THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn: 

Sữa công thức dạng bột cho trẻ sơ sinh – Xác định hàm lượng whey protein bằng phương pháp điện di trên gel natri dodecyl sulfat (SDS-CGE)
2.  Tổ chức biên soạn
- Tên tổ chức: Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia

- Địa chỉ: 65 Phạm Thận Duật – Phường Mai Dịch – Quận Cầu Giấy – Hà Nội

- Điện thoại: 02439714512                                Fax: 024.39335738

- Tên cơ quan chủ quản: Bộ Y tế
3.  Khái quát chung
Giới thiệu về đối tượng nghiên cứu:

a, Vài nét về Sữa và thành phần whey protein:

Sữa từ lâu đã được biết đến như một siêu thực phẩm đến từ tự nhiên, là nguồn cung cấp dồi dào và đầy đủ nhiều chất dinh dưỡng cho mọi lứa tuổi. Sữa và các sản phẩm có nguồn gốc từ sữa đã và đang được sử dụng rộng rãi trên toàn thế giới. Sữa và các sản phẩm sữa có mặt trong hầu hết các khẩu phần ăn thiết yếu và phổ biến trên toàn thế giới với nhiều công dụng chủ yếu như phát triển chiều cao và trí thông minh, nâng cao thể trạng và sức đề kháng của con người.

Theo Hiệp hội Sữa Việt Nam, thời gian qua, thị trường sữa Việt có những bước phát triển vượt bậc, năm sau luôn cao hơn năm trước. Bình quân, tăng trưởng vào khoảng 17% mỗi năm trong giai đoạn 2011-2015. Tăng trưởng của ngành sữa Việt Nam trong những năm tới được dự báo tiếp tục tăng trưởng 9%/năm và đạt mức 27 – 28 lít sữa/người/năm vào năm 2020. Tuy tăng trưởng mạnh, đối với Việt Nam còn là một con đường rất dài để đạt được đến mức tiêu thụ như các nước trong khu vực cũng như các nước khác, chưa một nửa của Thái lan, 1/3 so với Singapore và kém xa mức tiêu thụ sữa của nhiều nước châu Âu, nhưng có thể nói đây là một tiềm năng lớn cho phát triển về thị trường sữa và sản phẩm sữa trong tương lai.

Một trong những thành phần phần bổ dưỡng của sữa là protein sữa. Trong thành phần sữa tươi có nguồn gốc từ động vật (bò, dê, cừu,…), protein sữa gồm hai thành phần chính là casein và whey.

Whey hay còn gọi là “protein ban ngày” có đặc điểm là dễ hòa tan giải phóng acid amin nhanh chóng, nên được hệ tiêu hóa hấp thụ thẳng vào máu (thể hiện bằng thời gian lưu lại trong dạ dày ngắn), và đi thẳng tới các bộ phận trong cơ thể (cơ bắp, trí não,..), cung cấp cho các tế bào nguyên liệu để tổng hợp protein nhanh chóng giúp sửa chữa những phần cơ bắp mất đi sau khi làm việc. Điều đó giúp phục hồi sức khỏe sau thời gian làm việc, học tập, vui chơi mệt mỏi cũng như thúc đẩy sự tăng trưởng và phát triển của cơ thể.

Casein có đặc tính vón cục nên giải phóng acid amin cho cơ thể chậm hơn whey, thời gian lưu trữ ở dạ dày lâu hơn nên tốc độ hấp thu vào máu cũng chậm hơn và khả năng phục hồi sức khỏe cũng chậm hơn đạm whey. Lượng acid amin được giải phóng và hấp thu vào máu từ từ, sẽ giữ cho nồng độ acid amin trong máu hằng định khi xa bữa ăn, đảm bảo việc cung cấp protein ổn định cho cơ thể. Đặc biệt vào ban đêm khi cơ thể nghỉ ngơi để hồi phục sau những căng thẳng ban ngày. Đa số các cơ bắp sẽ được sửa chữa và tái sinh trong thời gian ngủ. Bằng cách dùng đạm casein trước khi đi ngủ, cơ thể sẽ được cung cấp năng lượng liên tục do sự phân giải chậm của protein casein. Casein còn được gọi là “protein ban đêm”. Sự khác biệt cơ bản giữa whey và casein chính là khả năng hòa tan của chúng hay thời gian dạ dày cần để tiêu hóa nó.

