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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh san xuat hé enzym dung vi sinh vat phan hay xenluloza

gdm hai pha:

« pha a) d¢é sinh truéng vi sinh vat néu trén trong binh kin véi su ¢6 mit cua dung dich
sinh trudng chira cacbon;

« pha b) dé san xudt hé enzym néu trén duoc thuc hién bang cach dung dung dich san
xuét chira cacbon néng do cua co chit cacbon cua dung dich ndy 14 ndm trong khoang tir
150 dén 400 g/lit, dung dich san xuét chira cacbon néu trén chira co chat cacbon cam tng;
khac biét & chd co chét cacbon cam mg néu trén 1a cin ba pha 1ong thu dugce tir bude xir 1y
so bo chét liéu lignoxenluloza, ma oligome dudng c6 5 cacbon ciia cin bi nay chiém it
nhit 1% khéi luong tong cac loai dudng c6 mit trong can ba pha 16ng néu trén, va it nhat
0,3% khéi luong tong cac loai dudng c6 mit trong dung dich san xuit chia cacbon néu
trén.
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Linh v ki thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cip dén san xuit cic enzym phan hity xenluloza va phan hiy
hemixenluloza, ddc bi¢t 1a khi dung dé san xuét etanol tir chét liéu xenluloza hodc

lignoxenluloza.
Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Tir nhitng nam 1970, phuong phép chuyén héa chét liéu lignoxenluloza thanh
etanol sau khi thity phan cAc polysacarit cdu thanh né thanh céc duong 1én men dugc
d3 1 tAm diém cia nhidu nghién ctru. Vi du c6 thé dugc quan tdm dén 13 cic cong trinh
tham khao cda National Renewable Energy Laboratory (Process Design and
Economics for Biochemical Conversion of Lignocellulosic Biomass to Ethanol,

Humbird et al., NREL/TP-5100-57764, thang 5, 2011).

Lignoxenluloza 13 chdt liéu xenluloza ma trong d6 xenluloza va/hoidc
lignoxenluloza chiém hon 90% khéi lugng. Néi theo cach khéc, lignoxenluloza dugc cAu
thanh tir xenluloza, hemixenluloza (13 cic polysacarit chii yéu gdm c6 pentoza va
hexoza) va lignin (1a dai phén tir c6 cAu tric phirc tap va trong lugng phén ti cao trén co

s& cac hop chit phenol).

G, rom va 161 ng6 1a chét liéu lignoxenluloza dugc sir dung réng rii nhét, nhung
c6 thé sir dung cc ngudn khac nhu cac san phdm 14m nghiép, cin bi ctia cdy mia va cac
cay ngii cc ding san xuit dudng, cic san phdm va cin ba ciia cong nghiép san xuit gidy
va c4c san phdm chuyén héa ctia chit liéu lignoxenluloza. Céc chat liéu nay chi yéu gdm
khoang tir 35% dén 50% xenluloza, 20% dén 30% hemixenluloza va 15% dén 25%
lignin.

Quy trinh chuyén hoéa sinh héa chét lidu lignoxenluloza thanh etanol bao gbém
budc xir Iy so bd bing phuong phép Iy hoa tiép d6 1a budc thiy phan bing enzym bang
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cach st dung hé enzym, buéc 1én men tao etanol cac duong dugc giai phong tu do, trong
d6 budce 1én men tao etanol va budc thity phan bing enzym c6 thé duoc thuc hién dong

thoi, va cudi cung la budce tinh ché etanol.

Hé enzym nay 1 hdn hop gdm cac enzym phén hity xenluloza (con dugc goi 1a
xenlulaza) va/hodc enzym phan hiy hemixenluloza. Enzym phén huy xenluloza c6 ba
dang hoat tinh chinh: endoglucanaza, exoglucanaza va xenlobiaza, cic dang nay sau nay
con dugc goi 1a 8-glucosidaza. Enzym phan hiy hemixenluloza ddc biét 1a c6 hoat tinh

xylanaza.

Qua4 trinh thily phan bing enzym cé hiéu qui cao va dugc thuc hién & diéu kién
vira phai. Tuy nhién, chi phi cho enzym vAn cao, chiém dén 20% to 50% chi phi ctia qua
trinh chuyén hoa chit liéu lignoxenluloza thanh etanol. Vi vy, rat nhiéu nghién ctru di
duoc thue hién dé 1am giam chi phi ndy: t8i wu héa qua trinh sin xut enzym ban dau 13 -
bang cach chon loc vi sinh vat san xuit qui mirc va bang cach cai thién quy trinh san
xuét cac enzym ndy, bang cach giérh lugng enzym trong qua trinh thity phén, sau d6 la
bang cach t61 wru hoa budc xit 1y so bd, bang cach cai thién hoat tinh dic hiéu cua cac

enzym ndy, va bang cach i uru héa thuc hién bude thity phan bang enzym.

Trong thép ky trude, rat nhiéu nghién ctru dugce thuc hién nhim hiéu dugc co ché
tac dung va biéu hién ciia hé enzym. Muc dich clia nghién ciru 12 1am cho hé enzym s&
duoc tiét ra 13 phi hop nhéit cho qua trinh thity phan chét liéu lignoxenluloza bang cach

cai bién vi sinh vét nay.

Vi sinh vat phﬁn hiy xenluloza ma dugc sir dung rong rai nhit cho san xuét
cong nghiép hé enzym nay 12 ndm Trichoderma reesei. Khi c6 mit co chét cacbon cam
ung, vi du xenluloza, ching dai c6 kha nédng tiét ra hé enzym duge xem 13 phu hop nhét
cho qua trinh thiy phén xenluloza. Céac protein khac c6 ddc tinh la thiét yéu cho qua trinh
thity phan chét liéu lignoxenluloza vi du xylanaza ciing dugc Trichoderma reesei tao ra.
Su c6 mit cia co chit cam ung 1a diéu kién thiét yéu cho su biéu hién cia enzym phan
hily xenluloza va/hodc enzym phan hiiy hemixenluloza. Ban chét ctia co chét cacbon c6
anh huéng dang ké dén thanh phén hé enzym. D6 1a trudng hop khi ma xyloza, khi ding
v6i co chét cacbon cam g nhu xenluloza hoc lactoza, c6 thé cai thién dang ké hoat

tinh enzym 1a hoat tinh xylanaza.
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Lactoza van 13 mdt co chét thich hép nhét trong qu4 trinh san xuét cong nghiép hé
enzynﬁ; tuy nhién, gi4 thanh ctia n6 bién dbi nhiéu va chiém khoéang tir mot dén hai phan
ba chi phi san xuit hé enzym. Khi lactoza dugc st dung lam co chét cacbon, qua trinh
san xu4t hé enzym nay phu thudc vao ngudn cacbon bén ngaoi. Vi Iy do nay, viée sir
dung co chét cacbon thu dugrc tir quy trinh chuyén hoa sinh héa chat liéu lignoxenluloza

la budc tién 16n.

