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Mocz w warunkach fizjologicznych zawiera
pewną i]ość aminokwasów n:,ezwiązanych (ami-
nokwasy wolne) oraz pewną ilość aminokwasów
występujących w połączeniach peptydowych.
Stosując metody chrornatografii bibułowej
istnieją możliwości oznaczania jakościowego
i ilościowego arninokwasórv w moczu.

Pierwsze ptace z tego zakresu ogłosił Dent (1947),
który badał występolvanie aminokwasów .$,/ moczu
ludzi zdrowych w przypadku cystynurii, i zwrócił
uwagę na wyraźne różnice w składzie aminokwasów
wydalanych z ll]oczelJjl w obu przypadkach. Doniesie-
nia te spowodowały dalsze badania, które wykazały,
że skład aminokwasów w moczu ulega zmianom w ca-
łym szeregu schorzeń (prace Dent'a, Boulan-ger'a, Kirby-Berry, Reed'a, oraz opracowania
monograficzne BergeI,a, Schónenbćrga, Pó-
p i n'a). Wymienieni autotzy badali również występo-
wanie aminokwasów w moczu ludzi zdrowych. Mimo
stosowania przez nich rnetody chromatografii bibuło-
wej, otrzymywali różne wyniki.

Jedni autorzy używają mocz do badania, poddając go
bezpośrednio arralizie chromatogra,ticznej (B e rg er,Largot, BickeI, Wewalka), dru<izy stosują
odpowiednie przygotowanie moczu do analizy chroma-
tograficznej (Dent, Mtiting, Schónenberg
i inni). większość jednakże autorów zwraca uwagę, że
oznaczanie aminokwasów w moczu napotyka na trud-
ności ze strony metodycznej, z uwagi na specyficzny
skład moczu, różniący się swym charakterem (surowi-

mów. W oparciu o metody podane przez autorów któ-
tzy oznaczali aminokwasy w moczu ludzkim, podjęto
próby oznaczania aminoklvasów w moczu u koni.
W tym celu poddawano mocz koni bezpośr€dnio ana-
lizie chromatograficznej, następnie wypróbowano me-
todę podaną przez Bissertó (ekstrakcja alkoholem
i zakwaszonym acetonem). Otrzymane wyniki nie bvły
zadowalające. Po q,ypróbowaniu tych metod przyjętc
następujący tryb postępowania.

Metodyka ,

5 ml moczu odbiałczano 10-krotną objętością
all<oholu e,tyl,cwego, cdtłus,zczanie przepl,owa-
dzo,no chloroformem wg Hermana. Na,stępnie
mocz po,ddawaino elektrcdializie wg Consdena.
Po zakończeniu elektrodializy próbkę moczu o,d-
p,aro,ń/ano do sucha (55') i razpuszczalr\o w 0,5
m] alkoho]u izopropylowego. Ro,zdziaŁ amino-
kwasów przeprowadzano przy pornoay ;onofo-
rezy 4). Mooznik UlSUWolro, przez ponowne pod-
danie rozdziałcu,i p,rzy F}omo|cy jono,fore,zy gru-
py arnino,kwtasów obojętnych. Jako buforu użyto

0,5 N kwarsu octowego, zastosowane napięcie
50 Vlcm, czas rczdziału 20 min.

Po,szczegóIne grupy aminokwasów poddawa-
no dalszemu rozdziałow'i przy pornocy chro,ma-
tografii krążkowej i p,askowej. Jako rozpuszczal-
nika użyto alkoholu n-,butylowego z k,uvasem
octowym i wodą w stos. 4:1:5. Chromatogramy
barwiono 0,20lo ninhydryną. Identyfikację prze-

przy pornccy reakcji
ol,az Standartów amin

aczenia wszystkic}r am
próbkę mo,czu po elektrodializie poddawano hy-
drolizie kwaśnej z 6 N krvasem solnyrn w t,€mp.
110-115' w ciągu 10 godz.
Omówienie wynikow i dyskus j a

