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TUYÊN BỐ BẢN QUYỀN
Tài liệu này thuộc loại sách giáo trình nên các nguồn thông tin có thể được phép dùng nguyên bản hoặc trích dùng cho các mục đích về đào tạo và tham khảo.

Mọi mục đích khác mang tính lệch lạc hoặc sử dụng với mục đích kinh doanh thiếu lành mạnh sẽ bị nghiêm cấm.

MÃ TÀI LIỆU: MH06
LỜI GIỚI THIỆU
Hóa sinh học là môn khoa học nghiên cứu về thành phần hóa học, cấu tạo và tính chất của các hợp chất có trong tế bào; đồng thời hóa sinh học cũng nghiên cứu về sự chuyển hóa của vật chất và năng lượng bên trong tế bào cũng như bên trong cơ thể sinh vật. Nói một cách khác, hóa sinh học là khoa học nghiên cứu bản chất của quá trình sống.  

Các hợp chất hóa sinh như protein, glucid, lipid … chủ yếu được tạo ra từ bên trong tế bào sinh vật, tuy nhiên, các hợp chất này không chỉ tham gia các phản ứng chuyển hóa bên trong tế bào sinh vật mà còn tham gia vào các phản ứng chuyển hóa bên ngoài tế bào; do đó, hiểu rõ về hóa sinh học không chỉ giúp chúng ta hiểu được bản chất hóa học của sự sống mà còn giúp chúng ta điều khiển các quá trình này theo ý muốn.

Cho đến nay, đã có rất nhiều thành tựu của hóa sinh được ứng dụng rộng rãi vào trong đời sống cũng như trong các ngành nghề như công nghệ thực phẩm, công nghệ sinh học, nông nghiệp, y dược …do đó, hóa sinh học là môn cơ sở rất quan trọng trong việc đào tạo các ngành nghề trên.

Giáo trình hóa sinh học được biên soạn nhằm mục đích cung cấp những kiến thức cơ bàn về lĩnh vực hóa sinh cho các học sinh, sinh viên các trường cao đẳng, trung học chuyên nghiệp có đào tạo các ngành nghề liên quan như công nghệ thực phẩm, công nghệ sinh học, y dược … nội dung giáo trình gồm có 6 chương:


- Chương 1. Đại cương về hóa sinh học


- Chương 2: Protein


- Chương 3: Enzyme


- Chương 4: Glucid


- Chương 5: Lipid


- Chương 6: Vitamin
Trong quá trình biên soạn chắc chắn không tránh khỏi những sai xót, nhóm tác giả rất mong nhận được những ý kiến đóng góp của quý đọc giả để giáo trình được hoàn thiện hơn.
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MÔN HỌC:  HÓA SINH HỌC
Mã môn học: MH06
Giới thiệu môn học:
Môn học Hóa sinh có thời gian 60 giờ, trong đó 28 giờ lý thuyết, 26 giờ thực hành, 6 giờ kiểm tra quá trình. Môn học này được giảng dạy độc lập với các môn học khác. Đây là môn học được tổ chức giảng dạy  lý thuyết tại phòng học lý thuyết và thực hành tại phòng học thực hành, có đầy đủ trang thiết bị cần thiết cho việc dạy và học. Môn học này gồm hai phần: Phần lý thuyết có 05 chương (Đại cương về Hóa sinh; Protein; Enzyme; Glucid; Lipid; Vitamin) và phần thực hành có 5 bài (Định tính acid amin và protein; Định tính enzyme; Định tính glucid; Định lượng đường khử theo phương pháp vi lượng của Rodzevich; Định tính lipid; Định lượng vitamin C). Môn học này cung cấp các kiến thức cần thiết giúp người học tiếp thu để áp dụng vào các môn học chuyên ngành có liên quan về sau được dễ dàng hơn.
PHẦN 1: LÝ THUYẾT

Chương 1                    ĐẠI CƯƠNG VỀ HÓA SINH
Mã chương: MH06-01

Mục tiêu: 
- Trình bày được khái niệm và phân loại Hóa sinh;

- Liệt kê được mục đích và yêu cầu của môn học đối với người học;

- Tóm tắt được sự hình thành, phát triển của ngành Hóa sinh. 

Nội dung chính:
1. Khái niệm và phân loại Hóa sinh 
1.1. Khái niệm

Hóa sinh là một môn khoa học nghiên cứu thành phần cấu tạo hóa học của các chất và sự chuyển hóa của các chất trong cơ thể sống.

1.2. Phân loại
* Dựa vào trạng thái, hóa  sinh được chia thành:

   + Hoá sinh tĩnh

   + Hoá sinh động

* Dựa vào đối tượng sinh vật được nghiên cứu, hoá sinh được chia thành:

   + Hóa sinh động vật

   + Hóa sinh thực vật

   + Hóa sinh vi sinh vật

2. Mục đích và yêu cầu của môn học đối với người học
2.1. Mục đích

 Hóa sinh là một môn khoa học cơ sở cung cấp cho ta một số kiến thức cơ bản về bản chất, cấu tạo hóa học, tính chất, khả năng ứng dụng của các thành phần như: protein, enzyme, glucid, lipid, vitamin,… giúp chúng ta tiếp thu một số kiến thức chuyên ngành về sau được dễ dàng hơn.

2.2. Yêu cầu

- Nắm được bản chất, cấu tạo hóa học, tính chất, khả năng ứng dụng của các thành phần có trong sản phẩm có nguồn gốc sinh vật.

- Biết được quá trình biến đổi các thành phần đó trong điều kiện tự nhiên, trong quá trình sản xuất, chế biến, bảo quản,…

- Áp dụng được các hiểu biết về Hóa sinh vào các lĩnh vực có liên quan.
3. Sơ lược về sự hình thành và phát triển của ngành Hóa sinh 
Hóa sinh là môn khoa học giao thoa giữa sinh học và hóa học. Các nghiên cứu hóa sinh đã bắt đầu từ cuối thể kỷ 18. Tuy nhiên, mãi đến cuối thế kỷ thứ 19 đầu thế kỷ 20, Hoá sinh mới trở thành một ngành khoa học độc lập.

 Đến năm 1950, về cơ bản Hóa sinh đã xác định được tính chất  các chất chủ yếu cấu tạo cơ thể và các con đường chuyển hóa chúng trong cơ thể. Từ sau 1950 đến nay, Hóa sinh đã đạt được những thành tựu đáng kể trong nghiên cứu cấu trúc phân tử protein, acid nucleic, xây dựng lý thuyết về các chất xúc tác sinh học, đề ra được cơ chế quá trình tổng hợp protein, acid nucleic và cơ chế điều hòa các quá trình sinh tổng hợp này.

         Trong 20 năm gần đây đã tổng hợp được một số protein có hoạt tính sinh học bằng phương pháp hóa học, công nghệ sinh học. Chắng hạn: tổng hợp được insulin là một protein có hoạt tính hoocmon. Từ 1961 đến1966, đã có hàng loạt các công trình nghiên cứu cấu trúc phân tử acid nucleic và vai trò của chúng trong quá trình tổng hợp protein. Năm 1961 đã đề ra được mô hình điều hòa hoạt động gen. Từ 1970 đã bắt đầu nghiên cứu tổng hợp gen bằng phương pháp hóa học.

         Những phương hướng nghiên cứu chủ yếu của hóa sinhngày nay là tiếp tục tìm hiểu quá trình sinh tổng hợp acid nucleic và protein; sự liên quan giữa biến đổi di truyền với các quá trình bệnh lý; đặc tính các quá trình trao đổi trung gian; cơ chế điều hòa của tế bào; cơ chế tác dụng của các hoocmon,… nhằm tiến đến chủ động điều khiển mọi hoạt động và quá trình sống theo hướng có lợi nhất nhằm bảo vệ con người, bảo vệ môi sinh; mô hình hóa các quá trình sống , thực hiện các quá trình sống ở quy mô công nghiệp tạo ra ngày càng nhiều các chế phẩm sinh học, các sản phẩm có giá trị để sử dụng trong y học, nông nghiệp, công nghiệp,… Hóa sinh góp phần giải quyết các vấn đề quan trọng của trồng trọt, chăn nuôi, y học, dược học, công nghiệp thực phẩm,... 

Chương 2                             PROTEIN
Mã chương: MH06-02




Mục tiêu: 
- Phân tích được vai trò sinh học của protein;

- Liệt kê được nguồn thu nhận, giá trị dinh dưỡng, chất lượng của protein;

- Trình bày được cấu tạo, tính chất, cấu trúc, phân loại và khả năng ứng dụng của protein.
Nội dung chính:
1. GIỚI THIỆU CHUNG VỀ PROTEIN
1.1. Vai trò sinh học của protein

Protein là thành phần không thể thiếu được của tất cả các cơ thể sinh vật, chúng tham gia hầu hết các vai trò thiết yếu trong tế bào sinh vật, trong các cơ quan và mô của cơ thể sinh vật. Có thể kể đến một số vai trò quan trọng của protein như sau:

- Xúc tác: Sự sống là một quá trình chuyển hóa không ngừng của vật chất bên trong cơ thể sinh vật, quá trình chuyển hóa này đòi hỏi có sự tham gia của các chất xúc tác. Protein tham gia vai trò xúc tác các phản ứng chuyển hóa được gọi là enzyme, mỗi loại enzyme đóng vai trò xúc tác cho một kiểu phản ứng nhất định. Ví dụ: enzyme amylase xúc tác phản ứng chuyển hóa tinh bột thành đường.

- Vận tải: Protein là một đại phân tử, trong cấu tạo của protein bao gồm cả hai vùng: vùng ưa nước và vùng kị nước, do đó khả năng tương tác của protein với các loại phân tử khác nhau là rất lớn. Protein tham gia vai trò vận tải có cấu trúc hình cầu, chúng được ví như những chiếc xe vận chuyển các chất từ nơi này đến nơi khác bên trong cơ thể sinh vật.  Ví dụ: hemoglobin, mioglobin (ở động vật xương sống), hemoxiamin (ở động vật không xương sống) vận chuyển O2 từ phổi đến khắp các mô và cơ quan trong cơ thể, đồng thời vận chuyển CO2 từ các mô và cơ quan đến phổi để thải ra ngoải môi trường.

- Tạo hình: Protein là thành phần chủ yếu của nguyên sinh chất tế bào, protein cũng là hợp phần quan trọng của nhân tế bào và các chất gian bào. Do đó, nó tham gia vào việc hình thành các tế bào của nhiều tổ chức trong cơ thể sinh vật. 

- Chuyển động: Nhiều protein trực tiếp tham gia trong các quá trình chuyển động như: co cơ, chuyển vị trí của nhiễm sắc thể trong quá trình phân bào,…Ví dụ: Trong quá trình co cơ cần có sự tham gia của các protein là miozin, actin, tropomiozin, troponin.

- Bảo vệ: Nhiều protein có khả năng nhận biết được những phần tử lạ xâm nhập vào cơ thể và loại trừ chúng ra khỏi cơ thể. Ví dụ: các inteferon là những protein do tế bào động vật có xương sống tổng hợp và tiết ra để chống lại sự nhiễm vi rút. Các protein tham gia trong các quá trình đông máu có vai trò bảo vệ cho cơ thể khỏi bị mất máu.

- Truyền xung thần kinh: Sự đáp ứng của các tế bào thần kinh đối với một kích thích đặc hiệu được thực hiện qua trung gian các protein tiếp nhận (Receptor). Chẳng hạn như Rhodopsin là một protein nhạy cảm với ánh sáng trong các tế bào hình que ở võng mạc.
- Điều hòa: Một số protein có vai trò điều hòa quá trình tổng hợp vật chất di truyền (ADN,ARN), điều hòa quá trình biểu hiện gen, điều hòa quá trình trao đổi chất giúp cho các phản ứng trong cơ thể sinh vật xảy ra đúng chiều hướng, đúng cường độ. Ví dụ: Các protein có hoạt tính hoocmon, các protein ức chế đặc hiệu enzyme đều có chức năng điều hòa nhiều quá trình trao đổi chất khác nhau.

- Kiến tạo chống đỡ cơ học: Các protein này thường có dạng sợi: sclevotin có trong lớp vỏ ngoài của sâu bọ; fibroin của tơ tằm, tơ nhện; colagen, elastin của mô liên kết, mô xương.

- Dự trữ dinh dưỡng: Protein còn là chất dinh dưỡng quan trọng cung cấp các acid amin cho phôi phát triển. Ví dụ: Ovalbumin trong lòng trắng trứng, gliadin của hạt lúa mì, zein của ngô, cazein của sữa, feritin (protein dự trữ sắt) trong lá lách.

- Cung cấp năng lượng: Protein còn tham gia vào việc cung cấp năng lượng cho cơ thể. Protein thường cung cấp khoảng 14% tổng số năng lượng mà cơ thể sinh vật cần (chủ yếu là người).

1.2. Nguồn thu nhận protein

Protein là hợp chất chính cấu trúc nên tế bào sinh vật, do đó chúng có mặt ở hầu khắp tất cả các đối tượng sinh vật, từ vi sinh vật đến thực vật và động vật. Tuy nhiên, nhu cầu sử dụng protein cho con người hiện nay vẫn là từ nguồn động vật và thực vật.

   Nguồn protein động vật: phổ biến là các loại thịt gia súc, gia cầm, cá, tôm, tép, cua, trứng, sữa,…

   Nguồn protein thực vật: quan trọng là hạt các loại đậu, đặc biệt là đậu nành. Ngoài ra, các loại bèo hoa dâu, tảo, nấm,… cũng là nguồn protein quý giá đang được chú ý khai thác.

Bảng 2.1: Hàm lượng protein từ một số loại thực phẩm

	Loại thực phẩm
	Hàm lượng protein

	Sữa (200g)
	8g

	Phô mai (28g)
	7g

	Sữa chua (100g)
	7g

	Gà (80g)
	25g

	Heo (80g)
	21g

	Bò (80g)
	20g

	Thịt nạc đỏ (80g)
	25g

	Trứng (1 cái)
	6g

	Lòng trắng trứng (7 cái)
	25g

	Cá hồi (80g)
	17g

	Cá ngừ (115g)
	27g

	Tôm, cua (115g)
	22-24g

	Hạnh nhân (100g)
	21g

	Hat điều (100g)
	18g

	Hạt hướng dương (100g)
	23g

	Hạt bí ngô (100g)
	24g

	Hạt mè (100g)
	18g

	Đậu phụng (100g)
	26g

	Đậu hủ (100g)
	20g

	Đậu đen (100g)
	15g

	Đậu Hà Lan (100g)
	9g

	Nấm tươi (100g)
	9g

	Nấm khô (100g)
	50g

	Sinh Tố Dinh Dưỡng (1 ly)
	12g

	Sinh Tố Dinh Dưỡng giảm cân (1 ly)
	17g


1.3. Giá trị dinh dưỡng của protein

- Protein là hợp phần chủ yếu quyết định toàn bộ các đặc trưng của khẩu phần thức ăn. Chỉ trên nền tảng protein cao thì tính chất sinh học của các cấu tử khác mới thể hiện đầy đủ.

- Khi thiếu protein sẽ dẫn đến những hiện tượng: phá hoại nặng nề sự trao đổi chất, tính miễn dịch của cơ thể, khả năng chống đỡ của cơ thể đối với một số bệnh, ảnh hưởng đến các tuyến nội tiết (tuyến sinh dục, tuyến yên, tuyến thượng thận), làm gan bị nhiễm mỡ, ảnh hưởng đến hệ thần kinh, xương,….

1.4. Chất lượng của protein

- Chất lượng của protein là do thành phần các acid amin quyết định. Có hai loại acid amin: acid amin thay thế và acid amin không thể thay thế.

+ Các acid amin thay thế: là các acid amin cần thiết cho cơ thể, nó có thể được tổng hợp trong cơ thể bằng con đường tổng hợp nội sinh từ các chất khác cho nhu cầu tối thiểu của cơ thể. Ngoài ra, cơ thể có thể thu nhận chúng từ protein của thức ăn.

+ Các acid amin không thể thay thế: là các acid amin không thể tổng hợp được trong cơ thể mà nhất thiết phải được lấy từ thức ăn (một số ít acid amin có thể tổng hợp được song với tốc độ quá chậm không kịp đáp ứng cho nhu cầu của cơ thể). 

* Protein được coi là hoàn hảo nếu như tất cả các acid amin có mặt đầy đủ và có tỷ lệ cân đối. Acid amin thực vật thường kém giá trị dinh dưỡng hơn protein động vật do không cân đối tỷ lệ hoặc thiếu một trong các acid amin không thể thay thế. Để cho thành phần acid amin bổ sung lẫn nhau thì trong khẩu phần thức ăn phải bao gồm cả protein động vật và thực vật. Do đó, hàm lượng acid amin không thay thế và tỉ lệ chúng trong phân tử protein là một tiêu chuẩn quan trọng để đánh giá chất lượng protein.

2. CẤU TẠO PHÂN TỬ PROTEIN
2.1. Thành phần nguyên tố của protein
Protein là hợp chất hữu cơ có thành phần nguyên tố chính là C, H, O, N. Ngoài ra  số còn có chứa lượng nhỏ S, P, Fe, Zn, Cu, Mn, Ca,…Tỷ lệ phần trăm khối lượng các nguyên tố chính trong phân tử protein như sau:

                  C chiếm khoảng: 50% ( 55%

                  O chiếm khoảng:  21% ( 24% 

                  H chiếm khoảng: 6,5% ( 7,3%     

                  N chiếm khoảng: 15% (18% (thường là 16%)   

                  S chiếm khoảng: 0% (0,24%

2.2. Hình dạng và phân tử lượng

2.2.1. Hình dạng

 Protein thường có 2 dạng: hình sợi và hình cầu (thường hình cầu phổ biến hơn). Một loại protein nào đó có thể chuyển hóa từ dạng này sang dạng kia (thường dạng hình cầu sang dạng hình sợi). Giữa 2 dạng có sự khác nhau về một số tính chất: 
 Hình cầu: chủ yếu tan trong nước, muối loãng, rất hoạt động về mặt hoá học. Hầu hết protein hình cầu có hoạt tính xúc tác (enzyme) như albumin, glubulin, hemoglobin, ...
 Hình sợi: Đa số không tan trong nước, trơ về mặt hoá học, chủ yếu có chức năng cơ học. Ví dụ: keratin của tóc; fibroin của tơ; miozin của cơ; colagen của da, xương, sụn, gân, răng,…

2.2.2. Phân tử lượng 

Phân tử lượng của phân tử protein dao động rất lớn với các loại khác nhau và có đơn vị đo là Dalton (từ mười nghìn đến hàng trăm nghìn Dalton hoặc lớn hơn nữa). 

Ví dụ: Insulin: 6000; Ribonucleaza: 13000; Papain: 21000; Catalaza: 250000,... 

2.3. Đơn vị cấu tạo của protein: acid amin
2.3.1. Cấu tạo
Khi thủy phân hoàn toàn phân tử protein thu được chủ yếu các L-α-acid amin. Acid amin là dẫn xuất của các acid cacboxylic, trong đó một (đôi khi 2) nguyên tử hidro ở cacbon α được thay thế bằng nhóm amin. Chúng có công thức tổng quát là:          R-CH-COOH    hoặc    R-CH-COO-    

     |                                     |

    NH2                               NH3+

Như vậy về mặt cấu tạo, các acid amin của protein chỉ khác nhau ở mạch bên hay nhóm bên (nhóm R).

Ngoài ra, một số acid amin còn có chứa các gốc hay nhóm chức khác trong phân tử như: gốc hydroxyl (-OH), gốc phenyl (-C6H5), gốc thiol (-SH), gốc bazơ nitơ, amin khác, cacboxyl khác,…

Hiện nay, có khoảng 80 acid amin trong tự nhiên đã được biết. Tuy nhiên, hầu hết các phân tử protein đều được cấu tạo từ 20 acid amin và 2 loại amid tương ứng. Chúng có công thức cấu tạo như sau:
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2.3.2. Phân loại

2.3.2.1.  Dựa vào cấu tạo: Người ta thường chia các acid amin thành các nhóm chính như sau:
a. Acid amin dạng mạch thẳng: gồm 4 nhóm nhỏ:
  + Acid monoamino monocacboxylic (Acid amin có chứa 1 nhóm amin - 1 nhóm cacboxyl) gồm: Glycin (Gly), Alanin (Ala), Valin (Val), Leucin (Leu), IzoLeucin (Ile), Treonin (Thr), Serin (Ser). 

+ Acid monoamino dicacboxylic (Acid amin có chứa 1 nhóm amin - 2 nhóm cacboxyl) gồm: Acid Aspartic (Asp), Acid Glutamic (Glu).
+ Acid diamino monocacboxylic (Acid amin có chứa 2 nhóm amin - 1 nhóm cacboxyl) gồm: Lysin (Lys), Arginin (Arg). 


+ Acid amin có chứa lưu huỳnh (S) gồm: Cystein (Cys), Cystin (Cys- Cys), Methionin (Met).
b. Acid amin dạng mạch vòng: gồm 2 nhóm nhỏ:

+ Acid amin vòng thơm: Phenyl - Alanin (Phe), Tyrosin (Tyr).

+ Acid amin dị vòng: Prolin (Pro), Hidroxiprolin (Pro-OH), Triptophan (Try), Histidin (His).

c. Amid của acid amin: 

  + Asparagin (Asp-NH2): amid của acid aspartic

  + Glutamin (Glu-NH2): amid của acid glutamic
2.3.2.2.  Dựa vào tác dụng: Các acid amin kể trên được chia thành 2 nhóm sau:

a. Nhóm acid amin thay thế được

b. Nhóm acid amin không thay thế được 


+ Đối với người lớn cần 8 acid amin không thay thế là: Treonin, Valin, Leucin, IzoLeucin, Lysin, Methionin, Pheny-Alanin, Triptophan,  


+ Đối với trẻ em, ngoài 8 acid amin không thay thế đã kể trên còn cần thêm 2 acid amin nữa là: Arginin và Histidin.  

2.3.3. Tính chất

2.3.3.1. Tính chất chung.
Các acid amin tự nhiên đều là những chất khi kết tinh cho tinh thể màu trắng, tính tan trong nước của chúng rất khác nhau, tính bền của acid amin đối với acid và base rất khác nhau.

2.3.3.2.  Tính hoạt động quang học.
Trừ glycin, còn các acid amin khác đều có tính hoạt động quang học, chúng có thể tồn tại dưới 2 dạng đồng phân quang học là: dạng D và dạng L. Chất chuẩn để xác định dạng L hay dạng D là L-serin hoặc D-serin. 

Tất cả các acid amin trong thành phần protein đều thuộc dạng L. Người và đa số động vật dễ dàng hấp thụ và đồng hóa acid amin dạng đồng phân này.                           
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2.3.3.3. Tính điện li lưỡng tính.
 Do phân tử acid amin có chứa cả 2 nhóm cacboxyl và amin, vì vậy nó mang tính điện ly lưỡng tính. 

   Trong môi trường nước acid amin tồn tại ở dạng ion lưỡng cực: 
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Trong môi trường acid: acid amin tích điện dương, chuyển dịch về phía cực âm trong điện trường:
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Trong môi trường kiềm: acid amin tích điện âm, chuyển dịch về phía cực dương trong điện trường:                                                             
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Giá trị pH mà tại đó phân tử acid amin trung hòa về điện được gọi là điểm đẳng điện của acid amin và được gọi là pI. Người ta thường dựa vào điểm đẳng điện để tách acid amin ra khỏi hỗn hợp.

2.3.3.4. Các phản ứng đặc trưng quan trọng.
a. Phản ứng với acid nitrơ (HNO2): Trừ prolin và oxyprolin, các acid amin đều phản ứng với acid nitrơ.
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Phản ứng này được Van-slyke dùng để định lượng acid amin bằng cách xác định lượng N2 tạo thành.

b. Phản ứng với Formalin (formaldehit, andehyt focmic)
Khi thêm một lượng dư formalin trung tính vào dung dịch acid amin, ta có phản ứng:       
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Phản ứng này được Sorensen dùng để định lượng acid amin và có tên gọi là phản ứng Sorensen.

c. Phản ứng với ninhidrin (Dixeto dioxyhidrinden)
Khi đun nóng, đa số acid amin tác dụng với ninhidrin để tạo thành CO2, NH3, aldehit tương ứng và ninhidrin khử (Dixeto oxyhidrinden)
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Người ta có thể định lượng acid amin tham gia phản ứng thông qua việc xác định lượng CO2 hoặc NH3 hoặc RCHO tạo thành.

Khi pH > 4 sẽ xảy ra phản ứng ngưng tụ của dixeto oxyhidrinden với NH3 mới tạo thành và một phân tử ninhidrin thứ 2 tạo thành phức chất có màu tím đỏ (Indendion 2-N-2 indanon). Hợp chất này dễ dàng chuyển thành dạng enol và kết hợp thêm phân tử NH3 tạo thành hợp chất có màu tím xanh.
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Phản ứng này rất nhạy, được dùng nhiều trong phương pháp định tính (dựa vào màu sắc) và định lượng (dựa vào cường độ màu sắc) các acid amin.

d. Phản ứng tạo phức với ion kim loại
 Hầu hết các acid amin đều có khả năng tạo phức với các kim loại hóa trị 2. 
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Độ bền của phức phụ thuộc vào ion kim loại và tăng dần theo trật tự:

   Mg2+ < Mn2+ <  Fe2+ < Cd2+  < Co2+  < Zn2+ < Ni2+  < Cu2+                            

 Phức hợp của acid amin với đồng (Cu2+) dùng để che nhóm amin khi tiến hành một số phản ứng (như khi axetil hoá nhóm amin của Lysine) và dùng trong định lượng acid amin.

e. Phản ứng với đường                                              
Acid amin có thể tác dụng với các loại đường khác nhau ở nhiệt độ cao, phản ứng qua nhiều giai đoạn. Cuối cùng tạo thành hợp chất melanoidin thường có màu sẫm (từ màu nâu đến nâu đậm), có hương thơm đặc trưng. Phản ứng này thường xảy ra trong quá trình chế biến thực phẩm.

2.4. Các mối liên kết có trong phân tử protein

2.4.1. Liên kết peptid (-CO-NH- )
Liên kết này được tạo thành do sự kết hợp giữa nhóm cacboxyl của acid amin này với nhóm amin của acid amin kia, loại đi 1 phân tử nước.


Ví dụ:              
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Liên kết này là liên kết quan trọng nhất trong sự hình thành mạch polypeptid, nhờ liên kết này mà các acid amin khác nhau liên kết với nhau để tạo thành các khung của phân tử protein. Đây là một liên kết bền vững.
2.4.2. Liên kết disunfid 

Liên kết này được tạo thành do sự kết hợp của 2 gốc xystein của cùng một mạch polypeptid hay của 2 mạch polypeptid khác nhau và hình thành cầu disunfid. Đây là 1 liên kết bền vững.
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2.4.3. Liên kết hydro

Trong phân tử protein, liên kết hydro có được là do sức hấp dẫn của nguyên tử hydro của nhóm –NH  trong liên kết peptid với nguyên tử oxy trong nhóm C = O cũng của liên kết peptid. Liên kết hydro trong trường hợp này được biểu diễn như sau:       

Hình 2.1: Liên kết hydro trong phân tử protein
Đây là liên kết yếu nhưng có rất nhiều trong phân tử protein nên ảnh hưởng đến cấu tạo và tính chất của protein.

2.4.4.  Liên kết ion (liên kết tĩnh điện)

Liên kết này được hình thành từ các nhóm cacboxyl và amin tự do. Cụ thể từ các acid amin có chứa 2 nhóm cacboxyl (như acid Aspartic, acid Glutamic) với acid amin có chứa 2 nhóm amin (như Lysine, Arginin), do nhóm cacboxyl tự do còn lại và nhóm amin tự do còn lại tương tác với nhau.

Liên kết ion là loại liên kết tương đối yếu và có ít hơn số liên kết hydro. Tuy nhiên, nó cũng ảnh hưởng đến cấu tạo của protein, đem lại cho cấu trúc protein sự bền vững nhất định.

2.4.5. Liên kết Vanderwaals (liên kết phân tử) 

Liên kết này được hình thành do sự tương tác giữa các nhóm không phân cực có kích thước lớn. Chẳng hạn như các gốc bên của các acid amin: Valin, Leucine, Isoleucine, Phenyl alanin, Tryptophan,...

Ngoài các liên kết trên ra, còn có  một số liên kết khác nữa như: liên kết háo nước, kỵ nước,...

2.5. Cấu trúc của phân tử protein

Hiện nay, người ta phân biệt 4 bậc cấu trúc của phân tử protein, khác nhau bởi mức độ phức tạp và dạng liên kết trong nội tại phân tử.

2.5.1. Cấu trúc bậc 1
Là cấu trúc cho biết thành phần và trình tự sắp xếp các gốc acid amin trong mạch polypeptid. Cấu trúc này được giữ vững nhờ liên kết peptid (-CO-NH). Đến nay, hơn 10.000 protein đã được xác định cấu trúc bậc 1, một số trong các protein này đã được tổng hợp nhân tạo.
* Tầm quan trọng của cấu trúc bậc 1:
- Xác định cơ sở phân tử, hoạt tính sinh học và tính chất hóa lý của protein.

       - Cơ sở để xác định cấu trúc không gian của phân tử protein.

- Yếu tố góp phần quan trọng trong nghiên cứu bệnh lý phân tử.

- Là bản phiên mã di truyền nói lên quan hệ họ hàng và lịch sử tiến hoá của thế giới sống.

- Cơ sở để tổng hợp nhân tạo protein bằng phương pháp hoá học hoặc bằng biện pháp công nghệ sinh học.

2.5.2. Cấu trúc bậc 2

Là sự sắp xếp thích hợp trong không gian của 1 chuỗi polypeptid  do tương tác không gian giữa các gốc acid amin ở gần nhau trong mạch polypeptid. 

Là cấu trúc xoắn của mạch polypeptid. Sở dĩ các mạch polypeptid tạo thành cấu trúc xoắn là do các acid amin tự nhiên (trừ glycine) đều bất đối nên một tính chất quan trọng của các gốc acid amin là khả năng quay tự do của chúng quanh mối liên kết ở vị trí (. Kết quả làm cho mạch polypeptid có khuynh hướng hình thành cấu trúc xoắn.

Cấu trúc xoắn ( được giữ vững nhờ liên kết hidro giữa các nhóm CO và NH ở các vòng xoắn kề nhau của cùng 1 mạch hoặc giữa 2 mạch polypeptid gần kề.

- Cấu trúc xoắn của mạch polypeptid được gọi là cấu trúc bậc 2 của phân tử protein. Có 2 dạng xoắn: xoắn ( và xoắn (. Trong đó, xoắn ( là dạng bền nhất của mạch polypeptid.
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 Hình 2.2: Mô hình cấu trúc xoắn ( trong phân tử protein
2.5.3. Cấu trúc bậc 3 

Là sự sắp xếp không gian của các phần xoắn (xoắn () và những phần vô định hình của mạch polypeptid theo một trật tự nhất định để tạo thành hình dạng nào đó trong không gian (thường là hình cầu). 

Liên kết disunfidcó ảnh hưởng nhiều nhất đến cấu trúc bậc 3, ngoài ra còn có các liên kết tham gia làm bền cấu trúc này (như liên kết van-der-van, liên kết ion, liên kết hydro,…). 

2.5.4. Cấu trúc bậc 4

Cấu trúc này được hình thành là do 2 hay nhiều “tiểu đơn vị” có cấu trúc bậc 3 kết hợp tạo thành bằng các liên kết như liên kết hidro, liên kết ion, liên kết Vanderwaals, liên kết háo nước, kỵ nước, …

Ví dụ: phân tử Hemoglobin gồm 4 "tiểu đơn vị" (2α và 2β) dưới tác dụng của ure tế bào có thể bị phân li.
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Hình 2.3. Các bậc cấu trúc của phân tử protein

3. TÍNH CHẤT CỦA PROTEIN
3.1. Tính tan 

Protein tan trong các dung môi khác nhau. Đa số protein tan trong nước nhưng với mức độ khác nhau, một số tan trong dung dịch muối loãng, acid loãng, kiềm loãng, số khác lại chỉ tan trong rượu,… Ví dụ: Albumin (có trong trứng) tan trong nước, Glixinin (có trong đậu nành) tan trong nước muối loãng.

