PHUONG PHAP CO LAP
CAC HO'P CHAT PAI PHAN TU
SINH HOQC



Phwong phap chiét tach
Phwong phap lam trong
Phwong phap két tua
Phwong phap lam khé mau
Phwong phap sac ky
Phwong phap dién di
Phwong phéap tinh ché

Mot s6 quy trinh cu thé c6 l1ap cac hop chat dai phan tor

sinh hoc



Phwong phap chiét tach
(Extraction)

« Dung dich chira PPTSH , cha y déi twong can khao sat la

loai ndi bao hay ngoai bao

« Phwong phap ngam dam:
— Thu cac hop chat PPTSH tir nguyén liéu ran ban dau

— Loai bé cac tap chat khdong can thiét



“like dissolves like”

« Cac DPTSH thwong tan trong dung méi hiru co’ phan
cuwc

« Sw héa tan phu thudc vao nhiéu yéu to :
— nhédm chirc phan cuwc, vi tri cua nhirng nhém nay trong

phan tw

— kich thwéc hinh dang phan tw

——3 d6 hoa tan sé giam khi cé sw gia tang ve trong lwong

phan tr, cling nhw c6 sw gia tidng vé tinh bat doi xirng cua

phan tw



- C6 thé phan tach bat ky protein, glucide hay acid
nucleic nao tlr nhirng phan tr khac dwa vao mét hay

mét so tinh chat ly héa khac nhau cua ching

« Hai tinh chat thwéng dung nhat dé phan tach protein 1a

kich thwéc va ai lwec gan véi phoi tir dac hiéu



- Cac phwong phap chiét khong bao gi®» thu dwoc cac
PPTSH tinh khiét, ma can két hop thém mét so phwong
phap tinh ché khac nhw: loc, ly tam, tham tach, ket taa

phan doan....



Vi du : protein can khao sat la protein ngoai bao hay

protein noi bao, protein mang ....

* Lwa chon dung dich dém dung trong qua trinh pha huy
té bao:

— Dd 0,15M NaCl, pH # 7
— Dd 20 — 50mM natri phosphate pH=7-7,5
— Dd 0,1M Tris — HCI, pH=7,5

 Lam trong dung dich chiét



Phwong phap LAM TRONG
( Clarification)

 Ap dung tai moéi giai doan tinh ché DPTSH dé loai bd
cac thanh phan khéng can thiét cho qua trinh nghién
clru

« Thwong dung cac ky thuat: ly tam, vi loc, siéu loc

( riéng ré hay két hop)

 Chuy kich thwérc, ty trong, kha nang khang cw lai khi

bi pha hiy ctia nguyén liéu can khao sat



Loaité | Hinh dang Kich Ty trong | Kha nang | Ky thuéat
bao thwoe (Kg.m3) | khang cw tach
(um)
Vi khuan Hinh que 0,5-3 1050 - 1080 Cao Ly tam
Hinh cau 1050 - 1090 | Kha cao Loc
Nam men | Hinh cau 5-10 1050 — 1090 - Loc. Ly tam
Thwe vat | Khéongdéu | 20-100 [1050-1090| Thép Vi loc. Ly
tam van toc
nhoé
Péng vat | Khéng thé 10 - 40 - Rat thap -
xac dinh
Manh v& Pu kiéu 0,4 1010 - 1200 Thap Siéu loc. Ly
cua té bao loai tam
Protein két | Du kiéu 0,1 - hang | 1010 - 1200 | Trung binh | Ly tam. Vi
taa loai ttram loc. Siéu

loc




Phwong phap ly tam

Ky thuat don gian nhwng kha hiéu qua dé tach riéng cac
phan tir nhé ra khéi dai phan tir hay tach hon hop ban
dau thanh nhirng phan cé trong lwong phan tir khac
nhau

V = 3.000 — 4.000 v/ph( ttr 10-15ph) : loai bé té bao, mang
té bao

V =10.000 — 15.000 v/ph (10ph) hay 5.000 v/ph (30ph): két
tia da so6 VK, glycogen...

