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(57) Sang ché d& cap dén quy trinh san xuét polyhydroxyalkanoat (PHA) tur cac phan tur

axit béo dé bay hoi (volatile fatty acid-VFA), duoc goi la cac tién chat, dugc san xuét bang

cach 1én men ky khi tir sinh khdi c6 thé 1én men dugc, khac biét & chd, quy trinh nay it
nhat bao gdm céc budc sau:

a) chiét cac phan tir axit béo d& bay hoi (VFA), ma khong can ding qué trinh 1én men,
bang tac nhan chiét duoc chon tir cc tac nhan ma it nhat khong hoa tan trong moi trudng
1én men,

b) thu gom cac phan tir axit béo d& bay hoi (VFA) khi chiing dugc chiét & bén ngoai
thung 1én men,

¢) tong hop axit a-halo xac dinh, bang cach halogen hoa, sir dung loai axit béo dé bay
hoi (VFA) dugc chon tur cac axit béo dé bay hoi thu dugc & bude b) va dugce xac dinh theo
loai PHA mong mudn,

d) tong hop axit a-hydroxy xéac dinh tir cac phan tir axit a-halo nay bang cach phan ting
véi bazo,

e) polyme hoa tao ra polyhydroxyalkanoat (PHA) xéc dinh tir axit a-hydroxy thu dugc.
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Linh vuc ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét polyhydroxyalkanoat tir céc tién chét thu

duge bang cach 1én men ky khi tir sinh khéi ¢6 thé 1én men duoc.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Pé thuan tién cho viéc doc phin mo ta dudi day, polyhydroxyalkanoat s& dugc
viét tat 1a PHA. Ho nay bao gdm mot vai phan tir, nhu ham s6 nguyén tir cacbon.

PHA 14 cac polyeste déo nhiét c6 thé duoc san xuét béng cach 1én men vi sinh vat
tr dudng cod nguf"m géc thuc vat, cu thé 1 tinh bdt ngd hodc chét thai thuc vat. Vi sinh vat
téng hop PHA khi giip cac diéu kién thiéu hut cac chat chuyén hoa nhit dinh két hop vai
lugng cacbon cung cp du. Noi cach khac, lic d6 vi sinh vét s& tich lily cacbon, c6 ngudn
géc tr duong, & dang cac hat PHA. PHA dugc st dung lam vat lidu tao nén bao bi chéng
han hay duogc st dung lam nguyén liéu cho chi khau trong linh vuc y hoc. Ngoai ra,
chiing con thay thé cho cac polyme gbc dau moé.

Céac quy trinh 1én men duoc biét dén 1a s dung céc chung vi sinh vét chon loc tinh
khiét va ca mdt co chit dic hiéu dé san xuét PHA. Giai phéap nay kho 4p dung & quy md
cong nghiép voi chi phi san xuét c6 thé chip nhan duoc.

Mot quy trinh dugc diéu chinh dé st dung trong cdng nghiép ciing dugc biét dén
trong don yéu cau cép patent chdu Au sb EP-A-2 749 650. Co chét sir dung duoc 1y tir
nude thai va duge lam giau axit béo dé bay hoi (volatile fatty acid-VFA), ma duoc biét
dén 1a cdc tién chit PHA. Biing céch st dung t& hop vi khudn va bing cach thay ddi céc
pha sinh truéng cta sinh khéi va céc pha thiéu hut theo cach kiém soat duoc, su sinh
trudng cta vi khuin va sy téng hop PHA dugc kich thich. Tuy nhién, quy trinh nhu vay
doi hoi phai kiém soét chinh xdc cac didu kién 1én men va xir 1y thich hop dé tach chiét
PHA té)ng hop dugc, ma cin hé théng thiét bi tuong dbi 16n. Hon nita, khong thé tién
hanh tach chiét lién tuc nhu vy va quy trinh nay khong cho phép tdng hop tit ca céc loai
PHA. Mot nhuoc diém khéac cla quy trinh nay Ia tinh dic hiéu cla né: quy trinh nay chi

téng hop dugc cac PHA vi khuén, tirc 1a cac PHA duoc téng hop boi vi sinh vét.
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Bin chit ky thuit ciia sang ché

Vi céc ly do néu trén, muc dich ctia sang ché 1a dé xuit quy trinh téng hop PHA
ma c6 thé téng hop duge nhiéu loai PHA, dic biét 13 cc axit amin khong tao nén protein,
mot cach d&€ dang ma khong cin cac didu kién rang budc co lién quan dn c4c phuong

phép tdng hop da biét trong giai phap k¥ thuat da biét.

Pé dat dugc muc dich néu trén, sang ché dé xuit quy trinh san xudt
polyhydroxyalkanoat hay PHA tir cac phan tir axit béo dé bay hoi (VFA), duoc goi 1a cac
tién chat, dugc tong hop bing cach 1én men ky khi tir sinh khdi ¢6 thé 1én men duoc,

khéc biét & chd quy trinh nay it nhit bao gdm cac budc sau:

a) chiét cac phan tir axit béo d& bay hoi (VFA), ma khong cn dimg qua trinh 1én
men, nhd céc tac nhan chiét dwoc chon tir cic tdc nhan ma it nhit khong hoa tan trong

moi trudng 1€n men,

b) thu gom céc phén tir axit béo dé bay hoi (VFA) khi ching duoc chiét & bén

ngoai thung 1€n men,

c) tdng hop axit a-halo x4c dinh, bing cach halogen héa, st dung loai axit béo dé
bay hoi (VFA) dugc chon tir cac axit béo d& bay hoi thu dugc & bude b) va duge xac dinh

theo loai PHA mong muén,

d) tbng hop axit o-hydroxy x4c dinh tl cic phan tr axit a-halo nay bing cach phan

ung vai bazo,

e) polyme hda tao ra polyhydroxyalkanoat (PHA) x4c dinh tlr axit o-hydroxy thu

duoc.

