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1. PAT VAN PE

Selen 14 nguyén t6 vi lugng cdn thi€t cho co thé; khoang bon chuc niam
truéc, vai trd cla selen trong sinh hoc da duge nhiéu nha khoa hoc chi y. Trong

finth vuc chan nuoi gia sdc, ngudi ta nhan thdy néu thic an thi€u selen thi stc vat

‘méc ¢dc bénh loan dudng co, tang tiét dich...

" K€t qué nghién cttu dich t& hoc & Nhat Ban, New Zeland, Trung Qudc... cho

,' tﬁa'y, tai mot 6 dia phuong néu ham luong selen trong khéu phédn an th4p thi ty 1&

rigudi dan méc bénhi ung thu, bénh tim mach {(bénh Keshan Trung Quéc)... cao hon

* “noi khéc. Su thi€u hut selen lam gidm hoat tinh clia enzym glutathionperoxydaza, -
~ “lam cliam qud trinh sinh t8ng hop coenzym Q va giam hoat ho4 vitamin E... Day 1a

nhifng chit chéng oxy hod quan trong, giip co thé loai bd cdc gbc tu do, cdc

» ' peioxit doc hai; nhut vy selen thuc sy tham gia vao viéc ting cuong hé thong oxy

" hod chia cd thé; su thi€u hut selen dén t6i kha ning bi mic cic bénh ung thu, tim

“mach, viem thdp khdp, suy gidm mién dich, suy thodi vong mac mit... TGi nay
* ngudi ta thay selen c6 lién quan téi 40 bénh & nguoi. :

Tix nhiing thit ﬁghiem b8 sung selen cho dong vat, sau dé duge nghiéh ciru.
ap dung trén ngudi cho thdy trién vong khic phuc dugc sy thi€u hyt selen. Ngudi ta

" tao ra nhiéu ch& phfm chia selen sir dung cho dy phong va diéu tri bénh. Thoat

ddu ngudi ta ding selen vo co, vi du: selenit natri... Tuy vy, c6 ¥ ki€n cho ring
céin phai than trong véi doc tinh ciia selen vo co, vi néu ding quéd lidu c6 thé gay
tai bién. V& doc tinh cha selen vo co da duge nhiéu nha khoa hoc phan tich. Theo
Vien s Kudrin A.N (1982) khi tiém Natri selenit cho dong vat thi dai liéu c6 tic
dung diéu trj 12 tir 10 d€n 100 pg/kg thé trong, liéu doc cdp 12 6,26 mg/kg (= 6260
ng/kg), nhu the thuéc cé do an toan tuong doi rong. Hién nay trén thi trudng thudc
6 mot s6 ch€ phdm nhu: ché phdm Plenyl cira Hang UPSA (Phép), thanh phin c6
cdc vitamin, khodng vi lugng va 25ug selenit natri; ché phdm Lycored (An do)
thanh phédn cé vitamin A, vitamin E va 70pg selen dioxit.

Nhitng nghién ctu cho thdy selen dang hifu co c6 sinh kha dung va d6 an
toan cao hon selen vo co. Do d6, trong khoang thdi gian gdn day c6 nhiéu cong
trinh nghién cifu tim cdc nguén selen & dang hitu co. Ngudi ta ti€n hanh tim selen
trong cAy c&i, song ham lugng cdc hop chit hitu co chia selen trong cay thay ddi
theo mira, theo dia 1y thé nhudng cho nén gip nhiéu trd ngai. Viéc téng hop hod
hoc céc hop chdt hitu co chita selen thanh cong nh4t 12 chat Ebselen, hién dang
duge nhéc nhiéu véi kha ning ing dung trong tim mach, viém khép. .

Huéng nudi cdy ndm men trong méi trudng cé selen vo6 co duge nhiéu
nha khoa hoc quan tam, da thanh cong s6m va c6 nhiéu ch& phdm nhit.

(J Nhat Ban, Yamada Koichi (1977) di nuoi cly Saccharomyces Uvarum,
nhiet do 30°C trong 3 ngdy & moi trudng Malt cé néng do selen 10 pg/l ml moi
trudng, da thu dugc nhitng ndm men cé ham lugng selen 2000 pg/lg sinh Khéi
kho. Wantanabe (1980) d3 nuoi cdy S. Cerevisiae & 26°C, diéu kién hi€u khi, trong
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'moi trudng chifa selen, sinh khéi thu duge c6 doc tinh thap, san phdm dugc diing

" - dé phong bénh thigu selen cho g.

‘ 'O Trung Quéc, Huang Xiang Xian va cOng sy (1988) di nuoi cdy nhiing .
. ndm men S. Cerevisiae trong moi trudng c6 tir 3-10 ug selen/1ml, & 28°C trong 24

gid, dd thu dyoc nhiing sinh kh6i ndm men c6 ham luong tir 935 - 1100 ug
selen/1g sinh khéi kho. .

3 Ditc, Phép, Canada nhiéu hing da thanh cong trong viéc nuodi cfy nim
- meh giat selen d€ lam thudc cho ngudi hosic diing trong chin nuéi.

Ngudi ta da nghien cdu va xdc dinh ndm men gidu selen ¢ thanh phén chi

yéu 1a selenomethionin. Nguyén liéu nfm men gidu selen ¢6 miit trong khd nhiéu

. ché phém thubc dugc ding dé du phong va diéu tri cc bénh ung thy, tim mach.

' . phong chdng ldo hod.... Nhitng ché& phdm thuéc dé 1a:

* Tai.Dtic c6 Protecton véi thanh phdn:  vitamin.C - 500mg,
: . vitamin E 4001U,
3-Caroten 15mg,
selen trong ndm men 50ug.

O Phép, Celnium la dang men bia nuéi trong méi trudng dic biét chira selen.
Thudc diing dé thay d6i co dia cho bénh nhan.

~ 'Hién nay céc ch€ phdm nang mém cfia Han Quéc nh4p vdo Viet Nam cé
thanh phdn giong Protecton, v6i nhidu biét dugc nhu: Saylom, Belaf, Cigelton,

Youngton, Selelans, Keromax.

3 Viet Nam, Dang Hong Thuy - Dé Thu Huyén - Tir Minh Koéng (1992)
da nuoi cdy nfm men trong binh nén 500m! chta 50ml meéi trudng dat tren may
lac quay tron véi t6c do 220 vong/phiit, & nhiét do 30°C trong 48 gid. Thanh phin
moi trudng 1a cao ngo, dudng kinh, KH,PO,, MgSO, va (NH,),S0,. Néng do selen
trong moi trudng 1a 10 pg/ml. D3 thu dwoc nhitng n&m men chia 126 - 171pg
selen trong 1 gam sinh khoi kho.

Nam 1996, nhém nghién cifu & bo moén Vo co - Hod 1y trudng Pai hoc
Duge Ha ngi dd nuoi cdy ndm men Saccharomyces cerevisiae {rong moi trudng
selenit natri dé thu dugc nhitng nAm men c6 ham lugng selen tir 150 dén 500 pg
selen trong | gam sinh khdéi kho, ¢ hoat tinh chéng oxy hod kh4 t6t. Higu sufit tao
stnh kh6i ndm men va ham lugng selen trong nm men phu thuoc nhiéu vao thanh
phén, pH moi trudmg, thoi gian va nhiét do nuoi cdy.... Vi vay cdn phéi c6 nhing
nghién cttu ti€p néi nhim gidi quyét nhitng vin dé ndy. '

Nam 1997, Bo Y t€ cho phép nhém nghién citu ching t6i thuc hién dé tai
cip Bo "Nghién citu sdn xudt thit mét so ché phdm chita selen, antioxydant
ding trong ldo khoa". Ngay 28/4/1999 dé 1ai dugc bdo céo nghiém thu & cdp co
s0. Song do thoi gian d6 dé tai khong duge xét duyét dé cuong, nén noi dung
nghién cifu qud rong: déng thdi c6 mot s6 vin dé cdn phai [am rdé hon nhu: phuong
phdp xdc dinh chinh xdc ham lugng selen trong n4m men, liéu c6 1in selen vé co
trong ch€ phim khong... Vi th€ Hoi déng khong bd phi€u nghiém thu. Hoi déng
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c ki€n nghi Bo Y & cho phép dugc rit gon noi dung nghién ciu, tp trung vao

nghién ciu sin xuit ndm men gidu selen vd dé nghi Bo Y (& cdp thém kinh phi, cho
phép dé tai kéo dai thém mot nam dé hoan thién céc vin dé ma Hoi déng dd yéu

"--cAu. Do chii nhiém dé tai chuyén cong tac sang Téng Cong ty Duge Viét Nam ¢6

1am don dé nghi va dugc sy déng § cha Trudng Dai hoc Dugc Ha Noi, ngay

5/9/2001 Bo Y t€ dd c6 Cong van s6 7119/YT-K2DT cho phép chuyén co quan chi

tri dé tai tir Truomg Pai hoc Dugc Ha Noi sang Trung tam Nghién cfu va phit trién
- Khoa hoc - Cong nghé Dugc, thuoc Téng Cong ty Duoe Viét Nam (Phu luc 1). '

Theo Quyét dinh s6 4333/2001/QD-BYT ngay 19/10/2001 ciia Bo Y t€, dé
12i da dugc céip them kinh phf va ¢4 tén chinh thic 1a: "Nghién citu sdn xudt ndm
men gidu selen” (Phu luc 2).

1. MUC TIEU BE TAI

D& tai "Nghién citu sdn xudt ndm men giau selen (quy mo phong thi
nghi¢m)" tap trung thyc hién 3 muyc tiéu cy thé sau:

1- Nghién citu 6n dinh phuong phédp sin xuit nm men giau selen.
2- Xay dung tiéu chufn k¥ thuat ciia ndm men giau selen.

3- Panh gid doc tinh cdp va ban c4p cha ndm men giau selen.
I1I. PHUGNG PHAP VA POI TUONG NGHIEN CUOU

[11.1- PHUGNG PHAP NGHIEN CUU VA NGI THUC HIEN:

Trong qué trinh thuc hién dé i, ching t6i dd st dung céc phuong phép
nghién ctu sau:
111.1.1- Phirong phap ché tao nfm men giau selen

Dua vao khi ning cita cdc t&€ bo ndm men c6 thé chuyén selen vo co ¢6
trong moi trudng nudi cdy thanh dang hop chét selen hitu co trong t€ bao ndm men,
chiing nfm men Saccharomyces cerevisiae dugc nudi cdy & moi truong AL
Giukova [1], ¢6 b8 sung thém natri selenit (P.A). Qud trinh nudi cdy va thu hoach
ndm men duoc thuc hién tai Phong thi nghiém Lén men, Vién Cong nghé Sinh hoc.

111.1.2- Céc phan img dinh tinh selen trong naim men

Céc phan tng dinh tinh selen trong nfm men dugc xay dung dua vao phan
ing ctia [ khit Se (IV) hodc Se(VI) v€ dang selen nguyén t6 c6 mau do, khi cd
miit uré [2]

I11.1.3- Phuong phédp dinh Jugng selen trong ndm men:
- Theo Phu luc s6 3 trang 3001 clia Duogc dién M§ (USP) 23[3]
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: -:fN_g’uyén tic clia phuong phdp:
L Selen trong méu duge d6t trong binh kin ¢8 hep chia oxy, hép thu béng
" HNO, 30% dé& chuyén vé Se(IV), cho phan ing ti€p véi thudc thir dac hieu la 2-3
- diaminonaphtalen tao ra san phdm piasoselenol; chat nay duge chiét bing
cyclohexan vi do cudng do hdp thu & 380nm. Lugng selen trong miu tinh duge,
‘khi tién hanh déng thdi so sinh véi miu chudn va d6i chiing voi mAu tring.

S Qu4 trinh nghién ctru tng dung phuong phdp dinh lugng selen duge thuc
~hiéntai B6 moén Vo6 co-Hod 1y va Phong TN Trung tam , Truong PH Dugc Ha Néi.

'.‘\,?‘,‘I‘Hr.l;.4- Phuong phap do hoat tinh chéng oxy hoa invitro:

Xdc dinh hoat tinh chéng oxy hod invitro theo phuong phdp cua C.G.

