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Separazione cr·oma tografica m colonna di fosfolipidi 

d a t ess u t i con controll o con t inu o d e ll' e .ffiu ente 

media nl t> un rivclator(' a ionizzazione di fia mma 

(;lll>ll C \ \T\ \ l 1 u \ \IO H E'l T\. Huut RTO \'\(()'\ l'\ l (•) 

~\t.H\1 1111 (. \ Yl' \ lllH \ (•) t ' )· JOIII I.L \ \1 \!'l( \(; ,\ \ (••) 

Lfllmmt,ri di u ;,.f,.!:ia 

Riu~<~>UDto. - ~ i tl,·~ni' ,. 1111 nwtorlu l"' r il fra ziuna mt•u to tli fj,,.fo l i~ 

pidi ùa 'lt·:->' uti nwdinnto• t rumotugrafia iu t•olou.na di at·idu .~ ili c i co. L\• lu­
izion•• i· uth·nuta ron 1111 ~radit • lll•· t'tmc:l\ u d i ml'lan•, lo in doruforotio, 
n•aliz:ralu m ediant i' l'impio·g•l di clu.· JHtlllJH ' do!-atrici. ,,.,·ondo lo ,.l' hf' m a 

riportato in una pn·c·t·cl,·nt •· nola . L'dllut·nt c· ,'. coutrullato. it\ 111anic·ra I'Oilli­
nua. mt•tli:mtt• l'in' io eli una aliiJIICita n tira' ··r:-tl llll ri' Platnr,· a iouiz:razion•· 
eli lia mllla. 

l r .... fol ipicl i di \ari ........ ut i d i ratto (f .. gu to, l'l'T\ l'Ilo, ,.ir·rn) l' 'lllo •lli d a 
luorlo ci'IIO\O prt·:-Pnlano l' rolili t':ll·att•·ri .. ttri : i l'tt tnpont·nt i tlt·i JIÌI'rhi prin~ 

cipali "111111 id .. n tiiH'ahi li ola i rÌ .. p•·tti' i 'ulumi di t•lu.t.iun•·· 
l : ulttdi ,. i qualitaiÌ\ a d o·i c·ou•po•wn ti c'MrÌl'ponc lc•nti ai pit·C'It i ,-. ... tatn 

r:-c·guita N Hl ml'totdidw c·romato~ralid11· in ~t ra teo ~o li ile·. t•hc•. "!'"t' io· 111·r i 
C'O illfiOUI'II IÌ prc• .. t•nt i in mi nort• qua lit à ... i ri' c·lanu pi ìa 'antagl!iu,.,• c•h o· 111111 
quc·ll·· applit·atc· .. ulrint c•nJ · · ~trai tu . 

Le• PnrrÌ >' IIIliHh•Jiti .-na li ,.: i CJII:llltitati' " ,.ono l' t nt .. c·,. q,:uitc· llll 'cliantl• 
an~di~ i t'CI IuriuiC'I ri t·a tic• l f,,~fow lipidic·11. 

l ri~u ltat i tlc•ll,· anaJi,.i .. oaw riportato · nc•lla n ·la ti\ a tnlwlla ,. nPII c· figure·. 

Summa r y (Frnl'tinnatinn nf JlhOSJihofiJiid.~ from t is.<uP.~ hy m NtiiS of 
coftmllt l'hrnmntn;:rap/n· 1cith co11ti11unus mort itorirt!! of tlll' l'ltlfl/1' by " .flrrml' 
io11i::.nti1111 dPtl't'lnr). \ nwt h()(l ;, tlc· ;:<·rilwtl l'or tlw fral'timtntion of 
pho .. phulip icl" from animai t i •'-111'" "' uu•a n, vf :-i lit•it• a r ie l r ulnmn du·oma-

( • ) Bur-i-La dc·i Lahuratun d i Butlo~ia. 
("•) 0 -pitt' tl t'i l.ahorutvri cii Biulul(ia. 
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tngraphy. Elut ion i, pcrformetl with a concan• graill~:nt of rncthanol in 

d1loroform. obtaint·tl by mran ... Hf lwo m ct ering pu mp . follo\\ ing our :-cheme 
r rportNl in a pre, ·io u:; pnJWr . 

Tht· ciHuent i moniton·d t·orttinuou,Jy by m l'an of u h) tl rogcn Aam e 

iuni~ut iun ti l'lCCLOr. a part of thr• d flucn t b ein g t•untinuu u,Jy tlruwn o fl'. 
'fh(· pho-.ph.olipitll5 frurn difl"t·n·nt rat tissu!';. ( liwr . Lrnin , " l'ru m ) anù 

l ho .. ,• ohtniru:d fruru o·gg yulk :- ho w char;:wtcris t ic prulil t•!>: 1 ht• t'tJmptll ll ' ~l :l 

of l h t• rnnj11r pc al..- a r P itlf'nl ilit•tl h~ mt'<Ul5 of thec·ir dution 'olu rnrs. 

'l'h .. q uali tati n· unal ~ ... i:- of tht• romponents I'O rrt' 'P"'u ling to thc tlif­
ft•rt·nt Jlt•al.. ... i ~ lll'rfÌirrno·tl ,, ith birlirnen::-ional t h in l a~ t'r t•hrornalobrrapltic 

pnlt't'lllrrt' '-! t hP appl iC"at i ori of t h in la ~·er r·hrornat hogrnphi<· m l'l h mb after 
t•olurrlll frat•t iurlUtion n·,..ult:- lllll l'h ruure CtHl\ o•Jii•·nt l han tht• tlir,·t•t thiu 

la) o·r d\r11nratograplty CII\ tlw "huh· extract, ''" lll'c· iall) l'or lo w r·oru·t· rlt ration 
l 'O ITIJ'tllll' llll'i. 

