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Linh vye k¥ thuit dwgc dé cip

Sang ché d& cap dén phuong phap san xut san phim sinh hoc bing cach st
dung chét thai hitu co cia qua trinh 1én men bao gdm nim men da ty thiy phén.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Dé san xuét cac san phim sinh hoc théng qua qué trinh 1én men sir dung vi sinh
vat, c4c loai thanh phan dinh dudng khac nhau ma can thiét cho su sinh truéng ctia vi
sinh vat cin phai dugc bd sung vao méi trudng. Mbi truong thuong dugc phén loai
thinh madi truong téng hop chi chita cac thanh phin ma dwoc x4c dinh rd rang trong
héa hoc nhu cac mudi vo co, cac axit amin, cic vitamin, va cac chit tuong tw, va moi
trudmg phirc hop chira tit ca cac thanh phan can thiét cho su sinh trudng cia vi sinh
vat nhu pepton, nudc ngd xay, cao ndm men, va cac thanh phﬁn twong tu, tham chi la
mot s6 thanh phan chua dugc x4c dinh.

Tuy nhién, trong méi trudng tdng hop, c6 mot van dé & chd cho dén nay da biét
cd mot lugng 16n cac vi sinh vat khong cé kha ning sinh trudng ngay ca trong moi
truong tdng hop chira tat ca cic thanh phﬁn dinh dudng. Cu thé, do chi phi cta cac axit
amin va céc vitamin dugc bd sung vao mdi trudng téng hop dht dang ké, nén c6 su han
ché trong viéc sir dung cac vat liéu dit tién 1am thanh phéan dinh dudng ctia méi trudng
trong qud trinh l€n men vi sinh vét dé san xuit hang loat vat li€u gié thanh thép nhu
nhién liéu sinh hoc va cac san phim sinh hoc.

Do d6, nd luc dé phat trién nguén dinh dudng phirc hop khéng chi chira tit ca
c4c thanh phan dinh dudng cin thiét cho sy sinh trudng cta vi sinh vat va qua trinh
san xuat chit chuyén héa mong muén thong qua qua trinh 1én men vi sinh vit ma con
¢ chi phi ré da dugc tién hanh tich cuc trén toan thé giéi. Pdi v6i ngudn dinh dudng

phitc hop, c6 pepton, nude ngd xay, cao ndm men, va cac thanh phén tuong tu, trong
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d6 mot sb thanh phﬁn nay dd duoc st dung trong qué trinh cdng nghiép san xuét cac
vat lidu khac nhau cin thiét cho nganh céng nghiép thuc phim, nhu céc axit hitu co,
c4c axit amin, cac axit nucleic, va cac chat tuong tu, thong qua qué trinh 1én men vi
sinh vat.

Trong trudng hop pepton, cac thanh phin dinh dudng can thiét cho sy sinh
trudng ciia vi sinh vat va qué trinh san xuét chit chuyén héa mong muén théng qua
qué trinh 1én men vi sinh vat c¢6 rt nhidu; tuy nhién, chi phi ctia né tuong d6i dit dé
san xut nhién lidu sinh hoc va c4c san phim sinh hoc thong qua qua trinh 1én men vi
sinh vat.

Ngoai ra, nudc ngd xay (corn steep liquor - CSL) cé uu diém d6 14 c6 chi phi
ré; tuy nhién, axit sunfuric dugc sir dung trong qua trinh ché bién va ngdm ngé, din
dén axit sunfuric ¢6 chira trong nudc ngd xay. Axit sunfuric c6 thé trc ché sy sinh
truong clia vi sinh vt va san xut chit chuyén héa mong mudn théng qua qu4 trinh 1én
men vi sinh vat. Ngoai ra, so v6i pepton hodc cao ndm men, nuéc ngd xay c6 cic
thanh phdn dinh dudng twong dbi khong diy du, cac thanh phin nay c6 kha ning duéc
st dung boi vi sinh vat, dAn dén cin bd sung mét lugng tuong déi 16n nuéce ngd xay so
v6i lwong pepton hodc cao ndm men. Thuc té, trong trudng hop st dung mdi trudng
chira nudc ngd xay lam thanh phn dinh dudng cho su sinh truéng clia vi sinh vat va
san xudt chét chuyén héa mong muén théng qua qué trinh 1én men vi sinh vat, da c6
béo céo ring ti 18 sinh trudng cta vi sinh vat va hiéu suét san sinh chét chuyén héa
mong muén bi gidm (Amartey va cic dong tac gia, Bullet. Chem. Technol.,
Macedonia, 19:65, 2000 Silveira va céc déng tac gia, Appl. Microbiol. Biotechnol.,
55:442, 2001).

WO 2011/056991 A1 bdc 16 phuong phap san xuét etanol sinh hoc tir sinh khdi
bao gdm hai budc 1én men véi ndm men déng vai trd 1a d6i twong san xuit etanol sinh

“ hoc, trong d6 etanol sinh hoc dugc phén tach bing cach chung ct va nAm men bi thiy
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phan.

W02009/108908 A1 d& cap dén phuong phap san xuét san phim sinh hoc, vi
du, etanol hodic c4c axit hitu co, tir sinh khdi bao gém budc nudi céy vi sinh vt thi
nhét, tdt nhét 1a Clostridium trong su c6 mat clia oxy dé san sinh etanol sinh hoc, phan
giai vi sinh vat thir nhét, phan tach etanol sinh hoc, thu dugc chét thai sau 1én men va 0
chét thai sau 1én men nay véi vi sinh vét tht hai, vi du nhu nim men.

W02009/043012 @ cap dén phwong phép san xuit etanol sinh hoc hoic cac
san phim hiru co khéc tir sinh khéi bao gdm cac budc nudi ciy vi sinh vat thir nhét, &
day 13 ndm men hoic nim, ma san sinh etalnol, tu thiy phéan vi sinh vt néi trén nho u
& nhiét do tir 25 dén 45°C, thu dwoc chét thai sau 1én men va cAy vi sinh v4t th hai
vao chét thai sau 1én men. |

Trong khi d6, cao ndm men thudng dugc lam tir Saccharomyces cerevisiae ma
dugc st dung trong cac nha may bia va nganh céng nghiép 1ldam banh, va hitu dung cho
viéc nang cao hiéu suét san sinh chét chuyén héa mong muén ciing nhu thic day su
sinh trudng ctia vi sinh vét. Tuy nhién, cao nAm men dugc tao fa bing cach chiét xuit
nidm men, din dén chi phi san xuét cao.

