
Journal of Chronrafography. 2 16 ( 198 1) 389-394 
Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM. 14,184 

Note 

Trennung einiger Bestandteile des Lecithins mit Hilfe der Hochleis- 
tungs-Fliissigkeits-Chromatographie. II* 
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Lehrstuldfir Pharmakogaosie der Universittit Hamburg, Bundesstrasse 43, D-2000 Hmnburg 13 (B.R.D.) 

(Eingegangen am 11. Juni 1981) 

In der 1. Mitteilung’ berichteten wir iiber eine schnelle und einfache lMethode 
zur Bestimmung von Phosphatidylcholin (PC) im Lecithin. 

Zu der weiteren qualitativen und quantitativen Beurteilung des Lecithins ist es 
notwendig neben dem PC such den Gehalt an weiteren polaren Phospholipiden wie 
2-B. Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinosit (PI) und Phosphatidslure 
(PA) bestimmen iu kiinnen. Die Trennung dieser polaren Phospholipide ist Gegen- 
stand dieser Mitteilung. 

In der Tabelle I sind die bisherigen Arbeitenzm6, welche sich mit der Einzel- 
phospholipidbestimmung beschsftigen, zusammengefasst. 

TABELLE I 

QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON EINZELPHOSPHOLIPIDEN IM SOJALECITHIN MIT 
HILFE DER DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE (DC) 

Metlrode Lit. 

Phosphor-Bestimmung 2, 3 
Priiparative DC 4 
Derivatisierung und Densitometrie 5 

Densitometrie 6 

In Tabelle II sind die Arbeiten aufgefiihrt, welche sich mit der Hochleistungs- 
Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)-Trennung der Phospholipide beschgftigen. 

Die Methoden (Tabelle II) lassen sich allerdings nicht auf die Trennung des na- 
tiirlichen Sojalecithins iibertragen. Die Schwierigkeit liegt ngmlich darin, dass im Soja- 
lecithin nicht nur Phospholipide sondem such Glyko- und Neutrallipide vorliegen, 
welche wegen der Vielzahl der Verbindungen die Trennungen erschweren. Mit Hilfe 
einer von uns entwickelten neuen mobilen Phase konnten wir schliesslich die ge- 
wiinschte Trennung erreichen. 

l Teil der Dissertation von Alice Nasner, Universitlt Hamburg, Fachbereich Biologie. 
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TABELLE II 

TRENNUNG DER PHOSPHOLIPIDE MIT HILFE DER HOCHLEISTUNGS-FLtiSSIGKEITS- 
CHROMATGGRAPHIE (HPLC) 

Ausgangsrnaterial Mobile Phase Stationtire Phase Lit. 

Blut, tierisches 
Gewebe, Frucht- 
w-r 

Synthet. 
Phospholipide 

Blut, synthet. 
Phospholipide, 
tierisches 
Gewebe 

Tierischcs 
Gewebe, syuthet. 
Phospholipide 

Tierisches 
Gewebe 

Blut, tierixhes 
Gewebe 

Eilecithin 

Acetonitril-Methanol-Wasser 

Chloroform-Methanol-Wasser 

n-Hexan-Iso- 
propanol-Wasser 

Acetonitril-Methanol-Wasser 

Dichlonnethan-IMethanol- 
1.5 M NH, 
Dioxan-n-Hexan 
Methanol+-Hexan 
Essigs%ure-n-Hexan 
Acetonitril-Methanolser 

Chloroform-Methanol-Wasser 

Micropak Si-IO 

FBondapak-NH, 

LiChrosorb Si 60 
Spherisorb S IOW 

Whatman PXS lo/25 
sex 

Micropak 510 

Zipax 

Micropak Si-10 

Kieselgel 

10 

11 

12 

13 

MATERIAL UND METHODE 

Fiir die Trennung von polaren Phospholipiden (PE, PI, PA, PC) im Sojaleci- 
thin auf Si 60 haben sich zwei mobile Phasen bewghrt: 

(1) Mobile Phase bestehend aus einem Gemisch von n-Hexan-Isopropanol- 
Acetatpuffer (pH 5.8) (8:8:1). Die Trennung ist in Fig. 1 abgebildet. 

(2) Mobile Phase bestehend aus einem Gemisch von ,z-Hexan-Isopropanol- 
0.2 M Essigsgure (8:8:1). Die Trennung ist in Fig. 2 abgebildet. 

