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УСОВЕРШЕНСТВОВАННЫА МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ АЗОТА 
АМИНОКИСЛОТ И fЕКСОЗАМИНО·В В ПОЧВАХ 

Оnж:ан усовершен-ствованный вариант дюстилляционно-го метсща опре­
деления аминокислотного и гексозаминного азота в гидролизатах r,очв. 

На долю аминокислот приходится 20-25%, а на долю гексозаминов 
(аминосахаров) 4-10%,общего азота почв {9J. Определение их содер­
жания является одной из важнейших стадий исследоJJания форм поч­
венного азота . 

.Nlетодов определения аминокислот в биолог~ческих объектах опи­
еано много (15], из них в почвоведении широкое распространение полу­
чили бумажная хроматография f2, 3, 12], хроматография на ионообмен­
ных смолах [26], анало,гичная процедура с использованием автоматиче­
,ских анализаторов [18, 24, 25). Для определения <:уммарн·о.го количе<:тва 
.аминокислот (без идентификации отдельных представителей) ·предло­
жены объемно-,газометриче.ские [20, 33], коло.риметрические [17, 30], 
комплексометрические 1[15J, дистилляционные {19, 22] и другие методы.· 
В почвоведении широко распространен дистилляционный метод Брем­
пера [8, 10]. У некоторых авторов можно найти результаты сравнитель­
ных испытаний различных методов fl3, 30}. В ряде случаев для ориен­
тировочного определения азота аминоки-слот пользуются более упро­
.щенными методами. Так, в методе _ Стивенсона представление о 
содержании азота аминоки-слот можно получить по разности между 

общим гидролизуемым и отгоняемым азотом:, т. е. по количе<:тву неотго­
няемого азота [27]. Этот метод был слегка м-одифнцирован Стюартом с 
соавт., которые почву перед Г1Идроли3,0м обрабатывают .раствором KCl 
для определения_ минеральных форм азота _{31J. ·С некоторыми измене­
ниями этот подход используется при анализе форм почвеннсrго азота с 
111омощью ступенчатого гидролиза П]. 

При определении азота гексозаминов преимущественно использу­
ются колориметрические методы [14], которые приспособлены и для 
анализа почв {23, 28, 129]. В ,основе дистилляционных методов, менее 
трудоемких, лежит положение .Nlоргана о том, что при обработке нор­
мальной щелочью глюкозамин и галактозамин практически полностью 
разрушаются [21}. Азот этих !Гексозам:йнов может быть легко определен 
путем опона, что и было ·использовано в методе Трейси [32], видоизме­
ненном Бремнером [,6, 7, 10] применительно к почвам. · . 

Определение органических форм азота по .Бремнеру [10] отличается 
,простотой, однако имеет некоторые недостатки и отдельные стадии 
анализа все еще остаются трудоемкими. К--ак известно, для отгона ам-

. миака, образующегося в· результате реакции аминокислот с нингидри- . 
пом, используется концентрированный раствор щелочи. ,Однако в при­
,сутствии щелочи образуются продукты конденсации аммиака'с нинг-ид­
рином, что приводит · -к значительному уменьшению количества·· 

<Отгоняемого аммиака. Обработка пергидролем в кисло·й среде [22] не . 
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дает желаемых результатов, оеаждение нинтидрина с помощью с.ерово­

дорода [19] неприемлемо для массовых анализов из-за трудоемкости 
· ·операции. Чтобы не допустить образования продуктов конденсации, 
Бремнер предложил [8] использовать вместо щелочи фосфатно-борат­
·ный буфер (ФББ) с рН 111,2,. но, к сожалению, \Этот прием также неэф­
·фективен. Опыт показывз~т. что ФББ сам по себе не предотвращает 
,образования продуктов конденсации, к тому же этот процесс усилива­
-ется благодаря присутствию щелочи, добавленной в rидролизат в ходе 
нейтрализации последнего. 