Tính tan của protein phụ thuộc vào các yếu tố sau:

- Tỷ lệ và sự phân bố của các nhóm háo nước (- COOH, - NH2, -OH), các nhóm kị nước (gốc alkyl) trên bề mặt phân tử protein.

- Bản chất dung môi.

- Nồng độ muối trung tính.

- pH và nhiệt độ dung dịch protein.

3.2. Tính thủy phân

Thủy phân protein là quá trình phân giải mối liên kết có trong protein với sự tham gia của nước để cuối cùng tạo thành hỗn hợp các acid amin. Quá trình thủy phân đòi hỏi chất xúc tác là acid, kiềm, enzyme. 
  Thủy phân protein bằng acid (thường dùng HCl 6N, 100(1070C, 20(72h): không xảy ra hiện tượng raxơmic hóa và đa số acid amin không bị phân hủy trừ Tryptophan bị phân hủy hoàn toàn, còn các acid amin chứa S như Cystein, Cystin, oxy acid bị oxy hóa 10(30%.
 Thủy phân protein bằng kiềm (thường dùng NaOH 4N(8N hoặc Ba(OH)2 14% đun sôi, 18(29h): quá trình thủy phân này cắt đứt các liên kết peptid nhưng hầu hết các acid amin tạo thành bị hư hỏng, thường bị hiện tượng raxơmic hóa. 
 Thủy phân bằng enzyme peptid hydrolaza (proteaza): xúc tác cho phản ứng thủy phân cắt đứt các liên kết peptid trong phân tử protein tạo thành hỗn hợp các acid amin. Phản ứng thủy phân bằng cách này xảy ra triệt để, nhẹ nhàng, và các acid amin này không bị hư hỏng.

Trong thực tế, người ta thường thủy phân protein bằng acid hoặc enzyme hoặc kết hợp cả hai chứ không dùng kiềm làm tác nhân phản ứng.

3.3. Tính biến tính  

Dưới tác dụng của các tác nhân lý hóa (tia cực tím, sóng siêu âm, nhiệt độ, tác dụng cơ học, acid, bazơ, muối của kim loại nặng ...) protein bị biến tính nghĩa là xảy ra sự sắp xếp lại các nhóm trong phân tử protein, cấu trúc bậc 2,3,4 của các phân tử protein bị thay đổi. 

Khi protein bị biến tính thì mất tính chất hoạt động sinh học, mất khả năng hòa tan trong nước, mất khả năng kết tinh và những tính chất lý hoá khác (độ nhớt, sức căng bề mặt...), biến đổi hình dạng và kích thước phân tử, tăng cường khả năng bị thủy phân.

Tính biến tính là 1 tính chất đặc trưng của protein. Biến tính có thể là thuận nghịch hay không thuận nghịch.

3.4. Tính chất lưỡng tính


Tương tự như acid amin, protein cũng là chất điện li lưỡng tính vì trong phân tử protein còn có nhiều nhóm phân cực của mạch bên R của acid amin. Ví dụ: nhóm cacboxyl thứ 2 của Arginin, hydroxyl của Serin, Trionin, Tyrosin.


Trạng thái tích điện của các nhóm này phụ thuộc vào pH môi trường, ở một giá trị pH nào đó mà tổng số điện tích dương và âm của protein bằng không, protein không di chuyển trong điện trường gọi là pH đẳng điện (pHi) của protein.

 
+ Ở môi trường có pH < pHi , protein là một đa cation, số điện tích dương lớn hơn số điện tích âm.

+ Ở môi trường có pH > pHi , protein là một đa ation, tích điện âm.

+ Ở môi trường có pH = pHi , protein dễ dàng kết tụ với nhau, có thể dựa vào tính chất này để xác định pHi cũng như để kết tủa protein.
3.5. Tính sự kết tủa protein

Khi hòa tan, protein tạo thành dung dịch keo. Do trên bề mặt phân tử protein có các nhóm phân cực, khi hòa tan vào nước, các phân tử nước lưỡng cực được hấp thụ bởi các nhóm này tạo thành màng bao quanh phân tử protein gọi là các lớp vỏ hydrat.   

Độ bền của dung dịch keo phụ thuộc vào các yếu tố: sự tích điện của phân tử protein, mức độ hydrat hóa, nhiệt độ...Khi thay đổi các yếu tố này, các phân tử lớn protein sẽ kết tụ lại với nhau tạo thành khối lớn tách ra khỏi dung dịch gọi là kết tủa protein.
Vậy để kết tủa protein có thể loại bỏ lớp vỏ hydrat (pH = pHi) hoặc thêm muối trung tính (nhất là muối của kim loại nặng), dung môi hữu cơ (rượu, axeton), tăng nhiệt độ.

Người ta lợi dụng sự kết tủa của protein trong việc giải độc cho người bị ngộ độc bởi kim loại nặng.

Sau khi protein bị kết tủa, nếu loại bỏ yếu tố gây kết tủa, protein có thể tạo thành dung dịch keo bền như trước hoặc mất khả năng này. Trường hợp thứ nhất gọi là kết tủa thuận nghịch, trường hợp thứ hai gọi là kết tủa không thuận nghịch.

3.6. Một số phản ứng hóa học đặc trưng của protein

3.6.1. Phản ứng Biure

 Đây là phản ứng đặc trưng của liên kết peptid, tất cả protein đều thực hiện được phản ứng này. Phản ứng này được tiến hành như sau: khi thêm dung dịch CuSO4 vào dung dịch kiềm của protein thì phản ứng xảy ra tạo thành dung dịch có màu tím hoặc tím đỏ. 
 Cường độ màu của phản ứng phụ thuộc vào số lượng liên kết peptid của phân tử protein, do đó loại phân tử protein nào có kích thước càng lớn thì sẽ cho màu 
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- Phản ứng này được sử dụng rộng rãi để định tính và định lượng protein. 

3.6.2. Phản ứng với thuốc thử Folin – Ciocalteau (phương pháp Lowry định lượng protein)
Phương pháp này dựa vào cả hai phản ứng Biuret, trước tiên đó là sự khử Cu2+ thành Cu+ trong môi trường kiềm tính do các liên kết peptid có trong phân tử protein, sau đó Cu+ sẽ tham gia xúc tác trong phản ứng với thuốc thử Folin (phản ứng Folin -  Ciocalteau), cơ chế của phản ứng này đến nay vẫn chưa được biết nhiều nhưng bản chất của chúng là do phân tử phosphomolybdotungstate có trong thuốc thử Folin bị khử thành xanh heteropolymolybdenum bởi các acid amin có vòng thơm (chủ yếu là Tyrosine và Tryptophane). Dung dịch sau phản ứng sẽ cho màu xanh đậm, cường độ màu của dung dịch phụ thuộc vào hàm lượng protein hay chính xác hơn là tùy thuộc vào hàm lượng Tyrosine và Tryptophane. Phương pháp này cho độ nhạy ở mức tối thiểu hàm lượng protein có trong dung dịch là 0,01 mg/ml và tốt nhất nên sử dụng với dung dịch có chứa hàm lượng protein trong khoảng từ 0,01 đến 1 mg/ml.

4. PHÂN LOẠI PROTEIN

Dựa vào thành phần hóa học, protein được chia thành 2 nhóm: protein đơn giản và protein phức tạp. Trong thành phần protein phức tạp, ngoài các acid amin còn có chứa một phần không phải protein gọi là nhóm ngoại.

4.1. Protein đơn giản 

Dựa vào tính tan, người ta chia protein đơn giản thành các nhóm  sau:

4.1.1. Albumin

Tan trong nước, kết tủa với dung dịch bão hoà (NH4)2SO4, dễ bị biến tính nhiệt. Khối lượng phân tử khoảng 35.000(70.000. Albumin có trong tất cả động vật và thực vật, điển hình là albumin của lòng trắng trứng, dịch não tủy, sữa, lúa mì.

Về chức năng: albumin gắn liền với quá trình dinh dưỡng, là nguyên liệu xây dựng mô bào, giữ áp lực thẩm thấu keo của máu, một phần liên kết với các chất khác để vận chuyển chúng như với vitamin, các acid béo, cholesterin, một số ion Ca, Mg.... Tiểu phần albumin chiếm 35-45% protein trong huyết thanh, tỷ lệ này phản ánh cường độ trao đổi chất của cơ thể. Albumin được tổng hợp nhiều ở gan. Tỷ lệ và hàm lượng albumin trong máu phản ánh chế độ dinh dưỡng cao hay thấp và chức năng của gan.

4.1.2. Globulin

Không tan trong nước, tan trong dung dịch muối loãng, kết tủa với dung dịch bão hoà (NH4)2SO4, vón cục khi đun nóng. Khối lượng phân tử khoảng 150.000. Globulin có trong tất cả động vật và thực vật, điển hình là globulin trong huyết thanh máu ((, (, ( globulin), của lòng đỏ trứng; miozin của cơ; eudestin của hạt bông, glixinin của đậu nành.

4.1.3. Prolamin

Không tan trong nước hoặc dung dịch muối loãng, nhưng tan trong rượu etylic 70%. Phân tử lượng khoảng 26.000(40.000. Prolamin có nhiều ở thực vật. điển hình là gliadin lúa mì, xein của ngô.

4.1.4. Glutelin 

Không tan trong các dung môi kể trên, chỉ tan trong dung dịch acid hoặc kiềm loãng. Glutein có nhiều ở nội nhũ hạt hòa thào và một số hạt của các cây khác, điển hình là glutelin của lúa mì, orizenin của lúa. Glutelin chiếm từ 5 – 40% hàm lượng protein của hạt, orizenin chiếm khoảng 80% tổng hàm lượng protein của lúa
4.1.5. Protamin và Histon

 Là những protein đơn giản nhất, tính kiềm mạnh (do chứa 60-80%, arrginin, Lysine), dễ tan trong nước, không bị đông tụ khi đun nóng, thường ở trạng thái kết hợp với acid nucleic. Phân tử lượng: 8.000(10.000. Protamin có chủ yếu trong dịch cá và trứng cá, còn Histon có trong nhân tể bào động vật, liên kết với ADN.

4.2. Protein phức tạp

Được tạo thành ngoài protein còn có các chất khác gọi là nhóm ngoại (phần không phải protein). Tùy theo bản chất của nhóm ngoại mà nó được chia thành nhiều nhóm nhỏ sau:

4.2.1. Nucleo proteid
Đây là chất điển hình của nhân tế bào và ribosome, có nhóm ngoại là acid nucleic. Acid nucleic là hợp chất được tạo thành bởi bazơ nitơ, đường pentoza (5C) và acid photphoric.Các acid nucleic thường gặp là ARN (Acid ribonucleic) và ADN (Acid deoxyribonucleic).

Trong quá trình sinh hóa, người ta thường gặp ATP (Adenosin triphotphat). Đây  là nguồn dự trữ và cung cấp năng lượng cho cơ thể nhờ liên kết cao năng pirophotphat.

4.2.2. Cromoproteid
Có nhóm ngoại là hợp chất có màu, tùy theo đặc tính của nhóm ngoại người ta có các cromoproteid có màu khác nhau.

Ví dụ: Hemoglobin, catalaza, pevoxidaza...có nhóm ngoại là hạt nhân Hematin (màu đỏ); Flavoproteid có nhóm ngoại là dẫn xuất từ Riboflavin (màu vàng),...

Các cromoproteid có hoạt tính sinh học cao, tham gia trong nhiều quá trình sống quan trọng như hô hấp, oxy hoá khử, quá trình thu nhận ánh sáng,...

4.2.3. Mucoproteid (Glucoproteid): đây là loại protein phức tạp, trong thành phần cấu tạo có nhóm ngoại là glucid hoặc là dẫn xuất của glucid. Protein loại này thường tham gia trong cấu tạo màng tế bào, là thành phần chính của các phân tử kháng thể, ngoài ra chúng còn tham gia trong cấu trúc của một số enzyme.
4.2.4. Lipoproteid: có nhóm ngoại là lipid, ngoài ra trong thành phần cấu tạo còn có phospho nữa, chúng là loại protein hoà tan trong nước, không hoà tan trong dung môi hữu cơ. Vai trò của lipoproteid là nguyên liệu tạo nên các loại màng sinh vật. Sự phân bố giữa lipid và các phần protein trong màng có thể khác nhau từng loại màng. Nhờ đặc tính của lớp chất này làm cho màng có được tính thẩm thấu có chọn lọc đối với các hợp chất, thậm chí màng của ty lạp thể thẩm thấu chọn lọc cả với các điện tử và ion. Ngoài việc tạo cho màng tính thẩm thấu chọn lọc, lớp chất này còn tạo cho màng tính cách điện, dẫn điện một chiều...như màng trong của ty lạp thể là loại màng có tính dẫn điện một chiều, chỉ cho điện tử chuyển được qua màng, thông qua tính chất này tế bào hình thành được một hiện tượng là thế hiệu màng (gradien về điện tích), đây chính là cơ chế của quá trình tạo năng lượng cho cơ thể.

4.2.5. Phosphoproteid
Có nhóm ngoại là acid photphoric. Nó phổ biến trong cơ thể sinh vật, tham gia điều hoà nhiều quá trình quan trọng.
CÂU HỎI HƯỚNG DẪN ÔN TẬP

Câu 1: Trình bày vai trò sinh học của protein?

Câu 2: Protein được xây dựng từ đơn vị cơ sở nào? Hãy viết công thức cấu tạo và trình bày tính chất của đơn vị cơ sở đó? Người ta thường dựa vào phản ứng nào để nhận biết acid amin?
Câu3: Trình bày các mối liên kết có trong phân tử protein? Trong đó, liên kết nào quan trọng nhất? Vì sao?
Câu 4: Trình bày tính chất của protein? Người ta thường dựa vào phản ứng nào để nhận biết protein?

Câu 5: Trình bày ứng dụng của protein mà em biết?

Chương  3                                       ENZYME
Mã chương: MH06-03






Mục tiêu: 
- Trình bày được tầm quan trọng, cách gọi tên và phân loại enzyme;

- Trình bày được cấu tạo hóa học, tính chất và ứng dụng của enzyme;

- Phân tích được cơ chế tác dụng và các yếu tố ảnh hưởng đến hoạt động của enzyme.

Nội dung chính:
1. GIỚI THIỆU CHUNG
Quá trình trao đổi chất luôn xảy ra trong cơ thể sống bởi hàng loạt phản ứng hóa học. Các phản ứng xảy ra được là nhờ các enzyme, enzyme là các chất protein có khả năng xúc tác đặc hiệu các phản ứng hóa học nhất định. Enzyme có nguồn gốc sinh vật nên thường được gọi là chất xúc tác sinh học.

Có nhiều phản ứng hóa học rất khó xảy ra ở điều kiện bình thường ở ngoài cơ thể sống (thường đòi hỏi chất xúc tác là acid, bazơ ..., ở điều kiện nhiệt độ và áp suất cao) lại xảy ra trong tế bào của cơ thể sống với tốc độ rất nhanh, trong điều kiện nhiệt độ và áp suất bình thường, không có chất xúc tác.

Enzyme hay còn gọi là men là chất xúc tác sinh học có bản chất protein. Enzyme học là khoa học nghiên cứu những chất xúc tác sinh học có bản chất protein. Hay nói cách khác, enzyme học là khoa học nghiên cứu những tính chất chung, điều kiện, cơ chế tác dụng và tính đặc hiệu của các enzyme.

2. CÁCH GỌI TÊN VÀ PHÂN LOẠI ENZYME

2.1. Cách gọi tên

- Hội nghị sinh hoá quốc tế lần 5 (1961) quy định tên hệ thống của enzyme gồm 2 phần:

   + Phần thứ nhất là tên cơ chất mà enzyme xúc tác.

   + Phần thứ hai là tên kiểu phản ứng mà enzyme xúc tác cộng thêm với đuôi -ase, hai phần cách nhau bằng một dấu ngang “–“.

 Ví dụ: Succinat - dehydrogenase là tên của enzyme xúc tác phản ứng oxy hóa acid succinic bằng cách loại H2 khỏi acid succinic tạo thành acid fumaric.

- Tên hệ thống của enzyme thường chính xác, có tính chất mô tả và có nhiều thông tin nhưng khá phức tạp. Vì vậy, bên cạnh tên hệ thống, người ta vẫn dùng những tên thông thường nếu không có sự nhầm lẫn như amylase, lipase, pepsin, urease, catalase, tripsin, ...

2.2. Phân loại

Cũng tại Hội nghị sinh hoá quốc tế lần V này, các nhà sinh hóa thống nhất chia enzyme thành 6 lớp dựa theo phản ứng mà enzyme xúc tác được đánh số cố định từ 1 đến 6.

2.2.1. Oxydoreductase (nhóm enzyme oxi hoá khử)

Gồm các enzyme xúc tác các phản ứng oxy hoá khử. Đây là những enzyme có 2 cấu tử mà coenzyme là NAD, NADP, FMN, FAD.

NAD: NicotinamidAdenin Dinucleotit.

NADP: Nicotinamid Adenin Dinucleotit Photphat.

FMN: Flavin Mono Nucleotit  (có vitamin B2).

FAD: Flavin Adenin Dinucleotit  (có vitamin B2).

Enzyme thuộc nhóm này  được chia thành các nhóm nhỏ như sau:

+  Dehydrogenase 

 Gồm những enzyme xúc tác cho phản ứng tách hydro ra khỏi cơ chất và kết hợp với coenzyme NAD (NAD+) , NADP (NADP+) , FMN, FAD để tạo thành NADH2, NADPH2, FMNH2, FADH2. Các enzyme này cũng xúc tác phản ứng theo chiều ngược lại, nghĩa là chuyển H từ NADH2, NADPH2, FMNH2, FADH2 đến cơ chất khử cơ chất. Các phản ứng khử này có vai trò quan trọng trong các quá trình sinh tổng hợp ở cơ thể sinh vật.

+  Oxydase
 Các enzyme này xúc tác cho quá trình chuyển electron đến oxi làm hoạt hoá oxi, giúp nó có khả năng kết hợp với proton H+ có trong môi trường để tạo thành H2O. Các enzyme này tác dụng trực tiếp với oxi.

+  Oxygenase
 Xúc tác cho phản ứng oxy hóa có sự tham gia của oxi, trong đó các nguyên tử oxi được kết hợp vào phân tử cơ chất tạo thành nhóm hydroxil hoặc nhóm cacbonxyl mới.

+  Peroxidase

Gồm các enzyme xúc tác cho phản ứng oxi hoá các chất hữu cơ khi có H2O2.                

2.2.2. Transferase (nhóm enzyme chuyển vị)
Gồm những enzyme xúc tác cho phản ứng chuyển vị. Tuỳ theo bản chất của nhóm được chuyển vị mà nó được phân thành nhiều nhóm nhỏ như :

+  Aminotransferase

Các enzyme này có coenzyme là piridoxal photphat, xúc tác cho phản ứng chuyển vị nhóm amin. Các phản ứng quan trọng trong cơ thể sinh vật mà enzyme này xúc tác là chuyển hoá thuận nghịch nhóm amin của acid amin đến (-xetoacid, nhờ đó mà các acid amin mới và  (-xetoacid được hình thành.

+  Cacboxyl transferase: xúc tác quá trình chuyển vị nhóm cacboxyl.

+ Photpho-transferase: gồm các enzyme xúc tác quá trình chuyển vị gốc photphat, trong cơ thể sinh vât, quá trình này rất thường xảy ra với sự tham gia của ATP là chất cho gốc photphat (trường hợp này, các enzyme thường có đuôi là “kinase”). Thuộc nhóm này còn có các photphomutase, xúc tác cho phản ứng chuyển đổi photphat nội phân tử.

Ngoài ra, còn có các nhóm metyltransferase (xúc tác quá trình chuyển vị gốc metyl), axyltransferase (xúc tác quá tình chuyển vị gốc axyl), glucoziltranferase (xúc tác quá trình chuyển vị gốc đường như hexoza, pentoza).

2.2.3. Hydrolase (nhóm enzyme thuỷ phân)

Hydrolase xúc tác cho phản ứng thuỷ phân nghĩa là xúc tác cho quá trình phân cắt các liên kết khác nhau trong cơ chất có sự tham gia của H2O. Một số enzyme hydrolase phổ biến có vai trò quan trọng đối với quá trình tiêu hoá như amylase, peptid hydrolase, lipase,...

Các enzyme thuộc nhóm này được chia thành các nhóm nhỏ sau:

- Esterase: Là enzyme xúc tác cho phản ứng thủy phân liên kết este

ROCOR’ + H2O ( ROH + R’COOH

- Glucosidase: Là enzyme xúc tác cho phản ứng thủy phân liên kết glucozid (liên kết giữa một phân tử glucid và một phân tử khác thông qua cầu nối O, C, N, S)

+ (-amylase: Có trong nước bọt, hạt nảy mầm, tuỵ tạng, nấm mốc, vi khuẩn,... Nó phân giải các liên kết 1,4- glucozid  ở giữa chuỗi mạch polisaccarit tạo thành chủ yếu các dextrin phân tử lượng thấp. 

+ (- amylase: Có nhiều ở thực vật nhất là hạt và củ. Nó xúc tác phản ứng thuỷ phân liên kết 1,4-glucozid kể từ đầu không khử, tạo thành chủ yếu là maltoza và dextrin phân tử lượng lớn. 

+ Glucoamylase: Có nhiều ở vi sinh vật, gan động vật, xúc tác cho phản ứng thuỷ phân các liên kết 1,4 và 1,6 – glucozid bắt đầu từ đầu không khử của chuỗi polysaccarit tạo thành glucoza và một ít dextrin.
-  Peptidase: Xúc tác cho phản ứng thủy phân liên kết peptid. Nhóm này gồm nhiều enzyme có tính đặc hiệu khác nhau đối với liên kết peptid.
 Một số enzyme phân giải liên kết peptit ở giữa chuỗi mạch polypeptit được gọi là endopeptid hay proteinase (gồm các enzyme như: Pepsin, Trypsin, Papain, Trombin,  Chymotrypsin ...).

 Một số khác lại thuỷ phân liên kết ở đầu mút của chuỗi mạch polipeptit gọi là exopeptid hay peptidase (gồm các enzyme như: aminopeptidase, cacboxypeptidase, dipeptitdase,…

Nhóm enzyme này tham gia vào nhiều quá trình phân giải quan trọng trong hoạt động sống của cơ thể sinh vật, đồng thời nó được sử dụng rộng rãi trong y học và nhiều ngành công nghiệp khác.

 - Amidase:
 Xúc tác cho phản ứng thủy phân liên kết amid (là liên kết giữa nhóm CO và NH2), RCO-NH2 + H2O ( RCOOH + NH3

2.2.4. Liase (nhóm enzyme phân cắt)

Gồm các enzyme xúc tác phân cắt  các mối liên kết trong cơ chất (không thủy phân). Nhóm này gồm các enzyme xúc tác phản ứng khử nhóm cacboxyl ra khỏi cơ chất. Trong đó,  nhóm decacboxylase là quan trọng hơn cả. 

2.2.5. Isomerase (nhóm enzyme đồng phân hóa)

Gồm các enzyme xúc tác quá trình đồng phân hoá, trong đó thường gặp các enzyme chuyển hoá giữa 2 dạng đồng phân quang học là L & D, giữa các dạng đồng phân hình học cis, trans & nhiều dạng đồng phân khác. 

2.2.6. Ligase (nhóm enzyme tổng hợp)

Gồm các enzyme xúc tác quá trình tổng hợp các hợp chất hữu cơ nhờ năng lượng của ATP và các chất tương tự.
3. CẤU TẠO HÓA HỌC CỦA ENZYME

3.1. Bản chất hóa học của enzyme

Enzyme là chất xúc tác sinh học có bản chất là protein, do đó enzyme có đầy đủ tính chất của protein. Tương ứng với 2 loại protein là protein đơn giản và protein phức tạp, enzyme cũng được chia thành hai nhóm là enzyme một cấu tử và enzyme hai cấu tử.

3.1.1. Nhóm enzyme 1 cấu tử (1 thành phần)

Enzyme một cấu tử có bản chất là protein đơn giản, được cấu tạo từ một hoặc nhiều mạch polypeptit. Đa số các enzyme xúc tác cho phản ứng thủy phân đều là enzyme một cấu tử, ví dụ như enzyme Bromelain, Gluco-amylase, Urease, Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin ...

3.1.2. Nhóm enzyme 2 cấu tử (2 thành phần)
Enzyme 2 cấu tử là enzyme mà trong thành phần cấu tạo, ngoài thành phần protein còn có thành phần phi protein mà được gọi là nhóm ngoại. Với enzyme thuộc nhóm này, thành phần protein được gọi là Feron hay là apoenzyme, còn thành phần phi protein được gọi là Agon hay coenzyme.

Về vai trò của từng thành phần trong enzyme 2 cấu tử thì coenzyme trực tiếp tham gia phản ứng xúc tác, giữ vai trò quyết định kiểu phản ứng mà enzyme xúc tác. Còn apoenzyme có tác dụng nâng cao lực xúc tác của coenzyme và quyết định tính đặc hiệu của enzyme.

Thành phần coenzyme của các enzyme 2 cấu tử thường có cấu tạo hóa học là các phân tử vitamin hoặc các ion kim loại. Chúng tham gia trong vai trò vận chuyển điện tử, vận chuyển proton H+ hoặc tham gia chuyển nhóm hoặc chuyển gốc giữa các phân tử cơ chất. 

Một số enzyme 2 cấu tử thông thường:

- Các enzyme thuộc nhóm decacboxylase trong coenzyme có chứa vitamin B1 (pyruvat- decacboxylase).

- Các enzyme thuộc nhóm dehydrogenase (kị khí) trong coenzyme có chứa vitamin PP.

- Các enzyme thuộc nhóm dehydrogenase (hiếu khí) trong coenzyme có chứa vitamin B2.

- Các enzyme amylase trong coenzyme có chứa Ca.

- Các enzyme catalase trong coenzyme có chứa Fe.


3.2. Trung tâm hoạt động (TTHĐ) của enzyme

Bản chất hóa học của enzyme là protein, do đó chúng là những đại phân tử với kích thước rất lớn. Tuy nhiên không phải toàn bộ phân tử enzyme đều tham gia vào phản ứng xúc tác mà chỉ có một phần phân tử enzyme với kích thước rất nhỏ bé trực tiếp liên kết với cơ chất, thực hiện phản ứng xúc tác để chuyển hóa cơ chất thành sản phẩm. Phần đó được gọi là vùng trung tâm hoạt động của enzyme.

 Với enzyme một cấu tử, trung tâm hoạt động của enzyme được hình thành là do một số phân tử acid amin mà có chứa các nhóm định chức hoạt động mạnh về mặt hóa học như nhóm -OH của serin, Threonine; nhóm -SH của cystein; nhóm -C6H5 của phenyl alanine; nhóm -NH2 của Lysine; nhóm -COOH của acid glutamic,…).

Với enzyme 2 cấu tử, ngoài các nhóm định chức trên, coenzyme cũng tham gia trong trung tâm hoạt động của enzyme.

Số lượng trung tâm hoạt động tùy thuộc vào mỗi loại enzyme, có những enzyme chỉ có một trung hoạt động duy nhất (như enzyme papain trong mũ đu đủ, enzyme Bromelain từ dứa ...), có những enzyme có số trung tâm hoạt động nhiều hơn (Ví dụ: Alcolhol dehydrogenase của gan có 2 trung tâm hoạt động, Alcolhol dehydrogenase có 4 trung tâm hoạt động).

Một số enzyme khi mới được tổng hợp, chúng tồn tại ở dạng tiền enzyme, không hoạt động được do vùng trung tâm hoạt động bị bao vây bởi nhóm hexa-peptid (6 phân tử peptid), các enzyme đó là các enzyme protease có trong hệ tiêu hóa của động vật bao gồm pepsin, trypsin, chymotrypsin và trạng thái tiền enzyme của chúng có tên gọi lần lượt là pepsinogen, trypsinogen, chymotrypsinogen. Đây là cơ chế bảo vệ protein của cơ thể vật chủ nhằm tránh tác động phân giải của các enzyme này. Khi nhóm hexa-peptid bị phân giải bởi acid HCl có trong dạ dày, hoặc bởi chính các enzyme protease, vùng trung tâm hoạt động của enzyme sẽ được giải phóng và enzyme sẽ trở lại hoạt động xúc tác bình thường. 

4. TÍNH CHẤT CỦA ENZYME

4.1. Tính chất xúc tác và cường lực xúc tác của enzyme

4.1.1. Tính chất xúc tác

Enzyme là chất xúc tác sinh học, mang đầy đủ tính chất của một chất xúc tác.

Quá trình xúc tác của enzyme được biểu diễn theo sơ đồ sau: 





E   +   S                   ES                  E   +   P

Trong đó: E: enzyme;  S: cơ chất; ES: phức chất enzyme – cơ chất;  P:  sản phẩm.     

4.1.2. Cường lực xúc tác  (CLXT)

Enzyme có CLXT mạnh hơn nhiều so với các chất xúc tác thông thường khác.

CLXT của enzyme được đánh giá bằng nhiều cách khác nhau. Thường đánh giá bằng 2 cách sau:

 + Dựa vào sự tiêu hao cơ chất trong một thời gian nhất định:

           Ví dụ :                H2O2  =     1/2  O2   +   H2O

         1 mol Fe3+ xúc tác thủy phân được 10- 6 mol H2O2 trong 1 phút.


1 phân tử catalase có chứa 1 nguyên tử Fe xúc tác thủy phân được   5.106 mol H2O2 trong 1 phút.

+ Dựa vào khả năng làm giảm năng lượng hoạt hoá (Eh): 

        
            Ví dụ:                H2O2  =     1/2 O2   +   H2O

                      Không xúc tác:                    Eh = 18 kcal/mol



    Xúc tác hóa học (Fe3+):      Eh = 11,7 kcal/mol



    Xúc tác enzyme (catalase):   Eh = 5,5 kcal/mol

4.2. Tính đặc hiệu của enzyme
Mỗi enzyme chỉ có thể xúc tác cho sự chuyển hóa một số chất nhất định theo một kiểu phản ứng nhất định. Sự tác dụng có tính chất lựa chọn cao này gọi là tính đặc hiệu của enzyme.

4.2.1. Đặc hiệu kiểu phản ứng

Là kiểu đặc hiệu mà trong đó mỗi enzyme chỉ có thể xúc tác cho một kiểu phản ứng chuyển hóa một chất nhất định.

Ví dụ: Phản ứng oxy hoá khử, thuỷ phân, ...

4.2.2. Đặc hiệu cơ chất
Là kiểu đặc hiệu mà trong đó enzyme chỉ có thể xúc tác để chuyển hóa cho một chất hoặc một nhóm chất nhất định.

4.2.2.1. Đặc hiệu quang học

 Là trường hợp enzyme chỉ tác dụng lên một trong hai dạng đồng phân quang học hay đồng phân hình học nhất định.

 Ví dụ:

    Phản ứng khử nước của acid malic để tạo thành acid fumaric dưới tác                         dụng của fumarathydratase chỉ xảy ra đối với acid L – malic. Phương trình phản ứng: 

          COOH

   HO-CH           Fumarat-hydratase            CH - COOH       +      H2O

          CH2                                                    CH - COOH

          COOH

   Acid L-malic                                           Acid Fumaric
    Phản ứng kết hợp nước của acid fumaric để tạo thành acid L–malic                          dưới tác dụng cũng của enzyme trên chỉ xảy ra đối với acid transfumaric. Phương trình phản ứng:

           COOH       Fumarat-hydratase             H                  COOH

    HO-CH                                                               C = C                      +      H2O

           CH2                                              HOOC                  H

           COOH 

        Acid L-malic                                         Acid Transfumaric

4.2.2.2.  Đặc hiệu tương đối

Là trường hợp enzyme có khả năng tác dụng lên môt kiểu liên kết hóa học   nhất định trong phân tử cơ chất, mà không phụ thuộc vào cấu tạo của các phần tham gia tạo thành mối liên kết đó. Ví dụ: enzyme lipase thủy phân được tất cả các mối liên kết este có trong chất béo.
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4.2.2.3.  Đặc hiệu nhóm

 Là trường hợp enzyme có khả năng tác dụng lên một kiểu liên kết hóa học   nhất định trong phân tử cơ chất, với điều kiện một trong hai phần tham gia tạo thành liên kết đó phải có cấu tạo xác định.

