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SUMMARY 

By means of a new solvent system (acetone-benzene-water (gI:30:8)) for one- 
dimensional thin-layer chromatography on silica gel the complete separation of plant 
glycolipids (monogalactosyldiglyceride, digalactosyldiglyceride, sulfolipid), phospho- 
lipids (cardiolipin, phosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine, phosphatidyl- 
inositol, phosphatidylcholine) and of neutral lipids is achieved. By transmethylation 
of the singular lipid zones from the thin-layer plate with sodium methylate in test 
tubes the fatty acids of all the lipids out of 2-4 mg of total lipids can be determined 
and compared quantitatively within a short time. 

EINLEITUNG UND ALLGEMEINE METHODIK 

Auf dem Gebiet pflanzlicher Lipoide hat sich in neuerer Zeit das Interesse vor 
allem auf die Gruppe der Glykolipoide (Mono- und Digalactosyldiglycerid sowie 
Sulfolipid) konzentriert. Diese Lipoide, zusammen mit dem Phosphatidylglycerin 
charakterische Inhaltsstoffe von assimilierenden Gewebenl-“, stehen offenbar mit 
Photosynthese-Prozessen in engem Zusammenhang. 

Fur die schnelle Routine-Analyse dieser Lipoide ist die Dtinnschichtchromato- 
graphie (DC) die Methode der Wahl. Jedoch gelingt es mit keinem der bisher ver- 
wendeten Laufmittelsysteme (meist Mischungen von Chloroform, Methanol und 
Wasser bzw. Diisobutylketon und Wasser, z.T. unter Zusatz von Essigsaure oder 
NH,OH)lO-18, die oben erwahnten Glyko- und Phospholipoide sowie die Neutral- 
lipoide durch einclimensionale DC vollstandig zu trennen. Einige “Lipoidpaare” blei- 
ben in diesen Systemen vijllig ungetrennt. Zumeist wird deslialb die zweidimensionale 
DC mit zwei verschiedenen Laufmittelsystemen benutzt. Diese Methode hat aber 
abgesehen von dem grijsseren Zeitaufwand und der damit verbundenen grosseren 
Oxydationsgefahr fur die Lipoide den Nachteil, dass man in einem Arbeitsgang stets 
nur einen Extrakt und such nur sehr geringe Mengen analysieren kann. 
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Wir berichten daher im Folgenden tiber ein neues Laufmittelsystem ftir die 
eindimensionale DC, das alle oben erwahnten Glyko- und Phospholipoide vollstandig 
voneinander trennt. Ausserdem werden die Neutral-Lipoide von den genannten Li- 
poiden abgetrennt und ihrerseits nochmals in zwei Gruppen unterfeilt. Durcb direkte 
Transmethylierung der aus dem Kieselgel eluierten Lipoide mit Natriummethylat 
und anschliessender Gaschromatographie (GC) der erhaltenen Fettsauremethylester 
kann in verh5ltnism&sig kurzer Zeit ftir jedes Lipoid die Fettsaure-Zusammen- 
setzung ermittelt werden. Diese Methode wurde so ausgearbeitet, dass ein quanti- 
tativer Vergleich der einzelnen Lipoide hinsichtlicb ibrer Fettszuren miiglich ist. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

L.i$oid-Extralzte 
Die Extrakte kiinnen auf die iibliche We&e durch Extraktion von frischem oder 

getrocknetem Pflanzenmaterial mit organischen Lijsungsmitteln (lither, Chloroform, 
Methanol ua.) hergestellt werden. Es empfiehlt sich aber, eventuell vorhandenes 
Wasser durch Trocknung der Extrakte im Exsikkator zu entfernen. 

Diinnsckicltt-PZatten 
Die Platten (12 x 20 cm) werden mit einer Suspension von Kieselgel HP,,, 

(Merck) in Wasser (pro Platte 3.5 g Kieselgel und g ml Wasser) bestrichen und nach 
30 Min. Trocknen an der Luft 2 Std. bei 130~ aktiviert. Wichtig ftir gute Trennungen 
sind optimal aktivierte Platten. Nach dem Abkiihlen werden deshalb die noch warmen 
Platten in einen Exsikkator gestellt und im Vakuum tiber frischem P,O, aufllewahrt. 
Das P,O, ist dfters zu erneuern. KOH (rot&s) eignet sic11 nicht als Trocknungsmittel. 

Auftragsmenge und Auftragen der Li:poidc 
Bei Bedarf wird eine Platte dem Exsikkator entnommen. Dann werden mog- 

lichst rasch die aufzutrennenden Lipoide (gel&t in Chloroform-Methanol 0.5.) mit 
einem weichen Pinsel strichfijrmig auf die Platten aufgetragen. Pro Platte lassen sich 
etwa 2-4 mg Gesamtlipoide auftrennen. 

