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DAU CA TRIiCH VA CA BASA
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SUMMARY

Low temperature fractionation was employed to obtain polyunsaturated fatty acid (PUFA)
concentrates from sardine and catfish oils. Different solutions of free fatty acids (FFAs) at
various FFAs: solvent ratio (w/v) from these two oils were crystallized at -20°C and -70°C,
respectively, using hexane and acetone as solvents. At the best crystallization condition,
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) purities were reached 14.1% and

8.7% from sardine oil and linolenic acid (LA) purity was 31% from catfish oil.
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I - GIOI THIEU

DAau cé tir lau di dugc biét dén nhu mot
nguon cung cép axit béo khong no nhiéu noi doi
(PUFA), déng vai trd0 quan trong do6i véi stc
khoé va dinh dudng con ngudi. Trong diu ca
bién thudng bao gdm mot ham lugng n-3PUFA
16n, dac biét la EPA va DHA. Hai axit béo nay
da dugc ching minh 1a cé kha nang phong
chong nhiéu loai bénh khic nhau nhu céc bénh
vé tim mach, bénh viém nhiém, di tng hay tiéu
duong (Minnis et al., 1998; Rambjor et al.,
1996; Garcia, 1998). Ngoai ra, nhitng axit béo
khong no nay 1a phan khong thé thi€u trong
khau phin 4n cla tré em vi chiing c¢6 kha nang
tang cuong thi gidc va su phét trién cla tri ndo
(Ackman, 1999; Krawczyk, 2001). EPA va
DHA thudng c6 mit trong mot s6 diu cd bién
nhu ddu cé trich. Bén canh viéc ddnh bat ca
bién, nganh thuy san nudc ta hién nay dang chi
trong phét trién viéc nuoi trong cac loai ¢4 nioc
ngot, trong d6 ca basa chi€ém mot san lugng 16n.
Phét trién song song v6i nganh khai thac thuy
san, nganh cong nghiép ch€ bién thuy san
thudong 1am phét sinh mot lugng phé phu pham

ddng ké trong d6 c6 md cd. Viéc tan dung
nhitng phé phu phdm nay dé san xuat nhitng ch&
pham giau PUFA vira gép phén nang cao gid tri
kinh t€ ctia nganh ch€ bién thuy san vira giai
quyét van dé vé 6 nhiém moi trudng.

Trong dau cd, ngoai cic PUFA con c¢6 mot
ham lugng axit béo no 16n c6 nhiing tac dung
khong c6 1oi vé mit dinh dudng. D€ phuc vu cho
nhu cau nang cao gid tri dinh dudng cua dau ca
v6i muc dich st dung trong thuc phim hoic
duoc pham, nhat thi€t cAn c6 mot qua trinh phan
tach, loai mot phan axit béo no va lam tang ham
luong PUFA. C6 nhiéu phuong phdp lam giau
PUFA khac nhau, tuy nhién két tinh phan doan
la phuong phap don gian nhét.

Nhiét d6 dong dac cta cac axit béo chénh
léch nhau mot cach ddng ké khi ¢6 su khac nhau
v€ s6 n6i doi va chiéu dai ctia mach cacbon.
Trong hai yéu t6 anh hudng trén thi s6 ndi doi
trong mach cacbon c¢6 anh hudng 16n nhat téi
nhiét do dong dac cua cac axit béo. Khi nhiét do
ctia mot hon hop cdc axit béo giam xuodng thi
céac axit béo no va cic axit béo khong no mot
ndi doi mach dai s€ két tinh trude, con lai cic
axit béo khong no nhiéu néi doi s& van & trang
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thdi 16ng. Nho nguyén 1y trén ma ngudi ta c6 thé
phan tach céc axit béo khong no nhiéu ndi doi
(PUFA) ra khoi phan no va MUFA bang phuong
phap két tinh phan doan & nhiét do thip. Phuong
phdp nay c6 thé duoc thuc hién bing cach két
tinh tryc ti€p hon hgp cdc axit béo hay dau
nguyén liéu, két tinh nguyén liéu véi cac chat
hoat dong bé mit hay thuc hién qua trinh két
tinh khi nguyén liéu duoc hoa tan trong dung
moi. Phuong phdp két tinh nguyén liéu truc ti€p
thuong cho hiéu sudt thu héi thap do phan long
bi ket rat nhiéu trong phan két tinh do d6 hiéu
qua phan tach ciing nhu hiéu suat thu hoi khong
cao. P6i v6i muc dich 1am tang ham lugng cac
axit béo khong no thudng phai st dung phuong
phap két tinh trong dung moi. Pay l1a phuong
phap c6 hiéu qua phan tich cling nhu hiéu suét
thu hoi cao nhat do dung moi c6 tic dung lam
tang su khéac biét vé nhiét do dong dic cua cic
axit béo ngoai ra con c6 tdc dung rlra troi pha
16ng ra khoi hon hop sau khi két tinh.

