji zIuté az bilé
barvy [5 — 7]. U dospél¢é plodnice se velikost klobouku pohybuje okolo 6 — 12,5 cm [6,
7, 9, 10]. Klobouk je zprvu zvoncovity, pozdé€ji u vyspélejSich plodnic sklenuty az
plochy [9, 10]. Bilé az bélavé lupeny jsou husté a volné. Ttei je valcovity, bélavy nebo
zlutozeleny, ukonceny mohutnou a meékkou hlizou, uzavienou v napaditou bilou
pochvu, tzv. ,kalich smrti“, ktery je vyraznym poznavacim znakem této houby. Na
vrcholu tfené se nachazi bily nepravidelny prsten [5, 7, 9, 10]. Muchomirka zelena ma

udajné piijemnou, az nasladlou chut’ [7, 9, 10]. Zbarveni muchomiirky zelené¢ se méni
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s pocasim, pudnimi podminkami a s vékem, proto pro jeji ureni neni barva ani vyskyt
spolehlivym znakem [5, 6, 7]. Roste v symbidze s listnatymi stromy (buky, duby)
v obdobi od ¢ervna do fijna [6, 7, 9, 10]. Je rozsitena po celé¢ Evropé [1, 5, 6], déle se

vyskytuje v Jizni a Severni Americe ¢i ve vychodni Asii [1, 6].

2.1.2 Bila forma muchomiirky zelené (4dmanita phalloides var. alba)

Tato ,,bild forma kalichu smrti* (viz obr. 2) se vyskytuje vzacnéji oproti vyskytu
muchomiirky zelené, avSak ve stejné dobé¢ a na stejnych mistech. VSemi znaky se témé&f
shoduje s muchomurkou zelenou. Klobouk byva méné polokulovity az plochy a
plodnice je bile zabarvena [8, 9].

Obsahuje shodnou genetickou informaci jako muchomirka zelena, a proto
z biologického hlediska patii do stejného druhu. Kvuli celkovému nizSimu obsahu
toxintl, obsazené ve vSech ¢astech houbové tkan¢ této bilé formy muchomirky zelené,

je bohat¢ dostacujici k usmrceni zdravého ¢loveka [8].

11



Obr. 2. Bila forma muchomurky zelené (Amanita phalloides var. alba) [11].
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2.1.3 Klinické priznaky a priibéh otravy muchomirkou zelenou

Klinické ptiznaky po otravé muchomurky zelené probihaji ve dvou fazich a jsou
umérné mnozstvi pozitého jedu. Béhem prvni faze, za kterou jsou zodpovédné
falotoxiny, je zasazen gastrointestinalni trakt s ptiznaky objevujicimi se 6 — 24 hodin po
poziti. Prvni faze ustava po 24 — 48 hodinach s naslednou dehydrataci, hypoglykemii,
prijmem a zvracenim. Néasleduje klidové mezidobi, trvajici 2 — 3 dny, ve kterém ma
Cloveék zdanlivy pocit uzdraveni, i kdyz tomu tak ve skutecnosti neni. Druha faze je
zahajena celkovou slabosti a postupné selhavajicimi jatry. Déle selhava centralni
nervovy systém, objevuji se deprese a silné kieCe a nastava jaterni selhani kvili celkové
nekroze jaternich i ledvinnych bunék. Po poziti vét§tho mnozstvi houby dochéazi bez

nasledné 1écby k timrti obvykle 4. — 7. den po intoxikaci [1, 3, 7].

2.2 Studované toxiny muchomirky zelené

Za toxicitu muchomirky zelené jsou zodpovédné tii skupiny cyklickych peptidd, a
to amatoxiny, falotoxiny a virotoxiny. Z klinického hlediska jsou nejdilezitéjsi
amatoxiny a falotoxiny [1, 2, 6, 7, 12], které byly poprvé izolovany z muchomirky
zelené, zatimco virotoxiny byly poprvé izolovany z muchomirky jizlivé [4].

Jsou to bilé, krystalické a polarni latky bez chuti a zapachu [4, 6, 7, 12]. Rozpousti
se snadno v methanolu a pyridinu. Méné rozpustné jsou v ethanolu a ve vodé. Malo
rozpustné jsou ve vysSich alkoholech a zcela nerozpustné jsou v diethyletheru [12].

Obsah toxinil v plodnicich se mize ménit rozdilnymi klimatickymi podminkami. Je
odli$ny mezi riznymi druhy muchomtrek a také v ramci jednoho konkrétniho druhu.
Navic rozdilné mnozstvi toxinu bylo nalezeno v rtiznych ¢astech houby i v riznych
vyvojovych fazich plodnice [7, 8, 13]. Uvadi se, Ze klobouk, prsten a lupeny maji

nejvyssi koncentraci amatoxinti, zatimco pochva houby je nejbohatsi na falotoxiny [6].
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2.2.1 Amatoxiny

Amatoxiny jsou bicyklické oktapeptidy, které se vyznacuji vysokou termo-
stabilitou — nelze je zni¢it varem, mrazenim, konzervovanim ani susenim [6, 14]. Jsou
rezistentni vi¢i enzymovému piisobeni a degradaci kyselinami [6]. Skupina amatoxina
zahrnuje o-amanitin, p-amanitin, y-amanitin, g-amanitin, amanin, amaninamid,
amanullin, amanullinovou kyselinu a proamanullin (viz obr. 3). Amatoxiny ve své
chemické struktute obsahuji neobvykly tryptathioninovy mustek mezi tryptofanovym a
cysteinovym zbytkem a lisi se v po¢tu hydroxylaci na bo¢nich fetézcich [1, 6].

Amatoxiny zpusobuji v jadrech bunc¢k eukaryotnich organismi inhibici RNA
polymeras, hlavné inhibici jaterniho enzymu RNA polymerasy II. Tato inhibice je
zpusobena vytvoirenim pevného komplexu RNA polymerasy II s amatoxinem. Tim se
zastavi tvorba mRNA, nasledné se ptrerusi proteosyntéza, tedy syntéza bilkovin.
Dochézi hlavné k odumirani jaternich a ¢astecné ledvinnych bunék [1, 2, 6]. Amanitiny
se pii otraveé zpétné resorbuji stievem, znovu se dostavaji do jater a tim se jaterni bunky
opakované posSkozuji. Proto nejdalezitéjSim 1écebnym zakrokem je odstranéni
amatoxinu z cirkulace podanim ¢erného uhli nebo solnymi projimadly [15].

Svym chemickym slozenim jsou to nejjedovatéjsi toxiny v muchomiirce zelené a
za velmi silné otravy je zodpovédny zejména a-amanitin, ale také B-amanitin [7, 15].
Amatoxiny se svymi absorpénimi vlastnostmi v gastrointestinalnim traktu li$i od
falotoxini [3, 6, 8]. Amatoxiny jsou pomalu piisobici jedy s desetkrat az dvacetkrat
vyssi toxicitou nez falotoxiny (rychle pisobici jedy) [6, 8, 16].

Ptitomnost amatoxinli byla prokazana i u nékterych druhli bedel (Lepiota) nebo

cepicatek (Galerina) [1, 6, 12, 17, 18].
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Amanin CHQOH OH OH H OH 0,5
Amanin amide CH20H OH NH2 H OH 0,3
Amanullin CH3 H NH2 OH OH 20
Amanullinic acid CH3 OH OH OH 20
Proamanullin CH3 H NH2 OH H 20

Obr. 3. Chemicka struktura a hodnoty LDs, riiznych amatoxint [1].

