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TÓM TẮT:
Nghiên cứu được thực hiện nhằm xác định các thông số kỹ thuật cho quá trình xử lý enzyme 

pullulanase để nâng cao hàm lượng tinh bột kháng (RS) trong bột khoai lang tím (Ipomoea 
batatas L.) thu nhận tại Vĩnh Long. Các thông số kỹ thuật của quá trình xử lý bằng enzyme pullulanase 
gồm: pH (4,0; 5,0; 6,0), nồng độ enzyme (20; 30; 40 U/g tinh bột khô) và thời gian thủy phân (8; 16; 
24 giờ). Kết quả cho thấy, các thông số gồm pH 5,0, nồng độ enzyme 20 U/g và thời gian thủy phân 
16 giờ cho hàm lượng tinh bột kháng (RS) đạt 28,19% - tăng gấp đôi so với nguyên liệu ban đầu - 
cùng với hàm lượng tinh bột tổng số 56,45%. Khả năng trương nở và độ nhớt biểu kiến của bột giảm 
đáng kể xuống lần lượt còn 13,22 g/g và 545,8 cP, phản ánh sự hình thành cấu trúc tinh thể RS3 bền 
nhiệt thông qua cơ chế thoái hóa amylose. Kết quả nghiên cứu cung cấp cơ sở khoa học cho việc sản 
xuất bột khoai lang tím giàu tinh bột kháng (RS) có tiềm năng ứng dụng trong phát triển thực phẩm 
chức năng hỗ trợ kiểm soát đường huyết.

Từ khóa: enzyme pullulanase, khoai lang tím (Ipomoea batatas (L.) Lam, sự nâng cao, tinh bột 
kháng.

1. Đặt vấn đề
Khoai lang tím (Ipomoea batatas  (L.) Lam) 

là cây lương thực có giá trị dinh dưỡng và kinh 
tế đáng kể, được trồng rộng rãi ở các vùng nhiệt 
đới và cận nhiệt đới trên thế giới (Antonio et al., 
2011). Củ khoai lang tím không chỉ là nguồn cung 
cấp tinh bộ, đường mà còn chứa nhiều hợp chất có 

hoạt tính sinh học, đặc biệt là anthocyanin, chất xơ, 
vitamin và khoáng chất (Oki et al., 2002; Bovell-
Benjamin, 2007). Trong nhóm carbohydrate, tinh 
bột là thành phần chiếm tỷ lệ lớn và có vai trò 
quyết định đến tính chất công nghệ, khả năng tiêu 
hóa và giá trị dinh dưỡng của khoai lang tím. Về 
mặt sinh lý học, tinh bột được phân loại thành tinh 
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bột tiêu hóa nhanh (RDS), tinh bột tiêu hóa chậm 
(SDS) và tinh bột kháng (RS) dựa trên mức độ 
và tốc độ thủy phân trong hệ tiêu hóa (Englyst, 
1992).

Trong đó, RS được định nghĩa là phần tinh bột 
không bị thủy phân bởi enzyme tiêu hóa ở ruột non 
nhưng được lên men ở ruột già tạo ra các acid béo 
chuỗi ngắn (SCFA), mang lại nhiều lợi ích cho sức 
khỏe như kiểm soát đường huyết, cải thiện hệ vi 
sinh đường ruột, giảm nguy cơ béo phì, tiểu đường 
type 2 và ung thư đại trực tràng (Sajilata et al., 
2006; Fuentes‑Zaragoza et al., 2010). Dựa vào cấu 
trúc và nguồn gốc, RS được chia thành 5 loại: RS1 
(vật lý), RS2 (hạt tinh bột thô), RS3 (tinh bột thoái 
hóa - bền nhiệt), RS4 (biến tính hóa học) và RS5 
(phức hợp amylose-lipid dạng helix V) (Gutiérrez 
& Tovar, 2021; Hồ Thị Thảo và cs, 2024). Trong 
số đó, RS3 có độ bền nhiệt cao, được hình thành 
trong quá trình hồ hóa và làm nguội tinh bột, đặc 
biệt được quan tâm do khả năng ứng dụng rộng rãi 
trong công nghiệp thực phẩm (Haralampu, 2000; 
Zhang et al., 2014).