Theo d6, cic tac gia sang ché da nghién ctru phwong phép san xuit sin phim
| sinh hoc ¢6 hiéu suét cao va chi phi thip, va két qua 1a da phat hién ring trong trudng
hop st dung chét thai sau 1én men con lai sau khi nhién liéu sinh hoc dugc san Xuét
bing cach sit dung qué trinh 1én men vi sinh vat, lugng 16n chét thai sau 1én men c6
kha ning duogc tai ché do chung, va cic sin phdm sinh hoc ciing c6 ning sut cao.
Ngoai ra, cic tic gia sang ché phat hién ring sau khi nhién li¢u sinh hoc duoc san
xuét, vi sinh vt trong céc san phim di 1én men dugc thily phén truée khi phan tach
nhién liéu sinh hoc cin thu dugc, nén cac thanh phén dinh dudng trong chét thai sau
1én men con lai sau khi nhién liéu sinh hoc dugc phan tach dugc ting lén nhiéu hon,

din dén céc san phim sinh hoc c6 ning suat cao dang ke, nhdr d6 hoan thanh sang ché.
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Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 13 d& xuét phuong phdp san xuét san phim sinh hoc c6
hiéu suét cao va chi phi thip.

Pé dat dwoc muc dich nay, sang ché d& xuét phuong phép san xuit san phdm
sinh hoc bing cach st dung céc chit thai ciia qua trinh 1én men bao gdm ndm men da
tu thiy phan.

Cu thé, sang ché d& xuit phuwong phép san xuit san phim sinh hoc bao gdm:

nuoi céy vi sinh vAt thir nhit dé san xuit ruou sinh hoc;

tu thiy phan vi sinh vat thi nhit dudi didu kién nhiét d6 tir 45 dén 60°C & giai
phong céc axit amin;

phén tach rugu sinh hoc; nhd d6 thu dugce chét thai sau 1én men; va

{1 vi sinh vt thir hai vao chét thai sau 1én men.

Trong d6 vi sinh vét thi nhat 12 nAm men, va vi sinh vat thir hai 12 khong giéng
v6i vi sinh vat thi nhat,

Hiéu qua dat dugc cua séng ché

Theo phuong phép san xuét cta sang ché, cac san phim sinh hoc c6 thé dugc
san xuit v&i ning suét cao va chi phi thép.
MO ta vin tit cdc hinh vé

Cac muc dich, dic diém va vu diém ﬁéu trén va khac nita theo sang ché s& tré
nén 1o rang tir phin mod ta cic phwong 4n dugc wu tién duge dua ra két hop véi cac
hinh v& kém theo sau day, trong do:

Fig.1 14 biéu db thé hién sy so sanh gifta phuong phép san xut san phim sinh
hoc bang cach str dung chét thai sau lén men di thiy phén theo séng ché va phuong
phép san xudt san phém sinh hoc ma khong thyuc hién sy thuy phan.

Fig.2 thé hién muc do thiy phan chét thai sau 1én men phu thudc vao nhiét do

~ thuy phén.
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Fig.3 thé hién mic d6 thily phan chét thai sau 1én men phu thudc vio d6 pH ctia
su thuy phéan.

Fig.4 thé hién mtc do thuy phan chét thai sau 1én men phu thudc vao thoi gian
thuy phén.

Fig.5 13 biéu d6 thé hién biéu dd 1én men v& muc tidu thu glucoza va san xuét
2,3-butandiol tai thoi diém st dung chit thai sau 1én men da thily phan hodc chit 1éng
sau lén men chua thiy phén.

Fig.6 thé hién nang sudt 2,3-butandiol tai thoi diém sir dung chét thai sau 1én
men d3 thiy phan hoic chét 1ong sau 1én men chua thity phan.

Fig.7 13 biéu d6 thé hién biéu dd lén ‘men vé muc tiéu thu glucoza va san sinh
axit lactic & thoi diém sir dung chét thai sau 1én men d3 thiy phan hosc chit 16ng sau
Ién men chua thiy phan.

Fig.8 thé hién hiéu suét cua axit lactic & thoi diém st dung chét thai sau 1én
men d3 thity phan hodc chat 1ong sau 1én men chua thiy phan.

MG ta chi tiét sing ché

Séang ché d& xuit phuong phép san xuét san phadm sinh hoc bao gom:

nudi céy vi sinh vAt thit nhit d& san xuét rugu sinh hoc;

tu thity phan vi sinh vét thir nhit dudi didu kién nhiét do tir 45 dén 60°C dé giai
phong céc axit amin;

phén tach rugu sinh hoc; nho d6 thu duge chét thai sau 1én men; va

U vi sinh vat thi hai vao chét thai sau 1én men.

Trong d6 vi sinh vét thi nhat 13 ném men, va vi sinh vét thi hai 14 khong giéng
v6i vi sinh vat thir nhét. (Fig.1)

Sau day, sang ché s& duogc mo ta chi tiét.

Vi sinh vt thi nhét
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Vi sinh vt thir nhat duoc st dung theo séng ché 13 nAm men san xuit rugu sinh
hoé tir sinh khdi. Vi sinh vat tht nhat dugc st dung theo séng ché c6 thé 13 nAm men
hoang dai (tu nhién), dot bién, hoic tai t6 hop. Vi sinh v4t thir nhét khac vdi vi sinh vat
tht hai. Vi sinh vt the nhit dugce st dung theo sang ché 13 nAm men, cu thé I3,
Saccharomyces cerevisiae dugc uu tién sir dung. Ngoai ra, dbi véi vi sinh vat thi nhét,
hai hodc nhiéu loai nAm men c6 thé dugc st dung déng thoi hodc 1an luot.

