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(57) Quy trinh chiét axit béo d& bay hoi (volatile fatty acid - VFA), phan tt hitu co duoc
goi 13 tién chit dugc san xuat boi vi sinh vat (M) trong binh phan tng 1én men (2) boi qua
trinh 1én men ky khi (3) st dung sinh kh01 c¢6 thé 1én men (1), cic phan tir nay la chat
chuyén hoéa 1én men, quy trinh nay bao gdm it nhit cac bude sau:

-a) lya chon phuong tién chiét (8) tir phuong tién chiét it nhat 1a khong tan dugc trong
moi truong 1én men va cac diéu kién xir 1y cta néd bao toan dugc kha ning san xuét cac
phan tir ndy ctia vi sinh vat (M) ¢6 trong moi truong 1én men,

-b) cho phuong tién chiét da chon (8) tiép xtic (9) voi mdi trudng 1én men ma khong
lam gian doan qua trinh lén men (3),

-¢) thu hoi (12) cac phén tir chiét duoc, & d6 pH thap hon 4,5, bang phuong tién chiét
(8) bén ngoai binh phan trng lén men (2).
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Linh vue ky thuit duwoce dé cap

I3
~ ~ .

Sang ché dé cip dén quy trinh chiét cac phén to duge tao ra boi qua trinh 1€n

men ky khi tir sinh khoi ¢ thé [én men.
Tinh trang ky thuft clia sing ché

Thuét ngli “sinh khdi ¢ thé 1én men”, trong ban md ta ndy co6 nghia la co chat
hitu co, tét hon 13 cac san phém phu va san phém thira khong phai la thic an, thu dugc
tir chét thai, cAu tao tir cic nguyén liéu hitu co, ¢6 nghia la sinh khéi nay thu duge tir cac
hoat dong ciia con ngudi. cho du chung ¢é ngudn gbc tir gia dinh, cong nghiép, nong
nghiép, lam nghiép, nuoi trong thiy san. cong nghiép ché bién nong sin, hodc tir vt
nudi. Theo vi du khéng gidi han, co thé ké dén co chat hitu co, phan xanh, phan hitu co
cuia rac trong sinh hoat, san pham thira trong 10 md, phan xenluloza hodc lignoxenluloza
c6 nguodn gbe tir cong nghiép ché bién nong san nhu céc phan xenluloza hodc
lignoxenluloza thu dugc tir viéc ché bién mia (bd mia), cua hat hudng duong hodc ddu

nanh.

Qua trinh 1én men ky khi la qué trinh [én men dugc tién hanh trong diéu kién
hiém khi do vi sinh vat, sinh vét ¢6 nhén dién hinh hodc nhan khong dién hinh, nhu vi
khuan, ndm, tao hoic ndm men.

Thuat ngir phan tir st dung trong ban mo ta nay chi, vu tién nhung khéng loai
trir. chét chuyén hoa co thé 1én men goi la tién chat. Céc tién chit nay sau do co thé tao
ra cac phan tir c6 loi ich vé mit héa hoc va/hoidc nang lugng cao hon, hiéu ri'mg ching la
phén ta hitu co. Cac phén tu co loi ich vé mit héa hoc va’hodc ndng lugng cao hon ¢o
thé ké dén la, vi du, cac phan tir co mach cacbon gém ¢6 axit, hydrocacbon, metan, este,
ruou, amit hodc polyme.

Trong s6 tién chét chuyén hoa c6 thé 1én men duoc tao ra trong qua trinh [én
men, c6 thé ké dén axit béo dé bay hoi hodc VFA, céac chét nay co thé duge chuyén hoa
thanh, vi du, keton, alkan, rugu, alken, hiéu rang qué trinh 1én men nhu vay ciing tao ra,

cung voi chat khéc, este, khi, axit lactic, rugu, hydro va cacbon dioxit.
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Patent My sb 6,043,392 boc 16 quy trinh dé tao ra keton bang cach xur ly nhiét
mudi ctia axit béo dé& bay hoi thu dugc nhd qué trinh 1én men ky khi. Mot sb axit béo dé
bay hoi ciing dugc chuyén héa thanh hydrocacbon long, aldehyt va ruou. N6 chi ra ring
quy trinh nay duogc tién hanh trong hai budc riéng biét, cu thé 1a budc 1én men va sau do
budc xit Iy VFA bing cdch chiét & dang mudi két tiia bing chét chiét amin bc ba. Ciing
da biét rang su tao ra axit béo d& bay hoi dién ra boi qua trinh 1én men ky khi s€ gy axit
héa mdi trudng, diéu nay bét lgi cho vi sinh vat. Su axit hoa moi truong s€ gay uc ché vi
sinh vat; do do, n6 s& lam cham hoic lam dimg qua trinh [én men, nén quy trinh nay cin
phai thuc hién theo mé. V&i muc dich nay, cac VFA duoc chiét sau thoi gian 1én men da
biét, bing cac k¥ thuat da dugc biét rd. Quy trinh ndy do d6 khong cho phép tao ra
nhanh va lién tuc céc phan i duge goi la tién chét, do hiéu qua la khong tbi wu. Qué
trinh 1én men ky khi dugc thiét ké dé tao ra butanol da duoc biét tir Patent M§ )
4.424.275. Viéc chiét dugc tién hanh lién tuc vdi dung moi chira clo va flo. EP-A-216
221 boc 1o phuong phap chiét 16ng/16ng két hop véi viée 1én men bang dung méi khong
doc dbi voi vi sinh vat. Cac quy trinh nhu vy s€ tiéu thu cac ching vi sinh vét va tao ra
it hodc khong tao ra chat thai tai ché duoc.

