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Abstrakt:

Fosfolipidy jsou diilezitou skupinou polarnich lipidi tvoficich hlavni slozku
bunécnych membran. Jejich zastoupeni se mize ménit v zavislosti na mnoha faktorech
okolniho prostfedi, ve kterém se buiika nachazi. Stanoveni membranovych fosfolipidi
je nepostradatelné v mnoha védeckych, primyslovych a hospodaiskych odvétvi.

Cilem této prace bylo vyvinout separa¢ni metodu pro stanoveni membranovych
fosfolipidii, pomoci které¢ by bylo mozné provést analyzu fosforylovanych casti
fosfolipidi i mastnych kyselin zjednoho vzorku. Pro stanoveni byla zvolena
komprehenzivni plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GCxGC-MS). Tato
metoda umoziuje separaci celého vzorku na dvou sériové zapojenych odlisnych
kolonach, mezi kterymi je rozhrani nazvané modulator.

Soucasti ptipravy vzorku bylo rozstépeni vazby v molekule fosfolipidu pomoci
enzymu fosfolipasa C, ¢imZ doSlo k uvolnéni fosforylovanych polarnich hlav. Tyto
polarni casti bylo nutné pied analyzou derivatizovat. Princip zvolené derivatizace
spoc¢ival v pouziti dvou rhznych silylacnich cinidel (hexamethyldisilazan a
N, O-Bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid) ve dvou krocich. Byly vybrany podminky pro
efektivni separaci silylderivatl fosforylovanych hlav pomoci GCxGC-MS vyuZivajici
kryogenni modulator. Jednotlivé silylderivaty byly identifikovany podle hmotnostnich
spekter z MS detektoru a byly vybrany jejich charakteristickych intenzivni fragmenty.

Vyvinutd metoda byla otestovana na realnych vzorcich membranovych lipid
bakterie Bacillus subtilis. Ve vzorcich byly identifikovany silylderivaty kyseliny

fosforecné, fosfoglycerolu, fosfoethanolaminu a fosfoserinu.

Klicova slova:

fosfolipidy, enzymaticka hydrolyza, mastné kyseliny, derivatizace, komprehenzivni

plynové chromatografie, biologicky material



Abstract:

Phospholipids are an important group of polar lipids constituting the main
component of cell membranes. Their proportion may vary depending on many factors of
the surrounding environment in which the cell is located. Determination of membrane
phospholipids is essential in many scientific, industrial and economic sectors.

The aim of this work has been to develop a separation method for determination
of membrane phospholipids by which it was possible to analyze phosphorylated parts of
phospholipids and fatty acids from one sample. Comprehensive gas chromatography
with mass detection (GCxGC-MS) was chosen for the assay. This method allows the
separation of the entire sample on two serially connected different columns, among
which is the interface called modulator.

The preparation of the sample includes a cleavage of the phospholipid molecule
by the enzyme phospholipase C, which released the phosphorylated polar headgroups.
These polar parts had to be derivatized before analysis. The principle of the chosen
derivatization consisted in the wuse of two different silylation agents
(hexamethyldisilazane and N, O-Bis(trimethylsilyl) trifluoracetamide) in two steps.
Conditions were selected for efficient separation of the silylderivatives of
phosphorylated headgroups using GCxGC-MS using a cryogenic modulator. Individual
silylderivatives were identified by mass spectra from the MS detector and their
characteristic intensive fragments were selected.

The developed method was tested on real samples of membrane lipids of
Bacillus  subtilis.  Silylderivatives of  phosphoric acid, = phosphoglycerol,

phosphoethanolamine and phosphoserine were identified in the samples.

Keywords:

phospholipids, enzymatic hydrolysis, fatty acids, derivatization, comprehensive gas

chromatography, biological samples
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Seznam zkratek a symbolu

1D-GC - jednorozmérna plynova chromatografie
2D - dvourozmérny (prostor)

3D - tfirozmérny (prostor)

a.u. - arbitrary unit

BSTFA - N,O-Bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid
CE - kapilarni elektroforéza

DOPE - Dioleylfosfatidyletanolamin

DOPG - Dioleylfosfatidylglycerol

DPPS - Dipalmitoylfosfatidylserin

FID - plamenové-ionizacni detektor

GC - plynova chromatografie

GCxGC - komprehenzivni plynova chromatografie
GCxGC-MS - komprehenzivni plynova chromatografie s hmotnostni detekci
HMDS - hexamethyldisilazan

LC - kapalinova chromatografie

MS - hmotnostni spektrometrie

m/z — pomér hmotnosti a ndboje ionizované ¢astice
PE - fosfoethanolamin

PG - fosfoglycerol

PS — fosfoserin

SIM — single iont monitoring

t - ¢as [min, s, ms,]

tr - retencni Cas [min]



TIC - total ion current

TLC - tenkovrstva chromatografie

TMS - trimethylsilyl

TMS3-P - tris(trimethylsilyl) fosfat

TMS3-PE - tris(trimethylsilyl) fosfoethanolamin
TMS4-PE - tetra(trimethylsilyl) fosfoethanolamin
TMS4-PG - tetra(trimethylsilyl) fosfoglycerol

TMS4-PS - tetra(trimethylsilyl) fosfoserin



1 Uvod

Fosfolipidy jsou nejvyznamnéjsi skupinou polarnich lipidi. Jejich molekuly maji
amfifilni charakter, coz urcuje jejich chovani ve vodném prostiedi, kde tvoii micely a
predevsim lipidové dvojvrstvy - membrany, jejichz vyznamnou slozku tvoii v zivych
organismech. Povaha a slozeni membranovych lipidu je zakladnim ptedpokladem pro
spravnou stavbu a funkci cytoplazmatické membrany. Diky vlastnostem fosfolipidové
dvojvrstvy a v ni pfitomnych bilkovin zajistuje membrana diilezitou funkci selektivni
bariéry 1 esencidlni slozku fyziologie vSech bunék. Reguluje tok metaboliti mezi
vnéjSim prostfedim a intracelularnim obsahem, jsou zde umistény enzymy dychaciho
fetézce, dochazi zde k syntéze ATP atd. Pfesné sloZzeni membrany odrazi jeji funkci
v organismu a ¢asto je 1 specifické pro druh buniky nebo ptislusny organismus. Kazda
skupina fosfolipidii a jejich specifické pomeéry jsou charakteristické a mohou byt
diagnostickym znakem pro wurcit¢ skupiny mikroorganismt. Jakékoliv zmény
v prostiedi, kde se mikroorganismus nachazi, jako je napf. zmeéna teploty, pH,
osmolarity, pfitomnost toxickych latek, antibiotik aj. mohou vyvolat zménu poméru
jejich zastoupent.!

Cilem této prace je vyvinout takovou metodu pro stanoveni membranovych
fosfolipidli, aby bylo mozné provést analyzu fosforylovanych ¢asti fosfolipida, tzv.
polarnich ,,hlav* 1 mastnych kyselin pomoci jedné separa¢ni metody a pokud mozno
z jednoho vzorku. Soucésti ptipravy vzorku je rozstépeni vazby v molekule fosfolipidu
pomoci enzymu fosfolipasa C, ¢imZ dojde k uvolnéni fosforylovanych polarnich hlav.
Je tfeba optimalizovat postup derivatizace téchto polarnich Casti a jejich stanoveni
pomoci plynové chromatografie.

Tato prace se bude zabyvat stanovenim nejvice se vyskytujicich fosfolipidii
v membrané bakterie Bacillus subtilis. Vyvinuta metoda bude otestovana na realném
vzorku (izolat membranovych lipidi bakterie Bacillus subtilis).

Pro stanoveni byla zvolena komprehenzivni plynovd chromatografie
s hmotnostni detekci (GCxGC-MS). Tato metoda je vhodna pro analyzu slozitych a
komplexnich vzorkli. Umoziuje separaci celého vzorku na dvou sériové zapojenych

odlisnych kolonach, mezi kterymi je rozhrani nazvané modulator.



2 Teoreticka cast

2.1 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmaticka membrana poskytuje mechanickou ochranu, tepelnou a
elektrickou izolaci bunky, a dale zajist'uje transport a komunikaci s vnéj$im prosttedim.
spo¢iva v tom, ze jsou polopropustné (semipermeabilni) a propousti do buiiky jen
nekteré latky. Fosfolipidova dvojvrstva je nepropustnd pro iontové a polarni latky,
naopak propustna pro vodu, nepolarni a malé molekuly. Diky témto vlastnostem, a také
ptitomnym bilkovindm je mozny selektivni a Casto regulovatelny transport latek po
(pasivni transport) 1 proti (aktivni transport) jejich koncentra¢nimu gradientu.

Membrana obsahuje fadu proteinli, které se tucastni klicovych bunécnych
procesti, jako je syntéza lipidi, bunécné déleni, prfenos signald, energeticky
metabolismus. Fosfolipidy jsou aktivni ucastnici téchto procest, ktefi ovliviuji
vlastnosti proteinii spojenych s membranou.? Na membranové lipoproteiny jsou rovnéz
vazany enzymatické systémy katalyzujici nékteré kroky metabolickych drah jako je
napf. oxidativni fosforylace nebo fotosyntéza.

Cytoplazmatickd membrana bakterialni bunky funguje jako senzor, pomoci
kterého jsou jednotlivé signaly pienaseny do buiiky. Rada faktori Zivotniho prostiedi,
jako jsou zmény teploty, pH, osmotického a atmosférického tlaku, ptitomnost
Skodlivych chemikalii, ultrafialové zafeni a vysuSeni jsou snimany na uUrovni
membrany, kde probihd podstatna cast adaptivnich procesi. Membrana muze byt
vlivem okolnich zmén vyznamné pozménéna a jeji adaptace je kliCova pro adaptaci celé
bunky. Méni se fyzikalné-chemické vlastnosti membrany a tim 1 jeji funkce. MiZe dojit
napf. k ovlivnéni transportu latek pfes membranu nebo k poruse bunééné signalizace.>*
Fyzikalni stav lipidové dvojvrstvy je tudiz rozhodujici pro vSechny fyziologické funkce.

