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Mocz w warunkach fizjologicznych zawiera
pewng ilo$¢ aminokwaséw niezwigzanych (ami-
nokwasy wolne) oraz pewna ilo§é¢ aminokwasow
wystepujacych w potgczeniach peptydowych.
Stosujac  metody chromatografii bibutowe]
istnieja mozliwosci oznaczania jako$ciowego
i ilo§ciowego aminokwasow w moczu.

Pierwsze prace z tego zakresu oglosit Dent (1947),
kiéry badal wystepowanie aminokwasow w moczu
ludzi zdrowych w przypadku cystynurii, i zwrocil
uwage na wyrazne réznice w skladzie aminokwasow
wydalanych z moczem w obu przypadkach. Doniesie-
nia te spowodowaly dalsze badania, ktére wykazaly,
ze sklad aminokwaséw w moczu ulega zmianom w ca-
lym szeregu schorzen (prace Denta, Boulan-
gera, Kirby-Berry, Reed'a, oraz opracowania
monograficzne Bergera, Schonenberga, Pé-
pin'a). Wymienieni autorzy badali réwniez wystepo-
wanie aminokwaséw w moczu ludzi zdrowych. Mimo
stosowania przez nich metody chromatografii bibuto-
wej, otrzymywali rézne wyniki.

Jedni autorzy uzywaja mocz do badania, poddajac go
bezposrednio analizie chromatograficznej (Berger,
Largot, Bickel, Wewalka), drudzy stosujg
odpowiednie przygotowanie moczu do analizy chroma-
tograficznej (Dent, Miting, Schénenberg
i inni). Wigkszo$¢ jednakze autoréw zwraca uwage, Ze
cznaczanie aminokwaséw w moczu napotyka na trud-
noéci ze strony metodycznej, z uwagi na specyficzny
skiad moczu, réznigcy sie swym charakterem (surowi-
ca krwi, plyn mézgowo-rdzeniowy itp.). Glownie w gre
wchodzg tu zwiazki nieorganiczne, mocznik, kwas mo-
czowy, ktore nalezy usuwaé z probki badanej przed
rozdzialem chromatograticanym, w przeciwnym wy-
padku utrudniajg otrzymanie czytelnych chromatogra-
méw. W oparciu o metody podane przez autoréw, kt6-
rzy oznaczali aminokwasy w moczu ludzkim, podjeto
préby oznaczania aminokwaséw w moczu u koni.
W tym celu poddawano mocz koni bezpo$rednio ana-
lizie chromatograficznej, nastepnie wyprébowano me-
tode podana przez Bisserté (ekstrakeja alkoholem
i zakwaszonym acetonem). Otrzymane wyniki nie byly
zadowalajgce. Po wyprébowaniu tych metod przyjeto
nastepujacy tryb postepowania.

Metodyka

b

5 ml moczu odbiatezano 10-krotng objetoscig
alkoholu etylcwego, codtluszczanie przeprowa-
dzono chloroformem wg Hermana. Nastepnie
mocz poddawano elektredializie wg Consdena.
Po zakonczeniu elektrodializy prébke moczu od-
parowano do sucha (55°) i rozpuszczano w 0,5
ml alkoholu izopropylowego. Rozdzial amino-
kwasow przeprowadzano przy pomocy jonofo-
rezy *). Mooznik usuwano przez ponowne pod-
danie rozdzialewi przy pomocy jonoforezy gru-
py aminokwaséw obojetnych. Jako buforu uzyto

¥) jonoforeze przeprowadzanc wg opisu podanego w pracy
,,OzZnaczanie wolnych aminokwasow w plynie moézgowo-

rdzeniowym u pséw metoda jonoforezy i chromatografii.
Med. Wet. Nr 6, 1957 r.
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0,5 N kwasu octowego, zastosowane napiecie
50 V/em, czas rozdziatu 20 min.

