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Abstrakt 

Disertační pr{ce se věnuje stanovení fosfolipidů a jejich pol{rních č{stí 

metodami plynové a kapalinové chromatografie, kapil{rní elektroforézy a 

hmotnostní spektrometrie. Fosfolipidy jsou nejvýznamnějšími pol{rními lipidy 

a dělí se do tříd podle fosforylované funkční skupiny. Fosfolipidy jsou 

zastoupeny v buněčných membr{n{ch, a pr{vě zastoupení fosfolipidových tříd 

či jeho změny slouží ke sledov{ní vlivu vnějších podmínek na buňky. 

V současnosti se pro analýzu zastoupení fosfolipidových tříd použív{ TLC, 

jež pro svou časovou n{ročnost nevyhovuje potřeb{m pro výzkum např. 

mikrobů.  Předkl{daný soubor čl{nků se zabýv{ klasifikací fosfolipidů, které 

produkuje kmen bakterie Bacillus subtilis, vybraný jako producent surfaktinu, 

potenci{lního antibiotika s detergentními účinky. Publikované metody tak 

mohou být využity při výzkumu optim{lních podmínek kultivace. Jelikož 

mohou mastné kyseliny fosfolipidových molekul ovlivňovat stanovení poměru 

fosfolipidových tříd, bylo nutno vyvinout metody pro stanovení odštěpených 

fosforylovaných č{stí (pol{rních hlavic). Byly vyvinuty metody kapil{rní 

elektroforézy a plynové chromatografie. Podmínky plynové chromatografie 

byly n{sledně optimalizov{ny pro souběžné stanovení s mastnými kyselinami. 

Další č{st pr{ce se zabýv{ alternativním přístupem, představujícím přímý 

n{střik intaktních lipidů na hmotnostní spektrometr bez enzymatického štěpení 

a separace. Princip postupu je založen na tom, že sign{ly odpovídající 

jednotlivým identifikovaným fosfolipidům lze sčítat do skupin, odpovídajících 

příslušným fosfolipidovým tříd{m. Výsledné poměry zastoupení mezi 

jednotlivými třídami byly porovn{ny s konvenčními postupy. Ze srovn{ní 

vyplýv{, že tuto metodu lze použít především pro sledov{ní změn v poměrném 

zastoupení jednotlivých fosfolipidových tříd v dlouhodobém trendu 
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Abstract 

The thesis is dedicated to the phospholipids and their polar headgroups 

analysis by gas chromatography, capillary electrophoresis and mass 

spectrometry. Phospholipids are the most important polar lipids and they are 

classified into phospholipid classes according to their phosphorylated groups. 

Phospholipids can be found in cell membranes and the changes in their ratio 

are monitored to research the impact of external conditions on cells. 

      Actually thin layer chromatography is still used for phospholipid class ratio 

analyses. It is not suitable for microbiological research due to its time 

demandingness. The presented compendium of papers engaged in 

phospholipid classification is targeted on Bacillus subtilis strain, which produces 

potential antibiotics with detergent effect – surfactin. Published methods can be 

used for research of optimal conditions for producing microbe cultivation. 

Because non-polar parts of the phospholipid molecule (fatty acids) can affect 

the analysis methods on spliced polar headgroups have to be designed. 

Capillary electrophoresis and gas chromatography methods were developed 

and the latter one was further optimized for simultaneous analysis with fatty 

acids. 

  Additional part deals with an alternative approach which consists in direct 

injection on mass spectrometer of intact phospholipids without enzymatic 

cleavage neither separation. Principle is based on fact that intensities 

corresponding with individual phospholipid fragments, which are identified to 

phospholipid class, can be summed to groups relevant to phospholipid classes. 

Calculated ratio was compared with traditional procedures. This shows that the 

method can be suitable for monitoring of changes in phospholipid composition 

in long-time trend. 

Keywords: Phospholipids, CE, HPLC, GC, MS 
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Seznam zkratek a symbolů 

APCI chemick{ ionizace za atmosférického tlaku 

 (Atmospheric Pressure Chemical Ionization) 

BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid 

GC plynov{ chromatografie (Gas Chromatography) 

GC-MS plynov{ chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

 (Gas Chromatography – Mass Spectrometry) 

HMDS hexamethyldisilazan 

CHES N-cyklohexyl-2-aminoethansulfonov{ kyselina 

ESI ionizace elektrosprejem (Electrospray ionisation) 

ELSD  detekce pomocí rozptylu světla a odpaření rozpouštědla 

(Electron Light Scattering Detector) 

HPLC vysokoúčinn{ kapalinov{ chromatografie 

 (High Pressure Liquid Chromatography) 

LC-MS kapalinov{ chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

 (Liquid Chromatography – Mass Spectrometry) 

MALDI ionizace a desorpce laserem za přítomnosti matrice 

 (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) 

MALDI-TOF MALDI s průletovým analyz{torem 

 (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation – Time of Flight) 

MEKC micel{rní elektrokinetick{ chromatografie 

 (Micelar Electrokinnetic Chromatography) 

MES 2-(N-morfolin)ethansulfonov{ kyselina 

MS hmotnostní spektrometrie (Mass Spectrometry) 

NMR nukle{rní magnetick{ rezonance 

NP kapalinov{ chromatografie na normální f{zi  

PL fosfolipid(y) 
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TLC tenkovrstv{ chromatografie (Thin Layer Chromatography) 

UPLC ultra vysokoúčinn{ kapalinov{ chromatografie 

 (Ultra High Pressure Liquid Chromatography) 

UV  ultrafialové (spektrum světla) 

UV-VIS  ultrafialové a viditelné spektrum světla 
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1 Úvod 

Tato disertační pr{ce je souč{stí výzkumu zaměřeného na produkční 

vlastnosti bakterie Bacillus subtilis, jež je na PřF UK kultivov{na za účelem 

produkce surfaktinu, lipopeptidu s detergenčními účinky s potenci{lem široce 

účinného antibiotického léčiva *1]. 

Stanovení optim{lních růstových a produkčních podmínek pro kultivaci 

mikrobů je komplikované *2+, neboť pro hodnocení vhodnosti těchto podmínek 

je nutno vych{zet z nepřímých životních projevů mikroorganismů. Jednou z 

charakteristických odpovědí bakterií na změny v životním prostředí jsou 

změny ve složení cytoplazmatické membr{ny *3]. Buněčné membr{ny 

ohraničují buňku i její jednotlivé organely, zajišťují ochranu vnitřního prostoru 

před vnějšími vlivy, l{tkovou výměnu a buněčnou komunikaci, a proto jejich 

reakce na změny v okolním prostředí zahrnuje množství projevů, které nelze 

dost dobře sledovat jednotlivě. 

