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ABSTRAKT

Diplomova prace se vénuje aktualnimu tématu analyzy toxini a jejich extrakci
z hlinitopisCité pudy. Konkrétn€ se zabyva saxitoxinem, a trichothecenovymi mykotoxiny
deoxynivalenolem, HT-2 a T-2 toxinem. V teoretické ¢asti popisuje vyskyt, toxické vlastnosti
a pusobeni téchto latek na zivy organismus. V dalSich kapitolach jsou uvedeny publikované
extrakCni postupy pro jednotlivé toxiny a analytické metody pouzivané k jejich
kvantitativnimu stanoveni. V experimentalni ¢asti byl jako nejlepsi navrzen optimalizovany
postup piipravy vzorku, zalozeny na extrakci toxini z pudy smési ImM HCOONH, v 84%
acetonitrilu. Simultanni stanoveni toxinl probihalo na kapalinovém chromatografu za pouziti
CN kolony (3,0 x 150 mm, 3 um, 100 A) pii vyuziti gradientové eluce. K detekci byl pouzit
hmotnostni spektrometr s vyhfivanym elektrosprejem jako iontovym zdrojem a linearni
iontovou pasti jako analyzatorem. Navrzena extrakéni metoda dosahovala vytéznosti pies

80 % pro trichothecenové mykotoxiny a 51 % pro saxitoxin.

KLICOVA SLOVA

trichotheceny, deoxynivalenol, HT-2 toxin, T-2 toxin, saxitoxin, extrakce

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the analysis of toxins and their extraction from sandy-
loamy soil. Particularly, saxitoxin and trichothecene mycotoxins deoxynivalenol, HT-2 and
T-2 toxins are in the centre of interest of this work. Their occurrence, toxic properties and
influence on living organisms are described in theoretical part of this thesis. In next chapters,
currently published extraction methods for individual toxins and analytical approaches for
their quantitative evaluation are summarized. In experimental part of this thesis, optimized
process of sample pretreatment based on extraction of toxins from soil using 1mM
HCOONHy; in 84% acetonitrile was proposed as the best option. Simultaneous determination
of toxins was performed by liquid chromatography on a CN column (3.0 x 150 mm, 3 pm,
100 A) in gradient elution mode. Mass spectrometer with electrospray as ion source and linear
ion trap as analyzer was used as detector. Recovery of designed method was over 80% for

trichothecene mycotoxins and 51% for saxitoxin.
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trichothecenes, deoxynivalenol, HT-2 toxin, T-2 toxin, saxitoxin, extraction
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1. UVOD

Zivotni prostiedi je plné toxickych latek. Tyto latky maji negativni vliv nejen na zivé
organismy vcetné ¢lovéka, ale i na ekonomiku jednotlivych stati a celou lidskou spole¢nost.
Toxické latky se v prirodé vyskytuji pfirozen€, nebo je zivotni prostfedi témito latkami
zamotovano v disledku lidské Cinnosti, ptipadné zcela zamérné riznymi mocenskymi

skupinami k prosazeni jejich vlastnich cild a zajma.

Mezi nejcastéjsi puvodce prirozenych kontaminantt terestrického systému patii rozliéné
druhy plisni, které jsou pfitomny na rostlinach a v pad¢ na rostlinnych zbytcich. Z téchto mist
jsou pak Sifeny vzduSnymi proudy, destém a hmyzem, proto je nachazime 1 s jejich
mykotoxiny na potravinach nebo pfimo v potravinach [1]. Hlavni skupinou plisni produkujici
nebezpecné mykotoxiny je rod Fusarium, ktery se vyskytuje na ruznych zemédé€lskych
plodinach. Tento rod produkuje nékolik skupin mykotoxinti. Nejvyznamnéjsi skupinou jsou
trichotheceny, mezi které patii deoxynivalenol, HT-2 a T-2 toxin, kterymi se tato prace

podrobnéji zabyva [2].

Ve vodnim ekosystému patii mezi producenty nebezpeCnych toxini mikroorganismy
tvorici plankton. K vyznamnym toxinim patii saxitoxin, ktery produkuji moiské obrnénky,
ale 1 sladkovodni sinice. Tento toxin se dostava do sedimentu, ale také pfimo do potravniho

retézce. Otrava timto toxinem je, zvlasté v pfimoiskych statech, celkem bézna [3, 4].

Toxiny, kterymi se zabyva tato prace, jsou, diky svym vlastnostem, potencionalné
zneuzitelné k riznym teroristickym nebo diverznim ucelim. Proto je dualezité wvyvijet
analytické metody k jejich detekci a kvantifikaci. Pro analyzu je klicova ptiprava vzorku,

kterda ma zasadni vliv na kvalitu ziskaného vysledku.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vybrané toxiny

V této diplomové praci jsme se zabyvali toxiny, které jsou diky svym vlastnostem
potencialn€ zneuzitelné k teroristickym akcim nebo diverznim ucelim. Takové vlastnosti maji

tyto vybrané toxiny: saxitoxin (STX), deoxynivalenol (DON), HT-2 a T-2 toxin.

2.1.1 Saxitoxin

Saxitoxin je neurotoxin produkovany né€kolika druhy motskych obrnének (Gymnodinium
sp., Pyrodinium sp.) a sinic (Anabaena sp., Lyngbya sp., Aphanizomenon spp.,
Cylindrospermopsis sp.). Zivo&ichové, kterym tento plankton slouzi jako potrava, se stavaji
sami toxiCti. Jde o tzv. sekundarni toxicitu. Jedna se o nékteré druhy korysu, mekkysu
(Gstfice, slavky, srdcovky) a ryb (Ctverzubci). Nazev toxinu byl odvozen od mékkyse chionky
skalni (Saxidomus giganteus), u které byl poprvé popsan [5-7].

signal vnitiek

@—— @ Deuronu

sodikovy
kanalek

saxitoxin O —10

Obr. €. 1: Blokace sodikového kanalku saxitoxinem [8]

Saxitoxin je jeden z nejucinngjsich piirodnich toxina (LDsy = 0,26 mg/kg, mys, p. o.). Pro
dospélého cloveéka se odhaduje LDsy na 5,7 ug/kg pii peroradlnim podani. Pfi injekénim
podani je letalni davka asi 10 krat mensi. Toxicita saxitoxinu spociva v jeho schopnosti
selektivné blokovat sodikové kanalky (Obr. &. 1) v burikach vzruSivych membran. Jiz po
nékolika minutach po intoxikaci dochazi k znecitlivéni rtt, jazyka a konecka prsti. Muze se
také vyskytovat nevolnost, zvraceni a bolest bficha. Pfi tézkych otravach dochazi

k znecitlivéni koncetin, nastava celkova svalova slabost a utlum dychani s nasledkem smrti.
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Umrtnost pii intoxikaci saxitoxinem je velmi vysoka. Prvnich 12 hodin po otravé je
nejzavaznéjSich. Proti otravé neexistuje zadné antidotum, 1écba se omezuje pouze na podporu

dychani a srde¢ni Cinnosti [5-7, 9].

Saxitoxin (Obr. ¢. 2) patfi do skupiny strukturné velice podobnych dusikatych latek,
nazyvanych paralytic shellfish toxin (PST), které se vétsinou lisi jen v poctu sulfonylovych
skupin. Latky s jednou sulfonylovou skupinou ve struktufe jsou nazyvany B-toxiny nebo
gonyautoxiny a se dvéma skupinami C-toxiny. Otrava témito toxiny je znama jako ,,paralytic
shellfish poisoning (PSP) a je casta v ptimorskych statech [7]. Jelikoz jsou tyto toxiny

termostabilni, nelze je zniCit varem [5].

H,N_ O

T

@)

H
HN N
)\ >:NH
HN N N
H
OH

HO

Obr. ¢. 2: Strukturni vzorec saxitoxinu [10]

Pro svou vysokou toxicitu (1000 krat vyssi nez nervové paralyticka latka sarin) a rychly
ucinek bylo zkoumano vyuziti saxitoxinu americkou CIA, kterd vyvijela pilulky pro své
agenty, aby mohli spachat sebevrazdu v ptipad€ prozrazeni [5]. Americka armada skladovala
saxitoxin ve svém arzenalu pod oznaCenim TZ. M€l byt urCen ke specialnim tkoltim.
Uvazovalo se o jeho vyuziti v malordzni munici M1, ktera by byla vystielovana ve formeé
Sipek. Dale se testovalo potazeni naboju saxitoxinem. Tato latka je uvedena v piiloze ¢. 1
Umluvy o chemickych zbranich, kterou ratifikovala i Ceska republika. Seznamy latek z piiloh

Umluvy jsou uvedeny ve vyhlasce & 208/2008 Sb. v platném znéni [5, 6].

2.1.2 Trichothecenové mykotoxiny

Jedna se o pestrou skupinu sekundarnich metabolitd produkovanych houbami rodu
Fusarium, Mpyrothecium, Trichothecium, Trichoderma, Stachybotrys, Cephalosporium a
Verticimonosporium. Bylo popsano pies 180 trichothecent. Z chemického hlediska se jedna
o estery seskviterpenovych alkoholli. Ve své struktufe maji dvojnou vazbu mezi uhliky
C9-C10 a epoxidovou skupinu na C12-C13 a jsou tedy souhrnné oznacovany jako

12,13-epoxytrichotheceny [6, 11-13].



