I04 JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY
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Die Analyse von Pflanzenlipiden und die Untersuchung ihrer funktionellen Aufgaben
ist schwierig durchzufiihren, da vor einer Bestimmung der einzelnen Stoffe ihre
Abtrennung aus den sehr komplex zusammengesetzten Lipidextrakten erforderlich
ist. Hierzu standen in der Vergangenheit eine Reihe priparativ-chemischer Methoden
zur Verfiigung, deren Genauigkeit fiir analytische Zwecke jedoch nicht ausreichend
warl 2, Einen Fortschritt bedeutete daher die Einfithrung der Chromatographie an
Kieselgelsdulen, obwohl auch hierbei keine voll befriedigenden Auftrennungen er-
zielt werden konnten3.

Die Ergebnisse, die durch Anwendung iiblicher papierchromatographischer
Methoden erhalten wurden, waren ebenfalls nicht sehr ermutigend. BENSON UND
Marvuo* konnten zwar Lipidextrakte aus Pflanzen in vier verschiedene Haupt-
fraktionen auftrennen; trotzdem wurde in dieser wie auch in spidteren Arbeiten die
zuerst von DAawsoN® angewandte Deacylierungstechnik vorgezogen, bei der die nach
schonender hydrolytischer Abspaltung der TFettsiurereste entstehenden wasserlos-
lichen Spaltprodukte chromatographisch identifiziert wurden. Aus dem IErgebnis
dieser Bestimmungen wurde dann auf die Zusammensetzung der nativen Lipide
geschlossen.

Mit dieser Methode konnten in verschiedenen Pflanzen zwei neue Phosphatide,
drei Glykolipide und ein Sulfolipid nachgewiesen werden%®-8, Ein Nachteil des
Verfahrens besteht jedoch darin, dass zur Vermeidung von Realktionen, die {iber die
Abspaltung der TFettsiuren hinausgehen, die Hydrolysebedingungen ausserordent-
lich genau kontrolliert werden miissen und dass Diesterverbindungen die gleichen
Spaltprodukte wie die entsprechenden Lysoverbindungen ergeben?.

Die von MARINETTI und Mitarb.1%1! entwickelte papierchromatographische
Technik an mit Kieselgel imprédgniertem Papier wurde bei der Untersuchung von
Phosphatiden tierischer Herkunft in vielen Fillen erfolgreich angewandt!?, Bei der
Auftrennung der Clhilorella-Lipide liessen sich auf diesem Wege zunichst keine be-
friedigenden Resultate erzielen (FERRARI, nach Zit. 14). IKXATES!? 14 konntc jedoch
durch eine zweimalige Entwicklung mit dem gleichen Lésungsmittel den Trenneffekt
so weit steigern, dass der Nachweis von mindestens 11 Lipidkomponenten im Blatt-
extrakt von Phaseolus multiflorus gelang. Allerdings trat auch hier noch eine Uber-
lagerung einzelner Flecke auf.

* Ncue Anschrift: Institut fiir Zuckerriibenforschung, Goéttingen.
** Direktor: Professor Dr. . SCHNEIDER.
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Bei der Untersuchung der Lipide verschiedener Pflanzenarten liessen sich von
uns an einem kiirzlich im Handel erschienenen Kieselgelpapier (Schleicher & Schiill
289g) sehr gute Auftrennungen dieser komplex zusammengesetzten Gemische erzielen.
Obwohl die Identifizierung aller aufgefundenen Komponenten noch nicht abge-
schlossen ist, soll an dieser Stelle doch schon kurz iiber unsere Erfahrungen bei der
Auftrennung pflanzlicher Lipide berichtet werden.

METHODIK
1. Herstellung dev Lipidlosungen

Die Lipidextraktion wurde in Anlehnung an das Verfahren von BL1GH UND DYER! in
folgender Weise vorgenommen: 100 g frische Blitter werden in 100 ml Chloroform
und 200 ml Methanol ca. 3 Min. im Starmix homogenisiert; danach werden weitere
100 ml Chloroform und etwa 1 Min. spiter 100 ml dest. Wasser hinzugefiigt. Nach
intensivem Mischen wird der Extrakt durch ein Filter abgesaugt. Der Filterriick-
stand mitsamt dem Filter wird nochmals kurz in je 100 ml Chloroform und Methanol
homogenisiert; anschliessend wird das Homogenisat 15 Min. unter Riickfluss ge-
kocht. Nach dem Abkiihlen wird der Extrakt abgesaugt, mit go ml dest. Wasser
versetzt und mit der ersten Lésung vereinigt. Nach mehrstiindiger Aufbewahrung in
der Kilte haben sich der tiefgriine Lipidextrakt und die gelbbraune Waschphase, die
die wasserldslichen Verbindungen enthilt, gut voneinander getrennt. Die organische
Phase wird vorsichtig abgenommen und im Vakuum unterhalb von 35° zur Trockne
gebracht. Zur Chromatographie wird eine 5 %ige Lésung der Lipide in Benzol-Amyl-
alkohol (1:1) hergestellt.

