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Tinh bt va nguyén liéu thyre vat — Xac,dinh ham lwong tinh bot
b&n bing phwong phap thuy phan b&i enzym

Starch and plant materials — Determination of resistant starch content by enzymatic digestion

1 Pham vi ap dung

Tiéu chun ndy quy dinh phuong phap thuy phan béi enzym dé xac dinh ham Iugng tinh bdt bdn trong
tinh b§t va nguyén liéu thyc vat.

Gi6i han dinh lwgng clia phwong phép 1a tie 2,0 % dén 64 %.

Két qua nghién ciu lién phang thi nghiém dugc néu trong Phy lyc A.

2 Thuét ngir va djnh nghia

Trong tiéu chuln ndy ap dung céc thuat ngi¥ va dinh nghia sau:

2.1
Bon vj hoat 46 amyloglucosidase (unit of amyloglucosidase activity)

Lwgng amyloglucosidase xc tac d& gidi phéng 1 pmol glucose trong thai gian 1 min tir tinh bét tan &
nhiét d¢ 40 °C, pH 4,5.

2.2
Tinh bdt bén (resistant starch)
Loai tinh bét cd kha ning khang qud trinh tiéu hoa bdi rudt non clia con ngwdi.

3 Nguyén tic

Phan tinh bot khdng phai 12 tinh bt bén (tinh bdt hoa tan) dwgc hoa tan va thuy phan thanh glucose
dwdi tac dung cha hén hgp a-amylase tuy va amyloglucosidase (AMG) trong théi gian 16 h & nhiét d6
37 °C. Dirng phan (rng bang c4ch thém etanol hodc cdn cdng nghiép 44 metyl hda, tinh bot bén duec
thu hdi bang céch ly tam. Tinh bt bén trong phin chét rin sau ly tm duwge hoa tan trong dung dich kali
hydroxit 2 M bang cach khudy manh trong bé nwérc da. Dung dich nay duge trung hoa bang dung dich
dém axetat va tinh bdt dwgc thuy phan hoan todn thanh glucose bing AMG. Glucose dugc xac dinh
béing thuéc thir glucose oxidase-peroxidase (GOPOD), qua dé xac dinh ham lwgng tinh bdt bén. Phan
tinh bt hoa tan dwoe xace dinh tir ham Iwgng glucose cé trong dich trong va dich rira, st dung thudc thir

GOPOD.
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4 Thuébc thiv

St dung cac thudc thib tinh khiét phan tich, nwérc stv dung 13 nwére cit hodic nwde cb cht lwong trong
dwong, trir khi cé quy dinh khac.

4.1 Dung djch dém natri maleat, 100 mM, pH 6,0

Hoa tan 23,2 g axit maleic trong 1 600 mL nwéc va chinh pH dén 6,0 bang dung dich natri hydroxit 4 M
(4.11) (160 g/L). Thém 0,6 g canxi clorua ngadm hai phan t nwéc (CaClz.2H,0) va 0,4 g natri azid.
Chuy&n dung dich vao binh dinh mirc 2! (5.17) va thém nwdc dén vach.

Dung dich dém bao quan & 4 °C ¢6 thé bén dén 12 thang.
4.2 Dung dich dém natri axetat, 1,2 M, pH 3,8

Thém 70 mL axit axetic bing vao 800 mL nuée, chinh dén pH 3,8 bang dung dich natri hydroxit 4 M
{4.11). Chuyén dung djch vao binh dinh mirc 1 L (5.17) va thém nwde dén vach,

Dung dich bao quan & nhiét do phong cé thé bén dén 12 thang.
4.3 Dung djch dém natri axetat, 100 mM, pH 4,5

Thém 5,8 mL axit axetic bing vao 900 mL nuée, chinh @én pH 4,5 bing dung dich natri hydroxit 4 M
(4.11). Chuyén dung dich vao binh dinh mirc 1 L (5.17) va thém nuéc dén vach.

Dung dich dém bao quan & 4 °C c6 thd bén dén 2 thang.

