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BANG PHUONG PHAP SO MAU

(57) Giai phdp hitu ich dé cap dén quy trinh dinh Iugng néng do fructoza trong
tinh dich bang phwong phép so mau, trong d6 quy trinh nay bao goém cac budc:
a) diéu ch€ dung dich resorcinol; b) xay dung ham hiéu chuin; c) chudn bi méu;
d) do mat d6 quang v6i budc séng 530nm, v6i doi ching thay cho tinh dich 1a
100pl TCA, va e) xéc dinh ham luong fructoza theo hé s6 da dugc xay dung boi
ham hiéu chudn bang cong thic:

C fructoza = E(OD) x C(h)/E(h)

Trong d6, E(OD) 1a mat do quang hoc cia fructoza miu & buéc séng
530nm, C(h) la nong do fructoza tiéu chudn khi pha loang trong ham hiéu
chudn, E(h) 12 mat d6 quang hoc clia fructoza tiéu chudn & ham hiéu chuin.
Quy trinh theo giai phdp hitu ich cho phép dénh gid ndng do fructoza trong tinh
dich trong vong 24 git. Quy trinh theo giai phap hitu ich gidp dinh lugng nong
do fructoza trong tinh dich gidp chan dodn va diéu tri vo sinh & nam gidi, dac
biét la cac trudng hop vo sinh do tic nghén dudng dan tinh va lya chon phuong
phap ho trg sinh san.
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Linh vye k§ thuit dwge dé cap

Gidi phap httu ich thudc linh vuce di truyén Ung dung trong y hoc, cu thé 1a
dé cap dén quy trinh dinh luong ndng do fructoza trong tinh dich bang phuong
‘phép so mau dé ung dung trong chdn doan nguyén nhan vo sinh nam va lua

chon phurong phap hd trg sinh san thich hop.

Tinh trang ky thuét ciia gidi phap hitu ich

V6 sinh hién nay 1a mot van dé stc khoe sinh san dang gap phai véi ty 18
ngdy cang cao va nhan duoc nhidu su quan tdm cta xa hoi. Theo td chic Y té
Thé gidi, 10% - 15% céc cédp v chéng trong do tudi sinh san bj vo sinh, trong
do c6 khoang 30% - 40% nguyén nhan do nam gidi, 40% do nit gidi, 10% do ca
nam va nit, 10% khong rd nguyén nhan. Nhu vay, nguyén nhan v sinh tir nam

va nit gan nhu twong duong nhau.

C6 rat nhiéu nguyén nhan gy ra vo sinh nam, do d6 viéc chan doan
nguyén nhan 13 v6 cling quan trong, anh huéng dén hudng diéu tri va két qua
diéu tri.

Tinh dich d6 1a mot xét nghiém thudng quy, cho phép xéac dinh dugc cac
chi sd nhu s lugng, méat do, ti 1¢ séng, ti I¢ di dong, hinh thai cuda tinh trung.
Tuy nhién, chi véi céc chi s nay thi chua di dé chan doan nguyén nhan v sinh
& nam gi6i. Do vay, ngay tir dau thé ki XX, trén thé gi6i da c6 nhiéu nghién ctru
vé cac yéu t6 sinh héa trong tinh dich. Trong do, xét nghiém dinh luong
fructoza trong tinh dich dong vai trd quan trong vi fructoza la ngudn cung cip
ning luong chinh cho moi hoat dong sdng ctia tinh tring.

Vai tro cua néng d6 fructoza trong tinh dich ddi voi ti 18 séng va do di dong
ctia tinh tring rat quan trong. Nang luong tir fructoza la co s& dinh dudng chu

yéu cho tinh tring, dam bao su sinh sinh, phat trién tir d6 anh hudng dén ti 1¢
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sdng va kha niang di dong cua tinh tring. Hoat luc cua tinh tring lién quan chit
ché dén ndng do fructoza trong tinh dich. Pugc hinh thanh trong tai tinh va bai
tiét qua cac dng dan tinh nén fructoza dugc coi 1a chét sinh héa phan anh trung
thuc chirc ning cua cac thanh phan nay. Theo WHO 2010, fructoza trong tinh
dich thdp 1a dic trung clia tinh trang tic nghén hé théng 6ng dan tinh gip trong
bat san 6ng dn tinh, b4t san tai tinh, thiéu hut androgen hay xudt tinh nguoc

dong.