Diese Rohlipidlésungen wurden auch zum Auffinden der giinstigsten Losungs-
mittelsysteme benutzt. Zur Identifizierung einzelner Flecke und zur Ermittlung von
Rp-Werten kamen dariiber hinaus gereinigte Testpriparate zur Anwendung.

2. Clhivomatographische T echnil

Die Trennung wurde bei Raumtemperatur (x8-22°) nach der aufsteigenden Methode in
Glasstutzen mit eingeschliffenem Deckel durchgefiihrt. Die fiir das Kieselgelpapier
(Schleicher & Schiill 28g) brauchbaren Losungsmittelsysteme sind in Tabelle I

TABELLE I
LOSUNGSMITTELSYSTEME
(Angaben in Volumenteilen)

Ldsungsmittel 7 174 rir I vV r I VI X X
Tetrahydrofuran 45 45 45 — —_— —_— — — — —_
Wasser 4 6 6 12 1 3 I I 6 6
Diisobutylketon 9 5 5 — 5 30 10 10 —_ 30
Methylisobutylketon — — —_— — — 206 8 8 40 26
Mcthylidthylketon — —_ — —_— — 20 10 8 20 20
Chloroform — 10 —_— —_ 40 110 9o 100 180 I10
Liscssig — 6 — — —_ — — 10 45 45
Ameiscnsédure (98 %ig) —_ — — — —_ 30 20 10 —_ —
Athylacetat —_ — — 64 — _— —_ —_ — —
Isopropanol — — — 24 —_ —_ — — —_— —_
Methanol —_ —_ —_— —_ o) _— —_— — — —
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angegeben, Die verwendeten Ldsungsmittel sollen frei von Peroxyden sein, da sonst
die Trennungen und auch die Ninhydrinreaktion gestért werden; das Tetrahydro-
furan und die Ketone wurden deshalb iiber Eisen-(II;-sulfat aufbewahrt und vor
Gebrauch {frisch destilliert.

Zur Sichtbarmachung der aufgetrennten Verbindungen wurden verschiedene
Farbreaktionen benutzt. So verwendeten wir zum allgemeinen Lipidnachweis die
Anfirbung mit Rhodamin B. Um die stérende stidrkere Untergrundfiarbung zu vermei-
den, die bei Einwirkung einer rein wissrigen Farbstofflosung auf Kieselgelpapier
auftritt, benutzten wir schliesslich eine 0.01 %ige Rhodamin B-Lésung in 25 %igem
Methanol unter Zusatz von 0.5 % Ammoniak. Die Chromatogramme wurden 5 Min.
in das Farbbad gelegt, anschliessend mehrere Male in dest. Wasser gewaschen und
schliesslich im feuchten Zustand im U.V.-Licht betrachtet; dabei lassen sich unter-
schiedliche Farbtsnungen bei den einzelnen Lipiden beobachten (siche Tabelle ITI).
Neben der Rhodaminfiarbung konnten die Lipide ausserdem durch Anfirbung mit
Jodddmpfen!® oder Protoporphyrin'? sichtbar gemacht werden.

Einzelne Lipidbestandteile liessen sich auf den Chromatogrammen zusidtzlich
mit den folgenden Farbreaktionen nachweisen.

(a) Cholin durch Besprithen mit Dragendorff-Reagens (Stammlésung: 1 g
Kaliumwismutjodid in 100 ml Methanol und 50 ml Eisessig 16sen. Vor Gebrauch im
Verhiltnis 1:2 mit Methanol verdiinnen).

(b) Phosphorsiiure durch Einlegen der Chromatogramme in ein nach HAHN UND
LuckuAUS! modifiziertes Zinzadze-Reagens (Herstellung: 6.85 g Na,;Mo00,-2 H,0 und
400 mg Hydrazinsulfat in 100 ml Wasser ldsen, 250 ml konz. Schwefelsiure p.a.
und nach dem Abkiihlen weitere 600 ml Wasser hinzufiigen); der Reagensiiber-
schuss kann anschliessend mit Methanol ausgewaschen werden.

