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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh virc cong nghé sinh hoc, cu thé 1a @ cap dén quy
trinh san xuét phycocyanin tir sinh khdi twoi vi khun lam Spirulina platensis.
Tinh trang ky thuat cia gidi phap hiru ich

Té bao Spirulina platensis 12 mdt loai vi khuin lam da bao, dang s¢i, sinh vat
nhén so c¢6 kha ning quang hop thai oxygen, dugc sit dung phd bién rong rai nhét trén
thé giéi. O nhidu qudc gia chau Phi, n6 dugc thu hoach dé& dang tlr cac hd nudc tu
nhién, siy kho va sir dung 1am thyc phdm cho con ngudi nhu mot ngudn protein quan
trong. S. platensis kha phd bién trong nganh cong nghiép thuc phdm sirc khée con
ngudi ¢ nhiéu nuée chiu A noi chung va & Viét Nam noi riéng. S. platensis 1a san
phim ty nhién gidu dinh dudng vi c6 chira ham lwong protein cao, thanh phin axit
amin can thiét cho co thé con nguoi nhu lysin, leuxin, taurin, v.v., axit gama-linolenic
(GLA), chét xo, vitamin nhém B, canxi, phospho, sit, cac sic td nhu beta-caroten,
xanthophyl, chlorophyl, phycocyanin, cic chit khoang da va vi lugng va céc chét c6
hoat tinh sinh hoc khac (Ku et al., 2013).

Spirulina platensis da duge chitng minh 13 c6 mot sb tinh chét duogc liéu (Belay
et al., 1993; Gantar va Svircev, 2008), chii yéu 1a ciia phycocyanin nhu: khi ning
chbéng 6xi hoa cao, ting cwong mién dich va chdng ung thu (Kumar et al., 2014;
Sasson, 1991; Miranda et al., 1998). Belay va dong tac gia (1993) da chimg minh ring
sdc t& mau lam nay tir vi khudn lam Spirulina nay da l1am ting dang ké ty 16 séng sot
ctia chudt da duogc tiém céc té bao ung thu gan, su kich thich hé¢ théng mién dich cua
phycocyanin 1a mgt co ché we ché su tang trudng cua té bao khdi u. Trong thyc té, mot
s6 tac gia d4 mo ta co ché hoat dong cia phycocyanin 13 cam tmg co ché gy chét té
bao ung thu (Reddy et al., 2003; Bobbili et al., 2003). Phycocyanin c¢6 kha néng ngén
chan phan @ng viém di tng ctia déng vat & cac md hinh khac nhau. Sic t6 ndy lam
giam tinh trang viém rudt non cia chudt bing cach wrc ché khang thé IgE dic hiéu
khang nguyén (Nemoto-Kawamura et al., 2004), ngin ngira ton thuong dai tring trong

viém dai trang do axit axetic & chudt (Gonzales et al., 1999), va trc ché su giy phi né
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tai chudt bing cach giam PGE2 (ndng d% prostaglandin E2) (Romay et al., 1998).
Remirez et al., (2002), cho ring su trc ché phan ing viém di ing cta phycocyanin qua
céc té bao trung gian, bing cach trc ché giai phong histamin tir dudng bao. Hiéu qua
lam giam cholesterol mau cia Spirulina platensis dugc cho 1a do phycocyanin trong té
bao. Phycocyanin anh huéng t6i ca su (rc ché hip thu cholesterol va tai hép thu axit
mat trong rudt (Nagaoka et al., 2005). Bén canh tiém ning sir dung cho muc dich diéu
tri, phycocyanin dang dwgc st dung nhu mot chit danh d4u huynh quang trong nghién
ctu sinh y hoc (Glazer, 1994, Antelo et al., 2008). Ngoai ra, phycocyanin da dugc st
dung rong rdi lam dinh dudng va thuéc nhudm tu nhién. Phycocyanin dugc st dung
lam mau thyc phdm an toan (trong keo cao su, cc san phim bo sira, v.v.), trong m¥y
phim nhu son méi, ké mét tai Nhat Bén, Trung Qudc, Thai Lan (Eriksen, 2008;
Kumar et al., 2014). Phycocyanin 1a sic t6 mau lam ty nhién quan trong nhét duoc sir
dung trong thuc phdm va cong nghé sinh hoc do mau sic, kha ndng phat huynh quang
va dic tinh chéng oxy hoa ctia ching.

