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LSi néi dau

(Giao trinh "Thuc tap hoa sinh hoc” dude bién soan dé dung
lam tai liéu thuc hanh cua chuong trinh “Hoéa sinh hoc dai
cuorg” ¢ bac dai hoc. Muc dich chinh cua cac bai thi nghiém
tronZ giao trinh nay la minh hoa va cung c¢6 phan kién thic ly
thuiét sinh vién da duge hoc. Ngoai ra, giao trinh cing con
nhan gidp sinh vién lam quen véi mét s6 phuong phap dinh
lugnz thuong dung trong cac phong thi nghiém Hoéa sinh.

Trén co s6 giao trinh "Thuc tap héa sinh hoc" do tap thé cac
can Y0 giang day cua B6 mon Héa Sinh, Khoa Sinh hoc, truong
Dai hoc Téng hgp Ha Né1 (nay la truong Dai hoc Khoa hoc Tu
nhién) bién soan trudc diy va qua thuc té si dung cung véi
kink nghiém huéng dan thuc tap va diéu kién phong thi nghiém
hién tai, ching to1 da chon loc va bién soan lai gido trinh, ¢6 sia
déi va b sung mét sd phan mdi nhu: hocmon, cac chat thuc vat
thii sinh... nham dap tng yéu cau dao tao hién nay.

Gi4ao trinh dude phan thanh tdm chuong, gidi thiéu vé tam
nhon hop chdt quan trong cua cac té bao va co thé séng nhu:
prot:n, enzim, sacarit, axit nucleic, lipit... V& co ban, méi
chung bao gébm 2 phan chinh: phan dinh tinh va phan dinh
lugnz cac nhém chat trén. Trong d6, chiu trach nhiém vé:
Chusng I - Bui Phuong Thuan, Nguyén Quang Vinh; Chudng 11
- Phan Tuan Nghia, Nguyén Quang Vinh; Chuong III - Bui
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Phuong Thuan; Chudng IV, VI - Phan Tuidn Nghia; Chuong V,
VII, VIII - Nguyén Quang Vinh.

Ching tdi hy vong cudn sach nay cang la tai liéu tham
khao tét cho nhitng ngudi lam cong tac thudc linh vue Héa sinh
hoc va cac linh vuc lién quan khac.

Nhitng thiéu s6t caa gi4o trinh 1a khong thé tranh khoi.
Ching t6i rat mong nhan dudc cac y kién déng gép tu cac nha
chuyén mén, nhitng ngudi st dung va cac ban doc dé c6 thé cai
tién tot hon ¢ 1an xuat ban tiép theo.

Cac tac gia



Chuong 1
Protein

Protein la nhiing hop chat hitu cd phan tu 16n do nhiéu géc
a-I,-axit amin két hgp véi nhau bang lién két peptit.

Trong cd thé séng protein thuc hién nhiéu chic ning quan
trong khac nhau nhu: 1a nguyén liéu chinh tao nén té bao (vai
tro ciu trac), xic tac sinh hoe, van tai, chuyén dong, diéu hoa,
bao vé...

Cac protein duge chia thanh hai nhém 16n: protein don gian
va protein phidc tap. Thudc loai protein don gian 1a nhing dai
phan td khi thay phan chi nhan duge cac axit amin. Trong
thianh phan caa cac protein phtc tap, ngoai cac axit amin, con
¢6 cac chat khong phai protein nhu: axit nucleic, sacarit, lipit,
s&c to, ion kim loal...

C6 khoang 20 loal axit amin tham gia vao thanh phan tu
ctia cac protein khac nhau. Cac axit amin khac nhau phan biét
bGi mach bén (goc R) cua chiing.

Tinh chat cia mot protein phu thudc vao thanh phan, trinh
tu sap xép cua cac goe axit amin va cdu hinh khéng gian cia né.
Twy thude trong phéan ti protein ¢é nhiing goc axit amin nao,
nhiing nhém héa hoc nao ma ching sé biéu hién khac nhau
trong dung dich (vé tinh tan, kha niang tich dién), va khi tac
dung véi nhiing chat riéng biét (thudc thi) sé cho nhitng san



pham mau dac trung. Cac tinh chat trén duge tng dung dé dinh
tinh va dinh lugng protein.

1.1 Tinh chat ludng tinh cua axit amin va protein

Trong phan tu cua axit amin va protein c¢6 cac nhéom
cacboxyl va nhém amin tu do nén ching c¢é tinh chat ludng tinh.
Trong dung dich nuéc, chi mét s rat it (0,1%) phan tu axit
amin ¢ dang khong tich dién, con phan 16n ¢ dang ion ludng cuc.
Tuy thudéc vao pH méi truong ma axit amin sé cé tinh chat cua
mot axit hay moét bazo. Trong méi truong kiém, axit amin cho
proton (tinh chat caa axit) va tré thanh anion. Trong méi
trudng axit, né nhan proton (tinh chat bazd) va trd thanh
cation. So d6 phan ting nhu sau:

COO 8 COO~
/ + OH /
NH; NH,
Anion
COO" 5 COOH
/ + H >
b) R— C\H —» R— C\H
NH; NH,
Cation

Vi vay, khi 6 trong dién trudng, tuy theo pH méi trudng ma
axit amin ho#c protein cé thé di chuyén vé anét hoac.catét. Gia
tri pH ma tai d6 ching khong di chuyén vé cuc nao ca dude goi
l1a pH ding dién (pHi). O pH ding dién, dung dich protein rit
khéng bén, d& dang bi két tia. Tinh chit nay dude tng dung dé
xac dinh diém déng dién cta protein.
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Xac dinh diém dang dién cuta cazein

Hoa chat: Axit axetic (CH,COOH) 0,1 N; dung dich cazein
0,4% trong natr axetat (CH,COONa) 0,1 N.

Cach lam: Lay 5 ong nghiém sach va kho. Danh s6 thu tu
td [ dén V. Cho vao méi 6ng mot lugng axit axetic va nude cat
nhu duge ghi trong bang, lac déu. Sau d6 cho vao moi éng 1ml
dung dinh cazein 0,4% trong natri axetat 0,1 N. Sau khi da hoa
lan cac dung dich trén trong mdi ong sé c6 moét pH xac dinh.
Quan sat ta thay ¢ mot s6 ong dung dich van duc, dé mét lic két
taa ling xuong day. Ong nio c6 nhiéu két tha nhat nghia la pH
§ ddy tuong dng véi diem dang dién cta .cazein. Ghi muc dé két
tla  cac 6ng bang dau +.

e Sé mi » Sé ml cazein s
>0 TnTié?:g CH,COOH i‘;gc" 0,4% trong pH l‘\(A;ctg;_)
g 0,1N CH,COONa 0,1 N
1 0,1 8,9 Ut 5,6
2 0,2 8,8 1,0 5,3
3 1,0 8.0 1,0 4,7
4 4,0 5,0 1,0 4,1
5 8,0 1,0 1,0 3,8

1.2 Tinh chat keo cua dung dich protein

Protein trong dung dich 1a mét loai keo ua nuée. Ching bén
vilng duge trong dung dich la nho mang nudc hay 16p vo hidrat
bao quanh phan tu (duge tao thanh do cac nhém phén cuc tich
dién trén bé mat hap phu cac phan ti nudc ludng cuc) va nha
cac phan ti tich dién cung dau c¢é xu huéng day nhau, do d6
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ngin chin su két dinh cia cac phan ti keo. Cac yéu to vat ly,
héa hoc c6 kha nang tic dung 1én mang nudc hoac lam anh
hudng dén trang thai tich dién cia cac phan ti keo sé lam anh
hudng dén tinh tan caa protein, ¢6 thé lam ching bi két tua.

Su két tia nay c6 thé 1a thuan nghich hay khéng thuan
nghich. Nguoi ta thuong dung phuong phap két tua thuan
nghich dé tach protein va enzim & dang tinh thé hoic dang bot.

1.2.1 Phan (ng két tua thuan nghich protein

Cac dung méi hitu co (etanol, axeton) d nhiét dd thap
(0° - 4°C), cac muéi cua kim loai kiém va kiém thé (thudng dung
1a (NH,),SO,, Na,SO,, NaCl, MgS0,) c6 tac dung gy két tua
thuan nghich protein. Sau d6 néu loai bo nhanh cac yéu t& gay
két tua, protein trd vé trang thai dung dich keo bén.

a) Kéttua bang muéi trung tinh

Cac muél nay vita lam trung hoa dién (do cac ion tac dung
tuong hd véi cac nhém tich dién trai dau), vira loai bo 16p vo
hidrat ctia phén tit keo. Cac protein khac nhau cé thé bi két taa
véi nong d6 mudi khac nhau, vi vay c6 thé dung mudi dé tach
riéng cac protein khoi hén hgp caa ching. Vi du, dung muéi
(NH,),SO, c¢6 d5 bdao hoa khac nhau dé tach riéng anbumin va
globulin trong long trang tring.

Nguyén liéu va hoéa chdt: Long tring tring khong pha
lodng, (NH,),SO, bdo hoa, NaCl bdo hoa, tinh thé (NH,),SO,.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 5ml long trang tring, 5ml
dung dich (NH,),SO, bdo hoa, lic déu, xuat hién két tua
globulin. Dé 5 phiit, loc (thA&m uét trudc gidy loc bing dung dich
(NH(),S0,).
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Cho vao dich loc 3g tinh thé (NH,),SO, (néu dich loc la
4Aml), ldc, anbumin két tua, loc, thu 1ay két tua. Cho riéng két
tua cua globulin va anbumin vao cac 6ng nghiém tudng Ung,
thém vao méi 6ng khodng 2-3ml nudc cat, lac, quan sat, so sanh
su hoa tan két tua.

b)  Két tua bang dung méi h(u co

Néu tién hanh két tua protein ¢ nhiét d¢ thap (0°- 4°C) va
]Jay két tia nhanh ra khoi dung méi, protein khong bi bién tinh
(c6 thé hoa tan lai). Néu nhiét db cao hon (20-30°C) va két taa bi
g1l JAu trong dung méi hitu cd, protein bi bién tinh.

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich long tring tring 1%,
etanol 96%, axeton, NaCl bao hoa.

Cach lam: Lay 2 éng nghiém, cho vao méi 6ng 1ml dung
dich long tring tring 1%, lam lanh trong nudc da. Thém vao
ong I: 2ml etanol 96% lanh, 6ng II: 2ml axeton lanh, quan sat;
cho thém vao ca hai éng vai giot dung dich NaCl bao hoa, két
tia ldng xudng day éng nhanh hon. Sau khi két tia da ling
xudng day ong, gan bo 16p dung méi, thém nude vao, lac déu, két
tua sé tan.

Lam lai thi nghiém ¢ nhiét d6 20°- 30°C, quan sat va so
sanh vai thi nghiém trén.

1.2.2 Sy bién tinh protein

Su "bién tinh" protein 1a thuat ngit dung dé chi nhiing su
bién d6i cdu tric ciia phan td protein (tit ciu tric bac 2 trd 1én)
din dén thay d8i mét s6 tinh chit nhu tinh tan, hoat tinh sinh
hoc... Khi bi bién tinh protein thudng déng tu thanh dang keo
khong hoa tan. Diéu nay duge thay ré khi su bién tinh xay ra @
pH déng dién. N&u su bién tinh xay ra & cac pH khac pH; (trong
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moi truong kiém manh hoic axit manh), phan ti protein 6 daing
tich dién nén khong bi déng tu lai ma van d dang hoa tan ‘rong
dung dich. Tuy nhién, né€u dang muéi trung tinh dé trung hoa
dién, protein sé bi déng tu thanh két tua.

Cac yéu td c6 thé gay bién tinh protein la nhiét d6 cao, axit
vd ¢ dac, mot sd axit hitu co, kiém dic, mudi kim loai néng
nong dé cao... Mot s6 chat khac nhu ure, guanidin... ¢6 tac dung
pha huy lién két hidro, do d6 ciing pha huy cau truc bac 2 3, 4
cua phan tu protein.

a) Tdc dung cua nhiét dé cao

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich long trang tring 5%
(da dudgc loc qua gidy loc nhiéu lan), axit axetic 1% va 10%,
NaOH 10%, NaCl bao hoa.

Cdch lam: Cho vao 5 6ng nghiém, méi 6ng 2ml dung dich
long trang tring 5%.

Dun éng I va theo déi su két tiua dan dan caa protein.

Thém vao 6ng II: 1 giot axit axetic 1% va dun. K& tua
protein sé hinh thanh nhanh va nhiéu hon.

Thém vao 6ng III: 0,5ml axit axetic 10% va ong IV: 0,5ml]
NaOH 10%. Pun, quan sat thay két tua protein khong hiinh
thanh trong khi dun va ngay ca khi séi.

Thém vao 6ng V: 0,5ml axit axetic 10% va 3-4 giot NaCl
bao hoa. Dun, protein két tua nhanh nhiéu.

So sanh va giai thich su khac biét vé muc do két tua rong
cac ong.

b)  Két tua protein bdng axit vé co ddc

Cac axit v6 co didc nhu axit nitric hay axit sunfuric & ttac
dung 14y nudc va thay doi trang thai tich dién ctia phén tt keo,
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do do gay két tua protein. Néu kéo dai thoi gian tac dung, két
tua bi hoa tan dan dan. Véi axit nitric két tia bi hoa tan cham.
Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich long trang tring 5%,
HNO, dac.
Cdach lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml HNO, dac, sau d6 cam
nghiéng 6ng, gio can than theo thanh éng 2ml dung dich long
trang tring 5%. O mat tiép xuc cua hai chat long tao thanh két

tua protein.

c)  Két tua protein bang axit htu cco

Khi cho axit tricloaxetic hay axit sunfosalisilic vao dung
dich protein thi protein két tua. Phan tng nay dudc ting dung
rong rai trong thuc té: nguoi ta thuong dung axit tricloaxetic dé
phat hién hodc dé loai protein ra khoi dung dich, diang axit
sunfosalisilic dé phat hién protein trong nudc giai (phan dng c6
do nhay dén 0,0015%).

Nguyén liéu va héa chdat: Dung dich long tring tring 5%,
axit sunfosalisilic, axit tricloaxetic (TCA) 10%.

Cdach lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich long trang
trang 5%, thém 5-10 giot dung dich axit sunfosalisilic hay axit
tricloaxetic 10%. Xuat hién két tua protein.

d)  Két tua protein bang mudi kim loai ndang

Nhiing muéi kim loai nang (Cu*, Fe**, Pb*'...) tac dung véi
prbt,ein tao thanh két tua khong tan. Nhung néu du thia mudi,
két tua lai tan ra do nhing phan ti kec hap thu ion kim loai
ning, tré nén tich dién. Ion c6 hoéa tri cang cao két tua cang dé
hoa tan tro lai.



Nguyén liéu va hoa chdt: Dung dich long trang tring 5%,
FeCl,; 5%, chi axetat [(CH;COOQO),Pb] 5%, CuSO, 7%.

Cach lam: Lay 3 6ng nghiém, cho vao méi éng 2ml ding
dich 1ong trang tring 5%.

Thém vao éng I: 1 giot dung dich FeCl,; 5%

ong II: 1 giot chi axetat 5%
ong III: 1 giot CuSO, 7%

Quan sat k§. Sau d6 cho thém lugng mudi kim loai ning
tuong ing vao ting 6ng, két tua sé tan nhung lugng dung dich
mudi chi va déng phai thém vao dé lam tan két tua 16n aon
lugng dung dich FeCl, rat nhiéu.

e)  Két tua bang cédc thuéc thirankaloit

Protein ciing nhu ankaloit déu c6 nhém - NH, nén phanlgn
cac thuéc thi cua ankaloit déu c6 tac dung két tua proein
(trong moé1 truong axit).

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich long trang tring 3
axit picric 10%, dung dich tanin bao hoa, axit axetic 1%, 10
kali feroxianua [K,Fe(CN), ] 5%.

Cdch lam: Cho vao 3 6ng nghiém moéi 6ng 1ml dung dich
long trang tring 5%. |

/
0/7 0’
/ .
0/:'0 N

Thém vao éng I: 2 - 5 giot dung dich axit picric 10% va £ - 3
giot axit axetic 1%: xudt hién két tha va chuyén thanh nawu
vang.

Thém vao 6ng II: 2 - 4 giot dung dich tanin bao hoa va.¢ - 4
giot axit axetic 1%: xudt hién k&t tua mau xam (Tanin cugc
dung dé két tia protein trong céng nghiép thudc da).

Thém vao 6ng III: 1 giot axit axetic 10% va 3 - 5 giot ta.li
feroxianua 5%, xuat hién két tua mau vang.
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Bang tom tit cac phan ung két tia cua protein

_ Tén nhom chat ) » Mau cla L
rT . o5 . Hoéa chat e Ghi chu
L lam két tua protein két tua
1 Dung moi hutu co

2 Axit vo co
3 | Axit hitu co
4 Muéi king loai nang

5 Thuéc thir ankaloit

L. . e —

1.3 Cac phan irng mau cua axit amin va protein

1.3.1 Phan tmg biure

Day la phan tng dac trung cua lién két peptit. Trong moi
trudng kiém, cac hdp chit cé chia ti hai lién két peptit tré 1én
c6 thé phan tng véi CuSO, tao thanh phitc chdt mau xanh tim,
tim, tim do hodc mau tuy thudc vao sé ludng lién két peptit
nhiéu hay it. Héa thic cta phan ing nhu sau:

- Phan ung vai biure

*.* j
dun
2H2N~ﬁ—NH2——> HzN—ﬁ—N—ﬁ—NHz: HN=CI—N—(|J=NH
o N4 5 9 OH OH
Ure Biure (xeto) Biure (enol)

- Phan ttng vdi protein

Ciing tuong tu nhu truong hop caa biure, cac lién két peptit
0 dang enol (trong méi truong kiém) caa cac phan tiu protein tao
phuc vé Cu**:



H

I
2HN=(|3—N—-(|3=NH + Cu(OH), + 2NaOH —>»

OH OH
ONa ONa
C=NH HN=C
o N7 N
—> HN O Cu O NH

| PR |
\C=NH NH=C/

Dang phtc hgp nhu trén (véi bon nguyén td nitd tham gia
tao lién két phoi tri) thuong c6 mau dé (hap thu cuc dai 6 budc
séng 520- 535nm). Trong truong hgp chi ¢6 hai hay ba nguyén
td N tham gia tao lién két thi phdc sé ¢6 mau tim hoic mau
xanh (hap thu cuc dai ¢ nhing budc séng tuong ing la 540-
580nm va 615- 670nm ). Vi vay, thong thudng san pham phan
ing cua cac polipeptit khac nhau sé c¢6 mau thay do6i tit xanh
tim dén d6 tim. Phan tng biure thudng dugc ing dung dé dinh
lugng protein.

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich long tring tring 1%,
ure tinh thé, NaOH 10%, CuSO, 1%.

Cdch lam: _

- Phan itng vdi biure: Cho vao éng nghiém khé mot it tinh
thé ure, dun trén ngon liia yéu. Liic dau ure néng chay, dén khi
bat dau cing lai thi ngitng dun. Qua trinh nay tao ra biure, axit
xianuric va amoniac (c6 thé ngi mui hoac thi biang gidy quy).

Dé 6ng ngudi, thém vao 2ml NaOH 10%, lac cho tan. Thém
vai giot CuSO, 1%, quan sat mau. (Cha y khéng cho qua nhiéu
CuSO, vi mau xanh cia Cu(OH), dugc tao thanh c6 thé 1an At
mau cua phan dng).
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- Phan ung vdi protein: Cho vao éng nghiém 3ml dung dich
long trang tring 1%, 1ml NaOH 10% va 1-2 giot dung dich
CuS0, 1%, lac Ky, quan sat mau.

1.3.2 Phan tng vdi ninhidrin

Cac axit amin khi phan {ng v6i ninhidrin ¢ nhiét doé cao
cho san pham c6 mau xanh tim (hap thu cuc dai ¢ khoang buéc
song 570nm). Day 1a phan ung chung cho tat ca cac axit amin c6
chita nhém amin ¢ vi tri C,. Ngoal a-axit amin, cac peptit,
protein, muél amén, aminosacarit va amoniac cing cho phan
ung nay. Co ché phan tng kha phic tap nhu sau:

Dau tién do tac dung cua cac axit amin véi ninhidrin sé
xudt hién phie chit dang bazg -schiff. Sau d6 xay ra su chuyén
nhom, tiép theo la su dé cacboxyl héa va su phan tach phic chat
thanh andehit va aminodixetohidrinden:

@) 0
- 7
U 0 + H,N—CH— COOH ~— | N— CH— COOH
X : HO X |
0 R O R
Ninhidrin Axit amin Bazo-schiff
0O
Chuyén nhém o l JH
ool |
va loai CO, x> N=CHR
O

Aminodixetohidrinden lai ngung tu v4i moét phan tu
ninhidrin khac va hinh thanh nén mét hop chat mdi, dong thoi
bi enol héa va chuyén thanh dang c¢6 mau.

9 ?

- +H,0 o

eyt Slupeglodgu [ s

N N=CHR | ™ NH,
0] H )

Amino xetohidrinden
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(|) 0) I v

= | AN =z | A

IXE s o ) —> £ o=

x NH, ~ H0 b e W
0O O

(phiic mau xanh tim)

Khi ¢6 cac dung méi httu co (axeton, etanol, piridin...
thudng dude ding dé pha ninhidrin) thi sé xay ra phan (ng sau:

. O 0
- H N
| +0 I
N N=CH—CH,—R Z
0 0
0 o}
z | ey l\
‘HO /_ | Z
0] ﬁHO
('DH
R

(phtc ¢6 mau)

San phidm cua phan dng nay c6 chia goc R cua axit amin
ban ddu. Goc nay sé quyét dinh mau sic khac nhau xanh da
troi, do...) cua cac hdp chat khi phan ng véi ninhidrin.

Dic biét phidc chit dude tao thanh gita prolin (c6 chia
nhém imin) va ninhidrin ¢6 mau vang tudi, khac biét hin véi
mau do cac axit amin khac tao nén trong phan ing. Do vay,
ninhidrin con duge st dung cho phan tdng mau dic rung dé

phat hién prolin:
0 Q)
| | I
/ + /1
O o] QU] oo
3 COOH o

(phic mau vang)
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Phan tng vdi ninhidrin c6 do nhay cao, do d6 thuong dudge
dung dé dinh tinh va dinh luong axit amin.

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich long trang tring 1%,
prolin 1%, dung dich ninhidrin 0,1% pha trong axeton 95%.

Cach lam: Lay hai 6ng nghiém, cho vao 6ng I: 1ml dung
dich long trang tring 1%, éng II: 1ml prolin 1%; thém vao mdi
ong 1ml dung dich ninhidrin, dun sé1 trong 1-2 phat. Quan sat
mau trong hai 6ng, giai thich két qua nhan dugc.

(6 thé lam phan tng trén gidy loc nhu sau: nhé 1 giot dung
dich axit amin hoic protein (long trang triung 1%) lén gidy, cho
thém 1 giot thudc thu ninhidrin, ho nhe trén ngon lia dén con.
Quan sat mau tao thanh.

1.3.3 Phan ung vai axit nitro

Duéi tac dung cua HNO,, axit amin bi dezamin héa tao
thanh nito ¢ dang khi. Phan dng nay dudc st dung dé dinh
lwong cac a- axit amin (phuong phap Van Slyke).

Phan tng xay ra nhu sau:

COOH COOH
HN~CH  +0=N—0H — HO —CH +N,1 +H,0
R R

- Héa chat: Dung dich glixin 0,5%, NaNO, 10%, axit axetic 2N.

Cdch lam: Cho vao ong nghiém 1ml dung dich NaNO, 10%,
2ml] axit axetic 2N va 0,5ml dung dich glixin 0,5%. Quan sat su
xuat hién cua bot khi (N,).
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1.3.4 Phan img xantoprotein cua cac axit amin vong

Cac axit amin vong nhu phenylalanin, tirozin, triptophan
khi tac dung véi HNO; dac tao thanh dan xuit nitrd mau vang.
Khi thém dung dich kiém vao sé tao thanh muéi c¢6 ciu tao
kinoic mau da cam. Cac protein khéng chia axit amin vong
(gelatin) khong cho phan ting nay.

Héa thuc cua phan iing véi tirozin nhu sau:

OH OH
O,N NO,
+ 2HONO, —> + H,0
CH,— CH— COOH CH, —CH— COOH
NH, NH,
ﬁj ¥ s o U o
CH COOH CH, CH COOH
NH NHZ

mudl amoén cua nitrotirozin
(mau da cam)
Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich 1ong tring tring 1%,
dung dich gelatin 1%, HNO; dac, NH,OH dac
Cdch lam: Lay hai 6ng nghiém, cho vao ong I: 3ml long
tring tring 1%, 6ng II: 3ml gelatin 1%. Thém vao mdi on:g
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nghiém 1ml HNO, didc. Dun sé1 hon hdp phan ding moét phut,
l&m ngudl. Thém tu tu val giot amoniac dac. Quan sat su
chuyén mau trong 2 6ng nghiém

1.3.5 Phan tmg Pauli dé phat hién histidin va tirozin

Khi tac dung vdi axit diazobenzensunfonic (thudc thu
drazo), histidin tao thanh phtc chAt mau man chin, con tirozin
ta.o phic mau da cam.

Hoa thic cua phan ting nhu sau:

+ Su tao thanh axit diazobenzensunfonic:

0
HQN-@—g:() + NaNO, + HCI
OH
0
— Nlexr—@—%:o + NaCl + H,0
| 0

+ Plian (ng cua histidin:

UCHQ—-(':H—COOH o
‘ +2[0=8 N=N| + Na,CO

|
i 0 |

NH,
CH CH COOH ¢

—» 0= S-@- N——N—@—S O + H,CO,

(mau man chin)
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+ Phan ng cua tirozin:
OH 0

I
+ 2 O=?~©—NEN + Na,CO,

)

CH,— (IJH— COOH
NH,

O x

Il I
_>o=s|~©_ s=o +H,CO0,

ONa ONa

CH, CH COOH

NH2
(mau da cam)

Héa chét: Dung dich histidin va tirozin chuin (0,1%),
Na,CO; 10%. Chuan- bi thudéc thi Pauli: hoa tan 1g axit
sunfanilic trong 100ml HCI 1 N, sau d6 trén véi 10ml dung dich
nitrit natri 0,7% trong nudc cAit.

Cdch lam: Nho dung dich histidin hodc tirozin 1én gidy loc,
ho nhe cho kho, sau dé6 phun thudc thi Pauli 1én, 1am kho giay.
Cudi cung phun lén gidy dung dich Na,CO; 10%. Quan sat, so
sanh va giai thich cac két qua nhan dudge.

1.3.6 Phan img Millon d&c trung cho tirozin

"~ Thuéc thi Millon 12 hén hdp ciaa cac muéi nitrat va nitrit -
oxit thuy ngan 1 va 2 dugc hoa tan trong HNO,. Khi thudc thu
tac dung véi nhidn phenol cua tirozin sé tao nén hgp chat
nitrotirozin - thuy ngdn c6 mau d6. Héa thiuc cua phan uing
nhu sau:
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)H §) OHg
O,N N/
) Z X
R, + HNO, + HgNO,—> + H,0
CH, —(H COOH CHz—-(I,‘,H—COOH
\H NH,

Phan ing Millon dude sit dung dé phat hién tirozin va cac
hgp chat phenol.

