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Comparative Studies on the Determination of Amino Nitrogen
in Body Fluids

Do oznaczen azotu aminowego w moczu, przeprowadzanych dla celéw
badan klinicznych, stosowane sg rézne metody. Wszystkie znane meto-
dy, jak np. formolowa S6rensemna (12), gazometryczne, oparte na kla-
sycznej metodzie Van Slyke’a (15), kolorymetryczne z ninhydryng
(8, 14, 19) i metody zwiazane z tworzeniem komplekséw miedziowych
(11, 13) sa niedokladne. Bledy tych metod w odniesieniu do poszczegdl-
nych aminokwasdow sg niejednakowe i dlatego oznaczenia catkowitego
azotu aminowego w mieszaninach moga budzi¢ zastrzezenia. Ponadto,
pewne trudnosci w przystosowaniu wyzej wymienionych metod do
oznaczeh azotu aminowego w moczu sprawia obecnoé¢ niektorych sub-
stancji towarzyszacych, jak np. amoniaku, mocznika, soli i innych.
W szczegélnosei dane liczbowe, dotyczace azotu aminowego w moczu,
podawane przez autordéw, stosujgcych niejednakowe metody, néznig sie
zZnacznie miedzy soba.

Celem naszej pracy byio przystosowanie jednej z powyzszych metod
do oznaczen azotu aminowego w moczu w oparciu o badania poréw-
nawcze.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiatly:

a) aminokwasy wzorcowe. glicyna, g-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 (czyste
do analiz),

¢) probki moczéw fizjologicznych.
Metody:

a) Pope Stevensa (11), b) Spier Paschera (13), ¢) Troll Can-
nana (14).
Aparatura: oznaczenia kolorymetryczne przeprowadzano w Ifotokolorymetrze
MGF Havemanna.

BADANIA WLASNE

A Modyfikacje wprowadzone do stosowanych
metod

a. W metodzie Pope Stevensa przeprowadza sie jodometryczne
oznaczenia miedzi, zwigzanej kompleksowo z aminokwasami. 1 ml 0,01 n
tiosiarczanu cdpowiada 0,28 mg azotu aminowego. Wedlug naszej mo-
dyfikacji przeprowadza sie oddzielenie kompleksu miedziowego od nad-
miaru fosforanu nie na drcdze sgczenia przez bibule Wh. Nr 5, (orygi-
nalna metoda) ale przy uzyciu lejkéw Schott Jena G 4 pod zmniejszo-
nym ci$nieniem. Zysk na czasie potrzebnym do oznaczenia wynos'l
okolo 2 godzin.

b. W metcdzie Spier Paschera oznacza sie miedz zwigzang
kompleksowo z aminokwasami kolorymetrycznie przy pcimccy reakcji
barwnej z dwuetylo-dwutiockarbaminianem sodu. 1 pg Cu odpowiada
0.44 ug azotu aminowego. W miejsce stosowanego w oryginalnej meto-
dzie do oznaczen miedzi fotometru Pulfricha, przeprowadzono ozaacze-
nia na fotokolorymetrze MGF Havemanna: filtr niebieski (A = 467 mu),
naczyhko o szerokosci 1,5 ¢m, chjetosé koncowa plynu 20 ml. Dla celéw
badan seryjnych madawaly sie lepiej oznaczenia w fotokolorymetrze za-
rowno ze wzgledu ra czas oznaczen, jak i dokiadnosé wynikow.

