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TOM TAT

Gia dau dé an duoc dé xuat 1a ngudn thuc vat day hira hen cua enzyme diamine oxidase
(DAO), dong vai tro quan trong trong viéc phan huay histamine ¢ duong rudt va ngan
ngua su phat trlen cua cac tri¢u chung khong dung nap histamine. Tuy nhién, diéu kién
nhiét d6 va do am can thlet cho quéa trlnh nay mam cua hat cling c6 thé thic day su phat
trién nhanh chong cua nam men va nam maoc, c6 kha nang anh huong dén nang suat va
chat luong gia dau. Muc dich ctia nghién ctu nay 1a danh gia anh huong cia cac phuong
phap xtu 1y khtr tring hat khac nhau ddi véi ca ty 16 nay mam va hoat dong caa enzyme
DAO trong gia dau caa bén loai Leguminosae. Khir tring hat biang 70% ethanol trong 5
hodc 15 phiit lam ting nhe ty 1& nay mam cua gia dau ga va gia dau nanh ma khéng anh
huong dén hoat dong cia DAO, bat ké thoi gian xir 1y. Tuy nhién, dbi voi gia dau dau
lang va dau xanh, khtr tring bang ethanol 1am giam déng ké kha nang phan haty histamine
theo thong ké. Nguoc lai, xir Iy hat bang natri hypoclorit trong 15 phut lam ting ty I& nay
mam Ién toi 14% va duy tri hoat dong cua DAO trong tat ca cac gia dau duoc thir
nghiém. Nhitng két qua nay chi ra riang viéc két hop budc khir tring hat giéng trong qua
trinh nay mam cua cay ho dau c6 thé anh hudng dén ca hoat dong caa enzym DAO va ty
1& nay mam.

Tuw khoa: enzym diamine oxidase (DAO); histamine; khong dung nap histamine; gia
dau; khir trung hat giong; ty 1€ nay mam; enzym catalase

1. GIOI THIEU

Diamine oxidase (DAO, EC 1.4.3.22), con duoc goi la histaminase, la mot enzym chira
dong xic tac qua trinh khir amin oxy héa nhém amino chinh cua histamine (2-(1H-
imidazol-4-yl) ethanamine) va cac diamine khac, chuyén chiing thanh céc aldehyde twong
g va tao ra lwong amoniac va hydro peroxide theo ty I¢ thanh phan [1]. DAO phan bd
rong rdi trong cac vi sinh vat, thuc vat va dong vat cé va [2] va dong vai tro quan trong
trong qua trinh phan huy cac diamine tir thie an trong rudt nguoi [3].

Khong dung nap histamine, mot rdi loan lién quan dén thyc pham, xay ra khi qué trinh
phan hay histamine trong rudt bi suy yéu do hoat dong DAO giam, dan dén ting tich tu
trong huyét twong va sau d6 1a khai phét cac tac dung phu di véi siac khoe [4]. Cac biéu
hién 1am sang cua chiang khdng dung nap histamine bao gom nhiéu triéu ching khong
dic hiéu ¢ duong tiéu hoa va ngoai rudt va thuong xuat hién ¢ nhitng nguoi dé bi ton
thuong sau khi tiéu thu thuc pham c6 chta luong histamine vira phai hodc tham chi nho
va/hoac cac amin sinh hoc khéc [5, 6].



Ngoai viéc tuan theo ché do an it histamine, cac chién lugc hién tai dé ngin ngira céc
triéu chimg lién quan dén histamine bao gém ting cudng qua trinh phan huy histamine ¢
rudt théng qua viéc bd sung ché do an udng bang vién nén duong tiéu héa cé chara DAO
ngoai sinh [7]. C4c chat bd sung DAO thuwong mai nay chu yéu dugc bao ché bang chiét
Xuat protein than lgn, mot thanh phan hoat tinh chaa DAO d3a dugc Uy ban Chau Au
chap thuan 1a thuc pham b sung va thuc pham cho muc dich y té dic biét vao nam 2017
8, 9].

