THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn

Thức ăn công thức cho trẻ sơ sinh và sản phẩm dinh dưỡng cho người lớn. Xác định hàm lượng folat tổng số. Phương pháp chiết trienzyme và định lượng bằng sắc ký siêu hiệu năng – hai lần khối phổ.
2. Tổ chức biên soạn
- Tên tổ chức (cá nhân): Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia 
- Địa chỉ: Số 65 Phạm Thận Duật – Cầu Giấy – Hà nội

      - Điện thoại: 024.39335741
                          Fax: 024.39335738

- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế

3. Khái quát chung
3.1 Tình hình đối tượng tiêu chuẩn trong và ngoài nước
3.1.1. Tổng quan về folat

Folat - tên gọi chung cho các hợp chất pteroyl glutamate là các hợp chất có  hoạt tính sinh học của acid folic, đây là một vitamin nhóm B được biết đến là folic, folacin hay vitamin B9 và đồng phân của nó gồm tetrahydrofolic acid (dạng hoạt hóa của vitamin), methyltetrahydrofolat (dạng chính có trong huyết thanh), methenyltetrahydrofolat, acid folinic và folacin hay pteroyl-L-glutamate. Acid folic (pterol glutamat) không tồn tại tự nhiên trong thức ăn nhưng là dạng tổng hợp được thương mại hóa và cũng là chất chuẩn trong dược diển Mỹ. Acid folic thường được sử dụng để làm tăng chất lượng thực phẩm hoặc thực phẩm bổ sung. Có khoảng 5-7 dạng folat khác nhau trong đó có dạng tồn tại trong tự nhiên dưới dạng (monoglutamat) và dạng tổng hợp (folic acid).
Đây là một loại vitamin thiết yếu đối với cơ thể. 
[image: image1.emf]
Hình 1. Cấu trúc của phân tử folat
Bảng 1. Các dạng folat tồn tại trong thực phẩm

	TT
	Các dạng folate
	Viết tắt

	1
	5 methyl tetrahydrofolate 
	5MeH4folate 

	2
	5formyl tetrahydrofolate 
	5CHOH4folate 

	3
	10formyl tetrahydrofolate 
	10CHOH4folate 

	4
	5,6,7,8 tetrahydrofolate 
	H4folate 

	5
	7,8 dihydrofolate 
	H2folate 

	6
	5 methyl dihydrofolate 
	5MeH2folate 

	7
	5, 10 methenyl tetrahydrofolate 
	5, 10, CHH4folate 

	8
	5, 10 methylene tetrahydrofolate 
	5,10-CH2H4folate 



Dạng folat tồn tại nhiều ở dạng 5-methyl tetrahydrofolat (5MeH4 folat) tồn tại ở dạng thương phẩm và được bổ sung trong các sản phẩm thực phẩm dinh dưỡng. Các dạng khác được tìm thấy trong thực phẩm hoặc được chuyển hóa trong các dịch sinh học. Các dạng này khác nhau về trạng thái oxy hóa của vòng pteridine và liên kết ở vị trí 5 và 10. Hoạt tính sinh học của các hoạt chất này cũng khác nhau. Các folat tan tốt trong nước, dễ bị phân hủy bởi nhiệt độ và môi trường acid. 

3.1.2. Vai trò của folat đối với cơ thể

Folat là hợp chất có hoạt tính sinh học và có vai trò quan trọng đối với sự tăng trưởng và phát triển của tế bào và hoạt động của hệ thần kinh đặc biệt là hiện tượng dị tật ống thần kinh ở trẻ sơ sinh. Hiện tượng dị tật ống thần kinh xảy ra do sự hình thành không bình thường của ống thần kinh trong thời kỳ bào thai như nứt ống thần kinh, thiếu một phần não hoặc thoát vị não. Ống thần kinh đóng không hoàn toàn là nguyên nhân dẫn đến nhiều bệnh lý của cơ thể như bại liệt, não úng thủy… Đa số các trẻ bị khiếm khuyết này thường không sống được. Một số nghiên cứu cho thấy có tới 94% trẻ sơ sinh mắc các khiếm khuyết này bị tử vong trong vòng 24 giờ sau sinh. Bên cạnh đó có thể gây nên tình trạng nhiễm độc hệ thần kinh như giảm trí nhớ, trầm cảm, các khuyết tật ống thần kinh với tỉ lệ cảnh báo nguy cơ khuyết tật ống thần kinh thai nhi 3/1000 ở Trung quốc và 1,4/1000 tại Việt Nam.

Folat là cần thiết cho việc sản xuất và duy trì các tế bào mới, để tổng hợp DNA và tổng hợp RNA thông qua quá trình methyl hóa và ngăn chặn những thay đổi đối với DNA. Thiếu folat cản trở quá trình tổng hợp DNA và phân chia tế bào, ảnh hưởng đến các tế bào tạo máu. Thiếu folat dẫn đến hiện tượng thiếu máu, giảm khả năng vận chuyển oxy của máu gây tổn thương dây thần kinh, thiếu máu hồng cầu với những thay đổi trong tủy xương và máu ngoại vi, làm thay đổi cấu tạo lớp nội mạc mạch máu, tiểu cầu, hệ thống đông máu và phản ứng mạch máu, gây cảm giác mệt mỏi, tim đập nhanh, viêm lưỡi, khó thở, tiêu chảy, trầm cảm, nhầm lẫn, giảm khả năng nhận thức, thay đổi màu da và tóc... 