c¢) W metcedzie Troll Cannana oznacza sie kolorymetrycznie
barwnik dwuketohydrindylidenodwuketohydryndamine (skrdt DYDA)
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ofrzymany w reakcji a-aminokwaséw z ninhydryna. Zamiast stosowa-
nego w oryginalnej metodzie spektrofotometru Beckmana, przeprowa-
dzcno oznaczenia w fotokolorymetrze MGF Havemanna: filtr zéity,
A = 575 mu, naczynko o szerokosci 0,7 cm.
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OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Z metod stecsowanych do oznaczen azotu aminowego wymienié nalezy:
A. metode miareczkows formolowsg S6rensena (12) i jej modyfikacje:
a) mikromodyfikacja wg Northropa (9),
b) miareczkowanie acetonowe wg Linderstroma-L anga (7),
¢) miareczkowanie w alkoholowym roztworze wg Willstidttera i Wald-
schmidt-Leitza (18).
B. modyfikacje metod gazometrycznych i miareczkowych Van
Slykea:
a) gazometryczna z oznaczeniem azotu aminowego (15),
b) gazometryczna z oznaczeniem azotu aminowego wg Kendrick i Han-
ke’go (6),
©) gazometryczna z oznaczeniem dwutlenku weglowego wg Van Slyke’a,
Dillona, Mc¢c Fadyena i Hamiltona (16),
d) miareczkowa z oznaczeniem dwutlenku weglowego wg Van Slykena,
Me Fadyena i Hamiltona (7).
C. metody kolorymetryczne z p-naftochinonem:
a) wg Moora i Steina (8),
b) wg Troll Cannana (14),
¢) wg Yemma i Cockinga (19).
D. metody kolorymetryczne z f-naftochinonem:
a) wg Folina (2).
E. metody komplekséw miedziowych:
a) miareczkowa Pope Stevensa (11),
b) kolorymetryczna Spier Paschera (13).

Metody formolowe wg SOrensena sg obarczone bledem niejedna-
kowym w stosunku do poszczegdlnych aminokwaséw. W odniesieniu do
catkowitego azotu otrzymuje sie z argininy i tryptofanu 500, z histy-
dvny 16,6%, a z proliny i hydrcksyproliny 1000/, Amoniak i niektore
sole, w szczegélnosci fcsforany wplywaja wyraznie na wyniki oznaczen.

W metodach gazometrycznych Van Slyke’a i ich modyfikacjach
uzyskuje sie dla wszystkich aminokwaséw monoamino-monokarboksylo-
wych 1 mono-amino-dwukarboksylowych 100%s azotu z wyjatkiem tryp-
tofanu (50%). Z aminokwas6éw zasadowych arginina reaguje w 25%,
lizyna w 100% w odniesieniu do catkowitego azotu. Prolina i hydrcksy-
prolina nie wchodzg w reakcje. Glikckol daje 103%,, a cystyna 109%
wartoscl teoretycznej. Wszystkie metody gazometryczne, zaréwno te,
w ktérych oznacza sie azot, jak i te, w ktérych oznacza sie dwutlenek
weglowy, sg klopotliwe w wykonaniu, wymagaja precyzyjnej aparatury
szklanej i wiekszego zestawu odezynnikéw. W przypadku stosowania
powyzszych metod do oznaczania azotu aminowego w moczu konieczne
jest uprzednie usuniecie mocznika (10).

Metody kolorymetryczne znajduja obecnie szersze zastosowanie
w badaniach seryjnych klinicznych, ze wzgledu tak na nieskompliko-
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wang aparature, jak i szybko§¢ oznaczen. Wyniki otrzymywane przy
pomocy metod kolorymetrycznych nie ustepujag pod wazgledem doklad-
no$ci innym metodom. Wedlug Trolla i Cannana wszystkie ami-
nckwasy z wyjatkiem tryptofanu i lizyny reaguja ilosciowo. Na nieko~
rzys¢ tej metody, w zastosowaniu do materialu biologicznego, przema-
wia znaczny wplyw amoniaku. Wedlug powyzszych autorow amoniak
bierze udzial w reakcji tworzenia barwnika DYDA w 299, Natomiast
inne sktadniki wystepujace w moczu i krwi, jak mocznik, kreatyna,
kreatynina, kwas moczowy, nie majg wplywu na wyniki oznaczen.

