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nghiép, trong d6 quy trinh nay bao gém cac budc (1) chuan bj dich chiét tir 14 bang, (ii)

chuan bi dich chiét tu la o 6i va (iii) tao ché pham. Sang che tao ra ché pham c6 kha ning

khang khuan & cac nong do 5% va 10% trén dia thach, nong dd 0,2%o va 0,5%o trong moi
truong LB 16ng va & cac hé thong nudi trong vi khuan lam Spirulina platensis cip d6 binh
tam gidc 250mL va binh nhya 10 lit.
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Linh vue ki thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vire cong nghé sinh hoc, cy thé 1a @ cap dén quy trinh san
xuét ché phim chira dich chiét tir 14 bang va 14 6i c6 kha ning diét khuén trong nudi

trong vi khuan lam Spirulina platensis & quy mo cong nghiép ¢ Viét Nam.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Trong s céc loai vi tao dang str dung phd bién hién nay, Spirulina platensis 1a
mdt loai thudc nganh vi khuén lam dwgc nudi tréng phd bién & nhidu nude nhu M9,
Trung Quéc, Pai Loan, Thai lan, An P9 va Viét Nam. Spirulina platensis chtra nhidu
chét dinh dudng nhu protein, vi lugng, vitamin, polysacarit, cacbohydrat, cac axit béo
mach dai khong bio hoa da nbi ddi, v.v., dwoc coi 1a ngudn thirc dn bd sung c6 gia tri
cho ngudi va dong vat nudi, 1am thudc chira bénh, 1am phén bén hitu co va duge dung
dé xir Iy nuée thai (Costa va cong swr, 2003; Chu, 2012). Bén nay, dién tich nudi trdng
S. platensis dd dugc méd rong 1én t6i hang trdm hecta nhu & Cong ty Sosa Texcoco
(Mexico), Hawai (M¥), Siam (Thai Lan) va Hainan (Trung Qudc). Bén canh do, quy
mb thi trudng toan ciu cho cac san phdm thuc phdm dang thubc tir Spirulina dugc e
tinh khoang 30-60 ty dd la va cho cac san phdm tir vi khuén lam Spirulina 14 trén 197
ty do la (Soni va cong su, 2017).

Hién nay, nudi tréng sinh khdi vi khudn lam S. platensis dé thuong mai héa san
phém thudng dugc thuc hién & nhiéu quy mo cong nghé khac nhau (Deamici va cdng
su, 2018; Dang Diém Héng va cong su, 2017). Tao co thé dugc nudi trong binh nhua,
bé chira bang xi ming hodc composit, cic bé 16n xay dung ngoai troi hodc trong hé
thdng bé phan ung quang sinh - photobioreactor (PBRs). Mic du, nudi vi khudn lam
Spirulina theo hinh thirc ndo (bé hd hay PBRs) va & quy md 16n hay nho, viéc bao dam
vd trung, khong nhiém vi sinh vat va nhiém tao tap 1a mot tiéu chi phai bado dam,
nhung doi hoi chi phi cao. Trong qué trinh nuoi Spirulina thuérng bi nhiém cac loai
virut, vi khudn, nim, dong vat phu du, dong vat nguyén sinh va céc loai tdo tap khac
nhau gay ra. Sinh khdi tao bi nhidm vi sinh vét va tao tap thudng chiém dén 30% tbng
san lugng sinh khéi tao nudi trong dugce da din dén 1am ting cao gid thanh san phim
tir vi tho. Wang va cong su (2016) khi phén tich 65 bé nudi tio ngoai trdi thude hai
vung phia Dong va Bic cua Trung Qudc da xac dinh dwoc sy c6 mit cia 3 loai rotifer
(Brachionus plicatilis, Trichocerca va Lecane sp.), 2 loai amip (Nuclearia simplex va
Euplaesiobystra hypersalinica) va 11 loai trung long (Frontonia didieri, Didinium

nasutum, Euplotes euryhalinus, Meseres corlissi, Cyclidium marinum, Gastrostyla
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steinii, Schmidingerothrix sp., Vorticella microstoma, Spathidium sp., Suctoria sp. va
Oxytricha sp.). Hoekstra va cdng sy (2011) d3 x4c dinh duoc su ¢6 mit cia 5 loai
Clostridium trong sinh khéi tao Spirulina dang dugc thuong mai héa. Vardaka va cong
st (2016) khi phan tich sinh khéi va c4c san phdm tao Spirulina dang dugc thuong mai
héa trén thi truong d4 phat hién dugc sy c6 mit ciia cac cac vi khuin thude chi
Pseudomonas,  Flavobacterium, Vibrio, Aeromonas, Clostridium, Bacillus,
Fusobacterium va Enterococcus. Nam 2016, Mogale da phat hién thdy 11 loai vi
khuén thudc cac nhom Alkalimonas delamerensis, Cecembia lonaresis, Pseudomonas
mendocina, Paenibacillus camelliae, Halomonas sp., Mesorhizobium sp., Idiomarina
sp. va Micrococcus sp. trong ca bé nuéi 1an trong sinh khéi tdo. Diéu nay lam giam
tinh thuan nhét cia san phim va giam dang ké ning suit nudi trong cling nhu khong
bdo d4dm an toan strc khde cho ngudi sir dung.

