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ChÊt tÈy röa tæng hîp chøa ENZYM

Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t ®é Protein
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Method for the determination of proteinous activity

Tiªu chuÈn nµy phï hîp víi ST SEV 4156- 83.

1. Nguyªn t¾c cña ph­¬ng ph¸p

Ph­¬ng ph¸p dùa trªn sù thuû ph©n cña cazein ë pH 10,5, nhiÖt ®é 400C vµ x¸c ®Þnh hµm l­îng tirazin trong dÞch thuû ph©n b»ng phÐp ®o mµu víi thuèc thö folin.

2. ThiÕt bÞ vµ dông cô

2.1. M¸y ®iÒu hoµ nhiÖt ®¶m b¶o nhiÖt ®é (40 ( 0,1)0C.

2.2. pH mÐt.

2.3. M¸y khuÊy tõ.

2.4. M¸y ®o mµu quang ®iÖn

2.5. PhÔu thuû tinh ®­êng kÝnh 5 ®Õn 7mm.

2.6. BÕp c¸ch thuû.

2.7. èng nghiÖm thuû tinh ®­êng kÝnh 15 ®Õn 19mm, cao 150 ®Õn 180mm.

2.8. GiÊy chØ thÞ (kali io®ua).

3. Thuèc thö vµ dung dÞch

Khi x¸c ®Þnh, dïng c¸c ho¸ chÊt lo¹i tinh khiÕt ho¸ häc hoÆc tinh khiÕt ph©n tÝch vµ dïng n­íc cÊt phï hîp víi TCVN 2117- 77.

C¸c thuèc thö ®­îc c©n víi ®é chÝnh x¸c 0,01g.

3.1. Cazein theo Hammersten.

3.2. Natri Hidroxit, dung dÞch 1 mol/dm3.

3.3. Natri vonframat (Na2WO4. 2H2O).

3.4. Natri molipdat (Na2MoO4. 2H2O).

3.5.Axit octophotphoric, d 1,689g/cm3.

3.6. Axit clohidric ®Æc.

3.7. Lithi sunfat (Li2SO4).

3.8. Brom.

3.9. Natri bicacbonat, dung dÞch 0,2 mol/dm3, chuÈn bÞ nh­ sau:

C©n 16,8g natri bicacbonat, chuyÓn vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 1000cm3 vµ dïng n­íc ®Þnh møc ®Õn v¹ch.

3.10. Natri cacbonat, dung dÞch 0,2mol/ dm3, chuÈn bÞ nh­ sau: c©n 21,2g natricacbonat khan, chuyÓn vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 1000 cm3 vµ dïng n­íc ®Þnh møc ®Õn v¹ch.

3.11. Dung dÞch ®Öm, chuÈn bÞ nh­ sau: cho 45 cm3 dung dÞch natricacbonat vµ 5 cm3 dung dÞch natri bicacbonat vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 200 cm3, thªm n­íc ®Õn v¹ch møc vµ l¾c ®Òu.

3.12. Cazein, dung dÞch 1% (chÊt nÒn), chuÈn bÞ nh­ sau: c©n 2g cazein theo Hammersten chÝnh x¸c ®Õn 0,0001g, chuyÓn vµo b×nh nãn dung tÝch 300 cm3 vµ thªm 140 cm3 dung dÞch ®Öm pH 10,7. §Æt b×nh nãn lªn m¸y khuÊy tõ vµ khuÊy dung dÞch 30 phót, sau ®ã võa khuÊy võa ®un nãng dung dÞch trªn bÕp c¸ch thuû ë 700C ®Õn hoµ tan hoµn toµn.

§Ó nguéi dung dÞch ®Õn nhiÖt ®é 400C vµ ®­a pH ®Õn 10,5 b»ng dung dÞch natri hidroxit. Sau ®ã chuyÓn dung dÞch cazein tõ b×nh nãn vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 200cm3 vµ dung dÞch ®Öm ®­a thÓ tÝch ®Õn 180- 190cm3.