Dé chin doan nguyén nhén vo sinh & nam giGi, ngoai xét nghiém tinh dich
dd, thi xét nghi€m dinh lugng néng d6 fructoza can duoc chi dinh nhim cung
cép nhing thong tin vé& chat lugng tinh dich, tinh trang clia tai tinh va dudng dan
tinh tir 46 chan doan nguyén nhan vo sinh, dic biét 1a cac truong hop vo sinh do
tac nghén dudng din tinh nhim diéu tri cling nhu cai thién ti 1é thanh cong trong
hd trg sinh san. Trén thé gidi hién nay c6 mot sd k§ thuat dwoc sir dung dé dinh
lwong ndng do fructoza trong tinh dich nhu phuong phap sic ky long cao ép,
phuong phép enzym, phuong phap so mau st dung indole, hay resorsinol, .v.v..

Cu thé nhu:
Phuwong phdp enzym

Nguyén li hoat dong: Gém sorbitol dehydrogenaza va sy oxi hoa ddng
thoi cia NADH. Qué trinh oxy héa NADH ti 1€ thuan véi néng do fructoza
trong tinh dich. Nghién ctru nay khdo sat mat d§ quang & muic song la 340 nm
tai 2 thoi diém 3 phit va 23 phut thi x4c dinh duoc ndng do fructoza théng qua
murc chénh léch mat d6 quang. Uu diém cta phuong phap nay khi so sanh voi
phuong phap so mau sir dung resorcinol la phuong phép enzym c6 hé sb tuong
quan 1én dén 0,96 véi do tin cay 95%. Nhuoc diém ctia phuwong phap nay 1a kha

phtre tap va gid thanh cao.
Phuwrong phdp so mau

Nguyén li hoat dong: tinh dich cé chtra fructoza trong moi truong axit

manh (thudng dung HCI) va duge dun néng s& chuyén doéi thanh fufurol. Chat
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ndy phan ting véi cac chit chi thi mau nhu resorcinol hay indole. Sau do str dung
phuong phép so mau va do mat do quang (OD) dé xac dinh ndng do fructoza
trong tinh dich. Mot s§ chat mau khac c6 thé duoc sir dung 13 tryptamin, anilin,

tuy nhién cc chat mau nay khong phd bién trong phong thi nghiém.
Phurong phdp so mau bang indole

Nguyén 1i hoat dong: Phuong phép nay dugc Karvonen va Malm md ta
ndm 1955. fructoza trong mdi trudong axit manh va & nhiét do 37°C, phan tng
v6i indole va lam d6i mau dung dich thanh mau vang cam. Phirc chét nay duogc
hap thu & budc song tir 470-492 nm. Uu diém cua phwong phép nay la quy trinh
thuc hién don gian, cho két qua nhanh chéng. Nhuge diém cta phuong phép nay
1a khong thé do chinh x4c khi ndng do fructoza trong tinh dich nhé hon 0,5g/1,

va gia thanh dit gay kho khan trong phd bién xét nghiém mot cach rong rai.
Phurong phdp so mau béng resorcinol

Nguyén 1i hoat dong: TUr nhitng ndm 1934, Roe va cong su di dua ra
phuong phép so mau ding chét chi thi 1a resorcinol dé dinh luong fructoza trong
huyét thanh, vi vay phwong phip niy con goi 13 phuong phép ROE. Phuong
phép nay cling dugc Mann md t4 lai trong nghi€én ciru nam 1964. Theo do,
fructoza phdn Ung trong moéi trudng axit manh tao ra 5 — hydroxyl methyl
furfural, chat nay khi gap chét chi thi mau 13 resorcin tao thanh phtrc c6 mau do
tuoi. PO ddm mau ti 1€ thudn vai néng do fructoza trong tinh dich. Néng do
fructoza trong tinh dich dinh lugng theo phuong phép ROE, két hop tiéu chuan
WHO va nhiéu nghién ctu trén thé gidi di dua ra két luan ndng dd fructoza
duoc coi 1a binh thuong khi trong khoang 1,3 - 4,0 g/l. Uu diém cua phuong
phap nay 1a quy trinh thuc hién mot cach don gian, khong can hoa chat, dung cu
hay thiét bi gi dic biét, phu hop trong viéc d& dang phd bién dai tra, d& thuc hién

trén sd lugng mau 16n, do dic hidu cua phuong phap cao.
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hiét .
" Phirc hop, hép thy &

Fructoza + Resorcinol bwé&ce séng 530 nm

axit

Mot nghién ctru ndm 2001 st dung phuong phap ROE chirng minh duoc
rang néng do fructoza anh hudng dén chirc nang cia tai tinh, ddng thoi, su ting
ndng do fructoza trong tinh dich anh huéng 15 nét dén do di dong cua tinh trung.