L.nufwlzitteZ 
Aceton p.A.-Benz01 p.A.-Wasser (gr : 30 : 8). Die DC-Kammern werden durch 

Einstellen von Filtrierpapier gesattigt. Zur Erreichung optimaler Trennungen emp- 
fiehlt es sich, nur p.A. Ltjsungsmittel zu verwenden und diese zus%tzlich tiber eine 
Kolonne zu destillieren. 

Laufzeit : ca. 30 Min/IG cm bei 23”. 

Nach der Chromatographie werden die Platten im kalten Luftstrom getrocknet 
und mit alkalischer o.oo3°/o-iger Losung von Rbodamin G G besprtiht. Dieses Reagenz 
wird unmittelbar vor dem Bespriihen durch Mischen gleicher Volumina von wassriger 
8%-iger NaOH und wassriger o.oo6%-iger Rbodamin 6 G-Losung hergestelltl. Die 
Platten werden solange besprtibt, bis die ganze Schicht gleichmassig durchfeucbtet 
ist. Dann werden die Platten sofort unter dem UV-Licht (366 nm) betrachtet. Die 
Lipoidzonen treten als hellgelbe Flecken auf blauviolettem Untergrund hervor. 
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Ehieren der einzelnen Lipoid-Zonen 
Die einzelnen Lipoid-Zonen einer besprtihten und noch feuchten Platte werden 

mit einer Nadel umrandet. Dann wird die Platte im kalten Luftstrom vollstandig 
gettocknet, die markierten Kieselgel-Zonen mit einem Spate1 ausgekratzt und das 
Kieselgelmaterial in je ein Reagenzglas gegeben. 

Darstellzcng der Fettsiizcremet~tylester 
(a) Herstellamg der 2 N Natriwnmetlzylat-Standardhkwzg. 4.6 g metal- 

lisches Natrium werden in IOO ml Methanol p.A. in einem 250 ml-Erlenmeyerkolben 
gel&t. Nach vollstgndiger Lijsung wird die Natriummethylat-Liisung mit Methanol 
p.A. bis auf IOO ml aufgeftillt und gut verschlossen im Ktihlschrank aufbewahrt. Die 
L&sung ist so mehrere Monate haltbar. 

(21) Transmethylierung der Lipoid-Zonen. Das in einem Reagenzglas befindliche 
Kieselgel-Material einer Lipoid-Zone (s.o.) wird mit 2.5 ml Methanol p.A. versetzt 
und einige Minuten gut geschtittelt. Dann werden 2.5 ml z N Natriummethylatlijsung 
zugegeben und diese Mischung unter hgufigem Umschtitteln 20 Min. bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Danach wird durch Zugabe von I ml 37%-iger HCl an- 
gesguert, diese Mischung nach kurzem Umschtitteln mit 20 ml Wasser verdtinnt und 
durch Einstellen in kaltes Wasser auf Zimmertemperatur abgektihlt. Die Mischung 
wird in einen 250 ml Schtitteltrichter tiberfiihrt und das Reagenzglas mehrfach mit 
Wasser und abschliessend einmal mit I ml Methanol nachgesptilt, so dass sich etwa 
70 ml im Schtitteltrichter befinden. Diese Menge wird dreimal mit je 30 ml PeY%l- 
gther-Ather (I :I) extrahiert und die vereinigten Oberphasen einmal mit Wasser 
gewaschen. Die Oberphase wird in einen 250 ml Erlenmeyerkolben tiberftihrt, das 
Lijsungsmittel im Stickstoffstrom vollst&ndig entfernt, der Rtickstand mit 3 x 5 ml 
Petrol&her-&her (I : I) in ein Reagenzglas uberfiihrt, wiederum das LBsungsmittel 
im N,-Strom entfernt und der Rtickstand mit 3 x 0.5 ml Chloroform quantitativ in 
ein 2 ml-Reagenzglas tiberftihrt. Erst unmittelbar vor der GC wird dieses Lijsungs- 
mittel nochmals vorsichtig im N&Strom entfernt, der Rtickstand in genau 0.05 ml 
Chloroform p.A. gel&t und aliquote Mengen dieser L&sung gaschromatographisch 
analysiert . 

Diese Methode der Transmethylierung erwies sich in Reihenversuchen als sehr 
gut reproduzierbar. Gegentiber der zweisttindigen Verseifungsmethode mit methano- 
lischer 2 N-KOH und anderen Verfahren ergaben sich keine Unterschiede. 

GaschromatograPhie 
Model1 Packard, SZule : 3 m x 4 mm, S~ulenmaterial: 20% Reoplex 400 auf 

Chromosorb WS (45-60 mesh), Saulentemperatur : IgoO, Gasdurchfluss : So ml Argon/ 
Min, Einspritzmenge: 0.01 mg. 