0 Viét Nam, S, platensis dang duge nudi trong kha phd bién trén quy mo vira,
ban cong nghiép va cong nghiép dé cung cip sinh khéi cho thuong mai san phim tir
sinh khéi tdo nudi duge. Vi du nhu Cong ty CP tao tai Vinh Héo, Binh Thuén ¢6 ning
sudt 10-15 tin tao kho/nim; Cong ty c¢b phan Khoa hoc xanh Hidumi Pharma - Quynh
Luong, tinh Nghé An c6 ning sut 5-10 tin kho/nam; Coéng ty cb phan Long Phy,
Quéng Xuong, Thanh Héa c6 ning suét khoang 1 tn khd/nim; Cong ty TNHH Cong
nghé Sinh hoc Vinatao®, Hoa Lac, Ha N¢i véi ning suat khoang 5-6 tAn kho/nam. Tuy
nhién, chi c¢6 khoang 50-60% téo thu hoach dat tiéu chudn chat lugng va an toan cho
sttc khoe con nguoi duge sir dung dang tuoi hodc ché bién thanh dang vién nang, vién
nén va thue phim chte ning nhu to twoi Spirulina Vinatao®, Vién tao xoin Spirulina
kho Vinata0®, cdm tao Spivital Kid, tdo x08&n Spivital Nutri, tdo x04n MICHIO, V.V.,
40-50% tong sb sinh khdi tao con lai bi nhiém vi sinh vat va téo tap khac trong qua
trinh nudi. Theo nghién ctru cua ching t6i tai Cong ty CP Khoa hoc xanh Hidumi
Pharma, Quynh Luong, Nghé An tir thing 3-8/2018 cho thiy trong tit ca cac cip do
nudi trdng S. platensis déu c6 kha nang bi 1ay nhidm vi sinh vat, dic biét 1a sy c6 mit
clia cac loai vi khuin thudc chi Bacillus, Pseudomonas va Hallomonas. Day 1a mot
trong nhitng van dé kho khan, tao thach thirc déi v6i cac doanh nghiép cin phai giai
quyét déng bd vi san phim 1am ra mic du chua da dé dap tng nhu ciu ngiy cang ting
cta thi trudng trong khi d6 san lugng to khong dam bao chét luong lai tén kho cao,
cin tim huéng giai quyét d nang cao ning suét nudi trdng Spirulina hién nay. Trong
khi d6, cho dén nay chwa c6 mot cong trinh cong bd nao lién quan dén viée nghién clru
khai thac, tao va st dung cac ché phém sinh hoc ¢é nguén géc tr thue vat va thao
dugc trong phong ngira va giam thiéu sy 1ay nhiém cua vi sinh vét trong qué trinh nudi
cay Spriluna & quy md cong nghiép tai Viét Nam. Trong khi d6, c6 rit nhidu nghién
ctru st dung cao chiét ¢6 hoat tinh tir thuc vat va thao dugc c6 tac dung khang khuén,
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khang virut dugc 4p dung trong qua trinh nudi thiy, hai san. Tac gia Trinh Thi Trang
va Nguyén Thanh Hai (2016) da cong b sir dung cao kho dich chiét tir 14 trau khong
¢6 tac dung Grc ché dbi véi vi khudn Aeromonas sp. va Streptococcus agalactiae.
Nguyén Thién Chi va cong su (2016) cong b tinh dau triu khéng c6 kha ning e ché
su ting trudng cua 3 loai vi sinh vat: B. subtillis, F. oxysporum va A. niger v6i gia tri
ndng do tc ché ti thiéu (Minimum inhibitory concentration - MIC) lan luot 1a 100,
200 va 200 pg/mL. Triéu Thi Thanh Hing va cong su (2018) thong béo c4c dich chiét
tir hat va 14 cdy trdm bau c6 kha ning khdng mot s6 loai vi khuin nhu Aeromonas
hydrophyla, Edwardsiella ictaluri va Vibrio parahaemolyticus. Huynh Kim Diéu va
Phan Thi Tu, (2015) nhan thiy cao chiét cay Lugc Vang c6 kha ning khang vi khuin
Staphylococcus aureus (512 pg/mL < MIC < 1024 pg/mL), Edwardsiella sp. (1024
pg/mL < MIC < 2048pg/mL), Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeroginosa va
Aeromonas hydrophila (2048 pg/mL < MIC < 4096 pg/mL), v6i Escherichia coli va
Salmonella spp., ¢6 MIC = 6400 pg/mL. Huynh Kim Dieu va Nguyen Thu Han Ni
(2017), Huynh Kim Diéu va V5 Thi Tuyét (2014) ciing théng bdo cao chiét cdy cirt lon
(tén thuong goi khéac la Xuyén Chi) va cdy Phong hué c6 tac dung Gc ché vi khuin
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp., Aeromonas hydrophila, Edwardsiella ictaluri va
Edwardsiella tarda.

Do dic diém ciu tao cia hé théng nudi bé hd, viéc nhiém vi sinh vat 1a rat cao
nhu d3 néi & trén cling c6 thé 12 moi trudng gidu dinh dudng dugc st dung cho nudi
tao da 1a didu kién thuan lgi cho su phat trién cta vi khuan ty nhién (d4 c6 mit trong
bé nubi) xay ra cling véi sy phat tridn coa tao trong bé nudi (Cole, 1982; Reynold,
1994; Stenuite va cong sw, 2009). Do d6, cAn phai c6 cac phuong phap nudi cdy va
quén 1y bé nusi thich hop thi méi dam bao sinh khdi nudi dat dugc cc yéu cau vé chét
lugng sinh khi. Dé gidm nhiém vi sinh vét, c6 thé sir dung cac mdi truong nudi chon
loc cho nudi tré)ng mot s vi tao nhu mdi trudng c6 dd kiém cao (cho nudi Spirulina),
d6 man cao (cho nudi Dunaliella) va dinh dudng xac dinh (cho nudi Chlorella) (Lee,
1986). P& kiém soét sy 1ay nhidm vi sinh vat/ vi khudn trong nudi trong vi tao néi
chung va vi khuin lam Spirulina n6i riéng doi hoi phai co kién thuce va hidu biét vé
quén thé vi khuén xuét hién trong mdi trudng nudi va xung quanh vi tri nudi cling nhu
cac tuong tac gilta quén thé vi sinh vat néu trén v6i sy sinh truéng cta vi téo dich cin
nudi, dé tir d6 co thé giup giam thidu cac rii ro va bat lgi ctia cac hé théng nuoi hé gy
ra (Lakaniemi va c{ng su, 2012).

Céc bién phép hién nay dang dugc st dung @8 kidm soat 6 nhiém vi khuin trong
qué trinh nudi cdy tdo 1a khir tring moi trudong nudi cdy bang tia cuc tim (UV), bd
sung khang sinh, thudc bao vé thuc vat, cac chét chéng oxi hdéa cao nhu ozon, clorin,
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hydrogen peroxit. Mic du cac bién phap néu trén cho higu qua xir ly nhiém vi sinh vt
& cdc mire dd khac nhau, nhung ching cling tdn tai rAt nhiéu han ché khi ap dung cho
nudi tréng vi tho biang cac hé théng bé hé & ngoai troi (Moreno-Garrido va Canavate,
2001; Li va cong su, 2006).

Hién nay, st dung céc dich chiét tir thuc vat va thao duge dugc xem nhur 12 mot
trong cac giai phap kha thi nhét trong cong tac kiém sot sy 1ay nhiém cta vi sinh vét
trong qué trinh nudi ciy tao & quy mod cong nghiép. St dung dich chiét tir thuc vat va
thao dugc s& han ché dugc viée st dung qua nhiéu khang sinh, tranh dugc su tdn du
khéang sinh trong san phdm, tdt cho stic khde con ngudi va giam dugc rao can vé du
luong khang sinh trong viéc thuong mai hoa san phim.

