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Linh vire ki thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh chuyén hoa lignoxenluloza thanh axit hiru co.

Tinh trang k§ thuét ciia sing ché

Pai biét qua trinh 1én men sinh khdi lignoxenluloza dé tao ra céc axit hiru co,
vi dy, nhu axit lactic, axit sucxinic, hodc axit axetic. Vi dy, trong W02009/025547
d3 mb ta quy trinh san xut axit lactic 14 san phdm 1én men tir sinh khdi
lignoxenluloza. Theo quy trinh néu trong W02009/025547, sinh khéi
lignoxenluloza dugce xir ly so bd béng tac nhan kiém hoa va sau d6 thuc hién df‘)ng
thoi qué trinh dudng hoa va qua trinh 1én men trong thung 1€n men dé tao ra axit
lactic hodic mudi cua no.

Mot nhugc diém cia quy trinh WO2009/025547 13 san pham clia qua trinh
1én men, tirc 12 axit lactic hodc canxi lactat, dugc thu hdi & nong do tuong dbi
thip. Trong truong hop axit lactic da duoc thu hdi ¢ thé duge sir dung cho qua
trinh chuyén hoa biang vi sinh tiép theo thanh etanol, thi nhidu budc chung cét c6
thé s& can thiét d tao ra ndng do etanol 96%.

Hon nita, san phdm clia qué trinh 1én men s& dugc tao ra véi hidu sut
tuong dbi thip. Dé c6 dugc qua trinh dudong hoa thoa dang lignoxenluloza, c6 thé
cin phai c¢6 budc xir 1y so bd bang kiém tuong dbi khic nghiét, budc thuy phan so

bd, va/hodc ham lugng twong dbi cao clia enzym thity phan trong thing 1én men.

Ban chét ky thuit cia sang ché

D3 phat hién ra ring néu viéc san xuit axit hitu co tir nguyén liéu
lignoxenluloza bdi qué trinh xir 1y so bd bang kiém tiép sau 12 qua trinh 1én men
nguyén liéu da dugc xir ly so b béng kiém trong vung 1én men dugc thyc hién dé
sao cho dong thai 16ng ciia viing 1én men duoc tai tudn hoan vao budc xir Iy so bd

bang ki€m va/hodc vao vung 1én men, va axit hitu co dugc thu hoi dudi dang muoi
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magie hodc canxi tir dong thai rin ciia ving 1én men, axit hitu co c¢6 thé duge tao
ra v6i ndng d6 cao, cling véi hiéu suét cao va véi do tinh khiét cao.

Do d6, sang ché d& cap dén quy trinh chuyén hoéa lignoxenluloza thanh axit
hiru co, quy trinh nay bao gdm céc budc sau:

a) xtt ly so bd liéu nap chira nguyén liéu lignoxenluloza biang tic nhan kiém
hoa bao gé“)m cation hoa tri hai, trong d6 cation hoa tri hai 13 cation canxi hoic
magie, vo1 su ¢6 mdt cia nudc & nhiét do xir ly so bo, dé tao ra huyén phu dic
trong nudc cia nguyén lidu lignoxenluloza di dugc xir 1y so b bang kiém;

b) c4p it nhdt mot phin ciia huyén phu dic coa nguyén liéu lignoxenluloza da
dugc xtr 1y so by bang kiém vio ving 1én men va tién hanh qua trinh thuy phéan
bang enzym va lén men nguyén liéu lignoxenluloza da dugc xt Iy so bd trong
vung 1€n men v6i sy ¢c6 mit cua enzym thiy phan va vi sinh vat c¢6 kha ning
chuyén héa cac sacarit thanh axit hitu co dé tao ra dich 1én men bao gém
lignoxenluloza khong hoa tan, mudi da két tia va hoa tan cua axit hiru co bang
cation hoa tri hai, va enzym;

¢) thdo dich 1én men thu dugc & budce (b) ra khoi ving 1én men;

d) tach ra khoi dich 1én men pha 1ong chtra mudi hoa tan cua axit hitu co va
pha ran chira lignoxenluloza khong hoa tan va mudi két ta cta axit hitu co; va

e) tai tudn hoan it nht mot phan cua pha long vao bude xir Iy so bd bang
kiém a) va/hoic vao ving 1én men.

Do pha 1éng dugc tai tudn hoan ngang qua ving 1én men, tic 1a gian tiép
thong qua viéc tai tudn hoan vao bude xir Iy so bd bang kiém va/hodc truc tiép,
nén khong nhét thiét phai c6 muc do chuyén héa cao trén hanh trinh cta cac
sacarit ¢6 thé 1én men duogc thanh axit hitu co dé c6 duge hiéu suét cao. Céc
sacarit c6 thé 1én men duoc chua duoc chuyén hoa s& dugc tai tudn hoan va c6 thé
dugc 1én men trong hanh trinh tiép theo. Do do, cac sacarit tuong d6i kho 1én men,
vi dy, nhu céc oligome xenluloza va xyloza, ciing ¢6 thé 1én men dugc ma khong
can phai ¢6 ving 1én men 16n.

Do phin enzym thiy phan s& duoc tai tudn hoan cung voi pha long, nén

luong enzym c6 thé duoc sir dung 13 trong dbi nho.
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Mot vu diém quan trong cta quy trinh theo sang ché do 1a san phém, tirc 13
axit hitu co hoic mudi canxi hodc magie cia no, cé thé dugc tao ra & ndng do
tuong dbi cao. Do viée tai tudn hoan, nén ndng d6 ciia mudi canxi hodc magie da
hoa tan ciia axit hiru co s& tich tu cho dén khi su bio hoa dat dugc. Khi dat su bao
hoa, axit hitu co thém nita bét ky dugc tao ra trong vung 1€n men s¢& két toa & dang
mubi canxi hodc magie clia n6. Do vdy, ngay ca trong cac diéu kién quy trinh
trong do6 lugng tuong dbi thép cua axit hitu co dugc tao ra trén mdi hanh trinh, vi
du, do ndng do thap cua lignoxenluloza va/hodc cia enzym thiy phén va/hodc do
su thuy phan kém clia nguyén liéu lignoxenluloza, thi san phdm c6 thé vinduoc
tao ra voi néng do va hiéu cao dugc mong mudn.-Mot vu diém cta viéc san xuét,
vi du, axit lactic & ndng do twong dbi cao d6 13, khi axit lactic nay dugc chuyén
hoa tiép thanh cac hoa chat khac, vi du, b&i viéc 18n men axit lactic thanh axit
sucxinic hodc etanol, thi cic hoa chit nhu viy cling c6 thé duoc tao ra & ndng do
tuong dbi cao. Trong trudmg hop 1én men axit lactic thanh etanol, thi diéu nay co
nghia 14 cin phai c6 it budc chung cit hon dé tao ra etanol dic.

