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Đặt vấn đề

Gạo là loại lương thực cung cấp 
protein chủ yếu cho con người, đặc biệt 
là ở châu Á [1,  2]. Nhu cầu protein từ 
gạo được dự báo tăng dần theo sự tăng 
dân số thế giới [3]. Vì vậy, việc chiết 
tách nhằm xác định hàm lượng protein 
trong gạo, giúp tuyển chọn loại gạo có 
hàm lượng protein cao là quan trọng 
và cần thiết.

Protein trong gạo được chia làm 
bốn nhóm dựa trên tính hòa tan của 
chúng trong các loại dung môi, gồm: 
Albumin (tan trong nước), globulin 
(tan trong muối), prolamin (tan trong 
rượu) và glutelin (tan trong axit loãng 
hoặc kiềm loãng) [4], Trong đó glutelin 
chiếm 80% tổng lượng protein của gạo. 
Vì vậy, hàm lượng glutelin thay đổi sẽ 
làm thay đổi lượng protein trong gạo 
và từ đó gây ảnh hưởng đến chất lượng 
dinh dưỡng của gạo [5]. Glutelin trong 
gạo tồn tại ở các dạng: Proglutelin, 
α-glutelin, β-glutelin, trong đó dạng 
α-glutelin quyết định chính đến hàm 
lượng glutelin [6]. Như vậy, xác định 
được hàm lượng α-glutelin trong gạo 
sẽ tìm được loại gạo có hàm lượng 
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Abstract:

This article presents how sodium dodecyl sulfate (SDS) affects the ability to 
extract proteins in rice. Analysis data of polyacrylamide gel electrophoresis 
spectrum available sodium sulfate dedocyl (SDS-PAGE), UV-Vis spectrum, 
and Raman spetrum showed the SDS concentration in the rice protein 
extraction solution (0.05 M tris, pH8, 5 M urea, 5% 2-ME) affected the 
ability of rice protein extraction. The ability to extract the highest rice 
protein content was reached at the SDS concentration of 3%.
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protein lớn và chất lượng dinh dưỡng 
cao.

Dung môi chứa sodium dedocyl 
sunfat (SDS) được sử dụng để chiết các 
protein trong gạo, dịch chiết thu được 
được phân tách bằng điện di trên gel 
polyacrylamide với sodium dedocyl 
sunfat (SDS-PAGE). Các thành phần 
của protein được phát hiện bằng cách 
nhuộm gel sử dụng thuốc nhuộm 
coomasive blue R-250 thu được các 
dải: Khoảng 57 kDa là proglutelin, 
khoảng 40 kDa là α-glutelin, khoảng 
20 kDa là β-glutelin, khoảng 13 kDa 
là prolamin…[5-8]. Nếu diện tích ăn 
màu của dải α-glutelin lớn thì hàm 
lượng α-glutelin trong mẫu cao.

Trong chọn tạo giống lúa, kỹ thuật 
điện di SDS-PAGE đã được các nhà 
khoa học sử dụng để chọn lọc các 
dòng, giống có lượng protein cao dựa 
trên diện tích ăn màu dải α-glutelin 
trên phổ SDS-PAGE. Tuy nhiên, để so 
sánh chính xác được lượng α-glutelin 
trong protein của gạo thì quá trình 
chiết α-glutelin phải có hiệu quả cao, 
do đó nghiên cứu này tiến hành nghiên 
cứu ảnh hưởng của hàm lượng SDS 
đến khả năng chiết protein trong gạo.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
Nguyên liệu, hóa chất, thiết bị và 

dụng cụ thí nghiệm

Nguyên liệu: Gạo giống Q2 (nguồn 
giống do GS.TSKH Trần Duy Quý 
chọn tạo) trồng tại Dân Tiến - Khoái 
Châu - Hưng Yên vụ xuân năm 2015. 
Đặc điểm: Cứng cây, chịu sâu bệnh tốt, 
năng suất 6,6 tấn/ha. 

Hóa chất: Tris base, acid clohydric, 
urea, SDS, 2-ME, glycine, CBB-R250, 
TEMED, acid acetic, methanol, 
bromphenol blue (Merck); acrylamid, 
bis acrylamide, BSA (Sigma); protein 
chuẩn P7703S (M).

Thiết bị và dụng cụ thí nghiệm:

- Micropipet các loại; pipet 10 ml; 
ống facol 1,5 ml và ống facol 50 ml.

- Máy lắc, máy ly tâm, máy khuấy 
từ, nguồn điện di cosort EV2002, bình 

điện di gel đứng loại mini do hãng 
Cole Pamer cung cấp.

- Thiết bị đọc ảnh gel và phần mềm 
phân tích ảnh gel Multidoc.it 3Dr 
(hãng UVP - Mỹ).