Hlavní stavební l{tkou buněčných membr{n jsou fosfolipidy. Z chemického 

hlediska se jedn{ o amfifilní l{tky, tvořené dvěma mastnými acylovými řetězci 

a pol{rní hlavicí. Zatímco analýza mastných kyselin se dlouhodobě prov{dí 

pomocí GC-MS [4+, instrument{lní analýza pol{rních hlavic, kter{ by se 

celosvětově prosadila, doposud chybí. St{le se použív{ časově n{ročný a 

nepříliš selektivní způsob stanovení, který v sobě zahrnuje separaci na TLC *5], 

vyškrab{ní jednotlivých zón, jejich n{sledn{ derivatizace a spektrofotometrické 

stanovení koncentrace vzniklého komplexu. Zdaleka největší nevýhodou tohoto 

přístupu je čas. K výsledku analýzy to od odebr{ní mikrobiologického vzorku 

trv{ necelý týden, nehledě na nutnost pl{novat analýzu na první dny 

pracovního týdne při jednosměnném provozu. Tyto a další nevýhody 

(n{ročnost na materi{l, pracovní sílu) vedly k potřebě vývoje rychlé, 

instrument{lní, spolehlivé, jednoduché a nen{ročné metody pro potřeby 
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biologického pracoviště, kterou by mohl být st{vající postup nahrazen. Jelikož 

se fosfolipidy podle své pol{rní hlavice dělí do příslušných tříd, je pro 

biotechnologický výzkum nejdůležitější jejich vz{jemný poměr, jehož znalost 

umožňuje mimo jiné sledov{ní trendů a adaptace na prostředí. Proto je 

u vyvíjené metody kladen důraz na rozlišení, reprodukovatelnost a 

jednoduchost kvantifikace. 

Cílem této pr{ce je vyvinout metodu, kter{ by co nejlépe vyhovovala 

požadavkům mikrobiologické laboratoře a n{sledn{ validace vyvinuté metody, 

jež by umožnila převzetí metody případnými dalšími pracovišti. Dalším cílem 

je popis chov{ní samostatných pol{rních hlavic jako skupiny analytů, které 

nebylo z tohoto úhlu pohledu podrobněji zkoum{no, který by napomohl 

budoucím změn{m ve vyvinutých metod{ch v případě požadavků konkrétní 

laboratoře. Publikace uvedené v příloh{ch #1-4 se věnují těmto cílům s ohledem 

na složení membr{nových lipidů různých kulturních kmenů bakterie Bacillus 

subtilis. Analytické metody, jimiž se tyto publikace zabývají, představují různé 

přístupy k stanovení poměru jednotlivých fosfolipidových tříd. 
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2 Teoretická část 

2.1 Vlastnosti a struktura fosfolipidů 

Fosfolipidy (PL) jsou souhrnnou skupinou pol{rních lipidů, jež obsahují 

ve své molekulové struktuře jeden či více atomů fosforu. Z chemického 

hlediska se jedn{ o estery L-glycerolu s kyselinou fosforečnou, případně jejím 

esterem a mastnými kyselinami. Mastn{ kyselina na prvním uhlíku je zpravidla 

nasycen{, zatímco mastn{ kyselina na prostředním uhlíku býv{ často 

nenasycen{, nicméně výjimky existují. Kyselina fosforečn{ (fosfoester) je však 

vždy v{z{na na třetím uhlíku. Jelikož fosfolipid je na rozdíl od glycerolu l{tkou 

opticky aktivní, je možné pozice na glycerolovém řetězci ve fosfolipidech pro 

usnadnění orientace číslovat uhlíky sn-1 až sn-3. Fosfolipidy tvoří celkem 

různorodou skupinu chemických l{tek, kter{ se d{le dělí na jednotlivé 

fosfolipidové třídy podle fosfoesterů, nav{zaných na glycerolový skelet. 

V současné době se uvažuje necel{ desítka fosfolipidových tříd, mezi 

nejzn{mější patří fosfatidylcholin, fosfatidylglycerol, fosfatidylethanolamin, 

fosfatidylinositol, fosfatidylserin, kyselina fosfatidov{ a kardiolipin 

(difosfatidylglycerol) [6+. Mimo tyto z{kladní třídy existují ještě lysofosfolipidy, 

případně molekuly, jež se nedají jednoznačně zařadit do výše zmíněných tříd 

(např. lysylfosfatidylglycerol). 

Fosfolipidové třídy tedy zahrnují chemické l{tky se stejnou pol{rní hlavicí, 

ale s různými mastnými kyselinami. Zastoupení mastných kyselin v molekule 

m{ významný vliv na fyzik{lní vlastnosti a pr{vě podle fyzik{lních vlastností 

byla historicky definov{na frakce pol{rních lipidů, ve které tvoří fosfolipidy 

hlavní podíl. Ačkoli se PL extrahují z biologických vzorků společně s lipidy 

a dalšími lipofilními l{tkami, jejich chov{ní není čistě hydrofobní, nýbrž 

amfifilní. Ve vodném prostředí tvoří nepravé roztoky, které v z{vislosti 

na koncentraci PL mohou mít různou podobu. Při nižší koncentraci tvoři PL 
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ve vodě micely, útvary tvořené fosfolipidovými molekulami orientovanými 

pol{rními hlavicemi směrem k rozpouštědlu (tj. ven z micely) a mastnými 

řetězci k sobě navz{jem dovnitř micely *7+. Podobné chov{ní je pro pol{rní 

lipidy typické, nicméně počet molekul v micele a s tím související kritick{ 

micel{rní koncentrace se pro různé chemické l{tky mírně liší. Dalším útvarem 

tvořeným fosfolipidy je liposom. Tvoří jej ř{dově větší množství molekul než 

micelu, též jeho vnitřní uspoř{d{ní je jiné. Směrem k rozpouštědlu se tv{ří 

stejně jako micela, ale jeho vnitřní č{st není tvořena mastnými řetězci, nýbrž 

pol{rními hlavicemi jiných fosfolipidových molekul. Obojí fosfolipidy jsou 

k sobě orientov{ny mastnými řetězci, jež vytv{řejí hydrofobní barieru mezi 

vnitřkem liposomu, který může obsahovat nějakou pol{rní l{tku, a okolním 

prostředím. Složení vnější a vnitřní č{sti hranice směsného liposomu není 

identické, možnost překl{pění fosfolipidových molekul mezi vnější a vnitřní 

č{stí samovolně neprobíh{ a je spíš ojedinělé. V případě, že útvar podobný 

liposomu dosahuje takových rozměrů, že jeho povrch vykazuje vlastnosti 

plan{rního útvaru, se hovoří o lipidické dvojvrstvě *8+. Lipidickými 

dvojvrstvami jsou membr{ny buněk i jednotlivých organel, avšak tyto obsahují 

mimo lipidů také proteiny a mnoho dalších l{tek, sloužících mimo jiné 

k zabr{nění rozpadu dvojvrstvy na menší útvary (Obr. 1.). 

 

 

Obr 1. Náčrt obecné struktury fosfolipidu a fisfolipidové dvojvrstvy [9] 
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2.2 Význam fosfolipidů 

 Fosfolipidy jsou souč{stí všech živých organismů, vyskytují se v buňk{ch, 

kde tvoří nejdůležitější stavební prvek cytoplazmatické membr{ny i membr{n 

jednotlivých organel. Fosfolipidové složení výrazně ovlivňuje fyzik{lní 

vlastnosti cytoplazmatické membr{ny, jako jsou její fluidita, permeabilita, 

tlakov{ a teplotní stabilita [10]. Tyto vlastnosti jsou určující pro schopnost 

buňky existovat v jejím přirozeném či aktu{lním prostředí, a tudíž reakce 

buňky na změny prostředí jsou obvykle vyj{dřeny pr{vě změnami ve 

složení její cytoplazmatické membr{ny. Pomocí těchto změn lze nepřímo 

sledovat vliv vnějšího prostředí na růstové či produkční vlastnosti buněk, čehož 

se využív{ v mikrobiologickém a biotechnologickém výzkumu *3]. 

