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GIOI THIEU LUAN AN
1. Tinh cép thiét ciia nghién ctru
Tinh trang r6i loan chuyén hoa dac biét 1a bénh béo phi va dai thao
duong typ 2 dang gia ting trén toan thé gidi. Thay doi 16i song, ddc
biét 1a lya chon ché d6 an phu hop 1a yéu t6 quan trong trong phong
va diéu tri cac r6i loan chuyén hoa. Ché do an dugc xay dung nhim
kiém soat tot nong do glucose sau an va nang lugng tidu thy. Tinh bot
dé khang (RS) 1a mot trong nhiing loai thyc pham lam giam nong do
glucose mau sau in va giam murc ning luong tiéu thu do dé khang su
thuy phan ctia enzym tiéu hoa, diéu nay c6 y nghia 16n trong phong
va diéu tri cac rdi loan chuyén hoa.
Tinh bot lta mi acetat (TBLMAC) 1a mét loai RS c6 ngudn gbc tir
tinh bot lua mi duoc bién d6i ciu trac hod hoc véi tac nhan 1a anhydrid
acetic, dat cac yéu cau chat luong san pham dung trong thyc pham.
Cho dén nay, TBLMAC van chua dugc nghién ctru tong hop nguyén
liéu thyc pham; xay dung tiéu chuan co s¢, danh gia tinh an toan va
danh gia hiu qua trén r6i loan chuyén hod glucose, lipid. Véi mong
mubn nghién ctru ngudn nguyén liéu thyc phdm méi c6 tiém ning
trong chdm soc stc khoé, dé tai “Nghién ciru tao nguyén ligu tinh
bot mi acetat dé khang enzym amylase hd tro diéu tri cic réi loan
chuyén hoa” dugc thuc hién véi cac nodi dung sau:
1) Diéu ché va xac dinh dic tinh 1y, hoa cia TBLMAC.
2) Panh gi4 kha ning dé khang enzym amylase in vitro.
3) Banh gia tinh an toan cia TBLMAC trén dong vat thuc nghiém.
4) Panh gia tac dung cia TBLMAC trén chugt béo phi va chudt béo
phi kém tang duong huyét.
5) Khao sat san phdm chuyén hoa (SCFAs) trong rudt gia cta chudt
thi nghiém &n TBLMAC.
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2. Nhirng dong gép mdéi ciia nghién ciru

Luén an da dong gop nhiing dir liéu khoa hoc méi nhu sau:

- Tinh b6t Iia mi acetat (TBLMAC) dugc tao thanh tir phan Gng este
giita tinh bot lia mi va anhydrid acetic, dat tiéu chuan chét luong theo
tiéu chi an toan thyc pham quy chuan vé bot ngii cdc ciia BO Y té, c6
thoi han sir dung 17 thang & nhiét do 25°C, @6 am 65-75%; dugc md
ta day du vé diac diém hinh thai; cdu trac tinh thé; dic tinh 1y, hoa.

- TBLMAC chira ham luong tinh bot d& khang cao (32,11%) gap 4,36
1an dang chwa bién dbi; c6 kha ning d& khang enzym amylase in vitro
cao vugt troi.

- TBLMAC an toan khi ding ngén han véi mtc lidu cao nhat 25 g/kg
va an toan khi dung dai han trén chudt thyc nghiém.

- TBLMAC lam giam nong d6 glucose sau an; ding kéo dai 4 tuan
liéu 5 g/kg, 2 1an/ngay, lam giam thé trong, giam nong do glucose mau
lic d6i; dung kéo dai 8 tuan, lidu 5 g/kg, 2 lan/ngdy, lam giam nong
do triglycerid, cholesterol mau va céi thién tinh trang dé khang insulin
trén mo hinh chudt béo phi do ché d6 an giau chét béo.

- TBLMAC lam tang kha nang dung nap glucose thong qua lam giam
noéng do glucose mau lic doi, giam mic HbAlc, ting dung nap
glucose trong thir nghi€ém dung nap glucose (IPGTT) khi dung kéo dai
8 tudn véi mirc lidu 5 g/kg, 2 1an/ngay, trén chudt béo phi kém ting
duong huyét do streptozotocin.

- TBLMAC lam tang néng d0 cac acid béo mach ngfm 0 ruot gia chudt
thir nghiém.

3. B6 cuc luin 4n: luan an gdm 139 trang, 30 bang, 25 hinh, 16 so
dd, 207 tai ligu tham khao, 6 tai li¢u tham khao nudc ngoai, 211 tai
liéu tham khao nudc ngoai, 29 phuy luc thé hién cac két qua thyc

nghiém.



3

Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Tinh b{t Iia mi: cong thirc phén ti: (CsHioOs)n (n = 300-1000),
c6 tén khoa hoc 1a Amylum tritici thudc ho Lua (Poaceae). Tinh bt
lta mi c6 mau tring duc, mui dic trung cta lta mi, khong tan trong
nudce lanh, ethanol va ete, tan trong nudc nong tao thanh gel, sanh khi
dé ngudi. Hat tinh bot chu yéu dang hat 16n, kich thudc tir 10-45 pum;
ty trong 0,50 g/cm® ham am 13%; nhiét d6 hd hoéa 58 °C. Bot lua mi
chtra khoang 70% tinh bot.