L J_Brag._odmv (1987) [4). Thi nghiém dugc thyc hién tai Bo mon Vo co-Hod 1y.

" IfI,1.5-Xdc dinh déc tinh cip va ban cdp: Tién hanh theo phuong phép ciia W.B.
. Abraham (1987) va Turner A (1965) [6, 7]. Thi nghiém dugc thyc hién tai Bo mén

" Dugc Iy clia Hoc Vién Quan Y va B mon Duoc 1y, Truong Pai hoc Y Ha Noi.

111.2- NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG TIEN NGHIEN cou:
. lIII.Z.l. Dung cu:

* M4y quang phé UV-vis 725 Trung Quéc va Carry IE - Varian USA cia Trudng
Pai hoc Duge Ha Noi

* May ly tam Hermle Z320 (biic)

= Thiét bi len men BioFlo-5000 USA cita Vién Cong nghé Sinh hoc
= Ld nung Electrotherm ' ‘
= Ti sdy ciia Hiang Shellab.

* Can phan tich d¢ chinh xé4c 1/10mg.

= pH mét clia Hing Metron-774

I11.2.2. Hod chat:

= Natri Selenit PA cta Ditc

* Acid Thiobarbituric, Hang Sigma

» ' 2-3 Diaminonaphtalen PA cta Phip

= HNO,, NH,OH, KI, Hydroxylamin, uré ... dat P hodc PA.

2 Selen kim loai PA, 99,70%

111.2.3. Vat liéu:

# Nam men Saccharomyces cerevisiae nhap tx Thuy pién do xudng bia
KALTENECKER cita Cong ty Dung cu co khi xufit khdu cung cép.

[
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Lo Chuot nhit tring lodi Swiss nang 20+2 gam do Vién Ve sinh dich t& Ha Noi

cung cAp.

Iv. KET QUA NGHIEN CUOU

[V 1. NGHIEN CUU CHE TAO NAM MEN GIAU SELEN:

* IV.1.1- Lua chon diéu kién nuéi ciy nim men:

Qua4 trinh ch€ tao nim men gidu selen duge xay dung trén nguyén tic: ndm
men duge nudi ciy trong moi trudong c6 selen vo co nhu mot nguyén t6 vi luong, t&
bio ndm men s& ddéng hoa, chuyén selen vi lugng vao tharh phdn amino acid,
protit. Sau thoi gian nuoi c4y nhat dinh, ti€n hanh thu hoach sinh kh&i ném men.

Trong c4c nghién ciu trudce day, dé c6 th€ Iua chon dugc mot quy trinh nuoi
¢4y ndm men thich hop, ching t6i d4 ti€n hanh mot s6 thi nghiém sau:

» V& chiing nfm men: Ching t0i xuft phat tir 2 chuing 12 Saccharomyces carlber-
gensis M.11 do Phong K§ thuat nha mdy bia Piatchigo cung cép; ching Sac-
charomyces cerevisiae do Xudng bia Vin phong TW Dang, Nha mdy bia Ha
Noi va gin day do Xudng bia Kaltenecker cung cdp. Ca hai ching déu duoc
nuoi ciy & mot s6 moi truding va trong céc diéu kien khac nhau, mbi ching déu
c6 nhitng uu viét riéng, viéc chon chiing S.cerevisiae chii yéu 12 do ngudn cung
c&p 6n dinh.

« V& méi trudng nudi cdy: Can cf vio cdc thi lidu tham khéo, ching toi da su
dung mot s6 moi trudng nudi cdy sau:

. Moi trudng @: thanh phén c6 saccaroza 5%, NH,Cl + Na,HPO, 0,1M, pH =
7.0. |

- Moi trudng @: theo cong thic chia Giukova gém hén hop cdc dudong fruc-
toza, mantoza, glucoza.. khoing 10%, protein, acid amin, pH = 6,5-7,0.

Chung t6t dd nudi cfy hai ching nfm men & 02 moi trudng trén, trong do
chiing S.cerevisiae thich hgp v6i méi trudng Giukova hon. Thanh phén cu thé
clia moi trudng da dugc chdng toi cai ti€n nhim phd hop véi diéu kién Viét
Nam (nhu chon loai dudng va loai acid amin).
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.~ = 'Viéc b8 sung selen vio moi trudong nuoi cdy: Ching t6i da tién hanh khio sit
“ ' anh hitdrig cha selen cho vio moi trudng nuoi cdy d6i véi hidir suit tao sinh
kh6i ndm men va ham lugng selen trong ndm men. K&t qua nghién ctiu cho
thdy: v&i ndng do selen trong moi trudng nuéi cAy dudi 100pg/Iml thi ndm
men-phdt trién binh thudmg; khi néng do trén_100pg/1ml thi hiéu sudt tao sinh
khoi thap, sy tang sinh rit cham. Viéc chon néng d6 selen bd sung vio méi

-trudng khodng 10pg/ lm\l 12 phit hop véi chiing ndm men S. cerevisiae.

 #.'Vé c4c théng s6 k§ thuat khic: Ngoai mot s6 diéu kién co ban trén, ching toi
 ciing dia khao sat d€ lva chon céc thOng s& nhu t6c do théi khi oxy, nhiét do va

. thoi gian nusi cdy. Ket qua cho thdy & nhiét do khoéng 25- 30°C, td¢ do théi khi
! ¢ao 14 t4t thun lgi cho su phat trién ndm men. K&t qua lya chon duge trinh bay -
. tai bang 1. -

K " -Viéc nuﬁl-ca'y ndm men doi hoi khd nghiém ngat vé diéu kién vé sinh moi

trudng d€ tranh nhiém khudn. Khi théi vao binh nusi cdy phai 12 khi sach.

1V.1.2- Tién hanh nuoi c4y:
1- Chudn bi nguyén vat liéu:
* Moi trucng nudi cdy ndm men cd thanh phin theo cong thiic cla

A.l. Giukova, bao gém: Saccaroza 6%
Acid amin 0,3%
Mantoza - 3,5%%

Nuéec cét vira da

Sau khi pha ché& dem tiét tring 120°C trong 20' .

* Luong selen dua vio moi truong duoge pha tir Natri Selenit PA cua
Pic véi nong do khoang 10pg/ml.

* N4m men Saccharomyces cerevisiae dugc nhan lén va hoat hod &
nhiét d6 5°C - 10"C trong khodng 10 gié.
2- Chudn bi thiét bi 1én men:

Thiét bi 1én men ty dong 12 may BioFlo-5000, c¢6 dung tich 80 lit cua

Phong thi nghiém Lén men, Vién COng nghe Sinh hoc thuéc Trung tam
Khoa hoc tu nhién va Céng nghé Qudc gia (Hinh 1).

Trude khi ti€n hanh nuoi cdy, phong lén men duoc vé sinh sach s€,
mdy van hanh ty dong theo chuong trinh dé thuc hién ch€ do tiét tring ¢
120°C trong 20 phiit. Sau khi thi€t bi ngudi trd lai méi nap méi trudng nuodi
cdy vi men gidng.

Pat cdc ch€ do: pH, t6c do thdi oxy, nhlét do va thoi gian nudi cay
nhu trinh bay & bang 1.
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Hinh 1. Thiét bi 1én men Bio Flo 5000 USA, dung tich 80 lit
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_3- Tién hanh nudi cidy va thu hoach ndm men:

Céc mé lén men dugc cdn bo chuyén trach - Ky su Nguyén Vian
Thudng - Phong TN Lén men Vién Cong nghé sinh hoc, truc ti€p thuc hién
~ (Hinh 2)

Hinh 2. Thuc hién nuoéi cy ndm men.

Céc thong s6 cho cdc mé nudi cdy duge néu G bing 1 sau:

Bang 1. Céc thong s6 vé ché d6 nudi cdy ndm men

Ny Thé tich moi . .
TT Ngay thang trumg (1it) Ché& do nudi cay
1 16-10-1999 15
pH : 6,5-7
3 22-05-2000 15 Téc do théi khi : 200 ml/phait
. Thoi gian nuoi cdy : 24"
4 07-02-2001 14 Luong giong cdy  : khoang 10%
5 18-02-2001 28
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~ Viéc thu hoach nfm men dugc ti€n hanh & Phong thi nghiém Enzym
clta Vient Cong nghé Sinh hoc nhu saun: t4t cA ndm men va moi trudng sau
khi két thic nuoi cdy duge chuyén vao phong lanh 0° - 5°C, dé 14ng tdch va
ti€n hanh ly tam, rira bing HCl 0,01N va sau d6 bing NaOH 0,01N, tién
hanh 3 14n nhu’ vay réi rita biing nudc.

Qua trinh 1am kho sinh kh6i ndm men dugc ti€n hanh qua nhiéu glal

" doan, trudc hét 13 loai bét nude trong phong lanh, sau dé dan mong va théi

: khong khi sach nham lam tang nhanh sy bay hoi nudc. Khi sinh khéi dat téi

mot do 4m nhat dinh, ching t6i mdi nang ddn nhiét d¢ qua nhiéu mic tir

. -50°C dén 90°C. Cudi ciing sy kho & 105°C trong 30 phiit. Déng géi trong
‘tdi PE hai 14n, bao quéan & noi kh6 mat.

- IV.1.3- Két qua:

Quy trinh nudi cdy ndm men do chiing t6i x4y dung da dugc Vién
Cong nghé Sinh hoc ti€n hanh thdm dinh. Vién da x4c nhan cdc diéu kién,
ch€ do nusdi cdy ma chiing téi lya chon 1a phi hop véi qué trinh nuoi ciy
ndm men Saccharomyces cerevisiae (Phu luc 3).

Sau khi thdm dinh, ching 16t d4 moi mot s& cdn bo cha Vién Cong
nghé Sinh hoc tham gia thuc hién dé tai.

Viéc nuodi cdy nfm men dugc ti€n hanh véi thé tich moi trudng nuoi
cdy tir 15 lit dén 28 lit, san phﬁm thu dugc 12 nhitng lugng sinh kh6i ndm
men khd 6n dinh. Ch€ phdm & dang bot kho, toi, mau vang hoic tring xdm
déng nhat. Ham luong selen khodng tir 400 phén tri¢u téi 600 phédn triéu
(Phu luc 4).

Qua 5 mé (bang 1) va mot s6 mé thyc hién vao Quy I nim 2002 cho
thdy quy trinh tuong d6i 6n dinh, hiéu suél tao sinh kh6i nm men khoéang
0,3-0,5kg/mé.

Toan bo quy trinh ché tao ndm men dugc trinh bay theo so dé sau:
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So dé cac giai doan ché tao ndm men giau selen

Chiing ném men Moi trudmg nudi cdy
dd hoat hod c6 chifa selenit

N6i 1én men
BioFlo 5000

;

T<5"C
Lang gan

¢

TO<5°C HCL 0,01N
Ly tam, Rua NaOH 0,0IN

¢

Loai nude ,
Say kho

-

Xay min

Sdy 105°C - 30 phat

\b

Dboéng goi
Bao quan
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- 1v2. NGHIEN COU XAY DUNG TIEU CHUAN CHAT LUGNG CUA NAM

" MEN GIAU SELEN: |

Truéc nam 1998, chiing toi d khong tim duoc tai liéu hudng dan k§ thuat’
xdc dinh ham lugng selen trong ch€ phdm thude. Mai t6i nam 1998-1999, Cuc
Quan 1y Dugc va Hoi déng Dugc dién Viét Nam méi c6 duoc phdn phu luc b6 sung
vé ‘céch dinh lrong selenium (trang 3001, phu lyc s6 3 - Dugc dién My 23) ma
nhiéu hang 4p dung dé dinh lugng céc thudc chifa selen. .

Hién tai ching t6i ciing khong c6 dugc nhitng chuyén luln rieng vé tiéu

" chuéin chat tuong cha ndm men giay selen chia cdc nude trén The gidi. Vi vay.

¢hiing toi da tién hanh nghién cilu mot s6 chi tiéu sau day, v4i muc tigu x4y dung

" tién chudn co s& cho ché phim nfm men giau selen do ching t6i sn xudt. Céc thi

nghiém duge thirc hién tai Bo mon V6 co-Hod 19, Trudng DH Duge HN va Phong

" Hod Iy 11, Vién Kiém nghiém.

