THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA
1. Tên tiêu chuẩn
Thực phẩm bảo vệ sức khỏe - Xác định hàm lượng Alpha Lipoic acid bằng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC)

2. Tổ chức (hoặc cá nhân) đề nghị

- Tên tổ chức (cá nhân): Viện Kiểm nghiệm ATVSTP Quốc gia

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

Điện thoại: 043.9714512 (CQ)      Fax: 04.39335738            

- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế

3. Tình hình đối tượng tiêu chuẩn trong nước và ngoài nước

3.1. Giới thiệu chung về Alpha Lipoic Acid

Alpha Lipoic Acid (α-lipoic acid, thioctic acid, ALA) là chất chống oxi hóa, phân bốmột lượng rất ít trong nấm men, rau chân vịt, súp lơ xanh, khoai tây, gan và cơ vân động vật.
ALA đã được phát hiện vào năm 1937bởi Snell và cộng sự, khi ông khám phá ra rằng, một số vi khuẩn phải có một chất chiết xuất từ khoai tây thì mới phát triển được. Từ thập niên 80, các nhà nghiên cứu nhận thấy ALA rất cần thiết cho sự tăng trưởng và vận hành những chức năng bình thường của cơ thể. Năm 1989, ALA chính thức được coi là một chất chống oxy hóa (antioxidant). Năm 1991, Lester Packer cùng cộng sự khám phá ra ALA không chỉ là một thành phần của chuỗi các chất chống oxy hóa (bao gồm vitamin C, vitamin E, glutathion, coenzym Q10) mà nó có khả năng chống oxy hóa mạnh hơn những chất chống oxy hóa khác.
ALA là một hợp chất hữu cơ chứa lưu huỳnh, được bắt nguồn từ n-octanoic acid, gồm 2 đồng phân quang học có tác dụng sinh học gần như tương đương nhau:
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ALA có thể chuyển hoá từ dạng oxy hóa (với cầu disulfua trong phân tử sang dạng khử (dạng dihydro với 2 nhóm sulfua tự do). Cả 2 dạng đều có khả năng chống oxy hóa mạnh, bảo vệ tế bào khỏi sự tấn công của các gốc tự do.
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Trong tự nhiên, ALA tồn tại dưới dạng liên kết với lysine gọi là lipoyllysine
Lipoyllysine gồm có ALA gắn với lysine trong chuỗi polypeptide. Lipoyllysine bị thủy phân thành ALA và lysine bởi glycoprotein lipoamidase (hay còn gọi là lipoyllysine hydrolase). Enzyme này luôn tồn tại trong huyết thanh của động vật và con người.
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3.2. Tác dụng của ALA
3.2.1. Tác dụng chống oxy hóa:

Dạng khử của ALA có khả năng loại bỏ các gốc superoxide, hydrogen peroxide,lipid peroxy (theo Kagan và cộng sự, Suzuki và cộng sự năm 1992). Các gốc tự do này gây vỡ hồng cầu. Trong nghiên cứu in vitro ALA dạng khử hay dạng oxy hóa giúp bảo vệ hồng cầu chống các gốc tự do.

ALA làm tăng hoạt tính các chất chống gốc tự do trong cơ thể. Đặc biệt, ALA có khả năng khôi phục các chất chống gốc tự do, đặc biệt là Glutathion (một chất không thể bổ sung đơn độc bằng đường uống vì dễ bị phân hủy và thường bị giảm do bệnh lý về gan, ung thư, tuổi già, AIDS,… hay do ngộ độc thuốc).

