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(57) Séang ché thudc linh vuc ché phém lam sach. Cu thé, sang ché lién quan dén cac ché
phém lam sach dang long, gel hodc bt nhado, chira mdt hoac nhiéu chat hoat dong bé mat
téy rua. Sang ché dé cap dén cac ché phém lam sach chira nuéc, mot hodc nhiéu chat hoat
dong bé mait tay rira va chat lidu vach té bao so cép duoc tach sgi c6 chura cac vi soi. Sang
ché cling dé cap dén phuong phap dé diéu ché ché pham lam sach chira nu6e, mot hodc
nhiéu chét hoat dong bé mit tay rira va chat lidu vach té bao Sy cap duogc tach soi ¢ chira
cac vi soi, trong d6 phuong phép ndy bao gdm budc xir 1y luc cit cao.
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Linh vwe ky thuét dwoce dé cip

Séang ché lién quan dén ché pham 1am sach. Cu thé 13, sang ché lién quan dén
ché phém lam sach chtra chit hoat dong bé mit téy rira va chét liéu vach té bao so
cép duoc tach soi chira cac vi soi. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap diéu ché

ché pham 1am sach va ché pham thu dugc bang phwong phap do.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Céc ché phém lam sach chira chét hoat dong bé mat téy rira duoc biét dén
trong nhiéu linh vuc tng dung, vi du nhu 1am sach bé mat cing, rira chén dia, giat
gifi, cham séc da, cham soc da dau va téc, cham séc rang miéng. Hau hét cac ché
phém chira chit hoat dong bé mat déu c6 xu hudng tao bot, dic biét 1a khi ching
dugc pha lodng dé dung. Trong nhiéu (mg dung nhu vay, dic biét 1a khi nguoi tidu
dung ty pha ché xa phong hodc 1am cho sui bot tir ché phém lam sach, thi bot d6
duge coi 1a ddu hiéu cua kha ning tdy rira. Thong thudng né tham chi con duoc coi
1a diéu kién tién quyét cho kha néang téy rira. Do d6, tao bot tét 1a dic tinh rat duoc
mong doi & nhidu ché pham lam sach. Pic biét mong mudn rang 16p xa phong hoic
bot khi dd duoc hinh thanh thi s& khong d& dang mat di ma van gitt nguyén dé
ngudi tidu ding quan sat thiy. Tuy nhién, viée t6i wu hod cong thirc diéu ché ché
phém c6 dugc su tao bot t8i wu lai c6 thé anh hudng ti€u cuc dén cac dic tinh khac.
Dic biét, cach phd bién duogc biét dé tang cuong tao bot 1a ding mét luong 1én hon
chét hoat dong bé mat trong cong thirc didu ché ché phidm. T quan diém moi
trudng bén ving, lai 13 didu rat khong duge mong mudn. Vi vdy, c6 mong mubn
cung cip mot cach khac dé 1am ting cudng d6 6n dinh ctia bot duoc tao ra tir cac

ché pham lam sach.
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WO 2014/142651 boc 16 viée sir dung chat liéu xenluloza dang hat (vi du tu
bot cu cai duong) dé giit cac bong bong khi lo limg trong ché phdm gbc nuée dang
long. Céc hat xenluloza c6 kich thudc trung binh theo trong lwong thé tich trong
pham vi tir 25 dén 75 pm, duoc do bing phép do nhifu xa 4nh séng laze va phai
khéng bi tach sgi. Twong ty, WO 2014/017913 bdc 16 san phdm tiy rira dang léng
chtra cung loai chét liéu xenluloza dang hat khong bi tach soi.

WO 2012/52306 lién quan dén ché pham tiy rira dang dung dich nuéc duoc
cAu triic bén ngoai, trong d6 soi cam khong bi tach soi duge st dung d& 1am lo limg
céc hat. WO 2013/160024 va WO 2013/160022 d& cap dén céc ché phim tuong tu,
trong d6 khuynh huéng soi cam duoc hoat hoa dé tao thanh cac du luong c6 thé
nhin théy trén thanh cua binh chia dugc khic phuc b%ing viée bd sung lan luot
polyacrylat va dét sét truong né trong nudec. WO 2014/82951 bdc 16 kem danh ring
chtra c4c hat canxi cacbonat va soi cam khong bi tach soi dé cai thién hiéu qua lam
sach cua nhiing hat nay.

US 2008/0108714 boc 16 hé chét hoat dong bé mit dugce lam dic bao gém
xenluloza vi soi (xenluloza vi khudn) dé cai thién ddc tinh 1am lo ling ctia hé chét.
Cu thé 1a séng ché boc 16 su két hop cua xenluloza vi khudn, gém xanthan va
carboxymetyl xenluloza 13 nhiing hé chit nhu vay.

US 6 241 812 lién quan dén chét sat tring va chit tiy ué. Sang ché boc 16 su
két hop cua xenluloza vi khuén dang mit ludi v6i chét hoat dong bé mat cation va
ddng tac nhan (nhu xenluloza hydroxyetyl cation, tinh bot cation bién tinh, tinh bot
cation thong thudng, gdm guar cation, gdm tragacanth va chitosan) dé diéu ché chit
phén tan soi xenluloza c6 d6 6n dinh axit, ¢ luong két tia va su keo tu cac soi
xenluloza dugc lam gidm.

US 5 998 349 boc 16 cac cong thie didu ché ché phdm khir cin c6 chira cac
vi soi xenluloza ¢ it nhat 80% té bao véi vach so cép v6i lugng tir 0,05 dén 1,5%

trong lugng, d6 pH nhd hon hodc bang 2 va it nhat mot chét hoat dong bé mit téy
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rira. Soi xenluloza duogc sir dung dé cung cép dic trung luu bién gia déo, 6n dinh
theo thoi gian.

Muc dich cta sang ché 1a d& xuét ché phidm 1am sach mang lai c4c dic tinh
cam nhéan dugc nang cao cho ngudi ti€u dung. Vi vy, nd cling 1a muc dich cua
sang ché dé dé xuét ché phém lam sach mang lai do 6n dinh bot duge tang cudng,
dic biét 1a khong phai tang luong chit hoat dong bé mit tiy rira. Pang mong mubn
rang, d6 6n dinh bot ting cudng ¢ dugc khi pha lodng ché phim lam sach dé sir
dung. Muc dich khac cua sing ché 1a dé xuét ché phém lam sach thé hién d6 én
dinh bot dugc ting cuong ma khdng anh hudng ti€u cuc dén cac dic tinh mong
mudn khéc cta ché pham, ching han nhu hiéu quéa ciia chét tiy rira, hinh thtc thé
chét cta ching va/hodc cac thude tinh cdm quan khac. Muc dich khac nita cta séng
ché 1a @& xuit ché phdm lam sach c6 giam thiéu tac dong dén moi trudng, ma
khong anh hudng dén cac dic tinh mong muén khac. Muc dich khac nita ctia séng

ché 1a dé xuét phuong phap didu ché ché phdm lam sach nay.

Ban chét k§ thuét ciia sing ché

Céc tac gia sang ché da phat hién ra rang mot hodc nhiéu muc dich nay ¢
thé dat duoc nho ché phém lam sach theo sdng ché. Dac biét 13, da bt ngd phat
hién ra réng chét liéu vach té bao so cép bao gém cac vi soi, da duoc tach soi dén
murc thich hop, sao cho thong sb vé d6 dong nhat vé thanh phan cta ché pham,
thong sb tach soi cla chét liéu vach té bao so cép, hodc théng sd déng nhét soi cua
chét liéu vach té bao so cép c6 gia tri thich hgp co thé duoc st dung dé tao ra ché
phdm 1am sach ma khi pha lofing c6 d6 tao bot t6t va bot bén lau hon.

Theo d6, theo khia canh thir nhat, muc dich ciia sang ché 14 cung cip ché
pham 1am sach, chira

a. nudc

b. mdt hodc nhiéu chit hoat dong bé mit tay rira véi lugng nam trong khoang

tr 0,01 dén 70% trong luong va



29742

c. chét lidu vach té bao so clp duge tach soi chta céc vi soi véi lwong nam
trong khoang tir 0,1 dén 4% trong lrong

trong do

o chit lidu vach té bao so cép thu duoc tr m6 nhu moé thuc vat,

o it nhét 80% trong Iugng cla céac vi soi ¢6 duong kinh nhé hon 50 nm; va

e ché phdm l1am sach c6 théng sé ddng nhit vé thanh phan CHP it nhit 13

0,030.

Tuong tu, theo khia canh thtr hai, muc dich cia sang ché 1a cung cip ché
pham 1am sach, chira

a. nudc

b. mdt hodc nhidu chét hoat dong bé mit tdy rira voi lugng nim trong khoang
tir 0,01 dén 70% trong lugng va

c. chét liéu vach té bao so cép duge tach sgi chira cac vi soi voi luong ndm
trong khoang tir 0,1 dén 4% trong luong

trong do

e chét liéu véch té bao so cap thu duge tir mé nhu md thuce vat,

e it nhit 80% trong luong cta céc vi sgi c6 dudng kinh nho hon 50 nm; va

o chit liéu vach t& bao so cip duogc tach soi c6 thong sb ddng nhit soi FHP it

nht 12 0,022.

Tuong ty, theo khia canh thtr ba, muc dich cua sang ché 13 cung cdp ché
pham 1am sach, chira

a. nudc

b. mot hodc nhidu chét hoat déng bé mat tdy rira véi lwong ndm trong khoang
tir 0,01 dén 70% trong lugng va

c. chét liéu véach té bao so cép duoc tach sgi chira cac vi sogi véi lugng nam
trong khoang tir 0,1 dén 4% trong luong

trong dé

o chit liéu vach té bao so cép thu dugc tr mé nhu mé thuc vit,



29742

e it nhat 80% trong luogng cua cac vi sgi ¢6 dudng kinh nho hon 50 nm; va
e chét liéu véch té bao so cép dugc tach soi c6 thong s6 tach soi FDP it nhét

120,10 Hz.

Cac ché phdm lam sach theo sang ché thuong & dang léng, gel hodc bot
nhio.

Céac ché phdm lam sach c¢6 dic tinh mong mudn bao gdm ting cudng d6 én
dinh bot ¢6 thé duoc diéu ché bang cac phuong phép bao gdm bude xir Iy 1am bién
dang cao. Do d6, theo khia canh thtr tw, muc dich ciia sang ché 1a dé xudt phuong
phap diéu ché ché pham lam sach, trong d6 ché phim 1am sach chia

a. nudc

b. mot hodc nhiéu chit hoat dong bé mat téy rua voi luong nam trong khoang
tir 0,01 dén 70% trong luong va

c. chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi chira céac vi sgi véi luong nam
trong khoang tir 0,1 dén 1% trong luong;

va trong do

e chét liéu vach té bao so cép thu dugc tir mé nhu moé thuc vit,

e it nhat 80% trong lwong cua cac vi soi ¢ dudng kinh nho hon 50 nm;

va trong d6 phuong phap bao gém cac bude

i. cung cap ngudn chit lidu vach té bao so cap;

ii. phan tan chét liéu vach té bao so cip trong pha. nudc, tu dé tao ra dung
dich phan tan trong nudc chira chét liéu vach t& bao so cp véi lugng nam trong
khoang tir 0,1 dén 1% trong luong; |

iii. xir ly dung dich phén tan trong nudc dé thu dugce dung dich phan tan gdm
chét liéu vach t& bao so cip duoc tach soi, qua d6 viée xir 1y bao gdm budce xir Iy
lam bién dang cao dugc chon tir qué trinh dong nhat 4p suit cao vdi 4p suét trong
khoang tir 500 dén 2000 bar va xir Iy vi héa long vé6i 4p suét trong khoang tir 500
dén 2000 bar;
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Trong d6 céc thanh phan khac cia ché phdm 13m sach duoc tron doc lap vao
pha nudc trude bude ii, gifta cac budc ii va iii, sau budec iii.

Tuong ty nhu vay, theo khia canh th®r ndm, muc dich cta sang ché 1a cung
cAp phuong phap diéu ché ché pham lam sach, trong d6 ché pham lam sach chira

a. nudc;

b. mot hodc nhiéu chat hoat dong bé mat tiy rira véi luong nam trong khoang
tir 0,01 dén 70% trong luong va

c. chét liéu vach té bao so cép dugc tach sgi chira cac vi sgi voi lugng nim
trong khoang tir 0,1 dén 4% trong lugng;

va trong do

e chit lidu vach té bao so cép thu duoc tr m6 nhu mé thuc vat,

e it nhat 80% trong luong clia cac vi soi c6 dudng kinh nhé hon 50 nm;

va trong d6 phwong phap bao gdém céc budc

i. cung cép ngudn chét liéu vach té bao so cap;

ii. phan tan chit liéu vach té& bao so cip trong pha nudc, tir d6 tao ra dung
dich phan tan trong nuéc chira chit liéu vach té bao so cdp véi lugng nim trong
khoang tir 0,1 dén 4% trong luong;

iii. xr Iy dung dich phén tan trong nudc dé thu dugc dung dich phén tan gdm
chét lidu véach té bao so cép dugc tach soi, qua do6 viéc xur ly bao gém mot hodc
nhiéu buée xir 1y 1am bién dang cao va trong qua trinh x1r Iy sao cho théng sb tach
soi FDP ctia chét liéu vach t€ bao so cép duoc tach soi it nhat 1a 0,10 Hz hoic
thong s ddng nhat soi FHP cia chét liéu vach té bao so cip duoc tach soi it nhét 12
0,022;

trong d6 cac thanh phﬁn khac cia ché phém lam sach dugc tron doc lap vao
pha nudc trude bude ii, gitta cac budce ii va iii, hodc sau budec iii.

Céc phuong phép theo sang ché mang lai ché phim lam sach c6 cac dic tinh

mong mudn, bao gdm ca do 6n dinh bot duge ting cudng néi trén. Do d6, theo khia
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canh thtr sdu, muc dich cia sang ché 1a cung cép ché phém 1am sach c6 thé thu
duge bang phuong phép theo khia canh thir tr va/hozc thir ndm cia sang ché.

Theo khia canh thir bay, muc dich ciia sang ché 13 cung cép cach dung chét
liéu véach té bao duoc tach soi ¢6 chura cac vi soi dé tang do 4n dinh bot cta ché
phém lam sach chita nudc va mdt hodc nhiéu chit hoat dong bé mit téy rira voi
luong nam trong khoang tir 0,1 dén 70% trong luong, trong d6 ché phdm c6 thong
s6 ddng nhit vé thanh phan CHP it nhit 13 0,030.

