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Linh vue kj thuat dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén chét phu gia thitc in cho dong vat va phuong phap
phat hién ching trong san pham thirc dn. Ngoai ra, séng ché con d cap dén cac
thanh phén cta thanh t& bao ndm men, phwong phap tach riéng ching, va hop
phin va phwong phap phét hién ching béng mién dich.

Tinh trang k¥ thuat cia sang ché

Trong linh vyc dinh dudng cho dong vat, nhidu chét phu gia va chat bd
sung khéc nhau da dwoc sir dung dé cai thién ning sut ctia gia suc. Trong mot
s§ trudmg hop, cac thanh phan cia thanh té bao nim men duogc st dung lam
chét phu gia thitc dn cho dong vat. Mot vi du la chét phu gia thirc &n
MYCOSORB (dugc san xuét bsi ALLTECH, Inc.). MYCOSORB lién két véi
tap chat doc t ndm trong thuc phdm va thirc an, nhd d6 cang hoéa doc t6 ndm &
trang théi tiéu héa duoc. Céc tap chit doc t6 ndm nhu vy thuong xuét hién do
su sinh trudng cua ndm ca & trén canh déng va sau khi thu hoach & hat, cac san
phim phu ctia hat, va thirc 4n gia stc 0 xilé ngd dugc st dung lam céc thanh
phan nguyén lidu. Mic du cac thanh phén thtc an thd va di qua ché bién ban
trén thi truong phai trai qua yéu cdu kiém tra doc t6 ndm, nhung khong c6 hé
théng kiém soét nao ¢ hiéu qua 100%. Trén thé gi6i, udc tinh rang khoang
25% trong sb tit ca céc cdy trdng thdi vu bi anh huéng boi sy nhiém doc t6
ndm (Council for Agricultural Science and Technology (1989) “Mycotoxins:
Economics and Health Risks”, Task Force Report No. 116, Ames, IA), va do
vdy, thc dong khi cac nguyén liéu bi nhiém tap di vao chudi cung cép thic an
cho gia suc va ddng vat bau ban gin nhu khong thé tranh duge. Hau qua khi gia
stic tiéu thu thirc &n bi nhidm doc t5 ndm gdm gidm cam gidc thém &n, gidm tbe
dd sinh trudng, giam chirc ning sinh san va san luong sita, suy giam hé¢ mién
dich, tiéu hdéa kém, va trong cac truong hop nghiém trong gay chét gia stc. Do

vdy, viéc cang héa doc t6 nim di ching to 1a phuong phép hitu ich dé lam
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gidm nguy co rui ro clia cdc dc to ¢d trong tu nhién ma tac dong bat loi dén

strc khoe dong vat va con nguoi.

Viéc phat trién céc phuong phap phan tich manh, ddc hiéu va b kit aé
phat hién dinh tinh va dinh luong céc chét phuy gia thirc dn bi lam phuc tap boi
su ¢cO mat cua nhiéu hop chéit can trd, va boi néng do tuong dbi thép cta chét

phu gia thic dn duge st dung trong thirc dn ché bién sin dé dong vat tiéu thu.
Ban chat ky thuit ciia sang ché

Séang ché dé cap dén chit phu gia thirc dn cho dong vat va phuong phap
phéat hién ching trong san phim thirc dn. Ngoai ra, séng ché con dé cap dén céc
thanh phéan cta thanh té bao ndm men, cac phuwong phap tich riéng ching, va
hop phan va phuong phéap phat hién ching bing mién dich. Theo mdt s&
phwong 4n, sang ché dé xuét phuong phép phat hién thanh phan thanh t& bao
ndm men va/hodc manh cia ching trong mau (vi duy, mau thic dn, mau thuc
phim, hozc phén chiét ctia ching). Phuong phép nay c6 thé duoc sir dung, vi
du, dé x4c dinh sy c6 mit clia chét phu gia thuc phém va thirc an bao g(‘A)m cac
thanh phan cta thanh t¢ bao nAdm men (vi du, glucan nidm men,
(1—4)-a-D-glucan nim men, (1—6)-p-D-glucan nim men,
(1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan nidm men, chit phu gia thac &n MYCOSORB,
chét phu gia thirc in BIOMOSS, chét phu gia thirc ain ACTIGEN, va céc chat
twong tw) trong san phim thirc dn (vi dy, thie dn cho gia suc, thirc &n cho dong
vat bau ban, hodc cac san pham trung gian ctia ching trong qué trinh san Xuét).
Theo mdt sb phliong 4n, sang ché d& cép dén cac phuong phap @& chiét cac
thanh phin cta thanh t¢ bao nidm men (vi dy, glucan nidm men,
(1—4)-a-D-glucan ném men, (1—6)-p-D-glucan nim men,
(1-4)-a-/(1—6)-B-D-glucan ndm men, chit phu gia thirc &n MYCOSORB, va
céc chét tuong tu) tir san pham thirc an (vi dy, thirc n cho gia suc, thirc dn cho
dong vat bau ban, hoidc cc sin pham trung gian clia ching trong qué trinh san
xut). Theo mot s6 phwong 4an, sing ché d xuit khang nguyén dé str dung aé
lam tang khang thé d6i voi céc thanh phin cta thanh té bao ndm men dic higu

(vi dy, (1—4)-0-D-glucan ndm men, (1—6)-p-D-glucan ndm men,
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(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan niAm men, va/hodc thé 1ién hop cta ching). Theo
cac phuong an duge wu tién, cac khang nguyén nhu vay duogc lién hop véi chit
mang, vi du, chit mang protein (vi du, albumin huyét thanh bo (BSA)). Theo
mdt sb phuong 4n, sang ché dé xuét cac phuong phap hoat héa hydrat cacbon
(vi ~du, hydrat cacbon chta vong  glucopyranoza,  glucan,
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan) ndm men & (cac) vi tri C6-OH. Theo mot sd
phuong an, su hoat héa nhu vdy bao gém su oxy hoa nhe (vi du, st dung
dimetylsulfoxit/anhydrit axetic). Theo mdt sd phuong 4n, séng ché d& xuét
khang thé c6 kha ning nhan biét khang nguyén thanh t& bio ndm men (vi du,
khang thé don dong hoic da dong cé kha ning nhan biét (1—4)-a-D-glucan
ndm men, (1—6)-B-D-glucan ndm men, (1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan nim
men, hodc thé lién hop cta ching; khing thé don dong 513A161.1 hoic
513A431.1 duoc lam tang chéng lai khang nguyén
(1—>4)-oc-D-glucan/(1,6)-[3-D-g1ucan/BSA; khang thé da dong dugc lam ting
chéng lai khang nguyén (1—4)-0-D-glucan/(1—6)-B-D-glucan/BSA; hodc
duoc tinh ché, duoc pha lodng, dugc lién hop, va/hodc dang don dic hiéu cla
chung). Theo mdt s phuong 4n, sang ché d& xuét bo kit bao gdm chét phan
mg dé phat hién céc thanh phdn cua thanh té bao ndm men (vi dy, glucan nim
men, (1—4)-a-D-glucan ndm men, (1—6)-p-D-glucan ndm  men,
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan ndm men, chét phu gia thirc n MYCOSORB, va
céc chét tuong ty) trong mau (vi dy, miu thic &n, mau thuc phim, hodc phan

chiét ctia chting).

Sang ché khong bi gidi han boi loai hodc ban chit ctia miu duge dung
dé phan tich. Theo mot s6 phuong 4n dugc u tién, mau 1a san phim thuc pham
hodc thic an hoac thu dugc tir san phém thuc phém hodc thirc an. San phém
thuc phdm hoic thitc an bao gdm (cac) nguyén lidu bt ky ma duoc tiéu thu (vi
du, boi dong vat) dong gop nang lugng va/hodc chét dinh dudng cho ché d6 an
ubng. Vi dy vé thyc phdm bao gdm, nhung khéng gi6i han &, Khau phin hdn
hop hoan chinh (TMR), (céc) thirc &n cho stc vat, (cac) vién tron, (cac) chét ¢o,
(c4c) ddng san phdm thirc dn trdn sin, (cac) hat, (cac) b chung cat ruou, ri

duong, (céac) chét xo, c6 kho (cho stc vat dn), co, ¢ kho, (cic) hat, 14, bdt xay
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thd, (cac) chit tan, va (cac) chit bd sung. Thitc n va thuc pham khéng bi gi6i
han boi dang vét ly ctia ching. Thitc dn va thuc phdm c6 thé dugc ché bién
thanh c¢& hat nho hon (vi du, dugc thai 1at, duoc chit nhd, duoc nghién, duoc
xay, hodc cdc bién php tuong tu); duoc lam thanh dang léng (vi du, duge
chiét, duoc dun sdi, duge ¢d, duoc bién ddi thanh xird hoic dang dinh nhét
khac); hodc duge ché bién thanh kich thudce 16n hon (vi du, duge déng thanh
kién, duoc 1&n chit, dugc nén, hodc dugc tao thanh cac hinh dang hdn hop, vi

du, hinh vién, khéi, hinh vudng, hinh bong tuyét, va cc hinh dang tuong tw).

Sang ché khong bi gi6i han bdi loai hodc ban chét ctia phuwong phap
chiét dugc dung dé thu dugc miu dé phén tich. Theo mdt sb phuwong 4n,
nguyén liéu ban dau cén phan tich (vi du, san pham thuc phim hozc thic in;
thue phdm) dugc cho qua k§ thudt chiét dé thu dugc miu dé phan tich. K§
thuat chiét gdm nhung khong gi6i han & chiét axit, chiét kiém, chiét véi dung
méi hitu co, chiét voi chét dém, chiét véi mudi, chiét véi chat téy rira, chiét vat
Iy (vi du, dun sdi, chiét hoi, chiét nhiét ¢ thép, nghién, va céc cach tuong tu),
hodc hdn hop ctia chiing. Theo mdt s& phuong 4n, nguyén liéu can phén tich (vi
du, san phém thuc phém hodc thirc an; thuc phém) duoc chiét béng cach st
dung hdn hop ctia dung mdi hitu co va dung dich axit. Theo mdt s6 phuong 4n,
nguyén liéu can phan tich (vi dy, san phdm thyc phdm hodc thic dn; thyc
pham) duoc chiét bang cach st dung dung dich chita dimetylsulfoxit (DMSO)
va axit clohydric (HCI).

Sang ché khong bi gi6i han bdi lugng cla chit phan tich (vi du, khéng
nguyén, thanh phin thanh té bao ndm men, glucan nim men,
(1—4)-a-D-glucan nim men, (1—6)-B-D-glucan nam men,
(1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan nidm men, chit phu gia thirc in MYCOSORB, va
céc chit twong tir) c6 mit trong miu ban ddu. Luong chit phan tich c6 thé it
hon 0,005 mg, 0,005-0,05 mg, 0,05-0,5 mg, 0,5-1 mg, 1-5 mg, 5-10 mg, 10-25
mg, 25 mg hodc hon nita. Sdng ché khong bi giéi han béi luong cta chét phan
tich (vi du, khang nguyén, thanh phan thanh té bao nidm men, glucan ndm men,

(1—4)-a-D-glucan nim men, (1—6)-p-D-glucan nim men,
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(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan ndm men, chat phu gia thirc in MYCOSORB, va
cac chat tuong tu) ¢ mat trong nguyén liéu ban dAu can duoc kiém tra. Lugng
chét phan tich dugc phat hién c6 thé it hon 0,05 kg cho mdi tan, 0,05-0,5 kg
cho mdi tin, 0,5-1 kg cho mdi tin, 1,0-2,0 kg cho mdi tin, 2,0-3,0 kg cho mdi
tin, 3,0-4,0 kg cho mdi tin, 4,0-5,0 kg cho mdi tan, 5,0-6,0 kg cho mdi tin, 6,0-

10,0 kg cho mdi tin, 10 kg cho mdi tn hodc 16n hon.

Séang ché khong bi gi6i han béi ndng d6 1am viéc ctia khang thé dugc st
dung dé phat hién chét phan tich (vi dy, vi dy, khang nguyén, thanh phan thanh
t¢ bio ndm men, glucan ndm men, (1—4)-a-D-glucan ndm men,
(1—6)-p-D-glucan ndm men, (1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan nédm men, chit phu
gia thttc an MYCOSORB, va cac chét twong tu). Su pha loéng dé xtr Iy cua
khang thé (vi du, khang thé don dong hoic da dong c6 kha nang nhén biét
(1—4)-a-D-glucan ném men, (1—6)-B-D-glucan nam men,
1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan ndm men, hodc thé lién hop cla chiing; khang thé
don dong 513A161.1 hogc 513A431.1 dugce lam tang c;héng lai khang nguyén
(1—4)-a-D-glucan/(1—6)-B-D-glucan/BSA; khang thé da dong dugc lam ting
chéng lai khang nguyén (1—4)-a-D-glucan/(1—6)--D-glucan/BSA; hodc
duoc tinh ché, dugc pha lodng, dugc lién hop, va/hodc dang don dac hiéu cta
chiing) c¢6 thé lodng hon 1:100.000; 1:50.000 dén 1:100.000; 1:20.000 dén
1:50.000; 1:10.000 dén 1:20.000; 1:5.000 dén 1:10.000; 1:1.000 dén 1:5.000;
1:500 dén 1:1.000; 1:100 dén 1:500; 1:50 dén 1:100; 1:10-1:50; 1:1 dén 1:10;
2:1 dn 1:1; hodc dac hon 2:1.

Theo mdt sb phwong an, sing ché @& xuét hop phin giy mién dich bao
gbm cac thanh phan ctia thinh té bao nAm men. Theo mét sb phuong 4n, thanh
phan thanh t€ bao nAm men bao gém glucan nidm men. Theo mdt s6 phuong 4n,
glucan bao gbm (1—4)-0-D-glucan ndm men, (1—6)-p-D-glucan ndm men,
(1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan nidm men, hodc thé lién hop hoic din xuét ca
chung. Theo mot sé phuong 4n, sang ché d& xuét (1—6)-p-D-glucan nédm men,
(1-4)-a-/(1—6)-B-D-glucan ndm men duoc lién hop véi chit mang (vi du,

chit mang protein). Chat mang c6 thé tao diéu kién thuan loi cho tinh sinh mién
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dich va/hodc do 4n dinh & dong vat chi. Vi du v& chét mang bao g(‘Sm, nhung
khong giéi han 6, albumin huyét thanh bd (BSA), hemoxyanin ha (KLH),
ovalbumin (OVA), thyroglobulin bd (THY), va khang nguyén 16i viém gan B
vit (DHBcAg) (Gathuru et al. (2005) Vaccine 23:4727-4733). Sang ché khéng
bi giéi han bdi vi tri cta lién két giita khdng nguyén va véi chit mang. Theo
mdt s& phuong 4n duge uu tién, khang nguyén (vi du, khang nguyén hydrat
cacbon, glucan, hydrat cacbon bao gdbm (cac) vong glucopyranoza,
(1—4)-0-D-glucan nim men, (1—6)-B-D-glucan nam men,
(1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan) ndm men duogc lién hop véi chit mang & mot
hodc nhiéu vi tri O-6 so v6i khdng nguyén. Theo mdt sd phuong 4n, khang
nguyén 1a (1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan ndm men duoc lién hop v6i BSA & vi

tri Cé6.

Khang thé theo sang ché khong bi giéi han bdi loai vét chu trong do
Chﬁng dugce lam tang. Loai vat chu co thé 1a chuot céng, chudt nhit, chudt lang,
chudt déng, tho, dé, clru, ga, Itra, ngua, bo, chd, meo, lon, khi, ngudi, hodc loai
bét ky khac. Khéng thé theo sang ché khong bi gi6i han bdi ché do cdy nhiém,
phuong phép diéu ché khang nguyén, ho#ic phuong phép phan phdi khang
nguyén dugc str dung d8 lam tang khang thé. Khang nguyén c6 thé duoc trinh
dién trong didu kién c6 mat hodc ving mit chét kich thich mién dich (vi du, t4
dugc), chit dém, muc‘).i, dung moéi, hop chét lam ting kha ning hoa tan, hodc
céc chit tuong tu. Loai vat chi co thé duoc gdy mién dich bang khang nguyén
1 14n; 2 14n; 3 1An; 4 14n; 5 13n, 5-10 1in; 10-20 14n; hogc 16n hon 20 lan. Khéng
thé theo sang ché khong bi gidi han bdi do dong vo tinh (vi dy, don dong, da
dong). Khang thé ¢6 thé duoc st dung & dang thoé hodc dang dugc tinh ché.
Khang thd ¢6 thé 1a da ddc hiéu hodc don ddc hidu. Theo céc phuong an dugc
uu tién, khang thé c6 kha ning nhan biét dic hiéu khang nguyén duge st dung
dé 1am tang chung. Theo mot s6 phuong 4n dugc wu tién, khang thé theo sang
ché c6 kha ning nhan biét dic hidu (1—4)-0-D-glucan/(1—6)-p-D-glucan duoc
chiét tr thanh t& bao nAm men (vi du, Saccharomyces cerevisiae). Theo mot sb
phuong an dugc uu tién, khang thé theo sang ché bao gébm khang thé da dong.

Theo mot s& phuong 4n, sing ché d& xut khang thé don dong hogc da dong c6
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kha ning nhan biét (1—4)-a-D-glucan ndm men, (1—6)-p-D-glucan nim men,
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan ndm men, hodc manh, bién thé, hoic thé lién hop
ctia ching. Theo mdt s6 phwong 4n, hop phdn khang thé theo séng ché lién két
v6i (1—4)-a-D-glucan ctia thanh té bao ndm men, nhung khéng lién két véi
cac gbe chira (1—4)-a-D-glucan c6 mit trong cac chat khong phai polyme
chira (1—4)-a-D-glucan cua thanh té bao ndm men (vi du, (1—4)-0-D-glucan
cia thanh té bao nAm men, (1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan ciia thanh t& bao nim
men, hoac manh, bién thé, hodc thé lién hgp cua ching). Theo mét s6 phuong
4n, hop phan khang th8 theo sang ché lién két véi (1—6)-B-D-glucan cua thanh
t& bao ndm men, nhung khong lién két v&i gde chira (1—6)-p-D-glucan c6 mit
trong cac chat khong phai 1a polyme chita (1—6)-B-D-glucan cua thanh té bao
ndm men (vi dy, (1—6)-B-D-glucan cta thanh t¢ bao ndm men,
(1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan cta thanh té bao nAm men, hodic manh, bién thé,
hodc thé lién hop ctia ching). Theo mot s6 phuong 4n, hop phan khang thé theo
sang ché lién két v6i (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan ctia thanh té bao ndm men,
nhung khdng lién két voi cac gbe chira (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan c6 mat
trong cdc chit khong phai 13 thanh t¢ bao nidm men (vi du,
(1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan thanh té bao nAm men, hodic méanh, bién thé, hoic

thé 1ién hop cua chiing).

Mot s& phuong phép phat hién khang nguyén theo sang ché bao gdm cac
phuong phép phat hién mién dich. Theo mot s6 phuong an dugc wu tién, céc
phuong phép phat hién mién dich bao gdbm ELISA. Theo mot s6 phuong an,
ELISA duoc tién hanh bang cach stir dung miu thu dugc tir nguyén liéu ban dau
can phén tich (vi dy, san phém thuc phém hodc thic dn; thuc phém; chét chiét
cua chuing) va khang thé so clp (vi du, khang thé c6 kha ning nhin biét thanh
phan cta thanh t€ bao ndm men; khang thé c6 kha ning nhan biét glucan ndm
men; khing thé c6 kha ning nhan biét (1—4)-0-D-glucan nim men,
(1—6)-B-D-glucan ndm men, va/hoic (1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan) nidm men.
Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé dugc lién két truc tiép voi chit c6 kha ning
tao ra tin hidu phat hién duoc (vi du, chét sinh mau, chit sinh huynh quang,

chét ddng vi duoc danh du phéng xa, v.v.). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
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truc tiép hodc gian tiép lién két v6i chat khac c6 kha ning tao ra tin hiéu phat
hién duge (vi du, chit sinh mau, chit sinh huynh quang, chit danh dau phéng

xa, chat dong vi, v.v.).

Theo mot s6 phuong an, sang ché d& xuét bo kit dé phét hién chét phan
tich (vi dy, khang nguyén, thanh phin ctia thanh t& bao ndm men, glucan nim
men, (1—4)-a-D-glucan nidm men, (1—6)-B-D-glucan nim men, va/hodc
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan) ndm men trong mau (vi du, sdn phim thuc phdm
hoic thic an, thue phdm, chit chiét ctia chiing). Céc thanh phan ctia bd kit ¢6
thé bao gdm, nhung khong giéi han &, chét phan tmg, chit dém chiét, dung
mdi, chét tiy rira, chit phong bé, ng, khang thé, tidu chuén, huéng dn, va o

hop bat ky ctia ching.

Theo mdt sb phuong éan, sang ché dé xuét hé théng dich vu trong do
thong tin vé ham lugng clia chét phan tich (vi du, khing nguyén, thanh phén
ctia thanh t& bao ndm men, glucan nim men, (1—4)-0-D-glucan ndm men,
(1—6)-B-D-glucan ndm men, va/hoic (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan) ndm men
thu dugc dbi voi nguyén liéu ban dau can phén tich (vi dy, san phdm thyuc pham
hoic thic &n, thuc phim, chit chiét cia ching). Theo mot s6 phuong 4n, phan
tich duogc tién hanh béi ngudi st dung sau cung (vi dy, ngudi néng dén, chi
chin nudi gia stc, nguodi diéu khién gia stc, ngudi gy gidng gia suc, chi chin
nudi dong vét biu ban, ngudi diu khién dong vat bau ban, nguoi gy gibng
dong vat bau ban, bac si thi y, nha san xuét san phém thirc dn hodc thuc phéni,
nha phan phéi san phim thiic an hodc thuc phim, nhan vién diéu hanh). Theo
mot sb phuong an, mau hodc nguyén liéu ban d4u duoc dua ra cho bén thit ba
boi nguoi st dung sau cung (vi du, nguoi ndéng dan, chi chdn nubi gia suc,
ngudi didu khién gia stc, nguoi gy gidng gia stc, chi chin nu6i dong vt bau
ban, ngudi didu khién dong vat bau ban, ngudi gdy giéng dong vat bau ban, bac
si tht y, nha san xudt san pham thirc an hoic thuc phim, nha phan phdi san
phm thitc an hodc thyc phdm, nhan vién didu hanh) va bén thir ba tién hanh
phén tich. Theo mot s& phuong 4n, bén thi ba truyén dat thong tin lién quan

dén két qua phan tich cho ngudi st dung sau cung (vi du, ngudi nong dén, chu
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chin nudi gia stc, ngudi didu khién gia stc, nguoi gay gidng gia stc, chti chin
nuodi dong vat bau ban, nguoi didu khién dong vat bau ban, ngudi gay giéng
dong vat bau ban, bac si thu y, nha san Xuét san phém thirc an hodc thuc phém,
nha phéan phéi san phim thirc &n hodc thuc phim, nhan vién diéu hanh). Theo
mot sb phuong 4n, bén thir ba truyén thong tin vé két qua phan tich cho bén thir

tu.

Céc phuong 4n bd sung s& rd rang véi ngudi cd hidu biét trung binh
trong linh vyc k§ thudt c6 lién quan dya trén phan giai thich néu trong ban mo
ta nay.

M5 ta vin tit cdc hinh vé

Fig. 1 thé hién biéu dd quy trinh san xuét cac phan doan glucan P1, P2,
P3 va S1, S2,va S3 (xem Vidu 1 chéng han).

Fig. 2 thé hién dép ung cta khang huyét thanh thé ban dau va bén dich
ndi bé mit cta khang huyét thanh da dugc tinh ché 4i lyc. Khang huyét thanh
d4 duoc tinh ché 4i luc thu duge tir viée phan tach khang thé (Gab1-Gab4) dic
hiéu B-(1,6)-glucan ddi vé6i cac dia vi 16 duge pha BSA (xem Vi du 3 ching
han).

Fig. 3 thé hién duong chuén duge xay dung nho viée st dung khang thé
thé da dong khang (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan-BSA da dugc tinh ché duoc
tao ra bang cach str dung cac phuong phap dugc md ta trong ban md ta nay

(xem Vidu2va3 ching han).

Fig. 4 thé hién duong cong chuén trung binh tir 5 thir nghiém dugc tién
hanh véi 6 mitrc bao ham ctia MYCOSORB trong nguyén liéu thirc dn cta bay
bo sita. Tryuc y thtt hai néu rd d6 chum trong didu kién lap lai trong ngay
(% CV intra) va gita ngdy (% CV inter) d6i v6i dudng cong chuin.

Fig. 5 thé hién dudng cong chuén trung binh tir 5 thir nghiém dugc tién
hanh véi 6 mic bao ham ctia MYCOSORB trong nguyén liéu thirc dn cho ga.
Truc y thir hai néu r6 do chum trong didu kién lap lai trong ngay (% CV intra) va

gitta ngay (% CV inter) d6i v6i dudng cong chudn.
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Fig. 6 thé hién dudng cong chuén trung binh tir 5 thit nghiém dugc tién
hanh v&i 6 mite bao ham cia MYCOSORB trong nguyén liéu thie &n cho lon.
Truc y thr hai néu r6 d§ chum trong didu kién lap lai trong ngay (% CV intra) v

gitta ngay (% CV inter) ddi v6i dudng cong chuan.

Fig. 7 thé hién d6 chénh léch s6 doc mat d6 quang trung binh (AODas0)
cta san phim nhidu duoc trir khoi tin hiéu san phdm MYCOSORB thu dugc
trong thirc an cho ga d6i voi sy phan bd nhidu dia vi chudn @6 (Vi du 7). San
pham nhiéu dugc bd sung & 50, 100, 200% (theo khdi luong) ngoai san phdm
MYCOSORB (100%, 1,0 kg/T).

Fig. 8 thé hién d6 chénh léch s6 doc mat d6 quang trung binh (AODaso)
cua san phém nhiéu dugc tri khdi tin hiéu san phém MYCOSORB thu dugc
trong thic &n cho ga d6i v6i su phan bb mot dia vi chuan do (Vi du 7). San
phim nhidu dugc bd sung & 50, 100, 200% (theo khéi luong) ngoai san pham
MYCOSORB (100%, 1,0 kg/T).

Fig. 9 th hién két qua thir nghiém ELISA thé hién kha ning phan tmg
chéo ctia khang thd don dong 513A161.1 & ndng do 1:100 (dinh) hodc 1:200
(day).

Fig. 10 thé hién két quéa thir nghiém ELISA thé hién kha ning phan (mg
chéo ctia khang thd don dong 513A161.1 & ndng do 1:500 (dinh) hodc 1:1000
(day).

Fig. 11 thé hién két qua thir nghiém ELISA thé hién kha ning phan tng
chéo ctia khang thé don dong 513A161.1 & ndng d6 1:1500 (dinh) hodc 1:2000
(day).

Fig. 12 thé hién két qua thir nghiém ELISA thé hién kha ning phéan tmg
chéo cua khang thé don dong 513A431.1 & ndng d6 1:100 (dinh) hogc 1:200
(day).

Fig. 13 thé hién két qua thir nghiém ELISA thé hién kha ning phéan tng
chéo ctia khang thé don dong 513A431.1 & ndng d 1:500 (dinh) hogc 1:1000
(day).
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Fig. 14 thé hién két qua thir nghiém ELISA thé hién kha ning phan (mg
chéo cua khang thd don dong 513A431.1 & ndng d6 1:1500 (dinh) hodc 1:2000
(day).

Fig. 15 thé hién s doc d6 hap thu thir nghiém ELISA trung binh va do
léch chuén ctia ba miu chudn chét chiét thanh t& bao ndm men duoc dan méng
chua duoc pha lodng hodc dugce pha lodng 1:1 trong PBS hodc PBS + 3% sita
bot khong béo (Vi du 6).