3.2.2. Tác dụng hạ đường huyết
ALA kết hợp với insulin làm cho sử dụng glucose hiệu quả hơn. Ở động vật, ALA giảm đường huyết và tăng sinh glycogen ở gan. Ở người, ALA giảm nồng độ pyruvic acid (Fachinfo:Thioctacid 1996). ALA cũng cải thiện các tác dụng của insulin lên chuyên chở glucose ở cơ khung và chuyển hóa ở người và động vật đề kháng insulin (Henricken và cộng sự 1997). ALA giúp thu nhận glucose từ tế bào (Bashan và cộng sự 1993).
           ALA cải thiện tính nhạy cảm với insulin ngoại vi ở bệnh nhân tiểu đường type 2 (RTD by Depatment of Endocrinology, Bulgaria university’s hospital, 1996)
Tác động lên bệnh thần kinh do tiểu đường
Bệnh thần kinh do tiểu đường là dấu hiệu và triệu chứng rối lọan thần kinh ngoại vi ở bệnh nhân tiểu đường, sau khi đã loại ra những nguyên nhân khác có thể gây ra bệnh này.
 Cơ chế bệnh sinh của bệnh là do:
 - Tăng lưu thông qua đường chuyển hóa polyol, đưa đến tích tụ sorbitol, giảm inositol trong cơ bắp, kết hợp với giảm họat động N+/K+-ATPase.
 - Hư hại vi mạch bên trong dây thần kinh và thiếu oxy do mất hoạt động nitric oxide do tăng hoạt động gốc tự do oxy.
          ALA làm chậm lại hay đảo ngược bệnh thần kinh ngọai vi do tiểu đường qua nhiều hoạt động chống oxy hóa. Điều trị với ALA tăng glutathione khử, một chât chống oxy hóa nội sinh. Trong nghiên cứu lâm sàng, 600 mg ALA/ngày đã chứng tỏ cải thiện bệnh thần kinh do tiểu đường.
       Tổn thương thần kinh hay bệnh dây thần kinh ảnh hưởng hơn 50% bệnh nhân tiểu đường và là một trong những biến chứng gây tai hại nhất. Một nghiên cứu đăng trên Diabetic Care cho thấy điều trị với ALA có thể tái tạo một phần chức năng của dây thần kinh chỉ sau 4 tháng uống liều cao ALA (Jacob S et al: Improvement of insulin-simulated glucose-disposal in type 2 diabetes after repeated parenteral administration of thioctic acid. Exp. Clin endocrinol diabetes 1996).

3.2.3. Tác dụng trên não bộ
ALA có thể vượt qua hàng rào máu não dễ dàng , nó có tác dụng bảo vệ trên não bộ và tế bào thần kinh, nhất là giúp ngăn chặn sự suy thoái của não bộ
         Trong một nghiên cứu được thực hiện tại Viện sức khỏe tâm thần Mannheim (Đức), những con chuột già bị lão hóa trí nhớ do tuổi tác được cung cấp ALA đã hoạt động tốt hơn cả những con chuột chỉ bằng một nửa tuổi của chúng. ALA không có tác dụng cải thiện ở những con chuột trẻ bởi vì chúng đã có sẵn ALA cần thiết.

3.2.4. Tác dụng trên tế bào ung thư

ALA có khả năng tăng cường miễn dịch, cũng như có khả năng ngăn cản ung thư bằng cách loại bỏ những gốc tự do, tránh gây khởi phát ung thư. ALA kết hợp với những chất chống oxy hóa khác có thể phát huy tối đa khả năng chống ung thư. Đối những trường hợp đang điều trị ung thư, những thí nghiệm ở động vật cho thấy ALA có thể trung hòa tác động gây độc của phóng xạ và những nghiên cứu ở người cho thấy ALA có thể làm giảm tác động có hại của hóa trị liệu.

 4.2.5. Tác dụng trên bệnh tim mạch

ALA có thể giảm cholesterol tới 40%.

ALA có khả năng bảo vệ thành mạch máu khỏi tác động của các gốc tự do khi có sự hiện diện của một nồng độ cao triglyceride (Diabetes Research and Clinical Practice,12/2004)
 4.2.6. Tác dụng trên sự lão hoá

          ALA chống lại sự tạo thành AGE (glucose protein) nên chống lại các biểu hiện lão hóa. Người cao tuổi (nhất là người bị đái tháo đường) thường có nhiều phức AGE  nên bị các bệnh đục thủy tinh thể, xơ cứng mạch máu, thoái hóa khớp..., làm cho da có những vết nhám, đồi mồi, nhăn, giảm tính đàn hồi. Nicholas Perricone cùng cộng sự chuyên khoa về da ở đại học Yale University Medical Center  khám phá ra ALA có khả năng làm giảm vết nhăn, làm căng mí mắt, mắt giảm quầng thâm.