Qzcantitativcr GC-Vergleich der Fettstiawen alley Lifioide aus einem Gesamtlipoid-Extrah! 
Bei Auftrennung von ca. z-4 mg eines Gesamtlipoid-Extrakts tiber eine Dtinn- 

schichtplatte (s.o., s. such Fig. IA) erhtilt man nach dem Eluieren aller Lipoid-Zonen 
aus der Platte und nach der Transmethylierung dieser Zonen unter gleichen Be- 

. dingungen die Fettsauren aller Lipoide in den urspriinglich vorhandenen absoluten 
Mengen. 

Wenn man nun die Fetts&uremethylester immer in der gleichcn L&ungsmittel- 
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Fig. I. (A) DC-Trcnnung dcr Llpoidc von Buglena gvaczlzs. Laufmittcl Accton-Bcnzol-Wasscr 
(go .3o.S). (U) l~cttsaure-Zusammcnsctzun~ der Lipoiclc von Euglena gvaczlcs (Ztkchtung dcr 
Algen in organischem Medium 5 Tagc im Dunkeln, danach 4 Tage im Tageslicht be1 cu. 800 lux). 
Abktlrzungen. NL I : Neutrallipoldc (vorvrmgend Dr- und Triglyceride), NL 2 : Ncutrallipoide 
(vorwiegcnd Monoglyccrrde und Stcrin-Ester; MGDG * Monogalactosyldiglycerld , DGDG: Di- 
galactosyldiglyccrld ; C: Cardlolipin , SL* Sclfolipid ; PG : Phosphatidylglycerin ; PE : Phos-phati- 
dylathanolamin : PI Phosphatldylinositol ; PC. Phosphatldylcholm. (13) I * Cl, ; 2 : Clr ; 3 : C1,( 7) , 
4 * C,rl* 3’ 7-&(I-); ga Ivarts-3-C,, (I-); 6. C,, (2'): 7’ Ci, (3’). 8: C,, (4’) + CIR; g: C,, (I-); 

10: c,, (2'), 11: Cl8 (3’): 12. Cl, (4’); 13: CzO (4’); 14: C,, (5’). 

menge (z.B. 0.05 ml Chloroform, wie oben angegeben) lost, und jeweils gleiche Mengen 
(z.B. je 6 ~1) durch denselben Gaschromatographen bei gleichbleibender Apparat- 
Einstellung analysiert, erhZlt man (s. Fig. I 13) einen quantitativen Vergleich der 
Fettssuren aller Lipoide eines Extraktes (unter der Voraussetzung, dass der Gas- 
chromatograph ljnear auf die verschiedenen Substanzmengen anspricht). Proben, die 
bei der gew5ihlten Standard-Einstellung des Gaschromatographen wegen der zu ge- 
ringen Fettsguremengen nur sehr niedrige GC-Peaks ergeben, kijnnen dann an- 
schliessend bei hijherer Empfindlichlceit des Apparates nochmals gaschromatogra- 
phiert werden. 
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Wie in Fig. I I3 am Beispiel’ eines Lipoid-Extraktes aus Ezlglerca gradis gezeigt 
wird, haben die einzelnen Lipoide in Ubereinstimmung mit den Literaturangabenl-Q 
unterschiedliche, aber fur die jeweiligen Lipoide eine cha&kteristische Fettsgure- 
Zusammensetzung: Die Zone NL L (tiberwiegend Di- und Triglyceride) sowie PC und 
PE enthalten die Nauptmenge der ge&ttigten und der CIQ- und CQQ-Polyenfettsauren. 
MGDG und DGDG besitzen vorwiegend hiiher ungesgttigte Css- und C,Q-Fettsguren, 
SL ist dnrch die C,_,-Fett&ure und PG durch die ba+zs-3-C,& =)-Fettsgure charak- 
terisiert. PI, C 
ihrem geringen 

DANK 

und-NL 2 (vorwiegend Sterin-Ester und M%oglyceride) spielen mit 
Gehalt an FettsQuren nur eine untergeordnete Rolle. , 

Unser Dank gilt der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
dieser Arbeit mit Sachbeihitien. 

ZUSAMMENFASSUNG 

ftir die Unterstiitzung 

Mit Hilfe eines neuen Laufinittelsystems, Aceton-Benzol-Wasser (gr :30 : 8) 
gelingt mit eindimensionaler Kieselgel-Diinnschichtchrornatographie die vollst&ndige 
Trennung pflanelicher Glykolipoide (Monogalactosyldiglycerid, Digalactosyldiglyce- 
rid, Sulfolipid), Phospholipoide (Cardiolipin, Phosphatidylglycerin, Phosphatidyl- 
aethanolamin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylcholin) sowie der Neutrallipoide. 
Durch Transmethylierung der einzelnen Lipoidzonen aus der DC-Platte mit Natrium- 
Methylat kannen die Fettsguren aller Lipoide aus etwa 2-4 mg Gesamtlipoid-Extrakt 
in relativ kurzer Zeit gaschromatographisch bestimmt und quantitativ miteinander 
verglichen werden. 
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