Podle jejich typické struktury se rozde€luji do Ctyt skupin na typ A — D (Obr. €. 3) [14, 15]:

e typ A: na C8 je jind skupina nez ketonickd, T-2 a HT-2 toxin, neosolanilol a
diacetoxyscirpenol,

e typ B: na C8 je ketonicka skupina; deoxynivalenol, nivalenol,

e typ C: ve struktufe maji druhou epoxidickou skupinu mezi C7-C8 nebo C9-C10;
krotocin,

e typ D: obsahuje makrocyklicky kruh; roridin-A a verrucarin-A.

Hlavnim zdrojem kontaminace potravin trichothecenovymi mykotoxiny typu A a B jsou
obilniny (kukufice, oves, jeCmen a pSenice), které jsou napadeny plisni rodu Fusarium. Pro
svou velkou chemickou a tepelnou stabilitu se tyto mykotoxiny nachazeji 1 v produktech
vyrabénych z napadenych obilovin (chléb, mouka) a prechazeji i do zivocisnych produktd
(mléko, maso, vejce) hospodarskych zvirat, ktera jsou krmena kontaminovanou potravou [16].

Typ C a D se v potravinach vyskytuji velice ojedinéle [15].

typ A typ B

mllll-
w

Obr. ¢. 3: Obecna struktura trichothecent typu A-D [17]
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Trichotheceny typu A maji asi 10 krat vyssi akutni toxicitu nez trichotheceny typu B.
Uginky u typu B jsou spojeny spise s chronickou toxicitou. Intoxikace ma rozliéné piiznaky,
mezi né€z patii iritace kuze, zvraceni, pridjem, nechutenstvi, redukce vahy, 1éze na sliznici
gastrointestinalniho traktu (GIT), coz ma za nasledek rozsahlé krvaceni do GIT [14]. Dochazi
k poskozeni jater, ledvin, nervového, obéhového a endokrinniho systému. Nastava také
inhibice syntézy proteini a DNA a nékteré trichotheceny vykazuji téZ imunosupresivni

ginky [12, 18].

Neméné dulezité jsou negativni efekty na vyrobu nékterych produktt, které zpisobuje
pfitomnost trichothecent v zemédélskych surovinach. Zpomaluji rist kvasinek pii kynuti

tésta na vyrobu peciva a také jsou piiCinou inhibice enzymu ve sladu pfi vyrobe piva [16].

2.1.2.1 Deoxynivalenol

Deoxynivalenol je také znam pod trividlnim nazvem vomitoxin (Obr. €. 4), ktery byl
odvozen od jednoho ze symptomu projevu jeho akutni toxicity — zvraceni (vomitus). Jde
o nejrozsifengsi trichothecenovy mykotoxin typu B, ktery ma vSak nejnizsi akutni toxicitu
(LDsp = 45 mg/kg, mys, p. o.) ze vSech trichothecent [19, 20]. Vyznamna je spiSe jeho
chronicka toxicita, kterd se projevuje redukci vahy, anorexii, odmitdnim potravy a
poskozenim imunitniho systému vedouci ke snizené odolnosti vici infekcim. Nejvice citlivé
na intoxikaci je prase, u které¢ho jiz pii davce 1-2 ppm deoxynivalenolu v potravé dochazi

k Castenému odmitani potravy. Nejodoln€jsi vici jeho pusobeni je dribez a skot [6, 13].

H H H
HaC : 0
° 47"—0.4
H
OH i (‘3"'3 |‘-\|
(|3 2
OH

Obr. ¢. 4: Strukturni vzorec deoxynivalenolu (vomitoxinu) [17]

Je to zatim jediny trichothecenovy mykotoxin, pro ktery byly Evropskou komisi stanoveny
nejvyssi pfipustné limity v potravinach, a to: 1250 pg/kg pro obilniny, 750 pg/kg pro mouku a
500 pg/kg pro pecivo [2].
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Deoxynivalenol je termostabilni, rozklada se az pfi teplotach presahujicich 210 °C, a je
staly v mirné kyselém prostfedi. Bézné se vyskytuje v pSenici, jeCmeni a kukufici, ale byl
detekovan 1 v ryzi, sojovych bobech, bramborach a slunecnici [1, 10, 11]. Mezi vyznamné

producenty patti Fusarium graminearum a Fusarium culmorum [12].

2.1.2.2 T-2 aHT-2 toxin

T-2 a HT-2 toxiny (Obr. ¢. 5) jsou zastupci trichothecenti typu A. HT-2 toxin je hlavnim
metabolitem T-2 toxinu, vznika odstépenim acetylové skupiny na C4. Z tohoto divodu se
provadi spole¢né stanoveni a jejich obsah se uvadi jako suma obou [19]. Vzhledem k jejich
vysoké akutni toxicité (LDsp = 4 mg/kg, mys, p. o. pro T-2 toxin a LDsp = 9 mg/kg, mys, p. o.
pro HT-2 toxin) se jedna o jedny z nejjedovatgjsich trichothecenti [12, 20]. Z téchto divoda
se T-2 toxin dostal do popfedi zdjmu vojenského vyzkumu. Jeho taktické vlastnosti (vyssi
toxicita, termostabilita, fotostabilita, rizné brany vstupu do organismu) byly shledany jako

vyhovujici pro bojové vyuziti [21].

T-2 toxin HT-2 toxin
H H H
H3C Ee ’
Y ~«1QOH
CH; O \C/S—\\O
' ~uH
e s
(0] 3
J O\”/CH3 /K
N H,C (@]
HsC \O le} 8

Obr. ¢. 5: Strukturni vzorce T-2 a HT-2 toxinu [17]

Ptiznaky intoxikace se lisi podle brany vstupu toxint do organismu. Pfi nadychani se muze
objevit svédéni a bolest nosu, krvaceni, pfipadné vodnaty vytok z nosu, sipani, kasel a potize
s dychanim. Potiisnéni pokozky zpusobuje zCervenani, bolestivost, puchyfe a nekrozy kaze.
Poziti toxini se projevuje nevolnosti, zvracenim, slabosti, vyCerpanosti a zavratémi. Ke
zmimeéni nasledkt otravy se doporucuje podat adsorbenty (aktivni uhli) a symptomaticka

1é¢ba. Proti tomuto toxinu neni znamé zadné antidotum [5, 7].

T-2 toxin je povazovan za hlavniho pavodce onemocnéni zvaného alimentarni toxicka
aleukie. Toto onemocnéni vznikd pfi konzumaci kontaminované potravy. Nejprve dochézi

k zanétu Gstni dutiny, poté jicnu a zaludku, které prechazi v gastroenteritidu. Po nékolika
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dnech nastava poskozeni kostni dfené a prudké snizeni poctu leukocyti, coz vede k sepsi a
vysoké horecce. Dochazi také k podkoznimu krvaceni a nekrozam kiize a svali. Onemocnéni
ma velmi vysokou umrtnost (az 60%). Rekonvalescence pfezivSich pacientd trva nékolik

mésicu [7, 22].

V soucasné dobé se Evropska komise zabyva otazkou nejvysSich pfipustnych limitd
v potravinach. Prozatim byl stanoven tolerovany denni piijem (TDI) pro sumu T-2 a HT-2

toxinu na 100 ng/kg télesné hmotnosti [23].

Oba toxiny se vyskytuji nejCastéji v obilovinach (zito, pSenice, oves, jeCcmen). K hlavnim

producentim patii Fusarium poae, F. sporotrichoides, F.equisetti a F. acuminatum [19].

2.2 Extrakce

Extrakce je délici postup, kdy dochézi k rozdéleni latek mezi dvé nemisitelné faze. Toto
rozdeleni popisuje distribuni koeficient Kp, definovany jako pomér rovnovaznych
koncentraci dané latky v obou fazich. Divodem ptechodu slouceniny mezi fazemi je rozdil
jejich chemickych potenciald v téchto fazich, pficemz transport trva az do dosazeni
rovnovahy, kdy se hodnoty chemickych potencialt v obou fazich vyrovnaji. Pti praktickém
pouziti je velmi Casto cilem extrakce oddé€leni analytu od ostatnich slozek matrice nebo
oddéleni rusivych latek od analytu. Extrakci mizeme délit podle skupenstvi fazi, mezi

kterymi analyt prechazi [24-26]:

e Zpevné faze do kapaliny (SLE, Solid — Liquid Extraction) — pozadovany analyt
prechazi z pevné faze do vhodné zvoleného rozpoustédla.

e Zkapaliny do kapaliny (LLE, Liquid — Liquid Extraction) — vyuziva se rizné
rozpustnosti analytu ve dvou nemisitelnych kapalinach.

e Zkapaliny do plynné faze (GLE, Gas — Liquid Extraction) — extrakce t€kavych latek
plynem z kapaliny.

e 7 kapaliny na pevnou fazi (SPE, Solid Phase Extraction) — pevna faze selektivné
zachycuje analyt z roztoku.

e Zkapaliny nebo plynu na pevnou fazi (SPME, Solid Phase Microextraction) — jde
o modifikaci SPE, kdy dochéazi k zakoncentrovani analytu sorpci na kiemenné vlakno

pokryté sbérnou fazi.
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Vyuziti jednotlivych technik v praxi zavisi na typu analytu. Obecné se nejCastéji na
extrakci tuhych vzorkd vyuziva tlakova extrakce rozpoustédlem (PSE, ASE) a na extrakci

kapalnych vzorku se pouziva extrakce na pevnou fazi (SPE) [27].

