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Die Ammonium-Konzentration im Venenblut von Siuglingen und Kindern
Von N. Liarris, ]J. BRODEHL und A. JAKEL
Aus der Universitits-Kinderklinik Bonn ( Direktor: Prof. Dr. H. Hungerland)

(Eingegangen am 21. Juli 1970)

Die direkte kolorimetrische Bestimmung von Ammonium?) im Blut mit Hilfe der Indophenol-Reaktion erméglicht durch ihre Einfach-
heit und Spezifitit. die routinemiBige Durchfithrung im klinisch-chemischen Laboratorium. Die Untersuchung von 65 Siuglingen und
Kindern bis zu 3 Jahten, bei denen fiir Leberschiden, Stoffwechselstdrungen und endokrine Stdrungen klinisch und anamnestisch
keine Anhaltspunkte bestanden, ergab als normale Ammonium-Konzentration?) im Blut 121,9 4 24,7 ;¢g/100 m/ Blut (Mittelwert aus
65 Doppelbestimmungen) mit Schwankungen zwischen 69 und 179 ug/100 m/ Blut. Im Vergleich hierzu betrigt die Ammonium-Kon-
zentration im Blut bei Kindern zwischen 3 und 14 Jahren 104,3 4- 18,24 4g/100 m/ Blut (Mittelwert aus 98 Doppelbestimmungen) mit

~ Schwankungen zwischen 64 und 152 ;g/100 m/ Blut. Bei Lebererkrankungen und Stérungen im Harnstoffzyklus wurden hdhere Am-

monium-Konzentrationen im Blut gemessen.

Tke ammonium concentration in the venous blood of sucklings and children

The direct colorimetric determination of ammonium in blood with the aid of the indophenol reaction is simple and specific and suitable

;" for routine measurements in the clinical chemical laboratory. The study of 65 sucklings and children up to age 3 years, in which there

was no clinical ot anamnestic evidence of liver damage, metabolic or endocrine disorders, gave normal values?) of 121,9 4+ 24,7 ug am-
monium/100 m/ blood (average of 65 duplicates) with a scatter of 69—179 ug/100 m/ blood. By comparison, the blood of 3—14 year
olds contained 104,3 4- 18,24 4g/100 m/ blood (average of 98 duplicates) with a scatter of 64—152 ug/100 m/ blood. Elevated concen-

trations of blood ammonium were found in liver disease and disorders of the urea cycle.

Die bisher beschriebenen Verfahren der Ammonijum-
bestimmung im Blut kénnen in zwei Gruppen zu-
sammengefat werden. In der ersten Gruppe wird
Ammonium zunichst nach einer der folgenden Me-
thoden moglichst spezifisch und quantitativ isoliert
durch:

a) Destillation (5)

b) Aeration (6, 7) .

¢) Diffusion bzw. Mikrodiffusion (8—30)

d) Adsorption an einen Ionenaustauscher (31—38).
AnschlieBend wird Ammonium selbst titrimetrisch oder
photometrisch (nach Farbreaktion mit NESSLER’s Rea-
genz, reduziertemn Ninhydrin, Phenol-Hypochlorit-Rea-
genz oder Hypobromit-Phenosaphranin-Reagenz) be-
stimmt. In der zweiten Gruppe wird die Ammonium-
Konzentration direkt im Gewebs- oder Blutextrakt
nach EnteiweiBung gemessen. Nach der EnteiweiBung
mit Trichloressigsiure, Perchlorsiure oder Natrium-
wolframat-Schwefelsiure erfolgt die Bestimmung mit
Phenol-Hypochlorit-Reagenz (39—45, 51) oder auf
enzymatischem Wege (44, 46—48).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aufstellung von
Normalwerten fiir die Ammonjum-Konzentration im
Blut von Siuglingen und Kindern das von MacCur-
LOUGH (43) angegebene Bestimmungsverfahren ange-
wandt. Es basiert auf der BERTHELOT’schen Reaktion
(49) des Ammoniaks mit Indophenol (Reaktions-

1) Der pK-Wert des Dissoziationsgleichgewichtes NH —= NH,
-+ Ht betrigt 9,2. Im Blut und im Gewebe sind fast nur Ammo-
niumjonen vorhanden. Als Ammonium wird die Summe des
dissoziierten und undissoziierten Anteils bezeichnet. Die Summe
wird bei allen Bestimmungsmethoden ermittelt.