Cơ thể không tự tổng hợp được folat mà chủ yếu được bổ sung từ nguồn thức ăn. Theo khuyến nghị của Bộ Y tế năm 2007, phụ nữ trong độ tuổi sinh đẻ cần bổ sung 400µg folat mỗi ngày. Khi mang thai, nhu cầu folat tăng lên nhanh chóng để đáp ứng cho sự tăng trưởng của thai nhi và thay đổi của thai phụ nên cần cung cấp 600 µg folat mỗi ngày. Ở người trưởng thành, nhu cầu folat tổng của cơ thể bình thường là từ 10 đến 30 mg với nồng độ trong máu lớn hơn 7nmol/L (3 ng/mL).
3.2.  Một số phương pháp xác định folat
Có nhiều nghiên cứu khác nhau được sử để xác định hàm lượng folat trong thực phẩm như phương pháp HPLC-PDA, HPLC-RF, LC-MS/MS cụ thể như sau:
Tác giả Robert F.Doherty và cộng sự tiến hành phân tích xác định folat tự nhiên và tổng hợp trong các nền mẫu thực phẩm. Mẫu được chiết trong dung dịch đệm phosphat pH 6. Sau đó sử dụng enzyme (amylase và protease, enzyme conjugse chiết từ huyết tương chuột) thủy phân mẫu, dịch chiết mẫu được làm sạch qua cột chiết pha rắn SAX và phân tích trên hệ thống HPLC detector PDA (λ =280nm và 350nm)  hoặc RF (tai bước sóng 290nm và 355nm) sử dụng pha động là đệm phosphate và ACN. Độ thu hồi của phương pháp trong khoảng 90-95% cho folic acid và 95-105% đối với 5MeH4folate, giới hạn phát hiện của phương pháp là 1 µg/100g  cho folic acid và 0,1 µg/100g  cho 5MeH4folate khi phân tích bằng detector RF.
Theo tác giả Douglas L.holt nghiên cứu xác định folat trong sữa và các sản phẩm hàng ngày khác bằng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC. Chiết folat bằng cách điều chỉnh mẫu về pH 4 bằng dung dịch acid acetic, ly tâm để loại bỏ kết tủa protein và sử dụng enzyme conjugase để phân cắt mạch polyglutamat thành dạng monoglutamat. Dịch chiết mẫu được định lượng bằng kỹ thuật HPLC sử dụng pha động MeOH và đệm phosphate pH 6,8 có sử dụng chất tạo cặp tetrabutylamonium, detector huỳnh quang. Giới hạn phát hiện của phương pháp 0,3 -7,3 ng/g. Độ lặp lại của phương pháp 1,69-13,2% và độ thu hồi của phương pháp trong khoảng  73,4- 101%.

Tác giả Peter Stokes và cộng sự tiến hành phân tích một số monoglutamat trong thực phẩm bằng kỹ thuật sắc ký lỏng khối phổ chế đội ion âm. Phương pháp được ứng dụng để phân tích 4 loại folat gồm [folic acid (pteroylglutamic acid, PGA)], 5-methyltetrahydrofolic acid, terahydrofolic acid and 5- và 10-formyltetrahydrofolic acid [folinic acid (CHOTHF)]. Chất phân tích được tách trên cột Hypersil ODS (12,5 cm x 33 mm, 3 mm) và pha động gồm  acetic acid 2.5 mM –Acetonitrile tỷ lệ (88:12). Sử dụng dung dịch đệm [0.1 M ammonium acetat chứa ascorbic acid 1% (w/v) (điều chỉnh pH 4 bẳng acid acetic và 0.1% (v/v) và 2-mecaptoethanol để chiết folat ra khỏi nền mẫu. Sau đó mẫu được làm sạch qua cột chiết C18 và dịch chiết mẫu được phân tích trên thiết bị LC-MS/MS. Độ lệch chuẩn tương đối của phương pháp trong khoảng 5-23 % và độ thu hồi trong khoảng từ 72-94% tùy từng nền mẫu phân tích. 
Tác giả Christine M. Pfeiffer, Lisa M. Rogers, Jesse F. Gregory xác định hàm lượng folat trong sản phẩm ngũ cốc. Mẫu được thủy phân sử dụng 3 loại enzyme conjugase, α amylase và protease.  Mẫu sau khi thủy phân được làm sạch sử dụng cột ái lực FBP. Sau đó mẫu được phân tích trên thiết bị HPLC sử dụng cột Ultremex C18 (5 µmx 250 × 4.6 mm). Pha động gồm acid phosphoric 33mM, pH 2,3 và acetonitril theo chương trình rửa giải gradient. Tốc độ dòng 1mL/phút, detector PDA bước sóng 280nm.  Phương pháp xác định được một số dạng folat với khả năng tách tốt, độ chọn lọc cao.
Tác giả Maria V. Chandra-Hioe và cộng sự tiến hành phân tích folat trong thực phẩm ở các ngưỡng khác nhau để xác định hàm lượng folat được bổ sung vào bánh mỳ ở Úc. Mẫu được chiết với đệm phosphat, thủy phân với enzyme α-amylase và huyết tương chuột, sử dụng cột chọn lọc chất thơm và chất siêu lọc. Phân tích trên cột Waters ACQUITY HSS T3 với detector khối phổ MS/MS với chế độ ion dương, đường chuẩn được xây dựng trong khoảng 0,018–14 μg folic/g và 9,3–900 ng 5MeH4folate/g trong bánh mỳ tươi. Độ thu hồi của phương pháp đạt 90% và 76% cho folic acid và 5MeH4folate. Độ tái lập nội bộ đạt 3% cho folic acid và 18% cho 5MeH4folate.
Hạn chế của các phương pháp trên là chỉ xác định được một vài dạng folat tồn tại trong thực phẩm,  phương pháp có độ nhạy kém, độ thu hồi thấp, quy trình thực hiện khá phức tạp. 