Fig. 16 thé hién dd thi dudng cong chudn chit chiét thirc an dbi véi thoi

gian phu vi dia ELISA va nhiét d¢ u dugc mo ta trong Vi du 6.
M ta chi tiét sang ché
Céc dinh nghia

Dé d& hiéu sang ché, nhiéu thuat ngt va cum tir duoc dinh nghia duéi
day:

Trong ban mo ta nay, tAt ca cac thuat ngit "peptit," "polypeptit" va
"protein" chi trinh ty bdc mdt cla axit amin ma dugc nbi boi "lién két peptit"
cdng hoa tri. Nhin chung, peptit gbm mét sd axit amin, thuong tir 2-50 axit
amin, va ngin hon protein. Thuit ngt "polypeptit" bao gbm peptit va protein.
Theo mét s6 phuong 4n, peptit, polypeptit hodc protein 1a tbng hop, trong khi
theo cac phuong an khéc, peptit, polypeptit hodc protein 1a tai t6 hop hodc c6
trong tu nhién. Peptit tbng hop 14 peptit duoc tao ra bang bién phap nhan tao in

vitro (tic la, khdng dugce tao ra in vivo).

Thuat ngt "(cac) glycoprotein" hoac “(cac) glycopeptit” chi protein
hodc peptit chira mdt hodc nhiéu géc hydrat cacbon dugc lién két cdng hoa tri
véi mach polypeptit. Thudt nglt “(cac) selenoprotein” hodc “(cac) selenopeptit”
chi protein hodc peptit chira mdt hodc nhidu nguyén tir selen. Thong thudng,
nguyén tr selen duoc két hop vao protein trong axit amin chira selen bao gbém
selenoxystein va selenomethionin.

99 ¢

Thuat ngft “(cc) selenoglycoprotein,” “(cac) selenoglycopeptit” hodc

“(cac) SGP” chi glycoprotein hodc glycopeptit ma két hop mét hoic nhidu
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nguyén tir selen. Thong thuong, “selenoglycoprotein” bao gdm mét hozc nhiéu
axit amin chira selen. “Selenoglycoprotein” cé thé bao gdm s6 luong cac hydrat

cacbon & nhiu dang khac nhau bat ky.

Thuét ngit "mau" va "miu kiém tra" duoc str dung theo nghia rong nhét
clia né va bao gdm mau hodc miu kiém tra thu dugc tir ngudn bét ky. Trong
ban moé ta nay, thudt ngt "mau" dugc str dung dé chi mAu sinh hoc thu dugc tir
dong vat (bao gém nguoi), va bao gém chét long, chit ran, md, va khi. Theo
mdt s6 phuong 4n ca séng ché, mau bao gdbm miu chira chét c6 ngudn gdc tir
thuc vat (thtc an gia stuc 1 xild, ngli cde, thire dn cho gia stc da duoc ché bién,
san phim thtc 4n trong cac giai doan san xuét trung gian). Tuy nhién, cic vi du
nay khong dugc hiéu 1a 1am giéi han loai mau duge st dung theo séng ché.

Trong ban mo ta nay, thuat ngl “niAm men” va “té bao ndm men” chi vi
sinh VAt ¢6 nhan dién hinh duoc phan loai trong giéi Fungi, c6 thanh té bao,
mang t& bao va cac thanh phan noi bao. N4m men khong tao thanh nhém phan
loai hodc phat sinh ching loai dic trung. Hién nay, khoang 1500 loai da duoc
bibt; wéc tinh rdng chi 1% trong sb tht ca cac loai ndm men di duoc md ta.
Thuat ngft "ndm men" thudong duge ding nhu tir ddng nghia cho S. cerevisiae,
nhung tinh da dang phat sinh ching loai cta ndm men dugc thé hién boi su
phan b ctia chiing trong c4 hai phan khu Ascomycota va Basidiomycota. Thudt
ngtt “nidm men” bao gdém niAm men U ruou bia, nAm men nha may chung cét
ruou va ndm men 1am banh mi. N4m men nay chdi ("ndm men that") duoc
phéan loai trong bd Saccharomycetales. Hau hét cac loai ndm men sinh san vo
tinh bang cach nay chdi, mic du mot sb sinh san bz‘ing su sinh san nhan d6i nhi
nguyén. Nam men 1a don bao, mic di mot s6 loai tré thanh da bao thong qua
su tao thanh chudi cic t& bao nay chdi dd dwoc lién két dugc biét 1a
pseudohyphae, hodc false hyphae. Kich thudc ndm men c6 thé thay dbi nhidu
phu thudc vao loai, thuong c¢é dudong kinh xdc dinh 3—4 um, mic du mét )
ndm men c6 thé dat dén hon 40 pm. Trong ban md ta ndy, thut ngit “thanh té
bao ndm men” con dugc goi 1a “YCW” chi thanh té bao cua sinh vat ndm men
bao quanh mang sinh chét va céc thanh phin néi bao cta ndm men. Thanh té

bdo nam men gom ca 16p bén ngoai (chu yéu 1a mannan) va 16p bén trong (chu
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yéu la glucan va chitin) ctia thanh té bao nAm men. Chtrc ning ciia thanh té bao
13 @@ tao ra cAu triic va bao vé ph?ln bén trong ndm men (t4m hoat dong trao dbi
chét ctia né). Con dudng truyén tin hiéu va nhan biét xay ra trong thanh t& bao
ndm men. Horp phin cta thanh t& bao ndm men thay d6i theo ting chiing va

theo diéu kién sinh trudng cua nam men.

Trong ban mo ta nay, thuét ngit “chit chiét thanh t& bao nAm men ” chi
thanh t€ bao ndm men cua ndm men da bi pha v& hoac “duge lam tan” (vi du,
trong giai doan phd v& va lam tan) va dugc tach riéng khoi cac thanh phan ndi

bao tan dugc cua t€ bao ndm men.

Trong ban mé ta nay, thuat ngtt theo khéi luong (khdi lugng/khdi lugng)
chi luong chét da cho trong ché phém tinh theo khéi luong. Vi dy, thirc an cho
dong vét bao gdm 0,02% theo khéi lugng chét bb sung cho thirc dn dinh dudng
theo sang ché ¢ nghia 1a khdi lugng ciia chét bd sung cho thic dn dinh dudng
1a 0,02% cua téng khdi lugng cua thirc #n cho dong vat (vi du, 200 gam hop
phin chit bd sung cho thic dn dinh dudng theo sang ché trong 907.200 gam

thirc dn cho dong vat).

Trong ban mo ta nay, thuat nglt "dugc tinh ché" hodc "tinh ché" chi viée
loai bo cac thanh ph?m ra khoi miu. Vi duy, thanh t& bao ndm men hodc chét
chiét thanh t& bao ndm men duoc tinh ché bang cach loai bo cdc thanh phin
khong phai ctia thanh té bao nAm men (vi du, mang sinh chit vi/hodc c4c thanh
phan noi bao clia nidm men); ching ciing dugc tinh ché bing cach loai bo tap
chit hogc chat khong phai thanh té bao nidm men. Viéc loai bd cac thanh phan
khong phai cta thanh té bio ndm men va/hodc céc tap chit khong phai thanh té
bao nidm men tao ra sy ting tinh theo % cta thanh t& bao ndm men hoZc thanh
phén cta ching trong mau. O mtc phan tir, thuat ngit "dugc tinh ché” chi phan
tr (vi duy, hydrat cacbon, glycoprotein) ma dugc ldy ra khéi moi truong tu
nhién cta nd, dugc phan 14p hodc dugc tach riéng. "Hydrat cacbon da dugc
phan 1ap" do vdy c6 thé 13 hydrat cacbon dugc tinh ché. Phan tir "vé co ban
duge tinh ché" khong c6 it nhat 60%, t&t hon néu khong c6 it nhat 75%, va tét
hon nita néu khéng c6 it nhat 90% cac thanh phan khac ma ching dugc két hop
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tu nhién véi. Trong ban mo ta nay, thudt nglt "duge tinh ché" hodc "tinh ché"
con chi viéc loai bo tap chét ra khoi mau. Viéc loai béd protein nhiém lam ting
% polypeptit duoc quan tAm trong mau. Ngoai ra, cac polypeptit tai t5 hop (vi
du, glycoprotein) duoc biéu hién trong hodc dugc tinh ché tir thue vat, vi
khudn, nAm men, hoic t& bao chu dong vat c6 vi va cac polypeptit duge tinh
ché bing cach loai bo protein & bao chi; % polypeptit tai t6 hop nho d6 dugc
]am ting trong mau. Trong ban md ta nay, thuit ngit “dong vat” chi dong vat
thudc gidi Animalia. Thuat nglt “dong vat” bao gém, nhung khong gidi han ¢,
gia suc, dong vat trang trai, dong vat nudi ¢ trang trai hodc lam canh, dong vat

cung hodc bau ban, dong vat bién va nude ngot, va dong vat hoang da.

Trong ban mo ta nay, thudt ngit, “gia sic” con duge goi 1a “loai gia suc”
va con duoge goi la “gia sic nubi ¢ trang trai” va con duge goi 1a “déng vat nudi
trén quy mo thuong mai” chi dong vat dugc thuén héa duoc du dinh nudi trong
mdi trudng ndng nghiép hodc nudi trong thity san d& san xuét thuc pham hodc

soi, hodc dé phuc vu lao dong hoac d¢ lam bau ban.

Trong ban md ta nay, thuit ngt "chit bd sung cho thuc phdm", "chat bb
sung dinh dudng" "hop phéan chét bd sung dinh dudng" va cac thuat ngft twong
tu chi san phém thuc phém duoc phéi tron dudi dang chit bd sung cho ché @6
an uéng hoéc dinh dudng dugc st dung lam mot phﬁn ctia ché db an uéng, vi
du, du6i dang phin bd sung thém vao thirc n cho dong vat. Céc hop phin chit

bd sung dinh dudng néu lam vi du dugc md ta trong ban md ta ndy.

Trong ban mé ta nay, thuat ngtr "kit" dugc stir dung dé chi hdn hop cia
cac chit phan ung va cac nguyén liéu khac. Dy dinh rang kit c6 thé bao gdm
chét phan tng nhu dung dich chiét, khang thé, va chit phan Gng phat hién.
Khong du dinh gi6i han thuat ngit “kit” & hdn hop cu thé ctia cc chat phan ting
va/hodc cac nguyén li€u khéc.

A

Trong ban md ta nay, thudt ngit "ddc" chi anh huong bat loi hodc cé hai
bat ky dén doi tugng, t€ bao, hodc mo so vdi té bao hodc md nay trudce khi st

dung chét doc.
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Trong ban md ta nay, thuat nglt “lam kho lanh” va thuat ngi “shy dong
kho nhanh” va thuat ngit “say khd déng lanh” chi viée loai bd dung méi ra khoi
chét & trang thai dong lanh béng su thang hoa. biéu nay dugc thuc hién béng
c4ch 1am lanh nguyén liéu can dugc sdy kh6 dudi diém otecti ctia né va sau do
cung cip 4n nhiét hoa hoi. Viéc kiém soét chinh xac dong nhiét vao cho phép
sdy kho tir trang thai dong lanh ma khong c6 su tan chay lai cla san pham.
Trong Umg dung thuc té, quy trinh dugc ting t6c va duoc kiém soat chinh x4c

trong cac dieu kién 4p sudt giam.

Trong ban md ta ndy, thudt ngft “bot kho chay tu do” chi bot kho chay tu
do, vi du bot ma c6 thé duge rét tir dd chira, tdi, binh, v.v. ma khéng gap trd
ngai do su két cum 16n.

\
A

Trong ban md ta ndy, thudt ngtr “nghién” chi viéc lam gidm c& hat bang

su va cham, cat, hoac co mon.

Trong ban md ta nay, thudt ngft “rira” chi viéc loai bo hodc lam sach (vi
du, st dung loai chét tan bat ky (vi du, nudc cAt, chit dém, hoic dung moi)
hodc hdn hop) clia céc tap chét hodc thanh phin khéng mong mubn tan duogc
cta ché phém (vi duy, chit chiét thanh t& bao ndm men c6 thé duoc rira dé loai
b6 céc thanh phin khong phai ctia thanh té bao nidm men ra khéi may; 16 cua
dia vi chuén do c6 thé duogc rira dé loai bo céac thanh ph?ln khong lién két hodc

lién két khong dic hidu).

Thuat ngit "khang thé" hozc "globulin mién dich"chi protein lién két voi
khéng nguyén dic hiéu. Globulin mién dich bao gbm, nhung khong gi6i han &,
khang thé da dong, khang thé don dong, khang thé kham, va khang thé duoc
lam gidng nhu ctia ngudi, manh Fab, manh F(ab),, va bao gbm globulin mién
dich cuia cdc 16p sau: IgG, IgA, IgM, IgD, IbE, va globulin mién dich tiét (sIg).
Globulin mi2n dich nhin chung bao gdm hai chudi ning giéng nhau va hai
chudi nhe. Tuy nhién, thuit ngit "khang thé" va "globulin mién dich" con bao
gbm khang thé chudi don va khang thé hai chudi. Khang thé c6 thé dugc tao ra
bang hé phuong phép bat ky da biét (Xem, vi du, Current Protocols in
Immunology (1998) John Wiley and Sons, Inc., N.Y)).
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Thuat ngt "khang nguyén" chi hydrat cacbon, protein, glycoprotein,
lipoprotein, lipit hodc chat khac ma d& phan tmg véi khang thé dic hi¢u déi véi

mdt phan clia phan tir ndy.

Trong ban md ta nay, thuat ngtt "chit phan tich" chi nguyén ti, phan t,
nhém nguyén tir va/hodc phén tu, chét, hodc phan tir hoa hoc. Chét phan tich,
tu nd va ban than n6 khong thé x4c dinh dugc, dung hon 13, cac khia canh hogc
tinh chat (vat 1y, hoa hoc, sinh hoc, v.v.) clia chét phéan tich co thé duoc xéac
dinh bing cach sir dung quy trinh phan tich, nhu HPLC hodc NMR. Vi duy,
khong thé x4c dinh “ghé” (chét phan tich-thanh phin) tw né va ban thén no,
nhung, chiéu cao, chiéu day, v.v. clua ghé ¢ thé xac dinh dugc. Tuong tu,
khong thé x4c dinh doc t6 nim nhung c6 thé x4c dinh tin hiéu ddc t5 ndm (vi
du, tin hidu sinh mau, tin hiéu huynh quang) ma c6 lién quan dén ndng do cla
no.

Thuét ngit "két tia mién dich," “tinh ché min dich,” va "tinh ché &
luc," va cac bién d6i ngtt phap nhu ddng tir va tinh tir, chi viéc st dung khang
thé dé tach riéng khang nguyén hoic phan ctia n6 ra khéi hdn hop clia cac phan
tor khac.

Thuét ngir “phat hién mién dich” va céac bién thé ngft phap ctia né chi
viéc st dung khang thé dé nhan dién su c6 mit ctia khang nguyén hoic phﬁn

ctia nod tir hon hop cuia cac phan tir khac.

Thuét ngit "nhudm mau" chi sé lugng quy trinh bét ky da biét voi ngudi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vic ma dugce sir dung dé hién thi héa tét hon,
phéan biét hodc nhan dién (c4c) thanh phin va/hodc (cac) dic diém dic trung
ctia nguyén liéu (vi dy, mAu, mAu thirc an, phan chiét ctia mau thic an, t bao,
cac té bao).

Thuét ngit "mién dich huynh quang" chi k¥ thuat nhuém mau dugc dung
d8 nhan dién, danh dAu, ghi nhan, hién thi héa hodc 1am cho c6 thé thiy r& dé
dang boi cac quy trinh da biét v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay, trong d6 phdi tir (thuong 14 khang thé) duoc lién két vé6i thu thé

(thuong 1a khang nguyén) va phdi tir nay, néu 1a khang thé, dugc lién hop véi
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phén tir huynh quang, hodc phéi tir sau d6 duge lien két boi khang thé dic hidu
d6i v6i phdi tir nay, va khang thé nay duoc lién hop v6i phan tir huynh quang,
trong d6 phan t huynh quang nay cé th8 duoc hién thi hoa bang dung cu thich
hop (vi du, kinh hién vi huynh quang).

Thuét ngft "quyét dinh khang nguyén" chi mot phan ctia khdng nguyén
(vi du, epitop) tiép xtic véi khang thé cu thé. Khi protein hoiic manh cta protein
duge st dung dé gdy mién dich dong vat chu, nhidu ving cua protein ndy cé
thé gdy ra su san XUAt khang thé ma lién két ddc hidu vai ving da cho hodc chu
tric ba chiéu trén protein; cac ving hoic cdu tric nay duogc goi 1a quyét dinh
khang nguyén. Quyét dinh khang nguyén c6 thé canh tranh véi khdng nguyén
nguyén ven ("chét sinh mién dich" duogc dung dé goi ra dap tmg mién dich) aé
lién két v6i khang thé.

Trong ban md ta nay, thuat ngt “thr nghiém mién dich” chi thir nghiém
dinh tinh hodc dinh luwgng dugc du dinh dé cho phép phat hién khang nguyén
trong mau. Thir nghiém mién dich thudng st dung khang thé nhan biét khang
nguyén. Khang thé nhan biét khang nguyén c6 thé dugc két hop truc tiép hodc
gian tiép v6i bude hién thi hoa, nhu cht danh diu hodc enzym sinh mau hodc
sinh huynh quang. Vi du vé thir nghiém mién dich bao gdm, nhung khéng giéi
han &, thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym (“ELISA™), thir nghiém
dong chay theo hudng ngang, thAm tach western, thir nghiém dya trén vi hat (vi
du, thir nghiém Luminex®, thir nghiém mién dich tir tinh, thdm tach diém, thir
nghiém mién dich enzym (EIA), thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), thu
nghiém mién dich phat quang hoa hoc (CLIA), thir nghiém mién dich dém
(CIA), va céc thtr nghiém tuong tu. Thir nghi€ém mién dich c6 thé 14 canh tranh
ho#c khdng canh tranh.

Trong ban mé ta nay, thuat ngit “thir nghiém hép thu mién dich lién két
enzym” hoic “ELISA,” d6i khi dugc goi la “thr nghiém béanh kep,” chi loai
dic trung cua thir nghiém mién dich. Thong thudng, lugng chua biét cua khang
nguyén dugc hép thu hodc duoc ¢b dinh trén bé mit rén va duoc cho tiép xtc

véi khang thé c6 kha ning nhan biét n6. Lugng khéng thé da duoc lién két nhin
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chung duoc xac dinh thdng qua su lién két truc tiép hodc gian tiép v&i enzym
sinh huynh quang hodc sinh mau. Céc loai ELISA bao gbm, nhung khong gisi
han &, ELISA truc tiép, ELISA gian tiép, ELISA banh kep, ELISA canh tranh,
va ELISA dao. Trong ban md ta nay, thuét nglt "ELISA" chi thir nghiém hap
phu mién dich lién két enzym (hozc EIA). Nhiéu phuong phap ELISA va tng
dung cta ching da dugc biét trong linh vuc k§ thudt nay, va dugc md ta trong
nhiéu tai liéu tham khdo (xem, vi dy, Crowther, "Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA)," in Molecular Biomethods Handbook, Rapley
et al. (eds.), pp. 595-617, Humana Press, Inc., Totowa, N.J. (1998); Harlow and
Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1988); Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, Ch.
11, John Wiley & Sons, Inc., New York (1994)). Ngoai ra, ¢6 nhidu hé thir
nghiém ELISA c6 trén thi truong. Trong ban md ta nay, thudt ngl “thuc

27 <€

phim,” “thue phim - foodstuff,” “thtic dn,” “san phim thirc &n,” “thuc phim -
feedstuff” va c4c thuét ngilt twong tu chi (céc) nguyén liéu bat ky ma duoc tiéu
thu (vi du, boi dong vat), ma dong goép nang luong va/hodc chét dinh dudng
cho ché do #n. Vi du bao gém, nhung khéng giéi han &, Khéu phan hdn hop
hoan chinh (TMR), (cé4c) thitc &n cho stc vat, (cac) vién tron, (cac) chét cd,
(c4c) ddng san pham thic @n tron sin, ngl cbe, (cac) ba chung cat ruqu, ri
duong, (cac) chit xo, co kho cho suc vat &n, cd, c¢d khd, (cac) hat, 14, bot xay
thd, (cac) chat tan, va (cac) chdt bd sung. Thuc phdm khong bi giéi han boi
dang vét ly cta ching. Thuc phérn ¢6 thé duge xir ly thanh c& hat nhd hon (vi
du, duoc thai 1at, dugc chat nho, dugce nghién, duoc xay, hodc cac bién phap
twong tu); duge lam thanh dang long (vi du, dugc chiét, dugc dun sbi, duoc co,
duoc bién ddi thanh xird hodc dang dinh nhét khac); hodc duge xir ly thanh
kich thude 16n hon (vi du, dugc dong thanh kién, duoc lén chit, duoc nén, hodce
duoc tao thanh cac hinh dang hdn hop, vi du, céc vién, khdi, hinh vuéng, hinh
bong tuyét, va cac hinh dang twong tu).

Trong ban md ta nay, khi dugc sir dung dudi dang danh tu, “chit phu
gia” hodc “chét bd sung” chi chét hoic thir dugc bd sung vao hozc theo cach

khac duoc bao gdm trong chét hodc thit khac. Ngoai ra, trong ban mé ta nay,
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khi duoc st dung dudi dang danh tlr, cac cum tur “chit phu gia” hodc “chét bd
sung” ¢6 thé duge st dung thay thé 18n nhau khi d& cép dén “chat phu gia”
hodc “chat bd sung” ma duge tron vao thirc an cho dong vat trudce khi duge cz”ip

cho dong vat.

Trong ban mo t& nay, thudt nglt “glucan” chi polyme hydrat cacbon
chira glucoza bat ky. Theo mdt sé phuong 4n, glucan 1a polyme ctia D-glucoza
ma khong bi gi¢i han & mic d¢ polyme hda, su két hop cong hoa tri hodc
khong cdng hda tri v4i cac polyme khac, hodc hop phan hydrat cacbon chinh
xéc. Trong toan bd chidu dai ctia polyme glucan, cac don vi D-glucoza c6 thé

tham gia vao lién két a, lién két B, hodc ca lién két o va B.

Trong ban md ta nay, thudt nglt “hydrat cacbon” dugc st dung dé chi
hop chat hitu co c6 cong thirc chung Cu(H20)n,. Hydrat cacbon chi gdm
carbon, hydro va nguyén tir oxy trong dé nguyén tir hydro va oxy cd ty 1€

nguyén tir la 2:1.

Trong ban md ta ndy, thudt ngit "tin hiéu" dugc sir dung nhin chung aé
chi quy trinh bat ky phat hién dugc ma biéu thi rang phan tmg da xay ra, vi dy,
su lién két ctia khang thé vé6i khang nguyén. Dy dinh ring tat ca cac tin hiéu &
dang d0 phdng xa, san phdm/chat phan ting so huynh quang hodc so mau s&
d8u duoge stt dung theo sang ché. Theo céc phuong 4n khéc nhau clia sing ché,
tin hiéu duogc danh gia dinh tinh, trong khi theo cic phuong an khac, tin hidu
dugc danh gia dinh luong.

Trong ban md ta nay, thuit ng "nén rin" dugc st dung dé chi nguyén
liéu rén hogc ¢b dinh bat ky ma chét phan ng nhu khang thé, khang nguyén,
va céc thanh phan thir nghiém khéc duge gén vao d6. Vi dy, trong phuong phap
ELISA, céc 15 cta dia vi chudn d tao ra nén rin. Vi du khéc vé nén rén bao
gém ban kinh mang vat & kinh hién vi, ctra s6 bao vé, hot, hat, binh nudi céy té

bao, cling nhu nhiéu vat phérn thich hop khéc.

Thuat ngit "lién két dac hiéu" va "lién két mot cach dic hidu" khi duoc
sir dung dé chi twong tac gitta khang thé va khang nguyén md ta tuong tic ma

phu thudc vao sy c6 mit cta cAu tric cu thé (tic 13, quyét dinh khang nguyén
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ho#c epitop) trén khang nguyén. Theo cach khac, khang thé nhan biét va lién
két véi chu triic protein duy nhét ddi v6i khang nguyén, hon 12 lién két v6i tht

cé céac protein ndi chung (tic 1a, lién két khong dic hidu).

Thanh té bio ndm men (YCW) bao gdm cau tric phic tap gdm hai
thanh phdn  polysacarit chinh:  (1—2)(1—3)(1—6)-a-D-mannan, va
(1—3)(1—6)-p-D-glucan. Cac polysacarit nay dugc ndi véi protein YCW qua
lién két O- va N-glycosidyl, nhu néu trong tap chi dugc cong bb gin day
(Lesage et al. (2006) Microbiol. Mol. Biol. Rev. 70:317-343; dugc dua vao ban
md ta ndy bang cach vién din). Trén quy md cdng nghiép, YCW thudng dugce
tach riéng, hodc duogc chiét tlr sinh vat ndm men d& duoc lam tan b%mg cach ly
tAm va rira nhu duoc bao cdo bdi D.A. Howes and K.E. Newman (xem, vi du,
Patent M§ s6 6,045,834; duoc dwa vao ban md ta ndy bing cich vién din). O
giai doan nay, YCW khong hoa tan trong nué¢c. Viée xtr Iy YCW ban dAu bang
enzym va hda hoc sau d6 1am cai bién céu trﬁé cla polysacarit Vé‘protein, nho
d6 1am cho céc thanh phan ctia YCW it nhét tan duoc mot phin trong nudce va
trong dimetyl sulfoxit “DMSO”. Hop phén clia cac phin tan dugc va khong tan

ctia san pham tuy thudce vao dieu kién ctia quy trinh.

Thir nghiém mién dich bao gbm céc k¥ thuit phan tich nhay ma cd thé
duogc st dung dbi voi hdn hop khong ddng nhét, phirc hop nhu vay. Theo mdt
s6 phuong 4n vé phuong phap theo séng ché, khang thé tir dong vat di dugc
gdy mién dich bang khang nguyén chua (1—6)-B-D-glucan nidm men ma lién
két tAt ca c4c thanh phan cdu trac chinh cua thanh té bao (xem, Kollar et al.
(1997) I. Biol. Chem. 272:17762-17775; dugc dua vao ban mé ta nay bang
cach vién din) nhan biét polysacarit nay, cho phép thiét 1ap thir nghiém mién
dich manh va nhay. Theo mot s6 phuong 4n ciia séng ché, thtr nghiém mién
dich dinh luong (ELISA) cho phép phan tich chét phu gia dinh dudng cé ngudn
gbc tr YCW, MYCOSORB (ALLTECH, Inc.), trong mau thic #n cho dong
vat. Thir nghiém d6i v6i (1—6)-p-D-glucan tir YCW 1a rat ddc hiéu trong viéc
dinh lugng YCW, vi (1—6)-B-D-glucan rdt hiém thdy trong s& cac hydrat
cacbon thuc vat. Do vay, khang thé dugc hudng chéng lai YCW polysacarit
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nay khong tuong tdc mot cach dang ké voi polysacarit thuc vt c6 mat trong

thirc an cho dong vat, ddm bao nén thir nghiém thép.

