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Linh vie k§ thuat dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vurc cong nghé héa hoc va sinh hoc, cu thé 13 dé cap dén
quy trinh san xut protein don bao st dung ngudn dudng tir dim méanh vun gd keo tai
twong, 14 phé lidu nguyén lidu san xuét bot gidy. Qua trinh san xudt nhim dudng hoa phé
liéu gd dé thu dung dich dudng 1én men, va nudi cdy ndm men don bao trén dich dudng
& thu sinh kh6i ndm men 13 protein don bao, phit hop 1am phu gia thirc 3n chan nubi gia

stc, gia cam va thay san.

Tinh trang ky thuit cta gidi phap hiru ich

NAim men 13 mot loai sén phém c6 ham lugng protein cao (40-60%), dugc st dung
lam thuc phdm cung cip protein cho ngudi va dong vit. Protein don bao hay protein vi
sinh 13 protein tinh khiét dugc tao thanh tir qua trinh nuoi cr?iy cac té bao vi sinh vat, nhu
vi khuén, nAm men, tdo hodc nim sgi, trén céc co chét 1a nguén cacbon khac nhau. Hién
nay protein vi sinh dang 12 san phdm phd bién truéc nhu ciu ngay cang ting dan sb va su
thiéu hut nguén lwong thyc cta thé gi6i. Cac san phim dugc thwong mai hoéa dudi dang
vi khuén tinh ché, pha tap, dang khd hodc 4m. Ngoai protein ra, nAm men con c6 ham
lwong chét béo thip va ham lugng vitamin cao, céc khoéang chét phii hop cho phat trién
clia co thé.

Hién nay & Viét Nam chua san xuét dugc protein cho ca nguoi va dong vat. Trong
khi d6 nhu ciu thirc #n chin nudi giau protein rit 16n. Cac san phdm tuong ty nhu bot ca
hay phé phu phim ché bién hai san 12 nhing loai san phdm chira protein thd.

Dé san xut protein vi sinh, c6 thé sit dung cac ngudn nguyén lidu 1a ngudn cacbon
khéc nhau, d& 1én men nhu tinh bot, ri dudng, ...Nhung tinh bdt ciing 12 ngudn nguyén
liéu hiém chua di cung cép cho san xuét cac san pham hiru ich khac, trong khi d6 phé
phu phdm nhu ri dudng cta san xut dudmg thi sb luong lai rat han ché. Vi vay, ngudn
nguyén lidu tiém ning I6n cho san xut protein vi sinh hay céc san phim hitu ich khac,
chinh 14 sinh khéi lignoxenluloza, trong d6 gd 1a dang nguyén liéu chét lwong cao ¢4 ham
lugng hydrat cacbon chiém t6i 65-70%. St dung céc loai phé phu pham ndng nghiép khéac
nhu rom ra, bd mia, than ciy ngd hay co cdy khac khong kha thi vé quy m6 san xuét va

hidu qua kinh té, gap nhiu kho khan trong thu gom, bao quéan va ton tri.
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Hién nay, san lugng dim manh nguyén liéu gidy chi yéu 12 g keo tai twgng cia Viét
Nam mdi nam dat x4p xi 10 tridu tan, phuc vu san xuét bot gidy trong nuéc va phén 16n
xuét khiu sang cac nudc trong khu vuc. Trong qua trinh ché bién dim manh gd nguyén
liéu gidy, hinh thanh khoang 2-3% phé liéu 1a d&m manh vun khong hop quy cach cho
san xudt bot gidy, duoc tap trung tai cac nha may san xuét bot gidy, cac nha may ché bién
dim ménh nguyén lidu gidy. V& thanh phén héa hoc, chét lwong ctia dim méanh khong
thua kém nhiéu so v6i dim manh nguyén liéu. Su khac biét chi 1a kich thudc nho va dé
bi phan hiy sinh hoc hon & diéu kién tu nhién. Phuong thitc tAn dung hién nay véi s6
lrgng dim manh nay 13 chua hiéu qua: duge sir dung nhu mot dang phé thai 1am chét d6t,
phan bon vi sinh, con lai thai bd. Vi viy tdn dung dé san xudt protein 13 giai phap cong
nghé mang tinh sang tao va thuc tién. Hon nita, nhu cAu protein 1am thirc An chin nuoi la
rat 16n va khong nglmg tang.

Trén thé giéi hién nay protein don bao hay nim men Torula dugc san xuit tir g bing
hai phuong phap: nudi cy nidm men (céc chiung Candida utilis, Candida tropicalis,...)
trong dung dich duong thu dugc tir qué trinh xtr ly dich den niu bot gidy sulfit, va nudi
cdy nAm men trong dung dich duong thiy phan g6 bang axit loang & nhiét do cao (150~
200°C). Ca hai phwong phdp déu dwa trén co s¢ thiy phan hydrat cacbon cia gb
(xenluloza va hemixenluloza) bang axit lodng & nhiét do cao.

