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TOM TAT KHOA LUAN

BUI THI CAM NHUNG, Pai Hoc Nong Lam TP H6 Chi Minh, thang 08/2006,
“DUNG COT SAC KY AI LUC MIEN DICH VA HUYNH QUANG KE PINH LUONG
OCHRATOXIN A”.

Hudng dan khoa hoc:

1. PGS. TSKH. Nguyén Lé Trang
2. TS. Nguyén Ngoc Hai

Pé tai dugc tién hanh tir ngay 06/02/2006 dén ngay 30/06/2006 tai Phong Mién
Dich — Vién Pasteur TPHCM.

Déi tuong dugc nghién curu trong dé tai 1a doc té ochratoxin A. Ochratoxin 1a doc
t6 gy tac hai vao cac co quan quan trong cta co thé nhu: than kinh, gan, than va hé mién
dich. OTA gay hau qua nghiém trong ddi v&i ngudi va dong vat nudi ¢ nong do cuc thap
(ppb).

Sac ky 4i luc mién dich (Immuno Affinity Chromatography — IAC) dugc sir dung
v61 2 muc dich chinh:

° Déng thoi vira tinh sach vira ¢6 dic doc to.

e Dinh lugng truc tiép theo phuong phap huynh quang ké.

Muc dich cua dé tai:

e Tao cit sit ky ai luc bét ochratoxin.

e Xac dinh céac diéu kién tdi wu trong viéc dung cot sdc ky ai luc mién dich va
huynh quang ké trong dinh lugng ochratoxin A (OTA), cu thé xac dinh hiéu sudt thu hoi
cua cot IAC dbi véi OTA

Két qua dat duoc nhu sau:

1. Tao duoc cot IAC 6 kha ning bt giit OTA.

2. Hiéu suit thu hoi cta cot IAC d6i voi OTA chuén tot (dat trén 90%).

3. Hiéu suét thu hdi OTA trong miu tu tao (bia) dat yéu cdu khi luong
OTA nhiém trong mau duédi 20 ng (dat trén 90%).
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Chwong 1. MO PAU

1.1 DPit van dé

Sy hién dién cua vi sinh vat n6i chung va nidm mdc noi riéng 1a mot trong
nhirng rao can kinh t& ddi véi viéc xuat khau thyc pham cia nudc ta. Trong tinh hinh
phat trién kinh té theo hudng hoi nhap nhu hién nay, cong tac kiém tra chat luong thuc
pham can phai duoc chu trong.

Vi khi hau nhiét dé1 nong am, Viét Nam 13 nudce thich hop cho sy sinh san va
phat trién ctia nAm mdc. Do d6 ndm mébc c6 mit khip moi noi: dat, nuée, khong khi,
nguyén vat li¢u, lvong thuc, thuc phém...Cﬁng v6i1 viéc bdo quan chua tdt, cac loai
thuc phém nhu: bia, ca phé, ngii coc dé dang bi nhiém nim mdc va sinh doc to.
Ochratoxin 1a mot trong nhitng doc t6 nguy hiém. Ngo doc cap tinh do an phai thirc an
co néng do ochratoxin cao dan dén co giat, non, mét 13, té liét va co thé gay tu vong.
Dai han ochratoxin con giy, viém than, ung thu, siy thai. Vi vay cong tac dinh luong
va dinh tinh ochratoxin 1a rat can thiét. Quy trinh phén tich ochratoxin bang céc
phuong phap nhu: sic ky cot, sic ky 16p mong (TLC), sic ky long cao ap (HPLC)
thuong phai qua nhiéu giai doan chiét xudt, 1am sach, c6 dic, d& bi sai s do phai qua
nhiéu thao tac, ting that thoat trong cac cong doan. Trudc nhitng khé khan trén, sic ky
4i Iyc mién dich (Immuno Affinity Chromatography — IAC) ra doi, str dung trong cong
doan vira tinh sach vira ¢d dic doc to, dua trén nguyén ly gz“'ln két dac hiéu gitra khang
nguyén va khang thé, tao kha ning chon loc cao ma cic phuong phap khac khong co
duogc, quy trinh chiét va tinh ché ochratoxin cua phuong phap IAC lai don gian da dap
g duoc nhu cau vé do tin cay cao trong cac két qua phan tich.

Tir nhitng co so trén, phong Mién Dich — Vién Pasteur Tp. HO Chi Minh d4 tién
hanh thuc hién dé tai « San xudt gid di lwe mién dich bdt ochratoxin A ”. Cot sac ky ai
lyc tao nén da cho hi¢u qua cao trong phan tich dinh lugng ochratoxin A.

DPuoc su déng y cua B mon CNSH, truong Pai Hoc Nong Lam TPHCM, dudi
su hudng dan cuia PGS. TSKH. Nguyén Lé Trang, TS. Nguyén Ngoc Hai, chiing toi da
tién hanh thyc hién dé tai:

“Dung cdt sic ky 4i lwe mién dich va huynh quang ké dinh lwong
ochratoxin A”.

1.2 Muc dich ciaa dé tai



Tao cot sét ky ai luc bét ochratoxin.

Xac dinh cac diéu kién téi wu trong viéc dung cot sic ky &i luc mién dich va
huynh quang ké trong dinh luong ochratoxin A (OTA).
1.3 Noi dung thue hién

Tao gi4 i luc bat ochratoxin A trén co s¢ da c6 khang thé khang OTA.

Tién hanh x4c dinh hiéu suét thu hoi cia cot IAC dbi véi OTA trong mau tréng
va mau tu tao.

Danh gia tinh hinh nhiém OTA cta m6t s6 mau thue pham trén thi truong.



Chwong 2. TONG QUAN TAI LIEU

2.1 NAm méc

Nam méc phan bd rong rii trong tuw nhién (dit, nuée, khong khi, nguyén vat
lidu, lwong thuc, thyc pham...). Nam mdc 13 loai vi nAm séng ky sinh hay hoai sinh
trén nhiéu co chit khac nhau, dic biét 1a chat hitu co. NaAm méc phat trién rat nhanh
nhat 1a khi gap khi hau néng am. Piéu kién t6i vu cho nAm mdc phat trién c6 am do
trén 80%, nhiét do: 20 — 30°C. Su phat trién cua nAm mdc con phu thudc vao anh sang,
co chét dinh dudng, pH, ham luong O, , ngoai ra c6 tac dong twong hd cia nhidu loai
cb mit trén ciing co chét.

Nam mdc séng nhd vao hé sgi bam vao chat hiru co, goi la khuan ty. Mot )
khuan ty an sau vao co chét goi 13 khuén ty dinh dudng hay khuan ty co chit, mot s6
moc ra bé ngoai goi 1a khuan ty khi sinh. Nhiing khuan ty khi sinh 13 nhiing long to
mau tréng, moc thanh 16p soi1 mém, s& ¢ mot sd soi phat trién thanh co quan dac bi¢t
mang bao tur.

C6 hai hinh thirc sinh san & nAm méc:

e Sinh san vo tinh: tu té bao hodc sgi nam phan chia. Cach thong thudng
nhét 13 tao thanh bao tir: bao tir kin, bao tr tran.
e Sinh san hitu tinh: hai dau soi ndm tiép hop voi nhau.

Trong tu nhién, nam moc tham gia tich cuc vao vong tuan hoan vat chat, nhat 1a
qua trinh phan giai chit hitu co va hinh thanh chat mun. Nam mdc giit vai trd quan
trong trong cong nghiép 1én men san xuat enzyme, khang sinh, vitamin, acid amin va
trong cong nghé thuc phim: twong, chao... Bén canh d6, nAm méc ciing 13 nguyén
nhan gay nén nhitng bénh kha pho bién va kho diéu tri & nguoi (hic 1ao, nim vay rong,
nam ké chan...). Dic biét nhitng loai tiét ra doc t6 gay ngd doc va quan trong hon giy
viém than, ung thu, sy thai (Bang 2.1, trang 4).