Ngoai ra, mdt sé phuwong 4n clia sang ché con dé xuét cac phuong phap
dé: 1) phan tach (1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan tan duoc tir thanh té bao nim
men (xem, Kwiatkowski et al. (2009) J. Instit. Brew. 115:1031, va Arvindekar
et al. (2002) Yeaét 19:131-139, dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién
din), vi dy, d& lam khang nguyén d& didu ché khang thé nhan biét
(1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan ndm men; oxy héa nhém polysacarit hydroxyl
nay & vi tri C-6 cua vong glucopyranoza bing chit phan tmg Pfizner-Moffat
(xem, Pfizner et al. (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:3027; dugc dua vao ban md
t4 ndy bing cach vién din), d& bién doi ching thanh nhom aldehyt (xem,
Zekovic et al. (2006) Chem. Papers 60:243-248; dugc dua vao ban md ta nay
bang cach vién din); va viéc st dung dang dugc oxy hdéa nay cla
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan trong phan ing amin héa khir (xem, Abdel-Magid
et al. (1996) J. Org. Chem. 61:3849-3862; duoc dua vao ban mo t& nay béang
cach vién din) véi gbe lysin ctia albumin huyét thanh bo (BSA), d8 san xuét thé
lién hop polysacarit-protein. Theo mot s6 phuong 4an, séng ché dé xuét cac
phuong phéap dé tach riéng va tinh ché (vi du, st dung trao dbi ion, DEAE
xenluloza va dém Na;HPO4 c6 ndng dd ion khéc nhau) thé lién hop
(1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan-BSA, ma dugc st dung 1lam chét sinh mién dich
tan dugc dé gy mién dich dong vat (vi du, thd) (xem, Howard et al. (2001)
Basic Methods in Antibody Production and Characterization, CRC Press,. PP-
11-18 and 31-50). Theo mét sd phuong én, séng ché dé xuét cac phuong phap
diéu ché nhya pha 4i luc dugc phtt BSA (xem, Matejtschuk (1997) Affinity
Separations: Practical Approach, Oxford University Press) va viéc st dung no
trong viéc hép thu khang thé dic hidu BSA tur huyét thanh tho chita ca khang
thé dac hiéu BSA va dic hidu (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan. Theo mot sb
phuong an cua sang ché, céc phuong phap dé lién hop polysacarit v&i protein
duoc st dung dé san xuét cac vacxin ding cho nguoi va dong vat, vi céc

phuong phap nay bao toan cAu tric ban ddu cta polysacarit va khong bién doi
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dau khir ctia n6 nhu cac phuong phap lién hgp thong thuong (xem, Patent My

s6 6,596,861; dugc dua vao ban md ta nay bang cach vién din).
Glucan thanh té bao Saccharomyces cerevisae

Glucan 1a polysacarit phd bién trong s6 céac polysacarit thanh té bao
Saccharomyces cerevisiae (xem, Kwiatkowski et al. (2009) J. Instit. Brew.
115:151-158). Vai trd cua (1—3)-p-D-glucan trong viéc duy tri hinh dang va
do cing cua thanh té bao ndm men (xem, Klis et al. (2006) Yeast 23:185-202;
Lesage et al. (2006) Microbiol. Mol. Biol. Rev. 70:317-343; dugc dua vao ban
md ta ndy bang cach vién dan) va (1—6)-B-D-glucan dé 1am polysacarit ma
lién két tat ca cac polysacarit thanh t€ bao voi nhau da duoc néu trong tai liéu
(xem, Aimaniada et al. (2009) J. Biol. Chem. 284:13401-13412; Kollar et al.
(1997) I. Biol. Chem. 272:17762-1777; Klis et al. (2002) FEMS Microbiology
Rev. 26:239-256; duoc dua vao ban md ta nay béng cach vién dan). Su c6 mit
ctia (1—4)-a-D-glucan gidng nhu glycogen tan duge va khong tan trong cac t
bao clia S. cerevisiae sinh truéng hiéu khi thuong duge dé cap trong céc tai lidu
vé ndm men trudc ddy (xem, Gunja-Smith et al. (1974) Biochem. Biophys.
Res. Com. 56:588-592; Grba et al. (1975) Appl. Microbiol. Biotechnol. 2:29-
37; duoc dua vao ban md ta ndy bang cach vién dan), va hai dang glycogen
synthetaza di dugc nhan dién (xem, Gunja-Smith et al. (1977) J. Bacteriol.
130:818-825; Rothman-Denes et al. (1970) PNAS 66:967-974; duoc dua vao
ban md ta ndy bang cach vién din). Glycogen 1a hydrat cacbon bao toan ning
luong dugc tich lGy boi S. cerevisiae, ma ¢ thé duoc huy dong trong khoang
thoi gian thiéu an ctia ndm men. N6 1a polyme ctia a-D-glucoza véi khéi lwong
phan tir ~10% va cdu trac phan nhanh véi 10-14 gbe 0-D-glucoza duge nbi boi
lién két 1 —4 (xem, Aklujkar et al. (2008) J. Instit. Brew. 114:205-208; Boulton
et al. (2001) The Bioéhemistry of Fermentation. In: Brewing Yeast and
Fermentation, Blackwell Science, Iowa, pp. 89-92; dugc dua vao ban md ta nay

bang cach vién dan).

Ham luong (1—4)-0-D-glucan trong thanh t& bao ndm men c6 thé thay

ddi tir it nhu 1% (xem, Lille et al. (1980) J. Bacteriol. 143:1384-1394) dén
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nhidu nhu 29% (xem, Sedmak et al, don yéu cdu cip patent M§ s6
2006/0263415; duoc dua vao ban mo ta nay bing cach vién dan) khdi luong
kho, tuy thudc vao tinh trang dinh dudng cta cic té bao, phuong phép phan lap,
didu kién méi trudong va thoi didm céac t& bao dugc thu hoach (xem, Lille et al.
(1980) J. Bacteriol. 143:1384-1394). Té bao ndm men d& 1am bia dugc san xuét
trén quy md cong nghiép (xem, Sedmak et al., don yéu cdu cip patent M§ s&
2006/0263415; dugc dua vao ban mo ta nay bé“lng cach vién din) chira glucan &
ndng 46 28,9% khdi luong kho (dry weight - d.w.), gbm 12,4% d.w. cla
(1—4)-0-D-glucan. Khi cac t€ bao nay duoc xir ly bang proteaza kiém, thanh
phin thanh t& bao khong tan trong nudc chia 54,5% d.w. clia glucan va nhiéu

hon mét nira khéi luong cta (1—4)-a-D-glucan (29,2% d.w.).

Vao nam 2002, Arvindekar va Patil (xem, Arvindekar et al. (2002)
Yeast 19:131-139; dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dﬁn) dua ra
phﬁn giai thich vé su ¢6 mit ctia phan doan khong tan ma dugc cac tac gia khc
xé4c dinh 1a glycogen ndm men “khé rira troi” (xem, Fleet et al. (1976) J. Gen.
Microbiol. 94:180-192; duoc dua vao ban md ta niy bang cach vién dan) trong
thanh té bao ndm men, dua trén phét hién ctia ho réng (1—4)-0-D-glucan dugc
lién két cong hoa tri véi (1—6)-B-D-glucan. Tuy nhién, phéat hién nay mau
thun vé6i bai thuyét trinh nim 1997 duge cong b6 boi Kollar va céc dong
nghiép (xem, Kollar et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:17762-17775; dugc dua
vao ban md ta ndy bing cach vién dan) va véi tac phim dugc cong b6 bai
Aimaniada va cac ddng nghiép (xem, Aimaniada et al. (2009) J. Biol. Chem.
184:13401-13412; dugc dua vao ban mod ta nay bang cach vién dan) vé vai trd
va cAu tric cta (1—6)-p-D-glucan trong thanh té bao ndm men. Pang chu y 13,
cac phat hién ctia Arvindekar va Patil doi héi viéc xdc nhén cAu trac, vi cac tac
gia nay thao tac v&i cac phin doan nhd tir sy thily phan bang enzym ctia thanh
té bao nAm men va khong st dung NMR d& dinh lwong hodc thiét 1ap cau tric
cho san phém da duoc tach riéng cta ho. Trong céac thir nghiém dugc tién hanh
trong khoang thoi gian phat trién céc phuong 4n cla sang ché, phuong phap

phian tach quy moé lén duoc phat trién d& tach riéng polysacarit
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(1—4)-0-D-glucan/(1—6)-B-D-glucan hdn hop tir thanh té bao S. cerevisiae, va

chu triic cta san pham nay dugc thiét 1ap bing cach sir dung phd hoc NMR.
Thuc pham va thirc dn cho dong vAt

Thic an cho dong vat 1a thuc an bat ky dugc st dung cu thé dé nuoi gia
suc gia cAm da duoc thudn hoéa (vi dy, gia stc, dé, clru, ngua, gia cAm, tru,
anpaca, lac da khong budu, lira, la, tho, ga, ngdng, ga tiy, va lon). Thirc an cho
dong vat thuong bao gém cd khd, rom, thirc an gia stc U xil6, thirc an dugc nén
va duogc vé vién, ddu va khau phén hdn hop, va ca cic hat moc mam va cay ho
dau. Nganh cong nghiép thirc an cho dong vat trén thé gidi tiéu thu 635 triéu
tAn thic &n vao ndm 2006, véi tbe do sinh truong hing nim khoang 2%. Viée
stt dung dét noéng nghiép dé phat trién thirc &n hon 14 thuc phim cho ngudi ¢é
thé gy tranh cdi; mot s6 loai thue an, nhu ngii cde (ngd), cling c6 thé déng vai
trd lam thuc phidm cho ngudi, trong khi céc thirc &n khéc nhu co thi khéng.
Ngoai viée cung cép ngudn ning luwgng cho dong vat, thirc an cho dong vét con
cung cAp chét dinh dudng (vi du, selen) duge st dung boi co thé. Thirc an cho
dong vat thuong duoc tron véi chat bd sung va/hodc chét phu gia (vi du,

MYCOSORB) truée khi duoc cdp cho dong vat.
Céc phuong phép phat hién mién dich

Sang ché dé xudt cac phuong phap dé phat hién chit trong miu, cic
phuong phap nay bao gdm thir nghiém phat hién mién dich hoic thr nghiém
mién dich. Thit nghiém mi&n dich (thir nghiém phét hién mién dich, phuong
phap phét hién mién dich) gdm viée st dung khang thé dé phét hién (hién thi
héa, xac dinh dinh tinh, phat hién dinh luong) chét (vi du, khdng nguyén) ma
khang thé lién két v6i. Khang nguyén dugc nhan biét boi khang thé cé thé 1a
dai phan tr hodc manh cta n6 (vi dy, polyme, hydrat cacbon, glycoprotein,
protein, géc hodc monome ctia né). Vi du, mét s6 phuong phép theo sang ché
duoc st dung dé phat hién glucan thanh t¢ bao ndm men (vi dy,

(1—4)-a-D-glucan, (1—6)-p-D-glucan, va/hodc (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan).

Nhiéu thtt nghiém mién dich dugc st dung dé phat hién dinh tinh hoc
dinh luong chét (vi du, chit duoc phét hién the“iy o] néng do thép, chit c6 mit
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trong hon hgp phitc hop, chét hydrat cacbon, (1—4)-0-D-glucan ndm men,
(1—6)-B-D-glucan ndm men, (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan) nidm men. Céc loai
thtr nghiém mién dich bao gbm, nhung khong gi6i han &, thir nghiém hép thu
mién dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém dong chay theo huéng ngang,
thdm tach western, thir nghiém dua trén vi hat (vi dy, thtt nghiém Luminex®),
thir nghiém mién dich ti tinh, thdm tach diém, thir nghiém mién dich enzym
(EIA), thtr nghiém mién dich phéng xa (RIA), tht nghiém mién dich phat
quang hoa hoc (CLIA), thir nghiém mién dich @ém (CIA), va cac thir nghiém
twong tw (xem, vi dy, Wild et al. (2005) “The Immunoassay Handbook, 3rd
Ed.”, Elsevier Ltd., Oxford, UK). Thir nghiém mién dich ¢6 thé 13 canh tranh
hodc khong canh tranh.

Thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym (ELISA)

Thir nghiém hdp phu mién dich lién két enzym, “ELISA” d3 duogc st
dung 1am cdng cu chdn doén trong y hoc va bénh ly thuc vat, cling nhu kiém tra
viée kiém soat chat lugng trong cac nganh cong nghiép khéac nhau. Trong mét
vi du, ELISA tiéu biéu bao gém phén tir do ma trude tién duge ¢d dinh trén vi
dia polystyren hodc bé mit khéc. Tiép theo, chit phong bé nhu BSA duogc ap
dung va dugc u. MAu sinh hoc hodc mau khac chira phan tir dich dic hiéu
(thudng 1a protein) c6 ndng do chua biét duge lam cho tiép xtc v6i phan tir do
d4 duoc ¢b dinh. Néu ¢6 mit, phan tir dich dugc bét gitt béi mau do twong tng
v6i ndng d6 ctia phan tir dich. Tiép theo, bé mit thudng duge rira bing dung
dich chét tiy rtra nhe dé loai bd phan tir bt ky khong duge lign két mot cach
dac hiéu. Tiép theo, phén t bd sung, nhu khéng thé tht hai, duoc ap dung dé
tao thanh phirc hop “banh kep” v&i mau do bat gift, phan tr dich, va mau do
phat hién da dugc danh dAu. Phan tir tht hai thuong duoc goi 1a mau do phat
hién hodc khang thé phat hién, va thudng dugc lién két cong héa tri véi enzym,

hapten, hoac phan tir danh déu khac.

Sau buéc rira cudi cung, dia dugc hién anh bang cach bd sung thé lién
hop lién két v6i khang thé phat hién da dugc ddnh d4u va chira co chéit enzym,

chét phan Ung phat hién dugc danh dau huynh quang, hodc nhiéu chét chi thi
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khac. Chét chi thi tao ra tin hiéu phat hién dugc twong Gng v6i lugng khang
nguyén dich trong miu. Thong thudng, ELISA dugc doc bang cach sir dung
thiét bi doc dia so mau hoac huynh quang va tao ra mot s6 do chit phén tich
dich cho mdi 15. Céc bién thé khac cua thir nghiém ELISA bao gbm, nhung
khoéng gidi han ¢, ELISA gian tiép, canh tranh, ho3c dao (xem, vi dy, Crowther
et al. (2008) “The ELISA Guidebook, 2™ Ed.”, Humana Press).

Trong nhiéu trudng hop, ELISA duge tién hanh trong céc vi dia duge
lam phu hop véi dang dugc chudn hoa dé c6 thé xur ly bang thiét bi tw dong
héa. Céc chudn nay duogc thiét 1ap boi Society of Biomolecular Sciences (SBS)
va duogc biét 13 chudn SBS. Theo chudn SBS, “vét chan” cho dia da 16 1a
khoang 85 mmx125 mm véi cac 16 duoc bd tri & dang cac vi tri xac dinh tly
thuéc vao téng s6 luong 15. Vién American National Standards Institute
(ANSI) da cong bd Chudn SBS cho vi dia 1a: “Footprint Dimensions”
(ANSI/SBS 1-2004), “Height Dimensions” (ANSI/SBS 2-2004), “Bottom
Outside Flange Dimensions” (ANSI/SBS 3-2004) va “Well Positions”
(ANSI/SBS 4-2004). Phd bién nhét, nguoi sir dung ELISA st dung 96 18 trong
mdt dia. Theo cach khdc, khi cin it hon 96 15 trong thir nghiém, c6 thé sir dung
1&n dén muoi hai “bang” 8 16 d& cho chi mdt phan trong s6 96 15 dugc sir dung
tai mot thoi diém.

Dich vu thr nghiém

Theo mét s6 phuong 4n, chuong trinh phén tich dva trén may tinh duoc
st dung dé dich sd liéu thd duoc tao ra boi thir nghiém (vi dy, thir nghiém mién
dich, ELISA) (vi dy, su c6 mit, su véng mit, hodc lugng khang nguyén) (vi du,
(1—4)-0-D-glucan nam men, (1—6)-pB-D-glucan nim men,
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan niAm men) thanh sb liéu c6 gia tri tién dodn cho
nguoi st dung sau cung (vi du, nguoi gay gidng hodc ngudi diéu khién gia stic
hodc dong vét bau ban, béac si thll y, ngudi ndng dan, ngudi tiéu dung). Nguoi
str dung sau ciing c6 thé tiép can s6 liéu tién doan bang cach str dung phuong
tién thich hop bét ky. Nhu vay, theo mdt sb phuong &n, sang ché dé xuit loi ich

thém nita ma nguoi st dung sau cing, nguoi ma duong nhu khéng duge hudng
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din vé phén tich thr nghiém mién dich, khdng can hidu sb liéu tho. S6 lidu
dugc biéu thi truc tiép cho ngudi st dung sau cung & dang hitu dung nhit ctia
nd. Sau do, ngudi sir dung sau cung c¢6 kha ning sir dung ngay thong tin dé t6i

uu héa viée cham séc ddi twong (vi dy, gia stic hodc dong vat bau ban).

Séng ché bao gdm phwong phap bat ky c6 kha ning nhan, x ly, va
truyén thong tin lién quan dén mAu dén va tir phong thi nghiém tién hanh thir
nghiém. Vi dy, theo mot sb phuong én cla sang ché, mau (vi dy, mAu thic in,
chét chiét cia mau thire an) thu duoc va dugc dé trinh dén co quan dich vu dinh
hinh (v/ du, phong thi nghiém v.v.), ndm & ving bét ky trén thé gi¢i (vi du, &
qudc gia pht hop véi qudc gia trong d6 dbi tugng cu tra hodc khac véi qubc
gia trong d6 ddi tugng cu tri hogc trong d6 thong tin cudi ciing duoe st dung)
dé tao ra s lidu thé. Nguoi st dung sau cung cd thé c6 mau (vi du, chét chiét
thirc dn) thu dugc bdi bén thi ba va dugc gui dén trung tdm dinh hinh, hodc dbi
tuong cé thé tu thu gom mau va truc tiép gui nd dén trung tdm dinh hinh. Khi
mau bao gém thong tin dd dugc xac dinh trudc day, thong tin nay co thé duoc
gui truc tiép dén co quan dich vu dinh hinh bdi nguoi st dung sau cung (vi du,
thé thong tin chira théng tin c6 thé duge quét boi méy tinh va sb liéu dugc
truyén dén méy tinh cia trung tim dinh hinh st dung hé théng truyén théng
dién tr). Ngay khi co quan dich vu dinh hinh nhén duoc, mau duge xt Iy va
profin duoc tao ra (vi du, ham luong khang nguyén), dac trung d6i véi thong

tin chan doéan hoac tién lugng mong mudn ddi véi nguoi st dung sau cung.

Sau d6, sb lidu profin duge chudn bi & dang thich hop dé thong dich béi
ngudi st dung sau cung. Vi du, hon la tao ra s6 lidu thd, dang di duoc chuén bi
¢6 thé biéu thi sy danh gia nguy co (vi du, xac suit chia khang nguyén cé mit)
cho ngudi st dung sau cling, ciing v6i khuyén nghi vé céc tlly chon chim séc
gia suc cu thé. S8 liéu c6 thé duoc hién thi dbi véi nguoi st dung sau cung boi
phuong phép thich hop bét ky. Vi du, theo mdt s6 phuong &n, co quan dich vu
dinh hinh tao ra b4do cdo ma nguoi st dung sau cung c6 thé in ra (vi du, tai thoi
diém tiép xUc, tai thoi diém chim séc gia sic) hodc dugc hién thi cho nguoi st

dung sau cung trén man hinh may tinh.
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Theo mét sb phuong 4n, thong tin trudc tién duge phén tich tai thoi
diém cham séc gia stc hodc tai bd phan ving. Sau d6, s6 liéu tho duge giri dén
bo phén xir 1y trung tdm d& phén tich tiép va/hodc dé bién dbi sb lidu tho thanh
théng tin hiru ich cho nguoi st dung sau cung hodc bén quan tdm khac. B
phén xi ly trung tdm tao ra uu diém vé tinh bao mat (tét ca cac s6 lidu déu
dugc Iuu trit trong bd phan trung tdm voi protocol bao mét ddng déu), toc do,
va d6 ddng déu ctia phan tich s6 liéu. Sau d6, bd phan xir Iy trung tAm c6 thé
kiém soat tinh trang ctia s6 lidu sau khi thong tin cho nguoi st dung sau cing.
Vi du, b?mg cach st dung hé théng truyén thong dién tir, bo phén trung tdm co

the cung cap so liéu cho nguoi st dung sau cung.

Theo mot s& phuong 4n, ngudi st dung sau cling c6 thé tiép cén truc
tiép sb liéu bang cach sir dung hé thng truyén thong dién tir. Nguoi st dung
sau cting c6 thé tim kiém 101 khuyén thém nita dua trén céc két qua. Theo mot
s6 phuong 4n, s6 liéu duoc sir dung cho tmg dung nghién ctru. Vi dy, s lidu ¢6
thé duoc st dung dé t6i uu hoa thém ché do dinh dudng cho gia stc hodc dong

vat bau ban.
Hop phan & B9 kit

Hop phdn d& sir dung (vi du, du dé, can thiét dé, hoic hiru ich dé) trong
céc phuong phap ctia mot sb phuong an theo sang ché bao gbm chét phan tmng
dé phat hién sy cé madt hodc Véng mat cia khang nguyén dic hi€u (vi dy,
(1—4)-a-D-glucan nim men, (1—6)-B-D-glucan nam men,
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan nidm men). Hop phin bat ky trong s6 cac hop
phan nay, mot minh hozc két hop véi cac hop phan khac theo sang ché, c6 thé
duoc cung cép dudi dang bd kit. Bo kit co thé con bao gém cac doi chung

va/hodc chét phan tng phat hién thich hop.
Su lién hop khéng nguyén-chit mang

Theo mét s& phuong 4n, sang ché d& xudt hop phan (vi du, khang
nguyén) duoc sir dung trong phan tich (vi du, phan tich mién dich; dé phan tach
khang thé) cac chét cia thanh t& bao nAm men. Theo mot s6 phuong 4n, sang

ché d& xuit cac phuong phap dé: phan tich (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan tan
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duoc tir thanh t& bao ndm men (xem, Kwiatkowski et al. (2009) J. Instit. Brew.
115:1031; Arvindekar et al. (2002) Yeast 19:131-139; duoc dua vao ban mo ta
nay bing cach vién dan) dé 1am khang nguyén cho (1—6)-B-D-glucan nim
men; oxy hdéa nhom hydroxyl cta polysacarit ndy ¢ vi tri C-6 cta vong
glucopyranoza bang chit phan tng Pfizner-Moffat (xem, Pfizner et al. (1963) J.
Am. Chem. Soc. 85:3027; dugc dua vao ban md ta nay béng cach vién dan), dé
bién d6i ching thanh nhém aldehyt (xem, Zekovic et al. (2006) Chem. Papers
60:243-248; dugc dua vao ban mo ta nay béng cach vién dan); va viéc st dung
dang duoc oxy hoa nay cua (1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan trong phan g amin
hoa khir (xem, Abdel-Magid et al. (1996) J. Org. Chem. 61:3849-3862; duoc
dwa vao ban md ta ndy bang cach vién din) véi gbc lysin ctia chat mang (vi du,
protein chit mang, vi du, BSA), d8 san xuét thé lién hop polysacarit-chit mang.
Theo mot sb phwong 4n, séng ché dé cap dén tng dung cua cac k¥ thut phan
tach (vi du, trao ddi ion, DEAE xenluloza va dém NaHPOs c6 néng dd ion
khac nhau) d& phan tach khang nguyén tinh khiét (vi dy, thé lién hop
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan-BSA), ma duoc sir dung lam chét sinh mién dich
hoa tan dé gdy mién dich dong vat (vi duy, thd) (xem, Howard et al. (2001)
“Basic Methods in Antibody Production and Characterization”, CRC Press, pp.
11-18 va 31-50). Theo mét s6 phuong an, sang ché con dé cép dén ché pham
pha 4i luc dugc pht BSA (xem, Matejtschuk (1997) “Affinity Separations: A
Practical Approach”, Oxford University Press) va ung dung ctia n6 dé hip thu
khang thé dic hiéu chit mang (vi du, dic hidu BSA) tir khédng huyét thanh (vi
du, huyét thanh tho) chita ca khang thé dbi v6i chit mang (vi du, BSA) va
khdng nguyén (vi dy, (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan), do d6 tao thudn lgi cho
tinh dic hidu cta ché phdm khéng thé thu duge. Cac phuong phap dé lién hop
polysacarit v&i chét mang (vi duy, chit mang protein, vi du, BSA) theo mdt sb
phuong én cua sang ché duoc st dung d& san xudt cic vacxin cho ngudi va
dong vat, vi cac phuong phap nay bao toan cdu truc polysacarit, hon 1 gdy ra
su bién dbi dau khtr nhu cac phuwong phap lién hop thong thudng (xem, Moreau
et al., Patent M¥ sb 6,596,861; dugc dua vao ban md ta nay bﬁng cach vién
dan).
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Tinh khang nguyén yéu ctia poly- hogc oligosacarit thuong doi hoi cai
bién trudce khi sit dung ching lam khang nguyén. Theo mot s6 phuong 4n cia
sang ché, cac phuong phap tdng hop dugc phat trién trong d6 khing nguyén
polysacarit (chtta (1—6)-B-D-glucan) dugc lién hop véi chit mang (vi du, chat
mang protein, vi dy, BSA) bét ngu@)n hodc thu duoc tir cac loai ddng vat khac
vé6i loai duge sit dung dé gdy mién dich (xem, Howard et al. (2001) “Basic
Methods in Antibody Production and Characterization”, CRC Press, pp. 11-18
va 31-50; Matejtschuk (1997) “Affinity Separations: A Practical Approach”,
Oxford University Press). Mac du sang ché khong bi gidi han boi ban chét hoic
loai chét mang dugc st dung, nhung BSA dugc the“iy 12 ¢6 lgi do tinh sn ¢6
cua no trén thi truong va su c6 mit cua ndm géc lysin, mdi géc c6 mdt nhém
amino tu do c6 thé lién hop duoc véi poly- hodc oligosacarit boi nhidu phuong
phédp hoéa hoc khac nhau (xem, Abdel-Magid et al. (1996) J. Org. Chem.
61:3849-3862; Lees et al. (1996) Vaccine 14:190-198; Pawlowski et al. (1999)
Vaccine 17:1474-1483; duoc dua vao ban mo ta nay bﬁng cach vién dan). Theo
mbt s& phuong 4n duge uu tién, gbc hydrat cacbon ctia khdng nguyén va chit
mang duoc str dung dé lién hop 1a tan duge trong nude. Theo mot s6 phuong
4n, viéc khir nhém aldehyt du tn ciia gbc hydrat cacbon ctia khang nguyén (vi
du, polysacarit (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan) khéng duoc st dung dé lién hop
truc tiép v6i chat mang (vi du, BSA), vi lam nhu vdy s& thay dbi vé& co ban cau
trac va kha nang lién két ctia khang nguyén polysacarit. Theo mot s6 phuong
an, sang ché cho phép cdu trac cua gde hydrat cacbon duge bao toan 16n nhét
thong qua viéc 4p dung hé anhydrit axetic /dimetylsulfoxit (Ac2O/DMSO)
(xem, Zekovic et al. (2006) Chem. Papers 60:243-248; dugc dua vao ban md ta
ndy bang cach vién din) dé oxy héa & cac vi tri khéc véi C3.

Theo mét s6 phuong 4n, sang ché @ xudt cac phuong phap dé str dung
céc thanh phan ctia thanh té bao ndm men (vi du, (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan
tan duoc tir thanh té bao Saccharomyces cerevisiae) dé téng hop thé lién hop
khang nguyén (vi dy, (1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan-BSA (Albumin huyét thanh
bo)) dugc st dung dé san xuét khang thé (vi du, khang thé da dong). Theo mot

sO phuong 4n, sang chée dé xuat hop phan mién dich bao gom
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(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan va/hodc thé lién hop (vi dy, thé lién hop protein
hogic dudng) bao gdm hop phén nay. Theo mot s6 phuong 4n, hop phin khang
thé theo sang ché dugc sir dung dé phat hién san phdm thanh t& bao ndm men
trong mau duoc quan tdm (vi du, mau thic &n cho dong vat hodc dan xudt,
phan doan, hoc phan chiét cta chung). Theo mdt sd phuong an, hop phan theo
sang ché duoc chiét tir nguyén lidu gidu glucan hodc san phim giau glucan
(GEM, ALLTECH, Inc., Nicholasville, KY, USA), vi dy, bing cich chiét axit
(xem, Kwiatkowski et al. (2009) J. Instit. Brew. 115:1031; dugc dua vao ban
mo t4 ndy bang cach vién din). Theo mot s6 phuong 4n, viéc oxy héa vira phai
polysacarit (vi du, (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan) & vi tri C-6 cia vong
glucopyranoza st dung hdn hgp dimetylsulfoxit (DMSO)/anhydrit axetic
(Ac20) (xem, Pfizner et al. (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:3027; duoc dua vao
ban md ta ndy bang cach vién din) bién ddi nhém C-6 hydroxymetylen
(-CH20H) thanh nhém aldehyt (-CH=0) (xem, Zekovic et al. (20060 Chem.
Papers 60:243-248; duoc dua vao ban md ta nay bang cach vién din), va lam
cho dang dugc oxy héa cua khing nguyén (vi dy,
(1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan) c6 kha ning tién hanh amin héa khir v6i chét
mang (vi du, BSA) (xem, Moreau et al., Patent My sb 6,596,861; Abdel-Magid
et al. (1996) J. Org. Chem. 61:3849-3862; dugc dua vao ban mo ta nay bang

céach vién dan).