(¢) NH y-Gruppen durch Besprithen mit Ninhydrin®,

(@) Ungesdttigte Bindungen durch Einwirkungen von OsO, -Dampfen?°,

(e) Kohlenhvdrate durch Reaktion mit Perjodat—Fuchsinsehwefliger Siure?l,
durch Bespriihen mit Anilinphthalat?? oder Triphenyltetrazoliumchlorid?23,

Die angegebenen Firbungen wurden an Parallelchromatogrammen durchge-
fithrt; es ist jedoch auch méglich, die Firbung mit Ninhydrin, Dragendorff, Rhodamin
B und Zinzadze in der angegebenen Reihenfolge an einem Chromatogramm hinter-
einander auszufithren.

ERGEBNISSE

Die mit den in Tabelle I zusammengestellten Losungsmittelsystemen und den zur
Verfiljgung stehenden Testsubstanzen gefundenen Rp-Werte sind aus Tabelle II zu
ersehen; es handelt sich dabei um Mittelwerte von mehreren Chromatogrammen mit
jeweils einer Steighthe von ca. 25 cm. In fast allen Fidllen wurden die einzelnen
Flecke gut voneinander getrennt; lediglich Phosphatidylserin zeigte in den sédure-
freien Loésungsmitteln die Tendenz, einen linger auseinandergezogenen Fleck zu
bilden, der die angrenzenden Komponenten teilweise {iberdeckte. Dies Verhalten
kénnte einmal dadurch verursacht sein, dass auch die gereinigten Testsubstanzen
noch Gemische darstellen, in denen die einzelnen Komponenten sich durch die ver-
schiedenen Fettsiurereste unterscheiden. Andererseits ist auch die Moglichkeit ge-
geben, dass Phosphatidylserin und seine Salze eine unterschiedliche Wanderungsge-
schwindigkeit besitzen, wie an Kieselgelsiulen bereits frither festgestellt worden ist24,
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TABELLE 1I
Rp-WERTE VON TESTSUBSTANZEN

Testsubstans 1 17 117 1V |4 7 7 V117 X X

Lyso-Phosphatidylcholin 006 ©0.00 o0.13 o0.14 o0.13 0.31 0.26 0.14

0.10 0.09
Sphingomyelin o.10 0.16 o0.25 oO0.10 0.25 ©0.39 0.28 o0.27 o0.18 o0.18
Phosphatidylcholin 0.17 ©0.25 0.32 0.2I 0.45 ©0.48 o0.44 0.40 o0.42 0.30
Phosphatidylserin 0.32 ©0.40 0.49 oO.17 0,22 04 0.38 0.20 0.35 0.33
Phospliatidylithanolamin o.42 ©0.49 0,53 0.63 o0.61 0.52 o0.49 0.46 0.64 0.66
TL.yso-Phosphatidyl- 0.27 ©0.31 0.44 ©.49 ©0.36 0©0.33 o0.30 0,17 0.25 0.20
dthanolamin
Phosphatidylinosit 0.24 0.3 0.51 ©0.09 o0.20 0.15 o0.27 008 o0.090 0,09
Cercbrosid 1 0.51 0.56 o0.61 068 o0.51 ©.23 0.25 O0.13 0.13
Cerebrosid II 079 ©0.83 0.81 088 o0.75 0.3t o050 o048 o0.74 o0.50
Cercbrosid 1I1 083 o085 o0.85 088 o0.75 059 0.56 0.56 0.86 0.68

Auch nach Auftrennung von frisch gewonnenen Phosphatidextrakten aus Rinder-
hirn, Kaninchenherz und verschiedenen Pflanzen wurde Phosphatidylserin als langge-
zogener Fleck erhalten; es ist daher nicht anzunehmen, dass diese Uberlappung
durch eine Zersetzung unseres Testpriparates verursacht wurde.

Inzwischen haben THIELE UND WOBER? mitgeteilt, dass sie am gleichen Kiesel-
gelpapier unter Verwendung der von uns schon {rither mitgeteilten®® L&sungsmittel-
systeme III und VI ebenfalls eine gute Auftrennung von Phosphatiden erzielt haben;
die von ihnen angegebenen Rp-Werte stimmen grisstenteils mit den von uns ge-
fundenen iiberein. Einige Abweichungen lassen sich wahrscheinlich damit erkldren,
dass ihre Trennungen bei 2°, unsere jedoch bei 18—22° durchgefithrt wurden.

Bereits bei den ersten Versuchen erwies es sich als unmdglich, alle Komponenten
eines Lipidextraktes aus Pflanzen im eindimensionalen Chromatogramm aufzu-
trennen. Daher wurde die zweidimensionale Technik angewendet, wobei sich zeigte,
dass mit einer effektiven Lauffliche von 14 X 14 cm bereits sehr gute Auftrennungen
méglich sind; die Laufzeit war dann sehr kurz und betrug insgesamt etwa 3 Stunden.
Zusitzlich benutzten wir auch gréssere Chromatogramme mit Laufflichen von 16 X
18 cm und 18 X 24 cm. Abgesehen davon, dass auf diese gréssere Lipidmengen aufge-
tragen und dadurch Komponenten nachgewiesen werden konnten, die nur in geringer
Konzentration vorlagen, fanden wir jedoch keinen Vorteil in der Verwendung grésserer
Papierformate, da die schirfsten Trennungen auf den kleinen Laufflichen erzielt
wurden.

