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13.11 PINH LUONG HOAT TINH VITAMIN B,, BANG
PHUONG PHAP VI SINH VAT

Dung djch dém
Hoa tan 1,29 g dinatri hydrophosphat (TT), 1,10 g acid
citric khan (TT), 1,00 g natri metabisulfit (TT) trong 100 ml

nuoc dé pha tiém.

Mai truong dinh lrgng

Thanh phan

L-Cystin 0,1 g
L-Tryptophan 0,05 ¢
Dung dich acid hydrocloric 1N 10 ml
Dung dich adenin - guanin - uracil 5 ml
Dung dich Xanthin 5ml
Dung dich vitamin I 10 ml
Dung dich vitamin 11 10 ml
Dung dich mudi A 5ml
Dung dich mudi B 5 ml
Dung dich asparagin 5ml
Dung dich thuy phan casein bang acid 25 ml
Dextrose khan 10g
Natri acetat khan 5g

Acid ascorbic lg
Dung dich polysorbat 80 5 ml

Chudn bj cdc dung dich

Dung dich thiy phan casein bing acid: Cho 100 g casein
khong chira vitamin vao 500 ml dung dich acid hydrocloric
6 N, dun hoi luu tir 8 h dén 12 h. Loai bo acid hydrocloric
trong hén hop bing cat chin khéng dén khi thu durgc khéi
bt nhdo. Hoa tan cin thu dugc bing mede dé pha tiém,
diéu chinh pH dung dich vé 3,5 + 0,1 bing dung dich natri
hydroxyd 1 N (TT). Thém nucc dé pha tiém vira di 1000 ml.
Thém 20 g than hoat, khudy dé hap phu trong 1 h, loc ldy
dich trong. Tiép tuc lap lai bude thém than hoat trén dén khi
thu dugc dung dich trong subt. Bao quan dung dich trong
toluen, trong ti lanh & nhiét dd khéng dudi 10 °C.

Dung dich Asparagin: Hoa tan 2,0 g L-asparagin trong
vira di 200 ml nwde dé pha tiém. Bao quan dung dich
trong toluen, trong tu lanh.

Dung dich adenin - guanin - uracil: Hoa tan 200 mg mdi
loai adenin sulfat, guanin hydroclorid va urac:! trong 10 ml
dung dich acid hydrocloric 4 N, lam nong néu can dén khi
tan hét, 1am lanh, thém nudc dé pha tiém vira di 200 ml.
Béo quan dung dich trong toluen, trong tu lanh.

Dung dich xanthin: Hoa 0,2 g xanthin vao khodng 30 ml
dén 40 ml nudc dé pha tiém, dun néng dén khoing 70 °C,
thém 6 ml dung dich amoni hydroxyd 6 N, khudy déu dén
khi tan hoan toan. Lam lanh dén nhiét do phong, thém
nudc dé pha tiém vira di 200 ml. Bao quéan dung dich trong
toluen, trong ti lanh.
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Dung dich muoi A: Hoa tan 10 g kali dihydrophosphat (TT)
va 10 g dikali hydrophosphat (TT) trong vira du 200 ml
nwee dé pha tiém, Thém 2 giot acid hydrocloric (TT), bao
quan trong toluen.

Dung dich muéi B: Hoa tan 4,0 g magnesi sulfat (TT), 0,20 g
natri clorid (TT), 0,20 g st (1) sulfat (TT) va 0,20 g mangan
sulfat (TT) trong vira di 200 ml meée dé pha tiém. Thém 2
giot acid hydrocloric (TT), bao quan trong toluen.

Dung dich polysorbat 80: Hoa tan 20 g polysorbat 80 vao
200 ml alcol. Bao quan trong ti lanh.

Dung dijch vitamin I: Hoa tan 10 mg riboflavin, 10 mg
thiamin hydroclorid, 100 pg biotin va 20 mg niacin trong
vua du 400 ml dung dich acid acetic 0,02 N. Bao quan

trong toluen, tranh dnh sang, trong tu lanh.

