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Nghiên cứu nhằm xác ₫ịnh các ₫iều kiện tối ưu làm tăng hàm lượng tinh bột kháng tiêu hóa bằng 
phương pháp sinh học với ứng dụng enzyme pullulanase ₫ể thủy phân tinh bột gạo OM18. Thí 
nghiệm tiến hành lần lượt khảo sát của các yếu tố ảnh hưởng ₫ến hoạt ₫ộng của enzym 
pullulanase: Nồng ₫ộ cơ chất (10 - 50%), hoạt ₫ộ enzym (10 - 50 U/g), thời gian thủy phân (2 - 10 
giờ), pH (4,0 - 6,0) và nhiệt ₫ộ (45 - 65oC) ₫ến hàm lượng tinh bột kháng tiêu hoá. Kết quả xác 
₫ịnh ₫ược các ₫iều kiện tối ưu cho hoạt ₫ộng của enzym pullulanase: Nồng ₫ộ cơ chất (20%), hoạt 
₫ộ enzym (30 U/g), thời gian thủy phân (6 giờ), pH (4,5), nhiệt ₫ộ (55oC). Kết quả nghiên cứu 
thu ₫ược sản phẩm tinh bột gạo OM18 ₫ạt 12,2% hàm lượng tinh bột kháng tiêu hóa. Số liệu 
nghiên cứu là tiền ₫ề ₫ể xây dựng quy trình sản xuất tinh bột gạo giàu hàm lượng tinh bột kháng 
hướng ₫ến ứng dụng vào các quy trình chế biến những sản phẩm dạng thực phẩm bổ sung 
prebiotics.  

: Enzyme pullulanase, tinh bột gạo, tinh bột kháng. 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Tinh bột kháng (Resistant Starch - RS) ₫ược 
biết ₫ến là loại tinh bột không ₫ược tiêu hóa ở ruột 
non và ₫ược lên men khi ₫ến ruột già bởi hệ vi 
sinh vật ₫ường ruột ₫ể tạo thành các axit béo 
mạch ngắn (SCFA), là năng lượng cho các tế bào 
ruột kết, xem như prebiotics thúc ₫ẩy sự phát triển 
lợi khuẩn nhằm tăng sức ₫ề kháng cho cơ thể [1]. 
Tinh bột kháng có ảnh hưởng tích cực ₫ến hệ vi 
sinh vật ₫ường ruột, ₫ồng thời giúp ngăn ngừa 
bệnh ung thư ruột kết. Ngoài ra, tinh bột kháng 
giúp cân bằng ₫ường huyết (GI), tăng ₫ộ nhạy 
insulin, giảm nguy cơ béo phì, bệnh ₫ái tháo 
₫ường type 2 [2]. Đã có một số nghiên cứu về việc 
sử dụng enzym pullulanase ₫ể làm giàu hàm lượng 
tinh bột kháng từ nguyên liệu ₫ậu xanh [3]. Tuy 
nhiên, các nghiên cứu vẫn có sự khác biệt về 
nguyên liệu ₫ầu vào, phương pháp làm tăng hàm 
lượng tinh bột kháng. Với mục tiêu hoàn thiện quy 

trình sản xuất tinh bột gạo OM18 giàu tinh bột 
kháng ₫ược nghiên cứu bằng ứng dụng enzym 
pullulanase là ₫iều cần thiết. Các sản phẩm thực 
phẩm có nguồn gốc từ tinh bột gạo giàu tinh bột 
kháng là một hướng ₫i mới, có tiềm năng ứng 
dụng cao, mở ra xu thế cho dòng thực phẩm: 
Không chứa gluten, năng lượng thấp, thực phẩm 
bổ sung prebiotics từ nguồn nguyên liệu lúa dồi 
dào, sản lượng cao với giá thành thấp. Điều ₫ó ₫ã 
thúc ₫ẩy, mở ra cơ hội không chỉ cho các nhà 
nghiên cứu mà cả các nhà sản xuất thực phẩm góp 
phần nâng cao giá trị hạt gạo. 

2. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Nguyên liệu 
Nguyên liệu lúa OM18 nghiên cứu ₫ược lấy từ 

xã Long Thạnh, huyện Giồng Riềng, tỉnh Kiên 
Giang. Chế phẩm enzym pullulanase (từ vi khuẩn 
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Bacillus licheniformis, hoạt ₫ộ enzym 3.000 U/ml) 
của Hãng Amano Enzyme, Nhật Bản. 

2.1.2. Hóa chất 

Axit acetic, sodium acetate, ethanol 99%, kit 
test RS, axit maleic, kali hydroxide. 

2.2.1. Phương pháp chuẩn bị mẫu 
Gạo tấm OM18 → Xử lý, làm sạch → Ngâm → 

Nghiền → Sấy → Hồ hoá (70oC, 15 phút) → Thuỷ 
phân (enzym pullulanase) → Thoái hoá (4oC, 24 
giờ) → Sấy → Nghiền → Xác ₫ịnh hàm lượng tinh 
bột kháng tiêu hoá. 