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich long trang tring 1%,
gelatin 1%. Chuan bi thuée thi Millon: Hoa tan 40g thiy ngan
trong 57ml HNO, dic. Qua trinh dude tién hanh dau tién ¢ diéu
kién lanh, sau dé ¢ trong néi cach thuy (50°C) cho dén khi thuay
ngan tan hoan toan. Dung dich dudc pha loing gap doi bang
nude cat, thém 1ml KNO, hoac NaNO, 1%. Khudy déu, dé ling,
gan lay dich trong. Chu y thudc thit Millon dé l1au bi oxi hoa.

Cdach lam: Lay hai 6ng nghiém. Cho vao éng I: 1ml long
trang tring 1%, 6ng II: 1ml gelatin 1%. Thém vao méi 6ng 1ml
(hoac 6 giot) thude thu Millon, lac déu, dun nhe cho dén khi
xuat hién mau trong ong I. So sanh két qua trong hai ong,
giai thich. :

Cha y khéong cho qua nhiéu thuéc thi Millon vi HNO; cé
trong thudc thi sé tac dung véi protein cho mau vang.

1.3.7 Phan img Adamkievic dic trung cho triptophan

Trong méi truong axit, triptophan phan ting véi nhiéu loai
andehit tao thanh nhiing san pham ngung két c6 mau dé tim
déc trung

Hoéa thic ciaa phan ing nhu sau:
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0) //O

V4
HOOC—C__ + H,80, —» H—C__ + (O,

H ) H
Axat glhioxilic Foocmaldehit
(IZOOH CIJOOH
H,N— ('JH H('Z —NH,
CH, ﬁ CH,
@ + _C +¢ ¥ hgoly
NH H H NH
Triptophan Triptophan
(llOOH (llOOH
H,N —CH HC NH,

CH2 CH2

Bls-2-tr1pt0phanylmetan
COOH ('ZOOH (IJ()OH ?OOH

I
HQN—CH HC —NH, H,N—CH  HC—NH,

oxlhoa

CH2
@cn jxj@ @(\\,mm
NH

Bis-2- trlptophanylcacbmol

Nguyén liéu va héa chét: Dung dich long trang tring 1%,
gelatin 1%, axit axetic dac, H,SO, dac, CuSO, 5%, focmandehit,
sacarozd 1%.
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Cach lam:

O
Il

- Phan wng vot axit glioxilic (HOOC - C - H)

LLAv 2 ong nghiém, cho vao 6ng nghiém I: 1ml dung dich
long trang tring 1%, ong 1I: 1ml gelatin 1%, thém vao ca 2 éng
1m] axit axetic dac (c6 chia axit glioxilic d dang vét), lac déu (c6
thé¢ dun néng dén khi tan, sau dé6 dé ngudi), thém vai giot
CuSO0,, lai lac. Cam nghiéng 6ng nghiém, gié theo thanh ong
1ml H,SO,, cho chay xuéng tu ti. Quan sat su xuat hién vong
tim 6 mat phan cach hai chat long ¢ éng I. Giai thich su sai
khac gita 2 éng.

- Phan ung voi oximetilfucfurol (duoc hinh thanh do
sacarozo bi thuy phan va mat nwdc duwdi tdac dung cua
H.,SO, dac).

Cho vao 6ng nghiém 2ml dung dich long triang tring 1%,
thém vai giot sacarozd 1% va CuSO, 5%, lac déu. Nho theo
thanh éng 1ml H,SO, dac. Quan sat su hinh thanh san pham
cO mau.

- Phan ung vdi foomandehit

Cho vao 6ng nghiém 2ml dung dich long tridng tring 1%,
thém vai giot focmandehit loang va CuSO, 5%, lic déu. Nhé
theo thanh éng 1ml H,SO, dac. Quan sat su hinh thanh san
pham c6 mau. CuSO, c6 tac dung lam ting dd nhay cia phan ng.

1.3.8 Phan (mg cua prolin véi thudc thtr izatin

Ngoai phan ing mau dic trung véi ninhidrin (muc 1.3.2.),
prolin con c6 thé phat hién duge dé dang nhd phan dng véi
thudc thi 1zatin:
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(') O
NH N NH

+ CO, + 2H,0

Hoéa chdt: Dung dich prolin va oxiprolin 0,1% pha trong axit
axetic dic. Chuan bi thude thu izatin gdm hdn hop cac dung
dich 1zatin 0,2%, CdCl, 0,06% va axit axetic 4% trong axeton.
Cing c6 thé chuin bi mét cach don gian hon bang cich pha
dung dich i1zatin 0,2 % trong axit axetic dic.

Cdch lam: Cham dung dich prolin lén gidy loc. Ho nhe cho
t61 kho. Sau dé phun thudc thu izatin 1én gidy, sdy nhe, thAy
xuat hién mau xanh lo dam. Néu cham oxiprolin thi sé hién ra
mau xanh nhat.

1.3.9 Phan img cua cac axit amin chira luu huynh
(Phan img Folia)

- Cac axit amin chda luu huynh nhu xistin, xistein, metionin
duéi tac dung cua kiém bi phan huy tao thanh natri sunfua (Na,S):
RSH + 2NaOH —— Na,S+ROH + H,0

Thém chi axetat vao Na,S sé phan ting tao thanh két tua
niu den cua chi sunfua (PbS):

(két tua ndu den)

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich long tring tring 1%,
NaOH 10%, chi axetat 1%.
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Cdach lam: Cho vao ong nghiém 2ml dung dich long trang
tring 1% va 2ml NaOH 10%. Dun so1 3 phuat. Lac déu. Thém vai
giot Pb(CH,CO0), 1%. Quan sat su tao thanh két tua.

1.3.10 Phan g Sakaguchi dac trung cho acginin

Day 1a phan ung phat hién acginin: khi tac dung véi
hipobromit (NaBrO) va a-naphtol, acginin sé tao thanh san pham
mau dé cam. Hoéa thic cia phan tng c6 thé trinh bay nhu sau:

C=NH
S
NH
I + NaBrO +
((|3H2)3

CHNH,
COOH

NH,

|
e
— O NH 4 N, + NaBr + H,0
(CHy;

CHNH,
COOH

Hoéa chat: Acginin 0,01%, o- naphtol 2% pha trong etanol
96:% (trudc khi dung pha loang 10 lan bang cung loai dung méi),
NaOH 5% va 10%, ure 40%. ‘

Chuan bi dung dich hipobromit (NaBrO): hoa tan 1g brom
(Br,) trong 50ml NaOH 5% (phan {ng toa nhiét nén can dugc
laim lanh bang nudc da). Bao quan thuée thi trong ta lanh. Thoi
gian su dung: hai tuan.
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Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 2ml acginin, thém 2ml
NaOH 10% va vai giot a- naphtol, lic déu, thém 0,5ml dung
dich hipobromit, lai lic, thém ngay 1ml ure 40% dé€ ¢é dinh
mau. Quan sat, giai thich két qua.

Bang tom tit cac phan img mau dic trung cua axit amin va protein

So 2 . v 5 P San pham
T Phan (mg | Hoéa chat chinh | DAi tuong phat hién Ak
. Heng sunf ?t Lién két peptit Xanh tim- do
1 Biure trong moi (-CO - NH ) Hm
trudng kiém
2 | Ninhidrin |  Ninhidrin G i i, AS A,
prolin 4 vang
3 | Axitnitro HNO, Cac axit amin il
bay ra
4 Xanto- Axit nitric, sau | Triptophan, tirozin, | Vang, chuyén
protein cho thém kiém phenylalanin thanh da cam
. o A0t Histidin, Man chin.
5 Pauli diazobenzen- . '
e Tirozin Da cam
sunfonic
Thiy ngan nitrat
6 Millon va nitrittrong Tirozin po
HNO, dac
Axit axetic dac,
Adam- , . ) .
7 . H,SO, dac, Triptophan Vong do tim.
kievic .
focmandehit
8 Gati i¥dfin Prolin Xanh lo dam
Oxiprolin Xanh nhat
9 Folia Kiém, chi Xustelq, xu.stm, Tda nau den
axetat metionin
Natri
v Ny hipobromit, Acginin P6 cam
guchi
a-naphtol

22




1.4 Dinh lugng axit amin va protein

1.4.1 Xac dinh nitd amin (N-amin)
bing phuong phap chuan dé focmol

Nguyén tdac: Cac axit amin c6 thé phan ung vdi focmol
trung tinh dé tao thanh metyl - axit amin. Focmol da bao vay
nhém amin mang tinh kiém nén c6 thé chuan d6 nhom cacboxyl
trong phan td axit amin bang kiém. Dua vao lugng kiém da
dung dé chuan do sé tinh dude lugng nitd cua axit amin. Hoéa
thizc cia phan tng dudc biéu dién nhu sau.

R—(IIH + (ITZ() e R—(|3H + H,0
COOH H COOH
Axit amin  Focmol Metyl-axit amin

Nguyén liéu va héa chat: Dich mau c6 chiia axit amin can
xac dinh, NaOH 0,1N , H,SO, 0,1N.

Chuan bi hén hdp focmol: trén 10ml focmol véi 2ml dung
dich phenolphtalein 0,5% pha trong etanol, dang NaOH 0,1N dé
trung hoa dén khi c¢6 mau hong nhat (chi chuén bi truéc khi dung).

Dung cu: Binh nén (V= 100ml), buret.

Cach lam: Lay 2 binh nén, binh I dung lam binh thi
nghiém, binh IT dung 1am binh kiém tra.

Cho vao binh I: 10ml nuéc cat vo dam, thém vao dé6 5ml
dung dich hén hdp focmol va 5ml dung dich NaOH 0,1N. Sau
d6, diung H,SO, 0,1N dé diéu chinh mau trong binh cho dén khi
chi con mau hong nhat, thém 2 giot NaOH 0,1N, mau do tuoi
xuit hién, ung véi pH = 8,8.

Cho vao binh II: 10ml dich mau, thém 5ml dung dich hén
hop focmol va chuan dé bang dung dich NaOH 0,1N dén khi c6

23



mau do tuoi (mau can dam hon mau ¢ binh kiém tra). Dung
H,SO, 0,1N dé diéu chinh mau ctaa dich trong binh dén héng
nhat, sau d6 thém vai giot NaOH 0,1N dé ¢6 mau do tuoi, tuong
duong véi mau ¢ binh kiém tra (pH = 8,8).

Thém vao binh I: 4 giot NaOH 0,1N, xuat hién mau do tudi
ung véi pH =9,1.

Thém vao binh II: vai giot NaOH 0,1N cho dén khi xuAt
hién mau do tuoi giéng nhu ¢ binh I (pH = 9,1).

Tinh két qua: Cong toan bd luong kiém va axit da cho vao
mdi binh trong qua trinh thi nghiém va két qua tinh theo cong
thic sau:

s Vl)—(VZ o Vz)].1,4,100

a

ey
(mg%) =

trong do6:
V, - Téng lugng kiém dung dé chudn db binh thi nghiém (I).
v, - Tong lugng axit dung dé chudn d6 binh thi nghiém (I).
V, - Téng lugng kiém dung dé chuin d6 binh kiém tra (II)
v, - Téng lugng axit dung dé chudn dé binh kiém tra (II)
a - Lugng miu (g) ing vdi 10ml dich mau dung dé xac dinh N

C6 thé dung timolphtalein thay phenolphtalein. Trong
trudng hdp d6 can chuin bi hén hdp focmol nhu sau: tron 10ml
dung dich focmol 40% véi 5ml etanol 95-96%, thém 1ml dung
dich timolphtalein, thém ti ti ting giot dung dich NaOH 0,1 N
cho dén khi ¢6 mau xanh nhat. Cac binh thi nghiém va kiém tra
sau khi thém hén hgp focmol dude chuan d6 bing NaOH 0,1N
cho dén khi xudt hién mau xanh ro rét. Tinh két qua theo cong
thdc sau:
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V, -V, )k.1,4.100
X(lllg %) = (,, I 2)

a
trong do:
X- mg nitd amin cua mau thi nghiém (tinh theo %)
V, - s6 ml NaOH 0,1N da dung dé chuan do binh thi
nghiém ().
V, - s6 ml NaOH 0,1N da dung dé chuin d¢ binh kiém
tra (1) .

k - hé so diéu chinh cta dung dich NaOH 0,1N.
1,4-1 ml NaOH 0,1N ang vé1 1,4mg nito.

a - Luong miu (g) ing véi 10ml dich mau dung dé xac
dinh N.

1.4.2 Dinh lugng protein

Hiam lugng protein c¢é thé dude xac dinh bang cac phudng |
phap khac nhau, tuy vay, cac phuong phap hoa ly l1a pho bién
han ca.

Diga vao su hap thu phé anh sang ¢ vang ti ngoai (278 -
280 nmm) cua mot s6 axit amin chita nhan thom c6 trong protein
nhu triptophan, tirozin va phenylalanin, ngudi ta c6 thé dinh
lugng protein bing phép do hap thu quang pho.

C6 thé dinh lugng protein biang phuong phap Kjeldahl trén
co s xac dinh ham lugng nito protein (thudng chiém khoang
16% trong cac protein khac nhau). Nhan gia tri nito xac dinh
duge wéi hé so 6,25 (100 : 16) sé ra ham lugng protein téng so.
Cac protein thuc vat cé ty 1é nite 16n hon, khoang 16,8%, do vay
trong ttrudng hdp nay hé sé nhan sé 1a 5,95.

Ciaing ¢6 thé duge dinh lugng cac protein hoa tan bing
phuon;g phap do d6 hap thu anh sang cua phic chat tao thanh
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sau khi cho protein phan {ng véi mét sé thudc thi dac trung.
Sau day gidi thiéu mot sé6 phuong phap xac dinh protein thaong
dung hién nay.

a)  Dinh lugng protein bang phuong phap Kjeldahl

Phuong phap nay dua trén cd s dinh ludgng nito protein, tu
d6 tinh ra lugng protein bang cach nhan véi hé s6 tuong tng. Dé
dinh lugng nitd protein ngudi ta thudng xac dinh nitd tong sé va
nito phi protein theo phuong phap Kjeldahl, sau dé 1ay hiéu so6
gida hai dang nitd nay.

Xdc dinh nito tong s6'theo phuong phdp Kjeldahl (N tong so)

Nguyén tdc: Dudi tac dung caa H,SO, dic ¢ nhiét do cao,
cac hgp chat hitu co ¢6 chita nite (N) bi phan huy va bi oxi hoa
dén CO, va nudc, con nito chuyén thanh amoniac va tiép tuc két
hop véi H,SO, tao thanh muén amoni sunfat.

Qua trinh dugc tién hanh theo cac buéc sau:

- V6 co héa nguyén liéu:

R-CHNH, - COOH + H,SO, —» CO,+ H,0 + (NH,),S0,
- Cat dam:
(NH ,),SO, + 2NaOH = Na,SO, + 2NH, T+ 2H,0
Phan tng xay ra trong binh hing:
NH, + H,S0, - (NH,),SO, + H,S0, du (& binh htng)

- Chuan d6 H,SO, du & binh hing bing NaOH c¢6 nong
d6 0,1N.

Nguyén liéu va héa chdt: Mau protein cdn xac dinh ham
lugng, H,SO, dac, H,SO, 0,1N, NaOH 0,1N, NaOH 40%, H,0,
30% ho#éc HC1O, 57%. Dung dich chi thi hén hgp: 50ml dung

dich xanh metylen (1g pha trong 800ml etanol 96°) va 100ml
dung dich do metyl (1g pha trong 750ml etanol 96°).
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Cach lam:

- Vo co hoa mau: Can 0,2g protein cho vao binh Kjeldahl.
Thém vao binh 5-10ml H,SO, dic. Day binh bang nut qua bong
hoae phéu thuy tinh nho. Dun binh Kjeldahl trén bép dién hay
bip dau hoa, lic dau dun nhe dén khi thay SO, bay ra, c¢6 thé
dun manh hon, sau khi s6i 30 phut, nhac binh ra khoi bép, dé
ngudl, thém 5 giot H,O, 30% hoac HCIO, 57% (chat xuc tac),
tiép tuc dun 20 phit. Néu dich trong binh chua trang can thém
mot lan xdc tde nhu trén roéi dun tiép cho dén khi dich trang
hoan toan. Qua trinh vé co héa két thuc.

- Cat dam: Qua trinh cAt dam dudce tién hanh trén may cat
Kjeldahl. Chuyén toan bd dich vo cd héa ¢ binh Kjeldahl sang
binh c4it cia may, trang lai binh Kjeldahl bang 10ml nuéc cat vo
dam va d6 chung vao binh cit. Thém vao dé vai giot dung dich
chi thi hén hdp, dich trong binh sé c6 mau tim (méi truong axit),
sau d6 cho vao moét luong kiém 30-40% dén khi mau dich trong
binh cat chuyén tit tim thanh xanh la ma (mai trudng kiém).

O binh hing c¢6 chita sin mét thé tich du (A ml) H,SO,
0,1N, thém vao d6 vai giot dung dich chi thi hon hop. Pat binh
hiing ¢ dau ra cua hé thong lam lanh, chad y dau ra nay phai
ngap trong dung dich axit.

Hé thong cat phai dam bao hoan toan kin. Bat dau cat,
theo déi mau trong binh hing, néu dung dich d4i sang mau
xanh 14 ma thi phai cho thém vao 5ml H,SO, 0,1N nua (lay
béng buret va can cho nhanh vao dé khoi mat nito).

Sau khi dun d6 45 phit, thi xem con nitd khéng bing cach
ha binh hiing xuéng, 14y dng nghiém sach hing ¢ dau ra cua hé
théng lam lanh khoang 1ml, cho thém vai giot thuéc thu
Nessler. Qua trinh cat dugc xem la két thic néu dich trong 6ng
nghiém khéng c¢6 mau vang (c6 thé kiém tra bdng kha nang
thay d8i mau cua gidy quy).
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- Chudn dé: LAy binh hing ra, chuan dé H,SO, 0,IN du
bang dung dich NaOH 0,1N dén khi vita mat mau hong.

Hiéu sé gita téng thé tich dung dich H,SO, 0,1N cho vao
binh hing va thé tich dung dich NaOH 0,1N da dung dé chuan
dd sé cho biét lugng axit da tac dung véi NH,;, 1ml dung dich
H,SO, 0,1N tuong ing vdi 1,42mg Nito.

Tinh két qua:
Tinh lugng nitd tong s trong 1 gam protein nhu sau:
(A -B.1,42)

0,2

N (mg) =

trong do:
A - Téng thé tich (ml) H,SO, 0,1 N cho vao binh hing
B - Thé tich (ml) NaOH 0,1 N chuin d¢ H,SO, 0,1 N con
lai trong binh hing.
0,2 - Lugng méu (g) 14y nghién ctu.

Ngoai hé chuan H,SO,-NaOH, ngudi ta con si dung hé
chuidn H,SO,- H;BO, trong viéc xac dinh ham lugng nito dé
tranh nhiing sai s vé su thay d6i nong do cia kiém trong khéong
khi. Cach tién hanh nhu sau: cho vao binh hing 20ml H,BO,
2%, thém nudc cit du dé dung dich ngap dau ra cta hé théng
lam lanh. Trong binh hiing x4y ra qua trinh phan ly ctia H;BO:

H,BO; = HBO, + H,0

Khi cit dam, NH;, bi kiém day khoi (NH,),SO, sé phan ung

vé1 HBO,:
NH,OH + HBO, = NH,;* + BO; + H,0

Vi BO; la mét bazo maﬁ_h nén dung dich trong binh hing
sé chuyén ti mau tim sang mau xanh la ma. Lugng BO, dugc
tao thanh tuong duong véi lugng NH; bi ddy ra trong qua trinh
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cit dam va dude xac dinh bang cach chuan do ngude véi H,SO,
0,1 N. Giai doan chuan d6 két thuc khi dung dich chuyén tu
m ait xanh la ma sang mau tim:

BO, +H' =HBO,

Tinh két qua:
C.1,42
0,2

N(mg) =

trong do:
C - Lugng H,S0,0,1 N (ml) dung dé chuan do
0,2 - Lugng mau (g) 1ay nghién citu

Xac dinh nito phi protein (N-pht protein)

Dé xac dinh N- phi protein can dung cac dung méi thich
hoip dé chiét rit tat ca cac dang N-phi protein, tuy nhién trong
dich chiét van con l1an mot vai loai protein. Vi vay can dung chat
két tia dé tach phan protein hoa tan trong qua trinh chiét rit.

Dung méi chiét rat cac dang N- phi protein thuong la
etanol 70%. Cach lam nhu sau: can 5-10g nguyén liéu da nghién
nhé cho vao ¢6i thuy tinh, nghién 1an véi etanol 70% (ty 1é thé
tich nguyén liéu 1a 1/4 néu 1a mau tuoi va 1/8 néu 1a mau khd).
Nghién 20 phit, sau d6 ngam khoang 40-80 phit, khuay lién
tuc. Loc tach ba. Ba dude chiét lai bing etanol mét 1an nita theo
ty 1& 1/4 va nhiéu lan bang nuéc cit vé dam cho dén khi thua
khéng con phan tng mau véi ninhidrin. Don tit ca cac dich
chiét lai va dem két tua protein.

K&t tua protein co thé tién hanh theo nhiéu cach nhu: bing
etanol, axeton, cac mudi kim loai nang, axit, tham tich déi nudc
hoic dun 6 nhiét dé cao v.v... nhung théng dung nhit la dung
cac chat két tua sau day: TCA 10-20%, Pb(CH,COO0), 10-15%,
CuS0O, 10% trong hon hop vdi NaOH 10%, ty 1é 1 : 1.
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Sau khi loai bo két tua, dich loc chi con chda cac dang N -
phi protein. Pem vd co héa dich nay va tiép tuc tién hanh xac
dinh ham lugng nito theo phuong phap Kjeldahl.

Dinh lugng protein trong nguyén liéu

N-tong s6 bao gdom N-protein va N-phi protein. Mudn x.ac
dinh ham lugng protein trong nguyén liéu phai xac dinh N-tong
s6 va N-phi protein. Ham lugng protein trong mau dudc timh
cong thudc sau:

Protein(mg) = (Nisn5 66 - N phi protein) - 6,25

b)  Xdc dinh protein theo phuong phap Lowry

Nguyén tdc: Protein tac dung véi thuée thit Folin tao thamh
san phdm mau xanh. Pay 1la san phdm khi cla
photphomolipden-photphovolframat bdi phiic chat dong-protein
va c6 d6 hap thu cuc dai 6 budec s6ng 750nm. Ding may so mau
dé xac dinh cudng d6 mau trong cac miu va so sanh véi dich
protein chuin.

Phuong phap Lowry st dung két hgp phan {ng biure (tac
dung 1én lién két peptit, muc 1.3.1) va phan dng véi thudc thu
Folin (tac dung lén cac goc tirozin, triptophan, histidin) dé t.ao
phic ¢6 mau dic trung. Phuong phap c¢6 d6 nhay tuong déi cao,
cho phép xac dinh dugc dén néng do vai chuc pg protein, dc vy
duge st dung rong rai dé xac dinh nhiéu loai protein & {ang
tuong d6i tinh khiét. Tuy nhién né c¢6 nhude diém 12 mau cia
phiic chat bi anh hudng néu trong dung dich c6 mét s6 chat nthu
EDTA, dém Tris, sacarozo hay mot sé chat khi nhu xiseiin,
ditiotreitol...

Nguyén liéu va héa chat: Dung dich nghién cttu (trong t6 c6
chia khoang 50-300 pg protein/ml)

Dung dich A: Na,CO; 2% hoa trong NaOH 0,1 N.
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Dung dich B: CuSO,. 5H.0 0,5% pha trong dung dich natn
xitrat 1% (hoac trong kali natri tactrat 1%).

Dung dich C (chi pha trude khi dang): tron 1 thé tich dung dich B
v 49 thé tich dung dich A.

Dung dich Folin pha loang 2 lan (xem phu luc).

Thiét bi: May so mau quang dién.

Cach lam: Hut chinh xdc vao 6ng nghiém sach kho 0,5ml
dung dich nghién ctiu, thém vao 2,5ml dung dich C, lac déu va
giti 6 nhiét d6 phong 10 phut. Sau d6 thém chinh xac 0,25ml
dung dich Folin da pha loang 2 1an, lac déu, sau 30 phit dem so
mau trén may vaéi kinh loc anh sang mau do.

Song song v6i mau thi nghiém, lam éng dé1 chiing trong dé
thay dung dich protein bang nude cat va tiép tuc 1am nhu da ndéi trén.

Lap d6 thi chuan protein: Chuan bi cac dung dich protein
chuian (thuong 1a anbumin tinh khiét) c6 cac néng d6 pha loang
khac nhau chia mét lugng protein tuong dng la: 20, 50, 100,
150, 200, 300 va 400 pg/ml protein td moét dich géc ban dau co
nong d6 lmg/ml. Tién hanh lam phan dng mau véi cac dich
chuan theo thd tu, thanh phan va ty 1é cac héa chat nhu véi
dich nghién ciu. Dung d6 thi biéu dién su tuong quan gita mat
d6 quang hoc va néong do protein.

Tu s6 doc cua mau thi nghiém, déi chi€u véi @6 thi chuan
dé tinh ra ham ludng protein trong 1ml dich nghién ciu, tu dé6
tinh ra ham lugng % protein trong nguyén liéu.

c) Xdc dinh protein theo phuong phap Bradford

Nguyén tdac: Cac protein khi phan tng véi xanh Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue - CBB) sé hinh thanh hgp chat mau
c6 kha nang hap thu anh sang 6 budc séng 595nm, cudng do
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mau ty 1& véi nong do protein trong dung dich. Phudng phap co
d6 nhay cao, cho phép phat hién téi vai pug protein/ml, dé thuc
hién va tiét kiém thoi gian.

Nguyén liéu va hoa chdt: Dung dich mau protein cAn xac
dinh, dung dich protein chuin (anbumin huyét thanh bo)
Img/ml.

Chuén bi thuéc thi Bradford: hoa tan 100mg CBB (G250
trong 50ml etanol 95% va 100ml H,PO, 85%, bé sung H,O dén
1000ml. '

Thiét bi: May so mau quang dién.

Cdch lam: Cho vao éng nghiém 200ul dung dich mau
protein, 2ml dung dich thuéc thi Bradford, 1ac déu. Sau 2 phat
do d6 hap thu anh sang 6 A = 595nm (chu ¥ can do trudc 1 gio).

Dung d6 thi chuin protein t¥ dung dich anbumin huyét
thanh bo 1mg/ml: chuin bi 6 dng nghiém sach, khé, cho vao lan
lugt cac 6ng tit I-VI lugng dung dich chuin tuong tng la 1; 2,5;
5; 10; 15; 20ul, thém H,O dén 200ul, cho thém 2ml thudc thu
Bradford, lic déu va do mat d6 quang hoc nhu § trén. Dung d6
thi biéu dién su tuong quan giita mat d quang hoc va néng do
protein.

T s6 doc cia mau thi nghiém, d6i chiéu véi db thi chuin
dé tinh ra ham lugng protein.
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Chuong 2
Enzim

Enzim 1a nhiing protein don gian hoac protein phic tap cé
kha nang xuc tac dic hiéu cho cac phan tng héa sinh. Pé dinh
tinh hoac dinh ludng enzim c6 thé dung nhiing phan tng dac
trung vdi co chat cia enzim (chat bi chuyén héa) hoac véi san
pham dudc tao thanh trong qua trinh phan tng.