Theo khia canh thr tdim, muc dich cta sang ché 13 cung cip cach dung chét
liéu véach té bao duoc tach soi c6 chta cac vi soi dé tang do 4n dinh bot cua ché
phém lam sach chita nudc va mdt hodc nhidu chét hoat dong bé mit téy ria voi
luong nim trong khoang tir 0,1 dén 70% trong lugng, trong d6 ché phim c6 théng

s6 tach soi FDP it nhit 12 0,010 Hz.

M ta vin tit cac hinh vé
Hinh 1 thé hién anh hién vi ddng tiéu quét laze ctia Vi du so sanh A.
Hinh 2 thé hién anh hién vi dong tiéu quét laze ctia Vi du 3.

MO ta chi tiét sang ché

Bat ky dic diém nao ctia mot khia canh cla sing ché nay co thé duoc st
dung & bét ky khia canh nao khéc cia sang ché. Tir "bao gém" c6 nghia 13 "bao
ham" nhung khéng nhat thiét 12 "hop thanh tir" hodc "cau thanh tir". N6i cach khéc,
cac budce hodc céac lua chon dugc liét ké khong can phai déy dt. Can luu y réng cac
vi du dua ra trong md ta du6i ddy nham muc dich 1am sang t6 sang ché va khong
nhim dé han ché sang ché trong nhitng vi du d6. Twong tu, tit ca phan tram 13 ty 18
phan tram trong luong trr khi ¢6 chi dinh khéc. Trir nhitng vi du van hanh va so
sanh, hodc nhifng noi duge chi ra mot cach 16 rang, tit ca cac sb trong mo ta nay
thé hién luong chét hodc cac diéu kién phan tng, céc tinh chét vat ly cua chét

va/hodc cach dung dugc hiéu nhu da dugc stra doi bai tur "khoang". Trur khi dugce
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chi dinh khac, cac diy sb duoc biu dién dudi dang "tir x dén y" duge hiéu 1a bao
gém caxvay. DPéi v6i diém dac trung cu thé, pham vi uu tién dugc mo ta dudi
dang "tir x dén y", diéu nay dwoc hiéu 13 tit ca cac khoang két hop cac diém cubi
khéc nhau ciing duoc dy tinh. V6i muc dich clia sang ché nhiét d6 méi truong xung

quanh dugc dinh nghia 13 nhiét d¢ khoang 20 d6 C.

Ché pham 1am sach

Ché phém 1am sach theo bat ky khia canh ndo ctia sang ché 13 ché phdm
diing @& hd tro viée lam sach, dién hinh trong méi truong gia dung. Ché phim 1am
sach t6t hon & dang 16ng, gel hodc bdt nhio, t5t hon nita 12 ¢ dang léng. Do do,
duoc wu tién 1a ché phém lam sach theo sang ché 13 ché phdm lam sach dang long.
Dang va cong thitc diéu ché ché phim chinh x4c cia ché phdm c6 thé thich hop dé
thich nghi v6i kiéu tng dung du dinh, nhu d3 biét béi ngudi cé hiéu biét trung binh
trong linh vuc. Vi du nhu, dang dugc vu tién s& 12 ché phim ria bat bang tay, hodc
ché phim 1am sach bé mat cting. Tuy nhién, cac loai ché phdm lam sach khac ciing
duoc tinh dén. Ché phém lam sach chira nudc, mot hodc nhidu chét hoat dong bé
mat tiy rira va chét lidu vach té bao so cap dugc tach soi. Ngoai ra, ché pham lam
sach c6 thé chua céc thanh phan khac dién hinh cho cac ché phdm 1am sach nay. Vi
du nhu, ché phdm ciing c6 thé chta céc chit hoat dong bé mit khong chira chét ty
rira, chat bao quén, v.v.

Chét hoat dong bé mit

C6 rét it han ché v& loai hoic lugng chét hoat dong bé mat téy rira. Chét hoat
dong bé miit téy rira c6 thé 12 mét loai chat hoat dong bé mat, hodc 1a hdn hop cua
hai hodc nhiéu chét hoat dong bé mat. Chit hoat dong bé mat téng hop t8t hon 1a
tao thanh mat phﬁn chinh trong mdt hodc nhiéu chit hoat dong bé mit téy rira. Do
d6, mot hodc nhiéu chét hoat dong bé mit téy rira tot hon 12 dugce chon tir mot hoac
nhiéu chét hoat dong bé mit anion, chat hoat dong bé mit cation, chét hoat dong bé

mat khong ion, chét hoat dong bé mat ludng tinh va chét hoat dong bé mit ion
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ludng tinh. Tét hon nita 13, mot hodc nhiéu chét hoat dong bé mit téy rira 13 chét
hoat dong bé mit anion, khéng ion, hodc 13 su két hop cta chit hoat dong bé mit
anion va khéng ion. Céc hdn hop cia chéat hoat déng bé mit anion va khéng ion
téng hop, hoac hé chét hoat doéng bé mit anion hodc hdn hop cac chét hoat dong bé
mit anion, chit hoat dong bé mit khong ion va chét hoat dong bé mit ludng tinh
hodc ion ludng tinh déu c6 thé duogc st dung tiy theo lya chon ctia ngudi didu ché
theo cong thurc déi véi dung dich lam sach can thiét va luong can thiét cta ché
pham 1am sach.

Néi chung, chét hoat dong bé mit ¢ thé duge chon tir cac chit hoat dong bé
mit dugc mo6 ta trong sach gido khoa ndi tiéng nhu "Surface Active Agents" tap 1,
cha Schwartz & Perry, Interscience 1949, tdp 2 cta Schwartz, Perry & Berch,
Interscience 1958 va hodc phién ban hién tai ciia "McCutcheon's Emulsifiers and
Detergents” do Cong ty Manufacturing Confectioners xudt ban hoic trong
“Tenside-Taschenbuch", H. Stache, 2™ Edn., Carl Hauser Verlag, 1981;
“Handbook of Industrial Surfactants” (4™ Edn.) cia Michael Ash va Irene Ash;
Synapse Information Resources, 2008.

Chét hoat dong bé mit anion c6 thé bao gém xa phong (mudi cia axit béo).
Puoc uu tién 13 xa phong dugc 1am bang cach trung hoa axit béo cia dira dugce
hydro héa, vi du nhu Prifac® 5908 (ctia Croda). Hon hop ctia axit béo bdo hoa va
khéng bio hoa ciing ¢ thé dugce str dung.

Chét hoat dong bé mit tiy rira khong ion duge biét dén trong k¥ thuat. Chét
hoat dong bé mat khéng ion dugc uu tién 1a ruou dugce etoxyl héa c6 tir 12 dén 18
nguyén tir cacbon, bao gdm tir 3 dén 9 don vi etylen oxit trén mdi phan tir. Pugc wu
tién hon nira 1a rugu dugc etoxyl hod mach thing bac mét c6 tir 12 dén 15 nguyén
ttr cacbon vé6i trung binh tir 5 dén 9 nhém etylen oxit, t6t hon nita 14 trung binh 7
nhom etylen oxit.

Céc vi du vé chit hoat dong bé mit anion tong hop thich hgp bao gdm natri

lauryl sulphat, natri lauryl ete sulphat, amoni lauryl sulphosucxinat, amoni lauryl

-10-
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sulphat, amoni lauryl ete sulphat, natri cocoyl isethionat, natri lauroyl isethionat va
natri N-lauryl sarcosinat. Pugc uu tién nhét 13 chét hoat dong bé mat anion téng
hop bao gdm chit hoat dong bé mit anion téng hop alkylbenzen sulphonat mach
thing (LAS). Chét hoat d6ng bé mit anion tdng hop khac thich hop trong sang ché
nay la natri rugu etoxy-ete sulphat (SAES), t6t hon 14 chtra ham lugng cao natri
ruou C12 etoxy ete sulphat (SLES). Tét hon 12 ché phim chira LAS.

Trong mot sb phuong 4n, mot hoac nhiéu chét hoat dong bé mit téy rira tot
hon 1 chira anion tdng hop vé6i cac chit hoat tinh tdy rira khong ion va chit hoat
dong bé mit ludng tinh tlty chon, bao gbm amin oxit.

Trong cac phuong an khéc, dugc uu tién 1a mot hoédc nhiéu cht hoat dong bé
mat tdy rira bao gém hai chit hoat dong bé mat anion khac nhau, t6t hon 13 alkyl
benzen sulphonat mach thang va sulphat, vi du nhu LAS va SLES.

Cac chat hoat dong bé mit anion téng hop ¢6 thé c6 mit, vi du nhu, véi
lugng trong khoang tir 5% dén khoang 70% trong luong ctia mot hozc nhiéu chit
hoat dong bé mit tay rira.

Céac ché phém lam sach c6 thé chia thém chit hoat dong bé mat ludng tinh,
trong d6 chit hoat dong bé mit ludng tinh c6 mat voi ndng do6 trong khoang tir 1
dén 20% trong luong, t6t hon 13 tir 2 dén 15% trong lugng, t6t hon nita 12 tir 3 dén
12% trong lugng cua mot hodc nhiéu chét hoat dong bé mit. Cac vi du dién hinh vé
céc chat hoat dong bé mit ludng tinh va chét hoat déng bé mit ion ludng tinh thich
hop 14 alkyl betain, alkylamido betain, amin oxit, aminopropionat, aminoglyxinat,
hop  chit  imidazolinium  ludng  tinh,  alkyldimetylbetain  hodc
alkyldipolyetoxybetain.

Ché phdm lam sach theo bat ky khia canh nao ctia sang ché chtra mot hoic
nhiéu chit hoat dong bé mat téy rira voi luong nam trong khoang tir 0,01 dén 70%
trong luong. Tbt hon 13, ché phém lam sach chtra mdt hodc nhiu chét hoat dong bé
mit tiy rua trong khoang it nhét 0,2% trong lwong, t6t hon nita 13 it nhit 0,5%

trong luong, thdm chi t5t hon nira 1a it nhit 1% trong luong, tham chi t6t hon nira 13
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it nhat 5% trong lugng, con 8t hon nia 13 it nhat 10% trong lugng, va tdt hon nita
1a it nhit 15% trong lugng. Ché phim lam sach t6t hon 14 chtra mdt hodc nhiéu chét
hoat dong bé mit téy riza voi luong t5i da 60% trong lugng, t8t hon nita 1a dén 50%
trong lugng, thadm chi t5t hon nita 1a dén 40% trong lwong, con t6t hon nita 13 1én
dén 35% trong luong, con t6t hon nita 12 dén 30% trong luong va t5t hon nita 1a
dén 25% trong lugng. Do do, ché phém lam sach t6t hon 12 chira mét hodc nhiéu
chét hoat dong bé mit voi lugng nim trong khoang tir 0,2 dén 60% trong luong, tdt
hon nita 14 tir 0,5 dén 50% trong luong, tham chi t6t hon nita 1a tir 1 dén 40% trong
lugng, con t6t hon nita 14 tir 5 dén 35% trong luong, t6t hon nita 1a tir 10 dén 30%
trong lugng va t6t hon nita 1a tir 15 dén 25% trong luong.

Chét liéu vach té bao so cép

Pdi v6i muc dich cia sang ché, "chét liéu vach té bao so cép" duogc dinh
nghia 12 chét liéu vach té bao, tir d6 tAt ca cac thanh phan hoa tan trong nuéc lanh
déu duoc loai b, tirc 1a & nhiét dd khoang 20 d6 C. Pidu nay c6 thé dé dang dat
duogc bang cach rira bang nuée.

Chét liéu vach té bao so cip co nguén gbc (tic 1a da duogc didu ché) tr mo
nhu mo6 thuc vat. Cac vi sgi trong ché phém lam sach theo séng ché 1a cac vi soi thu
duoc tir chét lidu vach té bao so cép. Nguén ctia md nhu mé thuc vét c6 thé 1a bét
ky thuc vat ndo c¢6 chira nhu mé thuc vat c6 khung xenluloza. Vach té bao thuc vat
thuong chira xenluloza va hemixenluloza, pectin va trong nhiéu truong hop 13
lignin (chét gb). Piéu nay trai nguge véi cc vach té bao ciia nAm (duoc 1am bang
chitin), va cua vi khudn, duoc lam bing peptidoglycan. Vach t& bao thuc vit so cap
chi chtra lignin véi s6 lwong nhd, néu c6. Chét liéu vach té bao so cip duoc sir
dung trong ché phdm 1am sach theo sang ché c6 thé chira mot s6 lignin, nhu dudi
10% trong luong tinh trén téng luong chit liéu vach t€ bao, nhung tét hon 12 khéng
chira mdt luong dang k& cac md duge lignin héa. TSt hon 1a chét liéu vach té bao
so cAp bao gdm chu yéu 1a cdc md khong dugc lignin hda nhu duge hiéu béi nguoi

c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc sinh hoc thuc vit.
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T6t hon 1a nguén chét liéu vach té bao so cip duoc chon tir md nhu mo tir
qua, ré, cl, than cu, hat, 14 va su két hop cua chung; tdt hon nita 1a duge chon tr
trai cdy ho cam, qua ca chua, trai dao, qua bi do, trai kiwi, trai tdo, xoai, cu cai
tréng, ct dén, ¢t cai, cu cai vang, ngo, yén mach, Ida mi, ddu Ha Lan va su két hop
cua chung; va thdm chi t5t hon nita 12 duoc chon tur tréi céy ho cam, ca chua va su
két hop cua chung. Ngudn chét liéu vich t& bao so cap dugc wu tién nhét 13 mé nhu
mo tr trai cdy ho cam.

Chét lidu vach t& bao so cAp c6 thé tiy y da trai qua mot s6 budce xit 1y so bd
trude khi né duoc dua vao trang thai tach sgi. Cac phuong phap xir ly so b nhu
vy bao gdm nhung khong gi6i han viéc gia nhiét, ndu, rira, tinh ché, phan giai
pectin, mién 13 chét lidu vach té bao duoc tach c6 chia vi soi c6 mit trong ché
phim lam sach theo yéu ciu clia sang ché. Do d6, m6 nhu mé c6 thé dugc cung cap
& dang nguyén chét.

Cac vi soi

Trong bdi canh ciia sang ché nay, cac vi soi ¢6 trong hodc c6 ngudn gde tir
chét liéu vach té bao so cép 13 cac cau truc soi tu lién két bén vitng thuong duogc
tim thdy trong cac vach té bao thuc vat. Trong md thuc vat ty nhién, chiing thudng
c6 mat dudi dang khdi két tu tir vai chuc nanomet dén vai micromet. Nhiing khéi
két tu nay bao gém céc vi soi khong phan tich duge. Nhitng vi s¢i khong phén tach
duge nay da dugc bibt dén. Vi soi dién hinh thudong bao gdm khoang 36 chudi
polyme glucoza beta-1-4 dugc sip xép.

