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TOM TAT

C6 4 loai nguyén liéu (1 tdm 2 14, loai B, loai C va la gia) cta giéng ché PH1 da xac dinh dwoc ham
lwong polyphenol téng sé va hoat tinh khang 3 loai vi khuan Bacillus subtilis, Bacillus cereus va
Proteus sp. Két qua cho thay, ham lweng polyphenol phu thuédc rat Ién vao chat lwong hay do non gia
cua nguyeén liéu. Trong 4 loai nguyén liéu nghién ctru, ham lwong polyphenol dat twong rng la: 26,60%
CK, 22,75% CK, 20,10% CK va 14,63% CK. V& hoat tinh khang khuan cta cac dich chiét twong (rng,
polyphenol ctia gibng PH1 c6 kha nang khang ca 3 loai vi khuan nghién ctru. Trong d6, Bacillus cereus
thé hién tinh man cam nhét véi polyphenol ché. Mat khac, tén tai méi twong quan chat (R? > 0,95) giira
ham lwong polyphenol trong nguyén liéu véi hoat tinh khang khuin cua dich chiét. Trong cac loai
nguyén liéu nghién ctru, hoat tinh khang khuan giam dan theo chiéu: 1 tém 2 la >B >C> la gia (a = 0,05).

Tir khoa: Hoat tinh khang khuén, giéng ché PH1, chat lwong nguyén liéu, polyphenol.

SUMMARY

Total polyphenol concentraion and antibacterial activity against Bacillus subtilis, Bacillus cereus
va Proteus sp. of 04 types of material (a bud and two leaves, B, C and old leaf) of variety PH1 were
determined. The result showed that the total concentration of polyphenol varied depending on the age
of leaf. Of 4 these samples, the total polyphenol concentration were 26.60%, 22.75%, 20.10% and
15.10% (dry weight) respectively. Polyphenol from variety PH1 Exhibited antibacterial acitivity agianst
all the three bacteria strains, in which the extracted polyphenol inhibited Bacillus cereus more than
Bacillus subtilis and Proteus sp. There was a very strong correlation between the concentration of
polyphenol and the antibacterial activity of the extracted polyphenol (R? > 0.95). The antibacterial
activity decreases according to the order: a bud and two leaves, B, C and old leaf (a = 0.05).

Key words: Antibacterial activity, material quality, polyphenol, variety of PH1.

1. DAT VAN DE

Polyphenol 12 nhém hgp chat héa hoc co
ban trong ché nguyén liéu ciing nhu ché
thanh phdm. Trong céng nghiép ché bién,
cac hgp chat nay déng vai trd chua dao cho
viéc tao huong vi dic trung cho ché. Nhiéu
nghién ctu ciing chi ra rang, polyphenol
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cling 14 thanh phan chinh tao nén cic tinh
ch&t duge 1§ cta ché nhu: tinh sat khuén,
kha n#éng chéng xo viia dong mach (Stangl
va cs., 2006), phong chéng cac bénh vé tim
mach, tiéu duong, béo phi (Kao va cs., 2006;
Lin va Lin-shiau, 2006)... C4c tinh chit nay
do kha n#ng chéng oxy héa, khang khuin
cua polyphenol ché tao ra (Mendel, 2007).


http://www.ulb.ac.be/rech/inventaire/unites/ULB400.html

Anh huwéng cta chat lwong nguyén liéu dén ham luwgng polyphenol va hoat tinh khang khuéan...

O Viét Nam, viéc trong va ché bién che
da c6 lich st hang trim nam. CAy ché khong
chi 14 cay x6a déi giam nghéo, phti xanh dat
trong doi nui troc, cai thién moéi trudng sinh
thai cho cac tinh trung du va d6i ndi méa con
gép phan quan trong trong viéc thuc ddy
kinh t& x4 hdi § cac vung nay. Hién nay, Viét
Nam dtng hang tha 5 trén thé giéi vé dién
tich va san lugng ché. Tuy nhién, doi s6ng
ctia ngudi trong va ché bién ché van rat kho
khin do gia tri san phdm th&p, khéng 6n
dinh, phu thudc 16n vao thi truong thé giéi.

Mot trong cac giai phap quan trong
nham nang cao gia tri cua cay ché la khai
thac cac hgp chat c6 hoat tinh sinh hoc trong
ché (polyphenol), diac biét tan dung ngudn
nguyén liéu 1a cac phé phu phdm cta nganh
cong, ndong nghiép trong va ché bién ché (ché
cap thap, ché gia...). Nhiéu cong b6 (Wang
va cs., 2000; Imtiaz va cs., 2006; Yang va cs.,
1995; Yamaz, 2006) cho thay, polyphenol ché
c6 tiém ning tng dung to 1én trong y hoc,
dugc hoc, cong nghiép my phdm va cong
nghiép thuc pham. O nuéc ta, van dé nay con
rdt méi mé, it nghién ctiu duge coéng bo.
Nhiing nghién cttu vé sinh héa ché cha yéu
tap trung trén cac chi tiéu phuc vu cho muc
dich ché& bién nhu d6 4m, tanin, chit hoa
tan, cafein. Nhiing nghién ctu vé polyphenol
che, dac biét vé hoat tinh khang khuén caa
né codn it duge biét téi, trong khi cac chi tiéu
nay phu thudc rat 16n vao giéng cheé, chat
lugng (d6 non gid) ctia nguyén liéu, ché& do
canh tac, diéu kién thoi tiét...

Dé tao co s6 khoa hoc phuc vu cho muc
dich ché& bién va khai thac cac hgp chat c6 hoat
tinh sinh hoc cao trong ciy ché, nghién ctu
nay dudc tién hanh nham lam ré anh hudng
ctia chat lugng nguyén liéu dén ham lugng
polyphenol va hoat tinh khang khuén cta
giéng ché PH1, mot trong nhiing giéng cho
ning suit cao nhat ¢ nuéc ta hién nay nhung
chat lugng ché ché bién thuong khong dudc
ua chudng do dé lai du vi ding cho san phdm
(Doan Hung Tién va D6 Van Ngoc, 1998).

