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TÓM T8T 
V9i nhi:u *u ;i<m nh*: Hi,u qu>, thân thi,n v9i môi tr*Ang, có kh> n?ng %ng dEng F quy mô 
công nghi,p, siêu âm và enzyme là nhJng công ngh, ti:m n?ng, ;*Kc chú ý nghiên c%u và %ng 
dEng trong s>n xuNt protein tO th/c vPt, bao g)m tO vi t>o. MEc tiêu cRa nghiên c%u này là 
nghiên c%u phSi hKp công ngh, siêu âm và enzyme th*+ng ph0m (viscozyme và flavourzyme) 
trích ly protein tO vi t>o Chlorella vulgaris, mWt trong nhJng ngu)n cung cNp protein và peptide 
ch%c n?ng d)i dào cho công nghi,p th/c ph0m. Các công ;o9n ;*Kc nghiên c%u và tSi *u hóa 
g)m: Phá vY tZ bào b[ng siêu âm, h\ trK trích ly protein b[ng viscozyme và trích ly protein b[ng 
flavourzyme. $i:u ki,n siêu âm phá tZ bào sau nghiên c%u tSi *u là pH 8, nhi,t ;W 50˚C, thAi gian 
siêu âm 40 phút và tb l, vi t>o/n*9c 100 g/L. Ph*+ng pháp b: mdt ;áp %ng và mô hình I-optimal 
;*Kc áp dEng ;< tSi *u hóa ;i:u ki,n thRy phân, phá tZ bào b[ng viscozyme và trích ly protein 
b[ng flavourzyme. $i:u ki,n tSi *u cho thRy phân phá tZ bào và h\ trK trích ly protein b[ng 
viscozyme là: pH 6, nhi,t ;W 50˚C, thAi gian 90 phút và n)ng ;W enzyme 0,75%. $i:u ki,n tSi *u 
cho trích ly protein b[ng flavourzyme là: pH 6,8, nhi,t ;W 50˚C, thAi gian 2,5 giA, tSc ;W khuNy 
380 vòng/phút và n)ng ;W (NH4)2SO4 là 2,8%. Tb l, tZ bào b' phá vY sau quá trình xq lý b[ng siêu 
âm và viscozyme ;9t 73,45%. Hi,u suNt trích ly protein tO Chlorella vulgaris Vi,t Nam sq dEng 
flavourzyme ;9t 76%, v9i m%c ;W thRy phân DH là 37,53%. KZt qu> cRa nghiên c%u kh> thi, có kh> 
n?ng %ng dEng F quy mô công nghi,p và làm nguyên li,u s>n xuNt s>n ph0m ch%c n?ng tO 
protein vi t>o Chlorella vulgaris. 
TO khóa: Chlorella, flavourzyme, ph*+ng pháp b: mdt ;áp %ng, siêu âm, trích ly protein, 
viscozyme. 

 
1. $%T V(N $* 
Chlorella vulgaris thuWc nhóm t>o lEc 

(Chlorophyta), hs Chlorellaceae, là vi t>o ;+n 
bào có kh> n?ng quang hKp, tSc ;W sinh tr*Fng 
nhanh và có th< phát tri<n c> trên môi tr*Ang 
n*9c ngst và n*9c lK. Chlorella ch%a kho>ng 50 - 
60% protein, h+n 10% lipid, chNt x+, carbohydrate 
và các lo9i vitamin khác: C, D, E, H; vitamin 
nhóm B nh*: Thiamin, riboflavin, niacin, 
pantothenic axit, pyridoxine, folic axit, 
cobalamin…; giàu khoáng chNt: Mg, K, I, Zn, Se, 
Fe, Mn, Cu, P, Na, N, Co, Mo, S, Ca…; nhi:u 
ho9t chNt sinh hsc nh*: Beta carotene, 
chlorophyl, omega 3, axit béo… $ây là mWt 
trong nhJng lo9i th/c ph0m, th/c ph0m ch%c 
n?ng t/ nhiên giúp by sung dinh d*Yng, c>i 

thi,n kh> n?ng ;: kháng cRa c+ th<, t?ng c*Ang 
ngu)n ho9t chNt sinh hsc chSng oxy hóa, chSng 
viêm, chSng u b*9u hi,u qu> và là ngu)n 
nguyên li,u ti:m n?ng trong s>n xuNt các 
peptide ch%c n?ng có ho9t tính sinh hsc cao, có 
ti:m n?ng %ng dEng nh*: Nguyên li,u s>n xuNt 
th%c ?n ch?n nuôi, th/c ph0m, d*Kc ph0m, mz 
ph0m phEc vE cho ;Ai sSng con ng*Ai [1, 2].  

Theo Mordor Intelligence (2024) [3], th' 
tr*Ang toàn c#u cRa Chlorella giai ;o9n n?m 
2018 - 2029 d/ kiZn s} ;9t giá tr' 1,92 tb USD vào 
n?m 2024, tSc ;W t?ng tr*Fng 4,9% n?m; *9c ;9t 
giá tr' 2,45 tb USD vào n?m 2029, v9i khu v/c 
phát tri<n nhanh nhNt là châu Á - Thái Bình 
D*+ng. Th' tr*Ang vi t>o Vi,t Nam v9i hai 
nguyên li,u chR yZu là Spirulina và Chlorella có 
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giá tr' kho>ng 52 tri,u USD, s>n l*Kng kho>ng 
10.000 tNn/n?m, tSc ;W t?ng tr*Fng 11,2% giai 
;o9n tO n?m 2021 — 2027. Các sS li,u thSng kê 
này ph>n >nh nhu c#u ngày càng cao cRa ng*Ai 
tiêu dùng ;Si v9i các s>n ph0m tO vi t>o, ;dc bi,t 
là Chlorella.  

