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Xác định hàm lượng kháng tinh bột bằng phương pháp thuỷ phân enzym
Determination of resistant starch by enzymatic digestion
1  Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp thuỷ phân enzym để xác định hàm lượng kháng tinh bột trong tinh bột và nguyên liệu thực vật.

Giới hạn định lượng của phương pháp là từ 2,0 % đến 64 %.
Kết quả nghiên cứu liên phòng thử nghiệm được nêu trong Phụ lục A.
2  Thuật ngữ và định nghĩa

Trong tiêu chuẩn này áp dụng thuật ngữ và định nghĩa sau:

2.1

Đơn vị hoạt độ amyloglucosidase (unit of amyloglucosidase activity)

U 

Lượng amyloglucosidase xúc tác để giải phóng 1 µmol glucose trong thời gian 1 phút từ tinh bột tan ở 40 oC, pH 4,5.
3  Nguyên tắc
Phần tinh bột không phải là kháng tinh bột (tinh bột hoà tan) được hoà tan và thuỷ phân thành glucose dưới tác dụng của hỗn hợp α-amylase tụy và amyloglucosidase (AMG) trong 16 giờ ở 37 oC. Dừng phản ứng bằng cách thêm etanol hoặc cồn công nghiệp đã metyl hóa, kháng tinh bột được thu hồi bằng cách ly tâm. Kháng tinh bột trong phần chất rắn sau ly tâm được hoà tan trong dung dịch kali hydroxit 2 M bằng cách khuấy mạnh trong bể cách thủy nước đá. Dung dịch này được trung hoà bằng dung dịch đệm acetat và tinh bột được thuỷ phân hoàn toàn thành glucose bằng AMG. Glucose được xác định bằng thuốc thử glucose oxidase-peroxidase (GOPOD), qua đó xác định hàm lượng kháng tinh bột. Phần tinh bột hoà tan được xác định từ hàm lượng glucose có trong dịch trong ban đầu và dịch rửa, sử dụng thuốc thử GOPOD.

4     Thuốc thử

Sử dụng các thuốc thử tinh khiết phân tích, nước sử dụng là nước cất hoặc nước có chất lượng tương đương, trừ khi có quy định khác.
Các thuốc thử nêu trong 4.6, 4.8, 4.9, 4.10 được cung cấp bởi bộ kit định lượng kháng tinh bột của hãng Megazyme 
).
4.1   Dung dịch đệm natri maleat, 100 mM, pH 6,0
Hòa tan 23,2 g axit maleic trong 1600 ml nước và điều chỉnh pH đến 6,0 bằng dung dịch natri hydroxit 4 M (160 g/L). Thêm 0,6 g canxi clorua dihydrat (CaCl2.2H2O) và 0,4 g natri azua. Chuyển dung dịch vào bình định mức 2 L và thêm nước đến vạch. 
Dung dịch đệm bảo quản ở 4 oC có thể bền đến 12 tháng.
4.2   Dung dịch đệm natri acetat, 1,2 M, pH 3,8
Thêm 70 ml axit acetic băng vào 800 ml nước, điều chỉnh đến pH 3,8 bằng dung dịch natri hydroxit 4 M. Chuyển dung dịch vào bình định mức 1 L và thêm nước đến vạch. 
Dung dịch bảo quản ở nhiệt độ phòng có thể bền đến 12 tháng.
4.3   Dung dịch đệm natri acetat, 100 mM, pH 4,5
Thêm 5,8 ml axit acetic băng vào 900 ml nước, điều chỉnh đến pH 4,5 bằng dung dịch natri hydroxit 4 M. Chuyển dung dịch vào bình định mức 1 L và thêm nước đến vạch. 
Dung dịch đệm bảo quản ở 4 oC có thể bền đến 2 tháng.

4.4   Dung dịch kali hydroxit, 2 M
Cân 11,2 g kali hydroxit, cho vào 150 ml nước và khuấy đều để hoà tan. Thêm nước đến thể tích 200 ml. 
Dung dịch bảo quản ở nhiệt độ phòng có thể bền đến 12 tháng.
4.5   Dung dịch etanol hoặc cồn công nghiệp đã metyl hóa (IMS)
4.5.1   Dung dịch etanol, 95 % đến 99 % thể tích hoặc dung dịch IMS, khoảng 95 % etanol và 5 % metanol.
4.5.2   Dung dịch etanol hoặc cồn công nghiệp đã metyl hóa (IMS), khoảng 50 % thể tích
Pha loãng 500 ml etanol (95 % đến 99 % thể tích) hoặc IMS (khoảng 95 % etanol và 5 % metanol) (4.5.1) bằng nước đến 1 L. 
Dung dịch bảo quản ở nhiệt độ phòng có thể bền đến 12 tháng.
4.6   Dung dịch chuẩn gốc amyloglucosidase, 3300 U/ml glycerol 50 % 

Có thể sử dụng trực tiếp mà không cần pha loãng. Dung dịch có độ nhớt cao, cần sử dụng bộ phân phối dung môi. 
Dung dịch được bảo quản ở 4 oC có thể bền đến 5 năm. 
Không sử dụng dung dịch này để phát hiện glucose tự do.