Poszczegblne grupy aminokwaséw poddawa-
no dalszemu rozdzialowi przy pomocy chroma-
tografii krazkowej i paskowej. Jako rozpuszczal-
nika uzyto alkoholu n-butylowego z kwasem
octowym i wodg w stos. 4:1:5. Chromatogramy
barwiono 0,29/ ninhydryng. Identyfikacje prze-
prowadzano przy pomocy reakcji barwnych
specyficznych oraz standartéw aminokwaséw.

W celu oznaczenia wszystkich aminokwasow,
probke moczu po elektrodializie poddawano hy-
drolizie kwasnej z 6 N kwasem solnym w temp.
110—115° w ciggu 10 godz.

Oméwienie wynikow i dyskusja

Stosujgc wyzej opisang metcede stwierdzono
w moczu konia hydrolizowanym wystepowanie
nast. aminokwaséw: kwas asparaginowy, kwas
glutaminowy, cystyna, seryna, glicyna, treonina,
alanina, lizyna, leucyna. Z uwagi na brak stan-
dartéw nie stwierdzono doktadnie obecnosci tau-
ryny. Wystepujaca plama barwna odkladajgca
sie na wysokosci standartéw waliny i metioniny,
z uwagi na jej b. stabe stezenie nie pozwolila na
dokladne stwierdzenie jei podwdjnego charak-
teru. Prawdopodobnie wystepowala tu w matych
ilo$ciach zaré6wno walina jak i metionina. W nie-
ktérych prébkach stwierdzono ponadto obec-
noéé¢ proliny. W badanych probkach, ktére po-
choedzily od 10 réznych koni, bedacych w réz-
nym wieku i 'w réznych warunkach, stwierdza-
no z reguly obecnosé kwasu glutamincwe o,
kwasu asparagincwego, seryny, glicyny i alani-
ny. Pozostate aminokwasy wystepowaty w' wie-
lu przypadkach w $ladowych iloiciach na chro-
matogramach. (Fot. 1).

Przeprowadzone dos§wiadczenia zaréwno z mo-
czem koni, jek i ludzkim potwierdzaja spostrze-
zeniaDolgliesh’a, Ryzlaiinnych, ze obec-.
no$é mocznika na chromatogramach powoduje
przesuniecie wartosci Rf poszczegélnych amino-
kwasow, co z kolei utrudnia identyfikacje po-
szczegblnych aminokwaséw (Fot 2.) Z tych
wzgledow wskazanym jest eliminowanie mocz-
nika z prébek moczu. Niektérzy  auto-
rzy zalecajg stosowanie ureazy, przy po-
mocy  [ktorej mocznik jest rozkladany
przed do$wiadczeniem (Boissomas). W do-
$wiadczeniach wlasnych uzyskano stosunkowo
w latwy sposdb wydzielenie mocznika z badane-
go materialu przy pomocy jonoforezy. Stosujac
bufor Michel’a mocznik odklada sie razem z gru-
pa aminokwaséw cbojetnych. Poddanie tej gru-
py aminokwaséw ponownemu rozdzialowi jono-
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Fot. 1. Chromatogram porownawczy

A) grupy obojetnej aminokwaséw po jonoforetycznym roz-
dziale probki moczu konia

B) wybranych standartéw aminokwaséw

Fot. 2. Wplyw mocznika na wartosci ,,Rf*‘ aminokwaséw

Chromatogram 1. A) aminokwasy grupy obojetnej poddane
rozdziatowi przed usunieciem mocznika
B) j. w. po oddzieleniu mocznika

0 2. A) standarty aminokwasow naniesione
tacznie z mocznikiem

B) j. w. bez mocznika
) 3. A) aminokwasy grupy obojetne] poddane
rozdzialowi przed oddzieleniem mocz-
nika
B) standarty aminokwaséw

Poszczegbdlne pary chromatogramoéw wykonane zostalty w ta-
kich samych warunkach. Aminokwasy poddane rozdzia-
towi tgeznie z mocznikiem wykazuja przesuniecie warto$el
Rf w porownaniu z tymi samymi aminokwasami rozdziat
ktorych wykonano po oddzieleniu mocznika.

foretycznemu w kwasie octowym pozwolilo na
wydzielenie mocznika z grupy aminokwaséw
(Fot. 3). Przy przenoszeniu grupy aminokwaséw
obojetnych do wtérnej jonoforezy zastosowano

sposok Schlégla i Siegela, stosowany przez tych
autorow w rechromatografii.