%) Alle Angaben als NH}-N.
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mechanismus bei . c. (50)). Der gebildete Farbstoff ist
in alkalischer Losung stabil. HorN und SQUIRE (34)
fanden, daB die Empfindlichkeit der Reaktion durch
Zugabe von Hypochlorit zu der alkalischen Natrium-
phenolat-Lésung erhoht wird. Nach Searcy und Mit-
arbeitern (51) ist aber die Reaktion bei umgekehrter
Reihenfolge der zugegebenen Reagenzien spezifischer.

Material und Methoden

Reagenzien

1. Losung I: 10 g Phenol (Fa. Metck 206) p. a. und 50 mg Na-
triumpentacyanonitrosylferrat-[II] (Fa. Merck 6541) p. a. ad 1/
Wasser.

2. Losung II: 5 g Natriumhydroxid (Fa. Merck 6495) p. a,, 53,7 g
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO, - 12H,0) (Fa. Merck
6579) p. a. und 10 m/ Natriumhypochlorit-Lésung (Fa. Bayer
AO 106) techn. (129, Mindestgehalt an aktivem Chlor, Angabe
der Fa. Bayer) ad 1/ Wasser. )

3. 10proz. Natriumwolframat-Lésung (Fa. Merck 6673) p. a.

4. 1 N Schwefelsiure (Fa. Merck 9981) Titrisol.

5. Standardldsung: 0,471 g Ammoniumsulfat (Fa. Merck 1217)
p. a. ad 1/ Wasser (entsprechend 100 ug NH{-N/m/).

Losung I und II sollen bei 4° aufbewahrt werden und besitzen wie
die Standardlésung eine Haltbarkeit von einem Monat.

Versuche

Die Bestimmung der Ammonium-Konzentration im Blut wurde
bei insgesamt 28 Siuglingen und 135 Kindern durchgefiihrt; die
Altersverteilung ist in Tabelle 1 datgestellt. Ebenso wurde Am-
monium bei 12 kranken Kindern bestimmt, deren Diagnose in der
Tabelle 2 aufgefiihrt wird.

Ammonitim-Bestimmung

Vendses Blut wird mdglichst ungestaut dem niichternen ruhenden
Patienten entnommen und in einem mit 2—3 Tropfen Heparin
(Liquemin) versctzten ZentrifugenrShrchen aufgefangen. 2 m/

28
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Tab. 1
Aufteilung der 163 untersuchten Sduglinge und Kinder nach dem Alter
Bis3Mo 3Mo—1]J 1J—2] 2]J—3] 3J—4J 4J-5J 5J—6J)] 6J—7J 7J—8J 8J—14]
Zahl der Sauglinge und Kinder 15 13 . 17 20 14 15 12 4 10 43

Tab. 2
Aufteilung der 12 untersuchten Kinder nach Art der Erkrankung und Bluthmrqonium—Konzentration

Nr. Tag Diagnose NH;-N(yg/IOO ml)
1 1 Mangelgeburt, Dystrophie 20.0
10 145
2 1 Periodische Ammoniumintoxikation durch Ornithin-Transcarbamylase-Defekt llgg
g% 495
3 1 Leberstauung bei Pleuramesoendotheliom 176
84 139
4 1 Neugeborenen-Hyperbilirubindmie 119
5 1 Transfusions-Hepatitis 172
6 1 Zustand nach Hepatitis 110
7 1 Congenitale Gallengangatresie 110
14 204
17 . 318
8 1 Uréamie bei beidseitiger Hydronephrose . 172
9 1 Neonatale Hepatitis 166
20 126
10 1 Coeliakie 130
11 1 Akute Lymphoblasten-Leukdmie 105
12 1 Akute Lymphoblasten-Leukdmie 115

Blut werden sofort in 1m/ 10proz. Natriumwolframat-Losung
pipettiert und 1m/ Ix Schwefelsiure zugegeben. Danach wird
gut gemischt und 10 Min. bei 3000 U/Min. zentrifugiert. Zu 0,5 m/
des klaren, proteinfreien Uberstandes werden je 2,5 m/ der L&-
sung I und II pipettiert und nach jeder Zugabe gut gemischt.
AnschlieBend wird fiir 35 Min. bei 37° inkubiert und die Licht-
absorption des entstandenen Farbstoffs bei 625nm und einer
Schichtdicke von 1 cm gemessen.