Hoat d6 cta enzim phu thudc vao cac yéu té vat ly va hoéa
hoc khac nhau nhu nhiét d6, pH méi truong va mét sé chat co
ban chat héa hoc khac nhau. Cac chat nay c6 thé lam tang hoac
lam giam hoat dé xuc tac cua enzim va dude goi tuong tng la
cac chat kich thich hoac cac chat kim ham enzim.

2.1 Cac thi nghiém dinh tinh mot sé enzim

2.1.1 Pepxin (peptit-peptidohidrolaz)

Dé dinh tinh enzim nay c6 thé dua vao kha nang lam déng
stta cua né. Qua trinh lam dong sita 1a do chuyén cazeinogen
hoa tan thanh cazein khéng tan d khoang pH = 4,5 - 5,5.

Nguyén liéu va héa chat: Dich da day da loc trong (chia
pepxin), hon hgp siia-axetat (trén 1dn mot thé tich siia tudi va
mét thé tich dung dich dém axetat 0,1N; pH = 5).
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Dung cu: Ta &m hoac néi cach thuy on nhiét (25°C), déng
ho bam giay.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 5ml hon hgp sta-axetat,
gitt  25°C, sau khi dat dén nhiét d6 thém 0,1ml dich da day, lac
déu, dung dong ho bam giay xac dinh thoi gian xuat hién két
tua cazein trén thanh éng nghiém.

2.1.2 Amilaz cua nudc bot

Amilaz cta nudc bot ngudi thudce loai o - amilaz, xtc tac cho
phan tng thuy phan tinh bét thanh cac dextrin khac nhau. Cac
dextrin nay khac nhau vé khéi lugng phan td, kha nang cho
phan {ng mau véi i6t va kha niang khi dung dich Fehling.

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich tinh bét 1% (xem muc
3.1.2.a), thuoc thu Liugén (xem muc 3.1.2.a), thudc tha Fehling
(xem muc 3.1.1.b).

Dung cu va thiét bi: Néi cach thiy on nhiét (40°C), ban sd
dé thi pH, phéu thuy tinh, binh nén (V= 100ml), 6ng dong
(V= 50ml).

Cdch lam: Chuan bi dung dich nuéc bot: sic miéng sach,
14y 50ml nudc cat dé sic miéng nhe vai lan trong khoang 3 - 5
phit. Loc dich nudc bot qua boéng va dich loc dung dé thi
nghiém.

- Thuy phan tinh bét: chudn bi 2 6ng nghiém, cho vao mbi
6ng 5ml dung dich tinh bdt. Thém vao dng thi I: 5ml dung dich
nudc bot, 6ng thit II: 5ml nuée cat, lic déu. Dé vao médi 6ng mot
chiéc diia thay tinh, dit ca 2 éng vao néi cach thuy 40°C. Sau 1,
2, 4, 6, 8 phiit dung dia thuay tinh 1dy ti méi 6ng nghiém 1 giot
hén hgp phan ing nho vao cac giéng trén ban s, thém vao moi
giéng 2 giot thudc thu Liugdn. Quan sat mau ta thay ¢ day thi
nghiém (chita nudc bot) c6 su bién d6i mau cac giot trén ban sd,
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tuy theo thoi gian phan (ing: ti mau xanh tim dén do nau, do va
cuoi cung la mau vang. O day kiém tra, tat ca cac giot déu co
mau xanh tim. Giai thich két qua thu duge.

Tha kha nang khd hon hop Fehling: Thém vao éng I va Il
mdo1 6ng 2ml hon hgp Fehling, dun s61, 6 6ng ¢6 amilaz xuat hién
két tua do nau cua Cu,0.

2.1.3 Ureaz

Ureaz xuc tac che phan tung thuy phan ure tao thanh
amoniac (NH;) va khi CO.,.
HQN-l(II-NH2 + H,0

0]

Ure Amoniac

2NH.,T+ CO,1

v

Nguyén liéu va hoéa chdt: Dung dich ure 1%, dung dich
phenolphtalein 1% trong etanol va dung dich ureaz dugc chuan
bi qua cac budc sau:

- Loai lipit khoi nguyén liéu: cadn 100g dau tuong kho,
nghién that nho, cho vao binh, liac 10 - 15 phit véi 200ml ete
dau hoa dé loai lipit, loc qua phéu loc Buchner. Lap lai buéc loai
lipit 5-6 14n. Sau dé rai bot trén gidy loc dé lam bay hai dung
moi. Bot khé thu dude dung dé tach ureaz.

- Chudn bi dung dich ureaz: cho 20 - 30g bét dau tuong
da loai lipit vao cdc hodc binh nén, thém 5 1an thé tich nudc
cit, lac déu, cho vai giot toluen, dé 15 - 20 gio ¢ 5°C. Li tam &
3000 vong/phut trong 20 phit, dung dich trén két tua trong suét
nhan dude chiia ureaz dude dung cho cac thi nghiém tiép theo.

Thiét bi: T &m hodc ndi cach thuy 6n nhiét (37°C).

Cdch lam: Lay 2 6ng nghiém, cho vao méi 6ng 2ml dung
dich ureaz (da pha loang 10 1an). Pun sé6i 6ng I dé bat hoat

35



enzim (6ng II dé nguyén). Thém vao méi 6ng 2ml dung dich ure
va 2 giot dung dich phenolphtalein, lic déu, giid ¢ 37° trong 30
phit. Quan sat su chuyén mau cia hén hgp phan tng, giai
thich két qua.

2.1.4 Peroxidaz

Peroxidaz xuc tac cho phan dng oxi héa pirogalol nho H,0,
tao thanh purpurogalin (két tia niu - vang).

OH OH OH o
HO\ ~ ANOH  wo, Hoﬁ@m{
| + | ey |
HO Rn = OH ox1 hoa HO N
Pirogalol Purpurogalin

(két tia nau vang)

Nguyén lieu va héa chdt: Khoai tay tudi, dung dich
pirogalol 1%, H,0, 2%.

Cdch lam: Mai nho khoai tay, lay mét it cho vao ong
nghiém, thém 1 - 2ml dung dich pirogalol 1% va 1 - 2 giot dung
dich H,0, 2%, xuit hién két tua nau vang.

2.2 Tinh chat cia enzim

2.2.1 Anh hudng ctia nhiét dé dén hoat tinh
cua amilaz nuéc bot

Da s6 enzim téch tit cd thé dong vat mau néng hoat dong
manh nh4t ¢ 37 - 40°C (nhiét d¢ thich hgp). Ngoai giéi han nhiét
d6 nay, hoat d6ng enzim thuong bi giam. O nhiét d6 cao hon
70°C hau hét enzim bi mat hoan toan hoat tinh xuc tac.
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Trong thi nghiém nay, dung a—amilaz nudc bot dé thuy
phan tinh bot ¢ cac nhiét do khac nhau. PDanh gia hoat dong cua
enzim bang phan ing mau vdi i6t.

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich nudc bot pha loang 10
lan (chuan bi theo phudng phap ¢ muc 2.1.2), dung dich tinh bt
1%, thuéc thi Liugdén hoac dung dich 16t 0,3% trong KI 3%.

Dung cu va thiét bi: ban su thi pH, noéi cach thay (100°C),
ti am (37°C), phich da.

Cdch lam: Chuan bi 3 6ng nghiém, cho vao méi 6ng 2ml
dung dich tinh bot 1%. Dat 6ng [ vao noi cach thuy dang séi, 6ng
[1 vao ta &m 37°C, 6ng III vao nude da. Gid cac 6ng 15 phut dé
dung dich trong 6ng dat dén cac nhiét d6 tuong ting. Cho vao
moi 6ng 0,5ml dung dich enzim ciing da dat cac nhiét do trén.
Dat cac ong nghiém vao cac nhiét do ca. Sau 1, 2, 4, 6, 8 va 12
phat 13y tir méi 6ng 1 giot, nho vao cac giot thude thi Liugdn da
chuin bi sdn trén cac giéng cua ban si hodc trén ban kinh.
Quan sat mau tao thanh, nhan xét su sai khac gitta cac mau va
giai thich.

2.2.2 Anh hudng ctia pH méi trudng dén hoat dé cia enzim -
Xac dinh pH thich hdp cua amilaz trong nudc bot

pH méi truong anh hudng rat ro rét dén hoat d cua enzim.
Méi enzim hoat ddng manh nhat ¢ mot pH xac dinh, 6 cac pH
khac hoat d6 ciia enzim bi giam. pH thich hdp cho hoat d6 thuy
phan tinh bot cia a-amilaz nudc bot ¢ vung trung tinh (gan
bang 7). Tuy nhién pH thich hdp cia enzim c6 thé thay déi tay
thuoc diéu kién phan tng. |

Hoéa chdt: Dung dich nude bot pha loang 20 1an, Na,HPO,
1/15 M, KH,PO, 1/15M, dung dich tinh bot 0,5% trong NaCl
0,1%, thuée thu Liugon.
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Cdch lam: Chuan bi 7 6ng nghiém sach, danh sé thi tu ti |
- VII, cho vao méi 6ng cac dung dich Na,HPO, va KH,PO, theo
cac thé tich ghi trong bang, lic déu. Cho vao méi 6ng 1ml dung
dich tinh bdt 0,5% trong NaCl 0,1%, lic déu, thém vao mdi 6ng
1ml dung dich nuéc bot pha lodng 20 lan, lac déu. Sau 3 phut
1y 0,2ml dung dich cia méi 6ng cho 1én ban si dé thi phan
ing mau véi thudc thi Liugdn. Cit sau 5 phit lai thu 1 1an cho
dén khi dung dich cua mdt 6ng nao dé cho phan dng am vdi
thude thi Liugén thi bit dau cho vao tat ca cac éng 3 giot thudc
tht Liugén, ldc déu. Ghi mau cta méi 6ng vao bang. Xac dinh
pH thich hgp cua a - amilaz nuéc bot (pH cua 6ng cho phan ng
am véi thudce thu Liugdn).

Bang xac dinh pH thich hdp cua a-amilaz nuéc bot

Dung
~ | Na,HPO, pH N Dung Mau véi
SO | 4/15Mm KA | g | IR T e nutse | thusc tidr
T 1115M(mil) | °, bét 0,5% :
(ml) dich bot (ml) Liugbn
(ml)
| 0,1 4,9 5.3 1 1
] 0,3 4,7 5,6 1 1
1} 1,0 4,0 6,2 1 1
W, 25 2,5 6,8 1 1
\" 3.5 15 7,2 1 1
Vi 4.5 0.5 7.7 1 1
Vil 4,9 0,1 8,4 1 1
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2.2.3 Anh hudng cua cac chat kich thich va cac chat kim ham

Anh huong cua NaCl va CuSO, dén hoat dé amilaz

Hoat do thuy phédn tinh bét cua a-amilaz nude bot dude
kich thich bdi NaCl va bi kim ham bdi CuSO,. Pé nghién cttu
tac dung cua cac chat nay nguoi ta cho enzim thuy phan tinh
bot trong diéu kién c6 va khéng c¢6 NaCl hoac CuSO,. Panh gia
hoat d6 cua enzim dua theo mau ctia hon hgp phan tng véi 16t.

Hoa chat: Dung dich nudc bot pha loang 20 1an, dung dich
tinh bot 0,5%, NaCl 1%, CuSO, 1%, thudc thu Liugén.

Cdch lam: Chuan bi 3 6ng nghiém, cho vao

Ong I : 1ml nudc cat.

éng IT  :0,8ml nudc cat va 0,2ml NaCl

6ng IIT :0,8ml nudc cat va 0,2ml CuSO,.

Lic déu, cho vao méi 6ng 1ml nudc bot da pha loang 20 lan
va 1ml dung dich tinh bét, 1ac déu. Sau vai phut, thém vao méi
ong vai giot thuoe thu Liugdn, lac déu va quan sat su khac nhau
giia cac 6ng. Giai thich két qua.

2.2.4 Tinh dic hiéu cua enzim

Tinh dic hiéu cta enzim thé hién & chd méi enzim chi c6
thé tac dung lén mot hodc mot s6 chat c6 ciing mot kiéu cau tric
va chuyén héa cd chit theo mot kiéu phan dng nhat dinh. Tuy
nhién, mdc d6 dac hiéu cé thé thay doi tuy enzim: vi du ureaz
duge xem 1a enzim c6 tinh déc hiéu tuyét doi vi ngoai ure hau
nhu né khong tac dung hoac tac dung rat yéu lén cac hgp chat
khac, trong khi d6 sacaraz khéng chi thay phan lién két
B- glicozit ciia sacarozd ma con cé thé thay phan lién két
B- glicozit cua cac hgp chat khac nhu c6 trong rafinoz.
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a) Tinh dédc hiéu cua ureaz

Hoa chdt: Ureaz (bot dau tuong), dung dich ure 5%, dung
dich axetamit 5%

Cdch lam: Chuén bi 2 6ng nghiém sach, cho vao éng I: 3 -
4ml dung dich ure 5%, éng II: 3 - 4ml dung dich axetamit 5%,
thém vao mdi 6ng 1g bot dau tuong, lic déu, dit trén miéng moi
6ng nghiém moét manh gidy quy, day ca 2 ong bang nut bac. Sau
mot ldc ta thay & 6ng chita ure gidy quy chuyén sang mau xanh.
O 6ng 11 gisly quy khong déi mau. Giai thich su khac nhau nay.

b)  Tinh déc hiéu tdc dung cua a- amilaz nudc bot va sacaraz
cua ndm men

Hoéa chdt: Dung dich a - amilaz nuéc bot, dung dich sacaraz
cua nim men, dung dich tinh bét 1%, dung dich sacarozo 1%,
dung dich 16t 0,3% trong KI 3%, thudc thu Fehling.

Thiét bi: Ta &m hoic ndi cach thiy 6n nhiét (38- 40°C).

Cdch lam: Chuin bi 4 6ng nghiém, danh sd thi tu tit I dén
IV, cho vao cac éng I va II méi 6ng 2ml dung dich tinh bot, 6ng
IIT va éng IV: 2ml dung dich sacarozo. Thém vao 6ng I va Il
mdbi ong 0,5ml dung dich nuéc bot: 6ng II va éng IV - 0,5ml dung
dich sacaraz. Lic déu cac ong, giti ¢ 38 - 40°C trong 10 phut,
lam lanh. Thém vai giot dung dich i6t trong KI vao éng I va 6ng
II. Quan sat mau va giai thich. Lam phan {ng véi thudc thu
Fehling véi ong III va éng IV. Quan sat, giai thich két qua.

2.3 Xac dinh hoat dd cua mét sé enzim
2.3.1 Xac dinh hoat do catalaz

Catalaz xic tac cho phan ung sau:
2H,0, —=22k2 , 0, + 2H,0
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Dé dinh lugng catalaz c¢6 thé dung dung dich KMnO, 0,1N
dé xac dinh lugng H,0O, trude va sau khi enzim tac dung, tu do6
tinh dude lugng H.,O, da bi phén giai.

5H,0, + 2KMnO, + 3H,SO, = 2MnSO, + K,SO, + 50, + 8H,0

Tu phuong trinh phan Gng nay ta tinh duge 1ml dung dich
KMnO, 0,1N tuong tng véi 1,7mg H,0.,.

Nguyén liéu va hoa chat: Khoai tay, cat thach anh (hodc bot
thuy tinh), bot CaCO,;, KMnO, 0,1 N, H,SO, 10%, H,0, 0,1%
trong dém photphat pH = 7,0.

Dung cu va thiét bi: Coi, chay s, buret (V = 50ml), binh
dinh muc (V = 100ml), binh nén (V = 250ml), noi cach thuy
(100°C).

Cach lam: Chuan bi dung dich catalaz: can 2g khoai tay
cho vao ¢61, nghién véi cat thach anh (hoidc bt thuy tinh). Thém
tiy ti 2-3ml nude va mot it CaCO, dé trung hoa dung dich chiét
(dén khi ngitng tao thanh bot CO,). Chuyén toan b6 mau vat da
nghién nho trong ¢di vao binh dinh mic, thém nuéde cat vao dén
100ml, lac déu va dé lang khoang 30 phut, loc thu dung dich trong.

Xac dinh hoat do6 catalaz cua dung dich loc. Lay 2 binh nén
dung tich 250ml, cho vao binh I (binh thi nghiém): 25ml dung
dich H,0, 0,1%, 20ml dung dich enzim, git ¢ 30° trong 30 phut,
thém 5ml H,SO, 10% va chuan d6 bang KMnO, 0,1N dén khi
xuat hién mau hong bén trong 1 phut. Cho vao binh II (binh
kiém tra) 20ml dung dich enzim va dat vao ndi cach thuy dang
s6i trong 5 phut dé bat hoat enzim, 14y ra dé ngudi. Thém vao
binh 25ml dung dich H,0, 0,1% va tiép tuc lam nhu véi binh 1.

Tinh két qua: So mg H,O, bi phan giai bdi enzim trong 1g
khoai tay (X) dudc tinh theo céng thic sau:

_(A-B).1,7.V,
B V,.a

X

41



trong do6:
A - Thé tich KMnO, 0,1N dung dé chuan d6 H,0, c6
trong binh kiém tra (binh II).
B - Thé tich KMnO, 0,1N dung chuin d6 H,0, con lai
trong binh thi nghiém (binh I).
V,- Thé tich dung dich enzim ban dau (trong thi nghiém
nay = 100ml)
V,- Thé tich dung dich enzim 14y dé xac dinh (20ml).
a - S6 gam nguyén liéu 14y nghién citu (2g).
S6 don vi catalaz trong 1g khoai tay/umol H,0, bi phan giai
sau 1 phut la:
Y (don vi) = I
30x0,034
trong dé:
30: thoi gian enzim tac dung.
0,034: 1 micro duong luong H,0, bing 0,034mg.

2.3.2 Xac dinh hoat do a — amilaz
theo phuong phap Wohlgemuth

Nguyén tdc: Dung dung dich amilaz c6 d6 pha loang khac
nhau tac dung véi mot lugng tinh bét nhu nhau. Tim néng dé
enzim nhd nhit cé thé phan giai hoan toan lugng tinh bt dé.
Biéu dién hoat d9 bang don vi Wohlgemuth.

M6t don vi Wohlgemuth 1a lugng enzim cé thé phan giai
1mg tinh bét thanh cac san pham khéng c¢6 mau vdi i6t trong 30
phiit 6 37°C khi ¢6 anion clo (CI).

Nguyén liéu va héa chdt: Nubc bot pha loang 10 lan, dung
dich tinh bét 0,1 % trong dém photphat pH = 6,8 NaCl 0,9%,
dung dich 16t 0,02N (2g KI hoa tan trong 3- 5ml nudc, thém
0,25g 16t va dan nuéc dén 100ml).

Thiét bi: Tt &m ho#c ndi cach thuy 6n nhiét (37°C).
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Cach lam:Chuan bi 10 6ng nghiém, danh s6 tu I - X. Cho
vac mo1 ong 1ml NaCl 0,9%. Thém vao éng thi I: 1ml dich
enzm, lac déu, 14y ra 1ml cho vao é6ng II, lac déu, 1dy ra 1ml cho
vao 6ng II1... Tiép tuc lam nhu thé cho dén 6ng X, ldy 1ml tu
omg X bo di. Sau d6 cho vao méi ong 2ml dung dich tinh bot
0.1%, lac déu, gitd 6 37°C trong 30 phut. Khi thoi gian hét, lam
nguol 6ng nghiém dén nhiét do6 phong, cho vao méi 6ng 2 giot
durg dich 16t 0,02N. Ghi 6ng c6 d6 pha loang 16n nhat van con
k'he nang phan giai hoan toan tinh bét (6ng ¢6 mau vang va oéng
t1é} sau d6 van ¢on mau do nau hodc tim).

Tinh két qua:

Trong moéi 6ng nghiém c6 chia 2ml tinh bot 0,1% (tuong
Umg 2mg tinh bot). Gia su sau khi thém 16t, ti éng I dén éng V
dung dich déu c6 mau vang, éng VI ¢6 mau do nau thi hoat do
clia a — amilaz trong 1ml nudc bot chua pha loang da dung dé
thi aghiém la:

9°10.2 = 32 . 10. 2 = 640 don vi
trorg do:
32.10- d6 pha loang 6 6ng V.
2 - 1a 2ml tinh bét.

2.3.3 Xac dinh hoat do ureaz theo phudng phap chuan dé

Nguyén tdc: Dung phuong phap chuin do dé xac dinh luong
N'H. dudc tao thanh ti ure dudi tac dung cua ureaz.

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich ureaz (xem 2.1.3.),
Pb(CH,COO), 5%, dung dich ure 2%, HCI1 0,1 N, dung dich chi
thi }on hgp.

Thiét bi: Tt &m (30°C).

Cdch lam: Lay hai binh nén dung tich 100ml. Cho vao méi
bimh 10ml ureaz. Binh I (binh thi nghiém) dé nguyén, binh II
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(binh kiém tra) dun sbi 2-3 phit, sau d6 lam ngudi dén nhiét do
phong. Cho vao méi binh 10ml ure 2%, lic déu, dé vao tu am
30°C trong 30 phut. Khi thoi gian hét, 1y ra, thém vao méi binh
5ml Pb(CH,COO0), 5%, 3 - 5 giot dung dich chi thi hén hgp, lac
déu. Chuan d¢ ca hai binh bang HCI 0,1N dén khi dung dich ¢6
mau tim nhat. 1ml HCI1 0,1N tuong ing véi 1,4mg nito.

Hoat d6 ureaz la s6 mg nitd dudc giai phéng tit ure dué tiac
dung cua ureaz cé trong lugng dung dich enzim da dung trong 1
phit va dudc tinh theo cong thic sau.

(A-B).1,4
30

X =

trong do:
X - Hoat d0 ureaz.
A - Thé tich HCI 0,IN da dung dé chudn dé binh thi
nghiém (I).
B - Thé tich HCI 0,1N da dung dé chuén d¢ binh kiém
tra (II).
30 - Thai gian phan dng (tinh bang phit).
1,4- Hé s6 chuyén thanh lugng nito.

Muén tinh hoat d6 cua nguyén liéu ban dau (trén gam
mau), cAn nhan két qua trén vdi tong thé tich dung dich enzim
chiét duge, chia cho s6 gam mau. Vi du: ti 20 gam bot chiét
duge 100ml dung dich enzim, da 14y 10ml dé xac dinh hoat do.
Khi d6 hoat d0 trén 1 gam mau la:

X.100
" 1020
trong do:
Y - hoat d6 enzim tinh trén 1 gam mau

X - hoat d6 enzim cua lugng dung dich da 1ay dé xac dinh.
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2.3.4 Xac dinh hoat do proteinaz theo
phuong phap Anson cai tién

Nguyén tac: Cho proteinaz tac dung véi cd chat cazein hoac
hemoglobin da bi bién tinh, sau d6 két tua protein du thua bang
TCA, xac dinh san pham dudc tao thanh bang phan tng mau
vii thuée thu Folin.

Biéu dién hoat dé bang don vi hoat d6. Mot don vi hoat d6
la ludng enzim trong diéu kién tiéu chuan, sau 1 phut phan giai
protein tao thanh cac san pham hoa tan trong TCA tuong tng
vi1 lumol tirozin.

Nguyén liéu va hoa chat: Thuoce thi Folin (pha lodng 5 1an),
Na,CO, 6%, TCA 5%. Dung dich cazein 1% trong dém photphat
1/156M, pH = 8,0. Dung dich enzim: dung dich moéi truong nuodi
cily vi sinh vat hodc dich proteinaz duge chiét tit nguyén liéu
nhat dinh (dung dich chiét tu dia tuoi).

Thiét bi: Ta am 37°C, may quang pho hodc may so mau
quang dién.

Cdch lam: LAy hai 6ng nghiém sach, kha.

+ Cho vao éng I (6ng thi nghiém) 0,5ml dung dich enzim,
giid 10 - 15 phat 6 30°C, thém 1ml dung dich cazein (da dat
30°C), lac déu, git ¢ 30°C ding 10 phuit. Sau dé cho ngay 2,5ml
TCA vao, lic déu va dé lang 30 phut ¢ nhiét d6 phong. Loc, dung
dich loc trong sudt nhan dude c¢é chita san pham hoa tan trong
TCA cta phan {ng enzim. Haim Iugng cua san phdm trong dung
dich loc duge xac dinh bang phan ng mau.

Phan dng mau: LAy 0,5ml cho vao 6ng nghiém, thém 2ml
Na,CO, 6%, lic déu, thém 0,5ml thuéc thi Folin pha loang 5
lan, lac déu. Sau 30 phiit dé 6 nhiét dé6 phong dem so mau trén
maiy quang phé ¢ budc séng 750nm hoéc trén may so mau quang
dién véi kinh loc mau do.

45



+ 6ng II (6ng kiém tra): cho 0,5ml enzim, 2,5ml dung dich
TCA, l4c déu dé b4t hoat enzim, thém 1ml dung dich cazein, Jac
déu dé ¢ 30°C ding 10 phiit, sau d6 dé thém 30 phit & nhiét dd
phong va tié€p tuc lam nhu éng I.

+ 6ng d61 chitng: 6ng dé1 ching thay 0,5ml dung dich loc
bing 0,5ml nudc cat. Cac budc tiép theo thuc hién nhu véi 6ng 1
va 6ng II.

Tinh két qud: Tinh hiéu s6 gia tri mat d6 quang hoc cua
miu thi nghiém va miu kiém tra, dua vao d4 thi chuin tinh
lugng pmol tirozin tuong dng. Tinh hoat dd cua 1ml dung dich
enzim theo cong thic sau:

trong dé:
X - S8 don vi hoat d6 trong 1ml dich enzim
8 - Thé tich cua hdn hgp phan ting va TCA (4ml : 0,5ml).
a - S6 umol tirozin tuong ing véi hiéu sé gia tri mat do
quang hoc ctia dng thi nghiém va 6ng kiém tra.
b - D6 pha loang dung dich enzim (néu cé)
t - Thoi gian phan dng (10 phiit)
Ghi chi: D8 thi chudn tirozin c6 thé lam song song hodc
lam trudc.
Cdch lam: Chuin bi dung dich tirozin 1 pmol/ml trong HCI
0,2 N rdi pha lodng dung dich nay véi d6 pha lodang khac nhau tu
0,01 - 0,1 pmol/ml bang HC1 0,2 N. Lay 0,5ml ti& mdi dich pha
lodng va 1am phan ing mau nhu trén. Do mat d6 quang hoc caa
cac 6ng. Dung d6 thi chudn biéu dién su tudng quan giita mat
d6 quang hoc va néng do protein.
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2.3.5 Xac dinh hoat dd cua lipaz

Co thé xac dinh dude hoat d6 lipaz theo ham lugng axit béo
dugce giai phong ra tu lipit duéi tac dung cua lipaz.

Nguyén liéu va hoa chat: KOH 0,1N, etanol tuyét dé1 hoac
96%, phenolphtalein 1%. Ché pham lipaz tuy tang dudce chuan
bi nhu sau: Can 1 gam tuy tang dong vat cho vao céi si, thém
5ml hon hdp nude - glixerin (ty 1& 3: 1), nghién k¥ trong 3 - 5
phut. Sau dé lai thém 5ml hon hop nuéc - glixerin va nghién
tiép 1 - 2 phut. Loc vat hén hop qua hai 16p vai man, sau dé loc
lar qua gidy loc, thu dude dich lipaz dé lam thi nghiém.