Studium bunéénych membran je dilezité také s ohledem na potencidlni vyuziti
poznatkl v 1ékafstvi a primyslu, jako je studium biologicky aktivnich molekul a 1€k,
které se pouzivaji pii 1écbé bakterialnich infekci. Znalost sloZzeni bunééné membrany
muZze pomoci pravé pii vyzkumu a syntéze membranové cilenych 1éCiv, které mohou
byt selektivné vyuzity proti mikroorganismim odolnym vici stavajicim antibiotikim a

zaroveh méné §kodlivé pro 1édeny organismus. >¢
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Bakterie Bacillus subtilis je schopna rychle se ptizpiisobit ke zménam zivotniho
prostiedi a podminek. Tim se z této pudni bakterie stava dobry model pro studium
adaptacnich vlastnosti.” Cytoplazmatickd membrana B. subtilis obsahuje proteiny (62
%), RNA (22 %) a lipidy (16 %). Z této lipidové frakce tvoti ptes 75 % polarni lipidy.
Dale jsou pfitomny neutralni lipidy a glykolipidy, kazdd skupina tvoii asi 10 %
z celkové lipidové frakce. Nejvice zastoupenymi fosfolipidy, které byly identifikovany
v cytoplazmatické membrané bakterie Bacillus subtilis, jsou: fosfatidylglycerol a
fosfatidylethanolamin, které dohromady tvoii vice nez 80 % z celkového zastoupeni
polarnich lipidG. Déle jsou v mensi mife zastoupeny fosfatidylserin, kardiolipin

(difosfatidylglycerol), kyselina fosfatidova a lysylfosfatidylglycerol.®

2.2 Bacillus subtilis

Bakterie Bacillus subtilis je typicka gram-pozitivni ty€inka bézné se vyskytujici
v pudé. Je nepatogenni a velmi odolna vii¢i vliviim vnéjsich podminek a ma schopnost
tvorit endospory. Tato bakterie se hojné vyuziva ve vyzkumu i v primyslu.’ B. subtilis
je jednim z nejvice studovanych a nejlépe charakterizovanych prokaryontnich
organismi pouzivanych jako modelovy organismus pro studium pifedev§im gram-
pozitivnich bakterii v zakladnim 1 aplikovaném vyzkumu mikrobiologie. Bacillus
subtilis je také producentem nékolika latek, sekundarnich metabolitli, s potencialem
vyuziti v primyslu i 1ékatstvi. Pfikladem je cyklicky lipopeptid surfaktin produkovany
B. subtilis ATCC 21332 (divoky kmen Bacillus subtilis ze sbirky American Type
Culture Collection studovany na PiF UK).

Surfaktin je siln€ povrchové aktivni latka s antimikrobidlni aktivitou. Plsobi na
cytoplazmatické membrany ostatnich bakterii tak, ze membranu destabilizuje a poruSuje
— surfaktin se inkorporuje do membrany, tvoii v ni pory nebo ji az rozrusi detergentnim

mechanismem.'?

Diky tomu ma potencionalni vyuziti ve farmaceutickém C¢i
kosmetickém priimyslu.''"'> Mechanismus rezistence produkéni bakterie viici vlastnimu
toxickému produktu lze sledovat mimo jiné na zménéach ve fosfolipidovém slozeni

membrany. '
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2.3 Struktura fosfolipidu

Zakladni strukturu fosfolipidu tvoii glycerolovy skelet. VétSina fosfolipidii ma

v poloze sn-1 glycerolu navazany zbytek nasycené mastné kyseliny, v poloze sn-2

zbytek nenasycené mastné kyseliny. V poloze sn-3 je pak esterové vazana kyselina

fosforecnd. Tato zdkladni struktura se nazyva kyselina fosfatidova a je prekurzorem

syntézy dalSich fosfoacylglycerolii a triacylglyceroli. Kyselina fosfore¢nd miize byt

esterifikovana hydroxy skupinou nizkomolekuldrni organické latky, ktera pak tvofi tzv.

polérni ,,hlavu® (X): napft. serin, cholin, ethanolamin, glycerol, nebo inositol.

Fosfolipidy se oznacuji jako amfipatické
molekuly - tzn. Ze jeden konec této molekuly je
nepolarni; hydrofobni konce (mastné kyseliny) a
druhy konec je hydrofilni; polarni hlava (glycerol,
kyselina fosforecna s piislusnou funkéni skupinou)
(Obr. 2.3.1).

Fosfolipidy maji ve vodném prostiedi
tendenci se samovolné organizovat do tzv. lipidové
dvojvrstvy tak, Ze jejich polarni hlavy jsou
v kontaktu s vodou a hydrofobni konce jsou
otocené ksobg, ¢imZz je diky nekovalentnim
hydrofobnim interakcim udrZovana soudrznost
dvojvrstvy. Fosfolipidové dvojvrstvy poskytuji
potiebnou permeabilitu a fluiditu (tekutost)
membrany.

Podily jednotlivych druhtt  mastnych
kyselin se mizou meénit v zavislosti na mnoha
faktorech, jako je teplota prostiedi a vyziva. Délka
a stupeil nasycenosti acylovych fetézcii a jejich
vzajemny podil ma vliv na tloustku, propustnost,
tuhost a tekutost membrany. Fluidita membrany
z4visi predeviim na slozeni lipidG a teploté.'*

Vlivem teploty na rtst B.subtilis dochazi ke zméné

o
!

o
L o ©v—0o—x

CH,
H,C

Obr. 2.3.1: Struktura fosfolipidu;
modie polarni hlava, zluté
hydrofobni konce mastnych kyselin
X: serin, cholin, ethanolamin,
glycerol, inositol
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podilu nasycenych a nenasycenych acylovych fetézcii. Pii vysSich teplotach se zvySuje
podil nasycenych mastnych kyselin, naopak pfi nizkych teplotach se snizuje, a zvysuje
se podil nenasycenych masnych kyselin.!> Bylo zji$téno, Ze nasycené mastné kyseliny
zajistuji veétsi tuhost membrany, zatimco pfitomnost nenasycené mastné kyseliny
zvysuje jeji fluiditu. Vysoka tuhost ¢ini membranu méné flexibilni a kiehkou, zatimco
nadmérnd tekutost miize vést az k 1yzi bunééné membrany. '

Znalost slozeni lipidové membrany je také dulezita pro studium, charakterizaci a
identifikaci bakterii. SloZeni lipidl se velmi li§i mezi jednotlivymi bakterialnimi rody, a
to jak v typech polarnich hlav, tak i v délce a typu mastnych kyselin.

Mastné kyseliny ptitomné v membrané Bacillus subtilis jsou vétSinou s lichym
poctem atomi uhlikti a vétvenym fetézcem. Majoritni vétSinu tvoii vétvené mastné
kyseliny s 12 az 17 atomy uhliku s methylovou skupinou v iso- nebo anteiso- pozici.
Nenasycené mastné kyseliny se vyskytuji v nizkych koncentracich. Mezi nejvice
zastoupené polarni fosforylované hlavy v membrané bakterie B. subtilis patii

fosfoglycerol, fosfoethanolamin a fosfoserin'” (Obr. 2.3.2), jimiZ se bude zabyvat i tato

prace.
(l)_
O—P—O0 OH
I
o)
OH
1
i i
0—P—0 0—P—0 NH,
I [
NH, COOH
2 3

Obr. 2.3.2: Strukturni vzorce polarnich hlav: fosfoglycerol (1), fosfoethanolamin (2) a fosfoserin (3)
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Poléarni ¢ast fosfolipidu ma vliv na dalsi chemické vlastnosti membrany, jako je
jeji povrchovy néboj, a ovliviluje specifické interakce s nékterymi membranovymi
proteiny. Diky fosfatové skupiné maji fosfolipidy pfi neutrdlnim pH nejméné jeden
negativni naboj. Krom¢ tohoto ziporného naboje mlzou nést i1 dalsi néboje.
Fosfatidylethanolamin je kladné nabity na dusiku aminoalkoholu, proto je jeho celkovy
naboj neutralni. Naproti tomu fosfatidylglycerol nese zaporné naboje na kyslikach a
fosfatidylserin, ktery ma jeden kladny a jeden zaporny naboj na serinovém zbytku, jsou
tedy diky fosfatovému zbytku celkové nabity zaporné. Tyto vlastnosti jsou dilezité pro
jejich umisténi a funkci v membrané. Podileji se na tvorbé vodikovych mustki a
elektrostatickych vazeb, ¢imz ovliviluji stabilitu membrany.!82° Bakterie jsou schopny
upravit jejich relativni zastoupeni tak, aby ovlivnily propustnost membrany, jsou-li
vystaveny organickym rozpoustédlim nebo jinym toxickym latkim z okolniho
prostiedi.?!

U bakterii byl také pozorovan v rtiznych nepiiznivych podminkach (vysoka
salinita, alkalické pH) stresovy fosfolipid kardiolipin (difosfatidylglycerol)®* (Obr.
2.3.3), ktery vznika spojenim glycerolu s dvéma fosfatidylovymi zbytky nesoucimi
kazdy 2 acylové fetézce, tudiz nese 4 mastné kyseliny. Jeho molekula se tedy sklada ze
zaporné nabité polarni skupiny a velké hydrofobni oblasti, kterd zvySuje strukturni
pevnost membrany. Kardiolipin se také znacn€ podili na rezistenci membrany Bacillus
subtilis vici vlastnimu toxickému produktu surfaktinu. Tim, Ze tento fosfolipid nese dva
negativni naboje, tak mize branit stejné nabitému surfaktinu interagovat s membranou.
Byla prokazdna sniZzend penetrace surfaktinu diky pfitomnosti kardiolipinu

v cytoplazmatické membrang.

R, 0 0 Rs
\K Y
O OH O
o} 0 0 o}
)‘\ X "~ )‘\
R] o o \ / o o R,
o] o]

Obr. 2.3.3: Strukturni vzorek kardiolipinu (R: mastné kyseliny)
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2.4 Identifikace fosfolipidu

Slozeni fosfolipidi mutze byt velmi rozmanité vzhledem k jejich odliSnym
koncovym polarnim skupindm, riznému stupni nasycenosti a délce fetézcli mastnych
kyselin. Separace, identifikace a kvantifikace jsou tudiz naro¢né vzhledem k Siroké
Skale kombinaci téchto slouc¢enin a malym rozdilim v jejich struktute.

Analyza fosfolipidli ma neustale rostouci vyznam pro mnoho oborl jako je cytologie,
mikrobiologie nebo biotechnologie.