Bén chét ky thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xudt mot quy trinh chiét khac c6 thé san xuét, theo
cach lién tuc, twong thich sinh hoc, bn dinh, va c6 kiém soat, véi muc chét thai gia tri
thép tdi thiéu, cac phan tir da dang, duoc goi la tién chét, thu duoc bang qua trinh [én
men ky khi.

Két qua la, dbi tuong cla sang ché 1a quy trinh chiét axit béo dé bay hoi
(VEA-volatile fatty acid), cac phén tir hitu co dugc goi la tién chét dugc san xudt boi vi
sinh vat trong binh phan tng 1én men boi qua trinh 1én men ky khi bang sinh khéi co thé
[én men, cac phén tir nay la chét chuyén héa 1én men, dic trung & chd quy trinh nay bao
gom it nhit cic budce sau:

- a) lua chon phuong tién chiét tur phuong ti€n, it nhét 13, khong tan dugc trong
mdi truong lén men va diéu kién xur ly cua né bao toan kha ndng san xuét cac phan tir

ndy cua vi sinh vat co mat trong moi truong 1én men,
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- b) cho phuong tién chiét da chon tiép xtic v6i moi truong 1én men ma khong
lam gian doan qua trinh 1€n men,

- ¢) thu hdi phan ttr da chiét dugc, & do pH thap hon 4,5, bing phuong tién chiét
bén ngoai binh phan ng I€n men.

Quy trinh nhu vy co thé chiét lién tuc cac phén tu, cu thé 1a cac tién chat
chuyén hoa, nhu axit béo d& bay hoi, trong khi van bao toan kha nang san xudt cua vi
sinh vét ¢6 trong binh phan tng sinh hoc. Trén thuc té, bude chiét co thé khong chi thu
thap lién tuc cac phan tr dugc tao ra trong binh phan ng 1én men, ma con bao toan vi
sinh vat chju trach nhiém cho viéc san xuit nay, budc chiét duoc tién hanh trong cac
didu kién khong gay chét cho tit ca vi sinh vat, co nghia la trong céc diéu kién chiét
twong thich sinh hoc. Theo cich nay, cac vén dé lién quan dén su tich tu tién chét trong
binh phéan tng 1én men duoc loai bo, vi du tir su axit hoa moi truong 1én men boi sy tich
Iy axit béo dé bay hoi dugc tao ra, didu nay giy hai cho vi sinh vat. Hoat tinh cta vi
sinh vat dugc duy tri & mtre do cao, gén v&i murc ban dau, trong sudt chu trinh 1én men.

Theo phuong én thuén lgi nhung khong bit budc cuia sang ché, phuong phap
ndy c6 thé c6 mot hodc nhidu dac diém sau day:

- Phuong tién chiét la dung mdi ¢6 diém soi thip hon 70°C, khi quy trinh chiét
la kiéu 1ong-16ng.

- Phuong tién chiét 1a dung moi c6 diém s6i thép hon nhiét d0 1én men.

- Phuong tién chiét 1a dung mdi c6 ty trong thdp hon ty trong cua moi trudng lén
men.

- Phuong tién chiét 1a chét ran, quy trinh chiét 1a kiéu rin-1éng.

- Budc dat moi truong 1én men va moi truong chiét tiép xtic v6i nhau dién ra
trong binh phan tng, phuong tién chiét 1a riéng biét hodc khong tir moi trudng 1€n
men.

- Budc cho mdi truong 1én men va phuong tién chiét tiép xtic v6i nhau dién ra
bén ngoai binh phan ung, moi truong 1€n men dugc l4y mau lién tuc.

- Budc cho mdi trudng 1én men va phuong tién chiét tiép xic véi nhau dién ra

bén ngoai binh phan Gng, mdi truong 1én men duogc lay mau theo tudn tu.
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- Sau budc ¢) it nhat mot phan cua pha long thu dugc tir budce chiét va duoc dua

tr& lai vao trong binh phan (mg 1én men va dugc két hgp vao moi truong 1én men.

Sang ché ciing dé cap dén hé théng thiét bi dé thuc hién phuong phéap theo mot

trong cac dac diém néu trén, dic trung & chd bao gom it nhét:
- binh phéan tng 1€n men,
- b0 phan chiét thich hgp dé dam bao sy tiép xuc gitra moi truong 1én men va
phuong tién chiét.
M6 ta van tat cac hinh vé
Sang ché s& dugc hiéu rd hon va cac thuén loi ctia no s& rd rang hon boi mod ta
chi tiét nhidu phuong 4n cta sang ché dugc dua ra bang cac vi du khong gidi han va
tham khao cac hinh v& sau, trong do:
- Fig. 1 14 so do don gian hoa thé hién quy trinh [ doi tugng cta sang che.
Mo ta chi tiet sing ché
Cac budc khac nhau cia phuong phdp nay s& dugc md td theo cac phuong an

khac nhau, s& hiéu rdng céc budc da biét rd thi s& khong dugc néu chi tiét. Cu thé, tham

khao so db trong Fig. 1 minh hoa mot phuong an thuan l¢i ctia sang ché.