4.4 Dung dich kali hydroxit, 2 M

Can 11,2 g kali hydroxit, cho vao 150 mL nwéc va khudy déu dé hoa tan. Thém nwéc dén 200 mL.
Dung dich b3o quan & nhiét d3 phong c6 thé bén dén 12 thang.

4.5 Dung djch etanol hodc cbn cdng nghiép da metyl héa (IMS)

451 Dung dich etanol, 95 % dén 99 % thé tich hodc dung dich IMS, khodng 95 % etanol va 5 %
metanol,

45.2 Dung dich etanol hoiic ¢n céng nghiép @3 metyl héa (IMS), khodng 50 % thé tich

Pha lodng 500 mL etanol (95 % dé&n 99 % thé tich) hodc IMS (khodng 95 % etanol va 5 % metanol)
(4.5.1) bing nwée dén 1 L.

Dung dich bao quan & nhiét dd phong cé thé bdn dén 12 thang.
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4.6 Dung dich amyloglucosidase (AMG), 3300 U/mL glycerol 50 % "

C6 thé sl dung trrc tiép ma khéng cin pha lodng. Dung dich cb dd nhét cao, cin sir dung b phan
phédi dung mdi,

Dung dich duoc bdo quan & 4 °C ¢ thé bén dén 5 nam.
Khéng st dung dung dich nay d& phat hién glucose ty do.
4.7 Dung djch amyloglucosidase (AMG), 300 U/mL

Pha loang 2 mL dung dich amyloglucosidase (4.6) thanh 22 mL béing dung dich dém natri maleat pH 6,0
(4.1). Chia dung dich @4 chuln bj thanh cic phin 5 mL va bdo qudn déng lanh trong cac éng
polypropylen (5.20) trwdc khi str dung.

Dung dich bao quén & - 20 °C c6 thé bén trén § nam khi 13p lai chu ki cp dédng/ra déng.
4.8 Huyén phi a-amylase tyy, 10 mg/mL (30 U/mL), chira amyloglucosidase, 3 U/mL"

Ngay trwéc khi sir dung, phan tan 1 g a-amylase tuy trong 100 mL dung dich dém natri maleat (4.1) va
lic déu trong 5 min. Thém 1 mL dung dich amyloglucosidase 300 U/mL (4.7) va trén déu. Ly tam trong
10 min & gia téc Ién hon 1500 g va cin than gan 4y phan dich ndi phia trén,

Chun bj dung dich trong ngay st dyng.
4.9 Dung djch dém glucose oxidase - peroxidase - aminoantipyrine "
4.9.1 Dung djch dém dam dic

Hoa tan 136 g kali dihydro phosphat, 42 g natri hydroxit va 30 g axit 4-hydroxybenzoic trong 900 mL
nwéc. Chinh dén pH 7,4 bang dung djch axit clohydric 2 M (4.13) hodc dung dich natri hydroxit 2 M
(4.12). Pha loang dung dich dén 1 L, thém 1 g natri azid va tron kj dé hoa tan.

Dung dich ndy khi dwoc bao quén & 4 °C ¢6 thé bén dén 3 nam.

4.9.2 Dung dich dém glucose oxidase - peroxidase - aminoantipyrine, hn hop glucose oxidase
> 12000 U/L, peroxidase > 650 U/L va 4-aminoantipyrine 0,4 mM

Pha lodng 50 ml dung dich dém dam déc (4.9.1) dén 1,0 L. S& dung mét phan dung dich dém pha
loing d& hoa tan hodn toan hdn hgp dong kho glucose oxidase - peroxidase dyng trong lo nhé.

" Pay |a vi dy vé& céc san phdm thuong mai s8n c6 va thich hgp. Théng tin nay dwa ra tao thuan lgi cho ngudi sir dyng tigu
chudin va khéng &n dinh phai st dyng san phdm néu trén. C4 th st dung cac san phdm tuong ty cla cdc nha cung cdp khac
néu cho két qua twong dwong. Cac thudc thir ndu trong 4.6, 4.8, 4.9, 4.10 dwgre cung c4p bdi bd kit dinh legng tinh bt bén
clia hang Megazyme.
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Chuyén dich thu dwgrc vao binh dinh mic 1 L {5.17) chira dung dich dém pha loang va thém dung dich
dém dén vach.