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vat liéu nghién citu

04 loal nguyén liéu: ché thu hai tinh -1
tom 2 14, loai B (TCVN 2843-79), loai C
(TCVN 2843-79), nguyén liéu gia - 14 5, 6, 7
cua giong ché PH1 (thu thang 3/2010, tai d6i
ché thi nghiém thudc Vién nghién ctu Khoa
hoc Ky thuat Noéng Lam nghiép mién nui
phia Béc - Phi Ho6 - Phi Tho) duge st dung
cho nghién ctu nay. Sau thu hai, ché duge
diét men ngay (hap 90°C/3 phut), sau dé siy
chan khéng & 75°C dén d6 4m 3 - 5%
(Gallenkamp - UK). Mau ché khé dugc bao
quan 6 4°C cho dén khi phan tich.

03 loai vi khuén: Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Proteus sp. dudgc mua tai
Vién Bao tang giéng vi sinh vat — Trudng
Dai hoc Quéc gia Ha Noi.

Thuée thia Folin - Ciocalteu (Merck,
Germany), muéi natri cacbonat (A.R, China),
methanol (A.R, China), axit gallic, natri
hydroxit (A.R, China), méi truong Muller-
Hinton (England).

2.2. Phuong phap xac dinh ham lugng

polyphenol tong s6

Ham lugng polyphenol téng s6 duge xac
dinh theo phuong phap ISO 14502-1-2005.

Nghién nhé 0,2 g mau ché khé (d6 4m
5%, kich thuéc 0,5-1 mm), cho vao 6ng tube
10 ml. Nang nhiét cta ong chiét biang cach
dat trong bé én nhiét ¢ 70°C trong vong 1
phit. Sau d6 thém 5 ml dung dich methanol
70% da dudc 6n nhiét & 70°C trong vong 30
phit. Lic déu trén may vortex va tiép tuc
trich ly trong vong 10 phut 6 70°C. Trong
qué trinh trich ly, tién hanh lic déu trén
may vortex tai cic thoi diém 5 va 10 phut
trich ly. Sau khi trich ly, lam nguéi ty nhién
xudng nhiét d6 phong va tién hanh ly tam
(Hermle Z400) 6 3500 vong/phut trong 10
phit. Gan 18y phan dich chiét vao binh dinh
mtic 10 ml, phan ba tiép tuc dem trich ly lan
2 vé6i thu tuc nhu trén. Tap trung dich chiét
va 1én thé tich bing methanol 70% dén vach.
Hut chinh x4c 1 ml dich chiét vao binh dinh
mtic 100 ml va 1én thé tich t6i vach, 14c déu
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thu dugc dich pha lodng. Tién hanh lén mau
theo trinh ty : hdt 1 ml dich chiét pha lodng,
thém 5 ml thudc thii Folin-Ciocalteu 10% va
lic déu, ti€p tuc thém 4 ml dung dich
Na,CO, 7,5%, lic déu va dé yén 1 h sau d6
tién hanh so mau & bude séng 765 nm (UV-
1800, Shimadzu - Japan). Méi thi nghiém
lip lai 3 1an va 14y két qua trung binh. Ham
lugng polyphenol téng s6 theo % chit kho
(CK) dudc tinh dua vao dé thi chuén cta axit
gallic trong khoang néng d6 10 - 50 mg/ml
theo cong thic:
(Dm -Dy) x Vm x d x 100

WT =
Sx m x 10.000 x Wm
Trong do:
WT- Ham lugng polyphenol téng sé
(% CK)
Dm- mat d6 quang thu dudc cia dung
dich mau
D,- mat d6 quang khi x bing 0
S- gi4 tri hé s6 géc (a)
m- khéi lugng mau phan tich (g)
Vm- thé tich dich chiét (ml) (10 ml)
d- hé s6 pha loang (100)
Wm- ham lugng chit khé cia mAu phan
tich (%)

2.3. Phuong phap xac dinh kha ning

khang khuin

03 loai vi khudn Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Proteus sp. dugc nudi cay
trén moi truong Muller-Hinton & 37°C trong
12 h. Kha nang khang khuén cta dich chiét
ché dudc xac dinh theo phuong phap khuyéch
tan trén dia thach (Hudzicki, 2009). Dich
chiét cta cac loai nguyén liéu dude chuin
bi theo ISO 14502-1:2005 (khéng pha lodng),

lugng dich chiét truyén vao 16 thach 1a 70 ul
v6i mau d6i chiing 14 methanol 70%. Mat do
vi khudn dugc cdy trong méi trudng khoang
10° CFU/ml. Thi nghiém dudc lip lai 3 1an.

2.4.X1 ly két qua
S6 liéu dugc phan tich phuong sai
(ANOVA) bing phan mém IRRISTAT 4.0

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh huéng ctia chat lugng nguyén lidu
dé&n ham lugng polyphenol tong s6
Ham lugng polyphenol trong nguyén

liéu 12 mot trong nhiing co s6 khoa hoc quan
trong dudc st dung trong cong nghiép ché
bién (Iya chon phuong an san pham). Mit
khéc, day ciing 12 mot chi tiéu can phai duge
lam rd khi st dung cac loai nguyén liéu khéc
nhau v6i muc dich khai thac cac hgp chat
polyphenol tit ché tudi nguyén liéu do né lién
quan dén gia thanh san phdm va hiéu qua
kinh t& dem lai.

Trong cac loai nguyén liéu nghién ctu,
ham lugng polyphenol tong s6 bién dong
manh (o = 0,05), dao dong trong khoang ti
14,63% CK dén 26,60% CK (Bang 1). K&t qua
ctia nghién ctiu nay cao hon so véi nghién ctiu
cia Nguyén Vian Chung va Truong Huong
Lan (2007). Khi phan tich m&u ché xanh Thai
Nguyén va Bao Loc (LAm Déng), cac tac gia
trén cho thdy ham lugng polyphenol téng sé
trong cac miu che dat 18,45% CK va 18,80%
CK tuong tng. Su khac biét nay c6 thé do su
khong déng nhat vé nguyén lidu (giéng, chat
lugng nguyén liéu, loai ché phan tich...) cua
nghién ctiu nay va cta cac tac gia trén.