Ché phim lam sach theo sang ché chira chit liéu véch t& bao so cép duogc
tach soi chira cac vi sgi vai lugng nam trong khoang tir 0,1 dén 4% trong luong. 0
day, % trong luong cua toan bd ché pham dua trén trong lwong khé cua chét liéu
véch té bao so cip, tir 46 tat ca cac thanh phan hoa tan trong nudc lanh déu duoc
loai b6 (tirc 12 phan khong hoa tan, ciing dugc hiéu 13 phdn soi). Lugng chit liu
vach té bao dugc tach soi c6 thé dugc chon phi hop dé thu duoc hiéu qua mong

mudn va phu thudc vao dang san phém tong thé. Vi du, no c6 thé phu thude vao
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muc dd pha lodng dién hinh khi st dung va luong chét liéu vach té bao duoc tach
soi can thiét trong chat sti bot khi tao thanh dé cung cép d6 6n dinh bot duoc tang
cuong cho chét sui bot. Tét hon 13, luong chét liéu vach té bao duogc tach soi trong
ché phim 1am sach theo sang ché nim trong khoang tir 0,2 dén 3% trong luong, tdt
hon nita 1a tir 0,3 dén 2% trong luong, t8t hon nita 14 tir 0,5 dén 1,5% trong luong
va thdm chi t6t hon nita 13 tir 0,7 dén 1,2% trong luong.

Tt hon 13, cac vi soi thu duoc tix chét lidu vach t& bao so cp bang cach loai
b6 dudng hoa tan va dudng khong lién két, protein, polysacarit, cac loai dau hoa
tan trong dau, sap va phytochemical (vi du caroten, lycopen). Piéu nay dat duoc
mdt cach thich hop bang viée st dung cac k¥ thuat da biét bao gém cit cac chit
liéu vach té bao, ndu, rira, ly tAm, ling gan va sdy kho nhu d3 biét voi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuec.

T&t hon 14 chét liéu vach t& bao so cAp chira cac vi soi v6i lugng nim trong
khoang it nhét 13 50% trong luong, t6t hon nita 12 it nhit 60% trong lurong, tham chi
tt hon nita 12 it nhat 70% trong luong, con tdt hon nita 14 it nhat 80% trong luong,
tham chi con t6t hon nita 13 it nhét 90% trong luong va t5t nhét 1a chét liéu vach té
bao so cip bao gbm chu yéu 14 céc vi soi. O day % trong luong dugc dya trén trong
luong kho cta chét liéu vach té bao so cép va cac vi soi.

Vach té bao thuc vat, dic biét 12 mé nhu md bao gdm hemixenluloza va
pectin thém vao xenluloza. Do d6, cac vi soi trong chét liéu vach t& bao so cép
thudng c6 thé bao gdm xenluloza, hemixenluloza, va pectin. Tuy nhién, chat lidu
véch té bao so cAp cua sang ché khong nhét thiét phai chira hemixenluloza va/hoic
pectin. Hemixenluloza hodc mdt ph?m cua chung cé thé da duoc loai bd khi chit
lidu véach t& bao so cip duoc diu ché tir m6 nhu mé thuc vét. Do d6, chét lidu vach
t& bao so clp cua sang ché bao gdm tity chon hemixenluloza, vi du nhu véi lugng
tir 0 dén 40% trong luong. Tt hon 1a chit lidu vach té bao so cép bao gdm

hemixenluloza, t6t hon 13 véi lugng lén dén 40% trong luong, vi du nhu tir 5 dén
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40% trong luong, va tét hon nita 13 v6i lugng nam trong khoang tir 10 dén 30%
trong luong.

Tuong tu nhu vdy, pectin hodc mot phﬁn cua chung cé thé d3 dugc loai bd
khi cac chit liéu véch té bao so cép duge diéu ché tir m6 nhu mé thuc vét. Do d6,
chét liéu véach té bao so cip cia sang ché bao gdm tuy chon pectin, vi du nhu véi
luong tir 0 dén 30% trong lugng. Tt hon 14 chét liéu vach té bao so cip bao gdm
pectin, t5t hon 1a véi luong 18n dén 30% trong lugng, vi du nhu tir 5 dén 30% trong
luong, va tét hon nira 12 v6i luong nam trong khoang tir 10 dén 20% trong lwong.

Tét hon 1a chét liéu véch té bao so cp theo sang ché bao gdm hemixenluloza
va pectin.

Chét liéu vach té bao so cip trong ché phdm lam sach theo sang ché chira
chét liéu vach té bao duoc tach soi, tirc 14 cac vi soi tao nén nhiing sgi cé trong
véch té bao so cip it nhét cling duoc tach roi mét phan ma khong pha v& ching.
Mirc d6 thodt rdi vao nhau cung cép ché pham lam sach theo sang ché véi cac dic
tinh déng ngac nhién ctia n6. Cac thong sé CHP, FHP va FDP déu tuong quan véi
mirc d6 thoét rdi vao nhau nay.

Tét hon 1a chidu dai trung binh cta cac vi soi tir chét lidu véach t& bao so cp
duoc tach soi 1a 16n hon 1 micromet va t5t hon 14 16n hon 5 micromet.

ft nhat 80% trong luong cia cac vi sqi c6 dudng kinh nhé hon 50 nm. Tt
hon 14 it nhat 80% trong luong cla céc vi soi c6 dudng kinh nhé hon 40 nm, tbt
hon nita 12 nhé hon 30 nm, thdm chi t6t hon nita 13 nh6 hon 20 nm va con tdt hon
nita 12 nhé hon 10 nm. Pudng kinh vi soi ¢6 thé dugc x4c dinh phit hop bang cach
str dung phuong phap mé ta trong phan Vi du duéi day.

Chét lidu té bao so cip dugce tach sgi mot cach thich hop bang cach tic dong
n6 bing ning luong co hoc va/hoic tao khoang trng do dé do d6 tach roi cac vi
soi chira xenluloza. Piéu nay co thé dugc thuc hién nhu 1a mét phﬁn cla quy trinh
dé thu duoc céc vi soi tur chét liéu vach té bao so cép, do d6 tao ra chét liéu vach té

bao dugc tadch soi duoc phan 1ap c6 chita cac vi soi. Ngoai ra, chat liu vach té bao
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so cAp c6 thé duge két hop véi mot hodc nhiéu thanh phan khéc ctia ché phdm lam
sach (ké ca vi du chat hoat dong bé mait), trong d6 hdn hop cubi phai chiu ning
luong co hoc va/hoidc tao khoang tréng, do d6 1am thodt rdi vao nhau céc vi sgi
trong cac soi xenluloza. Mtrc tach soi can thiét cling cé thé dat duoc béng mot loat
céc phuong phéap xir ly thoét rdi vao nhau khac nhau, vi dy nhu bang céch trudc
tién xir 1y luc cit cao phin phan tan ctia chét ligu vach té bao so cip va & giai doan
sau d6 tiép tuc xir Iy luc cit cao hdn hop trén trude cua ché pham 1am sach. Ngoai
ra, néu qu4 trinh xir Iy so bd ctia chit liéu vach té bao so cip cung cip du do thoat
161 vao nhau dé tao ra mirc tach soi can thiét trong ché phém lam sach thanh phém,
thi ¢6 thé dap tng nhu clu néu céc bude san xudt trong d6 chit lidu vach té bao so
chp duoc két hop véi cac thanh phan khéc cia ché pham 1am sach chi bao gém céc
budc tron luc cit tuong dbi thép.

Xenluloza trong céc vi sgi trong chét liéu vach té bao so cép duogc tach soi
trong ché pham bat ky theo sang ché nay t6t hon 1 ¢6 mirc do két tinh trung binh
duéi 50%. Tt hon 12 mirc d6 két tinh trung binh ctia xenluloza trong céc vi soi 13
dudi 40%, tot hon nita 13 dudi 35% va thadm chi t8t hon nita 1a duéi 30%. Bang
dudi day cho thiy mirc do két tinh trung binh cla cac ngudn vi soi xenluloza dién
hinh. Bang cho thy xenluloza trong chit liéu véch t& bao so cip ¢6 ngudn gdc tir
md nhu mé thuc vat thuong c6 do két tinh dudi 50% trong lugng.

Bang 1: Mirc d6 két tinh trung binh ctia xenluloza (tAt ca cac xenluloza I da

hinh)

Nguén Do két tinh trung binh (%)
Soi ca chua 32
Soi cam (Citrus Fiber AQ + N) 29
Nata de Coco 74
Boéng 72
Soi bot gb (Meadwestvaco) 61
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Soi ¢ cai mau trang (Nordix Fibrex) 21
Soi hat dau (PF200vitacel) 42
Soi yén mach (780 Sunopta) 43
V6 hat ngd (Z-trim) 48
Soi mia duong (Ultracel) 49

Murc dd két tinh trung binh ¢6 thé duge xac dinh phi hop theo mo ta trong
phén Vi du dudi day.

Thong s6 ddng nhét vé thanh phan CHP

Theo khia canh dau tién cta sang ché, ché phim lam sach c6 thong s6 dong
nhit vé thanh phan CHP it nhét 13 0,030. CHP cung cip thude do cho mirc d6 ma
chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi, dua trén kinh hién vi déng ti€u quét laze
(CSLM) duogc thuc hién trén mot mau duogc chudn hoa bao gém chéit liéu vach té
bao duoc tach sgi. CHP cua ché phém lam sach duoc thiét lap theo quy trinh sau.
Cac quy trinh dé thiét 14p céc thong sb bao gdm ba phan: didu ché mAu, kinh hién
vi CSLM dé thu dugc hinh anh hién vi ctia mau, va phan tich hinh &nh k¥ thuit )
dé tinh gi4 tri CHP.

Do d6, quy trinh bao gdm céac budc diéu ché mau gém

a. diéu ché 300 ml miu dung dich nuéc c6 néng d6 duoc chuin héa & nhiét
dd phong tur ché pham lam sach, trong d6 mau c6 ndng do dugc chudn héa chira
céc vi soi ¢6 trong chét lidu vach té bao so cp duoc tach soi véi ndng d6 0,100%
trong luong so véi trong luong cua mAu duoc chudn hoa;

b. phan bd ddng déu chat lidu vach té bao so cép trén khéi luong mau ¢
ndng do duoc chuén héa bang cach khudy miu véi may khudy diia Silverson dugc
trang bi man hinh nhé ¢6 16 Imm & tbc dd 2000 vong/phut trong 60 gidy;

c. nhudm céc vi soi bang cach cung cip dung dich nuéc cat 0,5% trong

luong/thé tich cta thude nhudm Congo Red va cho phan phan udc ctiia miu dugc
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chuén hoéa tiép xtc véi luong dung dich Congo Red, trong d6 lugng 13 1,0% thé
tich so v&i thé tich ctia phan phén wéce ctia mau dugc chuén hoa;

d. 6 ddy dung cu chira mAu pht hop dé thuc hién CSLM véi phan phéan ude
ctia mau duoc chuin hoa di nhudm.

Vi dy, trong budc ¢, 2ml mau duoc chudn héa duoc tiép xic véi 20 pl dung
dich Congo Red. P& dam bao phan b6 thudc nhudm trong ca mau, nd c6 thé duoc
l4c nhe.

Dung cu chita mau cta buéce d thich hgp bao gdm hai mit ngoai cach nhau
bang miéng dém c6 156 khoan c6 khéi lugng du dé cho phép ghi lai di cac anh hién
vi d& phan tich hinh anh k¥ thuét s nhu m6 ta duéi day.

Pé ¢6 dugc cac anh hién vi, quy trinh bao gdm cac budc sau:

e. hinh anh mau dugc chun hoa dugc nhudm véi kinh hién vi laze quét déng
vi duoc trang bi dén ludng cuc dugc bom laze trang thai ran phét ra & budc séng
561 nm va hoat ddng véi cong suét laze cb dinh, st dung thau kinh 10x v6i khéu do
s6 12 0,40 va do d6 ghi it nhét 12 25 anh chup doc 1ap & d phan giai 1024 x 1024
pixel, mdi pixel dai dién cho mét kich thudce mau trong pham vi tir 1490 x 1490 nm
dén 15400 x 1540 nm, diéu chinh C\j:(‘)ng d6 va cac thiét 1ap lai sao cho trong mdi
hinh anh ndm trong khoang tir 0,1 dén 5% pixel 14 cac diém anh déu bdo hoa va ghi
lai cac anh hién vi & d6 su mau it nhat 14 8 bit/pixel.

CHP 1 thuée do lién quan dén chét liéu vach té bao so cap. Do d6, cac anh
hién vi nén duoc ghi lai trong khi tranh hinh anh cua bong béng khi hodc canh mau.
Tuong tu nhu vay, cAn c4n than dé tranh hinh anh c4c vat thé khac c6 kich thudc vi
md khong bit ngudn tir chat lidu vach té bao so cAp duogc tach soi. Piéu nay co thé
duoc thuc hién thuén tién vi du béng cach loai bo nhiing vat thé c6 kich thude vi
md trong quy trinh diéu ché miu & budc a hodc bang cach tranh ching trong miu
trong khi thu thap anh vi mo.

Thong thuong, mot hodc nhiéu dén 6ng nhan quang dién dugc sir dung nhu

may do 4nh sang trong kinh hién vi. T4t hon 13 kinh hién vi dugc trang bi ba dén
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bng nhan quang dién (PMTs). Céc anh vi mb ddc 1ap 1a cac anh vi md khong chéng
chéo, ca trén mit phing x-y va theo huéng z. Cic anh vi md ¢ thé duoc ghi lai &
d6 su mau cao hon 8 bit (vi du & 24 bit RGB), vi didu nay c6 thé dé dang chuyén
ddi sang do sau mau thip hon bang cac phuong tién da biét.

Phén phén tich hinh 4nh k§ thuat sd cua quy trinh bao gdém cac budc sau:

f. dam bao réng cdc anh vi m6 ¢6 mit dudi dang hodc duoc chuyén ddi thanh
dinh dang v&i gié tri cudng d6 duy nhét cho mdi pixel;

g. chuin hoa timg anh vi md riéng 1é bang cach tinh lai cac gia tri pixel cta
hinh 4nh sao cho pham vi cic gié tri pixel dugc st dung trong birc anh bang véi
pham vi t6i da cho d§ siu mau nhét dinh, do d6 yéu cau 0,4% cac diém anh tré nén
béo hoa;

h. thu dugc ting anh vi mo riéng 1€ cla tung biéu dd hinh anh va loai bo dot
bién tr mdi biéu dd bang cach kiém tra biang mit;

i. v6i ting biéu dd hinh anh riéng 1é xac dinh d6 rong t6i da tai nira cuc dai

(FWHM), bang cach trudc tién xac dinh sé dém tdi da trong biéu dd va kénh c6 s6
luong i da nay (kénh tdi da), sau d6 dém sb N ciia cac kénh giita kénh dau tién
chia gia tri bang hodc cao hon mot nira cuc dai va kénh cudi cing ¢6 chua gia tri
br:ing hodc cao hon mot nira cuc dai do dé bao gém ca kénh dau tién va cudi cung
nay trong s& N va sau d6 tinh toan FWHM bang cach chia s§ N cho tong s kénh;

j. tinh théng sb ddng nhét vé thanh phan CHP, trong d¢6 CHP 14 gia tri trung
binh cua cac gia tri FWHM thu dugc cho tung anh vi mo riéng 1é.

