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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh thu hdi cac polyeste tir sinh khéi chira polyeste,
cu thé 1a chiét xudt va lam tinh sach cac hat polyeste, cu thé 1a cac
polyhydroxyalkanoat (PHAs) tir sinh khdi té bao. Cu thé hon, sang ché @ cap dén
phuong phép chiét xuit va 1am tinh sach PHA va cac hat polyeste khac bing quy trinh
thu hdi tw nhién va than thién véi méi trudng 4p dung hé tiéu hoa cta cac dong vt phu
hop.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Céac chit déo chic chin 1a mot trong cc vat liéu hiru ich nhét dugc phéat minh
boi con ngudi. Do céc tinh chét vat liéu da dang va d6 bén, trong lwong nhe va d& dang
xir 1y, chi phi thip va tinh tro, nén chét déo dwgc tmg dung phd bién trong cudc sdng
hién dai. Cac chét déo thuong mai dugc san xuét tir cac ngudn hoa dau, cac ngudn nay
khéng thé tai tao va s& can kiét vao mot ngdy nao d6. Ngoai ra, cac chit déo hoa dau
khong thé phan hiy sinh hoc dugc va do d6 khong thé duge ddng hoa boi hé sinh thai
tu nhién ctia con ngudi. Pé gii quyét nhitng van dé nay ciing voi sy nhén thirc diy da
tdm quan trong cua chit déo trong cudc séng hién dai cia chung ta, ngay cang co
nhiéu su quan tam dbi voi chit déo co thé phéan huy sinh hoc cé thé duoc tao ra tir cac

nguodn c6 thé tai tao.

PHAs va axit polylactic (polylactic acid - PLA) 13 hai vi du vé cac polyeste gbc
sinh hoc va c6 thé phan huy sinh hoc ¢6 cac dic tinh déo néng. Nhiéu nghién ciru da
dugc thuc hién trén ca hai polyeste gdc sinh hoc nay. Nhiéu loai vi sinh v4t xuét hién
tu nhién tao ra PHASs v&i cac diéu kién cia nguf‘m cacbon du thira. PHAs duogc tich tu
duéi dang céc hat khong tan trong nuée trong té bao chit. Viéc sir dung k§ thuét di
truyén cho phép tao ra céc vi sinh vt tai td hop va thuc vét bién dbi gen vdi kha nang
san xudt cac loai PHAs khac nhau. Gan day, cling d4 chimg minh dwgc ring céc té bao

vi khun tai t6 hop c6 thé san xuét ca PHAs va PLA.

Mot thich thirc 16n trong viéc san xuit PHAs 1a chiét xut va 1am tinh sach
PHAs tir sinh khéi té bao. Thong thudng, sinh khéi té bao co thé truc tiép dugc dua t6i

cdng doan chiét xuit PHA bang cach st dung hdn hgp natri hyperclorua, natri hydroxit
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(hodc kali hydroxit) va axit (ching han axit clohydric hodc axit sulfuric) c6 hodc
khong c6 su xir ly truéc enzym dé thiy phan thanh té bao. Cac hat PHA dugc giai
phong tir cac té bao nay sau d6 duoc thu hdi bang cach ly tim va sdy kho. Ngoai ra,
sinh khéi t& bao ciing c6 thé duoc dua t6i cong doan chiét xuit PHA bang cach sir
dung hén hop céc dung mdi dic trung, ma hoa tan dugc PHA. Dung dich dung méi
chira PHA da hoa tan sau d6 dugc cd dic va dugc bd sung vao dung dich khong phai
dung mdi dan dén lam két tha PHA, PHA nay sau d6 c6 thé dugc thu hdi va sdy kho.
Quy trinh chiét xuit dung mdi sau s& lam cho PHA c6 trong lugng phén ti khé cao
trong khi phuong phép chiét xuét dung dich nudc trude cé sir dung natri hyperclorua
lam cho PHA c¢6 trong lugng phan tir thdp hon do cac diéu kién c6 tinh axit va kiém
lam pha v& céac phan tirt PHA. C4 hai quy trinh nay khong chi t6n thoi gian va tién bac
ma con khong than thién véi méi truong. Cac quy trinh chiét xudt lam cho PHASs c6
khé ning than thién véi méi trudng ton chi phi cao hon so véi chit déo héa dau. Ngoai
ra, cc quy trinh nay con cdn dén nhidu ning lwong va din dén su phat thai cacbon
dioxit va cac chit gdy 6 nhi®m mai trudng khac, ching han nuée thai nhiém axit, bazo,

hoéa chat va dung moi.