V = 30.000 — 40.000 v/ph : két tia dwoc cac PPT cé kich
thwéc trung binh

Phwong phap nay gap kho khan khi tach rieng cac bDPT
hinh soi 5 gel



Phwong phap loc
( Filtration )

- Vat liéu loc: tam vai soi, giay loc, s¢i thay tinh...
 Bot tro’ loc: diatomic va perlit

Ky thuat loc: loc co dién va ky thuat loc thoéi ngang
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Cac loai mang loc

Mang loc cb dién:

— loai lwdi dwoc dét dan bang soi to voi kich thwde 16 réng
khoang 10um

— Pan béng kim loai nhw Ni, Cu, Al, thép khdéng gi : Sum

— Ester cellulose hay cac polymer khac : 0,22 — 0,45um

Mang loc thdi ngang:
— Mang siéu loc (ultrafiltration membrane): 0,001 — 0,1um
— Mang vi |6 (microporous membrane): > 0,1um



Cac kiéu cau tric mang loc

- Pong nhat: dwéng kinh cac 16 rébng noi tir mat nay
qua mat kia cia mang loc khéng khac nhau nhiéu

- Khéng doi xirng: I&p mdéng ngay trén bé mat mang
c6 cac 16 rong rat nho, ngay bén dwéi 1a 1&p day hon
va c6 cac hat to hon

- Hon hop: giong cau tric mang loc khéng doi xirng
tuy nhién I&p day va mong cua loai mang nay dwoc

tao b¢&i 2 loai nguyén liéu khac nhau



Cau tao héa hoc ciia mang loc

- Nguyén liéu bang nhwa héa hoc: polycarbonate,

polyamid, polyvinylchlorua, polyeter, polyester,
polyetylen, polytetrafluoroetylen PTFE ( pH = 1 - 13,

cac dung méi hiru co’ khac nhau, bén nhiét < 80° C)

« Nguyén liéu vé co: zirconium oxyd, thuay tinh

borosilicat, ceramic, thép khéng gi, bac ( bén véi cac
tac nhan hoéa hoc, chiu t° # 100° C va cé thé khtr trung

bang noi hap)
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Péc diém cdu tao héa hoc cua mot sé mang siéu loc

Phan Nguyén liéu lam ' | Kich c&@ Pic diém
loai - mang loc 16 réng Zar, '
héa hoc (prm)
Cellulose acetat, 0.2: 5.0 Dung cho phan tich. Tinh
celluloce nitrat 727 - | 4i nuSc. C6 thé hap tiét
trﬁn‘g du kich thudc 16 cé
Plastic thé thay déi .
PTFE (Teflon) 0,2; 1,0 Cham bi nghet. Chiu du'o'c
‘ : = hip tiét trung. Chiu duogc
; dung moi hivu co
, : Thoéng dung nhit. Bén lau,
PVDF 0,1; 0,2; | sir dung dugc‘ 1-2 nam.
0,45; | Chiu dugc dung mobi hiru
0,65 co. Thudng thudng cé tinh
ky nuSc, nhung cé thé
‘bién thanh tinh &ai nudc.
Chiu ducgc hip tiét trung
PVC, - nylon, . = -
Foai cellulose, 0,1 --10
khac polypropylen,
polyester,
polycarbonat
3 = RAn chic. Chiu duoc
V6 co S;‘;"’n/ f;‘g;’;"a’ i, | ©1-30 | nhiet. Gia dgét tién. Dong
B i 28 chay cao va chiu dugc ap

suit 1&n. Ludén ludn 1a loai
=% = = P =
mang 16 rong dong nhat




Ung dung cta phwong phap siéu loc

Lam dam dac moét dung dich

Thay déi dung dich dém cho dai phan tir

Phan tach hon hop ban dau thanh nhirng phan doan cé
trong lwong phan tir khac nhau

Loc tiét trung



Phwong phdp tham tiach
Dialysis

- Dé loai muoi hay thay déi dung dich dém

- Sw tham tach chu yéu dung deé loai cac chat dién phan
nhw cac ion: Na*, sulphate, clorua...va cac phan tw cé
trong lwoeng phan tr nho, c¢é tinh trung tinh: dwong,
urea, alcol...ra khoi dung dich BPT

- Mang ban tham thwéng dwoc lam bang cellulose
acetate, v&i dwdng kinh 16 rédng 1 — 20nm, hay céac ong
tube 1am bang cellophane vé&i dwdng kinh vi 16 khac
nhau



