
CHROM. 7459 

Note : 

Analyse des acides amin& en prCsence de glucosamine en tampons aux sels 
de lithium sur une seule colonne dchangeuse d’ions 

L-cmploi des tampons au citrate de lithium tend 3 se substituet- peak 5 pear :NIS 

scls de sodium pour analyser les acides amint drs liquides physiologiques en chrorntl- 

togrttphir &A~ttngeuse d‘ions. Les rnClanges d’acides amin& contenant de la gluco- 
satnine. cotnme on en trouue frPquetumrnt dam les hydrolysats de glycoprott5nes 
puritiees ou de fractions metnbranaires complexes_ ont 6galrtnrnt Ct6 analysis duns 
cc systkw titnipon en ittiktnt la technique espostk ici. 

Benson er u/_’ suivttttt unt indication de Moore ct St&t’ ant dCcrit unr’ m&hods 
par laquelie lcs rtcidcs ttminb acides et ncutres sont sCpar& SLIP une colonne 5 l‘aidc 
de dcus tampons au citrate de lithium. 11s ont obtenu unt‘ r&olution nccrue perrnet- 
tmt not;?nmt’nt de quantifier sCpar&nent In ~Iutatnine et I‘rtsprtragine. 

Kedcnbu& a dCcrit lcs conditions pcrtnrttant l’analysedr tous les rtcidesamin~s 
sur LIIX settle colonne 3 I’ttidc de dt’us ttttnpons: Ie premier cst identique act premier 
tampon de Bc~mw et a/_ *_ itz second de pH ~1~1s t3cvC a une forte concrntrrttion en 
ions lithium (Tableau I)_ 

L‘mttlyse d’utt hydrolywt d‘acides runinb selon 1~s conditions de Kedenbttrg 
s-est rt5v&Ee insatisfaisantc sur deus points I ( 1) Le passage du tampon 1 LLLL tampon Z 
prowqitc la sortie group& dc quatrc acides amint%. a savoir, la cystf3ne. la niCthio- 
nine. I’isoleucinr et 1:~ lrucinc, cr’ qui rend leur Pvtilutttion impossible (Tablettu II. 
colonne 1). (2) La &tcosatnine fr~quctm-ncnt pt-&ente dam les hydrolysats de pro- 
t&ties intertk-e avec la wlitie. 

COSDITIONS Gl?N~RALES D’ANXLYSE DES XCIDES AMINI% 

L’Cchttntillon dissous dttns ir tampon lithitun ft pH 2.30 (Tableau 1) et dCposC 
sur la colonne sous ~111 volume de 0.5 ml doit contenir en tnoyetmc 0.1 ,u:\f de chaque 

- xidt‘ atninC_ 
L’analyse est rfft‘ctutk sur un ttpparril Unichrom Beckman ;tvec ~tne colonne 

de O-9 x 60 cm retnplic de 50 g de t-Csine M 72. L’Cltttion drs ttcides amin& est t-k- 
alis& avec les tampons dkrits au Tableau I pomp& 5 70 ml/h_ La tempCrature fix& 
ct 39; pendant l’kquilibrzttion de la colonne et le debut de l’analyse ost port& 5 60” 
aprts I’Clution dcs acides amin& acides et neutres. Le debut du chansement de tem- 
p&ature ainsi que le mode du changement de tampon est dkrit ci-dessous- 



NYY NOTES 

TXBLEdU 1 

COW’OSITIOX DESSOLUTIOSSTXMPON POUR LXCHROMATOGRAPHIE DESXCIDES 

La rCsinc Bcckmtm M 72, IivrCe cornI~7~rci3lcmclit sous forme sodium. t’st 
mise sous forme lithium en la [avant succr‘ssivcment dans 10 vol~~mes de LiOH 0.9 S. 
IO volumes d‘cau distill& et IO volunxs de tampon I (bibl. 1). La colom~c cst remplic 
5 la trmpCrature d‘utiIistltion_ reg&t&Ce par LiOH 0.3 ;V pomp12 pcxdant I 11 5 35 
mI;h et 6quilibric pendant I h par Ie tttmpon I au d&it normal. 