Cac phuong phap lién hop theo sang ché, vi du, bao gdm su hoat hoa
polysacarit & C6-OH, tao ra cdu tric gbe duge bio toan ddy du cua gbe
polysacarit, va do vay c6 loi dé diéu ché khang nguyén. Cic phuong phap thay
thé dé hoat héa poly- hoic oligosacarit bao gbm, nhung khong gi6i han &, oxy
hoéa periodat (xem, Hay et al. (1973) Methods Carb. Chem. 5:357-370; dugc
dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan) hodc hoat héa CDAP (xem, Lees et
al. (1996) Vaccine 14:190-198) tao ra polysacarit bi cai bién dang ké, anh

hudng c6 hai dén tinh hitu dung ctia né dé 1am khang nguyén.
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Khang thé

Khia canh khéc cta séng ché 1a phuong phép didu ché globulin mién
dich dé sir dung trong thir nghiém dé phét hién cac thanh phén ctia thanh té bao
ndm men (vi du, (1—4)-0-D-glucan nim men, (1—6)-B-D-glucan nidm men,
(1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan nidm men) bao gdm cac budc giy mién dich d6i
tuong véi thanh phan thanh t& bao ndm men (vi dy, (1—4)-0-D-glucan nim
men, (1—6)-p-D-glucan nidm men, (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan ndm men,
(1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan-BSA, hodc cdc manh khac, bién thé, hodc thé lién
hop cua chung) va phéan tach globulin mién dich tir thé nhan. Globulin mién

dich duoc didu ché boi phuong phép nay 1a khia canh khéc cia sang ché.

Nguyén lidu cdy dé san xuét khang thé da dong thuong duoc diéu ché
béng cach 1am phan tan hop phan khang nguyén trong chit 1am lodng dung
chiu duoc vé mit sinh ly nhu nudc mubi hodc céc ta duoc khac dé tao thanh
hop phan gbc nudc. Lugng kich thich mién dich cta nguyén ligu cly duoc str
dung cho déi trong va dbi twong di duoc cdy sau d6 dugc duy tri trong khoéng

thoi gian du cho hop phan khéng nguyén tao ra khang thé bao ve.

Khéng thé c¢6 thé dugc tich riéng dén muc d6 mong mubn béi cac k¥
thuat da biét r3 nhu séc ky 4i lyc (xem, vi du, Harlow and Lane, Antibodies; a

Laboratory Manual (1988) Cold Springs Harbor Laboratory Press).

Khéng thé bao gdm ché phdm khang huyét thanh tir nhiu dong vat dugc
stt dung phd bién (vi du, dé, dong vat linh truéng, thd, lira, lon, ngua, chudt
lang, chudt cong hodc ngudi). Dong vat duoc 14y mau va huyét thanh dugc thu

gom.

Globulin mi2n dich duoc tao ra theo sang ché ¢ thé bao gém khéng thé
nguyén ven, manh hogc manh phu khang th8. Khang thé c6 thé 1a globulin
mién dich nguyén ven thudc 16p bat ky, vi dy, IgG, IgM, IgA, IgD hodc IgE,
khang thé kham hoiic khang thé lai v6i tinh ddc hiéu kép dbi v6i hai hode nhiéu
khang nguyén theo sang ché. Ching ciing c6 thé 13 cic manh, vi du, F(ab’)2,

Fab’, Fab, Fv va cac manh tuong tu ké ca manh lai.
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Theo cach khéc, céc k§ thuat dugc md ta dé san xuét khang thé chudi
don c6 thé duoc 1am thich ung bang cach sir dung céc phwong phap da biét
trong linh vuc dé san xuét khang thé chudi don ma lién két dic hiéu véi khang
nguyén cu thé. Khang thé véi tinh ddc hidu c¢6 lién quan, nhung ctia hop phan
idiotyp riéng biét, co thé duoc tao ra b??lng cach sép xép lai trat tu mach tr thu
vién globulin mién dich td hop ngiu nhién (xem, vi dy, Burton, Proc. Natl.

Acad. Sci. 88, 11120 23, 1991).

Khéng thé chudi don ciing ¢6 thé duoc tao ciu tric bang cach st dung
phuong phap khuéch dai ADN, nhu PCR, st dung cADN té bao lai lam khudn
(xem, vi duy, Thirion et al., 1996, Eur. J. Cancer Prev. 5, 507-11). Khang thé
chudi don ¢6 thé don dic hiéu hodc dic hidu kép, va c6 thé ¢ hoéa tri hai hodc
héa tri bdn. Viée tao clu trac khang thé chudi don héa tri bén, dic hiéu kép
duoc néu, vi dy, trong Coloma & Morrison, 1997, Nat. Biotechnol. 15, 159-63.
Viéc tao clu tric khang thé chudi don hoa tri hai, dic hiéu kép duoc néu, vi du,

trong Mallender & Voss, 1994, J. Biol. Chem. 269, 199-206.

Trinh tw nucleotit m& hoa khang thé chudi don c¢6 thé duge tao cAu tric
bang cach sir dung quy trinh tong hop nucleotit thti cong hodc tu dong, duogc
tach dong vao céu tric biéu hién st dung phuong phap ADN tai t6 hop chuén,
va dugc dua vao t& bao dé biéu hién trinh tu ma héa, nhu dugc néu dudi day.
Theo cach khéc, khang thé chudi don c6 thé duoc tao ra truc tiép béng cach st
dung, vi du, cong nghé thé thuc khuin dang soi (xem, vi du, Verhaar et al.,
1995, Int. J. Cancer 61, 497-501; Nicholls et al., 1993, J. Immunol. Meth. 165,
81-91).

Khéng thé ma lién két dic hidu véi khang nguyén cu thé ciing c6 thé
duoc tao ra bing cach gy ra sy san xuét in vivo trong quan thé t& bao lympho
hoac béng cach sang loc thu vién hoac panen globulin mién dich cta chét phan
ung lién két ddc hiéu cao nhu duoc néu trong tai liéu (xem, vi duy, Orlandi et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 86, 3833 3837, 1989; Winter et al., Nature 349, 293 299,
1991).
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Khéng thé kham c¢6 thé duoc tao cdu tric nhu duge néu trong WO
93/03151. Protein lién két thu duoc tir globulin mién dich va da héa tri va da
dic hiéu, nhu cac "diabody" dugc boc 1§ trong WO 94/13804, cling ¢ thé dugc
diéu ché. Khang thé ¢6 thé duoc tinh ché bdi cdc phuong phéap da biét 1 trong
linh vuc. Vi dy, khang thé c6 thé dugc tinh ché &i luc bf‘?mg cach di qua cft ma
khang nguyén cé lién quan dugc lién két v6i. Sau do, khang thé da dugc lién
két c6 thé duoc rira giai khoi cot bﬁng cach st dung chit dém véi néng d6 mudi

cao.

Hop phﬁn mién dich theo sang ché ¢6 thé duge st dung cho dbi tuong
ma sau d6 dong vai trd nhu la ngudn globulin mién dich, dugc tao ra dé dap
Ging lai théch thirc tir hop phan mién dich dic higu. Déi tugng dugce xir Iy theo
cach nhu vy s& cho huyét twong ma tir huyét tuong nay s& thu duge globulin
mién dich cao bang hé phwong phéap phan doan huyét tuong thong thudng.

Hop phén theo sang ché bao gbm, nhung khong giéi han &, khang thé
(vi du, khang thé don dong va/hoic da dong) ma cé thé 13 globulin mién dich
nguyén ven thude 16p bat ky (vi du, IgG, IgM, IgA, IgD hodc IgE, khang thé
kham) hozic khang thé lai v6i tinh ddc hiéu dbi v6i hai hoge nhidu khéng
nguyén theo sang ché. Ching ciing c6 thé 1a cac manh, vi du, F(ab’)2, Fab’,

Fab, Fv va cdc manh tuong tu ké ca manh lai.

Cac phuong phép tao ra khang thé don dong da dugc biét rd trong linh
vuc va c¢6 thé bao gdbm dung hop té bao 14 lach v6i cac té bao u tiy (Xem, vi
du, Kohler and Milstein 1975 Nature 256; 495; Harlow and Lane, Antibodies; a
Laboratory Manual (1988) Cold Springs Harbor Laboratory Press). Theo cach
khac, manh Fv don dong c6 thé thu duoc béng cach sang loc thu vién biéu hién
thé thuc khuin thich hop (Xem, vi dy, Vaughan TJ et al 1998 Nature
Biotechnology 16; 535). Khang thd don dong c6 thé dugc lam gibng nhu ciia

ngudi hodc duoc 1am giéng mot phan ciia ngudi boi cac phuong phap da biét.

Theo mdt s& phuong 4n ciia séng ché, hop phén khang thé c6 kha ning
nhan biét khang nguyén thanh t& bao nim men (vi du, khang thé don dong hodc

da dong c6 khda nang nhén biét (1—4)-a-D-glucan ndm men,
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(1—6)-B-D-glucan ndm men, (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan ndm men, hodc
manh, bién thé, hoic thé lién hop cua ching). Theo mdt sb phuong an, hop
phin khang thé theo sang ché lién két v6i (1—4)-0-D-glucan thanh € bao ndm
men, ma khong phai cic gdc chira (1—4)-0-D-glucan c6 mit trong chét khong
phai 13 polyme chira (1—4)-a-D-glucan thanh té bao ndm men (vi dy,
(1—4)-0-D-glucan thanh té bao nidm men, (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan thanh
té bao nAm men, hodc manh, bién thé, hoic thé 1ién hop ctia ching). Theo mot
s6 phuong 4n, hop phin khéng thd theo sang ché lién két voi
(1—6)-B-D-glucan thanh t¢ bao nim men, ma khong phai céc gbc chira
(1—6)-B-D-glucan ¢c6 mit trong chdt khéng phai polyme chira
(1—6)-B-D-glucan thanh té bao nAm men (vi dy, (1—6)-B-D-glucan thanh &
bao ndm men, (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan thanh t& bao ndm men, hodc manh,
bién thé, hodc thé lién hop cta ching). Theo mot s6 phuong 4an, hop phan
khang thé theo sang ché lién két v6i (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan thanh t& bao
nAm men, ma khong phai gbc chira (1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan c6 mit trong
chit khong phai thanh t& bao nidm men (vi du, (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan

thanh t& bao nAm men, hoic manh, bién thé, hodc thé lién hop cta ching).
Vi du thuc hién sing ché

Céc vi du sau dugc dua ra dé chtimg minh va minh hoa thém mot sO
phuong 4n va khia canh wu tién nhit dinh cta séng ché va khong dugc hiéu Ia
lam gidi han pham vi ctia sang ché.

Vidul

Chiét (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan tir B-glucan thanh té bao ndm men
Saccharomyces cerevisiae loai dung cho thuc phém

Ché phim glucan thanh t& bao nAm men

(1—6)-B-D-glucan loai cong nghiép (ALL-BGY, ALLTECH, Inc.,
Nicholasville, KY, USA) duoc tao ra tu S. cerevisiae bang cach xir ly

enzym/kiém/nhiét duoc rira bdn lan béng nuée da duoc khir ion dé loai bo ph?ln
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cdn hoa tan bat ky. Sau khi lam khd lanh, thu duge “nguyén liéu giau glucan”

(“GEM™).
Tiéu hoa glucan thanh té bao nim men bang axit

Fig. 1 minh hoa viéc diéu ché céc phan doan khéac nhau. Su tiéu hoa
glucan thanh té bao nAm men bang axit dugc tién hanh nhu dugc néu trong
Kwiatkowski et al. (2009) J. Instit. Brew. 115:151-158; dugc dua vao ban mé
t4 ndy bang cach vién din. “Nguyén liéu giau glucan” (“GEM”) (70 g) dugc
cho qua thily phan bing 700 mL HCI néng d6 100 mM (pH 2,2) & nhiét do
80°C trong 6 gid. Sau thoi diém nay, hdn hop dugc ly tdm & 13.500 x
g/10°C/10 phut va dich ndi bé mit duge thu gom. Vién tron duge chiét hai 1an
v6i 150 ml nude da duoc khtr ion va duoc lam déng kho nhanh, tao ra 57,9 g

san phdm v6 dinh hinh mau trang (P1).

Hai dich rra duoc két hop véi dich ndi bé mit ban ddu va duoc trung
hoa dén pH 7,0 bing NaOH ndng d6 2N. Chat két tlia tao thanh dugc thu gom
(vién tron P1/7) tir qué trinh ly tdm (1,82 g sau khi sdy dong khd nhanh) va
dich ndi bé mat duoc c6 dén thé tich bang 450 ml sir dung thiét bi bay hoi quay
chan khéng Buchi dudi nhiét d6 37°C. Dung dich nay duoc c6 tiép béng cach
sit dung thiét bi ly tim siéu loc 5 kDa AMICON 15 (Millipore Corporation,
Delaware USA). Chét ¢6 (~150 mL) duoc ria bang cach ly tdm hai l4n bang
hai thé tich bé“lng nhau cua nuéc di duoc khir ion, st dung cung thiét bi siéu
loc, dé loai b mudi va cac thanh phan c6 khdi lugng phén tir thip tao ra tir su
thily phéan axit. Chét ¢b da duge rira (S1) duoce lam dong khd nhanh, tao ra 7,5
g san phiam vo6 dinh hinh mau tréng. Mot phan ctia vién tron P1 duge cho qua
1an chiét thit hai bing cach st dung cing ty 18 ctia chit phan tmg va diéu kién
nhu trong 1an chiét HC1 0,1N dAu tién. Céc séan phdm nay dugc lam dong khd
nhanh dé tao thanh P2 va S2. Lan chiét tht hai véi HCI 0,1N khéng tao ra chat
két ttia sau khi dich ndi bé mat di duge trung hoa. Mot phﬁn cua vién tron P2
duoc cho qua 1an chiét thr ba sir dung cing ty 1€ cta chét phan tmg va diéu
kién nhu trong 1an chiét HCI 0,IN thir nhét va san pham duoc lam dong kho
nhanh dé tao thanh P3 va S3. LAan chiét thi ba véi HC1 0,1N khong tao ra chét
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két tha sau khi dich ndi bé mat dd duoc trung hoa. Hop ph?ln hydrat cacbon va
cAu tric polysacarit ctia cdc phan doan hoa tan va khong hoa tan tir lan chiét
HCI 0,IN duogc thiét 1ap bang cach st dung ph6 hoc 'H NMR. Ham luong
mannoza va glucoza trong mau dugc phén tich bang cach st dung phan tich
hop phan HSO4-HPLC (xem, Dallies et al. (1998) Yeast 14:1297-1306; dugc
dua vao ban md ta nay bang cach vién din). Lugng ude tinh ciia ham luong
protein dugc tinh toan bang cach sir dung phan tich d6t chay LECO va bang

cach nhan ham luong nito voi hé s6 6,25.
Vidu?2
Ché phdm khang nguyén
Oxy hoa ché phdm (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan bang Ac20/DMSO

580 miligam glucan ‘tan duge’ duoc dit trong lo thuy tinh dung tich 22
ml duoc lép thanh khudy tir va dugc lam ding bang vach ngin cao su. 10ml
DMSO khan va 110ul anhydrit axetic duoc bd sung vao lo nay béng céch str
dung 6ng tiém thiy tinh, & nhiét d¢ trong phong va trong didu kién khudy. Hon
dich glucan hoa tan hoan toan trong 4 gid' khudy & nhiét do 20°C. Tiép tuc
khudy hdn hop trong 24 gid, sau d6 hdn hop phan mg dugc pha loang bang
40ml nuée. Dung dich trong thu duoc duge cd béng cach st dung thiét bi ly
tAm siéu loc 30 kDa Amicon®15 va phdn cin trén thiét bi loc dugc rira nam lan,
mdi 14n bang 12 ml nuée da duge khir ion, d8 tach riéng va tinh ché san phim
cta qud trinh oxy hoa khéi dung mdi va chét phan tmg. Tat ca cac lan ly tAm
déu duoc tién hanh & didu kién 4750 x g/30 phut/10°C. Phén cin cubi cling trén
thiét bi loc duwoc thu gom va dugc lam khd lanh tao ra 502mg
(1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan dd dugc oxy hoa dudi dang bot mau tring. San

pham nay tan dugc mot phin trong nudc va tan dugce hoan toan trong DMSO.
Phan tich nguyén t6

Déi véi glucan da duge oxy hoa phat hién thdy: C-40,05%; H-6,61%.
CsHsOs x H20 theo tinh toan: C-40,48%; H-5,66%
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Amin héa khtr (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan d3 dugc oxy héa véi BSA

Mau gdm 412 mg (1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan d& dugc oxy hoa dugc
hoa tan trong 20 ml nuée da duge khir ion va duge két hop véi dung dich chira
256 mg BSA trong 2 ml nude d&d duge khir ion trong diéu kién khudy tir. Sau
d6, hdn hop nay duge xir Iy bang 60 mg natri xyanoborohydrua ran. Lo phan
mg dugc lam dimg bang vach ngin cao su, va hdn hop duge khudy & nhiét d6
20°C trong 24 gid. Sau thoi diém nay, 100 mg natri borohydrua dugc bd sung
va hén hop duge khudy trong 22 gid nita. Sau d6, dung dich trong dugce loc qua
thiét bi ly tAm sidu loc 30 kDa Amicon®15 & diéu kién 4750 x g/30 phut/10°C.
Phan can duoc rira trén thiét bi loc bdn 1an, mdi lan béng 12 ml nuGe va chét cd

cudi cing duge lam dong kho nhanh, tao ra 573 mg bt mau tréng.
Phan tich nguyén t6
C 45,01%, H 6,40%, N 2,11%.

Phén tach thé lién hop (1—4)-0-/(1—6)-p-D-glucan-BSA bing sic ky
trao dbi ion DEAE Xenluloza

Dung dich chita 400 mg thé lién hop thd trong 5 ml Na;HPOq4 ndng d6 5
mM duogc dua vao trén mat trén ctia cit sic ky thuy tinh 2 x 55cm chira 50 g
DEAE Xenluloza trong Na;HPO4 ndng d6 SmM. Na;HPO4 & céc ndng d6 khac
nhau duoc st dung dé rira giai: 40,1 mg (1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan (220 ml,
5 mM); 132,3 mg thé lién hop (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan-BSA tinh khiét
(280 ml, 55 mM); va 96,7 mg BSA (80 ml, 100 mM). Dung dich thé lién hop
(1—4)-a-/(1—6)-B-D-glucan-BSA tinh khiét dugc c6 dén thé tich 2 ml bang
cach str dung thiét bi ly tim siéu loc 30 kDa AMICON15, dugc rira bang nuéc
da duoc khir ion va duge lam déng kho nhanh, tao ra 132,3 mg (hiéu suét téng
cong 24,4%) san phém giéng nhu bot mau tréng. Dién di gel tao ra bang rong
phat hién dugc biang cach st dung phép nhuém mau Comassie Blue va PAS,
cling vé6i tim & ~170 kDa. Khong phat hién thdy BSA tu do hogc tap chét bét
ky khéc trong biéu db dién di.
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Phén tich nguyén t6

C 40,11%, H 6,23%, N 3,06%, (20,44% khdi luong ctia BSA). Ty 18
tinh toan dugc cta -glucan: BSA 1a 4:1.

Vidu3
Didu ché va tinh ché khang thé da dong
Ché phdm khang nguyén va gay mién dich & tho

10 mg khang nguyén dugc lién hop BSA didu ché duoc nhu dugc néu
trong Vi du 2 duoc lam dong kh6 nhanh, dugc bao quan & nhiét do 4°C, va
dugc dung dé gay mién dich ba con thé (200 pg khang nguyén cho mdi lan gay

mién dich). Protocol gy mién dich dugc liét ké trong Bang 1.

Bang 1. Protocol gdy mién dich d8 tao ra khéang thé da dong khang
(1—-4)-0-/(1—6)-p-D-glucan-BSA & tho.

Ngay Cong viéc
0 Thiét lap, trudc khi 1y mau, gdy mién dich
' ban dau
21 Liéu manh
35 Liéu manh
44-45 LAy méu
49 Liéu manh
58-59 Lay mau
63 Lay mau

Tinh ché pha i luc khang thé da dong

1 gam Agaroza dugc hoat hda bdi Epoxy (Sigma E 6632) duoce tao hdn
dich trong dung dich chira 2,68 g BSA (SIGMA A2153) trong 27 ml Na,HPO4
ndng d6 10 mM va hdn hop dugc khudy trong 4 gid' & nhiét do 4°C trong bé
nuée dé-nuée. Sau thdi didm nay, hdn hop dugc ly tim & téc do
2500 x g/5 phtt/10°C va vién tron dugc rira va duoc ly tdm bbn 1an nita, mdi

14n v6i 30 ml NaaHPO4 ndng d6 100 mM /0,05% khéi lugng NaNs.

Vién tron tir 1an ly tdm cubi ciing cta pha 4i lyc duoc phu BSA (duoc

mé ta & trén) duoc tao hdn dich trong dung dich chira 750 pl huyét thanh (dugc
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thu gom tir tho di dugc gy mién dich bang thé lién hop glucan-BSA ‘tan
duogc’) trong 20 ml Na,HPO4 néng d6 10 mM /0,05% khéi lugng NaN3 va duoc
x40 tron 2 gid & nhiét d6 trong phong va sau d6 dugc ly tim & toc do
1500 x g/5 phut/10°C. Dich ndi bé mit duge thu gom va vién tron dugce rita ba
J4n nita bing 20 ml cla cing chit dém, dé thu duogc ba dich ndi bé mit nita.
Dich ndi bé mat duge kiém tra vé& tinh dic hiéu d6i v4i BSA va glucan ‘tan
duoc’ nhu duge bidu thi trén Fig. 2. Dich ndi bé mit thir nhat va tht hai, chita
luong khang thé dang ké, duoc thu gom cling nhau va dugc cd dén thé tich 2,5
ml bing cach ly tdm & didu kién 5000 x g/5 phut/10°C sir dung thiét bi loc ly
tdm 10 kDa AMICON Ultra-15 Centrifugal Filter Device. Chit ¢6 duoc ria
trén thiét bi loc bing NaHPO4 ndng d6 10 mM/0,05% khéi lugng NaNs va
dugce pha lodng dén thé tich 6 ml (6 g) véi clng chit dém. Dung dich nay & do
pha lodng 1:800 cta ‘khang thd duoc tinh ché i luc’ duoc sir dung trong thir
nghiém ELISA cho MYCOSORB trong thirc @n dung cho dong vat. Duong

chuén thu duoc duoc biéu thi trén Fig. 3.
Vidy 4

Phét hién (1—4)-a-/(1—6)-p-D-glucan cta thanh té bao nAm men bang
ELISA

Nguyén li€u va phuong phap

Chét phan tmg

Chi ¢6 céc chat phan tmg da dugc cdng nhén 1a thude loai phan tich méi
duoc st dung, trir khi ¢6 quy dinh khéc, va nude dd dugc khir ion hodc khir
khoang hodc d¢ tinh khiét twong duong voi nude (18,2 MOQ/em ¢ nhiét do
25°C).

Chét phan Gmg va viéc diu ché cac dung dich chit phan Gng 1a nhu sau:

° Axit clohydric, 12,1 N; HCI1

s Axit clohydric lodng, 1 N; HCI: 41,3 ml HCI 121 N duge bd sung

tir tir vao 400 ml nude di duge khir ion va dugce tron bing thanh khudy trén dia
khudy cho dén khi nguoi. Dung dich dugc chuyén téi binh thé tich 500 ml va
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duge dién day dén thé tich nay bang nudc dd duoc khir ion, sau d6 dugce bao

quan ¢ nhiét do trong phong.

o Dimetyl sulfoxit: DMSO duogc st dung c¢6 do tinh khiét cao, thich
hop cho viéc do quang phd, séc ky long va sic ky khi.

J Chit phan ung chiét: Dé didu ché chét phan tng chiét, 900 ml
DMSO duoc tron véi 98,75 ml nude di duge khir ion va 1,25 ml HCI 12,1N.
Dung dich duoc tron bing thanh khudy trén dia khudy & téc do trung binh va
nhiét d6 trong phong, sau d6 dugc bao quan ¢ nhiét d§ 20°C hodc 16n hon.

o Natri clorua (“NaCl”)

° Kali clorua (“KCI”)

. Dinatri hydro phosphat (“Na;HPO4”)
. Kali dihydro phosphat (“KH2PO4”)

o Nuéc mudi dém phosphat (“PBS™) 10X: P& didu ché 10X PBS,
80,0 g natri clorua [NaCl], 2,0 g kali clorua [KCI], 14,2 g dinatri hydro
phosphat [Na2HPO4] va 2,4 g kali dihydro phosphat [KH2PO4] dugc trdn voi
khoang 800 ml nudc did dugc khir ion. Dung dich duoc khudy bang céach sir
dung thanh khudy trén dia khudy cho dén khi chit ran di duoc hoa tan hoan
toan. Dung dich duoc chuyén t6i binh thé tich 1000 ml va duge dién ddy dén
thé tich nay béng nude dd duoe khir ion, sau d6 dugc bao quan ¢ nhiét do trong
phong hodc ¢ nhiét do 2 — 8°C. Thoi gian bao quan tdi da 14 6 thang & nhiét dd
2 — 8°C @é lam chét long chua duoc pha lodng. Dung dich duge lam 4m 1én

nhiét dd trong phong trude khi st dung.

. PBS duoc pha lodng, 1X: Dé diéu ché 1X PBS, 1 thé tich PBS,
10X dugc pha lodng bang 9 thé tich nudc dd duge khir ion. Dung dich pha
loding duoc tron bang cach sir dung thanh khudy trén dia khudy & tdc do trung

binh va nhiét d6 trong phong. Thoi gian bao quan t61 da 1a mot ngdy.

o Polysorbat 20
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. Nuée mubdi duoc dém phosphat, 0,01 M véi 0,05 % Polysorbat
20, pH 7,4: dé diéu ché, ham lugng clia mot tui duge hoa tan trong 1000 ml
nuée di duoce khir ion. Dung dich duge khudy trén dia khudy cho dén khi dugc
hoa tan hoan toan, sau d6 duoc bdo quan & nhiét do trong phong hodc & nhiét
d6 2 — 8°C. Thoi gian bao quan t5i da 1a 6 thang & nhiét d6 2 — 8°C dé lam chat
long chua duge pha lodng. Dung dich dugc lam 4m 1én nhiét d6 trong phong

trude khi st dung.
J Stra bt khong béo

e Stta bot khong béo, 3 % (khdi luong/thé tich) trong PBS, chat
phéan tng 1X BLOCK: d& didu ché chit phan tng 1X Block, sita bot duge hoa
tan hoan toan trong 1X PBS trude khi sir dung. Thé tich 10 ml can cho mdi dia

dé phong bé. Thoi gian bao quan t61 da 13 mdt ngay.

o Khéng thé da dong ¢ tho; khang thé so cip (Dung dich khang thé
#1): khang thé duoc tinh ché ai luc duoc didu ché nhu duoc néu trong ban md

ta nay. Pugc bao quan ¢ nhiét do — 80°C cho dén khi str dung.

