THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn

Thực vật và thực phẩm nguồn gốc thực vật – Xác định hàm lượng hàm lượng Chlorophyll tổng số và các thành phần (a và b) bằng kỹ thuật quang phổ hấp thụ phân tử UV-VIS. 
2. Tổ chức biên soạn
- Tên tổ chức (cá nhân):         Viện Kiểm nghiệm ATVSTP quốc gia

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

      - Điện thoại: 043.9335741 (CQ)                          Fax: 04.39335738

- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế

3. Khái quát chung:
3.1 Tình hình đối tượng tiêu chuẩn trong và ngoài nước :
Chlorophyll (chất diệp lục) là sắc tố màu xanh lá cây được tìm thấy trong cây xanh, tảo, cây dương xỉ, rêu và một số loại vi khuẩn. Chlorophyll chịu trách nhiệm thu nhận năng lượng từ ánh sáng mặt trời cho quá trình quang hợp, tạo ra tinh bột và oxy từ cacbon dioxit và nước, và chuyển hóa quang năng thành hóa năng.

Cấu trúc hóa học của chlorophyll gần giống với hemoglobin trong máu, gồm 4 nhóm heme gắn với một nguyên tố kim loại, ở người là nguyên tố sắt, ở thực vật và tảo là magie.

Cấu trúc cơ bản của chlorophyll là nhân poryphin. Nhân poryphin có bốn vòng pyrol nối với nhau bằng các cầu methyl (=C–) và bốn nguyên tử N tạo liên kết với nguyên tử Mg ở trung tâm. Bên cạnh bốn vòng pyrole (A, B, C, D), chlorophyll còn chứa một vòng phụ thứ 5 (vòng E). Một chuỗi terpenoid của rượu không bão hòa (fytol) đã este hóa với acid propionic liên kết với C-17 làm chlorophyll có tính chất kỵ nước. Nhân porphyrin hình thành 10 nối đôi liên hợp là cơ sở của hoạt tính quang hoá của chlorophyll. 
Tính chất lý học quan trọng nhất là chlorophyll có khả năng hấp thụ năng lượng áng sáng chọn lọc. Quang phổ hấp thụ cực đại của chlorophyll vùng ánh sáng xanh (λ: 430 – 460 nm) và vùng ánh sáng đỏ (λ: 620 - 700 nm). Nhờ khả năng hấp thụ ánh sáng mạnh nên chloropyll có hoạt tính quang hoá. Khi hấp thụ năng lượng từ các lượng tử ánh sáng, năng lượng của các lượng tử đã làm biến đổi cấu trúc của chlorophyll làm cho phân tử chlorophyll trở thành trạng thái giàu năng lượng – trạng thái kích động điện tử. Ở trạng thái đó phân tử chlorophyll thực hiện các phản ứng quang hoá tiếp theo.
Có nhiều loại phân tử chlorophyll. Các loại chlorophyll đều có cấu trúc giống nhau, tuy nhiễn mỗi loại chlorophyll được đặc trưng riêng bởi các nhóm bên khác nhau, tạo nên một số tính chất khác nhau.
Chlorophyll a (C55H72O5N4Mg) được tìm thấy trong tất cả các sinh vật nhân chuẩn quang hợp. Trong sinh vật nhân sơ, nó chỉ được tìm thấy với lượng lớn trong vi khuẩn lam. Chlorophyll a chỉ hấp thụ tia màu xanh và màu đỏ. Tia màu lục không được các sắc tố hấp thụ và phản chiếu vào mắt ta, do đó ta thấy lá có màu lục.
Chlorophyll b có cấu trúc tương tự chlorophyll a, chỉ khác ở vị trí C-7 của vòng pyrol thứ hai (vòng B). Chlorophyll a có nhóm methyl (–CH3) trong khi chlorophyll b có nhóm formyl (–CHO). Sự thay đổi này cho phép hấp thụ tối đã các bước sóng ngắn hơn. Chlorophyll b phần lớn có trong các sinh vật nhân chuẩn quang hợp, ngoại trừ các tảo đỏ và tảo nâu. Trong sinh vật nhân sơ quang hợp, nó chỉ được tìm thấy trong prochlorophytes.