C6 mot sb cong nghé da bdc 16 trong cac giai phap ky thuat da biét dé cap dén
phuong phép chiét xuit hodc thu hdi PHAs tir sinh khdi. T4t ca cac cong nghé dugc
bao cdo cho dén nay trong cac giai phap k¥ thuat da biét nay van dua vao viéce sir dung
cac dung moi va/hoic héa chit, cic phuong phap nay lam cho cac PHAs thu dugc
khong than thién vi moi truong.

Pon yéu ciu cip patent M§ s US2006105440 d& cap dén phuong phap san
xudt PHA bing cach chiét xuét, tich va 1am tinh sach PHA tir sinh khdi chira PHA c6
khéi lugng phén tir trung binh 16n hon 2000000. Sinh khéi dwoc 1am néng & nhiét dd
nim trong khoang tir 40°C dén 500°C trudc khi dung mdi hitu co aprotic dugc bd sung
vao trong sinh khéi. Sinh khdi c6 thé tiép tuc dugc 1am néng & nhiét dd nim trong
khoang tir 40°C dén 200°C. Dung mdi aprotic ciing c6 thé duoc sir dung cing véi
nude va/hodc ruou. Phuong phép nay c6 kha ning san xudt PHA véi kha niang hoat

dong t6t, tuy nhién viéc xir Iy cac dung méi hiru co aprotic 12 can thiét.

Pon yéu ciu cip patent My s6 US2005222373 ciing dé cap dén phuong phap
san xuét tinh thé PHA. Phuong phéap nay bao gdm budc tron dung dich PHA trong mot
dung moéi t6t v6i mot dung moi x4u & nhiét ¢ nam trong khoang tir 50°C dén 130°C

-3-



19703

@& 1am két tia PHA. Tinh thé PHA & thé 16ng thuong khé thu dugc thi nay c6 thé dugc
san xuit bang phuong phap nay. Tuy nhién, phuong phap nay van con ap dung viéc

chiét xuat dung moi, trong d6 yéu cau cac hoa chat cu thé.

Patent My s6 US5918747 ciing boc 16 quy trinh thu hdi PHAs bang céch sir
dung phuong phép chung cAt phan doan ly tdm tir nguyén liu c6 ngudn gde sinh hoc.
Quy trinh nay bao gém cic budc nghién nguyén liéu c6 ngudn gdc sinh hoc trong chét
16ng, phan tach PHA khdi céc thanh phan khéc ciia nguyén liéu c6 ngudn gbc sinh hoc
bang phuong phap chung c4t phan doan ly tdm dé c6 dugc su chia tach chit rin-chit
rin va thu hdi PHA. Mic du budce ly tim dugc thém vao dé tao thuan loi cho sy chia
tach chét rén-chit rin, nhung van cin dén cac hoa chét khac, chéng han cac dung moi

cacbon dugc clo héa va cac dung moi hitu co & the 16ng.

Quy trinh thu hdi PHA bang cach sit dung phuong phép tach bang khong khi
cling da dugc boc 19 trong patent My s6 US5849854. Phuong phap nay bao gdm budc
nghién nguyén liéu c6 ngudn gdc sinh hoc, nguyén liéu co ngudn gde sinh hoc dugc
tach bing khong khi sao cho cac hat PHA dugc tach ra khoi cac thanh phan khac cia
nguyén liéu c6 ngudn gbc sinh hoc, va thu hdi PHA. Quy trinh nay vin yéu cau cén c6
mot chit 16ng thich hgp va ciling can thuc hién mot vai bude chung cét phan doan
trude khi thu duge PHA.

Cong bd don qubc té sd W02006103699 ciing @& cap dén quy trinh chiét xuét
PHA tir vi khudn bang cach st dung phuong phép nudi chy xa khuén lytic t& bao
thwong mai ¢6 sin. Vi khuan dé san xuit PHA duogc nudi cdy trong khoang thoi gian
tir 2 dén 3 ngay va duogc dun nong & nhiét o nim trong khoang tlr 50°C dén 80°C,
trude khi viée nudi cdy xa khuén duge bd sung vao quy trinh nudi cdy vi khuan. PHA
dugc thu hdi bé’mg dung moi khong thé tron 14n nudc hodic chit hoat dong bé mit va

chét cang hoa.