· В предлагаемом нами методе указанная трудность устранена. Это 
достигается тем, что вместо ФББ используется ко:~rцентрированный рас­
·твор щелочи, как это было принято раньше, а продукты конденсации 
разрушаются пергидролем в щелочной среде. Скорость отгона увеличе­
·на с 7-8 мл дистиJ1лята в минуту до 14-15 мл/мин. Этот прием также 
,способствует уменьшению опасности образования продуктов .конденса­
ции, так как сокращает время взаимодействия нингидрина с продукта­
ми распада аминокислот. С целью удаления летучих продуктов распа­
да в предлагаемом методе предусмотрена 'процедура принудительного 

аэрирования реакционной смеси. Эти меры способствуют увеличению 
tколичества отгоняемого азота. Кроме сказанного, в метод Бремнера 
внесен ряд изменений, значительно облегчающих проведение анализа. 
Во-первых, в предлагаемом методе нет стадии нейтрализации rидроли­
.зата: Это означает, что реакция дезаминирования аминокислот нингид­
рином проводится в более кислой среде (рН около 1), чем это предус­
мотрено по Бремнеру (рН 2,5). Такое изменение не противоречит тео­
ретическим предпосылкам метода, так как по литературным данным 

[19] наиболее полное разрушение аминокислот при обработке нингид­
рином достигается при рН 1-2. Во-вторых, операция 10-минутного 
прогревания проб гидролизата с нингидрином проводится на приборе 
Хоскинса. Это означает, что отпадает необходимость в использовании 
для этой цели кипящей водяной бани. Это обстоятельство способствуw 

· лучшей организации рабочего места аналитика и облегчает его труд. 
Из литературы известно f33J, что реакция аминокислот с нин:rидрином 
лучше всего проходит при 99-'-100°. При работе на приборе Хоскинса 
это условие не нарушается. В-третьих, реактивы, используемые в мето­
де Бремнера (нингидрин, цитратный буфер), заменены их водными 
растворами. 

В методику определения азота гексозаминов внесены следующие 
изменения. Как и в ,случае с аминокислотами, опущена стадия предва­
ритмьной нейтрализации гидролизата, а для отгона аммиака ( аммо­
нийный+гексозаминный азот) вместо ФББ применяется избыточное 
количество щелочи. При учете аммонийного азота к кислому rидроли­
зату добавляется избыточное количе,ство суспензии MgO, а продолжи­
тельность отгона увеличена с. 2 до 4-5 минут с целью лучшей очистки 

. холодильника от остатков аммиака предь~дущего определения. Весь 
анализ проводится на приборе Хоскинса, ·позволяющем пользоваться 
MgO в виде суспензии. · 

Описание предлага~мого метода 

Универсальный прибор для определения форм почвенного азота по­
казан на рисунке. При изготовлении этого прибора полезно соблюдать 
следующие условия. Длина внутреннего отrоночноrо цилиндра ~ дол­
жна быть 22-23 см (от шлифа), диаметр 3,3-3,5 см. Важно, чтобы 
трубки и от·верстия, через которые проходит rо,рячий пар, имели внут-· 
ренний диаметр не менее 5 · мм, иначе в парообразователе 2 создается 
высокое давление и затрудняется проведение отгона с требуемой ско­
ростью. 
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Длина холодильника составляет 21-22 см, что обеспечивает эф-· 
фективное охлаждение дистиллята. Вода в пароdбразователе разогре­
вается при nомощи опущенной .в нее открытой спирали (10-12 .см) от• 
элект,роплитки, поэтому не следует nодкислять воду с целью ,связыва­
ния следов аммиака. Э\rо. созда:ет некоторые трудности по срав:нению, 
с парообразователями с закрытой спиралью, зато вариант, изображен­
ный на рисунке, очень прост в изготовлении. Кран 3 под внешним ци0 

линдром целесообразно использовать металлический (например, газо­
вый) с диаметром отверстия 4-5 мм. 

Реактивы. А. 6n HCl Б. 20%-ньш водный раствор цитратного 6у~ 
фера (р:Н 2,·5). Исходный состав тотовят путем смешивания 4, 12 г· 

У,совершенствованньrй прибор Хоскинса ( объяснения 
в тексте) 

лимоннокислого натрия и 38,30 г лимонной кислоты. В. 2%-ный водный: 
раствор нингидрина. Некоторая ч·асть нинпщрина может остаться не­
растворенной, однако это не имеет большого значения. Раствор должеw 
быть .использован в день приготовления. Г. Насыщенный раствор .к,он. 
Д. Пергидроль (30% Нд2). Е. 2%-ный раствор борной к~слоты с. ин­
дикатором. Последний готощ1т путем растворения 99 мл бромкрезола 
зеленого и 66 мг метилового :к;расноrо в ЮО мл· ·этилового спирта. При­
готовленный индикатор добавляют к ра,створу борной кислоты до при­
обретения ею вишневой окраски. Если ·пользуются индикатором Гроа-

