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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh san xuit enzym c6 thé thily phan xenluloza hodc c6 thé
thity phan hemixenluloza bao gém cac budc sau: thuc hién pha sinh trudng a) vi sinh vat
c6 thé thiy phan xenluloza trong thiét bi phan tng kin, véi sy ¢6 mit ca it nhat mot co
chat sinh truéng cacbon & ndng d6 nim trong khoang tir 10 dén 90g/L, ¢ nhiét do niam
trong khoang tir 25°C dén 30°C va d6 pH nam trong khoang tir 4 dén 5,5, va thyc hién pha
san xuat enzym b) trong d6 it nhat mot co chat cacbon cam tng duoc bd sung, ¢ nhiét o
nam trong khoang tir 25°C dén 27°C va d6 pH nam trong khoang tir 4 dén 5, quy trinh ¢
co chat cam tng 1a bi ép da duoc xir Iy so bo thu duogc tir quy trinh xir 1y so bd nguyén li¢u
lignoxenluloza khong dugc thuy phén bang enzym va dugce bd sung theo kiéu theo mé
hoic lién tuc, va co cac dic diém dic trung 13: hiéu suét thuy phan 16n hon 80% trong thur
nghiém va d6 nhét biéu kién, do dugc trong thir nghiém nay, nhé hon 1 Pa.gidy & toc do
cat bang 10 giay!.
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Linh vuwe k¥ thuat dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét enzym c6 thé thity phan xenluloza va c6
thé thay phan hemixenluloza. Enzym dugc sit dung cu thé trong cic quy trinh san Xuét
nhién liéu sinh hoc thé hé thir hai (tic 1a tir sinh khéi lignoxenluloza), va dac biét khi
nhién liéu sinh hoc 1a etanol. N6i chung, quy trinh theo sang ché c6 thé duge st dung
trong tit ca cac quy trinh bao gdm thuy phin bang enzym sinh khéi, va dic biét 1a sinh
khéi lignoxenluloza. Péc biét, no ¢ thé duge st dung dé san xuit enzym tr ndm dang

SO1l.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Trong hon 45 nam, quy trinh chuyén hoa nguyén liéu lignoxenluloza thanh etanol,
sau khi thiy phan hop phan polysaccarit thanh c4c dudong 1én men, da tré thanh dbi tuong
cta nhidu nghién ctru.

Nguyén liéu lignoxenluloza 1a nguyén liéu xenluloza, nghia 1a nguyén li¢u chura
hon 90% khdi luong 13 xenluloza va/hodc lignoxenluloza (lignoxenluloza chira chu yéu
xenluloza, hemixenluloza va lignin). Xenluloza va hemixenluloza la cac polysaccarit céu
thanh chu yéu tir pentoza va hexoza. Lignin la dai phan tr c6 cAu tric phirc tap va khéi

lugng phén ti cao, trén co s¢ hop chét phenol.

G&, rom ra va 16i ngd 1a cac nguyén liéu lignoxenluloza dugc st dung rong réi
nhAt, nhung cc ngudn tai nguyén khéc nhu cdy rimg chuyén dung, du lugng céy 14y gd,
thuc vat va ngii cbc chira duong, du lugng lignoxenluloza tir nganh cong nghiép bot gidy
va gidy, va cac san phim thu dugc tr quy trinh chuyén hoa nguyén liéu lignoxenluloza c6
thé dugc st dung. Chiing chura phan 16n trong khoang tir 35 dén 50% xenluloza, 20-30%

hemixenluloza va 15-25% lignin.

Quy trinh chuyén hoéa hoa sinh nguyén liéu lignoxenluloza thanh etanol bao gom
bugce xur Iy so bd héa ly, tiép theo 1a budc thuy phén bing enzym bang cach st dung mot
hdn hop enzym dé tao ra duong, budc 1én men bang etanol cac duong da dugc giai
phong, trong d6 quy trinh 1€én men bang etanol va thuy phan bang enzym c6 thé duoc

thuc hién dong thoi (quy trinh SSF) va budc tinh ché etanol. Hdn hop enzym 14 hon hop
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clia cac enzym c6 thé thity phan xenluloza (con dugc goi 1a xenlulaza) va/hodc enzym co
thé thuy phan hemixenluloza (thuong dugc goi 1a xylanaza). Enzym ndm méc c6 ba tac
dong chinh: endoglucanaza, exoglucanaza va xenlobiaza, dugc goi la B-glucosidaza.

Enzyme c6 thé thity phan hemixenluloza c6 hoat tinh xylanaza ddc biét.

Quy trinh thuy phéan bang enzym c6 hiéu qua va dugc thuc hién trong diéu kién
nhe.

Chi phi cia cic enzym van cao, chiém tir 20 dén 50% chi phi chuyén hoéa nguyén
liéu lignoxenluloza thanh etanol. Két qua 14, rt nhidu bude xtr Iy da dugc thuc hién dé
lam gidm chi phi nay: trudc tién 1a t61 wu hoa quy trinh san xuét enzym, chon loc céc vi
sinh vat siéu san xuit va cai thién quy trinh tao ra cc enzym nay, tiép theo 1a lam gidm
luong enzym trong quy trinh thity phén, va tdi wu hoa budce xur Iy so b, cai thién cac hoat

tinh cu thé cta cac enzym nay, va toi wu héa viéc thuc hién bude thily phén bang enzym.

Trong thép ky qua, nhiéu nghién ctru di tip trung vao viéc tim hidu co ché tac
dong va biéu hién cla hdn hop enzym. Muyc dich 1a nham tao ra hdn hop phu hop nhét

cho quy trinh thiy phan nguyén liéu lignoxenluloza bing cach bién dbi vi sinh vat.

Vi sinh vat c6 thé thiy phan xenluloza dugc st dung phd bién nhét trong san xuét
cong nghiép la ndm Trichoderma reesei. N6 c6 kha nang tiét, véi sy c6 mat cta co chat
cacbonat cam trng, vi du, xenluloza, hdn hgp enzym & nﬁ‘)ng do rt cao (1én dén 100g/L).
Céc protein khac ¢o cac ddc tinh khong thé thiéu cho quy trinh thuy phén nguyén ligu
lignoxenluloza cling dugc tao ra boi 7 richoderma reesei, vi du, xylanaza. Sy c6 mdt cua
co chat cacbonat cam Gng 1 rit can thiét cho su biéu hién cta enzym c6 thé thuy phan
xenluloza va/hodc c6 thé thily phan hemixenluloza. Ban chét cua co chét cacbonat ¢6 anh
huéng manh dén thanh phan ctia hon hop enzym. Day la truong hop vdi xyloza, trong do
co chét cacbonat cam Ung nhu xenluloza hodc lactoza co thé lam cho hoat tinh cia

xylanaza dugc cai thién dang ké.