Metoda kolorymetryczna Folina z B-naftcchinonem nie znalazla
szerszego zastosowania dla oznaczenia azotu aminowego w materiale
biologicznym, poniewaz blgd przekracza 30%. Wedlug Antener, opra-
ccwana dla celéw klinicznych, mikrometcda jest korzystna z tego
wzgledu, ze moze byé¢ przeprowadzana w bardzo niewielkiej ilo§ci ma-
terialu np. 0,1 ml krwi (1).

O roéznicach w dckladncsci poszezegdlnych metod, stosowanych do
oznaczen azotu aminowego $wiadezy zestawienie wynikéow badan wg
Hinsberga (5) (Tab. 4).

Tabela 4

Azot aminowy w mg %

wg O. Folina gazom(.e- miareczkowanie | miar~czkowanie
trycznie acetonowe formolowe
58 131 11,1 11,8
7.4 15,7 14,5 11,8
4,8 12,4 14,3 10,9

W metodach kcmplekséw miedziowych z aminckwasami oznacza sie
azot aminowy na drodze posredniej. Miedz zwigzang w kompleksie ami-
nckwasowym oznacza sie badz jodometrycznym miareczkcwaniem
(Pope Stevens) badz kolorymetrycznie z dwuetylodwutiokarbaminia-
nem (Spier Pascher). Niewielka rozpuszczalnosé miektérych kom-
pleksow, jak cystyny, metioniny, tryptofanu, leucyny i fenyloalaniny
powoduje niedokladnos¢ oznaczen w obu metodach. Mimo tych trudnosci
metody te maja wyzszos¢ nad poprzednio opisanymi, poniewaz moga
by¢ stosowane do oznaczen proliny i hydrcksyproliny a ponadto lepie]j
nadajg sie do oznaczen azotu aminowego w mcczu i surowicy, ze wzgledu
na nieznaczny wplyw skladnikéw towarzyszgcych na wyniki oznaczen.
Dlatego do oznaczeh pordéwnawczych w moczu zastosowano obie metcdy
~miedziowe i jedng z modyfikacji metody ninhydrynowej (Troll Can-
nana), dos¢ czesto cytowang przez innych autoréw.
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Oznaczenia poréwnawcze przeprowadzorno dla tych aminokwaséw,
ktére wystepuja normalnie w moczu fizjologicznym. Nasze badania
wstepne wykazaty, ze optymalny zakres stezen aminckwaséw wynosi
dla metody: Pope Stevensa 7—20 mg N, Spier Paschera
0,056—0,5mg Ni Troll Canmana 0,006—90,01 mg N. ‘

W odniesieniu do oznaczanych indywidualnych aminckwaséw bledy
obu metod miedziowych wahaty sie w granicach 2—13%, a w metcdzie
Troll Cannana 6—129. Dla aminokwaséw zasadowych, jak np.
histydyny, najmniejszy blad dla wszystkich metcd otrzymuje sie przy
uwzglednieniu 1,5 atomu N, a dla lizyny tylko 1 atomu azotu. Tauryna
nie tworzy kompleksu misdziowego lecz daje sie jg c<znaczaé w meto-
dzie Troll Cannamna. Asparagina podobnie do proliny i hydroksy-
proliny nie daje w metcdzie ninhydryrowej niebieskiego barwnika ozna-
czonego kolorymetryceznie lecz tworzy barwnik czerwony., W metodach
miedziowych najmniejszy blad wypada przy uwzglednieniu jednego
tylko azotu, poniewaz azot amidowy nie wchodzi w reakcje. Wedlug
Pope Stevensa — nadmiar ktéregos z aminokwasu, tworzacego
kempleks latwo rozpuszezalny np. glicyny, w mieszaninie umozliwia
otrzymanie dokrych wynikéw nawset w cbecrcéci aminckwaséw, daja-
cych kempleksy trudno rczpuszczalne. Mocz nadaje sie szczegdlnie pod
wzgledem skiladu aminckwasowego dla metod miedziowych z powcdu
znacznej zawartosci glicyny.