Hoén hop axit béo dem keét tinh ¢6 thé & dang
triglyxerit hay axit béo tu do. Tuy nhién khi ton
tai & dang tryglyxerit, hiéu qua phan tach cic
PUFA khong cao do ching bi lién két chat ché
v6i cic axit béo no va MUFA khac trong phan
tu cua triglyxerit (Lopez-Martinez et al., 2004).

Nghién citu ndy dugc thuc hién nhim muc
dich thu dugc ché phdm PUFA c6 ham lugng
PUFA cao nhat dong thdi loai duge nhiéu axit
béo no nhat. Nhiing yéu t6 anh hudng chinh
trong phuong phap két tinh phan doan trong
dung moi bao gom loai dung moi, lugng dung
moi va nhiét do két tinh s& duoc khao sat trén
nguyén liéu 1a hén hop céc axit béo tu do duoc
1ay tir ddu c4 trich va c4 basa.

II - NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. Nguyén liéu

Dau c4 trich va ca basa dugc thu nhan tir phé
phu phdm c4 trich va c4 basa dugc lay tir céc
nha mdy ché& bién hai san ¢ thanh phd H6 Chi
Minh. Hon hgp cdc axit béo tu do (FFA) thu
dugc bang phuong phap thuy phan dau cé trong
moi truong kiém theo tai liéu cha Lopez-
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Martinez va cong su (2004).
2. Phuong phap két tinh

Hén hgp axit béo tir ddu cé trich va ca basa
duoc hoa tan trong dung moi theo nhiing ty 1é
nhat dinh. Sau d6 dung dich thu dugc dugc dé
két tinh trong nhiing diéu kién nhiét do khac
nhau trong thoi gian 1a 20 gi¢. Sau qua trinh két
tinh, hon hgp pha ran va pha 1ong duoc loc qua
giady loc tai nhiét do két tinh, rira lai bang dung
moi c6 cung nhiét do két tinh, sau d6 tach riéng
pha rin va pha long. Khoi luong hai pha thu
dugc dugc xdc dinh sau khi lam bay hoi dung
moi. Thanh phan axit béo ctia pha 16ng duoc
phan tich trén may sac ky khi theo phuong phép
ctia Lopez-Martinez va cong su (2004).Hiéu
suat thu h6i PUFA, DHA,EPA: H; (%)=(khoi
luong chat i trong pha long/kh6i luong chat i
trong nguyén liéu trudc khi két tinh)*100 véi
i=PUFA, DHA hay EPA

3. biéu kién két tinh

Do6i v6i dau ca trich: Loai dung moi duoc
khao sit bao gom axeton va hexan. Ty 1é FFA:
dung moi dugc thay déi la 1:5, 1:10 va 1:20.
Nhiét do két tinh dugc khao sét hai nhiét do 1a -
20°C va -70°C. Cac diéu kién thi nghiém duoc
bo tri theo mo hinh yéu t6 diy du lap lai toan
phan ngoai trr yéu t6 ty 1¢ FFA: dung moi &
nhiét do -70°C chi khao st 2 ty 1& 1:10 va 1:20.

Do6i v6i dau céd basa: Dung moi st dung la
axeton véi ty 1& FFA: dung moi = 1: 10 (w/v).
Nhiét do ket tinh 1a -20°C va -70°C.

