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(54) QUY TRINH PHAN LAP, TU MOI TRUOGNG NUOI CAY, NAM
TRICHODERMA REESEI RA KHC)I ENZYM BUQC TAO RA TRONG MOI
TRUONG NUOI CAY BANG NAM TRONG MOT BUGC SAN XUAT

(57) Sang ché dé cap dén quy trinh phan lap, tur moi trudng nudi cdy, dich coe-tai enzym

va nam Trichoderma Reesei, moi tmorng nuoi cay c6 duogc tur vige tao ra enzym bang nam,

trong quy trinh nay: moi truong nudi cay néu trén dugc dua vao, trong thoi gian khong 16n
hon 30 gior tir khi tam ding budc san xuat, vao budc phan lap trén may loc ép dit thang
hang véi soi c6 do xép 1a 3-20 um, sao cho thu dugc dich loc c6 mat d§ quang hi€u chinh

OD ¢ 600nm 1a nho hon 2.5; va pha 1ong thu dugc dugc dua vao vi loc tiép tuyén trén

mang xeramic c6 ngudng cit 1a tir 0,5 dén 1,4 pm, sao cho OD hiéu chinh & 600nm khéng

vuot qua 0,1.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén quy trinh phan 14p enzym bang cach thuy phan xenluloza
va ban thuy phin xenluloza chita trong méi trudong nudi cdy chita ndm soi

Trichoderma reesei.

Cu thé, sang ché lién quan dén quy trinh tao ra duong, nhién liéu sinh hoc,

hodc phan tir héa sinh tir sinh khéi lignoxeluloza.

Kiéu quy trinh nay bao gdm budc thuy phan bang enzym sinh khéi duoc xt ly
so bd bang dich cde-tai enym duoc tao ra, vi du bang nam dang sgi Trichoderma
reesei. Sang ché @& cap dén viéc phan 1ap dich cbc-tai enym nay va phan lap ndm dang
soi Trichoderma reesei. C6 rat nhiéu ky thuat phéan l4p ma duoc sir dung riéng r&€ hoac

theo chudi.
Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Vé viéc phan lap enzym tir nAm, céng bd don quéc té s§ WO-2016/16182 cia

tac gia da dé nghi cac budc sau day:

- budc phan lap tha nhét bang cach gan loc. Trong mét sd trudng hop,

chét két tu c6 thé dugc thém vao dé lam tang hiéu qua cta budc phan 1ap,

- budc phan lap thir hai bang cach ly tim dé lam giam hat két (con duoc

goi 14 phan hat két),

- budce vi loc (loc tiép tuyén) dé loai bo vét vi sinh vat bat ky,
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- budc si€u loc cudi cung dé cd enzym.

Buéce gan loc va budce ly tdm duge st dung lién tuc trong cdc qué trinh cong
nghiép 14 cic qua trinh phén 1ap ran/Iong do chirc nang vé sy khac biét ctia chung vé

mat do va bang cach dua méi trudng vao luc ly tam.

Thiét bi gan loc 12 may ly tAm duoc trang bi vit, bat quay xung quanh truc nim
ngang. Chung duoc sir dung chinh dé gan loc (thiét bi gan loc hai pha) hdn hop c6 cac
hat hét 16n hodc c6 phan chit dugc tao hdn dich cao (16n hon 15% va thuong 13
khoang 30%, va tham chi 1én t6i 60%). Budc gan loc c6 thé 1am giam phan chat nay
dén khoang 5%. Hat két dugc x4c dinh bang cach ly tim mau & toc do 4000 G (x
10m/s?) trong 5 phut. N6 tuong tng v6i phan tram thé tich chiém giir clia chit rin

tuong tng vai tong thé tich ctia mau.

Budc ly tdm duoc st dung cing voi dung dich ma c6 hat két nhé hon 15% va
¢6 thé 1am giam phan hat két nay dén tri s6 nho hon 2%, hodc tham chi nhé hon 1%.

Budc ly tim nay cé thé gan loc phén chét long lo Iung tao thanh tir bude gan loc.

N6 c6 thé dugc st dung trong nhiéu linh vuc: x@r ly nuée, ché bién thuc phém,

cong ngh¢ sinh hoc, cong nghiép duoc phém, V.V..

Quy trinh phan 1ap bé‘mg cach loc tiép tuyén hodc siéu loc dugc thuc hién theo

kich ¢& ctia cac thanh phan s& dugc phan lap. Ching st dung mang.

Do d6, trong trudng hop vi loc, cac hat ¢6 kich ¢& nam trong khoang tir 0,1pum
dén 10pum. Qua trinh nay duoc st dung dé phan lap, vi du, cac vi sinh vt nhu ndm

dang soi. Vi ly do kinh té, thuong 1a mang hitu co s& duoe st dung.

Siéu loc dugc sir dung dé phan 1ap cac ddi twong c6 duong kinh nim trong
khoang tir 1 dén 100nm. Cac mang nay cho phép cac phan tir nhé (nude, mudi) di qua
va chin cac phén tir ¢6 khdi lugng phan tir 16n (polyme, protein, v.v..). Ching s& dugc

st dung d¢ co, vi duy, protein hodc enzym.
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Céc yéu t6 ma c6 thé anh hudng 1én mirc d6 thuc hién phan lap chi yéu 1a
kich ¢& cta cac phén tir, hinh dang cta phéan tir, dién tich cta ching, tinh chét cua

mang va cac diéu kién thuc hién.

Mang duogc dic trung boi tinh chit héa Iy ctia né. Néi chung, ¢6 3 nhém mang

chinh dugc phan loai nhu sau:
- mang hitu co (ty nhién hoac tong hop),
- mang khoang chét (v6 co hodc xeramic),
- mang composit.

Mang hitu co dugc tao ra tir xenluloza polyme (vi du xenluloza axetat). Ching
c6 gia thanh san xuét thap, nhung khong thé dugc st dung dé phén 14p ma c6 thé thuy

phén ching.

Mang httu co dya trén co s& polyme tong hop, nhu nylon va polysulfon, c6
nhiéu loi ich so véi cac loai mang trude d6 va ching duoc sir dung rong rdi d& phan

1ap enzym (protein).

Mang khoang c6 kha néing chéng chiu hoa hoc, do bén co hoc va kha ning
chiu nhiét rat tbt, nhung chung dit hon rat nhiéu so v6i mang hitu co (dat hon khoang
10 1an). Chung dugc st dung trong cong nghé sinh hoc trong cac quy trinh khac nhau,
nhu gan loc dich hoa qua, loai bo vi khuan trong sita hodc gan loc dd uéng c6 con

(rugu, bia, rugu tdo). Chung con c¢6 nhiéu tng dung trong viéc xur ly nudc.