Lactoza van 13 mot trong nhiing co chét phu hop nhét cho quy trinh séan xuét cong
nghiép hdn hgp enzym; tuy nhién, chi phi cua né thay ddi dang ké va chiém gin mot
phan ba dén hai phan ba gia thanh cua enzym. Trong trudng hop sur dung lactoza lam co
chét cacbon, quy trinh san xuét hdn hop enzym phu thudc vao ngudn cacbon bén ngoai.
Do vy, viéc sit dung co chét cacbon thu dugc tir quy trinh chuyén hoa sinh hoa nguyén

liéu lignoxenluloza 12 mdt con duong quan trong.
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Mot co chit cam tmg khéc ¢6 thé dugc st dung 1a xenluloza. Tuy nhién, co chét

nay tham chi con dit hon ca lactoza.

Pon yéu ciu cip patent My s6 US-2011/262997 thay thé xenluloza dugc su dung
trong quy trinh san xudt xenlulaza thong thuong bang sinh khéi da duge xtt 1y so b, dic
biét 1a duge xir 1y so bd bang quy trinh nd bang hoi nuéc trong didu kién axit, sinh khéi
nay tuy y da duoc rtra. Sinh khdi da duoc xtt 1y so bd chi dung lam chit cam ng, su sinh
trudng cda vi sinh vat thu dugc véi co chét cacbon 14 glucoza. Trong cac vi du vé quy
trinh dugc van hanh theo mé, ba ép da dugc xur ly so bo (da duoc nau bing axit) va rtra
sach duoc bd sung téng s6 vao thoi diém bat du thu nghiém, ciing nhu dung dich

glucoza va chét chéng tao bot.

Mot mit, quy trinh ndy c6 nhugc diém 1a can phai khir doc t6 ba ép da duoc xtt ly
so bo trudc khi st dung. Viéc rira la mot lua chon dugc dé cap dén cho buédc nay. Néu
quy trinh ndy duge p dung trén quy md cdng nghiép, budc rira s€ lam tang dang ké chi

phi cta quy trinh.

Mat khac, thuc té 14 toan bd ba ép da dugc xtt 1y so bd dugc bd sung & thoi diém
bét diu thir nghiém lam ting dang ké dd nhét ciia moi trudong, nén can phai dung cong
suét tiéu hao cao. Cong suit ciia mo-to (kW/m3) cAn dé khudy mdi trudng nay duge goi
1a “cong suat tiéu hao”. Viéc ting do nhdt cling doi héi téc do suc khi rat cao dé cho phép

van chuyén dugc du oxy.

WO13/190064 ciing dé cap dén phuong phap san xuét enzym cho quy trinh thuy
phan bing enzym sinh khdi lignoxenluloza da dugc xir Iy so bo (dugce goi 1a sinh khéi da
dugce xtr ly so b thir nhét). Quy trinh san xuét nay dugc thyce hién khi khong c6 duong
bd sung (nhu glucoza), nhung c6 mat chét ran chira dudng phtc va lignin. Tét hon néu,
chét rin nay thu dugc tr quy trinh xt ly sinh khéi khac nhau, bao gdbm quy trinh thuy
phan bang enzym, tiép theo 12 phan tach chét ran, quy trinh nay bét dau tr sinh khbi da
dugce xtr ly so bd ther 2. Trong quy trinh san Xuét enzym ndy, quan trong la ty 1é giita
duong phtrc va lignin cua chét rdn nay phai nho hon ty 1€ gifta dudng phurc va lignin cua
sinh khéi thtr 2. Tiéu chudn nay doi hoi phai loai bo it nhat 50% luong nudc va dudng
hoa tan ra khoi san pham thiy phan. Diéu nay din dén viéc 1am tang chi phi quy trinh.

Hon nita, chit rin ndy c6 phan trdm lignin rat cao, dan dén viéc san xuat enzym kém hiéu
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qua hon. Trong thuc té, da biét cac hop chit phenol chira lignin c6 tac dung tGrc ché

enzym.

WO13/053924 d& cap dén viéc van hanh quy trinh cung loai, trong d6 sinh khéi da
duoc xtr 1y so bd ciing dong vai trd cua co chét sinh truéng, ma khong c6 b sung (hoic
bd sung nhe) dudng don (glucoza). Hon nira, viéc nudi ciy dugc thuc hién ma khong can
bd sung vitamin va/hodc khoang chit va/hodc céc chat kich thich san xuét enzym. Quy
trinh nay cling doi héi phai khtr doc t6 ba ép (cu thé néu bude xir 1y so bd dugc st dung

6 tinh axit).

WO0011028554 d& cap dén viéc st dung phan cin rin thu duge tir qué trinh thiy
phan hemixenluloza dé san xuét xenlulaza bang Trichoderma reesei, trong d6 phén cin
nay da dugc loai bo phéan doan lignin trong budc chiét lignin. Qu4 trinh san xuét dugc
thuc hién véi sy ¢6 mat ctia bude bd sung dudmg (glucoza). Cac enzym thu dugc dugc
dung dé thily phan xenluloza, va khong dung dé thity phan hemixenluloza. Phén cin rin
da duoc khir lignin dugc st dung & thoi diém bat dau pha sinh trudong cua vi sinh vat, giy

kho khin cho qua trinh van hanh quy trinh.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a dé cap dén ngudn cacbon cam mg thu dugc tir quy trinh
san xuét va c6 thé 1lam cho hdn hgp enzym dugc tao ra thich hgp dé thuy phan nguyén
liéu lignoxenluloza. Tt hon néu, quy trinh san xuét xenlulaza str dung ba ép da dugc xu

1y so bd chua duge khir doc td trude do.