Gan day, DAO c6 nguon géc thuc vat da ndi 1én nhu mot phuong phap thay thé day hira
hen cho DAO dong vat dé diéu tri cac rdi loan lién quan den histamine [10, 11]. Hat nay
mam tir mot sb loai Leguminosae da dugc xac dinh la ngudn DAO quan trong, cho thiy
hoat dong phan hay histamine trong dng nghiém tuong ty hoic tham chi cao hon so véi
DAO c6 ngudn gdc tir dong vat [10, 12, 13]. Su nay mam cua hat lam ting dang ké hoat
dong DAO, c6 thé 1a do vai trd cua enzyme trong viéc diéu chinh cu tric thanh té bao
trong qué trinh phét trién cua cay va chong lai mam bénh [14, 15].

Céc béo céo trong tai lidu chi ra rang nhiéu diéu kién nay mam khéc nhau, chang han nhu
nhiét do, thoi gian va mic do tiép xtc véi anh séng, c6 thé anh huong dang ké dén hoat
dong DAO cua gia dau [10, 12, 15]. Vi dy, Comas-Basté va cs [10] da ching minh rang
gia dau bi Ua vang (nay mam trong bong ti) thé hién hoat dong xuc tac histamine cao
hon so véi gia dau duoc trong trong diéu kién ¢ anh sang.

Tuy nhién, nhiét do va do am can thiét dé hat nay mam tdi vu ciing c6 thé tao ra diéu kién
thuan loi cho nAm men va nam méc phaét trién nhanh, c6 kha nang anh huéng dén ning
suat va chat luong gia dau. Dé giai quyét van dé nay, cac phuong phap xir Iy khir triing
hat gidng trudc khi ndy mam thuong duogc sir dung trong nganh nong san thuc pham nay
mam. Tuy nhién, hién tai khéng c6 dir liéu ndo vé tac dong cua cac phuong phap xt Iy vé
sinh nay ddi véi hoat dong cia enzym DAO cua gia dau.

Nhu di dé cap, hoat dong phan huy histamine cia DAO tao ra hydrogen peroxide nhu
mot san pham phy, néu du thira ¢6 thé dan dén ton thuong oxy hoa déi vai cau trdc té bao
[1, 16, 17]. Catalase phan huy hydrogen peroxide thanh nu6c va oxy, c6 kha nang lam
giam stress oxy hoa. Trong bdi canh nay, mot s6 nha nghién ciru da dé xuat rang su hién
dién dong thoi cua catalase va hoat dong DAO trong cac thanh phan hoat tinh c6 nguon
goc thyc vat cé thé gilp lam giam su tich tu dan dan cia hydrogen peroxide & mic do
rudt [1].

Muc tiéu chinh cua nghién ctru nay la dénh gid tdc dong cua cac phuong phap khtr tring
khac nhau ddi véi ca hoat dong cua enzym DAO va ty Ié nay mam & mam cuaa bon loai
Leguminosae. Ngoai ra, hoat dong catalase cia mam dau dong kho ciing dugc danh gia.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Hba chat

Axit hydroclorua 0,1 M, dung dich brij® L23 va phthaldialdehyde (OPA) duoc lay tir
Merck (Darmstadt, Bac). Natri di-hydro phosphat khan, di-natri hydro phosphat khan,
natri hypoclorit, etanol, hydro peroxide 30%, natri axetat khan va axit perchloric duoc liy
tr PanReac Quimica (Castellar del Valles, Tay Ban Nha). Kali hydroxit, 2-
mercaptoethanol, mudi natri cua axit 1-octanesulfonic, axit axetic, axit boric, histamine
dihydrochloride, methanol va acetonitril dugc mua tir Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
M¥). Nuéc siéu tinh khiét (18,2 MQcm) duoc tao ra bang Hé thong LaboStar tir Evoqua
Water Technologies (Warrendale, PA, M¥).