Cubi cung, mang composit dugc ciu thanh tr phan polyme cé trong phan

khac, ma & dang vi x0p. Loai mang nay dugc phat trién chd yéu dé tham thau ngugec.

C6 rat nhiéu thong tin trong linh vure k¥ thuat nay vé linh vuc nay.
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Patent M§ s6 US 3 398 055 d& cap dén viéc phan 1ap va tinh ché xenlulaza
duogc tao ra bang Trichoderma reesei. N4m dugc phan 14p bang may loc kiéu quay
trong chan khong. Enzym dugc phéan lap bang cach sit dung coton va dugc rira giai

bang dung dich bazo.

Pon yéu ciu cép patent M§ s6 US-2014/0295525 dé xuit quy trinh phan 1ap 2
budc enzym ctia nAm Trichoderma. Quy trinh ndy md ta budc cd enzym bang hai budc
siéu loc, enzym da trdi qua budc phan 1ap ran/léng trude d6. Trong budc phan lap thir
nhit bang cach siéu loc, mang cé gia tri MWCO nim trong khoang tir 100.000 (Da)
dén 200.000 (Da), tic 1a khoang ngudng cit 14 tir 0,01pm dén 0,02um. Chat luu gitt di
vao budc siéu loc thir hai trén mang c6 gid tri MWCO nim trong khoang tir 5.000 dén

50.000, va 2 dich 16ng chira enzym dugc trdn lai v6i nhau.

Don nay chi ra rang, phuong phap nay c6 thé gidi quyét duoc van dé vé tac
mang va van dé vé su két tu xenlulaza trong sudt budc siéu loc don, thdm chi ca khi né
duogc bude san xuat bang cach phan lap cac hat ran trong may loc xeramic hodc vat

liéu khong dét.

Trong don yéu cau cAp patent nay, viéc duy tri enzym trong chét luu giir duoc
ghi lai, bat chdp kich ¢& ciia enzym nay la nim trong khoang tir 10 kDa dén 100 Da.

Do d6, don yéu cau cap patent nay chu yeu md ta viéc to1 uu hoa budce ¢ enzym.

Trong phin md ta viéc c¢d dich cbe-tai enym tir ndm Trichoderma reesei, bat
ngd 1a c6 thé thiy rang, su ton tai ctia hién twong con lai enzym cing véi mang hitu co
ma c6 kich ¢& 12 0,8um, va do d6 chiing c6 16 16n hon tir 40 dén 80 14n so véi cac 16
duoc mo ta trong don yéu cdu cip patent My s6 US-2014/0295525. Diéu nay thuc su

lam bét loi dén hiéu sudt phan lap enzym.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé xut quy trinh phan l4p bao gbm cac bude:
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- budc phan 14p nam Trichoderma reesei trén may loc ép, budc nay budc

phai thuc hién thudn loi trong 30 hodc 24 gi¢ sau khi tao thanh san phém,
- tiép theo 1 budc vi loc trén mang khoang,
- tiy ¥ tiép theo bing budc cd trén mang khoang hoic mang hitu co.

Cén luu y rang, chudi phén 14p trén may loc ép rdi tiép theo bang buédc vi loc
trén mang khoang, va tiy y bang cach siéu loc trén mang khoéng, c6 thé thu duogc két

qua la dac biét tot lién quan dén hi¢u suat va do hiéu qua.

Cu thé hon, sang ché d€ xuat quy trinh phan lap, tr moi trudng nudi cay, dich
coc-tai enym va nam Trichoderma reesei, moi truong nudi cay cd dugce tir viéc tao

thanh enzym bang nidm, trong quy trinh nay

- mdi trudng nudi cdy néu trén duoc dua vao, trong thoi gian nhé hon
hodc béng 30 gio, tot hon 1a nhé hon hodc béng 24 gio, tr khi tam dung bude san XUAt,
dén budc phén 1ap trén may loc ép dat thang hang véi sgi ¢ dd xbp 14 3-20pm, sao
cho thu duoc dich loc ¢6 mat do quang hi€u chinh OD (optical density) & 600nm la
nhé hon 2,5; va

- pha 16ng thu duge duge dwa vao vi loc tiép tuyén trén mang xeramic c6
ngudng cit ndm trong khoang tir 0,5 dén 1,4um, sao cho OD hiéu chinh & 600nm

khong vuot qua 0,1.

Co6 loi 1a, moi truong nuoi cay néu trén duge dua vao bude phan 14p trén may
loc ép ma khong can lam lanh truge d6. Tot hon la, moi truong nudi cdy khong duoc

dua vao gan loc va/hoac ly tam trude khi dugce phan 1ap trén may loc €p.

Budc phan 1ap trén may loc ép va vi loc dugce thuc hién & khoang nhiét do 20-

30°C, t6t hon 1a khoang 22-27°C.
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Cé loi 1a, dich loc dugec tai st dung cho viéc nap mdi trudng nudi cdy vao may

loc ép & ty 18 tdi da 10% theo trong lugng.

Tai thoi diém cudi ctia bude phan lap trén may loc ép (tic 1a sau khi nén),
thuong thu duge 5-10% theo trong lwong cia banh loc (ham luong ran cua banh loc it
nhét 13 20% theo trong lwong, thudng nim trong khoang tir 20% dén 65% hodc 20 dén
45%, thuong gip 1a khoang 25-35%) va 90-95% theo trong luong cua dich loc. Hat két
(phan tram theo thé tich chiém git cia chét ran tuong Gng véi tong thé tich ciia mau,
duogc xac dinh bang cach ly tim mau & 4000 G (m/s2) trong 5 phut) ctia phan dich loc

c6 dugc tr may loc ép 1a nho hon 1,5%.

C6 loi 13, budce vi loc dich loc thu duge tai thoi diém cubi cia may loc ép duoc

thwe hién trong thoi gian tdi da 30 gio, va tét hon 1a tdi da 24 gio.

T6t hon 13, dich loc ¢6 duoc tir may loc ép nay dugc dua vao vi loc ma khong

can lam lanh trudce do.

Tot hon 14, bude vi loc tiép tuyén dugc thuc hién trén mang xeramic co

ngudng cit nam trong khoang tir 0,8 dén 1,4pm.