' l' lw qtL<IIll itatiYt' an:d ) :- is i" 1w d'urnH•tl 1111 l ht• :- ill~lt· l"·ak:; h~· a ('Olo­
rinwl rit• prut·•·dm·t· fnr l hc• li p id plto:-phnrou,., . 

'l'h.- rt''-lllt" uf the analy:-i:- art· r•·rwr lt'll in l lw l ahi·· and th•· ligure~ . 

1'\'I'HOIH llO~E 

In un prt·n :dl·ntt· lavoro (C.\' 1 '\A et n l., 1969) tll1hiamu tl••,t•ritto tm<l 
llll'ltHLira IH' r il fra.;rionarnt• rllu in da..,,..i tlci lipiJi neutri, nwcli.H\tl' •·romato­

graha irt t•olonna tli ;u·i<lu -, iJit•it' O. f n ljllf':-ta IDl'tOtlit•a :. Ì irrtpio•ga\ a JH'r J',.Ju­
\'.iOIIt' un ~radi t· nte di Ptt·re d il it·o in benzina, uttc·rurtu "t't'Oiltlo un uu,.tru 

;,dtt•ma. ,, pt•r rprant11 curH't' rll l' l'analis i degli d fltwnli t' rn " lat o applieat o 

c·on "' ll t 't'•·~:-u l llt proct·diuwnto in rontinuo ba::.atc1 :.ull'irupi••go tli lllt r Ì\ t•la­
lorc· a ioniuazione di li~tmrna . La metodica, a m p iamt•nu· l'ollautlata nncht· 

l'Ili\ ' llt't'l' :-"i' c app li t•azioni a lla ' l' [l :trazione di ,..tt•roitli t la lipitli (C.\\ 1 'A 

et al , lf)ìl n: b) ~i prl':-ta a "c'para~ioui 'ia •li t ipo analit ico 1111a1HilatÌ\o ,·h~> 

di t ipo p rr·tHtrativo ,..u pit•t•nla ~cala etl è t•arattl·r i.r.zata tlu huurra ripwtluci­
b ilit ìr ,. d a ltll bunn grado di automatizzazione. 

()llt':-.1 i r •·ttli n mtaggi tl.-lla m l'tutli ca ei hannu :.pirllll a :- t llltian· l'appli­
t·azitHll' tli un pnH·t·tlimcnto. do t ato tldl e :;t esse po:-iti\·c· enrntt <· ri :- til'ht•. al 

frn\'. iormmt•nto •le i l'o :- lt•lipitli •u·Uc variP l' lassi di. "trutturt• •n oln :•>lari a llo 

'-' t'II IH' tli pott•r indagan·, t'Oil lo :;tesso t ipo <li lttc•totlidH·, il l' iìt ampio 
" l"'' l m possibile tli t·o rnp•m•·nti lipi tliei, polari t ' non, <li urt •lPlnminato 
1 t':-• u to. 

t~ llflln c•h,. tn Ptotl ir·lw l' romatohr-rafi,·ht• in •·nlonnn p r·r il frn7ionamt•nto 

tlt·i fo:-fulipiJi ~ono ... talt· gi<'t tla tempo d e:.crittc eia li\'\ \Il'=" · D t l'T)IFR & 
\'\ \IU.,Ilt;"A (19.37), tla L~:A, HttOOES & STOLL (19:>~) t' ampiault'ntl' pa.., ~..tt• • 

Ìl\ r;~,..::.r'gna nd t·apitulu di Rot ~-R, K RITCRJ.:w..;Kt & 'l \\IA\IOTO ( J«J67) in 

Lipicl Cromalographic _ lnnl_Y$ÌS~ •olo pod1e tuttaYia po ..,urw dir ... i -oùdi,.fa-
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centetnl' nt<· risolutive l'd automatizzabili n el conlt·mpo ( ·EL~O~. 1f)(,-;-: 
HoELZJ, W ALLACH & NoRD BY, 1963) per cui la risolu:r.ion,c t li f( UI',. LO probh•:11a 
presenta st·mprc un nolt·volc interet-<~<t· . 

Si drvt> aggiungrrr rhe. 5econdH la nos tra t'd altrui t'SJH•ri<>nza, ì· pro-­
feribile applicare le mNodiehe di cromatografia iu l'trato ,;ottil t•. specie qu.·llt· 
bidimensionali. a frazio •~i del totale dci fosfolipidi. prcccdcnt <'mcnte so:pa­
rate mediantt• cromatografia in colonna. Qur!'ltO procedimento cunsentP oli 
iden,tifìcarc con maggioro· sicu:rezza lt varie c1afol!-Ì eli com]'W;t i fosfolipidi ,·i, 
e ciò è tanto più util <> prr i componenti prrsenti in minori quantit~t. 

Dcscrivjamo infitw nt·l presrnt (' Ja, oro alcurw applicazioni drlla mf'to· 
elica da noi studiata al frazionamento di fosfo]ipilli da tesFHti di ra tto , rjpnr· 
tando i r isultati ottenuti. 

PARTE SPERnlEè\1.\ LE 

Prepara::.ion f!. degli estratti lipidici. 

