
DOSAGE DE L’AZOTE AMINÉ DANS QUELQUES LIQUIDES
BIOLOGIQUES

M. C. MICHEL

Janine WAGNER.
Service de Biochimie et de Nutyition,

Centre rtational de Recherches zootechniques, ,Jouy-en-Josas.

SOMMAIRE

10 Les substances qui possèdent un groupement aminé libre en alpha d’un carboxyle sont
dégradées par la ninhydrine avec formation d’ammoniac, qui est ensuite. dosé après microdiffusion
par la méthode de CONWAY.

2° Les acides aminés, dosés par cette méthode, fournissent la quantité théorique d’ammoniac,
sauf la proline, le tryptophane et l’acide aspartique, qui donnent des résultats plus faibles.

3° L’azote aminé contenu dans le sang, les contenus intestinaux du porc, a été dosé par cette
méthode.

40 Divers procédés de déprotéinisation ont été étudiés et spécialement l’emploi d’alcool éthylique.
j° La comparaison de cette méthode avec celle de VAN SLY Kr! à l’acide nitreux montre que pour

les acides aminés, cette dernière fournit des résultats voisins de la théorie sauf pour la lysine (195 p.
ioo) et la proline (o).

Ln revanche, la mesure par VAN SLOK! de l’azote aminé du sang et de contenus de l’intestin grêle
du porc, donne des résultats nettement plus élevés que ceux obterus par la méthode à la ninhydrine.

INTRODUCTION

La détermination quantitative des acides aminés libres est importante pour
l’étude biochimique du métabolisme azoté. Il s’agit en particulier de mesurer leur
concentration, en vue d’études de leur disponibilité au niveau intestinal, dans le
sang porte, ou encore la quantité excrétée dans l’urine.

La teneur en acides aminés libres de ces différents milieux est généralement
faible par rapport à d’autres substances susceptibles d’interférer dans leur dosage.
Le sang, par exemple, contient environ 0,06 g par litre de N aminé (IIAMI!,TON et
Vnrr SLYlz-E zg43), alors que sa teneur en azote total est de l’ordre de 25 à 30 g/1.

La mesure de l’azote aminé peut fournir une bonne approximation de la teneur
en acides aminés si la spécificité de la méthode employée est suffisante. De nombreux
procédés ne remplissent pas cette condition. Il s’agit en particulier de la titrimétrie,
par la méthode de SORENSEN (1907) et de ses modifications analysées par ScxMmT
(1938) et TAYI,OR (ig57), de la méthode de VAN Sr,YK! (1933) à l’acide nitreux et du
dosage au cuivre de POPE et ST!v!NS (1939).

Dans toutes ces méthodes, on dose les groupements aminés libres des acides
aminés mais également ceux des peptides, protéines, et tout ou partie des aminés
aliphatiques. I,’urée et l’ammoniac interfèrent également (VAN 5!,!·x! et al 1943 a -

IRVING et al 1944 a-b)



L’utilisation de la ninhydrine, par contre, permet une mesure plus spécifique.
On sait que cette substance réagit avec un groupement aminé placé en alpha d’un
carboxyle pour donner une aldéhyde, du CO2 et NH3’ La mesure du CO, formé a été
mise au point par VAN Sl,yx! et al (1938) (I94I) (I943) et HnMIr,TOrr et Vasr SLYKE
(I943) ! La spécificité de ce dosage a été améliorée par SHO’rT et al (1944) et leurs
résultats ont été confirmés par HAMILTON et Varr SLYKE (Ig46). Dans cette méthode,
l’urée interfère et doit être éliminée. De plus l’appareillage nécessaire se prête mal à
des mesures en série. MAC FADYEN (Ig44) et SOBEL et al (1946) ont décrit une méthode
basée sur la dégradation du groupement aminé par la ninhydrine. Par ébullition en
milieu acide on obtient un complexe de la ninhydrine avec l’ammoniac obtenu.
Le NH3 est ensuite libéré par le perhydrol, déplacé par aération en milieu alcalin et
titré dans l’acide borique.

La méthode que nous avons mise au point représente une simplication de ces
deux dernières, destinées à effectuer un grand nombre de mesures avec un appareillage
simple; le groupement aminé est dégradé par la ninhydrine, après déprotéinisation si né-
cessaire. L’ammoniac formé est titré après microdiffusion dans des cellules de CONWAY.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

A. - REACTIFS

Tampon de pH 2.35 :
Solution à io p. ioo (Poids-volume), d’un mélange solide de :

Perhydrol ioo volumes.
Ninhydrine.
KOH saturée, environ Llaa g/1.
Solution d’acide borique
la g d’acide borique.
200 ml alcool à 950.
Io ml indicateur (vert de bromocrésol 0,033 p. 100.

