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Аннотация. Целью настоящего исследования является определение степени ферментативного гидро-
лиза соевого лецитина с помощью метода тонкослойной хроматографии в сочетании с современной 
программой обработки данных визуализации. Гидролиз фосфолипидов осуществляли под действием 
ферментного препарата фосфолипазы А2 (ФЛА2) в присутствии ионов кальция в течение 2 ч при тем-
пературе 50°С и pH 5.7. Хроматографическое разделение компонентов реакционной среды проводили 
через 10, 20, 30, 60, 90 и 120 мин после внесения ферментного препарата ФЛА2 в системе хлороформ : 
метанол : аммония гидроксид в соотношении 6.5 : 2.5 : 0.4 (об/об/об). Идентифицированы следующие 
фосфолипиды и их лизоформы: Rf = 0.41±0.03 для фосфатидилэтаноламина (ФЭ), Rf = 0.28±0.02 для 
фосфатидилхолина (ФХ), Rf = 0.09±0.01 для фосфатидилинозитола (ФИ), Rf = 0.06±0.01 для фосфатид-
ной кислоты (ФК), Rf = 0.15±0.02 для лизофосфатидилэтаноламина (ЛФЭ), Rf = 0.08±0.01 для лизофос-
фатидилхолина (ЛФХ), Rf = 0.03±0.01 для лизофосфатидилинозитола (ЛФИ) и Rf = 0.02±0.01 для лизо-
фосфатидной кислоты (ЛФК). Показано, что в соевом лецитине до ферментативной реакции присут-
ствуют ФХ, ФЭ, ФИ и ФК, содержание которых после внесения ферментного препарата ФЛА2 умень-
шается за счет образования ЛФХ, ЛФЭ, ЛФИ и ЛФК соответственно. Получена зависимость степени 
гидролиза (α, %) ФХ от продолжительности ферментативной реакции. Установлено, что интенсивное 
превращение ФХ в ЛФХ под действием ферментного препарата ФЛА2 наблюдается в течение 60 мин 
(α = 82%). Дальнейшая конверсия ФХ происходит незначительно: по истечении 90 мин – 84%, после 
120 мин – 87%, что обусловлено ингибированием активности фермента конечным продуктом реакции. 
Ключевые слова: соевый лецитин, ферментативная реакция, фосфолипаза А2, лизолецитин, тонко-
слойная хроматография, степень гидролиза. 
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Abstract. The aim of this study was the determination of the degree of enzymatic hydrolysis of soy lecithin 
using thin layer chromatography in combination with a modern imaging data processing program. Hydrolysis 
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of phospholipids was carried by the action of the enzyme phospholipase A2 (PLA2) in the presence of calcium 
ions for 2 h at a temperature of 50°C and pH 5.7. Chromatographic separation of the components of the reaction 
medium was carried out 10, 20, 30, 60, 90, and 120 min after adding the PLA2 in the chloroform: methanol: 
ammonium hydroxide system in a ratio of 6.5 : 2.5 : 0.4 (v/v/v). The following phospholipids and their 
lysoforms were identified: Rf = 0.41±0.03 for phosphatidylethanolamine (PE), Rf = 0.28±0.02 for phosphati-
dylcholine (PC), Rf = 0.09±0.01 for phosphatidylinositol (PI), Rf = 0.06±0.01 for phosphatidic acid (PA), Rf = 
0.15±0.02 for lysophosphatidylethanolamine (LPE), Rf = 0.08±0.01 for lysophosphatidylcholine (LPC), Rf = 
0.03±0.01 for lysophosphatidylinositol (LPI) and Rf = 0.02±0.01 for lysophosphatidic acid (LPA). It was 
shown that soy lecithin contained PC, PE, PI, and PA before the enzymatic reaction, the content of these com-
pounds after the addition of the PLA2 decreases due to the formation of LPC, LPE, LPI, and LPA, respectively. 
The dependence of the degree of hydrolysis (α, %) of PC on the duration of the enzymatic reaction was ob-
tained. It was established that the intensive conversion of PC to LPC under the action of the PLA2 occurred 
during 60 min (α = 82%). Further conversion of PC occurred insignificantly: 84% after 90 min and 87% after 
120 min, which was due to the inhibition of enzyme activity by the final reaction product. 
Keywords: soy lecithin, enzymatic reaction, phospholipase A2, lysolecithin, thin layer chromatography, degree 
of hydrolysis. 
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Введение 
Лизолецитин – продукт ферментатив-

ного гидролиза лецитина, который нахо-
дит широкое применение в качестве дис-
пергирующего и эмульгирующего агента 
в пищевой [1], косметической [2], фарма-
цевтической промышленности [3] и в 
сельском хозяйстве [4]. 