2.2.2 Falotoxiny

Falotoxiny jsou svym chemickym slozenim bicyklické heptapeptidy [4, 6, 7, 8]. Ve
srovnani s amatoxiny jsou falotoxiny o trochu mirng$i jedy, protoze nejsou tak
termorezistentni a degraduji se vyssi teplotou ¢i travicimi enzymy [8]. Mezi falotoxiny
patifi faloidin, faloin, profalin, falisin, falacin, falacidin, falisacin (viz obr. 4).
Raznorodost mezi falotoxiny je podobna jako u amatoxinli, zplisobena rozdily
v hydroxylaci bo¢nich fetézct [1, 6, 17]. Za silné otravy jsou hlavné zodpovédné
faloidin a falacidin. Jsou rychle pusobicimi jedy, které se nevstiebavaji
gastrointestinalnim traktem, proto toxicita falotoxinli nemd vyznam pii peronalnim
podani. Pfi intraven6znim podéani maji falotoxiny podobné tc¢inky na funkénost bunék
jako amatoxiny, coz bylo prokdzano na potkanech [2, 12].

Falotoxiny se siln¢ vaZou na F-aktinové filamenty bunécnych membran a inhibuji
konverzi F-aktinu na G-aktin, a tim narusuji dynamickou rovnovahu téchto obou forem,

které jsou nezbytné pro spravnou funkcnost bunky [1, 2, 6, §].
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Phallacidin OH H CH(CH3)2 COOH OH 1,5
Phallisacin OH OH CH(CH3)2 COOH OH 4,5

Obr. 4. Chemicka struktura a hodnoty LDs, riiznych falotoxind [1].

2.3 Metoda kapalinové chromatografie

Chromatografie je separacni proces, zaloZeny na rozdilné distribuci délenych latek
ve smési mezi dvé rizné nemisitelné faze, a to mobilni (pohyblivou) fazi — eluentem a
staciondrni (nepohyblivou) fazi — sorbentem. V kapalinové chromatografii (LC, z angl.
»Liquid chromatography*) je mobilni fazi kapalina. Rozdilné analyty (d¢lené latky)
maji rozdilnou afinitu ke stacionarni fazi, a tim podléhaji rGzné distribuci (rozdélovani)
mezi mobilni a stacionarni fazi. V kapalinové chromatografii je také vyuzivano principt

adsorpce, biospecifické reakce, iontové vymény ¢i sitového efektu [19 — 21].

2.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, z angl. ,,High performance liquid
chromatography*) je dnes vyuZzivana v kazdodenni praxi ve vétSin€ analytickych

laboratofi a je nejcastéjSim instrumentalnim uspotfadddnim kapalinové chromatografie
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s tim, Ze mobilni fdze je pfivadéna do systému pomoci bezpulznich cerpadel za
vysokého tlaku (az 100 MPa). Vysokych ucinnosti je dosazeno pouzitim
chromatografickych kolon, které obsahuji mal¢ Céstice pravidelného tvaru a jednotné
velikosti, vyplitujici homogenné kolonu. Stacionarni fazi mize byt pevna latka nebo
kapalina navazana na pevném inertnim nosic¢i [19 — 21].

Dnes jsou pro analytické ucely pouzivany HPLC kolony obvykle o vnitinim
pruméru 2,1 az 5 mm a o délce 10 az 300 mm. Kolony jsou naplnény sorbentem
obvykle o velikosti Castic 2,6 az 5 um [21]. V poslednich letech dochazi predevsim
k miniaturizaci kolon (mikronépliiové kolony) i celkové instrumentace [20, 21]. Metoda
HPLC je nejcastéji vyuzivana k déleni latek ze smési a k jejich nasledné identifikaci ¢i

ke kvantitativnimu stanoveni [21, 22].

2.3.1.1 RP-HPLC ve spojeni s DAD detekci (RP-HPLC-DAD)

Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie na reverznich (obracenych) fazich (RP-
-HPLC, zangl. ,Reverse phase-HPLC*) se stala dominantnim separachim modem
kapalinové chromatografie ve 21. stoleti a postupné nahradila chromatografii
na normalnich fazich (NP-HPLC, z angl. ,,Normal phase-HPLC*) [21].

Tento mdd kapalinové chromatografie vyzaduje zplsob provedeni, pii kterém je
zvolena polarni mobilni fdze — obvykle smés vodné slozky (voda, zfedénd kyselina
¢1 baze nebo pufr) s vhodnym organickym modifikatorem (rozpoustédlem) misitelnym
svodou (methanol, acetonitril ¢i tetrahydrofuran) a nepoldrni stacionarni faze.
Nepolarni stacionarni faze je nejcastéji tvofena chemicky vazanou fazi na bazi
silikagelu, kdy jsou na nosi¢ chemicky navazany alkylové ¢i arylové fetézce rizné
délky (C, — Csp, Ph). Stale nejrozsitenéjSim sorbentem je alkyl C;g chemicky vazany na
silikagelovy nosi€ [21].

Castou nevyhodou je p¥itomnost volnych silanolovych skupin na silikagelu. Tyto
Z tohoto divodu se vyuziva tzv. ,endcapping®, ktery snizuje pocet volnych
silanolovych skupin. Tento fyzikaln&-chemicky proces je zaloZen na chemické reakci
organochlorsilanu se silanolovymi skupinami. Chemickou reakci dochdzi k jejich

blokaci ¢i stérickému branéni (zaslepeni) a k leps$i separaci analytii [21].
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Retence analyzovanych latek je pfevazné ovlivnéna slabymi vazebnymi
interakcemi mezi staciondrni fazi a analytem (hydrofobni interakce, van der Waalsovy
interakce). U fenylové staciondrni faze je separace zprostiedkovana hlavné n-n
interakcemi a jako modifikator mobilni faze je vétSinou pouzivan methanol.
Acetonitril, obsahujici ndsobnou vazbu, mize interagovat n-n interakcemi se stacionarni
fazi, a tim podstatn¢ redukovat retenci analytu s nasobnymi vazbami. Pro separaci
v reverznim modu se také pouzivaji polymerni stacionarni faze, nejcastéji kopolymery
styrenu a divinylbenzenu [21].

Detektory s diodovym polem (DAD, zangl. ,Diode array detector*) patii do
skupiny fotometrickych detektori umoziujicich zmétfeni spekter v daném Case,
v uréitém zvoleném intervalu vinovych délek a pomdahaji porovnavat snimané spektra
s knihovnou spekter. S jejich pomoci je také mozné vyhodnotit, zda v piku eluuje pouze
jedna latka nebo smés nerozdélenych analyti [21].

Detektor diodového pole v kombinaci s RP-HPLC umoziiuje stanoveni aZ osmi
amatoxini a falotoxinl pfi jedné chromatografické analyze, vzhledem k jejich rozdilné

absorbanci pfi rznych vinovych délkach [4].

2.4 Prima extrakce

Pii metod€ pfimé extrakce je analyt obvykle extrahovdn z tuhého vzorku. Tento
postup je oznacovan jako extrakce tuhd latka-kapalina. Dulezitym krokem, ktery
ovliviluje Uc¢innost extrakce, je Uprava vzorku pfed samotnou extrakci. Analyzovany
vzorek by mél byt rozmélnén na mensi CcCastice (drcenim ¢i mletim) a poté
homogenizovan. Vzorek je tim extrahovan rychleji a efektivnéji [22].

Pro uc¢innost extrakce hraje také velkou roli vybér extrakéniho €inidla. Dilezité
jsou chemické a fyzikalni vlastnosti analyzované latky — rozpustnost, rozdélovaci
koeficient a dal§i. VétSinou se jedna o polarni rozpoustédla ve smési voda-organické
rozpou$tédlo (methanol, acetonitril, tetrahydrofuran) nebo smési pufr-organické
rozpoustédlo. Methanol a acetonitril jsou zatazovany do rozpoustédel stiedni polarity,
ve kterych se rozpousti vétSina analyth. Z praktického hlediska se piimé extrakce
provadi v wuzaviené nadob& s pouzitim horizontdlni ¢i rotacni tfepacky nebo

s ultrazvukovou lazni. Vyhodou piimé extrakce je jednoduchost a nendrocnost na
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laboratorni instrumentaci, avSak nevyhodou je pomérné¢ velkd spotieba rozpoustédel
1 vzorku nebo také mozné ztraty pii extrakci, zptisobené napi. adsorpci analytu na
povrch matrice [22].

