THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn

Xác định hoạt tính Glucoamylase bằng phương pháp thủy phân enzyme và đo màu.

2. Tổ chức biên soạn
- Tên tổ chức (cá nhân):         Viện Kiểm nghiệm ATVSTP quốc gia

- Địa chỉ: Số 65 Phạm Thận Duật – Cầu Giấy – Hà nội

      - Điện thoại: 043.9335741 (CQ)                          Fax: 04.39335738

- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế

3. Khái quát chung:
3.1 Tình hình đối tượng tiêu chuẩn trong và ngoài nước :
Glucoamylase (γ-amylase hay α -1,4- glucan-glucohydrolase) là những enzyme có thể thủy phân được cả hai kiểu liên kết của các mạch α-glucan để giải phóng ra ở dạng β. Glucoamylase hay γ-amylase chủ yếu được tạo ra bởi các vi sinh vật. Đặc biệt là kiểu nấm mốc Aspergillus, Penicillium và Rhizopus

Amyloglucosidase từ nấm mốc là các protein có khối lượng phân tử dao động rất lớn từ 27,000 đến 112,000 Dal tùy thuộc vào nguồn gốc của Enzyme.

Nói chung, các amyloglucosidase đều chứa các gốc methionine, tritophan, và một nửa là gốc cysteine. Tuy nhiên mối quan hệ giữa chuỗi acid amin, cấu trúc bậc 3 và hoạt động của enzyme vẫn chưa được làm sáng tỏ. Tất cả các amyloglucosidase từ nấm mốc đều là glucoprotein chứa từ 5 đến 20% gluxit trong đó chủ yếu là các mono saccharide như glucose, mannose, galactose và glucosamine. Các amyloglucosidase chủ yếu được tạo nên từ hai iso enzyme I (α amylase) và II (β amylase) khác nhau ở khả năng thủy phân tinh bột ở trạng thái rắn và bởi độ bền của chúng. Aminoglucosidase I tự hấp thụ và thủy phân tinh bột ở trạng thái rắn, ngược lại amyloglucosidase II không có cả hai tính chất này.

Glucoamylase có khả năng thủy phân các liên kết α-1,4 lẫn α-1,6 glucoside. Khi thủy phân liên kết α-1,4-glucan trong chuỗi polysaccharide, glucoamylase tách lần lượt từng phân tử glucose ra khỏi đầu không khử của mạch để tạo ra glucose. Enzyme này có nhiều tên gọi là: α-1,4; α-1,6 glucosidase, glucoamylase còn có khả năng thủy phân liên kết α-1,2; α-1,3 glucosidase.

Glucoamylase có khả năng thủy phân hoàn toàn tinh bột, glucogen, amylopectin, dextrin, panose, iso maltose và maltose thành glucose, mà không cần có sự tham gia của các loại enzyme khác. Glucoamylase thủy phân các polysaccharide có phân tử lớn nhanh hơn so với các chất có phân tử nhỏ. Các polysaccharide có nhánh như amylopectin, glucogen, β-dextrin bị glucoamylase thủy phân khá nhanh.