Cu thé, sang ché d& cap dén quy trinh san xuét enzym c6 thé thuy phan xenluloza
hozc ¢6 thé thay phan hemixenluloza bao gdm cac budc sau:

thuc hién pha sinh trudng 2) vi sinh vat c6 thé thiy phan xenluloza trong thiét bi
phan g kin, v6i sy c6 mat cua it nhAt mot co chit sinh truéng cacbon & ndng d6 nim
trong khoang tir 10 dén 90g/L, & nhiét do nim trong khoang tir 25°C dén 30°C va do pH

nam trong khoang tur 4 dén 5,5, va

thuc hién pha san xuét enzym b) dé tao ra moi trudng enzym trong do it nhét mot
co chit cacbon cam tmg dugc dua vao ¢ nhiét do nam trong khoang tr 25°C dén 27°C va

d6 pH nam trong khoéng tir 4 dén 5,

trong do:
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co chét cacbon cam ng néu trén 1a ba ép di duge xur ly so bo thu duge tir quy
trinh x@r 1y so bd nguyén liéu lignoxenluloza, ba ép khong dugc thuy phéan bang enzym va

duge dua vao thiét bi phan tng kin theo kiéu theo mé hodc lién tuc,

ba ép da dugc xur 1y so bd néu trén, khi dugce tao hdn dich & nhiét 4o phong & ham
lugng chét kho bing 10% khdi lugng, ¢6 d6 nhot biéu kién nho hon 1 Pa.gidy & téc do
cit bang 10 gidy !,

ba ép nay dugc dua vao voi tbc dd ndm trong khoang tir 0,3 dén 0,8g chit khd tinh
cho mdi lit mdi trudng va trong mdi giv khi theo kiéu bd sung lién tuc; hodc khi theo kiéu
bd sung theo mé, lugng ba ép dugce bd sung mdi f gio, f nam trong khoang tr 0,5 gio dén

48 gid, ndm trong khoang tir 0,3f dén 0,8f gam chét kho tinh cho mdi lit moi trudong.
M3 ta vit tit cac hinh vé

Fig.1 va Fig.2 la hinh v& thé hién sy tién trién ciia ndng dd protein cua cac thir

nghiém khac nhau dugc thyc hién véi ba €p theo sang ché;

Fig.3 1a hinh v& thé hién sy thay dbi % CO; trong cac khi thoat ra, do pH va tin

hiéu pO, sau khi bd sung ba ép theo sang ché theo kiéu bd sung theo mé.
M ta chi tiét sang ché
Sang ché d& cap dén quy trinh san xuét hdn hop enzym trong mdi trudong nudi chy

1én men chim bang vi sinh vat c6 thé thay phan xenluloza st dung ba ép da dugc xu ly so

bo.

“Ba ép da dugc xu ly so bo” dung dé chi co chét c6 ngudn gdc tlr nguyén lidu
lignoxenluloza da dugc xur ly so b0, t6t hon néu dugc xtt Iy bang cach bung nd hoi nuéc
trong moi truong axit. Sinh khéi la dang nguyén liéu dugc uu tién; trong ban md ta nay
cac thuat ngir sinh khdi va nguyén liéu lignoxenluloza thuong dugc sir dung hoan ddi 1an

nhau.

Quy trinh chuyén hoa sinh hoa nguyén liéu lignoxenluloza thanh rugu (ddc biét 1a
etanol) thuong bao gdm budc xt Iy so bd hoa ly (t6t hon néu buéc nd bang hoi nuée
trong mai trudng axit), tao ra ba ép da dugc xtt 1y so bo, tiép d6 1a budc thuy phén bang
enzym bang cach st dung hdn hop enzym tao ra dudng, sau d6 budc lén men etanol

dudng ndy, trong d6 bude 1én men etanol va thuy phén bing enzym c6 thé dugc thuc hién
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ddng thoi (quy trinh SSF) hodc riéng ré (quy trinh SHF), va cudi cing 13 bude tinh ché

etanol.
Quy trinh theo sang ché c6 nhiéu vu diém:

-1am giam hozc tham chi loai bo dugc viée phai cung cap co chat cacbon ¢4 nguon

gbc tir bén ngoai vao quy trinh chuyén hoa sinh hoa nguyén liéu lignoxenluloza.

-tao ra hdn hgp enzym dic biét phit hop véi qua trinh thuy phén bing enzym

nguyén liéu lignoxenluloza da dugc xtr Iy so b trong quy trinh chuyén héa sinh héa.

- tao ra quy trinh ma co thé khong can phai khir doc t& (vi du, 1am sach) ba ép da
dugc xir 1y so by dugce st dung. Diéu nay cho phép tao ra lugng dong chiy trong qua
trinh rtra va phai dugc téi xtr 1y trude khi xa ra dé kh.

- tao ra quy trinh ¢6 dd nhét ciia méi truong duge gilt ¢ gia tri thap, ma han ché
duge nhu ciu oxy va do d6 tao ra duge quy trinh ¢ thé nang cip duoc 1én quy md cong

nghiép.
Quy trinh nay co thé dugc van hanh theo kiéu nap lién tuc hodc nap theo mé.

Theo kidu b6 sung theo mé, phuong thirc thuc hién quy trinh dac biét co loi 1a
thuc hién bd sung ba ép theo cach tuan tu tuy thudc vao sy thay dbi dd pH cuia moi

truong phan ung va % CO2 trong cac khi dau ra.

Kiéu van hanh nay cho phép st dung ba ép da dugc xtr Iy so bd chua dugc khur

doc td (ba ép chua dugc ria).

Mot loi ich ciia quy trinh nay, va dac biét la véi kiéu van hanh néu trén, 1a duy tri
duoc do nhét cia moi trudng thip. Pidu quan trong 1a khong anh hudng dén su chuyén

van oxy va la quy trinh ¢6 thé nang cap dugc 1én quy md cong nghiép.
Cu thé, sang ché dé cap dén quy trinh sén xuét enzym bao gbm hai pha:

-pha sinh trudng a) vi sinh vat dugc dé cap voi sy c6 mat cia it nhit mot co chit
sinh truéng cacbon, trong thit bi phan tng kin, pha sinh trudng nay dugc thuc hién voi
ndéng do cua co chét sinh truéng cacbon nam trong khoang tir 10 dén 90g/L. Ba ép da
duoc xt 1y so bd khong duge dwa vao trong pha nay. Moi truong nudi cdy vi sinh vat

dugc dé cap thu duge nhu vay.
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-pha b) tao ra hon hgp enzym (hodc cic enzym), trong do it nhit mot co chat
cacbon cam tng dugc nap theo mé hodc lién tuc, co chat cacbon cam (g nay 12 mot
phan ciia ba ép dd duge xt 1y so b, pha san xuét nay dugc thuc hién voi viée bb sung

lién tuc hodc gian doan (theo mé) ba €p.

