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G¹o. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh hµm l­îng Amyloza

Rice. Method of determination for amylose content

1. §Þnh nghÜa

1.1   Amyloza lµ thµnh phÇn polysaccarit cña tinh bét, lµ cao ph©n tö cã cÊu tróc m¹ch th¼ng.

1.2   Amylopectin lµ thµnh phÇn polysaccarit cña bét, lµ cao ph©n tö cã cÊu tróc m¹ch nh¸nh.

2. LÊy mÉu

LÊy mÉu theo TCVN 5451-1991.

3. Néi dung ph­¬ng ph¸p

NghiÒn nhá g¹o thµnh bét mÞn ®Ó ph¸ vì hoµn toµn h¹t tinh bét. Sau khi lo¹i mì khái bét, hoµ hå b»ng dung dÞch natri hydroxyt. §iÒu chØnh pH dung dÞch mÉu tõ 4,5 + 4,8 b»ng hÖ ®Öm axetat, thªm dung dÞch ièt vµ ®o ®é hÊp thô cña phøc mµu t¹o thµnh ë b­íc sãng 620n.m b»ng phæ kÕ.

Hµm l­îng amyloza cña mÉu ®­îc x¸c ®Þnh dùa vµo ®å thÞ chuÈn, ®å thÞ nµy ®­îc x©y dùng trªn c¬ së sö dông hçn hîp amyloza vµ amylopectin ®Ó lo¹i trõ ¶nh h­ëng cña amylopectin ®Õn mµu cña phøc amyloza - ièt trong dÞch mÉu thö.
4. Ho¸ chÊt

TÊt c¶ c¸c thuèc thö ®­îc sö dông nÕu kh«ng cã c¸c chØ dÉn kh¸c ph¶i dïng lo¹i tinh khiÕt ph©n tÝch (TK, PT), n­íc cÊt hoÆc n­íc cã ®é s¹ch t­¬ng ®­¬ng.

4.1. Metanol, dung dÞch 85%.

4.2. Etanol, dung dÞch 95%.

 4.3. Natri hydroxyt, dung dÞch 1 mol/l.

4.4. Natri hydroxyt, dung dÞch 0,09 mol/l.

4.5. Axit axetic, dung dÞch 1 mol/l.

4.6. Dung dÞch ièt

C©n 2,000g kali iodua - nång ®é I2 0,2% - (chÝnh x¸c ®Õn 5mg) trong cèc c©n cã n¾p kÝn. Thªm n­íc cÊt võa ®ñ ®Ó t¹o thµnh dung dÞch b·o hoµ, thªm tiÕp 0,2g ièt (c©n chÝnh x¸c ®Õn 1mg). Khi träng l­îng ièt ®· tan hÕt, chuyÓn toµn bé sang b×nh ®Þnh møc 100 ml vµ thªm n­íc cÊt ®Õn v¹ch møc, l¾c ®Òu.

Dung dÞch ®­îc chuÈn bÞ chØ sö dông trong ngµy vµ ®­îc b¶o qu¶n trong lä n©u, tr¸nh ¸nh s¸ng.

4.7. Amyloza khoai t©y kh«ng chøa amylopectin, dung dÞch huyÒn phï chuÈn 1g/l.

4.7.1. Tõ amyloza khoai t©y tiÕn hµnh lo¹i mì b»ng dung dÞch metanol 85% hay etapol 95% víi thêi gian 16 giê trong thiÕt bÞ triÕt Soxhlet hoÆc 4 giê trong thiÕt bÞ triÕt Goldfisch. ViÖc lo¹i mì nµy còng cã thÓ tiÕn hµnh ë nhiÖt ®é phßng trong 24 giê (th­êng ®Ó qua ®ªm).

Chó thÝch: Amyloza khoai t©y ph¶i tinh khiÕt vµ ®· ®­îc kiÓm tra b»ng ph­¬ng ph¸p chuÈn ®é thÕ hay ®o c­êng ®é ®iÖn. Tuy nhiªn cã vµi lo¹i s¶n xuÊt ®Ó b¸n kh«ng ®­îc tinh khiÕt, nÕu sö dông lo¹i nµy sÏ cho c¸c kÕt qu¶ cã ®é sai kh¸c lín so víi hµm l­îng amyloza cña mÉu g¹o. Amyloza tinh khiÕt ph¶i liªn kÕt tõ 19% ®Õn 20% khèi l­îng cña nã víi ièt.
4.7.2. R¶i amyloza ®· lo¹i mì lªn khay vµ ®Ó 2 ngµy ë nhiÖt ®é phßng ®Ó lo¹i cån d­ vµ ®Ó ®é Èm ®¹t ®Õn ®é Èm c©n b»ng.