Do do, fructoza la gia tri hitu dung trong danh gia chirc néng sinh san nam gigi.

Lu va cic cdng su (2007) di tién hanh nghién ctru sy 6n dinh cua nong do
fructoza trong tinh dich bing phwong phap ROE va do mat d6 quang tai budc
song 490 nm. Két qué cho théy néng do fructoza trong tinh dich duy tri dn dinh,
khong ¢6 su chénh léch mang ¥ nghia théng ké tai thoi diém 0, 2, 4, 6 gi0 sau li
tam tinh dich.

Néng do fructoza trong tinh dich phan 4nh sw khéc biét 15 rang v& tdng sb
cling nhu mét dd tinh tring ¢ nhitng bénh nhéan vo sinh nam so véi nhitng nguoi

binh thudng 14 két luan d& duoc chi ra trong mot nghién ciru gan day.

Pinh lugng ndng d9 fructoza trong tinh dich bang phuong phép resorsinol
(ROE) 1a mdt phwong phap phd bién duoc sir dung trong nhiu nghién ctu vé
dinh lwong ndng do fructoza trong tinh dich do c¢6 nhidu wu diém: héa chét, quy
trinh tién hanh don gian, cho két qua nhanh chéng, d& thuc hién trén sé luong
mau 16n, 6 dic hiéu cia phuong phap cao... Tuy nhién & Viét Nam xét nghiém
ndy con chua dugc phd bién va cac nghién ctru vé ndng do fructoza trong tinh
dich con it.

Vi su quan trong va tinh cAp thiét da néu trén, nén cin phai c6 mot quy
trinh dinh Iuong ndng do fructoza theo phuong phép so mau dé dua vao thuong

quy chén doan nguyén nhan vo sinh dua vao ndng dd fructoza cua tinh dich.
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Ban chit k§ thuit cia giai phap hiru ich

Muc dich ctia giai phép hitu ich nham khéc phuc tinh trang néu trén. Dé dat
duoc myc dich nay, giai phap hitu ich nay dé xuit quy trinh dinh luong ndng do
fructoza trong tinh dich nguoi. Tinh dich chira fructoza phan ng trong moi
trudng axit manh tao ra 5 — hydroxyl methyl furfural, cht nay khi gip chit chi
thi mau 1a resorcinol tao thanh phirc ¢c6 mau do tuoi. D6 ddm mau ti 1€ thuin véi
ndng do fructoza trong tinh dich. Céc tac gia cua giai phép hitu ich nhan thiy
ring, ndng do fructoza trong tinh dich dinh luong theo phuong phép nay duoc
coi la binh thuong khi trong khoang 1,3 — 4,0 g/1.

Nhiét

Fructoza + recorcinol ————— phitc hop, hép thu & budce séng 530 nm
Axit

Quy trinh dinh lugng fructoza trong tinh dich theo gidi phap hitu ich bao gdm cac

budc sau:

didu ché dung dich resorcinol 0,1% bang cach pha resorcin véi etanol theo

ty 1¢ 0,1g resorcin trong 100 ml etanol 95°,

x4y dung ham hiéu chudn cho cac dung dich resorcinol sau mdi lan pha,
voi néng do fructoza binh thudng tr 1,3 — 4,0 g/l nén sé& chon 8 mau dodi mot voi
4 ngudng ham hi¢u chudn 12 0,5; 1; 2 va 4 g/l, cing v6i mot mau chimg, sau dé
tién hanh xac dinh mat d6 quang hoc tuwong Ung véi cic ngudng nong do

fructoza tiéu chuan;

