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Лабораторная работа   

Цветные реакции на белки и аминокислоты 

 

Цель работы: изучить основные способы получения и химические свойства 

аминокислот и белков, а так же качественные цветные реакции. 

Материалы и оборудование. 1%-ный раствор глицина; раствор яичного белка 

или разбавленная сыворотка; гидроксид натрия, 10%-ный раствор; сульфат меди 

(II), 1%-ный раствор; реактив Милона: состоит из азотнокислых солей окиси и заки-

си ртути в HNO3 с примесью HNO2; фенол, 0,1%-ный раствор; желатина, 1%-ный 

раствор; гидроксид натрия, 10%-ный раствор; концентрированная азотная кислота; 

ледяная уксусная кислота (в ней в виде примеси всегда содержится глиоксилевая 

кислота); концентрированная серная кислота; сахароза, 10%-ный раствор; ацетат 

свинца (II), 5%-ный раствор; нингидрин, 0,2%-ный раствор в спирте; индикатор ме-

тиловый красный; 40%-ный раствор формальдегида; штатив с пробирками, капель-

ницы или пипетки. 

Цветные реакции на белки являются реакциями на структурные элементы белка 

– аминокислоты или образуемые ими химические группировки. При взаимодей-

ствии белка с отдельными химическими веществами возникают окрашенные про-

дукты реакции, обусловленные присутствием в белках определенных аминокислот 

и групп. 

1. Биуретовая реакция (реакция Пиотровского). Реакция обусловлена нали-

чием в белках пептидных связей, соединяющих остатки аминокислот в молекуле 

белка путем отнятия элементов частицы воды из — СООН-группы одной амино-

кислоты и —NH2- группы другой: 

 
В сильно щелочной среде в присутствии сернокислой меди образуются ком-

плексные соединения меди с пептидной группировкой, окрашенные в красно-

фиолетовый или сине-фиолетовый цвет. 

Биуретовой реакцией обнаруживаются все без исключения белки, а также про-

дукты их неполного гидролиза – пептоны и полипептиды. Для ди- и трипептидов 

биуретовая реакция ненадежна. Оттенок окрашивания зависит от длины пептидной 

цепочки. Пептоны при этой реакции дают розовое или красное окрашивание. Би-

уретовая реакция положительна и с веществами небелкового характера, имеющими 
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в своем составе не менее двух —СО—NH2-групп, к ним относятся, например, ок-

самид — H2N—CO—CO—NH2, биурет —H2N—CO—NH—CO—NH2, по которому 

и названа реакция. 

В пробирку наливают 5 капель раствора белка, 5 капель 10%-ного раствора гид-

роксида натрия и по каплям, начиная с 1 капли, раствор сернокислой меди до появ-

ления при взбалтывании розово-фиолетового или сине-фиолетового окрашивания. 

Надо избегать избытка CuSO4, так как при дальнейшем его прибавлении все более 

усиливается нехарактерный синий оттенок и, наконец, выпадает осадок гидрата 

окиси меди. 

При малых концентрациях белка в растворе в пробирку наливают 20 капель 

10%-ного раствора гидроксида натрия, добавляют 1–2 капли 1%-ного раствора сер-

нокислой меди и перемешивают. Затем набирают в пипетку разбавленный раствор 

белка и осторожно спускают его по стенке пробирки так, чтобы он наслаивался 

сверху и не смешивался со щелочным раствором сернокислой меди. На границе 

двух слоев жидкости образуется фиолетовое кольцо. 

2. Реакция Миллона. Реактив Миллона состоит из азотнокислых солей окиси и 

закиси ртути в HNO3 с примесью HNO2. Он дает окрашивание с фенолами, полифе-

нолами. В случае белков реакция обусловлена присутствием в них тирозинового 

остатка со свободной фенольной группой. При нагревании раствора белка с реакти-

вом Миллона образуется нитросоединение тирозина, которое, присоединяя ртуть, 

превращается в ртутную соль нитротирозина, имеющую пурпурно-красный цвет: 

 

 
Белки, не содержащие тирозин (желатина, клупеин, сальмин и др.), не дают ре-

акции Миллона. 

В пробирку наливают 5 капель раствора белка и 3 капли реактива Миллона. Об-

разуется белый осадок (действие соли тяжелого металла, а также концентрирован-

ной азотной кислоты). При слабом нагревании (нагревать не выше 50 °С) осадок 

окрашивается сначала в розовый, а затем в пурпурно-красный цвет от образования 

ртутной соли нитропроизводного тирозина. 