Céc bude phan tich hinh anh k§ thuét sé ¢ thé dugc thuc hién bang cach sir
dung phin mém phéan tich hinh dnh ndi tiéng bao gém vi du ImageJ. Két qua ctia
budc f phai 1a hinh anh c6 dinh dang, trong d6 cuong do cho mdi diém anh duoc
thé hién duéi dang mot gia tri duy nhéit. Day 1a vi du trudng hop néu hinh anh 1a
hinh 4nh "dai mau xam". Nguoc lai, cac hinh anh & dinh dang RGB hodc dinh dang
¢6 lién quan c6 ba gid tri cuong do trén mdi diém anh nén duoc chuyén dbi. Piéu

ndy dé dang dat dugc boi cac hoat dong da biét trong linh vuc phéan tich hinh &nh
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k§ thuét sd. Vi du vé dinh dang du ra phu hop s& 13 hinh 4nh dai mau x4m véi 8
bit trén mdi diém anh.

Hoat dong chuén hoéa cta bude g thudng duoc biét dén nhu 14 thao tac kéo
dai biéu dd hoic ting do twong phan. Viéc chuan hoa duoc thuc hién bing cach cho
phép mét ty 16 nhod diém anh trong hinh anh trd nén bio hoa. D bio hoa & day bao
gdm ca gia tri t6i thiéu va t8i da cho do sdu mau di cho. Trong hinh anh dai mau
xam 8 bit, gié tri tdi thiéu s& 13 0 va thudng duge hién thi bing mau den, trong khi
gié tri t81 da 12 255 va thudng duoc hién thi bang mau tring. Biéu d6 anh cia budc
h 13 dic tinh da biét déi véi cac hinh anh k§ thuét sb, dai dién cho su phan bo ctia
cac diém anh trén cac cuodong do co thé thuc hién dugc, b%mg cach cung cép s6 diém
anh cho mdi kénh cudng do. Ddi véi muc dich loai bé dot bién & budce h, gia tri cia
kénh cu thé duge coi 12 tang dot ngot néu né cao hon dang ké so véi gid tri clia cac
kénh lién k&, dién hinh it nhét 1a yéu 6 16n hon 1,5. Kénh thap hon nira cuc dai &
budc i twong Gng v6i kénh cé chira mot nua sb cuc dai xa nhit so véi kénh cuc dai
& phia cudng do thip ctia kénh cuc dai. Tuong tu, kénh nira cuc dai trén tuong Umg
v6i kénh c6 chira mdt nira sb cuc dai xa nhit so v6i kénh cuc dai & phia cuong d6
cao cua kénh cuc dai. FWHM thu duogc trong budc 1 s€ 1a gid tr1 gitta 0 va 1.

Céach dugc wu tién dé thiét 1ap CHP cho ché phém 1am sach 14 bang cach lam
theo quy trinh theo cadch dugc mo ta trong phan Vi du duéi day. Quy trinh trén va
cac vi du cung cip cac phuong phédp do CHP. Tuy nhién, CHP ciing c6 thé dugc
xé4c dinh bing quy trinh khac, mién 12 quy trinh d6 dan dén két qua vat ly tuong tu,
nghia 1a n6 s€ tao ra CHP tuong tu cho ché pham lam sach cy thé nhu quy trinh
trén.

Tét hon 12 ché phdm 1am sach c6 thong sé déng nhat vé thanh phin CHP it
nhét 1a 0,031, t&t hon nita 13 it nhét 0,032, tham chi t5t hon nita la it nhét 0,033,
tham chi t&t hon nita 14 it nh4t 0,040 va con t5t hon nita 13 it nhat 0,050. Tét hon 13,
ché phdm 1am sach c6 CHP nhiéu nhét 14 0,20, t5t hon nita 12 nhidu nhat 0,15, va
tham chi t&t hon nita 14 nhidu nhét 13 0,10.
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Théng s6 dong nhét soi FHP

Theo khia canh th{r hai clia sang ché, murc do tach soi cia chét lidu vach té
bao so cép trong ché phdm 1am sach duoc dic trung béi thong s6 dong nhit soi
FHP. Giéng nhu CHP, FHP dugc do dua trén phan tich cac anh hién vi CSLM,
nhung khéc vé cach miu duge didu ché. FHP duogc xac dinh cho chét liéu vach té
bao so cép duoc tach sgi trong nudc. Nghia la, FHP dugc xac dinh dbi v6i chét lidu
véch té bao so cp riéng biét, khong phai cho ché pham 1am sach dugc tao ra.

Do d6, chit lidu vach t& bao so cép duoc tach soi cua ché phdm lam sach
theo khia canh thé tur cia sang ché c6 thong sb dong nhét soi FHP it nhét 13 0,022.
Chét lidu vach té bao so cap duoc tach soi tot hon 12 c6 théng sb ddng nhét sgi FHP
it nhit 14 0,025, tot hon nita 12 it nhét 0,030, tham chi tot hon nita 14 it nhét 0,035,
con t8t hon nita 12 it nhét 0,040, con tot hon nita 13 it nhét 0,045 va con t6t hon nita
1a it nhét 0,050. Chét liéu vach té bao so cip duoc tach soi c6 thong sb tach soi
FHP nhiéu nhét 13 0,20, t6t hon nita 12 nhiéu nhét 0,15 va tt hon nita 12 nhiéu nht
0,10.

Quy trinh d& thiét 1ap FHP bao gdém ba phan: diéu ché mau, kinh hién vi
CSLM d thu cac 4nh vi mé ctia mau va phan tich hinh anh k§ thuat sé dé tinh gia
tri FHP, turong tu nhu quy trinh dé thiét 1ap CHP.

Do d6, quy trinh bao gdm céc bude didu ché miu gom

a. diéu ché 300 ml mau dung dich nuéc c6 néng d6 dugc chudn héa & nhiét
d0 phong tir chét liéu véach té bao so cép duoc tach soi, trong d6 miu c6 ndng dd
dugc chuin hoéa chia cac vi soi ¢6 trong chit lidu vach té bao so cép duoc tach sgi
véi néng dd 0,100% trong lugng so véi trong lugng cua mau duoc chuin héa;

b. phén phéi ddng déu chat liéu vach té bao so cap trén khdi lwong mau c6
ndng do dugc chuin hoa bang cach khudy mau véi may khudy diia Silverson dugc
trang bi mdt man hinh nho ¢6 16 1mm & tbc d6 2000 vong/phut trong 60 gidy;

c. nhudm céc vi soi bing cach cung cip dung dich nuéc cit 0,5% trong

luong/thé tich ctia thuéc nhuém Congo Red va cho phan phan wéc cia mau duoc
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chuan hoa tiép xtic véi lugng dung dich Congo Red, trong d6 lugng 13 1,0% thé
tich so véi thé tich phan phan udc ciia miu dwoc chudn héa;

d. 1am ddy dung cu chira m3u phi hop dé thuc hién CSLM véi phan phan
uée cua mau duoc chuén héa di duge nhudm.

MAu duge chuin hoa cia chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi c6 thé
duge diéu ché theo nhing cach khac nhau, c6 thé duge lwa chon phit hop tuy thude
vao diéu kién diéu ché chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi va/hoic ché pham
lam sach. Do d6, vi du, mau duoc chuén hoa c6 thé dugc didu ché bfmg céach st
dung phan phén tan bao gém chét liéu vach t& bao so cAp duogc tach soi vé co ban
bi phén tan trong nudc, trong d6 dung dich phén tan cudi cung tir qua trinh tach soi.
Diéu nay dic biét hitu ich, néu chét liéu vach t& bao so cap phai duoc tach soi trude
khi né tiép xtic véi cac thanh phan khac ctia ché pham 13m sach. Giai phap thay thé
c6 thé 1a tach chét liéu vach té bao so cap khoi cac thanh phan khac cda ché phim
lam sach, sau khi c4c thanh phén khac d3 diéu ché xong.

Dé thu duoc cac anh hién vi, quy trinh bao gdm céc bude sau

e. hinh anh mAu duoc chudn héa duoc nhudém véi kinh hién vi laze quét dong
vi dugc trang bi dén ludng cuc duge bom laze trang thai rin phat ra & chiéu dai
budc séng 561 nm va hoat ddng v6i cong suat laze cb dinh, str dung thau kinh 40x
dugc ngdm dau v6i khiu do sb 12 1,25 va do d6 ghi it nhit 12 25 anh chup doc lap &
d6 phan giai 1024 x 1024 pixel, mdi diém anh dai dién cho mét kich thudc miu
trong pham vi tir 350 x 350 nm dén 400 x 400 nm, diéu chinh cudng d6 va céc thiét
1ap lai sao cho trong mdi hinh 4nh nidm trong khoang tir 0,1 dén 5% diém anh déu
bao hoa va ghi lai cac anh hién vi & d6 sau mau it nhét 8 bit/diém anh.

Pang chu y, vat kinh (tirc 14 thau kinh 40x duge ngdm dau) duge st dung
trong quy trinh dé xac dinh FHP khac véi vat kinh dugc sir dung trong quy trinh dé
xé4c dinh CHP (tirc 12 théu kinh 10x).

Céc phan khéc cta quy trinh dé xac dinh FHP - cy thé 14 phan tich hinh anh

k§ thuat sb - theo cac bude twong ty nhu cic bude tir £ dén j ctia quy trinh dugc mo
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t4 & trén dé xac dinh CHP, véi diéu kién rang trong budc j, théng sé dong nhét soi
FHP dugc tinh 13 trung binh cua cac gia tri FWHM thu dugc tir cac anh hién vi
riéng 1€.

Céach dé thiét 1ap FHP cho ché pham lam sach duoc wu tién 13 cach theo quy
trinh duge mé ta trong phan vi du dudi day cho CHP, trong khi phai tinh dén céac
khéc biét trén gitta cac phuong phap do CHP va FHP. Cac quy trinh ¢ trén va cac
vi du cung cép phuong phap do FHP. Tuy nhién, FHP c{ing c6 thé dugc xéac dinh
bang quy trinh khéc, mién 14 quy trinh d6 s& dan dén két qua vat ly tuong tu, tic 13
né sé tao ra cing mdt FHP cho ché pham lam sach cu thé nhu quy trinh trén.

Théng s6 tach soi FDP

Theo khia canh thir ba cia sang ché, murc tach soi cta chét 1iéu vach té bao
so clp trong ché pham 1am sach duoc dic trung béi thong s6 tach soi FDP thich
hop. Cac FDP cung cép thude do cho mirc dd ma céc chit liéu té bao so cép bi tach
soi, dua trén phuong phap NMR (hat nhan cdng huéng tlr) dugc thyc hién trén miu
duoc chuén héa chira cac chit liéu véch té bao dugc tach soi. Gibng nhu FHP, FDP
duogc xac dinh cho chét liéu véach té bao so cép dugc tach sgi phan tan trong nudec.
Nghia 13, FDP duoc xé4c dinh cho chat liéu vach té bao so cip riéng biét, khong
phai cho ché phim lam sach dugc diéu ché hoan chinh.

Do d6, chat lidu vach té bao so cép duoc tach soi cia ché phém lam sach
theo khia canh thir ba cua sang ché c6 théng sb tach sgi FDP it nhét 12 0,10 Hz. Tét
hon 14 céc chét liéu vach t& bao so cép dugc tach sgi c6 thong sb tach soi FDP it
nhat 12 0,11 Hz, t6t hon nita 13 it nhét 0,12 Hz, tham chi tot hon nita la it nhét 0,13
Hz, tham chi t&t hon nita 12 it nhat 0,15 Hz va con tot hon nira 13 it nhat 0,18 Hz.
Tét hon 1 céc chét liéu véach té bao so cip duogc tach soi c6 thong s tach soi FDP
nhiu nhét 12 0,50 Hz, t6t hon nita 12 nhiéu nhat 0,40 Hz, tham chi t6t hon nita la
nhiéu nhét 0,30 Hz va con t6t hon nita 12 nhiéu nhat 0,20 Hz.
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Quy trinh d& thiét 14p thong s6 tach soi FDP bao gdm ba phan: didu ché mAu,
do NMR dé thu thap dit liéu phan rd phuc hdi CPMG, va phan tich dit liéu dé tinh
gia tri FDP.

Do d6, quy trinh bao gdm cac budc didu ché miu gdom

a. diéu ché 300 m! mAu dung dich nu6c c6 ndng d6 duge chuin héa & nhiét
d6 phong tir chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi, trong d6 miu c6 ndng do
duge chudn hoa chtra cac vi soi ¢6 trong chat lidu vach té bao so cip duge tach soi
véi néng d6 0,100% trong lugng so véi trong luong cia mau dugc chuin héa;

b. phan phdi dong déu chat liéu vach té bao so cip trén khdi lugng miu ¢
ndng do duoc chuén hoa bang cach khudy miu v6i may khudy diia Silverson dugc
trang bi man hinh nhé ¢6 16 Imm & téc do 2000 vong/phiit trong 60 gidy;

c. diéu chinh d6 pH ctia miu c6 n(‘A)ng d6 dugc chuin hoa dén 3,3 +0,1;

d. chuyén phén phan uéc ctia mau cé ndng d6 duoc chuén hoéa va do pH
chuén dén éng NMR déay phéng c6 dudong kinh 10mm, dam bao chiéu cao db diy
sao cho khi dat mAu trong quang phd NMR ctia buée h, chiéu cao d6 ddy nam trong
ving ma trudng séng vo tuyén ciia cudn quang phd NMR 12 ddng nhét.

Mau duoc chuin hoa cia chat liéu vach té bao so cép duoc tach soi c6 thé
duoc didu ché theo nhitng cach khéac nhau, ¢ thé duoc Iya chon phit hop tity thude
vao didu kién didu ché cta chét lidu vach té bao so cap dugce tach soi va/hoic ché
phém Jam sach. Do d6, vi dy, mau duoc chuén hoéa c6 thé dugc diéu ché béng cach
st dung dung dich phén tdn chtra cht liéu véach té bao so cip duoc tach soi vé co
ban bi phén tan trong nudc, trong dé dung dich phan tan la két qua tir qua trinh tach
soi. Cach diéu ché mau duoc chuén hoéa nay duoc uu tién va dic biét hitu ich néu
chét liéu véach t& bao so cAp phai duge tach soi trude khi tiép xtc véi cc thanh
phan khéc cua ché phim lam sach. Giai phép thay thé c6 thé 14 tach chét liu vach
té bao so cép khoi cac thanh phﬁn khéc ctia chét 1am sach, sau khi da duoc diéu ché

1~

san.
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Budc phan phéi b nhiam muc dich tao ra su phan bd déng déu chét liéu vi soi
trén khoi luong mAu, trong khi c6 hiéu qua han ché va duoc kiém soat d6i v6i mire
dd tach soi cua mau. Trong budc ¢, dd pH duoc chuén héa phi hop véi su trg gitp
clia axit xitric. Chiéu cao db t6i vu trong budc d c6 thé phu thude vao loai quang
phd NMR duoc str dung, nhu duge biét béi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat. N6 thuong khoang 1 cm.