 Mimo buněčných membr{n se fosfolipidy vyskytují také v surových 

potravin{řských olejích a tucích. I tyto fosfolipidy jsou membr{nového původu 

a vzhledem ke svým vlastnostem se extrahují společně s triacylglyceroly. 

Z hlediska potravin{řského průmyslu se jedn{ o než{doucí l{tky, které je nutno 

odstraňovat. Jejich amfifilní vlastnosti zvyšují aktivitu vody v olejích, čímž 

snižují odolnost produktu vůči mikrobi{lní degradaci. Díky těmto vlastnostem 

je naopak možno použít fosfolipidy jako emulg{tory *11+. Jelikož je celosvětov{ 

popt{vka po potravin{řských emulg{torech vysok{ a fosfolipidy tvoří pouze 

odpadní surovinu, jejich produkce není dostačující, a proto je nutno l{tky 

s podobnými vlastnostmi vyr{bět synteticky *12+, případně modifikací 

přírodních lipidů. Paradoxně jsou fosfolipidy nutričně celkem hodnotnou 

složkou potravy a i přes schopnost člověka syntetizovat fosfolipidy pro tvorbu 

buněk, našly v podobě lecitinu uplatnění jako potravní doplňky. 

 



2 Teoretick{ č{st
 

 15 

2.3 Možnosti analýzy fosfolipidů 

Tradiční metodou, jež se v mikrobiologickém výzkumu st{le použív{, je 

tenkovrstv{ chromatografie s n{slednou derivatizací a spektrofotometrickou 

detekcí. V tomto uspoř{d{ní se fosfolipidy separují podle svých pol{rních 

hlavic na tenké vrstvě s pol{rní stacion{rní f{zí. Rozdělené zóny frakcí analytů 

je nutno vyškrabat z tenké destičky a stanovit v nich obsah fosforu. Ten se 

prov{dí pomocí reakce s molybdenanem amonným ((NH4)2MoO4), n{sledované 

filtrací a změření absorbance přímo úměrné koncentraci vzniklé 

fosfomolybdenové modři *5+. Tento analytický postup m{ řadu nevýhod, jež 

vyplývají především z  použítí sledu jednotlivých operací se vzorkem, které 

nelze automatizovat na rozdíl od instrument{lních metod. Nutnost 

vyškrab{v{ní skvrn se negativně projevuje v případě jejich č{stečného 

překryvu, kdy nejde jednoduše rozdělit skvrny do dvou frakcí, na rozdíl od 

peaků v chromatogramu. Nelze přehlédnout ani potřebu připravovat tenké 

vrstvy ručně, jelikož ty komerčně dod{vané ne vždy vyhovují požadavkům na 

reprodukovatelnost výsledků. Největší nevýhodou je ale časov{ a person{lní 

n{ročnost. Vyvíjení TLC, schnutí destičky a derivatizace trv{ zpravidla několik 

dní. Pro procesní analýzy a průběžné monitorov{ní výzkumu je tedy tradiční 

postup vcelku nevhodný, zejména proto, že neumožňuje analýzu on-line . 

Instrument{lních metod byla k analýz{m fosfolipidů použita cel{ řada. A to 

jak chromatografických *13+, elektromigračních*14], tak i spektrometrických bez 

předchozí separace (NMR, MS) *15,16+. Jelikož biologické membr{ny, 

především u bakterií, často neobsahují všechny fosfolipidové třídy, různ{ 

pracoviště používají instrument{lní metody optimalizované dle specifikace 

konkrétních mikrobů. Z těchto důvodů, a také pro chemickou různorodost, se 

dosud neprosadila univerz{lní instrument{lní metoda, kter{ by byla přijím{na 

napříč výzkumnými laboratořemi, a tudíž umožnila snadné porovn{v{ní 
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výsledků mezi sebou. Protože mnoho běžně zkoumaných mikrobů tvoří pouze 

některé pol{rní hlavice, pro potřeby výzkumných laboratoří postačují metody 

umožňující stanovit pouze k nim n{ležící fospfolipidové třídy. Pro potřeby 

sledov{ní některých biotechnologických procesů často dostačuje sledovat pouze 

poměr mezi nejhojněji zastoupenými fosfolipidovými třídami. Ještě jednodušší 

variantou předchozího přístupu je stanovení podílu jedné fosfolipidové třídy ve 

frakci fosfolipidů či pol{rních lipidů. Potřeba univerz{lní a robustní metody, jíž 

by bylo lze stanovit poměrné zastoupení fosfolipidových tříd, je vním{na 

s různou intenzitou. Do budoucna by tato metoda mohla být perspektivní 

n{stroj pro identifikaci mikrobi{lních rodů a druhů, podobně jako např. 

Gramovo barvení, protože tvorba určitých tříd či její potlačení je pro některé 

rody a druhy charakteristick{. 

V současné době je nepříliš rozšířeným přístupem analýza samotných 

pol{rních hlavic *17+. Analýza fosfolipidových tříd v dnešní době spočív{ téměř 

výhradně ve stanovov{ní intaktních fosfolipidů s tím, že vliv acylových řetězců 

v molekule se zanedb{v{. Tento předpoklad může v konkrétních aplikacích 

obst{t, ale při použití některých technik se vliv délky a tvaru acylových řetězců 

projeví a znemožní spolehlivou identifikaci. Analýza pol{rních hlavic, 

odštěpených z glycerolového řetězce by tomuto vlivu zamezila, navíc lze 

předpokl{dat budoucí vývoj metod, jež by umožnily souběžné stanovení 

pol{rních hlavic i mastných acylů během jedné analýzy.  

 

2.3.1 Kapilární elektroforéza 

Protože jsou fosfolipidy ve svém nativním stavu amfifilními l{tkami, je pro 

jejich analýzu vhodnější kapil{rní elektroforéza v nevodném prostředí [18], 

případně micel{rní elektrokinetické kapil{rní chromatografie (MEKC) [19] spíše 

než klasick{ kapil{rní zónov{ elektroforéza. Fosfolipidy téměř neabsorbují 
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v UV ani ve viditelné oblasti z{ření, tudíž se pro jejich spektrofotometrickou 

detekci používalo nepřímé stanovení [20+. Dalšími metodami detekce byla 

fluorescence [21] a hmotnostní spektrometrie *22+, jež je výhodn{ pro spojení 

s nevodnou elektroforézou. 

Pro analýzu intaktních fosfolipidů představuje největší problém vliv 

acylových řetězců na separaci *23+, který znemožňuje stanovit elektroforetické 

mobility pro příslušné fosfolipidové třídy. Je n{padné, že pr{ce, zabývající se 

elektroforézou fosfolipidů v nevodném prostředí, experimentují s fosfolipidy 

s definovaným acylovým složením *24+, případně porovn{vají fosfolipidové 

třídy s identickými acyly *25+. Tímto problémem analýza pomocí MEKC, dle 

publikovaných prací, nejspíš tolik netrpí *26,27+, minim{lně se o těchto 

problémech pr{ce o MEKC separacích nezmiňují [28,29+. Nicméně velkou 

nevýhodou v tomto uspoř{d{ní je krajně obtížné použití spektrofotometrické či 

vodivostní detekce. 