Hién nay, c6 mot sé phuong phép tach chiét (chua tinh sach) phycocyanin nhu:
tach chiét bang axit v6 co hay axit hitu co (Sarada ez al., 1999; Bermejo e al., 2006),
phuong phap sdc nhiét (déng biang va tan bang) (Bermejo et al., 2006), xtt 1y bing
enzym (Bermejo et al., 2006; Stewart and Farmer, 1984), tich chiét bang phwong phap
dung n-hexan trong ap suét cao (Seo ef al., 2013). Phwong phap tach chiét bing axit c6
nhuge diém 13 c6 thé din dén thay phin mot phin phycocyanin va dich chiét
phycocyanin thu dugc bi nhiém nhiéu chlorophyl do su tan ra té bao va con c6 14n céc
bao quan khac (Sarada ez al., 1999). Phuong phép xtt ly bing enzym va phuong phap
ding n-hexan trong ap suét cao khong thich hop véi quy mé 16n vi gia thanh twong dbi
cao. Trong khi d6, phwong phap sdc nhiét dugc xem 13 hiéu qua nhit vi ham luong
phycocyanin thu duoc 1 cao nhit. Phwong phap nay c¢6 mot sd uu diém 16n nhu don
gian, d& thuc hién, khong phu thudc vao khdi lugng sinh khdi ban diu va khong lam
anh huéng dén chét luong san phim phycocyanin, ciing nhu khong doi hoi trang thiét
bi nhidu va giam thoi gian pha mang té bao dé thu phycocyanin.

Hiu hét viéc san xuét phycocyanin tir sinh khdi vi khudn lam Spirulina
platensis trén thé gisi, trong d6 c6 Viét Nam déu sir dung quy trinh phtrc tap, trai qua
bude sic ky dit tién, chiét phycocyanin tir sinh khéi tio twoi hodc khd khong bi tap

nhiém, dat tiéu chuén lam thuc phém chic ning (Pédng Xuyén Nhu et al., 1994 ;
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Kamble et al., 2013). Quy trinh ctia Pang Xuyén Nhu va cic ddng tac gia bao gdm céc
bude: (i) sinh khéi tao kho duge lam trwong nude, sau d6 dong bang, ding may nén té
bao dé pha v té bao va 1am tan bang, ly tm thu dich chira phycocyanin, (i) bd sung
(NH,4),SO4 bdo hoa 30% dé loai can, (iii) két tia phycocyanin bang (NH,),SO,4 bio
hoa 60%, (iv) thdm tich, (v) sic ky trén cot Sepadex G-50, va (vi) dong kho. Quy trinh
ndy kha phtrc tap, ton kém, cAn nhén vién c6 ki thudt cao ma ti 1& phycocyanin thu
dugc thip (khoang 8% sinh khéi kho). Quy trinh cia Kamble va dong tac gia
(2013) bao gdm cac bude: (i) sinh khéi tao kho ngam trong nudc lanh 24 gio, sau do
dugc chiéu xa & 40 kHz, ly tdm thu dich, (ii) tinh sach béng (NH4),SO4 bdo hoa 25%,
(iii) tinh sach bing (NH,),SO, bdo hoa 50%, (iv) thdm tich, (v) sdc ky trén cot
Sepadex G-50. Quy trinh nay ciling c¢6 nhuge diém tuong tu, do tinh sach A620/A280
chi dat 2,317+0,08 1a thidp so v6i mot sé hang thuwong mai nhuw Sigma
(A620nm/A280nm > 3,5), Proenzyme (A620nm/A280nm > 4,0).