Pau tién, co chit 1 dugc st dung thuén loi 1a chua duge xt ly, tic la, nd chua
trdi qua quy trinh xu ly so bo hoa-ly hoac bing enzym bat ky. Co chat 1 nay chu yéu
gbm c6 sinh khéi c6 thé 1én men. Theo cac vi du khong gidi han, c6 thé ke dén chét thai
nong nghiép hodc hoa mau (rom, bd mia, than cdy ngo, co, gé, méu 16ng curu vun), giéy
loai (bia ctng, giéy), thire dn nong nghiép thura, chét thai 10 méd, phén hitu co cua chét
thai sinh hoat, phan xanh ctia vat nudi (phan xanh, nudc thai, phan dong vat), tao, chét
thai tir nuéi trdng thiy san, chét thi 1am nghiép hodc san phdm thira ¢6 thé 1én men tir
cong nghiép my phém. Mot s& co chat chira cac phén tir hitu co, nhu axit hitu co, s€
khoéng gay anh huong dén, hodc lam chdm, quy trinh 1én men. Mat khéc, cac phan tir
nay co thé dugc tim théy trong moi trudong 1én men va tham gia vao, vi du, qua trinh tao

ra cac phan tr hitu co da xac dinh cudi cung.

Co chét 1 duge dua vao trong binh phan tng 1én men 2, binh nay da duoc biét 1o

va c6 kich thude phi hop véi quy trinh san xuat mong muon, cho du quy trinh nay 1a &
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quy mo phong thi nghiém dé tién hanh céac thtr nghiém hodc & quy md cong nghi¢p
trong truong hgp san xuét. Noi cach khac, binh phan ting 1én men 2 hodc binh phan Umg

sinh hoc ¢6 thé tich nam trong khoang tir ¢ vai lit dén vai tram mét khoi, theo yéu céu.

Dau tién, vi sinh vat duoc dua vao mot cach thuan lgi trong phan Ung lén men
véi lugng du dé khoi dong qua trinh 1én men. Vi sinh vét duoc chung ¢ dang mot tap
hop, minh hoa b&i mii tén M. Thut ngi tap hop dé chi hon hop hodc t hop cac vi sinh
vat, sinh VAt c6 nhan dién hinh va nhan khong dién hinh, c6 thé 1a vi khuan, nim men,
nam hodc tao. Cac vi sinh vat nay vé co ban co ngu@m géc tir hé sinh thai tu nhién, thudn
loi nhung khong han ché tir hé sinh thai ky khi nhu 13, theo vi du khong gidi han, ving
ky khi cia moi truong thiy sinh nhu vung thiéu oxy clia mot s6 hd, dit, dam lay, da co
cua dong vat nhai lai hodc rudt mdi. Nén cha y ré'mg su phén bd dinh lugng va dinh tinh
cta cac kiéu va loai vi sinh vét khac nhau trong t6 hop M chua duge biét chinh xac va
ddc biét ¢6 thé thay dbi trong khoang ty 1& 16n. No chi ra rang su da dang vé dinh tinh va
dinh lurgng nay mang lai do manh va kha ndng thich nghi cua vi sinh vat dang ngac
nhién c6 thé dam bao viéc sir dung toi wu co chat bt ké thanh phan cla co chét va trong

cac diéu kién Ién men thay doi.

Hon nita, khi co chit 1 duoc st dung & dang nguyén ban clia no, tre la n6 chua
duoc tiét khudn hoic, thong thuong hon, né chua dugc loai bo vi sinh vat ma no6 co
trude khi duge dua vao trong binh phan tng sinh hoc 2, cho théy la c4c vi sinh vat dac
hitu v6i co chét 1, trén thuc té, duoc két hop vao trong td hop M hodc it nhit két hop

v6i td hop M trong binh phan Gmg sinh hoc 2.

T hop M ctia vi sinh vt, két hop vai vi sinh vat ¢o thé c6 trong co chét 1, cho
phép qua trinh 1én men 3 cua co chit 1, ma khéng cén bd sung cac san phém nhu
enzym. Hon nita, qua trinh lén men 3 dién ra trong diéu kién hiém khi, cu thé hon 1a khi
dién thé oxi hoa khir thdp hon -300mV, thuan loi la ndm trong khoang tir -550mV dén
-400mV, va khi do pH thap hon 8, t&t hon 1& ndm trong khodng tir 4 dén 7. Qua trinh 1én
men 3 thuan loi dugc gidi han & viéc tao ra tién chét chuyén hoa c6 thé 1én men, cu thé
4 axit béo d& bay hoi hodc VFA. Do d6, gdy ra phan ng twong tw v6i hién tuong nhiém

axit gap phai ¢ dong vét nhai lai trong khi su san sinh metan gan nhu bang 0. Metan
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thong thuong la mot trong cac chat chuyén hoa 1én men cudi cung thu dugc trong qua

trinh 1én men ky khi do vi sinh vét c6 nguon goc tir h¢ sinh thai tu nhién.

Budc 1én men 3 ban diu dan dén su tao ra axit béo dé bay hoi ¢6 tir mot dén tam
cacbon, chi yéu la tir hai dén bdn cacbon, nhu axit axetic, axit propionic va axit butyric.
Cac axit béo dé bay hoi mach dai, ciing ¢ nhiéu hon bdn cacbon, nhu axit valeric va
caproic, heptanoic hodc octanoic ciing co thé thu dugc. Bang cach tiép tuc qué trinh 1én
men va/hoic ting lugng vi sinh vét trong binh phan Gng sinh hoc 2, néu cén béng Vi
sinh vét dugc chon, c6 thé thac déy su tao ra cac VFA mach cacbon dai, tic la nhiéu

hon bon cacbon.