1.2. Tinh bt dé khang: tinh bot dé khang dugc dinh nghia 1a phan
tinh bot khong tiéu hoa ¢ rudt non va la co chét cho hé vi sinh vt &
rudt gia 1én men tao cac san pham acid béo mach ngan (SCFAs). RS
c6 thé duoc tao ra tir phuong phap vat 1y, hoa hoc hay enzym.
TBLMAC dugc tao boi phan (g este v6i anhydrid acetic dé thay doi
cu tric, 1am cho phén tir tinh bot trd nén cong kénh gay can tré khong
gian han ché sy tiép can ciia dai phan tir enzym amylase dén cac diém
gan trén lién két a-1,4-glycosid, lam giam sy thuy phan tinh bot va
giam hinh thanh glucose. TBLMAC duoc tong hop va xiy dung cac
tiéu chuan chét lugng an toan ding trong thyc pham.

1.3. Vai tro cia tinh bt dé khang trén cac réi loan chuyén hoa:
giam sy hinh thanh glucose va ting ham lugng SCFAs la dic diém
quan trong thé hién vai trd sinh hoc cua tinh bot d& khang trén céac rbi
loan chuyén hoa. RS c6 kha ning giam dap tng glucose-insulin sau
an, dung lau dai gay hao hut ning lugng, tic dong tich cyc dén diéu
hoa chuyén hoa glucose-lipid théng qua cac co quan nhu rudt, gan, mo
md, md co, tuyén tuy va than kinh trung wong nhu ting tiét PYY va
GLP-1, tang tao glycogen, {rc ché tan tao glucose & gan, tang sir dung
glucose & md dich, ting trao d6i chit va oxy hoa acid béo chudi dai,

tang tiét insulin.
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U
2.1. THIET KE NGHIEN CUU

TINH BQT LUA Mi
v

Tinh ché tinh bjt lia mi

v

Téng hop tinh bt lia mi acetat
(Téi wu hoé diéu kién phan img)

'

Kiém nghi¢m chét lwong san phim
Tinh bdt lta mi acetat

TINH BOT LUA Mi ACETAT PAT
TIEU CHUAN CHAT LUQNG
! ! ] }
Xic dinh tinh Diinh Sié khi Khio sit ddc Dinh gid dnh Khio st sin
chit 1y, héa ning dé khing tinh cip va huéng  trén phim chuyén
enzym doe tinh bin mét sb chi sé héa - céc acid
amylase trudmg dién sinh héa béo mach
vitro (glucose, ngén c6 trong
insulin, ruft gia chudt
cholesterol va thi nghiém
triglycerid)
[ ! \
v — i

- Phin tich cfu triic phan tir bing

- Khao sit gia tri LDs; theo D3

'H-NMR Thyc hién theo phuong phip AOAC Trung Dam va OECD 423

- Hinh dang, kich thuéc hat tinh bot 2002.02 - Khdo st dgc tinh bén truong dién
bing phuong phip SEM - Xéc dinh ndng d¢ glucose ti phan vi theo ddi céc diu higu:

- Chu triic tinh thé, cu tric vé dinh {mg thiy phin tinh bt ciia enzym + Tinh trang sinh 1y

hinh bing phuong phép XRay tiéu héa in vitro + Cong thirc méu, chi sé sinh
- Nhiét dong hoc biing phuong phip - Tinh ham lugng tinh bt € tiéu héa hoa gan, thin

DSC (DS) va tinh byt d& khéng (RS) + Quan sdt dai thé, vi thé mé

- DJ hoa tan va kha ning trrong né

Ddnh gia mic dj cdi thién tinh
trang réi loan chuyén héa trén
chuét béo phi

- Gy mé hinh chuét béo phi hffmg
HFD;

Danh gia mize do cai thién kha nang
dung nap glucose trén chugt béo phi
béi HFD va ting dwomg huyét boi
S1Z

- Gay mé hinh chudt béo phi boi

gan, thin

|

- Xdy dung phuong phip dinh
Iugng cée acid béo mach ngén bing
HPLC;

- Khao sét sy bién thién n&ng do
acid béo mach ngin c6 trong rudt

- Dénh gid dnh huéng trén ndng do HFD va ting dudng huyét béi STZ; EREUE IRy
glucose méu sau in; - Dénh gid anh hudng trén ndng 4o - Dinh lugng nong df acid béo
- Dénh gi4 anh huéng trén ndng do glucose litc d6i; mach ngin trong rudt gia chudt thir

glucose lic do6i, thé trong, néng dé
cholesterol, triglycerid;

- Dinh gif anh huéng trén tinh
trang dé khang insulin: do ndng do
insulin, thir nghi¢m IPGTT, IPITT,
tinh Homa-IR.

- Dénh gid anh hudng trén mirc
HbAlc;
- Thir nghi¢m IPGTT.

nghi¢m.

So dd 2.1. So db tién hanh nghién ctru
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2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.2.1. Piéu ché va xdc dinh dic tinh Iy, hod ciia TBLMAC: bot lta
mi dugc tinh ché va cho tham gia phan tmg este hoa véi anhydrid
acetic tao san pham TBLMAC. Kiém nghiém tiéu chuan chat luong
san phélm dya trén hudng dan cia DDVN V, TCVN, QCVN, AOAC.
Xéc dinh hinh thai hat tinh bot bang kinh hién vi dién tir quét, x4c dinh
cau triic phan tir bang 'H-NMR, cau triic tinh thé bang nhidu xa tia X,
do nhiét dong hoc bang phuong phép do nhiét luong quét vi sai, do do
truong nd (g/g) va d6 hoa tan (%).

