Bilkoviny a aminokyseliny
Pro¢ v potravinach analyzujeme bilkoviny ?

* Posouzeni nutri¢ni hodnoty
— celkovy obsah bilkovin
— aminokyselinové slozeni, volné aminokyseliny
— obsah cizorodych a neplnohodnotnych bilkovin
— travitelnost bilkovin
» Kontrola dodrzeni receptury
— celkovy obsah bilkovin
— pritomnost cizorodych bilkovin
+ Urcovani ptvodu suroviny, autenticita
— aminokyselinové slozeni

— stanoveni frakci bilkovin

Ukazatele obsahu bilkovin

* Hruby obsah bilkovin
« Cisty obsah bilkovin
* Obsah travitelnych bilkovin



Stanoveni bilkovin — metody zalozené
na stanoveni dusiku

* ve vzorku se stanovi dusik
+ obsah dusiku se nasobi pfepocitavacim faktorem (obvykle 6,25)
soucin je hruby obsah bilkovin

(obsah dusiku ve vétsing bilkovin je cca 16 %; 100/16 = 6,25)

Potravina Faktor | Potravina Faktor
Psenice Ofechy
celozrnna mouka 5,83 para ofechy, arasidy 5,41
ostatni mouky, téstoviny | 5,70 mandle 5,18
otruby 6,31 ostatni ofechy 5,30
Ryze 5,95 MIléko, mlécné vyrobky 6,38
Je¢men, oves, Zito 5,83 Kolagen, zelatina 5,55
Séja 5,71 Ostatni potraviny 6,25

Stanoveni dusiku a hrubé bilkoviny podle KJELDAHLA

Vyznam: univerzalni, mezinarodn¢ akceptovana metoda

Podstata: mineralizace vzorkukys. sirovou — konverze org. sloucenin
dusiku na (NHy4),SOy,, alkalizace a oddéleni NH; destilaci,
titracni stanoveni amoniaku

Provedeni:

 zédhtev vzorku s konc. H,SO, a katalyzatorem (Se, Se+K,SO,,
HgO, bezvody CuSO,, K,SO4+CuSO,, TiO,+CuSQOy,)
v KIELDAHLOVE barfice nebo silnosténné zkumavce

* max. teplota 340-390 °C (t.v. H,SO4 je 338°C)

* doba bézn¢ 20-60 min, Gplny rozklad Lys, Trp, Tyr nastava az po
dalSich 30-40 min po vycifeni,
(dusik obsazeny v derivatech pyridinu, chinolinu, triazolu,... nelze stanovit,
dusi¢nany, dusitany, nitro- a nitrososlouceniny az po redukci)



KJELDAHLOVA metoda

+ zalkalizovani mineralizatu, uvolnéni amoniaku a jeho oddéleni
destilaci s vodni parou:

HzSO4 +2 NaOH —» Na2804 +2 H20
(NH4)2SO4 +2NaOH — 2 NH3 + Nast4 +2 H20

—r
=, j = o

Destilacni aparatura
dle PARNASE a WAGNERA

KJELDAHLOVA metoda

* titraéni stanoveni amoniaku

a) amoniak se pii destilaci jima do piedlohy s odmérnym roztokem
H,SO,, nadbytek kyseliny se stanovi titraci hydroxidem:

2 NH; + H,SO, — (NH,),SO,
H,SO, + 2 NaOH — Na,SO, + 2 H,0O
Tashirtv indikéator (methylcerven + methylenova modi)

b) amoniak se pfi destilaci jima do predlohy s roztokem kyseliny
borité, vznikly boritan amonny se titruje kyselinou (WINKLER):

3 NH, + H;BO; — (NH,);BO;
(NH,);BO; + 3 HCl — 3 NH,CI + H,BO,

Tashirav indikéator



KJELDAHLOVA metoda

Vypocet obsahu dusiku a bilkoviny:
ad a)

N3 =2 . (Crzsos - Vinsos — 0,5 . Cnaon - VNaon)  mmol
my = 14 . NNH3 mg
Mpjlkovina = 0,25 . my Mg

ad b)

nNH3 = Macl = Cucl - Vi mmol

Jiné metody stanoveni dusiku

+ CoNwAYOVA metoda: mikrometoda, shodny princip
s KIELDAHLOVOU metodou, absorpce NH; v CONWAYOVE
nadobce v roztoku H;BO;