. ка, борную кислоту и индикатор не следует смешивать указанным спо­
собом, •целесообразнее добавлять 2-3 капли индикатора в борную, 
кислоту непосредственно перед отгоном. Для приготовления раствора 
борной кислоты воду следует слегка подогреть. Ж. Стандартный рас­
твор 0,005n серной кислоты. 3. 10%-ная водная су;спензия прокаленно~ 
го (600°, 2 часа) .порошка MgO. · 

Кроме указанных реактивов для периодического контроля за каче­
ством работы прибора необходимо иметь серию стандартных растворов. 
азотсодержащих соединений. 1. Раствор аминок~слоты. 25,4 мг .а;~ала­
нина растворить в 100 мл воды. В 1 м.л этого раствора содержится 
0,040 мг (40 мкг) N. 2. Раствор глюкозамина. 30,8 мг глюкозамин­
гидрохлорида растворить в 100 мл воды. В 1 мл содержится 0,020 мг 
гексозаминного К 3. Ра,створ сульфата аммония. 18,9 мг (NH,.)2SO,.: 

. растворить в 100 мл воды. В 1 мл содержится 0,040 мг аммонийного N" 
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. . Для :ГИ:дРОЛИЭа Ifа:ВеСКУ:<ПОЧВЫ (~ИТ~: 1 · ММ), содер:жё;iцую' }() М~ ·об~- с' . 
· цего азот.а; следует перенести в эрле:Н:мейеровскую колбу- ( 100 АfЛ). со . 

. . · .· ц.~лифом; n,ри.11::1-1ть-13Q_ ,мл ,раствора А, на···колбу устано·ви11> хрлодиль­
:1:шк, имеющий соответствующий шлиф. Затем колбу с содержимым -сл.е­
:.дует слегка погрузить в глицерин, р'азогретый ,на электроплитке (через 
автотраноформатор) до 105--J 10~ и ос:rавить -в . таком состоянии на, 

. .12.· часов (2 рабочих дня). За ~это· .врем.я азотсодержащие · соединения._ 
,цоttвы 'гидролизуются до такой стеnени, что дальнейшее · увеличение. 
·п,родолжителъносrи гидролиза почти не сопровождается переходом . .п.о-

. mоJЦiительных колич~ств азо:rа в ра~твор. П~ о-ко~чани~ гидролиза. со­
держимое коJI'бы переносят в центрифужныи стакан, центрифугируют 

.. в течение 3-:::5 мин .. пр.И 3000 об/мин" центрифугат сливают -в мерную 
.'КОЛ'бу ~а 100 JНЛ, ОСЭ.ДОК 2 .раз·а ПрОМЫВ-~ЮТ, ·ПО 20~25 МЛ ВОДЫ, дентрИ­

.. -~угаты о~бъединяют, общий объеr.~ тищроли,зата доводят до метки. · 
· · · I. . ,Определение а м: 1\1!.Q _1-1 и й ног о +те к с о зам ин ног о-+: 

•· . +аминокислотного :рота· (А+Г+АК). 1 мл гидролизата -пе­
. . ·. -реносят во внутренний цили·ндр 1 п,рибора, туда· .ж.е · приливают 2 мл 
· --: · реактива В, 1 О мл реактива В по метке на воронке 4 и , 1 мл водЬI. 
. . ,Включив прибор в сеть, доводят_ до кипения .воду в парообразователе 2. 
· · . Цосл·е появления пар!i из с:rгверстия крана 8, находящегося· в· nщrоже-. 

нии «своб.одный слив», кипение воды уменьшаю11 настолько, чтобы· ду- · 
_з.:t>rр'ьки -воздуха не прос:какиваJiи. через. слой испытуеt4ой жидкости. й' 
цилиндре 1 и п·ар бе,з·особаго напора··прохqдил ч~рез отверстие кран~(З. 
'·В. таком состоя ни.и· прибор вставляют на 1 О· мин. По истечении этого 
-срока, дост~точноrо для nолноrо разрушенця аминокислот, прощщят 

·. аэрирование реа:к;.ЦJю.нной смеси, для чего в:к;лiОчают .врдоструйный на­
.. · ·· · ·соё 5., открывают rфiНi б, а ·:кран 3 пе,реводяr в :положение «закрыто»: 

· 11осле аэри,рования в течение 20-30 сек. выключают ток 8, водоструй- -
иьrй н,асос и кран б s.акрывают, а кран 3 CJJ:O.Ba переводят в irоложе1р1е · 
:«свобqдный с:лив» .. Ло метке на .воронке 4 прили~аIQт 5 мл реактива Г 