TiÕn hµnh t­¬ng tù víi mÉu amylopectin vµ c¸c mÉu thö. Nh­ vËy, c¸c mÉu amyloza, amylopectin vµ mÉu thö ®o ®­îc ®Æt ë ®iÒu kiÖn bªn ngoµi nh­ nhau nªn kh«ng ph¶i hiÖu chØnh ®é Èm vµ kÕt qu¶ thu ®­îc ë d¹ng chÊt kh« cña g¹o x¸t.

4.7.3. C©n 100 ( 5mg amyloza ®· lo¹i mì vµ cho vµo b×nh ®Þnh møc 100 ml. CÈn thËn thªm 1 ml etanol 95% ®Ó röa tr«i nh÷ng phÇn amyloza cßn b¸m trªn thµnh b×nh vµ lµm ­ít ®Òu mÉu. Thªm tõ tõ 9,0 ml dung dÞch natri hydroxyt 1 mol/l vµ ®Ó ë nhiÖt ®é phßng tõ 15 ®Õn 24 giê, kh«ng cÇn l¾c.

§­a thÓ tÝch ®Õn v¹ch møc b»ng n­íc cÊt vµ l¾c m¹nh.

1ml dung dÞch huyÒn phï chuÈn nµy chøa 1mg amyloza.

4.8. Amylopectin, dung dÞch huyÒn phï chuÈn 1g/l

ChuÈn bÞ g¹o nÕp x¸t tõ lo¹i nÕp cã hµm l­îng tinh bét ®· biÕt chøa Ýt nhÊt 99% amylopectin. Ng©m g¹o nÕp x¸t vµo n­íc vµ nghiÒn trong thiÕt bÞ nghiÒn ­ít thµnh mét khèi mÞn. Lo¹i bá protein b»ng c¸ch ng©m chiÕt víi dung dÞch natri hydroxyt 3g/l (theo tû lÖ thÓ tÝch dung dÞch NaOH vµ bét lµ 5 : 1) trong thêi gian 24 giê, thØnh tho¶ng khuÊy dung dÞch. Röa b»ng n­íc cÊt ®Õn khi hÕt natri hydroxyt. Sau ®ã tiÕn hµnh lo¹i mì b»ng dung dÞch metanol 85% hay etanol 95% víi thêi gian 16 giê trong thiÕt bÞ chiÕt Soxhlet hoÆc ë nhiÖt ®é phßng trong 24 giê. §æ amylopectin ®· lo¹i protein vµ mì lªn khay, ®Ó 2 ngµy ë nhiÖt ®é phßng ®Ó lo¹i alcol d­ vµ ®Ó ®é Èm ®¹t ®Õn ®é Èm c©n b»ng.

ViÖc chuÈn bÞ dung dÞch chuÈn amylopectin tiÕn hµnh t­¬ng tù nh­ ë 4.7.3.

1ml dung dÞch huyÒn phï chuÈn nµy chøa 1mg amylopectin.

5. M¸y mãc - dông cô

5.1. C©n ph©n tÝch

5.2. ThiÕt bÞ nghiÒn ­ít dïng cho phßng thÝ nghiÖm cã kh¶ n¨ng nghiÒn g¹o x¸t ng©m n­íc thµnh khèi mÞn, khi sÊy kh« sÏ lät qua r©y cã kÝch th­íc lç lµ 250 (m.

5.3. ThiÕt bÞ nghiÒn nhá cã kh¶ n¨ng nghiÒn g¹o x¸t sèng thµnh bét qua ®­îc r©y cã kÝch th­íc lç 250 (m.

5.4. R©y cã kÝch th­íc lç sµng 250 (m.

5.5. M¸y quang phæ cã kh¶ n¨ng ®o ®é hÊp thô ë b­íc sãng 620n.m.

5.6. ThiÕt bÞ chiÕt Soxhlet.

5.7. M¸y ®o pH.

5.8. Nåi c¸ch thuû.

5.9. B×nh ®Þnh møc 100ml.

5.10. Pipet 1, 2, 5, 10 vµ 20 ml.

6. TiÕn hµnh thö

6.1. ChuÈn bÞ mÉu thö

Víi thiÕt bÞ nghiÒn nhá (5.3) tiÕn hµnh nghiÒn 20 h¹t g¹o x¸t thµnh bét mÞn qua ®­îc r©y cã kÝch th­íc lç sµng 250 (m.

Lo¹i mì khái bét b»ng metanol hay etanol 95% víi thêi gian 16 giê trong thiÕt bÞ Soxhlet. Sau ®ã ®æ thµnh líp máng trªn ®Üa hay trªn mÆt kÝnh ®ång hå vµ ®Ó yªn 2 ngµy ®Ó lo¹i bá alcol d­ vµ c©n b»ng ®é Èm.

