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ZUR PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN AUFTRENNUNG VON 

PFLANZENLIPIDEN 

Die Analyse von Pflanzenlipiclen und die Untersuchung ihrer funktionellen Aufgaben 
ist schwierig clurchzufiihren, da vor einer Bestimmung der einzelnen Stoffe ihrc 
Abtrennung aus den sehr komples zusammengesetzten Lipiclestrakten erforderlich 
ist, I-Iierzu standen in cler Vergangenheit eine Reihe pr%parativ-chemischer Methoden 
zur Verfiigung, cleren Genauiglteit fiir analytische Zweclte jecloch nicht ausreichencl 
war1 9 3. Einen Fortschritt bedeutete daher clie Einfiihrung der Chromatographie an 
Kieselgels~ulen, obwohl such hierbei keine voll befriedigenclen Auftrennungen er- 
zielt werden konnten”. 

Die Ergebnisse, die durch Anwendung iiblicher papierchromatographischer 
Methoden erhalten wurden, waren ebenfalls nicht sehr ermutigend. BENSON UND 
MARUOQ lconnten zwar Lipiclestrakte aus Pflanzen in vier verschiedene Haupt- 
fralctionen auftrennen; trotzdem wurde in clieser wie such in spgteren Arbeiten die 
zuerst von Dnwso@ angewandte Deacylierungstechnik vorgezogen, bei cler die nach 
schonender hydrolytischer Abspaltung cler Fetts%urereste entstehenden wasserlijs- 
lichen Spaltprodukte chromatographisch identifiziert wurden. Aus dem Ergebnis 
dieser Bestimmungen wurde dann auf die Zusammensetzung der nativen Lipide 
gcschlossen. 

Mit dieser Methode konnten in verschiedenen Pflanzen zwei neue Phosphaticle, 
drei Glylcolipide und ein Sulfolipid nachgewiesen werden‘ls+8. Ein Nachteil des 
Verfahrens besteht jedoch clarin, class zur Vermeidung von Reaktionen, die iiber clie 
Abspaltung der Fett&uren hinausgehen, die Hyclrolysebedingungen ausserordent- 
lich genau kontrolliert werden miissen und class Diesterverbindungen die gleichen 
Spaltproclulcte wie die entsprechenden Lysoverbindungen ergebenD. 

Die von MARINE-ITT und Mitarb.l”sll entwickelte papierchromatographische 
Technik an mit Kieselgel impr&gniertem Papier wurcle bei der Untersuchung von 
Phosphatiden tierischer Herkunft in vielen Ellen erfolgreich angewancltlg. Bei der 
Auftrennung cler ClzZo&Za-Lipicle liessen sich auf diesem Wege zun%chst keine be- 
friedigenden Resultate erzielen (FERRRRI, nach Zit. 14). I<ATEs~~~~~ konntc jedoch 
durch eine zweimalige Entwicklung mit dem gleichen L&ungsmittel den Trenneffelct 
so weit steigern, dass cler Nachweis von mindestens II Lipidkomponenten im Blatt- 
estrakt von Phaseohs mwZtiflo~ss gelang. Allerdings trat such bier noch eine uber- 
lagerung einzelner Fleclce auf. 

l Ncuc Am&rift: lnstitut fiir Zuclccrriibcnforschung, G8ttingcn. 
l l Dircktor : Professor Dr. I?. SCHNEIDER. 
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Rei der Untersuchung der Lipide verschiedener Pflanzenarten liessen sich von 
uns an einem kiirzlich im Handel erschienenen Kieselgelpapier (Schleicher & Schiill 
289) sehr gute Auftrennungen dieser komples zusammengesetzten Gemische erzielen. 
Obwohl die Identifizierung aller aufgefundenen Komponenten noch nicht abge- 
schlossen ist, sol1 an clieser Stelle doch schon kurz iiber unsere Erfshrungen bei der 
Auftrennung pflanzlicher Lipide berichtet werden. 