chuin bi miu bang cach 14y mau tinh dich réi ly tdm tinh dich & tdc do
1500 vong/phiit trong 15 phut dé thu dwoc dich ndi, loai bd protein trong tinh
dich béng cach cho 100 pl dich ndi nay vao 400 ul TCA 10%, tron déu, ly tdm
v6i tan s§ 1500 vong/phut trong 10 phut dé loai b phan protein trong tinh dich,
sau d6 cho tinh dich da dugc loai bd protein vao dung dich chtra 2,5 ml dung
dich HCI 30% va 250 pl dung dich resorcinol 0,1% da duoc diéu ché & budce
trén, U & nhiét d6 80 — 85°C trong 5 phut;
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do mat d6 quang (OD) v&i bude séng 530nm, véi dbi ching, thay cho tinh
dich 12 100 pl TCA;

xac dinh ham luong fructoza theo hé s6 da duogc xay dung bdi ham higu
chuén bing cong thirc sau:

C fructoza = E (OD) x C(h)/E(h)

trong d6, E (OD) la mat do quang hoc cua fructoza mau & budc séng
530nm,

C (h) 1a ndng dd fructoza tiéu chudn khi pha lodng trong ham hiéu chuén,

E (h) 1a mat do quang hoc cta fructoza ti€u chuén & ham hiéu chuén,

C(h)/E(h) 1a hé sb a xay dung duoc tir ham hiéu chudn.
Nong do fructoza trong tinh dich theo phuong phap nay duoc xem 14 binh
thuong khi dat 1,3 — 4,0 g/1.
MBS ta vin tit hinh vé kém theo

Hinh 1: Biéu d6 dudng chudn ndng do fructoza theo OD & budc song

530nm
MO ta chi tiét giai phap hitu ich
Quy trinh theo giai phap hitu ich bao gdm céc bude: a) diéu ché dung dich

resorcinol; b) xay dung ham hiéu chuén; c) chuén bi mau; d) do mat do quang;

va e) dinh luong ndng do fructoza.

Trir khi c6 quy dinh khéc, cic hoa chit duoc st dung trong giai phap hitu
ich ¢c6 thé thu dugc tir nguén thuong mai, vi du TCA (axit tricloacetic), HCI,
resorcinol, etanol... déu 1a cac san pham thwong mai c6 thé tim duoc trén thi
trudng.

a) diéu ché dung dich resorcinol

Day 14 diém khac biét gitra quy trinh theo giai phap hitu ich so véi cic quy
trinh da biét trén thé gigi. Trén thé gidi, hod chat dé tién hanh xét nghiém dinh

luong fructoza bang phuong phap ROE thuong duge pha sin thanh dung dich
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resorsinol dé st dung luon. Dung dich nay kho bao quan, van chuyén. O day,
chc tac gia giai phdp hitu ich tién hanh pha dung dich resorcinol 0,1% bing
resorcinol 0,1g trong 100 ml etanol 95°. Mit khéc, trong qua trinh pha hoa chét
khong thé tranh khoi céc sai s6. Tuy nhién, trong phuong phap dinh luong
fructoza nay, ham hiéu chuan duogc xay dung ddi vai cac hoa chét sau mdi lan
pha. Khi str dung hét mot trong céc hoa chat thi can xay dung lai ham hiéu
chudn. Vi vay, viéc pha nhiéu hoa chit mot luc, thanh 2 phan riéng dé bao quan
lau dai vira gitp han ché cic sai s6, vira gitup st dung hoa chat mot cach hiéu
qua, tiét kiém.

Mt khéc resorcinol va etanol déu 1a cac loai hoa chét ré tién, d& mua béng
ngudn thuong mai, bdo dam tinh bén viing cia xét nghiém va tiét kiém chi phi

cho bénh nhan.
b) x4y dung ham hiéu chuén.

Ham hiéu chudn duoc xay dung dbi voi cac hoa chit sau mdi 1an pha. Khi
stt dung hét mot trong cac hoéa chit thi can xdy dung lai ham hiéu chuén. Vi
ndng do fructoza binh thudong theo phuong phap ROE nam trong khoang tir 1,3
—4,0 g/l nén s€ chon 8 mau doi mot vai 4 ngudng ham hi¢u chudn 14 0,5; 1; 2 va
4 g/1, cung v6i mot mau chimg. Sau do tién hanh xéc dinh mét d¢ quang hoc

tuong ung voi cic ngudng ndng do fructoza tidu chudn theo phuong phap ROE.