TiÕp tôc lµm l¹nh dung dÞch cazain b»ng dßng n­íc ®Õn 200C vµ dïng dung dÞch ®Öm ®­a thÓ tÝch ®Õn 200cm3. Thêi h¹n b¶o qu¶n dung dÞch cazein trong tñ l¹nh kh«ng qu¸ hai ngµy.

Rãt 700cm3 vµo b×nh dung tÝch 1500 cm3, thªm 100g natri vonframat vµ 25g natri molipdat, sau ®ã thªm vµo b×nh 50 cm3 axit octophotphoric vµ 10 cm3 axit clohidric ®Æc. L¾p sinh hµn håi l­u vµ ®un s«i dung dÞch trong 10 giê.

§Ó nguéi dung dÞch vµ thªm vµo dung dÞch nguéi 150g Lithi sunfat, 50 cm3 n­íc vµ 4- 5 giät br«m, sau ®ã l¹i l¾p sinh hµn håi l­u vµ ®un s«i dung dÞch ®Ó lo¹i br«m d­ (kiÓm tra b»ng giÊy chØ thÞ). Dung dÞch ph¶i cã mµu vµng. NÕu dung dÞch cã mµu xanh lôc th× cÇn ph¶i chÕ ho¸ l¹i b»ng br«m nh­ trªn.

Sau khi dung dÞch võa nguéi, thªm n­íc ®Õn thÓ tÝch 1000cm3 vµ läc dung dÞch qua giÊy läc. B¶o qu¶n dung dÞch trong b×nh mµu tèi trong tñ l¹nh. Qua 2- 3 th¸ng b¶o qu¶n, thªm vµo dung dÞch 1- 2 giät br«m vµ l¹i ®un s«i. Thêi h¹n sö dông cña dung dÞch kiÒm folin kh«ng qu¸ 1 n¨m. Khi dung dÞch vÈn ®ôc vµ chuyÓn sang mµu lôc th× kh«ng cßn dïng ®­îc n÷a.

Dung dÞch lµm viÖc ®­îc chuÈn bÞ tr­íc khi tiÕn hµnh x¸c ®Þnh b»ng c¸ch dïng n­íc pha lo·ng dung dÞch gèc theo tû lÖ 1 + 3.

3.14. Axit tricloaxetic, dung dÞch 0,3 mol/dm3, chuÈn bÞ nh­ sau: c©n 49,05g axit tricloaxetic vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 1000 cm3 vµ dïng n­íc ®Þnh møc ®Õn v¹ch.

3.15. Natri cacbonat, dung dÞch 0,5mol/dm3, chuÈn bÞ nh­ sau: c©n 53g natri cacbonat vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 100 cm3 vµ dïng n­íc ®Þnh møc ®Õn v¹ch.

4. ChuÈn bÞ mÉu.

ChuÈn bÞ dung dÞch chÊt tÈy röa cÇn thö: c©n 10g chÊt tÈy röa cÇn thö vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 1000 cm3 vµ dïng n­íc ®Þnh møc dung dÞch ®Õn v¹ch. LÊy 25cm3 dung dÞch ®· chuÈn bÞ vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 100cm3 vµ dïng n­íc ®Þnh møc dung dÞch ®Õn v¹ch.

TiÕp tôc pha lo·ng dung dÞch ®Õn khi ë lÇn pha lo·ng cuèi cïng l­îng proteaz kiÒm trong 2cm3 hçn hîp ph¶n øng kh«ng v­ît qu¸ 0,75- 1,0mg.

5. TiÕn hµnh x¸c ®Þnh.

Cho vµo èng nghiÖm thø nhÊt (èng nghiÖm kiÓm tra) 5cm3 dung dÞch cazein vµ gi÷ èng nghiÖm trong m¸y æn nhiÖt ë nhiÖt ®é 400C trong kho¶ng 5 phót. Thªm vµo èng nghiÖm 2,5cm3 n­íc l¾c vµ l¹i ®­a vµo m¸y æn nhiÖt vµ tiÕp tôc gi÷ ë nhiÖt ®é 400C trong kho¶ng 50 phót.