Pouzivanymi metodami pro separaci fosfolipidii jsou kapalinova chromatografie
(LC) nebo kapilarni elektroforéza (CE). Jejich provedeni ztézuje fakt, ze detekce
fosfoesteri je komplikovana, protoZe neabsorbuji dostate¢né v oblasti UV/VIS ani
neemituji fluorescenéni zareni. Kazda z metod ma své nevyhody jako je nizka citlivost a
vysokd mez detekce, které¢ vétSinou souvisi s nizkou absorbanci fosfolipidi v UV/VIS
spektru. Pouziti bezkontaktniho vodivostniho detektoru v piipadé¢ CE se ukdzalo jako
jesté méné citlivé.>* Hmotnostni detekce je problematicka, protoze fosfolipidy jako
skupina nejsou chemickymi individui, a tudiz nelze méfit v TIC (total ion current)
rezimu, protoze nemaji spole¢ny molekulovy ion.

Pouziti obou metod je navic ztizeno tim, Ze rozpustnost jednotlivych fosfolipidi
je velmi rozdilna v zéavislosti na rozpoustédle. V ptipad¢ kapalinovd chromatografie je
obtizné pracovat v reverznim modu, protoze separaci urcuji predevS§im mastné-acylové
fetézce. V pripadé normalniho modu LC se fosfolipidy separuji do tiid na zékladé
polarit fosforylovanych hlav. Razné polarity a nédboje na polarnich hlavach jsou
piekdzkou pro vybér eluéniho systému pro chromatografické déleni 1 pro ucinnou
ionizaci.?

Fosfolipidy se tézko identifikuji celé kvili svym amfipatickym vlastnostem a
velikosti molekuly, proto je vhodnéjsi je rozstépit na nepolarni ¢ast (mastné kyseliny) a
na poléarni fosforylované hlavy.

Nejpouzivangj$i metodou pro analyzu zastoupeni polarnich hlav fosfolipidl ve
vzorku izolovanych lipida je tenkovrstvd chromatografie (TLC). Pii separaci na tenké
vrstvé dojde k rozdéleni lipidového extraktu na jednotlivé fosfolipidové ttidy, které
muzou byt detekovany parami jodu reagujicimi s lipofilnimi latkami za vzniku
Zlutohnédého zbarveni. Identifikace se pak provadi na zdklad¢ retardacnich faktort, a

nasledné jsou jednotlivé skvrny seskrabnuty, pfevedeny do zkumavky a
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zmineralizovany. Kvantifikaci je mozné provést stanovenim anorganického fosfatu,
napt. spektrofotometricky, diky absorbanci fosfomolybdenové modie pii 820 nm, kterd
vzniké reakci anorganického fosfatu s molybdenanem amonnym. Hlavnimi nevyhodami
této metody jsou Casova narocnost a pracnost, nemoznost automatizace, vysoka
spotieba vzorku, nizk4 citlivost a omezena ptesnost kvantifikace nékterych skupin.!”

Mastné kyseliny mizou byt hydrolyticky odstépeny od glycerolu. Bézné se
pouziva bazicky/kysele katalyzovand transesterifikace, kterd Stépi vazby mezi
glycerolem a mastnymi kyselinami, ¢imz vznikaji napf. v pfitomnosti methanolu
methylestery.?” Nepolarni frakce mastnych kyselin je extrahovéna a estery piislusnych
mastnych kyselin jsou pak analyzovany pomoci plynové chromatografie (GC).?®
Tato metoda ovSem neni vhodna pfi stanoveni fosforylovanych casti hlav, protoze
dochazi k odstépeni fosfatu od této skupiny, a tak je tato polarni frakce nevyuzita.
Z tohoto divodu byla snaha vyvinout jednodussi metodu pro stanoveni fosforylovanych
hlav fosfolipidi, ktera je zdroven pouZzivana pro analyzu matnych kyselin.

Pro selektivni oddéleni celé fosforylované hlavy i s fosfaitem muze byt vyuzit
enzym. V této praci byla k tomuto ucCelu vyuzita fosfolipasa C. Fosfolipasy jsou
hydrolytické enzymy, které §t€pi chemické vazby v molekule fosfolipidu. Maji klicovou
roli v metabolismu fosfolipidi a v bun&né signalizaci.”* Jsou hojné vyuZiviny
v primyslu kvili Setrnosti k Zivotnimu prostfedi napf. pii zpracovani rostlinnych olejd,
mlécnych vyrobkili nebo v pekaistvi. Rozd€luji se podle mista St€peni v molekule
fosfolipidu na PLA;, PLA>, PLC, PLD (Obr. 2.4.1).3° Stereoselektivni §t&peni vazby
mezi poldrni hlavou a glycerolem miZe byt provedeno pomoci fosfolipasy C.’! Po
hydrolytickém rozSt€peni molekuly fosfolipidu se uvolni fosforylované polarni hlavy,
tudiZ zjednoho vzorku vzniknou dvé frakce, které mohou byt od sebe oddéleny

extrakei, a kazd4 z nich je vyuzita pro dalsi analyzu.
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Obr. 2.4.1: Mista Stépeni fosfolipidt jednotlivymi fosfolipasami
(R: mastné kyseliny, X: serin, ethanolamin, glycerol atd.)

2.4.1 Silylace

Polarni hlavy fosfolipidi obsahuji dané polarni skupiny, tudiZ nejsou dostatecné
t€kavé a teplotné stabilni pii teplotach pouzivanych v plynové chromatografii. Proto
musi byt tyto skupiny pied analyzou derivatizovany.

Silylace je nejrozsifengjsi derivatizacni postup vyuZzivany pii analyze vzorku
pomoci GC. Principem reakce je plisobeni silyla¢niho ¢inidla na slouceniny obsahujici
polarni skupinu s aktivnim vodikem (-OH, -COOH, -NH, -SH). Silyl derivaty se tvoii
vyménou aktivniho vodiku za alkylsilylovou skupinu. Nejcastéjsi reakce jsou
trimethylsilylatni, kdy je aktivni vodik v polarni skupiné¢ latky nahrazen
trimethylsilylovou skupinou —Si(CH3)3. Tyto trimethylsilyl (TMS) derivaty jsou méné
polarni nez vychozi slouceniny, maji vyhovujici teplotni a chemickou stabilitu a
vysokou t&kavost vhodnou pro GC.3

Ochota funkénich skupin tvofit TMS derivaty je nésledujici: alkoholy > fenoly >
organické kyseliny > aminy > amidy. Pfi pouziti vétSiny silylac¢nich Cinidel je tieba
reakéni smés zahtat, aby byla derivatizace uc¢inna. Reakéni teplota a doba zahiivani jsou

ruzné vzhledem k typu silyla¢niho ¢inidla a analytu.
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Nevyhodou silyla¢ni ¢inidel je jejich nachylnost k hydrolyze, pii které vznika
hexamethyldisiloxan [CH3)3S10Si(CH3)]. Z toho diivodu by analyzované vzorky mély
obsahovat co nejméné vody, protoze derivatizace vodnych vzorki zahrnuje konkurencni
reakci mezi vodou a silylaénim ¢inidlem. Pokud je v analyzovaném vzorku pfitomna
voda, je nutné piidat mnohonasobné mnozstvi silylaéniho cinidla, které piisobenim
vody zhydrolyzuje a tim ji odstrani. Dals§i molekuly silyla¢niho ¢inidla pak mohou
s analyzovanymi latkami pfitomnymi ve vzorku reagovat.

Vzhledem k tomu, ze hydrolyzované polarni hlavy obsahuji skupiny s riznou
reaktivitou vii¢i silylaci, byl zvolen zplisob derivatizace ve dvou krocich.*®* V prvnim
kroku je vyuzito méné reaktivni (slabsi) ¢inidlo hexamethyldisilazan (HMDS) (Obr.
2.4.1.1) pro silylaci vice reaktivnich skupin (hydroxyl, karboxyl). Ve druhém kroku je
pak pouzito reaktivngjsi ¢inidlo N, O-Bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid (BSTFA) (Obr.
2.4.1.1) pro silylaci méné reaktivnich skupin jako jsou aminy (Obr. 2.4.1.2). Toto
¢inidlo nemlze byt pouzito samo v jednom kroku, protoZze reaguje pfili§ prudce

s hydroxy skupinami a vytvéii rizné vedlejsi produkty.>

CF,
CH, CH, oH, oH,
MO P NAT9I—CH H3C—S|i—N O—éi—CH3
CHj CH CHs CHg
1 2

Obr. 2.4.1.1: Strukturni vzorce silylacnich ¢inidel: hexamethyldisilazan, HMDS (1),
N, O-Bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid, BSTFA (2)
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2.5 Komprehenzivni plynova chromatografie

Komprehenzivni plynovéa chromatografie (GCxGC) umoziiuje separaci celého
vzorku na dvou rtznych kolonach s odliSnou stacionarni fazi. Dochdzi k rozdéleni
analytil na zéklad¢ dvou riznych mechanismt separace, a tudiz dva riizné analyty by
mély mit hodnoty reten¢nich casii v kazdé dimenzi vzajemné nezavislé (nekorelujici).
Tento jev se oznacuje jako ortogonalita.

Prvni separace obvykle probiha na delsi nepolarni kolong, na které jsou analyty

separovany hlavné podle jejich bodu varu. Druhd kolona je obvykle kratsi a stfedné az
siln€ polarni. Separace na druhé kolon¢ probiha v podstaté za izotermdlnich podminek a
mnohem rychleji nez na prvni koloné. Vzhledem k tomu, ze v§echny koeluujici analyty
z prvni kolony maji blizky bod varu, pti nadavkovani do druhé kolony zavisi jejich
separace na interakci s polarni stacionarni fazi (déleni dle polarity).
Funkci modulatoru je zachytit malou frakci analytu z prvni kolony a nasledné ho rychle
nadavkovat do druhé kolony. Jeho funkci je zajistit, aby analyza byla kontinualni a
nedoslo ke znehodnoceni separace dosazené na prvni koloné pti davkovani vzorku na
druhou kolonu. Tento ¢as davkovani spolu s ¢asem separace na druhé koloné se nazyva
modulaéni perioda a obvykle je v rozmezi 1-8 s. Retencni Cas jakéhokoliv analytu na
druhé kolon¢ musi byt mensi neZ modulacni perioda. TudiZ separace na druhé koloné
musi byt dokoncena v ramci jedné modulaéni periody.*

Modulatory se rozdé€luji podle toho, na jakém principu jsou zaloZeny, do dvou
zékladnich skupin: termalni a tlakové. Nejcastéji vyuzivané termalni modulatory jsou
kryogenni pro jejich vysokou G¢innost modulace (davkovani). Jejich hlavni pfednosti je
dosazeni vysoké ucinnosti systému diky schopnosti produkovat velmi wUzké piky
v chromatogramu (az 60 ms §itky piku v poloviné vysky). Tyto modulatory vyuzivaji
principu kryofokusace pomoci chladiciho media, kterym je nejCastéji kapalny dusik.
Levnéjsi variantou je pouziti kapalného oxidu uhlicitého, ovSem teplota kapalného CO>
je piiblizné -70 °C a neni dostate¢nd k u¢innému zachyceni nejvice tékavych latek.
K zachyceni (vymrazeni) analytu dochazi ve smycce z kapilary spojujici obé kolony
diky trvalému chlazeni malého bodu této kapilary tryskou s chladicim mediem.

