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Skitad aminokwasy biatek
(cz esé teoretyczna)

Reakcja biuretowa Piotrowskiego (na wi azanie peptydowe)

Jest to jedna z najcz escie] wykonywanych reakcji w analizie
biatek, pozwalaj aca na wykrycie biatka i na jego oznaczenie ilo sciowe.
Powyzsz g reakcj e daj a wszystkie pot aczenia, zawieraj ace w cz asteczce co
najmniej 2 grupy —CO-NH-, pot aczone ze sob  a: bezpo srednio (w dwuamidzie
kwasu szczawiowego H ,N-CO-CO-NH, , przez azot (w biurecie) lub przez
atom w egla (w dwuamidzie kwasu malonowego, bursztynowego c zy w
produktach hydrolizy biatek).

Dodatniego odczynu w reakcji biuretowej nie daj a wolne aminokwasy
i dwupeptydy.

W wyniku utworzenia koordynacyjnego pot aczenia miedzi z 2
przylegtymi  wi azaniami —CO-NH-, powstaje barwny produkt soli

kompleksowe,.
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X Nazwa préby pochodzi od biuretu, zwi azku powstaj acego przy ogrzewaniu mocznika do 180 °C. Jest to
zarazem jeden z najprostszych zwi azkoéw daj acych pozytywny wynik tej proby.
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Proba biuretowa jest te z waznag metod a ilo $ciowego oznaczania
biatek. W tym przypadku wykorzystuje si e liniow g zale znos¢ zmiany barwy
od st ezenia protein, a sci slej bior ac od liczby podwojnych wi azan
peptydowych, ktor a ustala si e za pomoc g kolorymetrii, w odniesieniu do
odpowiedniej krzywej wzorcowe;j.
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Préba ksantoproteinowa

Dodatni odczyn ksantoproteinowy daj a aminokwasy aromatyczne:
tyrozyna , tryptofan : fenyloalanina oraz biatka zawieraj ace te
aminokwasy. Zwi  azki te ulegaj a reakcji nitrowania w czasie ogrzewania
ze st ezonym roztworem HNO 3, daj ac zOlto zabarwione nitrowe pochodne
(fenyloalanina wymaga do nitrowania dodatku H 2SQ). Po zalkalizowaniu
powstate nitrozwi azki przyjmuj a zabarwienie pomara nczowe:
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* Proba ksantoproteinowa jest przyktadem sposobu odr6 znienia zwi  azkéw aromatycznych od niearomatycznych.

Daje pozytywny wynik ze wszystkimi zwi azkami zawieraj acymi pier scie n aromatyczny (w przypadku obecno 4Ci
tylko jednego podstawnika w pier scieniu lub jego braku, niezb edny jest dodatek kwasu siarkowego (VI) do
mieszaniny nitruj acej).

Proba Millona

Proba Millona shu zy do wykrywania tyrozyny oraz biatek
zawieraj acych tyrozyn  e. Tyrozyna ulega pod wptywem odczynnika Millona
nitrowaniu w pozycji ort o pier scienia aromatycznego. Powstata pochodna
—0-nitrozopochodna- tworzy barwny kompleks z jonami m iedziHg 2.

2Hg + 6 HNO3 e Hg(N03)2 + NO + NOz + 3 Hzo

+H,0
NO + NO, — N,0; —>> 2 HNO,
OH OH
+ HNO, —> + H,0O
R R I
(0]
09-02-25 wvbiochfiz.up.lublin.pl Wergj25.02.09

-2z24-



UNIWERSYTET PRZYRODNICZY
Tl N, Wyd-ch’l- Medycyny Weterynaryjnej
&4t 5 KATEDRA BIOEHEMII I FIZJOLOGII ZWIERZAT
4 r. s+ Zaktad Biochemii

+#. "%>20-033 Lublin, ul. Akademicka 12

tel. 081 445 69 73
OH 0\ /o
Hg?* Hg
2 —_—
D[ AN

R I ] R
o) 0 o
K Préba Millona jest charakterystyczna dla fenoli o ¢ 0 najmniej jednej nie podstawionej pozycji orto. Jest
te z cz esto wykorzystywana w chemii organicznej do wykrywan ia fenoli o wolnej pozycji ort o i podstawniku w
pozyciji para (tak jak ma to miejsce w tyrozynie), ktére nie daj a pozytywnego wyniku innych reakcji

wykrywania fenoli.

Préba Adamkiewicza-Hopkinsa

Préba na wykrywanie tryptofanu i biatek, w ktorych sktad wchodzi
tryptofan. W srodowisku kwa snym pier s$cienie indolowe dwoéch cz asteczek
tryptofanu kondensu; a z kwasem glikosalowym, daj ac barwny produkt:

HO

Iz

Préba cysteinowa
Zwi azki  posiadaj ace grupy hydrosulfidowe  (utlenione Ilub

zredukowane), jak cysteina i cystyna, ogrzewane w srodowisku zasadowym
ulegaj a rozpadowi. Zawarta w nich siarka ulega uwolnieniu w postaci
jonow siarczkowych, ktére z jonami Pb >* daj a czarny osad PbS. Inny
aminokwas siarkowy, metionina, nie daje dodatniego wyniku w tej
reakciji.

Poj ecie doborowo  &ci biatek

Biatka stanowi ace sktadniki po zywienia cziowieka maj a bardzo
ré znorodny sktad aminokwasowy. Na ogét mo zna je podzieli ¢ na 3 grupy:
1. bialka petnowarto sciowe (biatka doborowe) zawieraj ace wszystkie
aminokwasy niezb  edne w stosunku ilo sciowym, zapewniaj acym wila sciwe
pokrycie zapotrzebowania ustroju cziowieka. Tego ro dzaju biatka

wyst epuj a w mleku, jajach, serze itp.)
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2. biatka cz  esciowo niepetnowarto sciowe (wzgl ednie niedoborowe), tj.
takie, w ktorych wprawdzie obecne s a wszystkie aminokwasy
niezb edne, lecz co najmniej jeden w ilo $ci niewystarczaj acej. Tego
rodzaju biatka wyst epuj a w przetworach zbo zowych (m aka, kasze).

3. biatka niepetnowarto sciowe (biatka niedoborowe). Zawieraj a one
bardzo malo aminokwasow niezb ednych lub mog a w ogdle nie zawiera ¢
jednego albo kilku z nich. Typowym biatkiem niedobo rowym jest
zelatyna  pozbawiona tryptofanu oraz biatka sCi egien nie
zawieraj ace tryptofanu i tylko znikome ilo $ci  aminokwasow o0

ta ncuchach w eglowych rozgat  ezionych.
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