Dung cu va thiét bi: Binh nén dung tich 100ml, buret, tu
Am (37°C - 40°C).

Cdch lam: LAy hai binh nén dung tich 100ml, cho vao méi
binh 10ml sita tuoi. Binh I (binh kiém tra) dugc dun dén séi, sau
dé cho ngay 2ml lipaz vao va dun séi ti€p 5 phut. Dé ngudi dén
nhiét 46 phong. Binh II (binh thi nghiém) dé nguyén, thém vao
2ml lipaz, ldc déu. Dé ca hai binh vao ta 4m 37 - 40°C. Sau 1 gio
lay hai binh ra, thém vao méi binh 8ml etanol tuyét d61 hoac
96%, vai giot phenolphtalein va chudn d¢ ca hai binh bing KOH
0,1 N. Hoat db lipaz dudc biéu thi badng séml KOH da dung dé
chuin d6 axit béo tao thanh tir su thuy phén lipit c6 trong 1 lit
stta va dude tinh theo cong thuc:

X=(a-b). k.100
trong do6:
a - S6 ml KOH 0,1N da dung dé chuian d6 binh thi
nghiém (II)
b - S5 ml KOH 0,1N da dung dé chuin d6 binh kiém tra
D).
k - Hé s6 diéu chinh cua dung dich KOH.
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Chuong 3
Sacarit

Sacarit 12 mot trong nhiing thanh phan quan trong cua co
thé sinh vat, 1a thanh phan cha yéu trong thiic in cia ngudi va
nhiéu dong vat. Tuy nhién ching khéng chi ¢é vai trd cung cap
ning lugng ma con cé vai tro cdu tric va bao vé co thé.

P& phan loai sacarit ngudi ta thudng dua vao ban chat hoa
hoc caa ching; ¢6 thé phan thanh hai nhém 16n: monosacarit va

'

polisacarit.

Monosacarit la nhiing andehit poliol (cac andozd) hodc
xeton poliol (cac xetozd), vi vay chung cé thé cho nhiing phan
ing cua cac nhém chiic nay. Phan @ng quan trong va duge dung
nhiéu trong dinh tinh va dinh lugng sacarit 1a phan ing khu cac
mudl kim loai. Ngoai phan dng chung nay, cac monosacarit
khac nhau c6 thé cho mét s6 phan dng mau dic trung, cé thé
dung dé nhan biét hoic phan biét cac loai dudng khac nhau
(gitia pentozd va hexozd, gitta andozd va xetozo).

Tuy theo s& cacbon trong phin ti, ngudi ta phan
monosacarit thanh cadc nhém nho: triozo, tetrozo, pentozo,
hexozd, heptozd, octozd, nanozd. Trong cac nhém nay phd bién
nhit 1a pentozd va hexozo.
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Polisacarit la do cac monosacarit két hop vél nhau tao
thhanh. Muac do phuc tap cua polisacarit la tuy thudc vao so
luigng va cach két hgp gitia cac monosacarit. Nguoi ta dua vao
dac diém nay dé phan loai polisacarit. Cac oligosacarit quan
trong va pho bién nhat la sacarozo, mantozd, lactozd. Cac
polisacarit bac cao thuong gap la tinh bot, glicogen, xenlulozo...

Duji day sé giéi thiéu mét sé phan tng dinh tinh va dinh
ILigng quan trong cua sacarit.

3.1 Cac phan g dinh tinh

3.1.1 Cac phan img cua mono - va disacarit

a)  Phan ung Tromer

Duii tac dung cia cac mono - va mot sé disacarit trong moi
truong kiém Cu® bi khu thanh Cu', dong thoi nhém chiic
amdehit hoiac xeton cia duong bi oxi hoa thanh cac muéi tuong
tng. Phan ing xay ra nhu sau:

é() 40
(':\H . (I:\ONa
H COH H?OH
|
H(I:OH + 2CuS0, + 5NaOH —» HCfOH + 2Na,S0, + 2CuOH + 2H,0
H COH H(fOH ¥ "\
|
HCOH HCOH G0l 0
CH,OF 2. CHOR

Hoc chadt: Glucozo 5%, NaOH 10%, CuSO, 5%.

Cach lam: Cho vao 6ng nghiém 2ml dung dich glucozd 5%,
2m] durg dich NaOH 10%, sau d6 thém ting giot dung dich
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CuSO, 5% vao dén khi xuat hién két tua xanh caa Cu(OH),.
Pun dén s61, quan sat, giai thich.

Chu y khéng cho thita CuSO, vi khi dun sé tao ra két tua
dong (II) oxit (CuO) c6 mau den lam lan 4t mau cua phan ing.

b)  Phan umg vdi thuéc thu Fehling

Phan tng véi thudc thi Fehling 1a phan dng Tromer cal
tién: Cu?* ¢ dang két hgp v61 mudi kali natri tactrat sé bi cac
mono - va disacarit ¢6 tinh khu khi thanh Cu* theo cach tuong
tu nhu phan @ng Tromer:

_0
7
C<g COOH
|
HCOH  COOK HCOH COOK
HCOH CHO~_ HCOH CHO  +2Cu,0|
| + 2| Cu + NaOH —/™ | + 2|
HCOH C|JHO/ HCOH CHO  +2H,0
HCOH  COONa HCOH COONa
CH,0H CH,OH

So véi phan dng Tromer, phan tng Fehling c6 vu thé hon ¢
chd néu c6 cho thita thuée thu ciing khong tao thanh CuO.

Héa chdt: - Glucozo 1%, mantozo 1%, sacarozo 1%.

- Chuén bi thuéc thi Fehling gdm hai thanh phén:

+ Dung dich Fehling A: hoa tan 40g CuSO,.5H,0 trong 1 lit
nudc cat. Néu dung dich duc thi loc.

+ Dung dich Fehling B: hoa tan 20g kali natri tactrat
(C,H,O¢NaK. 4H,0) va 150g NaOH frong 1 lit nudc cat.

Thuédc thit Fehling (chi pha ngay truéc khi dung): trén 1an
1 thé tich dung dich Fehling A véi 1 thé tich dung dich Fehling
B, lic déu, nhan duge dung dich trong, mau xanh biéc.
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Cach lam: Lay 3 6ng nghiém, cho vao éng I: 1ml dung dich
gluozo 1%; ong II: 1ml mantozo 1%; éng III: 1ml sacarozo 1%.
Thém vao méi 6ng 1ml thuoe thi Fehling. Lac déu va dun ca 3
omg dén khi bat dau s6i. Quan sat, so sanh két qua trong cac
omg giai thich.

(6 thé dung phan tng nay dé tim thay dudng trong lat cit
ctia mo, cach lam nhu sau: dat lat cat trén lam kinh, nho vai
guot thuoe thi Fehling, day lamen lai, ho nhe trén dén con mot
Itic 1€n khi nudc 6 trong bat dau sbi. Quan sat dudi kinh hién vi.
N &1 co duong sé thay nhiing chAm nau nho cua Cu,O trong lat cit.

c)  Phan ung Benedict

Phan tng nay rat dic trung va nhay dé1 véi duong kha hon
plhan ang vdi thude thi Fehling. Trong thuéc thi Benedict dung
Na.CO, thay cho NaOH, natri xitrat thay cho muéi segnet cua
thue thi Fehling. Vi vay trong phan ng khéng tao thanh dong
hidroxit ma tao thanh dong cacbonat. D6 nhay ctia phan dng rat
ca0. chi can dung dung dich dudng 0,1% ciing da c6 thé lam thay
déi mau dung dich phan dng (ti xanh da tréi dén xanh luc).
Mia: xanh luc 12 do mau caa Cu,0 hoa lan véi mau xanh cua
thhuse thu.

Hoa chat:

- Glucozo 0,1%.

- Chuan bi thudc thi Benedict: hoa tan 173g natri xitrat
trrorg 700ml nude s61, thém 100g Na,CO, khan, lam lanh, thém
tir @ 100ml dung dich CuSO,.5H,0 17,3%, thém nudc dén
100)ml.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 5ml thuéc thi Benedict va
8 gnt dung dich glucozs 0,1%. Dat éng nghiém vao ndi cach
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thuy dang séi trong 5 phit. Dung dich chuyén thanh mau xanh
luc, hodc c6 két taa do tuay theo luong glucozo trong dung dich.

d)  Phan ung vdi dong axetat [(CH,COO0),Cu] (Phén ung Barfad)

Phan dng nay khac véi cac phan tng trén d chd khéng :ién
hanh trong méi truong kiém ma trong méi trudng gan tring
tinh, trong diéu kién nay cac disacarit khéng bi oxi héa. Vi vay
day 1a phan ting dé phan biét disacarit va monosacarit c6 tinh
khu.

Hoéa chat:

- Glucozo 5%, mantozo 5%.

- Chuain bi thuéc thi déng axetat: Hoa tan 13,3g ding
axetat trong 200ml nudc cit néng, loc, thém vao dung dich loc 19nnl
axit axetic bang (dam dac).

Cdch lam: Lay 2 6ng nghiém, cho vao éng I: 1ml dung dich
glucozo 5%; ong II: 1ml mantozd 5%. Thém vao méi 6ng 1nnl
thudc thit déng axetat, sau d6 dé ca hai 6ng vao ndi cach taay
dang sé6i trong 10 phut. Quan sat, so sanh va giai thich cackét
qua nhan duge. Viét phuong trinh phan dng.

Chi y khéng dun qua lau, khi dé disacarit sé bi thuy paan
thanh monosacarit va sé cho phan ting duong tinh.

e)  Phan ung trdng guong (tao thanh bac kim loai)

Cac mono - va disacarit khit bac ¢ dang muéi thanh bawc
kim loai (Ag* — Ag).

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich AgNO; 5%.
Thém ting giot amoniac, tao thanh két tua. Sau dé tkérn

amoniac dén via tan, cho tiép vao 3ml dung dich glucozo 5% va
dun. Quan sat. Phan {ng xay ra nhu sau:
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AgNO, + 3NH,OH = [Ag(NH,), OH] + NH,NO, + 2H,0.
0
CH,OH - (CHOH), - & - H +2 [Ag(NH,),]OH

— CH,OH-(CHOH), - C - ONH, + 2Ag + 3NH,! + H,0

Phan ung khu xanh metylen

Duéi tac dung cua glucozd, xanh metylen bi khu thanh chat
khong mau.

HI.( S CH,4

\
e ent
N

Xanh metilen
(Dang ox1 héa, mau xanh)

#2e ¥ 2}1* H:BC\N S I’{I/CH;;
r H,C~ | ~CH,
-2 - 2H N/ H
I

Loco metilen
(Dang khu, khéng mau)

H'6a chdt: Xanh metylen 1%, NaOH 5%, glucozo 1%.
Ciudch lam: Lay hai 6ng nghiém:

Omg I: cho 2ml nudc, thém 1 giot xanh metylen 1% va 4 giot
NaaOH 5%. Dun s61 - quan sat.

Omg II: LAm nhu trén nhung thay nuéc cat bang dung dich
sluicozo 1%. Quan sat.

Lam lanh ca hai 6ng trong vai phiat. Quan sat va giai thich.
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g)  Phan ung khu kali ferixianua

Trong méi truong kiém, glucozo khit kali ferixianua thanh
kali feroxianua:
CeH,,04 + 6K ;Fe(CN)s + 6KOH

— (CHOH), - (COOH), + 6K ,Fe(CN), + H,0O
(kal ferixianua) (kali feroxianua)

Phan tng nay c6 thé dung dé dinh luong dudng khi.

Hoa chdt: K;Fe(CN)g1%, KOH 5%, glucoze 1%, xanh
metylen 1%.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 5ml dung dich K;Fe(CN)s
1%, 2ml KOH 5%, 1ml glucozo 1%. Dun, quan sat. Thém 1 giot
xanh metylen, quan sat.

h)  Sutao thanh cdc hop chat vong va mét s6 phan émg mau
ddc trung cua chidng

Duéi tac dung cua axit vé co dic va nhiét dd cao, cac
monosacarit c6 sd cacbon trong phan tu 16n hon 4 sé bi mat nudc
tao thanh hgp chat vong: ti pentozo tao thanh fucfurol, tu
hexozo tao thanh oximetylfucfurol:

| ]
H—(IJ-—OH Ho—(lz-H Hﬁ———iﬂ
—
) 0
H-C-H H-¢-cZ ~'® HC  c-cZ,
OH HO/ 0
Pentozo Fucfurol

Fucfurol va oximetylfucfurol déu c6 thé phan @ng véi céc
hogp chat fenol nhu a-naftol, timol, antron dé tao thanh cac hgp
chat mau dac trung. Ngoai ra, gitta ching ciing khac nhau vé
kha nang phan ung vdi mot s6 chit. Do d6 ¢6 thé dung cac phan
ing Ay dé phan biét andozd va xetozd, pentozd va hexozo.
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1. Phan ung Xélivanop (phan wng cua xetozd vdi rezoxin)

Khi dun dung dich fructozo (hoiac mot xetohexozs khac) vé
HCl (c6 trong thude thi) sé tao thanh oximetylfucfurol, hgp chat
nay trong phan ing véi rezoxin sé tao thanh hgp chat c6 mau do
tham.

Trong diéu kién cua thi nghiém, andozo cing cho phan ing
nhing rat cham, ngude lai xetozo cho phan ng ngay sau 30
g1a7, nhanh gidp nhiéu lan so véi andozd. Vi vay phan tng
Xeélvandp dudc coi la phan tng dac trung cua xetozo va dude
durg lam co sd cho phuong phap dinh lugng fructozs. Cé thé xac
din1 cudng d6 mau cua san pham phan dng trén may so mau
queng dién véi kinh loc 6 bude séng 490nm.

Hoa chat:

- Dung dich fructozao 0,5%, glucozo 0,5%.

- Chuan bi thudc thu Xélivanép: hoa tan 0,05g rezoxin
trorg 100ml dung dich HC1 6 N.

Cdch lam: Lay hai éng nghiém, cho vao méi éng 1ml thude
thu Xélivanop. Thém vao ong I: 1- 2 giot dung dich fructozo
0, 5%, lac déu, dat vao noi cach thuy dang séi, sau 30 gidy lay ra
quan sat su xuat hién mau trong éng. Thém vao éng II: 1- 2 giot
dung dich glucozo 0,5% va lam tiép nhu ong I, theo doi thoi gian
xu4: hién mau trong éng. Giai thich két qua nhan duge.

2. Phan ung vdi antron

Khi két hgp véi antron, cac hgp chat vong duge tao thanh
tir hexozo (dudi tic dung cua H,SO, c6 trong thude thit) sé cho
sain pham ngung tu ¢c6 mau xanh nude bién dic trung:

O
H- % San pham ngung tu
| l (mau xanh nuéc bién)

Ox1 metylfufurol Antron
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Phan tdng véi antron duge dung 1am co s6 cho mdt phugng
phap dinh lugng glicogen rat thong dung, trong dé glicogen dudgc
xac dinh moét cach truc ti€p ma khéng can phai qua thuy phan
nén tiét kiém dudc nhiéu thoi gian. Cuong d6 mau cua san
phidm phan tng c6 thé xac dinh dude trén may so mau quang
dién véi kinh loc mau do (A = 620nm).

Hbéa chat:

- Glucozo 1%.

- Chuin bi thudc thu antron: Hoa tan 1g tioure va 50mg
antron (da dudc két tinh lai) trong 100ml H,SO, 66% trén noi
cach thay 80- 90°C, 14y ra dé ngudi, cho vao lo niu va bao quan
trong tu lanh. Thai han st dung: 2- 3 tuan.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 0,5ml glucozo, thém 5l
thuéc thi antron, lic déu, dé & nhiét d6 phong trong 10- 15
phit, sau d6 dé trong ndi cach thuy dang s6i trong 15 phut (chu
¥ khong dé nudc bén vao sé 1am duc dung dich). Dé ngudi. Quan
sat mau duge tao thanh (c6 thé dé thém 30 phut & chd tdi cho
cuong d6 mau dat téi cuc dai), giai thich.

3. Phan ing Bial

Khi ¢6 mudi sit, fucfurol dude tao thanh tit pentozo (trong
moi truong axit caa thudc thu) sé phan dng véi ocxin tao thanh
hop chat mau xanh luc:

Phan @ng véi ocxin 1a phan dng dic trung cua pentozo, va
la co s6 cho phuong phap dinh lugng pentozo theo Meibaum.
Cudng d6 mau cta san phdm phan tng c6 thé xac dinh dudc
trén may so mau quang dién véi kinh loc ¢ bude séng 660nm.

Hoéa chdt: Dung dich pentozo 1- 2%. Chuén bi thudc thu
ocxin: hoa tan 0,2g ocxin trong 100ml HCl 30%, thém 0,1g
FeCl,. Giit thuéc thi trong lo ndu day kin.
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Cach lam: Cho vao 6ng nghiém 1-2ml thuéc thi ocxin, dun
dén so61. Thém vao thuoce thi dang nong 4-5 giot dung dich
pentoza 1- 2%, dé 6ng nghiém trong ndéi cach thuy dang séi
kihoang 20 phut. Quan sat su chuyén mau cua hdén hop
phan ang.

4. Phan ung voi a- naphtol

Fucfurol hoidc oximetylfucfurol khi két hdp véi a- naphtol
sé tao thanh cac hdp chat ngung két quinoit ¢6 mau tim do dac
trung. Phan tng c6 d6 nhay cao nén dude st dung dé phat hién
cac pentozd va hexozo trong thanh phan cac hdp chat hiu co
(n hu axit nucleic).

H
O
| =
H ou * HCl —» [Oj-c\H + 3H,0
OH OH
Ribozo Fucfurol
CH,OH

0
~Z
+ HCl —» HOCHQ—E)]-—C(H + 3H,0

OH OH

a-D-glucozo 5-oximetylfucfurol

Hoa chat: Glucozo 1%, fructozo 1%, o- naphtol 10% pha
rong etanol 96%, H,SO, dac.

Cach lam: LAy hai 6ng nghiém, cho vao 6ng I: 1ml glucozo
%, ong II: 1ml fructozd 1%. Thém vao méi 6ng hai giot

o7



a-naphtol. Nho theo thanh tiung 6ng nghiém 1ml H,SO, dac.
Quan sat su xuat hién vong cia san phAm mau d mat phan cach
hai 16p chat long, giai thich két qua.

5. Phan ing vdi ure

Hoa chdt: Fructozo 1%, glucozo 1%, ure tinh thé, HCI dic.

Cdch lam: Cho vao éng nghiém 0,5-1g ure tinh thé, thém 5-
6 giot HCI dac va 2-5 giot fructozd, 1ac can than dén khi hoa tan
ure. Dit 6ng nghiém vao néi cach thuy dang sé6i. Sau 10 - 15
phiit xuit hién vong mau xanh.

Lam lai thi nghiém véi glucozd 1%, san pham c6 mau do.

Trong cung diéu kién thi nghiém, ribozo va cac
andopentozo khac cho mau vang.

k)  Phan ung cua sacarozo vdi muéi coban

Trong méi trudng kiém, sacarozo tao thanh hgp chit mau
tim v8i mudi coban.

Hoa chdt: Dung dich sacarozo 1-2%, dung dich coban nitrat
hoéc sunfat 2%, KOH hodc NaOH 5%.

Cdch lam: Cho vao éng nghiém 2ml dung dich sacarozo, 1ml
dung dich kiém va vai giot dung dich mudi coban, dung dich
chuyén sang mau tim.

3.1.2 Phan img dinh tinh polisacarit
a)  Phan ung mau cua tinh bét vdi i6t

Phan {ng dac trung nhit cua tinh bét 1a tao thanh phue
mau xanh véi i6t. Mau xanh nay la do thanh phdn amiloz cua
tinh b6t quyét dinh. Mau c6 thé bi mit khi dun néng va duge
héi phuc trd lai sau khi 1am lanh. Tuy nhién, néu dun manh dén
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khi dung dich trang hoan toan thi sé khéng héi phuc dude mau
xanh du ¢6 lam lanh dung dich.

Phan tng mau cua tinh bot véi 16t ¢6 dd6 nhay cao, vi vay
th uong duge sit dung trong phuong phap chuan d6 i6t (lam chat
chi thi). Ngoai ra ngudi ta cing thudng dung phan ng nay dé
quan sat cac hat tinh bot trong mo thuc vat.

Nguyén .li,éu va hoa chat:

- Dung dich tinh bot 0,5%: hoa tan 0,5g tinh bot trong mét
it mude cat, thém nudc cat dang sé1 vao, khuay déu, tiép tuc dun
démn 561, dé nguodi, thém nude cat dén 100ml.

- Thudc tha Liugdn: hoa tan 2,5g KI trong 20ml nudc cat,
thém 1g i6t, 1ac cho tan hét, thém nude cat dén 100ml.

Cach lam: Cho vao 6ng nghiém 2-3ml dung dich tinh bét,
thém vai giot thuée thd Liugdn, quan sat mau. Dun néng éng
nghiém dén khi dung dich vita mat mau. Lam lanh dung dich,
quan sat. Lai dun éng nghiém, lan nay k§ hon dén khi dung
dich mat mau hoan toan. Lam lanh, quan sat, giai thich.

Ghi chi: Phan dng mau cua tinh bot véi 16t khong xay ra
trong moi truong kiém.

b)  Kiém tra tinh khu cua dung dich tinh bét

Dung dich tinh bdt tinh khiét khéng c¢6 tinh khu, nhung
saur khi bi thay phan (duéi tic dung cua axit hoic amilaz) tao
thainh cac san pham c6 tinh khu.

Nguyén liéu va héa chdt:

- Dung dich tinh b6t 1% (chuin bi theo phudng phap ¢ muc
3.1.2.a).

- HCI dac, cac héa chat dung cho phan ing Trome (xem
mue 3.1.1.a)
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Cdch lam: Chuan bi hai 6ng nghiém, cho vao méi éng 4-6ml
dung dich tinh bét. Thém vao 6ng I: 3 giot dung dich HCI dac;
ong II: 3 giot nudc cat. Dat ca hai 6ng khoang 10 -15 phut trong
noi cach thuy dang s6i. Sau d6 lay ca hai ong ra, lam lanh,
trung hoa, thi phan ing Trome. Trong 6ng I sé xuat hién két
tua ndu do caa Cu,0,6ng II cho phan ing 4m (néu dung dich
tinh bot that tinh khiét).

c) Suthuy phéan tinh bot

Duéi tac dung cua axit hoiac amilaz, tinh bdt bi thuy phan
tao thanh cac san phdm trung gian goi 1a dextrin va cudi ciing
tao thanh mantozo ho#c glucozs. Cé thé phan biét cac loai
dextrin dua vao su khac nhau gita ching vé khéi lugng phan
td, kha nang khi va phan dng mau véi 16t. Amilodextrin cho
mau tim, eritrodextrin cho mau do nau, acrodextrin va
maltodextrin khéng cho phan ing mau véi i6t. Vi vay c6 thé dua
vao phan dng mau véi i6t hodc kha nang khi cia san phidm
dude tao thanh dé phan doan mdc d6 thuy phéan cua tinh bét.

Nguyén liéu va héa chadt:

- Dung dich tinh bt 1%.

- HCl dic (12N) hoiac H,SO, diac (20N), dung dich 16t 0,001N.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém hoac binh nén (V=50ml)
15ml dung dich hé tinh bot, 3ml dung dich HCl dac (hodc mét
luong H,SO, thich hdp sao cho néng d6 cudi cung cua axit trong
hén hop 1a 2N). Dat vao ndi cach thiy dang séi. Chuin bi 2 day
ong nghiém, cit sau 10 phut cho vao mdi cap 6ng (1 6ng cua day
I va 1 6ng cua day II) vai giot dung dich tinh bot dang thuy
phén, sau d6 thém vao moi éng cua day I: 1ml dung dich i6t
loang (0,001N), quan sat mau. Diy 6ng nghiém II dudc trung
hoa bang kiém va lam phan tng Benedict hodc phan ting Trome
- so sanh su khac nhau giita cac ong.
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d) Phan ung mau cua glicogen vai it

Glicogen c6 cau tao gan giong amilopectin cua tinh bot véi
cac goe o - D - glucozo két hop véi nhau bang lién két 1,4 va lién
két 1,6 (6 ché phan nhanh). Glicogen tao thanh dung dich keo
trong nudc nong, khi tac dung véi 16t cho mau do nau. Phan tng
mau nay dude st dung dé phat hién glicogen trong gan, co...

Nguyén liéu va héa chdt: Gan éch (dé tach glicogen), KOH
30%, ete etylic, etanol, thuéce thu Liugén.

Dung cu va thiét bi: Céi, chay si, coe (V=100ml), dia dong
hé, may ly tdm, noi cach thuy (100°C).

Cach lam:

- Chuan bi glicogen: Can 5g gan éch (1ay ngay sau khi giét
éch), nghién nhd trong c¢6i st rdéi chuyén vao o6ng ly tim hoic
c6c. Thém vao d6 10 thé tich dung dich KOH 30% trong etanol
da dun néng, khuay déu, gii 15 phit trong noi cach thuy dang
561, Sau d6 dé ngudi va ly tAm 10-15 phut véi van tée 3000 vong/
phut. Gan 1y nudc trong trén két tua, thém ting giot etanol
96'% dé két tua glicogen. Két tua thu dudc sau ly tAm dude ria
bang cén 50%, 75%, 96% va cudi cung bing ete etylic. Két tua
glicogen dudc cho vao dia dong ho va hong kho trong khong khi.

- Phan ng mau: Cho vao 6ng nghiém mot it glicogen, 1ml
nuge cit noéng, lac cho tan, dé ngudi, thém 2 giot thude thu
Liugdn. Quan sat su xudt hién mau, giai thich.

3.2 Dinh lugng sacarit

Cac dang dudng (mono-, oligo - va polisacarit) c6 thé dinh
luging dude bing nhiéu phudng phap héa hoc khac nhau: diung
phién ng mau (nhu véi antron hay phenol dé xac dinh glicogen,
hoi#c xac dinh pentozd bang phan dng mau véi pcxin...), dung
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phan dng khi cia dudng hay san pham sau khi thiy phan bing
enzim hoac axit dé1 véi oligo- va polisacarit. Cac phudng phap
théng dung hon ca sit dung phan dng khi cua duong, trong dé
phan dng khit mudi Cu?* 1a phé bién nhat.

3.2.1 Dinh lugng dudng khu theo phuong phap Bertrand

Tat ca cac duong c6 nhom andehit hay nhém xeton tu do
trong nhitng diéu kién nhat dinh c6 kha ning tham gia vao
phan ng oxi hoa- khu véi ion kim loai dudc goi 1a dudng khu.

Phuong phap Bertrand dua vao kha nang khu dung dich
Cu? trong méi truong kiém dé dinh ludng cac loai andozo,
xetozd hay cac disacarit cé tinh khu (nhu mantozg, lactozo).

