
ANNALES
UNIVERSITÄT IS MARIAE CURIE-SKŁODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XIV, 15 SECTIO D 1959

Ż Katedry Chemii Fizjologicznej Wydziału Lekarskiego Akademii Medycznej w Lublinie 
Kierownik: prof, dr Janina Opieńska-Blauth

Janina OPIEŃSKA-BLAUTH i Zbigniew PRASAŁ

Badania porównawcze nad oznaczaniem azotu aminowego 
w płynach ustrojowych

Сравнительные исследования по определению аминокислотного азота 
в жидкостях организма

Comparative Studies on the Determination of Amino Nitrogen 
in Body Fluids

Do oznaczeń azotu aminowego w moczu, przeprowadzanych dla celów 
badań klinicznych, stosowane są różne metody. Wszystkie znane meto­
dy, jak np. foinmolowa Sörens en a (12), gazometryczne, oparte na kla­
sycznej metodzie Van Slyke’a (15), kolorymetryczne z ninhydryną 
(8, 14, 19) i metody związane z tworzeniem kompleksów miedziowych 
(11, 13) są niedokładne. Błędy tych metod w odniesieniu do poszczegól­
nych aminokwasów są niejednakowe i dlatego oznaczenia całkowitego 
azotu aminowego w mieszaninach mogą budzić zastrzeżenia. Ponadto, 
pewne trudności w przystosowaniu wyżej wymienionych metod do 
oznaczeń azotu aminowego w moczu sprawia obecność niektórych sub­
stancji towarzyszących, jak np. amoniaku, mocznika, soli i innych. 
W szczególności dane liczbowe, dotyczące azotu aminowego w moczu, 
podawane przez autorów, stosujących niejednakowe metody, różnią się 
znacznie między sobą.

Celem naszej pracy było przystosowanie jednej z powyższych metod 
do oznaczeń azotu aminowego w moczu w oparciu o badania porów­
nawcze.

CZĘSC DOŚWIADCZALNA 
Materiały:

a) aminokwasy wzorcowe: glicyna, a-alanina, lizyna, histydyna, tauryna, kwas 
glutaminowy, kwas asparaginowy, cystyna, asparagina, leucyna. Wszystkie pre­
paraty firmy angielskiej Light.
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b) mocznik, chlorek sodowy, chlorek amonowy, fosforan dwusodowy (czysta 
do analiz),

c) próbki moczów fizjologicznych.
Metody:

a) Pope Stevensa (11), b) Spier Paschera (13), c) Troll Can­
na n a (14).
Aparatura: oznaczenia kolorymetryczne przeprowadzano w fotokolorymetrze 
MGF Havemanna.

BADANIA WŁASNE

A. Modyfikacje wprowadzone do stosowanych 
metod

a. W metodzie Pope Stevensa przeprowadza się jodometryczne 
oznaczenia miedzi, związanej kompleksowo z aminokwasami. 1 ml 0,01 n 
tiosiarczanu odpowiada 0,28 mg azotu aminowego. Według naszej mo­
dyfikacji przeprowadza się oddzielenie kompleksu miedziowego od nad­
miaru fosforanu nie na drodze sączenia przez bibułę Wh. Nr 5, (orygi­
nalna metoda) ale przy użyciu lejków Schott Jena G 4 pod zmniejszo­
nym ciśnieniem. Zysk na czasie potrzebnym do oznaczenia wynos'ł 
około 2 godzin.

b. W metodzie Spier Paschera oznacza się miedź związaną 
kompleksowo z aminokwasami kolorymetrycznie przy pcmocy reakcji 
barwnej z dwuetylo-dwutiokarbaminianem sodu. 1 p-g Cu odpowiada 
0.44 ag azotu aminowego. W miejsce stosowanego w oryginalnej meto­
dzie do oznaczeń miedzi fotometru Pulfricha, przeprowadzono oznacze­
nia. na fotokolorymetrze MGF Havemanna: filtr niebieski (Â = 467 mn), 
naczyńko o szerokości 1,5 cm, objętość końcowa płynu 20 ml. Dla celów 
badań seryjnych nadawały się lepiej oznaczenia w fotokolorymetrze za­
równo ze względu na czas oznaczeń, jak i dokładność wyników.