2.2. Céc loai cay ho dau

Bén loai thyc vat an dugc thudc ho Leguminosae duoc bao gdm: dau ga (Cicer arietinum
L.), dau lang (Lens culinaris Medik.), dau nanh (Glycine max (L.) Merr.) va dau xanh
(Pisum sativum L.). Nhitng hat giéng cay ho dau nay dwoc mua tir cic nha cung cép dia
phuong va duoc bao quan trong budng lanh khé mét & nhiét do 5 + 2°C va d6 am tuong
d6i 1a 55 + 2% (Coref, Montgat, Barcelona), tranh thay doi nhiét do dot ngot. Hat giéng
dugc giir bén trong thing chtra nguyén ban khéng trong sudt, dugc day kin dung cach dé
bao vé ching khoi do am va anh sang. Thoi gian bao quan tbi da tir khi mua hat gidng
dén khi nay mam la mot thang.

2.3. Xir ly khir tring hat giéng

Tong cong 2509 hat gidng tir mdi lodi ho dau duge khir tring trong 500 mL dung dich
nuéc chtra (a) 70% ethanol hoidc (b) natri hypoclorit ¢ hai nong do khac nhau (70 va 100
mg/L). Mot 16 d6i chimg duoc xir Iy bang nudc cat theo cung quy trinh. M&i 1an xu ly
khtr tring dwoc ap dung trong hai khoang thoi gian (5 va 15 phat). Hat giéng duoc dat
trong cdc thay tinh va lién tuc khudy trong dung dich khir trung, sau dé dugc loc va raa
sach nam 1an bang nuéc cat trudc khi nay mam.

2.4. Nay mam cia hat gidng

Sau khi trai qua cac lan xtr ly khtr triing khac nhau (Muc 2.2), hat gidng duoc ngdm qua
dém trong nudc cat ¢ nhiét do phong trong bong tdi. Sau khi ngam, hat giéng duogc rira
sach, loc va dat trong gia thé cotton tro dé nay mam trong budng c6 kiém soat khi hau
(Memmert®, Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Pirc). Cac diéu kién nay mam nhu
sau: 5 ngay ¢ 30°C, d6 am tuong d6i 70% va bong tdi [10]. Trong qué trinh nay mam, hat
giong duoc phun nuéc cat hai lan mot ngay. Sau nam ngay, mam duogc thu hoach va sau
d6 dong lanh & —80°C trong ti dong nhiét do cuc thap (NU-99728J, NuAire, Plymouth,
MN, M¥). Tiép theo, mam duoc sdy dong & &p suat budng 1a 0,22 mbar, véi nhiét d6 ting
tir —85°C dén 22°C trong 48 gio (Cryodos-50, Telstar, Terrassa, TAy Ban Nha). Sau do,
mam dong kho duoc nghién trong cdi dé thu duoc san pham dong nhat.

D¢ xac dinh ty 18 nay mam cho timg diéu kién thi nghiém, ty I¢ (tinh theo phan trim)
dugc tinh gitra trong lugng mam tuoi thu dugc sau khi nay mam va trong lugng hat kho
dugc st dung lam nguyén liéu.

2.5. X4c dinh hoat dong DAO

Hoat dong DAO cua enzym trong 6ng nghiém duoc do theo giao thirc do Comas-Basté
va cs vach ra [18]. Quy trinh nay danh gia sy ph&n hay histamine trong qué trinh khu
amin oxy hoa do enzym DAO lam trung gian, sir dung xét nghiém enzym két hop vai sic
ky long hiéu suat cuc cao va phat hién huynh quang (UHPLC-FL).

Dbi véi xét nghiém, 10 mg gia dau dong kho duoc tron véi 20 mL dung dich dém
phosphat 50mM (pH 7,2) va 1 trong may lic (NB-T205, N-BIOTEK, Inc., Bucheon-si,
Han Quéc) ¢ 37°C va 200 vong/phut trong 30 phit. Phan tng duoc bat dau bang cach
thém 45uM dung dich chuan histamine va hdn hop duoc u lién tuc (37°C, 200
vong/pht). Céc phan 500uL dugc chiét xuat mbi 60 phit trong bén gio dau tién dé theo
déi qua trinh phan huy histamine trong sudt phan tng. Tai mdi diém phan tich, 15uL
dung dich axit perchloric 2N dugc thém vao dé dirng phan rng enzym va mau duoc dong
nhat hoa va ly tam trong 5 phat (15.000 vong/phdt, 4°C). Phan chat long trong duoc dua
qua bo loc GHP 0,22um va giit & 4°C cho dén khi phan tich UHPLC-FL.



