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L’emploi des tampons au citrate de lithium tend 4 se substituer peu 4 pen aux
sels de sodium pour analyser les acides aminés des liquides physiologiques en chroma-
tographie échangeuse d’ions. Les mélanges d acides aminés contenant de la gluco-
samine. comme on en trouve fréquemment dans les hydrolysats de glycoprotéines
purifiées ou de fractions membranaires complexes. ont également été analysés dans
cc systéme tampon en utilisant la technique exposée ici.

Benson er ¢! suivant une indication de Moore et Stein® ont décrit une méthode
par laquelic les acides aminés acides et neutres sont séparés sur une colonne a "aide
de deux tampons au citrate de lithium. IIs ont obtenu une résolution accrue permet-
tant notamment de quantifier séparément la glutamine et Iasparagine.

Kedenburg? a décrit les conditions permettant I'analyse de tous les acides aminés
sur une seule colonne a I"ide de deux tampons: le premier est identique au premier
tampon de Benson e ¢l.}. le second de pH plus élevé a une forte concentration en
ions lithium (Tableau ).

L analyse d’un hydrolysat d acides aminés selon les conditions de Kedenburg
s'est révélée nsatisfaisante sur deux points: (1) Le passage du tampon 1 au tampon 2
provoque la sortie groupée de quatre acides amings, & savoir, la cystéine, la méthio-
nine. Pisoleucine et la leucine, ce qui rend leur évaluation impossible (Tableau 11,
colonne 1). (2) La glucosamine fréquemment présente dans les hvdrolysats de pro-
téines interfére avec la valine.

CONDITIONS GENERALES D'ANALYSE DES ACIDES AMINES

L échantillon dissous dans le tampon lithium & pH 2.20 (Tableau 1) et déposé

sur la colonne sous un volume de 0.5 ml doit contenir en moyenne 0.1 g3/ de chaque
-acide aminé.

L analyse est eftfectuée sur un appareil Unichrom Beckman avec une colonne
de 0.9 X 60 cm remplic de 50 g de résine M 72. L élution des-acides aminés est ré-
alisée avec les tampons décrits au Tableau | pompés & 70 ml/h. La température fixée
it 39° pendant I'équilibration de la colonne et le début de 'analyse est portée a 60°
aprées I"élution des acides aminés acides et neutres. Le début du changement de tem-
pérature ainsi que le mode du changement de tampon est décrit ci-dessous. ‘
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TABLEAU L

COMPCSITION DESSOLUTIONS TAMPON POUR LA CHROMATOGRAPHIE DESACIDES
AMINES D'APRES KEDENBURG®

Le thiodiglyeol nma pas éi€ utilisé. Le pH des tampons a été modifié pour séparer la valine de Ia
elucosamine.

Composition Tampon

Pour la dilution Tampon | Tumpon >
dex échantillons

pH 230 380270 4.10°4.25
Molarné

en tons fithium 030 0.30 1.20

en tons citrate 010 Q.05 021
Citraie de fithium. g 1.1 505 602
Chiorure de lithium. g 5395 238
HCl concentré,

volume approximatif, ml 14 130 260
Acide caprylique, ml 0.05 1 1
Volume final, 1 0.3 ) 10 10

La résine Beckman M 72, livrée commercialement sous forme sodium. est
mise sous forme lithium en Ia lavant successivement dans 10 volumes de LIOH 0.9 N,
10 volumes d’ecau distiliée et 10 volun:es de tampon 1 (bibl. 1). La colonne est remplie
4 [a température doutilisation. régénérée par LIOH 0.3 AV pompé pendant I h & 33
mi/h et équilibrée pendant [ h par le tampon I au débit normal.

Le réactif & la ninhvdrine. composé selon les indications fournies avec Nap-
paretl. est pompé a4 35 mi/h. La coloration est développée au bain-marie bouillant
dans une bobine de Teflon de longueur simple.