Hau hét cac cong nghé duge boc 16 trong céc gidi phap k¥ thuat da biét déu dua
trén khai niém chiét xuét dung méi va yéu cau cac k¥ thuat phttc tap khéc nhau. Dya
trén nhitng diéu trén day, ro rang la c6 nhu cau cdn mét quy trinh don gian, tu nhién va
tiét kiém d& thu hdi PHASs va c4c nguyén liéu polyeste khéc tir sinh khéi.

Ban chit ky thuit ciia sang ché
Muc dich chinh cta sang ché 14 dé xuét quy trinh cai tién va don gian cho viéc
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chiét xuét va lam tinh sach PHAs va c4c polyeste khac tir cac ngudn sinh hoc.

Muc dich khéc cua sang ché 1a dé phat trién quy trinh chiét xuit va lam tinh
sach céc hat polyeste, cu thé 12 PHAs tir cac té bao vi khudn ma khong cin st dung cac
dung mdi hiru co, phuong phap nay hoan toan tu nhién, than thién véi moi truong va
tiét kiém chi phi.

Muc dich khéac cta sang ché 12 d& xudt quy trinh thu hdi cac hat polyeste bing

cach ap dung hé tiéu héa cia cac dong vat thich hop.

it nhat mot trong cac muc dich trén day dugc dép tmg, toan bd hodc mot phin,
boi sang ché, trong d6 mot trong céc phuong 4n ciia sang ché 1a quy trinh thu hdi cac
polyeste tir sinh khéi chira polyeste, bao gdm budc cho dong vat in sinh khbi dé bai
tiét ra vién phéan chira cac polyeste; va tach cc polyeste nay khoi cac vién phan; trong
d6: cac polyeste cu thé 1a PHAs hodc PLA. Tét hon 13, PHAS 13 poly(3-
hydroxybutyrat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat),poly(3-hydroxybutyrat-
co-3-hydroxyhexanoat),poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-3-hydroxyhexanoat), poly(3-
hydroxyhexanoat-co-3-hydroxyoctanoat-co-3-hydroxydecanoat-co-3-
hydroxydodecanoat-co-3-hydroxytetradecanoat) hoic sw két hop bat ky cuia hai hoic

nhiéu hon cac chat noi trén.

Phuong 4n uwu tién khac ctia séng ché boc 16 sinh khéi thu duge tir sinh vét chira
polyeste, cu thé 1a PHAs. Tét hon 14, sinh khéi thu duoc tur thuc vat, tao, vi khuén lam,

vi khuan hodc su két hgp bat ky cla hai hodc nhi€u hon céc loai néi trén.

Phuong 4n wu tién khéc nita ciia sang ché bdc 160 dong vit trong phuong an ciia

séng ché 1a dong vat gdm nham, dé, clru, bo, chim hoéc sinh vat dudi nuéec.

Phuong 4n khéc nita cia sang ché boc 16 quy trinh thu hdi polyeste tir sinh khéi
chira polyeste con bao gdbm budc tao sinh khdi thanh thirc dn chan nudi trude khi cho
dong vat an. Tt hon 13, sinh khdi dd qua cong doan xir 1y nhiét trude khi duoc tao

thanh thirc an chan nubi.

Phuong 4n khac nita ctia sang ché 1a quy trinh thu hdi polyeste tir sinh khéi
chira polyeste con bao gdm budc lam tinh sach polyeste tir cac vién phan. Céc polyeste

nay c6 thé duoc lam tinh sach bang cach tich cc thanh phén c6 thé hoa tan trong nuwdce
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tir cac thanh phan c6 chira polyester khong tan trong nuéc bén trong cac vién phan.
Phuong an khac nita ciia sang ché 1a quy trinh thu hdi cac polyeste tir sinh khbi
chira polyeste con bao gdm budc lam khd cac polyeste da thu héi. Budc ép thanh hat

polyeste sau khi lam kho c6 thé cling dugc thyc hién theo phuong 4n wu tién cia sang

ché.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay sé dé dang hiéu r5
séng ché thich hop dé thuc hién cac muc dich trén va dat dugc cac két qua va uu diém
da d& cap, ciing nhu nhing dic diém vén c6 trong séng ché. Cac phuong 4n dugc md

ta & ddy khong nham muc dich gi¢i han pham vi cua sang ché.
M0 ta van tit cac hinh vé