Ptima extrakce se vyuziva pro extrakci riznych druhti cyklopeptidii (amatoxint a
falotoxinll), obsazenych v muchomirce zelené (v klobouku, tfeni, pochvé ad.),
s extrak¢nim ¢inidlem methanol:voda v poméru 1:1 (v/v) [4], acetonitril:voda v poméru
6:1 (v/v) [5] nebo také methanol:voda:kyselina chlorovodikova (cpc; = 0,01 mol-dm™)
v poméru 5:4:1 (v/v/v) [8, 13]. Ptimé extrakce je vyuzivano i pro stanoveni a-amanitinu

v homogenizovanych jaternich a ledvinnych bunkéch potkant [23].

2.5 Extrakce na tuhé fazi

Extrakce na tuhé fazi (SPE, zangl. ,,Solid-phase extraction”) je dominantni
separacni technika pfi extrakci a upravé vzorkli ptfed vlastni chromatografickou
analyzou. Mezi jeji pfednosti patii vysokd vytéznost, u¢inné zakoncentrovani analytu,
precisténi vzorku béhem extrakce a nizsi spotieba organickych rozpoustédel ve srovnani
s extrakei kapaliny kapalinou (LLE, z angl. ,,Liquid-liquid extraction*). Z finan¢niho
hlediska je nevyhodou jednorazova pouzitelnost SPE-kolonek. Metoda SPE spociva
v zadrzovani analytu na principu rozd€lovani ¢i jiné interakce mezi dvé nemisitelné
faze, mezi tuhou fazi (extrakéni kolonka) a kapalnou fazi (kapalny vzorek obsahujici
analyt) [22].

V soucasné dobé¢ je dostupnost sorbentil dostacujici, nejcastéji se jednd o sorbenty
na bazi silikagelu s chemicky vazanymi alkyly, napi. klasické nepolarni C;s a Cg, déle
polarni faze (napf. aminopropyl a diol), iontové-vyménné materidly (katexy a anexy) a
rizné polymerni materialy [22].

Pro SPE extrakci amatoxinu i falotoxind v lidské moci, séru a zalude¢nim obsahu
se nejCastéji vyuzivaji SPE-kolonky zalozené na reverzni fazi s elu¢nim krokem,
provadénym nejcastéji methanolem [2, 3, 14, 15, 24, 25]. Stanovuje se a- 1 f-amanitin a
ruzné falotoxiny v lidské moci a séru [2, 14], dale a- a B-amanitin v lidskych jaternich
buiikach [3] nebo v moci [25] ¢i samotny a-amanitin v lidském séru [24] nebo v moci

[15].
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2.6 Metody pro stanoveni toxinii muchomiirky zelené

Pro separaci studovanych toxinti muchomirky zelené¢ (amatoxini a falotoxini)
v biologickych materidlech je nejvyhodnéjsi metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie, diky jeji vysoké citlivosti, pfesnosti a rychlé detekci. Piestoze plynova
chromatografie (GC, z angl. ,,Gas chromatography*) ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem je nejvice vyuzivana v toxikologickych analyzach, neni vhodnd pro
stanoveni toxinii muchomiirky zelené, konkrétné¢ amatoxinti, vzhledem k jejich znacné
netékavosti [3, 24].

Pro RP-HPLC separaci amatoxint a falotoxind v biologickych materidlech se ve
veétsSing piipadl pouziva nepolarni stacionarni faze C;s a jako vodna slozka mobilni faze
vodny roztok octanu amonného v kombinaci s organickym modifikatorem -
— acetonitrilem [2, 4, 5, 8, 13]. Dale pro separaci samotného a-amanitinu v lidské moci
se jako mobilni faze pouziva fosfatovy pufr v kombinaci s acetonitrilem [15].

Dalsi metody, které se vyuzivaji pro identifikaci a stanoveni amatoxini a
falotoxint, jsou:

e Ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC, z angl. ,,Ultra-high
performance liquid chromatography*), kterd je vyuzivdna pro stanoveni a-, -
-amanitinu a faloidinu [14] a navic také falacidinu [26] v lidském séru, plazmé a
v moci [14, 26]. Dale se stanovuji a- a B-amanitin v lidskych jaternich bunkach
[3] nebo v moci [25].

e Tenkovrstva chromatografie (TLC, z angl. ,,Thin-layer chromatography*), ktera
je vyuzivéna pro identifikaci a- a f-amanitinu v houbovych extraktech [27], dale
je mozné pomoci TLC identifikovat falotoxiny v télnich tekutinach [28].

e Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (HPTLC, z angl. ,,High performance
thin-layer chromatography*), kterou se stanovuji a-, - a y-amanitin v extraktech
muchomurky zelené [29].

e Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC, z angl. ,,Hydrophilic and ionic
interaction liquid chromatography*) je vyuzivana pro stanoveni o-, B- a y-
-amanitinu, falacidinu a faloidinu v houbovych extraktech [16].

e Kapilarni zénova elektroforéza (CZE, z angl. ,,Capillary zone electrophoresis‘),

kterou se stanovuji a-, f-amanitin, y-amanitin, faloidin a falacidin v houbovych
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extraktech [30] nebo také a- a f-amanitin v lidské moci [18].

Fluorescen¢ni metody, vyuzivané pro stanoveni o- a B-amanitinu v extraktech
muchomurky zelené [31].

Radioimunoanalyza (RIA, z angl. ,,Radioimmunoassay*), ktera je vyuzivana pro
stanoveni amatoxinti (a-, B- a y-amanitinu) v lidském séru a v mo¢i [32].

ELISA (z angl. ,,Enzyme-linked immunosorbent assay*), kterou se stanovuje [3-
-amanitin v lidském séru a v moci [33].

Polymerasova ftetézova reakce (PCR, z angl. ,,Polymerase chain reaction®),
kterou se geneticky detekuji pozité plodnice muchomirky zelené na zakladé

jejich sekvence DNA v biologickych materialech [34].

2.6.1 Zpisoby detekce ve vysokoucinné kapalinové chromatografii

Ve vysokouc¢inné kapalinové chromatografii zalezi na volbé vhodné detekéni

techniky. Nejvice pouzivanymi detektory pro stanoveni toxinti muchomirky zelené

jsou:

Absorpéni fotometricky detektor (UV/VIS, z angl. ,,Ultraviolet/Visible*) nebo
také detektor diodového pole (DAD). Stanovuji se jimi o-, B-amanitin, faloidin,
falacidin (a dalsi) v extraktech rtiznych druhtt muchomirek [4, 5, 8, 13].
Existuje 1 metoda pro stanoveni samotného a-amanitinu v lidském séru [24].
Hmotnostni spektrometr (MS, z angl. ,,Mass spectrometer*). Ve spojeni s HPLC
je vysoce citliva, vykonnd a spolehlivd metoda, obecné aplikovatelnd pro
stanoveni toxind zndmych i méné znadmych druhtt muchomurek. Konkrétné je
vyuzivana pro stanoveni a-, P-amanitinu, faloidinu, falacidinu (a dalSich)
v extraktech riznych druhti muchomurek [4, 5, 35] nebo v lidském séru a v moci
[2].