P er la preparazione degli est ratti contencr~Li i lipidi totul i d ei t<•,.,:<tll i 
è stato seguito il m etodo di FoLCJJ , LEES & SLOAXJ::-STANU;Y (1957) dopo 
omogcneizzazion e del t essuto in blendor. Sono s tati così prc.'parati estratt i 
da fegato, sir ro e cervello di ratti alimet•tati con le diete ba:.ali cd atero­
gem), impiegate da ANGELICO et al. (1970) nelle esper ienze sugli effetti d t·i 
d ifferenti carboidrati <' del contenuto lipidico di'Ila dieta sul quudro lipidico 
del s iero, del fegato e dell ' aorta. 

Con la stessa t ecnica l· stato prrparato un estratto contencntt• i lipitli 
dal tuorlo d'uoYo frcsl·o . 

Gli estratti in colorofurmio·metanolo 2:1. contenevano in 20 ml i lipi di 
totali di l g di tessuto: il contenuto V(·uiva determinato per pt•sala con minu· 
bilancia Cahn, con In tecnica in precedenza descritta (CaYJC'\A <'t al. , 1969). 
I fosfolipidi venivano di' t erminati mediante analisi dd fosforo lipidico con il 
microm~· todo di BARTLETT (1959) modificato da 'MAtll NETTJ (l9(i2) e molt i· 
plicazione del valon~ ottenuto per il fatto re 2!l. 

Solventi e materiali p er la cromatografia in colonua. 

Coloroformio c metnnolo per analisi, bidistillati. Acido silicieo. Bio-Hntl 
325 mc~<h per la cromatografia d ei lipidi secondo Ilirsch ed Ahren.s, condi· 
zionato per il contenuto in acqua come descritto da CAYI NA et al. (1969). 

Colon ne per c1 omatograjia. 

Sono state impiegate colonne in vetro L KB, tipo 4.200. diametro 6 m m. 
lunghezza 30 cm. Le connessioni fra le colonne c Je altre parti clell'apparec· 
chiatura sono state r ealizzate mediante tubi in t cflon del diamet ro esterno 
di l /16 .. (1 ,58 mm). Le colonne sono state riempite con 5 g circa di acido 
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:;ilicico, impaccandoli' a sccro con l'aiuto di un vibratorc. Veniva po1 Intro­
dotto coloroformio, al flusso di l ml;'min per l ora o più fino a :scomparsa di 
bolle d'aria dall'adsorbente. 

Prepara:ion e dei campioni per le analisi e loro introdu:ione in colonna. 

Opportw1e alic1uote degli estratti, preparati secondo CAVI~A et al. (1969), 
' enivano concentrate in corrente di azoto e riprese con cloroformio, in modo 
tla awre in l ml circa 0,8 mg di fosforo lipidico (pari a circa 20 mg di fosfo· 
lipicli). accompagnato da tfuantità variahili rli lipidi neutri secondo la natura 
clr ll'e._tratto. Il campione prelevato con :siringa Hamilton da l mi, veniva 
•1 uantitativamente introdotto in colonna attra,·er so un apposito iniettore. 

Sistema eli alimentazione dt>/la colollna. 

Questo s istema è s tato descritto in dettaglio da CAVINA e' al. (1969) : le 
condizioni operative p er il gradiente sono riportate nelle leggende delle figure. 

A11alisi degli ~>fu ati. 

na parte dell'effluente dalla colonna n·niva in,·iata m continuo ad 
un Liquiù Chromatograpby Detector, Barbcr & Colman, moù . .)400, con 
ri,·datore a ionizzazione di fiamma. L e condizioni del Liquid Chromatogra· 
phy Detl'ctor (LCD) erano quelle ripor tate da CAVINA et al. (1969); il rapporto 
fli .~plitting al rivelatore f'ra 8% oppure 4% del volume totale in uscita dalla 
colonna, a seconda che la portata R2 fosse l uppure 2 ml/min. 

Per quanto riguarda la procedura per il controllo clei volumi elu.iti nel 
corso della cromatografia c per il calcolo delle quantità p resenti nell'cluato, 
t en endo conto del volume splittato, si rimanda a quanto descritto nel lavoro 
di CAvJNA et al. (1969). 

La 1lcterminazione dPl fosforo ·Jipidico nelle raccolte dolle frazioni cor­
rispondenti ai vari picchi è stata eseguita con il metodo in precedenza citato 
(BARTLETT, 1959, mocli6cato da M.AluNE1'TI, 1962). In alcu.ni cas i è stata 
effettuata la det r rminazionc del residuo totale adottando la microtecnica 
descritta da CAvr:>~A et al. (1969). La v erifica d ell' identità e della purezza dei 
componenti presenti n elle v arie raccolte è stata eseguita mrdiantt' croma­
togrrtf-ia su s trato sottile. 

Solventi e materiali per la cromatografia i n strato sottile. 

l ) Las tre di cm 20 X 20, preparate con s ilica gel H Mcrck. ,-pessorc 
0.2.) rum, attivate in stufa a l tooc per 30 min. 