Pé hiéu sang ché mot cach dé dang, sang ché dugc minh hoa c6 dya vao cac
hinh v& kém theo va cac phuong an uu ti€én qua phan md ta sau day, sang ché, cau truc,

hoat dong va cac vu di€m cia sang che s€ deé dang dugc hi€u va danh gia.

Fig. 1 thé hién hinh thai hoc cta cac té bao Cupriavidus necator, mdt trong cac
vi du coa cac té bao vi khudn dugc st dung cho viée san xudt PHAs nhu mo ta thong
qua mot trong cac phuong an wu ti€n cua sang ché, & giai doan dau ctia sy nudi cdy (a),
ngay tru6e khi thu hoach (b) va sau khi sdy lanh (c). Cac hinh anh nuéi cdy va thu
hoach 14 céc hinh anh dwoc nhin qua kinh hién vi pha sang twong phan phéng dai 1000
1an, trong khi hinh 4nh ctia céc t& bao dugce sdy lanh duge chup bing may anh k¥ thuat

sO; va

Fig. 2 1a hinh thai hoc vad ham lugng PHA trong vién phén clia nhitng con
chudt, mdt trong céc vi du vé dong vat dugc sir dung dé thu hdi PHAs nhu d3 md ta
thong qua mét trong cac phwong an wu tién cla sang ché, chiing da 4n céc té bao da

sdy lanh dugc thé hién trén Fig. 1.

M3 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén quy trinh chiét xuit va lam tinh sach PHA ciing nhu cac
hat polyeste khéc tir sinh khéi té bao. Cu thé hon 13, sang ché dé xudt phuong phép
chiét xudt va lam tinh sach PHA va cac hat polyeste khac bang quy trinh ty nhién va

than thi€n v4i moi trudng, 4p dung hé ti€u hoa ctua cac dong vat phu hgp.
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Sau day, sang ché s& dugc md ta theo cac phwong 4n uu tién cia sang ché va
tham chiéu dén cac hinh vé& va phin mé ta kém theo. Tuy nhién, cdn hiéu ring viéc
giéi han phdn mo ta ddi voi cac phuong 4n wu tién cta sang ché va cac hinh vé chi don
thuan gitp d& dang thio luan sang ché va hién nhién 1 nhitng ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay c6 thé dua ra nhitng thay ddi khac nhau ma khéng

vuot qué pham vi yéu cau bao hd.

Sang ché boc 16 quy trinh thu hdi polyeste tir sinh khéi chira polyeste bao gbm
budc: cho dong vat in sinh khbi dé dong vat bai tiét ra cac vién phan chua céc

polyeste; va tach cac polyeste tir cac vién phan nay.

Quy trinh dugc boc 16 trong sang ché 1a quy trinh sinh hoc hoan toan tu nhién
rét hiru ich cho viéc chiét xuét va tinh sach polyeste khong tan trong nudc tir sinh khbi
té bao. Quy trinh chi don thuén ap dung h¢ tiéu hda tu nhién cia dong vat phu hgp ma
khong cén st dung bit ky hoa chét hodc cac dung mdi nao khac cho viée thu hdi cac
polyeste. Vi vy, PHAs thu dugc thuc su ¢6 ngudn gdc sinh hoc va cé kha niang dap
tng yéu cau dbi v6i nguyén liéu polyeste than thién voi moi truong va hi¢u qua kinh