- Máy đo UV-Vis Jasco V630 (Nhật 
Bản).

- Máy phân tích phổ Raman 
(LabRam HR). 

Chiết protein trong gạo

Protein trong gạo được chiết bằng 
cách: Cân chính xác 60 mg mẫu đã 
nghiền vào ống facol 1,5 ml, thêm 120 
µl dung dịch chiết tách có thành phần 
tris 0,05 M, pH=8, urê 5 M, 2-ME 
5% (thể tích/thể tích) và khảo sát hàm 
lượng SDS bằng cách thay đổi hàm 
lượng  từ 1,8 đến 4,2% [9]. Để yên 
mẫu qua đêm ở nhiệt độ phòng. Sau đó 
mẫu được khuấy trộn rồi ly tâm với tốc 
độ 15.000 vòng/phút trong thời gian 
10 phút ở nhiệt độ phòng. Lấy dịch 
chiết đem phân tích bằng SDS-PAGE, 
UV-Vis và Raman.

Phương pháp SDS-PAGE

Phương pháp SDS-PAGE được tiến 
hành ở nhiệt độ phòng, sử dụng 12%T 
acrylamid gel tách và 5%T acrylamid 
gel cô. Điện di ở điện thế 20 V trong 
1 h, rồi tăng thế lên 40 V trong 2 h, 
sau đó tăng thế đến 60 V cho đến khi 
prolamin chạm tận cùng gel. 

Bình điện di đứng, tấm kính kích 
thước 11,3x10 cm, chạy cùng một 
lúc 10 giếng, trong đó: Giếng 1 nhỏ 
5 µl dung dịch BSA hàm lượng 0,28 
mg/ml; giếng 10 nhỏ 5 µl dung dịch 
protein chuẩn P7703s; giếng 2 đến 9 
tương ứng nhỏ 10 µl mẫu dịch protein 
chiết được ở trên với hàm lượng SDS 
thay đổi từ 1,8 đến 4,2% (m/v) theo 
bảng 1.

Nhuộm màu gel và rửa nhuộm:

Gel được nhuộm màu trong dung 
dịch: acid acetic (10%), methanol 
(50%), coomassie brilliant blue R-250 
(0,3%) trong 1 h. Sau đó, rửa gel đã 
nhuộm bằng dung dịch chứa methanol 
(10%) và acid acetic (5,5%) trong 1 h 
hoặc cho đến khi mất màu nền gel và 
các dải protein điện di hiện rõ [9].

Phân tích ảnh gel:

Sau khi rửa nhuộm, bản gel điện di 
SDS-PAGE được tiến hành phân tích 
ảnh gel, sử dụng phần mềm phân tích 
ảnh Doc-It LS (P/N 97-0185-02). Căn 
cứ theo dải protein chuẩn P7703s và 
hàm lượng BSA chuẩn có thể xác định 
trọng lượng phân tử và hàm lượng 
từng dải protein.

Phương pháp UV-Vis và Raman

Dịch chiết protein được pha loãng 
rồi đem đi phân tích phổ UV-Vis 
bằng máy Jassco V-630 trong khoảng 
350÷700 nm.

Các dịch chiết cũng được pha loãng 
3 lần rồi đem phân tích phổ Raman tại 
bước sóng kích thích 632,81 nm; thời 
gian đo mẫu 5 s, trong khoảng bước 
sóng từ 400 đến 2.200 cm-1 trên thiết 
bị LabRam HR.

Kết quả nghiên cứu và thảo luận

Kết quả phân tích dịch chiết 
protein bằng phương pháp SDS-
PAGE

Protein của gạo chiết bằng dung 
môi với hàm lượng SDS khác nhau 
được phân ly bằng SDS-PAGE sử 
dụng thuốc nhuộm CBB-R250. Kết 

Tên giếng 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tên mẫu BSA M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M

% SDS 1,8 2 2,4 2,8 3 3,4 3,8 4,2

Bảng 1. Thành phần các mẫu trong giếng.
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quả thực nghiệm được thể hiện trên 
hình 1. 

Kết quả cho thấy, ở tất cả các mẫu 
đều thu được cùng số dải protein đặc 
trưng cho protein gạo nhưng mức độ 
ăn màu thuốc nhuộm CBB-R250 khác 
nhau. Điều này có thể được giải thích 
do SDS là một tác nhân làm biến tính 
protein và tích điện âm cho các phần 
tử protein. Anion của SDS kết hợp với 
phân tử protein bằng dây hữu cơ kỵ 
nước phá vỡ cấu trúc ba chiều của phân 
tử protein làm chúng duỗi ra, đồng thời 
làm cho các phần tử protein tích điện 
âm bằng vô số điện tích âm của SDS. 
Vì vậy, khi thay đổi hàm lượng SDS 
thì khả năng chiết tách protein sẽ khác 
nhau. 