Gạo tấm OM18 ₫ược mang ₫i xử lý làm sạch, 
sau ₫ó tiến hành cân 1.000 g gạo OM18 cùng 3.000 
mL axit citric có nồng ₫ộ 0,15 M và ngâm trong bể 
ổn nhiệt Memmert (Đức) ở 55oC trong 2 giờ. Sau 
₫ó, ₫em ₫i nghiền bằng thiết bị xay bột ướt 
Goodfor (Việt Nam), thu ₫ược tinh bột gạo OM18. 
Mẫu tinh bột gạo ₫ược ₫em ₫i sấy ở nhiệt ₫ộ 40oC 
trong 2 giờ với mục ₫ích làm ráo. Cân 50 g tinh bột 
gạo cho vào mỗi bình erlen cổ nhám 500 mL, tiếp 
theo thêm dung dịch ₫ệm acetat 0,2 N rồi gia nhiệt 
trong bể ổn nhiệt ở 70oC trong 15 phút [4] và 
khuấy liên tục cho ₫ến khi tinh bột ₫ược hồ hóa. 
Hỗn hợp tinh bột hồ hóa ₫ược làm nguội xuống 
55oC và bổ sung enzym pullulanase rồi tiến hành 
khảo sát thí nghiệm 1, 2, 3, 4, 5. Sau khi hoàn tất 
thủy phân thì bất hoạt enzym pullulanase ở nhiệt 
₫ộ 100oC trong 10 phút [3]. Mẫu tinh bột sau thủy 
phân ₫ược thoái hóa ở 4oC trong 24 giờ [5]. Huyền 
phù tinh bột sau thoái hóa ₫ược rửa bằng nước cất 
và ly tâm thu cặn. Sau ₫ó ₫ược sấy ở 45oC ₫ến khi 
₫ộ ẩm <13%. Tinh bột ₫ược nghiền qua rây 0,125 
μm, ₫óng gói, bảo quản và phân tích các chỉ tiêu 
hóa lý. 

2.2.2. Phương pháp bố trí thí nghiệm 
Thực hiện lần lượt các thí nghiệm khảo sát các 

yếu tố ảnh hưởng quá trình thuỷ phân bằng enzym 
pullulanase ₫ể làm tăng hàm lượng tinh bột kháng 
từ nguyên liệu gạo. Tiến hành khảo sát sự ảnh 
hưởng của nồng ₫ộ cơ chất (10, 20, 30, 40 và 50%); 
hoạt ₫ộ enzym pullulanase (10, 20, 30, 40, 50 U/g); 
thời gian thuỷ phân (2, 4, 6, 8, 10 giờ); pH (4,0; 4,5; 
5,0; 5,5; 6,0); nhiệt ₫ộ (45, 50, 55, 60, 65oC) ₫ến 

hàm lượng tinh bột kháng tạo thành trong sản xuất 
tinh bột gạo giàu tinh bột kháng. 

2.2.3. Phương pháp phân tích hóa lý 

- Xác ₫ịnh hàm lượng tinh bột kháng của tinh 
bột gạo 

 Đánh giá bằng bộ xét nghiệm tinh bột kháng 
của Megazyme (Megazyme International, 
Wicklow, Ireland). Cân 100 mg tinh bột và trộn với 
4 ml hỗn hợp enzym, bao gồm α - amylase tuyến 
tụy (10 mg/ml) và amyloglucosidase - AMG (3 
U/ml), trong một ống nghiệm có nắp. Sau khi lắc, 
ống mẫu ₫ược thủy phân trong tủ ủ ổn nhiệt có lắc 
(200 lần/phút) trong 16 giờ ở nhiệt ₫ộ 37oC ₫ể 
thủy phân các tinh bột dễ tiêu hóa. Kết thúc quá 
trình thủy phân, huyền phù tinh bột ₫ược trộn với 
4 ml ethanol tuyệt ₫ối và ₫ược trộn mạnh bằng 
máy vortex ₫ể khử hoạt tính của các enzym. RS 
₫ược thu hồi dưới dạng cục vón nhỏ bằng cách ly 
tâm ở 1.500 vòng trong 10 phút. Các cục vón tinh 
bột ₫ược rửa hai lần bằng ethanol 50% ₫ể loại bỏ 
tinh bột ₫ã tiêu hóa và tiếp tục ly tâm. Cặn lắng thu 
₫ược sẽ hòa tan trong 2 ml KOH 2 M bằng cách 
khuấy mạnh với thời gian 20 phút trong bể nước 
₫á, sau ₫ó ₫ược trung hòa bằng 8 ml ₫ệm sodium 
acetate 1,2 M (pH 3,8). Sau khi trộn với 0,1 ml 
AMG (3.300 U/ml) trong bể ổn nhiệt 50oC, mẫu 
tiếp tục ₫ược trộn bằng máy vortex thêm 30 phút. 
Dung dịch sau ₫ó ₫ược ly tâm ở 1.500 vòng trong 
10 phút và phần nổi phía trên ₫ược thu hồi. Một 
phần dịch nổi phía trên (0,1 ml) ₫ược trộn với 3 ml 
glucose oxidase, peroxidase và 4 - aminoantipyrine 
(GOPOD), sau ₫ó ủ ở 50oC trong 20 phút. Độ hấp 
thụ của các mẫu ₫ược ₫o ở bước sóng 510 nm 
bằng máy quang phổ. Mỗi mẫu ₫ược phân tích 
trong ba lần [6]. 