Do d6, quy trinh ndy c6 thé két hop dugc pha tdng hop lién tuc céc tién chit nho
vi sinh vat véi pha tdng hop dugc thuc hién bén ngoai quy trinh 16n men, quy trinh nay
cho phép kiém soét d& dang céc théng s6 khac nhau, ddng thoi cho phép do bién thién vé
loai polyhydroxyalkanoat (PHA) dugc tdng hop 16n hon.

Quy trinh nay c6 thé tdng hop lién tuc cac tién chit, tirc 12 axit béo da bay hoi,
ddng thoi duy tri dugc kha ning san xuit ciia vi sinh vt c6 mat trong binh phan tng sinh

hoc.
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M0 ta chi tiét sang ché

Cu thé 1, cac budc chiét va thu gom a) va b) khong chi c6 thé chiét va thu gom
lién tuc cac phan tir axit béo dé bay hoi duge tong hop trong thing 1én men, ma con duy
tri cac vi sinh vat tham gia thyuc hién quy trinh téng hop nay. Cu thé 1a, quy trinh chiét, va
thuc ra la thu gom, duoc tién hanh trong cac didu kién ma it nhét khong lam chét toan bd
vi sinh vét, tirc 12 trong cac diéu kién chiét va thu gom tuong thich sinh hoc, vi quy trinh
chiét phai duy tri dugc hoat tinh cda vi sinh vét va quy trinh thu gom duoc tién hanh bén

ngoai thung 1én men.

Theo cach nay, cdc van dé co lién quan dén su tich liiy cdc chat chuyén hoa trong
thung 1€n men dugc khic phuc, vi du van dé axit héa méi trudng 1én men do sy tich liy
céc axit béo dé bay hoi dugc tdng hop, ma gay hai déi véi vi sinh vat. Lugng va hoat tinh

cua vi sinh vat dugc duy tri & mirc cao, gan bang mic ban dau, suét chu trinh 1én men.

Bing cach tao ra quy trinh san xudt VFA chuén va lién tuc, da tao ra ngudn céac
tién chét khac nhau c6 thé st dung nhanh va dé dang. Trong quy trinh theo sang ché, viéc
sir dung nay dién ra & budc c), biang cach tdng hop hoa hoc va trong cac didu kién c6 thé
dé dang thay dbi va kiém soat, dd thu dugc nhiéu loai phan t& duogc téng hop. Cu thé 1a,
trong budce ¢), thy thude vao VFA dugc chon dé tién hanh halogen hoéa, mdt loai axit o-
halo xac dinh dugc téng hop va nho véy, sau d6, mét loai axit a-hydroxy xac dinh duoc
tong hop va nhd vay mot loai a-PHA xé4c dinh dugc tong hop. Sang ché ciing c6 thé dé
xudt viéc két hop mot vai axit a-hydroxy dugc téng hop nhu vay dé tao ra céc di polyme

¢ budc cudi cta quy trinh.

Mot vai loai PHA hién c¢6 dugc quan tdm dé sir dung trong cong nghiép, my phim,
y té, thuc phém hodc muc dich st dung khac. Vi du v& cac loai ma co thé duoc dé cap
bao gdm polyhydroxybutyrat hay PHB va poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
hay PHBV. Ciing c6 thé dugc d& cap l1a quy trinh san xuét axit polyglycolic hay PGA
hodc axit polylactic hay PLA, trong sb cac loai PHA, dugc cho rang, thong qua quy trinh
da biét néu trong giai phdp da biét, khong thé tong hop dwoc PLA tryc tiép, PLA phai

dugc polyme hoéa tir quy trinh san xuét nhd [én men axit lactic.

Noi cach khéc, theo sang ché, quy trinh téng hop mot vai loai PHA, d6 1a cac loai

homo-, co- hodc di polyme, ¢6 thé dugc tién hanh, theo cach chinh xac va kiém soat
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dugc, tir co chit c6 ngudn gde sinh hoc bang cach két hop quy trinh téng hop sinh hoc va

quy trinh téng hop héa hoc.

Quy trinh nhu vay cé thé st dung sinh khéi c¢6 thé 1én men duoc trong subt giai
doan 1én men ky khi. Thuat ngit "sinh khdi ¢6 thé 1én men duoc" & day duoc dung dé chi
co chét hitu co, ma thuén loi 13 khong phai loai thuc phdm, thu dugc tir cht thai, san
pham phu va cac ddng san phdm dugc tao thanh tir nguyén liu hitu co, tic 1a tir sinh
khéi, thu duoc tir cac hoat dong cua con nguoi, du la cac hoat dong trong gia dinh, trong
cong nghiép, ndng nghiép, 14m nghiép, thiy san, cong néng nghiép, thu duoc tir viée
chin nudi gia stc hodc hoat dong twong tu. Vi du khong gidi han vé cac co chét hitu co
ma c6 thé dugc dé cap bao gdm phan bon, phan hitu co cia réc thai sinh hoat, cac dong
san pham tir 10 md, ba c6 thanh phan chinh 1 xenluloza hodc lignoxenluloza c6 ngudn
gbc tlr nganh cong-ndng nghiép, nhu ba thu dugc tir qua trinh ché bién cdy mia (bd mia),

cay huéng duong hodc cdy dau tuong.