Chinh vi vy, viéc tim kiém mot ché phdm c¢6 ngudn gbc thao duge c6 ndng do
thich hop duge bd sung vio moi trudong nudi vi khuén lam Spirulina platensis nhim
khic phuc duge cc nhuge didm néu trén 12 rat cn thiét, gép phan lam giam gi4 thanh

san pham dugc tao ra tir sinh khoi to nay.
Béan chat ki thuit cia sing che

Muc dich cia sang ché 13 dua ra mot quy trinh san xuét ché phém chra dich
chiét tir 14 bang va 14 6i don gian, d& thyc hién trén quy md nudi 16n nhung lai ¢ hiéu
qua diét khuén cao. Ché phim chira dich chiét tir 14 bang va 14 6i c6 hidu qua diét
khuén cao trong qué trinh nu6i trdng vi khuan lam S. platensis, khong anh hudng dén
chit luong sinh khdi tao nuodi trong duge va gop phin giam gi4 thanh san phim duoc
tao ra tir sinh khéi tao. D& dat dugc muc dich d6, séng ché d& cap dén quy trinh san
xuét ché phim chira dich chiét tir 14 bang va 14 i c6 kha ning diét khuin trong nubdi
trdng vi khuln lam Spirulina platensis & quy md cong nghiép, trong d6 quy trinh nay
bao gdm cac budc:

(i) chudn bi dich chiét tir 14 bang (dich chiét B): bd sung nudc vao 1a bang kho (14 roi
tir cdy, c6 mau dé, khong co 16 thing nao trén 14) theo ti 1& nudc:1a bang kho 1a
10mL:1g (thé tich:khéi lwong), dun s6i & nhiét do 100°C trong thoi gian 30 phit, thu
dich trong; tiép tuc bd sung nudc vao phin ba theo ti 16 nuce:ba 1a 10mL:1g (thé
tich:khéi lwong), dun sbi & nhiét do 100°C trong thoi gian 30 pht, thu dich trong; lap
lai 4 lan qua trinh néu trén va thu toan b dich trong; dich chiét trong nay dugc cd dic
bing cach dun cich thiy cho bay hoi dén khi thu duge thé tich cudi ciing sao cho ti 1&
dich chiét:nguyén liéu 14 bang kho ban ddu 13 2,5mL:1g (thé tich:khdi lwong) va dugc
bao quén & -20°C;

(if) chuin bi dich chiét tir 14 bi (dich chiét O): nghién 14 &i tuoi (1 banh t&) bang may
xay sinh t6, bd sung nuéc cét vio 14 6i trén theo ti 16 nudce:la i 14 70mL:30g (thé
tich:khéi lwong); khudy lién tuc véi tdc d6 150 vong/phit trong thoi gian 72 giv, &
diéu kién 100°C va thu toan bo dich chiét béng cach loc qua giéy loc tho; dich chiét
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trong nay dugc dun céch thuy cho dén khi bay hoi thu duoc thé tich cubi cing sao cho
ti 18 dich chiét:nguyén lidu 14 i ban dAu 13 1mL:3g (thé tich: khi lugng) va dugc bao
quén & -20°C; va

(iii) tao ché phim: phéi tron dich chibt tir 14 bang & budce (i) va dich chiét tir 14 6i &
budc (ii) theo ti 18 phéi tron 14 1:1 (thé tich:thé tich) thu dugc ché phim.

MO ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1: Tac dung trc ché vi khuin B. amyloliquefacience cia dich chiét B, dich chiét O
va Sittodin.
Hinh 2: T4c dung e ché vi khudn B. subtilis ctia dich chiét B, dich chiét O va Sittodin.
Hinh 3: Tac dung tc ché vi khudn P. baetica cta dich chiét B, dich chiét O va
Sittodin. v
Hinh 4: Téc dung e ché 3 loai vi khuin B. amyloliquefacience, B. subtilis va P.
baetica cia ché pham.
Hinh 5: Anh minh hoa tac dung trc ché sinh trudng cuia 2 loai vi khuén B. subtilis va P.
baetica cta ché phdm & cic ndng d6 khac nhau.
Hinh 6: Két qua thir nghiém bd sung ché phim trong mdi truong nudi ciy 8. platensis
& cAp do binh tam gidc 250mL. (A): Anh hinh th4i S. platensis chup duéi kinh hién vi
quang hoc; B: Anh binh nu6i ciy tao S. platensis sau khi dugc b sung ché phim & cac
ndng d6 khac nhau; C: Anh phan 18p vi khuin trong méi trudng nudi S. platensis duge
b6 sung ché phdm & céc ndng d6 khac nhau.
Hinh 7: Két qua thir nghiém bd sung ché phim trong méi trudng nudi cdy 8. platensis
& quy mé binh nhya 10 lit. (A): Anh hinh thi S. platensis duge chup du6i kinh hién vi
quang hoc; (B): Anh binh nudi cdy tao S. platensis sau khi dugc bd sung ché phdm &
c4c ndng do khac nhau; (C): Anh phén 14p vi khuin trong méi trudng nudi S. platensis
duge bd sung ché phim & ndng dd 0,2%o va 0,5%o. Céc hang tir trdi sang phai: binh
nudi khong dugc bd sung ché pham, binh nudi dugc bd sung ché phdm c6 ndng do
0,2%o0 va bd sung ché phim c6 ndng o 0,5%o
MG t4 chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét ché phdm chira dich chiét tir 14 bang va
14 8i c6 kha nang diét khuin trong nudi trdng vi khuan lam Spirulina platensis & quy
md cong nghiép, trong d6 quy trinh nay bao gbm céc budc:
(i) Chuén bi dich chiét tir 14 bang (dich chiét B):

