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Xác định hàm lượng tổng tryptophan bằng phương pháp HPLC kết hợp thủy phân enzyme
Determination of total tryptophan content by HPLC method following enzymatic hydrolysis

1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao sau sự thủy phân enzyme để xác định hàm lượng tổng tryptophan trong thức ăn công thức dành cho trẻ sơ sinh và sản phẩm công thức dinh dưỡng dành cho người lớn và trẻ em.

2   Nguyên tắc

Tryptophan tổng trong mẫu được enzyme protease cắt mạch từ protein và thủy phân qua đêm. Trong quá trình thủy phân nội chuẩn 5-Methyl-DL-tryptophan được thêm vào để đảm bảo cho quá trình thủy phân. Dịch chiết được cho vào bình định mức 50 ml thêm 12 ml metanol định mức đến vạch bằng nước cất, lọc và dịch lọc được phân tích trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector huỳnh quang.
3   Thuốc thử

Tất cả thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích, dùng cho sắc ký lỏng hiệu năng cao hoặc có chất lượng tương đương. Nước sử dụng phải là nước đã khử ion hoặc nước có độ tinh khiết tương đương, trừ khi có quy định khác. 

3.1   Metanol, (loại dung cho HPLC), (CH3OH).
3.2   Natri dihydrophosphat (NaH2PO4).
3.3   Axit ortho-phosphoric (H3PO4), 85 %.
3.4   Trizma base  (NH2C(CH2OH)3).

3.5   Axit hydrocloric (HCl), 37 %.

3.6   Protease from Streptomyces griseus type XIV (Sigma).
3.7   5-Methyl-DL-tryptophan (C12H14N2O2).
3.8   Chuẩn: L-Tryptophan (C11H12N2O2).
3.9  Dung dịch HCl 1N

Hút 8,3 ml HCl 37% (3.5) vào bình định mức 100 ml đã chứa khoảng 70 ml nước cất, thêm nước cất đến vạch. Dung dịch này khi được bảo quản ở 4oC có thể bền đến 2 năm.
3.10 Đệm trizma 0,1M pH 8,5
Cân 6,055 g Trizma (3.4) và chuyển vào cốc 500 ml. Thêm đến 300 ml bằng nước cất. Trong khi khuấy, thêm HCl 1,0 N (3.9) cho đến khi pH của dung dịch đạt 8,5. Chuyển dung dịch từ cốc có mỏ sang bình định mức 500 ml và thêm nước cất đến vạch. Dung dịch này khi được bảo quản ở nhiệt độ phòng có thể bền đến 6 tháng.
3.11 Dung dịch protease 
Cân 0,125 ± 0,010 gram vào bình định mức 25 ml thêm 20 ml đệm Trizma 0,1M pH 8,5 (3.10). Xoay nhanh dung dịch (tránh tạo bọt) và để yên trong khoảng 5 phút cho đến khi bột tan hết. Định mức đến vạch với đệm Trizma 0,1M, pH 8,5 (3.10). Lắc nhẹ và không nên lắc nhiều lần để đồng nhất vì sẽ gây ra bọt. Dung dịch này khi được bảo quản ở nhiệt độ phòng có thể bền đến 6 giờ.
3.12   Pha động cho sắc ký lỏng, đệm phosphat 0,05M, pH 2,3 : Metanol (18:82, tt/tt)
Cân chính xác 6,9 g Natri dihydrophosphat (3.2) vào cốc có mỏ 1 000 ml, thêm nước cất đến khoảng 900 ml. Thêm 2 axit ortho-phosphoric (3.3) và dùng máy đo pH (4.7) chỉnh đến pH 2,3. Chuyển dung dịch vào bình định mức 1 000 ml (4.9), thêm nước đến vạch và lọc, sử dụng bộ lọc dung môi (4.5). Chuyển khoảng 500ml dung dịch đệm phosphat 0,05M , pH 2,3 đã lọc vào bình định mức 1 000ml (4.9) và thêm 180 ml metanol (3.1). Thêm dung dịch đệm phosphat 0,05 M , pH 2,3 đã lọc đến vạch và trộn đều. 
3.13   Dung dịch chuẩn 