Lượng tinh bột kháng trong tinh bột khoai lang 
tự nhiên dao động từ 24,0 - 25,3%, trong đó tinh 
bột khoai lang tím có lượng tinh bột kháng cao 
hơn các loại khác (Ngoc et al., 2017). Để nâng 
cao hàm lượng RS, nhiều nghiên cứu đã sử dụng 
enzyme pullulanase (EC 3.2.1.41) - một enzyme 
cắt đặc hiệu liên kết α-1,6-glycosidic tại các điểm 
phân nhánh của amylopectin. Quá trình này làm 
tăng tỷ lệ amylose/amylopectin, tạo ra các mạch 
thẳng có độ dài thích hợp, từ đó thúc đẩy sự tái 
kết tinh thành RS3 trong quá trình thoái hóa (Shi 
et al., 2013). Trên thế giới, pullulanase đã được 
ứng dụng thành công để làm giàu RS từ tinh bột 
bắp (Shi et al., 2013), tinh bột đậu xanh (Nguyễn 
Thị Mai Hương, 2022), tinh bột chuối xanh (Trần 
Thị Phương Nhi và cs., 2025) và tinh bột đậu đỏ 
(Reddy et al., 2013). Tại Việt Nam, một số nghiên 
cứu đã được thực hiện trên nhiều loại tinh bột, 
nhưng chưa có nhiều công trình chuyên sâu về 
quy trình làm giàu RS từ khoai lang tím. Do đó, 
nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định các 
điều kiện thủy phân tối ưu bởi enzyme pullulanase 
để làm tăng hàm lượng tinh bột kháng trong bột 

khoai lang tím, đánh giá sự biến đổi cấu trúc và 
tính chất của RS3 thu được. Kết quả của nghiên 
cứu kỳ vọng góp phần nâng cao giá trị gia tăng của 
khoai lang tím Việt Nam, định hướng sản xuất tinh 
bột kháng làm nguyên liệu cho thực phẩm chức 
năng.

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Nguyên liệu
Giống khoai lang tím (Ipomoea batatas (L.)) 

Lam được thu hoạch tại Bình Tân, tỉnh Vĩnh Long, 
Việt Nam vào vụ thu hoạch năm 2025. Củ khoai 
lang được lựa chọn dựa trên các tiêu chí: không có 
tổn thương cơ học, không bị sâu bệnh, kích thước 
tương đối đồng đều. Sau khi thu hoạch, mẫu được 
vận chuyển đến phòng thí nghiệm trong vòng 6 giờ 
và được bảo quả ở nhiệt độ 4 ± 1°C trước khi xử 
lý. Củ khoai lang tím được rửa sạch dưới vòi nước 
chảy để loại bỏ đất cát và tạp chất bề mặt, sau đó 
để ráo. Vỏ được loại bỏ bằng dao inox, phần thịt 
củ được thái lát mỏng với độ dày 2 mm, sau đó 
sấy ở 55oC trong 6 giờ. Sản phẩm sau sấy được 
nghiền mịn bằng máy nghiền và rây qua sàng có 
kích thước lỗ 0,05 mm. Bột được bảo quản trong 
túi polyethylene kín khí ở điều kiện khô mát (nhiệt 
độ 25 ± 2°C, độ ẩm tương đối 45% ± 5%) cho đến 
khi phân tích.

Enzyme pullulanase (EC 3.2.1.41) được cung 
cấp bởi Genencor (Hoa Kỳ). 