· ·. и 1 ·каплю· реактива Д, ополаскивают воронку небольшим количеством 
·воды. Вклю,чают ток, кран 3 закрывают и приступают. к отгону аммиа-

. ·. :ка, усилив кипецне воды та:к (9),. чтобы из .. холодильника 10 ·в прием:-
11ищ 1.J поступало примерно J4-15 мл дистиллята в минуту. Предвари­
тельно в приемник приливащт:•5 мл _реакти-ва К Во вреl,\!:Я отгона. конец 
трубки холодильника находится на · 3-4 см выше. поверхности -жидко-· 
~ти в 'Приемнике. Отгон считае~я зав~ршенным, когда уровень жидко­
.сти в приемnиI<:е достигнет метки, соответствующей объему 35 м~. т. е. 
продолжительность отгона со~авляет 2-2,5 мин. Содержимое· прием- · 
инка титруют реактиво,м_ Ж, ( 1 мл 0;005 п H2S01 соответствует 0,07 ·мг· . 
. азота) •. 
•. _ П;Определени.е ам~,0нийно~9+тексоза.минного аз.о, 

... · ·та (А+Г). .. ._ . 
· - В nа~ообразо~ател~ доливают воды дQ первоначальн.~го· уровня, от~ 

. . _гоно_чныи цилиндр 1-.'-2 раза ·ополаскивают водой; в него пе_реносят 1 мл · 
·. . rидролизата, приливают 10 мл реактива.Г и отгоняют аммиак со ско~- , 
. _·· -р~стью !~8 мл/мин. Содержимо~ пеиемника титруют -r· еактивом .. Ж. 
. .. . IП. Оп ред_ еле ни е аммонии ног о а з от а (А . Подготовив 
· · !1Риб.ор_ указанн·ым способ.ом, в отгоночный цилиндр ·перенос~т · 2 мл 
rидролиз·ата, приба~ляют 20, м.л _реактива. 3, отг.оняют·.аммиак и ·1И1'ру.-
'Ют, как указано выше. . · · · .. - ' 
.. , Содер:,ка_ние. азота аминокислот и ге'ксо.за:м:Йнов находят. соотв·~т~ 
:<;твенно 'ПО разности: . . : . : _ · . .· . .· . 

А:К=1(А+ Г.+АК):.......(А+ Г) Г__:_·(А+Г.)~А. ·· 

.· Если известно количество общего тидролиэуемого азота-(ОГ), мо~-
JНО ,Узнать содержание неи,цеt.rтиф_ицируемых ·форм {НИФ): · .. · • 

. . ,НИФ=ОГ-(А+Г+АК). 
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· Для определ~ния ·ог пробу тидролизата в 1.-2 мл сжигают полу~· 
микрометодом Кьельдаля и отгоняют аммиак на приборе Хоскинса [4] .. 

Пр-им ер р а счет а. Почва - мощный чернозем Курской обл .. , 
слой 0-1 О· см. Исходя из общего содержания азота· в · почве 

,(2610 мг/кг), для :rи.цролиза брали 3,83 г почвы, что .с-оответ,ствует 10 м?. 
азота. Общий объем гидролизата составляет 100 мл. При определении. 
(А+Г.+АК), (А+Г) и Ана титрование уходило соответственно 1;02мл, 
~,63 мл и 0,58 мл 0,005 п H2SO,. Тогда, :с учетом показателей холостых, 
определений: · 

(А+Г.+АК)=1(1,02-ОJ'8) ·О,07·100=5,88 .мг/100 мл, или 58,8% от Nобщ~ ' . . 
.почвы. 

,(А+Г),=i(О,63-:--{),30) ·О,007-'100.-:--2,31 мг/100 мл, или 23,1 % Nо6щ. 
А=1(0,58--:О,15) ·0,007-50==1,50 мг/100 мл, или 15,0% N<iбщ· 

AK=·58,8-23,l.-:--i35,7% 
Г=2'3,1-15,0=8,'1 % 

Результаты и обсуждение 

Аминокислоты. Как видно из данных табл. 1, при 1Iроведении, 
анализов no Бремнеру удовлетворительные результаты получаются 
лишь для некьторых аминокислот.. Пр,ежде всего это так называемые· 
кислые аминокис_.лоты - аспарагиновая кислота и глутаминовая кис.:. 