2.2 Pjc td nam moc

Trong diéu kién thich hop vé& nhiét do, m d6 méi truong, ham luong nudc
trong vat chét, phuong thitc bao quan da tao diéu kién dé ndm mdc phat trién, sinh san
va sinh ra doc t6. Doc t ndm mdc 1a san pham thir cap do nim méc sinh ra, 1a nhiing

hop chat c6 khdi lugng phan tir thap, khé bi phan hay khi ché bién, gay doc cho nguoi



& ndng do cuc thip (ppb). Cho dén nay ngudi ta phat hién trén 300 doc té ndm mbc
trong do c6 khoang 20 chit c6 doc luc cao thuong hay gy nguy hiém cho nguoi va vt
nudi. Chu yéu sinh ra boi 4 giéng Aspergillus, Pennicillin, Fusarium, Claviceps [5].

Bang 2.1: Mt s6 doc to6 nAm moc [ 14 |

Poc tb ndm mdc Loai nAm méc
Aflatoxins Aspergillus flavus va A. parasiticus
Ochratoxins A. ochraceus, A. alliaceus, A. niger aggregate,

A. carbonarius, Penicillium verrucosum, Penicillium

nordicum.
Trichothecenes Fusarium species; Trichothecium roseum
Zearalenone F. culmorum
Fumonisins F. verticillioides, F. proliferatum
Patulin P. expansum

Theo s liéu cua to chitc Nong nghiép va Luong thuc cua Lién Hiép Qubc
(FAO, 1974), lwong thuc thuc pham trén thé gidi hu hao khoang 20%, trong d6 mot
ntra 13 do ndm méc gay ra. Ngoai ra con ton that khiac ma chua tinh toan duoc do doc
t6 nAm moc nhiém vao ndéng san gay anh huong strc khoe ngudi va gia suc.

Bang 2.2: Mot s6 doc t6 nAm moc trong nong san [5].

Poc to Ngb Gao Lua mi

Aflatoxins +
Cinitrin
Ochratoxins
Sterigmatocystin
Zearalenone

T — 2 toxin
Nivalenon

Diacetocyscirpenol (DAS)

+ + + + + + + +
+ + + + + + +

Mot doc to ndm it gdy anh huong nhung khi két hgp cac nhom khac thi tré nén
tram trong. Do mot s6 doc td c6 kha nang két hop hoidc co thé gay phan tmg hoa hoc
v6i cac phan tir trong co thé, dic biét khi dugc gan dong tri vao cac phan tir ¢6 chirc

ning quan trong va ton tai lau trong co thé (protein, DHA).



Bang 2.3: Anh hwéng ddc té nAm mdc ddi voi cac co quan trong co thé [5].

Dbi voi co quan ndi tang Poc t6 tac dong

Gay ung thu gan Aflatoxins, Patulin, Sterigmatocystin, Lutroskyrin
Doc véi gan Aflatoxins, Ochratoxins, Rubratoxin, Lutroskyrin
Do véi than Ochratoxins, Cinitrin

Doc véi co quan sinh duc Zearalenone

Poc véi than kinh Esgotamin,Citroviridin

Doc véi da va niém mac T — 2 toxin, Nivalenol, Diacetocyscirpenol

Con nguoi bi de doa boi cac doc td ndm theo 2 cach, thir nhét 1a tiéu thu truc
tiép cac nguyén lidu bi nhiém nam sinh doc t6, thir hai thong qua thit sita, tring cia
dong vat an phai thuc an bi nhiém khuan lac nAm, con nguoi hép thu doc to nay, dac
biét 1a gan, than 14 noi doc té nam dugc luu giir trong thoi gian giai doc va dao thai .

Ngo doc cap tinh do dn phai thic an c6 ndong do doc t6 cao dan dén co giat, non,
mét 14, té liét va c6 thé gy tir vong.

Néu & ndng d6 thap thi doc to duoc chuyén hoa bai cac enzyme & gan, than, cac
co quan thudc h¢ tiéu hoa va dugc tich Iy trong mo bao, ndi tang, tring, stra... day la
nguyén nhan giy nhiém doc ¢ nguoi. Tac dong lau dai cua doc td gy dot bién, ung
thu, di tat thai...

Bang 2.4: Co quan dich ciia mdt s6 nAm méc [5].

Poc to Gan Than | Hé than kinh | Hach noi tiét Da
Aflatoxins + + + +

Cinitrin + +

Ochratoxins + + +

Trichothecenes + +
Zearalenone + + +

2.3 Péc té ochratoxin A
2.3.1 Giéi thiéu doc to
Ochratoxin 14 doc t6 gy tac hai vao cac co quan quan trong ctia co thé: than
kinh, gan va than, hé mién dich gy hiu qua nghiém trong ddi v6i nguoi va dong vt

nuoi. La doc to co tac hai nghiém trong dén strc khoe con nguoi.



Trong nhém ochratoxin thi ochratoxin A (OTA) la chat doc nhat. OTA 1a tac
nhan giy bién d6i steroid nhu progesterol. Pugc phat hién dau tién boi Scott,
VanderMerve va ctv (1965) [4]. Co quan qudc té nghién ctru vé ung thu (International
Agency for Research on Cancer — IARC) phan loai OTA thudc nhém dwong tinh ddi
vo1 ung thu (nhom 2B) [11].

Ochratoxin duoc tim thdy nhiéu & ngii cbc, rau ci, ca phé, trai cay kho, san
phém stra, ruou, bia...

2.3.2 Cic loai nam méc sinh Ochratoxin

Ochratoxin 13 doc t6 vi nAm dugc san sinh bdi mot sé loai nAm thudc giéng
Aspergillus va Penicillium. Qua phan 1ap va dinh danh hé nam méc trong ca phé nhan
Robusta cho thay hé nAm mdc phat trién kha phong phti va da dang gom 15 loai thudc
gidng Aspergillus va Penicillium, trong d6 A. ochraceus va P. verrucosum 1a hai loai
nam méc chi yéu sinh ra ochratoxin, nhiing loai thuéc A. ochraceus nhiém véi tan
sudt 7 — 25% [6]. Ngoai ra, nhiéu loai c6 thé tao ochratoxin nhu: A. alliaceus, A.
ostianus, A. carbonarius, A. melleus, Penicillium nordicum...

e A.ochraceus

Khuan ty c6 vach ngan, cac bao tir dinh xoe ra nhu nhitng bong cic va mang

mau sac dac trung (mau vang nau).

Hinh 2.1: Khuén lac A. ochraceus Hinh 2.2: Bao tir A. ochraceus
trong méi treong MA 25°C [16]



e P.verrucosum :
Khuan ty c¢6 vach ngin va phan nhanh, bao tir dinh c6 mau xanh khi chin nén

con dugc goi la mdc xanh.

Hinh 2.3: Khuén lac P. verrucosum trén méi truomg CYA & 25°C [17].
2.3.3 Céu triic hoa hoc ciia ochratoxin
Hién nay, nguoi ta biét OTA, OTB va nhiing dan xuit ester ctia no: ester ethylic
cua OTA (goi la OTC) va ester methylic cia nd. Céac ochratoxin B, C dugc tao thanh
trong diéu kién nudi ciy trong phong thi nghiém hodc phat hién trong nudc tiéu siic

vat an thirc n nhiém OTA.

Ochratoxin C



Hinh 2.4: C4u tao OTA [15]
2.3.4 Tinh chit héa Iy ciia ochratoxin A

Trong lugng phén tir OTA: 403,8

Diém nong chay: 169°C

Pho hap phy UV: 2 dinh: 216 — 333 nm

Cau tao: CyoH1306HN

7—carboxy—5-chloro—8-hydroxy-3,4—dihydro—3R—methylicosomarin

(nhém 7—carboxy lién két voi L-B-phenylalanine bang ndi amide)

La tinh thé khong mau, bén véi nhiét, tan trong dung mdi hitu co phan cuc nhu:
chloroform, methanol, ethanol, it tan trong nudc va tan trong dém carbornat loang.

