TONG HOP KET QUA THU NGHIEM HIEU
QUA KHANG KHUAN CUA DUNG DICH
CALCIUM NUNG THIEN NHIEN

Tén san pham : ABANT

Dung dich nudc Calcium nung thién nhién  [Tén san phim : ABANT]
bat dau duogc phét trién tir thang 4 nim 2010. San pham st dung
100% thanh phan thién nhién c6 nguén gdc tu nhién. La san pham
an toan c6 tac dung diét khuan, khtr mUi manh mé dang dugc sir
dung rong rai.
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5-16 Honjo, Koyoen, Nishinomiya, Hyogo 662-0015,
Nhit Ban.
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CoO kha nang diét khuén‘vwg’t, troi,
phat huy hi€u qua véi hau hét cac
Vi khuan gay ngo doc

Khong chi ¢ tac dung diét khuan véi cc loai vi khuan gay ngd doc thuc
pham thong thuong nhu Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp, O-157,
van van... ma con co0 hiéu qua chong lai ngd doc thirc an do virus.

S6 lwong té bao song

Vi khudn k{l?rmkhglj; hb Sau khj Co quan thir nghiém
khir khuan
E.coli : serotype 0157 : H7 10 phtt 2.8x10 ° <10|Trung tam Cong nghé
Staphylococcus aureus 10 phit 2.7x10 ° 40| Thuc pham Tokyo
Salmonella 10 pht 2.3x10 ° < 30
Pseudomonas aeruginosa 10 phat 3.2x10 ° <30
Listeria monocytogenes 60 phut 6.0x10 ° <30
Bacillus subtilis sau 3 pht 1.3x10 ° < 300
Histamine-producing bacteria 5 phat 3.0x10 ° < 300
Vibrio parahaemolyticus 5 phtt 1.2x10 ° < 10|Vién Nghién ciru Visinh vat
TR 5 Kyoto

gﬂtzs):;:gISOZ:isulsstZ::eus sau 3 go 1.6x10 <10
Legionella 10 pht 08210 <10 Ez?gu%“n;nﬁi‘z\;}e;;’h
Campylobacter 10 pht  |Phaloang dung khuin 101in | Khdng phat sinh Zfr?gﬁiéé I;;l:u Khoa hoc

Thém huyén phi khuan vao dung dich nuéc bdo hoa Calcium nung thién nhién, sau khi khudy déu,
do s0 lugng vi khuan theo phuong phap do so6 lugng vi khuan chung.

e Ham hrong nhiém virus
Virus Thoi gian Sau khi | Co quan thir nghiém
loai bo virus Khi bt dau N '
diét khuan
. i L . Trung tdm Phéan tich
< .
Norovirus (Feline calicivirus) | 10 phut 7.0 15 Thire phém Nhét Ban

DU hién tai van chua c6 thudc hay vacxin hitu hiéu dé diéu tri Norovirus
nhung véi tac dung diét virus ctua dung dich nude bdo hoa Calcium nung
thién nhién cé thé ngan ngtra virus trude Khi phat bénh.




DIET 99.99%
CORONAVIRUS

Thr nghiém tac dung khir hoat tinh caa virus
vo1 nguyeén liéu Calcium nung thién nhién

[Thﬁ: nghiém khtr hoat tinh cua Virus]

- Cho 0.1 ml dung dich virus tron v6i 0.9ml san pham thir nghiém, dé cho tac dong trong
mot khoang thoi gian quy dinh.

- Sau khi tac dong, thu thap 0.1 ml tir dung dich da pha va pha lodng khoang 10 lan véi
dung dich dém HEPES 0,1 M (pH 7,0) dé ngin tac dong d6i voi virus cua san pham thir
nghiém.

» St dyng dung dich nay nhu la dung dich gbc cia mau thir dung dé do ludng ham luong
lay nhiém bang phuong phap TCID50.

Mau thi nghiém : Feline enteric coronavirus (WSU 79-1683)

Ham lugng lay nhiém LRV
1 3 (TCID50/ml)
Sén pham mau !

0 (lac dau) | 5 phdt sau 10 phiit sau 5 phat sau 10 phit sau

Dbi chiéu (PBS) 2.4E+05 5.0E+05 -0.3
T LIE+02 | <13E401| 33 4.2

Str dung nude mudi dém phosphate (PBS) dé kiém soat.

Gia tri gi6i han phat hién : 1.3E+01 TCID50/ml.