Analýza samotných pol{rních hlavic pomocí kapil{rní zónové elektroforezy, 

případně MEKC [30] není příliš čast{. Většina prací na toto téma se zabýv{ 

stanovením pouze jednoho z fosfoesterů. Nejběžněji se stanovuje fosfoserin, 

případně fosfoethanolamin [31] a to v r{mci analýzy aminokyselin. Mimo toho 

byla kapil{rní elektroforéza použita k separaci různých isomerů 

fosfoinositolu [32+, nicméně pr{ce zabývající se dalšími fosfoestery, případně 

touto skupinou jako celkem dosud chyběly. Jelikož ani fosfoestery příliš 

neabsorbují v ultrafialové ani ve viditelné oblasti, byla k detekci použív{na 

fluorescence [33+, a to jak pomocní derivatizačních činidel [34+, jež jsou sice 

vhodn{ pro aminokyseliny, avšak nepoužiteln{ pro další fosfoestery, tak 

laserem indukovan{ fluorescence [35,36+ a nepřímé spektrofotometrické 

stanovení *37]. 
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2.3.2 Plynová chromatografie 

Plynovou chromatografií se standardně stanovuje acylové složení PL. 

Intaktní fosfolipidy se vzhledem k své molekulové hmotnosti a malé těkavosti 

pomocí GC běžně nestanovují. Jelikož se PL mezi sebou liší v acylovém složení, 

tak by ani nebylo dost dobře možné stanovovat pomocí GC fosfolipidové třídy, 

protože by molekuly PL s různými acyly eluovaly v různých časech. Stanovení 

fosfoesterů, pol{rních hlavic odštěpených od fosfolipidového řetězce, vyžaduje 

pro GC analýzu vhodn{ derivatizační činidla [38,39], jež se nav{ží na 

hydroxylové a aminové skupiny, znemožní ionizaci molekul, vytv{ření 

vodíkových můstků a zvýší těkavost analytů. 

V praxi se, podobně jako v analýze kapil{rní elektroforézou (kap. 2.3.1 

Kapilární elektroforéza), stanovovaly fosfoestery obsahující dusík, a sice jak v 

r{mci souboru aminokyselin [40,41], tak samostatně [42]. Tyto pr{ce, věnující se 

stanovení aminokyselin pomocí GC poch{zí z doby, kdy se MS detekce 

postupně rozšiřovala, a tak je možné dohledat MS spektra analytů [43], jež se 

nenach{zí v komerčních datab{zích. Z{roveň byly vyzkoušeny různé postupy 

derivatizace, a to alkylace [44] a silylace [45]. Pro derivatizaci celého souboru 

fosfoesterů, jejichž reaktivita se silylačními činidly je různ{, bylo nutno použít 

silylaci dvoustupňovou, jež využív{ sledu slabšího a silnějšího silylačního 

činidla [46].  

 

2.3.3 Kapalinová chromatografie 

Fosfolipidy jako amfifilní tedy i pol{rní l{tky lze analyzovat pomocí HPLC. 

Publikované pr{ce se až na výjimky *47, 48+ týkají pouze intaktních fosfolipidů, 

případně lipidů obecně. Vzhledem k absenci chromoforních i elektroaktivních 

skupin v PL, není možné použít spektrofotometrický detektor. Tato skutečnost 

klade velké n{roky na instrument{lní vybavenost pracoviště, prim{rně se 
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pracuje s hmotnostně spektrometrickým detektorem *49+, méně často s ESLD 

detektorem [50, 51+. Mimo těchto n{ročných detektorů je možné PL vhodně 

derivatizovat a použít fluorescenční detektor *47+. Co se týče uspoř{d{ní 

vlastního HPLC, dnes se preferuje především HILIC mód, případně klasick{ 

NP, reversní f{ze není pro fosfolipidy příliš vhodn{, acylové složení 

jednotlivých PL by mohlo ovlivnit separaci. Jelikož jsou PL pol{rní l{tky a mají 

poměrně vysoké retenční časy *52+, preferuje se téměř výhradně gradientov{ 

eluce i při separaci v UPLC *53+. Volba mobilní f{ze je určena nejen módem 

(HILIC vs. NP), ale také použitým extrakčním činidlem. Z{kladem je buďto 

methanol nebo acetonirtil, tedy celkem pol{rní rozpouštědlo, v r{mci gradientu 

se polarita ještě zvyšuje podílem vody. Pufry ani kyseliny či z{sady se 

zpravidla nepoužívají. 

Fosfolipidy se v re{lných vzorcích analyzují buďto přímo, a v tom případě je 

nutno zohlednit vliv matrice (neutr{lních lipidů aj.) při volbě mobilní f{ze, 

anebo je možné PL prekoncentrovat pomocí extrakce na pevné f{zi *54]. 

Nejčastěji používané MS detektory používají jako ionizační techniku 

elektrosprej, čímž je umožněno sledovat i případné acylové složení jednotlivých 

PL [55+. Spolu s datab{zemi naměřených l{tek je to vskutku účinný n{stroj, ale 

jeho nevýhoda spočív{ v obtížné dostupnosti pro pracoviště, které se na pr{ci s 

HPLC-MS vyloženě nespecializuje, a v komplikovanosti naměřených spekter, 

kdy je cílem měření pouze zastoupení jednotlivých tříd, nikoliv stanovení 

jednotlivých molekul. Metoda, kter{ by byla vhodn{ pro takto jednoduch{, dalo 

by se říci až screeningov{ stanovení, např. využívající jednoduché derivatizace 

pro detekci klasickým spektrofotometrockým detektorem, chybí. Stejně tak 

chybí metody, které by se zabývaly mimo intaktních lipidů hydrolyzovanými 

pol{rními hlavami PL jako skupinou analytů, aby bylo možné takto postupovat 

skutečně univerz{lně bez ohledu na jejich acylové složení. 
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2.3.4 Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie se pro analýzu fosfolipidů nepoužív{ pouze jako 

detekční system u instrument{lní separace, nýbrž i v přímém n{střiku bez 

separace [56], případně pro off-line identifikaci fosfolipidů po TLC 

analýze [57,58]. V těcho případech se používají výhradně měkké ionizační 

techniky, aby nedoch{zelo k destrukci molekulového iontu. Zdaleka 

nejpoužívanější ionizační technikou je ionizace a desorpce laserem za 

přítomnosti matrice (MALDI). Tato technika se použív{ většinou spolu 

s průletovým analyz{torem (MALDI-TOF). Hlavní předností tohoto uspoř{d{ní 

je velké rozlišení, jež umožňuje velmi přesné stanovení molekulové hmotnosti 

molekulového iontu, jíž se využív{ pro identifikaci především 

vysokomolekul{rních l{tek *59]. 

V mikrobiologii se pomocí MALDI-TOF klasifikují bakteri{lní proteiny, 

čehož se použív{ k potvrzení rodové a druhové příslušnosti mikrobů *60]. 