2.2. Quy trình thực nghiệm và bố trí thí 
nghiệm

2.2.1. Quy trình thủy phân tổng quát
Quá trình thủy phân được thực hiện theo 

nghiên cứu của Nguyễn Thị Mai Hương và cs 
(2022) với một số điều chỉnh. Cụ thể, cân 10 g 
bột mẫu cho vào bình tam giác dung tích 250 mL, 
thêm nước cất để đạt nồng độ 10% (w/w). Hỗn 
hợp được gia nhiệt trong bể ổn nhiệt ở 95°C trong 
30 phút, khuấy liên tục 100 vòng/phút để hồ hóa 
hoàn toàn tinh bột; sau đó chuyển vào bể nước đá 
để làm nguội nhanh đến 60°C. Độ pH của huyền 
phù được điều chỉnh đến các giá trị thí ngiệm bằng 
dung dịch HCl 0,1 M hoặc NaOH 0,1 M trong đệm 
citrate; đồng thời bổ sung enzyme pullulanase với 
nồng độ khảo sát. Hỗn hợp sau đó được ủ trong 
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máy lắc điều nhiệt ở 60°C, tốc độ lắc 150 vòng/
phút. Các mẫu được lấy tại các thời điểm khác 
nhau để đánh giá sự biến đổi theo thời gian. Để 
kết thúc phản ứng, enzyme được vô hoạt bằng cồn 
99o, ly tâm 4.000 vòng trong 30 phút, sau đó được 
sấy ở 45°C trong 2 giờ. Mẫu được tiến hành thoái 
hóa ở 4°C trong 20 giờ và bảo quản trong bình hút 
ẩm trước khi phân tích các chỉ tiêu.

2.2.2. Ảnh hưởng của các yếu tố đến quá trình 
thuỷ phân

Ảnh hưởng của các yếu tố công nghệ đến quá 
trình thủy phân tinh bột được khảo sát theo phương 
pháp đơn biến, các yếu tố còn lại được giữ cố định. 
Các chỉ tiêu dùng để đánh giá hiệu quả thủy phân 
bao gồm: hàm lượng tinh bột tổng; hàm lượng tinh 
bột kháng; khả năng trương nở và độ nhớt. Quá 
trình khảo sát được tiến hành theo 3 nhóm điều 
kiện như sau:

- pH : Môi trường phản ứng được điều chỉnh tại 
ba mức pH 4,0; 5,0 và 6,0.

- Nồng độ enzyme: Chế phẩm enzyme được bổ 
sung ở 3 mức: 20U/g; 30U/g và 40U/g.

- Thời gian thuỷ phân: Các chỉ tiêu của bột 
được đánh giá sau 8 giờ, 16 giờ và 24 giờ. 

2.3. Các phương pháp phân tích
2.2.1. Phương pháp xác định hàm lượng tinh 

bột tổng và tinh bột kháng từ bột khoai lang tím
Hàm lượng tinh bột tổng và tinh bột kháng 

được xác định theo phương pháp của McCleary 
& Monaghan (2002). Nguyên lý phương pháp 
dựa trên thủy phân hoàn toàn tinh bột tiêu hóa 
(Digestible Starch - DS) thành glucose bằng hệ 
enzyme α-amylase chịu nhiệt và amyloglucosidase 
(AMG). Sau đó, phản ứng được dừng lại bằng 
ethanol. Phần còn lại (tinh bột kháng - RS) được 
thu hồi bằng cách ly tâm, sau đó hòa tan trong 
KOH và thủy phân hoàn toàn thành glucose bằng 
AMG. Hàm lượng RS được tính toán dựa trên 
lượng glucose giải phóng này. Sau đó định lượng 
glucose bằng thuốc thử glucose oxidase‑peroxidase 
(GOPOD). 

Cân 10 g bột mẫu được xử lý với 4,0 mL 
α-amylase (100 U/mL, đệm MOPS pH 6,0) ở 
100°C trong 30 phút (lắc 200 vòng/phút), tiếp theo 

thêm 4,0 mL AMG (3 U/mL, đệm acetate pH 4,0) 
ở 37°C trong 16 giờ. Sau xử lý enzyme như trên, 
hỗn hợp được ly tâm (3000×g, 10 phút, 4°C) để 
loại bỏ phần tinh bột không kháng; cặn RS được 
rửa lần lượt bằng ethanol 50% (2 × 10 mL) và 
nước cất (1 × 10 mL), sau đó hòa tan trong 4 mL 
KOH 2 M (bể đá), trung hòa bằng 2 mL đệm natri 
acetate 1,2 M (pH 3,8), thêm 0,1 mL AMG (3.300 
U/mL) và ủ 50°C/30 phút trước khi định lượng.

Toàn bộ dịch nổi thu được sau các bước ly tâm 
được gộp lại và định mức đến 100 mL bằng dung 
dịch đệm natri acetate 100 mM (pH 4,5). Hỗn hợp 
được lắc đều. Hút 0,1 mL dung dịch này vào ống 
nghiệm, thêm 10 μL dung dịch AMG (300 U/mL) 
và ủ ở 50°C trong 20 phút. Sau đó, bổ sung 3,0 
mL thuốc thử GOPOD và tiếp tục ủ ở 50°C trong 
20 phút.