RESULTATS

Séparation des pics au changement de tampon

Pour permettre une meilleure séparation des pics au passage du tampon |
(pH 2.80) au tampon 2 (pH 4.10). un changement continu a été réalisé en utilisant le
dispositif de Ia Fig. I La chambre de mélange est constituée d une seringue i usage
unique de 50 ml. Les tampons arrivent & la partie supéricure de [a seringue par une
aiguille pergant le piston. Le contenu de la seringue est mélangé a Maide d'un barreau
ammanté tournant a Ia partie inféricure au dessus de oritice d'écoulement relié a
Fentrée de la pompe tampon. Au début de 'analyse 'entrée de Ia chambre de mélange
est coanectée au tampon [ puis au moment voulu., au tampon 2.

le gradient obtenu n'est pas lin€aire mais exponentiel. La concentration C
=n ions lithium du tampon peut étre exprimée en fonction du volume v avant traversé
la chambre de mélange de volume F depuis Fadmission du tampon 2:

-

C S (C; - Cz) C_i; ’;“ Cl

C, et G, étant les concentrations respectives des tampons 1 et 2 en ions lithium.
Dans les conditions décrites ci-dessus la concentration en tons lithium atteint
957, de la valeur de C; 80 min aprés le début du changement de tampon st le volume
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Fig. 1. Systénre mélangeur pour réaliser un changement continu de tampon. La chambre de mélange
t constituce d une seringue de 30 ml dent e volunte peut ére maditié en déplagant le piston.

I7est fixé & 35 ml. La séparation des acides aminés incriminés est améliorée mais clle

t satisfaisante quavec un gradient plus taible réalisé avec une chambre de mélange

de 30 ml. De cette tacon Ia concentration en ton lithium atteint 93, de C, en 120 min.

Le changement de température a €€ retardé a 240 min. Dans ces conditions la

- durée de I'analyse est allongée d une demie heure environ par rapport aux conditions
de Kedenburg?.

Separarion de la glucosaniine er de la valine

Au cours de la chromatographie d un hvdrolysat de protéines un épaulement
sur la pente descendante du pic de la valine a été identifié comme étant dii a la présence
de glucosamine. L abaissement du pH du tampon 1 avgmente le temps de réiention

" des acides aminés mais aflecte proportionnellement beaucoup moins la glucosamine.
A pH 2.75 la valine sort aprés la glucosamine mais les deux pics chevauchent encore.
A pH 2.70 la glucosamine sort & équidistance de I"alanine et la valine.

Le changement de température n'est amorcé qu™a 240 min. Le pH du second
tampon est augmenté de 4.10 4 4.25 pour ne pas retarder exagérément les acides
aminés basiques. Dans ces conditions tous les :icides aminés d un hydrolysat de pro-
téines et la glucosamine sont élués séparément sur une seule colonne en moins de 8 h
(Tableau 1L, colonne 2).
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TABLEAU II

TEMPS DE RETENTION (MIN) DES ACIDES AMINES ET DE LA GLUCOSAMINE EN
FONCTION DES CONDITIONS DE CHROMATOGRAPHIE

(1) Conditions de Kedenburg®. (2) Changement de tampons continu avec une chambre de mélange
de 50 ml et les tampons 1 et 2 ajustés respectivement aux pH 2.70 et 4.25.

/ 2
Acide aspartique 52 70
Thréonine 78 S8
Sérine Si 91
Acide glutamique 91 105
Prolins 123 143
Clycovolle 130 149
Alanine 139 161
Changement de tampon 179° 170
Glucosamine 178 185
Valine 176 207
Cystéine 209 231
;\Iélhiovninc 215 237_
Isoleucine e 240
Leucine 218 213
Tvyrosine 237 264
Phénylzlanine 247 273
NH; 265 322
Lysine 307 351
Histidine 331 38t
Arginine 417 165

® Début du changement de tempériture de ka colonne.
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