THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn

Sản phẩm thực phẩm ngô đã chế biến hoặc chưa chế biến. Định tính gluten bằng phương pháp que thử sắc ký miễn dịch R5.
Processed and unprocessed corn products – Qualitative gluten by R5 immunochromatographic dipstick method 

2. Tổ chức biên soạn

Cục Chăn nuôi - Bộ Nông nghiệp và phát triển nông thôn 

3. Khái quát chung

3.1. Gluten
Gluten là một loại protein có trong bột mì, lúa mạch, lúa mạch đen và luôn hiện diện trong bánh mì, các loại mì, pasta…. Trong protein của bột mì làm từ lúa mì có chủ yếu là gliadin và glutenin, chúng chiếm phần lớn toàn lượng protein. Hai protein này không hòa tan trong nước mà khi nhào với nước thì trương lên tạo thành một khối dẻo đàn hồi. Khi ở trạng thái ướt, Gliadin rất dính và có độ kéo dãn cao, tạo cho gluten có tính kết dính còn Glutenin là loại protein phức hợp, tạo cho khối bột có độ co giãn và chắc chắn.

Loại lúa mì khác nhau thì lượng gluten khác nhau. Đối với lúa mì bình thường thì lượng gluten tươi chiếm khoảng 20-25% khối lượng hạt. Thành phần hóa học của gluten phụ thuộc loại giống và chất lượng lúa mì. Trung bình trong gluten sấy khô chứa khoảng 85% protein, 2¸3 % chất béo, 2% chất khoáng, còn lại khoảng 10¸12% các chất gluxit.

Gluten có thể tìm thấy trong bột mì (làm từ cây lúa mì), lúa mạch đen (rye), đại mạch (barley), cám (Bran), mầm lúa mì (wheatgerm), yến mạch (oats) mặc dù không chứa gluten, nhưng lại chứa protein avenin, tương tự như gluten, ngoài ra trong quá trình canh tác cũng người ta tìm thấy gluten trong một số loại yến mạch.

Khái niệm Gluten free khởi nguồn từ lý do sức khoẻ vì gluten là nguyên nhân gây nên bệnh celiac do đường ruột không dung nạp được chất này. Đối với một số người, khoảng 1 phần trăm dân số thì gluten có thể là một vấn đề sinh tử; những người này mắc chứng bệnh gọi là bệnh celiac (celiac disease), họ chỉ cần ăn thực phẩm có chứa một lượng rất nhỏ gluten cũng có thể gặp rắc rối. Hệ thống miễn dịch sẽ tấn công vào ruột non và ngăn ngừa sự hấp thụ các chất dinh dưỡng quan trọng, có thể dẫn đến suy dinh dưỡng, thậm chí đe dọa tính mạng. Một loại bệnh ít nghiêm trọng hơn là dị ứng với Gluten (hay còn gọi là bệnh không dung nạp Gluten) với các triệu chứng khác nhau ở mỗi người như tiêu chảy, táo bón, đầy hơi, nôn mửa, chóng mặt, kích ứng da, mệt mỏi, chuột rút và trầm cảm. Gluten làm tổn thương màng ruột non của người bệnh celiac, điều này làm ngăn chặn khả năng hấp thụ chất dinh dưỡng quan trọng trong thực phẩm bao gồm: vitamin, protein, canxi, carbohydrate, chất béo và các chất dinh dưỡng quan trọng khác. Chỉ với một lượng nhỏ Gluten thôi cũng có thể gây ảnh hưởng đến sức khoẻ người bệnh và về lâu dài sẽ gây ra một số bệnh nặng trong đó có ung thư (đặc biệt là ung thư ruột).

Đối với người không mắc bệnh celiac thì việc thực hiện chế độ ăn Gluten free sẽ không mang lại bất kỳ lợi ích nào về sức khoẻ.

Do các đặc tính của Gluten như vậy nên cần đến một phương pháp để xác định nó, phương pháp định tính thử nghiệm nhanh có thể đáp ứng được điều này.