Phuong phép thtr nhit 12 nhim tin dung dudng chu yéu 12 pentoza (C5) ctia dich den
(chét thai 10ng san xudt bot gidy theo phuong phap niu sulfit & nhiét 6 150-160°C). Han
ché phwong phap nay 1a chi stt dung dung dich dudng pentoza d& nudi cdy nAm men, tuy
nhién do muc tiéu 1a xir Iy chét thai san xuét, nén c6 thé xem 12 hidu qua vé mit k§ thuat
va kinh té. Phuong phép th hai duge 4p dung & quy md cong nghiép dé san xudt protein
don bao, theo d6 gd duogc thily phan bing axit sulfuric loang nhiét do 150-180°C, thu
dugc dung dich dudong C5-C6 va chét thai ran 13 lignin thiy phan, sau d6 dung dich dudng
duge xtt Iy qua nhidu bude lién tiép bao gdm céc budc trung hoa, lam sach bang suc khi
va sit dung chét tro 1ing. Han ché va nhugc diém ciia cac phuwong phép nay 12 hiéu suét
duong thu dugc thip, chi dat 60-70% so véi tinh theo 1y thuyét, do dudng tao thanh bi
phan hity manh & nhiét d cao, cac san phdm phu tao thanh tc ché qua trinh 1én men cia
nim men, nén hiéu qua khong cao. Bén canh d6 dudng hoa & nhiét do cao bang axit gdy

6 nhim méi trudong, nén nhidu noi da phai budc ngimg san xuét.
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Dbi v6i ca hai phwong phép, dung dich duong thu dugc ¢6 pH thip (khoang 1,3),
chira nhiéu tap chit @rc ché qu4 trinh 1én men cua nidm men, nén doi héi phai xit 1y phuc
tap va kéo dai, can phai diéu chinh pH lién tuc cua dung dich duong trong qua trinh nudi
chy ndm men, do ndm men chi phét trién t6t trong diéu kién pH 6n dinh. Nhiing vin dé
khac nhu st dung thiét bi chuyén dung chéng #n mon axit & nhiét do cao, 6 nhiém moi
treong van hién hiru.

Puong hoa bang enzym 14 gidi phap thay thé hiéu qua, dugc nghién ctru phat trién
manh trong nhitng nam gan déy, vdy nhung cho dén nay chi c6 enzym xenlulaza xuc tac
thily phan xenluloza thanh glucoza 1a dat hiéu qua cao, nhung doi héi phai tién xt ly
nguyén lidu gb bang céc tac nhan khac nhau, dé tach cac thanh phan khong phai xenluloza
trude khi thiy phan xenluloza bang enzym. Hién van chua c6 loai enzym nao c6 thé thay
thé hiéu qua axit vo co lam xuc tac thity phan hemixenluloza trong thanh phin cua sinh
khi gd.

Trong nudc da c6 giai phap hiru ich “Phuong phap san xuét etanol sinh hoc tir phé
liéu gb cting” duge cAp bang doc quyén sd 1161 nam 2011, v6i gidi phép duong hoéa phé
lidu gb keo tai twgng va bach dan urd theo quy trinh hai budec, 1a tién xir Iy phé lidu gd
bang axit sulfuric lodng khong thu duong va nau kiém két hop véi thity phan xenluloza
bing enzym Cellic Ctec2. Glucoza dugc 1én men thanh etanol. Chua c6 nghién ctu va
tng dung nao vé sir dung dudng glucoza thu dugce bang phuong phap thity phan enzym,
cho san xuét protein don bao.

NAm men 13 loai vi sinh vét dau tién duoc nhan biét mot cach khoa hoc (Barnett,
2003), duge nghién ctru k§ nhit va dugc chip nhan rong rai boi ngudi tiéu ding. Nam
men hiém khi gdy chét ngudi hogic gay bénh va c6 thé duoc str dung dé cung chp thirc an
cho con ngudi. Méc du ham lugng protein trong nidm men kho vuot qua 60% nhung néng
6 céc axit amin thiét yéu nhu lysin, tryptophan va threonin van théa man (Gabriel et al.,
2014). Nguoc lai, chiing chira lugng nhé axit amin bi sulfat hoa - xystein va methionin.
Chiing ciing gidu cac vitamin (nhém B), va ham lugng axit nucleic khéac nhau tir 4 — 10%.
Chung thdm chi ¢6 kich thudc 16n hon nén viéc phan tach cling dé dang hon so véi vi
khudn. Chung c6 thé duogc stir dung & trang thai thd. Tuy nhién, tbc do sinh trudng riéng
ctia nAm men twong d6i cham vdi thoi gian sinh san 2 — 5h. Ning suét san xuét sinh khdi
ndm men trén thé gidi 1€n t6i 0,4 tricu tAn/ nam trong d6 0,2 triéu tAn ndm men cho san

xuét banh my (S. cerevisae) (Gabriel et al., 2014). N4m men san sinh axit amin tir cic
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axit vO co va luu huynh do cac mubi cung cip. Chiing chira cacbon va nang lugng tlr cac
phé phdm hitu co, nhu tinh bot, nudc sita, cli trai cdy bot gd, va dich ndu sulfit
(Upadhyaya et al., 2015).

Theo CN101781625B, ndm men Candida Pracis SUGS -01 dugc nhén nudi theo
phuong phap 1€én men ddng thoi trong it nhit 24 gid, trong moi trudong 1én men chira
duodng héng d6 35-36g/L ché tao tir bi mia theo phuong phép thily phén axit, bd sung
dudng chat 10-12g/L amoni sulfat, 12-13 g/L monokali phosphat, 0,05-0,06g/L. magie
sulfat va 4-5g/L methionin, tao pH ctia mdi truong 1én men 1 5,5-6,0 béng cach bd sung
NaOH, thu duogc ndm men Candida useis 1am phé dinh dudng phat trién rong, it san sinh
etanol trong qua trinh 1én men, kha nang tbng hop protein va cac chét twong tw manh mé,
va ¢6 trién vong ting dung cong nghiép t6t. Tuy nhién quy mo trién khai 1én men chi &
muc 1 lit/mé.

