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SUMMARY 

 
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF TYROSINE AND TRYPTOPHAN 

BY FLUORESCENCE KINETICS OF RUTHENIUM(II) POLYPYRIDYL 
COMPLEX 

 
A fluorescence-kinetic method has been developed and validated for simultaneous 
dertemination of tyrosine (Tyr) and tryptophan (Trp) in protein based on their 
photoredox reactions with rutheni(II) polypyridine complexes. The proposed method 
is simple and accurate with a recovery of 99 – 104 %. The detection limit is 2.91  10-

5 M with a RSD < 3 % (n=6). The results of Tyr and Trp analyses in protein samples 
using the proposed method and HPLC are identical. Therefore, the fluorescence-
kinetic method is applicable to determine Tyr and Trp.    
 
 
1. MỞ ĐẦU 
Tryptophan là một trong 8 amino axit 
thiết yếu. Nó là tiền chất của serotonin, 
một chất dẫn truyền thần kinh trong 
não, giúp xử lý thông tin khi ngủ, có vai 
trò điều hòa giấc ngủ, giúp cơ thể có 
cảm giác thư giãn. Đồng thời, 
tryptophan được gan chuyển hóa thành 
niacin (vitamin B3) để tạo thành các 
coenzym tham gia vào quá trình giải 
phóng năng lượng từ thực phẩm [1,2]. 

Tyrosin là một trong 12 amino axit 
không thiết yếu nhưng rất cần thiết cho 
cơ thể. Nó là nguyên liệu cho quá trình 
tổng hợp một số chất dẫn truyền thần 
kinh (adrenalin, dopamin,…) trong não 
bộ, giúp cho quá trình truyền thông tin 
liên lạc giữa các tế bào thần kinh tác 
động đến tâm trạng của con người 
[1,2,6,7]. Đồng thời Tyrosin ảnh hưởng 
đến các hoạt động của tuyến thượng 
thận, tuyến giáp và tuyến yên, giữ 
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nhiệm vụ sản xuất và điều chỉnh các nội 
tiết tố. Tryptophan và tyrosin thường 
được bổ sung vào cơ thể từ những loại 
thực phẩm như sữa, phô mai, trứng, đậu 
nành [2]… 
Định lượng axit amin rất quan trọng 
trong các nghiên cứu phân tích đánh giá 
thành phần dinh dưỡng của thực phẩm. 
Định lượng một số axit amin như 
Tyrosin, Tryptophan,… cũng rất quan 
trọng trong y sinh học khi nghiên cứu 
ảnh hưởng của hàm lượng các tiền chất 
tham gia trong quá trình sinh tổng hợp 
và trong quá trình trao đổi chất ở cơ thể 
sống. Tryptophan và tyrosin có thể 
được xác định bằng phương pháp quang 
phổ đo quang [8,9] và phổ biến hơn là 
phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao 
với detectơ huỳnh quang (HPLC/FLD) 
[3,10,11]. Tuy nhiên, mỗi phương pháp 
đều có những hạn chế riêng. Chẳng hạn 
như với HPLC/FLD, thường phải tạo 
dẫn xuất axit amin để tăng độ nhạy của 
phép phân tích. Việc tạo dẫn xuất phải 
trải qua nhiều bước để cho hợp chất 
huỳnh quang ổn định, tách tốt và có độ 
lặp lại cao. Nói chung, phương pháp 
truyền thống trên có nhược điểm là tốn 
thời gian để chuẩn bị mẫu và đòi hỏi 
trang thiết bị đắt tiền.  
Trong bài báo này, chúng tôi nghiên 
cứu phương pháp động học huỳnh 
quang để định lượng đồng thời amino 
axit tyrosin và tryptophan dựa trên phản 
ứng với phức rutheni(II) polypyridin. 
Phương pháp phân tích này có ưu điểm 
là đơn giản, chính xác và tiết kiệm thời 
gian. Phức chất nhạy sáng rutheni(II) 
polypyridin được dùng làm đầu dò 
huỳnh quang xác định tyrosin và 
tryptophan do khả năng tương tác chọn 
lọc của nó với amino axit thông qua 
phản ứng cho – nhận electron (phản ứng 
quang oxi hóa – khử) [4,12,13].  
2. THỰC NGHIỆM 
2.1. Hóa chất và thiết bị 
Hóa chất: tyrosin, tryptophan, casein, 