Do d6, van c¢6 nhu ciu tim kiém mot quy trinh san xuét phycocyanin tir sinh
khdi twoi vi khudn lam Spirulina platensis kha nhdm khéc phuc dwoc cdc nhuoc diém
néu trén.

Ban chit ki thuét ciia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich @& cdp dén quy trinh san xuét phycocyanin tir sinh khéi tuoi
vi khuln lam Spirulina platensis. Day 1a quy trinh don gian, c6 hiéu qué tach chiét
cao, d& thuc hién, c6 thé thuc hién dugc trén quy md 1én, khong anh hudng dén chét

lwong san phim phycocyanin va giam gia thanh san pham.

Quy trinh san xudt phycocyanin tir sinh khéi twoi vi khudn lam Spirulina
platensis bao gbm cac budc : (i) tach chiét phycocyanin tho tir sinh khéi twoi vi khudn
lam Spirulina platensis; (ii) tinh sach phycocyanin thd bang chitosan va cacbon hoat
tinh, (iii) tinh sach phycocyanin bang (NH,),SO4, (iv) thim tich, va (v) siy dong kho.
MG ta chi tiét giai phap hiru ich

Sinh khéi twoi vi khuin lam Spirulina platensis duge st dung trong giai phap
hitu ich nay do phong Cong nghé tdo - Vién Cong nghé Sinh hoc, Vién Han 1am Khoa

hoc va Cong nghé¢ Viét Nam cung cép.

Quy trinh san xudt phycocyanin tir sinh khdi twoi vi khudn lam Spirulina

platensis bao gdm céc budc sau:
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(i) Tach chiét phycocyanin thd tir sinh khéi twoi vi khudn lam Spirulina
platensis

Phycocyanin 13 sic t6 phu cta vi khudn lam S platensis. D& chiét duogc
phycocyanin cin phd v& mang té bao bing phuong phap sc nhiét (Zhang and Chen,
1999; Soni et al., 2006; Silveira et al., 2007). Phycocyanin thd duoc tach chiét tir sinh
khéi twoi vi khuan lam S. platensis v6i d&ém phosphat kali 0,01 M, pH = 7,0 theo i 18
2: 1 (khéi hrong: thé tich) (trong d6, dém phosphat kali c6 chia 0,107 % K,HPO, va
0,052 % KH,PO,). Mang té bao tio dugc pha v& bing phwong phap sbc nhiét (thay
d6i dot ngodt nhiét d6 cta dung dich) bing cach cho dung dich dong lanh hoan toan &
nhiét do -20°C trong thoi gian 8-10 gid, sau d6 l1am tan bing hoan toan & nhiét do
phong trong thoi gian 3-4 gio, qua trinh dong lanh - tan bang duge lip lai 3 14n lién
tiép. Két qua thu dwoc dich huyén phit gdm cac méanh v t& bao va cac thanh phén ciu
trac clia ching. Ly tdim hdn hop & tbc d6 3000 vong/phut trong 25 phiit & 4°C dé thu
dich ndi c6 chira phycocyanin, hdn hop céc protein tan trong nudc va mot sd sic td
khéc. Phin b sinh khi tiép tuc dugc tach chiét véi dém phosphat kali 0,01 M, pH =
7,0 theo ti 18 2 : 1 (khéi lugng: thé tich). Qu4 trinh d6ng lanh - tan bing néu trén duoc
13p lai tiép thém 2 14n nita, sau d6 ly tim hén hop nhu 14n ddu dé thu phan dich ndi 1in
thir hai. Thyuc nghiém cho thdy qu4 trinh dong lanh - tan bang dugc lap lai 5 14n lién
tiép da tach chiét gdn nhu hét phycocyanin tir sinh khéi vi khudn lam S. platensis
(dwoc thé hién bang dich ndi dén 14n thir ba thi khong con thu dwgc dich mau lam 1a
mau dic trung ciia sic t6 phycocyanin nita). Toan bd phan dich ndi thu dugc sau 2 1dn
ly tim & 4°C dugc tron 1dn véi nhau dé thu dugc hdn dich phycocyanin con c¢é chira
hdn hop protein tan trong nude va mot sé sic t6 khac, hdn dich nay dugc cho vio ly
tam & tde dd 3000 vong/phut trong 25 phut, & 4°C, 1ap lai 2-3 14n @& loai bo hoan toan
can.