2.2.1 Extrakce saxitoxinu

V zatim publikovanych pracich se extrakci saxitoxinu =z hlinitopisCité pady nikdo
nezabyval. VétSina praci se zaobird stanovenim saxitoxinu v biologickém materialu, kde
pouzivaji extrakci zfedénymi kyselinami. Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) doporucuje pro extrakeci 0,1M HCIL. K 20 g homogenatu se piida 20 ml extrakéniho
¢inidla a smés se povaii ve vodni lazni po dobu 5 minut [28]. Tento postup také vyuzil Abbot

a kol. [4] na Florid¢€ pii monitorovani obsahu saxitoxinu v rybach z Celedi ¢tverzubcovitych.

Foss a kol. [29] diskutovali pouziti kyseliny octové (HAc) misto kyseliny chlorovodikové
pii extrakci smési PST ze sinic. K experimentim pouzivali obé kyseliny o koncentracich
0,1 M, 0,01 M a 0,001 M. Dosli k zavéru, ze pii analyze smési PST je potiebné vyhnout se
extrakci 0,1 M HCI z divodi premény nékterych toxind na jiné a tudiz dochazi ke zkresleni
vysledkti. Autofi doporuCuji pouzivat 0,1M kyselinu octovou, protoze ma dobrou
reprodukovatelnost a vytéznost. Jang a Yotsu-Yamashita [30] pouzivali kyselinu octovou

i k extrakci saxitoxinu z ryb Celedi ¢tverzubcovitych.

Dell’ Aversano a kol. [31] ve své praci navrhli novou metodu extrakce. Jako extrak¢ni
¢inidlo pouzivali smes acetonitril (ACN)/voda/kyselina mravenc¢i (FA) v poméru 80/19,9/0,1.
Toto cinidlo pouzili pro vzorky mlzi i planktonu, kdy k5 g vzorku pfidavali 10 ml
extrakcniho roztoku a pak smés homogenizovali (10 000 ot./min, 5 min), potom nasledovalo

odstredéni (7000 ot./min., 10 min).

Sayfritz a kol. [28] tuto metodu modifikovali a vyuzili toho, ze pokud je supernatant po
odstfedéni ulozen minimaln€ na 4 h do mrazaku pfi teploté -20°C, dojde k rozdéleni smési,
kdy vrchni vrstva je kapalna (acetonitril) a spodni vrstva je pevna (zmrzla voda). Saxitoxin je
prakticky nerozpustny v acetonitrilu, proto se koncentruje ve vodné vrstvé. Vyhoda pouziti
vysokého obsahu acetonitrilu pii extrakci je, ze dojde k vysrazeni vétSiny bilkovin ze vzorku.
Také experimentovali s jinymi organickymi rozpoustédly jako je ethylacetat, dichlormethan,

tetrahydrofuran a aceton, zadné vSak nedosahovalo Uc¢innosti acetonitrilu.
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Zhuo a kol. [32] modifikovali metodu dle Dell’ Aversano, a to pouzitim kyseliny mravenci
namisto kyseliny octové a zvySenim organického podilu na 90 %. Extrakci provadeéli
v ultrazvuku po dobu 5 min a po odstfedéni opét saxitoxin zakoncentrovali vymrazenim vody

ze smési.

2.2.2 Extrakce trichothecenu

Vétsina védeckych tymi se zabyva extrakei trichothecenovych mykotoxinti z potravin.
Prevazné se jedna a o vzorky obilovin a obilnych produkt. V soucasné dobé je trend vyvijet
metody, kdy se analyzuje soucasné ne€kolik desitek toxint. K extrakci trichothecenti z obilnin

se nejCastéji pouziva roztok s vysokym obsahem organického podilu. Jako nejvyhodnéjsi se
jevi pouziti acetonitrilu, pfipadné s pfidanim kyseliny octové. Jako celkem nevhodna
rozpoustédla na extrakci trichothecenti z obilnin se ukazuji methanol (MeOH) a ethylacetat (
Tab. ¢. 1) [33-36]. Naopak Yang a kol. [37] vyuzivali Cisty ethylacetat k extrakci HT-2 a
T-2 toxinu z riznych tkani slepic s vytéznosti 68—111 % pro T-2 respektive 60-117 % pro
HT-2 toxin v zavislosti na druhu tkané. Ethylacetat také vyuzivali Schothorst a Jekel [38] pfi

extrakci trichothecenti ze vzorku piva.

Stecher a kol. [39] zkoumali vyuziti extrakce kapalina-kapalina (LLE), kdy vzorky pSenice
nejprve extrahovali 20% methanolem a poté extrakt vytfepavali do ethylacetatu nebo diethyl

etheru. Vysledky vytéznosti vSak byly nizké a mély vysokou smérodatnou odchylku.

Ethylacetat pouzivali ve své praci i Mavungu a kol. [40], konkrétné extrakéni smeés
o slozeni ethylacetat/kyselina mravenci v poméru 95/5. Tato smés byla pouzita na vzorky
cesneku, soji lustinaté, Cerné redkve, trezalky teckované, jinanu dvoulalocného a maky horské

s vytéznosti 65-96 % (Tab. ¢. 2).

Naproti tomu Monbaliu a kol. [41] vyuzivali k extrakci trichothecenti ze sladké papriky
smes ethylacetatu s kyselinou mravenc¢i v poméru 99:1. Vytéznost extrakce u této smési byla

76 % pro DON, 89 % pro HT-2 toxin a 103 % pro T-2 toxin.

Nejcasteji vyuzivanou extrak¢éni smési je acetonitril/voda/kyselina octova v poméru
79/20/1 nebo acetonitril/voda v poméru 84/16. Pomoci téchto smési se dosahuje vysoké
ucinnosti extrakce jak z rostlinného materialu (pSenice, ryze, krmivo pro koné), tak vyrobkt

z nich (mouka, strouhanka, chléb, susSenky) [2, 42-50].
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Tab. €. 1: VytéZnost extrakce pii pouziti riznych extrakénich smési [33, 34]

Extrakéni Cinidlo Vytéznost (%)
(sloZeni v %) Deoxynivalenol HT-2 toxin T-2 toxin
MeOH/H,0 83 % 80 % 59 %
(50/50)
MeOH/H,0 54 % 71 % 55 %
(75/25)
MeOH 0 % 136 % 71 %
(100)
Ethylacetat 0% 20 % 59
(100)
ACN 90 % 69 % 53 %
(50)
ACN/H,O/HAc —_— 6 % %9 7%
(74/25/1)
ACN/H0 114 % 108 % 104 %
(75/25)
ACN/H,0/HAC 112 % 106 % 107 %
(79/20/1)
ACN/H0 107 % 102 % 99 %
(80/20)
ACN/H0 106 % 100 % 98 %
(84/16)

Tab. ¢. 2: Vytéznost extrakce pii pouziti smési ethylacetat/kyselina mravenci [40]

matrice maka soja Cesnek | fedkev | tfezalka | jinan
deoxynivalenol 66 % 71 % 65 % 70 % 67 % 67 %
HT-2 toxin 81 % 92 % 96 % 92 % 87 % 84 %
T-2 toxin 96 % 94 % 91 % 94 % 95 % 93 %




2.3 Metody stanoveni vybranych toxini

Pro stanoveni vybranych toxini bylo publikovano mnoho riznych metod. NejCastéji se

vyuziva vysokoucinna kapalinova chromatografie.

2.3.1 Stanoveni saxitoxinu

V evropskych zemich je oficidlni metodou na stanoveni PST biotest na mySich a
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescencnim detektorem [51]. Pro
saxitoxin byla vyvinuta a publikovana i imunologicka metoda ELISA [4], stanoveni pomoci
prutokové cytometrie [51], kapilarni elektroforézy s elektrochemickou [52] nebo

s hmotnostni [53] detekci a HPLC s hmotnostni detekci [29, 30, 32, 54, 55].

V HPLC analyzach je nejCastéji pouzivana staciondrni faze silikagel s navazanym
oktadecylem (C18) [10, 54-56] a amidova TSK gel Amide 80 [29, 32]. Dale jsou
publikovany metody 1 s jinymi stacionarnimi fazemi napf. hydrofilni interakce (HILIC) [31],

silikagel s navazanym oktylem (C8) [55] a triakontylem (C30) [30].

2.3.2 Stanoveni trichothecenu

Protoze trichothecenové mykotoxiny piredstavuji velké riziko v potravinach, krmivech
i Zivotnim prostiedi, zabyva se stanovenim téchto toxinu cela fada védeckych tymu. I z tohoto
divodu je publikovano velké mnozstvi metod na jejich stanoveni. Mezi nejcastéji vyuzivané
analytické metody patfi kapalinova chromatografie a plynova chromatografie [57-61]. Dalsi
publikované metody vyuzivaji infraCervenou spektrometrii [62], imunologickou metodu

ELISA [63, 64] nebo tenkovrstvou chromatografii [64].

Nejcastéji pouzivanou stacionarni fazi pii pouziti HPLC na stanoveni trichothecenu je
silikagel s navazanym oktadecylem (C18), ale byly publikovany i metody, pii kterych byly
pouzity jiné stacionarni faze napt. silikagel s navazanym pentafluorofenylpropylem (PFP) [2].

