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Sữa công thức dành cho trẻ sơ sinh – 

Phương pháp xác định thành phần whey protein
Milk-based infant formula – Determination of whey protein fraction                            
1  Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng whey protein trong sữa công thức dành cho trẻ sơ sinh, có chứa whey nguyên trạng hoặc đã thủy phân một phần.
2  Nguyên tắc

Nguyên tắc cơ bản xuất phát từ thực tế là mỗi loại protein (casein và whey) đều có các thành phần axit amin (AA) đặc trưng tạo nên, do đó, tổng hàm lượng của mọi AA trong một hỗn hợp đó có thể được biểu thị theo hàm tuyến tính đơn giản của phân số (hoặc phần trăm) tổng protein tính theo casein hoặc whey, như trong Công thức (1).
Đối với hỗn hợp của whey và casein, thì tổng hàm lượng của từng AA trong hỗn hợp của cả hai loại được đưa ra bởi:
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Hoặc:
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Trong đó:

AA là hàm lượng axit amin (trên đơn vị protein); 
fW = phần protein có nguồn gốc từ whey; 
Các chỉ số T, W và C ký hiệu tương ứng cho tổng hàm lượng trong hỗn hợp, whey và casein tương ứng. 
Do đó, từ các giá trị tham chiếu đặc trưng đối với hàm lượng AA trong whey và casein đã biết, tương ứng, có thể tính phần protein trong hỗn hợp của cả hai từ tổng hàm lượng của mọi AA riêng rẽ đã xác định bằng thực nghiệm. 

Đối với tỷ lệ tổng quát của tổng AA, thì tỷ lệ Q có thể được xác định như sau:
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Trong đó:

N  là nồng độ của các thành phần tử số, trong đó có n thành phần; 
D  là nồng độ của các thành phần mẫu số, trong đó có d thành phần.

Việc thay thế cho từng AA từ mối quan hệ được xác định bằng Công thức 1 và 2 cho mối quan hệ tổng quát:
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hoặc fW như sau:
[image: image5.png](©)




Các hằng số tương ứng cho Công thức 4 và 5 là:
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Phương pháp mô tả ở đây sử dụng dữ liệu cho năm AA (từ kết quả của bốn thực nghiệm) để xác định hàm lượng whey (tính theo % protein) theo Công thức sau:
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Trong đó:
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BT, AT, PT và FT là các kết quả thực nghiệm xác định cho tổng Asx, Ala, Pro và Phe tương ứng (tỷ lệ BAPF), sau quá trình thủy phân bằng axit. Các hằng số được rút ra (từ Công thức 6 đến Công thức 9) từ dữ liệu về lấy mẫu các thành phần whey và casein, trong đó có thủy phân whey (Bảng 1). 
Bảng 1 – Dữ liệu axit amin và tỷ số giữa thành phần whey và caseina,b
	Nhóm
	Dạng
	Số mẫu thử nghiệm
	
	Asx
	Ala
	Phe
	Pro
	Qc

	Casein
	Nguyên dạng
	5
	Trung bình
	6,730
	2,865
	4,937
	10,79
	0,6104

	
	
	
	SD
	0,097
	0,039
	0,049
	0,09
	0,0127

	
	
	
	RSD, %
	1,44
	1,35
	1,00
	0,85
	2,09

	
	Thủy phân
	2
	Trung bình
	7,366
	3,228
	4,668
	10,34
	0,7097

	
	
	
	SD
	0,784
	0,476
	0,320
	0,55
	0,1253

	
	
	
	RSD, %
	10,6
	14,8
	6,85
	5,35
	17,7

	
	Tất cả
	7
	Trung bình
	6,889
	2,956
	4,870
	10,67
	0,6352

	
	
	
	SD
	0,426
	0,248
	0,179
	0,30
	0,0669

	
	
	
	RSD, %
	6,18
	8,40
	3,67
	2,86
	10,5

	Whey 
	Nguyên dạng
	8
	Trung bình
	11,26
	5,239
	3,178
	6,508
	1,696

	
	
	
	SD
	0,30
	0,140
	0,026
	0,284
	0,047

	
	
	
	RSD, %
	2,65
	2,67
	0,82
	4,37
	2,79

	
	Thủy phân
	8
	Trung bình
	11,61
	5,256
	3,005
	6,442
	1,788

	
	