Ngodi ra, cac san phdm hoa tan ciia quy trinh theo sang ché, vi du, nhu céc
axit amin hodc cac peptit trong truong hop liéu cip chura protein, c¢6 thé duge thu
hdi & ndng do cao théa dang do cac axit amin hodc céc peptit nhu vay sé tich tu
trong dong thai 16ng ciia viing 1én men do viéc ti tudn hoan.

Mot rru diém khac ctia quy trinh theo sang ché d6 1a quy trinh theo sang ché
c¢6 thé dugc tién hanh c6 hiéu qua kinh té trén quy md nhé. Quy trinh nay c6 thé
dugc van hanh & ap sudt khi quyén va do d6 s& c6 vn dau tu it hon nhidu so véi
cac quy trinh chuyén héa nguyén liéu lignoxenluloza da biét. Néu duoc tién hanh
v6i quy md nhé, tirc 12 bang cach sir dung sinh khdi phé thai c6 ngudn gbe tir khu
vue dat nong nghiép tuong ddi nhé 1am nguyén liéu lignoxenluloza, cac dong chit
thai tir quy trinh theo sang ché, nhu cac khoang chat, cin lignoxenluloza hogc
canxi cacbonat, c6 thé dugc trai ra trén dit noéng nghiép ma nguyén lidu
lignoxenluloza c6 ngudn gbc tir né @ nang cao do phi cia dit. Do vy, tranh dugc

céc chi phi van chuyén va céc chi phi cho viéc nén chit cac dong chat thai.
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Mo ta vin tit hinh vé

Trén Fig.1, m0t phuong 4n cua sang ché dugc thé hién dudi dang so do.

M0 ta chi tiét sang ché

Trong quy trinh theo sang ché, liéu nap chira nguyén liéu lignoxenluloza
dAu tién duge tién hanh qua trinh xtr Iy so bo bang kiém (budc a)) va sau do duoc
cAp vao ving 1én men & d6 né dugce tién hanh qua trinh thily phan bang enzym va
lén men (budc b)). Trong vung lén men, cic polysacarit trong nguyén li€u
lignoxenluloza dugc thity phan dé tao ra cac sacarit c6 thé 1én men duoc, chung
duoc 1én men thanh mot hodc nhiéu axit hitu co. Dich 1én men d tao ra duogc thao
ra khdi vung 1én men (budc c¢)) va sau d6 dugc phan tach thanh mot pha long va
mdt pha rin (budc d)). It nhat mot phan cua pha 16ng duoc tai tudn hoan vao budc
xtt Iy so bd bang kiém va/hodc vao ving 1én men (budc e)).

Nguyén liéu lignoxenluloza c6 thé la vat lidu sinh khéi bat ky chua
lignoxenluloza. Cac vi du vé nguyén lidu lignoxenluloza thich hop gém gd, rom,
giéy, ba mia, co, hodc su két hop cua chuing. Tét hon 13, nguyén li¢u
lignoxenluloza 1a vat liéu phé thai néng nghiép, vi du, nhu rom hoic gidy phé thai.
Nguyén liéu lignoxenluloza c6 thé 1a vat liéu tuoi hodc vét lidu da duge lam kho.
Nguyén liéu c6 thé chira nguyén liéu lignoxenluloza da duoc tién hanh xi ly so bd
nhu thuy phan so bd hoic bude chiét dé loai bo cac thanh phin khong thé 1én men
duoc hodc dé loai bo cac thanh phén c6 thé e ché cac qué trinh thuy phéan va lén
men & budc b).

Tét hon, néu nguyén li€u lignoxenluloza 1a vat li€u da ct vun, vi du, duoc
cit vun béng cach cit, nghién, sang loc co hoc hodc ép dun dé cai thién kha nang
tiép can ciia vat liéu cho qua trinh xir Iy so bd bang kiém va bude thuy phan/lén
men.

Liéu cép c6 thé chua chit liéu khong phai 12 nguyén liéu lignoxenluloza,
nhu chét thai sinh hoat hodc chat thai cong nghiép (vi du, banh ép hat cai dau, ba
thuc vat hodc chit thai nha kinh). Tét hon 14, lidu cip bao gdm it nhét 1a 30% khéi

lwong lignoxenluloza kho tinh theo khéi rong kho cua chét liéu hitu co trong liéu
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cép, tot hon nira 13 it nhét 12 50% khéi luong, thdm chi t5t hon nita 14 it nhat 1a
70% khdi luong.

Trong budc a), nguyén li€u lignoxenluloza duge xir Iy so bd dé pha v&
mang lignoxenluloza, dé loai bo lignin, dé 1am cho lignin nhay cdm hon va/hoic
dé lam tang dién tich bé mat cia xenluloza. Nhoy viée xur ly so bd, nguyén liéu
lignoxenluloza s& thich hop hon cho céc qua trinh thiy phin va 1én men sau d6 &
budc b). Qua trinh xit Iy so bd bang kiém cho nguyén liéu lignoxenluloza la da
biét 15 trong linh vuc ky thuat nay. Cac didu kién xur ly so bd bang kiém thich
hop di biét trong linh vuc k§ thuit ndy c6 thé ap dung dugc & budce a).