K detekci jsou pouzivany UV detektor, fluorescencni detektor a hmotnostni detektor [S7-61].

V poslednich letech se zaCina vyuzivat ultraucinna kapalinova chromatografie (UPLC) a

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) [61].

2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je jedna z nejucinnéjSich separacnich technik, ktera ma Siroké spektrum pouziti. Je
zalozena na ruzné distribuci délenych latek mezi dvé nemisitelné faze: stacionarni a mobilni.
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Mobilni faze je kapalina, ktera protéka pres stacionarni fazi. Tou mize byt nejcastéji kapalina
nanesena na pevné inertni ¢astice nosice (rozdélovaci kapalinova chromatografie) nebo pevna
latka — adsorbent (adsorpéni kapalinova chromatografie). Stacionarni faze ve formé casteCek
sférického tvaru o malém praméru je umisténa v nerezové koloné. Doba, kterou jednotlivé
slozky vzorku stravi v mobilni nebo stacionarni fazi, je zavisla na afinit¢ analytu ke kazdé

z nich. Proto jejich volbou miizeme ovliviiovat separacni proces [26, 65, 66].

V zavislosti na polarité stacionarni faze rozliSujeme kapalinovou chromatografii v systému
normalnich fazi (NP), kde je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni; stacionarni fazi je
napi. silikagel, oxid hlinity, aminopropylsilikagel, mobilni fazi jsou napf. alkany,
dichlormethan a dalsi, a kapalinovou chromatografii v systému obracenych fazi (RP), kde
stacionarni faze je méné polarni nez faze mobilni; stacionarni fazi je nejcasteji alkylovany
silikagel a mobilni faze jsou vétSinou binarni smési organickych polarnich rozpoustédel (napf.

acetonitril, metanol, tetrahydrofuran) s vodou [65].

Moderni kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobnikii mobilni faze (1 az 4), vakuového
odplyniovace (degaseru), vysokotlakého Cerpadla, které zajistuje Cerpani mobilni faze do
systému. Pfed Cerpadlem (nebo soucasti Cerpadla) je sméSovaci zafizeni, jez umoziuje misit
razné kapaliny z nékolika zasobnikd. Separace muze probihat za stejného slozeni mobilni faze
(izokraticka eluce) nebo se slozeni mize meénit (gradientova eluce). Dalsi soucasti HPLC je
autosampler, ktery zajistuje davkovani vzorku. V soucasnosti se vétSinou pouziva
automaticky  davkova¢ s castecné plnénou smyckou. Kolona byva umisténa
v termostatovaném prostoru, coZz umoziiuje ovliviiovat separaci i teplotou. Na konec systému
je zafazen detektor, jehoz odezva je pfimo imérna okamzité koncentraci latky v detektorové
cele. NejcCastéj§im a nejpouzivanéjsim detektorem v HPLC je spektrofotometricky detektor

s diodovym polem (DAD) [26, 65, 66].

Mezi dal§i detektory pouzivané ve spojeni s HPLC patfi fluorescencni detektor, ktery
vyuziva fluorescence analytu, tedy schopnost emitovat sekundarni zareni po absorbovani
excitacniho elektromagnetického zafeni. Emisni zafeni se méfi v kolmém sméru na smeér
vstupyjiciho excitacniho zareni. Refraktometricky detektor méfi rozdil mezi indexem lomu
Cisté mobilni faze a indexem lomu eluatu. Tento detektor je univerzalni, ale méné citlivy. Pfi
meéfeni analytl, které jsou schopné elektrochemické reakce probihajici na fazovém rozhrani

elektroda — mobilni faze, lze wvyuzit elektrochemické detektory (amperometricky,
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coulometricky). Jako velice vyhodné a univerzalni se ukazuje spojeni HPLC a hmotnostni

spektrometrie [26, 65, 66].

K detekci se u HPLC také vyuzivaji univerzalni detektory na bazi aerosolu. Nejdiive
dochazi ke zmlzeni eluatu na jemné kapky, které jsou unaseny proudem dusiku k vyhtivané
Casti pred detekcni celou. Zahtati aerosolu zpisobi odpafeni rozpoustédla a do detekéni cely
vstupuji jiz jen Castice analytu, kde jsou detekovany riznymi zpusoby. Mezi tyto detektory
patii odpafovaci detektor rozptylu svétla (ELSD), ktery je zalozen na rozptylu svétla
laserového paprsku cCasticemi analytu. U detektoru nabitého aerosolu (CAD) je pfitomna
elektroda, na kterou je vlozeno vysoké napéti. K této elektrodé je privadén dusik, ktery se na
hrotu elektrody nabije kladn€. Tento kladny naboj preda molekuldm analytu, které proudi do
kolektoru za vzniku elektrického proudu. Tento proud je méfen. Nadbytecny kladné nabity
dusik je odstranén pomoci zaporné nabité iontové pasti, pres kterou lehké molekuly dusiku
neprojdou. Detektor NQAD (Nano Quantity Analyte Detector) vyuziva kondenzace vzniklych
castic analytu s pfesycenou vodni parou. To vede ke vzniku relativné objemnych kapek, které
jsou pak detekovany pomoci rozptylu svétla laserového paprsku stejné jako u ELSD. Vétsi

velikost kapek ma za nasledek zvySeni citlivosti detektoru [65].

Graficky zaznam odezvy detektoru na Case se nazyva chromatogram a je zadkladem pro
vyhodnoceni analyz z pohledu kvality i kvantity. Kvalitativnim ukazatelem je retencni ¢as ¢,
coz je doba od nastfiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky (vrcholu piku).

Kvantitativnim ukazatelem je plocha piku A nebo vyska piku £ [26, 65, 66].

2.4.1 HPLC s hmotnostni detekci

Vyhoda hmotnostniho spektrometru (MS) jako detektoru v HPLC je jeho vysoka
specificnost. Ta umoznuje odhaleni koeluce pikti, proto mizeme analyzovat slozité smeési.
Mame také vétsi jistotu identifikace analytu diky strukturni informaci. V MS nejprve dochazi
v iontovém zdroji kionizaci vzorku (pfevod neutrdlnich molekul na ionty), poté dojde
v analyzatoru k rozdéleni vzniklych iontd podle poméru m/z (hmotnost/naboj) a nakonec

dochazi k detekci iontu a zesileni signalu v detektoru [26, 65, 66].

Mezi nejpouzivangjsi ionizacni techniky vyuzivané ve spojeni s HPLC patii ionizace
elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI). Jedna se o tzv. mékke ioniza¢ni techniky, pfi kterych nedochazi
k vyznamnéj§i fragmentaci, a proto je snazsi uréeni molekulové hmotnosti M, [26, 65].
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V analyzatoru dochazi k rozdé€leni iontti podle poméru m/z a k jejich urychleni a fokusaci.
Hmotnostni analyzatory vyuzivaji tyto principy [65]:

e zakfiveni drahy letu v poli (magnetické, elektrické): magneticky separator,

e rlzna stabilita oscilaci ionti v kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvencniho
stiidavého napéti: kvadrupol, trojity kvadrupdl, iontova past, linearni iontova past,

e odlisna doba letu v oblasti bez pole: analyzator doby letu,

e rozlicna absorpce energie pii cykloidalnim pohybu iontd v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli: iontova cyklotronova past,

e rozdéleni iontd na zakladé rizné frekvence harmonickych oscilaci: orbitrap.

2.4.1.1 Ionizace elektrosprejem

Jedna se o nejcastéji pouzivanou ionizacni techniku ve spojeni s HPLC. Jde o mékkou
ioniza¢ni techniku za atmosférického tlaku, ktera v podstaté pfevadi ionty zkapalné do
plynné faze. Eluat je z chromatografického systému veden do vodivé kapilary. Diky
vlozenému napéti mezi kapilaru a vstupni Stérbinu do MS (zpravidla 3 — 5 kV) vznika tzv.
Tayloriv kuzel (Obr. €. 6), z jehoz vrcholu jsou pisobenim intenzivniho elektrostatického
pole vytrhavany drobné nabité kapénky. Z davodu odpafovani rozpoustédla, vyvolaného
zvySenou teplotou, dochazi ke zmensSovani objemu kapicek a tim ke zvySovani hustoty naboje
na jejich povrchu, az dojde k pfekroceni Rayleghova limitu a kapi¢ka se coulombickou
explozi rozpadne na mensi, mezi které je rozdélen ptivodni naboj. Proces se opakuje az do

vzniku samostatnych iontd, které jsou vtahovany do vstupni Stérbiny [67, 68].