2.2.2. Xdc dinh kha ning dé khding enzym amylase in vitro:
TBLMAC bi thuy phan boi hé enzym tiéu hoa in vitro, do nong do
glucose bang phan tmg véi thude thir GOPOD tao dung dich mau, do
quang & budc séng 546 nm. Xac dinh ham luong tinh bot dé khang.
2.2.3. Khdo sdt djc tinh cép, dpc tinh bdan trwong dién: thir nghiém
doc tinh cAp: chudt udng 1 lidu TBLMAC 16n nhit, Vg = 0,1 ml/10
g, theo ddi chudt sdng/chét trong 72 gid va 14 ngay; thir nghiém doc
tinh ban truong dién: chuét ubng TBLMAC 3 murc lidu thap, trung
binh, cao trong 8 tuan. Panh gié tinh trang sinh 1y, thé trong hang tuan.
Tuén thir 8, gdy mé qua liéu bang diethyl ether, phiu thuat chudt, 1ay
mau tim, xac dinh céng thirc mau, chiic nang gan, than bé'lng may sinh
hoé; tach md gan, than quan sat dai thé va vi thé bang kinh hién vi.
2.2.4. Danh gid tac dung cia TBLMAC trén chudt béo phi va chugt
béo phi kém ting dwong huyét

A. Gay chudt gdy béo phi bang HFD, chon chudt béo phi cé ting

triglycerid, glucose > 8,3 mmol/L: 1) cho ubng 1 liéu 5 g/kg
TBLMAC hodc tinh bdt lia mi ty nhién (TBLMTN), Vusng= 0,1 ml/10
g. Po ndng do glucose mau sau an bang que thir va may do Accu-
Check trude va sau an 30, 60, 90, 120 phut; 2) chia 4 nhém: nhém




6

chimg, TN, AC5, AC10 lan lugt cho 4n cam tiéu chuén, TBLMTN,
TBLMAC liéu thap, TBLMAC liéu cao. O cac thoi diém 0, 4, 8 tuan,
do trong lwong, ndng d6 glucose; sau 8 tudn, do nong do triglycerid,
cholesterol bang cac kit dinh lugng; do nong do insulin bang kit mouse
ELISA test va thtr nghiém dung nap glucose (IPGTT) va thtr nghi¢m
dung nap insulin (IPITT).

B. Gay m6 hinh chudt béo phi, tang duong huyét bang cach tiém STZ
liéu 40 mg/kg x 5 ngay lién tiép trén chudt béo phi cé tang triglycerid,
sau 7 ngay, chon chudt cé glucose > 11,1 mmol/L: chudt dugc chia

nhoém chimg, TN, AC5, AC10 va cho udng chat thir nghiém gom
TBLMTN va TBLMAC li¢u thip, liéu cao twong ty nhu thir nghiém
trén. Sau 8 tuan, do néng d6 glucose, mic HbAlc va thyc hi¢n thir
nghiém IPGTT.

2.2.5. Xdc dinh sin phidm chuyén héa — SCFAs trong rugt gia chugt
thi nghigm: chudt duoc chia nhéom TN va AC lan luot cho in
TBLMTN va TBLMAC liéu 5 g/kg, sang-chiéu; Vuéne= 0,1 ml/10 g,
kéo dai 20 ngay. Sau thir nghiém gay mé chudt qua liéu bang diethyl
ether, phau thuat va thu thap phan chudt & cac phan doan tiéu hoa rudt
non, manh trang, tryc trang, dai trang. Bdo quan lanh, xtr 1y mau, tao
dan xuat hydrazid va xac dinh ham lugng SCFAs bang phuong phap
HPLC da dugc tham dinh.

2.3. PHAN TiCH SO LIEU

Tét ca dir lidu dwoc luu trir va xir Iy bang phin mém théng ké SPSS
phién ban 25.0. Sy khac biét vé cac chi sd duoc phan tich bang phan
tich bang phép kiém Mann-Whitney va Kruskal-Wallis. Cac két qua
dugc trinh bay dudi dang gid tri trung binh = SEM hodc gia tri trung
binh + SD. Quy wdc tri s6 p < 0,05 1a ngudng c6 y nghia théng ké.



7

Chuong 3. KET QUA
3.1. Piéu ché va xac dinh dic tinh 1y, h6a cia TBLMAC
3.1.1. Piéu ché TBLMAC
Bang 3.1. Khoi lugng tinh bot Iia mi tinh ché va TBLMAC thu dugc

Khdi lwong Khdi lwong Khdi lwong

Miu bot lda mi tinh bt lda mi TBLMAC
(gam) tinh ché (gam) (gam)
1 500 357 310,6
2 500 395 335,8
3 500 382 332,4
Trung binh 500 378 326,3

Hiéu suit 70-75% 85-87%

Diéu kién thoi gian phan tmg 150 phit, ty 1& anhydrid acetic 9% dugc
lwa chon dé tao TBLMAC c6 ham lugng acetyl < 2,5%, muc thay thé
= 0,09 phi hgp yéu cau ciia FDA. Phan tich c4u tric phén tir bang 'H-
NMR théy c6 cac dinh proton ctia nhém acetyl tai dH 2,0-2,1 ppm.

Vi ivoa

(a) (b)

| -OH

M \JL_L ‘Jb\:phj J S

flsl R el ol I

Hinh 3.1. Phd '"H-NMR cta TBLMTN (a) va TBLMAC (b)
Sau thoi gian bao quan cac mdu TBLMAC & cac diéu kién theo ddi tur
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nhién va dya trén két qua kiém nghiém, quan trong nhat 1a céc chi sb
vi sinh vat da xac dinh dugc han st dung cuia TBLMAC la 17 thang
néu bao quan ¢ 25 °C va han st dung 1a 11 thang néu bao quan & nhiét
d6 30 °C véi d6 4m 65 - 75%. Pat cac chi tiéu kim loai ning, doc b,

du lugng hoa chét thude bao vé thuc vat va chi tiéu vi sinh vat.