Таблица 1 
Пол.нота обнаружения а-ами.нного азота в вависимости 
от методов определения, % от исходн.ого содержания 

. (средине из 6 определений) 

Аминоккспота 

Аспарагиновая кислота 
Глутаминовая кислота 
Аргинин · 
Гистидин 
Лизин· 
Г.лицин 

· А.ланин 
Валин 
Лейцин 

· : Фенилаланин 
Серин 
Треоннн 
.Метионин 
Про.лив 

По Бремнеру 

93,6 
95,1 

.80,2 
100,0, 
93,5 
79,9 
80 О 
73;8 
80,.0 
76,0 
72,6 
72,5 
77,0 
15,О 

.,по npeДJiaraeмoм:y 
методу 

98, 7 
97,2 

162,0 
118,5 
105,1 
95,О . · 
94,0 
96,1 
96,3 
92,8 
94,8 
95,6 
95,3 
30,4 

П р им е ч а и и е. Для анализа ·брали по 1 М.11 раствора соответствую• 
щей амииокис.пО'ХЫ, содержащего 40 мке/мл a-aMWl.lloгo азота •. 

лота. Среди основных хорошие данные получаются 110 гистидину и 
лизину, ·а из аргинина высвобождается .лишь 80,2% амннного азота. 
Ни у одной из нейтральных аминокислот полнота обнаружения азота 
не.превышала 80%. Лри проведении анализа по предлагаемому методу 
значительно повышается количество учитываемого азота в. группе 

основных и нейтральных аминокислот. У аргинина и гистидина отщепля­
ется часть атомных групп, которые не занимают а-положение в структу-· 

ре молекул. У лизина отщепляется а-аминный азот, а у пролина полнота 
обнаружения азота превышает 30% при 15% по Бремнеру. · 

. В дополнительных экспериментах, результаты которых здесь не при­
водятся, установлено, что при отг.оне· с одной_ ще.n:QЧ'Ь'Ю (без Н:дi)' и· 
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при скороGти 6-8 мл/мин получаются. данные, близкие к данным по 
Бр-емнеру. Это доказывает,. что ФВБ не имеет преимуществ перед ,обыч­
ной щелочью в смысле предотвращения образования продуктов кон­
денсации. Признаком образования продуктов конденсации является то, 
что после прибавления щелочи реакiционная смесь приобретает темно­
синюю окраску («голу~бой продукт» Руэмана). В случае использования 
ФВБ смесь .имеет оранжево-красный цвет, который в ходе отгона nере­
ходит. в- темно-вишневый. Темно'-синюю окраску реакционной смеси 
легко устранить путем прибавления 1-2 капель пергидроля, этот при, 
ем, как правило, приводит. к появлению дополнительного количества · 
амм:FJака в nриемнике. Темно-вишневая окраска. смеси в аналогичных 
условиях обесцвечивается гораздо тру,днее и, главное, этот прием спо­
собствует не увеличению, а зачастую· даже уменьшению отгоняемого 

аммиака. 

·. Таким образом, пер,гидроль можно использовать только при отгоне 
с щелочью - вот почему в предлагаемой методИ'ке мы отказались от 
.ФББ в 'пользу щелочи. В наших опытах выюэлено, что наибольший эф­
фект от пергидроля получается в случае внесения его вместе с щелочью, 
а·не до нее, как.рекомендовалось ранее {22J. Установлено также, что 
нет необходимости прибавлять Н:дi больше, чем 1-2 капли. Напротив, 
при иС'пользовании большего количества Н2О2 устойчивость результа­
тов повторных определений з·аметно ухудшается. Между количеством 
прибавляемой щелочи и полнотой отгона аммиака зависимости не уста­

новлено. 

Вслед за 01бработкой пергидролем важным приемом увеличения от­
гоняемого азота является .ускоренный отгон. Если проводить отгон с 
обычной скоростью (7-8 мл/мин), то по истечении 2-3 минут после 
обесцвечивания пергидррлем реакционная смесь в ходе отгона начина­
ет приобретать более интенсивный· желтоватый оттенок. Возмо,жно; 
даже в условиях использования пергидроля происходит образование 
незначительных количеств продуктов конденсации. Увеличение скоро­
сти отгона ·до 14:.._15 мл/мин позволяет свести к минимуму такую опас­
ность. Некоторый положительный эффект на результаты анализа ока­
зывает и 'ТОТ факт, что прогревание реакционной смеси проводится в . 
crpye горячего tia_pa, а не в кипящей воде, как это предусмотрено у 
Бремнера. По-видимому, ·при разрушении аминокислот на приборе ,Хос­
кинса происходит '1более интенсивное .перемешивание реакционной· сме­
си, поскольку в ходе прогревания уровень смеси в цилиндре 1 постоян­
но пульсирует под слабым напором пара. Замечено, что аминокислоты 
разрушаются полностью как при ·интенсивно-м, так·и при ,более слабом . 