Sau ®ã lÊy sè èng nghiÖm t­¬ng øng víi sè lÇn pha dung dÞch gèc, thªm vµo mçi èng nghiÖm 5cm3 dung dÞch cazein, cÇn ph¶i lµm hai mÉu kÐp cho mçi lÇn pha lo·ng. Gi÷ c¸c èng nghiÖm 5 phót ë nhiÖt ®é 400C trong m¸y ®iÒu hoµ nhiÖt, thªm vµo mçi èng 2,5cm3 dung dÞch thö nghiÖm, l¾c ®Òu vµ gi÷ dung dÞch trong m¸y ®iÒu nhiÖt ë nhiÖt ®é 400C trong kho¶ng 60 phót.

Sau khi sù thñy ph©n kÕt thóc, thªm vµo mçi èng nghiÖm, b¾t ®Çu tõ èng nghiÖm kiÓm tra, 5cm3 dung dÞch axit tricloaxetic ®Ó ng¨n ph¶n øng vµ kÕt tña cazein kh«ng thuû ph©n.

Nhanh chãng l¾c ®Òu hçn hîp vµ gi÷ hçn hîp trong m¸y ®iÒu nhiÖt ë nhiÖt ®é 400C trong kho¶ng 15 phót ®Ó kÕt tña hoµn toµn. Sau khi läc dung dÞch qua giÊy läc, x¸c ®Þnh trong n­íc läc l­îng protein thuû ph©n theo hµm l­îng tirazin t¹o ra. Muèn vËy, lÊy tõng 2cm3 n­íc läc vµo c¸c èng nghiÖm vµ thªm chËm vµo tõng èng nghiÖm 5cm3 dung dÞch natricacbonat cã nång ®é 0,5mol/dm3 vµ 1cm3 dung dÞch lµm viÖc cña thuèc thö folin. Gi÷ dung dÞch nhËn ®­îc trong m¸y æn nhiÖt ë 400C trong kho¶ng 30 phót ®Õn lóc xuÊt hiÖn mµu xanh, sau ®ã ®Ó nguéi ®Õn nhiÖt ®é phßng vµ ®o mËt ®é quang cña dung dÞch so s¸nh víi mÉu kiÓm tra trªn m¸y ®o mµu quang ®iÖn ë ®é dµi sãng 656- 677nm, dïng cuvÐt cã bÒ dµy lín hÊp thô 5mm.

6. TÝnh kÕt tña.
6.1. Ho¹t ®é protein (X) tÝnh theo ®¬n vÞ POLP trªn 1g chÊt tÈy röa ®­îc tÝnh theo c«ng thøc:

(4,7D + 0,1)

X = ------------------------------ x 1000

m

Trong ®ã:

D: MËt ®é quang cña dung dÞch thö.

m: Hµm l­îng enzim trong 2cm3 n­íc läc, mg;

4,7 vµ 0,1:  C¸c h»ng sè thùc nghiÖm;

1000:  HÖ sè chuyÓn mg thµnh g.

6.2. Sai sè t­¬ng ®èi cña phÐp x¸c ®Þnh kh«ng v­ît qu¸ ( 5%.

6.3. KÕt qu¶ cuèi cïng cña phÐp x¸c ®Þnh lµ gi¸ trÞ trung b×nh céng c¸c kÕt qu¶ x¸c ®Þnh 2 mÉu song song chÊt tÈy röa.

ThuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa


Phô lôc tham kh¶o

§¬n vÞ ho¹t ®é protein lµ l­îng enzym nã lµm xóc t¸c cho qu¸ tr×nh thuû ph©n 1g cazein khi chuyÓn nã thµnh 30% trong c¸c ®iÒu kiÖn qui ®Þnh (nhiÖt ®é 400C, pH 10,5 vµ thêi gian thuû ph©n 60 phót).
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