L4 bang kho sau khi két thuc chu ky séng trén cdy va rung xuéng dugc lya chon
14 ¢6 mau do, khéng c6 mot 16 nio trén ban 14 va duge phoi kho trong didu kién tu
nhién cho dén khi 14 kho hoan toan. D& san xut dich chiét 14 bang bing c4ch bd sung
VmL nuée vao 14 bang kho theo ti 16 nuée:la bang khd 1a 10mL:1g (thé tich:khdi
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lrong), dun sbi (100°C) trong thoi gian 30 phit. Nude duge dun soi sé& gitp tach chiét
nhanh va triét dé cac hop chét c6 trong 14 bang. Céch chiét nay rt nhanh chéng va don
gian cho phép thu duoc dich trong mau vang canh gian; tiép tuc bd sung VmL nuéce
vao phdn ba theo ti 16 nuéce:ba 12 10mL:1g (thé tich:khéi lwong), dun s6i (100°C) trong
thoi gian 30 phit, thu dich trong. Qué trinh chiét dugc lap lai lién tuc 4 14n dé thu toan
bd dich trong. Thyc nghiém cua ching t6i cho thdy qu4 trinh dun sdi dugc 13p lai 4 1an
lién tiép thi da tach chiét gin nhu hét cac chit c6 hoat tinh tir 14 bang (dugc thé hién
bang dich chiét dén 14n thi tu thi khong con thu dwgc dich mau vang cénh gién 12 mau
ddc trung cda dich chiét nira). Toan bd dich trong thu dugc sau 4 14n dun s6i dugce tron
1An vao v6i nhau. Dich chiét trong nay dugc dun cach thiy cho bay hoi dén khi thu
duge thé tich cudi cung VimL (VymL dich chiét:nguyén liéu 14 bang kho ban dau theo
ti 16 2,5mL:1g (thé tich:khdi lwong)). Qu4 trinh ndy nhim c¢b dic dich thu dwgc dong
thoi 1am tang néng d6 cua céac chét co6 hat tinh sinh hoc ¢6 trong dich chiét. Dich chiét
dugc bao quan & -20°C, goi 14 dich chiét B;

(ii) Chudn bj dich chiét tir 14 6i (dich chiét O):

San xuét dich chiét tir 14 6i bang cach nghién 14 i tuoi (14 khong gia va ciing
khong non - 14 banh té) bing may xay sinh t6, bd sung V,mL nuéc cit vao 14 i trén
theo ti 16 70mL: 30g 14 (thé tich: khdi lrgng). Khudy lién tuc v6i tbc do 150 vong/phut
trong thoi gian 72 gio, & didu kién 100°C. M4y say sinh t6 duogc st dung dé nghién 14
bi tuoi, két hop vé6i khudy tir lién tuc nhim 1am tang dién tich tiép xtic gitta nude va 1a
8i. Do d6, gitp cho qué trinh chiét s& nhanh va triét dé hon. Thu toan bd dich chiét
trong bang céach loc qua gidy loc thd. Dich trong nay duge dun cach thiy cho bay hoi
dén khi thu duogc thé tich cui cing VsmL (VsmL dich chiét:nguyén lidu 14 &i ban dau
theo ti 16 1mL: 3g (th8 tich: khéi lugng)). Qua trinh ndy nhim c6 ddc dich thu duge
déng thoi lam ting néng dd cua cac chét c6 hoat tinh sinh hoc c6 trong dich chiét.
Dich chiét thu dugc duge bao quan & -20°C, goi 1a dich chiét O;

(iii) Tao ché phim:

Dich chiét tir 14 bang & bude (i) va dich chiét tir 14 bi & budc (ii) duge phéi tron
theo ti 18 phdi tron 1a 1:1 (thé tich:thé tich) dé thu dugc ché pham.

—  Kiém tra kha ning khang khuén cta ché phim & céc ndng d6 5% va 10% trén
dia thach, ndng dd 0,2%o va 0,5%o trén moi truong LB léng va & trong cac hé théng
nudi trdng vi khuin lam Spirulina platensis quy md binh 250mL va 10 lit, trong do:

— T4c dung diét khuAn cia dich chiét B, dich chiét O va ché phdm bang phuong
phap khuéch tan dia thach: Nudi cdy 3 loai vi khudn B. amyloliquefacience, B. subtilis,
P. baetica trong mdi trudng LB 1éng dén khi mat do té bao vi khudn dat 10° &
bao/mL, 1ic déu binh chira cac vi khuin néu trén, ding pipet hit 100pL dung dich vi
khuén nho vao gitta dia thach. Dung que cdy thiy tinh trang déu cho dén khi mat thach
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kho. Sau 10 - 15 phit, duc 4-5 giéng v6i dudng kinh khoang 10mm, bd sung 100pL
dich chiét B, dich chiét O va ché phém vao cac giéng riéng biét, giit cac dia thi nghiém
& nhiét do phong trong 2 gidr cho t6i khi dich chiét tir cic giéng khuéch tin ra moi
trudng nudi cdy vi khuln. Sau do, dit cic dia néu trén vao ti 4m 37°C trong 24 gio.
PC (+) 1a dung dich khang sinh ampicillin (Smg/mL); DC (-) 1a nuéc c4t. Hoat tinh trc
ché khudn dugc danh gi bang cach do ban kinh (BK) vong trc ché vi sinh vat theo
cbéng thirc: BK (mm) = D-d; trong d6 D = dudng kinh vong vo khuin va d = duong
kinh 16 khoan thach. Thi nghiém dugc l3p lai ba 14n va léy gié tri ban kinh trung binh.
Két qua thu duogc dich chiét B, dich chiét O va ché phim & cac néng d6 5 va 10% dich
chiét c6 kha ning diét ca 3 loai vi khudn B. amyloliquefacience, B. subtilis va P.
baetica.

Mdi trudng LB thach c6 thanh phan gém: 5g/L cao ndm men, 10g/L trypton,
5g/L. NaCl, agar 15g/L, kht trang & 121°C, 15 phut truée khi sir dung. Ba loai vi
khudn B. amyloliquefacience, B. subtilis va P. baetica d3 dugc phong Cong nghé Tao -
Vién Cong nghé sinh hoc phan 14p trong céc hé théng nudi trdng vi khudn lam S.
platensis & Cong ty C6 phan khoa hoc xanh Hidumi pharma, Quynh Luong, Nghé An
- ¢6 tdng dién tich nudi tréng 3 ha, c6 cac hé théng nudi trdng & quy mod cdng nghiép
v6i cac hé théng nudi giéng cip 1, giéng cép 2, gian photobioreactor, bé nubdi c6 thé
tich dich moi truong nubi tir 10 - 200m’. Vi vdy, céc loai vi sinh vat phan lap dugc tir
c4c hé théng nubdi nay rat dic trung cho cac vi sinh vat gy nhiém cho qué trinh nhan
nudi vi khudn lam S. platensis & quy mod cong nghiép.