Zur Kontrolle werden bei jeder MeBreihe ein Reagenzienleerwert
und 5 Standardwerte (25, 50, 75, 100 und 150 ug NH:'-N/IOO m/)
mitbestimmt.

Die Berechnung der Ammonium-Konzentration im Blut etfolgt
nach folgender Formel:

EProbe - ELeerwert

. 1g/100 m/ Standard =
ug NH{-N/100 m/ Blut.

Als Standard wird jeweils der Wert zur Berechnung genommen,
der der Konzentration des Analysenwertes am nichsten steht. Mit
Hilfe der Standardwerte kann auch eine Eichkurve angelegt
werden, aus der die gemessenen Extinktionswerte det einzelnen

Analysen in ug NH{-N/100 m/ Blut berechnet werden konnen
(s. Abb. 1).

Estanda.rd. — Leerwert

0200

0,00

E625 nm

TTT T T T T 11

1 1 ] 1 |
0 25 50 75 100 125 150
NH;-N [419/100 ml)

Abb. 1
NHF-N-Eichkurve

1 1
175 200

Spezifitit der Methode

Nach Oxkupa und Mitatbeitern (52) inhibiert die Zugabe von
Natriumwolframat-Lésung und Schwefelsiure die Farbreaktion
der Nichtprotein-Stickstoff-Verbindungen ‘mit Indophenol mit
Ausnahme von Ammonium fiir eine Inkubationszeit von 60 Min.
bei 37°. Die Ammonium-Standardlsungen zeigen nach 35 Min.
Inkubationszeit das Maximum jhrer Farbintensitit und Oxupa
und Mitarbeiter fanden, daB die Verbindungen Leucin, Harnsgure,

Harnstoff, Kreatinin, Adrenalin, Noradrenalin, Histamin und
Acetylcholin auch in hohen Konzentrationen nach 35 Min.
Inkubationszeit die Farbentwicklung in keiner Weise beein-
flussen. Sie geben an, daB Prolin in sechsfacher Normalkonzen-
tration den Ammoniumwert um 209, erniedrigt.

Wiederfindung von Ammonium aus dem Blut

Zur Bestimmung der Wiederfindung von Ammonijum aus dem
Blut wurde 1 m/ Blut zu 1 m/ Natriumwolframat-Losung ge-
geben. Hierzu wurde jeweils 1 m/ der 25, 50, 75, 100, 150 und
200 ug NHF-N/100 m/ Standardl&sung pipettiert und mit 1 m/ 1N
Schwefelsiure versetzt. Nach Mischen und Zentrifugieren wurden
vom Uberstand 0,5 m/ zur Bestimmung der Ammonium-Konzen-
tration verwandt. Zur Ermittlung der Wiedetfindung wurde der
Blut-Leerwert von den erhaltenen Werten subtrahiert. Die Et-
gebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tab. 3
Wiederfindung von Ammonium aus dem Blut

Zﬁ—gesétzte Menge an Wiedergefundene

NHF-N Menge an NH}-N ~ Wiederfindung
(#g/100 mi) (¢g/100ml) (%)

25 26, 24 104, 96

50 45, 48 90, 96

75 72, 16 96, 101,3
100 105, 107 105, 107
150 138] 147 , 98
200 186, 195 93, 07,5

Ergebnisse und Diskussion

In Tabelle 4 ist die Streubreite, der Mittelwert, die
Standardabweichung und der Variationskoeffizient der
Ammonium-Konzentration im vendsen Blut verschie-
dener Altersgruppen dargestellt.

Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, kann man die Am-
monium-Konzentrationen im Blut in den verschiedenen
Altersgruppen in zwei Hauptgruppen zusammenfassen.
Die erste Hauptgruppe schlieBt die Werte bis zu 3
Jahren (s. Abb. 2) und die zweite die Werte von 3
Jahren bis zu 14 Jahten ein (s. Abb. 3).

Z. klm Chem. u. klin. Biochem. / 9. Jahrg. 1971 / Heft 3
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Tab. 4
Ammonium-Konzentration im vendsen Blut bei Sduglingen und Kindern verschiedenen Alters
Altersgruppen Streubreite Mittelwert Standardab- Variationskoeff.
weichung
NH{-N NH$-N NH}-N %
(ug/100 ml Blut) (#g/100 m! Blut) (1g/100 m! Blut)
Bis 3 Monate 72—179 123,1 29,29 23,8
3 Mon.—1 ] 100—177 125,9 24,84 19,7
1J—2] 96—174 120,5 22,45 18,7
2 J—3] 69—162 118,2 22,23 18,8
3] J 85—135 108,7 15,10 13,9
4 J—5) 78—152 110,9 21,66 19,5
5J—6J 67—124 97,3 15,30 15,8
6J—7)] 71—122 98,3 22,18 22,6
7J)J—8)J 72—120 108,2 14,59 13,5
8 J—14 ] 64—146 102,3 20,60 20,2
Erwachsene 40—109 78,9 20,59 26,0
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Abb. 2

Die Verteilung der Blutkonzentration von NHI—N bei 65 Sduglingen
und Kindern im Alter bis zu drei Jahren

Es 148t sich hieraus ein Ammoniumgehalt?) des vendsen
Bluts von Siuglingen und Kindern bis zu 3 Jahren von
121,9 ug/100 m/ Blut mit Schwankungen zwischen 69
und 179 ug/100 m/ Blut und von 3 Jahren bis zu 14
Jahren von 104,3 ug/100 m/ Blut mit Schwankungen
zwischen 64 und 152 ug/100 m/ Blut berechnen. Die
Standardabweichung betrigt bei der ersten Gruppe
24,7 ug/100 m/ Blut und bei der zweiten 18,24 ug/
100 m/ Blut.

Im Vergleich zu diesen mit der direkten, kolorime-
trischen Methode ermittelten Werten, bestimmten
Seccur und Mitarbeiter (35) mit Hilfe des Diffusions-
vetfahrens bei ihren Untersuchungen ecinen Extrem-

bereich bei Siuglingen (0—14 Tage) von 90—150 ug/
100 m/ Blut und bei Kindern von 7—63 ug/100 m/ Blut.
Die bei 12 Kindern mit Leberstdrungen gemessenen
Werte sind in Tabelle 2 dargestellt.

Mit Hilfe der direkten, kolorimetrischen Methode
wurde auch Ammonium im Blut von 22 Erwachsenen
bestimmt. Der aus diesen Untersuchungen (Doppel-
bestimmungen) errechnete Mittelwert der Normal-
konzentration von 78,9 4 20,6 ug NH;-N/100 m/ Blut

221
201

AR N N N S N B B
55 75 95 15 135 155
NHZ:-N (ug/100 mi]

Abb. 3

Die Verteilung der Blutkonzentration von NH}’-N bei 98 Kindern im

Alter bis zu 14 Jahren
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stimmt weitgehend mit denen der Literatur {iberein
(39—45, 51). Der gemessene Extrembereich betrug
40—109 ug NH{-N/100 m/ Blut und der Variations-
koeffizient 269%,. .

Aus der Fille der verschiedenen Bestimmungsver-
fahren sowie aus der Unterschiedlichkeit der ermittelten
Normalwerte im vendsen Blut von Erwachsenen ist
ersichtlich, daB die Bestimmung der im ug/100 m/-Be-
reich befindlichen Ammonium-Konzentration mit er-
heblichen Schwierigkeiten und Fehlerquellen verbun-
den sein kann.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte direkte
kolorimetrische Methode eignet sich wie auch die
iibrigen direkten kolorimetrischen Verfahren besonders
fiir Untersuchungen im klinisch-chemischen Routine-
Laboratorium. Sie ist wesentlich einfacher und weniger
zeitraubend, insbesondere im Vergleich zu den Dif-
fusionsverfahren. Hinzu kommt, daB8 Spezialapparate
nicht benétigt werden und eine Kontaminierung, die
eine zeitraubernide Reinigung der Gerite beanspruchen
wiirde, wie z.B. fiir die enzymatischen und Diffusions-
Bestimmungsmethoden, nicht auftreten kann.