Ie
.S

te.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s& hiéu r5 thuc té ring
sinh khéi dugc sir dung dugc bt ngudn tir sinh vit c6 chira polyeste, cu thé 1a PHAs.
Nhitng sinh vt ndy c6 kha nang san xuit va tich tu PHAs ty nhién. T4t hon 13, sinh
vat 1a thuc vat, tao, vi khudn lam, vi khuén hodc su két hop cuia hai hay nhiéu hon cic
loai néi trén. Viéc san xuit PHAs theo quy mé thuwong mai bao gdm nudi cdy mot
lwong 16n vi sinh vat, chang han nhu vi khudn hoic t& bao vi khuin lam trong 10 phan
ting sinh hoc. Cac té bao t6t nhét 1a dugc nudi bing cac chét dinh dudng tidng trudng
cling nhu céc ngudn cacbon dé téng hop PHAs. Trong qué trinh 1én men dién hinh,
lwong PHAs dugc tich tu nhd cac té bao c6 thé 1én dén 80% khéi lwong cta khéi luong
khd ctia té bao. Cac ngudn cacbon c6 thé duge sir dung cho viéc tdng hop PHAs bao
gém cac loai duong (chﬁng han nhu fructoza), cac loai diu thuc vat (nhu diu dau
twong va dau cg) va cac san phim phu ndng lam trong cac loai chit nén khac. Qua
trinh 1én men méit khoang tir 36 dén 60 gidy sau d6 céac t& bao duogc thu hoach bing

phuong phép ly tdm ho#c dugc phép tich tu tw nhién thanh sinh khdi té bao co dic.

Trong séng ché, sinh khéi té bao chira polyeste c6 thé dugce cép truc tiép cho
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dong vat phu hop an. Theo phuong an wu tién cia sang ché, quy trinh duge boc 16 ¢6
thé con bao gébm budc dua sinh khdi vao cong thirc thirc an chin nudi trude khi cho
dong vat @n. Ban dau, sinh khdi t& bao, c6 thé 12 bot nhio té bao w6t thu duge & cubi
qua trinh lén men dién hinh cua sinh vat dugc sir dung lam thanh phén dé dugc dua
vao cbng thirc thirc &n chan nudi. Tét hon 13, sinh khéi té bao 1a ngudn dinh dudng
(protein va lipit) cho cac loai dong vat. Ly tuéng nhét, sinh khdi t& bao t6t nhét 1a
protein don bao (single cell protein - SCP) chira PHAs. Tét hon 13, sinh khéi dugc dua
qua cdng doan xtr ly nhiét trude khi duge dua vao trong thirc an chan nubi. Bén canh
d6 bot nhio té bao udt co dic, thirc dn chin nudi theo cong thic ¢co6 thé con bao g6m
tinh bot va bot dau twong. Hon hop nay sau d6 cé thé duoc ép thanh dang vién kho

trudce khi cho dong vat an.

Theo phuong 4n wu tién clia sang ché, dong vat phi hop dwoc st dung 1a dong
vat gdm nham, dé, ciru, bo, chim hodc sinh vét duéi nude. Tuy nhién, sang ché khong
¢6 y dinh gi6i han sir dung cac loai dong vat c6 sin thich hop khéc, néu dong vat co
kha ning bai tiét PHAs hodc cac hat polyeste khac trong céc vién phéan sau khi an
PHAs hoic polyeste chira sinh khéi tir ché d6 n hang ngay cua chung hodc thirc &n

chén nudi theo cong thirc.

He tiéu hoa cta cdc dong vat phu hop c6 kha ning thuy phan nguyén liéu sinh
khdi nh& sir dung céc enzym khéc nhau sin c6 trong dudng tiéu hoéa. Nhitng enzym
nay dic biét c6 thé phan hoa hoic thiy phan protein, chit béo va cacbohydrat thanh
céc phan tir nhé tan trong nuéc bao gdbm céc axit amin, axit béo, glucoza ma cudi cung
dugc hip thu nhu cac chit dinh dudng. Nhitng hop chét khong thé duge thuy phén
ching han nhu PHAs sé& duoc thai ra ngodi. Puong tiéu héa ctia dong vat c6 thé chira
céc vi sinh vét c6 enzym cu thé cho qua trinh thity phan PHAs. Tuy nhién, thoi gian
Iwu gitt ciia cac té bao véi PHAS trong dudng tiéu hoa ciia dong vat qua ngin dé PHA

c6 thé duoc thity phan dang ké.