Trong cac bude tiép theo ctia quy trinh, mau c6 néng d6 duoc chuén héa va
d6 pH duoc chuan héa s& duge goi 1a mau chuén.

Phan tich dit liéu doi hoi phai so sanh dudng phan phéi T, (xem bén dudi)
ctia mAu dugc chuin héa vé6i cac khung miu dbi chiéu, t5t hon 1a khong nén c6
chét liéu vi soi. Do d6, quy trinh ciing bao gdm céc budc:

e. didu ché khung méu ddi chiéu bing cach ly tim phan phan uéc clia mau
duge chuén héa trong cdc Eppendorf dung tich 2 ml véi luc ly tAm twong d6i 1a
15000 trong 10 phut va chuyén phan ndi phia trén sang bng NMR day phing c6
duong kinh 10mm, dam bao rang chiéu cao d6 day sao cho khi dit mdu trong
quang phd NMR ctia buéc h, chiu cao @6 ddy nim trong ving ma trudng séng vo
tuyén ctia cudén quang phd NMR 1a dong nhat.

Sau d6, dé thu thap va phan tich dit lidu, quy trinh bao gdm cac budc:

f. can bang cac 6ng NMR & nhiét do 20°C;

g. ghi lai dit li€u phan ra phuc hoi ctia miu dugce chuan héa & 20°C trén
quang phé NMR hoat déng & tan sb cong huong proton 20 MHz, sir dung trinh tu
xung phuc hdi CPMG (Carr Purcell Mayboom Gill) T,, v6i khoang xung 180° cta
200 phan triéu gidy, va thoi gian tré phuc hdi lai 12 30 giay;

h. ghi lai dit liéu phén ra phuc hdi ctia khung mau ddi chiéu trong cac diéu
kién tuong tu nhu trong budce h;

i. thuc hién chuyén d6i Laplace ngugc véi dit 1i€u phén rd phuc hoi thu duoc
ctia ca mAu duoc chudn héa va khung mau dbi chiéu, yéu ciu T, ndm trong khoang

tir 0,01 dén 10 gidy;
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j. xac dinh dinh tuong Ung v§i proton nudc trong dudng phin phéi T, cia
mau dugc chudn héa trong d6 T, duge tinh trung binh bang cach trao ddi giita pha
nuée 16n va bé mit cua chit 1iéu vach t& bao so cép duogc tach soi va xac dinh dinh
twong Ung véi pha nude 16n trong dudng phan phdi T, cta cac khung miu dbi
chibu;

k. tinh T, (mAu), dugc xac dinh 1a gi4 tri T, trung binh c6 trong s6 cho dinh
x4c dinh trong dudng phan phdi T, cia miu duoc chudn héa va tinh T, (khung)
twong tu duoc xac dinh 1a gid tri T, trung binh c6 trong s6 cho dinh d3 xac dinh
trong dudng phén phdi T, cia khung mau d6i chiéu;

1. tinh céc gié tri cia R, (miu) va R, (khung), trong do:

Ry (mAu) = 1/T, (mAu), va
R2 (khung) = 1/T, (khung);
m. tinh thong sb tach soi FDP ca chét liéu vach té bao so cap dugc tach soi
FDP =R, (miu) - R, (khung).

Trinh tu xung phuc hdi CPMG T, di biét trong truong quang phé NMR
(Xem Effects of diffusion on free precession in nuclear magnetic resonance
experiments, Carr, H. Y., Purcell, E. M., Physical Review, Volume 94, Issue 3,
1954, Pages 630-638/Modified spin-echo method for measuring nuclear relaxation
times, Meiboom, S., Gill, D., Review of Scientific Instruments, Volume 29, Issue 8,
1958, Pages 688-691) Quang phd NMR mién thoi gian thich hop d biét dé thuc
hién, loai hinh quang pho nay la da biét. Tuong tu, cac bién phap thong thuong dé
dam bao viéc ghi lai cac dit li€u dang tin cdy duogc biét dén trong trudng quang phd
NMR mién thoi gian. Vi du, trudng nén duoc dong nhit ¢ & diém noi khdi lwong
mau duge dat. Tinh ddng nhét ciia truong c6 thé dugce kiém tra bang cach xac minh
liéu mAu dbi chiéu cta nudc tinh khiét, c¢6 tao ra To* (T-hai sao) cho proton nuéc
nhiéu hon 2 phén ngan gidy.

Su chuyén d6i Laplace nguoc ctia budc i co thé dugc thuc hién mét cach

thich hop bang viéc str dung thuat todn binh phuong nho nhét khong am Isqnonneg
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(Lawson, C. L. and R. J. Hanson, Solving Least Squares Problems, Prentice-Hall,
1974, Chapter 23, p. 161), thong s6 lamda dtng theo quy tic dat thanh 0,2. Céc gbi
phén mém phu hop dé thuc hién céc thuat toan va thuc hién cac bién ddi da duogc
biét dén, Matlab 12 mét vi du vé phan mém nhu vay.

Trong buédc j, dinh duge chon trong dudng phén phéi T, cua miu duoc
chuén héa, dién hinh 1 dinh chi phdi, néu hé théng di dong nhat. Néi chung, dinh
can dugc chon trong dudng phan phéi T, 14 dinh trong tmg véi proton nuée ma T,
duge tinh trung binh boi sy khuéch tén va trao d6i hoa hoc gitta cac khdi lwong 16m
va cac vi trf bé mat cua chét liéu vach té bao so cép dugc tach sgi. Pinh nay dugc
xac dinh 10 rang cu thé néu chét liéu véach té bao so cép dugc tach soi dugce phan bb
déu trén mAu duge chuin héa. Trong hau hét cac truomg hop dién hinh, chi ¢6 duy
nhét mot dinh nhu vy c6 thé thy trong céc vi du trong phén vi du dudi day.

T, ¢6 trong sb trung binh trong buée 11a vi du dugce tinh todn mot cach hop
ly boi phép 14y tong

ZI(TZ) T,
()

O day, I(T») 1a cudng d6 & gia tri T, va ca hai tdng két déu trén chidu rong
cua dinh.

Puoc uu tién 1a cach dé thiét 1ap FDP cho ché phém lam sach 1a céach theo
quy trinh dugc mo ta trong phén Vi du duéi day cho FDP. Quy trinh trén va céc vi
du cung cip phuong phap do FDP. Tuy nhién, FDP ciling ¢6 thé dugc xac dinh béi
quy trinh khac, mién 1a quy trinh d6 s& dan dén cung mot két qua vat ly, tirc 12 n6
s& mang lai cung mdt FDP cho ché phdm lam sach cu thé nhu quy trinh trén.

Két hop céc thong s6

Céc ché pham lam sach trong d6 cic yéu cdu néu trén dbi véi CHP, FHP, va
FDP ddng thoi dap ung duoc nhiéu hon moét trong s6 CHP, FHP, va FDP ciing
duoc du kién. Vi dy, ché phdm 1am sach trong d6 thong sb dong nhét vé thanh phan
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CHP c6 gié tri nhu da néu ¢ trén va ddng thoi théng sd tach soi FDP nhu dugc xac
dinh & trén duoc wu tién. Tuong tu nhu vay, ché phdm 1am sach trong d6 théng sb
ddng nhét sgi FHP ¢4 gi4 tri nhu d4 néu & trén va dong thoi thong sb tach sgi FDP
nhu dugc xac dinh & trén cling dugce uu tién.

Phuong phap

Theo khia canh tht tu va thir ndm, sang ché lién quan dén cac phuong phép
diéu ché ché phém lam sach nhu dugc dinh nghia & trén. Ché phém lam sach duoc
lam theo cac phuong phap nay mang lai do 6n dinh coa bot duogc ting cudng dang
ké, dic biét 1a khi ché phém dugc pha loang dé tao ra xa phong hodc bot sui.
Nhitng dc tinh déng ngac nhién nay duge cho 1a do diéu kién diu bién dic biét va
4nh hudng cta chung ddi véi chit liéu véch té bao so cip chira cac vi soi.

Céc phuong phép theo sang ché 1a cac phuong phap ma trong d6 ché phdm
lam sach chira nuéc, mot hoac nhiéu chét hoat dong bé mat téy rira, va chét liéu
véach té bao so cp dugc tach soi c6 chira cac vi soi.

Phuong phép theo bat ky khia canh ndo ctia sang ché t6t hon 12 phwong phép
diéu ché ché phim lam sach theo sang ché nhu duge mé ta & trén. Do d6, bat ky uu
tién nao lién quan dén ché phdm lam sach theo sdng ché ciing ap dung & day. Tt
hon 12 phuong phéap didu ché ché phim lam sach 14 phuong phép & dang phu hop
cho sir dung & quy mé gia dinh (bao gdm cé céc cong thirc diéu ché ché phim rira
bat danh cho tay). Cu thé, dugc uu tién 1 né 1a phuong phap diéu ché ché pham
lam sach theo khia canh th(r nhét clia sang ché hoic theo khia canh thir hai cia sang
ché hoic theo khia canh thir ba ctia sang ché.

Chét lidu véch té bao so cip tdt hon 13 c6 ngudn gde duoc chi ra cho ché
phém lam sach & trén. Dic biét dugc wu tién 14 chét lidu véach té bao so cép chira
Soi cam.

Phuong phap theo khia canh tht tu cta sang ché

Budc ii ctia phuong phéap theo khia canh thir tu cta sdng ché lién quan dén

su phan tan chét lidu vach té bao so clp trong pha nude. Bat ky phuong phap phan
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tan chat liéu vach té bao so cép ndo ciing duoc xem xét, mién 13 né tao ra dung dich
phén tan thich hgp cho viéc xr ly trong budc iii. Do dd, budc phén tan co6 thé lién
quan dén khudy, tron, hodc xir 1y luc cét tuong dbi thép khéc, chiang han nhu xt ly
bing may khudy diia hodc may tron truc tiép Silverson.

Dung dich phan tan cia budc ii chira chat lidu vach té bao so cép vdi lwong
nénluongkhoéngt&(Lldén196Upnglugng.Téthonlé,néchﬁachétﬁéu\échté
bao so cip véi luong nam trong khoang tir 0,1 dén 3% trong luong, tot hon nita 13
tir 0,5 dén 1,5% trong luong.

Viéc xit Iy & bude iii dé thu duoc dung dich phén tan chira chat liéu vach té
bao so cp dugc tach soi lién quan dén viéc chét lidu vach t& bao so cp phai chiu
luc cit co hoc va/hoic tao khoang tréng. Pé dat duoc diéu nay, viéc xur ly bao gém
bude xir Iy luc cit cao duge chon tir qua trinh ddng nhit hoa ap suit cao véi ap suat
nim trong khoang tir 500 dén 2000 bar va xur Iy vi héa 1éng véi ép suét ndm trong
khoang tir 500 dén 2000 bar.

C4 hai qua trinh dong nhit hoa 4p sudt cao va qua trinh xir ly vi héa 1ong Ia
cac k¥ thut da bit, lién quan dén cac thiét bj da biét. TSt hon 13, bude xir Iy luc
cét cao 14 qua trinh dong nhit héa ap suét cao theo quy dinh, t&t hon nita, d6 13 qua
trinh ddng nhét héa ap suit cao véi ap sudt ndm trong khoang tir 500 dén 1000 bar,
va tham chi t6t hon nita 14 véi ap suit nim trong khoang tir 600 dén 800 bar.

Do do, dac biét uwu tién la pha nuéce cia bude ii chira chét liéu véch té bao so
cAp voi luong nam trong khoang tir 0,2 dén 1% trong luong va bude xir 1y Iuc cit
cao cua budc iii 1a qué trinh dong nhit hoa ép suit cao véi ap suit ndm trong
khoang ttr 600 dén 800 bar.

Ap suét chinh x4c va sb 1an vuot qua va/hodc céc giai doan ctia qua trinh xtr
1y — c6 thé 1a qué trinh dOng nhit héa 4p sudt cao hodc xir Iy vi héa 16ng - can thiét
dé thu dugc nhimg loi ich ctia sang ché nay c6 thé phu thudc vao ndng do ciia chit
lidu vach té bao so clp va v& muc nghién nho/xir 1y so bd trude budce nay, nhung dé

dang x4c dinh bang thir nghiém.
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Viée xtr Iy & budc iii 12 sao cho trong budce xir 1y ndy, théng s6 dong nhét soi
FHP cta chét liéu vach té bao so cip dugc tach soi 1a it nhét 0,022. O day, thong 50
ddng nhét soi FHP duoc x4c dinh va 1am 18 nhu mé ta & trén. Tt hon 1a chit ligu
véch té bao so cip duoc tach soi co thong s6 ddng nhat sgi FHP it nhét 12 0,025, t6t
hon nita 13 it nhit 0,030, tham chi t&t hon nita 14 it nhét 0,035, con tot hon nita la it
nhit 0,040, nhung tét hon nita 13 it nhat 0,045 va con t6t hon nita 14 it nhat 0,050.
Tét hon 1a chét liéu vach té bao so cip duoc tach soi c6 thong sd tach soi FHP
nhidu nhét 12 0,20, t6t hon nita 14 nhiéu nhat 0,15 va thim chi t8t hon nita 12 nhiéu
nhét 0,10.

Tuong tu nhu vay, cling duge uu tién l1a viée xtr ly trong budc iii t6t hon 1a
sao cho trong budc xir ly nay, thong sd tach soi EDP cua chit liéu véach té bao so
cAp duoc tach soi it nhét 12 0,10 Hz. O day, thong sb tach sgi FDP dugc x4c dinh va
]am 18 nhu mo ta & trén. Tét hon 1a chit lidu vach té bao so cap dugce tach soi c6
thong sb tach sgi FDP it nhit 12 0,11 Hz, t&t hon nita 13 it nhét 0,12 Hz, tham chi tt
hon nita 12 it nhit 0,13 Hz, t8t hon nita 14 it nhit 0,15 Hz va tham chi tt hon nita 12
it nhat 0,18 Hz. Chét liéu vach té bao so cép duoc tach sgi c¢6 théng sb tach soi
FDP nhiéu nhit 12 0,50 Hz, t6t hon nita 13 nhidu nhit 0,40 Hz, tham chi t6t hon nita
1a nhiéu nhét 0,30 Hz va vin con t&t hon nita 1 nhiéu nhat 0,20 Hz.

