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tinh.

. Lan dau tién ¢ Viét Nam, da dua ra quy trinh phan tich xac dinh
dong thoi 17 axit amin trong nhiéu loai thuc pham théng dung dai
dién ma nhan dan ta thuong dang, cu thé da phan tich 51 mau
gom dau twong, dau phu va sita dau nanh, 50 mau céa cac loai va
20 mau thit céc loai.

. Phuong phép phan tich dong thoi 17 axit amin d4 dugc chuan hoa
va cé4c s6 liéu phan tich ham luong 17 axit amin trong dau tuong,
dau phuy, sira dau nanh, ca va thit cac loai c6 thé sir dung trong
viéc cap nhat sb liéu vao bang thanh phan thuyc pham Viét Nam.
Dé nghi duoc ap dung phuwong phap phan tich axit amin da duoc
chuan héa nay cho nhiéu ddi tugng thuc pham khac nhau nham
cung cap thém so liéu vao bang thanh phan thyc pham cua Viét
Nam va s6 liéu cho cac nghién ciu dinh dudng ciing nhu cho ché
d¢ an dung cho nguai bénh./.
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A.GIOI THIEU LUAN AN
1. Tinh cép thiét cia luan an

Axit amin 1a mét thanh phan quan trong ciia co thé. Axit amin
tao nén té bao, phuc hdi md, tao nén cac khang thé chdng lai vi
khuan va virus. Axit amin 1a mét phan cia enzym va hé thong
hormon. N6 tao nén ARN (axit ribo nucleic), ADN (axit deoxy
nucleic) van chuyén oxy di khap co thé va tham gia vao hoat dong
ctia cac co. Axit amin cung cap cho co thé tir thuc pham giau protein.
Protein khi vao co thé dugc chuyén hoa thanh 20 axit amin, trong d6
c6 8 axit amin thiét yéu khong duoc tao ra tir co thé, isoleucin,
leucin, lysin, methionin, phenylalanin, threonin, tryptophan va valin.
Sy thiéu hut axit amin dan dén co thé mét moi, ha duong huyét, di
ung [81].

Tai Viét Nam, viéc phan tich cac thanh phan c6 hoat tinh sinh
hoc trong thic pham con han ché, chu yéu mai ¢6 s6 lidu caa mot s6
loai carotenoid trong rau, qua. S6 liéu phan tich cac axit amin trong
thuc pham Viét Nam con thiéu, dic biét d6i véi mot sé axit amin
quan trong nhu lysin, cystin,... Cho dén nay, tai Viét Nam chua c6
cong trinh nghién ciu nao vé tach va xéac dinh dong thoi 17 axit amin
trong mot sé nhom thyc pham thdng dung (gom: mat s6 loai thit, mot
s6 loai c& nudc ngot, c& nuwdc man, ciing nhu hat dau twong va cac
san pham ché bién tir dau tuong) bang sic ky long hiéu ning cao
(HPLC).

Viéc tach va xac dinh 17 axit amin trong mét sé loai thit, mot
s6 loai c& nudc ngot, c& nuwdc man, ciing nhu hat dau twong va cac
san pham ché bién tir dau twong gitp chdng ta c6 duoc cach phéi hop
hiéu qua cac thuc pham véi nhau dé nang cao chét lugng cua protein
trong khau phan va nhu vay la van dé can thiét co tinh thoi sy va



thuc tién phuc vu cho khao sat nguén thyc pham giau axit amin &

Viét Nam. Bong thoi viéc nay ciing gop phan bo sung, hoan thién sb

liéu cua bang thanh phan thyc pham Viét Nam va cung cap s6 liu

cho céc nghién ctu dinh dudng.

Vi viy, dé tai nay duoc thuc hién véi muc tiéu nghién ciu toi
uu hoa céc diéu kién dé tach va xac dinh mot sé axit amin trong thuc
pham bang sac ky long hiéu niang cao (HPLC).

2. N§i dung cua luan an

Céc nghién ctu cua luan an nham gop phan phat trién phuong
phép phap phan tich dong thoi 17 axit amin trong thuc pham bang ki
thuat sac ky long hiéu nang cao phuc vu viéc phan tich thanh phan
dinh dudng va dic biét cac thanh phan c6 hoat tinh sinh hoc (axit
amin) trong thuc pham thong dung Viét Nam. Bé dat dugc muc tiéu
dé ra, mot s van dé can duogc giai quyét la:

- Tong két cac tai liéu vé cac phuong phép phan tich dinh luong
axit amin trong nuéc va trén thé gisi tir truéc dén nay.

- Nghién ctru tim va chon nhiing diéu kién téi wu nhu cac thong sb
may, cot tach, pha dong,... dé tach va xac dinh dong thoi 17 axit
amin bang ky thuat HPLC/FID.

- Panh gia thong ké phuong phap phan tich dua ra.

- Ap dung phuong phap da xay dung dé phan tich mot s6 mau thyuc
pham dai dién.

- Panh gia két qua thanh phan axit amin caa thyc pham Viét Nam
so v6i thanh phan axit amin ciia cac thuyc pham tuong ty trén thé
giai.

- Péanh gia chat lugng protein ciia mot sé ddi twong thuc pham dya
vao thanh phan axit amin thiét yéu.