V ESI mize u nékterych typu latek dochazet k tvorbé vicenasobné nabitych iontl, coz
umoziiuje analyzovat i ionty s vysokou molekularni hmotnosti. Proto je tato technika vhodna
pro analyzu biomakromolekul (proteiny, peptidy, sacharidy, nukleové kyseliny,...) az do
molekulové hmotnosti cca 100 kDa. Pfi ionizaci elektrosprejem dochazi také ke vzniku

aduktt iontl, nejcastéji se sodnymi a draselnymi ionty [67].
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Obr. €. 6: Princip elektrospreje [69]

2.4.1.2 Linearni iontova past

Linearni iontova past (Obr. ¢. 7) je tvorena ¢tyfmi tyCemi (kvadrupolem), na které je
vlozeno radiofrekvencni napéti. Vzniklé radiofrekvenéni pole uzavird ionty v pasti
v radialnim sméru. Kvadrupol je na obou koncich uzavien elektrodami s vlozenym
stejnosmérnym potencialem, coz umoznuje zachyceni iont v prostoru kvadrupdlu v axialnim

sméru. V tomto usporadani jsou ionty vypuzovany z pasti v axialnim sméru [70].

stejnosmernée
napeéti (DC)

vysokofrekvencni stridave napeti (RF)

Obr. €. 7: Linearni iontova past [71]
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Radiélni vypuzovani se pouziva u segmentovaného kvadrupolu (Obr. €. 8), kdy jsou Ctyfi
hyperbolické tyCe rozdéleny na tii segmenty o délce 12, 37 a 12 mm. Prostfedni segmenty
dvou protilehlych ty¢i maji uprostied stfedniho segmentu Stérbinu o velikosti 0,25 x 30 mm,
kterou jsou radialné vypuzovany ionty na detektor. Detekcni uCinnost pii tomto usporadani
muze byt zdvojnasobena, pokud jsou pouzity dva detektory, které jsou umistény symetricky

u obou protilehlych vystupnich §térbin v prostfednim segmentu [70, 72].

Stejnosmérné napéti

Vystupni §térbina

Radiofrekvencni napéti

Obr. ¢. 8: Segmentovany kvadrupdl [72]

Lineéarni iontova past ma pii porovnani se sférickou iontovou pasti ucinnéj§i akumulaci a
zachyt ionta (50-70 %), vyssi iontovou kapacitu (az 50krat vétsi nez u sférické iontové pasti)
a vice operacnich rezima. Diky vyssi iontové kapacit€ je linearni iontova past méné nachylna

k vytvoreni prostorového naboje a ma lep§i dynamicky rozsah [70, 71, 73, 74].

Obrovskou vyhodou iontové pasti je moznost podrobit vybrany iont dalsi fragmentaci do
druhého i vyssich stupiifl, tedy realizace MS". Teoreticky lze dosahnout az MS', prakticky se

vyuziva asi do MS*. Tento postup poméha uréit strukturu neznamé latky [73].
Mezi operacni rezimy, v kterych dokéze linearni iontova past pracovat, patii [65]:

e Zakladni sken — méfeni hmotnostniho spektra ve zvoleném rozsahu m/z.
e Selektivni zaznam jednoho nebo vice ionti (SIM — Secelted Ion Monitoring) — méfeni
Casové zavislosti pro jeden nebo vice vybranych iontu.
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e Sken produktovych iontd — sken, obsahujici pouze produktové ionty ziskané
fragmentaci selektivné€ vybraného prekurzorového iontu o zvoleném m/z.

e Sken prekurzorovych iontd — sken, ktery poskytuje spektrum vSech prekurzorovych
iontd, ze kterych mohl vzniknout urcity fragment o zvoleném m/z.

e Sken neutralnich ztrat — monitorovani vSech prekurzorovych iontl, které podléhaji
vybrané neutralni ztraté.

e Selektivni zdznam jedné (SRM — Selected Reaction Monitoring) nebo vice (MRM —
Multiple Reaction Monitoring) reakci — sledovéani specifické fragmentacni reakce

vybraného iontu.

Linearni iontova past muze byt pouzita samostatné nebo kombinovana s jinymi
analyzatory (kvadrupol, analyzator doby letu, orbitrap). Iontova past pak do téchto hybridnich
hmotnostnich spektrometri vnasi moznost realizace spekter MS", je tedy vyuZzivana k izolaci
prekurzoru se zvolenou hodnotou m/z a druhy analyzator s vy$Sim rozliSenim je pak pouzit

pro presné&jsi stanoveni m/z u produktovych iontt [70].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Chemikalie a standardy toxinu

Vsechny chemikalie pouzité k analyze a extrakci byly zakoupeny v Cistot¢ pro HPLC-MS.

Acetonitril, methanol, kyselina octovd, octan amonny, kyselina mravenc¢i a mravencan

amonny byly pofizeny u firmy Sigma Aldrich s.r.o. Deionizovanad voda byla pfipravena

systémem Aqua osmotic 06 (Aqua Osmotic, Ceska republika), ktery upravuje vodivost vody

pod 0,07 puS-cm™ a spliiuje tak normu ISO 3696 L. stupng.

K analyzam byly pouzity standardy téchto toxinu:
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deoxynivalenol (kat. ¢. 32943-5MG, Sigma Aldrich s.r.o0.),
HT-2 toxin (kat. ¢. T4138-5MG, Sigma Aldrich s.r.o.),
T-2 toxin (kat. ¢. 33947-5MG, Sigma Aldrich s.r.0.),

diacetat saxitoxinu (kat. ¢. 6945, Chemos CZ s.r.o0.).

Pristrojové, materialni a softwarové vybaveni

HPLC systém Finnigan Surveyor Plus (Thermo Scientific, USA),
kolona Luna C18 (2) 3,0 um 100 A 3,0 x 150 mm (Phenomenex, USA),
kolona Kinetex 2,6 um PFP 100 A 2,1 x 100 mm (Phenomenex, USA),
kolona Luna 3 pm CN 100 A 3,0 x 150 mm (Phenomenex, USA),
hmotnostni spektrometr LTQ XL (Thermo Scientific, USA),

ttepacka MAXQ 4000 E-class (Thermo Scientific, USA),

ultrazvuk Sonorex Digital 10P (Bandelin, Némecko),

odstredivka Universal 320R (Hettich, Némecko),

generator dusiku (Domnick Hunter, USA),

rotaCni vakuova odparka VV Micro (Heidolph, Némecko),

analyticka vaha AB204-S (Mettler Toledo, Némecko),

vortex Labdancer IP 40 (IKA, Némecko),

su§arna Venticell 55 (BMT, Cesk4 republika),

vakuovy systém Laboxact (KNF Neuberger, Némecko),

automatické mikropipety s nastavitelnym objemem (Brand, Némecko),
vodni lazen K10 s cirkulatorem DC 10 (Haake, Némecko),

chladnicka s teplotou 4 °C (Liebher, Némecko),



e mrazak s teplotou -80 °C ULTF 320 (Arctiko, Dansko),
e laboratorni sklo Simax a bézny laboratorni plast,

e software Microsoft Excel 2007,

e software Microsoft World 2007,

e software Thermo Xcalibur verze 2.1.0.1139,

e software LTQ Tune Plus verze 2.6.0.1061 SP2,

e software ChemDraw Ultra verze 12.0.2.1076,

e citatni manazer Zotero verze 4.0.20.2.

3.3 Priprava roztoku

Ze standardd trichothecenti byly piipraveny zasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml
pridanim 5 ml acetonitrilu do 5 mg standardu. Ze standardu saxitoxinu diacetatu (STX-2HAc)
byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 100 pg/ml pfidanim 1 ml 30mM kyseliny octové
do 100 pg standardu. Tyto zasobni roztoky byly uchovavany v tmavych sklenénych vialkach

v mrazaku pii teploté -80 °C.

Ze zasobnich roztokd byly pfipraveny dalsim fedénim pracovni roztoky o koncentraci
10 pg/ml. Tyto pracovni roztoky byly uchovavany v tmavych sklenénych vialkach
v chladnicce pfi teploté 4 °C.

3.3.1 Priprava kalibracnich roztoki

Ze zasobnich roztoki byl pfipraven smésny roztok vsech Ctyf toxind o koncentraci
1 ug/ml. Ztohoto roztoku byla pfipravena sada kalibracnich roztoki odpipetovanim
pfislusného objemu (Tab. €. 3) do 1ml odmémé baiky a doplnénim po rysku mobilni fazi
o pocateCnim slozeni. Vysledné koncentrace stanovovanych toxini byly v rozmezi

0,5-1000 ng/ml.

Tab. ¢. 3: Priprava kalibracnich standarda

oznaceni

1123|1456 | 7| 8|9 10|11 12| 13| 14
standardu

pipetovany

, 05(1 |36 |12]25|50]100]|200 300|400 | 500|750 1000
objem (ul)

vysledna
koncentrace | 0,5 | 1 | 3 | 6 | 12 | 25 | 50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 750 | 1000
(ng/ml)
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3.3.2 Priprava kontaminacniho roztoku matrice

Roztok pro kontaminaci matrice byl pfipraven smichanim pracovnich roztokl jednotlivych
toxinu o koncentraci 10 pg/ml dle Tab. ¢. 4. Byl tak ziskan kontaminac¢ni roztok o objemu
I ml a koncentraci 8 pg/ml pro DON, 1 pg/ml pro STX-2HAc, 0,5 pg/ml pro HT-2 a T-2

toxin. Kontaminacni roztok byl vzdy pfipraven Cerstvy pied vlastnim kontaminovanim pudy.

Tab. €. 4: Pfiprava kontamina¢niho roztoku matrice

koncentrace ) ; vysledna
. , pipetovano
toxin pracovniho roztoku () koncentrace
(ng/ml) (ng/ml)

DON 10 800 8,0
STX-2HAc 10 100 1,0
HT-2 10 50 0,5
T-2 10 50 0,5

3.4 Matrice

Jako matrice byla vyuzita hlinitopisCita puda z okoli Hradce Kralové — Biezhradu
(Kralovehradecky kraj, CR). Pada byla ususena pii 25 °C, rozmé&lnéna a proseta pies sito
o velikosti ok 2 mm. Stanoveni toxinti v pidé muze poskytnout informaci o pfipadném
plo§ném pouziti téchto latek na daném tizemi v pripade vale¢ného konfliktu nebo pfi ohrozeni

teroristickymi aktivitami.