Tir két qua thu duoc, xay dung ham hiéu chuin y = ax va h¢ sb tuong quan

R. Trong do, y 1a ndng d¢ fructoza hiéu chuan, x 1a mat d6 quang do duoc.
¢) chuén bi mau

Trong budc chudn bi miu, mau duoc thu nhan 13 tinh dich dugc 13y tir
phong xét nghiém tinh dich dd. Mau la mot luong tinh dich tir 100-200 ul dugc
bao quan & nhiét do thuong trong vong 2 tiéng va 4°C trong vong 24 gid. Tinh
dich cin duoc ldy bang phuwong phap thu dam véi diéu kién trong vong 3-5 ngay

khong xudt tinh. Viéc 14y mau tinh dich can duoc thuc hién trong phong ldy mau
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va cho truc tiép vao dng dam bao diéu kién khong lay nhiém ra moi truong
ngoai.

Truong hop lugng tinh tring tir 2-5 triéu/ml tinh dich, tién hanh ly tm &
tan s6 1500 vong/phut loai bé dich ndi, léy can chira tinh dich léng dong dé thao
tac. Sau do, loai bd protein trong tinh dich bang cach sir dung dung dich TCA
10% dé lam bién tinh protein. Pay I budc rat quan trong trong quy trinh ki
thuat. Vi ban chét tinh dich c6 chtra rit nhiéu protein, diéu nay s& lam anh hudng
dén két qué x¢ét nghiém dinh lugng fructoza. Lam bién tinh protein tir d6 loai b
bét protein trong tinh dich sau khi li tim, gitip han ché sai s6, dé két qua thi
nghiém dugc chinh xac hon.

O bude nay luu y rang voi cac mau tinh dich c6 mat do tinh trung cao
(>200 triéu/ml), chung ta can pha lodng véi nude mudi sinh Iy véi ti 16 1:100.
Diéu ndy gitp ching ta ¢6 thé do mat d6 quang trong ngudng cta mdy do mat
do quang hoc.

-~ d) bo mét d6 quang

Tinh dich chtra fructoza phan tng trong moi trudong axit manh tao ra 5 —
hydroxyl methyl furfural, chat nay khi gip chét chi thi mau la resorcinol tao
thanh phirc c6 mau dé tuoi. Pam do mau ti 1& thuan véi ndng do fructoza trong
tinh dich. Vi phic chét duogc tao ra c6 mau sic 6n dinh trong 2-3 gid va dd dam
mau cta hén hop ti 1& thuan véi néng do fructoza trong tinh dich, nén do mat d6
quang giap dinh lugng dugc ham lugng fructoza trong tinh dich ctia nam gidi.

e) xac dinh néng dd fructoza

Trong budc danh gia két qua, tinh ndng do fructoza theo cong thirc:

C fructoza=E (OD) x C(h)/E(h)
Trong d6: E (OD) la mat dd quang hoc cua fructoza mau & budc séng

530nm.

C (h) 12 ndng dd fructoza tiéu chuén khi pha lodng trong ham hiéu chuén.
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E (h) 12 mat d6 quang hoc cua fructoza tiéu chuan ¢ ham hiéu chuén.

C(h)/E(h) 1a hé sb a xdy dung duoc tir ham hiéu chudn.
Vi du thuc hién gidi gidi phap hiru ich
Vi du 1: Dinh lwong ndng do fructoza trong tinh dich bing phuong phép so mau
theo giai phap hitu ich

Sau khi nhan mau tinh dich tir phong lam tinh dich dd, cac tac gia giai phap
hitu ich tién hanh dinh luong néng do fructoza trong tinh dich. Moi budc thuc
hién déu duoc tién hanh nghiém ngit. 300 mau tinh dich duoc luva chon tir 300
bénh nhan c6 do tudi trung binh 1a 31,1. Sau khi phan tich két qua tinh dich do
theo tiéu chuan WHO 2010, c4c tac gia giai phap hiru ich tién hanh dinh luong
ndng do fructoza trong tinh dich ciia 300 miu nghién ciru cia 3 nhom. Mdi
nhém nghién ctru gdm 100 mau tinh dich (nhém I c6 mét do tinh trung > 15
triéu/ml; nhém II c6 mat do tinh trung < 15 triéu/ml; nhom III khong cé tinh
trung trong tinh dich). Quy trinh dinh lugng fructoza trong tinh dich theo giai