Tot hon 1a, pha long thu dugc sau bude vi loc duge dua vao siéu loc, tot hon la
trén mang xeramic, va thdm chi to6t hon nita 1a trén mang xeramic c6 ngudng cat ndm

trong khoang tir 5 dén 15 kDa.

Tét hon 13, pha long thu dugc sau budce vi loc duge dua vao bude siéu loc

trong thoi gian t6i da 48 gio, tt hon 1a tbi da 24 gio.

Theo mot phwong an vu tién, dich cbe-tai enym sau khi da phan lap duoc cho
tiép xtic v6i sinh khéi lignoxenluloza da duoc xir Iy so b, tét hon 13 bang cach no hoi,
dé thuc hién budc thuy phin enzym va dé thu dugc dich duong, dich duong nay duoc
dua vao budc 1én men etanol, thily phan enzym va buéc lén men dugce thuc hién riéng

biét hoac df“)ng tho1, va etanol dugc tao ra dugc phéan tach bé‘mg cach cét.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 va 2 1a két qua ciia thir nghiém trong phong thi nghiém dugc thuc hién
bing mang hiru co c6 15 x6p nam trong khoang tir 0,1 dén 0,8pm: mang MFGI:
ngudng cit 1a 0,lum (polysulfon), MFG2: 0,2um (polysulfon), MFG8: 0,8um
(polysulfon), MFP5: 0,5um (flo).

Fig. 3 1a su thay ddi vé luong da dugc loc theo ham thoi gian va hinh vé ddi

véi su thay doi vé lugng da duge loc theo ham ve ap suét nap vao.

Fig. 5 1a su thay ddi vé ndng do protein trong dich con lai va dich tham. Thiy
rang, d6 thim cua hai mang twong tmg v&i protein 1a rat t6t. D6 thdm cia mang &
1,4pm la tdt hon va 16n hon 0,9. Gia tri nay 1a 0,2-0,4 v6i mang hitu co tham chi c6 do

x6p 12 0,8um.
MO ta chi tiét sang ché
Budc thuc hién

Dich cc-tai enym duogc tao ra béng Trichoderma reesei theo cach thirc thong

thuong bang cach 1én men hiéu khi.

Quy trinh tao ra dich cdc-tai enym bét d4u bang pha nhan gidng, thuong dugc
thuc hién trong binh phan tng nho c6 kich c& gia tang, nhim muc dich 1am sinh séi

nédm dang soi va nhdm 1am gi6i han khoang pha tré va cac nguy co nhiém ban.

Khi quy trinh nay dwoc diéu chinh cho phi hgp (ndng d6 ndm 16n hon 10 g/l,
t6t hon 1a 16n hon 15 g/1), méi trudng nudi cdy duoc chuyén vio binh phan tmg cudi

clng c6 thé tich 16n.

Quy trinh tao ra enzym bao gom hai pha:
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- pha a) 1a ting truedng vi sinh vat da néu trén véi sy c6 mat cia it nht
mot co chit sinh trudng trén co s& cacbon trong binh phan ung kin khi, pha ting
truéng nay duoc thuc hién véi néng do co chét sinh truéng trén co s& cacbon nim

trong khoang tir 10 dén 90 g/1;

- pha b) cia qua trinh tao ra dich cbe-tai enym, trong d6 it nhat mot co
chét cam tng trén co sé cacbon duge dua vao, co chét cam g trén co s& cacbon niy
duge chon tir nhém dugce tao thanh bing lactoza, xenlobioza, sophoroza, phén con lai
thu duogc sau khi 1én men trong etanol duong monome cta dich thuy phan enzym sinh
khdi trén co s xenluloza, va/hodc dich chiét tho cta pentoza tan trong nuée c6 ngudn
gbc tr budce xir Iy so bd sinh khéi trén co s xenluloza, pha tao thanh nay duoc thue
hién v6i ndng do co chit hinh thanh trén co s& cacbon nim trong khoang tir 150 dén

400 g/1.

Céc vi sinh vat dugc st dung trong quy trinh tao ra dich ce-tai enym theo

sang ché 1a cac chung nam thudc loai Trichoderma reesei.

Chuing cong nghiép hitu hi€u nhét 1 ching thudc vé loai Trichoderma reesei,
loai nay duoc cai bién dé 1am cai thién dich cde-tai enym bang phuong phap quy trinh
chon loc dot bién, vi du chung IFP CL847 (Patent Phap s6 FR-B-2 555 803). Cac
chung duoc cai thién bang ky thuat tai td hop gen ciing ¢6 thé duge sir dung. Cac
chung nay duoc nudi cdy trong binh phan tng hiéu khi va duoc khudy trong cac diéu

kién twong hop voi su tang trudng va tao thanh enzym.

Co chét sinh truong trén co s& cacbon nay dbi véi vi sinh vat dd néu ma duoc
str dung trong pha ting trudng a) clia quy trinh theo sang ché nay duoc chon thuan lgi
tir duong hoa tan loai cong nghiép, va tot hon 1a tir glucoza, lactoza, xyloza, phén cin
long thu dugc sau khi 1én men trong etanol duong monome cua dich thiuy phin enzym
ctia cac chét lignoxelnuloza, va dich chiét ciia phan doan trén co s& hemixenluloza
dudi dang monome ¢6 ngudn gbc tir co chét linnoxenluloza di dugc xir Iy so bd, duge

st dung riéng trong hdn hop.
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Tay thudc vao tinh chat ciia minh, co chét sinh trudng trén co s& cacbon nay
duoc dua vao binh phan tng kin trude khi thanh tring hodc dugc thanh trung riéng va

dugce dua vao binh phan tng kin sau khi thanh trung.

Co chét sinh truéng trén co s& cacbon nay duge st dung trong pha tang trudng
a) noi trén & ndng do ban dau thuong nim trong khoang tir 20 dén 90g co chét trén co

s& cacbon trén mdi lit thé tich dung dich phan tmg.

Tét hon 14, pha ting truéng a) nay duge thuc hién trong thoi gian nim trong

khoang tir 30 va 70 gio, t6t hon 12 nim trong khoang tir 30 dén 40 gio.

Tét hon 1a, pha ting truéng a) nay dugc thuc hién & do pH 1a 4,8 va & nhiét do

nim trong khoang tir 20 dén 30°C, thuong 14 tir 22 dén 27°C, tt hon 1a khoang 27°C.

Co chét ciu thanh trén co sd cacbon ndy duge st dung trong pha tao thanh b)
nay duoc nap vao thuén 1gi theo cach nuoi cAy pha mé-bd sung vé6i dong chay gidi han
nim trong khoang tir 30 dén 80 mg trén mdi gam té bao va trong mdi gio. Nhiét do

thuong 1a gibng nhu trong budc a).