» HANUSOVA metoda: po mineralizaci se roztok zneutralizuje
hydroxidem na fenolftalein, amonné ionty se prevedou reakci
s formaldehydem na hexamethylentetramin, uvolnéna kyselina
v odbarveném roztoku se ztitruje hydroxidem:
4 NH4+ +6 CHzZO ad C6H12N4 +6 H20 +4H"

* NESSLEROVA metoda: po mineralizaci se stanovi amonné ionty
spektrofotometricky (A=450 nm) po reakci s NESSLEROVYM
¢inidlem (K,Hgl, + NaOH) — zlutohnédy produkt [Hg,IsNH,],
kalibra¢ni standard: (NH,),SOy, rozsah 20-60 pg N

* DumasovA metoda: pyrolyza vzorku zdhfevem s CuO —
— konverze org. slou¢. N na elementarni dusik, uréeni objemu N,



Stanoveni ¢istého obsahu bilkovin

ze suspenze rozmélnéného vzorku se bilkoviny srdzeji taninem
(v prostiedi ztedéné H,SO,) nebo vysrazenym hydroxidem
médnatym (po piidavku CuSO, do prostiedi ziedéného NaOH),
po filtraci se ve srazening stanovi dusik podle KJELDAHLA

a prepocita se na bilkovinu

Stanoveni travitelnych bilkovin

vzorek se inkubuje s ptislusSnym enzymem (pepsin — kyselé
prostiedi, trypsin — alkalické prostiedi) pti 37°C (24-48 hod);
v nerozpustném zbytku se stanovi bilkoviny podle KJELDAHLA,
vysledek se odecte od celkového obsahu a ziska se obsah
travitelnych bilkovin

Spektrometrické metody stanoveni bilkovin

* UV a VIS spektrofotometrie — stanoveni v roztocich
* NIR (near infrared) spektrometrie — méteni v pitvodnim vzorku

Stanoveni bilkovin ultrafialovou spektrofotometrii

a) vyuziti absorpce vyvolané ptitomnosti aromatickych AK
(Phe, Tyr. Trp), A =280 nm

* vliv interferenttl (nukleové kyseliny...) se koriguje méfenim
pfi 260 nm (nutny alespon 5 nasobny piebytek bilkovin vici
nukleovym kyselindm)
priblizny vypocet:

Coitk = (1,45 . Apgo— 0,74 . Arg0) / b [mg/ml]

+ absorbance zavisi na aminokyselinovém slozeni bilkoviny

a hodnoté¢ pH roztoku



UV spektrofotometrie bilkovin

Absorptivity nékterych bilkovin pti 280 nm

Bilkovina M, &80 Q589
(pivod) (Lmol'.cm) (Lgl.cm™)
myosin 470 000 32,2.10* 0,685
(sval prasete)

B-laktoglobulin 18 000 (1,6-1,9) . 104 0,90-1,04
(kravské mléko) (pH 2,6)
laktoferrin 86 000 10,9 .10% 1,27
(kravské mléko)

ovomukoid 76 000 3,9.10* 0,51
(vajecny bilek)

lysozym 14 300 3,8.10% 2,64
(vajecny bilek)

UV spektrofotometrie bilkovin

b) vyuziti absorpce peptidovych vazeb v intervalu 205-235 nm
* méfeni pii 215 a 225 nm:
Chilk — 144 (A215_ A225) / b [Hg/ml] (plati \% prOStf‘edi pH 4'8)

+ velmi vysoka citlivost (mozno stanovit az jednotky ng/ml)
interferuji acetaty, sukcinaty, citraty, ftalaty, barbituraty
stanoveni nerusi fosfaty, boraty, NaCl, (NH,),SO,, Tris

¢) méteni absorpce peptidovych vazeb pii 235 s korekei na obsah
aromatickych aminokyselin pti 280 nm:

Cpitk = 0,3984 (Ay35 — Angg) / b [mg/ml]  (plati ve fosfatovém pufru, pH=6,8)

Koeficient 0,3984 je pievracena hodnota rozdilu primérnych hodnot absorptivit
riznych bilkovin pfi 235 a 280 nm
Vyhody metody: — nukleové kyseliny nerusi (maji stejné A pii 235 a 280 nm)
— bezkalibracni méteni
— vysledek jen malo zavisi na AK slozeni (chyba do 20 %)