D@ bi phan huy béi anh séang, trong mdi truong kiém hodc chat tiy (nhu sodium
hypochlorite).

2.3.5 DPéc tinh va tinh hinh nhiém ciia ochratoxin A

OTA duoc chimg minh 1a chat giy hu than, ¢c ché mién dich (su suy giam
mién dich 1a do sy teo giam di cia tuyén e (Thymus), ham luong globulin huyét
thanh giam). Ngoai ra OTA con (rc ché sinh tong hop protein do wrc ché canh tranh
tong hop phenylalanintRNA. OTA con gy min cam véi bénh truyén nhiém nhu
Coccidiose (cau trung). Trong d6 chil yéu gay ton thuong gan va than. Liéu 70 pg/1 kg
co thé hang ngdy trong hai nam gay ung thu than & chudt duc.

Déi vai lon, an liéu thap 200 ppb trong nhiéu tuan 18 gay ton thuong than.

boi voi gia cAm, anh huong dén gan, than, hé mién dich va tao mau. Liéu cép
tinh c6 thé 1am giam trong luong, tiéu ton thirc an, san luong trimg, ty 18 ap na.

Bang 2.5: Poc tinh ciia OTA ddi véi dong vat thi nghiém [5]

L Dso
Dong vat thi nghiém | (mg/kg trong luong)

Vit con 0,5
Chuét cbng 32

Lon con 6




Ga con

3,4

Doc t6 nay chu yéu gay doc man tinh hon la cap tinh. Nam moc sinh ra doc to

OTA da sinh s61 ndy n¢ & mot vung rong cuia vung trong ngii coc va gay bénh dia

phuong tai Thuy Dién va Dan Mach.

Lta mach v61 am d§ cao tao di€u kién nam moc phat trién 1a nguyén nhan gy

nhidm OTA v&i ndng d6 2 mg/ml mau trong 35% mau thit 1ay trong dot khao sat lon

giét thit cua dan lon tai Thuy Dién (theo Holmberg va cong su 1990).

Tinh hinh nhiém OTA & ca phé hat tir nhitng ngudn gbc khac nhau dugc trinh

bay trong Biéu d6 2.1

Ty 1& ca phé nhiém OTA (%)

70 -
60 -
50 ~
40 ~
30 -
20 -
10 -

0

L

4
L

5-10

10-20 > 20

Nong do OTA (ug/kg)

African  (®)  American () asian (L)
Biéu d6 2.1: Tinh hinh nhiém OTA trong ca phé hat [11].

O nguoi, OTA duoc tim thiy nhiéu trong huyét thanh va trong sita. Tinh hinh

nhiém OTA trong mau ngudi dugc thdng ké trong Bang 2.6.

Bing 2.6: Tinh hinh nhiém OTA trong mau nguoi [12]

Quocgia | S6mau | Ty 1é nhidém (%)
Puc 306 57
Canada 159 40
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Switzerland 386 100
Sweden 297 13

2.3.6 Cic quy dinh vé ochratoxin trong thuc pham
Theo cong dong chung chau Au, mtrc d6 thap nhat hing ngay co thé 1ay vao c6
thé chiu dung dugc 1a 1 — 16 ng/kg thé trong. Trong d6 giéi han OTA nhiém trong
thue pham 1a 5 ug/kg (5 ppb).
Theo tiéu chuan Viét Nam: < 35 pg/kg.
2.4 Cac phuong phap phan tich ochratoxin
2.4.1 Cac phuong phap hoéa ly
Tat ca phuong phap hoa Iy déu phai qua cac bude sau:
e Liymau
e Chiét ochratoxin
e Tinh sach dich chiét
e (o dac
e Phat hi¢n va dinh lugng ochratoxin
— LAy mau: Do lugng doc to phan bd khong dong déu nén can 1ay mot sé6 mau cd
tinh phan b6 du dé dai dién cho san phim can kiém tra. Mau phai dugc lay tir nhiéu vi
tri khac nhau véi nhitng lugng khac nhau. Cac mau nay dugc gop lai thainh mau duy
nhét va nghién d@)ng déu. Va tr mau déng nhét nay, mot luong thich hop s€ dugc trich
ra dé tién hanh phan tich ochratoxin, thuong tor 20 — 100 g tuy thudc vao loai thyc
pham va ham lugng ochratoxin cao hay thap trong mau.
— Chiét ochratoxin
Loai chat béo
Dbi voi mau c6 thanh phin béo tir 5% trd 1én, sir dung cic dung moi: hexane,
petrolium ether, ethyl dioxide, pentane nham tach chét béo trudc khi tién hanh chiét
ochratoxin.
Chiét ochratoxin
Dua vao déc tinh tan cua ochratoxin trong cidc dung moi hitu co nén ching
thuong duoc chiét voi cac dung méi hitu co nhu: dichloromethane, benzene,

acetonitril, acetone, chloroform hay methanol. Ochratoxin duoc chiét bang cach lic



11

v6i dung moi ¢ nhiét d6 phong, nude duoc thém vao dé lam am co chét giup dung méi
dé dang thAm sau vao bén trong mau.
— Tinh sach dich chiét

Loai bo cac hop chit khac c6 thé hién dién cung ochratoxin trong dich chiét
mau. C6 ba cach tinh sach pho bién:

Loai cac tap chit khong mong mudn bang cc tic nhin giy tia: thuong dung dé
cho miu c6 ngudn goc thuc vat. Cac chat gdy tua thudng ding 1a cac mudi kim loai
nang nhu: AgNOj3, Zn(CH3COO0),, CuCO:s...

Loai bang cach phan chia trén hai pha long (partition): Chiét bang cach chuyén
ochratoxin tir dung méi chiét ban dau (vi du nhu methanol) vao dung méi khac (vi du
nhu chloroform).

Loai tap bang cot sic ky hap phu (adsorption chromatography column): K
thuat nay c6 uu diém dé su dung va hiéu qua loai tap rat tot trén nhiéu loai mau khac
nhau. Vi du, ¢t chiét xuat pha ran SPE (solid-phase extraction) dugc ché tao sin chua
cac chat hap phu thuong 1a silicagel, thich hop cho phan tich baing HPLC véi hé dung
méi 1an luot 12 n—hexan, ethyl ether, hon hop chloroform: methanol.

— (6 dic mau

Nong d6 ochratoxin trong dich chiét thudng thip nén can ¢6 dic bang cach cho
bbc hoi trong may c6 quay (Rotary Evaporator) dudi ap suat thap hoic ding ndi chung
cach thiy duéi ludng khi nito nhe.

— Phat hién va xac dinh ham luong

Céc phuong phap sic ky thuong duoc st dung, dua trén nguyén tic phan tach
giita 2 pha: pha tinh va pha dong (10ng hodc khi) khi cho chét can tach qua 16p sic ky.
Pha tinh c6 tinh lién két véi ochratoxin 1am cham sy di chuyén ciia cac chat (do céac
dic diém 1y hoa khac nhau) nén tao ra sy phén biét giita chiing.

2.4.1.1 Sic ky 16p méng (Thin Layer Chromatography — TCL)

Phuong phap nay dua trén sy hip phu khac nhau cta cac ochratoxin trén 16p
silicagel (pha tinh) va kha nang hoa tan cta ching trong h¢ dung moéi (pha dong). Cac
ochratoxin 1an luot duoc tach trong qua trinh hé dung moéi di chuyén theo luc mao din

trén ban silicagel. Silicagel duoc phét 1én mot ban mong (nhém hodc nhya) c6 kich
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thude thuong 1a 20 cm x 20 cm, dich chiét sau khi c6 dic s& duoc hoa vao hdn hop
dung méi benzen: acetonitril. Chdm khoang 10 — 50 pl dung dich ochratoxin di hoa
tan 1én ban silicagel, tién hanh song song véi chudn da biét trudc ndng d6. Sau khi sic
ky, sdy kho ban, soi duéi dén huynh quang & bude séng 333 nm. Su hién dién cua
ochratoxin trong mau dugc xac dinh béng cach so sanh dya vao vi tri so v&i vét huynh
quang chuan. Sy dinh tinh bang mit cho két qua twong dbi. Dung may do mat do phat
huynh quang (fluorodensimeter) thay mat thuong dé giam sai sd.