Tai thoi diém cudi cta budc tao thanh enzym, thuong thu duge mdi truong
chtra cac nong d6 rin nim trong khoang tir 10 dén 45 g/l (twong Gng véi nam kho).
Hat két dugc xac dinh sau khi ly tAm (4000 G, 5 phut) 1a 16n hon 15% va thuong gap
1a khoang 30%, va tham chi 1én t&i 60%. N6 twong ting v6i phan trim theo thé tich

chiém giit ctia chét rén tuong tmg véi tong thé tich ciia mau.
Quan sat thay rang, nam con lai mot phéan 16ng dang ké.

Muc dich cia sang ché 1a @ phan lap enzym tir nidm va tiép theo tiy y co

ching.
Budc phan lap ran/long trong do nidm duoc phan tach tir dich 16ng

Dich 16ng chtra enzym va muoi con lai.

-10-
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Thir nghiém duogc thuc hién boi Téc gid sang ché da cho thdy rang, viéc phan
1ap trén may loc ép tiép theo 1a budc vi loc (MicroFiltration: MF) trén mang xeramic

s& cho két qua t6t hon céc giai phap da biét, lién quan dén hiéu suit hodc d6 hiéu qua.

Hon nita, cac thir nghiém thuong cho thiy rang, dé cd enzym, budc sidu loc
(UltraFiltration: UF) trén mang xeramic 1a hiéu qua hon nhiéu so véi trén mang hitu

CO.

Theo sang ché, méi truong nudi cay duge dua vao vao budce phan 14p trén may

loc ép nay c6 thé lam t6i da héa mirc thu héi enzym.

R4t ¢6 loi 12 né duge thuc hién true khi tw dong phan tich sw phat trién cia
nim. Piéu nay 1a do budc tw dong phan tich ndy ¢6 thé 1am bat loi rat nhidu dén do
hi€u qua cta budc phan lap bang céach loc ép. Trong truong hop Trichoderma reesei,
khoang thoi gian 1a nho hon hodc bing 30 gid, va tét hon 1a nho hon hogc bang 28 gio,

va thim chi t6t hon nita 1a nho hon hoéc béng 24 gio.

Tai thoi diém cudi cia budc phéan 14p trén may loc ép nay, thu dugce banh loc

chra nam va dich 16ng chtra enzym.

Dich 16ng thu duoc duge dua vao vi loc tiép tuyén trén mang xeramic va tiép

theo tly v siéu loc, tot hon 1a bang cach loc tiép tuyén.

Diéu nay c6 thé 1a do budc vi loc trén mang hitu co tao ra mirc gitt lai enzym
dang ké, didu nay 1a bét lgi cho hiéu suét ctia bude phan l4p. Hién tuong nay 12 bat ngdy
do céc 15 16n hon dén 100 14n so véi kich ¢& ctia enzym 16n nhat duge tao ra. Khong

thé giai thich duoc hién twong nay.

Mt khéc, con luu ¥ rang hién tugng nay s& bi gidi han khi mang khodng dugc

sir dung. Do d6, hi¢u suat thu hoi enzym la ¢ muc cao.

-11-



37288

Budc phan 1ap bang cach loc ép, vi loc va siéu loc s& dugc giai thich chi tiét

dudi day.
Phan 14p trén may loc ép:

Ngay khi budc tao thanh dén giai doan cubi, viéc thong khi va diéu hoa do pH

dugc chidm dit. Chét bao quan dugc thém vao mdt cach thuan loi, vi du natri benzoat.

Budc tao thanh nay s& ngimg lai khi tit ci dudng ctia pha mé-bd sung duoc
dung hét hoidc khi tdc do tidu thy co ban (1 ty 1& véi te do tao thanh protein) duoc

giam xudng (tdc d6 nhé hon 30% hodc 16n hon).

Budc phan 14p trén may loc ép duoc thuc hién trong khoang thoi gian trude

khi ty dong phén tich.

Cén luu y rdng, quan trong 13 duy tri nhiét do dudi 40°C va tot hon 13 dudi

30°C. O trén nhiét d nay, budc phan l4p s& kém hiéu qua hon nhiéu.

Khong ¢6 bude lam mat trude khi phén 1ap trén mdy loc €p. Diéu nay c6 nghia
14, buéc lam mat 1a khong duoc phat hién thiy; c6 thé 1 do sy giam cham vé nhiét do
trong qua trinh chuyén giao gitta cic don vi trong khi bude thyc hién xay ra va cac don
vi loc ép; muc giam nay cé thé 3°C hodc nho hon. Do d6, budc phan 1ap thudng dugc
thuc hién & nhiét 4o gén nhu la giéng v6i nhiét d cua pha gidm cia budce a), tac 1a
nhiét do nam trong khoang tir 17 dén 30°C hoic trong khoang 20-30°C, thuong 1a
khoang 22-27°C, va thudong nhét 1a 25°C. Day thudng la nhiét do trong phong.

May loc €ép dugce dat thang hang vdi soi, va thuong khong c6 dia mang. Do
xbp cta soi 14 nim trong khoang tir 3 dén 20pum, t6t hon 1a trong khoang tir 3 dén 7um
va tdt hon 12 5pm. Thuong thu duogc tir 5% dén 10% theo trong lugng ctia banh loc va

tir 90% dén 95% theo trong lwgng ctia dich loc.

Budc phan 1ap trén may loc ép co thé dugc thuc hién trong 1 hodc 2 budec.
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Budc phan 14p trén may loc ép thudong dugc thuc hién trong 2 budc: bude loc
thi nhét & 4p sudt P1 va budc nén thit hai & 4p suat P2 cao hon P1. Thong thudng, ap
sudt P1 12 ndm trong khoang 1,2 dén 6 bar va P2 1a nim trong khoang 5 dén 10 bar.

Khi buéc phan 14p duge thuc hién trong bude don, khong c6 bude nén, thi

bude nay chi dugc thuc hién & ap sudt P1.
D0 kho cta banh loc tuy thudc vao ap suét dugc st dung.
Muc dich 12 dé thu hdi lwong dich loc tdi da ma cang trong cang t6t.

Dé thuc hién duogc diéu nay, dugc khuyén la nén tai st dung cac phin doan
cta dich loc dau tién (thuong 1a van duc nhét) vao thung nap liéu. Budce tai st dung
nay budc khong duoc vuot qua 10% thé tich dich loc. Trong trudong hop phan lap tot
va truong hop banh loc co thé thAm duoc, né thém nudc vao banh loc dé rtra n6 va dé

thu hdi luong protein tdi da.

