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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan moi két qua ctia dé tai: “Nghién ciru tao bgt inulin ter cii dang sam
(Codonopsis javnica) tz nhién moc tai Lac Dwong - Lam Pong” 13 cong trinh nghién ctru
clia ca nhén t6i va chua ting dugc cong bd trong bat cir cong trinh khoa hoc nao khéac cho
t61 thoi diém nay.

Céc két qua, sb liéu néu trong luan 4n 1a trung thyc. Két qua trong luin 4n nay duoc
tai tro kinh phi tir D& tai cap Bo GD-DT “Nghién cizu thanh phan hoa hec ciia Pang sam
(Codonopsis javanica) tai Lam Péong va iing dung tao thec phdm chiee nang”. Ma s6:
B2018-DLA-01 ma t6i 1a chii nhiém d@ tai.

Khanh Hoa, ngay 15 thang 10 nam 2021

NCS. Nguyén Thi Thing Long



LOI CAM ON

Dé hoan thanh Lu4n 4n nay

Truéc hét tdi xin gtri té1 Ban Giam hi¢u, Lanh dao phong Pao tao Sau dai hoc va Ban
Chu nhiém Khoa Cong ngh¢ Thuyc phém su kinh trong, niém tu hao duoc hoc tap va nghién
cuu tai Truong trong nhirng nam qua.

Su biét on sau sac nhét toi xin duge giri dén PGS.TS. Vii Ngoc Boi - Truong Khoa
Cong nghé Thyc phim - Truong Dai hoc Nha Trang va PGS. TS. Ping Xuéin Vinh -
Nguyén Giam dbc Vién Vaccin Da Lat da hét 1ong hudng dan, gitp dd toi trong sudt qua
trinh thyuc hién Luan an.

Xin chan thanh cam on cac thay c6 phan bién da gbp ¥ va cho nhiing 16i khuyén quy
bau dé Luan an hoan thanh voi chit luong cao.

Xin cam on Lanh dao Truong Pai hoc Pa Lat da gitp do va tao diéu kién cho toi
dugc di hoc va hoan thanh Luén an nay.

Xin cam on cac thanh vién tham gia dé tai cap B di cung toi thyc hién dé tai dé két
qua ludn an chat luong hon.

Xin giri 16 cdm on c4c thay c¢6 gido trong Khoa Cong nghé Thuc pham da gitp do va
tao diéu kién thun loi cho toi trong qua trinh hoc tap tai truong.

Dic biét, xin ghi nhé va to long biét on sdu sic dén gia dinh, nguoi than va ban beé da

quan tam, chia sé kh6 khan va dong vién t6i dé t6i hoan thanh Luan &n nay.

Khanh Hoa, ngay 15 thang 10 nam 2021

NCS. Nguyén Thi Thing Long
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Chir viét tit Giai nghia

CFU - Colon form unit - Pon vi khuan lac

CoA : Coenzyme A

CcV : Coefficient of variation - Hé sd bién thién

Da - Dalton - Pon vi do khdi lugng phan tr mot chat

DDVN : Dugc Dién Viét Nam

DE : Design Expert - Thiét ké chuyén nghiép

bK : BPuong kinh

DM/NL : Dung M6i/Nguyén Li¢u

DPav . DP average - Murc do polymer trung binh

DPn : Degree polymer - Murc do polymer hoa

bS :Déng sam

FDA : Food and Drug Administration - Co quan Quén Iy Thuc pham
va Thubc (USA)

FOS : Fructo-oligosaccharide - Inulin mach ngan

FT-IR : Fourrier transformation infrared spectroscopy - Quang ph6 hong
ngoait

GA : Gum Arabic - Mot loai phu gia thyc pham

GALT : Gut associated lymphoid tissue - M6 bach huyét lién quan dén ruot

GAP : Good agricutural practice - Thuc hanh nong nghiép tot

GC : Gas chromatography- Sic ky khi

GC-MS : Gas chromatography-Mass spectrometry- sic ky khi ghép ndi dau
do khoi pho

GFn . a-D-Glucopyranosyl-[B-D-Fructofuranosyl](n-1)-f-D-
fructopyranosis-
Tén goi inulin dang GFn

GIT : Gastrointestinal tract - Puong tiéu hoa

GLP : Glucagon low peptide - Peptide don gian

GLP : Glucagon

GPCR : G - protein

HDACs : Histone deacetylase - M6t loai enzyme

HMT : Ham muc tiéu

Vil




HPLC : High performance liquid chromatography - Sic ky long hiéu ning
cao

IBD . Inflammatory bowel diseases — Bénh di ing

IFy . Interferon gamma- Tén mot loai khan ghteer

IgA : Immunoglobulin A - Khang thé IgA

IL . Interleukin

IMO : Isomalto - Oligosacaride

IN/OF - inulin/oligofructose

KPH : Khong phat hién

LAB : Lactobacillus

LC - Liquid chromatography - Sic ky long

MALDI-MS | : Matrix assisted laser desorption ionization time of flight-Mass
Spectrometry

MD : Maltodextrin-Mot loai phu gia thuc phém

mPa.s : Centi Poise (cP = mPa.s) - Bon vi do d¢ nhét thuong dung

MPN : Most probable number - Bém s6 khuan lac

MS : Mass spectrometry - Khéi phd

NDOs : Nondigestible oligosaccharide - Xo khong tiéu hoa dugc dang mach
ngan

NK - Natural Kill - Té bao giét ty nhién

NMR : Nuclear magnetic resonance spectroscopy - Pho cong huong tir hat
nhan
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PTN : Phong thi nghiém

PU : Phan ung

Qb : Quyét dinh

Qb-ATTP : Quyét dinh - An toan thuc pham
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RH : Rate humidity - D6 4m

RI : Refractive Index detector - Dau do chiét xuit (trong may chuyén
dung)

rpm : Revolutions per minute - S6 vong quay trong mot phut

SCFA : Short chain fatty acid - Acid béo chudi ngan/ mach ngin

SK : Sinh khéi
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SOS : Soy bean oligosaccharide - Oligosaccharide ngudn goc dau tuong

Std : Standard deviation - Do 1éch chuan trong thong ké

TCVN : Tiéu chuan Viét Nam

TH - T Helper - Té bao T giup

TL cTile

TLC : Thin Layer Chromatography - Sic ky 16p mong

TLPT : Trong luong phan tu

TPCN : Thyc pham chirc ning

TT : Thudc thir

UBND : Uy ban nhan dan

USDA : US Food and Drug Administration - Cuc Quan 1y Thuc pham va
Dugc pham Hoa Ky

UV-VIS - Ultravisible - Ultraviolet spectroscopy

v/p - VVong/phut

v Volume -Thé tich

VN : Viét Nam

VSV : Vi sinh vat

VSVHK : Vi sinh vat hiéu khi

w : Weight - Khdi lugng

WHO : World Health Organization - T6 chtic Y té Thé gi6i

XS : Xac suét

SK : Sinh khéi
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Pé tai ludn an: Nghién ctru thu nhan va tao bot inulin tir ci dang sam (Codonopsis
javanica) tu nhién moc tai Lac Duong - Lam Dong
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Noi dung:

Luan 4n di thu dugc mot s6 két qua mdi bd sung vao linh vuc nghién ciru, siy phun
tao bot cu dang sam (Codonopsis javanica) va tao ché pham synbiotic tir bot cii dang sim
dinh huéng Gmg dung trong thuc pham chirc ning:

1) Ludn an da xdc dinh dwoc cdc dac diém hinh thdi va cdu triic mé cu d‘cfng sam
(Codonopsis javanica) moc ti nhién ¢ Lac Dwong - Lam Déng lam co sé phdn biét do tudi
va thoi gian thu hoach cu djng sam. Mat khac, ludn an ciing xdac dinh dwoc cu a"cfng sam
3 ndm tuéi c6 thanh phan cdc chat dat tiéu chuan DPVN V, (2017): Ham lwong dwong
tong s6:(10,08 +0,88) °Bx, ham lhegng chat chiét tong s6.: (58,2 + 1,57) %; ham lwong tro
tong s6:(5,50% 0,17) %, khdng chita tap chit vé co va kim loai néng.

2) Ludn dn dd xdc dinh dwoc cdc théng sé toi wu cho qua trinh chiét inulin tir Cii
ddang sam (Codonopsis javanica) fir nhién moc tai Lac Dwong Lam Déng: dung méi chiét
la nuede cat hai lan, nhiét do chiét T1°C, thoi gian chiét 36 phiit va ty 1¢é dung méi/nguyén
liéu la 47ml/g véi hiéu sudt chiét inulin cii dang sam dat 23,93%, fructan 26,96% va tong
chat chiét hoa tan dat 61,35%. Ludn dn cting xdc dinh dwoc cdc yéu 16 thich hop cho qua
trinh két tiia thu inulin: nhiét dg thich hop dé cé ddc dich chiét truée khi két tia dén 16°BX
1a 55°C, tdc nhan két tia thich hop la ethanol, nong dé ethanol thich hop cho qud trinh két
tiia inulin la 80% va nong do ethanol thich hop cho qud trinh két tua fructan la 90%, nhiét
do thich hop dé liang két tia inulin la (6+1) °C véi hiéu suat két tia trung binh dat 95,53%.

3) Ludn an lan dau tién tinh sach va xdc dinh déic diém cdu tric cia phan twr inulin
ciia cii dang sam (Codonopsis javanica) fu nhién moc tai Lac Dweong Lam Pong. Két qud
nghién ciru cho thdy cé thé tinh sach inulin tir dich chiét thé bang phwong phdp két tua lai
nhiéu lan (6 lan) bang ethanol 6 nong do gdy két tia 80% véi hiéu sudt thu inulin tinh sach
la (75,85%0,84)%. Inulin tinh sach thu nhdn tir cii dang sam (Codonopsis javanica) moc tu

nhién tai Lac Duwong - Lam Pong gom 2 phdn tir fructose polysacccharid: mét phén tir ¢6
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khoi irong 3.193 Da, ¢6 19-23 don phdn, chiém 96,448% va mét phan tiz ¢6 khéi hirong
phan tz 1.112.892 Da, chiém 3,552%.

4) Ludn an lan dau tién xdc dinh dwoc mot s6 thong 6 thich hop cho qua trinh Séy
phun tao bét inulin cii dang sam (Codonopsis javanica): chdt tro sdy la maltodextrin, véi
ty ¢ maltodextrin bo sung thich hop la 10%, nhiét do khi dau vao 185°C va nhiét do khong
khi buong sdy la 85°C, dp sudt khi nén 3 atm, toc dé bom nhdp liéu 10 ml/p, twong ing véi
toc do dia phun 16.000 v/p. Bét inulin cu dang sam sdy phun c¢é ham leong inulin dat
(445,90+2,79) mg/g; ham lwong Fructan dat (469,40£1,61) mg/g, pH (5,18+0,01), ham
lirong tro (4,82+0,07) %. PG hoa tan: 1/9,5+0,5/15 (g/ml/phit; P dm (6,0620,27) % va
khong chira tap chdt vé co va kim loai nang. Bot inulin cu dcfng sam co kich thuoc hat
(882,2£101,4)nm, mat do hat 100 %, do phan tan 0,497 DPI, nhiét do nong chay trén
600°C. B¢t inulin cu ddng sam dat tiéu chudn ATVSTP theo qui dinh hién hanh ciia Bé Y
té doi véi thwe pham chirc nang.

5) Ludn dén lan ddu tién tién hanh sit dung bot inulin cii dang sam tao ché pham
synbiotic dé dinh hwéng iing dung trong thwe phdm va thu dwoc mét sé két qua: Bét inulin
dang sam c6 déc tinh prebiotic manh véi liéu sir dung 4% (twong dwong 1,8-2% tinh theo
lirong inulin) ¢ thé kich ting sinh té bao (CFU) ciia 8 ching (2 ching L. acidophillus, L.
plantarum, L. rhamnosus, B. longum, B. lactic, Enterococcus faecalis) tir 1,4+11,5 lan,
trong do L. acidophillus dat mirc ting sinh cao nhat la 2,3 x10"'CFUIg va vi khudn
Enterococcus faecalis dat mike tang sinh thdp nhat la 7x10° CFU/g.

6) Ludn én xdc dinh dwoc cong thire phoi trén tao bét synbiotic: Bét inulin ci dang
Sam 0,514 g/g, sinh khéi L. acidophillus (5x10%° CFU/Q) 0,22 g/g; sinh khéi L. plantarum (2
x 10 CFU/g) 0,128 g/g; sinh khéi B. longum (8 x10'° CFU/g) 0,033 g/g va sinh khoi B.
lactiCs (10! CFU/g) 0,1g/g.

7) Két qud thir nghiém ché pham synbiotic trén chudt nhdt cho thdy ché pham
synbiotic vdi liéu sik dung liéu 1,2 glkg va 2,4 g/kg trong 14 hodc 28 ngay khong doc, khong
danh hwéng dén chirc nang cia gan, than & chudt thir nghiém va ché pham synbiotic ¢é kha

nang kich thich mién dich ciing nhir ¢6 kha ning diéu tri tiéu chay & chudt nhdt.

CAN BQ HUONG DAN NGHIEN CU'U SINH
PGS.TS. Vii Ngoc Boi PGS.TS. Pao Xuin Vinh Nguyén Thi Thing Long
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Contents:

The thesis has obtained some new results added to the field of research, spray drying to
create inulin powder from Dangshen (Codonopsis javanica) and making synbiotic
preparations from inulin for application in functional foods:

1)The thesis has researched and determined for the first time the morphological and
structural features of the isotropic root tissue (Codonopsis javanica) that grows naturally in
Lac Duong - Lam Dong as the basis for age discrimination and timing. Harvesting Dangshen
roots. On the other hand, the thesis also determined that 3-year-old Dangshen root has
ingredients that meet Vietnamese pharmacopeia standards in 2017: Total sugar content:
(10.08 + 0.88) °Bx, Total extract content:(58.2 £ 1.57) g/100g; Total mineral content: (5.50 +
0.17) %, containing inorganic impurities and heavy metals.

2)The thesis has first time researched and optimized the inulin extraction process from
Codonopsis javanica that naturally grows in Lac Duong Lam Dong: the extraction solvent is
distilled water, extraction temperature 71°C, extraction time, 36 minutes, and the ratio of
solvents / raw materials is 47ml/g with 23.93% inulin extract, 26.96 % fructan, and 61.35 %
of total dissolved extracts. The thesis also identifies the right factors for inulin precipitation:
the appropriate temperature to concentrate the extraction before precipitating to 16 °Bx is
under 55°C, the suitable precipitation agent is ethanol, the concentration of ethanol is fit. The
content for inulin precipitation is 80%, and ethanol concentration for fructan precipitation is
90%, temperature for inulin precipitation is (6 £ 1) °C with average precipitation efficiency of
95.53%.

3) The thesis studies for the first time on purification and determination of the molecular
structure characteristiCs of inulin obtained. The study results showed that it is possible to
purify inulin from crude extracts by recrystallization six times, and the purified inulin
collection efficiency is (75.85+0.84) %. The purified inulin obtained from Codonopsis javanica
naturally grows in Lac Duong - Lam Dong province includes two molecules of Fructose
polysaccharide: a molecular with a mass of 3,193 Da, about 19-23 monomers, depict at
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96,448%, and the other molecular has a molecular weight of 1,112,892 Da, accounting for
3,552%.

4) The dissertation identifies for the first time some parameters suitable for the spray
Dangshen powdered in Codonopsis javanica. The drying aid is maltodextrin, with the
appropriate additional maltodextrin ratio of 10 %. The inlet temperature is 185°C, and the
drying chamber air temperature is 85°C; The compressed air pressure is 3 atm, the input pump
speed is 10ml/p, which corresponds to the injector speed of 16,000 rm. The powder obtained
had an inulin content of (445.90 x 2.79) mg/g; Fructan content reached (469.40 £1.61) mg/g,
pH (5.18 £ 0.01), mineral content (4.82 + 0.07) %. Solubility: 1/ 9.5 £ 0.5/ 15 (g / ml/ min;
Humidity (6.06 £ 0.27) % and free of inorganic impurities and heavy metals. particle size
(882.2£101.4) nm, particle density 100%, dispersion 0.497 DPI, melting temperature over
600°C. The powder meets food safety standards according to current regulations of the
Ministry of Health for functional food.

5) The thesis has done for the first time by using powder from Dangshen to make
synbiotic products to apply in food and obtained some results: Dangshen spray-powder
containing Inulin has strong prebiotic properties with a dose of 4% (w/w- equivalent to 1.8-
2% based on inulin content) can stimulate cell proliferation (CFU) of 6 strains (L. acidophilus,
L. plantarum, L. rhamnosus, B. longum, B. lactic, Enterococcus faecalis) from 1,4 + 11.5
times, in which, L. acidophillus had the highest fertility rate of 2.3 x10*CFU/ g and
Enterococcus faecalis had the lowest fertility rate of 7x10 ® CFU/ g.

6) The thesis first has identified the synbiotic mixing formula for the first time: dangshen
powder 0.514 g/g mixed with L. acidophillus biomass 0.33 g/g (density 5x10°CFU/ g); 0.128
g/ g L. plantarum biomass (density 2x10**CFU/ g); 0.033 g/g B. longum (density 8 x 10°CFU
/ g) and 0.1 g/ g of B. lactiCs biomass (density 10''CFU/ g).

7) The thesis tests synbiotic products for the first time in mice. Results, synbiotic's doses
of 1.2 g/ kg and 2.4 g/ kg using for 14 or 28 days were not acute toxicity, semi-chronic toxicity
to the liver's function, and to the kidney in test rats. Synbiotic has immunostimulating
properties as well as the ability to treat diarrhea in mice.

CAN BQ HUONG DAN NGHIEN CU'U SINH

Assoc.Prof.Dr. Vii Ngoc Boi  Assoc.Prof.Dr.Pao Xuan Vinh  Nguyén Thi Thiing Long
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MO DAU

Tinh cip thiét cia dé tai

Viét Nam c6 khoang 3948 loai thuc vat, 408 loai dong vat, 75 loai tro vat va trén
50 loai tao c6 kha ning 1am thudc va thyc phdm chirc ning [11]. Theo Bo Y té, Viét
Nam c6 nén y hoc ¢6 truyén lau doi, phong phi. Y hoc ¢6 truyén Viét Nam c6 nhiéu
dong gbp to 16n trong bdo v€ va nang cao stc khoe nhan dan cling nhu phong va chira
bénh. Cung véi su phat trién ciia khoa hoc cong nghé tién tién, y dugc cd truyén Viét
Nam da ludén luén dugc Nha nudc chu trong theo hudéng vira ké thira, chon loc va ung
dung cac tién bo hién dai dé nghién ctru tich chiét va str dung cac chét tu nhién tir thuc
vat trong viéc huy gia tri truyén thong trong chim séc stc khoe nhan dan. Theo dinh
hudng nay, ngay 30/10/2013, Thi tuéng da ra Quyét dinh 1976/QD-TTg vé “Tong thé
phat trién duoc liéu dén nam 2020 va dinh huéng dén nam 20307, trong d6 tap trung
dau tu nghién ctru 28 loai duogc liéu ban dia trong d6 co ci dang sam (Codonopsis
javanica) phuc vu cho san xuat thudc va ché bién thuc pham chirc nang. Lam Pong voi
diéu kién tu nhién wu nén duoc coi nhu 1a tha phu cta cay thude Viét Nam véi 1664 loai
thudc 237 ho thuc vat, chiém gan 50% s6 lugng cay thude trong ca nude [12]. Do vay,
Lam Pong duoc coi 13 1a mot trong 5 ving trong diém dugc qui hoach, khai thac, trong
va nghién curu cac loai cay dugc liéu dé tao thanh san phém hang hoéa [4]. Tinh Lam
Pong dugc quy hoach trong 12 loai duoc liéu ban dia trong d6 cu dang sam [20].

Céc chat chiét tir thao dugc c6 ngudn goc tu nhién véi dic diém ndi bat 1a khong
c6 tinh doc, khong c6 tac dung phu [88], da tac dung [147, 170] nén duoc st dung lam
thuc ph:flm chuc nang dé duy tri stc khoe, chéng lai nhiéu loai bénh khac nhau va dan
dan thay thé cho thudc [80]. Vi thé, cac chat chiét tir thuc vat dugc ung dung rong rai
trong doi song va 1 nguyén liéu cia nhiéu nganh cong nghiép nhu duge pham, san xuat
cac loai thudc dong y, thuc pham va my pham [83]. Cac loai thudc thao dugc truyén
théng thuong duogc lam tur 14, 1é, vO cay va hoa cua thyuc vat ty nhién, trong dé chtra chu
yéu mot sd chat ¢d hoat tinh sinh hoc nhu alkaloids, flavonoid, polysaccharide va cac
hoat chit sinh hoc khac [51]. Thanh phan hoat chit, tic dung va su hién dién cua cac
chat trén phu thudc vao mot sd yéu td bao gdm kiéu gene, thoi gian va mua thu hoach,
tudi cua thuc vat, qua trinh siy kho va bao quan ciing nhu diéu kién thu nhan chat xut
[88, 170]. Tuy vAy, cach sir dung thuc phdm truyén thong c6 nhuoc diém do viéc sir

dung nguyén ngudn nguyén liéu ty nhién d6 1a khéi luong dua vao c6 thé 16n va qua
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trinh hap thu s& kho khin nén thoi gian phai sir dung dai ngay. Do vdy, viéc nghién ciru,
thu nhan cac chit dudi dang tinh khiét tir thue vat dé nang cao hiéu lyc img dung céc
chat nay trong d6 c6 cac chat tir cii dang sdm moc tu nhién & Lam Pong 1a can thiét.

Tir nhitng 1y do néu trén va trén co s& clia kinh phi tir dé tai cdp Bo (ma sb B2018-
DLA-01), toi thuc hién ludn an “Nghién ciru thu nhén va tao bot inulin tir cii ddng sdm
(Codonopsis javanica) fir nhién moc tai Lac Dwong - Lam Pong”.

Muc tiéu ciia ludn an: xac dinh duoc do tudi thu hoach va thu nhan duoc inulin
tir ci dang sam (Codonopsis javanica) moc ty nhién tai Lac Duong - Lam Pong. Trén
co s do, thir nghiém str dung inulin tir ci dang sam tao ra ché pham synbiotic hudng
té1 phuc vy, cham soc strc khoe cong df’)ng.

NOi dung ciia ludn an

1) Nghién curu xdc dinh thoi gian thu hoach cu dcfng sam tw nhién moc tai Lac
Durong Lam Péng.

2) Nghién ciru t6i wu héa qud trinh chiét inulin tie cii dang sém tw nhién moc tai
Lac Dwong Lam Pong.

3) Nghién curu tinh sach va xac dinh dac diém cdu triic phdn tie inulin thu nhdn
duorc.

4) Nghién ciru sdy phun tao bét inulin.

5) Thir nghiém sir dung inulin tir cii ddang sam tao bot synbiotic dinh huéng img
dung trong thuc phdam.

Y nghia khoa hoc

Céc két qua nghién ctru cua luan 4n 14 ngudn dir liéu khoa hoc méi vé inulin ctia
ct dang sam (Codonopsis javanica) tu nhién moc tai Lac Duong Lam Pong. Cac dir
liéu khoa hoc nay la nguén tai liéu phuc vu cho giang day, nghién ctru vé céc chét tu
nhién ¢ thyc vat.

Ngoai ra, nghién ctru ctia luan 4n con gitp tao ra cac co sé dit lidu vé hinh thai va
mo hoc gitp phan biét nguyén lidéu Ci dang sdm voi hang gia, phan biét duoc nguyén
lidu dat tiéu chuan theo ndm tudi ciing nhu gitp xac dinh thoi gian thu hoach thich hop
nguyén liéu ct dang sim ty nhién.

Y nghia thwe tién



Céc két qua nghién ctru cta ludn an co sé dé co quan quan 1y Nha nudc tinh Lam
Dong str dung dé dinh hudng phat trién va tmg dung cu dang sam trong thuc té. Mit
khac, cac két qua nghién ctru ctia luan an gdp phan tich cuc trong viéc ning cao hiéu
qua khai thac va sir dung ngudn tai nguyén cu dang sim moc ty nhién ¢ Lam Pong ciing
nhu 13 co so dé doanh nghiép phat trién thuong mai cac san pham thyc phim chirc ning

tir cu dang sam (Codonopsis javanica) tw nhién moc tai Lac Duong Lam Dong.



CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. TONG QUAN VE CAY CU PANG SAM
1.1.1. Phan loai va dic diém sinh hec ciia cay dang sam

Cay dang sam ¢ tén tiéng Anh 1a Dangshen, tén tiéng Viét 1a dang sm hozc phong
dang sdm hodc sam leo hodc sam nam [161], thudc Gisi: Thuc vat (Plantae), nganh:
Magnoliophyta, l6p: Magnoliopsida, bo: Asterales, ho: Campanulaceae, chi: Codonopsis.
Tén khoa hoc cua cay dang sam: Codonopsis javanica (Blume) Hook.f. Cac tén khoa hoc
dong danh cia cay dang sam la Campanumoea javanica Blume (1826), Campanumoea
cordata Miqg. (1862), Campanumoea maximowiczii Honda (1936). Codonopsis
javanica [91].

Hién nay c6 47 loai thudc chi Codonopsis, phan bé cha yéu ¢ Trung, Pong va Nam
A. Trong @6, Trung Qudc 6 40 loai [72]. Tai Viét Nam chi c6 02 loai [6], tai Lam Pdong
chi c6 01 loai C. javanica [12]. Loai C. javanica c6 & dong An Do, Myanmar, mién Nam
Trung Qudc, Pai Loan, Nhat Ban, Thai Lan, da0 Sumatra va Java va Viét Nam [2, 91].
Tai Viét nam, loai C. javanica phan bé & d6 cao 800-2000m, tap trung & cac tinh mién
ndi phia Bic, Tay Nguyén c6 ¢ Kon Tum (Pik T6, Pik Glei: Ngoc Linh), Lam Pdng
(ba Lat, Lac Duong) [2].

Céc loai C. pilosula, C. tangshen va C. lanceolata 1a nhitng loai phd bién, cu tuoi hoic
kho duoc sir dung rong rai trong Y hoc dan gian qua nhiéu thé ky [87]. Theo Duoc Dién
Trung Qudc, Radix Codonopsis la t&n goi ci khd cua cac loai C. pilosula, C. pilosula var.
modesta, C. tangshen va C. lanceolata [72].

Ping sam (C. javanica) 1a loai thao moc séng nhiéu nam, than leo, dai 2-3 m, phan
nhéanh nhiéu, 14 don, moc dbi, hinh trizng hozc hinh tim, méng, mém, mau xanh 14 ma, mit
dudi ¢6 16ng nhung trang, mé nguyén hogc c6 ring cua ti, cuéng la dai 3-7 cm, hoa moc

don doc & ké 14, hinh chudng, mau trang hoic hoi vang, hong c¢6 van tim [2] (Hinh 1.1).

RPN

Cay diang sam Ci dang sam Hoa diang sam

Hinh 1.1. Anh vé cdy, cii va hoa ding sam (C. javanica) (Anh do ludn dn chup)
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Cu dang sam c6 ré chinh hinh try c6 khi phan nhanh, nac, mau vang nhat, duong
kinh 0,5+2 cm, dai 6+15 cm, dau trén phat trién to, c6 nhiéu seo cua than. Mt ngoai ré
mau vang nau nhat, trén c6 nhiing ranh doc va ngang, chia ré thanh nhing dudng 16i
16m, thé chat chic, dé bé, vét bé khdng phang, khdng min, c6 mui thom, vi ngot nhe [6].
Giai phau vi phau ca dang sam cho thay I6p ban gom 4+5 hang té bao hinh chix nhat xép
déu din thanh hang ddng tdm va ddy xuyén tam, c6 nhiéu chd bj nat rach. M6 mém vo
cau tao bai té bao nhiéu canh, hoi dai det, t& bao libe nho xép xit nhau, mach gé xép
thanh hang tao thanh hé thng hinh nan quat toa ra tir tam. Tia rudt c6 té bao thanh mong
[6].

Loai C. javanica nam trong danh muc cua Sach o Viét Nam (2000), xép loai cap
"V-s& nguy cap" (Vulnerable) va nim trong Danh muc thuc vat rimg, dong vat ring
nguy cap, quy hiém (nhdm 2) theo Nghi dinh sé 32/2006/NB-CP ngay 30/3/2006 va la
loai dic trung cua Lam Dong [12] nhung chua dugc nghién ciru sau va danh gia tiém ning
ng dung cua nd. Gan day, loai ndy duoc dua vao danh muc cay thao duoc can phat trién
trén dién rong thanh nguyén liéu hang hoa (Quyét dinh 1976/QD-TTg, ngay 30/10/2013;
QD s6 179/QD-BYT, 2015 va QD s 1976/QD-TTg (206/QD-BYT, ngay 22/1/2015).

O Viét Nam, cu diang sam (C. javanica ) duoc coi 1a cay thubc quy dung 1am thude
bd, chita co thé suy nhuoc, thiéu mau, vang da, dn uéng kho tiéu, chéng di tng, viém
gan, ting cudng mién dich, giam tiéu chay, giam m& mau, tiéu duong, béo phi va ung
thu rudt, tang sic déo dai, ich huyét, chdng mét moi, yéu stc, hao khat, lam sang mat
[2, 6, 8]. Viét Nam dugc coi nhu nhan sim ctia ngudi hgheo [6, 90] vi d6i khi dugc st dung
thay thé cho nhan sam (Panax ginseng).

1.1.2. Thanh phan céc chat co ban cia céc loai trong chi Codonopsis

Céc hop chit hitu co co ban caa ca dang sam C. javanica giéng nhu cac loai thuc vat
khéc [55] va c6 mot sé chat cu thé nhu sau:

* Carbohydrate

Monosaccharide, oligosaccharide va polysaccharide da duoc tim thay trong cac loai
thudc chi Codonopsis. Cac monosaccharide bao gom fructose, glucose, mannose... C4c
oligosaccharide bao gém sucrose, synanthrin, rafinose. Polysaccharide (PS) 1a thanh phan
chinh cua carbohydrate trong chi Codonopsis va hau hét Ia heteropolysaccharide [63]. Cac
polysaccharide tan trong nudc, duoc tao thanh tir don phan nhu fructose, mannose, xylose

va galactose vai ty 1é khac nhau tiy loai. Polysaccharide c6 tinh acid cha yéu chira acid
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galacturonic va glucuronic acid. Polysaccharide trung tinh thuong chira cac thanh phan:
arabinose, glucose, galactose va rhamnose, ... Cac polysaccharide dang khéng hoa tan gom
cellulose, hemicelluose [165].

* Acid amin

C. javanica c6 cac acid amin cha yéu bao gom threonine, lysine, methionine,
phenylalanine, leucine, isoleucine, avline, tryptophan, aspartic acid, histidine, arginine,
glycine, cystine, tyrosine, serine, glutamic acid, proline va alanine. Trong ci dang sam c6
8 loai la acid amin thiét yéu [13, 63].

*Tro

Trong ca dang sam C. javanica c6 mét s6 loai nguyén t6 vi luong nhu Ca, Cu, Zn,
Mg, Mn, Fe, K, P, Na, Ni, Cd, Mo, Co, Se [13, 62, 72]. Theo DBVN V, (2017) qui dinh
cho cu dang sdm nguyén liéu phai c6 cac thanh phan sau : phan @ng dinh tinh tao vong
mau tim : Duong tinh. D6 4m < 15%. Chét chiét > 35%. Tro toan phan < 6,0%. Tro khdng
tan trong acid < 2,0%. Tap chét v6 co < 1%. Kim loai ning : Pb < 1 ppm ; Cd < 0,2 ppm ;
Hg <0,1 ppm As <1,5 ppm. (PL 9.4.8 va PL 9.8. DDVN V. Tap 2).

* Mot sé chat co hoat tinh sinh hoc

Cu cua céc loai Codonopsis c6 chira cac alkaloid, phenylpropanoid triterpenoid,
polyacetylene, flavone, acid hitu co, polysaccharide, saponin [62, 72]. Trong s6 d6 c6 5
nhém hoat chat: polysaccharide, polyacetylene, phenylpropanoid alkaloid va triterpenoid
duoc coi la thanh phan chinh, ¢6 hoat tinh sinh hoc [72, 87]. Céc loai Codonopsis ¢6 thanh
phan héa hoc khac nhau nén ciing c6 cac chat ¢ hoat tinh sinh hoc khac nhau [125]. Mot
s6 hop chat thuoc 5 nhdm chat ndi trén da duoc danh gia hoat tinh sinh hoc va co ché dugc
ly tiém ning. Tuy vay, co ché duoc Iy cia mot chat ¢ hoat tinh sinh hoc d& duoc nghién
ctu & cac loai Codonopsis thuc chat chi 1a nhitng nghién ctu budc dau va van can duoc
tiép tuc nghién ciru mot cach chuyén sau dé tir d6 co thé dinh huéng khai thac va ang dung
trong doi sdng. Ngoai ra, cac nghién ciu vé doc tinh caa céc chat thu nhan tir Codonopsis
cho thay ching khong ¢ doc tinh [87].
1.1.3. Theoi gian thu hai

Thoi gian thu hai Codonopsis chua duoc nghién ciu day da. Cac nghién ciu vé thoi
gian thu hoach loi nay chu yéu ciia nudc ngoai va ciing rat khac nhau. Két qua nghién ciu
caa Ju li Yuan (2011) cho thay cu hai tudi va ba tudi cua loai C. pilosula Nannf. var.
modesta (Nannf.) kha khac nhau vé ham lwong polysaccharide va Saponin tong sé [78].
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Dua vao ham lugng polysaccharide thi thoi gian thu hoach C. pilosula Nannf. var.
modesta tot nhat 12 tir thang 9 dén thang 11 cua nam thir ba. Tuy vay, khi thu hoach cu cua
C. pilosula vao céac thang khac nhau thi ham lwong polysaccharide cling khac nhau [6, 78].
Céc nghién ciu chiét polysaccharide bang k§ thuat chiét c6 hd tro siéu am tir ca C. pilosula
nubi trong theo ki thuat GAP cho thay ham lwong polysaccharide dao dong trong khoang
25 + 42,27% [110].

Tur cac phan tich & trén cho thay ¢ Viét Nam hién chura ¢6 cde nghién cizu vé thoi gian
thu hai va thanh phan cac chdt ¢ ci dang sam. Do vdy, can phdi nghién ciu vé thoi gian
thu hai, thanh phan cac chdt 1am co sé cho qué trinh thu hoach nguyén ligu ci dang sam
ding trong nghién cizu va san xuat.

1.2. XAC PINH LOAI VA PQ TUOI THAO DUQC

Do tudi va dic tinh cua cac loai thuc vat néi chung va thao dugc ndi riéng rat khac
nhau va ludn thay doi phu thudc vao cac yéu té nhu thoi ky sinh truong, méi trudng, diéu
kién sinh ly, thoi gian thu hoach, diéu kién bao quan va xir ly [88]. Mat khéc, thanh phan
c4c chat va hoat tinh ciia né trong duoc liéu cling bi anh hudng béi thoi gian thu hoach, mai
truong song ... Hién nay, phan tich DNA 1a mét cong cu pho bién chinh xac dé phan loai
loai thuc vat [87] nhung k¥ thuat nay doi hoi phai dau tu 16n va phai thuc hién tai phong thi
nghiém. Do vy, viéc nghién ciru vé hinh thai (nhan dién macro) va cau tric mé (nhan dién
micro) thudng dugc cac nha khoa hoc wu tién sir dung trong xac dinh danh tinh va do tudi
cua c4c loai duoc liéu. Do vay, luan an dinh huéng st dung dic diém hinh thai va ciu tric
mo dé phan loai do tudi cua ca dang sam.

1.2.1. Phwong phap truyén théng (nhan dang macro)

Phuong phap truyén thong dé xac dinh d6 tudi duoc liéu 1a dua vao dic diém hinh
thai va cau trdc mo. Pay 1a mot cach xac dinh don gian, nhanh va dé thyc hién [158].
Viéc nhan dang macro dugc liéu dua trén ci bao gom hinh dang bén ngoai, mau, mui,
vi, phan nhéanh cua ré, két cdu bé mat cat (bé mat bi nat, bé mat mit phang, min), théng
qua bé mat cat cia duoc liéu c6 thé gidp phan biét mot s6 loai khac nhau [174]. Cac dic
diém macro thudng duoc phdi hop véi ciu trdc giai phau va thanh phan héa hoc bén
trong dé viéc xac dinh do tudi chinh xac hon [158]. Mau sic, huwong vi ciia mot sé duoc
licu thuong ¢d méi quan hé chit ché vai chit lwong va thanh phan hda hoc. Ching han,

nhan sam (P. gingsen) ¢6 vi hoi ngot va hoi dang vi chira ca saccharide va saponin [174].



1.2.2. Phwong phap hién dai (nhan dang micro)

Nhan dang vi mé 12 mot cong cu hiru ich dé xac dinh tinh x4c thuc va tham chi danh
gi& chat lwong caa duoc liéu. Phuong phap nhan dang vi mé thudng dira vao :

* Cau truc giai phiu: Tién hanh kiém tra vi md bang kinh hién vi quang hoc la tiéu
chi khdng thé thiéu, nhu mét thir nghiém sang loc ban dau dé nhan dang vat liéu bi cat hoic
bot hoic vat liéu dugc xur Iy bang chat hda hoc dic hiéu [59, 174]. Viéc soi vi mo duéi kinh
hién vi tuy khdng thé cung cip nhan dang diy du nhung khi phdi hop véi cac phurong phap
phan tich khac cd thé cung cap kha niang hd tro vo gia cho viéc dinh danh loai va xac dinh
d6 tudi [158, 174]. Nguoi ta co thé sir dung cac vong ting trudng hang nim dé xac dinh
tudi [140]. Hinh dang vong ting truong hang niam s& khéac nhau tly theo chi hoac loai [51].
Do tudi cua duogc liéu s& dugc xem xét dua vao vong ting truong hang nam phdi hop voi
céc ky thuat phan tich vé hinh thie tang truong, cbt vinh vién hay xac dinh gene. Viéc xac
dinh do tudi cua duoc liéu dua vao cach phan tich hinh thirc tang truéng khong chi thuc
hién & c4c loai than gd ma con dugc tién hanh & céc loai khdng phai than gd [140].

* Dyra vao cac thanh phan hda hoc: Huong vi, mli va dic tinh macro cling voi
thanh phan hoa hoc bén trong 14 co s& quan trong cho viéc phan loai do6 tudi [174].

Polysaccharide, polyacetylene, alkaloid va Saponin 1a thanh phan chinh c6 hoat tinh
sinh hoc ciia Codonopsis [72]. Do d6, nguoi ta ¢6 thé phan tich dinh luong cac thanh phan
trén dé danh gia chat luong cua loai thudc chi Codonopsis va danh gia do tudi. Ngudi ta co
thé str dung cac phuong phép phén tich hién dai HPLC, UV-VIS va cong huong tir hat nhan
NMR, ... dé phan tich thanh phan c4c chat lam co sé danh gia chat lwong, xac dinh do tudi,
tinh d6ng nhat va danh gi4 tiém nang ctia nguyén liéu thuc vat [56, 88, 174]. Ngoai ra, ¢6
thé duing séc ky I6p mong dé dinh tinh va xac dinh mirc do tinh khiét cia mot loai chat. Ky
thuat sic ky 16p mong (TLC) kha hiéu qua va d& thuc hién véi chi phi khéng cao nén thuong
duoc sir dung dé danh gia dugc lidu va cac ché pham cuaa chiing [158].

Hién tai cti dang sam chu yéu duoc ngudi dan khai thac tu nhién tai Lam Dong va
mot so tinh phia Bac bén ra thi truong ¢ nhiéu do tudi khac nhau. Ca dang sam ciing bat
dau duoc ngudi dan trong trot tir ngudn giong ty nhién. Nguai tiéu ding mua ci dang sam
khéng chi dé ngdm ruwou ma ct non con duoc st dung nhu mot moén an bd dudng dudi dang
nau stip hoac chéo. Theo D3 T4t Loi nén thu hoach ci dang sdm sau 3 nam tudi [9]. Tuy
vay, P Tat Loi khong dua ra cac dic diém dic trung dé nhan biét ca dang sdm sau 3 nam
tudi. Céc tai liéu nhu Duoc dién Viét Nam hodc Sach Do Viét Nam hozc Nhitng cay thude

8



va vi thuée Viét Nam c¢6 mo ta nhan dién nguyén liéu cu dang sam [6], [2] [9] nhung khéng
m6 ta nhan dién cu thé vé& do tudi ding sam.

Tur c&c phan tich & trén cho thdy Viét Nam hién chuwa cé nghién ciru nhdn dién dg tudi
cua cui dang sam théng qua ddc diém hinh thai va cdu tric md ciing nhw c6 nghién ciu vé
Moi tuong quan giira hogt chat sinh hoc va dé tudi cua ci dang sam lam co sé xde dinh
thoi gian thu hoach. Vi vdy, viéc lugn &n dinh huéng nghién cizu cde ddic diém hinh thai va
gidi phdu md lam co sé xdc dinh dé tudi thu hoach ci dang sam 1a can thiét.

1.3. FRUCTAN VA MOQT SO LOAI THUC VAT CO INULIN
1.3.1. Giéi thiéu vé fructan

Fructan 1a mét thuat ngit chung dé goi carbohydrate c6 chira mot hoic nhiéu phan te
B-D fructose (lién két fructosid caa fructose) trong cau trlic hda hoc caa nd [101, 108, 111,
132, 154, 178, 181]. Céac fructan thuong co hai lién két glycosid khac nhau: lién két g 2—1)
c6 trong inulin va FOS (fructose oligosaccharide); lién két g (2 — 6) c6 trong levan va
graminan bao gém ca g (2—1) va  (2—6) (1&6 ketotetrose) [34, 129]. Fructan 1a nguon
carbohydrate du trir [133], ¢6 trong it nhat 10 ho thuc vat bac cao [31, 130] va trong hon
30.000 loai thuc vat [34] (Bang 1.1).

Bang 1.1. Mt s6 dang fructan tim thay & mat so loai sinh vat

Tén Lién két (Fructosid) | Cau tric hoa hec Ngudn tw nhién
Mach thang Thuc vat
Inulin p(2,1) Mach nhanh Vi khuan
Mach vong Nam
Mach thang Thuc vat
Levan £ (2, 6) . ] . .
Mach nhanh Vi khuan, Nam
. Mach thang
Phlein p(2.6) Mach nhanh Thuc vat
. . Mach thang
Graminan | B(2,1)vapg(2,6) Mach nhanh Thuc vat
. Mach thang
Kestoses 2,1)vap (2,6 ) i
2 1) vaf(2.6) Mach nhanh Thuc vt

Fructan c6 thé ton tai & dang hoa tan trong khong bao, 14 (luru tri trong thoi gian ngén),
hoic cd trong ré, than, ct hodc hat va thuong dugc tim thay trong ré hoidc than ré [130].

Fructan c6 ciu tric va chiéu dai khac nhau tiy thudc loai va co quan thuc vat. Ngoai ra,



fructan cling c6 mat trong cac loai nAm va vi khuan [130], chang han nhu ¢6 ¢ vi khuan
Streptococcus mutans hay mot s loai nam dic biét thuoc ho Aspergillus [53].

Hau hét cac loai thuc vat tng hop va luu trix fructan thi s& khong luu trix carbohydrate
khac nhu tinh bot [34]. Fructan duoc cho 1a ¢6 vai trd quan trong trong qué trinh tham thau,
hoat dong nhu 12 chat bao vé chdng lai sy mat nudc & thuc vat do han han hodc dong bang
va c6 lién quan dén su chiu dung stress o thuc vat [34].

1.3.2. Mt sb loai thuc vat giau inulin

Fructan l1a mot polysaccharide mach thang, hoa tan trong nuéc ndng [111] va 1a ngudn
carbohydrate du trit chu yéu ¢ mot s6 loai thuc vat [31, 74, 156]. FOS la doan ngin cua
Inulin. Inulin va FOS déu 1a saccharide thuoc loai fructan. Mot s6 loai thuc vat c6 ham
lugng inulin cao (>15%) dugc trinh bay & bang 1.2 [31, 156].

Bang 1.2. Mt s6 loai thyre vét giau Inulin

STT Loai thue vat STT Loai thue vat

1 | Agave (Agave spp) 11 | Garlic (Allium sativum)

2 | Asparagus (Asparagus spp) 12 | Globe artichoke (Cynara scolymus)

3 | Banana/plantain (Musaceae 13 | Jerusalem artichoke (Helianthus
spp) tuberosus)

4 | Burdock (Arctium lappa) 14 | Jicama (Pachyrhizus erosus)

5 | Camas (Camassia spp) 15 | Leopard's-bane (Arnica montana)

6 | Chicory (Cichorium intybus) 16 | Mugwort root (Artemisia vulgaris)

7 | Coneflower (Echinacea spp) 17 | Onion (Allium cepa)

8 | Costus (Saussurea lappa) 18 | Wild yam (Dioscorea spp.)

9 | Dandelion (Taraxacum 19 | Yacdn (Smallanthus sonchifolius)
officinale)

10 | Elecampane (Inula helenium)

Trong cong nghiép, inulin duoc thu nhan cha yéu tir rau diép xodn (Cichorium
intybus), 12 nguon carbohydrate dur trir trong nhu mé ré va chiém khoang 70 - 80% trong
luong kho [70]. Ngoai ra, nguoi ta ¢ thé thu nhan inulin tir mot 6 loai vi khuan [130] hay
tir mot s6 loai thao dugc [108]. Inulin 12 loai fructan co trong tat ca cac cay hai la mam

Dicotyledons) nhung chi ¢6 & mot s6 loai cdy mét 1a mam (Conocotyledons). Bang 1.3 [33].
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Bang 1.3. Ham lwong inulin ciia mét s6 loai thue vt

Tén loai thao dugc Phan in dwoc | Vatchat Ham lwong inulin

(Tieng Viét-Tieng Anh) kho (%) (% trong lugng tuoi)
Hanh tay-Onion Cua 6-12 2-6
Jerusalem artichoke Bong hoa 19-25 14-19
Diép xoan-Chicory Ré cu 20-25 15-20
Toi tay-Leek Cu 15-20* 3-10
Toi-Garlic Cua 40-45* 9-16
Artichoke heart L4 say kho 14-16 3-10
Chudi-Banana Fruit 24-26 0.3-0.7
LUa mach den-Rye Tréi cay 88- 90 0.5-1*
LGia mach-Barley Ngii c6¢ NA 0.5-1.5*%
B4 cdng anh -Dandelion Ngii cdc 50-55* 12-15
Cay nguu bang-Burdock L& 21-25 3.5-4.0
Camas Ré cu 31- 50 12-22
Murnong Cu 25- 28 8-13
Cu qui-Yacon RéE cu 13-31 3-19
Cay cu ha -Salsify RéE cu 20-22 4-11

Ghi cha: *Gia tri woc tinh.
1.4. INULIN VA FOS
1.4.1. Cau truc va tinh chat hoa hec cia inulin va FOS

* Cau tric

Dau nhirg nim 1800, Valentine Rose (Dtic) da phat hién ra mot loai carbohydrate c6
trong ré cay Inula helenium va Thomson dit tén Ia inulin vao nim 1817. Niam 1864, nguoi
ta phat hién ra fructan khi két taa dich chiét cu D. pinnata, H. tuberosus, I. helenium bang
ethanol va quan sat két tua dudi kinh hién vi [34].

Inulin 13 mot polysaccharide du trit ty nhién & thuc vat va 1a loai duy nhat c6 chira
95% fructose [34]. Inulin 14 loai fructan mach thang c6 cac lién két -D (2,1) fructose
[133], 14 saccharide chi co lién két fructosid va phan tir glucose & vi tri cudi chudi GFn
nhung khong phai tat ca cac truong hop [130]. Mot phan nho (<1%) cua inulin tw nhién
hoan toan khong chira bat ky don vi glucose nao [53]. Khi phan tir inulin khong c6 phan
t glucose tan cung dwoc goi la p-D-fructose furanosid -[D-fructose furanosid](n-1) g-
D-fructose furanose (Fm) va khi c6 duong glucose tan cung dugc goi la cac a-D-glucose
pyranosid-[-D-fructose furanosid](n-1) p-D-fructose furanose (GFn) [130]. O dang
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chudi dai c6 cac don phan (Degree polimer - DP ) tir 11+65 Xxap xi 70 don vi Fructose
duge goi 1a Inulin (10< n < 70) va & dang chudi ngin duoc goi 1a FOS (fructose
oligosaccharide) (3<n <10) [34, 46, 117, 124]. Inulin va FOS chi khac nhau vé s6 luong
don vi fructose [105, 152, 155]. Ca hai hop chit GpyFn va FpyFn duoc coi 1a ciing danh
phap [53, 64, 169].

Sucrose Gpy Fn FpyFn
CH Okt CH_OH
OH
OH OH OFH
o 2
OH OH H

o)

CH OH CH OH CH OH
z_0 e 0.
HO HO HO
CH_O#H CH
2 '|CH2 A 2
oR H Q n1 H ™2
CH OH CH _OH
Fage) 2o
HO HO
CH _OH CH OH
2 z
OH

Hinh 1.2. Cau truc hoa hoc ciia sucrose va fructan

FOS chu yéu bao gom ketose (GF2) ¢ 2 dang: Neo-ketose F-G-F va dang 1-ketose
(G-F-F), nystose (GF3) va fructose furanosylnystose (GF4), trong d6 cac don vi fructose
(F) bi rang budc bai lién két tai vi tri A ciia sucrose twong tng [77, 169]. Inulin va FOS
c6 thé c6 phan tir duong tan cung 1a fructose (Fpy) nhung ciing c6 thé c6 phan tir dudng
tan cung 1a glucose (Gpy) lién két vao mach saccharide bang lién két o (2—1) (1,1
ketotetrose) tuong ty nhu trong cdu tao cua sucrose. Inulin va FOS ¢6 thé duogc coi 1a
dan xuét cta sucrose (Hinh 1.5). Roberfroi (2017) cho rang inulin tu nhién c6 muc do
phan nhanh rat nhé (1-2%) [130]. Do vay, khi thuy phan inulin bing enzyme
endoinulinase (EC 3.2.1.7) s& tao ra mot polyme mach thang cé tir 11-70 don phan va
chudi ngan (FOS- Fructose oligosacharid) c¢é tir 2 dén 10 don phén, trung binh 125 [70].
Chiéu dai manh va mtrc ¢ phan nhanh c6 anh huéng dén chirc ning ciia inulin. Inulin
thuc vat c6 sb lugng don phan ti da < 200, trong khi d6 inulin cta vi khuan c6 s6 lugong
don phan nhiéu hon, trung binh tir 10.000 dén trén 100.000 don phan va mirc d6 phan
nhanh ciing nhiéu hon 15% so véi inulin thuc vat [108].

Do dai chudi va sb lugng don phan cua inulin phu thudc vao loai thuc vat, khi hau
va diéu kién sinh truong, thoi diém thu hoach, do tudi, thoi gian va diéu kién bao quan
sau thu hoach [53, 81, 108, 175]. Nguoi ta cho ring, chiéu dai chudi inulin c6 thé lién

quan dén tinh chdng chiu diéu kién khac nghiét cia thyc vat nhu bao vé thyc vat chong
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lai kho han hay chdng lai khi hau lanh [130].

Inulin c6 trong luong phan tir thay doi tir 3500 dén 5500 Da. Chang han, inulin &
Jerusalem artichoke c6 trong Iuwgng phan tir 3400 £ 150 Da va inulin ¢ loai Cichorium
intybus c6 trong luong phan tir 6200 + 200 Da [35]. Khéi lugng phén tir trung binh cia
inulin (loai fructan) tir 5,0 x102 +1,3 x10* Da va khi lwong phan tir trung binh cta Levan
(loai fructan mach nhanh) tir 1x10%-1x108 Da [101]. Inulin c6 thé bi thiy phan boi ca
endo va exoinulinase. CAc exoinulinase phan cét phan tir fructose cudi cing tir dau chudi
khong khtr, trong khi endoinulinase thity phan cac lién két bén trong phan tir inulin [34].

Inulin dugc phén chia thanh 4 dang: a-inulin (bdt trang vo dinh hinh) thu duoc khi
két taa inulin trong nuéc lanh, S-inulin (tinh thé khong mau) thu duoc khi két tua inulin
bang ethanol, y-inulin va d-inulin thu dugc khi chiét v6i nude & nhiét 46 cao. Dang J-
inulin khong hoa tan & nhiét d6 dudi 40°C, day 1a mot dic diém quan trong dé phan biét
v6i cac inulin khac [120]. Nhitng khac biét nay 1a do khéi lwong phén tir, mic do tring
hop, phuong phap thu nhan ... [120].

* Tinh chat vt 1y, héa hoc: Inulin c6 mét s6 tinh chat sau:

+ Khong bi tiéu hoa: Day 1a dic tinh ndi bat cua inulin do ciu trac phan tir cia
n6 quyét dinh [151]. Inulin c6 lién két B & vi tri C2 ctia fructose va két thiic mach 13 mot
phan tir glucose duogc lién két bang lién két a (1-2) [46, 111] nén inulin khdng bi thiy
phé&n boi enzyme a-glucosidase, maltase, isomaltase, sucrase cé trong duong ti€u hoa
ngudi va dong vat [64, 70]. Khi sir dung véi lidu lwong 10g hodc 17g hodc 30g thi
Khoang 86-88% inulin va oligofructose sé¢ kho tiéu hoa trong rudt non ctia nguoi, 12-
14% con lai that thoat do bi 1én men & hdi trang bai quan thé vi khuan Lactobacillus ssp
& rudt non [70]. Mét s6 nghién ctru cho rang fructan c6 trong luong phan tir thap co thé
bi thiy phéan boi acid hodc enzyme c6 trong da day nguoi va dong vat do né nhay cam
véi acid da day va enzyme c6 trong rudt non hon so véi loai inulin ¢6 trong legng phan
tir cao hon [70]. Do vay, cac fructan duoc xép vao nhom chat xo hoa tan khong tiéu hoa
duge (NDO - nondigestible oligosaccharide) [111] va c6 tinh chit prebiotic [151]. Co
quan Quan 1y Thuc phdm (FDA) va Dugc pham My (USDA) di xac dinh inulin va
fructose oligosaccharide 1a chit xo hoa tan va dugc chip nhan lam chit xo thuc pham.
Hién nay inulin va fructose oligosaccharide da duoc 12 qudc gia tién tién trén thé gisi

chap nhan 1a chat xo thuc pham [124].
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+ Tao gel thAm thiu: Inulin c6 kha nang tao gel. N6ng d6 inulin, nhiét do, pH,
kich thuéc hat c6 anh huéng dén muc d6 hinh thanh gel inulin [42]. Tinh chit gel cua
inulin phu thudc vao chiéu dai chudi (DPn). Inulin c¢6 trong lwong phan tir cao tao gel
manh hon va c6 thé tao thanh gel & ndng do thip [101]. Cac nhém hydroxyl (-OH) trong
cAu tric phan tir inulin c¢6 kha ning twong tac voi nudce, diéu nay lam cho inulin c6 mot
s6 dic tinh bé mit va co thé tao thanh gel 6n dinh v6i nude ¢ ndong dd 13+50 % [151].
Gel inulin dya trén sy twong tac xdy ra giita cac chudi inulin hoa tan nhung c6 thé chira
cac vi tinh thé chwa hoa tan, nhitng vi tinh thé nay c6 thé két ndi véi nhau tao thanh mot
mang ludi hodc co thé twong tac nudc va cc hat inulin khac tir 6 1am ting cuong do
gel [101]. Gel inulin c¢6 cac dic diém gan gidng nhu chat béo nén duoc sir dung dé thay
thé chat béo do khi an c6 cam giac béo trong miéng [151].