Elektrochemicka detekce, ptesnéji coulometrickd detekce. Ve spojeni s HPLC se
v soucasné dobg&, vzhledem k vysoké selektivité a citlivosti, dostava do poptedi a
vyuziva se pro stanoveni samotného a-amanitinu v jaternich a ledvinnych

buiikach potkanti [23] nebo v lidské moci [15].
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2.7 Vyhodnoceni chromatografickych analyz

Pro hodnoceni kolikrat vice Casu stravi analyt ve stacionarni fazi nez v mobilni fazi
(tzv. mira retence délenych latek) je pouzivan retencni faktor k£ a Ize ho vypocitat podle

rovnice ¢. 1 [19 —21],

L (1)
M

kde tr je retencni Cas, tj. doba od nastiiku analyzované latky do zaznamendni piku
detektorem a #y je mrtvy cas, tj. retencni Cas analytu, ktery neni zadrzovan na
stacionarni fazi, a pohybuje se stejnou rychlosti jako mobilni faze.

Pro hodnoceni vzijemné retence dvou analytii je vyuzivan separacni faktor o

(selektivita) jako pomér retencnich faktorti obou analytd (viz rovnice €. 2) [19 — 21],

_ k2
kq

2)

Parametr rozliSeni R;, se vyuzivd pro hodnoceni vzijemného oddéleni dvou

analytd. Pro piky analytt (€. 1 a 2) je rozliSeni charakterizovano rovnici €. 3,

R1,2 — M (3)

wy + wqp

kde tr1 a fr2 jsou retencni Casy analyti (€. 1 a 2) a w; a ws jsou odpovidajici Sitky

pikt pfi zakladnach [19 — 21].

2.8 Vyhodnoceni extrakénich analyz na tuhé fazi

Pro spravné vyhodnoceni vysledkli extrakénich analyz na tuhé fazi je nutné

definovat rovnici €. 4 pro vypocet vytéznosti (a€innosti) extrakce na tuhé fazi R,
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plocha piku analytu pted SPE  Vryealny vzorek

R [%] = 100 4)

plocha piku analytu po SPE  Vjugni éinidlo

Podle této rovnice byly vypocitany vSechny SPE vytéznosti studovanych analytl

(viz kap. 4.3 a 4.5).
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

K ptipravé mobilnich fazi pro chromatografické analyzy byl pouzit:

e acetonitril (99,99%, Fluka Analytical, Némecko).

e methanol (> 99,9% (HPLC), Sigma-Aldrich, Némecko).

e octan amonny (p.a., Penta, Ceska republika).

e mravenci kyselina (98 — 100% p.a., Riedel-de Haén, Némecko).

e deionizovana voda (vodivost 1,85 uS, Milli-Q Millipore, Bedford, USA).
Pro piipravu standardnich roztokl studovanych toxinti byly pouzity:

e o-amanitin (= 90% (HPLC), Sigma-Aldrich, Némecko).

e [B-amanitin (~ 90% (HPLC), Sigma-Aldrich, Némecko).

e falacidin (> 85%, Sigma-Aldrich, Némecko).

e faloidin (> 90%, Sigma-Aldrich, Némecko).

e methanol (> 99,9 % (UHPLC-MS), Fluka Analytical, Némecko).

K piipravé redlnych vzorkl byly pouzity klobouky z plodnic muchomiirky zelené
nasbirané v lokalit¢ Praha 5-Chuchle, dodané RNDr. Janem Borovickou, Ph.D.
z Ustavu jaderné fyziky AV CR, v.v.i. a z Geologického ustavu AV CR, v.v.i.. Jako
chemikalie k této ptipraveé byly pouzity:

e methanol (> 99,9 % (HPLC), Sigma-Aldrich, Némecko).

e octan amonny (p.a., Penta, CR).

e mravenci kyselina (98 — 100% p.a., Riedel-de Haén, Némecko).

e deionizovana voda (vodivost 1,85 uS, Milli-Q Millipore, Bedford, USA).

K ptipravé extrakéniho ¢inidla pro ptimou extrakci studovanych toxint z kloboukt
muchomirky zelené byly pouzity stejné chemikalie jako u ptipravy realnych vzorkl
s vyjimkou octanu amonného.

K ptipravé elu¢niho ¢inidla pro SPE extrakci a k aktivaci SPE-kolonky byl pouzit
methanol (> 99,9 % (HPLC), Sigma-Aldrich, Némecko).
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3.2 Instrumentace

K chromatografickym analyzdam byl vyuzivan vysokoucinny kapalinovy
chromatograf Agilent serie 1260 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) slozeny
z:

e vysokotlaké pumpy (Agilent Technologies, 1260 Infinity).

e termostatovaného automatického davkovace (Agilent Technologies, 1260
Infinity).

e kolonového termostatu (Agilent Technologies, 1200 Series).

e detektoru diodového pole (Agilent Technologies, 1200 Series).

VSechny analyzy byly provedeny na koloné¢ Zorbax SB-Phenyl (250 x 4,6 mm;
5 wm) (Agilent Technologies, USA).

Naméfend data byla vyhodnocena v programu Agilent OpenLab CDS ChemStation
(Agilent Technologies) a v programu OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, USA).

Potfebné navazky octanu amonného byly zvdZeny na predvazkach ADAM HCB
1002 (P-LAB, Ceska republika).

Klobouky muchomurky zelené i standardy byly zvazeny na analytickych vahach
APX-100 (P-LAB, Ceska republika).

Hodnoty pH mobilnich fazi byly zméteny pomoci pH metru 3540 Combined pH
& Conductivity (Jenway, Velka Britanie).

Vsechny extrakce na tuhé fazi byly provedeny na SPE-kolonce Supel-Select HLB
(Sigma-Aldrich, Némecko) o objemu 3 ml s obsahem 60 mg sorbentu (na bazi
polystyrenu) s pomoci prekoncentratoru 570-30 Visiprep SPE Vakuum Manifold
(Sigma-Aldrich, Némecko) a vakuové vyveévy (KNF lab, Francie).

Pro piimou extrakci byl pouzit ultrazvuk LC30H (P-LAB, Ceska republika) a
rotacni tfepacka Orbital Shaker-Incubator ES-20 (Biosan, Litva).

Pro filtraci piimych extrakti z muchomirky zelené byly pouzity stfikackové
mikrofiltry Corning (0,45 um, Corning Incorporated, Némecko).

K odpafovani methanolu z pfimych extrakti byl pouzivan blokovy ohtiva¢ (Grant,

Velka Britanie).
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3.3 Priprava vodné sloZky mobilni faze

Jako vodna slozka mobilni faze byl piipraven vodny roztok octanu amonného,

jehoz pH bylo nésledn¢ upravovano kyselinou mravenci.

3.4 Priprava standardnich roztoku pro optimalizaci HPLC

Pro optimalizaci HPLC byly pfipraveny standardni methanolické roztoky
o-amanitinu, B-amanitinu a faloidinu o koncentraci 1 mg-ml”. Tyto pfipravené
standardni roztoky byly nasledné pctkrat ziedény methanolem na koncentraci
200 pg-ml™. Standardni methanolicky roztok falacidinu byl jiz dodan o koncentraci
1 mgml' a byl také nasledné ziedén methanolem na 200 pg'ml”. Pomoci tchto
roztokli byl piipraven smésny standard tii analytd (a-amanitinu, B-amanitinu a
faloidinu) o spole¢né koncentraci 20 pg'ml” a smésny standard viech &tyf analytd

(o-amanitinu, f-amanitinu, faloidinu a falacidinu) o spole¢né koncentraci 20 ug-ml'l.

3.5 Priprava standardnich roztoki pro optimalizaci SPE

Pro optimalizaci SPE extrakce byl pfipraven okyselujici roztok kyseliny mravenci,
a to fedénim deionizovanou vodou v poméru 1:1 (v/v).