Im Vergleich zu den anderen direkten kolorimetrischen
Bestimmungsverfahren besitzt die von McCurLouGH
beschriebene Bestimmungsmethode den Vorteil, daf3
die Blutproben nicht sofort analysiert werden miissen.
Dieses ist besonders bei Belastungstests mit Eiweil3
oder Ammoniumchlorid von Bedeutung.

McCurrouGH fand, daB die enteiweiBten Blutproben
bei Raumtemperatur 1 Std., bei. 4° 24 Stdn. und nach
Abnahme des Uberstandes bei Raumtemperatur 90 Min.
und bei —4° 72 Stdn. aufbewahrt werden kénnen, ohne
einen EinfluB auf die Ammonium-Konzentration zu
verzeichnen.

Dank der oben beschriebenen Eigenschaften der di-
rekten kolorimetrischen Bestimmung der Ammonium-
Konzentration im Blut nach McCurrouGH stellt sie
eine fiir das klinisch-chemische Routine-Laboratorium
geeignete Bestimmungsmethode dar.

Friulein H. BarTtH danken wir fiir die Durchfithrung der Be-
stimmungen.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.
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Sejen Sie anspruchsvolier bel Ihrer Forschungs- und Routinearheiten

niitzen Sie die neuesten Moglichkeiten aus dem Programm PYE UNICAIM

Das weiterentwickelte Atomabsorptions-
Spektralphotometer SP 90 Serie 2 basiert
auf dem Prinzip des bekannten SP 90.
Es bietet lhnen neue Vorteile durch
seine lineare Extinktions-Anzeige, die
kontinuierliche Skalendehnung, eine
neue Lachgasbrenner-Einheit und die
eingebaute Flammen-Emissions-Einheit.
Zahlreiches Zubehor erweitert die Mog-
lichkeiten: ein automatischer Proben-
wechsler, eine digitale Anzeige- und
Drucker-Einheit, ein Lampenwechsier
und ein Mehrschlitzbrenner.

TeSkY

(54)

Wellenlangenbereich 190 nm bis 770 nm
bzw. 190 nm bis 852 nm; AnschiuB fir
Schreiber.

Anwendung: Agri-Kultur-Chemie, Bio-
chemie, klinische Chemie, Galvanik,
Nahrungsmittel, Baumaterialien, allge-
meine Industrie-Chemie, Geologie, Me-
tallurgie, Petro-Chemie, Kunststoffe,
Wasser-Analysen, Textilien. Damit er-
schlieBt die Atomabsorptions-Technik
der Analytik neue Mdglichkeiten. In den
Anwendungslaboratorien in Hamburg
und Cambridge werden stindig neue
Methoden ausgearbeitet.
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Bitte fordern Sie ausfiihrliches Informa-
tionsmaterial an. Es liegt fiir Sie bereit.

Philips Elektronik Industrie GmbH
2000 Hamburg 63 - RontgenstraBe 22
Telefon (0411) 501031

Telefon-Nummern der Biros in: Berlin (0311) 24 59 08, Bielefeld
{0521) 230 81, Dortmund (0231) 41961, Disseldorf (0211) 34 6051,
Frankfurt (0611) 79131, Hamburg (0411) 28 92-1, Hannover (0511)
166 01, Kiel {(0431) 73 23 86, KoIn (0221) 514260, Mannheim (0621)
42016, Miinchen (0811) 7 67 91, NUrnberg (0911) 46 47 63, Stuttgart
(0711) 5890 81-83.
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Analysengerate

Wir interessieren uns fiir das Spektral-
photometer SP 90 Serie 2 und bitten um
|:] Zusendung ausflhrlicher Unterlagen

[:] ein Angebot

[[] Besuch Ihres Beratungsingenieurs

Gewiinschtes bitte ankreuzen oder ergénzen
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