N6i céch khac, cc chit chuyén hoa tao ra vé lugng trong budce 1én men 3 chu
yéu la cac axit béo d& bay hoi o tur hai dén séu cacbon. Sau do, budc chiét chii yéu bao
gém viéc chiét cac chat chuyén hoa nay, dya trén kién thirc 12 quy trinh nay c6 thé duoc
st dung cho cac phén tir khac duoc tao ra trong cac kiéu 1&n men khac. Budc 1én men 3
c6 thé duoc tién hanh timg mé, lién tuc, khdng lién tuc hodc mé bd sung co chét hoic tbt

hon 14, lién tuc, trong mdt hodc nhiéu binh phan ng l1én men dugc bo tri lién tiép.

Budc 1én men 3 trong tat ca cac truong hop duge tién hanh dé dam bao viéc san
xuit cac phan tir dugc néu, tie 13, VFA, trong pha long, sé hiéu ring sang ché dé cap
dén loai phan ti hitu co bét ky duoc tao ra bdi qua trinh 1én men hodc chit chuyén hoa,
khi chung dugc tao ra ¢ pha long, cang nhiéu cang tdt. Do d6, dé dang dé nhén théy
rdng rang mdi truong 1én men bao gdm pha rén chtra, it nhat 1a ban diu, phan doan rin
ctia co chét 1 cling nhu phén doan rdn cua to hop M chtta vi sinh vat. Pha léng cta moi
trudng 1én men chira cac phén tir tao ra trong bude 1én men 3 cling nhu phén doan léng

cta co chat 1, it nhat la khi bat dau qua trinh I€n men.

Thoi gian 1én men thay ddi, cung véi cac yéu tb khac, 1a ham cua co chit 1, vi
sinh vt M ¢6 mat va diéu kién lén men. Phé bién 1a, thoi gian 1én men la tir 1 dén 7
ngay, t6t hon 1a tr 2 dén 4 ngay. Nong d6 cua chét chuyén hoa thu dugc trong moi
trudng 1én men khi két thic giai doan nay la thay doi, nhung, vi dy ddi véi axit béo dé
bay hoi, thuong 1a trong khoang tur 10 dén 20g/L, phu thudc vao axit béo dé bay hoi,
dua trén kién thuc 1a trong céc diéu kién nhit dinh né co thé cao hon 35g/L, vi du g?ln

dat dén muc 50g/L. Khi két thuc bude 1én men 3, do pH clia moi truong [én men la axit,
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thuong 1 ndm trong khoang tir 4 dén 6, do su c6 mit cla axit béo dé bay hoi trong moi
truong 1€n men.

Khi qué trinh tao ra chét chuyén hoa, hodc cac phén tir dinh trudc, trong ban mo
td nay la VFA, do budc Ién men 3 v6i co chat 1 dat dén luong xac dinh, thuong trong
giai doan 6n dinh ctia qua trinh 1én men, budc chiét 4 cac phéan tir duoc bét ddu. Tt hon
1, nhung khong bat budc, lugng nay twong ng vdi mic lam chdm sy phat trién cua vi

sinh vat, va do do gan ngudng trc ché vi sinh vat.

Phuong tién chiét dugc chon tir cac phuong tién chiét, long hodc ran, it nhét 1a
khong tan dugc trong moi truong lén men. Khi phuong tién chiét 1a 1éng, va do do trong
truomg hop la dung moi, diém s6i cuia dung moi thuan lgi 1a nho hon 70°C. Tét hon 13,

ty trong ciia dung moi nay thip hon ty trong cua mdi truong [én men.

Cu thé hon, budc chiét 4 duoc tién hanh bang phuong tién chiét ran hoic long 8,
cac didu kién xtr 1y ctia no ¢o thé bao toan hoat tinh va/hodc sy phat trién cua vi sinh vat
M trong diéu kién 1én men dang c6 trong binh phan tng sinh hoc 2 va dugc xac dinh dé
tién hanh budc 1én men 3. Céc phén t, va do do la chét chuyén hoéa 1én men, t6t hon la
duoc chiét riéng biét, hodc it nhit duge chiét theo timg ho phan tlr, tir pha long clia moi
truong lén men, diéu nay khién c6 thé dat dugc hiéu suat tdi uu, cung véi cac yéu tb
khéc, va tao diéu kién cho qué trinh san xuat hop chét cu thé tir cic phén tir duge chiét
nay.

Trong tit ca cac trudong hop, chét chuyén hoa tao ra bai budc 1én men 3, ¢ day la
budc 1én men ky khi, va ching dugc chiét, it nhat ting phan, trong cac diéu kién sao
cho buédc chiét 4 khong phd hay vi sinh vat M, hodc it nhét theo cac ty 1& khong lam
thay dbi dang ké su lién tuc cta budc 1én men 3 do vi sinh vat M c6 trong moi truong
1én men. Noéi cach khac, phuong tién chiét 8 khong gay chét cho tit ca vi sinh vat. Budc
chiét 4 do do khong gdy can tr& hodc lam suy giam mdi truong lén men cling nhu kha
ning lén men cta vi sinh vat M trong moi truong nay. Do d6, buge chiét 4 duge tién

hanh trong cac diéu kién sao cho tuong thich sinh hoc.