Lượng RS ₫ược tính bằng công thức sau: 

RS (%) = ΔE x F/W x 90 

Trong ₫ó: ΔE là ₫ộ hấp thụ ₫ã trừ mẫu trắng; 
F là hệ số chuyển ₫ổi từ ₫ộ hấp thu sang 
micrograms của mẫu tiêu chuẩn chia cho ₫ộ hấp 
thụ của mẫu GOPOD; W là khối lượng mẫu; 90 là 
kết quả của phép chia 162/180 (hệ số chuyển ₫ổi 
từ D-glucose tự do sang dạng anhydro-D-
glucose). 
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- Xác ₫ịnh hình dạng hạt tinh bột bằng kính 
hiển vi ₫iện tử quét (SEM) 

Hạt tinh bột gạo OM18 trước và sau khi xử lý 
RS ₫ược quan sát bằng kính hiển vi ₫iện tử quét 
theo quy trình của Hung và Morita (2005) [7]. 
Phân tán tinh bột trong dung dịch ethanol 95% 
trong vài phút và rắc lên băng dính hai mặt gắn 
trên thân nhôm, phủ Pt. Tiến hành chụp bằng thiết 
bị SEM (JSM - IT200, Tokyo, Nhật Bản) ở hiệu 
₫iện thế gia tốc 5 kV. 

- Xác ₫ịnh cấu trúc tinh bột bằng FTIR 
 Phân tích phổ hồng ngoại biến ₫ổi Fourier 

của tinh bột có thể cung cấp thông tin về những 
thay ₫ổi trong trật tự phân tử và mức ₫ộ xoắn kép 
ở phạm vi tầm ngắn. Các dải hấp thụ IR ở 995 cm-1 
và 1.047 cm-1 có liên quan ₫ến cấu trúc có trật tự và 
tinh thể ngậm nước của tinh bột, trong khi ở ₫ỉnh 
1.022 cm-1 liên quan ₫ến cấu trúc vô ₫ịnh hình. Do 
vậy, tỷ lệ diện tích tích hợp của các dải hấp thụ ở 
1.047/2.011 cm-1 và 995/1.022 cm-1 ₫ược sử dụng 
₫ể ₫ịnh lượng các thay ₫ổi bên trong về mức ₫ộ 
trật tự (DO) và mức ₫ộ xoắn kép (DD) của phân tử 
tinh bột. Hạt tinh bột gạo OM18 nguyên liệu và 
sau khi xử lý RS ₫ược phân tích cấu trúc tầm ngắn 
bằng máy quang phổ ATR PRO ONE X - JASCO 
FTIR - 6.600 thông lượng cao (Deutschland 
GmbH, Cộng hòa Liên bang Đức) [8]. 

- Xác ₫ịnh cấu trúc kết tinh của tinh bột bằng 
XRD 

 Dựa vào hiện tượng các tia X nhiễu xạ trên 
các mặt tinh thể chất rắn, tính tuần hoàn dẫn ₫ến 
việc các mặt tinh thể ₫óng vai trò như một cách từ 
nhiễu xạ. Kết quả của thí nghiệm với X - ray sẽ cho 
biết cấu trúc kết tinh của nguyên liệu thuộc loại A, 
B hay C và % tinh thể có ở trong mẫu. Phân tích 
nhiễu xạ tia X ₫ược thực hiện bằng máy ₫o nhiễu 
xạ tia X (Rigaku Co., Ltd, loại Rint 2000, Tokyo, 
Nhật Bản), hoạt ₫ộng từ 2 - 25o góc quét 2  với tốc 
₫ộ quét 8o/phút và bước quét 0,02o ở 40 kV và 80 
mA [8]. Loại tinh thể ₫ược xác ₫ịnh dựa vào các 
peak ₫ặc trưng. Mức ₫ộ kết tinh tương ₫ối (%RC) 
₫ược tính bằng tỷ số giữa diện tích các peak so với 
tổng diện tích nhiễu xạ [9]. 