11 - KET QUA VA THAO LUAN

1. Két tinh phan doan PUFA tir dau ca trich

Thanh phan FFA thu duogc tir dau cd trich
trudc khi két tinh bao gém 50,8% téng cac axit
béo no (SFA), 25,5% cac axit béo c6 mot noi
doi (MUFA) va 23,7% céac axit béo ¢4 nhiéu néi
doi (PUFA), trong d6 chua yéu 1a EPA (9,4%) va
DHA (7,3%). Sau qua trinh két tinh & nhiing
diéu kién khéc nhau, két qua thu dugc trinh bay
trén hinh 1 va 2.

2. Anh huéng cua loai dung moi

Dung moi hay st dung trong phuong phap



két tinh phan doan céc axit béo phai c6 mot s6
dac tinh nhat dinh nhu: phai hoa tan t6t cdc axit
béo, phai c6 hiéu qua phan tdch PUFA t6t va
phai khong doc hai. Nhiéu tic gia da khao sat
nhiéu loai dung moi khdc nhau trong phuong
phdp nay dé phan tdch axit linolenic tir ddu thuc
vat (Lopez-Martinez va cong su, 2004) hay EPA
va DHA tir dau cd (Wanasundara,1996). Tu
nhitng dung moi khdo sit bao gém hexan,
axeton, dietylete, izobutanol va etanol, Lopez-

Martinez (2004) da chon dugc 2 dung moi la
hexan va axeton cé tidc dung phan tach tuong tu
nhau va dugc st dung trong nhitng thi nghiém
ti€p theo. Tuwong tu nhu vay, Wanasundara
(1996) ciing khuyén cdo st dung hexan va
axeton dé két tinh thu nhan EPA va DHA tir m&
hai cdu. Trong thi nghiém nay, anh hudng cla
axeton va hexan dén thanh phan % va hiéu suat
thu hoi EPA va DHA trong hon hgp axit béo thu
duogc tlr c4 trich cling dugc khao sat.
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Hinh 2: Thanh phan % va hiéu suat thu hoi EPA va DHA trong pha 16ng sau qua trinh két tinh

Két qua thu duoc trong hinh 2 cho thdy
thanh phan % EPA va DHA thu dugc khi két
tinh trong axeton va hexan la tuong tu nhau. Tuy
nhién, khi so sdnh v€ hiéu suat thu hoi EPA va
DHA trong pha 1ong & cling diéu kién vé nhiét
do va ty 1¢ FFA:dung moi, két tinh trong axeton
déu cho két qua ¢6 xu huéng cao hon so véi

trong hexan ngoai trir diéu kién két tinh trong
hexan & -70°C véi ty 1&¢ FFA:dung moi la 0,05.
Khi d6 c6 két qua bang v6i dung moi aceton.
Két qua & hinh 2 ciling cho thdy kha nang lam
giam thanh phan % cla cic axit béo no (SFA)
trong pha 16ng khi dugc két tinh trong axeton
cling t6t hon so v4i hexan ngoai trir dieu kién
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nhiét do -70°C va ty 1¢ FFA:dung moi =0,05.
Két qua nay hoan toan phit hop véi cac nghién
cliu cta cédc tic gia khac. Wanasundara (1996)
nhan thdy & nhiing nhiét do cao hon -60°C,
aceton c6 kha nang lam giau PUFA tir m& hai
cédu t6t hon hexan, nhung ngugc lai & nhiét do -
60°C dén -70°C, hexan phan tich PUFA t6t hon
aceton. Tuong tu, Lopez-Martinez va cOng su
(2004) ciing cho rang & -70°C, hexan cho hiéu
xudt thu hoi va ham lugng axit linolenic trong
pha long cao hon so vdi axeton. Chua c6 mot tac
gia nao dua ra mot 10i giai thich chat ché vé su
khac nhau ndy, tuy nhién c6 thé gia dinh Ia giita
hexan va axeton c6 su khac nhau vé tuong tac
ctiia cdc dung moi nay véi cdc axit béo tu do
trong hén hop tai cdc nhiét do khac nhau. Véi
nguyén liéu la diu ca trich, két qua trong nghién
ctiu nay cho thay & nhiét do -70°C, hexan ¢4 uu
thé hon mot chiit so véi aceton vé thanh phan %
va hiéu suat thu hoi EPA va DHA thu duoc
trong pha 1éng sau qua trinh két tinh, tuy nhién,
su khéc biét nay la khong 16n. Mat khac, aceton
c6 gid thanh va nhiét do bay hoi nhd hon so véi
hexan, tir d6 qud trinh lam bay hoi dung méi tir
céc pha thu dugc sé dé dang hon va ¢4 tinh kinh
t€ cao hon. Tom lai, d6i v6i nguyén liéu la dau
ca trich, aceton cé nhiéu vu diém hon so véi
hexan.