Stosując wyżej opi|Saną metcdę stwierdzono
w moczu konia hydrolizowanym występowanie
nast. aminokwasćw: kwas asparaginoW.y, kwa§
glutaminowy, cystyna, seryna, glicy,na, trecnina,
alanina, lizyna, Ieucyna. Z ulvagi na brak stan-
dartów nie stwierdzon,o dokładnie obecności tau-
ryny. Występująca plama barwna odkładająca
się na wysokości standartów waliny i metioniny,
z uwagi na jej b. słabe stężenie nie pozwoliła na
dokładne siwi,erdzenie jej podwój,nego charak-
teru. Prawdopodobnie występowała tu w małych
i]ościach zarówno walina jak i metiornina. W nie-
których próbkach stwierdzono ponadto o;b,ec-
ność proli.ny. W badanych próbkach, które po-
chodziły od 10 rożnych koni, będących ,,vr róż-
nym wieku i'w różnych warunkach, stwierdza-
no z Teguły ,obecność kwa,su glutaminowe, ,o,

kwaslt asparaginc,wego, selyny, glicyny i ąlani-
ny. Pozo,stałe arninokwasy wystĘpowały w' wie-
iu przypadkach rł, śladowych ilościach n-a chro-
matograrnach. (Fot. 1).

Przep,rowadzon,e doświadczenia zarówno z mo-
gzem koni, jak i ludzkim potwierdzają spostrze-
żenia Do l g l i esh'a, Ry zIa i innych, że ohec-,
ność mocznika na chrom,atogramach powoduje
przesunięcie wartości Rf poszczegóinych amino-
kwasów, co, z kolei utrudnia identyfikację po-
szcze1ÓLnych ami,nokrł-a,sów (Fo,t 2.) Z ty,ch
względów wskazany,m jest elimirr,owanie mocz-
rrika z próbek rr.aczu. Niektórzy auto-
rzy zalecają stosowanie \lreazy1 pTZy po-
mocy Ętó,rej rno,cznik jest rozkła,dany
przed dośw'iadczeniem (Boissomas). W do-
świadczeniach własnych uzyskano sto,sunkowo
w łatwy sposób wydzielenie mocznika z badane-
go materiałlr p,rzy p,ornocy jonofor,ezy. Stosując
bufor Michel'a mocznik odkłada się razem z Eru-
pą arninokwasów obojętnych. Pcl,ddanie tej gru-
pv aminokwasów poncwnemu rozdziałow'i jono-
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Tot. l, chlomato8l,am porównawcuy
A) grupy obojętnej aminokwasów po jonoforetycznym loz-

dziale próbki moczu konia
B) wybIanych standartów ami_nokwaSó]M

Fot. 2. wpływ mocznika na wartości ,,Rf" amjnokwasów
chlomatogram 1. A) aminokwasy grupy obojętnel poddane

rozdziałowi przed usunlęciem mocznika
B) j. w. po oddzieleniu mocznika

,, 2. A) stmdarty aminokwasów naniesione
łączrfie Z mocznikiem

B) j. w. bez mocznika
3. A) aminokwasy grupy obojętneJ poddane

rozduiałowi przed oddzieieniem mocz-
nika

B) standalty aminokrvasów
Poszcze8ólne paly chronatogramów wykonane zostały w ta-
kich samych ,Walunkach. Aminokwasy poddane lozdzia-
łowi łącznie z mocznikiem wykazują przesunięcie wartoścl
Rf w porównaniu z tymi samymi aminokwasami tozdzlał

którycłr ,u/ykonano po oddzieleniu mocznlka.

fonetycznemu w kwasie octowym pozwoliło na
wydzielenie mocznika z grupy aminokwasów
(Fot. 3). Przy przeno,szeniu gru,py aminokwasów
obo;ętnych do wtórnej jonoforezy zastosowano

sposób Schlógla i Siegela, stosowany ptzez tych
autorów w r€chrornatografii.