Khi cac phan t& nhu axit béo dé bay hoi duoc chiét tor moi trudong 1€n men, trén
thue té su axit hoa mdi truong 1én men do céc axit nay dugc giam di. Theo cach nay,
bude 1én men. va do do 1a su san xuat chat chuyén hoa, ti€p tuc trong cac diéu kién
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tuong tu voi cac diéu kién ban dau, voi do axit cia mdi truong 1én men duoc duy tri ¢
muc thap.

Thuén loi 13, theo phuong phap chiét da chon khong géy chét cho tit ca vi sinh
vat, phat hién ra réng pha long con du 5, sau budc chiét 4, ¢6 thé chira vi sinh vét séng
M, do d06 la vi sinh vat ¢o thé hoat dong. Khi trong pha long 5 co it axit béo dé bay hoi
hon ban dau, do pH cua pha long 5 la kém axit hon. Do dé, c6 kha niang dugc bom lai
pha 16ng con du vao trong binh phan ng Ién men 2, nhu duge minh hoa boi mili tén 6.
Do do, khong chi la hién tuong nhiém axit dugc giam va/hodc do pH ciia mdi truong 1€n
men bi ha thép hon trong budc [én men 3, ma béng budc chiét 4 cac hop chét axit, & mot
mirc d6 nhit dinh moi truong ndy ciing dugc cdy vi sinh vt lai dé dam bao cho budc 1én
men 3, ma khong lam gidm do pH ctia moi truong 1€n men.

Giai phap nhu vay gitp co thé tdi wu héa hiéu suft cia budc 1én men 3 va tién
hanh qua trinh 1&én men lién tuc, bang cach giam thoi gian 1én men, trong khi van hudng

dén mac chat thai bang 0.

Buéc chiét 4 duoc tién hanh lién tuc hodc theo tuan tu, vi du mot lin chiét trong
moi 12 gio. Noi cach khac, co thé tiép tuc budc 1én men 3 trong khi van chiét chét
chuyén héa di tao ra, hodc khi chiing dugc tao ra hodc khi da bn dinh. sau khi chiét,
chat chuyén hoa dugc tinh ché va/hodc duoc bién doi thanh san pham khéc 7, nhu alkan,
alken, amit, amin, este, polyme bang cac k¥ thuat hoa hoc da biét r5 nhu, ky thuat chung

cét, téng hop, dién témg hop, amit hoa hodc polyme hoa.

Quy trinh chiét 1ong/long bing dung mdi hitu co phan cuc hodc khong phan cuc
lam phuong tién chiét 8, tét hon 13, nhung khong han ché &, kiéu chiét luu.

Cu thé hon, khi quy trinh chiét 1 kiéu ong-1ong, hon hop tao ra chira dung moi
hitu co 8 va pha long c6 ngudn gbe tir moi trudng 1én men duge dua vao budgc tiép xtc
9, tét hon la b.%mg cach khuéy, dé tao thuén loi cho viéc chuyén pha nudc vao pha hitu

CO.

Sau budgc tiép xuc 9, pha hitu co 10 va pha nude 11 thudn lgi dugc tach bing
budc gan 12. Khi két thuc budc gan, pha nude 11 duge rit chét chuyén hoa, trong
truong hop nay, 1a axit béo dé& bay hoi, pha hitu co 10 dugc lam dac chét chuyén hoa, va

do d6 lam dic axit béo dé bay hoi.
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Theo mot phuong an, qué trinh chiét khong dugc tién hanh trong mot bo phén
riéng biét v6i binh phan tng 1en men ma tryc tip trong binh phan tng 1én men. Dung
mdi, vi du, dugc dua vao bang mot dung cu kiéu suc dugc dit & phén dudi cua binh
phan ng. Theo mot phuong an bién dbi, b phan chiét dugc 16ng vao trong thé tich cua
binh phan ting, tao ra su két ndi v6i moi truong 1én men.

Do d6 co thé dua lai pha nuGe 11, va nho do co thé 1a dua ca vi sinh vit M, vao
trong binh phan rng sinh hoc 2.

Cac tidn chit chuyén hoa duge thu thip tir pha hiru co 10 bing cic ky thuat da
biét, nhu k¥ thuat chung cit hodc bay hoi. Mot cach thuén loi, dung mdi hitu co & dugc
chon c6 diém soi thip va, trong trudng hop bat ky, ndm trong khoang nhiét do khong
gdy chét cho vi sinh vat, tirc la thdp hon 70°C. Noi cach khac, diém s6i cua dung moi
nay t6t hon 1a thdp hon nhiét do 1én men sao cho khong con vét ctia dung mdi trong moi
truong lén men.

Hon nira, su bay hoi ctia dung mdi co diém s6i thap la khong tén ning lugng va
bao toan & muc tot nhit cac phan tir dugce chiét, nhiét do dat dugc dé 1am bay hoi dung
moi nay s& khong gay ra sy suy bién do nhiét dbi voi cac phan tir can chiét.

N6i cach Khdc. diém soi cia dung mdi hitu co thuan loi 1a ciing thip hon diém
s6i ctia phan tir dugc chiét.

Hon nira, ty trong cGia dung moi thap hon ty trong ctia moi trudng 1én men giap
¢6 thé thu duge, tét hon 13, dich ndi trong d6 c6 cac phan tir. Trong truong hgp budc
chiét dugc tién hanh bén ngoai binh phan tmg sinh hoc 2, vi sinh vat bét ky c6 mit sau
do sé bi giir boi trong luc trong pha nude va theo cach nay, duge tach khoi dich noi va
khoi dung moi 8. Su han ché nay it nhit 1a dugc gidi han theo cach do, néu khong s&
pha hiy vi sinh vt béi dung moi.