Liéu cdp dugc xir Iy so bd bang tic nhan kiém héa bao gdm cation hoa tri
hai, trong d6 cation hoéa tri hai 1a canxi hodc magie, v&i sy ¢ mit cua nuée. Tac
nhén kiém hoa c¢6 thé 14, vi du, canxi hydroxit, canxi oxit, magie hydroxit, magie
oxit, hodc t hop ctia hai hogic nhiéu chit nay. T8t hon 13, tdc nhan kidm héa la
canxi hydroxit hodc canxi oxit, tét hon nita 12 canxi hydroxit. Thong thuong,
luong nudc c6 mit dé sao cho ndng dd cua lignoxenluloza rin khd nim trong
khoang tir 5 dén 30% khéi lugng tinh theo thé tich clia pha nuéc. Tét hon, néu
lugng nhéan tdt kiém dé sao cho huyén phu dic dugc tao ra vai 4 pH nam trong
khoang tir 8,0 dén 14,0, t6t hon nita 12 nim trong khoang tur 8,5 dén 13,0, tham chi
t6t hon nira 12 ndm trong khoang tir 9,0 dén 12,0.

Qua trinh xtr ly so bd bang kiém c6 thé duoc tién hanh & nhiét do xi ly so
b6 thich hop bat ky. Tét hon 13, nhiét d¢ xir ly so bd ndm trong khoang tir 20 dén
115°C, t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 50 dén 100°C, tham chi tét hon nita 13
nam trong khoang tir 60 dén 98°C, ciing t6t hon nita 1a nim trong khodang tir
70 dén 95°C.

Cén phai hiéu rang, do tinh khic nghiét cia qua trinh xi Iy so b bing kiém
12 khong quan trong trong quy trinh theo sang ché, nén khoang thdi gian ma trong
lac d6 nguyén liéu lignoxenluloza dugc xir Iy so bd ciing s& 1a khéng quan trong.
Vit liéu c6 thé dugc xir Iy so bd trong khoang thoi gian thich hop bat ky, vi du
trong khoang thoi gian tir 10 phut t6i 100 ngay, t5t hon 1a tir 20 phit téi 3 gid, tdt
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hon nita 1a tir 30 t6i 60 phut. Can phai hiéu rang théng thudng, nhiét do xt 1y so
bod cang thp s& di kém v6i thoi gian xir Iy so bd cang dai.

Trong buéc a), huyén phu ddc trong nudc cia nguyén lidu lignoxenluloza
da duge xir ly so bo bang kiém duoc tao ra. It nhit mot phan huyén phu dic duogc
cép vao ving 1én men. T4t hon 13, it nhit 1a 70%, t6t hon nita 1a it nhat 1a 80%
huyén phu déc s€ duoc cép vao qua trinh 1€én men. Céc hat 16n hoéc cac dang soi,
t8t hon 12 céc hat hodc cac dang s¢i c6 duong kinh (céc hat) hodc do dai (cac dang
soi) it nhat 12 2mm dugc tach ra khoi huyén phu dic trude khi cap huyén phu dic
vao vung 1én men. Theo céach khac, vi dy, trong truong hop liéu nap chira hdn hop
cua cic nguyén li¢u lignoxenluloza khéac nhau c¢6 ham lugng xenluloza khac nhau
dugce st dung, thi mot phan ctia nguyén liéu lignoxenluloza da duge xt 1y so bd cb
thé duogc tach ra khéi huyén phu dic dé st dung trong mot quy trinh khac, va phan
con lai ciia huyén phu diic ndy s& duoc cap vao ving 1én men. Vi du, ¢6 thé c6 lgi
néu tach nguyén liéu lignoxenluloza d3 dugc xir 1y so bd c6 ham lugng xenluloza
tuong ddi cao ra khoi huyén phu ddc nay dé sir dung né cho quy trinh san xuét
gidy.

Huyén phu dic c6 thé duoc tién hanh bude 1am ngudi hodc budce sang loc
(dé loai bd céac hat 16n hodc cac dang sgi) trude khi dugc cép vao vung 1én men.
Trong trudmng hop nhiét 4§ xtr Iy so b 1a cao hon so véi nhiét do ma & do cac qua
trinh thuy phan va 1én men dugc tién hanh, thi s& tdt hon néu vat liéu da dugc xur
Iy so bo bang kiém nay dugc lam ngudi xudng nhiét d thuy phan/lén men.

Huyén phit ddc bao gdm nguyén liéu lignoxenluloza di duogc xir ly so bd
dugc cip vao ving 1én men bao gdm mét hodc nhidu thiing 1én men nbi tiép nhau.
Huyén phi dic ¢6 thé dugc cip lién tuc hodc timg mé vao thing 1én men dau tién
trong vung lén men.

Trong vung 1én men, vat liéu da dugce xtr ly so b, vdi su cd mit cia enzym
thiy phan va mot loai vi sinh vat c6 kha ning chuyén hoéa céc sacarit thanh axit
hitu co, duge tién hanh cac qua trinh thuy phin biang enzym va 1én men. Enzym
thity phan c6 thé 14 enzym bt ky thich hop @& thuy phén céc sacarit trong nguyén

liéu lignoxenluloza hogc su két hop cia mot hodc nhidu enzym nhu vay. Céc
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enzym nhu vay la da biét trong linh vuc ky thudt nay va bao gom xenlulaza,
hemixenlulaza hodc sy két hop cia ching, tuy y két hop véi pectinaza hodc
xenlobiaza. Tt hon 14, it nhét 12 xenlulaza c6 mit 1am enzym.