Stanoveni bilkovin s biuretovym ¢inidlem

* bilkoviny tvofi s biuretovym ¢inidlem (CuSO, + vinan sodno-
draselny + NaOH) fialov¢ zbarvené méd’'naté komplexy
méteni pii 540-560 nm nebo 310 nm

* reakce probiha 30-40 min

 stanoveni neni specifické (reaguji i peptidy, rusi NH; a Tris)

* vysledky nezaviseji na aminokyselinovém slozeni

 citlivost je pfi méfeni ve viditelné oblasti relativné mala
(pracovni rozsah cca 0,1- 10 mg bilkoviny)

Stanoveni bilkovin s biuretovym ¢inidlem
— absorpéni spektra

0,40 -
0,35 -
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a 4 ml ¢inidla + 1 ml vody
b 4 ml ¢inidla + 1 ml vzorku (vajecny albumin 5 mg/ml)
¢ rozdilova kfivka



LOWRYHO metoda stanoveni bilkovin

* FoLIN-CiocALTEOVO ¢inidlo (smés kyseliny fosfomolybdenové
a fosfowolframové) poskytuje za pfitomnosti Cu** v alkalickém
prostredi (pH 10-10,5) s bilkovinami modfe zbarveny produkt
(Amax = 745-750 nm)

« cinidlo reaguje se zbytky aromatickych aminokyselin
(odezvu davé i samotny Tyr)

» vysledky jsou zavislé na aminokyselinovém slozeni

* vysoka citlivost
(pracovni rozsah 10-200 pg bilkoviny)

Stanoveni bilkovin po reakci s organickymi barvivy
Principy:

a) bilkovina se vaZe na rozpustné barvivo a vznika nerozpustny
produkt — roztok se odbarvuje, tj. klesé absorbance
(amidocern, oranz G)

b) vazbou bilkoviny na rozpustné barvivo se méni absorpcni
spektrum
(Coomassie)



BRADFORDOVA metoda

vyuziva reakce s bilkovin
s trifenylmethanovym barvivem

HN

Coomassie brilliant blue G 250 ) K@

OCH,CH, s0;

reakce probiha v kyselém prostredi

v diisledku reakce barviva s bilkovinou dochazi k posunu
absorpcniho maxima k delsi vinové délce (480 nm — 595 nm)
— modré zbarveni

Asgs méfend proti slepému pokusu je imérna koncentraci bilkoviny
vysledky prakticky nezédviseji na aminokyselinovém slozeni
stanoventi je citlivé a rychlé (doba reakce cca 2 min)

povrchové aktivni latky rusi stanoveni

pouziti barviva také k detekci bilkovin v gelové elektroforese

BRADFORDOVA metoda — absorp¢ni spektra

Absorbance

595

400 450 500 550 600 650 700 750 800

a — ¢inidlo
b — ¢inidlo + bilkovina
¢ —rozdilova kiivka



Stanoveni aminokyselinového slozeni
bilkovin

Duvody pro stanoveni aminokyselinového slozeni:

* zjiSténi nutri¢ni hodnoty potraviny, suroviny
(esencidlni vs. relativné postradatelné AK)
* marker druhu suroviny

* charakterizace bilkovinné frakce nebo konkrétni bilkoviny
(prvni krok pted ur€ovanim struktury bilkoviny)

Postup pfi stanoveni aminokyselinového slozeni:

1. izolace bilkovin

(ptitomnost lipidl a sacharidi komplikuje dalsi kroky)
2. hydrolyza bilkovin
3. stanoveni jednotlivych AK v hydrolyzatu

Hydrolyza bilkovin

zajisti rozStépeni makromolekul bilkovin (a peptidl) na stavebni
jednotky — aminokyseliny.