Thuat ngir "lén men ky khi" c6 nghia 1a quy trinh 1én men duogc tién hanh trong
cac diéu kién ky khi nh& cdc vi sinh vét ¢6 nhan dién hinh hodc vi sinh vat nhan so, nhu

vi khuan, nam, tdo hodc nam men.

Theo cac khia canh c6 loi nhung khong bit budc cuia sang ché, quy trinh nay co

thé bao gdm mot hogic nhidu dic diém sau:
- Trong budre c), hgp chét halo dwoc sir dung 14 dibrom.
- Trong bude ¢), hop chét halo dwoc sir dung khong phai 1a dibrom.

- Trong budc ¢), anhydrit axetic dwgc st dung v6i lwong phan trim mol so v6i axit

béo dé bay hoi 1a khoang 12%.

- Trong buéc c), anhydrit twong tng véi axit béo dé bay hoi (VFA) dugc halogen

héa dugc st dung.

- Trong budc c¢), nhiét do tai d6 phan ing brom héa duoc tién hanh 1a ndm trong

khoang tir 20°C dén 40°C dudi diém soi cta axit béo da bay hoi.

- Trong budc d), bazo duoc str dung la natri hydroxit.
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- Trong buéc d), lugng natri hydroxit 13 luong déng mol véi axit o-halo.

- Trong budce d), phan Ung cla axit a-halo v6i natri hydroxit dugc tién hanh &
nhiét d ndm trong khoang tir 20°C dén 120°C, thuan loi 1a nim trong khoang tir 50°C
dén 90°C.

- Trong budc d), phan tng cla axit a-halo véi natri hydroxit 12 t6i vu & nhiét do
khoang 50°C néu axit o-halo c6 it nhit bdn nguyén tir cacbon va & nhiét do khoang 90°C

néu axit a-halo c6 it hon bon nguyén tir cacbon.

Séng ché s& dugc hiéu rd hon va cac vu diém khac cia sang ché s& tré nén rd hon
khi doc phan mo6 td mot vai phuong 4n clia sang ché, ma dugc dua ra biang cach vi du

khong gidi han.

Vi du thye hién sang ché

Céc budc khac nhau ctia quy trinh dugc mo td & diy c6 vién dan dén mot vai
phuong 4n, can hiéu ring cac budc ndy ma la da biét khong duge mo ta chi tiét.

Trude tién, thuan loi 1a co chit duoc st dung khong dugc xtr 1y, tirc 13 co chét nay
khong trai qua qué trinh xir ly so bd bing enzym hodc bing bién phap 1y héa bit ky. Co
chét ndy 13 thanh phén cdu tao chii yéu cta sinh khéi c6 thé 1én men. Gibng nhu céc vi du
khong gidi han khéc, duge dé cap la chit thai nong nghiép hodc ¢6 thanh phin chinh 14
thuc vét (rom, ba mia, ba tr qua trinh chung cét ngd, co, gb, ddng rom ra), gidy 16n (bia
ctng, gidy), chit thai tur nong san thuc pham, chét thai tir 16 md, phan hitu co cia réc thai
sinh hoat, chat thai tir chin nudi gia stic (phan, phan chudng 16ng, phan th), tao, chit thai
tir nuoi trong thiy san, chit thai tr hoat dong 1am nghiép hodc cac dong san phdm co thé
1én men tir nganh cdng nghiép m§ phdm. Céc co chét nhét dinh chtra cac phén tr hitu co,
nhu axit hitu co, ma it hodc khong tac dong dén quy trinh I€n men. Mit khac, cic phan tir
nay duoc tim thiy trong moéi truong 1én men va c6 thé tham gia vao, chang han qua trinh
tong hop cac phan tir hitu co cubi cung dugc xéac dinh.

Nhu mdt 10i nhic nhé va theo cach da biét, co chét nay duoc dua vao thung 1én
men, ma la da biét va duoc dinh kich thuée cho quy trinh tdng hop mong muén, cho du 1a
quy trinh téng hop nay dién ra & quy md trong phong thi nghiém dé tién hanh cac thir
nghiém hay 12 & quy mé cdng nghié€p trong trudng hop san xuit. N6i cach khac, thung Ién

men hay thang phan ng sinh hoc c6 thé tich nam trong khodng tir mot vai lit dén vai
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tram mét khoi, tuy thudc vao nhu cau.