albumin từ huyết thành bò (BSA), 
NaOH, NaCl (Sigma-Aldrich). Phức 
rutheni(II) polypyridin gồm: 
Ru[(bpy)3]Cl2 (Sigma-Aldrich) và 
[Ru(dpq)2bxbg]Cl2 [4]; với bpy = 
bipyridin, dpq = dipyrido[3,2-d:2,3-
f]quinoxalin, bxbg = 
bis(oxylene)bipyridin glycoluril. 
 Thiết bị: Máy quang phổ UV-Vis 
Agilent 8453. Hệ thiết bị huỳnh quang 
phân tử phân giải thời gian – Trường 
Đại học Bách Khoa Hà Nội. 
 

 
[Ru(bpy)3]2+ 

 
 

[Ru(dpq)2(bxbg)]2+ 

 
Tyrosin 



 108

 
 

Tryptophan 
Hình 1: Công thức cấu tạo của phức 
rutheni(II) polypyridin và amino axit 

 
2.2. Thực nghiệm 
Mẫu đo được chuẩn bị từ các dung dịch 
gốc tương ứng. Dung dịch mẫu sau đó 
được chuyển sang cuvet huỳnh quang 
và tiến hành sục khí Ar trong vòng 10 
min để đuổi hết O2 hòa tan. Tốc độ sục 
khí 10 ml/min. Dung dịch pH 12 với lực 
ion I = 0,05 M được pha từ NaOH tinh 
thể và thêm NaCl. 

2.3. Xác định thời gian tồn tại của 
phức chất ở trạng thái kích thích 
Phức ở trạng thái kích thích phân hủy 
theo phương trình động học bậc nhất: 

                 (1) 
Trong đó: 

và  là cường độ phát xạ huỳnh 
quang của phức chất ở trạng thái kích 
thích thời điểm t = 0 và sau thời gian t. 
: thời gian tồn tại hay thời gian “sống” 
(lifetime) của phức chất ở trạng thái 
kích thích trong dung dịch nghiên cứu. 
Từ dữ liệu thực nghiệm ghi phổ phát xạ 
phân tử phân giải thời gian của phức 
chất và phương trình (1), sử dụng phần 
mềm xử lý số liệu Origin 9© để xác 
định . 

2.4. Xác định hằng số tốc độ phản 
ứng quang oxi hóa-khử (kq) giữa 
phức chất và axit amin 

Hằng số tốc độ phản ứng quang oxi 
hóa-khử (kq) được xác định theo 
phương trình Stern-Volmer [14]:  

                     (2) 
Trong đó: 

 và  tương ứng là thời gian sống của 
phức chất ở trạng thái kích thích trong 
dung dịch nghiên cứu không có và có 
amino axit;  
[AA]: nồng độ axit amin trong dung 
dịch.  
Giá trị kq được tính từ hệ số góc của 
đường thẳng biểu diễn mối quan hệ 
giữa đại lượng  và [AA]. 

2.5. Tính toán nồng độ Tyrosin và 
Tryptophan 
2.5.1. Tính nồng độ Tyrosin  
[Tyr] trong mẫu nghiên cứu được xác 
định dựa trên phản ứng của tyrosin với 
phức [Ru(bpy)3]Cl2 theo phương trình 
(3). 

– 1 =                   (3) 

Trong đó,  
, : thời gian sống của phức 

[Ru(bpy)3]Cl2 trong dung dịch mẫu 
trắng và dung dịch mẫu nghiên cứu 
tương ứng; 

: hằng số tốc độ phản ứng của 
tyrosin với phức [Ru(bpy)3]Cl2. 