Byly piipraveny dva standardni roztoky a-amanitinu o koncentraci 20 pg-ml™,
prvni bez pfidané kapky okyselujiciho roztoku kyseliny mravenci, druhy s pfidanou
kapkou okyselujiciho roztoku, stejny postup byl proveden i u pfipravy dvou roztoka p3-
-amanitinu o koncentraci 20 pg-ml" (bez okyseleni a s okyselenim). Dale byl ptipraven
smésny roztok a-amanitinu a B-amanitinu o spole¢né koncentraci 20 pg'ml™ s pfidanou
kapkou okyselujiciho roztoku kyseliny mravenci. Pak byl pfipraven smésny roztok
falacidinu a faloidinu o spolecné koncentraci 20 ug-ml'1 bez ptidané kapky a s ptidanou
kapkou okyselujiciho roztoku kyseliny mravenci. Poté byly pfipraveny smésné roztoky
vSech Ctyf sledovanych analytl (o-amanitinu, B-amanitinu, faloidinu a falacidinu)
o spoletné koncentraci vrozmezi 10 — 40 pg'ml” s pfidanou kapkou okyselujiciho

roztoku kyseliny mravenci.
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3.6 Piima extrakce toxini muchomiirky zelené

K pfimé extrakci ¢tyf sledovanych toxin byly vybrany dva zmrazené klobouky
muchomurky zelené, jeden mladsi klobouk a druhy stfedni velikosti se sklenutym
okrajem klobouku. Jako extrakéni €inidlo byla zvolena smés 0,1% vodného roztoku
kyseliny mraven¢i a methanolu v poméru 1:1 (v/v). Zmrazené klobouky o celkové
hmotnosti 25,55 g byly rozkrijeny nozem na mensi kousky a umistény do 150ml
extrak¢ni nadoby (kadinky) a bylo k nim pfiddno 36 ml extrak¢niho ¢inidla. Extrakéni
nadoba byla uzaviena parafilmem a umisténa do ultrazvukové 1azn€ po dobu 28 minut a
pak vlozena na rotacni ttepacku (160 RPM, 37 °C, 20 hodin). Po ukonceni tfepani byla
kapalna slozka extraktu odebrana a ptefiltrovana pies stiikackové mikrofiltry (0,45 pm),

¢imz byl ziskan potiebny extrakt pro HPLC-DAD analyzy.

3.7 Priprava realnych vzorki pro analyzy

Z extraktu vzniklého piimou extrakci byl odebran 1 ml do prvni zkumavky
(Eppendorf), kterd byla s otevienym vic¢kem umisténa do blokového ohiivace. Pti
teploté 95 °C byl roztok odpaten. Odparek byl rozpuStén v 1 ml deionizované vody
nebo deionizované vody s piidanou kapkou okyselujiciho roztoku a nasledné
analyzovan optimalizovanou HPLC-DAD metodou. Do druhé zkumavky bylo odebrano
250 pl extraktu a po odpateni roztoku byl odparek rozpustén také v 1 ml deionizované
vody, tim byl ziskan Ctyfikrat ziedény cisté vodny extrakt. Tento odparek byl take
analyzovan optimalizovanou HPLC-DAD metodou.

Ptipravend SPE-kolonka byla nejprve aktivovdna 1 ml deionizované vody a 1 ml
methanolu, nasledné byla promyta 2 — 3 ml deionizované vody pro extrakéni upravu
prosttedi. Po analyze HPLC-DAD byl 1 ml odparku nanesen na kolonku a eluovén 0,5
ml methanolu a pro urceni vytéznosti SPE extrakce vSech analytli v odparku znovu
chromatograficky analyzovan.

Pro metodu standardniho ptidavku (tzv. spike, viz kap. 3.8) byl extrakt o objemu
0,6 ml &tyfikrat ziedén mobilni fazi o slozeni: 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu

amonné¢ho o pH 3,33 (sloZka A) a methanol (slozka B) v poméru 55:45 (v/v).
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3.8 Kyvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni analyz bylo nejprve provedeno porovnavanim retencnich
Castt separovanych latek v pfimém extraktu s retencnimi Casy standardnich roztoki
a-amanitinu, -amanitinu, falacidinu a faloidinu.

Dale pro kvalitativni analyzu Ctyf sledovanych analytd bylo do 250 pl extraktu,
¢tytikrat ziedéného mobilni fazi, ptidano 50 ul smésného standardu vsech Ctyt analytl
(koncentrace kazdého 20 pg'ml™). Paralelnd bylo do 250 ul extraktu, &tyfikrat
ziedén¢ho mobilni fazi, pfiddno pouze 50 pl deionizované vody. SloZeni mobilni faze
pro fedéni p¥imého extraktu bylo: 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu amonného o pH

3,33 (slozka A) a methanol (slozka B) v poméru 55:45 (v/v).

28



4  Vysledky a diskuse
4.1 Optimalizace HPLC-DAD separace

V procesu optimalizace chromatografické separace bylo vychdzeno z diplomové
prace Mgr. Karla Musila [36]. Pro hledani optimalnich separanich podminek
sledovanych toxinli (a-amanitin, B-amanitin, falacidin a faloidin) byly vybrany jejich
piipravené standardni roztoky a smésné standardni roztoky o rGznych koncentracich.
Pro separaci byla pouzita kolona Zorbax SB-Phenyl (250 % 4,6 mm; 5 pm). VSechna
data byla méfena za podminek isokratické eluce. Prejaté podminky méteni byly
nasledujici:

e davkovaci objem vzorku: V= 1,0 pl

e objemova pritokova rychlost mobilni faze: Fip = 0,8 ml-ml™

e teplota autosampleru: 7= 25 °C

e termostatovani kolony: 7= 35 °C

e vlnova délka na detektoru: A =295 nm

4.1.1 Vybér vhodného organického modifikatoru mobilni faze

Jako mobilni faze byla zvolena smés organického modifikatoru a vodného roztoku
octanu amonného o pH 3,33 (slozka A). Jako organicky modifikator byl zkouSen
acetonitril a methanol (sloZka B) a koncentrace vodného roztoku octanu amonného se
pohybovala v rozmezi 1 — 10 mmol-dm”.

Nejprve byly proméfeny retencni Casy vSech standardnich roztokli analytl
v mobilnich fazich s acetonitrilem jako organickym modifikdtorem v rozmezi 20 — 40
obj. % acetonitrilu. Koncentrace vodného roztoku octanu amonného byla 1 mmol-dm™.

Z vysledki méfeni vyplynulo, Ze pii pouziti acetonitrilu jako organického
modifikidtoru mobilni faze dochazi k velmi rychlé eluci analytl (i za jeho niZSiho
obsahu) a analyty, zejména oba amanitiny, eluuji blizko mrtvého ¢asu (viz tabulka 1).
Vreverznim separanim modu plati, Ze se vzrlstajicim obsahem organického

cv w7

retenci vykazoval B-amanitin a nejvysSi faloidin. Vyraznéj§iho rozdilu v retenci
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sledovanych analytti bylo dosaZzeno v mobilnich fazich s obsahem acetonitrilu okolo 20
obj. % a jako nejvhodnéjsi se jevil obsah 21 obj. %, tj. pomér 79:21 (v/v) — vodna
slozka:acetonitril.

K velmi kratké retenci analyti ptispiva v pfipad¢ pouzité Zorbax SB-Phenyl kolony
1 to, Ze acetonitril ma ve své struktuie nasobnou vazbu, ktera mize poskytovat n-n

interakce s navazanym fenylem, a tim konkurovat vazbé analyt-stacionarni faze.