Sinh khéi

Vi sinh vat thi nhét duoc st dung theo sang ché san xuit ruou sinh hoc bﬁng
cach sir dung ngudn cacbon, trong d6 ngudn cacbon nay t6t hon 1a sinh khéi. Sinh khéi
khong duoc giéi han cﬁ thé mién 14 sinh khdi nay 1a sinh khdi théng thuong duge sir
dung trong san xuét rugu sinh hoc. Vi duy, sinh khéi c6 thé 1a g0, ngd, bot sén hot,
duong mia, glyxerol, va cac sinh khéi twong tw, nhung khéng bi gidi han trong dé.
Ngudi c6 trinh d6 chuyén mén trong linh vuc k§ thuét trong tmg c6 thé chon loai sinh
khdi thich hop phu thudc vao céac diéu kién éung va cAu cua sinh khéi, cac loai vi sinh
vat tht nhét, va cac loai twong tu.

Ruou sinh hoc

Ruou sinh hoc duoc san xuét b'flng cach nudi céy vi sinh vat thir nhét tir sinh
khéi. Vi du, ruou sinh hoc c6 thé 1a etanol, rugu propylic, propanediol, dihydroxy
axeton phosphat, butanol, butandiol, va cic rugu tuong ty, tbt horn 13, c6 thé 1a etanol.
Nudi cdy vi sinh vat thir nhit

Phuong phép nudi cdy vi sinh vat thir nhit khong bi giéi han cu thé mién 14 vi
sinh vat tht nhét nay duoc nudi céy thich hop dé san xuét ruou sinh hoc. Vi du, vi sinh
vat thir nhat c6 thé dugc nubi céy 1én men theo quy trinh 1én men theo me, lién tyc,
hoic theo mé c6 bd sung co chét, va ngudi c6 trinh d6 chuyén mén trong  linh vuc k¥

thuat twong Gng co6 thé Iya chon phu hop céc diéu kién nuéi céy vi sinh vat thit nhat, va
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céc diéu kién twong tu, phu thudc vao céac léai vi sinh vat thit nhét, cac loai rugu sinh
hoc duoc san xuét, cac loai nguén cacbon, va cac loai tuong tu.
Thuy phan

Sy thay phén vi sinh v4t thtr nhat 1 thay phan vi sinh vét thir nhat, trong d6 con
duoc goi 1a sy tu thily phén, dé giai phéng cac thanh _phﬁn dinh dudng nhu céc protein,
céc axit amin, va cac thanh phin tuong tu, trong vi sinh vét vao dung dich chira nude,
c6 nghia 13, trén moi trudng. Cu thé 13, vi sinh vat the nhit duoc thiy phéan, sao cho
céc protein trong vi sinh vat, va cac thanh phan khac, bi phan hiy thanh céc axit amin
_dé 1am ting ham luong cla céc axit amin trong chét thai sau 1én men, trong d6 cac axit
amin nay duoc st dung 1am céc thanh phin dinh dudng quan trong cho éu sinh trudng
clia vi sinh vat thir hai va san xut cic san phdm sinh hoc theo cic quy trinh sau.

Su thiy phan dugc thuc hién béng cach tu thuy phén vi sinh vat thu nhét. Tuy
nhién, so v&i viée bd sung hydrolaza, sy tu thuy phén vi sinh vét tha nhét c6 vu thé
hon vé chi phi thap va ban than quy trinh ctia n6 1a don gian.

Tu thiy phan

Nhu dugc mo6 ta néu trén, sy thiy phéan vi sinh vat thi nhét duoc sfx dung theo
sang ché 1a sw tu thuy phan. Sy tu thiy phan t5t hon 1a duogc thuc hién trong méi
trudng nudi céy chira vi sinh vat th nhétitrong cac didu kién nhiét d6 nim trong
khoang tir 40 dén 65°C va tét nhét 1a & d6 pH ndm trong khoang tir 4,5 dén 7,0. Tt
hon nita 13, sy tu thuy phan duoc thuc hién dudi cic didu kién nhiét d6 nim trong
khoang tir 40 dén 50°C va d6 pH nim trong khoang tir 5,0 dén 6,5, va con tét hon nita
la, sy ty thiy phan dugc thuc hién trong céac didu kién nhiét d6 nim trong khoang tir
42,5 dén 47,5°C va d6 pH ndm trong khoang tir 5,25 dén 6,25. Su ty thity phan c6 thé
1a dugc thyc hién trong thdi gian trong khoang tir 1 dén 42 gid, t5t hon 13, trong
khoang tir 1 dén 24 gio, t6t hon nita 13, trong khoang tir 6 dén 18 gid, va con tdt hon

nita 13, trong khoang tir 8 dén 16 gi0. Trong cac diéu kién dugc mo ta néu trén v& nhiét
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d6 va d6 pH, vi sinh vat thi nhit san xuit cac enzym cho su tu thity phén, va su tu
thiy phan cuda vi sinh vat thi nhét, cu thé 13, su tu phan giai, xay ra nho cac enzym.
- Theo do, héu hét c4c protein trong vi sinh vat thir nhit bi phan htty thanh céc axit amin
va duogc gidi phéng vao dung dich chira nude, cu thé 13, méi trudong.

Su tu thity phan duoc thyc hién sau khi regu sinh hoc duge san xuét bang cach
nudi céy vi sinh vt thir nhét, nhung trudce khi rugu sinh hoc tao ra dugc phén tach va
duoc thu hdi. Néi chung, rugu sinh hoc dugc phén tach va dugc thu hdi b%lng cach
chung cAt. Tai thoi diém nay, cac enzym cua vi sinh vat thir nhét bi bat hoat béi nhiét
d6 cao trong qua trinh chung cit trudc khi cac protein bi phan hity thanh céc axit amin
c¢6 kha ning truc tiép duoc sir dung 1am cac thémh phin dinh dudng. Cu thé 13, sau khi
ruou sinh hoc duge phan tach va dugc thu hoi béng cach chung cAt, mic du nhiét do
va d6 pH ctia chét thai sau 1én men dugc diéu chinh, nhung cic enzym cla vi sinh vat
thir nhit d4 bi bt hoat, din dén sy tu thity phan khong xy ra nita.