Analysenbedingungen 

Methode 1 Mexhode 2 

Mobile Phase 

Stationare Phase 

Flussgradient 

Probenaufgabe 
Probenschleife 
Fhissigkeits-Chromatograph 
Detektor 

n-Hexan-Isopro- n-Hexan-lsopro- 
panol-Acetatpuffer panol-0.2 M Essig- 
(pH 5.8) (8:8:1) s&Ire (8:S:l) 

LiChrosorb Si 60, 

10 Irm 
L.5ttge: 25 cm 
Durchmesser: 4 mm 

von 0.3 ml/mm auf von 0.5 ml/mm auf 
2.3 mI/min in 15 3mlJminin IO 
min erhiihen min erhiihen 

Perkin-Elmer Autosampler 420 

IOfi 
Perkin-Elmer Serie 3 
Perkin-Elmer LC 65 T. 1. = 206 ~TI 
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a 5 mln b 5 min 

Fig. 1. a. HPLC-Trennung van Sojarohkcithin; b, HPLC-Trennung van entoltem Sojalecithin. Chroma- 
tographische Bedingungen: Same, LiChrosorb Si 60, 10 ,um; mobile Phase, n-Hexan-Isopropanol-Acetat- 
pufGer (pH 5.8) (8:S:l); Fhtssgradient, innerhalb van 15 min van 0.3 ml/min auf 2.3 ml/min erhiihen; 
Detektion, UV, 206 nm. PE = Phosphatidylethaaolamin; PC = Phosphatidylcholin; PI = Phosphatidyl- 
inosit; PA = Phosphatidsaure. 

Vergleichssubstanzen 
PE, PI, PA und PC wurden von der Firma Lepharm (Kiiln, B.R.D.) bezogen. 

Probenvorbereitung 
50-250 mg des Sojalecithins werden in 10 ml n-Hexan-Isopropanol-Wasser 

(8:S:l) aufgel6st. Die Menge des einzuwiegenden Lecithins richtet sich nach der zu 
erwartenden Menge der polaren Phospholipide. Probenmenge: lo+1 Schleife. 

Regeneration der S&de 
Urn eine Engere Lebensdauer der stationiren Phase zu erreichen, ist die SHule 

am Ende eines jeden Tages zu regenerieren: 
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(1) Mobile Phase mit Acetatpuffer: 30 min Spillen mit n-Hexan-Isopropanol- 
Wasser (8:S:l); Striimungsgeschwindigkeit 3 ml/min. 

(2) Mobile Phase mit 0.2 M EssigsHure: 10 min Sptilen miet n-Hexan-Iso- 
propanol-Wasser (8:8:1) unter Zugabe von 1 ml Ammoniak, 25 zig, auf 200 ml 
mobiler Phase; Striimungsgeschwindigkeit 3 ml/min; anschliessend 30 min mit n- 
Hexan-Isopropanol-Wasser (8:8:1) sptilen; Stromungsgeschwindigkeit 3 ml/min. 

DISKUSSION 

Die Trennung der wichtigsten polaren Bestandteile des Sojalecithins ist mit 
Hilfe einer gepufferten mobilen Phase (Methode 1) oder mit Hilfe einer sauren mobi- 
len Phase (Methode 2) auf ein und derselben stationaren Phase (Kieselgel Si 60) ge- 
lungen. Somit stehen zwei einfache Methoden zur Auswahl, welche die DC-Methoden 
ablosen konnten. Der Vergleich der HPLC-Trennung von entiiltem Sojalecithin im 

Fig. 2. A, HPLC-Trennung von Sojarohlecithin; B, HPLC-Trennung von entLiltem Sojalccithin. Chroma- 
tographische Bedingungen: Slule, LiChrosorb Si 60, 10 m; mobile P&e, n-Hexan-Isopropanol-0.2 M 
Essigsiure (8:8:1); Flussgradient, innerhalb von 10 min von 0.5 &/min auf 3 ml/min erhGhen; Detektion, 
UV, 206 run. PE = Phosphatidylethanolain; PI = Phosphatidylinosit; PA = Phosphatidsiiure; PC = 
Phosphatidylcholin. 
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5 min 

Fig. 3. HPLC-Trennung vom entijlten Sojalecithin. Chromatographische Bedingungen: Sfule. LiChrosorb 
Si 60, 10 m; mobile Phase, n-Hexan-Isopropanol-Wasser (8:S:l); Stromungsgeschwindtgkett. 1 ml/min 
auf 5 ml/min in 10 mitt erhbhen; Detektion, UV, 206 nm. PE = Phosphatidylethanolamin; PI = Phos- 
phatidylinosit; PA = Phosphatidsaure; PC = Phosphatidylcholin. 

n-Hexan-Isopropanol-Wasssr (8:S:l) (Fig. 3) mit den beiden hier vorgestellten Me- 
thoden zeigt, dass durch das Verandem des pH-Wertes der mobilen Phase eine ver- 
besserte Trennung der polaren Phospholipide erzielt wird. Bei der Anwendung der 
gepufferten Phase (Fig. 1) wird die Reihenfolge der polaren Phospholipide verandert 
und es resultiert such eine kurze Analysenzeit (ca. 12 min). Die Benutzung der mit 0.2 
M Essigsaure versetzten mobilen Phase (Fig. 2) verschafft einen schnellen Uberblick 
iiber PE, PA und PI. Allerdings wird das PC dabei erst nach etwa der dreifachen 
Analysenzeit herauseluiert. 

Die quantitative Bestimmung ist Gegenstand der 3. Mitteilung’“. 
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