phép hitu ich dugc thyc hién cu thé nhu sau:

didu ché dung dich resorcinol 0,1% bang cach pha resorcin véi etanol theo

ty 1€ 0,1g resorcin trong 100 ml etanol 95°%

Ham hiéu chuin duoc x4y dung véi ngudng ndng do fructoza chuin lan
luot 12 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4 g/l, cac tac gia giai phap hitu ich do méat do
OD tuong Umg véi mdi ngudng ndng dd fructoza chudn theo quy trinh xét
nghiém duoc hoan thién va dung dugc dudng chuén nhu duoc thé hién trén
Hinh 1. Ham hiéu chuén duoc cac tac gia giai phap hiru ich xay dung duoc trong
nghién ciru nay 1a y = 1,2797x v6i R=0,99, trong d6: y 1a ndng do fructoza trong
tinh dich, x 1a mat d6 OD do duogc.

Chuén bi miu bing cach dung pipet ldy 100 ul mau tinh dich cho vao
eppendorf, sau d6 ly tdm & 1500 vong/phut trong 10 phut nhim léng té bao tinh
triang xudng dudi ddy va chi ldy 16p tinh dich chtra fructoza & trén dé lam xét

nghiém, vi 16p tinh trung khong st dung trong xét nghiém. Sau do, dung pipet lay

-10-
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100 pl dich ndi sau ly tAm thu dugc & cong doan trén cho vao dng nghiém khéc
cd chira 2,5 ml dung dich HCI 30% va 250 ul dung dich resorcinol 0,1%. U &
nhiét do 80 — 85°C trong 5 phiit. Fructoza phan tng véi chat chi thi mau resocinol
trong moi trudong axit manh HCI va nhiét d§ cao tao phirc hgp mau do tuoi. Véi
mau chimg, thay 100uL dich ndi bang 100uL nudc ct.

Po mit d6 quang bang cich dé ngudi miu thu dugc & bude trén va do mat
do quang (OD) cua phtrc hgp mau & budc song 530nm, kich thudce curvet 1em.
Mau séc ctia dung dich thu duge khong thay ddi trong vong 2 — 3 gid; va

x4c dinh ham lugng fructoza theo hé sb da dugc xdy dung bdi ham hiéu
chudn bing cong thirc sau:

Nong do fructoza trong méu tinh dich xé4c dinh béi cong thirc:

C fructoza— @ X E (OD)
Trong d6: E (OD) 1a mat do quang hoc ctia phitc hgp mau tao bdi mau tinh dich
cta bénh nhan & bude séng 530nm.

a 1a hé sb duoc xdy dung boi ham hiéu chuén xay dung dugc theo vi du
nay laa=1,2797.

Két qué dinh lugng fructoza trong tinh dich ctia 300 bénh nhan nhu sau:

Do nhay va d6 dac hi€u

Béng 1. Bang thdng ké két qua dinh luong fructoza & 3 nhom bénh nhan

Dinh lugng theo
\ A quy trinh cua | Pinh lugng theo
Nong do fructoza a4 . ,,
gidi phdp hitu | quy trinh d3 biét
ich

Nhém 1(nhém chung)
Dudi ngudng 8 8
Binh thuong 92 92
Nhém 2 (nhém c6 1 s chi s6 TDP
bét thuong)
Duéi ngudng 17 18
Binh thuong &3 82
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Nhom 3 (nhom c6 it hodac khong co

tinh triung)

Du6i ngudng 35 34
Binh thuong 65 66

Bang 2. Bang théng ké céc s lugng dé tinh do nhay, do dac hiéu

Duong tinh | Duong tinh | Am tinh that| Am tinh gia
that gia
Nhém 1 92 0 8 0
Nhém 2 82 1 17 0
Nhém 3 34 0 65 1
Téng 208 1 90 1
Do nhay 99,52 %
Do déc hidu 98,90 %

Nhu vay, do nhay cua bo xét nghiém tu pha dat 99,52% va do dac hi¢u

cua quy trinh dinh luong theo gidi phap hitu ich dat 98,90%.

