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Riassunto. — Si deserive un metodo per il frazionamento di fosfoli-
pilli da tessuti mediante cromotografia in colonna di acido silicico, 1. elu-
izione & ottenuta con un gradiente concavo di metanolo in cloroformio,
realizzato mediante Uimpiego di due pompe dosatrici, secondo lo schema
riportato in una precedente nota. L'effluente ¢ controllato. in manicra conti-
nua, mediante Uinvio di una aliquota attraverso un rivelatore a lonizzazione
di flamma.

I fosfolipidi di vari tessuti di ratto (fegato, cervello, siero) ¢ quelli da
tuorlo dwove presentano profili caratteristici: i componenti dei picchi prin-
cipali sono identificabili dai rispettivi volumi di eluzione,

L'analisi qualitativa dei componenti corrispondenti ai picchi ¢ stata
eseguita con metodiche cromatografiche in strato sottile. che. specie per i
componenti presenti in minore qualiti. si rivelano pin vantaggiose che non
quelle applicate sull'intero estratto,

Le corrispondenti analisi quantitative sono state eseguite mediante
analisi colorimetrica del fosforo lipilliru.

I risultati delle analisi sono riportate nella relativa tabella ¢ nelle figure.

Summary (Fractionation of phospholipids from tissues by means of
column chromatography with continuous monitoring of the eluate by a flame
ionization detector), — A method is described for the fractionation of
phospholipids from animal tissues by means of silicie acid column chroma-
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tography. Elution is performed with a concave gradient of methanol in
chloroform, obtained by means of two metering pumps, following our scheme
reported in a previous paper.

The cfluent is monitored continuously by means of a hydrogen flame
ionization detector, a part of the cffluent being continuously drawn off,

The phospholipids from different rat tissues (liver, brain, serum) and
those obtained from ecgg yolk show characteristic profiles: the components
of the major peaks are identificd by means of their ¢lution volumes.

The qualitative analysis of the components corresponding to the dif-
ferent peaks is performed with bidimensional thin laver chromatographic
procedures: the application of thin layer chromathographic methods after
column fractionation results much more convenient than the dircet thin
layer chromatography on the whole extract, especially for low concentration
components,

The quantitative analysis is performed on the single peaks by a colo-
rimetric procedure for the lipid phosphorous,

The results of the analysis are reported in the table and the figures.

INTRODU ZIONE

In un precedente lavoro (Caviza et al., 1969) abbiamo deseritto una
metodica per il frazionamento in classi dei lipidi neutri, mediante cromato-
grahia in colonna di acido silicico. In questa metodica si impiegava per I'elu-
zione un gradiente di etere etilico in benzina, ottenuto secondo un nostro
schema. e per quanto concerne Panalisi degli effluenti era stato applicato
con successo un procedimento in continuo basato sull'impicgo di un rivela-
tore a ionizzazione di hamma. La metodica, ampiamente collaudata anche
con successive applicazioni alla separazione di steroidi da lipidi (Cavina
et al, 1971 a: b) si presta a separazioni sia di tipo analitico quantitative che
di tipo preparativo su piceola scala ed @ caratterizzata da buona riproduci-
bilita ¢ da un buon grado di automatizzazione.

Questi reali vantaggi della metodica ci hanno spinto a studiare appli-
cazione di un procedimento, dotato delle stesse positive caratteristiche. al
frazionamento dei fosfolipidi nelle varie classi di strutture molecolari allo
scopo di poter indagare, con lo stesso tipo i metodiche, il piit ampio
spettro possibile di componenti lipidici, polari ¢ non, di un determinato
Lessuto,

F noto che metodiche cromatografiche in colonna per il frazionamento
dei fu:-fuli]!id.i sono state gia da tempo descritte da Haxamax, DirrvMer &
Warasmina (1957), da Lea, Ruopes & Storr (1955) ¢ ampiamente passate
in rassegna nel capitolo di Rovser, KritcHEWsKI & Yavamoro (1967) in
Lipid Cromatographic Inalysis: solo poche tuttavia possono dirsi soddisfa-
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centemente risolutive ed automatizzabili nel contempo (Newsox, 1907:
Horrzrn Warraca & Norosy, 1963) per cui la risoluzione di questo problema
presenta sempre un notevole interesse.