Fct. 3. oddzlelanle mocznlka przy pomocy Jonoforezy
A, A1 mieszanina standartów aminokwasów łącznle z mocz-

nikiem
A - połowa paska barwiona ninhydryną wykazuje

miejsce odkładania się aminokwasów_
A1 - dru8a połowa paska barwiona aldehydem p-aml-

nobenzoeso*,yn wykazuje Tniejsce odkładania
się mocznika (x)

B, Bl - j. w. wykonane z 8rupą aminokwasów obojętnychpo jonoforetycznym rozdziale próbki moczu konia.

Z punktu widzenia kliniczrrego, zasadnicze
znaczenie mają aminokWasy wolne występujące
bądż w moczu fizjologicznyrn, bądż w stanach
chorobowych (B e r g e r). Jednakże znaną jest
rzeczą, że w mo,czu występuje dość pokaźna gru-
pa peptydów, które na chromatogramie dają
reakcje barwne z nirrhydryną. Stwierdzenie ich
obecności przeprowadzane je,st po przez porów-
nywanie chrornatogramów wykonanych z pró-
bek badanego moczu przed i po hydrolizie (M ti-
ting). Tego rodzaju postępowanie, jakkolwiek
dokładne, jest jednak uciążiiwe. Przy zastoso-
waniu jonorofezy, jako wstępnego tońzi^łu
aminokwasów na posz,czególne grupy, uzyskarro
rnożliwość elirninowania peptydów przychro*
matograf ic znej analizie a,rrrinokwasów w moczu.
Stosu,ąc bufor pirydynow,o-o,ctano,wy, oira,z za-
chowując stale te sarrre zawsze warunki rozdzia-
łu jonofo,retycz,nego, otrzymuj emy rozmiesz,cze-
nie grup aminokwasów za,Wsze w tych sarnych
miejscach na pasku bibuły (Grassrnann,
Haning). Występowanie na pa,sku dodatko-
wych plarn barwnych wskazuje na o,b,ecność in-
nych związ'l<ów reagujących z ninhydryną
(głównie peptydów).

Jonoferogramy z pióbek rr^oczu wykoinane
przed hydrolizą wykazują obecność grup b,ar-
wiących się ninhy,dryną, umi,ejscowienie ich jest
nietypowĘ w porównaniu z jonofe,rogramern wy-
konanym ze standartami, i takie rozmieszcze-
nie plam barwnych pozwala brać do dalszych
oznaczeń tylko te ugrupowania, które odlpowia-
dają lokalizacji poszczególnych grup aminokwa-
sów.

Jonofero,grarrry wykonane z próbek moczu
przed hy,drolizą poza peptydarni, które odkład,a,ją
się bardziej wkierunku katodowym wykazywały
brak grupy arninokwa,sów kwaśnych, w niektó-
rych przypadkach występowały tylko śIady
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kwasu asparaginowego. Porównując nństępnie
chrolrnatogramy wykonane z rrloczu przed i po
hydroiizie (po uprzedniej jonoforezi,e) grupy ami-
rrokwasów obol_ętnych i zasadowych nie sp,otka-
no różnic jakościowych. Spostrzeżenia te są
częŚci,owo analogilczne do wyników doŚwiadczeń
M u t in g a, ktory prze,badał w moczu -tudzkim
skład wobeych aminokwasów i wchoclzących
w połączenra ,peptydowe, Nie stwierdził on wy-
rażnych różnic. W przebadanych 40 przypadkach
(mocz oso,bników zdrowych) na ogolną ilość 20
wykrytych ,arninokwasow tyiko 4 aminokwasy
rue występowały w mo,czu przed hydrolrzą (kwas
asparagirrowy, prolirra, ok,syprolina i iz,oleucy-
na). Charakterystycznym jest natorrriast fakt, ze
w dob,orwej iI,o,ści rno,czu, przed hydrolżą zna;-
dowało się 809-815 mg a po hydroiizie 2221^-
2228 mg wszystkich aminokwasow.
I

W niosk i

W oparciu o przeprowadzone doświadczenia
należy sądzić, że po,ddawanie mo-
czu analizie chro e3 nie daje zacia-
walających wyników. Wydaje się równreż celo-
wym o,dp,owiednie przygotowanle probki rnoczu
oo w wyniku daje w mlarę czytelne chrorrrato-
gramy.