	
	SD
	0,55
	0,371
	0,584
	0,764
	0,096

	
	
	
	RSD, %
	4,72
	7,07
	19,4
	11,9
	5,38

	
	Tất cả
	16
	Trung bình
	11,39d
	5,247d
	3,114d
	6,497d
	1,733

	
	
	
	SD
	0,44
	0,261
	0,384
	0,536
	0,083

	
	
	
	RSD, %
	3,85
	4,98
	12,3
	8,25
	4,80

	Các hằng số để tính hàm lượng whey (được tính sử dụng các Công thức từ 6 đến 9)

	a
	b
	c
	d

	7,037
	9,596
	–6,111
	15,72

	a  các nồng độ được biểu thị theo số g axit amin/100 g tổng các axit amin, trong đó tổng các axit amin = tổng của Ala, Arg, Asx, Glx, Gly, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr và Val;
b   n = 2 lần lặp lại/mẫu;
c   Q = (BT+ AT)/(PT + FT);

d   Các trung bình được lấy làm các giá trị tham chiếu để tính các hằng số a-d theo các Công thức 6 đến 9,


3  Thuốc thử
3.1   Yêu cầu chung

Tất cả thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích sắc ký lỏng hiệu năng cao hoặc có chất lượng tương đương. Nước sử dụng phải là nước cất hai lần hoặc nước có độ tinh khiết tương đương, trừ khi có quy định khác. 
Các chất chuẩn, có thể sử dụng chất chuẩn theo Dược điển Mỹ (USP). Thực hiện theo hướng dẫn trên nhãn từ nhà cung cấp để đảm bảo các điều kiện bảo quản.
Bảo quản tất cả các thuốc thử ở nhiệt độ phòng trừ khi có yêu cầu khác. Thời hạn sử dụng của các thuốc thử không quá 2 năm 

3.2   L-Norleucine, ví dụ: của Sigma N6877 (St. Louis. MO). hoặc tương đương.
3.3   Axit clohydric (HCl) 6 N, đã được chưng cất lại. 

3.4   Dung dịch đệm và dung dịch Pickering, xem Bảng 2 và thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất để bảo quản và sử dụng.
Bảng 2 – Dung dịch đệm và dung dịch Pickening

	Thuốc thử pickening
	Cat.No.
	Thể tích (ml) sử dụng/phân tích

	Chất rửa giải natri bằng sulfolan 5 %, pH 3,15
	1700–0112
	15,1

	Chất pha loãng natri, pH 7,40
	Na740
	9,9

	Tái tạo cột natri
	RG011 
	0,8

	Thuốc thử Trione hai phần ninhydrin
	T200
	20,4

	Chất pha loãng natri, pH 2,20 
	Na220
	NA


3.5  Thuốc thử Pickering TRIONE ninhydrin 
Thuốc thử TRIONE ninhydrin làm việc được chuẩn bị bằng cách rót cẩn thận 330 ml thuốc thử ninhydrin/hydrindantin từ chai nhỏ vào chai lớn hơn có chứa 570 ml đệm liti axetat. Thổi phần trống phía trên của thuốc thử kết hợp bằng khí nitơ, xoay chai đựng để trộn. Giảm van áp suất trên đỉnh bể chứa thuốc thử phản ứng, tháo nắp và đổ hỗn hợp thuốc thử ninhydrin vào bể chứa. Đậy nắp và thổi khí nitơ trong vài phút để đẩy không khí ra khỏi bể chứa. Xoay bề chứa để thuốc thử dính trên thành rơi xuống dưới, đóng van để tạo áp lực trong bể chứa khoảng từ 45 đến 75 psi. 
Thuốc thử ninhydrin T200 khi được bảo quản bằng không khí trơ ở nhiệt độ phòng có thể bền trong 3 tháng. Có thể bổ sung nhiều hơn phần hỗn hợp thuốc thử ninhydrin vào lượng còn lại trong bể chứa trước khi bắt đầu chạy. Trong quá trình chạy không bổ sung thuốc thử vì phản ứng sẽ thay đổi. 