Phén tach ruou sinh hoc

Ruou sinh hoc dugc phéin tach theo cac phuong phap thudng duoc thuc hién
trong linh vuc k¥ thuat twong ting, va phuong phap phén tach ruou sinh hoc khéng bi
gidi han cu thé. Tuy nhién, viéc phan tach va thu hdi rugu sinh hoc ot hon 1 dugc
thuc hién bing cach chung cét theo quan diém vé chi phi va hiéu suét. Vi du, khi chit
thai sau 1én men chira etanol di tu thiy phén dugc chuyén vao cOt chung cat, va duogc
chung ct bing cach ting nhiét d6 1én dén muic nim trong khoang tir 80 dén 90°C,
etanol c6 dd tinh khiét 13 95% hodc 16n hon ¢ thé 1a duoc thu hdi.

Chét thai sau 1én men |

Chét thai sau 1én men 13 chit thai sau 1én men con lai sau khi phén tach va thu
hdi ruou sinh hoc. Chéit thai sau 1én men d4 & trang thai da thiy phan, va chira vi sinh
vat thir nhat da chét, cac protein, c4c axit amin, va cdc protein hodc céc axit amin dugc

giai phong tr vi sinh vat thir nhit, cac thanh phan dinh dudng, va céc thanh phan
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tuong tu. Theo d6, chat thai sau 1én men chira cic thanh phdn dinh dudng can thiét cho
su sinh trudng cua vi sinh vat thir hai va sy san xuét cac san phim sinh hoc phong phu
so v6i chét 16ng sau 1én men chua thiy phan.

Vi sinh vat thir hai -

Vi sinh vat thtr hai duge sir dung theo sang ché khong bi gi6i han cu thé mién 1a
né c6 thé san sinh céc san phim sinh hoc theo sang ché va khong gidng nhu vi sinh vat
thi ndt. Vi sinh vat thi hai dwoc st dung theo sang ché c6 thé 14 vi sinh vét hoang dai
(tu nhién), dot bién, hoic tai t hop. Ngoai ra, vi sinh vat thit hai dugc sit dung theo
séng ché c6 thé thu duogc béng nudi céy hai hodc nhiéu loai c4c vi sinh vat déhg thoi
hoic 14n luot.

Vi dy, vi sinh vat th hai dugc sit dung theo séng ché ¢6 thé 13 nAm men, vi
khuin Clostridium, E. coli, Bacillus, Anaeromyxobacter, Alcaligenes, Bacteroides,
Escherichia, Lactobacillus, Lactococcus, Pichia, Pseudomonas, Ralstonia,
Rhodococcus, Saccharomyces, Streptomyces, Thermus, Thermotoga,
Thermoanaerobacter, Klebsiella, Streptomycetaceae, Actinomycetaceae,
Colinebacterium, Zymomonas, va céac vi sinh vat twong tw, nhung khong bi gi6i han &
cac vi sinh vt nay. Nhitng ngudi c6 trinh. d§ chuyén mon trong linh vuc ky thuét
tuong ung co thé lua chon vi sinh vét thtt hai thich hop phu thudc vao cac loai san
phim sinh hoc mong mudn.

Phuong phép nudi cdy vi sinh vét thit hai khong bi gi6i han cu thé mién 1a vi
sinh vat thir hai dugc nudi cdy thich hop dé san xuét cac san pham sinh hoc gidng nhu
vi sinh vat th&t nhit. Vi dy, vi sinh vat thit hai c6 thé 13 duoc nubi céy theo quy trinh
nudi céy theo mé, lién tuc, hodc theo mé c6 bd sung co chét, va nhitng ngudi c6 trinh
dod chuyén moén trong linh vuc k¥ thuat twong tmg co thé Iva chon cac diéu kién nudi

céy vi sinh vat thit hai phu hop, va céc diu kién twong tw khac phu thudc vao céac loai

-10-
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cla vi sinh vat tht hai, cac loai san phém sinh hoc dugc san xuit, cac loai nguff)n
cacbon, va tuong tu.
Céc chit phu gia

Nudc, glucoza, maltoza, dudng, tinh bt, glyxerol, nitrat, amoni, cac axit amin,
ure, peptit, cc protein, cac ngudn cacbon, va cic chit twong tu, c6 thé duge bd sung &
thoi didm nudi cy vi sinh vat thir hai. O day, rd rang ring cac loai chat phy gia va
lwgng cta chung dugc xac dinh mét cach thich hgp bodi ngudi c6 trinh d§ chuyén moén
trong linh vuc k¥ thudt twong ing trong viéc xem xét cac loai san phém_ sinh hoc dugc
san xuét, cac loai vi sinh vat thit hai, cac diéu kién nuéi céy, va cac diéu kién tuong tu
khac.
Céc san phim sinh hoc

Cac san phém sinh hoc theo sang ché, trong d6 vat liéu co thé st dung la vat
liéu thd hodc chit phu gia dwgc bd sung vao vat liéu thd trong qué trinh san xuit céc
héa chét, chita rugu, cac axit hitu co, axit amin, cic enzym, cac polyme c6 thé phan
htty sinh hoc, va céc chét tuong tw, ma san xuét duoc thong qua su 1én men vi sinh vat.

Ruou c6 thé 13 ruou ¢b 6 nguyén tir cacbon hodic it hon va chita mt hodc hai
hogic nhiéu hon hai nhém hydroxyl. Vi du, ruou trong sd céc san phdm sinh hoc bao
gdbm etanol, rugu propylic, propanediol, dihydroxyaxeton phosphat, butanoi,
butandiol, va cac rugu twong ty, trong dé rugu co6 thé 1a giéng hodc khac véi rugu sinh
hoc duge san xuét bai vi sinh vat thi nhét. Tuy nhién, trong viéc xem xét vé nang suét
sén xudt, truong hop trong d6 ruou duge san xuit boi vi sinh vat thit hai khéc véi ruou
duogc san xuét boi vi sinh vat thi nhét 13 hiéu qua hon.

Axit hitu co ¢6 thé 13 axit hitu co ¢6 6 nguyén tit cacbon hogc it hon va chua
mot hodc hai hodc nhiéu hon hai nhém carboxylic. Vi du, axit hitu co bao gém axit

lactic, axit butyric, axit sucxinic, axit hydroxypropionic, va céc axit tuwong tu.
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Axit amin khong bi gidi han cu thé mién 13 d6 13 axit amin hitu dung trong
nganh céng nghiép. Vi du, axit amin bao gdm lysin, methionin, threonin, va céc axit
amin tuong tu.