Don yéu ciu cép patent EP 1 690 944 boc 10 rang dich chiét tir phén doan
hemixenluloza & dang monome tir chét liéu lignoxenluloza da dugc xir Iy so bd c6 thé
dugc st dung 1am co chit cacbon khong cim tmg cho sy sinh trudng vi sinh vt phin
hay xenluloza va san xuit enzym. Trong trudng hop sau nay, né phai dugc tron véi co

chat cacbon cam g dé€ san xuat xenlulaza (lactoza hoéc xenlobioza).

Céac don yéu cdu cAp patent WO 09 026 716 Al va WO 09 0061486 A1 md ta
phuong phap san xuit hé enzym tir Trichoderma reesei bang cach sir dung co chit
cacbon chira cc dudng cam tng dé san xuét xenlulaza ciing nhu ngudn cacbon chinh.
Pon sang ché nay cho biét rang chi 3% khéi luong dudng cam tmg 13 da dé cam tmg qua
trinh san xuét xenlulaza. Mirc san xuét xenlulaza dugc ting 1én hon 4 14n so v6i ching
han qua trinh ma trong d6 xyloza dugc st dung don 1€ trong dung dich san xuit. Céc
dudng cam tmg dugc mo ta 1a cac mono-, di- va oligo-sacarit (cac dudng Ce) cd thé duoc
tao ra boi qua trinh thity phan xenluloza. Ngudn cacbon chinh 13 tip hop chira mono-, di-

va cac oligosacarit thu dugc tir hemixenluloza hoéc tir qua trinh téng hop xyloza.

Tai liéu FR 2 962 444 boc 10 quy trinh san xuit enzym phan hity xenluloza
va/hodc enzym phan hiy hemixenluloza. Co chit cam tmg 13 hén hop gdm glucoza hodc
cac dich thuy phan cta xenluloza, lactoza va xyloza hodc dung dich chira dich thuy phan
ctia hemixenluloza v6i lugng it nhit 10% khdi lugng ciia mbi trong s6 ba nhém chu
thanh ndy. Tai lidu ndy cho thiy 1a co chét cam tmg 12 khong c6 bat ky dudng khac ngoai
cac thanh phan dugc liét ké trén dy, dich thuy phan ctia xenluloza 13 glucoza thu dugc tir
thiy phan xenluloza, va dich thuy phan cua hemixenluloza la dung dich chira cac duong

c6 nam cacbon Cs .

Tai lidu EP 2 371 950 A1 mb ta quy trinh san xuét xenlulaza dya trén thay bi ap

suat oxy dugc hoa tan trong mdi truong nudi cdy. Tai liéu ndy bdc 10 rang co chat cacbon
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cam tng dugc dugc chon tir lactoza, xyloza, xenlobioza, sophoroza, cdn ba thu dugc sau
1én men cac dudng monome va/hodc phan chiét thod cia pentoza tan trong nudec, tuc la

cac duong c¢6 ndm cacbon tan trong nudc.

Tai lidu coéng bd "Cellulase Production by Continuous Culture of Trichoderma
reesei Rut C30 using acid hydrolysate prepared to retain more oligosaccharides for
induction”, Lo et al., Bioresource Technology 101 (2010) 717-723, huéng dan qu4 trinh
cam tmg bing cac oligosacarit tao ra bang cach thity phan xenluloza bang axit, dich thuy
phén néu trén dugc c4u thanh tir cac oligome dudng Cg , duoc kiém hoa bing dung dich
Ca(OH), trudc khi duoc trung hoa. Ciing di biét vai trd nhu 1a chit cam tmg cua cac Cq

oligome, dac biét 1a xenlobioza.

Muc dich ctia sang ché 14 dé xuét ngudn chit cam tmg cacbon méi dé dang san co,
ma c6 thé tao ra hé enzym c6 hoat tinh thich hop cho qua trinh thiy phan chit liéu
lignoxenluloza. So v6i patent EP 1 690 944, sang ché dé xuét st dung uu thé clia phan
doan hemixenluloza con chtra oligome, didu ndy c6 nghia 13 c6 thé khong phai bd sung
co chit cam tng. So v6i patent WO 09 026716, sang ché dé xuét viéc st dung chi mot
ngudn cacbon khong dugc tao ra bang con duong tbng hop dic biét thich hop cho su
bidu hién hdn hop gdm enzym hoan toan hiru hiéu dé xir Iy sinh khéi s& dugc thily phan.

Séang ché con cho cic ddng san phim dugc ning cao chét luong.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé xudt quy trinh san xuit hé enzym bing vi sinh vat phan hiy
xenluloza, khac biét & chd quy trinh ndy st dung cin bi pha 1éng tir qua trinh xr ly so

b chat liéu lignoxenluloza l1am co chat cacbon cam tng dé cam Ung san xuat hé enzym.

Mot vu diém cua sang ché 13 giam hodc khéng cin b sung co chét cacbon tir
ngudn bén ngoadi cho qué trinh sinh héa chuyén hoa chét liéu lignoxenluloza. Mot wu
diém nita 13 can b3 pha 16ng tir quy trinh chuyén héa sinh héa néu trén dé san xuét hé
enzym dugc nang cao chét lugng. Su ning cao chét lugng theo cach ndy c6 nghia I3
lugng dong chay ra tao ra ma phal duge xir 1y lai trude khi x4 hodic bao quan c6 thé duoc

gidm di.
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Vi can ba pha 16ng chira oligome cam tng dugc ning cao chit luong dé tao ra hé

enzym, nén gia thanh ctia h€ enzym néu trén dugc gidm di.

