THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn: 

Sản phẩm protein có nguồn gốc động vật – Xác định khả năng phân giải protein của pepsin bằng phương pháp lọc
2.  Tổ chức biên soạn
- Tên tổ chức: Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia
- Địa chỉ: 65 Phạm Thận Duật – Phường Mai Dịch – Quận Cầu Giấy – Hà Nội

- Điện thoại: 02439714512                                Fax: 024.39335738
- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế
3.  Khái quát chung
3.1 Giới thiệu về đối tượng nghiên cứu:

a, Pepsin

Pepsin là một enzyme phân hủy trực tiếp protein thành các peptide nhỏ hơn (còn gọi là protease). Pepsin được sản xuất trong dạ dày và là một trong những enzym tiêu hóa chính trong hệ thống tiêu hóa của con người và nhiều loài động vật khác, có vai trò quan trọng tiêu hóa các protein của thức ăn. Pepsin là một trong ba protease chính của hệ thống tiêu hóa con người, hai chất còn lại là chymotrypsin và trypsin. Trong quá trình tiêu hóa, các enzyme này có nhiệm vụ cắt đứt liên kết giữa các axit amin, chúng phá vỡ các cấu trúc protein thức ăn thành các phần nhỏ hơn, tức là các peptide và axit amin, để có thể dễ dàng hấp thụ dinh dưỡng bởi ruột non. Pepsin là enzym hiệu quả nhất trong việc cắt các liên kết peptide kỵ nước với axit amin thơm như phenylalanine, tryptophan và tyrosine. 

Proenzyme của Pepsin, pepsinogen, được tiết ra từ các tế bào chính ở thành dạ dày, và khi hòa với axit hydrochloric trong dạ dày, pepsinogen kích hoạt để trở thành pepsin. Pepsin là một protease aspartic, sử dụng một aspartate xúc tác trong  hoạt động của nó. 

Pepsin là một trong những enzyme được phát hiện đầu tiên. Nó đã được phát hiện bởi nhà tế bào học, mô học, sinh lý học người Đức Theodor Schwann vào năm 1836. Ông đặt tên enzym này theo tiếng Hy Lạp của từ πέψις pepsis, có nghĩa là "tiêu hóa" (chữ πέπτειν peptein từ chữ "digest"). Trong khoảng thời gian này, các nhà khoa học bắt đầu khám phá ra nhiều hợp chất sinh hóa mới có một ý nghĩa quan trọng trong quá trình sinh học, và pepsin là một trong số đó. Một chất có tính axit chuyển đổi thức ăn dạng nitơ dựa vào vật liệu hòa tan trong nước được xác định là pepsin. 

Năm 1928, pepsin đã trở thành một trong những enzyme đầu tiên được kết tinh protein khi John H. Northrop tinh chế nó sử dụng để lọc máu, lọc nước và làm mát.

Pepsin được biểu hiện như một zymogen gọi là pepsinogen, có cấu trúc chính với 44 axit amin được bổ sung vào. Trong dạ dày, các tế chính tạo ra các pepsinogen. Zymogen này được kích hoạt bằng axit hydrochloric (HCl), được thoát ra từ các tế bào thành trong niêm mạc dạ dày. Các hormonegastrin và dây thần kinh phế vị kích thích pepsinogen và HCl tiết ta từ dạ dày khi thức ăn được tiêu hóa. Axit clohiđric làm cho môi trường dạ dày có tính axit, cho phép pepsinogen được kích hoạt và tách riêng trong một chất xúc tác riêng do đó tạo thành các pepsin hoạt động. Phân cắt pepsin 44 axit amin từ pepsinogen tạo pepsin. Như vậy pepsinogen được coi là tiền thân của Pepsin.

Pepsin hoạt động ổn định nhất trong môi trường axit giữa 37 °C và 42 °C. Theo đó, hoạt động trong dạ dày (pH 1,5 đến 2). Pepsin nên được bảo quản ở nhiệt độ rất thấp (từ -80 °C và - 20 °C) để ngăn chặn autolysis (tự tiêu hóa).

Pepsin thương mại được tách từ lớp tuyến tiết của dạ dày lợn. Nó là một thành phần của men dịch vị được sử dụng để đông sữa trong khi sản xuất pho mát. Pepsin được sử dụng cho một loạt các ứng dụng trong sản xuất thực phẩm: để biến tính và cung cấp hỗn hợp protein đậu nành và gelatin trộn đều có chất lượng, các protein thực vật biến tính để sử dụng trong các mặt hàng ăn nhẹ không làm từ bơ, để nấu chín ngũ cốc trước khi làm nóng tức thời, và để làm các chế phẩm động vật thủy phân và protein thực vật để sử dụng trong hương liệu thực phẩm và đồ uống. Nó được sử dụng trong ngành công nghiệp da để loại bỏ lông và mô còn sót lại từ da và trong việc thu hồi bạc từ phim ảnh loại bỏ bằng cách phân hủy các lớp gelatin chứa bạc.

3.2. Một số phương pháp xác định độ phân giải protein của pepsin:

Hiện nay, nước ta vẫn chưa có một phương pháp nghiên cứu xác định độ phân giải protein của pepsin trong thức ăn chăn nuôi có nguồn gốc động vật một cách toàn diện và được công nhận trên toàn quốc. Một số phòng thí nghiệm đã bước đầu triển khai xây dựng phương pháp để xác định xác định độ phân giải protein của papain trong thức ăn chăn nuôi có nguồn gốc động vật. Tuy nhiên các phương pháp này vẫn chưa được nghiên cứu đầy đủ nên mới chỉ dừng lại ở mức áp dụng trong phạm vi phòng thí nghiệm, chưa thể coi là một phương pháp chuẩn để các phòng thí nghiệm khác trong cả nước áp dụng. Yêu cầu đặt ra là phải có một phương pháp chuẩn được ban hành để thống nhất sử dụng trong các phòng thí nghiệm.

