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SHORT COMMUNICATION

ZWEI PROGRAMME AUF LITHIUMCITRAT- UND NATRIUM-
LITHIUMCITRAT BASIS FUR DIE ANALYSE DER FREIEN
AMINOSAUREN IN PFLANZENMATERIAL

H. Lorenz

Institut fiir Pflanzenerndhrung der Technischen Universitéit
Hannover, Germany

(Received 13 February 1970)

Abstract—Two programmes are described for the analysis of free amino acids from plant material. The first
programme is based on lithium citrate-buffers and can be used to separate acidic and neutral amino acids
upto phenylalanine. Basic amino acids are separated using the second programme, which is based on a buffer
system composed of lithium and natrium citrate.

BeI DEN bisher fiir die automatische Aminoséureanalyse eingesetzten Na-Citratpuffern war
die Trennung der Siureamide von Threonin und Serin in einem 6-Stundenchromatogramm
mit Gradientenelution, zumal in einem Mehrsdulenanalysator, nicht mdglich. Daher muBte
ein zusitzliches Chromatogramm entwickelt werden, in dem die Sdureamide in relativ
kurzer Zeit in einem ‘peak’ eluiert wurden.! In Einsiulengeriten wurden Glutamin +
Asparagin von Threonin und Serin durch Temperaturprogrammierung getrennt.2-3

Neuerdings zeigte sich, daB bei Ersatz des Natriums durch Lithium die Trennleistung
im Bereich der Siureamide auBerordentlich verbessert wird.*—¢ Im folgenden soll iiber die
Anwendung der Li-Puffer, sowie von Kombinationen aus Li- und Na-Citrat bei der Analyse
der freien Aminosduren aus Pflanzenmaterial, wo die Sdureamide einen erheblichen Anteil
ausmachen kodnnen, berichtet werden.

Zum FEinsatz kam der automatische Aminosidureanalysator BC-200 der Firma Bio-Cal,
Miinchen. Folgende Puffer wurden fiir die Ermittlung der sauren und neutralen Amino-
sduren (bis in Hohe des Phenylalanins) verwendet:

Puffer A, pH 2,8 0,2 N bezogen auf Li 0,067 M bezogen auf Citronensidure
Puffer B, pH 3,0 0,2 N bezogen auf Li 0,067 M bezogen auf Citronensiure
Puffer C, pH 3,4 0,2 N bezogen auf Li 0,067 M bezogen auf Citronensidure
Puffer D, pH 4,15 0,2 N bezogen auf Li 0,067 M bezogen auf Citronensiure
LiOH 02N

Puffer A,-C,, enthalten 8,39g LiOH-H,O + 14,08¢ Citronensiure je Liter
Puffer D, enthilt 10,5 g LiOH + 14,08 g Citronensiure je Liter
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Zur Herstellung der Puffer wurde LiOH- H,O der Firma Riedel de Haen und Citronen-
sdure p.A. eingesetzt. Der pH-Wert wurde mit ca 5 N HCI (p.A. Qualitit destiliert) mit
einem Prizisions-pH-Meter eingestellt. Puffer A; enthilt 2 Prozent Isopropanol, das sich
zur Verbesserung der Trennung der Sdureamide von Threonin und Serin besser eignet als
andere Alkohole.” Puffer A,, B, und C, enthalten 0,5 Prozent Thiodiglycol. Zu allen
Puffern werden 4 ml/l einer 25 Prozentigen Brij-35-L6sung gegeben.

Abbildung 1 zeigt ein Chromatogramm einer Aminosiduretestmischung. AuBerdem
sind die Pufferwechsel und die Anderung der Siulentemperatur zu erkennen.
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ABnB, 1. STANDARDCHROMATOGRAMM, SAURE UND NEUTRALE AMINOSAUREN (0,25 u Mol/AMINOSAURE)
MIT PUFFER- UND SAULENBADTEMPERATUR-PROGRAMM. PUFFERDURCHSATZ 70 ml/hr NINHYDRIN-
DURCHSATZ 35 ml/hr.