Ngoài ra, ALA làm tăng hiệu suất sử dụng vitamin C, vitamin E, coenzyme Q10, glutathionvà một số chất ôxi hóa khác trong cơ thể do cơ chế tái tạo và sử dụng.
3.3. Một số thực phẩm giàu ALA
Tính trên khối lượng khô và ở dạng liên kết lipoyllysine
	STT
	Thực phẩm
	Đơn vị
	Hàm lượng

	1
	Rau chân vịt
	µg/g
	3,14 ± 1,11

	2
	Thận
	µg/g
	2,64 ± 1,23

	3
	Gan
	µg/g
	1,51 ± 0,75

	4
	Súp lơ xanh
	µg/g
	0,94 ± 0,25

	5
	Cơ tim
	µg/g
	0,86 ± 0,33

	6
	Cà chua
	µg/g
	0,56 ± 0,23


3.4. Các phương pháp xác định ALA


Trên thế giới, các nhà khoa học đã thực hiện nhiều nghiên cứu về xác định hàm lượng ALA trong thực phẩm và thực phẩm chức năng.


Dưới đây là 1 vài nghiên cứu tiêu biểu:

- Xác định hàm lượng ALA trong dạng viên nén bằng kỹ thuật quang phổ hấp thụ phân tử (UV-VIS). ALA trong mẫu được chiết bằng methanol, loc và đo độ hấp thụ ở bước sóng 322nm. Phương pháp này đơn giản, dễ thực hiện và cho độ thu hồi từ 99,5 – 100,4 %, nhưng còn nhiều hạn chế trên nền mẫu có chứa các thành phần dược liệu (Pratik P. Goti, Jyoti J. Savsani, Parula B. Patel, “Spectrophotometric method development and validation for estimation of α-lipoic acid in tablet dosage form”, International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences Vol. 4, Suppl. 5, 2012, ISSN 0975-1491)

- Xác định hàm lượng ALA trong viên nén bằng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). ALA trong mẫu được chiết bằng hỗn hợp đệm acetate : acetonitrile (5:5), lọc qua màng 0,22µm và phân tích trên HPLC. Phương pháp này dễ thực hiện, nhanh chóng (khoảng 10 phút) với khoảng tuyến tính 50 – 175 µg/ml, độ lêch chuẩn trong ngày 1 %, độ thu hồi 98 – 102%. (B. Rajkumar, T. Bhavya, A. Ashok Kumar, “Reverse phase HPLC method development and validation for the simultaneous quantitative estimation of ALA and Allopurinol in tablets”, International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences Vol. 6, Issue 1, 2014, ISSN 0975-1491)

- Xác định hàm lượng ALA tự do trong thực phẩm bằng HPLC cùng với CEAD và LC-ESI-MS(-). ALA được chiết trong 0,5% CH3COOH/ CH3OH, lọc qua màng 0,22µm và phân tích HPLC-ESI-MS(-). Phương pháp này có thể áp dụng được trên nhiều nền mẫu thực phẩm tươi sống như trứng, bột trứng, kem mayonnaise, đậu xanh hạt và khoai tây với khoảng tuyến tính thấp 0,1 – 4,2 µg/g với độ thu hồi 70 – 94%. Tuy nhiên, kỹ thuật phân tích đòi hỏi cao, thiết bị phân tích không phải phòng thí nghiệm nào cũng được trang bị đầy đủ. Do đó, đây vẫn đang là phương pháp còn hạn chế đối với điều kiện các phòng thí nghiệm tại Việt Nam. (Arjumand I. Durrani, Heidi Schwartz, Michael Nagl, Gerhard Sontag, “Determination of free α-lipoic acid in foodstuffs by HPLC coupled with CEAD and ESI-MS”, Food Chemistry,Volume 120, Issue 4, 15 June 2010, Pages 1143–1148)