Bang 1. Anh huéng ctia chat lugng nguyén liéu dén
ham lugng polyphenol trong ché PH1

Loai nguyén liéu

Ham luvgng polyphenol tong sb (% CK)

1t6m21a
B
c
La gia
LSDo,05

26,60°
22,75°
20,10°
14,63
0,34

Cac sb ligu mang nhirng chir & mii khac nhau la khac nhau cé nghia & mic a = 0,05
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Vé anh hudng cta chit lugng nguyén
lidu dén ham lugng polyphenol, nghién ctiu
nhan th4y, nguyén liéu cang non, chit lugng
cang tot thi ham lugng nay cang cao va
ngudc lai. Tuy nhién, sy chénh léch nay gita
2 loai nguyén liéu thudng duge st dung
trong ché& bién (nguyén liéu loai B va loai C)
14 khéng 16n, chi khoang 2% CK (Bang 1).

Theo giai thich cia Nguyén Duy Thinh
(2004), polyphenol hay tanin 14 san phim
cla qué trinh quang hdp, c¢6 quan hé mat
thiét véi cuong do chiéu sang, cuong do
chiéu sang cang tang thi ham lugng
polyphenol trong nguyén liéu cang cao. Do
vay, cac 14 non nidm 6 phan diu cta cac
canh ché sé& nhan dugdc diéu kién anh sang
tot hon va thuong c6 ham luong polyphenol
cao hon so véi cac 1a gia ndm 6 géc cia canh
ché. Két qua trén ciing chi ra, ham lugng
polyphenol trong ché PH1 ctia nuéc ta nam
d mtic cao so v4i mic trung binh cta thé
gi6i (khoang 20-25% CK) (Yao va cs., 2006).
Dac biét, ham lugng nay trong cac la gia
van dat t6i hon 40% so v6i ham lugng trong
nguyén liéu thu hai tinh. Diéu nay cho
thay, giong PH1 la giong day tiém néang,
phu hop dé khai thac cac hop chét cé hoat
tinh sinh hoc cao trong ché - cac hgp chat

polyphenol. V& phuong dién ché& bién, theo
Ng6é Hau Hgp (1984), nguyén liéu phu hgp
v6i ché& bién ché xanh phai c6 ham ludng
tanin hay polyphenol thap va diéu nay la
ngudc lai trong san xuit ché den. Do vay,
két qua nay ciing cho thay, giéng PH1 chi
pht hop cho ché bién ché den, ché bién ché
xanh tit gidng nay c6 thé sé lam cho san
pham ¢6 vi qua manh khéong phit hgp véi thi
hiéu ngudi tiéu dung.

3.2. Anh huéng ctia chit lugng nguyén

liéu dén hoat tinh khang khuin

Vi khuin B. subtilis, Proteus va B.
cereus thuong giy ra cac van dé vé ngo doc
thuc phdm. Bén canh d6, tinh chéng chiu cta
bao ti B. subtilis 1a van dé nghiém trong
trong cac nganh cong nghiép dude, cong
nghiép thuc phdm va nganh san xuét vat
liéu tiét trung (Euzéby, 2007). Khi ning
khang khuén 14 mot trong cac dic tinh sinh
hoc quan trong ctia dich chiét ché. Kha ning
nay da dudc chiing minh chi yéu do tac dung
cua thanh phan polyphenol cé trong dich
chiét (Zhang va Charles, 2004). K&t qua thu
nghiém vé hoat tinh khang khudn cta cac
loai nguyén liéu ché PH1 véi 3 loai vi khuédn
nay dudc trinh bay 6 bang 2.

Bang 2. Anh hudng ctia chat lugng nguyén liéu dén kha nang khang
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Proteus sp.

Puwong kinh vong vo khuén

(mm)

Dich chiét polyphenol LSDg s
Bacillus subtilis Bacillus cereus Proteus sp.
1t6m 2 14 7,33% 13,83" 8,50% 0,82
B 5,50% 11,83 6,33% 0,60
c 4,33% 10,67"° 5,00% 0,47
La gia 3,00% 8,17 3,67% 0,47
LSDos 0,73 0,73 0,90

- Cdc s6 mii a, b, ¢ biéu dién sy khac nhau giita cdc loai nguyén liéu doi voi cing mét loai vi khudn (theo cgt).
- Cde sé mii A, B, C biéu dién sw khdc nhau giita cac logi vi khudn doi véi cimg mét logi nguyén liéu (theo hang).

- Cdc 56 liéu mang nhitng chit & mii khdc nhau la khdc nhau cé nghia & mikc o = 0,05

261



Giang Trung Khoa, Nguyén Thj Mién, Pham Vé&n Hién, Pham Thj Héng Diéu, P. Duez

Két qud cho thay, dich chiét hay
polyphenol ché c6 tac dung tic ché& doi véi ca
3 loai vi khuén thi nghiém. Diéu nay 1a phu
hgp v6i nghién cu ctia Sakanaka va cs.
(2000), Almajano va cs. (2008), Turkmen va
cs. (2007). Tuy nhién, nghién c@u nay cling
nhan thiy, d6 nhay cdm déi véi polyphenol
cua céc loai vi sinh vat ¢6 khac nhau. Trong
cac vi khuén thi nghiém, B. cereus to ra
nhay cdm nhat, sau dé dén Proteus sp. va
cudi cung 1a B. subtilis. Déi véi nguyén liéu 1
tom 2 14, dudng kinh vong vo khudn déi véi
B. subtilis chi 1a 7,33 mm nhung né 1én téi
8,50 mm déi véi Proteus sp. va t6i 13,83 mm
d6i véi B. cereus.

Vé anh hudng cta cac loai nguyén liéu
khac nhau dén hoat tinh khang khuén,

nghién cttu cho thay, déi véi tat ci cac vi
khudn tht nghiém, dudng kinh vong khang
khudn déu giam dan ti loai nguyén liéu non
chat lugng cao dén nguyén liéu gia chat
lugng kém, theo chiéu: 1 tom 214 >B > C> 1a
gia (0=0,05). Thuc vay, tuong tng véi 3
chung B. subtilis, B. cereus va Proteus sp.
gia tri nay v6i nguyén liéu 1 tém 2 1a 1én t6i
7,33 mm, 13,83 mm va 8,50 mm trong khi né
chi 12 4,33 mm, 10,67 mm va 5,00 mm véi
nguyén liéu loai C hay 3,00 mm, 8,17 mm va
3,67mm déi v6i cac 14 gia. Didu nay cé thé
lién quan dén ham lugng polyphenol khac
nhau trong cac loai nguyén liéu nghién ciu,
khi ham lugng polyphenol trong dich chiét
cang cao thi hoat tinh khang khuén cta né
cang manh.