Для сравнения производят аналогичным образом Миллонову реакцию с желати-

ной. Жидкость остается бесцветной (или слегка желтеет), так как в молекуле жела-
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тины остатки тирозина отсутствуют. 

Проделывают реакцию с фенолом. В пробирку наливают 10 капель раствора фе-

нола, 5 капель реактива Миллона и осторожно нагревают. Появляется розовое 

окрашивание.  

Реакции вредят хлориды, перекись водорода, алкоголь, большое количество ми-

неральных солей, так как дают осадки с ртутью и превращают реактив в недеятель-

ный. Щелочные растворы перед производством реакции должны быть нейтрализо-

ваны азотной или уксусной кислотой во избежание выпадения осадка окиси ртути. 

3. Ксантопротеиновая реакция (Мульдера). Реакция обусловлена наличием в 

белке циклических аминокислот – тирозина и триптофана, содержащих в своем со-

ставе бензольное ядро. При нагревании большинства белков с концентрированной 

азотной кислотой бензольное ядро тирозина и триптофана нитруется с образовани-

ем нитропроизводных желтого цвета. Последние при добавлении щелочи превра-

щаются в соли хиноидной структуры, окрашенные в оранжевый цвет.  

Реакцию нитрования и образования солей хиноидной структуры можно предста-

вить следующим образом: 

 
Ксантопротеиновую реакцию (желтое окрашивание) можно наблюдать на коже, 

ногтях, шерсти и т. п. при попадании на них концентрированной азотной кислоты. 

Белки, не содержащие тирозина и триптофана, не дают ксантопротеиновой реакции 

(желатина, сальмин и др.). В отличие от тирозина и триптофана, фенилаланин под-

вергается нитрованию с большим трудом и, по-видимому, не обусловливает ксан-

топротеиновой реакции. Поскольку ксантопротеиновая реакция обусловлена нитро-

ванием ароматического кольца, она может быть положительной с более простыми 

ароматическими соединениями, например, с фенолом. 

В пробирку наливают 5 капель раствора белка и 3 капли концентрированной 

азотной кислоты. Образуется осадок белка под действием кислоты. При нагревании 

осадок окрашивается в желтый цвет (нитрование) и постепенно растворяется (про-

исходит гидролиз белка), сообщая желтую окраску раствору. 
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Содержимое пробирки охлаждают под краном. К охлажденной смеси прибавля-

ют по каплям 10%-ный раствор гидроксида натрия. Когда реакция жидкости сдела-

ется щелочной, появляется оранжевое окрашивание вследствие образования натрие-

вой соли динитротирозина. 

4. Реакция Адамкевича. Реакция обусловлена присутствием в белке остатков 

аминокислоты триптофана. Она основана на способности триптофана в кислой сре-

де вступать в реакцию с глиоксилевой кислотой, образуя при этом окрашенные 

продукты конденсации. В качестве источника глиоксилевой кислоты обычно ис-

пользуют ледяную уксусную кислоту, содержащую примесь глиоксилевой. Две мо-

лекулы триптофана, реагируя с глиоксилевой кислотой, образуют соединение крас-

но-фиолетового цвета: 

 

 

 
 

К 1 капле неразбавленного белка или 5–10 каплям сыворотки добавляют 10 ка-

пель ледяной уксусной кислоты (или глиоксилевой кислоты) и слегка нагревают до 

растворения белка. 

Содержимое пробирки охлаждают и, сильно наклонив пробирку, очень осто-

рожно, по стенке подслаивают из пипетки около 1 мл концентрированной серной 

кислоты так, чтобы обе жидкости не смешались. При стоянии на границе соприкос-

новения двух слоев жидкости возникает красно-фиолетовое окрашивание в виде 
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кольца. Окраска постепенно распространяется на весь раствор. При нагревании в 

кипящей водяной бане окрашивание развивается быстрее. 

5. Реакция Шульце-Распайля. Данная реакция обусловлена наличием в белке 

остатка триптофана. Триптофан, взаимодействуя с оксиметилфурфуролом, дает 

продукты конденсации, окрашенные в вишнево-красный цвет. Оксиметилфурфурол 

в этой реакции образуется из гексоз (быстрее из фруктозы), получающихся при гид-

ролизе сахарозы под влиянием концентрированной серной кислоты. 