(ii) Tinh sach phycocyanin tho bang chitosan va cacbon hoat tinh

Phén dich ndi chua phycocyanin thoé néu trén dugc tinh sach béng chitosan va
cacbon hoat tinh. Lugng chitosan va cacbon hoat tinh dugc bd sung vao phén dich ndi
sao cho ndng dd chitosan cudi cing 1a 0,001 % (khéi luong : thé tich) (twong duong
0,01 g/L) va nong dd cacbon hoat tinh cudi ciing 12 1% (khdi lugng : thé tich) (twong
dwong 1 g/100 mL). Sau khi bd sung chitosan, khudy déu hdn hop bang khudy tir trong

vong 2 phit. Tiép theo bd sung cacbon hoat tinh va dung dich duoc lam ddng déu
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bing khudy tir trong 15 phut. Sau d6, tién hanh ly tdm & tdc do 4000 vong/phut trong
10 phut thu duge phan dich ndi. Tiép theo, tién hanh tiép tuc ly tAm l3p lai 2 14n nira
dé loai bd hét cin. Po thé tich phan dich nbi thu duge sau ly tam.

(iii) Tinh sach phycocyanin bang (NH,),SO4

Sau khi thu dugc phan dich ndi chita phycocyanin da tinh sach bang chitosan va
cacbon hoat tinh, phycocyanin trong phan dich nay dugc két tia bing (NH,),SO, ndng
d9 50% béo hoa & nhiét d¢ 4°C (trong do: khéi lugng (NH,4),SO, bdo hoa 50% & nhiét
d6 4°C 12 301,8 g/L). Céc thir nghiém két tiia phycocyanin trong phan dich ndi chua
phycocyanin bang (NH4),SO, c6 ndng d6 20, 30, 40, 50, 60 va 70 % bao hoa da dugc
tién hanh va x4c dinh ham luong phycocyanin tu’ohg tmg, cho thiy tai néng do
(NH,),S04 50% bdo hoa thu dugc ham lugng phycocyanin cao nhét.

Qua trinh bd sung (NH,),SO4 viao dung dich chira phycocyanin thu dugc &
budc (ii) néu trén dé tao ra két tha phycocyanin duge tién hanh tir tir trén may khudy
tir, & nhiét d6 4°C. Sau khi cho hét lugng (NH,),SO,, tiép tuc khudy tir trong thoi gian
15 phut dé cho (NH,),SO4 tan hoan toan, rdi 4 qua dém & 4°C dé cho qué trinh tua xay
ra hoan toan. Sau do, tién hanh ly tam & tbc dd 6000 vong/ phut trong 30 phit & nhiét
d6 4°C, thu két tiia. Phan két tia duoc hoa tan trong dém phosphat kali 0,01 M, pH =7
sao cho lugng thé tich thu dugce sau khi hoa tan bang lugng thé tich thu dugc sau khi
tinh sach béng chitosan va cacbon hoat tinh.

(iv) Thim tich

Dung dich phycocyanin thu dugc & budc (iii) néu trén dugc tién hanh thim tich
dé loai cac mudi c6 khdi lwgng phan tir thip c6 trong dung dich phycocyanin thu duge.
Qua trinh thdm tich duoc tién hanh nhu sau: kep chit 1 diu tai thim tich (tai thim tich
¢6 kich thudc 18 cho cac phén tir kich thuéc nhd hon 30 kDa di qua), @6 V mL dich
chira phycocyanin vao ti (chu y dung dich phycocyanin khéng dugc chiém qua 2/3
thé tich i), kep chiit ndt dau tai con lai. Tién hanh tham tich 3 14n lién tiép nhu sau:

+ LAn 1: thim tich v&i 50 x V dém phosphat kali 0,01 M, pH = 7,0 & nhiét d¢
4°C, trong thoi gian 2 gio |

+ LAn 2: thim tich v&i 50 x V nuée cit & nhiét do 4°C trong thoi gian 2 gio.