Trong 14 bang cé chira mot s6 flavonoit (ching han kameferol hay quercetin)
cling nhu cc chét tanin (nhu punicalin, punicalagin, tercatin), cac chét saponin va
phytosterol (Duke, 2008). Trong d6, thanh phan tanin c6 trong 14 bang c6 thé wc ché
biéu hién ctia mot sb vi sinh vat gdy hai (Akharaiyi va cong sy, 2011). La bi chira tinh
dau (0,38%) trong d6 c6 so-caryophyllen (33,53%), veridifloren (13,00%), farnesen
(11,65%), dl-limonen (9,84%), d-cadinen (1,75%), a-copaen (2,80%), a-humulen
(3,74%) va s-cadinol (0,08%). Trong 14 6i non va bap non con c6 7-10% tanin
pyrogalic, khoang 3% nhua. Tinh diu bi c6 hoat tinh khang khuan cao chong lai c4 hai
loai vi khudn Gram 4m va Gram duong (Weli va cong sy, 2019). Do viy, trong dich
chiét B va O c6 hoat chét khang khuén.

— Téc dung diét khudn ctia ché phim trong moi truong LB 16ng: Cac khun lac don
ctia 3 loai vi khudn B. amyloliquefacience, B. subtilis va P. baetica dugc nudi trong
mdi trudng LB 16ng, & may lic én nhiét 37°C c6 toc dd lic 200 vong/phut trong 12-14
gidy cho dén khi mat do té bao vi khudn dat 10° té bao/mL. Sau khi két thic nudi cac
binh chira khun dugc 1ic déu bing tay rdi dung pipet hit 50uL dung dich vi khuan va
nhé vao 1o penicilin v6 tring chtra SmL moi trudng LB long c6 bd sung ché phim &
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cac néng do 0,1%o, 0,2%o, 0,5%0 va 1%.. Dung dich khang sinh ampicillin (5mg/mL)
duoc bd sung vao méi trudng LB 14 cong thitc DC (+) hodc nude cét 13 cong thie PC
(-). Céc binh thi nghiém c6 chira vi khudn dwgc nudi trong may lic 6n nhiét & 37°C ¢6
tbc do lac 200 vong/phut trong 12-14 gid. Kha ning trc ché khudn dugc danh gia bing
cach do do duc té bao - do mat d6 quang OD bing mdy quang phé Hitachi U-1100
spectrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo, Nhat Ban) & budc song 600nm (ODgoonm)-
Két qua ché phim & cac ndng dd 0,1%o, 0,2%o, 0,5%o, 1%o c6 tac dung trc ché 3 loai vi
khuén thir nghiém B. amyloliquefacience, B. subtilis va P. baetica.

Moi truong LB 1ong c6 thanh phin gdm: 5g/L cao nim men, 10g/L trypton,
5g/L NaCl, khtt trung & 121°C trong 15 phut trude khi st dung.

— Kiém tra tic dung khang khuin va diét vi sinh vat 1ay nhiém cua ché phim
trong nudi trdng vi khuln lam S. platensis & quy mo pilot, cAp d6 binh tam gidc
250mL: bd sung ché phim & cac ndng dd 0,1%o, 0,2%o, 0,5%o va 1%o vao cc binh tam
giac 250mL c6 chira 100mL mdi truong SOT nudi cdy vi khudn lam S. platensis. PC
(-) 1a cong thirc khong bd sung ché pham va PC (+) 14 cong thirc duge b sung sittodin
(1 1it sittodin/ 15000000m> méi trudng). Cac cong thirc thi nghiém c6 mat do gidng ban
dAu ODssg = 0,3. Mi truong ban ddu cia thi nghiém (tai thoi diém 0 ngay) duge sir
dung d& phén 14p vi khuén trén méi trudng LB thach. Két qua 13 khong phat hién thiy
vi khudn trén dia thach, diéu nay chung t6 tai thoi diém bit du thi nghiém mau sach
va khong bi nhiém vi khudn. Thi nghiém duogc tién hanh nuéi tinh, & nhiét d6 phong,
chu ky sang/tdi 1a 12 gio/12 gio. Sau 15 ngay nudi cy, tdo sinh truéng phét trién binh
thudng, moi trudng cla cac cong thire trén cling dugc sir dung lam ngudn mau dé phan
1ap vi khudn trén mdi trudng LB thach. Két qua da x4c dinh ché phim & céc ndng dd
0,2%o, 0,5%0 va 1% khong dnh hudng dén sinh trudng cla tdo nhung lai c6 tdc dung
trc ché va ngin ngira phat trién ciia vi sinh vat trong moi trudng nudi cdy tu nhién.

Mbi trudng nudi ¢y vi khudn lam S. platensis (SOT) gdm: 16,8g/L. NaHCOs;
0,5g/L K,HPO,; 2,5g/L NaNO;; 1g/L K,SO4 1g/L NaCl; 0,2g/L MgSO4.7H,0;
0,03g/L CaCl,.2H,0; 0,08g/L Na,EDTA; 0,01g/L FeSO4.7H,0 va ImL/L vi lugng
gdm 2,85gL H3;BOs;; 1,81g/L MnChL4H,0; 0,22g/LL ZnSO,.7H,0; 0,08g/L
CuS0,.5H,0; 0,015g/L MoOs; 44mg/L Co(NO3),. 6H,O khqu déu cho tan hoan toan,
khtr tring & 121°C, 15 phut trudce khi st dung.

— Kiém tra tic dung khing khudn va diét vi sinh vat lay nhiém cua ché phim
trong nudi tréng vi khuin lam S. platensis & quy md pilot, cAp o binh 10 lit: bd sung
ché phim & cic ndng do DC (0%o), 0,2%o va 0,5%o vao cac binh nhua 10 lit c6 chira 7
lit méi truong SOT cho nudi cdy vi khuan lam S. platensis. DC 1a cong thirc khong bd
sung ché phdm (0%o). Céc cong thire thi nghiém c6 mat do gidng vi khuén lam ban déu
¢6 ODss64m = 0,3. MOi trudng ban d4u cta thi nghiém (tai thoi diém 0 ngay) va sau 10
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ngay thi nghiém s& duoc st dung dé phan 1ap vi khuén trén mdi truong LB thach. Két
qua 1a khong phat hién thdy vi khuln trén dia thach & thoi diém 0 ngay. Piéu nay
chimg 0, tai thoi diém bét dAu thi nghiém mAu sach va khéng bi nhiém vi khuén. Thi
nghiém dugc tién hanh nubi suc khi véi tdc do dong khi 1a 0,5 1it/lit/phut, tai nhi€t do
phong, chu ky sang/tbi 1a 12 gio/12 giv. Sau 10 ngay nudi cdy, tao sinh trudng phét
trién binh thudng, moi trudng cua cac cong thirc trén ciing duge sir dung dé phan lap
vi khudn trén méi trudng LB. Két qua di xac dinh ché phém g cac néng do 0,2%o,
0,5%o da khong anh hudng dén sinh trudng ctia tdo nhung lai c¢6 tc dung G ché/ngan
ngura sy phéat trién ctia vi sinh vét trong mdi trudng nudi cAy tu nhién.