c) W metodzie Troll C a n n a n a oznacza się kolorymetrycznie 
barwnik dwuketohydrindylidenodwuketohydryndaminę (skrót DYDA) 

o wzorze

otrzymany w reakcji a-aminokwasów z ninhydryną. Zamiast stosowa­
nego w oryginalnej metodzie spektrofotometru Beckmana, przeprowa­
dzono oznaczenia w fotokolorymetrze MGF Havemanna: filtr żółty, 
К = 575 т.н, naczyńko o szerokości 0,7 cm.
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OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI

Z metod stosowanych do oznaczeń azotu aminowego wymienić należy: 
A. metodę miareczkową formolową Sörensen a (12) i jej modyfikacje:

a) mikromodyfikacja wg North ropa (9),
b) miareczkowanie acetonowe wg Lindersteoma-L anga (7),
c) miareczkowanie w alkoholowym roztworze wg Willstättera i Wald- 

schmidt-Leitza (18).
B. modyfikacje metod gazometrycznych i miareczkowych Van 

S 1 у к е’а:
a) gazometryczna z oznaczeniem azotu aminowego (15),
b) gazometryczna z oznaczeniem azotu aminowego wg Kendrick i Han- 

k e’go (6),
c) gazometryczna z oznaczeniem dwutlenku węglowego wg Van S1 у к е’а, 

Dillon a, Mc Fadyena i Hamiltona (16),
d) miareczkowa z oznaczeniem dwutlenku węglowego wg Van S1 у к е’а, 

Mc Fadyena i Hamiltona (17).
C. metody kolorymetryczne z ß-naftochinonem:

a) wg Moora i Steina (8),
b) wg Troll Cannana (14),
c) wg Y e mm a i Cocking a (19).

D. metody kolorymetryczne z ß-naftochinonem:
a) wg Folin a (2).

E. metody kompleksów miedziowych:
a) miareczkowa Pope St eve nsa (И), 
b) kolorymetryczna Spier Paschera (13).

Metody formolowe wg S ö r e n s e n a są obarczone błędem niejedna­
kowym w stosunku do poszczególnych aminokwasów. W odniesieniu do 
całkowitego azotu otrzymuje się z argininy i tryptofanu 50%, z histy- 
dyny 16,6%, a z proliny i hydroksyproliny 100%. Amoniak i niektóre 
sole, w szczególności fosforany wpływają wyraźnie na wyniki oznaczeń.

W metodach gazometrycznych Van S 1 у к е’а i ich modyfikacjach 
uzyskuje się dla wszystkich aminokwasów monoamino^monokarboksylo- 
wych i mono-amino-dwukarboksylowych 100% azotu z wyjątkiem tryp­
tofanu (50%). Z aminokwasów zasadowych arginina reaguje w 25%, 
lizyna w 100% w odniesieniu do całkowitego azotu. Prolina i hydrcksy- 
prolina nie wchodzą w reakcję. Glikokol daje 103%, a cystyna 109% 
wartości, teoretycznej. Wszystkie metody gazometryczne, zarówno te, 
w których oznacza się azot, jak i te, w których oznacza się dwutlenek 
węglowy, są kłopotliwe w wykonaniu, wymagają precyzyjnej aparatury 
szklanej i większego zestawu odczynników. W przypadku stosowania 
powyższych metod do oznaczania azotu aminowego w moczu konieczne 
jest uprzednie usunięcie mocznika (10).