+ Lan 3: thdm tich v6i 50 x V nudc cét & nhiét d6 4°C qua dém.

Trong d6 V 14 thé tich dung dich phycocyanin dwgc d6 véo tii tham tich.
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Sau 3 14n thim tich lién tiép néu trén, dung dich chtra phycocyanin kha tinh
khiét thu duoc (A620nm/A280 nm dat gia tri 3,53+0,43). Dung dich nay sau d6 duoc
dem d6ng kho dé thu duoc bot phycocyanin.

(v) Sy dong kho

Dung dich thu dugc sau khi thim tich dugc dem dong kho bang céch trude tién
cho dung dich dong ddc lai & nhiét d0 -80°C trudce khi cho vao may dong khd (loai
may hay st dung 1a Virtis Sentry 5L, My) nhim loai nudc hoan toan dé thu duoc bot
phycocyanin. Thoi gian dong kho 44 gid, & nhiét d6 -45°C dén -40°C, ap sudt chan
khong ttr 0,01 dén 0,1 Pa. Sau dong kho, bot phycocyanin dugc bdo quan & nhiét do
4°C.

Phwong phap x4c dinh cic thong sb ciia quy trinh
1. X4c dinh ham lugng phycocyanin tinh khiét trong tirng bude san xudt
- Khéi lugng phycocyanin trong sinh khéi vi khudn lam twoi dwoc tinh bing

cong thire sau (Dwong Trong Hién, 2000):

ODexo x V ,
m= 20X Yo (mg/g sinh khéi tuoi)

7 xm

Trong d6: V,: thé tich dung dich phycocyanin cidn xdc dinh ham lugng

phycocyanin
7: Hé sb tit ctia phycocyanin
m;: khéi lvgng vi khudn lam tuoi (g)
OD 620 nm: 12 mat d6 quang hép thu tai budc séng 620 nm ctia dung
dich

phycocyanin can x4c dinh ham luong.

- Tir m; (g) sinh khéi vi khuin lam tuoi, tinh ra dugc sinh khéi vi khuén lam
kho 1& mp=1/6 my, tir d6 tinh dwoc ham luong phycocyanin trong sinh khdi vi khuén
lam khd 1a:

m= 6 m (mg/g sinh khdi kho)

Trong d6 m: ham lwong phycocyanin trong 1 g sinh khéi vi khuan lam tuoi

my: ham lwong phycocyanin trong 1 g sinh khéi vi khudn lam kho

2. X4c dinh ham lugng phycocyanin sau quy trinh san xut so v&i sinh khéi ban dau
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Ham lugng phycocyanin sau quy trinh san xuit so voi sinh khdi ban diu dugc

tinh theo cong thirc

M (%) = M X100
my
Trong d6: M (%): Ham lugng phycocyanin trong 1 g sinh khéi kho
my (g): khéi lwong sinh khéi kho twong mg véi luong sinh khdi tuoi
ban dau st dung dé tach chiét
m (g): Khdi lwgng phycocyanin sau qua trinh tinh sach, két ta, thAm
tich va sdy dong khé.
Véi cong thire tinh nhu trén, ham lugng phycocyanin thu dugc sau khi 4p dung
quy trinh san xuét phycocyanin theo giai phap hiru ich 14 khoang 10,4% dén 15,0%
sinh khoi kho.
3. X4c dinh d¢ tinh sach ciia phycocyanin trong mdi budc clia quy trinh san xuét
Sau khi két thuc mdi budc ciia quy san xuét, do tinh sach cia phycocyanin dugc
d4anh gia bang céach tinh ti s6 A620/A280 (Kamble et al., 2013)
Trong d6 A620 1a gia tri mat dd quang hip thu tai budc séng 620 nm ciia phycocyanin
A280 1a gia tri mat d6 quang hip thu tai budc séng 280 nm cia protein 1an
trong san phim.
Vi cach tinh nhu trén, d9 tinh sach ctia sén phém bot dong kho phycocyanin

thu dugc sau quy trinh theo gidi phap hitu ich dat gié tri 3,53+0,43.