 Whey (đạm whey, whey protein) là một hỗn hợp protein sau khi kết tủa casein của sữa, bao gồm α-lactalbumin (25%), β-lactoglobulin (60%), albumin (6%) và một số whey protein khác: lactoferrin, immunoglobulin,… 

α-lactalbumin là dải trình tự 123 acid amin xếp theo cấu trúc bậc III protein, trong đó có 4 cầu disulfur. Các acid amin chủ yếu: Leucine (10,6%), Aspatic acid (10,6%), Cystein (6,5%). α-lactalbumin có khối lượng phân tử khoảng 14,178 Da., chịu nhiệt kém, bị phân hủy tại 60ºC, và điểm đẳng điện là từ 4.2 đến 4.5. α-lactalbumin tinh khiết sẽ không tạo gel khi biến tính và acid hóa.
α-lactalbumin tham gia quá trình tổng hợp lactose trong sữa của hầu hết các động vật có vú. α-lactalbumin tạo thành tiểu đơn vị điều tiết của chất dị hợp lactose synthase (LS) và β-1,4-galactosyltransferase (beta1,4 Gal-T1) tạo thành thành phần xúc tác. Cùng với nhau, các protein này cho phép LS tạo ra lactose bằng cách chuyển các gốc galactose thành glucose. (-lactalbumin liên kết bền với các ion calci và kẽm cho  hoạt tính diệt khuẩn hoặc chống ung thư. Khi hình thành phức hợp với Gal-T1, một galactosyltransferase, α-lactalbumin, tăng cường ái lực của enzym đối với glucose khoảng 1000 lần, và ức chế khả năng polymerise nhiều đơn vị galactose. Điều này dẫn đến một con đường hình thành lactose bằng cách chuyển đổi Gal-TI thành LS.

β-lactoglobulin là protein chính trong whey, chiếm 60-65% khối lượng whey. β-lactoglobulin là dải trình tự 162 acid amin xếp theo cấu trúc bậc III protein, trong đó có 2 cầu disulfur và 1 nhóm –SH tự do. Acid amin chủ yếu của β-lactoglobulin là Leucine (13,5%). β-lactoglobulin có khối lượng phân tử 18,227 Da. Trong khoảng pH 3.5 - 7.5, β-lactoglobulin tồn tại dưới dạng dimer (β-lactoglobulin A và B), ngoài khoảng pH này có thể tồn tại dưới dạng monomeric, tetrameric, octameric. β-lactoglobulin sẽ bị phá hủy nếu gia nhiệt lớn hơn 60ºC. Không giống như α-lactalbumin, β-lactoglobulin vẫn chưa được xác định rõ ràng các chức năng. 

β-lactoglobulin có thể liên kết nhiều phân tử không phân cực, cho thấy vai trò trong vận chuyển các chất này qua màng sinh học. β-lactoglobulin cũng đã được chứng minh là có khả năng kết dính sắt qua tế bào và do đó có thể có vai trò trong việc chống lại các tác nhân gây bệnh thiếu máu do thiếu sắt. Do các lợi ích đem lại, β-lactoglobulin hiện đang được quan tâm trong ngành công nghiệp chế biến các sản phẩm sữa.

4.2. Một số phương pháp phân tích:
Hiện nay có một số phương pháp xác định hàm lượng α-lactalbumin và β-lactoglobulin trong sữa và các sản phẩm sữa như sau:

Phương pháp chuẩn độ:

Đây là phương pháp đã và đang được sử dụng từ rất lâu. Từ những năm 1940, Robinson và cộng sự đã phát triển phương pháp này. 

Protein trong mẫu được kết tủa bằng TCA (trichloro acetic acid) và ly tâm gạn dịch lấy tủa. Phần tủa được hòa tan bằng dung dịch NaOH 3% và chuẩn độ bằng CuSO4 20%. Trong môi trường kiềm, hai hay nhiều liên kết peptide của phân tử protein sẽ phản ứng với muối đồng tạo phức màu tím. Phần dịch sau chuẩn độ sẽ được ly tâm loại tủa Cu(OH)2 dư và đo mật độ quang tại bước sóng 560nm. Kết quả được tính toán dựa trên đường tuyến tính giữa hàm lượng nitơ tổng (xác định bằng phương pháp Kjeldahl) và mật độ quang đo được. ​

 Phương pháp này đơn giản, dễ thực hiện nhưng chỉ áp dụng được cho mẫu nguyên liệu đơn thành phần và không chọn lọc cho đúng protein đang cần phân tích.