Metody kolorymetryczne znajdują obecnie szersze zastosowanie 
w badaniach seryjnych klinicznych, ze względu tak na nieskompliko­



122 Janina Opieńska-Blauth i Zbigniew Prasa!

waną aparaturę, jak i szybkość oznaczeń. Wyniki otrzymywane przy 
pomocy metod kolorymetrycznych nie ustępują pod względem dokład­
ności innym metodom. Według Trolla i C a nnana wszystkie ami­
nokwasy z wyjątkiem tryptofanu i lizyny reagują ilościowo. Na nieko­
rzyść tej metody, w zastosowaniu do materiału biologicznego, przema­
wia znaczny wpływ amoniaku. Według powyższych autorów amoniak 
bierze udział w reakcji tworzenia barwnika DYDA w 29%. Natomiast 
inne składniki występujące w moczu i krwi, jak mocznik, kfneatyna, 
kreatynina, kwas moczowy, nie mają wpływu na wyniki oznaczeń.

Metoda kolorymetryczna F o 1 i n a z ß-naftcchinonem nie znalazła 
szerszego zastosowania dla oznaczenia azotu aminowego w materiale 
biologicznym, ponieważ błąd przekracza 30%. Według A n t e n e r, opra­
cowana dla celów klinicznych, mikrometcda jest korzystna z tego 
względu, że może być przeprowadzana w bardzo niewielkiej ilości ma­
teriału np. 0,1 ml krwi (1).

O różnicach w dokładności poszczególnych metod, stosowanych do 
oznaczeń azotu aminowego świadczy zestawienie wyników badań wg 
Hinsberga (5) (Tab. 4).

Tabela 4

Azot aminowy w mg %

wg O. F o 1 i n a gazome- 
trycznie

miareczkowanie 
acetonowe

miareczkowanie 
formolowe

5,8 13,1 11,1 11,8
7,4 15.7 14,5 11,8
4,8 12,4 14,3 10,9

W metodach kompleksów miedziowych z aminokwasami oznacza się 
azot aminowy na drodze pośredniej. Miedź związaną w kompleksie ami- 
nokwasowym oznacza się bądź jodcmetrycznym miareczkowaniem 
(Pope Stevens) bądź kolorymetrycznie z dwuetylodwutiokarbaminia- 
nem (Spier Pascher). Niewielka rozpuszczalność niektórych kom­
pleksów, jak cystyny, metioniny, tryptofanu, leucyny i fenyloalaniny 
powoduje niedokładność oznaczeń w obu metodach. Mimo tych trudności 
metody te mają wyższość nad poprzednio opisanymi, ponieważ mogą 
być stosowane do oznaczeń proliny i hydroksyproliny a ponadto lepiej 
nadają się do oznaczeń azotu aminowego w meczu i surowicy, ze względu 
na nieznaczny wpływ składników towarzyszących na wyniki oznaczeń. 
Dlatego do oznaczeń porównawczych w moczu zastosowano obie metody 
miedziowe i jedną z modyfikacji metody ninhydrynowej (Troll C an­
na n a), dość często cytowaną przez innych autorów.
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Oznaczenia porównawcze przeprowadzono dla tych aminokwasów, 
które występują normalnie w moczu fizjologicznym. Nasze badania 
wstępne wykazały, że optymalny zakres stężeń aminokwasów wynosi 
dla metody: Pope Stevensa 7—20 mg N, Spier Pas ch er a 
0,05—0,5 mg N i Troll Cannana 0,005—0,01 mg N.