Đa số glucoamylase có hoạt lực cao nhất ở vùng pH 3,5 đến 5,5 và nhiệt độ 50oC. Nó bền với acid hơn α-amylase nhưng kém bền hơn trong rượu, acetone và không được bảo vệ bởi ion Ca2+.
Mỗi ngày người ta ăn nhiều tinh bột và mặc dù các loại carbohydrate này chứa các giá trị dinh dưỡng, nhưng chúng không thể bị tiêu hóa hoặc hấp thu bởi cơ thể người mà không có sự trợ giúp từ các enzyme. Glucoamylase được biết đến như là loại enzyme có thể dễ dàng phá vỡ tinh bột thành glucose, mà sau đó trở thành có thể sử dụng và hấp thu được. Do đó, rối loạn dạ dày bị giảm, cũng như các vấn đề tiêu hóa khác như: đầy hơi, lỏng phân, …
3.2.  Một số phương pháp xác định hoạt độ enzyme Glucoamylase:
Có chủ yếu là hai loại xét nghiệm được sử dụng để xác định hoạt động của glucoamylase. Một là dựa trên đo lượng đường khử bằng thuốc thử dinitrosalicylic axit (DNS) hoặc phương pháp Nelson – Somogyi, cách thứ hai là dựa trên giảm giá trị nhuộm của phức hợp tinh bột-iốt xanh. Phương pháp thứ hai, được phát triển bởi Fuwa và được sử dụng rộng rãi, dựa trên màu sắc phát triển mà kết quả từ iốt gắn với tinh bột polyme. 
Phương pháp AOAC 994.09 xác định hoạt độ enzyme glucoamylase bằng cơ chất đặc hiệu là p-Nitrophenyl-(-glucopyranoside (PNPG). Enzyme glucoamylase thuỷ phân cơ chất trên trong điều kiện pH 4.3 và 50oC. Sau phản ứng, sản phẩm tạo thành là glucose và p-nitrophenol có màu vàng đặc trưng. Dựa trên việc xác định cường độ màu của p-nitrophenol tạo thành, có thể xác định được hoạt độ của enzyme glucoamylase. 

Hiện nay, nước ta vẫn chưa có một phương pháp nghiên cứu xác định hoạt độ enzyme γ-Amylase trong chế phẩm enzyme một cách toàn diện và được công nhận trên toàn quốc. 
Phương pháp AOAC 994.09 cho kết quả chính xác, độ đặc hiệu cao, rất phù hợp phân tích các nền mẫu phức tạp. Do đó, chúng tôi lựa chọn phương pháp này để xây dựng dự thảo TCVN.
4. Sự cần thiết của việc xây dựng tiêu chuẩn
Hiện nay vấn đề kiểm soát chất lượng của sản phẩm đang được quan tâm, việc xây dựng phương pháp chuẩn làm công cụ giúp các cơ quan chức năng kiểm soát và đánh giá được chất lượng của sản phẩm là rất cần thiết. Hơn nữa, tại Việt Nam chưa có một phương pháp chuẩn để ứng dụng phân tích xác định glucoamylase trong các chế phẩm enzyme công nghiệp giữa các phòng thí nghiệm. Vì vậy phương pháp được xây dựng phù hợp với điều kiện sẵn có của phòng thí nghiệm với độ nhạy, độ chính xác cao, ban hành thành tiêu chuẩn quốc gia áp dụng rộng rãi trong cả nước.

5. Phương thức xây dựng và tài liệu làm căn cứ xây dựng TCVN:
- Phương thức thực hiện:

         Trên cơ sở rà soát các tiêu chuẩn Việt nam và quốc tế về phương pháp phân tích hoạt độ enzyme Glucoamylase cũng như tham khảo các phương pháp xây dựng các tiêu chuẩn/quy chuẩn, nhóm xây dựng khuyến nghị biên soạn tiêu chuẩn này theo phương pháp chấp thuận nguyên vẹn (có chỉnh sửa về thể thức trình bày theo qui định về trình bày Tiêu chuẩn Quốc gia)
- Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN:
Dự thảo được xây dựng trên cơ sở AOAC Official method 994.09: Glucoamylase Activity in Industrial Enzyme Preparations.
6. Nội dung chính của dự thảo tiêu chuẩn

Dự thảo được xây dựng với các nội dung như 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 994.09
	Sửa đổi, bổ sung

	Tên tiêu chuẩn
	Colorimetric Enzymatic Method
	Phương pháp đo màu

	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. Reagents
	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 Chuẩn bị dung dịch chuẩn.
6.2 Chuẩn bị dung dịch thử
6.3 Phân tích
	D. Preparation of standards
E. Preparation of Test solutions
F. Determination
	Chấp thuận nguyên vẹn

	7 Tính kết quả
	G. Calculations
	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 994.09 và đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN.
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019

TM. Ban soạn thảo
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