~) Solventi. Si usa ,·ano le ,., t:gut:uti miscele: 
a) etere di petrolio-Ptt)rc e tilico-acido acetico 
b) cloroformio-metanolo-acido acetico-acqua 
c) cloroformio-mctanolo-ammoniaca al 25% 
d) cloroformio-act•tone-aciclo acctico-metanolo-acqua 

70:30:1 vfv 
65:25:8:4 v/v 
70:30:5 viv 
50:20:10:10:5 V / V 

4nrl. /lt. Suver. San•tà <197!) l, l:!"~ 135 
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3) Reatti\"i per il riconoscimento. La rivelazione dl•i \"Ari componenti 
si effettuava con i seguenti reatti\"i: 

a) va pori di iodio per tutte· le clalSlS i di Jipidi: 
b) acido solforieo COJ1CCntrato diluito 1:1 con acc1ua. impiegato come 

descritto da A~CELELLI f't al. (1966): 
c) ninidrina. prrparata cd impi•·gata cunac 1lc::.crillu da .\ t.ELf:LLl 

et al. (1966); 
d) bleu tli m otibdt•JlO, prcpurato e<l impiegato com<· dcf;c ritto da 

DITDIER & LESTER (1964 h 
e) reattivo all'orcinolo, preparato ed w.ato come d(',.cri tto da SYE::-i· 

NERIIOL~t (1956). 

HlSULTATl E DISCUSSIONF. 

An~ li si qualitati l'O 

La tecnica descritta n.cl presente Ia,·oro consrnt•· d ellt' soddisfacenti 
St·parazioni, t rnrndo conto soprattutto che è :-. tatù uccc!':-ario rie;pcllarc in 
egual misura le esigcnzr di praticità d ' impiego c di risoluzione. I ristùtati 
migliori sono stati ott«'nuti con una colonna di 30 cm di lWlghtzza r con tma 
portata dcll'elucntc di l mi/min. Con alcWli estratti, tipo quello di fegato, 
t! stato po sibilc r ealizzar<' un compromesso tcmpo-ri~oluzionc cht' rncrit <:· 
r ebbe ulterior r approfondimento. 

Le Fig. l r 2 mostrano il frazionamc·nto elc i componcnli fo!c'folipidici 
da fegato di ratto come• ottenuto nell e due di(fcrcuti condizioni di fl usso. 

e • 
! 
~ l 

Il • . 
·.: . .. 
... . 
! ,: J 

l·J • 

Fig. l. 

.. .. .. " • • • 
~ urn• ro dtll& ft•z•on t 

Croanntogrammn da C:btratto lipirliro da fegato di ratto alimentatu con dieta 
bo•ule, quantitù 33,5 mg, fo~foro lipidico 800 ..,.g. Colonna di diomcl.ro 6 rom, 
altezza 300 mm, coricata cou 4,8 g ùi acido ~ili cico. Sen~ibilitù dr l rivelatore 
3 >. JO - to A. Gradirnte conco,·o P = 1'4, Ca = 1ooo., di metauolo, 87 mi; 
C111 100°~ cloroformio, 348 rul + 20 ruJ di pre~odiente. Flu~su allra\'erso In 
colonna l mlfmiu: rapporto di riporti:r:ione r ivelatore /totale dell'effiuc•nte 81100. 
Velocità della corto 6"/h. Piccbi: NL) lipidi nrutri: O) piccolt quantità di lipiùi 
neutri e probabili o c. grassi; l) difo!'fatidil glicrrolo r trocct> di glicolipidi; PE) 
fosfatidiletanolonuuina; 2) zono comprendente fo,fatidiliuo~itolo, fo•fotidil;;erina 
e li~o fo!d'atidilrtanolommioo; PC) fo~fatidilcolino; S + I. PC) >lingornit'liua e liso­
fo llcfotidilcolina 11011 ben separate ed impure per fo. futidilculinn . 

. 4 n n 1•' S11p•• r. So:utd (1971) l, 122-135 
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~urn • ro df' ll 6 fr a~ ton~ 

Fig. 2. - Cromatogrununa di cstrutto lipidico da f~gnto di ratto alimentato con dieta 
hasale, stc ~~~: rl'tantità della Fig. l, stesse condizioni della F ig. l, eccetto il Ausso 
attraverso In culunna portato a 2 rnf.'rnin e ruppurto di ripartizionl' rivelatore/ 
totale dell'(·fllut<ntc l , IOtl. Picchi: cnrne in Fig. J. 

Oatre~ame Ilei due erotnatogrammi ,..j riJe, ·a In vr cl-t•nza di sei picchi ben 
definiti e di un ll'ggt•ro ria lzo compreso fra i X L cd il. picco l ; si r ichiama 
inoltre l' attenzione s tù fatto che i Yolumi di riten zionc si sono m antenuti 
costanti alle differenti portate dcll't·ffiu ente. 

P er quanto concerne l' itll'ntificazione c la t·urattt'rizzazione dei ,·a ri 
picchi s i può ossrrvare che .in qucsLi due cromatogrammi, come anch e in tutti 
rtueUi relativi ad est ratti di organi e tessuti divf' rs i, s i riscontra un picco che 
esce sempre fuori scala, a piccolissimo volume ui ri t (•nziorw , contrassrgnato 
ttcllc figtlre tla lle le ttere NL; s i è accertalo che e;;:s t> contiene tutte le claslli 
dci lipidi n eutri. 

P (·r quanto riguarda la raccolta X 1 (picco 0), re~ame in cromatografia 
H l s trato sottile c l'assE"nza di fosforo all'analjsi colorimctrica in.dicano la pre­
bcnza in piccole quantità di li pidi neutri c probabilmente di acidi grassi liht•r i. 