Si deve aggiungere che. secondo la nostra ed altrui esperienza, & pre-
feribile applicare le metodiche di cromatografia in strato sottile. specie quelle
bidimensionali. a frazioni del totale dei fosfolipidi. precedentemente sepa-
rate mediante cromatografia in colonna. Questo procedimento consente (i
identificare con maggiore sicurezza le varie classi di composti fosfolipidici,
e cid & tanto piu utile per i componenti presenti in minori quantiti.

Descriviamo infine nel presente lavoro alcune applicazioni della meto-
dica da noi studiata al frazionamento di fosfolipidi da tessuti di ratto, ripor-
tando i risultati ottenuti.

PARTE SPERIMENTALE

Preparazione degli estratti lipidici.

Per la preparazione degli estratti contenenti i lipidi totali dei tessuti
¢ stato seguito il metodo di Forcu, LEEs & Spoane-Staxiey (1957) dopo
omogeneizzazione del tessuto in blendor. Sono stati cosi preparati estratti
da fegato, siero e cervello di ratti alimentati con le diete basali ed atero-
gene, impiegate da ANGELICO et al. (1970) nelle esperienze sugli effetti dei
differenti carboidrati ¢ del contenuto lipidico della dieta sul quadro lipidico
del siero, del fegato ¢ dell’aorta.

Con la stessa tecnica & stato preparato un estratto contenente i lipidi
dal tuorlo d’uovo fresco.

Gli estratti in coloroformio-metanolo 2:1. contenevano in 20 ml i lipidi
totali di 1 g di tessuto: il contenuto veniva determinato per pesata con micro-
bilancia Cahn, con la teenica in precedenza descritta (CAvINA et al., 1969).
I fosfolipidi venivano determinati mediante analisi del fosforo lipidico con il
micrometodo di BArRTLETT (1959) modificato da MariNETTI (1962) € molti-
plicazione del valore ottenuto per il fattore 25.

Solventi e materiali per la cromatografia in colonna.

Coloroformio ¢ metanolo per analisi, bidistillati. Acido silicico. Bio-Rad
325 mesh per la cromatografia dei lipidi secondo Hirsch ed Ahrens, condi-
zionato per il contenuto in acqua come descritto da CaviNa et al. (1969).

Colonne per cromatografia.

Sono state impiegate colonne in vetro LKB: tipo 4.200. diametro 6 mm.
lunghezza 30 em. Le connessioni fra le colonne ¢ le altre parti dell’apparec-
chiatura sono state realizzate mediante tubi in teflon del diametro esterno
di 1/16” (1.58 mm). Le colonne sono state riempite con 5 g circa di acido
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«ilicico, impaccandole a secco con l'aiuto di un vibratore. Veniva poi intro-
dotto coloroformio, al flusso di 1 ml'min per 1 ora o piit fino a scomparsa di
bolle d’aria dall’adsorbente,

Preparazione dei campioni per le analisi e loro introduzione in colonna.

Opportune aliquote degli estratti, preparati secondo CAviNA et al. (1969),
venivano concentrate in corrente di azoto e riprese con cloroformio, in modo
da avere in 1 ml circa 0,8 mg di fosforo lipidico (pari a circa 20 mg di fosfo-
lipidi). accompagnato da quantitd variabili di lipidi neutri secondo la natura
dell’estratto. Il campione prelevato con siringa Hamilton da 1 ml, veniva
quantitativamente introdotto in colonna attraverso un apposito iniettore.

Sistema di alimentazione della colonna.

Questo sistema & stato descritto in dettaglio da Cavina et al. (1969): le
condizioni operative per il gradiente sono riportate nelle leggende delle figure.

Analisi degli eluati.

Una parte dell’effluente dalla colonna veniva inviata in continuo ad
un Liquid Chromatography Detector, Barber & Colman, mod. 5400, con
rivelatore a ionizzazione di fiamma. Le condizioni del Liquid Chromatogra-
phy Detector (LCD) erano quelle riportate da Cavina et al. (1969); il rapporto
di splitting al rivelatore era 89, oppure 4%, del volume totale in uscita dalla
colonna, a seconda che la portata R, fosse | oppure 2 ml/min.

Per quanto riguarda la procedura per il controllo dei volumi eluiti nel
corso della cromatografia ¢ per il caleolo delle quantita presenti nell’eluato,
tenendo conto del volume splittato, si rimanda a quanto descritto nel lavoro
di CaviNa et al. (1969).