Theo cach khac, ma c6 thé duoc sir dung riéng r& hoic lién tiép dé st dung
budc tai st dung nhu dugce néu & trén, 1a cho phép ndm trong banh loc dugc phan giai,
sau buéc 1am lanh. Tiép theo, ndm nay giai phong ra enzym, enzym ndy s& dugc thu

héi sau d6. Quy trinh nay dwgc mo ta trong cong bb don quéc té s6 WO-2016/016182.

Budc phan 1ap duge thuc hién sao cho thu dugc dich 1ong (hoac huyén pht) c6
mat do quang (OD: optical density) dd dugc hiéu chinh & 600nm la nh6 hon 2,5 (gia tri
trung binh da dugc hiéu chinh trir di hé sé hip thu clia dich loc twong Gng 0,22um).
Phép do nay duoc thuc hién trén mau bang phép do phé thong thuong trong phong thi

nghiém.
Hat két (4000 g/5 phut) thudng nho hon 1,5%.

Vi loc v6i mang khoang
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Buéc nay co thé loai bo tAt c4 nAm tir dich loc. N6 dugc thuc hién theo cach
ma gia tri OD hiéu chinh & 600nm khéng vuot qua 0,1 (trir di hé sb hip thu cua dich
loc tuong ing 0,22pum).

Tét hon 13, va theo cach tuong tu voi budce phan 1ap bé’mg cach loc ép, dich loc
dugc dua vao vi loc trong thoi gian tdi da 30 gid hodc tdi da 28 gi0 hodc t5t hon 14 tbi

da 24 gio. Thong thuong, bude vi loc ¢o thé duge thuc hién truc tuyén véi may loc ép.

Lién quan dén nhiét do, tot hon 14 n6 khong bi giam (khong lam lanh). Didu
ndy c6 thé dam bao cho téc do chay cla san pham & mirc d6 hai 16ng. Do do, nhiét do
thudng nim trong khoang tir 17 dén 30°C hoic khoang 20-30°C va thudng 1a khoang
22-27°C, va thuong nhit 1a 25°C. Nhiét d6 nay thuong 1a nhiét do trong phong.

Mang dugc sir dung c6 ngudng cat nim trong khoang tir 0,5 dén 1,4pum, tbt
hon 14 ndm trong khoang tir 0,6 dén 1,4pm va tét hon 1a trong khoang tir 0,8 dén

1, 4pm.

Hiéu suat enzym c6 thé dugc t6i da hda bang cach loc (thém nudc vao chat

con lai, roi tiép d6 cho qua vi loc).
Siéu loc bang mang khoang hoac mang hiru co

Budc nay cé thé 1am co enzym dugc tao ra béng ndm, cu thé 1a béng
Trichoderma reesei. Dich cbe-tai enym 1a hdn hop phtc tap gbm nhidu enzym, c& ciia
c4c loai enzym nay nam trong khoang tir 1x 10* g/mol (10 kDa) dén 10x 10* g/mol (100
kDa).

Budc siéu loc nay duoc thuc hién & nhiét do thuong nim trong khoang tir 20
dén 30°C, va thuong 1a khoang 22-27°C, va thudng nita 1a khoang 25°C. Thuén loi dé
thyc hién budce nay gin nhat c6 thé (vé& thoi gian) véi bude vi loc. Thoi gian toi da 48

gidr 1a dugc dé xuat, va giai doan nay t6t hon 14 nhé hon hodc bang 24 gio.
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Budc nay co6 thé lam co protein dang dugc quan tAm dén 150 g/l +/- 10 g/l.
Gia tri cua hé sb néng do thé tich (volumetric concentration factor: VCF) thu dugc tuy

thudc vao nong do protein ban dau.

Mot lidu chit bao quan bd sung co thé duge thém vao dich con lai tai thoi
diém cubi cua budc niy. Viéc thém natri benzoat nim trong khoang tir 0,1% dén

0,35% la vi du dugce goiy.

Duoc wu tién 1a st dung mang khoang cho budce siéu loc. Mang xeramic dang
bng c6 ngudng cat nim trong khoang tir 5 dén 15 kDa va tot hon 1a trong khoang 8-12,

thuong 1a khoang 10 kDa, 1a 1 vi du dugc sir dung.

Trong mdt s6 trudng hop, mang hitu co c6 thé duoc st dung, nhung véi su

quan tdm va chi trong cac diéu kién dugc goi y tr nha cung cap.

Dic biét ¢6 loi 1a, quy trinh theo sang ché dugc sir dung dé phan lap enzym
trong quy trinh ché bién, tir sinh khdi lignoxeluloza, dich dudng, nhién liéu sinh hoc

(nhu etanol) hodc phén tir hoa sinh.

Céc quy trinh nay bao gdm budc xir Iy so bd sinh khéi lignoxeluloza (vi du nd
hoi); sinh khéi da duge xir Iy so bd dugc dua vao thily phan enzym véi su ¢6 mét cia
enzym (tiét ra tir Trichoderma reesei), dich thuy phan mang dich dudong duoc dua vao
1én men (vi du 1€n men ruou) va san pham mong mudn (vi du rugu) duge phan lap (vi

du bang cach ct).

Quy trinh trong do sang ché ap dung cu thé bao gdm xr 1y so bd sinh khoi
lignoxeluloza bing cach nd hoi; sinh khéi da duge xtt 1y so bo duge dua vao thiy phén
enzym voi su ¢6 mat ciia enzym dugc tiét ra, vi du bé’mg Trichoderma reesei ma tu do
ching dugc phéan 14p theo quy trinh cua sang ché, dich thuy phan mang dich duong

dugc dua vao 1én men ruou va etanol dugce phan tach bang cach cét.
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Budc thuy phan enzym va budce 1én men co thé dugc thuc hién riéng biét hodc

dong thoi.

Can luu ¥ rang, bude sidu loc chirng minh 1a khong can thoi gian trong trudng

hop thuc vat ma tao ra etanol cing luc véi viée tao ra enzym tai chd.
Vi du thuc hién sang che

Vi du 1 chung minh d6 thdm kém cua enzym thu dugc béng cach vi loc béng
mang hitu co. Van d& nay dugc giai quyét trong Vi du 2 bang cich st dung mang
khoang. Vi du 3 so sanh 2 loat thitr nghiém dugc thyc hién bing quy trinh phéan lap
thong thudong hodc bang quy trinh duge mo ta trong sang ché nay. Vi du 4 1a su can

bang hoan chinh cho viéc phan lap trén thé tich 16n.
Vi du 1: thtr nghiém vi loc trén mang hitu co (Vi du so sanh)

MBoi trudong nudi cay duge xtr Iy thu duoc tir pha hinh thanh ¢6 thanh phan sau

day:

e 40 g/l protein
e 20 g/l sinh khéi (ndm T. reesei).