D& chinh xac
bé lap lai
Bang 3. Két qua thuc nghiém d6 lap lai
Lin do Nénzc% do fructoza Do hép thu Néng dd fructoza do duoc
chuan (mg/mL) (mmol/L)
1 2,5 1,665 2,46
2 2,5 1,682 2,49
3 2,5 1,670 2,47
4 2,5 1,683 2,49
5 2,5 1,637 2,42
6 2,5 1,632 2,42
7 2,5 1,607 2,38
8 2,5 1,642 2,43
9 2,5 1,651 2,44
10 2,5 1,654 2,45
SD 0,034
CV% 1,407
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Nhdn xét: Tir két qua & bang trén, céc tac gia giai phap hitu ich tinh duoc
0 léch chuén SD = 0,034 va hé s6 bién thién CV% = 1,407 . Hé s6 bién thién
clia quy trinh dinh lugng ham lugng fructoza theo gidi phép hitu ich ndm trong
gidi han cho phép (CV% < 5%)

Do chum trung gian

Bdng 4. Két qua thik nghiém dé chum trung gian

. N@)ng do fructoza do duogc
Lan thu Nong d,@ fructoza ticu do cac KTV khac nhau (mg/mL)
chuan (mg/ml)
KTV 1 KTV 2 KTV 3
1 2,5 2,55 2,45 2,39
2 2,5 2,55 2,48 2,43
3 2,5 2,51 2,58 2,52
4 2,5 2,57 2,65 2,60
5 25 2,50 2,56 2,54
6 2,5 2,50 2,56 2,52
7 2,5 2,52 2,59 2,52
8 2,5 2,52 2,59 2,52
9 2,5 2,52 2,50 2,54
10 2,5 2,55 2,52 2,51
SD 0,051
CV% 2,032

Nhdn xét: Vi két qua thu duoc tr bang trén, sit dung cong thic tinh do
chum, cac tac gia giai phap hitu ichthu duogc dg 1é€ch chuan 1a SD = 0,051, tur d6
tinh duoc hé sb bién thién 1a CV% = 2,032%. Hé s bién thién ndy nim trong

gidi han cho phép CV% < 5%.
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Do dung
Bang 5. Két qua thir nghiém do diing
[An do Nong d6 fructoza chuén oD Nong d¢ fructoza do dugc

(mg/mL) (mg/mL)

1 2,5 1,622 2,55

2 2,5 1,625 2,55

3 2,5 1,699 2,51

4 2,5 1,735 2,47

5 2,5 1,689 2,50

6 2,5 1,686 2,50

7 2,5 1,701 2,52

8 2,5 1,705 2,52

9 2,5 1,704 2,52

10 2,5 1,721 2,45

Nhdén xét: Vi két qué nhu trén, céc tac gia gidi phap hitu ich tinh duoc t,, =
0,906. Bén canh do, thong qua tra bang co t. = 2,262
tn<t.: dat dugc tiéu chuén kiém nghiém.

So sanh ndng o fructoza do dugc bang quy trinh theo giai phéap hitu ich va quy
trinh da biét trén thi truong

So sanh twong duong hai b xét nghiém

Bdng 6. Bang kiém dinh hé s6 twong quan gitta hai quy trinh

N 300
Heé sb twong quan Pearson 0,990
p < 0,001
) Gi6i han trén 0,999
Khoang tin cdy 95 % . 7
G161 han duéi 0,973
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Nhén xét: Thir nghiém Pearson cho két qua cé su tuong quan manh gita
ndng do frutoza do duge giita hai phuong phép tu pha va bo kit thuong mai dat
chuén véi r = 0,990, p < 0,001.

Bdng 7. Bang kiém dinh T-test cia chénh léch giita hai quy trinh

Khoange tin ca 0
Trung binh oang tin cdy 95%

t p cua su
khac biét | Gi61 han dudi | Gidi han trén

-2,117 0,035 -0,029 -0,056 -0,002

Nhén xét: Tri sb trung binh cta chénh léch gitra hai quy trinh do 1a -0,29 va
khoéng khac bi€t véi 0 voi p = 0,035 < 0,05, nghia 1a c¢6 su twong hop gitta hai
quy trinh do vé&i do tin cdy 95%. Khac biét trung binh gitta hai quy trinh 1a rat
nhé (0,0116), gén b%mg 0. Pasb truomg hop co sai s6 ndm trong gidi han + 1,96
do 1éch chudn. Do d6 hai quy trinh c6 gi4 tri tvong duong nhu nhau trong dinh
lwong ndng d9 fructoza trong tinh dich.