Mot vu diém nira ciia quy trinh theo sang ché d6 13 hé enzym thu dugc 13 dic biét
thich hop cho qua trinh thily phan biang enzym chit liéu lignoxenluloza di dwgc xir 1y so
bd duoc chuyén héa trong qué trinh chuyén héa sinh hoa. Pic biét 13, d3 phat hién dugc
14 anh hudng tich cuc cia cic oligome c¢6 5 cacbon dén hoat tinh xenlulaza ctia cac

enzym thu duogc.
MB0 ta chi tiét sang ché

Sang ché @ xuit quy trinh san xudt hé enzym bang vi sinh vat phan hiy

- xenluloza, bao gdm hai pha:

e pha a) @ sinh truéng vi sinh vat néu trén trong binh kin véi sy c6 mit cua

dung dich sinh truéng chira cacbon;

e pha b) dé san xuat hé enzym néu trén dugc thuc hién bang cach ding dung
dich san xuét chtra cacbon ndng do ciia co' chit cacbon ctia dung dich niy nim
trong khoang tir 150 dén 400 g/lit, dung dich sin xuét chira cacbon néu trén

chira co chat cacbon cam ng;

khac biét & chd co chit cacbon cam tmg néu trén 13 cin ba pha 1éng thu dugc tir budce xir
1y so bd chét lidu lignoxenluloza dugc st dung ma khong qua giai doan tiét tring hodc
1am bién d6i d6 pH cin ba pha 16ng néu trén, oligome dudng c6 5 cacbon cua cin ba nay
chiém it nhét 1% khdi luong tdng cac loai duong cé mit trong cin ba pha 10ng néu trén,
va it nhit 0,3% khdi luong tdng cac loai dudong c6 mit trong dung dich sén xut chtra

cacbon néu trén.

Tét hon néu, dung dich sinh truéng chira cacbon dugc sir dung trong pha a) néu
trén & ndng d6 ban diu ndm trong khoang tir 10 dén 90 g co chét cacbon trén mot lit thé

tich phan Ung.
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Tot hon néu, bude xir ly so bd néu trén 1a bude thiy phan bang axit, dun trong
axit hodc phan Gng nd hoi véi viéc ngdm tam trudce chat liu lignoxenluloza néu trén

bang dung dich axit sulfuric trong nuéc.

Tét hon néu, cin ba pha 16ng néu trén dugc sit dung ma khong cin qua giai doan
tiét tring va khong 1am bién dbi do pH ciia cin bi pha 16ng néu trén. Tét hon nira néu,
cin bi pha 16ng néu trén dugce sir dung ma khong qua giai doan tiét tring khong khir doc

tinh, khong 1am bién d6i d6 pH cuia cin ba pha 1éng néu trén.

Tét hon néu, oligome dudng c6 5 cacbon chiém trong khoang tir 1% dén 50%

khéi luong téng cac loai dudng c6 mit trong ciin ba pha 16ng néu trén.

To6t hon néu, co chat cacbon cam (ng néu trén dugc st dung don 1€ hodc dudi

dang hén hop voiw it nhat mdt co chit cacbon khong cam tmg khac.

Tot hon néu, co chit cacbon khdng cam tng khéac néu trén dugc dugc chon tir

glucoza, xyloza, va sacaroza, dugc diing don 1é hogc dudi dang hdn hop.

Tét hon néu, dung dich san xuét chira cacbon néu trén bao gbm cin ba pha 16ng
va it nhit mot co chit cacbon khong cam ting duge chon tir glucoza, xyloza va sacaroza,
duoc dung don 1é hodc dudi dang hdn hop, cin ba pha 1éng néu trén thu dugc tir bude xir
1y so bd chét liéu lignoxenluloza, va dugc sir dung ma khong qua giai doan tiét tring
khong khir doc tinh khong lam bién ddi do pH, cin bi pha léng néu trén bao gdm
oligome dudng c6 5 cacbon, monome dudng c6 5 va 6 cacbon va cic san phim thoai
bién ctia monome dudmg, trong d6 monome dudng c6 5 cacbon chiém it nhit 1% khdi
luong téng céc loai dudng c6 mit trong cin ba pha 16ng néu trén, va it nhét 0,3% khdi

lurong tong céc loai dudng c6 mit trong dung dich san xuat chira cacbon néu trén.

Tbt hon néu, tbc dd chay déc hi€u dé cung cép dung dich san xuét chtra cacbon
cho pha b) 13 ndm trong khoang tir 35 dén 65 mg co chét cacbon cho mdt gam vi sinh vt

mdi gio.

Tét hon néu, vi sinh vat phan hily xenluloza nay dugc dugc chon tir cac chung

nim thudc gidng Trichoderma, Aspergillus, Penicillium hodc Schizophyllum.
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Tot hon néu, vi sinh vat phan hiy xenluloza nay thudc loai Trichoderma reesei.

Quy trinh néu trén d san xuit hé enzym dugc thuc hién bang cach sir dung

nudi cay chim. Thuit ngit “nudi cay chim” dung d€ chi trong mdi truong 1ong.

Vi sinh vét phan huy xenluloza dugc st dung trong quy trinh san xuit hé enzym
theo sang ché 13 cic ching ndm phan hity xenluloza, vi du thudc gibng Trichoderma,
 Aspergillus, Penicillium hodc Schizophyllum, t6t hon néu thudc loai Trichoderma
reesei. Ching ding trong céng nghiép tét nhat 13 ching thudc loai Trichoderma reesei,
da duoc cai bién dé cai thién hé enzym cac quy trinh dot bién-chon loc nhur, vi du, ching
IFP CL847 (patent Phap sb FR-B-2 555 803). Ciing c6 thé sir dung céc chiing dugc cai
thién bang céc k¥ thuat tai tb hop di truyén. Céc ching nay dugc nudi cdy trong cic

binh c6 khudy, thong khi & didu kién phi hop cho su sinh truréng va san xudt enzym.