Pro zvýšení spr{vnosti identifikace lze použít MALDI-TOF také k analýz{m 

mikrobi{lních lipidů. Schopnost tvořit určité fosfolipidové třídy a mastné 

kyseliny je geneticky dan{, a tudíž jejich přítomnost může být jedním 

z určujících faktorů druhové příslušnosti bakterií. Nicméně molekul{rní 

hmotnost (fosfo)lipidů je ř{dově nižší než proteinů, a proto jsou matrice 

používané pro MALDI analýzu proteinů pro analýzu lipidů poněkud méně 

vhodné.  Pro analýzu takto nízkomolekul{rních l{tek byla vyvinuta vysoce 

bazick{ matrice tzv. protonov{ houba *61], 1,8-bis(dimethylamino)naftalen. 

Klasifikace lipidů (pomocí MALDI) našla uplatnění i v dalších biologických  

oborech. Patří mezi ně identifikace pylových zrn *62+ a samozřejmě olejnin a 

olejů*63+. I zde se samozřejmě jako v případě mikrobů jedn{ o jednu z mnoha 

analýz sloužících k zařazení biologického matri{lu pod spr{vný rod a druh *64]. 
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Největší nevýhodou MALDI-TOF je obtížn{ kvantifikace, jež prakticky 

vylučuje stanovení poměru jednotlivých fosfolipidů. Dalším, specifickým 

problémem, který MALDI sdílí obecně s metodami přímého n{střiku MS je 

analýza jednotlivých chemických l{tek, jež by vyžadovala více či méně složité 

výpočty pro určení poměru jednotlivých fosfilipidových tříd. 
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3 Výsledky a diskuse 

3.1 Kapilární elektroforéza 

Fosforylované hlavice pol{rních lipidů obsahují mimo organické č{sti také 

disociovatelné hydroxylové skupiny, a tudíž se ve všech případech jedn{ o 

anionty. Po odštěpení z glycerolového skeletu mohou mít jednotlivé pol{rní 

hlavice, v z{vislosti na pH, celkový (efektivní) n{boj mezi 1+ a 3-. Tyto 

skutečnosti umožňují separaci jednotlivých fosfolipidů v elektrickém poli 

pomocí kapil{rní zónové elektroforézy. 

Intaktní fosfolipidy jsou amfifilní l{tky, mimo fosforylované hlavice obsahují 

ještě dva mastné acyly, a proto je jejich rozpustnost v pol{rních rozpouštědlech 

velmi omezen{. Navíc jsou fosforylované hlavice tvořeny chemicky 

nesourodými deriv{ty kyseliny fosforečné, čímž se volba rozpouštědla a 

n{sledně separačního elektrolytu ještě zužuje. Z těchto důvodů se fosfolipidy 

separují pomocí elektroforézy v nevodném prostředí. Separační elektrolyt 

(acetonitril:propan-2-ol, 3:2 v:v; 60 mmol/l octan amonný, 0,3 % kyselina octov{) 

byl zvolen dle dříve publikované literatury [28+. Směsi organických 

rozpouštědel, jež se běžně používají k extrakci fosfolipidů,  nejsou pro přípravu 

nevodného separačního elektrolytu vhodn{. Folchovo činidlo (směs 

chloroform-methanol) se neslučuje s UV detekcí; zatímco směs hexan-

propan-2-ol zase není vhodn{ pro rozpouštění iontových l{tek (kyselin, solí).  

Přestože byly úspěšně separov{ny standardy fosfolipidů, které odpovídaly  

jednotlivým fosfolipidovým tříd{m (podmínky viz Obr. 2.), pro měření většiny 

re{lných vzorků nelze toto uspoř{d{ní použít. Standardy fosfolipidů se 

většinou dod{vají s definovaným složením mastných kyselin, a tudíž migrační 

časy odpovídají pouze fosfolipidům s tímto složením mastných kyselin. 

Naproti tomu fosfolipidy z biologických vzorků obsahují ř{dově desítky druhů 

mastných kyselin, které se navíc mohu vyskytovat nerovnoměrně zastoupené 
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napříč fosfolipidovými třídami. Z výsledků (Obr. 2.) vyplýv{, že délka 

hydrofobního řetězce výrazně ovlivňuje elektroforetickou mobilitu. Proto není 

možné porovn{vat migrační časy fosfolipidů stejné třídy, jež se v acylovém 

složení liší, ani není možné zd{rně separovat směsi intaktních fosfolipidů, které 

obsahují různé mastné řetězce. 

  

Obr. 2 Elektroferogram membránových lipidů (A; B) s přídavkem standardů fosfatidylgylcerolu 

(C) a fosfatidylethanolaminu (D). Separační elektrolyt: acetonitril:propan-2-ol, 3:2 (v:v); 0,3 % 

kyselina octová; 60 mmol.l
-1

 octan amonný, spektrofotometrická detekce při 205 nm. 

 

Pr{vě nemožnost určit elektroforetickou mobilitu pro jednotlivé 

fosfolipidové třídy (nez{visle na acylovém složení) vedla k analýze samotných 

pol{rních hlavic, tedy fosfoesterů. Pol{rní hlavice se získají z intaktních 

fosfolipidů štěpením fosfolipasou C, regioselektivním enzymem, který 

hydrolyuje vazbu mezi glycerolovým skeletem a fosf{tem (pol{rní hlavicí). Na 

rozdíl od separace intaktních lipidů se v případě separace pol{rních hlavic 

použily elektrolyty vodné, a sice v intervalu pH 4 až 11,5. Protože fosf{t je 

jedním z analytů (odštěpuje se z kyseliny fosfatidové), nebylo možné používat 

fosf{tové pufry, nicméně ž{dn{ další omezení pro výběr elektrolytů nejsou 

zn{ma. V průběhu experimentů se uk{zalo jako nutné používat elektrolyty 

s konstatntí iontovou silou, aby nedoch{zelo k posuvům migračích časů. Proto 
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je nezbytné používat pufry s definovanou kyselou i z{saditou složkou a pH 

d{le neupravovat. 

Pro volbu separačního elektrolytu se přihlíželo k dostatečnému rozlišení 

mezi jednotlivými analyty. Uk{zalo se, že pro rozlišení je klíčové, aby byly 

analyty co nejvíce deprotonované, a tedy aby se jejich mobility co možn{ 

nejvíce lišily. Kyselé elektrolyty formi{t a acet{t (pH < 4) se uk{zaly jako 

nevhodné pro separaci, neboť nebyly schopné zajistit ani reprodukovaelný 

elektroosmotický tok. Citr{tový pufr (pH 6), nejspíš pro pH blízké neutr{lnímu, 

zase fosforylované hlavice téměř nerozpouští. V z{saditém pH naopak byly 

separace mnohem účinější. Mimo pH 8 (MES) a pH 9 (tetraboritan disodný), se 

jako optim{lní uk{zalo pH 10 (CHES+Li+). Použitím tohoto elektrolytu 

se dvěma definovanými složkami se dos{hlo dostatečného rozlišení analytů 

(přes 1,5) i uspokojivé opakovatelnosti měření. Posledním úskalím této separace 

je nesymetrický tvar peaků (Obr. 3), jež se navíc zhoršuje s migračním časem. 