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, việc thực hiện thử nghiệm nhanh xác định hàm lượng gluten là điều đáng quan tâm. Vì vậy phương pháp được xây dựng mang tính cập nhật và phù hợp với điều kiện sẵn có của phòng thí nghiệm, phương pháp đơn giản, nhanh chóng, nhạy, đặc hiệu có thể 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 tiêu chuẩn

* Phương thức xây dựng: 
	+ Xây dựng mới                      
	
	    + Sửa đổi, bổ sung                                
	

	+ Chấp nhận tiêu chuẩn quốc tế       
	
	    + Thay thế                                             
	


* Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN: Tiêu chuẩn được biên soạn dựa trên: AOAC 2015.16 Gluten in Processed and Nonprocessed Corn Products – Qualitative R5 Immunochromatographic Dipstick;
Phương pháp xác định gluten được tiến hành thẩm định nội bộ tại phòng thí nghiệm của Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia. LOD của mẫu bột ngô là 5 mg/kg, của mẫu snack là 8 mg/kg. Đạt yêu cầu ngưỡng cho phép của gluten là 20 mg/kg trong các đối tượng “free gluten”. Kết quả thẩm định đáp ứng yêu cầu của AOAC.
(Báo cáo xác nhận giá trị sử dụng được gửi kèm theo)
6. Nội dung tiêu chuẩn

Bố cục, nội dung của TCVN gồm các phần sau:
1. Phạm vi áp dụng
2. Tài liệu viện dẫn
3. Nguyên tắc
4. Thuốc thử
5. Thiết bị, dụng cụ
6. Lấy mẫu
7. Cách tiến hành
8. Tính toán kết quả
9. Báo cáo thử nghiệm
1. Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp phân tích định tính gluten trong các sản phẩm thực phẩm chứa ngô bằng sử dụng bộ kít thử sắc ký miễn dịch R5.
2. Tài liệu viện dẫn
- AOAC 2015.16 Gluten in Processed and Nonprocessed Corn Products – Qualitative R5 Immunochromatographic Dipstick
3. Nguyên tắc
Que thử gồm các vùng khác nhau (Hình 1). Các chất phân tích trong dung dịch mẫu sẽ “được tách sắc ký“ phía trên “vạch tối đa“ và phản ứng với kháng thể R5 gắn vào tâm latex đỏ. “Vạch tối đa” chỉ mức cao nhất mà que thử có thể nhúng ngập trong dung dịch mẫu. 

Trên que thử có hai vạch, vạch đầu tiên chuyển màu đỏ thể hiện phản ứng dương tính và vạch thứ hai chuyển sang màu xanh thể hiện que thử đạt yêu cầu. Kết quả được đọc bằng mắt thường. Hàm lượng chất phân tích trong mẫu càng cao thì màu đỏ của dải thử nghiệm càng đậm.
4. Thuốc thử
Tất cả các thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích, nước được sử dụng là nước cất hai lần hoặc nước có chất lượng tương đương, trừ khi có quy định khác.

4.1   Bộ kít thử, ví dụ:RIDA QUICK Gliadin, R-Biopharm AG, Darmstadt, Đức hoặc tương đương). 

Tất cả các thuốc thử của bộ kit phải ổn định ít nhất trong khoảng thời gian 18 tháng kể từ ngày sản xuất khi được bảo quản ở nhiệt độ từ 2 °C đến 8 °C. 

4.2   Etanol (C2H5OH), 99 %. 

4.3   Cocktail, ví dụ: R7006, (R-Biopharm AG hoặc tương đương) sẵn để sử dụng.

4.4   Sữa bột đã tách chất béo, có chất lượng để dùng làm thực phẩm.

4.5  Dung dịch etanol 60 %

Cho 150 ml etanol (3.2) vào 100 ml nước cất hai lần, lắc đều.

4.6  Dung dịch etanol 80 %

Cho 200 ml etanol vào 50 ml nước cất hai lần, lắc đều.

4.7  Chất pha loãng mẫu đã chuẩn bị sẵn để sử dụng, cần đưa về nhiệt độ trong khoảng từ 20 oC đến 25 oC trước khi sử dụng.

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 phòng thí nghiệm.

5.2  Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,000 1 g.

5.3  Ống ly tâm có nắp đậy, dung tích 50 ml.

5.4  Pipet Pasteur, dung tích 3 ml.

5.5  Máy lắc.

5.6  Nồi cách thủy, kiểm soát được nhiệt độ ở 50 oC.

5.8  Máy ly tâm, ví dụ: loại Allegra X-22R (VWR International) hoặc tương đương.

5.9  Giấy lọc, ví dụ: loại Whatman số 934AH, 11 cm (Whatman, Inc., Clifton, NJ) hoặc tương đương.

5.10  Pipet tự động, có thể điều chỉnh được thể tích từ 20 µl đến 200 µl và từ 200 µl đến 1 000 µl.

6. Lấy mẫu

Việc lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này. Điều quan trọng là phòng thử nghiệm phải nhận được đúng mẫu đại diện và không bị hư hỏng hoặc bị biến đổi chất lượng trong suốt quá trình bảo quản và vận chuyển.

7.  Cách tiến hành

7.1   Chuẩn bị mẫu sơ bộ

Mẫu được xay nhỏ và trộn đều. Nên xay lượng mẫu đủ lớn (tối thiểu 50 g, tốt nhất là 200 g) để đảm bảo tính đồng nhất.