+ DPaic tinh prebiotic va bifidogen

Inulin khong bi tiéu tiéu héa & rudt non [77, 105, 151], khi dén rudt gia inulin bi
vi khuan c6 ich Bifidobacterium ssp 1&én men [151] tao ra cac acid béo mach ngan ( chudi
ngan) nhu acetic, propionic, butyric (SCFA), nhiing acid nay dong vai tro quan trong
trong viéc chong lai mot s6 loai vi khuan gy bénh & duong rudt ngudi va dong vat. Do
vay, inulin va FOS duoc xem 1a cac prebiotic [130, 151]. Inulin ciing kich thich co thé
san xut ra glucagon (GLP - mot peptide giéng hormone), mot chat kich thich ndi sinh
quan trong, kich thich bai tiét insulin va trc ché su thém dn nén c6 tac dung e ché béo
phi.

+ Inulin dé& hat 4m, dé két tia trong ethanol va hoa tan trong nuéc néng

Inulin d& hit 4m va mac do hat Am tuy thude vao trong lugng phan tu. O nhiét do
20°C va khi d6 4m > 56% hodc >75% inulin c6 thé hép thu lugng nudc, twong tng 12-
15¢/100g inulin kho [101]. Inulin dé dang hoa tan trong nudc néng [81] va ctng lai
trong nude lanh [34], két tiia bang ethanol trong vai pht [164] va dé dang bi thiiy phan
thanh fructose trong moi truong acid (pH<S5) ¢ nhiét d6 cao 70+80°C [156].

+ Kha ning hoa tan va tao vi tinh thé: Inulin mach dai khé tan trong nuéc hon
loai mach ngan. O 50°C, inulin hoa tan kém trong nudc, kha ning hoa tan cua inulin
tang dan I1&n 35% & 90°C va inulin khong hoa tan trong nuéc ¢ nhiét do phong. Tat ca
inulin déu ting do hoa tan & nhiét d6 cao [101, 103]. Inulin c6 thé tao dang vi tinh thé
trong nude Va tinh thé inulin ¢6 dang hinh kim, ¢6 chiéu dai 1-20 pm [101]. Cc vi tinh

thé inulin khong c6 vi riéng nhung c6 thé tao thanh dang min nhu kem khi dn c6 cam
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giac béo trong miéng. Do vay, inulin va FOS duoc ding nhu thuc phadm hodc phy gia
thue phidm va khong c6 gia tri dinh dudng. Ning luong giai phong ra khi chuyén hoa
inulin tir 2,1+2,8 kcal/g [153]. FOS ¢6 vi ngot nhung inulin khi c6 chiéu dai mach 16n
thi khong c6 vi nhung tao cam gidc mém trong miéng va hoat dong nhu mot chat lam
thay d6i cau trdc cua nhiéu loai thuc pham [117].

+ Pic tinh luu bién va diém néng chay cia inulin

Inulin ¢6 dac tinh tao d§ nhdt khi hoa tan trong nudce, A nhdt cua inulin tang khi
inulin c0 trong Iwgng phan tir 16n va nhiét do tang lam giam d¢ nhdt cia inulin [101].
Nhiét d6 nong chay cua inulin thay doi tiiy thudc vao cau hinh inulin, d6i véi inulin &
dang v6 dinh hinh c6 nhiét d6 nong chay tir 155+160°C va inulin dang tinh thé co nhiét
do nong chay tir 170+180°C, dao dong trong khoang 165+183°C [42].

1.4.2. Tac dung sinh ly va &ng dung Inulin/FOS
1.4.2.1. Tac dung sinh ly

Inulin da dugc chiing minh 1a c6 nhiéu hoat tinh sinh hoc ¢ gia tri: kha nang diéu
hoa mién dich, ting cudng mién dich [108, 120], tic nhan chdng thu [44, 116, 151, 154],
dic biét inulin c6 chic ning ting cudng sy sinh trudng phat trién ctia quan thé vi khuan
probiotic duong rudt [79] nén c6 vai tro nhu 1la mot prebiotic [64, 79, 154]. Inulin con
co hoat tinh Chéng nhiém trung duong rudt, diéu tri bénh rudt kich thich, chéng ung thu
rudt két va bénh viém loét dai trang IBD (Inflammatory bowel diseases - viém loét dai
trang va bénh Crohn’s) [108], ting su bai tiét cia cac cytokine chong viém [130]. Do
vay, inulin rat thich hop lam nguén bod sung vao san xuét thuc phadm chirc ning noi
chung va synbiotic noéi riéng [34, 64, 101]. Ngoai ra, inulin con c¢6 kha nang ngan ngua
bénh ting huyét 4p (Anti-hypertensive), giam triglycerides trong mau, ngin ngira bénh
tim mach, ngin chin bénh tiéu duong, chdng béo phi [116, 130, 154]. Thém vao do,
inulin con dugc st dung lam t4 dugc cho vaccin, tang su hép thu canxi va tro hda xuong
& nguoi tré khoe manh nén co tac dung hd tro chdng lodng xuong [130, 138].

Khi dn lugng 16n chat xo khong hoa tan (dic biét 1a chat xo ¢6 chira phytate) s& lam
mét cin bang vé khoang chit va canxi. Tuy nhién, inulin va FOS khong chira phytate nén
khong gay ra tinh trang trén. Hon nita, inulin va FOS con c6 tac dung ting cuong hap thy
canxi, magie trong khi khong anh hudng dén su can bang cia cac khoang khac [64].

* Hiéu wrng prebiotic

15



Vi khuan thuoc nhém Lactobacilli ¢ enzyme inulinase trong khi nhém
Bifidobacteria c6 enzyme thuy phan - fructofuranosidase nén ching c6 kha nang Ién
men Inulin/FOS thanh cac acid hitu co mach ngan SCFA (Short chain fatty acid) nhu
acid acetic, acid butyric va acid propionic [128]. Cac SCFA s€ lam giam pH manh trang
va tang kich thudc ciia bé manh trang. Hau hét SCFA s& dugc hap thy ¢ dai trang. Acid
butyric & nong d6 cao gia ting kich thuéc bé manh trang dan dén ting san sinh niém
mac rudt va tdng do day thanh rudt & ca rudt non va manh trang kem theo sy gia tang
luu lwong mau [70]. Ngoai ra, cac SCFA con c6 tac dung trong viéc 1am rong da day va
lam ting nhu dong rudt [77], 1am ting tinh tham thau nudc, gia ting thé tich phan day
nhanh qué trinh dao thai phan han ché tdo bon. Acid butyric duoc coi la nhién liéu cho
I6p mang nhay trong khi cac acid acetic va propionic anh huong Ién céc chuyén hoa
carbohydrate va lipid [103]. Khi c6 mit mam bénh Clostridium difficile trong dai trang,

inulin kich thich giam san xuét amoniac, p-cresol va iso-SCFA [103].

Inulin/FOS kich hoat Bifidobacteria va Lactobacilli lam giam hoat dong cua f-
glucuronidase va nitroreductase, day 1a nhitng enzyme gop phan han ché ung thu rudt
két [31]. Mt khac Bifidobacteria 1am thay d6i moi trudng dai trang theo hudng tc ché
vi khuan gay hai thong qua su canh tranh bang cach ting tiét cac chat nén hodc vi tri
bam dinh trén biéu mé rudt va kich thich hé théng mién dich ruét. Inulin va oligofrutose
cling gitip hap thu mot sb ion nhét dinh va tong hop vitamin B [70]. B6 sung inulin liéu
thip vao sira tach béo 1am ting dang ké su ting trudng va tinh 6n dinh cta L. acidophilus,
L. rhamnosus va Bifidobacterium lactis trong 1én men sita [108]. M6t s nghién ctru cho
thdy b sung inulin & dang ché pham Orafti®Synergy1 (inulin gidu oligo-fructose) véi
lidu 0,8g/ngay vao sita cho tré so sinh gilp thuc day hé vi khuan dudng rudt tuong dwong
v6i tré duoc nudi bang sita me [108].

Tat ca cac tac dung sinh Iy ciia inulin va FOS déu duoc thyc hién thong qua vai trd
trung gian cua acid béo mach ngan nhu acetate, propionate, butyrate. SCFA c6 anh huong
sau sic dén mé chu [70, 103, 128]. Tuy viy, co ché prebiotic ¢o lién quan dén SCFA van
chua duoc khang dinh. Tuy véy, nhiéu nghién ctru cho thay bo sung inulin c6 thé lam ting
ndéng do SCFA, ting bai tiét acid mat ¢ ruot [103] day nhanh qua trinh tiéu hda md, hip
thu acid mat ¢ rudt, lam giam cholesterol tai gan va tir d6 lam giam cholesterol,
phospholipid, triglycerid huyét thanh, tir d6 lam giam xo vira mach vanh [77].

# Co ché tac dung ciia Inulin/FOS 1én h¢ théng mién dich
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Polysaccharide, proteoglycan va Flavonoid dong vai tro chinh trong viéc ngéan
ngira hodc kiém soat nhiém khuan [146]. Céc polysaccharide tir nhién nhu heteroglycan
va proteoglycan c6 trong luong phan tir va cau tric nhat dinh c6 dic tinh diéu hoa mién
dich. Hoat dong diéu hoa mién dich bao gém kich hoat dai thuc bao (Macrophages),
bach cau don nhan (Monocytes), té bao giét tu nhién (NK), kich hoat té bao lympho bao
(Lymphocyt killer cells), té bao dudi gai (Dendritic cells) [44].

Qua trinh 1én men ctia FOS trong dai trang c6 thé gop phan ngan ngira ung thu rudt
két theo nhiéu cach: ting cudng mién dich va diéu chinh ndng d6 mucin. B6 sung inulin
vao thtrc an nudi chudt véi liéu dung 50-80 g/kg va lidu ding 100 g/kg sé thuc day dai
thuc bao (Macrophase) va dai trang cua chudt tang san san sinh IL-10 (Interleukin-10)
va interferon gamma (IFy). Acid butyric s& trc ché ting sinh té bao lympho, lam giam
biéu hién cytokine va ting cuong san xuat IL-10 ¢ chudt [103]. Bifidobacteria co kha
nang kich thich san xuat cytokine (Yéu t6 hoai tir khdi u), IL-6 va cac phan tir phan ting
(NO, H20;) béi dai thuc bao trong dng nghiém. Tiéu thu inulin 1am ting kha ning thuc
bao cuia dai thuc bao va san xuat immunoglobulin A (IgA) dong vai trd quan trong trong
bao v¢ GIT (Gastrointestinal tract) [31].

* Co ché tac dung sinh 1y ctia Inulin/FOS d6i v6i hap thu khoang

O ngudi, inulin 14 loai fructan khong c6 tic dung truc tiép dén kha ning hap thu
khoang chat ¢ rudt non. Tac dung cta inulin dbi véi viéc 1am tang hap thu Ca?* va Mg?*
& duong rudt co thé 1a do 1am tang hoat dong cua hé vi sinh vat duong rudt tir d6 lam
tang hap thu khoang Ca?*, Mg?* va Zn?* & manh trang [130].

* Co ché tac dung ciia inulin/FOS trén dwong huyét/insulin mau

Gidng nhu cac chat xo khac, inulin/FOS ¢6 anh huong dén su hap thu cac chét
dinh dudng da luong, dic biét 1a carbohydrate bang cach 1am chdm qua trinh chuyén
hoa & da day. TAc dung cta inulin/FOS dén duong huyét/insulin mau 12 1am giam sy
hinh thanh glycogen & gan qua trung gian céc acid carboxylic chudi ngan, dic biét 1a
propionate. Propionate trc ché qua trinh glycogenesis trong cac té bao gan thong qua qua
trinh chuyén héa thanh methylmalonylCoA va succinylCoA, ca hai déu 1a chét wc ché
dac hiéu cia enzyme pyruvate carboxylase. Ngoai ra, acid propionic con kich thich
chuyén hoa glucose bﬁng cach lam can kiét citrate ¢ gan, citrate 1a mot chit ¢ ché
allosteric cua enzyme phosphofrutosekinase. Propionate ciing c6 thé gian tiép anh huéng

dén chuyén hoa glucose bang cach 1am giam nong d6 md trong huyét tuong-maot yéu t6
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c6 lién quan chit ché dén qua trinh glycogenesis ¢ gan [70]. Két qua danh gia anh huong
cta inulin toi lwong dudng huyét sau bira an cho thiy inulin lam ting dang ké ndng d6
peptide-1 twong ty nhu glucagon (GLP) (mdt peptide gidng hormone), mot chat kich
thich ndi sinh quan trong thiic ddy qua trinh bai tiét insulin trong huyét twong [130, 151].
1.4.2.2. Ung dung caa inulin/FOS

Inulin dugc trng dung trong mét s6 linh vuc sau:

* Trong dwge pham va y hec: J-inulin dugc ching minh 14 ¢6 hidu qua cao trong
viéc lam tang kha nang mién dich trong san xuét vaccin. Do vay, d-inulin dugc st ding
lam ta dugc hodc chit 6n dinh trong san xuat cac loai thudc va vaccin, chéng han o-
inulin duoc str dung lam ta dugc trong san xuat vaccin viém gan siéu vi B va vaccin cim
[120, 151].

* Trong thwe pham: Inulin dugc coi 13 mot chat xo hoa tan c¢6 kha nang kich thich
vi khuan Bifidus phat trién [34, 64, 79, 101, 108, 130]. Mat khac, kha ning sinh ning
luong cua inulin khéng cao, chi vao khoang 1,5 kcal/g hoic 6,3 ki/g [108], bang 1/4 kha
nang sinh ning luong cua duong nén inulin duoc cho 1 ngudn polysaccharide phu hop
v6i bénh nhén tiéu duong. Inulin ¢ vi béo, mui huong trung tinh va khong c6 bat ky du
vi nao khac nén inulin gilp cai thién cam giac ngon miéng. Mat khac, inulin con duoc
coi la mot chat 1y twong thay thé cho chét béo trong san xuat kem [53, 101, 102] va trong
ché bién sita ma khong anh hudng dén cam quan ciia ngudi tiéu dung [108].

* Liéu lrong sir dung inulin

Liéu luong st dung inulin va oligofructose ddi voi ngudi trung binh tir 1-
4g/ngudi/ngay, t6i da 1a 20g/ngudi/ngay va khi str dung liéu cao trén 30g/ngay cé thé
gay di cau long. Tai My, nguoi ta khuyén nghi liéu dung inulin va oligofructose cho
nguoi trung binh 13 1- 4 g/ngudi/ngay va tai chau Au la 3-11g/nguoi/ngay [70, 101,
103]. Tai Nhat Ban, liéu dung FOS duogc chap nhéan véi liéu 0,8g/kg/ ngay [77] va dugc
dé xuét bd sung trong nhiéu loai thie pham véi liéu ding tir 2+100 g% dbi véi inulin va
2+50 g% ddi voi FOS [61]. M liéu ding cta FOS trong khoang 2-50% (w/w) duoc
khUyén nghi cho cac cong thic thuc phém khac nhau, sira chua dau nanh duoc chép

nhan bo sung FOS trén 70% [106].
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1.4.3. Ky thuit tach chiét va tinh sach Inulin/FOS
1.4.3.1. K§ thuit tach chiét

Chiét 1a budc dau tién trong nghién ctru cay thudc va dong vai tro quan trong doi
vé6i qué trinh nghién cau [36]. Hién c6 nhiéu phwong phéap chiét inulin tir thao duoc da
dugc nghién ctu, nhung co ban trén nguyén ly caa chiét long - 1ong va ran - long [29].

Hién nguoi ta da st dung Ky thuat chiét ¢ su hd trg ciia séng siéu am (Ultrasound
assisted extraction) [97, 105, 110, 118] hay chiét trong 10 vi séng (Microwave assisted
extraction) [149], chiét bang diéu nhiét [75, 113, 135, 144, 179], chiét bang ky thuat sir
dung CO; siéu tsi han (Supercritical fluid extraction) [99] hay chiét bang ky thuat st
dung enzyme (Enzyme assisted extraction), ... Hién nguoi ta dang tim cach tng dung
truong xung dién (Pulsed electric field) hay chiét long 4p luc cao (Pressurized liquid
extraction) trong chiét inulin dé ning cao ning suit tinh thu nhan inulin [36].

K§ thuat chiét truyén théng, pho bién nhat Ia chiét gia nhiét va héi luu nhung co
nhuoe diém 1a nguyén liéu tuoi can duoc sy khd. Tuy vay, ki thuat chiét nay co thé
anh huong dén hoat tinh sinh hoc cua chét chiét va thé tich chiét nho nén chi phi cao
[36, 145].

Gan day, nguoi ta sir dung k¥ thuat chiét co hd trg siéu am dé chiét cac chat tur
thue vat [57, 110], day duoc xem 1 ki thuat chiét hidu qua vai hop chat cé hoat tinh
sinh hoc tir thao duoc [36]. Chiét ¢ hd trg siéu am la ki thuat thich hop & qui md cong
nghiép va trong phong thi nghiém [97] dé chiét cac chat hda hoc, tan sé siéu 4m thuong
tir 20 kHz -100MHz [36]. Loi thé cua chiét hd trg siéu am la giam thoi gian chiét va
nang luong tuy vay hiéu suat chiét phu thudc vao budc séng, cdng suat thiét bi phat
s6ng, thoi gian chiét va dung méi sir dung [29, 36, 105]. Chiét c6 hd tro siéu am co thé
rat ngan thoi gian chi con 5-15 phit so véi phuong phap ngam chiét phai méat hang gio.
Thoi gian chiét duoc rit ngin 1a do 1am néng tai chd, 1am ting dién tich gitra hai pha
bang c&ch 1am ting phan tan chung ra moi truong va pha v cau triic mang té bao. Hiéu
sut chiét ¢ hd tro cua song siéu &m cao con do lam ting kha nang thim thau cua dung
moi qua thanh té bao, tao ra cac 16 bang cach hinh thanh cac bot bong bong trong dung
moi va tao ra ap luc co hoc manh lam ting kha ning di chuyén cua céc chat [29].

K3 thuat chiét sir dung 10 vi séng: Song siéu am c6 tac dung lam ting nhiét do cua

moi trudng chiét. Nhiét sinh ra theo hai co ché dan truyén ion va quay ludng cuc. Hai
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co ché nay l1am sinh nhiét trong 10ng khoi vat chat 1am cho gia nhiét nhanh va hiéu qua
hon. Nhitng chat cang phan cuc dic biét 1a nudc thi nhanh bi nang nhiét dudi tac dung
cua vi séng. Trong chiét xuat sir dung vi song, cac phan tir dung méi va cac chat phan
cuc s& dao dong va ting qua trinh khuéch tan lam ting kha niang hoa tan cac chat vao
dung moi.

Ky thuat thiy phan bang enzyme: K§ thuat nay cé thé duoc st dung trong chiét cac
chit & qui mo 16n [145]. Viéc st dung enzyme véi dung méi nude ciing s& ngin chin tao
ra cac san pham chat thai céng nghiép c6 hai do d6 lam giam tong chi phi cua qué trinh.
Mot bat loi cua viéc str dung cac enzyme 14 gia thanh cao. Tuy nhién, cac enzyme thuong
mai ngay nay ré va cé nhiéu loai [145].

Tuy thude vao diéu kién chiét va loai nguyén liéu duoc sir dung ma ngudi ta co thé
thu duoc chudi ngian (FOS) hoic chudi dai (inulin). Chudi dai thuong it phan haty sinh hoc
so véi chudi ngan. Su két hop caa chudi ngan va chudi dai 1am cho hoat dong sinh 1y tét
hon mot loai chudi riéng lé [116].

* Dung moi va nhiét d¢ chiét

Dung mdi ¢c6 vai tro hét sic quan trong trong qué trinh chiét va néu lua chon dung
moi khong tét s& chiét ra ca cac chat khéng mong muén [29]. Khi nhiét d6 ting va hé sé
khuéch tan 16n, qué trinh chiét s& thuan loi hon. Néu tang nhiét do chiét qué cao cd thé
lam giam kha ning chiét do ¢ nhiét d6 cao do hoa tan caa mot s chat giam so véi do
hoa tan ¢ nhiét d6 thap (Conduragin), da phan do & nhiét d6 cao nguyén liéu chuyén
sang thé keo, ngan can qua trinh chiét [29]. Do vay, chiét xuat inulin/FOS bang nuéc
nong, sau d6 két tia bang ethanol ciing di duogc thuc hién tir nhiéu loai thuc vat [85, 94,
109, 110, 118, 169].

Hau hét cac phuong phép chiét inulin déu dung nude néng 1am dung mai, chi khac
nhau mot it vé nhiét do va thoi gian chiét [75, 118]. Vi dy, chiét inulin tir ré rau diép
xoin khé bang nudc ¢ nhiét do (80+2)°C trong 1 gio va khudy lién tuc; chiét inulin tur
nu hoa atisd ¢ (80°C) va pH 6,8 [132] va chiét inulin tir H. tuberosus bang nuéc & 85°C
trong 1 gio [34]. Inulin tan kha tét trong nudc ndng nén kha nang khuéch tan tét, it tan
trong nuéc lanh, ngay ca trong nuéc 4m 55°C thi inulin chi hoa tan 5% [156]. P6 hoa
tan caa inulin ting dang ké khi ting nhiét do, & 25°C inulin gan nhu khong hoa tan trong
nudc lanh [34, 152].

Dich chiét thao dugc trong nudce thudng chia duong (mono, di va oligosaccharide
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nho) can duoc loai bo bang ethanol 80% [118]. Thong thudng, chiét xuat dugc thuc hién
bang cach dun s6i ré dugc liéu d3 lam sach va cit hodc nghién nat trong nuéc.

* Dung moi va nhiét do két taa

Inulin khdng hoa tan trong nuéc lanh va ching bi két taa nhanh chéng trong
ethanol [101] [164]. Cac dung mdi nhu methanol, ethanol va acetone c6 thé duoc sir
dung dé két tua chon loc chudi dai (DPn 25 - 40) [104]. Két taa Inulin trong ethanol 1a
mét trong nhirg phuong phap dugc sir dung rong rai nhat dé diéu ché polysaccharide
tu nhién [104, 164]. Nong d ethanol thudng duoc sir dung 12 70-80% va két tia thuong
duoc thuc hién & khoang nhiét 6 4°C [104]. Do kich thuéc phan tir ma Inulin két taa &
ndng d6 con 80% va fructan (gom ca inulin va FOS) & ndng do con 90%. Pic diém ciu
tric va kich thuéc phan tir khac nhau la yéu té quyét dinh dén viéc bi két tua trong
ethanol cua polysaccharide (PS) tu nhién. Bac tinh nay giup nguoi ta loai cac duong
don, chat mau, cac polysaccharide trong luong phan tir nho, acid amin ra khoi cac
polysaccharide trong luong lon [118].

* pH va thoi gian chiét

pH 1a yéu t6 anh huong dén su thay phan inulin/FOS. Khi pH<4, tinh 6n dinh héa
hoc cua inulin giam. Trong mdi truong trung tinh va kiém, inulin 6n dinh vé mat hoa
hoc. Vi vay Inulin/FOS bi han ché trong thuc pham cd tinh acid (pH 4), dic biét 1a dun
néng & nhiét do trén 60°C. Sy thoai hoa inulin khdng dién ra trong cac san pham c6 pH
> 5 va néng 1én dén 100°C [67]. Pun ndng trén 80°C va trong méi truong acid (pH <3)
s& thay phan dang ké inulin va giam su hinh thanh gel [101, 128].

Nhue vay, tly theo logi thdo dirot ma ¢ sw khac nhau vé ché dé chiét. Méi phurong
phap chiét co nhitng wu va nhuwoe diém khac nhau. Dira vdo ddc tinh cia inulin, lugn an
dinh hwéng lwa chon ki thugt chiét co hé trorsiéu am dé chiét inulin tir cu dang sam.
1.4.3.2. Ky thuét tinh sach inulin/FOS

Nam 1804, inulin duoc tinh ché tir dich chiét trong nudc ndng cia cay clc nit
(Inula helenium) va duogc dat tén 1a inulin [120]. Qué trinh tach inulin vé co ban bao
gom ba budc: (1) chiét xuat cac thanh phan hoa tan trong nudc bao gom ca inulin; (2)
loai bo tap chat, inulins DP thap va (3) siy kh. Trong quy trinh tinh ché c6 dién, sau
khi thu hoach, duoc liéu duoc rira sach, thai lat, xay nat va dwoc chiét trong nudc néng
& 80°C/1 gid va khuay lién tuc. Dich chiét dugc co dac chan khdng & 70°C dén 24°Bx,
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sau d6 duoc 1am lanh hozc lam déng dich co dic dé thu két tua inulin, loc thu tia va siy
kho thu bot inulin tho. Bé thu inulin tinh sach, cac tap chat bi loai ra khoi dich chiét
dugc thuc hién bang cac budce khac nhau (so ché, thém véi va cacbonat) & nhiét d turong
d6i cao (80-90°C) [71, 84, 108, 118].

1.5. CAC PHUONG PHAP PHAN TiCH INULIN/FRUCTAN

Hién c6 nhiéu phuwong phap phan tich inulin. Binh tinh inulin bang phan g tao mau
nau doé véi dung dich 1- Naphton va acid sulfuric (1760 g/l) [158], hoic sic ky 16p méng
TLC dé dinh tinh va dinh Iugng inulin trong thuc pham nhu chocolar, yoghurt. Dinh luong
bang phuong phap quang phd UV- VIS [114, 126, 167], phuong phap enzyme khéi lugng
[153], phwong phap sic ky HPLC véi dau do RID (Refractive index detecter) dé xac dinh
inulin va FOS trong thuc pham [141]. Hau hét cac phuong phap quang phd So mau dé xac
dinh inulin déu da trén phan ung Selivanoff cua ketose véi resorcinol. Bé xac dinh inulin
trong méau, nudc tiéu hoic kha niang loc cau than cua than, ngudi ta do phirc hop mau hinh
thanh sau khi ngung tu hoac twong tac cua inulin véi resorcinol, vanillin hoac indole -3 -
acetate trong moi truong acid [92, 112, 117]. Cac phuong phap diéu chinh vai cac thude
thir nay duoc ap dung dé xac dinh inulin tach chiét tir cay thuoc duoc, clc ndt va diép xoan
hoc trong chiét xuat thao duoc [116].

Khi dinh luong fructan/inulin/FOS bang phuong phap quang pho so mau UV-VIS six
dung hdn hop thube thir ¢6 resorcinol, phu thugc vao su thay phan inulin thanh fructose
trong méi truong acid manh. Thoi gian va nhiét do t duogc coi 1a rat quan trong, diéu kién
t6i wu cho sy hinh thanh mau cam do bao gém acid chlohydric 17% trong hdn hop phan
ung, u 80°C trong 10 - 25 phat, cuong d6 mau dugce doc ¢ budc song 480 -540 nm [118,
139]. Inulin trong méi truong acid bi thity phan thanh fructose dwoc chuyén thanh furfural
5-hydroxymethyl. Resorcinol phan &ng véi né dé tao ra mot hop chat mau cam do co do
hap thu duge do & budc song thich hop (480 - 540 nm) [100 ].

Pé kiém tra kha niang nhiéu caa cabohydrat khac va tinh dac hiéu ciia phuong phap
resorcinol-thiure, cac chuan fructose, glucose, galactose, sucrose, lactose, maltose, FOS,
tat ca 3 nong d6 10 pg/ml va tinh bot (Vi ndng do 100g/ml) dugc phan tich bang phuong
phép do quang phd & pham vi budc séng 340-620 nm. Két qua chi c6 fructose, sucrose
va FOS hinh thanh hop chat mau cam d6 vai hdn hop resorcinol-thiure trong méi truong
acid véi do hap thu cuc dai & budc séng 480 nm, nhiing carbohydrate khac khong hinh
thanh hgp mau cam do véi dung dich hién mau resorcinol [115] (Hinh 1.6).
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Hinh 1.3. Phan g tao mau véi Resorcinol ciia inulin/FOS va cac chit khac

Dé xéc dinh cau tric, phuong phap pho FT- IR va cong huong tir hat nhan NMR da
duoc sir dung [101, 117, 141]. Phuong phap séc ky trao d6i anion hiéu suat cao (HPAEC-
PAD) da duoc sir dung dé xac dinh ham lugng va DP cua Inulin. Cac phuong phap khac
nhu MALDI-MS, MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption ionization time of flight
mass spectrometry), GC-MS (Gas chromatography-Mass spectrometry) va ESI-MS (quang
phd khéi ion hoa Electrospray ) duoc str dung cho dir doan cau tric FOS tinh khiét [37,
39],[33, 56, 86, 115, 139, 141, 154, 178].
1.6. UNG DUNG SAY PHUN TRONG TAO BOQT INULIN/FOS

S4y phun 13 phuong phap san xuat bot khd tir chat long hozc syrup bang cach 1am
kho nhanh bang khong khi néng, day 1a phuong phap say thich hop véi nhiéu vat liu
nhay cam véi nhiét nhu thuc pham va dugc pham [98].
1.61. Cac chat mang

Chat mang (chat trg say) 1a mot yéu té quan trong dbi voi say phun [68]. Ban than
inulin ciing 13 mot chat tro sdy [52]. B4i vai inulin, sy phun la cong nghé thuan tién
nhét dé tao thanh san pham 6n dinh va thuong mai [53]. Phu gia duoc sir dung trong say
phun la maltodextrine, glucose long va methylcellulose [122], gum arabic, dextrin va
tinh bot bién tinh [52].

* Maltodextrin (CenHion+2) One+1))

Maltodextrin 12 su két hop cua ba dén mudi bay don vi D-glucose duoc lién két
cha yéu véi céc lién két glycosidic o (1 — 4). Maltodextrin 1a mot polysaccharide duoc
san xuit bing cach thuy phan mét phan tinh bot biang acid hoic enzyme [52].

Maltodextrin c6 gia thanh ré, mui thom va hwong vi trung tinh, d6 nhét thap o nong do
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chat ran cao va bao vé tét chéng lai qua trinh oxy héa nhung kha ning nhii héa va luu
giit cac chat bay hoi thip. B6 sung maltodextrin giGp cai thién bot hit 4m, dong ran va
hoa tan, 1am giam ling dong trén thanh may [68].

* Dextrin (CeH100s)n

Dextrin 1a mot carbohydrate trong luong phan tir thip duoc tao ra boi qua trinh
thay phan tinh bot hoac glycogen. Dextrin twong duong vai maltodextrin la 3 va 20.
Dextrin dugc hinh thanh bai D-glucose két hop chu yéu duoc lién két véi cac lién két
glycosidic a (1—4) hoac a- (1—6). Pay la su kha&c biét chinh gitra dextrin va
maltodextrin. Dextrin |a chat xo hoa tan, bot tring, vang hoic nau, tan trong nudc, do
nhét thap. Dextrin ¢6 thé dap @ng nhu cau cua bénh nhan tiéu duong, cai thién chic
nang cua miéng va rang va cling lam giam cholesterol, ngan ngtra cac bénh tim mach.

* Gum arabic (GA)

Gum arabic la nhya khd tir than va canh cua cdy Acacia senegal L. Willd, 1a mot
polysacarrit c6 KLPT vao khoang 250.000 -750.000 dvC [121]. C4u trdc phan tir phirc
tap, bao gom: D-galactose 44%, L-arabinose 27%, D-Acid glucuronic 14,5%, L-
rhamnose 13%, 4-O-methyl - acid O-glucuronic 15% va tro 3,93%. Trang théi tinh ché
thong dung nhit 1a dang bot mau trang hoic mau tring nga, hoa tan duoc trong nudc
lanh v&i ndng do c6 thé 1én dén 40-50%, khdng tan trong chat béo [150]. Vé mat hda
hoc GA Ia mot arabinogalactan protein. Hinh 1.4 [150].

Polysaccharide fraction

AN N N N N NP N e AGP

Proteinaceous core

Hinh 1.4. Phan tir gum tir Acacia senegal

Nhom arabinogalactan phan nhanh cao lam cho Gum arabic c6 do nhét thap va
mét phan protein ¢ trung tdm (AGP - arabinogalactoprotein) 1am cho GA c6 tinh nhii
hoa tot. Do nhét cua GA phu thuge vao pH va ndng d6 mudi. O ndng d6 cao GA la chat
keo két hop véi cac qué trinh siy san pham rat hiéu qua. GA rit 6n dinh trong méi trudng

acid, vi vay GA sir dung rét tot cho viéc 6n dinh mui cia nuéc qua. Khi thém acid hoic
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kiém c6 thé 1am thay doi d6 nhét va dién tich tiép xtc cua dich keo, pH thap thi d6 nhot
thip va nguoc lai, do nhot dat téi da & pH 5,5. GA 1a mét trong nhitng chat mang phd
bién nhat duoc st dung trong qua trinh tao vi nang bang cach siy phun nhung chi phi
cao va ngudn cung han ché [52].
1.6.2. C4c yéu tdé anh hwéng téi qua trinh say phun

Cac thdng s cua qua trinh say phun c6 anh huong dén cac tinh chat hda ly cua bot
[98]. Tinh chét cua bot say kho nhu kich thudc hat, do am, thoi gian tham w6t trung
binh, ... phu thudc vao tdc do dong cap liéu, toc ¢ phun va nhiét 6 khdng khi dau vao
[68, 122]. Su gia ting nhiét d6 khong khi dau vao thuong tao nén mang da cing khong
cho hoi am thodt ra, hau qua 1a kich thudc hat ting 1én [122], ting chat ran khong hoa
tan va lam giam mat do khéi va ¢6 am cua bot [122]. Toc d6 phun cao dan dén kich
thudc hat nho hon va khé nhanh hon do dién tich bé mit I6n hon do d6 s& ngin chin
cac giot nudc trén 16p da bé mat. Tang toc do phun, khéi lwgng chét ran thu duoc bi
giam nhung d6 hoa tan cua bot duoc cai thién; giam thoi gian tham wét trung binh, giam
kich thudc hat va ¢6 am [82]. Mot s6 thong s6 nhu toc dd nap liéu va nhiét do khi dau
VAo trong qua trinh say phun ciing anh huéng dén bot say phun [101].

Nhue vdy, €6 nhiéu yéu té anh hwong téi qué trinh sdy phun tgo bét va tinh chat

cua bgt. Vi vdy, trong qua trinh sdy phun phdi quan tm téi cac yéu té nay.
1.7. PREBIOTIC

Prebiotic, theo dinh nghia, 1 “chit nén duoc str dung cd chon loc bgi cac vi sinh
vat cha mang lai loi ich cho stc khoe’’[65]. Prebiotic con duge dinh nghia 1a nhitng chat
x0 kho tiéu héa baoi enzyme trong duong tiéu hoéa nhung c¢6 kha nang nudi dudng co
chon loc vi khuan Bifidobacterium, Lactobacilli [130] c6 loi bén trong rudt gia, thuc day
ching phét trién [66], tc ché su phat trién cua vi khuan cd hai (Clostridium difficile,
Salmonella spp, E.coli) va nam Cadida albicans dudng rudt [154] gidp cai thién céc bat
loi vé strc khoe ciia con ngudi hodc dong vat [41, 177]. Prebiotic 1a ddi tac cong sinh
tiém ning ctia probiotic [160]. Cac ngudn prebiotic dic biét ton tai trong tu nhién nhu &
thuc vat, hoa, qua, hat va ré, rong bién, ... [41]. Cac prebiotic chu yéu la cac
carbohydrate hoa tan trong nudc. Tuy nhién, khong phai cac carbohydrate nao ciing 1a
prebiotic. Pé duoc xem Ia prebiotic, chlng phai c¢6 du 3 tiéu chuan :

- Khang tiéu hoa nghia 13 chéng chiu dugc mai truong acid cua da day, khong bi
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phan giai bai enzyme dong vat va khéng bi hap thu ¢ ruot

- C6 kha ning 1én men boi cac vi khuan duong rut

- C6 tinh 1&n men chon loc: Kich thich c6 chon loc sy phat trién va/ hoic hoat hoa
cac vi khuan c6 loi cho sirc khoé [160].

* Céc loai prebiotic

Prebiotic dugc phan loai dua trén ngudn gbc, loai, thanh phan, ciu tric, tng dung,
lgi ich strc khoe [111].

Prebiotic loai fructan nhu Inulin/FOS ;IMO (isomalto-oligosaccharide),
arabinoxylooligosaccharide (AXOS) ; xylooligosaccharide (XOS); SOS (soy bean
oligosaccharide ) va lactulose la nhitng carbohydrate - prebiotic dugc sir dung pho bién
nhét [138], chung déu c6 cau tric cua cac loai dudng fructose hoic sucrose [31, 56, 79].
Ngoai ra con co raffinose va stachyose, arabinoxylan, polydextrose, lactosucrose,
lactilol, chitin va polysaccharide tir ndm [31, 45, 127].

Céc prebiotic khdng phai dang fructan nhu dextrins, maltodextrins, cyclodextrin
va pirodextrin chiét tir khoai tay hoac tinh bot ngd (pirodextrin) [31]. Céng nghé san
XUt prebiotic dugc thyc hién bang nhiéu phuong phéap : Phuong phép thity phan bang
enzyme ; phuong phéap chiét tir thuc vat ; phuong phap thay phan bing acid, phan ung
chuyén hoa va thay nhiét. Qué trinh thity phan inulin thu duoc hdn hop FOS la mot
prebiotic ¢ nhiéu &ng dung trong cong nghiép thuc pham va duoc pham [41]. H3n hop
inulin chudi ngan va chudi dai s& thay d6i cac dic tinh cam quan, dic biét 1a huong vi
va két cau thuc pham. Sy thay doi cam giac phu thudc vao ty 18 pha tron inulin va FOS
[128]. Prebiotic thuong duoc sir dung dé che dau mui vi va cai thién tinh chat cam quan
trong cac céng thic dinh dudng [41].

Ngoai viéc giam chat béo, inulin/FOS con diéu hoa hé vi khuan duong rudt, vi vay,
n6 duoc coi nhu 1a mot prebiotic [70]. Ngoai ra con chdng tiéu chay lién quan dén khang
sinh, bénh viém rugt (IBD), bénh tiéu dudng, bénh gan nhiém mé, viém va ung thu dai
trang, tao bon, gan, bénh no, giam cholesterol méu, viém khép [111]; chbng viém, cai
thién sy tiéu hoa va hap thu, kiém soat lipid va glucose trong mau [31].

* Chuyén hoéa prebiotic

Sau khi di qua rudt non, Inulin/FOS duoc 1&n men yém khi cha yéu boi

Bifidobacterium trong rudt gia tao cac acid béo mach ngan (SCFA). San pham chinh caa
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qua trinh 1én men inulin 1a c4c acid butyric, trong khi san pham chinh cua qué trinh 1&n
men cua FOS 14 acetic va lactic [128]. Chudi ngin dwoc 18n men ¢ manh trang va chudi
dai dugc Ién men ¢ truc trang do DP, cta inulin thuong dao dong tir 20-60 lam cho qué
trinh 1n men cua cac loai Lactobacillus gap kho khin. Mot s Bifidobacteria va
Lactobacilli sir dung cé chon loc fructan khac nhau theo chiéu dai chudi, dic biét 1a cac
chudi nho. Céc chat van chuyén FOS di duogc xac dinh trén Lactobacillus paracasei va
L. acidophilus [128]. H3n hop chudi ngan va chudi dai véi ty 1& 50 : 50 lam giam lwong
khi (H2, CO2va CH4) duogc tao ra trong khi tang cuong hoac duy tri hiéu tng prebiotic.
H> va COz 1a cac khi chinh dugc tao ra trong qua trinh 1én men fructan loai inulin [32,
128]. Hiéu qua prebiotic khéng chi phu thuéc vao muc do trung hop, on dinh vé mat
h6a hoc ma con phu thudc vao liéu luong, ché do an udng [128]. Néu prebiotic bi bién
chét hoic bién d6i hda hoc nd khéng cé ich cho sy trao ddi chat cua vi khuan. Cac diéu
kién ché bién thuc pham nhu nhiét do cao, pH thap va phan tmg Maillard 1a co sé dé du
doan anh huéng cua cac diéu kién ché bién dén hoat dong cua prebiotic, lra chon va sir
dung ching 1am thyc pham thuwong mai tri liéu [41]. B6 sung inulin khi nuéi ciy vi
khuan cha yéu gitip ting téc do tiang trudong va rat ngan thoi gian sinh truong cua
Streptococcus thermophilus va Lactobacillus acidophilus [41]. Hau hét dich chiét thao
dugc c6 chira inulin/FOS déu kich thich ting truong vi khuan Lactobacilli va
Bifidobacteria [76].

1.8. PROBIOTIC

Probiotic 1 cac vi sinh vat séng c¢d thé mang lai loi ich cho sic khoe con ngudi
khi dugc st dung véi lugng thich hop [160]. Mot probiotic tét yéu cau khong duoc gay
bénh, khong doc hai, khang acid da day, bAm vao biéu mé rudt va san xuat cac chat
khang khuan [143]. Hé vi sinh vat dudng rudt dugc chia thanh ba loai dya trén tac dung
cua ching. Loai c6 loi Lactobacilli va Bifidobacteria; Loai gay bénh tiém tang nhu cac
loai Clostridia spp; Loai trung gian nhu Bacteroides c6 thé c6 ca tich cuc va tiéu cuc
[21, 103].

Mot sb loai duoc st dung lam ché pham sinh hoc trong nhém Lactobacilli:
Lactobacillus casei; L. paracasei, L. acidophillus, L. rhamnosus, L. gasseri, L. reuteri,
L. delbrueckii subsp. L.bulgaricus, L. crispatus, L. plantarum, L. salivarius, L.
johnsonii, L. gallinarum, L. fermentum, L. helveticus, L. oris [32, 128]. M6t s loai trong
nhém Bifidobacteria nAuw: B. bifidum; B. breve; B. infatis; B. longum. B. adolescentis;
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B. lactis; B. bifidus, B. adolescentis [21, 32].

Probiotic diéu tri va hd tro diéu tri tiéu chay, viém da day ruét, hoi chang rudt kich
thich, bénh viém ruét, ung thu, chirc ning mién dich tram cam, dj &ng & tré so sinh, ting
lipid mau, bénh gan, nhim tring Helicobacter pylori. san xuat vitamin va acid amin ,
giam chuyén ddi mudi mat chinh dén mudi mat tha cp [32].

Co ché hoat dong cua probiotic 1 canh tranh thu thé, anh hudng dén mucin bai tiét
va diéu hoa mién dich cua mé bach huyét lién quan dén ruét, tang trc ché mién dich va
giam cac chat trung gian gay viém [79, 103, 154], thong qua hanh dong chong lai sy
xam nhap caa vi khuan, san xuat cac chat chéng vi triing, ac ché su bam dinh mam bénh,
suy thodi chat doc, kich thich mién dich tai chd va ngoai bién, kich thich hoat dong cua
enzyme vién ban chai, kich thich tiét IgA va ngan chan su dich chuyén caa vi khuan gay
bénh [32].

Trong hé vi sinh vat (VSV) duong rudt, Bifidobacteria chiém 90% tong sé loi
khuan [103]. Khi Bifidobacteria va Lactobacilli chiém wu thé s& c6 kha ning lam thay
d6i thanh phan va/hoic hoat dong cia hé VSV vat chu véi didu kién 1a chang du sé
luong va séng sot qua pH duong tiéu hoa [138].

1.8.1. Vi khuan Bifidobacterium

Nhém Bifidobacterium 1a vi khuan Gr*, khong sinh bao tir, khong di dong, nhiét do
phét trién t6i wu 37°C va yéu cau mot moi trudng nudi cay ky khi vai thanh phan dinh
dudng phic tap. Mbi truong nubi cdy thuong si dung 13 TPY, Cys-MRS, RCA, BHI, BL,
mCol, TOS. pH tdi uu cho vi khuan Bifidobacterium tir 5,5-6,5, it hodc khong ting trudng
dudi pH tir 4,5-5,0 hoic trén 8,0-8,5 [154, 156].

Bifidobacterium c6 kha nang phan hiy chudi inulin dai nhat nhung khéng c6 tinh
chon loc nghiém nggt duya trén DP va n6 ciing c6 thé sinh enzyme hydrolase phan hay cac
oligosaccharide [128]. Ngoai ra, enzyme f-fructofuranosidase cua Bifidobacterium c6 kha
ning thuy phan cac phan ti fructose & dau cudi, vi tri f-2,1 va g6p phan thay phan fructan
[128]. Két qua nghién cau nudi Bifidobacterium ¢ bo sung FOS va inulin cho thay B.
longum, B. tenulatum va B. lactis phat trién tot nhét trén FOS, téc do tang truong ¢ moi
truong b6 sung inulin thip hon nhidu. FOS ting sic d& khang mudi mat cho
Bifidobacterium [127]. Inulin 12 mét chat nén tét cho hau hét céc loai Bacteroides va

Bifidobacterium, ngoai trir B.bifidum va mét sé ching B. longum [154].
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Chiéu dai chudi 12 mot yéu té quan trong ddi voi hoat dong cua vi sinh vat [154].
Inulin tir diép xoan (DP 10) cho phép B. infantis, B. pseudolongum va B. angulatum phat
trién nhanh hon so v&i méi trudng c¢d glucose. Inulin (DP 10) d& duoc ching minh 13 ngan
chan dang ké su ting truong cua ca E. coli va C. perfringens. Khi bé sung Inulin c6 15< DP
< 22 thi toc do tang truong cia B. infantis cham hon b sung glucose hoic lactose [134,
154].

So sanh su phét trién ctia 55 vi khuan Bifidobacterium trén méi truong ban tong
hop (SM) ¢6 su khac nhau vé ngudn cung ning luong 13 glucose, FOS (DP 5) va inulin
(DP 25), voi lugng 10g/1it [134]. Sau 24 gid nudi ciy, két qua khong co sy khac biét véi
s6 luong khuén lac trong mdi trudng c6 bo sung Inulin va FOS (p<0,05). Tuy nhién,
FOS va inulin 4nh huéng manh dén cac san phdm ciia qua trinh 1én men; cac loai va sd
lugng SCFA khéc nhau di dugc san xuat. Acid butyric 1 san pham 1én men chinh trong
qua trinh tang trudng inulin, trong khi acid axetic va acid lactic dugc tao ra trong moi
truong bo sung FOS [134].

1.8.2. Vi khuan Lactobacillus

Lactobacillus 1a mét trong nhitng nhém vi khuan lactic ¢6 loi va an toan ddi véi
con ngudi. O da duong day-rudt nguoi, Lactobacillus 1a mot trong nhitng nhdm vi khuan
chiém wu thé, cd kha ning chiu dung méi truong acid trong da day. Lactobacillus 1a
nhitng vi khuan Gram* khéng hinh thanh bao tir va hiém khi di dong. Lactobacillus c6
mét s6 dic tinh sinh hoa dic trung nhu: Phan (ng catalase am tinh, khu nitrate am tinh
(d6i khi duong tinh voi pH > 6), c6 kha nang 1én men glucose...

Dua trén céc san pham coa qué trinh bién dudng dé phan chia cac loai
Lactobacillus thanh 2 nhém: 1én men dong hinh va 1&n men di hinh. Cac loai thuoc nhém
1én men d6ng hinh tao ra 85% acid lactic tir glucose, trong khi cac loai 1&én men di hinh
chi tao ra 50 % acid lactic va mot lugng dang ké carbone dioxide, acetic va ethanol. Cac
loai Lactobacillus 1én men dong hinh gom: L. acidophilus, L. delbrueckii, L. plantarum,
L. rhamnosus, ... va cac loai 1én men di hinh gém: L.brevis, L. buchneri, L. casei,
L.fermentum...Mic du tat ca cac loai Lactobacillus déu tao ra acid lactic nhung céc loai
khac nhau cd thé tao ra céc acid lactic khac nhau vé dong phan hoéa hoc [14] [101]. L.
plantarum, L. rhamnosus c6 kha ning chuyén hoa cic doan trisaccharide va

tetrasaccharit.
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Céc loai trong chi Bifidobacterium va Lactobacillus chu yéu 1én men carbohydrate
san xuit cac acid béo chudi ngin (SCFA) trong khi cac nhém Bacteroides va Clostridia cha
yéu 1én men proteolytic va acid amin. Cac thanh phan va hoat dong cua VSV dudng rudt
dic trung cho mdi c& nhan va bi anh hudng bai mot sb cac yéu té bén ngoai nhu ché do an
udng, nhiém tring; Thudc; Di truyén; L&o hoa; Stress [103]. Sb luong loi khuan Bifidus
trong dai trang cta ngudi treéng thanh 1a 1019-101 CFU/g nhung con sb ndy giam dan theo
tudi tac. O tré so sinh lwong Bifidus rat cao (99%) nhung & ngudi gia giam xudng rat thap,
chi con 1% [32] va giam dang ké sau 55 tudi [127].

Lén men fructan va inulin dan dén kich thich chon loc s ting truéng caa quan thé
Bifidobacteria. Khuyén céo liéu bo sung inulin 2-10 g/ngay/nguoi [79]. Ca L. casei va B.
lactis déu cd thé phat trién trong mot moi truong co ban ¢ bd sung FOS hoic inulin. Nong
d6 khéc nhau cia inulin khdng anh hudng dén kha nang song ciia probiotic trong qué trinh
bao quan [89]. Liéu sir dung: TUy vao tinh trang co dia ngudi/dong vat ma thoi gian va
luong sinh khéi (CFU - Colony forming unit ) Bifidobacterium duoc st dung khac nhau.
1.9. SYNBIOTIC

Synbiotic 1a su két hop caa mot prebiotic va probiotic [138, 154, 156]. Synbiotic c6
tac dung hiép dong vi ngoai viéc thuc day su phat trién cua cac chung vi khuan co loi trong
dai trang, n6 con cai thién su séng sot, cdy ghép va sy tiang truong caa cac chung vi khuan
sinh hoc méi duoc thém vao [32]. Uu thé caa synbiotic con vuot trdi hon néu trong thanh
phan ctia né ngoai prebiotic, probiotic con ¢6 su hién hién thém maot sé loat chat sinh hoc
khéc (antioxydant) [69], tuy nhién tly thudc vao cach phdi hop giita prebiotic va probiotic
[32].

1.10. TINH HINH NGHIEN CUU VE CAC LOAI TRONG CHI CODONOPSIS
TREN THE GIOI VA VIET NAM

* Trén thé gi6i

D3 c6 rat nhiéu nghién ciu vé dic tinh, tac dung, cau tric cua inulin, FOS trén
nhiéu dbi twong thuc vat khac nhau [13, 42-44, 60, 70, 73, 89, 103, 115, 119, 128, 129,
133, 139, 144, 163, 175]. Két qua cho thdy ham lwong inulin va DP thay d6i theo mua
vy, thu hoach, bao quan, ché bién. Cach chiét xuat ciing anh huéng dén ham lugng, DP

va thanh phan hoat chét trén timg ddi tugng cu thé 1a rat khac nhau.
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Nghién ciu vé cac loai trong chi Codonopsis chu yéu tap trung ¢ Trung Qudc.
Nhiéu loai thudéc chi Codonopsis nhu C. lanceolata, C. pilosula, C. ussuriesis, C.
tangshen, C. subglobosa, da duoc nghién ctru chiét xuat va phan tich ciu trac cac hop
chat carbohydrate, terpene, steroid, amino acid, alkaloid, polysaccharide va tc dung cua
ching [72, 168] [50], [58], [172], [173].

Két qua nghién cttu & Dai Loan cho thay sir dung cao chiét ré loai C. javanica da
lam giam chung tang insulin mau va qua trinh oxy hoa lipid trén chudt khang insulin
gay ra do ché d¢ an fructose [47]. Tai Indonesia, ngudi ta da tién hanh nghién cau diéu
tra vé kha nang st dung loai C. javanica nhu mét loai thuéc b [157].

Trén thé gidi da cé nhiéu nghién citu vé cau trdc, tinh chat 1y hoa va tac dung
prebiotic cua inulin/FOS tir mét so loai thuc vdt. Két qua nghién cizu cho thay ham
lirong, cdu tric, tinh chat cua inulin/FOS tir mét sé thuc vat thay déi theo mua vy thu
hoach ciing nhuw cach chiét xudt. Vi vdy trén méi doi twong can phdi cé phwong phdp
chiét phu hop.

* Tal Viét Nam

O Viét Nam hién c6 mot sb nghién ctru vé dang sam:

Niam 2015, Truong Hoang Duy va cong sy da tién hanh nghién ciru “Tdi wu hoa
trich Iy thu nhan dich Saponin thd tir cii dang sdm (C. javanica) bang enzyme o—
amylase”. Két qua nghién ciru cho thay khi tién hanh trich ly bang enzyme o -amylase
véi pH 5,5, & 85°C trong thoi gian tdi uu 1,9 gio, ham lugng enzyme sir dung 1a 0,47%
thi ham luong Saponin tong thu duoc 1a 1557,23 mg/100 g cao hon 1,5 1an khi khong
su dung enzyme [28].

Hoang Minh Trung va cong su (2002) da tién hanh nghién ctru vé loai C. javanica
& Viét Nam cho thay trong cu C. javanica c6 chira 17 acid amin, (3,12 + 0,8) % saponin
(theo phuong phap can) va duong khir. Ngoai ra, budce dau da phan 1ap duoc ba hop chat
bang pho MS va NMR. Két qua da xac dinh duoc ciu triic héa hoc cua ching la: -
sitosterol; 2'-hydroxy-N-(E, 2R)-1,2,4-trihydroxyoctadec-8-en-2-yl) hexacosanamid va
a-spinasterol 3-O-f-D-glucopyranosid [5].