Nasze doswiadczenia na mieszarkach aminckwasowych, w ktérych
poszezegblne amirokwasy znajdowaly sie w pedobnym stosunku iloscio-
wym jak rp. w moczu, daly dcskonale wyniki szczegdlnie dla metod
miedzicwych (tab. 2). W metodzie Pope Stevensa blgd s$rednio
wynosit —1,9%, Spier Paschera + 1,4, Troll Cannana
-+ 6,1%. Na korzys¢ metod miedziowych w zastosowaniu do moczu prze-
mawia i to, ze wplyw mocznika, scli i amcniaku jest stosunkowo nie-
znaczny. Natomiast przy zastcscwaniu metcdy Troll Cannana amo-

iak musi byé¢ z roztworu catkowicie usunigty.

Tabela 5
Azot aminowy w mg/l
Mocz Oznaczenije gazo- Oznaczenie gazo- I Miareczkowanie
Nr metr. przez CO, metr. przez N, fermolowe
1 98 118 127
2 177 176 254
3 174 236 330
4 139 168 191
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Zakres zawartosci azotu aminowego w moczu, cznaczanego przez
wielu autoréw réznymi metodami, waha sie w do§¢ szerokich grani-
cach. (Van Slyke, Mc Fadyen i Hamilton, tab. 5).

Inni autorzy podajg nizsze zawartoéci azotu aminowego w moczu
normalnym u dorostych np.: Hawk (4) 0,2 g Nnu, w dobowej ilosci
moczu, Antener (1) 125 mg Nnu,(11) metodag Folina, Harris (3)
120 mg o Nyn, (24 godz.). i

W naszych badaniach, przeprowadzonych poréwnawczo trzema me-
todami wykazano, ze wahania miedzy” poszczegélnymi wynikami azotu
aminowego w tym samym moczu sg duze w metodach Pope Steven-
sa i Troll Cannana (od 40 do 180 mg/l). Natomiast w metodzie
Spier Paschera réznice te wahaja sie tylko w granicach 6—35 mg/1
(tab. 3). Wyniki érednie azotu aminowego w mg/l z 5 préb moczéw daty:
dla Pope Stevensa 280 mg/l, dla Spier Paschera 270 mg/l,
dla Troll Cannana 288 mg/l

Nieco wyzsze wartosci azotu aminowego, otrzymane w metodzie
Troll Cannana, wynikaja prawdopodobnie z wplywu amoniaku,
kt6éry mnie byl usuwany.

Wyniki naszych badaf uzasadniajg poglad, Ze metoda Spier
Paschera sposréd wszystkich dotychczas znanych metod moze naj-
lepiej odpowiada dla oznaczen azotu aminowego w moczu poniewaz
a) niewielkie iloci préby eliminujg wplyw substancji towarzyszacych,
b) metoda jest nieskomplikowana, c¢) ilos¢ odczynnikéw niewielka, d) czas

Tab. 6. Poréwnawecze zestawienie wynikéw oznaczen NN,

M et o d y
Pope Stevens l Spier Pascher | Troll Cannan

Hos¢ ml probki 1 — 5 05— 1 01 — 0,5
Optymalny zakres 20

stezen w mg NNH, 7 — 0,05—0,5 0,005—0,01
Blad sredni — 19% + 1,49 + 6,19%
Dokladnosé + 56% 4 20% 1 20%
Wplyw amoniaku 4 799% + 089% + 90%
Wyniki srednie N

¥ Ni, 280 270 288

w mg;! w moczu
Roznice N w mg/]

NH, 9 40 — 180 6 — 35 40 — 180
w tym samym moczu )
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oznaczen 1 serii (10 préb) do 2 godzin, e) powtarzaincsé v&ynikéw dobra,
f) dokladnosé metody =+ 2%.
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PESIOME

ABTOpaMy NpOU3BEAEHbI CPAaBHUTEJNLHBIE OIpPEeAeIeHMa aMMHOKMUCJIOT-
HOTO azoTa TpeMd MeTOoJaMM: MWOZOMETPMYECKMM MEeTOLOM MEIHBLIX
komIiekcoB no Ilome CruBeHcy, KoJsiopuMerpuueckuM wmeromom Irmp
Ilamiepa ¥ HMHTMIPMHOBBIM (KOJOpuMeETprueckKuM) MeTogoM TpoJib
Kannana 7517 HEKOTOPBIX BBIAEJIEHHBIX aMMHOKMCIIOT, B aMMHOKMCIOTHBIX
cMecax ¥ B Mode.