Nasleduje rychlé ohtati tohoto bodu horkym pulsem pomocného plynu o vysoké teploté
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(350 °C), ¢imz je umoznéno opétovné uvolnéni analytu a tim davkovéni do druhé
kolony. Tento tzv. dvoutryskovy (two-jets) systém byl vyuzit také pro tuto praci
(Obr. 2.5.1). Nevyhodou kryogennich modulatorii jsou vysoké potfizovaci a provozni
naklady kviili velké spotiebé kryogennich plynd.*’

Druhou skupinou jsou modulatory tlakové, které jsou zaloZzené na piepinani toku
mobilni faze pomoci ventili. Nedosahuji tak vysoké UCinnosti oproti kryogennim
modulatorim, protoze produkuji Sir§i piky. Naproti tomu jejich vyhodou jsou nizké
potizovaci a provozni naklady.*®

Vysledkem GCxGC separace je klasicky chromatogram, ktery je nutné pro dalsi
vyhodnoceni pievést na konturovy graf specidlnim softwarem. Zde jsou analyty
zobrazeny tak, ze na ose x je reten¢ni ¢as na prvni koloné v minutach, na ose y reten¢ni
¢as na druhé koloné v sekundach a osa z ptredstavuje odezvu detektoru zobrazenou
do vrstevnic. VySka piku je charakterizovana vrstevnatym konturovym objektem
(blobem), ktery po pievedeni do trojrozmérného prostoru predstavuje tvar kuzele, jehoz

objem udavd mnozstvi daného analytu.

Injektor

Ventil
Dusik
MS
GCtermostat Vysledny
chromatogram
X+y ks %
£ |
Al AAAA | g Y
) A0 AR T B b
- [T e o o
Modulaéni perioda N |

Separace z prvni kolony Separace z druhé kolony 1D retencni £as

Obr. 2.5.1: Schéma plynového chromatografu s kryogennim modulatorem a MS detekci
(upraveno podle Murrray J.A.*)
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GCxGC nabizi mnoho vyhod oproti bézné plynové chromatografii jako je
obrovsky vzrist pikové kapacity, ¢ehoz se Casto vyuziva k analyzdm komplexnich
smési obsahujici stovky 1 tisice jednotlivych komponent. Dalsi vyhodou GCxGC
systému je zvySeni intenzity signdlu a tim 1 citlivosti detekce, protoze dusledkem
modulace dochazi k rozdé€leni piku vychézejiciho z prvni kolony na urcity pocet velmi
uzkych piki. Protoze soucet ploch tzkych pikli se musi rovnat plose klasického piku, je
jejich vyska o nékolik fadi vyssi.*

Optimalizace GCxGC systému vSak vyzaduje odlisny a vice komplexni piistup
nez u 1D-GC. Naptiklad teplota a pritok nosného plynu ovlivni separaci v obou
kolonach odlisné. Déale musi byt zahrnuty nové parametry, které musi byt
optimalizovény, jako je modula¢ni perioda a teploty trysek modulatoru.*!

Pro splnéni podminky optimalni modulace by mély byt piky v prvni dimenzi
pongkud Sirsi (2 az 5 s) tak, aby dochazelo 3 — 4 krat k jejich modulaci. V dasledku
modulace a tim velmi rychlé separace na druhé koloné jsou vysledkem separace velmi
uzké piky o Sifce 100 az 500 ms pfi zdkladn€. Proto pro spravné zobrazeni GCxGC
chromatogrami systém vyzaduje rychlé detektory o frekvenci snimani alespon 100 Hz.
Vhodnym detektorem je plamenové-ionizaéni detektor (FID), ktery dokaze sbirat data
ve frekvencich 50 - 300 Hz. Jeho nevyhodou je niZsi citlivost a skutecnost, Ze nedokaze
poskytnout strukturni informace o analytech, tudiZ jeho moZnosti pro identifikaci jsou
omezené. Naproti tomu hmotnostni spektrometr dokdze poskytnout kvalitativni a
strukturni informace o analytech. Klasicky kvadrupdl vSak nemé tak rychly sbér dat
(20 - 100 Hz), a proto se musi zvolit bud’ uz§i rozsah méfenych hodnot m/z ¢i jiny
analyzétor.*?

GCxGC je vhodnd pro analyzu velmi komplexnich vzorkd, jako jsou
petrochemické vzorky, benzin, ropa, a oleje, které obsahuji velké mnozstvi nasycenych
i nenasycenych uhlovodik.* Tato technika se také hojn& vyuziva v oblasti Zivotniho
prostiedi pro stanoveni napft. t€kavych organickych latek a polutanti v ovzdusi, a je také
mozno ji vyuzit pro analyzu biologickych vzorkt, kde je potieba vysoké citlivosti a

specifi¢nosti detekce.**
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

e K silylaci analytt byla pouzita ¢inidla:
o hexamethyldisilazan, HMDS (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
o N,O-Bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid BSTFA (Supelco, Bellefonte, USA)
o acetonitril (HPLC grade, Sigma Aldrich)
o kyselina trifluoroctova (99,9 %, Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko)

e Standardy jednotlivych polarnich hlav: fosfoglycerol (PG), fosfoethanolamin (PE),
fosfoserin (PS), (Cistota 85 %), (Sigma Aldrich)

e Fosfolipasa C (izolat z bakterie Bacillus cereus, 73 IU/mg) (Sigma Aldrich)

e Standardy jednotlivych fosfolipidl ve formé& sodnych soli:
Dipalmitoylfosfatidylserin (DPPS), Dioleylfosfatidylglycerol (DOPG),
Dioleylfosfatidyletanolamin (DOPE) (Cistota > 99%) (Avanti Polar Lipids, Inc.,
Alabama, USA)

e Redlny vzorek: membranové lipidy bakterie Bacillus subtilis byly poskytnuty
RNDr. Gabrielou Seydlovou, Ph.D. z Katedry genetiky a mikrobiologie PfF UK

e Pro pfipravu methylesteri mastnych kyselin byly pouzity:

o derivatizaéni roztok — 5,4 g CH3ONa (Fluka) - ve smési 60 ml bezvodého
metanolu se 40 ml benzenu (Lach-Ner) a 15 mg fenolftaleinu

o bezvody roztok HCI v methanolu

o acetylchlorid (CH3COCI) (Sigma Aldrich)

o pentan (Sigma Aldrich), Heptan (Fluka)

e Dale byly pouzity: dusik (99,99 % Linde Technoplyn, Ceska republika), uhli¢itan
amonny (Lachema, CR), kyselina mraven¢i a hexan (Sigma Aldrich)

e Nosnym plynem bylo helium (99,9992 %, Linde Technoplyn, Ceska republika)

e Kapalny dusik pro kryofokusaci (Linde Technoplyn, Ceska republika)
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3.2 Priprava vzorkii

e Byl pfipraven 1 mmol-1"! roztok uhli¢itanu amonného, jehoz pH bylo upraveno
fedénou kyselinou mravenci na 7,3.
e Pro piipravu standardii polarnich hlav (PG, PE, PS) bylo vzdy navazeno 10 mg

standardu a rozpusténo ve 200 pl 1 mmol-I"! roztoku uhli¢itanu amonného.

e Sylilace
Do koénické vialky (1,5 ml) bylo pipetovano 5 ul (0,25 mg) roztoku standardu (PG,
PE, PS). Nasledn¢ byla ptipravena smés HMDS a acetonitrilu (ACN) v poméru 1:1
a 400 pl této smési bylo ptidano do vialky se vyorkem. Takto pfipraveny vzorek byl
umistén do termostatu na 40 min pii 90 °C bez uzavéru, aby se mohl béhem reakce
uvoliovat amoniak. Nakonec bylo ke smési pfidano 50 pul ACN a 50 ul BSTFA, a

vzorek byl umistén v termostatu pii 75 °C na 60 min s uzadvérem.

e Piiprava fosfolipidi
Fosfolipidy nebo redlny vzorek membranovych lipidl v suchém stavu byly
rozpustény v chloroformu. Chloroform byl odpaien pod proudem dusiku tak, Ze na
sténéach vialky ztstal tenky film fosfolipidové frakce. 1 mg fosfolipazy C byl
rozpustén v 1 ml 1 mmol-1"! roztoku uhli¢itanu amonného o pH 7,3. 100 pl toho
roztoku fosfolipazy C bylo pipetovano do vialky s fosfolipidem. Hydrolyza
probihala 3 hodiny pfi teploté 37 °C v ultrazvukové lazni, ¢imz se uvolnily
fosforylované hlavy. Poté nésledovaly tfi po sobé& jdouci extrakce 200 pl hexanu pro
oddéleni mastnych kyselin. Spojené organické faze hexanu byly odpateny pod
proudem dusiku. Polarni ¢ast byla ¢astecné zbavena piebyte¢né vody ohfatim pod

proudem dusiku a silylovana.

e Piiprava methylesterii mastnych kyselin
K odparku mastnych kyselin bylo ptfidano 200 pl derivatiza¢niho roztoku CH3ONa.
Po 5 min byl roztok zneutralizovan pfidanim bezvodé HCI (do vymizeni barvy
fenolftaleinu). Nasledné bylo ke vzorku ptiddno 10 pl CH3COCI a reak¢éni smés byla
ponechana 5 minut pii laboratorni teploté. Poté nésledovaly tfi po sobé jdouci
extrakce 200 ul pentanu. Spojené organické faze pentanu byly odpaieny pod
proudem dusiku a pfipravené methylestery byly rozpustény ve 100 pl heptanu.
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3.3 Pristrojové vybaveni

Byl pouzit plynovy chromatograf Shimadzu GC-2010 (Shimadzu, Analytical
and Measuring Instruments Division, Kyoto, Japonsko) vybaveny hmotnostnim
detektorem (kvadrup6l QP2010 Plus). K davkovéani do plynového chromatografu byl
pouzit autosampler AOC-20i (Shimadzu, Analytical and Measuring Instruments
Division, Kyoto, Japonsko) se stiikackou o objemu 10 pl (Hamilton, Reno, USA).