2. Nhirng dong gop mei cia luan an

tinh hinh thanh do qué trinh an uéng. Bé dap tng di nhu cau dinh
dudng va dong thoi tiét kiém dugc chi phi, nguoi dan nén tang cuong
an cac loai ca va cac san pham nhom dau d6 thay vi thuong xuyén sir

dung céc loai thit nhu thdi quen thong thuong trudce day.

KET LUAN

Trén co sé nhitng két qua d& nghién cau véi myc dich la
nghién ciu t6i uu héa quy trinh xac dinh ddng thoi 17 axit amin
trong céc d6i twong thuc pham khac nhau, ching t6i d4 dat duoc két
qua nhu sau:

1. Nghién ciru va khao sat mot cach cé hé thong va chon duoc céc
diéu kién thich hop nhat cua hé RP-HPLC nhu céc thdng sé may,
thé tich bom mau, loai detecto, budc séng; loai pha tinh, c& hat,
loai pha dong, thanh phan va téc do pha dong, rdt ngin duoc thoi
gian phan tich, 1am tang do nhay cho viéc tach va xac dinh dong
thoi 17 axit amin.

2. Nghién ciru chon dugc cac diéu kién dé thuy phan xir Iy miu, cac
diéu kién chuyén mau vé mai truong phu hop truéc khi chuan bi
dan xuat ma khéng nhat thiét phai dudi hét axit con du khi thiy
phan mau, tiét kiém thoi gian ciing nhu tranh su mat mat axit
amin (dua ra 2 lugc do quy trinh thuy phan).

3. Nghién ciru 4p dung mot cach hé théng ki thuat dan xut véi chat
dan xuit (AQC) dé cho san pham cua qua trinh sau dan xuat co
thoi gian 6n dinh lau, tach tét va c6 do nhay, do lap lai cao.

4. Quy trinh phan tich dua ra d4 dugc danh gia bang duong chuan,
sai 6, do lap lai va hé s thu héi. Do thu hdi ddi vai céc loai axit
amin nam trong khoang 89 - 98% trong viing dudng chuan tuyén



mau than thit bo, 5 mau than bé, 5 mau thit ga va 5 mau thit lon.
Ham lugng tong cac axit amin trong thit bo cao hon ham lugng axit
amin trong thit lon va tong ham luong axit amin trong ga cong
nghiép la thip nhat 8,64 g/100g. Mac du téng axit amin trong mau
thit bo 1a cao nhit, nhung khong cé day du cac axit amin nhu thit lon
va thit ga.

Detector A (Ex:250nm, Em:395nm)
—— amino acids
Mau thit ga_1.3026g-100-1-50.dat
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Hinh 3.36. Sac do tach axit amin trong dich thuy phan mdu siza ddu
nanh, cgt RP18 (150mm x 4,6mm x 3,9um), téc dé dong 1ml/phut,
detecto huynh quang (Aex = 250; Aem = 395)

Qua két qua phan tich ham lugng cac axit amin trong cac loai
thuc pham cho thiy, téng ham luong axit amin trong céc loai thuc
pham nhu hat dau twong (33 - 40g/100g), dau phu (7 - 10g/100g), thit
(8,6 - 18 g/100g) va ca (8 - 21 g/100g) khong c6 su chénh léch dang
ké. Tir két qua nghién cau nay, chang ta co thé tuyén truyén, khuyén
c4o gitp cho ngudi dan cd cai nhin téng quat hon vé chat lugng cia
c4c loai thuc pham, c6 thé tinh khau phan an, can déi va lya chon
ngudn thuc pham giau dam va phdi hop cac loai thuc pham khéc

nhau van du dinh dudng ma giam duoc nguy co cta cac bénh man

Volts

1. Nghién ciru va khao sat mot cach cé hé thdng va chon duoc céc
diéu kién thich hop nhét cia hé RP-HPLC nhu loai pha tinh, ¢&
hat, loai pha dong, thanh phan va téc do pha dong, rat ngin duoc
thoi gian phén tich, lam tang do nhay cho viéc tach va xac dinh
ddng thoi 17 axit amin. D4 chon duoc cac thong sé may, téi uu
hoa dugc cac diéu kién phu hop cua hé thiét bi sic ky (HPLC)
nhu thé tich bom mau, loai detecto (detecto huynh quang), buéc
song.

2. Nghién ciru chon dugc cac diéu kién dé thuy phan xir Iy miu, céc
diéu kién chuyén mau vé mai truong phu hop truéc khi chuan bi
dan xuat ma khéng nhat thiét phai dudi hét axit con du khi thiy
phan mau, tiét kiém thoi gian ciing nhu tranh su mat mat axit
amin (dua ra 2 lugc do quy trinh thuy phan mau).

3. Lan dau tién tai ¢ Viét Nam da nghién ciru mot cach hé thong é&p
dung ky thuat din xuat voéi chat dan xuit Aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidyl Carbamat (AQC) dé cho san pham cia quéa
trinh sau dan xuat cé thoi gian 6n dinh l1au, tach tét va c6 do nhay,
do lap lai cao.