La raccolta GL+ DPG t- PA (picco 1) , che ra ppresenta circa il 4,i 0
11 

J,•l fosforo lipiclico car icato in colonna. t- ri ::mlta.ta essere esscu zialmenLe 
costituita da difollfa t idiJgliecrolo; nelle no~tn· pwv·e •wn abbiamo riscontrato 
diretta c, ·iclenza ùi acido fosfaticlico nel fegato di ratto. Questo fosfolipide 
st>rnbra essere cont enuto nei PL epatici secondo HAWTIIOil~E (1959), tut ta­
via SKIPSKI, P ETERSON & BARCLAY (1964) ,. 8J EZEN KI (1967) avevano 
cons iderato l'acido fos fo ticlico come costituente. assicm t• al DPG. ùelJa fra­
zinne piìt mobili' in cromatografia s tl .:; trato ,ottilc , ma ,.,enza .larne ùi.n·tta 
tlimo t razione Ù('lla presenza negli estratti: ciò può t'sscrc dovuto a i Ya lori 
molto piccoli del contenuto in l[ttesto fosfolipide. P er c1uant o riguarda il 
contenuto in fosfolipitli della frazione, è da nolarC' <'ht• i nostri ,-a lori !'ono 
compresi entro i limiLi trovati dagli AA. prccedt·ntcmentc eita t i ( H AWTH-

.-l11r1. / t t. Su)lor. 5mli/(Ì • !9i~ ) 8, 1 22- l3~· 
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onxE, 1959; SKIPS KI , P ETI::RSOt'i & BAnCLAY, 1964; BIEZENSKI , 1967). che 
erano pari al 3- 5% del fos foro lipidico totak. Accanto a questo lipide fo· 
sforato si è accertata la JH•'scnza in quantita molto piccole di glicolipidi: 
ciò in accordo con quanto tro\alo 1la SKIPSKr , S.1110LOWE & BARCLAY (1967). 

Il picco contrassegnato dallt• letter e PE, in questo come n egli altri 
cromatrogrammi , è r elativo alla fosfatidiletanolammina. N<'gli t'l'tratti di 
fegato tale picco è ben definito t• di rile, ·ante Pntità, rappresentando il 23% 
circa dei fosfolipidi iniettati; l'c::.amt• in strato sottile mostra un'elevata 

purezza della sostanza. 
La zona contrassegnata con il u. 2 (raccolta PS + PI + LPE), cui corri· 

sponde un modesto ma ampio r ia lzo del cromatogramma, rappresenta circa 

1'8- 10% del fosforo lipidico totale: mediante anali i cromatografica su s trato 
sottile bidimensionale è stato po~sibilt· riscontrare sicuramente la presenza 
di fosfatidilscrina, fosfatidilinositolo e lisofosfatidiletanolammina, come mo· 
~:~trato nella Fig. 3. I nostri dati qualitatiYi e quantitativi sono in aecordo 
con quanto riportato da altri AA. (SKIJ>SKY, PETJ::llSON & BAUCLAY, 1964; 
BlEZENSKI, 1967; PARKE & PETERSO~, 1965). 

l -. 

•• ft; 4 ··. 
'' l ' c·:'t , 2 

3 ~ '!· ... t l 
· ....... ···· 1 ..... .... . 

II 

l<ir. 3. - Cromatografia in strato sottil ..- hidimcnsionale dello zona contrassegnata con 
il n. 2 nel cromatogramma di Fig. l o 2. quantità 100 1-'g di fosfolipidi, pari al 
4% circa della raccol ta. Sol\'enti: c) e d) in successione bidimensionale. Sviluppo: 
n inidrinu e bleu di molibdeno. Standard laterali dello st esso estratto lipidicu 
di fegato di ratto, quantità 600 NI; di fosfolipidi . .\'lacch.ie: l) niuidrino positiva, 
molihdeno positiva: incognito: 2) fosfatidilinositolo; 3) fosfatidil serinn; 4) liso· 
fosfatidiletnnolammina; 5) fo~fotidilcolina in tracce; 6) fosfatidiletanolamminn 
in tracce. 

.'1 1111. 111. Super. Soni tli (197!) l, 122-13:, 
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Nei cromatogrammi riportati il picco <:ontrasscgnato daUc lettere PC 
è relativo alla fosfatidilcolina; l' esame in strato sottile mostra una elevata 
purezza della sos tanza; n eU'c tratto di fegato questo picco rapprc~enta il 
componente principale contPnendo il 47-48° 1> del fosforo lipitlico totale. 

L ' ultimo picco presente nel cromatogramma costituisce il 5- 7° 0 del 
fosforo lipidico introdotto: l'e~ame in cromatografia >i u s trato ,..vttile ha 
rivelato la presenza di due c:omporH·nti fosforati principali, che l'ono stati 
identifi cati come s fingomirlina c lisofol"faticlilcolina, a ccompagnati da mode· 
s te quantità di PC, ptu troppo non b('n risolti in queste condizioni speri· 
mentali. 

Nella sucee f'iva Fig. -t. è riportato un cromalogramma ottenuto da un 
estratto di lipidi di cervello di ratto, operando con un 1lus;;o di l ml imin, 
che in questo caso si è dimvll t rato 1la preferire. L'esame del cromatogramma 
rivda la presenza di nove ;r.one importanti ai fini d!'Ua idt>ntifìcazione; la 
:m ccessionc dci picchi può c'"~>~' rf' commentata come ~egue. 

e 

~ 2 . . 
> 

-~ 

-; ·l 'C) . 
~ ,, 
o 
:; . l 
ti 

l\ ~ l~.-j " \_j~ 
.. .. • • • • .. ' i 

l"'ig. 4. - Cromatogramma <li l';,trattn li!Jiclico da ccr\'ello di ratto alimenlllto con clieta 
hn~nlc; c1uantità crornalcJp:n1fnta -tO mg di lipidi totnli, 800 {.q:; di fo •fvro lipidico. 
Condizioni operative come in Fig. l. Picchi: ,:\'L) li!Jidi neutri: 1) incop:nito, 
probnbili tracce di ac. gra>;i liberi; ~) ac. foofutidico e difo~fatidilgliccrolo, tracce 
di cerehrosidi; 3) cerebrn· idi e tracce di acido fo~fatidico; PE) fo-futidiletanolam· 
mina; sulfat idi in modc~l l' f[Uantità; -1.5) zona -'• prc~enza di PI, PS, LPE; nella 
zo nn 5 si ha una prcvll ltuza di PI; PC) fo,futidilcolina; S + L PC) ~llngomiel ina 

!' li~ofosfatidilcolina non completamente r h.ohi. 