(rouge de méthyle 0,066 p. ioo.
(dans l’alcool.

H20 q. s. 1 000 ml.
Acide chlorhydrique N/70.
Solution étalon contenant 200 mcg de N (NU 3) par ml.

B. - TECHNIQUE EXPERIMENTALE

Extraction des acides aminés.
Le sang est prélevé dès l’abattage (sang artériel) ou à l’aide d’une canule posée dans la veine-

porte. Il est hémolysé par congélation. Le contenu intestinal est prélevé dès l’abattage, à divers
niveaux du tractus. La déprotéinisation de ces échantillons est effectuée soit par1 ’emploi d’alcool
éthylique, soit par acidification :

n Dépyotéinisation par l’alcool éthylique. - Une partie aliquote (20 g) est diluée au i/io dans
l’alcool éthylique. La concentration utilisée, suivant les essais, varie de 80 à goo, la concentration
de go p. ioo étant finalement retenue. Le précipité est filtré et le filtre rincé par l’alcool de concen-
tration correspondante. Le filtrat est évaporé à sec et le résidu repris par du tampon de pH 2,35.
On ramène à la concentration initiale pour le sang et on dilue au i/io pour les contenus intestinaux.

20 Dépyotéinisation par acidification. - L’échantillon de contenu intestinal (20 g) est acidifié
par un volume d’acide trichloracétique à 10 p. 100 ou sulfurique 2N. Le précipité obtenu est filtré
sur Buchner et rincé par du tampon citrate de pH z,35. Le volume est amené à 200 ml ave: ce tampon.



C. - DOSAGE

La solution à doser est diluée dans le tampon de manière à porter la concentration en azote
aminé à environ Miioo et le pH de z,4 à 2,6.

La dégradation par la ninhydrine (50 mg) s’ffectue dans des tubes de 16/i6o mm contenant
chacun 2,5 ml de solution à doser (en double exemplaire). Les tubes placés dans un bain-marie
bouillant, sont agités après i minute et laissés i5 minutes. Après l’addition de o,5 cma d’eau oxygénée,
ils sont portés à nouveau 5 minutes au bain-marie.

Deux étalons sont préparés dans les mêmes conditions que les échantillons ; après refroidisse-
ment, deux prises aliquotes de i ml sont prélevées dans chaque tube. On dose selon CorrwnY, en
utilisant la potasse saturée pour déplacer l’ammoniac. La diffusion s’effectue en 2 heures à la tempé-
rature ambiante, et le titrage par l’acide chlorhydrique N/!o.

R!SUI,TATS OBTENUS

I. - Des solutions d’acides aminés, d’amides et de peptides à la concentration
M/ioo ont été dosées par la méthode décrite ; les résultats ont été comparés à ceux
obtenus par le procédé VAN S!,yx! à l’acide nitreux (tableau I).



II. Comparaison de divers modes d’extraction. - La déprotéinisation à l’alcool
éthylique présente divers avantages. Les protéines sont précipitées à partir d’une
solution neutre, à basse température, ce qui limite au maximum la dégradation des

substances labiles, telles que la glutamine du sang. La dégradation enzymatique des
substances azotées, qui continue à s’exercer dans des contenus intestinaux maintenus
à température ambiante, est également limitée au maximum. Enfin la remise en
solution de résidu obtenu par séchage de l’extrait alcoolique peut être effectuée dans



un petit volume, de manière à pouvoir doser des solutions dont la teneur en azote
aminé est faible au départ.

D’autres agents de déprotéinisation sont couramment utilisés, tel que l’acide
trichloracétique. Les essais suivants ont pour but de comparer les teneurs en azote
aminé obtenues après déprotéinisation de contenus intestinaux par les acides trichlo-
racétique et sulfurique, et par l’alcool éthylique à différentes concentrations.

La figure i indique l’influence de l’agent d’extraction sur la cinétique du dosage
par la ninhydrine de l’azote aminé d’un contenu_intestinal de porc. Une solution d’ala-
nine M/ioo, traitée de la même manière, a été utilisée comme solution standard.