CN103289907A dé cap dén phwong phap 1én men rén ndm Candida dé thu protein st
dung 1am thirc &n chira protein va cc ing dung cla thirc n loai nay trong nganh chan
nudi. Candida useis dugc ciy vao moi trudng rén t8i wu hoa dé nudi cdy & 25-28°C, va
qué trinh 1én men quy md 16n dugc thuc hién sau khi nudi céy khuéch dai ba muc. Quy
trinh sén xuit don gian va 4n dinh, mat do té bao va ham luong protein cao, san phém 1én
men khong can tach loc va tinh ché, do d6 thtrc dn dam Candida useis rat d& phd bién dé
stt dung. Thong qua viéc bd sung san phim 1én men cta nidm Candida useis vao thic an
cho lon, c6 thé dat dugc cac tc dung t5t nhu ngdn ngira cdc bénh dudng tiéu hoéa, thic
dly tang truéng, ting trong.

Theo quy trinh nhan nudi nidm men cta N.D. Dimova va céc c¢dng su ( N.D,Dimova
et al., Biotechnological Equipment, 24 (1), 2010), cac ching ndm men Candida tropicalis
va Candida utilis d3 duoc nudi cdy trong dich duong nbéng dod duong khir 20 g/L, ché tao
tir ¢6 va trdu bang cach thity phan axit sulfuric & 121°C trong 20 phut, bd sung dudng chét
(NH,)2S04 0,2% va KH>PO4 0,2%, cho hiéu suét sinh khdi ndm men 62-64 mg/g dudng.
Hiéu suit nAm men thip va duy tri pH trong sudt 70 gi nhan nudi. |

Trong médt cong bd gin ddy (Cristina Emanuela Barbosa Magalhaxes et al.,
Biotechnology Research and Innovation, 2(1), 2018), ching ndm Candida tropicalis
(KP276650) dugc nhan nudi trén dich dudong co6 ndng d6 duong khir 59,94 g/L, ché tao
tir thtty phan hemixenluloza cua bad mia bang axit sulfuric 1% (& 121°C trong 40 phut),

v6i thoi gian nhan nudi trong 96 gid, cho hiéu suit sinh khdi ndm men 0,1767 g/I/h, tic

4
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téng 16,9 g/L. Ham luong prortein cua nidm men dat 60,05%. V6i mot loai dung dich
duomg chit yéu C5, thoi gian nhan nuéi kéo dai, hiéu suét sinh khéi chi dat xép xi 29,2%
so v6i dudng khir. Trong qué trinh nhan nudi phai lién tuc bd sung dung dich NaOH dé
duy tri pH n dinh.

Pé san xut nAm men trén dich dudng tir phé lidu gb ché tao theo phuong phép thiy
phén axit hay dich den nau bot giéy sulfit, cac ching ndm men hién nay dang dugc st
dung & quy mo6 cong nghi¢p tai mot s6 nude nhu Nga, Ucraina, Belarus, My, Trung
Qudc,...1a cac ching Candida. Thyc té san xuét cong nghiép cho thdy, cac ching gidng
Candida déu 14 nhitng chiing hiéu qua, nhu Candida scottii cho ndng suét sinh khéi cao,
c6 thé tuyén ndi dé thu hdi hoan toan sau 1én men, tuy nhién kha néng duy tri sy séng va
phét trién cta ching duéi tac dung ciia cac yéu t6 G ché twong dbi thép, dong thoi gia
thanh nudi ciy cao. Candida tropicalis hay Tr. cuntaneum va hdn hop ching khac khang
trc ché twong ddi tt, nhung tdc d6 sinh trudng chim, mic du chung hép thu dudng tuong
abi triét dé va twong dbi phit hop d6i v6i ba hém san xuét cdn c6 ham lugng axit hitu co
cao. Bén canh d6 Candida tropicalis dugc khuyén céo khong st dung & quy mo cong
nghiép, bdi dd c6 nghién ciru cho thiy mot s6 chiing trong loai nay c6 thé gy bénh truyén
nhidm khi tiép xtic dai han. Candida utilis 13 ching ¢6 kha ndng hap thu higu qua ca
duomg C5 va C6, phit hop véi dich dudng tir g8, ddng thoi protein trong sinh khéi ¢6 chat
luong t6t. Han ché chinh ctia qué trinh nudi cAy ndm men trong céc loai dung dich dudng
hién nay, 1a pH cta dich 1én men thay dbi lién tuc trong qua trinh 1én men, &nh hudng dén
hiéu suit 1én men vi vy can phai lién tuc didu chinh. X4c dinh dwoc thanh phan dung
dich duong va hén hop dudng chét cn thiét b6 sung, tao cho dich 1én men c¢6 pH 6n dinh
trong subt qua trinh 1én men sé& tao ting truéng sinh khéi déu va két qua 14 hiéu suét sinh
khéi ndm men cao. P4y s& 12 sdng tao cua nghién ctru.