Nella raccolta X 1 (picco l, ben 1lefinito ma di scarsa cntitù) raualisi 
t.:olorimctrica del fosforo dà r isultati negativi e ciò è confermato dall 'analisi 
in strato sottile, che ha rivelato la presenza di modest e quantità di un com· 
ponente incognito e di probahiJi tracce di acidi grassi liberi. 

La raccolta GL -LDPG ..; PA (picchi 2 e 3) c\ c·u~tituita nel primo picco 
prevalentemente da fosfolipidi, che sono presenti per un 2 % circa del fosforo 
<·aricato in colonna; l'esame cromatografico in ."truto sottile evidenzia la pre· 
senza, in quantità pressochè <'guaii, di acido fosfatidico e di difosfatidilgli ­
l'crolo, mentre sono presenti in modeste quantità. a causa della cattiva n so­
luzione dal picco successivo, i glico)jpidi. 

.tnn. llt . Su per. San ità (197!) t, 122- 135 



130 T EC ìS" ICIIT:: !:: -'It:TODOJ.O GJ E 

Il picco 3 mostra di aver :;olo in tracce eompott<' nti fo .;forati (acido 
fosfatitli co) essendo essenzialment(' costituito da cerehrosidi. Qtu·s ti , oli l" l" 
che- riconosciuti mediant(' cromatografia s u >- trato sottile con "la reazion(' 
con acido ::;olforico ed orcinolo (SKIPSKI. Si\IOLOWE & B.~RCLAY, l9b7), sono 
stati valutati mediante' microdeterminazionc· ponderate (Rotts En, KIUTCII E­
WSKY & YA~rA)toTO, l9hi) dd n· >- icluo >< li part e· della raccolta. In questa , 
il residuo totak ù risultato par·i al 9" 0 cin:a d t· i li p idi polari cromatografati 
(lipidi totali menu i lipicli n eutri ). 

Pc·r quanto riguarda la raccolta P E e,.. ,-a rappn·.-,enta il r omj10nente 
pitt ril twantc in qne::- t·o cs trano c;o;:,.cruh il 38- 39<> 0 de· l fo~ foro lipidico intro­
dotto in col<nma; l'analisi in ,;Lrato so ttili- ha mo,;trato la pre,;Ntza oltr.- che· 
eli fosfatidiletanolammina anche di un comporuonte non fosforato da nor 
idcnt ifieato come s ulfatiùc. 

La raccolta Pl + P S+LPE che ;;: i prc>< r·nta conw tut ampio rialzo, com­
pri' <;O fra i p i echi PE e PC, contit~ IH' il 12 '1,) eirca flel fosforo lipidi~:o cd alla 

.. = 

... 

.. .. ,, .. 
N ù i'Tlf"!'O dt- lt & ff' ..,.2: 10nf' 

Fig.;:,. - Cro1nar u.~rarnntu c-li r·-..L r allo Jipitlicu rLt .... i,·tp tli r· a tt u al i tt 1~Hl<t 1o con cliela a lt· · 

rogf"tHì, '{lHlnlitfe J.l(, ,<)i Ili!;. r .. , f .. w l ipiclie· o> Ri)O ;· ~· Cnnd izi () fli (I ]Wra ti w ('fo ll i\' 

in Fig-. l. Picchi: ~L) li p irl i n eut r i: l) Ì!ll'<l!(fl Ìi n : ~) !!' ii<:,. lipic\ i irt p icculi •-ÌnH' 

'flHilttit (t ; PE) fo;;fati d il,• t :n w lammina: 3) znn~ l'l 1':-ì LPE: fv;; fatidilin o­

s itolo ed in minor qnantiti'r li-ro f,, , fa l irl ilto ta nn lamminn . a - ,e·nt.e• la f., ,.fat itlil-l' rina; 

S) sfingomic lina impura : LPC) ]i ,ll fu,fa t idik,\ ina imp ur·a p l' r • lin g:mnidiua t ' 

fosfntidilc ol in a. 

analisi cromatografica in strato sottil e bidiuH'n:< ionalc· ha dimo,.; trato eli 
conten ere fosfatidilserina (componente preYalcnte) acca nto a fos fatidili­
nositolo c a lìsofosfaticlil etanolammina. Haceoglil·nclo H'paratamcute la parte 
iniziale e fina l c· di queste zone, sembra che la prima contenga prc'vaiPnt t·­
mente PI e la seconda PS + LPE. 

Per le raccolte PC ed S + LPC valgono commenti fatti per l'estratto 
eli fegato. 