Qua trinh dinh lugng duong khu dude tién hanh lan lugt
theo cac budc:

- Dun dung dich kiém caa Cu* (dung dich Fehling) véi
dung dich dudng dé tao két tia Cu,0 (phan ing véi thudc thi

Fehling, muc 3.1.1).
| - Sau khi ria sach, két tua Cu,0O duge hoa tan bing dung
dich st (III) sunfat, axit khi d6 Cu* chuyén thanh Cu?* va Fe™
chuyén thanh Fe?*:

Cu,0 + Fe,(SO,); + H,SO, = 2CuS0O, + 2FeS0O, + H,0

- Chuén d6 Fe? bing dung dich KMnO, 0,1N:
10FeSO,+2KMnO,+8H,S0,=5Fe,(S0,);+K,S0,+2MnS0,+8H,0

Biét lugng KMnO, da dung dé cl;ufin dd, tinh ra lugng dong
theo ty 1&: ¢t 1ml KMnO, 0,1 N tudng ung véi 6,36mg Cu. Tu
lugng dong ay d6i chiéu véi bang sé biét duge lugng dudng tuong
ing. D61 vdi méi loai dudng c6 mot bang riéng. Bang duge thanh
lap trén co so thuc nghiém, trong dé ghi ré su tuong dng gilta
lugng dong va lugng dudng.
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Nguyén liéu va hoa chat:

- Dung dich mau (chia dudng khu can xac dinh ham
lugng).

Thuée thi Fehling (chuan bi theo phudng phap 6
muc 3.1.1.b), dung dich Fe,(S0O,); trong H,SO,, dung dich
KMnO, 0,1N.

Dung cu va thiét bi: Binh nén (V=100ml), buret, phéu loc
Buchner, binh Buchner, bdm hut chan khéng, bép dién, luéi
amiang. |

Cach lam:

- Cho vao binh nén 20ml dung dich dudng, thém 20ml hon
hgp Fehling. Pay binh bang nut thay tinh va dun trén bép cé
luéi amiing. Pun séi ding 3 phit ké tit khi bat dau xuat hién
bot dau tién. Két tua do gach cua Cu,0 xuit hién trong binh.
L&y binh ra dé nguoi.

- Rua két tua Cu,O vai lan bing nudc 4m da dun séi (muc
dich loai O,) cho dén khi dung dich ria khéng con phan tng
kKiém trén gidy quy. Qua trinh rua két tua duge tién hanh trén
phéu loc Buchner (dude gan lién véi binh Buchner va bom hit
chan khéng) véi gidy loc day; chu y gid két tua lai trong binh va
trén 16p oxit (¢ gidy loc cing nhu trong binh) phai luén luén cé6
16p nude dé Cu,O khong bi oxi héa bdi oxi khéng khi.

Dé hoa tan két tua Cu,O, dit phéu loc Buchner 1én binh
noén cé6 chia két tua. D6 vao phéu 15ml dung dich sat (ITI)
sunfat axit [Fe,(SO,);] dé cho chay ti ti xuéng binh, lic. Quan
sat xem két tua & trong phéu va trong binh da hoa tan hét chua,
néu chua thi cAn phai thém sat sunfat. Sau khi da hoa tan hét
k&t tua, ria phéu biang nudc néng cho dén khi nudc rita khéng
cho phan ng axit trén giay quy.
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- Chuan d6 dung dich trong binh (Fe?*) bing dung dich
KMnO, 0,1N cho dén khi xuat hién mau hong bén trong 30 giay.

Tinh két qud: Tu lugng KMnO, da dung dé chuan do tinh
ra lugng déng. TU lugng dong tra bang tim lugng dudng tuong
ung.

Tu két qua trén tinh phan tram dudng trong dung dich:

a.100
20

a - S6 mg dudng nhan dudc tit bang (xem phan phu luc).

X(mg%) =

3.2.2 Pinh lugng tinh bot

Pé dinh lugng tinh bot c6 thé dung nhiéu phuong phap
khac nhau. Phuong phéap don gian va phé bién nhat 1a dung axit
dé thuy phan hoan toan tinh bét thanh glucozd. Dung mét trong
cac phuong phap dinh lugng dudng khi dé xac dinh luong
glucozo tao thanh, tit d6 suy ra lugng tinh bot bang cachi nhan
v6i hé s6 0,9.

Nguyén liéu va héa chat: Bot gao hodc khoai lang tuodi,
HCl 20 - 25%, NaOH 10%, hoa chat dé dinh lugng dusng kht
theo phuong phap Bertrand.

Dung cu va thiét bi: Céi, chay sit, binh nén ho#c binh cdu ¢
ngin (V= 250ml) c6 1ap ong sinh han, phéu loc, binh dinh miic
(V= 250ml), cac dung cu va thiét bi dé dinh lugng dudng khu
theo phuong phap Bertrand (xem muc 3.3.1).

Cdach lam: Can 1g bot gao (hoic 2g khoai lang tuoci da
nghién nho), cho vao céc, thém 100ml nude cat, khudy lién tuc
trong khoang 45-60 phiit. Loc qua gidy loc, trang céc cdn than
dé chuyén toan by nguyén liéu vao phéu, ria nguyén liéu trong
phé&u nhiéu lan (8-10 14n) bang nudc c4t, méi 14n 20-30ml dé loai
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hoan toan dudng khi (kiém tra nudce rua bang phan ting Tromer
hoac phan ng véi thuoce thu Fehling).

bDat phéu cung vdi gidy loc ¢6 chiia nguyén liéu trén binh
non hoac binh cau (V=250ml). Dung daa thuy tinh nho choc
thung giay loc, rua toan bo nguyén liéu trén gidy loc vao binh
bang nudce cat (khoang 80ml). Thém via du mét luong HCI 20%
viao binh dé néng do axit cudi cung trong dung dich la 2%. Lap
omg sinh han, dat binh vao néi cach thay séi dun trong 3 gio,
thinh thoang lic. Sau khi thuy phan xong, 1ay binh ra dé nguéi,
trung hoa dung dich thuy phan bang NaOH 10% (thu bang gidy
quy dé dat méi truong axit yéu). Chuyén toan b dung dich sang
binh dinh muec, dan nudc cat dén vach mdc cua binh (250ml).
Khudy déu, loc, duge dung dich loc trong suét. Lay 20ml dé xac
dinh duong khu theo phuong phap Bertrand.

Tinh két qua:

Lugng bot trong nguyén liéu dude tinh theo cong thic:
a.0,9.V,

VZ

a - Luogng glucozo (mg) ¢6 trong V, ml dich thuy phan.

V, - Téng thé tich nguyén liéu sau khi thuy phan va trung
hoa (250ml).

V, - S6 ml dung dich thuy phan dem dinh lugng dusng khu
(2:0ml).

X(mg) =
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Chuong 4
Axit nucleic

Axit nucleic 1la thuat ngid chung cho ca axit
dezoxiribonucleic (ADN) va axit ribonucleic (ARN). Chung la
mot trong nhitng nhém hdp chit chinh, rat quan trong cua moi
t& bao va cd thé séng. Ca ADN va ARN déu dugc tao thanh tu
cac mononucleotit thong qua lién két 35- photphodieste. Moi
mononucleotit gom bazo nitd hodc 1a thuéc nhém purin nhu
adenin, guanin hodc la thudéc nhém pirimidin nhu timin,
xitozin, uraxin lién két véi goc duong 5 cac bon (5C) va axit
photphoric. Su khac nhau cin ban giita ADN va ARN 1a g goc
duong 5C; trong truong hgp ADN dudng 5C la dezoxiribozd, con
trong ARN 1a duong ribozd. Ngoai ra, cac goc timin trong ADN
duge thay bing gdc uraxin trong ARN. DAy 1a nhiing cd sé dé
nhan biét ciing nhu dinh lugng cac loai axit nucleic nay.

4.1 Cactinh chat li - hoa cua axit nucleic

4.1.1 Tinh tan ciia axit nucleic

Axit nucleic hoa tan tét trong méi truong kiém, it tan trong
nudc va khong tan trong dung dich axit axetic loang. Trong
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nude axit nucleic tao thanh dung dich keo, do d6 dé dang bi két
tua dudi tac dung cua cac chat 1ay nudec.

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich ARN 0,1% ti nAm
men, dung dich ADN 0,1% tach ti gan dong vat (c6 thé dung
ché pham ARN va ADN thuong mai), HC1 0,1 N, axit axetic 0,1
N, NaOH 0,1N, etanol 96%, izopropanol)

Cach lam:

- LAy 2 6ng nghiém, cho vao éng nghiém I: 0,5ml dung dich
ADN 0,1%, éng II: 0,5ml ARN 0,1%, thém vao méi 6ng 0,5ml
HCl1 0,1N, két tua trang cua axit nucleic dudc tao thanh. Thém
ting giot dung dich NaOH 0,1N, két taa lai hoa tan.

Cé thé lam lai thi nghiém nay, thay HCl biang dung dich
axit axetic 0,1N ciing nhan dude két qua tudng tu nhu trén.

- LAy 2 6ng nghiém, cho vao éng nghiém I: 1ml dung dich
ADN 0,1%, 6ng II: 1ml ARN 0,1%, thém vao mbi ong 2 thé tich
etanol 96% lanh (2ml) hay 0,6 thé tich izopropanol (0,6ml), két
tiia trang cua axit nucleic xuét hién.

4.1.2 Cac phan img mau cua axit nucleic

a) Su'tao mau voi xanh metylen

Trong méi truong axit, axit nucleic két hdp véi xanh
metylen tao két tia mau xanh.

Nguyén liéu va hoa chdt: Dung dich axit nucleic 0,1%, axit
axetic 0,1N, dung dich xanh metylen 0,1%

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich axit nucleic
0,1%, thém ting giot axit axetic 0,1N vao dén khi dung dich hoi
van duc. Cho khoang 5-6 giot dung dich xanh metylen 0,1% tao
thanh két tia mau xanh da troi.
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b)  Phan ung phéan biét ADN va ARN

Cac phan ng nay chu yéu dua vao su sai khac vé thanh
phan duong gitta ARN chita duong ribozo va ADN chia ducng
dezoxiribozo. Hai loai dudng nay khac nhau vé kha niang phan
ing véi mot sé chat nhu ocxin, diphenilamin, thuée thu Schiff. .
Su sai khac chu yéu 12 ¢ d6 nhay cua phan tng. Vi vay tiéu
chuidn dé xac dinh phan dng la duong tinh hay am tinh chua véu
1a dua vao thoi gian xay ra phan ng.

Nguyén liéu va hoa chdt:

- Dung dich ARN nim men 0,1%, dung dich ADN gan ddng
vat 0,1%, HCI 1N,

NaOH 0,1N.
- Thudce thi ocxin (xem muc 3.1.1.h)

Chudn bi thuéc thid diphenylamin: hoa tan 1g
diphenylamin trong 100ml axit axetic dic, thém 2,75ml
H,SO, dic.

- Chuin bi thudc thi Schiff: hoa tan 0,2g fucsin trong
120ml nuéde cidt néng. Lam lanh, thém tu ti dung dich NaHSO;
dén khi dung dich ¢6 mau.

Thiét bi: Noi cach thuy (100°C).

Cach lam:

- Phan tng véi thudc thit ocxin:

Chuén bi 2 6ng nghiém, cho vao ong I: 1ml dung dich ARN
0,1%, ong II: 1ml dung dich ADN 0,1%. Thém vao mbi 6ng 1ml
thudc thi ocxin, lic, git 15 phiit trong ndi cach thuy dang soi.
Ong I ¢c6 mau xanh luc, 6ng thit II cho mau rit nhat.

- Phan dng véi diphenylamin.
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Chuan bi hai 6ng nghiém, cho vao éng I: 1ml dung dich
ARN 0,1%, 6ng II:1ml dung dich ADN 0,1%, thém vao méi ong
2ml thuoc tht diphenylamin, lac déu, git ca hai 6ng nghiém 10
phut trong noi cach thay dang soi. 6ng ¢6 chita ADN chuyén
sang mau xanh, 6ng chia ARN cho phan tng am.

- Phan tng Feulgen vdi dezoxiribozo.

Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich ADN 0,1%, thém 5-6
giot HC1 giit 5 phut trong néi cach thuy dang séi, lam lanh,
dung dung dich NaOH 0,1N dé diéu chinh pH dén 5. Thém 2ml
thuoce thu Schiff, xuat hién mau do ching to ¢é6 dezoxiribozo.
ARN khéng cho phan ting nay.

c) Thuy phan va nhan biét cdc thanh phan
cdu tao cua axit nucleic

Duéi tac dung cua axit vé co 6 nhiét dé cao, ARN bi thay
phan tao thanh cac bazd purin tu do va cac nucleotit pirimidin.
C6 thé nhan biét cac thanh phan dudng pentozod, axit photphoric
va bazg nitd bang cac phan tng dic trung.

Nguyén liéu va hoa chdt: Dung dich ARN 0,1%, H,SO, 10%
hoac HCl 1IN, HNO, dic, HC] dic, dung dich amoni molipdat
5%, AgNO, trong NH,OH, NaOH 1 N, dung dich déng sunfat
1%, NaHSO, bao hoa, florogluxin tinh thé.

Thiét bi: Néi cach thiy (100°C).

Cdach lam: Thuy phan ARN: cho 10ml dung dich ARN 0,1%
vao binh nén dung tich 50ml, thém 10ml H,SO, 10% dat vao noi
cach thuy dang soi trong 45 phiit, l1am lanh dén nhiét d6 phong.
Dung dich thay phan nhan duge dang dé lam cac phan tng tiép
theo.

- Phan ttng nhdn biét pentozo: cho vao 6ng nghiém 1ml
dung dich thuy phan caa ARN, thém 1ml HCIl déc va mot vai

69



tinh thé florogluxin. Pun s6i dung dich, xuit hién mau do ching
to c6 pentozo.

- Phan ung nhén biét H,PO, 1iy 0,5ml dung dich thuy
phan cia ARN, trung hoa bang amoniac. Thém 0,5ml HNO, dic
va 2ml dung dich amoni molipdat. Pun séi, tao thanh két tua
vang cua amoni photphomolipdat.

- Phan ung nhén biét cac bazo purin: Cho vao 6ng nghiém
1ml dung dich thuy phdn cua ARN, thém dung dich amoniac
dén khi c6 phan tng kiém yéu. Loc dé nhan dugde dung dich
trong, thém 3ml dung dich bac nitrat trong amoniac. Xuat hién
két tua purin khong tan trong dung dich amoniac cia muéi bac.

Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich thuy phin cua ARN,
thém NaOH 1N cho dén phan ting axit yéu trén gidy congo. Dun
sbi, thém 4-6 giot dung dich CuSO, 1% va thém can than ting
giot dung dich NaHSO, bdao hoa. NaHSO, kht ion Cu** thanh
Cu*. Ion Cu* tao thanh muéi déng véi bazo purin khéng hoa tan.

4.2 Dinh lugng axit nucleic

4.2.1 Pinh lugng ADN

a) Dinh lugng ADN bang cach do d¢ hap thu dnh sdng
0 budc song 260 nm

Nguyén tdc: Trong thanh phin ADN chia cac bazd nits cé
kha ning hdp thu anh sang vung tu ngoai, cuc dai la o
A = 260nm, do hap thu ty l1é vdi nong d6 ADN.

Nguyén liéu: Dung dich nghién citu (dung dich ADN).

Cdch lam: cho 1ml ADN vao cuvet thach anh va do d6 hap
thu anh sang 6 260nm. Déi chitng 1a dung dich dung pha ADN
(néu s6 doc vé dd6 hap thu anh sang cua 6ng c6 ADN 16n hon 1,0
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thi can pha loang dung dich ADN). T s6 doc thu duge tinh ra
liugng ADN trong mau theo cong thic sau:

C (ng/ml) = Avgonm - 90. n

trong do:

C - néong d6 cua ADN

Aseonm 12 46 hap thu cua dung dich ADN ¢ 260 nm

50 - hé so chuyén déi déi véi ADN

n- s6 lan pha loang

Phuong phap nay don gian, nhanh, nhung c6 han ché la s6

doc vé d6 hap thu c6 thé bi anh hudng khi trong mau chita ARN
va protein. Vi vay, trén thuc té phuong phap nay thuong dudc
dung dé dinh lugng cac mau ADN tinh khiét.

b) Dinh lugng ADN theo phuong phap Dise

Nguyén tdc: Khi dun néng dung dich ADN véi thude thu
diphenylamin tao thanh phic chat mau xanh da troi c¢6 do hap
thu anh sang cuc dai 6 A = 595nm.

Nguyén liéu va héa chat:Dung dich ADN can xac dinh ham
lugng, dung dich ADN tinh khiét ¢6 ham lugng 500 pg/ml,
HC10,0,5N, TCA 5%, H,SO, 5%, thuéc thu diphenylamin.

Thiét bi: Noi cach thuy (100°C), may so mau quang dién.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 2ml dung dich ADN, 10ml
HC10, 0,5 N (hoac TCA 5%), lac déu, day kin 6ng nghiém va dat
vao ndi cach thuy dang séi trong 30 phut dé thuy phan ADN.
Sau d6 1am ngudi dung dich.

Hut 2ml dung dich ADN da duge thuy phan cho vao éng
nghiém, bd sung 4ml thudc thi diphenylamin, dit vao ndi cach
thuy dang séi trong 20 phit sé thu duge dung dich mau xanh da
troi, dé ngudi va do do hap thu anh sang trén may so mau véi
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kinh loc sing mau do (A = 595nm). Tu s6 doc vé mat d6 quang
hoc thu duge, dua vao d6 thi chuan ADN tinh ra lugng ADN
trong mau.

Xay dung d6 thi chudn ADN: T dung dich géc ADN tinh
khiét c6 ndng d6 xac dinh tién hanh pha loang dé c6 cac néng do
50, 100, 200, 300, 400 va 500ug/ml. Sau d6 1ay ti méi nong do
ra 2ml va tién hanh thi nghiém nhu véi dung dich ADN miu ¢
trén. Dung d6 thi tuong quan giita mat dé quang hoc va noéng dé
ADN tuong dng.

Tu s6 doc mat dd6 quang hoc thu duge cua dung dich mau
ddi chiéu véi do thi chudn ADN tinh ra lugng ADN trong méu.

4.2.2 Pinh lugng ARN

a) Dinh luong ARN bédng cdch do dé hap thu
dnh sdng turngoai ¢ budc song 260nm

Nguyén tdc: Tuong tu nhu phuong phap dinh lugng ADN.

Nguyén liéu: Dung dich nghién citu (dung dich ARN).

Cdch lam: hit 1ml ARN vao cuvet thach anh va do d6 hap
thu & A = 260nm. Déi ching 1a dung dich dung pha ARN (néu sé
doc vé d6 hap thu anh sang cua 6ng c6 ARN 16n hon 1,0 thi cin
pha loang dung dich ARN ra)

Néng d6 ARN trong méu duge tinh theo céng thic sau:

C (ug/ml) = Aggonm - 40. n
trong do:
C - nong d6 cia ARN
Aseonm 12 d6 hap thu cua dung dich ARN ¢ 260nm
40 - 1a hé s chuyén d6i déi véi ARN
n. s6 1an pha lodang
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Phuong phap nay ¢é nhiing uu va nhude diém giéng nhu
do1 vél phuong phap dinh luong ADN da néu ¢ muc 4.2.1.a.

b, Dinh luong ARN theo phuong phap Meibaum

/

Nguyén tac: Khi dun dung dich ARN véi thudc thit ocxin sé
tazio thanh phic chat ¢6 mau xanh la cay, c6 kha niang hap thu
amh sang cuc dai ¢ A = 670nm. Cuong d6 mau ty 1é v4i ham
luong ARN trong dung dich.

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich ARN can xac dinh ham
lugng, dung dich ARN tinh khiét ¢6 ham lugng 500pug/ml. Thuéc
tha ocxin (xem muc 3.1.1.h), H,SO, 10%, FeCl; 0,1% trong HCI
(dtac):

Thiét bi: No1 cach thuy (100°C), may so mau quang dién.

Cach lam: Cho 2ml dung dich ARN vao binh nén (V= 50ml)
¢6 nat nham, thém vao d6 10ml H,SO, 10%, day nut va dat vao
ndi cach thuy dang séi trong 30 phit, 14y ra 1am nguéi, thu dude
dung dich thuy phan ARN.

Tu dung dich thay phan ARN lay ra 2ml cho vao 6ng
ngghiém, thém vao d6 2ml thude thi ocxin, lic déu va dat vao néi
cach thuy dang séi trong 20 phit dude dung dich ¢6 mau xanh
la cay, lam nguoi dén nhiét d6 phong va do do hap thu anh sang
¢ A = 670nm (dung kinh loc sang mau do).

Xay dung db thi chudn ARN tit cac dung dich ARN tinh
khiét c6 nong do xac dinh theo cach tuong tu nhu cach xay dung
ddé thi chuian ADN néu 6 trén. Tu s6 doc vé mat doé quang hoc
thiu duge cua dung dich mau déi chiéu véi dé thi chuan tinh ra
lurgng ARN trong mau.
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Chuong 5
Lipit

Lipit 12 nhiing hgp chat hitu co c6 trong té bao séng kaong
hoa tan trong nudc, tan trong cac dung moé1 khéng phéar cuc
nhu: clorofom, ete, benzen... Do d6 c6 thé dung cac dung moi
nay dé chiét rit ching ra khéi t& bao.

Lipit dugc phan thanh 2 nhém 16n: lipit don gian va lipit
phiic tap (lipoit). Pai dién quan trong cua lipit don gian la md
_ trung tinh (triaxilglyxerol). Lipoit quan trong va phé bién la
loxitin. Tiép theo sé gidi thiéu mét s6 phan ng dinh tinh va
dinh lugng cua cac dai dién quan trong nay.

5.1 MGJ trung tinh (triaxylglixerol)

M3 trung tinh 12 este cua glixerin va axit béo bac cao. Tty
theo thanh phin axit béo trong phan tit ma md trung tirh c6
thé & trang thai 16ng hoac ran d nhiét dé binh thudng.

5.1.1 Tinh chat ly hoa cua md

a) Tinh tan

Hoéa chdt: dau lac, etanol, ete etylic, clorofom, benzen.
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Cdch lam: Chuan bi 5 6ng nghiém sach, kho, cho vao 6ng I:
2ml nudc cat, ong 11, III, IV, V, moéi 6ng 2ml dung méi tuong
Ung ete, etanol, clorofom, benzen. Thém vao méi éng vai giot
diu lac, lac, quan sat su sai khac do hoa tan caa dau lac trong
cac lung mé1 khac nhau.

b)  Sutao thanh nha tuong

M4 khong hoa tan trong nudc, vi vay sau khi lac manh md
v6i 2ude roi dé'yén hén hop mét lic, ma lai tao thanh mot 16p
noi crén bé mat, tuy nhién néu cé chat tao nhi tuong (axit mat,
dunz dich xa phong...) sé tao thanh nha tuong md trang duc.

Hoéa chat: Dau lac, dung dich xa phong 2% hoac mat dong vat.

Cdch lam: Lay 2 6ng nghiém, cho vao méi 6ng 4ml nudc
cat, thém vai giot dau, sau dé cho vao mét trong 2 dng 0,5ml
dunz dich xa phong 2% hoac dung dich mat, lic manh ca 2 ong.
Quan sat va giai thich két qua.

5.1.2 Phan ing phan biét cac thanh phan cau tao cia ma
a)  Phan ung tao thanh acrolein

Phan ing nay dung dé ching minh c6é goc glixerin trong
mg3. Khi dun néng véi chat 14y nude, goc nay chuyén thanh
glixerin tu do. Sau d6 glixerin bi mat nudc va tao thanh andehit
khéng no 1a acrolein, chat nay c6 mui khét déc biét, dé nhan biét.

CH,OH CHO

l A |

(I)H()H — ﬁH + H,0
CH,OH CH,

Ghixerin Acrolein
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Phan dng nay xay ra khi dun md véi kali bisunfat (KHSO,)
hay natri bisunfat (NaHSO,) c6 tac dung lay nudc.

Nhing lipit khéng chia glixerin (vi du nhu sap) thi kkéng
c6 phan dng tao thanh acrolein.

Hoéa chdt: Dau lac, KHSO, (kali bisunfat), dung dich
AgNQ, trong amoniac.

Cdch lam: Dé vao 6ng nghiém 2-3 giot ddu lac, thém mjt it
(khoang 200mg) KHSO,, 1ac déu va dun néng manh dén khi <6
khoéi trang va khét: acrolein da dudc tao thanh.

Lay gidy loc tdm dung dich AgNO, trong amoniac, ho vao
miéng 6ng nghiém, hoic cé thé dua gidy vao siu trong 6ng chd
c6 khéi bay ra, gidy c6 mau den (phan dng cua andehit).

Lam lai thi nghiém véi mot mau sap.

b)  Phan ung xa phong hoa

Duéi tac dung cua kiém, md bi thuy phan, tao thanh xa
phong va glixerin.

- Su tao thanh xa phong tan

Hoéa chdt: Dau lac, dung dich KOH 0,5M trong etanol 50%.

Cdch lam: Cho 0,5ml d4u lac vao binh nén dung tich 5)ml,
sau d6 cho thém 10ml dung dich KOH trong etanol 50%, ktudy
va dun cach thuy khoang 1 gid, néu chua can 1ay ra dun s6idén
khi can khé. Ly san pham ra, dé ngudi va thém 20-30ml audc
cat vao, lac déu. Ta c6 dung dich xa phong, bot sé tao ttanh
nhiéu khi l4c manh.

- Su tao thanh xa phong khong tan

Xa phong khéng tan 1a muéi canxi hoic ‘magie cua axitbé:o,
loai xa phong nay khong tan trong nudc.
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Hoa chat: CaCl, 1%, dung dich xa phong 2%.

Cach lam: Cho 2-3ml dung dich xa phong vao 6ng nghiém,
th.ém 1ml dung dich CaCl, 1% sé tao thanh két tua khong tan
trong nudc.

c) Su'tao thanh axit béo tudo

Trong thi nghiém trén (5.1.2.b) da néu qua trinh diéu ché
x& phong tu dau hoic md. Xa phong 1a muéi cua axit béo. Dudi
tac dung cua axit vo cd dac, axit béo dudc giai phéng, khong hoa
tan trong nudc va c6 thé dé dang tach ra dudc.

Hoéa chat: Dung dich xa phong 2%, H,SO, dic, ete etylic,
N:aOH 0,01%.

Cach lam: Cho vao binh nén 50ml dung dich xa phong 2%,
theém vai giot H,SO, dac cho dén khi méi truong c6 pH axit
(dung gidy quy dé thi pH). Dung dich trd nén duc do axit béo
duge giai phéng. Pun hén hop dén sbi, axit béo néi lén, tao
th anh moét 16p trén bé mat. Tach riéng axit béo, hoa tan trong
5rml ete, 1ay 1ml dung dich nay cho vao é6ng nghiém, thém 1 giot
phenolphtalein va vai giot NaOH 0,01% cho dén khi c6 mau
héng, thém vai giot dung dich axit béo da hoa tan trong ete,
dung dich mit mau.