Có rất nhiều các tác giả trên thế giới đã tiến hành các nghiên cứu về xác định độ phân giải protein của pepsin trên các nền mẫu khác nhau.
AOAC đã nghiên cứu phát triển phương pháp AOAC Official method 971.09 để xác định hoạt tính thủy phân của pepsin.  Trong đó: Mẫu thử đã khử béo được phân rã với dung dịch pepsin ấm trong 16h. Lượng mẫu không phân rã được lọc, rửa sạch, sấy khô, kiểm tra dưới kính hiển vi và phân tích hàm lượng protein. Phương pháp lọc được áp dụng cho tất cả các protein có nguồn gốc động vật. Phương pháp này không áp dụng đối với các protein thực vật hoặc thức ăn chăn nuôi dạng hỗn hợp vì sự hiện diện của nhiều carbohydrate phức tạp và các hợp chất khác không tiêu hóa bởi pepsin.
Phương pháp của AOAC có một số ưu điểm: đơn giản, dễ thực hiện, chi phí thấp, hiệu quả cao. Hơn nữa phương pháp lọc đã được thẩm định và thử nghiệm liên phòng cho kết quả chính xác và tin cậy hơn, dễ áp dụng hơn so với các phương pháp khác. Vì vậy có thể triển khai áp dụng phương pháp này trên thực tế sẽ cho hiệu quả tốt hơn. Đây là cơ sở khoa học để chúng tôi tiến hành nghiên cứu thực hiện xây dựng dự thảo TCVN “Sản phẩm protein có nguồn gốc động vật. Xác định khả năng phân giải protein của enzyme Pepsin bằng phương pháp lọc”.

4. Sự cần thiết của việc xây dựng các tiêu chuẩn 
Một sản phẩm thực phẩm trước tiên phải đáp ứng các tiêu chí dinh dưỡng, đặc biệt là protein nói chung và protein động vật nói riêng. Loại thứ hai cùng với carbohydrat đóng vai trò là nguồn năng lượng chính. Ngoài ra sản phẩm cũng phải hợp vệ sinh, phù hợp với nhiều dạng khác nhau để cung cấp cho con người và giá cả phải chăng. Các chỉ số chất lượng quan trọng khác có thể bao gồm khả năng tiêu hóa, phụ thuộc vào protein được tách ra và khối lượng của nó và độ hấp thụ, được đo bằng cách so sánh lượng nitơ trong thực phẩm được sử dụng và trong phân. Đối với khả năng tiêu hóa protein, nhiều xét nghiệm in vitro đã được phát triển và thay thế các thử nghiệm trong động vật bao gồm giảm pH và khả năng tiêu hóa pepsin với enzym đơn/đa sử dụng 1/2  bước tiêu hóa. Mặc dù việc sử dụng các phương pháp này đã được cải tiến liên kết với phương pháp in vivo xác định khả năng tiêu hóa protein, nhưng các thí nghiệm sinh học trong in vivo rất phức tạp và tốn kém. Điều này thúc giục việc sử dụng phương pháp thuận tiện hơn để đánh giá khả năng tiêu hóa protein bằng enzym pepsin.
5. Phương thức xây dựng và tài liệu làm căn cứ xây dựng TCVN

+ Phương thức thực hiện: 
	-  Xây dựng mới                                  (
	- Sửa đổi, bổ sung                               (

	- Chấp nhận tiêu chuẩn cũ                  (
	- Thay thế                                            (


+ Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN:   

· AOAC Official Method 971.09 – Pepsin Digestibility of Animal Protein Feeds. Filtration Method
6. Nội dung tiêu chuẩn

Dự thảo được xây dựng với các nội dung sau:
      Lời nói đầu

1 Phạm vi áp dụng

2 Nguyên tắc

3 Thuốc thử

4 Thiết bị, dụng cụ

5 Lấy mẫu

6 Cách tiến hành

7 Tính kết quả

8 Báo cáo thử nghiệm
      7. Thuyết minh đối với một số nội dung:

Bảng đối chiếu tiêu chuẩn viện dẫn:

	Nội dung
 tiêu chuẩn
	Tài liệu viện dẫn

AOAC 971.09
	Sửa đổi, bổ sung

	Tên tiêu chuẩn
	Filtration method
	Phương pháp lọc

	Lời nói đầu
	
	Tham khảo các TCVN được xây dựng dựa trên AOAC

	1 Phạm vi áp dụng
	
	Tự biên soạn dựa trên nội dung của phương pháp

	2 Nguyên tắc
	A. Principle
	Chấp thuận nguyên vẹn

	3 Thuốc thử
	C. Reagent
	Chấp thuận nguyên vẹn

	4 Thiết bị dụng cụ
	B. Apparatus
	Chấp thuận nguyên vẹn 

	5 Lấy mẫu
	
	Tự biên soạn dựa trên quy định xây dựng TCVN

	6 Cách tiến hành
	
	

	6.1 Chiết
	E. Extraction
	Chấp thuận nguyên vẹn

	6.2 Thủy phân pepsin
	F. Pepsin digestion
	Chấp thuận nguyên vẹn

	6.3 Xử lý cặn

6.4 Xác định
	G. Treatment of residue
	Chấp thuận nguyên vẹn

	7 Tính kết quả
	G. Treatment of residue
	Chấp thuận nguyên vẹn

	8 Báo cáo thử nghiệm
	
	Tự biên soạn, tham khảo các TCVN về phương pháp kiểm nghiệm thực phẩm


Kết luận: Dự thảo hoàn toàn tương đương với AOAC 971.09 và đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019
TM. Ban soạn thảo
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