La Fig. 5 mostra il cromatogramma di tm estratto lipiclieo da swro di 
ratto. È ùi evidenza immediata il fatto che, contrariamente agli altri estratti, 

nelle prime zone del cromatogramma, ad eccezione del picco NL, che ne l 

An n. I st. Supc.r. Sanità (1.972) 8, 12:2-13f> 
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grafico r ipor tato ì· particolar mente rilcYante in quanto .:i tratta ùi un t•s tralto 

tla s iero di animali trattati a dieta aurogcua, i picchi 2 c PE ~ono ùi . car. a 
entitù. P er quanto r ig uarda la Ycrifica qttantitati,·a ùc·l fos foro l ipitlico vi 
è infatti uu co1Uenuto molto basso, pari al massi mo allo 0Au1, per la raccolta 

GL :-DPG P:\ r !lc•l 3-~"n pt>r il pitco PE. S .. Ua pr ima raccolta n on,-. ~tato 

possibil t• inclivicl uarl' :-il'uram cntc· alnUlo tl ci co mpon enti c-be' eli r egola v i 

-< i pos,.ono tron\rP p er i loro ,·olumi tli cluizionc, o~:>in PA, UPG c glicoli­

piùi. cit'o in ac·c·nrclo t·un quanto tnl\ato da BnoEK II\\CSE (J9.)9) rù in con­

tra!"to t'Oit cptcl ehc ri :-ulta da nn laYo w oli _\.o.uts & S \I. LEE (1970). tlon· 
pt• riJ vengono pr1•sc ntati ,;olo c lati qnalit:lti\ i c le , ·ari e frazioni n •rtgono 

iclc•lllific·atl' ,.ult :w·o in hu:ot allo R1 • 

!\l l'I la zona iutc·rnH' tlia a PE ~ ~ PC. c·nrri,;pondente a l :! 0 
0 c irca dd fo­

:-l'oro lipidif·n tntn le. tro)\'iamo fo:" fatidilinos itolo l'd in minore 'lnnntit<\ 

LPE, mc·nl n· ~~·nd1ra a,.;-.,.ntl' la fo:s fat iclil:;erina, in at·ror<lo c•on quanto ripor· 

tat·n cla lhtoEKII t;Y<:i-'1-: (l ')6()). fru rtu·tliatatllt'rtl•· •ltopu il picnJ PC: trn,·inmo 

l'atTCilllO di llll pÌoTo llllll ri,.,nlto dal :; ucc••s;;inl il •·ui l'nuternato in Jiosforo 

lipi tlit·o a m nannl a al lr 7 '; ~1 c·irl'a tlo:l totale, du: all'esam e I' I'Om atogralico in 

~ tralo .-wtlilt• ~ i mu,.tra cs..;(·nzialmo·ntc compo,..lu tla :-:fingu rniclinu. 

Si lront lll' l' ultimo llll pio·co pintto:;to r ousis t C' IltP. dtl' a u ·P,..alllt' 111 

:- trah1 -.ottill• ri -.u ltn e-.:sc r <' T.PC impura l"'r SP e PC, il t•ui cont enuto in fo­

-. furu lipiclit·u ;. pari al 21-~.)" 0 d..t tutalf' nomatngrafato. 

La Fig . 6 m o,;tra i1 c·roma togramrna eli ltll f' >' tratto lipidil'c) da trwrlo 

cl'nm·fl, dal c·ui t':-<unc s i rilt'\·a la pro·::c· uza di sf'i picr hi dtP a i firti tlcll' ic lc·n­

tilìeazivnc' po :-OOCJ èl>SI'rf' tO;,Ì 1·ommentati. 

La r:u·t·olta X1 (picco l ) t! en rattc·rizzata da v aJuri pre:-:-nchi~ null i 1li 
fo:' fo>ro l ipillit·u r· 1lalla pn'"'l' ltZa in Promatografia su s trato :-ottil c· di pieriJle 
cpumtità ùi lipicli neutri, Lli acidi g rassi liberi c di tmo o flue componenti 

non ben iùcntifit·ati . 

. 
~ 10: 

/!\ .. e• 
~ l 

· ~ &: 
Stll't .: 

" 
., .. l 

;; ? . ~· 
o 
~ 0 '-- _50 __ , 

45 ' ·--iii" - - -ii 5S 36 20 

Fig. 6 . - Cromntugrarmun ùi estratto lipidico da tuorlo d'uo, ·o, qunntitil 80,81 mg, 800 
v.g di fo,foro lipidico. Condizioni operative come in1Fig., l.,-Picchi: !LN') lipidi 
neutr i; 1) incognito; 2) clifosfatidilglicl'rolo; PE) fosfatidilctunolummina; 3) 
zonn Pf 1-PS LJ,PE, fo5fa t idilinositolo e tracce di li•ofo~fnticlilc tunnlarnminn, 

n--•·nle In fu.,f:llidil•rrinn; P C) fo~fatidilcoliJaa; S) ~fìngomielina irnpura. 

"'""· l 1t. Supcr. Sani Id 1 !!In t 8, 12!!-135 
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La raccolta GL-t DPG + PA (picco 2) presenta un modesto contenuto 
in fosforo lipidico cui corrisponde all'esame in strat o !>ottilr la presenza di 
un componente fosforato identificato per difosfatidilglicerolo. 