Đo và đọc giá trị độ hấp thụ A của mỗi dung 
dịch thử ở bước sóng 510 nm so với mẫu trắng. 

Hàm lượng tinh bột kháng (g/100g mẫu khô) 
được tính theo công thức:

Trong đó: : Độ hấp thụ của mẫu trừ đi mẫu 
trắng; F: Hệ số chuyển đổi từ độ hấp thụ sang μg 
glucose (độ hấp thụ thu được cho 100 μg D-glucose 
trong phản ứng GOPOD được xác định và F = 100 
(μg D-glucose) chia cho độ hấp thụ GOPOD của 
100 μg D-glucose này); W: Trọng lượng mẫu thử 
(mg) tính theo chất khô; 0.9: Hệ số chuyển đổi từ 
glucose tự do sang tinh bột 

Hàm lượng tinh bột tiêu hóa (g/100g mẫu khô) 
được tính theo công thức:

Trong đó: : Độ hấp thụ của phần dịch trong 
sau khi phản ứng với GOPOD trừ đi mẫu trắng; V: 
tổng thể tích dịch chiết (mL); W: Trọng lượng mẫu 
thử (mg) tính theo chất khô. 0.9: Hệ số chuyển đổi 
từ glucose tự do sang tinh bột.

Hàm lượng tinh bột tổng = tinh bột kháng + 
tinh bột tiêu hóa.
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2.2.2. Phương pháp xác định các đặc tính lý 
hóa của tinh bột kháng

Các đặc tính lý hóa bao gồm khả năng trương 
nở vá đặc tính lưu biến (độ nhớt) được đánh giá 
trên cùng bộ mẫu.

Khả năng trương nở của bột khoai lang tím được 
xác định theo phương pháp của Kittipongpatana et 
al. (2011) với một số điều chỉnh. Cân 2 g tinh bột 
và định mức tới 100 mL, đun cách thủy trong 30 
phút, khuấy đều. Sau đó ly tâm với tốc độ 4000 
vòng/phút trong 15 phút thu được hai phần: tinh 
bột kết lắng và nước dịch. Loại bỏ phần dịch nổi, 
cặn ướt còn lại được cân ngay (m1 g) và sau đó 
đem sấy khô (m2 g). Khả năng trương nở (g/g 
mẫu) của tinh bột tính theo công thức:

Đặc tính lưu biến (độ nhớt) của bột khoai lang 
tím được đánh giá theo phương pháp của Spychaj 
et al. (2013) với một số điều chỉnh phù hợp. Cân 
2,00 g bột định mức bằng nước thành huyền phù 
đồng nhất nồng độ 2% (w/w) trong khoảng 30 
phút. Độ nhớt được xác định bằng máy đo độ 
nhớt quay với spindle thích hợp, tốc độ quay của 
spindle thay đổi từ 1 đến 100 vòng/phút (các giá 
trị cụ thể: 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 rpm). Giá trị độ 
nhớt được ghi nhận sau khi kim chỉ thị ổn định. 
Mỗi mẫu được đo ba lần độc lập, kết quả được 
biểu thị bằng đơn vị mPa.s (tương đương cP).

2.3. Phân tích thống kê
Các dữ liệu thu được trong quá trình nghiên 

cứu được tính toán và vẽ đồ thị bằng phần mềm 
Microsoft Excel 2016. Phân tích phương sai 

(ANOVA) ở mức ý nghĩa α = 0,05 và kiểm định 
LSD được thực hiện bằng phần mềm Statgraphics 
Centurion XV.

3. Kết quả và thảo luận
Để đánh giá hiệu quả của enzyme pullulanase 

quy trình làm giàu tinh bột kháng (RS) từ bột 
khoai lang tím; các yếu tố pH, nồng độ enzyme 
và thời gian thủy phân đã được khảo sát. Kết quả 
phân tích các chỉ tiêu bao gồm hàm lượng RS, hàm 
lượng tinh bột tổng số (TS), khả năng trương nở 
(SP) và độ nhớt được trình bày lần lượt dưới đây.

3.1. Ảnh hưởng của pH đến quá trình thủy 
phân

Ảnh hưởng của pH đến 4 chỉ tiêu khi cố định 
nồng độ enzyme ở 20 U/g và thời gian 16 giờ được 
trình bày trong Bảng 1. 