- Xác ₫ịnh màu sắc của tinh bột 
 Màu sắc của mẫu tinh bột gạo OM18 trước và 

sau xử lý ₫ược ₫o bằng máy ₫o màu Minolta 

CR410 (Konica Minolta Co., Nhật Bản) có tham 
chiếu ₫ến ₫èn chiếu sáng tiêu chuẩn D65 và góc 
nhìn 10. (không gian màu của hệ thống CIELAB; 
L*, a*, b* là giá trị của mỗi ₫iểm ảnh phản ánh 
màu sắc bề mặt mẫu). Giá trị L* biểu thị ₫ộ sáng; 
a* biểu thị màu ₫ỏ/xanh lá cây; giá trị b* biểu thị 
màu vàng/xanh dương. Độ trắng (W) ₫ược tính 
bằng phương trình sau: 

 

Dữ liệu ₫ược phân tích bằng cách sử dụng 
phân tích phương sai (ANOVA). Sự khác biệt giữa 
các giá trị (p < 0,05) ₫ược phân tích kiểm ₫ịnh 
Fisher’s sử dụng phần mềm thống kê Minitab 
phiên bản 2022. 

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

3.1.1. Ảnh hưởng của nồng ₫ộ cơ chất ₫ến 
hàm lượng tinh bột kháng 

Thí nghiệm tiến hành khảo sát chi tiết về ảnh 
hưởng của nồng ₫ộ cơ chất tinh bột ₫ến mức ₫ộ 
thủy phân và hàm lượng tinh bột kháng hình thành 
(Hình 1). 

 

 Ghi chú: Các chữ số khác nhau trên cùng một 
cột hay một hàng biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa 
của các nghiệm thức, với mức ý nghĩa α = 0,05%. 

Hình 1 cho thấy, khi nồng ₫ộ tinh bột tăng từ 
10% (w/v) lên 20% (w/v), hàm lượng RS tăng từ 
9,49% lên mức cao nhất là 10,36%. Đây là nồng ₫ộ 
tối ưu, cho thấy tốc ₫ộ hoạt ₫ộng của enzym tỷ lệ 
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thuận với nồng ₫ộ cơ chất trong giai ₫oạn ₫ầu của 
phản ứng thủy phân, do sự gia tăng số lượng phân 
tử cơ chất liên kết với enzym, dẫn ₫ến tăng sản 
phẩm tạo thành. Kết quả này cũng tương ₫ồng với 
kết quả nghiên cứu của Kuddus (2018) [10], Zeng 
và cs (2015) [11] thủy phân bằng enzym 
pullulanase trên tinh bột gạo nếp. Khi nồng ₫ộ tinh 
bột tiếp tục tăng lên 30 và 40% (w/v), hàm lượng 
RS giảm nhẹ và duy trì ở mức 9,05 và 8,68%. Sự ổn 
₫ịnh này có thể ₫ược giải thích bởi hiện tượng bão 
hòa enzym, khi quá nhiều cơ chất không thể tiếp 
tục gia tăng hiệu quả hoạt ₫ộng của enzym. Tại 
nồng ₫ộ 50% (w/v), hàm lượng RS giảm ₫áng kể, 
còn 6,95%, cho thấy sự suy giảm hiệu quả thủy 
phân. Sự giảm hiệu quả này ₫ược lý giải là do thiếu 
₫ệm trong môi trường phản ứng vì ₫ệm không chỉ 
₫óng vai trò làm môi trường phản ứng mà còn là 
phương tiện vận chuyển, tạo ₫iều kiện thuận lợi 
cho sự khuếch tán và di chuyển của các phân tử 
tham gia phản ứng [12]. Khi nước không ₫ủ, cơ 
chất và enzym không thể tiếp xúc ₫ầy ₫ủ, dẫn ₫ến 
khả năng trương nở của tinh bột kém, làm giảm 
hiệu quả tiếp xúc giữa enzym và cơ chất. Điều này 
dẫn ₫ến giảm hiệu suất hình thành RS do mạch 
tinh bột khó bị tác ₫ộng bởi enzym. Nghiên cứu tối 
ưu hóa thủy phân pullulanase trước ₫ây của Su 
(2010) [13] trên tinh bột ngô cũng chỉ ra rằng, khi 
nồng ₫ộ tinh bột cao, khả năng trương nở giảm, 
làm giảm sự tiếp xúc giữa enzym và cơ chất, dẫn 
₫ến hiệu suất thủy phân và hình thành RS kém. 

Kết quả thí nghiệm 1 cho thấy, nồng ₫ộ cơ 
chất tinh bột 20% (w/v) mang lại hiệu quả hình 
thành RS cao nhất. Quá trình thủy phân bằng 
enzym pullulanase ở nồng ₫ộ này tạo ₫iều kiện tối 
ưu cho sự tiếp xúc giữa enzym và cơ chất, dẫn ₫ến 
sự gia tăng hàm lượng RS. Ngược lại, nồng ₫ộ cơ 
chất quá cao dẫn ₫ến giảm hiệu quả thủy phân do 
sự thiếu nước và khả năng trương nở kém của tinh 
bột, làm giảm sự hình thành RS.  