Vi vy, cn phat trién k¥ thut duong hoa g0 theo hudng tan dung dugc toan bd hydrat
cabon ctia gd, cai tién qua trinh dudng hoa gd @8 dat hiéu sut dudong cao hon, chét lwong
sinh hoc cta dung dich duong phut hgp hon véi qué trinh phat trién ctia ndm men khi nuoi
céy. T4t ca nhitng cai tién nay déu cho hiéu qua k¥ thuit va kinh té cao, phit hop v6i nhidu
loai ngudn nguyén lidu tuwong tu va kha thi &p dung trong didu kién thuc tién cua Viét

Nam cling nhu ngoai nudc.
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Ban chét k§ thuét ciia giai phap hitu ich

Muc dich cta giai phap hitu ich nham giai quyét nhiing vén @ tdn tai va han ché ciia
cong nghé hién dai, 4p dung d6i v6i ngudn nguyén liéu 12 phé liéu gb cta Viét Nam, aé
¢6 thé trién khai ap dung & quy mo cdng nghiép trong didu kién Viét Nam. Theo d6, giai
phép hitu ich d& cép dén qua trinh san xuét dung dich dudong tir ddm méanh vyn g0 keo tai
tuong, c6 chat lugng sinh hoc cao phit hop cho nudi chy ndm men tir chiing Candida utilis
cho hiéu suit protein cao, cu thé 1a:

Duémg hoa phé liéu gd gom hai buéce chinh:

+ budc thi nhét: thiy phan bing axit sulfuric lodng, & nhiét d§ 140°C trong thoi gian
gi6i han dé thity phan hemixenluloza thanh duong xyloza (dudng C5). Qua trinh nay duogc
tién hanh twong ty nhu céc qua trinh dang 4p dung & quy md cong nghi€p, nhung qua
trinh thiy phan dugc t8i wu hoa cho hiéu suit duong dat >80% so véi ly thuyét, nho sir
dung nguyén liéu c6 kich thuéc nho;

+ budc thu hai: xa Iy ba rin con lai bing kiém dé thu xenluloza va dudong hoa
xenluloza bing enzym xenlulaza. Qué trinh dudng hoa dugc tién hanh & nhiét do thap
(50°C) tiét kiém ning lugng, khong doi hoi thiét bi thiy phan chuyén dung va don gian
vé van hanh, cho phép san xuét duong glucoza véi hiéu suit dat >90% so véi tinh theo ly
thuyét.

Nudi cdy nim men trong dung dich dudng hén hop, dwoc phdi tron tir dich duong
xyloza da qua xir Iy ¢6 pH=4,0 va dung dich duong glucoza c6 pH=5,1-5,2, va khi bd
sung dudng chit v6i thanh phén t6i wu, tao thanh mot dung dich ¢6 pH 6n dinh nhu mot
dung dich dém trong khoang 4,5-4,6 trong sudt qué trinh nudi céy ndm men, vi vay nim
men phét trién t&t, sinh khdi ting trudng déu va hidu suit chung cia qua trinh cao hon.

Sir dung dung dich glucoza thu dugc tir gd bing phuong phép thity phan enzym aé
nudi cdy ndm men 13 gidi phép cong nghé méi chua c6 trong nuée va trén thé gidi. Bén
canh d6, c6 thé st dung hai loai dich dudng dé nuoi céy ndm men riéng biét, déu cho nim
men phat trién tdt, nhung trong qu4 trinh 1én men can didu chinh pH lién tuc & dam bao
diu kién thich hop cho 1én men, trong khi phdi tron hai loai dich dudng v6i nhau theo ti
16 nhét dinh, két hop véi t8i vu hoa thanh phén dudng chét, s& tao duoc dung dich dudng
hén hop c¢6 pH 6n dinh trong sudt thoi gian phat trién cia nAm men, cho qua trinh Ién

men dat hiéu sudt sinh khéi cao. D4y 1 sang tao ciia qué trinh tao dich duong cho nudi
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cdy nam men, dap (mg hiéu qua cao ctia qua trinh 1én men protein don bao va nang cao
tinh kha thi 4p dung vao thuc tién.

Quy trinh san xuét protein don bao tir phé liéu gd 12 ddm manh vun g0 keo tai twrong
theo giai phap hitu ich bao gdm céc bude: a) thiy phan axit; b) nguoc bién dich duong;
¢) trung hoa dich duong; d) lam sach dich dudng thiy phén axit; e) rira ba sau thity phin
axit; f) niu kiém; g) dudng héa bang enzym; h) loc dich duong thuy phan enzym; i) nhin

nudi ndm men; k) c6 ddc nam men; va 1) Say ndm men.

M5 ta vin tit hinh vé
Hinh 1 thé hién so d0 khdi qua trinh san xuét protein don bao tir phé lidu g6 dugc ap

dung cho céc quy mo thiét bi khac nhau.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, gidi phép hiru ich duge mo ta chi tiét ciing v6i cac phuong an thue hién cu
thé. Tuy nhién cac phuong 4n thuc hién chi nhim muc dich bdc 16 giai phép hitu ich, ma
khéng nham muc dich gi6i han pham vi yéu ciu bao ho ctia giai phéap hitu ich.

Theo giai phép hitu ich, nguyén liéu 1a ddm manh vun gb keo tai twong, duoc thu gom
tir qua trinh sang chon ddm méanh nguyén liéu gidy, c6 kich thuée va do 4m phu hop. Tuy
thudc vao tinh trang cda nguyén li€u, dim manh cé thé duoc sang chon dé thu duoc
nguyén liéu c6 kich thuéc ddng déu, hay dé lam sach dit, cat hodc céc thanh phan khéng
phai gd khac, c6 thé 1An trong qu4 trinh thu gom, ton trit nguyén liéu.

