553 Thyec hanh Hba Sinh Hoc — Khoa Cong nghé

Chwong1: PROTEIN
Bai 1: PHAN UNG BIURET XAC PINH LIEN KET PEPTID

Trong méi trudng kiém, cac lién két peptide trong protein cé thé phan tng voi
Cu?* tao thanh phirc chit mau xanh tim, tim, tim do hay do ¢ dudi dang anion. Cuong
dd mau thay doi tuy thudoc vao do dai mach peptide. Mot sb hop chit c6 hai nhom
amid nhu Biuret, oxamid cling cho phan ing Biuret duwong tinh.

Phan tng biure thudong duoc Gmg dung dé dinh luong protein do c6 mau bén
vitng va on dinh.

%+ Nguyén liéu va hoa chat:

Dung dich protein trimg khoang 1% (Pha lodng ! long trang tritng véi 15 thé tich

nude cat, loc qua vai lan vai gac, bdo qudn ¢ 4°C. Khi dung pha lodng 0,1%).
- Dung dich gelatin 0,1% trong nudc.
- Dung dich glycin 0,1% trong nudc.
- Dung dich CuSO4 1% trong nudce.
- Dung dich NaOH 10% trong nuéc.

+ Dung cu:
- Ong nghiém, gia dng nghiém, cip dng nghiém
- Pipet Pasteur

< Cich tién hanh:

Cho vao 3 dng nghiém danh so:

1 2 3
Dung dich protein trimg 0,1% (giot) 5
Dung dich gelatin 0,1% trong nudc (giot) 5
Dung dich glycin 0,1% trong nudc (giot) 5
Dung dich NaOH 10% trong nudc (giot) 3 3 3
Dung dich CuSO4 1% trong nudc (giot) 1 1 1

Nhan xét mau sac, giai thich cac thi nghiém.
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Bai2: BIEN TINH PROTEIN

Su bién tinh ciia protein dugc ing dung trong cac xét nghiém 1am sang, trong
kiém nghiém thudc va thuc nghiém hoa sinh nhu:
- Két tia protein trong cic nguyén liéu sinh vat dé tiép tuc nghién ctru cdu trac va
tinh chat sinh hoc cta chung.
- Pinh tinh va dinh luong protein trong cc dich chiét va dich sinh vat (dic biét 1a
phan tmg x4c dinh protein niéu dé tham do chirc ning than).
- Giai d6c mubdi kim loai ning (Hg, Cu, Pb) bang protein (trimg, sita) trong
truong hop co thé chua kip hap thu hodc c6 thé st dung trong phong bénh cho
nhitng ngudi phai tiép xtic voi cac hoa chat nay.
Théng thudng sy bién tinh cua protein 12 khong thuan nghich, nhung trong mot
sd truong hop néu loai bé duoc tic nhan gay bién tinh thi protein van giit duoc cau

dang va tinh chat ban dau cua no.

%+ Thudc thir va vat liéu thi nghiém:

- Dung dich protein tring khéng c6 NaCl (Loc long trdng trimg ga qua vdi thua.
Trén lan mét thé tich long trcfng véi 15 thé tich nudc cat. Trén ky roi loc lai sé thu
duwoc dung dich protein trimg khodng 1%. Bao quadn o 4°C).

- Dung dich acid acetic 1% va 10%.

- Dung dich NaOH 10%.

- Dung dich NaCl b&o hoa

- Acid nitric dac

- Dung dich acid trichloracetic 10%

- Dung dich acid sulfosalicylic 20%

- Dung dich CuSO4 5% trong nudc

- Dung dich Pb(CH3COO). 5% trong nudc

- Ethanol 96°

- Aceton

< Dung cu:
- Ong nghiém nho
- Pipet 5 hoac 10mL
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- Pipet Pasteur
-Quabopcaosul—-2mL
- Phéu nho
- Giay loc
2.1. Bién tinh protein biang nhiét do

Protein bi két tia khi dun sbi trong méi trudng trung tinh hay acid yéu vi bi mat
16p 40 nudce va vi phan 16n protein c6 pI = 5 (trir protamin va histon c¢6 chtra nhiéu acid
amin kiém nén co pI = 8), néu cho thém chat dién giai ciing 1am trung hoa dién tich
gdy tia protein dé dang hon.

«%+ Tién hanh:

Dung 5 6ng nghiém ghi so:

Thuéc thir 1 2 3 4 5
Protein trieing khong c6 NaCl (mL) 1 1 1 1 1
CH3COOH 1% (giot) 2
CH3COOH 10 % (giot) 5 5
Dung dich NaCl b&o hoa (giot) 4
Dung dich NaOH 10% (giot) 4

Dun s61 6ng nghiém va nhan xét su két tua.

2.2. Bién tinh protein bing acid v co manh
Duéi tac dung cua acid vé co dam déc, protein bi két tha. Tua s& hoa tan tro lai
khi cho thtra acid, trtr acid nitric. Vi vdy HNO3s duogc st dung dé dinh tinh protein

trong nudc tiéu.

+* Tién hanh:

Tua protein bang HNO3 va H2SO..
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Dung 2 dng nghiém:

Thuéc thir 1 2
Dung dich protein 0,1% (giot) 5 5
HNO3 dic (giot) nho tir tir vao thanh éng dé nghiéng 5
H2SO04 dic (giot) nho tir tir vao thanh dng dé nghiéng 5

Xuét hién tia tring ctia protein & mat ngin cach giita hai 16p chat long. Sau d6 lic

nhe dng nghiém. Thém 5 giot acid mdi loai vao 2 dng twong tng.

Nhan xét két qua & 2 dng nghiém.