 Ví dụ:  

    Enzyme cacboxylpeptidase thủy phân được mối liên kết peptit trong phân tử protein nằm kề nhóm cacboxyl tự do. Phương trình phản ứng:


H2N–CH–CO–NH–CH–CO–NH–CH–CO-NH–CH-COOH  +  H2O

  |                      |                      |                      |

R1                             R2                            R3                   R4                        

H2N–CH–CO–NH–CH–CO–NH–CH–COOH   +   H2N–CH-COOH  

          |                      |                      |                                    |

       R1                             R2                           R3                                 R4      








    Enzyme aminopeptidase thủy phân được mối liên kết peptit trong phân tử protein nằm kề nhóm amin tự do. Phương trình phản ứng:

  

H2N–CH–CO–NH–CH–CO–NH–CH–CO-NH–CH-COOH  +  H2O

 |                      |                      |                      |

R1                             R2                           R3                   R4                        

     H2N–CH–COOH  +  H2N–CH–CO–NH–CH–CO-NH–CH-COOH                                     

    |                                  |                        |                      |       

  
     R1                                              R2                                R3                  R4      

4.2.2.4.  Đặc hiệu tuyệt đối
Là trường hợp enzyme chỉ tác dụng lên một cơ chất nhất định.                                                                                        Ví dụ: urease hầu như chỉ có tác dụng khi cơ chất là urê, thủy phân nó thành  CO2 và NH3. Phương trình phản ứng:
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5. CƠ CHẾ TÁC DỤNG CỦA ENZYME

Hình 3.1. Cơ chế tác dụng của enzyme
6. CÁC YẾU TỐ ẢNH HƯỞNG ĐẾN HOẠT ĐỘNG ENZYME

6.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ (t0)

Nhiệt độ ảnh hưởng đến vận tốc phản ứng (v) của enzyme. Vận tốc phản ứng do enzyme xúc tác chỉ tăng theo nhiệt độ trong một giới hạn nhất định mà ở đó enzyme chưa bị biến tính. Trong giới hạn nhiệt độ chưa gây sự biến tính thì nếu nhiệt độ tăng, hoạt tính của enzyme cũng tăng dần và nếu nhiệt độ tăng lên 100C thì tốc độ phản ứng sẽ tăng lên 1,4(2 lần. 

Trong giới hạn enzyme chưa bị biến tính, có một giá trị nhiệt độ thích hợp mà enzyme hoạt động mạnh nhất và làm cho phản ứng mà enzyme xúc tác đạt vận tốc tối đa. Giá trị nhiệt độ này gọi là nhiệt độ tối thích của enzyme, kí hiệu là topt. Nhiệt độ tối thích của enzyme không phải là một hằng số mà còn tùy thuộc vào nhiều yếu tố khác như: thời gian tác dụng, nồng độ enzyme, nồng độ cơ chất, ... Các enzyme có nguồn gốc khác nhau thì có topt không giống nhau. Chẳng hạn như:    

 + Các enzyme có nguồn gốc động vật:  topt : 40(500C. 

 + Các enzyme có  nguồn gốc thực vật:   topt : 50(600C.

-  Nếu t0 < topt  thì khi t0 giảm dần, hoạt tính của enzyme sẽ giảm dần, sau đó mất đi tạm thời, vì nó sẽ hoạt động trở lại khi t0 tăng lên. 

- Nếu t0 > topt  thì  khi t0 tăng dần, hoạt tính của enzyme sẽ giảm dần và dẫn đến vô hoạt của enzyme. Nhiệt độ mà tại đó làm enzyme bị biến tính và trở nên vô hoạt gọi là nhiệt độ tới hạn của enzyme. Đa số enzyme bị vô hoạt trong khoảng nhiệt độ 80(1000C.

6.2. Ảnh hưởng của pH môi trường

Enzyme rất nhạy cảm với pH môi trường. Do đó, pH cũng là một yếu tố ảnh hưởng đến vận tốc phản ứng của enzyme. pH có ảnh hưởng đến vận tốc của enzyme là do pH thay đổi có ảnh hưởng đến trạng thái ion hóa của các nhóm chức tham gia trong trung tâm hoạt động của enzyme như nhóm (-COOH, (-COOH, -NH2, vòng imidazol ... cũng như trạng thái ion hóa của cơ chất và của phức chất trung gian ES.

Mỗi enzyme có 1 trị số pH thích hợp mà ở đó nó đạt tốc độ cực đại (Vmax), pH này gọi là pH tối thích của enzyme (pHopt). Nếu pH lớn hơn hoặc nhỏ hơn pHopt thì vận tốc phản ứng đều giảm. 

Đa số trường hợp pHopt của enzyme ở vùng trung tính. Tuy nhiên, có 1 số trường hợp ngoại lệ như enzyme pepsin có pHopt là 1,5 hoặc enzyme arginiase có pHopt khoảng 9,5(9,9 (hình 2).

Ảnh hưởng của pH đối với các phản ứng enzyme có thể do nhiều tác dụng khác nhau:   

- Dựa vào trạng thái ion hoá các phân tử enzyme, các phân tử cơ chất.  

- Dựa vào tác động của pH đến sự bền vững của apoenzyme và coenzyme.

6.3. Nồng độ enzyme
Nói chung, trong điều kiện thừa cơ chất, tốc độ phản ứng phụ thuộc vào nồng độ enzyme:                                  v = k[E]

Trong đó:                                  v: vận tốc phản ứng, 

                                                 [E]: là nồng độ enzyme. 

Tuy nhiên, cũng có trường hợp khi [E] quá lớn, v cũng tăng chậm.

6.4. Nồng độ cơ chất

Năm 1913, Michaelis và Menten  đã đưa ra mô hình động học giải thích  phản ứng được xúc tác bởi Enzyme và lập phương trình phản ánh quan hệ giữa vận tốc phản ứng và nồng độcơ chất S và Enzyme. Điểm quan trọng nhất của mô hình này là trước khi phản ứng xúc tác xảy ra giữa E và S có sự tạo phức ES. Phức này tiếp tục biến đổi tạo ra sản phẩm phản ứng và giải phóng Enzyme để tiếp tục chu trình phản ứng xúc tác mới.                 

Theo Michaelis-Menten, phương trình phản ứng xúc tác của enzyme có dạng:

                                     k1                     k2
               E     +   S                    ES                      E    +      P              

                                      k3                            

Trong đó:   k1 :  là hằng số vận tốc của phản ứng tạo thành phức chất.

                    k2 : là hằng số vận tốc của phản ứng phân ly phức chất thành các chất ban đầu.

                   k3 :  là hằng số vận tốc của phản ứng phân ly phức chất thành sản phẩm cuối cùng P.                          

                   Đặt  Km    =  (k2   +   k3) / k1
Gọi:             [E0] là nồng độ enzyme khi bắt đầu phản ứng. 

                    [S] là nồng độ cơ chất.         

                    Vmax là giá trị vận tốc cực đại của phản ứng enzyme .

Để biễu diễn ảnh hưởng của nồng độ cơ chất đến hoạt tính của enzyme, Michaelis-Menten đã thành lập được phương trình:

                               v  =  Vmax   x  ( [S]  /  (Km + [S]) (
      Km gọi là hằng số Michaelis và đặc trưng cho mỗi enzyme. Km đặc trưng cho ái lực của enzyme với cơ chất, Km có trị số càng nhỏ thì ái lực của enzyme đối với cơ chất càng lớn, nghĩa là vận tốc của enzyme càng lớn.

Phương trình trên biểu diễn sự phụ thuộc của phản ứng enzyme vào nồng độ cơ chất. Đường biểu diễn có dạng hyperbol như sau:
                      v

                 Vmax

                 Vmax
                   2

                                  Km                                              [S]

Hình 3.2. Đường biểu diễn tuyến tính sự phụ thuộc của v vào [S] theo Michaelis và Menten  
Qua đó cho thấy: Khi tăng nồng độ cơ chất, vận tốc phản ứng tăng và khi tăng nồng độ cơ chất đến 1 giá trị xác định nào đó thì vận tốc phản ứng đạt tới trị số cực đại Vmax, sau đó vận tốc phản ứng sẽ không tăng nữa khi tăng nồng độ cơ chất. Đồng thời ta thấy: khi v=Vmax/2 thì Km = [S]. Như vậy, hằng số Michaelis có trị số bằng nồng độ cơ chất khi vận tốc phản ứng bằng một nửa vận tốc cực đại.

Vận tốc phản ứng phụ thuộc vào giai đoạn chậm nhất của qúa trình. Phương trình Michaelis có thể viết dưới dạng phương trình đường thẳng theo đề nghị của Lineaweaver và Burk:  1/v = (Km/Vmax)  x  (1/[S])  +  (1/Vmax)  

                              1/v 

                  1/Vmax
           -1/Km                                                         1/[S]

Hình 3.3.   Đường biểu diễn tuyến tính sự phụ thuộc của v vào [S] theo Lineaweaver và Burk
6.5. Ảnh hưởng của chất hoạt hóa

 Định nghĩa: Chất hoạt hóa là những chất có tác dụng làm cho enzyme từ trạng thái không hoạt động trở thành hoạt động hoặc từ hoạt động yếu trở thành hoạt động mạnh hơn.

 Bản chất của chất hoạt hóa: rất khác nhau, có thể là những chất:


 Làm cho trung tâm hoạt động của enzyme bị dấu bên trong enzyme có thể lộ ra ngoài, làm cho enzyme trở nên hoạt động. Ví dụ: các proteinase hoạt hóa trypsinogen thành trypsin hoạt động.

 Làm phục hồi những nhóm chức hoạt động của TTHĐ của enzyme. Ví dụ: Papain TTHĐ có nhóm –SH, dưới tác dụng của chất oxy hoá nhóm –SH biến thành -S-S- và mất khả năng hoạt động. Nếu thêm vào môi trường các chất có tính khử thì nhóm –SH của enzyme được phục hồi, enzyme sẽ hoạt động trở lại.

 Các chất hữu cơ phức tạp (coenzyme , vitamin) làm nhiệm vụ chuyển nhóm, chuyển hydro như: NAD, NADP, acid lipoic, acid ascorbic, ADP,…; các chất vô cơ như anion, cation,…

6.6. Ảnh hưởng của chất kìm hãm

 Định nghĩa: Chất kìm hãm là những chất khi kết hợp với enzyme sẽ làm giảm hoạt động xúc tác của enzyme. Chất kìm hãm có bản chất rất khác nhau, có thể là cation, anion, các chất hữu cơ có phân tử nhỏ hoặc protein. 

 Phân loại: chia thành 2 loại kìm hãm thuận nghịch và kìm hãm không thuận nghịch

Kìm hãm thuận nghịch là khi tách chất kìm hãm ra khỏi enzyme thì enzyme sẽ trở lại trạng thái ban đầu và khả năng xúc tác sẽ được khôi phục, chất kìm hãm thuận nghịch được chia thành 2 nhóm là : kìm hãm cạnh tranh và kìm hãm không cạnh tranh.
   + Kìm hãm cạnh tranh:

Đối với những enzyme không có tính đặc hiệu tuyệt đối thì enzyme có thể kết hợp với 1 chất có cấu trúc gần giống với cơ chất của nó. Nghĩa là có sự cạnh tranh liên tục giữa chất kìm hãm với cơ chất.

Ví dụ: enzyme succinat - dehydrogenase xúc tác khử hydro của acid succinic:

COOH           COOH                                           COOH

CH2               CH2          +    FAD                        CH                +          FAD.H2

COOH           CH2                                                                        CH

                      COOH                                           COOH

    Acid malonic    Acid succinic                                      Acid fumaric

Acid malonic là chất kìm hãm cạnh tranh của enzyme sucxinat-dehdrogenase là enzyme xúc tác quá trình oxy hoá acid sucxinic thành acid fumaric, nó có cấu tạo gần giống cấu tạo của acid sucxinic.

Kìm hãm không cạnh tranh: Nhóm này có 2 nhóm phụ: 

 Nhóm chất kìm hãm không cạnh tranh: thể hiện kìm hãm bằng cách gắn lên vị trí gần tâm hoạt động Enzyme nhưng không ngăn cản cơ chất gắn lên tâm hoạt động. Chất kìm hãm không cạnh tranh gắn cả lên Enzyme ở trạng thái tự do cũng như lên phức ES làm giảm hoạt tính Enzyme, giảm  Vmax nhưng hầu như không ảnh hưởng đối với Km. 

 Kìm hãm bất cạnh tranh: Chất  kìm hãm cũng gắn lên vị trí nằm gần tâm hoạt  động Enzyme, nhưng chỉ gắn khi phức ES đã được tạo thành mà không gắn lên Enzyme tự do. 

Nhóm chất kìm hãm không thuận nghịch.  

Nhóm này kìm hãm Enzyme bằng cách tạo liên kết hoá trị với Enzyme. 

Trong nhóm chất kìm hãm không thuận nghịch còn có một số chất kìm hãm khá đặc biệt. Bình thường chúng không hoạt động và chỉ bắt đầu hoạt động khi được gắn hoá trị với tâm hoạt động và làm mất hoàn toàn hoạt tính của Enzyme. 

CÂU HỎI HƯỚNG DẪN ÔN TẬP
Câu1: Vì sao nói enzyme là chất xúc tác sinh học?
Câu 2: Viết phương trình biểu diễn quá trình xúc tác của enzyme? Cho ví dụ minh họa?
Câu 3: Trung tâm hoạt động của enzyme là gì? Enzyme một cấu tử và enzyme hai cấu tử có cấu tạo như thế nào?
Câu 4: Trình bày tính chất của enzyme?
Câu 5: Trình bày các yếu tố ảnh hưởng đến hoạt động của enzyme?

Câu 6: Ứng dụng của một số enzyme mà em biết?

Chương 4                                         GLUCID

Mã chương: MH06-04

Mục tiêu: 
- Trình bày được cách gọi tên, phân loại và ứng dụng của glucid;

- Trình bày được cấu tạo hóa học, tính chất của monosacharid và polysacharid;

- Trình bày được sự phân giải kỵ khí monosaccharid.

Nội dung chính:
1. GIỚI THIỆU CHUNG VỀ GLUCID

Glucid (Saccharid) là những hợp chất hữu cơ mang năng lượng phổ biến trong tự nhiên và trong cơ thể sinh vật. Đây là sản phẩm của quá trình quang hợp (dưới ánh sang mặt trời, cây xanh nhờ diệp lục tố đã biến CO2 và H2O thành glucid).

Glucid có bản chất hóa học là polyhydroxy aldehyd hoặc polyhydroxy ceton. Glucid luôn chứa các nguyên tố hóa học chính là C, H và O. Ngoài ra, có một số loại glucid, trong cấu trúc của chúng còn có thêm S, N,.... Công thức cấu tạo của glucid thường được biểu diễn dưới dạng CmH2nOn (hay Cm(H2O)n). Do vậy, glucid còn được gọi là carbohydrat, nghĩa là carbon ngậm nước. Tuy nhiên, có những saccharid có công thức cấu tạo không ứng với công thức trên (chẳng hạn như deoxyribose C5H10O4)). Mặt khác, có những chất không phải là saccharid nhưng có công thức cấu tạo phù hợp với công thức chung ở trên nhưng không phải là glucid (ví dụ: acid acetic (CH3COOH)). Do đó, tên gọi carbohydrat ngày nay ít được sử dụng.

Lượng glucid trong thực vật và động vật rất khác nhau. Hàm lượng glucid ở thực vật thường cao hơn ở động vật.

Ở thực vật: Glucid là thành phần chủ yếu (chiếm khoảng 85÷90% trọng lượng chất khô). Chúng là sản phẩm chủ yếu của quang hợp và được tích lũy trong các cơ quan khác nhau để làm chất dinh dưỡng dự trữ (thường ở dạng chất xơ, dạng tinh bột dự trữ, dạng đường,..). Tuy nhiên, hàm lượng glucid ở thực vật thay đổi nhiều tùy thuộc vào từng loại, từng giai đoạn sinh trưởng, phát triển của thực vật. 

Ở động vật và người:  Hàm lượng glucid rất ít (thường không vượt quá 2%  trọng lượng chất khô), tích lũy chủ yếu trong gan và cơ ở dạng hợp chất cao phân tử (glycogen dự trữ) hoặc có trong huyết thanh dưới dạng glucose. Điều này không có nghĩa là glucid không quan trọng đối với đời sống động vật, bởi vì phần lớn năng lượng cần cho quá trình hoạt động sống của động vật cũng như của thực vật là do glucid cung cấp. Cơ thể người và động vật không có khả năng tổng hợp glucid như thực vật nên phải sử dụng nguồn glucid từ thực vật.

Glucid có vai trò rất quan trọng trong sự sống. Đây là nguồn cung cấp dinh dưỡng dự trữ dễ huy động, cung cấp năng lượng chủ yếu cho cơ thể sinh vật (cung cấp khoảng 60% tổng năng lượng cho các quá trình sống) để tham gia mọi hoạt động sống của tế bào. Mặc dầu độ sinh nhiệt kém hơn rất nhiều so với lipid nhung glucid lại có ưu thế nổi bật là hòa tan tốt trong nước, môi trường tốt cho các phản ứng xảy ra trong cơ thể nên rất cần cho sự sống của sinh vật. Glucid có vai trò bảo vê, tạo cấu trúc, tạo hình và có nhiều vai trò quan trọng khác trong nhiều lĩnh vực như Công nghệ thực phẩm, Công nghệ sinh học, Nông nghiệp,….

Tùy thuộc thành phần cấu tạo và tính chất, có thể chia glucid thành các nhóm sau:

-  Monosaccharid 

- Polysaccharid 

2.  MONOSACCHARID (Glucid đơn giản, Monosaccharid)
2.1. Đặc tính cấu tạo 

Monosaccharid là dẫn xuất aldehyd hoặc ceton của rượu đa chức (polyol). Hay nói cách khác, monosaccharid là chất có chứa nhiều nhóm rượu và một nhóm khử oxy (nhóm khử là nhóm carbonyl (aldehyd hay ceton)). Monosaccharid có thể được xem như những carbohydrat với công thức phân tử chung là (CH2O)n - trong đó, n nằm trong khoảng 3÷9. 

Glycerol (glycerin) là một trong những loại polyol đơn giản nhất. Khi oxy hóa glycerol ta thu được các monosaccharid sau: 

 - Khi chức rượu bậc 1 của glycerol bị oxy hóa sẽ tạo ra glyceraldehyd (aldehyd glyceric).

- Khi chức rượu bậc 2 của glycerol bị oxy hóa sẽ tạo ra dioxyaceton. Những monosaccharid này chứa 3 nguyên tử carbon nên được gọi chung là triose.
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Dựa vào đặc điểm của phân tử monosaccharid chứa nhóm aldehyd hay ceton mà chúng được xếp vào nhóm aldose hay cetose. Các monosaccharid có chứa nhóm khử là aldehyd thì được gọi là aldose và nếu có chứa nhóm khử là ceton thì được gọi là cetose. Glyceraldehyd thuộc nhóm aldose (aldotriose), còn dioxyaceton thuộc nhóm cetose (cetotriose). Monosaccharid có công thức cấu tạo tổng quát như sau:
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Trong thiên nhiên, monosaccharid có chứa từ 3 đến 7 carbon và được gọi tên theo số carbon (theo tiếng Hy Lạp) + “ose” hoặc “oza”. Chẳng hạn: monosaccharid có 3 carbon gọi là triose. Tương tự, ta có tetrose, pentose, hexose, heptose. 

Nếu monosaccharid nằm dưới dạng aldehyd thì sẽ có thêm tiếp đầu ngữ là aldo-, còn nằm ở dưới dạng ceton thì có thêm tiếp đầu ngữ ceto-. Ví dụ: Aldo-hexose hay Ceto-hexose,...
Việc xác định dạng L hay D dựa vào vị trí của nguyên tử H và vị trí của nhóm -OH ở carbon bất đối cuối cùng (nguyên tử carbon bất đối được phân bố trong không gian xa nhóm chức aldehyd hoặc ceton nhất). Tuy nhiên, trong thiên nhiên ta thường gặp dạng D-monosaccharid. Trong công thức cấu tạo tổng quát của monosaccharid, carbon bất đối cuối cùng được biểu diễn như sau:


[image: image30.emf]1

CHO

2

C=O

C*HOH

C*HOH

1

CH

2

OH

(CHOH)

n-1

(CHOH)

n-1

Aldose

Cetose

CH

2

OH

CH

2

OH

                     

Chất chuẩn thường dùng để xác định dạng D và L của monosaccharid là 
D-glyceraldehyd. Khi nhóm OH của nguyên tử carbon bất đối ở bên phải trục mạch thẳng sẽ có dạng D và ngược lại khi nhóm OH ở bên trái trục mạch thẳng sẽ có dạng L. Dựa tên nguyên tắc trên và coi tất cả các monosaccharid có số nguyên tử carbon lớn hơn 3 là do sự kéo dài mạch carbon về phía nhóm aldehyd có thể sắp xếp các đồng phân của chúng vào dạng D hoặc dạng L. 
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Các monosaccharid chứa nhóm chức gắn với nguyên tử carbon bất đối (C*) xa chức aldehyd hoặc ceton nhất có sự phân bố trong không gian giống D- glyceraldehyd thì được xếp vào nhóm D; tương tự, nếu giống L-glyceraldehyd thì được xếp vào nhóm L. Ví dụ, D-glucose và D-fructose có cấu tạo như sau: 
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Ngoài mạch thẳng, các monosaccharid có thể tồn tại ở dạng mạch vòng. Theo nghiên cứu của Kolle (1870) cho thấy số đồng phân lập thể thu được nhiều hơn khi tính theo số carbon bất đối là do monosaccharid có tồn tại ở dạng mạch vòng. Sự tạo vòng xảy ra do tác dụng của nhóm carbonyl với 1 trong các nhóm -OH rượu trong cùng 1 phân tử monosaccharid tạo nên (xảy ra giữa C1 ở dạng Aldose hoặc C2 của Cetose với một trong các nhóm -OH rượu của phân tử monosaccharid). 

 Khi hình thành dạng vòng, nguyên tử carbon thứ nhất của dạng aldose và thứ hai của dạng cetose trở thành carbon bất đối (C*). Lúc đó, phân tử monosaccharid có thêm 1 nhóm -OH mới ở C1 hoặc C2 gọi là nhóm -OH glycosid có hoạt tính hóa học rất mạnh. Dựa vào vị trí của nhóm này để xác định dạng ( hay (. Do vậy, monosaccharid sẽ tồn tại dạng đồng phân mới là ( hay (.

 Công thức vòng có thể được biểu diễn theo công thức Tollens hoặc công thức Haworth.

- Theo công thức Tollens: Dạng  ( có -OH glycosid ở cùng bên với cầu oxy, còn dạng (  có nhóm -OH glycosid ở khác bên với cầu oxy. 

- Theo công thức Haworth: 

 Sự tạo vòng xảy ra theo nguyên tắc: “Carbon và cầu nối với oxy nằm trên một măt phẳng, các nhóm thế ở công thức thẳng nằm ở bên phải thì ở công thức vòng nằm dưới măt phẳng và ngược lại. Riêng các nhóm thế của Carbon có nhóm OH dùng để tạo cầu nối oxy thì theo quy tắc ngược lại.”

Dạng ( có -OH glycosid nằm ở dưới mặt phẳng vòng, còn dạng  ( có -OH glycosid nằm ở trên mặt phẳng vòng. 

Các dạng mạch vòng được biểu diễn dưới dạng vòng 6 cạnh (cầu oxy nối các nguyên tử C1 với C5 ở aldose) tương tự như vòng pyran nên có thể được xem là dẫn xuất của pyran. Vì thế, chúng được xếp vào nhóm pyranose (glucopyranose, galactopyranose, manopyranose,...). Cấu trúc vòng của monosaccharid còn có thể được tạo thành ở dạng vòng 5 cạnh (cầu oxy nối các nguyên tử C1 với C4 ở aldose hoặc C2 với C5 ở cetose) tương tự như vòng furan nên có thể được xem là dẫn xuất của furan và được xếp vào nhóm furanose (fructofuranose, sorbofuranose,...).  Ví dụ: Glucose và fructose được biểu diễn theo công thức Tollens và công thức Haworth như sau:
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Hình 4.1. Công thức vòng của glucose  biểu diễn theo công thức Tollens 

và công thức Haworth
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Hình 4.2. Công thức vòng của fructose  biểu diễn theo công thức Tollens

 và công thức Haworth
2.2. Tính chất 

2.2.1. Tính tan

- Là những chất dễ hoà tan trong nước, không tan trong các dung môi hữu cơ. 

- Khi cô đặc dung dịch monosaccharid có thể thu được các tinh thể.

2.2.2. Một số phản ứng đặc trưng quan trọng 

2.2.2.1. Tính oxy hóa  

Đây là phản ứng với các chất khử. Dưới tác dụng của các chất khử (hỗn hợp Na và Hg; NaBH4,...), nhóm aldehyd của các aldose hoặc nhóm – C = O của các cetose sẽ bị khử để tạo thành các rượu rượu đa chức (polyalcohol) tương ứng.

Dưới tác dụng của các chất khử, glyceraldehyd và dioxyaceton bị khử thành glycerin; D-glucose và D-fructose bị khử thành D-sobitol; D-mannose bị khử thành D-manitol,... 
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2.2.2.2. Tính khử 
 Đây là phản ứng với các chất oxy hóa. Tùy thuộc vào điều kiện oxy hóa monosaccharid ta sẽ thu được các sản phẩm khác nhau.

 Khi oxy hóa nhẹ các monosaccharid bằng các chất oxy hóa nhẹ như các dung dịch như Cl2, Br2 hay I2 trong môi trường kiềm hoặc dùng dung dịch kiềm của các ion kim loại thì nhóm aldehyd ở carbon số 1 của monosaccharid bị oxy hóa thành nhóm carboxyl sẽ thu được một monoacid tương ứng. Nghĩa là từ monosaccharid (đường aldose) sẽ tạo thành mono acid (aldonic acid) tương ứng do chức aldehyd bị oxy hóa, với cetose phản ứng không xảy ra. Ví dụ: Glucose bị oxy hóa nhẹ thành acid gluconic:
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Khi oxy hóa mạnh các monosaccharid bằng các chất oxy hóa mạnh (như HNO3 đậm đặc) thì cả hai chức aldehyd ở carbon số 1 (CHO) và chức rượu bậc một ở carbon cuối cùng (CH2OH) bị oxy hóa thành chức acid sẽ thu được một diacid (aldaric acid) tương ứng. Ví dụ: Glucose bị oxy hóa thành acid glucaric (acid glucosaccharic, acid saccharic):
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Khi oxy hóa nhẹ các monosaccharid, nếu đã bảo vệ nhóm -CHO hay -OH glycosid trước khi oxy hóa (bằng cách metyl hóa hoặc acetyl hóa) thì quá trình oxy hóa chỉ xảy ra ở nhóm rượu bậc 1 và sản phẩm thu được sẽ chứa 1 nhóm acid. Sản phẩm này được gọi là acid uronic. Chẳng hạn như từ glucose nhận được acid glucuronic, từ galactose thu được acid galacturonic,.. 
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Các acid uronic có vai trò sinh học quan trọng. Trong cơ thể thực vật, acid uronic tồn tại ở dạng liên kết trong thành phần của các chất pectin, một số loại chất nhầy và thành phần của nhiều loại polysaccharid quan trọng của những poylysaccharid phức tạp khác có tên chung là polyuronic. Acid uronic còn là sản phẩm trung gian trong quá trình chuyển hóa hexose thành pentose. Acid glucuronic là một trong những sản phẩm oxy hóa của glucose trong các mô của thực vật và gan của đa số động vật, trừ người, khỉ, chuột bạch và một số loài động vật khác, là chất tiền thân để tổng hợp acid L-ascorbic (vitamin C). 

Các monosaccharid hoặc các phân tử glucid có tính khử còn thực hiện được phản ứng khử Cu2+ bị khử thành Cu+ tạo kết tủa màu đỏ gạch (phản ứng Trome, phản ứng Fehling) hoặc khử các ion kim loại từ hóa trị cao xuống hóa trị thấp, thậm chí khử xuống giá trị không tức là giải phóng ra kim loại tự do (còn gọi là phản ứng tráng gương). Dựa vào phản ứng khử đó để xác định khả năng khử của các phân tử glucid. Đặc điểm này của monosaccharid được gọi là tính khử. Tính khử này do nhóm aldehyd hay nhóm ceton tạo ra và các monosaccharid biến thành monoacid. Tất cả monosaccharid và những oligosaccharid còn có nhóm -OH glycosid tự do (phần lớn là disaccharid) được đặc trưng bởi tính khử và được xếp vào nhóm đường khử. Có thể dùng một trong các phản ứng này để định tính hoặc định lượng các dạng đường khử. Phương trình phản ứng xảy ra như sau:

- Phản ứng Trome
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 Sau đó, 2CuOH chuyển thành Cu2O + H2O tạo màu đỏ gạch. Như vậy, monosaccharid đã khử Cu2+ trong dung dịch CuSO4 thành Cu+ trong CuOH và Cu2O.

- Phản ứng Fehling

	CuSO4 + 2NaOH → Cu(OH)​2 + Na2SO4
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Thuốc thử Fehling là hỗn hợp CuSO4, NaOH và muối Seignat.

- Phản ứng tráng gương

	AgNO3 + 3NH4OH + H2O ( [Ag(NH3)2]OH + NH4NO3
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2.2.2.3. Phản ứng với phenylhydrazin

Monosaccharid có thể phản ứng với các hợp chất amin. Ví dụ điển hình nhất về kiểu phản ứng này là phản ứng với phenylhydrazin dư (C6H5NH-NH2). Trong những điều kiện xác định, 1 phân tử monosaccharid có thể phản ứng với 3 phân tử phenylhydrazin tạo thành tinh thể osazone. Phản ứng có thể viết tóm tắt như sau:
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Phản ứng này xảy ra đối với các monosaccharid có tính khử. Các osazone được tạo thành có thể khác nhau về hình dạng, điểm nóng chảy và độ hòa tan. Vì vậy, có thể căn cứ vào tính chất của osazone để phân biệt, nhận biết các monosaccharid khác nhau. Tuy nhiên, theo công thức của osazone, có thể thấy rằng các monosaccharid (như glucose, fructose và manose) chỉ khác nhau ở C1, C2 sẽ tạo thành cùng 1 loại osazone.

2.2.4.4. Phản ứng của nhóm hydroxyl glycosid tạo thành các hợp chất glycosid

Nhóm -OH glycosid của monosaccharid có thể phản ứng với rượu tạo thành ete tương ứng gọi là glycosid. Liên kết ete trong trường hợp này là liên kết glycosid. Do đó, tương ứng với các dạng vòng ((, () của monosaccharid mà glycosid được tạo thành có thể là (-glycosid hoặc  (-glycosid. Ví dụ: Từ D-glucose nếu cho tác dụng với CH3OH với sự có mặt của HCl sẽ thu được 2 chất sau :
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Phản ứng tạo glycosid có thể xảy ra giữa các monosaccharid với nhau để tạo thành các disaccharid, trisaccharid,…Ví dụ:  hai phân tử (-D-glucose kết hợp với nhau bằng liên kết (-1,4-glycosid tạo hợp chất glycosid là maltose. Phản ứng xảy ra như sau:
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Liên kết glycosid trong các hợp chất glycosid là loại liên kết cơ bản ý nghĩa quan trọng đối với việc tạo nên các oligosaccharid, polysaccharid và nhiều hợp chất phi glucid khác. Phần phi glucid thế vào vị trí hydro của nhóm -OH glycosid gọi là phần alglucon. Nó có thể là gốc rượu, các hợp chất vòng thơm, vòng thơm hydrogen hóa, steroid, ... 

Glycosid phổ biến rộng rãi trong tự nhiên, đặc biệt là trong giới thực vật.  Người ta có thể phân biệt nhiều kiểu liên kết glycosid khác nhau dựa trên cơ sở đặc điểm của liên kết giữa hai thành phần glucid và aglycon. Chẳng hạn: O-glycosid (gốc aglucon kết hợp với glucid qua O); S-glycosid (gốc aglucon kết hợp với glucid qua S); N-glycosid (có liên kết C-N giữa glucid và aglucon); C-glycosid (có liên kết C-C giữa glucid và aglucon).