Dim manh vun gb keo tai teong c6 thanh phﬁn héa hoc co ban khong c¢b dinh, d6 Am
11-12%, ham lwgng xenluloza 40-42%; pentozan 14-16%; lignin 21-23%; cé4c chét trich
ly béng axeton 2,0-2,2%; d0 tro 1,2-1,3%. Ham luong cac chét tan trong nudc lanh 5-6%;
ham lrgng céc chit tan trong nude néng 7-8%; ham lugng cac chat tan trong dung dich
NaOH 1% trong khoang 18-19%. Céac polysacarit d& thily phan chiém 27-28 %, céc
polysacarit khé thity phan chiém 38-39% khéi luong nguyén liéu.

Nén st dung loai nguyén liéu vira dugc thu gom tir qué trinh ché bién dim manh
nguyén li€u giéy, bao quan noi kho thoang, c6 mai che tranh mua, trudc khi st dung can
tron déu.

Quy trinh san xuét protein don bao tir phé liéu g6 14 dim manh vun g0 keo tai tugng

bao gom cac budec:
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a) Thiy phén axit

Nguyén liéu 12 phé liéu gb duge xir ly v6i dung dich H2SO4 0,75%, theo ti 18 1:8 (theo
khéi luong/thé tich) (1,0 kg phé lidu gd trén 8,0 lit dung dich), trong thiét bi phan Gng &
140°C trong 40 phut, sau d6 ha ap sudt, rdi chiét 14y dich duong, dé dua sang budce xt 1y
tiép theo (bude b). Ba ran con lai dua sang budc e) xtt Iy tiép. Ché @06 gia nhiét: tir nhiét
d6 phong (25-35°C) dén nhiét do 140°C trong 50-60 phut, bao 6n & 140°C trong 40 phut.
Két thuc thoi gian xt 1y, thi tién hanh xa ap trong thoi gian nhit dinh d& xa khi rdi tién
hanh chiét dich dudng.

b) Nguogc bién dich duong

Dich dudng thiy phan axit dugc dé yén & nhiét do 75-85°C trong 1 gidy, khong khudy
tron dé thity phéan céc oligosaccarit thanh monosacarit (xyloza va glucoza), ddng thoi cai
thién chét luong dich duong.

¢) Trung hoa dich dudng

Dich dudng dwoc 1an luot trung hoa bang dung dich Ca(OH)2 va NHs: Trude tién bd
sung dung dich Ca(OH), néng do 150 g/L, v6i lugng 4,0-4,1 g/L, & 70-75°C, t61 pH= 3,0-
3,5. Tiép do, bd sung dung dich NH;3 25% v6i lugng 2,9-3,0 ml/L t6i pH= 4,2-4,5. Duy
tri khudy tron dich dudng trong 40 phit d& két thiic phan tmg trung hoa. Sau d6 & ling
va 1am ngudi dich dudong dén 35-40°C, tach két tha dé thu dich dudng sau khi trung hoa.

d) Lam sach dich duong

Sau khi trung hoa, tién hanh suc khong khi v6i luu lugng 20 1it/L trong vong 60 phut,
rdi bd sung polyaluminium clorua (PAC) lam chét trg ling vé6i lwong 0,05 g/L, khudy déu
trong 1-2 phut, rdi dé ling trong thoi gian khoang 70 phut, sau d6 loc hodc gan dé tach
phdn dich trong 14 xyloza c6 ndng d6 14,0-14,5 g/L, pH=4,0 dé str dung.

e) R&a phén bi rén thu dugc sau thiy phan axit

Cip mot lugng nudce theo ty 18 (7,5-8,0):1 (theo thé tich/khdi lwgng phé ligu gd ban
du kho tuyét d6i) vao thiét bj phan g chira ba sau thiy phan axit, giit trong khoang 10-
30 phuat, roi chiét x4 phan nudc. Budc nay duge thuc hién nhim tach axit sulfuric du ra
khéi b ran.

f) Ndu kiém

B sung dung dich kiém gdm hdn hop NaOH va NasS véi lugng tuong tng 12 14,8%
va 4,8% so voi khbi luong phé lidu gb ban dau, vai ty 16 phé liéu gd ban dau kho tuyét

d6i:dung dich kidm 1a 1: (5,5-6,0), rdi gia nhiét t6i nhiét d6 tdi da 155-160°C, bao 6n
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trong 130 phut. Qu4 trinh gia nhiét phai thuc hién, sao cho thoi gian gia nhiét tir nhiét do
50-70°C dén khoang 110°C kéo dai trong khoéng 20 phut, bao 6n & nhiét do nay trong 30
phut (bao on giita), rdi tiép tuc gia nhiét dén nhiét d6 t&i da (155-160°C) trong khodng
20-40 phut. Trong thoi gian bdo 6n gitra, tién hanh xa nhe khi trong 10-20 gidy. Két thac
thoi gian néu, tién hanh do bot xenluloza, tach bo dich den, rira bot béng nude dén phan
ung trung hoa (pH cia nudce rua cudi trong khoang 6,5-7,5), rdi vit nudce thu duoc bot
xenluloza. |

g) Puong hoa bang enzym

B6 sung mot lwgng dung dich dém natri xitrat ¢6 pH=5,2 vao bt xenluloza theo ti 18
10:1 (theo thé tich/khdi lugng bot kho tuyét dbi) va enzym xenlulaza (loai SAE0020 cia
Sigma Aldrich hodc twong duong) véi lwgng khoang 400 FPU/100 g bot xenluloza kho
tuyét dbi, khudy tron déu huyén phti bot va gitt & nhiét d6 50°C trong 144 gid. Trong thoi
gian dudong hoa, can thudng xuyén khudy tron huyén phi bdt xenluloza. .