4. Lan dau tién ¢ Viét Nam da dua ra quy trinh phan tich dong thoi
17 axit amin trong cac loai thuc pham khac nhau. Péng gop két
quéa phan tich dong thoi 17 axit amin trong mot s6 loai thuc pham
théng dung dai dién ma nhan dan ta thuong dung (10 loai c4, 4
loai thit, dau twong, sira dau nanh) dé bd sung va hoan thién sé
liéu cua bang thanh phan thuc pham Vigt Nam.

4. B6 cuc cia luan an

Luan an gom 114 trang voi 40 hinh va sic do; 37 bang sé liéu
va 84 tai liéu tham khao. Luan an dugc ciu tao gom: 7 trang danh
muc c&c bang biéu, hinh v&, sic do, d6 thi va muc luc, 3 trang mg



dau, 25 trang tong quan tai liéu, 17 trang noi dung va phuong phap
nghién ctu, 67 trang két qua nghién ctu va thao luan, 1 trang két
luan, 1 trang kién nghi. Ngoai ra luan &n con c6 2 trang danh muc
cong trinh cua tac gia c6 lién quan dén luan an, 10 trang tai liéu tham
khao va 11 trang phu lyc.
B. NOI DUNG LUAN AN
CHUONG 1. TONG QUAN

Chuong nay dé cap dén noi dung nhu sau:

Lich st phéat hién ra protein va axit amin, phan lap va xac dinh
cau tric cua cac axit amin, tac dung cua protein ciing nhu axit amin
V6i co thé con ngudi va tinh chat hoa Iy cua axit amin. Cac phuong
phap dinh tinh va dinh lugng protein cing nhu axit amin.

Phuong phap truyén thong phan tich axit amin dugc dua ra va
phét trién boi Moore va Stein 1a tich va xéc dinh céc axit amin ty do
bang phuong phap sic ky trao doi ion véi dan xuat sau cot (ninhydrin
hoac O-phthalaldehyd). Ky thuat nay d& dugc ap dung hon 40 nam.
Trong thoi gian qua d& ¢ nhiéu phuong phép ap dung dé phan tich
axit amin nhu: dién di mao quan (CE), sic ky long khdi phé
(LC/MS), sic ky khi (GCIFID), sic ky khi khéi phd, nhung mdi
phuong phap c6 han ché riéng.

Pé xay dung mot phuong phap phan tich dong thai mot sb axit
amin thi phuong phap HPLC c6 mét sd uu diém ma it co phuong
phéap khéc c6 thé duoc, d6 1a: qué trinh tch va xéac dinh 1a mot hé
thong kin, qua trinh dan xuét c6 thé sir dung dan xuat truéc hoic sau
cot, dung mdi chay sic ky chu yéu la dém, qua trinh thiy phan mau
va hoa tan mau la céc axit vé co khdng tén kém. Chinh vi nhiing uu
diém trén ma nhiéu tac gia da lya chon phuong phap HPLC dé tach
va phan tich axit amin.

va ly gid tri trung binh cho thay tong ham luong 17 axit amin nam
trong khoang 33 - 40g/100g. Trong d6 ngoai axit glutamic co ty 1&
cao nhat mot s6 axit amin khéng thay thé ciing c6 ham lugng kha cao
nhu phenylalanin, leucin, isoleucin, threonin, valin va lysin. Két qua
ham lugng tong 17 axit amin trong hat dau twong theo bang thanh
phan ciia My 1a 37,99g/100g. Nhu vy dau twong cua ta ciing c6 ham
lugng cac axit amin cao.

Trong thanh phan ciia dau phyu c6 du céc axit amin can thiét
cho co thé. Trong 6 cho dugc tién hanh thu thap mau, phan tich va
ldy gia tri trung binh cho thiy tong ham lwong 17 axit amin nam
trong khoang 7 - 10g/100g. Trong d6 ngoai axit glutamic co ty I¢ cao
nhat mot s6 axit amin khdng thay thé ciing c6 ham lugng kha cao
nhu phenylalanin, leucin, isoleucin, tyrosin va lysin. Bac biét dau
phu mua & cho Mo cho thiy c6 ham luong tong axit amin 1a cao nhat
S0 véi dau & cac cho khac 10,69/100g. Két qua ham luong tong 17
axit amin trong dau phy theo bang thanh phan ciaa My la 14,99/100g.

Trong thanh sira dau nanh c6 di cac axit amin can thiét cho co
thé. Tong ham luong 17 axit amin trung binh nam trong khoang 11 -
18mg/lit. Trong d6, ngoai axit glutamic c6 ty I¢ cao nhat mot s6 axit
amin khong thay thé ciing c6 ham luong kha cao nhu arginin,
phenylalanin, leucin, tyrosin, threonin va lysin. Két qua ham luong
téng 17 axit amin trong sita dau nanh theo bang thanh phan cua My
la 3,659/100g. C6 su sai léch 16n vé nong do tong 17 axit amin so Vi
bang thanh phan cua My 1a do d6 dam dic cua loai sita dau nanh va
do c6 su khac nhau vé don vi khi phan tich (mg/lit so véi g/100g cua
M).