Phén tich UHPLC-FL

Xéc dinh histamine dugc thuc hién bang cach st dung UHPLC-FL pha dao nguoc cip
ion, két hop dan xuat hoa sau cot truc tuyén véi OPA theo phuong phéap do Latorre-
Moratalla va cs mé ta [19]. UHPLC-FL duoc thuc hién bing cach st dung thiét bi sic ky
long hiéu suat cuc cao Waters AcquityTM duoc trang bi bom bac bén, bo lay mau tu
dong va dau do huynh quang. D4i véi qué trinh dan xuat histamine sau cot, moét may bom
bd sung duoc két ndi vai bo tron thé tich chét bang OT duoc dat giira dau ra cua cot va
may do huynh quang. Qué trinh tach sic ky duoc thuc hién trén cot Acquity UPLC BEH
C18 (1,7um, 2,1mm x 50mm) (Waters Corp., Milford, MA, My), duoc giir trong 10 de
duy tri nhiét d6 6n dinh (42°C). Thu thap va xir ly dit liéu dugc thuc hién bang phan mém
EmpowerTM 3 (Waters Corp., Milford, MA, My).

Céac diéu kién sic ky nhu sau: pha dong dwoc cung cap véi téc do dong chay 1a 0,8
mL/phdt, trong khi thudc ther dan xuit duge bom véi tée do 0,4 mL/phat. Thanh phan cu
thé ciia pha dong va thudc thir dan xuat OPA da duoc Latorre-Moratalla va cs tim ra [19].
D3 thuc hién tiém te dong 1 uL dung dich chuan va mau. Phat hién huynh quang duoc
tién hanh véi budc séng kich thich 1a 340 nm va budc séng phat xa la 445 nm. Mot vi du
vé sic ky 46 UHPLC-FL duoc cung cap trong Tai liéu bo sung (Hinh b sung S1).

Hoat dong ctia enzym DAO tuong tng véi do doc cua dudng thu duoc bang cach vé biéu
dd dién bién cua luong histamine con lai (tinh bang nmol) theo cac thoi diém lay mau
khac nhau (tinh bang phat). Hoat dong DAO nay duoc chia cho luong mau gia dau dong
khé dé thu duoc hoat dong cua enzym cu thé, duoc biéu thi bing mU/mg, trong Gng Vi
lugng histamine bi phan huay béi mot miligam gid dau dong khoé mdi phat (nmol
histamine bi phan hiy mdi phat/mg mau).

2.6. Xac dinh hoat dgng cua Catalase

Phan tich hoat dong cua catalase duoc thuc hién bang cach theo ddi toc do bién mat cua
mét lugng hydrogen peroxide da biét theo phuong phap do Leonida va cs phat trién [17].
Tom lai, 10mg miu duge dong nhat hoa véi 500 uL dung dich dém phosphat 0,05M (pH
7,2) biang may lic xoay trong 30 phit & nhiét do phong. Sau do, ciac mau dugc ly tam
trong 20 phit & téc do 14.000 vong/phit va 20°C. Thtr nghiém hoat dong catalase duoc
thuc hién bang céch tron 10puL hdn hop miu nay véi 2,99mL dung dich phan {ng
catalase bao gém 15mM hydrogen peroxide (30%) trong dém kali phosphat 50mM (pH
7,2). Su bién mét cua hydrogen peroxide duoc theo ddi bang cach do d6 hap thu & 240nm
trong 10 phat, st dung dém phosphat 0,05M lam miu tring. Hoat dong catalase dwoc
biéu thi bang nmol/phat/mg.