. поступлении пара из парообразователя. . 
. Несмотря на преимущества перед методом Бремнера, у большинетва 

исследованных нами аминокислот полнота обнаружения по предлагае-­
мому методу едва ,превышает 96 % . Добиваясь полного выделения, 
.а-аминного азота из стандартных растворов аминокислот, мы испыта:.. 
ли различные riриемы. Например, пробовали увели-ч:ить время прогре-­
вания смеси ПPrf разрушении аминокис.цот с 10 до 20 мин., применяли 
изатин вместо :нингидрина, увеличивали время отгона аммиака с 5 до, 
10-15 мин. и т; д., но желаемых результатов получит,ь не удалось. По-

. всей видимости, ·полному разрушению аминокислот и отгону аммиака 
мешает присутdтвие альдегидов, 'которые, как известно, являются весь-­
ма реакццонно~пособными. Часть альдетидов, .не успевщих взаимодей­
ствовать с аммиаком, удаляется при аэрировании. Благодаря этому­
приему результаты несколько· улучшащтся, но продолжение аэрирова­
ния сверх .30 сек. видимых сдвигов не дает. Опыт показывает, что основ-

. ная, польза а~эрирования заключается в устранении неприятных запа-· 
хов, которые в его бтсутствии· посто-янно сопровождают процесс отгона: 

.Важно подчеркну,ть, что; цюфры, приведенные в табл. 1, хорошо воспро-
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изводятся и при анализе тех ~ж:е стандартньrх ра·створов аминокислот в 

присутствии ·почвенного гидролиза та. Очевидно, присутствие минераль­
ных и органических веществ в гидролиза те не мешает полному окисле­
нию аминокислот нингидрином и последующему отгону · аммиака. 

Может возникнуть ·вопрос, не будут ли получаться завышенные дан­
·ные о содержании азота аминокислот за счет более интенсивного раз­
рушения аргинина и гистидина в результате о-бработки пергидролем. 
Такое опасение вряд ли ·можно считать оправ.данным. Обычно а-амин­
ный азот указанных аминокислот занимает весьма С'кромное место в 
общей сумме азота аминокислот ·по.чвенного гидролизата. Об этом сви-

Т а блиц а 2 

Молярны~ отнощения * ам.инокислот в черноземе (Курская обл.) 
· и дерново-подзолистой почве (Московской обл.) 

АмииОКИСJ!ОТЫ 

Аспарагиновilя кислота 
Глутаминовая кислота 
Аргинин 
Гистидин 
ЛИ'IИН 
Глицин 
Аланин 
Валин 
Лейцин 
Изолейцин 
Фенилаланин 
Тирозин 
Серин 
Треонин 
Пролин 
Метионин 

Итого: 

* а.-амииный №100/N аминокислот. 

Чернозем 

16,20 
5,60 
2,15. 
2,43 
3,02 

18, 10 
12,43 
1,81 
5,39 
1,81 
1,69 
2,0 
6,02 
5,05 
1,98 
2,02 

87,70 

1 
Дерново-подэолис­

таи почва 

12,70 
6,0 
2,42 
1,.85 
3,70 

16,55 
13,35 
2,05 
5, 75 · 
2,29. 
2,05 
2,20 
5,62 
15,32 
1,95 
1,60 

85,40 

детельствуют, в частности, данные таrбл. 2, которые получены щirvш при 
анализе гидролизатов двух почв на автоматическом анализаторе 

НД-121ООЕ (очистку тидролизатов от соединений Fe и Al проводили по 
известной методике {26]). Аналогичные данные можно найти в работах 
других исследователей (16]. Можно предположить, кроме того, что от­
щепление некоторого количества не 1а-аминноrо азота аргинина. и ги­

стидина способствует восполнению потерь по другим аминокислотам, 
например пролину и др. (табл. 1). 