Cu thé hon, sang ché d& cap dén quy trinh san xuét enzym c6 thé thuy phan

xenluloza hodc c6 thé thuy phan hemixenluloza bao gbm:

-pha sinh trudng a) vi sinh vét ¢ thé thity phan xenluloza trong thiét bj phan tng
kin, voi su ¢c6 mdt cua it nhit mot co chit sinh trudong cacbon & néng do nam trong
khoang tir 10 dén 90 g /1, & nhiét do ndm trong khoang tir 25°C dén 30°C va do pH nam
trong khoang tu 4 dén 5,5,

-pha san xuét enzym b) trong do it nhét mot co chit cacbon cam mg dugc dua vao

& nhiét o nam trong khoang tr 25°C dén 27°C va dd pH nam trong khoang tir 4 dén 5,
Quy trinh trong do:

-co chit cam Gng 12 ba ép da duge xtt 1y so bd thu dugce tr quy trinh xir Iy so bo
nguyén lidu lignoxenluloza, ba ép nay khong duoc thuy phan bang enzym va dugc dua

vao theo kiéu theo mé hoac lién tuc,

-bd ép nay c6 hiéu sut thuy phan bang enzym bang it nhat 80% sau 96 gio, qua
trinh thuy phén nay duoc thyc hién ¢ 50°C va pH 4,8 v6i ba ép chira 15% khdi Iuong
chét kho (chét khd - DM) v6i 10 mg enzym CELLIC®CTEC?2 trén mbi gam MS, hiéu
sudt nay 1a ty 18 giita khéi lugng clia dudng don dugc giai phong boi qué trinh thuy phan
bang enzym chia cho khéi luong tbi da theo 1y thuyét ma co thé thu dugc néu toan bd

xenluloza, hemixenluloza va oligome thu dugc tir qua trinh xu ly s¢ b dugc thiy phan,

-ba ép da dugce xtr ly so bo dugc tao hén dich & nhiét do phong & 10% khdi lugng
DM ¢6 do nhét bidu kién nhé hon 1 Pa.gidy & toc do cit bing 10 gidy !, t6t hon néu nho
hon 0,15 Pa.gidy.

-ba ép nay dugc dua vao vdi tdc d6 nam trong khoang tir 0,3 dén 0,8 gam MS tinh
cho mdi lit mdi trudng va trong mdi gio theo kiéu lién tuc; lugng ba ép theo kiéu bd
sung theo mé dugc bd sung mdi f gio, f nam trong khoang tir 0,5 gid dén 48 giv, nim

trong khoang tr 0,3 dén 0,8f gam chit kho tinh cho mdi lit mdi trudng.
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Tét hon néu, dd nhét biéu kién ciia moi trudng cia budce b) duy tri nhé hon 10

Pa.gidy & tbc do cét bang 10 gidy, t6t hon néu nhé hon 1 Pa.gidy.

Ba ép c6 thé da khong duge khir doc t6 (rtra) trudc khi dugc dua vao pha b) hodc
c6 thé da khong dugc khir doc t6 (rira). Pha b) thuong van hanh khi khong c6 mat dudng

bd sung. Do vay, rat ¢6 loi néu ba ép da dugc xtt Iy so b 12 co chét cam tmg duy nhét.

Nhu dugc giai thich chi tiét du6i day, ba ép da duge xtr Iy so bd duoc tao ra tir
chit 16ng va chit rén, trong do chét ran nay chira 20-70% chit kho, trong d6 ham luong
lignin nam trong khoang tir 20% dén 50%. Chét ran cta ba ép da duge xtt 1y so bd con
chira xenluloza & ham lugng nim trong khoang tir 30% dén 60% khdi luong va chat
khoang & ham lugng nim trong khoang tir 1% dén 10% khéi lugng va hemixenluloza, va

chit 16ng chira duong & ham luong nim trong khoang tr 30% dén 80% khdi lugng.

Tét hon néu, bude xt 1y so bd 13 bude xit ly bung nd bang hoi nudce trong dicu

kién axit.
Pha a)

Vi sinh vat duoc sir dung trong quy trinh san xuét hdn hop enzym theo sang ché 1a
cac ching nim thudc gidng Trichoderma, Aspergillus, Penicillium hogc Schizophyllum,
t6t hon néu thudc loai Trichoderma reesei. Cac chung vi sinh vat cong nghiép hiu qua
nhét 13 cac ching thudc lodi Trichoderma reesei, dugc cai bién sao cho cai thién dugc
hdn hop enzym bing cac quy trinh chon loc nho gy dot bién nhu, vi du, chung CL847
(Patent Phap s6 FR-2555803). Cac ching duoc cai thién bang ky thuat tai hé hop di
truyén ciing ¢ thé duogc str dung. Cac ching nay dugc nudi ciy trong thiét bi phan tng
c6 thong khi va khudy trong cac diéu kién tuwong hop v6i sy sinh trudng cua chung va su
san xuit enzym. Nhiéu ching cai thién 12 da biét, nhu MCG77 (Gallo - Patent My sb
4275 167), MCG 80 (Allen, AL and Andreotti, RE, Biotechnol-Bioengi 1982 12, 451-
459 1982), RUT C30 (Montenecourt, BS and Eveleigh, DE, Appl. Environ. Microbiol.
1977, 34, 777-782) va CL847 (Durand et al, 1984 Proc.SFM Symposium “Genetics of
Industrial Microorganisms”, Paris, HESLOT H. Ed, pp 39-50).

C6 loi néu, co chit sinh truéng cacbon cia vi sinh vét duge su dung trong pha a)
nay dugc chon tr duong cong nghiép d3 hoa tan, va tot hon néu tir glucoza, lactoza,

xyloza, phén cin léng (cdn chung cat) thu dugc sau khi 1én men etanol cac duong
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monome cla san pham thiy phan bing enzym nguyén liéu lignoxenluloza va cic phan
chiét cua phan doan hemixenluloza (hop chét C5) 6 dang monome thu dugc tir co chét
lignoxenluloza da dugc xtr ly so bd (nhu chét 1ong dugc phan tach & giai doan xir ly so
bo), dugce st dung mot minh hodc dudi dang hdn hop. Tuy thudc vao ban chét cta nd, co
chit cacbon dugc dua vao thiét bi phéan g kin trude khi khir tring hodc duoc ti€t trung

riéng ré€ va dugc dua vao thiét bi phan tng kin sau khi khir trung thiét bi.