Vi sinh vat c6 thé 1a vi sinh vat bat ky hodc td hop ctia nhiéu hon mot loai
vi sinh vét thich hgp cho viéc chuyén hoa céc sacarit thanh mot hodc nhiéu axit
hitu co. Céc vi sinh vét nhu vdy 1a da biét trong linh vuc k¥ thuét nay va bao gdm
vi khuan va nAm nhu ndm men. Tét hon 14, vi sinh vat 1a vi sinh vat tao axit lactic,
tdt hon nita 12 vi khuan tao axit lactic. Cac vi du vé vi khuén tao axit lactic thich
hop gbm cac ching Lactobacilli, Bifidobacteria, cac loai Bacillus va
Streptococcus nhét dinh hodc su két hop cta chung.

Nhiét do trong mot hodc nhiéu thung 1én men c6 thé & nhiét do bat ky ma &
do6 cac qua trinh thuy phan bang enzym va lén men xay ra. Tt hon 14, nhiét do nay
nim trong khoang tir 20 dén 80°C, t6t hon nita 12 nam trong khoang tir 25 dén
60°C, thdm chi t&t hon nira 1a ndm trong khoang tr 30 dén 50°C. Trong trudng
hop vung lén men gdm nhiéu thung 1én men, thi nhiét do c6 thé 1a khac nhau gitra
cac thung 1én men khac nhau.

Qua trinh 1én men c6 thé dugc thuc hién & d6 pH thich hop bt ky, tot hon
1a & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 8,0, t6t hon nira 13 ndm trong khoang tir
4,5 dn 7,5. Do pH nam trong khoang tir 5,0 dén 7,0 1a dwoc wu tién cu thé. Can
phai hiéu rang trong trudng hop ving 1én men gbdm nhiéu thung 1én men ndi tiép
nhau, thi d6 pH & mot thung 1én men sau thuong la s€ thip hon & thing 1én men
dang trudce do axit hitu co bd sung da duge tao thanh.

Trong cac diéu kién dang thinh hanh trong mot hodc nhiéu thung lén men
trong vung lén men, cac polysacarit trong nguyén liéu lignoxenluloza dau tién
duogc thuy phan dé tao ra cac sacarit co thé 1én men duoc co thé bao gém cac
monosacarit nhu glucoza, mannoza, fructoza, mannoza, rhamnoza, xyloza,
arabinoza, axit galacturonic, cac disacarit nhu lactoza, Xylobioza va xenlobioza va
cac sacarit oligome. Céc sacarit ¢o thé 1én men duoc dugc 1én men thanh mdt hoic
nhiéu axit hitu co nhd s ¢6 mit cta (cac) vi sinh vat. Cén phai hiéu rang axit hiru

co duoc tao ra s& phu thudc cht yéu vao vi sinh vat c6 mit. Axit hitu co dugce tao
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ra dudi dang san phim ciia qua trinh 16n men c6 thé 13 axit lactic, axit xitric, axit
itaconic, axit sucxinic, axit fumaric, axit glycolic, axit pyruvic, axit axetic, axit
glutamic, axit malic, axit propionic, axit butyric, axit gluconic va su két hop ctia
chung. T&t hon 13, vi sinh vat 13 vi sinh V4t tao axit lactic, tét hon nita 13 vi khuin
tao axit lactic, va axit hiru co dugc tao ra la axit lactic.

Do viy, trong mot hodc nhiéu thung 1én men, dich 1én men duoc tao ra bao
gbm lignoxenluloza khéng hoa tan, axit hiru co, mubi hoa tan cia axit hiru co va
cation héa tri hai, enzym, vi sinh vat va, sau khi né‘)ng d6 cta mubi hoa tan cla axit
hitu co da dat mic bdo hoa, s& c6 mudi két tia cia axit hitu co va cation hoa tri
hai. Dich 1én men nay c6 thé chira cac sacarit khong 1én men dugc.

Trong trudng hop nhidu thing 1én men nédi tiép nhau, thi thong thuong 1a
toan bd dich 1én men da dugce tao ra trong mét thiing 1én men duoc cip cho thung
1én men nbi tiép sau.

Dich 1én men dugc théo ra khéi vung 1én men. Trong truong hop viung 1én
men gém nhiéu thiing 1én men ndi tiép nhau, dich 1én men duoc thao ra khéi thung
1én men cudi cing trong diy nbi tiép. Dich 1én men da théo ra dugc phéan tach
thanh mot pha 16ng va mét pha ran. Viéc phén tach nhu vy c6 thé duge thuc hién
béi cach thire thich hop bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, nhu ly tAm, loc
hoic ling can.

ft nhat mét phan cua pha léng duoc tai tudn hoan vao budc xir ly so bd
bing kiém va/hodc vao ving 1én men. Tt hon 13 it nhét 1a 50% thé tich, t6t hon
nita 1a it nhat 1a 80% thé tich, thdm chi tot hon nita 1a it nhat 1a 90% thé tich va
ciing t6t hon nita 1a it nhét 1a 95% thé tich cta pha 16ng dwoc tai tudn hoan vao
bude xir Iy so bd bang kiém va/hodc vao ving 1én men. Tt hon 13, mot phan nho
ctia pha 16ng, ot hon 14 t6i da 10% thé tich, t6t hon nita 12 t6i da 5% thé tich cua
pha 16ng duoc loai bd ra khdi quy trinh dudi dang dong xa.

T4t hon 13, it nhat mot phin cta pha 16ng, tdt hon nita 13 it nhat 1a 50% thé
tich, tham chi tot hon nita 1a it nhét 12 80% thé tich, dugc tai tudn hoan vao bude
xir Iy so bd a). Do vdy, viéc phai bd sung thém nudc c6 mit trong pha 1ong va

viéc pha lodng qua nhiéu mudi hoa tan cta axit hiru co trong pha long 1a tranh
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dugc. Co thé 6 loi néu tai tudn hoan it nhit mot phan cua pha long truc tiép vao
viing 1én men nham tranh su bat hoat ctia enzym c6 thé c6 mit trong pha long
duoc tai tudn hoan. D& can bing giita su pha loang khong dugec mong mudn va su
bat hoat enzym, tot hon 12 mot phan cia pha 1éng duge tai tudn hoan vao bude xir
Iy so bd a) va mdt phan truc tiép vao ving 1én men. Tt hon 13, t6i da 50% thé
tich, tot hon nita 14 t6i da 20% thé tich ctia pha 1ong dwoc tai tudn hoan truc tiép
vao vung Ién men.