3.1.2. Xac dinh dic tinh ly, héa cia TBLMAC
Pic diém vé hinh dang, kich thwéc hat tinh bt

(a (b

TBLMAC c6 2 loai hat
16n va nho; s6 lugng hat
16n > hat nho. B& mit
hat TBLMAC c6 cac
diém 4, san sui, khong

dong nhat.

Hinh 3.2. Hinh anh TBLMTN va TBLMAC dudi kinh hién vi dién
tor quét. (a) TBLMTN do phong dai 1000X — (c) do phong dai
2000X; (b) TBLMAC d¢ phong dai 1000X — (d) dé phong dai 2000X

DPic diém vé cau tric tinh thé va cau truc vé dinh hinh

160 ‘

‘ ‘ ——Tinh bt mi ty nhién TBLMAC c¢6 cac dinh
\/ i A | CTmmmemeices phi€u xa  tuong  tu
ﬂ"?‘\““\w i | TBLMTN, nhung cuong
| r w }"rw'f”//w d6 cac dinh nhidu xa thap

N d“‘“‘,v‘,f hon so v6i TBLMTN.

—

2-ThetaScale
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Hinh 3.3. Gian do nhiéu xa tia X cia TBLMTN va TBLMAC

Pic diém vé nhiét d9 gelatin héa
Bang 3.2. Thong s6 nhiét dong hoc ciia qua trinh gelatin hoa

To (°C) T, °C) T.’C) AHJ/g)
Tinh bt TN 49,32+ 62,14 + 71,20 + 5,63 +

(N =3) 0,43 1,0 0,98 0,06
Tinh byt AC 32,14+ 4954+ 5982+ 345+
(N =3) 0,54 0,52 0,52 0,38

Ty: nhiét do khoi dau; T,: nhiét @ dinh; T.: nhiét dg két thiic qud trinh
gelatin héa; AH: s bién doi nhiét ciia qud trinh gelatin héa; di liéu
biéu dién gid tri trung binh + SD

Nhiét do tao gelatin TBLMAC la 59,82 C va nhiét luong tao ra the"ip
hon so véi TBLMTN.

D¢ hoa tan va kha niang truwong né
Béng 3.3. D9 truong nd va do hoa tan cuia TBLMTN va TBLMAC

D¢ trwong né (g/g) DO hoa tan (%)
Tinh bot TN (N = 3) 6,47+ 0,28 4,86 + 0,49
Tinh bot AC (N =3) 10,87 + 0,72 9,43 £0,92
Dir liéu biéu dién gid tri trung binh + SD

3.2. Kha niing dé khang enzym amylase in vitro
Bang 3.4. Ham luong tinh bot tiéu hoa va tinh bot d& khang

Hamlwong  Tinh bt AC(N=3)  Tinh bt TN (N =3)
RS (%) 32,117 0,99 7,36 + 0,65
DS (%) 59,117 + 1,01 86,75 0,76
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“p < 0,01 so vi tinh bét TN (Mann-Whitney); dit liéu biéu dién trung
binh £ SD
Ham lugng RS & TBLMAC cao gap 4,36 1an so voi TBLMTN

3.3. Poc tinh cip va doc tinh ban truwong dién ciia TBLMAC
3.3.1. Poc tinh cap

O mtc lidu cao nhat 14 25 g/kg, chudt van an toan va khong c6 bat ky
dau higu bét thuong nao vé trang thai sinh 1y sau 14 ngay.

3.3.2. Poc tinh ban truwong dién

Liéu thu ddc tinh ban truong dién cia TBLMAC liéu thép duoc chon
1a 5 g/kg, lidu trung binh 10 g/kg, lidu cao 15 g/kg, 1 lan/ngay-sang,
thé tich udng 0,1 ml/10 g bang kim dau i, kéo dai 8 tuan.

Bang 3.4. Cac dau hiéu vé tinh trang sinh 1y cta chudt sau 8 tuan

Vi tri Cic déu hiéu Ghi nhin
-Da - Tim tai, d6 bung Khong co
- Long - Xu 16ng, 16ng dyng ding, rung 16ng | Khong co
- Mit - Mét mo, ri mét, thay ddi niém mac Khoéng c6

mit
- Tiéu hoa | - Chay nudc bot, tiéu chay Khoéng c6
- Ho hap - Thé nhanh, tho dc, thd cham Khong c6
- Van dong | - Nhay lung tung, di léch minh, bo 1ét | Khong c6
- Than kinh | - Hanh vi, hoat dong, co giat, run, ngu | Khéng co
lim, hon mé
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Thé trong chudt thir nghiém
Nhom AC10,
AC1S5, thé

trong chudt

50 4 —=L5 chimg ——-Lo ACS ——Lo AC10 —L3 ACIS

gidam co6 y

nghia so véi

Thé trong (gam)

nhom chung

0 tlr tudn thir 4.