Образование оксиметилфурфурола из фруктозы в присутствии концентрирован-

ной серной кислоты происходит в результате следующей реакции: 

 
К 1 капле неразбавленного яичного белка или к 5–10 каплям сыворотки добав-

ляют 1–2 капли 10%-ного раствора сахарозы и пипеткой осторожно по стенке про-

бирки подслаивают около 1 мл концентрированной серной кислоты. 

Легким встряхиванием пробирки смешивают обе жидкости. Вследствие выделе-

ния тепла при растворении H2SO4 в воде происходит саморазогревание жидкости на 

месте соприкосновения обоих слоев и появляется вишнево-красное окрашивание. 

Необходимо следить, чтобы жидкость не перегрелась выше 70 С, так как иначе под 

влиянием H2SO4 происходит обугливание органического вещества и раствор буреет. 

6. Реакция Фоля. Реакция обусловлена присутствием в белке аминокислот ци-

стина и цистеина, содержащих слабосвязанную серу. Эти аминокислоты под влия-

нием щелочи при нагревании разрушаются с образованием сероводорода. Послед-

ний в щелочной среде дает сернистый натрий, который, реагируя с плюмбитом 

натрия, образует черный осадок сернистого свинца. Для выявления сульфида 

натрия используют ацетат свинца, который при взаимодействии с гидроксидом 

натрия превращается в его плюмбит. В результате взаимодействия ионов серы и 

свинца образуется сульфид свинца черного или бурого цвета: 
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Другая серосодержащая аминокислота метионин более устойчива и при слабом 

щелочном гидролизе не разрушается. 

Наливают в пробирку 10 капель 5%-ного раствора ацетата свинца (II) и по каплям 

прибавляют 10%-ный раствор гидроксида натрия до растворения образующегося вна-

чале осадка гидроксида свинца (II) (Реактив Фоля). Приливают несколько капель бел-

ка и смесь кипятят. Через некоторое время жидкость буреет и выпадает черный оса-

док сульфида свинца (II). 

7. Нингидриновая реакция (реакция Руэманна). Реакция обусловлена нали-

чием в белке остатков -аминокислот. При нагревании растворов белка, пептидов и 

а-аминокислот с нингидрином образуются окрашенные соединения. 

Нингидрин, являясь сильным окислителем, вызывает окислительное дезамини-

рование -аминокислоты, приводящее к образованию аммиака, двуокиси углерода, 

соответствующего альдегида и восстановленной формы нингидрина: 

 
Восстановленная форма нингидрина реагирует с избытком нингидрина и с ам-

миаком. При этом образуется продукт конденсации сине-фиолетового цвета: 

 
В случае аминокислот (пролина и оксипролина) образуется продукт ярко-

желтого цвета. Нингидриновую реакцию дают некоторые амины, амиды кислот, а 

также аммонийные соли и другие соединения. 



 

8 
 

В пробирку наливают 10 капель раствора белка, добавляют 3–6 капель 0,2%-

ного раствора нингидрина и кипятят. Через 1–3 мин наблюдают появление розово-

го, красного, а затем сине-фиолетового окрашивания. Через некоторое время рас-

твор становится синим. 

Каждая из рассмотренных выше цветных реакций в отдельности не является 

специфичной для белка. Доказательством присутствия белка может служить лишь 

положительный результат нескольких реакций. 

8. Реакция с формальдегидом. При взаимодействии α-амино-кислот с фор-

мальдегидом образуются относительно устойчивые карбиноламины – N-

метилольные производные, содержащие свободную карбоксильную группу, кото-

рую затем титруют щелочью: 

 
Эта реакция лежит в основе количественного определения α-аминокислот мето-

дом формального титрования (метод Сёренсена). 

В пробирку наливают 5 капель 1%-ного раствора глицина и прибавляют 1 каплю 

индикатора метилового красного. Раствор окрашивается в желтый цвет (нейтраль-

ная среда). К полученной смеси добавляют равный объем 40%-ного раствора фор-

мальдегида (формалин). Появляется красное окрашивание (кислая среда). 

Результаты работы оформить в виде таблицы. В выводах указать, на чем основа-

ны цветные реакции на белки. Написать формулы определяемых аминокислот. 

 

№ Название 
Реактивы и 

условия 
Окраска 

Определяемые 

аминокислоты 
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