Moznosti provedeni: kyseld, alkalickd nebo enzymova hydrolyza

Kysela hydrolyza bilkovin

* nejcastéji hydrolyza 6M HCl pii 110 °C, 16-72 h
(nebo mikrovinny ohiev 145-155 °C, 4 h)
* pi1 hydrolyze dochazi ke zménam nékterych AK:
* destrukce Trp (z¢asti Ser, Thr)
* Castecnd oxidace sirnych AK
* hydrolyza amidovych vazeb Gln a Asn — Glu resp. Asp
» predbeézna oxidace vzorku kys. permravenci zajisti konverzi
sirnych AK na jednotné ox. produkty:
Cys (-SH) — kyselina cysteova (-SOs;H)
Met — methioninsulfon

10



Alkalicka hydrolyza bilkovin

* 4,2 M NaOH nebo 2M Ba(OH), nebo 4M LiOH pfi 110 °C, 22 h
(nebo mikrovinny ohfev 1h)

* zpravidla se pouziva jen pro stanoveni Trp (chybu minimalizuje
pouziti 5-methyltryptofanu jako interniho standardu)

Analyza aminokyselin

Aminokyseliny e volné
e vazané v bilkovinach a peptidech

Diivody pro analyzu aminokyselin:

o nutri¢ni hodnota, AK sloZeni bilkoviny
 kontrola receptury vyrobku

e Phe vs. potraviny pro fenylketonuriky

e potraviny fortifikované esencidlnimi AK
e Glu jako ochucujici ptisada

e urcovani druhu suroviny

11



Planarni chromatografie aminokyselin

+ zejména TLC, HPTLC (PC se pouziva malo)

* TLC, PC — kvalitativni, popt. semikvantitativni analyza

* porovnani skvrn na chromatogramu vzorku se skvrnami

standardnich latek

* spektrofotometrické méteni po eluci latky ze skvrny
* HPTLC — kvantitativni analyza

* denzitometrické méfeni

Piiklady podminek pro TLC aminokyselin

« silikagel, mobilni faze: butanol-kys. octova-voda (4:1:1)

 dvourozmérnd chromatografie na Si-gelu
1. smér: CHCl3-MeOH-17% NH; 2:2:1 (V/V)
2. smér: fenol-voda 3:1 (m/m)

Priklad TLC aminokyselin
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detekce: ninhydnn

stac. fize: silikagel

mobil. Fize: 1-butanol - octovd
kyselina - voda ( 4:1:1)

I = histidin,

2 = cystin,

3 = serin,

4 = alanin,

5 = isoleucin,
6 = fenylalanin,
7 = tryptofan,

B = arginin,

9 = prolin,

10 = asparagovi kys.,
11 = glutamovi kys.,
12 = valin,

13 = hpugin,

14 = lysin,

15 = hydroxyprolin,
16 = glycin,

|7 = threonin,

18 = methionin,

19 = ryrosin
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Detekce aminokyselin v planarni chromatografii

Reakce s ninhydrinem (postiikani chromatogramu acetonovym
roztokem, odpateni, zahtev): vétSina AK poskytuje
cervenofialové az modrofialové produkty:

o O (0]
OH
R—CH—COOH + 2 — > R—CH=0 + O’ N
b or
’ o OH o
4+ Co, +3H,0
prolin a hydroxyprolin poskytuji zluté zbarveny produkt:

Q R o Detekce ninhydrinem je neselektivni:
O’ _ ’O reaguji peptidy, bilkoviny, aminy,
N amoniak
OH

\
0

DalSi ¢inidla pro detekci (resp. derivatizaci)
aminokyselin

* trinitrobenzensulfonova kyselina (— zluté produkty)

* 2.4-dinitrofluorbenzen (— Zluté zbarvené derivaty, déleni TLC)
» p-toluensulfonova kyselina (— tosylderivaty)

 dansylchlorid (— fluoreskujici dansylderivaty)

13



Stanoveni celkového obsahu aminokyselin

Formolova titrace aminokyselin

po reakci AK s formaldehydem (aduje se na aminoskupinu)

R—CH—COOH + CH,—0 — R—Cl:H_COOH+ H,O

NH, N=CH,

se uplatni kysely charakter karboxylu a kyseliny lze titrovat
odmérnym roztokem hydroxidu na fenolftalein.

Vyjadreni vysledku: — procentni obsah dusiku aminoskupin
— latkovy obsah aminokyselin (mmol/kg)
— formolové ¢islo (u ndpoji): spotieba
0,1M NaOH pii titraci 100 ml vzorku

Stanoveni celkového obsahu aminokyselin

Spektrofotometrické metody

* po reakci s ninhydrinem:
¢ervenofialové zbarveni (4,,,,= 570 nm)
Pro a Hyp — zluté zbarveni (4= 430 nm)

* po reakci s trinitrobenzensulfonovou kyselinou:
v alkalickém prostiedi vznikaji Zluté produkty,
meéieni v UV oblasti (A= 340 nm)

NO NO.