W odniesieniu do, oznaczanych indywidualnych aminokwasów błędy 
obu metod miedziowych wahały się w granicach 2—13%, a w metodzie 
Troll Can na na 6—12%. Dla aminokwasów zasadowych, jak np. 
histydyny, najmniejszy błąd dla wszystkich metod otrzymuje się przy 
uwzględnieniu 1,5 atomu N, a dla lizyny tylko 1 atomu azotu. Tauryna 
nie tworzy kompleksu miedziowego lecz daje się ją oznaczać w meto­
dzie Troll C a m n a n a. Asparagina podobnie do proliny i hydroksy- 
proliny nie daje w metodzie ninhydryr.owej niebieskiego barwnika ozna­
czonego kolorymetrycznie lecz tworzy barwnik czerwony. W metodach 
miedziowych najmniejszy błąd wypada przy uwzględnieniu jednego 
tylko azotu, ponieważ azot amidowy nie wchodzi w reakcję. Według 
Pope Stevensa — nadmiar któregoś z aminokwasu, tworzącego 
kompleks łatwo rozpuszczalny np. glicyny, w mieszaninie umożliwia 
otrzymanie dobrych wyników nawet w obecności aminokwasów, dają­
cych kompleksy trudno rozpuszczalne. Mocz nadaje się szczególnie pod 
względem składu aminckwasowego dla metod miedziowych z powodu 
znacznej zawartości glicyny.

Nasze doświadczenia na mieszarkach aminckwasowych, w których 
poszczególne aminokwasy znajdowały się w podobnym stosunku ilościo­
wym jak np. w moczu, dały doskonałe wyniki szczególnie dla metod 
miedziowych (tab. 2). W metodzie Pope Stevensa błąd średnio 
wynosił —1,9%, Spier Pa scher a + 1,4%, Troll C annan a 
+ 6,1%. Na korzyść metod miedziowych w zastosowaniu do moczu prze­
mawia i to, że wpływ mocznika, soli i amoniaku jest stosunkowo nie­
znaczny. Natomiast przy zastosowaniu metody Troll Cannana amo­
niak musi być z roztworu całkowicie usunięty.

Tabela 5

Azot aminowy w mg/1

Mocz Oznaczenie gazo- Oznaczenie gazo- Miareczkowanie
Nr metr, przez CO2 metr, przez N2 fcimolowe

1 98 118 127
2 177 176 254
3 174 236 330
4 139 168 191
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Zakres zawartości azotu aminowego w moczu, oznaczanego przez 
wielu autorów różnymi metodami, waha się w dość szerokich grani­
cach. (Van Slyke, Mc Fadyen i H a m i 11 o n, tab. 5).

Inni autorzy podają niższe zawartości azotu aminowego w moczu 
normalnym u dorosłych np.: Hawk (4) 0,2 g Nnh, w dobowej ilości 
moczu, A n te ner (1) 125 mg Nnh, (U) metodą Foli na, Harris (3) 
120 mg a NNh'.2 (24 godz.).

W naszych badaniach, przeprowadzonych porównawczo trzema me­
todami wykazano, że wahania między poszczególnymi wynikami, azotu 
aminowego w tym samym moczu są duże w metodach Pope Steven- 
sa i Troll Cannana (od 40 do 180 mg/1). Natomiast w metodzie 
Spier Paschera różnice te tvahają się tylko w granicach 6—35 mg/1 
(tab. 3). Wyniki, średnie azotu aminowego w mg/1 z 5 prób moczów dały: 
dla Pope Stevensa 280 mg/1, dla Spier Paschera 270 mg/1, 
dla Troll Cannana 288 mg/1.

Nieco wyższe wartości azotu aminowego, otrzymane w metodzie 
Troll Cannana, wynikają prawdopodobnie z wpływu amoniaku, 
który nie był usuwany.