Phương pháp ELISA:

Phương pháp này đã và đang được áp dụng tại nhiều phòng thí nghiệm nước ngoài. Nhiều hãng đã sản xuất theo mô hình bộ kit, đặc hiệu cho từng protein. 

Stumr và cộng sự đã giới thiệu phương pháp ELISA đặc hiệu cho β-lactoglobulin. Nghiên cứu được tiến hành thẩm định phương pháp xác định hàm lượng β-lactoglobulin tạo 6 phòng thí nghiệm khác nhau trên các 14 nền mẫu khác nhau. Phương pháp này cho độ chụm và độ đúng đạt yêu cầu về thẩm định của AOAC với giới hạn định lượng 0,22 mg/kg và giới hạn phát hiện 0,07 mg/kg

Nhưng với chi phí đắt, khả năng nhiễm chéo lớn và không có khả năng định lượng đồng thời, phương pháp này chưa được áp dụng nhiều tại Việt Nam.

Phương pháp sắc ký lỏng: 

      Theo TCVN 9660:2013 (ISO 13875: 2005) về Sữa dạng lỏng - Xác định hàm lượng β-lactoglobulin tan trong axit, mẫu sữa lỏng (sữa tươi, thanh  trùng và sữa đặc) được chỉnh pH đến mức dưới 4,6 để kết tủa casein. Dịch chiết mẫu còn lại sẽ được pha loãng thích hợp và phân tích trên hệ thống HPLC. Phương pháp này có ưu điểm là dễ thực hiện, có thể áp dụng được tại nhiều phòng thí nghiệm, nhưng mới chỉ áp dụng cho nền sữa lỏng, chưa có thử nghiệm với các nền sữa bột và một số sản phẩm sữa khác như phomat. Mặt khác, phương pháp mới chỉ dừng lại tại một loại protein là β-lactoglobulin, còn thành phần α-lactalbumin không được đề cập đến, nên cần phải xem xét thêm để chứng minh hai protein này không bị trùng nhau trong quá trình phân tích mẫu, vì 2 protein này gần như luôn đi cùng nhau.

Theo nhóm  nghiên cứu của Kong Xiao-yu và cộng sự thuộc trường đại học Nông nghiệp Đông Bắc (Trung Quốc) đã tiến hành phân tích đồng thời α-lactalbumin và β-lactoglobulin trong sữa bò bằng cột C4 và C18 trên hệ thống HPLC cho kết quả  khả quan. Độ thu hồi của α-lactalbumin và β-lactoglobulin là 86,12% -104,38%, cột C18 có khả năng chịu acid và ổn định hơn, tăng độ phân giải giữa các peak so với cột C4. Phương pháp này có thể tách 2 protein rõ ràng, điệu kiện tiến hành đơn giản, nhưng mới chỉ áp dụng trong nền mẫu sữa bò tươi.

Nghiên cứu của Lenka Ruprichova và cộng sự thuộc trường đại học Khoa học Brno (Cộng hòa Séc) đã tiến hành phân tích và so sánh hàm lượng α-lactalbumin và β-lactoglobulin trong sữa bò tươi, sữa dê tươi, sữa cừu tươi và một số nhãn hiệu sữa lỏng đang lưu hành trên thị trường. Các mẫu sữa từ những con bò (n = 40), dê (n = 40) và cừu (n = 40) được thu thập tại hai trang trại và quán bar sữa tại Cộng hòa Séc từ tháng Tư đến tháng Sáu năm 2010. Các nồng độ α-lactalbumin trong sữa dê (1,27 ± 0,05 g/L, P <0,001) và  sữa bò (1,16 ± 0,02 g/L, P = 0,0037) cao hơn so với sữa cừu (0,95 ± 0,06 g/L); Tuy nhiên, nồng độ α-lactalbumin trong sữa dê và sữa bò không khác biệt đáng kể (P < 0,05). Sữa dê chứa ít β-lactoglobulin (3,07 ± 0,08 g/L) so với sữa bò (4,10 ± 0,04 g/L, P < 0,001) hoặc sữa cừu (5,97 ± 0,24 g/L, P < 0,001).  Kết quả cho thấy phương pháp có thể áp dụng được trên nhiều nền mẫu lỏng khác nhau. 