(lngOOC— R, (I3H20H R,COOK
(|'7HOOC == Rs 4 SRUR ~ep (IZHOH + R,COOK
CH,00C— R, CH,OH R,COOK
Triaxylglixerin Glixerin Xa phong
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5.1.3 Xac dinh cac chi s6 cua md

a) Xdc dinh chi s6 axit

Chi s6 axit cia md 1a s6 mg KOH can thiét dé trung hoa
lugng axit béo tu do cé trong 1 gam ma.
Hoéa chdt: Dau lac, etanol 96%, KOH 0,1N

Cdch lam: Can 1 gam d4u lac vao binh nén dung tich 50 -
100ml, thém 10ml etanol 96% dé hoa tan axit béo tu do. Néu
dau khoé tan thi lic cdn than hén hgp trong binh va dun nhe
trong ndi cach thuy, vita dun via lic. Sau khi md da hoa tan,
thém vao binh vai giot phenolphtalein 0,1% va chuin db bing
dung dich KOH 0,1N dén khi ¢6 mau hong nhat.

Chi s axit dudgc tinh theo céng thic sau:

X=Af5,6
trong do:
A - S6 ml dung dich KOH da dung dé chuén db
f - Hé s6 diéu chinh cua dung dich KOH.

b)  Xdc dinh chi sé xa phong hoa

Chi s6 xa phong héa 1a s6 mg KOH can thiét dé trung hoa
cac axit béo tu do va axit béo lién két chita trong 1 gam md.

Héa chdt: Dau lac, KOH 0,5N pha trong etanol 96%, HCI
0,5N, dung dich phenolphtalein 0,1%.

Cdch lam: Lay 2 binh cdu day tron hodc binh nén, dung
tich 50 - 100ml cho vao binh I (binh thi nghiém) 0,5 gam dau
lac, vao binh II (binh kiém tra) 0,5ml nudc cit. Sau d6 thém vao
mdi binh ding 15ml dung dich KOH pha trong etanol 96%. Lap
ong lam lanh vao cad 2 binh va dun séi trén néi cach thuy
khoang 1 gi6. Phan ing xa phong héa duge xem nhu két thic
khi dung dich trong binh trd nén trong suét.
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Khi da xa phong héa xong, lam nguoé1 dung dich, thém vao
binh vai giot phenol-phtalein va chuan dé bang dung dich HCI
0,5N . 1ml dung dich KOH 0,5N tuong ung v 28mg KOH.
Lugng KOH (tinh bing mg) da dung dé trung hoa tat ca cac axit
béo trong 1 gam dau lac la:

) (A-DB).28

a

trong do:
A - Ludng HC1 0,5N dung dé chudn d6 binh kiém tra;
B - Lugng HC1 0,5N dung dé chuin dé binh thi nghiém:;
a - Khéi luong dau lac tinh bang gam.

Trén co s6 xac dinh chi s6 xa phong héa va chi sé axit c6 thé
Lf{]h dudc chi s6 este cua md. Chi sb este 1a s6 mg KOH can thiét
d? trung hoa axit béo lién két véi glixerin. Do d6, chi sd este
bang hiéu sé gitia chi s6 xa phong hoa va chi sé axit cia md.

Dua trén cac so liéu thu dudge tir cac phép xac dinh trén
cling ¢6 thé tinh dude ham lugng glixerin, néu biét rang dé giai
phéng mét phan tu glixerin tit triaxylgixerin can 3 phan ti KOH.

¢)  Xdc dinh chi sé peroxit

Khi ¢6 oxi khéng khi cac axit béo ¢6 trong thanh phan cua
md, nhét la cac axit béo khong no dé dang bi oxi héa mét phan va
tao thanh peroxit. Hién tugng nay xay ra khi md bi 61 hay bi khé.

Viée xac dinh chi s6 peroxit ¢6 thé dua vao phan {ing sau:
R~ (lfH - (llH-— R'— COOH + 2K.I +2CH;COOH
O—-0
~— R—CH—CH—R'—COOH +1, + 2CH,COOK + H,0
\O/
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Lugng i6t giai phéng ra c6 thé chuian d6 duge bang lung
dich natri hiposunfit:
2 Nagngg + 12 = 2NaI 5 Nazs406

Theo lugng hiposunfit cdn dé lién két i6t giai phéng ra, ¢6
thé tinh dugc chi s& peroxit. Chi sé peroxit 1a sé gam i6t tutge
giai phéng ra bdi peroxit ¢6 trong 100 gam ma.

Hoéa chdt: Dau thuc vat, axit axetic dic, clorofom timh
khiét, dung dich KI bao hoa (pha dung ngay), dung dich
Na,S,0, 0,002N, dung dich tinh bét 0,5%.

Cdch lam: Chuén bi 2 binh nén dung tich 250ml, chc vao
binh I (binh thi nghiém) 2 gam diu lac, vao binh II (binh tiém
tra) 2ml nudc cat. Thém vao méi binh 20ml hén hgp axit acettic
dac: clorofom (ty 1é 2:1 vé thé tich), 5ml dung dich KI béo hoa,
lac déu, day nut va dat vao ché té1 10 phit. Sau d6 thém 30ml
nudc cit, vai giot dung dich tinh bét 5%, chuin d6 i6t giai paéing
ra bang dung dich Na,S,0, 0,002N dén khi mat mau xanh.

Chi sb peroxit duge tinh theo cong thic:

X = (A - B).k.0,0002538.100

a

trong do:
A - S6 ml Na,S,0, da diung dé chudn d¢ binh thi nghién;
B - S§ ml Na,S,0; da ding dé chuin d¢ binh kiém tra;
k - Hé s6 hiéu chinh cua dung dich Na,S,0;;
0,0002538 - S6 gam i6t tuong tdng véi 1ml dung dich
Na,S,0, 0,002 N;
a - S6 gam d4u 14y dé xac dinh.

d)  Xdc dinh chisé iét

Céac axit béo khéng no trong lipit c6 thé dudc halogen 16:a.
Chi s6 16t 1a s6 gam 16t lién két duge véi 100 gam ma.
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Hoa chat: Etanol tuyét doi hoac 96%, dung dich 16t 0,1N;
dung dich tinh bot 1%. Dung dich Na,S,0, 0,1N, dau lac hoic
dau viung.

Cach lam: Lay hai binh nén, cho vao binh I (binh thi
nghiém) 0,2g dau lac, binh II (binh kiém tra) 0,2ml nudc cat.
Thém vao méi binh 5ml etanol hodc clorofom, sau d6 thém
chinh xac 5ml dung dich 16t 0,1N. Pay kin binh, dé vao chd téi
15 phut. Khi thoi gian hét chuan d6 ca hai binh bang Na,S,0,
0,1N dén khi con mau vang nhat thi thém vao hén hgp 1ml
dung dich tinh bét va chuan d6 tiép dén khi mat mau xanh. Chi
s6 10t dude tinh theo cong thic:

(A -B).f£.0,01269.100
a

C

trong do:
B - S6 ml Na,S,0,0,1N da dung dé chuiin d6 binh kiém tra.

A - S6 ml Na,S,0,0,IN da dung dé chuin dd binh thi
nghiém.

{ - Hé s6 diéu chinh cia dung dich Na,S,0; (néu co)
0,01269 - S6 gam 16t tuong ing 1ml Na,S,0,0,1N
a - Lugng diu da 1dy dé xac dinh (tinh bing gam).

5.2 Lipit

Dai dién cua nhom lipit phic tap dude xem xét trong céc
thi nghiém nay la loxitin, mét photphatit, c6 cong thic héa hoc
dudi day. Loxitin c6 mat rat pho bién trong cac t& bao séng, dic
biét 1a trong long do tring, trong hong cau, tinh trung...
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CH, =0 = COR,

CH —O0—COR,
CH,0—P—0 — CH,— CH, — N—CH,
I N
o CH,
Loxitin

5.2.1 Tach loxitin tir Iong do trimg

Loxitin hoa tan tét trong etanol néng ho#c hén hdp etanol:
ete (ty 18 2:1 theo thé tich) nhung khong tan trong axeton. Vi
vay dé& nhan dudc loxitin khi dung etanol néng dé chiét loxitin
khdi nguyén liéu, két tua loxitin bing axeton.

Nguyén liéu va héa chdt: Long do triing ga, etanol tuyét don
hay 96%, dung dich CdCl, bao hoa trong etanol.

Cdch lam: cho khoang 1/5 - 1/6 1ong d6 tring ga vao coc cd
dung tich 50 hodc 100ml, thém 10ml etanol néng, dung daa
thiy tinh khudy déu trong 10 phit, dé yén mét ldc, loc qua giay
loc x&p (da dugc tAm uét bang etanol) vao ong nghiém kho, nhan
duge dung dich loc trong sudt. Néu dung dich duc cdn loc lai dé
nhan dude dung dich trong suét cé chita loxitin dé lam cac thi
nghiém tiép theo.

5.2.2 Mét sé tinh chat cua loxitin-
a) Sutao thanh nhi tuong cua loxitin

Cho vao 6ng nghiém sach, khé khoang 2ml dung dich
loxitin trong etanol, thém titng giot nudc cat, lc, tao thanh nhi
tudng bén cua loxitin trong nude.
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b)  Két tua loxitin bang axeton

Cho tu tu 1ml dung dich loxitin trong etanol vao 6ng
nghiém cé chita 5ml axeton, xuat hién két tua trang caa loxitin.
Ung dung phan tng nay dé nhan loxitin ¢ dang bot kho.

c)  Kéttua bang CdCl,

Cho vao 6ng nghiém khé 1ml dung dich loxitin trong
etanol, thém ting giot dung dich CdCl,, tao thanh két taa triang
cua phuc chat loxitin vé1 CdCl,. Colesterol va dau thuc vat
khong cho phan ing nay.

5.3 Dinh lugng Lipit

Viéc dinh lugng lipit thudng dua trén cd sd xac dinh khéi
lugng nguyén liéu trude va sau khi chiét rat lipit khoi nguyén
liéu bing dung méi hiiu cd. Bang phuong phap trén, ngoai lipit
ra, c6 thé c6 mét sé hop chat khac nhu vitamin tan trong chat
béo cing dude chiét ra cung véi lipit. Tuy nhién ham lugng cac
tap chat nay trong nhiéu truong hdp 1a khong dang ké, nén déi
vOi cac thi nghiém théng thudng, phuong phap néi trén van
dugce chap nhan.

Dung moéi thudng dung dé chiét rit lipit la: ete etylic,
benzen, hon hgp metanol - clorofom ho#c hén hgp etanol - ete.

C6 thé chiét rit lipit bing cach ngdm nguyén liéu vao dung
moi trong moét tuan ¢ cho téi hodc dung may Soklet. Dudi day sé
g161 thiéu phuong phap dung may Soklet.

Nguyén liéu, héa chdt: Hat lac hodc hat thau ddu da say
kho, ete etylic, benzen hoac hon hgp metanol - clorofom.
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May Soklet: May Soklet gom ba b phan chinh néi véi nhau
bang khdp nhanh (bao dam kin hoan toan) la: binh ciu (binh
dun), binh chiét va 6ng sinh han

Cdch lam: Chuén bi tdi bang gidy loc dé dung nguyén liéu:
Gidy loc duge ciat thanh manh hinh chi nhat, chiéu dai gap 2,5
1an chiéu rong, chuin bi thanh tai hinh tru c6 dudng kinh nho
hon duong kinh binh chiét, day tdi dude khau kin; ciing c6 thé
chudn bi tii dudi dang tai géi thude. Cac tdi gidy goéi sau dé
dugc sdy khé dén khi c6 khéi lugng khong doi va khoi lugng tii
dudc cdn chinh xac trén can phan tich.

Can chinh xac (trén can phan tich) 5 gam nguyén héu da
duge sdy kho, nghién nho trong coi sd, sau d6 chuyén toan bd
vao tui gidy da dudc chudn bi nhu trén, khau kin hoac gip kin
phia trén cta tdi. Cho dung méi vao binh cau dén 1/3 -1/2 thé
tich caa binh. D4t géi nguyén liéu vao binh chiét cua may, lap
binh chiét vao binh cAu. Cho dung méi vao binh chiét sao cho
ngap goéi nguyén liéu, mic dung méi gin dat dén phan trén 6ng
hit (xifon) cia binh chiét. Lap 6ng lam lanh. Ngam nguyén liéu
trong dung méi nhu vay trong vai gic. Sau d6 dat may vao
ndi cach thiy dé dun néng dung moéi (v6i ete etylic khoang
35 - 40°C). Dong thdi cho nudc lanh chay quay hé théng lam
lanh ciia may dé lam ngung tu hoi dung méi. Tiép tuc dun
khoang 5-6 gid. Khi dun, dung méi bay hdi theo xifon di 1én va
dudc ngung tu lai roi vao binh chiét, dén khi dung moéi dat dén
mic cao ngang dau ra cua xifon (nhanh dua xuéng) thi dung
méi lap tic d6 hét xudng binh ciu. Bing cach nhu vay nguyén
litu duge chiét rit lién tuc bing dung méi (8 - 10 lan trong
1 gid). Thdi gian cAn thiét dé chiét rat hoan toan lipit dudc xac
dinh bang thuc nghiém. Sau khi chiét rit xong, 14y géi nguyén
liéu ra khoi may, cho bay hét dung méi, siy khé cho dén khi
khéi lugng khéng déi.

84



Tinh lugng mé trong 100 gam nguyén héu theo cong thuc:
A -B).100
X(g) = ( C)

tronz do:
A - Khéi lugng goé1 nguyeén liéu trude khi chiét ruat lipit (g);
B - Khot lugng goéi nguyén liéu sau khi da chiét rat lipit (g);
C - Lugng nguyén liéu 14y dé xac dinh (g).
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Chuong 6
Vitamin

Vitamin hay con goi 1a sinh t6 bao gom céac hop chat hiu co
phan ti thap, c6 ban chat héa hoc rat khac nhau, c¢6 hoat tinh
sinh 1y, cdn dua vao cd thé ngudi va dong vat véi moét luong nho
dé dam bao hoat dong séng binh thudng.

Dua vao tinh tan cua ching cic vitamin dude chia thanh
hai nhém 18n, d6 la: Cac vitamin hoa tan trong chit béo va cac
dung méi hitu co bao gom vitamin A, D, E, K va cac axit béo
khéng no c6 mét hay nhiéu néi d6i, Cac vitamin hda tan trong
nudc bao gom cac vitamin thuéc cac nhém B, C, H...

Vi c6 ban chat héa hoc khac nhau nén méi loai vitamin c6
nhiing phan @ng héa hoc dic trung riéng. Nhitng phan ng nay
dudge st dung dé dinh tinh va dinh lugng cac vitamin.

6.1 Cac phan img dinh tinh cua vitamin
6.1.1 Cac vitamin héa tan trong chit béo
a) Vitamin A (Retinol)

- Phadn ing vdi sat (II) sunfat (FeSO,)
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Trong moéi truong axit, vitamin A phan ung véi FeSO, tao
thanh hdp chat mau xanh, chuyén dan sang mau hong do. Chat
tién vitamin A (carotin) cang cho phan Ung nay nhung san
pham ¢6 mau xanh luc.

Nguyén liéu va hoa chat: Dau ca (chda vitamin A va D),
axit axetic ddc dude bao hoa bang FeSO,, H,SO, dac.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém vai giot dau ca, thém 5-10
giot axit axetic ddm dac c6 chia FeSO, bao hoa va 1-2 giot
H,SO, déc, quan sat mau.

- Phan wng vdoi H,SO,

H,SO, dic tac dung vdi vitamin A va tao thanh san pham
mau xanh tim khéng bén, sau mdt thdi gian ngin sé chuyén
thanh mau nau do.

Nguyén liéu va héa chat: Dau ca, H,SO, dic, clorofom hodc
benzen.

Cach lam: Cho vao 6ng nghiém khdé hai giot dau ca, 2ml
benzen hoac clorofom, lic cho tan. Thém hai giot H,SO, dic, lac,

quan sat.

b)  Vitamin D (Canxipherol)

- Phan wng vdi SbCl,

Nguyén liéu va hoa chat: Dau ca 10% trong clorofom, dung
dich SbCl,; 21- 23% trong clorofpm, anhidrit axetic (CH;CO),0.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém sach va kho 3 - 5ml dung
dich ddu ca, thém vao 8 - 10 giot anhidrit axetic, lac déu va
thém vai giot SbCl;. Lic déu va quan sat sy xudt hién mau vang
hoic vang da cam.
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- Phan ung vdi anilin

Vitamin D trong méi truong axit sé tac dung vdi anilin tao
thanh hgp chat c6 mau do dac trung.

Nguyén liéu va héa chdt: dau ca, clorofom, anilin.

Chuén bi thuéc thi anilin: Tron anilin véi HCl dac hoic
H,SO, dic theo ty 1& 15 : 1.

Cdch lam: Cho 4 giot dau ca vao ong nghiém sach, kho, cho
thém 1ml clorofom va vai giot anilin, lac déu, quan sat su tao
thanh cac thé nhi trong 6ng nghiém. Pun séi hén hgp phan tng
trong 30 gidy, dung dich sé chuyén thanh mau dic trung.

c) Vitamin E (Tocopherol)

- Phan ing vdi HNO;

Vitamin E tac dung véi HNO, dic tao thanh o-tocopheril-
quinon mau do6 hoic mau vang do.

Héa chét: Vitamin E 0,15% trong etanol tuyét d61 hay
trong butanol, HNO; déc.

Cdch lam: Cho vao dng nghiém vai giot dung dich vitamin
E, sau d6 thém tit tit 8-10 giot HNO, dac va lac nhe dng nghiém.
Sau 1-2 phit quan sat su d6i mau.

- Phan ung vdi FeCly

Vitamin E c6 thé khit FeCl; thanh FeCl, sau d6 ion Fe**
phan ting véi o-phenantrolin dé tao thanh ion Fe(C,,HN,),?*, do
d6 dung dich chuyén thanh mau do.

Hoéa chdt: Vitamin E 0,15% trong etanol tuyét dsi, FeCl,
0,2% trong etanol, o-phenantrolin 0,5% trong etanol.
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CH,

HO
CH, + FeCl, + H,0
H,C 0~ "R
CH,
a-Tocopherol
CH,
0 Y CH,
—> Yoo + FeCl, + HCI
& C~R
H.C O NoH
CH,

Tocopherylquinon
Cach lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich vitamin E,
thém vao 1ml dung dich o-phenantrolin va 1-2 giot FeCl,. Lac
va quan sat mau tao thanh.

d) Vitamin K

Vé mit cau tao, cac vitamin K déu cé6 chuia 2-metyl-1,4-
naphtoquinon (metinon), vi vay cac phan ung cua vitamin K
déu dua trén cd sé phan ing véi nhan nay.

O

0

0O
Cong thic cau tao chung cua vitamin K.
2-Metyl-1,4-naphtoquinon (metinon)
- Phan ung vol anilin |
Phan dng xay ra nho tac dung cua 2-metyl - 1,4
naphtoquinon (metinon) véi anilin tao thanh 2-metyl-3-
phenylamino-1,4- naphtoquinon ¢6 mau do dac trung:
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O OH
CH, : CH,
—
" O‘ ' Q NH * OO
o) NH, OH
Metinon
(dang oxi héa) Aniin 2-Metyl-3-phenylamino Metinon
2-metyl-1,4- -1,4-naphtoquinon (dang khu)

naphtoquinon

Héa chdt: Dung dich vitamin K 0,1% trong etanol tuyét doi,
thuéc thi anilin.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich vitamin K,
thém 6-8 giot thuéc thi anilin, lic déu. Hén hdp chuyén sang
mau do.

- Phan ing vdi xistein

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich vitamin K 0,1%,
xistein 0,03%, NaOH 5%.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich vitamin K,
thém vai giot xistein 0,03% va 5-6 giot NaOH 5%, lic déu. Dung
dich chuyén thanh mau vang.

6.1.2 Cac vitamin héa tan trong nudc
a) Vitamin B, (Tiamin)
- Phan ung vdi axit diazobenzensunfonic (thuéc thi diazo)

Vitamin B, phan tng véi axit diazobenzosunfonic sé tao
thanh hop chat ¢6 mau da cam hay mau do.

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich vitamin B,, thudc thu
diazo (xem muc 1.3.5), NaOH 10%.

Cdch lam: Cho vao éng nghiém 1ml thudc thit diazo, thém
vai giot dung dich vitamin B, va 5-7 giot NaOH 10%, lic déu,
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quan sat mau (mau vang chuyén sang da cam va c6 thé chuyén
sang mau do).

- Phan wng tao thanh tiocrom.

Trong moi truong kiém, dudi tac dung cua kali ferixianua
K,[Fe(CN)¢], tiamin bi oxi hoa thanh tiocrom. Hgp chat nay sé
phat huynh quang ¢6 mau dic trung duéi anh dén tu ngoai.
Phan ing xay ra nhu sau:

- -

CH,
CH, -
/‘\ N ‘,/[ CI'+ K,[Fe(CN),] + NaOH
NZ “NH, S”>CH,— CH,OH

CH,
*/j\/\ /L—»[ + K,[Fe(CN),] + NaCl + H,0
CH,— CH,OH

()

Tiocrom

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich vitamin B, 1%, NaOH
10%, K,[Fe(CN)¢]1%, con izobutylic.

Cach lam: Cho vao 6ng nghiém 20 giot dung dich vitamin
B,, thém 10 giot NaOH 10% va 5 giot K;[Fe(CN)¢] 1%, lac déu,
sau d6 dé yén, hon hgp trong 6ng tao thanh hai 16p ngan cach.
Dé 6ng nghiém dudi anh sang mat troi hoac dudi anh dén tu
ngoai, quan sat su tao thanh huynh quang. Giai thich két qua
nhan dugc.

b) Vitamin B, (Riboflavin)

- Phén img khiz
Riboflavin tén tai & dang oxi héa va dang khit. O dang kh
6 tén la locoflavin khéng mau dé bi oxi héa thanh riboflavin.
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Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich riboflavin 0,015% (g1d
trong t61), HCl dic, kém kim loai.

Cach lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich riboflevin,
thém 10 giot HCl ddc va moét it bot kém, lac nhe va quan sat
hién tugng (khi hidro bay ra, mau chuyén dan tu vang :ang
xanh luc, sau d6 thanh hong va cudi ciing mat mau. Sau mé: liic
bé mit dung dich lai c6 mau vang).

CH,—(CHOH);—CH,OH

H,C N /NYO
» NH + Zn + HCI
H,,C N
1'{ 0

Riboflavin
CH,— (CHOH);—CH, OH

|
H,C N._N_.O
T ]:I ]'/\(\fﬂ - anCl
H,C N
H 0)
Lacoflavin

- Phdn itng vdi AgNO,

Trong méi trudng trung tinh hay axit yéu (pH = 6,5 - 7,2),
riboflavin phan tng véi AgNO, tao thanh hgp chiat mau iémg
hay do.

Nguyén liéu va héa chdt: Riboflavin 0,015% (gid trong ton),
AgNO0,0,1% (bao quan trong lo niu)

Cdach lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich riboflivin,

thém 0,5ml AgNO,, quan sat su xuat hién mau héng hoic do
(cuong @6 mau phu thudc vao lugng riboflavin trong dung dch).
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C) Vitamin B, (Axit nicotinic, vitamin PP hay nicotinamit)

- Phan ung vdi dong axetat

Trong moi truong axit yéu, axit nicotinic phan Ung véi
(CH,C00),Cu tao thanh két tia dong nicotinat, két tia c6 mau
xanh déc trung:

f\/II-COOH (\/Il—coo‘ o
X + CH,COOH + (CH,C00),cu —> | 'S ’

N N 2

Axit nicotinic Déng nicotinat

Nguyén liéu va hoa chat: Dung dich axit nicotinic 1%,
CH,COOH 15%, (CH,COO),Cu.

Cach lam: Cho vao 6ng nghiém 20 giot axit nicotinic
1%, thém 10 giot CH,;COOH 15%, dun hén hop dén soi, thém
10-20 giot (CH,CO0),Cu. Quan sat su hinh thanh két tua véi
mau dac trung.

- Phan ung vdi NaOH

Khi dun néng nicotinamit véi NaOH sé tao ra natri
nicotinat va giai phéng NH,:

Nguyén liéu va hoa chat: Nicotinamit dang bot, NaOH 40%.

Cdch lam: Cho moét it bdt nicotinamit vao ong nghiém,
thém 2ml H,O va 1ml NaOH 40%, dun sbi 5 phit trén néi cach
thiy, mui ddc biét xuat hién. Ding mét mau gidy quy dat trén
miéng 6ng nghiém, quan sat su chuyén mau caa gidy chi thi.

=~ —CONH, = COONa
| + NaOH .. === | | + NH,
N

N

-

Nicotinamit Natri nicotinat
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d)  Vitamin B, (Piridoxin)

- Phan ung vdi FeCl,

Duéi tac dung cua FeCl,, piridoxin sé tao thanh phuc chat
c6 mau dic trung.

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich piridoxin 1%, FeCl,
5%.

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém 1ml piridoxin 1%, thém 5
giot FeCl,, lac déu. Quan sat su xuat hién mau caa phic chat
tao thanh.

e) Vitamin C (Axit ascocbic)

Vitamin C 1a hgp chat khong no, trong phan tu ¢6 hai nhom
enol c6 kha niang phan ly cho ion H*, do vay c6 tinh axit va cé
tén 1a axit ascocbic. Vitamin C ton tai duéi hai dang: dang oxi
héa va dang khi theo phan ing sau:

HO—C\ . 0=C
TR AT I
l +
H(E +2H H(lj
HO—-(P— H HO—('Z— H
CH,OH CH,OH
Dang khu Dang oxi héa

Vitamin C c6 nhiéu trong rau, hoa qua... N6 tham gia tich
cuc vao cac qua trinh oxi hoéa - khi. C6 thé tién hanh dinh tinh
va dinh lugng vitamin C dua vao tinh chit khu caa né.

Khi tham gia vao phan ing oxi héa - khi, vitamin C c6 thé
khu moét sd chat tit dang ¢c6 mau thanh khéng mau hoac tit dang
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hda tri cao xuéng dang hoéa tri thap nhu: kali ferixiamua
[K,Fe/(CN)y], xanh metylen, dung dich iét...

- Phan ung khu K;Fe(CN),

Axit ascocbic khu K,;Fe(CN); thanh K,Fe(CN);, sau dé
K, ,Fe(CN), tac dung véi Fe’* tao thanh hgp chat Fe,[Fe(CN)g]; cé
m au xanh bién dén xanh la cay. Phan ing xay ra nhu sau:

HO—C 0=C
e ,C + 2K, Fe(CN), | 0 + 2K, Fe(CN),
HIC + 2KOH HC +2H,0
| l
H.()—(IT-H Ho—(lj—H
CH,OH CH,OH
IDan,g khu Dang oxi héa

3K, Fe(CN)¢ , 4FeCl; = Fe,[Fe(CN)g]; + 12 KCl
(Xanh nudc bién)
Nguyén liéu va héa chdt:Dung dich vitamin C 0,1%,
K. ,Fe(CN); 1%, KOH 5% FeCl, 1%, xanh metylen 0,01%, HCI
10%, dung dich 16t 0,01 N, NaOH 5%.

Clach lam: Cho vao 6ng nghiém 2ml dung dich vitamin C, 2
giot dung dich KOH 5%, 1ml dung dich K;Fe(CN)g 1%, 14¢c manh
hén hgp trong éng. Sau d6 thém vao 6ng nghiém 5-8 giot HCI
10% va 0,5ml dung dich FeCl,, lac nhe. Quan sat sy xuat hién
ké&t ttua mau xanh bién ho#c xanh la cay.