Qua trinh thiy phén s€ gidi phong cac hat polyeste khong tan trong nudc tir sinh
khéi té bao. C4c thanh phin lipit va protein ciia cc té bao bi thity phan tw nhién va hip
thu béi duong ti€u héa cuia dong vat. Trong khi dd, cac hat polyeste khong tan trong
nudc ching han PHAs con nguyén ven vi khong chira enzym phu hgp trong dudng
tiéu hoa ctia dong vat vén c6 kha ning thily phén céac hat nay. Khi c4c hat di qua duong
tiéu hoa ctia dong vat, cic hat bi ¢d dic tu nhién va dugc bai tiét & dang vién phan. Do
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d6, cac vién phan rét giau PHA hodc cac hat polyeste khac.

Sau d6, cac vién phan nay c6 thé dugc gom tir cdc dong vat phu hgp cang sém
cang tdt ngay sau ngay thirc @n chira PHA hoic hat polyeste dugc tiéu thu hét. Tuy
thudc vao loai dong vat va méi trudng noi cic vién phan duge phan phdi, qua trinh
tinh sach PHA hodc hat polyeste tir cac vién phan tiép theo c6 thé dugc thay ddi tir 1
ngdy dén hon 6 thang. Cac vién phan clia nhitng con chudt, vi dy, c6 ham lugng PHA
16n hon 80% khdi lwong c6 thé dwoc luu gifr trong nhiéu nam trudce khi d¢én budce xir ly

tiép theo.

Céc vién da thu gom ciing c¢6 thé dwoc sir dung truc tiép nhu nhwa déo cho cac
tng dung nhit dinh ching han nhu 16p phi va tii cdy gidng. Déi véi PHAs dd tinh
khiét cao hoic cac hat polyeste khac, cac vién phai dwge dua vao qua trinh tinh sach
tiép theo, trong d6 ching c6 thé dugc ddng nhat va rira sach bang nuéc lanh hodc
néng. Qua trinh rira nay loai bd cac thanh phan hoa tan trong nudc khoi cac hat PHA.
Cudi cung, cac hat PHA d4 rira ¢6 mau trang va tinh khiét c6 thé dugc thu hdi bang cac
phuong phap khac nhau ching han loc, ly tAm vi/hodc ling. Qua4 trinh rira ndy cé thé
thay dwgc dbi tuy thude vao loai dong vat duge sir dung va sd lugng hat PHA trong

phén ctia ching cling nhu tng dung muc dich cua PHA.

Theo phwong 4n khac nita cia sang ché, budc 1am khé polyeste dugc thu héi
cling c6 thé dugc thyue hién. Budc nay duge thuc hién sau bude ép thanh hat polyeste
sau khi séy kho. Qua trinh chiét xuit va 1am tinh sach hoan chinh c6 thé duoc thuc
hién & diéu kién mdi truong xung quanh. Qua trinh nay ciing c6 thé dwoc két hop véi
céc qua trinh chiét xudt va 1am tinh sach dung mdi va/hodc hoa chit thong thuong dé
loai bd cac diu tich cua protein va cht béo ma van co6 thé cing ton tai véi cac hat
PHA. Trong truong hop nay, sb luong ciia cac dung mdi va/hodc cac hoa chét s& dugce

giam dang ké so véi cac phuong phap ma chi dua vao dung mdi va/hoic hoa chit.

Loai polyeste chinh dugc thu hdi hodc thu dwgc tir quy trinh nay 1a PHAs va
PLAs. Tét hon 13, PHAs 1a poly(3-hydroxybutyrat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat), poly(3-
hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-
3-hydroxyhexanoat), poly(3-hydroxyhexanoat-co-3-hydroxyoctanoat-co-3-

hydroxydecanoat-co-3-hydroxydodecanoat-co-3-hydroxytetradecanoat) hoic su két
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hop cta bit ky hai hodc nhiéu chét ndi trén.

Viéc phén tich dugc tién hanh sau khi chiét xuét va 1am tinh sach PHAs cho
thdy rang quy trinh dugce boc 16 c6 kha ning dat duge tir 50% dén 95% ham luong
PHA theo trong lugng.