3.6.3. Két qud phan tich mau thit cac logi
Mau nghién citu gdm 4 loai thit dai dién cho 20 mau thit: 5
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Hinh 3.33: Sdc do tach axit amin trong dich thuy phan mau cé thu,
cot RP18 (150mm x 4,6mm x 3,9um), téc dé dong 1ml/phut, detecto
huynh quang (Aex = 250; Aem = 395)

3.6.2. Két qud phan tich mdu ddu tweng, ddu phu va sita ddu nanh
Tdng sb mau phan tich cho 3 loai thyc phdm 13 17 x 3 = 51
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mau.

Hinh 3.35: Sdc do tach axit amin trong dich thuy phan mdu dau phu,
cot RP18 (150mm x 4,6mm x 3,9um), toc do dong 1ml/phat, detecto
huynh quang (1lex = 250; lem = 395)

Trong thanh phan cua hat dau tuong c6 du cac axit amin can
thiét cho co thé. Trong 7 chg dugc tién hanh thu thap mau, phan tich

Vi vay, dé tai nay duoc thuc hién nham buéc dau xay dung
phuong phép xéac dinh dong thoi 17 axit amin trong thuc pham phuc
vu cho cong tac nghién ciu ché do an trong dinh dudng phong va
diéu tri bénh 12 rit ¢ y nghia vé mat khoa hoc va thyc tién.

CHUONG 2.
NOI DUNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Muc tiéu cua d& tai nay 1a nghién ciu, khao sat ¢ hé théng dé
xay dung phuong phép tach va xac dinh dong thoi 17 axit amin trong
thyc pham va ap dung quy trinh vao phan tich mau thyc pham dai
dién phuc vu cho cong tac nghién ctu ché do an trong phong, diéu tri
bénh va cung cap sb liéu cho bang thanh phan dinh dudng thyc pham
do Vién Dinh dudng quéc gia bién soan. Dé dat dugc muc tiéu dé ra,
chuong 2 d4 dua ra cAc van dé can duoc giai quyét.

Luan van chon phuong phap phan tich 1a sic ky léng hiéu
nang cao (High Performance Liquid Chromatography - HPLC) dé
tach va xac dinh 17 axit amin trong thyc pham. Pua ra nhiing dung
cu, hoa chat can thiét dé thuc hién nghién cau ciing nhu phuong
phép lay mau va ddi tugng mau dé tién hanh xac dinh ham lugng axit
amin.

Poi twgng miu: gom 4 loai thuc pham
bau tuong (dau nanh)
Céc san pham ché bién tir dau twong: dau phu, sira dau nanh
Ca nuac ngot (tram, troi, ca qua, rd phi, chép);

M w DD oe

Ca nuéc man (thu, nuc, c& chim tring, ca hong, ca cam)
Co mau
C& mau duoc tinh toan theo cdng thirc sau [38]
N > (ton1)? SD?/ (A X p)?; trong do:



N 1a ¢& mau (s6 lugng mau);

A 1a do chinh xac cua két qua phan tich (co gia tri 0,1 hoac 0,05);

u 1 gia tri trung binh (két qua phan tich) ciia quan thé, thu dugc tir
cac nghién ctru trudc day;

SD dd léch chuan cua gi4 tri trung binh;

t 1a gia tri thu duoc tir bang thong ké chuan (bang Student), véi o 1a
gigi han tin cay (95% hoac 99%).

Nhu vay, dé cd s6 liéu dam bao @6 chinh xac 0,1 thi can lay 17
mau phan tich axit amin. Trong khudn kho cua dé tai nay ching toi
chon ¢& mau phan tich téi thiéu la n = 17, véi d6 chinh xac 12 0,1.

Thu thap mau

* Thu th@p mau ddu, dé, thit

Mau dugc thu thap bang cach bic tham ngau nhién tir cac cho
dai dién cho 9 quan noi thanh Ha Noi, gdbm Cho Thai Ha, cho Hom,
cho Mo, chg Truong binh, chg Hang Da, cho Ngd Tu S, chg
Thanh Cong, chg Lé Quy Bén va chg Ngb Si Lién.

* Thu thgp mdu ca

Mau nghién ciru gom 10 loai ca dai dién cho 50 mau ca: 5 loai
c& nudc ngot (tram, trdi, c& qua, rd phi, chép); 5 loai c& nuéc min
(thu, nuc, ca chim trang, c& hong, ca cam). Mau duoc liy ngau nhién
bang cach mua tai 5 cho I6n tai Ha Noi, m&i mau mua it nhat 3 con,
dua vé phong thi nghiém trong thoi gian khéng qua hai gio. G phong
thi nghiém mau dugc phan loai, loc ldy phan an dugc (loai bo phu
tang, vay, vay, xuong), sau d6 mau duoc xay nhuyén, 1am dong nhat
va tién hanh thay phan ngay trong ngay lay mau; phan miu leu cho
vao hop sach bao quan trong ta lanh dm sau - 20°C.

CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.7.1. Két qua phan tich mdu céa (phan tich mau theo lwgc do quy
trinh 2 tai muc 3.5)

Mau nghién ciru gom 10 loai ca dai dién cho 50 mau ca: 5 loai
ca nuoc ngot (trim, trdi, ca qua, rd phi, chép); 5 loai ca nudc man
(thu, nuc, c& chim trang, ca hong, ca cam).
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Hinh 3.32: Sdc do tach axit amin trong dich thuy phan mau cé qud,
cot RP18 (150mm x 4,6mm x 3,9um), téc dé dong 1ml/phut, detecto
huynh quang (lex = 250; lem = 395)

Trong c& nuéc ngot ham lugng téng axit amin tir 6,12 - 19,52
/1009, cé rd phi c6 ham luong tong cc axit amin cao nhat (19,52
0/100g), thap nhat la c& trim 6,12 g/100g.

Ham luong tong cac axit amin trong c& nuéc man nam trong
khoang 13 - 21g/100g, khong c6 loai axit amin nao khong xac dinh
thiy. Ca nyuc cho ham luong axit amin cao nhat 20,74 g/100g; ca thu
18,20 g/100g, thip nhét la ca chim tring 13,94 g/100g. Nhin chung
ham luong axit amin trong c& nugc man cao hon trong c& nudc ngot.



RSD, = S, x 100/xy,
* P léch chuan vé thei gian luu dwec tinh theo cong thirc sau:

z (t, — ty)"
(n-1)

Do léch chuan twong di vé thoi gian luu duogc tinh theo cdng thirc

S, =+S? =

sau:
RSD; = S; x 100/t

D6 l3p lai vé ham lugng axit amin va thoi gian luu (d6i véi tat
ca cac ddi twgng mau) ¢ do leéch chuan tuong ddi giao dong la chap
nhan dugc, vi déu nho hon ngudng cho phép 10%.

3.6.3. X&c dinh hiéu sudt thu héi ciia phirong phap

Tur dung dich chuan lam viéc, chuan bi 3 hdn hop dung dich
chuin c6 nong d6 la nhu tai myc 3.6.1 trén:

Céc két qua vé hiéu suit thu hoi cua ca 3 vung ndng do déu
trén 90% trong khoang tuyén tinh va do thu hdi cang cao khi thém
nong d6 chuin cao. Do d6 co thé két luan, phuong phép cho phép
xéac dinh ham luong cac axit amin c6 do thu hdi trong khoang 89 -
98%. Do thu hdi nay déu tét hon so véi do thu hdi cho phép (85%)
khi xac dinh cac chét c6 ham leong tir 10 - 1000 ppb.

3.7. Phan tich miu thuc té

Sau khi tim duoc cac diéu kién téi wu cho qua trinh xir Iy mau
phan tich axit amin trong thuc pham véi cac ddi twong mau khéc
nhau. Danh gia théng ké quy trinh phan tich axit amin déu dat duoc
trong giéi han cho phép, tién hanh phan tich mau thyc té, gom 50
mau ca, 51 mau dau tuong va dau phy, 12 mau thit cac loai cu thé két
gua nhu sau.

Trén co so ly thuyét cia ky thuat sac ky long hiéu nang cao,
theo tinh chat cua chat phan tich va trén co so diéu kién phong thi
nghiém, ching t6i tap trung nghién ciu khao sat théng sé may,
nhitng anh huéng cua pha tinh va pha dong dén qua trinh tach va
phan tich, chon phuong phép chiét miu,... dé phat hién va téi uu hoa
cac diéu kién nham muc dich xay dung quy trinh tach va xac dinh
dong thoi 17 axit amin trong thuc pham.

3.1. Khao sat chon loai chat din xuat cho axit amin

Theo mot sb tac gia va két qua khao sat vé hai dan xuat OPA
va AQC cho thiy: OPA c6 kha nang din xuét duoc 15 axit amin,
khong dan xuit dugc cac axit amin bac 2. Axit amin sau khi dan xuét
bang OPA chi 6n dinh trong vong 20 pht, vi vay phan ang dan xuat
nay thuan tién cho nhitng hé théng HPLC c6 bd phan &ng sau cot.
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Hinh 3.2. Sdc do tach axit amin bang dan xuat AQC trudc
cot, cot RP18 (150mm x 4,6mm x 3,9um), téc dé dong 1ml/phut,
detecto huynh quang (1ex = 250; Aem = 395)

Dan xuit AQC c6 kha nang dan xuit ca axit amin bac 1 va axit
amin bac 2 (cystin, prolin) thanh san pham phat huynh quang manh &
budc séng 395 nm véi do on dinh cao (mau sau khi dan xuat 6n dinh
trong vong 1 tuan néu bao quan & 4°C) nén c6 thé tach duoc 17 axit



amin (xem hinh 3.2).

Trong qua trinh dan xuat AQC c6 phan ung phu khi du, n6 tac
dung véi nuéc tao hop chat AMQ phéat quang yéu & budc song
395nm (day la diém dé xac dinh phan ung da xay ra hoan toan).
Ngoai ra phan ung din xuit con c6 san pham la N-
hydroxysuccinimid (NHS) va CO,, nhung ca 2 chat nay déu khdng
anh huong dén qua trinh phan tich, vi nd khéng phat huynh quang.

Vi vay trong nghién ctru nay chidng ti chon AQC dé lam chét
dan xuét cac axit amin trong thuc pham.

3.2. T6i wu hoa cac diéu kién xac dinh axit amin bang HPLC
3.2.1. Khdo sat chgn Detector

Detecto 1& mot trong nhitng bd phan quan trong cua hé HPLC
dé phat hién va dinh luong chat.