Tuan 1 Tuan2  Tuan3  Tuand4  Tuan$ Tuan6  Tuan7  Tuan8

Hinh 3.5. Thé trong chudt trong thir nghiém doc tinh ban truong dién
(N = 10, méi mau; “p < 0,05 so véi nhém chitng (Mann-Whitney), div
liéu biéu dién trung binh + SEM

Cong thirc mau chugt thir nghiém

Bang 3.5. SO lugng hong cau, bach cau, ti€u cau cia cac chudt

] Hong ciu Bach ciu Tiéu ciu
Nhom
(T/L) (G/L) (G/L)
Chimng (N=8)  8,8:+0,61 84046  713,7+6414
AC10 (N =28) 8,8 +0,48 8,2+1,21 689,0 + 35,2
AC15 (N =28) 8,2 +0,35 7,5+0,45 669,5 + 39,01

Khong c6 sy khac biét co ¥ nghia thong ké (p > 0,05) so véi nhom
ching
Chirc nang gan, thin

Bang 3.6. Chi s6 AST, ALT, ure, triglycerid va albumin ctia chudt

Ure Creatinin  Albumin AST ALT

Nhém
(mmol/1)  (mmol/l) (g/) auny auny
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Chirng 10,7 + 26,4+ 34,5+ 1158 + 61,0+

(N=8) 065 0,99 0,71 6,26 5,98
ACI0 147+ 28,9+ 335+ 1218+ 669+
(N=8) 0094 1,40 1,60 25,9 3,60
ACI5 171+ 26,1 + 33,7+ 1377+ 652+
(N=8) 098 1,95 1,18 7,63 4,46

Khong c6 sy khac biét co ¥ nghia thong ké (p > 0,05) so véi nhom
chung

Dai thé va vi thé mé gan, thin: hinh anh dai thé mé gan, than khong
dau hiéu bj tn

¢6 xung huyét hay bat ky thuong nao.
Y AN { (e VN

g

{ & % 9 ¥~

1: tinh mach cwa; 2: mao mh nan hoa; 3: ong mdt; 4: dong mac

Hinh 3.6. Hinh anh vi thé mé gan, than chudt A (chung); B (AC15)
3.4. Panh gia tac dung ciia TBLMAC trén chudgt béo phi va chugt
béo phi, ting dudng huyét

3.4.1. Gay mé hinh chudt béo phi bang ché d in giau chit béo
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Bang 3.7. Céc chi s6 chuyén hoa & chudt an ché do an giau chat béo

Chi s6 ND HFD Hiéu suit giy
(N=10) (N=101) | mé hinh 63,5%.
Ning lugng hi : 5
ang }rqng ap 208405 268" +13 Cac chudt duoc
thu/ngay (cal) lwa chon cho
Thé trong (gam) 31,9+ 1,0 49,27 +0,7 | nghién ciru c6
Glucose (mmol/L) 6,6 £0,3 8,7 +04 |thé trong >
Triglycerid ” 30%, TG. 2
1,03+0,05 1,85 +0,06 .

(mmol/L) 30% va glucose

Insulin (mUI/ml) 170+2,1  1942"+5,9 | 28,3 mmol/L

(N = 10, méi mau; “'p < 0,01 so véi nhém ND (Mann-Whitney); dit
liéu biéu dién trung binh + SEM
3.4.2. Danh gia tac dung ciia TBLMAC trén chudt béo phi

Tdc dong ciia TBLMAC trén nong dp glucose mdu sau in

140

120

100

Néng d$ Glucose (mmol/L)

~—#—Nhom TN
=o=Nhom TN/AC
=0=Nhom AC

60
Théi gian (phiit)

90

120

Nhém AC, ndéng do
glucose mau sau an dat
dinh sau 60 phut, nong
d6 dinh 1a 10,14
mmol/L, ting 14,97%
so voi néng d6 ban dau,
gid tri AUCglucose g14mM
15% so v&inhoém TN (p
<0,05)

Hinh 3.7. Nong d6 glucose mau sau an cta chudt béo phi
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Bang 3.8. Gia tri AUCgucose Sau 120 phtit & cac nhom thir nghiém

AUC glucose (mmOl/L *phl,lt)

Khoding thoi
0-30 0-60 0-90 0-120
gian (phut)
TN (N=10) 324+9  702+15 1.056+20 1.362+31
TN/AC(N=10) 306+9 642+24 954+32 1.248" £ 48
AC(N=10) 282+6 582+10 88215 1.158"+18

(N=10, méi mau; *p < 0,05 so voi nhom TN, *#p < 0,05 so voi nhom
TN/AC (Mann-Whitney); dit liéu biéu dién trung binh + SEM)
Tdc dong ciia TBLMAC dai han trén thé trong va nong dp glucose

600 mNhom béo phi ®wNhém TN = Nhém AC5 = Nhom AC10

L o] L .
400 I B
’ I
20,
0,0
0 tuin 4 tuin 8 tudn

4 tudn — nhém AC10 giam 10,7% thé trong (p < 0,05) va & tudn thir
8, nhom ACS5 giam 10,8% thé trong, nhém AC10 giam 22,2% thé
trong so véi nhom TN (p < 0,05).

Thé trong (gam)

=3

Hinh 3.8. Thé trong chudt béo phi (N = 10, méi mau; p < 0,05 so véi
nhém TN (Mann-Whitney va Kruskal-Wallis); dit liéu biéu dién trung
binh + SEM)
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120

u Nhém béo phi = Nhém TN = Nhoém AC5  Nhém AC10

N
=]

Nong d9 glucose (mmol/L)
w o
[=] o

0,0

Sau 4 tuan, nhém AC10 giam 9,12% (p < 0,05) va sau 8 tuan, nhoém
ACS giam 7,2%; nhom AC10 giam 12,5% so véi nhom TN (p <
0,05).