Co chét sinh truéng cacbon nay dugc su dung trong pha a) & ndng dd ban du voi

lwong nam trong khoang tir 10 dén 90 g co chat cacbon cho mdi it thé tich phan tmg.

Tét hon néu, pha sinh truéng a) dugc thuc hién trong khodng thoi gian tir 30 dén

70 gid, tdt hon néu tir 30 dén 40 gio.

Tét hon néu, pha sinh truéng a) van hanh ¢ d6 pH nam trong khoéang tir 4 dén 5,5,
va tot hon néu 4,8, va & nhiét do nam trong khoang tir 25°C dén 30°C, va tdt hon néu

27°C.
Pha b)

Theo sang ché, c6 lgi néu co chat cacbon cam ung duge st dung trong pha san

xuét b) 12 ba ép da duge xt 1y so bd.

Budc xir 1y so bd nguyén ligu lignoxenluloza co6 thé 1am cho dd nhay cua phan

doan xenluloza v6i qué trinh thuy phén bang enzym dugc cai thién.

Tét hon néu, bude xir Iy so bd dugc thuc hién trong mdi trudng axit. Tét hon néu
la thuy phan bing axit, nau bang axit hodc nd bang hoi nudc. Tt hon néu bude xit Iy so
bo 1a bude bude xi ly bung nd béng hoi nuée. C6 1oi néu, viéc nd béng hoi nude dugce
bét diu bang budc ngam nguyén liéu lignoxenluloza trong dung dich axit, tot hon néu la
dung dich nué6c axit sulfuric. Budc nay sau ddy duge goi la nd bang hoi nuéc trong diéu
kién axit (nguyén liéu chira axit).

Vo thoi diém cubi cta qué trinh xi 1y so bg, ba ép da duge xir 1y so bd thu dugce
va mot phan ba ép nay dugc 14y ra dé san xuit enzym, phan con lai dugc chuyén vao thuy
phéan bang enzym va sau d6 dugc 1én men dé tao ra ruou.

Phén b3 ép nay c6 thé dugc str dung & dang nhu vay (toan bo ba ép) hoac, t6t hon
néu, no co thé 1a ph?ln chét rén cua né hoic t5t hon nita néu 1a phﬁn thu dugc sau khi

phan tach chét 16ng nhiéu hon hodc it hon dang ke.
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Theo quy trinh x Iy so bd dugc st dung, bi €p & dang chét rén c6 hoi 4m nho hon
hodc cao hon nhung khoéng c6 pha 16ng, hodc né chira pha ran va 16ng, va trong trudng

hop 1a pha 16ng thi pha long nay c6 thé duogc phan tach riéng mot phan hoic toan bo.

Tuy thudc vao quy trinh xtr ly so by dugc st dung, phin chit ran chiém trong
khoang tir 20 dén 70% khéi luong ba ép da duge xur Iy so bd. Ba ép duge sir dung dé san
xuit enzym c6 luong chit kho 13 10-85%, t6t hon néu 20-70%, va tdt hon nita néu 40%-

60% (thuong twong duong dé thu dugc bi ép & dang chat rén sau khi xt Iy so bo).

Phan chét ran cAu thanh tir lignin, hop chét khoang, xenluloza, va khong duoc
thily phan hemixenluloza cén. Ty 1¢ cta xenluloza trong phan chét ran nay la nim trong
khoang tir 30 dén 60% khéi luong. Ty 1é cla lignin trong phan chét rén nay 13 nim trong
khoang tir 20 dén 50% khéi lugng. Ty 1€ cta hop chat khoang va hemixenluloza trong

phan chat rdn nay 1a nim trong khoang tir 1 dén 10% khéi luong.

Phéan chit léng cta ba ép dd dugc xit Iy so bd chira xyloza, xyloligosaccarit,

mannoza va arabinoza chiém phan trim trong khoang tir 30 va 80%.

Theo mot phuong an thyc hién dugc wu tién, ba ép dugc st dung truc tiép, noéi mot
cach khac 1a khong duogc xr Iy hoa hoc hodc hoa sinh. Do vay, sang ché khong st dung
ba ép da dugce xt ly so bd ma da dugc thuy phén bang enzym. Mot hodc nhiéu budc xir ly
vat ly co thé duoc thuc hién (phén tach, lam nong, co chét long, v.v.).

Theo phuong an dugc uu tién, ba ép khong dugc rira. Trong mot sb truong hop, ba
ép c6 thé dugc rira dé khir doc td, tot hon néu str dung lugng nude & mirc t6i thiu.

Tét hon néu, pha san xuit b) dugc thuc hién trong khoang thoi gian tir 70 va 200
gi0, t6t hon néu tir 100 dén 150 gio.

Tét hon néu, pha san xuét b) van hanh & do pH nam trong khoang tir 4 va 5 va ¢
nhiét d6 ndm trong khoang tir 25°C dén 27°C.

Vao thoi diém cubi cia bude xit Iy so bo, ba ép da duge xt Iy so bo dugc st dung
truc tiép hodc khong dugc s dung trong pha san xuét b) hdn hop enzym theo sang ché
dudi dang co chit cacbon cam ung.

Pha san xuét b) dugce thuc hién theo kiéu lién tuc béng cach bd sung lién tuc ba €p
v6i te d6 nam trong khoang tur 0,3 dén 0,8 gam chét kho tinh cho mdi lit moi trudng va

trong mdi gio (t6t hon néu nam trong khoang tur 0,4 dén 0,6g/L/h va t6t nhit 14 0,5g/L/h),
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hodc theo kiéu bd sung theo mé bing cach bd sung tuln tu ba ép mdi f gio, T nam trong
khoang tur 0,5 gio va 48 gio, lugng ba ép duoc bd sung nim trong khoang tir 0,3f dén 0,8

gam chit kho tinh cho méi lit mdi truong.

Diéu d6 co nghia la néu, vi du, viéc bd sung dugc thuc hién mdi 12h, lugng ba ép
dwoc bd sung s& ndm trong khoang tir 3,6 (tirc 1a 0,3x12) dén 9,6 (tc 1a 0,8x12) g chét
kho tinh cho mdi lit méi truong, tot hon néu nim trong khoang tur 4,8 dén 8.4 g chat kho

tinh cho moi lit moi trudong.