Zur Auftrennung von Lipidrohextrakten haben sich die Lésungsmittelkombi-
nationen IT oder III (1. Lauf mit der Faserrichtung) und VI, VII oder VIII (2. Lauf)
bewihrt. Bei der Untersuchung der Lipide aus Zuckerriibenblittern wurden dabei
23 verschiedene Komponenten gefunden (siche Tabelle IIT und Fig. 1), von denen
auf Grund verschiedener Farbreaktionen 4 als Glylkelipide und 10 als Phosphatide
eingestuft wurden; g weitere Komponenten ergaben lediglich eine Anfirbung mit
Rhodamin B, ohne dass jedoch auf Grund anderer Reaktionen eine Zuordnung mog-
lich war.

Mit der angegebenen Methode lisst sich in relativ kurzer Zeit die Auftrennung
eines Lipidgemisches erreichen; iiber ihre Anwendung zur Differenzierung der Lipide
gesunder und viruskranker Pflanzen wird an anderer Stelle berichtet werden.
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Fig. 1 (a). Auftrennung cines Lipidextraktes aus den Blittern vergilbungskranker Zuckerriiben

(I.8sungsmittelsysteme II und VI; Anfirbung mit OsOy). (b). Lage der Lipide im zweidimensio-
nalen Chromatogramm. (L&sungsmittelsysteme II und VI; Erlduterung siche Tabelle III).
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TABELLE 111
FARBREAKTIONEN DER PFLANZENLIPIDE (= ERLAUTERUNG ZU FIG. I)

Anfirbung mit

F{Jcck PR Do "y oo Vaorliwfig ident ifizicrt
Nr. Rhodamin d‘rj[;;f” Ilfwll;lin 0s0, Zinzadze lgg/?;;fl't als
1 rot += -+ _— — o —_—
2 orange — — — —_ — —
3 hell-orange + -+ + —_ + 4 -+ + 4+ - Phosphatidylcholin
4 -+ orange — — ~} -} — Phosphatid
5 rot — — —_— — —
s} orange — -— -+ -+ -+ Phosphatidylinosit
7 orange — — -+ -+ + Phosphatid
8 blau-rot 4= -+ ~+- -+ — TPPhosphatidylserin
9 rosa-orange - + +4++ 4+ 4+ - Phosphatidyldthanolamin
10 orange == + -+ -+ — PPhosphatid
11 orange —_ — -+ 4+ —_ -+ Glykolipid
12 orange — — + 4 4 4+ 4 <4 Phosphatid
13 -+ orange —_ — -} —_ —_ —
14 rot-orange —_ -— -+ — —_— —-—
15 gelb == — ‘o — -+~ 4 -+ * Glykolipid
16 rosa-rot — — + + —_ + Glykolipid
17 rosa-rot — — -+ —_— — —
18 gelb - - 4+ 4+ 4+ — + -+ + * Glykolipid
19 orange — — -+ — — —
20 + orange — —_ -+ -+ 4+ Phosphatid
21 orange — —_ -+ -+ -+ Phosphatid
22 orange — — -+ —_ — —_
23 orange _— + — — —

a. —_ —_ Farbstoffe, freie Fettsiu-
ren, ete.

* Reagierten zusitzlich mit Anilinphthalat und Triphenyltetrazoliumechlorid.

DANK

Wirsind den Herren Prof. Dr. L.. HORHAMMER, Miinchen, und Prof. Dr. E. KLENK, Kéln,
fiir die freundliche Uberlassung von gereinigten Testsubstanzen zu Dank verpflichtet.

ZUSAMMENFASSUNG

Durch zweidimensionale Chromatographie auf Kieselgelpapier gelingt es, Lipidroh-
extrakte in kurzer Zeit aufzutrennen. Bei der Untersuchung von Zuckerriiben-
blattextrakten wurden insgesamt 23 verschiedene Lipidkomponenten aufgefunden,
von denen 10 als Phosphatide und 4 als Glykolipide charakterisiert werden konnten.
9 Komponenten liessen sich noch nicht niher klassifizieren.

SUMMARY

Crude lipid extracts may be separated rapidly by two-dimensional chromatography
on a new type of silicic acid-impregnated paper. In the examination of lipid extracts
of sugar beet leaves 23 different spots have been observed; 10 of these have been
characterized as phospholipids and 4 as glycolipids, while the remaining g lipid spots
could not yet be classified.
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