16
14 y = 0.5268x
R? = 0.9976

E 12 a4
& ” o B. subtilis
3 10
£ = B. cereus
©
% 8 ] y-= 0.2845x pr. sp
5 2= Linear (B. subtilis)
_: 6 Linear (B. cereus)
55‘ Linear (Pr. sp)
]
[n]

10 15

20
Ham lwong polyphenol (%CK)

25 30

Hinh 1. P6 thi biéu dién su tuong quan giiia ham lugng polyphenol
trong nguyén liéu va hoat tinh khang khuén cua giéng ché PH1

B.cereus :
Proteus sp. :
B.subtilis:
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Két qua nay ciing chi ra, hoat tinh
khang khuén cta cac 14 gia so véi nguyén
liéu thu hai tinh cting kha 16n (40,9% véi B.
subtillis, 59,1% véi B. cereus va 43,2% véi
Proteus sp.), hay dat t61 54,5%, 69,1% va
57,9% tuong tng so v6i nguyén liéu loai B -
loai nguyén liéu thuong dudc st dung trong
ché& bién. Pay 1a co s6 khoa hoc quan trong
trong dinh huéng khai thac tan thu cac la
gia bi bd di trong cong nghiép ch& bién dé
san xuét polyphenol, ing dung vao cac linh
vuc khac nhau ctia doi song xa hoi.

3.3. Tuong quan gita ham lugng
polyphenol trong nguyén liéu véi
hoat tinh khang khuin

Dé xac dinh méi tuong quan gitia ham
lugng polyphenol trong nguyén liéu hay chat
luong nguyén liéu dén hoat tinh khang khudn
cta dich chiét, nghién ctu da tién hanh téng
hgp va phan tich théng ké (Hinh 1).

Két qua cho thay gitia chat lugng hay
ham lugng polyphenol trong nguyén liéu
giong ché PH1 c6 méi tuong quan rat chit
v6i hoat tinh khang ca 3 loai vi khuédn thu
nghiém. Thuc vay, hé s6 tuong quan gitia
ham lugng polyphenol v6i hoat tinh khang
B. subtilis 1a 0,9553, v6i B. cereus 1a 0,9976
va 0,9591 vé6i Proteus sp. Day la co s khoa
hoc quan trong trong viéc tUng dung
polyphenol ché néi chung, giong PH1 néi
riéng trong cac nganh dugec phdm va cong
nghiép thuc pham.

4. KET LUAN

Nghién ctiu da cho mot s6 két luan sau:

- Ham lugng polyphenol phu thudc rat
16n vao chat lugng hay d0 non gia cua
nguyén liéu. Nguyén liéu cang non, ham
lugng nay cang 16n. Ham lugng nay trong cac
14 gia van dat t6i hon 40% so v6i ham lugng
trong nguyén liéu 1 tom 2 1a.

- Dich chiét ché hay polyphenol ché cé
tac dung tc ché su phat trién ciua Bacillus
subtilis, Bacillus cereus va Proteus sp. Trong

d6, Bacillus cereus thé hién tinh min cam
nhat véi polyphenol ché.

- Ton tai méi tuong quan chit (R*> 0,95)
gitta ham lugng polyphenol trong nguyén
litu véi hoat tinh khang khuédn cta dich
chiét. Trong cac loai nguyén liéu nghién ctiu,
hoat tinh khang khuédn giam dén theo chiéu:
1tom 214 > B> C> 14 gia (a=0,05).
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TÓM TẮT


Có 4 loại nguyên liệu (1 tôm 2 lá, loại B, loại C và lá già) của giống chè PH1 đã xác định được hàm lượng polyphenol tổng số và hoạt tính kháng 3 loài vi khuẩn Bacillus subtilis, Bacillus cereus và Proteus sp. Kết quả cho thấy, hàm lượng polyphenol phụ thuộc rất lớn vào chất lượng hay độ non già của nguyên liệu. Trong 4 loại nguyên liệu nghiên cứu, hàm lượng polyphenol đạt tương ứng là: 26,60% CK, 22,75% CK, 20,10% CK và 14,63% CK. Về hoạt tính kháng khuẩn của các dịch chiết tương ứng, polyphenol của giống PH1 có khả năng kháng cả 3 loài vi khuẩn nghiên cứu. Trong đó,  Bacillus cereus thể hiện tính mẫn cảm nhất với polyphenol chè. Mặt khác, tồn tại mối tương quan chặt (R2 > 0,95) giữa hàm lượng polyphenol trong nguyên liệu với hoạt tính kháng khuẩn của dịch chiết. Trong các loại nguyên liệu nghiên cứu, hoạt tính kháng khuẩn giảm dần theo chiều: 1 tôm 2 lá >B >C>  lá già (α = 0,05).


Từ khoá: Hoạt tính kháng khuẩn, giống chè PH1, chất lượng nguyên liệu, polyphenol.

SUMMARY


Total polyphenol concentraion and antibacterial activity against  Bacillus subtilis, Bacillus cereus và Proteus sp. of  04 types of material (a bud and two leaves, B, C and old leaf) of variety PH1 were determined. The result showed that the total concentration of polyphenol varied depending on the age of leaf. Of 4 these samples, the total polyphenol concentration were 26.60%, 22.75%, 20.10% and 15.10% (dry weight) respectively. Polyphenol from variety PH1 Exhibited antibacterial acitivity agianst all the three bacteria strains, in which the extracted polyphenol inhibited Bacillus cereus more than Bacillus subtilis and Proteus sp. There was a very strong correlation between the concentration of polyphenol and the antibacterial activity of the extracted polyphenol (R2 > 0.95). The antibacterial activity decreases according to the order: a bud and two leaves, B, C and old leaf (α = 0.05).  


Key words: Antibacterial activity, material quality, polyphenol, variety of PH1. 