Tabulka 1. Naméfené retencni Casy #x [min] f-amanitinu, a-amanitinu, falacidinu a faloidinu
s pouzitim mobilni faze o slozeni: 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu amonného o pH 3,33

(slozka A) a acetonitril jako organicky modifikator (slozka B).

mobilni faze

AB B-amanitin o-amanitin falacidin faloidin
60:40 2,73 2,94 3,00 3,02
70:30 3,15 3,26 4,00 4,18
75:25 3,90 4,02 5,50 5,72
77:23 4,00 4,42 6,73 6,96
78:22 4,15 4,67 7,64 7,87
79:21 4,38 4,99 8,74 8,95
80:20 4,66 5,35 10,17 10,40

Vzhledem ke kratké retenci zejména amanitini v mobilnich fazich s acetonitrilem,
byl jako druhy organicky modifikator zvolen methanol a byly prométeny reten¢ni casy
viech Gty standardnich roztokd analytéi v mobilni fazi: 1 mmol-dm™ octan amonny
o pH 3,33 s obsahem 40 — 70 obj. % methanolu.

Pti pouziti methanolu jako organického modifikatoru byl pozorovan vyznamnéjsi
rozdil v retenci sledovanych analyti jiz pfi 50 obj. % methanolu, ktery se prohluboval
se snizujicim se obsahem methanolu (viz tabulka 2). Jako nejvhodnéjsi (z hlediska
retencnich Castl, rozliSeni, symetrie pik a separacni G¢innosti) byla zvolena mobilni
faze s 45 obj. % methanolu a pfi tomto obsahu methanolu byl dale sledovan vliv

koncentrace octanu amonného na separacni chovani sledovanych analyti.
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Tabulka 2. Naméfené retencni ¢asy #zx [min] f-amanitinu, a-amanitinu, falacidinu a faloidinu
s pouzitim mobilni faze o slozeni: 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu amonného o pH 3,33

(slozka A) a methanol jako organicky modifikétor (slozka B).

mobilni faze

AB B-amanitin o-amanitin falacidin faloidin
30:70 3,06 3,41 3,51 3,79
40:60 3,26 3,63 4,14 4,52
50:50 3,81 4,27 6,16 6,81
55:45 4,32 4,90 8,51 9,46
60:40 5,15 5,95 12,99 14,57

Byly pfipraveny vodné roztoky octanu amonného o pH 3,33 a o koncentracich 5 a
10 mmol-dm™ — ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Z vysledkii mé&feni je
ziejmé, ze tyto proméfované koncentrace octanu amonného nemaji na separaci
prakticky Zadny vliv, a proto byl nadale pouZivan 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu

amonného.

Tabulka 3. Naméfené retencni ¢asy #x [min] f-amanitinu, a-amanitinu, falacidinu a faloidinu
s pouzitim mobilni faze o sloZeni: vodny roztok octanu amonného (pH = 3,33) o jeho riiznych

koncentracich a methanolu v poméru 55:45 (v/v).

¢ (octan amonny)

[ -dm?] B-amanitin o-amanitin falacidin faloidin
mmol-dm
1 4,32 4,90 8,51 9,46
5 4,43 4,90 8,55 9,45
10 4,46 4,89 8,48 9,37

4.1.2 Vybér pH vodné slozky mobilni faze

Pro optimalizaci pH vodné slozky mobilni fize 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu
amonného:methanol v poméru 55:45 (v/v) bylo pH octanu amonného upravovano
mraven¢i kyselinou v rozmezi hodnot pH 2,70 — 3,90. Naméfené retencni Casy

sledovanych analytii jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4. Naméfené retencni ¢asy #x [min] f-amanitinu, a-amanitinu, falacidinu a faloidinu
s pouzitim mobilni faze o slozeni: 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu amonného o jeho riiznych

hodnotach pH a methanol v poméru 55:45 (v/v).

pH B-amanitin o-amanitin falacidin faloidin
2,70 4,78 4,88 9,58 9,36
3,00 4,70 4,90 9,46 9,42
3,33 4,32 4,90 8,51 9,46
3,40 4,50 4,91 8,72 9,51
3,50 4,31 491 8,43 9,56
3,60 4,07 4,94 7,74 9,56
3,90 3,78 4,89 6,62 9,42

V testovanych mobilnich fazich s rozdilnou hodnotou pH vodné slozky se projevilo
acidobazické chovani sledovanych analytl, a to f-amanitinu a falacidinu. f-amanitin ve
své struktufe obsahuje kyselou karboxylovou skupinu, vdzanou v pozici R? (viz obr. 3).
Tato skupina podléhé disociaci, takze pfi niz$i hodnoté pH je méné disociovana, a tudiz
vice zadrZovand na nepolarni stacionarni fazi. Volbou vhodného pH pufru lze tak
ovlivitovat retenci B-amanitinu, zatimco retence a-amanitinu, ktery ma v pozici R’
amid, ziistava ve sledovaném rozsahu pH prakticky konstantni. Volbou vhodné hodnoty
pH lze tak dosédhnout toho, aby na jedné stran¢ B-amanitin neeluoval pfili§ rychle,
blizko mrtvého Casu, a na druhé stran¢ bylo dosazeno jeho dostate¢ného rozliSeni od
a-amanitinu. Falacidin ve své struktute také obsahuje kyselou karboxylovou skupinu
v pozici R* (viz obr. 4), takZe Ize jeho retenci ovlivitovat podobné jako u p-amanitinu.

Z tabulky 4 je vidét, Ze pfi hodnotach pH 2,70 a 3,00 vykazovaly oba amatoxiny
1 falacidin nejvyssi retenci, kterd vSak nevedla k rozdéleni dvojice amatoxinl ani
dvojice falotoxint, dale u téchto hodnot pH doslo ke vzajemnému prohozeni elu¢niho
potadi falacidinu a faloidinu.

Jako vhodné pH vodné slozky mobilni faze se jevil interval pH 3,30 — 3,50.
V rozmezi pH 3,50 — 3,90 vykazovaly oba amanitiny nizkou retenci, opét nedovolujici
jejich rozliseni.

Z naméfenych dat vyplyva, Ze pro separaci sledovanych analyti je nejvhodnéjsi

hodnota pH vodné slozky mobilni fadze 3,33. Na zdklad¢ ziskanych vysledkt
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optimalizaéni studie bylo jako nejvhodn&jii sloZeni mobilni faze vybrano: 1 mmol-dm™
vodny roztok octanu amonného o pH 3,33 (slozka A) a methanol (slozka B) v poméru
55:45 (v/v).

Na obr. 5 je pro ilustraci ukdzadn chromatogram smésného roztoku standarda
sledovanych toxinGi o spoletné koncentraci 20 pg'ml’, ziskany ve vyse uvedené

mobilni fazi. Z obr. 5 je vidét, ze sledované analyty jsou rozdéleny az na zakladni linii.

2.0+ -

1,5 1

1,0 1 3

0,5 4

odezva detektoru [mAU]

-0;5 T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

retencni ¢as [min]
Obr. 5. Chromatogram smési ¢ty standardd (1. B-amanitin, 2. a-amanitin, 3. falacidin, 4.
faloidin) o koncentraci kazdého analytu 20 pg-ml”'. Mobilni faze obsahovala 1 mmol-dm™
vodny roztok octanu amonného o pH 3,33 (slozka A) a methanol (slozka B) v poméru 55:45

(v/v), pritok mobilni faze byl 0,8 ml-min™' s detekci DAD pfi vinové délce 295 nm.

Z chromatogramu (obr. 5) ziskané¢ho za optimalizovanych separac¢nich podminek

byly vypocteny retencni a separacni charakteristiky, které jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5. Reten¢ni ¢asy analytd (#z), hodnoty jejich retenénich faktord (k), separacnich faktort
(@) a hodnoty rozliseni sousednich pikil (R;,) ziskané z chromatogramu smési Ctyt standarda

o koncentraci kazdého analytu 20 pg-ml™ (fy = 3,30 minut).