FHP va/hodc FDP dic biét co thé dugc xac dinh thich hop néu dung dich
phén tan trong nuée chira nudc va chét liéu vach té bao so cép, vi trong trudng hop
d6, bude didu ché miu cua cac quy trinh xac dinh FDP va/hoic FHP tuong d6i dé
hiéu.

Céc dic tinh c6 ich dang kinh ngac cua ché phém lam sach duogc lam béng
phuong phap nay (vé su ting cudng do 6n dinh cua bot khi duy tri c4c dic tinh
mong mudn khéac) thu duoce khi xir Iy & budc iii sao cho céc yéu cdu wu tién trén
déi voi FDP va/hosc FHP duoc dap tng.

Céc thanh phén cua ché phdm lam sach ngoai chét liéu vach té bao so cip

duoc tron doc 1ap vao pha nudce trude bude ii, gifta cac budc ii va iii, gilta cdc bude
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iii va iv hodc sau budc iv. Nhitng thanh phin nay bao gém mot hozic nhiu chét
hoat dong bé mit téy rira. Cac thanh phﬁn khac c6 thé duge tron & giai doan thich
hop va/hodic hidu qua nhit phu thudc vao loai thinh phan va dang san phim nhu da
biét va duge danh giad béi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc ky thuat.
Tuy nhién, can luu ¥ rang dung dich phén tin trong nuéc trong buéc iii phai phu
hop v6i quy trinh xtr Iy ma né phai tuan theo.

Phuong phép theo sang ché c6 thé phi hop véi cac bude va thiét bi thong
thuong duoc biét dén trong linh vuc san xuét cac ché phém lam sach, dic biét 1a
d6i voi cac ché phdm 1am sach dung trong gia dinh.

Phuong phép theo khia canh thr ndm cua sang ché

Cac uu tién va cac xem xét lién quan dén phuong phép theo khia canh thir tu
ctia sang ché twong tu 4p dung cho phuong phép nay. Do d6, vi dy, viéc xir ly &
bude iii thudng lién quan dén mot hodc nhiéu bude xur ly luc cit cao duogc chon tir
qué trinh ddng nhét héa 4p sudt cao va xtr Iy vi hoa 16ng. Bbi véi phuong phap nay
bét ky sb lugng va thir tu clia cac bude xir Iy nhu vy dugc du tinh mién 14 cac yéu
cdu vé FDP va/hoic FHP dugce dép tmg cho ché phém lam sach thanh phém. Cac
buéc khac c6 thé xay ra giita cac bude cit nhidu lan nhu vdy, chiang han nhu viée
tron 13n céc thanh phan khéc.

Viée xtt Iy & buéc iii sao cho thong sb tach soi FDP ciia chit liu vach té bao
SO cép duoc tach soi it nhét 13 0,10 Hz hoic théng s6 ddng nhét soi FHP ctia chét
lidu vach té bao so cip duoc tach soi it nhat 14 0,022. Tét hon 14 viée xir ly sao cho
thong sb tach soi FDP it nhét 12 0,11 Hz, t6t hon nita 14 it nhét 0,12 Hz, tham chi t6t
hon nita 13 it nhét 0,13 Hz, thdm chi t6t hon nita 14 it nhat 0,15 Hz va vin con tdt
hon nita 13 it nhét 0,18 Hz. Thong s tach sgi FDP t6t hon 14 nhiéu nhét 12 0,50 Hz,
tét hon nita 12 nhidu nhat 13 0,40 Hz, thdm chi tt hon nita 13 nhiéu nhét 12 0,30 Hz
va vAn con t6t hon nita 1a nhiéu nhét 12 0,20 Hz.

T8t hon 13 chét liéu vach té bao so cAp duoc tach soi c6 thong sd tach soi

FHP it nhét 1 0,025, t5t hon nita 13 it nht 0,030, thim chi t6t hon nita 13 it nhét
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0,035, van con tbt hon nita 13 it nhét 0,040, nhung t6t hon nita 13 it nhét 0,045 va
vAn con tt hon nita 1a it nhat 0,050. TSt hon 13 chét liéu & bao so cép duoc tach
sgi c6 thong s6 tach soi FHP nhiéu nhét 13 0,20, t6t hon nita 12 nhiéu nhét 0,15 va
thdm chi t8t hon nita 14 nhiéu nhét 0,10.

Ché pham 1am sach c6 thé thu duoc bang cic phwong phap ctia sang ché

Theo khia canh thtr sau, sang ché lién quan dén ché phdm 1am sach c6 thé thu
dugc bing phuong phép theo sang ché, vi phuong phap theo séng ché tao ra céc
ché phdm 1am sach mang lai cac d#c tinh mong mudn, bao gém ting cudmg dd 6n
dinh cta bot nhd ciu triic cu thé 13 két qua tir phuong phép nay.

Puoc uu tién 1a ché phim 1am sach c¢6 thé thu duge bang phwong phép theo
khia canh thi tu cta sang ché, trong d6 dung dich phan tan trong nudc trong budc
ii chira chat liéu vach t& bao so cip véi lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 1,0%
trong lugng va bude xu ly luc cét cao clia budc iii 13 qua trinh ddng nhét héa ap
sut cao v6i ap suét tir 700 dén 1000 bar.

Tuong ty nhu vay, dugc uu tién la cac ché pham 1am sach c6 thé thu duoc
bing phuong phap theo khia canh thir tw hogc thir nim cua séng ché, trong d6 viée
xUr ly trong budc iii sao cho thong s4 tach soi FDP cua chét liéu vach té bao so cp
duoc tach soi it nhét 12 0,10 Hz O day, thong s6 tach soi FDP duoc xé4c dinh va
1am rd nhu mo ta & trén. Tét hon 1a chét liéu véach té bao so cip duogc tach soi c6
thong sb tach soi FDP it nhit 12 0,11 Hz, t&t hon nita 13 it nhit 0,12 Hz, tham chi tét
hon nita 1a it nhét 0,13 Hz, thim chi t6t hon nita 12 it nhat 0,15 Hz va van con tot
hon nita 12 it nhit 0,18 Hz. Tt hon 1a chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi co
théng sb tach soi FDP nhidu nhit 1 0,50 Hz, t6t hon nita 1 nhiéu nhat 0,40 Hz,
tham chi t&t hon nita 12 nhidu nhét 0,30 Hz va van con t6t hon nita 1a nhiéu nhét
0,20 Hz.

Tuong tu, duoc wu tién 1a ché phim lam sach c6 thé thu dugc bang phwong
phap theo khia canh thir tu hodc thir ndm cla sang ché, trong d6 viéc xir ly trong

buéec iii sao cho thdng so6 dong nhat sgi FHP cua chat liéu vach t€ bao so cap duoc
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tach soi it nhit 12 0,022. T8t hon 1a chét lidu vach té bao so cip duoc tach soi ¢6
thong sd ddng nhét soi FHP it nhét 13 0,025, tot hon nita 14 it nhat 0,030, thAm chi
t5t hon nita 1 it nhat 0,035, con t6t hon nita 12 it nhat 0,040, nhung t6t hon nita 13 it
nhat 0,045 va con tét hon nita 13 it nhat 0,050. TSt hon 14 chét lidu té bao so cip
duoc tach soi c6 thong sb tach soi FHP nhiéu nhét 13 0,20, t5t hon nita 12 nhidu nhét
0,15 va tham chi t6t hon nita 12 nhiéu nhét 0,10.

Str dung theo sang ché

Séang ché ciing lién quan dén viéc sir dung chét lidu vach té bao dugc tach soi
c6 chia cac vi soi dé tang do dn dinh bot cia ché phém lam sach chira nuéc va mét
hodc nhiéu chit hoat dong bé mit téy rira véi luong nam trong khoang tur 0,1 dén
70% trong luong, trong d6 ché phim lam sach c6 théng s6 ddng nhét vé thanh phan
CHP it nhét 12 0,030. G day CHP dugc x4c dinh va 1am rd nhu mo ta & trén. Tt
hon 1a ché phim 1am sach c6 théng s ddng nhat v& thanh phin CHP it nhét 13
0,031, t5t hon nita 13 it nhét 0,032, tham chi tot hon nita 13 it nhat 0,033, thim chi
t6t hon nita 14 it nhat 0,040 va vAn con tét hon nita 14 it nhit 0,050. Tt hon 13, ché -
phdm lam sach ¢6 CHP nhiéu nhét 13 0,20, t6t hon nita 1a nhidu nhét 0,15, va tham
chi t&t hon nita la nhidu nhét 0,10

Sang ché ciing lién quan dén viéc st dung chét liéu vach té bao dugc tach soi
c6 chira cac vi soi dé tang do n dinh bot ctia ché phdm lam sach c6 chira nudc va
mot hodc nhidu chit hoat dong bé mat téy ria voi luong nim trong khoang tir 0,1
dén 70% trong lugng, trong d6 chét liéu vach té bao dugce tach soi c6 thong s6 tach
soi FDP it nhat 13 0,010 Hz. O day, thong s6 tach soi FDP dugc x4c dinh va 1am 15
nhu md ta & trén. T4t hon 1a cht liéu vach té bao so cip duoc tach soi c6 thong sb
tach soi FDP it nhit 12 0,11 Hz, t&t hon nita 12 it nhét 0,12 Hz, tham chi t6t hon nita
14 it nhat 0,13 Hz, thdm chi t6t hon nita 13 it nhéat 0,15 Hz va con tt hon nita 13 it
nhét 0,18 Hz. T4t hon 1a chét liéu véch té bao so cép dugc tach soi ¢6 thong s6 tach
soi FDP nhiéu nhét 12 0,50 Hz, t6t hon nita 1 nhidu nhit 0,40 Hz, thdm chi t5t hon
nita 12 nhiéu nhit 0,30 Hz va con tét hon nita 1a nhiéu nhét 0,20 Hz.
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Séng ché cling li€n quan dén viée sir dung chét lidu véach té bao dugce tach soi
6 chira cc vi soi dé tang do dn dinh bot cua ché phém lam sach ¢6 chira nuée va
mot hodc nhiéu chét hoat dong bé mit tiy rira voi luong nim trong khoang tir 0,1
dén 70% trong luong, trong d6 ché pham lam sach c6 thong sb ddng nhat vé& thanh
phan FHP it nht 14 0,022. T4t hon 14 chét lidu vach té bao so cap dugc tich soi c6
thong sb ddng nhat sgi FHP it nhét 13 0,025, t5t hon nita 14 it nhat 0,030, tham chi
tdt hon nita 13 it nhat 0,035, van con tdt hon nita 12 it nhat 0,040, nhung t5t hon nita
14 it nhAt 0,045 va vAn con tdt hon nita 14 it nhat 0,050. Tt hon 1a chat lidu vach té
bao so cép duoc tach soi c¢6 thong sb tach soi FHP nhiéu nhit 14 0,20, t6t hon nita

12 nhidu nhét 0,15 va thdm chi t&t hon nita 14 nhidu nhét 0,10,

Vi du thye hién sang ché

Sang ché c6 thé duoc hiéu 18 hon nhd céc vi du khong giéi han sau day.

Tong quét

Pac tinh vi soi: B0 két tinh cua céc vi soi chira xenluloza

Su tan xa tia X géc rdng (WAXS) dugce s dung dé xac dinh murc do két tinh,
str dung cac quy trinh sau day. Cac phép do duogc thuc hién trén mot may do nhiéu
xa tia X Bruker D8 Discover véi GADDS (Hé théng nhiéu xa ctia may do tai khu
vuc chung) (tir Bruker-AXS, Delft, NL) (phan s6: 882-014900 sb seri: 02-826)
trong cau hinh theta. Str dung cuc duong bang ddng, va bic xa K-alpha véi bude
song 0,15418 nm da dugc chon. Céc thong s6 thiét bi nhu duoc st dung duoc thé

hién trong bang dudi day.

Bang 2: Cac thong sb thiét bj D8 Discover cho cac phép do WAXS

20 (9 - 42°)
Theta 1 10000
Theta 2 10000/25000
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Dién 4p léch may do (kV/mA) | 40/40
Thoi gian (gidy) 300
Ong chuén tryc (mm) 0,3
Khoang cach may do (cm) 25
Ong cuc duong Cu

Db két tinh Xc dugce tinh tir phwong trinh sau:

Khu vie pha két tinh

Ke (%) = Y - ~ "
(%) Khu wvire két tinh 4+ phav6 dinh hinh

£ 1009

Céc ving cua cac dudng nhifu xa ciia pha két tinh duoc tach ra khoi khu vue
ctia pha v dinh hinh bang cach sir dung phan mém Bruker EVA (phién ban 12.0).

Dbic tinh vi soi: Puong kinh céc vi sgi

Kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM) dugc st dung dé xac dinh truc tiép
duong kinh cua cac vi sgi (D. Harris et. al. Tools for Cellulose Analysis in Plant
Cell Walls Plant Physiology, 2010(153), 420). Su phéan tan ngudn thuc vat giau
chét liéu vach té bao so cip dd dugc pha lodng trong nuéc cit dan dén 16p mong
ctia hiu hét 12 cac soi don hoidc cac cum sgi don. Cac dung dich phan tan da duoc
chup anh trén ludi ddng 300 mesh cia Iudi Copper TEM (Agar Scientific) va chup
anh bing kinh hién vi dién tir truyén qua Tecnai 20 (FEI Company) hoat dong &
dién 4p 200 kV. Dé ting cuong do tuong phan hinh anh gifra cc vi s¢i riéng 18,
dung dich axit phosphotungstic 2% & d6 pH 5,2 da duogc sir dyng nhu vét nhuom
am tinh. P8i v6i didu ndy cac lusi TEM di nap s¢i dwgc 0 trén axit
phosphotungstic 2% va khong khi kho6 sau khi loai bé lugng du thira cia chét 1ong.

Lyc ly tam

Khi luc ly tdm dugc dua ra, né duoc cho 1a "lyc ly tdm twong dbi" dugc dinh
nghia 13 1 w? /g, trong 6 g = 9,8 m/s? 1a gia t6c trong lyc cta Trai dat, 7 14 ban

kinh quay ciia mdy ly tdm, « la van tdc goc theo don vi radian trén mot don vi thoi
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gian. Vén toc goc 1a w = rpm X 27 / 60, & day vong/phut 13 "vong quay/phut"
cia may ly tam. ’

Céc vi du tir 1 dén 3: Ché phim rira chén dia danh cho tay c6 do én dinh bot
duogc tdng cudng

Céc ché phim theo sang ché d3 duoc didu ché va so sanh véi vi du so sanh
theo WO 2013/160024 Al.