Vi du thye hién sang ché

Céc tht nghiém duoc tién hanh dé chiét axit béo dé bay hoi theo cac phuong an

khac nhau.

Thit nghiém 1:
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Axit béo dé bay hoi da dugc tao ra trong qud trinh 1én men tién hanh trén co chét
chira phan doan 1én men dugc cia rac trong sinh hoat c6 ham lugng 50g/L vé chét kho
(MS- dry matter). 50ml moi truong [én men, va do do la pha long, dugc thu hdi. Do pH
clia mau nay 1a 4,3. 50ml mau ndy sau do dugc dua vao budc chiét voi pentan lam
phuong tién chiét 8, kém budc khudy vira phdi 9, budc chiét nay sir dung mot thé tich
twong duong cuia pha hitu co (tirc 1a, 50ml) va cua pha nudc.

Sau khi tach pha hitu co 10 va pha nude 11 bing budc gan 12, thu hdi dugc axit
béo dé bay hoi 14,3g/L trong pha hitu co bang cach lam bay hoi dung méi va axit béo dé
bay hoi 41,1g/L trong pha nudc, hodc hiéu suét chiét 12 26%. Thu hdi dugc 0,7g axit béo

d& bay hoi nguon gbc sinh hoc, ¢6 nghia la tir bude [én men 3 doi véi co chat 1.

Thir nghiém 2:

Thtr nghiém 1 dugc lap lai nhung mau duge ldy tir moi truong 1€n men dugc axit
héa bing axit clohydric 10M (HC1) dén do pH =2,25 thay vi 1a 4,3. Sau budc khudy 9,
budc gan 12 va lam bay hoi dung moi, thu hdi dugc VFA 18g/L trong pha hitu co, va
VFA 32.,5g/L trong pha nudc theo cach nay. Hi¢u sudt chiét thu dugc trong trudng hop
nay la 36%.

Thit nghiém 3:

Thir nghiém 2 duoc ldp lai st dung cing moi truong nudi cdy nhung bing cach
dua do pH dén gia tri 5,35 thay vi la 4,3 bang dung dich NaOH 10M. Theo cach nay, thu
hdi dugc VFA 6g/L trong pha hitu co va 44,5g/L VFA trong pha nudce. Higu sut chiét

thu duoc trong truong hop nay 1a 12%.

Thi nghiém 4:

Thir nghiém 1 dugc lap lai voi dietyl ete thay vi pentan la phuong tién chiét 8, va
su anh hudéng cua do pH dén hiéu suét chiét dugc nghién ctru. Hiéu sudt chiét thu dugc

dbi vé6i chiét bang di-etyl ete 1/1 & céc gia tri pH khac nhau la nhu sau:
Do pH Hiéu suét chiét

1,5 55%
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4,3 43%
6 8%

Theo d6, cho théy hiéu suét thu duoc 1a khac nhau theo céc diéu kién pH cta qua
trinh chiét, cho du la phuong tién chiét long 8 duoc luu lai, trong trudng hop nay la dung
mdi hitu co. Cu thé 1a, ngac nhién phdt hién ra rémg voi gia tri pH cao hon 4,5, hiéu suét
s giam. Do pH thap hon do pH ban diu ctia mdi trudng 1én men, thuan loi 1a do pH thép
hon 3, s& mang lai hiéu qua chiét t6t hon so véi dd pH trung hoa, s€ hiéu rang do pH
trung hoa sé& cho hiéu qua chiét tdt hon so véi do pH cao hon 6. Cac két qua ciing dugc
quan sat thdy vuot qua mirc mong doi ddi véi cac kiéu dung moi khac nhu duge minh

hoa boi két qua ctia Thtr nghiém 5.

Thir nghiém 5:

Anh huéng ciia ban chat dung mdi dén hi¢u suat chiét v&i moi trudng axit hoa ¢

do pH nho hon 3 dugc nghién ctu. Cac két qua thu duoc la:
Dung moi Hiéu suét chiét
Pentan 36%
Xyclopentan 35%
Hexan 33%
Xyclohexan 24%
Heptan 30%

Cho théy hiéu suat thu dugc la cao nhit khi st dung dung mdi nhu pentan,
xyclopentan hodc dietyl ete nhu thdy trong Thtr nghiém 4, s& hidu rang trong tht ca cac
truong hop hiéu sut déu cao hon 20%. C6 thé hiéu la phuong tién chiét c6 thé 12 hon hop
ctia it nhit hai dung moi, voi didu kién la hon hop nay it nhét 1a khong tan dugc trong
moi truong 1én men. Cac dung mdi c6 loi ich hon & murc do diém soi cua ching, 1a cac
dung moi co diém s6i thip hon, tic 13, thdp hon 100°C, va cu thé hon nim trong khoang
tir 30°C dén 70°C. N6 cho phép chiét cac phan tir truc tiép vao trong binh phan Gng 2 ma
khong can thay ddi mo hinh wa nhiét do trung binh hodc ua nhiét. Hon nita, mac du kiéu

dung moi nay la gan nhu khong tan dugc trong nudc, diém s6i thip cta no cho phép tach
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d& dang gitta pha hitu co va pha nudc ¢ nhiét do gap phai trong binh phan Gng trong qua
trinh 1én men.