Wyniki naszych badań uzasadniają pogląd, że metoda Spier 
Paschera spośród wszystkich dotychczas znanych metod może naj­
lepiej odpowiada dla oznaczeń azotu aminowego w moczu ponieważ 
a) niewielkie ilości próby eliminują wpływ substancji towarzyszących, 
b) metoda jest nieskomplikowana, c) ilość odczynników niewielka, d) czas

Tab. 6. Porównawcze zestawienie wyników oznaczeń Nnh,

Pope Stevens
Metody 
Spier Pascher Troll Cannan

Ilość ml próbki 1 — 5 0,5 — 1 0,1 — 0,5

Optymalny zakres 
stężeń w mg Nnh

7 —20 0,05—0,5 0,005—0,01

Błąd średni — 1.9 % + 1,4 % + 6,1$

Dokładność ± 5,6 % ± 2,0$ ± 2,0$

Wpływ amoniaku + 7,9 % + 0,8$ 4-90$

Wyniki średnie Nnh, 
w mg/1 w moczu

280 270 288

Różnice Nnh 2 w mg/1 
w tym samym moczu

40 — 180 6 — 35 40 — 180
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oznaczeń 1 serii (10 prób) do 2 godzin, e) powtarzalność wyników dobra, 
f) dokładność metody ± 2%.
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РЕЗЮМЕ

Авторами произведены сравнительные определения аминокислот­
ного азота тремя методами: йодометрическим методом медных 
комплексов по Попе Стивенсу, колориметрическим методом Шпир 
Пашера и нингидриновым (колориметрическим) методом Тролль 
Каннана для некоторых выделенных аминокислот, в аминокислотных 
смесях и в моче.

В исследованиях смесей учитывалось влияние некоторых элемен­
тов, выступающих в моче. Для определения аминокислотного азота 
в моче, наиболее пригодным, по мнению авторов, является метод 
Шпир Пашера, так как дает небольшую лишь ошибку (около 2fl/o), 
а повторяемость результатов по сравнению с другими методами 
гораздо лучше. Колебания количеств аминокислотного азота в тех 
же пяти пробах составляли лишь 6—35 мг/л, в то время как колеба­
ния в определениях полученных по методам Попе Стивенса и Тролль 
Каннана оказались гораздо выше (40—180 мг/л). В пользу этого 
метода для определения аминокислотного азота в моче говорит еще 
небольшое влияние главных составных элементов имеющихся в моче, 
как мочевины, солей аммиака. При применении других, всеми приня-



126 Janina Opieńska-Blauth i Zbigniew Prasał

тых методов необходимым является удаление мочевины и аммиака 
из подвергнутых исследованию проб мочи.

Простота метода, небольшое количество реактивов, маленькое ко­
личество материала (0,5 мл мочи), короткий срок произведения 
исследования (10 проб в течение 2 часов), выделяют этот метод, как 
самый лучший для определений аминокислотного азота в моче.

SUMMARY

The comparative determination of amino nitrogen in amino-acid 
mixtures, urine and some individual amino-acids was calculated by the 
three following methods: the copper complex iodometric method of 
Pope and Stevens, the colorimetric method of Spier and Pa- 
scher and the ninhydrin (colorimetric) method of Troll and 
C annan.

The effect of some components of urine was also taken into consi­
deration. In our opinion, the method of S p i e r and Pascher is the most 
suitable for the determination of nitrogen in urine. Error ascribable to 
the method is small (approximately 2 per cent) and the reproducibility 
of results is better, as compared with other methods. Differences in the 
amount of amino nitrogen in 5 of the same samples examined by Spier 
and Pasche r’s method ranged from 6 to 35 mg/1. Fluctuations in the 
amount of amino nitrogen in the same samples examined by the method 
of Pope and Stevens and Troll and C a n n a n were greater and 
ranged from 40 to 180 mg/1. The method of Spier and Pascher 
is more suitable for the determination of amino nitrogen in urine since 
the influence of seme constituents contained in urine, e. g. urea, salts 
and ammonia, is small. To determine amino nitrogen by the majority 
of the other commonly used methods, urea and ammonia should be re­
moved.

The colorimetric method of Spier and Pascher is very simple, 
requires a small set of reagents, a small quantity of material (0.5 ml 
of urine) and little time (10 samples can be tested within 2 hours). It is, 
therefore, one of the most suitable methods for the determination of 
amino nitrogen in urine.
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