2.4.1.2 Sac ky 16ng cao ap (High Performance Liquid Chromatography — HPLC).

K§ thuat HPLC nhanh, nhay, cho két qua phan tich chinh xac hon TCL. Gom 2
giai doan:

e Giai doan tach cac chat phén tich: gdm pha tinh va pha dong.
Pha tinh (stationary phase)

Thudng ding cot pha dao, cac chat diung nhdi trong cot sac ky c¢é tinh phan cuc
thap (thudng dung 13 hop chit silicagel c6 gin cac chudi alkyl tir Cg dén Cyg).

Pha dong (mobile phase)

La hdn hop cac dung méi c6 do phan cuc khac nhau, qua cot v6i van toc dong
1 — 10 ml/phat nhd hé théng bom cao ap. Thuong st dung hé dung méi gdbm nudc,
alcol (methanol), acetonitril.

e Giai doan phan tich cac chat sau khi ra khoi cot:

Dua vao tinh chat cla cac chat can phan tich, mot thiét bi thich hop goi la dau
do (detector) s& dugc ndi truc tiép vao dau ra cua cot sic ky dé phat hién timg chat
phan giai ra khoi cot. Pau do huynh quang thuong duoc st dung & budc song kich
thich 333 nm, phat xa & budc song 460 nm.Viéc dinh tinh hoan toan dya vao thoi gian
luu cua cac chat phan tich va chuan. Sau khi xac dinh thoi gian ra khoi ¢t cac chét can
phan tich 13 ochratoxin, dya vao dién tich cia mau so véi dién tich cia chudn da biét
trudc néng do dé dinh luong ochratoxin c6 trong mau cin phan tich.

2.4.2 Cac phuong phap sinh hoc
2.4.2.1 Phuong phap thir nghiém mién dich lién két véi enzyme (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay — ELISA):
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Phuong phéap cho két qua nhanh, tiét kiém dung méi, c6 thé phan tich nhiéu
mAu cung lac nhung d& cho két qua duong tinh gia hodc 4m tinh gia.

Nguyén tic dua trén sy két hop dic hiéu gira khang nguyén va
khang thé. Ochratoxin chuin duoc cong hop voi enzyme, tao thanh phuc hop
ochratoxin — enzyme va duoc sir dung nhu mot khang nguyén & ndng do nhét dinh,
canh tranh vé&i ochratoxin cé trong mau. Khang thé dic hiéu vé6i ochratoxin duoc ga"m
1én bé mit giéng nhya polystryren.

Dich chiét mau trong methanol 70% duoc tron voi cong hop ochratoxin-
enzyme va duoc cho vao giéng cé phu khang thé, cac ochratoxin trong mau (néu co) sé
canh tranh vé&i phttc hop ochratoxin — enzyme dé gin vao khang thé cb dinh trén
polystyren. Sau d6 rira sach cac phtrc hop thira, co chit phan ung véi enzyme duoc
dua vao dé tao mau. U mot thoi gian sau d6 thém vao dung dich ngung phat mau dé
tao diéu kién dong déu vé thoi gian cho moi giéng. Tién hanh do d6 héap thu ciia mau
va diy chuin bang may so mau, tir d6 tinh duoc néng do cuia ochratoxin ¢ trong mau.

Mau cang dam chtng t6 cong hop ochratoxin — enzyme duoc giit trén giéng
cang nhiéu, dong nghia vdi ndng do ochratoxin trong miu cang thip. Nguoc lai, mau
cang nhat thi ndng do ochratoxin trong mau cang cao.

2.4.2.2 Phwong phip sic ky i lwc mién dich (Immuno affinity
chromatography — IAC)

Gibéng nhu ELISA, IAC ciing dua trén sy két hop dic hiéu gitra khang nguyén
va khang thé. Khang thé dic hiéu voi ochratoxin dugc gin 1én gia ran cua cot sic ky
(thuong dung Sepharose 4B), tao cho IAC dic tinh vua tinh sach vura c6 dac
ochratoxin. Mau duge chiét v6i methanol, sau d6 duoc pha loang va cho qua cot IAC.
Cot duge rira sach nhiing tap chat khong gin 1én khang thé va duoc giai hip bang
methanol. Tién hanh dinh lwong bang HPLC hodc huynh quang ké. Nguyén tac hoat
dong cua cot IAC dugc trinh bay trong Hinh 2.5.
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Hinh 2.5: Nguyén tac hoat déng cta cot IAC

Uu diém ctia phuong phap IAC:
e Két qua xét nghiém dang tin cay.
e Ty 1é thu hdi ochratoxin rat cao
e Rét don gian
e Thoi gian phan tich nhanh
e St dung it dung méi hitu co (chloroform... nén it anh huéng dén méi trudng )
e Pong thoi vira ¢6 dac vira tinh ché ochratoxin. Ochratoxin tinh ché khong kém
theo tap chat nhu véi cac cot hoat dong theo qui tac 1y hoa
e Gi4 4i luc mién dich giit hoat tinh 6n dinh it nhat 13 1 ndm

2.4.3 So' lwge cach ché tao cot IAC do vién Pasteur san xuit: (Phu luc 1)

GAy mién dich tho va thu huyét thanh khang ochratoxin

|

Tinh ché khang thé

A 4

Cong hop khang thé va tao cot IAC

2.4.3.1 Giy mién dich thé va thu khang huyét thanh khang OTA
Vi ban chat 13 hapten, khong c6 dic tinh sinh dap img mién dich, khong tao
dugce khang thé nén ochratoxin phai cong hop véi mot protein gia (BSA — Bovine
serum albumin). Cong hop OTA — BSA duoc tiém vao tho dé gy mién dich. Khi do,
khang thé tao thanh s& 1a:
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Khang thé khang OTA va BSA

Khang thé khang OTA (khong phan tng véi BSA) (IgGota)
Khang thé khang BSA

Khang thé khac

2.4.3.2 Tinh ché khang thé khing OTA

Tinh ché khang thé khang OTA bang cach tia huyét thanh véi amoniumsulfate

45% S. Sau d6 loai bo khang thé khang BSA bang cot sic ky ai lyc mién dich voi cong
hop gel Sepharose 4B — BSA.

Khi d6, cac khang thé khang OTA cung véi cac khang thé con lai di qua cot.

2.4.3.3 Cong hop IgGoTa I€n polymer Sepharose 4B va tao cot IAC

Tién hanh cong hop IgGora I€n Sepharose 4B va tao cot IAC (muc 3.3.2).

Cot duge qua thir nghiém cho két qua 100% vé kha nang thu hoi, tinh lap lai

cao, cho thay st dung cdt ai luc mién dich san xuat tai Viét Nam véi tinh hiéu qua cao

tuong duong v4i cac cot ngoai nhap va gia thanh thap hon.