h) Loc dich duong thiy phan enzym

Huyén pht bdt xenluloza thu dugc sau qué trinh duwong hod dugce dem loc hodc dé
ling dé tach phan chét rin gém lignin va phan xenluloza chua thiy phan hét, thu duoc
dich trong 1a glucoza c6 ndng dd 50-55 g/L, pH=5,1-5,2 dé str dung.

i) Nhan nu6i nAm men

Dé nudi ciy ndm men, dich duong xyloza va glucoza dugc tron véi nhau theo ti 1€
thé tich 1a 1,2:1,0 d& thu dugc hén hop dich duong c6 ndng do xyloza khoang 7,5 g/L va
glucoza khoang 22,5 g/L, tong luong dudong khir khoang 30 g/L, pH trong khoang 4,4-
4.8.

Sau khi cdp dich duwong, bd sung dudng chit véi ti 16 1,7 g KCI; 13,8 g
Na;HPO4.12H20; 10,0 g Ure; 1,25 g cao nim men va 3,0 g MgSO4.7H,0 tinh trén 1 lit
dich duong.

Hon hop dudng chit ¢6 thé dwoc chudn bi riéng, khudy tron téi khi tan déu trong
nudc, 01 bd sung vao thiét bi 1én men, sau d6 bd sung chiing gidng Candida utilis véi ti
18 0,12-0,14 g sinh khéi/L dich dwdng. Sau khi bd sung dudng chat, pH cua dich dudng
trong khoang 3,9-4,0. Tién hanh diéu chinh pH cua dich nudi cdy bing dung dich NH;
ndng 4 5 % téi pH=4,5-4,6 (tiéu hao khoang 3,0 ml/L). Tién hanh gia nhiét (néu cn) t6i
nhiét @9 35-37°C va duy tri nhiét d6 6n dinh trong khoang 20 gio, téi khi néng d6 ndm
men dat 7,5-8,0 g/L (tinh theo ndm men kho) hodc hét tdng trudng sinh khéi. Duy tri suc
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khi v6i Ivu lugng 45-50 L/L/h. Trong thoi gian nuoi cdy tién hanh theo doi thay dbi pH.
Gia tri pH ¢6 thé tiang t6i khoang 5,0-5,2 khi ting trudng sinh khéi dat mirc t6i da, vi vay
can bd sung dung dich NH; 5% @8 duy tri pH 6n dinh. Két thic qu4 trinh 1én men, d&
dich 1én men va chuyén sang budc tiép theo.

k) C6 dic ndm men

Dich 1én men chira sinh khéi ndm men thu dugc dugc dem loc, cd dic béng cach ly
tam dé thu duoc sinh khdi ndm men c6 d6 kho tir 25-27%.

1) Sy ndm men

Sinh khéi nAm men thu dugc duge dem sdy bang phuong phép sdy thing hoa, hoic
séy phun t6i d6 kho tir 94-95%; ham luong protein tho tir 56,7-57,8 %; ham lugng xo thd
tir 0,37-0,38 %: do tro thd tir 11,6-14,2%; hiéu suit nAm men dat duoc khoang 8-9% so
v6i khdi lugng phé lidu g kho tuyét dbi.

Ching ndm men Candida utilis 13 ching gidng duoc nhan nudi tir ching gidng gbc
Candida utilis NBRC10707 (ATCC22023) ctia Trung tdm nghién ctru sinh hoc Quéc Gia
Nhat Ban, duoc luu gitt tai Vién Cong nghiép thuc phém dudi nhan Candida utilis
060920.

Vi du thwe hién gidi phap hitu ich

Vidul

Can 300 g phé liéu gd ¢6 d6 Am 11,34% duogc 14y tir nha may gidy Bai Bang (Tong
Cong ty Gidy Viét Nam), chuyén vao thiét bj phan ting dung tich 3,5 lt, rdi bd sung 2,4
lit dung dich axit sulfuric ndng d9 0,75%. Tién hanh gia nhiét tir nhiét d¢ 32°C dén 140°C
trong 52 phut, rdi bao 6n & nhiét dd nay trong 40 phut. Sau d6 1am ngudi thiét bi bang
nude lanh dé ha 4p suét, roi tién hanh chiét dich dudong sang binh thity tinh dung tich 3
lit, thu duge 1,62 lit dich dudmg, giit trong bé én nhiét & nhiét d6 75°C trong 60 phut. Tiép
theo, trung hoa dung dich dudng bang 6,5 ml dung dich Ca(OH), néng d6 150 g/L, sir
dung may khudy diia truc dung dé khudy tron déu trong 10 phat, dén khi pH ctia dung
dich 6n dinh va dat 3,2. Sau d6 bd sung 4,8 ml dung dich NH3 25% va khqu déu cho pH
dat 4,4. Duy tri khudy tron dich dudng trong 40 phut dé két thic phan @ng trung hoa, sau
d6 dé lang va lam ngudi dich dudng dén 35°C, tach bd két tia dé thu dich dudng sau khi
trung hoa. Tiép do, tién hanh suc khong khi tir bom suc khi céng suét 32 lit/h trong 60
phiit, b6 sung 0,08 g PAC, lai khudy déu trong 1 phut, rdi dé ling trong 70 phut, khi d6
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nhiét d6 dung dich ha Xuéng con khoang 38°C. Sau d6 loc bang bo loc hiit chan khong dé

tach két tia, tach bot bin va thu 1650 ml dung dich dudng xyloza c6 mau sim c6 nbng
do6 xyloza 14,01 g/L.