4. Lý do và mục đích xây dựng TCVN

ALAđem lại nhiều tác dụng có lợi cho sức khỏe con người:

· Giúp loại bỏ các gốc tự do gây vỡ hồng cầu, tăng hoạt tính của các vitamin và các chất chống gốc tự do khác. 
· Cải thiện tính nhạy cảm với insulin ngoại vi ở bệnh nhân tiểu đường type II. 
· Làm chậm lại và đảo ngược bệnh thần kinh ngoại vi do tiểu đường qua nhiều hoạt động chống oxy hóa. Điều trị với ALA tăng glutathione khử, một chất chống oxy hóa nội sinh. Trong nghiên cứu lâm sàng, 600 mg ALA/ngày đã chứng tỏ cải thiện bệnh thần kinh do tiểu đường.
· Có tác dụng bảo vệ trên não bộ và tế bào thần kinh, nhất là giúp ngăn chặn sự suy thoái của não bộ.
· Có khả năng tăng cường miễn dịch và phòng ung thư bằng cách loại bỏ những gốc tự do, tránh gây khởi phát ung thư. ALA có khả năng trung hòa tác động gây độc của phóng xạ và làm giảm tác động có hại của hóa trị liệu ở những bệnh nhân đang trong quá trình điều trị.
· Bảo vệ thành mạch máu khỏi tác động của các gốc tự do khi có sự hiện diện của một nồng độ cao triglyceride, có thể giảm cholesterol huyết tương tới 40% .
· Chống lại sự tạo thành AGE (glucose protein) nên chống lại các biểu hiện lão hóa.
· Tăng hiệu suất sử dụng vitamin C, vitamin E, coenzyme Q10, glutathione trong cơ thể.
Tuy mang lại nhiều các tác dụng có lợi, nhưng ALA vẫn có thể gây nguy cơ tương tác đối với người đang điều trị thuốc. Đặc biệt đối với những người đang dùng các loại thuốc điều trị tiểu đường, ALA sẽ hiệp đồng tác dụng, làm tăng độ nhạy cảm của thành tế bào với insulin, giảm nồng độ glucose trong huyết tương. Tác dụng này là tốt nhưng nếu lạm dụng, lượng glucose huyết tương có thể xuống quá thấp gây ra những biểu hiện không mong muốn như mệt mỏi, vã mồ hôi, hạ huyết áp, ngất hoặc hôn mê cho người sử dụng.

Vì vậy việc xác định hàm lượng ALA trong thực phẩm, đặc biệt là thực phẩm chức năng là rất cần thiết. Điều này giúp cho người tiêu dùng chọn lựa khẩu phần dinh dưỡng, cung cấp hàm lượng ALA để duy trì sức khỏe cũng như giúp nhà quản lý kiểm soát vấn đề liều dùng và có khuyến cáo đối tượng sử dụng của các loại thực phẩm chức năng có chứa ALA hàm lượng cao.
Ngoài ra, hiện nay chưa có tiêu chuẩn Việt Nam về xác định hàm lượng ALA trong thực phẩm và thực phẩm chức năng.
5. Phương thức thực hiện và tài liệu làm căn cứ xây dựng TCVN

5.1. Phương thức thực hiện

+ Xây dựng mới



(
+ Sửa đổi, bổ sung


(
+ Chấp nhận tiêu chuẩn quốc tế

(
+ Thay thế



(
5.2. Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN

USP 30 – NF 25/ Dietary Supplements/ Lipoic/Alpha Lipoic Acid 

6. Bố cục, nội dung các phần chính của TCVN dự kiến

TCVN dự kiến bao gồm các mục sau:

1. Phạm vi áp dụng 
Các loại thực phẩm và thực phẩm chức năng

2. Tài liệu viện dẫn

USP 30 – NF 25/ Dietary Supplements/ Lipoic
3. Nguyên tắc
ALA trong mẫu được chiết bằng dung dịch đệm phosphate :acetonitrile (1:1) hoặc dung dịch nước: acetonitrile (1:1), lọc qua màng 0,22µm và phân tích trên máy sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC)
4. Hóa chất và thuốc thử

a. Chuẩn ALA ≥ 99% (USP ALA RS)

b. Đệm phosphate 0,005M – hòa tan 1,36g KH2PO4 trong 2000mL nước cất.

c. Dung dịch H3PO4 – hút 8,3mL H3PO4 vào bình định mức 100mL, định mức đến vạch bằng nước cất.
d. Acetonitrile (HPLC)
e. Methanol (HPLC)

f. Pha động 1 – hỗn hợp methanol: đệm phosphate: acetonitrile (1160:920:180) được chỉnh pH 3,0 – 3,1 bằng dung dịch H3PO4
g. Dung dịch chiết – hỗn hợp đệm phosphate: acetonitrile (1:1), được chỉnh pH 3,5 – 3,7 bằng dung dịch H3PO4
h. Dung dịch H3PO4 0,025M – hút chính xác 1mL H3PO4 vào bình định mức 200ml, thêm nước cất đến vạch 

i. Pha động 2 -  hỗn hợp H3PO4 0,025M : acetonitrile (62:38) 
j. Nước cất 2 lần

5. Dụng cụ và thiết bị
a. Ống ly tâm có nắp 15mL, 50mL

b. Bình nón các loại 250 – 1000mL 

c. Bình định mức các loại 25 – 2000mL

d. Micropipette các loại 100 – 5000µL

e. Thiết bị xay và đồng nhất mẫu

f. Thiết bị lắc ống ly tâm

g. Thiết bị rung siêu âm

h. Máy ly tâm 

i. Màng lọc 0,22µm

j. Bộ lọc pha động

k. Hệ thống HPLC ( sự sai khác giữa các lần tiêm mẫu RSD ≤ 1%)và vials tương ứng

l. Cột C18 250mm x 4,6mm x 5µm
6. Lấy mẫu

7. Chuẩn bị mẫu thử:

a. Đối với nguyên liệu – Trộn đều đồng nhất.

b. Đối với viên nang cứng – Bỏ vỏ nang, trộn đều và đồng nhất tối thiểu 20 viên.

c. Đối với viên nang mềm –Đếm số viên nang sẽ dùng để định lượng, tương đương với 500mg ALA.

d. Đối với viên nén – Nghiền mịn, trộn đều và đồng nhất tối thiểu 20 viên. 
8. Cách tiến hành

a. Đối với nguyên liệu

Dung dịch chuẩn – chuẩn ALA được cân chính xác và hòa tan trong dung dịch chiết, có nồng độ khoảng 1,0mg/mL

Dung dịch mẫu – mẫu được cân chính xác và hòa tan trong dung dịch chiết, có nồng độ khoảng 1,0mg/mL

Điều kiện sắc ký

· Cột C18 250mm x 4,6mm x 5µm ( ≥ 15000 đĩa lý thuyết)
· Detector PDA với bước sóng 215nm

· Pha động 1

· Nhiệt độ buồng cột 35oC 
· Tốc độ dòng 1,2mL / phút

· Thể tích tiêm mẫu 20µL
b. Đối với viên nang cứng

Dung dịch chuẩn – chuẩn ALA được cân chính xác và hòa tan bằng acetonitrile để có nồng độ 0,05 mg/mL. 
Dung dịch mẫu – cân lượng mẫu tương đương 100mg ALA vào bình nón 250mL, thêm khoảng 70mL hỗn hợp acetonitrile : nước (1:1) và lắc đều khoảng 45 phút. Sau đó chuyển toàn bộ dung dịch mẫu vào bình định mức 100mL, và định mức đến vạch bằng acetonitrile : nước (1:1). Lọc qua giấy lọc, bỏ 5mL dịch lọc đầu. Hút chính xác 5mL dịch lọc cho vào bình định mức 100mL, định mức đến vạch bằng nước cất và lắc đều.
Điều kiện sắc ký