Polyme c6 thé phan huy sinh hoc 14 polyme hitu dung trong nganh cong nghiép,
va vi du, polyeste sinh hoc, nhung sang ché khéng bi gi6i han & dé.

Phén tach céc san phim sinh hoc

Phuong phép san xudt san phim sinh hoc theo sang ché c6 thé con bao gdm
nudi céy vi smh vat tht hai dé san xuét cac san phém sinh hoc; va phéan tach va lam
sach cac san phém sinh hoc. |
Vi du thwe hién sang ché

Céc wu diém va cac dic diém theo sang ché va cac phuong phap dé dat dugc sé
duoc lam 13 rang tir cac phuong an vi du dugc mo ta chi tiét sau ddy bang cach vién
dan dén cac hinh v& kém theo. C4c phwong 4n vi du dugc dé xuét theo cach vi du chi
d& nguoi c6 trinh d6 chuyén mon théng thuong trong linh vuc k¥ thuét tuong ting c6
thé hiéu diy du ndi dung boc 16 theo sang ché va pham vi clia sang ché. Do d6, sang
ché s& chi dugc x4c dinh bdi pham vi ctia cac diém yéu ciu bao ho kém theo.

Vit li€u va phuong phép
Chét 16ng sau lén meﬁ etanol

Chit 16ng sau 1én men etanol dwoc thu tryc tiép tir nha may san xuét etanol
thuong phim théng qua qué trinh 1én men vi sinh vét bdi cong ty ChangHae Etanol
Co. Ltd., san xuit etanol theo quy mé cong nghiép. ChangHae Etanol Co. Ltd., ban
etanol thuong phim thu dugc bing cach 1én men bing chung san sinh etanol 1 ching
Saccharomyces cerevisiae d san xuit khoang 90 g/L etanol tir sinh khéi nhu duong
mia, bdt sén hot, va cac sinh khdi twong tu, va sau d6 chi yéu chung cht chét long
duoc lén men & nhiét 46 ndm trong khoang tir 80 dén 90°C d thu dugc etaonol véi do

tinh khiét cudi ciing 13 95% hoic 16n hon. Truée khi chung cit etanol theo phuong
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phap san xuét etanol thdng qua qu4 trinh 1én men vi sinh vét, chit 16ng sau 1én men
etanol thu dugc va céc thir nghiém sau duoc thuc hién.
- Cao nim men

San phim c6 sin trén thi trudng (Difco Labs., Detroit, USA) dﬁ dugc mua va
duoc sir dung 1am cao ndm men.
Chét thai clia qua trinh 1én men chua thily phan

Chét 16ng sau 1én men etanol duoc dwa vao qud trinh chung ct truc tiép ma
khong thuc hién thiy phan dé phéan tich va thu hdi etanol. Ngoai ra, chit thai sau 1én
men etanol con lai con goi 1a “chit thai ctia qua triﬁh lén men chua thiy phan ”, va
duoc stt dung cho cac vi du thit nghiém 2 va 3 dudi day.
Chét thai ctia qua trinh 1én men d3 thiy phan

Chét 16ng sau 1én men etanol dugc tu thity phan trong céc diéu kién nhiét do 1a
45°C va d6 pH 1a 6,0 trong thoi gian 12 gio. Chét 16ng sau 1én men etanol d3 tu thiy
phéan dugc chung cAt d& phan tach va thu hdi etanol, va phan chit thai con lai con duoc
goi 1a “chit thai ctia qua trinh 1én men d3 thity phan”, va dugc st dung cho céc vi du
thir nghi€ém 2 va 3 dudi day.
Phan tich c4c thanh phéan dinh dudng

Nhu 1& céc chét chi thi 13 céc thanh phin dinh dudng c6 trong chat thai sau 1én
men etanol va cao nim men, téng protein, téng nito, va 16 loai axit amin dugc chép
nhén, va chét thai sau 1én men etanol dugc ly tim & nhiét d¢ 4°C va téc @ 12.000
vong/phut trong thoi gian 10 phut, va cic thanh phin ctia chit chi thi c6 trong dich ndi
duoc phén tich. Tong protein dugc phan tich bang cach sir dung huyét thanh albumin
bo 1am vat liéu chuén va bd kit phan tich protein (TP0200, Sigma-Aldrich, Inc., St.
Louis, MO, USA). Téng nito dugc phan tich bing cach sit dung phuong phap phan
tich Kjeldahl nitrogen (Tecator Kjeltec Auto 1030 Analyzer, Foss Tecator AB,
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Hoganas, Sweden). 16 loai axit amin duoc phan tich bing cach sir dung may phan tich
axit amin (may phén tich axit amin, Waters 2690, Waters Inc., Milford, MA, USA).
- Vi du thtr nghiém 1

Sy tu thily phan duoc thuc hién bing cach thay d6i d6 pH, nhiét do, va thoi
gian trong may 1 lic dé danh gia cac diéu kién t6i wu clia su tu thily phan chét 16ng sau
1én men etanol.
1-1. Hiéu suét ctia sy tu thiy phan chat 16ng sau 1én men etanol phu thudc vao nhiét do

Su tu thiy phan dugc thuc hién trong‘ diéu kién d6 pH 14 4,5 trong thoi gian 48
gid, nhung bang cach thay ddi nhiét d6 trong pham vi tir 40 dén 65°C, tiép theo thuc
hién chung cAt & nhiét 46 85°C dé thu hdi etanol tir chét long sau 1én men etanol da
thity phan. Sau khi etanol dugc thu hdi, c4c thanh phén dinh dudng ctia chit thai sau
1én men etanol 44 tu thuty phan dugc phan tich.

Két qua 13, danh gia ring tcx)ng. protein, téng nito, va axit amin v&i lwong lc'ﬁl
nhit duoc giai phong dudi dang dung dich nudc & nhiét 6 nim trong khoang tir 40
dén 55°C, va cu thé 13, tdng cong axit amin trong dung dich chira nuéc cao nhét & nhiét
do 45°C (Fig.2).
1-2. Hiéu suét ty thily phan cta chat 16ng sau 1én men etanol phu thude vao 46 pH

Su thuy phin dugc thyc hién trong thoi hoam 48 gid ¢ nhiét do 45°C ma tai do6
tac dung thuy phan 13 t6t nhét vi du 1-1 néu trén, nhung bing céch thay dbi d6 pH ndm
trong khoang tir 4,5 dén 7,0. Sau do, qua trinh chung cAt duoc thuc hién dbi véi chét
long sau 1én men etanol di thiy phan & nhiét d6 85°C dé thu héi etanol, va sau khi
etanol duoc thu hdi, cac thanh phin dinh dudng ciia chét thai sau 1én men etanol dugc
tu thiy phan dugc phan tich.