3.1.2. Ảnh hưởng của hoạt ₫ộ enzym 
pullulanase ₫ến hàm lượng tinh bột kháng 

Số liệu ở hình 2 cho thấy, có sự thay ₫ổi hàm 
lượng RS của sản phẩm khi hoạt ₫ộ enzym 
pullulanase thay ₫ổi. Cụ thể, hàm lượng RS tăng từ 
mẫu có hoạt ₫ộ enzym tăng từ 10 U/g (7,31%) ₫ến 
30 U/g (10,52%), sau ₫ó giảm lần lượt ở các mẫu 

có hoạt ₫ộ enzym 40 U/g (9,13%) và 50 U/g 
(7,54%). Sự có mặt của enzym pullulanase dẫn tới 
quá trình phân cắt mạch nhánh amylopectin của 
tinh bột, tạo nhiều mạch thẳng amylose. Các mạch 
nhánh sẽ ₫ược chuyển thành cấu trúc xoắn kép 
sau giai ₫oạn thoái hóa làm cấu trúc tinh bột vững 
chắc hơn, dẫn ₫ến sự cản trở tác ₫ộng thuỷ phân 
của enzym tiêu hóa. Tỉ lệ gia tăng RS phụ thuộc 
nhiều vào ₫ộ dài mạch xoắn kép và chế ₫ộ thoái 
hóa [14]. 

 

Ghi chú: Các chữ số khác nhau trên cùng một 
cột hay một hàng biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa 
của các nghiệm thức, với mức ý nghĩa α = 0,05%. 

Do ₫ó, hoạt ₫ộ enzym pullulanase tối ưu ₫ược 
lựa chọn là 30 U/g. Trong một số nghiên cứu trước 
₫ây, ₫ã cho thấy hoạt ₫ộ enzym pullulanase thuỷ 
phân: Pullulan tối ưu 19 U/g [15], tinh bột ngô 23 
U/g [16], ₫iều này cho thấy cơ chất có thể là 
nguyên nhân dẫn ₫ến sự khác biệt. 

Như vậy, hoạt ₫ộ enzym pullulanase ₫ược sử 
dụng trong quá trình thủy phân tinh bột gạo 
OM18 nhằm hình thành RS cao nhất là 30 U/g.  

3.1.3. Ảnh hưởng của thời gian thủy phân ₫ến 
hàm lượng tinh bột kháng 

Thí nghiệm khảo sát thời gian thuỷ phân tinh 
bột trong khoảng 2 - 10 giờ (Hình 3). Kết quả 
nghiên cứu cho thấy, hàm lượng RS tăng từ 6,53% 
ở 2 giờ lên ₫ến mức cao nhất là 11,58% ở 6 giờ, 
trước khi giảm xuống 10,74% lúc 8 giờ và 10,37% ở 
10 giờ. Điều này cho thấy, thời gian thủy phân 
khoảng 6 giờ là thời ₫iểm tối ưu ₫ể ₫ạt hiệu suất 
cao nhất trong sản xuất tinh bột kháng bằng 
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enzym pullulanase. Nghiên cứu của González  
(2004) [17] cho thấy, thời gian thủy phân tối ưu ₫ể 
₫ạt hàm lượng RS cao nhất trong tinh bột chuối là 
5 giờ. Tương tự, cần 6 giờ ₫ể thủy phân với cơ chất 
pullulan [15].  

 

Ghi chú: Các chữ số khác nhau trên cùng một 
cột hay một hàng biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa 
của các nghiệm thức, với mức ý nghĩa α = 0,05%. 

Kết quả thí nghiệm cũng cho thấy, sau mức 
thời gian tối ưu, hiệu suất hình thành tinh bột 
kháng có xu hướng giảm do tác ₫ộng của các sản 
phẩm thủy phân, ₫iều này do tương tác giữa 
enzym và tinh bột trong quá trình thủy phân. 

Nghiên cứu chỉ ra rằng, thời gian thủy phân 
tối ưu bằng enzym pullulanase là 6 giờ dẫn ₫ến 
hình thành tinh bột kháng cao nhất, ₫ạt 11,58%. Do 
₫ó, thời gian 6 giờ là lựa chọn hiệu quả ₫ể làm tăng 
tinh bột kháng. 

 3.1.4. Ảnh hưởng của pH ₫ến hàm lượng tinh 
bột kháng 

 

Ghi chú: Các chữ số khác nhau trên cùng một 
cột hay một hàng biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa 
của các nghiệm thức, với mức ý nghĩa α = 0,05%. 