Kết quả cho thấy, pH ảnh hưởng rõ rệt đến tất 
cả các chỉ tiêu. Giá trị RS cao nhất đạt được tại 
pH 5,0 (27,65%), khác biệt có ý nghĩa thống kê 
so với pH 4.0 (23,45%) và pH 6.0 (24,12%) (p < 
0,05). Điều này phù hợp với khoảng pH tối ưu của 
enzyme pullulanase (4.5-5.5) theo khuyến cáo của 
nhà sản xuất và các nghiên cứu trước đây. Ở pH 
5,0, cấu trúc không gian của enzyme ổn định, hoạt 
tính cắt liên kết α‑1,6‑glycosidic đạt cực đại, giải 
phóng nhiều mạch thẳng amylose. Các mạch này 
sau đó tái sắp xếp thành xoắn kép và tinh thể RS3 
trong quá trình thoái hóa, làm gia tăng RS. Ở pH 
4,0 hoặc 6,0, enzyme bị biến tính một phần, hoạt 
tính giảm, dẫn đến lượng mạch thẳng được giải 
phóng ít hơn, do đó RS thấp hơn (Shi et al., 2013).

Hàm lượng TS cũng đạt giá trị cao nhất tại pH 
5,0 (47,18%), cao hơn đáng kể ở pH 4,0 (41,22%) 
và pH 6,0 (43,49%), khác biệt có ý nghĩa thống 

Bảng 1. Ảnh hưởng của pH đến các chỉ tiêu của bột khoai lang tím

pH TS (%) RS (%) Độ nhớt (cP) SP

4,0 41,22 ± 1,37c 21,92 ± 1,25c 571,2 ± 8,28a 13,66 ± 0,23a

5,0 47,18 ± 1,06a 27,65 ± 0,85a 554,8 ± 8,81c 13,33 ± 0,14c

6,0 43,49 ± 0,75b 20,32 ± 0,94b 587,5 ± 7,70b 14,35 ± 0,28b

Ghi chú: Trong cùng một cột, các giá trị mang chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê theo kiểm 
định LSD (p < 0,05).
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kê  (p < 0,05). Điều này cho thấy ở pH tối ưu của 
enzyme, quá trình thủy phân diễn ra hiệu quả giúp 
giải phóng tinh bột khỏi cấu trúc mô mà không 
gây phân hủy quá mức. Ở pH 4,0 môi trường acid 
có thể thủy phân một phần liên kết glycosidic, làm 
giảm TS (Hoover, 2000).

Độ nhớt và khả năng trương nở của huyền phù 
bột sau xử lý cũng biến đổi theo pH. Giá trị độ 
nhớt thấp nhất được ghi nhận tại pH 5,0 (554,8 cP) 
và cao nhất tại pH 4,0 (590,8 cP). Tương tự, khả 
năng trương nở (SP) giảm xuống thấp nhất tại pH 
5,0 (13,33 g/g) so với pH 4,0 (13,66 g/g) và pH 
6,0 (13,40 g/g). Sự suy giảm độ nhớt và khả năng 
trương nở (SP) ở pH 5,0 có liên quan đến sự gia 
tăng hàm lượng amylose và sự hình thành các vi 
tinh thể chặt chẽ, làm giảm khả năng hydrat hóa 
và hấp thụ nước của hạt tinh bột (Schirmer et al., 
2013). Kết quả này khẳng định rằng pH 5,0 là điều 
kiện thích hợp nhất để vừa làm giàu tinh bột kháng 
(RS) vừa cải thiện các đặc tính lý hóa theo hướng 
có lợi cho ứng dụng thực phẩm chức năng.

3.2. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme 
pullulanase đến quá trình thuỷ phân

Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pullulanase 
đến 4 chỉ tiêu khi cố định pH 5,0 và thời gian 16 
giờ được trình bày trong Bảng 2.