Pro prvni dimenzi byla vybrdna nepolarni separacni kolona SLB-5ms
(5% difenyl/ 95% dimethyl polysiloxan) délky 30 m, o vnitfnim priméru 0,25 mm
a 0,25 um tloustky filmu stacionarni faze (Supelco, Bellefonte, PA, USA).

Pro druhou dimenzi byla vybrana separacni stfedné polarni kolona BPX50
(50% fenyl polysilfenylen-siloxan) délky 3 m, o vnitfnim praméru 0,1 mm a 0,1 um
tloustky filmu staciondrni faze (SGE International Pty Ltd., Australie), k separaci byly
vyuzity 2 m této kolony. Prvni metr kolony byl vyuzit jako smycka pro moduléator
(neprispival k separaci).

Byl pouzit kryogenni modulator ZX1 od firmy Zoex Europe (Nizozemsko)
vyuzivajici kapalny dusik. Jeho soucésti jsou 2 trysky, tzv. dvoutryskovy (two-jets)
systém; chladici tryska vymrazuje bod smycky na -196 °C pomoci kapalné¢ho dusiku, a
druha horska tryska, ktera po dobu pulzu ohfeje tento bod horskym proudem dusiku

(250 °C) a tim nadavkuje analyty do druhé kolony (viz Obr. 2.5.1).

3.4 Podminky analyzy

Vstupni tlak na kolonu byl 520 kPa. Nosnym plynem bylo helium (99,9992 %,
Linde Technoplyn, Ceska republika). Bylo vzdy davkovano 0,5 pl, split pomér
davkovani se ménil v zavislosti na typu analytu, teplota injektoru 280 °C, teplota
transfer line do MS 220 °C, teplota iontového zdroje 200 °C. VSechna nize uvedena
data byla naméfena za téchto podminek.

V piipadé¢ 1D-GC pracoval hmotnostni detektor ve scan modu v rozsahu hmot
58-500 m/z rychlosti 9000 m/z/s.

V piipadé GCxGC pracoval hmotnostni detektor ve scan modu v rozsahu hmot
170-360 m/z rychlosti 10000 m/z/s. Pro analyzu mastnych kyselin byl pouzit rozsah 50-
350 m/z pii stejné rychlosti.
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Teplota kolon se fidila podle nasledujiciho teplotniho programu: pocatecni
teplota 100 °C byla zvySovéana rychlosti 10 °C/min na 240 °C a poté nechana
izotermalné 1 min. Doba analyzy byla 15 min.

Pro analyzu mastnych kyselin byl teplotni program prodlouzen na 250 °C.

Modulacni perioda byla 3 s a doba pulzu 375 ms (horky proud).

3.5 Vyhodnoceni

Chromatogramy byly zaznamenany programem GCMS Solution (ver 2.53,
Shimadzu, Japonsko) a transformace a vizualizace 2D grafti programem GC Image 2.0
(Zoex, Houston, USA). Identifikace byla provedena pomoci téchto dvou programi
zobrazenim hmotnostnich spekter analytii, a spektra byla porovnavéana s knihovnou
spekter NIST 08 Mass Spectral library (NIST USA, formét Shimadzu).

Program GCMS Solution pracuje se surovymi daty 1D-GCxGC chromatogramu.
V programu GC Image dochézi k nékolikerému pieformatovani dat (napt. kompenzace

nelinearity zékladni linie) a vytvoteni 2D konturového chromatogramu.
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4 VysledKky a diskuze

4.1 PodminKky silylace

Nejprve bylo potieba optimalizovat podminky silylace. Soucasna silylace
polarnich hlav je problematicka vzhledem k odli$nosti jejich funkénich skupin, a tudiz
rozdilné schopnosti tvofit silylové derivaty. Byl tedy zvolen postup silylace ve dvou
krocich, vychazejici zjiz pfedem navrhnutého postupu.* Pouzitim dvoustupihové
silylace s hexamethyldisilazanem (HMDS) pro silylaci fosfoglycerolu (PQG),
a N, O-bis(trimethylsilyl) trifluoracetamidu (BSTFA) pro silylaci aminoskupin
fosfoethanolaminu (PE) a fosfoserinu (PS), byly analytické odezvy béhem méfeni vyssi
a byly vytvofeny pouze ocekdvané derivaty, nez pti pouziti kazdého ¢inidla zv1ast'.

Ukéazalo se, Zze PG poskytuje plné¢ silylované produkty i1 za mirnych
podminek (70-80 °C, 20-30 min) za pouziti slabSich silylacnich ¢inidel, jako je
HMDS. Toto ¢inidlo ale neni dostate¢né u¢inné pro silylaci PE a PS. Derivatizace
aminoskupin vyZaduje G€inn&}si silylacni ¢inidlo jakym je BSTFA.

V obou krocich silylace byly vyzkouseny rizné teploty a mnozstvi obou ¢inidel
dle doporuceni vyrobcil Cinidel, riznd doba jejich plsobeni i katalyzator kyselina
trifluoroctova. Pfidanim 1 malého mnozZstvi (2 pl) kyseliny trifluoroctové do reakéni
smési dochazi k velmi boutlivé reakcei, tudiz je prace s ni velmi nepfijemnd. Ukazalo se,
Ze ma minimalni vliv na pribeh a urychleni silylace, takZe z kone¢ného postupu byla
vyloucena.

K analyze bylo vzdy pouzito 5 pl zasobniho roztoku standardii polarnich hlav
(PG, PE, PS), coZ odpovidalo 0,2 mg vzorku. Pfi pouziti vétSiho mnoZstvi vodného
roztoku uz nedochazelo ksilylaci analytl, protoZze jsou silylacni €inidla nachylna
k hydrolyze a probiha konkuren¢ni reakci mezi vodou a silyla¢nim ¢inidlem. Z toho
divodu je zaroven potieba v prvnim kroku pouzit nadbytek ¢inidla. Protoze HMDS je
relativné laciné silaniza¢ni ¢inidlo, bylo vyuzito jeho nadbytku k odstranéni vody
z davkovaného zasobniho roztoku. Jeho piebytek po reakci s vodou slouzi k silanizaci
reaktivnéjsich skupin. Jako optimum bylo zvoleno 400 pl smési HMDS a acetonitrilu
(ACN) v poméru 1:1, aby doslo k lepsimu rozpusténi vzorku a jeho kontaktu s ¢inidlem.

V prvnim kroku je vialka oteviend, aby mohl unikat amoniak z reakéni smési.

Dochazi také k odpateni rozpoustédla a ¢inidla, a tim k zakoncentrovani vzorku.
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V prvnim kroku byly testovany teploty od 50 — 100 °C. Pii nizSich teplotach trvalo
odpareni kapalné faze vzorku vice nez 90 min a vytézek silylace byl nizky, tudiz
1 odezvy béhem méfeni nizsi. Pti vysSich teplotach doslo k odpateni jiz za 30 - 40 min,
a vytézek silylace byl vétsi - odezvy béhem meéteni vyssi. Faktor teploty byl tedy
v prvnim kroku vyznamnéj$i nez faktor ¢asu, proto byla zvolena teplota 90 °C po dobu
40 min.

V druhém kroku uz bylo mozné cCinidlo pfidat k suchému vzorku, ktery je
vyhodnéjsi rozpustit v malém mnozstvi rozpoustédla — 50 pl acetonitrilu. Poté jiz
stacilo ptidat 50 ul BSTFA. Pfi pouziti i dvojnasobného mnozstvi (100 pl) BSTFA
nebyl pozorovan Zadny rozdil. Pro silylaci ve druhém kroku byly testovany teploty
50 - 120 °C a riizné Casové intervaly. Ukazalo se, ze pfi nizSich teplotach probiha reakce
pomaleji, ale v rozmezi teplot 70 - 120 °C uz nebyl rozdil tak znatelny, a tudiz faktor
Casu se ukazal jako vyznamnéj$i nez faktor teploty. Reakce vykazuje maximum
vytézku; ze zaCatku posupné stoupd tvorba trimethylsilyl derivatd, poté se jejich
koncentrace ustali a po delsi dob¢ (cca 90 - 120 min) pievlada rozklad produkta a
koncentrace silylderivatti klesa. Kazdy ze tfech analyti vyzadoval rtiznou optimalni
dobu pro vznik silylderivatii a ustaleni jejich koncentrace ve druhém kroku. PG byl
silylovén jiz v prvnim kroku za vzniku tetra(trimethylsilyl) fosfoglycerolu (TMSs-PQ).
PS potieboval alespont 40 min ve druhém kroku pro vznik tetra(trimethylsilyl)
fosfoserinu (TMS4-PS).

V prubéhu druhého kroku silylace PE vznikalo nékolik derivati PE v zavislosti
na dobé pusobeni BSTFA. Aminoskupiny patii mezi skupiny malo ochotné tvofit TMS
derivaty. PE miize na své aminoskupiné uvolnit dva vodiky, na jejichZ misto se mlze
navazat trimethylsilylovéa skupina —Si(CH3)s. Pii silylaci aminoskupiny PE mohou tedy
vznikat dva derivaty. Pfevazoval vznik derivatu pouze s jednou trimethylsilylovou
skupinou navazanou na dusik; tris(trimethylsilyl) fosfoethanolamin (TMS3-PE), stejné
tak jako pfi silylaci fosfoserinu, zfejmé ze sterickych divodl. Derivat obsahujici na
dusiku dvé skupiny —Si(CH3)s; tetra(trimethylsilyl) fosfoethanolamin (TMSs-PE)
vznikal obvykle pouze v malych koncentracich, tudiz silylace nebyla kompletni (Obr.
4.1.1). Byly zkouSeny riizné zplsoby (vySe popsané) jak docilit vétsi ucinnosti a
zvySeni koncentrace tohoto derivatu TMS4-PE a tak vyssi odezvy béhem méfeni; jako

zvyseni teploty a doby ptisobeni silyla¢nich ¢inidel v obou krocich, nebo ptidani
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katalyzatoru kyseliny trifluoroctové. S delsi dobou piisobeni BSTFA (cca 90 min) ve
druhém kroku vzrustala koncentrace/odezva derivatu TMSs-PE, ale jen do urcité miry,
kdy se koncentrace obou derivati obvykle vyrovnaly, avSak vysledky nebyly
reprodukovatelné. Navic po tak dlouhé dobé¢ klesala koncentrace/odezva ostatnich TMS
derivati. Jako kompromis pro druhy krok silylace byla zvolena teplota 75 °C po dobu
60 min. Stabilita pfipravenych vzorku silylderivatu byla obvykle 2-3 dny.
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Obr. 4.1.1: Schéma neuplné silylace fosfoethanolaminu

Standardy fosforylovanych hlav (PG, PS, PE — kazdy 0,2 mg) byly silylovany za
vySe uvedenych optimalnich podminek a jednotlivé chromatogramy jejich silylderivatt
naméfenych pii 1D-GC jsou zobrazeny na Obr. 4.1.3.