1. §ÆT VÊN §Ò


Polyphenol lµ nhãm hîp chÊt hãa häc c¬ b¶n trong chÌ nguyªn liÖu còng nh­ chÌ thµnh phÈm. Trong c«ng nghiÖp chÕ biÕn, c¸c hîp chÊt nµy ®ãng vai trß chñ ®¹o cho viÖc t¹o h­¬ng vÞ ®Æc tr­ng cho chÌ. NhiÒu nghiªn cøu còng chØ ra r»ng, polyphenol còng lµ thµnh phÇn chÝnh t¹o nªn c¸c tÝnh chÊt d­îc lý cña chÌ nh­: tÝnh s¸t khuÈn,  kh¶ n¨ng chèng x¬ v÷a ®éng m¹ch (Stangl vµ cs., 2006), phßng chèng c¸c bÖnh vÒ tim m¹ch, tiÓu ®­êng, bÐo ph× (Kao vµ cs., 2006; Lin vµ Lin-shiau, 2006)… C¸c tÝnh chÊt nµy do kh¶ n¨ng chèng oxy hãa, kh¸ng khuÈn cña polyphenol chÌ t¹o ra (Mendel, 2007).


ë ViÖt Nam, viÖc trång vµ chÕ biÕn chÌ ®· cã lÞch sö hµng tr¨m n¨m. C©y chÌ kh«ng chØ lµ c©y xãa ®ãi gi¶m nghÌo, phñ xanh ®Êt trèng ®åi nói träc, c¶i thiÖn m«i tr­êng sinh th¸i cho c¸c tØnh trung du vµ ®åi nói mµ cßn gãp phÇn quan träng trong viÖc thóc ®Èy kinh tÕ x· héi ë c¸c vïng nµy. HiÖn nay, ViÖt Nam ®øng hµng thø 5 trªn thÕ giíi vÒ diÖn tÝch vµ s¶n l­îng chÌ. Tuy nhiªn, ®êi sèng cña ng­êi trång vµ chÕ biÕn chÌ vÉn rÊt khã kh¨n do gi¸ trÞ s¶n phÈm thÊp, kh«ng æn ®Þnh, phô thuéc lín vµo thÞ tr­êng thÕ giíi.


Mét trong c¸c gi¶i ph¸p quan träng nh»m n©ng cao gi¸ trÞ cña c©y chÌ lµ khai th¸c c¸c hîp chÊt cã ho¹t tÝnh sinh häc trong chÌ (polyphenol), ®Æc biÖt tËn dông nguån nguyªn liÖu lµ c¸c phÕ phô phÈm cña ngµnh c«ng, n«ng nghiÖp trång vµ chÕ biÕn chÌ (chÌ cÊp thÊp, chÌ giµ…). NhiÒu c«ng bè (Wang vµ cs., 2000; Imtiaz vµ cs., 2006; Yang vµ cs., 1995; Yamaz, 2006) cho thÊy, polyphenol chÌ cã tiÒm n¨ng øng dông to lín trong y häc, d­îc häc, c«ng nghiÖp mü phÈm vµ c«ng nghiÖp thùc phÈm. ë n­íc ta, vÊn ®Ò nµy cßn rÊt míi mÎ, Ýt nghiªn cøu ®­îc c«ng bè. Nh÷ng nghiªn cøu vÒ sinh hãa chÌ chñ yÕu tËp trung trªn c¸c chØ tiªu phôc vô cho môc ®Ých chÕ biÕn nh­ ®é Èm, tanin, chÊt hßa tan, cafein. Nh÷ng nghiªn cøu vÒ polyphenol chÌ, ®Æc biÖt vÒ ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña nã cßn Ýt ®­îc biÕt tíi, trong khi c¸c chØ tiªu nµy phô thuéc rÊt lín vµo gièng chÌ, chÊt l­îng (®é non giµ) cña nguyªn liÖu, chÕ ®é canh t¸c, ®iÒu kiÖn thêi tiÕt…


§Ó t¹o c¬ së khoa häc phôc vô cho môc ®Ých chÕ biÕn vµ khai th¸c c¸c hîp chÊt cã ho¹t tÝnh sinh häc cao trong c©y chÌ, nghiªn cøu nµy ®­îc tiÕn hµnh nh»m lµm râ ¶nh h­ëng cña chÊt l­îng nguyªn liÖu ®Õn hµm l­îng polyphenol vµ ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña gièng chÌ PH1, mét trong nh÷ng gièng cho n¨ng suÊt cao nhÊt ë n­íc ta hiÖn nay nh­ng chÊt l­îng chÌ chÕ biÕn th­êng kh«ng ®­îc ­a chuéng do ®Ó l¹i d­ vÞ  ®¾ng  cho s¶n phÈm (§oµn Hïng TiÕn vµ §ç V¨n Ngäc, 1998). 

2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P


2.1. VËt liÖu nghiªn cøu


04 lo¹i nguyªn liÖu: chÌ thu h¸i tinh -1 t«m 2 l¸, lo¹i B (TCVN 2843-79), lo¹i C (TCVN 2843-79), nguyªn liÖu giµ - l¸ 5, 6, 7 cña gièng chÌ PH1 (thu th¸ng 3/2010, t¹i ®åi chÌ thÝ nghiÖm thuéc ViÖn nghiªn cøu Khoa häc Kü thuËt N«ng L©m nghiÖp miÒn nói phÝa B¾c - Phó Hé - Phó Thä) ®­îc sö dông cho nghiªn cøu nµy. Sau thu h¸i, chÌ ®­îc diÖt men ngay (hÊp 900C/3 phót), sau ®ã sÊy ch©n kh«ng ë 750C ®Õn ®é Èm 3 - 5% (Gallenkamp - UK). MÉu chÌ kh« ®­îc b¶o qu¶n ë 40C cho ®Õn khi ph©n tÝch.


03 loµi vi khuÈn: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Proteus sp. ®­îc mua t¹i ViÖn B¶o tµng gièng vi sinh vËt – Tr­êng §¹i häc Quèc gia Hµ Néi. 


Thuèc thö Folin - Ciocalteu (Merck, Germany), muèi natri cacbonat (A.R, China), methanol (A.R, China), axit gallic, natri hydroxit (A.R, China), m«i tr­êng Muller-Hinton (England).


2.2. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh hµm l­îng
        polyphenol tæng sè


Hµm l­îng polyphenol tæng sè ®­îc x¸c ®Þnh theo ph­¬ng ph¸p ISO 14502-1-2005. 