Diéu ché vi du so sanh A

Cho 980 gam nuéc khir khoang vao cde, soi cam (Herbacel AQ + loai N ctia
Herbafoods) dugc thém vao véi mot luong dé tao ra dung dich phan tan 2% trong
luvong. Soi cam dugc cho phép hydrat trong khoang 20 phut khudy. Két qua cia
dung dich phan tan duoc ddng nhét hoa bang cach chuyén né qua may d6ng nhat ap
sut cao ‘(Niro Soavi, Panda NS 1001L), v6i 4p suat 500 bar. Phan phan wdc cia
dung dich phéan tan da duoc dong nhét duoc két hop véi nude khir khoang bd sung
(sé liéu duge chi ra trong Bang 3), ddm bao su phan phéi ctia chét lidu dugc tach
soi trén khéi lugng ché pham bang cach tron véi may khudy diia Silverson L4RT-A
duoc trang bi man hinh nhé ¢6 16 Imm & tdc do 2000 vong/phut trong 60 gidy. Cac
thanh phan con lai nhu duoc chi ra trong Bang 3 sau d6 dugc thém vao va hoa tan
béng cach khudy.

Diéu ché cac vidu 1, 2, 3

Cho 793 gam nudc khir khoang vao cde, soi cam (Herbacel AQ + loai N cua
Herbafoods) dugc thém vao véi luong tuong Umg 0,25% trong lugng cla ché phim
lam sach thanh phém. Soi cam dugc cho phép hydrat hoé trong khoang 20 phut
khudy. SLES (natri lauryl ete sulphat) va NaLAS (natri alkyl benzen sulphonat
mach thang) dugc thém vao khi tron véi cac lugng nhu dugce chi ra trong bang 3.
Két qua ctia dung dich phén tan duoc ddng nhét hoa bang cach chuyén né qua may
ddng nhat ap sut cao (Niro Soavi, Panda NS 1001L), 1an luot véi &p suat 500 bar
(Vi du 1), 700 bar (vi du2) va 1000 bar (Vi du 3). Cac thanh phén con lai nhu duoc
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chi ra trong Béang 3 sau d6 dugc thém vao dung dich phén tan dugc dong nhat héa

va hoa tan bang cach khudy.

Bang 3
Thanh phan Vi du so sanh A Céc vi dutir 1 dén 3
(% trong luong) (% trong luong)
Nudce khir khoéng 67,06 79,3
Herbacel AQ +loai N - 0,25
Dung dich phén tan soi cam
duoc ddng nhit héa (2% trong 12,50 ;
lugng CF)
SLES 1EO (70% trong luong
dung dich trong nuéce) >0 >3
NaLAS (90% trong lugng) 12,50 12,50
MgSO4 7H,O 2,50 2,50
Nipacide BIT20 (chat bao quan) 0,08 0,08
Tong 100,00 100,00

Dic tinh clia ché phim: x4c dinh théng s6 dong nhét vé thanh phan CHP

Thong sb ddng nhét vé thanh phdn CHP dugc x4c dinh dbi véi cac ché pham
lam sach ctia mdi vi du tir 1 dén 3 va vi du so sanh A. Quy trinh dé thiét 13p thong
s6 bao gdm ba phan: didu ché miu, kinh hién vi dong tiéu quét laze (CSLM) va
phan tich hinh anh k§ thuat s6 dé tinh gié trj CHP.

CHP - diéu ché miu

Phan phén uéc ctia mdi mau dugc pha lodng véi ndng d6 soi cam 13 0,100%
trong lugng trong nude khir khoang (tao ra 300g dung dich phan tdn dugc pha
lodng) trong cb¢ nhua dung tich 500ml. Hon hop duge khudy trong cdc c6 dudng

kinh 80mm st dung méay khudy diia Silverson L4RT-A (man hinh nhg, 16 1mm) &
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tbc d6 2000 vong/phut trong 60 gidy. Budc trén ndy dam bao ring soi cam dugc
phan b déu trén thé tich mAu duoc pha lodng.

DPbi véi mdi vi du, 2 ml thé tich miu duge pha loang thu duoc da dugce léy
bang pipet Finn (Labsystems 4500, H37095) va duoc ling dong trong dng ¢ chét
Eppendorf. Cho 20 pL dung dich nudc thudc nhudm Congo Red 0,5% trong
lugng/thé tich nay dugc thém vao bang pipet Finn (Labsystems 4027, H56580).
M3u duoc lic nhe dé phan tan thudc nhudém. D& anh hoa, dung cu chta mau d
duoc lam dﬁy v6i chit mau d3 nhudm. Dung cu chira miu bao gém hai mat ngoai
céch nhau bing miéng dém. Miéng dém 13 tAm kinh hinh chit nhét c6 d6 day 3 mm
v6i mot 16 tron (dudng kinh 0,5 cm) trong d6 mau c6 thé duoc ling dong.

CHP - kinh hién vi dong tiéu quét laze

Kinh hién vi ddng tidu quét laze (CSLM) dugc thuc hién trén kinh hién vi
ddng tiéu Leica TCS-SP5 két hop véi khung kinh hién vi d4ao nguoc DMI6000.
May phét laze Diode-Solid-State (DPSS) 561 phét ra & téc d6 561nm da duoc st
dung v6i cong suit laze c6 dinh 12 58% dé anh hoa véi thudc nhudém Congo red. bé
phat hién, hé théng dugc trang bi ba may do PMT (6ng nhan quang dién).

Hinh anh dugc chup vé6i thdu kinh 10x véi khéu do 12 0,40 (d6 day 6,23 pm).
Lat quét cia cac anh 2 x 2 tai, it nhét, 7 chiéu sau khac nhau d3 duoc ghi lai dé tao
ra 25 hinh 4nh khong chdng chéo nhau d& phan tich. Can than khong chup anh cac
canh ctia dung cu chira mau; hinh anh da dugc chup & khoadng cdch mot vai
micromet tr canh. Khi cdc mau chira bot khi, chii y chi ghi lai c4c hinh anh khong
chira bat ky bot khi nao trong trudng nhin. Cac PMT di dugc diéu chinh bang cach
stir dung cac lya chon "thong minh" va "th6ng minh bu dap" dé ngan ngira su bio
hoa qua mirc ciia hinh dnh. Cudng d6 va do khuéch dai sau d6 duge diéu chinh sao
cho ndm trong khoéang tir 0,1 dén 5% cac diém anh bdo hoa. PO phan giai clia hinh
anh duoc dit 1a 1024 x 1024 didm anh va sir dung dudng trung binh 12 3. M3i diém
4anh dai dién cho dién tich mau 1 1515,2 x 1515,2nm. Sau khi chup anh, cic anh

riéng 1é tao nén ban tém tit duge xuit ra dudi dang cac tép TIFF véi do siu mau 24

-38-



29742

bit RGB ma khong can két hop bt ky thanh ty 18 (hinh anh sip xép canh nhau Ién
hon da dugce khéi phuc khéng dugc st dung trong phén tich hinh anh).

CHP - phan tich hinh anh k§ thuét s6

Dé phan tich hinh anh, chuong trinh ImageJ (phin mém mién phi tai vé tir:
http://rsbweb.nih.gov/ij/) di dugc st dung cling véi Microsoft Excel. Mdi hinh anh
d3 duoc chuyén doi sang dai mau xam 8 bit trude khi phan tich. Trong phan tich,
hinh &nh duoc chudn hoa 14n dau (tic 12 dai biéu dd) bang cach st dung tiy chon
"D§ tuong phan ning cao" cia ImageJ, cho phép 0,4% cac diém anh tré nén bio
hoa. Sau thao tac ndy, biéu do chira sy phan bb cudng d6 diém anh duoc tinh toan.
Danh sach két qua chira s6 diém anh cho mdi kénh, trong d6 mdi kénh dai dién cho
mdt trong sd 256 gia tri dai mau xdm trong hinh &nh da dugc chuyén sang
Microsoft Excel. Trude khi xac dinh mic phan b tdi da, cac dot bién/ngoai vi di
duoc g& bo khoi bidu dd thu duoc bang cach kiém tra truc quan, xem xét rang kénh
cho thdy do tang dot ngdt c6 gia tri 16n hon dang ké so véi céc kénh 1an cén véi né
(~ 2 14n hoc cao hon). Khi biéu d6 hién thi phan bb nhip nhang, gia tri ting dot
bién 16n hon gia tri cuc dai cia su phan bd nay va nam & bén phai hodc bén trai cua
gia tri cuc dai thuc. Sau khi loai bd, gia tri cyc dai cua sy phéan b nay duoc xéc
dinh va chia cho hai. Chiéu rong t6i da tai mot nira gid tri cuc dai (FWHM) duoc
x4c dinh bang cach tinh cac kénh c6 gia tri cao hon hodc bang mot nira gié tri cuc
dai. Bat ky kénh nao c6 gia tri bang 0 gén kénh c6 s6 dém cao hon mdt nira gia tri
cuc dai dugc bao gém trong s6 d6. S6 kénh thu duoc duge chia cho 256 dé cho mdt
s6 FWHM gitta 0 va 1 cho mdi hinh anh riéng 1¢. Théng sé dong nhét vé thanh
phan sau d6 duoc tinh nhu trung binh sd hoc cua cac gia tri FWHM thu dugc cho
ting hinh 4anh cia miu cu thé. Sai sb gidn tiép 13 do 1éch chuén ctia mirc trung binh
nay. Cac dic tinh cta cac vi du vé& CHP cua ho dugc tom tit trong Bang 4.

Bang 4: Thong s6 dong nhit vé thanh phan CHP
Vi du CHP | Do léch chuan
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A 0,0247 0,003
1 0,0336 0,003
2 0,0445 0,005
3 0,0620 0,010

Kinh hién vi déng tidu quét

Su khac nhau gitta cdc vi du theo sang ché va céc vi du so sanh rd rang cé
thé thiy dugc trong cac anh hién vi. Hinh 1 cho thiy anh hién vi ctia mau (& 0,10%
trong lugng) & Vi du so sanh A. Hinh 2 cho thiy anh hién vi ctia mau (¢ 0,10%
trong luong) & Vi du 3. Ca hai anh dugc ghi ¢ cung didu kién, st dung cic miu va
kinh hién vi nhu mé t& & trén. C4c anh hién vi dugc chup véi thdu kinh 40x da
ngam dau vé6i khau d6 1,25 (d6 day 0,968 um), sir dung dau Leica Immersion ma
khong ¢6 huynh quang ty dong phu hgp véi DIN 58884/ISO 8036/1. Ca hai anh
hién vi dai dién cho dién tich mau 14 387,5 x 387,5 um.

D6 6n dinh bot

Céc cong thirc didu ché ché phdm cua ché phim A va ché pham tir 1 dén 3 da
dugc ngam khi bang cach st dung may tron quy dao Kenwood Chef Classic véi
dung cu danh trimg. Nude khir khoang (190 gam) va 10 gam ché pham d3 duogc dat
trong bat clia may tron, sau d6 trdn trong thoi gian 1 phut thiét 1ap sén ¢ mirc 5.
Chét chtra trong bat duoc chuyén téi cde polypropylen dung tich 1 1it (dudng kinh
duéi 96 mm, chidu cao 182 mm, cia Vitlab). Trong cdc, 16p chét 16ng va 16p bot 16
rang c6 thé phan biét dugc duoc hinh thanh trong vai phut. Thé tich bot dugc ghi
lai mdi 1an 30 phut cho dén 120 phit sau khi bat ddu thir nghiém. Két qua clia thé
tich bot duoc trinh bay trong bang 5 duéi day.

Bang 5: B0 6n dinh cua bot

Thoi gian @ Thé tich bot (ml + sd, n = 5)
(pht) A 1 2 3
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0 920 + 21 993 + 43 990 + 34 1022 + 26
30 634 £21 698 + 33 722 + 49 770 £ 35
60 228 £40 296 £ 26 334+ 70 330+ 47
90 74+ 21 105 £21 120 £ 27 138+24
120 32+8 48+ 8 76 27 72+ 13

Bang 6 dudi day cung cip su so sanh vé thay ddi trong thé tich bot twong d6i

so v6i vi du so sanh A, theo cong thurc:

A0
' t/ v _(0)

R (t)

V(1
-’ / v,(0)

O day, R.(#) 1a thé tich bot tuong dbi ctia Vi du n (13 A, 1, 2, hoic 3) tai

thoi didm ¢, V,(2) 1a thé tich bot ciia Vi du # tai thoi diém ¢,

Bang 6
Thoi gian U Thé tich bot tuong dbi
(phit) A 1 2 3
0 1 1 1 1
30 1 1,02 1,06 1,09
60 1 1,20 1,36 1,30
90 1 1,31 1,51 1,68
120 1 1,39 2,21 2,03

Bang 5 cho thiy thé tich bot giam theo thdi gian cho tat ca cac vi du tir 1 dén
3. Tuy nhién, nhu Bang 6 cho thiy, thé tich bot twong d6i (so v6i thé tich ctia vi du

so sanh) ting theo thoi gian d6i vé6i ca ba vi du theo sang ché. Piéu nay ching t6
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rang bot clia cac ché pham cia sang ché d3 phan rd chAm hon dang ké so véi bot so
sanh.

Vi du 4: Xac dinh thong s tach soi FDP

Thong s6 tach soi FDP ¢6 thé duoc x4c dinh cho chét liéu vach té bao so cép
duoc tach sgi theo céach sau.

FDP - Diéu ché mau

Phan phéan uéc ctia dung dich phén tan chua chét liéu véch té bao so cp
duoc tach soi dugc pha lodng dén néng do vi soi 1a 0,100% trong lugng trong nudce
khtr khoang (tao ra 300g dung dich phan tan duoc pha lodng) trong cbc nhya dung
tich 500ml. Hon hop duoc khudy trong cbc c6 dudng kinh 80mm sir dung mdy
khudy diia Silverson L4RT-A (man hinh nhé, 16 1mm) & tbc do 2000 vong/phut
trong 60 gidy. Budc trdn nay dam bao rdng soi cam duoc phan b déu trén thé tich
mau dugc pha lodng. Cudi cung, 6 pH duoc didu chinh téi 3,3 véi axit xitric.

Phin phan u6c cia miu dugc pha lodng va miu c6 do pH dugc chuén hoa
duoc chuyén truc tiép dén dng NMR day phang 18 cm c6 dudng kinh 10 mm &
chiéu cao d6 diy 1 cm. Dé chinh sira nén, phan phan uéc khic di duoc ly tim
(May ly tam Eppendorf 5416) & luc ly tdm tuong d6i 1a 15000 trong 10 phit, trong
cbc Eppendorf dung tich 2 ml, tir d6 16p trén cing ma khéng c6 s¢i (khung) duge
chuyén sang éng MRC day phang 18 cm khéc & chidu cao d6 ddy 1 cm, ma ching
ta goi 1a khung miu dbi chiéu. Ca mAu va khung mAu dbi chiéu duoc 0 va cén bang
& 20°C trong 10 phut trude khi do.