Hinh 3.9. Nong d6 glucose ltc d6i & chudt béo phi (N = 10, méi
mau, “p < 0,05 so véi nhém TN (Mann-Whitney va Kruskal-Wallis);
di liéu biéu dién trung binh + SEM)

Tdc dong ciia TBLMAC dai han trén néng dp triglycerid va

cholesterol
250 oNkmbopti oNH TN oNKmACS oNwmaclo Sau 8 tudn, nhom AC5
% ; va nhém ACI0 giam
i tuong ung la 36,3 va
5 32,5% so voi nhom TN
H (p < 0,05) va giam 45,8

va 45,9%, tuong g so
v6i mirc ban dau (p <
0,05)

Hinh 3.10. Nong d6 triglycerid sau 8 tuan & chudt béo phi (N = 6,
méi mau; p < 0,05 so véi nhém TN (Mann-Whitney va Kruskal-
Wallis); dit liéu biéu dién trung binh + SEM)
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50 wNhombéophi  wNhémTN  «Nhém ACS = Nhém AC10 Sau & tuén, nhom
3 4 AC5 va nhém AC10
g w0 T giam tuong ung la
§ . b o 24.2 va 27,2% so voi
4 nhém TN (p < 0,05)
§" va gidm 32; 33% so
v 0tubn 8 tuln v6i mirc ban du (p <
0,05).

Hinh 3.11. Nong d6 cholesterol sau 8 tuan & chudt béo phi (N = 6,
méi mau; *p < 0,05 so voi nhom TN (Mann-Whitney va Kruskal-
Wallis); dit liéu biéu dién trung binh + SEM)
Tdc dpng ciia TBLMAC dai han trén tinh trang dé khdng insulin

Bang 3.9. Nong d6 insulin va chi s6 Homa-IR trén chudt béo phi

Nhém  Nhém  Nhém  Nhém
béo phi TN AC5 AC10
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10)

Nong d insulin
54+02 500,11 474026 46+0,13
(ng/ml)
Homa-IR 2,1£0,3 19+02 1,6°+01 1,57+0,07
(N = 10, méi mau; p < 0,05, “p < 0,01 so véi nhém TN (Mann-

Whitney va Kruskal-Wallis); di liéu biéu dién trung binh + SEM)
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Sau 120 phut, IPGTT,
nhém ACS5, ACI0

uIPGTT wIPITT

2500

-g - . giam c6 ¥ nghia thong
2 5w ) ké so voi nhom TN (p
% 1000 . < 0,05). IPITT ciing
g 00 IL cho két qua AUCgiucose
L Ny NmACS wmict  nhém AC10 thip hon
so voi nhom TN (p <

0,05)

Hinh 3.12. AUCjucose & chudt béo phi trong IPGTT va IPITT (N = 10,
méi mau; p < 0,05 so véi nhém TN (Mann-Whitney), dir liéu biéu
dién trung binh + SEM)

3.4.3. Giy mé hinh chudt béo phi, ting dwong huyét bing
streptozotocin

Sau 7 ngay tiém STZ, 80% s6 chudt dat mire duong huyét > 11,1
mmol/L, cac chudt manh khde, van dong, an uéng, tiéu hoa binh
thuong, mé hinh 6n dinh trong 10 tuan.

Tac dong ciia TBLMAC dai han trén khd nang dung nap glucose

mBéophi +STZ  wNhémTN  =Nhém ACS Nhém AC10
250

g 200 L

FU

8 *

5 100 = =

g by

o0

£ 50
0,0

0 tudn 4 tudn 8 tuin
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Hinh 3.13. Nong d6 glucose cta chudt béo phi, ting duong huyét
(N = 10, méi mau; “p < 0,05, “p < 0,01 so véi nhém TN (Mann-
Whitney va Kruskal-Wallis); di liéu biéu dién trung binh + SEM)

Sau 4 tuan, nhém AC5 va AC10 giam twong tmg 19 va 28% (p <
0,05); sau 8 tuan, giam tuong tng 31 va 45,6% so voi nhom TN (p
<0,01). Bong thoi, ndng do glucose mau lac d6i & nhom AC10 ciing
giam 24,4% so voi nhém ACS (p > 0,05).

Sau 4 tudn th

12,0 ENhom BP+STZ wNhdm TN ®=Nhém AC5 #Nhom AC10 Cn R z
nghiém, chi so

o i S oo HbAlc 6 nhom AC5
, va AC10 giam tuong
40 ung 3,3 va4,9% (p >
20 0,05); sau 8 tuan thir
00

4 tudn $ tudn nghiém, giam tuong

Mikc HbAlc (%)
o
=N

ung 4,9 va 13,3% so
voi nhom TN (p <
0,05)
Hinh 3.14. Mirc HbA 1¢ cta chudt béo phi, ting duong huyét (N = 10,
moi mau; *p < 0,05, **p < 0,01 so voi nhom TN (Mann-Whitney va
Kruskal-Wallis); dir liéu biéu dién trung binh + SEM)

o 200 Gié tri AUCqlucose SaU
;‘i 1500 . 120 phat cia nhom
Sé' 1000 . ACS5 va AC10 giam
‘% 500 I I tuong ung 38,9 va
¢ 46,02% s0 v6i nhom
2 Nhém TN Nhém ACS Nhém AC10

TN (p < 0,05)
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Hinh 3.15. Gia tri AUCgucose trong thir nghiém IPGTT (N = 10, méi
mau; “p < 0,05, "p < 0,01 so véi nhém TN (Mann-Whitney va
Kruskal-Wallis); dit liéu biéu dién trung binh + SEM)

3.5. Xiac dinh thanh phin cic acid béo mach ngin c6 trong rudt

gia chudt in TBLMAC bang HPLC

Quy trinh HPLC dinh lugng SCFAs da dugc thAm dinh, mau phan
chudt duge xir 1y va tao din xuat hydrazid theo quy trinh t5i wu.