Protein tO Chlorella vulgaris có tb l, các axit 
amin thiZt yZu cao, cân ;Si, ;dc bi,t là 
isoleucine, leucine, phenylalanine, valine... Theo 
Becker (2007) [4], ;ây là ngu)n protein th/c vPt 
;*Kc ;ánh giá có chNt l*Kng dinh d*Yng và s/ 
cân b[ng tSt t*+ng ;*+ng hodc h+n khi so sánh 
v9i thành ph#n axit amin cRa protein th/c ph0m 
phy biZn nh* tr%ng, ;Pu t*+ng. Nhi:u nghiên 
c%u ;ã ch%ng minh protein chiZt xuNt tO 
Chlorella, v9i thành ph#n nhi:u peptide có ho9t 
tính ch%c n?ng có kh> n?ng h\ trK gi>m huyZt 
áp, chloesterol, c>i thi,n ch%c n?ng mi1n d'ch, 
chSng oxy hóa, chSng viêm... ;Si v9i ng*Ai sq 
dEng [2, 5]. V9i nhi:u ;dc tính linh ho9t nh*: 
Kh> n?ng nh# hóa, t9o bst, t9o gel tSt, d1 tiêu 
hóa, protein tO Chlorella có ti:m n?ng %ng dEng 
trong s>n xuNt, chZ biZn d*Kc ph0m, mz ph0m, 
;dc bi,t là th/c ph0m, th/c ph0m ch%c n?ng. 

Th' tr*Ang protein tO t>o, trong ;ó bao g)m 
protein tO Chlorella có giá tr' *9c ;9t 1,35 tb USD 
n?m 2033, tSc ;W t?ng tr*Fng d/ kiZn 5,5% [6], 
ch%ng minh nhu c#u cao cRa th' tr*Ang c#ng nh* 
ng*Ai tiêu dùng ;Si v9i ngu)n protein thay thZ 
lành m9nh và thân thi,n v9i môi tr*Ang này.  

Ph*+ng pháp kZt hKp siêu âm và enzyme 
th*+ng ph0m ;ã ;*Kc ch%ng minh qua nghiên 
c%u v: hi,u qu> trong trích ly protein tO vi t>o. 
Siêu âm t9o ra các vi bst khí và sóng xung kích, 
giúp phá vY màng tZ bào vi t>o mWt cách nhanh 
chóng và hi,u qu>, t?ng kh> n?ng tiZp cPn cRa 
enzyme t9i các protein bên trong tZ bào. Enzyme 
th*+ng ph0m nh* cellulase, protease, giúp t?ng 
hi,u qu> phá vY tZ bào và gi>i phóng protein ra 
môi tr*Ang trích ly. S/ kZt hKp giJa công ngh, 
siêu âm và enzyme không chÇ tSi *u hóa quá 
trình trích ly protein mà còn giJ nguyên ;*Kc các 
;dc tính sinh hsc cRa protein, gi>m thi<u tyn h9i 
và biZn ;yi cNu trúc protein, c#ng nh* linh ho9t 
%ng dEng F quy mô công nghi,p. S/ kZt hKp này 
c#ng c>i thi,n hi,u suNt trích ly, gi>m thAi gian 
và chi phí xq lý, ;)ng thAi duy trì chNt l*Kng và 

tính toàn vÉn cRa protein. $i:u này mF ra c+ hWi 
phát tri<n các s>n ph0m protein tO vi t>o v9i chNt 
l*Kng cao và giá thành hKp lý, ;áp %ng nhu c#u 
ngày càng t?ng cRa th' tr*Ang [7 — 9].  

MEc tiêu cRa nghiên c%u nh[m ;ánh giá và 
tSi *u hóa ;i:u ki,n phSi hKp siêu âm và enzym 
cellulase, protease th*+ng ph0m trong trích ly 
protein tO vi t>o Chlorella vulgaris Vi,t Nam 
nh[m c>i thi,n hi,u suNt và chNt l*Kng cRa 
protein thu ;*Kc, t9o ti:n ;: cho các nghiên c%u 
sâu và %ng dEng s>n xuNt các s>n ph0m phEc vE 
con ng*Ai tO s>n ph0m công ngh, này. 

2. V,T LI/U VÀ PH45NG PHÁP 
2.1. VPt li,u nghiên c%u 
Vi t>o Chlorella vulgaris ;*Kc cung cNp bFi 

Công ty TNHH Thiên Nhiên Vi,t. Vi t>o t*+i có 
hàm l*Kng protein 51%DS, ;W 0m 78%. Nguyên 
li,u sau khi thu nhPn ;*Kc sNy khô F 600C ;Zn 
;W 0m 5%, sau ;ó nghi:n nhÑ và sàng qua l*9i 
sàng kích th*9c 20 - 50 mesh ;< thu ;*Kc mÖu 
có kích th*9c ;)ng nhNt, hút chân không và b>o 
qu>n F nhi,t ;W 40C tr*9c khi tiZn hành sq dEng. 

Enzyme th*+ng m9i: Viscozyme L ( ≥ 100 
FBGU/g, pH khuyZn ngh' tO 3,5 — 5,5, nhi,t ;W 
khuyZn ngh' tO 40 - 600C); flavourzyme (1.000 
AU/g, pH khuyZn ngh' tO 6 - 8, nhi,t ;W khuyZn 
ngh' tO 40 - 600C) cRa Novozyme.  

2.2. Ph*+ng pháp nghiên c%u 
2.2.1. BS trí thí nghi,m 
Quy trình ti:n xq lý vi t>o theo kZt qu> 

nghiên c%u nWi bW cRa Trung tâm Th/c nghi,m 
S>n xuNt và Chuy<n giao công ngh,, Vi,n Công 
nghi,p th/c ph0m [10]. Nguyên li,u vi t>o thêm 
n*9c (pH = 7, tb l, nguyên li,u/n*9c 10%), 
khuNy 30 phút F 300 vòng/phút. Sau khuNy, h\n 
d'ch th/c hi,n hoàn nguyên n*9c trong 2 giA r)i 
cNp ;ông F - 40C trong 12 tiZng, sau ;ó rã ;ông 
24 giA. Quy trình cNp ;ông/rã ;ông ldp l9i 3 chu 
kâ, sau ;ó ly tâm t9i ;i:u ki,n 40C, 5.000 
vòng/phút/30 phút. Chlorella vulgaris ti:n xq lý 
;*Kc b>o qu>n 100C tr*9c khi sq dEng. 