1V.2.1- Pinh tinh selen trong nam inen:

Pé phat hién selen trong cdc miu sinh hoc, ngudi ta thuong st dung mot s6
phuong phép dinh tinh sau: ‘

- Phuong phdp khir selen(IV), selen(VI) vé selen nguyén t6, Tac nhan khir
14 Iodid, acid thiocyanic... :

- Phuong phép tao phic: véi mét s thude thir (vi du: 0-diamin thom...)
- Phuong phép dong hoc xuc téc.
Trong céc thi nghiém dinh tinh selen dudi day, ching t6i s dung phuong
phap khir selen (IV) vé selen nguyeén t6, tic nhan khir 1a Kali Todid.

1- Nguyén tic ctia phan ting:

- Selen trong mau dugc acid HNO, chuyén thanh acid seleno. Chat nay
duoc I~ khit thanh selen nguyén t6 két tha c6 mau do. Phan tng xay ra nhu
sau:

H,SeO, + 417+ 4H" = Sed + 21, + 3H,0
2- Tién hanh: ' : :

Can mot lugng ndm men chia khoang 0,1mg selen, cho vao binh nén
100ml, them 10m! HNO, 30% (TT). Dun néng 60°C trong 10 phit, thém
10mg uré dun soi dé nguodi, théem 20ml dung dich KI 10% (TT). Dung dich
phin Gng s& cé mau tir ving - vang cam - do t6i tuy thude vao ndng do
selen.

3- K&t qua dinh tinh selen trong ndm men;

- Véi. cing diéu kién (nhiét 4o, HNO; 30%, thoi gian dun ndng) khai
lugng ndm men thay déi thi hén hop phdn dng c6 mau tir vang cam tdi nau
den nhur sau:

BAO CAO TONG KET DE TAI BIOSELEN (KCB-02) 12.



Bﬁng 2. Mau ciia hén hop phan tng theo khdi lugng ndm men

Thi nghiémr ~ Khéi lugng T :):hié’t Thai gian Mau cf}a h‘6n hop
' (g ) (phut) . phan ¢ng
1. 0,2 60 20 Vang cam
2 0,3 60 20 Nau do
3 0,5 60 20 X4m den

- Tién haph v6i ciing kh6i ligng nédtm men 1a 0,3g, dung HNO, 30%,
chiét ciig & 60°C, nhung thay ddi thoi gian chi€t tir 10 phit dén 30 phit,
cdc dung dich phan Gng c¢6 mau cling thay déi tir vang cam dén do t6i nhu
o osaw: -

Bing 3. Sir thay ddi mau phan tng theo thoi gian chiét

Thi hghiém Thoi gian chiét (phdt) | Mau clia hén hop phén tng
1 10 Vang cam
2 20 Nau dam
3 30 Do t6i

Nhut vay, dé c6 duoc sy chuyén mau dic trung cha selen tir nau dam
— db t6i — den x4m trong phan vng dinh tinh, ching 161 chon miu ndm
men cé khéi luong 0,3g, dung moi chiét 1a HNO; 30%, nhi¢t do 60"C va
thoi gian chiét khoang 20 phat.

" 1V.2.2- Dinh tinh selen tir méi trudmg nuéi cdy bam vao ndm men:

Mudi Na,SeQ, dé tan trong nudc, do dé cdn xdc dinh xem mudi nay
tir moi trudng nuoi ciy cé con bam dinh vao bé mat t€ bio ndm men hay
khong, chiing t6i da ti€n hanh céc thi nghiém sau:

Thi_nghiém_1: can 2g nfm men, dua vao binh nén 100ml, thém
20ml nudc cat, lic k¥ 15 phiit, d€ yén 30 phiit. Loc 14y dich trong, tién hanh
1am phan tng dinh tinh selen nhu da néu. :

Thi nghiém 2: can 2g nfm men, dua vio binh nén 100m! cing véi
20ml nuéc cit, dun & 60°C trong 15 phiit, lic k¥, d€ yén 30 phiit. Loc 14y
dich trong, tién hanh 1am phén trg dinh tinh selen. '

Két qua duoc trinh bay & bang 4:
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Bang 4. Mau cia phan ing dinh tinh theo cich chiét

TT ' Cach chiét Mau ctta hdn hop phan ¥ng
1. Khéng dun : Vang nhat, trong sudt
2. Pun & 60°C _ Vang nhat, trong sudt

Nhan xét: Nhu vay, tuy di dun néng t6i 60°C trong 15 phiit nhim
1am tang kha nang hoa tan clia Na,SeO, ching t6i ciing khong phat hién
duogc su bam dinh cha Natri selenit & bén ngoai t€ bao ndm men.

.. 1V.2.3- Xdc dinh gidi han muéi selen hoa tan & ngoai té bao ndm men:

. ‘Mac dit v6i phan ting dinh tinh di khong tim thdy mudi selen hoa tan bam
-dinh & ngodi t€ bao ndm men, nhung vi nfm men dugc nuoi cdy trong moi trudng
c6 selen v6 co, do 86 cdn phai x4c dinh gidi han cla su bim dinh nay dé dua vao
tieu chufn chat luong ciia ch€ phim nim men giau selen. Ching toi d4 ti€n hanh
thi nghiém sau: '

1- Tién hanh:

Can chinh xdc 2,5g nfm men, thém 20ml nudc c4t, lic déu. D€ yén
30 phat. Thinh thoang lic nhe. Ly tam, loc 16p nudc phia trén. Pha loang
- dung dich t6i 25ml (dung dich A).

- Dung dich thir. 10m] dung dich A, thém 0,05g uré va 10m! dung
dich Kali iodid 10% (TT). Léc déu, thém nudc vira dt 25ml.

- Dung dich chudn: L&y 10ml dung dich gfc ¢6 lugng selen 2ug/ml.
Ti€n hanh nhu dung dich thir.

Do mat do quang cta dung dich chudn va dung dich thir & budc séng

550nm.
2- Két qua: Gid tri mat do quang cha miu thit vd miu chudn dugce trinh bay
tai bang 5:
Bang 5. Gid tri mat do quang clia miu thi va mau chudn
Méu s6 D mdu thir D miu chuén
1 0,085 0,150
2 0,050 0,155
3 0,060 0,145
4 0,030 0,160
5 0,085 0,125
TB 0,062 + 0,024 0,147 £ 0,014
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 Nhu vay, lughg selen hoa tan bdm dinh & ngoai t€ bao ndm men thép

-hon nhiéu so véi méiu chitng ¢6 lugng selen 14 2Zpg/mi, vi th€ ching t6i chon

gi6i han luong selen hoa tan bdm dinh & ngoai t€ bao nfm men nhoé hon 20
phan triéu.

IV.2.4- Pinh lugng selen trong ndm men:

D6i véi tht ca cde thudc cé chita selen-d dang ndm men nhu: Belaf,

Saylom, Youngton, Cigelton... ham lugng selen ¢6 trong ch& phdm déu

. dugc cdc Hang xdc dinh theo USP 23 (Mj‘/) Vi vay chiing t6i da lya chon

 phuong phap nay dé dinh lugng selen cé trong nfm men giau selen do
.- chiing tbi san xudt.

“1- Nguyén tic chia phuong phdp:

_ Cédc mau thuoc chia selen dugc vé co hod bing phuong phdp dot
trotig binh chita oxy. Céc chdt saii khi d6t chdy hoan toan dugc hdp thu bing
dung dich HNO, 30%. Diing NH,OH diéu chinh vé pH = 2,0 + 0,2. Cho hén
hgp ndy phin dng v6i thuSc thér rdt nhay va dac higu la 2-3
Diaminonaphtalen, c6 thém Hydroxylamin, trong diéu kién tranh dnh sdng.
Sau khoang 100 phﬁt, phin dng cha selen (IV) véi thudc thir tao ra -
Piazoselenol. Chat nay dugc chiét bang Cyclohexan, ¢é6 do hdp thu &
380nm. Dung phép do quang, so sanh véi dung dlCh chita selen chudn, suy

ra ham lugng selen trong méu do. '

-2- Ti€n hanh:

Cich pha cic dung dich selen g6c, dung dich chudn, dung dich thir,
dung dich thu6c thir 2-3diaminonaphtalen va cdch vo6 co hod miu, mau
tring dugc thuc hién theo Phy lyc 3, trang 3001, USP23.

M4u thit dugc vé co hod trong binh c¢6 hep chia 1 lit oxy. Khéi lugng
mAu dét thuong tir 100 - 200mg (tuy timg thi nghiém).

Tién hanh déng thdi miu chufn, miu thl, miu tring dua vao binh
chiét tich quang ho4 thép, them 200mg Hydroxylamin hydrochlorid, 1ic
cho tan. Thém 5ml dung dich thudc thir 2- 3d1am1nonaphtalen, day nit, tic
déu. P& & nhiét do phong 100 phit. Them chinh x4c Sml cyclohexan ly tam
dé loai nuéc.

Do do hdp thu phan cyclohexan & miu chudn, miu thir va d6i chi€u
la méu tring.
3- Két qua:
 a- Xdc dinh A, clia phép do:

Ding dung dich selen cﬁuén, ti€n hanh thit phan dng tao phic
piasoselenol, khdo sit sy thay déi mat do quang theo budc séng anh sing
hap thu. K&t qua phd hdp thu c6 A, = 378nm duge trinh bay & hinh 3.
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inh 3. Phé hdp thu ciia Piazoselenol

b- Xdc dinh d¢ diing cia phwong phdp:

Dtlng phuong phép thém chafn selen. Bing cich thém 14n Iuo‘t 1,2,
3, 4, 5 microgam selen chudn vao dung dich ché phdm, sau khi dd v6 co hod
chita sdn mot lugng a microgam selen. Tién hanh xdc dinh selen theo
phuong phédp cta USP 23. Két qua cia phép do mat do quang va ham lugng
selen dugc 1ap thanh bang 6 sau:

Bang 6. Gi4 tri mat d6 quang va ham lugng selen trong miu do

Lugng selen () 5,06 6,06 7,06 8,06 9,06 10,06

D 0,442 0,503 0,549 0,689 | 0,740 0,854

Dya vao phuong phép binh phuong t6i thiéu, ta ¢ phuong trinh héi quy

sau:
y =0,08317X + 0,000724
r=0,9999 7
Céc dai luong d€ dinh gid do diing ciia phuong phdp dugc trinh bay
o bang 7:
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Bang 7. Do diing cta phuong phép xac dinh selen

. ' . X

TT ICJ: (;21% tffé‘:nm\]fgo A 37 8'""‘ tg?gagy Lugng thu hdi , l?gnl:;:é

' a (ug) (1g) e .b(ug) | b-a(pg) %
171 506 | 0,00 0,442 :
2 | 506 1,00 0,503 6,04 0,98 98,0 | X, =96,3%
3 | 506 | 200 | 0549 | 659 | 153 | 765 | 5= 1100
4 { 5,06 3,00 0,689 8,28 3,22 107,3 RSD =
5 | 506 | 400 | 0740 | 889 | 383 | 958 | 125%
6 5,06 5,00 0,840 10,26 5,20 104,0

So sénh hai ddy tuong thém vao va lugng thu héi theo gid tri t thuc
nghiém (t,,), chiing toi c6 t,, = 0,036. So véi Iy thuyeét t, = 2,31. Nhu vay t,
> t,,- VAy, su sai khdc giita hai dai luomg selen chuin thém vao va lugng
selen tim duoc 13 hoan toan khéag cd § nghla théng ké. Nghia la phuong
phép nay cé thé tin cay duoc.

c- Xdc dinh dé 1dp lai cua phuwong phdp:

Cing mot miu ndm men, chung toi tién hanh khao sdt do lap lai cua
phuong phép, bﬁng céch can chinh x4c khodng 100mg nfm men, véi sO
lvong 8 miu. Pem v6 co hod trong binh dét Xy va tién hanh xdc dinh ham
luong selen theo phuong phdp da néu. Két qua trinh bay & bang 8 sau:

Bing 8. D¢ lap lai ctia phuong phap dinh lugng selen trong ndm men

. | Khéi lrgng miu D X .t
TT (mg) A =378 ngSe/lg Chi s& théng ke
1 100,8 0,436 432,7 Xy = 470,8
2 101,2 0.475 469.6 S = 3007
S 30,07
3 101,0 0,449 .444,7 Sy = e = e = 11,37
4 100,8 0,506 502,3 Vn 2,845
S
5 100,7 0,485 480,1 RSD = -2 = 0,064
6 100,8 0,441 435.,0 X1g
" 40 ts
! 100,2 0,502 4989 | . =2,365x 11,37 = 26,89
8 100,4 0,505 503,40 | Vn

BAO CAO TONG KET DE TAI BIOSELEN (KCB-02) 17



Tir bang trén ta th&y ring sai s tuong déi ctia phép do 12 5,7%.
K&t quéa cho thay d6 13p lai ciia phuong phap 12 chép nhan duogc.
d- Ham lugng selen trong cdc mdu ndm men:

Dinh lvong ham luwong selen trong cdc miu ndm men dé ché tao
dugc, theo phuong phép USP 23, chiing 16 thu dugc két qua néu & bang 9
saut:. .