Theo phuong an thyc hién theo mé dugc uu tién, viée bb sung b ép da dugc xtt ly
s0 bd dugc thuc hién tuy thude vao tin hiéu ctia % mol COz trong cac khi thoat ra va viéc
danh gid do pH cia mdi truong. DO 6n dinh ctia % CO, & £ 0,02% (déi vGi vvim béng 0,5
min™') két hop v6i muc ting do pH 1a 0,05 don vi hodc mirc taing pO: la it nhét 5% dan

dén viéc bd sung ba ép tiép theo.

Thue té, sau khi bo sung, c6 hién tugng gia ting % CO; trong khi thoat ra, tuong
g v4i muc tiéu thu cua duong d& hoa tan c6 trong ba ép da dugc xur ly so bd (vé co ban
l1a xyloza va glucoza). Sau do, enzym tiép xtic v6i xenluloza, din dén viéc tao ra
xenlulaza, va mac % CO; suy giam.

Viéc bd sung duoc thuc hién khi quan sat dugc mirc giam % CO; trong céc khi
thoat ra va muec tang do pH 16n hon 0,05 don vi.

Tin hidu pO2 (ndng dd clia oxy hoa tan ¢ trang thai bdo hoa) thuong duoc gilt &
muc cao (trén 30% ndng do oxy bao hoa trong mdi truong long & ap suét khi quyén).

Khi thuc hién quy trinh, c6 loi néu dam bao duoc ring do nhét biéu kién ctia mdi
truong duy tri dudi 10 Pa.gidy ¢ tbc do cat bang 10 gidy’!, t5t hon néu duéi 1 Pa.gidy.

Thuec té, do nhét c6 tac dung bét loi dén su chuyén van cia oxy. Do do, can lam
tang dang ké cong suét tiéu hao va/hoic tdc d6 suc khi dé dam bao su chuyén van nay,
ma diéu nay lai dn dén viéc lam ting dang k& sy hao ton nang lugng va co thé 1am cho
quy trinh nay khé dua dugc 1én quy md cong nghiép.

Ba ép da dugce xur ly so bo ¢o thé dugc st dung trong quy trinh theo sang ché c6
cac diac diém dic trung sau:

-trong thtr nghiém thuy phéin bang enzym dugc thyc hién véi mau ba ép duge

phuc hdi dén 15% chét kho (dry matter - DM), v6i 10 mg enzym CELLIC® CTEC2 (do

-12-



36342

Novozymes cung cip) trén mdi gam MS, & 50°C va pH 4,8, sau 96 gio hiéu suit thuy
phéan 16n hon 80%. Hiéu sudt thuy phan la ty 18 gita khoi luong cta duong don (nhu
glucoza, xyloza) dugc giai phong béi qua trinh thuy phén bang enzym chia cho khoi
lugng tdi da theo ly thuyét ma c6 thé thu duoc néu toan bd xenluloza, hemixenluloza va

oligome thu dugc tir quy trinh xtr 1y so bo dugc thity phén,

-trong thtr nghiém d¢ nhét, trong hon dich chira 10% DM, ba ép da dugc xur ly so
bo c6 do nhdt bidu kién nhé hon 1 Pa.gidy, va tét hon néu nho hon 0,15 Pa.gidy, ddi v6i
tbe do cht bang 10 giay™!. Phép do dwgc thuc hién bing luu bién ké AR2000 ciia TA
Instrument v&i hinh hoc dang dai xodn dc nhu dugc md ta trong bai bao “Experimental
guidelines to optimize two crucial steps of lignocellulosic bioethanol production: a

rheological approach” cua Hénault va ddng tac gia, 2014,

Ban chét cua sinh khdi 12 ngudn bi ép da duge xit 1y so bd c6 anh hudng dén qua
trinh san xuit ezym, va dén ca tinh nang thuy phan bing enzym clia quy trinh hoa sinh dé
xir Iy sinh khdi lignoxenluloza. Céc vi du nay cho thdy ¢ ché vé c6 tinh phan @ng hon so
v6i rom, tuy nhién rom lai tao ra tinh ning ¢ miic cao trong quy trinh theo sang ché.

Vi du thwc hién sang ché

Céac vi du nay chung minh rang phuong thic thyc hién va dang ba ép duogc su
dung c6 anh huong dén tinh nang ctia quy trinh.

Vi du 1: St dung ba ép da duge xtr Iy so bd theo kiéu bd sung theo mé: toan bo ba
ép duoc bd sung & thoi diém bat dau th nghiém.

Viéc nuoi céy so bd ndm dugc thuc hién trong thiét bi 1én men khuéy co hoc. Moi
truong khoang c6 thanh phan nhu sau: KOH 1,66g/L, HsPO4 85% 2mL/L, (NH42S504
2,8g/L, MgS0,. 7TH20 0,6g/L, CaCl, 0,6g/L, MnSO4 3,2mg/L, ZnSO4.7H,0 2,8mg/L,
CoCl, 4,0mg/L, FeSO4. 7TH2O 10mg/L, nuéc ngdm ngod 1, 2¢g/L, chét khir bot 0,5mL/L va
bd sung kali phtalat & ndng do SuL-1 vao dung dich dém pH.

Thiét bi 1én men chira moi trudng khoang dugc tiét trung & 120°C trong 20 phut.

Thiét bi 1én men duoc gieo mam ching Trichoderma reesei CL847.

Sy sinh trudng ciia ndm trong mdi trudng nudi ciy so bd dugc thyc hién bang
cach st dung glucoza dudi dang co chét cacbon & ndng do 30 gL-1. Sy sinh trudng cla

nguyén liéu nudi ciy kéo dai 2-3 ngay va dugc thuc hién & 28°C trong ti lac 4m.
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Su chuyén van dén thiét bi lén men san xuat xenlulaza dugc thuc hién khi n@)ng do

glucoza can nho hon 15g/L.

Bén thir nghiém dugc thuc hién dé tao ra enzym béng cach sir dung co che ve

dugc xir 1y so bd bang cach bung nd hoi nudc trong diéu kién axit:
- 2 thir nghiém dugc thuc hién & 10% DM
- 2 thir nghiém dugc thuc hién & 20% DM

Viéc san xuat xenlulaza dugc thuc hién trong thiét bi 1én men lic co hoc. Mdi
truong khoang c6 thanh phan sau: KOH 1,66g/L, H3PO4 85% 2mL/L, (NH4)2504 2,8g/L,
MgS0s4, 7H20 0,6g/L, CaCla 0,6g/L, MnSOs 3,2mg/L, ZnSOa, 7TH20 2,8mg/L, CoCl,
4,0mg/L, FeSO4, 7 H0 10mg/L, nuéc ngam ngd 1, 2g/L, chat chong tao bot 0,5mL/L.

