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Lời nói đầu

TCVN .... :2020 được xây dựng trên cơ sở tham khảo The United States Pharmacopeial Convention 35 (USP 35) – Dietary Supplements Chapter - Alpha lipoic acid capsules monograph.
TCVN .......:2020 do Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia biên soạn, Bộ Y tế đề nghị, Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng thẩm định, Bộ Khoa học và Công nghệ công bố.
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Thực phẩm bảo vệ sức khỏe – 
Xác định hàm lượng axit alpha lipoic (ALA) 
bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao
Dietary supplements – Determination of alpha lipoic acid (ALA) content
by high performance liquid chromatographic method
1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng axit alpha lipoic trong nguyên liệu và các sản phẩm thực phẩm bảo vệ sức khỏe bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPCL).
LOQ…………
2   Nguyên tắc
Chất phân tích trong mẫu được chiết bằng dung dịch nước:axetonitril (1:1), lọc qua màng lọc và phân tích trên thiết bị sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) với detector UV ở bước sóng 220 nm.
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 và nước sử dụng phải là nước cất hoặc nước có chất lượng tương đương, trừ khi có quy định khác. 
3.1 Chất chuẩn axit alpha lipoic.
3.2 Axit phosphoric (H3PO4), 85 %. 

3.3 Dung dịch H3PO4 0,025 M 
Lấy chính xác 1,71 ml axit phosphoric (3.2) cho vào bình định mức 1 L có chứa sẵn khoảng 900 ml nước cất, thêm nước đến vạch và lắc đều.
3.4   Axetonitril. 
3.5  Pha động: hỗn hợp axit phosphoric 0,025 M:axetonitril (62:38, thể tích).
Lấy 620 ml axit phosphoric 0,025 M (3.3) cho vào bình định mức 1 L và thêm axetonitril (3.4) đến vạch.
CHÚ THÍCH:  Pha động được tiến hành lọc qua màng lọc có kích thước lỗ 0,45 µm trước khi dùng.

3.6  Dung dịch chiết: Axetonitril:nước (1:1 thể tích)
3.7  Dung dịch chuẩn gốc ALA, 0,5 mg/ml
Cân chính xác một lượng khoảng 25 mg ALA (3.1) cho vào các bình định mức 50 ml, hòa tan và định mức bằng dung dịch chiết (3.6) thu được dung dịch chuẩn gốc 0,5 mg/ml. 
Bảo quản dung dịch tránh ánh sáng ở nhiệt độ 4 0C. 

3.8  Dung dịch chuẩn làm việc 
Lấy chính xác 0,2 ml; 0,5 ml; 1,0 ml; 2,0 ml dung dịch chuẩn gốc ALA 0,5 mg/ml (3.7) cho vào các bình định mức 10 ml, hòa tan và định mức bằng dung dịch chiết (3.6) thu được dãy dung dịch chuẩn làm việc có nồng độ lần lượt là 0,01 mg/ml; 0,025 mg/ml; 0,05 mg/ml và 0,10 mg/ml. 
Bảo quản các dung dịch tránh ánh sáng ở nhiệt độ 4 0C.
4   Dụng cụ và thiết bị

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

4.1   Thiết bị sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC), gồm có bơm, bộ loại khí, bộ bơm mẫu tự động, bộ ổn định buồng cột, detector UV-Vis (hoặc PDA), máy tính có phần mềm kiểm soát và phân tích dữ liệu.
4.2   Cột phân tích C18,  kích thước 3,9 mm x 300 mm, 5 µm.

CHÚ THÍCH: Loại cột, chiều dài và đường kính của cột có thể được thay đổi theo kỹ thuật sử dụng HPLC.

4.3   Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,1 mg.
4.4 Máy lắc ngang.
4.5   Bình định mức, dung tích 10 ml, 100 ml và 1 L.
4.6   Micropipet, dung tích 100 µl đến 5000 µl.
4.7   Màng lọc mẫu, bằng PTFE, kích thước 13 mm, cỡ lỗ 0,45 μm.
4.8   Lọ đựng mẫu cho HPLC, có nắp vặn được phủ teflon.
4.9  Bộ lọc dung môi sắc ký, sử dụng màng nylon cỡ lỗ 0,45 μm.
4.10   Xyranh, dung tích 3 ml.
5   Lấy mẫu
Việc lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này. Nên lấy mẫu theo tiêu chuẩn có liên quan.
Mẫu gửi đến phòng thử nghiệm phải đúng là mẫu đại diện và không thay đổi trong suốt quá trình vận chuyển hoặc bảo quản.
6   Chuẩn bị mẫu thử
6.1   Đối với viên nang cứng, viên nén, bột nguyên liệu
(   Đối với nguyên liệu : Trộn đều mẫu.

