(12) BAN MO TA GIAI PHAP HUU iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
RO s et tun-aR I |11
CUC SO HUU TRI TUE
2-0002407
(51)7 A61K 36/06; CO8B 37/00 (13) 'Y
(21) 2-2016-00122 (22) 14/04/2016
(45) 25/09/2020 390 (43) 25/10/2017 355A

(73) Vién Co dién nong nghiép va Cong ngh¢ sau thu hoach (VN)
60 Trung Kinh, Trung Hoa, quan Cau Glay, thanh phd Ha Noi
(72) Nguyén Buc Tién (VN); LUU THI GAM (VN).

(54) QUY TRINH TRICH LY LENTINAN TU NAM HUONG (LENTINULA EDODES)
BANG CACH SU DUNG SONG SIEU AM

(57) Giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh trich ly lentinan tur nam huong (Lentinula
edodes) bang cach st dung séng siéu 4m, bao gém cac budc: a) chuan bi nguyén liéu: nam
huong (Lentinula edodes) nguyén li¢u sach, khong bi mobc, dat chi tiéu an toan thyc pham
ve€ vi sinh vat, kim loai nang va aflatoxin; bao quan ¢ nhiét do phong, sdy kho; gitr d6 am
cho nguyén li¢u nam huong tir 9-12%; b) xir Iy ndm huong nguyén li¢u: nam huong dugc
nghién nho vé kich thudc < 0,8 mm, bot nguyén lidu sau nghién dugc bao quan & nhiét do
phong; c) trich ly nguyén liéu: bot ndm huong nguyén li¢u kich thude < 0,8 mm dugce trich
ly trén hé thong trich ly bang song siéu 4m (tn so siéu am 20 kHZ, bé siéu am 20 lit), trich
ly bang dung mdi nudc khir ion-NaOH 0,35%, ti 1& dung méi/nguyén liéu 1a 6/1 (thé
tich/khdi luong), nhiét do 65°C, siéu am 6 phut, cuong do si€u am 58w/cm?; d) loc dich
trich ly thu dich trich ly lentinan: loc 1an 1 qua vai, lan 2 qua mang loc 0,1 pm, tach ba dé
thu dich chiét chira lentinan.
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Linh vgc k¥ thuit dwgc dé cap

Giai phép hiru ich dé cap dén quy trinh trich ly thu nhén hoat chét sinh hoc tir
nidm huong (Lentinula edodes) c6 ham lugng hoat chit lentinan cao ing dung cho
ché bién thuc phim chtrc ning, cu thé 1a dé cap dén quy trinh trich ly lentinan tir nim
hwong (Lentinula edodes) bang cach st dung séng siéu am. |
Tinh trang ky thuit cta giai phap hiru ich

Hién nay c6 nhiéu phuong phap trich ly thu nhan hoat chit sinh hoc tir ndm
huong, trong d6 phuong phap trich ly truyén théng c6 ban chét 1a phuong phap co
hoc pha v vat ly, gidi phong cac chét bén trong té bao vao mdi trudng xung quanh.
Céc thiét bi bao gdbm may dong nhit, may nghién va khudy tron, qua trinh pha v&
duoc thuc hién bing hidu tmg va cham ctia t€ bao dudi tac dung cua ap sudt dan dén
phé v té bao, giai phong phan tir hoat chit bén trong. Nhuoc diém cia phuong phép
nay 1a chi phi ning lwong cao, t6n nhiéu thoi gian va ham lugng chét tan thu dugc

hoat chét trong dich chiét ciing khong cao.

V6i phuong phap héa hoc bing cach thdm thdu héa mang ngan bén ngoai té
bao, st dung dung moéi hitu co: metanol, etanol, benzen, ... tic dong dé tao thanh
kénh din qua mang t& bao. Nhuoc diém ctia phuwong phap nay la tbc do chiét xuat
cham, gi4 thanh cao va yéu ciu phai loai bé dung moéi chiét tach tir san phim cudi
cung.