Sau khi trai qua phan 1ap bang cach loc ép, dich loc duge dua vao thir nghiém

trén cac loai mang vi loc khac nhau.

Fig. 1 va 2 12 két qua cua thir nghiém trong phong thi nghiém dugc thuc hién
bang mang hitu co ¢ 15 x6p nim trong khoang tir 0,1 dén 0,8um: mang MFG1:
ngudng cit 1a 0,Ium (polysulfon), MFG2: 0,2um (polysulfon), MFG8: 0,8pm
(polysulfon), MFP5: 0,5um (flo).

VCF 1a hé s6 ndng do theo thé tich (volumetric concentration factor).

D6 thdm thap clia mang nay voi enzym duoc ghi lai.
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Po thim dugc x4c dinh 1 ty 16 gitta ndng do cia enzym trong dich thdm (dich

nay di qua mang) va ndng do trong chit con lai (chit ma con lai).
Vi du 2: thtr nghiém vi loc trén mang xeramic

Dich loc twong tu dugc st dung cung véi 4 mang c6 ngudng cit 12 0,14, 0,45,

0,8 va 1,4pum.

Phuong phap dugc st dung la dé thtr nghiém 4 ngudng cat trong thir nghiém
song song d6i véi mdi phurong phap loc. Cong cu dugc st dung 12 don vi loc thi diém
ma cé kha niang nhan dugc 4 mang khac nhau trong céc truong hop gidng nhau. C6
mot dich thdm bén ngoai mdi mang va vong duy tri don. Do dé, c6 thé nghién ciru,
trong thir nghiém song song, nhitng bién dbi vé téc do chay cua dich thAm ddi voi 4

mang va tao ra mau.
Phép do vé ndng d6 enzym cho thiy su khac biét.

Dich loc thu duge tir may loc ép c¢6 nong do enzym 1a 38,2 g/l. Dich con lai

cubi ciing duoc xac dinh dinh lugng 14 44,3 g/1.

Do do, c6 dugc nong do thap cua dich con lai, diéu nay goi y su con lai cua

mot hodc nhidu mang. Nong do enzym ctia 4 dich thim 12 nhu sau:

Ngudng cit (um) 0,14 0,45 0,8 1,4

Nong do enzym trong

, 17,1 17,0 33,9 38,1
dich thém (g/1)

Khi so sanh v6i dich con lai ban dau, thiy ring nong do thu duoc bang cach
loc 60,8 va 1,4um la gén Vo1 néng do cua dung dich ban dau. Mat khac, con lai enzym
rd rét trong 6ng ¢ 0,14 va 0,45um. Nong do protein thu duge bang mang khoang c6
ngudng cit 0,8um 14 cao hon khoang 4,3 so véi ndng do protein thu dugc bang mang

hitu co ngudng cat trong tw (Vi du 2).
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Vidu 3:

Vi du 3 c6 thé so sanh 2 seri duoc thuc hién bang quy trinh théng thuong hodc

quy trinh theo sang ché.

Mbi truong nudi cdy duoc xtr Iy ¢6 duge tir pha hinh thanh ¢6 thanh phan sau

day:

e 39 g/l protein
e 16,5 g/l sinh khéi (nAm T reesei).

Vi du 3a:

Seri théng thuong cua binh thét cd, ciia may li tim va MF (vi loc) trén mang

hitu co va UF (siéu loc) trén mang hiru co.
Thu dugc cac mirc dd bi€u hién sau day:

e gan loc: gidm hat két tir 30% dén 5%, nhung ton hao protein ding ké.
Hiéu suét 70%.

e Ly tAm: giam hat két tir 5% to 1,5% ma khong tén hao dang ké. Hiéu
suit 95%.

e MTF hitu co & 0,8um: giam hat két tir 1,5% to ~0%. Do thdm thip 12 0,3.
Hiéu suét 50%.

e UF hitu co 10 kDa: ndng do enzym & 200 g/I. Hiéu suat 80%.

Téng hiéu suét cia loat thir nghiém nay 1a 27%. C6 thé tién dén gan 50% hiéu
suét béng cach tai su dung hat két tir budc gan loc va budce ly tdm va dich con lai tur

budc MF va dua chung vao chu trinh phén 14p tiép (ly tim, MF, UF).

Vi du 3b theo sang ché
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Tiép theo, loat phan l4p trén mdy loc ép khi MF trén mang xeramic va UF trén

mang xeramic.
Thu dugc cac mic dd bic€u hién sau day:

e Phan 1ap trén may loc ép: giam hat két tir 30% dén 1,5% ma khong tén
hao déng ké. Hiéu suat 95%

e MF xeramic (1,4pm): giam hat két tir 1,5% dén ~0%. D thdm cao la
0,9. Hiéu suét 90%.

e UF xeramic 10 kDa: ndng do enzym & 200 g/1. Hiéu suat 90%.

Tbng hiéu sudt ma khong can thuc hién thém chu trinh tdi st dung bét ky ctia

loat thr nghiém nay 1a 77%.

V6i cac két qua thu duoc, can luu ¥ rang bugc UF 1a khong can thiét trong
trrong hop thuc vat ma tao ra etanol véi su tao thanh enzym tai chd. Do d6, hiéu suét

1a 86%.

Ngoai ra, viéc lopc MF trén mang xeramic la hiéu qua hon nhi€u so véi trén
mang hitu co. Hon nita, hi€u suat trén mang xeramic, thdm chi bang cach MF hodc

UF, 14 cao hon nhiéu hiéu suét khi sir dung mang hitu co.
Vi du 4: Tht nghiém & quy mé phong thi nghiém theo sang ché

Thir nghiém nay st dung méi truong nudi cdy duge tao ra trong binh phan ting

6m™ . Céac dic trung 13 nhu sau:
- Khéi luong ctia mdi trudng nudi cy: 4260 kg
- Nong d6 protein: 38 g/l

- Nbéng db sinh khdi: 15 g/l
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Phén [ap trén may loc ép:

Budc phéin 14p dugce thuc hién ngay 1ap tre sau budc thuc hién, va khong lam

lanh san phdm. Nhiét do 1a 27°C.