Kết quả cho thấy, nồng độ enzyme có ảnh 
hưởng rõ rệt đến tất cả các chỉ tiêu. Hàm lượng 
tinh bột kháng (RS) đạt giá trị cao nhất tại nồng 
độ 20 U/g (27,65%). Khi tăng nồng độ lên 30 

U/g, RS giảm xuống 25,97% và tiếp tục giảm 
còn 23,88% ở 40 U/g. Điều này cho thấy việc sử 
dụng nồng độ enzyme quá cao không mang lại 
hiệu quả làm giàu RS mà còn gây tác dụng ngược. 
Cơ chế được giải thích như sau: Ở nồng độ 20 
U/g, lượng enzyme vừa đủ để cắt đặc hiệu các 
liên kết α‑1,6‑glycosidic tại các điểm phân nhánh 
của amylopectin, giải phóng các mạch thẳng 
amylose có độ dài phân tử phù hợp (DP khoảng 
13-36). Các mạch này trong quá trình thoái hóa 
(retrogradation) sẽ sắp xếp lại thành các xoắn kép 
và vi tinh thể loại B, tạo thành RS3 bền nhiệt (Shi 
et al., 2013; Shi et al., 2018). Khi nồng độ enzyme 
tăng lên 30 - 40 U/g, lượng enzyme dư thừa tiếp 
tục thủy phân không chỉ các nhánh amylopectin 
mà còn cắt các mạch amylose đã được giải phóng 
thành các đoạn oligosaccharide quá ngắn (độ 
trùng hợp DP < 10). Các đoạn mạch này không đủ 
dài để hình thành xoắn kép ổn định, do đó không 
thể tạo thành RS3 (Gidley & Bulpin, 1987). Hậu 
quả là hàm lượng RS sụt giảm đáng kể.

Hàm lượng tinh bột tổng số (TS)  cũng giảm 
dần khi nồng độ enzyme tăng: từ 47,18% (20 U/g) 
xuống 44,86% (30 U/g) và 43,68% (40 U/g). Sự 
sụt giảm TS này phản ánh mức độ thủy phân tinh 
bột ngày càng lớn dưới tác động của pullulanase. 
Ở nồng độ enzyme cao, quá trình cắt nhánh diễn 
ra quá mức, tạo ra lượng lớn oligosaccharide mạch 
ngắn và đường có khả năng hòa tan (maltose, 
glucose, maltotriose… ); các sản phẩm này bị rửa 

Bảng 2. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme pullulanase đến các chỉ tiêu 
của bột khoai lang tím

Nồng độ (U/g) TS (%) RS (%) Độ nhớt (cP) SP

20 47,18 ± 1,06a 27,65 ± 0,85a 554,8± 8,81c 13,33 ± 0,14b

30 44,86 ± 0,65b 25,97 ± 1,31a 565,2 ± 8,13b 13,47 ± 0,13b

40 43,68 ± 1,06b 23,88 ± 0,64b 602,8 ± 5,80a 14,79 ± 0,12a

Ghi chú: Trong cùng một cột, các giá trị mang chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê theo kiểm 
định LSD (p < 0,05).
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Bảng 3. Ảnh hưởng của thời gian thuỷ phân đến các chỉ tiêu của bột khoai lang tím

Thời gian (giờ) TS (%) RS (%) Độ nhớt (cP) SP

8 51,45±1,42b 25,56±0,83c 571,8±6,25a 14,18±0,39a

16 56,45±0,08a 28,19±0,41a 548,8±7,85b 13,22±0,19b

24 53,90±1,06b 27,01±0,42b 553,7±9,29b 13,40±0,34b

Ghi chú: Trong cùng một cột, các giá trị mang chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê theo kiểm 
định LSD (p < 0,05).

trôi trong bước tách thu hồi tinh bột, dẫn đến thất 
thoát tinh bột tổng (Zhao & Lin, 2009; Shi et al., 
2018).