2.7. Phan tich théng ké

Phan tich dir liéu duoc thuc hién bang phan mém IBM SPSS Statistics 27.0 (IBM
Corporation, Armonk, NY, M¥). Két qua duoc thé hién dudi dang gia tri trung binh + d6
léch chuan (trung binh + SD) tir hai thi nghiém doc lap duoc thuc hién theo cip. Pé danh
gia y nghia théng ké cua nhimng thay doi trong hoat dong cua enzym trong cac diéu kién
khac nhau, kiém dinh Mann-Whitney U phi tham sé da duoc sir dung. Su khac biét duoc
coi 13 c6 y nghia thong ké & muc p < 0,05.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh hwéng ciia cac phwong phap khir tring hat giéng khac nhau



Khtr trung hat glong bang 70% ethanol dan den ty 16 nay mam ting nhe. Hinh 1 cho thay
nhitng thay ddi vé ty I&é nay mam cua hat gidng sau khi ap dung phuong phép xtr ly nay
trong 5 hoac 15 phut so vai hat glong khong duoc xur ly. Tac dong dén ty 1é nay mam
thay d6i tly thudc vao loai dugc trong, vai sy cai thién dang ké nhat duoc quan sét thiy ¢
hat ¢au nanh duoc xt ly bang ethanol, cho thay trong luong gi4 tuoi ting 6%. Nguoc lai,
gia dau ling va gia dau xanh chi cho thiy ty & nay mam ting 2-3% so véi hat khdng
duoc xir ly, tham chi con thap hon ¢ dau ga (khoang 0,5%).
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Hinh 1. Anh huong cia viéc khir tring hat gidng bang 70% ethanol 1én ty 1¢ nay mam cua bon
loai gia ddu dong kho. Truc ngang cho thay sy thay doi ve ty 1€ nay mam sau khi khir trdng hat
giong so véi gia dau thu dugc tir hat chua qua xtr ly.

Thoi gian xir Iy khir tring 12 mot bién quan trong khéc. Trong moi trudng hop, thoi gian
&p dung dai hon c6 lién quan dén sy gia ting nho hon vé ty 1é nay mam, day la mot md
hinh dugc quan sat thay trong cac nghién ciu khéac. Vi dy, S. Santos va cs [20] da thu
duoc ty 18 nay mam thoa dang ¢ cac giéng dau ling khac nhau khi str dung 70% ethanol
trong 5 phut. Nguoc lai, Afzal va cs [21] dd bao cao cac tic dong doc hai tiém an cua
viéc tiép xdc lau dai vai ethanol & hat ca chua, trong d6 chiéu dai gia dau giam sau 24 gio
xt ly, ngay ca & nong do thap hon.

Vé hoat dong phan hay histamine trong 6ng nghiém, xt Iy ethanol khéng cé tac dung
quan sat duoc, du 12 tich cyc hay tiéu cuc, ddi véi gia dau ga va gia dau tuong bat ké thoi
gian ap dung (Hinh 2). Tuy nhién, khir tring hat bang ethanol din dén giam dang ké vé
mat thong ké (p < 0,05) hoat dong DAO trong gia dau lang va gia dau xanh khi &p dung
trong 5 hodc 15 phut, khdng cé su khéac biét dang ké vé mat théng ké giita hai khoang
thoi gian nay. Tac dong tiéu cuc cua ethanol dac biét ro rét ¢ gia dau lang, trong d6 hoat
dong DAO giam khoang 80% so véi 16 ddi chirng. Phan ung khac nhau cua cac loai thuc



vat ddi voi khir tring ethanol c6 thé 1a do su thay d6i vé kich thudc hat va dién tich tiép
xic bé mat, trong d6 cac hat nho hon nhu dau ling bi anh huéng nhiéu nhat do ty 1¢ dién
tich b& mat trén thé tich cao hon. Cho dén nay, c6 rat it nghién ctru kham pha tac dong
cua khir tring hat bang ethanol dbi véi hoat dong cua enzym trong gia dau va khdng co
nghién citu nao tap trung vao DAO. Nam 2013, Afzal va cs [21] dd bao cao rang Viéc sir
dung 6% ethanol trong 24 gio lam giam ca hoat dong cua catalase va peroxide dismutase
trong hat ca chua.