Db Huy Bich va cong su (2015) nhan thay trong cu dang sam (C. javanica) c6
duong, chat béo, khéng co Saponin. Tuy nhién cac nghién cau trén méi chi mang tinh

chat dinh tinh so bo nhitng nhdm chit c6 trong cu ding sam [1].
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Tran Thanh Ha va cong su (2014) di tién hanh thu nhan cac hop chat g-sitosterol
va 2’-hydroxy-N-((E, 2R)-1,3,4-tridroxyoctadec-8-en-2-yl) hexacosanamid tir can n-
hexan, a-spinasterol-3-O-p-D-glucopyranosid tir cian chiét ethyl acetal cua ca C.
javanica thu tai Son La. Sau d6, bang st dung dung mdi n-butanol Tran Thanh Ha va
cong su da tach dugc ampelopsin; adenosine; hesperidin, g-D-fructofuranose (2—1) S-
D-fructofuranose (2— 1) a-D-fructofuranose (2—1) a-D-glucopyranose (4<—1) a-L-(6-
acetyl-rhamnopyranose) [27].

Ngoai ra c6 mot sé nghién ctiru ban dau vé cu dang sam (C. javanica) nhu nghién
ctru khao st anh huong ciia moi trudng nudi cay invitro [15] va ki thuat nudi ciy md
thuc vat dén viéc nhan giéng nham tao ra nguon giéng ban dau [25] ciling nhu danh gia
da dang di truyén maot sb loai trong chi Codonopsis [17].

Tir nhitng phan tich & trén cho thdy cu dang sam 1a mét loai duroc liéu méi duoc
bt dau nghién cizu tai Viet Nam. Cac nghién cizu vé lodi nay chi 1a cac nghién cizu budc
dau va méi chi dirng ¢ xdce dinh thanh phan cia mét so chat héa hoc co trong cu dang
sam hay nudi cay mé phuc vu cho viéc phét trién trong dang sam. Hién ¢ Viét Nam chua
c6 nghién citu vé inulin/fructan cuia ci dang sAm moc hoang dai tai Viét Nam. Do vdy,
viéc tién hanh nghién cizu thu nhdn inulin/fructan cua ci dang sam moc hoang dai tai
Viét Nam va ddc biét 14 tai Lac Duwong - Lam Péng la hiéng nghién cizu méi va can
thiét.
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CHUONG 2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. NGUYEN VAT LIEU
2.1.1. Cua ddng sam nguyén liéu
Cu dang sam (Codonopsis javanica (Blume) Hook. f.) nguyén liéu moc hoang dai
tai 3 x3 Da Sa, Pa Nhim va Pa Chais, huyén Lac Duong, Lam Bong (Hinh 2.1 va 2.2).
Sau khi thu mau, van chuyén ngay vé phong thi nghiém dé xu Iy mau twoi va st dung

lam nguyén liéu trong qué trinh nghién ctu.

Hinh 2.1. Miu cii ding sim Hinh 2.2. Vi tri thu miu

Tai phong thi nghi¢ém, cu drfmg sam dugc rua sach, phan loai, xu 1y, séy kho va
dong bao bi PA hit chan khong 100% dé dung lam nguyén lidu trong sudt qua trinh
nghién ctru. Qua trinh phan loai cii dang sdm dugc hd tro truc tiép cta cac chuyén gia
phan loai thuc vat thudc Trung tdm nghién ctru va Phat trién Tai nguyén Thuyc vit, trudong
bai hoc ba Lat.
2.1.2. Chat mang

Cac chit chat mang (chat tro sdy, chat phu gia): Maltodextrin DE 15-18, Dextrin
DE 10-12, Gum Arabic la cac phu gia thuc pham tinh khiét do Phap san xuét va Cong
ty TNHH Nam Giang TP. HCM nhap khau va phan phéi tai Viét Nam.
2.1.3. Giéng vi sinh vat

Dé tai st dung 8 chung vi khuan lactic nam trong danh muc cac loai vi khuan
probiotic theo TCVN 9633:2013. Ngudn gdc cua cac chang vi sinh vat duoc trinh bay
trong bang 2.1.
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Bang 2.1. C4c chiing vi khuén sir dung trong nghién ciru

STT | Ky hiéu Tén ching Nguﬁn géc

1 M1 Enterococcus faecalis Cong ty TNHH CN Sinh hoc

2 M2 | Lactobacillus acidophillus | Viét-Uc. TP. Nha Trang, tinh
Khanh Hoa.

3 M3 Lactobacillus rhamnosus

4 M4 | Enterococcus faecalis Cong ty TNHH Legend BIO, Ha

5 M6 Lactobacillus plantarum Noi.

6 M7 Lactobacillus acidophillus | Bao tang giong VSV Viét Nam
(VTTC).

M8 | Bifidobacterium longum Bo luu trit giong - Phong thi

8 M9 | Bifidobacterium lactic nghi€ém Vi sinh, Khoa Sinh hoc,

Truong Pai hoc Pa Lat.

2.1.4. Chudt dung trong thir nghiém

Chu6t nhét duc va cai, ching Swiss albino, 6-7 tuan tudi, 20-25 g do Vién Vaccin
va Sinh pham Y té Nha Trang cung cap. Str dung chudt khoe manh, khong cé biéu hién
bat thuong, nudi 6n dinh trong méi trudong thi nghiém 5 ngay. Chudt duoc nudi trong
10ng 25 x 35 x 15 cm, cung cip thic an va nude udng day du.
2.2. PHUONG PHAP BO TRI THI NGHIEM
2.2.1. Phwong phap thu, 1dy miu va xir Iy mau

Cu dang sam tuoi ty nhién dugc thu mAu vao cac thang 5, 6 trong cadc nam 2016
+2019 tai khu vuc Pa Nhim, Pa Chais, huyén Lac Duong, tinh Lam Déng. Cu tuoi duoc
rira sach, dé rao nudc va sir dung ngay cho nghién ctru. Qua trinh ldy mau dai dién duoc
thuc hién theo quy dinh cia WHO (1992). Mau tuoi dung truc tiép cho viéc nghién ciru
phan loai va danh gia d6 tudi cia nguyén liéu dya vao phan tich hinh thai va soi ciu tric
mo. Miu tuoi dé dung cho cac thi nghiém dugc bao goi bang bao bi PA (Polyethylen)
véi kich thude (20 x30 cm), mdi goi 0,5 kg, duc 4 16, bao quan lanh & nhiét do (6 +1)°C
sir dung trong 2 ngay va bao quan lanh dong & nhiét do - 52°C dé dung cho qua trinh
nghién ctru 1au hon.

- SAy kho: tién hanh cit l4t cu dang sim thanh cac 1t mong, day 2 mm [158] va
sdy kho & nhiét do <60°C cho dén khi dat d6 4m <10% [6] thi ding qua trinh sdy. Cu

dang sam say kho c6 mau trang nga va c6 mui thom dac trung, dugc bao goi bang bao
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bi PA, hut chan khong 100% va bao quan trong thung xop dan kin mép, luu giit & nhiét
do phong (25°C) noi kho rdo, thoang mat.

- MAu dung cho danh gia chat luong: mau dang sdm khé dwoc xay nho bang may
xay sinh t6, kich thuéc dudi sang ray sé 125 [158]. Loai chat béo trong mau dang sam
bang k¥ thuat chiét Soxhklet st dung n-hexan chiét trong 6 gio [136]. Sau d6, siy kho
mau di xir 1y va bao goi bang bao bi PA hit chan khéng 100%.

- MAu dung cho phén tich va nghién ctru thu nhan inulin: mau sau khi loai chat
béo, loai chit mau va dudng don bang k¥ thuat chiét hdi luu (Soxhklet) sir dung dung
moi ethanol nong dd 90 % véi ti 18 nguyén liéu so vai ethanol 13 1:4 (w/v) trong thoi
gian 15 phut. Sau d6, thu mau va siy kho & nhiét ¢ <60°C cho dén khi dat d6 am < 10%
thi dimg qua trinh sdy, bao g6i mau bang bao bi PA hit chan khong 100% va bao quan
lanh 4m sau (- 52°C) dé dung cho qua trinh nghién ctru thu nhan inulin.

2.2.2. B6 tri thi nghiém téng quat

Céch tiép can cac ndi dung nghién ctru duoc trinh bay & hinh 2.3.

Trudc tién, ci dang sdm (C. javanica) & dang hon hop nguyén liéu ¢ nhiéu giai
doan sinh truédng khac nhau, dugc thu mau tai 3 xa Pa Sa, Pa Nhim va Pa Chais, huyén
Lac Duong, tinh Lam Pong vao thang 5, 6 hang nam trong giai doan 2016+2019. Sau
khi thu mAu tién hanh phén loai va danh gia do tudi. Dé c6 thé phan loai chinh xac do
tudi nguyén liéu, ludn an tién hanh phan tich cac dic diém hinh thai va cau tric md dé
tim ra quy luat va méi lién quan giita dic diém hinh thai va giai phdu mé ci. Pong thoi,
luan an tién hanh danh gia thanh phan cac chat co trong cu dang sam va ddi chiéu véi
tiéu chuan duoc lidu theo DPVN, V (2017) dé xac dinh duoc thoi gian thu hoach cu
dang sam ty nhién c6 chat lugng dat chuan dé st dung trong nghién ciru. Sau do, luan
an s& thu miu theo d6 tudi da lya chon va tién hanh xu 1y, cat lat, siy khd dong bao bi
PA hut chan khong 100% dé dung 1am nguyén liéu trong sudt qua trinh nghién ctru.

Trong céc loai ct thue vét thudng duoc bao phil bén ngoai bang 16p sap, chinh 16p
chit béo nay s€ ngan can qua trinh chiét cac chat. Do vay, luan an tién hanh xir 1y loai
chit béo ra khoi mau kho bﬁng dung méi hiru co (n- hexan), sau d6 xur 1y loai duong tu
do va cac chat mau trong nguyén liéu bang cach ngdm hdi luu nguyén liéu bang ethanol

90%. Phan duoc liéu d3 xir Iy s& dugc sdy kho dé ding cho nghién ctru chiét inulin.
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Hinh 2.3. So' d6 nghién ciru tong quat

Qua trinh chiét inulin s& dugc tdi wu hoa theo ham muc tiéu ham luong inulin,

fructan va chat chiét hoa tan cao nhat. Két qua t6i uu hoa 13 co so dé xac dinh céc thong

s6 tdi wu cho qua trinh chiét inulin (nhiét d6 chiét, thoi gian chiét; ti 16 dung moi va

nguyén liéu (DM/NL) 1am co s¢ dé xuat quy trinh chiét inulin tir dang sam.

Tiép theo, tién hanh chiét inulin tir dang s&m theo quy trinh dé xuat va nghién ciru
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x4c dinh tac nhan két tua inulin, néng d6 tac nhan két tia dé thu dugc inulin véi ham
lwong cao nhat. Sau d6, ludn 4n tién hanh nghién ctru tinh sach inulin va xac dinh khéi
luong phan tir inulin. Trén co so két qua khao sat so bd va tong quan tai liéu nghién ctiu
vé cac phuong phap tinh sach cho thay phuong phap tinh sach inulin bang cach két tinh
lai inulin nhiéu 1an trong dung mdi ethanol 14 k§ thuat pht hop véi qua trinh tinh sach
inulin. Do vdy, ludn an tng dung phuong phap két tinh lai nhiéu 1an dé tinh sach Inulin.

Trong qua tinh sach trudc tién dich chiét inulin dwgc c6 dic chan khong dén
16°Bx. Sau d6, dich c6 dic duoc sir dung dé két tiia thu hoi bot saccharide tho va st
dung bot saccharide tho dé tinh sach inulin bang phuong phap két tinh lai inulin nhiéu
lan trong dung moi ethanol. Inulin tinh sach thu duoc s& duogc dung dé xac dinh khéi
lugng phan t&r VA cu triic dva trén phan tich khéi ph6 FT-IR, MNR, HSQC, HMBC.

DPong thoi, luan 4n s& tién hanh nghién ciru xac dinh thong s thich hop cho qua
trinh séy phun tao bot cu dﬁng sam nhu loai chat mang, néng do chat mang, nhiét o
sdy.

Luén 4n tiép tyc tién hanh danh gia cac dic tinh ctia bot cu dang sim va khao sat
hoat tinh prebiotic ctia bot cu dang sam lam co so cho viéc tng dung bot inulin cu dang
sam trong san xuét synbiotic. Sau d6, luin an tiép tuc tién hanh nghién ctru t6i vu hoa
qua trinh phdi tron bot dang sim vé6i sinh khéi vi khuan lactic tao ra san pham synbiotic.
Trén co so két qua nghién ctru ¢ trén, ludn an s& tién hanh dé xuat quy trinh tao san
pham synbiotic.

Bot synbiotic thanh phém duoc st dung dé thu nghiém doc tinh cép, doc tinh ban
treong dién trén chudt thi nghiém dé xac dinh tinh an toan, dic tinh hd tro diéu trj tiéu
chdy va dic tinh ting cudng mién dich lam co so dinh huéng ing dung cho con ngudi
sau nay.

2.2.3. B6 tri thi nghiém xac dinh mét s cong doan chinh
2.2.3.1. T6i wu hoa qué trinh chiét

Muc dich cua thi nghiém nay la tim cac théng sé tdi wu cho qua trinh chiét inulin tir
ca dang sam bang ky thuat chiét c6 hd tro song siéu am. Pé xac dinh duoc céc thdng sb toi
vu (Nhiét do, thoi gian, ti 16 NL/DM) anh hudng dén qué trinh chiét inulin, Luan &n tién
hanh t6i wu hoa qua trinh chiét inulin bang phuong phap mit dap tng véi thiét ké cd tam
(CCD - Cental Composis Design) theo md hinh Box - Benkehn. Trong do, thoi gian chiét
(X1), nhiét do (X2), ty 16 nguyén liéu/dung mdi chiét (NL/DM, Xs) Ia céc bién doc lap duoc
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chon dé t6i wu hoa véi muc tiéu ham luong inulin, fructan va tong chat chiét hoa tan thu
duoc nhiéu nhat. Pham vi cac bién doc 1ap va mic d6 cua ching duoc trinh bay & bang 2.2.
Hiéu suat chiét (Y1) 1a dap wng cua su két hop cua céc bién doc lap. Thir nghiém dugc chon
ngau nhién dé giam thiéu anh huong caa su bién doi bat ngo.

Bang 2.2. M4 hoa c4c bién déc lap dau vao

. ; Mic bién ma
Bien dgc lap dau vao
-1 0 1
Nhiét d6 (X2) (°C) -1 0 1
Thoi gian (X1) (phut) -1 0 1
Ti 16 NL/DM (X3) (g/ml) -1 0 1

Mbi trong quan giita cac gia tri ma hoa va gia tri thuc (Y1) duoc biéu dién:
Xi—- Xo
xi=t AX :

X 1a bién mé, Xi 1a ma thuc, Xo Ia bién tai thi nghiém trung tim va AX 1a hiéu s6
gitra gié tri tuyét ddi cuc dai caa bién thuc va gia tri Xo. Phuong trinh héi quy phi tuyén
tinh cé dang bac 2: Yi = f(xi)

3 2 3 3
filx) = fBeo +Z BiXi + Z Z BijXij + Zﬁmﬁif + =
i=1 i=1 j=1+1 1

Trong d6 Yi 1a bién phy thudc, Ao 1a hé s6 tu do va fi, Sii va fij 1a cac hé sb uéce tinh
theo mo hinh. Chung dai dién cho duong tuyén tinh, bac hai va cac hiéu wng chéo cia cac
yéu té X1, X2 va X3 trén dap tmg twong ung. Xii, X; 1a cip ctia cac bién doc lap. ¢ 1a sai sd.
Sau khi xac dinh pham vi ban dau cua cac bién thong qua thir nghiém mét yéu té, phuong
phép mit dap ang (RSM), thiét ké BBD (Box Behnken Design) trong phan mém Expert
Design (12.0) dwoc thyc hién dé tdi wu hoa (Hinh 2.4).

Xl Yl
> Cong doan "
chiét c6 ho
X2 tro siéu Am Y2
X3 Y3

Hinh 2.4. M6 hinh t6i wu hoa
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Yéu cau cac ham muc tiéu (HMT)
Y1 : Ham luong Inulin (mg/g): Téi da
Y2 : Ham luong Fructan (mg/g): Toi da
Y3 : Ham lugng tong chét chiét hoa tan (TCCHT): Téi da

M® hinh chi c6 ¥ nghia va duoc st dung sau khi thoa man céc tiéu chuan thong ke.

Quy hoach truc giao d6i xizng 6 tam, bang ma tran thuc nghiém gém 17 nghiém thic
va 3 ham muc tiéu (Y1, Y2,Y3). Phan tich cac yéu té anh huang, mdi yéu té tién hanh tai 3
muc (-1,0,+1). Thi nghiém duoc lap lai 3 lan d6i voi mdi don vi nghiém thic. Phan tich
thiét ké thir nghiém va tinh toan dix liéu du doan dé wéce tinh phan tng caa céc bién doc 1ap.
2.2.3.2. Toi wu hda qua trinh phdi trén tao ché pham synbiotic

Dé cd thé xac dinh ty 1& phdi tron thich hop cua bot cu dang sam sy phun va vi khuan
trong ché pham synbiotic, luan &n tién hanh khao sat cac ti & phéi tron bang phuong phap
thiét ké Mixture —Design, md hinh D-Optimal.

Bot dang sam (bot prebiotic), cac chung vi khuan L. plantarum (M6), L.
acidophillus (M7), B. longum (YK3), B. lactiCs (YK3) la c4c bién doc 1ap duoc chon dé
t61 wu hoa cho viéc phdi tron tao synbiotic. Pham vi céc bién doc 1ap va mace do cua
chung duoc trinh bay trong bang 2.4. Y 1a dap ung cua su két hop cua cac bién doc lap.
Thir nghiém duoc chon ngau nhién dé giam thiéu anh huéng cia su bién do6i bat ngo.

Bang 2.3. Céc bién doc 1ap dau vao va mirc d§ duoe sir dung trong thiét ké

Mixture —Design

Bién déc lap dau vao Mhiic bién ma
Bot prebiotic (X1) (mg) -1 0 1
L. acidophillus (X2) (mg) -1 0 1
L. plantarum (X3) (mg) -1 0 1
B. longum (X4) (mg) -1 0 1
B. lactiCs (Xs) (mQ) -1 0 1

X1+ Xot X+ X4 +X5=3
0,1 <X1<2,6

0,1< Xo+ X3+ X4 +X5<2.9
— 0,I1X2<09

0,1<X3<0,9

0,1<X4<0,9

0,1<X<0,9

Diéu kién t hop:
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Mi trong quan giita c4c gia tri ma hoa va gia tri thuc (Yi) dugc biéu dién nhu sau:

(Xi - Xo)

AX

1=

X 1a bién m4, Xi 1a ma thuc, Xo 1a bién tai thi nghiém trung tam va AX 14 hiéu sb
gitra gia tri tuyét ddi cuc dai cua bién thuc va gia tri Xo. Phuong trinh héi quy trinh hdi quy
tuyén tinh c6 dang: Yi = f(xi)

Y = f(x) = Bii Xpo1 Xi + Bij X5 Xij +¢

Trong d6 Yi 1a bién phy thudc, Si, Bii va Sij 1a cac hé sb uéce tinh theo md hinh, ching

dai dién cho duong tuyén tinh bac mét va cac hiéu tng chéo cua cac yéu td Xi, Xz va Xz

trén dap Gng twong ung. Xii, X 1a cap cua cac bién doc lap. = 1a sai sb.

X1
Y1
X2
> Y2
Xs Phoi tron >
> Y3
Xa >
Xs Ys

Hinh 2.5. M6 hinh téi wu héa

Sau khi x4c dinh pham vi ban dau cua cac bién, thiét ké tdi wu hoa duoc thuc hién
(Hinh 2.5). Yéu cau cac ham muc tiéu (HMT): Y1, Y2, Y3, Y4 cO gid tri cuc dai. Y1, Y2, Y3,
Y414 56 wong khuan lac vi khuan (CFU/g) lan luot ciia cac ching vi khuan L. acidophillus
L. plantarum, B. longum, B. lactiCs. M6 hinh chi ¢6 y nghia va dugc sir dung sau khi thoa
man céc tiéu chuan théng ke.

Bang ma tran thyc nghiém gom 25 nghiém thirc va 4 ham muc tiéu (Y1, Yz, Y3, Ya).
Phan tich c4c yéu té anh huang, mdi yéu té tién hanh tai 3 muc (-1, 0,+1). Thi nghiém duoc
l3p lai 3 1an d4i véi mbi don vi nghiém thie. Phan tich thiét ké thir nghiém va tinh toan di

liéu du doan dé wdc tinh phan Gng cua cac bién doc 1ap.
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2.3. PHUONG PHAP PHAN TiCH
2.3.1. Phuwong phap phén tich hinh thai va ciu trdc mé ci dang sam
2.3.1.1. Phwong phap phan tich hinh thai

* Phwong phap phén tich hinh thai: Phan tich cic dic diém hinh thai bén ngoai
(Mau, mui, vi, lat cat tuoi, khd) theo DDVN V (2017) va theo Zhang (2017) [6, 171]. Cac
dic diém nhan dang chinh: s6 vong nam trén c6 ré va sy phan nhanh cua ré chinh, mat lat
cét tuoi va kho [174].

* Po kich thwée dwong kinh ci: Puong kinh trung binh cua cu ding sam ¢ chd
phinh to nhat tinh bang mm va duoc do bang thudc kep 10ng tron véi do chinh xac 0,1mm.
2.3.1.2. Phwong phép phén tich mé hec

* Soi mau tiéu ban hién vi: Dung dao lam cét Iat mong vudng goc véi than ré,
cach ¢ ré 1,5+2 cm va mdi cu dang sam chi cat 01 14t. Sau do, c6 dinh hinh dang lat cat

bing ethanol 70% va nhuém mau lat cit bang Carmin luc - lode [26].

;— C3ré
’:}7_ Ré chinh
Ré& phu
Nhan sam hoang dai Bé miit lat cit Cau tao lat cat ngang
Vi tri than ré ngang say kho

Cau tric vong nam tuoi

Hinh 2.6. Cac dic diém nhin dang mé cii ding sim
* Xac dinh ndm tudi: o tudi cua cu dang sam tinh theo nam dugc xac dinh théng
qua vong tang truong hang nam theo Schweingruber va Cs (2005) [140] (Hinh 2.6).
Puong kinh xylem (um) duoc do tai diém tiép giap véi phloem (nhu md) tir bén nay
xuyén tim qua diém tiép giap véi pholem bén kia bang thude do trong kinh hién vi.
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2.3.2. Cac phwong phap dinh tinh mét s6 nhom chét trong dang sam
2.3.2.1. Pinh tinh thanh phan cac chat trong dich chiét n-hexan

- binh tinh Carotenoid va phytosterol theo Sawant va Cs (2013) [137].
2.3.2.2. Pinh tinh cé&c thanh phan trong dich chiét ethanol

-binh tinh alkaloid, polyphenol, Flavonoid, Coumarin, Saponin, acid amin , duong tu
do, acid hiru co theo Sawant va Cs (2013) [137].
2.3.2.3. Pinh tinh cac nhom chat khac

- binh tinh Tanin theo WHO (1992) [158].

- Pinh tinh tinh dau, anthranoid (Phan ang Borntraeger) theo Nguyén Thi Kim Phung
(2007) [16].
2.3.2.3. C4c phwong phap dinh tinh inulin

- Pinh tinh inulin va fructan bang phuong phap soi bot [158].

- Binh tinh inulin bang k¥ thuat sac ky 16p mong TLC theo Yevtifieieva va cong su
(2016) [167].

2.3.3. Cac phwong phap dinh lwong hda hoc

* X4c dinh dd 4m: theo phuong phap cua WHO (1992) [158] va str dung thiét bi do
d6 am tu dong bang hong ngoai (Moisture, AF 50, Nhat).

* Pinh lwong dwong tong s6: ham luong duong tong sé duge xac dinh theo TCVN
7771:2007 (ISO 2173:2003) [24].

* X4c dinh ham lwong chit kho: x4c dinh ham lwong chat khd (VCK) theo phuong
phép sdy kho dén trong luong khong d6i ¢ 105°C va can khdi lugng theo WHO (1992)
[158].

* Xac dinh ham lwgng téng chét chiét hoa tan: Ham luong tong chat chiét hoa tan
duoc x4c dinh bang phuong phap chiét va say khd dich chiét dén trong lwong khong doi &
105°C trong 3 gio va can khéi lwong theo WHO (1992) [158].

* Xac dinh ham lwong tro tong so va tro khong tan trong acid: Ham luong tro
t6ng sb duge xac dinh bang phurong phap nung dén khdi lugng khong d6i theo WHO (1992)
va tinh ham luong tro tong sé bang mg/g vat liéu kho [158]. Tro khdng tan trong acid xac
dinh bang phwong phép nung thanh tro tring sau d6 thém dung dich acid chlohydric TS
(Test Solution) (~70 g/lit) theo WHO (1992) va tinh ham lwong tro khong tan trong acid
tinh bang mg/g vat liéu kho.
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* X4c dinh ham lwong kim loai ning va tap chit vo co: Ham lwong kim loai niang
Hg, As, Cd va Pb dugc xac dinh bang phuong phap quang phd hap thu nguyén tir theo
TCVN 7602:2007/(AOAC 972.25) [3]

* Xac dinh thanh phan nguyén liéu ca dang sAm: xac dinh cac thanh phan cua ca
dang sdm nguyén liéu theo DBDVN V (2017) [6]

* Cac phwong phap phén tich dinh lwgng Polyphenol va Flavonoid

+ Xac dinh ham lwgng polyphenol: xac dinh ham lugng polyphenol theo Singleton
va Cs (1999) [142].

+ Xac dinh ham lwgng Flavonoid: ham lugng Flavonoid dugc xac dinh theo phuong
phap cua Woisky va Cs [162].

* Cac phwong phép xac dinh hoat tinh chdng oxy hoa

+ Hoat tinh chong oxy héa tong (TAC): dugc xac dinh theo phuwong phap cua
Prieto va Cs (1999) [123]:

+ Hoat tinh khir Fe (RP- Reducing Power): dugc xac dinh theo Zhu va Cs (2002)
[176].

+ Xac dinh hoat tinh khi ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid): Xac dinh hoat tinh khir ABTS theo Roberta va cong sy (1999) [131]

* Cac phuong phap dinh lwgng fructan va inulin: dinh luvong fructan va inulin theo
phuong phap quang phd so mau UV-VIS ciia Pencheva va Cs (2012) [114], st dung phic
hop hién mau Resorcinol-Thiure va fructose duoc ding lam chat chuan. Phuong phép nay
duoc dinh lugng cho ca Fructan va inulin.

* Xac dinh ham lwong saccharide toan phan: ham luong saccharide toan phan
(SCTP) trong dich chiét duoc xac dinh bang phuong phap do quang phd - Phenol acid theo
Chen va Cs (2011) [49].

2.3.4. Phwong phap tinh sach inulin

Tinh sach inulin theo k§ thuat tai két tua nhiéu 1an trong ethanol 80%. Cac budc cua
qua trinh két tinh bao gdm viéc hoa tan néng va loc, dé két tinh lanh, loc hit tinh thé va
lam khd.
2.3.5. Cé4c phwong phap phan tich khdi lwgng phan tir va cau trac inulin

* X4c dinh trong lwong phan tir caa Inulin tinh sach: bang phuong phap sic ky

ray phan tir hiéu niang cao (sic ky gel).
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Bé chat chuan: Shodex Standard P-82:

Tén chuan Khéi lwong phan tur
STD P-800 642.000
STD P-400 337.000
STD P-200 194.000
STD P-100 107.000
STD P-50 47.100
STD P-20 21.100
STD P-10 9.600
STD P-5 6.100

Chudn bi mau: Lay 10,0 mg polysaccharide thd, hoa tan trong 5 ml nuéc khir ion
thu dugc dung dich tiém sac ky.

biéu kién sdc ky:

- Hé thong sac ky long hiéu nang cao HP Hewlett Packard Series 1050.

- Cot: SHODEX OHpak KB — 804 (8.0 x 300 mm).

- Nhiét d@o cot: Nhiét do phong

- Dung méi pha dong: 100% nudc khir ion

- Téc do dong: 1 ml/phut

- Pau do: ELSD. Piéu kién dau do: nhiét do 75°C, toc d6 dong khi nito 1,8 L/phut.

* Xac dinh cu tric hoa hoc cia inulin: xac dinh cau tric héa hoc caa Inulin dua
trén viéc phan tich khdi pho bao gdm phé cong huang tir hat nhan (*H-NMR,®C-NMR),
phd cong huong tir hat nhan hai chiéu (HSQC, HMBC), pho hong ngoai (FT-IR).

Pho cong huong tir hat nhan duoc do ¢ 70°C véi dung mdi D20, véi ky thuat do khir
tin hiéu cta H20 trén may 500MHz Bruker Avance tai Vién Hoa hoc-Vién Han lam KH va
CN Viét Nam.

Phé hdng ngoai cua inulin duge do trén may Thermo Fisher Scientific cua Truong
Pai hoc Pa Lat va trén may Brucker Avance cia Vién Hba hoc-Vién Han Iam KH va CN
Viét Nam.

2.3.6. Phwong phap danh gia chat lwgng bt thanh pham

* Panh gia tinh chit vat ly caa bdt: kich thudc hat (Kich thudc tiéu phan nano), mat
d6 phan bd (% intensity) va chi s6 phan bd kich thuéc (PDI- Polydispersity Index) duoc
xac dinh theo phuong phéap tan xa anh sang dong (Dynamic Light Scattering-DLS) theo
tiéu chuan 1SO 22412 (2008) [148]. Sir dung hé thdng phan tich kich thudc Malvern

Zetasizer Nano ZS90 (Anh). Nhiét ndng chay dugc do bang thiét bi do nhiét tu dong C-60
44



(USA). Qua trinh phan tich mau duoc thuc hién tai TT phan tich, Vién Hat nhan Pa Lat.

* Panh gia tinh chéit hoa hoc cia bét: gia tri pH cua mau bot dang sam duoc do
bang thiét bi do pH. Ham luong inulin, fructan trong mau bot siy phun xac dinh theo
phuong phap ctia Pencheva va Cs (2012) [114].

* P hoa tan cia bdt: duoc danh gia theo QCVN ngay 3/7/2019. Can 1g bét cu dang
sam va cho vao dung méi thir & nhiét do (25+2) °C trong 30 gidy, cir cach 5 phut lai lic 30
gidy. P tan duoc biéu thi nhu sau (Bang 2.4).

Béng 2.4. Xac dinh d¢ hoa tan

Do tan S6 ml dung méi hoa tan 1 g chat thir
Rat tan Duéi 1
Dé tan 1-10
Tan 10-30
Hoi tan 30-100
Kho tan 100-1 000
Rat kho tan 1.000-10 000
Thuyc té khéng tan Trén 10 000

* Xac dinh chi tiéu vi sinh vat: chi tiéu vi sinh vat caa bot ci dang sam duoc Xac
dinh theo Qb sO 46/2007/Qb-BYT. Ngay 19/12/2007*.
2.3.7. Phwong phap dinh lwgng vi sinh vat

* Xac dinh s6 luong té bao vi sinh vat bang phuong phap dém khuan lac MPN
(Most Probable Number) theo Qb sb 929/QD-ATTP ngay 08/11/2017.

* X4c dinh tong sé vi khuan hiéu khi (CFU/g): theo TCVN 4884-1:2005.

* Xac dinh tong sé vi khuan E. coli (CFU/g): theo TCVN 7924-2:2008.

* Xac dinh C. perfringens (CFU/g): theo TCVN 4991:2005.

* Xac dinh Salmonella spp (c6 hoac KPH/25g) theo TCVN 4829:2005.

* Tong sé bao tir nAm men, nam méc (CFU/g) theo TCVN 8275-1 & 2:2010.

2.3.8. Panh gia hoat tinh prebiotic

+ Kiém tra mat do vi sinh vat cua dich nudi cay vi khuan c6 b sung bot dang sam sy
phun bang phuong phap pha lodng miu theo TCVN 9635:2013/ 1SO 29981:2010.

+ Binh luong vi khuan Bifidus gia dinh theo k¥ thuat dém khuan lac ¢ 37°C [22].
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+ Kiém tra dic tinh prebiotic thong qua dém tong sb lugng khuan lac vi khuan thir

nghiém bang phuong phap trai dia.

Mau can dém

Pha loang —
1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

WM M M MY
g o0 0 B3 B B

9-ml ! |
dich __ | J ‘ i “
pha < ( '

loang 1/10 1/100 1/10*° 1/10* 17105 1/10°
. (o™ (0?2 03 (10 (105 (109
Cay 1ml vao dia

4 . 4. & 3

2 o
Qua nhiéu KL
khéng thé dém
159 x 10° = 1.59 x 10° CFU
Do Té bao/1ml
pha loang miu ban dau

Hinh 2.7. So @6 phwong phap trai dia
Tong sb vi khuan trong mau (CFU/g hay CFU/mI)
Mat do tong s vi khuan trong 1g hay 1ml miu duoc tinh theo cong thic sau:

N
A (CFU/g hay CFU/ml)

n.. V. fi+....+ni V. fi
Trong do:
A — S6 té bao (don vi hinh thanh khuan lac) vi khuan trong 1g hay 1ml mau.
N — Téng s6 khuan lac dém duoc trén cac dia da chon.
ni — S6 luong dia cay tai 46 pha lodng thi i.
V — Thé tich dich mau (ml) ciy vao trong mdi dia.
fi— D9 pha loang twong Gng.

Sinh khéi cua 8 chung vi khuan lactic trong danh sach céc loai vi khuan probiotic theo

TCVN 9633:2013: Gidng vi khuan khai dong-Tiéu chuan nhan dang duoc thir nghiém [23].

2.3.9. Phwong phap thir nghiém ché pham synbiotic trén chudt thi nghiém

2.3.9.1. Khao sat doc tinh cap

Nguyén tic: cho chudt thir nghiém ding synbiotic qua dwong uong trong cing

diéu kién nhir nhau Va quan st cdc phan iing xdy ra trong vong 72 gio.
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Thuwe hién: thir nghiém trén 10 chudt (50% duc, 50% céi), nhin doi it nhét 12 gio
trwde khi cho udng mau thir lidu duy nhét t6i da qua dudng udng véi thé tich toi da 50
ml/kg. Theo dbi va ghi nhan cir dong tong quat, biéu hién vé hanh vi, trang thai 16ng, dn
udng, bai tiét nude tiéu va sb luong chudt chét trong vong 72 gior. Néu sau 72 gid, chudt
khong c6 dau hiéu bat thudng hodc chét, tiép tuc theo ddi trong vong 14 ngay [7, 10].
2.3.9.2. Khio sét tac dong diéu tri tiéu chay cap ciia ché pham synbiotic

Khao sat tac dong diéu trj tiéu chay cip ciia ché pham synbiotic trén mé hinh chudt
nhit gy tiéu chay do khang sinh: Chudt duc khée manh, binh thuong, dugc chia ngau
nhién vao cac 16 (8 chuot/16): chiing sinh 1y (16 1: SL), chiing bénh (16 2: CB), d6i chiéu
Bioflora (16 3: PC) va 16 mau thir (16 4: Thir). Chudt ¢ 16 2, 3 va 4 duoc giy tiéu chay
bang cach cho udéng hdn hop khang sinh streptomycin liéu 2 g/kg va lincomycin liéu 3
g/kg, 2 1an mdi ngdy trong 4 ngay lién tuc, thé tich cho ubng 10 ml/kg. Sau 4 ngay, toan
bd chudt thir nghiém dugc cho uéng hdn hop khang sinh déu c6 triéu ching tiéu chay:
phan mém/1ong, s lan dai tién ting, c6 thé c6 tinh trang bi dinh ban & hau mén. Tir ngay
5, chuot 16 d6i chiéu duoc cho udng Bioflora liéu 0,067 vién/kg/ngay; 16 mau thir dugc
cho udng synbiotic liéu 1,2 g/kg/ngay; chudt 16 chimg bénh dugc cho udng nudc cat
trong 7 ngay lién tuc, 2 1an mdi ngay. Trong 7 ngay diéu tri, 16 2 dén 16 4 tiép tuc duoc
cho udng hdn hop khang sinh véi liéu bang ¥ liéu ban dau dé han ché su tu hoi phuc.
L6 chimg sinh 1y duoc cho udng nudc mudi sinh 1y trong sudt thir nghiém. Ghi nhan
trong luong co thé va danh gia tinh trang tiéu chay ctia chudt thir nghiém hang ngay theo

tiéu chuan trong bang 2.5 [30, 95, 166].

Bang 2.5.Thang diém danh gia tiéu chay ¢ chudt

Thang diém Tinh trang tiéu chay
0 Binh thuong
1 Phan mém va khong c6 tinh trang dinh ban & hau méon.
2 Phan mém/ long, mau nhat, c6 tinh trang dinh ban & hau mén.

2.3.9.3. Khao sat kha ning kich thich mién dich ciia ché pham synbiotic
Khao sat kha ning kich thich mién dich (ting cudng mién dich) ctia ché pham
synbiotic trén m6 hinh chudt nhét gdy suy giam mién dich bang cyclophosphamid [18,

19]. Chudt duc, khoe manh, duoc chia ngau nhién thanh 5 16, mdi 16 8 chudt:
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- L6 trude thir nghiém: 1dy mau tim, giri mau xac dinh cong thirc bach ciu tai phong
kham Da khoa Medlatec.

- L6 1 (sinh 1j): cho chudt ubng nuée cit; Lo 2 (ching bénh): cho chudt ubng nuée
cat; Lo 3 (dbi chiéu): chudt dugc tiém phic mac Filgrastim lidu 50 pg/kg; Lo 4 (miu
thir): cho chudt udng synbiotic voi liéu dung 1,2 g/kg/ngay, 2 1an mdi ngay.

L6 1 (sinh 1) duge tiém phic mac NaCl 0,9%, thé tich 10 ml/kg. Chudt tir 16 2
dén 16 4 dugc tiém phic mac bang dung dich cyclophosphamid (CYP) pha trong NaCl
0,9% v6i liéu duy nhét 150 mg/kg vao ngay 1, thé tich tiém 10 ml/kg. Chudt & 16 3 duoc
tiém phtc mac bang filgrastim (pha trong glucose 5%), liéu 50 pg/kg, hang ngay tir ngay
2 dén ngay 5, liéu dau tién cach 24 gid sau khi tiém CYP. Chudt ¢ 16 4 dugc cho udng
mau synbiotic hang ngay tir ngay 1 dén ngay 5. Chudt & cac 16 thir nghiém dugc ghi
nhan trong luong hang ngay trudce khi udng miu thir. Vao ngay 3, sau khi tiém filgrastim
hozc ubng mau thir 1 gio, gdy mé chudt bang da CO2, 1dy mau tim dé xac dinh cong thirc
bach cau tai phong kham Medlatec; tach 1dy lach, tuyén trc, gan va tuyén thuong thén,
rira bang NaCl 0,9% lanh, thim khocan va ghi nhéan trong luong, xac dinh khéi luong
twong ddi ctia cac co quan theo cong thirc:

g% = % 100

Trong do: Peq: trong luong co quan (g) Pet: trong luong co thé (g)
2.3.9.4. Khao sat déc tinh ban truwong dién

Nguyén tic: Ddanh gid djc tinh ban trwong dién ciia ché pham synbiotic trén chudt
nhdt bang cdch cho chudt thir nghiém uong liéu dy kién ding cho nguwoi va liéu cao gap
2 lan liéu diing cho ngueoi (liéu dw kién sé quan sat dwoc biéu hién ngd doc trén co quan
ciia ddng vt thir nghiém) trong khodng thoi gian 14 va 28 ngay. Thir nghiém dwoc tién
hanh song song véi 1 nhém chitng sinh Iy trong ciing diéu kién [7, 10].

Thue hién: chudt (50% duc, 50% cai) mua vé, duge nudi ¢ diéu kién thi nghiém
trong 5 ngay, sau d6 chia ngau nhién thanh 7 16, mdi 16 10 con (5 duc, 5 cai) nudi riéng

1€ duc, cai trong 2 bocal nhya.
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Bing 2.6. Phan 16 thir nghiém déc tinh ban truong dién

TT Tén 16 S6 chudt Thuc nghiém
1 Sinh Iy truéc thi | 10 (5 duc, Nubi 6n dinh 5 ngay, giét md, khao sat cac
nghiém 5 céi) chi s6 ctia chudt trude thir nghiém
2 | Sinh Iy sau 14 ngay | 10 (5 duec, Cho ubng nudc cit voéi lidu 0,1
(SLa) 5 céi) ml/10g/ngay trong 14 ngay lién tuc
3 | Méu thir lidu 1,2 g/kg | 10 (5 duec, Cho uéng ché pham synbiotic véi liéu 1,2
sau 14 ngay (Thu la) 5cai) | g/kg/ngdy, 2 lan/ngay (twong duong véi lidu
diéu tri du kién & nguoi) trong 14 ngay lién
tuc
4 | MAu thir lidu 2,4 g/kg | 10 (5 duc, Cho uéng ché pham synbiotic véi liu 2.4
sau 14 ngay (Thu 2a) 5 cai) g/kg/ngay, 2 lan/ngay (gap 2 lan liéu diéu tri
du kién ¢ nguoi) trong 14 ngay lién tuc
5 | Sinh ly sau 28 ngay | 10 (5 duc, Cho ubng nuéc cit voi lidu 0,1
(SLb) 5 cai) ml/10g/ngay trong 28 ngay lién tuc
6 | Mau thir liéu 1,2 g/kg | 10 (5 duc, Cho uéng ché pham synbiotic véi liéu 1,2
sau 28 ngay (Thur 1b) 5 cai) g/kg/ngay, 2 lan/ngay (tuong duong voi licu
diéu tri du kién & nguoi) trong 28 ngay lién
tuc
7 | Mau thir liéu 2,4 g/kg | 10 (5 duc, Cho uéng ché pham synbiotic véi liéu 2,4
sau 28 ngay (Thur 2b) 5 cai) g/kg/ngay, 2 lan/ngay (gap 2 lan liéu diéu tri

du kién ¢ nguoi) trong 28 ngay lién tuc

Cho chudt udng nudc cat hoic miu thir mdi ngay, 02 lan/ngay vao budi sang

(khoang 9 gid - 10 gid) va budi chiéu (khoang 15 gid - 16 gid) lién tuc trong 14 ngay

(16 SLa, Thir 1a, Thir 2a) hodc 28 ngay (16 SLb, Thir 1b, Thir 2b), thé tich cho ubng 10

ml/kg. Theo ddi chudt trong qué trinh thir nghiém vé: hanh vi (tang di lai, giam di lai,

nam im, run ray, co giat...); long (mugt, dung dung, rung...) va cac co quan: mat,

mii...; tinh trang an, uéng; tinh chat phan, nudc tiéu, thé trong. Su thay doi trong lugng

co thé chudt duoc ghi nhan bang cach can chudt 1 1an/tuan vao ngay thi 2.

Sau 14 hoic 28 ngay, chudt duoc gy mé bang da CO2, md nhanh dé 1y méu tim

dé thuc hién xét nghiém céc chi sb huyét hoc nhu s6 luong h6ng cau (RBC), bach cau

(WBC), tiéu cau (PLT), huyét sic t& hemoglobin (HGB), dung tich hong cAu hematocrit

(HCT), thé tich trung binh mét hong cau (MCV), sb lugng hemoglobin trung binh trong

mot hong cau (MCH), ndong d6 hemoglobin trung binh trong mot hong cau (MCHC) va
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khoang phan b6 hong cau (R khd) (kiém tra chic ning tao mau), sinh hoa: aspartat
aminotransferase (AST) va alanin aminotransferase (ALT), blood urea nitrogen (BUN),
creatinin, kiém tra chitc ning gan, than bang may xét nghiém sinh hoa tu dong RX
Daytona (Randox, Vuong quéc Anh) tai BO m6n Sinh héa, Khoa Dugc, Pai hoc Y Dugc
TP. Hb Chi Minh.

Vao ngay 28, tach 1iy gan va than, rira sach bang nuéc mudi sinh 1y lanh. Tham
khé. Quan sat dai thé, ghi nhin mau sic, tinh trang bé mit, ton thuong. Sau do, ngdm
gan, than trong dung dich formol 10 % va lay ngau nhién 6 mau gan, than trong 1 16 thi
nghiém dé lam xét nghiém vi thé sau khi nhuém hematoxylin-eosin (HE) va quan sat trén
kinh hién vi quang hoc (Labomed, Hoa K3) tai Khoa Giai phiu bénh, Bénh vién Quéan 2,
Tp. H6 Chi Minh.

Néu trong qua trinh thir nghiém c6 chudt tir vong thi xem xét tinh trang ciia co
quan ndi tang qua giai phau (dai thé va nhudm tiéu ban HE, phan tich vi thé).

2.4. PHUONG PHAP XU LY SO LIEU

M®i nghiém thirc dugc thuc hién véi 3 1an 1ap lai. SO liéu duoc trinh bay dudi dang
trung binh + SD. So sanh sy khac biét gitta cac nhom dugce xir 1i bang phadn mém Minitab
18.0. Phan tich ANOVA dé danh gia sy khac nhau cta gia tri & mic c¢6 y nghia (p <
0,05).

Thiét ké thi nghiém t6i wu bang phan mém DE. 12.0 (M¥). M6 hinh Box — Benkhen
dung trong t6i ru hoa thu nhan dich chiét va Mix-Design dung trong phdi tron perbiotic
véi probiotic.

Riéng d6i voi phan thir nghiém ché pham synbiotic. Két qua phan tich duoc xir 1y,
phan tich thong ké va trinh bay & dang gi4 tri trung binh = SEM (Standard error of mean
- sai sO chuén cia sb trung binh). Sy khac biét gita cac 16 dugc phan tich bang phép
kiém One-way ANOVA, paired sample T-test, Kruskal-Wallis vd Mann-Whitney véi
phan mém SPSS 22.0. Sy khéc biét c¢6 ¥ nghia thdng ké khi p < 0,05.
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2.5. THIET BI, HOA CHAT VA VAT TU SU DUNG TRONG NGHIEN CUU
2.5.1. Thiét bj

Str dung céc thiét bi hién c6 tai phong thi nghiém da ning va phong thi nghiém hoa
hoc - Truong Pai hoc Pa Lat (PL-2).
2.5.2. Héa chit

+Xudt xiv Merck (d¢ tinh khiét 99,9%): Folin-Ciocalteu’s reagent (FCR), Iron
sulfate (FeSOa); Ascorbic acid (CsHgOs); Acid Gallic (C7H 60s); Vanillin(CsHsO3);
Sodium hydrophosphate (Na;HPO., NaH:POs, Potassium acetate (CH3COOK).
Glucose (CsH1206), Sucrose. Moi truong MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) tong hop.

+Xudt xir cdc nwéc khdc (@ tinh khiét 99,9%): Inulin (Sigma- Puc); Fructose
(CsH1206) (Himedia, India); ABTS (2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-acid);
Quercetin (Himedia, India); Potassium persulfate (K2S20sg) (Nhat). Re sorcinol(CsHsO2)
(M¥); Thiure (CHaN2S) (M3).

+Xudt xiv Trung Quéc: Ferric chloride (FeCls), Sodium carbonate (NaCOs
99,2%); Aluminum chloride (AICIlz 99%); Phenol 99,8%, H.SOs 98%, HCI 38%,
Ethanol 99,7%; FeCls 97%; Ks(Fe(CN)s 99%. Trichloracetic acid (CCIzCOOQOH).
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CHUONG III. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. NGHIEN CUU XAC PINH THOI GIAN THU HOACH NGUYEN LIEU CU
PANG SAM TU NHIEN MQC TAI LAC DUONG - LAM PONG
3.1.1. Anh hwéng clia @9 tudi dén hinh thai va cdu triic mé clia cit ding saim
3.1.1.1. Anh hwéng cia dd tudi dén hinh thai va ciu tric mo caa ca dang sam

Tién hanh thu mau ci ddng sém moc ty nhién & Lac Duong-Lam Pdong vao khoang thang
5+6 trong cac ndm 2016+2019. Sau khi thu mau, rira sach va st dung dé nghién ciru danh gia
céc dic diém hinh thai va mo hoc dé 1am co s& cho viée tim ra quy luat dé danh gia do6 tudi cia
dang sam. Di véi mau dé danh gia ciu trac md, mdi cu cit duy nhat 01 14t cat ngang cach cd

ré 1,5-2 cm. Két qua danh gia dac diém hinh thai va mé hoc dugc trinh bay céc hinh 3.1 + 3.6.

N

Nim thir nhat

Nam thw hai Nam thi tw

Hinh 3.1. Hinh dang va mau sac bén ngoai ctia ci dang sim theo nam tuoi

Xylem  Tiagd Nhumovo

Hinh 3.3. Hinh anh bé mit it ciit ciia ci  Hinh 3.4. Hinh anh bé mit lat cit ngang

dang sam twoi va khé nhom mau cia ci dang sam twoi

52



Vo,
Phloem (nhu mo)
Xylem(noi ¢6 cac vong nam)
Loitiy.

Hinh 3.6. Hinh anh bt ci dang sam (a), tinh thé inulin (b) va hinh anh vi phiu caa ci
ding sim dwéi kinh hién vi soi ndi véi d9 phong dai 1.25

Tir cac két qua danh gia & cac hinh 3.1 +3.6 cho thay:

* \/¢& hinh dang va mau sic bén ngoai: Quéa trinh phan tich hinh thai bén ngoai
cho thiy: Cu déng sim c6 dang hinh try, thudn dai, dau trén to, dau dudi nho, co thé
phan nhanh hodc khong va khi cAm c6 cam gic chic tay. Ca dang sam twoi c6 mau sic
thay d6i tir mau vang nhat sang dén mau hoi niu vang. Cu ding sim mdt nim tudi
thudng c6 vo rat mong, nhin mong nudc Va cii cang nhiéu nam tudi phan vo cang day
va cang xu xi (Hinh 3.1). Mt khac, ct dang sam thudng c6 mui thom dic trung va cu
¢6 vi ngot. Cti nam thtr nhét ¢ vi ngot nhe va cang nhiéu nim vi ngot cang giam dan.

* /& vét seo hang niam trén co ré& qué trinh theo ddi sy phét trién caa ca dang
sam ty nhién cho thay hang nim ciy cu dang sim ty tan lyi vao mua kho (tir thang 11 +
4 nam sau) va khi cay tan lui s& dé lai vét seo trén ¢ ré. Chdi cdy méi s& duoc hinh
thanh trén co r& phia trén ctia phan seo da hinh thanh. Cy cang nhiéu nim thi s6 lugng

vong seo cO ré cang nhiéu (Hinh 3.2). Poan ¢0 ré clia ci dang sam to hay nho, dai hay
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ngan tiiy thudc nam tudi Va seo trén cd ré s& xuat hién ¢ cii tir 2 nam tudi tré 1én. Seo cd
ré thudng & dang ddi dién, so le nhau va khéng theo qui luat. Trén mdi vét seo co tir 3-
5 seo chdm nho 1a vét tich cua chdi moc nam trude lui tan dé lai va khong theo qui luat.

* \/é bé mit lat cit ngang: quan sat lat cit ca dang sdm dudi kinh hién vi cho thiy
bé mit 14t cat ngang cu dang sam tuoi co cac tia gd hinh nan quat (Hinh 3.3), 15i giira
vang dam, phan nhu mo vang nhat. Phan try giita (xylem) c6 hinh tron & nhitng nim dau
tién, sau d6 cang nhiéu nam 15i gitta cang bién dang, dan méo mé thanh hinh luc giac.
Bé& mat lat cat sdy kho c6 dang nhin, c6 rinh vong tron dong tam.

* \/¢ vong ting twong hang nim: Quan sat bang kinh hién vi cho thay vong tang
truong hang nim cia ci dang sim bao gém cic vong mau ddm xen k& voi nhitng vong
mau sang, xép dong tam (Hinh 3.5.b), mot nim tudi twong dwong véi mot vong sang va
mot vong mau téi. Vong ting trudng nam trong phan xylem khong phai lac nao ciing
hinh tron ma hinh dang xylem bién doi theo thoi gian ting truong (Hinh 3.4).

* /& két qua soi bt va vi phiu: bot cu dang sim ¢6 mau vang nau (hinh 3.6.a),
c6 mui thom Vva vi ngot. Khi soi bot ctii dang sam c6 thé thay cac khoi inulin dang tinh
thé (Hinh 3.6.b). Hinh anh vi phau cu dang sam c¢6 cac manh mé mém, mach cay, khoi
nhira mau va manh ban (Hinh 3.6.c).

Két qua nghién ciru cua luan 4n ciing pht hop v6i mot sé mé ta hinh thai chung
chung cta cu dang sdm Viét Nam duoc ghi trong DPVN, V (2017) va trong Sach Do
Viét Nam (2007).

Tir cdc két qua phan tich 6 trén cho thay Qiita déc tinh hinh thdi va cdu triic md c6
lien quan mdt thiét véi dé tudi ciia ci dang sam. Cu thé:

- Giai doan mét nam tuéi: ci dcfng sam chira ¢6 vét seo trén cé ré, co ré ngcfn, mau
trang ngd, vé mong, nhin trong mong nude, cii chiea phdn nhdanh va c6 vi ngot nhe. Khi
gidi pham mé thi phan xylem ciia ci ddng sam c6 dang tron, tia g6 hinh nan quat chwa

~

ro.

- Giai doan hai ndm tuéi: cii dang sam c6 2 vONg seo trén cé ré, cé ré ngdn, mau
trcfng ngad, vo hoi day, nhin khdng mong nude, cu phan 2 phan nhanh va co vi ngot nhe.
Khi gidi pham mé thi phan xylem ciia ci dang sam ¢6 dang tron, tia go hinh nan quat

chwa déu, co 1 den 2 tia goé an lan ra phdan nhu mé vo.
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- Giai doan ba nam tudi: cu dcfng sam €O 3 vong seo trén cé ré, ¢ ré dai, mau
trang nga, vé day, cam chdc tay, cii phan 3 phan nhanh. Hinh dang xylem bdt dau méo
luc gidc, tia g6 hinh nan quat thdy ré, c6 2-3 tia gé an lan ra phan nhu mé vo.

- Giai doan bén nam tudi: ci dcfng sdm €O CO tir 4 vong seo trén cé ré. co ré dai,
mau trdng nga, vé day, xii xi, cam chdc tay, cii phan 4 phdn nhanh. Hinh dang xylem méo
luc gidc, tia gé hinh nan quat thdy ré, cé 3-4 tia gé an lan ra phan ngoai nhu mé vo.