Phén boc 16 bao gdm cac diém yéu ciu bao ho va phan mod ta trude d6. Mic du
sang ché da duge mo ta dudsi dang phuong 4n wu tién véi mic do cu thé, nhung can
hidu ring phin bdc 16 niy ciia phurong an wu tién d dugc thuc hién thong qua viée vi
du va c6 thé phai dung dén céc thay dbi & dang chi tiét v& mit cdu trac, két hop va bd

tri cac phan va khong vuot qua pham vi cia sang che.
Vi du thwc hi€n sang ché

Céc vi du dugc dua ra dudi ddy dé minh hoa cac khia canh khic nhau va céc phuong
an uu tién cua sang ché. Vi du nay duoc dua ra chi nham muc dich minh hoa, khong
dugc hi€u la nhitng gidi han cla sang che boi vi sdng ché c6 thé c6 nhi€u bién thé ma

khong vuot ra khoi pham vi ciia sang ché.
Vidu 1

Chiing vi khuin duoc sir dung dé san xuat PHAs 13 C. necator H16. C. necator
dugc chon bdi vi n6 1a ching da dugc st dung rong rai va cho théy khong c6 d4u hiéu
kha ning gdy bénh. Ngoai ra, ching niy ban diu dugc phat trién nhu mot ngudn
protein don bao (single cell protein - SCP) trong nhitng ndm 1970. C. recator s€& sinh
trudng trong vong 24 gid trong mdi trudng giau chit dinh dudng (nutrient-rich - NR) &

30°C. Moi trudng ché pham dé chiing dugc 14p bang trong Bang 1.

Béng 1
Nguyén li€u S6 luong
Pepton 10 g/L ‘ -
Chiét xuét thit 10 g/L
Chiét xuit nAm men |2 g/L
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Céc vi khuén tién nudi cdy duoc sinh truéng trong moi trudng NR tir 12 dén 24
gidr & 30°C va 3% (V/v) ctia ching dugc chuyén vao moi truong mudi khoang (mineral
salts medium - MM), va duoc 4 & 30°C. 1 lit MM d3 dugc diéu ché bang cach cho 2,8
g KH,POq, 3,32 g Na,HPO, va 0,54 g ure vao nudc cAt. Moi truong dugc sir dung cho
viéc sinh téng hop poly(3-hydroxybutyrat) [P(3HB)] dugc thé hién trong Bang 2.

Béang 2
Nguyén li¢u S6 lwong
E;e 4 g/l
Na,HPO, 332 g/L
KH,PO, 2,8 g/LL - |
CPKO 40 g/L _
NH,OH 60 mL
MgS0,4.7H,0 (2,1 g/L
Cac nguyén t5|1,5 mL/L
vi lugng

Dung dich cac nguyén t6 vi luong nhu dugc thé hién trong Bang 3 dugc bd
sung vao MM. Thanh phan gdc ctia dung dich cic nguyén té vi lwong duge do bing
g/L trong 0,1 N HCI. Cac chét diu sau d6 duoc hép riéng biét va dugc cho vao MM. O
cudi ciia qua trinh nudi cdy (60 gid), cac té bao di dugc thu hoach bang phuong phép

ly tam & 10.000xg trong 10 phut va duoc siy lanh.

Bang 3
Nguyén liéu S6 luong
CoCl,.6H,0 0,22 g/L 7
FeCl o1l
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CaCl, 7,8 g/L

NiCl,.6H,O 0,12 g/LL
CrCl5.6H,0 0,11 g/LL
CuS0,4.5H,0 0,16 g/L

Bang 4 thé hién sy san xuit P(3HB) béng cac té bao C. necator tir hai loai san
phém dau co. Cac té bao dugc u trong 60 gio & 30°C, duoc séy lanh va dugc st dung
truc tiép lam thirc an chan nuéi. Ham lugng cia P(3HB), loai PHAs duoc thu hdi tir

céc té bao da sdy lanh trong vi du nay ciing dwgc thé hién trong Bang 4.

Bang 4
5 . bl
Dau thuc vat (9| Tong P(3HB) | Trong luong kho |Ham lugng
gL™h (L) té bao PGHB) (% khbi
(el trong)
DAu hat co 7,2 8,6 84
Co olein 6,1 7,8 79

Fig. 1 thé hién su bién ddi cua cac té bao C. necator truée va sau khi tich tu cac
hat PHA. Cac té bao chira lugng 16n PHAs duéi dang cac hat béo hon va trong sudt
trong céac t€ bao. Cac té bao da séy lanh c6 hinh théai hoc dang det v4i mui trai cdy khi
cac té bao da dugc nuodi cdy trong méi truong khoang véi dau co 1a ngudn cacbon duy

nhit.