Thiét bi 1én men chira moi truong khoang dugc tiét trung & 120°C trong 20 phit.

Thiét bi 1én men dugc cdy & ndng do 13 10% (thé tich/thé tich) moi trudng nudi
cdy so bo dang long chtta chung Trichoderma reesei CL847. B pH duoc diéu chinh dén
5,5

Thir nghiém duge thuc hién ¢ 20% DM khong thanh cong: khong c6 sur tao thanh
xenlulaza. Moi trudng qua nhét va/hodce chira qua nhiéu cht @rc ché.

Thir nghiém dugc thuc hién & 10% DM tao ra 15g/L protein sau 150 gio, tic la
hiéu suét 12 0,1g/L/h.

Su tién trién cua ndng dd protein theo kiéu bd sung theo mé vdi sinh khdi
lignoxenluloza da dugc xi Iy so bo trong diéu kién axit dugc minh hoa trén Fig.1.

Vi du 2: Thtr nghiém theo kiéu bd sung theo mé

5 thir nghiém dugc thuc hién (Thir nghiém 1 dén 5).

Viéc nudi céy so bd nam Trichoderma reesei CL847 dugc thuc hién nhu trong Vi
du 1, nhung vai 15g/L glucoza dudi dang co chét cacbon duy nhét. Viéc tao ra xenlulaza
bét dau sau 24 gio bang cach bd sung ba ép da dugce xir Iy so bd theo kiéu bd sung theo
mé, ndéi mot cach khac l1a bé‘mg cach bd sung

- 6 g bd ép kho tinh cho mdi lit moi truong mdi 12 gid (Thi nghiém 3, Thu
nghiém 4, Thir nghiém 5),
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- hodc 12 g chét kho cho mdi lit voi tn suit gibng nhau (Thir nghiém 1 va Thu

nghi¢m 2).

5 thtr nghiém dugc thuc hién béng cach st dung 3 co chét lignoxenluloza khéc
nhau dugc xu 1y so bd bang cach bung nd hoi nudce trong didu kién axit va thu duge &

dang nhu vay (khong phan tach chét 16ng):

- Cé che vé 1 dap ung véi thir nghiém thuy phan va thir nghi¢m d6 nhdét (46 nhot
biéu kién & tbc do cit bing 10 gidy™! bang 0,09 Pa.gify) (Thir nghiém 1 va Thir nghiém
5)

- Co che ve 2 khong dap ung véi thu nghiém thuy phéan (hiéu suit <70%) (Thu
nghiém 2 va Thir nghiém 3)

- Rom lua my 1 dap ung véi thir nghiém thuy phan va thir nghiém d6 nhét (do
nhét biéu kién & tdc do cét bang 10 gidy™ bang 1,1 Pa.gidy) (Thir nghiém 4)

Tht nghiém thuy phan va do nhét 13 cac thir nghiém da mo6 ta trén day.

Fig.1 thé hién sy tién trien cua nong do protein cua cac thir nghiém khéc nhau

dugc thue hién véi ba ép:

Thtr nghiém 1:Ba ép c6 ché ve 1 - cong doan vdi s6 lugng ba ép 16n hon hai lan

trong cong doan toi uu

Thtr nghiém 2: Bi ép co che vé 2 - cong doan véi lugng ba ép lon hon hai 14n

trong cong doan t6i wu
Thir nghiém 3: Ba ép c6 che vé 2 - duoc goi 1a cong doan t1 wu
Thir nghiém 4: Ba ép rom lda mi 1 - dugc goi la cong doan t6i wu
Thir nghiém 5: Ba ép c6 che ve 1 - dugc goi 1a cong doan t6i wu

Quy trinh cong doan tdi wu dé san xuit xenlulaza, dugc st dung trong Thir nghiém
3, 4 hodc 5, 1a nhu sau:

Sau khi pha sinh truéng 24 gid theo kiéu bd sung theo mé bang glucoza & 15g/L,
viéc bd sung ba ép co che vé duge thuc hién khoang mdi 12 gid két hop bd sung 6 g chat
kho tinh cho mdi 1it moi truong. sau 120h, tAn sudt bd sung duogc diéu chinh theo tin hiéu

COa.
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Thuc té, sau khi bd sung c6 su gia ting % CO; trong cac khi thoét ra (Fig.3),
tuong tng v4i muc tiéu thu cia duong dé hoa tan c6 mit trong ba ép da dugc xt 1y so b
(chu yéu 14 xyloza va glucoza). Sau d6, enzym kich thich xenluloza dé tao ra xenlulaza

(Fig.2) va muc % COz suy giam.

Viéc bd sung dugc thuc hién khi quan sat dugc muc giam % CO; trong céc khi

tho4t ra va d6 pH tang hon 0,05 don vi.

Tin hidu pO2 (ndng dd oxy hoa tan & trang thai bdo hoa) dugc duy tri & mirc cao

(trén 30%) trong subt thir nghiém véi cong sut tiéu hao thap (nhé hon 1 kW/m3).

Trong Fig.1, ba ép duoc b sung khi do pH gia ting va mtrc CO2 ngung giam véi
tdc do 6g chat kho cho mdi lit trong mdi lan bd sung. Hang ngang tuong Gng voi thoi

gian khi ba ép duoc b sung.

Céc két qua duge thé hién bang hinh vé trong Fig.2 va cho thiy tAm quan trong

ctia ca kiéu cong doan xir Iy 14n dang ba ép dugc st dung theo tinh ndng cta quy trinh.

Thuc té, quy trinh t81 wu (Thir nghiém 5 cua Fig.2) c6 thé lam cho dat dwoc nong

do xenlulaza cudi 12 35g/L trong 210 h, tc 12 hiéu sudt bang 0,17g/L/h.

Vi vay, hiéu qua dat duoc t6t hon 70% theo kiéu bd sung theo mé duoc thé hién

trong Vidu 1.

Céc thir nghiém khéc c6 cung tbc do bd sung theo mé (cong doan t61 ru) nhung st
dung rom da duoc x{t Iy so by 1 (dap tng véi cac tha nghiém) (Thu nghiém 4) hodc co
che vé 2 (khong dap tng véi céc thir nghiém) (Thir nghiém 3) thu dugc hiéu suat nho hon

1an luot 12 32% va 25% so véi hiéu suét ctia Thi nghiém 5.