Céc axit amin khong cd tinh chat phét quang, nhung khi duoc
két hop véi chat din xuat AQC s& tao ra cac san pham phat quang
khi bi kich thich (Aex = 250nm; Aem = 395nm) véGi d6 nhay va do
chon loc cao. Vi cac axit amin, cd thé phét hién bang detecto mang
diot (PDA) va huynh quang. Vi thé, dé khang dinh loai nao phu hop
va tt ching toi d 1am thuc nghiém véi ca 2 loai detecto nay.

Tir 2 sac @6 nhan dugc bang 2 detecto mang diod (PDA) va
huynh quang cho thay, tin higu pic sic ky phat hién bang detecto
huynh quang c6 d¢ nhay tét hon, pic sic ky nét va can ddi hon nén
trong phan tich cac axit amin dé cé duoc hiéu qua tot, ching toi da
sir dung detecto huynh quang véi budc song kich thich Aex = 250nm;
va budc séng phat quang Aem = 395nm trong sudt qua trinh tach va
xac dinh axit amin.

3.2.2. Chen pha tinh va cgt tach

3.6. Panh gia théng ké phwong phap
3.6.1. B¢ chinh x&c cia phép do

Tir dung dich chuan lam viéc, chuan bi 3 hdn hop dung dich
chuan c6 nong do la:

- Nong @9 thir 1: hat 10 pl dung dich chuan lam viéc, pha lodng
VGi nude cat tinh khiét & dugc chinh xac 1 ml, dung dich nay c6
chira 1000 pmol/ml d6i véi 16 axit amin va 500 pmol/ml ddi véi
cystin.

- Néng do thwr 2: hit 50 pl dung dich chuan Iam viéc, pha lodng
VGi nuéc cat tinh khiét dé dugc dung dich chinh xac 1ml, dung dich
nay c6 chira 5000 pmol/ml dbi véi 16 axit amin va 2500 pmol/ml dbi
Vai cystin.

- Néng @ thir 3: hit 100 ul dung dich chuan Iam viéc, pha lodng
VGi nuéc cat tinh khiét dé dugc dung dich chinh xac 1ml, dung dich
nay c6 chira 10000 pmol/ml @i vai 16 axit amin va 5000 pmol/ml
dbi véi cystin.

Tién hanh chay sic ky trong cac diéu kién nhu lugc do quy
trinh phan tich 1. M&i mau chay 5 lan lap lai. Tai moi diém trén
duong chuan, sai s6 cia phép do déu nam trong giéi han cho phép. O
can dudi cua duong chuan mic phai sai s6 16n nhat, nhung tat ca déu
nho hon 10% (cho phép 15%).

3.6.2. D¢ lap lai cia phwong phap
* P léch chuan vé ham hrgng dwec tinh theo cong thikc sau:

> (- Xy’
5= V87 == (n-1)

Do léch chuan twong déi vé ham leong duoc tinh theo cong thirc sau:




LUQC PO QUY TRINH PHAN TiCH 2
Quy trinh tach va xéc dinh c4c axit amin trong mau thuc pham
c6 ham lwgng protein 16n hon 10%

Can chinh xac khoang 1g (hoic 10 ml) mau da xir ly

+ HCI dam dac, dé dwoc moi truong thuy
phéan cé nong do HCI 1a 15% (6N)

Cho vao 6ng nghiém thanh day

Loai khong khi bang nito, han
kin na nahiém.

Thuy phan & nhiét d6 125°C trong tu sdy, 24 gio

Lay mau ra khoi ta say

Dé ngudi, ma dng, dinh mac 100 ml
v
Loc qua gidy loc thuong

v

Hut 1ml cho vao binh dinh mirc 50ml, dinh
muc téi vach bang nudce cat

v

Loc qua mang loc 0,45um (hat 2ml mau cho vao vial)

+75 ul dém borat (lic déu)
+ 20 pl AQC (3mg/ml)

v
Céch thuy trong 10 phut ¢ 55°C
v

Bom 20ul vao hé théng RP-HPLC
Detecto huynh quang

3.2.2.1. Chen loai pha tinh

Déi tugng phan tich cia chdng toi 1a cac axit amin c6 goc co
ban 1a nhu nhau va nhém thé khac nhau nhung do trong phan tir déu
c6 gbc — COOH va NH, nén tit ca cac axit amin déu la chat phan
cuc. Vi vay dé tach duoc céc axit amin ching t6i chon pha tinh 1
pha ngugc, loai RP18 cho nghién ctu nay.