Trong budc nay, loai trir dugc phén 16n ndm bang cach phan lap trén may loc

€p.

Cong cu dugc st dung bao g?)m 10 dia c6 dién tich bé mat loc téng thé 1a 3
m?. Nhu thé c6 thé tao ra trén mdi mé 10 banh loc nAm day 30mm va c6 téng thé tich

truge khi nén 1a 30 lit. S¢i dugce st dung 1a soi gbm nhiéu soi nhé c6 do xép la Sum.
Budc phan 1ap dugc thuc hién trong 3 budec:

- Budc tht nhit gdm loc bing ap sut nguoc dong 5 bar két hop viéc theo

doi toe do chay cuia viéc lgc theo thoi gian.

- Trong budc thh hai, viéc nap liéu vao may loc ép duoc chim dut, va
béanh loc ndm duoc nén lai bing cach st dung ap suét cao (9 bar). Budc thit hai nay sé

nén nim va téi da hoa viée thu hoi enzym.
- Budc thtr ba gdm thao b (thu hdi) banh loc c6 trong lugng.

Cén luu y rang, c¢o6 thé thuc hién viéc rta banh loc dé lam gidm dén murc t61
thiéu ton hao, hodc dé loai bo nam ra khoi dich phan giai, nhung né khong duoc thuc

hién trong vi du nay.

Téng cong 10 1an loc/nén la can thiét dé xir 1y toan bd mdi trudong nudi cdy

(4260 kg).

Béng sau ddy 12 phan 14p can bang khéi lugng.

Esiégsf} - . - tGi_a’,trqBon vi‘:l
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Tong luong nap vao 4260 |kg

Luong dich loc thu hdi duoc ma khong nén |3681,5 | kg

Luong dich loc thu hoi duoc béng cachnén (210 kg

Tong luong banh loc 211,76 |kg
T6n hao xac dinh dinh 30 kg
Can bang khéi luong 97 %

Fig. 3 1a su thay dbi vé lwong da dugc loc theo ham thoi gian va hinh vé dbi

v6i su thay dbi vé lugng da duoc loc theo ham vé ap suét nap vao.
Trong budc thir nhit (loc & 5 bar), thoi gian ciia mé 13 25 phut.

Trong nhitng phut diu tién, téc do chay cua dich loc 1a cao (ndm trong khoang
tir 500 dén 700 I/m?/h). Ndm “choc” vao sgi va s& dong vai trd 1am moi trudng loc. Ap
sudt tang 1én va tdc do chay cua dich loc giam xubng. No6i chung, thuong quyét dinh
nging loc khi tbe do chay duong nhu kha thp khi so sanh véi tbe d6 ban dau (vi du,

nhé hon 10% hodc 20%) va Ia ham sb ctia muc tiéu ban dau theo thoi gian loc.

Cén luu y rang, khong co su khac biét dang ké gitra cac mé khac nhau duoc
thuc hién. Diéu nay cho thiy kha ning cta san phdm duge loc 14 khong thay d6i trong

qué trinh thyc hién (kéo dai tong cong it hon 12 gid)

Khéi lugng trung binh ciia mdi mé trude khi nén 1a 263+30 kg. Tc d chay

trung binh cua dich loc 1a 210 kg/m?/gio.

Tiép theo, viéc nén dugc thuc hién (9 bar), qué trinh nén nay kéo dai trung
binh 10 phat va c¢6 thé thu hdi duoc trung binh 15kg dich 1éng mdi mé véi tc do chay
trung binh 13 30 kg/m?%/gid. Khéi luong trung binh ciia banh loc thu duge trén mdi mé
la 15+1,5 kg.

Phan tram trong luong cta banh loc twong tmg v6i dich loc trung binh 12 5,4%

va gia tri ham luong ran (SC: solid content) trung binh ctia né 1a 25% theo trong
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lwong, nén c6 thé néi ton hao protein trong budc nay 13 4,05% theo trong luong néu

banh loc khong duogc ria.
Hiéu sut thu hdi protein sau bude loc ép 13 95,4%.
Phén 14p bang cach vi loc trén xeramic khodng:

Dich loc thu duogc tr may loc ép duge phéan chia tiép thanh nhiéu mau, céc
mau ndy dugc xu 1y bang cach vi loc trén mang khoang c6 do x6p 1a 0,8 va 1,4um.
Muc dich cua thir nghiém la dé so sanh mirc d biéu hién sau khi loc ¢ép cua dich loc
chira enzym va ndm vé6i hé sé néng do theo thé tich mong mubn 1a 10. Tiép theo bude
vi loc 12 loc mang, bude nay c6 thé 1am giam dén muc tdi thiéu tén hao protein (thém

nude tuong tmg véi 5 thé tich dich con lai).

Cong cu vi lgc bao gém 3 mang c¢6 dién tich bé& mat loc 12 0,33m? trong mdi

truong hop.

Thtr nghiém dau tién duoc thuc hién ¢ thé chon loc duoc mang 1,4pum c6
murc do biéu hién loc tdt hon so v6i mang 0,8um & cing ap suat chuyén mang. Thuc
vy, do chay cta dich thAm én dinh & 100 1/m,/gio di v6i bude thir nhat va & 60
1/my/gid d6i véi bude thir hai tdi da dén hé sd nong dd theo thé tich (volumetric
concentration factor: VCF) 1a 7,5. Hai mang nay c6 thé tinh loc san pham (khong thiy

su tang truéng ctia nAm trén dich thim dwgc dan ra trén moi trudng PDA).

Fig. 5 1a sy thay dbi vé ndng do protein trong dich con lai va dich tham. Théy
rang, do thim cta hai mang twong tng véi protein 1a rit tét. P thdm ciia mang &
1, 4um la tbt hon va 1on hon 0,9. Gia tri nay 14 0,2-0,4 v6i mang hitu co thdm chi c6 do

x6p 12 0,8pm.