Fet. 3.

Oddzielante mocznika przy pomocy Jjonoforezy

A, A: mieszanina standartéw aminokwaséw lacznle z mocz-
nikiem

A — potowa paska barwiona ninhydryng wykazuje
miejsce odkladania sie aminokwaséw

A1 — druga polowa paska barwiona aldehydem p-ami-
nobenzoesowym wykazuje miejsce odkiladania
sie¢ mocznika (x)

B, B:1 — j. w. wykonane z grupa aminokwaséw obojetnych
po jonoforetycznym rozdziale prébki moczu konia.

Z punktu widzenia klinicznego, zasadnicze
znaczenie majg aminokwasy wolne wystepujgce
badz w moczu fizjologicznym, badZz w stanach
chorobowych (Berger). Jednakze znang jest
rzeczg, ze W moczu wystepuje dos¢ pokazna gru-
pa peptydow, ktére na chromatogramie dajg
reakcje barwne z ninhydryng. Stwierdzenie ich
obecno$ci przeprowadzane jest po przez poréw-
nywanie chromatogramow wykonanych z pré-
bek badanego moczu przed i po hydrolizie (M -
ting). Tego rodzaju postepowanie, jakkolwiek
dokladne, jest jednak ucigzliwe. Przy zastoso-
waniu jonorofezy, jako wstepnego rozdzi~tu
aminokwaséw na poszczegélne grupy, uzyskano
mozliwosé eliminowania peptydéw przy chro~
matograficznej analizie aminokwaséw w moczu.
Stosu,ac bufor pirydynowo-octanowy, oraz za-
chowujgc stale te same zawsze warunki rozdzia-
tu jonoforetycznego, otrzymujemy rozmieszcze-
nie grup aminokwaséw zawsze w tych samych
miejscach na pasku bibuly (Grassmann,
Haning), Wystepowanie na pasku dodatko-
wych plam barwnych wskazuje na obecnosé in-
nych zwiazkéw reagujgcych z ninhydryng
(gtéwnie peptydéw).

Jonoferogramy =z probek moczu wykonane
przed hydroliza wykazuja obecno$¢ grup bar-
wiacych sig ninhydryng, umiejscowienie ich jest
nietypowle w poréwnaniu z jonoferogramem wy-
konanym ze standartami, i takie rozmieszcze-
nie plam barwnych pozwala braé do dalszych
oznaczen tylko te ugrupowania, ktére odpowia-
dajg lokalizacji poszczegolnych grup aminokwa-
SOw.

Jonoferogramy wykonane z prébek moczu
przed hydrolizg poza peptydami, ktére odkladaja
sie bardziej w kierunku katodowym wykazywaty
brak grupy aminokwasow kwasnych, w niekto-
rych przypadkach wystepowaly tylko S$lady
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kwasu asparaginowego. Poréwnujgc nastepnie
chromatogramy wykonane z moczu przed i po
hydrolizie (po uprzedniej jonoforezie} grupy ami-
nokwaséw obo)etnych i zasadowych nie spotka-
no roéznic jakosciowych. Spostrzezenia te sa
czeSclowo analogiczne do wynikow doswiadczen
Mutinga, ktory przebadat w moczu ludzkim
skiad wolnych aminekwaséw i wchodzacych
w polgczenia peptydowe. Nie stwierdzit on wy-
raznych roznic. W przebadanych 40 przypadkach
(mocz osobnikéw zdrowych) na ogolng ilose 20
wykrytych aminokwaséw tylko 4 aminokwasy
nie wystgpowaly w moczu przed hydrolizg (kwas
asparaginowy, prolina, oksyprolina i izoleucy-
na). Charakterystycznym jest natomiast fakt, ze
w dobowe] ilosci moczu, przed hydrolizg znaj-
dowalo sie 809—815 mg a po hydrolizie 2221—
2228 mg wszystkich aminokwasow.

|

Wnioski

W oparciu o przeprowadzone do$wiadczenia
nalezy sadzi¢, ze bezposrednie poddawanie mo-
czu analizie chromatograficzne] nie daje zada-
walajacych wynikow. Wydaje sie rowniez celo-
wym odpowiednie przygotowanie probki moczu
co w wyniku daje w miare czytelne chromato-
gramy.