Dung dich nay khi dwgc bae quan & 4 °C c6 thé bén trong 2 thang dén 3 thang va khi dwgc bdo quan &
- 20 °C ¢6 thé bén frong 2 ndm dén 3 nam.

Kiém tra sy hién mau va dg n dinh ciia dung dich @4 chudn bj bang céch 0 trong til 4m (I3p lai) 3,0 mL
dung dich dém glucose oxidase-peroxidase-aminoantipyrine véi dung dich chira chuln glucose (100 ug
tinh thé glucose kho trong 0,2 mL dung dich natri benzoat 0,2 %). Sau 15 min, 20 min, 30 min va
60 min, xac dinh do hip thu tui buwdc séng 510 nm. Sy hién mau tdi dz. cin dat dvoc trong vdng
20 min va mau sic phai bén trong it nhat 60 min sau khi dat @6 hap thy téi da tai 50 °C.

4.10 Dung dich chuén glucose, 1 mg/mL

Hda tan 1,00 g glucose khan tinh khiét phan tich (99,5 %} trong 900 mL dung dich axit benzoic 0,2 %
trong nuéc. Chuyén sang binh dinh mirc 1 L va dinh mic dén vach. Tinh ndng dd chinh xac clia dung
dich chudn géc dia trén @3 tinh khiét va Iwgng can thyc té.

Dung dich nay khi dwgc bdo quan & nhiét a9 phong cé thé bén hon 5 nam.,
4.11 Dung djch natri hydroxit, 4 M.
4.12 Dung djch natri hydroxit, 2 M.

413 Dung djch axit clohydric, 2 M.

5 Thiét bj, dung cu
Sl dung cac thiét bi, dung cu clia phdng thiz nghiém théng thuréng va cy thé nhu sau:;

5.1 May nghién, kiéu ly tdm, sir dung rotor 12 réng va sang ¢& 18 1,0 mm, hoac thiét bj c6 tinh nang
twong ty.

5.2 May ly tdm, c6 thé hoat déng & gia téc 1500 g.

5.3 Ndi cach thiiy cé lac, cé thé tao chuyén déng thang v&i téc @8 100 r/min (twong duong véi
200 hanh trinh/min), chiéu dai cGa hanh trinh 14 35 mm, cé thé &n dinh nhiét o 37 °C 2,

5.4 Nbi cach thiy, c6 thé &n dinh nhiét d6 50 °C + 0,1 °C.

5.5 May tron Vortex.

3 Grant OLS 200 [Grant Instruments (Cambridge) Ltd., Royston Hertfordshire SG8 6GB, UK] la vi dy vé san pham thuong mai
sin-e6-va-thieh-hgp-Thang-in-nay-dwa-ra-tae-thudn-lgi-cho-nguén-si dung-tiéu-chudn-va-khéng-4n-dinh-phai-str-dung-san-pham-
néu trén, C6 thé s& dung cac san phém twong ty néu cho két qua twong dwong.
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5.6 May khudy tir, str dung cac thanh khudy tir kich thwdc 5 mm x 15 mm.

5.7 May do pH.

5.8 Can phan tich, c6 thé can chinh xac dén 0,1 mg.

5.9 May do quang phé, c6 thé do & bwrérc séng 510 nm, st dung cuvet 10 mm.
5.10 Pipet tir ddng, c6 thé phan phéi thé tich 100 pL.

5.11 Ong nghiém, bang thiy tinh, kizh thwéc 16 mm x 100 mm, dung tich 14 mi...
5.12 Ong nghiém, loai c6 ndp day bing thiy tinh, kich thiréc 16 mm x 125 mm.
5.16 Nhiétké, co thé do & 37°C £ 0,1 °C v2 50°C £0,1°C.