Tir cdc két qua phan tich & trén cho thdy cé thé dwa vao cdc déc tinh hinh thdi va
mo hoc cua cu djng sam dé xdc dinh dé tuéi lam co sé cho viéc thu mau cu a"cfng sam
dung lam nguyén liéu nghién ciru.
3.1.1.2. Anh hwéng cia dd tudi dén kich thwéc dwong kinh cia ca dang sam

L4y 1842 cu dang sAm V&i cac d6 tudi khac nhau dé do kich thude duong kinh ca
nham danh gia mic do twong quan giita do tudi va kich thudc duong kinh ca 1am co s
cho qué trinh xac dinh nhanh d6 tudi cia cu dang sam khi thu mau moc ty nhién. Két
qua danh gia kich thuéc duong kinh cia 1842 ci dang sam thudc 4 do tudi khac nhau
trinh bay ¢ bang 3.1.

Bang 3.1. Anh hwéng caa dd tudi dén Kich thuée dwong kinh cii dang sam

STT Nim tudi S6 lwgng miu do Puong kinh trung binh
(nam) (cui) (cm)
1 1 523 0,649+ 0,29
2 2 548 1,09+ 0,19
3 3 609 1,66° + 0,23
4 4 162 2,242 + 0,30

Ghi chu: Cdc chir cdi trong cung mot cot khac nhau thi khac nhau (p<0,05)

Tir két qua & bang 3.1 cho thay duong kinh cu dang sdm c6 mdi twong quan ti 18
thuan véi s6 nam tudi, duong kinh ca cang 16n thi cu dang sam cang nhiéu nam tudi.
Két qua danh gia ciing cho thay duong kinh ct didng sdm tang ti 1¢ thuan theo thoi gian
tang truong. Cu thé, cii mot nam tudi c6 duong kinh nhé nhét, trung binh (0,64+0,29)
cm, cu hai ndm tudi c6 dudng kinh trung binh 1a (1,09 + 0,19) cm, 16n gap 1,70 1an ci
mot ndm tudi, ¢t nam tht 3 c6 dudng kinh trung binh 1a: (1,66 + 0,23) cm, 16n gip 2,59
lan cit mot ndm tudi va 16n gap 1,52 1an cii hai ndm tudi. Cu dang sdm 4 nam tudi co
kich ¢& 16n nhit va dat mtrc: (2,24 + 0,30) cm, 16n gép 3,50 lan ci mot nam tudi, 16n
gap 2,06 1an cu hai nim tudi va 16n gap 1,34 1an ct ba nim tudi. Nhu vay, dudng kinh
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ctia ct dang sam gia ting theo nam tudi do qua trinh sinh trudng, tich lily dudng chat.
Két qua phan tich thong ké cling cho thiy sy khac biét vé duong kinh ci trung binh gitta
cac niam tudi ctia cu dang sam 1a syu khac biét c¢6 ¥ nghia thong ké véi p <0,05.

Tir két qud phan tich & trén cho thdy giita dwong kinh cii ddang sém va do tudi c6
moi lién quan voi nhau va €0 thé dua vao kich ¢ ci dcfng sam moc tw nhién o Lac
Duong - Lam Pong dé danh gia do tuéi ciia ching khi thu mau.
3.1.1.3. Anh hwéng ciaa dd tudi dén ti 18 gita dwong kinh xylem va phloem

Céc nghién ctru vé giai phau mé thuc vat duéi kinh hién vi quang hoc s& gitp hd
tro nhan dang chinh xac vé d6 tudi ctia thuc vat [158, 174]. Do vy, luan an tién hanh
cit lat va phan tich cu trdc cua 783 lat cat cu dang sAm & céc la tudi tir 1- 4 ndm (MAi
cu chi cit mot lat mong). Két qua xac dinh ty Ié duong kinh xylem/phloem duoc trinh
bay trong bang 3.2.

Bang 3.2. Két qua phan tich giai phau md caa ci dang sam dwéi kinh hién vi

STT | Namtudi | Sélat | Puong kinh | Puongkinh | Ti Ié duong kinh
(nam) cat (1at) | xylem (mm) | phloem (mm) | xylem/phloem (%)

1 1 251 2,79+0,5 4,659 +0,74 58,907
2 2 220 3,6 €+0,7 8,09°¢+2,14 47,23P
3 3 198 50°+1,1 15,64 © +2,60 32,69¢
4 4 114 7,72+2,6 17,39 2 +2,56 42,31°

Ghi chl: cdc chir cdi trong cing cét khdc nhau thi khdc nhau ¢é ¥ nghia thong ké (p<0,05)
Két qua phan tich trinh bay ¢ bang 3.2 cho thay duong kinh xylem ciing thay d6i
theo d6 tudi. Cu thé, ctt mot nam tudi co duong kinh xylem trung binh nhé nhét va trong
khoang (2,7+0,5) mm. Khi ct duge 2 nam tudi thi dudng kinh xylem tang 1én (3,6+0,7)
mm, 16n gap 1,33 1an so voi duong kinh xylem ciia ¢t dang sim mot nam tudi. Téi nim
thir 3 va nam thir 4, duong kinh xylem ctia cii dang sam ting 1én va dat murc trung binh
(7,7+2,6) mm. Nhu vay, phan xo 161 (xylem) cta ct dang sim ngdy cang gia ting theo
nam sinh truéng. Tuy nhién, khi danh gia ti 1¢ xylem/phloem cua cu dang sam lai cho
thay ti 1& xylem/phloem ctia cu dang sam khong tuan theo qui luét ting lién tuc theo nim
tudi nhu trén. Cy thé, vao nam thir nhat, duong kinh xylem chiém 58,90% so véi phan
phloem, sang nim tht hai dudng kinh xylem giam xudng con 47,23% so v&i phan
phloem va dén nam thir 3, dwdng kinh xylem giam xudng thap nhit va chi bang 32,69%

s0 v6i phan phloem. Sau d6, vao nam thir 4, duong kinh xylem cia ct dang sam lai tang
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1én khong nhiéu va chiém t&i 42,31% so véi phan phloem (p<0,05). Két qua nay ching

t6 vao nam thir 3 phan xo 161 (xylem) cua ct dang sam 1 it nhat (Hinh 3.7).
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Nam tudi (nam)
Hinh 3.7. Su thay ddi vé ty 1é giira xylem va phloem ciia cii ding sim
theo nim tudi

Nghién ctru cia luan 4n ciing pht hop véi 1y thuyét vé giai pham thuc vat. Kundu
va Brahma (2016) cho rang gia tri phan traim duong kinh xylem so véi phloem c6 thé
khac nhau ¢ cac giai doan phat trién khac nhau ctia cay [87]. Chu va Cs (2018) cho rang
c6 thé giai phau md cu cua duge lidu va sir dung cac vong sinh trudng cua cu dé phat
hién dd tudi cta duoc licu. Tuy vay, khong phai tat ca céac loai duge liéu déu c6 mé cu
v6i vong ting truong rd rang (mot s6 ¢ thé cd bé mach bat thuong hodc vong ting
truong khong rd rang). Tac gia Chu (2018) ciing cho ring nim ting truedng cua cac duogc
lidu thuong cé anh huong dén chat lugng ciia cac hop chat cé gia tri sinh hoc c6 trong
cti va chu yéu anh huéng dén ham luong ctia mot sd thanh phan hoat chat st dung 1am
dugc liéu do 6 mdi quan hé giira viéc tich lity cac chat chuyén héa thir cdp va nam ting
trudng cia duogc liu [51].

Tir két qua giai phau mé cii ddang sam cho thdy madu cii c6 cdc vong tang truong
VA ¢6 thé dira vdo cdu triic gidi phdu mé cii dé phdn biét @ tudi cia dang sam.
3.1.2. Anh huéng ciia @9 tudi dén thanh phin cac chit ciia ci ding sim

Tién hanh phan tich dinh tinh va dinh Iugng mot s6 nhom chét hiru co ¢6 trong cu

dang sam 3 nam tudi. Két qua dugc trinh bay ¢ bang 3.3 va hinh 3.8.
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Bang 3.3. Két qua phan tich dinh tinh mét sé cac nhém chét hitu co cé trong cii

dang sam 3 nam tuoi

STT | Nhém chit Phan ng dinh tinh Kétqua | Kétluan so b
1 | Chat béo Dé vét mo trén gidy loc + C6 chit béo
2 | Tinh dau C6 mui thom + Cé tinh dau
3 | Phytosterol Phan ung Salkowski Co phytosterol
i Kho hat hién c6
4 | Carotenoid H2S04 dac - onep .a eneo
Carotenoid
5 | Polyphenol Phan tng Ferric Chloride Test +++ Co
6 | Flavonoid Phan tng voi kiém NaOH 10% ++ C6 Flavonoid
Phan img m¢ va dong vong ot
) lacton ) :
Coumarin — — Co Coumarin
7 Soi huynh quang dudi den tur N
ngoai
. : Chua phat hién c6
8 | Saponin Hién tuong tao bot - a_p at et
saponin
Na.CO +
Acid hitu co e, C6 acid hitu co
9 D6i mau giay quy +++
10 | Acid amin Thudc thir Ninhydrin +++ | C6 acid amin
11 |Puongtwdo | Thudc thu Fehling + C6 duodng khir
12 | Polysaccharide | Thudc thir lugol +++ C6 polysaccharide
Thudc thir Resorcinol — Thiure +++ C6 Inulin, fructan
13 | Inulin, fructan | Lép mong TLC +++ Rfngang v6i chuan
Inulin (Merck).
Thudc thir Mayer ++
1 Alkaloid Thudc thir Bouchardat +++ | Co alkaloid
Thudc thir Dragendorff ++
15 | Anthranoid Phan ung Borntraeger + C6 anthranoid
i ) Ch hat hién c¢
16 | Tannin Phan ung voi FeCls - u? Phat fiieh €0
tannin
Ghicha: - : phdn itng am tinh +: phan g dwong tinh

++: phan ung dwong tinh ro
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1. Inulin chudn caa Merck (R¢= 0,415);
2. Mau bot ci dang sam thd ¢ cac ndng do 5, 10, 20 ppm (R¢= 0,411).

Hinh 3.8. Sic ky d6 ban méng silicagel dich chiét inulin ci ding sam 1, 2 va 3

nim tudi véi hé dung mdi chloroform: acid axetic: nwéce theo ti 1¢ 7:6:1

Tir két qua dinh tinh so bo cac nhdm chét co trong ca ding sam bang cac phan wng
hod hoc dic trung cho thay cu dang sam c6 chira cac nhdm chit flavonoid, acid hitu co,
acid amin, polysaccharide alkaloid, tinh dau, phytosterol, chat béo, coumarin,
anthranoid, duong kht, ... Trong cac nhdm chat c6 phan &ng dinh tinh thi nhdm chat
cho phan tng rd rét nhat 1a polysaccharide, fructan, inulin va acid amin. Mat khac, két
qua phan tng dinh tinh ciing cho thdy cu dang sdm chwa phat hién ¢ Carotenoid,
saponin va tannin.

Két qua dinh tinh inulin trong ca dang sdm cho phan tng mau vang cam. Két qua
dinh tinh inulin trong két tiia tho bang ban mong Fzss (Merck) (kich thude 3x7cm) trinh
bay & hinh 3.8 cho thay c6 sy hién dién inulin trong mau bot tho, hé sé Ry vach inulin
clia mau bot tho twong dwong véi vach chat chuan inulin (Merck). Két qiia nay chiing to
trong cu dang sam c6 chira inulin. Theo qui dinh cia WHO (1992), dé quan 1y chat
lugng thao duge, mot s6 chi tiéu bat budc phai duge xac dinh. Trén co so dinh tinh, luan
an tién hanh 13y miu ca dang sdm cac nam tudi khac nhau dé danh gid mot sé thanh
phan c6 phan Gng dinh tinh rd rét ¢ cii dang sim nhu ham luong duong tong sd, ham

lwong inulin... Két qua duoc trinh bay & cac hinh 3.9 +3.14 va cac bang 3.4+ 3.5,
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Hinh 3.11. Su thay ddi ciia ham lwong tro tong sé & cia dang sim mec tw nhién tai
Lac Dwong - LAm Pong theo d9 tuoi
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Bang 3.4. Ham lwong mét s6 kim loai ning va tap chit vé co ciia cii ding sim &

cac do tuoi khac nhau

STT | Chi ticu . I;Iam tu013 y
1 Tap chat vo co (%) KPH KPH KPH KPH
2 Ham lugng Pb (ppm) KPH KPH KPH KPH
3 Ham luong Cd (ppm) KPH KPH KPH KPH
4 Ham luong Hg (ppm) KPH KPH KPH KPH
5 Ham lugng As (ppm) KPH KPH KPH KPH

Ghi chu: KPH: Khong phat hién
Bang 3.5. Ham lwong polyphenol va hoat tinh chong oxy héa ciia dich chiét ci

dang sim & cac do tuoi khac nhau

Thanh phan hoat chat Két qua phan tich

Cu 1 tubi Cu 2 tuoi Ci 3 tuoi Cu 4 tubi

Ham luong polyphenol

. . 09,29+ 0,04 1,18+ 0,05 |1,398+0,055 | 1,29°+0,03
(mg gallic acid /g kho)

Ham lugng flavanoide

i . 0,549+ 0,02 0,74°+ 0,015 | 0,872+ 0,007 | 0,82°+0,016
(mg quercetin /g kho)

Hoat tinh khir ABTS (%) | 4,62¢+ 0,26 10,78+ 0,93 | 15,652+ 1,98 | 9,7°+ 0,45

Hoat tinh kha sat (mg

10,369+ 0,88 12,74°+0.32 | 15,392+ 0.53 | 14,17°+0,34
FeSOa4/g kho)

Hoat tinh chong oxy hoa
tong (mg ascorbic acid/g | 10,999+ 0,95 | 15,76°+ 0,85 | 23,642+ 0,57 | 18,93°+0,1
kho)

Cdc chit cdi khdc nhau trong cing mét hang thé hién su khdc biét ¢é ¥ nghia (p <0,05)
Tir cac két qua phan tich trinh bay & cac bang 3.4+3.5 va céc hinh 3.9+3.14 cho thay:

* V& ham lwong dwdng tong so
Két qua danh gia ham luong luong dudng tong sé cua cu dang sam trinh bay ¢
hinh 3.9 cho thiy ham luong luong dudng tong sé cua ca dang sam xu huéng giam dan
theo thoi gian ting truong (p <0,05). Cu thé, ci dang sim mot nam tudi ¢ ham lugng
duong tong s6 1a (16,48 +1,15) %. Trong khi d6, ham luong duong téng sb cua ca dang
s&m 2 nam tudi 1a (12,72 + 0,529) %, giam 30 % so v6i nam thi nhat. Ham luong duong
t6ng sb cua cu dang sam 3 va 4 nam tudi twong wng 1a (10,08 + 0,88) % va (7,03 £ 0,53)
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%, giam tuong ung 39% va 58% so v&i ham luong duong téng sé cta cu dang sim mot
nam tudi.

Sy thay d6i cua tong luong dudng 1a mot mé hinh tuyén tinh véi dinh cuc dai trong
niam tang trudong dau tién (R2>0,9). Tong luong dudng va do tudi ca dang sam (C.
javanica) c6 médi twong quan ty & nghich véi nhau. Két qua nay do dic tinh sinh Iy cu
cu dang sam, theo thoi gian sinh truéng qua trinh gia héa dan dén qua trinh hda gd cua
xylem khi ty Ié cellulose trong ciu trdc cu ting thi ham luong duong tong sb s& giam.
Pay chinh 13 dic diém khac biét cua cu dang sdm so voi nhan sam (Panax gingsen).

* V& ham lwong chat chiét hoa tan

Do tudi cua ca dang sam C. javanica ciing anh huong manh dén ham luong chat
chiét hoa tan c6 trong ca dang sam (p <0,05) véi trong quan cao (RZ> 0,9) (Hinh 3.10)
va ciing tuan theo quy luat twong ty nhu ham luong duong tong s6, nhung murc d6 giam
cham hon. Trong nam th nhat, nam tha 2, ndm thi 3 va nim tha 4, ham luwong chat
chiét hoa tan cua cu dang sam tuong tng l1a (68,63 +1,43) g/100g khd (61,61 +1,54)
g/100g kho; (58,24 +1,57) g/100g kho va (52,72+1,42) g/100g khd. Nhu vay, nam thir
2, 3 va 4, ham luong chét chiét hoa tan cua cu ding sAm giam twong ng so véi nam thir
nhét 12 10,23 %, 15,14 % va 23,18 %. Ham luong chat chiét hoa tan 1a mét tiéu chi danh
gia chat luong cua C. javanica [159] va theo quy dinh cia Duogc Bién VN,V (2017), dé
sir dyng lam thude ham lugng chat chiét hoa tan cua ci dang sam khong duoc thap hon
35 % trong lugng kho [6].

* V& ham lwong tro tong sb

Ham luong tro téng sé ciing bi anh hudng boi thoi gian sinh treéng cua cu ding
sam C. javanica (p <0,05) va ham luong tro c6 mdi twong quan rat cao véi thoi gian
sinh truéng cua cu dang sdm C. javanica (R2> 0,9) (Hinh 3.11). Ham luong tro tich liy
& cu dang sam tang theo do tudi. Cu the, nam dau tién cua thoi ky tang truong, ham
luong tro cua cu ding sam dat duoc (3,33+ 0,36) %, ¢ ndm thir 2, 3 va 4, ham lugng tro
cua cu ding sam dat twong Gng (4,09 + 0,26) %, (5,50 + 0,17) % va (6,36 + 0,09) %.

Theo qui dinh Dugc Pién VN V, 2017 vé ham luong tro tong sé cua nguyén liéu
cu ding sdm Codonopsis javanica khong vuot qua 6% va tro khdng tan trong acid phai
dudi 2,5%. Két qua nghién ciu cua luan &n cho thay ham lugng tro cua cu diang sam
moc tu nhién tai Lac Duong - Lam Dong tir nam thir nhat dén nam thir 3 déu c6 ham

luong tro cua ci dudi 6% nhung dén nam tha 4 thi ham luong tro tong s6 cua ci vuot
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ngudng 6%. Nhu vay néu xét theo khia canh nay thi ca dang sam moc tu nhién & Lac
Duong - Lam Dong 4 nam tudi khong dat quy dinh dung lam nguyén liéu san xuét dugc.
Két qua phan tich ciing cho thiy ci dang sam moc ty nhién & Lac Dwong - Lam Pdng
& cac do tudi déu khdng chira tro khong tan trong acid.

*V¢é ham lwong kim loai niing va tap chét vo co

Két qua phan tich kim loai ning & cu dang sam moc ty nhién & Lac Dwong, LAm
Pong bang ky thuat quang phé hip thu nguyén tir AAS (Bang 3.4) cho thay cu dang sim
khong chira cac kim loai ning (Hg; Pb; As; Cd) va tap chat vo co.

* V@& ham hrong inulin va fructan

Két qua phan tich ham luong inulin & ci dang sdm (Hinh 3.13) cho thay trong
khoang tir 1+3 niam tudi, ham lugng inulin caa ci dang sam tang theo do tudi va dat muc
cao nhit (222,24 +3,54) mg fructose tuong dwong/g khd khi cii dang sam dat 3 nam tudi.
Ham luong inulin cua ca dang sam thap nhat khi ca 1 nam tudi va chi dat (169,82+3,01)
mg fructose twong duong/g kho, bang 76,41% ham luong inulin cua ci dang sdm 3 nim
tudi. Khi ct dang sim 4 nam tudi ham lugng inulin cu ¢t ddng sdm giam so véi cuc dat
va chi dat (217,41+2,94) mg fructose twong dwong/g kho, chi bang 97,83% ham lugng
inulin cta cu dang sdm 3 nam tudi. Phan tich méi twong quan gitra ham luwong inulin va
thoi gian ting truong cua C. javanica cho thdy giita ham luong inulin va thoi gian ting
truong c6 moi twong quan chit ché (R2> 0,9) va thay d6i theo mo hinh cdp 2 v6i ham
luong inulin dat mirc cuc dai & giai doan cu dang sdm dat 3 ndm tudi (Hinh 3.14 a) va
tuan theo phuong trinh:

Ham luong inuin (Mg fructose/g kho) = 118,1 + 58,85X- 8,44X? (R?0,96)

Két qua nghién ctru ctia luan an ciling pht hop véi quy luan phat trién cia thyc vat
d3 duoc nhiéu tac gia dé cap. Chang han, Lammers (2007) cho rang thdi gian ting trudng
anh hudng nhiéu dén thanh phan céc chat cua thyc vat dic biét carbohydrate dy trir (ma
inulin 1a mot carbohydrate du tritr). Trong ho hoa chudng (Campanulaceae) inulin la
ngudn du trit ning luong thay thé cho tinh bot va sy tich liiy cta chiing trong ré c4c cay
thudc ho hoa chudng phu thudc vao thoi gian sinh trudng [90].

Khi so sanh vé ham luong inulin cua ct ddng sim véi mot s6 nguyén lidu khac
duogc cho 1a giau inulin nhu t6i, mang tay, ... thi ham lugng inulin trong ct dang sam tu
nhién moc & Lac Duong - Lam Pdong cao hon han. Cy thé, ham lwong inulin trong toi
(Allium sativum) la 9,0+16,0 g/100g; Cu hanh tay (Allium cepa) la 1,1+7,5 g/100g;
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Mang tay (Asparagus officinalis) Ia 2,0+3,0 g/100g. Tuy nhién, ham lugng inulin trong
cti dang sdm thap hon so véi inulin trong cu diép xoan (C. intybus) 1a 35,7+47,6 (g/100g)
tinh trén 100g nguyén li¢u tho [180].

Tir cdc phdn tich & trén cho thdy cu ddang sam cé thé coi la nguon nguyén liéu tiém
nang giau inulin va dwa vao ham lwong inulin thi chi nén thu hoach ci dang sam giai
doan 3 nam tuoi.

* V& ham lwong polyphenol va Flavonoid

Thoi gian sinh truéng cua C. javanica ciing anh huong manh dén ham lugng
polyphenol trong ct dang sam (p <0,05) va c6 xu hudng tang theo thdi gian sinh trudng,
dat gia tri cao nhat trong giai doan cii dang sam duoc 3 nim tudi, dat (1,39 + 0,06) mg
acid gallic twong duong/g kho. Giai doan mét nam tudi, ham luong polyphenol trong cu
dang sam dat gia tri thap nhat (0,92 + 0,04) mg acid gallic trong dwong/g khé. Trong
nam tang trudng thir 2 va thir 4, ham lugng polyphenol tuong ung dat (1,18 £ 0,05) mg
acid gallic twuong duong /g kho va (1,29 £ 0,03) mg acid gallic trong dwong /g khd (Bang
3.5). Su thay doi ham luong polyphenol ciia ci dang sam theo do tudi tuan theo md hinh
bac 2 va dat dinh cao nhét trong nam thir 3. Mdi twong quan giira ham lugng polyphenol
va thoi gian ting trudong ¢ ci dang sam (R?> 0,90) (Hinh 3.14 b) dugc thé hién bang
phuong trinh hdi qui sau dy:

Ham luong poiyphenot (Mg GAE/g khd) = 0,4+0,59X-0,09X? (R2 0,92)

Tuong ty nhu vay, ham luong Flavonoid cia cu dang sam ciing dat gia trj cao nhat
(0,87 + 0,007) mg quercetin twong duwong/g khd) khi cu ding sam 3 niam tudi. Ham
luong Flavonoid cua cua cii dang sim 4, 2 va 1 nam tudi chi bang tuong tng 94,25%,
85,06% va 62,07% ham luong Flavonoid cua cua cii dang sim 3 nam tudi (Bang 3.5).
Su thay doi ham lugng Flavonoid ciia ca dang sam ciing tuan theo mo hinh bac 2 va dat
dinh cao nhit trong ndm thr 3. Mdi twong quan giira ham luong Flavonoid va thoi gian
tang truong (X: Nam tudi) & ci dang sim (R%> 0,90) (Hinh 3.14 ¢) dugc thé hién bang
phuong trinh hdi qui sau déy:

Ham lugng Flavonoid (Mg QE/g khd) = 0,17+0,42X- 0,06X? (R?0,98)

+V¢& hoat tinh chéng oxy hda

+ Hoat tinh chéng oxy héa tong (TAC)

Hoat tinh chdng oxy héa tong cta dich chiét ci ddng sam C. javanica dat mirc cao
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nhat (23,64 + 0,57) mg acid ascorbic tuong dwong/g kho khi cii ding sdm 3 nim tudi va
gia tri thap nhat (10,99 + 0,95) mg acid ascorbic trong duwong/g kho khi cu ding sam
mot nam tudi. Trong khi cii dang sam 2 va 4 ndm tudi thi hoat tinh chong oxy hoa tong
sd chi bang 80,76 % va 66,67 % so voi hoat tinh chéng oxy hoa tong sb cia cii dang
sam 3 nam tudi (Bang 3.5). Két qua nay duoc 1y giai 1a cac hoat chat sinh hoc ¢6 hoat
tinh chdng oxy hoa nhu polyphenol va Flavonoid cua cu ding sam déu dat cao nhat khi
ci dang sam duoc 3 nam tudi. Vi thé hoat tinh chdng oxy hoa tong ciia cii dang sam
cling dat gia trj cao nhét vao giai doan nay.

+ Hoat tinh khir sit (FR)

Tuong tu nhu vay, hoat tinh khir sat ctia dich chiét ci dang sim C. javanica ciing
dat mirc cao nhat (15,39 + 0,53) mg FeSOs twong dwong /g kho khi ct dang sam 3 nim
tudi. Hoat tinh khir sit ctia dich chiét ci dang sam C. javanica 1, 2 va 4 nam tudi déu
thap hon so voi 3 nam tudi va dat twong tng 1a (10,36 + 0,88) mg FeSO4 tuong duong
/g khd twong duong, (12,74 + 0,32) mg FeSO4 teong duong/g kho va (14,17 + 0,34) mg
FeSO4 tuong duong/g khod (Bang 3.5).

+ Hoat tinh khit ABTS

Tuong ty nhu hoat tinh khir sat, hoat tinh khir ABTS cua dich chiét cu déng sam
C. javanica ciing dat cuc dai (15,65 + 1,98) % khi ca dang sdm 3 nam tudi. Hoat tinh
khir ABTS cua dich chiét cu déng sam 1, 2 va 4 nam tudi déu thép hon hoat tinh khur
ABTS cua dich chiét ca dang sdm 3 nim tudi. Cu thé, hoat tinh khir ABTS cua dich
chiét cii dang sam 1, 2 va 4 nam tudi dat twong tng (4,62 + 0,26) %, (10,78 £0,93) %
va (9,7 £ 0,45) % (Bang 3.5).

T tdt ca cdc phan tich & trén cho thdy thoi gian tang tredng cia ci dang saém moc
tai Lac Dwong - Lam Dé‘ng co anh huong manh dén su tich lity ham lwong inulin,
polyphenol, Flavonoid, duong téng so va tro, ciing nhw hoat tinh chong oxy héa tong,
hoat tinh khir sct va hoat tinh khir ABTS ¢6 trong dich chiét cia cii dang sam. Két qua
phan tich ciing cho thdy cii dang sam moc tai Lac Dwong - Lam Pong ¢ ham ham lrong
inulin, polyphenol, flavonoid, duwong téng sé, hoat tinh chéng oxy héa tong, hoat tinh
khir scit va hoat tinh khir ABTS cao nhat khi cii dat 3 nam tuéi. Mdt khdc, két qud phdn
tich ciing cho thdy, cii diang sém moc & Lac Dwong khéng chira kim logi ndng. Do vdy,

ludn dn quyét dinh chon ci dang sam moc tai Lac Dwong - Lam Pong giai doan 3 nam
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tuoi lam nguyén liéu cho qua trinh nghién curu.

3.1.3. Panh gia chét lwong cia ci ding sim moc tai Lac Dwong - LAm Pong

Két qua phan tich cac chi tiéu duoc qui dinh cho nguyén liéu cu dang sam theo

Duoc dién Viét Nam duoc trinh bay qua bang 3.6.

Bang 3.6. Ham lwgng cac chit ciia cii ding sim theo nim tudi

Quy dinh P tudi (nim)
Chi tiéu cua dwge
" 1 2 3 4
dién VN
Do am (%) <15 <5 <5 <5 <5
Tongchatchithoa | o0 | g psa1143 | 616104150 | 582454157 | 527204142
tan (%)
Tro toan phan (%) <6 3,339+0,36 | 4,09°+0,26 5,50° + 0,17 6,36 + 0,09
Ham inuli Kho i
am fuong INUHN ONG AUl 1 160 800+ 3,01 | 108,22+ 3,19 | 222,240 + 354 | 217,41°+2,94
(mg/g) dinh
Ham lugng Khéng qui d b
. 0,92¢+0,04 |1,18+0,05 |1,392+0,055 | 1,29+ 0,03
Polyphenol (mg/g) dinh
Tro khong tan <7
trong acid (%)
Tap chit vo co (%) <1 - - - -
Ham lugng kim
loai nang (ppm): < 20/10° KPH KPH KPH KPH

Pb; Cd; Hg va As

Cdc chir cdi khdc nhau trong ciing mét hang thé hién su khdc biét dang ké, p <0,05

Ghi cha: * [6]; KPH: Khéng phdt hién; (+) Dwong tinh; () Am tinh

Tir két qua phan tich & bang 3.6 cho thay ct dang sim 4 niam tudi c6 ham luong

tro tong s 13 6,36 % - vuot quy dinh (> 6 %) cua Dugc Dién VN V (2017). Két qua

phan tich ciing cho thay cu dang sdm & cac do tudi 1, 2 va 3 déu dat tiéu chuan Dugc

dién Viét Nam V, (2017). Két qua phén tich gitip ciing ¢ thém khang dinh ct dang sdm

moc tai Lac Duong - Lam Pong c6 ham ham lugng inulin, polyphenol, flavonoid cao

nhat khi ct dat 3 nim tudi. Mat khéc, két qua phan tich ciing cho thdy, ct dang sim moc

¢ Lac Duong khong chira kim loai nang.

Do vay, viéc ludn an quyeét dinh chon cu dang sam moc tai Lac Duong - Lam Dong

giai doan 3 nam tudéi lam nguyén liéu cho qud trinh nghién cuu la hoan toan chinh xac.
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3.2. NGHIEN CU'U TOI UU HOA QUA TRINH CHIET INULIN TU CU PANG
SAM TU NHIEN MOC TAI LAC DUONG LAM PONG
3.2.1. Xéc dinh théng s6 bién cho qua trinh téi wu héa cong doan chiét inulin tir
dzzmg sam
3.2.1.1. X4c dinh khoang thoi gian chiét

Thoi gian ciing 1a mét trong nhing yéu té anh huéng quan trong dén ham luong
inulin chiét tir ca dang sam. Do vay, luan &n tién hanh chiét inulin tir ca dang sam véi
thoi gian chiét thay doi trong khoang 5 + 65 phut, ti 18 dung mdi/nguyén liéu duogc cb
dinh & 40 ml/g va nhiét do chiét la 60°C. Két thdc qua trinh chiét, danh gia ham luong
inulin caa dich chiét. Két qua trinh bay & hinh 3.15.

200.0

—~ 181.93 174.39
E . .
QD 160.0 i
%n % 143.68 1901
g 1200
=
=
2 80.0
o
= 55.44
,% 40.0
s

0.0

0 10 20 30 40 50 60 70

Thoi gian (phut)

Hinh 3.15. Anh hwéng cia thoi gian chiét dén ham lweng inulin chiét
tir ci diang sam

Phan tich trinh bay & hinh 3.15 cho thay trong khoang thoi gian chiét tir 5 phuat dén
40 phit thi cang tang thoi gian chiét, ham lugng inulin chiét tir ca dang sdm ciing ting
theo va dat muc cao nhat 181,93 mg/g khd khi thoi gian chiét 1a 40 phat. Néu tiép tuc
tang thoi gian chiét 1én 45 va 70 phut thi ham lugng inulin thu duoc 1a 174,39 mg/g kho
va 149,21mg/g khd, chi béng tuong ung 95,86% va 82,02% so vd&i ham lugng inulin
chiét tir cu dang sam trong thoi gian chiét 40 phat. Nhu vay, khi tang thoi gian trich ly
inulin tir ci dang sim hon 40 phut thi ham luong inulin chiét tir ci dang sim khong tang.

Tur c&c phan tich ¢ trén cho thdy khodng thoi gian thich hop cho qué trinh chiét
inulin tor ci dang sam 1a 30+50 phat va thoi gian thich hgp cho qua trinh chiét inulin tor
cui dang sam 1a 40 phut.
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3.2.1.2. X4c dinh khoang nhiét dd chiét
Tién hanh chiét inulin tir C. javanica nudc cat 2 1an trong thoi gian 40 phat véi ty
16 thé tich nguyén liéu/dung mdi 1a 1g/40 ml trong khoang nhiét d6 40+70°C. Két thic

thoi gian chiét, xac dinh ham lwong inulin. Két qua trinh bay & hinh 3.16.

250.0
200.51

200.0
176.21 . 182.88

150.0
126.30

100.0

50.0

Ham lugng Inulin (mg/g DW)

0.0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Nhiét d6 (°C)
Hinh 3.16. Anh hwéng cia nhiét @ dén ham lweng inulin trong dich chiét
dang sam

Két qua phan tich ¢ hinh 3.16 cho thay nhiét do chiét cd anh huong kha 16n dén
ham lugng inulin trong dich chiét thu nhan tir ci dang sam. Cu thé, trong khoang nhiét
d6 chiét tir 40 +70°C, cang ting nhiét d6 chiét thi ham lwong inulin thu nhan cang ting
va dat cuc dai, dat 200,51mg/g khd khi nhiét do chiét 1a 70°C. Ham luong inulin thu
nhan tir ca dang sdm khi nhiét ¢ 70°C cao gap 1,59 lan ham lwong inulin thu nhan dugc
khi chiét ¢ nhiét d6 30°C. Sau d6 khi tang nhiét do chiét trén 70°C thi ham lugng inulin
thu nhan c6 xu thé giam va ham luong inulin thu nhan tir ca dang sam khi nhiét ¢6 80°C
giam chi bang 91,21% ham luong inulin thu nhan tir ca dang sam khi chiét & nhiét do
70°C. Trong khi d6, ham luong inulin thu nhan tir ci dang sam khi nhiét d6 60°C bang
87,88 % ham lwong inulin thu nhan tir ca diang sdm khi chiét ¢ nhiét do 70°C va gan
tuong duong v4i ham lugng inulin thu nhan tir ci dang sam khi nhiét ¢6 80°C. Két qua
phan tich théng ké ciing cho thay su chénh léch vé ham lwong inulin thu nhan tir ca dang
sam khi chiét ¢ cac nhiét do khac nhau trong khoang 40+80°C 1a su sai khac mang y
nghia thong ké (p<0,05). Két qua nay c6 thé ly giai nhu sau: khi ting nhiét do s& lam
tang hé s6 khuéch tan din dén chat tan dé khuéch tan tir nguyén liéu vao dung méi lam
cho qué trinh chiét chit tan s& dé dang hon. Tuy vdy, néu tiép tuc ting nhiét 4o thi cac
chét tan thudc nhom inulin s& bi keo hoéa lam giam kha ning khuéch tan, tir d6 1am giam

kha nang chiét inulin. Do vay, khi ting nhiét do chiét trong khoang 40°C +70°C thi ham
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luong inulin thu nhan tir ci dang sam sé tang theo chiéu tang nhiét d6 nhung khi nhiét
d6 chiét trén 70°C thi ham lwong inulin thu nhan tir ca dang sam s& giam.

Tir cac phan tich ¢ trén cho thdy khodng nhiér dg chiét thich hop cho qua trinh
chiét inulin tir ci dang sam 1a 60°C + 80°C va nhiés dg thich hop cho qué trinh chiét
inulin la 70°C.
3.2.1.3. Xac dinh khoang ty 1€ dung moi so véi nguyén li¢u

Tién hanh chiét inulin tir ci dang sdm 3 nam tudi ¢ nhiét do chiét & 70°C, trong
thoi gian 40 phat, ti 18 dung méi /nguyén liéu thay doi trong khoang 20+80 ml/g. Pénh
gia ham luong inulin cua dich chiét. Két qua trinh bay ¢ hinh 3.17.

Két qua phan tich hinh 3.17 cho thay khi tang ty 1é dung mdi so vai nguyén lidu
trong khoang 20 ml/g + 40 ml/g thi ham lugng inulin chiét tir cu dang sam ciing tang
theo chiéu tang ty 1é dung mdi/nguyén liéu va dat cuc dai 222,99 mg fructose tuong
duong khi ti 1& dung méi/nguyén liéu 1a 40 ml/g. Sau d6 néu tiép tuc ting ty Ié dung
moi/nguyén liéu hon 40 ml/g thi ham lwong inulin chiét tir cu dang sam khoéng ting ma
¢6 xu huéng giam. O ti 1é dung mdi/nguyén liéu 1a 60 ml/g va 80 ml/g thi ham lwong
inulin chiét tir cu dang sdm giam, chi con tuong tng 99,79% va 96,98% so va&i ham
luong inulin cuc dai chiét tir ca dang sam. Nhu vay, trong qué trinh chiét inulin tir ca
dang sam, tang ty I¢ dung moi/nguyén liéu cao hon 40 ml/g thi khong lam ting ham

luong inulin thu nhan duoc.
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Hinh 3.17. Anh huéng ciia ty 1¢ dung méi dén ham hrgng inulin chiét tir ca
diang sam
Tur cAc phan tich ¢ trén cho thdy khodng ti I¢ dung mdi/nguyén li¢u thich hop cho
qué trinh chiét inulin tir cii dang sam 1a 30+60 ml/g va ti I¢ dung mdi/nguyén lidu thich

hop nhdt cho qua trinh chiét inulin 1a 40 ml/g.
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3.2.2. T6i wu héa cong doan chiét inulin tir cii ding sim theo phwong phap Box-

Benken

Luan an tién hanh nghién ctru t61 vu hoa cong doan chiét inulin tir ci dang sam voi

muc tiéu dé thu duoc déng tho1 ham lugng inulin, ham lugc fructan va ham lugng téng

chat chiét hoa tan cao nhat. Mién nghién ctru cua cac yéu to dau vao qua trinh chiét

(nhiét do: Xu, thoi gian: X2 va ty 16 DM/NL:X3) xoay quanh diéu kién chiét phu hop dé

tim diéu kién chiét tdi vu véi cac ham muc tiéu [ham lwong inulin: Y1 (mg fructose

tuong duong/g kho), ham luong fructan: Y2 (mg fructose twong dwong/g khd) va tong

ham luong chat chiét hoa tan: Y3 (g/100 g kho)] da duoc bd tri va thi nghiém. Bién m4,

bién thuc va két qua khao sat thong s6 bién dugc thé hién trong bang 3.8 +3.9.

Bang 3.7. Bién mi va céc bién thye trong thi nghiém t6i wu héa

Bién doc 1ap diu vao Mukc bién ma Mikc bién thuc
-1 0 +1 -1 0 +1
Nhiét d6 (X2) (°C) a4 | 0 1 | 60 | 70 | 80
Thoi gian (X1) (phat) -1 1 20 35 50
Ti 16 NL/DM (X3) (g/ml) -1 1 20 | 40 60
Bang 3.8. Thiét ké thi nghiém theo mé hinh Box-Behnken va két qua
Y1 (mg/g) Y2 (mg/Q) Y3 (g/100g)
Ru | X1 | Xz X3 Thuc | Uéc | Thuc | Uéc | Thuc | Uéc
n | (°C) |(phat) | (ml/g) | nghiém | doan | nghiém | doan | nghiém | doan
1 0 0 0 234,36 | 234,87 | 269,73 | 267,42 | 56,74 57,46
2 0 -1 1 184,22 | 184,73 | 197,17 | 197,82 | 48,92 50,02
3 0 0 0 234,15 | 234,87 | 269,83 |267,42 | 57,50 57,46
4 -1 0 1 156,80 | 156,74 | 182,48 | 184,54 | 46,78 45,67
5 1 0 1 137,24 | 136,93 | 147,93 | 146,03 | 57,01 56,70
6 0 0 0 235,67 | 234,87 | 267,73 | 267,42 | 56,80 57,46
7 0 -1 -1 114,63 | 114,78 | 122,79 | 123,60 | 32,92 32,60
8 0 1 1 188,45 | 188,30 | 205,96 | 205,15 | 47,13 47,45
9 0 0 0 236,78 | 234,87 | 266,99 |267,42 | 57,69 57,46
10 0 0 0 233,41 | 234,87 | 262,80 |267,42 | 58,58 57,46
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11 | -1 -1 87,89 88,20 |106,21 | 108,11 | 38,43 38,75

12 | -1 0 118,15 | 118,35 | 146,99 | 145,75 | 41,37 42,16

0
1
13 0 1 -1 147,63 | 147,12 | 165,95 | 165,30 | 45,13 44,03
0
1

14 1 -1 94,28 94,34 |110,44 |108.38 | 41,67 42,78
15 1 0 107,85 |108,30 | 103,85 | 106,56 | 54,82 54,82
16 | -1 -1 0 97,64 97,18 |103,88 |101,17 | 42,86 42,86
17 1 -1 0 93,76 93,56 |100,88 |102,12 | 46,05 45,26

Dua trén cac thong sé duoc tinh toan, mdi twong quan giita cac ham muc tiéu, phan
tich gi tri hoi qui cia cac dit lidu thuc nghiém. Phuong phap dap ting bé mit dua ra két
qua phan tich ANOVA va phuong trinh hi qui bac 2 nhu sau:

+ V& ham luong inulin

Phan tich két qua ¢ bang 3.9. cho thdy qu4 trinh t6 hop cac bién doc 1ap va dir licu
thyc nghiém so voi két qua du doan thi ham lugng Inulin chiét tir ca déng sam dao dong
trong khoang 87,89 mg/g dén 236,78 mg/g, voi d6 1éch chuan Std 1,10. Hé s6 hoi qui
ctia phuong trinh Y1 ¢6 R2 0,999 chi ra rang chi c¢6 0,01% tong sé bién thé khong duoc
mo hinh giai thich. Gid tri ciia hé s6 hdi qui diéu chinh (Adj-R?) 0,999 xac nhan rang
mo hinh nay rat c¢6 y nghia (p<0,01), dong thoi, gié tri ciia hé s6 bién thé Cv (%) rat thap
(0,69 %) cho théiy miurc do chinh xac va do tin cdy cua céc gia tri thi nghiém rat cao. M
hinh du dé du doan trong pham vi cac bién thir nghiém.

Phuong trinh hoi qui biéu dién ham luong Inulin:

Y1=234.87-3.42X1+ 8.98X2+27.78X3-1.61X1X2-6.49X1X3-7.19X2X3- 85.10X12-
45.42X72- 30.72X3% (1)

+ Vé ham lwong fructan

Ham luong fructan dao dong trong khoang tir 100,88 mg/g dén 269,83 mg/g, trung
binh 178,33mg/g (Bang 3.9); Gia tri Std 3,13 va CV 1,75 %. Hé sb hdi qui cua phuong
trinh Y2 ¢4 R2 0,999, gia tri hé s hoi qui diéu chinh (Adj- square) 0,997; x4c nhan rang
mo hinh nay rét c¢6 ¥ nghia (p<0,01), chi ¢6 0,01% tong s bién thé khong duge mé hinh
giai thich. Dir liéu phan tich ciing chi ra ham lugng fructan chiét duoc tuan theo mé hinh
bac 2, phy thudc rit manh vao cac yéu td ctia qua trinh chiét voi xac suét (p < 0,01) va
su trong quan gitta cac bién trong ham muc tiéu co6 sy khac biét mang ¥ nghia thong ké
(p < 0,05).
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Phuong trinh hoi qui biéu dién ham luong fructan:
Y2=267.42-9.56X1+12.25X»+28.52X3-10.04X1X2-9.70X1X3-8.59X»X3-94.86 X 1%-
58.66X2?-35.79X3? (2)

+ V@ tong chat chiét hoa tan

Két qua quy hoach thuc nghiém cho thiy téng chit chiét hoa tan chiét tir cu déng
sam dao dong trong khoang tir 32,92 g/100g dén 58,58 g/100g véi Std 1,12; CV 2,30%.
Phuong trinh Y3 ¢ R? 0,991, gia tri ctia hé s hoi qui diéu chinh (Adj-R?) 0,98. Piéu
nay chirmg minh rang mé hinh du doan phi hop véi thyc nghiém (p <0,01) va su tuong
quan rit manh gifra cac bién doc 1ap cua qua trinh chiét (nhiét do, thoi gian chiét, ty 1¢
dung moi/nguyén liéu) véi xac xuat p <0,05. Két qua nay chimg t6 mic do phan tan dir
lidu tap trung quanh dudng chuan ciia cac chat chiét duoc 14 rat cao.

Phuong trinh hoi qui biéu dién ham luong tong chat chiét hoa tan:
Y3=57.46+3.76X1+2.21X2+5.21 X3+2.56 X1 X2+1.75X1X3-3.50X2X3-4.37X12- 6.82X72 -
7.12Xs% (3)

Céc gia tri P duogc st dung nhu mot cong cu dé kiém tra tam quan trong cua tung
hé s twong quan, tir d6 c¢6 thé chi ra sy cac twong tac giira cac bién trong mo hinh. Gia
trj P cang nho hé sb twrong ing cang co y nghia. Két qua trinh bay & bang 3.10 cho thiy
ham luong Inulin, fructan va tong chat chiét hoa tan trong dich chiét bién d6i theo mo
hinh bac 2 va c6 su turong tdc manh gitra cac thong sb cua qué trinh chiét (nhigt do, thot
gian chiét, ty 1& dung moi/nguyén liéu). Cac hé sb tuyén tinh (X1, Xz, X3), hé s6 bac hai
(X12, X22, X3?) ¢6 y nghia vai gia tri p rat nho (p <0,05).

Bang 3.9. Mat d§ xac suit cia cac ham muc tiéu

Ham luwgng Ham lwong fructan | Ham lugng chat
Inulin (mg/g) (ma/g) chiét hoa tan
Mo (9/1009)
hinh F P P F P
5009,12 <0,0001 827,97 |<0,0001 | 88,50 < 0,0001
A 77,44 < 0,0001 74,77 < 0,0001 | 90,16 < 0,0001
534,37 < 0,0001 122,91 | <0,0001 | 31,16 0,0008
C 5116,70 <0,0001 665,78 |<0,0001 | 172,85 |<0,0001
AB 8,54 0,0223 41,22 0,0004 20,94 0,0026
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AC 139,41 < 0,0001 38,47 0,0004 9,72 0,0169
BC 171,42 < 0,0001 30,22 0,0009 38,98 0,0004
A2 25264,66 < 0,0001 3876,79 | <0,0001 | 63,96 < 0,0001
B? 7197,60 < 0,0001 1482,34 | <0,0001 | 155,68 |<0,0001
C? 3291,30 < 0,0001 551,92 | <0,0001 |169,81 |<0,0001

Nhu vdy, mé hinh bac 2 hoan toan phu hop véi 1y thuyét va thuc nghiém véi p <
0,0001< 0,05 (Bang 3.10). Cac hé sb ctia md hinh c6 p < 0,05 nén ching hoan toan c6
¥ nghia vé mat thong ké va phu hop véi mé hinh.

M6 hinh héa duéi dang bé mit dap tmg 3D (Hinh 3.19.) c6 bé mat twong tac giira
cac yéu té nhiét do, thoi gian va ty 1& dung méi/nguyén liéu d6i véi cac ham muc tiéu
clia qua trinh chiét Y1, Y2, Y3 thé hién ¢ dang ban ciu véi dinh cuc dai nam trong mién
nghién ctru cac yéu t6 tac dong. Thong qua mo hinh 2D, 3D cua 3 bé mit dap ang cho
thdy rang cé su khac biét rat nhiéu giita diém téi wu véi cac diém khac trén mé hinh

nghién cuu.

Pudng ddng mirc biéu
dién anh huong cua thoi
gian va nhiét do dén hiéu

qua chiét Fructan.

A. MO hinh 2D

Pudng ddng mirc biéu dién

anh hudng cua thoi gian va

nhiét 46 dén hiéu qua chiét
Inulin.

Puong dong muc biéu dién
anh huong cua nhiét do vati lé
DM/NL dén hiéu qua chiét
téng chat chiét hoa tan.
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Bé mit dap tng cua
ham lugng fructan
B. M6 hinh 3D

Hinh 3. 18. M hinh 2D, 3D bé miit d4p tng tién doan diém t6i wu ciia cic ham

Bé mit dap wng cua ham
luong Inulin

muc tiéu dwdi tac dong cuia cac yeu to dau vao
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Khong co yéu té co diém tdi uu ¢ diém bién nghién ctru. Di voi 3 bé mat dap ang
va céc yéu td nhu nhiét do, thoi gian va ty 16 dung méi/nguyén liéu déu co xu hudng dat
dugc diém t6i wu ¢ gan diém trung tam (Hinh 3.19).

* Phén tich t6i wu va trung Lip bé mit dap @ng cac ham muc tiéu

Khi phan tich va tién hanh trung ldp 3 bé mat dap tng cho thdy mo hinh dwa ra su
chon Iya thich hop nhat vé cac thong sb tdi wu. Bang 3.11 cho thiy gia tri wéc doan
97,7% va mot lya chon thich hop nhét.

Bang 3.10. Két qua du don cac thong so toi uu

Nhiét | Thoi | Tilé Ham Ham Tong chat
do | gian | DM/NL | luong luong | chiéthoa |pesirability
(C) | (phat) | (ml/g) inulin fructan tan
(mg/g) | (mg/g) | (9/1009)
71,34 | 36,23 | 47,30 | 238,81 269,83 58,99 0,977 Selected
71,35 | 36,12 | 47,37 | 238,82 269,83 58,99 0,977
71,34 | 36,27 | 47,14 | 238,78 269,83 58,99 0,977
- Overlay Plot
44
g 28 | [Tong CRHT PI:_58.58|
5
=) nulin:
5 ! PIIL6W:2433279;54
< 32 \Inulin: 237.77{ PIHigh: 242.559
&G Fructan Pl:_269.83 Fgl‘cl_tg\?/ 22%%82?%58
TELgiggHi:?Gé?é?ggsa/
26 | PlLow: 56.6731
Pl High: 61.3135
X1l 71.3622
X2 36.2533
20 { { {
60 65 70 75 80

A: Nhiet do (oC)
Hinh 3.19. Két qua trung lip ciac mat dap wng

Khi tién hanh tring ldp bé mat dap ung cac ham muyc tiéu. Hinh 3.20 cho biét ham

lwong inulin t6i wu cua dich chiét duge dy doan l1a 240,207mg/g khé va dao dong trong
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khoang 237,85 mg/g khd + 242,559 mg/g kho; Ham luong fructan cta dich chiét C.
javanica tbi uu twong tmg 269,835 mg/g kho va dao dong trong khoang 263,278 mg/g
kho +276,39mg/g kho; Ham luong chat rin hoa tan toi uu 58,99g/100 g va dao dong
trong khoang 56,67 g/100 = 61,31 g/100 kho. Thong sb tdi wu cta cong doan chiét duoc
du doan ¢ nhiét do 71,36°C, thoi gian chiét 36,25 phut va ty 1€ dung moi/nguyén li¢u la
47,30ml/g (Hinh 3.19+ 3.20).

Thuc nghiém tai cac diém tbi wu cho théy ham lugng inulin, fructan va téng chét
chiét hoa tan cho két qua thyc nghiém hoan toan phu hop v&i nhitng phan tich du bao
bang phan mém DE 12.0.

Két qua thyc nghiém tai diém tbi wu chi ra ham lugng inulin, fructan va téng chét
chiét hoa tan cua dich chiét dat twong ung 1a (239,29+3,78) mg/g; (269,59+1,99) mg/g
va (61,35 £1,95) g/100g. Két qua nghién ctru cta ludn an ciing c6 nét tuong dong véi
mot s6 nghién ctru chiét cac chat polysaccharide ¢ dugc thao trude day. Mot sd nghién
clru trude day ciing chi ra rang nhiét do, thoi gian va ty 16 dung méi/nguyén liéu c6 anh
huong 16n téi ham lugng cta dich chiét thu duoc. Mi nguon nguyén liéu khac nhau thi
nhiét d9, thoi gian va ty 1¢ dung méi/nguyén liéu chiét khac nhau. Vi dy, thoi gian chiét
cac polysaccharide tir Codonopsis pilosula 1a 44 phut, ti 1€ nuwde/nguyén liéu 1la 56 ml/g
va nang lugng cho siéu am la 320W [96].

Tir cdc phan tich ¢ trén cho thdy diéu Kién toi wu cho céng doan chiét inulin lan 1,
fructan va cdc chat chiét hoa tan tir cit dang sam (C. javanica) la & nhiét @6 71°C, thoi
gian chiét 36 phiit va ty 1é dung méi/nguyén liéu la 47ml/g. Hiéu sudt chiét inulin tir cii
dcfng sam lan thir nhat dat 23,93%, fructan 26,96% va téng chat chiét hoa tan dat
61,35%.

*Xdc dinh s6 1an chiét

Tién hanh 3 mAu thi nghiém chiét Inulin tir ct ddng sam C. javanica bang nudc cat
& diéu kién toi uu dé kiém ching qua trinh t6i wu héa. Cac mau thi nghiém chiét déu lap
lai 3 1an. Sau khi chiét thu dich s& x4c dinh ham luong inulin, fructan, tong chat chiét

hoa tan. Két qua dugc trinh bay & hinh 3.20.
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Hinh 3.20. Anh huéng ciia s6 1an chiét dén ham hrong Inulin, fructan va tong
chét chiét hoa tan ciia dich chiét ding sAim

Két qua phan tich trinh bay & hinh 3.21 cho thay khi chiét 1an thtr nhat ham luong
inulin chiét tir ca dang sam dat mac (246,91+3,73) mg fructose/g kho va khi chiét lai
lan thir 2 thi ham lwong Inulin thu dugc chi 1a (24,42+ 0,41) mg fructose/g kho. So sanh
v6i tong ham lwong Inulin thu duoc trong 2 1an chiét thi 1an chiét thir 1, ham luong
Inulin chiém 91% va lan chiét thtr 2 1a 9%. Két qua phan tich & hinh 3.21 ciing cho thiy
ham luong fructan thu dugc trong 1an chiét thir nhat chiém 91,2% va 1an chiét thir 2 chi
chiém 8,8%. Nhu vay, 1an chiét th nhat ham luwong fructan cao gép 10,34 1an ham luong
fructan thu dugc trong 1an chiét thir 2 véi p <0,05.