Pha nudc, chira it axit béo dé bay hoi hon ban diu, va chua bi thay doi béi budce
chiét 4 ¢6 thé duogc thu hdi, tac 1a, dugce dua tré lai vao trong binh phan tng [én men, dé
tiép tuc budc 1én men 3.

Mot loat cac thir nghiém dugc tién hanh bang cich thay dbi ty 1é dung moi/chat
tan clia quy trinh chiét 16ng-long. Quy trinh chiét duoc tién hanh voi ty 1€ dung mdi/chét
tan theo thé tich 1a 2/1, thay vi 1/1, trén mdi truong 1én men tuong tu vo1 vi du dau tién.

Hiéu suat chiét 12 43% so véi 36% trong Vi du 1 quan sat duoc.

Thit nghiém duoc lap lai voi ty 1& dung méi/chét tan 1a 1/2 theo thé tich. Hiéu sut

chiét 1a 27% so voi 36% trong Vi du 1.

Do do, cha y thdy ring hiéu suét chiét tang lén bang cach ting déng ké ty 1& ctia

dung mai so v6i chat tan, ma khong gy dnh hudng dén vi sinh vat.

Mot cach thudn lgi, phat hién ra rdng c6 thé ting hiéu suét chiét 1ong-long bang
cach st dung moét hodc nhiéu hop chét thuong duge ky hiéu béng thuat ng "chét chiét
xuat" két hop voi dung moi hodc hon hop cta cac dung moi, co nghia la hop chét co6 kha
nang phan Gng voi chit tan trong dung dich nhu, trong s cac dung dich khac, TBP
(TriButylPhosphat). Vi ndng do chat chiét xudt 1a 10% trén moi trudng 1én men turong
tuw nhu Vi du 1, hiéu suét chiét 1a 53% véi pentan va 50% vdi hexan so véi 36% trong
Thir nghiém 1 ma khong co chét chiét xudt, c6 do pH va diéu kién ty 1¢ tuong tu Vi diéu
kién ctia Thir nghiém 1.

Céc thtr nghiém ciing da dugc tién hanh voi phuong tién chiét khac, cu thé 1a voi
céc thanh phan chiét rin, trong trudng hop phuong phap chiét ran-16ng. Bao gbébm nhua

théng, cacbon hoat tinh hodc zéolit lam phuong tién chiét nay.

Trong tat ca céac trudng hop, phuong tién chiét rin thuén loi 1a c6 kha ndng ky

nudce cao nhat.

Thtr nghiém ¢6 sir dung nhya thong anion cho hi¢u sudt chiét cac axit béo dé bay

hoi tir mdi truong 1én men tuong tu nhu Thir nghiém 1 1a 22% trong 15 phut. Khi budc
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chiét dugc tién hanh, cac phuong tién ran c6 thé duoc tai tao va st dung trong cac budc
chiét khac.

Viéc st dung cacbon hoat tinh Ia chat da duoc st dung va dugc tai tao dé chiét
axit béo dé bay hoi dugc tién hanh thtr nghiém trén mdi truong 1én men tuong tw vGi moi
truong 1én men cta Thir nghiém 1. Khi moi truong 1én men dugc gidm mot phan cta tong
luong axit béo dé bay hoi, b'fmg cach chiét trén cacbon hoat tinh, né dugc tai sir dung cho

qua trinh 1én men ky khi mdi, véi tap hop vi sinh vt khac va trén co chat khac.

Két qua thu duoc tir qué trinh chit axit béo d& bay hoi, bt ké 1a kiéu chiét nao,
chi ra ring noéng do axit béo dé bay hoi, cua tit ca qua trinh 1én men, va do do tu cac co
chét va/hodc tap hop vi sinh vat khac nhau, déu cao hon né”mg dd ban dAu cua axit béo dé
bay hoi trong mdi truong trude khi 1én men qua nhidu 1in nudi cdy. Hoat tinh 1én men
dugc duy tri bang cach st dung moi truong da trai qua cac budc chiét. Didu nay chi ra
ring quy trinh chiét long-léng hodc ran-long khong lam thay dbi dic diém cia moi trudng
Ién men va cho phép san xuét lién tuc va thu hoi it nhit mot phan mai truong 1én men
nay.

Cac thur nghiém chiét in situ giup c6 thé biéu hién kha ning tuong thich sinh hoc
cua phuong tién chiét, noi cach khac kha nang thu hdi theo tuin tu hoic lién tuc cac phan
ttr nhu axit béo dé bay hoi dugc san xuét boi vi sinh vat trong qua trinh [én men trén co
chit trong nhiéu hon 2000 gio. Kha ning twong thich sinh hoc nay dugc dic trung boi sb
lugng vi sinh vat ¢ trong mdi ml binh phan (ng sinh hoc dugc xac dinh boi k¥ thuét
phén tich tric luu té bao. Két qua 1a, vi dy, ndm trong khoang cic mau dugc ldy trude va
sau khi chiét in siru, ndm trong khoang tir 2,3.108 dén 8,0.107 vi sinh vat/ml, trong mot
lugt do va nam trong khoang tir 2,9 dén 2,3.108 vi sinh vat/ml ddi vai lugt do khac. Diéu
nay chi ra rang co su giam quan thé vi sinh vat co trong binh phan mg sinh hoc, sau khi
chiét cac phan tr da tao ra, trong truong hgp nay co nghia Ia, axit béo dé bay hoi, va do
do trén thuc 8, sau khi ldy mdu moi truong 1én men, nhung su giam nay khong dan dén
su pha hily manh va toan b vi sinh vat. Qua‘“m thé vi sinh vat nay la du, vé mit dinh luong
\}é dinh tinh, dé cho vi sinh vat hoat dong va giam it hodc khong giam hoat tinh 1én men

cta tap hop vi sinh vat. Noi cach khéc, sy dao dong trong quan thé vi sinh vat, do qua
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trinh chiét, khong gdy anh hudng dén hoat tinh chung cta vi sinh vét trén quy mé lon, do

d6 duy tri dugce qua trinh toi uu dé tao ra chit chuyén hoa 1én men dugc goi la tién chat.