Согласно [5] соевый лецитин пред-
ставляет собой смесь фракций фосфоли-
пидов: 15-18% фосфатидилхолина (ФХ), 
11-14% фосфатидилэтаноламина (ФЭ), 9-
10% фосфатидилинозитола (ФИ) и 4-5% 
фосфатидной кислоты (ФК). При дей-
ствии фосфолипазы А2 (ФЛА2) на фосфо-
липиды происходит направленное от-
щепление остатков высших жирных кис-
лот из второго положения с образованием 
соответствующих лизофосфолипидов (ли-
золецитина): лизофосфатидилхолина 
(ЛФХ), лизофосфатидилэтаноламина 
(ЛФЭ), лизофосфатидилинозитола (ЛФИ) и 
лизофосфатидной кислоты (ЛФК) (рис. 1). 

Фермент ФЛА2 (КФ 3.1.1.4) – глобу-
лярный белок с молекулярной массой 
14–18 кДа. Для проявления каталитиче-
ской активности ФЛА2 требуется нали-

чие ионов Са2+ в милимолярных концен-
трациях [7]. Предполагаемый механизм 
катализа ферментативной реакции гидро-
лиза фосфолипидов представлен на рис. 2. 
В каталитическом центре (His/Asp) ФЛА2 
локализуются две молекулы воды, одна 
из которых координирована с атомом 
азота остатка гистидина, а другая моле-
кула – с ионом Са2+. Последняя молекула 
воды как нуклеофил атакует карбониль-
ную группу сложноэфирной связи суб-
страта. При этом образуется тетраэдриче-
ский интермедиат, который затем распа-
дается на остаток жирной кислоты и ли-
зофосфолипид. 

Отличительной особенностью ФЛА2 
является способность проявлять фермен-
тативную активность только на поверх-
ности раздела фаз «фосфолипид – вода» 
[9]. Наряду с каталитическим центром у 
ФЛА2 имеются два сайта связывания 
(рис. 3): один отвечает за связывание фер-
мента (Е) с липидной поверхностью (М), 
а второй – за связывание конкретной мо-
лекулы фосфолипида (S) и ее гидролиз с 
образованием продуктов (P) [10]. Именно 
наличие второго сайта связывания обес-
печивает ФЛА2 высокую регио- и сте-
реоспецифичность [11]. 
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Существующие в настоящее время ав-
томатизированные методы (ГЖХ, 
ВЭЖХ, ВЭЖХ-МС, 31P ЯМР, капилляр-
ный электрофорез) анализа фосфолипи-
дов и продуктов их гидролиза требуют 
дорогостоящего аппаратурного оформле-
ния. Поэтому для разделения фосфолипи-
дов широко используют метод тонко-
слойной хроматографии (ТСХ) [13, 14], 
затраты средств на организацию кото-
рого на несколько порядков ниже. Пре-
имущества метода ТСХ (экспрессность, 
высокая эффективность, простота прове-
дения хроматографического процесса, 
возможность параллельного разделения 
нескольких образцов на одной пластинке, 
малое количество анализируемого веще-
ства, возможность гибкого варьирования 
условий разделения компонентов пробы) 
в сочетании с современными программ-
ными средствами обработки данных ви-
зуализации [15] делают его востребован-
ным не только для анализа качественного 

и количественного состава фосфолипи-
дов и их лизоформ, но и для оценки эф-
фективности протекания ферментатив-
ной реакции. 

Таким образом, целью настоящего ис-
следования является определение сте-
пени гидролиза соевого лецитина под 
действием ФЛА2 с применением метода 
ТСХ. 

Экспериментальная часть 
Реактивы. В работе использовали сое-

вый лецитин (ОАО «ЭФКО», Российская 
Федерация), ферментный препарат ФЛА2 
(ООО «ИЦ «Бирюч-НТ», Российская Фе-
дерация), кальция хлорид (х.ч.; ОАО 
«Белреахим», Республика Беларусь), 
натрия ацетат тригидрат (х.ч.; ОАО 
«Белреахим», Республика Беларусь), хло-
роформ (х.ч.; АО «ЭКОС-1», Российская 
Федерация), метанол (х.ч.; Sigma-Aldrich, 
США), аммония гидроксид (х.ч.; ООО 
«Сигма Тек», Российская Федерация). 