Pau tién, thuén loi 1a vi sinh vat dugc dua vao thung 1én men, véi lugng du dé bat
dau qué trinh 1én men. Thuan loi 14, vi sinh vat dugc céy truyén ¢ dang tb hop. Thuat ngit
"to hop" c6 nghia 1a hén hop cua céc vi sinh vat nhan thuc hodc nhén so, du ching 1a vi
khuan, nAm men, ndm hay tdo. Cac vi sinh vét khac nhau nay cha yéu c¢6 ngudn gbe tir
cac h¢ sinh thai ty nhién, thuén l¢i la, nhung khong loai trir, tir cic hé sinh thai ky khi
nhu, cac vi du khong gi6i han, ting ky khi cua moi trudng nudc nhu ting thidu 0Xy cua
cac hd, dit, ddm léy, can tinh ché, da co coa céc dong vat nhai lai hodc rudt cia con mbi
nhét dinh. Ciing can hiéu ring su phan b6 vé mit sb lugng va chat lugng ciia nhiéu loai
va loai vi sinh vat khic nhau trong t6 hop nay khong duoc biét chinh xac va c6 thé khac
nhau trong khoang ty I& 16n. Ngac nhién nhan thy 1a sy da dang v& mit sb lwong va chét
luong tao ra tinh trang manh va kha ning thich (g cta cac vi sinh vat, ma c6 thé dam
bao viéc st dung tdi vu cac co chét, bit ké thanh phan ciia cac co chét va cac didu kién
1én men c6 thé thay dbi.

Hon thé nita, do thyc té 1a co chit dugc sir dung & dang khong bi bién ddi, tirc 1a
n6 khong dugc vo trung hay, néi chung hon nita 13, né chtra cdc vi sinh vt trudc khi
dugc dua vao thang phan ung sinh hoc, da nhan thiy ring cac vi sinh vat dic hitu véi co
chét, thuc té dugc dua vao td hop hodc it nhét duoc két hop véi td hop trong binh phan
ung sinh hoc.

Hon thé nira, quy trinh 1én men dién ra trong céc diéu kién ky khi, chinh xac hon
1 khi dién thé oxy héa khir nhé hon -300mV, thuén lgi 1a ndm trong khoang tir -550mV
dén -400mV va khi d6 pH nho hon 8, t8t hon 1a ndm trong khoang tir 4 dén 7. Thuén loi
1a quy trinh 1én men dugc gidi han & viée téng hop céc “tién” chét chuyén héa 1én men,
d6 1a axit béo dé bay hoi hay VFA c6 tir hai dén tdm nguyén t& cacbon, tdt hon 1a tir hai
dén sdu nguyén tir cacbon. Vi thé, mot phan Ung twong ty v6i hién twong nhiém axit dugc
bit gip & dong vat nhai lai dugc gy ra dong thoi c6 muc téng hop metan gin bang 0.
Thong thudng, metan 1a mot trong sb cac chit chuyén hoéa cudi cung cua quy trinh Ién
men thu dugc ¢ quy trinh 1én men ky khi béi céc vi sinh vat thu dugc tir cac hé sinh thai
tu nhién.

O giai doan diu, quy trinh 1én men tao ra axit béo dé bay hoi chi yéu c6 tir hai dén
bdn nguyén tir cacbon, vi du axit axetic, axit propionic va axit butyric. Axit béo dé bay

hoi mach dai, t6i mirc dai hon bon nguyén tir cacbon, nhu axit valeric, axit caproic, axit
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heptanoic hodc axit octanoic, cling dugc tao ra, voi lugng nhé hon. Bing céch tiép tuc l1én
men va/hodc bang cach lam tdng luong vi sinh vt trong thung phan tng sinh hoc, néu
can véi cac vi sinh vat chon loc, c6 thé thac déy qua trinh téng hop VFA mach cacbon
dai, t6i murc dai hon bdn nguyén ti cacbon.

Néi cach khéc, axit béo d& bay hoi dugc tdng hop vé6i luong trong qua trinh 1én
men chi yéu 1a axit béo d& bay hoi ¢6 hai dén sau nguyén tir cacbon.

Trong moi trudng hop, quy trinh 1én men dugc tién hanh dé dam bao tong hop
VFA, trong pha léng. Thong thuong, thoi gian 1én men nim trong khoang tir 1 dén 7
ngdy, t6t hon 1a nim trong khoang tir 2 dén 4 ngay. Nong d6 ctia cac chit chuyén hoa thu
dugc trong mdi trudong 1én men & cudi giai doan nay la khac nhau, nhung véi cic axit béo
dé bay hoi thudng ndm trong khoang tir 10 dén 20g/L, tuy thudc vao céc axit béo dé bay
hoi, can hiéu rﬁng trong cac diéu kién nhét dinh, luong axit béo dé bay hoi c6 thé 16n hon
35g/L, vi du khoang 50g/L. Cudi buédc lén men, mdi trudng 1én men & do pH axit, thudng
nim trong khodng tlr 4 dén 6, do sy c6 mit cua céc axit béo d& bay hoi trong moi trudong
1én men.

Khi qud trinh téng hop VFA dat dén lugng xac dinh, thuong & giai doan 6n dinh
cta quy trinh 1én men, budc a) chiét cac phén tr duge bit ddu. Tét hon 14, nhung khong
bat budc, luong xdc dinh cia VFA nay tuong tng v6i sy chdm sinh trudng cta vi sinh
vét, dn mirc nim trong khoang ngudng e ché vi sinh vat.

Tac nhan chiét duoc chon tir tac nhan chiét long hoac rin, ma it nhét khong hoa
tan trong moi truong 1én men. Néu tac nhan chiét la chét 16ng, thi khi d6 n6 la mot dung
mdi, t6t hon 13, ty trong ctia dung moi la nhd hon ty trong ctia méi truong 1én men.