Cong bd don qudc té s6 W02013/140185 (A) dé cap dén phuong phap trich
ly lentinan tir ndm hwong (Lentinula edodes) bing séng siéu 4m bing cach ngidm
nim huong trong nudc cit, sau d6 xir Iy bing song siéu am trong 40 phit, cong suat
90W. Lentinan c6 thé dugc chiét bing nudc néng (1én dén 100°C) hoic st dung dung
mdi kiém NaOH/NaBH4. Nuéc sau d6 duoc loai b va etanol duoc bd sung, lam
lanh va thu phan két tiia. Han ché cta quy trinh nay 14 t6n nhiéu thoi gian trich ly va
trich ly & nhiét do cao, s& 1am giam hoat tinh ctia hoat chét lentinan.

Tai liéu “Study on methodology of Lentinan by ultrasonic extracted and ultra-

filtration (Nian Bao-yi et al, Deparment of Chemistry & Biological Engineering,
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Sanming College, Sanming 365004, China, 2004)” dé cap dén phuong phép trich ly
lentinan tir nAm hwong bang cach xir ly bot nim hwong véi nude cit, khao sat qua
trinh trich ly & céc diéu kién nhiét d6 tir 50-90°C, thoi gian tach chiét tir 60-180 phit,
ti 16 nude/nguyén lidu tir 40-80 mL/g, sau d6 xit ly bang séng siéu 4m cong suat
80W, thoi gian 13 phat. Phin dich duogc tich riéng, sau d6 két tha lai bing etanol.
Han ché ciia quy trinh nay 1a trich ly 2 14n, thoi gian trich ly dai gip 10-30 1an so véi
trich ly bing séng siéu 4m, ti 1& dung moéi/nguyén liéu ciing cao hon, dan t6i qua
trinh tach hoat chit, thu hdi dung méi sau trich ly s& tdn thoi gian, lam ton hao thiét
bi.

Tai liéu “Optimization of ultrasound-assisted extraction of Lentinula edodes
polysaccharides using response surface methodology (Ping Yang et al, Advance
Journal of Food Science and Technology)” d& cip dén quy trinh trich ly lentinan
bing séng sidu 4m bang cach sir dung dung moi 1 nuéc, ti 1€ nguyén liéu/dung moi
1a 1/15, str dung séng siéu 4m c6 cong sudt 80W trong thoi gian 13 phit. Han ché
phuong phép nay 14 ham luong dung méi sir dung cao lam ting luong tap chét, ngoai
ra con gdy anh hudng toi qua trinh loc xir Iy dich trich ly sau nay vé thoi gian, cling

nhu hao phi vé dung méi.

Ban chit ky thuit cia giai phap hiru ich

Do d6, muc dich cta giai phép hitu ich la st dung séng si€u am c6 cuong dod
58w/cm? v6i tan sb6 20 kHz cho qua trinh tach chiét hoat chét sinh hoc tir nAm hwong
béng cach pha v& thanh té bao cho hoat chit dugc tach ra d& dang va thu dugc hoat
chit véi ham luong cao.

DPé dat dugc muc dich trén, giai phap hiru ich d& xudt quy trinh trich ly
lentinan tir ndm huong (Lentinula edodes) bing cach st dung song siéu 4m, bao gdm
cac budc:

a) chuén bi nguyén liu: nim huong nguyén li€u sach, khong bi mbc, dat chi
tiéu an toan thuc phém vé vi sinh vat, kim loai ndng va aflatoxin; bdo quan nhiét do
phong, siy khd; gitt @ 4m cho nguyén liéu ndm huong tir 9-12%;

b) xtr Iy ndm hwong nguyén lidu: ndm huong duoc nghién nho vé kich thude <

0,8mm, bot nguyén li¢u sau nghién duogc bao quan ¢ nhiét d§ phong;
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¢) trich ly nguyén liéu: bot nim hwong nguyén liéu kich thuge < 0,8 mm duogc
trich ly trén hé théng trich ly bing séng siéu 4m (tAn sb siéu am 20 kHZ, bé siéu 4m
20 lit), trich ly bang dung mdi nudc khir ion-NaOH 0,35%, ti 1¢ dung mdi/nguyén
lieu 1a 6/1 (thé tich/khdi lugng), nhiét d6 65°C, thoi gian siéu am 6 phut, cuong do.
siéu Am 58w/cm2;

d) loc dich trich ly thu dich trich ly lentinan: loc 1an 1 qua vai, 14n 2 qua mang
loc 0,1pm, tach ba dé thu dich chiét chtra lentinan.