Nghiên c%u kh>o sát >nh h*Fng cRa siêu 
âm, enzyme th*+ng m9i (cellulase, protease) 
;Zn hi,u suNt trích ly protein tO vi t>o Chlorella 
vulgaris: Thí nghi,m kh>o sát >nh h*Fng cRa 
siêu âm t9i hi,u suNt trích ly protein tO vi t>o 
Chlorella vulgaris ;*Kc tiZn hành nh* sau: 100 g 
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vi t>o ;ã ti:n xq lý ;*Kc thêm 900 g n*9c, khuNy 
trong 30 phút F 300 vòng/phút, sau ;ó siêu âm 
[11], sq dEng thiZt b' siêu âm Gtsonic VGT-
1910AT t9i ;i:u ki,n 40 kHz, 80%, 40C trong 30 
phút. $Si v9i thí nghi,m kh>o sát >nh h*Fng cRa 
viscozyme/flavourzyme t9i hi,u suNt trích ly 
protein tO Chlorella vulgaris, sau khi hoàn 
nguyên n*9c, h\n d'ch ;*Kc ;i:u chÇnh ;Zn pH 
và nhi,t ;W khuyZn ngh' cRa enzyme, thêm 
enzyme v9i tb l, 1% so v9i nguyên li,u ban ;#u 
và tiZn hành enzyme hóa trên b< yn nhi,t trong 
60 phút. Sau ;ó, mÖu thí nghi,m ;*Kc nâng 
nhi,t lên 850C trong 10 phút ;< di,t enzyme. $Si 
v9i mÖu thí nghi,m kh>o sát >nh h*Fng cRa phSi 
hKp siêu âm và enzyme, h\n d'ch vi t>o sau siêu 
âm ;*Kc enzyme hóa t*+ng t/ nh* trên. Sau thí 
nghi,m, mÖu ;*Kc ly tâm tách d'ch thRy phân F 
4.000 vòng/phút trong 30 phút, phân tích hàm 
l*Kng protein hòa tan tyng sS, tb l, tZ bào b' phá 
vY và hi,u suNt trích ly protein. 

L/a chsn ;i:u ki,n siêu âm h\ trK trích ly 
protein tO vi t>o Chlorella vulgaris: Thí nghi,m 

bao g)m: L/a chsn pH 2 - 12, nhi,t ;W 4 - 600C, 
tb l, nguyên li,u/dung môi 50 — 300 g/L và thAi 
gian siêu âm 5 - 60 phút trên nguyên li,u vi t>o 
;ã hoàn nguyên. Thông sS ;ánh giá thí nghi,m 
g)m tb l, tZ bào b' phá vY theo quy trình cRa 
Strober (1997) [12]. 

TSi *u hóa ;i:u ki,n thRy phân b[ng 
enzyme: Quy trình ;*Kc tSi *u hóa b[ng ph*+ng 
pháp b: mdt ;áp %ng v9i mô hình I-optimal. Thí 
nghi,m v9i viscozyme ;*Kc tiZn hành trên 
nguyên li,u sau siêu âm (31 thí nghi,m); thí 
nghi,m v9i flavourzyme trên nguyên li,u sau xq 
lý viscozyme (38 thí nghi,m). M\i thí nghi,m 
;*Kc ldp l9i 3 l#n. Mô hình toán hsc mô t> >nh 
h*Fng cRa các biZn ;Wc lPp ;Si v9i biZn phE 
thuWc có d9ng hàm ;a th%c bPc 2 nh* sau: Y = β0 
+ ∑βixi + ∑βiixi

2 + ∑βijxixj + ε. 
Trong ;ó: Y là hàm mEc tiêu, xi là biZn ;Wc 

lPp, β0, βi, βij. Các biZn ;Wc lPp ;*Kc mã hóa theo 
b>ng 1. 

B>ng 1. Mã hóa các biZn ;Wc lPp trong tSi *u hóa quá trình thRy phân b[ng enzyme 
BiZn ;Wc lPp Mã hóa Viscozyme Flavourzyme 

  -1 0 +1 -1 0 +1 
pH A, B 5 6 7 6 7 8 
N)ng ;W enzyme (%ES) C, B 0,25 0,5 0,75 1 2 3 
Nhi,t ;W (˚C) A, C 40 50 60 40 50 60 
ThAi gian D 30* 60* 90* 1** 2** 3** 
TSc ;W ;>o trWn (vòng/phút) E 0 150 300 200 300 400 
(NH4)2SO4 (%) F - - - 1,5 2,5 3,5 
Ghi chú: *: Phút; **: GiA. 
2.2.2. Ph*+ng pháp phân tích  
- Xác ;'nh hàm l*Kng protein hòa tan tyng 

sS: Hàm l*Kng protein hòa tan tyng sS ;*Kc xác 
;'nh theo ph*+ng pháp cRa He (2011) [13] có 
;i:u chÇnh, sq dEng chÇ th' là Coomassie 
Brilliant Blue G-250, kZt hKp v9i protein t9o ra s/ 
thay ;yi màu s!c tO nâu sang xanh. Sáu dung 
d'ch chu0n BSA (Bovine serum Albumin - 
Sigma) bao g)m: 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 
1,75; 2 mg/mL ;*Kc chu0n b'. Thêm 30 µL cRa 
m\i dung d'ch chu0n hodc mÖu vào Sng nghi,m, 
sau ;ó thêm 1,5 mL thuSc thq Bradford và trWn 
;:u. è F nhi,t ;W phòng trong 5 phút. $o ;W hNp 
thu F b*9c sóng 595 nm b[ng máy ;o quang 
phy. Hàm l*Kng protein ;*Kc xác ;'nh d/a trên 

;*Ang chu0n xây d/ng tO dung d'ch chu0n BSA 
(y = 0,9511x + 0,0195) R2 = 0,9996). 

- Xác ;'nh tb l, tZ bào b' phá vY: Tb l, tZ bào 
b' phá vY ;*Kc xác ;'nh theo ph*+ng pháp 
Trypan Blue Exclusion Test cRa Strober (1997) 
[12] có ;i:u chÇnh. MÖu thí nghi,m sau khi xq lý 
;*Kc ly tâm F 4.000 vòng/phút/30 phút ;< tách 
d'ch. 1 g tZ bào ;*Kc hòa trong 9 ml phosphate 
buffer sau ;ó vortex trong 1 phút. H\n d'ch tiZp 
tEc ;*Kc pha loãng v9i dung d'ch ;,m v9i tb l, 
1/9. 1 ml dung d'ch tZ bào pha loãng ;*Kc thêm 
vào 1 ml dung d'ch trypan blue 0,4%, vortex 
trong 1 phút, sau ;ó giJ 3 phút F nhi,t ;W phòng 
;< nhuWm màu. LNy 1 gist dung d'ch tZ bào ;ã 
nhuWm màu chuy<n vào bu)ng ;Zm tZ bào 
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hemacytometer, sau ;ó soi và ;Zm d*9i kính 
hi<n vi. TZ bào không b' phá vY, không b' 
nhuWm màu và tZ bào b' phá vY, b' nhuWm xanh. 
Tb l, ph#n tr?m tZ bào b' phá vY ;*Kc tính b[ng 
tb l, ph#n tr?m giJa tyng sS tZ bào b' phá vY trên 
tyng sS tZ bào ban ;#u. 