2.5.2. Tính nồng độ Tryptophan 
Phức [Ru(dpq)2(bxbg)]Cl2 phản ứng với 
cả tyrosin và tryptophan trong mẫu 
nghiên cứu. Từ phương trình (4) và với 
[Tyr] đã biết, tính được [Trp]. 

–1=  (4) 

Trong đó, 
, : thời gian sống của phức 

[Ru(dpq)2(bxbg)]Cl2 trong dung dịch 
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mẫu trắng và dung dịch mẫu nghiên 
cứu; 

: hằng số tốc độ phản ứng của 
tyrosin với phức [Ru(dpq)2(bxbg)]Cl2; 

: hằng số tốc độ phản ứng của 
tryptophan với phức 
[Ru(dpq)2(bxbg)]Cl2. 
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Thẩm định phương pháp phân 
tích 
Giá trị sử dụng của phương pháp được 
đánh giá qua phản ứng quang oxi hóa – 
khử giữa phức [Ru(bpy)3]Cl2 và tyrosin. 
Phổ phát xạ phân tử phân giải thời gian 
của phức [Ru(bpy)3]Cl2 trong dung dịch 
với nồng độ tyrosin tăng dần và biểu 
diễn Stern-Volmer được chỉ ra ở hình 2.  
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Hình 2: (a) Phổ phát xạ phân tử phân 
giải thời gian của phức [Ru(bpy)3]Cl2 
trong dung dịch với nồng độ tyrosin 
tăng dần, ex = 460 nm, em = 605 nm; 
(b) biểu diễn Stern-Volmer. 
 

Kết quả xác định giới hạn phát hiện 
(LOD), giới hạn định lượng (LOQ) và 
khoảng nồng độ tuyến tính phân tích 
Tyr theo phương pháp động học huỳnh  
quang được trình bày ở bảng 2.  

 
 

Bảng 2: Phương trình đường chuẩn, 
LOD, LOQ và khoảng tuyến tính phân 
tích Tyr dựa trên phản ứng với phức 

[Ru(bpy)3]Cl2 
 

Phương trình đường 
chuẩn 

Y = 659,63X + 
0,024a 

Hệ số tương quan (R2) 0,997 
LOD (M) 2,9110-5  
LOQ (M) 9,7110-5  
Khoảng tuyến tính (M) 1,0410-4 - 2,6510-

3 
aY =  – 1; X: [Tyr] (M) 

  
Kết quả đánh giá độ lặp lại của phương 
pháp phân tích - bảng 3 cho thấy, tại các 
nồng độ khảo sát, độ lặp lại của phép 
thử tốt với độ lệch chuẩn tương đối 
RSD < 3 % (n = 6). 

 
Bảng 3: Độ lặp lại (n=6) của phương 
pháp phân tích Tyr dựa trên phản ứng 

với phức [Ru(bpy)3]Cl2 
 

Nồng độ khảo sát 
(M) 

2,1010-4 1,0610-3 1,7210-3 

Độ lệch chuẩn (M) 5,8910-6 1,7510-5 4,0910-5 
Độ lệch chuẩn 
tương đối (%) 

2,8 1,7 2,4 

 
Độ đúng của phương pháp phân tích 
được đánh giá thông qua độ thu hồi (R 
%). Kết quả thu được chỉ ra ở bảng 4 
với R đạt 99,1 %  103,6 %. Như vậy, 
kết quả đánh giá độ lặp lại và độ đúng 
của phương pháp cho thấy rằng phương 
pháp phân tích có độ chính xác cao theo 
quy định của AOAC (hội phân tích hóa 
học) [5]. 
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Bảng 4: Độ đúng của phương pháp 
phân tích Tyr dựa trên phản ứng với 

phức [Ru(bpy)3]Cl2 (n = 6) 
Nồng độ khảo 
sát (M) 3,3110-4 1,0610-3 1,9910-3 

Độ lệch chuẩn 
(M) 8,9010-6 1,7510-5 2,8810-5 

Độ thu hồi (%) 103,6 99,1 100,2 
 

Bảng 5 chỉ ra kết quả xác định các giá 
trị kq của phản ứng giữa phức 
rutheni(II) polypyridin và axit amin 
tương ứng. 
   