Tuong ty nhu trén, tong ham lugng chat chiét hoa tan trong ca 2 1an chiét 1a 71,84
mg/g kho trong d6 lan thir nhét 1a (61,94+1,11) mg/g kho chiém 86,2 % cao gap 6,25
lan ham luong chat chiét hoa tan chiét chiét 1an 2 tir cii dang sam va lan thir hai ham
luong chat chiét hoa tan chiét duoc 13 (9,9+£1,42) mg/g kho chiém 13,8%. Sy khac biét
giita 2 1an chiét rat c6 y nghi thong ké (p < 0,05).

Tir nhitng phdn tich ¢ trén cho thdy ham lwong inulin, fructan, tong chdt chiét hoa
tan cua dich chiét thu dwoc lan 2 khéng ddang ké so véi ham lwong cdc chdt trong dich
chiét lan 1. Do vdy, dé dam bao tinh kinh té, ludn dn quyét dinh chi chiét cdc chat tir ci

ddng sam 01 lan.
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3.2.3. P& xuit qui trinh chiét inulin tir ci dang sam

Tir cac qué trinh nghién ctu ¢ trén cho phép dé xuit quy trinh chiét inulin tir cu
ddng sdm moc ty nhién tai Lac Duong, LAm Pong trinh bay & hinh 3.18.

* Thuyét minh qui trinh

+ Nguyén liéu: cu ding sdm twoi moc ti nhién tai Lac Duong, Lam Pong. Sau
thu hoach, tién hanh phan loai va thu nhan cu déng sdm ba nam tudi. Sau do, cu déng
sam 3 nam tudi dugc rira sach tap chat, thai 14t mong (1mm), sdy khé & nhiét 46 < 60°C
cho dén khi dat am do <10% va bao goi bang bao bi PA hiit chan khong 100%, bao quan
& ngan mat ta lanh dé dung lam nguyén liéu cho qua trinh nghién ctru.

+ Xir Iy nguyén liéu: Mau dung cho nghién ctru duoc nghién nho <1,25mm (dudi
sang ray) va tién hanh loai chat béo bang n-hexan. Sau d6 nguyén liéu tiép tuc duoc sy
kho & nhié¢t d§ ¢ nhié¢t do <60°C va xu ly bé“mg Ethanol 90% trong 15 phut theo hinh
thire chung cat hoi luu dé loai cac loai dudng tu do, cic chit mau, cac acid amin va cac
chét tan trong con 90%. Cac chit tan trong dung méi Ethanol 90% duoc dung cho céac
nghién ctru khiac. Nguyén liéu sau khi xtr 1y so bd duoc siy kho & nhiét d6 < 60°C va

dung 1am nguyén liéu chiét inulin, fructan.

Nguyén liéu khd, am <10%

v

Xu ly <+ n-hexan va ethanol 90%
v
DUQC LIEU PA XU LY

O 71°C, trong 36 phit, ty 1&

Chiét nude/nguyén liéu: 47 ml/g

'

Loc (Loc thé va lgc tinh (mang PTFE 0,45nm)

A

A\ 4
Co6 dac chan khong (90v/p, 55°C)

v

Dich chiét inulin tho (16°BXx)

Hinh 3.21. Quy trinh chiét inulin tir ci ding sadm tw nhién
+ Chiét: Qu4 trinh chiét inulin va fructan dugc thuc hién bang nudc cét hai lan
trong diéu kién c6 su hd trg cua song si€éu am voi tan s6 37 KHz, & nhiét d6 71°C véi ti

1€ dung moi so véi nguyén liéu 47 ml/gam trong 36 phut.
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+ Loc: Két thic qua trinh chiét, tién hanh loc thu dich chiét bﬁng vai loc, sau do
loc bﬁng ludi loc véi kich ¢d 0,1mm va loc qua mang siéu loc PTFE 0,45nm dé thu dich
loc inulin, fructan.

+ Co dic: Co6 dic dich loc trong thiét bi ¢6 quay chan khong véi toc d6 quay 90
vong/phiit & 55°C cho dén dich c6 dic dat 16 °Bx thi dirng qua trinh c6 va thu dich ¢6
dic dé dung cho qua trinh tinh sach inulin.

3.3. XAC PINH MOT SO THONG SO THICH HQP CHO QUA TRINH KET
TUA INULIN TU DICH CHIET CU PANG SAM
3.3.1. Xac dinh dung mdi va ndng dd dung moi két taa inulin

Inulin va FOS (fructose oligosaccharide) la saccharide thuoc nhém fructan. Inulin
la dang polyme, mach thang cé tr 11+70 phan ta fructose va FOS la dang
oligosaccharide (fructose oligosaccharide), c6 3+10 phan tir fructose. Do vay, dé danh
gia xem dich chiét ca dang sdm ngoai inulin con cd cac thanh phan khac hay khong,
luan an tién hanh chiét inulin tir ct dang sAm 3 nam tudi theo quy trinh di dé xuat. Sau
khi chiét, tién hanh két taa inulin bang cac dung méi khac nhau: acetone, ethanol, n-
butanol, ethyl acetate, n-hexan ¢ hai nong do gay két tia 1a 80% va 90%. Dé lang két
taa trong 24h & nhiét d6 lanh (6 £1)°C va tién hanh ly tim lanh 16°C, 13000 vong/phut
trong 16 phut dé thu két tua inulin. Say kho két tia va danh gia ham lugng saccharide
(HLSc) toan phan (Goi la saccharide toan phan do FOS la oligosaccharide chir khéng
phai la polysaccharide), ham lugng inulin va fructan (bao gom inulin va FOS). Két qua

trinh bay ¢ bang 3.7.
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Bang 3.11. Anh hwéng ciia dung moi va ndng dé dung médi dén ham lwong

saccharide toan phan, inulin va fructan thu dwoc sau két taa

Nong d¢ 80% Nong d¢ 90%
Ham lwgng Ham lwgng Hiéu Ham lwgng Ham lwgng Hiéu
Dung | saccharide inulin suat saccharide fructan suat
moi toan phan (mg/g khd) | kéttaa | toan phan (mg/g khd) | két taa
(mg/g kho) Inulin | (mg/g kho) fructan
(%) (%)
ACEION | 14 9034508 | 232,92%45,02 | 95,10 | 312,43*+12,73 | 301,81%+12,30 | 96,60
Ethanol | 233,072+ 4,97 | 222,662+ 5,09 | 95,53 | 294,08°+6,51 | 278,90°+2,16 | 94,84
Bthyl | o7 5gv 4620 | 46,500£3,87 | 80,75 | 118,08°+544 | 98,65+541 | 8354
acetate
n- 25,58°+3,79 | 21,54°+2,84 | 84,19 | 44,83°+2,84 | 36,99%+2,39 | 82,51
butanol
n-hexan | 17,92¢+0,58 | 12,32°+1,92 | 72,42 | 33,33°+2,92 | 24,25¢42,61 | 72,75

Ghi chu: Cac chir cai khac nhau trong cung mét cgt thi khac nhau (p<0,05)

Tir két qua phan tich bang 3.7 cho thay:

* \/& ham lwong saccharide téng sé

Két qua sir dung cac dung méi khac nhau & ndng do 80% va 90% dé gay két tua

saccharide tir dich chiét nuéc ca dang sdm cho thdy ham luong saccharide tong sb thu
dugc phu thudc vao loai dung méi két taa va ndng d6 dung mdi sir dung. Trong sé céc
dung moi d3 sir dung ¢ ndng do 80% thi aceton va ethanol 1a 2 dung mdi cho phép két
taa thu saccharide tong sb voi ham luong cao nhat, dat twong ung la (244,92 £5,28) g/mg
kho va (233,07+4,97) mg/g khd. Két qua thdng ké ciing cho thay sy khac biét vé ham
lugng saccharide tong sé khi két tua bang aceton va ethanol & nong do 80% khong c6 y
nghia thong ké (p<0,05), tirc ham lwong ham luwong saccharide tong s khi két taa bang
aceton va ethanol & nong do 80% tuong duong nhau. Trong khi d6, cac dung méi cé n-
butanol, n-hexan va ethyl-acetate & nong d6 80% chi gy két tua saccharide trong dung
dich chiét ca dang sam véi ham luong thap hon rat nhiéu so véi khi két taa bang aceton
va ethanol & nong do 80%.

Khi két taa saccharide tir ca ddng sam bang dung méi hiru co & nong do gay két
tua 90% thi ngoai polysaccharide con thu duoc cac oligosaccharide nén ham lwong
saccharide tong sb tang so vai khi két taa & nong do 80%. Két qua két tua & nong do
90% ciing cho thay aceton va ethanol 1a 2 dung mdi két taa saccharide véi ham luong
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cao nhat va tuong duong nhau. Cac dung méi n-butanol, n-hexan va ethyl-acetate & nong
d6 90% gay két tua saccharide voi ham luong thip hon rit nhiéu so véi khi két tua bang
aceton va ethanol & ndng do 90%. Nhu vay néu xét theo khia canh két tua thu saccharide
thi c4c dung mdi n-butanol, n-hexan va ethyl acetate khong thich hop cho muc tiéu két
tua thu saccharide véi ham lugng cao.

* \/é ham hrogng inulin va fructan

Két qua két taa céc chat chiét co trong dich chiét cu dang sam trong nudc bang
aceton va ethanol cho thiy & ndng do 80% aceton va ethanol s& gay két tua inulin véi
ham lugng dat muc cao nhat, tuong tng la (232,92+5,02) mg/g kho va (222,66 + 5,09)
mg/g kho. Tuy vay, két qua danh gia ciing cho thay khong c6 su khéc biét vé ham luong
inulin két tua bang acetone va ethanol ¢ nong d6 80% (p <0,05). Tuong ty nhu trén, ham
luong inulin thu duoc khi két tua biang cac dung moi c6 do phan cuc thap nhu ethyl
acetate, n-butanol va n-hexan ¢ nong do 80% rat thap va thap hon rat nhiéu ham luong
inulin thu duoc khi két taa bang acetone va ethanol ¢ nong do 80%.

Khi két taa dich chiét ci dang sam bang cac dung méi khac nhau ¢ nong do 90%
thi ngoai inulin con thu dugc oligosaccharide - FOS (nén goi chung la ham lugng fructan
tong s6). Két qua két tua cho thay & ndng dd 90%, aceton va ethanol két taa fructan véi
ham lugng 16N nhat, twong (ng véi tac nhan acetone 1 (301,81+12,30) mg/g khd va tac
nhan ethanol la (278,90 + 2,16) mg/g khd. Cac dung méi n-butanol, n-hexan va ethyl
acetate & nong do 90% gay két tia fructan vai ham luong thap hon rat nhiéu so véi ham
luong fructan thu duoc khi két tua bang aceton va ethanol & nong do 90% (p <0,05).
Nhu vay néu xét theo khia canh két taa thu inulin va fructan véi ham lwgng cao thi cac
dung mdi n-butanol, n-hexan va ethyl acetate khéng thich hgp cho muc tiéu nay.

* V& hiéu suat két tia inulin va fructan

Két qua sir dung cac dung méi hiru co dé két tua cac chat co trong dich chiét ca
dang sam trong nudc cho thiy inulin s& bi két tua & nong do 80% va hiéu suat két tua
dat cao nhat 95,53% khi str dung ethanol va 95,10% khi st dung aceton. Cac dung mdi
ethyl acetate, n-butanol va n-hexan khi str dung & néng do gay két tua 80% thi hiéu suat
két taa inulin chi dat twong (ng 80,75 %, 84,19 % va 72,42 %. Nhu vy, sit dung cac
dung méi ethyl acetate, n-butanol va n-hexan & ndong do 80% dé két tia inulin thi hiéu

suat inulin cia cdc dung mdi hitu co trén luén thap hon khi str dung ethanol va aceton.
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Trong khi d6, két qua str dung dung méi hitu co dé gy két tua cac chat chiét tir cu
dang sam trong nude cho thay & nong d6 90 % s& thu duogc fructan (bao gdm inulin va
FOS) vé6i hiéu suét két tia dat cao nhat, 96,60 % khi tac nhan két tua 1a aceton va 94,84
% khi tac nhan két tia 1a ethanol. Trai lai, & ndng d6 90% cac tac nhan két tua ethyl
acetate, n-butanol va n-hexan gay két tua fructan véi hiéu suat thip hon va chi dat twong
ung 83,54 %, 82,51 % va 72,75 %. Nhu vay, n-hexan tac tac nhan két tua fructan kém
nhat.

Tur c&c phan tich & trén cho thdy ethanol va aceton 1 2 tac nhan gay két tia inulin,
fructan va saccharide téng sé véi ham lwong cao nhdt va twong dwong nhau. Tuy vy,
aceton la dung méi doc va cé gid thanh cao hon ethanol. Do vdy ludn an quyét dinh
chon ethanol 1am dung méi két tiza inulin va fructan trong qué trinh nghién cizu sau nay.
3.3.2. Xac dinh ndng d¢ ethanol

Saccharide c6 khoi lugng phan tir khac nhau sé bi két taa bai ethanol voi nong do
khac nhau. Vi vay, luan an tién tién hanh két tua saccharide ra khoi dich chiét cu dang
sam trong nudc bang ethanol voi nong do thay doi trong khoang 60+90%. Két qua trinh
bay ¢ hinh 3.22.

Két qua phan tich trinh bay ¢ hinh 3.22 cho thiy nong do ethanol c6 anh huéng
kha 16n d¢én ham luong saccharide thu duoc sau két taa va nong do ethanol gay két taa
cang cao thi ham luong saccharide thu dwoc sau két taa cang I6n. Cu thé, ham lwong
saccharide thu duoc khi két tia bang ethanol & nong d6 80% va 90% twong tng la 233,07
mg/g va 294,08 mg/khd. Nhu vay, ham luong saccharide toan phan thu duoc khi két taa
bang ethanol & nong d6 80% chi bang 79,25% so véi khi két tua bang ethanol & nong
d6 90%. Trong khi d6, ham lugng saccharide thu duoc khi két tua bang ethanol & nong
d6 70% la 136,68 mg/g, 46,48% so v4i ham luwong saccharide thu duoc khi két tua bang

ethanol & nong do 80% va 90%.
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Hinh 3.22. Anh hwéng ciia ndng dj ethanol dén sy thay déi ham lwong saccharide
thu dwoc sau két tia
Ham luong saccharide thu dugc khi két tua bang ethanol & nong do 60% la 66,71

mg/g, bang twong tng 28,62% va 22,68% so v4i ham luong saccharide thu dugc khi két
taa bang ethanol & nong d6 80% va 90%. Két qua phan tich thong ké ciing cho cho thiy
su khac biét vé ham luong két taa saccharide 1a sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké (p<0,05)
c6 nghia 12 khi ting ndng d6 ethanol gay két tua thi ham luong saccharide thu dugc ciing
tang.

Két qua trén co thé 1y giai 1a do dung méi hitu co ¢ hang s dién moi thap hon
nude nén khi cho dung méi hiru co vao cic dung dich chtra chét tan co ban chat
saccharide thi dung méi hitu co s& lam giam hang s6 dién moi ciia dung dich va canh
tranh nudc voi chét tan. Vi thé, ndng d6 dung méi hitu co cang 16n thi chét tan bj két
tha cang nhiéu. Cac chit tan c6 trong lugng phan tir 16n s& bi két tua trudc va trong
lugng phan tiru nho sé bi két taa sau. Theo Michell (2009) va Petkova (2015) thi cac
dung mo6i nhu methanol, ethanol va acetone co thé dugc st dung dé két tua phan doan
theo trong lwong phén tir ctia cac phan tir polyme [104]. Petkova (2015) cho rang ndng
d6 ethanol 13 yéu t6 quan trong nhat quyét dinh hiéu suét két tia va thuong ngudi ta st
dung ethanol ¢ nong d6 trong khoang 70-80% dé gy két tua saccharide. Mdi loai
saccharide s& bi két tia hoan toan bang ethanol & mdt ndng do nhat dinh. Dic diém ciu

tric va kich thude phén tir khac nhau cua saccharide ciing 13 yéu t6 c6 anh hudng quyét
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dinh dén ham luong saccharide két tiia bang ethanol. Thong thuong cac saccharide c6
trong lugng phan tir 16n nhu inulin s& bi két tua bang ethanol ¢ nong do 70-80% va
saccharide c6 trong lugng phan tir nhd nhu FOS sé& bi két tiia bang ethanol & nong do
90%. Do vay, ngudi ta cé thé dua vao dic tinh nay dé loai duong tu do, cac chit mau,
c4c saccharide co trong lugng phan tir thap, acid amin ra khoi cac saccharide ty nhién
va két tiia phan doan thu riéng ting loai saccharide [118].

Tvr nhitng phdn tich ¢ trén cho thdy ethanol nong dé 80% va 90% la thich hop cho
két tiia inulin va fructan
3.3.3. Xdac dinh nhiét @ cd dic dich chiét inulin tir ding sam

Luan &n tién hanh c6 dic dich chiét inulin tir ca dang sam nham gidp tiét kiem
dung mai két tua va ting hiéu suat két tia. Qua trinh cd dic dich chiét inulin thuc hién
trong diéu kién co quay chan khong, & toc 6 quay 90 vong/phit véi nhiét do cd khac
nhau tir 50+65°C. Sau khi ¢6 dic danh gia ham luong inulin va fructan. Két qua trinh
bay & hinh 3.23+3.24.

Két qua phan tich & hinh 3.23+3.24 cho thay:

* V& ham lwong inulin

Két qua phén tich & hinh 3.23 cho thdy nhiét do c¢6 dic c6 anh hudng téi ham luong
inulin c6 trong dich ¢6 dac. Cu thé, thuc hién qua trinh ¢6 125 ml dich chiét inulin xuéng
con 25 ml trong khoang thoi gian 25 phut, ¢ nhiét d6 50°C thi dich ¢6 dédc ¢6 ham luong
inulin la (10,37£1,4) mg/ml. Khi tang nhiét d6 c6 1én 55°C thi dich ¢6 déc thu dugc ¢
ham luong inulin dat mitc cao nhat, tuong tng 1a (11,28+1,3) mg/ml. Tiép tuc ting nhiét
dd c6 1én 60°C thi ham luong inulin cia dich c6 dac lai c6 xu thé giam Xuéng chut it va
chi la (10,71+ 0,03) mg/ml. Khi tiép tuc tang nhi¢t d¢ co6 1én 65°C thi ham lugng inulin
ctia dich c6 dic c6 xu hudng giam thap nhat va chi con (8,90+0,12) mg/ml. Tuy vay, két
qua phan tich thong ké cho thay su khac biét vé ham luong inulin ctia dich ¢o ddc & nhiét
55°C, 60°C va 65°C 1a sy khac biét co y nghia théng ké (p <0,05) ttrc nhiét d c6 55°C,
60°C va 65°C c6 anh huong tdi ham lugng inulin cua dich ¢6 dac khi ¢6 tir 125ml thanh
25ml. Mt khac, két qua phan tich thong ké ciing cho thay sy khac biét vé ham lugng
inulin cua dich c6 dic ¢ nhiét do 50°C va 55°C la sy khac biét khong c6 ¥ nghia théng
ké. Két qua nay c6 nghia 13 ¢6 dic dich chiét inulin tir ci dang sam tir 125 ml thanh 25

ml ¢ nhiét d6 50°C va 55°C khéng lam thay d6i ham lwong inulin cta dich c6 dic.
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Hinh 3.23. Anh huéng ciia nhiét 39 ¢6 dén ham lwong inulin ciia dich ¢ diic

Tir cdc phdn tich & trén cho thay khi cé ddc dich chiét inulin ci dang sam tir 125ml
xuéng con 25ml ¢ nhiét do 55°C thi ham lwong inulin co trong dich cé ddac cao hon khi
co dac o nhiét do >55°C. Nhw vdy, nhiét do thich hop cho qua trinh c6 ddc dich chiét
inulin cu dang sdm tir 125ml thanh 25ml 12 55°C,

Khi nghién ciru ¢6 dic dich chiét inulin tir 125ml thanh 10ml trong thoi gian 35
phut & nhiét do c6 trong khoang 50°C+65°C cho thay khi tang nhiét do c6 tir 50°C Ién
55°C thi ham luong inulin cta dich ¢6 dac tang va dat cao nhat khi nhiét d6 ¢ 1a 55°C.
Sau d6 néu tiép tuc tang nhiét do c6 trén 55°C thi ham lugng inulin cua dich c6 dac giam
theo chiéu ting cua nhiét do va dat muc thip nhat (7,52+0,6) mg/ml khi nhiét d6 c6 1a
65°C. Tuy vay, két qua danh gia thong keé lai cho thay sy khac biét vé ham lugng inulin
cua dich c6 dac khi c6 ¢ cac nhiét @6 50°C, 55°C va 60°C la su khac biét khong cé y
nghia théng ké c6 nghia 1a khi c6 dich chiét inulin tir 125ml thanh 10ml & cac nhiét do
6 50°C, 55°C va 60°C khong anh huong t6i ham lugng inulin cia dich co dac. Két qua
phan tich théng ké ciing cho thiy sy khac biét vé ham luwong inulin cua dich ¢6 dic khi
cd & nhiét d6 60°C va 65°C 1a sy khac biét co ¥ nghia thong ké, co nghia 1a khi ting
nhiét @6 co6 1én 65°C thi ham Iugng inulin cua dich c¢6 dac sé giam so véi khi ¢6 & 60°C.

Tir cdc két qua phdn tich ¢ trén cho thay khi ¢6 déc dich chiét inulin cu dang sam

trong diéu kién chadn khong o nhi¢t do <55°C thi ham lwong inulin cua dich co6 dac dat
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gid cao nhat. Do vay, nhiét do nay dwoc lua chon dé cé6 dac dich chiét inulin.

* V& ham lwong fructan
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Hinh 3.24. Anh hwéng ciia nhiét dd ¢6 dén ham lwong Fructan cia dich ¢ diic

Két qua phan tich & hinh 3.24 cho thay cho thay nhiét d6 c6 dic ciing c¢6 anh hudng
téd1 ham luong fructan c6 trong dich ¢6 dac. Cu thé, khi thuc hién qua trinh ¢6 125 ml
dich chiét inulin thanh 10 ml, & nhiét 36 500C thi dich ¢6 dic c6 ham lugng fructan la
(22,40£1,24) mg/ml va khi tang nhiét do co 1én 55°C thi dich c6 dac thu dugc c6 ham
luong fructan dat mirc (22,194 0,56) mg/ml, gan twong tmg voi ham lugng fructan cua
dich c6 dac ¢ 50°C. Tiép tuc tang nhiét do co6 1én 60°C thi ham lugng fructan cua dich
o ddc giam xudng chut it va chi con (20,95+0,1) mg/ml. Khi tiép tuc ting nhiét do co
Ién 65°C thi ham lugng fructan cua dich ¢6 dac c6 xu hudng giam manh va chi con
(18,18+0,59) mg/ml. Két qua phén tich thong ké cho thiy su khac biét vé ham luong
fructan cta dich ¢6 dac ¢ nhiét 50°C va 55°C la su khac biét khong c6 y nghia théng ké
va khong anh hudng téi ham luong fructan ctia dich ¢6 dac khi ¢6 tir 125ml thanh 10ml.
Mit khac, két qua phan tich théng ké ciing cho thiy su khac biét vé ham lugng fructan
cta dich ¢6 dic & nhiét 46 55°C, 60°C va 65°C 1a sy khac biét co y nghia théng ké. Két
qua nay c6 nghia 1a c6 dic dich chiét fructan tir 125 ml thanh 10 ml ¢ cac nhiét do 55°C,
60°C va 65°C sé& lam thay d6i ham luong fructan cua dich c6 dic.

Tir cdc phén tich & trén cho thdy khi ¢é ddc dich chiét fructan cu dang sam tir
125ml thanh 10ml ¢ nhiét @6 50°C va 55°C thi ham luong fructan co trong dich cé ddc
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cao hon khi co ddac o nhiét do > 55°C. Nhw vdy, nhiét do thich hop cho qua trinh c6 dac
dich chiét fructan cu dang sam tir 125ml thanh 10ml & 55°C.

Két qua phan tich con cho thay khi thue hién qué trinh ¢6 125 ml dich chiét fructan
thanh 25 ml ¢ nhiét d6 50°C thi dich c6 dac ¢6 ham lugng fructan la 12,4 mg/ml va khi
tang nhiét do co6 1&én 55°C thi dich c6 dac thu dugc c6 ham lugng fructan dat mirc cao
nhét, twong tng 1a 12,92mg/ml. Tiép tuc ting nhiét 6 c6 1én 60°C thi ham luong fructan
ctia dich c6 dic lai c6 xu thé giam xudng chut it va chi 1a 11,76 mg/ml. Khi tiép tuc ting
nhiét do ¢ 1én 65°C thi ham luong fructan cua dich ¢6 ddc ¢ xu hudng giam thap nhat
va chi con 9,66 mg/ml. Tuy vay, két qua phan tich théng ké cho thiy su khac biét vé
ham lugng fructan cua dich ¢6 dac ¢ nhiét 55°C, 60°C va 65°C 1a su khac biét co6 y nghia
théng ké (p<0,05) tlrc nhiét do co 55°C, 60°C va 65°C c6 anh huong téi ham lugng
fructan cua dich co dic khi ¢6 tir 125ml thanh 25ml. Mit khac két qua phan tich thong
ké cling cho théy su khac biét vé ham luong fructan cua dich ¢6 dac ¢ nhiét do 50°C va
55°C 1a su khéac biét khong c6 ¥ nghia thong ké. Két qua nay co nghia 1a ¢6 dic dich
chiét fructan cu dang sam tir 125ml thanh 25ml ¢ nhiét do 50°C va 55°C khong lam thay
ddi ham luong fructan cua dich co dac.

Cdc phdn tich 6 trén cho thdy nhiét @ c¢é dic dé bdo ton ham heong inulin va fructan
tot nhat la & 55°C va dwoc chon lwa dé cé dac dich chiét cho nhitng nghién ciru tié}) theo.
3.3.4. Xac dinh nhiét @ két taa inulin tir dich chiét

Do ban chat inulin I chit tan trong nudc néng va bi két taa & nhiét do thap nén
khi dé dich chiét chra inulin va fructan & nhiét do thap, inulin va fructan c6 thé tu két
taa trong nudc. Dé xac dinh nhiét d6 két tua, luan an tién hanh 3 mau thi nghiém két tua
inulin va fuctan cé trong dich chiét bang ethanol & nong do gay két taa 80% va 90% va
tu két taa saccharide & nhiét do thap. Qua trinh két tua dugc thuc hién & nhiét do (6+1)
°C; -(11#1) °C; -(17+1) °C. Két qua trinh bay qua bang 3.12.

Két qua bang 3.12 cho thay khi dé dich chiét ¢ nhiét do cang thap thi ham luong
saccharide két taa cang nhiéu. Cu thé, & -(17+1) °C ham luong saccharide thu dat muc
cao nhat (86,23+1,66) mg/g. Trong khi d6, néu dé dich chiét ¢ nhiét d6 -(11+1) °C va
(6+1) °C thi ham luong saccharide ty két taa thu duoc giam xudng va chi con twong (g
1a (36,98+2,43) mg/g va (22,33+2,04) mg/g. Mat khac, két qua phan tich ciing cho thay
khi dé tu két tua trong lanh thi ham lwong saccharide thu duoc thap hon rat nhiéu khi

két taa bang ethanol & nong do 80% va 90%.
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Bang 3.12. Két qua két tiaa inulin va fuctan & cac nhiét dé khac nhau

Mau ty Nong dd dung mai Ethanol
o | KEt tia 80% 90%
N ((Ig)dg Ham lwgng | Hamlueng Higu Ham lwgng Hisu sukt
saccharide inulin suat fructan ;

(mglgkhe) | (MO/gkhd) | (o6 | (malgkhe) | (%O

(6+1) 22,33°+2,04 | 222,66 +5,09 | 95,53 278,90* +2,16 94,84

- (11%1) 36,98 +2,43 | 224,19°+8,71 | 96,19 | 279,67+ 4,80 95,10

- (17+1) | 86,232 +1,66 | 224,21*+5,38 | 96,20 | 279,732+6.16 95,12

Ghi chi: Cac char cai khac nhau trong cung mgét cét thi khac nhau (p<0,05)

Mt khac, két qua nghién ctru ciing cho thay khi két taa inulin bang con ¢ ndng do
gay két tia 80% thi ham luong thu inulin thu duoc ¢ ca 3 ngudng nhiét do -(17+1) °C,
-(11%1) °C va (6+1) °C khong cd su khac biét mang y nghia thong k&, tirc nhiét do khéng
anh huong t6i ham luong két tua va ham luong inulin két taa thu dugc trong khoang
(222,66+224,21) mg/g khd véi hiéu xuat két taa khoang (95,53+96,20) %. Trong khi
d6, két tua fructan bang con ¢ ndng d6 gay két taa 90% thi ham luong fructan thu duoc
& ca 3 ngudng nhiét khdng c6 su khéc biét mang ¥ nghia thong ké va ham lugng fructan
két tia thu dugc trong khoang 278,90 + 279,73 mg/g kho vai hiéu xuat két taa vao
khoang (94,84+95,12) %.

Nhu vay, qua trinh két taa inulin va fructan bang ethanol thi nhiét 6 khong cé anh
huong téi ham luong inulin va fructan thu dugc sau két taa. Do vay, dé tiét kiém chi phi
nén két tua inulin va fructan bang ethanol ¢ nhiét do (6+1) °C. Mit khac, khi két tua
bang ethanol thi ham lugng inulin va fructan thu duoc cao gap tir 2,6 + 10 1an so Véi tu
két tia trong nudc lanh. Do vay, chi nén st dung ethanol dé két taa inulin va fructan.

Tir tat cd cdc két qud phdn tich & trén phép chon ethanol ¢ nong dg 80% va 90%
dé két tia inulin va fructan; nhiét dé heu trit trong qud trinh két tia la (6+1) °C va nhiét
do co dac 55°C.
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3.4. NGHIEN CU'U TINH SACH VA XAC PINH PAC PIEM CAU TRUC PHAN
TU CUA PHAN TU INULIN
3.4.1. Nghién ciru tinh sach inulin

Dé c6 thé thu nhan inulin cu ding sim tinh sach, ludn 4n tién hanh thu nhan bot
saccharide tho tir cti dang sam theo cach thic sau: chiét dich chiét inulin tir cii dang sam
theo quy trinh d3 dé xuit & trén, c6 dic dich chiét dén 16°Bx, két tua saccharide thd bang
Ethanol & nong d6 90% dé gay két tia va gitr hon hop két tia ¢ nhiét d6 lanh (6+1) °C
trong 24 h. Sau d6, ly tdm lanh thu két tua voi toc d6 13000 vong/phut & nhiét do 16°C
trong 16 phat. Két tua tiép tuc dugc sdy kho ¢ 55°C dén trong lugng khong doi tao thanh
bot saccharide thd va st dung bot nay dé tai két tia phan doan thu inulin tinh khiét. Bot
saccharide tho dugc pha thanh dung dich 10000 ppm va tién hanh tai két tinh 6 lan bang
Ethanol ¢ nong do 80% gay két tua dé thu inulin tinh sach. Sau d6, tién hanh st dung
inulin tinh sach (mau trang nga) dé chay sic ky ban mong silicagel v4i chat chuan 1a
inulin (Merck) c6 Mw (Molecular weight) 1a 3190 Da. Két qua sic ky tinh sach va chay
sic ky duoc trinh bay & cac bang 3.13, 3.14 va hinh 3.25.

Bang 3.13. Hiéu suit thu hdi inulin ci ding sim qua céc giai doan tai két tia

L, Ham lugng o , .
Lan ket ) Ham lwong inulin tinh | Hiéu suat thu hoi
) saccharide trwéc khi
tinh th , sach (mg/g bjt) (%)
két tua

4 816,672+28,27 730,612 +4,02 89,46° +0,89

5 730,612 +4,02 663,95°+29,63 90,88"+4,99

6 663,95°+29,63 613,07°+17,52 92,34%+0,84

Ghi chl: Cac ché cai trong cling mét cot khdc nhau thi khdc nhau ¢é y nghi thong ké (p<0,05)
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G F Scr lc 180 190 lc 180 190

Hinh 3.25. Hinh anh sic ky ban méng trén silicagel ché pham inulin tinh sach véi

hé dung méi chloroform: acetic acid: nwéc 1a 7:6:1

Bang 3.14. Két qua tinh toan chi so6 Ry caia inulin ci diang sam tinh sach trén

sic ky ban maéng silicagel

STT | Théngsé | Inulin chuan cia Merck | Inulin ca dang sm tinh sach
1 a (cm) 2,2 2,2
2 b (cm) 5,3 51
3 Ri=a/b 0,415 0,411

Tl cic két qua trinh bay & cac bang 3.13, 3.14 va hinh 3.25 cho thay:

* V& hiéu suit thu nhin inulin ci dang sim tinh khiét: Két qua cho thay sau
mdi 1an tai két tinh bing ethanol & ndng d6 80% thi ham luong inulin thu duogc cling
khac nhau. Cu thé sau cac 1an két tinh thu 4, 5 va tha 6 tai két tia bang Ethanol & nong
d6 80%, hiéu sut thu Inulin tinh sach twong tng 1a: 75,07%, 84,76% va 97,85%. Chtng
t6 sau mdi 1an tai két tua, tap chit dan bi loai b6 va két taa dan chi con inulin.

* Panh gia dg tinh sach cda inulin

Két qua sic ky ban mong silicagel trinh bay ¢ hinh 3.25 va bang 3.14 cho thay trén
ban sac ky ban mong, mau inulin tinh sach phan tach thanh 2 vét, trong d6 c¢6 vét ¢ chi
s6 Retwong tng voi mau chuan inulin caa Merck (Mw 3.190). Nhu vay, vét nay chinh
1a inulin c6 Mw 3.193 Da.
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Tir cac phan tich & trén cho thdy sau khi két tinh lgi nhiéu lan cé thé thu dwoc
inulin tinh sach.
3.4.2. P¢ xuit quy trinh tinh sach inulin tir cii ding sAim moc tu nhién tai Lac
Duwong - LAm Dong

Tir cac nghién ctru ¢ trén, cho phép dé& xuét quy trinh tinh sach inulin tir bot

saccharide cti dang sam trinh bay & hinh 3.26.

Nguyén liéu khd, am d6 <10%

v

Xir Iy nguyén liu [« N-hexan va EtOH 90%

v

DUQC LIEU PA XU LY
v O 71°C, 36 phat, ty 1&
Chiét nudce/nguyén licu: 47 ml/g

'

Loc (Loc tho va loc tinh bﬁng mang PTFE 0,45nm)
v
Co dac

Két tia saccharid

Ethanol 90%, gitt & o Tai k{t "
(6£1) °C, trong 24h al et tua

Liplailan 3 + 6

Tbc do 13000 v/p &
16°C, trong 16 phut

Ly tdm

v

Két taa inulin tinh

\ 4

Say kho

Bot inulin tinh sach

Hinh 3. 26. Qui trinh tinh sach inulin tir dich chiét ding sim
* Thuyét minh qui trinh
+ Nguyén liéu: ca dang sdm twoi moc tai Lac Duong - Lam Ddng. Sau khi thu
hoach, tién hanh phan loai va thu ct tuoi dat ba nim tudi.
Cu twoi 3 nam tudi duogc xur 1y, rira sach tap chét, thai nho mong (1 mm) va séy
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kho & nhiét 6 <60°C cho dén khi dat am do <10% thi bao g6i bang bao bi PA hit chan
khong 100% va bao quan & ngin mat ti lanh dé dung lam nguyén liéu cho qué trinh
nghién ciru.

+ Xir Iy nguyén liéu: Mau dung cho nghién ctru dwge nghién nhé <125mm (dudi
sang ray) va tién hanh loai chat béo bang n-hexan. Sau d6 nguyén liéu tiép tuc duoc sdy
kho ¢ nhiét do & nhiét do <60°C va xtr Iy bang Ethanol 90 % trong 15 phut theo hinh
thirc chung cat hdi luu dé loai cac loai dudng tu do, cac chit mau, cac acid amin va cac
chat tan trong néng do Ethanol 90%. Céc chét tan trong dung moi con Ethanol 90 %
dugc dung cho cac nghién ctiru khac. Nguyén liéu sau khi xtr 1y so bo duoc sy kho ¢
nhiét d6 < 55°C va dung lam nguyén liéu chiét inulin, fructan.

+ Chiét: qua trinh chiét inulin va fructan bang nudc cat hai 1an trong diéu kién co
hd tro ciia song siéu 4m vai tan s6 37 KHz, & nhiét do 71°C, ti 1é dung mdi so v4i nguyén
liéu 47 ml/gam, siéu am trong 36 phut.

+ Loc: Loc thu dich chiét chiét bang vai loc, sau d6 loc lai bang ludi loc véi kich
¢0 0,1lmm va tiép tuc loc qua mang siéu loc PTFE 0,45nm dé thu dich loc inulin, fructan.

+ Co dic: Dich loc dugc c6 dic bang thiét bi ¢ quay chan khong véi tée 46 quay
90 v/p & < 55°C cho dén khi dich c6 dic dat 16°Bx thi nging qua trinh ¢6 dic va thu
dich c6 dic dé dung cho qué trinh két tia saccharide.

+ Két tiia saccharide thd: tién hanh két tua saccharide tho trong dich ¢ dic bang
Ethanol 99,7% ¢ nong do gay két tia 90% va gitr hdn hop ¢ nhiét do lanh (6 +1) °C
(ngian mat ti lanh) trong 24h dé ling két tia. Sau d6 tién hanh ly tdm lanh ¢ 16°C véi
tdc d6 13000 v/p, trong 16 phat dé thu két ta saccharide thd. Thu két tia va siy kho két
tha & nhiét d6 < 55°C dé dung cho qua trinh nghién ctru tinh ché inulin theo k¥ thut tai
két tiia nhicu 1an.

+ Tai két tha: tién hanh tinh ché inulin theo k¥ thuat tai két tia nhiéu lan:

- Tai két tia saccharide 1an thir nhat: Hoa tan két taa trong nudc cat hai lan
thanh dung dich c6 ndng d6 10000 ppm va tién hanh két tua bang Ethanol 99,7% & ndng
d6 gay két tna 80%. Dé lang két tua & nhiét do (6 +1) °C trong 24 h va tién hanh ly tim
lanh ¢ nhiét d6 16°C vai téc do 13000 vong/pht trong 16 phat dé thu két tia. Két tia
dugc say kho & < 55°C dén trong luong khong doi.

- Tai két tiia saccharide 1an thir hai: hoa tan két taa trong nudc cat 2 1an va két
tia bang Ethanol 99,7% & ndng do gay két tia 80%. Dé lang két tua & nhiét do (6 +1)
°C trong 24 h va ly tam lanh thu két tia & nhiét d6 16°C véi toc dd 13000 vong/phut
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trong 16 phut. Két tua duoc séy kho & nhiét do < 55°C dén trong luong khong doi.

Qua trinh tai két tia duoc 1ap lai dén 1an tha 5 va thir 6. Trong qué trinh tai két tua,
tién hanh danh gia ham luong inulin thu duoc sau mdi lan tinh sach va kiém tra d6 tinh
sach ctia mAu tai két tia 1an cudi ciing bang sic ky ban mong trén silicagel v6i hé dung
mdi chloroform: acetic acid: nuéc 1a 7: 6:1 va dung mau inulin tinh sach nay dé xac dinh
dic diém ciu trac phan ti.

3.4.3. Xac dinh dic diém céu tric phan ti inulin
3.4.3.1. Trong lwong phan ti caa inulin

Str dung phuong phap sic ky sang loc phan tir dé xac dinh trong lwong phan ti caa
inulin tinh khiét thu nhan tir ct dang sim moc tu nhién tai Lac Duong - Lam Déng (Hinh
3.27 va bang 3.15). Két qua sac ky sang loc phan tir cho thay Fructose polysachride cia
cu dang sam tinh sach 1a mét hdn hop gdm 2 phan tir c6 khéi luong phan tir khac nhau:
mot phan tir c6 trong luong phan tir 3.193 Da, chiém 96,448 % hdn hop va mot phan tu
c6 khdi lugng phan tir khoang 1.112.892 Da, chiém 3,552 % cua hdn hop.

Bang 3.15. Két qua phan tich khdi lwgng phan tir ciia cac thanh phan

polysachride ciia cii dang sAm mec tw nhién tai Lac Dwong - LAm Pong

STT |Rt(min) | Diéntich pic | Ty I¢ dién tich pic (%) Kho”“z-’[r)‘g)pha”m

1 4,919 247,161 3,552 1.112.892

2 8,673 6711, 200 96,448 3.193

my
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Hinh 3.27. Sic ky dd ché phdm polysacchride tinh sach trén sic ky ray phan tir
hiéu ning cao (sic ky loc gel)

Tir nhitng két qud phan tich sdc ky loc gel ¢ trén cho thdy polysacchride cia cu
dcfng sam moc tu nhién tqi Lac Duong - Lam Bo”‘ng la mét hon hop gém 2 phan tur: mot
phan ti c6 khoi liwong khodng 3193 Da, chiém 96,448% va mét phan tiz c6 khai lirong
khodng 1.112.892 Da, chiém 3,552%.
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3.4.3.2. X4c dinh cau trdc phan tir Inulin

Tién hanh phan tich phé FT- IR cua inulin ci dang sim (Hinh 3.28+3.29) cho thiy
c6 mot peak tron rong OH cua duong kéo dai & vung 3300-3500 cm, C=0 tai vung
1631+1640cm™ va CH tai 2927+2932 cm™ d chi ra cdu trac hoa hoc gidng nhau. Thém
vao d6 cac peak tai ving 943 cmIchi ra sy hién dién cua phan tir Fructose furanose. So
sanh voi phd FT-IR cua inulin trong cdy diép xodn (Chicory) do Mudannayake va cong
su (2015) phan tich [107] cho thay: phd FT- IR cta inulin tinh sach tir ca dang sim moc
tu nhién tai Lac Duong - Lam DPong (Hinh 3.29) va FT-IR cua Inulin Chicory thuong
mai (Hinh 3.28) khong c6 su khac biét.

d VR
2 1\ / V\
%2 \ ,ﬁ J \ ["“hﬁ y,
2s \ A, )
" \ Y o \ F],f \r
= \ 5 ""k)
| | | I3
3 & | : 83: 3
Hinh 3.28. Phé IR ciia inulin thwong mai (Chicory Inulin - OraftiR GR)
[107]
?J-E ST |
= \:“'1 /’/ o
o S / C=0
* OH

Hinh 3.29. Phé FT-IR cia inulin tinh sach tir ca diang sam
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Hinh 3.31. Phé DEPT ciia inulin tinh sach tir cii ding sim

F-H3 F-H1,H5,H6

 F-H4
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Hinh 3.32. Phé 'H-NMR (D20, 500 MHz) ciia inulin tinh sach tir cii ding sim
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Két qua phan tich phé 'H-NMR (Hinh 3.32) va 3C-NMR (Hinh 3.30) cua inulin
cu dang sam c6 dang phd dic trung cho mot fructose polysaccharide véi cac tin hiéu
cong hudng manh caa cac don vi duong B-D-fructose furanose va tin hiéu yéu cia don
vi duong a-D-glucose pyranose cudi mach.

Két qua phan tich phd $3C-NMR (Hinh 3.30) va phé DEPT (Hinh 3.31) caa inulin
ct ddng sdm cho tin hiéu cong huéng cua 6C, bao gom mot C khong lién két véi hydro
tai 8¢ 103,31 ppm, 3 nhém CH tai 8¢ 74,41; 77,11 va 81,16 ppm, 2 nhém CH: tai &c
61,01 va 62,21 ppm. Céc tin hiéu nay hoan toan phu hop vai cac s liéu phan tich phd

phén tu B-D-fructose furanose trong mach fructose polysaccharide [54].

F-C2 :
o PO Rt F6 Egt
| — J_J‘L. L
C3/H3
 cama ki
v 0 SF-Ha
OH oH ] :
) %
. ’ ¢ I
‘. C5/HS C6/H6 ‘. C1/H1 |4 F-HLH5,H6

1 £ 8 8 ¢+ 2 2 58 2 2 8 8 8 s}
Hinh 3.33. Phé HSQC ciia inulin tinh sach tir cii ding sim

Két qua phan tich pho *H-NMR (Hinh 3.32) cua inulin ci dang sam con cho thay
tin hiéu 7 proton caa don vi dudng B-D-fructose furanose, bao gém 2 proton tai on 4,23
(m, 1H); 4,08 ppm (m, 1H) va 5 proton trong vung Jn 3,68 — 3,92 ppm. Ngoai ra, trén
phd nay con xuat hién céc tin hiéu véi cuong do thap caa don vi duong a-D-glucose
pyranose: proton anomeric cong hudng tai on 5,41 ppm (d, J = 4,0 Hz, H-1") va 2 tin
hiéu cong huong tai on 3,53 ppm (dd, J = 4,0; 10,0 Hz, H-2’) va 3,46 ppm (t, J = 9,5 Hz,
H-4"). Ty 1€ cuong d6 tich phén gitra H-1’ cta don vi duwong a-D-glucose pyranose va
H-3, H-4 cta don vi duong B-D-fructose furanose cho phép du doan cac don phan (DP:

Degree of polymerization) cta inulin vao khoang 19-23 don vi B-D-fructose furanose.
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Hinh 3.34. Phé HMBC cia inulin tinh sach tir cii ding sim

Két qua phan tich phé HSQC va HMBC (Hinh 3.33; 3.34) cua inulin ca dang sam
gilp khang dinh chinh x4c d6 dich chuyén hoa hoc cua carbon va hydro trong phan tu
inulin. Twong tac HMBC gitra H-1’ ctia don vi duong a-D-glucose pyranose va C-2 cua
don vi duong B-D-fructose furanose khang dinh chic chan lién két giira don vi glucose
cubi mach véi don vi fructose tiép theo trong mach 1a lién két 1—2. Tuong tic HMBC
manh gitra H-1/C-2 va sy vang mat cua H-6/C-2 khing dinh giita cac don vi dudng p-
D-fructose furanose chi c6 céc lién két 1—2 trong cau tric caa inulin.

Bang 3.16. S6 liéu phd NMR ciia inulin tinh sach tir cii ding sim

Cac tuong tac
*Sc a'béc
C DEPT a%n (ppm) (J, Hz) HMBC quan

(ppm) | (ppm) trong (HoC)

—1)-B-D-Fructose furanosid-(2—

3,90 (d, J = 10,0 Hz, 1H)
1 |61,42 |61,01 |CH: C-2,C-3
3,69 (d, J = 10,0 Hz, 1H)

2 103,39 |10331 |C -

3 |7758 |7711 |CH | 423 (m, 1H) C-1,C-2, C-4
4 | 7493 | 7441 |CH | 4,08 (m, 1H) C-3,C-5, C-6
5 |8143 |81,16 |CH |385(m, 1H) C-4,C-3

6 |6248 |6221 |CH, |3,83(m, 1H) C-4,C5
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3,75 (m, 1H)

a-D-Glucose pyranosid-(1—
I’ 192,73 kth 5,41 (d, J=4,0Hz) C-2
2> | 70,75 | kth 3,53 (dd, J = 4,0; 10,0 Hz)
3° [73,04 [kth 3,82 (M)
4> 169,78 | kth 3,46 (t, J = 9,5 Hz)
5 [71,64 [kth 3,82 (M)
6> | 60,75 |60,5 3,79 (m)

Ghi chli: 2Po trong D20, ® 125MHz, ¢ 500MHz; kth- khdng rd tin hiéu, *theo De Oliveira
va cong su [54].

Tir cac két qua phan tich pho ¢ trén
va sb liéu (bang 3.16) cho phép khang
dinh phéan tu polysaccharide trong cu
dang sam moc tu nhién tai Lac Duong -

Lam Dong 1a mot inulin dang fructose

polysaccharide cO0 khoang 19-23 don
phan vai cau trdc trinh bay ¢ hinh 3.35. L o
Hinh 3.35. Céu triic héa hoc ciia

inulin ci dang sim moc tw nhién tai
Lac Duong - Lam Dong

Tir tat ca cac phan tich ¢ trén cho thay inulin ci dang sAm moc tw nhién ¢ Lac
Durong - Lam Bong bao gom 2 logi fructose polysaccharide c6 trong hrong phan ti
khac nhau: 1 logi c6 khoi lwong phan tir khodng 3.193 Da, chiém ty ¢ 96,448% va mét
c6 khoi lieong phan tiz khodng 1.112.892 Da, logi chiém 3,552%.

3.5. NGHIEN CU'U SAY PHUN TAO BOT INULIN CU PANG SAM
3.5.1. X4c dinh chit mang va ty 1¢ chidt mang
3.5.1.1. Xac dinh chat mang

Tién hanh 4 mau sy phun dung dich inulin cti dang sim c6 d6 dac 16°Bx véi chat
mang st dung khac nhau: Mau 1: mau ddi chimg khong c6 chit mang, mau 2: bd sung
dextrin, mau 3: bd sung maltodextrin va mau 4: bd sung gum arabic. Cac mau déu st
dung mang véi nong d6 10%, nhiét do khong khi dau vao/ra 180/85°C, ap suat khi nén
(ASKN) 3 atm, téc d6 dia phun (TPDP) 16000 vong/phut trong dwong toc do bom nhu
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dong nhap liéu (TD BND) la 10 ml/pht. Sau khi siy phun danh gia kich thuéc hat (Z-

average) va do phan tan cta chat mang (chi s6 phan b kich thudc (PDI- Polydispersion

Index hay chi sé da phan tan), tinh chét nhiét bang thiét bi quét vi sai bu nang luong

DC-60 (M¥), ham luong inulin cua bot thu duge. Két qua dugce trinh bay & cac hinh

3.36, 3.37 va cac bang 3.17 +3.19.
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Hinh 3.36. Gian dd phan tich kich thwéc hat va dd phén tan cia bot

inulin cit dang sim siy phun sir dung cic chat mang khac nhau

100



0Sc Thermal Analysis Result

o o Thermal Analysis Result
Pesk o
Orast L909C —
10.00 Emavet 504 08C
::’ !: 0
Ers  1T1XC T
-0.00 rest 41 80 :::; ‘H }
eat 3
000 100 00 20000 300,00 40000 50000 600.00
Temp [C]
Bot inulin tinh sach Bot inulin dang sam say phun véi

cac chat mang
Hinh 3.37. Gian dd phan tich nhiét vi sai bét inulin cit ding sim siy phun sir
dung cac chit mang khac nhau
Bang 3.17. Kich thwéc hat va d§ phan tin ciia bot inulin cii ding sAm siy phun sir

dung cac chit mang khac nhau

STT Loai chiat mang Z-average (d.nm) | Métdd (%) PDI
1 Déi ching Khéng thu dugc bot say phun
2 Dextrin 666,1°+51,60 89,2° 0,735
3 Maltodextrin 882,22+101,4 100,09 0,497
4 Gum Arabic 438,6°+76,61 47 K¢ 0,598

Ghi chu: Cdc chir cdi trong cung mot cot khac nhau thi khac nhau p<0,05
Bang 3.18. Tinh chét nhiét ciia bt inulin ci ding sim siy phun sir dung c4c chét
mang khac nhau

Nhiét d§ (°C)
Loai bot Mit | Gay dirt gdy| Phén hiy |Phan hiy | Do bén
nwéoc | nhém chirc| nhém chire |hoan toan nhiét
-Tm -Tm -Te Céll trac
Inulin tinh sach 131 - 226 537 Dbi chimg
Inulin - dextrin 93 - 207 508 Gidm
Inulin - maltodextrin | 72,97 152 497 > 600 Tang
Inulin - gum arabic 109 226 322 563 Tang
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Bang 3.19. Ham lweng Inulin va tinh chit cim quan cia cac loai bt siy phun

Chit bo Ham lwugng | Ham lwgng |Ham lwong | pH | Trang thai
mang tan Inulin (mg/g) [Fructan (mg/g) | Tro (%) cam quan

i Hoi chua

Maltodex | Dé tan | 446,60% +4,75 | 472,56* +3,22 | 4,82°+ 0,07 | 5,46 | ngot, mui
dac trung

Hoi chua

Dextrin | D& tan | 404,14° 599 | 431,16°+7,59 | 1,91°+0,08 |5,15 | ngot, mui
dac trung

442,39+ 5,19 flon ehua,

- i , . .

Gum | paan [T 469,75 +2,19 | 509°+0,05 | 584 | Yihoi
Arabic dang, mui
dac trung

Ghi chii: Céc chit cdi trong ciing mot cét khdc nhau thi khdc nhau c6 y nghia thong ké (p<0,05)

Tir cac két qua trinh bay ¢ cac hinh 3.36, 3.37 va cac bang 3.17 +3.19 cho thay:

* V& kich thuéc hat va do phan tan

Két qua sy phun cho thay bot inulin cti ding sim sy phun bd sung maltodextrin
¢6 kich thudc hat 16n nhat (882,2 + 101,4) nm, 16n hon kich thudc hat cua bot inulin
dang sim sy phun bd sung dextrin (666,1 + 51,60) nm va Gum Arabic (438,6 + 76,61)
nm. Tuy vay bot inulin cii dang sam sdy phun bo sung chat mang maltodextrin lai c¢6 chi
s6 PDI (Polydispersion Index) 1a 0,497, thip nhét so voi chi s6 PDI cua bot inulin cu
dang sam sdy phun st dung chit mang gum arabic va dextrin (chi sé PDI ctia bot inulin
¢t dang sim say phun st dung chat mang gum arabic va dextrin lan lugt 1a 0,598 va
0,735). Két qua danh gia mat d6 cta bot inulin cti ding sdm sdy phun con cho thay mat
d6 bot inulin ci dang sam say phun sir dung chat mang matodextrin 1a 100% trong khi
bot inulin ct dang sim sdy phun st dung chat mang dextrin va gum arabic tuong tng
chi 1a 89,2% va 47,5%.

Vé mit 1y thuyét, dudng kinh trung binh ctia kich thude bot inulin ci dang sam
sdy phun duoc biéu dién bang thong sé Z-average (d. nm). Theo tiéu chuan ISO 22412
(2008) [148], d6 phan tan cac chit mang (chi s6 phan b kich thudc - PDI hay chi s6 da
phén tan) 1a thudc do khong thir nguyén ctia d6 rong phan b kich thude. PDI ¢6 gid tri
nam trong khoang 0 dén 1. Khi PDI < 0,3 thi bot c6 phan b kich thude hep, bot co PDI
> 0,5 s& co khoang phan b rong. Néu PDI qué 16n, gan bang 1 thi bt ¢6 thé khong phu
hop v6i phuong phép do nhidu xa 4nh sang dong do ¢ chira nhiéu tiéu phan c6 kich
thude 16n qua gidi han do cia may. Két qua khac nhau vé PDI duoc giai thich 1a do ban
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chat cic chat mang, khi chat mang lam cho mau giam tinh ddng nht giita cic hat nano
s& din dén PDI tang. Ly thuyét nay cho thay bot inulin ca ddng sdm sy phun sir dung
maltodextrin ¢ chi s6 PDI thap nhét (0,497). Nhu vdy maltodextrin c6 kha ning lam
cho bét inulin ci dang sdm sdy phun c6 tinh déng nhat cao hon han dextrin va gum
arabic. Mt khac, mat do hat cta bot inulin ca ding sim say phun sir dung chit mang
maltodextrin 1a 100% ciing cao hon han khi sir dung dextrin (89,2%) va gum arabic
(47,5%). Tir cac phan tich & trén cho thiy maltodextrin 13 chit mang tao ra bot inulin cu
ddng sam sdy phun c6 d6 phan tan tot nhat.