Thuét ngit “co chét cacbon” ding dé chi tit ci cic dudng trong dung dich chira

cacbon.

Co chit sinh truéng cacbon cho vi sinh vét néu trén dugce st dung trong pha a)
néu trén cla quy trinh theo sang ché 13 dung dich nuéc tét hon néu chira co chit
cacbon dugc chon tir cac- dudng cong nghiép hoa tan, tét hon néu tir glucoza, xyloza,
can ba pha 16ng thu dugc sau qué trinh 1€n men tao etanol cdc monome dudng tir dich
thuy phan enzym cia chét liéu lignoxenluloza va dich chiét cia cac phan doan
hemixenluloza & dang monome thu dugc tir chét liéu lignoxenluloza d3 dugc xir 1y so bd,
duoc sir dung don 1& hodc duéi dang hdn hop. Tuy thudc vao ban chét ctia nd, dung dich
sinh truéng chira cacbon.néu trén dugc dua vao binh kin trude khi ti€t tring hodc dugce

tiét tring ri€ng bi¢t va dugc dua vao binh kin sau khi ti€t trung.

Tét hon néu, dung dich sinh trudng chira cacbon néu trén dugc st dung trong pha
a) néu trén & ndng d6 ban d4u nim trong khoang tir 10 dén 90 g co chét cacbon trén mot

lit thé tich phan tmg.

Tét hon néu, pha a) néu trén duoc thuc hién trong thoi gian ndm trong khoang tir

30 dén 70 h, t6t hon néu nam trong khoang tir 30 dén 40 h.
Tét hon néu, pha a) néu trén dugc thuc hién & do pH of 4,8 va & nhiét d 27°C.
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Tét hon néu, pha a) néu trén dugc thuc hién trong binh kin, thong khi va c6
khudy. Qua trinh thi khi dwoc didu chinh dé thu dugec VVM (tdc dd chay thé tich ctia
khong khi, Nm®/phit, chia cho thé tich phan {mg theo m’) nim trong khoang tir 0,1 dén
1, t6t hon néu nam trong khoang tir 0,3 dén 0,7, va t6t hon nita néu vao khoang dé thu
duoc VVM bing 0,5. Viéc khudy dugc thich tmg dé thu duoc ap suat riéng phan oxy hoa
tan nim trorig khoang tir 20% dén 80% béo hoa theo 1y thuyét, tét hon néu nim trong
khoang tir 30% dén 50%, va t6t hon nira néu c6 gia tri 40%.

Dung dich chira cacbon diing dé san xuét vi sinh vat néu trén dugc st dung trong
pha b) néu. trén theo sang ché 1 dung dich nudc chira co chit cacbon cam ting. Co chit
cacbon cam Umg néu trén 13 can b pha 10ng thu duge tir bude xir Iy so bd chit lidu

lignoxenluloza chira oligome dudng cé 5 cacbon.

Theo séng ché, oligome dudng c6 5 cacbon néu trén chiém it nhét 0,3% khdi
luong téng cac loai dudng c6 trong dung dich san xuét chira cacbon néu trén. Tét hon
néu, oligome dudng c6 5 cacbon néu trén chiém trong khoang tir 0,3% dén 50% khéi
luong tdng céc loai dudng chira trong dung dich san xuét chira cacbon néu trén, t6t hon
néu nim trong khoang tir 0,3% dén 20% khdi lwong, t6t hon nita néu nim trong khoang
tir 0,3% dén 10% khdi luong va con t6t hon nira néu nam trong khoang tir 0,3% dén 6%

khéi luong.

Tot hon néu, co chat cacbon cam tng néu trén dugc st dung don 1€ hodc dudi

dang hdn hop vdi it nhit mot co chit cacbon khong cam ting khac.

To6t hon néu, co chat cacbon khong cam tng khac néu trén dugc duge chon tir
duong khong cam ung, tot hon néu dugce chon tir glucoza, sacaroza va xyloza, don 1é
hodc dudi dang hén hop. Rat tot hon néu, co chat cacbon khéac néu trén dugc dugce chon

tir glucoza va sacaroza, don 1¢ hodc dudi dang hon hop.

Theo sang ché, dung dich san xuét chira cacbon néu trén dugc sir dung trong pha
b) néu trén theo sang ché dwoc diéu ché & ndng do tir 150 dén 400 g co chét cacbon trén
mdt lit dung dich san xuét chira cacbon. Téc dd chay déc hiéu dé cung cép dung dich san

xuét chira cacbon cho pha b) néu trén tét hon néu ndm trong khoang tir 35 dén 65 mg co
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chét cacbon cho mot gam vi sinh vat mdi gid, t6t hon néu nim trong khoang tir 35 dén 45

mg co chat cacbon cho mdt gam vi sinh vat mdi gio.

Tt hon néu, pha b) néu trén dugc thuc hién trong thoi gian it nhét 30 h hoic 1au

hon, t6t hon néu it nhit 100 h hoic 1au hon.

T6t hon néu, pha b) néu trén dwoc thuc hién & do pH ndm trong khoang tir 3 dén

5,5 va & nhiét do nam trong khoang tir 20°C to 30°C.

Tét hon néu, pha b) néu trén duoc thyc hién trong binh phan ting théng khi va c6
khudy. Qua trinh thdi khi duoc didu chinh dé thu dwoc VVM niam trong khoang tir 0,1
dén 1, tdt hon néu nim trong khoang tir 0,3 dén 0,7, va t6t hon nita néu dé thu duoc
VVM bing 0,5. Qué trinh khudy dwoc diéu chinh dé thu dugc 4p sut riéng phan oxy
duoc hoa tan nim trong khoang tir 20% dén 80%, t6t hon néu nim trong khoang tir 30%

dén 50%, va tét hon nira néu c6 gié tri 40%.

Pha b) néu trén c6 thé dugc thuc hién theo phuong thirc cép theo mé va chemostat

(thé 6n dinh héa tinh) d biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay.

Oligome dudng c6 5 cacbon dugc sir dung 1am co chit cacbon cam {mg trong
dung dich san xuét chira cacbon dugc st dung trong néu trén pha b) cé trong cin bi pha

long thu dugc tir budce xr Iy so bd chét liéu lignoxenluloza.