3. Anh huéng caa ty 1¢ FFA:dung méi

Ty 1é FFA: dung moi la mot yéu t6 quan
trong anh hudng t6i ca hiéu suat thu hoi va
thanh phan % cta pha 16ng thu dugc sau qua
trinh két tinh. Ty 1& dung moi 16n thuong lam
cho qué trinh phan tach dugc thuc hién dé dang
hon tuy nhién s€ ton chi phi nhiéu hon. Két qua
trén hinh 2 cho thay khi ty 1& FFA:dung moi
giam, thanh phan % cua SFA c6 xu th& giam,
nguoc lai thanh phan % cla PUFA c6 xu thé
tang trong ca hai loai dung moi khao sat va & tat
ca cac nhiét do khao sat, tuy nhién su khac biét
v€ thanh phan % cla cdc axit béo trong nhiéu
trudong hop 1a khong 16n 1am. Két qua ¢ hinh 3
cho thay khi thay déi ty 1¢ FFA:dung moi, thanh
phan % cua EPA va DHA trong pha 16ng thay
déi khong ddng ké. Tuy nhién, khi ty lé
FFA:dung moi giam, hiéu suat thu hoi EPA va
DHA déu tang, chiing to ty 1¢ dung moi 16n cé
tdc dung phan tich cic axit béo c6 nhiét do
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noéng chay khic nhau t6t hon. Lopez-Martinez
J.C. va cong su (2004) ciing thu dugc két qua
tuong tu khi khao sat 3 ty 1¢ FFA:dung moi la
0,11; 0,25 va 0,8. Nhém tac gia nay nhan thiy
rang ty 1¢ FFA:dung moi thdp nhat 1a 0,11 ¢6
tdic dung lam tang ham luong axit gamma -
linolenic (GLA) trong pha long tot nhat véi hiéu
suat thu hoi dat cao nhat, tuy nhién chi cé su
khéc biét vé hiéu suét thu hoi cia GLA 1a c6 y
nghia thong ké. Két qua nay c6 thé duoc gidi
thich 1a do & ndng do thap, cac axit béo tu do c6
kha nang két tinh mot céch tu phét, céc tinh thé
tao thanh to va it 1an pha long, do d6 qua trinh
phan tach dugc thuc hién mot cach triét dé hon.
Ngugc lai, v6i nong do céc axit béo tu do trong
dung moi cao hon c6 thé tao thanh nhiing diém
qua bao hoa trong dung dich (supersaturated
solution), tir d6 qua trinh tao tam két tinh xay ra
nhiéu ma khong lam tang kich thudc céc tinh
thé da tao thanh. Két qua 1a cdc tinh thé clia pha
ran c6 kich thu6c bé va dé bi tan chdy, gay kho
khan cho qua trinh loc va lam giam hiéu qua cta
qué trinh phan tch.

Két qua ¢ hinh 3 ciing cho thiy néu st dung
dung moi 1a aceton thi ty 1¢ FFA:dung mo6i=0,1
cho két qua vé hiéu sudt thu héi EPA va DHA
cao nhat. & ty 1é thap hon (0,05) ciing khong dat
duoc hiéu suat thu hoi cao hon. D6i véi dung
moi 1a hexan, ty 1& FFA:dung moi = 0,05 cho
hiéu sudt thu hoi EPA va DHA cao nhét & ca 2
nhiét do két tinh khac nhau la -20°C va -70°C.

4. Anh hudng cia nhiét do két tinh

Nhiét do két tinh 1a yéu t6 quyét dinh tinh
chon loc cua qué trinh két tinh. Doi v6i quy
trinh san xuat dau salat thuong st dung nhiét do
khoang 4-5°C. Tuy nhién & nhiét do nay thuong
chi loai dugc phan nao céc axit béo no chi chua
lam tang ddng ké ham lugng céc axit béo khong
no da noi doi. Két qua cia Lopez-Martinez va
cong su (2004) ciing cho thdy két tinh & 4°C
khong cé hiéu qua tich PUFA cao. Boi vay,
trong phan nghién cdu nay, chi c¢6 nhiét do -
20°C va -70°C duoc khao sat.