* V& tinh chat nhiét

Két qua danh gia tinh chat nhiét cta bot inulin ci dang sim sdy phun st dung cac
chat mang khéc nhau (Hinh 3.37) cho thay bot inulin ct dang sam khong str dung chat
mang 6 peak thu nhiét Tm & khoang nhiét ¢6 131°C tuwong trung cho su mat nudc hap
thu trong phan tir inulin va c6 peak toa nhiét (Tc) ¢ khoang nhiét do 226°C tugng trung
cho su phan huy cac nhom chirc ¢6 trong thanh phan cua bot inulin dang sam say phun.
Peak téa nhiét (Tc) ¢ khoang nhiét do 537°C tuong trung cho su phan hiy nhéom chirc
cta inulin tinh sach va téa ra mgt nhiét nang khoang 73J/g. Trong khi d6 bt inulin dang
sam st dung chat mang maltodex (inulin-maltodextrin) c6 nhiét do kho mat nudc la
72°C, thap nhat so v6i nhiét do khé mat nude cua bot inulin - dextrin (93°C) va bot
inulin-gum arabic (109°C). Nhu vay, nhiét d6 kho mat nudc cua bot inulin cii dang sam
sdy phun c6 sir dung chit mang thip hon rit nhiéu so v6i murc nhiét mat nude cia bot
inulin tinh sach khong c6 chat mang (131°C). Két qua nay cho thay, khi st dung chat
mang thi bot inulin cii dang sim sdy phun v&i chat mang s& c6 nhiét 1am kho thap hon
tte inulin s& it bi phan huy hon khi siy phun chi c6 inulin. Két qua phan tich ciing cho
thay sir dung maltodextrin s& lam cho bot inulin - maltodextrin ¢6 nhiét do 1am kho thap
hon.

Két qua phan tich ciing cho thiy nhiét d6 phan hay Te nhom chirc (-OH) cua bot
sdy inulin-maltodextrin cao nhat (497°C) va nhiét do phan hity hoan toan trén 600°C,
cao hon so voi nhiét d6 phan hiily nhom chtic Te ctia bot sdy inulin-dextrin (207°C) va
inulin-gum arabic (322°C). Mit khac, két qua phén tich ciing cho thdy nhiét d6 phan huy
nhom chirc Te ctia bot sdy inulin-maltodextrin (497°C) cao gip d6i so v6i nhiét d6 phan
huy nhom chirc ciia bot inulin cu dang sam tinh sach khong c6 chit mang (226°C). Két
qua nay cho thiy khi c¢6 chit mang maltodextrin inulin s& dugc bao vé tot hon nén kho
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bi ph4 hity bai nhiét d6 khi siy. Két qua phan tich cling cho thay nhiét do phan hiry hoan
toan bot sy phun inulin-maltdextrin 12 600°C, cao nhét so v&i nhiét do phan huy cac
loai bot sdy phun khac. Cu thé, nhiét d6 phan huy hoan toan bot say phun inulin-dextrin,
inulin-gum arabic va inulin cu dang sam tinh sach 1an luot 1a 508°C, 563°C va 537°C.
Két qua nay c6 nghia 1a khi sir dung maltodextrin 1am chat mang khi siy phun tao bot
dang sam thi inulin s& duoc bao vé tt hon khi sir dung cac chat mang I1a dextrin, gum
arabic va khong st dung chit mang.

Két qua nay co thé dugc giai thich 1a do maltodextrin chira nhiéu nhém hydroxyl
(-OH) va ¢o cau tric phan nhanh nén cac nhom hydroxyl (-OH) phan bé déu trong
khong gian nén dé twong tac v6i cac nhom hydroxyl (-OH) cua inulin tir d6 tao thanh
cAu tric phirc hop bao ldy phén tir inulin 1am cho inulin dugc bao vé tot hon [38].

T tdt cdc cdc phan tich 6 trén cho thdy sir dung chdt mang maltodextrin trong sdy
phun tao bot inulin cu dcfng sam sé€ tao ra bot inulin cu dcfng sam nhanh kho hon, bot
bén véi nhiét va inulin dwoc bdo vé tot nhit.

* Vé ham lwong inulin va Frutan

Két qua phan tich & bang 3.19 cho thay khi siy phun tao bot inulin ct dang sam st
dung chat mang khac nhau thi ham luong inulin ctia bot cling khac nhau va tit ca cac
dang bot inulin ca didng sim siy phun déu dé tan trong nudc. Cu thé, ham luong inulin
ctia bot say phun sir dung chat mang maltodextrin 14 (472,56 + 3,22) mg/g, cao nhat trong
s6 cac mau bot sdy phun da nghién ciru va ham lugng inulin ctia bot siy phun sir dung
chat mang dextrin dat thap nhat (431,16 +7,59) mg/g.

Tuong tu nhu trén, ham luwong fructan cua bot inulin ct dang sdm sdy phun sir
dung chit mang maltodextrin dat muc cao nhat (472,56 + 3,22) mg/g va ham luong
fructan ctia bot inulin cii dang sim say phun sir dung chat mang dextrin thap nhat, chi 1a
(431,16 +7,59) mg/g. Tuy vy, ham lugng tro cta bot inulin cu dang sim sdy phun voi
maltodextrin 1a 4,82%, thap hon ham lugng tro cta bot inulin ca dang sam sy phun
v6i gum arabic 5,09% va cao hon ham lugng tro cia bot ci dang sim sdy phun voi

dextrin 1,91%.

Tir tdt cdc cdc phan tich 6 trén cho thdy sir dung maltodextrin 1am chdt mang trong
sdy phun tao bt inulin sé tao ra bét sdy phun nhanh kho hon, bén nhiét va inulin dwoc

bdo vé tot hon. Mt khdc, bot inulin cii dang sam sdy phun c6 ham leong inulin cao
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nhdt. Do vdy, maltodextrin dwoc lea chon la chdt mang trong sdy phun tao bét inulin,

3.5.1.2. Xac dinh néng dé chat mang

Tién hanh 3 miu sdy phun inulin ct ding sam (PS1, PS2 va PS3) bd sung

maltodextrin véi ty 16 khac nhau: 5%, 10% va 15%. Cac mau déu sy phun ¢ nhiét do

khong khi dau vao/ra: 180/85 °C, ap suét khi nén (ASKN) 3 atm, toc do dia phun (TDDP)
16.000 vong/phut, trong duong tbc dd bom nhap liéu (TP BNL) 1a 10 ml/pht. Sau khi

séy phun danh gia kich thudc hat (Z-average), d6 phan tan, tinh chat nhiét, ham luong

inulin ctia bot cii dang sam thu dugc. Két qua trinh bay ¢ cac hinh 3.38+3.39 va bang

Results
Size (d.nm): % Intensity:  StDev(dn.  Results
Z-Average (d.nm): 539.3 Peak1:  957.2 67.1 142.9 Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.r
Pdl: 0.666 Peak 2: 205.7 32.9 28.01 Z-Average (d.nm): 882.2 Peak 1: 758.9 100.0 1014
Intercept: 0.930 Peak 3: 0.000 0.0 0.000 Pdl: 0.497 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Refer to quality report Intercept: 0.933 Peak3:  0.000 0.0 0.000
ity: Refert: li it
Size Distribution by Intensity Result quallw eler to quality repo
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Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1523 Peak 1: 9885 458 18.4
Pdl: 0.637 Peak 2: 25.84 54.2 3.260
Intercept: 0.962 Peak 3:  0.000 0.0 0.000
Result quality : Refer to quality report
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MAu sir dung 15% maltodextrin (DS 3)

Hinh 3.38. Gian @6 phan tich kich thwéc hat va do phan tan cia bot inulin ci

ding sim say phun véi ndng d6 maltodextrin khac nhau
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Bang 3.20. Kich thwéc hat va PDI ciia bot inulin ci dang sdm siy phun véi nong
d9 maltodextrin khac nhau

Ty 1é Kich thwéc Kich thwéc hat va mat do Do Am (%)
maltodextrin | hat trun
(9%) oirh (d nr%) Kich thuéc hat | Matdp | PDI
' (d.nm) (%)
5 539,3 957,2+142,9 67,1 0,66 6,31+0,17
205,7+28,01 32,9
10 758,9 758,9£101,4 100 0,497 | 6,31+0,71
15 1523,0 088,5+118,4 45,8 0,637 | 4,27+0,13
25,84+3,26 54,2
bsc Thermal Analysis Result .
mw Do Thermal Analysis Result
TR e ma 7w
Endset 168.63C |
TW‘U‘[:’ | (&} o ﬁm s h 100.00 200.00 32}:‘; e 400.00 500.00 600.00

Maiu inulin tinh sach

MAu bo sung 5% maltodextrin (PS 1)

bse Thermal Analysis Result
mwW
2000+
[
10,00 /
Peak  497.56C
Peak  7297C Onsst  436.12C
Onset 31.33C Endset  516.03C
Endset  127.76C / Heat 14.01Jig
oo Heat  -195%g //\/W
N
N
T ﬂ/ Peak  15279C
' onset  14958C
V Endset  162.84C
1000
Heat -5.58Jlg
000 10000 200.00 300.00 40000 500.00 500.00
Temp [C]

Mau bo sung 10% maltodextrin (DS 2)

Hinh 3.39. Gian dd phén tich nhiét cia mAu inulin ding siy phun véi ty 18

maltodextrin khac nhau
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Tir cac két qua trinh bay & cac hinh 3.37 = 3.40 va bang 3.20 cho thiy:

* V¢ kich thwéc hat va d phan tan

Két qua phan tich pho kich thudc hat va d6 phan tan cua bot inulin cii dang sam
sdy phun (Hinh 3.38) cho thdy miu inulin siy phun b6 sung 5% maltodextrin ¢ kich
thude hat trung binh nho nhat (539,3 nm), nho hon kich thuéc hat trung binh ctia mau
inulin sdy phun bo sung 10% maltodextrin (758,9 nm) va mau bo sung 15% maltodextrin
(1523 nm). Nhu vy, mau sy phun bd sung 15% maltodextrin c6 kich thudc hat 16n gip
3 1an kich thudc hat cia mau bd sung 5% maltodextrin va 16n hon gan gap 2 lan so voi
kich thuéc hat ciia mau bo sung 10% maltodextrin. Ngoai ra, mau bot inulin ci dang
sam siy phun bo sung 10% maltodextrin c6 chi s6 PDI 0,497 thdp nhat nhung lai c6 mat
d6 hat cao nhét 13 100%. Trong khi d6, mau bot inulin cu dang sim bo sung 5%
maltodextrin ¢6 chi sb da phan tan PDI cao nhit, béng 0,66 va c6 2 chi s vé kich thudc
hat va mat d6 hat. MAu bot inulin ct dang sam bo sung 15% maltodextrin lai ¢6 chi sb
PDI biang 0,637, gan tuong dwong v&i chi s PDI ctia mau inulin b sung 5%
maltodextrin. V& ly thuyét, mau c¢6 chi sd PDI thép va mat do hat cao tirc 1a bot séy phun
c6 tinh dong nhat cao hon.

Nhue vy, mau bét inulin sdy phun bé sung 10% maltodextrin ¢é tinh dong nhdt
cao hon tat cd cdc mdu bot sdy phun khdc.

* V@ tinh chat nhiét

Két qua phan tich nhiét & hinh 3.39 cho thdy mau bot inulin cu dang sim sy phun
b6 sung 5% maltodextrin c6 mot peak thu nhiét & 69,52°C twong tmg véi sy mat nude,
mot peak thu nhié¢t & 206,84°C tuong ung véi sy dut gdy nhom chirc va mot peak thu
nhiét (0,26J/g) & 230,21°C, tuong tng voi nhiét phan hiy nhom chirc. Nhu vay, nhiét
phan hily nhém chirc cia mau bot inulin ct dang sam say phun bo sung 5% maltodextrin
gan bang véi nhiét phan huy nhém chic cua bot inulin ci dang sim siy phun tinh sach
(226,96°C). Két qua phan tich cling cho thdy nhiét &6 phan hity hoan toan mau bot inulin
cl dang sdm sdy phun bo sung 5% maltodextrin 14 547°C, gan tuwong dwong véi nhiét
phan hily ciia mau bot inulin tinh sach say phun (537,11°C). Mit khac, két qua phan tich
kich thudc hat con cho thdy miu bot inulin cu dang sam siy phun bd sung 5%

maltodextrin co 2 loai hat, khong ddng déu vé mit kich thudc va c6 PDI kha cao 12 0,66.
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Két qua, ching t6 mau bot inulin ¢t dang sam sdy phun bo sung 5% maltodextrin khong
¢6 tinh 6n dinh, c6 nghia lugng maltodextrin bo sung 5% chwa phu hop.

Két qua phan tich nhiét & hinh 3.39 cho thdy mau bot inulin cu dang sim sy phun
bd sung 10% maltodextrin (Mau PS2) c¢6 1 peak thu nhiét & 72,97°C va mot peak thu
nhiét 1am dt gdy nhom chire & 152,79°C. Ca hai peak nhiét ndy déu thap hon peak nhiét
cua mau bot inulin tinh sach. Tuy nhién, nhiét phan huy hoan toan nhoém chirc cua mau
bot inulin cu dang sim sdy phun bd sung 10% maltodextrin 1a 497,56°C, cao hon nhiéu
so voi nhiét phan hily hoan toan nhom chirc ctia mau bot inulin tinh sach 226,96°C va
nhiét phan hiry hoan toan bot inulin cii dang sim say phun bo sung 10% maltodextrin >
600°C. Két qua nay chiing to bot inulin ct dang sam siy phun bo sung 10% maltodextrin
bén nhiét hon miu inulin cu dang sim sy phun bd sung 5% maltodextrin (DS1).

* Ham lwong inulin va fructan

PS1 Ds2
HL Inulin (mg/q)bdét phun HL fructan (mg/q) bét phun
500 -
452.56 b 469.40 a
z 431.16b 445.90 a =
5 3 " SEEEEEEEE
< 400
o
c
2
=
£ 300
=
e
o
£
2 200
o
=
'O.
=
£ 100-
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Bs1 D52

Loai bét say

Hinh 3.40. Sy thay d6i ham lwgng inulin va fructan ciia cac miu bot inulin ci
ding sAm say phun véi ty 1& maltodextrin sir dung khac nhau

Két qua phan tich & hinh 3.40 cho thdy ham luong inulin va fructan ctia mau bot
inulin cii dang sam say phun bo sung 10% maltodextrin (BS2) 14 (445,90 + 2,79) mg/g
va (469,40 £ 1,61) mg/g.

Tir nhitng phdén tich & trén cho thdy mdu bét inulin cii dang sam sdy phun bé sung
10% maltodextrin cé tinh dong nhat cao va chiu dwoc nhiét dg cao hon cdc mau khdc.
Do vdy, nong dé maltodextrin b6 sung 10% dwoc lira chon trong qud trinh sdy phun tao

bot inulin dang sam.
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3.5.2. Xac dinh nhiét d9 khi dau vao

Tién hanh 4 mau siy phun tao bot inulin cii dang sim véi nhiét do khi dau vao
khac nhau: 130°C, 150°C, 185°C va 210°C. Cac mau déu sy phun véi nhiét d6 khong
khi dau ra 85°C, ty 1¢ maltodextrin bo sung 10%, ap suét khi nén (ASKN) 3 atm, téc do

dia phun (TDDP) 16.000 vong/phut twong duong tbc d6 bom nhu dong nhap liéu (TD

BNL) 14 10 ml/phut. Sau khi sy phun dénh gia: kich thuéc hat (Z-average), do phan

tan, tinh chét nhiét, ham luong inulin cta bot inulin cu dang sam thu duoc. Két qua duoc

trinh bay & cac hinh 3.41 va cac bang 3.21.

Results Results
Size (d.nm): o, Volume: St Dev (d.nm Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1070 Peak 1: 1054 182 1322
Z-Average (d.nm): 1224 Peak 1: 8764 84 110.7 5 2
Pdl: 0.806 Peak 2: 173 0.8 14.57
Pdl: 0.734 Peak 2: 85.71 0.7 10.89
Intercept: 0.903 Peak 3: 14.55 80.9 1.851
Intercept: 0.994 Peak 3: 13.51 90.9 1.466 Result quality : Refer to quality report
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Volume
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Results Results
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n... Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 382.2 Peak1: 7589 1000 1014 Z-Average (d.nm): 996.2 Peak 1: 4422 100.0 54.28
Pl 0437 Peak2: 0000 00 0.000 Pdl: 0.686 Peak2:  0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.033 Peak 3: 0.000 0.0 0.000 Intercept: 1.01 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality: Refer to quality report Result quality : Refer to quality report
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MAu nhiét d9 khi dau vao 185°C

MAu nhiét 9 khi dau vao 210°C

Hinh 3.41. Gian dd phén tich kich thwéc hat va d phén tan cia bot inulin ci

ding sam siy phun véi nhiét dd khi diu vao khac nhau
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Bang 3.21. Kich thwéc hat va PDI ciia bot inulin ci ding sdm siy phun véi

nhiét @9 khi diu vao khac nhau

Nhiét dp | Kich thwéc | Kich thwée hat va mét do 7
STT | khidau |hat trung| Kichthwée | Mat dd Po am
vao (°C) | binh (d. nm) | hat (d. nm) (%) PDI (%)
130 876,4+110,7 8,4
1 pSs 4 1224
(BS 4) 85,71+10,89 0,7 0,734 | 6.25:0,4
13,51+1,466 90,9
150 1054+132,2 18,2
2 PS5 1070
®S35) 117341457 | 08 | (g0 | 5404005
14,55+1,851 80,9
185(DS2) 884,2 758,9+101,4 100 0,497 | 6,06+0,27
4 [210DS6) 996,2 442,2+54,28 100 | 0686 |*27*0.33

Tir cac két qua trinh bay ¢ cac hinh 3.41 va bang 3.21 cho thiy mau siy phun tao
bot inulin ca dang sam & nhiét do khi dau vao 185°C tao thanh chi mét loai hat cd kich
thude hat trung binh 13 884,2 nm, nho nhat trong s6 céc loai bot sdy phun da thir nghiém.
Mait khac, mau séy phun tao bot inulin ¢ nhiét do khi dau vao 185°C con c¢6 chi s PDI
thip nhit va bang 0,497. Khi chi s6 PDI cta hat siy phun nho hon 0,5 tirc do rong phan
b kich thudc hep va bot sdy phun cé tinh dong nhat cao hon. Ngoai ra, miu say phun
tao bot inulin & nhiét d6 khi dau vao 185°C con c¢6 mat do hat 14 100%, cao nhét trong
cac mau sdy phun. Trong khi d6 cac mau bot inulin ca dang sadm say phun ¢ nhiét do khi
dau vao 16n hon hodc nho hon 185°C déu cé kich thuée hat 16n hon, chi s6 PDI >0,6 va
tao thanh nhiéu loai hat c6 kich ¢& khac nhau trong mot ché d6 séiy. Tur cac két qua phan
tich & trén cho thidy miu bot sdy phun inulin & nhiét 6 khi dau vao 185°C c6 d6 dong
déu vé kich thude hat va hat ¢6 kich thudc nhd, min hon cidc mau bot khac. Két qua nay
ching to ché do sdy mau bot nay 1a phu hop.

Tir nhitng phdn tich & trén cho phép lia chon cdc théng sé thich hop cho qud trinh
de phun tgo bét inulin: chat mang la maltodextrin si dung voi néng do 10%, nhiét do
khi dau vao 185°C va nhiét dé buong say 85°C, dp sudt khi nén 3 atm, téc dé bom nhdp
liéu 10 ml/p twong iing véi toc dé dia phun 16000 v/p.
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3.5.3. Pé xuit quy trinh siy phun tao bt inulin ci ding sAm va san xuét thir
3.5.3.1. Pé xuit quy trinh siy phun

Tir cac nghién cru & trén, cho phép dé xuét quy trinh siy phun tao bot inulin cu
dang sam trinh bay ¢ hinh 3.42.

* Thuyét minh qui trinh

+ Nguyén liéu: cu dang sim twoi moc tu nhién tai Lac Duong, Lam Pong. Sau khi
thu hoach, tién hanh phan loai va lya chon cu tuoi dat ba nam tudi. Sau do, tién hanh xir
Iy, rira sach tap chat, thai mong (1 mm) va say kho ¢ nhiét d6 55°C cho dén khi dat 4m
d6 <10% thi bao goi bang bao bi PA hiit chan khong 100%, bao quan & ngin mat ti lanh

(6 1) °C dé dung lam nguyén liéu cho qué trinh nghién ctu.

Nguyén liéu tuoi, cat 14t say kho (dm do < 10%)

}

Xu ly nguyén liéu |«

'

DUQC LIEU PA XU LY

n-hexan va EtOH 90%

O 71°C, trong 36 phut, ty 1

Ba duoc liéu

nude /nguyén ligu 1: 47 ml/g

A

Loc (Loc thd va loc tinh - PTFE 0,45nm)

A 4

Co dic dén 16°Bx

v Maltodextrin 10%;
Sdy phun #——| Nhiét do khi dau vao/ra
185°C/85°C;

Ap suit khi nén 3 atm;
Toc do dia phun 16000 v/p

A 4

Bot inulin dang sim

Hinh 3.42. Qui trinh siy phun tao bt inulin cii ding sim
+ Xir Iy nguyén liéu: cu dang sdm kho dugc nghién nho <125 mm va riy. Sau do,
bot cu déng sam duoc xu ly loai chit béo bﬁng n-hexan tinh khiét va séy kho & nhiét do
& nhiét d6 55°C. Tiép theo, bt cu dang sam tiép tuc duoc xtr 1y bang Ethanol 90% trong
15 phut theo hinh thirc chung cat héi luu dé loai dudng tu do, chit mau, cac acid amin

va cac chit tan trong ethanol 90%. Nguyén liéu sau khi xtr Iy so bd duge say kho ¢ nhiét
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d0 55°C va dung lam nguyén liéu chiét inulin, fructan.

+ Chiét; chiét inulin va fructan béng nude cit hai 1an trong diéu kién c6 su hd tro
clia song siéu 4m & tan s6 37 KHz, nhiét 6 71°C véi ti 18 nude so véi nguyén lidu 47
ml/gam trong 36 phut.

+ Loc: trudc tién loc dich chiét bang vai loc dé thu dich loc thd. Sau d6, dich loc
tiép tuc duoc loc béng ludi loc voi kich ¢& 0,1mm va sau d6 loc qua mang si€u loc PTFE
0,45nm dé thu dich loc inulin, fructan.

+ Co diic: ¢ dic dich loc bang thiét bi co quay chan khong vai toe dd quay 90v/p &
55°C cho dén dich loc dat 6 ddc 16°Bx va thu dich ¢o dic dé dung cho qué trinh say phun.

+ Sy phun: tién hanh say phun tao bot inulin ca dang sim bang may sy phun,
str dung chat mang maltodextrin & nong do 10%. Quaé trinh siy phun duogc thyc hién &
nhiét d6 khi dau vao 185°C, nhiét do budng sdy 85°C, ap suat khi nén 3 atm, toc d6 bom
nhap lidu 10 ml/p tuong duong véi toc do dia phun 16000 v/p. Bot say phun inulin thanh
pham dugc bao goi bang bao bi PA hat chan khong 100% va bao quan nhiét do phong
(25°C).
3.5.3.2. San xuat thir va danh gia chat lwong bat inulin ca dang sam

Tién hanh sdy phun tao bot inulin cti dang sim thanh pham theo quy trinh da dé
xuét ¢ trén va tién hanh danh gia chat luong bot inulin dang sam, danh gia dic tinh cdu
tric ciia bot inulin cu dang sim say phun bang k§ thuat do phd FT-IR. Két qua trinh bay
& hinh 3.43 va bang 3.22.

' Lrad

& Seaily c=0
=0 . , |
(g % |
|
\ |
OH )
BER
i IR

5 5
r om-1

Phd FT- IR ciia bjt inulin ci ding sim  Pho FT- IR ciia bdt inulin ci dang sim
tinh sach say phun thanh pham

Hinh 3.43. Phé FT- IR ciia bdt inulin ci ding sim tinh sach va siy phun
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Bang 3.22. Két qua phén tich mét sé thanh phin va dic tinh cia bt inulin ca
dang sim say phun thanh pham

nam moc

STT Dac tinh Don vi tinh Két qua Gidi han cho phép
1. Trang thai cim cam quan
1.1. | Mau Nau vang
1.2 | Mui C6 mui thom
dac trung cua
ddng sam
1.3 Vi Ngot nhe
2. Dac tinh ly - hoa hoc
2.1 | DBoam % 6,06+0,27
2.2 | Nhiét phan hiy hoan toan °C > 600
cac phan tu
2.3 | Kich thudc hat d.nm 884,2
24 | Matdo % 100
2.5 PDI 0,497
27 |pH 5,18+0,01
2.8 | Ham lugng inulin (mg/g) 445,90 £ 2,79
2.9 | Ham luong fructan (mg/g) 469,40 £1,61
2.10 | Bo hoa tan g/ml/phat 1/9,5+0,5/15 Thudc loai dé tan
(DDVN, V 2017)
2.10 | Tro (tro) tong so % 4,82+ 0,07
3. Ham lwgng kim loai ning (QD 46/2007 cua BYT. Ngay Ngay 19/12/2007*)
Pb ppm KPH 10
Cd ppm KPH 0,3
Hg ppm KPH 0,5
As ppm KPH 5,0
2.11 | Tap chat v6 co ppm KPH
4. Kiém nghi¢m vi sinh vat (QD 46/2007 ciia BYT. Ngay Ngay 19/12/2007*)
3.1 | Tongso VSVHK CFU/g 1,0 x10? 10*
3.2 | E.coli CFU/g KPH Khong c6
3.3 | Clostridium perfringens CFU/g KPH 10
3.4 | Salmonella spp Co6 hoac KPH Khong c6
KPH/25 g
3.4 | Tong sd bao tir nAm men- CFU/g KPH 102

Ghi chi: KPH - Khéng phat hién

** Ouyét dinh v/v ban hanh “Quy dinh gidi han t6i da é nhiém sinh hoc va héa hoc trong
thuc pham”
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Tur cac két qua phan tich ¢ bang 3.22 va hinh 3.43 cho théy:

* V& mit cau triic ciia inulin: két qua phan tich pho FT- IR cta bot inulin cu dang
sam sy phun thanh phdm va bt inulin tinh khiét (Hinh 3.43) cho thiy trén phd FT- IR,
ca 2 ché pham déu c6 mot peak tron rong biéu hién cho nhém OH kéo dai tir viing 3300
cm® téi 3500 cm?, peak biéu hién cho C=0 tai viing 1631+1640cm™ va peak biéu hién
CH tai viing 2927+2932 cm'™. Két qua nay chting to cdu trac hoa hoc cia inulin & 2 mau
la khdng khac nhau. Thém vao d6, ca 2 hinh anh phd déu c6 cac peak tai ving 943 cm’
Ychi ra sy hién dién cua Fructose furanose khong thay ddi.

Tir két qua phan tich ¢ trén cho thdy inulin dd dwoc bdo ton cdu triic trong qud
trinh sdy phun va ché dé say phun da lira chon la phit hop cho qud trinh sdy phun tao
bét ché pham inulin ci dang sam thanh phém.

* V@ trang thai cAm quan

San pham bot inulin ci dang sam (C. javanica) sdy phun thanh pham la dang bot
cd mau vang nau va c6 mui thom dac trung.

* Vé mot so chi tiéu 1y - hoa

Két qua phan tich ciing cho thiy bot inulin cti dang sim sdy phun c¢6 do 4m (6,06
+ 27) %, ham lugng tro tong so6: (4,82 + 0,07) % va bot tan hoan toan trong nudc & muc
19/10 ml nudc vai thoi gian tan nhanh (15 phut). Do pH cta bot 13 (5,18+0,0). San pham
bot c6 ham lugng inulin dat trung binh (445,90 £ 2,79) mg/g va ham lugng fructan trung
binh (469,40 +1,61) mg/g. Ngoai ra, két qua phan tich con cho thiy san pham bt inulin
ci dang sam siy phun khong chaa kim loai ning theo quy dinh cua Bo Y té (QP
46/2007). Két qua phan tich cho thdy bot inulin cu dang sim siy phun dat tiéu chudn vé
ham luong kim loai ning dung cho thuc phdm chirc ning.

* V@ chi tiéu vi sinh vt

Két qua phan tich & bang cho 3.22 thiy san pham bot inulin cu dang sdm sy phun
dat yéu cau vé cac chi tiéu vi sinh vét theo quy dinh ctia B Y Té (QD 46/2007).

Tir nhitng phdn tich trén cho thdy san phdm bét inulin cu dang sam sdy phun san
xudt theo quy trinh ciia ludn dn ¢ chat heong cam quan, héa hoc va cdc chi tiéu vi sinh
vdt dat yéu cau cia san phcfm thuc phcfm theo Quy dinh hién hanh cua Bo Y té. Nhu vay,
san phdam sdy phun dé san xudt hoan toan cé thé dinh hudng ding trong thwe phdm va

thwe phdam chike ndng.
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3.6. THU NGHIEM SU DUNG INULIN CU PANG SAM TAO BQT SYNBIOTIC
PINH HUONG UNG DUNG TRONG THUC PHAM
3.6.1. Anh hwéng cia bot inulin ca dang sam siy phun dén sy phat trién cia mat
s6 loai vi probiotic

Inulin va FOS c6 kha ning kich thich ting sinh t& bao ctia nhom vi khuan
Lactobacillus va Bifidobacterium do ching 1a ngudn co chat cho vi khuan phat trién va
1én men tao ra cac acid béo mach ngén: acetic, propionic, butyric (SCFA) - day 1a céac
acid béo mach ngin c6 kha ning trc ché cac loai vi khuan gy bénh sbng trong dudng
rudt con nguoi. Do vay, inulin va FOS dugc xem la c&c prebiotic [38, 130]. Chinh vi
thé luan 4n st dung cac chung vi khuan thudc nhom trén dé thu nghi¢m kha nang kich
thich sinh truong cta bot inulin ca dang sam sy phun. Két qua danh gia hoat tinh
prebiotic ctia bot inulin cu dang sam khi bo sung véi luong 4% (twong duong 2% inulin
tinh khiét) vao méi trudng nudi cdy vi khuan duoc trinh bay qua bang 3.23.

Bang 3.23. Két qua nudi ting sinh khéi vi khuan trong méi truomg bo sung bot

inulin ci ddng sadm say phun

M3t dd vi khuan (CFU/g)
ST Loai vi khuén Sinh khéi | Sau khi Nudi bo sung bdt inulin dang sim
T riéng nudi tang | Matdo | M4t df so véi nudi khong
sinh bo sung (sau tang sinh)

1 | E. faecalis (M1) 1,7 x101° | 2 x10° 5 x10° 12,5 lan

2 | L. acidophillus (M2) | 8 x10° 3.1x10° | 9x10° 12,9 lan

3 | L.rhamnosus (M3) |6,3x10° | 3 x10° 8 x10° 12,6 lan

4 | E. faecalis (M4) 2x10° [ 5x105 | 7 x10° 11,4 lan

5 | L. plantarum (M6) | 2 x10° 3x10° | 15,9 x10° 15,3 lan

6 |L.acidophillus (M7) [ 4x10® | 2x10©° | 2,3 x10% 11,5 lan

7 | B. longum (M8) 108 8,2x10° | 8 x10%° 19,75 lan

8 |B. lactiCs (M9) 108 1,3x 10° | 7x10° 15,38 lan

Ghi cha: 1: Tang.

Tir két qua phan tich trinh bay bang 3.23 cho thay & murc bd sung 4% (W/v) bot
inulin ca dang sim say phun (twong duong 1,8+2% inulin sach) déu c6 anh hudng toi
su sinh trudng phat trién cta cac loai vi khuan da thtr nghiém va cac loai vi khuan khac
nhau s€ phat trién khac nhau tuy thugc vao mat do nuoi ban dau va phu thudc vao loai
vi khuan. Cuy thé, tit ca cac mau nudi vi khuan c6 bd sung 4% bot inulin cii dang sam

déu c6 murc do ting sinh mat do té bao vi khuan trong mdi trudng nuodi cao hon mau doi
115



chtng tir 1,4 1an cho t6i 11,5 1an, Chang han mau nudi L. plantarum (M6) bo sung bot
inulin ca dang sam lam ting sinh khoi 1én gip 5,3 1an, so v6i mau dbi ching. Ca biét
mau nudi L. acidophillus (M7) lam ting sinh khéi 1én gip 11,5 1an so v6i mau ddi chimg.
Trong khi d6, mau nuoi 02 loai vi khuan yém khi thudc Bifidobacterium 1a B. longum
(M8) va B. lactiCs (M9) c6 b sung bot inulin cii dang sam ciing ¢ mirc do ting sinh
sinh khéi twong tmg 14 9,75 1an va 5,38 lan.

So sanh v6i chuan qui dinh (TCVN 9635: 2013) thi tit ca cac mau nudi vi khuan
6 bd sung 4% bot inulin ci dang sim sdy phun déu lam ting mat d6 vi khuan va tat ca
c4c mau déu c6 mat do vi khuan cao hon vé sé luong vi khuan séng. Két qua c6 thé
duoc giai thich 1 do vi khuan c6 enzyme inulinase dé thity phan inulin nén c6 kha ning
st dung inulin 1am ngudn carbon nén sé luong té bao cua chung ting khi méi trudng
nudi duge bd sung inulin [156].

Theo Bielecka va cong su (2002) thi c6 su khéc biét vé sinh truong va phét trién
cua chang Bifidobacterium khi b6 sung FOS (DP 3-10) vao mdi truong nudi. Cu thé,
trong s6 30 chung nhom Bifidobacteria duoc nghién cau c6 18 chang khi nudi trong
moi trudng bo FOS thi s6 luong vi khuan tiang tir 1,1 dén 5,2 1an so véi trong mdi truong
d6i chung c6 chira duong sira. Tuy nhién mot sé ching lai tang truong yéu trong moi
truong cé bo sung FOS do khong ¢ kha ning sir dung FOS 1am nguon carbon [40].

Két qua nghién ctu caa luan an c6 diém giéng véi nghién ciru caa Chen (2012) vé
anh huong cua thudc o truyén dbi vai vi khuan duong rudt cho thay khi bé sung dich
chiét riéng I¢ cua thao dugc c6 ban chat polysaccharide trén mé hinh chudt binh thuong
cho thdy sb lwong vi khuan nhom Bifidobacteria va Lactobacilli gia tang cuc Ky cao
(p<0,01) va khi bo sung phéi hop dich chiét hoang ky (Astragalus ssp) va cu dang sam
(Codonopsis ssp) trén ngudi tinh nguyén thi ham lugng vi khuan nhom Bifidobacteria
tang cuc ky cao (p<0,01) [48].

Tir cdc phdn tich ¢ trén cho thdy bét inulin ci ddng sam sdy phun khi b6 sung voi
ham leong 4% w/v (twong dwong 1,8-2% inulin) vao méi trwong nuéi cay (MRS) ¢6 thé
kich thich sinh trueong va lam ting sinh khoi cia 8 ching vi khudn thir nghiém riéng 1é
tir 1,4 lan + 11,5 lan. Két qua nghién civu ciing cho thay bét inulin ci ddang sam say phun
khi bé sung véi ham lwong 4% vio méi truong nudi cdy cé thé lam ting sinh manh sinh
khéi cdc ching L. plantarum, L. acidophillus (M7), B. longum, B. lactiCs ¢ 5,3 ldn dén
11,5 lan. DO vy, cdc ching nay dwoce lwa chon dé phoi tron véi bot inulin ci dang sam
sdy phun tao thanh ché pham synbiotic trong cdc thi nghiém tiép theo.

3.6.2. T6i wu héa cong doan phdi trén bot inulin ci ding sim véi sinh khéi vi khuén
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tao ché pham synbiotic
3.6.2.1. Phan tich thong ké va lwa chon md hinh phi hep

Tién hanh téi uvu hoa qua trinh phdi tron tao synbiotic s dung phan mém DE 12.0
xay dung md hinh Mix-optimal gdm 25 t6 hop phdi tron nudi vi khuan bé sung bot
inulin cu dang sdm say phun dé nudi 4 chung vi khuan lactic, 4 ham muc tiéu Y1, Yo,
Y3, Y4 la sinh khéi cac chung vi khuan (Bang 3.24). Gi6i han dao dong cac bién doc 1ap
dau vao X1(0.1+ 2.6) g; Cac bién Xz; Xs; Xa; Xs dao dong trong khoang (0,1+1,0) g
tuong tng véi s6 g bot inulin ca dang sam va sinh khéi (CFU/g) cua L. acidophillus, L.
plantarum, B. longum, B. lactiCs. Kiém tra s6 luong khuan lac trong cac to hop hop
nudi vi khuan phdi tron bot inulin ci dang sam vai ty 1é bd sung khac nhau sau 36 - 48

gid nudi cdy. Két qua trinh bay & cac bang 3.24 +3.25.
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Ban

3.24. T6 hop phdi tron prebiotic va probiotic

Bién doc lap dau vao (g)

Ham muyc tiéu Yi (Yi x 108 CFU/g)

Y1- L. acidophillus Yo- L. plantarum Y3- B. longum Y4- B. lactiCs
Rin| X1 | X Xs | Xe | Xs | CTMMC| G uscdoan | CTIMC | BT ) GTHMC | op o0 dogn | CT thuc | GT ude
nghiém nghiém ude doan nghiém nghiém doan
1 0.744 | 1.000 | 0.607 | 0.549 | 0.100 25 19 113 113 39 40 72 61
2 0.100 | 0.691 | 0584 | 0.642 | 0.982 33 29 11 37 2 18 5 6
3 1.357 | 0.268 | 1.000 | 0.275 | 0.100 121 121 321 318 2 4 0 0
4 | 0225 | 1.000 | 1.000 | 0.100 | 0.675 36 40 22 15 0 0 66 59
5 0.906 | 0.642 | 0.824 | 0.100 | 0.528 147 142 131 153 0 0 51 86
6 1.975 | 0.100 | 0.100 | 0.100 | 0.725 61 54 25 26 0 6 199 205
7 0.888 | 0.646 | 0.163 | 1.000 | 0.303 47 53 34 25 22 27 47 43
8 1543 | 0.662 | 0.385 | 0.100 | 0.310 150 156 123 120 32 37 96 94
9 0.711 | 0.100 | 1.000 | 0.189 | 1.000 26 27 153 146 0 4 126 108
10 | 0.303 | 1.000 | 0.100 | 1.000 | 0.597 22 18 0 3 64 63 95 94
11 | 1.255 | 0.167 | 0.522 | 0.100 | 0.956 51 57 165 167 10 8 209 217
12 | 1543 | 0.662 | 0.385 | 0.100 | 0.310 165 156 131 120 41 37 119 94
13 | 1.108 | 0.100 | 0.584 | 0.760 | 0.448 61 64 97 98 151 138 125 157
14 | 1.345 | 0.443 | 0.100 | 0.487 | 0.625 115 121 0 -1 11 14 71 63
15 | 0.100 | 0.580 | 1.000 | 1.000 | 0.320 0 3 81 81 19 15 4 4
16 | 1.108 | 0.100 | 0.584 | 0.760 | 0.448 69 64 91 98 139 138 179 157
17 | 0.777 | 0.100 | 0.123 | 1.000 | 1.000 23 25 0 0 158 156 167 167
18 | 1.345 | 0.443 | 0.100 | 0.487 | 0.625 125 121 0 -1 21 14 68 63
19 | 1.498 | 0.302 | 0.100 | 1.000 | 0.100 20 12 1 6 29 30 0 2
20 | 0.188 | 0.100 | 1.000 | 0.713 | 1.000 3 -2 15 19 98 103 39 44
21 | 2600 | 0.100 | 0.100 | 0.100 | 0.100 16 20 1 2 0 -2 0 1
22 | 0.100 | 0.691 | 0584 | 0.642 | 0.982 25 29 65 37 32 18 2 6
23 | 0.800 | 1.000 | 0.100 | 0.100 | 1.000 90 90 93 94 66 66 178 177
24 | 1.273 | 1.000 | 0.100 | 0.527 | 0.100 48 54 0 4 49 47 0 20
25 | 1.108 | 0.100 | 0.584 | 0.760 | 0.448 58 64 108 98 126 138 167 157
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Dua trén cac thong sé dugc tinh toan, mdi twong quan gitra cac ham muc tiéu, phan tich
gi tri hoi qui cua cac dit liéu thuc nghiém. Thiét ké Mix-optimal dua ra két qua phan tich
ANOVA ciia cac ham muc tiéu. Két qua trinh bay trong bang 3.25.

Bang 3.25. Két qua phén tich Anova cidc ham muc tiéu Y;

Ham muc tiéu Y;
Gia tri Y, Y, Ys Y.
R? 0,989 0,982 0,984 0,967
Adjusted R2 0,975 0,957 0,9616 0,92
Predicted R2 0,811 0,817 0,8876 0,85
Adeq Precision 26,73 21,02 20,73 14,16
Std. Dev. 7,45 12,94 9,93 19,78
Mean 60,04 62,00 44,44 82,68

Phan tich két qua bang 3.24 +3.25 cho thay:

Sinh khéi khuan lac L. acidophillus dao dong tir 0 dén 165 x108 CFU/g, d6 léch chuan
Std 7,45; sinh khi khuan lac L. plantarum dao dong tir 0 dén 321x108 CFU/g trung binh 62
x108 CFU; Sinh khéi khuan lac B. longum dao dong tir 0 dén 158 x108 CFU/g; Sinh khdi khuan
lac B. lactiCs dao ddng tir 0 dén 209 x108 CFU/g. Céc hé sb cua phuong trinh Yi (R2>0,95)
chi ra rang chi c6 0,05% tong sb bién thé khong duoc mé hinh giai thich. Gia tri caa hé s6 hoi
qui diéu chinh (Adj-R?) > 0,9 x4c nhan rang mo hinh nay 14 ¢6 y nghia (p < 0,05). Gia tri Adeq
Precision déu >4 chi ra cac mé hinh du tin cay dé du doan trong pham vi cac bién thir nghiém.

Céc phuong trinh hdi qui Yi dang bac 1 nhu sau:

Y1=18,75X1-751,35X2 +199,10X3-264,81X4— 671,62X5+ 1603,55X1 X2 + 136,11 X1 X3
+ 265,78X1Xa+ 1111,23X1X5 + 753,29X2X3 + 1110,64X2X4 + 2489,48X2X5 + 85,47 X3X4 +
545,84 X3Xs5+ 1694,67X4Xs,

Yo= -1,17X1 — 233,92X,; — 502,14X3 + 451,98Xs + 275,61Xs + 486,06X1X2 +
1895,58X1X3 -719,92X1Xs — 179,97 X1 X5 + 1296,71X2X3 + 79,59X2Xs — 358,28X2Xs +
258,43 X3X4+ 535,89X3X5 — 1280,18X4Xs,

Ys= -2,34X1 + 1278,78X2 — 539,63X3 + 465,39Xs — 452,61Xs — 1555,93X1X> +
974.59X1X3 -375.52X1Xs + 643X1Xs — 1409,43X2X3 — 3231,67X2Xs — 1069,47X2Xs +
789,65X3X4 + 1362,59 X3Xs5 + 936,64 X4Xs.

Yq4= - 0,467X1 + 1470,62X> — 882,72X3 + 865,77X4 — 291,82X5 — 2032,82X1X> +
1643.38X1X3 -1141,00X1 X4 + 1489,03X1X5 — 956,27 X2X3— 3637,44X>X4 — 1485,51X>Xs +

436,49X3X4 + 1836,43X3Xs — 590,01 X4Xs.
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dau vao
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M hinh 2D va 3D (Hinh 3.44) cho thay gia trj tdi wu nam & dudng bién cia mo hinh,
phu hop véi thiét ké ciia Mix- optimal ban dau. Gi4 tri P-value duoc sit dung nhu mot cong
cu dé kiém tra tAm quan trong cua ting hé sd twong quan, tir d6 co thé chi ra su twong tac
giita cac bién trong mé hinh va gia tri P-value cang nho hé s6 twong quan cang c6 ¥ nghia.
CAc gia tri P ctia mé hinh < 0.0001 cho thiy sy pht hop cia mé hinh thuc nghiém 13 rat
cao (p< 0,01) (Bang 3.26).

Gia tri cac hé sb Bij ctuia X1Xz2; X1Xs; X1Xa; X1Xs thuc nghiém déu < 0,05 chimg
minh c6 su twong quan cao giira ty 1¢ bot inulin cti dang sdm st dung va céc loai vi khuan
thir nghiém (0,01<p<0,05). Gia tri cac hé s Bij clia cac bién két hop XaXa; XoXa; X2Xs;
X3aXs; X3Xs; XaXs thue nghiém > 0,05 chirng minh cé su tang sinh va canh tranh cua cac
chung thtr nghiém khi nudi chung trong moéi truong cd bd sung bot inulin ca dang sam
(0,01<p< 0,05).

Bang 3.26. Mat dd xac suit cia cac ham muc tiéu

Y1- L. acidophillus | Y2- L. plantarum Y3- B. longum Y4- B. lactiCs
Giatri F P F P F P F P
M6 hinh | 69.33 | <0.0001 | 39.64 | <0.0001 | 43.93 | <0.0001 | 20.72 | <0.0001
(MLinear
Mixture 87.56 | <0.0001 | 75.81 | <0.0001 | 54.53 | <0.0001 | 25.73 | <0.0001
X1X2 200.99 | <0.0001 | 6.14 0.0326 | 106.53 | <0.0001 | 45.83 | <0.0001
X1X3 151 0.2478 | 97.19 | <0.0001 | 43.48 | <0.0001 | 31.16 0.0002
X1X4 4.60 0.0575 | 11.23 | 0.0073 5.17 0.0462 12.03 0.0060
X1Xs 93.84 | <0.0001 | 0.8187 | 0.3868 | 17.69 | 0.0018 23.81 0.0006
XoX3 21.69 | 0.0009 | 21.38 | 0.0009 | 42.75 | <0.0001 | 4.96 0.0501
XoXa4 3558 | 0.0001 |0.0608 | 0.8102 | 169.58 | <0.0001 | 54.15 | <0.0001
XoXs 242.15 | <0.0001 | 1.67 0.2255 | 25.16 | 0.0005 12.23 0.0057
X3Xa 0.3309 | 0.5778 1.01 0.3394 | 15.90 | 0.0026 1.22 0.2944
X3Xs 8.90 0.0137 2.85 0.1221 | 31.21 | 0.0002 14.29 0.0036
XaXs 80.41 | <0.0001 | 15.26 | 0.0029 | 13.83 | 0.0040 1.38 0.2668

Nhu vay, mé hinh bac 1 hoan toan phu hop véi 1y thuyét va thuc nghiém véi p <

0,0001 < 0,05 (Bang 3.26). C4c hé sd ctia mé hinh ciing ¢ p < 0,05 nén chiing hoan toan

¢ y nghia vé mit théng ké va pht hop v6i mo hinh.

3.6.2.2. Phan tich téi wu va trung lip bé mit dap wng cac ham muc tiéu

trinh bay ¢ bang 3.27.
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Bang 3.27. Két qua dw doén cac thong sb toi wu

Overlay Plot

Hinh 3.45. Két qua trung lip cac mit dap ing

o Sinh khoi VSV x 108 o
= R ,. .
g Ham Iuong sinh khoi phoi tron () CFU/3g %
= < S
i r — :E ,é < < Z
Bot | =] o o - r e i
dang | S 3 S 2 8. = — —
A k= a Q = Q L S o
sam =. = = O R & Q =,
= 3 = = = Q)
@ g 3
1 1,746 | 0,10 | 0,614 | 0,10 | 0,44 | 95,146 | 188,985 | 53,56 | 1854 | 0,614 | Selected
1,333 ( 0,75 | 0,43 | 0,10 | 0,38 148,5 1222 | 49,35 | 112,6 | 0,551
0,100 [ 0,55 | 0,66 | 0,92 [ 0,76 33,89 36,77 | 63,66 [ 38,65 [ 0,278
A: Bot DS (g)
2.26032
Y3-Blongum: 0
Y3-Blongum CI: 0
\
Y1- Lacido 95.1893
PlLow: 783655
Y2-Lplantarum: 188935
Y3-Blongum: 535193
ClLow: 401486
0.1 Cl High: 66.8901
Y4-Blactic 185245
¥3-Blongum CI: {, ., 174614
Y3-Blongum:|y> 04
X3 0614178
2.26032 0.1 2.26032
B: Lacido (g) C: L.plantarum (g)

Céc ham muyc tiéu dugc tring lap bé mat dap wng. Hinh 3.45 cho biét mat d6 t6i wu cia
L. acidophillus dugc du doan la 95,18 x10® CFU/g va dao dong trong khoang 74,446 -
115,81x108 CFU/g; Mat do t6i wu cta L. plantarum dwoc dy doan twong wng 188,93 x108
CFU/g va dao dong trong khoang (153,07-224,82) x108 CFU/g; Mat d6 tbi wu cia B. longum
duoc dy doan tdi wu 13 53,51 x108 CFU/g va dao dong trong khoang (25,91- 81,12) x108 CFU/qg
va mat do cua B. lactiCs duoc dy doan tdi wu dat 185,245 x108 CFU/g, dong trong khoang
(130,50 -240,33) CFU/g. Tuy nhién tan suat ma mé hinh du bao chi dat 61% nén can kiém
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tra lai to hop toi wu duoc dé xuat va so sanh vai cac to hop (TH) ¢6 sinh khéi cao nhat (Bang
3.24). Két qua trinh bay qua bang 3.28.

Bang 3.28. Két qua kiém tra lai mot s6 t6 hop c6 mat dd khuin lac cao nhit

Thanh phan Khéi lwong trong synbiotic | SK Mat d¢ trong synbiotic
(9/39) rieng CFU/g
™H [ TH [ TH [TH | FY9 frHgim]|  TH TH TH
toivu | 12 3 |11 12 3 11
BotsiyDS | 1,746 | 1,543 | 1,35 | 1,254 - - - -
L. acidophillus | 0,10 | 0.66 | 0,268 | 0,166 | 5x10%° | 2,6 x10*! | 15,5x10'° | 9 x10° | 8x10’
L. plantarum | 0,614 | 0,385 | 1,00 | 0,522 | 2 x10% | 5,6 x10** | 8x10'! |2,81x10% | 4 x10*
B. longum 010 | 01 |0275| 0,1 |8x10% | 8,8x101°| 9x10% 6 x10'° | 7,5x10°
B. lactiCs 0440 | 031 | 0,1 0,956 | 10* |4.1x10%" | 3.9x10% | 1,110 10°
Su bién dong mat d¢ trong synbiotic sau 24
+ 48h nudi cay (So lan tang hoac giam)
L. acidophillus 15,2 15,1 11,8 K tang
L. plantarum 12,8 14 1,4 12
B. longum 11,1 11,1 K tang K tang
B. lactiCs 14,1 13,9 11,1 K tang

Ghi chii: 1= ting; K ting = khong ting

Nhu vay, 6 t6 hop tdi uu va td hop 12 (TH 12), cac ching vi khuan déu gia ting mat do
trong khi cac to hop con lai vi khudn phat trién khong déu. Ca hai t6 hop t6i wu va to hop 12
déu dat yéu cau vé mat d6 vi khuan. Tuy nhién ham lwong bot inulin ¢t déng sim bd sung &
t6 hop 12 can it hon. Vi viy ham lugng bot inulin ci dang sim 0,514 g dugc phdi tron véi sinh
khdi L. acidophillus 0,22 g (SK riéng 5x10%° CFU/g); 0,128 g sinh khéi L. plantarum (SK
riéng 2x10'CFU/g); 0,033g B. longum (SK riéng 8 x10'° CFU/g) va 0,1 g sinh khéi B.
lactiCs (SK riéng 101 CFU/g) dugc chon Iya dé tao ché pham synbiotic.

Két qua nghién ctru cta ludn 4n ciing phi hop véi két qua nghién ctru cta tac gia Li va
cong su (2018) vé hoat tinh prebiotic ctia 3 loai Inulin dang fructan trong loai C. pilosula dén
vi khuén B. longum khi bd sung vao méi truong nudi cdy (MRS) voi ndng do 2%. Co sé dé
gii thich dugc cho 1a DP (Degree polimer) cua fructan 14 chia khéa quyét dinh ma trong d6
bao g@)m cac yéu t6 nhu céu trac héa hoc, sb luong cac don vi monomer, DP va lién két mach

thang hay mach nhanh ciing nhu kha ning hoa tan trong nude [93].
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Véi nhitng phan tich & trén, c6 thé thay rang bot inulin dang sam c6 dic tinh prebiotic
cao, kich thich vi khuan don 1¢ gia ting mat d cao hon khi phéi hgp nhiéu ching vi ban chét
céc vi khuan c6 dic tinh giéng nhau s& canh tranh dinh dudng.

Tir cac két qua nghién cvuu da xac dinh dwoc cong thirc 16i wu cho viéc pho”'i tron tao
synbiotic (g/9): ham heong bét inulin dang sam 0,514 g dwoc phoi trén véi sinh khoi L.
acidophillus 0,22 g (SK riéng 5x10'° CFU/q); 0,128 g sinh khoi L. plantarum (SK riéng 2 x
10 CFU/g); 0,033 g B. longum (SK riéng 8 x 101° CFU/q) va 0,19 sinh khéi B. lactiCs (SK
riéng 101X CFU/g) dwoc chon lya dé tao ché phdam synbiotic.

3.7. THU NGHIEM CHE PHAM SYNBIOTIC TREN CHUQT THi NGHIEM
3.7.1. Thir nghiém ddc tinh cap

Ché pham synbiotic duoc phan tan trong nudc cit & nong do cao nhat co thé cho
chuyén qua duoc kim cho chudt uéng 1a 0,73 g/ml. Sau khi cho chudt udng ché pham
synbiotic v4i liéu cao nhat c6 thé chuyén qua kim 1 36,5 g/kg (twong mg véi thé tich cho
ubng tbi da 1a 50 ml/kg). Két qua cho chudt udng ché pham synbiotic cho thiy chudt khong
c6 biéu hién gi bat thuong trong vong 72 gid va tiép tuc theo ddi chudt trong 14 ngay cho
théy chuot séng khée manh, hoat dong, di chuyén, an uéng, di tiéu binh thuong, 1ong muot,
mat sang, phan kho va khong c6 chudt nao chét trong sudt qua trinh thir nghiém. Mit khéc,
két qua can trong lwong chudt thir nghiém doc tinh (Bang 3.29) cho thiy chudt ting trudng
déu, 6n dinh.