Chlorophyll d có cấu trúc tương tự chlorophyll a, ngoại từ nhóm formyl –CHO thay cho nhóm vinyl (–HC=CH2) ở vị trí C-3. Mặc dù chlorophyll a, b và d được hình thành từ vòng dihydroporphrin như chlorine, chlorophyll c chứ vòng porphyrin chưa bão hòa, chứa acid propenoic (trans-acrylic acid) thay cho acid propinoic ở vị trí C-17. Acid propenoic này chưa được este hóa với một rượu mạch dài như phytol như trong các chlorophyll khác.

Trong đa số thực vật bậc cao chứa chủ yếu chlorophyll a và chlorophyll b và thường có tỷ lệ 3 – 1. Tỷ lệ này còn phụ thuộc vào một số yếu tố như giống, độ chín, điều kiện môi trường.

Chlorophyll và các dẫn xuất của nó được biết đến là các chất có hoạt động chống oxy hóa. Viêc tiêu thụ các loại rau lá, giàu chlorophyll và các dẫn xuất của nó như chlorophyllin, có liên quan đến việc giảm một số loại bệnh ung thư. Vì vậy, việc áp dụng chế độ ăn giàu chlorophyll có thể giúp trì hoãn hoặc ngăn ngừa một số bệnh như ung thư, là biểu hiện lão hóa gây ra bởi các gốc tự do. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng các dẫn xuất của chlorophyll có hoạt tính chống oxy hóa ít nhất là như vitamin C.  

Trong công nghiệp thực phẩm, chlorophyll cũng là một chất màu thực phẩm (E140), được sử dụng để bổ sung trong một số sản phẩm bánh kẹo, súp, sốt, các sản phẩm trái cây, nước chấm, mứt, nước giải khát hoặc dầu thực vật để tăng giá trị cảm quan. Trong công nghiệp thực phẩm, chlorophyll cũng là một chất màu thực phẩm (E140), được sử dụng để bổ sung trong một số sản phẩm bánh kẹo, súp, sốt, các sản phẩm trái cây, nước chấm, mứt, nước giải khát hoặc dầu thực vật để tăng giá trị cảm quan.
3.2.  Một số phương pháp xác định Chlorophyll:
Có rất nhiều các tác giả trên thế giới đã tiến hành các nghiên cứu về phân tích chlorophyll trên các nền mẫu khác nhau. Phương pháp được sử dụng chủ yếu là phương pháp quang phổ, phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao
Phương pháp đo quang

Nguyên tắc: các dạng chlorophyll a, b, c, d có thể ngâm chiết bằng các dung môi acetone, ethanol, methanol, dimethylsulfoxide (DMSO). Mỗi loại chlorophyll có một phổ hấp thụ ánh sáng đặc trưng với đỉnh hấp thụ riêng. Dịch chiết trong dung môi được đo quang với bước sóng tại các đỉnh hấp thụ. Do tính chất của chlorophyll không bền khi có acid và ánh sáng nên dụng cụ thử nghiệm phải được trung hòa, đảm bảo không có acid, lượng vết acid sẽ làm chlorophyll chuyển thành pheophytin. Và khi có ánh sáng chlorophyll sẽ bị phân hủy rất nhanh nên cần tiến hành thí nghiệm ở nơi có ánh sáng dịu và dụng cụ chứa cản sáng.

Phổ hấp thụ của các sắc tố chlorophyll do sự sắp xếp của các nối đôi trong phân tử và thiết lập nên một phương pháp đơn giản để nhận dạng chúng. Chlorophyll có 2 vùng hấp thụ tương ứng với trạng thái kích thích thứ nhất (dài màu đỏ) và trạng thái kích thích thức hai (dải màu xanh). Các dẫn xuất khác nhau của chlorophyll có cường độ hấp thụ khác nhau, tuy nhiên tất cả những thay đổi về cấu trúc không thay đổi nhóm mang màu thì không có ảnh hưởng đến phổ UV-VIS. Do đó một số dẫn xuất chlorophyll có tính chất quang phổ giống nhau.