J Dung dich khang thé da dong & thd da duoc pha lodng: dugc pha
lodng dén 1.X; trong PBS bing cach bd sung 1 pl dung dich khang thé #1 vao
X; pl PBS, 1X. Thé tich dung dich béng 10 ml cAn cho mdi dia vi chudn do.
Dung dich khang thé dd duoc pha lodng duge tron k§ trude khi st dung, va
khéng thé di duoc pha lodng du duge loai bo. Thoi gian bao quan t6i da 1a mot
ngay.

o IgG dé khang thd tinh khiét ai luc dugce lién hop Peroxidaza
(H+L); khang thé tha cédp HRP, Ref.# 111-035-045 (Jackson
ImmunoResearch, PA, USA - Dung dich khéng thé #2): dugc tai hydrat héa
véi 1,5 ml nude dd duge khir ion va duge ly tdm cho dén khi thu dugc dung
dich hoan toan trong sudt. Pugc bao quan trong cac lugng nhoé 10 pl ¢ nhiét do
— 80°C cho dén khi st dung. Thoi gian bao quéan ti da 13 6 tuan & nhiét d6 2 —
8°C dé 1am chét 1ong chua dugc pha lodng.
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° Khang thé dé khang tho di duoc pha lodng: dugc pha lodng dén
1:7; trong PBS bing cach bd sung 1 pl dung dich khang thé #2 vao Y; ul PBS,
1X. Dung dich khang thé da duoc pha lodng dugc trén k§ trude khi str dung, va
khéng thé di dugc pha lodng du duoc loai bo. Thoi gian bio quan t61 da 1a mot
ngay.

o Co chét SureBlue Reserve TMB Microwell Peroxidase: Thé tich
can thiét chi duoc tai phan phéi trong cc chai Nalgene HDPE va LDPE mau
hd phach. Co chit dugc 1am 4m 1én nhiét d6 trong phong trude khi str dung.
Nép duoc gitt kin chdt, dugc bao vé khéi anh sang. Co chit du duoc loai bo, va
chét phan tng duoc bao quan & nhiét d6 2 — 8°C. Thoi gian bio quan t6i da 1a

24 thang tir ngdy san xut khi duoc bao quan & nhiét do 8°C.

e MAu gbc MYCOSORB; mé sb #285965 (ALLTECH, Inc., KY,
USA): Mau MYCOSORB ddng nhit dugc st dung.

o Pha lodng MYCOSORB trong thirc an: 20 g nguyén li¢u thirc dn
dugc tron véi luong ting dan cta san phém MYCOSORB (0,01; 0,02; 0,08;
0,10; 0,12 g) trong chai ly tdm dung tich 250 ml trong ba ban sao dé tao ra
dudng cong chudn. Chai duoc lic trén may lic quy dao & tdc d6 400 vong/phit
trong 1 gid. D6 chum d6i v6i viée cn nguyén liéu thirc dn bang + 0,025 g va

d6i v6i san phAm MYCOSORB, béng = 0,005 g.

o M¢ 1én cia MYCOSORB d duoc pha lodng trong thirc in: Mau
16n ctia san phim MYCOSORB di duoc pha lodng trong thirc an duge diéu ché
bang cach st dung 1,2 g san phdm va 300 g nguyén liéu thic an trong d6 chia
dung tich 1000 ml. Chai duoc lic trén méy lic quy dao & tde dd 400 vong/phit
trong 1 git. Nong do cudi ciing cta san pham MYCOSORB trong nguyén lidu
thie an 13 4,0 kg/T. 20,0 g hdn hop san phém-thl’xc an mé 16n 300,0 ‘g da duoc
lam ddng nhit duoc chuyén vao chai ly tim dung tich 250 ml. Viéc chuyén
duoc lap lai 9 14n nita dé thu duoc 10 ban sao mau. H3n hop duoc lic khong
lién tuc gitta mdi 3 lwong nhd da duoc diéu ché dé tranh cho san phdm léng
xudng déy chai. Pd chum d6i véi viéc can nguyén liéu thirc &n bang + 0,025 g

va dbi v&i san phAm MYCOSORB, bang + 0,005 g.
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J Pha lodng luogng MYCOSORB chua dugc biét trong thic an:
M3au chua duge biét duge didu ché bing cach chuyén lugng chua biét cha san
phim MYCOSORB va 20,0 g (+ 0,025 g) nguyén liéu thirc dn vao mdi trong s6
ndm chai ly tdm dung tich 250 ml. Chai dugc lic trén may lac qu§ dao & tbc do
400 vong/phut trong 1 gio. Viéc chudn bi dudng cong chudn ctia mau d6i véi

(c4c) mau nay duge hoan thanh ddng thoi.
Ché pham mau

Ba nguyén liéu thirc dn (xem Bang 4, Bang 5, va Bang 6) dugc st dung
@2 kiém nhan thir nghiém. Ché phim nguyén lidu thirc &n dugc chon theo cac
hop phén c6 thé duge tim thdy trong linh vue. Kich thuéc miu 1a tbng cong
15 kg nguyén liéu thuc an da dugc lam ddng nhé4t mot cach can than trude khi
dugc gui dén phong thi nghiém. Mau duoc bao quan & nhiét do 2 — 8°C trong
toan bo thoi gian nghién ctru.

Kiém tra d6 dong nhit cia miu

Do ddng nhét cta viée pha lodng san phim MYCOSORB trong nguyén
lidu thic in duoc kiém tra bing cach didu ché mé 16n cla sin phim
MYCOSORB di dugc pha loang trong thirc dan & ndng d6 trung gian cla san
phdm trong thic 4n bang 4,0 kg/T. Mau duge chia thanh 10 mau con va dugc
chiét tiép theo quy trinh chiét va sau d6 xac dinh hé sb bién doi d¢ phat hién
san phdm bang thir nghiém ELISA bén 1an dbi véi mdi trong s& 10 mau.

Diéu ché miu

Viéc didu ché mau chudn duoc thuc hién nhu duge néu trong ban mo ta
nay va dugc dua ra trong Bang 2, v6i san phim MYCOSORB dugc thir
nghiém. Trong trudong hop nay, san phim gbc ban dau duge lam miu nhu dugce
néu trong badn mod ta nay. M3u chua biét duge didu ché theo nhu duge néu &
trén. Khong can nghién mau thirc an truée khi tién hanh quy trinh chiét, (cfing
khong nghién mau thirc dn néu nguyén liu thirc dn duge cung cép & dang duge
vé vién). D4 phat hién thdy ring viéc nghién nguyén li¢u thic an cé thé anh

hudng dén do tin cdy cudi cung cta thir nghiém.
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Bang 2. Cac budc pha lodng sén phim MYCOSORB dbi véi duéng

cong chuan.

HEsopha | oe vom | Thican | MYCOSORB q <
lodng x b . Ban sao x Mau
(kg/T) @ mau (& (8)

0 0 20,0 0 2 x10
0,5 1 20,0 0,01 2x3
1,0 2 20,0 0,02 2x3
4,0 3 20,0 0,08 2x3
5,0 4 20,0 0,10 2x3
6,0 5 20,0 0,12 2x3
0 dén 6,0 cd 20,0 0 dén 0,12 4 %10

2 Hé sb pha lodng dugc biéu thi bang kilogam san phim MYCOSORB cho mdi
tan nguyén liéu thirc an

® Khoang thirc &n ==+ 0,025 g,

¢ Khoang san phdm MYCOSORB = + 0,005 g

4 Trong d6 C 1a lugng MYCOSORB chua biét trong thirc &n

Quy trinh chiét

Toan bd tdp hop cac chai duoc lic trén may lic quy dao & tdc do 400
vong/phut trong 1 gio. Ba chai tai mdt thoi diém duoc 14y ra va chit phan mg
chiét véi thé tich bing 80 ml duoc bd sung vao mdi chai st dung dng dinh
luong thé tich & phia trén chai. Chai dugc day nép. T4t ca cac mau dugc lic
béng tay dé dam bao su tron 14n hoan toan véi chét phan tng chiét. Chai dugc
dat trong bé nude duoc duy tri 6n nhiét & nhiét do 80°C trong 1 i, dam béao
réng dung dich thitc an dugc lam ngdp hoan toan. Sau khi 0, chai dugc léy ra
khoi bé nuéec va ham lugng cta chai duge tron bing que (nhin hiéu
NALGENE) st dung méy khudy phong thi nghiém mdmen x04n cao. Hon hop
duoc lam déng nhét hoan toan. Que sach duoc st dung dbi véi mdi murc bao
ham MYCOSORB va déi véi mau chua biét. Chai duoc dit lai trong bé nuée
dugc duy tri dn nhiét & nhiét d6 80°C trong 1 gid. Sau khi 0, chai dugc léy ra
khoi bé nude va 80 ml nude di duogc khir ion duoc bd sung vao mdi chai, su
dung 6ng dinh luong thé tich & phia trén chai, va sau d6 chai dugc ddy nép.
Chai dugc lac béng tay cho dén khi duoc tron 1an hoan toan; que nhin hiéu

NALGENE v6i may khudy phong thi nghiém momen xo4n cao duge st dung
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khi can. Chai dugc ly tim & tbc d6 8000 g trong 10 phit. Khoang 10 ml dich
nbi bé miat duge chuyén vao dng ly tdm v tring dung tich 15 ml bang cach sir
dung pipet thiy tinh. Ong duoc ly tdm & tbc d6 4000 g trong 10 phit va dugce
chuyén vao 6ng ly tim vo tring dung tich 15 ml méi, dd duge ghi nhin mot
cach tuong xtmg, bang cich gan. Ong dugc bao quan & nhiét 4 — 20°C qua
dém cho dén khi duogc st dung cho thir nghiém ELISA.

Quy trinh ELISA

Co chit SureBlue Reserve TMB Microwell Peroxidase duge st dung dé
khéi phat phan ing so mau thong qua phan Umg v6i khang thé thir cdp HRP da
dugc pha loang, cho phan Ung tiép v6i chinh khang thé so cép dd dugc pha
lo&ng phan tng mdt cach dac hiéu voi co chit dang quan tdm dugc chiét tir san
phém MYCOSORB da dugc pha lodng, ma duoc c¢d dinh trén dia vi chudn dd.
Phéan tmg so mau cudi cting duge két thic sau 20 phut bang cach st dung HC],
IN va viée doc d6 hip thu duoc tién hanh trén thiét bi doc dia & budc séng
béng 450 nm. Do vay, cac mau tréng chi dugc tao nén tir nguyén li€u thirc dn
duoc x4c dinh dé giai thich cho d¢ 1éch so mau cé thé x4y ra do nén thirc an tao
ra tin hiéu nén trén quang phd ké. Bé tinh toan, céc gid tri miu tréng dugc trir

khoi céc gia tri d6 hap thu thu dugc doi véi moi mau.

Céac mau duoc chiét trude ddy va di duoc bao quin qua dém duge lam
tan dong va dugc 1am 4m dén nhiét d6 trong phong. Cac mau duge cudn xody
dé dam bao mau ddng nhét trude khi sir dung trong ELISA dé phu cac 16 ctia

dia vi chuan do.

D4i v6i mdi ban sao mau, 100 pl dich ndi bé miat duoe chuyén vao mbi
trong s6 3 18 trén dia vi chuan do c6 96 16 nhu dugc néu trong Bang 3. Su phan
phéi ngau nhién céc mau trén dia c6 thé duoc tién hanh trong phong thi nghiém
duoc lép thiét bi phan phéi 16 vi chuan d6 duoc tu dong héa theo hinh thirc da
dugce 1ap trinh. T4t ca cac mAu cta dudng cong chudn va cic ban sao mau déu
dugc phan phéi trén mot dia duy nhat (tic 13, tit ca céc ban sao mau 0 kg/T déu
duoc dan moéng qua hang/cot E1 dén F10). Cic miu ban sao MYCOSORB

chua duoc biét duoc phan phdi trén clng dia (tic 1a dugc dan méng qua
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hang/cdt A1l dén C12). Céc dia vi chudn do dugc bit kin bing mang két dinh
vi dfa va duge 0 & nhiét do 37°C trong 1 gid. Sau khi 0, dung dich trong mbi 16
cta dia vi chudn do duoc loai bo va duoc thay thé béng 250 ul PBS, 1X cho
mdt lan rira. Cong viéc nay dugc lap lai téng cong 2 1an nita. Mdi 15 cta dia vi
chuén dd dugc phong bé bing 100 pl sita khong béo da duogc pha lodng trong
dung dich PBS va dugc U ¢ nhiét d§ trong phong trong 1 gio. Sau khi u, dung
dich trong mdi 18 duoc loai bé va dugc thay thé béng 250 pl PBS, 1X cho mot
14n rira, sau d6 12 250 pl PBS chira polysorbat 20, 0,05% cho 2 1an rira.

Khang thé so cdp dd duoc pha lodng, véi thé tich bang 100 ul dugc bd
sung vao mdi 1. Dia vi chuén d6 dugc 0 & nhiét d§ trong phong trong 1 gid.
Sau khi 0, dung dich trong mdi 18 cua dia vi chudn do dugc loai bo va dugc

thay thé bang 250 pl PBS, 1X chita Polysorbat 20, 0,05% cho 3 1an rira.

Khang thé thi cdp da dugc pha lodng, véi thé tich bang 100 pl dugc bd
sung vao mdi 16. Dia vi chudn do dugc 0 & nhiét d6 trong phong trong 1 gio.
Sau khi 0, dung dich trong mdi 18 cua dia vi chudn do duogc loai bo va duoc

thay thé bing 250 pl PBS, 1X chira Polysorbat 20, 0,05% cho 3 lan rira.

Co chit TMB d3 dugc lam 4m so bd dén nhiét do trong phong, véi thé
tich b%lng 100 pl, dugce bd sung vao mdi 16 va dia vi chuén dd duogc 0 trong 20
phut & nhiét d6 trong phong. Sau ding 20 phut véi co chit TMB, HCI IN véi
thé tich bing 100 ul duge bd sung ngay vao mdi 18 dé két thuc su hién mau.
M3di dia vi chudn d6 dugc doc trén thiét bi doc dia vi chudn d6 & bude séng 450

nm.
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Bang 3. Su phan bd nhém mau trén dia vi chudn do.

*k 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AlCi* ClCslcylCs|Cs| C7  Cs | Co Cuof| - | -
B C; 1 Cr| Cs3|Cyqy Cs5|Cs|Cy71Cs| Co Cu - -
clc, c,|Cs|Cs Cs|Cs|Cr | Cs| Co Cnl| - -
D C;1Cr 1 C3|Cy Cs5|Cs|Cr|Cs|Co | Crl 51 51
E 0.0 | 0o 03 | 04 05| 06 07| 08 09 00| 52| 52
F 011 02 035 1] 04| 05| 06| 07 08| 09 |010] 531 53
G 1.1 1o | 13121 22123131 32 33| 41| 42 | 43
H |11 12| 13|21 22 233132334142 43

* Trong d6 C 1a mic bao ham cua san phim MYCOSORB chua biét

trong thurc dn
**Tham khao Bang 2 doi véi viée xéc dinh nhdm mau
Loai trir s0 li€u tir cac ban sao

Phén tich s6 liéu thong ké 1a can thiét d€ dam bao rang tat ca cac ban sao

13 tuong tu, loai trir cdc ban sao khong qua duge thir nghiém Q-Test ctia Dixon
va khi d6 duoc x4c dinh 1a khoang loai bd theo dinh nghia: Q, _xa _X”y ,

trong dé R 1a khoang chira tat ca cac diém so liéu; x, 1a khoang loai bo bi nghi
ngd; xp1a diém s6 liéu gan nhat vdi xa. Neu Q theo tinh toan > Q bang thi loai bo di€ém

dang ngo & khoang tin cy 95%.
Ché pham cuia dudng cong chudn

Duong chudn duoc str dung dé dinh luong. Céc dudng cong nay duoc
xdy dung d6i véi mdi nén thic an st dung it nhét ndm muc (ké ci mirc zero)
trong khoang lam viéc ctia san phdm nhu dugc néu trong Council Directive
96/23. Trung binh ctia ba ban sao d6 hdp thu ctia 15 & ODaso d6i véi mdi mau
nhém duge tinh toan. Trung binh cia muoi ban sao do hép thu ctia 16 & ODaso
déi v6i mau thire an lam méu tréng dugc tinh toan. Dudng cong chuén hoic
dudng chudn sau d6 dugc tao nén véi hiéu s6 A ODaso (OD4so nhém méu —
ODuso thirc dn mau tréng) thu dugc trén tung d6 va cac khoang néng do khac

nhau cta san phém MYCOSORB, 0,5, 1,0, 4,0, 5,0, 6,0 kg/T trén hoanh do.
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Hé s6 hdi quy va phuong trinh ctia mirc bao ham da dugc v& dd thi so
voi do hép thu & OD4so dugce tinh toan theo sy hdi quy tuyén tinh st dung
dudng phi hop nhit, A ODasso = Ax (MYCOSORB) sau khi hiéu chinh céc gia
tri bing gi4 tri mau tréng tinh trung binh. Khoang chdp nhén duge va do tuyén
tinh cua dudng chuan dugc xac nhin béi gia tri hé sb twong quan (12) trén 0,95.
Phuong trinh twong Ung cua dudng cong sau d6 duoc str dung dé x4c dinh mic
bao ham cia san phdm MYCOSORB trong (c4c) mAu chua biét bang cach giai
phuong trinh tuong Ung.

Phép noi suy

Hé sb twong quan & trén r> > 0,95 phai dugc tim thiy voéi dudng cong
chuén, phuong trinh tuong tng cua dudng cong dd dugc hiéu chinh F(x) = Ax,
(dugc trir khoi tin hiéu nén va chin zero) sau d6 dugc st dung d8 x4c dinh mirc
bao ham cta san phdim MYCOSORB trong (cac) mau chua biét. Trung binh
clia mudi ban sao & ODaso d6i véi mirc bao ham chua biét (C) clia san pham
MYCOSORB dugc tinh toan. Gia tri trung binh thu dugc dugce trir khoi gia tri
trung binh ciia muoi ban sao do hép thu cta 16 & ODaso dbi v6i mau thie an
mAu tréng dd duoc tinh toén trude day. Gid tri trung binh ODaso sau do dugc su
dung dé giai phuong trinh clia duong cong dd dugc hiéu chinh F “(yc), trong
dé yc =Axc:

xe =7 C/ , trong d6 yc 1a gia tri thu duge & ODaso d6i v&i mau chua biét
(C) trir di ODaso clia mau trbng, xc 1a mic bao ham tuong Gng cla san phim
MYCOSORB, va A4 1a do déc ciia dudng cong chuén, tinh bang kg/T ODaso.

Gidi han phat hién va dinh luong

Gi6i han phat hién (Lp = 30 #éng) va gi6i han dinh luong (Lo = 100 wdng)
duoc xac dinh theo danh phap ITUPAC va duoc dua ra dudi dang A ODaso.

Gi6i han phat hién (Lp) va Gidi han dinh luong (Lo) dugc xac dinh ti
phan tich mau tréng nén va dugc tinh todn thanh ndng d6 tir sy hdi quy tuyén
tinh dugc hiéu chinh tir gi4 tri OD4so nén trung binh bing dudng chudn
F(x) = Ax dugc phan giai nhu sau theo:
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Lo 3ab,an% va Lo= 3O'blan% , trong d6 Lp 1a néng do6 t6i thiéu

c6 thé phat hién dugc ctia san phém hodc Gidi han phat hién; Lo la néng d6 tbi

thidu c6 thé dinh luong duoc cla san phém hodc Gidi han dinh lugng.
Do ddng nhat

Heé sb bién thién do ddng nhat (RSD n = CV ) duge dinh nghia 12 hé sb
bién d6i trung binh tir 10 ban sao doc 1ap thu duge tir cling mau vao cing ngdy,

tir cting k¥ thuat vién, véi cung thiét bi va phwong phap.
D6 chum: DO 1ap lai

Do chum trong didu kién 1ap lai trong chu trinh (RSDintra = CVinrra) dugc
dinh nghia 13 hé s6 bién ddi trung binh tir cic lan lap lai thu dugc tir cung mau
vao cing ngay dbi véi cling chu trinh, tir cing k¥ thuét vién, véi cling thiét bi
va phuong phép.

Do chum trong diéu kién 13p lai gitta chu trinh (RSDiter = CVineer) 12 hé
s6 bién ddi trung binh tir cac két qua doc 1ap thu dugc tir cing miu & cdc ngdy
khac nhau trong céc chu trinh khac nhau, tr cing k¥ thuét vién, voi cung thiét
bi va phuong phép.

Do chum: Do chum téng thé

D0 chum déanh gia d6 phan tan (hodc d gﬁn) ctia sy phu hop gifta cac
phép do ké tiép ctia cing dai lwong. DY phan tan trong tap hop céc phép xéc
dinh thuong duoc bidu thi dudi dang do 1éch chuan. D chum do d6 dugc tinh
toan tir do léch chudn ctia mot thir nghiém riéng r& & mdt mirc bao ham thu
duoc tir cing mau vao cing ngdy, tr cung k¥ thuét vién, voi cling thiét bi va
phuong phap; tir 46 1éch chuén so sanh mdi chu trinh riéng ré&, tir ciing k¥ thuét

vién, v6i ciing thiét bi va phuong phép theo cong thirc:

2 3
OTotal = \[ [ """f'% + a,z,,,e,} , trong d6 o 7o 1a d§ 1éch chuan cta toan bd

tap hop cac thit nghiém, oinmg 18 d6 1éch chuan ctia mot thir nghiém riéng ré,

Otnrer 12 d0 16ch chuan gitta nhiéu thir nghiém, va n 1a s6 Iuong bén sao.
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So sanh dd léch chuén dat duogc tir su phan tich phuong sai (ANOVA
mdt chidu) st dung kiém dinh F (gid tri p < 0,05) gitta phuong sai cla trung

binh nhém va trung binh ctia cac phuong sai trong nhom.

PO chinh xac

D6 chinh x4c 1a do gan cta su phit hop ma c6 thé dugce tim thy gifta cac
két qua thir nghiém va gid tri tham chiéu d& duoc chap nhin clia san phim dang
duoc xac dinh. D6 chinh x4c do d6 duge danh gia tir phép xac dinh d6 thu hi
duoc bidu thi dudi dang phén vi phén tram. Do thu hdi theo khia canh nay biéu
thi ty 1€ cua lugng c6 mit trong chét phén tich hdn hop, ma dugc chiét va c6
san cho phép xac dinh. D9 1&ch 1a sy khac nhau giita cac két qua thir nghiém va
gié tri tham chiéu da duoc chép nhan (néng do thém chuin cta chét phan tich).
Tién hanh tinh toén theo cong thirc:

(Xc _Xb)

XTH

Do thu hdi (%)= x100; trong d6 X . 1a néng d6 dugc xac dinh trong

mau d3 dugc thém chuin; X 12 nong d6 duge xac dinh trong mau chua duogc

thém chuén (mAu tréng); X714 ndng do ly thuyét.
Nguyén liéu thirc an duge st dung cho thir nghiém x4c nhan tinh hop 1€

Céac tht nghiém duoc tién hanh & trung tdm Center for Animal
Nutrigenomics and Applied Animal Nutrition & ALLTECH, Inc., KY, USA d6i
v6i ché phim thirc an cho bay bo sita, ché phdm thirc an cho ga va ché phdm
thire an cho lon duoc tron vGi cdc muc bao ham khéac nhau cta san phém
MYCOSORB. M6 ta ddy du v& ché phim thirc n dugc dua ra dudi day.

Nguyén liéu thirc an cho bay bo sita

Nguyén li€u thirc an nay dugc phdi trén boi Coralis Vern (Vern sur
Seiche, France, Ref. #111605) duéi tén ché phdm “Spirit Lait 2L5” (Bang 4).
Kich thuéc miu tdng cong 14 15 kg nguyén lidu thirc dn da dugce lam dong nhéf
mot cach can than trude khi duge gl dén phong thi nghiém. M3u dugc bao

quan & nhiét do 2 — 8°C trong toan bd thoi gian nghién ctru. Nguyén lidu thirc
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an cho bay bo sita duoc cung cdp dudi dang duge vé vién. Khong cin nghién
mAu thirc an trude khi tién hanh quy trinh chiét.

Bang 4. Ché pham thtrc n cho bay bo sita duge sir dung dé x4c nhan tinh hop
1€ ctia phuong phap.

Céc thanh phan Ty &
Lta mi chudn, % 20,00
Lua mach, % 6,00

Co déau (banh ding cho thir nghiém), % 12,00
Cay cai dau (da duoc loai dau), % 8,10
Bénh dau dau tuong 48/Brazil, % 4,20
Lua my, cdm min, % 24,94
Lua my amyplus (tiéu hic mach), % 20,00
Ri duong, % 1,00
Vinasse (chit chiét tir qud trinh 1én men), % 1,50
B&t Canxi Cacbonat, % 1,06
Mudi tinh, % 0,50
EMROD, % : 0,20
Super 26 Eco aa, % (tién hdn hop vitamin va khoang

chét) 0,50
Téng cong, % 100
Chét dinh dudng

Chét khd, % 88,324
Protein thd, % 17,002
Chét béo, % 3,144
Xenluloza, % 8,378
Tro, % 6,723
Tinh bdt, % 24,955
Puong téng cong, % 4,420
Tinh b6t va dudng, % 29,376
Hydrat cacbon cua dong vét nhai lai, g/kg 352,926
PDIN*, g/kg 117,260
PDIE*, g/kg 103,028
PDIA*, g/kg 49,723
Nito ctia dong vat nhai lai, g/kg 124,906
Lysin tiéu hoa dugc trong da co, g/kg 6,794
Methionin tiéu hoa dugc trong da co, g/kg 1,873
Canxi, % 0,800
Phospho téng, % 0,659
Natri, % 0,500
Magie, % 0,236
Phospho tiéu héa duogc trong da co, % 0,466
Gia tri cAu tric, % 0,220
Béanh lam bang bot mi, % 20,000
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Banh lam bing bot mi tiéu hic mach, % 20,000
Banh ngii cbc, % 26,000
Két qua téng cdng, cam l[ua my, % 44,940
Banh cay cai dau, % 8,100
MP Hat tdng +, do bén hat % 20,000
Vitamin A, Ul/kg 4000
Vitamin D3, Ul’kg 2000

* Ding dé xac dinh gia tri protein ctia thiic dn va nhu cdu protein clia
dong vat, ca hai déu dugc biéu thi dudi dang Protein thuc thuc sy duogc tiéu hoa
trong rudt non (“PDI”). Ham lugng PDI cua thuc &n la tdng cta (i) phan doan
PDIA, protein thd chua bi phan huy trong da co, nhung thuc sy dugce tiéu hoa
trong rudt non; (i) phan doan PDIM, protein thuc clia vi khuén thue sy duoc
tiéu hoa trong rudt non. Mdi thirc an gop phéan vao su tdng hop protein cia vi
khuin ca bdi N phén rd duge (PDIMN) va ning luong sdn ¢ ma né cung clp
cho vi sinh vét ctia da ¢o (PDIME). Gi4 tri ciia mdi thirc &n duoc dua ra truc
tiép bang téng ctia PDIA va PDIM tinh dén hai phwong trinh sau: (1) PDIN =
PDIA + PDIMN va (2) PDIE = PDIA + PDIME.

Nguyén li€u thirc an cho ga

Nguyén liéu thic #n dugc phbi trén & Coldstream University of
Kentucky, bdi nhom nghién ciru Alliance gitta truong dai hoc University of
Kentucky va ALLTECH, Inc., KY, USA (Bang 5). Ché phdm duoc tao ra theo
cac hop phin dugc tim thiy trong linh vuc va c6 thé duoc khai quat hoa thanh
céc ché phidm thuong duoc tim thiy & Lién minh chau Au, Bic My, chiu M§
La tinh, v.v.. Kich thuéc miu 1a tong cong 15 kg nguyén liéu thirc an di duoc
Jam ddng nhit mdt cach cin than truée khi dugc gii dén phong thi nghiém.

Mau dugc bio quan 6 nhiét d6 2 — 8°C trong toan bd thoi gian nghién ctu.
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Béang 5. Ché phdm thirc an cho ga dugc sir dung dé xé4c nhan tinh hop 18

cua phuong phép.
Cong thirc cho nha chan
Céc thanh phan nudi, 22-42 ngay
Ngo-dau tuong co ban
Ngd 62,15
Bot xay tho dau tuong (48%) 31,31
DAu ngb 3,10
ba voi 1,37
DPicanxi phosphat 1,30
Mudi 0,45
Vitamin-khoang chit MIX a 0,25
DL-Methionin 0,07
L-lysin -
Tbng cong 100
Chét dinh dudng
ME, kcal’kg 3120
Protein tho, % 20
Canxi, % 0,90
Phospho sén c6, % 0,35
Lysin, % 1,11
Methionin, % 0,39
Methionin + Xystein, % 0,72
Na, % 0,20

2 Vitamin duoc cung cap cho mdi kg thire an: 2200 TU vitamin A; 720 ICU
vitamin D3; 27 IU vitamin E; 0,91 mg vitamin K3 (2-metyl-1,4-
naphthoquinon); 2 mg thiamin; 8 mg riboflavin; 55 mg niaxin; 18 mg Ca
pantothenat; 5 mg vitamin B6 (pyridoxin); 0,221 mg biotin; 1 mg axit folic;
478 mg cholin; 28 pg vitamin B12 (xyanocobalamin).