3.13.1   Dung dịch nội chuẩn 5-methyl-DL-Tryptophan
Cân chính xác 0,0400 ± 0,0020 gam 5-methyl-DL-tryptophan trên cân phân tích (4.5), chuyển vào bình định mức 50 ml (4.9). Thêm khoảng 25 mLl nước cất, sử dụng con khuấy nhỏ và khuấy qua đêm. Lấy con khuấy rửa sạch và định mức đến vạch bằng nước cất. Dung dịch này khi được bảo quản ở - 20oC có thể bền đến 6 tháng.
3.13.2   Dung dịch chuẩn gốc tryptophan ρ = 100 μg/ml
Cân 0,0100 ± 0,0010 gam tryptophan (3.8) và chuyển vào bình định mức 100 ml (4.9). Thêm gần 50 ml nước cất và rung siêu âm dung dịch (khoảng 3 phút). Để dung dịch đến nhiệt độ phòng và định mức đến vạch nước cất. Dung dịch này khi được bảo quản ở - 20oC có thể bền đến 6 tháng.

3.13.3   Dung dịch chuẩn làm việc

Chuyển các lượng chất thích hợp chuẩn gốc tryptophan 100 μg/ml (3.13.1) và dung dịch nội chuẩn (3.13.2) vào trong các bình định mức 50 ml (theo mỗi nồng độ) theo bảng dưới đây:
Bảng 1 – Dãy chuẩn làm việc
	Chuẩn
	Thể tích chuẩn gốc Tryptophan 100 μg/ml
	Thể tích nội chuẩn

	Rất thấp
	0,2 ml
	0,5 mL

	Thấp
	1,0 ml
	0,5 mL

	Giữa 
	5,0 ml
	0,5 mL

	Cao
	10,0 ml
	0,5 mL


Thêm 12,0 ml metanol (3.1) vào mỗi bình chứa hỗn hợp chuẩn và nội chuẩn, định mức đến vạch bằng nước cất. Dung dịch này khi được bảo quản ở - 20oC có thể bền đến 6 tháng.
3.14   Dung dịch rửa cột
Sử dụng dung dịch metanol 25 % trong nước để rửa toàn bộ hệ thống sau mỗi lần chạy.
4   Thiết bị, dụng cụ

Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:

4.1   Hệ thống sắc ký lỏng, được trang bị bộ bơm mẫu tự động, buồng cột có thể duy trì ở 30oC, Bơm HPLC với bộ khử khí, detector huỳnh quang và bộ phân tích dữ liệu.
4.2   Cột phân tích, bao gồm cột YMC PACK C8 hoặc tương đương, cỡ hạt 3 µm, kích thước 50 mm x 3 mm hoặc tương đương.
4.3   Tủ ấm, tủ ấm duy trì nhiệt độ không đổi ở 50 ± 1°C 

4.5   Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,001 mg.
4.6   Bộ lọc dung môi sắc ký, sử dụng màng nylon cỡ lỗ 0,45 μm.
4.7   Máy đo pH.
4.8   Máy khuấy từ.
4.9   Bình định mức, dung tích 50 ml, 100 ml và 1 000 ml.
4.10   Pipet thủy tinh, dung tích 1ml, 5 ml, 10 ml.
4.11   Màng lọc mẫu, bằng PTFE, kích thước 13 mm, cỡ lỗ 0,45 μm.
4.13   Lọ đựng mẫu cho HPLC, có nắp vặn được phủ teflon.
4.14   Xyranh, dung tích 3 ml.
5   Lấy mẫu
Việc lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này.