Song song voi xtt ly dich duong thiy phéan axit, cap 2,0 lit nuéc vao thiét bj phan
{ing, giit trong 10 phut dé axit tir ddm méanh khuéch tan vao dung dich, rdi chiét dung dich
ra khéi thiét bi. Tiép d6 bd sung 1,6 lit dung dich kiém chira 44,4 g NaOH va 14,4 g NasS
(da dwoc dun néng dén nhiét d6 60°C), rdi gia nhiét t6i 110°C trong 20 phit. Khi nhiét do
dat 110°C thi ngirng gia nhiét va gitt trong 30 phut. Sau do tiép tuc gia nhiét t6i 155°C
trong 24 phut, rdi bao 6n trong 130 phit, sau d6 tién hanh 1am ngudi thiét bi phan tng.
Khi 4p suit ha xubng con 0,2 MPa thi tién hanh chiét dich den ra binh thuy tinh 3 lit, thdo
do thiét bj phan tng va chuyén ba rén 12 bot xenluloza sang sang bot, rira bang nuéc dén
phan tng trung hoa (pH cta nudc rira cudi trong khoang 6,5-7,5), danh toi bang may danh
toi, bd sung 2 lit nudc va d4nh toi bot trong 5 phut, sau d6 vét nude bang bd loc hut chan
khong, fhu duge 502 g bot xenluloza c6 do kho 28,2% (141,5 g bot xenluloza khd tuyét
dbi).

Chuyén bot xenluloza vao binh thity tinh dung tich 3 lit, bd sung 1415 mL dung dich
dém natri xitrat pH=5,2. Tiép theo b6 sung 0,5 g enzym SAE0020 (loai Cellic Ctec2 cla
Novozymes hoat lyc 1126 FPU/g), dit trong bé khudy siéu 4m trong 20 phit, rdi chuyén
vao ti Am cai dit nhiét do & 50°C trong 144 gid. Sau d6 tién hanh loc dich duong glucoza
bang bd loc hut chan khong, thu dwgc 1364 mL dung dich glucoza ¢ ndng do 51,6 g/L ,
pH=5,1. Loai b6 phan ba rin con lai 12 lignin.

Phéi tron 1650 mL dung dich xyloza véi 1364 mL dung dich glucoza thu dugc & trén
va chuyén vao thiét bi 1én men dung tich 5 lit, bd sung cac hop chit KCI;
Na;HPO4.12H,0; ure, cao ndm men va MgS04.7H20 véi khéi lugng twong tmg 13 5,1 g;
41,5 g; 30,0 g; 3,75 g va 9,0 g, rdi tién hanh khudy tron déu dén khi cac chét bd sung hoa
tan hét, sau d6 bd sung 0,38 g sinh khbi ndm men ching gidng Candida utilis, tién hanh
khudy, bd sung dung dich NH3 ndng d6 5% t6i pH=4,6, cép khong khi tir bom suc khi
v6i cong sudt 150 lit/h va tién hanh qua trinh 1én men trong 20 gid, duy tri nhiét d6 6n
dinh & 35-37°C, diéu chinh pH trong khoang 4,6 bang cach bd sung dung dich NH3 5%.

Sau khi két thac 20 gid Ién men lién tuc, khi dich 1én men c6 néng d6 sinh khéi 7,51
g/L (tinh theo ndm men kho) thi ngimg 1én men va loc, cd dic sinh khdi bang thiét bi Iy

tam, thu nAm men 4m va séy t6i do kho tir 94-95% dé thu dugc 22,5 g sinh khéi ndm
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men kho 12 protein don bao c6 ham Iugng protein thd 57,2 %, ham lugng xo thd 0,38 %,
va d0 tro tho 13,4%.

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh néu trong giai phap nhim tan dung ddm manh vun g0 keo tai tuong, mot
phé phﬁ phim ctia nganh coéng nghiép san xut bot gidy, dé san xuét protein don bao, 13
san phim c6 gia tri va hitu ich, dép tng nhu cAu lam thtrc 3n chin nudi gia suc, gia cAm,
nang cao hi¢u qué st dung ngudn chét thai san xuit. Quy trinh nhim duong héa dugc
toan bd hemixenluloza va xenluloza clia phé liéu gd, st dung ddng thoi ca hai loai dudng
xyloza va glucoza thu dugc cho nu6i cdy nAm men nhim thu sinh khéi nAm men 13 protein
don bao. Quy trinh dugc thyc hién don gian c6 thé 4p dung duoc khi san xuit & quy md

cong nghiép.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh san xuét protein don bao tir phé liéu gd 1a dim manh vun gb keo tai
trong bao gdm cac budc:

a) thiy phén axit

xtt Iy phé lidu gb v6i dung dich H2804 0,75% theo ty 18 1:8 (theo khdi lugng/thé tich)
¢ 140°C trong 40 phut, ché d6 gia nhiét: tir nhiét do 25-35°C dén nhiét d6 140°C trong
50-60 phit, bao 6n & 140°C trong 40 phut; chiét dich duong dé thu dich dudng va phéan
b3 rén sau thuy phan axit;

b) nguoc bién dich duong

dich dudng thu duge & budce a) duge dé yén & nhiét do 75-85°C trong 1 gior dé thiy
phén céc oligosacarit thanh monosacarit;