Viée st dung binh 10 lit d& thir kha ning khang va diét vi sinh vat clia ché
phdm 12 phit hgp v6i quy md gibng cip 2 & cac Cong ty nudi trdng vi khuan lam
Spirulina platensis hién nay nhu & Cong ty Cb phén khoa hoc xanh Hidumi Pharma,
Quynh Lwong, Nghé An. V6i cac binh nudi 10 lit ndy thuc t€ mdi trudong nudi rat d& bi
nhiém vi sinh vat. Do do, Két qua thu dugc rat hitu ich va hiéu qua dé c6 thé st dung
ché pham trong xu Iy tap nhiém vi sinh vat & cidc quy md 16n hon cia vi khuin lam
Spirulina platensis & Viét Nam.

Nhu vay, ché pham theo sang ché chaa dich chiét tir 14 bang va tir 14 61 & cac
nE‘)ng do (5% va 10%) trén moi truong thach va néng d6 0,2%o va 0,5%0 dugce bd sung
cho moi truong nudi cdy long di co tac dung khang khudn va vi sinh vét chinh xuét
hién trong nudi tréng vi khuan lam S. platensis & quy m6 cong nghiép cua Viét Nam,
Ché pham theo sang ché dugc goi tén 1a ché phim CPBO.

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1. Quy trinh san xuét ché phdm chira dich chiét tir 14 bang va 14 i c6 kha
nang diét khuin trong nudi trdng vi khuan lam Spirulina platensis & quy md cong
nghiép, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

(i) chudn bi dich chiét tir 14 bang (dich chiét B):

San xut dich chiét tir 14 bang bang cach bd sung 200mL nudc vao 20g 14 bang
kho theo ti 1& 10mL:1g (thé tich:khdi lugng), dun sbi trong thoi gian 30 phit, thu dich
trong; tiép tuc bd sung 200mL nudc vao phan bi theo ti 16 10mL:1g (thé tich:khdi
luong), dun s6i (100°C) trong thoi gian 30 phut, thu dich trong; 13p lai 4 lan thu dé
toan bo dich trong dugc khoang 800mL. Dich chiét trong nay dugc dun cach thuy cho
dén khi nu6e bay hoi dé thu dugc thé tich cubi ciing 50mL va dugce bao quan & -20°C,
goi 14 dich chiét B;

(ii) chudn bi dich chiét tir 14 6i (dich chiét O):

San xut dich chiét 14 i bing cach nghién 14 i tuoi (14 banh &) bing may xay
sinh t8, bd sung 70mL nudc cht vao 30g 14 i tuoi theo ti 16 70mL:30g 14 (thé tich:
khéi luong). Khudy lién tuc véi tbe do 150 vong/phit trong thdi gian 72 gid, & 100°C
va thu toan bo dich chiét bing cach loc qua gidy loc thd. Tong thé tich dich chiét trong
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thu duge 60mL va tién hanh dun cch thiy d& nudc bay hoi cho dén thé tich cubi ciing
1a 10mL va dich néu trén dugc bao quan & -20°C, goi 1a dich chiét O;
(iii) Tao ché pham:

Dich chiét tir 14 bang & budc (i) va dich chiét tir 14 81 & bude (ii) duge phdi tron
theo ti 16 phdi tron 13 ImL:1mL (thé tich:thé tich) thu dwgc ché phdm.

Vi du 2: Kiém tra kha ning khang khuén cia ché phidm & cic ndng d6 5% va
10% trén dia thach, ndng d6 0,2%o va 0,5%o trong méi trudng LB 16ng va & hé théng
nudi trdng vi khuan lam Spirulina platensis quy md binh 250mL va 10 lit.

- Kiém tra tac dung diét khuin cua dich chiét B, dich chiét O va ché phdm bing
phuong phap khuéch tan dia thach: Nudi cdy 3 loai vi khudn B. amyloliquefacience, B.
subtilis, P. baetica trong mdi truong LB 16ng dén khi mét do t& bao vi khuin dat 10® té
bao/ mL, lic déu binh chira khuén, ding pipiet man hat 100pL dung dich vi khuin nhé
vao gitta dia thach, ding que cdy thuy tinh trang déu cho dén khi mit thach khé. Sau
10 - 15 phat, duc 4 - 5 giéng v6i dudng kinh khoang 10mm, bd sung 100pL dich chiét
B, dich chiét O va ché phdm vao cac giéng riéng biét. Giit cAc dia thi nghiém & nhiét
d6 phong trong 2 gid cho téi khi dich chiét tir cac giéng khuéch tan ra méi trudng nudi
ciy vi khuln. Sau d6, dit cac dia vao ti 4m 37°C trong 24 gio. PC (+) 1a mdi truong
nudi duoc bd sung dung dich khang sinh ampicillin (5 mg/mL); PC (-) 12 mdi trudng
nudi duoc bd sung nuée cit. Hoat tinh (e ché vi khudn dugce danh gia bang cach do
ban kinh (BK) vong trc ché vi sinh vét theo cong thirc: BK (mm) = D-d; trong d6, D =
duong kinh vong vo khudn vad = dudng kinh 16 khoan thach. Thi nghiém duogc 13p lai
ba 14n va 14y gia tri ban kinh trung binh. Két qua thu dwoc dugc thé hién trén bang 1.
Dich chiét B & cac ndng dd 5% va 10% c6 kha ning diét ci 3 loai vi khuin B.
amyloliquefacience, B. subtilis, P. baetica v6i ban kinh ving trc ché (mm) dat 0 va 2;
7 va 12; 18 va 25 tuong tmg. Dich chiét O & cac ndng do 5% va 10% c6 kha nang diét
ca 3 loai vi khuén B. amyloliquefacience, B. subtilis, P. baetica v6i ban kinh ving {rc
ché (mm) dat 15 va 20; 7 va 13; 2 va 13 tuwong Gng. Ché phém & cac néng dd 5% va
10% c6 kha nang diét ca 3 loai vi khudn B. amyloliquefacience, B. subtilis, P. baetica
v6i ban kinh ving e ché (mm) dat 7 va 15; 10 va 17; 15 va 25 twong {mg.