Mẫu phòng thử nghiệm nhận được phải đúng là mẫu đại diện và không thay đổi trong suốt quá trình vận chuyển hoặc bảo quản.
6   Cách tiến hành

6.1   Chuẩn bị mẫu thử

Lắc đều mẫu trước khi phân tích.
Với nền mẫu dạng bột trước khi tiến hành thủy phân, mẫu được hoàn nguyên khoảng 10%. Mẫu dạng bột cân chính xác khoảng 25 g (m1) mẫu thêm nước cất đến khoảng 225 g (m2) trộn cho đến khi thu được huyền phù đồng nhất. Mẫu dạng bột sau khi hoàn nguyên cân chính xác khoảng 2-3 g (m3) trên cân phân tích (4.5) vào ống ly tâm 50 ml. Tính khối lượng mẫu thử (m là khối lượng mẫu dạng bột tương ứng), sử dụng Công thức (1):
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Trong đó
m1  là khối lượng mẫu đã cân, tính bằng gam (g);
m2  là khối lượng mẫu sau khi đã thêm nước, tính bằng gam (g).
      m3  là khối lượng mẫu đã cân sau khi hoàn nguyên, tính bằng gam (g);
6.2   Chuẩn bị dung dịch thử
Mẫu dạng lỏng cân chính xác khoảng 2-3 g trên cân phân tích (4.5) vào ống ly tâm 50 ml. Thêm 0,5 ml enzyme protease (3.11) và  0,5 ml nội chuẩn 5-methyl-DL-Tryptophan (3.13.1). Thêm tiếp 3 ml dung dịch đệm Trizma 0,1M, pH 8,5 (3.10) và 0,2 mL metanol (3.1). Mẫu trong ống ly tâm được lắc nhẹ, thủy phân qua đêm từ 16-24h ở 50oC trong tủ ấm (4.3). Dịch chiết để nguội về nhiệt độ phòng và chuyển vào bình định mức 50 ml (4.9) thêm 12 ml Metanol (3.1) và định mứa đến vạch bằng nước cất. Dịch lọc được lọc qua màng lọc 0,45 μm (4.11) và bơm vào hệ thống HPLC. Lọc dịch mẫu qua màng lọc (4.11) vào lọ đựng mẫu (4.13) chuẩn bị cho phân tích sắc ký.
Chuẩn ít nhất hai mẫu trắng trong một lần chạy. Các mẫu trắng được chuẩn bị các bước tương tự như mẫu thử.
Mẫu sau khi xử lý có thể đem phân tích ngay trên hệ sắc ký hoặc bảo quản lạnh trong vòng 72 giờ.
6.3   Xác định
6.3.1   Điều kiện vận hành sắc ký lỏng
–  Pha động: 


đệm phosphat 0,05M, pH 2,3 : Metanol (18:82, tt/tt) (3.12);
–  Detector: 


huỳnh quang, bước sóng kích thích 295 nm, bước sóng phát xạ 345 nm ; 

–  Tốc độ dòng: 

0,5 ml/min;
–  Thể tích tiêm mẫu: 

10 µl;
–  Nhiệt độ cột: 
           30oC;
CHÚ THÍCH: Các thông số về thể tích mẫu bơm, tốc độ dòng, nhiệt độ cột có thể được điều chỉnh tùy thuộc vào điều kiện thực tế của thiết bị HPLC được sử dụng.