	             (                          (                          (                          (
       R - C - O - [A] ;   R - C - S - [A] ;   R - C - N - [A] ;   R - C - C - [A]  

             (                          (                          (                          (
            O - glycosid           S - glycosid            N - glycosid         C- glycosid  

                      (R: phần glucid của phân tử glycosid; A: phần aglucon)


2.2.2.5. Phản ứng tạo este

Các nhóm -OH rượu của monosaccharid có khả năng liên kết với các acid để tạo thành các este. Este tạo thành thường xảy ra giữa  nhóm -OH tại carbon số 1 và nhóm -OH của carbon số 6 với các acid. Trong số các este của monosaccharid thì este phosphat có ý nghĩa đặc biệt quan trọng. 

Các este phosphat có ý nghĩa đặc biệt quan trọng trong sự chuyển hóa glucid là: D-glyceraldehyd-3-phosphat, glucose-1-monophosphat, glucose-6-monophosphat, glucose-1,6 diphosphat, fructose-1,6-diphosphat.
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2.3. Một số monosaccharid quan trọng

2.3.1. Pentose 

Pentose là monosaccharid trong mạch chứa 5 carbon, gặp trong nhiều  thành phần nhiều tổ chức của động vật, thực vật và cũng tồn tại một phần ở trạng thái tự do. Các pentose quan trọng thường gặp là D-ribose, D-desoxyribose, D-ribulose, L-arabinose,…

2.3.1.1.  D-ribose

Là pentose gặp trong thành phần của nhiều hợp chất quan trọng trong cơ thể sống như: acid ribonucleic (ARN), vitamin, coenzyme NAD, NADP, trong phân tử ATP, GTP. Trong thực vật, D-ribose tồn tại ở dạng furanose. Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 4.3. Công thức cấu tạo của D-ribose

2.3.1.2.  D-desoxyribose

Là dẫn xuất của D-ribose, trong chất này không có nguyên tử oxy ở vị trí C2. Nó là thành phần quan trọng của acid desoxyribonucleic (ADN). Đây là chất có vai trò quan trọng trong một số đặc tính sinh học của cơ thể sống, đặc biệt là tính di truyền. D-desoxyribose có công thức cấu tạo giống như D-ribose nhưng chỉ khác ở carbon thứ 2 (không có nguyên tử oxy) và mạch vòng cũng nằm dưới dạng furanose. Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 4.4. Công thức cấu tạo của D-desoxyribose

2.3.1.3. D-xylose

Tồn tại một phần ở trạng thái tự do nhưng chủ yếu dưới dạng polysaccharid gọi là xylan và pentosen có trong gỗ, rơm, rạ. Trong công nghiệp, người ta thường dùng acid thủy phân các nguyên liệu trên để thu D-xylose. D-xylose không bị lên men bởi nấm men, không bị đồng hóa bởi người và vật động, thường tồn tại ở dạng mạch thằng và dạng mạch vòng pyranose với công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 4.5. Công thức cấu tạo của D-xylose
2.3.1.4.  L-arabinose

Là pentose có vị ngọt, dễ tan trong nước, ít tan trong rượu. Thường có trong thành phần của các polysaccharid như hemicellulose, nhựa cây, các chất chất nhầy, các pentosen. Nó không bị lên men bởi nấm men và thường gặp trong thực vật ở dạng L, có cấu tạo mạch thẳng và mạch vòng (dạng piranose). Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 4.6. Công thức cấu tạo của L-arabinose
2.3.1.5.  D-ribulose

Có trong thành phần của thực vật, động vật và vi sinh vật. Là dẫn xuất trong chu trình chuyển hóa đường và trong chu trình quang hợp. Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 4.7. Công thức cấu tạo của D-ribulose
2.3.2.  Hexose 

 Là monosaccharid có chứa 6 carbon phổ biến trong tự nhiên, thường tồn tại dưới dạng vòng piranose, dạng furanose ít gặp hơn (trừ fructose). Các hexose điển hình thường gặp trong thiên nhiên là: D-glucose, D-galactose, D- fructose, D-manose.

2.3.2.1.  D-glucose 

D-glucose là monosaccharid phổ biến ở thực vật cũng như ở động vật, có nhiều trong quả nho, có trong máu và làm quay mặt phẳng của ánh sáng phân cực sang phải nên còn được gọi là đường máu, đường nho, dextrose. 

D-glucose có cấu tạo mạch thẳng và mạch vòng (tồn tại dưới dạng piranose). Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.8. Công thức cấu tạo của D-glucose
D-glucose có thể tồn tại ở dạng tự do (trong máu, trong các loại quả chín như nho,..) và ở dạng kết hợp (là thành phần cơ bản cấu tạo nên nhiều hợp chất disaccharid quan trọng (maltose, lactose, saccharose,...) và các polysaccharid quan trọng (tinh bột, glycogen tinh bột, glycogen, cellulose,...).

D-glucose có tính khử, dễ dàng bị lên men bởi các loại nấm men.

Ở cơ thể người và 1 số động vật, glucose là thành phần cố định trong máu (trong máu người có 0.8 - 1,1 g/l). Đối với người, D -glucose là chất tăng lực, được hấp thụ dễ dàng trong cơ thể nên khi đưa glucose vào máu, người bệnh sẽ phục hồi nhanh chóng sức khoẻ.

2.3.2.2. D-fructose 

Là loại monosaccharid phổ biến ở thực vật, có nhiều ở trong trái cây chín và mật hoa, mật ong,.. và làm quay mặt phẳng của ánh sáng phân cực sang trái nên còn có tên gọi là đường quả, levulose.
D-fructose có thể tồn tại ở dạng tự do (có trong các loại quả ngọt, mật hoa, mật ong,...) và ở dạng kết hợp (là thành phần cơ bản cấu tạo nên nhiều hợp chất oligosaccharid, polysaccharid quan trọng (saccharose, rafinose, insulin,...). 

D-fructose có cấu tạo mạch thẳng và mạch vòng (tồn tại dưới dạng furanose). Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau: 
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Hình 4.9. Công thức cấu tạo của D-fructose
D-fructose có độ ngọt rất cao (dạng α có độ ngọt bằng 1/3 dạng β) nhưng có tính hút ẩm mạnh (tinh thể D-fructose luôn ngậm 1 phân tử H2O (C6H12O6.H2O)), có tính khử, dễ dàng bị lên men bởi nấm men.

2.3.2.3. D-mannose 

Là loại monosaccharid phổ biến ở thực vật và động vật, ít gặp ở trạng thái tự do, thường gặp trong polysaccharrid, có trong thành phần của nhiều loại polysaccharid khác nhau như hemicellulose, trong thành phần của các chất nhầy động, thực vật, trong gỗ,…và là thành phần cấu tạo của mannan (polysaccharid trong thành phần cấu tạo của màng tế bào nấm men, vi khuẩn).
D-mannose có cấu tạo mạch thẳng và mạch vòng (tồn tại dưới dạng furanose). Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau: 
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Hình 4.10. Công thức cấu tạo của D-mannose
D-mannose có tính khử, dễ dàng bị lên men bởi nấm men.

2.3.2.4. D-galactose 

D-galactose là thành phần của lactose có trong sữa, thường ở dạng kết hợp, nó và các dẫn xuất của nó có trong thành phần cấu tạo nên các oligosaccharid (lactose, rafinose), polysaccharid (agar-agar, pectin, galactan thực vật,...).

D-galactose có cấu tạo mạch thẳng và mạch vòng (tồn tại dưới dạng piranose). Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau: 
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Hình 4.11. Công thức cấu tạo của D-galactose
D-galactose có tính khử, chỉ bị lên men bởi các loại nấm men riêng.

3. POLYSACCHARID

3.1. Polysaccharid loại 1 (Olygosaccharid, olygose)

Olygosaccharid được tạo thành từ 2 đến 10 phân tử monosaccharid liên kết với nhau bằng liên kết glycosid (là hợp chất trung gian nằm giữa monosaccharid và polysaccharid), giữ được một số tính chất như các monosacchaird và có một số tính chất của polysaccharid (dễ hòa tan trong nước, dễ kết tinh, khi thủy phân bằng acid hoặc enzyme tương ứng sẽ giải phóng các monosaccharid,...). 

Dựa vào số gốc monose trong phân tử, oligosaccharid được chia thành disaccharid, trisaccharid, tetrasaccharid,... 

Trong nhóm này, phổ biến và quan trọng hơn cả là các disaccharid (được tạo thành bởi 2 phân tử monosaccharid như saccharose, maltose, lactose,…) và một số trisaccharid (được tạo thành bởi 3 phân tử monosaccharid như rafinose,…).

3.1.1.  Disaccharid

Là oligosaccharid được tạo thành bởi 2 gốc monosaccharid giống nhau hoặc khác nhau kết hợp lại (nhóm -OH glycosid của monose này liên kết với nhóm -OH bất kỳ hoặc nhóm  -OH glycosid của monose kia) theo kiểu liên kết glycosid. Đặc điểm liên kết giữa các gốc monose có ý nghĩa rất quan trọng đối với tính chất của disaccharid. Nếu nhóm -OH glycosid tự do của monose này liên kết với nhóm -OH bất kỳ (không phải nhóm -OH glycosid) của monose kia thì phân tử disaccharid còn một nhóm -OH glycosid tự do nên có tính khử và được xếp vào nhóm đường khử. Trường hợp nếu nhóm -OH glycosid tự do của monose này liên kết với nhóm -OH glycosid tự do của monose kia thì phân tử disaccharid không còn nhóm -OH glycosid tự do nên không có tính khử. Sau đây là một số disaccharid quan trọng thường gặp:

3.1.1.1. Saccharose 

Saccharose là disaccharid rất phổ biến trong thiên nhiên, có nhiều trong mía, củ cải đường nên còn được gọi là đường mía hay đường củ cải và có ý nghĩa rất quan trọng đối với sự dinh dưỡng của người.
a. Cấu tạo

Saccharose được tạo thành bởi 1 phân tử (-D-glucose và 1 phân tử (-D-fructose kết hợp với nhau nhờ nhóm -OH glycosid (vị trí C1) của phân tử này với nhóm -OH glycosid (vị trí C2) của phân tử kia theo kiểu liên kết  (-1,2-glycosid nên đường này không còn nhóm -OH glycosid tự do. Vì vậy, nó không phải là đường khử và còn có tên gọi là (-D-glucopiranosid (1-2) (-D-fructofuranosid. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.12. Công thức cấu tạo của saccharose

b. Tính chất 

Không có tính khử vì không còn nhóm -OH glycosid tự do (cả hai nhóm -OH glycosid đã tham gia liên kết).

Dễ hòa tan trong nước, không tan trong dung môi hữu cơ.

Dưới tác dụng của acid hoặc invertase, saccharose bị thủy phân tạo thành (-D-glucose và (-D-fructose. Hỗn hợp (-D-glucose và (-D-fructose này được gọi là đường nghịch đảo (hỗn hợp đường hòan nguyên). 

Có tính acid yếu vì nó có thể tác dụng với kiềm và kiềm thổ tạo thành muối và H2O. Khi tác dụng với kim loại kiềm thổ thì sẽ tạo thành phức saccharat (monocanxi saccharat, dicanxi saccharat, tricanxi saccharat) có khả năng hòa tan khác nhau. Do đó, người ta lợi dụng tính chất này để tinh chế đường (thu nhận saccharose từ rỉ đường). 

Dưới tác dụng của nhiệt, saccharose bị caramen hóa tạo thành các sản phẩm caramen hóa khác nhau. Chúng thường có màu từ vàng nâu đến nâu đen và đều có vị đắng.

3.1.1.2. Maltose 

Maltose là disaccharid ít gặp ở trạng thái tự do, có nhiều trong mầm lúa và mạch nha, thường thu nhận bằng cách thủy phân tinh bột nên còn được gọi là mạch nha hay đường nha.

a. Cấu tạo

Maltose được tạo bởi 2 phân tử (-D-glucose kết hợp với nhau nhờ nhóm -OH glycosid (vị trí C1) của phân tử này với nhóm -OH rượu ở carbon thứ 4 của phân tử kia theo kiểu liên kết (-1,4-glycosid nên đường này còn  một nhóm -OH glycosid tự do.  Vì vậy, nó là đường khử, được coi là cơ sở cấu trúc của tinh bột và glycogen và còn có tên gọi là (-D-glucopiranosid (1-4) (-D-glucopiranose. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.13. Công thức cấu tạo của maltose
b. Tính chất 

Có tính khử vì còn có nhóm -OH glycosid tự do nhưng khả năng khử yếu hơn glucose 2 lần.

Dưới tác dụng của acid, enzyme hoặc kiềm, maltose sẽ bị thủy phân tạo thành 2 phân tử ( -D-glucose.

Maltose được tạo thành từ tinh bột dưới tác dụng của enzyme amylase trong các hạt nẩy mầm (thường là thóc nẩy mầm và mầm mạch). 

3.1.1.3. Lactose 

Lactose là disaccharid có trong sữa người và động vật nên còn gọi là đường sữa. Ngoài ra, nó còn có trong ống phấn của một số thực vật bậc cao. 

a. Cấu tạo

Lactose được tạo thành bởi 1 phân tử (-D-galactose và một phân tử (-D-glucose kết hợp với nhau nhờ nhóm -OH glycosid (vị trí C1) của (-D-galactose với nhóm -OH rượu ở carbon thứ 4 của phân tử (-D-glucose heo kiểu liên kết (-1,4-glycosid. Đường này còn một nhóm -OH glycosid tự do nên nó là đường khử và còn có tên gọi là  (-D-galactopiranosid (1-4) (-D-glucopiranose. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:

[image: image59.emf]O

OH

H

H

H

OH H

OH

CH

2

OH

H

5

4

3

2

1

6

O

H

H

OH

H

OH H

OH

CH

2

OH

H

5

4

3

2

1

6

O


Hình 4.14. Công thức cấu tạo của lactose
b. Tính chất 

Có tính khử vì còn có nhóm -OH glycosid tự do.

Ở nhiệt độ thường, lactose hòa tan trong H2O ít hơn saccharose 10 lần nhưng ở nhiệt độ cao (khoảng 100oC) thì độ hòa tan của nó sấp xỉ saccharose.

Lactose kết tinh chậm, tinh thể cứng và có nhiều dạng tinh thể. Độ ngọt của lactose chỉ bằng 1/6 saccharose. 

Dưới tác dụng của acid hoặc enzyme lactase ((-galactosidase), lactose bị thủy phân giải phóng (-D-galactose và (-D-glucose.

3.1.1.4. Cellobiose 

a. Cấu tạo

Cellobiose được tạo thành bởi 1 phân tử (-D-glucose và 1 phân tử (-D-glucose kết hợp với nhau nhờ nhóm -OH glycosid (vị trí C1) của (-D-glucose với nhóm -OH rượu ở carbon thứ 4 của phân tử (-D-glucose theo kiểu liên kết (-1,4-glycosid. Do vậy, đường này còn  một nhóm -OH glycosid tự do nên có tính khử và còn có tên gọi là (-D-glucopiranosid (1-4) (-D-glucopiranose và được coi là đơn vị cấu tạo của cellulose. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.15. Công thức cấu tạo của cellobiose

b. Tính chất 

Có tính khử vì còn có nhóm -OH glycosid tự do. Khi thủy phân cellulose nhờ enzyme cellulase sẽ thu được cellobiose.

3.1.2. Trisaccharid

Trisaccharid là nhóm oligosaccharid chứa 3 gốc monosaccharid. Trong thiên nhiên, phổ biến hơn cả là rafinose. Nó được phát hiện trong nhiều thực vật, đặc biệt là có nhiều trong hạt bông và trong củ cải đường.


3.1.2.1. Cấu tạo

Rafinose được tạo thành bởi 1 phân tử (-D-galactose, 1 phân tử (-D-glucose và 1 phân tử (-D-fructose kết hợp với nhau nhờ nhóm -OH glycosid (vị trí C1) của (-D-galactose với nhóm -OH rượu ở carbon thứ 6 của phân tử (-D-glucose theo kiểu liên kết (-1,6-glycosid và nhờ nhóm -OH glycosid (vị trí C1) của (-D-glucose với nhóm -OH glycosid (vị trí C2) của (-D-fructose theo kiểu liên kết (-1,2-glycosid. Do vậy, đường này không còn  nhóm -OH glycosid tự do nên không có tính khử và còn có tên gọi là (-D-galactopiranosid (1,6) (- D-glucopiranosid (1,2) (-D-fructofuranosid. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.16. Công thức cấu tạo của rafinose

3.1.2.2. Tính chất 

- Không có tính khử do không còn nhóm -OH glycosid tự do.

- Rafinose tinh thể không có vị ngọt, hòa tan trong nước. 

- Khi thủy phân bằng acid trong thời gian ngắn, nhiệt độ không cao hoặc thủy phân bằng enzyme invertase sẽ giải phóng ra fructofuranose. Nếu tiếp tục thủy phân thì disaccharid hình thành sẽ phân giải hoàn toàn thành D-galactose và D-glucose (dùng acid hay (-galactosidase).

3.2. Polysaccharid loại 2

Polysaccharid là một trong các chất phổ biến nhất trong cuộc sống, có trọng lượng phân tử rất lớn, được tạo thành bởi nhiều phân tử monosaccharid (hay dẫn xuất của chúng) (lớn hơn 10 phân tử monosaccharid) liên kết lại với nhau theo kiểu liên kết glycosid. Tùy thuộc kích thước và đặc điểm cấu trúc của phân tử, chúng có thể tạo dung dịch keo hoặc hoàn toàn không tan trong nước. Trong thành phần của một polysaccharid có thể chỉ có một loại monosaccharid hoặc có thể có nhiều loại monosaccharid khác nhau cấu tạo nên. 
Dưới đây là một số polysaccharid thuộc các nguồn khác nhau thường gặp có nhiều ứng dụng trong công nghiệp, có ý nghĩa quan trọng và phổ biến hơn cả trong cơ thể sinh vật.

3.2.1. Polysaccharid thực vật 

3.2.1.1. Tinh bột

Tinh bột có trong hạt, củ, quả, thân, lá, … của thực vật. Tinh bột có nhiều ở hạt lúa, lúa mì, củ sắn, củ khoai (vào khoảng 60% - 80%).

a. Cấu tạo

 Tinh bột tồn tại dưới dạng hạt tinh bột, có hình dạng và kích thước khác nhau (0,02(0,15mm).

  Tinh bột được tạo thành bởi các phân tử ( - D - glucose nhưng gồm có 2 phần: amylose và amylopectin. Chúng khác hẳn nhau về tính chất lý học và hoá học. Amylose và amylopetin thường có tỉ lệ xấp xỉ ¼, tuy nhiên cũng có nhiều trường hợp đặc biệt.

    - Amylose: Được tạo thành  bởi các phân từ ( - D - glucose theo liên kết ( -1,4 -glucozid và tạo nên một chuỗi dài từ 200(1000 gốc glucose nên có cấu tạo mạch thẳng. Amylose tạo màu xanh với iod, dễ hoà tan trong nước ấm và tạo dung dịch có độ nhớt không cao, kém bền vững.

Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.17. Công thức cấu tạo của amylose
Công thức cấu tạo của amylose có thể biễu diễn dưới mô hình chuỗi như sau:

	



Hình 4.18. Công thức cấu tạo của amylose có thể biễu diễn dưới mô hình chuỗi 

-  Amylopectin

Được tạo thành bởi các phân tử ( - D –glucose theo liên kết 1,4 và 1,6 - glucozid nên có cấu trúc phân nhánh. Phân tử amilopectin có khối lượn từ 200.000 - 1.000.000, thông thường có khoảng 20-30 gốc glucose giữa hai điểm phân nhánh. Amylopectin tạo màu tím đỏ hay đỏ nâu với iod, chỉ tan khi đun nóng tạo dung dịch có độ nhớt cao, bền vững. 

Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.19. Công thức cấu tạo của amylopectin
 Công thức cấu tạo của amylopectin có thể biễu diễn dưới mô hình chuỗi như sau:

	   
Hình 4.20. Công thức cấu tạo của amylopectin có thể biễu diễn dưới mô hình chuỗi


b. Tính chất và ứng dụng

Khi tác dụng với iod, tinh bột cho màu xanh rất đặc trưng (phản ứng xác định tinh bột).

Tinh bột có nhiều tính chất lý hóa đặc trưng như: tạo độ nhớt sánh, làm bền thực phẩm dạng keo, tạo kết dính và làm đặc, tạo độ cứng và độ đàn hồi,…

Tinh bột có thể bị thủy phân dưới tác dụng của acid hoặc enzyme (amylase), quá trình thủy phân qua nhiều giai đoạn: trước tiên tạo thành các phân tử trung gian có khối lượng phân tử giảm dần gọi là dextrin, các dextrin có khối lượng phân tử khác nhau cho màu khác nhau với iod (amylodextrin nhuộm màu xanh với iod, erythrodextrin nhuộm màu đỏ với iod, achromodextrin  và maltodextrin không nhuộm màu với iod). Sau đó, tạo thành maltose và cuối cùng tạo thành α-D-glucose. Tuy nhiên, tùy điều kiện của phản ứng (chất xúc tác) mà sản phẩm tạo thành có thể chủ yếu là α-D-glucose hoặc maltose hoặc dextrin.


  Tinh bột là dinh dưỡng đặc biệt quan trọng của người vì trong quá trình tiêu hóa, chúng bị thủy phân thành α-D-glucose là chất tạo nên nguồn năng lượng chính cho con người.


  Tinh bột được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực như Công nghệ thực phẩm, Công nghệ sinh học, nông nghiệp,  Dược phẩm,... Ngoài ra, tinh bột và dẫn xuất của nó cũng được ứng dụng vào nhiều ngành công nghiệp khác như dệt, giấy, sơn,  điện di, sắc ký, ... 
3.2.1.2. Cellulose 

Cellulose (chất xơ) là polysaccharid có nguồn gốc thực vật, thành phần chính của thành tế bào thực vật (trong bông, nó chiếm trên 90%; trong gỗ nó chiếm hơn 50%). 

a. Cấu tạo

Phân tử cellulose không cuộn xoắn như amylose mà chỉ có cấu trúc dạng mạch thẳng. Cellulose được cấu tạo từ các phân tử β-D glucose, các phân tử này liên kết với nhau bằng liên kết β-1,4-glycosid thông qua C1-C4 tạo thành những mạch dài không phân nhánh. 

Phân tử cellulose chứa từ 1.400(10.000 gốc glucose, có dạng hình sợi, các dạng sợi của cellulose kết hợp song song vào nhau nhờ các liên kết hydro giữa các nhóm -OH tự do của các phân tử cellulose nằm gần nhau và tạo thành từng bó khoảng 60 phân tử cellulose, tạo nên cấu trúc màng cellulose và vi sợi trong cấu trúc màng cellulose của tế bào thực vật. Các sợi này không tan trong nước, rất bền về cơ học nên tạo nên lớp màng cellulose bền chắc. Giữa các bó có những khoảng trống, khi hóa gỗ khoảng trống này chứa đầy lignin (Lignin là chất trùng hợp của coniferylic alcohol). Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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 Hình 4.21. Công thức cấu tạo của cellulose
b. Tính chất và ứng dụng

Cellulose không tan trong nước, rượu, eter nhưng tan trong dung dịch Cu(OH)2trong ammoniac đậm đặc (thuốc thử Sweitzer).

Khi thủy phân cellulose bằng acid mạnh (đun sôi với H2SO4 đặc) sẽ thu được sản phẩm cuối cùng là β-D-glucose. Còn khi thủy phân trong điều kiện nhẹ nhàng sẽ tạo nên cellobiose. 

Cellulose không có ý nghĩa về mặt dinh dưỡng của người vì trong dịch tiêu hóa của người không có enzyme để phân giải cellulose (không có cellulase để cắt đứt các liên kết β-1,4 glycosid). Nhưng nó làm cho sự vận chuyển thức ăn dễ dàng, giúp cơ thể dễ tiêu hóa thức ăn, giúp ruột già đào thải những chất bã, chống lại sự táo bón. Do vậy, cần phải bổ sung thành phần cellulose trong khẩu phần thức ăn hàng ngày của người từ rau, củ, quả,... Mặt khác, động vật nhai lại (động vật ăn cỏ) có thể tiêu hóa dễ dàng cellulose vì trong ruột của chúng có chứa các vi khuẩn có khả năng tiết ra cellulase là enzyme thủy phân cellulose.

Cellulose có thể tạo nên dẫn xuất ete hoặc este của cellulose do hydro thuộc các nhóm –OH tự do trong phân tử cellulose trong những điều kiện nhất định có thể được thay thế bằng các gốc khác nhau (-CH3, CH3COO-,...). Sản phẩm của chúng có ý nghĩa rất quan trọng trong nhiều ngành công nghiệp như ngành sợi, ngành dệt, ngành giấy, kỹ nghệ, chất nổ, chất dẻo,... 

3.2.1.3. Hemicellulose 

Hemicellulose là polysaccharid thường đi theo với cellulose trong thực vật, là thành phần của thành tế bào thực vật và tồn tại chủ yếu ở các phần như vỏ hạt, bẹ ngô, cám, rơm rạ, trấu,... 

a. Cấu tạo

Hemicellulose là tập hợp bao gồm nhiều loại polysaccharid khác nhau có kích  thước phân tử nhỏ. Không có một hemicellulose nào được mô tả một cách rõ ràng. Trong hemicellulose, monose nào chiếm đa số thì hemicellulose có tên tương ứng với monose đó. Chẳng hạn: Mannose chiếm đa số thì hemicellulose có tên là mannan, là chất dung dịch dự trữ của vi khuẩn, nấm men, nấm mốc và thực vật bậc cao. Xylose chiếm đa số thì hemicellulose có tên là xylan, có mặt trong các mô thực vật. Arabinose chiếm đa số thì có tên là araban, galactose chiếm đa số thì có tên là galactan,... Các thành  phần  chủ  yếu  trong  dịch  chiết hemicellulose  là  xylan,  pentosan, mannan,  galactan. Xylan, manan cùng với galactan và araban được gọi chung là hemicellulose. Những hemicellulose này do được hình thành từ một loại monose duy nhất nên chúng nằm trong nhóm homopolysaccharid. Bên cạnh chúng còn có những hemicellulose được cấu tạo từ một số loại monose, và do đó, theo định nghĩa, chúng thuộc nhóm heteropolysaccharid, phần lớn những hemicellulose này tham gia trong cấu trúc của vách tế bào cùng với cellulose. 

b. Tính chất 

Hemicellulose là nhóm polysaccharid có tính chất đặc biệt là không hòa tan được trong nước mà chỉ tan trong dung dịch kiềm.

Thủy phân hemicellulose bằng acid dễ hơn cellulose, khi thủy phân sẽ thu được một hỗn hợp gồm các monosaccharid thuộc nhóm hexose (như manose, galactose) và nhóm pentose (như arabinose, xylose) hoặc chỉ gồm  hexose. 

3.2.1.4. Pectin

Là polysacharide phân tử lớn, có nhiều nhiều trong quả, củ và thân cây. 

a. Cấu tạo

Trong thực vật, pentin tồn tại dưới hai dạng: protopectin không hòa tan (chủ yếu nằm dưới dạng liên kết ở thành tế bào) và pectin hòa tan (thường có ở trong dịch tế bào). 

Phân tử lượng của các pectin khác nhau phụ thuộc vào nguồn gốc, thường dao động từ 20.000 đến 50.000. Ví dụ: pectin của táo, mận có phân tử lượng từ 25.000(35.000, trong khi đó pectin lấy từ cam có phân tử lượng đạt tới 50.000.

Pectin được cấu tạo bởi acid galacturonic và dẫn xuất của nó (acid galacturonic có nhóm -COOH bị methyl hóa tạo các nhóm metoxy (-OCH3) với tỷ lệ metyl hóa được thể hiện bằng chỉ số metoxy) kết hợp với nhau theo kiểu liên kết α-1,4 glycosid. Pectin có chỉ số metyl hóa cao thì số lượng các nhóm -COO- thấp và ngược lại. Pectin có những tên gọi như sau:

- Acid pectic: Khi pectin được tạo thành chỉ bởi acid galactouronic (hoàn toàn không chứa nhóm metoxy) theo kiểu liên kết α-1,4-glycosid tạo thành chuỗi acid polygalacturonic.

- Acid pectinic: Khi nó được tạo thành bởi acid galactouranic được metyl hóa thấp hơn 100%.

- Pectin: Khi acid polygalactouranic bị metyl hóa 100% .

Trong thực tiễn, tên pectin dùng để chỉ cả pectin và acid pectinic. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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 Hình 4.22. Công thức cấu tạo của pectin
b. Tính chất và ứng dụng

Pectin là glucid có tác dụng thuận lợi đến quá trình tiêu hóa của người, giữ vai trò quan trọng trong quá trình chín của quả. Khi quả đang phát triển, protopectin phân tán ở thành tế bào và chiếm tỷ lệ cao. Khi quả bắt đầu chín, dưới tác dụng của protopectinase, protopectin chuyển dần sang dạng pectin hòa tan. Quá trình này xảy ra khi quả chín, làm cho quả trở nên mềm.

Dưới tác dụng của acid loãng hoặc khi đun sôi thì protopectin chuyển sang dạng pectin hòa tan.

Dưới tác dụng của kiềm loãng hoặc pectase, gốc metoxy (-OCH3) bị tách khỏi chuỗi polysaccharid tạo thành CH3OH và pectin bị biến thành acid pectic tự do (acid polygalacturonic), acid này tạo kết hợp với canxi thành kết tủa pectat canxi. Do đó, người ta thường dựa vào phản ứng này để định lượng pectin. 

Đặc tính quan trọng của pectin là khi có mặt acid và đường, nó có khả năng tạo thành chất keo (gel, thạch đông). Lượng đường saccharose thường dùng để tạo thành chất gel pectin khoảng 65(70% (đường bão hòa), pH khoảng 3,1(3,5 nhờ các acid hữu cơ như acid citric.

Pectin lấy từ các nguồn khác nhau sẽ khác nhau về khả năng tạo gel và khác nhau ít nhiều về số các nhóm thế metoxi (CH3O-) trong phân tử. 

Để tạo gel cần đảm bảo môi trường có đường. Vì vậy, nó được ứng dụng phổ biến trong công nghệ sản xuất mứt, kẹo.
3.2.1.5. Agar – agar 

Agar - agar (thạch) là polysacarit tập trung trong một số loại rong biển, có trong vách tế bào của một số loài tảo đỏ thuộc các giống Gelidium, Gracilaria, Pterocladia và Ahnfeltia. 
a. Cấu tạo

Agar - agar là hỗn hợp của ít nhất hai loại polysaccharid: agarose và agaropectin. Trong đó, agarose chứa các gốc D- và L- galactopiranose gắn với nhau bằng liên kết α-1,3-glycosid, còn cấu trúc của agaropectin chưa biết đầy đủ nhưng trong thành phần của nó có chứa các gốc D-galactose và một số ít gốc galactose- 6- sulphat (gốc galactopiranose gắn với gốc sulphat). Ngoài ra, người ta phát hiện trong agar-agar còn có chứa các gốc arabinose và glucose. 

b. Tính chất và ứng dụng

Agar - agar không tan trong nước lạnh, tan trong nước nóng dưới dạng dung dịch keo và dung dịch này khi để nguội đông lại thành thạch.

Agar - agar được dùng trong công nghiệp thực phẩm, trong y học và trong kỹ thuật phòng thí nghiệm làm môi trường đặc để nuôi cấy vi sinh vật và nuôi cấy mô thực vật.

3.2.2. Polysaccharid động vật 

3.2.2.1. Glycogen

Là polysaccharid dự trữ trong cơ thể người và động vật nên còn được gọi là “tinh bột động vật”. 

Glycogen có nhiều trong gan (2(10%) và ở cơ (0,2(2%). Tuy nhiên, còn thấy ở một số nấm mốc, nấm men và ở một vài loại hạt ngô, là nguồn cung cấp năng lượng chủ yếu cho mọi quá trình hoạt động sống của cơ thể động vật.

a. Cấu tạo
Cấu tạo của glycogen giống với amylopectin của tinh bột nhưng mức độ phân nhánh nhiều hơn của amylopectin. Nghĩa là do các gốc (-D-glucose kết hợp với nhau bằng các liên kết α-1,4 và α-1,6 glycosid nhưng số liên kết α-1,6 glycosid nhiều hơn so với trường hợp amylopectin, thông thường có khoảng 8(10 gốc glucose giữa hai điểm phân nhánh.