3.5 Kontaminace matrice

Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 0,5 g hlinitopis¢ité pudy, ktera byla nasledné
kontaminovana 100 pul kontamina¢niho roztoku. Kontaminovana pada byla ponechana
v susarné po dobu 24 hodin pfi teploté 25 °C, aby doslo k ustaleni interakci mezi matrici a
analyty. Vysledny obsah toxint byl tedy 1600 ng/g pudy pro DON, 200 ng/g pudy pro
STX-2HAc a 100 ng/g ptdy pro HT-2 a T-2 toxin.
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3.6 Zpracovani kontaminované pudy

Do Erlenmeyerovy baiky s 0,5 g kontaminované pidy bylo pfidano 40 ml extrakéniho
¢inidla. Banka byla uzaviena zatkou a dotésnéna parafilmem. Nasledné byla vlozena do
ultrazvukové lazné o teploté¢ 50°C na dobu 20 min. Po uplynuti daného Casu byl roztok
z Erlenmeyerovy baiky prelit do centrifugacni zkumavky s konickym dnem o objemu 50 ml.

Smés byla odstifedéna pii 1100 x g po dobu 10 min pfi teplote 25 °C.

Po odstfedéni byl supernatant s pomoci pipety prenesen do bariky s kulatym dnem
oobjemu 100 ml a nasledné¢ pomoci rotacni vakuové odparky odpafen pravé do sucha.
Odparek byl rozpustén ve 4 ml mobilni faze o pocatecnim slozeni. Pokud se odparek

nerozpustil, bylo rozpousténi podporeno ultrazvukem.

3.7 Podminky HPLC-MS metody

K separaci toxind byla pouzita kolona Luna 3 um CN 100 A 3,0 x 150 mm. Metoda je
zalozena na gradientové eluci, kdy je mobilni faze slozena ze dvou slozek. Slozka A obsahuje
5 mM mravenc¢an amonny a 0,1 % kyseliny mravenci v methanolu a slozka B je deionizovana
voda. Pribéh gradientové eluce je uveden v Tab. ¢. 5. Celkova doba analyzy je 13 minut
vcetné reekvilibrace kolony. Pritok mobilni faze byl nastaven na 500 pl/min. Kolona byla
termostatovana na teplotu 25 °C a v autosampleru byla teplota udrzovana na 6 °C. Objem

nastiiku byl 25 pl.

Tab. ¢. 5: Prubéh gradientové eluce

cas (min) slozka A (%) slozka B (%)
0 5 95
8 90 10
8,5 5 95
13 5 95

Pouzity hmotnostni spektrometr ma jako analyzator linearni iontovou past, kterd umoziiuje
vytvaiet spektra MS". Jako iontovy zdroj u hmotnostniho detektoru jsme pouzili HESI-II
(vyhfivany elektrosprej), s detekci kladnych iontii. Teplota vyhfivani byla nastavena na 350
°C, prutok zmlzovaciho plynu byl 25 prac. jednotek. Napéti na kapilafe bylo 4,5 kV a teplota
kapilary 275 °C. Pozitivni ionty byly detekovany v rezimu Multiple Reaction Monitoring.
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Hodnoty m/z prekurzorovych iontli, kolizni energie a méfené hodnoty m/z produktovych

iontl jsou uvedeny v Tab. ¢. 6.

Tab. ¢. 6: Parametry MRM detekce

toxin prekurzorovy iont (m/z) | kolizni energie CID | produktové ionty (m/z)
deoxynivalenol 297 [M + H]* 17 249; 231
saxitoxin 300 [M + H]* 30 282; 221
HT-2 toxin 447 [M + Na]* 21 345; 285
T-2 toxin 489 [M + Na]* 22 387; 327
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek analyzy

Podminky analyzy byly optimalizovany pii pouziti smésného roztoku jednotlivych

standarda toxinu o koncentraci 100 ng/ml.

4.1.1 Nastaveni hmotnostniho spektrometru

K ionizaci byl vyuzit vyhtivany elektrosprej HESI-II. Méfeni probihalo v pozitivnim médu
(Obr. ¢. 9). Pii pouziti APCI (Obr. ¢. 10) byla lepsi odezva detektoru na DON, u ostatnich
toxinu se odezva detektoru vyrazné zhorsila. Zhorsila se také linearita kalibracni zavislosti.
DON ma také lepsi odezvu pii méfeni v zdporném modu pomoci HESI (Obr. ¢. 11), ale
z divodu univerzalnosti bylo zvoleno méfeni v kladném modu pomoci HESI , kdy je odezva

detektoru na DON dostacujici.

RT: 0.00 - 13.00
RT-2.57
AAT1431 Deoxynivalenol
SN49
100 m/z: 297 -> 249 a 231
50
0
RT: 4.25 o
AA: 88941 Saxitoxin
z SN: 781 .
100+ : m/z: 300 -> 282 a 221
g 3
2 504
< ]
k] -
= .
B 0 C—
& RT:6.29
AA: 126991 HT-2 toxin
SN 3932
100+ m/z: 447 -> 345 a 285
D . —— =
RT: 7.04
AA- 4938359 T-2 toxin
100 SN 7333 m/z: 489 -> 387 a 327
- ]\
0 = =
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Obr. ¢. 9: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych ionti vzniklych fragmentaci
prekurzord toxinl o koncentraci 100 ng/ml na koloné Luna CN pii pouziti HESI

v kladném modu (RT — retencni ¢as, AA — plocha piku, SN — pomér signalu a Sumu)
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Obr. ¢. 10: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych ionti vzniklych

fragmentaci prekurzorti toxini o koncentraci 100 ng/ml na koloné Luna CN pii pouZiti

APCI (RT - reten¢ni Cas, AA — plocha piku, SN — pomér signalu a Sumu)
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Obr. ¢. 11: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych iontl vzniklych

fragmentaci aduktu mravencanového aniontu a prekurzoru deoxynivalenolu o koncentraci

100 ng/ml na kolon¢ Luna CN pii pouziti HESI v zaporném moédu (RT — retencni Cas,

AA — plocha piku, SN — pomé&r signalu a Sumu)

Nastaveni detektoru bylo optimalizovano pomoci

smésné¢ho roztoku pii pratoku

500 pl/min mobilni faze o slozeni 50 % A a 50 % B. Bylo vyuzito funkce Tune a jako hlavni
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toxin, na ktery byl detektor nastaven, byl vybran T-2 toxin, protoze je v naSich podminkach

nejdostupnéjsi a pro své vlastnosti nebezpecny.

Kolizni energie (CID) pro jednotlivé toxiny byla optimalizovana pii stejném prutoku a
slozeni mobilni faze jako nastaveni detektoru. Software vyhodnotil jako nejlep§i CID pro

jednotlivé toxiny takto: 17 pro DON, 30 pro STX, 21 pro HT-2 toxin a 22 pro T-2 toxin.

4.1.2 Vybér stacionarni faze

Pro separaci smési vybranych toxinti byly otestovany tfi ruzné stacionarni faze. Prvni
testovanou kolonou byla Luna CI8 (2) 3,0 um 100 A 3,0 x 150 mm. Jak vyplyva
z chromatogramu na Obr. ¢. 12, na stacionarni fazi C18 nedochéazelo k uspokojivé separaci
smeési toxing.

RT: 0.00-17.04
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100+ .
Deoxynivalenol
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50+

Saxitoxin
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Obr. ¢. 12: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych iontl vzniklych
fragmentaci prekurzorti vybranych toxinti o koncentraci 100 ng/ml na koloné Luna C18

(2) pfi pouziti HESI v kladném modu
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Druhou testovanou kolonou byla Kinetex 2,6 pm PFP 100 A 2,1 x 100 mm. Jak je vidét na
chromatogramu (Obr. ¢. 13), tak u této kolony nedochédzelo k zadrzeni STX, ten byl tedy
eluovan s mrtvym objemem, coz je pro separaci nevyhovujici.
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Obr. ¢. 13: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych iontt vzniklych
fragmentaci prekurzort vybranych toxini o koncentraci 100 ng/ml na koloné Kinetex

PFP pfi pouziti HESI v kladném modu

Dalsi testovana kolona Luna 3 pm CN 100 A 3,0 x 150 mm miize byt pouzita v rezimu
normalnich 1 obracenych fazi. Ktéto analyze byla pouzita vrezimu reverznich fazi a
dochazelo na ni k dobré separaci vSech ctyf toxind (Obr. €. 9). Proto byla tato kolona vybrana

pro analyzu smési vybranych toxinu.
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4.1.3 Optimalizace teploty na koloné

Béhem optimalizace teploty byly zvoleny teploty 20, 25, 30, 35 a 40 °C. Z vysledku bylo
patrné, ze dochazi k posunum reten¢nich ¢asti, coz je vidét na chromatogramech pro teplotu
na koloné 25 °C (Obr. €. 9), teplotu 30 °C (Obr. ¢. 14) a teplotu 40 °C (Obr. €. 15). Pro dalsi
analyzy byla vybrana teplota 25 °C, pfi které dochazelo k dobré separaci bez rozmyvani
jednotlivych pikt a celkovy ¢as metody byl pomeérné kratky.
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Obr. ¢. 14: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych iontl vzniklych
fragmentaci prekurzorti toxini o koncentraci 100 ng/ml na koloné Luna CN pii pouZiti

HESI v kladném modu pfi teploté 30 °C
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Obr. ¢. 15: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych ionti vzniklych
fragmentaci prekurzori toxin o koncentraci 100 ng/ml na koloné€ Luna CN pfi pouziti

HESI v kladném modu pfi teploté 40 °C

4.1.4 Optimalizace slozeni mobilni faze

Jako prvni byla testovana mobilni faze o slozeni acetonitril - deionizovana voda. Ke
zlepsSeni ionizace v elektrospreji byl do smési dan pfidavek kyseliny octové nebo mravenci a
jejich amonnych soli. Pfi pouziti t€chto smési dochéazelo k velmi vyznamnému rozmyvani
piku u DON, coz je patrné na chromatogramu (Obr. €. 16). Toto se nepodarilo odstranit ani

raznym pomeérem, piipadné zaménou pridanych kyselin.