- Hi,u suNt trích ly protein: Hi,u suNt trích ly 
protein ;*Kc xác ;'nh b[ng tb l, ph#n tr?m giJa 
hàm l*Kng protein trong d'ch thí nghi,m/thRy 
phân và hàm l*Kng protein trong mÖu ban ;#u. 

- Xác ;'nh m%c ;W thRy phân (Degree of 
hydrolysis, DH): $*Kc xác ;'nh theo ph*+ng 
pháp OPA (Ortho - Phthalaldehyde Assay) theo 
quy trình cRa Sun và cs (2023) [14]. Dung d'ch 
OPA ;*Kc chu0n b' b[ng cách hòa tan 7,62 g 
sodium tetraborate decahydrate, 200 mg SDS và 
160 mg OPA trong 150 mL n*9c cNt, thêm 4 mL 
β-mercaptoethanol và by sung n*9c cNt ;Zn 200 
mL. Các dung d'ch chu0n glycine có n)ng ;W tO 
0,1 — 0,5 mg/mL ;*Kc chu0n b' ;< d/ng ;*Ang 
chu0n. Thêm 400 µL dung d'ch OPA vào 100 µL 
mÖu hodc dung d'ch chu0n, trWn ;:u và ;< yên 
trong 2 phút F nhi,t ;W phòng. $o ;W hNp thu t9i 
b*9c sóng 340 nm b[ng máy ;o quang phy. M%c 
;W thRy phân ;*Kc tính theo công th%c: 

  
Trong ;ó: h là l*Kng nhóm amin t/ do trong 

mÖu; htot là tyng l*Kng nhóm amin t/ do khi thRy 
phân hoàn toàn protein, v9i giá tr' cho protein tO 
Chlorella vulgaris là 7,8 meq/g protein. 

2.2.3. Ph*+ng pháp xq lý sS li,u 
Xq lý sS li,u b[ng ph#n m:m Excel và 

Design-expert (version 13). 
3. K:T QU< NGHIÊN C?U VÀ TH<O LU,N 
3.1. ënh h*Fng cRa siêu âm và enzyme t9i 

hi,u suNt trích ly protein tO vi t>o Chlorella 
vulgaris 

 
Hình 1. ënh h*Fng cRa siêu âm và enzyme 

th*+ng ph0m ;Zn hi,u suNt trích ly protein tO 
Chlorella vulgaris 

Các thí nghi,m kh>o sát >nh h*Fng cRa các 
;i:u ki,n trích ly g)m sq dEng siêu âm và sq 
dEng kZt hKp siêu âm cùng enzyme cellulase và 
protease t9i hi,u suNt thu nhPn protein tO vi t>o 
Chlorella vulgaris. KZt qu> thí nghi,m ;*Kc 
trình bày F hình 1. 

KZt qu> cho thNy, so v9i mÖu ;Si ch%ng, mÖu 
thí nghi,m sq dEng siêu âm c>i thi,n ;áng k< các 
thông sS thí nghi,m, ch%ng minh công ngh, này 
hi,u qu> trong h\ trK phá vY tZ bào vi t>o 
Chlorella, t?ng hi,u suNt trích ly protein. Khi kZt 
hKp siêu âm v9i enzyme viscozyme và 
flavourzyme, hi,u suNt trích ly protein và tb l, phá 
vY tZ bào t?ng ;áng k< so v9i các mÖu còn l9i, v9i 
kZt qu> tSt nhNt tO mÖu sq dEng c> hai enzyme. 
Siêu âm phá vY cNu trúc tZ bào, gi>i phóng 
protein, trong khi enzyme xúc tác sinh hsc phá vY 
liên kZt hóa hsc trong tZ bào. Tác ;Wng t*+ng h\ 
giJa viscozyme và flavourzyme cho hi,u suNt 
trích ly protein cao nhNt trong các mÖu thí 
nghi,m. KZt qu> này t*+ng ;)ng v9i kZt qu> 
nghiên c%u cRa Yucetepe (2022) [15]; Zhang và 
cs (2018) [16]; Gharehbeglou và cs (2024) [17]. 

3.2. L/a chsn ;i:u ki,n siêu âm h\ trK trích 
ly protein tO vi t>o Chlorella vulgaris 

Các thí nghi,m l/a chsn ;i:u ki,n siêu âm 
phù hKp sq dEng trong nghiên c%u ;*Kc tiZn 
hành g)m: Kh>o sát l/a chsn pH, nhi,t ;W, tb l, 
nguyên li,u ;ã hoàn nguyên/n*9c và thAi gian 
siêu âm. KZt qu> thí nghi,m ;*Kc trình bày F 
hình 2. 

KZt qu> cho thNy, pH, nhi,t ;W và thAi gian 
siêu âm có >nh h*Fng l9n ;Zn hi,u suNt trích ly 
protein và tb l, phá tZ bào Chlorella vulgaris. 
Hi,u suNt trích ly protein t?ng tuyZn tính khi pH 
và nhi,t ;W t?ng, ;9t giá tr' cao nhNt F pH 12 và 
50˚C, do các ;i:u ki,n này làm cNu trúc thành tZ 
bào d1 b' phá vY bFi sóng âm 40 kHz. Tb l, 
nguyên li,u/n*9c tSi *u là 100 g/L, cho thNy 
m%c ;W phân tán nguyên li,u trong môi tr*Ang 
này phù hKp nhNt ;< tiZn hành siêu âm. Tuy 
nhiên, do protein nh9y c>m v9i pH ki:m m9nh 
và nhi,t ;W cao, ;i:u ki,n siêu âm tSi *u ;*Kc 
l/a chsn là pH 8, thAi gian siêu âm 40 phút, nhi,t 
;W 50˚C và tb l, nguyên li,u/n*9c 100 g/L [9, 
18, 19].  
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Hình 2. ënh h*Fng cRa ;i:u ki,n siêu âm t9i hi,u suNt trích ly protein tO vi t>o Chlorella vulgaris 