Buéce xtt Iy so b néu trén chét liéu lignoxenluloza c6 thé duoc st dung dé cai
thién tinh nhay ctia phan doan xenluloza dbi véi qua trinh thiy phan bang enzym. Budc
xir Iy so bd néu trén 1a bude xir Iy so bd bang phuwong phép vat 1y nhu, vi du, budc phan
g nd hoi, hoic budc ding phuong phap héa hoc hoic bing phuong phap 1y hoa. Tét
hon néu, buge xir ly so bd néu trén budc xr Iy so bd bﬁng axit hodc kiém nhu, vi du,
thity phan bing kim loai kiém, dun trong kim loai kiém hoic phan tmg nd hoi véi viée
ngam tAm trude chét liéu néu trén véi dung dich cia kim loai kiém trong nudc. Tt hon
néu, budce xir I so bd néu trén 14 bude xit Iy so bd bang axit, t6t hon néu 13 thity phan
bang axit, dun trong axit hoic phan tmg nd hoi véi viéc ngdm tim trude chit liéu néu
trén véi dung dich axit sulfuric trong nuée. Rt tot hon néu, bude xir Iy so b 12 phan tng

no hoi.
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Dong chay ra tlr bude xit 1y so bd néu trén dugce tach riéng thanh hai pha: mdt pha
tao thanh cin bd pha rén va pha tao thanh cin ba pha 16ng. Qué trinh tich trén c6 thé
dugc thuc hién bing phuong phéap bat ky di biét ddi v6i chuyén gia trong linh vuc k§y
thuét nay. Vi du, qua trinh tach néu trén co thé thu duogc bﬁng}céch ly tam, ép loc, ling
gan, hoic bién phap k¥ thuét bat ky khac cho phép tach pha 16ng va pha ran.

Trong trudng hop xir Iy so bd bang axit , chuyén gia trong linh vyc k¥ thut nay
diéu chinh c4c diéu kién van hanh (luong axit, @ 4m, nhiét do, 4p sudt, thoi gian) tiry
theo chét lidu lignoxenluloza can duoc xr Iy so bd va k¥ thuat duge st dung. Vi dy, cac
diéu kién xtr Iy néu trén s& ting cuong hon khi 4p dung cho miscanthus (1a mét loai thuc
vét ¢6 hoa thudc ho Hoa thao) so véi cong rom lia mi. Cac diéu chinh nay duoc du dinh
dé thuc hién thiy phan hoan toan hemixenluloza & dang monome, dong thoi giam thidu
su tao ra cac san phém thoai bién (dic biét 13 furfural, 5-HMF). Pé dat dugc muc dich
ndy, budc xit Iy so bd ciing ¢6 thé duge chia thanh hai pha: pha thi nhét dé giai phong tu
do oligome dudng c6 5 cacbon, tiép d6 1a pha tao ra monome tr céc oligome tu do
(Process Design and Economics for Biochemical Conversion of Lignocellulosic

Biomass to Ethanol, Humbird ef al., NREL/TP-5100-57764, May 2011).

Theo sang ché, budc xir 1y so bd néu trén dugc thuc hién bang céch st dung cac
bién phap da biét dbi vai chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay dé cho cin bi pha

long chira cac oligome dudng c6 5 cacbon.

Dé thu dugc oligome dudng c6 5 cacbon trong cin ba pha 1ong tir bude xir ly so
b0 néu trén, lugng axit dugc sir dung trong bude xr Iy so bo néu trén ¢ thé duoc gidm
di. Ciing c6 thé giam nhiét d6 va/hodc ap sudt thyc hién budce xir Iy so bo néu trén so

véi diéu kién t6i wu dé giai phong tu do chi monome.

Theo sang ché, oligome dudng ¢ 5 cacbon néu trén & trong cin b pha 16ng néu
trén thu dugc tir bude xi Iy so bd chét liéu lignoxenluloza chiém trong khoang tir 1%
dén 100% khdi lugng tdng cac loai dudng c6 mit trong cin bi pha long néu trén, tbt
hon néu nim trong khoang tir 1% dén 50% khéi Iugng, va tot hon nita néu nim trong

khoang tir 1% dén 30% khéi luong.
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Cén ba pha 16ng néu trén chira oligome dudng c6 5 cacbon thu dugc tir budc xir
1y so bd néu trén duoc sir dung 1am ngudn chét cam tmg cacbon méa khong can phai tiét _

trung cdn ba pha 16ng néu trén hodc bién doi d6 pH cua cdn ba néu trén.

Theo mdt phuong an dugce uu tién, chét liéu lignoxenluloza da duoc xtt 1y so bo
tuong tmg v6i phan doan dugc goi 1a “rin” dugc thity phan trong budc thity phén bing
enzym. Dong chay ra tr budc nay sau d6 dugc xir ly trong budc 1€n men tao etanol cac
monome dudng cua dich thuy phan enzym. Cac xir Iy nay c6 thé dugc thuc hién trong

cling mét thiét bi, hoic trong cac thiét bi khac nhau.

Theo mdt phuong an dugce wu tién khéac, bude 1€n men va it nhét mot ph'?ln cua
budc thity phan dugc thuc hién déng thoi. Qua trinh nay dugc thuc hién, vi du, béng cach

bd sung ndm men 1én men etanol trong budc thity phan bang enzym.
Céc vi du sau minh hoa sang ché ma khéng nhim giéi han pham vi sang ché.
Vi du thue hién sang ché

Vi du 1 (khéng theo sdng ché): San xudt hé enzym trén glucoza

Vidu 1 la nuéi cay bang cdch sir dung glucoza la co chat san xuat chira cacbon.

NGO la chat tkc ché san xudt xenlulaza. Vi du nay cho san xudt enzym voi hiéu sudt thap.