MBO ta vin tit hinh vé

Hinh 1 1a hinh vé dang so dd quy trinh trich ly lentinan ti ndm huong
(Lentinula edodes) theo giai phap hitu ich.

MBO ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich s& dugc mo ta mot cach chi tiét hon théng qua cac
phuong 4n vu tién, tuy nhién can phai hiéu ring giai phap hitu ich khong chi giéi han
& cac phuong 4n nay.

Giai phap hitu ich d& cip dén quy trinh trich ly lentinan tr ndm huwong
(Lentinula edodes) bang cich st dung séng siéu 4m, bao gbm céc budc:

a) chudn bi nguyén liéu: nAm huong (Lentinula edodes) nguyén lidu sach,
khong bi méc, dat chi tiéu an toan thuc phém vé vi sinh véat, kim loai ning va
aflatoxin; bao quéan nhiét d6 phong, siy kho; gitt do 4m cho nguyén lidu ndm huong
tlr 9-12%; |

b) xtt Iy ndm hwong nguyén liéu: ndm huong dugc nghién nho vé kich thudc <
0,8mm, bt nguyén liéu sau nghién duoc bio quan & nhiét d6 phong;

¢) trich ly nguyén li€u: bot ndm huong nguyén liéu kich thudc < 0,8 mm dugc
trich ly trén hé thong trich ly bing séng siéu am (tin sb siéu am 20 kHZ, bé siéu am
20 lit), trich ly bing dung moi nudc khir ion-NaOH 0,35%, ti 1€ dung moéi/nguyén
lieu 1a 6/1 (thé tichvkhdi luong), nhiét d6 65°C, siéu am 6 phut, cudong do siéu am
58w/cm2;

d) loc dich trich ly thu dich trich ly lentinan: loc 14n 1 qua vai, l4n 2 qua mang
loc 0,1um, tach ba dé thu dich chiét chira lentinan.

Vi du thye hién gidi phap hitu ich



2407

Sau day, giai phéap hitu ich s& dugc mo ta mot cach chi tiét hon thong qua cac

vi du. Tuy nhién, can phai hiéu riang vi du nay chi v6i muc dich minh hoa cu the hon

cho giai phép hitu ich va khong lam gidi han giai phdp hitu ich theo bét ky cach ndo.

Vi du 1: Danh gia céc chi tiéu chét lugng, chi tiéu an toan vé sinh thyc phdm ciia

nim huong (Lentinula edodes) nguyén liéu.

Tir két qua xac dinh d6 4m, thanh phdn dinh dudng, hoat chét sinh hoc, chi

tiéu an toan thuc phdm cta cdc mAu nidm hwong (Lentinula edodes) nguyén liéu &

mot sO co s& san xuat trong nude va lya chon nguyén liéu cho trich ly ¢6 ham luong

lentinan dat 4,81 + 1,16 %, d6 4m < 17 %, dam bao c4c chi tiéu an toan thuc phém

vé vi sinh vat va kim loai ndng.

Bang 1: Két qua x4c dinh chi tiéu chét lugng cua nidm huong (Lentinula

edodes) nguyén liéu:

TT | Tén chi tiéu Pon vi tinh Két qua

1 | Lentinan % mg 4,81 £1,16

2 | Poéam % 15,1+1,9

3 | Cam quan Mau sic Sang mau, khong mdc

Chi tiéu an toan vé sinh thuc pham ctia ndm huong (Lentinula edodes) nguyén

liéu dugc thé hién trong bang dudi dy.