Két qua 13, da thé hién ring tdng protein, tong nito, va axit amin c6 luong 16n
nhit duoc gidi phéng duéi dang dung dich nudc trong didu kién d6 pH ndm trong

khoang tur 5,0 dén 7,0, va cu thé, do pH nam trong khoang tur 5,5 dén 7,0, va trong sb
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céc két qua, tng cong axit amin trong dung dich chira nudc & thoi diém ctia sy tu thiy
phan & d6 pH 12 6,0 12 cao nhit (Fig.3).
1-3. Hiéu suét tu thity phan cta chét 1ong sau 1én men etanol phu thudc vao thoi gian

Hiéu suét tr thiy phan dwoc danh gia phu thudc vao thoi gian thity phan trong
céc didu kién v& d6 pH 14 6,0 va 45°C ma tai d6 hiéu suét sy tu thity phén 13 cao nhat &
cac vi du 1-1 va 1-2 néu trén. Sy tu thuy phan dugc thuc hién trong céc diéu kién do
pH 12 6,0 va & nhiét d6 45°C trong thoi gian tir 6 dén 42 gid, véi mbi 6 gid cho modt bo,
tiép theo thuc hién chung cAt & nhiét do 85°C dé thu hdi etanol tir chét long sau lén
men etanol d4 thuy phan. Sau khi etanol dwoc thu hdi, cac thanh phan dinh dudng cia
chit thai sau 1én men etanol d ty thay phan dwoc phén tich.

Két qua 13, mirc d6 cta tu thily phan ciia chit 16ng sau 1én men etanol dugc ting
ngay 1én 12 gié, nhung sau d6, su tr thiy phan khéng duoc tién hanh nita. Do d6, x4c
dinh dugc ring su tu thiy phan ciia chit 1ong sau 1én men etanol t&t hon 13 dugc thuc
hién trong thoi gian 12 gid hoac nhiéu hon, va cu thé, 12 gio la diéu kién hidu qua nhét
- (Fig.4). |

Khi t6m luge cac vi du tir <1-1> dén <1-3> néu trén, 'su ty thuy phén cta chét
long sau 1én men etanol t6t hon 14 dwgc thuc hién frong cac didu kién nhiét d6 nim
trong khoang tir 40 dén 55°C va d6 pH nim trong khoang tir 5,0 dén 7,0 trong thdi gian
12 gid hoac nhiéu hon, va cu thé, trong céac didu kién nhiét d6 1a 45°C va do pH 12 6,0,
trong thoi gian 12 gio.

Vi du thit nghiém 2

Céc thanh phin dinh dudng trong cao ndm men (1g/L), chit 1éng sau 1én men
chua thity phan, va chét thai sau 1én men d3 thity phan dwoc phan tich dé danh gia dinh
lugng cac thanh phén dinh dudng duoc giai phong vao chét 1ong chira nudce trong quy
trinh tu thily phan ctia chét 16ng sau 1én men etanol.

Két qua
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Trong 1 g/L cao ndm men c6 0,356 g/L tdng protein va 0,119 g/L téng nito, va
27,05 mg/L téng 16 loai axit amin. Trong khi chét 16ng sau 1én men chua thily phan
chira 2,906 g/L téng protein va 0,471 g/L tdng nito, ma twong tmg cao hcm tbng luong
protein trong cao nim men (1 g/L) 13 8,2 1in, va cao hon téng luong nito trong cao
nim men (1 g/L) 14 4,0 14n. Trong khi d6, tdng 16 loai axit amin trong chét long sau
1én men chua thily phén 1a 24,11 mg/L, ttc 14 twong tmg bang khoang 90% so véi cao
ndm men (1 g/L). Theo d6, duoc xem xét réng & su sinh trudng vi sinh vat va sy san
xuét chit chuyén héa mong mudn théng qua qua trinh 1én men vi sinh vat, chét 16ng
sau 1én men chua thiy phan 12 c6 lgi v& mit ngudn protein va nito; nhung cao ném
men (1 g/L) c¢6 loi hon vé mit axit amin.

Trong khi d6, trong chét thai dugc thily phan duge 1én men etanol ¢6 3,201 g/L
téng protein va 0,532 g/L tdng nito. Khi duoc so sanh véi chit thai sau 1én men etanol
c6 sin, cic gia tri ndy cla chét thai sau 1én men d thay phan 1an lugt ting khoang
10% va 13%, va khi dugc so sanh véi cao ndm men (1 g/L), c4c gi4 tri ndy cao dang
ké twong Ung véi céc gié tri cao nhit 14n luot khoang 9 14n va 4,5 14n so véi cac cao
ndm men. Cu thé, 48,51 mg/L axit amin c6 trong chét thai sau 1én men d3 thity phén,
ma ting khoang 100% hoc cao hon nhu so véi chat 1ong sau 1én men chwa thity phan.
C6 nghia 13 nhidu thanh phén c6 thé sir dung 1am céc thanh phéan dinh duéng cho su
sinh trudng cla vi sinh vat va san xuét chét chuyén héa mong mudn thong qua qui
trinh 1én men vi sinh vat dugc giai phéng vao dung dich nudc nho su tu thiy phén cta
chét 1ong sau 1én men etanol. 48,51 mg/L axit amin c6 trong chét thai sau 1én men da
thiy phén cling dugc ting 80% so véi 27,05 mg/L axit amin c6 trong cao ndm men

(1g/L) (Bang 1).