METHODIK 

Die Lipidestraktion wurde in Anlelznung an das Verfahren von BLIGH UND DYERI" in 
folgender Weice vorgenommen : IOO 6 frische Rlgtter werclen in IOO ml Chloroform 
und 200 ml Methanol ca. 3 Min. im Starmis homogenisiert; danach werden weitere 
IOO ml Chloroform und etwa I Min. spZ.ter IOO ml dest. Wasser hinzugeftigt. Nach 
intensivem Mischen wird der Estrakt durch ein Filter abgesaugt. Der Filterriick- 
stand rnitsamt dem Filter wird nochmals kurz in je IOO ml Chloroform uncl Methanol 
hom.ogenisiert ; anschliessencl wird das Homogenisat 15 Min. unter Riickfluss ge- 
kocht. Nach dem Rbkiihlen wird der Estrakt abgesaugt, mit CJO ml dest. Wasser 
versetzt und mit der ersten L&ung vereinigt. Nach mehrstiindiger Aufbewahrung in 
der KBlte haben sic11 der tiefgriine Lipidextrakt und die gelbbraune Was&phase, die 
die wasserlaslichen Verbindungen enthglt, gut voneinander getrennt. Die organisclle 
Phase wird vorsichtig abgenommen und im Vakuum unterhalb von 35” zur Trockne 
gebracht. Zur Chromatographie wird eine 5 %ige Lijsung der Lipide in Benzol-Amyl- 
all~ohol (I : I) hergestellt. 

Diese RohlipidlBsungen wurden such zum Ruffinden der giinstigsten L&ungs- 
mittelsysteme benutzt. Zur Identifizierung einzelner Flecke und zur Ermittlung von 
lip-Werten lcamen dariiber hinaus gereinigte Testprgparate zur Anwendung. 

DieTrennung wurde bei Raumtemperatur (IS-22") nach der aufsteigenden Methode in 
Glasstutzen mit eingeschliffenem Deckel durchgefiihrt. Die fi_ir das Kieselgelpapier 
(Schleicher & Schiill zSg) brauchbaren L6sungsmittelsysteme sind in Tabelle I 

*. 
LOSUNGSMITTELSYSTEME 

(Angabcn in Volumcntcilen) 

Tetrahyclrofuran 
Wasscr 
Diisobutylltcton 
Mcthylisobutylkcton 
Mcthyl5thyllteton 
Chloroform 
Eiiscssig 
Ameiscndiiure (98 O/.ig) 
Xthylacctat 
lsopropanol 
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angegeben. Die verwendeten kiisungsmittel sollen frei von Perosyden sein, da sonst 
die Trennungen und au& die Ninhydrinreaktion gestort 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 allgemeimn LQidnachweis die 
hnfgrbung mit Rhodamin B. Urn die stiirende starkere Untergrundfarbung zu vermei- 
den, die bei Einwirlcung einer rein wassrigen Farbstofflosung auf Kieselgelpapier 
auftritt, benutzten wir schliesslich eine 0.01 %ige Rhoclamin B-Losung in 25 %igem 
Methanol unter Zusatz von 0.5 y. 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- 
schiedlichc Farbttinungen bei den einzelnen Lipiden beobachten (siehe Tabelle III). 
Neben der Rhodaminfarbung konnten die Lipide ausserdem durch Anfarbung mit 
Jodclampfen 10 oder Protoporphyrinl7 sichtbar gemacht werden. 

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

(a) Clzolim durch Besprtihen mit Dragendorff-Reagens (Stammlosung : I g 

Kaliumwismutjodid in 100 ml Methanol und 50 ml Eisessig I.&en. Vor Gebrauch im 
Yerhaltnis I : 2 mit Methanol verdiinnen). 

(b) Plzos~ltorsiizcre durch Einlegen der Chromatogramme in ein nach HAHN UND 
LUCI<HAUS~~ modifiziertes Zinzadze-Reagens (Herstellung: 6.85 g Na,MoO,* z H,O und 
400 mg Hydrazinsulfat in 1100 ml Wasser l&en, 250 ml konz. SchwefelsZure p.a. 
und nach dem Abktihlen weitere 600 ml Wasser hinzuftigen); der Reagensiiber- 
schuss lcann anschliessend mit Methanol ausgewaschen werden. 

(c) A7N,-Gru@en durck Besprtihen mit Ninhydrinl”. 
(d) Ungssdttigte Bindungen durch Einwirlcungen von OsO,-DampfenzO. 
(e) KolzZenlz_vdrate durch Reaktion mit Perjodat-Fuchsins&wefliger Saure2i, 

durch Besprtihen mit Anilinphthalat 22 oder Triphenyltetrazoliumchlorid23. 
Die angegebenen Farbungen wurden an Parallelchromatogrammen durchge- 

ftihrt ; es ist jedoch such mijglich, die Farbung mit Ninhydrin, Dragendorff, Rhodamin 
B und Zinzadze in der angegebenen Reihenfolge an einem Chromatogramm hinter- 
einander auszuftihren, 