Thitr nghiém c6 tdc do bb sung theo mé 16n gép hai lan tbc d6 tbi uu thu dugc tinh
nang san xuit kém véi c¢d che ve da dugc xir Iy so bo 1 dap ung véi cac thir nghiém (Thu
nghiém 1) hodc vé6i cé che vé da dugc xir Iy so bd 2 khong dap mg vdi cac thir nghiém
(Tht nghi€ém?2).

Trong cac thir nghiém nay, da thdy rang mic pO; gidm xubng duéi 10%. Rom da
duge xir 1y so bd duge st dung ¢6 do nhot biéu kién cta nguyén liéu trong hon dich 16n
hon khoang 12 14n so v6i do nhét biéu kién cta o ché ve, didu nay c6 thé giai thich cho

muc gidm pOa.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh san xuat enzym c6 thé thay phan xenluloza hodc 6 thé thay phéan

hemixenluloza bao gédm céc budce sau:

~ thuc hién pha sinh trudng a) vi sinh vét co thé thuly phan xenluloza trong thiét bi
phan ung kin, v4i sy ¢6 mat cua it nhét mot co chét sinh truéng cacbon & né‘)ng d6 nim
trong khoang tur 10 dén 90g/L, & nhiét do nam trong khoang tir 25°C dén 30°C va do pH
nim trong khoang tir 4 dén 5,5, va thuc hién pha san xuét enzym b) dé tao ra moi truong
enzym trong do it nhit mot co chét cacbon cam g dugc dua vao ¢ nhiét do nam trong

khoang tir 25°C dén 27°C va do pH nim trong khoang tir 4 dén 5,

trong d6 co chat cacbon cam tng néu trén 1a ba ép da dugc xir Iy so bo thu dugc tur
quy trinh xir Iy so bd nguyén liéu lignoxenluloza, ba ép khong dugc thuy phén bang
enzym va dugc dua vao thiét bi phan ung kin theo kiéu theo mé hoic lién tuc, ba ép da
duoc xtr Iy so bd néu trén, khi dugc tao hon dich & nhiét do phong & ham lugng chit kho
bing 10% khéi luong, c6 do nhét biéu kién nho hon 1 Pa.gidy & tdc do cét bang 10 gidy -
!, ba ép nay dugc dua vao voi tdc d6 nim trong khoang tir 0,3 dén 0,8g chat kho tinh cho
mdi lit moi trudng va trong mdi gio khi theo kiéu bd sung lién tuc; hodc khi theo kiéu bd
sung theo mé, luong ba ép dugc bd sung moi f gio, { nam trong khoang tir 0,5 gid dén 48

gid, nam trong khoang tur 0,3f dén 0,8f gam chét kho tinh cho mdi lit moi truong.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 do nhét biéu kién ctia méi trudng enzym trong pha san

xuét enzym b) duy tri nh6 hon 10 Pa.gidy ¢ tbc do cit bang 10 gidy~.
3. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ba ép da duoc ria trude khi duge dua vao.
4. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ba ép chua dugc rira trude khi duge dua vao.

5. Quy trinh theo diém 1, trong d6 vi sinh vat ¢o thé thuy phan xenluloza la nim thudc

loai Trichoderma reesei.

6. Quy trinh theo didm 1, trong d6 budc xit Iy so bd 12 bude xit Iy bung nd bang hoi nudc

trong dieu kién axit.

7. Quy trinh theo diém 1, trong d6 pha sén xuét enzym b) duoc thyc hién khi khong c6

duong bd sung.
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8. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ba ép da duogc xtt ly so bd néu trén 1a co chét cam ung

duy nhét dugc st dung trong pha san xuét enzym b).

9. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ba ép da dwgc xur ly so bd néu trén dugc tao ra tir chét
16ng va chat ran, va chét rin chira chit kho ¢ ham luong nam trong khoang tir 20% dén

70%, trong d6 ham lugng lignin nam trong khoang tir 20% dén 50%.

10. Quy trinh theo diém 1, trong do6 ba ép da dugc xu ly so by néu trén dugce tao ra tu
chit 1ong va chét ran, va chét rin cta ba ép da dugc xur ly so bd néu trén chia xenluloza
& ham lugng nam trong khoang tir 30% dén 60% khéi lugng va chat khoang & ham lugng
nim trong khoang tir 1% dén 10% khdi luong va hemixenluloza, va chét long chira

duong & ham luong nam trong khoang tir 30% dén 80% khbi lugng.

11. Quy trinh theo diém 1, trong d6 trong pha pha san xuét enzym b) trong d6 ba ép duoc
b sung, ap suét riéng phan pO; clia oxy dugc hoa tan trong moéi trudng enzym & &p suét

khi quyén dugc duy tri 16n hon 30% ép suét riéng phan bao hoa oxy.

12. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ba ép da dugc xtt Iy so bd néu trén la mot phan ba ép
da duoc xur ly so bd thu dugce tir bude xt ly so bd sinh khéi lignoxenluloza, phan bi ép
con lai da dugc xir 1y so bd duge dua vao bude thuy phéan bang enzym dugc thuc hién khi
c6 mit cia enzym thu dugc bang pha san xuét enzym b), san phim thiry phan thu dugc
duogc dua vao budc 1én men etanol, va dong chét 16ng thoét ra thu dugc dugc chung cAt

dé phan tach etanol.

13. Quy trinh theo diém 12, trong d6 mot phan ba ép da duoc xir 1y so bd thu duoc tir
bude xit 1y so bod sinh khdi lignoxenluloza duge st dung truc tiép trong pha san Xudt
enzym b).

14. Quy trinh theo diém diém 12, trong d6 mot phan hozc toan bo chét 1ong chira trong
mot phin bi ép da dugc xit Iy so by thu duge tr buée xi ly so bd sinh khoi
lignoxenluloza dugc phén tach, va ba ép thu duge duge dua vao pha san xuét enzym b).
15. Quy trinh theo diém 1, trong do ba ép da dugc xur ly so b néu trén, khi dugc tao hdn
dich & nhiét do phong & ham luong chét kho bing 10% khéi lugng, cé d nhét bicu kién
nhé hon 0,15 Pa.gidy & tbc do cat bang 10 gidy .

16. Quy trinh theo diém 1, trong d6 do nhot biéu kién cua moi trudng enzym trong pha

san xuit enzym b) duy tri nho hon 1 Pa.gidy ¢ tbc do cét bang 10 gidy™.
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