Xdc dinh sw c6 mdt ciia cac SCFAs trong phéin chudt dn TBLMAC

mAU
30

PDA Multi 1

1s
>

20

" but

pro

0 5 10 15 20 25 30 35 40
min

s

20+ B

suc
pro
but
al

0 5 10 15 20 25 30 35

Hinh 3.16. Sic ky d0 mAu chuan (A) va mau phan cta chudt in
TBLMAC (B)



Trong mau phan chudt in TBLMAC c6 mit cic SCFAs bao gom acid

succinic (Suc), acid acetic (Ace), acid propionic (Pro), acid butyric

(But) va acid valproic (Val).

Téng ham lugng SCFAs ¢ duong tiéu hoa (125,2 pmol/g) clia nhém
AC cao hon 39% so nhom TN (p < 0,05) va tap trung chii yéu & dai

trang, manh trang, trong do acid acetic cao hon 35%, acid propionic

20

cao hon 46%, acid butyric cao hon 55%.

Béang 3.2. Ham lugng SCFAs trong phan chudt sau 20 ngay

Phan Ham lwong acid béo mach ngin (umol/g)
Nhom | 4020 ;
titw  Suc. Ace. Pro. But.  Val Tong
héa
R T e
b 004 Bos 320 2L Ly g
N R T Y
I N T3 D A s
g 57 I8 O 0
T T o
T T T (s
OI0| s 000 061 005 o2 ogo 2906
G2 e 30 e 6
i o L IS

0,04
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Chuong 4. BAN LUAN

Tinh bot dé khang 1a mot thye pham lam giam nong do glucose mau
sau an do dé khang sy thuy phéan ciia enzym tiéu hoa, dong thoi 1a co
chat tot cho su 1én men cua hé vi khuan rudt tao thanh cac san phém
chuyén hoa nhu céc acid béo mach ngin c6 tac dong tich cuc trén sirc
khoé vét chu. Cac dic diém cua tinh bot dé khang c6 ¥ nghia dic biét
trong diéu hoa chuyén hoa glucose-lipid. Nghién ctru tao nguyén liéu
tinh bot Iia mi acetat 1a san phdm cta phan tmg este hoa giita tinh bot
lia mi va anhydrid acetic, cho dén thoi diém hién tai 1a nghién ctru
hoan toan méi trén thé gidi. Xy dung tiéu chuan co s& va kiém
nghiém tiéu chuan chét lugng san pham tinh bot laa mi, danh gia tinh
an toan va hiéu qua trén chuyén hoa glucose, lipid & mo hinh dong vat
thir nghiém 1a gia tri cot 161 ctia ludn an nham dong gop dit lidu c6 tinh
hé thong vé vai trd clia tinh bt dé khang trong linh vire cham séc sirc
khoé. Cong trinh nghién ctru dd md ra huéng phat trién va ing dung
day tiém nang ciia tinh bot lia mi acetat.

B6t ia mi c6 ham lugng tinh bdt cao (70-80%), kich thudce 16n (10-
45 pm), ty 18 hat to nhiéu hon hat nho, ty 18 amylose cao (25-30%) va
dugc tinh ché tao diéu kién t6t cho qua trinh bién d6i ciu tric hoa hoc.
Dong thoi, v6i san lugng, muc tiéu ding hang nim 16n nhat thé gisi,
gi4 thanh ré, tinh bot lua mi 1a ngudn nguyén liéu thuan loi va c6 tiém
ning 16n trong nghién ciru va phat trién san pham tmg dung.

San phélm TBLMAC duogc lya chon ¢6 ham lugng acetyl < 2,5% va
mirc thay thé Ds=0,09 pht hop v6i yéu ciu an toan ciia FDA vé gidi
han cac nhom thé. Diéu kién phan g tao nguyén li¢u TBLMAC dugc
lwa chon 1& 150 phut, ty 18 anhydrid acetic 9%. Cac phan tich vé cau