Do đó, AOAC đã ban hành phương pháp AOAC 2011.06 để xác định hàm lượng folat trong thực phẩm dinh dưỡng bằng phương pháp LC-MS/MS sử dụng nội chuẩn đồng vị. Phương pháp có độ nhạy, độ chọn lọc và độ chính xác cao, loại bỏ được ảnh hưởng của nền mẫu trong quá trình phân tích, có thể định lượng được các dạng folate tồn tại trong nền mẫu thực phẩm. 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
Folat hợp chất có hoạt tính sinh học có vai trò quan trọng đối với quá trình sinh trưởng và phát triển của cơ thể. Khi thiếu folat có thể gây ra các bệnh lý nguy hiểm đối với cơ thể. Vì vậy, việc xây dựng một phương pháp chuẩn để định lượng folat trong thực phẩm là cần thiết. Hiện nay ở Việt Nam đang sử dụng một số phương pháp để xác định hàm lượng folat gồm:

 TCVN 8879: 2011 để xác định hàm lượng folat tổng số trong thực phẩm bằng cách đo độ đục của vi sinh vật Lactobacillus casei, subsp. rhamnosus phát triển, gồm cả folat từ nguồn gốc tự nhiên và axit folic được thêm vào (axit pteroylglutamic). 

TCVN 11674:2016 tiến hành xác định folic bằng trong thực phẩm công thức cho trẻ sơ sinh được ước lượng từ độ đáp ứng axit của Lactobacillus case và chỉ xác định được acid folic dạng tự do

Cả 2 phương pháp trên chỉ xác định được tổng hàm lượng folat, không định lượng được từng loại folat riêng biệt, thời gian thực hiện phân tích lâu, chi phí lớn, quy trình thực hiện rất phức tạp, độ chính xác thấp.
AOAC đã ban hành phương pháp chuẩn (AOAC 2011.06) để xác định hàm lượng của từng dạng folat tồn tại trong thực phẩm bằng kỹ thuật LC-MS/MS  sử dụng nội chuẩn đồng vị. Đây là các phương pháp mới, được cập nhật theo các tiêu chuẩn quốc tế, có độ chính xác và độ đúng cao. Do rất nhiều phòng thí nghiệm tại nước ta được trang bị hệ thống LC-MS, vì vậy có thể triển khai áp dụng phương pháp này trên thực tế sẽ cho hiệu quả tốt hơn.
Hiện nay, tại các PTN ở Việt Nam đang thực hiện bằng nhiều phương pháp phân tích không có sự thống nhất dẫn đến nhiều mâu thuẫn trong các kết quả phân tích gây khó khăn cho các nhà quản lý. Đồng thời gây tình trạng quá tải mẫu tại các PTN kiểm nghiệm được các chỉ tiêu này hiện này. Yêu cầu đặt ra là phải có một phương pháp chuẩn được ban hành để thống nhất sử dụng trong các phòng thí nghiệm.
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 folat 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 2011.06. Total Folates in Infant Formula and Adult Nutritionals by Trienzyme Extraction and UPLC-MS/MS Quantitation. 
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 2011.06
	Sửa đổi, bổ sung

	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. Materials and Reagents
	Chấp thuận nguyên vẹn

	4 .Thiết bị và dụng cụ
	B. Apparatus
	Chấp thuận nguyên vẹn 

	5. Lấy mẫu
	
	Tự biên soạn dựa trên quy định xây dựng TCVN
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	6.1 Chuẩn bị dung dịch chuẩn
6.2 Chuẩn bị dung dịch thử
6.3 Quy trình phân tích
	D. Preparation of Solutions and Standards
E. Preparation of samples
F. Procedure
	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 2011.06 và đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN.
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019
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