4.7   Dung dịch chuẩn làm việc amyloglucosidase, 300 U/ml
Pha loãng 2 ml dung dịch chuẩn gốc amyloglucosidase (4.6) thành 22 ml bằng dung dịch đệm natri maleat pH 6,0 (4.1). Chia dung dịch đã chuẩn bị thành các phần 5 ml và bảo quản đông lạnh trong các ống polypropylen trước khi sử dụng. 
Dung dịch bảo quản ở -20 oC có thể bền trên 5 năm khi lặp lại chu kì cấp đông/rã đông.
4.8   Hỗn dịch α-amylase tụy, 10 mg/ml (30 U/ml), chứa amyloglucosidase, 3 U/ml
Ngay trước khi sử dụng, phân tán 1 g (-amylase tụy trong 100 ml dung dịch đệm natri maleat (4.1) và lắc đều trong 5 phút. Thêm 1 ml dung dịch amyloglucosidase 300 U/ml (4.7) và trộn đều. Ly tâm trong 10 phút ở gia tốc lớn hơn 1500 g và cẩn thận gạn lấy phần dịch trong. 
Chuẩn bị dung dịch trong ngày sử dụng.
4.9   Dung dịch đệm glucose oxidase - peroxidase - aminoantipyrine
4.9.1   Dung dịch đệm đậm đặc
Hòa tan 136 g kali dihydro phosphat, 42 g natri hydroxit và 30 g axit 4-hydroxybenzoic trong 900 ml nước.  Điều chỉnh đến pH 7,4 bằng dung dịch axit clohydric 2 M hoặc dung dịch natri hydroxit 2 M. Pha loãng dung dịch đến 1 L, thêm 1 g natri azua và trộn kỹ để hòa tan. 
Dung dịch này khi được bảo quản ở 4 oC có thể bền đến 3 năm. 

4.9.2   Dung dịch đệm glucose oxidase - peroxidase - aminoantipyrine, hỗn hợp glucose oxidase > 12000 U/L, peroxidase > 650 U/L và 4-aminoantipyrine 0,4 mM
Pha loãng 50 ml dung dịch đệm đậm đặc (4.9.1) đến 1,0 L. Sử dụng một phần của dung dịch đệm pha loãng để hòa tan hoàn toàn hỗn hợp đông khô glucose oxidase - peroxidase đựng trong lọ vial. Chuyển dịch thu được vào bình định mức 1 L chứa dung dịch đệm pha loãng và thêm dung dịch đệm pha loãng đến vạch. 
Dung dịch này khi được bảo quản ở 4 oC có thể bền trong 2 tháng đến 3 tháng và khi được bảo quản ở –20 °C có thể bền trong 2 năm đến 3 năm. 

Kiểm tra sự hiện màu và độ ổn định của dung dịch đã chuẩn bị bằng cách ủ trong tủ ấm (lặp lại) 3,0 ml dung dịch đệm glucose oxidase-peroxidase-aminoantipyrine với chất chuẩn glucose (100 μg tinh thể glucose khô trong 0,2 ml dung dịch natri benzoat 0,2 %). Sau 15, 20, 30 và 60 phút, xác định độ hấp thụ (A) tại bước sóng 510 nm. Sự hiện màu tối đa cần đạt được trong vòng 20 phút và màu sắc phải bền trong ít nhất 60 phút sau khi đạt độ hấp thụ tối đa tại 50°C.