2 2
R—CH—COOH + O,N SOH ——— ON SOZ—NH—|CH—COOH
I -H,

NH, NO, NO, R

14



Stanoveni aminokyselin vysokotc¢innou kapalinovou
chromatografii

Nejcastéjsi varianty:

* iontoméni¢ova chromatografie (IEC): déleni ve forme
aminokyselin, pokolonova derivatizace

» chromatografie na obracené fazi (RP-HPLC): zpravidla déleni
derivati aminokyselin — pfedkolonova derivatizace

Detekce aminokyselin v HPLC

Aminokyseliny samy o sob& neabsorbuji v UV nad 240 nm
(vyjimky: Phe, Tyr, Trp) ani nefluoreskuji (vyjimka Trp). Proto
se pred detekcei derivatizuji (tj. chemicky konvertuji na derivaty
absorbujici, fluoreskujici nebo derivaty elektrochemicky aktivni).

Derivatizace muze byt

» pokolonova — separované¢ AK vystupuji z kolony a reaguji s tokem

derivatiza¢niho ¢inidla (ninhydrin)
* predkolonové — derivaty se vytvori reakci AK s ¢inidlem pied
nastfikem do chromatografické kolony

Piiklady detekce AK s pouzitim derivatizace

Detekce Cinidlo Pozn.
UV/VIS ninhydrin pokolonova deriv. 570 a 440 nm
dabsylchlorid | pfedkolonova deriv. 425 a 436 nm
PITC piedkolonova deriv. 254-280 nm
fluorimetricka OPA ex. 330 nm, em. 455 nm
dansylchlorid | pfedkolonova deriv., ex. 340, em. 510 nm
AQC piedkolonova deriv., ex. 245, em 395 nm
FMOC piedkolonova deriv. ex. 263, em. 313 nm
elektrochemicka | OPA 0,4-0,7V

15



Chemické reakce probihajici pfi derivatizaci aminokyselin v LC

(CHy),N ON = N@sop + R—(l:H—COOH
NH

2
\ - Hel
(CH),N ON = N—@—SOZ—NH—?H—COOH
R

dabsylderivat

dabsylchlorid

Pozn.: dabsylchlorid reaguje i se sek. aminokyselinami (Pro) a aminy

R s R
/A | [ |
N=C=§ + H,N—CH—COOH — NH— C—NH—CH—COOH

PITC fenylthiokarbamoy(PTC) derivat
(fenylisothiokyanat)

Pozn.: PITC se pouziva také pii Edmanové odbourani peptidt — vznikaji fenylthiohydantoiny

(0]
R

H
H + H,N—CH—COOH + HS—CH,—CH,—OH
(o) merkaptoethanol

OPA
(ortho-ftalaldehyd)
S—CH,—CH,0H
7

N—CH—COOH
A

R

Pozn,: OPA lze pouzit i k detekci sek. aminokyselin (Pro) po oxidaci chlornanem
(konverze na primarni amin)

16



so,cl

$O,—NH—CH
I
R
+ H,N—CH—COOH ——
| - HCI

R
N(CH,), N(CH

—COOH

3)2

dansylchlorid dansylderivat

O H,N—CH—COOH o o
g | g
N _O R
= ~ = j)LOH HO—
| N | b + N
~ o \N O R
N o
AQC AQC-derivat NHS

Dalii &inidlo —- FMOC (FMOC-CI)
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Stanoveni aminokyselin iontoméni¢ovou chromatografii

Klasicky pfistup (automatické analyzatory aminokyselin)

+ déleni AK na siln¢ kyselém katexu

* eluce fadou puftrt o rostouci hodnoté pH (3,3-10,5) v nékolika
krocich, nezbytny je i postupny riist iontové sily

» pokolonova derivatizace ninhydrinem (reak¢ni civka 130-135°C)

» detekce méfenim absorbance pii 570 a 440 nm

HPLC smési aminokyselin
pokolonové derivatizace
ninhydrinem

horni kiivka: Asy

spodni kiivka: Ay

nastiik jednotlivych AK: 10 nmol

Chromatograficka aparatura pro pokolonovou derivatizaci

HPLC
pump

Auto-
sampler

Mobile
phases

Derivatization

reagent

System controller
data processor

g

Post-
column

pump

=

0000

Column
and
heater

Mixing Reactor coil

tee

Detector
in heater
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Intoménicova chromatografie aminokyselin

Alternativy provedeni:

+ gradientova eluce
* pouziti jinych ¢inidel pro pokolonovou derivatizaci
(o-ftalaldehyd, fluorimetricka detekce — vysoka citlivost)

* vnitini standard: napt. norleucin nebo y-aminomadselna kys.