Nguyén li€u thitc an cho lon

Nguyén li€u thic an duoc phbi tron & Coldstream University of
Kentucky, béi nhom nghién ctru Alliance gitta truong dai hoc University of
Kentucky vad ALLTECH, Inc., KY, USA (Bang 6). Ché phdm dugc tao ra theo
céc hop phan dugc tim thiy trong linh vuc va ¢6 thé dugc khai quat hoa thanh
cac ché phdm thuong dugc tim thdy & Lién minh chiu Au, Bic M¥, chau My

La tinh, v.v.. Kich thuéc mau 14 tbng cong 15 kg nguyén lidu thic &n dd dugce
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lam ddng nh4t mot cach can than trude khi duge gui dén phong thi nghiém.

Maiu duoc bao quan & nhiét d6 2 — 8°C trong toan bd thoi gian nghién ciru.
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Bang 6. Ché phim thirc n cho lon dugc st dung dé x4c nhén tinh hop 1& cua
phuong phép.

Céc thanh phan

Cong thirc ddi véi lon
cai con va lon cai trudng
thanh dang mang thai

Ngo6-dau tuong co ban

Ng6 (duoc nghién, mau vang)

81,540

Bot xay tho ctia dau tuong da duge bo vo (47,5%) 12,310
Déu ngd 2,000
D4 vdi (dugc nghién) 0,690
Dicanxi phosphat 2,630
Mudi 0,500
Vitamin hdn hop (BASF) * 0,050
Hdn hop khoang vét (Prince) ** 0,080
Cholin clorua (60%) 0,150
Chromax 0,050
Tbng cong 100
Chét dinh dudng
ME, kcal/kg 3258
CP, % 12,4
Ca, % 0,54
P sin co, % 0,60
Lysin, % 0,54
BASF PREMIX (Nong

* Hop phén Vitamin hdn hop:

d6/kg thtre an trdn 14n)

Nbng do/kg thirc n trén
lan

Vitamin A, U 5500
Vitamin D, IU 550
Vitamin E, IU 33
Vitamin K, mg 1,1
Vitamin B12, pug 15,125
Niaxin, mg 15,125
Axit pantothenic, mg 13,75
Riboflavin, mg 4,125
Biotin, mg 0,17875
Axit folic, mg 0,825
Pyridoxin, mg 2,475
Thiamin, mg 0,825

Chat khoang

% phan Ngudn
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triéu

duoc

cung cép

(1,5

#hon hop

tron

san/tin)
Sét 13,33 100 Sulfat
K&m 16,67 125 Oxit
Mangan 6,672 50 Oxit
Dng 2,000 15 Sulfat
16t 0,1709 1,28 EDDI
Selen 0,0402 0,30 selenit
Canxi 4,815 36 -

Xéc nhan st dung nguyén liéu thirc an cho bay bo sita

Céc thir nghiém duoc tién hanh & Center for Animal Nutrigenomics and
Applied Animal Nutrition & ALLTECH, Inc., KY, USA dbi véi loai ché phim
thirc an cho béy bo sita rén cta chiu Au dugce tron véi nim néng d6 khac nhau
ctia san pham MYCOSORB.

Céac nguyén liéu thic an cho bay bo sita dd dugc tron riéng 1& véi 0,0;
0,5; 1,0; 4,0; 5,0; 6,0 kg/T san phém MYCOSORB dugc phén tich cling nhu
mAu cta cing nguyén lidu thirc dn cho bay bo sita duge trdn véi mitc chua biét
ctia san phim MYCOSORB khi dugc phan bd trén cung dia vi chuin dd.

Kha nang ap dung

Viéc x4c nhan tinh hop 16 dugc tién hanh dé x4c dinh dic diém cta thi
nghiém ELISA dugc phat trién d& phan tich dic hidu san phdm MYCOSORB
va céc san pham thay thé, nhu quy trinh diém cudi truy tim ngudn gbc cho muc
dich theo di san phdm trong phirc hop thirc an.

Sau mac san phdm MYCOSORB duoc st dung @ x4c nhén tinh hop 18
twong Umg vo6i khoang lam viéc cua muc bao ham (0,0; 0,5; 1,0; 4,0; 5,0;

6,0 kg/T) dugc tron v6i mau thie an.
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Dung dich khéng thé da dong ¢ tho da duoc pha lodng: dung dich khéng
th8 so clp duoc 1am thich tng theo cdc mirc nén. Khang thé duoc pha lodng
nhu viy dén 1:2500 trong PBS bing cach bd sung 1 ul dung dich khang thé #1
vao 1,2 ml PBS, 1X. Thé tich dung dich béng 10 ml cAn cho mdi dia vi chudn
do.

Khéng thé dé khang tho d dugc pha lodng: dung dich khang thé thu cép
duoc lam thich tng theo cdc mirc nén. Khéng thé dugc pha lodng nhu viy dén
1:20.000 trong PBS béng cach bd sung 1 pl dung dich khéng thé #2 vao 20,0
ml PBS, 1X.

Do ddng nhét

Viée kiém tra d6 dong nhét ctia miu dat dugc dbi véi mirc bao ham
trung binh cta san pham MYCOSORB (4,0 kg/T) trong ké hoach thir nghiém.
Thtr nghiém d6i voi mic cu thd nay dugc 1ap lai 5 14n trén 10 mau riéng 18,

moi lan st dung 4 ban sao.

Theo céc gié tri d& dugc tinh toan dwoc tim thy chi tiét trong Bang 7,
CVula 4,53%.

Bang 7. Panh gi4 do dong nhit trén mdt ndng d6 bing 4,0 kg/T san
phém MYCOSORB duge tron véi loai thitc #n cua chau Au cho béy bo sita
duoc danh gi4 thong qua quy trinh ELISA cho 5 chu trinh trén 10 ché pham

mau riéng 1& duoc phan tich trong 4 ban sao.

Chu trinh # 4 5 8 9 11 Trung binh
n 4x10[4x10|4x10|4x10|4x10 |4 x 10
OD 450 nm trung binh 1,155 [ 1,055 0,833 | 1,166 | 1,044 | 1,051

oh 0,118 | 0,080 |0,077 | 0,083 | 0,100 |-

% CVi 1021 17,58 19,27 [7,09 19,59 |-

Do dong nhat, % CVy | 8,75

Dung dudng chuin

Viéc dung dudng chuin cta thir nghiém duoc tién hanh trén thic an
duoc tron véi ndng dd miu chuan da biét nhu duoc néu trong ban mo ta nay va

trong khoang tir 0,0 dén 6,0 kg/T san pham MYCOSORB. Su pht hop duong
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cong tuyén tinh, y = 4x, dugc dung dé x4c dinh méi quan hé gitta ndng d6 va
dap tng (ODsso). Duong cong chuén trung binh tir 5 chu trinh duge thé hién
trén Fig. 4.

Do tuyén tinh

D0 tuyén tinh ctia dudng cong chun duoc dénh gia tir viéc tinh toan hé
sb hoi quy theo phuong trinh clia mic bao ham di duge vé dd thi so véi d6 hap
thu & ODsso st dung phép chian duong phu hop nhit & zero,
A ODaso = Ax(MYCOSORB) sau khi trir mau tréng, do tuyén tinh cla duong
cong chudn duoc x4c nhan véi gid tri hé sé tuong quan dugc tim thdy & trén

r2> 0,95, Bang 8.

Bang 8. Do tuyén tinh ctia duong cong chuén.

Trung
binh tir

Chu trinh # 4 5 8 9 11 dudng
cong da
duoc tinh
trung binh
1/6

Ngay thang 6/10/09 | 6/17/09 | 6/30/09 | 7/14/09 | 8/5/09 | khoang
loai bo

n 50 50 50 50 50 -

bo dcj')c 4) 0,2702 | 0,2249 |0,2161 |0,2179 | 0,2444 | 0,2347

Sai s0 binh phuong

trung binh (MSE) * 0,0037 | 0,0005 |0,0034 | 0,0008 | 0,0009 |-

Do tuyén tinh (r?) | 0,969 0,974 10,970 |0,949 10,978 |0,979

* Sai s6 binh phuong trung binh dugc x4c dinh trong mé hinh hdi quy
tuyén tinh 1a: mse =%ie,? , trong d6 e;=y,;-p; yila gia tri y dugc xdc dinh
i1
bang thuc nghiém; ;14 gia tri ly thuyét dbi voi ndng do6 x ; duge mong doi clia
san phdm MYCOSORB.
bé lap lai

Do lap lai la sb do phuong sai trong bdi danh gia d¢ 1éch chudn lap lai.
Viéc danh gia dd lap lai dbi v6i viée lap lai chu trinh thu duge tir ciing mau vao

cling ngay ddi véi cing chu trinh, tir cing k§ thuat vién, véi ciing thiét bi va
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phuong phép dé biéu thi bién dbi cta su phéat hién trong chu trinh, CV inna
(Bang 9). Viéc danh gia do 1ap lai gifta cac chu trinh khdc nhau thu dugc tur
cling mau & cac ngdy khac nhau trong céc chu trinh khac nhau, tir cing k¥ thuat
vién, v6i cung thiét bi va phuong phap dé biéu thi bién dbi ctia sy phat hién

gitta cac chu trinh, CV e Bang 10).

Céc két qua cho thiy rang duong cong chuén thu duoc vao cling ngay va
vao cac ngdy khac nhau c6 it sy bién d6i, véi 6 chum trong ngay trung binh
béng 5,70% va d6 chum gitta ngay bang 7,86% khi dugc 4p dung cho khoang
lam viéc cta duong cong chudn tir 0,0 dén 6,0 kg/T. P9 chum téng thé 1a

8,28% (Bang 11).
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Bang 9. D6 chum trong diéu kién ldp lai trong chu trinh dé xay dung

dudng cong chuan.

Ndng d6 (kg/T) 0,0 0.5 1,0 4,0 5.0 6,0

Ngay 1 oD 1,022 [1,221 |1,425 [2284 |[2292 |2,564

Chu trinh ‘20 10,033 10,056 |0,117 |0,071 |0,062 |0,132
intra 4

44 o, 326|460 820 311 269 |5,14

Ngay 2 OD 1,024 1,238 |1,335 (2,039 |2,076 |2335

Chu trinh ‘2" ™o 10,031 0,073 |0,030 |0,215 [0,077 |0,153
intra

45 o 303|591 |221 10,54 [3,72  |6,55

Ngay 3 OD 0871 |1,066 |1,231 |1,807 |1,953 |[2,088

Chu trinh ‘;0 m 0,044 10,053 |0,051 |0,136 [0,192 0,127
intra

48 ot 506|496 417|753 982 608

Ngay 4 OD 1,049 [1218 | 1,468 |2,026 |2,138 |2,247

Chu trinh j;o o1 0.041 0,059 10,035 [0,266 |0,095 |0,141
intra

#9 o, 393 486|239 13,12 | 4,44 |626

Ngay 5 oD 0915 [1,053 |1,284 |1,787 |2,251 [2336

Chu trinh ‘;50 "o 10,044 0,067 0,049 |0,095 |0,247 0,189
intra

#11 o, 479 1634|385 |530 10,98 | 8,09

% CVintra

(d6 chum trong chu | 4,01 533 4,16 |79 1633 |642

trinh)

D06 chum trung binh,

% CV ira 3,70

Bang 10. D6 chum trong didu kién lap lai gitta chu trinh dé xay dung

duong cong chuan.

Nbng d6 (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 5,0 6,0
OD 450 nm 0,976 |1,159 |1,348 [1,988 |[2,142 |2,314
O Inter 0,078 |0,091 |0,098 |0,203 |0,136 |0,172
% CV inter 801 |7.88 727 10,22 |636 |745
Do chum trung binh,

%CVInter

(d6 chum gitta chu | %0

trinh)
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Bang 11. D6 chum téng thé dé xay dung dudng cong chuén.

Nong d6 (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 5,0 6,0
n 30 30 30 30 30 30
O intra 0,039 |0,062 |0,056 |0,157 [0,135 |0,148
O Inter 0,078 10,091 |0,098 [0,203 |0,136 |0,172
O iéng 0,080 |0,095 |0,101 {0,215 |0,149 |0,185
Do chum, % CVigg | 8,20 823 |70 10,81 [695 |7.98
PO chum téng cong,
% CV sine 8,28

Lp va Lq (d0 nhay)

Céc gia tri Lp va Lo dugc béo cédo trong Bang 12. Céc gid tri Lo duge

tim thdy 1a thdp hon ty 1& bao ham t5i thiéu theo khuyén céo bang 2 kg/T cta

san pham MYCOSORB, lam cho c6 thé dinh luong né trong nguyén lidu thic

-

an.

Gidi han phat hién Lp= 0,501 + 0,103 kg/T

Giéi han dinh lugng Lo = 1,800 + 0,389 kg/T

Bang 12. Xéc dinh Lp va Lo.

‘ Mau tréng OD 450

gﬁl # X binter= X b nra |Omdu téng ?AUOD 450) gX%D 450) Fote/l) LolerD
Ngay 1 (10 {0,046 0,033 (0,100 0,334 0,370 1,323
Ngay 2 |10 0,048 0,031 10,093 0,311 0,415 1,488
Ngay 3 |10 0,105 0,044 10,132 0,441 0,612 2,233
Ngay 4 |10 0,072 0,041 10,124 0,412 0,568 2,100
Ngay S |10 0,915 0,044 (0,132 0,438 0,538 1,858
girr?}?g 0,116+0,018 {0,387+0,061 [0,501:£0,103 [1,800::0,389

Do chinh xac

D6 chinh x4ac duoc xac dinh tir 5 thir nghiém ddc lap, mdi thir nghiém

gdm 10 mAu ddc 1ap va mdi chu trinh trong 4 ban sao ddi véi ndng d6 4,0-kg/T

cua san phém MYCOSORB d3 duge tron 14n véi nguyén liéu thire &n. Néng do
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cubi ciing ddi véi mdi mau dugce tinh todn theo phuong trinh da duoc biéu thi
trude day bang cach sir dung cic gid tri quan sat thu duoc d8 tinh toan d6 ddng
nhét (Bang 13). Sau d6, dd chum trung binh duge tinh todn tir d§ chinh x4c da
dugc tinh trung binh thu dugc dbi vé6i tht ca cac chu trinh va dugc so sanh véi
lugng ndng d6 thém chuén ca 4,0-kg/T san phim MYCOSORB dugc tron lan
véi nguyén liéu thire an. Cac tinh toan duoc tién hanh theo cic phuong trinh da

dugc dua ra trude day.

Céc két qua cho thdy rang viée dénh gid do thu hdi 1y giai cho su wéc
tinh qué cao bang 21% ctia ham lugng thuc cta nguyén liéu thirc &n trong ndng

d6 thém chudn cta san phdim MYCOSORB (Bang 14).

Bang 13. D6 chinh xac va d§ chum dugc xac dinh tir 5 thir nghiém doc
1ap, mdi thir nghiém gbém 10 mAu ddc 14p va mdi chu trinh trong 4 ban sao d6i
v6i ndng d6 4,0-kg/T cta san phim MYCOSORB duogc tron 1an véi nguyén

liéu thirc an.

Chu | X Ban sao #, x ¢ (OD 4s0)

~ 0,
wrinh tclgleun;n 1 [2 [3 [4 [5 6 [7 [8 [9 [10 |, g)V
f ke

Il\lgay 40 50 140 |51 |38 (43 43 |39 |44 39 |41 |43 9,69
glgay 4,0 142 |50 |51 [47 |46 |46 (45 |42 |48 |52 147|719
I;gay 40 |36 |36 [41 |44 |38 139 (37 [39 (33 |43 39879
?gay 40 |54 (50 (5049 |52 56|51 55|57 61 [54]6,73
?gay 40 |44 |45 |37 |44 |42 |44 (35 44 143 149 143 19,10
% CV inra (0 chum trong chu trinh) 8,30
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Bang 14. Do thu hdi tdng thé duoc xac dinh tir trung binh ctia 5 thi
nghiém ddc 1ap, mdi thir nghiém gém 10 mAu ddc 14p va mdi chu trinh trong 4
ban sao dbi voi ndng do 4,0-kg/T cia san pham MYCOSORB duge tron 1an

véi nguyén li¢u thire an.

x g, thém chudn (kg/T) | Trung binh xe o
4,0 4,5 0,6

% CV Inter (40 chum gilta chu trinh) 12,62
D6 thu hoi tdng thé (% ndng do 1y thuy&t) 112,21

Xéc nhan tinh hop 18 bang cach st dung nguyén lidu thitc dn cho ga

Céc thir nghiém duoc tién hanh & Center for Animal Nutrigenomics and
Applied Animal Nutrition & ALLTECH, Inc., KY, USA d6i véi ché phdm thtic
dn ran cho ga dugc tron voi nam néng dd khac nhau cua san phém
MYCOSORB.

Céac nguyén liéu thirc dn cho ga dugc trdn riéng r€ voi 0,0; 0,5; 1,0; 4,0;
5,0; 6,0 kg/T san phAim MYCOSORB dugc phan tich cfing nhw miu cia cling
nguyén li¢u thic an cho ga dugc tron v6i mic chua biét cta san phidm
MY COSORB khi dugc phan bd trén cung dia vi chuén do.

Kha nang ap dung

Viée x4c nhan tinh hop 18 dugc tién hanh dé x4c dinh dic diém cta thi
nghiém ELISA duoc phat trién cho phén tich san pham MYCOSORB va cic
san phim thay thé, nhu quy trinh diém cudi truy tim ngudn gdc cho muc dich
theo doi san pham d& duoc d& cap trude ddy trong phiic hop thire in.

Sau mirc san phAm MYCOSORB (Ref. #285965) dugc st dung dé xac
nhén tinh hop 1€ tuong Ung v&i khoang lam viée clia mic bao ham (0,0; 0,5;
1,0; 4,0; 5,0; 6,0 kg/T) dugc tron 14n v6i mau thirc an.

Dung dich khang thé da dong & thé di duoc pha lodng: dung dich khang
thé so cdp duoc 1am thich Gmg theo céc miic nén. Khang thé duoc pha loing

nhu vay dén 1:7500 trong PBS bing cach bd sung 1pl dung dich khang thé #1
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(4,15) vao 7,5 ml PBS, 1X. Thé tich dung dich bing 10 ml cn cho mdi dia vi

chuan dg.

Khéng thé dé khang tho da duoc pha lodng: dung dich khang thé thir cdp
dugc lam thich ung theo cac muc nén. Khang thé duoc pha lodng nhir vy dén
1:30.000 trong PBS béng cach bd sung 1 pl dung dich khang thé #2 vao 30,0
ml PBS, 1X.

D6 ddng nhit

Viée kiém tra do déng nhét cia miu dat duoc ddi v6i mic bao ham
trung binh cta san phdm MYCOSORB (4,0 kg/T) trong ké hoach thir nghiém.
Thir nghiém dbi v6i muc cu thé nay duogc ldp lai 5 lan trén 10 miu riéng ré,

mdi 14n st dung 4 ban sao (Bang 15).

Bang 15. Panh gia d6 dong nhét trén mét ndng do bang 4,0 kg/T clia san
phdm MYCOSORB dugc tron 1an véi riguyén liéu thirc an cho ga dugc danh
gia thdng qua quy trinh ELISA cho 5 chu trinh trén 10 ché phim mau riéng ré

duoc phén tich trong 4 ban sao.

Chu trinh # 2 3 4 5 6 Trung binh
n 4x10]|4x10[4x10]4%x10[4x10[4x10
OD 450 nm trung binh 1,419 0,908 |0,777 0,991 | 1,290 | 1,034
o 0,048 | 0,060 | 0,081 |0,060 | 0,069 |-

% CV 3,08 |6,11 1038 565 [639 |-

Do dong nhat, % CVy | 6,32

Dung dudng chudn

Viéc dung dudng chuén cta thir nghiém duoc tién hanh trén thic an
duoc trén véi ndéng d6 miu chudn chua biét va trong khoang tir 0,0 dén
6,0 kg/T san phdm MYCOSORB. Su-phi hop dudng cong tuyén tinh, y = Ax,
duge ding d& x4c dinh méi quan hé giita ndng d6 va dap tmg (ODaso), duong

cong chuin trung binh tir 5 chu trinh dugc trinh bay trén Fig. 5.
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D6 tuyén tinh

bo tuyén tinh ctia dudng cong chudn duoc danh gia tir viéc tinh toan h¢
s6 hdi quy theo phuong trinh ctia mirc bao ham di duge v& b thi so voi do hap
thu & ODuso bang cach st dung phép chin dudng phu hop nhit & zero,
A ODgso = Ax (MYCOSORB) sau khi trir miu trdng, d6 tuyén tinh ctia duong
cong chuin duoc x4c nhan véi gia tri hé s6 tuong quan dugc tim thiy & trén
r2>0,95. Hé sb hdi quy duoc tinh toan dbi v&i mdi dudng cong chu trinh
chudn va déi v6i dudng cong chu trinh chudn da dugc tinh trung binh duge bao

cao trong Bang 16.

Bang 16. Do tuyén tinh clia duong cong chuén trong nguyén ligu thirc &n

cho ga.
Trung
binh tir
Chu trinh # 2 3 4 5 6 dudng
cong da
dugc tinh
trung binh
1/6
Ngay thang 4/21/09 | 4/22/09 | 4/23/09 | 4/24/09 | 4/28/09 | Khoang
‘ loai bd
n 50 50 50 50 50 -
bd d{Sc (4) 0,2954 | 0,1904 | 0,1555 |0,2282 | 0,2302 | 0,2199
Sai s0 binh phuong
trung binh (MSE) * 0,0123 |0,0018 | 0,0118 | 0,0003 | 0,0006 | -
Do tuyén tinh (r 2) 0,995 10,999 0,991 (0,992 10,992 0,997

* Sai s6 binh phwong trung binh dugc x4c dinh trong mé hinh hdi quy

: MSE -3 et S .
tuyén tinh la: NI, trong d6 & T yi—§1i;yilagid tri y duge xac dinh
bang thuc nghiém; § i 1a gia tri ly thuyét ddi voi ndng do x i duge mong doi ctia

san phim MYCOSORB.
Do lap lai

bé lap lai 1a sb do phuong sai trong bdi danh gia d6 1éch chudn 1ap lai.
Viéc danh gia d6 lap lai d6i vé6i viée lap lai chu trinh thu dugc tir cing mau vao
cung ngay dbi véi ctng chu trinh, tir cling k¥ thuat vién, véi cung thiét bi va

phuong phap d& bidu thi bién ddi ctia s phat hién trong chu trinh, CV inra
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(Bang 17). Viéc danh gia do lap lai gitta cac chu trinh khac nhau thu dugc tur
cing mau & cic ngdy khac nhau trong cac¢ chu trinh khéc nhau, tir ciing k§ thuét
vién, véi ciing thiét bi va phuong phap dé biéu thi bién ddi cta sy phét hién
gitta cac chu trinh, CV juer (Bang 18). |

Céc két qua cho thiy rang dudng cong chudn thu duge vao cling ngay va
vao céc ngay khac nhau c6 it sy bién ddi, véi do chum trong ngay trung binh
béng 6,00%. Tuy nhién, su khac nhau giita cic mau 14 r& rét hon véi d6 chum
gifta ngay bang 21,52% va d6 chum tong cong bang 21,75% (Bang 19) khi
duogc ap dung cho khoang lam viéc cua dudng cong chuén tir 0,0 dén 6,0 kg/T.

Bang 17. D6 chum trong diéu kién lap lai trong chu trinh dé xay dung

duong cong chuan.

Nong d6 (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 5,0 6,0

Ngay 1 OD 4s50nm | 0,380 0,606 0,728 1,622 1,837 2,114
Chu trinh | Cintra 0,031 0,018 0,041 0,104 0,070 0,098
#2 % CV 8,17 3,01 5,59 6,40 3,82 4,62

Ngay 2 OD 4s0mm | 0,310 0,401 0,492 1,092 1,237 1,463
Chu trinh | Cinra 0,030 0,034 0,021 0,030 0,016 0,050
#3 % CV 9,55 8,44 4,30 2,77 1,32 3,40

Ngay 3 OD 4s0nm | 0,227 0,344 0,418 0,856 0,950 1,192
Chu trinh | G innra 0,019 0,017 0,020 0,025 0,041 0,035
#4 % CV 8,14 5,08 4,86 2,89 4,31 2,97

Ngay 4 OD 450 nm | 0,343 0,457 0,617 1,338 1,491 1,644
Chutrinh | Ginra 0,058 0,032 0,029 0,057 0,140 0,124
#5 % CV 17,01 6,96 4,70 4,23 9,42 7,52

Ngay 5 OD 4s50nm | 0,361 0,517 0,588 1,341 1,561 1,661
Chutrinh | G inra 0,064 0,011 0,035 0,069 0,109 0,047
#6 % CV 17,61 2,09 5,99 5,12 6,99 2,84

% CVintra
(d6 chum trong chu 12,10 5,12 5,09 4,28 5,17 4,27
trinh )

Do chum trung binh, %

CV ire 6,00
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Bang 18. Do chum trong diéu kién lip lai giita chu trinh dé xdy dung

dudng cong chuan.

Nong do (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 5,0 6,0
OD 450 nm 0,324 0,465 0,568 1,250 1,415 1,615
O Inter 0,060 0,102 0,119 0,289 0,337 0,337
% CV mter 18,54 | 21,88 20,93 23,14 23,78 20,86
D6 chum trung binh, %

CVInter

(dd chum gifia chu 21,52

trinh )

Bang 19. Do chum tdng thé dé xay dung duong cong chuén.

Nong d6 (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 5,0 6,0

n 30 30 30 30 30 30

O intra 0,059 10,034 0,034 |0,071 0,060 |0,060
O Inter 0,060 |0,102 |0,119 |0,289 |0,337 |0,337
O téng 0,063 {0,102 |0,120 |0,290 0,338 0,338
Do chum, % CVt?‘ng 19,35 121,99 |21,05 |23,22 ]23,90 20,96
PO chum tong the,

% CV i & 21,75

Lp va Lg (d0 nhay)

Céc gia tri Lp va Lq duogc bdo céo trong Bang 20. Cac gia tri Lq duoc
tim thay 1 thap hon ty 1& bao ham t1 thiéu theo khuyén céo ctia san phdm

MYCOSORB lam cho ¢6 thé dinh lwong n6 trong nguyén lidu thitc an.
Gi6i han phat hién Lp = 0,547 = 0,237 kg/T.

Gi61 han dinh luong Lq = 1,864 + 0,806 kg/T.
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Bang 20. Xéc dinh Lp va Lg trong nguyén liéu thtrc dn cho ga.

OD 450 mau tréng
n X b inter - '; > L p (A OD450) IL 0 (A OD450) D (kg/T) Ko (kg/T)

Unira O mdu trdng
Ngay 1 [10 0,056 0,031 0,093 0,311 0,316 1,093
Ngay2 [10 10,014 0,030 (0,089 0,297 0,467 1,552
Ngay3 [10 0,097 0,019 0,056 0,185 0,357 1,228
Ngay4 (10 (0,018 0,058 0,175 0,583 0,767 0,622
Ngays (10 (0,037 0,064 (0,191 0,636 0,829 2,827
Trung 0,12140,059 [0,402+0,1960,547+0,237
lbinh

PO chinh xac

D6 chinh x4c duge xé4c dinh tir 5 thir nghiém ddc 1ap, mdi thir nghiém
gdm 10 mAu doc 14p va mdi chu trinh trong 4 ban sao ddi v6i ndng d6 4,0-kg/T
cua san phém MYCOSORB duoc tron 1an véi nguyén liéu thirc #n. Néng do
cubi cung dbi vi méi mAu duge tinh toan nhu dugce néu trong ban md ta nay
st dung céc gid tri d3 duoc quan st thiy thu duoc dé tinh toan d6 ddng nhét
(Bang 21). Sau do6, do chum trung binh dugc tinh toan tir 46 chinh xac da duoc
tinh trung binh thu dugc dbi véi tht ca cac chu trinh va duge so sanh véi luong
ndng d6 thém chudn bang 4,0-kg/T clia san phém MYCOSORB duoc trdn 1an
v6i nguyén liéu thirc dn. Céc tinh toan duoc tién hanh theo cdc phuong trinh

dugc dua ra trong ban md ta nay.