¢islo piku analyt tr [min] k o Ri»
1. B-amanitin 4,32 0,31 -—- -—-
2. o-amanitin 4,90 0,48 1,57 2,58
3. falacidin 8,51 1,58 3,26 9,76
4. faloidin 9,46 1,87 1,18 2,00

4.2 Optimalizace primé extrakce

V procesu optimalizace piimé extrakce se vychéazelo z diplomové prace Mgr. Karla
Musila [36].

Vzhledem k planované SPE extrakci nelze na SPE-kolonku s reverzni stacionarni
fazi nanaSet methanolicky extrakt, protoze methanol se pouziva jako elu¢ni ¢inidlo.
Extrakce byla provedena smési 0,1% vodného roztoku kyseliny mravenc¢i a methanolu
v poméru 1:1 (v/v). Extrakt bylo nutné odpatit v blokovém ohtivaci, ktery byl nastaven
na 95 °C, a odparek pak znovu rozpustit pouze v deionizované vod¢. Elu¢nim Cinidlem
pro naslednou SPE extrakci byl zvolen methanol a jakékoliv jeho pfitomnost v pfimém
extraktu by byla nezadouci. V odborné literatufe se nejcastéji jako zdroj odparovani
methanolu do sucha pouziva proud inertniho plynu (dusiku) [2, 3, 24, 25], ale v této
bakalafské praci bylo vyzkouSeno odpafovani methanolu z piimého extraktu na

blokovém ohtivaci i z divodu vyssi teplotni stability sledovanych toxind.

4.3 Optimalizace extrakce na tuhé fazi

Pro optimalizacni SPE studii byla pouzita optimalizovana HPLC-DAD metoda
(1 mmol-dm™ vodny roztok octanu amonného o pH 3,33 (slozka A) a methanol (slozka
B) v poméru 55:45 (v/v)).

Pro zjiSténi, za jakych podminek dochazi k co nejlepsi extrakci pomoci SPE, byl
zvolen nésledujici pfistup. Nejprve byly pfipraveny vodné roztoky jednotlivych

standardt o objemech 1 ml pro SPE a na piistroji HPLC-DAD byly zmé&feny ptislusné
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plochy pika. Nésledné byly tyto roztoky promyty SPE-kolonkou a eluovany 0,5 ml
methanolu, ¢imZ by teoreticky pro dosazeni 100% SPE vytéznosti kazdého analytu
(podle rovnice ¢. 4) mély byt piislusné plochy pikii po eluci dvakrat vyssi nez pred
eluci. Tento zplisob byl aplikovan u roztokii a-amanitinu a B-amanitinu o koncentracich
20 pg-ml™.

Zjisténa vytéznost SPE extrakce pro oba analyty je uvedena v tabulce 6 a je z ni
vidét, ze hlavné pro f-amanitin byla dosazena nizsi vytéznost. Vzhledem k ptitomnosti
karboxylové skupiny byl vodny roztok p-amanitinu o koncentraci 20 pg-ml™” okyselen
pfidanou kapkou okyselujiciho roztoku kyseliny mraven¢i ve snaze potlacit disociaci
karboxylové skupiny, snizit tak polaritu B-amanitinu a zlepsit jeho zadrzeni na nepolarni
SPE-kolonce. Jak je vidét z tabulky 6, po okyseleni doslo k vyraznému zvyseni ve

vytéznosti B-amanitinu a také vytéznost a-amanitinu byla velmi dobra.

Tabulka 6. Vytéznosti SPE extrakce ziskané pro vodné roztoky standardii a-amanitinu a

B-amanitinu o koncentraci ¢ = 20 pg-ml” (eluce 0,5 ml methanolu).

analyzovany standardni roztok R [%]

B-amanitin 76,0

o-amanitin 109,2

B-amanitin s kapkou okyselujiciho roztoku kyseliny mravenci 97,8
a-amanitin s kapkou okyselujiciho roztoku kyseliny mravenci 103,5

Pro budouci analyzy bylo pottebné zjistit, jaky vliv bude mit o-amanitin ve
spolecném prostiedi s f-amanitinem a okyselujicim roztokem kyseliny mravenci. Proto
byl analyzovén jejich pfipraveny smésny roztok o spole¢né koncentraci 20 ;,Lg-ml'l.

Podle vysledkli ploch z chromatografickych analyz bylo zjisténo, Ze a-amanitin
nema zadny vliv na separaci B-amanitinu v kyselém prostiedi okyselujiciho roztoku
kyseliny mravenci, tzn., oba analyty mély velmi dobrou SPE vytéznost (viz tabulka 7).
Pfipraveny smésny roztok falacidinu a faloidinu o spoleéné koncentraci 20 pg-ml™
vykazoval po pifidané kapce okyselujiciho roztoku také velmi dobrou vytéZnost,

podstatné lepsi, nez v pripadé Cist€é vodného roztoku (viz tabulka 7).
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Tabulka 7. Vytéznosti SPE extrakce ziskané pro smésné standardy dvojic analytti o spolecné

koncentraci kazdého analytu ¢ = 20 ug-ml” (eluce 0,5 ml methanolu).

analyzovany smésny standard analyt ze smésného standardu R [%]
a-amanitin + f-amanitin s kapkou a-amanitin 98,6
okyselujiciho roztoku kyseliny mravenci B-amanitin 99,3
falacidin 64,9
falacidin + faloidin, ¢isté vodny roztok

faloidin 91,7
falacidin + faloidin s kapkou okyselujiciho falacidin 103,8
roztoku kyseliny mravenci faloidin 112,9

V zavéru optimalizace SPE extrakce byly analyzovany smésné standardy Ctyf
analytli (a-amanitinu, B-amanitinu, faloidinu a falacidinu) o spole¢né koncentraci 10; 20
a 40 ug-ml™” okyselené kapkou okyselujiciho roztoku kyseliny mravenéi (viz tabulka 8).

Vytéznost SPE extrakce u smési standardii o spoleéné koncentraci 40 pg-ml™ je
niz8i nez u spole¢né koncentrace 10 a 20 pg'ml”. Divodem miZe byt jiz Sasteéné

vysyceni adsorp¢nich mist kolonky s gramazi 60 mg.

Tabulka 8. Vytéznosti SPE extrakce R [%] z analyzy smési standardii a-amanitinu, f-amanitinu,

faloidinu a falacidinu o spole&nych koncentracich 10; 20 a 40 ug-ml™ (eluce 0,5 ml methanolu).

¢islo analyt c=10 pg-ml” ¢=20 pg'ml’ ¢=40 pg-ml”
1 B-amanitin 77,8 77,6 68,5
2 o-amanitin 79.6 79.8 66,6
3. falacidin 92,8 90,5 88,2
4 faloidin 89,1 91,5 87,4

Chromatogram 1 ml smési standardii vSech Ctyf sledovanych toxinii (o spolecné
koncentraci 20 pg-ml'l) pted SPE a po SPE extrakci 0,5 ml methanolu je znazornén na

obrazku 6 a je z n€ho vidét, Ze sledované analyty jsou rozdéleny az na zékladni linii.
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odezva detektoru [mAU]

retenéni ¢as [min]
Obr. 6. Chromatogramy smeési Ctyi standardii (1. B-amanitin, 2. a-amanitin, 3. falacidin, 4.
faloidin) o spoleéné koncentraci 20 pg-ml”. Cerveny chromatogram patii smési pied SPE a
gerny po SPE extrakci. Mobilni fize obsahovala 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu amonného
o pH 3,33 (slozka A) a methanol (slozka B) v poméru 55:45 (v/v), pratok mobilni faze byl 0,8

ml-min” s detekci DAD pi#i vinové délce 295 nm.

Extrakce SPE byly provedeny za nésledujicich podminek: 1 ml vodného vzorku byl

davkovan po dobu 1 minuty a 30 sekund a eluce 0,5 ml methanolu probihala 1 minutu.