В табл. 3 приведены данньiе о полноте выделения аммонийного и 
,rексозаминного азота из стандартных растворов при отгоне с MgO, 
КОН или ФББ. Вддно, что полное обнаружение аммонийного азота 
(на примере раствора NH,Cl) достигается при продолжительности от­
гона 5 мин. (скорость отгона 7-8 мл/мин).' Ограничение времени до 
2 мин., по-видимому, нежелательно, так как отгон может быть непол­
ным и следы азота в холодильнике могут повлиять на результаты по­

следующего отгона. Указания о возможности увеличения продолжи­
тельности отгона с MgO можно найти также в литературе (29]. По 
данным табл. 3, известное количество ионов аммония, внесенное в поч­
венный гидролизат, при добавлении к последнему изrбытка Mgb или 
щелочи полностью обнаруживается в приемнике. Это доказывает, что 
самостоятельную процедуру предварительной нейтрализации гидроли­
-зата можно не проводит.ь, что и было учтено в предлаrаемом методе. 
На ·примере глюкозамина и ,а-аланина показано, что при отгоне .cMgO 
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Таб.'!ица 3 

ВлuянШ! усло8uй отгона н.а полноту выдемния азота из pa.:1.liШiHЫX ,веществ, 
% от еНJ;сенного (а_ отгон с l\\gO; 6 - отгон с NaOII или ФББ) 

1 Продолжительность отгона, мни. 

Анализвруемое вещество 
Внесено N,1--2 1----·s __ l 10 

мкг 
1 

б а \ б 1 б а ! а 

1 1 

NI-\CI 1 200 92,6 1 96,9 98,9 99,6 Не опр. 

То же -15 м, по~рм=т,1 200* Не опр. %,О 99,5 » 
Г люкозамин-rидрохлорид 50 )} о 85,0 1,0 

1 

85,5 
1 о же + 5 ,ял rидролизата 50* )} о 85,0 1,2 85;9 
а-аланин 100 }} о о о о 

• Без учета содержания азота в гидро,шзате. 

Таблиr(а 4 

Реаультаты определения аминокисдотного, ;мксоJамuняого и ам,нонийн.ого азота 
в различных почвах 

Гид!Ю- Амн:нокислот- 1 Гексо1;j'·ш11ный j Лммон11йныi! ~ 
вый N 

Глубина, Nобщ, .1изуе-

ПоЧJ!а, угодье, пункт мый_N, 
см 1ц/к.г % от % от Nобщ 

Nобщ ~--- l 1 1 1 б а б а 6 
---------- -

Чернозем мощный ти-
пичпый, степ ею, пс- 0-10 5000 79,2 2!J,O 36,3 9,0 8,4 16,0 15,2 
1,ОСИ\Jая. Курская /iU--50 2350 7.372 18,9 29,5 9,0 8,3 18,2 17 ,6 
обл. 110-120 91{) 88,5 18,7 з1,о · 7,0 6,0 26,5 27,0 

Чернозем мощный ти· 
пичный, пашня. Кур· 
екая oбJJ. 0-20 2610 75,5 19, 1 

Чернозем ооыкновен-
23, 1 9,6 10,4 18,Н 19, 1 

иый, пашня. :Воро-
нежская обл. 0-20 4410 76,3 

BЬIЩC'.IIOЧCHHLJЙ Ч<срНU• 
1.9,2 28,2 '9,0 8,7· 16,0' 1.5 ,8 

зем, пашня. Башкир· 
екая АССР 0-:-20 4'980 60,3 14,6 22,9 7,5 7,0 14,0 13,6 

Оподзоленный черно-

зсм, нашпя, Папжир-

с 
сюш АССР 0-20 й280 й3,О 15,5 19,3 7,2 6,7 16,0 ')5,5 
ерая лесная, лес. 

Тульская обл. 0-10 2200 80,9 22,7 36,1 9,5 8,9 16,2 15,3 
Дерпово-подзолистая 
легкосуглинистая, 

пашня. Московская 0-20 850 82,5 22,7 25,4 11, 7 11,2 17.2 17,5 
обл. 70-80 

1 
185 79,4 / 3,0 18,0 5,0 4,5 41,0 43;1 

1 

Ир и ~1 с •1 ан не. а по Бремнеру, б - no предполагаемому методу. 