5.17 Binh dinh mirc, dung tich 100 ml, 200 mi, 500 ml, 1 Lva 2 L.

5.18 DPdng hd bim gio.

5.19 Binh nhya.

5.20 Ong polypropylen.

5.21 Bé nwéc da.
6 Liymiu

Tiéu chudn nay khong quy dinh viéc 1ay mau. Tham khao céc tigu chudn cy thé vé 14y mau san phim.

Trong tredmg hop chua c6 tigu chudn cy thé lién quan dén san phdm, viéc 14y mau theo thda thuan
gilra cac bén lién quan.

M3u gii dén phang thir nghiém phai 13 mAu dai dién va khéng bj hw hdng hodc bién ddi trong subt qua
trinh van chuyén va bdo quan.

7 Céch tién hanh

7.1 Chuln bj miu thir

Nghién 50 g mau thir bing may nghién (5.1) ¢6 sang c& 18 1,0 mm. Chuyén toan bd lwgng mau sang
binh (5.19) va trén d&u bing cach lac va dio.

Khéng cin nghién a@bi véi mau thir 14 ché phdm tinh bdt & dang bét min.
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7.2 Thuy phén tinh bdt hoa tan

Cén chinh x4c khodng 100 mg + 5 mg méu thi, cho trirc tiép vio tirng dng nghigm cé nép day (5.12).
G6 nhe 6ng nghiém d& dam bao ring tAt ca mau thir d&u roi xudng dudi day ciia dng. Thém 4,0 mL
a-amylase tyy chira amyloglucosidase (4.8) vao mdi 6ng. Vin chat ndp, tron déu trén may tron Vortex
(5.5) va dat thang dimg cac dng nghiém vao ndi cach thly (5.3) trong khi vin I4c lién tuc. U & 37 °C
trong 16 h.

L&y ng nghiém ra khdi ndi cach thiy cd léc (5.3), dung khan gidy thdm nuéc cén dw trén éng, m& nép
va thém 4,0 mL etanol (95 % dén 99 % thé tich) ho3c IMS (99 % thé tich) (4.5.1)=Tron dBu trén méy
trén Vortex (5.5). Ly tam vél gia téc 1500 g trong 10 min. CAn than gan bd dich trong phia trén, phan
tan phan chét ran trong 2 mL IMS 50 % (4.5.2) va trén ddu trén may trén Vortex (5.5). Thém 6 mL IMS
50 % (4.5.2), trdn ddu va ly tam véi gia tde 1500 g trong 10 min. Lap lai quy trinh nay mét 1n nira. Cén
than gan bd phan dich ndi phia trén va Iat ngwoc dng dt trén gidy thAm @& thdm phin dich trong can lai.

7.3 Xac dinh ham lwgng tinh bt bén

Cho thanh khudy tir (5.6) vA 2 mL dung dich kali hydroxit 2 M (4.4) vao mé&i éng d& hoa tan phan chét
rén. Hoa tan phan tinh bt bén trong khodng 20 min trong bé nudc da (5.21) dit trén may khudy tir
(5.6) (khéng sl dung may trén Vortex vi co thé hinh thanh nhii twong). O budc nay, dam bdo lwgng
chtva trong éng nghiém dugc khudy d&u khi dung dich kali hydroxit 2 M (4.4) duwgc thém vao dé tranh
tinh bét vén cuc, gay khé khan cho qua trinh hoa tan.

Thém 8 mL dung dich dém natri axetat 1,2 M (4.2) vao mi éng va khudy manh trén may khudy tir
(5.6). Thém ngay 0,1 mL dung dich AMG 3 300 U/mL (4.6), trén d&u trén may khudy tir (5.6) va U trong
ndi cach thiy (5.4) & 50 °C trong 30 min.