NghiÒn nhá 0,2 g mÉu chÌ kh« (®é Èm 5%, kÝch th­íc 0,5-1 mm), cho vµo èng tube 10 ml. N©ng nhiÖt cña èng chiÕt b»ng c¸ch ®Æt trong bÓ æn nhiÖt ë 70oC trong vßng 1 phót. Sau ®ã thªm 5 ml dung dÞch methanol 70% ®· ®­îc æn nhiÖt ë 70oC trong vßng 30 phót. L¾c ®Òu trªn m¸y vortex vµ tiÕp tôc trÝch ly trong vßng 10 phót ë 70oC. Trong qu¸ tr×nh trÝch ly, tiÕn hµnh l¾c ®Òu trªn m¸y vortex t¹i c¸c thêi ®iÓm 5 vµ 10 phót trÝch ly. Sau khi trÝch ly, lµm nguéi tù nhiªn xuèng nhiÖt ®é phßng vµ tiÕn hµnh ly t©m (Hermle Z400) ë 3500 vßng/phót trong 10 phót. G¹n lÊy phÇn dÞch chiÕt vµo b×nh ®Þnh møc 10 ml, phÇn b· tiÕp tôc ®em trÝch ly lÇn 2 víi thñ tôc nh­ trªn. TËp trung dÞch chiÕt vµ lªn thÓ tÝch b»ng methanol 70% ®Õn v¹ch. Hót chÝnh x¸c 1 ml dÞch chiÕt vµo b×nh ®Þnh møc 100 ml vµ lªn thÓ tÝch tíi v¹ch, l¾c ®Òu thu ®­îc dÞch pha lo·ng. TiÕn hµnh lªn mµu theo tr×nh tù : hót 1 ml dÞch chiÕt pha lo·ng, thªm 5 ml thuèc thö Folin-Ciocalteu 10% vµ l¾c ®Òu, tiÕp tôc thªm 4 ml dung dÞch Na2CO3 7,5%, l¾c ®Òu vµ ®Ó yªn 1 h sau ®ã tiÕn hµnh so mµu ë b­íc sãng 765 nm (UV-1800, Shimadzu - Japan). Mçi thÝ nghiÖm lÆp l¹i 3 lÇn vµ lÊy kÕt qu¶ trung b×nh. Hµm l­îng polyphenol tæng sè theo % chÊt kh« (CK) ®­îc tÝnh dùa vµo ®å thÞ chuÈn cña axit gallic trong kho¶ng nång ®é 10 - 50 mg/ml theo c«ng thøc:



        (Dm – D0) x Vm x d x 100
         WT  = 
                        S x m x 10.000 x Wm

Trong ®ã:


WT- Hµm l­îng polyphenol tæng sè 
                  (% CK)


Dm- mËt ®é quang thu ®­îc cña dung
                dÞch mÉu


D0- mËt ®é quang khi x b»ng 0 


S- gi¸ trÞ hÖ sè gãc (a)


m- khèi l­îng mÉu ph©n tÝch (g)


Vm-  thÓ tÝch dÞch chiÕt (ml) (10 ml)


d- hÖ sè pha lo·ng (100)


Wm- hµm l­îng chÊt kh« cña mÉu ph©n
                tÝch (%)


2.3. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng
        kh¸ng khuÈn 


03 loµi vi khuÈn Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Proteus sp.  ®­îc nu«i cÊy trªn m«i tr­êng Muller-Hinton ë 370C trong 12 h. Kh¶ n¨ng kh¸ng khuÈn cña dÞch chiÕt chÌ ®­îc x¸c ®Þnh theo ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn ®Üa th¹ch (Hudzicki, 2009). DÞch chiÕt cña c¸c lo¹i nguyªn liÖu ®­îc chuÈn bÞ theo ISO 14502-1:2005 (kh«ng pha lo·ng),


l­îng dÞch chiÕt truyÒn vµo lç th¹ch lµ 70 (l víi mÉu ®èi chøng lµ methanol 70%. MËt ®é vi khuÈn ®­îc cÊy trong m«i tr­êng kho¶ng 106 CFU/ml. ThÝ nghiÖm ®­îc lÆp l¹i 3 lÇn.


2.4. Xö lý kÕt qu¶


Sè liÖu ®­îc ph©n tÝch ph­¬ng sai (ANOVA) b»ng phÇn mÒm IRRISTAT 4.0


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. ¶nh h­ëng cña chÊt l­îng nguyªn liÖu 
       ®Õn hµm l­îng polyphenol tæng sè

Hµm l­îng polyphenol trong nguyªn liÖu lµ mét trong nh÷ng c¬ së khoa häc quan träng ®­îc sö dông trong c«ng nghiÖp chÕ biÕn (lùa chän ph­¬ng ¸n s¶n phÈm). MÆt kh¸c, ®©y còng lµ mét chØ tiªu cÇn ph¶i ®­îc lµm râ khi sö dông c¸c lo¹i nguyªn liÖu kh¸c nhau víi môc ®Ých khai th¸c c¸c hîp chÊt polyphenol tõ chÌ t­¬i nguyªn liÖu do nã liªn quan ®Õn gi¸ thµnh s¶n phÈm vµ hiÖu qu¶ kinh tÕ ®em l¹i. 


Trong c¸c lo¹i nguyªn liÖu nghiªn cøu, hµm l­îng polyphenol tæng sè biÕn ®éng m¹nh (( = 0,05), dao ®éng trong kho¶ng tõ 14,63% CK ®Õn 26,60% CK (B¶ng 1). KÕt qu¶ cña nghiªn cøu nµy cao h¬n so víi nghiªn cøu cña NguyÔn V¨n Chung vµ Tr­¬ng H­¬ng Lan (2007). Khi ph©n tÝch mÉu chÌ xanh Th¸i Nguyªn vµ B¶o Léc (L©m §ång), c¸c t¸c gi¶ trªn cho thÊy hµm l­îng polyphenol tæng sè trong c¸c mÉu chÌ ®¹t 18,45% CK vµ 18,80% CK t­¬ng øng. Sù kh¸c biÖt nµy cã thÓ do sù kh«ng ®ång nhÊt vÒ nguyªn liÖu (gièng, chÊt l­îng nguyªn liÖu, lo¹i chÌ ph©n tÝch...) cña nghiªn cøu nµy vµ cña c¸c t¸c gi¶ trªn. 