Bang 3.29. Két qua can trong lwong chudt thir nghiém déc tinh cip

Chuét Gioi Trong lwgng chudt thir nghiém (gam)
Ngay 1 Ngay 3 Ngay 7 Ngay 14
1 Duc 22,6 25,3 30,0 36,4
2 20,0 23,2 27,8 22,5
3 23,4 25,6 30,9 36,3
4 25,2 28,7 36,2 44,0
5 22,0 24,5 30,8 37,5
6 Cai 26,4 28,1 31,8 35,5
7 22,5 26,9 354 39,1
8 21,4 27,3 31,6 39,3
9 23,5 25,6 31,5 38,6
10 21,2 28,8 30,0 35,0
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Tir két qua thir nghiém cho thdy ché pham synbiotic la san pham khong thé hién doc

tinh cdp theo dwong uong véi liéu toi da di cho chudt uong (Dmax) la 36,5 g/kg. Do vay,

lugn an khong xac dinh dvwoc gia tri LDso cua doi véi chudt thi nghiém.

3.7.2. Tac dong diéu tri tiéu chiy cap ciia ché pham synbiotic

Két qua thir nghiém kha ning diéu trj tiéu chay cip cua ché pham synbiotic dugc thé

hién trén hinh cac 3.46+3.47 va cac bang 3.30.

Chuot binh thuwong

Chudt bi tiéu chay

Hinh 3.46. Hinh anh vé tinh trang phén binh thwong va phan chudt bi tiéu chay

Bang 3.30. Két qua danh gia trong lwong co thé chudt thir nghiém tiéu chay cap

L6 thi Thaoi gian theo doi (ngay
nghiém |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
(n=8)
Sinh ly 23,1262 |285 |294 |298 |[315 |30,7 319 [325 |332 |320
+04|/+£06 |£0,7 |09 |£12 |+12 |+15 |+£12 |[+11 |#11 |10
Chung 21,71 21,8 240 |23,8 23,1 24,1 25,8 27,2 27,1 28,8 | 28,8
bénh +0,7 | 0,67 | +0,6 7 | 0,6 | #0,57 | +0,77 | +0,6° | +0,5" | #1,3" | +0,6" | 0,4
Doi 23,2 1244 |26,1 26,3 274 | 28,1 28,8 28,8 31,0 |315 |315
chiéu +0,7 | +0,5% | +0,6 % | +0,6™ | £0,6% | +0,9%* | +0,6 | +0,6 | +0,5% | +0,7% | £0,7*
Uéng 2191236 [249 |257 |253 |27,7 |292 (30,2 |305 |31,3 |30,7
synbiotic | +0,4 | +0,5% | +0,57 | +0,57 | +0,6 * | 0,8 | +0,9% | +0,8 | + 0,5* | +0,9% | 0,9

*p < 0,05; "p < 0,01: khi so sanh véi 6 sinh Iy & ciing thoi diém

0 < 0,05; #p < 0,01: khi so sanh véi 16 chitng bénh & ciing thoi diém

Tir cac két qua phan tich & trén cho thay:

* V& trang thai phan: Két qua quan sat cho thy phan chudt ¢ 16 sinh 1y c6 trang thai

khoran va c6 mau dam trong sudt qua trinh thir nghiém. Trong khi d6 & 16 thi nghiém cho

ubng hdn hop khang sinh streptomycin liéu 2 g/kg va lincomycin lidu 3 g/kg, sau 4 ngay

tat ca chudt déu xuat hién triéu chimg tiéu chay tir nhe dén ning, cu thé ting s 1an di dai

tién, phan ¢ trang thai mém dén long, mau nhat va c6 hién tugng dinh ban ¢ hdu mon, muc

d6 tang can thap, ching to streptomycin va lincomycin da gdy duoc mé hinh tiéu chay cép

trén chuot nhét.
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Thoi gian thu nghiém (Ngay)

Hinh 3.47. Su thay ddi tong diém tiéu chay & cac 16 chudt thir nghiém theo thoi gian
thi nghiém

* Trong lwong trung binh ciia chudt thi nghiém: két qua phan tich cho thay céc 16
chudt trude khi bat dau thir nghiém déu c6 trong lugng trong duong nhau va sy khac biét
vé trong luong giita chiing khong c6 y nghia thong ké (p > 0,05). Két qua phan tich ciing
cho thay chudt ¢ 16 sinh 1y ¢6 trong luong co thé ting déu trong sudt qua trinh thir nghiém
v6i mue ting trung binh 1-2 g/ngay. L6 ching bénh, chudt c6 trong luong co thé ting cham
hodc hau nhu khong thay d6i va co su khac biét ¢ y nghia théng ké so vai 16 sinh ly ¢
cung thoi diém can trong luong chudt tir ngdy 2 dén ngay 10 (p < 0,05). Trong khi do, ¢ 16
diéu tri v6i thube d6i chiéu Bioflora véi liéu 0,067 vién/kg, chudt cé trong luong cao hon
va c6 ¥ nghia thdng ké so voi 16 chimg bénh (p < 0,05) va khéac biét khong dang ké so voi
16 sinh Iy (p > 0,05). Két qua phan tich ciing cho thiy so v&i 16 chimg bénh, 16 chudt udng
ché pham synbiotic c6 trong lwong co thé khac biét khong dang ké trong 4 ngay dau gay
bénh (p > 0,05) nhung trong giai doan dugc diéu tri bang ché pham synbiotic véi liéu 1,2
g/kg/ngay thi chudt ting can déu, cao hon so véi 16 ching bénh sau 1 ngay diéu tri (p <
0,05) va khac biét khong c6 y nghia thong ké so vi chudt & 16 sinh 1y tir sau 2 ngay diéu
tri (p > 0,05).

* Tac dong ciia ché pham synbiotic 1én tinh trang tiéu chay

Két qua danh gia diém tiéu chay & chudt sau 4 ngay udng hdn hop khang sinh liéu
cao va hang ngdy trong giai doan diéu tri cho thiy chudt ¢ 16 sinh Iy déu c6 tong diém tiéu

chay bang 0 trong subt qué trinh thir nghiém. Trong khi dé, cac 16 chudt udng hén hop
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khang sinh sau 4 ngay c6 tong diém tiéu chay ting 1én khoang 12-14. Trong giai doan diéu

tri, 16 chimg bénh c6 tong diém tiéu chay giam tir tir chtng to ¢6 sy ty hdi phuc nhung

cham, trong khi 16 chut dugc diéu trj v&i thude ddi chiéu Bioflora hodc ché phém synbiotic

déu co tong diém tiéu chdy giam nhanh va manh hon so véi 16 chimg bénh (Bang 3.30).

Tir cdc phan tich & trén cho thdy ché pham synbiotic ¢é khd nang diéu tri tiéu chdy &

chugt thi nghiém.

3.7.3. T4c ddng kich thich mién dich ciia ché phim synbiotic

Két qua thir nghiém kha ning kich thich mién dich ctia ché pham synbiotic trén chudt

thir nghiém duoc trinh bay ¢ cac bang 3.31+3.35.

Bang 3.31. Két qua phén tich cong thirc mau ciia chudt truée thir nghiém

o6 |SOlugng S6 Sé %
lwon BC lwgng |luwgng BC % % R )
Chupt| ‘B€ | trung| BC | BC | O~ BC BC |RBC| Hb | Hct | MCV | MCH |MCHC |RKHO | PLT |MPV| PKHO
(109L) tinh | lympho | mono tinhg lympho | mono
(LO°/L)| (10°L) |(20°L)
1 6,2 03| 51 08 | 39 | 827 | 134 |10,3|16,7| 58,6 57 16,1 | 28,4 | 159 | 1974 |48 6,8
2 9,1 06 | 7,6 09| 44 | 846 |110 | 79|12,2| 445 56 154 | 274 | 206 | 930 |50 | 9,6
3 5,3 06| 44 03] 96 | 832 7,2 89141 49,7 56 159 | 284 | 16,9 | 2320 |49 6,7
4 5,9 0,2 | 52 05| 1,7 | 889 9,4 |10,8|16,4| 61,0 57 15,3 | 26,9 | 18,3 | 2393 |5,8 6,4
5 3,7 03] 30 04| 49 | 822 |129 | 94|14,7| 54,6 58 | 156 | 26,9 | 198 | 2717 |64 | 55
6 5,8 02| 51 05| 2,3 | 885 9,2 9,8 |14,4| 525 54 14,7 | 27,3 | 18,6 | 1383 |5,3 7,1
7 6,4 09 | 48 0,7 | 133 | 752 | 115 | 89|11,4| 40,4 45 129 | 28,3 | 19,7 | 1816 |85 | 8,8
8 3,1 02| 2,7 02| 25 | 88,0 95 | 83|12,9| 46,3 56 | 155 | 27,8 | 185 (2824 |54 | 64
TB| 569 | 041| 474 (054 533 | 84,16 |10,51 | 9,29|14,10| 50,95 | 54,88 | 15,18 | 27,68 | 18,54 P044,63 |5,76| 7,16
SEM| 0,64 | 0,09| 0,53 |0,09| 143 | 160 | 0,73 |0,34/0,67| 2,50 | 1,47 | 0,36 | 0,23 | 0,55 |231,23 |0,43| 0,48
Cha thich: . . .
WBC: S6 lugng bach cau RBC: Luong hong cau ‘ .
HgB: Huyétsacto MCV: The tich trung binh hong cau
HCT: Thé tich kho6i hong cau  PLT: SO lugng ti€u cau
RKHO: Ty 1¢ phan bo hong cau MCH: Huyé€t sac t6 trung binh hong cau
MCHC: Nong dg huyét sac to trung binh hong cau
Biang 3.32. Két qua danh gia trong hrong co thé chudt & cac 16 thir nghiém
L6 (n=8) Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3 Ngay 4 Ngay 5
Sinh ly 23,84 +1,64|2579+153|2740+1,43 |28,43+1,12| 28,38+1,14
Chtrng bénh 23,94 + 0,84 | 24,63 + 0,87 | 25,70 + 0,98 |24,60 +0,89" | 25,56 + 0,87"
Filgrastim 50ug/kg 21,39 +0,92%| 20,96 + 0,7621,86 + 0,787#2,29 + 0,817%| 22,18 + 1,09™*
Synbiotic 1,2 g/kg [21,60+1,01 (20,50 +£0,91%421,71 £ 0,79 |22,11 + 0,90™|21,14 + 0,97

"0 <0,05va”™"p < 0,01: khi so sanh véi 16 sinh Iy & ciing thoi diém i
*p < 0,05 va™p < 0,01: khi so sanh véi I6 chitng bénh ¢ cing thoi diém
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Bang 3.33. Trong lwong twong ddi ciia mot sé co quan mién dich & chudt thi nghiém

L6 (n=18) Gan Léach Tuyén vre thuz'?l)glé:;n@n
Sinh ly 4,52 + 0,66 0,52+0,04 0,19 £0,02 0,01+£0,00
Chirng bénh 3,92 +0,86 0,18+0,02™ | 0,09 +0,01™ 0,02 £0,00
Filgrastim
50ug/kg 5,86 £ 0,40 0,21+£0,02™ | 0,09 £0,01™ 0,02 £0,00
Biotic 1,2 g/kg 4,97 +0,82 0,21+0,03™ | 0,08 +0,01™ 0,02 £0,00

p < 0,01: so véi 16 sinh Iy

Bang 3.34. Su thay ddi vé s6 lrong va cong thire bach ciu (BC) ciia chudt

& cac 16 thir nghiém

. . 4 S6 lrgng BC (10°%/L) Ty 1é BC (%)
Lo Tong so T

(n=8) |lwgng BC triﬁﬂg Lympho | Mono |Trung tinff Lympho | Mono
Sinh ly 6,13 £ 0,26 £ 5,56 £ 0,30 £ 3,09 £ 91,30 + 561+

0,34 0,04 0,33 0,06 0,98 1,26 0,64

Chung 1,03+ 0,14 + 0,84 + 0,20 £ 2,13 + 88,26 + 9,61+
bénh 0,06™ 0,02 0,05™ 0,12" 0,27 1,58 1,44"
Filgrastim | 2,10+ 0,16 + 1,71 + 0,23+ 2,90 + 84,80+ | 12,30+
50ug/kg 0,177# 0,03 0,14™# 0,04 0,48 1,43 1,08™
Synbiotic 1,09 + 0,13+ 0,85+ 0,10 + 8,20 + 82,80 + 8,91+
1,2 g/kg 0,08™# 0,03 0,077 0,01 2,18* 2,95 1,107

“p <0,05va “p < 0,01 sovéi lé sinh Iy, *p < 0,05 va #p < 0,01 so véi 16 chitng bénh

Bang 3.35. Két qua phén tich cong thirc mau ciia chudt thir nghiém

Lo RBC | Hb Hct MCV |MCH | MCHC | R kho PLT MPV | P kho
(n=8) | (10*/L)|(g/dL)| (%) (fL) | (p9) | (g/dL) | (%) | (10°L)
Sinh ly 8,89 [11,08| 52,51 59,00 (12,43 | 21,11 | 18,70+ (1229,00 | 6,55 | 13,09
+047(+£162| £3,09 |[+£063 |£190| +3,24 | 0,60 |+88,96 +0,26|+ 0,86
Chumng 589 | 8,88 | 30,79 93,13 15,49+| 29,16 | 18,93 |898,25 | 7,48 |8,89 +
bénh | +0,55™ 0,597 +2,37" | +1,98" |0,68™ | £0,42 | +0,72 { 121,90  0,63| 0,60
Filgrastim| 6,41 | 9,81 | 34,13 52,63+ 15,26 | 29,05+ | 19,45 |818,88 | 7,40 | 9,16
50ug/kg | £ 0,64+ 1,05 +£4,007 | 1,27 |£0,28| 0,517 | +1,04 ¢+ 97,71" |+ 0,45 +£1,15
Synbiotic| 7,46+ [11,38| 40,49 | 54,38 | 15,33 | 28,16 | 18,19 (1037,00 | 7,50 | 11,38
1,2 g/kg | 0,297 £ 0,39 +1,64#| +1,67" | +0,58 | +0,44™ | +0,78 |+99,87 |+0,62| +1,31

“p <0,05va “p < 0,01 so véi I6 sinh Iy,

Cha thich:

RBC: Lugng hong cau; HgB: Huyét sic t6

HCT: Thé tich khéi hdng cau
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p < 0,05 va*p < 0,01 so véi 16 chitng bénh

MCV: Thé tich trung binh hdng ciu




PLT: S6 luong tiéu cau R khd: Ty 18 phan bd hong cau; MCH: Huyét sic t6 trung binh
hong cau  MCHC: Nong do huyét sac to trung binh hong cau

Tir cac két qua phan tich & cac bang 3.31 +3.35 cho thay:

* V& cong thirc mau ciia chudt trude thir nghiém: Két qua phan tich céng thirc mau
cua chudt trude thir nghiém so sanh véi cac chi s6 sinh héa mau & chudt binh thuong do
Suckow M.A., Danneman P., Brayton C. (2001), The laboratory mouse, CRC Press Inc.,
USA cong b cho thiy cac thong sd nay nim trong khoang gidi han binh thuong (109/L)
vé chudt dat tiéu chuan st dung cho thi nghiém.

* V@ trong lwong co thé chudt ¢ cac 16 thi nghiém

Két qua phan tich cho thiy khi tiém phiic mac chudt bang cyclophosphamid dé gay
suy giam mién dich cho thay trong lugng ciia chudt & 16 chimg bénh giam khoang 3 - 4 ¢
so voi 16 sinh 1y (Bang 3.32) va su khac biét c6 y nghia vao ngay 4,5 (p<0,05). Tai cung
thoi diém khao sat, so voi 16 chirng bénh, trong luong co thé chudt & 16 uéng san phém
synbiotic véi liéu 1,2 g/kg thip hon va su khac biét co y nghia thong ké vao ngay 2, 3 va 5
(p < 0,05). Két qua phan tich chudt & 16 d6i chung filgrastim 50 pg/kg ciing cho két qua
twong tu d6 13 trong luong chudt thap hon so v&i 16 ching bénh & tat ca 5 ngay khao sat
(p<0,05). Két qua nay cé thé duge giai thich la do tac dong cua cyclophosphamid 1én cac
16 chudt khac nhau va c¢6 y nghia tir ngay thir 2 (p <0,05).

Tir két qua phdn tich budc dau ¢ trén cho thdy viéc cho chudt dimg fligrastim hodc
uéng san pham synbiotic chwa thé hién dwoc tdc dong phuc hoi trong lwong co thé chudt
bi suy giam mién dich bang cyclophosphamid.

* V& trong lwong twong ddi ciia gan, lach, tuyén c va tuyén thwong than trén
chugt thir nghiém

Két qua dénh gia tic dong cyclophosphamid 1én trong lugng twong ddi clia gan, lach,
tuyén trc va tuyén thugng than trén chudt thir nghiém cho thiy so véi chudt ¢ 16 udng mubi
sinh 1y, trong lugng twong d6i cua lach va tuyén wc cta chudt ¢ 16 chimg bénh thap hon
1an luot 2,9 1an va 2,1 1an (p< 0,01). Trong khi dé, trong lwong twong ddi cuia gan va tuyén
thuong than thay d6i khong déng ké va syu thay doi khong co y nghia théng ké (p>0,05).
Két qua nay ching to6 cyclophosphamid tiém phiic mac liéu 150 mg/kg vao ngay thir nhat
d3 gy ton thuong mot s6 co quan mién dich chinh cua chudt thir nghiém.

So v6i 16 ching bénh, chudt ¢ 16 udng san pham synbiotic véi lidu 1,2 g/kg hodc tiém
thudc dbi chimg duong filgrastim 50 pg/kg c6 su ting trong luong tuong ddi cua gan va
lach, tuy nhién sy khac biét khong c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05). Déi vé6i cac co quan

khac, su thay d6i trong luong tuong d6i khong dang ké so v6i 16 ching bénh.
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* V& s6 lwgng bach ciu va ty 1€ giir cac loai bach ciu

Két qua phan tich cho thiy chudt ¢ 16 chimg bénh tiém tiém cyclophosphamid c6
tong sb lwong bach cau giam 6,0 1an so véi 16 sinh 1y (p < 0,01) kém theo sy giam s lugng
bach cdu trung tinh (giam 1,9 14n), sé lwong bach cau lympho (giam 6,6 1an) va bach cau
don nhan (giam 1,5 1an) va sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké (p < 0,05). Két qua nay ching
t6 str dung cyclophosphamid tiém phuc mac chudt véi lidu 150 mg/kg di gy ra syu suy
giam mién dich trén chudt nhit. Két qua ciing cho thiy khi tiém filgrastim phtic mac chuot
v6i lidu 50 pg/kg gitp ting tong sd lugng bach cau va sb lugng bach cau lympho so véi 16
chtng bénh (p < 0,05). O 16 cho chudt udng san pham synbiotic véi liéu 1,2 g/kg lién tuc
trong 5 ngay da gitip 1am ting gia kha ning dé khang cta chot thong qua viée ting tong sd
lugng bach cau, sb luong bach ciu lympho, ty I¢ bach cau tru ng tinh so vai 16 chirng bénh
va su gia ting bach cau c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,05). Tir két qua phan tich cho thdy ché
pham synbiotic ¢ tac dong kich thich mién dich trén mo hinh chudt nhat bi gay suy giam
mién dich bang cach tiém phiic mac v6i lidu duy nhat cyclophosphamid 150 mg/kg.

* V& cong thirc mau ciia chudt thir nghiém:

Két qua phan tich & bang 3.35 cho thay & 16 chimg bénh tiém cyclophosphamid, tong
s6 lugng hong cau cua chudt giam 1,5 14n so voi 16 sinh 1y (p < 0,01) kém theo sy giam
Hb, Het MCV, ting MCH (p < 0,05), giam tong s lwong tiéu cau (giam 1,5 1an). Két qua
nay ching to cyclophosphamid khi tiém phiic mac véi liéu 150 mg/kg di gy suy giam
mién dich ¢ chudt nhat kém theo tinh trang giam hong cau va tiéu cau. Trong khi dé khi
tiém phuc mac chudt bang filgrastim véi lidu 50 pg/kg c6 sy ting tong sb lugng hong cau
va s luong tiéu cau nhung khong c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05).

Khi cho chudt udng san pham synbiotic véi liéu 1,2 g/kg lién tuc trong 5 ngdy gitp
lam ting sb lugng hong cau, tang Hb, Hct so véi 16 ching bénh va sy gia ting co ¥ nghia
théng ké (p < 0,05). Két qua phan tich nay chimg to san pham synbiotic di kich sy ting
sinh héng cau, tang Hb, Hct va da thé hién tac dong han ché tinh trang thiéu mau trén chudt
nhit bi tiém phic mac véi liéu duy nhét cyclophosphamid 150 mg/kg.

Tir tat cd nhitng phdn tich ¢ trén cho thdy ché pham synbiotic da thé hién tic dong
kich thich mién dich trén chudt nhdt bi gdy suy gidm mién dich bang cdch tiém phiic mac
liéu duy nhat cyclophosphamid 150 mg/kg.

3.7.4. Thir nghiém déc tinh ban trudng dién cia ché phidm synbiotic

Két qua thir nghiém doc tinh ban truong dién ciia ché pham synbiotic trén chudt duoc
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trinh bay ¢ cac bang 3.36 +3.40.

Bang 3.36. Két qua phén tich cong thirc mau va chirc niing gan, thin ciia chudt ding

trong thi nghiém
Chi s Chudt trudc thir nghiém Chudt binh thwong”
Duc Cai Chung
Cong thirc mau
WBC (10°/L) 6,26 + 0,53 4,52 +0,43 5,39+0,43 3,0-28,2
RBC (10%%/L) 6,95+ 0,10 7,47+0,14 7,21+0,12 5,0-95
HgB (g/dL) 10,66 + 0,51 12,10 + 0,34 11,38 + 0,38 10,9 - 16,3
HCT (%) 3516+135 | 39,62+1,15 37,39+ 1,12 /
MCV (fL) 50,60 + 1,33 53,00+1,14 | 51,80+0,92 48,0 - 56,0
MCH (pg) 15,24 +£ 0,54 15,98 £ 0,26 15,61 +0,31 11,9-19,0
MCHC (g/dL) 30,24+0,44 | 30,20+0,24 | 30,22%0,24 259-35,1
R kho (%) 21,32 + 0,82 19,52 + 0,92 20,42 + 0,65 /
PLT (10%/L) 617,60+74,75 | 775,80+60,37 | 696,70+52,41 /
Chirc nang gan - than
ALT (U/L) 53,40+ 3,70 | 47,20+ 4,58 50,30 + 2,96 26— 120
AST (U/L) 119,40 +13,59| 93,20+9,64 | 106,30 + 8,99 69 - 191
Creatinin 0,28 +£ 0,02 0,28 £ 0,02 0,28 £0,01 0,5-0,8
(mg/dL)
Ure (mg/dL) 3573+159 | 4509+6,83 | 40,41+ 3,65 19-34
*Suckow M.A., Danneman P., Brayton C. (2001), The laboratory mouse, CRC Press Inc.,
USA
Chu thich:

WBC: S luong bach ciu
HgB: Huyét sic t6

HCT: Thé tich khéi hong cau
R khd: Ty 1¢ phan bd hong cau
MCHC: Nong d6 huyét sic t6 trung binh hong cau

RBC: Luong héng cau ‘ ‘
MCV: The tich trung binh hong cau

PLT: S lu’gng,tiéq cau . i
MCH: Huyét sac to trung binh hong cau

Bang 3.37. Can nang trung binh cia chudt theo thoi gian ¢ cac 16 thi nghiém

Thoi diem | Gi6i L6 thi nghiém
Sinh ly Mau thir 1,2 g/kg Mau thir 2,4 g/kg
Pyc 22,62 +0,75 23,87 £ 1,02 23,22+ 0,82
Ngay 0 | Céi 24,30 + 0,79 23,64 +0,84 24,43 + 0,90
Chung 23,46 + 0,56 23,76 + 0,65 23,83+ 0,61
Pyc 23,61+ 0,67 24,24 + 0,86 24,34+ 0,91
Ngay3 | Cai 25,04 + 0,80 23,92 + 0,68 24,61+ 0,75
Chung 24,33+ 0,53 24,08 + 0,53 24,48 + 0,58
Puc 23,65 + 0,55 27,00 + 0,89 25,38+ 1,17
Ngay 7 | Cai 26,61 +0,71" 25,15 + 0,64 24,78 + 0,78
Chung 25,13+ 0,55 26,08 + 0,57 25,08 + 0,69
Ngay 10 Puc 24,62 + 0,53 29,91 + 0,94 28,76 + 1,30
Cai 27,51 + 0,83" 29,55 + 1,07 29,28 + 0,89
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Chung 26,07 + 0,58 29,73+ 0,70” 29,02+ 0,77
Duc 26,18 + 0,66" 30,36 +1,38" 29,88 + 1,25
Ngay 14 | Cai 28,37 £ 0,63" 29,70 +£0,77 28,63 + 0,62
Chung 27,28 + 0,51 30,03+ 0,77 29,26 + 0,70
Duc 26,96 +1,12 28,02 + 0,83 31,64 +1,94
Ngay 17 | Céi 30,02 + 0,61 30,80 + 1,46 31,68 + 1,45
Chung 28,49+ 0,79 29,41 + 0,92 31,66 +1,14
Duc 31,04 +1,22 29,48 £ 0,91 33,34 £ 2,05
Ngay 21 | Céi 32,10 + 0,46 31,80 + 1,55 31,26 +1,33
Chung 31,57 +0,64 30,64 + 0,93 32,30 +1,20
Duc 32,76 + 1,05 31,28 + 0,86 35,64 + 2,63
Ngay 24 | Cai 33,06 £ 0,51 32,86 + 1,86 31,54 +1,60
Chung 32,91+ 0,55 32,07 +1,00 33,59 + 1,60
Duc 33,34+1,01 32,40+ 1,22 35,94+ 2,78
Ngay 28 | Cai 34,48 + 0,65 33,46 £ 1,75 32,54 +1,58
Chung 34,41+ 0,57 32,93+1,02 34,24 +1,61

"0 < 0,05; ™p < 0,01: khi so sanh vé6i 16 Sinh 1y & ciing thoi diém

#» < 0,05: khi so sanh véi chudt khdc giéi ciia cung 16 thir nghiém

Bang 3.38. Két qua phan tich huyét hoc ciia chudt sau 14 va 28 ngay thir nghiém

Sau 14 ngay Sau 28 ngay
Chi sé Lo _ Lo thi nghiém
Giédi Sinh Iy Mau thir Mau thiwr Sinh Iy Mau thiwr Mau thir
1,2 g/kg 2,4 g/kg 1,2 g/kg 2,4 g/kg
Puc 5,86 5,94 5,42 4,98 7,20 9,18
: + 0,99 +0,31% +0,26" + 0,55 + 1,69 +0,64™
WBC Cii 7,30 8,56 7,86 9,20 9,16 7,96
(109/L) + 0,60 + 0,80" +0,74* +0,35% + 0,67 +0,34"
Chung 6,58 7,25 6,64 7,09 8,18 8,57
+ 0,60 + 0,60 + 0,55 +0,77 +0,92 +0,40
Puc 8,29 7,35 7,43 8,31 8,06 8,03
: + 0,30 + 0,27 +0,23" +0,14* +0,12 +0,17
RBC Céi 8,95 7,99 8,54 7,69 7,63 7,87
(1012/L) + 0,25 +0,16" +0,29" +0,15" + 0,23 +0,17
Chung 8,62 7,67** 7,99 8,00 7,85 7,95
+0,21 +0,18 +0,25 +0,14 +0,14 +0,12
Puc 14,26 13,06 12,20 13,08 12,80 12,38
: + 0,51 + 0,80 +0,70 +0,22% +0,29% +0,31
HgB Cii 14,46 12,96 14,12 11,98 11,42 12,10
(g/dL) + 0,56 + 0,50 +0,76 +0,16" + 0,46" +0,09
Chung 14,36 13,01 13,16 12,53 12,11 12,24
+ 0,36 + 0,45 + 0,58 +0,22 + 0,34 + 0,16
Puc 46,64 40,96 40,42 45,14 44,78 44,86
- +1,63 +255 +2,75 +0,86" +1,23" + 0,55"
HCT Cai 45,84 43,62 45,54 41,38 39,58 42,98
(%) +1,92 +1,61 +2,16 +0,32% +1,15" +0,38**
Chung 46,24 42,29 42,98 43,26 42,18 43,92
+1,20 +1,49 +1,86 +0,76 +1,18 +0,45
56,40 55,60 54,20 54,42 55,66 55,98
MCV(IL) Puc | 10z | +163 £211 | +074 | #1290 | +051
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CAi 51,48 54,40 53,20 53,92 51,98 54,78
+1,82% +1,44 +1,36 +0,76 +0,99" +0,89
Chung 53,94 55,00 53,70 54,17 53,82 55,38
+1,28 +1,04 +1,19 +0,51 +0,98 +0,52
Buc 17,16 17,66 16,30 15,70 15,82 15,36
; + 0,45 +0,52 +0,54 +0,13 +0,31 +0,13
MCH Cai 16,14 16,18 16,44 15,14 14,90 15,36
(P9) + 0,65 +0,61 +0,52 +0,58 +0,37 +0,30
Chung 16,65 16,92 16,37 15,42 15,36 15,36
+0,41 + 0,45 +0,35 +0,30 +0,27 +0,16
Buc 30,54 31,86 30,28 28,94 28,56 27,52
: +0,59 + 0,507 +1,17 +0,24 +0,36 +0,43"
MCHC | .. 31,58 29,68 30,96 28,90 28,78 28,10
(g/dL) +1,16 + 0,56" +0,51 +0,21 +0,35 +0,14"
Chung 31,06 30,77 30,62 28,92 28,67 27,81
+ 0,64 +0,51 +0,61 +0,15 +0,24 +0,23
Buc 21,56 23,40 20,24 23,20 22,22 21,40
; +0,91 + 1,357 +0,81 +0,72 +0,79 +0,72
R khd Cai 20,80 19,50 20,22 21,30 20,80 20,84
(%) +0,94 +1,08% +1,07 +0,57 +1,17 +111
Chung 21,18 21,45 20,23 22,25 21,51 21,12
+ 0,63 +1,04 +0,63 + 0,54 +0,71 +0,63
Buc 710,20 890,60 826,20 801,80 | 737,60 748,80
; + 55,27 +112,81 + 46,21 +58,67 | + 104,09 + 55,66
PLT Cai 744,80 769,80 826,40 753,40 | 597,20 663,60
(10°/L) + 35,95 + 58,07 + 96,49 +70,73 | +65,68 + 40,04
Chung 727,50 830,20 826,30 777,60 | 667,40 706,20
+31,61 +63,11 + 50,44 +4406 | +62,56 +3531

*p < 0,05, **p < 0,01 khi so sanh voi 16 sinh ly o cung thoi diém

*p < 0,05,%p < 0,01 khi so sanh véi chudt khdc gioi ciia cUng 16 thir nghiém

Chu thich: ‘
WBC: S6 lugng bach cau
HgB: Huyét sic td
HCT: Thé tich khéi hong cau

R khd: Ty 1¢ phan bd hong cau
MCHC: Nong d6 huyét sac to trung binh hong cau

RBC: Luong hong cu
MCV: Thé tich trung binh hong cau
PLT: S6 luong tiéu cau

MCH: Huyét sic t6 trung binh hong cau

Bang 3.39. Chi s6 chirc niing gan & chudt sau 14 va 28 ngay thir nghi¢m

Sau 14 ngay Sau 28 ngay
O Lo ~ ~ ~ ~

TZ%”Q sinr 1o | MAu thir| Miu thie| | Mu thir | Mu thir
Giéi y 1,29/kg | 2,49/kg y 1,2 g/kg 2,4 g/kg

by | 13354 | 149,78 159,36 | 173,98 177,14 169,18

AST ; +17,78 | +£27,92 | £10,98%* | +19,19 | +1844 +17,83

(UL) cai | 13474 | 14926 109,96 | 153,64 184,04 152,70

+1159 | +11,39 + 6,68% +9.21 + 18,79 +14,17
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chung | 13414 | 14952 | 13466 | 16381 | 18059 160,94
91+1001 | +1421 | +1022 | +1059 | +1246 | +11,08
bue | 8278 | 6692 7050 | 56,28 68,96 57,18
IC | 4744 | +698 | +401* | +450 | +7,03 +515
ALT | . | 6424 | 6154 6048 | 52.66 63,72 51,18
(U/L) +150 | +371 | +237% | +494 | +1007 | +485
chung | 7351 | 6423 65,49 54 47 66,34 5418
9| +473 | +383 | +276 | £321 | +585 +3.48

"0 < 0,05, “p < 0,01 khi so sanh véi 6 sinh Iy & ciing thoi diém

#p < 0,05, ##p < 0,01 khi so sanh voi chudt khdc gioi cua cung 16 thir nghiém

Bang 3.40. Chi s6 chirc ning than & chudt sau 14 va 28 ngay thir nghiém

Sau 14 ngay Sau 28 ngay
" Lo ~ ~ ~ ~
Thong so sinn IV Mau thwr | Mau thi sinh IV Mau thir | Mau thw
i Y| 129kg | 2,4g/kg Y1 129/kg | 2,49/kg
Gidi
Puc 6,57 6,56 7,99 5,87 6,96 9,96
- +0,21 | +£0,23 | £0,52* | +0,16 +0,93 +0,77"
Ure cai | 750 7,28 6,25 6,93 7,58 8,48
(mmol/l) +044 | +0,26 | +030* | +0,76 | +0,37 +0,43
Chun 7,04 6,92 7,12 6,40 1,27 9,22
g +0,28 + 0,20 + 0,40 +0,41 +0,48 +0,48™
Puc 39,66 39,12 43,60 45,70 45,50 44,36
: + 1,47 +1,94 +2,11 +1,54 +1,70 +0,99
Creatinin Cai 44,10 39,62 38,94 44,46 45,16 44,78
(umol/1) +129 | +£1,58" | £0,69" | +0,97 +1,95 +0,41
Chun 41,88 39,37 41,27 45,08 45,33 44,57
g +1,18 +1,18 +1,30 + 0,88 +1,22 + 0,51

* < 0,05, **p < 0,01 khi so sanh véi 16 sinh Iy & cung thoi diém.
*n < 0,05, #p < 0,01 khi so sdnh véi chudt khdc giéi ciia cung 16 thir nghiém.
Két qua thir nghiém doc tinh ban trudng dién ctia ché pham synbiotic trén chudt trinh

bay & cac bang 3.36 +3.40 cho thay:

* V@ trang thai sinh Iy ctia chudt trudc khi thi nghiém:

Két qua phan tich & bang 3.36 cho thiy chudt nhét sir dung cho thtr nghiém sau khi

da dugc nudi on dinh & diéu kién thi nghiém (khoang 7 tudn tudi) c6 cong thirc mau (WBC,
RBC, HGB, MCV, MCH, MCHC) va cac thong s vé chirc ning gan (AST va ALT) nam
trong khoang gidi han cua chudt binh thuong theo Suckow va Cs (2001). Nhu vay, chudt

c6 cong thirc mau va cac thong s6 vé chirc nang gan phu hop cho vi¢e sir dung dé danh gia

doc tinh ban truong dién cua ché pham synbiotic. Tuy vay, cac thong sb vé chiic nang than
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(ure, creatinin) cua chudt dung trong thi nghiém c6 sy khac biét. Sy khac biét vé cac thong
s6 chirc ning than c6 thé dugc 1y giai 1a do sy khac biét vé mit sinh 1y gitta mdi ca thé
chudt thi nghiém.

* V& trong lwong ciia chudt

Két qua phan tich cho thdy trong luong co thé ciia chudt dugc cho udng ché phim
synbiotic véi liéu 1,2 g/kg va 2,4 g/kg thay doi khong dang ké so v6i 16 sinh Iy & hau hét
c4c thoi diém khao sat (p > 0,05), ngoai trir thoi diém ngay 10 va ngay 14 chudt ¢ 2 16 cho
ché pham synbiotic ¢0 trong lugng ting nhe so véi 16 sinh 1y cung thoi diém (p < 0,05).
Khi xét riéng timg gidi cho thay vao tuan thi 2 ctia qua trinh thir nghiém, trong luong co
thé ctia nhom chudt duc ¢ 2 16 dugc cho udng ché pham synbiotic ting cao hon so véi 16
sinh ly (p < 0,05). Tuy nhién, & cac thoi diém con lai, trong luong co thé cia nhom chudt
duc dugc udng ché pham synbiotic khong khac biét dang ké so véi 16 sinh 1y (p > 0,05).
Déi v6i nhom chudt cai, trong lugng co thé cia cac 16 ché pham synbiotic thay doi khong
¢ y nghia théng ké so voi 16 sinh 1y trong sudt qué trinh thir nghiém (p > 0,05). Khi so
sanh trong timg 10, trong lugng co thé ctia nhém chudt duc va chudt cai tai cung thoi diém
thir nghiém khac biét khong dang ké.

Nhue vy, viéc cho chudt uong ché pham synbiotic véi liéu 1,2 g/kg va 2,4 g/kg trong
14 ngay hodc 28 ngady lién tiép khong lam thay doi thé trong chudt so véi 16 sinh Iy. Mt
khdc, két qua ciing cho thdy giita hai gidi chudt thir nghiém, trong lwong co thé chudt trong
cung 16 thir nghiém khdc biét khong dding ké.

* Vé cong thirc mau huyét hoc

Két qua danh gia cac thong sé huyét hoc ciia chot sau 14 va 28 ngay thir nghiém cho
thiy sau 14 ngay thtr nghiém chi s6 huyét hoc cua 16 chudt uéng ché pham synbiotic voi
lidu sir dung 1,2 g/kg va 2.4 g/kg khac biét khong c6 ¥ nghia so véi 16 sinh 1y (p > 0,05).
Tuy vay, s6 lugng hong cau (RBC) cta chudt dugc udng ché pham synbiotic voi lidu 1,2
g/kg giam nhe (p < 0,05), nhung vin nam trong gi¢i han cho phép cta chudt binh thuong.
Khi phan tich theo gidi tinh ctia chudt cho théy cac thong $6 huyét hoc cua chudt duc hoac
chudt cai udng ché pham synbiotic & ca hai liéu thir nghiém khong khac biét so véi chudt
sinh 1y & cung gi6i tinh (p > 0,05). Mit khéc, két qua phan tich ciing cho thiy chi s6 huyét
hoc ctia chudt duc va chudt cai trong ciing mot 16 khac biét khong dang ké (p > 0,05).

Tuy vay, sb liéu phan tich mot sé thong sé huyét hoc nhw WBC, RBC, HGB, HCT
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ctia chudt ¢ 16 sinh 1y udng nudc cat sau 28 ngay thir nghiém c6 su khac biét vé cac thong
s& huyét hoc giita 2 nhom chudt duc va céi (p < 0,05). Két qua nay c6 thé giai thich do su
khac biét vé mit sinh hoc giita 2 nhém gidi tinh chudt. O 2 16 chudt duge cho udng ché
pham synbiotic véi liéu 1,2 g/kg va 2,4 g/kg thi cac thong s6 huyét hoc vé bach cau, hong
cau, tiéu cau thay doi khong dang ké so véi 16 sinh 1y ¢ cung thoi diém (p > 0,05), ngoai
trir & chudt trong 16 udng ché pham synbiotic véi lidu 2,4 g/kg c6 chi s6 MCHC giam nhe
(p < 0,05). Két qua tuwong tu khi phan tich riéng theo gidi. Thong s6 huyét hoc ctia chudt
duc hodc chudt cai trong cting mdt 16 phan 16n khac biét khéng co y nghia (p > 0,05).

Tir cdc két qua phan tich & trén cho thdy chudt uéng ché pham synbiotic voi liéu 1,2
g/kg va 2,4 g/kg trong 14 hodc 28 ngay lién tiép khéng anh hwéng dén da sé cdc thong sé
cong thirc mdu.

* V¢ chirc niing gan ciia chugt

Két qua phan tich cho thiy so v6i chudt ¢ 16 sinh 1y & thoi diém ngay 14 va ngay 28,
chi s6 AST va ALT cua chudt ¢ c4c 16 udng ché pham synbiotic véi liéu 1,2 g/kg va 2,4
g/kg thay doi khong dang ké (p > 0,05). Phan tich riéng theo gidi cho thdy chirc ning gan
(AST, ALT) cua chudt duc hodc chudt cai udng ché pham synbiotic & ca hai liéu thir
nghiém khong khac biét so véi chudt cung gidi ¢ 16 sinh ly (p > 0,05). Gitra chudt duc va
céi trong cuing 16, da phan cac 16 c6 hoat tinh AST va ALT khac biét khong c6 ¥ nghia
thong ké (p > 0,05), trir 16 uéng ché pham synbiotic véi lidu 2,4 g/kg trong 14 ngay co hoat
tinh AST va ALT cua nhom chudt duc cao hon chudt cii, nhung van nam trong giGi han

cua chudt binh thuong.
+ Két qua phan tich vi thé té bao gan ciia chudt.

Két qua phén tich vi thé t& bao gan cua chudt trinh bay qua bang 3.41 va hinh
3.48+3.50.

Chuot 1. Viém ga mrc d6 1/18  Chuot 2. Viém gan mirc d6 1/18  Chuot 3. Viém gan mic d6 1/18
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Chuét 4. Viém gan muc d6 1/18 ~ Chuot 5. Viém gan muc d6 2/18  Chuét 6. Viém gan muc d6 3/18
Hinh 3.48. Vi thé té bao gan ciia chudt ¢ 16 sinh 1y sau 28 ngay

Chuét 1. Viém gan muc d6 1/18  Chuét 2. Viém gan muc d6 3/18  Chuét 3. Viém gan muc d6 3/18

Chuét 4. Viém gan muc d6 4/18  Chuét 5. Viém gan muc d6 5/18  Chuét 6. Viém gan muc d6 7/18
Hinh 3.49. Vi thé té bao gan cia chudt ¢ 16 udng Synbiotic liéu 1,2 g/kg sau 28 ngay

Chuét 1. Viém gan muc d6 5/18  Chudt 2. Viém gan muc d6 2/18  Chuét 3. Viém gan mirc d6 6/18

Chuot 4. Viém gan mirc o 7/18 Chuot 5. Viém gan mtrc ¢6 3/18  Chuot 6. Viém gan mirc 6 5/18
Hinh 3.50. Vi thé té bao gan ciia chudt ¢ 16 udng Synbiotic liéu 2,4 g/kg sau 28 ngay
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Bang 3.41. Két qua phan tich vi thé cdu tric té bao gan cia céc 16 thir nghiém

Vi thé gan Lo (n=6)
Sinh ly Synbiotic 1,2 g/kg Synbiotic 2,4 g/kg
Gidi buc | Cai |Chung| buyc | Cai [Chung| buc | Cai |Chung

Viém gan 1/18 3 1 4 1 1
Viém gan 2/18 1 1 1 1
Viém gan 3/18 1 1 2 2 1 1
Viém gan 4/18 1 1
Viém gan 5/18 1 1 2 2
Viém gan 6/18 1 1
Viém gan 7/18 1 1 1 1

Két qua phan tich vi thé cau tric gan cho thdy 6/6 mau gan ciia 16 sinh 1y viém gan &
murc d0 1/18 - 3/18 (hoai tor quanh khoang ctra: 1/4; hoai tir trong tiéu thuy: 1/4; viém quanh
khoang cira: 1/4). L6 cho chudt udng san pham Synbiotic 1,2 g/kg c¢6 6/6 mau gan viém
gan murc do tdi thiéu 1/18 - 7/18 (hoai tir quanh khoang ctra: 1/4; hoai tir quanh tinh mach
trung tdm: 1/6; hoai tir trong tiéu thuy: 4/4; viém quanh khoang cira: 1/4). O 16 Synbiotic
2,4 g/kg, 6/6 mau gan viém mirc do 2/18 - 7/18 co tinh trang hoai tir quanh tinh mach trung
tam va hoai tir trong tiéu thuy. Két qua nay cho thiy c6 thé gan bj ton thuong & mutc do
nhe nhung chua 1am thay doi hoat tinh enzyme gan nén thong sb hoat tinh ALT, AST cua
chu6t thir nghiém udng Synbiotic khong thay doi so véi 16 sinh 1.

Nhuwe vy, chudt nhat uong ché pham synbiotic véi liéu 1,2 glkg va 2,4 g/kg trong 14
hodc 28 ngay lién tiép khéng dnh hiedng dén chire nang gan ciia chuét.

* V& chirc niing than

Két qua danh gid chirc nang than cho thdy sau 14 ngay thi nghiém, chudt uéng ché
pham synbiotic voi lidu 1,2 g/kg va 2,4 g/kg o chi sé ure va creatinin thay d6i khong dang
ké so voi 16 sinh 1y & cing thoi diém (p > 0,05). Khi so sanh giita 2 gidi trong cung 16 thtr
nghiém, da phﬁn cac thong s6 chuc nang than gitta chudt duc va chudt cai trong cung 16
khac biét khong cé ¥ nghia thong ké (p > 0,05), trir 16 udng ché pham synbiotic véi lidu
2,4 g/kg c6 ndng do ure cia nhom chudt duc cao hon chudt cai.

Sau 28 ngay thtr nghiém, 16 chudt dugc cho udéng ché pham synbiotic véi lidu 1,2
g/kg c6 céac thdng sb chirc nang than khac biét khong dang ké so véi 16 sinh 1y (p > 0,05),
két qua twong tu khi phan tich riéng theo gi6i. O 16 chudt uéng ché pham synbiotic véi lidu

2,4 g/kg, 6 ndng do ure cao hon c¢é ¥ nghia so vai 16 sinh 1y ciing thoi diém (p<0,05), ndng
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d6 creatinin khac biét khong dang ké (p > 0,05).
+ Két qua phan tich vi thé té bao than
Két qua phan tich vi thé té bao than dugc tong hop trong Bang 3.42 va hinh 3.51+3.53.

Chudt 1: Binh thuong Chu : Binh thuong Chudt 3: Binh thuong

Chuot4: Binh thuong ~ Chudt 5: Binh thuong Chudt 6: Binh thuong

Hinh 3.51. Vi thé té bao than ciaa chudt & 16 sinh ly sau 28 ngay

Chudt 2: Binh thuong Chudt 3: Binh thuong

Chudt 4: Binh thuong Chuét 5: Binh thuong Chuét 6: Binh thuong
Hinh 3.52. Vi thé té bao than cia chudt & 16 udng Synbiotic liéu 1,2 g/kg sau 28 ngay
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Chudt 1: Binh thuong




Chuét 1: Binh thuong Chugt 2: Binh thudng

ChUOt3 Blnh thuong
LA T

Chuot 4: Binh thuong Chugt 5: Binh thusng ~ Chuot 6: Binh thuong
Hinh 3.53. Vi thé té bao than caa chudt & 16 uéng Synbiotic liéu 2,4 g/kg sau 28 ngay
Bang 3.42. Két qua phan tich vi thé ciu tric té bao than cia céc 16 thir nghiém

Vi thé than Lo(n=06)
) Sinh ly Synbiotic 1,2 g/kg Synbiotic 2,4 g/kg
Gioi buc | Cé&i | Chung| Puc | Cai |Chung| Puc | Cai |Chung
Binh thuong 3 3 6 3 3 6 3 3 6
%;enmnfzrf]“:mse 0| o 0 o | o| o | o | o | o

Két qua cho thay tat ca 6/6 mau (100%) cua cac 16 sinh ly, 16 Synbiotic 1,2 g/kg va
2,4 g/kg c6 vi thé té bao than binh thuong, khdng c6 tinh trang viém than, viém bé than.
Két qua nay goi y san pham Synbiotic uéng lién tuc 28 ngay & lidu 1,2 g/kg va 2,4 g/kg
khong anh huong cua dén cau tric vi thé than.

Nhue vdy, viéc cho chugt nhat uéng mau thar véi lieu 1,2 g/kg trong 14 hodc 28 ngay
lién tuc khdng dnh hwdng dén chire ndng than, cdu tric vi thé than.

Tir cdc phdn tich & trén cho thdy chudt nhdt uéng ché pham synbiotic véi liéu 1,2

g/kg trong 14 hodc 28 ngay lién tuc khéng anh huwdng dén chirc ning thén.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
1. KET LUAN

Tir cac két qua nghién ctru ¢ trén cho thiy luan 4n di hoan thanh tit ca cac nodi dung
nghién ctru da dat ra, thé hién qua cac két luan sau:

1) Ludn dan xdc dinh dwoc cdc dac diém hinh thdi va cau tric mé cu dcfng sam moc
tw nhién o Lac Duwong - Lam Déng lam co so phdn biét do tuéi, thoi gian thu hoach cu
dang sam. Mdt khdc, ludn dn ciing xdc dinh dwoc cii dang sam 3 ndm tuéi cé thanh phan
cdc chat dat tiéu chuan DPVN, V (2017): Ham luong dwong tong s6:(10,08 +0,88) °Bx,
ham lwong chat chiét tong s6:(58,2 = 1,57) 9/100g, ham lwong tro tong s6: (5,50+0,17) %,
khong chira tap chat vé co va kim loai ndng.

2) Ludn dn da xdac dinh dwoc cdc théng sé t6i wu cho qua trinh chiét inulin tir Cli
dcfng sam tw nhién moc tqi Lac Duong Lam Bé‘ng: dung moi chiét la nude cat 2 lan, nhiét
do chiét 71°C, thoi gian chiét 36 phiit va ty 1é dung méi/nguyén liéu la 47ml/g voi hiéu sudt
chiét inulin cu dcfng sam dat 23,93%, fructan 26,96% va téng chat chiét hoa tan dat
61,35%. Ludn dn ciing xdc dinh dwoc cdc théng sé thich hop cho qud trinh két tia thu
inulin: nhiét d6 thich hop d@é c6 dic dich chiét truée khi két tia dén 16°Bx 1a 55°C, tac
nhdn két tua thich hop la ethanol, nong do ethanol thich hop cho qud trinh két tia inulin
la 80% va nong dé ethanol thich hop cho qud trinh két tua fructan la 90%, nhiét dé thich
hop dé két tiia inulin la (6+1) °C véi hiéu suat Két tia trung binh dat 95,53%.

3)Ludn an da tinh sach va xac dinh dac diém cdu triic phan tir inulin tur Cu dcfng sam
tr nhién moc tai Lac Dwong Lam Pong. Két qua nghién ciru cho thdy cé thé tinh sach
inulin tir dich chiét thé bang phwong phdp két tua lai nhiéu lan (6 lan) bang ethanol ¢ nong
do gdy két tiia 80% voi hiéu sudt thu inulin tinh sach 1 (75,85+0,84)%. Polysacchride tinh
sach thu nhan twr cu dcfng sam moc ty nhién tai Lac Duwong-Lam Béng gém 2 phan tw
fructose polysacccharid: mét phan tir ¢6 khoi lwong 3.193 Da, ¢6 19-23 don phdn, chiém
96,448% va mgt phan ti ¢6 khoi lwong phan tiz 1.112.892 Da, chiém 3,55%.

4) Ludn dn ciing xdc dinh dwoc mét s6 théng sé thich hop cho qua trinh sdy phun tao
bét inulin dang sdam: chat tro sdy la maltodextrin véi 1y 1é bo sung thich hop 14 10%, nhiét
dé khi ddu vao 185°C va nhiét dé khéng khi buong sdy la 85°C, dp sudt khi nén 3 atm, téc
dé bom nhdp liéu 10mlIp twong iing véi toc dé dia phun 16000 v/p. Bét inulin dang sdm
say phun c6 ham lwong inulin dat (445,90+2,79) mg/g; ham lwong fructan dat (469,40
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+1,61) mg/g, pH (5,18+0,01), ham luwong tro (4,82+0,07) %. Dé hoa tan:(1/9,5+£0,5/15)
(g/ml/phat); DB dm (6,06+0,27) %; khong chita tap chdt vé co va kim logi ndng. Bét inulin
cii dang sam c6 kich thieée hat (882,2+101,4) nm, mdt dé hat 100%, dé phan tan PDI 0,497;
Nhiét @3 phan hity hoan toan cdc phdn tir trong bét inulin ci dang sdam trén 600°C. Bt
inulin ci dang sam dat tiéu chudan an toan vé sinh thwc pham theo qui dinh hién hanh cia
Bo Yté.

5) Két quda sir dung bot inulin cii dang sam dé tao ché pham synbiotic dinh huwéng irng
dung trong thiee pham: Bot inulin cii dang sam ¢6 ddc tinh prebiotic manh véi liéu sit dung
4,0 % (W/w)- tiong dirong 2% tinh theo bot inulin sach c6 thé kich tang sinh té bao (CFU)
ciia 8 chung vi khuan tr 1,4-11,5 lan (2 chung L. acidophillus, L. plantarum, L.
rhamnosus, B. longum, B. lactic, 2 chung Enterococcus faecalis), trong do ching L.
acidophillus (M7) dat mitc tang sinh cao nhdt la 2,3 x10*"CFU/g va ching Enterococcus
faecalis (M4) dat mic ting sinh thap nhdt la 7x16® CFU/g.

6) CONg thirc phdi trén tao bot synbiotic: Bét inulin cii dang sam 0,514 glg, sinh khéi
chiing vi khuan L. acidophillus (5x10%° CFU/qg): 0,22 g/g; sinh khéi L. plantarum (2 x 101
CFU/qg): 0,128 g/g; sinh khéi B. longum (8 x 101° CFU/g): 0,033 g/g va sink khoi B. lactics
(10 CFU/g): 0,1g/g.

7) Két qua thir nghiém trén chudt nhdt cho thdy ché pham synbiotic véi liéu sir dung
liu 1,2 g/kg va 2,4 g/kg trong 14 hodc 28 ngay khéng déc, khéng anh hwong dén chirc
ndng ciia gan, thin & chudt thir nghiém va ché pham synbiotic ¢6 kha nang kich thich mién
dich ciing nhw ¢6 kha nang diéu tri tiéu chay & chudt nhat.

2. KIEN NGHI

Tir két qua nghién ctru & trén, cho phép dé xuat mot sb ¥ kién sau:

- Tién hanh nhdn giong va trong ci ddang sam dé bao ton gen va dam bdo nguyén liéu
cho qud trinh sin xudt.