Độ nhớt và khả năng trương nở có sự biến đổi 
ngược chiều với RS. Ở nồng độ 20 U/g, độ nhớt đạt 
giá trị thấp nhất (554,8 cP) và SP cũng thấp nhất 
(13,33 g/g). Khi nồng độ tăng lên 30 U/g, độ nhớt 
tăng lên 565,2 cP; ở 40 U/g, độ nhớt tăng mạnh lên 
602,8 cP. Tương tự, SP tăng dần từ 13,33 g/g (20 
U/g) lên 13,47 g/g (30 U/g) và 14,79 g/g (40 U/g). 
Sự gia tăng độ nhớt và SP ở nồng độ enzyme cao 
có thể được giải thích bởi hai cơ chế: (i). Sự hình 
thành một lượng lớn các oligosaccharide mạch 
ngắn và đường hòa tan làm tăng áp suất thẩm thấu, 
kéo theo nước vào hệ, làm tăng khối lượng và thể 
tích huyền phù; (ii). Các mảnh vỡ tinh bột có kích 
thước rất nhỏ có diện tích bề mặt riêng lớn, hấp 
phụ nhiều nước hơn, dẫn đến SP tăng. Tuy nhiên, 
các mảnh vỡ này không phải là RS3 có cấu trúc 
tinh thể bền vững. Như vậy, sự gia tăng độ nhớt và 
SP ở nồng độ enzyme cao, cho thấy sự suy thoái 
cấu trúc tinh bột, làm giảm giá trị chức năng của 
sản phẩm (Gidley & Bulpin, 1987; Zhao & Lin, 
2009).

Ở mức nồng độ enzyme 20 U/g cho kết quả tốt 
nhất trên cả 4 chỉ tiêu, phản ánh sự hình thành RS3 
hiệu quả với cấu trúc tinh thể chặt chẽ, khả năng 
hydrat hóa kém - đặc trưng của tinh bột kháng chất 
lượng cao (Shi et al., 2013; Shi et al., 2018). Do 
đó, nồng độ 20 U/g được lựa chọn là phù hợp nhất 

cho thí nghiệm tiếp theo.
3.3. Ảnh hưởng của thời gian đến quá trình 

thủy phân
Ảnh hưởng của thời gian thủy phân đến bốn chỉ 

tiêu khi cố định nồng độ enzyme ở 20 U/g và pH 
5,0 được trình bày trong Bảng 3.

Kết quả ở Bảng 3 cho thấy, thời gian thủy phân 
có ảnh hưởng rõ rệt đến tất cả các chỉ tiêu. Hàm 
lượng RS tăng dần từ 25,56% sau 8 giờ lên 28,19% 
sau 16 giờ; sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 
0,05). Tuy nhiên, khi kéo dài thời gian lên 24 giờ, 
RS giảm nhẹ xuống 27,01% - thấp hơn đáng kể so 
với mốc 16 giờ. Xu hướng này cho thấy, thời gian 
16 giờ là điểm cân bằng tối ưu giữa hiệu quả cắt 
nhánh và sự thoái hóa tinh bột. Ở 8 giờ, thời gian 
chưa đủ để enzyme pullulanase cắt hoàn toàn các 
liên kết α-1,6-glycosidic của amylopectin, do đó 
lượng mạch thẳng amylose được giải phóng còn 
hạn chế, dẫn đến RS chưa cao. Khi đạt 16 giờ, hầu 
hết các nhánh amylopectin đã bị cắt, tạo ra nguồn 
amylose dồi dào cho quá trình tái kết tinh thành 
RS3 trong giai đoạn thoái hóa. Kéo dài lên 24 
giờ, enzyme dư thừa tiếp tục thủy phân các mạch 
amylose thành các đoạn oligosaccharide quá ngắn 
(DP < 10), không đủ khả năng hình thành xoắn 
kép và tinh thể bền vững, làm giảm RS (Gidley & 
Bulpin, 1987; Zhao & Lin, 2009). Kết quả này phù 
hợp với các nghiên cứu trên tinh bột bắp (Shi et 
al., 2013), tinh bột yến mạch (Gorecki et al., 2018) 
và tinh bột gạo (Li et al., 2019).
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Hàm lượng TS  cũng biến động tương tự: đạt 
giá trị cao nhất tại 16 giờ (56,45%), cao hơn có ý 
nghĩa thống kê so với 8 giờ (51,45%). Ở 24 giờ, 
TS giảm xuống còn 53,90%, tuy không khác biệt 
thống kê với 8 giờ nhưng thấp hơn so với 16 giờ. 
Sự gia tăng TS từ 8 giờ lên 16 giờ phản ánh quá 
trình thủy phân giúp giải phóng tinh bột khỏi cấu 
trúc mô thực vật một cách hiệu quả, đồng thời 
chưa gây phân hủy đáng kể. Ở 24 giờ, sự thủy 
phân quá mức dẫn đến tạo thành các sản phẩm hòa 
tan (maltodextrin, đường) bị mất trong quá trình 
rửa, làm giảm TS.