Nicméně rozdílnost mobilit mezi analyty, respektive rozdíl mezi mobilitou 

nejpomalejšího analytu a aniontu tvořícího separační elektrolyt je příliš vysok{, 

a tudíž nejde tento nedostatek dost dobře odstranit. Další zvýšení pH (až na 

11,5), čímž by se dos{hlo úplné deprotonizace analytů, postr{d{ smysl, protože 

by se rozdíly mezi elektroforetickými mobilitami naopak snižovaly, a to by bylo 

ke škodě separace.  

  

Obr. 3 Elektroferogram hydrolyzátu lyzátu bakteriální membrány (A) a ekvimolární směsi 

standardů fosfoesterů (B); elektroosmotický tok (1), fosfoethanolamin (2), fosfoserin (3), 

fosfogylcerol (4), fosfát (5); UV detekce při 205 nm 
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Separační elektrolyt CHES-Li (pH 10) byl tedy optimalizov{n [65+,  n{sledně 

validov{n a použit pro analýzu vzorku membr{nových lipidů bakterie Bacillus 

subtilis (Obr. 3). Všechny fosforylované hlavice, odpovídající fosfolipidovým 

tříd{m, byly ve vzorku určeny. Poměrné zastoupení fosfolipidových tříd 

zhruba odpovíd{ poměru příslušných intaktních fosfolipidů dříve měřených 

pomocí TLC *66+. Pouze koncentrace fosfoethanolaminu vyšla nižší než bylo 

oček{v{no; fosfatidylethanolamin je druhým nejvíce zastoupeným fosfolipidem 

ve vzorku. Takto nízk{ naměřen{ koncentrace může být způsobena rozkladem 

fosfoethanolaminu. Jelikož byly oba vzorky izolov{ny stejným způsobem, je 

nepravděpodobné, že by došlo ke ztr{tě během tohoto procesu. Případný 

rozklad fosfoethanolaminu během enzymového štěpení nelze potvrdit, mimo 

jiné i proto, že dodan{ fosfolipasa C m{ definovanou pouze katalytickou 

aktivinu, ale ne už čistotu či (regio)selektivitu. 

Pro stanovení poměru jednotlivých fosfolipidových tříd pomocí kapil{rní 

elektroforézy je za současné situace nejdůležitějším krokem odštěpení 

fosforylovaných hlavic z glycerolového skeletu, jež musí probíhat 

regioselektivně, tedy aby nedošlo k destrukci samotných pol{rních hlavic. 

Klíčovým faktorem je tedy použití enzymaticky čisté, regioselektivní 

fosfolipasy C s dostatečnou enzymovou aktivitou. Takto enzymaticky štěpené 

vzorky již není třeba d{le derivatizovat či jinak upravovat pro analýzu. 

 

3.2 Plynová chromatografie 

Fosforylované hlavice lze pomocí plynové chromatografie vzhledem k jejich 

iontovému charakteru stanovit pouze ve formě deriv{tů. Jako použit{ 

derivatizační metoda byla zvolena trimethylsilylace, vych{zející z postupu pro 

silylaci sacharidů *67+, jež byla n{sledně optimalizov{na. 
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Jelikož fosforylované hlavice obsahují funkční skupiny s různou reaktivitou, 

bylo nutné použít dvoustupňovou silylaci. Nejprve se použije slabší silylační 

činidlo (HMDS) pro silylaci reaktivnějších (zejm. hydroxylových) skupin, tento 

krok se prov{ní při nižší teplotě a v delším časovém úseku a n{sledně se 

použije reaktivnější činidlo (BSTFA) pro silylaci především aminových skupin, 

které s HMDS nereagují. Použití pouze silnějšího činidla není vhodné, neboť 

reakce by probíhala příliš bouřlivě, doch{zí ke sr{žení produktu a tím k obtížně 

reprodukovatelným výsledkům. 

Pomocí chromatografického programu EzGC 2.2 (Restek), byla 

optimalizov{na vlastní separace trimethylsilylderiv{tů, aby se zkr{tila 

separační doba při zachov{ní dostatečného rozlišení 1,5. Do optimalizace byly 

d{le zahrnuty retenční časy trimethylsilylderiv{tů mastných kyselin, jež se 

pomocí GC tradičně stanovují, aby bylo možné analyzovat mastné kyseliny 

spolu s pol{rními hlavicemi během jedné analýzy, čímž by se výrazně 

zjednodušilo studium fosfolipidů a uspořil čas. Deriv{ty všech pol{rních hlavic 

eluují před deriv{ty mastných kyselin vyskytujících se v membr{nových 

lipidech sledovaného bakteri{lního kmene Bacillus subtilis, a proto je možné 

použít takto optimalizovanou metodu také pro analýzu  (parametry viz Obr. 4) 

trimethylsililovaných pol{rních hlavic. 
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Obr. 4 SIM chromatogramy trimethylsilylovaných polárních hlavic a mastných kyselin 

derivatizovaných fosfolipidů z membrány bakterie (A) a směsi standardů (B): fosfoglycerol (1), 

fosfoethanolamin (2), fosfoserin (3), myristát (4), 13-methylmyristát (5), 12-methylmyristát (6), 

palmitoleát (7), palmitát (8), 15-methylpalmitát (9), 14-methylpalmitát (10), Oleát (11), Stearát (12); 

Teplotní program: počáteční teplota 150 °C (1 min), 14 °C.min
-1 

do 250 °C; MS detekce při m/z 55, 

73, 75, 117, 129, 174, 188, 299, 356, 357, EI 70 eV 

 

Optimalizace derivatizačního postupu byla provedena pomocí statistického 

programu MINITAB 16, a to ve dvou krocích. V první f{zi byly zjištěny 

derivatizační parametry, které mají statisticky významný vliv na velikost 

odezev analytů. K tomuto jednoduchému screeningu se použilo schema o 16ti 

experimentech, kde byly určeny jednotlivé parametry derivatizace počítačovým 

programem. Pro vyhodnocení výsledků se přihlíželo k součtu odezev 

fosfoglycerolu, fosfoethanolaminu a fosfoserinu, nejkritičtějších analytů 

s ř{dově menšími relativními odezvami než derivatizovaný fosf{t a mastné 

kyseliny. Alternativně by bylo možné přihlížet pouze k velikosti odezvy pouze 

jednoho analytu, nicméně v případě derivatizovaných fosfoesterů by tento 

postup nebyl výhodný, protože význam ž{dného z těchto analytů není o tolik 

menší, aby jeho upozadění při optimalizaci d{valo smysl. 

V dalším kroku byly statisticky zjišťov{ny optim{lní hodnoty derivatizačních 

parametrů pomocí modelování. Toto statistické schema zahrnuje dalších 14 
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experimentů. Pro analýzu re{lného vzorku byly nakonec zvoleny parametry 

optimalizované pro trojici fosfoesterů (viz Tab. 1).  