Cistota kazdého standardu polarni hlavy je asi 85 %, tudiz kromé& riznych
necistot je zfejmé piitomna i1 kyselina fosfore¢na, jejiz silylderivat; tris(trimethylsilyl)
fostat (TMS3-P) (Obr. 4.1.2) eluuje vzdy kolem 7. minuty v piipad¢ separace kazdé
polarni hlavy. Je také mozné, ze tento silylderivat vznikd az pii samotné silylaci

odtrzenim od ptivodni fosforylované hlavy.
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Obr. 4.1.2: tris(trimethylsilyl) fosfat (TMSs—P)
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Na chromatogramu mizeme vidét piky obou derivati fosfoethanolaminu. Tyto
dva silylderivaty PE eluuovaly v rozdilném retencnim cCase, takze nebylo tézké je od
sebe rozeznat. Intenzita piku TMSs4-PE je velmi nizkd, ale ¢asteCny vznik tohoto
silylderivatu zaroven snizuje koncentraci druhého derivatu TMS3-PE, tudiz intenzita

jeho piku je o néco nizsi nez ostatnich dvou silylderivatd (TMS4-PG a TMS4-PS).
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Obr. 4.1.3: TIC chromatogramy jednotlivych silylderivatli standarddi foforylovanych hlav:
1: TMS;-P, 2: TMS;—PE, 3: TMS4—PG, 4: TMS;—PE, 5: TMS4+PS

Podminky analyzy: vstupni tlak na kolonu: 520 kPa, davkovano 0,5 pl, split (1:50),
teplotni program: pocate¢ni teplota 100 °C zvySovana rychlosti 10 °C/min na 240 °C - nechana

izotermalné 1 min, MS: scan méd v rozsahu hmot 58-500 m/z
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4.1.2 Identifikace produktii silylace

V piipadé¢ 1D-GC pracoval hmotnostni detektor ve scan modu v rozsahu hmot
58-500 m/z rychlosti 9000 m/z/s. Identifikace byla provedena pomoci programu GCMS
Solution zobrazenim hmotnostnich (MS) spekter analytti. AvSak tento program byl
schopny identifikovat TMS derivaty fosforylovynych hlav pouze pii velmi vysoké
intenzité jejich pikl. Jednotlivé TMS derivaty byly tedy identifikovany na zakladé
jejich charakteristickych intenzivnich fragmentd v hmotnostnich spektrech.

Vsechna hmotnostni spektra analyzovanych TMS derivatd polarnich hlav
obsahovala vysoké intenzity fragmentli o0 m/z 73 a 299. Nejintenzivnéjsi fragment o m/z
73 odpovida jedné skupiné —Si(CH3);. Hodnota m/z 299 odpovida fragmentu
desmethyl-TMS;—fosfatu.

Pro MS spektrum TMS4-PG byl charakteristicky fragment o m/z 357,
odpovidajici tris(trimethylsilyl) ethylenglykolfosfatu, vznikajicimu odtrzenim skupiny

-CH2-O-TMS (m/z 103) z molekuly TMS4-PG (m/z 460).
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Obr. 4.1.2.1: MS spektrum TMS4-PG

Hmotnostni spektra obou silylderivat fosfoethanolaminu; TMS3-PE a TMS4-PE
byla velmi podobnd. Obé MS spektra obsahovala typické intenzivni fragmenty o m/z
73, 299 a 315 (tris(trimethylsilyl) fosfat). MS spektrum TMS;—PE obsahuje intenzivni
fragment o m/z 115, ktery by odpovidal (trimethylsilyl) ethylaminu. V. MS spektru
TMS4-PE je stejny fragment, ale o m/z 114, zfejmé kvili chybéjicimu vodiku na

aminoskupiné po odtrzeni druhé TMS skupiny.
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MS spektrum TMS3;—PE na rozdil od TMSs—PE obsahuje fragment o m/z 102
odpovidajici -CH»-NH-TMS, coz by poukazovalo na pfitomnost jedné TMS skupiny na
aminoskuping.
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Obr. 4.1.2.2: MS spektrum TMS;-PE

Hmotnostni spektrum TMS4-PE obsahuje navic intenzivni fragmenty o m/z 174
a 188 a samoziejmé fragmenty o vySSich hmotach vzhledem k molekulové hmotnosti
(napf. fragment o m/z 414 — odtrzeni methylu). Fragment o m/z 174 by odpovidal
bis(trimethylsilyl) methylaminu, vznikajicimu odtrZzenim skupiny bis(trimethylsilyl)
methylfosfatu (m/z 256) z molekuly TMS4+—PE (m/z 430). Fragment o m/z 188 by
odpovidal bis(trimethylsilyl) ethylaminu, vznikajicimu odtrzenim bis(trimethylsilyl)
fosfatu (m/z 242) z molekuly TMS4—PE (m/z 430). Je tedy ziejmé, ze tento silylderivat
PE obsahuje dvé TMS skupiny na dusiku.
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Obr. 4.1.2.3: MS spektrum TMS4-PE
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Pro MS spektrum TMS4-PS je charakteristicky fragment o m/z 356, odpovidajici

ziejme¢ fragmentu tris(trimethylsilyl) ethanolaminfosfatu, vznikajicimu odtrzenim

skupiny -COO-TMS (m/z 117) z molekuly TMS4-PS (m/z 473).
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Obr. 4.1.2.4: MS spektrum TMS;4-PS
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Vsechny ziskané udaje, které by mély pomoci k identifikaci jednotlivych

silylderivati fosforylovanych hlav, jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 4.1.2.1).

Retencni Casy byly ur€eny na zéklad¢ vyse uvedeného chromatogramu (Obr. 4.1.1).

Tab. 4.1.2.1: Souhrnné udaje silylderivata fosforylovanych hlav

Analyt t- (min) M, Charakteristickeé m/z
TMS+PG 13,0 460 73,299, 357
TMS;—PE 10,9 357 73,102, 115,299
TMS4+—PE 13,3 430 73,174, 188, 299
TMS4+—PS 13,8 473 73,299, 356
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4.2 GCxGC

4.2.1 Vybér pracovnich podminek

Optimalizace GCxXGC systému vyzaduje odlisSny a vice komplexni pfistup nez
u 1D-GC, protoze jednotlivé experimentalni parametry jsou na sob¢ zavislé (koreluji) a
vzajemné se ovliviiuyji. Dale musi byt zahrnuty nové parametry, jako je modulacni
perioda, doba pulzu a teploty trysek, které musi byt optimalizovany. Byly hledany
optimalni podminky pro efektivni separaci fosfolipidu.

Obé kolony maji navzajem odliSné parametry, ale do parametrit GC systému lze
zadat rozméry pouze jedné kolony. Bylo tedy nutno vypocitat rozméry hypotetické
kolony, které po zadani do GC systému budou simulovat instalovanou soustavu obou
kolon. Vysledné rozméry této hypotetické kolony jsou: délka: 147 m, pramér: 0,25 mm
a tloustka filmu: 0,25 pm. Za téchto podminek je GC schopno nastavit spravny tlak
odpovidajici zadané hodnot¢ linearni pritokové rychlosti nosného plynu.

Vstupni tlak v plynovém chromatografu urcuje pratokovou rychlost mobilni faze
v obou kolonach. Teplota a pritok nosného plynu ovlivni separaci v obou kolonach
odli$né. Z divodi rozdilnych vnitinich priméri obou kolon nelze nastavit jedinou
optimalni pritokovou rychlost. Méla by tedy byt kompromisem mezi optimy obou
kolon. Vstupni tlak na kolonu byl testovan v rozsahu 340 — 600 kPa a jako optimalni byl
zvolen tlak 520 kPa. Pfi nastaveni vys§iho tlaku mél systém problém s nastavenim
vyssiho split poméru (1:100). Systém nestac¢i dodévat dostatené mnozstvi helia do
zbytecné k prodlouzeni analyzy a k rozSifovani pikd, a tim ke ztrat€ separacni G€innosti.

Pritokova rychlost mobilni faze ovlivni i volbu délky modulaéni periody. Pfi
vyssi priitokové rychlosti je nutné zvolit kratsi modulacni periodu, aby byla dodrzena
podminka, Ze kazdy pik z prvni dimenze by mél byt modulovan alespon tiikrat. Cim
bude modula¢ni perioda kratsi, tim vétsi bude pocet pulzl v analyze.

Pokud by byla modulaéni perioda piilis dlouha (5 a vice s) nedochédzelo by
k dostate¢né modulaci nékterych piki. Zaroven by vSak modulacni perioda méla byt
delsi nez retencni Cas latek ve druhé kolong, jinak analyty nestihnou eluovat v rdmci
jedné modula¢ni periody. Byly nalezeny optimélni podminky, pii kterych je modulator

schopny modulovat piky; modulaéni perioda 3 s a doba pulzu 375 ms.
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Bylo zvoleno davkovani 0,5 pl a split pomér se ménil v zavislosti na koncentraci
analyti. Mnozstvi vzorku piichazejiciho na MS detektor musi byt zvoleno tak, aby bylo
vyuzito nejvyssi citlivosti detektoru a zarovenn nesmélo byt prfilis vysoké, aby
nedochazelo k jeho pfetizeni.