3.3. TSi *u hóa ;i:u ki,n enzyme hóa b[ng 
viscozyle h\ trK trích ly protein tO vi t>o 
Chlorella vulgaris 

Vai trò cRa cellulase trong nghiên c%u này là 
t?ng c*Ang hi,u qu> phá vY tZ bào Chlorella sau 
khi siêu âm, h\ trK quá trình trích ly protein tiZp 
theo [15, 16]. Các thí nghi,m nWi bW cho thNy, 
viscozyme là enzyme cellulase th*+ng ph0m phù 
hKp nhNt cho nghiên c%u này. Ph*+ng pháp ;áp 
%ng b: mdt (RSM) trên mô hình I-optimal ;*Kc 

sq dEng ;< ;ánh giá và tSi *u hóa các thông sS 
kz thuPt cRa quy trình enzyme hóa b[ng 
viscozyme h\ trK trích ly protein tO Chlorella 
vulgaris. BiZn ;Wc lPp trong thí nghi,m tSi *u 
hóa g)m: N)ng ;W viscozyme, nhi,t ;W, pH, tSc 
;W ;>o trWn và thAi gian enzyme hóa; hàm mEc 
tiêu g)m: Hi,u suNt trích ly protein và tb l, tZ 
bào b' phá vY. KZt qu> thSng kê Anova cRa mô 
hình tSi *u ;*Kc trình bày F b>ng 2. 

B>ng 2. KZt qu> phân tích h)i quy hàm mEc tiêu mô hình tSi *u hóa  
;i:u ki,n enzyme hóa cRa viscozyme 

Hàm mEc tiêu 
Hi,u suNt trích ly (%) Tb l, tZ bào b' phá vY (%) BiZn ;Wc lPp 

Giá tr' F Giá tr' p M%c ;W >nh 
h*Fng Giá tr' F Giá tr' p M%c ;W 

>nh h*Fng 
Mô hình 434,31 < 0,0001 30,77 484,40 < 0,0001 66,66 

A - Nhi,t ;W 3.441,17 < 0,0001 5,56 5.028,49 < 0,0001 9,73 
B - pH 0,99 0,34 -      0,09 3,78 0,08 -      0,27 

C - Viscozyme 965,11 < 0,0001 2,93 28,33 0,00 -      0,73 
D - ThAi gian 145,16 < 0,0001 1,14 1.096,22 < 0,0001 4,52 
E - $>o trWn 102,90 < 0,0001 0,95 439,73 < 0,0001 2,85 

AB 3,79 0,08 -      0,23 0,01 0,94 -      0,01 
AC 110,93 < 0,0001 1,26 1,29 0,28 0,20 
AD 36,01 0,00 0,74 74,01 < 0,0001 1,54 
AE 61,66 < 0,0001 -      0,90 16,91 0,00 -      0,68 
BC 8,37 0,02 0,34 10,22 0,01 0,55 
BD 291,37 < 0,0001 2,06 181,60 < 0,0001 2,36 
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BE 13,85 0,00 -      0,43 3,08 0,11 -      0,29 
CD 0,98 0,35 -      0,12 8,18 0,02 -      0,52 
CE 3,84 0,08 -      0,23 1,50 0,25 -      0,21 
DE 10,41 0,01 0,37 19,69 0,00 -      0,73 
A² 1.346,77 < 0,0001 -      7,11 426,31 < 0,0001 -      5,80 
B² 21,71 0,00 0,84 33,15 0,00 1,50 
C² 123,34 < 0,0001 -      2,00 196,54 < 0,0001 -      3,67 
D² 57,71 < 0,0001 1,28 0,56 0,47 0,18 
E² 156,47 < 0,0001 -      2,16 140,76 < 0,0001 -      2,98 
R² 0,9989 0,999 

KZt qu> phân tích ph*+ng sai Anova cho 
thNy, c> hai mô hình hàm mEc tiêu ;:u có ý 
nghîa thSng kê v9i giá tr' p < 0,001, h, sS xác 
;'nh R2 l#n l*Kt là 0,9989 và 0,9990, ch%ng minh 
các mô hình  phù hKp sq dEng d/ ;oán hi,u suNt 
trích ly protein và tb l, tZ bào b' phá vY trong 
quá trình enzyme hóa b[ng viscozyme ;< h\ trK 
trích ly protein tO Chlorella vulgaris. Các biZn 
;Wc lPp g)m: Nhi,t ;W, pH, thAi gian, tSc ;W ;>o 
trWn và n)ng ;W viscozyme ;:u có >nh h*Fng 
;áng k< ;Zn hàm mEc tiêu. Trong ;ó, nhi,t ;W 
và thAi gian có >nh h*Fng d*+ng, tSc ;W ;>o 
trWn có >nh h*Fng âm ;Si v9i tb l, tZ bào b' phá 
vY; chÇ pH có >nh h*Fng âm ;Si v9i hi,u suNt 
trích ly protein. T*+ng tác giJa nhi,t ;W và thAi 
gian; thAi gian và n)ng ;W viscozyme có ý nghîa 
thSng kê ;Si v9i c> 2 hàm mEc tiêu, ch%ng tÑ các 
biZn ;Wc lPp này có t*+ng tác phE thuWc lÖn 
nhau. Nguyên nhân, có th< do trong d>i nhi,t ;W 

;*Kc ;ánh giá, nhi,t ;W tO 50 — 600C thuWc 
kho>ng tSi *u cRa viscozyme, thúc ;0y tSc ;W 
enzyme hóa, nâng cao hi,u suNt trích ly protein 
tO vi t>o. pH môi tr*Ang enzyme hóa có >nh 
h*Fng ;Zn tr9ng thái ion hóa cRa các nhóm ch%c 
n?ng trên enzyme c#ng nh* kh> n?ng hòa tan 
cRa protein tO nguyên li,u, tO ;ó >nh h*Fng ;Zn 
hi,u qu> thRy phân cRa viscozyme. $>o trWn 
thúc ;0y s/ tiZp xúc giJa enzyme và c+ chNt, do 
;ó >nh h*Fng ;Zn tb l, tZ bào b' phá vY, gián 
tiZp >nh h*Fng ;Zn hàm l*Kng protein ;*Kc gi>i 
phóng ra môi tr*Ang thRy phân. Các kZt qu> này 
phù hKp v9i kZt qu> nghiên c%u khác v: hi,u 
qu> sq dEng cellulase trong phá tZ bào và c>i 
thi,n hi,u suNt trích ly ho9t chNt sinh hsc tO vi 
t>o [15 - 17]. Bi<u ;) bi<u th' mSi quan h, giJa 
các biZn ;Wc lPp và hàm mEc tiêu ;*Kc trình bày 
F hình 3. 