Rychla IEC analyza 16 aminokyselin;
pokolonova derivatizace
o-ftalaldehydem a merkaptoethanolem;
fluorescencni detekce:

excitace 360 nm, emise 418-700 nm;
nastiik jednotlivych AK: 2,5 nmol

10
Time tmin)

Stanoveni aminokyselin chromatografii na obracené fazi

predkolonova derivatizace
(dabsylchlorid, dansylchlorid, OPA, AQC, FMOC...)

gradientova eluce derivatl aminokyselin
detekce UV/VIS, fluorimetrie

RP-HPLC smési derivati
aminokyselin s OPA a ME

kolona C18, 5pm, 250x4,6 mm,
ptedkolona C18, 40um, 80x4,6 mm

"B
E o

W
=]
% Solvent

[ —

L 4
- i 0 mobilni faze A: THF+ MeOH+
R 0,05M NaOAc (pH 5,9) 1+19+80
& mobilni faze B: MeOH + 0,05M
: L :| | 1l NaOAc (pH 5,9) 80+20
E L I u . | i I 1 prutok 1,7 ml/min
0.00 —J A U fluorescenéni detekce
0 z‘n 25 30 35 nastiik 5 pmol (aminokyseliny),

Tima (min) NH3 (20 pmol)



mf' A |‘ Il. ‘ ‘ } !]‘l

| AMD

II B i val

\..j\...; \J'l_)\h—- e

4 | |
|| || L»'I-.I,f
| | The g
e T L
Frm e —
10 i Y ® w

Minutes

Chromatogram standardni smési
AQC-derivatl aminokyselin

A —nastiik 50 pmol

B —nastiik 1 pmol

kolona: C18 3,9 x 150 mm (4 pum)
mob. faze A: 140 mM NaOAc+17mMTEA
+ H;PO, (pH 5,05)

mob. faze B: CH;CN — voda (60:40)
pratok 1 ml/min

gradient:

start: 100 % A, 0,5: min 2 % B

15 min: 7 % B, 19 min: 13 % B

33 min: 32 % B, 33-38 min: 100 %B,
38-48 min: 100 % A

Stanoveni aminokyselin plynovou chromatografii

pro dosazeni potiebné t€kavosti je nutna derivatizace

Obvykly zptusob — dvoustupiiova derivatizace

1) esterifikace aminokyseliny alkoholem (MeOH, PrOH, iPrOH,
BuOH, iBuOH, iAmOH) v prostiedi 3M HCI

R—CH—COOH + R'OH — R—CH—COOR!

NH,

NH,

2) acylace aminoskupiny esteru anhydridem kyseliny (octové,
trifluoroctové, pentafluorpropanové, heptafluorbutanové)

RZ—CO
R—CH—COOR! + o)
NH, R2—CO

—> R—CH—COOR! + R2—COOH

NH— c— R2

|
o)
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Priklad plynové chromatografie aminokyselin

Ptiprava derivatl: — esterifikace butanolem
— acylace anhydridem heptafluorbutanové kys.

Glu

! g-. 5 ‘ : | s Podminky GC:
L | by D £ kapilarni kolona WCOT
\-: Maip |2 i: MJ‘ wer | [orn |L s - 50 m x 0,22 mm
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Alternativni zpiisoby derivatizace pro GC aminokyselin

a) reakce s alkyl-chloroformiatem
O o
R—CH—COOH + 2CI—C—ORl —» R—CH—(l:l—o—l(l_ OR!
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N-alkoxykarbonylderivat esteru aminokyseliny
(R' =Me, Et)



Alternativni zpiisoby derivatizace pro GC aminokyselin

b) silylace bis(trimethylsilyl) trifluoracetamidem (BSTFA)

CF,— C —N(Si(CH,),),

R—CH—COOH R—CH—COOSI(CH,),
- CF,CONH,
NH, NHSI(CH,),

22