La determinazione del fosforo lipidico nelle raccolte delle frazioni cor-
rispondenti ai vari picchi & stata eseguita con il metodo in precedenza citato
(BARTLETT, 1959, modificato da MariNerrr, 1962). In alcuni casi & stata
effettuata la determinazione del residuo totale adottando la microtecnica
descritta da CaviNa et al. (1969). La verifica dell'identita e della purezza dei
componenti presenti nelle varie raccolte & stata eseguita mediante croma-
tografia su strato sottile.

Solventi e materiali per la cromatografia in strato sottile.

1) Lastre di em 20 x 20, preparate con silica gel H Merck. spessore
0.25 mm, attivate in stufa a 110°C per 30 min.
2) Solventi. Si usavano le seguenti miscele:
a) etere di petrolio-etere etilico-acido acetico . . . 70:30:1 v/v
b) cloroformio-metanolo-acido acetico-acqua . . . 05:25:8:4 v/v
¢) cloroformio-metanolo-ammoniaca al 25%, . . . 70:30:5 v/v
d) cloroformio-acetone-acido acetico-metanolo-acqua 50:20:10:10:5 v v
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3) Reattivi per il riconoscimento. La rivelazione dei vari componenti

si effettuava con i seguenti reattivi:

a) vapori di iodio per tutte le classi di lipidi:

b) acido solforico concentrato diluito 1:1 con acqua. impiegato come
descritto da ANGELELLI et al. (1960):

¢) ninidrina, preparata ed impiegata come descritto da ANGELELLL
et al. (1966);

d) bleu di molibdeno, preparato ed impiegato come descritto da
DittvMeEr & LESTER (19064):

e) reattivo all’orcinolo, preparato ed usato come descritto da SveExn-
NERHOLM (1956).

RISULTATI E DISCUSSIONE
Analisi qualitativa

La tecnica deseritta nel presente lavoro consente delle soddisfacenti
separazioni, tenendo conto soprattutto che & stato necessario rispettare in
egual misura le esigenze di praticita d'impiego e di risoluzione. I risultati
migliori sono stati ottenuti con una colonna di 30 em di lunghezza ¢ con una
portata dell’eluente di 1 ml'min. Con alcuni estratti, tipo quello di fegato,
¢ stato possibile realizzare un compromesso tempo-risoluzione che merite-
rebbe ulteriore approfondimento.

Le Fig. 1 ¢ 2 mostrano il frazionamento dei componenti fosfolipidici

da fegato di ratto come ottenuto nelle due differenti condizioni di flusso.
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Fig. 1. — Cromatogramma di estratto lipidico da fegato di ratto alimentato con dieta

basale, quantita 33,5 mg, fosforo lipidico 800 pg. Colonna di diametro 6 mm,
altezza 300 mm, caricata con 4,8 g di acido silicico. Sensibilita del rivelatore
3 x 10—10 A, Gradiente concavo P =14, C; = 100°, di metanolo, 87 ml;
Cy = 1002 cloroformio, 348 ml - 20 ml di pregradiente. Flusso attraverso la
colonna 1 ml/min; rapporto di ripartizione rivelatore totale dell’effluente 8/100.
Velocita della carta 6/'h. Picchi: NL) lipidi neutri; 0) piccole quantita di lipidi
neutri ¢ probabili ac. grassi; 1) difosfatidil glicerolo e tracce di glicolipidi; PE)
fosfatidiletanolammina; 2) zona comprendente fosfatidilinositolo, fosfatidilserina
e lisofosfatidiletanolammina; PC) fosfatidileolina; S <+ LPC) sfingomielina e liso-
fosfatidilcolina non ben separate ed impure per fosfatidilcolina.
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Fig. 2. — Cromatogramma di estratto lipidico da fegato di ratto alimentato con dieta

hasale, stesse quantita della Fig. 1, stesse condizioni della Fig. 1, eccetto il flusso
attraverso la colonna portato a 2 ml/min e rapporto di ripartizione rivelatore/
totale dell’effluente 4100, Picehi: come in Fig. 1.

Dall’'esame dei due cromatogrammi =i rileva la presenza i sei picchi ben
definiti e di un leggero rialzo compreso fra i NL ed il picco 15 si richiama
inoltre 'attenzione sul fatto che i volumi di ritenzione =i sono mantenuti
costanti alle differenti portate dell’efuente.