Chinh xac hon, qua trinh chiét dugc tién hanh bang tac nhan chiét ran hodc long,
cac diéu kién hoat dong ctia qué trinh chiét c6 thé duy tri hoat dong va/hodc su sinh
trudng cla vi sinh vat trong cac diéu kién 1én men phd bién trong binh phan mg sinh hoc
va dugc x4c dinh d tién hanh 1én men. Tét hon 14 cac phén tit VFA duogc chiét bang cac
ho phén tr va sau d6 thuén loi la dugc tich riéng r& bang céc k§y thuat da biét.

Néu cac phén tir nhu axit béo d& bay hoi duoc chiét tir mdi truong 1én men, trén
thuc t& viée axit hoa moi truong 1én men boi cdc axit ndy dugc lam gidm. Do d6, quy
trinh 1€n men va su téng hgp cac chit chuyén hoa nhu vay, tiép tuc dién ra trong cac diéu
kién twong tu véi cac diéu kién ban déau, moi truong 1én men van hoi ¢6 tinh axit.

Thuan loi 14, quy trinh chiét duoc tién hanh lién tuc hogc it nhit lién tuc, vi du
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chiét mdi 12 gid. Noi cach khac, c6 thé tiép tuc 1én men ddng thoi chiét cac chit chuyén
héa dugc tdng hop, hodc tir tir khi chiing dugc téng hop hodc déu dan.

Chiét trong pha 16ng-16ng bing céc dung méi hitu co lam tac nhan chiét 13 phuong
phap chiét duge wu tién nhung khong phai duy nhit dugc sir dung.

Theo mdt phuong én, qua trinh chiét khong duge tién hanh trong bd phan tach
riéng voi thung 1én men, ma truc tiép trong thung nay. Dung moi dugc dua vao, vi du,
thong qua mot thiét bi kiéu suc khi duoc bd tri & day cda thung. Theo mot phuong 4n
khéc, bd phan chiét duoc ndi voi thung ndi thong v4i moi truong 1én men dugce lép dat.

Két thic qua trinh chiét, buée thu gom b) dugc tién hanh. Trong budc nay, cic
VFA dugc thu gom tir pha hitu co bang cac k§ thuat ma da biét, nhu k§ thuat chung cat
hodc bay hoi.

Qua trinh thu gom dugc tién hanh duéi dang hdn hop cic VFA hoic theo loai
VFA. R& rang 1a viéc chon VFA hay hon hop cac VFA dugc xac dinh bdi loai (cac) phan
tr cudi cung mong mudn. Vi diéu ndy, cac didu kién thu gom, thuong 1a cac théng sd
chung cit hoic bay hoi dugc diu chinh.

Khi bude thu gom nay dugc tién hanh, thi buée ¢) dudi day dugc tién hanh. Thuan
loi 13, nhung khong loai trir, buéc nay dugc tién hanh sau budc thu gom. Theo mot
phuong an khac, budc nay duoc tién hanh & thoi diém khac va/hoac vi tri khic, cac VFA
dugc tong hop duoc van chuyén va/hodc duoc luu trit, theo cac k¥ thuat da biét.

Budc halogen héa nay bao gdm cho halogen phan Umg véi VFA dé tong hop axit
a-halo, ma 1a loai phén tir ¢6 kha ning phan Gng cao va do d6 dic biét thun loi dé téng
hop cac phén tir khac. Phan (mg nhu vay, ma da biét dugc tién hanh bang cach bd sung
brom, dugc vu tién, cin hiéu réng cac halogen khac ciing c6 thé dugc st dung, d6 la clo,
flo hodc iot hodc céc phén tir dugc halogen hoa nhu phospho trihalogenua, axit halo hodc
axyl halogenua.

Dibrom dugc chon vi axit a-halo dugc brom héa ¢6 kha niang phan Gng t6t hon so
v6i axit a-halo dugce clo hoa twong tng, lién két cacbon-brom dé phé v& hon so véi lién
két cacbon-clo. Hon nita, dibrom d& xir ly hon nh¢ dang 16ng ctia no.

Dé tién hanh tdng hop axit a-bromo, con dudng st dung anhydrit, trong trudng
hgp nay 1a anhydrit axetic, va pyridin dugc chdp nhén. RS rang la cac con dudng tong
hop khéc, vi du bing axit polyphosphoric hodc phospho trihalogenua 1a d3 biét. Cac thu

nghiém v&i axit polyphosphoric dugc tién hanh, nhung céc két qua bi bo ltng, khong ké
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cac ly do khac 1a do do nhét ciia hop chat nay cao khién cho né khé xir ly.

Céc thir nghiém clo héa ciing dugc tién hanh bdi ngudi ndp don dé tdng hop axit
a-cloro, vi du béng axit tricloroisoxyanuric. Cac két qué thu duge 1a kém hon, vé hiéu
suét va muc dd dé thuc hién, so véi céac két qua thu dugc véi dibrom.

Con duong téng hop st dung anhydrit tuong ing véi axit béo dé bay hoi ma dugc
mong mudn dé halogen héa 1a thuén lgi va c6 thé thu dugce axit a-halo, trong truong hop
nay la axit a-bromo thudc loai xac dinh. Viéc st dung anhydrit axetic v4i cac VFA khéc
va/hoic véi hdn hop cac VFA ¢6 tir hai dén séu nguyén tt cacbon lam cho ¢6 thé thu
dugce hdn hop clia cic axit o-halo c6 tir hai dén sau nguyén tr cacbon.