  
Рис. 1. Реакция гидролиза лецитина под 

действием ФЛА2 с образованием лизолеци-
тина [6] 

Fig. 1. The reaction of lecithin hydrolysis 
under the influence of PLA2 with the for-

mation of lysolecithin [6] 

Рис. 2. Предполагаемый механизм ката-
лиза реакции гидролиза фосфолипидов 

под действием ФЛА2 [8] 
Fig. 2. Proposed mechanism of catalysis of 

the phospholipid hydrolysis reaction under the 
influence of PLA2 [8] 

 
Рис. 3. Схема взаимодействия ФЛА2 с липидной поверхностью [12] 

Fig. 3. Interaction scheme of PLA2 with the lipid surface [12] 
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Получение эмульсии соевого леци-
тина. Для получения эмульсии использо-
вали соевый лецитин и 0.1 М ацетатный 
буферный раствор (рН 5.7) в соотноше-
нии 20 : 80 масс. %. Перемешивание 
смеси обеспечивали погружной лопаст-
ной мешалкой (Daihan Scientific, Корея) 
при скорости вращения от 200 до 
450 об/мин и температуре 50°С. 

Проведение ферментативной реакции. 
После образования устойчивой эмульсии 
реакцию запускали добавлением фер-
ментного препарата ФЛА2 в количестве 
2% и раствора CaCl2 до конечной концен-
трации 10 мМ. Ферментативную реак-
цию проводили в течение 2 ч при темпе-
ратуре 50°С и 450 об/мин. 

ТСХ-анализ. Отбор проб из реакцион-
ной смеси осуществляли через 10, 20, 30, 
60, 90 и 120 мин после внесения фермент-
ного препарата ФЛА2. Навеску массой 
17.5±0.5 мг растворяли в 0.5 см3 смеси 
хлороформ : метанол (0.4 : 0.1, об/об). 
Полученный раствор объемом 5 мм3 
наносили капилляром на линию старта 
пластинки TLC Silica gel 60 (Merck, Гер-
мания). После испарения смеси раствори-
телей пластинку помещали в хроматогра-
фическую камеру и проводили элюирова-
ние в системе хлороформ : метанол : ам-
мония гидроксид в соотношении 6.5 : 2.5 
: 0.4 (об/об/об). Разделение компонентов 
реакционной смеси завершали при дости-
жении элюентом линии финиша, распо-
ложенной на высоте 1 см от верхнего края 
пластинки. Затем сушили пластинку на 
воздухе и проявляли пятна в парах йода. 

Денситометрическое определение. По-
сле проявления пятен в парах йода пла-
стинку сканировали, а полученное изоб-
ражение обрабатывали с помощью спе-
циальной программы «Денситометр 
Sorbfil» (ЗАО «Сорбполимер», Россий-
ская Федерация), версия 2.0 
(http://www.sorbfil.com/dens_download.ht
m), которая позволяет не только иденти-
фицировать фосфолипиды и их лизо-
формы по величине Rf, но и одновре-
менно проводить расчеты по содержанию 

этих соединений [16]. Принцип работы 
программы состоит в построении анало-
говой кривой хроматограммы по откло-
нению яркости пятен от яркости фона 
пластинки с последующим нахождением 
пиков на этой кривой [1]. При этом пло-
щадь пика пропорциональна количеству 
вещества в пятне [15]. 

Следует отметить, что определение Rf 
с помощью программы дает более точные 
результаты, поскольку в данном случае 
центром пятна считается область с макси-
мальной интенсивностью окрашивания. 
В случае размытых зон неправильной 
формы такое определение центра явля-
ется более точным, чем при визуальной 
оценке, так как истинный центр зоны не-
правильной формы не совпадает с гео-
метрическим [1]. 

Определение степени гидролиза. Эф-
фективность протекания ферментатив-
ной реакции оценивали по степени гидро-
лиза (α, %) преобладающего в соевом ле-
цитине фосфолипида: 

α = �
N0 − Nt

N0
� × 100% , (1) 

где N0 – количество ФХ в пятне в началь-
ный момент времени (до внесения фер-
ментного препарата ФЛА2); Nt – количе-
ство ФХ в пятне в момент времени t (по-
сле внесения ферментного препарата 
ФЛА2). 

Обсуждение результатов 
Хроматограмма соевого лецитина и 

продуктов его гидролиза под действием 
ферментного препарата ФЛА2 приведена 
на рис. 4. 

Идентификацию фосфолипидов и их 
лизоформ проводили путем сравнения 
полученных величин Rf с литературными 
данными (табл. 1). При этом следует от-
метить отличие в величине Rf для ФЭ от 
литературных данных, которое может 
быть обусловлено степенью чистоты ор-
ганических растворителей и аммония 
гидроксида, используемых для приготов-
ления элюирующей смеси, поскольку из-
вестно [19], что относительная скорость 
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перемещения индивидуальных фосфоли-
пидов существенно зависит от незначи-
тельных изменений полярности элюента. 