Po neuspéSném pouziti acetonitrilu byla zkouSena smés methanol - deionizovana voda.
Opét byl testovan pridavek kyseliny octové nebo mravenci a jejich amonnych soli. Bylo
zjisténo, ze pocateCni podminky nesmi obsahovat pfili§ vysoky obsah kyseliny, protoze pak
dochazi keluci DON a STX s mrtvym objemem. Na rizny obsah amonnych soli spise
reagovaly T-2 a HT-2 toxiny zménou svych retencnich ¢asti. Nakonec byla vyhodnocena jako

nejlepsi smés sloZzena ze dvou roztokt. Jednim byla Cista deionizovana voda a druhym
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roztokem byl methanol s obsahem 0,1 % kyseliny mraven¢i a mravencanu amonného
o vysledné koncentraci 5 mM. Vysledny chromatogram je vidét na Obr. ¢. 9. V této mobilni

fazi byla i lepsi odezva detektoru nez v predchozi acetonitrilové smési.
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Obr. ¢. 16: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych iontl vzniklych
fragmentaci prekurzorti toxini o koncentraci 100 ng/ml na koloné Luna CN pii pouZiti

HESI v kladném modu pfi pouziti smési acetonitril — voda jako mobilni faze

4.1.5 Optimalizace gradientu

Byly zkouseny rizné pribehy gradientové eluce vybrané mobilni faze (Obr. ¢. 17 a Obr. ¢.
18). Nakonec byl vybran gradient (Tab. ¢. 5), kdy dochazelo k uspokojivé separaci a celkovy
Cas analyzy vcetné reekvilibrace kolony byl 13 minut (Obr. €. 9). Retencni ¢asy jednotlivych

toxint pfi pouziti tohoto gradientu jsou v Tab. €. 7.

Tab. ¢. 7: Retencni ¢asy jednotlivych toxinu

toxin

deoxynivalenol

saxitoxin

HT-2 toxin

T-2 toxin

retencni ¢as (min)

2,57

4,25

6,29

7,04
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Obr. ¢. 17: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych ionti vzniklych
fragmentaci prekurzori toxini o koncentraci 100 ng/ml na koloné Luna CN pfi pouZiti

HESI v kladném modu pii pouziti gradientu €. 1 zndzornéného v Tab. €. 8

Tab. ¢. 8: Prubéh gradientu ¢. 1

cas (min) slozka A (%) slozka B (%)
0 5 95
1 5 95
10 90 10
11 5 95
16 5 95
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Obr. ¢. 18: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych ionti vzniklych
fragmentaci prekurzori toxini o koncentraci 100 ng/ml na koloné Luna CN pfi pouZiti

HESI v kladném modu pii pouziti gradientu €. 2 znazornéného v Tab. €. 9

Tab. ¢. 9: Prubéh gradientu ¢. 2

cas (min) slozka A (%) slozka B (%)
0 5 95
1 5 95
8 90 10
9 5 95
14 5 95
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4.2 Kalibrac¢ni zavislosti

Byly prométreny smésné kalibracni roztoky o koncentracich 0,5; 1; 3; 6; 12; 25; 100; 200;
300; 400; 500; 750 a 1000 ng/ml od kazdého toxinu a nasledné byly sestrojeny pro jednotlivé
toxiny kalibracni ktivky ze zavislosti plochy piku na koncentraci. Grafy byly vytvoreny
pomoci programu Microsoft Excel. Dale byly vypocitany hodnoty limitd detekce (LOD) a
stanovitelnosti (LOQ) z vysky piku analytu a Sumu.

4.2.1 DON: kalibrace a limity detekce a stanovitelnosti

U kalibracnich roztokt o koncentraci 0,5; 1; 3; 6 a 12 ng/ml nebyl DON detekovan nebo
nebylo mozno ho kvantifikovat, proto byla kalibra¢ni pfimka (Graf ¢. 1) pro DON sestrojena
v rozsahu 25-1000 ng/ml. Regresni rovnice pro DON je y = 16,787x s koeficientem
determinace R* = 0,9994.

Dale byly vypocitany hodnoty limitu detekce a limitu stanovitelnosti: LOD = 5,87 ng/ml a
LOQ = 19,56 ng/ml.

18000

16000 y =16,787x
R?=0,9994

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

plocha piku (mAU)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
¢ (ng/ml)

Graf ¢. 1: Kalibra¢ni pfimka pro DON

4.2.2 STX-2HAc: kalibrace a limity detekce a stanovitelnosti

U kalibracnich roztokti o koncentraci 0,5; 1 a 3 ng/ml nebyl STX-2HAc detekovan nebo
nebylo mozno ho kvantifikovat a u roztoki o koncentraci 300 ng/ml a vyssi lezela odezva

detektoru mimo linedrni oblast, proto byla kalibra¢ni pfimka (Graf ¢. 2) pro STX-2HAc
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sestrojena v rozsahu 6-200 ng/ml. Regresni rovnice pro STX-2HAc je y =

s koeficientem determinace R* = 0,9973.

863,53x

Dale byly vypocitany hodnoty limitu detekce a limitu stanovitelnosti: LOD = 1,25 ng/ml a

LOQ =4,15 ng/ml.

200000,00
180000,00
160000,00
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40000,00
20000,00
0,00
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y = 863,53x
R*=0,9973

0 25 50 75 100 125 150 175 200
¢ (ng/ml)

Graf ¢. 2: Kalibra¢ni pfimka pro STX-2HAc

Pokud bychom prepocitali hmotnost diacetatu saxitoxinu (M = 419,39 g/mol) na hmotnost

Cistého saxitoxinu (M = 299,29 g/mol) u vSech naméfenych a vypoctenych hodnot, dostaneme

kalibrani pfimku (Graf €. 3) vrozsahu 4,28-142,7 ng/ml s regresni rovnici y = 1210,1x

s koeficientem determinace R* = 0,9973 a limity detekce a stanovitelnosti: LOD = 0,89 ng/ml

a LOQ =2,96 ng/ml.
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Graf ¢. 3: Kalibra¢ni pfimka pro ¢isty STX po prepocitani ze STX-2HAc

4.2.3 HT-2 toxin: kalibrace a limity detekce a stanovitelnosti

U kalibracniho roztoku o koncentraci 0,5 ng/ml nebylo mozné HT-2 kvantifikovat, proto
byla kalibraéni ptimka (Graf ¢. 4) pro HT-2 toxin sestrojena v rozsahu 1-1000 ng/ml.

Regresni rovnice pro T-2 je y = 1168,1x s koeficientem determinace R* = 0,9993.

Dale byly vypocitany hodnoty limitu detekce a limitu stanovitelnosti: LOD = 0,17 ng/ml a
LOQ = 0,58 ng/ml.
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Graf ¢. 4: Kalibra¢ni pfimka pro HT-2
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4.2.4 T-2 toxin: kalibrace a limity detekce a stanovitelnosti

U kalibracnich roztokti o koncentraci 200 ng/ml a vyssi lezela odezva detektoru mimo
linearni oblast, proto byla kalibracni pfimka (Graf ¢. 5) pro T-2 toxin sestrojena v rozsahu
0,5-100 ng/ml. Regresni rovnice pro T-2 je y=4998,7x s koeficientem determinace

R? = 0,9994.

Dale byly vypocitany hodnoty limitu detekce a limitu stanovitelnosti: LOD = 0,03 ng/ml a
LOQ =0,10 ng/ml.
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Graf ¢. 5: Kalibra¢ni pfimka pro T-2

4.2.5 Shrnuti kalibrac¢nich parametru

V Tab. ¢. 10 jsou prehledné shrnuty rozsahy kalibrac¢nich zavislosti, jejich rovnice regresi a

limity detekce a stanovitelnosti pro jednotlivé toxiny.