Glycogen có phân tử lượng xê dịch trong giới hạn khá lớn và có thể đạt tới 4.106; tương ứng với khoảng 24.000 gốc glucose. 

b. Tính chất và ứng dụng

Glycogen có dạng bột trắng vô định hình, hòa tan được trong nước nóng và tạo thành dung dịch keo màu trắng đục, khi tác dụng với iod sẽ cho màu tím đỏ hoặc đỏ nâu (giống màu của amylopectin với iod).

Glycogen là nguồn cung cấp năng lượng chính cho người và động vật. Khi cơ thể bị đói hoặc ở trạng thái mỏi mệt, lượng glycogen giảm đi rất nhanh.

Glycogen có vai trò quan trọng trong chuyển hóa glucid ở cơ thể động vật và ở nấm men khi lên men rượu.

Glycogen bị thủy phân dưới tác dụng của acid và enzyme giống như tinh bột tạo thành sản phẩm cuối cùng là (-D-glucose. Ngoài ra, dưới tác dụng của phosphorylase và với sự tham gia của phosphat vô cơ, glycogen bị phân giải thành glucose-1-phosphat. 

3.2.2.2. Chitin

Chitin là loại polysaccharid thường có chủ yếu của mô biểu bì ở côn trùng và giáp xác (vỏ tôm, ốc, cua, ghẹ,..). Hay nói cách khác, chitin là thành phần chính của cấu trúc bộ khung các loài động vật chân khớp như côn trùng, tôm, cua,..

a. Cấu tạo

Chitin là polysaccharid mạch thẳng được cấu tạo từ dẫn xuất của glucose là N-acetyl-(-D- glucosamine kết hợp với nhau theo liên kết (-1,4-glycosid, công thức cấu tạo này rất gần giống với cellulose và cũng có chức năng tương tự. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.23. Công thức cấu tạo của chitin
b. Tính chất 

Chitin rất khó hòa tan trong nước, acid, kiềm loãng và các dung môi hữu cơ.

Khi đun chitin trong dung dịch của một số muối đậm đặc hoặc kiềm đậm đặc thì nó có thể bị hòa tan. 

Chitin được tổng hợp hằng năm bởi các động vật của các loài trên tương đối nhiều nhưng ứng dụng của chúng trong thực tiễn chưa nhiều và còn đang được tiếp tục nghiên cứu.

3.2.3. Polysaccharid vi sinh vật

Điển hình là Dextran. Dextran là một loại polysacharide thường có ở vi khuẩn và nấm men. Nó được tổng hợp bởi một số vi khuẩn loài Leuconostoc khi nuôi cây trên môi trường chứa đường saccharose.

3.2.3.1. Cấu tạo

Dextran có phân tử lượng khoảng 106, được hình thành từ các gốc α-D-glucopiranose kết hợp lại với nhau bằng các liên kết α-1,6 glycosid. Ngoài ra, còn có các mạch nhánh được hình thành nhờ các liên kết α-1,2, α-1,3 hoặc α-1,4 glycosid với mức độ phân nhánh khác nhau tùy thuộc vào các loại dextran. Công thức cấu tạo được biễu diễn như sau:
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Hình 4.24. Công thức cấu tạo của dextran
3.2.3.2.  Tính chất và ứng dụng

Dextran hòa tan được trong nước.

Dextran là nguyên liệu để tổng hợp các loại nhựa sephadex có ứng dụng rất tốt trong các phòng thí nghiệm để lọc phân tử. 

Ngoài ra, một số sản phẩm thủy phân của dextran có phân tử lượng từ 7.104( 8.103 còn được dùng làm chất thay thế huyết thanh máu đạt hiệu quả cao.

4. SỰ PHÂN GIẢI KỴ KHÍ MONOSACHARID
4.1. Quá trình đường phân 

Quá trình này được phát hiện bởi Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Đây là quá trình phức tạp được xúc tác bởi nhiều enzyme và không có sự tham gia của oxy, các monosaccaric bị chuyển hóa thành rượu, acid lactic (quá trình lên men).

4.1.1. Các giai đoạn chính

Thật ra, monosaccharid trải qua các giai đoạn hoạt hóa, cắt đôi phân tử hexose (6C) tạo thành 2 phân tử triose (3C), loại hydro của triose phosphat tạo thành phosphat glycerat, chuyển sản phẩm trên thành acid pyruvic, sau đó có sự khử acid pyruvic tạo thành acid lactic hay decacboxyl hóa khử để tạo thành etanol.

- Giai đoạn hoạt hóa glucose 

Phân tử glucose kém hoạt động nhờ enzyme hexokinase (phosphogluco-kinase hay glucokinase) chuyển một gốc phosphat từ ATP sẽ tạo thành glucose-6-phosphat là dạng hoạt động có thể tham gia vào phản ứng tiếp theo. Phản ứng xảy ra như sau:
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Hexokinase cũng như các kinase khác cần Mg2+ cho hoạt tính của nó. Tương tự như trên, hexokinase xúc tác sự phosphoryl hóa các hexose khác như fructose, manose (từ fructose sẽ cho fructose-6-phosphat, từ ribose sẽ cho ribose-5-phosphat,....).

Glucose-6-phosphat sẽ chuyển thành dạng đồng phân của nó là fructose-6-phosphat (biến một aldose thành một cetose) nhờ tác dụng của enzyme phosphohexose isomerase (dạng này có liên kết kém bền vững hơn do đó mạch carbon dễ bị cắt hơn). Phản ứng xảy ra như sau:


[image: image69.emf]O

1

CH

2

OH

OH

OH

H

H

OH

H

5

4

3

2

O

H

OH

H

OH

H

OH H

OH

CH

2

O -

H

5

4

3

2

1

6

phosphohexose isomerase

6

CH

2

O -

Fructose-6-diphosphat

Glucose-6-phosphat

P

P


Fructose-6-phosphat tiếp tục bị phosphoryl hóa lần thứ hai nhờ tác dụng của enzyme phosphofructokinase-1 với sự tham gia của phân tử ATP thứ hai tạo thành fructose-1,6-diphosphat (do cấu tạo đối xứng, nên dễ bị cắt mạch carbon ở điểm giữa). Phản ứng xảy ra như sau:
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- Giai đoạn cắt mạch carbon 

Fructose-1,6-diphosphat tạo thành hai phân tử triose-phosphat (glyceraldehyd-3-phosphat và dihydroxy aceton-phosphat dưới tác dụng của enzyme aldolase. Phản ứng xảy ra như sau:
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Hai triose-phosphat này có thể chuyển hóa lẫn nhau nhờ 1 enzyme đồng phân là triozophosphat-isomerase. Cân bằng của phản ứng này lệch về phía tạo thành glyceraldehyd-3-phosphat. Do đó, từ 1 phân tử fructose-1,6-diphosphat sẽ tạo thành hai phân tử glyceraldehyd-3-phosphat.

- Giai đoạn oxy hóa

Giai đoạn oxy hóa khử glyceraldehyd-3-phosphat bao gồm một số phản ứng trung gian dẫn tới một sản phẩm quan trọng cho quá trình đường phân ở các đối tượng sinh vật khác nhau đó là acid pyruvic. Quá trình phản ứng ở giai đoạn này bắt đầu xảy ra như sau:
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Enzyme xúc tác cho phản ứng này đã được tách ra ở dạng tinh thể từ nấm men và từ cơ, có coenzyme là NAD+, trong trung tâm hoạt động có nhóm - SH. 

Trong phản ứng tiếp theo gốc phosphat cao năng của acid 1,3-diphosphoglyceric (1,3-biphosphoglycerat) chuyển cho ADP. Đây cũng là một kiểu phosphoryl hóa ADP thành ATP. Phản ứng do enzyme 3-phosphoglyceratkinase xúc tác và tạo thành acid 3-phosphoglyceric (3-diphosphoglycerat)).  ứng xảy ra như sau:
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Tiếp theo xảy ra sự chuyển acid 3-phosphoglyceric thành acid 2-phospho glyceric nhờ phosphoglycerat mutase, cần Mg2+ cho hoạt động của nó. Phản ứng xảy ra như sau:
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- Sự tạo thành acid  piruvic

Acid 2-phosphoglyceric bị loại đi một phân tử nước nhờ tác dụng của enzyme enolase và chuyển thành acid 2-phosphoenolpyruvic. Enolase được hoạt hóa nhờ các ion Mg2+, Mn2+. Quá trình này làm xuất hiện một liên kết cao năng trong phân tử acid  phosphoenolpiruvic. Phản ứng xảy ra như sau:
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Tiếp sau đó, acid 2-phosphoenolpyruvic chuyển gốc phosphat cho ADP để tạo thành acid enolpyruvic và ATP với  sự xúc tác của enzyme pyruvatkinase. Dạng enol của acid piruvic không bền sẽ chuyển sang dạng ceton. Phản ứng xảy ra như sau:
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4.1.2.  Tổng kết quá trình đường phân

*  Phương trình tổng quát của quá trình đường phân:

 Glucose + 2Pv + 2ADP + 2NAD + ( 2acid piruvic + 2ATP+ 2NADH+ + 2H+ +2H2O

* Tổng kết năng lượng của quá trình đường phân: Năng lượng của quá trình đường phân được tổng kết qua bảng sau:

Bảng 3.1. Bảng tổng kết năng lượng của quá trình đường phân

	Giai đoạn phản ứng
	Coenzyme khử
tạo thành
	ATP

sử dụng
	ATP

tạo thành

	Glucose(glucose-6-Phosphat

Fructose-6-Phosphat(Fructose-1,6diPhosphat

2Glyceraldehyd-3-Phosphat (2acid 1,3-diPhosphoglyceric

2acid1,3diPhosphoglyceric(2acid 3-Phosphoglyceric 

2Phosphoenolpiruvat(2 acid piruvic
	2 NADH2
	1

1
	2

2


4.2. Sự lên men kỵ khí 

Acid piruvic trong điều kiện yếm khí có thể lên men rượu và lên men lactic. 

- Sự lên men rượu: Dưới tác dụng của enzyme piruvat decacboxylase (enzyme này cần Mg2+ và có coenzyme là TPP) và alcoldehydrogenase của nấm men, acid pyruvic sẽ chuyển thành ethanol (rượu etylic):
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- Sự lên men lactic: Dưới tác dụng của lactat-dehydrogenase, acid piruvic bị khử thành acid lactic.
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4.3.  Ý nghĩa của sự phân giải yếm khí glucose

Cứ 1NADH2 được chuyển vào mạch hô hấp và giải phóng năng lượng tương đương 3ATP. Như vậy, trong quá trình đường phân giải phóng năng lượng là ATP và 2NADH2 phần lớn năng lượng vẫn còn tàng trữ trong sản phẩm cuối cùng (acid lactic, rượu,...). Đối với các vi sinh vật kỵ khí để đảm bảo năng lượng cho các hoạt động sống chúng phải phân giải một lượng lớn đường tạo thành một lượng lớn sản phẩm cuối cùng là những hợp chất hữu cơ (rượu, acid hữu cơ,...). Người ta đã lợi dụng điều này để sản xuất rượu, bia, cồn, acid hữu cơ,...

* Quá trình đường phân và lên men yếm khí glucose được tổng kết qua sơ đồ sau:


Hình 4.25. Sơ đồ biểu diễn quá trình đường phân và lên men yếm khí glucose 

CÂU HỎI HƯỚNG DẪN ÔN TẬP

Câu 1. Trình bày đặc điểm cấu tạo và tính chất chung của monosaccharid?
Câu 2. Viết công thức cấu tạo của các pentose thường gặp và nêu ứng dụng của chúng?

Câu 3. Trình bày cấu tạo (viết công thức cấu tạo kèm theo), tính chất và ứng dụng của D-glucose, D-fructose, D-galactose và D-manose?
Câu 4. Trình bày cấu tạo (viết công thức cấu tạo kèm theo), tính chất và ứng dụng của saccharose, lactose, maltose, tinh bột, pectin, cellulose và glycogen?
Câu 5. Khái niệm đường khử? - D- glucose, maltose, - D - fructose, saccharose, lactose và - D - galactose có phải là đường khử không? Vì sao? Về mặt cấu tạo, cho biết mối quan hệ giữa các đường trên và cách nhận biết đường khử?
Câu 6. Trình bày sự đường phân và lên men kỵ khí (yếm khí) của glucose hay hợp chất glucid khác (kèm theo sơ đồ phản ứng) và ý nghĩa của sự phân này?
Chương 5                                 LIPID

Mã chương: MH06-05

Mục tiêu:
  - Trình bày được cách gọi tên, phân loại và ứng dụng của lipid;

- Trình bày được cấu tạo hóa học và tính chất của lipid;

- Mô tả được cách xác định các chỉ số của lipid nhằm đánh giá chất lượng của lipid.

Nội dung chính:
1. GIỚI THIỆU CHUNG

Lipid là nhóm hợp chất hữu cơ tự nhiên rất phổ biến trong tế bào của thực vật cũng như động vật, được đặc trưng bởi sự có mặt trong phân tử của chúng chứa este của acid béo cao phân tử và rượu với thành phần và cấu tạo khác nhau nhưng có chung một số tính chất (như tất cả các lipid đều không tan trong nước, tan tốt trong dung môi hữu cơ,..).
Lipid là hợp phần cấu tạo của màng sinh học (phospholipid, glycolipid), là các hormon, chất vận chuyển thông tin nội bào và là nguồn năng lượng quan trọng, so với protein, glucid thì khả năng sinh nhiệt của lipid lớn hơn cả (1g lipid giải phóng 9,3 kcal trong khi 1g protein hay glucid chỉ giải phóng 4,1( 4,3 kcal).

Lipid là dung môi của các vitamin A, D, E, K cần thiết của cơ thể. Lipid còn là nguồn cung cấp acid béo không no và lecithin có vai trò sinh học quan trọng trong việc phòng bệnh vữa xơ động mạch.

Lipid có tác dụng giữ thân nhiệt cho cơ thể, giúp cơ thể bảo vệ nội quan khi có những va chạm từ bên ngoài. Ngoài ra, cơ thể còn có thể sử dụng chất béo dự trữ của mình trong một khoảng thời gian dài.

Người ta có thể phân loại lipid theo nhiều cách khác nhau dựa vào tính chất, thành phần cấu tạo, vai trò hoặc chức năng,... của lipid. Dựa vào cấu tạo, người ta chia lipid thành các nhóm sau đây:

Lipid đơn giản: trong thành phần chỉ có rượu với acid béo bằng liên kết este. Nhóm này trong phân tử chỉ chứa C, H, O và được phân thành các phân nhóm sau:

             - Glycerid: là trieste của glycerin và acid béo cao phân tử.

             - Cerid (Sáp): là este của acid béo và rượu đơn chức cao phân tử.

     - Sterid: là este của acid béo và rượu vòng đặc biệt (các sterol).

Lipid phức tạp: trong thành phần ngoài rượu và acid béo (chỉ có chứa C, H, O) còn có các nguyên tố khác như N, P, S. Nhóm này được phân thành các phân nhóm sau:

            - Phospholipid: là những este của rượu đa chức với các acid béo cao phân tử và có cả các gốc acid phosphoric, base nitơ làm nhóm phụ bổ sung.

  
 - Glycolipid: tạo thành từ rượu, acid béo cao phân tử và glucid (thường là galactose).

2. LIPID ĐƠN GIẢN

2.1. Glycerid 

2.1.1. Cấu tạo 

Glycerid (Triglycerid, Triacylglycerol, chất béo, dầu mỡ) là những trieste của rượu 3 chức glycerol (glycerin) và các acid béo cao phân tử. Công thức cấu tạo tổng quát của chúng như sau:     
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Hình 5.1. Công thức cấu tạo của glycerid
Trong đó: R1, R2, R3 là mạch carbon của acid béo tương ứng. Các acid béo này có thể giống hoặc khác nhau.

Tùy theo số và vị trí nhóm OH của glycerin được este hóa mà ta có monoglycerid (một nhóm OH bị este hóa), diglycerid (hai nhóm OH bị este hóa), triglycerid (ba nhóm OH bị este hóa). 

 Glycerol (glycerin): là một rượu 3 chức không màu, vị ngọt nhờn, có công thức cấu tạo như sau:
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Hình 5.2. Công thức cấu tạo của glycerin
Acid béo: các acid béo trong glycerid của dầu mỡ thường có mạch carbon không phân nhánh, có số carbon chẵn (từ 4C(38C nhưng thường gặp từ 14C(22C). Các acid béo này có thể no hoặc không no (chưa no), chuỗi C xếp theo hình chữ chi. Tuy nhiên, cũng có những acid béo ngoài nhóm chức acid còn chứa những nhóm chức khác như rượu, mạch carbon có vòng hay nhánh,... Sau đây là một số acid béo thường gặp trong tự nhiên:

Bảng 5.1. Bảng công thức cấu tạo một số acid béo thường gặp trong tự nhiên

	Tên gọi
	Công thức
	t0nc (0C)

	* Acid béo no

Acid butyric

Acid caproic

Acid caprilic

Acid capric

Acid lauric

Acid miristic

Acid palmitic

Acid stearic

Acid arachidic
* Acid béo không no

Acid palmitoleic (C16(9)

Acid oleic (C18 (9 )

Acid linoleic (C18 (9,12 )

Acid linolenic (C18 (9,12,15)

Acid Arachidonic (C20 (5,8,11,14)

* Oxy acid
 

Acid cerebioic

* Acid vòng

Acid hydrocapric


	CH3-(CH2)2-COOH

CH3-(CH2)4-COOH

CH3-(CH2)6-COOH

CH3-(CH2)8-COOH

CH3-(CH2)10-COOH

CH3-(CH2)12-COOH

CH3-(CH2)14-COOH

CH3-(CH2)16-COOH

CH3-(CH2)18-COOH

CH3-(CH2)5-CH=CH-(CH2)7-COOH

CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7- COOH

CH3-(CH2)3-(CH2-CH=CH)2-(CH2)7-COOH

CH3-(CH2-CH=CH)3-(CH2)7- COOH

CH3-(CH2)4-(CH2-CH=CH)4-(CH2)2- COOH

CH3-(CH2)21-CH-COOH

                      OH

CH = CH

(              CH-(CH2)10-COOH

         CH2-CH2
	-5,3

-4

16

31,3

43,5

54,4

62,9

69,6

75,4

31

13,4

-5

-11

-49,5

59,5


 * Ghi chú: Ký hiệu Δ chỉ các liên kết đôi. Ví dụ: Acid linoleic có 18 nguyên tử 
carbon trong phân tử và có 2 liên kết đôi ở carbon số 9 và carbon số 12 tính từ nhóm chức chính (- COOH), ký hiệu là C18Δ 9,12. 

Trong thành phần của dầu thực vật, các acid béo no (như acid palmitic, acid stearic) và acid béo không no (như acid oleic, acid linoleic) thường gặp nhiều nhất.

Tùy theo thành phần acid béo trong glycerid mà người ta chia hai loại: glycerid đơn giản và glycerid hỗn tạp.

 Glycerid đơn giản là este của rượu glycerin với một loại acid béo. Ví dụ:          
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Glycerid hỗn tạp là este của glycerin với 2,3 loại acid béo khác nhau. Ví dụ: 
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Trong các chất béo tự nhiên hàm lượng triglycerid đơn giản rất ít, còn hàm lượng triglycerid hỗn tạp lại rất cao. Ví dụ: 

 - Mỡ lợn có khoảng 1% tripalmitin, 3% triolein, 53% palmitodiolein, 27% palmitostearoolein.

 - Dầu thực vật thu được từ hạt ngoài triglycerid còn chứa 1÷2 % acid béo tự do, 1÷2 % phosphatid; một ít carotenoid, vitamin,...

Tùy thuộc chủ yếu vào acid béo no và không no mà các chất béo tự nhiên ở trạng thái đặc hay lỏng.

- Dầu: chứa nhiều acid béo không no nên ở điều kiện thường nó ở trạng thái lỏng.

- Mỡ: chứa nhiều acid béo no nên ở điều kiện thường nó ở trạng thái đặc.

   Ở động vật, triglycerid thường được tập trung trong các tế bào của mô mỡ làm thành một lớp mỡ dưới da, hoặc bao quanh một số cơ quan hoặc nằm xen giữa các mô khác.

   Ở thực vật, triglycerid có nhiều trong các hạt có dầu thường là nguyên liệu công nghiệp như hạt lạc, hạt vừng, hạt bông, hạt lanh, hạt thầu dầu; hạt một số cây khác chứa ít dầu hơn nhưng không một cây nào mà hạt lại không có dầu. Trong các quả như quả dừa cũng có nhiều glycerid. Dựa vào nguồn khai thác, dầu thực vật có thể chia ra: dầu từ hạt và dầu từ thịt quả. Dựa vào mục đích kỹ thuật có thể phân ra: dầu rắn và dầu lỏng. Dầu lỏng lại chia ra dầu khô, dầu bán khô và dầu không khô tương ứng với khả năng tạo màng khác nhau của chúng khi để khô trong không khí. Dầu khô như dầu chẩu, dầu lanh có chứa nhiều acid béo chưa no ba nối đôi, khi đổ thành lớp mỏng để ngoài không khí sẽ bị khô sau vài ngày, dầu loại này thường có chỉ số iod lớn hơn 130. Dầu bán khô như dầu bông, dầu hướng dương, dầu cá,... chỉ chứa acid linoleic, để ngoài không khí trong điều kiện tương tự bị khô chậm hơn; dầu loại này thường có chỉ số iod là 85(130. Dầu không khô như dầu oliu, dầu lạc,... trong điều kiện tương tự không tạo thành màng mà chỉ bị đặc lại. Trong tất cả các loại dầu, dầu thầu dầu hoàn toàn không khô, không tạo thành màng và cũng không đặc lại.

   Trong các acid béo không no, mỗi liên kết đôi có thể tồn tại dưới 2 dạng đồng phân cis và trans. Trong các acid béo tự nhiên, dạng cis gặp nhiều hơn (dạng cis có nhiệt độ nóng chảy thấp hơn).

2.1.2. Tính chất 

2.1.2.1.  Tính chất lý học

Không hòa tan trong nước và rượu, chỉ hòa tan trong các dung môi hữu cơ. Nhiệt độ nóng chảy phụ thuộc vào sự có mặt của các acid béo trong phân tử glycerid. Nếu thành phần acid béo no cao thì ở trạng thái rắn trong điều kiện nhiệt độ thường, nếu hàm lượng acid béo không no cao thì ở trạng thái lỏng trong điều kiện nhiệt độ thường.

Tuy nhiên, tất cả mỡ và dầu tự nhiên đều chứa các triglycerid khác nhau, do đó không bao giờ có một điểm nóng chảy rõ ràng mà thường có khoảng nóng chảy. Nhiệt độ nóng chảy của mỡ hoặc dầu còn phụ thuộc độ hòa tan của các chất béo rắn trong các chất béo lỏng và các dạng tinh thể khác nhau của các triglycerid rắn.

Các chất béo còn có những tính chất chức năng rất đặc trưng. Ví dụ: bơ và margarin thì có khuynh hướng lan tỏa ra, cacao thì có tính giòn khi ở nhiệt độ thường nhưng lại dễ chảy ra khi ở nhiệt độ của miệng; dầu ăn thì có độ trong suốt hoặc một số chất béo dùng trong sản xuất bích quy thì có khả năng nhũ hóa không khí và bôi trơn cấu trúc của bích qui.

2.1.2.2. Tính chất hóa học

a. Phản ứng thủy phân 

    Dưới tác dụng của lipase, acid hoặc kiềm, triglycerid sẽ bị phân giải ở liên kết este tạo thành glycerin tự do và acid béo (trường hợp thủy phân bằng acid hoặc lipase) hoặc muối của các acid béo (trường hợp thủy phân bằng kiềm). Phương trình phản ứng xảy ra như sau:

  - Thủy phân bằng acid hoặc lipase:
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- Thủy phân bằng kiềm:
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Các muối của acid béo bậc cao được tạo thành trong phản ứng thủy phân này gọi là xà phòng nên quá trình phân giải các liên kết este của glycerid gọi là sự xà phòng hóa.

b. Phản ứng hydro hóa

    Đây là phản ứng gắn hydro vào nối đôi của acid béo chưa no trong các glycerid để chúng chuyển hóa thành acid béo no. Ví dụ:
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Phản ứng này được ứng dụng để chuyển hóa chất béo lỏng thành đặc (đây là quy trình để sản xuất margarin, shortening dùng nhiều trong công nghiệp thực phẩm). Phản ứng hydro hóa có ảnh hưởng đến giá trị dinh dưỡng vì nó làm giảm hàm lượng các acid béo cần thiết, hàm lượng vitamin, các sắc tố như carotenoit thường có mặt trong dầu. Do vậy, người ta có thể thực hiện phản ứng hydro hóa từng phần hay toàn bộ acid béo không no trong chất béo dựa vào mục đích và yêu cầu của sản phẩm cuối cùng.

c. Phản ứng chuyển este hóa

Trong những điều kiện nhiệt độ và môi trường thích hợp, nhất là khi không có mặt nước và có mặt chất xúc tác; các gốc acid béo trong cùng một triglycerid hoặc giữa các triglycerid có thể đổi chỗ cho nhau.

Có thể dùng phản ứng chuyển este hóa để thu được từ mỡ lợn các chất béo có khả năng nhũ hóa, để dùng trong sản xuất bánh ngọt, kem,... Sự chuyển hóa este không làm biến đổi các acid béo. Tuy nhiên, do sự thay đổi vị trí của các acid béo trên glycerin mà khả năng tiêu hóa triglycerid và cả sự hấp thu của các acid béo có thể bị biến đổi theo.

d. Phản ứng oxy hóa

Khi bảo quản chất béo (dầu, mỡ) lâu, dưới tác dụng của nhiều nhân tố như ánh sáng, không khí, nhiệt độ,… nó sẽ bị oxy hóa làm thay đổi trạng thái, màu sắc và có mùi vị khó chịu. Một trong những nguyên nhân gây ra hiện tượng này là do oxy không khí kết hợp vào nối đôi tạo thành peroxyd. Nếu oxy kết hợp vào nguyên tử carbon đứng cạnh liên kết đôi thì sẽ tạo thành hydrogen peroxyd. Sau đó, peroxyd và hydrogen peroxyd sẽ bị phân giải để tạo thành aldehyd và ceton. Các aldehyd và ceton này đều là những chất có mùi và vị khó chịu.

2.1.3.  Các chỉ số của glycerid

Tính chất của một glycerid nào đó được đặc trưng bởi các chỉ số của nó như: chỉ số acid, chỉ số iod, chỉ số xà phòng hóa, chỉ số peroxyd, chỉ số Reichert-Meissler,...

2.1.3.1. Chỉ số acid: là số mg KOH cần thiết để trung hòa hết các acid béo tự do có trong 1 gam chất béo.Chỉ số acid là chỉ tiêu quan trọng về tính chất và trạng thái của chất béo. Khi bảo quản chất béo và các sản phẩm giàu chất béo thì chỉ số acid sẽ tăng lên dễ dàng.

2.1.3.2. Chỉ số xà phòng hóa: là số mg KOH cần thiết dùng để trung hòa hết các acid béo tự do cũng như acid béo liên kết khi xà phòng hóa 1g chất béo.

2.1.3.3. Chỉ số este: là số mg KOH cần thiết để trung hòa các acid béo kết hợp khi xà phòng hóa 1 gam chất béo và chính bằng hiệu số giữa chỉ số xà phòng và chỉ số acid. 

2.1.3.4. Chỉ số iod: là số gam iod phản ứng với 100 gam chất béo. Iod được kết hợp vào vị trí của các liên kết đôi trong acid béo không no. Chỉ số iod cho biết được lượng các acid béo chưa no trong một chất béo nào đó. Chỉ số này càng cao thì chất béo càng chứa nhiều nối đôi (nhiều acid béo không no) và nhiệt độ nóng chảy càng thấp, chất béo càng lỏng. Liên kết đôi càng xa nhóm -COOH thì quá trình iod hóa xảy ra càng dễ dàng. 

2.1.3.5. Chỉ số peroxyd: là số gam iod được giải phóng bởi peroxyd có trong 100 gam chất béo. Chỉ số này phản ảnh mức độ ôi của chất béo. Dầu mỡ giữ lâu ngày thường có mùi ôi khét khó chịu gọi là sự ôi hóa. Hiện tượng này có thể do nhiều nguyên nhân, tuy nhiên kiểu phổ biến nhất là do oxy trong không khí kết hợp vào nối đôi của phân tử acid béo không no tạo thành peroxyd. 

2.1.3.6. Chỉ số Reichert - Meissler:  chỉ số này xác minh sự có mặt của các acid béo dễ bay hơi có phân tử lượng nhỏ (acid butyric, acid caproic, acid caprilic) trong thành phần chất béo. Nó được biểu diễn bằng lượng ml dung dịch NaOH 0,1N dùng để trung hòa hết các acid được chưng ra cùng với hơi nước từ 5 gam chất béo sau khi thủy phân nó.

2.2. Sáp 

Sáp (Cerid) cũng thuộc loại lipid đơn giản, là este của các acid béo bậc cao với rượu đơn chức mạch thẳng, phân tử lớn. Các este này có tên gọi là ceron và là phần chủ yếu của sáp. Sáp có công thức cấu tạo:     R-O-C-O-R1
Trong đó: R là gốc rượu đơn chức mạch thẳng và R1 là gốc của acid béo cao phân tử.

Nói chung, những acid béo vả rượu trong thành phần của sáp chứa từ 16 đến 30 nguyên tử carbon. Ví dụ: sáp ong có công thức phân tử là C30H31-OCO-C15H31
Trong sáp thiên nhiên, ngoài các este nói trên, còn có một ít rượu bậc cao tự do và acid bậc cao tự do, một ít hydrocarbon luôn luôn có số nguyên tử carbon lẻ (từ 27(33), các chất màu và các chất thơm. Hàm lượng tổng số của các tạp chất này có thể đến 50%. Trong sáp thiên nhiên, ta thường gặp các loại rượu có phân tử lớn và các acid béo bậc cao sau đây:

   * Acid

       Acid palmitic                      CH3-(CH2)14-COOH

       Acid cacrobic                     CH3-(CH2)22-COOH

       Acid cerotic                        CH3-(CH2)24-COOH

       Acid montanic                    CH3-(CH2)26-COOH

       Acid melisic                        CH3-(CH2)28-COOH

  *  Rượu

       Rượu cetylic                        CH3-(CH2)14-CH2OH

       Rượu cerylic                        CH3-(CH2)24-CH2OH

       Rượu montanylic                 CH3-(CH2)26-CH2OH

       Rượu merixylic                    CH3-(CH2)28-CH2OH

Căn cứ vào nguồn gốc, người ta chia sáp ra làm 3 loại: sáp thực vật, sáp động vật và sáp khoáng. 

- Sáp ở thực vật: thường có một lượng không lớn lắm ở thực vật trên bề mặt của quả, lá, thân, cành,... bảo vệ chúng khỏi thấm nước, khỏi bị khô và không cho vi sinh vật xâm nhập vào. 

- Sáp động vật: như sáp ong bảo vệ mật khỏi hư và tổn thất, bảo vệ sự phát triển của ấu trùng; sáp ở lông cừu giữ cho lông và da cừu không bị thấm nước.

- Sáp khoáng: thường được chiết xuất từ than đá hoặc than bùn nhờ dung môi hữu cơ. Trong thành phần của sáp khoáng có acid montanic và các este của nó; sáp khoáng có nhiệt độ nóng chảy 72(770C.

Sáp là chất vô định hình dễ bị mềm ra khi đun nóng, nóng chảy ở nhiệt độ 40( 900C. Sáp không bị mềm bởi nước, không thấm nước, không dẫn điện, cháy được, không hòa tan trong nước và trong rượu lạnh, hòa tan tốt trong bezen, ete, cloroform,...Sáp cũng khó bị thủy phân nên có thể bảo quản lâu một cách dễ dàng. 

Sáp có nhiều ứng dụng trong thực tế: pha chế làm vật liệu cách điện, vật liệu làm khuôn in, sơn, bút chì, phục hồi các bức tranh, pha chế kem và phomat trong mỹ phẩm.