Béng 2: Két qua phén tich c4c chi tiéu vi sinh vat trong nim huong (Lentinula

edodes) nguyén licu

TT | Chi tiéu Ponvitinh | Kétqua | Gigi han | Phuong phap  thu
cho phép | nghiém

1 |Téng sb vi|CFU/g san |6 10* TCVN 5165 - 90
khudn hiéu khi | phdm

2 | Coliforms CFU/g san | KPH 10 TCVN 6848 - 01
(37°C/ 48 gid) | phdm

3 | E. coli (37°C/ 96 | CFU/g san | KPH 0 TCVN 6848 - 08
gio) phdm

4 | S.aureus (37°C/| CFU/g san | KPH 3 TCVN 4830 - 89
48 gio) phim
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5 | C.perfringens CFU/g san | KPH 10 TCVN 4991 —2005
phim
6 | Salmonella CFU/25g | KPH 0 TCVN 4829 - 89
(37°C/ 48 gid) | san phdm
7 | B.cereus CFU/g san | KPH 10 TCVN 4992- 89
phim
8 | Téng sd bao tir | CFU/g san | KPH 102 TCVN 6265-2007
nim men — mbc | phdm

Ham luong kim loai ning ctiia ndm hwong (Lentinula edodes) nguyén liéu

duoc thé hién trong bang 3.

Bang 3: Két qua phan tich c4c chi tiéu ham lugng kim loai ning cla nim

huong (Lentinula edodes) nguyén ligu

TT | Chi tiéu Pon vi|Két | Gidihan cho | Phuong phap thiét bi
tinh qua | phép*
1 | Ham lugng chi (Pb) | mg/kg |0,011 | <10,0 AOAC 994,02; hodc
ISO 12193:2004

2 |Ham luong Asen |mgkg |KPH |<5,0 AOAC 952,13 hodc
(As) AOAC 986,15

3 |Ham luong Cadimi | (mg/kg) | KPH | <03 AOAC 2000(F-AA)
(Cd)

4 |Ham Iluwong thuy | (mg/kg) |KPH |<0,5 AOAC -1997
ngén (Hg)

5 |Ham luong ddng | (mg/kg) |KPH |<5,0 ISO 8.294:1994
(Cu)

Ham luong cac chit khong mong mudn cta ndm hwong (Lentinula edodes)

nguyén liéu dugc md ta trong bang 4.

Béang 4: Két qua phan tich ham lwong céc chat khong mong mudn ciia ndm huong

(Lentinula edodes) nguyén li€u

TT

Chi tiéu

Pon vi

tinh

Két qua

Gidi

to1 da*

han

Phuong phép thiét
bi
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1 | Aflatoxin ugkg KPH <35,0 HPLC
Ghi chu: KPH: Khong phét hién (nghia 1a dudi ngudng phat hién ctia phuong
phap (0,002 mg/kg).

*Quy dinh gidi han t81 da nhiém sinh hoc va héa hoc trong thuc phém, muc
Quy dinh gi6i han cho phép vi sinh vat trong thirc an dic biét (ding truc tiép, khong
qua xi 1y nhiét trude khi st dung). (Ban hanh kém theo Quyét dinh s6 46/2007/QD-
BYT ngay 19 thang 12 ndm 2007 cia B truong Bo Y Té)

Két qua xéac dinh céc chi tiéu v& an toan vé sinh thuc phdm ciia nAm huong
(Lentinula edodes) nguyén liéu cho thiy san phadm dat cac chi tiéu vé an toan vé sinh
thuc phém vé cac chi tiéu vi sinh vét, ham luong kim loai ning va doc t6, phit hop
v6i tiéu chuédn vé sinh an toan thuc phdm da ban hanh.

Do vay, két luan 1a nguyén lidu ndm hwong (Lentinula edodes) du cac diéu
kién dé thuc hién quy trinh trich ly lentinan.

Vi du 2: So sénh phuong phép trich ly lentinan tir nAm hwong (Lentinula edodes)
bang sir dung song siéu 4m va khong st dung séng siéu am.
Béng 5: So sanh phuong phép trich ly lentinan tir nAm huong bang st dung séng siéu

am va khong str dung song si€u am

Trich ly lentinan st
) Pon | dung séng si€u am Trich ly lentinan khong su
Chi ti€u so sanh .
vi cudng d6 58w/cm? voi | dung song siéu Am
tan s6 20 kHz
Loai dung méi NaOH
NaOH 0,35% Nudc
0,35%
Ti 1€ dung moi/
_ lit’kg | 6 6 6
nguyén liéu
Kich thudc
) mm | 0,8 0,8 30
nguyén li€u
Nhiét d6 trichly | °C 65+2 65+2 98 £2
Thoi gian trich ly | phut | 6 6 180
lentinan (% so voi | % 5,391+ 0,016 0,462+0,021 | 3,978+0,037
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nim huong

nguyén liéu)