Le raccolte PE e PC sono le più rilevanti in questo tipo di estratto e 
sono e senzialmcntc costituite da fosfatidilctanolammina e fosfatidilcol.ina, 
m entre la zona intermedia , pur non p rl'Scutando tm apprezzabile rialzo , 

.• · ~ ' l 

• 
l 3 .. 
. · -

t l -· Il 

Fig. 7 . - Cromatografin in strato sotti le bidimen.•iounll' dciii• :tona compre&a Cra il picco 
PE c quello PC nel cromatogromJUa di F ig. 6, quoulità 100 j.tg di fosfoupidi. 
Solventi c) e d) in ouccee~inn<' bidimcusionole. Sviluppo: ninidrina e b leu di moli­
bdeno. Standnrd laternli dello ste~~o estratto lipidico di tuorlo d'uovo, quan­
tità 500 "'g di fo~folipidi. Macclù<': l) lisofoJatidiletanolammina; 2) fo~atidil­
iuositolo; 3) fosfatidilcolina in tracce. 

contiene un 3% di fosforo lipidico che all'esame in s trato sottile risulta esserr 
p revalentemente costituito da PJ a ccompagnato da t racce di LPE; sembra 
a sente la fosfatidilser ina (Fig. 7). 

L'ultimo picco è prevalentemente costituito d a sfingomielina impura 
per fosfatidilcolina e Usofosfatidilcollna che s i riscontra principalmen te nelle 
ul time frazioni della cromatografia. 

Analisi quantitativa 

Nella Tab . l sono riportati i r isultati di alcune analisi eseguite per 
controllare gli aspetti quantitativi del metodo propo to: le analisi dei dif­
ferent i estratti sono s tate esegtùte in doppio. I ribultati possono ritenersi 
soddisfacenti per quanto r iguarda la concordanza dci valori in doppio ed i 
r elativi recuperi e soprattutto per quanto riguarda la caratterizzazione dei 
d iver si tipi di estratt i. 

Ann. I1 t. Super. Sonlt4 (1.972) 8, 12:!-136 
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Circa i recuperi s i può fnrt' l'ipot esi per i valori meno soddisfacenti 
(89-90° ~) di una relativa p erdita per scodamento dd componente princi· 
pale, in qm·sto caso la fosfatidilcolina, che Yiem• elu.ita piuttosto tardi: tale 
p erdita quindi sarebbe tanto piìa grand.- quanto maggiore è la prccentualc 
di questo componente nell'estratto. Alla luce di questa .ipote~ i appaiono 
giustificabili gli cl eYati valori dd recupl'ro n egli estratti da cernllo, percllè 
questa volta il componente principalr non è la fosfatidilcolina b ensì la fo­
sfatidiletanolammina. 

CO rcLUSIONI 

Per quanto con(•eruc il frazionamento dei fosfo lipidi, i risullati ripor· 
tat.i nella TaL. l mostrano in t ermini numerici le differenze fra i diversi tipi 
di estratto; i diO.'er enti profili inoltre r endono spesso possibile l'identificazione 
a prima vista di ques ti, conscntendo di evidenziare eventuali variazioni di 
composizion e. Prosegu endo n clJ'esame dci vantaggi e degli svantaggi d el 
metodo si può far osscr\'arc che: 

a) p er quanto riguarda il procrdimeuto croruatografico iu gt:ne.ralc, 
son.o confermai c le caratteri>ì lÌl'h<' di scmi>lic.iti'l, parziale automatizzazione 
e riprodueibilità dei risultati (in particolare, cos tanza dei Yolumi di cluzion.c) 
che erano evitlenziat4' nelle pre<'l·dcnti applicazioni di un procedimento eli 
questo tipo (CAYINA et al., 1969; CAVIN A et. al. , ] 971 a; b) ; 

b) p er IJUanto riguarda fapplicazione al frazionamento dci fosfo li· 
pidi nelle Yari<· dassi di strutture molecolari si può dire C'be a partr il caso 
della incompl r ta separazione della sfingomielina dalla parte finale della fo· 
sfatidilcolina cd in pari e dalla lisofosfatidilcolina. si hanno le seguenti posJ>i· 
hilit:'t di separazione: 

l) lipidi neutri dai fosfolipidi. In ogni caso ,'- pos:.iLile introdurre in 
colonna l'estratto dci lipidi totali , anch1· quando presenti in fort<' eccesso, 
sen za disturbare le separazioni d ei lipidi polari, diversamente da cit'• ch e può 
avvenire in cromatografia su s trato ~o uilc; 

2) glicolipidi dai lipidi n eu tri e dai principali fo:;folipidi. Risulta invece 
incompleta la separazione da difosfatidilgliccrolo rd ancor più da acido fo· 
efatidico; 

3) fosfatidilcolina l' fosfatidiletanolammina dagli altri componC'nti. n 
controllo di purezza sui picchi principali eseguito m ediante cromatografia 
su s trato so ttile, in condizioni atte al confronto, li mostra infatti pratica· 
m ente senza contaminazioni; 

4) fosfatidilinositolo, fosfatidilserina e lisofo fatidilctanolammina , che 
danno luogo ad tm Wl.ieo picco, dai componenti principali. In questo caso 
si ottiene la separazione della fosfatidilscrina dalla fosfatidiletanolammina, 
cosa che secondo l'opinione di SLOMTAMY & HoROWITZ (1970) non è gene­
ralmente ottenibile su semplici colonne di acido silicico e n el contesto di una 
più generale separazione; 

An n. lat . Su per. Sanità 11972) 8, l22-13a 
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c) infine, caratteristica impor tante della cromatografia in colonna , 
gli eluati, corrispondenti ai vari picchi principali del cromatogramma, pos· 
sono essere ottenuti in quantità sufficienti p er eseguire analisi quantitative 
replicate e con diversi procedimenti . È il caso delle analisi mediante croma· 
tografìa in strato sottile bidimensionale che è stato illustrato !'On alcuni 

<>sempi nel corso llel prt>sent e lavoro. 

Ric~vulo jJ 29 ma~gio l 912 . 

.-tccerwro il ~ luglio 1972. 
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