¢) trung hoa dich duong

dich dudng thu duge & bude b) duge xi Iy 14n lugt bing dung dich Ca(OH), ndng d6
150 g/ & 70-75°C t6i pH= 3,0-3,5, dung dich NHj3 25% t6i pH= 4,2-4,5; duy tri khqu
tron dich dudng trong 40 phut; dé lang, 1am ngudi dich dudong dén 35-40°C, tach két tia
dé thu dich duong sau khi trung hoa;

d) 1am sach dich duong

tién hanh suc khong khi dich dudng thu duge & bude ¢) véi luu lugng 20 1it/L trong
khoéng 60 phit; bd sung polyaluminium clorua (PAC) véi lugng 0,05 g/L vao, khudy déu
trong 1-2 phiit; dé lang trong khoang 70 phit, sau d6 loc tich két tia dé thu dich duong
xyloza c6 ndng do6 14,0-14,5 g/L;

e) rira phan ba rin thu dugc sau thily phén axit

b sung nuéc vao phan ba ran thu duge sau thuy phan axit theo ti 1& (7,5-8):1 (theo
thé tich/khdi luong phé liéu gb ban dau khé tuyét dbi), giit trong khoang 10-30 phit aé
loai bo axit du ra khoi ba rin, sau d6 tach bo phﬁn 'nuc’rc;

f) néu kiém

b6 sung dung dich kiém gdm hén hop NaOH va NayS vao phan ba rin thu duoc &
buédce e) v6i lugng twong ung 13 14,8% va 4,8% so véi khéi luong phé 1idu gd ban déu,
v6i ty 18 nguyén liéu gd ban dau kho tuyét dbi:dung dich kiém 1a 1: (5,5-6,0), gia nhiét
theo ché do: tang nhiét d6 tir 50-70°C dén khoang 110°C trong khoang 20 phut, bao 6n &
nhiét d6 nay trong 30 phut, tiép tuc gia nhiét dén nhiét d6 t6i da 1a 155-160°C trong
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khoang 20-40 phat, bdo 6n & nhiét d6 tdi da trong 130 phit; tién hanh d& bot xenluloza,
tach bé dich den, rira bdt bing nudc dén phan tmg trung hoa, vét nuée dé thu duogce bot
xenluloza;

g) dudng héa bang enzym

bd sung dung dich dém natri xitrat c6 d0 pH=>5,2 vao bt xenluloza thu dugc & bude
h) theo ti 1€ 10:1 (theo thé tich/khdi lugng bot khd tuyét d61) va enzym xenlulaza (loai
SAE0020 ctia Sigma Aldrich) vé6i lugng khoang 400 FPU/100 g bot xenluloza kho tuyét
dbi, khudy tron déu huyén phii bdt va gitt & nhiét o 50°C trong 144 gio;

h) loc dich dudng thuy phan enzym

huyén phii bdt xenluloza thu duge & budce g) duge dem loc @& tach bo phan chét rin
gdm lignin va phan xenluloza chwa thity phan hét, thu duge dich dudng glucoza c6 ndng
do 50-55 g/L, pH=5,1-5,2;

i) nhan nudi nim men

tron dich duong xyloza thu dugc & bude d) véi dich duong glucoza thu duge & bude
h) theo ti 16 thd tich 1,2:1,0; bd sung dudng chdt vao véi ti 16 1,7 g KCI; 13,8 g
NaHPO4.12H>0; 10,0 g Ure; 1,25 g cao ndm men va 3,0 g MgS04.7H20 trén 1 lit dich
dudng; bd sung ching Candida utilis NBRC10707 (sb6 dang ky tai ATCC 22023) véi ti
16 0,12-0,14 g sinh khi /L dich dudng, va tién hanh nhan nud nidm men trong khoang 20
gid t61 khi néng do nim men dat 7,5-8,0 g/L tinh theo ndm men kh hoic hét ting truong
sinh khéi; cac didu kién nhan nudi: duy tri pH cla dich nudi cdy trong khoang 4,5-4,6
bing dung dich NH3 5 %, suc khi v6i luu lugng 45-50 L/L/h, duy tri nhiét d§ cua dich
nudi cdy & 35-37°C;

k) ¢b dic ndm men

dich 1én men chia sinh khdi nAm men thu duge ¢ bude i) duge dem loc va ¢d dic
bing cach ly tAm dé thu sinh khdi nAm men c6 d6 kho tir 25-27%;

1) siy ndm men

sinh khdi ndm men thu dugc duge dem sdy t6i do kho tir 94-95% 1a protein don bao
¢6 ham lugng protein tho tir 56,7-57,8 %, ham lugng xo thd tir 0,37-0,38 %, va do tro tho
tr 11,6-14,2%.
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