THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn

Xác định hàm lượng tổng tryptophan bằng phương pháp HPLC kết hợp thủy phân enzyme.
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
Trytophan là một trong chín acid amin thiết yếu cho cơ thể. Acid amin là thành phần cấu tạo nên các protein. Thành phần và sự sắp xếp ví trí của các acid amin trong chuỗi polypeptid tạo nên các protein khác nhau. Acid amin là thành phần chính tạo nên giá trị dinh dưỡng riêng của các phân tử protein, rất cần cho sự sống. Cơ thể phải tự sản xuất ra các protein của mình bằng cách chọn những acid amin cần thiết từ thực phẩm và kết hợp chúng lại theo trình tự nhất định. Đó được gọi là quá trình tổng hợp protein của cơ thể. Bình thường, khi ăn các thức ăn giàu chất đạm (protein) như: thịt, cá, trứng, sữa… thì các protein này sẽ được phân hủy bởi dịch vị tiêu hóa trong dạ dày thành các phân tử nhỏ hơn là acid amin. Các acid amin này lại được tổng hợp trở lại để hình thành nên các loại protein của cơ thể.

         Trong 22 loại acid amin phổ biến tổng hợp nên các loại protein cho cơ thể thì có chín acid amin cơ thể không tự tổng hợp được mà bắt buộc phải được cung cấp từ thực phẩm bên ngoài. Chúng được gọi là acid amin thiết yếu hay acid amin không thay thế, bao gồm: Isoleusine, Leucine, Lysine, Methionine, Phenylalanine, Threonine, Tryptophan, Valine và Histidine. 

        Tryptophan có công thức phân tử: C11H12N2O2, công thức cấu tạo với dị vòng idol như hình 1.1. Phân tử khối:  204.23 g/mol. Mã di truyền: UGG. Tryptophan là chất có khả năng phát huỳnh quang và đây là tính chất rất quan trọng để ứng dụng xác định chất phân tích.
                                       
                                                  Hình 1.1 Công thức cấu tạo của tryptophan
.
3.2.  Một số phương pháp xác định tryptophan
Có nhiều phương pháp xác định Tryptophan trong thực phẩm và phổ biến nhất là phương pháp HPLC. Để tách và định lượng được Tryptophan trên hệ thống HPLC, quá trình xử lý mẫu bao gồm sự phân cắt protein tạo thành các acid amin tự do, trong đó có Tryptophan. Các công trình đã công bố tập trung chủ yếu vào việc tối ưu hóa điều kiện thủy phân protein tạo thành Tryptophan tự do, bao gồm: thủy phân trong môi trường acid, thủy phân trong môi trường kiềm, thủy phân bằng enzyme… 
 Hiện nay AOAC đã ban hành phương pháp AOAC 2017.03 sử dụng HPLC để xác định hàm lượng tryptophan tổng số. Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao sử dụng detector huỳnh quang là phương pháp có độ chọn lọc, độ đặc hiệu độ chính xác cao để có thể xác định chính xác hàm lượng tryptophan tổng số trong mẫu thức ăn công thức cho trẻ sơ sinh và sản phẩm dinh dưỡng cho người lớn và trẻ em từ đó có thể đánh giá được chất lượng sản 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
Acid amin (Amino acid)  là những hợp chất hữu cơ sinh học quan trọng chứa nhóm chức amin (-NH2) và  acid carboxylic (-COOH). Có 20 loại amino acid thiết yếu, cơ thể con người được tạo thành bởi sự kết hợp của các amino acid này. Các acid amin có chứa lưu huỳnh là các acid amin cần thiết trong cơ thể, chúng không tự tổng hợp được trong cơ thể mà cần được cung cấp thường xuyên qua thực phẩm hàng ngày. Viện Y khoa Hoa Kỳ đã đề xuất RDA của tryptophan là 5 mg/kg trọng lượng cơ thể/ngày cho người lớn từ 19 tuổi trở lên. Do vậy, vấn đề kiểm soát và đảm bảo chất lượng vệ sinh an toàn thực phẩm cần được tăng cường hơn nữa. Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia đề xuất xây dựng TCVN về các phương pháp xác định hàm lượng tryptophan tổng trong thực phẩm.
+ Tiêu chuẩn xác định hàm lượng tổng tryptophan:
     Tryptophan có mặt trong hầu hết các loại thực phẩm có protein hoặc protein trong khẩu phần ăn. Tuy nhiên nước ta mới chỉ có TCVN 5283: 2007 quy định phương pháp phân tích tryptophan trong thức ăn chăn nuôi, vẫn chưa có phương pháp tiêu chuẩn xác định hàm lượng tryptophan trong thực phẩm. Phương pháp AOAC Official method 2017.03 dựa trên kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) với detector huỳnh quang cho độ nhạy và độ đặc hiệu tốt, phù hợp cho việc xác định hàm lượng tryptophan tổng số trong các mẫu thực phẩm công thức, thực phẩm bổ sung.  

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 tryptophan 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 2017.03 – 
 Total Tryptophan in an Infant Formula and Adult/Pediatric Nutritional Formula Following Enzymatic Hydrolysis
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 2017.03
	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 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 Phân tích
	D. Preparation of Solutions and Standards
E. Preparation of samples
F. Instrumental Analysis and System Suitability
	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 2017.03 và đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN.
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019

TM. Ban soạn thảo
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