Dung djch vitamin II: Hoéa tan 20 mg acid para-

aminobenzoic, 10 mg calci pantothenat, 40 mg pyridoxal
hydroclorid, 40 mg pyridoxin hydroclorid, 8 mg pyridoxamin

dihydroclorid va 2 mg acid folic trong vira du 400 ml dung

dich ethanol trung tinh loang (1 trong 4). Bao quan tranh

anh sang, trong tu lanh.

Pha ché méi truomg

Hoa tan hoan toan cystin va tryptophan vao 10 ml dung
dich acid hydrocloric I N (TT), thém 8 dung dich d chuén
bi ¢ trén (trir dung dich polysorbat 80) tron déu, tiép tuc
thém 100 ml nwde dé pha tiém, hoa tan dextrose, natri
acetat, acid ascorbic vao dung dich nay. Loc néu can. Thém
dung dich polysorbat 80, khuy déu, diéu chinh pH moi
trudng tir 5,5 dén 6,0 bang dung dich natri hydroxyd I N
(TT), thém mude dé pha tiém vira da 250 ml.

C6 thé sir dung méi trudmg & dang bét khé ¢6 thanh phan
nhur trén. Ché tao méi truomg theo huéng dn ghi trén nhén.

Moi truomg pha lodng

Pha loing Méi trudng dinh lugng bfmg mot luong niede dé
pha tiém teong duong s€ thu dugc Mai truong pha lodng.
Péng vao mdi éng thiy tinh 10 ml méi truéng vira pha,
hap tiét khudn. Lam lanh ngay sau khi hdp.

Nudc ép ca chua

Ly tAm nudc ép ca chua dé loai bo hét phan thit qua, ldy phan
dung dich. Hoa 5 g chit tro loc vao 1 L dung dich trén thu
duge hén dich. Loc dudi ap sut giam dén khi thu dugc
dung dich c6 mdu ddu tiy trong suét. Bao quan trong
toluen, trong ti lanh.

Mbi trwdmg nudi ciy chiing
Thanh phan:

Cao nim men tan trong niedc dé pha tiém 0,75 g
Pepton kho 0,75 g
Dextrose khan 1.0g
Kali dihydrophosphat 02¢g
Nudrc ép ca chua 10 ml
Polysorbat 80 I ml
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Cédch tién hanh: Hoa tan cao ndm men, pepton, dextrose
khan, kali dihyd.rophoqphat trong 60 ml dén 70 ml nuwde
dé pha tiém, tiép tue thém 10 ml nuéc ép cé chua va | ml
polysorbat 80, diéu chinh pH dung djch vé 6,8 bang dung
dich natri hydroxyd 1 N (TT ). Thém nugc dé pha tiém
vira du 100 ml. Péng vao ong nghiém médi ong 10 ml mdi
truong. Hap tiét tring & 121 °C trong 15 min. Lam lanh
ngay sau khi hép.

C6 thé sir dung méi trudng c6 thanh phin nhu trén & dang
bot dong khd. Ché tao mdi trudmg theo huéng dan ghi
trén nhan.

Chiing géc

Thém 1,0 g dén 1,5 g thach vao 100 ml méi trudng nudi
céy ching, tron déu, dun trong céch thiy dén khi thach tan
hoan toan, déng vao mdi dng nghiém thuy tinh 10 ml méi
tnrorng Hép ¢ 121 °C trong 15 mln Dé ngudi. Lay it nhét
3 éng moi truong, cdy vao mdi dng mot qua1 cay hén dich
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 gdc thudn ching. U
& mét nhiét do xac dinh trong khoang tir 30 °C dén 40 °C,
trong 16 h dén 24 h, duy tri nhiét d6 6n dinh trong khoang
nhiét do lwa chon + 0,5 °C. Bao quan trong ti lanh. Chung
str dung trong phép thir dinh lwgng phai dugc cdy truyén
khéng duéi 10 lan trong vong 2 tuén.

Céy truyén chung it nhét 3 13n mét tuin, khong sir dung
ching da qua 4 ngay tudi. Hoat tinh cia chiing s& dugc
tang 1én khi ciy truyén hang ngay hodc 2 ngay 1 lan dén
khi cé thé quan sat su phat trlen cta ching lam duc méi
truong sau 2 h dén 4 h nudi cay. Ching vi sinh vat chdm
phat trién kho c6 thé tao ra mot duong chuin dép (g thich
hop va do d6 cé thé din dén két qua bat thuong.

