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QUY TRINH KY THUAT

LEN MEN SAN XUAT VA TINH SACH PROVITAMIN A TU E. COLI
TAI TO HQP

I. THONG TIN CHUNG
- Xuat Xt cua quy trinh: Thudc dé taii NCKH cip B “Nghién ciru san
Xuat provitamin A bang ching Escherischia coli tdi té hop”.

- Ma s dé tai: B2014-TN02-01

- Chu tri quy trinh: ThS. Lwong Thi Thu Huong

- Chui nhiém dé tai: ThS. Luong Thi Thu Hudng

- Ngay nghiém thu co so: 15/08/2017

- Quyét dinh thanh 1ap hoi dong nghiém thu s 991/QD-KHCN ngay

11/08/2017
Il. MUC PIiCH CUA QUY TRINH
- Lén men E. coli tai to hop sinh téng hop provitamin A.
- Thu héi provitamin A tir canh truong nudi cay E. coli.
1. THUYET MINH QUY TRINH

Giai doan 1:L.én men.

Chung gdc E. coli BL21(DE3) tai t6 hop mang dong thoi hai vector pR-
iEIBY va pET28-mvaK1K2D chira cac gene tham gia vao qua trinh sinh tong
hop provitamin A (san pham cta dé tai NCKH ma s6 B2014-TN02-01) bao
quan trong glycerol ¢ -80°C dugc ciy ria trén dia thach 2YT dic cd bd sung
ampicilin. Khuan lac trén dia thach duoc nhit sang nudi trong 10ml 2YT 16ng
¢6 bo sung ampicilin 37°C lic 200v/p qua dém. Sang ngay ké tiép, 10 ml dich
nudi duoc chuyén sang 1 1it 2YT 16ng c6 bo sung thém 0,5 % Glycerol va 100
ng/ml ampicilin trong binh tam giac 2 1it va nudi 1ac 200 v/p trong khoang 3-4
tiéng. Khi ODagp dat 0.3-0.5, sinh tong hop provitamin A duoc cam ung bang
IPTG nong do 0,2 mM. Tiép tuc nudi 120 gid.
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Giai doan 2: Thu hoi provitamin A san pham

Canh truong nudi cdy duogc ly tAm voi tbe do 4000 v/p trong 10 phut & didu kién
4°C dé loai b dich ndi thu cin té bao E. coli. Can té bao dwoc rira qua véi nuée khi ion
khir tring va ly tdm loai boé dich ndi. Sau dé, bd sung thém 5 mL dung dich
hexane:petroleum ether (v/v = 1:1) vao 6ng chira can té bao, d4o tron déu bang tay va u
& 55°C trong 15 phut, trong diéu kién téi. Sau d6 hon hop nay tiép tuc duoc loc qua
mang nylon kich thuéc 0.22 pm. Dung méi thu duoc dé bay hoi thu dugc B-carotene
tho. B-carotene san pham duogc bao quan & 4°C.

IV.SO PO QUY TRINH
Quy trinh duoc so d6 hoa o trang 3.



A. QUY TRINH LEN MEN B. QUY TRINH THU HOI p-carotene

Chiing géc E. coli Ly tam 4000 v/p, trong 10 p
J Thu can
y
bia peptri ZYT qailc » Cayria Cin té bao E. coli chira p-carotene
100ug/ml ampicilin Nuéi 37°C qua dém -
v Rtra vai nude khir ion

Ly tim, b6 dich noi

Khuan lac trén dia thach

v

Nhit khuan lac, nuéi Tic Canteé bao E. c_o_ll _ch_q’a p-carotene

bng Falcol chaa 10 ml 2YT

X - o .
l6ng100pg/ml ampicilin 200v/p 37°C qua dém Piéu kign: 55°C, trong toi U véi hdn hop dung dich
Thoi gian: 15 phat hexane:petroleum ether ty I 1:1
10 ml canh trudng E. coli Dich huyén phu chira p-carotene
) Nuéi lic 200 v/p 37°C .
Binh tam giac 2L chira 1 lit uortac £E8VIp Loc qua mang nylon
2YT léng 0,5% Glycerol va trong 3-4 gio. Po OD kich thudce 0.22 pm
100ug/ml ampicilin

Dich huyén phu chira p-carotene

1 lit canh trwong OD260 = 0.4

Bay hoi qua dém
Nubi lic 120 gid trong toi
37°C, 200 v/p

v

1 lit canh trwong E. coli

Tinh thé p-carotene