- Phan ing vdi iot

Niguyén liéu va héa chdt: Dung dich vitamin C 0,1%, dung
dicch 16t 0,01N, NaOH 5%.
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Cdnh lam: Lay hai 6ng nghiém, cho vao 6ng I: 2ml dung
dich vitamin C, éng II: 2ml nudc cat. Sau d6 thém vao moi 6ng o
giot dung dich i6t 0,01N, lic déu. Quan sat, giai thich sy sai
khac trong hai dng.

- Phan ing vdi xanh metylen

Nguyén liéu va héa chdt: Dung dich vitamin C 0,1%, dung
dich xanh metylen 0,01%, NaOH 5%

Cdch lam: Lay hai 6ng nghiém, cho vao 6ng I: 1ml dung
dich vitamin C, 6ng II: 1ml nudc cat. Sau dé6 thém vao mo ong
1-2 giot xanh metylen va 2-3 giot NaOH 5%. Lac déu va quan
sat mau trong hai 6ng. Néu khong c6 su thay doi mau, dit ca 2
6ng nghiém vao ndi cach thuy 37-40°C, quan sat mau caa dung
dich trong cac 6ng nghiém sau vai phut. Giai thich két qua.

6.2 Pinh lugng vitamin

6.2.1 Dinh lugng vitamin C theo phuong phap chuan do

Nguyén tdc: Vitamin C c6 thé khi dung dich i6t, dua vao
lugng i6t bi khi bdi vitamin c6 trong mau, suy ra ham lugng
vitamin C.

Nguyén liéu va héa chdt: La cay thia 1a, HC1 5%, dung dich
I, 0,01 N, dung dich tinh bt 1%.

Dung cu: Co1 chay s, binh dinh muc hoidc dng dong
(V = 50ml), binh nén (V = 100ml), buret.

Cdch lam: Can 5 gam thia 1a tuoi, nghién nho trong c6i su
v6i 5ml HCI 5% cho dén khi thanh dang déng thé, sau d6 dung
nude cit chuyén toan bé dung dich dong thé vao ong dong hodic
binh dinh mic, din nudc cidt dén vach 50ml, khuay déu, loc.
Cho 20ml dung dich loc vao binh nén, chuian dé biang dung dich
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[, ¢6 tinh bot lam chi thi mau (cho 5-10 giot tinh bot 1% vao
binh chia vitamin C). Chuan do dén khi bat dau xuat hién mau
xainh thi dung lai.

Ham ludgng vitamin C trong mau (theo phan tram) dudc
timh bang céng thic sau:
V.V,.0,00088.100

X 0/0 =
( ) Vz.a

trong do:
V - S8 ml dung dich i6t 0,01N da dung dé chuan do
V, - Thé tich tong s6 dung dich mau (50ml)
V, - Thé tich mau 1ay dé xac dinh (20ml)
a - SO gam nguyén liéu da dung dé chiét vitamin C (5g)
0,00088 - S6 gam vitamin C tuong tng véi 1ml dung dich
16t 0,01N.

6..2.2 Pinh lugng vitamin A

Nguyén tdc: Khi c6 mat anhidrit axetic, vitamin A sé tac
dung vé1 angtimon clorua (SbCl;) tao thanh phiic chat mau
xanh c6 kha nang hap thu 4nh sing mau do. Cudng d6 mau cia
dwuing dich ty 1é v6i nong dd cia viatmin A ¢6 trong miu.

Nguyén liéu va phuong phdp: Dau ca, anhidrit axetic,
cliorofom, SbCl, bao hoa trong clorofom.

Dung cu va thiét bi: Binh dinh muc (V= 25ml va 50ml),
may so mau quang dién.

Cach lam: Cho 2,5ml diu ca vao binh dinh mic c6 dung
ticch 25ml, hoa tan dau ca bing clorofom va dua thé tich dung

diich 1én 25ml, lac déu. Tu dung dich nay hat ra 1ml cho vao
cuivet cua may so mau, bé sung 1-2 giot anhidrit axetic, thé van
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sé xuat hién, thém 4ml SbCl; bao hoa trong clorofom, lac nhe,
sau 10 gidy do do hap thu anh sang 6 vang do (dung SbCl, bio
hoa trong clorofom cho éng déi1 chiing).

Xay dung d6 thi chuan cua vitamin A: Cho 10ml dau ca
tiéu chudn c¢6 nong dd 5.000 dv/ml vao binh dinh muc dung tich
50ml, bé sung thém clorofom dé dat thé tich 50ml, lic déu. Tu
dung dich nay (1.000 dv/ml) 1ay ra cac thé tich 100, 200, 300,
400 va 500pul cho theo thit tu tuong ing vao cac éng nghiém da
danh s6 I, II, III, IV va V, bd sung clorofom vao méi éng sao cho
c6 thé tich cudi cing déu la 1ml, sau dé thém anhidrit axetic,
SbCl; va do mat d6 quang hoc nhu & trén. Vé d6 thi tuong quan
giita mat dé quang hoc va néng d6 vitamin A.

Ti mat dé quang hoc thu dudc cia mau thi nghiém, dua
vao d4 thi chudn dé tinh ra lugng vitamin A c6 trong dau ca.
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Chuong 7
Hocmon

Ngay nay hoecmon dudc coi nhu cac chat do mot nhéom té
biéao nay tao ra dé tac dong lén nhiing nhém té€ bao khac bing
céich diéu hoa va lién két trao doi chat trong co thé. Tuy vay,
céich tac dong cta hocmon dén su trao déi chat khac vdi co ché
tac dong cua enzim va vitamin. ching khéng tham gia vao
thanh phan phan ti cua enzim nhu cac vitamin. Khac véi
erizim, cac hocmon khéng tham gia truc tiép vao cac phan dng
héa hoc, ma vai tro cua né la diéu hoa alosteric, nghia la lam
thiay d6i cau hinh khong gian ctua cac phan tu.

Hocmon ¢6 ban chat héa hoe rat khac nhau va hoat dong ¢
néng do rat thap, chi can mot lugng nho (102 M - 10 " M) ciing
thié hién dudgc tac dung sinh ly.

Trong co thé ngudi va dong vat, cac hocmon dudc tao ra bdi
mi6t loat cac mé dic biét nhu: tuyén giap trang, tuyén thugng
thhian, tuyén tuy, tuyén yén (hypophys), tuyén sinh duc...
Hocmon déng vat ¢é tinh dac hiéu ro rét.

Theo ban chat héa hoc, hocmon dong vat dude chia thanh
bz nhém:

- Hocmon la dan xuat cua colesterol (hocmon steroit)

- Hocmon 1a dan xuit cua axit amin

- Hocmon la peptit va protein.
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Thuc vat ciing c6 kha nang téng hdp cac hocmon. Cac
hocmon thuc vat dién hinh la cac chat diéu hoa ndi sinh, ¢ vai
tro quan trong trong nhiéu qua trinh séng ¢ thuc vat nhu: sirh
trudng, phan chia, biét hoa té bao, qua trinh chin, lao ho4a né...
Tuy nhién cac hocmon thuc vat ¢é tinh déc hiéu tac dung thap,
méi hocmon tham gia trong nhiéu qua trinh sinh ly, thuong ¢ tic
dung trai nguge nhau hoac lam tang tac dung cua hocmon khac.

Céc hocmon thuc vat c6 thé dude phan thanh 5 nhém:

- Dan xu4t indol

- Giberelin (c6 cdu tric tetratecpen)

- Xitokinin (cé cau tric gan véi adenin)

- Dan suit cua axit abxixic.

- Etilen (duge hinh thanh trong qua trinh trao doi
metionin).

Duéi day gidi thiéu mét sd6 phan ting dinh tinh cta mét
s6 dai dién cac nhém hocmon néi trén va phuong phap (inh
lugng ching.

7.1 Hocmon dong vat

7.1.1 Hocmon steroit

O dong vat va ngudi, cac hocmon steroit dude tao ra i vo
tuyén thugng than va d cac tuyén sinh duc.

a)  Cdc phan ung dinh tinh cua coctizon

Coctizon 1a mét glicococticoit dudc tao ra 6 vo tuyén thwng
than. N6 ¢6 vai tro quan trong trong diéu hoa trao ddi sacari va
protein.
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Nho su ¢6 mat cua cac nhém cacbonyl, coctizon ¢6 thé phan
Ung vl phenylhidrazin tao thanh hidrazon va ozazon, hoac khu
Cu®" thanh Cu*:

CH,0H
H,C CO

0 OH

Coctizon

Nguyén liéu va hoa chdt: Ché pham coctizon - axetat

Chuan bi dung dich phenylhidrazin: hoa tan 0,1 gam
phenylhidrazin vao 100ml hén hop H,SO, dac va nudc da lam
lanh, ty 1& 1:1 theo thé tich (dung dich chi chudn bi trudc khi
dung).

Metanol, thuéc thu Fehling (dung trong dinh tinh duong
ki, xem muc 3.1.1.b).

Cach lam:

- Phan ing vdi phenylhidrazin sunphat

Hoa tan 1mg coctizon - axetat vao 1ml metanol, thém vao
org nghiém 5ml dung dich phenylhidrazin sunphat va dun hén
hgp trén néi cach thuy. Qua vai phit, mau vang xuat hién do su
taio thanh phenylhidrazon va sau d6 la ozazon, nho cac nhém
caicbonyl cua coctizon.

- Phan ung vdi thuoc thu Fehling

Hoa tan 10mg coctizon - axetat vao 1ml metanol, thém vao
6mg nghiém 1ml dung dich Fehling va dun trén néi cach thuy.
Szu mét vai phut xuat hién két taa dé caa Cu,0.
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b) Phan ung cua deoxicocticosteron

Nguyén liéu va hoa chdt: Ché pham deoxicocticosteron -
axetat, H,SO, dac, clorofom.

Cdch lam: Hoa tan 2mg ché pham deoxicocticosteron -
axetat vao 2ml H,SO, dic, thém vao hdén hgp 1,5ml nudc, lic
manh, bd sung 1,5ml nudc nita va lai ldc manh. Hon hgp trong
6ng nghiém c6é mau tim do. Lam lanh hén hgp réi thém 3ml
clorofom va lic déu; 16p duéi cua hén hdp c6 mau vang, con 16p
trén c6 mau xanh luc.

7.1.2 Hocmon la peptit va protein

o) doéng vat, cac hocmon nay dudc tao ra d tuyén yén va
tuyén tuy, chiing tham gia vao qua trinh trao doi sacarit, diéu
hoa lugng dudng huyét.

Cédc phan ung dinh tinh cua insulin

Insulin 14 mot protein kiém, c6 khéi lugng phan ti thap
(5800 dalton) gébm 51 géc axit amin, c¢é tac dung diéu hoa, lam
giam lugng glucozo trong mau.

Hoéa chdt: Dung dich insulin (trong ampul), NaOH 0,1%,
CH,COOH, thuéc thi cua phan dng biure, thuéc thu Folin.

Cdch lam:

- Phan tng vdi NaOH

Cho vao 6ng nghiém 10-15 giot dung dich insulin, thém vao
éng nghiém ting giot dung dich NaOH 0,1% dén khi xuat hién
két tha tring. Két tha hoa tan lai khi thém axit axetic vao hdn
hgp dén pH = 2,5 - 3,5.

- Cdc phdn izng nhan biét ban chdt protein cua insulin

Lam cac phan dng biure, phan dng véi thudc thi Folin
(xem phan protein, muc 1.3.1 va 1.4.2.b).
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7.1.3 Hocmon la dan xuat cua axit amin

Jai dién chinh cua nhom nay la tiroxin va adrenalin. Cac
hoemon nay dude tao ra d tuyén giap trang va vo tuyén
thugig than.

liroxin dude tong hop ¢ tuyén giap trang, con adrenalin
dugctao ra 0 vo thuong than.

| I

HO 0] CH,=CH=COOH

|
I I NH,

Tiroxin

Miroxin c6 chita trong phan ti bén nguyén tu i6t. Khi bi oxi
hoéa, ‘iroxin tao thanh axit tetrai6taxetic c6 vai tro xuc tac trong
cac qia trinh oxi hoéa.

OH g H
| |
HO—QC—-CH.Z—N—CHa
|

OH
Adrenalin

Adrenalin (con go1 la epinephrin) c¢6 tac dung kich thich
qua trinh phan giai glicogen lam tang lugng duong trong méau.

Adrenalin dé dang bi oxi héa trong méi trudng trung tinh
va ki*m, tao thanh cac san phﬁm tham gia tich cuc vao cac qua
trinhoxi héa trong co thé.

Adrenalin ¢6 tinh kht, né c6 kha nang khi mét sé ion kim
loax t1 héa tri cao xudéng dang héa tri thap.
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a) Phan ung cua tiroxin

Nhan biét tiroxin bang cach thuy phan tach axit iothidric
(HI), réi chuyén thanh dang i6t tu do, khi i6t hoa tan trong
clorofom, clorofom sé ¢c6 mau tim dac trung.

Nguyén liéu va héa chdt: Ché pham tireodin chda tiroxin
dude chuéin bi nhu sau: tuyén giap trang cua dai gia sic nhu
trau, bo... sau khi tach ra, dude loai md, siy kho va nghién nho;
HNO, dic, KIO; 1%, clorofom

Cdch lam: Cho vao 6ng nghiém khoang 0,5g tireodin, thém
10 giot HNO, dac. Tién hanh thay phan bang cach dun can than
(tranh tao bot) trong 1-2 phit. Sau d6 thém vao hon hgp 20 giot
KIO, 1%, lac déu va lam lanh. KIO; oxi héa HI giai phéng ra iot
tu do:

5HI + KIO; + HNO, = KNO,; + 3H,0 + 3I,

Thém vao 6ng nghiém 1-2ml clorofom va lic manh. Sau khi

dé 1ang, 16p clorofom (phia duéi) c6 mau tim (do i6t tao nén).

b)  Cdc phan ung dinh tinh cua adrenalin

Nguyén liéu va hoéa chdt: Dung dich adrenalin (trong
ampul), FeCl, 3%, NH,OH 10%, KIO,; 1%, CH;COOH hoic
H,PO, 10%.

Thudc thi diazo (gom axit sunphanilic 1%, NaNQ, 5%,
Na,CO; 10% dudc chudn bi riéng ré).

Cach lam:

- Phan ung vdi FeCl,

Cho vao 6ng nghiém 0,5ml adrenalin, thém vao 2ml hudc
va 1 giot FeCl, 3%, Hén hop trong 6ng nghiém lap tic c6 mau
xanh ngoc bich do su tao thanh sit phenolat. Khi thém 1 giot
dung dich NH,OH 10%, hén hdp chuyén thanh tim dé va sau d6
thanh mau nau.
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- Phan ung vdi kali iodat

Cho vao 6ng nghiém 0,5ml adrenalin, thém vao d6 1ml
KIO; 1%, 10 giot CH,COOH ho#c H,PO, 10% va dun nhe hén
hgp dén 60-65°C, hon hdp c6 mau tim do.

- Phan ing vdi thuée thu diazo

Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich axit sunphanilic, 1ml
NaNO, 5%, 2ml dung dich adrenalin va 1ml Na,CO, 10%, lac
déu, dung dich c¢6 mau do.

c) Djnh luong adrenalin

Phuong phap dua trén viéc xac dinh mat dé quang hoc cua
san phdm (mau xanh xuat hién) khi adrenalin tac dung véi
thuéce thu Folin.

Nguyén liéu va héa chét: Dung dich chudn adrenalin c6
nong d6 0,04mg/ml (dudc chuéin bi trong binh dung mic c6 dung
tich 256ml). Na,CO, 10%, thudc thi Folin (xem phan phu luc).

Dung cu va thiét bi: binh dinh mic (V = 25ml), may so mau
quang dién.

Cach lam: Lay 2 6ng nghiém, cho vao 6ng I: 0,5ml dung
dich adrenalin chuin (0,04mg/ml), éng II: 0,5ml dung dich
nghién citu (dung dich adrenalin chua biét néng d3). Sau dé6
thém vao méi 6ng 2ml Na,CO, 10% va 0,25ml thudéc thi Folin
da pha loang hai lan, lic déu. Mau xanh xudt hién va dat cuong
d6 cuc dai sau 5 phut. Thém vao méi 6ng 2,25ml Na,CO, 10% va
do mau cac dung dich trén may so mau quang dién, dung kinh
loc mau d6. Lam 6ng déi chitng véi nudc cat

Tinh két qua:

Ham lugng adrenalin trong dung dich nghién citu dugc tinh
theo cong thic:
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“=E,

C.E
X
trong do:
C - Néng d6 adrenalin trong dich chudn.
C,- Nong d6 adrenalin cia dich mau nghién cttu.
E - Mat d6 quang hoc cia dung dich adrenalin chuan.
E,- Mat d6 quang hoc cua dich nghién ciu.
Trong trudng hodp cidn thi6t c6 thé tinh ham lugng
adrenalin trén 100g mau (mg%)

7.2 Hocmon thuc vat

7.2.1 Cac hocmon la dan xuat indol

Nhém hocmon nay thuong dudc goi 14 auxin hodc hocmon
sinh trudng. Pai dién quan trong nhat cua nhém nay la axit
B - indolaxetic (IAA). Trong thuc vat IAA c6 thé ton tai & dang
tu do hodc dang lién két véi glucczo hoic peptit; ngoai IAA cé
thé con gip axit indolpiruvic (IPA) va mét s& din xuat khac.

(')OOH
(l)OOH CO
I
CH, CH,
o -
I~ gr,
N If X~ N
H H

Axit B-indolaxetic (IAA) Axit indolpiruvic (IPA)

Ngudon nguyén liéu giau IAA 1a cac phdn non va hat cua
ciay (nhu hat ngo).
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Co6 thé phan biét nhanh chéong IAA trong ché pham nho
IAA c¢6 kha nang phat huynh quang trong anh sang tu ngoai
hoac qua san pham c6 mau khi IAA phan tng v6i mét sé thudc
thit héa hoc. Cung c6 thé kiém tra hoat tinh IAA bing thu
nghiém sinh hoc.

a)  Thu nhéan auxin téng s6 co chua IAA tir hat ngé

Hat ngd sau khi phoi khé dude nghién nho. 100 gam bot
dude ngadm vél axeton 50% 6 nhiét do thap (0-4°C) trong 2 gio.
Sau d6 loc thu 14y dung dich loc. Ria chat bot (ba con lai) bang
200-300m] axeton 50%, loc, thu lay dung dich. D6 chung cac
dung dich loc véi nhau va két tua protein tit dung dich bang
cach thém tinh thé NaCl vao dung dich theo ty 1&é 20 gam
NaCl/100ml dung dich. Tiép theo, tach 16p axeton khoi dung
dich mudi nho phéu chiét va tiép tuc chiét auxin tit dung dich
mudi bang cach lac vai lan véi axeton 100% (mbi lan 50 - 100ml
axeton). Do chung tat ca nudc chiét axeton véi nhau, loc rdi cho
bay hoi trén néi cach thuy (<50°C). Lic vai lan hén hgp chat
1ong con lai véi ete etylic, thu gop cac nude chiét biang ete. Dung
dich thu duge sau khi loai ete trén ndi cach thay la ché phdm
auxin c6 chita IAA duge dung cho cac thi nghiém tiép theo.

b)  Cdc phan ung mau cua IAA

- Phan ung Xankouvski

IAA tac dung véi thudc thit Xanpe Xankovski (goi tat la
thuéc thit Xanpe) tao thanh san phadm mau do. Véi thuéce thu
nay axit indolpiruvic (IPA) cho san phAm mau man chin. Cé thé
ng dung phan tng nay dé dinh lugng auxin.

Nguyén liéu va hoa chdt: Ch& pham IAA hoac auxin téng
sO: thude thi Xanpe: chuin bi riéng hai dung dich: FeCl; 0,5M;
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HCI 35% ho#dc H,SO, 35%; truée khi dung tréon 1ml FeCl; 0,5M
véi 50ml HC1 35% hoac H,SO, 35%.

Cdch lam: Lay 2 éng nghiém, cho vao 6ng I: 1ml IAA, 6ng
II (6ng d6i ching): 1ml nudc caAt. Thém vao mdi 6ng 2ml thudc
thit Xanpe, 14c déu. Dung dich c6 mau dé sau khoang 30 phit dé
d nhiét d6 phong. Néu mau thu la IPA dung dich ¢c6 mau man
chin, con néu 1a ch€ phdm auxin tdng s6 mau cé thé ti do téi
mén chin.

- Phan ung Eclich

Nguyén liéu va héa chdt: Thuée thi Eclich (dung dich p-
dimetylaminobenzandehit 1% trong HCl 1N); ché phiam IAA
hodc auxin tong sd.

Cdch lam: Lay 2 6ng nghiém. Cho vao 6ng I: 1ml auxin,
ong II (6ng d6i ching): 1ml nudc cdt. Thém vao méi ong 2ml
thuéc thi Eclich, 14¢c déu. Dung dich c¢6 mau do tia sau khoang
10 phut dé & nhiét d6 phong. Phan tng nay kém nhay hon phan
dng véi thudc thit Xanpe, mau cta hén hgp ¢6 thé nhat din sau
10 phiit trd di. |

¢) Dinh lugng IAA bang phuong phdp hda hoc

Nguyén tdc: Phuong phap dua trén viéc xac dinh cudng do
mau d6 cia san phdm tao thanh khi IAA tac dung véi thudc thu
Xanpe trong phan ing Xankovski. San phdm kha bén va c6 kha
ning hap thu manh anh sang 6 budc séng 530nm.

Nguyén liéu va héa chdt: Mau nghién citu chita IAA; Dung
dich IAA chudn géc (0,01%); Thuéc thi Xanpe (xem phin
7.2.1.b).

Thiét bi: May so mau hoiic may quang phd.
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Cdch lam: LAy 2 6ng nghiém. Cho vao 6ng I: 1ml dung dich
mau nghién clu, vao éng II (6ng dé1 ching): 1ml nudc cat. Thém
viao mdi 6ng 2ml thude thit Xanpe. Lic déu, dé d nhiét d6 phong
30 »hat. Khi thoi gian hét, xac dinh cuong d6 mau trén may
quang pho & budc séng 530nm hoac trén may so mau véi kinh
loc mau luc. P61 chiéu gia tri mat dé6 quang hoc cua mau thi
nghiém véi d6 thi chuan dé tinh ra ham lugng IAA trong 1ml
dung dich nghién ctu, tu d6 tinh ra ham lugng % IAA trong
nguyén léu.

Dung d6 thi chudn IAA: Tu dung dich IAA chuan géc,
chuin bi cac dung dich TAA c¢6 cac nong d6 pha loang khac nhau
chia mot lugng [AA tuong dng la: 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/ml.
Tiér hanh phan ng mau véi cac dung dich chuin nhu véi mau
nghén ciu. Dung d6 thi biéu dién su tuong quan gitta mat dd
quang hoc va néng d TAA.

7.2.2 Giberelin

Giberelin 12 nhém chat diéu tiét sinh trudng thuong c6 mat
trorg cdy. Giberelin tac dong khéng giong nhu auxin va thuong
tuorg tac véi cac auxin tu nhién hoidc nhan tao. Pai1 dién quan
trorg cua nhém nay la axit giberelic (GA,). Axit giberelic tuong
d6i 18 tan trong nudc, c6 nhiéu & cac bd phan dang phat trién
ctiacdy (nhu hat dang nay mam).

0
4
HO OH
CH; 0™ "OH CH,
Axit giberelic (GA,)
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C6 thé nhan biét dude axit giberelic nhd né ¢6 kha nang
phat huynh quang mau vang nhat duéi anh dén tu ngoai. Cang
c¢6 thé xac dinh hoat tinh cia GA, bang cac thi nghiém sinh hoc.

a)  Chiét giberelin tir mé thuc vt

- Phuong phap thw nhat

Nghién 1kg mé thuc vat (hat lda nay mam) roi ngdm véi
1,5 lit hdn hgp axeton / nudc (theo ty 1é thé tich 85/15) trong 24
gio & 0°C. Sau khi loc hén hop, thu 14y dich loc rdi trén dich loc
v6i 100 gam than hoat tinh. Lac hén hgp trén may lic trong vai
gid, sau d6 thu 1ay than da hap phu giberelin bing cach loc hén
hop qua phéu Buchner. Chiét rit giberelin tit bét than vai lan
bing etylaxetat (mdi 1an 50 - 100ml). Sau khi loc, nudc chiét
etylaxetat duge cho bay hdi téi lic thé tich con lai 10 - 15ml.
Ché& pham thu dudc c6 thé dung cho cac thi nghiém tiép theo.

- Phutong phdp thit hai

Nghién 1kg mé thuc vat roéi ngdm véi 2 lit nude cit da dude
chinh pH téi 3,5 bang HCI trong vai gid. Sau khi gan bd nudc,
chiét giberelin bang etylaxetat bing cach ngdim mé trong dung
modi d6 qua dém & nhiét dé 0°C. Sau khi loc, nudc chiét
etylaxetat dugc dé bay hoi (trong chan khong hoic ndi cach thuy
(<50°C) cho téi khi thé tich con lai 10 - 15ml. Ch& phim thu
dudc c6 thé dung cho cac thi nghiém tiép theo.

b)  Tdch cdc giberelin va nhén biét GA,, bang sdc ky trén giay

Bing sdc ky trén gidy c6 thé tach cac giberelin khac
nhau va sau khi phun gidy bang dung dich axit sunfuric, ta
c6 thé thay vét mau vang nhat cia GA,; duéi anh sang cua dén
td ngoai.
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Nguyén liéu va hoa chdt: ché pham giberelin (xem muc
7.2.2.a); gidy siac ky Watman s6 1; dung méi chay sic ky (n-
butanol: amoni hidroxit 1,5N, ti 1&é 3:1 theo thé tich; axit
suunfuric 70%.

Dung cu va thiét bi: binh sac ky loai nho (bocal kich thuéc 6
x 50cm); dén ti ngoai (loai dé khu trung).

Cdch lam: Cat giay Watman s6 1 thanh dai cé chiéu réng
2¢m, chiéu dai 45cm. Panh ddu diém xudt phat trén gidy va
cham 1én d6 0,1ml ché pham giberelin (chia lam nhiéu lan).
Diung phuong phap séac ky di lén: dé vao binh sac ky 50 - 60ml
dung moi, treo gidy trong binh nho méc xuyén qua nut va cho
hé théng dude can bang trong vai gid. Sau dé bang cach day moc
x6ng ta nhing dau gidy vao dung moi. Qua trinh sic ky két
thide khi dung mé1 ngdm 1én gan té1 mép trén cua ban gidy. Tiép
dé 14y gidy ra, hong khé (c6 thé sdy bang luong khi néng). Khi
gidy da kho, phun gidy bang dung dich axit sunfuric, réi soi
duwréi dén ti ngoai, ché c6 phat huynh quang mau vang nhat 1a
axit giberelic.

c)  Xdc dinh hoat tinh giberelin bang thu nghiém sinh hoc

Hoat d6ng cta giberelin c6 thé nhan biét nhd tac dung tiang
sinh trudng bo phan cua cay khi xt 1y cay bang giberelin.

Nguyén liéu va hoa chat: dung dich axit giberelic (GA;)
hoic mot giberelin nao d6, véi néng dé6 10pg/ml c6 chda
Tween-20 (chat lam tidng dé6 bam dinh) vé6i nong do 0,01%; hat
g1ong dau cove hay hat giong dua chudt.