Bang 9. Ham lugng selen trong mot s6 mAu nm men

., S6 ldn Ham lugng selen
Mius6 | x4c dinh (phin triéu)
1 10 470,8 + 26,9
2 10 390,2 + 24,4
3 - -
9 400,t + 30,2 Xrg = 487.5
4 8 6250+ 45,8 S=100.5
5 10 551,5 +29,7

Nhir vy c6 thé tao ra duge nhitng ndm men ¢6 ham luong selen tir
400 dé&n 600 phén triéu trong diéu kién thi nghiém.

1V.2.5- D6 4in cha ndm men giau selen:
Mau nfm men giu selen sau khi thu hoach, dé rira sach, sdy & 105°C
trong 30 phit, dugc déng géi 2 14n trong td4i P.E. Sau mot thang dé & nhiét
d6 phong, xdc dinh do 4m theo DDVN I, t2p 3, phu luc 3.16. Két qua néu &

bang 10:
Bang 10. Do 4m cbia mot s6 mdu ndm men giau selen
Khdi lugng miu Thoi gian . Po 4m

TT : Nhiét do y
(® sty e (%)
1 1,4570 8" 105°C 1,75
3,2264 g" 105°C 1,75
3 4,4631 9" 105°C 1,89

Nhu vay, khéi lugng bi mét do lam kho ciia n&m men giau selen sau
1 thing bao quan 1a 1,80%

IV.2.6- Tro sunfat ciia ndm mien giau selen:

X4c dinh tro sunfat clia céc méu nim men di thu dugc theo DDVN
11, tap 3, phu luc trang 471. Két qua néu & bang 11 sau:
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Bang 11. Tro sunfat ciia mot s6 miu n4m men giau selen

- TT Méu s6 Khéi luong miu (g) Do tro (%)
1 1,0252 8,67
2 1 1,0004 8,65
3 2,0009 8,68
4 1,1687 . 8,31
5 2 1,3178 8,02
6 _ 1,4275 8,14
7 1,0042 ' 8,11
8 3 1,0003 8,31
9 1,0095 8,29

: Do tro trung binh ciia cic miu Ia 8 ,36%, tir dé ching t6i lua chon chi tiéu
. tro sunfat khéng qud 10%.

IV.2.7- X4c dinh kim loai nang trong nAm men giau selen

Céc miu ndm men, san khi thu hoach déng géi duge dem xdc dinh
luo'ng chi theo DDVNII, tap 3, phu lic: Phuong phdp 4. Két qua néu ¢ bang
12 sau:

Bang 12. K&t qua thit chi & cdc méu ndm men

‘Miu | Kh&ilugng miu (g) | Mau ciia 6ng thit so véi miu Két luan

1 1,00 Khong mau Dat
2,00 Nhat hon Dat
1,00 Khéng mau Dat

2. - 2,00 Nhat hon Dat
3,00 Dam hon . Khong dat

. 2,00 Nhat hon Dat
3,00 Nhat hon Dat

Nhu vay, khi can khéi lugng miu tir 2g trd xuéng dé thir chi thi t4t ca
cdc miu déu dat tiu chudn. Ching t6i chon chi tiéu kim loai nang khoéng
qué 20 phéan triéu.

1V.2.8- Tiéu chudn chat luong ciia ndm men giau selen:
1- Noi dung tiéu chudn k¥ thuat:

Can cit vao cic két qua nghién cifu, qua tai liéu tham khéo va duge sy
huéng din ctia Vién Kiém nghiém Bo Y 1€, ching toi ti€n hanh x4y dung
tieu chudn co s& cho ndm men giau selen (dit tén 1a BioSelen).
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Noi dung tiéu chudn k§ thuat gém 5 chi tieu: ‘
a- Tinh chdt: Bot kho, toi, mau vang nhat hodc tring xdm déng nhat -
b- Thit tinh khiét: ‘

- Tro sunfat: khong qué 10% '

- Kim loai nang: khong qué 20 phdn triéu

- Mu6i selen hoa tan: khong qua 20 phdn triéu (tinh theo
selen) . : '

c- Mdt khoi hiong do lam kho: khong qué 8,0%
d- Pinh tinh: ché phdm phai c6 phan tng dinh tinh clia selen.

e- Dinh lugng: ham ‘Iugmg selen trong ch& phdm phai tir 400 +600
" phén triéu, tinh theo ché ph&m khan.

. Péng thdi da xay dung 5 phuong phép thir cho 5 chi tieu nay. (Phu luc 5).

2- Kiém dinh-méu ndm men di ché tao theo tiéu chudn co sé:

 Chuing t6i da giri mu nfm men che tao t6i Vién Kiém nghiem - Bo
Y t&, d& xin kiém tra chét lugng theo tiéu chufn co sd. Két qua phiéu ki€ém
nghiém s6 287 cta Vién Ki€m nghiém ky ngay 27/10/2000 x4c nhan: Ché
phdm BioSelen 14 ndm men giau selen & miu s6 4 do chiing toi ché tao, dat
céc chi tieu ciia tieu chufn co s&. (Phu luc 4) B :

3- Thim dinh tiéu chudn co sd da ban hanh:

DE ¢6 céc tai lieu 1am hé so cho viéc xin phép ding ky luu hanh
‘BioSelen, tiéu chudn co s& nguyén litu ndm men giau selen dd dugc Vién
Kiém nghiém - B8 Y (€ thdm dinh. Trong Phi€u kiém nghié¢m s& 202 VKN-
TCH, ngay 31/5/2001, Vién Kiém nghiém - Bo Y t€ da ket luan:

- Nhét tri véi tiéu chudn co s
- MAu giii ngay 18/3/2001 dat chat luong theo TCCS (Phu luc 6).

[V.3- NGHIEN COU POC T{NH CUA NAM MEN GIAU SELEN:

1V.3.1- Poc tinh cp: ‘

Chuét nhit tring 100 con, chia m&i 16 10 con. Timg 16 duge udng
nim men gidn selen véi muc liéu tang ddn. Theo ddi s6 chuot chét & céc
nhém trong thai gian 72 gid tinh tir sau khi uéng thudc.

Két qua nghién ciu duge trinh bay & bang 13:
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Bang 13. Két qué thir doc tinh cdp ctia ndm men giau selen

L 10 05,0 0
2 10 7,50 0
3 10 10,0 0
4 10 12,5 0
2 10 15,0 p
6 10 17,5 3
L 10 20,0 6
8 10 22.5 7
? 10 25,0 8
10 10 27,5 10

Tinh toén két qua theo phuong phédp cha P.Z.Livschitch (1968) ta thu

dugc cic s6 liéu sau:

Bang 14. Gid tri LDs, ctia ndm men giau selen

LDs, (g/kg)

Sai s6 chudn

Khoang tin cay

17,5

0,79

1,62

Nhur vy, bing dudng udng da xdc dinh LDsy=

{V.3.2- Thir doc tinh ban cip:
1- Trén chuot phit tring:

~ Sau 30 ngiy udng thudc thir,
mugt ma hon so véi nhom ching. Ch

17,50 + 1,62 g/ke.

chuot vin an udng binh thuong, 1ong
uot & 16 ching va 2 10 udng thudc thu

tidu 20pg va 40ug selenfkg thé trong/ngdy, cb trong lugng déu tang cao 10
rét. Nhung khong co su khac nhau gitta nhém ching va nhém tri.
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_Bang 15. Trong lugng chia chudt trong 30 ngay udng thudc
4

Can nang (g)
Nhém n Trudc udng | Sau uéng thudc | Sau udng thudc | P so véi
) ' thuée 14 ngay 30 ngay ching
Chiing 10 | 188+0,34 | 21,7+042 " 26,1 +0,26
Tri 1 10 | 211207 | 24808 244+06 | >005
Tri 11 10 | 187+0,256 | 23,4+05 235+09 | >005

2- Do-c tinh bén cdp_trén thd:

a- Tinh trang chung:

Trong suct thdi gian u6ng thudc thd vén an u6ng binh thudmng, l6ng
muot ma, phan khong c6 su thay d6i dic biet.

b- Cdn ndng:
Thd dugc can trude, trong va sau khi uéng thudc. K&t qua cho thay
trong lugng tho & ca 3 nhém déu c6 xu huéng ting 1én, nhung khong co su
khdc biét trude va sau khi ubng fhudc giita cdc nhoém: )

Bang 16. Trong lugng thé sau 30 ngay udng thude

Can ning (g)
- Nhom n Trude ung | Sau udng thude Sau u6ng thuéc | P so vai
thudc 14 ngay 30 ngay - nhém ching
Ching 10 | 2142008 | 211007 2,20 £ 0,07
Tri | 20pg selen o | 215+006 | 222+007 | 215+ 0,09 > 0,05
Tri I 40pg selen 10 | 2,07+0,07 | 2,15+0,09 2,14 £ 0,09 > 0,0SJ

¢c- Chirc phdn tao mdu:

= S6 lugng hong cdu va huyét séc t6:

Theo dbi s6 luong héng cd
uéng thudc 30 ngay cho th4y thudc khong 2

va s6 lugng huyét sic to.

2

Két qua dugc tém tit & bang 17,18

u va huyét sic td trudc, trong va sau
nh hudng dén s6 luong hong clu
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Bang 17. S3 luong héng cdu ciia thd sau 30 ngay udng thudce

: S6 lugng HC (triéu/mm”)
Nhém n Trude udng | Sau udng thudc | Sau udng thuse | P so vdi
_ thuéc 14 ngay 30 ngay nhém chiing
‘Chiing 10 | 5,2420,16 | 4,90+0,15 | 540+0,14
Tril 20pgselen | 9 | 512+012 | 4804014 | 498015 | > 0,05
{Tri 11 40pg seten | 10 | 500£0,13 | 5124021 | 4904018 | >005
Bang 18. S6 lugng huyét sae to clia thd sau 30 ngéy‘ diing thudc
Hb (g/100ml)
Nhém n Truéc udng | Sau udng thudc | Sau ung thude | P so vdi
thudc 14 ngay 30 ngay nhém chimg
Ching _ 10 11,2+ 0,42 10,5+ 0,53 10,7 £ 0,73
Tril 20pgselen | 9 | 10,7+054 | 10,1+046 | 10,1£076 | >005
| Trj 11 40pgselen | 10 | 10,0+0,64 | 9,52 +0,66 | 9,87+0,57 > 0,05

. SO tugng bach céu:
S6 luong bach cu ciia thd diuge tém it & bang 19 cho thdy
khong cé su thay ddi ¢ y nghia thong ké & ting nhém va gifta cdc nhom

vGi nhau: :
Bang 19. S6 lwgng bach cdu tho sau 30 ngay udng thude
S6 tugng BC (nghin/mm")
Nhém n Trudc ubng | Sau uéng thudc | Sau udng thudéc | P so véi
thu6c 14 ngay 30 ngay nh6ém chiing
Chiing 10 | 8,30+ 0,19 8,25+0,18 | 8,20+0,21
Tri 1 20pg selen o | 850+0,26 | 7,99+022 | 810+0,24 > 0,05
Tri I 40pg selen 10 8,00 + 0,36 8,00+0,38 8,00+0,29 > (0,05

» C6ng thic bach ciu:

Cé6ng thic bach céu duge dédnh gid truGe, trong va sau uéng

thudc thir 30 ngay. Két qua & bang 20 cho thiy cdng thic bach cdu & cad 3
nhém thay déi khong cé ¥ nghia thong ké:
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Bang 20. Cong thic bach cdu thd sau 30 ngdy uéng thudc

. o o Sauu6ng | Sauudng | Pso vdi
| Nhom { n | Lopibach | Trubcudng | \p < g | thugc 30 | nhom
cau (%) thiidc .
. _ ngay ngay chiing
7 , Trungtinh | 255+36 | 294+34 | 325+4,1
S iympho 745+37 | 706+34 | 67,3+4,6
g - Ching _ 10 Mono 0 0,13 0
Acid 0 0 0,13
| ' Trung tinh 202+27 223+4,4 321+55 > 0,05
 Tei120 1 o f lympho 794+£28 | 771+43 | 675+54 | >0,05
ng selen Mono 0 0,14 0,22 > 0,05
Acid 0,44 0,22 0,1 > 0,05
Trungtinh | 24,1+44 | 27,4+29 | 23,7+3,2 | >0,05
Trill40 | | | lympho 756+44 | 71,5+3,0 | 744+4,1 | >005
ug selen Mono 0,14 0,14 0,28 > 0,05
Acid 0,14 0 0,14 > 0,05

d. Chiic ndng gan:

Céc transaminase:

Dé dénh gid anh hudng t6i nhu moé gan, cdc transaminase
trong méu da duge dinh lugng. Két qua duoc tém tét & bang 21, 22 cho thdy
ndm men chifa selen khong 1am thay déi luong transaminase trong méu tho
c6 ¥ nghia thdng ké:

Bang 21. Su thay d6i ndng do SGPT trong mdu tho sau 30 ngiy uéng thudc

SGPT (UI/T)
Nhém n Trudc udng | Sau uéng thusc | Sau uéng thuéc | P so véi
thudc 14 ngay 30 ngay nhém chiing
Ching 10 | 64,75+ 5,4 66,60 £ 3,9 5755172
Tril 20ug selen 9 70,60+6,9 57,30+4,3 64,30 + 15,8 > 0,05
Tri 11 40pg selen- | 10 [ 79,44+ 16,5| 60,11+7,2 66,50 £ 13,4 > 0,05
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- Bang 22. Sy thay d6i lvgng SGOT trong mdu tho sau 30 ngay udng thusc

SGOT (U1
Nhém . n Truéc uéng | Sau udng thudc | Sau uéng thudc | P so véi
) thudc 14 ngay 30 ngay nhém ching
Chitng 10| 57,7532 | 61,5+3,4 59,4 + 14
U | THl 20pgselen | 9 | 5330+24 | 65178 | 6001+233 | >005
0 [Tri 1l 4ougselen | 10 [7211£1368| 744410 684+11 | >0,05

* - Dinh luong cholesterol:

Qua dinh lugng cholesterol cho thdy ndm men chifa selen khong lam
ghia lugng cholesterol trong mdu. Két qua dugc tém tit &

thay d6i c6 ¥ n

bang 23:

Bang 23. Néng d6 cholesterol trong mau thd sau 30 ngay udng thudc

\

Cholesterol (g/1)
Nhém n Trudc uéng | Sau udng thudc | Sau udng thuée | P so véi
thudc 14 ngay 30 ngay nhém chiing
Ching 10 [ 0,60+£0,12 1,2+0,2 0,89+ 0,11
Tri 1 20ug selen 9 0,82+0,12 1,4+0,2 1,04+0,14 > 0,05
Tri II 40pgselen | 10 | 0,96 + 0,18 1,1+£0,12 0,99 + 0,1 > 0,05

Binh lugng bilirubin:

Két qua & bang 24 cho thdy thu6c thér khong 1am thay déi
lugng bilirubin trong mé4u tho c¢6 ¥ nghia théng ké:

Bang 24, Néng d6 bilirubin trong méu thd sau 30 ngay udng thudc

Bilirubin (umol/m1)
Nhém n Truée udng | Sau udng thude | Sau uéng thuse | P so véi
thudc 14 ngay 30 ngay nhém ching
Chiing 10 | 63%1,9 6,005 6,0+0,2
Tril 20pgselen | 9 66+1,2 6,0+ 0,6 6,1+0,4 > 0,05
Tri I1 40ug selen | 10 7,4+04 - 6,2 +06 6,4+0,6 > 0,05
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C e- Chirc hdng than:

Pé d4nh gia anh hucmg ctia thuGe dén chifc niing than, ti€n hanh dinh
lugng creatinin trong mau thé. Két qua & bang 25 cho thay thudc thir [am
thay déi lugng creatinin trong mau thd khong c6 § nghia théng ke:

Bang 25. Néng do creatinin trong médu thd sau 30 ngdy udng thudc

Creatinin (umol/ml)
Nhém n Truéc udng | Sau ubng thudc | Sau udng thude | P so vdi
thudc 14 ngay 30 ngay nhém ching
Chiing 10 162+49 151+5.8 157 + 5,4
Tri1 20pg selen 9 172 £4,5 167 £ 6,0 170+7,7 .| >0,05
Tri II 40pgselen | 10 | 181+7,3 154 +7,2 164 + 6,6 > 0,05

f- Cdlu triic vi thé ciia gan va thdn:

Quan sit nhitng thay d6i hinh thdi vi th€ cha gan vA than thd trén
kinh hi€n vi quang hoc, sau 30 ngay uéng thudc lién tuc thdy cé mot s6 ket
qua nhu sau:

= CHu triic vi thé gan:

- Doi v6i 16 chiing: cfu tridc gan binh thudng, ranh gidi giita cic tidu
thuy r5. Khodng clra khoéng xung huyét. Céc t& bao gan binh thudng.

- Déi véi 16 usng thude thir: nhin chung da s6 tho ¢6 cdu tric gan
binh thuong céc tiéu thuy rd - t€ bao gan binh thuong, song & 2 16 udng
thudc thlt cé mot s6 thd ¢ thay ddi cdu tric gan biéu hién t& bio gan bj
thodi hod hdoc, tinh mach ti€u thuy vd tinh mach cira ddn rong vd & mdu
(6/19 tho).

& Ctu tric vi thé than:

-G1o ching: cfu tric vi thé ving v va ving tuy khong cé su thay
d6i bat thudng.

- Lo tri: da s thd c6 cu tridc ving vd va ving tuy nhu 16 ching,
song c¢é mot s§ tho cé su thay déi cu tric vi thé cia than. Su thay déi nay
khéng c6 su khic nhau giira liéu 20pg selen/kg va 40pg selen/kg thé trong.
Biéu hién sy thay déi cfu triic vi thé than 1a:

+ Céc mao mach dén rong (tho s6 14, 17, 24, 25).

+ O,ng goép va qual Henle gidn rong (thd s6 17).

+ Tén thuong ti€u cdu than (mét khoang Bowman) (thd s6 9).
+ Ong luon gidp vo than c6 t&€ bao bi thodi hod hdc (thd s6
24).

3- Nhan xét chung vé déc tinh bén cap:
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#

Theo d6i dgc tinh ban cop trén chudt nhét va thé cho thay ch€ phdm

© ndm men giau selen da khong lam thay déi tinh trang chung, than trong,

chifc hang kha ning tao méu ciing nhu chic nang gan than cta chuot va thd.

V. BAN LUAN

~ V.1. Vé sdn xuat ndm men giau selen:

Viéc nghién citu sdn xuét cdc nfm men giau selen di trai qua mot
qud trinh kh4 lau. Vi hi¢u suét tao sinh kh6i ndm men va ham luong selen
trong ndm men phu thuéc vao nhiéu yéu t6: giong n&m men, diu kién nuoi
cdy (nihiét do, pH, thanh phin-moi trudng...) va thiét bi nuoi cdy, do dé viéc
lya chon ch€ d§ va diéu kién thuc hién quy trinh nuéi cdy ndm men c6 §
nghia quan trong. Trudc day, viec nuodi cfy duge ching toi thuc hién trén
thi€t bi tu ch€ nén hiéu sudt tao sinh khéi thap, ham luong selen chua that
6n dinh. Tir nam 1999, dugc sy gitip d& cila Vien Cong nghe Sinh hoc, qué
trinh nu6i cy ndm men dugc thyc hién trén thié€t bi BioFlo 5000, c¢6 thé néi
day 1a thi€t bi nghién cttu nuéi ¢4y ndm men vao loai hién dai nhat & Viet
Nam. Chinh nhd c6 thiét bi nay ma chiing t6i da xdc dinh dugc ché do nuoi
cdy thich hop, ddm béo 6n dinh trong sudt qud trinh nudi cAy va véi luong
thé tich moi trudng khd 16n tir 15 - 28 lit. Cu thé, néng do selen trong méi
trudng nudi cAy ndm men khodng 10ug/ml; pH = 6,5 - 7; nhiét do 1a 30°C;
lugng khong khi duge théi vao nhiéu véi téc do 200ml/phiit va dam bao [i
khi sach.

Viéc thu hoach ndm men dugc thuc hién qua nhiéu cong doan: ling
gan, rita, lam kho. Da s6 cdc giai doan dugc thyc hién & nhiét d6 dudi 5°C,
muyc dich dé dam béo t€ bao ndm men khong ti€p tuc sinh san, dé sa ling va
khéng bi phd v mang. Giai doan nay néu xir 1§ t6t thi viec lam kho & giai
doan sau médi dam bio thu dugc sinh khéi kho, toi, mau vang nhat hodc
tring x4am.

Trong qua trinh nu6i cdy ndm men, thi viéc pha bot khi ndm men
sinh sdn phai rdt chi ¥, né€u khong bot tran theo dudng 6ng din ra ngoii s&
anh hudng téi hiéu suét tao sinh kh6i ndm men.

Véi thiét bi BioFlo 5000 dung tich 80lit, chiing t6i da thu dugc cdc
thong s6 k¥ thuat cdn thi€t cho viec mé rong quy mo san xuét ¢& 1-2 kg/mé.
Mat khdc, véi trinh do cong nghé trong nudc hién c6, cdc nha k§ thuat c6
thé ché tao duogc thiét bi 1én men tuong tu nhu BioFlo 5000; do dé viéc san
xuft ndm men giau selen 14 ¢6 tinh kha thi.
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V.2. Vé tiéu chudn chat lrgng céia n&m men gidu selen:

Chiing t6i da ti€n hanh nghién ciu xay dung tidu chufn chat luong
cfta nAm men giku selen trén co s& quy dinh chung ciia Dugc dién Viet Nam
va tham khao Duoc dién My USP 23.

. Vindm men dugc nuéi cfy trong moi trudng c6 Natri selenit, do d6
ching t6i thdy cdn phéi x4c dinh gidi han luong mu6i selen hod tan bdm
dinh & ngodi t& bao nAm men, gidi han nay duoc quy dinh nhé hon 20 phén
triéu dam bao dd an todn cao néu selen vo co dugc coi 1a ¢6 tic dung doc
hai; d6ng thi ciling 13 co s& dé€ dam bao Iugng selen trong sinh khéi ndm
men ndm trong t& bio ndm men.

- Céc chi tiéu do dm, tro sunfat, kim' loai ning duoc xdc dinh va lya
chon gidi han theo quy dinh cda Dugc dién Viet Nam.

Phin phuong phédp dinh lugng selen duge xay dung theo Phu luc 3
ctta USP23, chiing t6i d4 khdo sit do ding, do lap lai clia phuong phdp, céc
ket qua cho thdy phuong phdp c6 do ding, do tin cay cin thiét va c6 thé ap
dung duoc trong diéu kién cfia Viet Nam. Ching t6i dd sir dung phuong
phdp nay dé dinh lugng 5 mau ch€ ph&ém ndm men giau selen do chiing t6i
sdn xudt; dong thdi ching t6i da ket hop véi Phong Hod 1y 11, Vién Kiém
nghiém cing kiém dinh phuong phdp va sau dé duoc Vien chép nhan sir
dung dé€ dinh lugng ham luong selen trong ndm men do chiing t6i san xu4t.