 
Tab. 1 Parametry silylace 

Parametr Hodnota 

Poměr HMDS/ACN 1:1 

Objem směsi HMDS/ACN (µl) 200 

Objem kyseliny trifluoroctové (µl) 2,5 

Teplota prvního stupně derivatizace (°C) 100 

Doba prvního stupně derivatizace (min) 60 

Objem BSTFA (µl) 40 

Teplota druhého stupně derivatizace (°C) 100 

Doba druhého stupně derivatizace (min) 15 

 

Identifikace silylovaných analytů byla provedena srovn{ním hmotnostních 

spekter a retenčních časů standardů s knihovnou spekter NIST 2011 a 

s literaturou [43+. Takto získané retenční časy byly n{sledně použity k výpočtu 

retenčních indexů. Pro analýzu v SIM modu byly pro každý analyt zvoleny 

charakteristické m/z fragmenty, které slouží i jako doplňující kvalifikační 

parametr spolu s retenčními indexy (Obr. 5). Stejně tak byly vybr{ny 

charakteristické m/z fragmenty pro silylované mastné kyseliny, především pro 

typické složky membr{ny bakterie Bacillus subtilis - mastné kyseliny s větveným 

řetězcem či lichým počtem uhlíků *68].  
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Obr. 5 Chromatogram trimethylsilylovaných polárních hlavic: fosfoglycerolu (A), 

fosfoethanolaminu (B) a fosfoserinu (C) s příslušnými intenzitami pro vybrané m/z fragmenty. 

Měřeno na koloně DB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm); 2,5 µL objem nástřiku vzorku; teplota 

nástřiku 250 °C, split poměr 1:250, teplotní program: 60 °C, 2 min, následně 9 °C.min
-1

 do 250 °C, 

posléze 5 min. 

  

Pomocí GC-MS lze analyzovat nižší koncentrace analytů než v případě 

kapil{rní elektroforézy (viz kapitola 3.1 Kapilární elektroforéza). Navíc  

derivatizace, především reakce s BSTFA, ještě více zdůrazňuje potřebu 

dostatečně aktivního a regioselektivního enzymu, aby nedošlo k degradaci 

některého z analytů. Ve výše zmíněné kapitole (3.1 Kapil{rní elektroforéza) je 

diskutov{na možnost rozkladu jednoho z analytů během odštepení pol{rní 

hlavice od glycerolového skeletu vinou nedostatečně čistého – regioselektivního 

enzymu. V případě, že by použitý enzym skutečně nebyl dostatečně 

regioselektivní, došlo by pravděpodobně k ovlivnění GC-MS analýzy.  Tento 

jev je umocněn derivatizačním krokem.  

Hlavní výhodou GC-MS metodiky zůst{v{ možnost souběžné analýzy 

složení mastných kyselin i pol{rních hlavic. Další výhodu představuje možnost 

porovn{ní hmotnostních spekter s datab{zemi, kterou lze využít i pro 

identifikaci mastných kyselin, k nimž nejsou k disposici standardy. Ovšem 
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využití těchto možností vyžaduje vyšší pořizovací i provozní n{klady na 

instrumentaci a programové vybavení. 

 

3.3 Kapalinová chromatografie  

I když se fosfolipidy dodnes analyzují pomocí TLC, převedení analogických 

podmínek *68+ do uspoř{d{ní HPLC se příliš neosvědčilo. Hlavní problém 

představuje různ{ rozpustnost fosfolipidů, čímž je velmi omezena volba 

mobilní f{ze. Dalším problémem je nízk{ absorbance v UV-VIS oblasti a s tím 

související vysoký detekční limit fosfolipidů (>0,3 mg/ml), který umožňuje 

stanovit pouze 1-2 majoritní složky. 

Oba tyto problémy HPLC-UV by zd{nlivě mohlo vyřešit spojení LC-MS (více 

v n{sledující kapitole 3.4), nicméně toto uspoř{d{ní (použita  methanolick{ 

mobilní f{ze na b{zi Folchova činidla *69]) k snížení meze deketce nevedlo. 

Použití kvadrupólového MS se pro identifikaci fosfolipidových tříd z důvodu 

nízkého rozlišení příliš nehodí, protože proměnlivé zastoupení mastných 

kyselin ve PL vede k rozdílným molekulovým hmotnostem v r{mci jedné třídy. 

Nelze tedy přesně určit specifickou m/z pro příslušnou fosfolipidovou třídu, 

neboť se jedn{ o směs fosfolipidů, lišících se složením mastných kyselin, a tedy i 

molekulovou hmotností.  Řešením by mohlo být měření v intervalu cca 500-800 

m/z, ovšem pro potřeby analýzy bakteri{lního lyofiliz{tu citlivost tohoto 

postupu stanovení nedostačuje. 

 Příčiny nevhodnosti použití HPLC pro analýzu fosfolipidů jsou nízk{ 

citlivost detekce, a to jak v UV oblasti, tak při měření jednotlivých m/z iontů v 

LC-MS spojení. Analogicky k výsledkům nevodné kapil{rní elektroforézy (3.1 

Kapil{rní elektroforéza) lze předpokl{dat, že by vliv mastných kyselin ve 

fosfolipidových molekul{ch mohl mít nějaký vliv na separaci. V tomto případě 

by bylo možné porovn{vat pouze retenční časy fosfolipidů se stejným složením 
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mastných kyselin. V případě re{lných vzorků by bylo nutné počítat s detekčním 

limitem pro každý jednotlivý fosfolipid namísto fosfolipidové třídy, čímž by se 

stanovení poměrného zastoupení fosfolipidových tříd ještě více komplikovalo. 

 

3.4 Hmotnostní spektrometrie  

Analýza směsi membr{nových lipidů pomocí hmotnostní spektrometrie byla 

nejprve zrealizov{na v uspoř{d{ní MALDI-TOF, nicméně dosažené výsledky, 

se uk{zaly jako nereprodukovatelné. Zejména nerovnoměrn{ spolukrystalizace 

fosfolipidů a matrice, spolu s omezenými možnostmi kvantifikace, znemožňují 

zavední MALDI-TOF jako rutinní metody pro stanovení poměru 

fosfolipidových tříd. 

Další krok spočíval ve spojení LC-MS, nicméně jednotlivé fosfolipidové třídy 

jsou směsi chemických l{tek, a proto nelze určit jediné charakteristické m/z pro 

tyto příslušné třídy. Je tedy nutné prov{dět MS analýzy v určitém intervalu m/z, 

čímž v případě použití kvadrupólu, kles{ výrazně citlivost metody, a to do té 

míry, že ji pro analýzu mikrobi{lních lipidů o sum{rní koncentraci 0,1-1 mg/ml 

nelze použít. 

Stanovení poměru fosfolipidových tříd pomocí LC-MS ztěžuje především 

skutečnost, že v chromatogramech nelze identifikovat fosfolipidy dle jejich m/z 

hodnot bez předchozí znalosti složení vzorku na úrovni zastoupení 

jednotlivých mastných kyselin v příslušných fosfolipidových tříd{ch. Z tohoto 

důvodu, a také především kvůli předpokl{dané vyšší citlivosti, bylo 

přistoupeno k metodě přímého n{střiku vzorku na hmotnostní spektrometr. 
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Tab. 2 Zastoupení jednotlivých fosfolipidů v rámci fosfolipidových tříd lyofilizátu bakterie Bacilllus 

subtilis. 