 
Hình 3. ënh h*Fng cRa quan h, t*+ng tác giJa các biZn ;Wc lPp ;Si v9i các hàm ;áp %ng trong ma trPn 

th/c nghi,m tSi *u hóa ;i:u ki,n enzyme hóa cRa viscozyme h\ trK trích ly protein tO Chlorella vulgaris 
$) th' bi<u th' >nh h*Fng cRa t*+ng tác 

giJa các biZn ;Wc lPp ;Si v9i hàm mEc tiêu cho 
thNy, n)ng ;W viscozyme là tác nhân có >nh 

h*Fng l9n nhNt ;Si v9i s/ thay ;yi cRa các hàm 
này trong kho>ng thông sS ;*Kc ;ánh giá cRa 
các biZn ;Wc lPp. KZt qu> này khïng ;'nh vai trò 
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cRa viscozyme trong quy trình trích ly protein tO 
vi t>o Chlorella: H\ trK phân gi>i các 
polysaccharide thành tZ bào, làm yZu và phá vY 
cNu trúc tZ bào, gi>i phóng protein trong nWi bào 
ra môi tr*Ang thRy phân. 

Ph*+ng trình bi<u th' t*+ng quan giJa các 
biZn ;Wc lPp và hàm mEc tiêu hi,u suNt trích ly 
protein và tb l, tZ bào b' phá vY nh* sau: 

Hi,u suNt trích ly protein (%) = + 30,77 + 5,56A - 0,0947B + 2,93C + 1,14D + 0,9514E - 0,2345AB + 
1,26AC + 0,7425AD - 0,9004AE + 0,3448BC + 2,06BD - 0,4252BE - 0,1249CD - 0,2315CE + 0,3677DE -
7,11A² + 0,8388B² - 2,00C² + 1,28D² - 2,16E² 

Tb l, tZ bào b' phá vY (%) = + 66,66 + 9,73A - 0,2685B - 0,7263C + 4,52D + 2,85E - 0,0130AB + 
0,1968AC + 1,54AD - 0,6834AE + 0,5522BC + 2,36BD - 0,2906BE - 0,5222CD - 0,2097CE - 0,7328DE-5,80A² 
+ 1,50B² - 3,67C² + 0,1823D² - 2,98E² 

B>ng 3. KZt qu> th/c nghi,m ;i:u ki,n enzyme hóa bFi viscozyme t9i các ;i:u ki,n tSi *u 

$i:u ki,n 
thí nghi,m 

Nhi,t ;W 
(oC) pH 

N)ng ;W 
enzyme 
(%ES) 

ThAi gian 
(phút) 

TSc ;W ;>o 
trWn 

(vòng/phút) 

Hi,u suNt 
trích ly 

protein (%) 

Tb l, tZ bào b' 
phá vY (%) 

Mô hình 55,411 6 0,727 90 256,866 38,421 79,177 
Th/c 

nghi,m 55 6,00 0,75 90,00 250 37,72 ± 0,07 76,53 ± 0,36 

Các ;i:u ki,n tSi *u mô hình ;: xuNt ;*Kc 
;i:u chÇnh và th/c nghi,m F quy mô 1 kg 
nguyên li,u/mñ/3 mñ. KZt qu> th/c nghi,m 
;*Kc trình bày F b>ng 3. 

KZt qu> th/c nghi,m cho thNy, các hàm 
mEc tiêu có kZt qu> t*+ng ;*+ng v9i kZt qu> mô 
hình d/ ;oán, ch%ng minh mô hình d/ ;oán này 
có ;W tin cPy cao. S/ khác bi,t sS li,u th/c 
nghi,m và kZt qu> d/ ;oán do s/ biZn ;Wng cRa 
các biZn ;Wc lPp trong quá trình th/c nghi,m. 
KZt qu> nghiên c%u này kh> thi và có kh> n?ng 
áp dEng trong các quy mô th/c nghi,m l9n h+n. 

3.4. TSi *u hóa ;i:u ki,n enzyme hóa b[ng 
flavourzyme trích ly protein tO vi t>o Chlorella 
vulgaris 

MEc tiêu cRa thí nghi,m là tSi *u hóa ;i:u 
ki,n enzyme hóa b[ng protease th*+ng ph0m 

trích ly protein tO Chlorella vulgaris trên nguyên 
li,u vi t>o, ;ã tiZn hành ti:n xq lý b[ng siêu âm 
và viscozyme t9i các ;i:u ki,n công ngh, tSi *u. 
Thí nghi,m nWi bW l/a chsn lo9i enzyme th*+ng 
ph0m ;ã xác ;'nh ;*Kc flavourzyme là enzyme 
protase phù hKp cho nghiên c%u này. (NH4)2SO4 
;*Kc l/a chsn by sung vào môi tr*Ang enzyme 
hóa nh[m thúc ;0y quá trình salting-in, t?ng 
hi,u qu> trích ly protein tO Chlorella trong quá 
trình thRy phân [20, 21]. Thí nghi,m tSi *u hóa 
sq dEng mô hình I-optimal v9i 5 biZn ;Wc lPp 
g)m: pH (A), n)ng ;W enzyme flavourzyme (B); 
nhi,t ;W (C), thAi gian (D), tSc ;W ;>o trWn (E) 
và n)ng ;W muSi vô c+ (F). Các hàm mEc tiêu 
g)m: M%c ;W thRy phân DH (%) và hi,u suNt 
trích ly protein (%). KZt qu> thSng kê Anova cRa 
mô hình tSi *u ;*Kc trình bày F b>ng 4. 

B>ng 4. KZt qu> phân tích h)i quy hàm mEc tiêu mô hình tSi *u hóa  
;i:u ki,n enzyme hóa cRa flavourzyme 

Hàm mEc tiêu BiZn ;Wc lPp 
Hi,u suNt trích ly protein (%) M%c ;W thRy phân  (%) 

YZu tS >nh h*Fng Giá tr' F Giá tr' p M%c ;W >nh 
h*Fng Giá tr' F Giá tr' p M%c ;W 

>nh h*Fng 
Mô hình 711,89 < 0,0001 74,74 132,48 < 0,0001 37,53 

A: pH 248,42 < 0,0001 -      1,18 84,04 < 0,0001 -      0,82 
B: Flavourzyme 1.867,25 < 0,0001 3,24 176,43 < 0,0001 1,19 

C: Nhi,t ;W 87,59 < 0,0001 0,68 60,31 < 0,0001 0,68 
D: ThAi gian 7.373,10 < 0,0001 6,37 1.353,69 < 0,0001 3,27 