Cac thir nghiém sir dung axit axetic (VFA c6 hai nguyén tt cacbon), axit propionic
(VFA c6 ba nguyén tir cacbon), axit butyric (VFA ¢6 bon nguyén tir cacbon), axit caproic
(VFA c6 sau nguyén tir cacbon) va ca hdn hop ciia cac VFA ¢6 tir hai dén sau nguyén tir
cacbon dugc tién hanh bing cach thay doi lugng cua anhydrit axetic va ci cac thong sd
khac nhu nhiét do.

Trong cac thir nghi¢ém khac nhau, quy trinh thuc hién duge coi trong. Quy trinh
nay bao gdm, ¢ giai doan dau, gia nhiét d¢én hdi luu hdn hop ban déu ciia VFA, anhydrit
axetic va pyridin. Tiép theo, trong qua trinh brom hoa hién nay, dibrom dugc bd sung tir
tir, trong vai gid, & nhiét do dudi diém sdi cia hdn hop, va, khi dibrom d3 dugc bd sung,
hdn hop lai dugc hdi luu trude khi dugc 1am nguoi. O cubi phan Ung, thuén lgi 14, nudce
duge bd sung dé phé hly anhydrit c6 mat. Sau do, axit a-bromo dugc chiét bang nhiéu
phuong phép khac nhau, tﬁy thudc vao axit. Cac phuong phdp nay 1a, chung cét hoic
chiét tach ching han.

Nhiét d ban dau, dé hdi luu hdn hop, 14 ndm trong khoang tir 120°C, déi véi VFA
c6 hai nguyén tr cacbon, dén 200°C, ddi véi VFA ¢6 sau nguyén ti cacbon. Nhiét do
brom héa nam trong khoang tir 80°C dén 180°C, tuy thudc vao viéc liéu VFA ¢6 tir hai
dén sau nguyén ti cacbon hay khong. Thoi gian cta phan ing brom hoa, va trén thuc té
1a thoi gian bd sung dibrom, chénh nhau tr mot giv ddi v6i VFA ¢6 sau nguyén tur
cacbon dén bén gitr d6i voi VFA c¢6 hai nguyén tr cacbon.

Céc thir nghiém brom hoa axit béo dé bay hoi c¢6 hai, ba, bén hodc sau nguyén tir
cacbon dugc tién hanh, cing véi thir nghiém trén hdn hop cia cac axit béo d& bay hoi:

axit axetic (C2): 0,53 mol

axit propionic (C3): 0,53 mol
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axit butyric (C4): 0,53 mol

axit caproic (C6): 0,24 mol

hdn hop ciia cic VFA c6 tir 2 dén 6 nguyén tr cacbon: 0,54 mol.

Lugng dibrom dugc bd sung 1 0,21 mol hodc 0,11 mol sao cho axit béo d& bay
hoi du. Thuan 1¢i 13, ngudi ndp don da nhén thiy ring ty 1& mol bang 2:1 nghiéng vé
VFA la tdi wu.

Luong anhydrit duogc bd sung 1a, dbi véi mdi axit, 0,06 mol dbi véi mot thi
nghiém va 0,03 mol dbi véi thir nghiém khéc.

Hdn hop VFA bao gdm axit axetic (C2), axit propionic (C3), axit butyric (C4),
axit valeric (C5) va axit caproic (C6).

Nhiét d¢ hoi luu, & giai doan dau, khac nhau theo VFA: 120°C dbi véi axit axetic;
120°C va 140°C ddi v&i cac thir nghiém véi axit propionic; 150°C va 160°C dbi véi axit
butyric; 200°C déi véi axit caproic va 180°C ddi véi hdn hop.

Nhiét do brom héa déi véi cac thir nghiém khac nhau véi mdi axit 13 nim trong
khoang tir 10°C dén 50°C va thuén lgi 14 nim trong khoang tir 20°C dén 40°C duéi nhiét
d0 hoi luu va vi thé duéi ca didm sbi cua axit béo d& bay hoi.

Higu sudt va do tinh khiét cla cc axit a-bromo thu duoc cudi cac thi nghiém
khéc nhau dugc thé hién dudi ddy trong bang 1. Bé don gian hoa, cac VFA duoc ky hiéu

bang sO nguyén tir cacbon.

Bang 1
Axit Lugng | Thoigian | Nhiétdo hdi | Nhiét do Hiéu | D6 tinh
anhydrit | brom hoa luu (°C) brom hoa | sudt (%) | Khiét
(mol) (gi0) °C) (%)
C2 0,06 2,2 120 100 87 98
C2 0,03 4 120 90 80 93
C3 0,06 3 120 80 dén 110 77 80
C3 0,03 3 140 125 100 93
C4 0,06 1,25 160 140 80 95
C4 0,03 3 150 110 dén 140 100 96
C6 0,03 0,92 200 150 100 NC
Hon 0,06 1,5 180 130 100 NC
hop
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Phén tich va tinh toan hi€u suat dugc tién hanh bang cac k¥ thudt phan tich da biét,
do 1a ky thuat cong huong tir hat nhan (nuclear magnetic resonance-NMR) va bang k§
thuat sic ky long hiéu léng cao (high performance liquid chromatography-HPLC). Hiéu

sult duoc xac dinh so voi véi lugng VFA duoc tiéu thu.