Per quanto concerne l'identificazione e la caratterizzazione dei vari
picchi si pud osservare che in questi due cromatogrammi, come anche in tutti
quelli relativi ad estratti di organi e tessuti diversi, si riscontra un picco che
esce sempre fuori scala, a piccolissimo volume di ritenzione, contrassegnato
nelle figure dalle lettere NL; si & accertato che esso contiene tutte le classi
dei lipidi neutri.

Per quanto riguarda la raceolta X, (picco 0), I'esame in cromatografia
su strato sottile e 'assenza di fosforo all’analisi colorimetrica indicano la pre-
senza in piccole quantita di lipidi neutri ¢ probabilmente di acidi grassi liberi.

La raccolta GL-4+DPG-+PA (piceco 1). che rappresenta circa il 4,77
del fosforo lipidico caricato in colonna. & risultata essere essenzialmente
costituita da difosfatidilglicerolo; nelle nostre prove non abbiamo riscontrato
diretta evidenza di acido fosfatidico nel fegato di ratto. Questo fosfolipide
sembra essere contenuto nei PL epatici secondo HawrnorNE (1959), tutta-
via Skipskr, PETErRsoN & Barcray (1964) ¢ Biezenskr (1967) avevano
considerato l'acido fosfotidico come costituente, assieme al DPG, della fra-
zione pit mobile in eromatografia su strato sottile, ma senza darne diretta
dimostrazione della presenza negli estratti: ¢id puo essere dovuto ai valori
molto piccoli del contenuto in questo fosfolipide. Per quanto riguarda il
contenuto in fosfolipidi della frazione, ¢ da notare che i nostri valori sono
compresi entro i limiti trovati dagli AA. precedentemente citati (Hawrn-
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or~NE, 1959; Skipski. PeTersoN & Barcray, 1964; Biezenski, 1967), che
erano pari al 3-59, del fosforo lipidico totale. Accanto a questo lipide fo-
sforato si & accertata la presenza in quantita molto piceole di glicolipidi:
cio in accordo con quanto trovato da Skipski, SMOLOWE & BArcLAY (1967).

I1 picco contrassegnato dalle lettere PE, in questo come negli altri
cromatrogrammi, ¢ relativo alla fosfatidiletanolammina. Negli estratti di
fegato tale picco & ben definito e di rilevante entiti, rappresentando il 239,
circa dei fosfolipidi iniettati; I'esame in strato sottile mostra un’elevata
purezza della sostanza.

La zona contrassegnata con il n. 2 (raccolta PS+PI-+-LPE), cui corri-
sponde un modesto ma ampio rialzo del cromatogramma, rappresenta circa
1'8-109,, del fosforo lipidico totale: mediante analisi cromatografica su strato
sottile bidimensionale & stato possibile riscontrare sicuramente la presenza
di fosfatidilserina, fosfatidilinositolo e lisofosfatidiletanolammina, come mo-
strato nella Fig. 3. I nostri dati qualitativi e quantitativi sono in accordo
con quanto riportato da altri AA. (Skiesky , PErerson & Barcray, 1964;
Biezenski, 1967; Parge & PetTerson, 1963).

Fig. 3. — Cromatografia in strato sottile bidimensionale della zona contrassegnata con
il n. 2 nel cromatogramma di Fig. 1 o 2, quantith 100 ug di fosfolipidi, pari al
49, circa della raccolta. Solventi: ¢) e d) in successione bidimensionale. Sviluppo:
ninidrina e bleu di molibdeno. Standard laterali dello stesso estratto lipidico
di fegato di ratto, quantitd 600 pg di fosfolipidi. Macchie: 1) ninidrina positiva,
molibdeno positiva: incognito: 2) fosfatidilinositolo; 3) fosfatidilserina; 4) liso-
fosfatidiletanolammina; 5) fosfatidilcolina in tracce; 6) fosfatidiletanolammina

in tracce.
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Nei cromatogrammi riportati il picco contrassegnato dalle lettere PC
¢ relativo alla fosfatidileolina; I'esame in strato sottile mostra una elevata
purezza della sostanza; nell’estratto di fegato questo picco rappresenta il
componente principale contenendo il 47-48° del fosforo lipidico totale.

L'ultimo picco presente nel cromatogramma costituisce il 5-7°, del
fosforo lipidico introdotto: l'esame in cromatografia su strato sottile ha
rivelato la presenza di due componenti fosforati principali, che sono stati
identificati come sfingomiclina ¢ lisofosfatidileolina, accompagrati da mode-
ste quantita di PC, putroppo non ben risolti in queste condizioni speri-
mentali.