Khi so sanh hai nhiét do két tinh 1a -20°C va
-70°C, két qua & hinh 2 va 3 cho thdy khong ¢6
su khéc biét 16n vé thanh phan % cuta cdc axit
béo ciing nhu vé hiéu suat thu hoi EPA va DHA
khi str dung cuing mot ty 1&€ FFA:dung moi doi



vGi aceton. Trong truong hop st dung hexan lam
dung moi, su khdc biét dang ké chi dugc nhan
thdy & ty 1é FFA:dung moi 12 0,05. O ty 1é ndy,
nhiét do -70°C cho hiéu suét thu hoi va thanh
phan % EPA va DHA cao hon so véi -20°C.
Wanasundara (1996) khao sit cic nhiét do két
tinh m& hai cdu khac nhau tir -10°C t6i -70°C
trong dung moi 1a hexan va aceton. K&t qua cho
thay nhiét do -70°C cho ham luong EPA va
DHA cao nhit nhung khéi lugng pha 16ng thu
duoc 1a it nhat. Tac gia khong tinh hiéu suét thu
héi ciia EPA va DHA, do d6 khé c¢6 thé nhan xét
vé chi tiéu nay.

Két qua duge thé hién trong hinh 2 va 3 cho
thdy doi v6i hexan, nhiét do -70°C 1a t6i uu hon
so v6i nhi¢ét do -20°C. Trong trudong hop dung
aceton lam dung moi, c6 thé sir dung nhiét do -
20°C ciing van dat duoc hiéu qua phan tich
DHA va EPA tuong duong véi nhiét do -70°C.

Téng hop tat ca cac diéu kién da khao sat,
diéu kién t6i uu dé thu duoc ham lugng va hiéu
suat thu hoi EPA va DHA trong pha 16ng cao
nhat 1a st dung dung moi hexan véi ty 1€
FFA:hexan (w/v) 1a 0,05 va nhiét do két tinh 1a -
70°C. Véi diéu kién nay c6 thé thu dugc pha
long c6 ham lugng EPA 1a 14,1% va DHA la
8,7% v6i hiéu suat thu hoi EPA va DHA tuong
ting 12 75,7% va 59,4%. Tuy nhién, dé c6 thé
giam chi phi vé dung moi ciing nhu lugng dung
moi can thiét véi nhiét do két tinh khong qué
thap c6 thé sir dung axeton véi ty 1¢ FFA:dung
moi 12 0.1 va nhiét do két tinh 1a -20°C. & diéu
kién ndy c6 thé dat dugc thanh phan % EPA va
DHA trong pha long 1a 13,9% va 7,9% véi hiéu
sudt thu hoi tuong tng la 70,0% va 50,7%. Néu
so sanh thanh phan % cta EPA va DHA cao
nhat c6 thé dat dugc sau qud trinh két tinh véi
thanh phan % tuong tng cua ching trong mau
nguyén liéu thi ham lugng EPA va DHA chi
tang 1,5 va 1,2 1an. K&t qua nay cho thay doi véi
mau dau cd trich, phuong phdp két tinh phan
doan chi c6 thé 1am tang ham luong EPA nhung
ham lugng DHA thi ting khong déng ké. C6 thé
giai thich két luan nay 1a do ham luong ciia EPA
va DHA trong mau ban diu la tuong doi nho,
nho hon so véi cac axit béo khong no khac nhu
axit palmitoleic va oleic la nhiing axit béo tuy
¢6 s6 noi doi it hon nhung mach cacbon lai ngan
hon. Véi cing mot diéu kién t6i uu ciia phuong

phdp két tinh phan doan, Lopez-Martinez va
cong su (2004) ¢6 kha nang lam tang duoc ham
luong axit GLA trong Borago officinalis 1én 2,5
lan trong khi v6i nguyén liéu 1a  Echium
fastuosum thi phuong phdp nay hoan toan khong
c6 hiéu qua. Két qua nay ciing dugc céc tac gia
néu trén giai thich 1a do trong nguyén liéu
Echium fastuosum c6 1an nhiéu axit béo khong
no khéc, véi ham lugng tuong duong véi GLA.