Pour permettre unt’ meilleure siparation dss pits au passage du tnmpon I 
(pH 30) au tampon 1 (pH 4_10)_ ~111 chang_sment continu a CtC rt%lisP sn utilisant Ic 
dispositif de Itl Fig_ I _ La chmnbre de rnC1ang-e est constituk d‘unc seringue 5 usage 
unique de 50 ml. Lrs tampons srrivent ft Ia partie supk-icurs dc la scriquc par mir 
aiguille perqant Is piston. Lc contenu dc la seringue t’st mClrmgt5 3 [‘aide d’un barrau 
nimand tournanr 5 la partie inf&irure au dsssus de l‘oriticr d~0coukmsnt rclie il 
I-entr&z de Ia pompe tampon_ Au debut de I‘anrdyse l‘enrt-5e dc Ia chumhre de mt5lrtngl-c 
Lxt conncctk au tampon 1 puis au moment soulu. au tampon 1. 

Lr gadient obtenu n-at pas linettire mais esponcntirl. La concentration C 
t’n ions lithium du tampon peut Strr esprimic en function du v-olun~c r ayant trrtvcrsk 
la chambre dc mPlangc dc volume 1’ dcpuis l’admission du tampon 2: 

C .- (C, - C-2) e+ -7 c, 

C, et C2 &ant lcs concentrations respectives des tampons I et 2 en ions lithium_ 
Dans Its conditions d&rites ci-dessus Ia concentration en ions lithium atteint 

%I;. de !a valeur de C2 SO min ;Ipris ie debut du chanpement de tampon si Ic volumr 



NOTES 

T Tampon I 

la flomp 
tampon 

e 

i’ cst tisi 3 35 ml. Lit s+tration dcs acidcs amink incriminb t’st :tmCliorCc rnais clic 
n‘r‘st stttistitisantt’ q:t‘:~vcc ctn grrtdient plus tttible r&tlis& ;tvcc LIIW cktmhre de ~nClttngc 

dc 50 ITIL Dr ccttt‘ tit~on 13 concentr;ttion en ion lithium tlttcint SS’,‘.i, de C, en 120 min. 
Le chuyement de tctnpthture a &C rrtttrdk h 240 min. Dans ccs conditions la 

durtk dc l‘at~ttlysc t’s1 allon~tk d‘uns dsrnic hut-e environ p;n- rrtpport :LUK conditions 
de Kedcnburg”. 

Au tours de I:1 chromatogrtlphic d‘un hydrolysat dc prott?inrs un ~pauistnct~r 
sur la ~entc dcscendttnte du pit de la valinc ;I &P identitik coninw Ct:tnt dil A la prbertce 
dc glucosnminc. L‘ttbaissctnent du pH du tttmpon I augnentt le temps dc n5tention 
dcs acides amin& mnis :tlkte proportiunnilllemeIit beaucoup nwins 1r1 $ucos:unine. 
h pH Z-75 It1 vttline sort aprk la glucosaminc nxtis Its deus pits che\auchent encot-t’. 
A pH 2.70 la glucosatninc sort 5 equidistttnce de I‘rhninr et la wlinr. 

Le chang_rment dc tempk-aturc n*est ;tnwrc6 q:t‘5 210 ruin. Lc pH du second 

tttnlpon t‘st ttugnwntC de 4.10 3 4.25 pour ne pas retwdet- esag&&nent ICS ncidrs 
arninCs basiqurs. Dttns ces conditions tous Its acides amin& d‘un hydrolysat de pro- 
t&es et I;1 glucosaniine Sent CluCs s~par&iicnt sur une sritle colonne en rnoins de S h 
(Ttlbltxtu 1 I_ colonns 1). 



3fO NOTES 

ct’ travail dans son Inboratoirc_ Cette note technique s‘inscrit dans un programmc 
soumis au format DGRST No. 727.0177 drtns la cadre dc I‘action cornpl~~ll~~lt~lir~ 
coordonnie Mcmbmnes BioIo$ques -Structure‘ et Fonctions. 