Bảng 5: Hằng số tốc độ phản ứng 
quang oxi hóa – khử  

Phức và amino axit    10-9  kq (M-

1s-1) 
[Ru(bpy)3]Cl2 + Tyr kq1 1,10 ± 0.02 
[Ru(dpq)2(bxbg)]Cl2 + 
Tyr 

kq2 1.99 ± 0.07 

[Ru(dpq)2(bxbg)]Cl2 + 
Trp 

kq3 0.54 ± 0.02 

 

3.2. Phân tích định lượng tyrosin và 
tryptophan trong mẫu protein  
3.2.1. Xử lý mẫu 
Sau khi khảo sát thể tích NaOH cần 
dùng, nhiệt độ và thời gian thủy phân, 
mẫu protein phân tích được chuẩn bị 
theo quy trình như sau: cân ~ 10 mg 
mẫu trên cân phân tích, chuyển mẫu vào 
bình thủy phân. Thêm 3 ml dung dịch 
NaOH 4N và tiến hành sục khí Ar trong 
3 phút với tốc độ 10 ml/phút. Mẫu được 
thủy phân ở 120C trong 18 giờ. Sau đó 
lấy mẫu và thực hiện các bước tiếp theo 
như sơ đồ ở hình 3. 

 

 
Hình 3: Sơ đồ quy trình xử lý mẫu 

protein phân tích tyrosin và tryptophan 
 
3.2.2. Kết quả phân tích 
Kết quả phân tích hàm lượng tyrosin và 
tryptophan trong mẫu protein theo 
phương pháp động học huỳnh quang và 
phương pháp so sánh HPLC được trình 
bày ở bảng 6. Nhận thấy, hai phương 
pháp phân tích cho kết quả tương đồng. 
Như vậy, quy trình phân tích đồng thời 
tyrosin và tryptophan bằng phương 
pháp động học huỳnh quang là đáng tin 
cậy.  

 
 

Bảng 6: Kết quả phân tích Tyrosin và Tryptophan trong mẫu protein 
Protein Chỉ tiêu Phương pháp phân tích 

Động học huỳnh quang 
(mg/100ml) 

HPLCa 
(mg/100ml) 

Casein Tyr 2,05 ± 0.11 2,00  
Trp 0,22 ± 0.08 0,22  

Albumin huyết thanh bò 
(BSA) 

Tyr 3,40 ± 0.63 3,47  
Trp 0,46 ± 0.14 0,40  

a Viện Kiểm nghiệm An toàn Vệ sinh Thực phẩn Quốc Gia 
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4. KẾT LUẬN 
Đã xây dựng thành công quy trình phân 
tích đồng thời tryrosin và tryptophan 
dựa trên phản ứng với phức chất 
rutheni(II) polypyridin theo phương 
pháp động học huỳnh quang. Phương 
pháp phân tích có độ chính xác cao với 
hiệu suất thu hồi đạt ~ 99 – 104 %. Giới 
hạn phát hiện của phương pháp là 2,91 
 10-5 M với độ lệch chuẩn tương đối 
RSD < 3 % (n = 6). Phương pháp phân 
tích cho kết quả tương đồng với phương 
pháp đối chiếu HPLC. Như vậy cùng 
với phương pháp HPLC truyền thống, 
hoàn toàn có thể sử dụng phương pháp 
động học huỳnh quang để định lượng 
tyrosin và tryptophan. 
Lời cám ơn: Nghiên cứu được hỗ trợ 
kinh phí bởi đề tài 13/2014/HĐ-NĐT – 
Bộ Khoa học và Công nghệ. 
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