FDP - Do luong

Céc dit liéu phan rd phuc hdi CPMG dugc thu thip cho mdi mau va cho mbi
khung mau dbi chiéu. Bruker MQ20 Minispec da dugc trién khai van hanh & tan sb
cong hudng proton 20MHz, dugc trang bi d4u do nhiét d6 6n dinh & 20°C. Céc
phép do dugc thuc hién béng cach sir dung trinh ty xung hdi phuc T, CPMG (Carr
Purcell Mayboom Gill) dé quan sat sy phan ra phuc hdi & 20°C (Xem Effects of

diffusion on free precession in nuclear magnetic resonance experiments, Carr, H.
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Y., Purcell, E. M., Physical Review, Volume 94, Issue 3, 1954, Pages 630-
638/Modified spin-echo method for measuring nuclear relaxation times, Meiboom,
S., Gill, D., Review of Scientific Instruments, Volume 29, Issue 8, 1958, Pages 688-
691). Dit liéu dugc thu thdp véi khoang xung 180° thiét 1ap & 200ps, thoi gian tré
tai ché 1a 30 giay, chifu dai xung 180° dai 5us (mdt phan triéu gidy) va sir dung
14,7k xung 180°. Trinh tw nay trién khai pha chu trinh va phét hién cac kiéu phuc
hgp. Trudce khi do, tinh phu hop ciia h¢ NMR cho cac phép do nay (vé tinh ddng
nhit trudong, v.v.) da duoc kiém tra bang cach x4c minh rang To* clia nudc tinh
khiét 1a > 2ms.

FDP - Phan tich dit liéu

Dit lidu duge xir Iy bing Matlab sir dung gi tri phén tich riéng 1é dé dicu
chinh chinh xé4c dit liéu pha vudng goéc (“Towards rapid and unique curve
resolution of low-field NMR relaxation data: trilinear SLICING versus two-
dimensional curve fitting”, Pedersen, H. T., Bro, R., Engelsen, S. B., Journal of
Magnetic Resonance. 08/2002; 157(1), Pages 141-155. DOI: 10.1006/jmre. 2002.
2570). Dit liéu dugc hiéu chinh pha két qua 1a dao nguoc Laplace chuyén thanh
quang phd T, bang cach sir dung ham Matlab khong am t6i thiéu vuong han ché
chtre niang Isqnonneg (Lawson, CL va RJ Hanson, Solving Least Squares Problems,
Prentice-Hall, 1974, Chapter 23, p. 161) véi céc ranh giéi ddt cho T, yéu cau T,
nim trong khoang tir 0,01 dén 10 gidy va véi thong sd chuén hoa lambda dt thanh
0,2.

D61 v6i mdi mau, dit liéu duoc xir Iy nhu sau dé thu duoc FDP: Trong duong
phéan bd T, cho mau cu thé, dinh twong tmg véi proton nuée trong d6 T, dugce tinh
trung binh bang cach trao d6i giita pha nudc 16n va bé mit cla chét lidu vach té bao
SO cép dugc tach soi duge xac dinh. Nguoi ta tin rﬁng viée trao ddi (va két qua
trung binh) la do sy khuéch tan va trao ddi hoa hoc gifta khéi lugng va cac bé mit
xenluloza. Nhu ¢6 thé thiy trong quang phd & Hinh 1 va 2, trong trudng hop nay,

cac dinh cua pha nuéc 1én dé dang phan biét, vi ching 1a nhitng dinh c¢6 cudng dd
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cao nhét. Pinh tuvong tmg v6i pha nudc 16n trong cac khung miu d6i chiéu dugc
xac dinh tuong tu.

Gié tri T, trung binh duoc xac dinh bang cach tinh trung binh trong s6 cudng
dd cua dinh.

R, dugc dinh nghia 1a nghich déo cta T, trung binh, tirc la R, = 1/ T, va duogc
biéu thi bang Hz. Thong sb tach soi FDP cho mau nhét dinh duge tinh nhu 13 sy
khéc biét gifra R, ctia mau va R, ctia khung mau d6i chiéu:

FDP = Ry(mAu) - Ry(khung d6i chiéu)

Do d6, FDP Ia thuéc do cho su tuong tac cua nude véi bé mit vi soi ¢6 sin
(K. R Brownstein, C. E Tarr, Journal of Magnetic Resonance (1969) Volume 26,
Issue 1, April 1977, Pages 17-24).

Céac vi du tir 4 dén 11: Anh huéng cia nSng d6 chét liéu vach té bao thuc vt
duoc tach soi dén do 6n dinh bot.

Céc ché phém theo sang ché da duoc diéu ché véi sy c6 mit ciia cac hé chét
hoat dong bé mit SLES/NaLAS (Vi du tir 4 dén 7) hoic Empigen/Imbentin (Vi du
tr 8 dén 11) véi muc tdng cua chét liéu vach té bao thuc vat duoc tach sgi va so
sanh véi cac vi du so sanh ma khong c6 chét liéu véach té bao thuc vat duoc tach soi
(vi du so sanh B va C).

Diéu ché céc vi du tir 4 dén 8 va vi du so sanh B chira SLES/NaLAS

Nudce khir khoang duge dua vao cde ¢ chua soi cam Herbacel AQ loai N
(vGi mirc nude va soi xem Bang 7), sau d6 da dugc hydrat hoa bang cach st dung
may khudy dila Silverson (loai L4RT-A, man hinh ¢6 16 tron Imm) & 2000
vong/phut trong 20 phut. Vi du so sanh B khong chira chét lidu vach té bao thuc vt
duoc tach soi. SLES, NalLAS, va Nipacide BIT 20 dugc thém tuan tu khi trén cho
dén khi hoa tan v6i luong duoc chi ra trong Bang 7. Két qua ctia dung dich phan
tan duoc xu ly (thdng qua timg chat mot) bang cach st dung thiét bj dong nhét ap
suit cao Microfluidizer™ (Microfluidics - M 110S) & 1200 bar bang cach st dung
budng cit 'Z' (dwdng kinh kénh 87 pm).
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Béang 7: Cac cong thirc dieu ché ché pham cua vi du so sanh B va cac vi du tu

4 dén7

B 4 5 6 7
(% trong | (% trong | (% trong | (% trong | (% trong
Thanh phan luong) luong) lugng) lugng) lugng)
Nudce khir khoéng 81,75 81,00 80,75 80,50 80,25
Herbacel AQ + loai N 0 0,75 1,00 1,25 1,50

SLES (70% trong lugng
8,04 8,04 8,04 8,04 8,04
trong nudce khir khoang)
NaLAS (18,5% trong
lugng trong nudc khur| 10,14 10,14 10,14 10,14 10,14
khoang)

Nipacide BIT20 (chét

0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
bao quan)

Tong 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Didu ché cac vi du tir 9 dén 11 va vi du so sanh C chira Empigen/Imbentin

Nudce khir khoang dugce dua vao cbc c6 chira soi cam Herbacel AQ loai N
(v&i mire nuGe va soi xem Bang 8), sau do dd dugc hydrat hoa bang cach st dung
may khudy diia Silverson (loai L4RT-A, man hinh c6 1§ tron 1mm) véi 2000
vong/phut trong 20 phut. Vi du so sanh C khong chira chét lidu vach té bao thuc vt
duoc tach sgi. Empigen® (lauramin oxit), Imbentin (cac alkoxilat khong ion), va
Nipacide BIT 20 dugc thém tuan tu khi tron cho dén khi hoa tan véi cac lwong nhu
duge chi ra trong Bang 8. Két qua ctia dung dich phan tin dugc xtr ly (thdng qua
timg chAt mot) bing cach st dung thiét bi dong nhat 4p suit cao Microfluidizer™
(Microfluidics - M 1108) & 1200 bar bang cach sir dung budng cat 'Z' (dudng kinh
kénh 87 pum).
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Bang 8: Cac cong thirc diéu ché ché pham ctia vi du so sanh C va céc vi du tur

8 dén 11
C 8 9 10 11
(% trong | (% trong | (% trong | (% trong | (% trong
Thanh phan lugng) luong) lugng) luong) lugng)
Nudc khir khoang 87,92 87,17 86,92 86,67 86,42
Herbacel AQ + loai N 0 0,75 1,00 1,25 1,50
Empigen OB 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Imbentin 91-2,5 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Nipacide BIT20 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Toan bd 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
D6 6n dinh bot

Céc cong thirc didu ché ché pham ctia ché phdm B va ché pham tir 4 dén 8 va

ché phdm C va ché phdm tir 9 dén 11 da dugc ngdm khi bang cach st dung may

danh trimg dién Aerolatte™. Nuge khir khoang (200 gam) va 1 gam ché phim da

dugc dat trong cbe polypropylen dung tich 1 lit (dudng kinh duéi 96mm, chiéu cao

182mm, Vitlab), sau d6 trdn cho dén khi dat duoc thé tich bot toi da. Bot duoc cho

chay ra cho dén khi 200g nuéc dugce nhin thiy tr& lai, sau d6 thé tich bot duogc ghi

lai (t = 0 phut), va ghi lai 30 phuat sau do6 dé danh gid do 6n dinh cta bot. Bang 9

tém tat hiéu qua on dinh bot cua sgi cam c6 chira vi s¢i, c6 moi quan hé phu thudc

vao liéu luong.

Bang 9: Anh huéng cia viéc gia tang lugng s¢i cam c6 chta soi [MCF, %

trong lugng] - trong 2 hé chét hoat dong bé mit khac nhau - vé do 4n dinh bot 30

phut sau khi didu ché bot

Thé tich bot (ml + sd, n=2)

Mau [MCF] t =0 phut
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B 0,00 375+ 35 235+35 0,63
4 0,75 400 + 28 310 £ 57 0,78
5 1,00 450+ 0 350 + 42 0,78
6 1,25 470 £ 14 340 £ 14 0,72
7 1,50 450 + 28 300+ 0 0,67
C 0,00 450 + 14 190 +£42 0,42
8 0,75 450 £+ 28 325£35 0,72
9 1,00 500 + 28 425+ 35 0,85
10 1,25 500 + 28 460 + 14 0,92
11 1,50 500+ 14 475+ 35 0,95
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Yéu cau bao ho

1. Ché pham lam sach chia:

a. nudc;

b. mot hoac nhiéu chét hoat dong bé mat téy rira véi luong nam trong khoang
tr 0,01 dén 70% trong luong; va

c. chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi chira cac vi soi voi lugng nam
trong khoang tur 0,1 dén 4% trong luong;

trong do:

o chit lidu vach té bao so cép thu duogc tr mé nhu mé thyuc vat;

e it nhat 80% trong luong ctia vi sgi c6 duong kinh nhé hon 50 nm; va trong
d6 ché pham lam sach c6 thong s6 ddng nhét vé thanh phan CHP it nhat 12 0,030;
trong do chét liéu véach té bao so cép duoc tach soi duge didu ché béng cach tao ra
ngudn chét liéu vach té bao so cap trong pha nuéc, do d6 tao ra dung dich phan tén
trong nuéc chta chét lidu vach té bao so cip v6i luong nam trong khoang tir 0,1
dén 4% trong luong, tron chit hoat dong bé mit vao dung dich phan tan trong nudc
va xtr Iy dung dich phéan tan trong nuéc trong budc ddng nhat hoa & 4p suét cao

ho#ic budc vi héa 1dng & ap sudt 500 va 2000 bar.

2. Ché phim 1am sach theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 thong s& ddng nhit vé

thanh phan CHP it nhét 13 0,031.

3. Ché phdm lam sach theo diém 1, trong d6 ché pham c6 thong sb ddng nhét vé
thanh phan CHP it nhét 12 0,032.

4. Ché pham lam sach theo diém 1, trong d6 ché phim c6 thong sb ddng nhét vé
thanh phin CHP it nhat 14 0,033.
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5. Ché phdm 1am sach theo diém 1, trong d6 ché phim c6 thong sb dong nhét vé

thanh phin CHP it nhét 13 0,040.

6. Ché phim 1am sach theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 théng sb ddng nhat vé

thanh phdn CHP it nhét 12 0,050.

7. Ché phadm 1am sach theo diém 1, trong d6 chit liéu vach té bao so cap duoc tach
soi c6 thong s6 déng nhét sgi FHP it nhét 12 0,022 hoic chét lidu vach té bao so cép
duge tach soi c6 thong sb tach sgi FDP it nhét 13 0,10 Hz.

8. Ché phdm lam sach theo diém 1, trong d6 mdi théng s trong sb cic thong sb
ddng nhit v& thanh phn, théng s& ddng nhét soi va thong s tach soi, biéu thi phép

do mrc @6 thoat roi cua cac vi soi.

9. Ché phdm 1am sach theo diém 1, trong d6 ché phdm chira m6t hodc nhiéu chét

hoat dong bé mit trong khoang tir 0,2 dén 60% trong lugng.

10. Ché phém lam sach theo diém 1, trong d6 mdt hoic nhiéu chit hoat dong bé
mit ty rira dugc chon tir mot hogic nhiéu chét hoat dong bé mit anion, chét hoat
dong bé mit cation, chét hoat dong bé mit khong ion, chét hoat dong bé mat ludng

tinh va chit hoat dong bé mit ion ludng tinh.

11. Ché phém lam sach theo diém 1, trong d6 ché phém chtra chét liéu véach té bao

so cap duge tach sgi v6i lugng nim trong khoang tir 0,2 dén 1,0% trong luong.

12. Phuong phap diéu ché ché phdm 1am sach theo diém 1, trong d6 phwong phap

gdm céc budce:
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i. cung cAp ngudn chét lidu véch té bao so cap;

ii. phan tan chét lidu véach t& bao so cip trong pha nuéc, tir d6 tao ra dung
dich phan tan trong nuéc chira chét lidu vach té bao so cdp véi luong nim trong
khoang tir 0,1 dén 4% trong luong;

iii. x{r Iy dung dich phan tan trong nudc dé thu duoc dung dich phan tan bao
gSm chét liéu vach té bao so cép duoc tach soi, qua do6 viéc xur ly bao gém mot
hodc nhiéu budce xir ly luc cat cao va trong dé viéc xir 1y sao cho thong s tach soi
FDP cuia chit liéu vach té bao so cép dugc tach soi it nhit 12 0,10 Hz, hoic thong
s6 déng nhét soi FHP ctia chat lidu vach té bao so cép duoc tach soi it nhét 14 0,22;

trong d6 cac thanh phan ctia ché phdm lam sach khong phai chit hoat dong
bé mat duoc tron ddc 14p vao pha nude trude bude ii, gifta cdc budc ii va iii, hodc

sau budc 1iil.
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Hinh 1
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Hinh 2
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