3.2.2.2. Chon cgt va kich thwéc hat pha tinh

Pé tach duoc cac axit amin véi tinh chat hda hoc rét giéng
nhau thi cot tach phai c6 sé dia ly thuyét Ion (N>9000) moi ¢ kha
nang tach dugc nén ching téi chon cot 1a Symmetry axit amin RP18
(150mm x 4,6mm x 3,9 um) dé tim céac diéu kién khac téi wu hoa
viéc tach axit amin. Cung voi diéu kién chay may va chat dan xuét
AQC, sic d6 hdn hop chuan 17 axit amin duoc chi ra hinh 3.6.
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Hinh 3.6: Sdc do6 hon hop chudn 17 axit amin ¢ nong dé 10 mM, cét
RP18 (150mm x 4,6mm x 3,9um), téc dé dong 1ml/phat, detecto
huynh quang (1ex=250; Aem=395)

3.2.3. Nghién cizu chgn hé dung moi pha déng

Cac dung méi acetolnitril, dém, nuéc 1a nhitng dung méi hay
duogc s dung nhu la dung mdi co ban trong pha déng cua hé pha
nguoc, vi thé trong nghién ctu caa ching tdi cac dung méi nay ciing



duogc sir dung dé khao sat. Dudi day la két qua nghién ciru mot sé hé
pha dong va yéu té anh huong cua thanh phan pha dong dén qué
trinh tach cac axit amin.
3.2.3.1. Khao séat so' b chon hé pha dong cho sw tach cua
axit amin
Bang 3.2. Thanh phan va ty 1¢ pha déng chay theo ché do gradient

an | gy | proomm | % | womo
(ghut) (mSphL]t) i aceF;at Acetonitril 2
Nén 1,0 100 0 0
0,5 1,0 99 1 0
18,0 1,0 95 5 0
19,0 1,0 91 9 0
29,5 1,0 83 17 0
33,0 1,0 0 60 40
36,0 1,0 100 0 0
40,0 1,0 0 60 40

3.2.3.2. Anh hwéng cia trietylamin trong pha déng

Lya chon trietylamin thém vao pha dong véi nong d6 17mM
dé tach 17 axit amin trong thuc pham.

3.2.3.3. Khao sat téc d9 pha dong

Bat dau voi tbc do dong tir 1,2 ml/phat; sau @6, giam toc do
dong xudng 1 ml/phat; 0,8 ml/phat va 0,5 ml/phit. Khi téc do pha
dong qua lon (1,2 ml/phit), cac chat trong hdn hop mau chua kip
tach ra khoi nhau, dan dén hién twong chong va chén pic, nén khéng

phdt. Két qua nay phi hop véi két qua cia tac gia L. Bosch [58], san
pham dan xuét c6 thé 6n dinh trong vong 1 tuan & nhiét do phong.

3.5. Lwgc dd quy trinh phan tich déi véi cac miu thwe pham
D4 dé xuat dua ra 2 lwoc d6 quy trinh cho ting déi tuong:

LUQC PO QUY TRINH PHAN TICH 1
Quy trinh tach va xéc dinh cac axit amin trong mau thuc pham
c6 ham lwong protein nhé hon 10%

Can chinh xac khoang 2 - 3g (hoac 10 - 20ml) mau da xa ly

phan c6 nong do HCI 1a 15% (6M)

+ HCI dam dic, dé dugc mdi truong thuy

v

Cho vao ng nghiém thanh day

Loai khong khi bang nito, han
kin &na nahiam.

v
Thuy phan ¢ nhiét do 125°C trong ta say, 24 gio

Lay mau ra khoi ti say

Dé ngudi, ma dng, diéu chinh pH =5 bing
Na,B,0; 0,25M

v

Dinh mirc vao binh 50ml véi nuée cat

v

Loc qua gidy loc thuong

v

Loc qua mang loc 0,45um (hat 1ml mau cho vao vial)

+75 ul dém borat (lic déu)
+ 20 ul AOC (3ma/ml)




3.4.3. Khao sét diéu ki¢n lam giau va chuyén mdu vé trung tinh
sau thay phan

3.4.3.1. Khao sat diéu kién lam giau miu

a. MAu léng it dam nhwng lai nhiéu dwong:

b. Véi miu rin, kho, it dam (nhw miu rau):

3.4.3.2. Khao sat diéu kién chuyén miu vé trung tinh sau
thuy phan

Qua két qua trén, da lua chon Na,B,0; 0,25M dé diéu chinh
pH mau sau khi thay phan, tao pH phl hop cho phan ung dan xuat
c4c axit amin bang AQC.
3.4.4. Khdo sat qué trinh tgo ddn xudt hupnh quang

Qué trinh dan xuét c6 2 yéu t6 anh huong I6n dén két qua phan
tich can duoc khao sat d6 1a pH ciia mdi truong trude khi dan xuat va
nhiét do dan xuat:

3.4.4.1. Anh hwéng caa pH moi trwong phan &ng tao din
xuat huynh quang dén hiéu suat thu héi

Mau sau khi thiy phan duogc diéu chinh vé pH = 5 bang
Na,B,0, 0,25M, sau d6 lay 0,5 - 1ml thém 75ul dém borat rdi moi
tién hanh dan xuat. Két qua nay ciing phd hop véi tac gia L. Bosch
[58] d4 chon pH dan xuat 14 8,2 - 9,7.

3.4.4.2. Anh hwéng cia nhigt d9 phan @ng tao din xuat
huynh quang dén hiéu suat thu héi

Chung t6i chon nhiét do dé dan xuat 1a 55°C. Két qua nay ciing
ph hop véi két qua cua tac gia L. Bosch [58] nhiét do dan xuat tot
nhit 1a 55°C.