Ngudi ndp don da nhan thdy ring toc do phan tmg, dugc minh hoa bang su khir
mau cta hdn hop phan tng sau khi bd sung dibrom, 1a nhanh hon néu luong anhydrit 16n
hon, dd tinh khiét bi 4nh hudng mot chat. Tuy nhién, thich hop 1a nhiét do cta hai budc,

budc ban dau va budc brom hoa, 14 toi uu.

Vi ly do nay, nguoi ndp don luu ¥ ring nhiét d6 brom héa thap hon diém séi ciia

axit béo dé bay hoi 1a can thiét, ma khong qué xa nhiét do nay.

Nhiéu thtr nghiém khac nhau dugc tién hanh ¢6 thé xac dinh dugc ring nhidt do
brom héa ndm trong khoang tir 10°C dén 50°C thép hon diém sdi cua axit béo d& bay hoi,
thuan loi 1a dudi 20°C, & tht ca cac didu kién khac tuong dwong, 6 thé thu duge hiéu suit
t6i wu, thuong nim trong khoang tir 60% dén 100% v&i thoi gian phan Gng nim trong

khoang tir 1 gid dén 4 gio.

Dbi v6i vai tro cta anhydrit axetic, dva vao cac két qua thu dugc trong bang nay,
dudng nhu 13 phin tram mol cia anhydrit so v6i VFA phai 1a khoang 12% dé phan Gng
brom héa dugc t6i vu, can hidu rang phan trim ndm trong khoang tir 5% dén 20% la ¢6

thé chip nhan dugec.

St dung cac axit o-bromo thu dugc, hodc chinh xdc hon 1a st dung axit o-bromo
xé4c dinh, khi d6 qua trinh téng hop axit duoc o-hydroxyl héa xac dinh, con duogc goi 1a
axit a-hydroxy dugc tién hanh, & bude d). D& thyuc hién qua trinh nay, bazo dugc bd

sung. Thudn loi 13, nhung khong phai 1a doc nhét, bazo nay 1a natri hydroxit.

Céc thit nghiém duoc tién hanh béi ngudi ndp don bing cach thay thé natri
hydroxit (NaOH) trén cdc axit a-bromo, cu thé 13 trén axit bromoaxetic, axit a-
bromopropionic, axit a-bromobutyric, trén axit a-bromocaproic va trén hdn hop cia cac
axit o-bromo c6 tir hai dén sau nguyén tit cacbon. Su thay thé nay cho phép tong hop céc
axit o-hydroxy c6 chudi cacbon gdm hai, ba, bdn, ndm hodc sau nguyeén tir cacbon tuong

ing, tirc 1a axit glycolic, axit lactic, axit a-hydroxybutyric, axit a-hydroxyvaleric hoidc
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axit a-hydroxycaproic.

Trong sb nhiéu axit, cac axit o-hydroxy nay duoc sir dung nhiéu nhét, dé sau khi
polyme hoa, tao ra m§ phim hodc bao bi thuc phim. D& dang duoc hiéu ring quy trinh
nay 1a déi twong cua sang ché cho phép tong hop céc loai khac cua axit dé polyme hoéa
cac loai khac cua PHA. Béng cach vi du, loai khac ctia axit c6 thé dugc dé cap la axit a-

hydroxydecanoic.

Péi v6i nhiéu thir nghiém khac nhau, quy trinh thuc hién bao gdm hdi luu hdn hop
ding mol cia natri hydroxit va axit a-bromo trong khoang thoi gian tir 1 dén 2 gidr. Nhiét
do gia nhiét ndm trong khoang tir 80°C dén 120°C. Cac mau dugc liy ra & cac khoang
thoi gian cach déu nhau da cho thdy rang hiéu suét phan tng nim trong khoang tir 60%
dén 100% va thudn loi 14 ndm trong khoang tir 80% dén 100% dbi véi cdc axit c6 it nhét

ba nguyén ti cacbon.

Ciing nhan thay ring hiéu suit t6i wu dat duoc khi ting dan nhiét do déi véi cac
hop chit ¢6 nhidu hon bdn nguyén tir cacbon. Theo d6 ngudi ndp da nhan thdy rang hiéu
sudt 12 t6i wu khi nhiét d¢ duy tri du6i nhiét do bing va trén nhiét do ma tai d6 sw thoai
bién axit o-hydroxy bit dau, nhiét do ndy trén thyc té 1a nhd hon diém soi ctia axit o-

bromo.

Cu thé 13, nguoi ndp don di ngac nhién nhén ra r?mg nhiét do ma tai d6 hiéu suét
ti wu dat duoc 1a nam trong khoang tir 20°C dén 120°C, thuén loi 1a ndm trong khoang

tr 50°C dén 90°C.

Dic biét nguoi ndp don da bat ngdy nhan thiy ring nhiét d6 ma tai d6 hidu suat téi
uu dat duoc 1a khoang 50°C ddi véi axit a-bromo ¢6 it nhat bdn nguyén tir cacbon va
khoéng 90°C doi v6i axit a-bromo ¢6 it hon bon nguyén tir cacbon, can hiéu rang doi voi

cdc axit a-hydroxy C2 va C3, nhiét d9 trén 100°C gy thodi bién hgp chit.