Céc té bao di siy lanh sau d6 dugc dinh luong va sé luong da biét dugc bd vao
trong dia cy vi khudn dé duoc nhitng con chudt ty ¥ tiéu thu. May quay duoc bb tri dé
gidm sat va xac nhan rang céc té bao da sdy lanh da thuc su duge nhitng con chudt an.
Thi nghiém nay dugc thuc hién lién tuc trong mdt khoang thdi gian tir 6 dén 12 thang.
Két qua ghi nhan ring nhiimg con chudt d thé hién sy wu tién cao cho cac té bao da

sy lanh.
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Céc vién phéin cta nhitng con chudt sau d6 dugc thu gom tir nhitng noi khéc
nhau trong ving 1an cén ctia khu vuc cho an. Nhitng vién phan nay dé dang dugc tim
thdy, ching thuong c6 mau trang hodc mau xam. C4c vién phén da thu gom dugc dua
qua céc phén tich khac nhau, két qua cho thiy c6 tir 50% dén 100% phan khéi lugng
PHA. Fig. 2 minh hoa ham lugng trong cdc vién phan cta nhitng con chudt d3 an
P(3HB) chira c4c té bao da sdy lanh.
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YEU CAUBAO HO
1. Quy trinh thu hdi cac polyeste tir sinh khéi chua polyeste bao gdm céc bude:
cho dong vat an sinh khdi d& dong vat nay bai tiét ra cac vién phan chira cac
polyeste; va
tach céc polyeste nay khoi cac vién phén;

trong do: cac polyeste ndy la cac polyhydroxyalkanoat hodc poly(axit lactic),
c4c polyhydroxyalkanoat hozc poly(axit lactic) nay c6 thé phan hiy sinh hoc dugc va
la cac polyeste nén sinh hoc c6 cic dic tinh cuia nhua nhiét déo, cac
polyhydroxyalkanoat nay dugc tich tu & dang cac hat nhé khong tan trong nudc trong

té bao chét.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 cic polyhydroxyalkanoat 1a poly(3-
hydroxybutyrat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), poly(3-hydroxybutyrat-
co-3-hydroxyhexanoat), poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat), poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-3-hydroxyhexanoat), poly(3-
hydroxyhexanoate-co-3-hydroxyoctanoat-co-3-hydroxydecanoat-co-3-
hydroxydodecanoat-co-3-hydroxytetradecanoat) hoic hdn hop bat ky ctia hai hodc
nhiéu hon cac chét ndi trén.

3. Quy trinh theo diém 1, trong d6 sinh khéi thu dwoc tir thuc vét, vi khudn hogic hdn

hop ctia bit ky hai hodc nhiéu hon céc loai noi trén.

4. Quy trinh theo diém 3, trong d6 thuc vit 12 téo.

5. Quy trinh theo diém 4, trong dé tdo la vi khuén lam.

6. Quy trinh theo diém 1, trong d6 dong vt 1a loai dong vat gam nham.

7. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gbém budc tao sinh khéi thanh

thirc &n chan nudi trude khi cho déng vat an sinh khoi.

8. Quy trinh theo diém 7, trong do sinh khéi dugc dua vao xir ly nhiét trude khi duogc

tao thanh trong thirc an chin nubi.

9. Quy trinh theo diém 1, trong dé quy trinh nay con bao gdm budc 1am tinh sach cac

polyeste tir cac vién phan.
10. Quy trinh theo diém 9, trong d6 cac polyeste dugc lam tinh sach bang cach loai bd
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cac thanh phan hoa tan trong nuéc khoi cac thanh phan chira polyeste khong tan trong

nudc trong céc vién phan.

11. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gém budce sdy khod cac

polyeste da thu hdi duoc.

12. Quy trinh theo diém 11, trong d6 quy trinh nay con bao gém budc ép cac polyeste

sau khi say kho thanh vién.
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Fig. 1
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Ham luong PHA: >99% e Ham luong PHA: >99% ¥%55% # Ham luong PHA: >99%
khoiluong ' 808 .  khdilwgng & B Lhoiluong

. Ham lugng PHA: 0% khdi

Wt o
B Vi ey

* 59
s

Fig. 2
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