Hén dich chiing 1am viée

Chuan bj 2 éng chira 10 ml méi trwong nuéi cdy chung
da chudn bi & trén, ciy mét quai cdy hdn dich ching
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 gbc vao mdi ong.
U & mét nhiét do xac dinh trong khoang tir 30 °C dén
40 °C, trong 16 h dén 24 h, duy tri nhiét d6 4n dinh trong
khoang nhiét d9 lwa chon + 0,5 °C. Trong diéu kién vd
tring, ly tdm, ly cin vi khuén, loai bé dich nbi. Hoa cin
vao 5 ml méi truong pha lodng, g6p hon dich tir 2 ng thu
dugc hén dich ching géc, pha lodng hon dich chung goc
bing méi trrdmg pha lodng sao cho khl pha lodng hdn dich
ndy véi ty 1€ 1 : 20 bing nuoc mudi sinh ly v6 khuén dé
thu dugc hén dich c6 do truyén qua 70 % khi do quang &
530 nm, cuvet 10 mm, mAu tring 1a nuéc mudi sinh 1y vé
khudn. Pha lodng hdn dich ching gdc bang moi trudmg
dinh lugng ty 18 1 : 400 thu dugc hdn dich chung 1am viée,
Chai y: D§ duc cua hdn dich ching lam viéc c6 thé thay dbi
nhim tao dugc sy dap img mong mubn.

Hén dich chung d6ng lanh Lac!obacdlus leichmannii
ATCC 7830 c6 thé thay thé cho chiing gbc Lactobacillus
leichmannii ATCC 7830.
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C#ch tién hanh .

Dung cu thir nghiém dugc rira sach bang c4c chét tiy ry,
v phurong phép thich hop. Sdy & 250 °C trong 2 h dé phap,
hay du lugng vitamin B,,.

Dung dijch thu: Lay mot ]uqmg thich hgp sé don vj déng
goi, lam dong nhat miu véi mdi g hosic ml. Can chinh xjc
mot lugng ché pham thich h(;rp vao binh nén, thém 25 ml
dung djch dém, lic déu. Hap hon dich trén trong noi hap
& 121 °C trong 10 min. Lay ra, dé ngudi, chuyen toan bg
dich hap sang binh dinh mirc dung tich 200 ml, thém ruee
dé pha tiém vira du dén vach. Ly tam hodc loc, thu duge
dich Ioc trong. Tiép tuc pha lodng dich loc voi nudce dé pha
tiém dé duge dung dich thir 1am viéc co nong do tuong ty
dung dich chuin.

Dung dich chudn cyanocobalamin géc: Hoa tan cyano-
cobalamin chuén trong alcol 25 % dé dugc dung dich ¢6
nong do 1 pg/ml. Bao quan trong ti lanh.

Dung dich chudn cyanocobalamin lam viéc: Liy chinh
xéc mdt luwgng thich hop dung dich chuén cyanocobalamin
gbe, pha lodng bing nuedc dé pha tiém dé thu duge dung
dich chuan cyanocobalamin lam viéc c6 ndng dé 0,01 ng
dén 0, 04 ng/ml.

Cdch tién hanh:

Cho vao mé&i éng nghiém 1,0 ml; 1,5 ml; 2,0 ml; 3,0 ml;
4,0 ml; 5,0 ml dung dich chuén cyanocobalamin larn VIec
Thém nudc dé pha tiém vira & 5,0 ml. Thém vao moi 6ng
nghiém 5,0 ml méi truong dinh lugng. Mi néng do lam
lap lai 2 6ng.

Cho vio mdi éng nghiém khéc 1,0 ml; 1,5 ml; 2,0 ml; 3,0 ml;
4,0 ml dung dich thir lam viéc. Thém rmrdc dé pha tiem vira
du 5,0 ml. Thém vao mdi dng nghiém 5,0 ml méi truong dinh
lugng. Mbi nong do lam lap lai hai ong.