Nella successiva Fig. 4 & riportato un cromatogramma ottenuto de un
estratto di lipidi di cervello di ratto, operando con un flusso di 1 ml/min,
che in questo caso si & dimostrato da preferire. L'esame del cromatogramma
rivela la presenza di nove zone importanti ai fini della identificazione; la
successione dei picchi pud essere commentata come segue.
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Iig. 4. — Cromatogramma di estratto lipidico da cervello di ratto alimentato con dieta

hasale; quantitd cromatografata 40 mg di lipidi totali, 800 pg di fosforo lipidico.
Condizioni operative come in Fig. 1. Picchi: NL) lipidi neutri: 1) incognito,
probabili tracce di ac. grassi liberi; 2) ae. fosfatidico e difosfatidilglicerolo, tracce
di cerebrosidi: 3) cerebrosidi e tracee di acido fosfatidico: PE) fosfatidiletanolam-
mina; sulfatidi in modeste quantita; 1.5) zona 4, presenza di PI, PS, LPE; nella
zona 5 si ha una prevalenza di PI; PC) fosfatidilcolina; S+ LPC) sfingomielina
e lisofosfatidileclina non completamente risolti.

Nella raccolta X, (picco 1, ben definito ma di scarsa entitd) l'analisi
colorimetrica del fosforo da risultati negativi e cid ¢ confermato dall’analisi
in strato sottile, che ha rivelato la presenza di modeste quantita di un com-
ponente incognito e di probabili tracce di acidi grassi liberi.

La raccolta GL--DPG- PA (picchi 2 ¢ 3) & costituita nel primo picco
prevalentemente da fosfolipidi, che sono presenti per un 29, circa del fosforo
caricato in colonna; I'esame cromatografico in strato sottile evidenzia la pre-
senza, in quantitda pressoché eguali, di acido fosfatidico e di difosfatidilgli-
cerolo, mentre sono presenti in modeste quantitd. a causa della cattiva riso-
luzione dal picco successivo, i glicolipidi.
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Il piceo 3 mostra di aver solo in tracce componenti fosforati (acido
fosfatidico) essendo essenzialmente costituito da eerebrosidi, Questi, oltre
che riconosciuti mediante cromatografia su strato sottile con la reazione
con acido solforico ed orcinolo (Skrpski. SmoLowe & BArcCLAY, 1967), sono
stati valutati mediante microdeterminazione ponderale (Rovsenr, KRrrcne-
wskY & Yamamoro, 1967) del residun su parte della raccolta. In questa,
il residuo totale ¢ risultato pari al 9", circa dei lipidi polari cromatografati
(lipidi totali meno i lipidi neuatri).

Per quanto riguarda la raccolta PE essa rappresenta il componente
piit rilevante in questo estratto essendo il 38-39°  del fosforo lipidico intro-
dotto in colonna; I'analisi in strato sottile ha mostrato la presenza oltre che
di fosfatidiletanolammina anche di un componente non fosforato da noi
identificato come sulfatide.

La raccolta P14PS+LPE che si presenta come un ampio rialzo, com-
preso fra i picchi PE ¢ PC, conticne il 127 circa del fosforo lipidico ed alla
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Fig. 5. — Cromatogramma di e<tratto lipidico da <iveo di ratto alimentato con dieta ate-

rogena, quantita 110,97 mg. fosforo lipidico 800 pg. Condizioni operative come
in Fig. 1. Piechi: NL) lipidi neatriz 1) ineognito: 2) glicolipidi in piceolissime
quantiti; PE) fosfatidiletanolammina: 3) zona P1PS CLPE: fosfatidilinoe-

sitolo ed in minor quantith l=ofo<fatidiletanolinomina, asseate la fosfatidilseri

5) sfingomielina impura: LPC) lisofosfatidileolina impura per sfingomicling ¢
fosfatidileolina.

analisi cromatografica in strato sottile bidimensionale ha dimostrato di
contenere fosfatidilserina (componente prevalente) accanto a fosfatidili-
nositolo ¢ a lisofosfatidiletanolammina. Raccogliendo separatamente la parte
iniziale e finale di queste zone, sembra che la prima contenga prevalente-
mente PI e la seconda PS--LPE.

Per le raccolte PC ed S+ LPC valgono i commenti fatti per Iestratto
di fegato.