Vi du thye hién gidi phap hitu ich

Vi du 1. Quy trinh san xudt phycocyanin tir sinh khéi twoi vi khudn lam
Spirulina platensis

i) Tach chiét phycocyanin tho tir sinh khéi twoi vi khudn lam Spirulina
platensis

Can 200 gam sinh khéi tuoi vi khuén lam S. platensis cho vao binh tam gidc va
bd sung thém 100 mL dém phosphat kali 0,01 M, pH= 7,0 (trong d6, d&m phosphat
kali c6 chira 0,107 % K,HPO, va 0,052 % KH,PO,4) vao binh dung tio tuoi, lic déu,
dung dich dong lanh hoan toan trong ti lanh & nhiét 46 -20°C trong thoi gian 8-10 gid,

-8-



2076

sau do lam tan bang hoan toan & nhiét do phong trong thoi gian 3-4 gio. Ldp lai qua
trinh dong lanh - tan bing 3 14n. Cho miu vao éng ly tim to, ly tdm & téc dd 3000
vong/phut trong 25 phiit, & nhiét d6 4 °C, thu 14y phan dich néi.

Hoa tan ba sinh khdi véi 100 mL dém phosphat kali 0,01 M, pH = 7,0, trang
sach binh chira tao va éng ly tam, lic déu sau d6 tiép tuc thuc hién qua trinh 1am dong
lanh - tan bang 2 1an. Ly tdm & tdc d6 3000 vong/phut trong 25 phut, & nhiét do 4 °C,
thu 14y phan dich ndi. Str dung 40 mL dich dém dé tréng binh.

Tron cac phan dich ndi thu duge & hai bude trén voi nhau, cho vao ly tdm 3000
vong/phiit trong 25 phut, & nhiét do 4 °C d loai bé cin, budc nay lap lai 2 - 3 14n dé
loai bd hoan toan cin. Thu dich dua thé tich 1én V,= 240 mL (bing dém phosphat kali
0,01M, pH = 7,0). Pha losing miu 80 14n, do OD va xac dinh dugc ham lugng
phycocyanin tho thu dugc 1a 76,96 mg/g sinh khéi kho.

ii) Tinh sach phycocyanin thd bang chitosan va cacbon hoat tinh

240 mL phan dich ndi chtra phycocyanin thé thu duge & bude i) duge bd sung
0,0024 g chitosan dé ndng d6 chitosan cudi cung 14 0,01 g/L (0,001 %, khéi lugng :
thé tich)), khudy déu dung dich bing khudy tir trong 2 phut. Sau do, tiép tuc bd sung
2,4 g cacbon hoat tinh vao dé néng d6 cubi cing 1a 1g/ 100 mL (1%, khéi lwong : thé
tich); tron déu hdn hop bing khudy tir trong 15 phit. Ly tim & tbc d6 4000 vong/phut
trong 10 phut, thu dich ndi, ly tdm lap lai 2 14n dé loai bd hét cian. Po thé tich phﬁn
dich ni chtra phycocyanin thu dugc sau ly tim 14 V, =220 mL. Pha lodng mAu 80 l4n,
do OD 620nm va xac dinh duoc khdi hrong phycocyanin thu dugc 14 68,2 mg/g sinh
khéi kho.

iii) Tinh sach phycocyanin bang (NH,),SO4

B sung 66,4 g (NH,),SO, dang bdt vao 220 mL phan dich ndi chira
phycocyanin thu dugc trong bude ii) dé dat ndng d6 50 % bdo hoa, & nhiét d6 4 °C.