Chét kho hoa tan
thu duoc so véi
, (%) 16,992-+0,042 1,812+0,056 | 7,937+0,061
nam huong

nguyén li¢u

Két qua cho thdy trich ly bing séng siéu 4m cudng do 58w/cm? véi tan 56 20
kHz & nhiét d@§ 65 + 2°C trong 6 phit cho dich trich ly thu dugc ham lugng lentinan
dat 5,391 + 0,016 % lentinan va lugng chét kho thu duge 16,992 + 0,042 %, con
phwong phép trich ly khéng str dung séng siéu am, trich ly & nhiét do 65 =+ 2°C trong
6 phut cho dich trich ly thu duge ham lugng lentinan dat 0,462 + 0,021 % lentinan va
lwong chat kho thu duoc 1,812 + 0,056 %, trich ly khong st dung séng siéu am &
nhiét d6 98 + 2°C (theo phuong phép truyén théng) trong 180 phit (3 gid) cho dich
trich ly thu dugc ham lugng lentinan dat 3,978 + 0,037 % lentinan va lugng chét kho
thu duoc 7,937 £ 0,061 %.

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh trich ly lentinan theo giai phap hitu ich cho thiy trich ly bing song
siéu &m cudng d6 58w/em? véi tan sb 20 kHz & nhiét d6 65 + 2°C trong 6 phut cho
dich trich ly thu duoc ham luong lentinan dat cao dat 5,391 + 0,016, luong chét kho
thu dugc 16,992 + 0,042 % so voi nguyén ligu, ham lugng lentinan tidng trung binh
12 14n so véi trich ly khong st dung séng sidu 4m va ham lugng chat kho ciing ting
trung binh 9 14n. Theo phwong phép truyén thdng & nhiét d6 98+ 2°C trong 180 phut
(3 gi0) cho dich trich ly thu dugc ham lugng lentinan dat 3,978 + 0,037 % lentinan
va luong chét kho thu duge 7,937 + 0,061 %. D& so sanh dwoc phuwong phép trich ly
bing séng siéu 4m cho ham luong lentinan cao gip 1,6 14n va lwong chét kho hoa tan

cling cao gap 2 lan, thoi gian ngan hon 30 14n so phuong phép truyén théng
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YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh trich ly lentinan tir nAm huong (Lentinula edodes) bang cach st
dung s6ng siéu 4m - bao gdm céc budc:

‘a) chuin bi nguyén liéu: ndm hwong (Lentinula edodes) nguyén liéu sach,
khong bi méc, dat chi tiéu an toan thuc phém vé vi sinh vét, kim loai ning va
aflatoxin; bao quan & nhiét d§ phong, sdy kho; gitt do 4m cho nguyén liéu nim
huong tir 9-12%;

b) xit Iy ndm huwong nguyén liéu: ndm hwong duoc nghién nhé vé kich thude <
0,8mm, b6t nguyén liéu sau nghién duoc bao quan ¢ nhiét do phong;

¢) trich ly nguyén li€u: bot nidm huong nguyén liéu kich thuge < 0,8 mm duoc
trich ly trén hé théng trich ly bing sng siéu dm (tAn s siéu am 20 kHZ, bé siéu am
20 lit), trich ly bing dung méi nudc khr ion-NaOH 0,35%, ti 1& dung méi/nguyéh
lieu 1a 6/1 (thé tich/khdi lugng), nhiét do 65°C, siéu am 6 phut, cuong do siéu am
58w/cm?;

d) loc dich trich ly thu dich trich ly lentinan: loc 14n 1 qua vai, 1dn 2 qua mang

loc 0,1um, tach ba dé thu dich chiét chira lentinan.
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NAm Huwong

nguyén liéu

A 4

Nghién

(kich thudce < 0,8 mm)

l

Trich ly Lentinan

Nude khir ion-NaOH 0,35% / nguyén liéu =
—»| 6/1 (v/w), & nhiét d6 65°C/ 6 phut siéu &m

cudng do 58 w/em?/ 20 kHz/20 lit

Nuwoe khir ion-
NaOH 0,35%

Dich trich ly chira

lentinan

Hinh 1

-10-