Chickpea Lentil
050 030 W
045 045 l
0.40 0.40 |
_. 035 _. 035 1
© T ]
g o g 0 4 a
5 -
E’ 025 % a a g, 025 ,‘
S 020 — i T S 02 1
£ o £ o5 |
>
? Bk 3 010 “ b
G 5 W : b
5 00 5 005 ]
0.05 O 1
8 & oo | [T [E3)
0.00 ! ‘
Control 5 min 15 min Control S5min 15 min
70% Ethanol 70% Ethanol
Soybean Green pea
0.50 0.50
0.45 045
a a X
04 2 a 0.40 8
_ 035 L T | 0.35
] T
g 0 € 03 b
3 - ~ b
e
@ 025 g»°-> T
5 02 S 0 I
E o5 £
:‘; 0 3015
= Z 01
g 0.10 g 0.10
Q 005 o 005
3 a8
0.00 0.00
Control S min 15 min Control S min 15 min
70% Ethanol 70% Ethanol

Hinh 2. Tac dong cua xu ly khir trung hat bang ethanol 70% Ién hoat dong cua enzym DAO ¢
bon loai gia dau dong kho. Cac chir cai khac nhau biéu thi su khac biét co y nghia thong ké (p <
0,05) gitra nghiém thirc d6i chirng va nghiém thic khur trung.

Viéc khtr triing hat trude d6 bang natri hypoclorit lam ting ty 1é ndy mam ¢ tat ca céc loai
dau duoc nghién ciu (Hinh 3). Tuwong tu nhu xir 1y bang ethanol, tic dong thay doi tly
thudc vao loai hat va thoi gian khir trung; tuy nhién, trong truong hop nay, nong do chat
khtr tring ciing 1a mot yéu té ¢6 anh huong. O tat ca cac loai, natri hypoclorit c6 tac dong
rd rét hon dén ty 1é nay mam so vai ethanol 70%. Gidng nhu trong xtr ly bang ethanol, ty
18 nay mam ting nho nhat duoc quan sét thiy ¢ dau ga va dau xanh véi muc tang lan luot
1a 5% va 8%, so vdi 11% va 14% ¢ hat dau nanh va hat dau lang.
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Hinh 3. Tac dong cua viéc khir triing hat giong bang natri hypoclorit & hai nong do, 70 mg/L va
100 mg/L, Ién ty 1¢ nay mam cua bon loai gia dau dong kho. Truc ngang cho thay su thay doi ve
ty 1€ nay mam sau khi khir trung so vai hat giong khong qua xr ly.

Khi so sanh hai nong d6 natri hypoclorit, 70 mg/L thudng cho hiéu suat nay mam tot hon
s0 V6i d6i chung. O nong do nay, thoi gian xir Iy dai hon dan dén ty 18 nay mam ting cao
hon, dic biét 1a & dau ga va dau xanh (p < 0,05). O néng d6 cao hon 1a 100 mg/L, viéc
kéo dai thoi gian xt Iy khdng anh huong dang ké dén ty 1& nay mam, ngoai trir & dau
xanh, ty 1é nay giam dang ké (1én dén 32%). Cuing gidng nhu trudng hop cua etanol, co
rat it nghlen ctru trong tai liéu khoa hoc diéu tra anh huong cua natri hypoclorit Ién ty I¢
nay mam cua gia dau. Tornuk va cs [22] da bao cdo su cai thién vé ty I& nay mam cua hat
lGa mi (Triticum aestivum) sau 30 phut khir tring bang natri hypoclorit & noéng d 100
mg/L va 200 mg/L. Tuy nhién, tac dung tich cuc nay da mat di khi nong do ting 1én 400
mg/L.