6.3.2   Kiểm tra sự phù hợp của hệ thống
Đặt dung dịch chuẩn làm việc (3.13.3), mẫu trắng enyme và mẫu thử (6.2) lên khay lấy mẫu tự động. Trình tự tiêm mẫu bao gồm bơm tối thiểu 4 lần tiêm để kiểm tra hệ thống cân bằng. Lần đầu tiên trong bốn mũi tiêm là chuẩn cao để kiểm tra tín hiệu của pic tryptophan không vượt quá khoảng 50% giá trị thang đo. (Nếu tín hiệu trên vượt 50%, giảm thông số khuếch đại xuống 1 đơn vị. Điều này sẽ làm giảm tín hiệu khoảng một nửa. Kết quả là tốt nhất với chuẩn cao trong khoảng từ 20 và 50% thang đo). Tiêm 3 lần chuẩn trung bình  5,0/50 (3.13.3) và kiểm tra độ lặp lại của hệ thống bằng cách tính độ lệch chuẩn giữa tín hiệu các lần đo. Hệ thống cân bằng khi sự sai lệch trong khoảng 1%. Nếu không cân bằng, tiêm thêm chuẩn trung bình để kiểm tra lại hệ thống đến khi đạt yêu cầu. Đây là bước kiểm tra độ ổn định của hệ thống trước khi phân tích.
Độ phân giải: Phân tích mẫu thực, độ phân giải giữa đỉnh pic tryptophan và đỉnh pic nhiễu sau tryptophan phải > 1,25
Độ kéo đuôi theo USP: Độ kéo đuôi theo USP được tính trong phần mềm sắc ký đối với tryptophan < 1,59 và < 1,26 đối với 5-methyl-DL-tryptophan. Nếu pic kéo đuôi quá mức cần thay thế một cột mới. 

Sai số của đường chuẩn: Bất kỳ một điểm nào trong 4 điểm của đường chuẩn không được vượt quá 5%. Trong trường hợp vượt quá cho phép cần tiến hành bơm lặp lại chuẩn mới.

6.3.3   Tiến hành phân tích
Sau khi hệ thống được cân bằng, bơm 10 µl dung dịch chuẩn (khuyến cáo bơm từ chuẩn cao xuống chuẩn thấp) (3.13.3), mẫu trắng enzyme, mẫu thử (6.2), cuối chương trình tiêm mẫu tiêm thêm dãy dung dịch chuẩn (3.13.3) và sau 20 lần bơm mẫu kiểm tra sự tuyến tính. 
Sau khi phân tích mẫu rửa cột với 25 % metanol trong nước (3.14). Nếu để thời gian dài, cột tốt nhất được bảo vệ ở 60-80% dung môi hữu cơ, tốt nhất là acetonitril.
7   Tính kết quả

Hàm lượng tryptophan trong mẫu thử, Xi, biểu thị bằng gam trên 100 g (g/100 g), sử dụng Công thức (2): 
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  Trong đó: 
PS, PB  lần lượt là tỷ lệ diện tích pic Tryp/IS của dung dịch mẫu thử và mẫu trắng;
S          là  độ dốc của đường chuẩn;
V          là thể tích của dung dịch mẫu thử, tính bằng mililit (ml), ( ở đây V=50 ml);
m
   là khối lượng mẫu thử , tính bằng gam g; 
8   Báo cáo thử nghiệm

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

a) mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử;
b) phương pháp lấy mẫu, nếu biết;

c) phương pháp thử, viện dẫn tiêu chuẩn này;

d) 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;

e) kết quả thử nghiệm thu được.

Phụ lục A
(tham khảo)
Ví dụ về Sắc ký đồ điển hình
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CHÚ DẪN:

(1) Tryptophan 

(2) 5-methyl-DL-tryptophan
Hình A.1 – Sắc ký đồ chuẩn trung bình 
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Hình A.2 – Sắc ký đồ mẫu trắng 
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Hình A.3 – Sắc ký đồ mẫu thực
Phụ lục B
(tham khảo)
Dữ liệu về độ chính xác và độ đúng
Bảng B1. Dữ liệu về độ chính xác
	Loại mẫu
	 code
	Số lần thí nghiệm
	Trung bình (g/100g)
	RSDr
	RSDIR

	SRM 1849a
	CLC10-B
	12
	20,1
	0,37
	1,51

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền sữa đã thủy phân một phần
	410057652Z
	12
	25,3
	0,56
	0,97

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền đậu nành đã thủy phân một phần
	410457651Z
	12
	18,3
	4,95
	6,92

	Sữa bột công thức dành cho trẻ em, trên nền sữa
	4052755861
	12
	25,7
	0,82
	2,02

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền sữa
	4044755861
	12
	24,1
	0,2
	1,82