LRV (giam ham luong lay nhidm): log10 (ham luwong lay nhiém ban dau / ham luong lay nhiém sau
mdi thoi gian tac dong).

Co quan thtr nghiém : Trung tam Khoa hoc
Mai truong Kitasato

Dua vao két qua trén, nguyén liéu Calcium nung thién nhién da ching minh

Sau 5 phat =99.95%
Sau 10 phat =»99.99% vi khuan Coronavirus bi tiéu diét



KIEM HAM SU SINH SOI CUA NAM MOC

< Phuong phap thir nghiém >

(1) Thém mdt lugng xac dinh trude bot Calcium nung thién nhién vao moi truong nudi céy Potato Destrose™.
% MBoi truong bao gdm nudc tinh khiét, glucose, chiét xuit khoai tay, thach dé thir nghiém nudi cdy va nhan
giéng nam mdc.

(2) Trong khoang 10 bao tir nAm méc trong mdi di ia chia nho petri (khoang 20m1)

(3) Bao quan & nhiét d6 phong va quan sat bing mit thudng sy phat trién ciia ndm mdc qua thoi gian.

. Luong PR
L9a1 Calciu Thoi gian
nam nung thién

£ nhién thém 2 ngay 5 ngay
mocC Vvao

Og

6

0.3g9/200
ml

(khoang

0.15%)

Ju eno

|

Og

18] naL
d nis ugyo uesSN

0.3g9/200
ml

(khoang

0.15%)

Og

0.3g/200
ml

(khoang

0.15%)




DUNG DICH CALCIUM NUNG THIEN NHIEN
CHAT KHU MUI KHONG MUI

Thi nghiém réng

Mui tanh ctia trirng

Nong d6 khi khi cho vao 5ml dung dich b&o
hoa Calcium nung thién nhién

___ Nong d6 khi khi cho vao 15ml dung dich
bdo hoa Calcium nung thién nhién
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Phuong phap kiém tra :

Bom khi vao than tdi bang
phuong phédp déng do. Cho
ABANT vao mbi tGi mui. Sau khi
han nhiét, 3 L khdng khi duoc
niém phong kin. Thém vao lugng
khi kiém tra dé dat nong do nhu
da cai dat. Dé yén qua mot
khoang thoi gian va do lai nong
d6 khi trong tli bang 6ng do khi.
Ngoai ra, thir nghiém dugc thyuc
hi¢n theo cdch tuong tu ma
khong c6 ABANT duogc str dung
lam thi nghiém rong.

Co quan thir nghiém : Trung tam
Phan tich Thuc Phim Nhat Ban
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~ THU NGHIEM TINH AN TOAN
CUA NGUYEN LIEU CALCIUM NUNG
THIEN NHIEN

Nguyén liéu Calcium nung thi€én nhién dang bot da
vuot qua bon bai kiém tra tinh an toan dudi day

1. Thir nghiém ddc tinh cap tinh qua dwong miéng S6 kiém tra N17137-1
2. Thir nghiém kich vng da ban dau S6 kiém tra N17137-2
3. Thir nghiém tinh nhay cim véi da S6 kiém tra N17137-3

4. Thir nghiém dét bién ngwoc S6 kiém tra AN17137-1



THU NGHIEM POC TINH CAP TINH
QUA PUONG MIENG

Tinh an toan da duogc danh gia thong qua xem xét thir nghiém
dgc tinh cap tinh trén chudt va thir nghiém kich tmng da ban
dau trén tho.

Thtr nghiém dung dich bao hoa Calcium nung thién nhién dé thuc hién thi nghiém doc
tinh cap tinh trén chudt.

Thir nghiém liéu dung 2000mg/kg trén nhém thi nghiém. Trong nhém d6i chimg , thyc
hién quan sat trong 14 ngay.

(Co quan thir nghiém : Trung tdm Phén tich Thuc Pham Nhat Ban)

Thay d6i trong luong (con duc) Trong thoi gian quan sat khong c6 trudmg

‘ . Sau chi dinh hop bat thuong hodc tir vong duoc ghi nhan

Nhom chi dinh | Trude chi dinh 7 1 & ca chudt duc va chudt cai trong nhém chi
dinh.

Nhom thi nghiém [33.542.5 (5con)  |37.142.7 [40.143.7

Nhom dbi chimg [33.3+1.7 (5con)  [37.9#2.1 |40.9+2.5

Sau khi dung thudc 7 va 14 ngay, khi do
can nang, khdng co su khac biét vé& can
nang khi so sanh nhom thtr nghiém va
nhém ddi chimg & ca con duc va con céi.