Pro spravné zobrazeni GCxGC chromatogramii systém vyzaduje rychly sbér dat,
protoze v disledku modulace jsou vysledkem rychlé separace na druhé koloné velmi
uzké piky o sifce 100 az 500 ms pii zakladné. Z tohoto diivodu musel byt zvolen uzsi
rozsah métenych hodnot m/z, a tak v ptipadé GCxGC pracoval hmotnostni detektor ve
scan modu v rozsahu hmot 170-360 m/z, aby byla rychlost sbéru dat alespoit 10000
m/z/s. Co nejuz$i rozsah hmot byl zvolen na zakladé nejintenzivngjSich
charakteristickych fragmentt silylderivati fosforylovanych hlav (viz Tab. 4.1.2.1). Pro
budouci vyuziti je také mozné zvolit SIM mod pro jednotlivé charakteristické hmoty
m/z. V této praci nebyl vyuzit, protoze bychom se mohli ochudit o ostatni piky
z redlnych vzorkd.

Smés 3 standardl fosforylovanych hlav (PG, PE, PS — kazdy 0,2 mg) byla
silylovana za vySe uvedenych optimalnich podminek a chromatogramy jejich
silylderivati naméfenych pii GCxGC jsou zobrazeny na Obr. 4.2.1.1.

Na obrazku (a) je 1D-GCxGC chromatogram, na kterém jsou vidét velmi uzké
modulované piky. Na vyfezu je mozné vidét pulzy modulatoru slouzici ke kontrole
uc¢innosti modulace. Na druhém obrazku (b) je pak tento klasicky chromatogram
pfevedn pomoci programu GC Image na konturovany chromatogram. Na ose x je
retencni Cas na prvni kolon¢ v minutdch a na ose y reten¢ni ¢as na druhé koloné v
sekundach. Vyska piku je charakterizovana vrstevnatym konturovym objektem
(blobem) a jeho obsah udavd mnozstvi dané¢ho analytu. Barva urcuje intenzitu signalu
tak, ze svétle modra je signal roven nule a pfes tmavé modrou, fialovou az ke zluté, kdy
je signal nejvétsi. Dalsi chromatogramy budou zobrazeny pouze pomoci tohoto

konturovaného chromatogramu.
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Obr. 4.2.1.1: Chromatogramy smési silylderivatl standardd foforylovanych hlav

(a) 1D-GCxGC chromatogram, (b) kontrurovany chromatogram; osa x piedstavuje retencni
¢as 1. kolony [min], osa y 2. kolony [s]

1: TMS;3-P, 2: TMS;3-PE, 3: TMS4PG, 4: TMS4PE, 5: TMS4PS

Podminky analyzy: vstupni tlak na kolonu: 520 kPa, davkovano 0,5 pl, split (1:50),
teplotni program: pocatecni teplota 100 °C zvySovana rychlosti 10 °C/min na 240 °C -
nechana izotermalné 1 min, modulaéni perioda: 3 s, puls: 375 ms, teplota trysky = 250 °C

MS: scan modu v rozsahu hmot 170-360 m/z
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Byl pouzit kryofokusacni modulator, ktery tvoii dvé trysky tzv. dvoutryskovy
(two-jets) systém. Prvni tryska nepfetrzit€ vymrazuje maly bod kapilary, ¢imz
zachycuje analyty vychazejici z prvni kolony. Touto tryskou proudi plynny dusik
chlazeny kapalnym dusikem na teplotu pfiblizné -196 °C. Tato teplota se nedd nijak
ovlivnit nebo nastavit. Intenzita chlazeni se dd regulovat jen pritokem chlazen¢ho
plynného dusiku. Druhou tryskou proudi plynny horky dusik, ktery na maly okamzik —
doba pulzu, ohfeje ochlazeny bod kapilary, ¢imz zplyni a nadavkuje analyty do druhé
kolony. Teplota této trysky se da pocitacové nastavit a pohybuje se v rozmezi od teploty
termostatu kolony az do 500 °C.

Pod blobem kazdého ze silylderivati je mozné vidét dalsi maly blob (Obr.
4.2.1.1). VSechny tyto malé¢ bloby maji stejné hmotnostni spektrum s intenzivnimi
fragmenty o m/z 299 a 314. Toto MS spektrum je Gpln¢ stejné jako MS spektrum blobu
¢. 1, které odpovida tris(trimethylsilyl) fosfatu (TMS3;—P). Vlivem horkého proudu
dusiku v modulatoru ziejm€ dochazi k odtrzeni silylovaného fosfatu od zbytku
molekuly a nésledné k jeho separaci na druhé koloné. Pokud by k tomuto jevu
dochazelo jiz v injektoru, objevil by se zifejm¢e blob fosfatu presné na pozici fosfatu,
ktery jiz byl ve vzorku. Vzhledem k pfitomnosti blobu volného fosfatu
v chromatogramu nelze tento rozklad v injektoru zcela vyloucit. Tento jev nelze
rozeznat v klasické 1D-GC. Na obrdzku (Obr. 4.2.1.2) je mozné vidét, jak byl tento blob
velky (v ¢erném krouzku) na tukor silyl derivatu fosfoglycerolu (TMS4+—PG) pii
nastaveni teploty druhé trysky na 400 °C. Vlivem snizovani teploty horkého proudu
dochézelo ke zmenSeni plochy tohoto blobu. Teplota trysky byla snizena aZ na 250 °C,
pfi kterych uz byly tyto bloby malé. Dals§i snizovani teploty uz by mohlo vést

k nedostate¢né ti¢innému ohtati kapilary a nadavkovani do druhé kolony.

Obr. 4.2.1.2: Konturovany chromatogram PG
Podminky analyzy: viz Obr. 4.2.1.1, teplota trysky = 400 °C
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4.2.2 Fosfolipidy

Pro hydrolytické Stépeni fosfolipidi byly zvoleny podminky dle doporuceni
vyrobce pouzitého enzymu fosfolipasy C. 1 mg suchého enzym byl rozpustén v roztoku
uhli¢itanu amonného o doporu¢eném pH 7,3 a teplota béhem inkubace byla udrzovéana
pii 37 °C. Pro rozpousténi a pisobeni enzymi jsou obvykle vyuzivany bézné
biochemické pufry jako napi. Tris puftr, ktery byl také doporucen vyrobcem pouzité
fosfolipasy. Tyto bézn¢ pouzivané pufry vSak nejsou vhodné pii néasledné silylaci a
analyze pomoci GC. Pfi pouziti Tris pufru by doslo k silylaci jeho aminoskupin, a tim
spotfebé silylacnich Ccinidel, a jeho nezddouci pik by se zaroven objevoval
v chromatogramu. Z téchto dtvodii byl pro tento udel zvolen 1 mmol-1"! roztok
uhli¢itanu amonného, jehoz pH muze byt upraveno na pozadovanych 7,3.

Pusobeni fosfolipasy bylo nejdiive testovano na kazdém fosfolipidu zvlast.
Vzdy bylo pouzito 0,5 mg daného fosfolipidu v roztoku chloroformu, ktery byl odparen
dusikem tak, aby byl fosfolipid rozprostien po strandch celé vialky v tenké vrstvicce.
Enzym tak mohl mit velkou plochu pro kontakt s fosfolipidem. Hydrolyza probihala
alesponl 3 hodiny ve vialce ponofené v ultrazvukové lazni, kterd udrZovala teplotu na
pozadovanych 37 °C a vzorek zaroven mohl byt michan diky sonifikaci. Poté
nasledovaly tfi po sobé jdouci extrakce 200 pl hexanu pro oddéleni mastnych kyselin.
Spojené organické faze hexanu byly odpafeny pod proudem dusiku. Polarni ¢ast byla
Castecné zbavena piebytecné vody ohfatim pod proudem dusiku a silylovéana. Podatilo
se pomoci fosfolipasy C rozdélit kazdy ze t¥i fosfolipidi: Dioleylfosfatidylglycerol
(DOPG), Dioleylfosfatidyletanolamin (DOPE), Dipalmitoylfosfatidylserin (DPPS) a
nasledné silylovat jejich fosforylované hlavy (Obr. 4.2.2.1).

Déle byla za stejnych podminek ptipravena smés vSech tii fosfolipida (kazdy
0,2 mg). Po hydrolyze byla nepolarni frakce s mastnymi kyselinami (pfipojené na
glycerol) extrahovana a polarni frakce byla derivatizovana za vySe uvedenych
podminek. Podaftilo se oddélit a silylovat vSechny 3 fosforylované hlavy (Obr. 4.2.2.2).

Mastné kyseliny byly esterifikovany a jejich ptislusSné methylestery separovany.
Byly identifikovany 2 estery mastnych kyselin: palmitové a olejové. Na konturovaném
chromatogramu (Obr. 4.2.2.3) je podle zbarveni blobi patrné, ze vzorek obsahoval vétsi

podil kyseliny olejové vzhledem k pouzitym fosfolipidim.
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Obr. 4.2.2.1: Konturované chromatogramy silylderivat polarnich hlav jednotlivych standarda
fosfolipidi: (a) Dioleylfosfatidylglycerol (DOPG), (b) Dioleylfosfatidyletanolamin (DOPE),
(c) Dipalmitoylfosfatidylserin (DPPS)

osa x predstavuje retencni Cas 1. kolony [min], osa y 2. kolony [s]

1: TMS;3-P, 2: TMS4PG, 3: TMS;-PE, 4: TMS4PE, 5: TMS4PS

Podminky analyzy: stejné jako Obr.: 4.2.1.1, davkovano 0,5 pl, split (1:50)
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Obr. 4.2.2.2: Konturovany chromatogram silylderivat polarnich hlav ze smési standardt
fosfolipidii: 1: TMSs—P, 2: TMS3—PE, 3: TMS4—PG, 4: TMS4—PE, 5: TMS4PS
Podminky analyzy: stejné jako Obr.: 4.2.1.1, davkovano 0,5 pl, split (1:20)

CTEPRNTL PN N N T N T - oo B B B B T T o

Obr. 4.2.2.3: Konturovany chromatogram methylesterti mastnych kyselin ze smési standardt
fosfolipidii (DOPG, DOPE, DPPS); 1: kys. palmitova, 2: kys. olejova

Podminky analyzy: vstupni tlak na kolonu: 520 kPa, davkovano 0,5 pl, split (1:80),

teplotni program: pocatecni teplota 100 °C zvySovana rychlosti 10 °C/min na 250 °C - nechana
izotermalné 1 min, modulacni perioda: 3 s, puls: 375 ms

MS: scan mod v rozsahu hmot rozsah 50-350 m/z
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4.2.3 Realné vzorky

Vyvinutd metoda byla otestovana na dvou realnych vzorcich membranovych
lipidii bakterie Bacillus subtilis. Postup ptipravy vzorkl pro analyzu byl stejny jako
v pfipadé standardii fosfolipidl (kapitola 4.2.2) — po hydrolyze byla nepolarni frakce
extrahovana a polarni frakce byla derivatizovéna za vybranych podminek.