	Sữa bột dinh dưỡng dành cho người lớn, ít béo
	00858RF00
	12
	21,4
	0,9
	1,7

	Sữa bột công thức dành cho trẻ em
	00866RF00
	12
	23,7
	0,94
	1,33

	Sữa bột nguyên chất dành cho trẻ sơ sinh
	00795RF
	12
	32,2
	0,24
	1,56

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền FOS/GOS
	50350017W1
	12
	23,2
	2
	2,42

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền sữa
	K16NTAV
	12
	19,5
	0,31
	1,69

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền đậu nành
	E10NWZC
	12
	18,3
	0,2
	2,27

	Thực phẩm công thức cho trẻ sơ sinh uống liền trên nền sữa
	EV4H2R
	12
	22,4
	0,45
	1,79

	Sản phẩm dinh dưỡng dành cho người lớn uống liền trên nền giàu protein
	00730RF00
	12
	70,6
	1,86
	3,68

	Sản phẩm dinh dưỡng dành cho người lớn uống liền trên nền giàu béo
	00729RF00
	12
	91,3
	0,3
	1,91


A Nguyên liệu mẫu từ SPIFAN

B mỗi mẫu được làm lặp lại 6 ngày trên một phòng thí nghiệm

C RFT uống liền
Bảng B2. Dữ liệu về độ đúng

	Loại mẫu
	SPIFAN code
	Số lần thí nghiệma
	Thêm chuẩn trên mẫu
	Hàm lượng tryptophan có trong mẫu (g/100g)
	Thêm chuẩn 50%
	Thêm chuẩn 100%

	
	
	
	
	
	Trung bình độ thu hồi %
	RSD, %
	Trung bình độ thu hồi %
	RSD, %

	SRM 1849a
	CLC10-B
	12
	BSA
	20,06
	99,9
	1,83
	100,9
	2,4

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền sữa đã thủy phân một phần
	410057652Z
	12
	BSA
	25,28
	104,3
	3,3
	104,1
	2,71

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền đậu nành đã thủy phân một phần
	410457651Z
	12
	BSA
	18,33
	103,7
	8,6
	101,5
	4,8

	Sữa bột dinh dưỡng dành cho người lớn, ít béo
	00858RF00
	12
	BSA
	21,39
	96,2
	5,2
	99,5
	3,9

	Sữa bột nguyên chất dành cho trẻ sơ sinh
	00795RF
	12
	BSA
	32,22
	100,7
	2,5
	102,4
	2,7

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền sữa
	K16NTAV
	12
	BSA
	19,51
	100,5
	2,99
	101,7
	1,99

	Sữa bột công thức dành cho trẻ sơ sinh, trên nền đậu nành
	E10NWZC
	12
	BSA
	18,27
	93,8
	5,09
	99,5
	3,53

	Sản phẩm dinh dưỡng dành cho người lớn uống liền trên nền giàu béo
	00729RF00
	12
	BSA
	91,3
	104,8
	1,6
	104,9
	1,3


A Các mẫu thêm chuẩn ở hai mức nồng độ thực hiện trên 3 ngày. 
Phụ lục C
(tham khảo)
Dữ liệu về đường chuẩn
Bảng C1. Dữ liệu về đường chuẩn 

	Thí nghiệm
	R2
	Khoảng sai số đường chuẩn ( từ thấp đến cao) %

	Ngày 1
	0,99999
	-0,587 đến 0,931

	Ngày 2
	0,99994
	-4,569 đến 0,519

	Ngày 3
	0,99993
	-0,847 đến 4,748

	Ngày 4
	0,99996
	-1,165 đến 0,956

	Ngày 5
	0,99998
	-0,961 đến 1,224

	Ngày 6
	0,99996
	-0,658 đến 3,395

	Ngày 7
	0,99998
	-0,949 đến 4,261

	Ngày 8
	0,99997
	-0,476 đến 3,158

	Ngày 9
	1,00000
	-3,670 đến 0,187

	Ngày 10
	0,99999
	-0,947 đến 0,850
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