Bang 1. Két qué thir nghiém hoat tinh Grc ché vi khuan cta dich chiét B, dich chiét O

va ché pham

Vi sinh vat thir hoat tinh
B. amyloliquefacience B. subtilis P. baetica
Mau Nong do ché pham sir dung (%)
5 10 5 10 5 10
Dijch chiét B - 2,0+0,1 7,0£0,3 | 12,0+0,3 | 18,0+£0,4 | 25,0+0,6
Dich chiét O | 15,0+£0,2 | 20,0+0,5 | 7,0£0,3 | 13,0+£0,3 | 2,0+0,1 | 13,0+0,4
Ché phim 7,0£0,3 | 15,0+0,4 | 10,0+0,4 | 17,0£0,4 | 15,0+£0,4 | 25,0+0,5

-11-




3063

- Kiém tra tic dung diét khuin ctia ché phim trong moi truong LB 16ng: Céc khun lac
don ctia 3 loai vi khudn B. amyloliquefacience, B. subtilis, P. baetica dugc bd sung
vao méi truong LB 16ng, dugc lic & may ldc én nhiét & 37°C véi tbe do lic 200
vong/pht trong 12-14 gir cho dén khi mét d6 t& bao vi khuén dat 10® té bao/mL. Sau
d6, tién hanh lic déu céc binh chira vi khuén va ding pipet hut 50uL. dung dich vi
khuan nho vao lo penicilin v6 tring chtra 5mL mdi trudng LB 106ng ¢6 bd sung ché
ph‘flm O cac n6ng do 0,1%o, 0,2%o, 0,5%0, 1%o. Dung dich khang sinh ampicillin
(5mg/mL) dugc bd sung vao méi trudng nudi 1a DC (+) hodc nude cit duge bd sung
vao moi trudng nudi 1a PC (-). Céc binh chira vi khudn dugc nudi trong ti 6n nhiét &
37°C c6 tbe @9 1ac 200 vong/ phit trong 12-14 gid. Kha ning e ché vi khuin cta dich
chiét dugc danh gia bang cich do do duc cia dich nudi cdy té bao bing may quang
phd Hitachi U-1100 spectrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo, Nhat Ban) — do méat do
quang & budc séng 600nm. Két qua ché phim & cac ndng d6 0,1%o, 0,2%o, 0,5%o, 1%o
c6 tac dung trc ché cac loai vi khudn thir nghiém (Bang 2). Phan trim e ché dao dong
tir 14n luot 13 10, 15, 35, 50% (loai B. amyloliquefacience); 18, 20, 40, 90% (loai B.
subtilis) va 20, 24, 45, 89% (loai P. baetica).
Béng 2. Phin tram tc ché vi khudn ctia ché phdm & cac ndng do khac nhau

Loai vi khuén thir Nong do ché pham CPBO
nghiém bC(H)| BC(-) | 0,1%0 0,2%o 0,5%o 1%o
B. amyloliquefacience 100 0 10,2+0,3 | 15,4+0,3 | 35,5+0,5 | 50,5+0,8
B. subtilis 100 0 18,3+£0,4 | 20,3+0,5 | 40,6+0,7 | 90,4+0,9
P. baetica 100 0 20,4+0,4 | 24,4+0,5 | 45,7+0,8 | 89,7+0,8

- Kiém tra tac dung khang va diét vi sinh vat 1dy nhiém cta ché phdm trong
nudi trdng vi khuén lam S. platensis & quy md pilot cip d6 binh tam giac 250mL: bd
sung ché phdm & cac ndng d6 0,1%o, 0,2%o, 0,5%o, 1%0 Va0 cac binh tam gidc 250mL
¢6 chira 100mL mdi truong SOT nudi cdy vi khudn lam S. platensis. PC (-) 1a cong
thirc khong bd sung ché phidm va PC (+) 1a cong thirc dugc bd sung sittodin (1 lit
sittodin/15000000m’ moi trudong). Cac cong thirc thi nghiém c6 mat do gidng ban dau
ODss6 um = 0,3. M6i trudng ban dau cua thi nghiém (tai thoi diém 0 ngay) duoc st
dung d& phan 1ap vi khuén trén moi trudong LB thach. Két qua thu dugc cho thdy da
khong phat hién thdy vi khuin. Piéu nay ching t6 tai thoi diém bt diu thi nghiém
mau sach va khong bi nhidm vi khuén. Thi nghiém duoc tién hanh & dang nubi tinh, &
nhiét d6 phong, chu ky sang/tdi 13 12 gio/12 giv. Sau 15 ngay nudi cdy, mat dd té bao
ODssg nm dat dugce ctia cac cong thirc BC (-), PC (+), va cong thirc bd sung 0,1%o,
0,2%o, 0,5%o0, 1%o ctia ché phdm dat dugc tuong ung 13 2,12; 2,58; 2,50; 2,68; 2,56;
2,15. Pdng thoi moi trudng cua cic cong thirc trén cling dugc st dung dé phan 1ap vi
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khuén trén méi truong LB. Két qua Bang 3 da x4ac dinh dwgc v6i mét do vi khuin
twong g 13 2 x10%, 30, 70, 0, 0, 0 CFU/mL. Diéu d6 chimg té ring ché phim CPBO
& céc ndng dd 0,2%o, 0,5%o, 1%o di khong anh huéng dén sinh trudng cla tio nhung
lai ¢6 tac dung ngan ngira kha nidng phat trién ctia vi sinh vat trong mdi trudng nudi
cAy tu nhién.
Bang 3. Mat d¢ vi khuén trong méi trudng nudi tao duge bd sung ché phim & cac
ndng d6 khac nhau & binh tam gidc 250mL

Cong thirc thi Nong d ché pham CPBO
nghiém bC (-) BC (+) 0,1%o 0,2%o 0,5%o 1%o
Sinh trudng cta | 2,12+0,05 | 2,58+0,07 | 2,50£0,07 |2,68+0,06 | 2,56+0,07 |2,150,07
ta0 (ODss6nm)
Mat d6 vi khuan | 2,3+0,1 | 30,4+0,2 | 70,5+0,3 0 0 0
(CFU/mL; x 10°)