Chwong 3: VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

3.1 Thoi gian va dia diém thwc hién d@ tai
— Thoi gian thuc hién: 6/2/2006 — 30/6/2006
— Dia diém thuc hién dé tai: Phong Mién Dich — Vién Pasteur TPHCM
3.2 Vitliéu

3.2.1 Poi twong nghién ctru
Ochratoxin A chuan c6 néng d6 10 ppm
Khang thé khang ochratoxin do vién Pasteur tinh ché
Gel: CN-Br activate Sepharose 4B
Cot: 1a ¢6t nhua, co6 kich thudc 0,4 x 10 cm

3.2.2 Thiét bi
Huynh quang ké (A1501, Vicam, USA)
May khudy tir ding (Stuare Sientific Stirrer SS10, UK)
Céan phan tich (E14130, OHAUS, Switzerland)
May votex (D-79219, IKA, Germany)
May lic (D-79219, IKA, Germany)
Tu hat, ta lanh

3.2.3 Dung cu
Ong dong, phéu thuy tinh, bechers
Cot sac ky
Pippetman 100 pl— 1000 ul, dau tip

3.2.4 Hoéa chit
Methanol (Merk)
NaCl, Tween 20
Nudc cat
Hoa chét tiy rira

Dung dich 1: NaN3 0,05% (dd1)

16
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Dung dich 2: PBS, NaN3 0,05% 40 (dd 2)

Dung dich 3: HCI 1 mM, pH = 3 (dd 3)

Dung dich 4: NaHCO3 0,1 M; NaCl 0,5 M; Thimerosal 0,01%; pH = 8,7 (dd 4)

Dung dich 5: Tris — HCI 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH = 8 (dd 5)

Dung dich 6: NaCl 0,5 M; CH;COOH 0,1 M; pH =4 (dd 6)

Dung dich 7: Tris — HCI 0,1 M; NaN3 0,05%; NaCl 0,5M; pH =4 (dd 7)

3.3 Phwong phap
3.3.1 Cac phwong phap phuc vu nghién ciru
3.3.1.1 Phuwong phap quang pho ké dé xac dinh nong @6 OTA

Nguyén tic

Quang pho ké cau tao gdm nguodn sang sau khi qua bo tao anh sang don sic chi
cho qua anh sang voi budce song nhat dinh, va khi qua dung dich OTA trong cuvet s&
tac dong vao OTA va anh sang bi OTA hap thu mot phan.

O mdi dung dich pha lodng khac nhau, luong 4nh sang hip thu thay déi & mot
d6 dai song nhat dinh (chi ¢6 dién tir & cac hop chét ¢ ndi doi hay/va ndi ba méi hap
thu anh sang & vung tr ngoai). BO nhan tin hi¢u, bo khuéch dai tin hiéu s& do mat do
quang cua dung dich.

Cuc dai hap thu (Amay) 12 budc song ma & d6 chat cho d6 hap thu 16n nhét. Va &
mdi cuc dai hdp thy, mdi chit lai co hé s6 hap thu mol nhét dinh (%) .

Nong d6 ctia chat phan tich duoc tinh theo cong thirc:

OD *a *V

ug OTA =
)
OD: gi4 tri hip thy & cuc dai hap thu (Amay)

a: do pha loang dung dich
V: thé tich dung dich mau
Y: hé sb hép phu phan tr cua chét tai cuc dai hép thu

So d6 hoat dong ctiia may quang phod tir ngoai duoc trinh bay trong Hinh 3.1.

Coc Bd
ben B9 tao anh dyng B nhén khuéch Pong
nguon [ sangdonsac | T mau |7 opiea | | daitin " hé do
do i hi¢u

Hinh 3.1: So' d0 hoat dong ciia may quang pho tir ngoai (UV.Vis)
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3.3.1.2 Phwong phap ding huynh quang ké do lwdng ham lweng ochratoxin

Nguyén tic

Anh sang tir ngudn sang phat ra duoc diéu chinh béi hé théng kiém soat d6 dai
song nham tao nén budc song kich thich phu hop. Cac phan tir hap thu photon anh
sang chuyén tir trang thai co ban 18n trang thai kich thich.

Tuy nhién do trang théi kich thich khong bén nén cac phén tir & trang thai kich
thich c6 thé tr& vé trang thai co ban bang cach giai phong niang luong dudi dang
photon, tirc 1a ty phat ra anh sang, vdi nang lugng kém di.

O budce song phat xa 460 nm, cac buc xa duogc té bao quang dién tai dau do
chuyén thanh tin hiéu dién tir. Lugng ochratoxin ¢ trong mau duoc so sanh véi dung
dich ochratoxin chuan va may ty tinh ra két qua.

So d6 hoat dong cua huynh quang ké dugc trinh bay trong Hinh 3.2.

B0 tao anh Coc Khe
; 0 tao an
N 0 1d dun
Nguon |1 sing kich o Khe > mgmg —»{ sangra
sang thich don sic sang vao do
B) -
Xac (Iiinhu khuéch B6 nhan B('f) hﬁp,phl.l
lwgng tin hi¢u | «— dai tin [ ti;l hiéu «— 2Enh sang
higu ; burc X3 don

Hinh 3.2: So' d6 hoat djng ciia huynh quang ké

3.3.1.3 Chuin bj dung dich OTA chuin va xac dinh ndng do
Muc dich: pha lodng dung dich OTA chuéin
Tién hanh
Pha OTA ndng d6 0,25 ppm tir OTA chuén c¢6 ndng d6 10 ppm trong methanol.



19

Lay OTA chuén ndng do 10 ppm dé ngudi & nhiét dé phong khoang 20 phut.
Léy mdt thé tich OTA can st dung vao lo mai, dé kho hoan toan trong tu hat. Sau do
thém methanol theo ty 1¢ mong mudn.

Tién hanh xac dinh néng d6 OTA bang huynh quang ké.

3.3.2 Quy trinh tao cot IAC:
3.3.2.1 Chuin bi khang thé

= Khang thé khang OTA dudi dang tia trong amoniumsulfate dugc tién hanh

tham tich trong dung dich

— Tham tich tua trong dung dich NaNj (dd 1): 1 lit x 2 1an

— Tham tich tia trong dung dich PBS (dd 2): 1 lit x 2 lan
= Ly tam 2000 vong/phut, thu dich ndi

= Xéc dinh nong d6 IgG bang quang pho ké ¢ A = 280 nm

3.3.2.2 Chuin bi gel

Gel CNBr — activated Sepharose 4B

1 g gel kho truong phong thanh 3,5 ml gel

Rira gel voi dung dich HCI 1 mM (dd 3), thé tich 200 ml dung dich/1g gel

Céch rira gel: Cho HCl vao, lic dé gel nd hoan toan. Sau d6 tién hanh ly tam

Ly tdm 1an 1: 2500 vong/phut, trong 5 phit

Ly tdm lan 2 — 8: 2500 vong/phut, trong 2 pht

Ly tdm lan 9: 2500 vong/phit, trong 5 phut
3.3.2.3 Cong hop IgG vao Sepharose 4B

Qua trinh cong hop thuc hién qua cac budc:

— Cho dung dich IgGora vao gel da rira (ndng d6 5 mg IgGora/l ml gel), dé 2

gid & nhiét d6 phong (lac)

— Qua dém ¢ 4°C (lic)

— Ly tam 2500 vong/phut, trong 5 phut

— Lay dich ndi do hap phy quang & A = 280 nm (OD = 0 chimng t6 khang thé

cong hop hoan toan)

— Rura lai 3 1an véi dém carbonat (dd 4) (ly tam 2500 vong/phut, 2 phut/ 1an)

— Bét hoat nhom —C=N" véi dém Tris (dd 5) (lic ¢ nhiét d6 phong trong 2 gid)
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— Rira v6i dém acetic (dd 6) (Iic ¢ nhiét 46 phong trong 1 gid)
— Lan cudi rira v6i dém Tris — HCI (dd 7)
3.3.2.4 Nén cit

Cac budc nén cot:

Thé tich gel trén cot 1a: 0,1 ml gel/cot

— Ngém frit va cot bang ethanol trong 3 phait dé dudi hét khi bén trong

— Rira lai bang nuéc cat. Nén frit vao day ciia cot

— Rua 3 1an v6i dém Tris (dd 7)

— Cho gel da cong hop 1gG vao cot

Luuy: + Khudy tir démg hdn hop dich gel trong diéu kién lanh
+ Pha lodng hdn hop 10 lan ( hat 1 ml cho vao cot)
— Rua 3 1an véi dém
— Cho dd dém (dd 7) vao cot, bao quan & 4°C
3.3.3 X4y dung moi twong quan tuyén tinh giira lwong OTA trong dich day
chuén va dich diy thay thé (methanol)

Trong qué trinh thuc hién cho thiy néu sir dung dich ddy chuin cta hing Vicam
gia thanh rat cao. Nén chung t6i di tién hanh day bang dich day thay thé (methalnol
tuyét d6i). Do d6 dé c6 hiéu qua can xay dung mbi trong quan giira luong OTA trong
methanol (dich ddy thay thé) va trong dich day chuan. Tir d6, tién hanh day bang
methanol trong cac thi nghi¢m sau va suy ra dugc lugng OTA chinh xéc.