Dic biét 1a, khi higu sudt t6i wu dat dugc, viée kéo dai thoi gian phan tmg chi lam
ting thém rat it hiéu suét phan tng, vi du hiéu sudt phan Ung tang thém 4% ddi vai thoi
gian phdn Ung 1a hai gio thay vi 1a mot gio dbi v6i axit a-bromo c¢é bén nguyén t

cacbon.
Béng 2 dudi day thé hién tom tit mot vai thit nghiém duoe tién hanh.
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Bang 2

Axit halo Mol axit Mol Nhiét do gia | Thoi gian hdi | Hidu suét
NaOH nhiét (°C) Iru (gio) (%)
BrC2 0,05 0,05 110-120 2 80
BrC2 0,05 0,05 110-120 2 85
BrC3 0,05 0,05 110-120 2 80
BrC4 0,05 0,05 110-120 2 100
BrC4 0,05 0,05 110-120 1 96
BrC6 + BrC2 | 0,041+0,0019 | 0,043 100 1 95
BrC3 +BrC2 | 0,05+0,014 | 0,064 100 2 62
Hén hop 0,042 0,042 80 2 83

BrC2-BrC6

Phén tich va tinh ton hi¢u suét dugc tién hanh nho cac k§ thust phan tich NMR

va HPLC, di dugc dé cap. Hiéu suét duoc xéac dinh so voi luong axit halo ban du.

Buéc cudi cua quy trinh bao gbm polyme héa polyhydroxyalkanoat hay PHA
tuong tng bit ddu bang axit a-hydroxy thu duge. Bang cach vi du, c6 thé dé cap dén axit
polylactic hay PLA, ma dugc st dung trong bao bi thuc phdm, va axit polyglycolic hay
PGA dugc st dung trong linh vuc y hoc 1am nguyén liéu cho chi khau. PLA duoc tong
hop tir axit lactic thu dugc tir axit a-bromopropionic. PGA dugc tdng hop tir axit glycolic

thu duoc tir axit bromoaxetic.

Quy trinh polyme hoéa nay, la da biét, thun loi 12 duoc tién hanh theo ba con
dudng: bang cach mé vong (polyme héa mé& vong), bang cach polyme héa & pha rin
(polyme hoéa & trang thai rdn) hoic bing cach da trung ngung truc tiép. Sau qué trinh

polyme hoa nay 14 thu hdi PHA, 1a quy trinh d4 biét.
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1. Quy trinh san xut polyhydroxyalkanoat (PHA) tir céc phén tir axit béo dé bay hoi
(volatile fatty acid-VFA), dugc goi 14 cac tién chét, duge san xuit bang c4ch 1én men ky
khi tlr sinh khéi c6 thé 1én men dugc, khac biét & chd,quy trinh nay it nht bao gdm cac

budc sau:

a) chiét cac phan tir axit béo d& bay hoi (VFA), ma khong cin dimg qua trinh 1én
men, nhd tac nhan chiét dugc chon tir cic tac nhan ma it nhit khong hoa tan trong méi

truong 1€n men,

b) thu gom céc phén tir axit béo d& bay hoi (VFA) khi chung dugc chiét & bén

ngoai thung 1én men,

c) tng hop axit o-halo x4c dinh, bang cach halogen hoa, sir dung loai axit béo da
bay hoi (VFA) dugc chon tir c4c axit béo d& bay hoi thu dugc & bude b) va dugc xac dinh

theo loai PHA mong mudn,

d) téng hop axit a-hydroxy xéc dinh tir c4c phan tir axit a-halo nay bang cach phan

ung véi bazo,

e) polyme hoa tao ra polyhydroxyalkanoat (PHA) x4c dinh tir axit a-hydroxy thu

duoc.

2. Quy trinh theo diém 1, khac biét & chd, trong budc c), hop chét halo duge sir dung 1

dibrom.

3. Quy trinh theo diém 1, khéc biét & chd, trong budc c), hgp chit halo dugc sir dung
khong phai 1a dibrom.

4. Quy trinh theo diém 1 hodc 2, khéc biét & chd, trong budc c), anhydrit axetic dugc sir

dung véi lugng phén trim mol so véi axit béo d& bay hoi 1a khoang 12%.

5. Quy trinh theo diém 1 hodc 2, khac biét & chd, trong buéce c), anhydrit tuong tng vai
axit béo dé bay hoi (VFA) dugc halogen hoéa duoc str dung.

6. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac didm néu trén, khéc biét & chd, trong budc c),
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nhiét d6 ma tai d6 phan ung brom héa duoc tién hanh 13 ndm trong khoang tir 20°C dn

40°C thép hon diém sbi cta axit béo d& bay hoi.

7. Quy trinh theo diém bét ky trong sé cac diém néu trén, khac biét & chd, trong budc d),

bazo dugc st dung 13 natri hydroxit.

8. Quy trinh theo diém 7, khac biét & chd, trong budce d), natri hydroxit dugc st dung véi

lugng déng mol véi axit a-halo.

9. Quy trinh theo diém 7 hoic 8, khac biét & chd, trong budc d), phan Umg gitta axit a-
halo v6i natri hydroxit duogc tién hanh & nhiét d6 ndm trong khoang tr 20°C dn 120°C,
thuan loi 1a nim trong khoang tir 50°C dén 90°C.

10. Quy trinh theo diém 9, khéc biét & chd, trong budc d), phan Gng gitta axit a-halo véi
natri hydroxit 13 t8i wu voi nhiét do khoang 50°C néu axit o-halo c6 it nh4t bén nguyén tir

cacbon va v6i nhiét do khoang 90°C néu axit a-halo ¢6 it hon bén nguyén tr cacbon.
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