Tab. €. 10: Kalibracni parametry pro jednotlivé toxiny

toxin rozsah kalibracni rovnice regrese | LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)
ptimky (ng/ml)
DON 25-1000 y =16,787x 5,87 19,56
STX-2HAc 6-200 y =863,53x 1,25 4,15
STX 4,28-142,7 y =1210,1x 0,89 2,96
HT-2 1-1000 y =1168,1x 0,17 0,58
T-2 0,5-100 y =4998,7x 0,03 0,10
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4.3 Optimalizace postupu extrakce toxinu z pudy

Nejprve byla vyzkousena extrakce za pomoci horizontalni vyhfivané tfepacky. Extrakce
probihala za teploty 50 °C pti 500 ot./min a po dobu 60 a 90 minut. Mezi ¢asem 60 a 90 minut
nebyl vyrazny rozdil ve vyté€znosti extrakce. Pro porovnani byla také testovana extrakce
v ultrazvukové lazni pfti teploté 50 °C o dobu 20 minut. Ta se ukazala G¢inng€jsi nez extrakce
na tfepaCce a téz Casové méné narocna, proto byla zvolena pro dal§i méfeni extrakce
v ultrazvuku. Teplota 50 °C byla zvolena s ohledem na literaturu, kdy extrakce STX probiha

za vyS§Sich teplot.

Pii extrakci na tfepaCce se také ukazalo jako nevhodné pouzivat plastové nadoby.
Dochazelo k vylouhovani pfisad zplasti do extrakéniho roztoku a také dochazelo
k mechanickym odéram stén, které zpuisobovala zrnka pisku rotujici po sté€nach. V extrakénim
roztoku tak byly obsazeny i malé kousky plastu. Pro extrakci byly tedy zvoleny sklenéné
Erlenmeyerovy baiky o objemu 100 ml.

4.3.1 Optimalizace délky ultrazvukové extrakce

Byla porovnavana vytéznost extrakce pii délce 20, 40 a 60 minutach. Ukazalo se, ze s delsi
dobou extrakce vytéznost spiSe mirné klesa (Tab. ¢. 11). Klesajici trend je patrny u vsech

sledovanych toxint. Proto byla zvolena doba extrakce 20 min.

Tab. ¢. 11: Vytéznost extrakce pfi rizné dobé extrakce

Cas extrakce 20 min 40 min 60 min
DON 84 % 79 % 78 %
STX 51 % 38 % 38 %
HT-2 84 % 76 % 71 %

T-2 96 % 81 % 79 %

4.3.2 Optimalizace objemu extrakéniho ¢inidla

Byly testovany ruzné objemy extrakcéniho Cinidla na 0,5 g pudy, a to konkrétné 2, 5 a
40 ml. U malych objemt extrakéniho Cinidla byla vytéznost extrakce u trichothecend vétsi
nez 65 %. Problém byl se STX, u kterého se vytéznost pohybovala kolem 7 % pii pouziti 2 ml
extrakéniho cCinidla respektive kolem 15 % pfi pouziti 5 ml. Proto byl vyzkouSen vyrazny

narust objemu extrak¢niho Cinidla a to na 40 ml. Pii tomto objemu se podafilo dosahnout
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vytéznosti extrakce pro STX 51 % a pro trichotheceny pres 90 %. VéEtsi objem jiz nebyl

testovan z technickych davoda.

4.3.3 Optimalizace slozeni extrak¢niho Cinidla

Z divodl rozpustnosti saxitoxinu pouze ve vode, acetonitrilu a methanolu byly zkouseny

jako extrakéni Cinidla pouze smési acetonitrilu s vodou a methanolu s vodou, pfipadné byla

do smési pfidana kyselina octova nebo mravenci. Byl také testovan pridavek mravencanu

amonného (AF).

Pro extrakci byly na zaklade literatury vytipovany uvedené smeési rozpoustédel. Dosazena

vytéznost je shrnuta v Tab. ¢. 12:

ACN:H,O v poméru 84:16

ImM AF v ACN:H,O v pomeéru 84:16
ACN:H,O:FA v poméru 89,9:10:0,1 (Obr. €. 19)
MeOH:H;0 v poméru 20:80

MeOH:H,0 v poméru 90:10

MeOH:H,;0:FA v pomé&ru 89,9:10:0,1

H>O:FA v poméru 99,9:0,1

H,0:HAc v poméru 99,83:0,17 (30 mM)

Tab. ¢. 12: Vytéznost extrakce pfi pouziti riznych Cinidel

DON STX HT-2 )
ACN:H,0
84:16 81 % 38 % 71 % 89 %
1ImM AF v
ACN:H,0 84 % 51 % 84 % 96 %
84:16
ACN:H,O:FA
89.9:10:0,1 77 % 36 % 59 % 84 %
MCOHIHQO
<
20:80 45 % LOQ 26 % 48 %
MGOHIH20
< <
90:10 LOQ LOQ 65 % 53 9%
MeOH:H,0O:FA
<
89,9:10:0,1 LOQ 28 % 69 % 61 %
HzOIFA
< <
99.9:0.1 LOQ LOQ 31 % 52 %
H20IHAC
99.83:0.17 <LoQ <LOQ 30 % 50 %

< LOQ —hodnota je pod limitem stanovitelnosti
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Pfi vétSim obsahu mravencanu amonného dochazelo k velké deformaci tvaru piku, proto
byla testovand maximalni koncentrace mraven¢anu 1 mM. Pfi opakované extrakci a spojeni
odparkti dochazelo ke zvySeni vyté€znosti extrakce pro saxitoxin, avsak k vyraznému poklesu

vytéznosti pro trichothecenové mykotoxiny.

Z namétenych dat je patrné, ze nejvhodné&jsi extrakcni roztok je ImM AF v 84% ACN.
Spatna extrahovatelnost STX je pravdépodobné zpisobena jeho velmi vysokou afinitou
k pudé€. Ve své studii Burns a kol. [3] uvadéji, ze adsorpce STX na jily a sedimenty ve vode¢ je
CasteCné reversibilni. Kontaminované sedimenty tak mohou tvofit rezervoar STX, ktery se
muze postupné uvoliovat do vody. To vysvétluje, proC pii opakované extrakci Cerstvym

extrakénim Cinidlem a spojeni odparkd 1ze dosahnout vétsi vytéznosti u STX.
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Obr. ¢. 19: Extrahovany iontovy chromatogram produktovych ionti vzniklych
fragmentaci prekurzord toxini na koloné Luna CN po extrakci kontaminované pudy

ImM AF v ACN:H,O v poméru 84:16
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5. ZAVER
Prace se zabyva extrakci saxitoxinu, deoxynivalenolu, HT-2 a T-2 toxinu z hlinitopis¢ité

pudy a jejich stanoveni pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni

detekci.

V teoretické Casti je zpracovana reSerSe zabyvajici se témito toxiny, jejich toxickymi
ucinky na organismus a vyskytem v zivotnim prostfedi. Dale je reSerSe zaméfena na piehled
analytickych metod k jejich stanoveni a na extrakci téchto toxini z ruznych rostlinnych

i zivo¢iSnych matric.

V ramci experimentalni ¢asti této prace byla navrzena metoda kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci na simultanni stanoveni vybranych toxiniti. Metoda byla optimalizovana
s ohledem na nizké meze detekce. Byly sestrojeny kalibracni ptimky pro jednotlivé toxiny a
vypocitany limity detekce a stanovitelnosti. Metoda je navrzena k soucasnému stanoveni
vSech Ctyf toxini a to v kalibracnim rozsahu 25-1000 ng/ml s LOQ = 19,56 ng/ml pro
deoxynivalenol, 4,28-142,7 ng/ml sLOQ =2,96 ng/ml pro saxitoxin, 1-1000 ng/ml
s LOQ = 0,58 ng/ml pro HT-2 toxin a 0,5-100 ng/ml s LOQ = 0,10 ng/ml pro T-2 toxin.

Byl také navrzen a optimalizovan pracovni postup na zpracovani vzorku pudy. Jako
nejvhodnéjsi se ukazala extrakce ultrazvukem (pfi 50 °C, 20 min) s naslednym odstfedénim a

odpafenim supernatantu na vakuové odparce.

Na zakladeé literarni reserSe, zabyvajici se extrakci vybranych toxint z rozdilnych matric,
byly navrzeny rizné smesi extrakcnich cCinidel. Tyto smési sohledem na rozpustnost
saxitoxinu byly slozeny pouze z vody, acetonitrilu a methanolu. Byly testovany smési
razného slozeni a ptipadné piidavky dalSich latek jako kyseliny octové nebo mravenci a
mravenc¢anu amonného pro zvyseni vytéznosti. Z namétenych dat byla vybrana jako nejlepsi
extrakéni smés 1mM mravencan amonny v 84% acetonitrilu. Pfi pouziti této smési k extrakci
bylo dosazeno vytéznosti 84 % pro deoxynivalenol, 51 % pro saxitoxin, 84 % pro HT-2 toxin

a 96 % pro T-2 toxin.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ACN acetonitril

AF mravencan amonny

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku
ASE zrychlena extrakce rozpoustédlem

DON deoxynivalenol

ELISA enzymatickd imunoassay

ESI elektrosprej

FA kyselina mravenci

GIT gastrointestinalni trakt

GLE extrakce plyn — kapalina

HAc kyselina octova

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
LDs smrtna davka

LLE extrakce kapalina — kapalina

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

NP normalni faze

p. o. per os (usty)

PSE extrakce podporovana tlakem

PSP paralytic shellfish poisoning

PST paralytic shellfish toxin

RP reverzni faze

SLE extrakce pevna faze — kapalina

SPE extrakce na pevné fazi

SPME mikroextrakce na pevné fazi

STX saxitoxin

STX-2HAc diacetat saxitoxinu
TDI tolerovany denni piijem

UPLC ultraucinna kapalinova chromatografie
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