3.4.4.3. Anh hwéng caa thoi gian phan &ng tao din xuat
huynh quang dén hiéu suat thu héi

P4 lya chon duoc thoi gian thuc hién qué trinh din xuét 1a 10

tach duoc céc axit amin. Tai téc do dong Iml/phdt céc pic sic ky vira
du dé tach ra khoi nhau, thoi gian 35 pht dé tach dugc 17 axit amin.
Con néu tiép tuc giam téc do pha dong (0,8 ml/phdt va 0,5 ml/phit),
thi cac pic sic ky ra muon, gay dodng chan pic, nén céc axit amin
khéng tach duoc ra khoi nhau gay hién tugng chong va chén pic. Vi
vay toc do dong pha dong tdi wu trong nghién ciu nay 1a 1ml/phdt.
Téng hgp cac diéu kién hé théng RP-HPLC
Tir céc két qua da nghién ciru vé chon loai detecto, budc séng
cua detecto, loai cot tach, thé tich bom mau, nhiét do cot, nhiét do
mau, téc do va thanh phan pha dong,... cac diéu kién phu hop nhat
cho hé théng RP-HPLC dé tach va xac dinh 17 axit amin (xem bang
3.4),
Bang 3.4. Cac diéu kién do RP-HPLC cho xac dinh cac axit amin

o Céc diéu kién dwoc
TT Céc thdng so
chon
1 | cottach RP18 (150mm x 4,6mm x
3,9um)
2 | Kich thudc hat pha tinh | 3,9 um
3 | Nhiét do cot 37°C
4 | Téc do dong pha dong | 1ml/phit
5 | Thé tich bom mau 20l
6 | Nhiét ¢ mau 30°C
7 | Detecto Huynh quang
8 | Budc song Aex = 250 nm; Aem = 395 nm
A: dém axetate - phosphat pH 5,05
. N A B: axetonitril
9 | Thanhphanpha dong | o e cat tinh khiét
(ty 1€ trong gradient theo bang 3.2)




3.3. banh gia phwong phap phén tich
3.3.1. Gigi hagn phét hi¢gn LOD

LOD duoc xéc dinh bang néng do toi thiéu cua chat phan tich
tai d6 cho céc pic cd tin hiéu bang 3 1an nhidu duong nén (S/N =3)
[7]. Pay la mot thong sé dac trung cho do nhay cua phuong phap.
Chat nao nhay hon s& c6 gioi han phat hién nho (bang 3.7).
3.3.2. Gigi hgn dinh lweng LOQ

Giéi han dinh luong dugc dinh nghia 1a ndng d6 nho nhat cua
chat phan tich ma phép phan tich van dinh lwong duoc chinh xac véi
do tin cay 95%. Theo ly thuyét thong ké trong héa phan tich thi LOQ
la ndng do chat phan tich ma cho tin higu gap 10 lan tin hiéu duong
nén (S/N = 10), tac 12 LOQ = 3,3 LOD (bang 3.7).

12 Valin 0,008 0,028
13 Methionin 0,013 0,044
14 Lysin 0,023 0,074
15 Isoleucin 0,008 0,026
16 Leucin 0,009 0,030
17 Phenylalanin 0,011 0,036

LOQ = LOD*3,3
Bang 3.7: Gigi han phéat hién va gidi han dinh luong cua phuong
phap
TT Axit amin LOD (ug/ml) LOQ (ug/ml)
1 AXxit aspartic 0,045 0,149
2 Serin 0,028 0,091
3 AXit glutamic 0,048 0,159
4 Glycin 0,024 0,079
5 Histidin 0,005 0,015
6 Arginin 0,014 0,046
7 Threonin 0,010 0,032
8 Alanin 0,009 0,029
9 Prolin 0,027 0,088
10 Cystin 0,045 0,149
11 Tyrosin 0,021 0,069

3.3.3. Xay deng dwong chudn

Dé tién hanh xay dyung duong chuan ciia phuong phap phan
tich, chang téi pha ddy chuan c6 nong do tir ImM dén 10mM cho 16
axit amin va tir 0,5mM dén 5mM dbi cystin, dé tién hanh xéac dinh
khoang tuyén tinh cua tat ca cac 17 axit amin (bang 3.8).
3.4. Téi wu hoa cac diéu kién thiy phan miu

Cu thé phai tdi uu cac van dé sau:

- Khao sat chon moi truong thuy phéan

- Khao sat chon diéu kién thuy phan nhu: nhiét do, thoi gian.
3.4.1. Khdo sat chgn moi trwong thay phan

Tur nhiing két qua thi nghiém, d& chon axit HCI lam moi
truong thuy phan mau.
3.4.2. Khdo sat cac diéu kign thiy phan mau bang HCI
* V& ndng d¢ axit:

Tir két qua nay, chon nong do axit HCI 6M lam mdi truong
thity phan mau phan tich cho cac nghién cau tiép theo
* Khao sat nhiét d¢ thiy phan:

Tur nhitng két qua thyc nghiém, da lra chon nhiét do 125°C dé
thity phan mau thyuc pham.
* Khao sat thei gian thity phan mau:

Chung t6i da khao sat va chon thoi gian 23 - 24 gio dé tién
hanh thiy phan mau thyc pham.