D& dam bio n4m men da san xuat cé dugc hoat tinh sinh hoc nhu cdc
ch€ phém cing loai, chiing t6i da ti€n hanh khio sit HTCO theo phuong
phip C. G. Blagdarov (1968) va nghién citu kha ning chéng viém trén mo
hinh thi nghiém c4y viém amian vao da chuot [9]. Két qua dugc trinh bay &
Phy luc 7 cho thdy ndm men do chiing t6i sin xufit c6 HTCO khi 16t v c6
tic dung chéng viem. :

V.3. Vé viéc xac dinh doc tinh ctia ndm men:

Doc tinh cép cha ch€ phdm ndm men gidu selen dugc B& mén Duoc
1y Hoc Vién Quan Y tién hanh khio sit ngdu nhién & céc 16 mé khdc nhau.
LDy, duge xdc dinh 12 17,5 + 1,6g/kg trén chudt nhét tring bing dudng
uéng. K&t qua nghién ciu dé cho thay ném men r4t it doc. '

Doc tinh bén cp trén chuot nhit va thd duoc thuc hién tai B6 mon
Duge 1y Truong Pai hoc Y Ha Noi. Siic vat thi nghiém dugc cho uéng nfm
men giau selen lién tuc trong 30 ngay, véi lidu g&p 20 14n va 40 l4n lidu
diing 1am sang clia mot s8 ché phdm chita selen (nhu: Belaf, Saylom,
Protecton, Celnium), két qua theo ddi cho thdy: ' o

- Tinh trang chung, than trong, chic nang vi kha ning tao mau cling
nhu chic néng gan than cia chuot, tho khéng thay déi.

- O mot vai con thd udng dung dich ndm men chia selen thdy c6
bi€u hi¢n thay ddi cfu tric gan va cfu trdc than, song nhitng thay déi nay
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chua dd lam thay d6i cdc chi s6 sinh hod & mdu. Theo chiing t6i, s& di c6 -
hi¢n tugng nay 1a do chiic nang bi tri cita hai co quan gan va than. Tir két
qua thay d6i vi thé gan va than & mot s6 thod, chiing t6i cho ring: khong nén
diing li€u qud cao trén 4yig selen/kg thé trong va nén diing timg dogt khoang
20 - 30 ngay, nghi mot dot 1 - 2 tudn réi méi diing lai. Than trong & nhitng
bénh nhan c6é ddu hiéu suy gan, than va nén theo ddi chifc ning gan, than
thuong xuyeén khi ding lau dai cdc ché phdm chifa selen. Mat khic d€ dénh
‘gid dugc ddy dii doc tinh ban cdp clia nm men trén gan, cin x4c dinh thém
mdt s6 chi tieu khdc, ddc biét 12 x4c dinh yFT.

- VL KET LUAN VA P£ NGHI

béi véi muc tieu 1 "Nghien ctu n dinh phuong phap sin xuft ndm men giau
selen™ '

Di xdc dinh duge diéu kien va céc thong s6 k¥ thuat cho qué trinh nuéi cdy

~ndm men Saccharomyces cerevisiae véi hiéu sust tao sinh khéi 0,3-0,5 kg/mé.

Quy trinh nudi cdy 6n dinh va cé thé trién khai & quy mé 16n hon.

Da nuoi cdy nhidu mé, thu dugc 03 kg ndm men giadu selen dat TCCS vé mau
séc, do dm, tro sunfat, kim loai ning va c¢6 ham lugng selen 400-600 phén triéu.

béi véi muc tiéu 2 "Xay dung tieu chudn k¥ thuat cia nm men giau selen":

Da x4y dung tieu chudn co s& dé kiém tra chat lugng ndm men gidu selen (goi .
tén la BioSelen) véi 05 chi tieu, duge Vién Kiém nghiém- thdm dinh va nh4t tri
véi TCCS.

Céc ch€ phdm BioSelen do ching t6i sdn xufit déu dat cdc chi tieu coa TCCS
(Phu luc 4,6). ‘

Vé muc tiéu 3 "Pénh gid doc tinh cdp va bdn cdp chia nm men giau selen”:

Doéc tinh cdp clia ndm men giau selen: LDs, = 17,5 £+ 1,6g/kg trén chuot nhit
tring bing dudng uéng. N4m men gidu selen rat it doc.

Vé doc tinh ban cdp ciia ndm men giau selen: vdi cdc liéu gdp 20 14n va 40 lin
liéu 1am sing clta ch& phdm Belaf, Youngton ding cho ngudi, ti€n hanh trén
chuot va thié cho thdy: ndm men giau selen chua 1am thay déi tinh trang chung
vé thé trang, chic nang tao miu, chic ning gan than cha sic vat thi nghiém.
Két luan ching:

BioSelen do chiing t6i san xudt 13 sinh kh6i ndm men chia selen, dugc
c6 dinh & trong 1€ bio ndm men. BioSelen dat chat lugng TCCS va cét it doc, ¢6

HTCO va ¢6 tdc dung chéng viém (Phu luc 7). BioSelen 12 nguyén liéu 16t dé
san xudt cdc ch€ phim thudc ki€u Belaf, Youngton, Cigelton diing diéu tri va
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* du phong cdc bénh ung thu, t1m mach viém khép, 140 hod.... va sir dung trong
_ chan nubi.

Dé nghi B6 Y t€ cho phép thﬁ nghi¢m am sang ch& phdm BioSelen va
cho phép ching t6i duge thuc hién du 4n sdn xuft thir nghiém ché phim
BioSelen, nhim tao ra mét nguyén liéu 1am thude ¢ gid tii.

Ha Néi, ngay 8 thdng 5 nam 2002

CO QUAN CHU TRI DE TAI CHU NHIEM DE TAI
- [ t_“_- 7‘@
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| Phu luc 1

BOY rL CONG HOA XA HO1 CHU NGHIA VIET NAM
S6;. J1d 9 /YT-K2DT Doc lap - Ty do - Hanh phic

Trich yéirs Viv cluvén ca quan

ol i dé i Ha Noi, ngay 08 thdng 09 nam 2001

" Kinh gii:

Truimg Pai hgc Duge Ha néi
TS Nguyén Quang Thuimg -~

‘T'rung tam Nghién ctru Phéat trién KHCN Duge .
Trung tam Nghién ctru Phat triégn KHCN Duge,
Téng Cong ty Dugc Viét nam

Phic dédp cong vin s6 : 54/DHD-QLKH nghy 09/02/2001 ciia Trudng

Dai hoc Dugc Ha noi vé viéc chuyén co quan cha tri dé tai , cong vin s6
04/TTCND-KH ngay 18/04/2001 ciia Trung tam Ngh:En ctiu phit trién Khoa
hoc Coéng nghe Duoc ( NCPTKHCN Durge ) vé viéc xin ti€p nhan quan 1§ dé
tai KHCN cp B6 nam 2000- 2001 - Trén co s& bién ban hop vé dé i KHYD
02-12/ Trudmg dai hoc Duge Ha ndi ngay 06/06/2001 giita B6 Y TE( Vu
KHDT ) - Truting Dai hoc Duge Hi néi - Pai dién dé thi KHYD 02-12 (TS
Nguyén Quang Thudng - Chi nhiém dé tai ) v cée ¥ ki€n ctta cdc nghién ciiu
vién , xdc nhin cla phong tai chinh k€ todn - trudng Dai hoc Duge Ha noi vé
cdc lhu tuc thi chinh chia dé tai , B6 Y t&€ c6 ¥ ki€n nhu sau :

I- Déng v d& Chi nhiém Dé tai chuyén co quan chi tri tir trudmg Pai hoc
Duge Ha nodi sang Trung tAm NCPTKHCN Dugc d6i véi 02 dé tai cdp Bo :

* Nghidn ciiu trién khai mét s6 phong phdp xde dinh géc tir do ciia O vy vi
cde chdt chding O xy hod trong co thé ( KHYD 02-14 )
* Neliién citu mot & ché phdm chiva men gigu Selem ( KHYD 02- 12 )

2- Dé nghi cdc Co quan Chi tri dé tai v Chis nhiém dé€ tai thyc hién viéc quan
Iy nghién ciiu khoa hoc céng nghé theo diing cdc quy ditth hién hanh .

Noi nhdni: TL. BO TRUONG BO Y TE
Niue trén KT.VU TRUONG VU KIIOA HOC DAQ TAO
- L K201 <z=RHQ VU TRUONG '
- Lot L e - “\:\
/:, b :\

PGS.TS. Nguyén Vin Tudng

CHQumg/Cang v L/DNIDOS0Y 20010



Wo Y e CONG HOA XA HOFCHN NGITA VIR NAM

SO ASSY K IDT ot fap - T edo - Hyab plide

Viv: Ihbng I S

KACNMT npduh v Ha Nol, hgay 12, thaug 10 wim 2001

(fr_vl 7 i 200H

_.i_{jnh gil:  THOTRUOUNG CAC DON v NGILEN CUHRIUEN RETAD
; TRUC IO RO v F :

Do 13 theri didnd ban 1é ke hoaeh 5 i, g sich khon hoe cong nphe

i 2000 duge o Khios hoe Cong nghe va- Mo hemp phan bd cho cde

. BomgAnh theo 1 dat. Dya nen tigan sich khoa hoe cong nghe duge pine v ke
hoach khow 'l(:i(: cong ilflee da cde dom vi dé xuat, san khi dii can dat cac van é
i e phat én khoa hoe cong nphe cia npdnh ¥ 1€, inh duo Do v 16 da Ly
Outyed dinky sa 41300 BYT ugdy 1971072001 phe duyet ke hoach chi tiet phan

D kinly phe khoa boe cong nphie ngany v edat 77 o

Thae hién Quyet dink ndi e, Vi Khon lioe Ao tao Bo ¥ 18 thong bio
ke hoach phan bd kinh pht khoa hoe cong uphe cits don of (hea ban honp o
cinh ket va twnig ddn mol sa 0ol dung e hicn nlie sane

e dan vl Khdn Wiremg bl dao ede chit nhicm d& tizhe dn chindie by @
ciroiigt v din todn kinh phi ede nhigin vit disge plito, pid vé V- Khon lige
Dao dud Bo v (e va Vi bai clifuh ke tosdi B0 VA& titise hpay 3074072001
d& s eap kinh phi.

2. Ciie ot ding nghian cin cita giai doan fde i hoan 1At, yeuw efin e dom v

khdn g 16 clic nghiem Hi, 16ng ket, bio cdo Bory e,

boChe don of khéin trarong tdg hop nb nh i tien 16F clitnh ¢ivd 4 nhi¢m
vit, khdn g ol dao, hé tra, tao dide klan cho cde chis nlde dd iy
A hién khai cae nol ding con i, pidi npan v thanh quyet tdn theo dinp
i'::i(l: it dint hign hanh cita Bo 131 chinly vé e 19 i chinh khoa Toe conp
nphé.

Ho v 1& yeu cdn thi g cic doncvi nphicn cdu tidn khal litie Mo
B ¥ Le, chin uhien cde chiemg tinh/dd qizdu 40 khoa hoe conp hghe cde cap
thue hien ddy dii cdc Ol dung e dAun tien day,

NUINHAN _ TLB0 IRUONG B0 v A E

Blur diew Kt v VU KHOA Hoe BAO tA

ul hé Npuyen Hmniup & hie edo
118 Ngoc Trong (A6 b cho)
Lo kB ICR T K1

Fint bt

<= T IHON T RUONG
GO

PO TS MGHYEN VAN LU

Phu luc 2



Y

ooyt CONG THOA XA HOTCHU NGHIA VIET NAM
. 564353, byt : boc thp - Ty do - Hanh phic

HA Noi, nghyf{d thdng 10 nim 2001

~ QUYET DINITCUA BO TRUONG BO ¥ T
v VIEC Pift DUYET KIS HOACH CHIUHET PHAN BO
KNI PHE KHOA 110C CONG NGHE NGANI Y T HOT 2 NAM 2001

O TRUONG B8O v IS

F;

+* Can o Nghj dinh s6 68/CE ngdy 11/10/1993 cita Chinhi phit quy dinh vd clwic niing, nhieni vu,

puyds han va 18 clwic hg mdy Bo Y 1E. :

-Cin cif cong viin 56 75/BRKUICNMT-K1 ngdy 08/01/2001 cia B0 Khoa tioc (.fﬁu,é nghe vi Moi
~trisding vé viee hudng dAn ndi dung k€ hoach KITCNMT ndm 2001 cila céc Bo/Téng cuc.