Độ nhớt của huyền phù bột giảm từ 571,8 cP 
(8 giờ) xuống 548,8 cP (16 giờ), sau đó tăng nhẹ 
lên 553,7 cP (24 giờ). Sự giảm độ nhớt ở 16 giờ 
cho thấy cấu trúc phân tử tinh bột đã bị cắt thành 
các đoạn ngắn hơn, làm giảm lực ma sát nội sinh 
và khả năng hình thành mạng lưới gel (Li et al., 
2018; Shi et al., 2018). Ở 24 giờ, độ nhớt tăng trở 
lại có thể do sự xuất hiện của các oligosaccharide 
mạch rất ngắn và đường hòa tan làm thay đổi tính 
chất keo của hệ, hoặc do các mảnh vỡ tinh bột có 
kích thước siêu nhỏ có diện tích bề mặt lớn hấp 
phụ nhiều nước.

Khả năng trương nở (SP)  cũng giảm từ 14,18 
g/g (8 giờ) xuống 13,22 g/g (16 giờ) và 13,40 g/g ở 
24 giờ. Sự suy giảm SP phản ánh sự gia tăng hàm 
lượng amylose và mức độ kết tinh của tinh bột sau 
quá trình cắt nhánh và thoái hóa. Amylose mạch 
thẳng có khả năng hydrat hóa kém hơn amylopectin 

phân nhánh, đồng thời các vi tinh thể RS3 hình 
thành hạn chế sự xâm nhập của nước vào hạt tinh 
bột (Schirmer et al., 2013; Jia et al., 2023). SP thấp 
nhất tại 16 giờ, phù hợp với RS cao nhất, là đặc 
trưng của tinh bột kháng chất lượng tốt.

Thời gian thủy phân 16 giờ cho giá trị RS và 
TS cao nhất, đồng thời độ nhớt và SP thấp nhất, 
thể hiện sự hình thành RS3 hiệu quả với cấu trúc 
tinh thể bền vững, khả năng hydrat hóa kém. Do 
đó, 16 giờ được lựa chọn là thời gian thích hợp 
nhất cho quá trình làm giàu tinh bột kháng từ bột 
khoai lang tím bằng enzyme pullulanase.

4. Kết luận
Quá trình thủy phân bột khoai lang tím bằng 

enzyme pullulanase chịu ảnh hưởng rõ rệt bởi pH, 
nồng độ enzyme và thời gian. Trong các điều kiện 
khảo sát, bộ thông số pH 5,0, nồng độ enzyme 20 
U/g tinh bột khô và thời gian 16 giờ cho hiệu quả 
làm giàu tinh bột kháng (RS) cao nhất (28,19%); 
đồng thời hàm lượng tinh bột tổng số đạt 56,45%; 
độ nhớt giảm xuống 548,8 cP và khả năng trương 
nở giảm còn 13,22 g/g. Sự suy giảm độ nhớt và 
khả năng trương nở cùng với sự gia tăng RS phản 
ánh sự hình thành cấu trúc tinh thể RS3 bền nhiệt. 
Nghiên cứu chứng minh rằng việc ứng dụng enzyme 
pullulanase với các thông số công nghệ tối ưu cho 
phép làm giàu hiệu quả tinh bột kháng từ bột khoai 
lang tím, tạo ra nguyên liệu có tiềm năng ứng dụng 
cao trong lĩnh vực thực phẩm chức năng và các sản 
phẩm có chỉ số đường huyết thấpn
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ABSTRACT:
This study aims to determine optimal processing conditions for enhancing resistant starch (RS) 

content in purple sweet potato flour using pullulanase enzyme. The investigated parameters include 
pH (4.0 - 6.0), enzyme concentration (20 - 40 U/g dry starch), and hydrolysis time (8 - 24 hours). 
The results indicate that optimal conditions (pH 5.0, enzyme concentration 20 U/g, hydrolysis time 
16 hours) yield an RS content of 28.19%, approximately double the initial level, with total starch 
content of 56.45%. Swelling capacity and apparent viscosity significantly decreased, reflecting the 
formation of thermally stable RS3 structure through amylose retrogradation. These findings provide 
a scientific basis for producing RS-enriched purple sweet potato flour with potential applications in 
functional foods for glycemic control.
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