B¶ng 1. ¶nh h­ëng cña chÊt l­îng nguyªn liÖu ®Õn
hµm l­îng polyphenol trong chÌ PH1 

		Loại nguyên liệu

		Hàm lượng polyphenol tổng số (% CK)



		1 tôm 2 lá

		26,60a



		B

		22,75b



		C

		20,10c



		Lá già

		14,63d



		LSD0,05

		 0,34





                              Các số liệu mang những chữ ở mũ khác nhau là khác nhau có nghĩa ở mức α = 0,05

 VÒ ¶nh h­ëng cña chÊt l­îng nguyªn liÖu ®Õn hµm l­îng polyphenol, nghiªn cøu nhËn thÊy, nguyªn liÖu cµng non, chÊt l­îng cµng tèt th× hµm l­îng nµy cµng cao vµ ng­îc l¹i. Tuy nhiªn, sù chªnh lÖch nµy gi÷a 2 lo¹i nguyªn liÖu th­êng ®­îc sö dông trong chÕ biÕn (nguyªn liÖu lo¹i B vµ lo¹i C) lµ kh«ng lín, chØ kho¶ng 2% CK (B¶ng 1).


Theo gi¶i thÝch cña NguyÔn Duy ThÞnh (2004), polyphenol hay tanin lµ s¶n phÈm cña qu¸ tr×nh quang hîp, cã quan hÖ mËt thiÕt víi c­êng ®é chiÕu s¸ng, c­êng ®é chiÕu s¸ng cµng t¨ng th× hµm l­îng polyphenol trong nguyªn liÖu cµng cao. Do vËy, c¸c l¸ non n»m ë phÇn ®Çu cña c¸c cµnh chÌ sÏ nhËn ®­îc ®iÒu kiÖn ¸nh s¸ng tèt h¬n vµ th­êng cã hµm l­îng polyphenol cao h¬n so víi c¸c l¸ giµ n»m ë gèc cña cµnh chÌ. KÕt qu¶ trªn còng chØ ra, hµm l­îng polyphenol trong chÌ PH1 cña n­íc ta n»m ë møc cao so víi møc trung b×nh cña thÕ giíi (kho¶ng 20-25% CK) (Yao vµ cs., 2006). §Æc biÖt, hµm l­îng nµy trong c¸c l¸ giµ vÉn ®¹t tíi h¬n 40% so víi hµm l­îng trong nguyªn liÖu thu h¸i tinh. §iÒu nµy cho thÊy, gièng PH1 lµ gièng ®Çy tiÒm n¨ng, phï hîp ®Ó khai th¸c c¸c hîp chÊt cã ho¹t tÝnh sinh häc cao trong chÌ - c¸c hîp chÊt polyphenol. VÒ ph­¬ng diÖn chÕ biÕn, theo Ng« H÷u Hîp (1984), nguyªn liÖu phï hîp víi chÕ biÕn chÌ xanh ph¶i cã hµm l­îng tanin hay polyphenol thÊp vµ ®iÒu nµy lµ ng­îc l¹i trong s¶n xuÊt chÌ ®en. Do vËy, kÕt qu¶ nµy còng cho thÊy, gièng PH1 chØ phï hîp cho chÕ biÕn chÌ ®en, chÕ biÕn chÌ xanh tõ gièng nµy cã thÓ sÏ lµm cho s¶n phÈm cã vÞ qu¸ m¹nh kh«ng phï hîp víi thÞ hiÕu ng­êi tiªu dïng.


3.2. ¶nh h­ëng cña chÊt l­îng nguyªn
       liÖu ®Õn ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn


Vi khuÈn B. subtilis, Proteus vµ B. cereus  th­êng g©y ra c¸c vÊn ®Ò vÒ ngé ®éc thùc phÈm. Bªn c¹nh ®ã, tÝnh chèng chÞu cña bµo tö B. subtilis lµ vÊn ®Ò nghiªm träng trong c¸c ngµnh c«ng nghiÖp d­îc, c«ng nghiÖp thùc phÈm vµ ngµnh s¶n xuÊt vËt liÖu tiÖt trïng (EuzÐby, 2007). Kh¶ n¨ng kh¸ng khuÈn lµ mét trong c¸c ®Æc tÝnh sinh häc quan träng cña dÞch chiÕt chÌ. Kh¶ n¨ng nµy ®· ®­îc chøng minh chñ yÕu do t¸c dông cña thµnh phÇn polyphenol cã trong dÞch chiÕt (Zhang vµ Charles, 2004). KÕt qu¶ thö nghiÖm vÒ ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña c¸c lo¹i nguyªn liÖu chÌ PH1 víi 3 loµi vi khuÈn nµy ®­îc tr×nh bµy ë b¶ng 2.


B¶ng 2. ¶nh h­ëng cña chÊt l­îng nguyªn liÖu ®Õn kh¶ n¨ng kh¸ng
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Proteus sp. 


		Dịch chiết polyphenol

		Đường kính vòng vô khuẩn
(mm)

		LSD0,05



		

		Bacillus subtilis

		Bacillus cereus

		Proteus sp.

		



		1 tôm 2 lá

		7,33Ba

		13,83Aa

		8,50Ba

		0,82



		B

		5,50Cb

		11,83Ab

		6,33Bb

		0,60



		C

		4,33Cc

		10,67Ac

		5,00Bc

		0,47



		Lá già

		3,00Cd

		8,17Ad

		3,67Bd

		0,47



		LSD0,05

		0,73

		0,73                        

		0,90

		





- Các số mũ  a, b, c biểu diễn sự khác nhau giữa các loại nguyên liệu đối với  cùng một loại vi khuẩn (theo cột).
    - Các số mũ  A, B, C biểu diễn sự khác nhau giữa các loại vi khuẩn đối với cùng một loại nguyên liệu (theo hàng). 
    - Các số liệu mang những chữ ở mũ khác nhau là khác nhau có nghĩa ở mức α = 0,05