Как видно из хроматограммы, в анали-
зируемой смеси до ферментативной реак-
ции присутствуют ФХ, ФЭ, ФИ и ФК 

 
Рис. 4. Хроматограмма соевого лецитина и продуктов его гидролиза: 1 – до внесения 

ферментного препарата ФЛА2; 2 – через 10 мин; 3 – через 20 мин; 4 – через 30 мин; 5 – че-
рез 60 мин; 6 – через 90 мин; 7 – через 120 мин после внесения ферментного препарата ФЛА2 

Fig. 4. Chromatogram of soy lecithin and its hydrolysis products: 1 – before adding the en-
zyme preparation PLA2; 2 – after 10 minutes; 3 – after 20 minutes; 4 – after 30 minutes; 5 – after 

60 minutes; 6 – after 90 minutes; 7 – 120 minutes after adding the enzyme preparation PLA2 
 

Таблица 1. Величины Rf фосфолипидов и их лизоформ 
Table 1. Rf values of phospholipids and their lysoforms 

Фосфолипиды соевого 
лецитина 

и их лизоформы 

Элюирующая смесь 
хлороформ : метанол : аммония гидроксид 

6.5 : 2.5 : 0.4 
[собственные 
результаты] 

6.5 : 2.5 : 0.4 [17] 6.5 : 2.5 : 0.5 [18] 

ФЭ 0.38 0.55 0.41 
ФХ 0.27 0.30 0.33 

ЛФЭ 0.14 0.20 0.20 
ФИ 0.09 0.10 0.11 

ЛФХ 0.08 0.08 0.08 
ФК 0.05 0.05 0.05 

ЛФИ 0.03 0.03 – 
ЛФК 0.01 0.01 0.05 

 
Таблица 2. Значения площадей пиков ФХ, характеризующие изменения его содержания в 
процессе ферментативной реакции (n=3, Р=0.95) 
Table 2. Values of PC peak areas characterising changes in its content during the enzymatic reac-
tion (n=3, Р=0.95) 

Продолжительность 
ферментативной реакции, мин Площадь пика ФХ, усл. ед. 

0 220 539 
10 100 170 
20 96 937 
30 67 672 
60 40 557 
90 34 795 
120 27 701 
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(трек 1), содержание которых после вне-
сения ферментного препарата ФЛА2 
уменьшается за счет образования ЛФХ, 
ЛФЭ, ЛФИ и ЛФК соответственно (треки 
2-7). 

Для расчета степени гидролиза ФХ ис-
пользовали значения площадей его пиков 
на аналоговых кривых треков (табл. 2 и 
рис. 5). 

Исходя из данных табл. 2, получили 
зависимость степени гидролиза ФХ от 
продолжительности ферментативной ре-
акции (рис. 6). Установлено, что интен-
сивное превращение ФХ в ЛФХ под дей-
ствием ферментного препарата ФЛА2 
наблюдается в течение 60 мин (α=82%). 
Дальнейшая конверсия ФХ происходит 
незначительно: по истечении 90 мин – 

84%, после 120 мин – 87%, что обуслов-
лено ингибированием активности фер-
мента конечным продуктом реакции. 

Заключение 
Полученные результаты показали, что 

применение метода ТСХ в сочетании с 
программными средствами обработки 
данных визуализации позволяет не 
только осуществить идентификацию 
фосфолипидов и их лизоформ, но и 
наблюдать за изменением их количе-
ственного состава в процессе фермента-
тивной реакции для последующего опре-
деления степени гидролиза соевого леци-
тина. При этом важно отметить, что глав-
ным преимуществом метода ТСХ при 

 
Рис. 5. Аналоговые кривые треков на хроматограмме соевого лецитина и продуктов его 
гидролиза: 1 – до внесения ферментного препарата ФЛА2; 2 – через 120 мин после 

внесения ферментного препарата ФЛА2 
Fig. 5. Analogue track curves on the chromatogram of soy lecithin and its hydrolysis products: 

1 – before adding the enzyme preparation PLA2; 2 – 120 minutes after adding the enzyme prepa-
ration PLA2 

 
Рис. 6. Зависимость степени гидролиза ФХ 

от продолжительности ферментативной реакции 
Fig. 6. Dependence of the degree of PC hydrolysis on the duration of the enzymatic reaction 
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анализе продуктов гидролиза соевого ле-
цитина является высокая разрешающая 
способность в отличие от метода ВЭЖХ, 
который, как отмечено в работе [20], не 
дает возможности эффективно разделить 
лизофосфолипиды. 
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