(   Đối với viên nang cứng:  Lấy 20 viên, bỏ vỏ và trộn đều phần mẫu chứa bên trong.

(   Đối với viên nén:  Lấy 20 viên, nghiền mịn, trộn đều. 
Cân một lượng mẫu có chứa khoảng 100 mg ALA cho vào bình định mức 100 ml (4.5), thêm khoảng 70 ml dung dịch chiết (3.6) và lắc đều khoảng 45 min bằng máy lắc ngang (4.4). Sau đó, thêm dung dịch chiết (3.6) đến vạch. Lọc qua màng lọc (4.7), bỏ 5 ml dịch lọc đầu tiên. Lấy chính xác 5,0 ml dịch lọc cho vào bình định mức 100 ml, thêm dung dịch chiết đến vạch và lắc đều. Lọc qua màng lọc 0,45 µm (4.7) vào lọ đựng mẫu (4.8) và phân tích trên thiết bị HPLC.
6.2   Đối với viên nang mềm

Lấy 20 viên, bỏ vỏ và trộn đều phần mẫu chứa bên trong.
Cân một lượng mẫu có chứa khoảng 500 mg ALA cho vào bình định mức 1 L (4.5), thêm chính xác 500 ml dung dịch chiết (3.6), lắc đều khoảng 45 min bằng máy lắc ngang (4.4). Lọc qua màng lọc 0,45 µm (4.7), bỏ 5 ml dịch lọc đầu tiên. Lấy chính xác 5,0 ml dịch lọc cho vào bình định mức 100 ml, thêm dung dịch chiết (3.6) đến vạch và lắc đều. Lọc qua màng lọc 0,45 µm (4.7) vào lọ đựng mẫu (4.8) và phân tích trên thiết bị HPLC.

7   Cách tiến hành

7.1   Điều kiện phân tích

Các điều kiện phân tích trên thiết bị HPLC sau đây được cho là thích hợp:

(   Pha động: chạy theo chế độ đẳng dòng: hỗn hợp H3PO4 0,025 M:axetonitril (3.5)
(   Detector UV: bước sóng định lượng 220 nm

(   Tốc độ pha động: 1,5 ml/min.

(   Thể tích bơm mẫu: 20 µl.

(   Cột pha tĩnh phải có số đĩa lý thuyết ≥ 1300

(   Hệ số kéo đuôi của axit alpha lipoic ≤ 1,2.

(   Độ thích hợp của hệ thống khi phân tích dung dịch chuẩn làm việc có RSD ≤ 1,0 %.

7.2   Dựng đường chuẩn
Sau khi thiết bị đã ổn định, tiến hành bơm lần lượt các dung dịch chuẩn làm việc (3.8) vào thiết bị HPLC.
Xác định diện tích pic, dựng đường chuẩn dựa vào diện tích pic và nồng độ của dung dịch chuẩn làm việc tương ứng, với hệ số R ≥ 0,995.

7.3   Xác định
Bơm mẫu thử đã chuẩn bị (6.1 hoặc 6.2) vào thiết bị HPLC với cùng điều kiện như bơm dung dịch chuẩn, xác định diện tích các pic.
8  Tính kết quả

Hàm lượng chất phân tích trong mẫu thử, X, biểu thị bằng phần trăm khối lượng, được tính theo Công thức (1):
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(1)

Trong đó: 

C 
 là nồng độ chất phân tích tính từ đường chuẩn (mg/ml);

D   là hệ số pha loãng;

V  
là thể tích dung môi chiết, tính bằng mililit (ml);

W   là khối lượng mẫu phân tích đã cân, tính bằng miligam (mg).

8   Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải ghi rõ:

–  mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử; 

–  phương pháp lấy mẫu đã sử dụng, nếu biết;

–  phương pháp thử đã dùng, viện dẫn tiêu chuẩn này;

–  tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tuỳ ý lựa chọn cùng với các chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng đến kết quả.
–  kết quả thử nghiệm thu được.
___________________________
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