Prvni vzorek byl naméten v klasické 1D-GC (Obr. 4.2.3.1), protoze po testovani
podminek GCxGC a meéfeni fosfolipidit uz nezbyl kapalny dusik pro kryofokusaci.
Vtomto vzorku se podafilo identifikovat silylderivaty kyseliny fosfore¢né,
fosfoethanolaminu a fosfoglycerolu.

Druhy vzorek bylo mozné pfipravit a analyzovat az po dodani dalSiho kapalného

dusiku. Pro porovnani je uveden i 1D-GCXGC chromatogram (Obr. 4.2.3.2).
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Obr. 4.2.3.1: 1D-GC chromatogram polarnich ¢asti vzorku membranovych lipida bakterie
Bacillus subtilis: 1: TMSs—P, 2: TMSs—PE, 3: TMS+PG

Podminky analyzy: vstupni tlak na kolonu: 520 kPa, davkovano 0,5 pl, split (1:10),
teplotni program: pocate¢ni teplota 100 °C zvySovana rychlosti 10 °C/min na 250 °C -

nechana izotermalné 1 min
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Obr. 4.2.3.2: Chromatogramy polarnich ¢asti vzorku membranovych lipidl bakterie Bacillus

subtilis: (a) 1D-GCxGC chromatogram, (b) kontrurovany chromatogram

1: TMS;s-P, 2: TMS4PG, 3: TMS4PS

Podminky analyzy: vstupni tlak na kolonu: 520 kPa, davkovano 0,5 pl, split (1:10),

teplotni program: pocatecni teplota 100 °C zvySovana rychlosti 10 °C/min na 240 °C - nechana
izotermalné 1 min, modulaéni perioda: 3 s, puls: 375 ms, teplota trysky =250 °C

MS: scan modu v rozsahu hmot 170-360 m/z
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V druhém vzorku se podafilo identifikovat silylderivaty kyseliny fosforecné,
fosfoglycerolu a fosfoserinu. Vzhledem k tomu, ze pracoval hmotnostni detektor
v uzkému rozsahu hmot m/z, nebylo mozné najisto identifikovat ostatni piky ve vzorku.

Vyhodou GCxGC systému je zvyseni intenzity signalu a tim 1 citlivosti detekce,
protoze diisledkem modulace dochazi k rozdéleni piku vychazejiciho z prvni kolony na
urcity pocet velmi uzkych pikii v zavislosti na nastavené dobé modulacni periody.

Vzhledem k tomu, Ze v prvni dimenzi byla pouzita nepolarni kolona, tak se latky
separovaly predev§im podle jejich bodu varu. Cim vice byla latka tdkavéjsi, tim méng
byla na prvni kolon¢ zadrZzovana a tim kratsi byl jeji retencni ¢as v prvni dimenzi. Na
ose x je tedy mozné vidét sefazeni latek podle stoupajiciho bodu varu.

V druhé dimenzi byla pouzita stiedn€¢ polarni kolona a latky se separovaly
predevsim dle jejich polarit. Cim vice byla latka polarni, tim vice byla zadrzovana na
druhé kolon¢ a tim delsi byl jeji retencni ¢as v druhé dimenzi. Na ose y by bylo mozné
vidét fazeni analytli dle jejich polarit. Vzhledem k pouziti stfedné polarni stacionarni
faze (50% fenyl polysilfenylen-siloxan) neni separace na druhé koloné tak zietelna.
Z toho divodu bylo také mozné zvolit krats$i modula¢ni periodu. Pro separaci v této
dimenzi by bylo mozné pouzit vice polarni kolonu napt. s polyethylenglykolovou
stacionarni fazi, aby dochéazelo k G¢inné&jsi separaci v druhé dimenzi. Vybér kolon byl
ale omezen, protoze ddvkované analyty byly rozpustény v silylacnim c¢inidle, které by
mohlo reagovat s polyethylenglykolovou stacionarni fazi. Dal§im argumentem pro
volbu stfedné polarni faze je jeji vysokd maximalni pracovni teplota (350 °C oproti
polyethylenglykolové fazi: max 280 °C).

Pro nazornost byl konturovy chromatogram poléarnich ¢asti vzorku (Obr. 4.2.3.2)
pieveden do 3D modelu (obrazek 4.2.3.3), kdy retencni ¢asy na kolonéach jsou opét na
osach x a y. Na ose zje pak intenzita signalu. Z blobti konturového grafu se stanou
kuzely, jejichz objem udavd mnozstvi daného analytu. Tato 3D zobrazeni slouZzi
vétSinou pouze pro ndzornou ilustraci. Na st€énach pomyslného kvadru u 3D grafu je
patrna projekce kuzelt do piisluSné separacni dimenze, a tim je zndzornéno, jak by
vypadaly separace v ptipad¢ analyz pouze na prvni nebo druhé koloné.

Nepolarni frakce mastnych kyselin byla ze vzorku membranovych lipidi
extrahovédna a nasledn¢ esterifikovana. Piislusné methylestery mastnych kyselin byly

separovany pomoci GCxGC a identitkovany pomoci MS spekter (Obr. 4.2.3.4).
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Vétsinou se jednalo o vétvené nasycené mastné kyseliny s 12 az 17 atomy uhliku
s methylovou skupinou. Nebylo mozné u kazdého piku s jistotou urcit pocet uhliku

a pozici methylu mastné kyseliny.

Obr. 4.2.3.3: 3D GCxGC chromatogram polarnich ¢asti vzorku membranovych lipida bakterie
Bacillus subtilis

Obr. 4.2.3.4: Konturovany chromatogram methylesteri mastnych kyselin ze vzorku
membranovych lipidd bakterie Bacillus subtilis: 1: kys. 12-methyl tetradekanova

2: kys. palmitova, 3: kys. olejova

Podminky analyzy: vstupni tlak na kolonu: 520 kPa, davkovéano 0,5 pl, split (1:80),

teplotni program: pocatecni teplota 100 °C zvySovana rychlosti 10 °C/min na 250 °C - nechana
izotermalné 1 min, modulacni perioda: 3 s, puls: 375 ms

MS: scan mod v rozsahu hmot rozsah 50-350 m/z
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5 Zavér

Byly vybrany optimalni podminky pro dvoustupiiovou silylaci fosforylovanych hlav
(fosfolipid membrany bakterie Bacillus subtilis): fosfoglycerol (PG),
fosfoethanolamin (PE) a fosfoserin (PS):

o 1. krok: 400 pl smési HMDS:ACN (1:1) po dobu 40 min pii 90 °C

o 2. krok: 50 ul ACN, poté 50 ul BSTFA po dobu 60 min pii 75 °C.

Jednotlivé trimethylsilylderivaty fosforylovanych hlav: TMS4-PG, TMS4-PS,
TMS;-PE a TMS4-PE byly identifikovany podle hmotnostnich spekter z MS
detektoru a byly vybrany jejich charakteristickych intenzivni fragmenty.

Byly vybrany podminky pro efektivni separaci téchto silylderivati pomoci
komprehenzivni plynové chromatografie s kryogennim modulatorem:

o Tlakové: vstupni tlak na kolonu byl 520 kPa

o Teplotni: pocatecni teplota 100°C byla zvySovana rychlosti

10 °C/min na 240 °C a poté nechana izotermalné 1 min.
= Teplota horkeé trysky modulatoru byla 250 °C
o Modulacni perioda byla 3 s a doba pulzu 375 ms
o Hmotnostni detektor pracoval ve scan modu v rozsahu hmot 170-360 m/z

rychlosti 10000 m/z/s.

Ukézalo se, ze kryogenni modulatorem neni Gplné vhodny pro separaci silylderivati
fosforylovanych hlav vzhledem k popsanému pozorovanému efektu, kdy dochazi
odtrzeni silylovaného fosfatu od zbytku molekuly pii pouziti vysoké teploty horké

trysky modulatoru. Bylo by mozZné pouzit napf. tlakovy pulzni modulator.

Soucasti ptipravy vzorku fosfolipidit bylo rozStépeni vazby v molekule fosfolipidu
pomoci enzymu fosfolipdza C, ¢imZ doSlo k uvolnéni fosforylovanych polarnich
hlav. Podafilo se pomoci fosfolipasy C rozdélit kazdy ze tii fosfolipidu:
Dioleylfosfatidylglycerol (DOPG), Dioleylfosfatidyletanolamin (DOPE),
Dipalmitoylfosfatidylserin (DPPS) a nasledné¢ silylovat jejich fosforylované hlavy.
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Vyvinutd separacni metoda pro stanoveni membranovych fosfolipidli, pomoci které
je mozné provést analyzu fosforylovanych casti i mastnych kyselin z jednoho
vzorku, byla otestovana na dvou realnych vzorcich (izolaty membrénovych lipida
bakterie Bacillus subtilis).
o V prvnim vzorku se podafilo identifikovat silylderivaty kyseliny fosforecné,
fosfoethanolaminu a fosfoglycerolu.
o Vdruhém vzorku byly identifikovany silylderivaty kyseliny fosforecné,
fosfoglycerolu a fosfoserinu.
o Ve druhém vzorku prevazovaly vétvené nasycené mastné Kkyseliny
s methylovou skupinou. Podafilo se identifikovat kyseliny: 12-methyl

tetradekanovou, palmitovou a olejovou.

Dalsi vyzkum bude zaméfen na stanoveni a kvantifikaci fosforylovanych casti
fosfolipidii v uvedené bakterii. Kvantifikace bude obtiznd vzhledem k odliSnosti
funkénich skupin polarnich hlav, a tim rizné optimalni dob¢ pro vznik silylderivati

a ustaleni jejich koncentrace béhem silylace.

Optimalizovand metoda muize byt vyuzita také pro studie dalSich druhi

mikroorganismil.
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