- Tiép tuc san xudt thir nghiém bot cii dang sam sdy phun dang prebiotic, synbiotic &

quy mé 1ém lam co s6 xdy dung gid thanh va thwong mai héa sdan pham.
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PHU LUC
PHU LUC 1. BO TRi THi NGHIEM TRONG NGHIEN CUU
1.1. X4c dinh nguyén li¢u dat chuén
Muc dich ciia nghién citu nay nham xdc dinh thoi diém thu hoach thich hop va xdc
dinh nguyén liéu dat tiéu chudn lam nguyén liéu cho san xuat bot Inulin.

Tién hanh thyc nghiém theo so @6 hinh 1.

Mau tuoi

l - bic diém hinh thai
- Giai phau mo cii (Soi lat cét hién ' . penngeat
vi; Xac dinh ti 1& % xylem/Phloem |—| Phan loai nguyén li¢u [€— [dn:fd uoc duong

u

- Pinh tinh nhom chit bang cac l
phan tng hoa hoc ~ |—» Nguyén liéu theo nam tudi (1,2,3,4)
- Dinh tinh Inulin (Soi bot Inulin;
sic ky 16p moéng TLC) v

Dinh luong cic nhom chit

!
v v

Nhém chéit qui dinh Nhom _chﬁt khéng qui dinh
— Do Brix (°Bx) = Inulin
~ Vit cht kho ~ Polyphenol
— Do Am (%) - Flavon9|d ) ,
— Tbng chét chiét hoa tan — Hogt tinh chong oxy hoa
— Khoéang
— Kim loai nang

¥ y

v

Nguyén liéu dat chuén

Hinh 1. 5. So @0 phan loai dang sim theo nim ting trudng

1.1.1. Phén loai d tudi dwa vao dic diém hinh thai va phén tich giai phiu mé ci

+ Dwa vao dic diém hinh thai

Céc dic diém moé ta hinh thai bén ngoai (Mau, mui, vi, 14t ct twoi, kho) theo Duoc
Pién Viét Nam V (2017) va nghién ctru cia Zhang (2017).

Céac dic diém nhan dang chinh: S6 vong nidm trén cd ré. Su phan nhanh cua ré
chinh, mat 14t cét tuoi va kho theo Zhao va Cs (2011).

Kich thuéc dudng duong kinh ct (mm): Do chd phinh to nhit cia ci bang thudc
kep long tron véi don vi nho nhat 0,1mm.

+ Phan tich giai phiu mé ci:
PL-1



Mau tiéu ban hién vi: Mdi cii chi cat 01 1at. Dung dao lam cat 1at mong vudng goc
véi than ré, cach ¢d ré 1,5-2cm. CH dinh hinh dang lat cat béng Ethanol 70%, sau do
nhudém mau lat cit bang Carmin luc Iode theo Tran Hung (2004). Lat cit tiéu ban hién
vi duge soi trén kinh hién vi soi ndi & d6 phong dai 1-1,25 lan (Olympus SZX7, Nhat).
1.1.2. Pinh tinh cic nhom chit bing phan vng héa hoc

Chiét duoc liéu 1an luot véi cac dung moi theo do phan cuc tang dan tir n-hexan
dén ethanol 90% va sau cing |1a nuée. Cac dich chiét duoc sir dung dé dinh tinh cac
nhém hop chét ty nhién bang cac phan tmg hoa hoc dic trung.

+ DPinh tinh thanh phan céc chat trong dich chiét n-hexan

Can 5g bot duoc liéu vao binh chiét Soxhlet. Chiét bang n-hexan dén khi dung moi
trong binh chiét khong mau. Dich chiét n-hexan dugc c6 dic trong cd quay chan khdng
thu hoi b6t dung méi. Dich c6 dac dugc dung dinh tinh:

— Chat béo : Cham 3 giot dich chiét n-hexan 1én gidy loc. Say nhe dén kho. Néu
thay c6 vét mo trén gidy loc nghia 1a co chat béo.

— Carotenoid : Cho vao 6ng nghiém 1ml dich chiét, ¢ bdc hoi dung méi dén can.
Thém vai giot HoSO4 dam ddc. Néu thdy xuat hién mau xanh duong 1a co thé co
carotenoid.

— Phytosterol : (thir nghiém Lieberman) (AC2/ H2SO4). HGt 15 ml chiét xuat vao
chén va co diac dén cin, nho 10 giot Anhidric acetic vao chén dé hoa tan cin, rot hét
dung dich nay vao 6ng nghiém. Nho cham cham vai giot HoSO4 dam dac va lac, dé diang
ong nghiém néu thay mat phan cach gitia 2 dung dich trong 6ng nghiém c6 mau vang
luc hoic luc do, c6 thé co phytosterol.

— Tinh dau : Ht 3-5 ml vao chén sir va cho béc hoi dén khd, néu c6 mui thom
dic trung 1a c6 tinh dau.

+ Pinh tinh cac thanh phin trong dich chiét ethanol

Phan b3 tho sau khi chiét v6i n-hexan, dugc siy kho. Pun hoi luu trong 20 phut
v6i 90 ml EtOH 90 %. Loc 1ay dich dé dinh tinh cac chét sau:

— Alkaloid : Hat 15ml dich chiét c6 ddc cach thiy dén can. Hoa cin véi 3-4 ml
HCI 2%. Dung dich nay duoc thir v6i 4 thude thir Wagner, thudc thir Bouchardat va
Dragendorff. Néu dwong tinh véi ca 3 loai thude thir, co thé c6 alkaloid.

o Thir nghiém Wagner :1ml dich chiét dugc xir Iy bang thudc thir Wagner. Su

hinh thanh két tia mau nau dé cho thay sy hién dién cua céac alkaloid.
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o Thir nghiém Dragendorff : 1ml chiét xuat dugc thém vao 2 giot thudc thir
Dragendorff. Sy phat trién cta két tua dang kem la déu hiéu cho théy su hién dién cua
cac alkaloid

—  Polyphenol : 15 ml dich chiét duoc ¢6 dic con 2ml. Thém vao 4 giot dung dich
FeCls 5%. Sy hinh thanh ctia mau den hoi xanh cho thay sy hién dién cta Polyphenol.

—  Flavonoid : Phan tng (PU) véi dung dich NaOH 10 % : Cho 1ml dich chiét con
vao 6ng nghiém, thém vai giot dung dich NaOH 10%, néu thdy xut hién tiia duc va mau
ctia dich chiét vang dam 1én 1a phan tmg duong tinh.

— Coumarin : 3 ml NaOH 10% dugc thém vao 2 ml dich chiét hinh thanh mau vang
cho thay s hién dién ctia Coumarin.

— Saponin : 5 ml dich chiét dugc co ddc cac thuy dén can trong dng nghiém, thém
5 ml nudc cat, bit miéng 6ng. Lac manh doc theo chiéu dai cta 6ng trong 15 phit, néu
c6 bot bén c6 thé c6 saponin.

— Acid amin : Thir nghiém Ninhydrin: Dé 2 ml dich chiét 1én trén 2 ml trén thube
thir ninhydrin va dun sbi trong vai phut, hinh thanh mau xanh lam cho thay sy hién dién
cua axit amin [137].

—  Puong khtr (PU Fehling’s Test) : 15 ml dung dich ethanol, c6 dic dén can. Hoa
ta can v&i 4-5 ml nude cét. dung néng va loc. Cho vao dich loc 4-5 giot dung dich
Fehling A, 4-5 giot dung dich Fehling B. Pun cach thity. Sy hinh thanh két tia mau vang
hodc nau do cho thay sy ¢ mit ctia duong khir trong dung dich thir (Chat hydroxit dong
kiém mau xanh c6 trong dung dich Fehling, khi dugc dun nong véi sy khir duong, dugc
khir thanh oxit dong mau vang hodc do va né bi két tia.

— Acid hitu co

o Cho vao dng nghiém 5 ml dich chiét con, thém 1 1an thé tich nudc va thém
vai tinh thé NaoCOs. Néu thay c6 st bot c6 thé co acid hiru co.

o Hut 5 ml dich chiét cdn, c6 dic dén cin, thém 1 ml nuéce hoa tan cén, nho 1
giot 1én gidy quy. Néu gidy quy chuyén mau dé la c6 acid hitu co.

+ Pinh tinh cac thanh phin trong dich chiét nuéc
Phén ba sau khi chiét véi EtOH 90% duogc siy kho, sau d6 chiét siéu am véi
dung dich nuéc va H2SO4 1% (3 1an x 60 ml/lan). C6 dic xudng con 60 ml.

— Saponin : Hut 10 ml dung dich dugc lic manh doc theo chiéu dai cua dng trong

15 phiit, néu c6 bot bén c6 thé c6 saponin.
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— Tanin : 15 ml dung dich duoc trung hoa véi acetat natri, thém vai giot clorua sit
(FeCls) 5% (TS-Tets solution 50g/1) vao dich chiét, n6 chuyén sang mau den hoi xanh
hoac den luc.

— Inulin :

+ Dinh tinh inulin va fructan bang phwong phap soi bot

Hut 15 ml ¢6 ddc dén can. Dat 1 hodc 2 giot ethanol 80% trén phién kinh. Lam am
dau kim bang nude va nhung vao can. Chuyén mot lugng nhé cin dinh vao dau kim vao
giot chat 1ong trén phién kinh. Khuay k¥ can than va ap 1én trén kinh mot lamen loai bo
chét 16ng du ra khoi ria ctia tam kinh bang mot dai gidy loc. Quan sat tinh thé inulin.

+ Dinh tinh inulin bang sic ky 16p méng TLC

Sic ky 16p mong dugc thuc hién trén ban mong trang sin silica gel 60 F254
(Merck) va silica gel RP (Merck). Thudc thir hién mau 1a dung dich H2S04 10% va dén
tir ngoai budc song 254 va 365 nm.

Thyc hién: Dung dich Inulin chuan (Merck) va miu c6 néng do 5,10, 20 mg/ml
duogc thuy phan bang axit oxalic 5%. Ti 1& dung dich inulin chuan/ acid oxalic 1:4. Pun
cach thuy trong 120 phat. Hat 6 pl ctia mdi miu thiy phan cham trén 16p mong Silica
gel 60 Fass, 3x7 cm, say kho bang may say cam tay, sau d6 tha tam 16p mongvao trong
binh sic ki chira hé¢ dung méi axit axetic: CHCls: H20 vai ti 18 (7: 6: 1). Doi dén khi pha
dong cach mép 16p monglem. Siy kho, tiép tuc phun thude thtr hién mau (0,2%
resorcinol trong axit sulfuric 10%). Sdy khé, soi UV. Thuc hién twong ti d6i v6i bot ctia
20 ml dich chiét d3 duogc c6 dic dén can. So sanh mau nghién ctru Voi chat chuéan
Glucose, Fructose, Sucrose, Inulin (Merck- DBuc).

— Anthranoid (Phan timg Borntraeger) : Cho vao 6ng nghiém 1g bot duoc liéu, thém
dung dich H2SO4 25% téi ngap duoc licu roi dun soi trong vai phut. Loc dich chiét vao
binh gan, dé nguoi roi l4c voi 5ml ether. Léy 1ml dich chiét ether cho vao 6ng nghi¢m,
thém 1ml KOH 10%. Néu cé anthranoid s& thay xuat hién mau dé ¢ & 16p kiém.

1.1.3. Pinh lwgng hoa hoc cac chi tiéu qui dinh

— Xac dinh d6 am

Do am duge xac dinh theo WHO (1992) [158]. Chi tiéu nay thyc hién bang thiét
bi sdy am hong ngoai tw dong (Moisture, AF 50, Nhat). Thuc hién can 2 g miu cho mot
lan do.

— Pinh lrong duong tong sé
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Cit lat, tron déu va gid nhuyén dé lay dich nguyén chét, nho vai giot dich nude tir
mau thu duge vao thiét bi do d6 Bx. Poc s hién trén man hinh.
— Vat chat kho
Mau tuoi cét lat mong va can 100g, siy 105°C dén kho. Dé vao binh hat 4m 2h.
Say lai, thao tac 13p lai dén khi trong luong khong d6i. Can khéi lwong mau sau khi say.
Ham luong vat chat kho(g/100g) W = W, — W,
Trong d6 Wi: Khéi luong ciia miu trude khi siy kho (100g)
W,: Khéi luong ctia mau sau khi siy kho (g).
— Téng chat chiét hoa tan
Can chinh x4c 2,0 g mau kho, thém nuéc vira da 100 ml. Can trong luong (a). Pun
hdi luu 15 phat. Loc, thu dich chiét va loai ba. Bu nuéc cho du trong luong (a). Hut
25ml dich chiét vao dia petri da can khéi lugng. Siy mau trong tu say & 105°C/3h. Can
lai khéi lwong.
Tong chat ran hoa tan (mg/g)=[(m, — m;) g] x1/m]
Trong d6: m khéi lwong mau dem chiét (g)
ma: khi lugng dia petri va mau sau khi sdy kho (g)
ma: khéi lwong dia petri (g)
V: theé tich chiét
v: thé tich dem di lam kho
— Tro téng s6 va tro khdng tan trong acid
+ Tro téng s6
Can chinh xac 2g maukhévao mot chén nung sir chiu nhiét di duoc nung kho
trudc d6. Trai vat liéu thanh mot 16p mong va dét chay bang cach tang dan nhiét lén
500-600°C cho dén khi né c¢6 mau trang, khong con mau den carbon. Lam ngudi trong
binh hut am trong 30 phiit va can ngay. Tinh ham lugng tro tong s tinh bang mg/g vat
liéu kho.
Tong luong tro (%) = (m, — m;,) —
Trong d6: mz: Khéi lwong cdc va tro (mg)
m1: Khéi luong cde trude khi dét (mg)
m: Khéi lugng miu dem ddt (mg)

+ Tro khong tan trong acid
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Thém 25ml axit clohydric TS (Test solution) (~70g/1) vao chén nung chira tro tong
s6, ddy ndp va dun sbi nhe trong 5 phit. Rira ndp va chén nung bang 5 ml nuée. Loc qua
gidy loc khong tro da dugc 1am kho va can trong lugng trude d6; thu chat khong hoa tan
trén gidy loc khong tro va rira bang nuéc nong cho dén khi dich loc trung tinh. Say khé
gidy loc va chat khong hoa tan dén khdi luong khong d6i. Pé cin ngudi trong binh hut
am thich hop trong 30 phit, cAn ngay. Tinh ham luong tro khong tan trong axit tinh bang
mg/g vat liéu kho.

— Xac dinh ham luwong cac kim logi nang va tap chat vo co

Céc nguyén t6 kim loai nang Hg, As, Cd va Pb duoc x4c dinh bang phuong phap
quang pho hap thu nguyén tir - 10 graphite - chét cai bién hoa hoc (CM-GF-AAS) theo
TCVN 7602:2007/ (AOAC 972.25).

Ham luong kim loai nang (K) = m)\(z.lizoo (mg/kg)

Véi x 12 ndng do kim loai trong mau phén tich (mg), k: Hé sé pha lodng, V: Thé
tich dich chiét mau (ml), v: Thé tich dich chiét dem phan tich (ml), m: Khdi luong mau
phén tich (g).

* Thaty ngén

Nguyén ly: Thiy ngdn diroc tach khéi phan mau thir da phdn hiy dwéi dang hoi
thuiy ngan bang phirong phdp héa hoi lanh, sau @6 lrong thity ngdn dwoc xdc dinh bang
do phé hap thy nguyén tiz khdng ngon liza trén thiét bi MVU — AA 7000, Shimadzu —
Nhdt Ban. Ham lwong thiiy ngdn dwege xdc dinh theo phwong phdp dwrong chudn,

Hoa chat: H.SO4 dic; 5 M; 9 M. HNOs dic; 0,05 M; 7 M. NazMoO4 2%: hda tan
2 g NazMoO4 véi nuéce cat roi dinh mae dén 100 ml va acid HCIOs.

Dung dich khi#: pha 50 ml acid sulfuric dic véi 300 ml nuéc cat, dé ngudi va hoa
tan 15 g NaCl, 15 g hydroylamin sulfat va 25 g SnCl,. Binh mic dén 500 ml véi nudc
cat 2 lan.

Dung dich pha loang: pha 56 ml acid nitric dac va 67 ml acid sulfuric vai 500 ml
nuéc cat réi dinh mac 1000 ml.

Dung dich chuan gbc thay ngan 1000 mg/l -Merck

Dung dich chuan thay ngan 1 mg/l: 1ay 1 ml dung dich chuan géc dinh mic 100
ml vi HNOs3 0,05 M.

Dung dich chuén thuy ngan 0,01 mg/l: 1dy 1 ml dung dich chuan 1 mg/ldinh mc
100 ml véi HNO3 0,05 M.
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Thaec hién:

Can 5 g mau thir cho vao binh phan hay, thém 25 ml H2SO4 9 M, 20 ml acid HNO3
7 M, 1 ml NazMoOs 2%. Lap bo sinh han va dun nhe trong 1h rdi dé yén trong 15 pht,
thém 20 ml hén hop acid HNO3z 7 M va acid HCIO4 ty 1é 1:1 qua sinh han.

Tat nude sinh han va dun s6i manh dén xuat hién khéi trang trong binh, tiép tuc dun
trong 10 phdt.

Dé nguoi thém can than 10 ml nude qua bo sinh han, dun séi trong 10 phut, tit bép
va rira sinh han bang nudc cat 2 1an. Bé nguoi, chuyén vao binh dinh mac 100 ml roi
dinh mtrc dén vach bang nuéc cat 2 lan.

Tién hanh phép thir trang véi quy trinh nhu trén nhung thay mau thir bang nudc
cat 2 lan.

Pha day dung dich chuan: ldy lan luot 1; 2; 5; 10; 20; 50 ml dung dich chuan Hg
0,01 mg/lvao binh dinh mic 100 ml rdi dinh mic dén vach bang HNOs 0,05 M. Day
néng do thu duoc 12 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 pg/l.

Tién hanh do day chuan va mau thtr theo quy trinh caa thiét bi MVU — AA 7000,
Shimadzu — Nhat Ban.

Két qua dudng chuan va mau thir duoc phan mém cua thiét bi xu ly.

* Asen

Nguyén ly: Xdc dinh asen trong dang sam bang ky thudt do phé hap thu nguyén tiz
gidi phong hydrua trén thiét bi HVG 1A, AA 7000 — Shimadzu — Nhdt Ban.

Hoa chdt: Acid HNOs dic. Acid HCI 8 M; 6M. Dung dich NaBH. 1%: hoa tan 1g
NaBH; trong NaOH 1%, dinh mirc dén vach bang NaOH 1%.

Dung dich KI 20%: hoa tan 20g KI trong nudc cat, dé yén dén nhiét do phong roi
dinh mirc 100 ml bang nude cat 2 lan. Pha dung dich trude khi st dung.

Dung dich chuan gdc asen 1000 mg/l — Merck

Dung dich chuan asen 1 mg/I: 1y 1 ml dung dich chuan gdc dinh mac 100 ml véi
HNOsz 0,05 M.

Dung dich chuan asen 0,1 mg/I: 14y 10 ml dung dich chuan 1 mg/Idinh mtc 100 ml
véi HNO3 0,05 M.

Thac hién:

Can 5g mau thir vao binh pha mau, thém vao 30 ml HNO3 dic, dé yén qua dém.

Lap bo sinh han rdi tién hanh dun pha mau trong 2h.
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Dé ngudi, thém vao 20 ml nudc cat, dun s6i trong 10 phut. Tat dién, tat nude sinh
han. Dé ngudi, chuyén toan bd vao binh dinh mac 100 ml réi dinh mirc dén vach bang nuéc
cat 2 lan.

Tién hanh phép thi tring vé6i quy trinh nhu trén nhung thay mau thir bing nuéc cat
2 lan.

Pha day dung dich chuan: liy lan luot 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 ml dung dich chuan As 0,1
mg/lvao binh dinh mic 100 ml rdi dinh mirc dén vach bang HNO3 0,05 M. D&y nong do
thu duoc 12 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 pg/l.

Do diy chuan va mau thir theo quy trinh cua thiét bi HVG 1A, AA 7000, Shimadzu
— Nhat Ban.

Két qua duong chuan va mau thir dwoc phan mém cua thiét bi xi Iy.

* Cadmi

Nguyén Iy: Phan huiy cac hop chdt hitu co bang acid nitric dam ddac ¢ nhiét dg cao.
Xac dinh cation cadmi (I1) trong djch chiét bang ky thudt do phé hap nguyén tiz khéng ngon
lira, thuc hién trén GFA — AA 7000, Shimadzu — Nhat Ban.

Hoéa chat:

Acic nitric dic; acid nitric/nuéc 1:9 (v: v); 0,05 M. Dung dich chuan géc cadmi 1000
mg/l (Merck).

Dung dich chuan cadmi 1 mg/I: lay 1 ml dung dich chuan gc dinh mtc 100 ml véi
HNO3 0,05 M.

Dung dich chuan cadmi 0,01 mg/I: lay 1 ml dung dich chuan 1 mg/ldinh mic 100
ml véi HNO3 0,05 M.

Thuec hién:

Can 5g mau thtr vao binh pha mau, thém vao 30 ml HNO;3 dic, dé yén qua dém.

Lap bo sinh han roi tién hanh dun pha mau trong 2h.

Dé nguoi, thém vao 20 ml nudce cat, dun sbi trong 10 phut. Tét dién, tit nudc sinh
han. Bé ngudi, chuyén toan bo vao binh dinh mac 100 ml réi dinh mue dén vach bang nudce
cat 2 lan.

Tién hanh phép thir trang voi quy trinh nhy trén nhung thay mau thir bang nudc cat

2 lan.
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Pha day dung dich chuan: lay lan luot 1; 2; 5; 10; 20; 50 ml dung dich chuan Cd?*
0,01 mg/lvao binh dinh méc 100 ml rdi dinh mirc d&n vach bang HNO3 0,05 M. D&y nong
do¢ thu duoc 12 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 pg/l.

Do diy chuan va mau thtr theo quy trinh cua thiét bi GFA-AA 7000, Shimadzu —
Nhat Ban.

Két qua duong chuan va mau thir dwoc phan mém cua thiét b xi Iy.

* Chi

Nguyén ly: Phan huy c&c hop chdt hitu co bang acid nitric ddm dac ¢ nhiét dé cao.
Xac dinh cation chi (11) trong dich chiét bang ki thudr do phé hdap nguyén tiz khdng ngon
lira, thuc hién trén GFA — AA 7000, Shimadzu — Nhat Ban.

Hoéa chat:

Acic nitric dic; acid nitric/nuée 1:9 (v:v); 0,05 M. Dung dich chuan gdc chi 1000
mg/l (Merck).

Dung dich chuan chi 1 mg/l: 1ay 1 ml dung dich chuan gdc dinh mac 100 ml véi
HNO3 0,05 M.

Dung dich chuan chi 0,1 mg/l: 1y 10 ml dung dich chuan 1 mg/Idinh mac 100 ml
véi HNOs 0,05 M.

Thuc hién:

Can 5g mau thtr vao binh pha mau, thém vao 30 ml HNO;3 dic, dé yén qua dém.

Lap bo sinh han roi tién hanh dun pha mau trong 2h.

Dé nguoi, thém vao 20 ml nudce cat, dun sbi trong 10 phut. Tat dién, tit nudc sinh
han. Bé ngudi, chuyén toan b vao binh dinh mac 100 ml rdi dinh mue dén vach bang nudc
cat 2 lan.

Tién hanh phép thi trang voi quy trinh nhu trén nhung thay mau thir bang nudc cat
2 lan.

Pha ddy dung dich chuan: Iy lan luot 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50 ml dung dich chuan
Pb%* 0,1 mg/Ivao binh dinh mtc 100 ml rdi dinh mtc dén vach bang HNOs 0,05 M. Day
nong d6 thu duoc 13 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50 pg/l.

Po day chuin va mau thir theo quy trinh cua thiét bi GFA - AA 7000, Shimadzu —
Nhat Ban.

Két qua duong chuan va mau thir dwoc phan mém cua thiét bi xi Iy.

— Xac dinh nguyén liéu dat chuan
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Qui dinh tiéu chuin cho dang sam nguyén liéu theo DDVN, V (2017) [6]
1.1.4. Pinh lweng Polyphenol, Flavonoid hoat tinh chéng oxy héa

+ Chiét mau dinh lweng Polyphenol, Flavonoid

Can 2 gram mau cho vao binh tam giac véi 100 ml ethanol 99,7% va lic trong 5 gio
& nhiét d6 phong (25°C). Sau dé giir yén hdn hop trong 24 tiéng ¢ nhiét do phong (25°C)
va loc thu dich sau khi loc bang gidy loc. Phan ran tiép tuc duoc chiét 2 1an véi 30 ml ethanol
99,7%. Gop dich, cd quay chan khong ¢ 40°C (KIA, V10 Digital. Han Quéc) va bao quan
lanh &m sdu (-52°C) (Sanyo, Nhat) trong chai tbi mau dé phuc vu cac nghién ciu tiép theo.
Trudc khi phan tich, dich dugc ra dong cham, loc qua mang loc 0,45 nm (Allpure PTFE,
Taiwain).

+ Pinh lwgng Polyphenol

Nguyén ly: Cac polyphenol trong dich chiét durge xdc dinh bang do mau, dimg thuoc
thiz Folin-Ciocalteu. Thudc thiz ndy chiza chdt oxi hda la axit phospho-vonframic, trong
qué trinh khzz, c&c nhom hydroxy phenol dé bi oxi hda, chdt oxi hda nay sinh ra mau xanh
c6 d@é hap thu cuc dai ¢ burdc sdng 755 nm. Phan izng ndy 1a do sy hinh thanh mau xanh
cua vonfram va molypden.

Thuyc hién: B6 sung 1200pl thude thir Folin - Ciocalteau 10% vao 80uL dich mau va
gitr trong 6 phat & nhiét do phong (25°C), sau d6 tiép tuc bo sung 1200p] NaCOs 7,5%
(W/v) vao hdn hop va i 60 phit ¢ nhiét d6 phong trong bong téi. H3n hop cubi cing duoc
do do hap thu & 755 nm vai chat chuan acid garlic (Merck) va mu trang 1a 99,7% ethanol.

x.kV
m.v.1000

Ham lugng Poyphenol (PL) =

(mg/g)

Vi x 1a ndng d6 acid garlic trong mau phan tich, k: Hé s6 pha lodng, V: Thé tich dich
chiét (ml), v: Thé tich dich mau phan tich, m: Khéi luong mau phan tich (g).

+ Pinh lwgng Flavonoid

Nguyén ly: Flavonoid trong dich chiét tao phizc mau vang véi dung dich AICI3. Cuong
do mau ty l¢é thugn vai ham lwong Flavonoid.

Thuc hién: Hat 0,5ml dich mau, 1,5 ml ethanol 99,7%, 0,1ml AICI310%, 0,1 ml kali
acetate 1M (CHsCOOK) va 2,8 ml nuéc cat), lic déu va giir 30 phat ¢ nhiét ¢ phong
(25°C) trong bong tdi. B hap thu caa hdn hop cubi cing duge do & budc song 430 nm Véi
chat chuan Ia quercetin. G mau tring, quercetin duoc thay bang ethanol 99,7%; 0,1 ml AICI;

10% thay bang 0,1 ml nudc cat 2 lan.
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x.kV
m.v.1000

Ham Iugng Flavonois (FL)= (mg/g)

Vi x 1a ndng do Quercetin trong mau phan tich, k: Hé s pha loding, V: Thé tich dich
chiét (ml), v: Thé tich dich mau phan tich, m: Khéi luwong mau phan tich (g).

+ Xac dinh hoat tinh chéng oxy héa

— Xdc dinh hogt tinh kha# Fe (RP- Reducing Power)

Nguyén ly: Chdt chong oxy hoa trong dich chiét sé khiz sdt (111) thanh sat (11) va
lam dung dich chuyén tr mau vang sang mau xanh |4 cay.

Pau tién, 1an luot 1 ml dung dich dém phosphate (pH 7,2) va 0,4 ml Ks[Fe(CN)s] 1%
vao 1 ml dich mau, sau d6 lac va giit & 50°C. Sau 20 pht, thém lan luot 1 ml CCIsCOOH
10%, 0,6 ml nu6c cat va 0,16 ml FeCls 0,1% vao hdn hop va giir 5 phat trude khi do do hap
thy & budc séng 699 nm véi chat chuan FeSO4 (Merck).

o ) _ Xx.kV
Nang luc khir F = 000 (mg FeS04/g)

V6i x la ndng d6 FeSO4 trong mau phan tich, k: Hé sb pha lodng, V: Thé tich dich
chiét (ml), v: Thé tich dich mau phan tich, m: Khéi luwong mau phan tich (g).

— Xdc dinh hogt tinh khar ABTS (2,2-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic
acid

Nguyén ly: ABTS trong dung dich phan ing véi K2S;0s sau 14 -16 tiéng, tqo thanh
dung dich ABTS* (mau xanh dwong). Cdc chat chong oxy hoa trong dich chiét oxy hoa
ABTS+ lam chiing tré vé dang ABTS. Khd ndng chéng oxy hda cang manh thi mau cia
dung dich ABTS *cang giam.

Thyc hién: Chuan bi dung dich [ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-acid)]
(7mmol/l) va K2S20g (2,45mmol/l) theo ti 1€ 1/1 (v/v) va gir & nhiét d6 phong trong béng
t6i 16 tiéng. Sau d6, hdn hop duoc pha loding vai ethanol 99,7% ti Ie 1/50 (v/v) dé do hap
thy ciia dung dich ABTS* 12 0,7 + 0,02, tiép theo, ddng hda hdn hop (40 pl dich mau va 4
ml dung dich ABTS*) va giit 6 phit & nhiét &6 phong (25°C) trong bong toi trude khi do do
hap thu & 734 nm, nuéce cat 13 mau déi chang. Hoat tinh ABTS duoc tinh nhur sau:

(Ac— As)
Ac

%inhibition = x100

V6i As (Sample) 1a do hap thu cua mau dugc kiém tra, Ac (Control) 1a do hap thu cia mau
d6i chung.
— Dinh lwong tong ning luc khiz TAC
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Nguyén ly: Chdt chang oxy hoa cé trong dich chiét sé khir Mo (V1) vé Mo (V), sau dé
hinh thanh nhém phosphate xanh - Mo (V) phuc tap trong méi truong acid.

Thaec hign: Hat 0,5ml dich chiét, thém 5ml dung dich TAC (gdm 0,6 M H2SOx; 28
mM sodium phosphate; 4mM amonium molybdate). Sau d6 u ¢ nhiét d6 95°C trong 90
pht, tiép tuc 1am lanh d&én nhiét do phong (25°C). Bo do hap thu quang & budc séng 694
nm. Vitamin C duoc dung 1am chét chuan.

x.kV
v.m.1000

Tong nang luc khir TAC = (mg Vit C/g kho)

Vi x 1a nong do acid ascorbic trong mau phan tich, k: Hé s6 pha lodng, V: Thé tich
cta mau chiét (ml), v: Thé tich mau phan tich, m: Khéi lwong mau phan tich tinh (g).

1.1.5. Pinh lwgng Fructan/Inulin
Nguyén ly: Hydroxy methyl furfural hinh thanh tz fructose trong maéi truong acid

phdn g véi resorcinol dé cung cdp cho mét san pham mau do cam.
+ Chiét miu dinh lwong Inulin/fructan
Can 2 g mau vao binh thay tinh va bé sung 50 ml nudc/lan vao binh va siéu am
(Elmasonic S 300H) véi thoi gian 70 phut, lan lugt 30/10/ 10/10/10/phut/lan. Tan so siéu
am 50-60 Hz va nhiét do siéu am 1a 70°C. Loc dich loc thd bang ludi loc, loc tiép qua gidy
loc Whatman va loc tinh bang mang siéu loc 0,45 um (Allpure PTFE, Taiwain) trudc khi
dinh luong Inulin.
M3u dung dé dinh Iuong Inulin thu dugc bing cach két tua dich chiét voi EtOH 80%.
Dé lanh (6 £1)°C /12-24h. Ly tdm lanh 16°C/16000 v/ ph(it/15 pht.
+ Pinh lwgng Inulin
Hén hop dung dich hién mau:
—  Dung dich HCI 30% (Ti 1& HCI 44/ nudc cét 5:1)
— Resorcinol 200 mg resorcinol + 50 mg thiure + 20 ml acid galacia
Thuc hién: Hit A ml mau, thém nudéc vira da 1ml. Thém 0,5 ml hén hop dung
dich hién mau (200 mg resorcinol, 50 mg thiure; 20 ml acid galacia) va thém 3,5 ml acid
clohydric (HCI 30%) vao éng nghiém c6 nap van. U cach thiy ¢ 80°C trong 10 phit. Lam
nguoi trong bé nude lanh. Po d6 hap thy caa hdn hop ¢ bude séng (483 nm) trong vong 30
phut.

x.kV
m.v.1000

Ham luong inulin I = (mg/g)
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Vi x 1a ndng do fructose trong mau phan tich (mg), k: Hé sb pha lodng, V: Thé tich
dich chiét mau (ml); v: Thé tich dich chiét dem phan tich (ml), m: 1a khéi lwong mau phan
tich (g).

+ DPinh lwgng Fructan

Dinh luong Fructan thyc hién twong ty nhu dinh lugng inulin. Mau dung dé dinh
luong fructan thu duoc bang cach két tua dich chiét vai EtOH 90%. Dé lanh (6 £1)°C /12-
24h. Ly tam lanh 16°C/16000 v/ phdt/ 15 pht.

x.kV
m.v.1000

Ham luong Fructan F = (mg/g)

1.1.6. Pinh lwgng Saccharide toan phan
Ham luong saccharide toan phan duoc xac dinh bang phwong phéap phenol acid.
Nguyén ly: Trong méi truong acid nong, carbohydrate bj thuy phdn tao duwong
don va tiép tuc bi khir va tré thanh cdc dan xudt furan (pentose thanh furfural, hexose
thanh hydroxymethyl furfural). Cdc dan xudt furan nay tao san pham mau tim véi
phenol co do hcfp thu cuc dai o buoc song 490 nm.
Vit liéu : Phenol 5%: phenol (5g) hoa tan trong nudc cit va pha lodng ti 100 ml;
- Acid sulphuric 96%.
- Chuan glucose:
+ Dung dich stock 1 mg/ml
+ Dung dich dung chuan (Working standard) 0,1 mg/ml
Xady dung dwong chudn glucose
Chuan bi 6 6ng nghiém kho sach. Dung pipet ldy chinh xéc céc thé tich dung dich
glucose 0,1mg/ml va thém nudc vira di 2ml nhu trong bang 3.1 va lic déu:

Biang 1. 4. Cac dung dich glucose chuin

Nong d6 dung dich glucose can pha (ug/ml) | 0 10 20 | 30 | 40] 50
Dung dich chuan glucose (ml) 0 0,2 0,4 06 (08 |1,0
Nudc cat (ml) 20 |18 |16 [14 (12 [10

- Thém 1ml dung dich phenol 5% vao mdi ong nghiém.
- Thém 7ml acid sulphuric 96% vao mdi 6ng nghiém va lic déu.
- Dt 6ng nghiém trong cach thuy & nhiét 6 40°C trong 45 phdt, dé ngudi va dem
do quang ¢ budc song 490 nm.
X4y dung duong chuin glucose dua vao d6 hip thu (A) va ndng do glucose (mg/ml).
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Chudn bi dung dich méu thi
Chudn bi mau tir ré dang sam

Can chinh xac khoang 1,00 g (m) bot dugce li¢u da xay nho, loai tap béng con
90% bang cach chiét hoi luu trén cach thiry (50ml con 80% x2 1an) thoi gian mdi lan 30
phut. Loc bo dich chiét con 90%, siy ba duoc lidu ciing gidy loc va binh dén kho. Chiét
sacharid bang nuéc cat bang cach chiét hdi luu trong cach thuy 2 1an, mbi lan voi 25ml
nudc, thoi gian 2 gio. Tap trung dich chiét nudc vao binh dinh mirc 50ml, thém nuée
dén vach thu duoc dung dich A. Léy chinh xac Iml dung dich A vao binh dinh murc
100ml, thém nudc vira dit dén vach thu dung dich B. Lay chinh xac 5ml dung dich B
vao binh dinh mrc 10ml, thém nudc vira du dén vach thu dung dich C.

Mau bét polysaccharide thé chiét tir dang sam:

Can chinh x4c 0,30 g bot saccharide toan phan, hoa tan hoan toan trong 30 ml nuéc
noéng. Loc qua gidy loc vao binh dinh mitc 50ml. Rira gidy loc voi khoang 20 ml nuéc.
Dich loc dé nguoi dén nhiét do phong. Thém nudc dén vach thu dugc dung dich A. Léy
chinh x4c 1ml dung dich A vao binh dinh mic 100ml, thém nuée vira du dén vach thu
duoc dung dich B. Lay chinh xac 5ml dung dich B vao binh dinh muc 10 ml, thém nuéc
vira di dén vach thu dung dich C.

Tao dan xudt v&i mau thir:

Hut chinh xac 2 ml dung dich thir (C) vao éng nghiém kho sach. Thém vao mbi
6ng nghiém 1ml dung dich phenol 5%, va thém tir tir 7ml dung dich acid sulfuric dic,
lic déu. Dat dng nghiém trong cach thiy & nhiét d6 40°C trong 45 phut, dé ngudi va dem
do quang ¢ budc song 490 nm.

Tinh todn két qua

Tinh toan ham lugng polysaccharide tinh theo glucose c6 trong dung dich mau thir
(Ct) dwa vao duong chuén va sé 1an pha lodng mau.

Ham lugng saccharide trong mau thtr tinh theo khdi lugng kho kiét tinh theo
glucose dugc tinh theo cong thirc:

C:.10%. 50. K .100 .100

X (%) =
m. (100 — W)
Trong d6: Cr: Nong d6 polysacharid trong dung dich mau thir (ng/ml)

K: Hé s6 pha loang mau; m: Khéi lwong mau thir (g); W: Do 4m ciia mau thir (%)
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1.2. Nghién ciru chiét inulin

Tién hanh thyc nghiém theo so dd m6 ta hinh 1.2. va bang 1.2.

Nguyén li¢u loai béo, loai duong

}

K/S dong thai bién dbi (Ty 16 NL/DM; Thoi gian; Nhiét do)

v
T hop cac yéu tb
| S }
2.Ty 1¢ NL/DM 2.Thoi gian chiét 2.Nhiét d¢ chibt
> Thong s6 toi wu ‘—~
Hinh 1. 6. So dd tdi wu héa qua trinh chiét
Bang 1. 5. T6 hop thwe nghiém ti wu hoa
Ham muc tiéu Yi (mg/g)
Std [Run | Xi | Xz | X3 YL:HL Inulin | Y2HL fructan Y3: HL
chét chiét hoa tan
5 4 -1 0 -1
9 5 0 -1 -1
17 10 0 1 1

1.3. Nghién ciru két tia inulin

1.3.1. Xac dinh dung moi

Muc dich nham chon dung moi thich hop nhat.

Tién hanh thyc nghiém theo so d6 mo ta hinh 1.3.
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Nguyén li¢u

v

Chiét siéu 4m (1g/47ml/71°C/36 pht)

v

Loc thé (Luéi loc), Loc gidy loc. Loc tinh (PTFE 0.45um)

v

Dung moi Aceton, EtOH, Ethyl acetate, n- butanol, n- hexan. Nong d6 80 va 90%

v

Xéc dinh ham lugng Inulin/fructan va Saccharide toan phén

v

Dung méi thich hop

Hinh 1. 7. So @6 thi nghiém anh hwéng ciia dung moi
Str dung cac dung mdi c6 d6 phan cuc khac nhau dé két tua thu hoi bot tho trong
dich chiét. Cac dung moi Aceton, EtOH, Ethyl acetate, n- butanol, n- hexan 99,7% & cac
néng do 80% va 90%, dé lanh ¢ (6+1) °C trong 24h. Ly tam lanh (16°C), 13000
vong/phtit/16 phat. Gan thu tua. Lap lai 3 lan. Sdy kho & 55°C. Xac dinh ham lugng
saccharide toan phan thu duoc; ham lugng Inulin va fructan trong cac dung méi.
1.3.2. Xac dinh ndng @9 dung méi
Muc dich ciia nghién civu ndy nham chon nong dg dung méi thich hop nhat.
Sau khi c6 duoc dung méi thich hop s& khao sat ndng do dung méi & cac ndng dod

60, 70, 80, 90%. Tién hanh thyc nghiém theo so d6 mé ta hinh 1.4

v
Chiét siéu 4m (1g/47ml/71°C/36 phut)
v
Dich chiét nudc <«— Loc tho (Ludi loc), Loc tinh (PTFE) 0.45um)
v

Co6 dac (55°C, 105 vong/ phat), V10 ml

«—| Hut 1 ml, thém EtOH 99,7% dé dugc nong do
60.70.80.90%

A 4

Giit & (6+1) °C/24h. Ly tam lanh (16°C,13000 v/p/16p). Gan thu tia. Sy kho
v

Xéc dinh ham lugng saccharide toan phﬁn

v

Nong d6 dung mai thich hop

Hinh 1. 8. So dd xac dinh néng d$ dung mai thich hop
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1.3.3. Xac dinh nhiét d¢ co dac chan khéng

Muc dich cia nghién cizu nay nham xdc dinh nhiét dg ¢6 ddac thich hop nhat

Huat 125ml dich chiét duge c6 dic chan khdng xudng thé tich 25ml (V1) va con 10ml
(V2) 6 cac mic nhiét @6 khac nhau 50,55,60,65°C. Xac dinh ham luong Inulin/Fructan theo

cac muc nhiét do (Hinh 1.5).

Nguyén li¢u
v
Chiét SA (1g/47ml; 71°C/36 phut)
v
Loc min (Luoi loc), Loc tinh (PTFE 0,45um)
v
l—'—Cf) dac CK (90 vong/phut) —

v ¥ v
50°C 55°C 60°C 65°C
v v ¥ v
Xac dinh ham luong Inulin/Fructan
v

Nhiét d co dac

Hinh 1. 9. So @6 xac dinh nhiét d thich hep khi ¢b dic chan khong

1.3.4. Xac dinh nhiét dj cat trir thu két tia
Muc dich ciia nghién ciru nay nham xdc dinh nhiét d¢ cat triv thu két tia

Inulin/fructan t6i da.

Lua chon nhiét d6 cat trir dén ham lugng két taa Inulin, fructan (Hinh 1.6).
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Nguyén li¢u

Chiét siéu am (1g/47ml/71°C/36
v
Dich chiét nuéc
v
Loc tho (Ludi loc), Loc tinh (PTFE 0.45um)
v
Két tha voi dung moi Ethanol ndng do 80%,

v

Cét trir lanh 24 h, & cac nhiét do

v ¥ +
(6+1) °C -(11£1)°C - (1741) °C
v v v
Xac dinh ham lwong Inulin/Fructan
v

Nhiét d6 ct trir thu két tua

Hinh 1. 10. So' @6 khao séat va xac dinh nhiét dé két taa inulin

1.4. Tinh sach inulin, xac dinh cau trac va khéi lweng phan tir Inulin

Khéi luong phan tir va cau tric phan tir Inulin dugc xac dinh bang sac ky loc
ray phan tir hiéu ning cao, phan tich phé FT-IR, phd cong huong tir hat nhan (*H,3C-
NMR), phd cong hudng tir hat nhan hai chiéu (HSQC, HMBC).

1.5. Siy phun
Muc dich cua thi nghiém nay la lyva chon chat mang va khao sat cdac thong s6 anh

hwong dén qud trinh tao bot sdy (i 1é chdt mang, nhiét d sdy). Panh gid dic tinh va do
an todn ciia bét hoa tan. Pé xudt qui trinh sdy phun.

1.5.1. Lua chon chit mang
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Tién hanh thyc nghiém theo so @6 md ta ¢ so dd hinh 1.7

Nguyén li¢u

y

Chiét si€u am ¢ diéu kién to1 uu

v
Dich chiét
v
Co dac 16°Bx (55°C, 90 v/p)
v v v
Maltodextrin Dextrin GA10
v ¥ v
Say phun (t° 185/85°C; ASKN 3atm; TPDP16000 v/phit; TH BND 10 v/ph(t)

v

banh gia cac dac tinh vat 1y, ham luong Inulin, cam quan,

v

Chat mang thich hop

Hinh 1.11. So' @6 khao sat lwa chen chat mang
1.5.2. Khao sat nong d¢ chat mang va ché @é say thich hep

Tién hanh thuc nghiém theo so dd mé ta hinh 1.8

Nguyén li¢u
!
Chiét SA (1g/47ml, 36p, 71 °C), loc min (luéi

Maltodextrin ndng d¢ thich hop—»| Dich chiét di c6 dic 16 °Bx
v

Khio sat nhidt do sy (90, 130, 150, 185, 210 - KT hat
. <«—— - Dpi

v - Mat do

Nhiét do séy thich hop nhét -

v - KT hat
Khao sat ndng do chat mang 5,10,15, 20 % <«—— - Dpi
S ; | - Matdo

Nong d6 chit mang thich hop
!

Ché dd sy thich hop

Hinh 1.12. So' @ khio sat ché d siy
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Sau khi c6 chat mang thich hop, tién hanh khao séat nhiét o sdy & cac ngudng nhiét
khac nhau (90,130,150,185,210°C) dé lra chon nhiét do sy thich hop. Cac thong s siy
khac dugc cé dinh gdm: Chat mang ¢ nong do6 10%; Ap suat khi nén (ASKN) 3 atm;
Téc do dia phun (TDDP) 16000 vong/phit; Téc d6 bom nhu dong (TDBND) 10
vong/phat. Sau khi lua chon duoc nhiét do say thich hop. C6 dinh nhiét do sy, tiép tuc
khao sat nong d6 chat mang & cac muc 5, 10, 15, 20% dé chon ndng d6 chat mang thich
hop. Panh gia cac dac tinh bot (kich thudc hat, mat d, dé phan tan, ham lugng Inulin).
1.6. Ché phﬁm bot Inulin sz“'ty phun
1.6.1. Panh gia s 6n dinh vé cdu tric inulin trong bt siy

Pho FT- IR duoc thuc hién dé khrfmg dinh su 6n dinh vé mit cu trac cia inulin
trong bot sy phun.

1.6.2. Panh gia chit lwong bot dang sim thanh pham
Bot say thanh pham duoc kiém tra cac ddc tinh cam quan, 1y hoa va vi sinh.

Tién hanh thuc nghié¢m theo so dd hinh 1.9

Bot Inulin dang sdm thanh pham
Kiém tra dic tinh

v
! ! ! v

Cam quan | | Ly- héa Do an toan vi sinh vat Probiotic

¢ v

Chat luong bot inulin dang sim thanh pham

A

Hinh 1.13. So' @6 d4nh gia chat lwgng bt ding sim thanh phim
1.6.3. Panh gia hoat tinh Prebiotic

Tién hanh thuc nghiém theo so dd hinh 1.10

+ Kiém tra mdt dé trong mau ban dau tir cac nguon khac nhau

Hoa tan 10 g sinh khéi probiotic cac loai can thir nghiém trong 90ml nudc mudi
sinh ly tiét tring. Hoat hda mau ¢ 37°C/30 phdt, pha loang mau nong d6 thich hop
(108+10%), cdy trai dich pha loing vao méi truong MRS agar. U hiéu khi (d6i voi
Lactobacillus) va yém khi (d6i v6i Bifidobacterium) ¢ 37°C. Kiém tra mat do sau 24 -
48h (CFU/g).

+ Kiém tra mau sau khi da ting sinh
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Chuan bi méi truong dinh dudng 16ng, tiét tring, dé ting sinh (mdi truong MRS),
ciy vi khudn vao méi truong dinh dudng va nudi ¢ nhiét dd 37°C trong thoi gian 24-48h
lic & 1200 v/phit. Kiém tra mat d6 VSV sau 24-48h bang phuong phap pha loing miu
dén ndng do thich hop (108+1019),

+ Kiém tra hoat tinh prebiotic va lya chon chung vi khudn

Lay 100 ml dung dich ting sinh mang di ly tim & 8000 vong/phit/10 phut thu sinh
khéi, phéi tron voi 4 g bot dang sim thanh pham va 96g bot maltodextrin tiét tring.
Kiém tra mat d6 VSV ¢ nong d6 10-10"°. U & nhiét do 37°C. Kiém tra mat d6 sau 24-
48h. Mat do VSV >108 CFU la dat yéu cau theo qui dinh ciia TCVN-9633:2013.

+ Tao sinh khoi probiotic riéng tirng lodi

Céc ching vi khuan tiém ning duoc ting sinh chuyén biét, ly tim thu sinh khi
VSV dam dac va duoc phéi tron voi cac chat mang dé tao sinh khéi probiotic riéng bi¢t
ting chiing. Sinh khéi nay dugc dung phéi tron véi bot siy dang sam tao synbiotic. Sinh

khéi c&c ching vi khuan dugc cung cap bdi co quan chire ning.

Sinh khdi vi khuan Lactobacillus.

!

Kiém tra mat 46 (CFU/g), mf;i truong MRS agar
v
Tang sinh (MRS broth. Nudi 37°C/24-48h. Lac1200 v/p)
v
Kiém tra mat 6 (CFU/g) trén mdi truong MRS agar
\l/ 7
Dich tang sinh (100 ml, ly tdm 6000 v/10p). Thu sinh kho1

<
<

B,(f)t Inulin BS
say phun 4 %

Kiém tra mat d6 (CFU/g), MRS agar khong duong

v

Hoat tinh prebiotic

Hinh 1. 14. So @0 danh gia hoat tinh Prebiotic

PL-21



PHU LUC 2. VAT TU VA HOA CHAT DUNG TRONG NGHIEN CUU
2.1. Thiét bi

Hé théng sac ky 16ng cao ap Shimadu model:LC-20AT sir dung cot C18, may sac
khi I6ng cao ap Alltech AT32020 - My,

Thiét bi do phd IR Nicolet IS5 FT-IR,

Thiét bi do phé MS AGILENT 1100 LC-MSD Trap,

May do phd NMR Brucker Avance-500 MHz, Hé thong sic ky khi ghép ndi khbi
phé GC-MS (SCION SQ 456-GC),

B¢ diéu nhiét 1013 GFL - P,

Bé siéu am Elmasonic S 300H, tan s6 50-60 Hz-My,

Thiét bi do kim loai ning AA 7000, Shimadzu-Nhat,

Dung cu do d¢ duong (Brix Digital Refractometer)-My,

Kinh soi n6i Olympus Digital SZX7-Nhat,

Thiét bi c6 quay chan khong IKA HB 10, Digital-Pic,

Thiét bi do pH d6 dan nhiét d6 d¢é ban OAKTON. Model pH/Con 510 Benchtop
Meters.

May lac (Shaker) IKA-KS260- Han Qudc,

Thiét bi do quang pho tir ngoai kha kién DR5000- Hach. M,

Thiét bi do Am Moisture Analyzer MF-50-Nhat,

May dong goi chan khong SVP-10 ARY VACMASTER-MY,

May ly tam lanh Universe- R, Hettich-Duc,

Lo nung 30-3000°C Nabertherm-Anh,

Ta 4m va ti sdy Memmert-Dic,

Ta lanh 4m sau (-52°C) KIA-Han Qudc,

Ta ciy an toan sinh hoc cap IT Esco - My va cac thiét bi thong dung khac.
2.2. Héa chat va vt tw ]

+ Thanh phan moi truong MRS tong hop (Merck)

KH2PO4 29
CH3COONa 5¢

MnSO4 vét (0.0259)
Glucose 209

Agar 209

Pepton 10g

Yeast Extract 59
Amonium Citrate 29

Nuéc cat vd 1000 ml

+ Cac logi vat tw
Gidy loc dinh lugng khong tro-Pirc; Mang siéu loc PTFE 0,45um-Dai Loan; Gidy

siéu loc celluose nitrate filter 0,45 um-Duc; Ludi loc min Kitchen Good-Han Quéc.
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PHU LUC 3. MOT SO HINH ANH TRONG QUA TRINH THi NGHIEM

Cac dac diem hinh thai dac trung

Hinh 3.3. X4c dinh vong nam tudi bang kinh

2L o Hinh 3.4. Xac dinh kim loai nang trong
hién vi soi noi

nguyén liu

POLYPHENOL

Hinh 3.6. Sdy va bao quan nguyén liéu
Pu miu dinh lwong Inulin
Hinh 3.5. Phan tmg mau xac dinh mot s6

nhém chat

PL-23



Hinh 3.7. Tinh sach bot Inulin

CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
D lip - Ty do - hanh phic

™ “?ﬂct)m; NGHE LEGENDBIO
Hou, Phuong Trung Vn,
,?étd NaBi T Lidmy, Thanh phd Hil Noi, Viét Nam
< 09 37| FAX

PHIEU KIEM NGHIEM

S5 kiém nghiém: 0218/QC/2019

Mau thii nghigm:  Lactobacillus plantarum
Noi san xudt: Céng ty TNHH Céng ngh§ Legend Bio
LP20190605
05/0612019 Han sii dung: 12 thing ké tir ngay sin xuit
Ngay ldy mdu: 25/06/2019
Nguedi idy mdu: Nguyén Xuiin V§
L Yéu edu thie nghiém: (Theo y

Ngay nhan mdu:

Nguedi nhdn mdu:  Nguyén Thi Nhung

Ngay tra két qua: 05/07/2019
YEU CAU PHUONG PHAP | T(E;Qt,'\
T Bt min, mau tring
1 | Cam quan: i - Bung
2 | Lactobacillus >3.0x10"° CFU/g TCVN §730:2011 3.15x 10'° CF
> | plancarum St 3 i i A s
3 | Do dm: <8% AOAC 950.46 58%
4 | Coliforms < 10°CFUJ; TCVN 6848:2007 | Khong phit hién
s | | TevN 6846:2007
® 6 KI TCVN 4829:2005 | Khong phat hicn
Téng 5 i 5 - == = e
| 7 J b oy e mon, ’] < 10°CFU/g TCVN 8275-2:2010 | Khong phat hidn
J | - Trong tdi kin, noi
Hodo bl | yecn | T8 mar s - 10°C

sing trye tiép.
- Nhiét ¢ < 25°C
Ha Noi, ngay 05 thang 07 nam 2019

8 | Bio quan:

Kiém tra chiit lwgng sin phim

Phy trich sin xudt

b~ :

NGUYEN TH] NHUNG PHUNG THI HUYEN TRANG

Hinh 3.8. Kiém tra chat luong bt déng sim
say phun

Hinh 3.9. Chtmg nhén ngudn gdc chiing

giong vi sinh vat
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Hinh 3.10. Kiém tra mat do vi khuan khi bo
sung bt dang sam say phun