ERGEBNISSE 

Die mit den in Tabelle I zusammengestellten Lijsungsmittelsystemen und den zur 
Verftigung stehenden Testsubstanzen gefundenen RF-Werte sind aus Tabelle II zu 
ersehen; es handelt sic11 dabei urn Mi.ttelwerte von mehreren Chromatograrnmen mit 
jeweils einer Steighiihe von ca. 25 cm. In fast allen Fallen wurden die einzelnen 
Flecke gut voneinander getrennt ; lediglich Phosphatidylserin zeigte in den s&n-e- 
freien Losungsmitteln die Tendenz, einen langer auseinandergezogenen Fleck zu 
bilden, der die angrenzenden Komponenten teilweise tiberdeclcte. Dies Verhalten 
lctinnte einmal daclurch verursacht sein, dass such die gereinigten Testsubstanzen 
noch Gemische darstellen, in denen die einzelnen Komponenten sich durch die ver- 
schiedenen Fettsaurereste unterscheiden . Andererseits ist such die Moglichkeit ge- 
geben, dass Phosphatidylserin und seine Sake eine unterschiedliche Wanderungsge- 
schwindigkeit besitzen, wie an Kieselgelsaulen bereits frtiher festgestellt worden isI+. 
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R~WIZRTIX VON TESTSUBSTANZEN 

Lyso-Pl~ospl~aticlylcholin o.oG 
Sphingomvclin 0.10 
Pl~ospl~ati~lylcl~olin 0.17 
Phosphaticlylscrin 0.32 
Phospl:aticlyl~tlianolamin 0.42 
Lyso-Pliospliaticlyl- 0.27 

fithnnolamin 
Phosphaticlylinosit 0.24 

Ccrcbrosicl I O.jI 

Ccrcbrosicl I I 0.79 
Ccrcbrosicl III 0.83 

0.oc-J 

0.10 

0.25 

0.40 
0.49 
0.31 

0.33 
O._jG 

0.53 
0.s5 

0.13 o.rq. 0.13 
0.2-j 0.10 0.25 
0.32 0.21 0.45 
0.49 0.17 0.22 

o-53 0.63 0.01 

o-44 0.49 0.3G 

0.51 0.09 
0.61 0.68 

O.SI o.ss 

0.55 o.ss 

0.20 

O.SI 
0.75 
0.75 

0.31 0.26 0.14 
0.39 0.2s 0.27 
0.4s 0.44 0.40 
0.41 0.35 o.zg 
0.52 O-49 0.4G 
0.33 0.30 0.17 

0.15 0.27 0.0s 
0.23 0.2.j 0.13 
O.jS 0.50 o.qs 

o-59 0.5G O.+jO 

0. LO o.og 
0.1s 0.l.s 
0.‘[2 0.30 
0.35 0.33 
o.G4 0.60 

0.2j 0.20 

o.og 

0.74 

0.80 

o.og 
0.13 
0.50 
0.0s 

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

Inzwischen haben THIELE UND \VOBER~" mitgeteilt, dass sie am gleichen Kiesel- 
gelpapier unter Verv+endung der von uns schon friiher mitgeteiltenza Lijsungsrnittel- 
systeme III und VI ebenfalls eine gute Auftrennung von Phosphatiden erzielt haben ; 

die von ihnen angegebenen Xr-Werte stirnmen grtisstenteils mit den von uns ge- 
fundenen iiberein. Einige Abweichungen lassen sich wahrscheinlich damit erklZ,ren, 
dass ihre Trennungen bei 2 O, unsere jedoch bei IS-22 o durchgefiihrt wurden. 

Uereits bei den ersten Versuchen erwies es sich als unmi’glich, alle Komponenten 
eines Lipidestraktes aus Pflanzen im eindimensionalen Chromatogramm aufzu- 
trennen. Daher wurde die zweidimensionale Technil: angewendet, wobei sich zeigte, 
dass mit einer effektiven Lauffl5che von 14 x 14 cm bereits sehr gute huftrennungen 
mijglich sind; die Laufzeit war dann sehr kurz und betrug insgesamt etwa 3 Stunden. 
Zusstzlich benutzten wir such grijssere Chromatogramme rnit LauffXchen von 16 x 
IS cm und IS x 24 cm. Abgesellen davon, Class auf diese gr6ssere Lipidmengen aufge- 
tragen und dadurch Komponenten nachgewiesen werden konnten, die nur in geringer 
Konzentration vorlagen, fanden wir jedoch keinen Vorteil in der Verwenclung gr&serer 
Papierformate, da die schZrfsten Trennungen auf den kleinen Lauffl&chen erzielt 
wurden. 