Bang 1
. Py £ Chét thai sau 1én men Chét thai sau 1én men
t!
hanh phin Cao nam men etanol chua thiy phan etanol d& thuy phén
Téng protein (g/L) 0,356 2,906 3,201

-16-



27765

Téng nito (g/L) 0,119 0,471 0,532
Axit amin (g/L) 27,05 24,11 48,51
AXit aspartic 1,50 0,97 1,88
Axit glutamic 4,99 3,55 ' 4,64
Serin 1,58 1,38 2,37

glixin 0,93 0,61 1,31
histidin 0,44 0,35 0,69
threonin 1,50 1,17 2,58
arigin 1,21 2,58 3,06
Alanin 2,89 2,07 4,45
prolin 0,81 4,73 9,17
Tyrosin 0,61 1,36 3,32

valin 1,79 1,65 2,91
methionin 0,85 0,34 1,46
Isoleuxin 1,75 0,65 2,22
Leuxin 3,03 | 1,58 3.,95
Lysin 1,43 1,13 2,04
phenylanin 1,74 0,99 2,46

Vi du thit nghiém 3: Hi€u suét san xuét céc san phém sinh hoc
3-1. Hiéu suét san xuétv2,3-butandiol

Canh trudong léng cia ching tii t& hop Klebsiella oxytoca (K. oxytoca
ATCC43863 1dhA) duoc nudi cdy trong binh thuy tinh dung tich 300 mL duoc cdy
truyén vao thiét bj phan tmg sinh hoc dung tich 6,6L chua chét thai sau 1én men da
thity phan hoic chit 16ng sau 1én men chua thiy phén, tvong tmg, sau d6 thuc hién qua
trinh 1én mén theo mé d& san xuit 2,3-butandiol. O déy, cac diéu kién 16n men 1 néng

d6 glucoza ban ddu 1a 300 mM (54 g/L), nhiét d6 1én men 14 37°C va téc d khudy Ia
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150 vong/phut, va khong khi dugc cung cip lién tuc trong khi nudi chy & tbc do thap la
1 vvm (3 L/phat), va d6 pH trong qué trinh 1én men dugc diéu chinh dén d6 pH 12 6,0
bing céch str dung dung dich NaOH 5N.

Chung t4i t6 hop Klebsiella oxytoca (K. oxytoca ATCC43863 1dhA) 13 chiing tai
5 hop (K. oxytoca ATCC43863 1dhA) thu dugc bing céch loai bé gen 1dhA md hoa
enzym lién quan dén sy sinh t& hop axit lactic (lactat dehydrogenaza) tir ching
Klebsiella oxytoca (Klebsiella oxytoca ATCC43863), va dugc sir dung lam chung dung
d& san xudt 2,3-butandiol trong thir nghiém.

G day, méi truong tdng hop thudng duge st dung ding d nudi cdy ching
Klebsiella oxytoca dugc sit dung 1am nhom d6i chimg, va céc thanh ph?ln cua chung
dugc thé hién trong Bang 2 sau dy. 2,3-butandiol dugc san xuét theo phuong phép 1én
men va nudi ciy tuong tw nhu chit thai sau 1én men ngoai trir viéc bd sung mdi trudng

tbng hop thay cho chit thai sau 1én men da thity phan/chua thity phén vao thiét bi phan

ung sinh hoc.
Bang 2 »
Thanh phan Nbng do Thanh phan Nong d6
K>HPO4 8,657 g/L FeS04.7H20 0,05 g/L
KH,PO4 6,845 g/L ZnS04.7H20 0,001 g/L
(NH4)2S04 6,6 g/L MnSO4+.H20 0,001 g/L
MgSOs7TH:O | 025gL | CaCh2H0 | 0,001 gL
HCI 10 ml/L
Két qua

Trong trudng hop nhém d6i ching, ching tai td hop Klebsiella oxytoca (K.
oxytoca ATCC43863 1dhA) tiéu thu hoan toan 300 mM glucoza dugc b sung vao moi
truong 1am ngudn cacbon sau khi 1én men trong thoi gian 30 gid; tuy nhién, trong

trudong hop sir dung chét 16ng sau 1én men chua thily phén 1am méi truong, ching
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duoc tiéu thu hoan toan lugng tuong tu clia glucoza sau khi 1én men trong thoi gian 24
gi0. 2,3-butandiol dugc san xuét sau khi 300 mM glucoza dugc tiéu thy hoan toan,
trong d6 & truong hop cua nhém dbi chung, 16 g/L cta 2,3-butandiol dugc san xuéf,
nhung trong trudng hop sir dung chit 1ong sau 1én men chua thity phan lam méi
truong, 18 g/L cia 2,3-butandiol dugc san xuét. Trong khi d6, trong trudng hop sir
dung chét thai sau 1én men d3 thiy phan 1am méi trudng, 300 mM glucoza dugc tiéu
thu hoan toan sau khi 1én men trong thoi gian 21 gio, va lugng 2,3-butandiol dugc san
xuit 1a 18 g/L, luong nay bing véi lugng chit 1ong sau 1én men chua thily phan
(Fig.5).

Ngoai ra, Kkét qua thu duogc bﬁng cach tinh hiéu suét cua 2,3-butandiol, nghia 13,
lugng san xuét cia 2,3-butandiol mdi 14n, duge x4c nhan réng nang suét 2,3-butandiol
cta chat thai sau 1én men da thiy phan 14 0,89 g/L/gid, hidu suit ndy cao hon so véi
chét 16ng sau 1én men chua thiy phan (0,78 g/L/gi®) va cua nhém d6i chimg (0,53
g/L/gidy). Pugc xem xét boi cac thanh phin dinh dudng duoc gidi phong vao dung dich
chira nuéc thong qua sy tu thily phan ciia chét 16ng sau 1én men etanol, va cu thé, axit
amin tding muc ti€u thu cla glucobza va ti 1é san xuét cua 2,3-butandiol, dé cai thién
hiéu suét cia 2,3-butandiol (Fig.6).