Tác giả Jyh-Horng Wu và cộng sự (2002) đã xấy dựng phương pháp để xác định hàm lượng chlorophyll trong tre (Phyllostachys pubescens). Chlorophyll trong lớp biểu bì được chiết với acetone, DMF (N, N-dimethylformamide) và DMSO (dimethyl sulfoxide) bằng ba kỹ thuật, gồm siêu âm, ly tâm và nghiên. Quang phổ phấp thụ UV-VIS được sử dụng để đánh giá hiệu quả chiết của ba phương pháp này. Kết quả cho thấy hiệu quả chiết chlorophyll phụ thuộc vào kích thước bụi tre, các loại dung môi và phương pháp chiết và lọc. Một phương pháp chiết nhanh chóng chlorophyll từ biểu bì tre (<0,7 mm) sử dụng acetone trong bể siêu âm trong 3 phút, ly tâm và lọc. Quy trình này đơn giản nhất và cũng cho hiệu quả chiết cao nhất. Chlorophyll trong acetone bền nhất, tiếp theo là DMF và DMSO. Ở điều kiện bóng tối, duy trì tại 4oC, chlorophyll cios thể bảo quản trong 8 ngày với dung môi DMF và 30 ngày trong acetone. Một mặt khác, dịch chiết acetone cho hàm lượng chlorophyll cao nhất. Trong dịch chiết acetone 80%, DMF và DMSO, hàm lượng chlorophyll tương ứng là 4,80, 4,18 và 3,78 mg/g ở trong lớp biểu bì.
Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao
Sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) là một phương pháp thích hợp để tách từng thành phần chlorophyll. Sự sựa chọn pha tĩnh và chương trình rửa giải phụ thuộc vào độ phân cực của nhóm sắc tố này, trong đó một vài chất có tính acid. Cột pha đảo C18 và C30 thường được lựa chọn để tách các dẫn xuất chlorophyll. Hỗn hợp các dùng môi hữu cơ (methanol, acetone, acetonitrile) và nước thường được sử dụng làm pha động. Thông thường, độ phân giải thường được tăng lên bằng cách sử dụng kỹ thuật khử ion hoặc ghép cặp ion. Các quy trình HPLC được phát triển thường để xác định porphyrins và các dẫn xuất của chlorophyll trong mẫu thực phẩm.

Tác giả Gauthier-Jaqures và cộng sự (2001) đã thực hiện phân tích trên cột C18 với gradient rửa giải dung dịch amoni acetat 1M: methanol (1:4, v/v) và aceton: methanol (1:4, v/v). Quy trình này cho phép tách được hầu hết các dẫn xuất chlorophyll (bao gồm cả allomer, dẫn xuất hydroxyl và epimer).
Trong khi phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao thích hợp để tách và xác định từng thành phần cũng như các dẫn xuất của chlorophyll thì phương pháp quang phổ có một số ưu điểm: nhanh, đơn giản, dễ thực hiện, chi phí thấp, hiệu quả cao, có thể xác định được hàm lượng chlorophyll tổng số và chlorophyll thành phần (a, b). Hơn nữa phương pháp dễ áp dụng hơn do rất nhiều phòng thí nghiệm tại nước ta được trang bị máy đo quang phổ. Vì vậy có thể triển khai áp dụng phương pháp này trên thực tế sẽ cho hiệu quả tốt hơn. Đây là cơ sở để chúng tôi tiến hành nghiên cứu thực hiện đề tài này.
4. Sự cần thiết của việc xây dựng tiêu chuẩn
Hiện nay vấn đề kiểm soát chất lượng của sản phẩm đang được quan tâm, việc xây dựng phương pháp chuẩn làm công cụ giúp các cơ quan chức năng kiểm soát và đánh giá được chất lượng của sản phẩm là rất cần thiết. Hơn nữa, tại Việt Nam chưa có một phương pháp tiêu chuẩn để phân tích hàm lượng Chlorophyll tổng số và từng thành phần trong thực phẩm có thể ứng dụng phân tích tại các phòng thí nghiệm trong nước. Vì vậy phương pháp được xây dựng phù hợp với điều kiện sẵn có của phòng thí nghiệm với độ nhạy, độ chính xác cao, ban hành thành tiêu chuẩn quốc gia áp dụng rộng rãi trong cả nước.
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 Chlorophyll 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 942.04: Chlorophyll in plants. Spectrophotometric Method for Total Chlorophyll and the a and b Components 
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 942.04
	Sửa đổi, bổ sung

	Tên tiêu chuẩn
	Spectrophotometric Method
	Phương pháp quang phổ UV – VIS

	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
	
	Tự biên soạn dựa trên nội dung của phương pháp

	3 Thuốc thử
	B. Reagents
	Chấp thuận nguyên vẹn

	4 Thiết bị dụng cụ
	A. Apparatus
	Chấp thuận nguyên vẹn 

	5 Lấy mẫu
	
	Tự biên soạn dựa trên quy định xây dựng TCVN

	6 Cách tiến hành
	C. Determination
	Chấp thuận nguyên vẹn

	7 Tính kết quả
	C. Determination
	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 942.04 đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN.
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019
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