- Kiém tra tdc dung khéng khudn va diét vi sinh vat 1y nhiém cta ché phim
trong nudi tréng vi khuén lam S. platensis & quy md pilot cip d6 binh 10 lit: bd sung
ché phdm & cac ndng d6 BC (0%o), 0,2%o, 0,5%o vao cac binh nhya 10 lit ¢6 chira 7 Iit
méi truong SOT nudi cly vi khudn lam S. platensis. Cac cong thirc thi nghiém c6 mét
d6 gibng ban du ODss = 0,3. Moi trudng ban dau cta thi nghiém (tai thoi diém 0
ngdy) dugc st dung lam nguyén liéu dé phan lap vi khuén trén moi trudng LB thach.
Két qua thu dugc di cho thiy khéng phat hién duge vi khuin. Piéu nay ching té tai
thoi diém bat dau thi nghiém mau sach va khong bi nhiém vi khuén. Thi nghiém dugc
tién hanh nuoi suc khi v6i téc do dong khi 1a 0,5 lit/lit/phut, nhiét d6 phong, chu ky
sang/ti 1 12 gid/12 gid. Sau 10 ngdy nudi cdy, mat do t€ bao ODsse um clia cdc cOng
thirc bd sung ché phém G cac néng d6 DC (0%o); 0,2%o; 0,5%o dat duoc twong Ung la
1,81; 1,76 va 1,78 (Bang 4). Pong thoi mdi truong ciia cac cong thirc trén cling duge
phan 1ap vi khuén trén moéi truong LB 1ong. Két qua da xac dinh dugc v6i mat do vi
khuén twong tmg 12 9 x10%, 0, 0 CFU/mL. Piéu d6 chimg to rang ché phim & cac ndng
dd 0,2%o, 0,5%0 khong anh hudng dén sinh trudng nhung lai c6 tdc dung ngin ngira
kha nang 1y nhiém cua vi sinh vét trong mdi truong nudi cdy tu nhién.

Bang 4. Mat d¢ vi khuén trong méi truong nudi tio duge b sung ché phdm & c4c
ndng d6 khéac nhau & binh nhya 10 lit

Cong thirc thi nghiém Nong do ché pham CPBO
bC 0,2%o 0,5%o0
Sinh truong cta tao (ODssenm) 1,81+0,04 | 1,76+0,06 1,78+0,06
Mat d6 vi khudn (CFU/mL; x 10°) | 9,2+0,2 0 0
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Hiéu qua dat dwge ciia sang ché

Hién nay, nuéi trong vi khun lam S. platensis d3 dugc mé rong trén quy md
cong nghiép. Mét sé khé khan thudng gip trong qua trinh nudi trong d6 13 nhiém vi
sinh vat, ddng vat nguyén sinh va tdo tap khéc nhau, v.v., 43 va dang dnh huéng dén
chit luong va ning suét sinh khi tao nudi trdng duge; thuong 1am mét dén 40-50%
téng san lugng sinh khdi dat chét lugng 1am thuc phém cho ngudi. Viéc san xuét ra
ché phdm chira dich chiét tir 14 bang va tir 14 6i c6 ngudn gbe tir thao duoc rit don
gian, d& thyc hién, c6 hiéu qué cao trong diét cac loai vi khuin dién hinh cling nhu céc
vi sinh vat thudng xut hién trong méi trudng nudi nhung lai khong anh huéng dén
sinh trudng cla tio cling nhu ning sudt tao nudi trdng duoc. Pic biét, ché pham c6 sir
dung 14 bang kho - 14 sau khi d3 hoan thanh chu ky sbéng va rung xubng dit - c6 y
nghia sinh hoc rét 16n dbi véi cdy bang va méi trudng séng va 14 i (14 banh t&). Ché
phdm chira dich chiét tir 14 bang va 14 i c6 kha ning diét vi khudn trén méi trudng
thach & ndng do 5% va 10%; trong moi truong LB 16ng va mdi truong nudi cy tao
duge bd sung ché phém néu trén & cac néng d6 0,2%o dén 0,5%o cho hiéu qua khéng
khuan rit cao ma lai khéng giy ddc hai cho méi trudng nudi cling nhur tich Iy trong
sinh khéi tio nudi trdng duge. Cac ché phdm c6 ngudn gbe hiru co, hoan toan thin
thién v6i moi truong va c6 gid thanh ré. Do d6, trong qua trinh nudi trong vi khuén v
lam Spirulina platensis ¢6 thé sit dung ché phim nay & cic quy md cong nghiép nhim
cung cip sinh khi tao dam bao chit lugng tng dung 1am thuc phim chirc ning cho

con nguoi.
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YEU CAUBAO HQ
1. Quy trinh san xuét ché phdm chira dich chiét tir 1 bang va 14 6i c6 kha ning diét
khuén trong nudi trdng vi khuan lam Spirulina platensis & quy md cong nghiép, trong
d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:
(i) chudn bi dich chiét tir 14 bang: bd sung nudc vao 14 bang khd (14 roi tir cdy, c6 mau
do, khong c6 16 thing nio trén 14) theo ti 1& nu6c:ld bang kho 13 10mL:1g (thé
tich:khdi lrong), dun sdi ¢ nhiét do 100°C trong thoi gian 30 phit, thu dich trong; tiép
tuc bd sung nude vao phin ba theo ti 16 nude:ba 1a 10mL:1g (thé tich:khdi lrong), dun
s0i ¢ nhiét d6 100°C trong thoi gian 30 phut, thu dich trong; 13p lai 4 1an qué trinh néu
trén va thu toan b dich trong; dich chiét trong nay dugc co dic bﬁng cach dun cach
thily cho bay hoi dén khi thu duoc thé tich cudi cing sao cho ti 1& dich chiét:nguyén
lidu 14 bang khé ban du 13 2,5mL:1g (thé tich:khdi lwong) va duge bao quan & -20°C;
(ii) chudn bi dich chiét tir 14 6i: nghién 14 6i twoi (14 banh té) bang may xay sinh t6, bd
sung nudc cit vao 14 6i trén theo ti 18 nude:14 bi 1a 70mL:30g (thé tich:khdi lwong);
khudy lién tuc véi tée d6 150 vong/phut trong thoi gian 72 gid, & diéu kién 100°C va
thu toan bd dich chiét bang cach loc qua gidy loc thé; dich chiét trong nay dwgc dun
cach thiy cho dén khi bay hoi thu dugc thé tich cubdi cung sao cho ti 1& dich
chiét:nguyén liéu 14 6i ban ddu 1a 1mL:3g (thé tich:khdi lwong) va duoc bao quan & -
20°C; va
(iii) tao ché phidm: phdi tron dich chiét tir 14 bang & bude (i) va dich chiét tir 14 6i &
budc (ii) theo ti 18 phdi tron 13 1:1 (thé tich: thé tich) dé thu dwoc ché pham.
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