Trong trudng hop ving 1én men gdm nhiéu thung 1én men, mot phén cia
pha 16ng c6 thé duoc ti tudn hoan trén mot thung 1én men don hodc vao thung 1én
men dung trudce.

Pha 1éng chira mudi hoa tan ctia axit hitu co va cation hoa tri hai. Pha long
nay co thé con chtra axit hitu co, cac sacarit c6 thé 1én men duoc da duoc hoa tan,
enzym, vi sinh vit va cic hop chét tan hoic dd hoa tan khéc tur nguyén li¢u
lignoxenluloza. Nho viéc tai tudn hoan, mudi hoa tan cda axit hitu co sé tich tu
trong pha léng cho dén khi dat dugc ndng d6 bo hoa ciia nd. Axit hitu co bd sung
bit ky duoc tao ra ving 1én men sau do s& din dén su két tua cia axit hitu co duogc
tao ra dudi dang mubi canxi hoic magie cua n6. Do vdy, sau mot khoang thoi gian
nhét dinh, dich 1én men sé& duoc tao ra bao gém mudi két tda cua axit hitu co.
Mudi di két tua nay s& duoc thdo ra khoi vung 1én men cung véi dich 1én men va
cudi cung, sau khi tach, 1a & pha rin. Mubi ciia axit hitu co ¢6 thé duge thu hdi tir
pha ran boi cach thic da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, vi du, béng cach chiét
rin-long.

Do pha long dugc tai tudn hoan, nén khong nhét thiét phai dat duoc mac do
chuyén hoa cao clia cac sacarit thanh axit hiru co trén mdi hanh trinh. Khi nong do
ctia mudi hoa tan cta axit hitu co da dat t6i ndng do bdo hoa ctia no, thi axit hitu
co bat ky duogc tao ra tiép s& két tia dudi dang mudi cation héa tri hai cta no.
Mubi nay co thé duoc thu hdi tir pha ran & néng do tuong dbi cao. Do do, cac
thong sb c6 anh hudng toi tbe do chuyén hoéa cho qua trinh thuy phén va qua trinh
[én men trong viing 1én men nhu tinh khic nghiét cta qua trinh xit Iy so b bang

kiém, luong enzym hodc vi sinh vat, do pH va nhiét d6 trong (cac) thung 1én men,
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thoi gian luu trd trong (céc) thung 1€n men, kha nang 1én men ciia cac sacarit va
ndng do cta nguyén lidu lignoxenluloza da dugc xir Iy so bd bang kiém, 1a it quan
trong. Do d6, cira sd van hanh 1a rong hon so véi cac quy trinh thudc tinh trang k¥
thuét dé thuy phan va 1én men nguyén liéu lignoxenluloza, vi du, nhu quy trinh da
duge mo ta trong WO2009/025547.

T6t hon 13, qué trinh 1én men bao gdm tir mot téi ndm thing 1én men ndi
tiép nhau, tot hon nita 14 tir mdt t6i ba thing 1én men néi tiép nhau.

Trong trudng hop ving 1én men gém nhiéu thing 1én men ndi tiép nhau, c6
thé ¢6 loi néu ap dung cac diéu kién quy trinh khac nhau trong cac thung 1én men
khac nhau, vi du, béng cach 4p dung nhiét d9, do pH, thoi gian luwu tra khac
va/hodc bang cach str dung cac enzym thily phan khéac nhau. C6 thé ¢6 loi néu, vi
du, van hanh thing 1én men thir nhit & nhiét do cao hon so v&i nhiét do t6i wu cta
vi sinh vat, tot hon 1 véi thoi gian lru tra trong d6i ngén, va van hanh cac thung
1én men ké tiép O nhiét 3o thép hon @ van hanh séat véi nhiét d6 t6i wu cia vi sinh
vét va/hodc dé ting cudng su két tia ciia mudi cia axit hitu co.

Pha ran d3 dugc tach ra khoi dich 1én men dugc thao ra khoi vung 1én men
c¢6 thé duoc rira dé loai bo cac tap chit nhu cac chét e ché qué trinh 1én men
va/hodc cac mudi canxi hodc magie da hoa tan bit ky cua axit hitu co va céc
sacarit ¢6 thé 1én men dugc ra khoi pha. Viéc rira nhu vay duoc tién hanh & nhiét
do thép dé tranh sy hoa tan qua nhiéu ctia mudi két tua cia axit hitu co. Tét hon 1a,
viéc rira nay dugc tién hanh & nhiét d6 nim trong khoang tir 10 &én 50°C, tét hon
nita 1a ndm trong khoang tir 15 dén 40°C. Viéc rira & nhiét do trong phong duogc
ru tién cu thé. Pha rin da dugce rira va nude rira da duoc tao ra nhu vay. C6 thé ¢6
loi, néu it nhat mot phén cta nudce rira dugc tai tudn hoan vao bude a) dé tao ra
nudc trong bude xt Iy so b a), hodc vao vung 1én men. Viéc tai tudn hoan vao
buéc a) 1a duoc ru tién cu thé do cic chét trc ché qua trinh 1én men bt ky c6 mit
trong nudc rira thuong 1a sé bi phan hiy thanh cac hop chét khong c6 kha ning tc

“ché trong cac diéu kién dang thinh hanh & budc a).
Mubi canxi hodc magie ctia axit hiru co ¢6 thé duoc thu hdi tir pha rin da

dugc tach ra khoi dich 1én men, t6t hon 1a sau khi rira. Viéc thu hdi nhu vay, vi du,
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¢6 thé duogce tién hanh bang cach chiét pha rin bang nude & nhiét do cao, tét hon la
& nhiét 4o nam trong khoang tir 50 dén 120 °C, tét hon nira la nim trong khoang
tir 60 dén 100°C. Do vay, dung dich déc cia mubi canxi hodc magie cia axit hitu
co trong nudc va pha ran da duoc chiét duoc tao ra. Dung dich nay co thé chua toi
40% khéi lwong mubi cua axit hitu co. Dung dich dic ciia mudi nay c6 thé duoc
thu hdi dudi dang san pham. Theo cach khac, mubi nay co6 thé duoc thu hdi dudi
dang san phim ran bing cach 1am lanh dung dich dé két tia mudi nay va sau do
thu hoi mudi két tia duéi dang san pham.