Dbi voi mAu thir ¢6 ham lwgng tinh bét bén > 10 %, chuyén toan bé lgng chira trong éng nghiém vao
binh dinh méc 100 mL (5.17) va dung nwée dé trang éng. S& dung nam cham ngoai dé gilr thanh
khudy tir khi tién hanh trang éng. Thém nwéc dén 100 mL. Ly tam véi gia téc 1500 g trong 10 min d&
thu Hy dich trong.

Béi véi miu thir ¢ ham lwgng tinh bdt bén < 10 %, ly tam ngay ma khéng phdi pha loang. Trong
trwdng hop nay, thé tich cuédi trong éng 1a 10,3 mL £ 0,05 mL.

Chuyén 0,1 mL dich néi da pha loang vao dng nghiém thuy tinh (5.11), 1&p lai hai 1an, thém 3,0 mL
thudc thir GOPOD (4.9.2) va tron déu trén mdy trén Vortex (5.5), & & 50 °C trong 20 min rdi d& ngudi
dén nhiét dg phong.

Chuén bj mAu tréng bing cach trén 0,1 ml dung dich dém natri axetat 0,1 M, pH 4,5 (4.3) va 3,0 mL
thudc thir GOPOD.
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Chun bj dung dich chudn glucose (tién hanh 13p lai 4 1an) bing cach tron 0,1 mL dung dich glucose
(4.10) va 3,0 mL thuéc thir GOPOD (4.9.2). U & 50 °C trong 20 min va & nguéi & nhiét d phong.

Chinh thiét bi do quang phd vé& 0 bang mau tring. Do dd hép thy cia méi dung dich & bwéc séng
510 nm so vé&i méu tring. Tinh gia trj trung binh ctia gia tri @& hap thy 13p lai 2 1An. Sy tao mau cla
GOPOD véi glucose phai tuyén tinh trong khoang @9 h4p thu tir 0,0 don vj dén 1,5 don vi.

8 Tinh két qua
a)"Béi voi mau thir ¢6 chiba > 10 % ham lugng tinh bot bén:
Ham Igng tinh bét bén ¢4 trong mau thir, X, biéu thj theo % khéi lwong, dugc tinh theo Cang thire (1):

100 1 100 162 F
Py o Ll LY W
*Fx53 7000 W 180 = 2w % M)

b) Béi véi mAu thir co chira < 10 % ham lweng tinh bt bén:
Ham Iwong tinh bét bén cb trong mAu thi¥, X, bidu thj theo % khdi lwgng, dwge tinh theo Céng thivc (2):

03, 110 162 . F
01 1000 < W *Te0 - MW 8% @

X=AAxF
Trong do:
AA 12 48 hip thy trung binh clia dung dich thi¥ so v&i mu tréng;

F 12 hé sb chuyén ddi tir gia trj do h&p thu sang microgam (ug) [d6 hép thu thu dwec tir 100 pg
glucose trong phén (rng GOPOD va F = 100 (ug glucose) chia cho @6 hép thy cia GOPOD
dbi véi 100 pg glucose nay);

100/0,1 12 hé sé didu chinh thé tich, tirc 1a 14y 0,1 mL tlr 100 mL;
10,3/0,1 14 hé s6 didu chinh thé tich, tirc 12 14y 0,1 mL tir 10,3 mL;
1/1000 12 hé sb chuyén &8i don vj tir pg sang mg;

100/W 14 hé sb chuyén d8i sang 100 mg mAu thi;

162/180 1a hé sb chuyén ddi tr glucose t do xac dinh duoe sang glucose khan ¢é trong tinh bét.

9 Béo céo thir nghiém

Bo c4o thir nghiém phai bao gbm it nhét cac thonrg tin sau day:

1
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a) moi thong tin cin thiét ¢& nhan biét ddy i vé mau thi,;
b) phwong phap 14y mau, néu biét;

¢) phuong phap thir, vién dan tiéu chudn nay;

d) moi didu kién thao tac khéng quy dinh trong tiéu chun nay hosc dugc xem la tiy chon, cling véi
mei tinh hudng bét thuwdng c6 thé anh huéng dén két qua;

€) két qua thir nghiém thu dugre.
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