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Nhu mo ta chi tiét & trén, quy trinh theo giai phap hitu ich duge tién hanh
don gian va d& dang sir dung cho viéc x4c dinh ndng do fructoza trong tinh dich.
Quy trinh theo giai phap hitu ich nay c6 thé sir dung & cac phong thi nghiém
chuyén vé sinh san ma khong cin céc trang thiét bi phirc tap. Ngoai ra day 1a
phuong phap xét nghiém linh hoat cho phép dinh luong ndng do fructoza trong
vong 24 gio. |

Trong quy trinh cua céc tdc gid gidi phap hitu ich dung dich resorcinol
0,1% dugc pha bing resorcin 0,1g trong 100 ml etanol 95° khi tac dung voi
fructoza trong tinh dich tao phirc chit c6 mau sic on dinh trong vong 2 gio. Day
1a diém khéc biét gitta quy trinh theo giai phép hitu ich so véi cac quy trinh da
biét trén thé gi6i. Trén thé gi6i, hoa chét dé tién hanh xét nghiém dinh luong

fructoza bang phuong phdp ROE thudng dugc pha sin thanh dung dich
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resorcinol dé sir dung ludn. Dung dich nay kho bao quan va van chuyén. Mt
khac, trong qué trinh pha hod chéit khong thé tranh khéi cac sai sb. Tuy nhién,
phwong phép dinh lugng fructoza nay ham hiéu chuan duoc xdy dung ddi voi
céc hoa chit sau mdi 1an pha. Khi sir dung hét mot trong cac hoa chat thi can xay
dung lai ham hi¢u chuén Vi vay, viéc pha nhiéu hoé chit mot lc, thanh 2 phén
riéng dé bao quan 1au dai vira gitp ching ta han ché cac sai sb, vira giup st dung
ho4 chét mot cach hiéu qua, tiét kiém.

Mt khéc resorcin va etanol déu 1a céc loai hoa chit ré tién, d& mua bang
ngudn thwong mai, bdo dam tinh bén vimng cua xét nghiém va tiét kiém chi phi

cho bénh nhén.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh dinh lwong ndng do fructoza trong tinh dich bing phwong phap

S0 mau, quy trinh nay bao gém céc budc sau:

diéu ché dung dich resorcinol 0,1% bang cach pha resorcin v&i etanol theo

ty 1€ 0,1g resorcin trong 100 ml etanol 95°,

xdy dung ham hiéu chuén cho cac dung dich resorcinol sau mdi 14n pha,
v6indng do fructoza binh thudng nim trong khoang tir 1,3 — 4,0 g/l nén sé& chon
8 mau d6i mét voi 4 ngudng ham hi¢u chudn 12 0,5; 1; 2 va 4 g/l, cung v&i mot
mau chung, sau dé tién hanh xac dinh mat do quang hoc tuong Ung vdi céc

ngudng nong do fructoza ti€u chuan;

chuin bj miu bang cach ldy mau tinh dich rdi ly tdm tinh dich & téc do
- 1500 vong/phut trong 15 phut dé thu duoc dich ndi, loai b protein trong tinh
dich bang cach cho 100 ul dich ndi nay vao 400 pl axit triclo acetic (TCA) 10%,
tron déu, ly tAm véi tan sb 1500 vong/phut trong 10 phut dé loai bo phan protein
trong tinh dich, sau d6 cho tinh dich da dugc loai bo protein vao dung dich chira
2,5 ml dung dich HCI 30% va 250 ul dung dich resorcinol 0,1% da dugc diéu
ché & budc trén, G & nhiét do 80 — 85°C trong 5 phut;

do mat d6 quang (OD) véi bude séng 530nm, véi dbi chimg, thay cho tinh
dich 1a 100 pl TCA; va

xac dinh ham lugng fructoza theo hé s6 da duoc xdy dung bdi ham hi¢u
chuin b%mg cong thic sau:

C fructoza =E (OD) x C(h)/E(h)

trong d6, E (OD) 1a mat d6 quang hoc ctia fructoza mau & budc séng
530nm,

C (h) 1a ndng d6 fructoza tiéu chudn khi pha lodng trong ham hiéu chudn,

E (h) 1a mat do quang hoc cua fructoza tiéu chudn & ham hiéu chuén,

C(h)/E(h) 12 hé s6 a xay dung duoc tir ham hiéu chuan.
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