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Tinh ham luqng_C,6H34Q theo dién tich pic cta cetyl alcol
thu dugc trén sic ky do cuia dung dich thir va dung dich
dbi chiéu (1).

Bio quin
Bao bi kin, tranh 4nh sang.

Loai thubc
Ta duoc.

CHYMOTRYPSIN

Chymotrypsin 1a enzym thiy phan protein dugc két
tinh tr dich chiét tuyén tuy bod, Bos raurus Linné (Fam.
Bovidae). Ché phim pha: chira khéng it hon 1000 don vi
chymotrypsm trong mdi mg, tinh theo ché phim da 1am
kho va phai chira tir 90,0 % dén 110,0 % so véi hoat luc
ghi trén nhan.

Tinh chit '
Bot ket tinh hodc bot vo dinh hinhﬁ méu’tring. Hoi tan
trong nurée. Dang bt vo dinh hinh dé hit 4m.

Dinh tinh

A.Liy khoang 10 mg ché pham, hoa tan trong 10 ml nwée
dun s6i dé ngudi. Liy 0,05 ml dung dich thu dugc cho vao
khay sit tring, thém 0,2 ml dung dich co chdt. Mau do tia
xuét hién trong vong 3 min.

Dung dich co chat: Can chinh xac 237,0 mg acetyltyrosin
ethyl ester (TT) cho vao binh dinh mirc 100 ml, thém 2 ml
ethanol 96 % (TT), l4c dén khi tan. Thém 20 ml dung dich
dém phosphat pH 7,0 (chudn bi trong phin Dinh lugng),

thém 1 ml dung dich do methyl - xanh methylen 16i pha
loang véi nuedre vira du dén vach.

Dung djch do methyl - xanh methylen: Tron ddng thé tich
dung dich do methyl 0,1 % trong ethanol 96 % va dung
dich xanh methylen 0,05 % trong ethanol 96 %.

B. Ly khoang 30 mg ché phdm hoa tan trong dung dich
acid hydrocloric 0,001 M, pha loang thanh 100 ml véi
cung dung moéi. Pho hép thu tr ngoai (Phu luc 4.1) cua
dung dich thu dugc trong khoang budc séng tir 220 dén
320 nm phai c6 cuc dai ¢ budc song khoang 281 nm va
cyc tiéu & bude séng khoang 250 nm.

Mit khéi lwgng do 1am khé
Khéng dugce qua 5,0 % (Phu luc 9.6).
(1,00 g; 60 °C; trong chan khéng; 4 h).

Tro sulfat
Khong dugc qua 2,5 % (Phuy luc 9.9, phuong phap 2).
Ding 0,100 g cheé pham.

Trypsin

Khéng dugc qua 1 % (kl/kl).

Dung djch thir: Hoa tan 100 mg ché phim trong 10,0 ml medc.
Dung djch déi chiéu: Dung dich trypsin trong nudc cé
nﬂng 46 0,01 %.

CHYMOTRYPSIN

Dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan pH 8,1
(0,08 M): Hoa tan 294 mg calci clorid (TT) trong 40 ml
dung dich tris(hydroxymethyl)aminomethan 0,20 M, diéu
chinh pH dén 8,1 bang dung dich acid hydrocloric 1 N
(TT) va pha loang thanh 100 ml véi nwoc.

Dung dich co chat: Cin 98,5 mg tosylarginin methyl ester
hydroclorid (TT), cho vao binh dinh mirc dung tich 25 ml.
Thém 5 ml dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan
pH 8,1 va lic cho dén khi hoa tan co chit. Thém 0,25 ml
dung dich d6 methyl - xanh methylen (pha & phan Dinh
tinh) va thém nwdc vira du dén vach.

Cdch tién hanh:

Diing micro pipet ldy 50 pl dung dich thir va dung dich
dbi chiéu cho vao hai khay sir tring riéng biét, thém 0,2 ml
dung dich co chat vao mdi dung dich. Trong vong 3 phit,
khay str chira dung dich thir khong duge c6 mau do tia tao
thanh, khay sir chira dung dich d4i chiéu cho mau do tia.