W świetle przyto,czonych wyżej uwag otrzy-
mane wyniklwłasne rnogą po,służyć jako mate-
riał wstępny do d,alszego ozrLaczanLa aminokwa-
sów w rxloczu u koni wykonywanego na więk-
szyTn, j ednolitym materiale,doświa,dcz alnym.
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E. MA3yPt]AK

OIIPEAEJIEHI4E ANII4HOHI4CJI o T
B Mo,{E JIOIIIAAEIZ

Ąlr onpegeleHłn ceoóoAFlblx oMHHoKHc,IloT H oMHHo-
KHcroT BblcTynorcuJ,hx e nenrn4xutx coeAhHeHnrx B Mo9e
3AopoBblx nouonei npHMeHeHo MeToA HoHoQope3o H xpo.
MoTo rpoQ14 H.

6elor y4onnlh H3 Mo.łH MeTłnoBblM cnhpToM, Heopro-
HH9ecKHe BeL4ecTBo - nyróu 3neKTpoAHonHso no KoHe-
AeHy o MoqeBHHy-hoHooope3oM c npHMeHeHHeM B Ko-
qecTBe óyęepnoro pocTBopo 0,5 N yr<cycHoń rr.tcnorul.

|-|pn HoHoOopeTntecKHM po3Aere nory9eHo rpynnbl
KHcrblx, cpeAHHx H ułer09Hblx olvlHHoKłcnoT. |pynnsl no-
ny9eHHblx oMHHoKHcJloT noABepronH po3Aery nyTeM nono-
cxoeoil HnH AHcł<oeoń xpoMoTorpoQłł H oóosHo,1orH oT-

AenbHHe oMHHoKHcroTbl. hs onHro creAyeTl rTo An,
xpoMoTorpooHYecKoro onpeAeneHH, oM]4HoKHcrloT rBrlr-
erc.n Heoóxo4HMblM yAoneHHe ł3 MotH ,lotlJoAH Heopro-
HHqecKhx Bel4ecTB H MoqeBHHbl (sro łslłu.ll-łtłe npH Hc-
crreAoBoHHh Movh renoaero), Ho,rorlsxllil po3Ae, npn
noMolJł}ł HoHooope3o AoeT B03Mo)l(HocTb 3rHMhHHpoBoTb

Ann Aollxeiułx oóoorro,reHłfi BblcTynoloulhe B MoYe
nenTHAbl.

JERZY I/IAZURCZAK

DETERMINATION OF AMINOACIDS IN THE
URINE OF THE HORSE

SummarDr'
It is the purpose of this work to determine free

aminoacicis and aminoacids combined as pepticie lin-
kages in the urine of normal horses by the use of
ionophoresis and paper chromatography, Methods
used'ior the determination of aminoacids in human
urine were tested as to their applicability for the ana-
lysis of the aminoacid conient of equine urine. Con-
venient appeared to be the method of combine<i iono-
phoresis with chromatography.

To remove plot,eins the urine to be analysed was
trea'ied with ethyl alcoho], 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 produc,ed groups of acici,
neutral and basic arninoacids. These groups wer€
s,eparated by the use of strip pap,er and disc paper
chromatography and the separtrte aminoacids were
identified, Results of these examinations indicate that
inorganic compou,nds and urea should be removed
from the urine befone using the pap,er chromatography
methocl for the determination of aminoacids in
equine urine (such a necessity is not obs,erved with
human urine).

A preliminary separation by the use oI ionophoresis
performed befor,e the deterrnination of free aminoacids
enables to eliminate in further determinations the
peptides pr,esent in the sample of urine,

bo?