Céc két qua cho thdy ring d6 thu hdi ly giai cho sy ude tinh qua cao,
bing 18% cua ham luogng thuc cta nguyén lidu thirc dn trong ndng d6 thém

chudn ctia san phdm MYCOSORB (Bang 22).
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Bang 21. B§ chinh xac va d§ chum dugc xac dinh tir 5 thir nghiém doc
1ap, mdi thtr nghiém gdm 10 mAu ddc 14p va mdi chu trinh trong 4 ban sao dbi
v6i ndng d6 4,0 kg/T clia san pham MYCOSORB duogc tron 14n véi nguyén

liéu thic an.

x7n, | Bansao # x ¢ (OD 4s0)

Chu —thém 1 T2 3 T[4 [5 [6 [7 [8 [9 [10 | % |
trinh # | chuén e
(kg/T)

Ngay 1 [ 4,0 4,8 |52 |48 |47 |48 46 50 48 |47 47 48292

Ngay 2 | 4,0 50 14,6 149 45|49 4246505049 148]5,80

Ngay 3 | 4,0 49162 14,6 |55[49 |50 (475050 |43 509,84

Ngay 4 | 4,0 4,7 144 140 142 (3,9 47 |44 44 43 [43 43536

Ngay 5 | 4,0 4,1 143 |48 |44 (48 46 48505050 |4,7]6,060

% CV intra 6.00
(d6 chum trong chu trinh) ’

Bang 22. D6 thu hdi tong thé duge xac dinh tir trung binh ctia 5 thir
nghiém ddc 1ap, mdi thir nghiém gdm 10 mAu doc 14p va mdi chu trinh trong 4
béan sao dbi véi ndng d6 4,0 kg/T ctia san phdm MYCOSORB dugc tron 13n véi

nguyén liéu thirc an.

x i thém chuén (kg/T) | Trung binh xc G
4,0 4,7 0,2

% CV nter (40 chum gifra chu trinh ) 5,07
D6 thu hdi tong thé (% ndng do 1y thuyét) 117,95

Xac nhan tinh hop 1€ str dung nguyén li€u thuc an cho lon

Cac thtr nghiém duoc tién hanh & Center for Animal Nutrigenomics and
Applied Animal Nutrition of ALLTECH, Inc., KY, USA di v6i ché phim thic
dn ran cho lon dugc tron véi nim ncA)ng dd khac nhau ctia san phém

MYCOSORB.

Céac nguyén liéu thirc an cho lgn dugc tron riéng ré véi 0,0; 0,5; 1,0; 4,0;

5,0; 6,0 kg/T san phdm MYCOSORB duoc phén tich ciing nhu miu cla cling
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nguyén li€u thuc an cho lgn dugc tron véi mic chua bi€t clia san pham

MY COSORB khi dugc phan b trén cing dia vi chuin db.
Kha nang 4p dung

Viéc x4c nhan tinh hop 16 duoc tién hanh dé x4c dinh dic diém cia thir
nghiém ELISA duoc phét trién cho phén tich san phim MYCOSORB va cic
san pham thay thé, nhu quy trinh diém cudi truy tim ngudn gdc cho muc dich

theo ddi san phim trong phirc hop thirc 4n.

S4u murc san phdm MYCOSORB duoc sir dung dé xac nhan tinh hop 18
twong Ung voi khoang lam viée cua mirc bao ham (véi 0,0; 0,5; 1,0; 4,0; 5,0;

6,0 kg/T) duoc tron 1an véi mau thirc an.

Dung dich khéng thé da dong & thé di dugc pha loéng: dung dich khang
thé so cdp duoc lam thich tmg theo cic muic nén. Khang thé dugc pha lodng
nhu vay dén 1:3500 trong PBS bang cach bd sung 1 pl dung dich khang thé #1
vao 3,5 ml PBS, 1X. Thé tich dung dich béng 10 ml cAn cho mdi dia vi chudn
do.

Khang thé dé khang tho da duoc pha loéng: dung dich khang thé thi cép
duoc 1am thich tmg theo cdc muc nén. Khang thé dugc pha lodng nhu vay dén
1:30.000 trong PBS bang cach bd sung 1 pl dung dich khang thé #2 vao 30,0
ml PBS, 1X.

D6 dong nhét

Viée kiém tra do ddng nhit cua mau dat dugc d6i v6i muc bao ham
trung binh cta san phAim MYCOSORB (4,0 kg/T) trong ké hoach thir nghiém.
Thir nghiém dbi v6i mic cu thé nay duge lap lai 5 lan trén 10 miu riéng r& st

dung 4 ban sao mdi 1an (Bang 23).
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Bang 23. Déanh gia do ddng nhét trén mot ndng d6 bang 4,0 kg/T san
phém MYCOSORB dugc tron 14n v6i nguyén liéu thirc dn cho lon dugc danh
gi4 thong qua quy trinh ELISA cho 5 chu trinh trén 10 ché phdm mAu riéng r&

dugc phan tich trong 4 ban sao.

Chu trinh # 1 2 3 4 5 Trung binh
n 4x10[4x10[4%x10|4x10|4%x10|4x10
OD 450 nm trung binh 1,091 | 1,533 | 1,486 | 1,845 |0,856 | 1,362

O intra 0,109 | 0,161 | 0,077 | 0,199 | 0,048 |-

% CV 10,02 |10,51 515 [10,76 |557 |-

Do dong nhit, % CVy | 8,40

Dung dudng chudn

Viéc dung dudng chudn cta thir nghiém duoc tién hanh trén thic an
duogc tron véi néng d6 mau chudn chua biét va trong khoang tir 0,0 dén
6,0 kg/T san phdm MYCOSORB, su phi hop dudng cong tuyén tinh, y = Ax
v6i gié tri chdn dugce thiét lap & zero, dugc dung dé xac dinh mbi quan hé gilia
nong do6 va dép ung (ODaso), duong cong chuin trung binh tir 5 chu trinh duge
trinh bay trén Fig. 6.

Do tuyén tinh

Do tuyén tinh cia dudng cong chudn dugc dénh gid tir tinh toan hé sd
hdi quy theo phuong trinh ctia mic bao ham di dugc vé 6 thi so véi do hip
thu & ODaso bang cach st dung dudng phi hop nhét, chin dudong phtt hop nhét
& zero, A ODaso = Ax(MYCOSORB) sau khi trir mau trdng. Do tuyén tinh ctia
dudng cong chudn duoc xdc nhin véi gid tri hé sd twong quan duge tim thdy &
trén 2> 0,95, hé s& hdi quy duogc tinh todn ddi véi mdi dudng cong chu trinh
chudn va dbi v6i dudng cong chu trinh chuin di dugc tinh trung binh duge bao

cao trong Bang 24.
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Bang 24. D6 tuyén tinh ctia dudng cong chuan trong nguyén ligu thic dn

cho lon.
Trung binh
tur dudong
Chu trinh # 1 2 3 4 5 cong da
duoc tinh
trung binh
Ngdy thing 5/7/09 | 5/12/09 | 5/13/09 | 5/22/09 | 8/18/09 llé gﬁgoaﬂg
" 50 |50 50 50 50 _
D6 dbc (4) 0,2522 10,2593 | 0,2620 | 0,2856 | 0,1818 | 0,1929
Sai s6 binh phuong
trun binh (MSE) + | 0017 | 0:0021 [0,0020 10,0073 | 0,0181 |-
D6 tuyén tinh (r2) | 0,996 | 0,995 0,990 |0974 |0,987 |0,997

Sai s binh phuong trung binh dugc x4c dinh trong md hinh hdi quy

tuyén tinh 1a: MSE:lZn:e,? , trong d6 e? = yi-pi yila gia tri y dugc xéc dinh
n i=1

bang thuc nghiém; ;13 gia tri Iy thuyét d6i véi ndng do x ; duge mong doi clia

san phdm MYCOSORB.
bo lap lai

Do lap lai la sb do phuong sai trong boi danh gia do 1éch chuin lap lai.
Viéc danh gia d6 lap lai d6i v6i viée 1ap lai chu trinh thu duoc tir cling mau vao
cling ngay dbi v6i cing chu trinh, tir ciing k§ thudt vién, véi cling thiét b va
phuong phép dé bidu thi bién dbi ctia su phat hién trong chu trinh, C ira (Béng
25). Viéc danh gia do lap lai gilta cac chu trinh khdc nhau thu dugc tir cung
vme:lu & cac ngady khac nhau trong cac chu trinh khéc nhau, tir cung k¥ thudt vién,
v6i cling thiét bi va phuong phéap dé biéu thi bién d6i clia sw phat hién gitta chu
trinh, CV jer (Bang 26).

Céc két qua cho thdy rang dudng cong chudn thu duogc vao cling ngay va
vao céc ngay khac nhau c6 it su bién dbi, véi d6 chum trong ngdy trung binh
bing 7% va d6 chum giita ngdy bang 20% khi dugc ap dung cho khoang lam

viée cia dudng cong chuén tir 0,0 dén 6,0 kg/T.
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Bang 25. P chum trong diéu kién lap lai trong chu trinh dé xay dung

duong cong chuan.

Nong d6 (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 50 6,0
Ngay 1 OD 450mm | 0,284 | 0,430 |0,540 |1,372 | 1,542 |1,757
Chu trinh | G inra 0,012 10,040 |0,055 |0,051 0,111 0,121
#1 % CV 4,29 9,35 10,19 | 3,70 7,22 6,90
Ngay 2 OD 450mnm | 0,279 [ 0,419 (0,598 | 1,376 |1,510 | 1,839
Chu trinh | & inra 0,035 0,028 |0,011 0,040 0,201 0,137
#2 % CV 12,59 |6,61 1,79 2,92 13,35 | 7,46
Ngay 3 OD 4s50mm | 0,259 10,432 0,490 | 1,417 1,590 | 1,742
Chu trinh | G inra 0,020 0,007 0,028 |0,118 |0,044 |0,174
#3 % CV 7,91 1,56 5,67 8,34 2,75 10,02
Ngay 4 OD 450mm | 0,305 0,455 0,737 |1,447 |1,556 |2,142
Chu trinh | & i 0,027 10,024 |0,101 |0,271 0,104 | 0,060
#4 % CV 9,01 5,17 13,70 [18,73 |6,70 2,81
Ngay 5 OD 450mm | 0,236 0,308 |0,374 |0,735 |0,876 |0,984
Chu trinh | o iupa 0,020 0,018 0,017 {0,029 |0,048 |0,023
#5 % CV 8,39 |5,87 4,58 3,99 552 (231
% CV intra

(d6 chum trong chu 8,44 5,71 7,18 7,53 7,10 5,90
trinh )

Tong cong %

(CV inea) 6.98

Bang 26. D6 chum trong didu kién lap lai gitta chu trinh dé xdy dung

dudng cong chuan.

Nong d6 (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 5,0 6,0
OD 450 nm 0,273 10,409 [0,548 |[1,269 |[1,4i5 |1,693
O Inter 0,026 |0,058 |0,134 |0,300 |0,302 |0,428
% CV inter 9,62 14,16 [24,45 |23,67 |21,38 |[25,28
Do chum trung binh,

0,

A CV]nter 19,76

(d6 chum gitra chu

trinh )
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Bang 27. D6 chum tbng thé dé x4y dung dudng cong chuan.

Néng d6 (kg/T) 0,0 0,5 1,0 4,0 5,0 6,0
n 30 30 30 30 30 30
O intra 0,023 10,023 |0,042 {0,102 |0,102 0,103
O Inter 0,026 |0,058 |0,134 0,300 |0,302 0,428
O Total 0,028 0,059 |0,135 {0,304 |0,306 |0,430
Do chum, % CVing | 10,33 [ 14,39 24,70 23,94 |21,63 [25,42
D6 chum tong cong,
% CV ting 20,07

L pvaL q(dd nhay)

Céc gié tri Lp va Lq dugc bao cdo trong Bang 28. Cac gid tri Lo duoc
tim thdy 1a thdp hon ty 16 bao ham theo khuyén cdo cia san phdm

MYCOSORB, lam cho ¢6 thé dinh lwong né trong nguyén lidu thirc an.
Gi6i han phét hién Lp = 0,403 = 0,150 kg/T
Gidi han dinh lugng Lo = 1,363 + 0,498 kg/T

Bang 28. Xac dinh L p va L ¢ trong nguyén liéu thirc an cho lon.

OD 450 mau tréng o 106
r X b inter - ;b O mdu (A oD 450) (A oD 450) L p (kg/T) L 9] (kg/T)
\Intra tro”'ng
Ngay 1 [10 (0,064 0,071 (0,111 0,371 0,613 2,054
Ngay 2 [10 0,006 0,035 0,105 0,351 0,407 1,386
Ngay 3 [10 -0,027 0,020 0,061 0,205 0,234 0,795
Ngay 4 [10 0,019 0,027 10,082 0,275 0,289 0,991
Ngay 5 (10 0,050 0,020 10,059 0,198 0,471 1,591
g{;‘}?g 0,0840,024{0,280+0,080(0,403+0,150(1,363+0,498
Do chinh xac

Do chinh x4c duge xac dinh tir 5 thir nghiém ddc 14p, mdi thir nghiém
gbém 10 miu doc 14p va mdi chu trinh trong 4 ban sao ddi véi ndng d6 4,0 kg/T

ctia san phdim MYCOSORB duogc tron 1dn véi nguyén lidu thic an. Nong d6
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cudi ciing d6i v&i mdi miu dugce tinh toan nhu dwgc néu trong ban mo ta nay
str dung cac gia tri dd dugc quan sat théy thu dugc dé tinh toan do d@)ng nhét
(Bang 29). Sau d6, d6 chum trung binh dugc tinh toén tir 6 chinh xac da duogc
tinh trung binh thu dugc dbi véi tat ca cac chu trinh va dugc so sanh véi luong
ndng d6 thém chuén bang 4,0 kg/T clia san phim MYCOSORB duoc trén 1dn
véi nguyén liéu thiuc an. Cac tinh toan dugc tién hanh theo céc phuong trinh

duoc md ta trong ban mo ta nay.

Céc két qua cho thdy ring viéc danh gia d6 thu hdi ly giai cho sy uéc
tinh qua cao, bang 20% clia ham luong thuc ctia nguyén li¢u thic &n trong

ndng d6 thém chuén ctia san pham MYCOSORB (Bang 30).

Bang 29. B chinh x4c va d chum dugc xac dinh tir 5 thir nghiém doc
1ap, mdi thir nghiém gdm 10 miu ddc 1ap va mbi chu trinh trong 4 ban sao dbi
v6i ndng d6 4,0 kg/T cta san phim MYCOSORB duoc tron 1dn véi nguyén

liéu thire an.

Chu |x7y Ban sao #, x ¢ (OD 4s0)

trinh | thém 1 T2 73 T4 [5 [6 [7 [8 [9 [10 | % |%ucy
# chuan ¢
(kg/T)

I\ITgay 4,0 43 14,6 3,6 3,8 |41 (34 (52 |44 |50 |42 |43 12,80
Nzgay 4,0 6,1 |49 | 4,1 [45 4,6 |45 (47|42 52 |57 |48 12,50
I;Igay 4,0 4,9 |44 143 |51 |46 49 |46 |44 |47 |51 |47 591
Ilgay 4,0 50|42 |59 (43 56 |54 |54 |56 |66 |56 |54 12,64
I‘SIgay 4,0 46 14,8 149 (49 (48 55 [44 53 |46 |53 |49 697
% CV intra (d0 chum trong chu trinh) 10,16
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Bang 30. D6 thu hdi tdng thé duoc x4c dinh tir trung binh cta 5 thir
nghiém ddc 14p, mdi thir nghiém gém 10 mau doc 14p va mdi chu trinh trong 4
ban sao dbi véi n6ng do 4,0 kg/T cta san phérn MYCOSORB duoc trdn 13n véi

nguyén li¢u thuc an.

x 75, thém chudn (kg/T) Xe trung binh Oc

4,0 4.4 0,3

% CV ner (49 chum gitta chu trinh) 8,47
D4 thu hoi tong the (% ndng d6 ly thuyét) 120,46

Xéc nhan bang cach sit dung nguyén liéu thirc an cho ga va lon

ELISA trong thir nghiém thirc an dé phat hién MYCOSORB duoc tién
hanh & thé nén ga va lon, va dugc x4c nhan trong phong thi nghiém ddc 1ap va
duoc so sanh véi céc két qua xac nhan tinh hop 1¢. Thir nghiém dugc xac nhan

& Alimetrics, Ltd., Koskelontie 19B, Espoo, Finland.

Viéc dung dudng chuan cta thir nghiém duoc tién hanh vao hai ngay
khac nhau déi véi thirc dn dwoc tron véi ndng d6 miu chudn di biét trong
khoang tir 0,0 dén 6,0 kg/T ctia san phdm MYCOSORB. Su phi hop dudng
cong tuyén tinh v&i y = Ax va gia tri chin duoc thiét 14p & zero duoc ding dé
x4c dinh méi quan hé gitta ndng d6 va dap tmg (ODaso) trong thirc in cho lon
va trong thirc an cho ga. Do hép thu va viéc dung dudng chudn thu dugc khéac
nhau mdt cach dang ké giita cac chu trinh khac nhau; tuy nhién, ndng do tuyét
d6i ddi voi cac mau di biét va chua biét gitt nguyén nhu nhau.

D6 tuyén tinh

Do tuyén tinh ctia dudng cong chudn dugce danh gia tr viéc tinh toan hé
s6 hdi quy theo phuong trinh ctia mirc bao ham di duoc vé& d6 thi so voi d6 hip
thu & ODuso bing cach str dung dudng phit hop nhét, chin dudng phtt hgp nhét
& zero, A ODuso = Ax(MYCOSORB) sau khi trir mau trng. D3 tuyén tinh cia
dudng cong chudn duoc x4c nhan véi gid tri hé sé twong quan dugc tim thdy &
trén 12> 0,95, hé sb twong quan nay nim trong khoang tir 0,991 dén 0,994
(Bang 31).
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Bang 31. P tuyén tinh cua dudng cong chuin trong nguyén lidu thirc &n

cho ga va cho lgn.

Trung binh |
tor dudng
Chu trinh # 1 2 3 4 cong da
duoc tinh
trung binh
Thé nén Thuc an cho ga Thuc an cho lon | -
Ngay thang 4/6/10 | 4/7/10 | 4/6/10 | 4/6/10 |-
n 15 15 15 15 -
D doc (4) 0,0954 10,0775 |0,0828 |0,0809 |-
Do tuyén tinh (r ) 0,991 0,994 0,993 0,992 0,997

Sai s6 binh phuong trung binh duoc xéc dinh trong mé hinh héi quy
tuyén tinh 1a: MSE:lzn:e,? , trong d6 e? = y;-yi yila gia tri y duoc xédc dinh
n

i=1
béng thuc nghiém; p; 1a gia tri ly thuyét dbi véi ndng do x ; dugc mong doi cia

san phim MYCOSORB.
Lp va Lq (d6 nhay)

Cac gia tri Lp va Lq dugce xéc dinh trong thé nén axit clohydric néng do
40%. Uéc tinh ciia cac gi4 tri Lp va Lo twong tng 1an lugt 1a 0,35 va 1,20 kg/T
cia MYCOSORB duoc tron 1an véi thire dn cho ga va 0,27 va 0,91 kg/T cta
MYCOSORB dugc tron 14n véi thitc dn cho lon (Bang 32 va Bang 33, mot
cach tuong ung).
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Bang 32. Cac két qua thu dugc dbi voi cac mau tréng trong hai chu trinh

riéng r& duoc tién hanh & khoang thoi gian mot ngdy va duoc thuc hién boi

phong thi nghiém kiém tra d6i v6i thirc an cho ga.

Ngay thang ID méu %gl;(,mg lay mau Két qua (kg/T)

0,3 20 0,230

Ngay 1 | 4/6/2010 0,4 20 0,150
0,6 20 0,010
0,1 20 0,320

Ngay 2 | 4/7/2010 0,4 20 0,110
0,10 20 0,020

Trung binh 0,140

Bang 33. Cac két qua thu dugc trén miu tréng trong hai chu trinh riéng

r& duogc tién hanh & khoang thoi gian mot ngay va dugc thuc hién boi phong thi

nghiém kiém tra trén thirc n cho lon.

Ngay thang ID mau %gv)zqng lay mau Két qua (kg/T)

0,2 20 0,230

Ngay 1 | 4/6/2010 0,3 20 0,290
0,4 20 0,082
0,1 20 0,220

Ngay 2 | 4/7/2010 0,3 20 0,110
0,7 20 0,064

Trung binh 0,170

PO chinh xac va d6 chum doi véi mau “da biet”

D6 chinh xac duoc xéac dinh tir 2 thir nghiém doc 14p, mdi thir nghiém

gdm 6 ban sao dbi véi ndng do6 4,0 kg/T clia san phim MYCOSORB dugc tron

13n v&i nguyén liéu thirc dn. PO chum trung binh duge tinh toan tir dd chinh

xac da dugc tinh trung binh thu dugc dbi véi tat ca cac chu trinh va duoc so

sanh véi luong ndng d6 thém chudn bang 4,0 kg/T cua san phdm MYCOSORB

dugc tron 1an voi nguyén li€u thire an.

Céc gia tri thu dugc dap ing céc ti€u chuan doi véi ca do chinh xac va

dd chum, nhu sau.

-80-




25841

Viéc danh gia d6 lap lai dbi voi viée 1ap lai chu trinh thu duoc tir cung
mAu vao cung ngdy ddi véi cting chu trinh, tir cung k§ thuét vién, véi cling thiét
bi va phuong phap dé biéu thi bién dbi cua su phat hién trong chu trinh, CV .
Viéce danh gia do lap lai giita céc chu trinh khic nhau thu duge tir cing miu &
cac ngay khac nhau trong cac chu trinh khac nhau, tr cung k¥ thuat vién, véi
cung thiét bi va phuong phép dé biéu thi bién dbi cta su phat hién gita chu
trinh, CV ner.

Céc gié tri thu dugc dap tng céc tiéu chudn ddi véi ca d6 chinh x4c va
d6 chum, nhu sau ddi voi thé nén ga va lon (Bang 34 va Bang 35).

Bang 34. B¢ chinh xac va do chum dugc x4c dinh tir 6 thir nghiém ban
sao duoc tién hanh vao 2 ngay riéng ré sir dung cdc mau da biét (4,0 kg/T) ctia

san phAm MYCOSORB dugc tron 1dn véi nguyén liéu thire an cho ga.

Ngay thang x Luong ldy mau | Céc két qua
ID mau
(2) (kg/T)

H.1 20 4.4
H.2 20 4.4

Ngay 1 | 3/4/2010 gi ;8 j’?
H.5 20 4.4
H.6 20 4,2
H.7 20 3,8
H.8 20 3.3

Ngay 2 | 3/5/2010 g?o 38 ;’Z
H.11 20 3.8
H.12 20 4,1

Trung binh 4,0

% CV inra (40 chum trong chu trinh) 6,6

% CV er (40 chum gitta chu trinh) 9,7

D¢ thu hoi tong thé (% nong do ly

X 99%
thuyét)
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Bang 35. Do chinh x4c va d6 chum duoc xac dinh tir 6 thir nghiém ban
sao dugc tién hanh vao 2 ngay riéng r& sir dung cac mau di biét (4,0 kg/T) cta

san phAm MYCOSORB dugc tron 13n v6i nguyén liéu thiic #n cho lon.

Ngay thang x Luong ldy mau | Céc két qua
ID mau
(g) (kg/T)

H.1 20 4,7
H.2 20 4,1

Nedy 1 3472000 =3 2 2L
H.5 20 3,8
H.6 20 4,3
H.7 20 3,5
H.8 20 3,7

Ngay 2 | 3/5/2010 g?o 38 g’;
H.11 20 3,6
H.12 20 3,5

Trung binh 3,9

% CV intra (40 chum trong chu trinh) 7,5

% CV mnter (40 chum gitta chu trinh) 14,0

D6 thu hoi tong thé (% nong do 1y 9%

thuyét) ’

Do chinh xac va @ chum doi vai mau “chua biet”

D6 chinh xac duge xac dinh tir 2 thir nghi€ém doc lap, mdi thir nghiém
gdm 3 ban sao ddi v6i ndng do 4,0 kg/T clia san phdm MYCOSORB dugc tron
14n v&i nguyén liéu thitc #n trong thir nghiém mu. Céc gié tri thu duoc dap tmg
céc tiéu chuén dbi véi ca do chinh xac va d6 chum, nhu sau (Bang 36 va Bang

37).
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Bang 36. B§ chinh x4c va d§ chum dugc xac dinh tir 3 thtr nghiém ban

sao duoc tién hanh trén cidc mau chwa biét (4,0 kg/T) cla san phidm

MYCOSORB dugc tron 14n v6i nguyén ligu thirc dn cho ga.

Ngay thang xac ID miu (mL) Luong liy mau Céc két qua
dinh (g) (kg/T)

C.6 20 4,0
4/6/2010 C.7 20 3.8

C.8 20 4,1
Trung binh 4,0
D6 1éch chuén lip lai 0,11
RSD (%) 3,0%

Bang 37. D6 chinh x4c va do0 chum dugc xac dinh tir 3 thr nghiém béan

sao dugc tién hanh trén cdc miu chua biét (4,0 kg/T) cia san phim

MYCOSORB dugc trdn 13n v6i nguyén lidu thirc dn cho lon.

Ngay thang xac ID mAu (mL) Luwong lAy mdu | Cac két qua
dinh 2) (kg/T)
C.6 20 4,5
4/6/2010 C.7 20 3,8
C.8 20 4.4
Trung binh 4,2
Db 1éch chuan lap lai 0,36
RSD (%) 8,5%

Do vitng (6n dinh)

Phén tich d6 viing danh gi4 kha ning cta phuong phép xac dinh dé
chéng lai céc thay ddi trong két qua khi dugc cho qua cac thay dbi thir yéu

trong moi trurdng va cdc bien so cuia quy trinh.

Do 6n dinh cta thir nghiém ELISA dugc kiém tra béng cach thay ddi
dung dich pha lodng khéng thé so cip va thir cAp, d6 én dinh ctia khang thé so
cép, bing cach thay dbi sy phin bd clia cic mau khac nhau cin dugc thir
nghiém trén dia vi chudn d6 (mot dia chua tt ca cac miu can duge xac dinh va
gdm miu tréng, mAu chudn va mAu chwa biét so véi nhidu dia vi chudn d6 gdm
nhiéu 1an 13p lai hon cho m3i miu dugc phén tich nhung trong 6 méu trong,

mau chuan va mau chua bict 1a trén cac dia vi chuan d¢ khac nhau). Bang 38
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béo céo céac bién dbi va cho thdy ring céc két qua la phi hop, ngay ci véi cac
thay ddi duoc thuc hién, thé hién do vimg 16n cta thir nghiém dic biét 1a déi

v6i sy bién ddi trong cac dung dich pha lodng khang thé.

Bang 38. Thir nghiém d6 vitng. Cac diéu kién chuin dugc thé hién bang

cht dam. Muoi phén tram céac thay d6i cling dugc néu bat néu duge tim théy.