3.6  Natri xitrat ngậm hai phân tử nước, 0,584 M 
Cân chính xác 42,94 g ± 0,03 g và chuyển toàn bộ sang bình định mức 250 ml và thêm khoảng 200 ml nước. Xoay bình cho đến khi hòa tan và thêm nước đến vạch. Lắc đều. Khi bảo quản ở nhiệt độ phòng dung dịch có thể bền đến 2 tháng.
3.7   Dung dịch chuẩn nội norleucine 12,5 μm/ml 
Cân chính xác 1,640 g ± 0,004 g L-norleucine và cẩn thận chuyển hết sang bình định mức 1 L. Thêm khoảng  400 ml nước, xoay bình cho đến khi hòa tan và thêm nước đến vạch. Chuyển sang các lọ riêng rẽ để bảo quản. Có thể thay đổi tổng thể tích bằng cách duy trì cùng tỷ lệ khối lượng/thể tích (0,4099 g/250 ml). Bảo quản ở nhiệt độ đông lạnh để sử dụng trong 1 năm. 

3.8   Dung dịch chuẩn axit amin (0,5 μmole/ml đối với tất cả AA) 
Sử dụng các lượng cân trong Bảng 3, chính xác đến ± 10 % và chuyển vào bình định mức 500 ml. Ghi lại khối lượng thực tế. Nhập độ số liệu độ tinh khiết, khối lượng đã hiệu chính đối với mỗi AA vào bảng hiệu chuẩn phương pháp phân tích. Thêm khoảng 300 ml dung dịch đệm pha loãng mẫu, khuấy hoặc rung siêu âm đến khi các AA tan hết, thêm dung dịch đệm đến vạch và lắc đều. Chuyển dung dịch chuẩn này sang 50 đến 60 lọ với lượng bằng nửa dung tích của lọ, làm kín để bảo quản. Cho phần dung dịch coàn lại vào chai nhựa để lưu trữ. Bảo quản ở điều kiện đông lạnh để sử dụng trong 1 năm.
Bảng 3 – Các lượng đích của các axit amina
	Axit amin
	Khối lượng đích, mg

	L-Alanine 
	22,28

	L-Arginine 
	43,55

	Axit aspartic 
	33,28

	Axit L-Glutamic 
	36,78

	Glycine 
	18,77

	L-Histidine 
	38,80

	L-Isoleucine 
	32,80

	L-Leucine 
	32,80

	L-Lysine monoaxetat
	51,55

	L-Methionine 
	37,30

	L-Norleucine 
	32,80

	L-Phenylalanine 
	41,30

	L-Proline 
	28,78

	L-Serine 
	26,28

	L-Threonine 
	29,78

	L-Tyrosine 
	45,30

	L-Valine 
	29,30

	a  Để chuyển đổi L-lysine monoaxetat thành L-lysine, nhân lượng cân thực tế với hệ số hiệu chính độ tinh khiết của nó và tỷ số của 146,2/206,2. Giá trị này sau đó được nhập cho lysine vào bảng hiệu chuẩn phương pháp.


4  Thiết bị, dụng cụ

Sử dụng các thiết bị. dụng cụ của phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:
4.1   Cân phân tích.
4.2  Thuyền cân và giấy cân.
4.3  Ampul 20 ml. 

4.4  Máy lửa, loại sử dụng khí oxi, 2 ngọn lửa.
4.5  Khí nitơ, đã tinh sạch trước.
4.6  Khí oxi, loại dùng cho công nghiệp hoặc có chất lượng tốt hơn.
4.7  Nguồn khí tự nhiên

4.8   Lò, có thể duy trì nhiệt độ ở 110 °C ± 1 °C.
4.9   Tủ lạnh.
4.10   Tủ đông lạnh.
4.11  Dũa ba cạnh.
4.12   Chai phân phối, dung tích 20 ml và 30 ml.
4.13   Pipet, dung tích 2 ml, 4 ml và 5 ml hoặc pipet tự động 

4.14   Pipet điện tử, dung tích 20 µl.
4.15   Xyranh nhựa, dung tích 5 ml.
4.16  Bình định mức, dung tích 1 L.
4.17  Bình định mức, dung tích 250 ml và 500 ml.
4.18  Xyranh có đầu lọc, cỡ lỗ 0,45 μm. 

4.19  Ống đong thủy tinh, dung tích 50 ml.
4.20  Lọ nhấp nháy, dung tích 20 ml.
4.21  Bộ khuấy từ và thành khuấy từ.
4.22   Lọ lấy mẫu tự động.
4.23  Cốc nhựa có mỏ, dung tích 50 ml.
4.24  Ống ly tâm, dung tích 15 ml.
4.25   Hệ thống HPLC, ví dụ: Agilent Model 1100, kèm với hệ bơm 4 kênh có kit phản ứng sau cột, bộ lấy mẫu tự động có điều nhiệt, detector PDA, phần mềm xử lý số liệu. 