4. Sự cần thiết của việc xây dựng các tiêu chuẩn 
Trên thị trường hiện nay còn có một loại đối tượng mẫu chứa thành phần chính là whey protein đang phát triển mạnh về số lượng và chủng loại. Đó là các sản phẩm thực phẩm bổ sung, thức uống dinh dưỡng cho người vận động mạnh (vận động viên, người tập thể thao, thể hình,…) và dùng cho một số tình trạng bệnh lý (kém hấp thụ và chuyển hóa protein). Đây là thị trường thời gian gần đây đã phát triển nhanh chóng nhưng nên cần được kiểm soát chặt chẽ hơn để đảm bảo quyền lợi của người tiêu dùng. Theo FDA, đây cũng là một trong những loại mặt hàng thực phẩm chức năng được tập trung kiểm soát tại Hoa Kỳ.

Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng whey có khả năng duy trì và nâng cao thể trạng hơn một số nguồn protein khác như trứng, casein, đậu tương. Whey có tác động tốt lên các yếu tố gây ra nguy cơ của cơ thể người. Whey có tác dụng tăng độ nhạy cảm của tế bào với insulin và glucose, ổn định huyết áp, cải thiện chức năng thành mạch và tăng chuyển hóa lipid. Một số nghiên cứu hiện nay cho ra kết luận whey protein có thể giảm tỷ lệ các yếu tố nguy cơ liên quan đến các bệnh tim mạch.

Bên cạnh các lợi ích của whey protein mang lại, kết hợp sự tăng trưởng của sản lượng tiêu thụ sữa và các sản phẩm sữa, một số quốc gia đã có những quy định để quản lý các mặt hàng liên quan đến whey protein. Các nước phát triển như Mỹ, Canada, liên minh Châu Âu, New Zealand, Nhật Bản đều có có quy định về hàm lượng α-lactalbumin và β-lactoglobulin ghi trên nhãn. Trung Quốc, để nâng cao thể trạng của người dân, từ năm 2012 đã bổ sung không những là thành phần 2 chất trên, mà còn là tỷ lệ của whey protein/ casein phải lớn hơn 60/40 thì mới được lưu hành hợp pháp. 

Trong khi đó, hầu hết các nghiên cứu xác định hàm lượng whey mới chỉ tập trung phân tích trên đối tượng là sữa lỏng, chưa có dạng sữa bột và tại Việt Nam chưa có nghiên cứu nào xác định đồng thời hai protein α-lactalbumin và β-lactoglobulin bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao cũng như khảo sát về chất lượng protein trong sữa và sản phẩm sữa. 

Xuất phát từ những yêu cầu trên, chúng tôi tiến hành hoạt động nghiên cứu “Nghiên cứu xây dựng phương pháp phân tích hàm lượng một số whey protein trong sữa và các sản phẩm có nguồn gốc từ sữa. Với các kết quả phân tích các mẫu thu được, khi thực hiện đánh giá tỉ lệ các thành phần whey protein và kết hợp so sánh với các thành phần khác như hàm lượng casein hay hàm lượng protein toàn phần có thể góp phần đánh giá được chất lượng của sữa và sản phẩm. Đồng thời các kết quả này có thể sơ bộ dự đoán các chất giả mạo whey protein trong sữa, các thành phần protein khác không phải từ sữa bị cố tình trộn vào mà nếu chỉ dựa vào chỉ tiêu phân tích tổng protein chưa thể phát hiện được.
5. Phương thức xây dựng và tài liệu làm căn cứ xây dựng TCVN

+ Phương thức thực hiện: 
	-  Xây dựng mới                                  (
	- Sửa đổi, bổ sung                               (

	- Chấp nhận tiêu chuẩn cũ                  (
	- Thay thế                                            (


+ Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN:   

· AOAC Official Method 2016.15 – Quantification of whey protein content in Milk-based infant formula powders. Sodium dodecyl sulfate-capillary gel electrophoresis (SDS-CGE).
6. Nội dung tiêu chuẩn

Dự thảo được xây dựng với các nội dung sau:
      Lời nói đầu

    Cảnh báo
1 Phạm vi áp dụng

2 Nguyên tắc

3 Thuốc thử và vật liệu
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 2016.15
	Sửa đổi, bổ sung

	Tên tiêu chuẩn
	HPLC method
	Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao

	Lời nói đầu
	
	Tham khảo các TCVN được xây dựng dựa trên AOAC

	Cảnh báo
	Caution
	Chấp thuận nguyên vẹn

	1 Phạm vi áp dụng
	
	Tự biên soạn dựa trên nội dung của phương pháp

	2 Nguyên tắc
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