4.10   Dung dịch chuẩn glucose, 1 mg/ml
Hòa tan 1,00 g glucose khan tinh khiết phân tích (99,5 %) trong 900 ml dung dịch axit benzoic 0,2 % trong nước. Chuyển sang bình định mức 1 L và định mức đến vạch. 
Dung dịch này khi được bảo quản ở nhiệt độ phòng có thể bền đến 5 năm. 
5   Thiết bị, dụng cụ

Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:

5.1   Máy nghiền, kiểu ly tâm, sử dụng rotor 12 răng và sàng cỡ lỗ 1,0 mm, hoặc thiết bị có tính năng tương tự.
5.2   Máy ly tâm, có thể hoạt động ở gia tốc 1500 g.
5.3   Nồi cách thủy có lắc, có thể tạo chuyển động thẳng với tốc độ 100 r/phút (tương đương với 200 hành trình/phút), chiều dài của hành trình là 35 mm, có thể ổn định nhiệt độ 37 oC 
).
5.4   Nồi cách thủy, có thể ổn định nhiệt độ 50 oC ± 0,1 oC.
5.5   Máy lắc vortex.
5.6   Máy khuấy từ, sử dụng các thanh khuấy từ kích thước 5 mm x 15 mm.
5.7   Máy đo pH.
5.8   Cân phân tích. 
5.9   Thiết bị đo quang phổ, có thể đo ở bước sóng 510 nm, sử dụng cuvet 10 mm.
5.10   Pipet tự động, có thể phân phối thể tích 100 µL.
5.11   Ống nghiệm, bằng thủy tinh, kích thước 16 mm x 100 mm, dung tích 14 ml. 
5.12   Ống nghiệm, loại có nắp đậy bằng thủy tinh, kích thước 16 mm x 125 mm.
5.16   Nhiệt kế, có thể đo ở 37 oC ± 0,1 oC và 50 oC ± 0,1 oC.
5.17   Bình định mức, dung tích 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1 L và 2 L. 
5.18   Đồng hồ bấm giờ.
6    Lấy mẫu

Việc lấy mẫu không được quy định trong tiêu chuẩn này.

Mẫu gửi đến phòng thử nghiệm phải đúng là mẫu đại diện và không thay đổi trong suốt quá trình vận chuyển hoặc bảo quản.
7   Cách tiến hành

7.1   Chuẩn bị mẫu thử

Nghiền 50 g mẫu thử bằng máy nghiền (5.1) có lỗ sàng 1,0 mm. Chuyển sang bình nhựa và trộn đều bằng cách lắc và đảo.
Không cần nghiền đối với mẫu thử là chế phẩm ở dạng bột mịn.
7.2   Thuỷ phân tinh bột hòa tan 
Cân chính xác khoảng 100 mg ( 5 mg mẫu thử, trực tiếp trong ống nghiệm có nắp đậy (5.12). Gõ nhẹ ống nghiệm để đảm bảo rằng tất cả mẫu thử đều rơi xuống dưới đáy của ống. Thêm 4,0 ml α-amylase tụy chứa amyloglucosidase (4.8) vào mỗi ống. Vặn chặt nắp, trộn đều trên máy lắc vortex (5.5) và đặt thẳng đứng các ống nghiệm vào nồi cách thủy có lắc (5.3). Ủ ở 37 oC trong 16 h.
Lấy ống nghiệm ra khỏi bể nhiệt, dùng khăn giấy thấm nước còn dư trên ống, mở nắp và thêm 4,0 ml etanol (95 % đến 99 % thể tích) hoặc IMS (99 % thể tích) (4.5.1). Trộn đều trên máy lắc vortex (5.5). Ly tâm với gia tốc 1500 g trong 10 phút. Cẩn thận gạn bỏ dịch trong phía trên, phân tán phần chất rắn trong 2 ml IMS 50 % (4.5.2) và trộn đều trên máy lắc vortex. Thêm 6 ml IMS 50 %, trộn đều và ly tâm với gia tốc 1500 g trong 10 phút. Lặp lại quy trình này một lần nữa. Cẩn thận gạn bỏ phần dịch trong phía trên và lật ngược ống đặt trên giấy thấm để thấm phần dịch trong còn lại. 
7.3   Xác định hàm lượng kháng tinh bột
Cho thanh khuấy từ (5.6) và 2 ml dung dịch kali hydroxit 2 M (4.4) vào mỗi ống để hoà tan phần chất rắn. Hoà tan phần kháng tinh bột trong khoảng 20 phút ở bể nước đá đặt trên máy khuấy từ (không sử dụng máy lắc vortex vì có thể hình thành nhũ tương). Ở bước này, đảm bảo lượng chứa trong ống nghiệm được khuấy đều khi dung dịch kali hydroxit được thêm vào để tránh tinh bột vón cục, gây khó khăn cho quá trình hoà tan.
Thêm 8 ml dung dịch đệm natri acetat 1,2 M (4.2) vào mỗi ống và lắc đều trên máy khuấy từ. Thêm ngay 0,1 ml dung dịch AMG 3300 U/ml (4.6), trộn đều trên máy lắc vortex (5.5) và ủ trong nồi cách thủy ở 50 oC trong 30 phút. 