truc phan tu, cu trac tinh thé, hinh thai va dac tinh 1y hoa cua
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TBLMAC cho thiy san pham c6 cac dic diém dic trung khac voi dang
chua bién d6i va phu hop trong nghién ciru tiép theo. Panh gia kha
ning dé khang enzym amylase thong qua ndng d6 glucose duge hinh
thanh sau phan ung thuy phan cua enzym tiéu hoa in vitro ghi nhan
dugc kha ning dé khang véi enzym amylase cao voi ham lugng tinh
bot dé khang 32,11%, ting gip 4,36 1an so voi dang chua bién doi.
Nhu vay, trén in vitro xac nhan 3, voi su bién ddi ciu trac phan tu,
TBLMAC di thé hién kha ning dé khang enzym amylase cao hon so
v6i dang chwa bién ddi, ding voi mo ta trong dinh nghia ciia Englyst
va cong su dua ra (1992). Pidu nay c6 ¥ nghia 16n trong viée tiép tuc
danh gia vai tro sinh hoc cuia TBLMAC. Thuc hién khao sat mic do
an toan ciia TBLMAC trong thir nghiém doc tinh cap, ghi nhan duoc
& murc lidu cao nhat 25 g/kg, cac chudt van an toan. Diéu nay phu hop
v6i cac nghién ctru y vin trude ddy, cac tinh bot dé khang ciing chua
ghi nhén bét ky déu hiéu ngo doc ¢ mirc lidu cao nhat. O thu nghiém
doc tinh ban truong dién ciing khong ghi nhan dau hidu gay doc & ca
mirc liéu thap dén muc lidu cao trén tinh trang sinh 1y, cong thirc mau,
chirc nang gan, than va hinh anh dai thé, vi thé mo gan, than. Tuy
nhién, & mic liéu trung binh tro 1én c¢6 lam giam thé trong chudt sau 4
tuan, diéu nay phu hop vdi cong bd cia FDA vé tinh bot chira ham
luong tinh bot dé khang > 25% c6 lam giam thé trong khi ding kéo
dai. TBLMAC chira 32,11% ham luong tinh bot dé khang. Tiép tuc
danh gia trén cac rdi loan chuyén ho4, luan 4n xay dung hai mé hinh:
1) chudt co thé trong > 30%, triglycerid > 30%, glucose > 8,3 mmol/L.
Céc chudt thir nghiém mé ta tinh trang rdi loan chuyén hod nhu nguoi
béo phi, ting thé trong, ri loan lipid mau va tién dai thao duong typ
2. Panh gi4 hiéu qua cia TBLMAC trén cic chudt nay nhan thiy rd,
TBLMAC c6 lam giam dap tng glucose sau an; khi dung dai han,
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TBLMAC d3 cai thién rd thé trong va ndng d¢ glucose mau luc déi
ngay tir tuan thir 4 & mic liéu cao, tuan thir 8 & mirc liéu thap; trén cac
chi s6 lipid gdm triglycerid va cholesterol ciing ghi nhan dugc sy cai
thién rd rét sau 8 tuan; tiép tuc danh gia trén tinh trang dé khang
insulin, TBLMAC ciing thé hién duoc vai tro théng qua lam giam nong
d6 insulin, giam chi s6 Homa-IR va ting dung nap glucose, ting dung
nap insulin. 2) chudt co thé trong > 30%, triglycerid > 30%, glucose >
8,3 mmol/L tiém STZ gay ton thuong té bao tuyén tuy, chon cac chudt
c6 glucose > 11,1 mmol/L dé danh gia kha ning dung nap glucose khi
ding TBLMAC. Két qua ciing ghi nhan dugc ndng d6 glucose giam,
muc HbAlc giam va cai thién dung nap glucose. Khi phéan tich phan
chuot an TBLMAC sau 20 ngay, két qua ciing cho thdy sy c6 mit cac
SCFAs va ting 39% so voi phan chudt an TBLMTN, diéu nay hoan
toan phu hop véi mo ta trong dinh nghia vé tinh bot dé khang cia
Englyst va cong su. Cac anh hudng dai han cia TBLMAC trén céc rdi
loan chuyén hoa nay c6 thé duoc giai thich do sy bién ddi hoa hoc tinh
bot, lam cho céu tric phan tir tré nén céng kénh, han ché su tiép xuc
clia enzym amylase v6i cac lién két a-1,4-glycosid, 1am giam hinh
thanh glucose, déng thoti, san phém SCFAs tao ra voi ham lugng cao
d3 thé hién vai tro cia TBLMAC trén diéu hoa chuyén hoa glucose-
lipid thong qua céc co quan nhur rudt, gan, mé md, mo co, tuyén tuy
va than kinh trung wong nhu ting tiét PYY va GLP-1, ting tao
glycogen, trc ché tan tao glucose & gan, ting sir dung glucose & md
dich, tang trao d6i chat va oxy hoa acid béo chudi dai, ting tiét insulin.
Nhu vay, TBLMAC c6 lgi ich stic khoé trén cac r6i loan chuyén hoa
va ¢ tiém nang 16n dé phat trién thanh san pham mg dung trong chim

soc suc khoé.
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KET LUAN
Luan an di hoan thanh nghién ciru tao san phim méi - TBLMAC c¢6
tinh an toan va hiéu qua trén in vivo vdi cac két qua nhu sau:
- TBLMAC duogc tao boi phan Gng gitta anhydric acetic 9% va tinh
bot laa mi tinh ché trong 150 phut c6 ham lugng acetyl = 2,42% va
mirc do thay thé Ds = 0,094. Pugc kiém nghiém dat tiéu chudn an toan
chat lugng st dung trong thuc pham.
- TBLMAC chtra 32,11% ham luong tinh bot dé khang va c6 kha ning
dé khang enzym amylase, giam hinh thanh glucose.
- TBLMAC an toan khi ding ngan han va dai han trén dong vt thir
nghiém
- TBLMAC lam giam d4p tmg glucose sau n; giam thé trong, giam
ndng d6 triglycerid, cholesterol va cai thién tinh trang dé khang insulin
0 chudt béo phi; tang kha nang dung nap glucose ¢ chudt béo phi kem
tang duong huyét sau 8 tuan thir nghiém véi liéu 5 g/kg, 1 lan/ngay.
- Trong phan chudt an TBLMAC c6 mit cac acid béo mach ngan véi
ham lugng tang 39% so véi TBLMTN.

KIEN NGHI
Qua két qua nghién ciru trén, luan an dua ra cac kién nghi nhu sau:
- Nghién ctru sau hon vé vai trd cia TBLMAC trén cac biéu hién gen
lién quan dén cai thién chirc nang té bao beta tuyén tuy.
- Nghién ctru sau hon vé vai tro cia TBLMAC trén cac biéu hién gen
lién quan dén can bang chuyén héa glucose-lipid.
- Nghién ciru sau hon vé anh huéng cia TBLMAC trén sy phong phu
va thanh phan vi khuén ruét.
- Nghién ciru sau hon vé vai tro ctia tinh bot lia mi acetat trén chuyén
hoa lipid va lgi ich trén rdi loan chuyén héa & bénh nhan béo phi va

dai thao duong typ 2.