Qua trinh tham tach cé nhwoc diém la sw can bang
cham khién mat nhiéu th&i gian va cé thé lam mat
hoat tinh cia hop chat sinh hoc

Tham tach dién ly

Tham tach chan khéng ( hoi giong siéu loc)

Loai muoi bang sac ky gel



Phwong phap KET TUA
(Precipitate)

Thwong dwoc dung trong thwong mai dé tach nhivng protein
khac nhau nh& wu diém la twong doi ré tién, s dung thiét bi
don gian, cé the thwc hién lién tuc, san pham thu dwoc cé
tinh on dinh trong qua trinh ton triv
Tao taa bang thay do6i pH
Tao tua bang cach lam giam Iwc ion cta dung dich
Tao tua bang cach lam tang lwc ion cta dung dich
Tao két tia bang dung mdi hiru co
Tao két tiia bang cach lam bién tinh

Tao két tia mién dich



Phwong phap LAM KHO MAU

Phwong phap say khé chan khéng
Phwong phap c6 quay chan khéng
Phwong phap déng khé chan khong

Phwong phap say phun



Phwong phap sac ky

. Sac ky gel

« Sac ky trao déi ion



Phwong phap PIEN DI

Pién di trong diéu kién bi bién tinh
Pién di trong diéu kién tw nhién
Pién di héi tu

Dién di mién dich



Phwong phap tinh ché

« Tim cac ky thuat dwa vao dac tinh : tiém nang, dé phan
giai, hiéu suat san pham thu dwoc va kinh phi thwe hién
sao cho chi can qua mét vai bwéc la dat két qua mong
muon ( thu lwong toi da, dat do tinh khiét cao nhat, gia

thanh hop ly nhat)



Mot s6 quy trinh cu thé co lap cac hop chat
dai phan tw sinh hoc

Chiét tach va tinh ché enzyme glucoamylase & VN

* Glucoamylase duwoc thu nhan tr chung Aspergillus usami
VKH-114 nudi cay trén bé méat mdi trwong voi thanh phan
chi yéu |1a cdm va trau ( 48h)

« Dung dd nwéc mudi NaCl 0,5% dé chiét glucoamylase ra
khai mai trwdrng nudi cay véi diéu kién toi wu

pH=5,0-6,0vat’=55-60°C



« RO6t ethanol lanh ( 50% V) vao dd ndi trén, cac protein tap
khac sé tha. Loc bd tha bang ly tdm 10.000 vong / phat & 4° C
trong 15phut.

Dung dich con lai sé dugc rot thém ethanol
( 75%V) thi enzyme sé tua.

Ly tdm dé thu enzyme.



 Hoa tan enzyme vao dd dém acetat 0,1M pH = 5,0
dé thwc hién sac ky trao ddi ion, giai ly cot b&i dung
dich NaCl v&i néng dd NaCl tang dan tuyén tinh ti
0,1 — 1,0 M. Thu duvoc 2 dinh c6 hoat tinh

glucoamylase, dat tén la A va B.



. Hai dinh nay dwoc tach riéng va tiép tuc tinh ché bdi sac ky
loc gel Sephadex G-100. T A thu dwoc A, va A, . Tw B thu
duwoc B, , B, va B;.

« S dung ky thuat dién di SDS-PAGE biét dwoc trong lwong
phan t&r cua cac dai phan t& thu nhan dwoc la : A, = 70.700,
A, = 67.000, B, = 66.000,

B, =57.300 va B; = 43.000

« S dung may phan tich Aa tw déng cho biét cac BPT ndi trén
déu c6 chra cac Aa: Lys, His, Arg, Asp, Thr, Ser, Glu, Pro,
Gly, Ala, Val, Met, Iso, Leu, Tyr va Phe.



Do tinh sach cua glucoamylase

sau khi qua nhiéu giai doan xur ly

Giai doan xuw ly

Hoat tinh dac hiéu

Murc do tinh sach

(U/ mg protein) (%)
Dung dich enzyme thoé 52,0 1,0
Tua b&i ethanol 348,8 6,7
Sac ky DAEA, phan doan A 515,8 9,9
Sac ky DAEA, phan doan B 14931 28,6
Sac ky loc gel, phan doan A, 1676, 1 32,1
Sac ky loc gel, phan doan B, 1941,5 32,2