2.3. Bién tinh protein bang acid hiru co:

Phan tng két tia protein bang acid hitu co xay ra khong thuan nghich. Trong
labo hoa sinh thuong dung:

- Acid tricloracetic (CClsCOOH) dé két tia protein nhung khong két tia peptid
va acid amin nén dwoc ding dé khir tap protein ra khoi huyét thanh trong cac xét
nghiém dinh luong cac chat phi protid nhu ure, acid amin, acid uric, ... sau d6 muén
loai bo n6 ra khoi dich loc chi can dun s6i vi acid nay s€ bi hiy thanh CHCl3 va CO..

- Acid sulfosalicylic [CeH3(OH)(COOH)SOsH] dugc dung dé phat hién protein

trong nudc tiéu va cac dung dich sinh hoc khac.

+* Tién hanh:

Cho vao 1 éng nghiém:

- Dung dich protein 0,1 %: ...t 5 giot
- Dung dich acid trichloracetic: ..................... 2 giot
Nhén xét két qua.
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2.4. Bién tinh protein bang muéi kim loai ning

Ton kim loai ning c6 kha ning gin vao cic nhém chic & mach nhanh cia acid
amin trong phan tir protein lam pha v& ciu tric khong gian va giy tia. Néu cho
thira mudi kim loai ning (trir AgNO3 va HgCly), tia s& tan v& lai do hap thu cac ion
kim loai tao dién tich duwong trén phan tir protein.

*¢ Tién hanh

Cho vao hai éng nghiém:

Thudc thir 1 2
Dung dich protein trizng 0,1% (giot) 10 10
CuS04 5% (giot) 2
Pb(CHsCOO). 5% (giot) 2

Nhén xét sy tao thanh tua trong 2 dng. Cho thira 2 mudi vao 2 dng tuong Gng.

Quan sat su hoa tan tro lai cta taa.

2.5. Bién tinh protein bang dung méi hiru co’:

Protein két tiia bong hay bi van duc trong dung méi hitu co nhu alcol, aceton,
ether ... do bi mat 16p 4o nudc. Tua cang dé dang néu c6 thém céc chit dién giai va
moi truong trung tinh hay hoi acid. Két tia protein bang dung méi hitu co c6 thé thuan
nghich néu duoc tién hanh & nhiét do thap (-15°C dén 0°C), trong thoi gian ngin va

dugc tach nhanh ra khoi dung moi.

+* Tién hanh:

Cho vao 1 6ng nghiém:

- Dung dich protein tring 0,1%.......ccccceveveeerinennnn. 5 giot
- Ethanol 95° .. ..o 15 — 20 giot
Sau d6 thém:
- NaClbaohoa .......coooviiiiiii e 1 giot
Nhan xét két qua.
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Bai 3: PHUONG PHAP SORENSEN
(Phuwong phap xac dinh dam formol)

Cac amino acide c6 thé phan tmg véi formol trung tinh dé tao thanh dan suat
metylenic. Két quéd 1a nhom amin mét tinh chit co ban cia no, nguoc lai nhom

carboxyl ttrong amino acide ton tai dang metylen tu do c6 thé chuan do véi NaOH.

Phuong phéap duoc tng dung trong truong hop sé nhom carboxyl va nhém amin

tir do bang nhau.
%+ Nguyén liéu va hoa chat:

- Dung dich formol (pha 10ml formol véi 2ml dd phenolphtalein 0,5%, dung NaOH
0,IN trung hoa cho dén khi c6 mau hong nhat va chi chudn bi trée khi ding)

- Nudc mém, nude cat

- Dung dich NaOH 0,1N

- Phenolphtalein 0,5%

+ Dung cu:

- Ong nghiém, gia dng nghiém, cip ong nghiém
- Binh n6n 100ml, 250ml

- Binh dinh mrc 100ml

- Burret 25ml

- Pipette 5—10ml

++ Cach tién hanh:

- Lay 2 binh nén: binh 1 dung 1am binh kiém tra, binh 2 dung lam binh thi nghiém

- Cho vao binh 1: 10ml nudc cit, thém vao 5ml dd formol va 5ml dd NaOH 0,1N.
Sau d6 dung H2SO4 0,1N dé hiéu chinh mau trong binh cho dén khi chi con mau
hong nhat, thém 2 giot NaOH 0,1N, mau d6 twuoi xuat hién, ing voi pH=8,8.

- Cho vao binh 2: 10ml dich miu, thém 5ml dd formol va chuin d6 bﬁng dd NaOH
0,1N dén khi c6 mau d6 tuoi (ddm hon mau & binh kiém tra). Dung H2S04 0,1N dé
hiéu chinh mau cua dich trong binh dén hong nhat, sau d6 thém vai giot NaOH
0,1N dé c6 mau do tuoi, trong dwong véi mau & binh kiém tra (pH=8,8)
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- Thém vao binh 1: 4 giot NaOH 0,1N, xuét hién mau do6 tuoi ing véi pH=9,1
- Thém vao binh 2: vai giot NaOH 0,IN cho dén khi xuat hién mau dé tuoi giong
nhu binh 1 (pH=9,1)

Tinh két qua:
N (mg%) = [(V2—-Vv2) — (V1-V1)] .1,4.100/a
V1 14 tong luong kiém dung dé chuin do binh kiém tra 1
v1 14 tong luong acide dung dé chuan do binh kiém tra 1
V; 1a tong luong kiém dung dé chuan do binh kiém tra 2
V2 13 tong luong acide dung dé chuan d¢ binh kiém tra 2

a la luong mau(g) tng voi 10ml dich mau dung dé xac dinh N

Tinh luong dam amin N trong mau thi nghiém trén.
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