Mẫu cho phổ điện di có dải 
α-glutelin đậm hơn và diện tích lớn 
hơn thì hàm lượng protein thu được 
cao hơn, chứng tỏ khả năng chiết 
protein của dung dịch chiết cao hơn. 
Mức độ tách protein quan sát bằng mắt 
thường cao nhất ở mẫu chiết bằng dịch 
SDS 3% (dịch chiết M5). Điều này có 
thể giải thích do tại nồng độ SDS = 
3% vừa đủ biến tính protein. Khi hàm 
lượng SDS > 3%, lượng SDS dư sẽ 
chiếm một phần thể tích của protein đã 
biến tính, vì vậy làm giảm hàm lượng 
protein được hút vào giếng và làm 
giảm độ ăn màu với thuốc nhuộm.

Để định lượng từng loại protein 
chính xác hơn, chúng tôi tiến hành 
phân tích ảnh SDS-PAGE bằng phần 
mềm phân tích ảnh Doc-It LS. Kết quả 
được thể hiện trong hình 2.

Kết quả phân tích từ hình 2 cho biết 
khối lượng phân tử các dải protein và 
hàm lượng tương ứng được trình bày 
ở bảng 2 và bảng 3. Kết quả ở bảng 2 
cho thấy xuất hiện các dải α-glutelin 
từ 36,65 kDa đến 38,01 kDa và dải 
protein waxy 58,73 kDa đến 61,19 
kDa [6, 10, 11]. Kết quả bảng 3 thể 
hiện hàm lượng từng loại protein nội 
suy từ trọng lượng giếng số 1 với hàm 
lượng BSA đã biết.

 

BSA M1 M4 M3 M2 M5 M7 M6 M8 M 

%SDS 1,8 2,8 2,4   3 3,8 3,4 4 2  
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Hình 1. Phổ SDS-PAGE của protein chiết trong các dung môi với hàm lượng 
SDS khác nhau.

Hình 2. Phân tích phổ SDS-PAGE bằng phần mềm phân tích ảnh Doc-It LS.

Bảng 2. Khối lượng phân tử (kDa) các dải protein.
Dải BSA M1 M4 M3 M2 M5 M7 M6 M8 M

1 68,83 127,54 136,09 138,32 133,9 138,32 129,63 142,88 131,75 250 kDa
2 110,22 106,7 106,7 104,99 104,99 108,45 112,02 108,45 150 kDa
3 92,11 88,92 89,97 88,92 88,92 89,97 91,03 92,11 100 kDa
4 61,19 59,79 58,94 58,73 58,73 59,15 59,79 60 80 kDa
5 56,87 55,46 54,48 54,48 54,48 54,87 55,07 54,48 60 kDa
6 38,01 37,14 36,79 36,65 36,65 36,65 36,86 37,19 50 kDa
7 25,48 24,91 24,56 24,13 24,13 24,13 24,74 24,82 40 kDa
8 24,04 23,21 22,88 22,56 22,56 22,72 23,13 23,54 30 kDa
9 13,95 12,88 12,61 12,52 12,25 12,52 12,52 12,7 25 kDa
10 20 kDa
11 15 kDa
12 10 kDa
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Kết quả thu được cho thấy, hàm 
lượng protein được chiết ra từ các 
dung dịch giảm dần theo thứ tự  M5 
> M6 > M4 > M3 > M2 > M7 > M8 > 
M1 (với dải số 6 tương ứng hàm lượng 
α-glutelin).

Mối quan hệ hàm lượng protein 
và nồng độ SDS trong các dịch chiết  
được thể hiện trên hình 3.

Kết quả cho thấy, khi hàm lượng 
SDS tăng từ 1-3% thì nồng độ protein 
tách được cũng tăng và đạt 2,22.10-2 

mg/ml tại 3% (m/v - SDS 0,1 M). Khi 
hàm lượng SDS lớn hơn 3% thì hàm 
lượng protein tách ra giảm xuống. 
Như vậy, tại nồng độ SDS 3%, lượng 
protein được chiết ra đạt cực đại, phù 
hợp với kết quả được quan sát bằng 
mắt ở trên. Kết quả này cũng phù hợp 
với nghiên cứu trước đây của Andrew 
Lee [12], khoảng nồng độ SDS từ 10-
100 mM thì tốc độ duỗi gấp nếp với S6 
của protein tăng từ 102 đến 104 s-1.

Kết quả phân tích dịch chiết 
protein bằng phương pháp UV-Vis

Dịch chiết protein được pha loãng 
500 lần rồi đem phân tích UV-Vis 
bằng máy Jassco V-630 trong khoảng 
350÷700 nm, tốc độ quét 400 nm/phút. 
Kết quả được thể hiện trên hình 4. 