Thay d6i trong luong (con cai)

Nhom chi dinh | Truéc chi dinh Sau chi dinh Kham Inghiém ;tﬁ tfli Véol Cl;léi giai (‘,anAn

7 14 quan sat cho thay khong c6 bat thuong ¢ tat

Nhom thi nghiém [27.7+1.6 (5 con) 30.1+2.1 |32.7+£3.1 ca cac con vat thur nghiém, ca con duc va
Nhom ddi chimg [27.8#1.4 (5con)  |30.0+1.4 [32.741.5 con cai.

T nhitng diéu trén, thir nghiém ddc tinh cip tinh qua duong miéng trén chudt cho thiy
gia tri LD50 ctia mau duoc danh gia la trén 2000mg/kg doi véi ca con duc va con cai.

HANG MUC PANH GIA KICH UNG DA

[CHAT KHONG GAY KICH UNG |



THU NGHIEM KiCH UNG DA BAN PAU

Ba con tho tring Nhat Ban cai duoc sir dung lam dong vat thir nghiém, phan chi dinh 1a
phan lung cta con vat da dugc cit bo 16ng, cac bo phan da khoe manh va bi thuong duoc
chiara.

Dbi véi phuong phép sir dung, 0,5 g mau quan ly duoc dat trén mot miéng vai xo 2,5 X
2,5 cm, dong chit va dan trong 24 gid bang cach sir dung thach cao két dinh khdng thim
nudc, thach cao két dinh bang bot bién va bang dan hdi két dinh,

Sau khi g& bo, thuc hién quan sat phan rng Kich thich sau 3, 24 va 48 gio.

(Co quan thir nghiém : Trung tim kiém nghiém an toan
dugc pham, phong nghién ctru Yoshimi)

S& thir tur Trong lwong (kg) Tinh trang thong thuwong
con vét' Ngay Ngay ldy Ngay 1 ngay sau | 2 ngay sau | 3 ngay sau
) thi nghiém | két qua | thi nghiém | thi nghiém | thi nghiém | thi nghiém
khéng c6 | khdong c6 | khéng cé | khdng co
1 2.29 2.36 P R £ . A . A .
bat thudong | bat thuong | bat thuong | bat thuong
khéng c6 | khdong c6 | khéng c6 | khoéng co
2 2.24 2.29 £ 9 R ; 9 R £ 9 . £ 9 .
bat thudong | bat thuong | bat thuong | bat thuong
3 221 23 khéng c6 | khdéng c6 | khdbng c6 | khdng co
' : bat thuong | bat thudong | bat thuong | bat thuong
i Da khoe manh Da t6n thurong
& the - ;
S0 u’AtL,r Bando - Doéng vay Phuné Bando - DPong vay Phuné
con vat 2 : z z z z z z
3tiéng | 48tieng | 3 ticng | 48 tieng | 3 tieng | 48 tieng | 3 tieng | 48 tiéng
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
Trung binh 0 0 0 0
Cuong do 0 0
P.1.1 0

Khéng c6 phan tng da ndo dugc quan sét thay trén ca da lanh va da bi
thuong, va P.1.I Ia 0. Khdng phéat hién bat thuong vé tinh trang chung trong
suot thoi gian quan sat. Can nang ciing ¢0 dau hiéu tang Ién.

Tir két qua trén, két luan chét thir nghiém nay c6 P.1.I = 0 va loai danh gia
kich irng da la khéng gay kich tng.

Nhom phan irng P.1I
0

Phan loai danh gia
Khong gay kich trng




THU NGHIEM TINH NHAY CAM
VOI DA TREN CHUQT LANG

Str dung chudt lang dé thir nghiém nguyén liéu Calcium nung thién nhién bing
phuong phap Guinea Pig Maximization Test.

Céc con vat dugc stir dung trong thi nghiém bao gdom 4 con dy bi, 10 con trong
nhdém nhay cam va 5 con trong nhom doi ching. Tong cong la 19 con.