B4 tri thi nghiém khao sat mdi twong quan:

Chuan bi dung dich OTA c6 ndéng do6 0,25 ppm tir dd OTA chuan 10 ppm
(muc 3.3.1.3), tién hanh do ham luong OTA bang huynh quang ké.

Bo tri thi nghiém theo Bang 3.1

Biang 3.1:Bo tri thi nghiém khio sat méi twrong quan tuyén tinh giira lwong

OTA trong dich day chuin va dich diy thay thé (methanol)

Luong OTA Thé tich dung dich OTA | Thé tich methanol hoic
(ng) ndéng d6 0,25 ppm (ul) dung dich day (ul)




2,5

10
20
40

10
20
40
80
160

1490
1480
1460
1420
1340

3.3.4 Dung dwdng chuin OTA
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Dua vao dic tinh phat huynh quang cta ochratoxin dé dung duong chuin nham

khao sat mbi twong quan tuyén tinh giita lugng OTA va cuong d6 phat huynh quang

(do bang huynh quang ké).

Tir dung dich OTA chuan nong d6 10 ppm pha thanh dung dich OTA 0,25 ppm

trong methanol (muc 3.3.1.3). Thi nghiém theo Bang 3.2, méi ham luwong thyc hién 2

1an. Tién hanh do ham luong OTA bang huynh quang ké.

Bang 3.2: Bo tri thi nghiém dung dwong chuin OTA

Luong OTA (ng)| S6 lan ldp lai (n) | Thé tich dich ddy (ul)
2,5 2 1490
5 2 1480
10 2 1460
20 2 1420
40 2 1340

*n: S6 1an lap lai.

3.3.5 Quy trinh tinh ché, ¢ dic bang cot IAC va dinh lwgng bang huynh quang

ké
Quy trinh:

Str dung quy trinh cua hang Vicam (M¥)

Dé cot can bang & nhiét do phong

Sau d6 rira cot bang 10 ml nudc
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{ 10 g miu + 1g NaCl
20 ml methanol: H,O (8: 2)

|

Khudy tir 500 vong/phut, 30 phut

|

Loc qua gidy loc thuong

|

Pha loang: 10 ml dich loc + 40 ml PBS

|

10 ml dich pha loang

|

Cho chay truc tiép qua cot
Ritra co bﬁng{ (1): 10 ml dung dich rira *
(2): 10 ml nudc cat hai 1an qua loc

|

Giai hip bang 1,5 ml methanol
Do huynh qllllang dd giai hap
* Dung dich rtra: 20 ml PBS + 20 ul Tween 20 (0,01 %.)
3.3.6 Hiéu suit thu hoi ciia cdt IAC d6i véi miu tring
Xac dinh hiéu suat thu hi nham danh gia kha nang bat giit OTA ciia cot IAC.
Cho vao cot luogng OTA chuan di biét trude ndng do (3.3.1.3). Luong bd tri
theo Bang. Thuc hién theo quy trinh (3.3.5). Dich sau giai hap tién hanh dinh luong
bang huynh quang ké. Tién hanh song song v6i hai cot khong bo sung OTA dé lam ddi
chung.
Tién hanh bb tri thi nghiém dung xac dinh hiéu suét thu hoi d6i véi miu trang

theo Bang 3.3.
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Biang 3.3: Bo tri thi nghi¢m khio sit hiéu suat thu hoi ciia cot IAC doi véi

OTA chuin

Lugng OTA chuan qua IAC (ng) n

2,5
5
10
20
30
40

N N DD DD DD DN

Céach tinh hiéu suét thu hoi cua cot IAC:

Lwong OTA sau khi qua cft
H% = x 100
Lwong OTA truéc khi qua cot

3.3.7 Hiéu xuit thu hdi ciia cot IAC ddi v6i miu ty tao
3.3.7.1 Phwong phap chon miu nén
Mau nén duoc chon sao cho khong bj nhiém OTA, trong thi nghiém méu nén 13
mAu bia Sai Gon (bia 333). Tién hanh kiém tra nén ctia mau bia bang huynh quang ké.
3.3.7.2 Phuwong phap tao miu gia
Lugng miu dung dé phan tich 13 5 ml, chiét mau theo quy trinh (phu luc 2).
Gay nhiém mau biang mot luong OTA di biét trude ham luong (5, 10, 20 va 40 ng).
3.3.7.3 Hiéu suit thu hoi ciia cot IAC dbi véi mAu bia Sai Gon
Muc dich thi nghiém nhiam danh gia do thu hdi cia OTA d6i voi mau bia dugc
gdy nhiém nhan tao.
Mau bia dugc chiét theo quy trinh, gy nhiém mau, cho qua IAC, dich sau giai

hap dugc dinh luong bang huynh quang ké. B4 tri thi nghiém theo Bang 3.4.
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Bang 3.4: Bo tri thi nghiém khao sat hiéu suat thu hdi OTA ciia cot IAC doi

voi mau tyu tao

Luong OTA chuan | Khoilwong mau | S6 lan lap lai

qua IAC (ng) (ml) (n)
2,5 5 2

5 5 2

10 5 2

20 5 2

30 5 2

40 5 2

3.3.8 Tinh hinh nhiém OTA ciia mdt s6 miu thue pham trén thi truong

B4 tri thi nghiém theo Bang 3.5

Bang 3.5: Bo tri thi nghiém khao sat tinh hinh nhiém OTA cilia mjt s6 miu

trén thi trueong

STT Mau

Luong OTA (ng) theo
két qua huynh quang

© 00O N o o1 B~ W N P

=
o

Ca phé Hiép Nga
Vinacafe

Millo

Bot ngt cdc

Nescafe

Bip (mua ngoai cho)
Bip (Vién Pasteur)

Dau nanh (Vién Pasteur)
Tam (Vién Pasteur)

Bia Sai Gon (333)

3.4 Phwong phap xir li s li¢u

S liéu dugc thu thap va xtr Iy bang phan mém Excel 2003.
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Chuong 4. KET QUA VA THAO LUAN
4.1 Tao cdt sic Ky 4i lwec mién dich
Cot nhua c¢6 kich thuée 0,4 x 10 cm.
Nong d6 khang thé khang OTA gin 1én cot bang 5 mg/ml gel Sepharose 4B, co
kha nang bét giir OTA.

Hinh 4.1: Cot IAC
4.2 Xdy dung moi twong quan tuyén tinh giira lwrong OTA (do bing huynh
quang ké) trong dich diy chuén va dich diy thay thé (methanol).

Tién hanh xdy dyng mdi tuong quan tuyén tinh giita lugng OTA trong
methanol (dich day thay thé) va dich day chuan. Tir 6, tién hanh dy bang methanol
trong cac thi nghiém sau va suy ra dugc lugng OTA chinh xac.

Pha dung dich OTA ndng d6 0,25 ppm tir dung dich OTA chuan 10 ppm. Pinh
luong bﬁng huynh quang ké luong da biét trude (2,5; 5; 10; 20 va 40 ng) trong dich
day chuan va dich day thay thé (methanol).