La Fig. 5 mostra il cromatogramma di un estratto lipidico da siero di
ratto. E di evidenza immediata il fatto che. contrariamente agli altri estratti,
nelle prime zone del cromatogramma, ad eccezione del picco NL, che nel
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grafico riportato ¢ particolarmente rilevante in quanto si tratta di un estratto
da siero i animali trattati a dieta aterogena, 1 picchi 2 ¢ PE <ono di scarsa
entiti. Per quanto riguarda la verifica quantitativa del fosforo lipidico vi
¢ infatti un contenuto molto basso, pari al massimo allo 0.4° per la raccolta
GL -DPG - PA ¢ del 34", per il picco PE. Nella prima raccolta non ¢ stato
possibile individuare sicuramente aleuno dei componenti che di regola vi
<i possono trovare per i loro volumi di eluizione, ossia PA, DPG ¢ glicoli-
pidi. ¢id in accordo con quanto trovato da Broexuwese (1959) ed in con-
trasto con quel che risulta da un Javoro i Apavs & Ssiveee (1970). dove
perd vengono presentati solo dati qualitativi e le varie frazioni vengono
identificate soltarto in base allo Rq.

Nella zona intermedia a PE « PC. corrispondente al 29 cirea del fo-
sforo lipidico totale. troviamo fosfatidilinositolo ¢d in minore quantita
LPE, mentre sembra assente la fosfatidilserina, in accordo con quanto ripor-
tato da Broegnvyese (1969), Immediatamente dopo il piceo PC troviamo
Maccenno di un picco non risolto dal sueeessivo il eui contenuto in fosforo
lipidico ammonta al 6-7%0 circa del totale, che all’'esame cromatogralico in
strato sottile si mostra essenzialmente composto da sfingomiclina.

Si trova per ultimo un picco piuttosto consistente, che all’esame in
strato sottile risulta essere LPC impura per SP e PC, il cui contenuto in fo-
sforo lipidico & pari al 21-257, del totale cromatografato.

La Fig. 6 mostra il cromatogramma Jdi un estratto lipidico da tuorlo
d'novoe, dal cui esame si rileva la presenza di sei piechi che ai fini dell'iden-
tificazione possono essere cosi commentati.

La raceolta X, (piceo 1) & caratterizzata da valori pressoché nulli di
fosforo lipidico ¢ dalla presenza in eromatogratia su strato sottile di piccole
quantitd di lipidi neutri, di acidi grassi liberi ¢ di uno o due componenti
non ben identificati.
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Fig. 6. — Cromatogramma di estratto lipidico da tuorlo d’uovo, quantita 80,81 mg, 800

pg di fosforo lipidico. Condizioni operative come inFig.Y1.YPicchi:¥LN) lipidi
nentri; 1) incognito; 2) difosfatidilglicerolo; PE) fosfatidiletanolammina; 3)
zona PI-PS LLPE, fosfatidilinositolo e tracee di lisofosfatidiletanolammina,
assente la fosfatidilserina; PC) fosfatidileolina; 8) <fingomielina impura,
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132 TECNICHE E METODOLOGIE

La raccolta GL 4 DPG+4PA (picco 2) presenta un modesto contenuto
in fosforo lipidico cui corrisponde all’esame in strato sottile la presenza di
un componente fosforato identificato per difosfatidilglicerolo.

Le raccolte PE ¢ PC sono le pin rilevanti in questo tipo di estratto e
sono essenzialmente costituite da fosfatidiletanolammina e fosfatidilcolina,
mentre la zona intermedia, pur non presentando un apprezzabile rialzo,

2 W i

1.t
L}
()

2
LT
= "

Fig. 7. — Cromatografia in strato sottile bidimensionale della zona compresa fra il piceco
PE e quello PC nel cromatogramma di Fig. 6, quantita 100 yg di fosfolipidi.
Solventi ¢) e d) in successione bidimensionale. Sviluppo: ninidrina e bleu di moli-
bdeno. Standard laterali dello stesso estratto lipidico di tuorlo d’uovo, quan-
tita 500 ug di fosfolipidi. Macchie: 1) lisofosfatidiletanolammina; 2) fosfatidil-
inositolo; 3) fosfatidilcolina in tracce.

contiene un 39, di fosforo lipidico che all’'esame in strato sottile risulta essere
prevalentemente costituito da PI accompagnato da tracce di LPE; sembra
assente la fosfatidilserina (Fig. 7).