Đối với mẫu thử có hàm lượng kháng tinh bột > 10 %, chuyển toàn bộ lượng chứa trong ống nghiệm vào bình định mức 100 ml (5.17) và dùng nước để tráng ống. Sử dụng nam châm ngoài để giữ lại thanh khuấy từ trong ống khi tiến hành tráng ống. Thêm nước đến 100 ml. Ly tâm với gia tốc 1500 x g trong 10 phút để thu lấy dịch trong.
Đối với mẫu thử có hàm lượng kháng tinh bột < 10 %, ly tâm ngay mà không phải pha loãng. Trong trường hợp này, thể tích cuối trong ống là 10,3 ml ( 0,05 ml.
Chuyển 0,1 ml dịch trong vào ống nghiệm thuỷ tinh (5.11), thêm 3,0 ml thuốc thử GOPOD (4.9.2) và trộn đều trên máy lắc vortex (5.5), ủ ở 50 oC trong 20 phút rồi làm mát. 
Chuẩn bị mẫu trắng bằng cách trộn 0,1 ml dung dịch đệm natri acetat 0,1 M pH 4,5 (4.3) và 3,0 ml thuốc thử GOPOD. 
Chuẩn bị dung dịch chuẩn (làm lặp lại 4 lần) bằng cách trộn 0,1 ml dung dịch glucose (4.10) và 3,0 ml thuốc thử GOPOD (4.9.2). Ủ ở 50 oC trong 20 phút và làm mát.

Điều chỉnh thiết bị đo quang phổ về 0 bằng mẫu trắng. Đo độ hấp thụ của mỗi dung dịch ở bước sóng 510 nm so với mẫu trắng. Tính giá trị trung bình của giá trị độ hấp thụ làm lặp 2 lần. Sự tạo màu của GOPOD với glucose phải tuyến tính trong khoảng độ hấp thụ từ 0,0 đến 1,5 đơn vị.
8   Tính kết quả
a)  Đối với mẫu thử có chứa > 10 % hàm lượng kháng tinh bột: 
Hàm lượng kháng tinh bột có trong mẫu thử, X, biểu thị theo % khối lượng, được tính theo Công thức (1): 
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(1)
b)  Đối với mẫu thử có chứa < 10 % hàm lượng kháng tinh bột
Hàm lượng kháng tinh bột có trong mẫu thử, X, biểu thị theo % khối lượng, được tính theo Công thức (2): 
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(2)
Trong đó: 
(A 
là độ hấp thụ trung bình của dung dịch thử so với mẫu trắng;
F 
là hệ số chuyển đổi từ giá trị độ hấp thụ sang microgam (µg) [độ hấp thụ thu được từ 100 µg glucose trong phản ứng GOPOD và F = 100 (µg glucose) chia cho độ hấp thụ của GOPOD đối với 100 µg glucose này;

100/0,1 là điều chỉnh thể tích, tức là lấy 0,1 ml từ 100 ml;
10,3/0,1 là điều chỉnh thể tích, tức là lấy 0,1 ml từ 10,3 ml;
1/1000 là chuyển đổi đơn vị từ µg sang mg;
100/W là chuyển đổi sang 100 mg mẫu thử;
162/180 là hệ số chuyển đổi từ glucose tự do xác định được sang glucose liên kết có trong tinh bột.

9   Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải bao gồm ít nhất các thông tin sau:

–  mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử; 

–  phương pháp lấy mẫu đã sử dụng, nếu biết;

–  phương pháp thử đã dùng, viện dẫn tiêu chuẩn này;

–  tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tuỳ ý lựa chọn cùng với các chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng đến kết quả;

–  kết quả thử nghiệm thu được.
�)  Megazyme International Ireland Ltd. (Bray Business Park, Bray, Co. Wicklow, Ireland) là ví dụ về nhà cung cấp sản phẩm thương mại sẵn có và thích hợp. Thông tin này nhằm tạo thuận lợi cho người sử dụng tiêu chuẩn và không ấn định phải sử dụng sản phẩm nêu trên. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự của các nhà cung cấp khác nếu cho kết quả tương đương.


�)  Grant OLS 200 [Grant Instruments (Cambridge) Ltd., Royston Hertfordshire SG8 6GB, UK] là ví dụ về sản phẩm thương mại sẵn có và thích hợp. Thông tin này nhằm tạo thuận lợi cho người sử dụng tiêu chuẩn và không ấn định phải sử dụng sản phẩm nêu trên. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho kết quả tương đương.





10
11

_1626997636.unknown

_1626997688.unknown

_1626997673.unknown

_1626997531.unknown