E: TSc ;W ;>o trWn 1.003,50 < 0,0001 2,46 181,83 < 0,0001 1,25 
F: (NH4)2SO4 628,33 < 0,0001 1,86 114,36 < 0,0001 0,95 
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AB 17,83 0,00 0,43 3,84 0,08 0,24 
AC 7,30 0,02 -      0,25 0,00 0,97 0,00 
AD 2,47 0,15 -      0,14 4,95 0,05 0,24 
AE 16,98 0,00 0,40 2,07 0,18 0,17 
AF 0,01 0,92 -      0,01 6,81 0,03 0,29 
BC 20,98 0,00 0,47 0,04 0,85 0,02 
BD 1,36 0,27 -      0,12 20,75 0,00 0,55 
BE 133,91 < 0,0001 -      1,13 0,56 0,47 -      0,09 
BF 0,02 0,89 0,02 0,43 0,53 0,08 
CD 16,86 0,00 -      0,38 2,55 0,14 0,18 
CE 3,84 0,08 0,18 17,05 0,00 0,46 
CF 116,94 < 0,0001 -      1,03 0,09 0,77 -      0,03 
DE 7,68 0,02 0,26 8,04 0,02 0,32 
DF 2,82 0,12 -      0,15 4,98 0,05 -      0,24 
EF 12,68 0,01 0,35 2,32 0,16 0,18 
A² 287,85 < 0,0001 -      2,53 55,02 < 0,0001 -      1,32 
B² 355,45 < 0,0001 -      2,49 20,99 0,00 -      0,72 
C² 1.516,94 < 0,0001 -      5,71 260,54 < 0,0001 -      2,83 
D² 1.183,55 < 0,0001 -      4,89 175,57 < 0,0001 -      2,25 
E² 92,29 < 0,0001 -      1,33 34,71 0,00 -      0,97 
F² 218,33 < 0,0001 -      2,27 224,81 < 0,0001 -      2,76 
R² 0,9995 R² 0,9972 

Mô hình cRa hàm mEc tiêu g)m: Hi,u suNt 
trích ly protein và m%c ;W thRy phân ;:u có giá 
tr' p < 0,0001, v9i R² l#n l*Kt là 0,9995 và 0,9972, 
ch%ng tÑ các mô hình có ý nghîa thSng kê và  
phù hKp v9i dJ li,u, gi>i thích ;*Kc trên 99% s/ 
biZn thiên cRa hàm mEc tiêu. Các biZn ;Wc lPp 
g)m: pH, n)ng ;W flavourzyme, nhi,t ;W, thAi 
gian, tSc ;W quay và n)ng ;W (NH4)2SO4 ;:u có 
>nh h*Fng ;áng k< ;Zn hi,u suNt trích ly protein 
và m%c ;W thRy phân. ThAi gian, n)ng ;W 
flavourzyme và tSc ;W ;>o trWn có >nh h*Fng 
d*+ng ;Si v9i c> 2 hàm mEc tiêu. Nguyên nhân, 
do ho9t tính cRa enzyme flavourzyme, ;W hòa tan 
cRa protein tO nguyên li,u ch'u >nh h*Fng cRa 
các yZu tS >nh h*Fng ;*Kc ;ánh giá. $>o trWn 

giúp t?ng c*Ang tiZp xúc giJa enzyme và c+ 
chNt, thúc ;0y tSc ;W ph>n %ng thRy phân gi>i 
phóng protein ra môi tr*Ang trích ly, t9o ra s/ 
t?ng tuyZn tính các thông sS thí nghi,m. MuSi 
vô c+ (NH4)2SO4 giúp làm t?ng l/c ion, làm gi>m 
l/c ;0y tînh ;i,n giJa các phân tq protein, tO ;ó 
làm t?ng ;W hòa tan cRa protein. Tuy nhiên, khi 
n)ng ;W (NH4)2SO4 quá cao, l/c ion m9nh có th< 
dÖn ;Zn kZt tRa protein, làm gi>m hi,u suNt trích 
ly. KZt qu> này phù hKp v9i các kZt qu> nghiên 
c%u khác v: tác ;Wng cRa các yZu tS pH, n)ng ;W 
enzyme, nhi,t ;W và muSi ;Zn quá trình thRy 
phân protein [15, 16, 22, 23]. Ph*+ng trình d/ 
;oán cho hi,u suNt trích ly protein và m%c ;W 
thRy phân nh* sau: 

Hi,u suNt trích ly protein (%) = + 74,74 - 1,18A + 3,24B + 0,6817C + 6,37D + 2,46E + 1,86F + 
0,4337AB - 0,2488AC - 0,1429AD + 0,3950AE - 0,0098AF + 0,4669BC - 0,1169BD - 1,13BE + 0,0151BF -
0,3832CD + 0,1835CE - 1,03CF + 0,2635DE - 0,1505DF + 0,3486EF - 2,53A² - 2,49B² - 5,71C² - 4,89D² - 
1,33E² - 2,27F².  

M%c ;W thRy phân DH (%) = + 37,53 - 8193A + 1,19B + 0,6769C + 3,27D + 1,25E + 0,9470F + 
0,2408AB + 0,0046AC + 0,2421AD + 0,1651AE + 0,2854AF + 0,0230BC + 0,5462BD - 0,0872BE + 
0,0802BF + 0,1784CD + 0,4627CE  - 0,0338CF + 0,3226DE -0,2395DF + 0,1783EF -1,32A² - 0,7235B² -
2,83C² - 2,25D² - 0,9736E² - 2,76F² 
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Bi<u ;) bi<u th' mSi quan h, giJa các yZu tS 
>nh h*Fng và hàm ;áp %ng ;*Kc trình bày F 

hình 4. 

 
Hình 4. ënh h*Fng cRa quan h, t*+ng tác giJa các biZn ;Wc lPp ;Si v9i các hàm ;áp %ng trong ma 

trPn th/c nghi,m tSi *u hóa ;i:u ki,n enzyme hóa cRa flavourzyme sq dEngtrích ly protein tO 
Chlorella vulgaris 

TO các thông sS kz thuPt cRa quá trình 
enzyme hóa bFi flavourzyme ;*Kc mô hình ;: 
xuNt, th/c nghi,m trên mô hình 1 kg nguyên 
li,u/mñ ;*Kc tiZn hành 3 mñ ;< ;ánh giá s/ phù 
hKp cRa mô hình và các ;i:u ki,n tSi *u hóa. KZt 
qu> thí nghi,m ;*Kc trình bày F b>ng 5.  