-Can cl-cong vin 56 187O/MKHCNMT-KTT ngdy 26/6/2001 cia BO Khoa hoc Cong nghé vt Moi
trdmg vé viee hudng diin noi dung k& hoach KHCNMT ndm 2001 (giai doan 2) cita cdc Ro/Tdng
cuyc. ' w
Ciin ctf cong vin s6 2747/BKICNMT-KIT ngdy 28/9/2001 ciia B¢ Khoa hoc Cong ngh¢ va Mai
trdmg vé vige hudng din noi dung k€ hoach KHCNMT ndm 2001 (giai doan 3) ciia cdc Ho/tdng

cuc, ' .

Xét dé nghi cira Ong Vu trimg Vu Khoa hoe Pao tan, ong Vy tnefng Vu TAi chinh K€ todn, onp

" Vuy trudmg Vo K& hoach. . :

QUYET DINNI

Bidu t: Phe duyer k& hoach chi tiet phan bd kinh phi nghien ciin khoa hoc va cong nghé nam 2001

dot 2 cho cdc don vi nghign et trién khal tge thuee Bo Y 1€ theo ban k& hoach kém theo.

~ Diéu 2 Vy Khoa hoc Dao tao c6 nhigm vig thong bio noi dung nghien cdu trién khat nim 2001 cho

timg dom vi d€ cAc noi dung nhiem va duge the hien theo ding dé ctromg/ké ioach di duge
xét chiyét, :

biéu 3 : Céc dun vi ciin oo vio dé cirong duge duyét vi kinh phi duge giao, Hp dy todn chi tiet theo

muc fuc ngn sdch gii v& Vo 'Tai chinh K€ toin d¢ duye cfp phAt, Vy Tat chinh k€ todn co
phidm vu cAp kinh phi theo nhur 43 ghi trong Quyét dinh nay theo diing qui dinf cia Lge
Ngan séch. ' '

DIt 4 ¢ Vg Khoa hoc Dao tao, Vo Tai chinh k& 10dn cé trich nhiem huéng din cdc don vi, chi

nhigm dé (i hodn thien cdc hd o quan 1§ hinh chinh vA chi cAp i chinh khi d& ddy du hd
sd theo qui dinh hien hinh. ‘

Diéu 5 : Cde ong Chanh Vi phing, Vu truding Vu Khoa hoc Do 1o, Vi tiedmg Vi 130 chinh ke

todn, VU trudmg Vo Ke hoach, thit trudmg céc dom vi, chir ohiem cde chiong tinh, du dn, dé
13i cAp N mirdic, cp B chin trach nhigém thi hinh Quyet dinh nay.

NOINHAN: KT.BO TRUGNG BO Y TF
- Nt digu 1.5 =TI TRUONG
- L K2bT ™y
- L TCRTKI RS o
- BT DA Nguytn Mureng (06 hao cdo) ) .7 -
- Chc e Tinb ttedog, ‘ /’"/{4{ 72—

- Lot



“ THONG BAO KINH PHi KHOA HOC CONG NGHE BT 2 NAM 2001
- Theo Quyét dinh s6°4333/QP-BYT ngay 19 thing 10 nam 2001 cia Bo trudng Bo Y te
_ ('_l_‘héng biao m‘ty kem theo cong viin Y3/ /YT-K2DT ngay L«th:’mg 10 nam 2001)

~ TRUNG TAM N(.HIEN CUU VA PHAT TRIEN KHOA HOC CONG NGHE DUUC
TONG CONG TY DUGC VIET NAM

| I Tén nhiém vy Thoi gian Kinh phi | . Ghichu
st . thire hién 2001
1 ¢ {Nghién ciu trién khai ﬁl@t s6 phuong phédp xdc dinh [2001 20f KCB-02
- +|gdc o do vA cdc chal chéng oxy héa trong co thé
2. N.g‘hiéli cttu san xudt ché phim nfim men gidu selen [2001 30] KCB-02
Tong so ' 50

L

/\@M

DANAThuNK 2001 -dor2N Thong bao.doc



CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Déc ldp - Tu do - Hanh phtic - Phu lyc 3

Ha ngi, ngay 04 thdng 6 ndm 1999

BifiN BAN THAM DINH

D€ c6 co sé tiép tuc hop tdc nghién citu vé nhiing ridm men gidu Selen,
“ Chiing toi gém:

I. PGS, PTS, NGUYEN NGOC DAO - VIEN PHO - VIEN CONG NGHE SINH HOC
" * Ks: Nguyén Vin Thuéng - CBNC Phong Di Truyén.

* Ks. Nguyén Ngoc Quy - CBNC Phong efym hoc.
. Thuoc Trung tam Khoa hoc Ty Nhién va Cong nghe Qudc gia. .

’ ) Pai dign bén A

1. PTS. NGUYfN QUAN(‘ THUONG - CHUNHIEM DE TAINGHIEN COU CAP BO VE NHUNG N/\M
MEN GIAU SELEN, COMA SO: KHYD - 02 - £2, TRUONG DATHOC DUGC - HA NOL

DS - Nguy&n Thi Thom - Bo mén vo co hod Iy - Pai hoc Dugc - Ha N6i.
Dai dién bén B.

Hai bén da dong y thod thudn véi nhau:

* Trién khai thf nghiém thdm dinh két qua nvoi cdy nhiing nim men gidu
selen, theo cich nuoi cfy cia bén B. Cdc thi nghiém dugc thuc hién tir ngay
19/5/1999 dén ngdy 02/6/1999 tai phdng thi nghiém lén men vi sinh cia Vién -
Cong Nghe Sinh Hoc, thudc Trung Tam Khoa Hoc Ty Nhién va Cong Nghe Quéc
Gia. Céc két qia thi nghiém thdm dinh da cho thdy ring:

- C4ch nuoi cAy nfm men ciiu bén B da dat hiéu suft khd cao, 1A khong
duéi 350gam nim men kho tinh cho 10l{t méi trudng nudi céy.

- Céch huoi cy nay 12 thich hgp, 6 kha nang san xudt 1én & Viet Nam.

* Hai bén nhit tri dé nghi véi B6 Y Té, B6 Khoa Hoc Cong Nghé Moi
Trudmg vi hai co quan chit quan 13 Trudng Dai hoc Duge Ha Néi va Vién Cong
Nghe Sinh Hoc - Trung tam Khoa hgc ty nhién va Cong Nghe Quéc gia cin diu
tr them kinh phi va tao diéu kién, d€ cdc c4n bo trong nhém nghién citu clia hai
co quan hop tdc nghién cttu manh mé& hon, theo dé cuong ciing soan thao, d€ dé
tai nhy sédm cé san phim dng dung.

PAI DIEN BEN B

\d.‘s, PTS 4\1 guyén Ngoc Dao PTS. Nguyén quang Thuong

Al | )

Ks. Nguyén Vin Thudng Ds. Nguyén Thi Thom




.VBOYTE .

CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM

"\VIE'N KIEM NGHIEM Dac 1dp - Tu do - Hanh phoc
m tal 84 Ty, 114 N§i
DT 2 554?1’ 2 55341

.

l’]llEU KIEM NGINEM

so- 280

I

Két qud hiém nghigm chi cd gid tri wdi méu dem thit

, MAu dd kigm nghlém Bioselin

?Nqii slin xufil

‘ , S.;;i'lﬁ;‘i;(\' DK, han dang ! MBu sb 4
Nguiii v noi gt mAu nt

* Nuai 1Ry mfu:

 Yau cau KN (ght ré npi dung, a8, ngay, thing, KICHL

unnlctu:rﬁn;'vﬁrrInnfgtﬁyrb kém theo)
- Nphy, thiing, nfim nhin mAu  13/10/2000 " 86 diing k§ KN 30G 310
' Nguiri nhin miu NS L& thi Tw
i Lheo TCCS

Tinh trong mAu khi nhan va khi md nitm phong 48 KN

1. Tinh chit
Phai dat theo guy dinh
2. thir tinh xhidt :

2.}.

2.2.

ché phim déng trong hai 1an t4i‘PE han kin

Prong tdi cb nhan viét tay rd rang.

Yéu ciu K&l qua

Tro sulfat: Khéng gqua 10,0% pbat
Kim 1oai ngng : Khong gqud 20

pang

(6,3%)

phln triéu. o pat

Phu luc 4

Trung t&m nghién ciru va phat trién khoa hgc C&ng nghé < 1u0c



'2.3.'Mu6i Selen hoa tan: khdng qua 20

_ phdn triéu (tinh theo Selen kim Jlogi) . bat
“3. MAt khéi lugng do 13m khé : '
Khéng gqué 8,0% ‘ Dat (4,7%)

4.-Dinh tinh : Cché phdm phadi c¢b phan
© .éng dinh tinh.cﬁa Selen. Dung
. 5. Dinh luegng
S ‘nam lugng Selen trong ché& phém phai
L _t& 400,0 - 600,0 phin trigu tinh
i}'{_f: theo chd phAm khan. ' pat (533,1

KET LUAN"
MEu thi dat y&u clu chét lugng theo tiév chuln co so.

' Ha NI, ngay Zt——ihéng {0 ndm 1880

-y

VIEN TRUGHG

W \
N

ppm)



Phy lyc 5

TIEU CHU:"-?\N cd SFJ NITOM R

16NG CONG TY DUGC VIETNAM | BIOSELEN | 04-CPT-001-2000

TRUNG TAM NC & PT KHCN DUUC | (Nguyén ligu) | Cd hiéu luc tiy ngady k}f.

Quvét dinh han hinh sd"............... frgady AR thing ... ndm 2004,
Bioselen 1a nfim men Saccharomyces d duge lam gidu them Selen. Ham

legug Sclen hitn cd trong nfim di duge én dinh.

e 1LYRUCAURY THUAT:

' ll- Tinh ch&t: Bot kho toi, mau vang nhat hofic tréng xdm, déng nhdt.

“ 1.2- Thir tinh khiét:

 1.2.1- Tro sulfat: Khong qué 10,0%.

1.2.2- Kim logi ndng: Khong qué 20 phin triéu,

1.2.3- Mudi selen hoa tan: Khong qud 20 phén trigu ((inh theo selen).

" 1.3- Mt khdi lugng do Tam kha: Khong qui 8,0%.
1.4- Dinh tinh: Che phim phii cho phén dmg dinh tinh clia selen.

1.5- Dinh lugng: Ham hrgng selen trong ché phiim phai tir 400 + 600phdn trieu, thah
theo ché& phdm khan,

I1- PHUONG PHAP THU:

2.1- Tinh chit: Bing cm quan, ch& phiim phii dal céc yeu cfu di néu.

2.2- Thir tinh khiet:
2.2.1- Tro sulfat: 'Thirtheo DDVN 1, 13p 3 - Phu lyc tr. 471.
Str dung 0,5g che phim.
2.2.2- Kim logi ndng: Thit thco DDVN L, t4p 3 - Phy lyc : phuong phip 4
Sir dyng 1g ché phdm va 1l dung dich jon chi miu 10 phin ticu,
2.2.3- Mudi selen hoa tan:
a/. ThuGc thir: Theo DDVN 11, 13p 3.
- Dung dich iod 0,IN(TT).
- Ure (TN,
- Duig dich kali iodid 10% (TT).
- TIG tinh bot (C1).
z‘:"’ﬁ"ﬁ " g .: .

AN I T

[ B4 YA g



_ b/. Ti€n hanh:
* Can chinh x4c khoing 2,5g ché phdm, them 20ml nudc cat va lic déu. D€ 30
phit, thinh thoz’mg'léc nhe. Ly 1am, loc 16p nuée phia trén.
. Thém vao dich loc 2ml dung dich hé tinh bot (CT) va thém dung dich iod 0,1N
(TT) dén khi dung dich cé mau xanh nhat bén (lac k§ khi them iod), pha lofing dung
“dich thu duge téi 25ml (dung dich A).
’ + Dung dich thir: 10ml dung dich A, thé¢m 0,05g ure vi 10m] dung dich
kali 1odid 10% (TT), lic déu vi theém nude vira da 25ml.
+ Dung dich chuin: 18y 10m! dung dich chufin géc trong muc dinh lugng

N va tién hamh nhu dung dich thir.