Abbildung 2 ist das Diagramm einer typischen Pflanzenanalyse. Die ausgezeichnete
Auftrennung im Bereich der Sdureamide, aber auch einiger saurer Komponenten vor
der Asparaginsiure ist bemerkenswert.
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ABB. 2. CHROMATOGRAMM EINES PFLANZENEXTRAKTES, SAURE UND NEUTRALE NINHYDRIN POSITIVE
KOMPONENTEN X, — X3 SIND BISHER NICHT IDENTIFIZIERTE SUBSTANZEN. NORLEUCIN DIENT ALS
INTERNER STANDARD.

Mit den vier Puffern, die das verwendete Gerit einzusetzen erlaubte, kOnnen die
Aminosiuren bis zum Phenylalanin in verniinftiger Zeit eluiert werden (5 Stunden).

Es erscheint nicht ratsam, die Konzentration von Puffer D; noch hoher zu wihlen.
AuBerdem nimmt die Trennleistung des Li-Systems im Bereich der basischen Aminosduren

7. F. Scuerrer und H. LoreNz, Phytochem. 7, 1279 (1968).
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ab. Es wurde also erforderlich ein zweites Programm fiir die Erfassung der basischen
Aminosduren zu entwickeln.

Die Forderung nach méglichst kurzer Zeitdauver und gleichzeitig guter Trennleistung
wurde am besten von einer Kombination von Li- und Na-Citrat erfiillt..

Die unterschiedliche Trennleistung der verwendeten Kationen beruht offensichlich aunf
deren Hydrathiille, die in der lyotropen Reihe von Li > Na > K abnimmt.

Daraus resultiert ein zunehmendes Eintauschpotential in derselben Reihenfolge. In
Vorversuchen nahm bei Verwendung der genannten Kationen die Elutionsgeschwindigkeit
der Aminosiuren in der oben erwihnten Reihenfolge zu.

Fiir die Trennung der basischen Aminosduren wurden folgende Puffer verwendet:

Puffer A, pH 3,80 0,10 N Li 0,067 M Citronensiure
0,10 N Na

Puffer B, pH 4,26 0,19 N Li 0,127 M Citronensiure
0,19 N Na

Puffer C, pH 4,26 0,21 N Li 0,144 M Citronensiure
0,22 N Na

Puffer D, pH 6,10 0,60 N Li 0,200 M Citronensiure
0,60 N Na

LiOH/NaOH 0,10 N Li
0,10 N Na

Die Puffer enthielten je 1.:

tri-Natriumcitrat-2 Hydrat LiOH-H,0 Citronensidure NaCl

Puffer A, 9,80¢g 420¢g 7,00g —
Puffer B, 18,65¢g 797¢ 13,30g —_
Puffer C, 21,60 g 8,80 g 14,00 ¢ —
Puffer D, 29,40 g 2520¢g —_ 17,53 g

Abbildung 3 zeigt das Diagramm einer Mischung bekannter Aminosiuren. Auflerdem
ist die zeitliche Abfolge der oben genannten Puffer zu erkennen und die Temperaturpro-
grammierung. Das zwischenzeitliche Absenken der Temperatur auf 30° ist erforderlich,
um das Tryptophan vor dem Ornithin zu eluieren.
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ABB. 3. STANDARDCHROMATOGRAMM, BASISCHE AMINOSAUREN (0,25 u Mol/AMINOSAURE) MIT
PUFFER- UND SAULENBADTEMPERATURPROGRAMM. PUFFERDURCHSATZ 85 ml/hr, NINHYDRIN~
DURCHSATZ 42,5 mi/hr.
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ABB. 4. CHROMATOGRAMM EINES PFLANZENEXTRAKTES, BASISCHE AMINOSAUREN; Xiq4 — X34 SIND
BISHER NICHT IDENTIFIZIERTE SUBSTANZEN. HOMOARGININ (0,3 » Mol) DIENT ALS INTERNER STANDARD.

Abbildung 4 zeigt cine Pflanzenanalyse. Der Einsatz eines relativ sauren Puffers zu
Anfang ist erforderlich, um eine Trennung des g-Alanins von Tyrosin und Phenylalanin
zu erreichen, das in den untersuchten Pflanzen vorkommt. Dieser Puffer konnte gegebenenfalls
ausgelassen werden.