Dit binh chtra 220 mL phén dich ndi chira phycocyanin thu duge trong bude ii)
1én may khudy tir dugc dat trén khay da (nhiét d6 4 °C), khudy & tdc do trung binh.
Cho tir tir timg it mot (NH,),SO, dang bot vao phan dich dang khudy nay (dung ngén
tay g6 vao thia dé (NH,),SO, roi xubng timg it mot, khéng dugc cho nhiu mot lac vi

né anh hudng dén su két tua cia protein). Sau khi cho hét lugng (NH4),SOy4, tiép tuc
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khuay tir 15 phat rdi & qua dém & nhiét do 4 °C dé cho qua trinh tiia x4y ra hoan toan.
Ly tdm & toc do 6000 vong/ phit trong 30 phut & nhiét d9 4 °C, thu két tia. Phin két
tua dugc hoa vao dém phosphat kali 0,01 M, pH 7 vira di V; = 220 mL. Pha loﬁng
méu 80 14n, do OD620nm va xéac dinh dwge ham lugng phycocyanin thu dugc 1a 62,41
mg/g sinh khéi khé.

iv) Tham tich

Dung dich phycocyanin thu dwgc & buédce (iii) néu trén dugc tién hanh thim tich
dé loai cac mudi. Chia thé tich dung dich V; =220 mL ra thanh céc thé tich 50 mL cho
mbi 14n thim tich. Tinh chiéu dai tui cin thiét v6i lugng dich sao cho dich chiém
khoéng qua 2/3 thé tich tii. Kep chat 1 dau tii thAm tich, db 50 mL dung dich

phycocyanin vio, kep chit nét dau i con lai. Tién hanh thdm tich 3 14n:

+ LAn 1: thdm tich v6i 50 x 50 ml = 2500 mL dém phosphat kali 0,01 M, pH =
7,0 & 4 °C, trong 2 gio0.

+ Lan 2: thim tich véi 50 x 50 mL = 2500 mL nudc cét & 4 °C, trong 2 gid.

+ Lan 3: thdm tich véi 50 x 50 mL = 2500 mL nudc cét & 4 °C, qua dém.

Chil y: Trong qué trinh thdm tich cin khudy tir nhe dé téc d6 tham tich nhanh
hon, khéng dugc khudy tir nhanh qué dé tranh 1am v tai thdm tich.

Sau khi thdm tich xong, 14y phan dich ra khoi tiii, do lai thé tich phéan dich sau
khi thim tich V, = 220mL. Pha lodng miu 80 14n, do OD620nm va x4c dinh dugc ham
lwong phycocyanin thu dugc 12 61,61 mg/g sinh khéi kho, twong tmg 80 % so véi dich
ndi tho.

v) Sy dong kho

Dich thu dugc sau khi thim tich, cho dong kho & nhiét 6 -80 °C trude khi dua
vao may dong kho (loai Virtis Sentry 5L, M¥). Qua trinh dong kho thuc hién & nhiét
d6 -45 °C dén -40 °C, 4p suét chan khong tir 0,01 dén 0,1 Pa, trong khoang 44 gio. Két
qua thu duoc bot dong kho phycocyanin. Khéi hrgng bot dong kho phycocyanin thu
duogc chiém 10,4 % - 10,5 % sinh khdi kho. Bao quan bt dong kho phycocyanin & 4
°C.
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Hiéu qua dat dwoc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh san xudt phycocyanin theo giai phap hitu ich tan dung duoc t6i da
sinh khéi tao lam tap nhidm (khong dat tiéu chuin 1am thuc phdm chirc ning). Quy
trinh c6 hiéu suat thu hdi phycocyanin cao - khoang 10,4 % dén 15,0 % sinh khdi kho.
Két qua nay cao hon nhiéu so vé6i két qua cdng bd cia Piang Xuyén Nhu va dong tc
gia (1994) (chi dat 8% sinh khdi kho), cao hon so véi két qua cong bd ciia Seo va ddng
tac gid (2013) (ham lwgng sau tach chiét dat 10,2% sinh khéi kho). San phdm
phycocyanin thu dugce c6 gid thanh gidm nhd quy trinh san xuit don gian, khong st
dung cac dung moi, héa chit doc hai va dit tién. San phdm c6 d6 tinh sach cao
(A620nm/A280 nm dat gia tri 3,53+0,43) c6 thé dugc st dung trong duoc phém, thuc

pham chirc ndng va trong cic nghién ctru y sinh hoc khac.
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YEU CAUBAO HO
1. Quy trinh san xuét phycocyanin tir sinh khdi twoi vi khudn lam Spirulina platensis

bao gom cac budc:

(i) Tach chiét phycocyanin thé tir sinh khdi twoi vi khudn lam Spirulina

platensis

tach chiét phycocyanin thd biang phuong phép sbc nhiét bang cach bd sung vao
sinh khéi tio dém phosphat kali 0,01 M, pH= 7,0 theo ti 18 2: 1 (khdi lwong;: thé tich),
dung dich dugc doéng lanh & - 20 °C trong thoi gian 8-10 gid, sau d6 1am tan biang hoan
toan ¢ nhiét 40 phong trong thoi gian 3-4 giv, qua trinh dong lanh — tan bang dugc lap
lai 3 1an lién tiép, sau d6 ly tdm thu phéan dich ndi chira phycocyanin; phan sinh khéi
thu dugc duge bd sung dém phosphat kali 0,01 M, pH = 7,0 theo ti 18 2: 1 (khéi luong:
thé tich), lam dong lanh - tan bang 2 lan, sau d6 ly tim hdn hop dé thu duoc phin dich
nbi thir hai; tron cac phin dich ndi sau hai l4n ly t4m, tién hanh ly tdm lai & tbc do
3000 vong/ phit dé loai bo hoan toan cin;

(ii) Tinh sach phycocyanin thd bang chitosan va cacbon hoat tinh

phén dich ndi chtra phycocyanin thé thu dugc & bude (i) duge bd sung chitosan
sao cho ndng dd chitosan cudi ciing 1 0,001% (khdi luong: thé tich), sau d6 bd sung
cacbon hoat tinh v6i ndng d6 cudi cing 13 1% (khéi lwong: thé tich), tron déu hdn hop
bing khudy tir 15 pht, tién hanh ly tdm 3 1in & tbc do 4000 vong/phut trong 10 phit
dé loai hét can thu duoc phén dich ndi chira phycocyanin;

(iii) Tinh sach phycocyanin bang (NH,),SO4

bb sung (NH,),SO, dang bdt vao phan dich ndi chura phycocyanin thu dugc &
bude (i) dé dat duoc ndng d6 (NH,),SO, 50 % bdo hoa trong didu kién c6 khudy &
nhiét d6 4 °C, tiép tuc khudy tir trong 15 phit, rdi 0 qua dém & nhiét do 4 °C, ly tim
thu duoc phan két ta, sau d6 hoa phan két tia nay véi dém phosphat kali;

(iv) Thim tich

dung dich chira phycocyanin sau khi d& dugc tinh sach & budc (iii) duoc tién
hanh thim tich loai mudi 3 14n lién tiép bao gbm:

+14n 1: thAm tich v&i 50 x V d&ém phosphat 0,01 M, pH = 7,0 & 4 °C, trong thoi
gian 2 gio,

+ 14n 2: thdm tich v6i 50 x V nudc cit & 4 °C trong thoi gian 2 gio,
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+ 14n 3: thim tich v6i 50 x V nu6ce cit & 4 °C qua dém,
Trong d6 V 1a mL dung dich phycocyanin da d6 vao tai thim tich; va
(v) Siy dong kho

sdy dong kho phan dich sau thdm tich dé thu dugc bot phycocyanin bing may
dong kho trong khoang 44 gio, & nhiét do -45 °C dén -40 °C, 4p suét chan khong tir
0,01 dén 0,1 Pa, sau d6 bao quéan bot dong kho phycocyanin thu dugc & nhiét do 4 °C.
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