Měřeno AT 1200 MM-ESI-APCI (61100 Quadrupole LC/MS);  objem nástřiku 5 L; průtok 

5 ml/min; teplota nosného plynu (N2) 300 °C, teplota degaseru 200 °C; napětí 2000 V; proud 2 A. 
 

Mastné kyseliny Zastoupení (%) Fosfolipidová třída 

PA PG PS PE 

C14 x C14 0,9 0,9 - - - 

C15 x C15 16,1 - 16,1 - - 

C15 x C16 9,3 - 9,3 - - 

C15 x C16:1 3,3 - - 3,3 - 

C15 x C17 27,0 2,6 21,8 2,6 - 

C15 x C18 1,8 - 1,8 - - 

C15 x C18:1 6,1 - 6,1 - - 

C16 x C 16:1 7,3 - 4,7 - 2,6 

C16 x C18:1 8,4 4,0 2,2 0,9 1,3 

C16:1 x C18:1 3,2 3,2 - - - 

C17 x C17 6,6 - - - 6,6 

C18 x C18:1 7,3 2,6 3,0 - 1,7 

C18:1 x C18:1 2,5 2,5 - - - 

 

Použitý mutovaný kmen Bacillus subtilis SDB206 [70+ může tvořit teoreticky 

stovku fosfolipidů, jejichž mol{rní hmotnost se nach{zí v intervalu od 591 

(kyselina dimyristoyl-fosfatidov{)  do 790 (distearoyl-fosfoserin) m/z. Vzhledem 

k nerovnoměrnému zastoupení především mastných kyselin byly detekov{ny 

fragmenty odpovídající 23 fosfolipidům (Tab. 2). Ostatní fosfolipidy mikrob 

buďto netvoří, případně tvoří v zanedbatelném množství. Pomocí 

chromatografie ani hmotnostní spektrometrie nelze toto bezpečně zjistit. Navíc 

přím{ MS analýza je semikvantitativní a kalibrace by vyžadovala standardy 

všech 23 detekovaných fosfolipidů, které však nejsou dostupné. MS analýza 

potvrdila dominantní zastoupení fosfatidylglycerolu i podíl fosfoserinu, nižší 

zastoupení fosfoethanolaminu, než by odpovídalo výsledkům metod 

popsaných v předchozích kapitol{ch, což je možno přičítat diskriminaci 

dusíkatých l{tek oproti anionickým fosfolipidům. Jelikož se pol{rní hlavice 

mezi sebou liší v mol{rních hmotnostech o jiné hodnoty, než mastné kyseliny, 

z{měnu individu{lního fosfolipidu za jiný, klasifikovaný do jiné třídy a lišící se 
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mastnými kyselinami, tak aby se rozdíly v molekulových hmotnostech 

vz{jemně kompenzovaly, lze vyloučit. Nejvýhodnější je tedy toto uspoř{d{ní 

zejména pro sledov{ní dlouhodobých trendů, a také pro vyhodnocov{ní 

dopadů vnějších vlivů na změny ve složení biomembr{n *71]. V optim{lním 

případě lze provést prvotní analýzy složení pomocí chromatografických metod, 

zejména při analýz{ch zn{mého vzorku, kde tedy je možno předem určit které 

m/z fragmenty m{ smysl sledovat. V  ide{lním případě lze při znalosti složení 

mastných kyselin i pol{rních hlavic vypočítat molekulové hmotnosti 

fosfolipidů odpovídajících všem jejich teoreticky možným kombinacím. 

Nevýhoda této metody spočív{ především v obtížné kvantfikovatelnosti 

analytů. Aby bylo možné porovn{vat odezvy jednotlivých fragmentů, bylo by 

třeba pořízení standardů s identickým složením mastných kyselin jednotlivých 

fosfolipidů, a to je nad možnosti většiny laboratoří. D{le je nutné používat 

poměrně drahé vybavení, jehož provozní n{klady také nejsou zanedbatelné, 

zatímco výsledn{ data jsou odpovídají spíše jednoduššímu screeningu než 

stanovení. Hlavní výhodu této metody představuje velmi jednoduch{ a 

robustní příprava vzorků a zanedbateln{ n{ročnost na chemik{lie, a tedy 

šetrnost k životnímu prostředí. 
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4 Závěr 

 Byly vyvinuty rychlé, citlivé, spolehlivé a robustní metody pro stanovení 

fosfoglycerolu, fosfoethanolaminu, fosfoserinu a fosf{tu pomocí 

kapil{rní elektroforézy a plynové chromatografie.  

 Tyto metody jsou vhodné pro zjišťov{ní zastoupení fosfolipidových tříd 

v membr{ně produkčního kneme Bacillus subtilis. Metody lze použít také 

pro matrice, které obsahují podobné fosfolipidové složení. 

 Metoda GC-MS byla d{le optimalizov{na, za účelem snížení doby 

analýzy a spotřeby rozpouštědel. V r{mci optimalizace byly parametry 

úspěšně testov{ny pro souběžné stanovení pol{rních hlavic spolu s 

mastnými kyselinami. 

 Souběžn{ analýza pol{rních a nepol{rních č{stí fosfolipidových molekul 

vede k úspoře času a navíc nevyžaduje dvojí vzorkov{ní. Tudíž není 

potřeba dělit vzorek pro dva analytické postupy, případně lze snížit 

počet paralelních stanovení. 

 Analýza intaktních fosfolipidů pomocí elektroforezy není vhodn{, 

protože délka mastných acylů ovlivňuje mobilitu. 

 Kapalinovou chromatografií stanovovat intaktní lipidy lze, nicméně bez 

použití MS detekce nelze separovat v prostředí, jež absorbuje z{ření 

okolo 200 nm. Rozpouštědla, jež při této vlnové délce absorbují, není 

možné použít pro přípravu mobilních f{zí, a to včetně rozpouštědel nižší 

čistoty. Při UV detekci je nízký koncentrační rozsah, zapříčiněný 

pravděpodobně i velkou absorbancí pozadí. Analýza je tudíž celkem 

komplikovan{. 
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 Intaktní fosfolipidy lze stanovovat přímou hmotnostní spektrometrií. Pro 

tyto účely není příliš vhodn{ MALDI-TOF ionizace, jelikož 

spolukrystalizace těchto l{tek nemusí probíhat rovnoměrně a analýza 

celého terčíku by byla časově n{ročn{. Kombinovan{ APCI+ESI je pro 

tyto účely vhodnější, i když je pravděpodobné, že odezvy dusíkatých 

fosfolipidů jsou obecně nižší. 

 Metoda přímého n{třiku na MS dok{že rozlišit desítky jednotlivých 

fosfolipidů, jejichž zařazení do příslušné třídy je jednoznačné. 

 Sice nelze metodou přímého n{střiku zjistit přesnou koncentraci, ale 

v porovn{ní s konvenčními metodami je patrn{ poměrn{ preference 

anionických fosfolipidů oproti dusíkatým. 

 Metoda přímého n{střiku na MS je nejvhodnější pro dlouhodobé 

sledov{ní trendů, kde lze vybrat chrakteristické z{stupce pro každou 

třídu a hodnotit změny v jejich poměrném zastoupení, případně sledovat 

pouze majoritní fosfolipidy pro každou třídu. 
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