Két qua xay dung mdi twong quan dugc trinh bay ¢ Bang 4.1 va Biéu db 4.1

Bing 4.1: Moi twong quan giira lwrong OTA trong dich diy chuin va dich
diy thay thé

Luong OTA dua trén két qua huynh quang
Luong . 2 . Z Z
OTA | n Trong dich day methanol Trong dich day chuan
(ng) Luong OTA SD Cv Luong OTA SD Cv
(ng) (ng)
2,5 2 3 0 0 1 0 0
5 2 7 1 14,3 4 0 0
10 2 16,5 0,7 4,2 9 0 0
20 2 36 1,4 3,9 21 0 0
40 2 71 1,4 1,97 44 0 0
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Luong OTA trong dich ddy chuan (ng)
B o

40 - fESOCER BSE L L
R? = 0.9992

30

20

O T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80

Luong OTA trong dich diy methanol (ng)
Biéu dd 4.1: Méi twong quan giira lwong OTA trong dich diy chuin va
dich day thay thé dua trén két qua hulynh quang
Nhan xét:

e D) léch chuan (SD) no6i Ién mirc d6 chénh 1éch gitra cac s6 lidu; sb licu cang
101 rac thi SD cang 16n, nguoc lai sb liéu cang tip trung thi SD cang nho [8].
Béng 4.1, SD bién thién tir 0 — 1,4 va c6 thé thdy voi lugng OTA cang 16n thi
SD cang ting tuong Gmg voi muc do sai s6 xay ra cang cao. Cac sai sO ¢6 thé
1a thao tac hut bang micropipet khong chuan xac, sy that thoat OTA trong
qua trinh thyc hi¢n...

e Hé s6 bién dong (CV) 1a mot chi sd kha tot dé danh gia d6 chinh xac va tinh
khach quan ctia cac s6 liéu thu thap duoc. Pham vi chép nhan dugc cua hé sb
bién dong 1 nho hon 20% [8]. Bang 4.1, CV nho hon 20% (0 — 14,3%) nén
dat murc chip nhan trong phén tich.

e Biéu d6 4.1 d3 thé hién mdi twong quan tuyén tinh gitta lrong OTA do bing
huynh quang ké trong dich day chuén va dich day thay thé qua phuong trinh:

y = 0,6285x — 0,9817 v&i R? = 0,9992
e Dua trén méi twong quan tuyén tinh, tién hanh ddy OTA bang dich day thay

thé (methalnol) trong cac thi nghiém sau, tir d6 suy ra lugng OTA chinh xac
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4.3 Dung dwong chuin OTA

Pha dung dich OTA ndng d¢ 0,25 ppm tir dung dich OTA chuan 10 ppm. Pinh
lugng bz"mg huynh quang ké lugng da biét trude (2,5; 5; 10; 20 va 40 ng), moi néng do
thue hién 2 1an, dung dudng chuin bang phan mém Microsoft Office Exel 2003.

Két qua dung dudng chuin duoc trinh bay & Bang 4.2 va Biéu d6 4.2

Biang 4.2: Két qua dung dwong chuin OTA

Luong OTA () Két qua huynh quang
(ng) Lugng OTA (ng) | SD Cv
2,5 2 1 0 0
5 2 3,4 0,6 17,6
10 2 9,4 0,44 4,7
20 2 21,6 0,79 3,6
40 2 43,6 0,79 1,8

Luong OAT theo huynh quang (ng)
50

y=1.1452x - 1.95

40 R":O.gggy/
30

. v

ol

0 10 20 30 40 50

Luong OTA (ng)
Biéu do 4.2: Pudng chuan OTA
Nhan xét:

e Bang 4.2, SD bién thién tir 0 — 0,79 va c6 thé thdy véi luong OTA cang 16n
thi SD cang ting tuong tmg voi muc do sai sd xdy ra cang cao.

e Bang 4.2, CV nho hon 20% (0 — 14,3%) nén dat mirc chip nhdn trong phan
tich.

e Biéu d6 4.2 thé hién mdi twong quan tuyén tinh gitra lugng OTA do bang

huynh quang ké voi luong OTA trong mau chuan qua phuwong trinh:
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y = 1,1452x — 1,95 véi R? = 0,9995
4.4 Hiéu suét thu hoi ciia cdt IAC d6i véi miu tring
Cho OTA di biét trude & cac ham lugng qua cot IAC theo quy trinh (3.3.4), mdi
lwong thuc hién 2 1an. Tién hanh dinh lugng bang huynh quang ké luong OTA trudc

khi qua cot va sau khi thu hoi. Két qua dugc trinh bay trong Bang 4.3 va Biéu d6 4.3

Bang 4.3: Hiéu suat thu hoi cua cot IAC dbi voi mau tring

Lugng OTA N Luogng OTA thu | Hiéu suét thu
trudc qua cot hoi trung binh | hdi trung binh | SD CVv
(ng) (ng) (%)
4,02 2 4,17 103,73 0,1 2,44
10,02 2 10,02 100 0 0
21,65 2 21,64 99,95 0 0
47,42 2 43,02 90,72 3,1 6,86

Hiéu sut thu hdi (%)

105

y =-0.2798x + 104.41
R? = 0.9402

102

N DN
o ™~
. .

AN

*

90 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Luong OTA qua IAC (ng)

Biéu dd 4.3: Hiéu suat thu hoi ciia ¢t IAC ddi v6i miu tring

Nhan xét:

e Hiéu suat thu hoi danh gia kha niang bat giit OTA ciia cot IAC, hiéu suat co
thé chap nhan ¢ mirc 80%. Theo Biéu d6 4.3 va Bang 4.3 thi hi¢u suat thu
hdi cang giam khi lugng OTA cho qua cot ting, va hiéu suat thu hdi trong

diéu kién mau tring 13 dat yéu cau (90,72 — 103,73%).
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e Bang 4.3, CV nhé hon 20% (2,44 — 6,86%), SD thép (0,1 —3,1) nén dat muc

chap nhan trong phan tich.

e Biéu dd 4.3 thé hién dugc mdi lién hé tuyén tinh giita luong OTA cho qua

cOt va hiéu sudt thu hoi cta cot qua phuong trinh:

y=-0,2798 x + 104,41 v6i R? = 0,9833

4.5 Hiéu suét thu hdi ciia c6t IAC d6i véi miu bia

Gay nhiém mau bia bang cach thém OTA vao 5 ml bia luong d3 biét trudc cac

ham luong, cho qua cdt IAC theo quy trinh (phu lyc 2), mdi lugng thuc hién 2 lan.

Tién hanh dinh lugng bang huynh quang ké luong OTA trude khi qua cot va sau khi

thu hoi.

Két qua duoc trinh bay & Bang 4.4 va Biéu d6 4.4

Bang 4.4 Hiéu suit thu hdi ciia ¢t IAC ddi véi miu bia

Lugng OTA nhiém Luong OTA thu | Hiéusuatthuhoi | SD | CV
vao 5ml bia n hoéi trung binh trung binh
(ng) (ng) (%)
4,42 2 4,86 109,95 0,3 6,47
10,33 2 10,52 101,84 0,13 1,25
22,9 2 20,89 91,22 1,42 6,49
48,67 2 37 76,02 8,2 19,14

Hiéu suit thu hdi (%)
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T~—— y =-0.7372x + 110.67

) R?=0.9751

—
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Luong OTA qua IAC (ng)

Biéu d6 4.4: Hiéu suit thu hdi ciia cot IAC ddi véi miu bia

Nhan xét:

e Theo Biéu dd 4.4 va Bang 4.4 thi hiéu suit thu hdi cang giam khi luong

OTA cho qua cdt cang tang, hi¢u suét thu hdi khi mau nén 14 bia dat yéu

cau khi lugng mau nhiém nho hon 22,9 ng (91,22 — 109%), ¢ lugng cao
hon (> 48 ng) thi hiu suét thu hoi giam (76,02%).

e Su chénh léch vé hiéu suat thu hoi & mau nén 13 bia va khong c6 mau

nén co thé 1a do lugng OTA bi that thoat trong qua trinh chiét mau va

thao tac pipet khong chuén xAc.

e O Bang 4.4, CV < 20% (6,47 — 19,14%), SD thap (0,1 — 8,2) nén dat

murc chip nhan trong phan tich.

e Biéu dd 4.4 thé hién duoc mdi lién hé tuyén tinh giita lugng OTA cho

qua cit va hiéu suét thu hoi cta cot qua phuong trinh:

y=-0,7372 x + 110,67 véi R*=0,9751

4.6 Tinh hinh nhiém OTA ciia mét s6 miu thue pham trén thi truong

Thu thap mau, thyc hién theo quy trinh chiét va tinh ché IAC, sau d6 dinh

luong bang huynh quang ké.

