THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn

Thực phẩm công thức và thực phẩm dinh dưỡng– Xác định hàm lượng Lutein và Beta-Caroten - Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao pha đảo
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
a) Giới thiệu về Lutein
Lutein là một xanthophyll và một trong 600 carotenoid được tìm thấy trong tự nhiên. Lutein chỉ được tổng hợp bởi thực vật và giống như các chất xanthophyll khác được tìm thấy với số lượng lớn trong rau lá xanh như rau bina, cải xoăn và cà rốt vàng. Lutein thu được bởi động vật bằng cách ăn thực vật. Trong võng mạc người, lutein được hấp thu từ máu đến điểm vàng. Lutein cũng được tìm thấy trong lòng đỏ trứng và mỡ động vật.

Lutein là đồng phân với zeaxanthin, chỉ khác nhau ở vị trí của một liên kết đôi. Lutein và zeaxanthin có thể được chuyển đổi trong cơ thể thông qua một chất trung gian gọi là meso-zeaxanthin. Chất đồng phân tự nhiên chính của lutein là (3R, 3'R, 6'R) -beta, epsilon-carotene-3,3'-diol. Lutein là một phân tử dễ hấp thụ và thường không hòa tan trong nước. Sự hiện diện của chromophore dài của liên kết đôi liên hợp dấn đến tính hấp thụ ánh sáng đặc biệt. Chuỗi polyene dễ bị phân hủy bởi oxy hóa bằng ánh sáng hoặc nhiệt và không ổn định về mặt hóa học trong axit. Lutein có trong thực vật như este axit béo, với một hoặc hai axit béo liên kết với hai nhóm hydroxyl. Vì lý do này, quá trình saponin hóa lutein ester có thể thu được lutein tự do.

Đối với người lớn, đã có nhiều bằng chứng khoa học cho thấy việc hấp thu đầy đủ Lutein giúp cải thiện khả năng nhận thức và trí nhớ, đồng thời giảm được nguy cơ về bệnh tim mạch, cholestorol trong máu, tác hại của ánh nắng mặt trời lên da và một số bệnh lý khác. Tại mắt, Lutein hiện diện tại điểm vàng với nồng độ cao gấp 1.000 lần ở bất cứ nơi nào và cải thiện khả năng truyền tin qua khe kết nối trong võng mạc, rất cần thiết cho tiến trình xử lý hình ảnh và sự phát triển của thần kinh thị giác. Qua kết quả nghiên cứu, những người có lượng Lutein trong não và mắt càng cao thì khả năng ngôn ngữ, học tập, trí nhớ… càng tốt. Điều này cho thấy Lutein không chỉ đóng vai trò chính yếu đối với mắt, mà còn tăng cường khả năng nhận thức suốt quá trình trưởng thành và phát triển. Tuy nhieen cơ thể người không thể tự tổng hợp lutein hoặc zeaxanthin, nên cần bổ sung các dưỡng chất quan trọng này thông qua chế độ ăn (kết hợp thực phẩm bổ sung nếu cần thiết).
b) Giới thiệu về beta-carotein

Trong số các chất carotenoid provitamin A, beta-carotene là chất mạnh nhất khi chuyển thành vitamin A; beta-carotene gấp hai lần trở thành vitamin A so với alpha-carotene hoặc beta-cryptoxanthin. Beta-carotene là chất đầu tiên và được nghiên cứu nhiều nhất trong nhóm carotenoid.
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Hình 2. Cấu trúc phân tử của β-carotene
Beta-caroten là tiền chất của vitamin A, là nguồn cung cấp vitamin A tự nhiên, dồi dào cho cơ thể, giúp mắt thêm sáng, tăng cường khả năng miễn dịch. Βeta-caroten có khả năng chống oxy hóa do có thể khử các gốc tự do, nguyên chân chính gây tổn thương các màng tế bào, gây ra quá trinh lão hóa và một số bệnh như ung thư.

Sự có mặt của beta-caroten sẽ giúp phòng tránh được tình trạng thiếu hụt vitamin A, do đó ngăn chặn được mù loà ở trẻ, nhất là những trẻ em được nuôi dưỡng bằng chế độ ăn chay không sử dụng thực phẩm có nguồn gốc động vật. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng beta-caroten làm tăng một số phản ứng miễn dịch, vì thế khi thiếu hụt hoạt chất này, các phản ứng miễn dịch trở nên kém hoạt hoá hoặc khả năng chống nhiễm khuẩn của cơ thể sẽ không còn mạnh nữa. Thiếu hụt beta-caroten có thể làm cho da dễ bị tổn thương hơn bởi ánh nắng mặt trời, vì thế mà trong các mỹ phẩm bảo vệ da, người ta cũng thường xuyên sử dụng beta caroten tự nhiên. 
3.2.  Một số phương pháp xác định Lutein và beta-caroten
Hiện nay trên thế giới đã có nhiều phương pháp được phát triển để xác định hàm lượng trong thực phẩm và thực phẩm bổ sung, chủ yếu là phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.