H¢ enzym dugc tao ra trong binh phé.ri g dugc khudy co hoc. Mdi trudng chét
khoang (duoc goi 1a 4N) cé thanh ph?ln sau ddy: KOH 1,66 g/lit, 85% H3PO4 2 ml/L,
(NH,4),S04 2,8 g/lit, MgS0O,. 7 H,0 0,6 g/lit, CaCl, 0,6 g/lit, MnSO4 3,2 mg/L, ZnSO4.
7 H,0 2,8 mg/lit, CoCl,. 10 H,0 4,0 mg/L, FeSO,. 7 H,0 10 mg/L, dich chiét ﬁgf) 1,2
g/lit, chét chéng tao bot 0,5 ml/L.

Tién giéng cdy dang léng

Vi sinh vt (ching Trichoderma reesei CL847) duoc nudi cdy, bang tién gidng
ciy bang cach st dung glucoza 1am co chit sinh trudng cacbon, & néng do 30 g/lit.
MBoi trudng chit khoang cua tién giéng cdy 13 méi trudng 4N dugc bd sung 5 g/lit kali

phtalat @& dém d6 pH. Su sinh truéng cia ching ciy kéo dai 3 ngay va dugc thuc hién
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& nhiét d6 30°C trong ti 4m c6 khudy. Viéc chuyén vao binh phan Gng dugc thuc hién

néu ndng do glucoza con lai nhé hon 15 g/lit.

Pha sinh truong

Binh phan tng chira moi truong 4N dugce tiét trung ¢ nhiét do 120°C trong thoi
gian 20 phut. Co chét sinh trudng cacbon glucoza ndy dugc tiét tring & nhiét do tr
120°C trong thoi gian 20 phuat sau d6 duge cho vao binh phan tmg theo céach thirc vo
tring d& tao ra ndng d6 30 g/lit. Binh niy dugc ciy 10% (thé tich/thé tich) tién giéng
céy dang 16ng ching Trichoderma reesei CL847. Céc diéu kién van hanh 13 nhiét do
27°C va d6 pH 4,8 (dugc diéu chinh bang cach sir dung amoniac 5,5 rﬁol/lit). Théi khi
duge thue hién & mtc 0,5 VVM va vén téc khudy duoc ting 1én dén trong khoang tir

200 dén 800 vong/phut tiry theo gia tri pO, (4p suét oxy hoa tan), dugc duy tri & 30%.
Pha sdn xudt

Khi co chit sinh truong cacbon cua binh da hét, bom lién tuc co chit san xut
cacbon 12 glucoza 250 g/lit & téc do dong chay 35 dén 45 mg trén g vi sinh vat mdi gio,
trong thoi gian 164 gio. Cac diéu kién van hanh 13: nhiét d6 25°C va d6 pH 4 (duoc
diéu hoa bang amoniac 5,5 mol/lit, qua trinh sau ndy cing tao ra nito can thiét cho qua
trinh téng hop cac protein dugce tiét ra). Him luong oxy hoa tan dugc duy tri & mirc
30% bing cach diéu chinh qu4 trinh khudy.

San xuét cac enzym nay duoc theo ddi bing cach thir nghiém enzym ngoai bao
bang cach sir dung phuong phap Lowry va BSA tiéu chudn sau khi tach vi sinh vét

bang cach loc hoic ly tim. Hoat tinh phan hity xenluloza dugc xé4c dinh 13 nhu sau:

e hoat tinh giéy loc (FPU: don vi giéy loc) dé thir nghiém hoat tinh chung ctia hé

enzym endoglucanaza va exoglucanaza;
e hoat tinh aryl 6-glucosidaza cho hoat tinh déc hiéu.

Hoat tinh FPU duoc do trén gidy Whatman n° 1 (quy trinh dugc d& xuét boi Uy
ban cong nghé sinh hoc IUPAC) & ndng d ban dau 50 g/lit; xac dinh miu dung dich
enzym can duoc phén tich giai phéng ra lugng twong duwong 2 g/lit glucoia (thtr nghiém
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so mau) trong thdi gian 60 phat. Nguyén 1y cta hoat tinh gidy loc 1a x4c dinh luong
duong khir thu duoc tir gidy Whatman n° 1 bang thir nghiém DNS (axit dinitrosalixylic)
(quy trinh dugc dé xuét bai Uy ban cong nghé sinh hoc IUPAC).

Co chit duoc sir dung dé xac dinh hoat tinh aryl -glucosidaza la p-nitrophenyl-B-
D-glucopyranosit (PNPG). Chét ndy bi phan cit bdi p-glucosidaza giai phéng p-
nitrophenol.

Mot don vi hoat tinh aryl 6-glucosidaza dugc x4c dinh 1a lugng enzym can thiét
dé tao ra 1 pmol p-nitrophenol tir PNPG trong thdi gian mot phiit va dugc thé hién theo
don vi IU/ml.

Hoat tinh dac hi€u duoc thu nhan béng cach chia hoat tinh, duoc do bflng IU/ml,
cho ndng dd protein. Hoat tinh dac hi€u dugc thé hién b@”lng IU/mg.

X4c dinh phén tich bt nhdo cubi cia Vi du 1 cho cac két qua sau:

Sinh khéi g/lit 152
Enzym g/lit 2,9
FPU IU/ml 1,4

Aryl 6-glucosidaza déc hiéu [U/mg | 0,35

Vi du 2 (khéng theo sdng ché): Sin xudt enzym trén xyloza

Vi du 2 la nuédi cdy sik dung xyloza la co chdt san xudt chira cacbon. D6 la chat

tkc ché san xudt xenlulaza. Vi du nay cho san xudt enzym ¢ murc thap.

Céac enzym dugc san xuat trong cung di€u kién nhu & vi du 1. Co chat cacbon

trong pha sinh trudng 12 lactoza va trong pha san xuét, 13 xyloza tinh khiét.
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Sau 30 gi¢ sinh trudng, sau khi can co chét ban dau, phun lién tuc dung dich 250

g/lit xyloza & téc d6 chay 35 mg trén g té bao mdi giv, trong thoi gian 164 gid.

X4c dinh phéan tich dugc thuc hién trén bdt nhao cubdi cho céac két qua sau:

~

Sinh khéi g/lit 17,3
Enzym g/lit 3,1
FPU IU/ml 1,2
Aryl 6-glucosidaza déc hiéu IU/mg | 0,1

Vi du 3 (khéng theo sdng ché): San xudt enzym trén lactoza

Vi du 3 la nuéi cdy sw dung lactoza lam co chat san xudt chita cacbon. do la

cam ung san xudt xenlulaza. Vi du nay cho san xuat cao hoat tinh enzym cao.