2.3. Sterid

Sterid là este của rượu vòng sterol cao phân tử và acid béo cao phân tử. Các acid thường gặp trong thành phần các sterid là acid palmitic, acid stearic, acid oleic. Sterid là một nhóm khá lớn của các lipid đơn giản. 

Rưọu sterol có vòng và trọng lượng phân tử rất lớn. Trong thiên nhiên, các sterol tự do và các hợp chất tương tự sterol chiếm nhiều hơn so với sterid. Chẳng hạn: cơ thể người chỉ có 10% sterol được este hóa ở dạng sterid, còn 90% sterol ở dạng tự do. Tỉ số của sterol và sterid trong các mô khác nhau của cơ thể động vật và thực vật hoàn toàn khác nhau. Các sterol là những chất kết tinh, dễ tan trong cloroform, ete, trong rượu nóng nhưng không tan trong nước và bền đối với các tác nhân thủy phân.

Sterid cũng như sterol là những chất rắn không màu, không tan trong nước, tan trong dung môi của chất béo.

Các sterid có thể bị thủy phân dưới tác dụng của kiềm hoặc enzyme tương ứng, còn sterol bền với các yếu tố thủy phân. 

3. LIPID PHỨC TẠP

3.1. Phospholipid

Phospholipid là nhóm chất hữu cơ có trong não, dây thần kinh, gan, tim, thận, lòng đỏ trứng,.... Phospholipid là những este của rượu đa chức với các acid béo cao phân tử; có gốc acid phosphoric và những base nitơ đóng vai trò là nhóm phụ bổ sung.

Trong thành phần của các phospholipid khác nhau, người ta tìm được 3 loại rượu đa chức: glycerin, inozid, sphingosin.

	   Glycerin
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Do đó, các phospholipid được chia làm 3 nhóm: glycerophospholipid, inozidphospholipid, sphingophospholipid.

Các acid béo thường gặp trong phospholipid là acid palmitic, acid stearic, acid linoleic, acid linolenic, acid arachidonic,...

Trong thành phần của phospholipid thường có một phân tử acid phosphoric, ở một vài loại inozidphospholipid có hai gốc acid phosphoric.

Các base nitơ trong phospholipid rất khác nhau, thường gặp nhất là những dẫn xuất của etanolamin (cholamin); đó là cholin, serin, treonin.

 * Sơ đồ cấu tạo của phospholipid được trình bày:

	



Hình 5.3. Sơ đồ cấu tạo của phospholipid

3.1.1.  Glycerophospholipid

3.1.1.1. Cấu tạo

Glycerophospholipid hay phosphatid là những este của glycerin với acid béo cao phân tử và với acid phosphoric có đính base nitơ.  Glycerophospholipid có công thức tổng quát như sau:
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Hình 5.4. Công thức cấu tạo của glycerophospholipid ( phosphatid)
Trong đó:            R1, R 2: gốc hydrocarbon của acid béo cao

                    X: base nitơ
Tùy theo đặc tính của base nitơ (X) mà người ta chia các phosphatid ra thành cholin phosphatid (X là choline), cholaminphosphatid (X là cholamine), serinphosphatid (X là Serine),...

a. Cholin phosphatid 

Cholin phosphatid (Lecithin) có nhiều trong lòng đỏ trứng (chữ Hy lạp Lekitos – lòng đỏ), trong đậu nành, trong máu, trong các dây thần kinh,... Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 5.5. Công thức cấu tạo của cholin phosphatid (lecithin)
Các lecithin khác nhau ở các gốc acid béo. Các acid béo thường gặp trong lecithin tự nhiên là acid stearic, acid palmitic, acid oleic, acid linoleic,... 

Lecithin là chất kết tinh trắng, thể sáp, để ngoài không khí sẽ bị hóa sẫm do acid chưa no bị oxy hóa.  

Trong phân tử lecithin có carbon bất đối nên có đồng phân quang học.

Dưới tác dụng của lecithinase (phosphatidase), phản ứng thủy phân xảy ra tách 1 acid béo hình thành lysolecithin (chất có tác dụng làm vỡ hồng cầu rất mạnh). Phản ứng xảy ra như sau:
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Lecithin được ứng dụng rộng rãi trong một số lĩnh vực như công nghệ thực phẩm,....

b. Cholaminphosphatid 

Cholaminphosphatid (Cephalin) được tìm thấy ở não (chữ Hy lạp Cephalus – đầu), mô bào khác của động vật, thực vật,... Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 5.6. Công thức cấu tạo của cholaminphosphatid (cephalin)
Cephalin không hòa tan trong cồn, khi mất một acid béo ở vị trí 2 sẽ tạo thành lysocephalin là chất dung huyết.

c. Serin phosphatid: có nhiều trong não, chiếm khoảng 50% tổng số phosphatid của não. Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 5.7. Công thức cấu tạo của serin phosphatid
3.1.1.2. Tính chất chung

Vì có cấu tạo bất đối nên phosphatid có tính hoạt quang và tạo thành các đồng phân lập thể tương ứng.

 Khi thủy phân bằng kiềm nhẹ thì chỉ liên kết este giữa acid béo và glycerin bị đứt. Khi thủy phân bằng kiềm mạnh thì cả hai gốc acid béo và cả gốc base hữu cơ (rượu) cũng bị tách ra, còn lại glycero-3-phosphat. Hợp chất này sẽ bị phân giải khi bị thủy phân bằng acid.

 Phosphatid cũng có thể bị thủy phân bằng những enzyme đặc hiệu gọi là phospholipase. Phospholipase thường được chia ra:

 Phospholipase A1: xúc tác phản ứng thủy phân cắt mối liên kết giữa glycerin và acid béo thứ nhất. 

 Phospholipase A2: xúc tác phản ứng thủy phân cắt mối liên kết giữa glycerin và acid béo thứ hai tạo lysophosphatid làm phá hủy màng tế bào, nên độc.

 Phospholipase B: xúc tác phản ứng thủy phân tách được gốc cả hai gốc (thứ nhất và thứ hai).

 Phospholipase C: xúc tác phản ứng thủy phân cắt mối liên kết giữa acid phosphoric và glycerin.

 Phospholipase D: xúc tác phản ứng thủy phân cắt mối liên kết giữa H3PO4 với base nitơ (choline, serine,…)  tách được gốc base nitơ.

* Sơ đồ vị trí cắt đứt các mối liên kết có trong phosphatid bằng enzyme phospholipase được thể hiện như sau:
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Hình 5.8. Sơ đồ vị trí cắt đứt các mối liên kết có trong phosphatid bằng enzyme phospholipase 
* Phương trình phản ứng cắt đứt các mối liên kết có trong phosphatid bằng enzyme phospholipase tạo lysophospholipid được thể hiện như sau:

[image: image95.emf]CH

2

 - O - C - O - R

1

CH  - O - C - O - R

2

CH

2

 - O - P - O - X

O

-

Phospholipid

Phospholipase A

2

O

CH

2

 - O - C - O - R

1

CH  - OH

CH

2

 - O - P - O - X

O

-

Lysophospholipid

O

H

2

O

R

2

COOH


Phối hợp tác dụng của tất cả các loại enzyme nói trên, phân tử phosphatid sẽ bị phân giải thành glycerin, acid béo, H3PO4 và base nitơ (choline, ethanolamine,...).

3.1.2. Inozidphospholipid

Cấu tạo của nhóm phospholipid này vẫn chưa được rõ. Những inozidphospholipid đơn giản có cấu tạo tương tự như phosphatid nhưng base nitơ được thay thế bằng gốc inozid.

Trong thực vật (đậu tương, lạc, mầm lúa mạch) và động vật (gan, não) có loại inozidphospholipid có chứa 1 hoặc 2 H3PO4. Khi có mặt 2 gốc acid phosphoric trong phân tử thì có cấu tạo như sau:
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Hình 5.9. Công thức cấu tạo của inozidphospholipid khi có mặt 2 gốc acid phosphoric trong phân tử

3.1.3. Sphingophospholipid

Là este phức tạp thường có trong các mô bào, nhất là ở hệ thần kinh. sphingophospholipid được tạo nên từ acid béo, cholin, acid phosphoric và amin rượu chưa no là sphingosin với công thức cấu tạo:
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Khác với các phosphatid đã xét ở trên, gốc acid béo trong phân tử sphigophospholipid được kết hợp với amin-rượu bằng liên kết peptid. Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 5.10. Công thức cấu tạo của Sphingophospholipid

Sphingophospholipid không hòa tan trong ete etylic. Tính chất này được dùng để chiết suất chúng khỏi các phospholipid khác. Vì có hai nguyên tử carbon bất đối và có nối đôi nên  nó có các đồng phân quang học.

3.2. Glycolipid

Glycolipid là những lipid phức tạp không có phospho. Chúng được đặc trưng ở chỗ là trong thành phần của chúng có chứa hexose thường là galactose hoặc các dẫn xuất của galactose. Người ta chia glycolipid làm hai loại: cerebrosid và gangliozid.

3.2.1. Cerebrosid

   Được tạo nên từ sphingosin, acid béo và galactose. Các cerebrosid riêng biệt khác nhau bởi acid béo có trong thành phần của chúng. Những acid béo này đều được tạo nên từ 24 nguyên tử carbon, có thể có liên kết đôi và các nhóm hydroxyl.     

 R1 trong các cerebrosid là -OH, trong sulfatid R1 là -SO3H; R2 là gốc acid béo được kết hợp với sphingosin nhờ liên kết peptid  -CO-NH-. Các acid béo 24C cụ thể là:

     Acid xerebronic:     CH3-(CH2)21-CHOH-COOH

     Acid lignoxeric:     CH3-(CH2)22-COOH

     Acid nevonic:       CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)13-COOH

Công thức cấu tạo của cerebrosid được biểu diễn như sau:
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 Hình 5.11. Công thức cấu tạo của cerebrosid
* Trường hợp R1 trong các cerebrosid là -OH, ta có công thức cấu tạo sau:
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* Trường hợp R1 trong các cerebrosid là gốc sulfat (-SO3H) sẽ tạo thành cerebrosulfat hay là sulfatid có công thức cấu tạo như sau:
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3.2.2. Gangliozid (hoặc mucolipid)

Đây là những glycolipid cao phân tử gồm các acid béo (thường là acid stearic), sphingosin, galactose, glucose, galactosemin và acid neuraminic. Acid neuraminic có một ý nghĩa rất quan trọng và được coi là cấu tử của mô thần kinh. Trong thiên nhiên, nó thường có ở dạng các dẫn xuất  N- acetyl.

CÂU HỎI HƯỚNG DẪN ÔN TẬP

Câu 1. Trình bày khái niệm, công thức cấu tạo của chất béo (glycerid)? Chất béo có chứa nhiều acid béo không no thường ở trạng thái nào trong điều kiện thường? Để chuyển sang trạng thái khác, thường sử dụng phản ứng hóa học nào (kèm theo phương trình phản ứng minh họa)? 
Câu 2. Phân loại lipid. Kí hiệu  C18 (9,12 phản ánh điều gì?
Câu 3. Trình bày phản ứng thủy phân chất béo. Trong quá trình bảo quản chất béo, người ta thường làm gì để hạn chế phản ứng này xảy ra?
Câu 4. Sự ôi hóa chất béo là gì? Trong quá trình bảo quản chất béo, người ta thường làm gì để hạn chế quá trình này xảy ra?

Câu 5. Định nghĩa chỉ số acid, chỉ số xà phòng hóa, chỉ số iod và chỉ số peroxid của chất béo? Các chỉ số này thay đổi (cao, thấp) phản ảnh điều gì?
Chương 6         


 VITAMIN

Mã chương: MH06-06

Mục tiêu: 
- Trình bày được cách gọi tên, phân loại, nguồn thu nhận và ứng dụng của vitamin;

- Trình bày được cấu tạo hóa học và tác dụng của vitamin.

Nội dung chính:
1. GIỚI THIỆU CHUNG

Vitamin là một nhóm chất hữu cơ có phân tử lượng tương đối nhỏ và có bản chất lý hóa học rất khác nhau. Vitamin rất cần thiết cho hoạt động sống bình thường của các cơ thể sinh vật dị dưỡng. So với nhu cầu của các chất dinh dưỡng cơ bản như protein, glucid, lipid thì nhu cầu về vitamin rất thấp; từ đó người ta cho rằng vitamin đảm nhận vai trò như những chất xúc tác.

Vitamin tác dụng trên các cơ thể sinh vật cũng rất khác nhau nhưng đều rất cần thiết cho sự sống của sinh vật, nhất là đối với người và động vật. Mặt khác, người ta đã chứng minh rằng vitamin còn cần thiết cho các cơ thể sinh vật tự dưỡng như thực vật, hoặc nấm và vi khuẩn được nuôi cấy trong môi trường tổng hợp cũng có nhu cầu về vitamin để sinh trưởng và phát triển.
Vitamin được tổng hợp chủ yếu ở thực vật và vi sinh vật. Ở người và động vật cũng có thể tổng hợp được một số vitamin nhưng rất ít nên không thỏa mãn nhu cầu của cơ thể mà phải phải bổ sung thêm ở ngoài vào qua con đường ăn uống.

Khi thiếu một loại vitamin nào đó sẽ dẫn đến những rối loạn về hoạt động sinh lý bình thường của cơ thể. Lúc đó, cơ thể thường bị những bệnh đặc trưng gọi là bệnh thiếu vitamin.

Có nhiều loại vitamin khác nhau, các vitamin thường được gọi tên theo nhiều cách như gọi theo các chữ cái (A, B, C,…), gọi theo cấu tạo hóa học (danh pháp hóa học) của chúng hoặc gọi theo chức năng (theo tên bệnh xảy ra khi thiếu một vitamin nào đó cộng thêm tiếp đầu ngữ "anti"). Ví dụ: Vitamin C còn có tên hóa học là acid scorbic, đồng thời theo chức năng của nó còn có tên antiscorbut. 

Người ta biết khoảng 30 vitamin khác nhau với nhiều kiểu phân loại nhưng kiểu phân loại được sử dụng phổ biến nhất là dựa vào khả năng hòa tan của vitamin vào các dung môi và chúng được chia thành 2 nhóm:

 - Nhóm vitamin hòa tan trong nước: phân nhóm này thường là thành phần của các coenzyme của các enzyme xúc tác cho các quá trình khác nhau của cơ thể và tham gia chủ yếu vào các quá trình liên quan tới sự giải phóng năng lượng như quá trình oxy hóa khử, quá trình phân giải các hợp chất hữu cơ.... Thuộc nhóm này thường gồm các vitamin nhóm B, vitamin C, vitamin PP, ... 

 - Nhóm vitamin hòa tan trong chất béo: phân nhóm này thường tham gia vào các phản ứng tạo nên các chất có chức năng cấu trúc các mô, các cơ quan. Thuộc nhóm này thường gồm các vitamin A, D, E, K,...
2. NHÓM VITAMIN TAN TRONG NƯỚC

2.1. Vitamin B1 

2.1.1. Cấu tạo

Vào năm 1912, vitamin B1 được Funk tách ra ở dạng tinh thể và xác định được cấu trúc hóa học của nó. Vitamin B1 còn được gọi là Thiamin, antinevrit.
Thiamin đa số tồn tại ở dạng tự do, một phần ở dạng thiaminpirophosphat (TPP: là dạng vitamin B1 liên kết với H3PO4 và có vai trò quan trọng trong quá trình trao đổi chất của cơ thể). Trong thực tế, thiamin thường tồn tại dưới dạng muối thiamin clorit. Vitamin B1 có công thức cấu tạo như sau: 
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Hình 6.1. Công thức cấu tạo của vitamin B1
2.1.2. Tác dụng 
Dưới dạng TPP, vitamin B1 tham gia vào hệ enzyme decacboxylase có vai trò quan trọng trong quá trình chuyển hóa đường và quá trình phát triển của cơ thể. Hệ enzyme decacboxylase này oxy hóa các cetoacid như acid pyruvic, acid ( - cetoglutaric; các cetoacid này chính là sản phẩm của quá trình trao đổi glucid.  
Đến nay, người ta đã biết rõ rằng TPP là coenzyme của các enzyme pyruvat - decacboxylase hoặc ( - cetoglutarat - decacboxylase xúc tác cho quá trình phân giải các ceto acid như acid pyruvic, acid acid ( - cetoglutaric,....). Vì vậy, khi cơ thể bị thiếu vitamin B1 sẽ dẫn tới sự chuyển hóa các ceto acid bị ngừng trệ làm cho cơ thể tích luỹ một lượng lớn các ceto acid làm rối loạn trao đổi chất và gây nên các trạng thái bệnh lý nguy hiểm bệnh beri-beri (bệnh tê phù), giảm sút dịch vị, rối loạn ở hệ thần kinh,...
Vitamin B1 cùng với acid pantotenic còn tham gia tạo nên chất acetyl cholin là chất giữ vai trò quan trọng trong điều hòa quá trình dẫn truyền xung động thần kinh, kích thích  hoạt động trí óc và trí nhớ, tạo sự cân bằng về thần kinh. Chính vì vậy, khi thiếu vitamin B1 ở hệ thần kinh, nơi xảy ra trao đổi glucid sẽ bị ảnh hưởng nhiều hơn cả. Ngoài ra, vitamin B1 còn kích thích sự tạo thành một loại enzyme tham gia vào quá trình đồng hóa thức ăn, kích thích cảm giác thèm ăn, tạo cảm giác ngon miệng.

2.1.3. Nguồn cung cấp

Vitamin B1 rất phổ biến trong tự nhiên, đặc biệt nhiều ở nấm men, mầm lúa mì, cám gạo, ngô; ở động vật nhiều trong gan, thận, tim,... Vitamin B1 thường tồn tại song song với vitamin B2 và vitamin PP trong các thực phẩm, đặc biệt trong phần phôi của các hạt thực vật nhưng chủ yếu ở phần vỏ. Vì vậy, bột càng cao cấp càng nghèo vitamin B1. Ví dụ: Gạo lức có lượng vitamin B1 khoảng 0,45mg/ 100g; Gạo xát kỹ có lượng vitamin B1 khoảng 0,03 mg/ 100g.

2.2. Vitamin B2 

2.2.1. Cấu tạo

Vitamin B2 được Kun tách ra ở dạng tinh khiết vào năm 1933 từ sữa (trước đây có tên lactoflavin). Nó cấu tạo bởi khung flavin và đường ribose nên được gọi là riboflavin. Công thức cấu tạo như sau:   


[image: image104.emf]N

N

N

NH

N

H

3

C

H

3

C

O

O

CH

2

(CHOH)

3

CH

2

OH


Hình 6.2. Công thức cấu tạo của vitamin B2
2.2.2. Tác dụng

Vitamin B2 là thành phần cấu tạo nên coenzyme riboflavinmononucleotid (FMN), riboflavin-adenin-dinucleotid (FAD). Đây là các coenzyme của hệ enzyme dehydrogenase hiếu khí, tham gia vào quá trình oxy hóa khử. Vitamin B2 còn cần thiết đối với việc sản sinh ra các tế bào của biểu bì ruột, tăng sức đề kháng của cơ thể, tăng tốc độ tạo máu và ảnh hưởng đến sự phát triển của bào thai.

Do vậy, khi cơ thể bị thiếu vitamin B2 sự tổng hợp các enzyme oxy hóa khử bị ngừng trệ làm ảnh hưởng tới các quá trình oxy hóa khử tạo năng lượng cần thiết cho sự phát triển bình thường của cơ thể. Đồng thời, khi thiếu vitamin B2 việc sản sinh ra các tế bào của biểu bì ruột cũng bị ảnh hưởng gây nên sự chảy máu ruột hay rối loạn hoạt động của dạ dày, ruột, làm giảm sức đề kháng của cơ thể. 

2.2.3. Nguồn cung cấp

Vitamin B2 có nhiều trong nấm men, đậu, rau quả (như rau dền, dưa hấu, hành tây), thịt, sữa, gan, trứng, thận, tim, cá. Nó được tổng hợp bởi các tế bào thực vật và vi sinh vật. Người ta dựa vào khả năng sinh tổng hợp vitamin B2 bởi vi sinh vật để sản xuất nó trong thực tiễn.

2.3. Vitamin B6 

2.3.1. Cấu tạo

Vitamin B6 còn gọi là pyridoxin, pyridoxal, pyridoxamin được tách ra ở dạng tinh khiết vào năm 1938, đầu tiên từ nấm men, sau đó từ cám gạo. Vitamin B6 tồn tại ở 3 dạng: pyridoxin, pyridoxal, pyridoxamin. Công thức cấu tạo được biểu diễn như sau:
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Hình 6.3. Công thức cấu tạo của vitamin B6
2.3.2. Tác dụng

Dẫn xuất của vitamin B6 (pyridoxalphosphat (PLP)) là coenzyme của nhiều enzyme (transaminase, decaboxylase, phosphorylase). Nó còn có vai trò quan trọng trong quá trình sinh tổng hợp NAD+, coenzyme A. Nó còn cần thiết cho cả quá trình trao đổi chất béo, chuyển hóa protein thành chất béo và tạo các acid béo chưa no cần thiết đối với cơ thể. Nó cũng ảnh hưởng đến sự trao đổi glucid.

Triệu chứng bệnh lý đặc trưng khi thiếu vitamin B6 là các bệnh ngoài da, bệnh thần kinh (như đau đầu), sụt cân, rụng tóc,...

2.3.3. Nguồn cung cấp

Vitamin B6 có nhiều ở nấm men bia, cám, lúa mì, ngô, đậu, thịt bò, gan bò, thận, các sản phẩm của cá. Động vật nhai lại có các vi sinh vật đường ruột có khả năng sinh tổng hợp vitamin B6 nên chúng không có nhu cầu.

2.4. Vitamin PP 

2.4.1. Cấu tạo

Vitamin PP còn gọi là nicotinamid, acid nicotinic, vitamin B5, là một chất hữu cơ được biết rất lâu, nhưng mãi đến năm 1937 người ta mới phát hiện ra tính chất vitamin của nó (có tác dụng chống lại bệnh pelagra ). Công thức hóa học được biểu diễn như sau:
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Hình 6.4. Công thức cấu tạo của vitamin PP
2.4.2. Tác dụng

Vitamin PP là thành phần cấu tạo của coenzyme NAD, NADP có trong các enzyme thuộc nhóm dehydrogenase kỵ khí tham gia vào các quá trình oxy hóa - khử. 
Vitamin PP giúp cơ thể chống lại bệnh pelagra (bệnh da sần sùi). Hay nói cách khác, vitamin PP có tác dụng ngăn ngừa bệnh ngoài da, sưng màng nhầy ruột, dạ dày. 

Do đó, khi thiếu vitamin PP sẽ ảnh hưởng đến các quá trình oxy hóa - khử trong cơ thể và cơ thể bị mắc bệnh pelagra sẽ dẫn đến sưng màng nhầy dạ dày, ruột mà biểu hiện da sần sùi nhất là ở những chỗ tiếp xúc nhiều với ánh sáng.

2.4.3. Nguồn cung cấp

Vitamin PP có nhiều trong nấm men, thịt (bò, gà,...), gan bò, thận, tim, trứng, các loại đậu,…

Ngoài ra, ở cơ thể động vật một phần vitamin PP có thể tổng hợp từ tryptiphan, nhờ sự tham gia của vitamin B2 và B5. Sữa chứa ít vitamin PP nhưng lại giàu tryptophan là nguồn tạo nên vitamin PP.

2.5. Vitamin C 

2.5.1. Cấu tạo

Vitamin C còn gọi là acid ascorbic, có dạng oxy hóa là acid dehydroascorbic, dạng ion hóa là ascorbat và dạng liên kết ascorbigen (là dạng liên kết của vitamin C với polypeptid hoặc với chất khác như với sắt, acid nucleic, polyphenol ...), tuy vẫn có hoạt tính vitamin nhưng giảm hơn. Công thức hóa học được biểu diễn như sau:
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Hình 6.5. Công thức cấu tạo của vitamin C
2.5.2. Tác dụng

Vitamin C tham gia vào nhiều hoạt động sống quan trọng của cơ thể:
Kích thích sự bảo vệ các mô: chức năng đặc trưng riêng của viamin C là vai trò quan trọng trong quá trình chuyển hóa procollagen thành collagen, một protein quan trọng đối với sự tạo thành và bảo vệ các mô như da, sụn, mạch máu, xương và răng. 

Kích thích nhanh sự liền sẹo: do vai trò trong việc bảo vệ các mô mà vitamin C cũng đóng vai trò trong quá trình liền sẹo.

Là một chất chống oxy hóa tốt: Khi bảo quản rau quả ở nhiệt độ thấp vẫn có thể xảy ra sự oxy hóa trực tiếp vitamin C bởi oxy của không khí mặc dầu hoạt tính của enzyme ascorbatoxydase lúc đó không đáng kể, enzyme này có chứa Cu có pH thích hợp khoảng 4,5÷5,5, khi làm lạnh đến -200C hoạt động của enzyme mới ngừng hẳn lại. Ánh sáng cũng tham gia vào việc xúc tiến sự oxy hóa vitamin C. Ở một số dịch quả, acid ascorbic có thể bị oxy hóa trực tiếp bởi enzyme polyphenoloxydase. Vì vậy, khi có mặt vitamin C, dịch quả xẫm màu chậm hơn (do quá trình ngưng tụ các hợp chất quinon).

Tác dụng chống oxy hóa của acid ascorbic còn được sử dụng để bảo vệ tocoferol và cả vitamin A do acid ascorbic là nguồn dự trữ hydro, nó có thể nhường hydro trực tiếp cho các peroxyd.

Giúp kìm hãm sự lão hóa của tế bào: nhờ phản ứng chống oxy hóa mà vitamin C ngăn chặn ảnh hưởng xấu của các gốc tự do, hơn nữa nó có phản ứng tái sinh mà vitamin E (cũng là một chất chống oxy hóa) không có.
Ngăn ngừa ung thư: kết hợp với vitamin E tạo thành nhân tố quan trọng làm chậm quá trình phát bệnh của một số bênh ung thư.
Tăng cường khả năng chống nhiễm khuẩn: kích thích tổng hợp nên interferon, đây là  chất ngăn chặn sự xâm nhập của vi khuẩn và virut trong tế bào.
Làm tăng sức đề kháng của cơ thể chống lại các hiện tượng choáng hoặc ngộ độc bởi các hóa chất cũng như các độc tố của vi trùng, ảnh hưởng của phóng xạ: Vitamin C làm giảm hoặc đào thải chất độc các chất thải có hại đối với cơ thể (như thuốc trừ sâu, kim loại nặng, SO2,… và cả những chất độc do cơ thể tạo ra) ra khỏi cơ thể. 
Chống lại chứng thiếu máu: vitamin C kích thích sự hấp thụ sắt bởi ruột non. Sắt chính là nhân tố tạo màu cho máu và làm tăng nhanh sự tạo thành hồng cầu, giúp giảm nguy cơ thiếu máu.
Vitamin C còn liên quan đến sự hình thành các hormon của tuyến giáp trạng và tuyến trên thận. 

Do vậy, khi thiếu vitamin C sẽ không xảy ra phản ứng hydroxyl hóa prolin của procollagen thành hydroxyprolin, vì thế không tạo thành cấu trúc bền vững của collagen làm cho da dễ tổn thương gây bệnh hoại huyết (scocbut), giảm sức đề kháng của cơ thể. Hơn nữa, khi cơ thể bị thiếu vitamin C sẽ bị các triệu chứng bệnh lý như mệt mỏi, căng thẳng thần kinh, buồn ngủ, đau nhức cơ khớp, biến dạng xương khớp, vết thương không lành, hư răng, chảy máu ở lợi răng, dưới da, các lỗ chân lông, các nội quan,....và có thể dẫn đến bội nhiễm.

2.5.3. Nguồn cung cấp

Vitamin C có nhiều trong rau quả tươi như cam, chanh, bưởi, dâu, ổi, xoài, đu đủ, dưa hấu, dưa chuột, cà chua, bắp cải, rau cải, rau càng cua, hành, ớt,... 

Người ta có thể điều chế vitamin C từ các nguồn nguyên liệu thực vật hoặc tổng hợp từ glucose. Đa số động vật (trừ người, khỉ và chuột bạch) đều có khả năng tổng hợp vitamin C từ đường glucose.
* Ngoài ra, còn có các vitamin tan trong nước quan trọng khác nữa như vitamin H, Bc, B15, B3 , PP, ...

3. NHÓM VITAMIN TAN TRONG CHẤT BÉO

3.1. Vitamin A 

3.1.1. Cấu tạo

Vitamin A còn gọi là retinol hay antixerophtalmicretinol do Hopkins và Step tìm ra năm 1909. Trong tự nhiên, vitamin A tồn tại dưới 2 dạng, đó là Retinol và caroten (tiền vitamin A). Retinol là dạng hoạt động của vitamin A, nó được đồng hóa trực tiếp bởi cơ thể. Còn caroten chính là một tiền chất của vitamin A tồn tại ở nhiều dạng: (- caroten, (- caroten, (-caroten, trong đó (- caroten là có hoạt tính cao hơn cả nên được biết đến nhiều. Ở cơ thể động vật, caroten sẽ được chuyển hóa thành vitamin A dưới tác dụng của enzyme carotenase. Vitamin A và dẫn xuất của nó có công thức hóa học như sau:
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Hình 6.6. Công thức cấu tạo của vitamin A và dẫn xuất của vitamin A

3.1.2. Tác dụng

Vitamin A và caroten tham gia vào quá trình oxy hóa - khử, chúng có thể dễ dàng nhận và nhường oxy. Khi kết hợp với oxy nó tạo nên các peroxyd ở vị trí nối đôi, sau đó các peroxyd lại có khả năng nhường oxy cho các cơ chất một cách dễ dàng. Khả năng đó chính là do sự có mặt của hệ nối đôi cách trong phân tử bảo đảm sự hình thành các peroxyd hữu cơ không bền vững.

Vitamin A có vai trò quan trọng trong cơ chế tiếp nhận ánh sáng của mắt. Trong quá trình cảm quan của mắt, dạng aldehyd của vitamin A kết hợp với chất protein opsin tạo nên sắc tố thị giác là rodopsin. Chất này bảo đảm tính nhạy cảm của mắt đối với ánh sáng. Dưới tác dụng của ánh sáng, rodopsin sẽ bị phân giải thành opsin và aldehyd của vitamin A dạng trans. Ngược lại, trong tối lại xảy ra sự tổng hợp rodopsin từ retinal dạng cis để làm tăng độ nhạy cảm của mắt đối với ánh sáng.

Vitamin tham gia vào các quá trình trao đổi protein, glucid, lipid và muối khoáng. 
Vitamin A kích thích quá trình phát triển của các biểu mô như mô sừng, ruột và các con đường hô hấp, duy trì trạng thái bình thường của biểu mô. Nó cũng ảnh hưởng đặc biệt đến da, kích thích sự liền sẹo và phòng ngừa các chứng bệnh của da, tránh hiện tượng sừng hóa. 
Vitamin A giúp làm tăng sức đề kháng của cơ thể đối với các bệnh nhiễm trùng, quáng gà, khô mắt, bệnh da gà,…

Do vậy, khi thiếu vitamin A dẫn đến:

+ Giảm tích lũy protein ở gan và ngừng tổng hợp albumin ở huyết thanh.

+ Giảm lượng glycogen và tăng tích lũy acid pyruvic ở não, gan, cơ.

+ Giảm coenzyme A, làm tăng sỏi thận và giảm kali ở nhiều bộ phận khác nhau.

+ Cơ thể sẽ bị bệnh quáng gà, khô mắt, chậm lớn, sút cân, giảm khả năng đề kháng của cơ thể đối với các bệnh nhiễm trùng. 

3.1.3. Nguồn cung cấp

Nguồn vitamin A và caroten chủ yếu đối với người là dầu cá, lòng đỏ trứng, mỡ bò, sữa bò, format, gan, cà rốt, cà chua, bí đỏ, gấc, đu đủ, ớt, mơ,… 

Nguồn điều chế vitamin A trong kỹ nghệ sản xuất vitamin là gan cá và động vật ở biển ( thường là cá mập, cá voi, cá thu,...).