Nghiên cứu tập trung vào ₫ánh giá tác ₫ộng 
của pH môi trường thủy phân lên hoạt ₫ộng của 
enzym pullulanase và hàm lượng tinh bột kháng 
(RS) trong sản phẩm. Kết quả cho thấy, ₫iều chỉnh 
pH ₫óng vai trò quan trọng trong quá trình thủy 
phân, ảnh hưởng ₫ến khả năng phân cắt và hình 
thành các sản phẩm có tính chất kháng tiêu hóa. 

Hình 4 cho thấy, ở pH 4,5 ₫ược xác ₫ịnh là 
₫iều kiện tối ưu nhất cho enzym pullulanase, khi 
₫ó hàm lượng RS ₫ạt cao nhất là 12,07%, khác biệt 
có ý nghĩa so với các mức pH khác (4,0; 5,0; 5,5; 
6,0). Kết quả thí nghiệm phù hợp với thông tin từ 
nhà sản xuất Amano, pH tối ưu cho enzym 
pullulanase nằm trong khoảng từ 4,5 - 5,5. Mặc dù 
hàm lượng RS vẫn khá cao tại các mức pH 5,0 và 
5,5 (11,1 và 9,22% tương ứng), nhưng khi pH ₫ạt 
6,0, hàm lượng RS giảm xuống còn 7,54%. Điều này 
cho thấy sự ảnh hưởng của pH ₫ến quá trình thủy 
phân giúp hình thành tinh bột kháng.  

Tóm lại, ₫ể tối ưu hóa quá trình thủy phân 
enzym pullulanase và sản xuất tinh bột kháng có 
hiệu quả cao cần chọn môi trường thủy phân với 
₫ộ pH 4,5.  

3.1.5. Ảnh hưởng của nhiệt ₫ộ thủy phân ₫ến 
hàm lượng tinh bột kháng 

 

Ghi chú: Các chữ số khác nhau trên cùng một 
cột hay một hàng biểu hiện sự khác biệt có ý nghĩa 
của các nghiệm thức, với mức ý nghĩa α = 0,05%. 

Thí nghiệm ₫ược thực hiện khảo sát ở các 
mức nhiệt ₫ộ 45, 50, 55, 60, 65oC và 4 thông số ₫ã 
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₫ược lựa chọn ở 4 thí nghiệm trên bao gồm: Nồng 
₫ộ cơ chất tinh bột 20%, hoạt ₫ộ enzym 30 U/g, 
thời gian ngâm 6 giờ và pH 4,5. 

Kết quả nghiên cứu ₫ã xác ₫ịnh sự ảnh hưởng 
của nhiệt ₫ộ thủy phân ₫ối với hoạt tính của 
enzym pullulanase và hàm lượng tinh bột kháng 
hình thành trong sản phẩm. Hình 5 cho thấy, hàm 
lượng tinh bột kháng tăng dần từ 7,99% ở nhiệt ₫ộ 
45oC lên 12,2% ở 55oC, ₫iều này phù hợp với thông 
tin hướng dẫn của nhà sản xuất enzyme Amano về 
nhiệt ₫ộ tối ưu cho hoạt ₫ộng enzym là khoảng 
55oC. 

Tuy nhiên, khi nhiệt ₫ộ thủy phân tiếp tục 
tăng lên, hàm lượng tinh bột kháng ₫ã giảm 
xuống, ₫ạt 10,36% ở 60oC và 8,39% ở 65oC. Điều này 
cho thấy, sự giảm hiệu quả của quá trình thủy 
phân khi vượt quá nhiệt ₫ộ tối ưu. Kết quả thí 

nghiệm tương ₫ồng  các nghiên cứu thực hiện quá 
trình thủy phân tinh bột ngô tối ưu tại nhiệt 50, 
58oC [18], [19]. 

3.2.1. Kết quả SEM 

Tinh bột gạo ₫ược chụp qua kính hiển vi ₫iện 
tử quét (Scanning Electron Microscopy - SEM) là 
một kỹ thuật hình ảnh dùng ₫ể quan sát bề mặt và 
cấu trúc của mẫu vật với ₫ộ phóng ₫ại cao và ₫ộ 
phân giải tốt. SEM cho phép nghiên cứu chi tiết 
hình thái bề mặt, phân tích thành phần hóa học 
khi kết hợp với hệ thống phân tích tia X (EDS) và 
kiểm tra chất lượng cũng như xác ₫ịnh các khuyết 
tật của vật liệu [20]. 

      
(a)       (b) 

Kết quả chụp SEM của 2 mẫu tinh bột gạo 
nguyên liệu cho thấy, có sự khác biệt rõ rệt về 
kích thước hạt và cấu trúc bề mặt, ảnh hưởng ₫ến 
khả năng kháng tiêu hóa của chúng. Mẫu bột gạo 
nguyên liệu (6a) có kích thước hạt nhỏ và bề mặt 
trơn tạo ra diện tích bề mặt tiếp xúc lớn hơn, giúp 
enzym tiêu hóa dễ dàng tấn công và phân giải tinh 
bột. Ngược lại, mẫu tinh bột gạo thành phẩm (6b) 
sau xử lý có kích thước hạt lớn và có hiện tượng bị 

vỡ làm giảm diện tích bề mặt tiếp xúc hiệu quả với 
enzym tiêu hóa, dẫn ₫ến quá trình thuỷ phân diễn 
ra chậm hơn.  