6.2. ChuÈn bÞ dung dÞch mÉu thö

C©n 100 ( 0,5mg mÉu thö ®· ®­îc chuÈn bÞ (6.1) trong b×nh ®Þnh møc 100ml. Thªm cÈn thËn 1ml etanol 95% ®Ó röa tr«i phÇn mÉu cßn b¸m trªn thµnh b×nh vµ lµm ­ít ®Òu mÉu. Thªm tõ tõ 9,0 ml dung dÞch natri hydroxyt 1mol/l sao cho mÉu kh«ng bÞ vãn côc.

§Ó yªn ë nhiÖt ®é phßng tõ 15 ®Õn 24 giê. Cã thÓ ®un c¸ch thuû ë 1000C trong thêi gian 10 phót cho ®Õn s«i, sau ®ã lµm nguéi ®Õn nhiÖt ®é phßng. §­a thÓ tÝch ®Õn v¹ch møc b»ng n­íc cÊt vµ l¾c m¹nh.

6.3. MÉu tr¾ng

TiÕn hµnh mÉu tr¾ng víi cïng mét l­îng thuèc thö theo ®óng nh­ c¸c b­íc ®èi víi mÉu thö nh­ng sö dông 5,0ml dung dÞch natri hydroxyt 0,09mol/l thay cho dung dÞch mÉu thö.

6.4. X©y dùng ®å thÞ chuÈn

6.4.1. ChuÈn bÞ thang dung dÞch chuÈn

Trén nh÷ng thÓ tÝch dung dÞch huyÒn phï chuÈn cña amyloza (4.7), amylopectin (4.8) vµ natri hydroxyt 0,09 mol/l theo sè hiÖu ghi ë b¶ng 1.
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C¸c gi¸ trÞ trong b¶ng ®­îc tÝnh trªn c¬ së hµm l­îng bét trung b×nh tÝnh theo phÇn tr¨m khèi l­îng chÊt kh« trong g¹o x¸t. §Ó ph©n tÝch hµng ngµy cã thÓ dïng c¸c mÉu bét g¹o x¸t ®· lo¹i mì cã hµm l­îng amyloza ®· biÕt thay thÕ cho dung dÞch huyÒn phï amyloza vµ amylopectin.

6.4.2. HiÖn mµu

Dïng pipet lÊy 5,0ml cña mçi dung dÞch chuÈn cho vµo b×nh ®Þnh møc 100ml ®· cã s½n 50ml n­íc cÊt. Thªm 1,0ml axit axteic 1mol/l vµ l¾c ®Òu. NÕu cÇn cã thÓ kiÓm tra l¹i pH cña dung dÞch, gi¸ trÞ pH cÇn ®¹t tõ 4,5 + 4,8 vµ tõ ®ã ®iÒu chØnh l­îng axit axetic thªm vµo cho thÝch hîp. Sau ®ã thªm 2,0ml dung dÞch ièt (4.6) vµ thªm n­íc ®Õn v¹ch møc, l¾c ®Òu vµ gi÷ yªn trong 20 phót.

6.4.3. §o mËt ®é quang

§o mËt ®é quang cña c¸c dung dÞch trªn m¸y quang phæ ë b­íc sãng 620n.m víi dung dÞch ®èi chøng lµ mÉu tr¾ng (6.3).

6.4.4. VÏ ®å thÞ chuÈn

VÏ ®å thÞ chuÈn dùa vµo c¸c gi¸ trÞ mËt ®é quang thu ®­îc vµ hµm l­îng amyloza t­¬ng øng theo phÇn tr¨m khèi l­îng trong g¹o tÝnh theo chÊt kh«.

6.5. X¸c ®Þnh mÉu thö

6.5.1. HiÖn mµu

Dïng pipet lÊy 5,0ml dung dÞch mÉu thö (6.2) cho vµo b×nh ®Þnh møc 100ml cã s½n 50ml n­íc cÊt vµ tiÕp tôc c¸c b­íc nh­ ë 6.4.2 b¾t ®Çu tõ viÖc thªm axit axetic.

6.5.2. §o mËt ®é quang

§o mËt ®é quang trªn m¸y quang phæ ë b­íc sãng 620n.m víi dung dÞch ®èi chøng lµ mÉu tr¾ng (6.3).

7. TÝnh to¸n kÕt qu¶

Hµm l­îng amyloza biÓu thÞ b»ng phÇn tr¨m khèi l­îng trong g¹o x¸t theo chÊt kh« ®­îc x¸c ®Þnh dùa vµo mËt ®é quang ®o ®­îc cña mÉu thö (6.5.2) vµ ®å thÞ chuÈn (6.4.4).

KÕt qu¶ cuèi cïng lµ trÞ sè trung b×nh céng cña hai phÐp x¸c ®Þnh song song.
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