Céc enzym nay dugc san xudt trong cing diéu kién nhu & vi du 1. Co chét
cacbon trong pha sinh trudng va pha san xuét 13 lactoza tinh khiét. Lactoza 13 chit cam
{ing quan trong cia qua trinh san xuét xenlulaza. P6 13 nhét rong rii co chit cong nghiép

dugc st dung rong rai nhat d¢ san xuat xenlulaza.

Sau khi sinh truéng trong thoi gian 30 gid, sau khi can co chit ban du, bom lién
tuc dung dich duogc clp gidn doan 250 g/lit & tdc do chay 35 mg trén g té bao mbi giv,

trong thoi gian 164 gio.

Tién hanh x4c dinh phan tich trén bot nhio cudi cho cac két qua sau:

Sinh khéi g/lit 13,5
Enzym g/lit 37,8
FPU IU/ml 22,1
Aryl 6-glucosidaza dac hi¢u IlU/mg | 0,96

Vi du 4 (theo séng ché): San xudt trén 100% cdn bé pha léng chika oligome duong ¢é 5

cacbon

Vi du 4 la nuéi cay swr dung cdn bd pha long lam co chat san xuat chira cacbon.

Vi du nay cho san xudt enzym va hoat tinh cao hon hoat tinh thu dwoc o cdc Vidu 1 va 2.
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Do dé cho thdy & cgn bi pha Iéng dwoc sic dung don 1é cam iimg san xudt xenlulaza.
Phuong phdp cho hiéu qud twong tw voi hiéu qua dwoc mé ta trong patent

WO 09 026 716 A1, ma khéng bé sung dung dich chat cam 1ing ngodi cdn ba pha long.

Qua4 trinh san xut enzym duoc thyuc hién theo ciing diéu kién nhu & vi du 1. Co
cht cacbon trong pha sinh truéng 13 glucoza. Co chat cacbon trong pha san xuét 13 phan
doan 16ng thu dugc sau khi x Iy so bg, con dugce goi 1a “cidn ba pha 16ng”. Cén ba l6ng
ndy thu duge tir miscanthus d3 duoc xir Iy so bd bang phéan tng nd hoi & ap suét 14,5 bar
trong thoi gian 2 phut sau khi ngdm tdm H,SO, 0,65% sau d6 1a tich pha 1éng/tich pha

ran.

Thanh phan ctia dich 14 nhu sau:

Oligome 0,78 g/lit
Glucoza 8,98 g/lit
Xyloza : 31,44 g/lit
Galactoza 1,73 g/lit
Arabinoza 3,85 g/lit
Axit axetic 4,14 g/lit
HMF 0,14 g/lit
Furfural 0,85 g/lit
Téng cong 51,91 g/lit

Dich nay dugc cd dac thanh 300 g/lit. Sau khi sinh trudng 30 gid, sau khi can co
chit ban d4u, bom lién tuc dich thuy phén c6 ddc ctia hemixenluloza & tdc do chay 35 mg

trén g t€ bao mdi gio.

Xac dinh phén tich trén bt nhio cudi cho cac két qua sau:

Sinh khdi g/lit 26,0
Enzym g/lit 19,2
FPU IU/ml 4,9
Aryl 6-glucosidaza dic hiéu IlU/mg | 0,48
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Vi du 5 (theo sdng ché): San xudt hai cén bé pha Iéng khdc nhau chiva ) 1é olicome

khac nhau

Vidu 5 1a hai nuéi cdy méi nuéi cdy sir dung can bd pha long lam co chdt sdn
xudt chita cacbon. Vi du nay cho san xudt enzym va hoat tinh cao hon két qud thu dwoc
& cde Vidu I va 2. Két quad nay cho thdy la ham heong oligome duwong cé 5 cachon c6

dnh hedng tich cuc dén hwong va hoat tinh ciia cdc enzym thu dieoc.

Hai cin bi pha léng khac nhau thu dugce tir cong rom lia mi dugc gdy nd bing
hoi. Céc diéu kién vin hanh cho phan tmg nd hoi 1 14,5 bar trong thoi gian 2 phut. Thu
~ dugc can ba pha léng C1 tir cong rom la mi da duoc tAm v&i 0,64% H,SO,. Thu dugc

can ba pha 1éng C2 tir cong rom lia mi da dugce tAm vé6i 0,32% H,SO,.

Cian ba pha 1dng C2 c6 ty 1€ oligome cao hon khi thu dugc tir dich thiy phén
hemixenluloza tir rom so véi dich thuy phan C1 do str dung luong axit thap hon dé tim

cong rom lda mi.

Thanh phén cta cac cin ba pha Iéng C1 va C2 duge mo ta chi tiét trong bang sau

day:
Cl C2
Monome 50,9 g/lit |33,6 g/lit
Oligome 0,9 g/lit 14,1 g/lit
Céc dudng thoai bién | 2,9 g/lit | 1,8 g/lit
Téng s6 54,7 g/lit | 49,5 g/lit

Cac monome tuong tmg v6i tdng cdng glucoza, xyloza, arabinoza, manoza,
galactoza va thamnose. Céc oligome twong tmg véi tdng cdng oligome dudng c6 5
cacbon (vi du: xylobioza, xylotrioza, xyloarabinoza). C4c dudng thoai bién twong tmg

v6i tng cong furfural, SHMF, axit levulinic va axit formic.

Hai dung dich cép gian doan dugc tao ra bing cach hoa tan glucoza trong cac dich
thuy phan C1 va C2 d& thu dugc tbng ndng d6 dudng 250 g/lit. Glucoza 14 chit trc ché

san xuat xenlulaza.
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Cac thtr nghiém dugc thuc hién trong cling diéu kién nhu ¢ vidu 1.