Pbi voi do nhay cam trong da : dung dich a : dang nhii tuong cta ta dugc hoan
chinh Freund (FCA) va nuéc mudi sinh ly. Dung dich b : 0.05w/w% dung dich
ctia chat bi kiém tra (dung méi : nude mudi sinh ly). Dung dich ¢ : 0.1w/w% dung
dich ctia chat bi kiém tra (dung méi : nuéc mudi sinh Iy) va chéat nhii hda nhu 1a
FCA dugc tiém vao mdi viing da ¢6 voéi lidu lwong 0.1ml x 2 chd. Tuy nhién, rat
ngan khoang cach liéu ding cta miu thir a va b. Bi véi sy nhay cam khi tiép
xUc : vao ngay thtr 7 14y mot miéng vai thua kich thudce 2x4 cm thdm 0.2g chét bi
kiém tra nguy@n chat (100%) va déan vao chd tiém trong vong 48 gio. Nhom dbi
chung ciing duoc xtr Iy twong tu bang cach ngdm vai thua kich thude 2x4 cm vao
0.2ml nude dung dé tiém. Vi ban chét ban du caa chét bi kiém tra nay 1a mot chat
khong gay kich ung, khoang 0.5g gam hdn hop Vaseline gdbm 10 ¥% SDS dugc boi
I&n vi tri tiém trén da (da duoc loai bo 16ng vao ngay thi 6).

Vao ngay thr 21 sau khi bat ddu do d6 nhay cam, ding mot miéng vai thua kich
thuéc 1.5x1.5 cm tham 0.1g chat bi kiém tra nguy@n chat va dan vao bén suon
trong vong 24 gid. Quan st phan ung cia da 24 va 48 gid sau khi g& bé miéng
dan.

Két qua 1a khong c6 kich ung da ndo duoc quan st thiy ¢ ca nhdm nhay cam va
nhém doi ching. Tinh trang chung khéng nhin thay bat thuong, cdn nang tang.

(Co quan thir nghiém : Trung tdm kiém nghiém an toan duoc
pham, phong nghién ctru Yoshimi)

Tur két qua trén,

Cong nhan chat thir nghiém nay khong gay man cam cho da.



THU NGHIEM DPOT BIEN NGUQC

La mot phan ctia qué trinh danh gia d6 an toan cua
nguyeén liéu Calcium nung thién nhién c0 st dung vi
khuan, muc dich la dé 1am rd c6 hay khong kha ning
gay dot bién gen.

Salmonella typhimurium (sau day viét tat 1a S. typhimurium) TAIOO, TAI535,
TA98, TAI 537 va Escherichia coli Escher ichia coli (sau day viét tat 1a E. coli)
WP2 uvrA di duoc st dung dé kiém tra kha ning gay dot bién gen cua nguyén
liéu Calcium nung thién nhién. Puoc thuc hién bang phuong phéap u trude trong
cac diéu kién kich hoat chuyén hda va kich hoat khéng chuyén héa. Nudc ding
dé tiém duoc s dung lam dung mdi cua chat th.

Pé thiét 1ap cho thir nghiém nay, mot thir nghiém da duoc cai dat tién hanh voi 5 lidu
1250, 313, 78,1 va 19,5 ug /plate, dugc pha lodng theo ty 1€ chung 4 véi 5000 ug /plate la
t6i da. Dua trén két qua, lidu thap nhit cho thiy su tc ché ting trudng duoc dit 1am lidu
cao nhat, va liéu thir nghiém trong nghién ctru nay 1a noi ma qua trinh trao doi chat khong
dugc kich hoat ddi voi tat ca cac chung. 6 lidu 313, 156, 78.1, 39.1, 19.5, 9,77 ng /plate
duge ding dé kich hoat chuyén héa chung S. Typhimurium TA. Déi véi E. coli WP2 uvrA
dé kich hoat chuyén hda : thuc hién voi 6 liéu 1250, 625, 313, 156, 78,1, 39,1 pg /plate.

Trong ca thtr nghiém cai dat liéu luong va thir nghiém nay, sé luong khuan dot bién
hoan nguyén, nhiéu hon hai lan gié tri d6i ching am tinh, khdng ting 1én & ca kiéu
thay thé cip bazo va kiéu thay d6i khung bat ké cé hay khong cé sy hoat hda chuyén
hoa. Khéng c6 phan tng véi liéu duge quan sat.

(Co quan thir nghiém : Trung tdm kiém nghiém an toan duogc
pham, phong nghién ctru Yoshimi)

Dua trén két qua thir nghiém trén, nhan dinh rang nguyén liéu Calcium
nung thién nhién khoéng c6 kha niang gay dot bién gen d6i voi vi khuan
(am tinh) trong diéu kién cua thir nghiém nay.