3-2. Hiéu suft san xuit axit lactic

Thir nghiém do hi€¢u suét san xudt axit lactic duoc thuc hién béng cach st dung
ching Lactobacillus paracasei (L. pafacasei KCTC 11710BP). Cu thé, canh trubrng
long ctia ching Lactobacillus paracasei (L. paracasei KCTC 11710BP) duge nubi chy
trong binh thily tinh dung tich 300 mL dugc ciy truyén vao thiét bi phan tmg sinh hoc
dung tich 6,6 L chira 1an lugt chét thai sau lén men da thiy phan hodc chét long sau 1én
men chua thﬁy phan, tiép theo thuc hién qu4 trinh 1én men theo mé, trong d6 cac diéu

kién 1én men 13 ndng dd glucoza ban dau 1a 300 mM (54 g/L), nhiét do 1én men la
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37°C va tbc d6 khudy 1a 150 vong/phit. B pH 1a trong qué trinh 1én men duoc didu
chinh dén 6,0 bang cach sir dung dung dich NaOH 10N,

O day, moi trudng sinh trudng Lactobacillus (Lactobacillus Growth Medium-
LGM) thudng duoc sir dung ding ¢ 1én men Lactobacillus dugce st dung 1am nhém
d6i chimg, va cac thanh phin ciia chung dugc thé hién trong Bang 3 duéi day. Axit
lactic duoc san xuét theo phu:o*ng phap 1én men twong tw 1am chit thai sau 1én men
ngoai trir viéc bd sung méi trudng LGM thay cho chit thai sau 1én men di thuy

phan/chua thity phan vao thiét bi phan tmg sinh hoc.

Béang 3
| Thanh phin | Nong d6
Cao ndm men 2 g/LL
(NH4)2HPO4 4 g/LL
Amoni xitrat 1,5 g/L
Natri axetat 1,5 g/L
MnSO4.5H20 0,012 g/L
Két qua

Trong trwdng hop nhém db8i ching, ching Lactobacillus paracasei (L.
paracasei KCTC 11710BP) tiéu thy hoan toan 300 mM glucoza duoc b sung vao moi
truong 1am ngudn cacbon sau khi 1én men trong khoang 48 gid; tuy nhién, trong
trudmg hop cac nhom chit 16ng sau 1én men chua thily phan, chﬁng dugc ti€u thu hoan
toan lugng tuong tu cua glucoza sau khi 1én men trong khoang 40 gio. Axit lactic duge
san xuit sau khi 300 mM glucoza dugc tidu thu hoan toan, trong d6 & trudng hop
nhém dbi chung, 42 g/L axit lactic dwoc san xuit, nhung trong trudng hop chét long
sau 1én men chua thiy phan, 49 g/L axit lactic dwoc san xuit, luong axit lactic néy
ting khoang 17% so v&i nhém dbi chimg. Trong khi d6, trong trudng hop st dung chét

thai sau 1én men d4 thiy phin lam mdi truong, 300 mM glucoza duoc ti€u thu hoan
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toan sau khi 1én men trong khoang 32 gid, va 50 g/L axit lactic dugc san xuét, lugng
axit lactic ndy cao hon so v6i truong hop sir dung chat 16ng sau 1én men chua thity
phén lam mdi trudong (Fig.7).

Trong khi, trong trudng hop vé ning suit cla axit lactic, d6 13, luong san Xuét
axit lactic mdi 14n, dugc x4c nhén ring ning suit cla axit lactic ctia chét thai sau 1én
men da thuy phan la 1,58 g/L/gid, lugng axit lactic ndy cao hon so véi chét 16ng sau
1én men chua thiy phéan (1,24 g/L/gio) vé ctia nhém ddi chimg (0,88 g/L/gid). Puoc
xem xét boi cac thanh phin dinh dudng duoc giai phéng vio dung dich chira nude
thong qua su tu thiy phanchét 16ng sau 1én men etanol, va cu thé, axit amin, ting mirc
tiéu thu glucoza va ti 1€ san xuét axit lactic, d& cai thién hiéu suit cua axit lactic
(Fig.8).

Kha ning ing dung trong cdng nghiép
Theo phuong phép san xuit san phdm sinh hoc theo séng ché, cac san phdm

sinh hoc ¢6 thé dugc san xuat cé hiu suat cao va chi phi thap.
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YEU CAUBAO HO

1. Phuong ph4p san xuét san phim sinh hoc bao gdm:

nuoi céy vi sinh vat thi nhit d& san xuét ruou sinh hoc;

tw thuy phan vi sinh vét thir nhit dudi diu kién nhiét d6 tir 40 dén 65°C dé giai
phong céc axit amin;

phén tach rugu sinh hoc, nho d6 thu dugc chét thai sau 1én men; va

cAy vi sinh vat thi hai vao chit thai sau 1én men;
trong d6 vi sinh vat thir nhit 13 nAm men, va vi sinh v4t thir hai khong gibng véi vi
sinh vat thtt nhét.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 san phim sinh hoc 13 gidng hoic khic véi rugu
sinh hoc. |
3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 vi sinh vat thir nhit san xut rugu sinh hoc tir
sinh khoi.
4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 su thily phan dugc thyc hién trong mdi trudng
nudi céy chita vi sinh vat thir nhat dudi diéu kién do pH ndm trong khoang twr 4,5 dén
7,0.
5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ham luong axit amin trong chit thai sau 1én men
duoc tang 1én nho sy thiy phan. |
6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ruou sinh hoc 1a etanol sinh hoc.
7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi sinh vat tht hai c¢6 kha ning san Xuét san
phdm sinh hoc.
8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 san phim sinh hoc 13 rugu hodc axit hitu co.
9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 sin phim sinh hoc 1a rwou c6 6 nguyén tir
caébon hodc it hon hodc axit hitu co ¢6 6 nguyén tit cacbon hodc it hon.
10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gbm:

nudi cay vi sinh vat thir hai d€ san xuét cac san pham sinh hoc; va
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phéan tach va lam sach cac san pham sinh hoc.

11. Phuong phap theo diém 1, trong d6 vi sinh vat thit hai 13 Klebsiella; va san phim

sinh hoc 1a 2,3-butandiol.

12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi sinh vat thit hai 1a Lactobacillus; va san

phim sinh hoc 13 axit lactic.
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Fig.2
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Fig.3
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Fig.4
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Fig.5

Glucoza, 2,3-butandiol (g/L)

Thoi gian [én men (gio)

Nhém chét thai sau 16n men da thiv phén

(Glucoza (), 2,3-butandiol .)
Nhém chat thai sau 1én men chua thuy phén
(Glucoza [], 2,3-butandiol  [l)
Nhém déi chiing (glucoza 2\, 2,3-Butandiol . A)

-28-



I3

Hiéu suat 2,3-butandiol (g/gio)
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Fig.6
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Fig.7
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Fig.8
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