Zur Auftrennung von Lipidrohestrakten haben sich die Lijsungsmittelkombi- 
nationen II oder III (I. Lauf mit der Faserrichtung) und VI, VII oder VIII (2. Lauf) 
bewZhrt. Bei der Untersuchung der Lipide aus Zuckerriibenbl&ttern wurden dabei 
23 verschiedene Komponenten gefunden (siehe Tabelle III und Fig. I), van denen 
auf Grund verschiedener Farbreaktionen 4 als Glykolipide und IO als Phosphatide 
eingestuft wurden; 9 weitere T<omponcntefi ergaben lediglich eine AnfZrbung mit 
Rhodamin B, ohne class jedoch auf Grund anderer Reaktionen eine Zuordnung mijg- 
lich war. 

Mit der angegebenen Methode liisst sich in relativ kurzer Zeit die Auftrennung 
eines Lipidgemisches erreichen ; fiber ihre Anwendung zur Differenzierung der Lipide 
gesunder und viruskranker Pflanzen wird an anclerer Stelle berichtet werden. 
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Fig. I (a). Auftrcnnung eines Lipiclcxtraktcs aus den BlSttcrn vergilbungskranlter Zuckcrriiben 
(LBsungsmittclsysteme II und VI; Anfgrbung mit 0~0,). (b). Lagc der Lipiclc im zweiclimensio- 

nalen Chromatogramm. (Ltisungsmittelsysteme II uncl VI ; Erlguterung siehc Tabclle III). 
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‘I‘ABELLE 11 I 

---- 

Vcrliirrlir idzrlt ilizicrl 

rot 
orange 
hell-orange 
-& orange? 
rot 
orange 
orange 
b:au-rot 
rosa-orange 
orange 
orange 
orange 
& ornngc 
rot-orange 
&Clb 

rosa-rot 
rosa-rot 
gC!lb 
orange 
f orange 
orange 
orange 
orange 
- 

zk + 
,- - 

+++ - 
- - 
- - 
- - 
- 
-1.. 
_i- T 
_I- 
._I_ 

* 
_I_ : 

- - 

- - 
- - 

I f-z - 

- - 

- - 

Yk - 
- - 
- - 
- - 
- - 
-- - 
- - 

- 
- 

-t++ 
-t 
- 

: 
+ 
+ -t + 
+ 
++ 
+++ 
+ 
f 
+++ 
3-f 
+ 
+++ 
:c 
+ 

: 
+ - 

- 

-I- -t + 
+ 
- 

+ 
-t 

:++ 
+ 
- 

++ 
- 
- 
- 
- 
- 

- 

: 

- 
- 
-. 
- 
- 

T 
- 
-.._ 
- 
-_ 

,! 
- 

- 
- 
Pl~osphaticlylcliolin 
Phosphaticl 
- 
Pl~osphaticlylinosit 
Phosphaticl 
Phosphaticlylscrin 
l?l~osphaticlyl~tl~anolamin 
lJhosphaticl 
Glylcolipicl 

-I- 4 Phosphaticl 
- 

- - 

-t++’ Glyltolipicl 
+ Clyltolipicl 
- - 
-I- -t + l Glyltoli1~icl 
- - 

: 
I?hospl~aticl 
I~hosphatid 

- - 
- - 
- Farbstoffe, frcie Pcttstiu- 

rcn, etc. 

* licagicrtcn zusiitzlich mit .Uilinphthalat und Tripl~enyltctrazoliumcl~loricl. 
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ZUSAhZhIEN FASSUNG 

Durch zweidimensionale Chromatographie auf Kieselgelpapier gelingt es, Lipidroh- 
extrakte in kurzer Zeit aufzutrennen. Bei cler Untersuchung von Zuckerrtiben- 
blattextrakten wurden insgesamt 23 verschiedene Lipidkomponenten aufgefunclen, 
von clenen IO als Phosphatide und 4 als Glykolipide charakterisiert werden konnten. 
9 Komponenten liessen sich noch nicht nKher klassifizieren. 

Crude lipid estracts 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; IO of these have been 
characterized as phosph.olipids and 4 as glycolipids, while the remaining g lipid spots 
could not yet be classified. 
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