5. Két tinh phan doan PUFA tir dau ca basa

Két qua & phan trén cho thdy c¢6 kha nang st
dung axeton & nhiét do -20°C véi ty 1&é FFA:
dung moi (w/v) 1a 0,1 ma van dat duoc két qua
phan tich tuong duong véi diéu kién st dung
hexan & nhiét do -70°C va ty 1&¢ FFA: dung moi
l1a 0,05. Axeton c6 gia thanh ré hon va nhiét do
bay hoi thdp hon hexan do d6 s€ c6 kha nang
tng dung nhiéu hon. Trong phan dp dung
phuong phdp két tinh phan doan véi nguyén liéu
la dau cé basa duGi day, chi ¢6 axeton véi ty 1&
FFA:axeton = 1:10 dugc khao sat. Tuy vay,
nhiét do két tinh dugc chon khao sat ca hai nhiét
do 1a -20 va -70°C. Két quéa dugc thé hién trong
hinh 3.

DAu cd basa nguyén liéu bao gdm chi yéu la
SFA va MUFA chiém ham lugng tuong duong
nhau (42,2%). PUFA trong dau cd basa chi
chiém khoang 15,5%, trong dé axit linoleic
(LA) chi€m ham lugng 16n nhit (14,3%). Nhiing
PUFA con lai bao gom axit linolenic, axit
arachidonic va DHA chi€ém ham lugng khong
dang ké. Nhiét do két tinh cang thap, ham luong
SFA trong pha long cang giam dong thoi ham
lugng PUFA cang tang. ¢ nhiét do -70°C, trong
pha 16ng chi con 17,3% SFA va c¢6 t6i 35,5%
PUFA, trong d6 ham lugng LA 1a 31,0%. &
nhiét do nay, do tinh sach ctia LA di tang duogc
2,2 1an so vé6i mau chua két tinh. C4 basa chia
mot ham lugng MUFA rét 16n trong d6 chu yéu
la axit oleic. Khi két tinh ¢ -20°C, ham luong
MUFA tang tir 42,2% 1én 50,9%. Néu giam
nhiét do két tinh xudng -70°C, ham luong nay
giam xuong chi con 47,2%, tuy nhién van cao
hon so v6i nguyén liéu khong két tinh.

Hiéu sudt thu h6i PUFA ciing nhu LA giam
theo nhiét do két tinh khong giong nhu trong
truong hop cé trich. C6 thé thay su khdc nhau
ddng ké trong thanh phan PUFA cua c4 basa va
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ca trich. PUFA cta cd basa chi bao gom chu yéu
la axit linoleic, chi c¢6 hai n6i doi, trong khi
PUFA cua c4 trich bao gom chu yéu 1a EPA va
DHA 12 nhiing axit béo c6 s6 n6i doi rat 16n. Tur
d6 c6 thé thay, khi gidm nhiét do két tinh xuéng
-70°C da xay ra qua trinh két tinh mot cach chon
loc nhitng axit béo SFA va MUFA trong khi
EPA va DHA hau nhu khong két tinh dan téi
hiéu sudt thu hoi cta ching trong pha long
khong giam, tham chi con tang so véi -20°C.

D6i v6i cd basa, do LA ¢6 thé ciing bi két tinh
mot phan & -70°C, do d6 hiéu sudt thu hoi cta
né giam hon so vGi -20°C. Tuy nhién, tir thanh
phin % clia cdc axit béo thu dugc ciing c6 thé
thdy, % LA & -70°C tang ddng ké do %SFA
giam dédng ké so v6i nhiét do két tinh 1a -20°C.

Vé6i muc dich lam tang t6i da ham luong
PUFA trong ddu c4 basa, diéu kién t6i uu dé két
tinh phan doan PUFA tir dau cd basa la -70°C.

nguyén liéu -20
nhiét 46 két tinh (oC)

. %SFA
1 YdVIUFA
= Y%PUFA
LA

70 —=— HPUFA)
——H(LA)

Hinh 3: Anh hudng ctia nhiét do két tinh dén thanh phén axit béo va
hiéu sudt thu hoi PUFA va LA trong pha long

Loi cam on: Cdm on KS. Trdn Thanh Binh da

giup do' trong qud trinh thuc hién cdc thi nghiém.
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