W swietle przytoczonych wyzej uwag otrzy-
mane wynikia wiasne mogg postuzy¢ jako mate-
rial wstepny do dalszego oznaczanla aminokwa-
sow w moczu u koni wykonywanego na wiek-
szym, jednolitym materiale doswiadczalnym.,
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E. MA3YPYAK

OHPEAEJIEHNE AMMHOKHUCJIOT
B MOYE JIOIIAJENA

[ns onpeaenenns cBoB60AHLIX OMMHOKHMCAOT M AMHHO-
KMCJIOT BbHICTYNAIOUWWX B MENTHMAHBIX COEOQMHEHHAX B MOYE
3A0pOBLIX NOWAAEH NPUMEHEHO METOA HOHOPOPE3A H XPOa
mMaTorpaduu.

benok ynansnu n3 movu mertmnosbim cnuptom, Heopra-
HHYeCKkHe Bel,ecTBd — NyTém asnektpoananusa no Kone-
AEHY O MOYEBHWHY — MOHOPOPE3OM C MPHUMEHEHHEM B Ka-
vyectee 6ypepHoro pacrsopa 0,5 N ykcycHol kucnotsl.

lpn wnoHodopetnyeckum pasgene nonyveHo
KHCAbIX, CPEAHMX M LLEJOMHLIX AMWHOKHCAOT.

rpynnbl
[pynne no-
AYYEHHBIX OMHHOKWCNOT NOABEPransn pasaeny nyrém noso-
CKOBOW W/IM AMCKOBOM XpomMartorpaduu u o6o3HA40aH oT-
aenbHbee aMmuHokucaoTel. M3 onbita cnepyer, 4to ana
XpPOMATOrpadHYECKOr0 OMPEAENEHHAS AMHMHOKMCNOT SBAA-
eTcA Heo6XoAMMLIM YAQNEHHE M3 MOYM JIOWAAW HEopra-
HUYECKMX BEWECTB W MOMEBHHB (3TO M3NMWHME NpH WC-
CNeaAcBAHMM MOYM YenoBeka), HauwaneHei pasaen npu
NnomMolM HOHOPOPE3A AAET BO3MOXKHOCTb 3/UMMHKPOBATYH
AN panbHeHWwnx o603HAYEHMI BHICTYNAIOWME B MOYE
nenTuasbl.

JERZY MAZURCZAK

DETERMINATION OF AMINOACIDS IN THE
URINE OF THE HORSE

Summary

It is the purpose of this work to determine free
aminoacids and aminoacids combined as peptide lin-
kages in the urine of normal horses by the use of
ionophoresis and paper chromatography. Methods
used "for the determination of aminoacids in human
urine were tested as to their applicability for the ana-
lysis of the aminoacid content of equine urine. Con-
venient appeared to be the method of combined iono-
phoresis with chromatography.

To remove proteins the urine to be analysed was
treated with ethyl alcohol, inorganic compounds were
removed by the use of electrodialysis @according to
Consden, urea was removed by the use of ionopho-
resis employing as the buffer solution 0,5 N acetic
acid.

Ionophoretic separation produced groups of acid,
neutral and basic aminoacids. These groups were
scparated by the use of strip paper and disc paper
chromatography and the separate aminoacids were
identified. Results of these examinations indicate that
inorganic compounds and urea should be removed
from the urine before using the paper chromatography
method for the determination of aminoacids in
equine urine (such a necessity is not observed with
human urine).

A preliminary separation by the use of ionophoresis
performed before the determination of free aminoacids
enables to eliminate in further determinations the
peptides present in the sample of urine.