· Cột C18 300mm x 3,9mm  ( ≥ 1300 đĩa lý thuyết)

· Detector PDA với bước sóng 220nm

· Pha động 2

· Tốc độ dòng 1,5mL / phút 

· Thể tích tiêm mẫu 20µL

c. Đối với viên nang mềm

Dung dịch chuẩn – chuẩn ALA được cân chính xác và hòa tan bằng acetonitrile để có nồng độ 0,05 mg/mL

Dung dịch mẫu – đếm chính xác số viên nang mềm (tương đương 500mg ALA) dùng để định lượng, dùng một dụng cụ thích hợp để mở vỏ nang. Sau đó, chuyển cả ruột lẫn vỏ vào bình nón 1000mL, thêm 500mL hỗn hợp acetonitrile : nước (1:1), lắc đều khoảng 45 phút. Lọc qua giấy lọ, bỏ 5mL dịch lọc đầu. Hút chính xác 5mL dịch lọc cho vào bình định mức 100mL, định mức đến vạch bằng nước cất và lắc đều.

Điều kiện sắc ký

· Cột C18 300mm x 3,9mm  ( ≥ 1300 đĩa lý thuyết)

· Detector PDA với bước sóng 220nm

· Pha động 2

· Tốc độ dòng 1,5mL / phút 

· Thể tích tiêm mẫu 20µL

d. Đối với viên nén

Dung dịch chuẩn – chuẩn ALA được cân chính xác và hòa tan bằng acetonitrile để có nồng độ 0,05 mg/mL

Dung dịch mẫu – cân lượng mẫu tương đương 100mg ALA vào bình nón 250mL, thêm khoảng 70mL hỗn hợp acetonitrile : nước (1:1) và lắc đều khoảng 45 phút. Sau đó chuyển toàn bộ dung dịch mẫu vào bình định mức 100mL, và định mức đến vạch bằng acetonitrile : nước (1:1). Lọc qua giấy lọc, bỏ 5mL dịch lọc đầu. Hút chính xác 5mL dịch lọc cho vào bình định mức 100mL, định mức đến vạch bằng nước cất và lắc đều.

Điều kiện sắc ký

· Cột C18 300mm x 3,9mm  ( ≥ 1300 đĩa lý thuyết)

· Detector PDA với bước sóng 220nm

· Pha động 2

· Tốc độ dòng 1,5mL / phút 
· Thể tích tiêm mẫu 20µL

9. Tính toán

a. Đối với nguyên liệu

Hàm lượng % ALA trong nguyên liệu được tính theo công thức:

Ps x (Cs /Cu ) x ( ru / rs )

Ps là hàm lượng % ALA trong chuẩn

Cs là nồng độ ALA trong dung dịch chuẩn (mg/mL)

Cu là nồng độ ALA trong dung dịch mẫu (mg/mL)
ru là diện tích peak của mẫu

rs là diện tích peak của chuẩn

b. Đối với viên nang cứng và viên nén:
Hàm lượng mg ALA trên khối lượng mẫu tương đương với 100mgALA được tính theo công thức:

2000 x C  x ( ru / rs )

C là nồng độ ALA trong dung dịch chuẩn (mg/mL)

ru là diện tích peak của mẫu

rs là diện tích peak của chuẩn
c. Đối với viên nang mềm

Hàm lượng mg ALA trong mỗi viên nang mềm được tính theo công thức:

10000 x (C/N)  x ( ru / rs )

C là nồng độ ALA trong dung dịch chuẩn (mg/mL)

N là tổng số viên nang mềm đã cân

ru là diện tích peak của mẫu

rs là diện tích peak của chuẩn

10. Độ chụm

a. Đối với nguyên liệu – 

b. Đối với viên nang cứng – 
c. Đối với viên nang mềm –

d. Đối với viên nén –
11. Báo cáo thử nghiệm
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