Pinh lugng

Dung dich dém phosphat pH 7,0 (0,067 M): Hoa tan 4,54 g
kali dihydrophosphat (TT) trong niwréc va pha lodng vira du
500 ml véi cing dung méi (dung dich A). Hoa tan 4,73 g
dinatri hydrophosphat khan (TT) trong nurdc va pha lodng
vira du 500 ml véi cung dung moéi (dung dich B). Tron
38,9 ml dung dich A véi 61,1 ml dung dich B. Piéu chinh
t6i pH 7,0 bang cach thém timg giot dung dich B néu can.
Dung dich co chat: Hoa tan 23,7 mg acetyltyrosin ethyl
ester (TT) (loai thich hop dé dung dinh lugng chymotrypsin)
trong khoang 50 ml dung dich dém phosphat pH 7,0 bang
cach 1am 4m. Dé nguoi, thém dung dich dém phosphat pH
7,0 vira du 100 ml.

Luu y: C6 thé bao quan dong lanh dung dich co chit va
duoc sir dung sau khi rd dong, nhung phai lam dong lanh
ngay sau khi pha.

Dung dich thir: Can chinh xac mot hrgng ché pham thich
hop (W) va hoa tan trong dung dich acid hydrocloric
0,0012 M dé thu dwoc dung dich c6 ndng do tir 12 - 16
don vi chymotrypsin trong | ml. Dung dung dich cé ndng
6 thip hon hoic cao hon neu can sao cho trong qua trinh
dinh lugng sy thay doi do hap thu trong khoang tir 0,008
dén 0,012 trong méi 30 s.

Cdch tién hanh:

Pinh lugng bing may quang phd tir ngoai thich hop, c6 hé
théng diéu nhiét dé duy tri nhiét do budng chira cbc do &
25 + 0,1 °C. Xéc dinh nhiét d6 trong céc do tnrée va sau khi
do do hap thu dé dam bao nhiét 49 khdng thay dbi qua 0,5 °C.
Hat chinh xac 0,2 ml dung dich acid hydrocloric 0,0012 M
va 3,0 ml dung dich co chét vao cdc do day 1 cm. Dat cée
do vao may quang phé tir ngoai va diéu chinh thiét bj dé
c6 d hép thy 13 0,200 & 237 nm.

Hit chinh xac 0,2 ml dung dich thir cho vao cée do day
1 cm, thém 3,0 ml dung dich co cht, tron déu. Dit cbe do
vdo may quang phé tir ngoai va do ngay do hap thu.

Po 46 hip thy sau mdi 30 s trong it nhit 5 min. Lap lai thi
nghiém cung do pha lodng it nhit mét lin. Gia tri tuyét déi
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VIEN NEN CHYMOTRYPSIN

clia 49 hép thy khong quan trong bing téc do suy giam
héing dinh cua d6 hép thy. Néu téc do suy giam cia d¢ hip
thy khéng duy tri dugc hang dinh trong khoang thoi gian
it nhét 12 3 min, phai 1am lai thi nghiém, néu cin sir dyng
dung dich thir c6 ndng d¢ thich hgp.
V& dudng biéu dién d6 hip thy theo thoi gian, ldy gia tri
dé hﬁp thu lam tung d§ va thdi gian 1am hoanh d§. Chon
doan tuyén tinh trong vong 3 min dé xéc dinh hoat lyc cia
mau thir.
Mgt dom vi chymotrypsin I hoat tinh lam thay déi dg hdp
thu la 0,0075 trong méi phut véi cdc diéu kién quy dinh
cua phwong phap dinh lwong nay.
Tinh hoat lyc (don vi) chymotrypsin ¢é trong mdi mg ché
pham theo céng thirc:

(4,-4,) %D

Tx0,0075 x W x 0,2

Trong do:

A, 1a @6 hap thu ¢ thoi diém d4u trong khoang bién thién
d6 hip thu tuyén tinh;

A, 1a 46 hap thu & thoi diém cubi trong khoang bién thién
do hap thu tuyén tinh;

T 1a khoang thoi gian giira lan doc déu va lan doc cubi
(min);

D 1a @6 pha loang cua dung dich thit;

W 1a khéi luong méu thir (mg).

Gi6i han nhiém vi sinh vit
Khong dugc c6 Pseudomonas aeruginosa, cac chung
Salmonella va Staphylococcus aureus (Phu luc 13.6).

Bio quin )
Trong bao bi kin, dé noi khdé mat, tranh anh sing.

Loai thudc
Enzym thiy phén protein.

VIEN NEN CHYMOTRYPSIN

La vién _nén chira chymotrypsin.
Ché phiam phai dap (mg cic yéu céu trong chuyén luin
“Thudc vién nén” (Phu luc 1.20) va cic yéu ciu sau day:

Hoat Iyc chymotrypsin, tir 90,0 % dén 120,0 % so véi
hoat lyc ghi trén nhén.