4.26  Bộ phận tạo dẫn xuất sau cột, ví dụ: Pickering Model PCX5200 để sử dụng thuốc thử TRIONE Ninhydrin. 

4.27  Buồng cột HPLC có điều nhiệt.
4.28   Cột phân tích, trao đổi cation natri, kích thước 4,0 mm x 150 mm.
4.29  Cột bảo vệ, kích thước 3,0 mm × 20 mm (ví dụ: Pickering; Part No. 1193020 hoặc tương đương).
5  Lấy mẫu

Việc lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này.
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  Cách tiến hành
6.1  Thủy phân mẫu

Cài đặt nhiệt độ của lò ở 110 oC ± 1 °C.
Cân mẫu và/hoặc hoàn nguyên mẫu.
Đối với mẫu dạng bột và dạng đậm đặc: 
Cân mẫu (tương đương khoảng 250 mg protein) vào cốc nhựa 50 ml (4.23) (ghi lại khối lượng mẫu đến 4 chữ số có nghĩa) và thêm 10 ml norleucine. Thêm nước đến tổng thể tích 25 ml và xoay cốc cho đến khi hòa tan (tối thiểu 15 min). Chuyển 2 ml dịch sang ampul thủy tinh 20 ml (4.3). 

Đối với mẫu dạng lỏng dùng ngay:

Cân mẫu (chứa tương đương khoảng 20 mg protein) và thêm 0,8 ml norleucine trực tiếp vào ampul (ghi lại khối lượng mẫu đến 4 chữ số có nghĩa). 

Dùng pipet sử dụng một lần bổ sung 8 ml HCl 6 N (3.3) vào ampul. 

Thổi ampul bằng khí nitơ ít nhất 3 min. Đóng nắp ngay và hàn kín ampul bằng máy lửa khí oxi. 

Đặt ampul đã hàn kín vào lò ở 110 oC ± 1 °C trong 22 h ± 1/4 h.
Lấy ampul ra và để nguội đến nhiệt độ phòng.
6.2.2  Pha loãng, lọc và trung hòa

Dùng miếng vải sạch bọc vào đầu ampul và bẻ, cẩn thận để không làm vỡ phần cổ. Nếu cần, dùng dũa ba cạnh (4.11) mài cổ ampule trước khi bẻ. 

Chuyển lượng chứa trong ampule vào ống ly tâm 15 ml (4.24) và thêm nước đến tổng thể tích 12 ml.
Lấy ít nhất 4 ml đến 5 ml dịch thủy phân đã pha loãng vào xyranh có màng lọc 0,45 mm, lọc vào vật chứa có dung tích thích hợp.
Dùng dụng cụ phân phối thích hợp, thêm 5,0 ml dung dịch đệm natri xitrat 0,584 M (3.6) vào lọ nhấp nháy (4.20). Lặp lại với nhiều mẫu để trung hòa. Dùng pipet thích hợp, thêm 2,0 ml từng mẫu đã lọc vào các lọ nhấp nháy riêng rẽ đã chứa đung dịch đệm natri xitrat (tỷ lệ có thể thay đổi chừng nào tỷ lệ được duy trì, nghĩa là 2,5 ml xitrat cho 1 ml dung dịch mẫu). Đậy nắp lọ và xoay lọ để trộn đều. Chuyển mẫu vào lọ lấy mẫu tự động (4.22).
CHÚ THÍCH: Nếu mẫu không được phân tích ngay, thì dán nhãn lọ nhấp nháy và bảo quản đông lạnh. Mẫu bảo quản ở điều kiện này có thể bền đến 6 tuần.
6.3   Xác định

6.3.1   Điều kiện vận hành HPLC

- Thể tích mẫu bơm: 10 µl
- Nhiệt độ bộ phản ứng pickening: 130 oC.
- Cài đặt detector:  thời gian phân tích 52,0 min. 
Thu lấy tất cả các tín hiệu tại bước sóng 570 nm trừ proline nền tại 700 nm. Chương trình gradient bước sóng như sau:
	Tín hiệu
	Bảo quản
	Bước sóng tín hiệu, nm
	Độ rộng dải, nm
	Bước sóng chuẩn, nm
	Độ rộng dải, nm