3.2.2. Kết quả ₫o màu sắc tinh bột 
Để so sánh sự thay ₫ổi màu sắc của hai mẫu 

tinh bột trong nguyên liệu trước và tinh bột thành 
phẩm sau khi xử lý ₫ược ghi nhận bởi sự thay ₫ổi 
các giá trị L*, a*, b* và ₫ược xác ₫ịnh bởi W.  

Kết quả 
Mẫu tinh bột gạo 

L* a* b* W 

Tinh bột nguyên liệu 97,73 ± 0,68a -4,60 ± 0,07a 10,67 ± 0,47a 88,30 ± 0,30a 

Tinh bột thành phẩm 89,61 ± 0,97b -4,52 ± 0,09a 10,84 ± 0,16a 84,32 ± 0,64b 
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Kết quả này cho thấy, có sự khác biệt về màu 
sắc (W) giữa mẫu tinh bột gạo nguyên liệu và mẫu 
tinh bột gạo sau xử lý (có thể nhìn thấy bằng mắt 
thường). Cả hai giá trị a* này ₫ều âm, biểu thị ₫ộ 
lệch màu xanh lá cây. Giá trị b* biểu thị giá trị 
dương nên chuyển sang màu vàng. Tuy nhiên, so 
với mẫu nguyên liệu thô, mẫu sau khi xử lý RS có 
chỉ số b* cao hơn, ₫iều này cho thấy thành phần 
RS sẽ tạo ra thành phẩm có màu vàng nhẹ. 

3.2.3. Kết quả XRD 
Phân tích XRD (X-ray diffraction) trong 

nghiên cứu tinh thể tinh bột giúp xác ₫ịnh cấu trúc 
tinh thể, ₫ặc tính hình dạng và kích thước của các 
tinh thể, cũng như ₫ánh giá sự thay ₫ổi cấu trúc 
của tinh bột trong các ₫iều kiện khác nhau như 
₫iều kiện xử lý enzym hay nhiệt ₫ộ [9]. 

    
(a)       (b) 

Dựa vào kết quả phân tích XRD, mẫu gạo 
OM18 trước và sau khi xử lý cho thấy, sự thay ₫ổi 
rõ rệt trong cấu trúc tinh thể của tinh bột. Mẫu 
tinh bột gạo nguyên liệu ban ₫ầu chưa xử lý (7a) 
thường có cấu trúc tinh thể loại A, ₫ược biểu hiện 
bằng các peak XRD tại các góc 15, 18, 23o (2θ), 
₫iển hình cho tinh bột thông thường. Trong khi 
₫ó, tinh bột gạo sau khi xử lý bằng enzym (7b) ₫ã 
hình thành tinh thể dạng V, ₫ược chứng minh bởi 
sự xuất hiện của các ₫ỉnh XRD tại các góc 13 và 
20o (2θ). Cấu trúc tinh thể dạng V này thường có 
tính chất kháng tiêu hóa hơn so với tinh thể loại V 
[21], có thể do quá trình xử lý như thuỷ phân bằng 

enzym hoặc các biến ₫ổi hóa học khác trong quá 
trình sản xuất. 

3.2.4. Kết quả FTIR 

FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) 
₫ược sử dụng ₫ể phân tích khả năng kháng tiêu 
hóa của tinh bột bằng cách xác ₫ịnh cấu trúc hóa 
học và các nhóm chức hiện diện trong mẫu. Các 
dải hấp thụ trong phổ FTIR cung cấp thông tin về 
các liên kết hóa học, như O-H, C-H và C=O, từ ₫ó 
giúp hiểu rõ hơn về cấu trúc vi mô và những thay 
₫ổi do quá trình xử lý [22]. 

    
(a)       (b) 
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Phân tích phổ FTIR của hai mẫu tinh bột gạo 
OM18, mẫu nguyên liệu và mẫu sau xử lý cho 
thấy, sự khác biệt ₫áng kể về các dải hấp thụ trong 
vùng phổ từ 3.000 - 3.600 cm⁻¹. Mẫu nguyên liệu 
8(a) thể hiện dải hấp thụ mạnh ở 3.400 cm⁻¹ cho 
thấy, sự hiện diện của nước và O-H. Trong khi mẫu 
xử lý (8b) có sự thay ₫ổi cường ₫ộ và vị trí của dải 
này cho thấy, cấu trúc O-H ₫ã bị thay ₫ổi. Vùng 
2.800 - 3.000 cm⁻¹ chỉ ra sự thay ₫ổi nhỏ trong cấu 
trúc ở mẫu xử lý, trong khi vùng 1.600 - 1.800 cm⁻¹ 
cho thấy sự hình thành các liên kết C=O mới, góp 
phần tăng khả năng kháng tiêu hóa của mẫu xử lý. 
Các thay ₫ổi này cho thấy, sự biến ₫ổi cấu trúc 
phân tử tinh bột, làm tăng khả năng kháng tiêu 
hóa so với mẫu nguyên liệu. 