3.2. Vitamin D 

3.2.1. Cấu tạo

   
Vitamin D còn gọi là canxiferol hay antirachitic được nghiên cứu từ năm 1915, tới năm 1931 người ta đã tổng hợp thành công vitamin D. Vitamin D bao gồm một số dạng có cấu trúc gần nhau như vitamin D2, D3, D4, D5, D5,... Tuy nhiên, chỉ có D2 và D3 là phổ biến hơn cả. Vitamin D2 (ergocanxiferol) là dẫn xuất của ergosterol, D3 (colecanxiferol) là dẫn xuất của cholesterol. Khi chiếu tia tử ngoại vào ergosterol và cholesterol sẽ thu được các vitamin D​2 và D3 tương ứng.
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Hình 6.7. Công thức cấu tạo của vitamin D
3.2.3. Tác dụng

Vitamin D tham gia vào việc điều hòa trao đổi canxi và phospho, tham gia vào quá trình hấp thụ canxi và phospho ở ruột non, làm tăng hàm lượng canxi ở huyết thanh, chuyển phospho ở dạng hợp chất hữu cơ thành vô cơ, tạo ra độ chắc cho răng, chống còi xương, chậm mọc răng, xương mềm. Ngoài ra, còn tham gia một số chức năng bài tiết của insulin, hormon cận giáp, hệ miễn dịch, phát triển hệ sinh sản và da ở nữ giới.
 Khi bị thiếu vitamin D, cơ thể không thể hấp thu canxi và phospho trong thức ăn, dẫn đến lượng canxi và phospho trong máu giảm, gây ra sự hỗn loạn trao đổi canxi  và phospho. Thiếu vitamin D ở trẻ em sẽ phát sinh bệnh còi xương với biểu hiện là cơ thể bị suy nhược, chậm mọc răng, xương trở nên mềm và cong. Do đó, cần nên bổ sung vitamin D kịp thời để phòng tránh hiện tượng thiếu vitamin D. Tắm nắng cũng là một biện pháp dùng để chữa trị trẻ con bị còi xương vì trên da người có 7- dehydrocholesterol (chất này chính là tiền vitamin D3) khi ánh nắng mặt trời chiếu vào sẽ chuyển thành vitamin D3. 

3.2.3. Nguồn cung cấp

Nguồn vitamin D đối với người là mỡ cá, gan, lòng đỏ trứng, sữa, bơ, ca cao,... Sữa động vật mùa hè giàu vitamin D hơn sữa dộng vật mùa đông, đó là do sự hình thành vitamin D từ sterol được tăng mạnh dưới tác dụng của ánh sáng mặt trời.

Nấm men và nấm mốc là nguồn giàu ergosterol. Vì vậy, chúng dược dùng trong kỹ nghệ sản xuất vitamin D.

3.3.  Vitamin K (Philoquinon)

3.3.1. Cấu tạo

Vitamin K được tìm ra vào năm 1937, nó là dẫn xuất của naphtoquinon. Người ta đã tách được các loại vitamin K1 và K2 chỉ khác nhau ở nhánh bên.  Công thức hóa học được biểu diễn như sau:
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Hình 6.8. Công thức cấu tạo của vitamin K
Cấu tạo của vitamin K2 chỉ khác vitamin K1 ở phần nhánh bên, nó chứa từ 30 đến 45 nguyên tử carbon ở nhánh bên trong, trong khi đó ở nhánh bên của vitamin K1  chỉ chứa tới 20 nguyên tử carbon. Vitamin K1 hình thành chủ yếu trong thực vật còn vitamin K2 là sản phẩm của các vi khuẩn gây thối.

3.3.2. Tính chất

 Vitamin K1 là chất dầu vàng nhạt, kết tinh ở nhiệt độ -200C; còn vitamin K2 là tinh thể vàng nóng chảy ở 520C. Vitamin K1 và K2 không tan trong nước mà chỉ tan trong chất béo và dung môi hữu cơ.

 Vitamin K bị phân hủy nhanh dưới tác dụng của tia tử ngoại, hoặc đun nóng trong môi trường kiềm.

 Vitamin K đều có khả năng bị oxy hóa-khử: chúng bị khử thành các dẫn xuất hydroquonon và khi oxy hóa trở lại sẽ chuyển thành dạng quinon.

3.3.3. Tác dụng

Vitamin K tham gia vào thành phần coenzyme của các enzyme xúc tác quá trình sinh tổng hợp các yếu tố làm đông máu, đó là protrombin (một loại protein có vai trò quan trọng trong quá trình đông máu) nên vitamin K là vitamin chống chảy máu. 


Vitamin K cũng có tác dụng đối với miozin (protein co cơ) và ảnh hưởng lên tính chất co giãn cũng như tính chất enzyme của miozin, làm tăng tính chất co bóp của dạ dày và ruột.

Ngoài ra, vitamin K còn đảm bảo việc vận chuyển electron trong quá trình quang hợp ở thực vật, tham gia quá trình phosphoryl oxy hóa ở ti thể các động vật.

Khi cơ thể bị thiếu vitamin K, lượng protrombin ở máu giảm đi, thời gian đông máu kéo dài, tốc độ đông máu giảm, máu khó đông, hay xảy ra hiện tượng chảy máu ở nội quan hoặc chảy máu cam. 

Thông thường, bệnh thiếu vitamin K ở người ít xảy ra vì ở ruột có các vi khuẩn có khả năng tổng hợp được vitamin K. Tuy nhiên, trong trường hợp sự hấp thụ vitamin K có vấn đề hoặc sự tổng hợp vitamin K ở ruột bị ức chế sẽ xuất hiện các triệu chứng thiếu vitamin K. Đối với trẻ sơ sinh, do chưa đầy đủ các vi khuẩn đường ruột tạo được vitamin K nên lúc đầu ít nhiều có thể bị thiếu vitamin này.

3.3.4. Nguồn cung cấp

Ở ruột có các vi khuẩn có khả năng tổng hợp được vitamin K. Do vậy, đối với người khoẻ mạnh, vi khuẩn đường ruột có khả năng cung cấp đủ vitamin K cho nhu cầu của cơ thể, chỉ cần bổ sung thêm khoảng 0,2÷0,3mg/ngày/người.  

Vitamin K có nhiều trong men bia, các sản phẩm nguồn thực vật ở các phần xanh (như cỏ linh lăng, bắp cải, rau má,...),  trong cà chua, đậu, cà rốt, đậu tương,... Ở  động vật,  nó có ở lòng đỏ trứng, gan, thận và thịt (thịt đỏ giàu vitamin K hơn thịt trắng).

3.4.  Vitamin E 

3.4.1. Cấu tạo

Vitamin E còn gọi  là tocoferol, antisteril do Evans và Bischop tìm ra năm 1922. Vitamin E có nhiều dạng khác nhau, đó là (, (, (, δ, ... – tocoferol.  Trong đó, dạng α-tocopherol có hoạt tính cao nhất với có công thức hóa học được biểu diễn như sau:
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Hình 6.9. Công thức cấu tạo của ( - tocoferol 
( - tocoferol khác ( - tocoferol ở vị trí 7 không chứa nhóm metyl, còn ( - tocoferol lại thiếu nhóm metyl ở vị trí 5. Các loại tocoferol có nhánh bên giống nhau tương ứng với gốc rượu phytol (C16H33). Như vậy, các dạng khác nhau này được phân biệt bởi số lượng và vị trí của các nhóm metyl gắn vào vòng thơm benzopiran của phân tử. 
3.4.2. Tác dụng

Vitamin E có thể tham gia trong các phản ứng oxy hóa, nó là chất chống oxy hóa rất tốt, bảo vệ các chất dễ bị oxy hóa như caroten, viatmin A, acid béo không no..., đồng thời làm chậm quá trình lão hóa của tế bào, kích thích hệ thống miễn dịch hoạt động bình thường bằng việc bảo vệ các tế bào,...

Vitamin E kết hợp với vitamin C tạo thành nhân tố quan trọng làm chậm sự phát sinh của một số bệnh ung thư. Mặt khác, vitamin E còn làm giảm các cholesterol xấu và làm tăng sự tuần hoàn máu nên làm giảm nguy cơ mắc các bệnh về tim mạch.

Vitamin E ảnh hưởng lên quá trình sinh sản ở động vật. Khi thiếu vitamin E, sự tạo phôi ở cơ thể sẽ bị ngăn trở, đồng thời xảy ra sự thoái hóa ở các cơ quan sinh sản.

Vitamin E còn tham gia vào việc bảo đảm chức năng bình thường và cấu trúc của nhiều mô, cơ quan. Khi thiếu vitamin E còn xảy ra sự teo cơ, thoái hóa tủy sống và suy nhược chung của cơ thể như  mỏi cơ, rối loạn thị lực, co thắt bắp thịt, hay quên.

Vitamin E còn tham gia trong hệ vận chuyển electron của các phản ứng oxy hóa - khử liên quan đến sự tích lũy năng lượng.

3.4.3. Nguồn cung cấp

Nguồn vitamin E chủ yếu là dầu thực vật (dầu mè, dầu phụng, dầu đậu nành,…), rau xanh (như rau cải, rau dền, cây mầm và nhất là xà lách), một số củ, quả (như su hào, khoai lang,.....). Ở động vật, vitamin E có trong mỡ bò, mỡ cá, lòng đỏ trứng,... nhưng hàm lượng thấp hơn nhiều so với dầu thực vật.
* Ngoài ra, còn có các vitamin tan trong chất béo khác nữa như vitamin Q (ubiquinon), vitamin F (phức hợp các acid béo không no) cũng được nghiên cứu.
CÂU HỎI HƯỚNG DẪN ÔN TẬP

Câu 1.  Vitamin được phân loại và gọi tên như thế nào? Cho ví dụ minh họa? 

Câu 2. Trình bày tính chất và tác dụng của vitamin A, D, K, E, B1, B2​, B6, PP, C.

Câu 3. Trình bày nguồn cung cấp vitamin A, D, K, E, B1, B2​, B6, PP, C.

Câu 4. Phân tích sự liên quan giữa vitamin và enzyme.

PHẦN 2: THỰC HÀNH

Bài 1                    ĐỊNH TÍNH ACID AMIN VÀ PROTEIN

Mã bài: MH06-B1

Mục tiêu: 
- Trình bày được nguyên tắc xác định các phản ứng màu dùng để nhận biết acid amin, protein; nguyên tắc xác định một số tính chất của acid amin và protein;
- Thực hiện được công việc chuẩn bị dụng cụ, hóa chất thí nghiệm, nguyên liệu cần thí nghiệm và sử dụng thành thạo các dụng cụ và thiết bị thí nghiệm;

- Trình bày được các bước tiến hành xác định phản ứng màu của acid amin, protein; các bước tiến hành xác định một số tính chất của acid amin và protein;

- Tiến hành được các thao tác xác định phản ứng màu của acid amin, protein; tiến hành xác định một số tính chất của acid amin và protein theo đúng trình tự và yêu cầu kỹ thuật;

- Giải thích được hiện tượng, nhận xét và đánh giá kết quả thu được;

- Có ý thức chấp hành nội quy, an toàn lao động trong phòng thí nghiệm và có ý thức bảo vệ thiết bị;

- Có tinh thần tự giác, chuyên cần, trung thực, cẩn thận, khiêm tốn, cầu thị trong thực hành;

- Có khả năng làm việc theo nhóm, có tác phong công nghiệp trong thực hiện công việc.
Nội dung chính:
1. Các phản ứng màu đặc trưng

1.1. Phản ứng với ninhidrin đặc trưng cho các acid amin
1.1.1.  Sơ lược về lý thuyết

Khi đun nóng, dưới tác dụng của ninhidrin, acid amin bị oxy hóa chuyển thành acid amin rồi đến amoniac và cacbonic. Acid amin bị giảm bớt 1 nguyên tử cacbon trở thành dạng aldehyd. Như vậy, acid amin có khối lượng phân tử nhỏ hơn và amoniac tạo thành sẽ oxy hóa ninhidrin tạo nên phức màu xanh tím, cường độ màu tương ứng với giá trị nitơ amin của acid amin. 

Phản ứng màu của ninhidrin cũng xảy ra với acid amin mạch bên của peptid và protein cũng như với muối amoni, glucosemin và amoniac. Để định lượng chính xác acid amin, dung dịch nghiên cứu phải không có hợp chất trên.

Phương trình phản ứng của acid amin với ninhidrin như sau:

 
[image: image114.wmf]O

H

O

H

O

O

R

-

C

H

-

C

O

O

H

N

H

2

H

O

H

O

O

R

C

H

O

N

H

3

C

O

2

+

+

+

+



[image: image115.wmf]H

O

O

N

H

3

H

O

-

 

 

H

2

O

N

O

O

O

O

H

N

H

3

N

O

O

O

-

N

H

4

+

O

O

H

O

H

O

O

+

+


1.1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Albumin (lòng trắng trứng gà) 1%; 

- Gelatin 1%; 

- Acid Aspartic 1%;
- Glycin 1%

- Ninhidrin 0,1%;

- Nước cất.

1.1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

1.1.4.  Các bước tiến hành

- Lần lượt cho vào 4 ống nghiệm theo thứ tự:  


 + Ống 1:     1ml Albumin 1%                +     5 giọt Ninhidrin 0,1%;

 + Ống 2:     1ml Gelatin 1%                   +     5 giọt Ninhidrin 0,1%;

 + Ống 3:     1ml Glycin 1%                    +     5 giọt Ninhidrin 0,1%;

 + Ống 4:     1ml Acid Aspartic 1%         +     5 giọt Ninhidrin 0,1%;

- Sau đó, tiến hành đun nóng 4 ống nghiệm trên trên ngọn lửa đèn cồn trong 1 phút. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

1.1.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

1.2. Phản ứng Xantoproteic đặc trưng cho các acid amin vòng thơm
1.2.1. Sơ lược về lý thuyết

Khi đun nóng dung dịch protein hoặc polypeptid, acid amin vòng thơm có chứa trong đó tác dụng với acid nitric đậm đặc sẽ tạo thành hợp chất nitro có màu vàng.

Các hợp chất có vòng thơm như phenol hoặc các hợp chất có vòng khác cũng cho phản ứng này. Tuy nhiên, các protein không chứa acid amin vòng thơm sẽ không xảy ra phản ứng này.

Khi ta thêm dung dịch kiềm đặc (NH4OH đặc hoặc NaOH 30%) thì hợp chất nitrơ vừa được tạo ra sẽ biến thành muối natri hoặc muối amoni của đinitrotirozin (phenylalanin; triptophan).

Phản ứng Xantoproteic của tyrosine xảy ra như sau:
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1.2.2.  Nguyên liệu, Hóa chất 

- Phenol 0,1%;

- Albumin 1%;

- Gelatin 1%;

- HNO3đđ;

- NaOH 30%.

- Nước cất.

1.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Tủ hút;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet); găng tay cao su; khẩu trang.

1.2.4.  Các bước tiến hành

- Lần lượt cho vào 3 ống nghiệm theo thứ tự:  


+ Ống 1:     1ml Phenol 0,1%;              

+ Ống 2:     1ml Gelatin 1%;             

+ Ống 3:     1ml Albumin 1%;           

- Thêm từ từ theo thành ống nghiệm, mỗi ống 10 giọt HNO3đđ;

- Đun sôi trên đèn cồn trong khoảng 1 phút, nếu thấy ống nghiệm nào xuất hiện màu vàng rơm thì giữ lại làm nguội để tiếp tục làm thí nghiệm với ống này. Còn ống nào không xuất hiện màu vàng rơm thì loại ra, dừng thí nghiệm với ống đó;

- Sau khi làm nguội ống được chọn, cẩn thận nhỏ từ từ theo thành ống nghiệm từng giọt NaOH 30% cho đến khi từ màu vàng chuyển sang màu vàng da cam. Quan sát  hiện tượng và ghi lại kết quả.

1.2.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

1.3. Phản ứng Biure phản ứng đặc trưng cho liên kết peptid

1.3.1. Sơ lược về lý thuyết

Trong môi trường kiềm, các chất có chứa từ hai liên kết -CO-NH- trở lên phản ứng với ion Cu2+, tạo thành phức chất có màu xanh. Phân tử chứa rất nhiều liên kết peptid -CO-NH- cũng tạo thành phức chất màu xanh với ion Cu2+ trong môi trường kiềm, tương tự như phản ứng của protein.  Người ta gọi phản ứng này là phản ứng Biure vì biure có chứa liên kết -CO-NH-. Cơ chế của phản ứng này được biểu diễn qua 2 giai đoạn:

+ Phản ứng thứ nhất: là phản ứng tạo Biure. 

Biure được tạo thành từ ure trong điều kiện nhiệt độ cao.
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+ Phản ứng thứ hai: là tạo phức màu với Cu2+ và Na+.

Hai phân tử Biure liên kết với một ion Cu2+ và hai Na+ để tạo thành phức hợp có màu theo phản ứng sau:
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Trong môi trường kiềm mạnh, protein phản ứng với CuSO4 tạo thành phức chất có màu (tím, tím xanh hoặc tím đỏ).
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Cường độ màu của phức hợp phụ thuộc vào độ dài của mạch peptid (số lượng liên kết peptid) có trong dung dịch.

Chính vì cường độ màu phụ thuộc vào mạch polypeptid dài hay ngắn, cho nên phản ứng biure được sử dụng để định lượng protein bằng phương pháp so màu.

1.3.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Albumin 1%;

- Gelatin 1%;

- Ure tinh thể;

- NaOH 10%;

- CuSO4 1%.

- Nước cất.

1.3.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

1.3.4.  Các bước tiến hành

- Lần lượt cho vào 3 ống nghiệm: 

+ Ống 1: một ít urê tinh thể, đun nóng chảy trên ngọn lửa đèn cồn. Lúc đầu, urê nóng chảy. Sau đó cứng lại được Biurê, để nguội;

+ Ống 2: 1ml Albumin 1%;

+ Ống 3: 1ml Gelatin 1%;

- Thêm vào mỗi ống 1ml NaOH 10% và vài giọt CuSO4 1%. (không nên cho quá nhiều CuSO4 vì màu xanh của Cu(OH)2 có thể lấn át màu của phản ứng Biurê);

- Lắc đều, quan sát, so sánh và ghi lại kết quả.   

1.3.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được.  

2. Một số tính chất của protein

2.1. Tính tan

2.2.1. Sơ lược về lý thuyết

Từng loại protein có tính hoà tan đặc trưng. Đa số protein hoà tan trong nước và trong dung dịch muối loãng, ngoài ra một số protein tan trong dung môi hữu cơ, trong dung dịch kiềm loãng. 

Tính hoà tan của protein được sử dụng để chiết rút các nhóm protein khỏi các nguồn nguyên liệu.

2.2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

  
- Tinh thể albumin, gelatin, nước cất.

  - Ống nghiệm, ống hút.

2.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet.

2.2.4.  Các bước tiến hành

Lấy 2 ống nghiệm: 
Ống 1: cho vào vài tinh thể (10 mg) albumin.





Ống 2: cho vào vài tinh thể (10 mg) gelatin .

Thêm vào mỗi ống 1 ml nước cất, lắc đều. Quan sát, so sánh mức độ hoà tan của albumin, gelatin. Giải thích kết quả.

2.2.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
2.2. Tính kết tuả

2.2.1. Kết tủa bằng dung môi hữu cơ

2.2.1.1. Sơ lược về lý thuyết

Dưới tác dụng của một só sung môi hữu cơ protein bị kết tủa. Nhưng khi môi trường phản ứng thừa muối kim loại nặng, kết tủa protein có thể bị tan ra nhưng biến tính hoàn toàn.

2.2.1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Lòng trắng trứng nguyên chất;

- Cồn 96%V

- Nước cất.

2.2.1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet.

2.2.1.4.  Các bước tiến hành

- Lấy 1 ống nghiệm, cho vào  ống ít NaCl rồi cho 1ml lòng trắng trứng nguyên chất. Thêm vào ống 2ml cồn 96%V, nút ống nghiệm. Quan sát sự tạo thành kết tủa. Sau đó, gạn lấy kết tủa và cho 2ml nước cất và theo dõi protein này có tan trở lại hay không;

- Quan sát hiện tượng và ghi kết quả thí nghiệm.

2.2.1.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

2.2. 2. Kết tủa bằng muối kim loại nặng

2.2.2.1. Sơ lược về lý thuyết

Dưới tác dụng của các ion kim loại nặng (Cu2+, Pb2+, Zn2+, Ag+, Fe3+,...) protein bị kết tủa. Nhưng khi môi trường phản ứng thừa muối kim loại nặng, kết tủa protein có thể bị tan ra nhưng biến tính hoàn toàn.

2.2.2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Lòng trắng trứng nguyên chất;

- Pb(CH3COO)2 5%;

- CuSO4 5%;

- FeCl3 5% ;

- Nước cất.

2.2.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet.

2.2.2.4.  Các bước tiến hành

- Lấy 3 ống nghiệm, cho vào mỗi ống 1ml lòng trắng trứng nguyên chất. Thêm vào ống 1 từng giọt CuSO4 5%. Quan sát sự tạo thành kết tủa. Sau đó, cho thêm từng giọt CuSO4 5% và theo dõi protein này có tan trở lại hay không;

- Lặp lại thí nghiệm ở ống 2 với FeCl3 5% ;

- Lặp lại thí nghiệm ở ống 3 với Pb(CH3COO)2 5%;

- Quan sát hiện tượng, so sánh và ghi kết quả thí nghiệm.

2.2.2.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

Bài 2.                                                   ĐỊNH TÍNH ENZYME
Mã bài: MH06-B2
Mục tiêu: 
- Trình bày được được nguyên tắc xác định phản ứng thủy phân saccharose và tinh bột bằng enzyme; nguyên tắc xác định một số yếu tố ảnh hưởng đến hoạt độ của enzyme;
- Thực hiện được công việc chuẩn bị dụng cụ, hóa chất thí nghiệm, nguyên liệu cần thí nghiệm và sử dụng thành thạo các dụng cụ và thiết bị thí nghiệm;

- Trình bày được các bước tiến hành xác định phản ứng thủy phân saccharose và tinh bột bằng enzyme; các bước tiến hành khảo sát  một số yếu tố ảnh hưởng đến hoạt độ của enzyme;
- Tiến hành được các thao tác xác định phản ứng thủy phân saccharose và tinh bột bằng enzyme; thao tác xác định một số yếu tố ảnh hưởng đến hoạt độ của enzyme theo đúng trình tự và yêu cầu kỹ thuật;

- Giải thích được hiện tượng, nhận xét và đánh giá kết quả thu được;

- Có ý thức chấp hành nội quy, an toàn lao động trong phòng thí nghiệm và có ý thức bảo vệ thiết bị;

- Có tinh thần tự giác, chuyên cần, trung thực, cẩn thận, khiêm tốn, cầu thị trong thực hành;

- Có khả năng làm việc theo nhóm, có tác phong công nghiệp trong thực hiện công việc.

 Nội dung chính:
1. Phản ứng thủy phân tinh bột, saccharose bằng enzyme

1.1. Phản ứng thủy phân tinh bột bằng amylase 

1.1.1. Sơ lược về lý thuyết

  Amylase là nhóm enzyme thủy phân rất phổ biến ở động vật, thực vật và vi sinh vật. Chức năng của amylase là xúc tác phản ứng thủy phân tinh bột thành α-D-glucose. Có nhiều lọai amylase tham gia thủy phân tinh bột với các mức độ khác nhau như α-amylase, β-amylase, glucoamylase, amylo 1,6-glucozidarase.


Ở người, amylase có nhiều ở tuyến nước bọt. Trong thành phần nước bọt hàm lượng amylase rất cao, cho nên nước bọt làm nhiệm vụ thủy phân tinh bột thành đường một phần ngay khi còn ở khoang miệng.


Dưới tác dụng của enzyme amylase hoặc đun nóng với acid vô cơ thì tinh bột bị thủy phân. Sự phân giải tinh bột qua các sản phẩm trung gian: tinh bột → dextrin  → maltose → (-D-glucose.

1.1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Dung dịch tinh bột 1%;

- Dung dịch HCl 10%;

- Dung dịch Fehling A và B;

- Thuốc thử Liugol;

- Nước bọt pha loãng 10 lần trong nước;

- Malt đại mạch;

- Nước cất.

1.1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ ấm;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

1.1.4.  Các bước tiến hành

- Lần lượt cho vào 4 ống nghiệm:

           + Ống 1:   2ml tinh bột 1%  + 1ml nước bọt pha loãng 10 lần;


  + Ống 2:   2ml tinh bột 1%  + 1ml HCl 10%;


  + Ống 3:   2ml tinh bột 1%  + 1ml nước cất;


  + Ống 4:   3ml tinh bột 1%  + 1ít malt đại mạch;

- Cho cả 4 ống vào tủ ấm ở nhiệt độ 370C trong 10 phút;

- Sau thời gian trên, làm nguội 4 ống bằng nước lạnh; lọc malt ở ống 4 rồi chia hỗn hợp của từng ống thành 2 phần:

+ Phần 1: thực hiện phản ứng với thuốc thử Liugol;

+ Phần 2: thực hiện phản ứng với thuốc thử Fehling;

- Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả.

1.1.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
1.2. Phản ứng thủy phân saccharose bằng nấm men bánh mì  

1.2.1. Sơ lược về lý thuyết
Trong nấm men chứa nhiều enzyme saccharase. Đây là enzyme thủy phân làm nhiệm vụ xúc tác phản ứng thủy phân saccharose thành 2 phân tử đường đơn là (-D-glucose và (-D-fructose.

1.2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Men bánh mì;

- Saccharose 2%;

- Thuốc thử Fehling;

- Nước cất.

1.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Cốc thủy tinh 50ml;

- Bình tam giác 100ml;

- Đèn cồn;

- Giấy lọc;

- Các dụng cụ khác như: Phễu thủy tinh; Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Đũa thủy tinh; Giá đựng (ống nghiệm, đũa thủy tinh, pipet).

1.2.4.  Các bước tiến hành

- Cân 2g men bánh mì cho vào cối giã nhuyễn với 1ml nước cất. Chia dịch men làm 3 phần, cho vào 3 ống nghiệm. Sau đó làm tiếp như sau:

+ Ống 1: đun sôi trên đèn cồn, để nguội   +  4ml Saccharose 2%, lắc đều;

+ Ống 2: không đun sôi                             +  4ml Saccharose 2%, lắc đều;

+ Ống 3: không đun sôi                             +  4ml Nước cất, lắc đều;               

- Sau đó, để yên các ống nghiệm trên ở nhiệt độ thường trong thời gian 10 phút; 

- Sau thời gian trên, lấy các ống nghiệm ra, tiến hành lọc;

- Hút 1ml dịch sau khi lọc ở ống 1 + 1ml thuốc thử Fehling, tiến hành đun trên ngọn lửa đèn cồn. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm;

- Làm tương tự như vậy với dịch sau khi lọc ở ống 2 và ống 3. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

1.2.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

2. Sự ảnh hưởng của một số yếu tố đến hoạt độ của amylase 

2.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

2.1.1. Sơ lược về lý thuyết

Bản chất hóa học của enzyme là protein mà protein rất nhạy cảm với nhiệt độ nên nhiệt độ có ảnh hưởng rất lớn đến hoạt tính enzyme. Phần lớn enzyme có hoạt tính cao ở nhiệt độ khoảng 400C(600C. Nếu nhiệt độ quá thấp, hoạt tính của enzyme giảm, khi nhiệt độ quá cao làm biến tính protein-enzyme nên cũng làm cho enzyme mất hoạt tính.

2.1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Dung dịch tinh bột 1%;

- Nước bọt pha loãng 10 lần trong nước;

- Thuôc thử Liugol (Hoặc Iod 0,3 %);

- Nước cất.

2.1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Tủ ấm;

- Tủ lạnh;

- Nồi cách thủy;

- Ống nghiệm;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

2.1.4.  Các bước tiến hành

- Lần lượt cho vào 2 ống nghiệm, mỗi ống 2ml tinh bột 1%; Sau đó tiến hành cho:

+ Ống 1: vào nồi cách thủy đang sôi (t0 = 1000C);

+ Ống 2: vào tủ ấm ở 37(390C;

- Đặt ngay các ống nghiệm tại vị trí đó trong thời gian 15 phút;

- Sau thời gian trên, giữ nguyên vị trí, cho vào mỗi ống nghiệm 1ml nước bọt pha loãng 10 lần và tiếp tục theo dõi thêm 15 phút nữa;

- Sau thời gian này, đem các ống ra để nguội rồi dùng thuốc thử Liugol để kiểm tra ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt độ amylase; 

- Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

2.1.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
2.2. Ảnh hưởng của chất hoạt hóa và chất kìm hãm 

2.2.1. Sơ lược về lý thuyết

 
Chất hoạt hóa là những chất có tác dụng làm cho enzyme từ trạng thái không hoạt động trở thành hoạt động hoặc từ hoạt động yếu trở thành hoạt động mạnh hơn. Ngược lại, chất kìm hãm là những chất khi kết hợp với enzyme  sẽ làm giảm hoạt động xúc tác của enzyme, cụ thể làm cho enzyme từ trạng thái hoạt động mạnh trở nên hoạt động yếu hoặc vô hoạt enzyme. 

Các kim loại có ảnh hưởng đến hoạt tính enzyme. Có những kim loại có tác dụng kích thích làm tăng hoạt tính của enzyme. Ngược lại, cũng có những kim loại làm giảm hoạt tính hay ức chế hoàn toàn hoạt tính của enzyme. 

2.2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- NaCl 1%;

- CuSO4 1%;

- Nước bọt pha loãng 10 lần trong nước;

- Tinh bột 1%; 

- Thuốc thử Liugol;

- Nước cất.

2.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ


- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Tủ ấm;

- Ống nghiệm;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

2.2.4.  Các bước tiến hành

- Lấy 3 ống nghiệm cho vào mỗi ống nghiệm 2ml dung dịch nước bọt pha loãng và dung dịch muối kim loại theo thứ tự:


+ Ống 1:  1ml dung dịch NaCl 1%;


+ Ống 2:  1ml dung dịch CuSO4 1%;


+ Ống 3:  1ml dung dịch nước cất;

- Sau khi lắc đều, cho tiếp vào mỗi ống nghiệm trên 1ml dung dịch tinh bột 1%;

- Đặt các ống nghiệm đó vào tủ ấm ở 370C trong 15 phút;

- Sau thời gian trên, lấy các ống nghiệm ra để nguội và nhỏ 3(5 giọt thuốc thử Liugol;

- Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

2.2.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
Bài 3                                   ĐỊNH TÍNH GLUCID

Mã bài: MH06-B3

Mục tiêu: 
- Trình bày được được nguyên tắc xác định các phản ứng màu dùng để nhận biết đường khử, tinh bột, phản ứng thủy phân saccharose và tinh bột;
- Thực hiện được công việc chuẩn bị dụng cụ, hóa chất thí nghiệm, nguyên liệu cần thí nghiệm và sử dụng thành thạo các dụng cụ và thiết bị thí nghiệm;

- Trình bày được các bước tiến hành xác định các phản ứng màu dùng để nhận biết đường khử, tinh bột, phản ứng thủy phân saccharose và tinh bột;
- Tiến hành được các thao tác xác định các phản ứng màu dùng để nhận biết đường khử, tinh bột, phản ứng thủy phân saccharose và tinh bột theo đúng trình tự và yêu cầu kỹ thuật;

- Giải thích được hiện tượng, nhận xét và đánh giá kết quả thu được;

- Có ý thức chấp hành nội quy, an toàn lao động trong phòng thí nghiệm và có ý thức bảo vệ thiết bị;

- Có tinh thần tự giác, chuyên cần, trung thực, cẩn thận, khiêm tốn, cầu thị trong thực hành;

- Có khả năng làm việc theo nhóm, có tác phong công nghiệp trong thực hiện công việc.
Nội dung chính:
1. Các phản ứng khử đặc trưng cho các monosaccharid và disaccharid

1.1. Phản ứng Tromer

1.1.1. Sơ lược về lý thuyết

Một tính chất quan trọng của các phân tử glucid là tính khử do trong cấu trúc phân tử của chúng có chứa nhóm ceto (C=O) hay aldehyd (CHO) (ở cấu tạo mạch thẳng) hay nhóm OH-glucozid (ở cấu tạo mạch vòng).