Hiéu suét thu hoi protein sau khi MF trén mang khoang 1a 93,3% tuong tng

vO1 budce dau tién.
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Tiép theo, enzym duoc c6 bang cach UF trén mang khoang véi hiéu suit thu

hdi 14 92%, tic 14 tong hiéu suit 13 86%.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh phén l4p, tr moi trudng nudi cdy, nam Trichoderma reesei ra khoi cac
enzym dugc tao ra trong moi truong nudi cay bang nam trong mot budc san xuat,

trong d6 trong quy trinh nay bao gdm buée:

a) dwa moi trudng nudi cdy néu trén vao, trong thoi gian tir 0 dén 30 gio, bao
gdm ca 2 ngudng nay, tir khi tam ding budc san xuét, va & nhiét d6 mdi truong xung
quanh ma khéng can lam lanh trudc, dén budc phan 1ap cac pha ran va pha léng, trén
may loc ép dat thang hang véi sgi c6 dd x6p 12 3-20pum, nhd d6 thu duge dich loc pha

16ng chira cac enzym c6 mat d¢ quang hi¢u chinh (OD) ¢ 600nm la nhé hon 2,5; va

b) dua dich 16ng pha 1éng vao budc phan lap vi loc tiép tuyén cac pha ran va
pha l6ng trén mang xeramic c6 ngudng cit nam trong khoang tir 0,8 dén 1,4pm, nho
d6é OD hiéu chinh & 600nm cua pha 16ng cua san pham vi loc chira cac enzym khong

vugt qua 0,1,
trong do:

dich loc duoc tai st dung cho viéc nap moi truong nudi cady vao mdy loc ép & ty 1€ toi

da 10% theo trong lugng,

cd budc phan 14p trén may loc ép (bude a)) va vi loc dich loc thu duoc tai thoi diém
cudi ctia may loc ép (budc b)) dugc thuc hién lién tuc trong thoi gian tir 0 dén 30 gio,

bao gbm ca 2 ngudng nay, tu khi tam ding budc san xuat, va

moi trudng nudi cdy khong duge dua vao dé gan va/hoic ly tAm tru6e duge phan 1ap

trén may loc ép, va
trong do, tong hiéu suét ciia enzym it nhat 1a 86%.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 khoang thoi gian ké tir khi tam ding budc san xuit

1a nh6 hon hoac bang 24 gio.
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3. Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong do tai thoi diém cudi
cuia budc phén 14p trén may loc ép, thu dugc 5-10% theo trong lugng cua chét rin va

90-95% theo trong lugng cua dich loc.

4. Quy trinh theo diém 1, trong do mau cta dich loc pha 16ng thu dugc tr may loc ép
dugce ly tdm & 4000G trong 5 phut dé thu duoc hat két ran va dich 16ng, va trong dé hat
két 12 nho hon 1,5% (phén tram thé tich duoc tinh theo chét rén tuong tng voi tong thé

tich cia mau).

5. Quy trinh theo diém 1, trong d6 dich loc nay thu dugc tir may loc ép dugc dua vao

vi loc ma khong can lam lanh trugce do.

6. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc phan 1ap trén may loc ép va vi loc dugc thuc

hién & nhiét d6 nam trong khoang tir 20 dén 30°C.

7. Quy trinh theo diém 1, trong do pha long thu dugc sau budc vi loc duge dua tiép
vao budc siéu loc trén mang xeramic thir hai ¢6 ngudng cit ndm trong khoéang tir 5 dén

15kDa.

8. Quy trinh theo diém 1, trong d6 pha léng thu dugc sau budc vi loc duge dua vao
tiép bude siéu loc, va trong do tat ca ba budc ciia qué trinh phan 1ap trén may loc ép
(buéce a)), vi loc dich loc thu duoc tai thoi diém cudi ciia may loc ép (budce b)), va siéu
loc, dugc thuc hién lién tuc trong thoi gian tir 0 dén 48 gio, ké ca?2 ngudng nay, tir khi

tam dirng bude san xuat.
9. Quy trinh theo diém 1, quy trinh nay con bao gom:

cho sinh khéi lignoxenluloza da dugc xir Iy so by, bang cach nd hoi, tiép xuc véi pha
long cta san pham vi loc chira cac enzym, nho d6 thiy phan enzym sinh khoi tao ra

duong hoa tan, va

1én men etanol duong hoa tan nay,
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trong d6 budc thily phan enzym va bude 1én men dugce thuc hién riéng biét hodc dong

tho, va etanol dugc tao ra duoc phan tach bang cach chung cét.

10. Quy trinh theo diém 1, trong d6 enzym bao gém enzym c6 thé phan hiy xenluloza

va enzym ban phan hiy xenluloza.

11. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc vi loc dich loc thu duge tai thoi diém cudi
ctia may loc ép dugc thuc hién trong khoang thoi gian nhiéu nhat 13 24 gio tir khi tam

dung budc san xuat.

12. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc tach trén may loc ép va budc vi loc duge

thuc hién & 22-27°C.

13. Quy trinh theo diém 1, trong d6 pha léng thu dugc sau khi vi loc dugc dua tiép vao
bude siéu loc trong khoang thoi gian nhiéu nhét 1 24 gio tir khi tam ding budc san

xuat.

14. Quy trinh phan 1ap, tr moéi truong nudi cay, nam Trichoderma reesei ra khoi cac
enzym duoc tao ra trong moi trurong nudi cay bang nam trong mot bude san xuat,

trong d6 trong quy trinh nay bao gdm budc:

a) dua mdi truong nudi ciy néu trén, trong thoi gian tir 0 dén 30 gid, bao gdm
c4 2 ngudng nay, tir khi tam dirg budc san xuat, vao budc phan lap trén may loc ép
dat thang hang vdi soi ¢6 do x6p 1a 3-20pum, nho d6 thu duge dich loc pha 1éng chira
cac enzym c6 mat do quang hi¢u chinh (OD) ¢ 600nm la nhd hon 2,5; va

b) dua dich 16ng pha l1éng vao budc phan 1ap vi loc tiép tuyén cic pha ran va
pha 16ng trén mang xeramic c¢6 ngudng cit nim trong khoang tir 0,5 va 1,4um, nho d6
OD hiéu chinh & 600nm cta pha 16ng ctia san pham vi loc chtra cac enzym khong vuot
quéa 0,1, va c6 ndng dd protein cao hon it nhat 4,3 1an so v&i pha 16ng ciia san pham vi

loc thu dugc v6i mang hitu co ¢ cung ngudng cat nay, va
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trong d6, tong hiéu sut ciia enzym it nhat 1a 86%.
15. Quy trinh theo diém 7, trong d6 quy trinh nay con bao gdm:

cho tiép xtic sinh khoi lignoxenluloza da dugc xt ly so bg, bang cach nd hoi, vdi pha
long cua san pham vi loc chira cadc enzym, nho d6 thily phan enzym sinh khoi tao ra

duong hoa tan, va
1én men etanol dudong hoa tan nay,

trong d6 budc thity phan enzym va bude 1én men dugc thuc hién riéng biét hoac dong

thoi, va etanol dugc tao ra dugc phén tach bang cach chung cat.
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