Trong quá trình chuẩn bị mẫu thử, tất cả các thao tác, thiết bị, dụng cụ được sử dụng không được làm nhiễm gluten vào mẫu.

7.2   Chiết mẫu chưa qua chế biến

Cân 1 g mẫu đại diện bằng cân phân tích (4.2), đồng nhất trong lọ và thêm 10 ml dung dịch etanol 60 % (3.5). Đối với các sản phẩm có chứa đậu nành, thêm 1 g sữa bột đã tách chất béo (3.4).

Trộn kỹ ít nhất 30 s bằng máy lắc vortex (4.5). Ly tâm mẫu (ở 2 500g) ở nhiệt độ phòng (20 oC đến 25 oC) 10 min bằng máy ly tâm (4.8) hoặc để mẫu lắng xuống và lọc. Pha loãng 50 μl dịch chiết với 500 μl chất pha loãng mẫu (3.7) trong ống nghiệm và tiến hành bước tiếp theo.

7.3  Mẫu đã qua chế biến

Dùng cân phân tích (4.2) cân 0,25 g mẫu đại diện đã đồng nhất (dạng bột nhão hoặc dạng rắn), cho vào lọ và thêm 2,5 ml dung dịch Cocktail (3.3).

Đậy nắp lọ và trộn đều (lắc vortex) để chiết mẫu. Làm ấm lọ đựng mẫu 40 min ở 50 oC trong nồi cách thủy (4.6). Để mẫu nguội và thêm 7,5 ml etanol 80 % (3.6). Đậy nắp lọ và lắc 1 h bằng cách đảo chiều ống hoặc bằng dụng cụ quay ở nhiệt độ phòng (20 oC đến 25 oC). Ly tâm mẫu (2 500g) ở nhiệt độ phòng trong 10 min hoặc để mẫu lắng xuống và lọc. Pha loãng 50 μl dịch chiết với 500 μl chất pha loãng mẫu (3.7) trong ống nghiệm và tiến hành bước tiếp theo.

7.4   Sử dụng que thử

Đặt que thử theo hướng thẳng đứng vào ống nghiệm chứa dịch chiết mẫu đã pha loãng. Mũi tên trên que thử hướng xuống. Không nhúng que thử vượt quá “vạch tối đa”.

Sau chính xác 5 min ± 10 s, lấy que thử ra và ghi lại kết quả vào phiếu đánh giá.
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Hình 1 – Sơ đồ hướng dẫn sử dụng bộ kít thử

7.5  Một số lưu ý

a) Thử nghiệm chỉ nên được thực hiện bởi các nhân viên phòng thí nghiệm được đào tạo. Tuân thủ nghiêm ngặt hướng dẫn sử dụng. Không sử dụng kít thử đã hết hạn sử dụng. Không trao đổi thuốc thử riêng lẻ giữa các bộ kít thử khác nhau.

b) Cần chú ý đặc biệt đến việc giải thích kết quả dương tính và âm tính (sử dụng phiếu đánh giá và mẫu kiểm soát).

c) Đưa nhiệt độ của bộ thử về nhiệt độ phòng trước khi sử dụng. Bộ thử rất nhạy với độ ẩm, có thể làm ảnh hưởng đến kết quả thử. Do đó, giữ bộ thử tránh bị hút ẩm. Nếu mẫu kiểm soát âm tính được đánh giá là dương tính thì có khả năng nhiễm bẩn phòng thí nghiệm hoặc thiết bị thí nghiệm.

d) Nên so sánh hiệu suất chiết của etanol với Cocktail (R7006) trong trường hợp mẫu không xác định.

8. Đọc kết quả

a) Kết quả dương tính: Với mẫu chưa chế biến được coi là dương tính nếu chứa lớn hơn 5,0 mg/kg gluten. Với mẫu đã qua chế biến được coi là dương tính nếu chứa lớn hơn 8,0 mg/kg gluten.

b) Kết quả âm tính: Với mẫu chưa chế biến được coi là âm tính nếu chứa ít hơn 5,0 mg/kg gluten. Với mẫu đã qua chế biến được coi là âm tính nếu ít hơn 8,0 mg/kg gluten.

9.Báo cáo thử nghiệm

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

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

· phương pháp lấy mẫu, nếu biết;

· phương pháp thử, viện dẫn tiêu chuẩn này;

· mọi điều kiện thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này hoặc được xem là tùy chọn, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả;

· kết quả thử nghiệm thu được.


Hà Nội, ngày     tháng     năm 2019

TM. Ban soạn thảo