III. Comparaison des méthodes à la ninhydrine et à l’acide nitreux pour le dosage
de l’azote aminé dans le sang et les contenus intestinaux du porc.

a) Dans cette série d’essais, reportée dans le tableau 2, l’alcool à 85! a été utilisée
pour la déprotéinisation.

b) Influence de la concentration de l’alcool éthylique utilisé pour la déprotéinisa-
tion sur la teneur en azote aminé du sang et de contenus intestinaux (Tableau 3).

c) Ces résultats indiquent que l’alcool éthylique à 80° solubilise, outre des acides
aminés libres, des substances susceptibles d’être dosées par l’acide nitreux. L’extrait



alcoolique contient en effet une forte proportion d’azote total non protéique, comparée
au N (NH2) dosable par la ninhydrine. Cette proportion diminue notablement lorsque
le degré alcoolique s’accroît de 80 à 90°. Le tableau 4 résume les résultats obtenus
sur le contenu du jéjunum de différents porcs.

IV. Dosage d’acides aminés purs en surcharge dans des milieux biologiques. -
L’addition de solutions d’acides aminés purs à des échantillons de contenus intesti-
naux, avant la déprotéinisation par l’alcool à 90°, a pour but de vérifier le rendement
de l’extraction (tableau 5).



DISCUSSION

Ces résultats indiquent que la méthode à la ninhydrine fournit, pour la presque
totalité des acides aminés étudiés, des résultats voisins de la valeur théorique. La
proline et le tryptophane, et à un moindre degré l’acide aspartique, donnent des
résultats plus faibles. L’ensemble de ces données est en bon accord avec les résultats
de SOBEL et al (1945).

Les peptides dégradés sont ceux qui sont labiles dans les conditions du dosage
(glutathion par exemple), et les glycyl-peptides.

La méthode de VAN SLYKE à l’acide nitreux fournit des résultats plus élevés
que la théorie pour certains acides aminés (lysine en particulier) ; les peptides donnent
également des résultats plus élevés que la méthode à la ninhydrine. L’urée est dégradée
en partie. Ces différences entre les deux méthodes se retrouvent dans le dosage de
l’azote aminé du sang et des contenus de l’intestin grêle du porc. Seul le contenu
stomacal fournit des résultats assez concordants.

Le mode de déprotéinisation des milieux biologiques étudiés influe sur la teneur
en azote aminé déterminé par les deux méthodes. En effet par l’emploi d’alcool
éthylique à diverses concentrations, des substances susceptibles d’être’dosées par
l’acide nitreux, et à un moindre degré par la ninhydrine, sont extraites lorsque le
titre alcoolique décroit de 90° à 800. La déprotéinisation en milieu acide (H2S04)’
solubilise plus de substances dosables par la ninhydrine que par l’emploi d’alcool
à 90°. D’après la cinétique du dosage, il semble qu’on se trouve plutôt en présence
d’une hydrolyse de substances labiles dans ces conditions expérimentales (graphique i-
courbe A). En présence d’acide trichloracétique, on observe des pertes d’ammoniac
(courbe c), et la vitesse de dégradation du groupement aminé est ralentie (courbe F).

En conclusion, la déprotéinisation des milieux biologiques par l’alcool éthylique,
suivie du dosage par la méthode décrite, permet une estimation rapide et quantitative
de l’azote aminé.

Reçu en mai 1960.



SUMMARY

ESTIMATION OF AMINO NITROGEN IN SOME BIOLOGICAL 1!LUIDS.

I) Substances possessing a free amino group in the alpha position of a carboxyl are broken
down by ninhydrin with the formation of ammonia, which is then estimated, after microdiffusion, by
(’oNwA1·’s method.

2) The amino acids, determined by this method, supply the theoretical amount of ammonia,
except for proline (21 p. ioo), tryptophan and cysteine (66 p. Ioo) and aspartic acid (go p. 100). Of
the peptides, only those react which are labile under the conditions of the determination (glutathion
121 p. 100) and the glycyl peptides. (table 1 ).

3) The amino nitrogen present in the blood and in the intestinal contents of the pig, has been
estimated by this method, after protein removal with ethyl alcohol.

4) In comparison with the use of ethyl alcohol, the removal of protein by sulphuric acid at
pII 2 gives higher values, because of the extraction of labile substances under the conditions of the
determination (figure i A.) Trichloroacetic acid interferes with the action the ninhydrin and gives
lower values (figure I C).

5) The comparison of the method described with that of VAN SLYxE using nitrous acid shows
that, for the amino acids, the latter method gives values close to the theoretical ones, except for
lysine (r9j p. roo) and proline (o p. 100). On the other hand, the VAN SLYxE method of measuring
amino nitrogen of the blood and the contents of the small intestine of the pig gives distinctly
higher values than those obtained by the ninhydrin method. Since the amino acid added to the
biological material studied are quantitatively recovered by the ninhydrin method, it is probable
that the differences observed between the two methods are due to the determination, by
VAN Si,x.<,i s’method, of substances other than free amino acids.
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