Do dé, qua trinh chiét dugc tién hanh, khong can cang thiang khong thuén nghich,
truc tiép trong binh phéan tng lén men, cho du la phuong phap chiét 16ng-16ng hodc
ran-10ng.

Do do ¢c6 thé, theo mdt phuong an uu tién, tién hanh qué trinh 1én men lién tuc c6
budc chiét in-situ chit chuyén hoa e ché qua trinh 1én men, tic 13 chiét céc axit béo dé
bay hoi ¢6 vai tro trong viéc lam nhiém axit méi truong, khi ching dugc tao ra hodc it
nhit & cac khoang thoi gian déu dan. Theo mot phuong an bién thé khong duge thé hién,
cac quy trinh chiét nay ¢ thé duoc tién hanh trong mot ngan thir hai. Trong trudng hop

nay, s& dién ra sy rat moi trudng [én men lién tuc hoac déu dan.

Viéc tién hanh phuong phép nay khong chi doi hoi hé théng thiét bi ¢6 it nhit mot
binh phén rng 1én men, ma con bao gom it nhit mot thiét bi chiét, thich hop dé tién hanh
budc chiét. Cac thiét bi nay da dugc biét ro, va sd lugng va kich thudc cla ching dugc
didu chinh thich hop voi kidu san xudt, phu thudc vao budc chiét dugc thuc hién bén

trong hay bén ngoai binh phan tmg.

Hé théng thiét bi nhu vdy bao gém, mot cach thuan loi, it nhét mot bd phan dé
chira san pham thu dugc tir qué trinh chiét. Phuong tién dé diéu khién va kiém sodt, nhu
bd cam bién nhiét do, bo do do pH va/hodc bo do oxi hoa khit, duge cung cép. Ngoai ra,
viéc theo doi hoat tinh vi sinh vat dugc tién hanh bdi cac phuong phap da duoc biét ro, vi
du bang cach theo ddi phéan tich mirc sinh chét chuyén hoa khi va 1dng, dém bing may
dém dong té bao, k¥ thuat sinh hoc phan tir nhu chét danh ddu phén t hodc chip sinh

hoc.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh chiét axit béo d& bay hoi (volatile fatty acids - VFA) dugc san xuét bai vi
sinh vat trong binh phan Gng 1én men boi qua trinh 1€n men ky, khi nho st dung sinh
Ihéi c6 thé 16n men. axit béo d& bay hoi (volatile fatty acids - VFA) nay la cht
chuyén hoa 1én men, quy trinh bao gbm céc bude:

a) lua chon phuong tién chiét long hodc rdn ma khong tan duge trong moéi truong lén
men va bao toan dugc kha ndng san xuét axit béo dé bay hoi (volatile fatty acids -
VEA) cta vi sinh vat ¢ mit trong moi truong 1en men,

b) cho phuong tién chiét tiép xtic voi modi trudng 1én men ma khong lam gian doan
qué trinh 1én men, nho do chiét axit béo d& bay hoi (volatile fatty acids - VFA) tir mdi
truong lén men,

¢) thu hdi axit béo dé bay hoi (volatile fatty acids - VFA) chiét dugc tir phuong tién
chiét & pH thap hon 4,5, bén ngoai binh phéan Gng 1én men, trong do phuong tién chiét
nay la dung moi co diém so6i thip hon 70°C va ¢6 diém s6i thap hon nhiét do 1én men.
2. Quy trinh chiét theo diém 1, trong d6 phuong tién chiét 1a dung méi c6 ti trong thap
hon ti trong ctia mdi truong [€n men.

3. Quy trinh chiét theo diém 1, trong d6 phuong tién chidt 1a chét rén, va quy trinh
chiét 1a kiéu ran-long.

4. Quy trinh chiét theo diém 1, trong dé viéc cho phuong tién chiét tiép xtic voi moi
trudong 1én men dién ra trong binh phan tng.

5. Quy trinh chiét theo diém 1, trong do viéc cho phuong tién chiét tiép xic voi moi
truong 1én men dién ra bén ngoai binh phan tng, va méi truong 1én men duoc 14y mau
lién tuc.

6. Quy trinh chiét theo diém 1, trong d6 viéc cho phuong tién chiét tiép xtc voi moi
truong 1én men dién ra bén ngoai binh phan tng, va moi truong 1én men duoc lay mau
theo tudn tu.

7. Quy trinh chiét theo diém 1, trong do, sau budc c), it nhit mot phin cta pha long
thu dugc tir qué trinh chiét dugc dua trd lai vao binh phan tng 1én men va két hop vao

moi trudong [€n men.

8. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh chiét 1a kiéu 16ng-16ng.
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