B nccnemoBaHuaxX cMeceil yUMTHIBAJIOCH BIMAHME HEKOTOPBIX 3J€MeH-
TOB, BBICTYIAKOIUMX B Mode. JIJId omnpenesieHMA aMMHOKMCIOTHOIO a30Ta
B Moue, Haubosiee NPUIOAHBIM, II0 MHEHMIO aBTOPOB, SIBJISAETCS METOX
IlInup IMamepa, Tak Kak Aaer HeOoJbIIyi0 sauuis oumbry (oxosao 2%0),
4 TOBTOPSAEMOCTH Pe3yJbTATOB II0 CPAaBHEHMIO € APYIMMM MeETOXaMu
ropasgo Jgyuure. KonebaHMA KOJMYECTB aMMHOKMCJOTHOTO a3oTa B \TeX
xe naTH npobax cocTaBiAAM Jmmb 6—35 Mr/i, B To Bpemsa Kak Koaeba-
YKUA B ONpeeseHMAX NoJy4eHHbIX 1o meTofaM Ilomre CtuseHca u Tposie
KanHaHa OKa3zajguch ropasfo ebinre (40—180 mr/n). B monpzy sToro
MeToHa Uil OIpefeJsieHMA aMMHOKMCJIOTHOTO a30Ta B MOYe IOBOPUT ellle
HeBOoJILIIOe BAMSAHME TJIABHBEIX COCTABHBIX 3JIEMEHTOB MMEIOUIMXCA B MOYe,
KaK MOYEBMHEI, coJieii aMMuaka. IIpy nmpMMeHeHUM IPYTUX, BCEMM IPUHI-
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TBIX METOHOB HeOOXOAMMBIM ABJAETCA yHajleHMe MOYEBMHBLI M aMMMaKa
M3 MOJABEPTHYTBIX MCCIENOBaHMIO MpPo0 Mouu.

IIpocTora Meroza, HeOOJBILIOE KOJUYECTBO PEAKTHBOB, MaJIEHbKOE KO-
Judyectso MaTtepmaaa (0,5 mMa MouM), KOPOTKMA CPOK IIpou3BeZeHMA
uccaenoBauud (10 npob B TeweHme 2 HaCOB), BBIAEJIAIOT 9TOT METOH, Kaxk
caMblif JIy4IIMI [JIA OIpedeseHMii aMMHOKMCJOTHOIO as30Ta B Moue.

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 (colorimetricy method of Troll and
Cannan.

The effect of some components of urine was also taken into consi-
deration. In our opinion, the method of Spier 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 Pascher’s method ranged from 6 to 35 mg/l. Fluctuations in the
amount of amiro nitrogen in the same samples examined by the method
of Pope and Stevens and Troll and Cannan were greater and
ranged from 40 to 180 mg/l. The method of Spier and Pascher
is more suitable for the determination of amino nitrogen in urine since
the influence of scme constituents ccntained in urine, e. g. urea, salts
and ammonia, is small. To determine amino nitrogen by thes majority
of the other commonly used methods, urea and ammonia should be re-
moved.

The colorimetric methed 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, cne of the most suitable methods for the determination of
amino nitrogen in urine.

Papter druk. sst. lil kl 80 gr 70 x loo Druku lo stron.
Annales U.M.C.S. Lublin 1960. ¥° Lub. Druk. Pras.—Lublin Unicka 4. Zam. 1255 19.11l.60,
8oo + 125 odbitek. S-2 Data otrzymania manuskryptu 19.111.60. Data ukoficzenia druku 29.VIlI.6o.