Cdch lam: Hat dau cove dude gieo trong cat, sau dé chuyén
vawo dung dich dinh dudng lic 14 thd nhat ndé duge 50% va tru
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trén 14 mam con chua bat ddu kéo dai. Ta nhé GA, (hoac mot
giberelin khac) truc ti€p 1én chéi ngon cdy. Sau 48 gid tién kanh
do d6 dai cua tru trén 14 mam va so sanh véi d61 ching (nking
cay khong dudc xi 1y biang giberelin).

Thit nghiém tuong tu c6 thé ti€n hanh véi dua chudt.

Néu su sai khac vé d6 dai tru trén 14 mam (phan thancay)
gitia cay thi nghiém va cay déi ching dat ti 20% trd lén, ta c6
thé xem giberelin da c6 tac dong 1én ciy.
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Chuong 8
C ac chat thuc vat thir sinh

0 thuc vat, ngoai protein, sacarit, lipit, vitamin... con ¢6
nhing hdp chat khac duge goi la cac chat thuc vat thd sinh.
N hém hop chat nay thudng ¢6 méit trong thuc vat véi ham lugng
thiap, nhung ching ¢6 vai trd quan trong trong trao déi chat d
cdiy. Mot s6 chat thuc vat thi sinh duge tich tu trong thuc vat
véi ham lugng dang ké (nhu ankaloit, cao su, tinh ddu), gay nén
kiéu trao déi chat dac trung cua cac loai d6. Nhiéu chat thudc
nlhém nay, ¢ mic d6 dang ké, quyét dinh phadm chit thuc phdm
va mui vi cac san phadm khac nhau ché bién tu thuc vat. Nhiéu
chiat duge dung trong cong nghiép va y hoc.

Thude nhém chit thyc vat thit sinh c6 thé ké dén: glicozit,
amkaloit, tanin, tinh d4u, cao su...

8.1 Glicozit

Glicozit 1a nhiing hgp chat hitu co phic tap dudge cau tao tu
sacarit va mot chat khong phai sacarit goi 1a aglicon. Su két hgp
hiai thanh phan trén thuong dudc thuc hién nhé nhém - OH
gllicozit cia thanh phdn sacarit. Thanh phédn sacarit c6 thé 1a
monosacarit (nhu glucozo trong acbutin c¢6 6 la tric dao, va
trong nhiéu glicozit khac) ho#c oligosacarit.
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8.1.1 Pinh tinh glicozit acbutin trong la trac dao

Glicozit acbutin trong la tric dao gom cé hidroquinon va
glucozo dudc két hgp véi nhau bang lién két B- glicozit:

OH
OH
0 CH,OH O
OH OH H2 0)
| | OH
O-—CH—CH—-('DH—-CH—CH—-CHZOH HO
OH OH
Acbutin

Glicozit trén cé thé dude thuy phan bdi acbutaz, mét enzim
cing c6 trong la tric dao, tao thanh glucozo va hidroquinon:

OH
CH,OH O OH CH,OH
0O acbutaz O OH
OH —_— + OH
HO . B HO
OH OH OH
Acbutin Hidroquinon B-D-glucozo

Co thé nhan biét acbutin nhé mau cua phic chit gida
acbutin v6i mdt s6 héa chiat nhu FeSO, hay FeCl;; hodc nho
thanh phan glucozd sau khi cho enzim thuy phan acbutin.

Nguyeén liéu va héa chdt: La tric dao, FeSO, tinh thé, FeCl,
5%, HC1 10%, NaOH 10%, dung dich Fehling (xem muc 3.1.1.a).

Dung cu va thiét bi: Co61 chay si, coc (V= 50-100ml), phéu,
bép dién, tu &m (37- 40°C).
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a)  Phan ung mau nhan biét acbutin

Cdach lam: Nghién nho la trac dao, cAn 1 gam cho vao céc,
thiém vao 10ml nude so61, lac vai phut, vira lac vira dun rdi loc
ngay khi con nong. Lam ngud dung dich té1 nhiét dé6 phong.
Dung dich loc duge stt dung dé lam cac phan dng sau:

- Phan wng vdi FeSO,

LAy 1ml dung dich loc trén cho vao é6ng nghiém, thém vao
va, tinh thé FeS0O,. Quan sat su chuyén mau. San pham phan
ing cudi ciing 6 dang két tia mau tim ban (gan nhu den).

- Phdn ng vdi FeCl,

LAy 1ml dung dich loc cho vao éng nghiém, thém 1-2 giot
FeCl,. Quan sat mau (gan nhu xanh cham).

Cac phan ng trén ching to c6 acbutin trong 14 tric dao.

b)  Thuy phén acbutin bang acbutaz

Can 1 gam la truc dao cho vao ¢éi si, nghién nho, cho thém
10ml nudc cat, khudy déu va chuyén vao céc dung tich 50-
100ml, dit vao tu A&m 37-40°C trong 1 giod, sau d6 14y ra loc thu
ldy dung dich trong. Cho vao éng nghiém 5ml dung dich loc, nho
ting giot HCl dén khi mat mau xanh. Trung hoa hén hgp bing
NaOH (tht bing gidy quy), loc thu dung dich trong.

Lam phan tng véi dung dich Fehling: cho vao dung dich loc
2m] dung dich Fehling, dun s6i 3 phat. Quan sat su hinh thanh
két tua ¢ day 6ng nghiém.

8.1.2 Glicozit trong la dao (Prunus persica L. Batsch)

Trong 14 dao c6 glicozit 1a amigdalin gdbm phan aglicon 1a
andehit benzoic két hgp véi axit xianhidric, con phan sacarit 1a
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mot disacarit cAu tao ti hai phan ti B-D-glucozo néi véi nhau
bing lién két B-1,6 -glicozit:

OH
CH,OH (0 CH, 0 C-H
0) 0] |
OH OH CN
HO HO
OH OH
Disacarit Aglicen
Amigdalin

Duéi tac dung cua enzim, amigdalin bi thuy phin thanh
andehit benzoic, axit xianhidric va - D - glucozo.

CH,0H
- O OH
Amigdalin ——» + HCN + OH
HO
H’C So : OH
Andehit benzoic B-D-glucozo

Trong cdy cac enzim thuy phdn amigdalin (glucozoidaz,
prunaz, oxinitridaz) khong hoat déng, nhung néu tromg méi
trudng nudc va d nhiét d6 35-40°C phan tng thuy phén glicozit
xay ra rdt manh.

Cé thé nhan biét glicozit qua axit xianhidric dugic giai
phéng ra trong quéa trinh thuy phédn nhé mdt sé phan ing mau
die trung.

Nguyén liéu: Chudn bj dung dich chiét 14 dao.
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Can 50 gam la dao, thai nho va cho vao c6i si vi mot it
nude, gia dap (lam nhanh dé tranh bay mat HCN), cho vao binh
cdt ¢6 chita 100ml nudc, 14p may dé cat. Cat cho dén khi dudgc
50ml (nudc cat 1a dao). LaAc manh dung dich thu dudec, loc qua
giay loc da thAm udt bang nude cat. Gid dung dich loc trong lo
mau, nat kin (nén dung day lo).

a) Dinh tinh axit xianhidric (HCN)

Trong méi truong kiém, khi c6 cac ion Fe® Fe?*, axit
xianhidric tao thanh phic chat feric feroxianua c6 mau xanh
nudc nudc bién; axit xianhidric ciing c6 thé tac dung véi axit
picric trong méi truong kiém, tao thanh dan xuét c6 mau do.

Hoéa chdt: NaOH 10%, FeSO, tinh thé, FeCl, 5%, HC1 10%,
axit picric bdo hoa. Gidy picro - sédé (cach chudn bi: xem phu
luc).

Cach lam:

- Phan ing tao thanh feric feroxianua

Cho vao 6ng nghiém 2ml dung dich chiét 14 dao, thém vao
2-3 giot NaOH 10% va vai hat FeSO,. PDun sé6i, cho thém 2 giot
dung dich FeCl,. Nho ting giot HCl dé axit héa. Dung dich
chuyén thanh mau xanh nuéc bién, dé 1au két tia sé ldng xudng
day 6ng nghiém.

- Phan itng vdi axit picric

Cho vao 6ng nghiém 2ml dung dich chiét 1a dao, thém vao
2-3 giot NaOH 10%, lac déu, thém 2 giot axit picric, 1dc nhe, dé
mdt lic, quan sat mau.

Cé thé tién hanh phan dng véi gidy picro - s6dé nhu sau:
]y 2ml dung dich chiét 14 dao cho vao ong nghiém, dit miu
gidy picro - s6dé vao miéng 6ng, ddy mit lai. Pé mot lic quan
sat su chuyén mau.
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b)  Dinh lupng HCN

Nguyén tdc: Dung AgNO, tac dung véi HCN trong mdi
truong kiém va dua vao lugng AgNO, da tac dung, tinh ra lugng
HCN c6 trong mau.

Khi cho NH,OH vao dung dich nuéc cat la dao, HCN
chuyén thanh NH,CN. AgNO, dugc thém vao sé tac dung véi
NH,CN dé tao thanh mudi kép bac va amoni xianua hoa tan

trong NH,OH:

Lugng AgNOQO; du thua trong dung dich tao thanh AgCN
ciing tan trong NH,OH.

[Ag(CN),JNH, + AgNO, = NH, NO, + 2AgCN.

Nhung néu cé I, (duéi dang KI) thi lugng AgNO, thiua sé
tao thanh Agl két tia mau vang nhat khéng tan trong NH,OH.
Do d6 dung KI lam thuéc thd trong chudn dé bang dung dich
AgNO,, néu dung dich van duc la ddu hiéu phan ang da
két thuc.

Nguyén liéu va héa chat: Dung dich chiét 1a dao (xem cach
chudn bij 6 phan trén), NaOH 1%, NH,OH dic, KI 20%, AgNO;
0,1N (dung dung dich chuén)

Cdch lam: Cho 25ml dung dich chiét 14 dao vao binh nén
dung tich 250ml, thém 75ml nudc cit va 10 giot NaOH 10% dé
thiy phan amigdalin. Lic déu, cho thém 10ml NH,OH, 10 giot
KI 20% rdi chuian d6 bing AgNO, dén khi dung dich bat dAu
hai duc.

Iml AgNO; 0,1 N tuong duong véi 0,00564g HCN. Tinh
lugng HCN chita trong 100ml nudc cat la dao, ti d6 tinh ra ham
lugng HCN trong nguyén liéu.
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8.2 Ankaloit

Ankaloit 1a nhiing hdp chat hitu cd ¢6 chia nitd, nguon goc
th yc vat, da sé ¢6 nhan vong, it nhiéu mang tinh kiém, ¢6 thé
tao mudl véi cac axit.

Ankaloit thuong c6 tac dung sinh Iy manh trén co thé ngudi va
domg vat, da so la chat doc.

Trong cay, ankaloit ¢ dang muéi véi cac axit c6 mat trong
cac mo cua cay va chung hoa tan dude trong dung dich nudc.
Néu cho ankaloit dang muéi tac dung véi kiém sé thu duge
anke:loit 6 dang tu do khong tan trong nudc, nhung lai tan trong
dung méi hitu co. Tinh chit nay duge tng dung dé tach ankaloit
ra kioi nguyeén liéu thuc vat.

8.2.1 Mot s6 phan img dinh tinh

Cac ankaloit bi két tiia boi mdt s6 thude thi nhu: thude thu
M:ay>r, thudc thit Valser, tanin bao hoa v.v... do vay c6 thé dung
nhiing thude thit nay dé phat hién cac ankaloit. Tuy nhién, day
Ja nhing phan dng khong dic hiéu, nghia 1a khi c6 ankaloit thi
nh.at dinh c6 két tia, nhung thi nghiém c6 két taa thi chua thé
kéit J1an chic chdn 1a c6 ankaloit dudc.

Duéi day gidi thiéu hai phan dng cua ankaloit cho két tua
¢6 mau dic trung, d6 1a phan dng Dragendorf va phan ng véi
axiit ohotphomolipdic.

Hoa chat: HCl 1%; CH,COOH dac; KI.

Chuan bi thuéc thit Dragendorf: Pha dung dich hén hgp géc
goim: a) dung dich bismut nitrat trong axit (cAn 0,85g bismut
nit:ret hoa tan trong 40ml nude, thém 10ml CH;COOH dic, lac
déw) b) dung dich kali i6dua (can 20g KI hoa tan trong 50ml
nuge. Sau d6 tron 1an hai dung dich a va b véi nhau ta duge
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dung dich géc. Ldy 20ml dung dich géc nay, thém 100ml rudc
'va 20ml CH;COOH dac, 1ac déu, nhan duge dung dich thudcthu
dé st dung.

Dung dich axit photphomolipdic 1% (1g axit hoa tan trong
100ml nudc).

Dung cu: Binh cau hoédc binh nén dung tich 100ml, néi cach
thuay (100°C).

Cdch lam: Chiét ankaloit ti nguyén liéu thuc vat: Cén 1
gam nguyén liéu tudi (1a 6t), cidt nhd, cho vao binh cdu lozc
binh nén, thém vao d6 25ml HCl 1%, dun trén néi cach thiay
dang sdi trong 5 phit. Dé ngudi, loc qua gidy loc, thu 14y dung
dich d€ 1am phan tng dinh tinh.

- Phan itng Dragendorf

Trong méi trudng axit rat nhiéu ankaloit cho két tua nau
d6 da cam ho#c d6 gach véi thudc thi Dragendorf cé chda kali
16dua va bismut nitrat.

Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich chiét ankaloit, nhd
ting giot thudc thu, quan sat su tao thanh két tua.

- Phan ing vdi axit photphomolipdic

Ankaloit tadc dung véi axit photphomolipdic cho két twa
mau vang, sau d6 chuyén thanh mau xanh ho#c mau luc d» st
khu axit molipdic.

Cho vao 6ng nghiém 1ml dung dich chiét ankaloit va tiém
ting giot axit photphomolipdic 1%, quan sat két tua.

8.2.2 Pinh lugng ankaloit |

Dua vao nhiing tinh chidt cua ankaloit da néi trén, Gnih
lugng ankaloit c6 thé ti€n hanh theo cach sau.
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Dé chiét rut ankaloit ra khoi nguyén liéu, trudc hét can
kiérr héa nguyén liéu dé day ankaloit ra ¢ dang tu do roi rit
ankaloit bang dung mo6i hitu co. Sau d6 ¢6 thé cho bay hoi dung
méi va can true tiép lugng ankaloit da dudce tach ra, hoac c6 thé
chuin d6 ankaloit dudc tach ra bang axit va dua vao lugng axit
di cung dé chuén d6 tinh ra lugng ankaloit.

Dinh lugng ankaloit trong ca doc duge.

Nguyén tdc: Ankaloit c6 trong 1a ca doc duge duge day ra
banz NH,OH. Sau d6 rut ankaloit ra bing dung méi hitu cd: ete
va dorofom. Trung hoa ankaloit baing H,SO,. Po lugng H,SO,
thitz c6 thé tinh dude lugng ankaloit.

Nguyén liéu va hoa chat: La ca déc duge tuoi, ete etylic;
clorefom, NH,OH 4%: NH,0H 50%, H,SO, 1N: H,SO, 0,02N,
NaCH 0,02N, chi thi metyl d6 0,2%, H,SO, 10%

Dung cu: Binh nén (V=100ml), phéu ‘chiét (V=100ml), néi
cack thuy, microburet.

Cach lam: Can chinh xac 10g la ca déc dude, thai nho cho
vao binh nén, thém vao d6 50ml hon hdp ete - clorofom (10ml
clorefom + 40ml ete) dé yén 1 phit. Sau d6 thém 5ml NH,OH
4%, 34y nut dé yén trong 2 gid, thinh thoang lic nhe. Lay dung
dich ra, chuyén dung dich tit trong binh vao phéu chiét c¢6 chia
sdn 20ml nudc cat va 6ml H,SO, IN, rita ba trong binh bing
hén hop ete - clorofom vai 14n, mdi lan 10ml. Cac dung dich ria
nay ciing dude d6 gbép vao phéu chiét. Lic manh hén hgp trong
phéu chiét cho déu dé rit ankaloit thanh dang tan trong axit.
D& sén phéu cho hdn hop liang thanh 2 16p. Tach 1ay riéng 16p
axit. Ria lai 1p ete - clorofom con lai bing H,SO, 10% (ria 2
lan ndi 1an 10ml) rdi lai thu lay 16p axit. Dén cac dung dich axit
lai va kiém héa trd lai bang 20-22ml NH,OH 50%. Lai rit
ankzloit bang clorofom, lam 3 1an, méi 14n 10-15ml.
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Dén cac dung dich clorofom vao binh nén va cho bay hai
trén noi cach thay. Sau khi khé, thém vao can 3ml ete, tié} tuc
c6 dén can. Cudi cung hoa tan cin trong 20ml H,SO, 0,02N.

Tiép theo chuin d¢ lugng H,SO, thita trong dung dich ting
NaOH 0,02N, dung metyl do lam chi thi.

Dua vao lugng H,SO, thua, tinh lugng H,SO, da tac cung
v6i ankaloit chiét ra tit mau.

1ml H,SO, 0,02N tuong dng véi 0,005784g ankaloit. Do d6
c¢6 thé tinh dudc ty 1é phdn tram ankaloit ¢6 trong nguyén liéu
theo cong thic sau:

M.0,005784.100

X(%) =
06) 10

trong dé6:
'~ M- s6 ml H,SO, 0,02N di tac dung véi ankaloit.

8.3 Cac hgp chat phenol

Tao ra cac hop chat phenol 12 mét trong nhiing nét déc
trung cua té bao thuc vat.

Hogp chat phenol 14 chat c6 chila trong phén ti vong bexzen
(nhan thom) ma ban than vong niay mang mét, hai hay miéu
nhém - OH. Cac hgp chat phenol rat da dang vé ham lwng,
thanh phén, cdu tao, tinh chat va chic niang. Nhin chung dai
véi doi song thuc vat, cac hgp chit phenol tham gia tich cucvao
cac qua trinh oxi héa - khu, cé vai tro bao vé, 1a chat chdng oxi
héa... D8i véi doi sdng con ngudi, cac hop chit phenol ¢6 ¥ nzhia
16n trong cong nghiép nhe, céng nghiép thuc phdm, trog y
hoc...
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Céc hgp chat phenol ¢6 thé chia thanh 2 nhém 1én la:

- Cac hgp chat phenol tuong dé1 don gian con duge goi la
cac monome nhu: axit galic (cé6 trong thanh phan cua
tanin thuy phan), hay cac hdp chat flavonoit trong do co
catechin.

- Cac hgp chat phic tap thuong goi la cac hgp chat
poliphenol; dai dién dude biét nhiéu hon ca thuéec nhom
nay la tanin hay chat chat, 1a chat ¢6 kha niang thudc
da, tic 13 lam két tua protein cua da, tao thanh phuc
chat khong tan.

Xac dinh catechin & bup ché

Catechin l1a hop chat phenol tuong dé1 don gian thudc nhém
flavonoit, c6 hoat tinh vitamin P, dé dang bi oxi héa va c6 xu
huéng polime héa. Catechin 12 mét trong nhiing chit tién than
tao nén cac tanin ngung tu. Catechin phé bién ¢ thuc vat, dic
biét c6 nhiéu trong bup ché (dat téi 30% trong lugng kho). Ham
lugng catechin 1a mot chi s chat lugng va gia tri sinh hoc quan
trong cua hang loat thuc pham nhu: ché, rugu nho, rugu vang,
nude qua...

Duéi day giér thiéu cach xac dinh nhanh ham lugng
catechin trong la ché bang phuong phap so mau.

Co s6 cua phuong phap la phan ng cua cac catechin véi
vanilin trong méi trudng axit tao thanh san phadm mau do tim.
Cuong dé mau ty 1é thuan véi ham lugng catechin trong mau va
¢6 thé do duge nho may so mau hay may quang phd. Do thi
chuin dude dung theo ché pham catechin tong so.

Héa chédt: Etanol 80%, clorofom, etylaxetat, Na,SO, tinh
thé, thuéc thit vanilin (1% trong HCI dic).
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Dung cu va thiét bi: Binh nén (V=500ml), 6ng sinh han,
phéu chiét, binh dinh mic 100ml, ndi cach thuy, may quang pho
ho#c may so mau quang dién.

Cdch lam: La ché tuoi dudc c6 dinh bang hdi nudc trong 3
phit va sidy kho tiép theo 6 70°C. 1 gam la ché da cé dinh nhu
trén dudc nghién trong cdi sit, sau dé chuyén vao binh dinh muiic
100ml, thém vao d6 80ml nudc soi va dit vao noi cach thuy dang
s6i. Chiét rit catechin trong 40 phit, thinh thoang lc nhe. Sau
d6 binh dudc 1am ngudi dén nhiét doé phong, dan nude dén vach
mic, tron déu va loc qua gidy loc. T dung dich loc thu duge 14y
1ml cho vao binh dinh mic ¢6 dung tich 50ml, thém nudc dén
vach muc va lac tron déu. Cho vao ong nghiém 1ml dung dich
pha loang trén, thém 4ml thuéc thd vanilin, lic déu, sau 2-5
phit do cudng d6 mau trén may so mau hoic may quang pho 0
budc séng 508nm (chu ¥ dung cuvet so mau cé nap day). Song
song véi 6ng thi nghiém lam ong kiém tra, thay 1ml miu bing
1ml nudc cat. T s6 doc thu dugde, dua vao d6 thi chudn dé tinh
ra ham lugng catechin.

D4 thi chuidn catechin dude xdy dung nhu sau: Mau chuin
1a ché& phdm catechin téng s6. Pha dung dich catechin chuin
chita 100pg/ml, tit dung dich goc nay chuén bi cac dung dich
pha loang chita 10, 15, 20, 25... 50ug/ml va lam tiép tuc nhu véi
mau thi nghiém. Lam 6ng d6i ching véi nudc cat. Co thé dung
d4 thi chuédn ho#c lap bang biéu dién su tuong quan giita mat dé
quang hoc va ham lugng catechin.

Chuén bi ch& phdm catechin téng sd:

Cho 10 gam bip ché (da dugc ¢d dinh va nghién nhé nhu da
néu J trén) vao binh nén dung tich 500ml, thém vao 150ml
etanol 80%, 14p 6ng sinh han nguge va chiét rit ¢ 40°C trong 20
phit trén ndi cach thuy. Loc dung dich chiét qua gidy loc, ba
dugde chiét lai 2 14n mdi 14n bang 75ml etanol 80% trong 20
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phut. Gop cac dung dich chiét lai va ¢6 dac dén 50ml ¢ 30-40°C
trén noi cach thuy hoac chan khéng. Tiép theo xi 1y dung dich
¢ dac thu dude bang clorofom (3 - 4 lan, méi lan 50ml) trong
phéu chiét dé loai bo cafein, sac té va cac san pham khac. Gop
cac phan dung dich thu duge va xu ly tiép bang etylaxetat trong
phéu chiét (5 lan, m61 lan khoang 100ml). Sau d6 thém vao
phan dung dich chiét bang etylaxetat Na,SO, khan dé loai nudc,
loc, thu dung dich trong va dem c6 trén néi cach thuy 6 30-40°C
hoic trong chan khoéng, dén khi con khoang 10ml thi thém vao
20ml nudc, lac nhe, c6 tiép dén can.

Ché pham kho thu dude chiém khoang 25% trong lugng
mau va duge dung nhu mau chuan catechin tong sé.
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Phu luc

1.  Mét sé chat chi thi mau dé do pH

Gidi Sy ddi mau
g han Bi Bi .
Chat chi thi mau ' Mo Moi Dung dich can pha
thay | truosng | trudng
doi pH axit kiém
1. Metyl da cam 3,1-4,4 Do Da cam 0,1% trong H,0O
2. Bromophenol | 3,0-46 | Vang | Xanh 0,1% trong H,0
xanh
3.Cong gb do 3052 | Tim Do 0,1% trong H,0
4. Metyl do 4463 | Db Vang 0,1% trong H,0
5. Gidy quy 5,8-8,0 Po Xanh
6. D6 trung tinh 6,8-8,0 pd Vang |0,1% trong etanol 60%
7. Timol xanh 8,0-96 | Vang | Xanh 0,1% trong H,0
8. Phenolphtalein | 8 0.98 | Khéng | Timdd | 0,1% trong etanol
mau 50%
9. Timolphtalein | g 3.10,5| Khong Xanh 0,1% trong etanol
mau 80%
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2. Chuan bij dung dich Folin (dé xac dinh protein)

Hoa tan 100g natri volframat (Na,WO,.2H,0), 25g natri
molipdat (Na,MoO, 2H,0) vao 800ml nudc cat. Thém vao 50ml
axit photphoric 85% va 100ml HC1 dic. Lap 6ng sinh han ngudc
va dun hén hgp trong 10 gio. Sau d6 thém vao hén hgp 150g
L1,S0,, 50ml nudc va vai giot brom, dun 15 phiut khéng c6 éng
sinh han dé loai bo brom thua. Sau khi lam nguéi dung dich, 1y
ra 5ml va chuan d6 bang dung dich NaOH chuin 0,1N. Dua
trén két qua chudn do, b6 sung nudc dé dung dich c6 néng do
cudi cung la 2N, loc néu dung dich c¢6 két tua, gid dung dich
trong lo mau. Trudc khi dung thuéc thi can pha loang gap doi
bang nudc.

3.  Chuan bij giay Picro - sodé

Cat mot bang giay loc sach, ngdm vao dung dich axit picric
1% trong 15-20 phut, sau d6 14y ra hong khé, ngam lai vao dung
dich Na,CO; 1% trong 5-10 phuat. Lay ra hong khéo sé duge
gidy picrd - sodé. Co thé cit thanh bang nho gid trong hop dé
st dung. k
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4. Bang chuyén doi lugng dong thanh lugng dudng
(mg) theo phuong phap Bectrand

Péng Glucozo Péng Glucozo Pong | Gluczd
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
1.1 0,50 10,6 5,05 15,2 1.5
1,5 0,68 10,8 5,15 15,4 7,46
2,0 0,90 11,0 0,25 15,6 1.3
25 1,13 11,2 5,35 15,8 7,65
3,0 1,36 11,4 5,45 16,0 7,75
3,5 1,59 11,6 5,55 16,2 7,65
4.0 1,81 11,8 5,65 16,4 7.5
44 2,00 12,0 5,75 16,6 8,(5
50 2,27 12,2 5,85 16,8 8,5
55 2,50 12,4 5,95 17,0 8,5
6,0 2,75 12,6 6,05 17,2 8,5
6,6 3,05 12,8 6,15 17,4 8,55
7,0 3,25 13,0 6,25 17,6 8,55
7,2 3,35 13,2 6,35 17.8 8,5
74 3,45 13,4 6,45 18,0 8.5
7.8 3,65 13,6 6,55 18,2 8,15
8,2 3,85 13,8 6,65 18,4 8,45
8,6 4,05 14,0 6,75 18,6 9,15
9,0 4,25 14,2 6,85 18,8 9,5
9,5 4,50 14,4 6,95 19,0 9,15
10,0 4,75 14,6 7,05 19,2 9,5
10,2 4,85 14,8 7,15 19,4 9,5
10,4 4,95 15,0 7,25
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