Két qua kiém tra duoc trinh bay & Bang 4.5



Bing 4.5: Tinh hinh nhiém OTA ciia mt s6 mau thuc phiam trén thi trueong

X Luong OTA (ng /1 ml
STT Mau x
mau)
1 Ca phé Hi¢p Nga 14,88
2 Vinacafe 4,05
3 Millo 2,12
4 Bot ngii cbe 2,43
5 Nescafe 0,99
6 Bip (mua ngoai cho) 9,9
7 Bip (Vién Pasteur) 1,43
8 Dau nanh (Vién Pasteur) 1,99
9 Tam (Vién Pasteur) 2,3
10 | Bia Sai Gon (333) 0

31

Qua két qua Bang 4.5, nhan thiy tinh hinh nhiém OTA trén thi trudng rat nhiéu.

Vi vay cong tac dinh lugng OTA béng cOt sic ky 4i lyc mién dich 1a rat can thiét.
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Chuong 5. KET LUAN VA PE NGHI

5.1 Két luin

Tao cot sic ky i lyc mién dich (IAC) c6 kich thuée 0,4 cm x 10 cm v6i ndng
d6 khang thé khang OTA 1a 5 mg/ml gel Sepharose 4B, c6 kha ning bat giit OTA dat
yéu cau.

Hiéu sut thu hdi cta cot IAC ddi véi OTA chuan tot (trén 90%).

Hiéu suat thu hoi cua cot IAC ddi véi mau tu tao (bia) dat yéu cau khi luong
OTA qua cdt trong khoang tir 0 — 20 ng.
5.2 Pé nghj

Néu c6 diéu kién chung toi dé nghi tién hanh thir nghiém xéac dinh cac thong sd
ki thuét cua cot nhu: dung tich cdt, do nhay va dg 1ap lai ctua cot dé c6 thé két luan

thuyét phuc vé kha ning bat OTA ciia cot IAC.
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PHU LUC

Phu luc 1. Quy trinh tinh ché khang thé khang OTA
1. Quy trinh gAy mién dich thé

Tho dung giy mién dich phai hoan toan khoe manh, 2 — 3 thang tudi, trong
luong trén 2 kg. Tién hanh gdy mién dich trén 2 tho dé san xuat khang huyét thanh
khang doc t6 nAm (ochratoxin A ).

Lay 1 ml méu tai truéc khi tiém miii man cam dé lam dbi ching. Cac mili tiém
1,2, 3,4 va5lan luot cach nhau 28 ngay va sau 14 ngdy clia cac miii tiém tién hanh
14y mau, ly tAm, tach huyét thanh, bao quan & (- 20°C).

Miii man cam

Cho NaCl 0,9% va cong hop OTA — BSA 2500 pg/ml vao 6ng, thém ta chat
hoan toan vao vdi cung thé tich, vortex 30 phut. Thu dugc huyén dich OTA — BSA,
lay 2 ml cho vao 6ng tiém (tuwong tng 300 pg OTA — BSA).

Tiém nhiéu mii trén lung, con lai 100 pl huyén dich tiém vao dui. O dui con lai
tiém 100 pl vaccin ho ga.

Miii nhic lai 1, 2, 3,4, 5

Quy trinh tiém twong tu nhung luong khang nguyén OTA-BSA giam dan
(lan 1:150 pg OTA — BSA, 1an 2 — 5: 125 pg OTA — BSA ). St dung ta chit khong
hoan toan va khong c6 vaccine ho ga.

Sau miii nhic lai thtr 3, tién hanh liy mau tho tinh ché khang thé va tao
cot IAC.

Theo d&i dap tmg mién dich va kiém tra chat luong khang thé

Theo ddi dap ing mién dich bing phuong phap khuéch tan kép trén thach

Huyét thanh sau miii nhéc lai thit 3 dwoc 1am phan tng khuéch tan kép.

1g agarose duoc hoa tan trong 100 ml dém phosphat, pH = 7,2. Pun dén khi
agarose tan hoan toan. Do thach 6,5 cm x 6 cm, day 3 mm trén tam film trong, tao cac
giéng trén thach.

Sau d6 cho khang nguyén va khang thé vao giéng tuong tng, u budng 4m 4°C.
Khoang 24 — 48 gid quan sat duong tua, ép kho thach va nhudm véi d6 Ponceau

S 0,2%. Sau d6 rira voi nudc va dé kho tu nhién.
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Kiém tra chét luong khang thé
Dung phuong phap Bradford dinh lugng protéin va dién di trén thach
SDS — polyacrylamide dé kiém tra chét lugng khang thé.
2. Tinh ché khang thé khang OTA
Tinh ché khang thé khang OTA bang cach tia huyét thanh véi amoniumsulfate
45%$, sau d6 loai bo khang thé khang BSA bang cot sic ky 4i lyc mién dich véi cong
hop gel CNBr — activated Sepharose 4B — BSA.
Khi d6, chi c6 cac khang thé khang OTA di qua cot con cac loai khang thé con
lai bi gitr lai do twong tac khang nguyén — khang thé ctia BSA.
3. Cong hop IgGo1a 1€n polymer Sepharose 4B va tao cot IAC
Tién hanh cong hop IgGora 1én polymer Sepharose 4B va tao cot IAC
Cot dugc bao quan & nhiét do 4°C — 8°C. Gia ai luc mién dich giit hoat tinh én
dinh it nhat 1 nim
Phu luc 2. Quy trinh chiét OTA d6i voi mot sé mau thuc pham
1. MAu bia:
5 ml bia loai khi
{ 1 ml NaCl 15%, NaHCO3; 2%

Cho chay truc tiép qua IAC

Ria . 10 ml NaCl 2,5%, NaHCO; 0,5%
{ 10 ml nudc

l

Giai hap bang 1,5 methanol

l

Do huynh quang dich giai hip



2. Miu ca phé :
{ 25 g mau
100 ml MEOH : H,0 (8: 2)

l

Khudy tir 5Io vong/phut, 30 phut

Loc qua gidy loc

l

Pha loang { 10ml dich loc

l

10 ml dich pha loang qua cot

l

Rura { 10 ml dém rira mycotoxin

10 Inl nudc

Giai hap bang 1,5 methanol

40 ml nudc sach

Do huynh quang dich giai hip
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3. Miu biip:
50 g mau, 5 g NaCl
{ 50 ml MEOH: H,0 (8: 2)
Khudy tir 500 vong/phit,30 phut
Loc qua gidy loc

Pha loang - 10ml dich loc
{ 40 ml PBS, 2% Tween

10 ml dich pha loang qua cot

|

Rura { 10 ml PBS, 2% Tween

10 ml nudc
Giai hap bang 1,5 methanol

Do huynh quang dich giai hip

Phu luc 3. Cac giai doan phan tich OTA bang ¢t IAC va huynh quang ké
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1. Chiét mau va loc dich chiét

2. Cho dich chiét chay qua cot IAC

Giai hép

3. Giai hap

4. Binh lugng bang huynh quang ké
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