Hình 4 cho thấy, độ hấp thụ cực 
đại ở bước sóng 395 nm tăng dần theo 
thứ tự:  M1 < M8 < M7 < M2 < M3 < 
M4 < M6 < M5, như vậy khi thay đổi 
hàm lượng SDS thì khả năng biến tính 
protein cũng thay đổi [13]. Khi hàm 
lượng SDS tăng từ 1,8 đến 3% thì độ 
hấp thụ tăng, tức là hàm lượng protein 
tách được tăng lên và đạt cực đại tại 
3%. Khi hàm lượng SDS lớn hơn 3% 
thì độ hấp thụ giảm xuống, lượng 
protein tách ra giảm xuống. Như vậy, 
kết quả này phù hợp với kết quả phân 
tích bằng phương pháp SDS-PAGE.

Kết quả phân tích dịch chiết 
protein bằng phương pháp phổ 
Raman

Để kiểm chứng chính xác các 
kết quả phân tách protein trong gạo, 

Dải

BSA
x10-2

(mg/
ml)

M1
x10-2

(mg/
ml)

M4
x10-2

(mg/
ml)

M3
x10-2

(mg/
ml)

M2
x10-2

(mg/
ml)

M5
x10-2

(mg/
ml)

M7
x10-2

(mg/
ml)

M6
x10-2

(mg/
ml)

M8
x10-2

(mg/
ml)

Marker
x10-2

(mg/ml)

SDS (m/v) 1,8 2 2,4 2,8 3 3,4 3,8 4,2
1 0,14 0,03 0,05 0,05 0,05 0,07 0,06 0,06 0,05 0,02
2 0,04 0,07 0,06 0,06 0,08 0,07 0,08 0,05 0,02
3 0,05 0,08 0,09 0,08 0,09 0,07 0,09 0,07 0,03
4 0,07 0,15 0,17 0,1 0,2 0,14 0,19 0,08 0,04
5 0,08 0,17 0,17 0,17 0,25 0,19 0,2 0,11 0,02
6 0,35 0,55 0,54 0,54 0,64 0,5 0,61 0,43 0,03
7 0,06 0,09 0,08 0,09 0,1 0,08 0,09 0,07 0,03
8 0,26 0,35 0,34 0,35 0,4 0,34 0,47 0,31 0,02
9 0,21 0,39 0,36 0,32 0,39 0,31 0,39 0,15 0,03

10 0,02
11 0,02
12 0,03

Tổng 0,14 1,15 1,9 1,86 1,76 2,22 1,76 2,18 1,32 0,28

Bảng 3. Ảnh hưởng của nồng độ SDS đến hàm lượng các dải protein.

Hình 3. Sự phụ thuộc của hàm lượng protein chiết được vào nồng độ SDS trong 
dung môi.

Hình 4. Phổ UV-Vis của các dịch chiết protein từ gạo.
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các dịch chiết M1, M4, M5 và M7 
được pha loãng 3 lần và tiến hành 
phân tích bằng phương pháp phổ 
Raman tại 632,8 nm, trong khoảng 
400-2.200 cm-1

, thời gian chờ mẫu 5 s, 
kết quả thu được thể hiện trên hình 5.

Kết quả từ hình 5 cho thấy, cực đại 
tán xạ tại bước sóng 997,5 cm-1 nằm 
trong vùng tần số đặc trưng cho liên 
kết peptid (890-1.060 cm-1) [14] và 
tăng dần đối với dịch chiết theo thứ tự 
M1 < M7 < M4 < M5, chứng tỏ liên 
kết peptid thu được cao nhất ở dịch 
chiết M5. Như vậy, phương pháp phổ 
Raman cho kết quả tương tự phương 
pháp SDS-PAGE và UV-Vis ở trên.

Kết luận
Nhóm tác giả đã ứng dụng thành 

công phương pháp SDS-PAGE để 
nghiên cứu ảnh hưởng của hàm lượng 
SDS đến khả năng chiết protein trong 
gạo. Kết quả nghiên cứu cho thấy, tại 
hàm lượng SDS đạt 3% trong dung 
môi chiết protein từ gạo chứa tris 0,05 
M, pH = 8, urê 5 M, 2-ME 5% thì khả 

năng chiết protein trong gạo cao nhất. 

Kết quả phân tích hàm lượng 
protein trong gạo bằng phương pháp 
SDS-PAGE có sự tương đồng với kết 
quả phân tích hàm lượng protein trong 
gạo bằng phương pháp UV-Vis và 
phương pháp phổ Raman. 
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Hình 5. Sự phụ thuộc của hàm lượng protein chiết được vào nồng độ SDS trong 
dung môi.