Mudi canxi hodc magie cua axit hitu co da tao ra nhu vay co thé, vi du,
dugc st dung nhu mot thanh phan cho hdn hop liéu cap hodc dudi dang nguyén
liéu cho cac quy trinh 1én men nhu 1én men axit hitu co thanh etanol hodc axit
sucxinic.

Mot wu diém ciia quy trinh theo sang ché d6 1a mudi cia axit hitu co ¢6 thé
duoc tao ra & dang co dic va & dang tuong dbi tinh khiét. Trong truong hop axit
hitu co 14 axit lactic, c6 thé c6 mit nhitng lugng tuong dbi thép cua axit axetic,
furfurala va cac hop chat khac c6 thé dong vai tro 1am chét e ché cho qué trinh
1én men tiép theo cua axit lactic thanh cac san phidm nhu etanol cta axit sucxinic.
Trong quy trinh theo sang ché, cac hop chat nhu vay hoa tan trong pha léng va
duoc tai tudn hoan vao bude xir Iy so bd bang kiém a) va/hoic vung lén men hoac
duoc loai bd ra khoi quy trinh cung véi dong xa tr pha long. Trong bude xir 1y so
bo bing kiém, cac hop chét nhu vay thudong 1a s& bi phan hity thanh cac hop chét
khong déng vai trd lam céc chit e ché qua trinh 1én men.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, liéu cép chua protein. Liéu cép nay c6
thé, vi du, bao gdbm protein néu né chira nguyén liéu lignoxenluloza chira protein.
Céc vi du vé nguyén liéu lignoxenluloza chira protein thich hgp gdm céc chét thai
nong nghiép nhu 14 cu cai duong, bot cu cai duong, s¢i khoai tay, vo va 1a khoai
tdy va banh ép tir qué trinh ché bién hat c6 dau, ba hat nho, cac chit thai nong
nghiép c6 ngudn gbc thue vét, ba rrou khd cung véi cac chét hoa tan (DDGS), ba
ruou udt hodc cac chat thai da hoa tan & mirc do cao khac tir cac quy trinh nhién

liéu sinh hoc hoac thuc phém, bot ba nho hodc bot xay hoa huéng duong ma phén
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16n protein dugc chiét ra tir né. Nguyén liéu lignoxenluloza chtra protein nhu vay
c6 thé cu thanh toan bo lidu cép, nhung cling c6 thé 1a mot phr?m cua liéu cép, liéu
cép nay con bao gdm mot nguyén liéu lignoxenluloza khéac. Mét loi ich cua viéc
st dung liéu cép chura protein dé 1a su hép phu ctia enzym, cu thé 1a sy hép phu
cua xenlulaza va beta-glucosidaza, 1én lignin c6 mét trong nguyén liéu
lignoxenluloza s& gidm trong budc 1€n men b). Do vay, chi phi enzym s& dugc
giam so v&i quy trinh sir dung lidu cip khong co protein.

Hon thé, trong trudng hop lidu cip chira protein, c6 thé c6 loi néu cac axit
amin va/hodic cac peptit dugc thu hdi dudi dang san phim tir pha l6ng. Trong
trudng hop dong cdp bao gdm protein va viéce thu hdi céc axit amin hodc cac peptit
1a duge mong mudn, thi s& tdt hon néu vi sinh vat 1a loai vi sinh vat c6 kha nang
thity phan protein thanh cac axit amin hodc cac peptit. TSt hon nira 13, vi sinh vat
1a vi khuan tao axit lactic. Cac axit amin va/hodic cic peptit da tao ra trong vung
1én men c6 thé duge thu hdi tir pha 16ng bing céch thirc da biét trong linh vuc k¥
thuét nay, vi du, bing cach bdc hoi pha léng.

T6t hon 13, quy trinh nay con bao gdm budc 1én men trong do axit hitu co
trong mubi cia axit hitu co da duoc thu hdi tir pha rén dugc 1én men thanh san
pham ciia qué trinh 1én men. Trong trudng hop axit hitu co 1a axit lactic, canxi
hodc magie lactat da dugc thu hi tir pha rin c6 thé, vi du, duogc 1én men thanh
axit sucxihic hodc etanol. Sau d6, san phim cta qua trinh 1én men dugc thu hdi
duéi dang san phdm béi cach thirc da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy. Viée thu
hdi etaﬁol tir qud trinh 1én men nhu vay thudng dugc thuc hién bang cach chung
cét.

C6 thé ¢6 loi néu bd sung mot axit khéc, tirc 1a axit cé thé 1a khac véi axit
hitu co, trong budc 1én men nhim lam giam dén muc t6i thiéu su gia ting do pH
do su chuyén hoda cta axit hiru co. Khi mét axit khac nhu vay duoc bd sung, thi
mubi canxi hodc magie clia axit khac nay duoc tao ra dudi dang ddng san phim
ctia budc 1én men. Cac vi du vé céc axit khac thich hop gbm axit sulphuric, axit

clohydric, axit phosphoric.
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Pha rén da duoc chiét ¢6 thé duoc st dung mot céch thich hop lam liéu cép
cho thiét bi tao ning lugng. Do pha rén da dugc chiét thuong c6 ham luong kali
th'c"ip, nén co thé tranh dugc su tao xi trong thiét bi tao nang lugng. Hau hét kali ¢6
mat trong nguyén li€u lignoxenluloza thudng 1a s&é dugc thédo ra khdi quy trinh
cling dong xa tir pha 16ng. T4t hon 13, pha rin d3 dugc chiét nay dugc cip vao
thiét bi tao ning lugng dudi dang ddng liéu cdp cing voi mot lidu cép, vi du, nhu
khi tu nhién, sinh khdi hodc gidy phé thai. Trong thiét bi tao ning luong, dién
ndng va nhiét nang dugc tao ra. T6t hon 14, nhiét nang da tao ra dugc sir dung
trong budc a) dé dat duoc nhiét dd xir Iy so bd dugc mong mudn.