KZt qu> th/c nghi,m cho thNy, các hàm 
mEc tiêu: Hi,u suNt trích ly protein và m%c ;W 
thRy phân DH có giá tr' t*+ng ;*+ng v9i kZt qu> 
mà mô hình d/ ;oán, ch%ng minh mô hình phù 
hKp và có th< nghiên c%u hoàn thi,n trong các 
quy mô s>n xuNt và nghiên c%u l9n h+n. 

B>ng 5. KZt qu> th/c nghi,m ;i:u ki,n enzyme hóa bFi flavourzyme t9i các ;i:u ki,n tSi *u 
$i:u ki,n 

thí 
nghi,m 

Nhi,t 
;W (0C) pH 

N)ng ;W 
enzyme 
(%ES) 

ThAi 
gian 
(giA) 

TSc ;W ;>o 
trWn 

(vòng/phút) 

N)ng ;W 
(NH4)2SO4 

(%) 

Hi,u suNt 
trích ly 

protein (%) 

M%c ;W thRy 
phân  (%) 

Mô hình 50,832 6,861 2,542 2,698 378,522 2,816 79,035 39,96 
Th/c 

nghi,m 50 6,86 2,5 2,7 380 2,8 76,96 ± 0,81 39,42 ± 0,09 

4. K:T LU,N 
$ã tiZn hành kh>o sát và tSi *u ;i:u ki,n 

trích ly protein tO vi t>o Chlorella vulgaris Vi,t 
Nam g)m 3 giai ;o9n chính: Phá tZ bào b[ng 
siêu âm kZt hKp thRy phân b[ng viscozyme và 
trích ly protein b[ng flavourzyme. Các giai ;o9n 
này ;ã ;*Kc tSi *u hóa ;< ;9t ;*Kc hi,u suNt 
trích ly protein cao nhNt trong ;i:u ki,n thí 
nghi,m ;*Kc ;ánh giá. Công ngh, siêu âm ;ã 
ch%ng minh là mWt ph*+ng pháp hi,u qu> trong 
vi,c h\ trK phá vY tZ bào vi t>o và t?ng hi,u suNt 
trích ly protein. $i:u ki,n tSi *u cho giai ;o9n 
này là: pH 8, nhi,t ;W 50˚C, thAi gian 40 phút và 
tb l, nguyên li,u/n*9c 100 g/L. Sq dEng 
enzyme viscozyme sau khi siêu âm giúp t?ng 
c*Ang hi,u qu> phá vY tZ bào và h\ trK quá trình 

trích ly protein. $i:u ki,n tSi *u bao g)m: pH 6, 
nhi,t ;W 50˚C, thAi gian 90 phút và n)ng ;W 
enzyme 0,75%. Sau khi phá tZ bào b[ng 
viscozyme, enzyme flavourzyme ;*Kc sq dEng 
;< trích ly protein. $i:u ki,n tSi *u cho giai 
;o9n này là: pH 6,86, nhi,t ;W 50˚C, thAi gian 2,5 
giA, tSc ;W ;>o trWn 380 vòng/phút và n)ng ;W 
(NH4)2SO4 2,8%. Vi,c sq dEng muSi vô c+ 
(NH4)2SO4 giúp t?ng l/c ion, làm gi>m l/c ;0y 
tînh ;i,n giJa các phân tq protein, tO ;ó t?ng ;W 
hòa tan cRa protein, c>i thi,n hi,u suNt trích ly 
protein tO nguyên li,u ban ;#u. Các kZt qu> th/c 
nghi,m cho thNy, s/ t*+ng ;)ng ;áng k< v9i các 
d/ ;oán cRa mô hình, ch%ng minh tính kh> thi 
cRa các thông sS ;*Kc sq dEng trong ;i:u ki,n 
thí nghi,m và kh> n?ng áp dEng các ;i:u ki,n 
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này trong các quy mô l9n h+n. Các s>n ph0m 
protein tO quy trình này có ti:m n?ng %ng dEng 
rWng rãi trong ngành công nghi,p th/c ph0m 
c#ng nh* nguyên li,u ti:m n?ng ;< s>n xuNt các 
s>n ph0m có tính ch%c n?ng tO protein Chlorella. 
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STUDYING FOR PROTEIN EXTRACTION FROM Chlorella vulgaris USING ENZYME - 

COMBINED ULTRASOUND TECHNIQUES 
Tran Hoang Quyen1, Nguyen Minh Chau1, Pham Linh Khoa1,  

Le Van Bac1, Vu Duc Manh1, Bui Thi Thuy Ha1, Bui Thi Hong Phuong1 

1Food Industries Research Institute 
Abstract 

This study investigates using ultrasound technology and commercial enzymes for protein 
extraction from Vietnam Chlorella vulgaris. The research aims to optimize the combined 
ultrasound and enzymatic conditions to improve the efficiency and quality of protein extraction. 
The study was conducted in three main stages: Ultrasound-assisted cell disruption followed by 
hydrolysis with viscozyme and finally, protein extraction with flavourzyme. The study 
demonstrates the effectiveness of ultrasound technology in breaking down algal cells and 
increasing protein extraction yield. The optimal conditions for this stage were identified as pH 8, 
50˚C temperature, 40 minutes ultrasound time and a 100 g/L ratio of algae to water. The enzyme 
viscozyme was selected as the appropriate cellulase to enhance the disruption of the cells after 
ultrasound treatment. The optimal conditions for viscozyme were identified as pH 6, 50˚C 
temperature, 90 minutes enzyme treatment time and 0.75% enzyme concentration. After the cell 
disruption with viscozyme, flavourzyme was used to extract protein, with the optimal conditions 
being identified as pH 6.8, 50˚C temperature, 2.5 hours treatment time, 380 rpm stirring speed 
and 2.8% (NH4)2SO4 concentration. The use of inorganic salt (NH4)2SO4 helps to increase the 
ionic strength, reduce the electrostatic repulsion between protein molecules and thus increase 
the solubility of protein, improving the extraction yield. The experimental results demonstrate 
remarkable consistency with the model predictions, highlighting the feasibility of the utilized 
parameters in the experimental conditions and their applicability in larger-scale settings. The 
research offers promising results for the production of high-quality protein products from 
Chlorella vulgaris. 
Keywords: Chlorella vulgaris, flavourzyme, protein extraction, response surface methodology, 
ultrasound, viscozyme. 
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