Vé hoat dong DAO, xir ly hat bang natri hypoclorit & nong d6 70 mg/L trong 5 hodc 15
phut khdng dnh hudng dén kha nang phan huy histamine trong 6ng nghiém cua bat ky
mam cay ho dau nao dugc nghién ciru (Hinh 4). Tuong ty nhu vay, viéc st dung 100
mg/L natri hypoclorit trong 5 phit khéng anh huong dén hoat dong DAO. Tuy nhién, khi
thoi gian khir tring dugc kéo dai dén 15 phit & nong d6 cao hon nay, hoat dong DAO
khong nhimg khong ting ma tham chi con giam ¢ ba trong s6 bdn loai ho dau (p < 0,05).
C6 kha nang natri hypoclorit, & mot s6 nong do va thoi gian tiép xtc nhat dinh, 1am thay
d6i cac dac tinh cua mang té bao, cd thé anh huong xdu dén cac hoat dong trao d6i chat
cua té bao [23]. Tuy nhién, nguoi ta biét rat it vé tac dong sinh hoa caa natri hypoclorit
Ién hoat dong cua enzym. Mot kich ban khac da dugc Kaneko va Morohashi quan sat, ho
d3 bao céo vé viéc kich hoat hoat dong a-amylase trong l4 mam cua dau xanh (Vigna
radiata (L.) Wilczek) va dau xanh sau khi khir tring hat trong 8 phit bang natri
hypoclorit & nong do cao hon téi 25 lan so véi nong do trong nghién cau hién tai [23].
Péng chu ¥ 1a cac nong do nay vuot xa mac téi da dugc phép sir dung natri hypoclorit
lam chat khir tring trong thuc pham c6 ngudn géc thuc vat [24].
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Hinh 4. Tac dung cua viéc khir trung hat bang natri hypoclorit (jéi v6i hoat dong cua enzym
DAO trong bon loai gia déu dong kho. Cac chir cai khac nhau bi€u thi sy khac biét c6 y nghia
thong ké (p < 0,05) gitra nghiém thirc d61 chiing va nghiém thirc khir trung.

Trong qua trinh san xuat gia dau an duoc, viéc lua chon chét khur trang hiéu qua cung voi
cac thong so xu ly thich hop (thot gian va nong d6) 1a diéu can thiét dé dam bao cay trong
phat trién t6i wu, ty 18 nay mam cao va kiém soat lwong vi khuan Khong co6 phuong phap
khir tring nao phu hop voi tat ca cac loai cay [25]. Mot s6 nghién ciru da st dung dung
dich nudc c6 70% ethanol va nhiéu néng do natri hypoclorit khac nhau lam chat khu
tring bé mat dé hat nay mam [21,22,26]. Ca etanol va natri hypoclorit khong chi trc ché
su phat trién cua nam mdc trong qua trinh ndy mam ma con dugc cho la 6 tac dung kich
thich nay mam hodc pha vO trang thai ngu dong cua hat gidng. Vi du, Kaneko va
Morohashi [23] phat hién ra rang natri hypoclorit 6 thé 1am mon mot phan 16p vo hat, do
d6 tang kha ning thAm oxy cta né. Cac két qua thu duoc trong nghién ctru hién tai ching
minh tiém ning cta etanol va natri hypoclorit trong viéc kich thich ndy mam cta hat
gidng bdn 10di ho dau dugc thir nghiém.

Nhin chung, qua trinh khir trung c6 thé c6 tac dong dang ké dén hiéu sudt nay mam va
tham chi ca qua trinh trao d6i chat cua hat. Do do, viéc lya chon phuwong phap xu Iy vé
sinh hat giéng phu hop nhat 13 dleu can thiét dé t6i da hoa ty 1& ndy mam trong khi van
bao toan chirc nang enzym cua mam thu dugc. Theo két qua nghién ciru nay, khu trung
hat gidng bang 70 mg/L natri hypoclorit trong 15 phut da lam tang ty 1¢ nay mam cua gia
cdy ho dau ma khong anh huong tiéu cuc dén hoat dong ciia enzym DAO.

3.2. Hoat dong cta Catalase

Trong nghién ctru ndy, hoat dong catalase dugc do trong gia dong kho cua bdn loai ciy
ho dau thu dugc sau khi nay mam, sau khi khir trung trudce b'fmg 70 mg/L natri hypoclorit
trong 15 phut. Phuong phap xur Iy nay duoc lya chon vi né mang lai ty 1é ndy mam cao
hon ma khéng anh hudng xdu dén hoat dong DAO cua gié.