Các phân tử glucid có tính khử có khả năng khử Cu2+ thành Cu+ tạo kết tủa màu đỏ gạch. Dựa vào phản ứng khử đó để xác định khả năng khử của các phân tử glucid. Phương trình phản ứng xảy ra như sau:
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Sau đó, 2CuOH chuyển thành Cu2O + H2O tạo màu đỏ gạch. Như vậy, monosaccharid đã khử Cu2+ trong dung dịch CuSO4 thành Cu+ trong CuOH và Cu2O.

1.1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Glucose 1%;

- CuSO4 5%;

- NaOH 10%;

- Nước cất.

1.1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

1.1.4.  Các bước tiến hành

- Cho vào ống nghiệm 1ml dung dịch glucose 1%;

- Tiếp đó, cho vào ống nghiệm đó 1ml dung dịch NaOH 10%, thêm vào từng giọt CuSO4 5% cho đến khi thấy xuất hiện các hạt kết tủa màu xanh (tức là lúc thừa CuSO4);

- Đun từ từ ống nghiệm trên cho đến khi sôi. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm;

- Sau đó để nguội, quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

* Lưu  ý: Dung dịch CuSO4, Cu(OH)2 có màu xanh; dung dịch CuOH có màu vàng, kết tủa Cu2O màu đỏ gạch.

1.1.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
1.2. Phản ứng Fehling (phản ứng Trommer cải tiến)

1.2.1. Sơ lược về lý thuyết 

Ngoài phản ứng Trommer, người ta còn sử dụng phản ứng Fehling để xác định tính khử của glucid và dùng trong định lượng các dạng đường khử. Thuốc thử Fehling là hỗn hợp CuSO4, NaOH và muối Seignat.

CuSO4 + 2NaOH → Cu(OH)​2 + Na2SO4
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* Chú ý: Phản ứng Fehling ưu thế hơn phản ứng Tromer vì khi cho thừa thuốc thử Fehling không tạo thành CuO. Đây là cơ sở của phương pháp định lượng đường khử Bertrand.

1.2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Glucose 1%;

- Maltose 1%;

- Saccharose 1%;

- Lactose 1%;

- Thuốc thử Fehling;

- Nước cất.

1.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

1.2.4.  Các bước tiến hành

- Lần lượt cho vào 4 ống nghiệm:

+  Ống 1: 1ml Glucose 1%          +   1ml thuốc thử Fehling;

+ Ống 2: 1ml Maltose 1%          +   1ml thuốc thử Fehling;

+ Ống 3: 1ml Saccharose 1%     +   1ml thuốc thử Fehling;

+ Ống 4: 1ml Lactose 1%           +   1ml thuốc thử Fehling;

- Sau đó, đem 4 ống nghiệm trên đun sôi trên ngọn lửa đèn cồn trong 2(3 phút. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

1.2.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
1.3. Phản ứng tráng gương

1.3.1. Sơ lược về lý thuyết 

Các monosaccharid và các disaccharid có tính khử có khả năng khử các ion kim loại từ hóa trị cao xuống hóa trị thấp, thậm chí khử xuống giá trị không, giải phóng ra kim loại nguyên chất (còn gọi là phản ứng tráng gương). Trong phản ứng tráng gương, ion Ag+ bị khử thành Ag0 tức là giải phóng bạc kim loại. Phản ứng như sau:

AgNO3 + 3NH4OH + H2O ( [Ag(NH3)2]OH + NH4NO3
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1.3.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Glucose 5%;

- AgNO3 5%;

- NH3 đđ;

- Nước cất.

1.3.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

1.3.4. Các bước tiến hành

- Cho vào ống nghiệm 1ml AgNO3 5% và từng giọt NH3 đậm đặc để tạo thành kết tủa;

- Sau đó, thêm từ từ NH3 đậm đặc cho đến khi kết tủa tan hoàn toàn (không cho thừa NH3 đậm đặc); 

- Tiếp tục, cho 3ml glucose 5% vào ống nghệm trên rồi tiến hành đun sôi ống nghiệm đó trên ngọn lửa đèn cồn trong 5phút. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

1.3.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
2. Phản ứng màu của tinh bột với Iod

2.1. Sơ lược về lý thuyết 

Tinh bột là polysacchride bao gồm amylose và amylopectin. Amylose là chuỗi mạch thẳng của các phân tử α-D-glucose liên kết với nhau bằng liên kết ((1-4) glucozid. Chuỗi mạch thẳng này cuộn lại thành hình xoắn lò xo nên có khả năng hấp thụ các phân tử của các chất khác vào trong lòng của vòng xoắn để tạo nên các dạng phức đặc biệt. Khi phân tử tinh bột hấp thụ vào vòng xoắn của amylose, phân tử Iod sẽ tạo nên phức chất có màu xanh đen đặc trưng. Đây là phản ứng đặc trưng của tinh bột người ta thường dùng để phát hiện sự có mặt của tinh bột trong các đối tượng nghiên cứu.

Phản ứng màu với Iod của tinh bột chỉ xảy ra khi tinh bột còn giữ cấu trúc bình thường. Khi gặp nhiệt độ cao, chuỗi xoắn của amylase duỗi thẳng ra không có khả năng hấp thụ Iod được nên không tạo ra phức màu xanh đen đặc trưng khi cho tác dụng với Iod.

2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Tinh bột 1%;

- Thuốc thử Liugol;

- Nước cất.

2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Đèn cồn;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

2.4.  Các bước tiến hành

- Cho vào ống nghiệm 1ml tinh bột 1% và thêm vào đó vài giọt dung dịch Liugol;

- Sau đó, đem đun sôi dung dịch trong ống nghiệm, quan sát sự mất màu của dung dịch;

- Để nguội, quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

2.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
3. Phản ứng thủy phân polysaccharid bằng acid

3.1. Phản ứng thủy phân saccharose bằng HCl đậm đặc
3.1.1. Sơ lược về lý thuyết 

Khi thủy phân dung dịch saccharose bằng acid đậm đặc ta được hỗn hợp của hai đường khử là (-D-glucose và (-D-fructose. 

3.1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Saccharose 5%;

- HClđđ; 

- NaOH 10%;

- Thuốc thử Fehling;

- Nước cất.

3.1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Tủ hút;

- Bếp cách thủy;

- Ống nghiệm;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

3.1.4.  Các bước tiến hành

- Cho vào ống nghiệm 2ml Saccharose 5% và 3 giọt HClđđ;

- Đặt ống vào nồi cách thủy, đun trong 15 phút;

- Sau thời gian trên đem ra để nguội;

- Tiếp đó, cho vào ống 3 giọt NaOH 10% để trung hòa dịch thủy phân;

- Hút 2ml thuốc thử  Fehling cho vào dung dịch trên rồi đem đun trên ngọn lửa đèn cồn khoảng 3 phút. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

3.1.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 
3.2. Phản ứng thủy phân tinh bột bằng HCl đậm đặc

3.2.1. Sơ lược về lý thuyết 

Dưới tác dụng của acid đậm đặc hoặc enzyme amylase, tinh bột bị thủy phân thành các sản phẩm trung gian như các dextrin, maltose và sản phẩm cuối cùng là (-D-glucose. Các sản phẩm trung gian dextrin có màu với iod (amylodextrin cho màu tím, eritrodextrin cho màu đỏ nâu). Maltose và glucose không có phản ứng màu với iốt nhưng có tính khử mạnh. Quá trình thủy phân tinh bột xảy ra ở những điều kiện xác định để tạo thành những sản phẩm tương ứng khác nhau.

Dựa vào phản ứng màu và phản ứng khử để xác định mức độ thủy phân của tinh bột. 

3.2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Tinh bột 1%;

- HClđđ; 

- NaOH 10%;

- Thuốc thử Liugol;

- Thuốc thử Fehling;

- Nước cất.

3.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm;

- Tủ hút;

- Bếp cách thủy;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml, 10ml; Giá đựng (ống nghiệm, pipet).

3.2.4. Các bước tiến hành

- Lấy 4 ống nghiệm, đánh số thứ tự từ 1 đến 4, cho vào mỗi ống 1 ml nước cất và 2 giọt thuốc thử Liugol, lắc đều;

- Lấy 1 ống nghiệm khác (ống A), cho vào 3ml tinh bột 1% và 5 giọt HCl đậm đặc, lắc đều.

- Lấy 2 đến 3 giọt từ ống A cho vào ống 1 lắc đều;

- Sau đó, đem đun ống A trên nồi cách thủy sôi:

+ Sau 3 phút, lấy 2 đến 3 giọt dung dịch thủy phân trong ống A cho vào ống thứ 2. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm;

+ Sau 5 phút nữa, lấy 2 đến 3 giọt thủy phân khác từ  ống A cho vào ống thứ 3. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm;

+ Sau 10 phút nữa, lấy 2 đến 3 giọt thủy phân khác từ  ống A cho vào ống thứ 4. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm; 

- Lấy ống nghiệm A ra khỏi nồi cách thủy, để nguội. Cho vào đó 5 giọt NaOH 5% để trung hòa dịch thủy phân; 

- Sau đó, cho 1lượng thuốc thử Fehling tương đương với lượng dịch thủy phân có trong ống nghiệm, đun sôi trong 3 phút. Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả thí nghiệm.

3.2.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích hiện tượng, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

Bài 4          ĐỊNH LƯỢNG ĐƯỜNG KHỬ THEO PHƯƠNG PHÁP VI LƯỢNG CỦA RODZEVICH
Mã bài: MH06-B4

Mục tiêu: 
- Trình bày được nguyên tắc định lượng đường khử theo phương pháp vi lượng của Rodzevich;

- Thực hiện được công việc chuẩn bị dụng cụ, hóa chất thí nghiệm, nguyên liệu cần đem phân tích và sử dụng thành thạo các dụng cụ và thiết bị thí nghiệm;

- Trình bày được các bước tiến hành định lượngđường khử theo phương pháp vi lượng của Rodzevich;

- Tiến hành được các thao tác định lượngđường khử theo phương pháp vi lượng của Rodzevich theo đúng trình tự và yêu cầu kỹ thuật;

- Tổng hợp, xử lí, tính toán, nhận xét và đánh giá được kết quả thu được;

- Có ý thức chấp hành nội quy, an toàn lao động trong phòng thí nghiệm và có ý thức bảo vệ thiết bị;

- Có tinh thần tự giác, chuyên cần, trung thực, cẩn thận, khiêm tốn, cầu thị trong thực hành;

- Có khả năng làm việc theo nhóm, có tác phong công nghiệp trong thực hiện công việc.

Nội dung chính:
1. Sơ lược về lý thuyết

Phương pháp này dựa trên cơ sở  trong môi trường kiềm các đường khử có thể khử dễ dàng đồng (II) oxide (CuO) thành đồng (I) oxide (Cu2O) dưới dạng kết tủa màu đỏ gạch và qua lượng CuSO4 dư (không tham gia phản ứng) tính được lượng đường khử. Cơ chế của quá trình này xảy ra theo các giai đoạn sau:

Khi trộn hai dung dịch Fehling A (Fehling I) và Fehling B (Fehling II) với nhau sẽ xỷ ra phản ứng giữa chúng theo hai giai đoạn:

+ Đầu tiên tạo thành kết tủa Cu(OH)​2 có màu xanh da trời:

CuSO4 + 2NaOH → Cu(OH)​2 + Na2SO4

Sau đó, Cu(OH)​2 tác dụng với muối Seignet thành muối hòa tan có dung dịch màu xanh thẫm. Muối này là hợp chất không bền nên các đường khử có nhóm aldehyd hoặc ceton dễ dàng khử đồng (II) oxide (CuO) thành đồng (I) oxide (Cu2O) có màu đỏ gạch, bản thân đường bị oxy hóa khi tác dụng với dung dịch Fehling. Phương trình phản ứng  xảy ra như sau:
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  Lượng CuSO4 dư (không tham gia phản ứng) cho tác dụng với KI trong môi trường H2SO4 sẽ giải phóng ra Iod tự do.

                      CuSO4 + 4KI + H2SO4 → I2 + CuI​2 + 2K2SO4

  Chuẩn độ lượng Iod tạo thành bằng Natri thiosulphat (Na2S2O3) chuẩn, qua đó tính được lượng đường khử có trong dung dịch.         

    
I2 + 2 Na2S2O3 → Na2S4O6 + 2NaI
2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Quả chín ngọt (Chuối, hồng xiêm, nho, xoài, táo,…): 2 loại

- Dung dịch Fehling;

- Dung dịch KI 30%;

- Dung dịch H2SO4 25%;

- Dung dịch Na2S2O3 0,1N;

- Tinh bột 0,5%;

- Vaselin;

- Nước cất.

3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Buret loại 25nl;

- Bình định mức loại 100ml, 1000ml;

- Cối chày sứ;

- Cốc thủy tinh loại 50ml, 100ml; 

- Bình tam giác 50ml;

- Giấy lọc;

- Các dụng cụ khác như: Dao, Đũa thủy tinh; Phễu thủy tinh; Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet 5ml, 10ml; Giá đựng (buret, ống nghiệm, pipet, đũa thủy tinh, phễu,...)

4.  Các bước tiến hành

4.1. Chuẩn bị dung dịch thí nghiệm

- Cho vào cối sứ 2g nguyên liệu, thêm vào đó một vài giọt nước cất nghiền kỹ thành dạng chất đồng thể;

- Sau đó, cho thêm 20ml nước cất vào cối sứ, tiếp tục nghiền, để lắng, chiết lấy phần nước trong  sang cốc; 

- Lặp lại như vậy khoảng  2 đến 3 lần, kết thúc quá trình chiết rút; 

- Dùng 10ml nước cất tráng lại cối chày sứ có chứa cả bã cho vào cốc đựng dịch chiết ở trên;

- Chuyển toàn bộ dịch chiết từ cốc sang bình định mức (V = 100ml), tráng cốc lần nữa bằng ít nước cất rồi chuyển dịch tráng cốc cho vào bình định mức, dùng nước cất dẫn đến định mức của bình;

- Sau đó, tiến hành lọc dịch chiết qua phễu lọc có giấy lọc hoặc bông thu được dịch  chiết trong để xác định lượng đường khử trong dung dịch.

4.2. Tiến hành thí nghiệm

- Cho vào 2 bình tam giác 50ml gồm: 

+ Bình 1 (mẫu cần phân tích): 1ml dung dịch đường + 2ml nước cất + 1ml Fehling A + 1ml Fehling B;

+ Bình 2 (mẫu đối chứng (thay dịch đường bằng nước cất)): 3ml nước cất + 1ml Fehling A + 1ml Fehling B;

- Đun sôi 2 bình trên trong 2 phút (kể từ lúc xuất hiện bọt sôi đầu tiên). Sau khi đun sôi, dung dịch vẫn còn màu xanh đặc trưng và ở dưới có một lớp kết tủa Cu2O màu đỏ gạch là được. Nếu dung dịch mất màu hoàn toàn chứng tỏ lượng dung dịch Fehling cho vào không đủ để oxy hóa hoàn toàn lượng đường có trong dung dịch mẫu thí nghiệm. Trường hợp đó phải làm lại thí nghiệm với lượng dung dịch đường ít hơn hoặc pha loãng dung dịch đường. Ngược lại, nếu không có lớp kết tủa Cu2O màu đỏ gạch thì phải tăng lượng dung dịch đường, giảm nước cất (luôn đảm bảo thể tích là 5ml);

- Tiếp theo, làm nguội bình trên  rồi cho thêm vào hỗn hợp 1ml H2SO4 25% và 1ml KI 30%, lắc đều và giữ trong bóng  tối trong 20phút; 

- Sau đó, cho vào bình trên vài giọt hồ tinh bột 0,5%, lắc đều;

- Tiến hành chuẩn độ I2 tạo thành bằng Na2S2O3 0,1N đến khi dung dịch mất màu xanh. Ghi lại kết quả chuẩn độ;

- Lặp lại thí nghiệm chuẩn độ như trên thêm 2 lần nữa đế lấy giá trị trung bình nhằm tăng tính chính xác của kết quả thí nghiệm;

5. Kết quả và nhận xét

Từ kết quả chuẩn độ, ta xác định được hàm lượng đường khử có trong nguyên liệu dựa vào công thức sau:



Trong đó:

           X: Hàm lượng đường khử  có trong nguyên liệu (%)


 a: Số ml dung dịch Na2S2O3 0,1N dùng để chuẩn độ mẫu đối chứng

                    (lấy giá trị trung bình sau 3 lần chuẩn độ)

   b: Số ml dung dịch Na2S2O3 0,1N  dùng để chuẩn độ mẫu đem phân tích 

                    (lấy giá trị trung bình sau 3 lần chuẩn độ)

   f: Hệ số hiệu chỉnh nồng độ của dung dịch Na2S2O3 0,1N


3,3: Hệ số chuyển thành đường

  V: Tổng thể tích dịch chiết, (ml)

  V1: Thể tích dịch chiết lấy thí nghiệm, (ml)

  w : Khối lượng nguyên liệu, (g)

100: Hệ số chuyển thành phần trăm.

* Tính toán, nhận xét và đánh giá kết quả thu được.
Bài 5                                      ĐỊNH TÍNH LIPID

Mã bài: MH06-B5

Mục tiêu: 
- Trình bày đượcnguyên tắc xác định khả năng hòa tan, phản ứng thủy phân, sản phẩm thủy phân của lipid và nguyên tắc xác định chỉ số acid, chỉ số iod của chất béo;
- Thực hiện được công việc chuẩn bị dụng cụ, hóa chất thí nghiệm, nguyên liệu cần đem phân tích và sử dụng thành thạo các dụng cụ và thiết bị thí nghiệm;

- Trình bày được các bước tiến hành xác định khả năng hòa tan, phản ứng thủy phân, sản phẩm thủy phân của lipid và xác định chỉ số acid, chỉ số iod của chất béo;
- Tiến hành được các thao tác xác định khả năng hòa tan, phản ứng thủy phân, sản phẩm thủy phân của lipid và xác định chỉ số acid, chỉ số peroxide của chất béo theo đúng trình tự và yêu cầu kỹ thuật;

- Tổng hợp, xử lí, tính toán, nhận xét và đánh giá được kết quả thu được;

- Có ý thức chấp hành nội quy, an toàn lao động trong phòng thí nghiệm và có ý thức bảo vệ thiết bị;

- Có tinh thần tự giác, chuyên cần, trung thực, cẩn thận, khiêm tốn, cầu thị trong thực hành;

- Có khả năng làm việc theo nhóm, có tác phong công nghiệp trong thực hiện công việc.

Nội dung chính:
1. Khả năng hòa tan của lipid

1.1. Sơ lược về lý thuyết 

Lipid nói chung, chất béo nói riêng không tan trong nước nhưng tan trong các dung môi hữu cơ. Mức độ hòa tan của lipid sẽ khác nhau phụ thuộc vào bản chất của dung môi. Do vậy, tiến hành thí nghiệm thực hiện phản ứng xác định khả năng hòa tan của lipid với các loại dung môi khác nhau để từ đó xác định được loại dung môi hòa tan tốt lipid.

1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

        - Dầu thực vật;

- Dung môi: Cồn 960,  Aceton,  Ether ethylic, Nước cất.

1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm có nút đậy;

- Các dụng cụ khác như: Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 5ml; Giá đựng ống nghiệm và pipet; khẩu trang.

1.4.  Các bước tiến hành

- Cho vào 4 ống nghiệm theo thứ tự như sau:


+ Ống 1:   3 giọt dầu thực vật   +  1ml Nước cất;


+ Ống 2:   3 giọt dầu thực vật   +  1ml Cồn 960;


+ Ống 3:   3 giọt dầu thực vật   +  1ml Aceton;


+ Ống 4:   3 giọt dầu thực vật   +  1ml Ether ethylic;

- Đậy nút lại, lắc đều, so sánh kết quả trong ống nghiệm 1 với các ống còn lại và ghi lại kết quả.

1.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích kết quả, nhận xét, đánh giá về khả năng hòa tan của lipid với các loại dung môi khác nhau, từ đó xác định được loại dung môi hòa tan tốt lipid.

2. Phản ứng thủy phân lipid

2.1. Sơ lược về lý thuyết 

 Dưới tác dụng của lipase, acid hoặc kiềm, triglycerid sẽ bị phân giải ở liên kết este tạo thành glycerin tự do và acid béo (trường hợp thủy phân bằng acid hoặc lipase) hoặc muối của các acid béo (trường hợp thủy phân bằng kiềm). Phương trình phản ứng xảy ra như sau:

  - Thủy phân bằng acid hoặc lipase:
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           - Thủy phân bằng kiềm:
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Các muối của acid béo bậc cao được tạo thành trong phản ứng thủy phân này gọi là xà phòng nên quá trình phân giải các liên kết este của glycerid gọi là sự xà phòng hóa.

2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Dầu thực vật (mỡ );

- KOH 30% trong cồn 90%V;

- Nước cất.

2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Bình tam giác 250ml;

- Cốc đong 50ml;

- Đũa thủy tinh; 

- Nồi cách thủy.

2.4.  Các bước tiến hành

- Cho vào bình tam giác 1ml dầu thực vật (mỡ động vật) và 10ml KOH 30% trong cồn;

- Đun trong nồi cách thủy trong 1 giờ, khuấy đều được dung dịch quánh;

- Thêm vào đó 20ml nước cất, lắc đều được xà phòng kali (có bọt xà phòng). 

2.5. Kết quả và nhận xét 


Giải thích, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

3. Phản ứng phát hiện acid béo của lipid

3.1. Sơ lược về lý thuyết 


Dựa vào phản ứng giữa dung dịch xà phòng tác dụng với acid đậm đặc tạo thành acid béo tự do và muối tương ứng. Từ đó, phát hiện được acid béo của lipid và tiến hành kiểm tra acid béo tự do vừa hình thành. Phản ứng xảy ra như sau:


               RCOOK +  3HCl     ((((     KCl      +        RCOOH

3.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Dung dịch xà phòng Kali;

- Ether ethylic;

- NaOH 0,01%;

- HCl đậm đặc;

- Phenolphtalein 1% trong cồn 96%V;

- Nước cất.

3.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Ống nghiệm có nút đậy;

- Các dụng cụ khác như: Cốc thủy tinh loại 50ml; Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 10ml; Giá đựng ống nghiệm và pipet.

3.4.  Các bước tiến hành

- Cho vào ống nghiệm 3ml dung dịch xà phòng Kali và 1ml HCl đậm đặc, lắc đều được acid béo nỗi lên trên bề mặt dung dịch;

- Chuyển acid béo sang ống nghiệm khác. Thêm vào đó 1ml ether ethylic, đậy nút lại, lắc đều đến khi tan hoàn toàn acid béo; 

- Chia dung dịch acid béo tan trong ether ethylic trên làm 2 phần bằng nhau:

  + Cho vào phần thứ nhất 1 giọt phenolphtalein, lắc đều, sau đó cho từ từ từng giọt NaOH 0,01% cho đến khi dung dịch chuyển sang màu hồng thẫm; 

+ Sau đó, cho phần thứ hai vào phần thứ nhất;

- Quan sát hiện tượng và ghi lại kết quả.

3.5. Kết quả và nhận xét 

Giải thích, nhận xét, đánh giá kết quả thu được. 

4. Xác định một số chỉ số của lipid

4.1. Xác định chỉ số acid

4.1.1. Sơ lược về lý thuyết

 Chỉ số acid là số mg KOH cần thiết để trung hòa lượng acid béo tự do có trong 1gam chất béo.

4.1.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Dầu thực vật; 

- Cồn 96%V;

- Dung dịch phenolphtalein 1% trong cồn 96%V;

- Dung dịch KOH 0,1N;

- Vaselin;

- Nước cất.

4.1.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Bình tam giác 250ml có nút đậy; 

- Buret loại 25ml;

- Bình định mức 1000ml;

- Các dụng cụ khác như: Cốc thủy tinh loại 50ml; Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 10ml; Giá đựng pipet; Phễu thủy tinh.

4.1.4.  Các bước tiến hành

- Cho vào bình tam giác 1g dầu thực vật và 10ml cồn 96%V, đậy nút lại, lắc đều cho dầu tan hoàn toàn; 

- Cho vào bình 3 giọt dd phenolphtalein 1%, tiến hành chuẩn độ bằng dung dịch KOH 0,1N cho đến khi xuất hiện màu hồng bền trong 30 giây. Ghi lại kết quả chuẩn độ;

- Lặp lại thí nghiệm chuẩn độ thêm 2 lần nữa đế lấy giá trị trung bình nhằm tăng tính chính xác của kết quả thí nghiệm.

4.1.5. Kết quả và nhận xét 

Từ kết quả chuẩn độ, ta xác định được chỉ số acid của dầu thực vật dựa vào công thức sau:

   
                           X= Vxf x5,6


Trong đó:



X: Chỉ số acid



V: Số ml KOH 0,1N dùng để chuẩn độ 

                  (lấy giá trị trung bình sau 3 lần  chuẩn độ)



f: Hệ số điều chỉnh nồng độ KOH 0,1N



5,6: Số mg KOH tương đương với 1ml KOH 0,1N

* Tính toán, nhận xét và đánh giá kết quả thu được.

4.2. Xác định chỉ số peroxid

4.2.1. Sơ lược về lý thuyết

Chỉ số peroxid là số gam Iod được giải phóng do lượng peroxid có trong 100g chất béo. 

Chỉ số peroxid phản ánh chất lượng dầu thực vật. Các peroxid tạo thành trong quá trình ôi hóa của chất béo, trong môi trường acid có khả năng phản ứng với KI giải phóng I2 theo phản ứng:
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Lượng I2 giải phóng ra được chuẩn độ bằng dung dịch Na​2S2O3:
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4.2.2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Dầu thực vật;

- Hỗn hợp acid acetic đặc;

- Chlorofooc;

- KI bão hòa;

- Tinh bột 0,5%;

- Na2S2O3 0,002N (pha loãng trước khi dùng từ dung dịch Na2S2O3 0,1N); 

- Vaselin;

- Nước cất.

4.2.3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Bình tam giác 250ml có nút đậy; 

- Buret loại 25ml;

- Bình định mức loại 250ml,1000ml;

- Các dụng cụ khác như: Cốc thủy tinh loại 50ml; Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet loại 10ml; Giá đựng pipet; Phễu thủy tinh.

4.2.4.  Các bước tiến hành


- Lần lượt cho vào hai bình tam giác: 

     + Bình 1: 2ml nước cất;      

     + Bình 2: 2g dầu thực vật;

- Tiếp đó, thêm vào mỗi bình 20ml hỗn hợp acid acetic và chlorofooc (theo tỉ lệ 2:1), 5ml KI bão hòa;

- Đậy nút bình, lắc đều. Để yên trong tối 50ph;

- Sau đó, đem bình ra cho 50ml nước cất và vài giọt hồ tinh bột 0,5%, lắc đều.

- Tiến hành chuẩn độ lượng I2 giải phóng ra bằng Na2S2O3 0,002N đến khi dung dịch mất màu xanh. Ghi lại kết quả chuẩn độ;

- Lặp lại thí nghiệm chuẩn độ thêm 2 lần nữa đế lấy giá trị trung bình nhằm tăng tính chính xác của kết quả thí nghiệm.

4.2.5. Kết quả và nhận xét 

Từ kết quả chuẩn độ, ta xác định được chỉ số Peroxid của dầu thực vật dựa vào công thức sau:

Trong đó:

     X: Chỉ số Peroxid


   V1: Số ml Na2S2O3 0,002N dùng để chuẩn độ bình nước cất                              (lấy giá trị trung bình sau 3 lần chuẩn độ)



   V2: Số ml Na2S2O3 0,002N dùng để chuẩn độ bình dầu thực vật 

                             (lấy giá trị trung bình sau 3 lần chuẩn độ)



    f : hệ số hiệu chỉnh nồng độ Na2S2O3 0,002N



   0,0002538: Số  gam Iod tương ứng với 1ml Na2S2O3 0,002N

  
   g : Số gam dầu thực vật đem phân tích.

* Tính toán, nhận xét và đánh giá kết quả thu được.

Bài 6                           ĐỊNH LƯỢNG VITAMIN C
Mã bài: MH06-B6

Mục tiêu: 
- Trình bày được nguyên tắc định lượng  vitamin C;

- Thực hiện được công việc chuẩn bị dụng cụ, hóa chất thí nghiệm, nguyên liệu cần đem phân tích và sử dụng thành thạo các dụng cụ và thiết bị thí nghiệm;

- Trình bày được các bước tiến hành định lượng  vitamin C;

- Tiến hành được các thao tác định lượng  vitamin C theo đúng trình tự và yêu cầu kỹ thuật;

- Tổng hợp, xử lí, tính toán, nhận xét và đánh giá kết được quả thu được;

- Có ý thức chấp hành nội quy, an toàn lao động trong phòng thí nghiệm và có ý thức bảo vệ thiết bị;

- Có tinh thần tự giác, chuyên cần, trung thực, cẩn thận, khiêm tốn, cầu thị trong thực hành;

- Có khả năng làm việc theo nhóm, có tác phong công nghiệp trong thực hiện công việc.

Nội dung chính:
1.  Sơ lược về lý thuyết

 Dựa vào tính chất khử của acid ascorbic đối với các chất màu để định lượng vitamin C trong nguyên liệu. Phản ứng xảy ra như sau:

                    

2. Nguyên liệu, Hóa chất 

- Rau quả tươi (rau cải, rau ngót, rau càng cua, táo, cam, bưởi,…): 2 loại rau và 2 loại quả

- HCl 2%;

- Tinh bột 0,5%;

- I2 0,01N;

- Nước cất.

3. Trang thiết bị, dụng cụ

- Cân điện tử;

- Tủ sấy;

- Buret màu loại 25nl;

- Bình định mức 50ml;

- Cối chày sứ;

- Cốc thủy tinh loại 50ml; 

- Bình tam giác 100ml;

- Giấy lọc;

- Các dụng cụ khác như: Dao, Đũa thủy tinh; Phễu thủy tinh; Kẹp gỗ; Bóp cao su; Pipet nhỏ giọt; Pipet 5ml, 10ml; Giá đựng (buret, ống nghiệm, pipet, đũa thủy tinh, phễu,...)

4.  Các bước tiến hành

4.1. Chuẩn bị dung dịch thí nghiệm

- Cho vào cối sứ 2g nguyên liệu và 10ml HCl 2%, nghiền nhỏ, chắt nước chiết sang cốc;

- Sau đó, cho thêm 10ml HCl 2% vào cối sứ, tiếp tục nghiền, rồi lại chắt nước chiết sang cốc; 

- Lặp lại như vậy lần thứ 3, kết thúc quá trình chiết rút; 

- Dùng 10ml HCl 2% tráng lại cối chày sứ có chứa cả bã cho vào cốc đựng dịch chiết ở trên;

- Chuyển toàn bộ dịch chiết từ cốc sang bình định mức (V = 50ml), tráng cốc lần nữa bằng ít nước cất rồi chuyển dịch tráng cốc cho vào bình định mức, dùng nước cất dẫn đến định mức của bình;

- Đặt bình định mức trong bóng tối khoảng 10 phút cho lượng acid ascorbic có trong nguyên liệu được hòa tan hoàn toàn;

- Sau thời gian trên, đem ra lọc lấy dịch trong.

4.2. Tiến hành thí nghiệm

- Lấy 10ml dịch trong vừa lọc ở trên cho vào bình tam giác, thêm vào đó 10 giọt tinh bột 0,5%, lắc nhẹ;

- Dùng I​2 0,01N chuẩn độ cho đến khi dung dịch bắt đầu xuất hiện màu xanh lam nhạt là được. Kết thúc chuẩn độ, đọc và ghi lại kết quả chuẩn độ; 

- Lặp lại thí nghiệm chuẩn độ như trên thêm 2 lần nữa đế lấy giá trị trung bình nhằm tăng tính chính xác của kết quả thí nghiệm.

5. Kết quả và nhận xét

Từ kết quả chuẩn độ, ta xác định được hàm lượng vitamin C có trong nguyên liệu dựa vào công thức sau:


Trong đó:     X: Hàm lượng vitamin C có trong nguyên liệu (%)


          Vc: Số ml dung dịch I2 0,01N dùng để chuẩn độ 

                    (lấy giá trị trung bình sau 3 lần chuẩn độ)

            Vf: Số ml dung dịch mẫu đem phân tích (10ml)



V: Dung tích mẫu đem pha loãng (50ml) 


          0,00088: số  gam vitamin C tương đương với 1ml I2 0,01N

* Tính toán, nhận xét và đánh giá kết quả thu được.
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