	A
	Có 
	570
	30
	700
	30

	B
	Có 
	440
	30
	700
	30

	C
	Không 
	
	
	
	


- Bơm 4 kênh;

- Tốc độ dòng 0,38 ml/min; 
- Thời gian dừng 70 pmin. 
Chương trình phân tích như sau:

	Thời gian, min
	Dịch rửa giải A,                   % Na 1 700-12 000
	Dịch rửa giải B,                  % Na 740
	Dịch rửa giải C,                     % Na tái sinh

	0,00
	100
	0,0
	0,0

	12,0
	100
	0,0
	0,0

	23,0
	60,0
	40,0
	0,0

	28,0 – 30,0a
	60,0
	40,0
	0,0

	36,0 – 38,0a
	0,0
	100,0
	0,0

	54,0
	0,0
	100,0
	0,0

	54,1
	0,0
	0,0
	100,0

	56,1
	0,0
	0,0
	100,0

	56,2
	100,0
	0,0
	0,0

	70,0
	100,0
	0,0
	0,0

	a Thay đổi cả hai trong cửa sổ thời gian để duy trì gradient 8 min và tối ưu hóa độ phân giải Lys/NH4


- Chương trình nhiệt độ của lò cột:

	Dòng nhập
	Thời gian
	Nhiệt độ, oC
	Giữ hoặc tăng

	Điểm cài đặt
	–
	53
	–

	0
	0h00
	53
	0h31

	1
	0h29-31a
	70
	3,0 oC/min

	2
	0h35-37a
	70
	0h16-17

	3
	0h52-53a
	53
	3,0 oC/min

	4
	0h59
	53
	0h00

	Thay đổi trong các cửa sổ thời gian để duy trì dòng nhập 4 ở 59 min và tối ưu hóa độ phân giải Lys/NH4/His, xem Bảng 1.


6.3.2   Kiểm tra sự ổn định của hệ thống

6.3.3   Dựng đường chuẩn

Sau khi thiết bị đã ổn định, tiến hành phân tích lần lượt các dung dịch chuẩn làm việc vào hệ thống HPLC.

Khi bắt đầu chạy, bơm các dung dịch chuẩn làm việc lặp lại hai lần. Bỏ qua lần bơm đầu tiên cho mục đích hiệu chuẩn. Đối với trình tự bơm, cứ sau tám lần bơm mẫu, cho bơm dung dịch chuẩn AA.
Hiệu chuẩn lại phương pháp phân tích bởi trung bình các lần bơm dung dịch chuẩn sau tám dung dịch mẫu thử.
Trước khi bắt đầu trình tự bơm, thổi cột 5 min đến 6 min bằng natri tái sinh. Trả lại hệ thống đến 100 % Na 1 700 – 12 000.
Xác định độ hấp thụ, dựng đường chuẩn dựa vào độ hấp thụ quang và nồng độ chuẩn làm việc tương ứng, với R2 ≥ 0,995.
6.3.4   Phân tích mẫu 

Mẫu thử được tiến hành tương tự như đối với các dung dịch chuẩn.
7   Tính kết quả
7.1   Axit amin đơn lẻ 

Hàm lượng từng AA đơn lẻ được tính được như sau:
g AA/100 g mẫu = (Rmẫu/hệ số đáp ứng) x (g Nle/SW) x 100
Trong đó:
Rmẫu   là diện tích pic của AA trong mẫu/ Diện tích pic của Norleucine trong mẫu;
Hệ số đáp ứng (độ dốc của đường chuẩn) = (Diện tích pic của chuẩn AA x khối lượng Norleucine trong dung dịch chuẩn)/(Diện tích pic của Norleucine trong dung dịch chuẩn x khối lượng AA trong dung dịch chuẩn);
g Nle = 0,164 (đối với dạng bột và dạng lỏng đậm đặc) và = 0,001312 (đối với dạng dùng ngay);
SW  là khối lượng mẫu tính bằng gam (g).
7.2   Hàm lượng whey tính bằng phần trăm
Hàm lượng  whey, tính bằng % theo protein được tính theo công thức 10 nêu trong Điều 2.
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;

–  nếu kiểm tra độ lặp lại thì nêu kết quả cuối cùng thu được.
________________________
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