4.4 Kvalitativni hodnoceni

Pro kvalitativni hodnoceni ¢ty sledovanych analyti v pfimém extraktu bylo
pouzito tzv. spikovani (viz tabulka 9), pfi némz byly porovnany chromatogramy ziskané
analyzou:

a) 250 ul extraktu, Cctyfikrat zfedéného mobilni fazi, s pfidavkem 50 pl

deionizované vody.

b) 250 pl extraktu, Ctyfikrat ztedéného mobilni fazi, s ptidavkem 50 pl smésného

standardu &ty analyti o spolené koncentraci 20 pg-ml™.
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V extraktu byly identifikovany vSechny ¢tyii sledované toxiny, piky analyzovanych
latek byly ocislovany a identita analyt byla ur¢ena v tomto potadi: 1. B-amanitin, 2. a-

-amanitin, 3. falacidin a 4. faloidin.

4.5 Vytéznosti extrakce na tuhé fazi pro realné vzorky

K odparku neziedéného a ctyfikrat ziedéného Cisté vodného extraktu byl piidan
I ml deionizované vody nebo deionizované vody s piidanou kapkou okyselujiciho
roztoku a tento roztok byl nasledné analyzovan optimalizovanou HPLC-DAD metodou.
Po analyze HPLC-DAD byl 1 ml odparku nanesen na SPE-kolonku a eluovan 0,5 ml
methanolu a pro urceni vytéZnosti SPE v odparku znovu chromatograficky analyzovan.

Extrakce SPE redlnych vzorkd byly provedeny za nasledujicich podminek: 1 ml
vodného vzorku byl davkovan po dobu 1 minuty a 30 sekund a eluce 0,5 ml methanolu
probihala 1 minutu.

Vsechny sledované analyty mély velmi dobrou vytéznost (viz tabulka 9). Jesté
lepSich vytéznosti SPE by mohlo byt pravdépodobné dosazeno casové delSim elu¢nim
krokem nebo zménou poméru objemi ddvkovaného vzorku a elu¢niho ¢inidla. K tomu
muze piispét 1 vyssi doba odparovani. Pii nizsi dobé odparovani by mohlo na sténach ¢i
na dné zkumavky ziistat po odpafovani velmi omezené mnozstvi methanolu, které by

rusilo extrakeci.

Tabulka 9. Vytéznosti SPE extrakce ziskané z analyzy neziedéného a Ctyfikrat zfedéného

extraktu (eluce 0,5 ml methanolu).

analyt R pro neziedény extrakt [%] R pro ¢tyfikrat ztedény extrakt [%]
B-amanitin 85,5 102,2
o-amanitin 82,4 64,5
falacidin 94,1 94,1
faloidin 79,0 84,6

Chromatogram neziedéného Cist¢ vodného extraktu extrahovaného smési 0,1%
vodného roztoku kyseliny mravenci a methanolu v poméru 1:1 (v/v) je znazornén na

obr. 7.
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odezva detektoru [mAU]

retenéni ¢as [min]

Obr. 7. Chromatogram neziedéného Cisté vodného extraktu s nasledujicim poradim analyti:
1. B-amanitin, 2. o-amanitin, 3. falacidin, 4. faloidin. Cerveny chromatogram patii extraktu pred
SPE a ¢erny po SPE extrakci. Mobilni faze obsahovala 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu
amonného o pH 3,33 (slozka A) a methanol (slozka B) v poméru 55:45 (v/v), pritok mobilni
faze byl 0,8 ml-min” s detekci DAD pii vinové délce 295 nm.

Z obr. 7 je vidét, ze plocha nejvyssiho piku neznamé latky nebo vice latek, v oblasti
retencnich €asli 3 — 4 minut (oblast mrtvého reten¢niho Casu), se po SPE snizila na
tietinu své ptivodni velikosti a naopak doslo ke zvyseni ploch pikil vSech studovanych
toxind.

Z chromatogramu neziedéného extraktu (obr. 7, Cervena cara) byly vypocteny
retencni a separacni charakteristiky, které jsou uvedeny v tabulce 10. Z porovnani
tabulky 5 a 10 je vidét, ze retencni a separacni charakteristiky sledovanych toxina
zustaly v piipad¢ extraktu obdobné jako pro smésny vodny roztok standarda, a jsou tedy

plné€ vyhovujici.
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Tabulka 10. Reten¢ni Casy analytl (fz), hodnoty jejich reten¢nich faktort (k), separacnich

faktord (o) a hodnoty rozliSeni sousednich pikd (R;,) ziskané z chromatogramu pro neziedény

¢isté vodny extrakt pied eluci SPE (#y = 3,30 min).

¢islo piku analyt tr [min] k o Ri»
1 B-amanitin 4,40 0,33 --- -
2 o-amanitin 4,96 0,50 1,51 2,04
3. falacidin 8,75 1,65 3,28 11,31
4 faloidin 9,69 1,94 1,17 2,00
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5 Z.avér

HPLC separace studovanych toxini probihala na reverzni fazi za podminek
isokratické eluce a s detekci diodovym polem (HPLC-DAD). V ramci optimalizace
slozeni mobilni faze byl sledovan vliv typu a obsahu organického modifikatoru
(acetonitril a methanol), koncentrace octanu amonného (1 — 10 mmol-dm™) a jeho
hodnoty pH (2,70 — 3,90) na separaci studovanych toxinl (o-amanitinu, B-amanitinu,
falacidinu a faloidinu). Optimalizované¢ podminky byly nésledujici: Jako vodna slozka
(A) mobilni faze byl zvolen 1 mmol-dm™ vodny roztok octanu amonného o pH 3,33 a
jako organicky modifikdtor (B) byl zvolen methanol v poméru A:B = 55:45 (v/v).
V tomto systému eluovaly studované analyty v nasledujicim poradi: 1. B-amanitin
(tr = 4,32 minut), 2. a-amanitin (fg = 4,90 minut), 3. falacidin (g = 8,51 minut) a 4.
faloidin (g = 9,46 minut) a pro vSechny analyty bylo dosazeno rozliSeni az na zakladni
linii.

Pro extrakci studovanych toxinli z klobouku muchomiirky zelené byla pouzita smés
0,1% vodného roztoku kyseliny mraven¢i a methanolu v poméru 1:1 (v/v), extrakt byl
odparen a znovu rozpustén v deionizované vodé¢ a aplikovan na SPE-kolonku pro urceni
SPE vytéZznosti pro vSechny analyty.

Optimalizace SPE extrakce na kolonce Supel-Select HLB na bazi polystyrenu
probihala nejprve s jednotlivymi analyty a poté se smésnym vodnym roztokem vSech
analytli. Bylo zjisténo, Ze pro dobrou vytéZnost -amanitinu a falacidinu je nutné roztok
pro SPE extrakci mirn€ okyselit. Po této upraveé bylo pro smésny roztok standardi vSech
analyti o koncentraci 10 a 20 pg-ml™ dosazeno vytéznosti v rozmezi 77,6 — 92,8 % a
pro smé&sny roztok standardi o koncentraci 40 pg-ml™’ vyt&Zznosti v rozmezi 66,6 —
— 88,2 %. Pro extrakt z muchomirky zelené se vytéznost SPE extrakce (porovnani
ploch piki jednotlivych toxint pted SPE extrakci a po extrakci) pohybovala v rozmezi
79,0 — 94,1 % pro nezfedény extrakt a mezi 64,5 — 102,2 % pro ctyfikrat zfedény
extrakt.

Ziskané vysledky budou slouzit jako podklad pro vyvoj SPE extrakce a néasledné
UHPLC metody spojené s hmotnostni detekci pro analyzu studovanych toxinl v té€lnich

tekutinach.
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