’ Do mat d¢ quang cua dung dich chu’\n & budc séng  550mm, ch do day fcm,
miu trdng: nudc cat.
Do mat d¢ quang chia dung dich thir & budc séng  550nm, cbe do day lem, miu
tring: pha lodng dung dich A 2,5 14n biing nudc cit.
Yeéu cu: Mat do quang ciia dung dich thir khong 16n hon cha dung dich chudn.

. 2.3- Mt khéi hugng do 1am khé: Thic theo DDVN 1L, t4p 3 - Phu luc 3.16. (0,5g ché
phim, 100 + 105°C, dén kh6i lugng khong d6i).

2.4- Pinh tinh:
2.4.1- Thudc thii: Theo DDVN I, 1ap 3.
- Dung dich acid nitric 30% ('IT)
- Dung dich kali iodid 10% (TT)
- Ure (TT)
- Hé tinh bot (CT)

2.4.2- Tién hanh;

L&y 1,0g ch€ phdm, themn 10m! dung dich acid nitric 30% (TT), dun néng 60°C
trong 15 phit. Dé ngudi, them 10ml nudce cat, lic déu, foc. Thém vao dich loc 20mg ure
(TT), dun s6i, d& nguodi. Theim 1i€p 20ml dung dich kali iodid 10% (TT) va 0,5ml ho
tinh bot (CT). Dung dich s& ¢6 mawu xanh den.

2.5- Dinh lugng: _

2.5.1- Thudc thit: Theo DDVN H, tap 3.

- Dung dich acid nitric 30% (1T).

- Dung dich acid nitric 3% (TT).

- Hydroxylamin hydroclorid (TT).

- Cyclohexan (TT).

- Selen kim loai (TT).

- Dung dich diaminonaphthalen: hoa tan 100mg 2,3-diaminonaphthalen
v 500mg hydroxylamin hydroclorid trong dung dich acid hydrocloric 0,IN vira
di 100ml (dung dich nay duge chufn bi dé sir dung trong ngay).

M l ‘-I\’Ill‘ 1

—r——
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.2.5.2- Tién hanh:

o .Intng dich chafin goe: Can chinh xdc khodng 40,0mg sclen kim foai dii bigt ham
lugng v hinh dinh nwie dung tich 500mf, them 200m1 dung dich acid nitric 30%
(I'T), tic k§ & hod tan (cd hé 1am: ndéng nhe trong cdch thuy). Thém nude vira du
dén vach, lic déu. Pha loiing Sml dung dich thu dwgc thinh 200m! bing mric cat,
Mai mi 'dung dich chufin gée chia 2pg selen.

L Dung dich chudi: St dung dich chufin gdc, thém 25mi dung-djch acid nitric 3% (17T)

~ v 25ml nude cal.

« Dung dich thir: tign hinh dat rong binh oxy (Hinht 1) theo quy trinh sau:
- Can chinh xidc khoang 12mg ch€ phim (lwong tng khodng 10pg sclen)
va géi trong gifly loc khong tro theo hinh 2 va kep vio ddu dot & n:‘iﬁ |
- Cho vao binh dét 25ml dung dich acid nitric 3% (TT) tam chat hap phy
vi Tam fin cé binh bing mude cat.

- Cho vdi oxy cao tién muc chit 1ong trong binh khodng 2em, thdi khi
oxy ddng thoi tic trong 1 pluit, sau d6 ddy ngay binh bing nit mai.

L - Cham ngdi d6t va day ngay ndp binh thay mit mai, ¢d dinh nip cfn than,
Thém nude vio vimh Rim (d€ tao seal). ’

- San khi gqud trinh chily k&t thiic, lic manh d€ khéi hap phy hét (Khodng §
phiit). ‘ ‘ ) .

- Cho mot lugng nhd nude vio Rim va nhac ndp binh d6t ra (cé thé lam
néng binh bing cdch dit trong néi cach thuy 60°C vai phit d€ can bing dp sult
trong va ngodi binh), ,

- Chuyén dung dich vio c6c cé mo dung lich 150ml, tréng rira binh va
ndp bing nude cit 3 Hn x 10ml, gop cde dich rira vao cbc.

Dung dich tring: 25m! dung dich acid nitric 3% (1T) vd 30ml nude cat,

Filler paper -

fuse &lrip.

I S—
; *

[ T
Himr v Binh dot oxy.
B ) b

.Ai - 1
Fulh VEgpes e



5 4 Nin dot
. . ' ‘ . ' M G6i ché phiim
o | Che phainy this <
. . . 7 3
: N&p pép

Hinh 2: Cdch géi ché phdam dé dot trong binh oxy.

e Tién hanh phan tng mau véi cic dung dich tring, chufin vi thi nhu sau:

- Them dung dich amoniac 5M (TT) dé diéu chinh pll = 2,0 £ 0,2 va pha
lodng thanh 60m] bing nude cit. Chuyén céc dung dich vdo céc binh gan riéng 1€,
tréng cde bing nudc ciit 2 18n x 10ml va gop cde dich tring vao binh gan.

- Thétn 400mg hydroxylamin hydroclorid, lic d€ hod tan vd ngay 14p tic

_them 10ml dung dich diaminonaphthalen, day ndp binh va lic déu. D€ yen & nhiet,
do phong 100 phat.

- Thém 10ml cyclohcxan va lic k¥ trong 2 phil.

- Dé liing, loai bo 16p nude 14y 16p cyclohexan.

- Po mat do quang cita cdc dich chiét cyclohexan thu duogc i binh thir va
chudn & bude séng 380nm, cbe do ddy lem véi miu tring 13 dich cyclohexan tur
binh tring.

Ham lugng (phin trigu) selen clia che phdm duge tinh theo cong thic:

D, x mgx 250 x 100

X (ppm) =
D x my x (100 - a)

Trong dé. D, : Dc : Mat do quang ctia mu thir v miu chuodn. ;
me - KiGi lugng selen kim loai 100% pha dung dich chufn gbc (g)
my . KN6i tugng ch€ phém thir (g).
a : Do fin clin ché phiim (%).

‘-. e T
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1il- PONG GOI, GHI NHAN, BAO QUAN:

e Ché phim duge déng trong 2 14n tdi P.E, han kin. Tdi Olkg.
o Nhian diing quy ché.

& - Bdoquan: noi kho mét, trnh dnh sing,

& Han diing: 36 thdng.

Hd'nég'. ngay IY thdang jf neim 20()(‘(
GtAM POC

\ \ A GlAu D&

o S ep O

A Ve ‘;) 1 .‘/'/}//{g »ny jmm,,/;"‘w!""l;,
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Phu luc 6

BQ Y TE CONG HOA XA HHOI CHU NGHIA VIET NAM
VIEN KIEM NGHIEM . Doc 1ap ~Tu do - Hanh phac
48 Hai Ba Trung -Ha Noi rAokRxE
DT: 2.55471, 2 55341

PHIEU KIEM NGHIEM
Két qud hiém nghiém chi 6 gid tri véi mau dem thu.
Sé: 202 VKN -TCH
Mau dé€ kiém nghiém: Bioselen (Nguyén liéu)

- Ngi san xuat: Trung tam NC va PT KHCN Dugc

S6'16, s6 DK, han dung:  18.3. 2001
Ngudi va noi gdi mau: NT

- Nui lay mau:

- Yéu cAu KN: (Ghz ré s6, ngay thdng, ndm clia KTCL, xét duyét TC.
edng van hay gidy to kém theo)

Ngay thang nim nhan méu: 18/4/2001 , 86 dang ky KN: 31 TCH 177.
Ngudi nhan mau: DS Thanh
Tht theo: TCCS

Tinh trang miu khi md niém phong dé kiém nghiém:
Ché pham déng trong 2 14n tii PE han kin. Trong tui cé nha n viét tay rd rang.

YREU CAU . KET QUA
1. Tinh ch&t: Phai dat theo quy dinh. Dat
2. Thit tinh khiét:
2.1. Tro.sulphat: Khéng duge qua 10,0%. Pat (6,4%)
2.2. Kim loai néng: Khong dudc qua 20 phan triéu. Bat
2.3. Mubi selen hoa tan: Khéng duge qua 20 phan tridu
(tinh theo selen). Dat
3. Mat khdi lugng do séy kho: Khéng duge qua 8,0%. Dat(4,6%)
4. Dinh tinh: Ch& phdm phai cé phan dng dinh tinh cla 7
selen. Dang
5. Dinh lugng: Ham higng selen trong ché& phdm phal ‘
tit 400 - 600 phén triéu, tinh theo ch& phém khan. Pat (551,4 p.triéu)
Két ludn:

- Nhat trf véi tiéu chudn cd sd. .
- MAu thi dat yéu cAu chat lugng theo tiéu chuén cd sd.

Ha Néi, ngay 81 thiang 5 ndm 2001
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Phu luc 7.

T{NH CHAT CHONG OXY HOA, CHONG VIEM
* CUA NAM MEN GIAU SELEN (BIOSELEN)

. HOAT TINH CHONG OXY HOA CUA CAC NAM MEN (HTCO):

- Dé tié’n hanh xdc dinh HTCO cha cdc miu ndm men, chdng t6i tao
_dich chiét nuéc ndm men nhu sau:

: Can chinh xéc 1 gam n&m men, them Sml H,O. Dun s6i trong vong

“15 - 20 phiit. M&i 6ng nghiém 14y 0,5m! dich chiét dé tién hanh x4c dinh
HTCO invitro theo phuong phdp ciia C.G. Blagdarov (1968) di néu. Két qua
néu & bang A:

- Bang A. Hoat tinh chdng oxy hod invitro cita cdc ndm men giau selen

; Ham lugng MDA (1,56. 10°M)
Lo TN | S6méiudo % HTCO
Ching ‘Thix
11 - 0,235+ 0,009 0,123 + 0,006 47,7
2 8 0,245 + 0,008 0,133+0,012 45,8
10 0,290 £ 0,060 0,148 £ 0,050 48,9

Nhu vy HTCO cita cdc ndm men giiu selen di ché tao 12 khodng 45 - 50%.

TINH CHAT CHONG VIEM CUA NHONG NAM MEN GIAU SELEN:’

Dﬁng phuong phép cdy nhitng vién amian vao lung cha chuét & 3 16
thi nghiém: ‘

- L6 1: 1am chitng (c4y so¢i amian, nudi binh thudng).

- Lo 2: gi6ng 16 chiing nhung cho udng ndm men ¢6 ham lugng selen
twong tng véi lidu 20 pgfkg can nang/ngay.

- Lo 3: giéng 16 ching va cho uéng ndm men cé ham lugng selen
tuong tng véi liéu 40 pg/kg can nang/ngay. Uéng lién tuc trong 5 nigay.



. Sau 5 ngity, x4c dinh khdi lugng can nang cdc khéi vién amian cla 3
". 16 chuot. Két qua trinh bay & bang sau:

Bang B.

T'1:' Khéi lugng vién amian (gam)

Lol Lo 2 Lo 3
1 34 17 22
2 25 .15 : 16
3 29 18 , 18 .
4 47 23 17
5 22 28 13
6 24 15 15
7 41

Xir 1y théng ke, 4p dung cong thirc tinh t (test student), chiing téi co
bing sau: -

Bang C.
S6cd | Khéilugng Do lech
Lo TN thé trung binh chuén t P
L6 ching 7 31,7 +3,6
Lo2 6 19,3 +21 | 2,862 | <0,05
Lo 3 6 16,8 +1.2 3,689 | <0,01

Tir k&t qua & bang, cho théy:

- C4c nim men giau selen ¢6 tic dung 1am giam kich thudéc cha khéi
viem do amian gay ra rit 1S rét.

- Véi lidu ndm men c6 ham luong selen tuong img véi 20 pg/kg thé
trong, ndm men c6 tic dung 1am gidm 39,2% (vé6i P<0,05).

- Véi lidu ndm men c6 ham luong selen tuong ting véi 40 pg/kg thé
trong, da cd tic dung lam giam di 47,0% (véi P<0,01).

Nhu vay, nfm men giau selen ¢6 tdc dung chdng viém.
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