3.2.5. Đánh giá các chỉ tiêu chất lượng sản 
phẩm bột gạo giàu tinh bột kháng 

Chất lượng sản phẩm tinh bột gạo RS sẽ ₫ược 
₫ánh giá thông qua các chỉ tiêu hóa lý, ₫ây là yêu 
cầu rất quan trọng ₫ối với nhà sản xuất, quyết ₫ịnh 
lựa chọn và ứng dụng vào quy trình chế biến thực 
phẩm (Bảng 2). 

STT Tên chỉ tiêu Đơn vị Kết quả 

1 Hàm lượng tinh bột g/100 g 70,6 

2 Hàm lượng protein g/100 g 9,67

3 Hàm lượng lipit g/100 g 1,14

4 Hàm lượng tro g/100 g 0,46 

5 Hàm lượng ₫ường 
khử 

g/100 g 0,23 

6 Hàm lượng ₫ường 
tổng số 

g/100 g 0,23 

7 Hàm lượng tinh bột 
kháng  

g/100 g 12,2 

8 Độ ẩm g/100 g 11,50 

9 Độ trắng  84,32 

Dựa theo kết quả kiểm nghiệm sản phẩm, 
ngoài thành phần chính là RS ₫ạt 12,2%, tinh bột 
gạo RS có chứa ₫ầy ₫ủ các thành phần dinh dưỡng 
là tinh bột, protein, lipit, khoáng chất. Đồng thời, 
₫ộ ẩm sản phẩm sau khi sấy ₫ạt 11,5%, dưới mức 

cần thiết cho nấm mốc, vi sinh vật phát triển gây 
hư hỏng sản phẩm. 

4. KẾT LUẬN  

Sản phẩm tinh bột gạo OM18 giàu tinh bột 
kháng có thể ₫ược sản xuất bằng cách thủy phân 
cắt mạch nhánh với xúc tác của enzym 
pullulanase. Các thông số tối ưu ₫ã ₫ược nghiên 
cứu và thiết lập dựa vào xác ₫ịnh hàm lượng RS 
hình thành. Nguyên liệu gạo tấm OM18 ₫ược thủy 
phân bằng enzym pullanase với các thông số tối ưu 
lần lượt: Nồng ₫ộ cơ chất (20%), hoạt ₫ộ enzym (30 
U/g), pH (4,5), nhiệt ₫ộ (55oC), thời gian thủy 
phân (6 giờ). Kết quả nghiên cứu thu ₫ược sản 
phẩm tinh bột gạo với hàm lượng tinh bột kháng 
₫ạt 12,2%. Từ những số liệu khảo sát, chứng tỏ việc 
sử dụng quá trình thuỷ phân bằng enzym 
pullulanase ₫ể làm tăng hàm lượng tinh bột kháng 
từ nguyên liệu gạo là phù hợp ₫ể sản xuất tinh bột 
gạo RS. Sản phẩm bột gạo thu ₫ược từ nghiên cứu 
sẽ là tiền ₫ề cho các dự án phát triển các sản phẩm 
mới, giá trị gia tăng từ tinh bột gạo RS dạng “thực 
phẩm bổ sung prebiotics” ₫áp ứng nhu cầu của 
người sửa dụng như ăn kiêng, bảo vệ sức khỏe, 
giảm cân và phòng ngừa bệnh ₫ái tháo ₫ường. Từ 
₫ó góp phần nâng cao giá trị hạt gạo, tăng thu 
nhập cho người trồng lúa, phát triển nền nông 
nghiệp bền vững.
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The study aimed to determine the optimal conditions to increase the content of digestive resistant 
starch by biological methods applying pullulanase enzyme to hydrolyze OM18 rice starch. The 
experiment was conducted to investigate the effects of factors affecting pullulanase enzyme 
activity: substrate concentration (10 - 50%), enzyme activity (10 - 50 U/g), hydrolysis time (2 - 10 
hours), pH (4.0 - 6.0) and temperature (45 - 65oC) to resistant starch content. The results 
determined the optimal conditions for pullulanase enzyme activity: substrate concentration (20%), 
enzyme activity (30 U/g), time hydrolysis (6 hours), pH (4.5), temperature (55oC). The research 
results showed that the digestive resistant starch content of OM18 rice starch reached 12.2%. 
Research data is the premise for building a process to produce rice starch rich in digestive 
resistant starch content to apply to the processing of prebiotics food supplement products. 

 Pullulanase enzyme, rice starch, resistant starch. 
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