DPinh tinh

A. Lay mot lugng bt vién tuong u'ng v0i4,2 mg chymotrypsin,
hoa tan trong 4 ml nuwdc dun séi dé ngudi, loc. Lay 0,05 ml
d|ch loc cho vao khay sit tring, thém 0,2 ml dung dich co
chat. Mau do tia xuét hién trong vong 3 min.

Dung djch co chat: Cén chinh xac 237,0 mg acetyltyrosin
ethyl ester (TT) cho vao binh dinh mic 100 ml, thém 2 ml
ethanol (TT), lac dén khi tan. Thém 20 ml dung dich dém
phosphat pH 7,0 (chuin bj trong phén dinh lugng), thém
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1 ml dung dich dé methyl - xanh methylen 1di pha lodng
V@i nwoc vira du.

Dung dich do methyl - xanh methylen: Tron ddng thé tich
dung dich do methyl 0,1 % trong ethanol 96% va dung
dich xanh methylen 0,05 % trong ethanol 96%.

B. Lay mdt lugng bdt vién twong (mg v6i 30 mg chymotrysin
hoa tan trong dung dich acid hydrocloric 0,001 M, pha lodng
thanh 100 ml véi cling dung méi, loc. Phd hap thu tir ngoai
(Phu luc 4.1) cua dich loc thu dugc trong khoang buréc song tir
220 dén 320 nm phai c¢6 cuc dai & budc séng 281 nm va cuc
tiéu & 250 nm.

Dinh lwgng

Dung dich dém phosphat pH 7,0: Hoa tan 4,54 g kali
dihydrophosphat (TT) trong nudc va pha loang thanh
500 ml véi cung dung méi (dung dich A). Hoa tan 4,73 g
dinatri hydrophosphat khan (TT) trong nwdc va pha lodng
thanh 500 ml véi cling dung moi (dung dich B). Tron 38,9 ml
dung dich A véi 61,1 ml dung dich B. Diéu chinh téi pH
7,0 biing cach thém timg giot dung dich B néu cén.

Dung dich co chat: Hoa tan 23,7 mg acetyltyrosin ethyl
ester (TT) (loai thich hop dé diing dinh lrgng chymotrypsin)
trong khoang 50 ml dung dich ¢ém phosphat pH 7,0 bang
cach lam 4m. P& ngudi, thém dung dich dém phosphat
pH 7,0 vira da 100,0 ml. Luru y: Cé thé bao quan dong lanh
dung dich co chét va dugc sir dung sau khi ra déng, nhung
phai lam dong lanh ngay sau khi pha.

Dung dich thir: Can 20 vién, tinh khdi luong trung binh
va nghién thanh bdt min. Cin chinh xac mét lugng bot
vién thich hop va hoa tan trong dung dlch acid hydmclonc
0,0012 M d thu duoc dung dich c6 ndng do tir 12 den 16
don vi chymotrypsin trong 1 ml. Diing dung dich cé nong
6 thip hon hozc cao hon (néu cin) d trong qua trinh dinh
lugng su thay dbi d6 hép thu trong khoang tir 0,008 dén
0,012 trong mdi 30 s.

Cdch tién hanh

Luwu y: Xéc dinh sy thich hop cia co chit va lqém tra su
diéu chinh méy quang pho tr ngoa1 bang cach tién hanh sit
dung chymotrypsm chuan thay thé méu thir.

Pinh luong bing méay quang phd tir ngoai thich hop, c6 hé
théng diéu nhiét dé duy tri nhiét dd budng chira coc do &
25 °C = 0,1 °C. Xac dinh nhiét d trong cbe do trude va
sau khi do d¢ hép thu dé dam bao nhiét do khong thay dbi
qua 0,5 °C.

Hut chinh xac 0,2 ml dung dich acid hydrocloric 0,0012 M
va 3,0 ml dung dich co chdt vao cbc do day 1 em. Dat cbe
do vao may quang phd tir ngoai va didu chinh thiét bj dé
c6 @6 hap thu 12 0,200 & 237 nm.

Hit chinh xéc 0,2 ml dung dich thir cho vao cdc do day
1 cm, thém chinh xé4c 3,0 ml dung dich co chat. Dt cbe do
vao may quang phd ti ngoai (Chd y: Thyc hién thém méu
vdo cbc do diing theo thir ty nay, va bit du ghi thei gian
phan {mg ngay sau khi thém dung dich co chét).