Xac dinh phéan tich trén bdt nhao cudi thu duoc cho cac két qua sau:

Mé cip C1 | Mé cap C2
Sinh khoi g/lit 248 19,2
Enzym g/lit 20,9 32,9
FPU IU/ml 11,4 15,6
Aryl 6-glucosidaza IU/ml | 45,2 65,1

Dung dich mé duogc cép C2, ma chira nhiéu oligome thu dugc tir phan doan
hemixenluloza, cho san xut nhiéu protein nhiéu hon dung dich mé duoc cdp C1 véi hoat
tinh enzym tdt hon. Trong vi du ny, viéc san xuit enzym duoc thuc hién bing ngudn
cacbon ¢6 tiém ndng thu dwoc chi tir cac quy trinh san xuét etanol tir sinh khdi

lignoxenluloza, glucoza nay c6 thé dugc thay bang dich thuy phan ctia xenluloza.

Vi du 6 (khong theo sdng ché) — San xudt ding cdn ba pha léng (dich thuy phén cé hoat

tinh phén huy hemixenluloza) khéng chika olicome duwong cd 5 cacbon

Vi du 6 cho thdy la, bt dau tir ciin b pha long C2 ciia Vi du 5, thit ra la cac

oligome duong co 5 cacbon cam vng san xudt enzym

Dung dich C2 ciia Vi du 5 ban ddu trai qua qua trinh thity phan bang axit dé thiy
phan c4c oligome thinh monome. Thanh phén cta dung dich C3 méi 1a nhu sau:

C3
Monome 45,7 g/lit
Oligome 0,0 g/it

Céc dudng thoai bién | 3,5 g/lit

Téng cong 49,2 g/lit
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Ap dung cing diéu kién nhu & vi du 5 cho nudi cdy. Dung dich cdp gian doan
dugce tao ra bang cach hoa tan glucoza trong C3 dé thu duoc téng ndng d6 cac dudmg 250

g/lit. Xéac dinh phan tich trén bdt nhdo cudi cho cac két qua sau:

Sinh khéi g/lit 21,2
Enzym g/lit 3,9
FPU IU/ml 1,1
Aryl d-glucosidaza IU/mg 0,2

Vi du nay cho thdy 14 khi khéng c6 oligome hemixenluloza, cin bi pha 16ng

khong cam Gng san xuat xenlulaza.
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Yéu ciu bao hd

Quy trinh san xuét hé enzym bang cach sir dung vi sinh vét phan hiy xenluloza,

quy trinh nay bao gdm hai pha:

e pha a) dé sinh truéng vi sinh vat néu trén trong binh phan tmg kin véi sur ¢6
mat ciia dung dich sinh truéng chira cacbon;

e pha b) dé san xuit hé enzym néu trén duoc thuc hién bang cach ding dung

| dich san xuét chira cacbon ma ndng d6 ctia co chét cacbon ctia dung dich san
xut nay nim trong khoang tir 250 dén 400 g/lit, dung dich san xuét chira

cacbon nay chira co chat cacbon cadm ting;

quy trinh nay khéc biét & chd, co chit cacbon cim g néu trén chi 13 can b3 pha
16ng thu dugc tir bude xir Iy so bd chit liéu lignoxenluloza dugc sit dung ma
khong qua giai doan tiét tring, khir doc tinh hogc 1am bién ddi d6 pH cin bi pha
16ng néu trén, cin b pha 1ong nay chira dudng oligome C5, trong sb cac dudng
monome C5 va C6 va trong sd cac san phdm thoai bién dudng monome, dudng
oligome C5 ciia can ba pha 16ng nay chiém tir 1 &én 50% khéi luong téng céc loai
dudng c6 mit trong can bi pha 16ng néu trén, va tir 0,3 dén 10% khdi luong tdng
c4c loai dudng c6 mit trong dung dich san xuét chira cacbon néu trén, trong do6 vi

sinh vat phan hiy xenluloza néu trén thudc loai Trichoderma reesei.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 dung dich sinh trudng chira cacbon duge sir dung
trong pha a) néu trén & néng d6 ban diu nam trong khoang tir 10 &én 90 g co chét

cacbon trén mot lit thé tich phan tng.

Quy trinh theo diém 1 hodc 2, trong d6 budc xir Iy so bd néu trén 13 thiy phan
bang axit, dun trong axit hodc phan g nd hoi véi viéc ngdm tim trudc chét lidu

lignoxenluloza néu trén bang dung dich axit sulfuric trong nuéc.
Quy trinh theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 can bi pha 1ong

néu trén dugc st dung ma khdong qua giai doan ti€t trung khong khir doc tinh,

‘ciing khong 1am bién d6i d6 pH ciia cin ba pha 1ong néu trén.
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Quy trinh theo diém bét ki trong sé cac diém tir 1 dén 4, trong d6 trong pha b) co

chat chira cacbon khong cam tng khac dugc thém vao co chat cacbon cdm tng.

Quy trinh theo diém 5, trong d6 co chét chita cacbon khéng cam tmg khac néu

trén dugc dugc chon tir glucoza, xyloza va sacaroza, & dang don 1& hozdc hon hop.

Quy trinh theo d‘iém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 dung dich san
xuét chira cacbon néu trén bao gém cin b pha 16ng va it nhit mét co chét cacbon
khéng cam ng dugc chon tir glucoza, xyloza va sacaroza, don 1& hodc dudi dang
hén hop, can bi pha 16ng néu trén 13 thu duge tir bude xir Iy so bd chét lidu
lignoxenluloza, va dugc sit dung ma khong qua giai doan ti€t trung khong khir
doc tinh khong 1am bién dbi do pH, cin ba pha léng néu trén bao gdm dudng
oligome C5, dudng monome Cs va Cg va clia cac san pham thodi bién monome
dudng, trong d6 oligome dudng c6 5 cacbon chiém tir 1 dén 50% khéi luong téng
cac loai dudng c6 mit trong cin ba pha 10ng néu trén, va it nhit 0,3% khéi luong

tdng cac loai dudng c6 mit trong dung dich san xut chira cacbon néu trén.
Quy trinh theo diém bt k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong do6 tdc do chay dac

hiéu d& cung clp dung dich san xuit chira cacbon trong pha b) 13 ndm trong

khoang tir 35 dén 65 mg co chét cacbon cho mdt gam vi sinh vat mdi gio.
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