Năm 2013, phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao đã được phát triển và xác nhận giá trị sử dụng để xác định đồng thời β-carotene, lutein, lycopen và zeaxanthin trong sản phẩm viên nén và viên nang cứng bởi tác giả C.-Y Shia và cộng sự. Mẫu được phân tán trong nước sau đó chiết với ethyl acetat trước khi phân tích trên HPLC. Hệ thống HPLC sử dụng cột phân tích carotenoid YMC C30 (4,6 × 250 mm) với chương trình rửa giải gradient và tốc độ dòng 1 ml/phút. Bước sóng phát hiện 450 nm với β-caroten, lutein và zeaxanthin và 470 nm với lycopen. Độ đặc hiệu của phương pháp được chứng minh bởi thời gian lưu, phổ và so sánh độ tinh khiết của píc sắc ký so với chuẩn của từng chất. Đường hồi quy tuyến tính (β-carotene 0,1 – 2 μg/mL, lutein 0,05 – 1 μg/mL, lycopene 5 – 100 μg/mL và zeaxanthin 0,5 – 10 μg/mL) với 5 mức nồng độ của từng chất có hệ số tương quan r2 > 0,9960. Phương pháp đảm bảo độ chính xác với độ thu hồi trong khoảng 92,3 – 112,2% và độ lặp lại trong ngày và giữa các ngày lần lượt là 0,17 – 4,74% và 0,13 – 5,72%. Giới hạn định lượng (LOQ) là 10, 50, 500 và 50 μg/g đối với β-carotene, lutein, lycopene và zeaxanthin, tương ứng. 

Năm 2017, phương pháp sắc kỷ lỏng siêu hiệu năng để xác định hàm lượng lutein và β-carotene trong  thực phẩm công thức dành cho trẻ sơ sinh và thực phẩm bổ sung dinh dưỡng dành cho người lớn đã được Hostetler GL. xác nhận giá trị sử dụng trên cả các mẫu không bổ sung và bổ sung được cung cấp bởi Ban Các bên liên quan của AOAC về thực phẩm công thức dành cho trẻ sơ sinh và chế độ dinh dưỡng dành cho người lớn (SPIFAN). Tất cả các thí nghiệm cho thấy sự tách của all-trans-lutein và β-carotene từ các đồng phân cis chính của chúng, apocarotenal, α-carotene, lycopene, và zeaxanthin. Các mẫu được thêm chuẩn all-trans-lutein và β-carotene cho thấy không có sự đồng phân (isomer) hóa trong quá trình chuẩn bị mẫu. Khoảng tuyến tính của các dung dịch chuẩn tương ứng với khoảng 0,8 – 45 μg/100g đối với các mẫu chuẩn bị cho nồng độ mẫu thấp nhất. Với sự pha loãng được xác định trong phương pháp, phạm vi có thể được kéo dài đến khoảng 2250 μg/100g. LOD cho cả lutein và β-carotene là 0,08 μg/100g, và LOQ cho cả hai là 0,27 mg/100g. Đối với tất cả các phép đo trong khoảng 1 – 100 μg/100g, độ lặp lại RSD ≤5,8% đối với lutein và ≤5,1% đối với β-carotene. Đối với các phép đo > 100 μg/100g, độ lặp lại RSD là ≤ 1,1% đối với lutein và ≤ 1,7% đối với β-carotene. Độ chính xác được xác định bằng cách xác định độ thu hồi của các mẫu thêm chuẩn và dao động từ 92,3 đến 105,5% đối với lutein và từ 100,1 đến 107,5% đối với β-carotene. Dữ liệu cung cấp cho thấy phương pháp này đáp ứng các tiêu chí được chỉ định trong Tiêu chuẩn Yêu cầu Hiệu suất Phương pháp cho carotenoid (SMPR 2014.014).
4. Sự cần thiết của việc xây dựng tiêu chuẩn
Do vai trò quan trọng của lutein và beta-caroten đối với trẻ nhỏ nên hai chất này thường được bổ sung vào trong thực phẩm dinh dưỡng, thực phẩm bổ sung dành cho trẻ nhỏ. Do đó, vấn đề kiểm soát chất lượng của các sản phẩm này 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 chuẩn để ứng dụng phân tích giữa các phòng thí nghiệm. 
Phương pháp HPLC của AOAC Official method 2016.13 phù hợp phân tích hàm lượng Lutein và Beta-Caroten trong thực phẩm công thức và thực phẩm bổ sung. Phương pháp này cho kết quả chính xác và tin cậy hơn, dễ áp dụng hơn do rất nhiều phòng thí nghiệm tại nước ta được trang bị hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC với detector UV. 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 curcuminpod 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 Offcial Method 2016.13 Lutein and β-Carotene in Infant Formula and Adult Nutritionals Reversed-Phase Ultra-High-Performance Liquid Chromatography.
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 2016.16
	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. LC Analysis
	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 2016.16 và đáp ứng các yêu cầu xây dựng TCVN.
	
	Hà Nội, ngày       tháng      năm 2019

TM. Ban soạn thảo
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