Cho vio 4 bng trang, mdi 6ng 5,0 ml nude dé pha tiém va
5,0 rnl moi trudong dinh lugng.

bay nap éng nghiém dé tranh nhiém khuén. Hip tiét tring
céc Ong nghiém trén ¢ 121 °C trong 5 min, c6 thé hap thoi
gian dai hon tuy nhién khong durgc quéa 10 min, sau khi hap
xong lam lanh ngay.

Trong diéu kién vo trung, cly vao mdi ong 500 wl hdn dich
chung lam viéc trir hai 6ng trang “khong cdy chung” Ug
mdt nhiét d6 xac dinh trong khoang tir 30 °C dén 40 °C,
trong 16 h dén 24 h, duy tri nhiét d6 én dinh trong khoéng
nhi¢t d9 lya chon + 0,5 °C. Sau thdi gian nudi cy, lam
ngimg sy phat trién cia vi khuén bang cich nhing cac éng
nghiém trong nudc dé pha tiém néng khong dudi 80 °C
trong 5 min. Dé ngudi dén nhiét do phong.

Lic déu bng thir nghiém. Dé yén hén dich thir nghi¢m
trong mot khoang thoi glan nhéit dinh den khi gia tn do
truyen qua dao dong it nhat bo do truyen qua cua ong
tring “cy ching” véi mu trang 1a dng tring “khong cdy
chung” & buac song 530 nm, cuvét 10 mm. Néu d truyén
qua cuia hai ong tréng nay khac nhau qua 5 % hoc c6 du
hiéu chung bj nhiém thi phai loai bo phép thir. Tiép tuc do
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dé truyén qua cua céc ong nghiém chira dung djch chuan
va dung dich thir véi mau tre’mg la ong trﬁng “khong cay
ching”. Chu y théi gian do d6 truyén qua cta cac hdn dich
thir nghiém phai nhu nhau.

Tinh két qua
Xay dyng duomg dép tmg cua dung dich chuén theo quy
trinh dudi day:
Kxem tra céc gia tri 4§ truyén qua va loai bo nhirng gia trj
sai s tho.
Péi Vo mdi mirc lleu cta chuén, tinh tdng cac gia tri do
truyen qua cua hai ong lap lai (), gié tri y dugc tinh nhu
sau:y=2,00-%.
Thiét lap Py thi vai truc tung 1a gi tri y, truc hoanh la
logarit s6 ml ctia dung dich cyanocobalamin chuin. C6 thé
sir dung truc hoanh theo thang s6 hoc hay logarit dé thu
dugc duomg dap img phu hgp. V& dudmg chuén tuong dbi
phit hop nhiét véi cac diém trén db thi.
Tinhy = 2,00 — ¥, d6i v&i miu thir twong tir nhur cach tinh
y d0i v6i mAu chuln. Tir d6 thi doc gid tri logarit ciia the
tich dung dich chuin twong tmg v&i médi gia trj y, loai bé
cc gid tri y nim ngoai khoang xdc dinh cua gia tri chuén
(khoang tur gla tri nho nhat dén gia trj I6m nhit cua chuan).
Pbi v6i mdi mire liéu, gia tr1 x la hi¢u cua gia trj iogarlt
vira doc dugc va gia tri logarit s6 ml cua dung dich chuin
tuong mg. Tinh trung binh it nhit ba gia tri x trd lén thu
duoc xp, =M.
Xac dinh gia tri M bing céng thirc:
M=M"+IgR

Tinh hoat lyc cyanocobalamin ciia mau thir bing cong thirc:

antilog M = antilog (M’ + Ig R)
Trong do:
R 12 hoat lyc gia dinh cia cyanocobalamin trong mau thir
ban diu.
Tién hanh lap lai phép thir it nhit mét lan, sir dung dung
dich thir doc 1ap. Néu gia tri M giita hai lan thir sai khac
nhau khdng qua 0,08 thi gia tri trung binh M, chinh la ham
lrgng cua cyanocobalamin trong mAu thir. Neu giatriM
giira hai lan thir sai khac nhau qué 0,08, tién hanh thém
mét hodc nhiéu phép thir nira. Tinh gid tri trung binh M,
tir cac gia tri M khéc nhau khong qua 0,15 1a hoat luc cua
cyanocobalamin trong mu thir.
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