не происходит дезаминирования аминосахаров и аминокислот даже 

при увеличении про;~олжитс/1ьностп отгона до 10 мин., а аминокислоты 
не .разрушаются также при отгоне с ще.1очью. Под действием щелочи 
85% азота ,глюкозаl\-шна (как чистого, так и добавленного к гидроли· 
зату) nыдеJJяется 13 виде аммиака. нрпчси этот показатель нс удается 
улучшить путем увеличения продолжительности отгона до 10 !\ПШ •. За­
:-,1ена щелочи ФББ также не дает желаемых результатов. Эти данные 
в совокупности с указания;1ш в литературе {7, 31] дают основание ·счи­
тать, что в условиях нолумикроотгона с нарам мы до,1жпы считаться 

с возможностью недостаточно полного обнаружения rексозаминного 
азота. В этой связи следует подчеркнуть, что вопрос о поправочных 
коэффи'Циентах [1 О] по отношению к гсксоза минам неJ1ьзя, считать еще 
окончательно решеННЕ!IМ. 
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Наряду с ана,тrизом стандартных растворов ;проверку. эффективно­
сти предлагаемого мет,ода. мы проводили и на ,образцах почв. С этой 
целью каждый образец гидролизовали в 3-кратной повторности, поло­
вину гидролизатов нейтрализовали до рН,;6,5, з.атем как в кислых, так 
и нейтрализованньiх гидролизатах в 3-:кратной повторности определя­
ли содержание аминокислотного и гексозаминного азота по Бремнеру 
и по nредлагаемому методу. ,Результаты приведены в табл .. 4, в ней же 
имеются данные о содержании аммонийного азота. Как и в случае со 
стандартными растворами, при анализе почв на содержание аминокис­

лот. обнаруживается явное преимущество предлагаемо0:Ь метода перед 
методом Бремнера. Для· верхних слоев почв разница в поJiьзу первого 
достигает от 24% (о'rюд.золенный чернозем) до 50% и более (чернозем 
мощный, серая лесная почва под лесом). Эта разница еще бол,ее воз­
растает при анализе ооразцов нижних слоев почв. Замечеtю, что при 
гидролизе образцов нижних малогумусных слоев почв в раствор 6 п 
HCI переходит очень много минеральных веществ, гидролизат получа­
ется густым. По-видимому, присутствие повышенных количеств мине­
ральных веществ в гидролиз'ате сильно мешает отгону аммиака в при-
сутствии ФББ. , · 

При ,определении тексозаминов по предлагаемому методу nолучены, 
как правило, более низкие данные, чем по Бре,л:неру. В большинстве 
случаев разница между по·казателями. оказала·сь достоверной 
(Р=О"05), одна.ко в целом можно признать; что оба метода показыва­
ют практически одинаковые результаты, в особенности, когда речь 
идет о пахотном ,слое почв. В показателях ,содержания аммонийного 
азота не обнаружено существенных различий между методами. Это 
дает некоторое основание думать, :что причину более высокого содер­
жания гексозаминного азота по Бремнеру следует · искать в особом, 
еще невыясненном воздействии ФББ на азотсодержащие соединения в 
почвенном гидролизате. · · 

Данные табл. 4 дают возможносТiЬ рассчитать содержание неиден­
тиф1rцируемых форм азота в гидролизатах исследуемых почв. Так, в 
слое ,0-10 см мощно:го чернозема содержание НИФ составляет 19,3% 
от Nобщ почвы. Вполне возможно, что некоторую, хотя и очень незначи­
тельную часть НИФ составляют ,а-аминокислоты, не обнаруженные 
вследствие неполного их разрушения. В группу НИФ переходит азот 
гетероциклических соединений, пигментов, часть азота гексозаминов, а 
также не 1а_-аминный азот ряда аминокислот .. Некоторая- .часть :азота в 
rpyПIIe НИФ 'сосредоточена, вероятно, в кислоторастворимых rумусо­
вых веществах {11]. При работе по методу Бремнера содержание НИФ 
получается значительно выше (для мощного ч·ернозема 30,2%). 

Выводы 

1 .• Описан усовершенствованный вариант дистилляционного метода 
_опре.ц,еления аминокислотного и тексозаминного азота в гидролизатах 
почв. . . 
·. 2. По сравнению с известным методом Бремнера предлагаемый ме­
тод позволя.ет точнее, более полн·о и значительно проще оnределить со­
_цержание аминокислотного азота. По гексозаминам данные практиче-
ски ·совпадают. · 
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А METHOD FOR DETERMINATION OF AMINO ACID AND HEXOSE AMINE 
NIТROGEN IN SOILS 

The description of an improved method for determination of amino acid 
and hexose amine nitrogen is presented .. 
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