KÕt qu¶ cho thÊy, dÞch chiÕt hay polyphenol chÌ cã t¸c dông øc chÕ ®èi víi c¶ 3 loµi vi khuÈn thö nghiÖm. §iÒu nµy lµ phï hîp víi nghiªn cøu cña Sakanaka vµ cs. (2000), Almajano vµ cs. (2008), Turkmen vµ cs. (2007). Tuy nhiªn, nghiªn cøu nµy còng nhËn thÊy, ®é nh¹y c¶m ®èi víi polyphenol cña c¸c lo¹i vi sinh vËt cã kh¸c nhau. Trong c¸c vi khuÈn thö nghiÖm, B. cereus tá ra nh¹y c¶m nhÊt, sau ®ã ®Õn Proteus sp. vµ cuèi cïng lµ B. subtilis. §èi víi nguyªn liÖu 1 t«m 2 l¸, ®­êng kÝnh vßng v« khuÈn ®èi víi B. subtilis chØ lµ 7,33 mm nh­ng nã lªn tíi 8,50 mm ®èi víi Proteus sp. vµ tíi 13,83 mm ®èi víi B. cereus.


VÒ ¶nh h­ëng cña c¸c lo¹i nguyªn liÖu kh¸c nhau ®Õn ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn, nghiªn cøu cho thÊy, ®èi víi tÊt c¶ c¸c vi khuÈn thö nghiÖm, ®­êng kÝnh vßng kh¸ng khuÈn ®Òu gi¶m dÇn tõ lo¹i nguyªn liÖu non chÊt l­îng cao ®Õn nguyªn liÖu giµ chÊt l­îng kÐm, theo chiÒu: 1 t«m 2 l¸ >B > C>  l¸ giµ ((=0,05). Thùc vËy, t­¬ng øng víi 3 chñng  B. subtilis, B. cereus vµ Proteus sp. gi¸ trÞ nµy víi nguyªn liÖu 1 t«m 2 l¸ lªn tíi 7,33 mm, 13,83 mm vµ 8,50 mm trong khi nã chØ lµ 4,33 mm, 10,67 mm vµ 5,00 mm víi nguyªn liÖu lo¹i C hay 3,00 mm, 8,17 mm vµ 3,67mm ®èi víi c¸c l¸ giµ. §iÒu nµy cã thÓ liªn quan ®Õn hµm l­îng polyphenol kh¸c nhau trong c¸c lo¹i nguyªn liÖu nghiªn cøu, khi hµm l­îng polyphenol trong dÞch chiÕt cµng cao th× ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña nã cµng m¹nh.
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H×nh 1. §å thÞ biÓu diÔn sù t­¬ng quan gi÷a hµm l­îng polyphenol
trong nguyªn liÖu vµ ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña gièng chÌ PH1


             B.cereus :         y = 0,5269x, R2=0,9976


             Proteus sp. :     y = 0,2845x, R2= 0,9591


             B.subtilis:        y =  0,2447x, R2 = 0,9553


KÕt qu¶ nµy còng chØ ra, ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña c¸c l¸ giµ so víi nguyªn liÖu thu h¸i tinh còng kh¸ lín (40,9% víi B. subtillis, 59,1% víi B. cereus vµ 43,2% víi Proteus sp.), hay ®¹t tíi 54,5%, 69,1% vµ 57,9% t­¬ng øng so víi nguyªn liÖu lo¹i B - lo¹i nguyªn liÖu th­êng ®­îc sö dông trong chÕ biÕn. §©y lµ c¬ së khoa häc quan träng trong ®Þnh h­íng khai th¸c tËn thu c¸c l¸ giµ bÞ bá ®i trong c«ng nghiÖp chÕ biÕn ®Ó s¶n xuÊt polyphenol, øng dông vµo c¸c lÜnh vùc kh¸c nhau cña ®êi sèng x· héi.


3.3. T­¬ng quan gi÷a hµm l­îng
         polyphenol trong nguyªn liÖu víi
         ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn


§Ó x¸c ®Þnh mèi t­¬ng quan gi÷a hµm l­îng polyphenol trong nguyªn liÖu hay chÊt l­îng nguyªn liÖu ®Õn ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña dÞch chiÕt, nghiªn cøu ®· tiÕn hµnh tæng hîp vµ ph©n tÝch thèng kª (H×nh 1).


KÕt qu¶ cho thÊy gi÷a chÊt l­îng hay hµm l­îng polyphenol trong nguyªn liÖu gièng chÌ PH1 cã mèi t­¬ng quan rÊt chÆt víi ho¹t tÝnh kh¸ng c¶ 3 loµi vi khuÈn thö nghiÖm. Thùc vËy, hÖ sè t­¬ng quan gi÷a hµm l­îng polyphenol víi ho¹t tÝnh kh¸ng B. subtilis lµ 0,9553, víi B. cereus lµ 0,9976 vµ 0,9591 víi Proteus sp. §©y lµ c¬ së khoa häc quan träng trong viÖc øng dông polyphenol chÌ nãi chung, gièng PH1 nãi riªng trong c¸c ngµnh d­îc phÈm vµ c«ng nghiÖp thùc phÈm.


4. KÕT LUËN


Nghiªn cøu ®· cho mét sè kÕt luËn sau:


- Hµm l­îng polyphenol phô thuéc rÊt lín vµo chÊt l­îng hay ®é non giµ cña nguyªn liÖu. Nguyªn liÖu cµng non, hµm l­îng nµy cµng lín. Hµm l­îng nµy trong c¸c l¸ giµ vÉn ®¹t tíi h¬n 40% so víi hµm l­îng trong nguyªn liÖu 1 t«m 2 l¸.


- DÞch chiÕt chÌ hay polyphenol chÌ cã t¸c dông øc chÕ sù ph¸t triÓn cña Bacillus subtilis, Bacillus cereus vµ Proteus sp. Trong ®ã, Bacillus cereus thÓ hiÖn tÝnh mÉn c¶m nhÊt víi polyphenol chÌ.


- Tån t¹i mèi t­¬ng quan chÆt (R2> 0,95) gi÷a hµm l­îng polyphenol trong nguyªn liÖu víi ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña dÞch chiÕt. Trong c¸c lo¹i nguyªn liÖu nghiªn cøu, ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn gi¶m dÇn theo chiÒu: 1 t«m 2 l¸ > B > C>  l¸ giµ ((=0,05).
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