L'ultimo picco & prevalentemente costituito da sfingomielina impura
per fosfatidilcolina e lisofosfatidilcolina che si riscontra principalmente nelle
ultime frazioni della cromatografia.

Analisi quantitativa

Nella Tab. 1 sono riportati i risultati di alcune analisi eseguite per
controllare gli aspetti quantitativi del metodo proposto: le analisi dei dif-
ferenti estratti sono state eseguite in doppio. I risultati possono ritenersi
soddisfacenti per quanto riguarda la concordanza dei valori in doppio ed i
relativi recuperi e soprattutto per quanto riguarda la caratterizzazione dei
diversi tipi di estratti.

Ann, [st. Super. Saonitd (1972) 8, 122-136
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134 TECNICHE E METODOLOGIE

Circa i recuperi si pud fare l'ipotesi per i valori meno soddisfacenti
(89-90°;) di una relativa perdita per scodamento del componente prinei-
pale, in questo caso la fosfatidilcolina, che viene eluita piuttosto tardi: tale
perdita quindi sarebbe tanto pin grande quanto maggiore ¢ la precentuale
di questo componente nell’estratto. Alla luce di questa ipotesi appaiono
giustificabili gli elevati valori del recupero negli estratti da cervello, perche
questa volta il componente principale non & la fosfatidileolina bensi la fo-
sfatidiletanolammina,

CONCLUSIONI

Per quanto concerne il frazionamento dei fosfolipidi, i risultati ripor-
tati nella Tab. 1 mostrano in termini numerici le differenze fra i diversi tipi
di estratto; i differenti profili inoltre rendono spesso possibile 'identificazione
a prima vista di questi, consentendo di evidenziare eventuali variazioni di
composizione. Proseguendo nell’esame dei vantaggi e degli svantaggi del
metodo si pud far osservare che:

a) per quanto riguarda il procedimento cromatografico in generale,
sono confermate le caratteristiche di semplicitd, parziale automatizzazione
e riproducibilitd dei risultati (in particolare, costanza dei volumi di eluzione)
che erano evidenziate nelle precedenti applicazioni di un procedimento di
questo tipo (CAVINA et al., 1969; Cavina et al., 1971 a; b);

b) per quanto riguarda Iapplicazione al frazionamento dei fosfoli-
pidi nelle varie classi di strutture molecolari si pud dire che a parte il caso
della incompleta separazione della sfingomielina dalla parte finale della fo-
sfatidilcolina ed in parte dalla lisofosfatidilcolina, si hanno le seguenti possi-
bilita di separazione:

1) lipidi neutri dai fosfolipidi. In ogni caso ¢ possibile introdurre in
colonna Destratto dei lipidi totali, anche quando presenti in forte eccesso,
senza disturbare le separazioni dei lipidi polari, diversamente da cid che pud
avvenire in cromatografia su strato sottile;

2) glicolipidi dai lipidi neutri e dai principali fosfolipidi. Risulta invece
incompleta la separazione da difosfatidilglicerolo ed ancor piu da acido fo-
sfatidico;

3) fosfatidilcolina ¢ fosfatidiletanolammina dagli altri componenti. Il
controllo di purezza sui picchi principali eseguito mediante cromatografia
su strato sottile, in condizioni atte al confronto, li mostra infatti pratica-
mente senza contaminazioni;

4) fosfatidilinositolo, fosfatidilserina e lisofosfatidiletanolammina, che
danno luogo ad un unico picco, dai componenti principali. In questo caso
si ottiene la separazione della fosfatidilserina dalla fosfatidiletanolammina,
cosa che secondo l'opinione di Sromiamy & Horowirz (1970) non & gene-
ralmente ottenibile su semplici colonne di acido silicico e nel contesto di una
pilt generale separazione;

Ann, Ist, Super., Sanita (1972) 8, 122-135
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¢) infine, caratteristica importante della cromatografia in colonna,
gli eluati, corrispondenti ai vari picchi principali del cromatogramma. pos-
sono essere ottenuti in quantita sufficienti per eseguire analisi quantitative
replicate e con diversi procedimenti. E il caso delle analisi mediante croma-
tografia in strato sottile bidimensionale che & stato illustrato con alcuni
esempi nel corso del presente lavoro.

Ricevuto il 29 maggio 1972.

Accettato il 4 luglio 1972,
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