Theo mdt phuong an ctia sang ché, liéu cdp cho budc xir Iy so bd biang kiém
a) bao gdm gidy chira canxi cacbonat. Trong trudng hop gidy chira canxi cacbonat
duge dung 1am lidu cdp, pha rin da duoc chiét nay s& chira canxi cacbonat. Trong
truong hop pha ran di duoc chiét nhu vay chira canxi cacbonat dugc cip vao thiét
bi tao nang lugng, thi canxi oxit s€ dugc tao ra trong thiét bi tao nang luong. Tt
hon 13, canxi oxit nhu vay dugc tai tudn hoan vao budc xir Iy so bd bang kiém a)
1am tac nhéan kiém héa.

Nhu d4 mé ta chi tiét & trén, theo mot s§ phuong 4n cua sang ché, mudi
magie hodc canxi ciia mot axit khac dugc tao ra trong qué trinh 1én men (mubi
ctia) axit hiru co duge thu hdi tir pha rdn. Mudi magie hodc canxi cta axit khac
nay da dugc tao ra nhu vay c6 thé cing duge cip vao thiét bj tao ning luong dé
tao ra cac oxit magie hoic canxi. Tét hon 13, cac oxit magie hodc canxi dugc tai
tudn hoan vao budc xir Iy so bd bang kiém a) 1am tic nhan kiém hoa.

Bude xtr ly so bd béng kiém a) duogc tién hanh vai su c6 mat cda nudc.
Nude tir bén ngoai ¢6 thé duoc bd sung truc tiép vao budc xir Iy so bd bing kidm
a). Theo cach khéc, nudc duge sir dung trong qué trinh chiét ctia bude rira trong
quy trinh theo sang ché c6 thé dugc tai tudn hoan vao budc a). Cac vi du vé nude
nhu vay la nudc dugce st dung dé hoa tan mudi canxi hodc magie cuia axit hitu co
tir pha ran thu dugc & bude d), nuéc duoc str dung dé rira pha ran da duge chiét
trudc khi ndé duoc cép vao thiét bi tao nang lugng, hodc nudc duge st dung dé rira

nguyén liéu lignoxenluloza da dugc xir Iy so bd bang xenluloza kiém cao da duge
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tach ra khéi huyén phu dic thu duge & budc a). Thay vi nude, cac dong dung dich
nude chita chat liéu hitu co c6 thé duge st dung dé tao ra nudc & bude a), vi du,
nhu ba rugu udt hodc cac dong khéc tir cac quy trinh thuc phém hodc nhién liéu
sinh hoc.

Trong Fig.1, mot phuong 4n theo sdng ché dugc thé hién dudi dang so dd.
Céc dong rom laa mi d4 nghién, kho trong khong khi 1, canxi hydroxit 2 va nuée
3 dugc cap vao thing chira 4 va giit trong thing chtra & nhiét d6 xtr 1y so bd 1a
95°C trong 24 gio. Sau 24 gid, huyén phu dic trong nude cia rom da duogc xt ly
so bd bang kiém 5 dugc thao ra khoi thing chira 4 va duoc cung cip vao vung 1én
men 6 bao gdbm mét thing 1én men don. Cac enzym xenlulaza, vi khun tao axit
lactic va dinh dudng dugc bd sung vao thing 1én men 6 (khéng dugc thé hién).
Trong thung 1én men 6, nguyén liéu lignoxenluloza da dugc xir Iy so bd bing kiém
dugc tién hanh qua trinh thily phan bang enzym dé tao ra cic sacarit ¢6 thé 1én
men dugce. Céc sacarit da dugc tao ra nhu vay dugc 1én men thanh axit lactic. Nho
su cO mat cua c4c ion canxi trong thung Ién men 6, axit lactic da tao ra s&€ hoa tan
duéi dang canxi lactat va sau khi dat dugc néng d6 bao hoa, canxi lactat két tua.
Dich 1én men 7 chtra lignoxenluloza khong hoa tan, canxi lactat da két tiia va hoa
tan, va xenlulaza dugc thio ra khf)i viing 1én men 6 va dugc cp vao thung tach 8
& d6 n6 dugc phan tach thanh pha léng 9 va pha ran 10. Mot dong nhé 11 cia pha
long dugc loai bé ra khoi quy trinh duéi dang dong xa. Phan con lai 12 cia pha
16ng duge tai tudn hoan vao thung chira 4, tirc 1a vao budce xir Iy so bd bing kiém.
Pha 16ng 9 bao gdm canxi lactat da hoa tan, axit lactic va tity ¥ mot phan xenlulaza
va mot it sacarit c6 thé 1én men dugc. Pha rén 10 bao gdm lignoxenluloza khong
hoa tan va canxi lactat da két tia. Pha rén duoc cip vao bd phén chiét rin-léng 13
& d6 pha rin dugc chiét kiéu dong nguoc bing nudc néng dé tao ra pha ran da
dugc chiét 14 va dung dich nuéc cua canxi lactat 15. Dung dich 15 ¢6 thé dugc
thu hdi du6i dang san phdm. Theo cach khac, dung dich 15 dugc lam lanh (khong
duoc thé hién) dé két tia canxi lactat va canxi lactat rin duge thu hdi dudi dang

san phdm. Thay vi thu hdi canxi lactat dudi dang san phim, canxi lactat c6 thé
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dugc 1én men tiép thanh etanol hoic cic san phdm cta qua trinh 1én men khac
(khong duoc thé hién).