Diéu kién Giadtricia | Mau |xc¢ |Dothu | CVinra | CV mter | CV téng

dugc lam didu kién | thic hdi

thay doi an

I;hangthe 59 }fggg %10 445 1120,98 |7,90 [10,85 |12,06
Khano hd | 14000 b‘y 4,47 |121,06 | 8,98 |13,86 |15,13
thtr(r:légp © 115000 Sga 444 |121,01 | 10,54 |10,18 | 14,12
190 000 449 123,30 |9,57 |13,42 |16,14
I;hangthe 59 }%288 gého 437 119,56 10,03 |9,39 | 12,70
e ad 14000 | be |455 12175 |886 | 1458 11573
th okp 15000 | g | 430 | 11585 10,66 | 11,11 | 14,10
130 000 435 11729 [991 | 14,55 | 16,33
Do ondinh  |[2-8°C | Cho

cua khang 1 tuén, ga 4.8 134,80 | 5,59 ) )

thé so cip RT 4,9 138,10 | 6,85 - -

Su phan b Mot dia Cho |[4,72 |120,68 |6,13 5,19 8,07
dia Nhiéu dia | ga 4,82 124,23 5,99 5,89 8,11

Vidus
Thir nghiém tinh dic hiéu ctia khang thé don dong
Céac phuong phap

17 hop chit duge kiém tra & ndng d6 50 pg/ml trong PBS dé xac dinh
tinh phan tng chéo bdi cac khang thd don dong dugc 1am ting chéng lai thé
lién hop (1—4)-0-D-glucan/(1—6)-B-D-glucan ndm men-BSA.

Hop chét duoc thur nghiém la: tinh bdt-khoai tdy tan dugc, tinh bdt-gao,
tinh bot-lua my, tinh bot-ngd, BSA, glycogen (tr tho), glycogen (tir con hau),
glycogen (bd), Mannan, Laminarin, Zymosin A, Maltrin QD, glucan tur nim

men lam banh my, (1—3)-B-D-glucan tir Eug. gracilis, nAm men Torula, vién
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tron Yew-02 bead beater (ché phdm phan doan thanh t& bao ndm men — sir

dung may pha t& bao bang vi hat (bead beater)), B glucan tir lia mach.

Chét chiét thanh t& bio ndm men (MYCOSORB mé #08FS001) va
khang nguyén (1—4)-a-D-glucan/(1—6)--D-glucan-BSA dugc st dung aé
lam ting khang thé don dong cling duoc thir nghiém & céc ndng do bang
1 pg/ml, 2 pg/ml va 5 pg/ml. Ca hai khang thé don dong (513A161.1 va
513A431.1) déu duoc thir nghiém & khoang pha lodng sau: 1:100, 1:200, 1:500,
1:1000, 1:1500 va 1:2000. Pia vi chuin d6 Nunc 96 15 véi Lo#0702013 duoc
sir dung. Céc dia dugc pha 100 pl hop chit/1d va dugc khudy bang cach g nhe
8-10 14n bang diu ngén tay. Céc dia duoc ddy bang bang kin va dugc 1 trong 1
gio & nhiét d6 37°C. Dung dich dugc loai bd va cac dia dugc rira 3 lan béng
200 pl PBS cho mdi 1an rira sir dung pipet nhidu kénh. Dia dwoc g& nhe 8-10
l4n bang dau ngoén tay trude khi loai bd mdi dung dich rira. Giita cac 14n rira,
chét long du duoc loai bd bang cich g nhe dia nay trén khin gidy. Dé phong
bé, 100pl/18 3% sita (khong dugce ly tim) duoce bd sung. Cac dia duge 0 1 givy &
nhiét do trong phong. Dung dich phong bé dugc loai bo va cic 18 duge rira
bang 1 x 200 pl PBS, 2 x 200 pl PBS + 0,05% polysorbat 20. Cac dia dugc
khudy bing cach gb nhe 8-10 l4n bang diu ngén tay trude khi loai bd mdi dung
dich rira. Giita céc 1an rira, chit 1ong du duogc loai bo bang cach g nhe dia nay
trén khan gidy.

100ul mdi dung dich pha lodng cla huyét thanh thich hop dugc bd sung
cho mdi 15. PBS (100 pl/16) dwoc dung cho céc 18 clia miu trdng. Pia duoc 1,
duoc day, trong 1 gio ¢ nhiét d§ trong phong. Dung dich duoc loai bod va cac 16
dugc rira 3 14n, mdi 1an bang 200 pl PBS + 0,05% polysorbat 20. Dia duoc gd
nhe 8-10 14n bang d4u ngén tay dé khudy trudce khi loai bé mdi dung dich rira.
Giita cac 14n rira, chit 1ong du duoc loai b bang cach gd nhe dia nay trén khin
gidy. 100 pl khang thé thir cdp (1:10.000 dé khang chudt nhit, IgG-peroxidaza
dugc lién hop) dugce bd sung vao mdi 16. Pia duoc 0, duoc day, trong 1 giv &
nhiét d6 trong phong. Dung dich dugc loai bo va cac 16 duoc rtra 3 lin bang

200 pl, cho méi lan rira, PBS + 0,05% polysorbat 20. Dia dugc g nhe 8-10 lin
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bing diu ngon tay dé khudy truée khi loai bd mdi dung dich rira. Gitra cac 1an

rira, cht 1ong du dugc loai bo bang cach g nhe dia nay trén khin gidy.

100 pl co chit TMB & nhiét d6 trong phong duoc bd sung cho mdi 13.
Sau 5 phut, phan tng dwoc lam dimg bang 100 pl HCI ndng d§ IN cho mbi 13.
Déy dia duoc lau sach bang diu ngon tay, va sau khi lic 10 gidy, d6 hap thu &

bude séng 450 nm duge doc béng cach st dung thiét bi doc dia vi chudn db.
Céc két qua

Biéu db dang cot ctia s liéu ELISA duoc thé hién trén céc Fig 9-14. Ca
513A161.1 va 513A431.1 déu phan tng rit manh v6i khang nguyén 499-73-3
& nong do6 thip nhu 1 pg/ml, trong d6 2 pg/ml tao ra sd doc do hép thu manh
nhit. Khang thé ciing ¢6 kha nang nhan ra 08FS001 & cac ndng d6 nim trong
khoang tir 1 pug/ml dén 5 pg/ml, trong dé sb doc do hap thu manh nhit & 5
ug/ml. Tuy nhién, d6 hip thu dbi v6i 08FS001 it hon mot cach déang ké so véi
dbi v6i khang nguyén 499-73-3. Khang thé 513A161.1 nhan ra Laminarin va
phan tmg v&i né mét cach dang ké, nhung 513A431.1 thi khong. Ca hai khang
thé ddu c¢6 s6 doc do hip thu rat manh ddi vi Zymosin A ma tuong tu va doi
khi manh hon so v&i d6 hép thu duoc quan sat thiy véi khang nguyén 499-73-
3. Ngac nhién 13, khang thé cho thdy su phan tmg chéo dang ké voi Zymosin A,
Maltrin QD, glucan tir ndm men banh my, (1—3)-p-D-glucan tir Eug. gracilis,
nidm men Torula va vién tron yew-02 bead beater, didu nay lam han ché ung

dung ctia chtiing cho thir nghiém ELISA dinh lugng.

Vidu6

Thir nghiém t8i wu héa diéu kién cua thir nghiém ELISA khang thé don
dong dé phat hién khang nguyén dugc chiét tir thire dn

Pha loéng trong PBS so v&i PBS+3% sita bot khong béo

S6 doc dd hip thy thip duoc tao ra khi cb ging sir dung khang thé don
dong 513A161.1 (Vi du 5) d& phét hién khang nguyén duoc chiét tir thic an
trong thir nghiém ELISA dinh luong. Dé xac dinh xem viéc pha lodng khang
thé trong 3% stta chir khong phai 1a PBS c6 anh hudng dén sb doc do hép thu
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(vi du, bang cach gdy ra su phong bé qua mirc khi két hop vdi cac thanh phan
chat chiét thie an) hay khong, protocol sau dy duoc tién hanh:

Chét chiét thanh t& bao ndm men (MYCOSORB mé #08FS001) duoc
dwa vao quy trinh chiét hoéa hoc nhu néu trong vi du 4 bang dung dich chira
HCI1 néng d6 0,5%. Thur nghiém ELISA dugc tién hanh nhu dugc néu trong Vi
du 5, sir dung khang thé don dong 513A161 & ty 16 pha lodng 1:400 d& lam
khang thé so cip va khang thé IgG-HRP dé khang chudt nhét (1:10.000) duoc
pha lodng trong PBS hodc 3% sita dé lam khang thé thtr cap. Céc dia vi chudn
d6 duoc phu chét chiét thanh t& bao ndm men v&i thé tich 100 pl/18 hodc chét

chiét duoc pha lodng 1:1 trong PBS véi thé tich 200 pl/16.

Céc két qua dugc thé hién trén Fig. 15 cho thdy rang tac dong nhod
nhung khéng c6 ¥ nghia vé mit thdng ké cta cac dung dich pha lodng khang
thé duoc quan sat thdy. Ngoai ra, ¢§ géng sir dung khéng thé don dong dé phat
hién khang nguyén trong cic méu thirc an chudn dugc chiét voi HCl ndng d6 -
0,5%, ba béan sao tao ra su bién ddi 16n trong cac sb doc gilta cac ban sao, do

léch chuén 16n, va sd doc do he“ip thu dugce thdi phéng.
Budc pht khang nguyén — nhiét do va thoi gian

Cb ging st dung khang thé don dong 513A161.1 (Vi du 5) dé phét hién
khang nguyén duoc chiét tir thirc an trong thir nghiém ELISA dinh lugng tao ra
s6 doc d6 hép thu thip. P& lam ting s6 doc do hdp thu trong thir nghiém
ELISA st dung khéng thé don dong cua chudt nhit 513A161.1, thir nghiém sau
duoc tién hanh dé xac dinh xem viéc thay dbi thoi gian va nhiét do ctia bude
phi khang nguyén c6 cai thién viéc phat hién khang nguyén duoc chiét tir thirc

an ma khong lam tang lién két nén/khong dic hidu hay khéng.

Protocol gém tién hanh viéc chiét thie &n nhu duoe néu & trén dé tao ra
mau phan tich. Lugng nhd miu duoc phil trén dia ngay lap tic hoic dugc bao
quan qua dém & nhi¢t do -25°C. Viéc didu ché mau duogc lap lai 3 lan d tao ra
ba ban sao dung dich chiét. DPudng cong chudn sau diém (0, 0,4, 0,8, 1,2, 1,8,
2,4 kg/T) duoc diéu ché bang cach sir dung khang nguyén trong ché phim thiic
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an cho ga. Céc dia duoc pht chit chiét thirc &n cia dudng cong chuin va dugce
dé 0 & nhiét do 4°C qua dém (tinh), 4°C qua dém (lac), hodc 37°C trong 1 gio
(tinh). Thtr nghiém ELISA duoc tién hanh nhu duoc néu trong Vi du 5 str dung
khang thé don dong 513A161.1 & ty 18 pha loéng 1:400 dugc diéu ché trong 3%
stta dé lam khéng thé so cip va khang thé IgG-HRP dé khang chudt nhét
(1:10.000) dugc pha loang trong 3% stta dé 1am khang thé thir cdp. Viée 0 co
chét xay ra trong 30 phut, va d hip thu & budce séng 450 nm duge xéac dinh.

Céc két qua dugc thé hién trén Fig. 16 cho thdy rang viéc thay ddi thoi
gian va nhiét d6 ¢ d6 khang nguyén dugc phu 1én trén dia khong lam tang do
hép thu dén khoang t6i wu va ciing khong anh huéng dén d6 tuyén tinh cia
dudng cong chudn. Ngoai ra, nén duoc 1am ting theo cach khong phu thudc
vao thoi gian .

Vidu7

Thir nghiém d6 chon loc (d6 nhidu) khang thé da dong

Pé x4c dinh mirc d6 nhiu, tap hop cac thr nghiém duoc tién hanh béng
cach st dung nguyén li€u thic an cho ga dugc md td trong badn mo td nay
khéng ¢ va c6 san phdm MYCOSORB (Ref. #285965) c6 mit & 1 kg/T, khi c6
san phAm MYCOSORB thi khéng c¢6 hodc ¢6 mdt vai phan cta san pham giy
nhidu c6 thé tdn tai (50%, 100%, 200% so véi mirc bao ham cta san phdm
MY COSORB, theo khdi luvong) thudc loai hydrat cacbon hodc san phém phu
dugc tim thdy trong ché phim thirc dn. Theo khia canh ndy, cic san phim sau
da duoc nghién ctru va duoc kiém tra dé danh gid tic dong ctia ching dén vide
phat hién san pham MYCOSORB théng qua phuong phép chinh x4c néu trong
ban mo ta nay:

o Amyloza (tinh bt khoai tay): (1—4):(1—6)-a-D-glucan véi ty 1&
30:1.

o Maltodextrin va chét rédn xird ngd: hydrat cacbon tidu héa dugc

mdt cach dé dang duoc tao ra tir tinh bt ngd tu nhién, polyme ctia dextroza.
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° Glycogen (tir gan bo, loai IX): (1—4):(1—6)-a-D-glucan véi ty
1€ 10:1.

o Laminarin (tt Laminaria digitata): (1—3):p(1—6)-B-D-glucan
véity 1€ 3:1.
J B4 kho chung cit ruou; san phdm phu ctia qué trinh san xuit

bioethanol tir ngo.

e N4m men ruou khd c6 hoat tinh Red Star® Pasteur Champagne
(ti Saccharomyces bayanus): ndm men va thanh té bao ndm men (phtrc hop
hydrat  cacbon dugc tao nén tr  (1—3):p(1—56)-B-D-glucan,
(1—4):(1—6)-0-D-polymannoza duoc lién két véi protein,

(1-2):(1—4)-B-N-axetylglucosmamin).

Nhu duge thé hién trén Fig. 7 va Fig. 8, téng cac hiéu s gitta céc tin
hiéu thu duge véi san phdm MYCOSORB va san phdm MYCOSORB dugc
tron v6i 50, 100, 200% (theo khéi lugng) chat nhifu, xdp xi 1a gid tri ODuso
bang 0. Céc két qua 1y giai cho viéc khong ¢ nhidu va nhu vay 13 céc tinh chit
dac trung cta thir nghiém d& phat hién san phim MYCOSORB trong nén thirc
in phirc hop gdm céc hydrat cacbon nhiéu khac nhau.

Céc két qua duge néu chi tiét dbi voi mdi chit nhidu riéng r& va gisi han
cta kiém dinh ANOVA mdt chidu, dbi véi khoang tin cdy 95%, dugc dua ra
trong Bang 39 dén Bang 44 trong d6 cac gi4 tri trung binh mét d6 quang
(450 nm) va hi¢u s6 gitta cac miu dugc tinh toan, cling nhu d6 l&ch chudn va
hé sb bién ddi. PO ddng nhét cta cac phwong sai trong mdi chit nhidu dugc
danh gia béng cach st dung céc kiém dinh cta Levene, O'Brien, va Brown va
Forsythe. Trong trudng hgp phuong phap phuong sai khong phai 1a hing s6,
phuong phap ANOVA mét chidu Kruskal-Willis phi tham s6 duoc sir dung, véi
su bién dbi hang tao ra céc kiém dinh manh hon d6i véi tinh khong chuén tic,
va tinh khang dbi v6i cac khoang loai bo. Céc phén tich dugc tién hanh trén cac
dfa riéng r& dbi voi mdi ndng d6 chit nhidu dugc thir nghiém hogc trén mot dia

riéng r8. Céc két qua giéng nhau thu dugc d6i vé6i hai dia ché pham.
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Bang 39. Cac gia tri ODaso trung binh thu dugc ddi véi san phdm
MYCOSORB khi duoc tron voi 0, 50, 100, 200% (theo khéi luong) amyloza
trong thtrc &n cho ga. Su khic nhau gifra cac gid tri duge phén tich bang cach

thic ANOVA mdt chiéu va kiém dinh thdng ké so sanh trung binh véi khoang

tin cay bang 95%.

25841

MYCOSORB 1 kg/T

ANOVA

Amyloza

MYCOSORB / Ty 1& nhiéu (theo khéi
luong)
+50 % [+100%  [+200%
Phi tham s6 mét chiéu Kruskal-Wallis
Mau tréng (chi c6
thic dn) 24 2 2%
N
. 0,3317 0,3538 0,3638
Trung binh (OD 450) | 36 ¢ 40,479¢ 48,625C
I;["-mg trung binh 0,0157 0,0234 0,0242
intra
oy 47471 6.6116 6,6448
Doi ching
N 24 24 24
Trung binh (OD 450) | 0,6601 0,7073 0,6294
Hang trung binh 154,2548 196,48 A 113,178
G intra 0,0348 0,0351 0,0206
% CVintra 5.2709 4,9578 3,2661
Dbi chimg +
Amyloza 24 24 24
N
. 0,6352 B 0,6561 AB 0,6365 B
Trung binh (OD4s0) | %7 s 151,13 AB 129,58 B
Sang trung binh 0,0200 0,0221 0.0346
intra
% CV i 3,1418 3,3738 5,4299
Hiéu s trung binh
(OD 450) -0,0249 -0,0512 0,071
Hiéu s6 hang trung -31,85 -45,35 16,41
binh
Gia tri Z t&i han 3,197
Gia tri t61 han dé so
ot 57,678

-90-




25841

Bang 40. Cac gid tri trung binh ODuso thu dugc dbi v6i san phim
MYCOSORB khi dugc trdn vai 0, 50, 100, 200% (theo khéi lugng)
maltodextrin trong thitc dn cho ga. Sy khéc nhau gifta cac gid tri dugc phan tich
bang cach thite ANOVA mot chiéu va kiém dinh théng ké so sanh trung binh
v6i khoang tin cdy bang 95%.

» MYCOSORB / Ty 18 nhidu (theo khi
MYCOSORB 1 kg/T luong)
+50 % | +100% | +200%
ANOVA Kaem danh so sanh Turkey va tham so
mot chiéu
Mau trong (Chi c6
guc an) 24 24 24
. 0,3628 € 0,3818 B 0,3587 €
zrfmg binh (OD 450) | 074 0,0288 0,0367
intra
% OV 7,5505 7,5414 10,218
Doi ching
N 24 24 24
Trung binh (OD 4s0) | 0,7022 A 0,6426 B 0,6822 A
Maltodextrin | © 0,0276 0,0247 0,0276
altodextrin | o'~y 3,9264 3,8422 4,0480
Dbi ching +
II:I/Ialtodextrm 4 24 4
. 0,7088 A 0,6271 B 0,6407 B
zr‘mg binh (OD 450) | " 490 0,0449 0,0342
intra
Y OV 6,9145 7,1518 5,3306
Hiéu s6 0,0066 . |-0,0155 -0,0415%*
Gia tri t6i han 0,0308
o dé so sanh 0,0099
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Bang 41. Céc gia tri ODaso trung binh thu duogc d6i véi san pham
MYCOSORB khi duge tron v6i 0, 50, 100, 200% (theo khdi lugng) glycogen
trong thtrc &n cho ga. Sy khéc nhau gifta cac gia tri dugc phén tich bang cach
thire ANOVA mot chiéu va kiém dinh thdng ké so sanh trung binh vé&i khoang
tin cady 95%.

MYCOSORB / Ty 1& nhidu (theo khbi
MYCOSORB 1 kg/T luong)
+50 % | +100 % | +200 %
ANOVA Phi tham s6 mdt chiéu Kruskal-Wallis
Mau tréng (Chi ¢6
g‘“’" an) 24 24 16
‘ 0,4452 0,4414 0,4495
;‘ﬁ‘gt}r’;ﬁh %?n?l 450) | 35,604 B 33,458 B 40,437 B
o g trung 0,0311 0,0235 0,0270
intra
ey 6.9773 5,3259 6,0070
Déi chimng
N 24 24 24
Trung binh (OD 450) | 0,8522 0,8423 0,8339
Hang trung binh 150,33 4 143,69 A 137,54 A
G intra 0,0610 0,0433 0,0312
% CVinra 7.1611 5,1412 3,7443
Glycogen Déi chung +
Slycogen 24 24 24
‘ 0,8474 0,8367 0,8051
Iﬂ;‘;ngé’l‘;h %?n?l 450) | 149,94 A 140,06 A 124,58 A
e e 0,0358 0,0576 0,0584
intra
ey 42302 6,8847 72482
Hiéu s trung binh
(OD 4s0) 20,0048 20,0056 -0,0288
Hi¢u s6 hang trung 0,39 -3,63 -12,96
binh
Gié tri Z t6i han 3,197
Gia ritéihan d€so | 55 547 421 62 103
sanh
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Béang 42. Céc gia tri ODaso trung binh thu dugc dbi véi san phdm
MYCOSORB khi dugc tron vai 0, 50, 100, 200% (theo khéi luong) laminarin
trong thitrc dn cho ga. Su khac nhau gilta céc gia tri dugc phan tich bang cach

thtc ANOVA mdt chiéu va kiém dinh thdng ké so sanh trung binh véi khoang

25841

tin cay 95%.
MYCOSORB / Ty 18 nhiéu (theo khéi
MYCOSORB 1 kg/T lugng)
+ 50 % | +100 % | +200 %
ANOVA Phi tham s6 mot chiéu Kruskal-Wallis
Mau trong (Chi ¢6
ﬁuc an) 24 24 24
gonop ey 03580, |00 036,
Hang trung binh ’ ’ ’
s j 0,0428 0,0522 0,0553
intra
% CVinira 11,951 14,998 15,063
Doi ching
N 24 24 24
Trung binh (OD 4s50) | 0,5618 0,5981 0,5224
Hang trung binh 126,96 BC 157,79 AB 94,708 €P
G intra 0,0488 0,0229 0,0233
% CVintra 8,6916 3,8358 4,4521
Laminarin | D6i ching +
II:Iammarln 24 24 24
. 0,6288 0,5630 0,6155
IT{;‘;ngtﬁh %?nli #0) | 187334 | 125,508C | 174,21 4B
s ang & 0,0245 0,0341 0,0312
intra
% CVira 3,8924 6,0501 5,0624
Hi€u s0 trung binh
(OD 450) -0,0670 -0,0351 0,0931
Hiéu s6 hang trung 60,37 * -32,29 79,502 *
binh
Gia tri Z t6i han 3,197
Gi4 tri t6i han dé so
sanh 57,68
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Bang 43. Cac gia tri ODsso trung binh thu dugc d6i voi san phim
MYCOSORB khi duoc trdn véi 0, 50, 100, 200% (theo khdi lugng) ndm men
ruou vang RED STAR trong thirc &n cho ga. Su khac nhau gifta cdc gia tri
duoc phan tich bang cach thite ANOVA mot chiéu va kiém dinh théng ké so
sanh trung binh v&i khoang tin cdy 95%.

MYCOSORB / Ty 1& nhidu (theo khbi
MYCOSORB 1 kg/T luong)
+50 % | +100 % | +200 %
ANOVA Phi tham s0 mot chi€u Kruskal-Wallis
Mau trong (Chi ¢6
gI“IC an) 24 24 24
Trung binh (OD o) 0,3533B 0,3396B (ﬁ),349(¥3
Hang trung binh 41,75 29,90 37,85
o 0,0240 0,0205 0,0261
intra - ~
%% CVir 6,7991 6,0454 7,4902
Doi chung ' R ‘
N 24 24 24
Trung binh (OD 4s0) | 0,6223 0,5566 0,5846
Hang trung binh 169,90 A 117,384 | 135,134
NG G intra 0,0534 0,0546 0,0413
am % CVintra 8,5726 9,8003 7,0725
Eﬁ:l Dbi chimg + Nam
Vaﬁg ﬁen Red Star® 24 4 54
. 0,5977 0,6098 0,5950
g‘fgﬁﬁh gi)rgl 450) | 145,65 A 156,17 A 142,79 A
Ga g trung 0,0257 0,0253 0,0274
intra 4,2986 4,1468 4,6038
% CVir}tra ’ 9 ’
Hiéu so trung binh
(OD 430) -0,0246 0,0532 0,0104
Hiéu s6 hang trung -24,25 38,79 7,66
binh
Gia tri Z t61 han 3,197
Gié tri toi han dé so
ah 57,68
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Bang 44. Céc gia tri ODuso trung binh thu dugc dbi v6i san phdm
MYCOSORB khi dugc trén vai 0, 50, 100, 200% (theo khéi lugng) ba khd
chung cét ruou trong thirc an cho ga. Su khac nhau gifta céc gia tri duoc phan
tich bang cach thic ANOVA mot chiéu va kiém dinh théng ké so sanh trung
binh véi khoang tin cdy bang 95%.

MYCOSORB / Ty 1& nhiéu (theo khi
MYCOSORB 1 kg/T luong)
+50 % | +100 % | +200 %

ANOVA Phi tham s mot chiéu Kruskal-Wallis

Mau trong (Chi ¢6

};\}Imc an) 24 24 24

Trung binh (OD 450) (3)’832(1)21 (3),5348}25C 22‘345%

Hang trung binh ’ ’ 83

. 0,0464 0,0515 0,0510

% CViaes 13,228 14,858 14,744

Dbi chimg

N 24 24 24

Trung binh (OD 450) | 0,8338 0,7825 0,7793

Hang trung binh 151,46 4B 108,19 B 129,58 AB
DDG |G intra 0,0411 0,0240 0,0934

% CVintra 4,9341 3,0669 11,990

Péi chimg + DDG

N 24 24 24

Trung binh (OD 4s0) | 0,8476 0,8136 0,8741

Hang trung binh 162,73 AB 134,40 AB 180,654

G intra 0,0382 0,0489 0,0465

% CVintra 4,5019 6,0098 5,3191

Higy s 0,0138 0,0311 0,0948

- 11,27 26,21 51,07
Gi4 tri téi han 3,197
o dé so sanh 57,68

T4t ca céc tai lidu cong bd va patent duge dé cap trong phan mo ta & trén
ddu duoc dua vao ban md ta ndy bang cach vién din. Céc cai bién va bién dbi
khac nhau déi v6i cac phuong phap va hé thdng theo sang ché nhu di dugc mo
t4 14 s& rd rang v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ndy ma
khéng di tréch khoi pham vi ctia séng ché. Mic du sang ché di dugc mo ta lién

quan dén cac phuong an dugc uu ti€n cu the, nhung can phai hiéu rang sang
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ché nhu duoc yéu cdu bao h khong bi gidi han & cac phuong 4n cu thé nay.
Trén thuc té, céc cai bién khac nhau ddi véi cac cach thic thuc hién séng ché
nhu d3 duge mo ta ma rd rang véi ngudi ¢b hiéu biét trung binh trong linh vye
hoa hoc hydrat cacbon, vi sinh vét hoc, thirc an va dinh dudng cho dong vat,
mién dich hoc, hodc cac linh vuc ¢6 lién quan duge du dinh 1a ndm trong pham

vi cua cac diém yéu cau bao ho sau day.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phép phat hién thanh phin cta thanh té bio nAm men trong mau, bao

gdm céc budc:

- cung cAp mAu thuc phdm hodc thirc &n duoc chon tir nhém bao gém
thtre @n cho gia sic gia cam, thirc an cho dong vat bau ban, khau phén hdn hop
hoan chinh (TMR), thirc an cho stc vat, vién thie én, thic an cd dac, déng san
phim thirc an tron sin, ngii cde, ba chung cét ruou, ri dudng, chit xo, co khd
cho suc vat an, cd, cé kho, hat, 14, bot xay thd, thirc an hoa tan, va céc chét
chiét cta no;

- tién hanh thir nghiém bao gdém viéc cho khang thé so cip c6 kha ning
lién két voi khang nguyén duge chon tir nhém bao gdm (1—4)-a-D-glucan,
(1—6)-p-D-glucan, va (1—4)-0-/(1—6)-B-D-glucan tiép xtic véi mau trong céc
diéu kién sao cho khang thé so cip nay tao thanh phirc hop véi khang nguyén,
néu c6 mit; va sit dung khang thé thir cp dé phat hién phic hop khang thé so
clp - khang nguyén, trong d6 viéc phat hién phirc hop khang thé so cép - khang
nguyén ndy dua ra chi bdo v& sy ¢6 mat ctia thanh phin ctia thanh t& bao nim

men trong mau.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuwong phap niy bao gdm viéc thu chit

chi€t tr mau bang cach str dung dung mdi hitu co va axit.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay bao gém viéc thu chat

chiét tir mau bang cach sir dung dimetylsulfoxit va axit clohydric.
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FIG.3
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FIG.6
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FIG.7
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FIG.8
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