Tat ca cac loai gia dau dong kho dugc thur nghiém déu thé hién hoat tinh catalase, v6i su
khac biét duoc quan sat thay giira bon loai. Gia dau xanh cho thay hoat tinh catalase cao
nhat, cao gap 4 lan so véi cac loai khac. Phat hién nay phu hop véi nghién ctru trudc day
ctia Luhova va cs [27], nguoi di quan sat thidy mirc do hoat dong catalase twong tu trong



gia dau tir 13 gidng dau xanh khac nhau nay mam trong bong téi. Hon nita, Luhova va cs
lru ¥ ring hoat dong cua enzym nay ting gip 1 — 3 1an khi hat nay mam trong diéu kién
quang ky 12 gio [27]. Mau nay trai ‘ngugc voi hanh vi cua enzyme DAO, dugc ching
minh 1a hoat ddng manh hon dang ké trén gid nay mam trong bong toi [10]. V& tac dong
ciia viéc khir trung hat gidng, xur 1y bang dung dich nuéc co chira 70 mg/L natri
hypoclorit trong 15 phait khéng anh huéng dén hoat dong catalase ctia mam dong kho
(Bang 1) (p > 0,05).

Bang 1. Hoat dong catalase (trung binh + dg 1éch chuén) cua gia dau dong kho thu dugc
c6 va khong c6 xur 1y khir trung hat gidng truée d6 bang natri hypoclorit & nong do 70
mg/L trong 15 phdat.

Hoat dgng ciia Catalas (nmol/min/mg)

Khong xirly  Xirly 70 mg/L natri hypoclorit trong 15 phat ~ Gia trip

Pauga  15.14+6.30 15.37 + 2.61 p=0.928
Pauling 37.84 +0.97 35.09 + 3.83 p=0.106
Daunanh  30.98 +2.43 31.19 + 4.88 p =0.805
Dau xanh  65.02 +2.10 56.65 + 11.43 p=0.153

4. KET LUAN

Nhin chung, nhiing két qua nay chitng minh rang viéc két hop budc xur Iy khir tring hat
gidng trong qué trinh nay mam cua gia dau an duoc cd thé anh hudng dang ké dén ca ty
16 nay mam va hoat dong caa enzyme DAO. Cu thé, trong khi khir triing hat giéng truéc
do bang 70% ethanol trong 5 hogc 15 phit anh huong tiéu cuc deén hoat dong phan hiy
histamine cua mot s6 gia dau, thi viéc xir ly bang dung dich nuéc c6 70 mg/L natri
hypoclorit trong 15 phut da lam ting ning suit nay mam ma khong lam suy yéu hoat
dong cua DAO. Ngoai ra, phuong phap vé sinh nay bao toan hoat dong cua catalase trong
tat ca cac gia dau dong kho da thir nghiém, véi hoat dong cao dang chu ¥ dugc quan sat
thiy ¢ gia dau xanh. Nhirng phat hién méi nay lién quan dén tac dong cua viéc khir tring
hat giéng dbi véi hoat dong caa DAO trong cac loai dau an dugc dic biét ¢ gia tri doi
Vi viéc san xuat DAO c6 ngudn géc thuc vat. Enzyme nay l1a mot thanh phan hoat tinh
day hira hen dé tao thanh céc chat bo sung thuc pham nhiam muc dich kiém soét ché do
an ubng cua chung khong dung nap histamine. Hon nira, viéc bao toan hoat dong cua
catalase cho thay nhing loi ich bo sung tiém ning, vi catalase duoc biét dén vai vai tro
bao vé té bao khoi ton thuong oxy héa. Do d6, viéc thuc hién mot quy trinh khir triing hat
gidng hiéu qua bang natri hypoclorit (70 mg/L) khdng chi gilp tang ty 1& nay mam ma
con duy tri hoat dong phan huy histamine cua gia dau.
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