Pha ran da dugc chiét 14 dugc cip dudi dang ddng liéu cap cho thiét bi tao
ning lugng 16, ciing v6i liéu cdp chinh 17 ¢6 thé, vi du, 13 khi tyr nhién, sinh khéi
va/hodc gidy phé thai. Trong thiét bi tao ning luong 16, dién nang 18 va nhiét
ning 19 duge tao ra. Nhiét niang 19 duogc sir dung dé gia nhiét cho cac cht ndm

trong thung chira 4 ti nhiét do xtr 1y so b 1a 95°C.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh chuyén hoa lignoxeluloza thanh axit hitu co, trong d6 quy trinh nay
bao gbém cac budc:

a) xir Iy so bd nguyén lidu nap chira lignoxenluloza bang tic nhan kiém héa 1a
cation canxi hodc magie hoéa tri hai, v4i sy c6 mét ciia nude ¢ nhiét d¢ xir Iy so b,
dé tao ra huyén phu dic trong nudc cia nguyén liéu lignoxenluloza da dugc xir ly
so bd b-fmg kiém;

b) cép it nhat mdt phan cta huyén phu dic clia nguyén lidu lignoxenluloza da dugc
xtr 1y so bd bang kiém vao viing 1én men va thuc hién qua trinh thiy phan bing
enzym va lén men nguyén liéu lignoxenluloza da dugc xtr ly so b, trong ving 1én
men véi sy ¢ mit ciia enzym thiy phéan va vi sinh vat ¢6 kha ning chuyén héa
sacarit thanh axit hitu co, dé tao ra dich 1én men chira lignoxenluloza khong hoa
tan, mudi d3 két tha va hoa tan cia axit hitu co bﬁng cation hoa tri hai, va enzym,;
¢) théo dich 1én men thu dugc & bude (b) ra khdi vung 1€n men;

d) tach ra khoi dich 1én men pha léng chira mudi hoa tan cua axit hitu co va pha
rén chira lignoxenluloza khong hoa tan va mudi két tia cia axit hiru co; va

e) tai tudn hoan it nhat mot phan ciia pha 16ng vao bude xir Iy so bd bang kiém a),
hodc vao ving 1én men hodc vao ca budc xir Iy so bd biang kiém a) 14n ving 1én

men.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 it nhat mdt phan cta pha léong duoc tai tudn

hoan vao budc a).

3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 it nhit 50% thé tich ctia pha long dugc tai tudn

hoan vao budc a).

4. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 t6i 3, trong d6 ving 1én men

c6 it nhit hai thing 1én men ndi tiép nhau va trong d6 & budce ¢) dich 1én men
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dugc thao ra khéi thing 1én men cudi ciing trong day néi tiép.

5. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 t6i 4, trong d6 quy trinh nay
con bao gébm budce rira pha rén thu duge & bude d) bang nudc & nhiét dd nim
trong khoang tir 10 dén 50°C dé tao ra pha rén da duogc rira va nuéc rira va cap it

nhat mdt phan nudce rira nay vao bude a).

6. Quy trinh theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 t6i 5, trong d6 quy trinh nay

con bao gdm budce thu hdi mudi cua axit hiru co tir pha ran.

7. Quy trinh theo diém 6, trong d6 quy trinh nay con bao g0m budc chiét pha rin
thu dugc & bude d) bang nude & nhiét dd ndm trong khoang tir 60 dén 100°C dé

tao ra dung dich mudi cua axit hitu co va pha ran da dugc chiét.

8. Quy trinh theo diém 6, trong d6 quy trinh ndy con bao gdm cac buéce:

rira pha ran thu dugc & bude d) bang nuéc & nhiét 46 ndm trong khoang tir 10 dén
50°C dé tao ra pha ran da duoc rua; va, '

chiét pha rin di dugc rira bing nuéc & nhiét do nim trong khoang tir 60 dén

100°C & tao ra dung dich muébi cia axit hitu co va pha rin da duoc chiét.

9. Quy trinh theo diém 7 hoic 8, trong d6 quy trinh nay con bao gbm buéc lam
lanh dung dich dé tao ra mudi két tia cta axit hitu co va thu hdi mubi két tia &

dang ran.

10. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém tir 6 dén 9, trong d6 quy trinh
nay con bao gdm budc 1én men trong d6 mubi cia axit hitu co duge 1én men thanh
san phdm ciia qua trinh 1én men va san phdm cia qua trinh 1én men dugc thu hdi

duéi dang san pham.

11. Quy trinh theo diém 10, trong d6 mdt axit khac dugc bd sung vao & budc 1én
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men va muoi canxi hodc magie cua axit khac nay duoc tao ra dudi dang doéng san

pham.

12. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 7 dén 11, trong d6 quy trinh
nay con bao gdm budc cp pha rin da duoc chiét vao thiét bi tao ning luong dé

tao ra dién ndng va nhiét thai.

13. Quy trinh theo diém 12, trong d6 liéu cép 1a gidy chira canxi cacbonat va trong
d6 canxi oxit dugc tao ra trong thiét bi tao ning lugng va trong do6 canxi oxit duoc
tao ra trong thiét bj tao ning lugng duge tai tudn hoan vao bude xtr ly so bod bang

kiém a) 1am tac nhan kiém hoa.

14. Quy trinh theo diém 12 hoic 13, trong d6 nhiét thai da tao ra dugce sir dung dé

dat dugc nhiét d9 xr Iy so bd & budc a).

15. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém tr 1 t6i 14, trong do6 vi sinh vat

1a vi sinh vat tao axit lactic va axit hitu co 12 axit lactic.

16. Quy trinh theo diém bt ky trong sé cac diém tir 1 t6i 15, trong d6 lidu cép

chtra protein.

17. Quy trinh theo diém 16, trong d6 cac axit amin dugc thu hdi tir pha léng da

dugc tach ra khoi dich 1én men.

18. Quy trinh theo diém 16 hoic 17, trong d6 cac peptit duge thu hdi tir pha 16ng

da dugc tach ra khoi dich 1én men.
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