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Linh vuc ky thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phéap 1am lanh va xi Iy nguyén li€u, trong d6
nguyén lidu d3 héa gion dugc xir Iy dé tao ra san phdm khac v6i nguyén liéu da
héa gion, nguyén liéu d héa gion da dugc tao ra bing cach xir Iy nguyén liéu ban

dau dé hoéa gion nguyén liéu ban dau.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

WO 2008/073186 mb ta quy trinh xtr 1y sinh khéi dé tao ra cac san phdm
hitu ich, nhar nhién liéu.

EP 1669434 mb ta phuong phap va hé thong thiét bj @& chuyén héa nguyén
liéu hitu co c6 ngudn gdc tir chit thai trong nha thanh nhién liéu.

US 4,769,082 mé ta qua trinh duong hda va 1én men bing enzym xenluloza
trong ngudn thai xenluloza ma hiéu qua c6 thé dugc néng cao bing cach xir ly so
b bing cach chibu xa ion.

EP 0794243 mo ta dau c6 ngudn gbc tir ddu mo dwge ding dé khi nhua
dudng propan, nho d6 thu duge can nht,fa dudng ran va quy trinh xir ly dau nay dé
tao ra huyén phu.

US 4,797,135 mé ta phuong phap san xut bot gd nghién min va cac loai
sinh khdi thuc vt khéc, thich hop @& st dung 1am nhién liéu. |

Sinh khdi, cu thé 1a chit thai sinh khdi, 12 ngudn sin c6 phong phu. Vide
tao ra nguyén liéu va nhién liéu nhuv etanol tir sinh khéi 13 rét hitu ich.

Viéc xir Iy hiéu qua hon nguyén lidu chira diu moé dé thu dugce nhién liéu va
cac san phdm khéc ciing rat hitu ich.

Nguyén liéu, nhr sinh khdi va cac nguyén lidu khac, nhu cac san phim dau
md, c6 thé duge xir Iy dé thay déi cdu tric cia chiing & mét hodc nhidu mirc bing
cach lam lanh va xir ly. Nguyén liéu di xir 1y sau do co thé dugce st dung, vi duy,

lam nguon nguyén liéu va nhién liéu.
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Nhiéu phwrong 4n thuc hién theo sang ché st dung céc phuong phéap hda
hoc Natural Force™. Cac phuong phap héa hoc Natural Force™ sir dung tng
dung cé kiém so4t va st dung luc vat 1y, nhu chum hat, trong lyc, anh sang, nhiét
do, v.v.., détaora thay dbi coa phan tir v& mit cAu tric va héa hoc mong mudn.

Lignin c6 mit trong nhiéu dang sinh khéi khac nhau, bao gdm sinh khéi
xenluloza va lignoxenluloza, c6 thé gay khé khin cho cic nd lwc nhim thay ddi
sinh khdi dé tao thanh nguyén liéu trung gian d chuyén hoéa thanh cac dudng don
gian hon v, cudi cing 13, cic san phAm nhu ruou. K&t qua 13, hiéu sudt cia san
phim, nhu etanol thu dugc tir sinh khdi, c6 thé thap hon (va trong mot sb truong
hop, thap hon dang ké) so véi hiéu suét 1y thuyét tdi da ctia cac san phim nay.

C6 nhu cdu d6i véi phuong phép lam lanh va xi 1y nguyén liéu, nhu

nguyén liéu sinh khoi va cac nguyén liéu khac.

Ban chit k¥ thuat ciia sang ché

Muc dich ciia sang ché 13 d& xuit phwong phéap 1am lanh va xir 1y nguyén
liéu, vi dy, lam lanh séu (lam lanh cryo), riéng r& hoac két hop mét hoic nhidu k§
thut xtr 1y khéc, nhu mot hogc nhidu budce xir Iy c6 thé bao gdm, vi du, nghidn,
can, khqu tron, mai mon, cit dat doan, nghién cit, tach nudc, tach khi, tach hoi
nuée, mot hogc nhiu budc xir Iy biang birc xa (vi du, cho tiép xtc véi céc hat tich
dién nhu dién tir va/hodc ion), mét hodc nhiéu bude xir ly bﬁng siéu am, mdt hodc
nhiéu budc xi ly bé‘mg héa hoc (vi duy, sir dung cac chit nhu axit, bazo, chat oxy
héa, chit khir, vi/hodc dung méi), vi/hoic mot hodc nhidu bude xir Iy nhiét (vi dy,
nhiét phéan, véi su c6 mit ciia cht oxy héa va/hoic chit khac, va/hodc trong moi
truong ap suat giam). Cac k§ thuét xir 1y khac nay, néu dugc six dung, c6 thé duoc
thuc hién trudce khi, trong khi hodc sau khi 1am lanh.

Bing cach 1am lanh sinh khéi hodic nguyén liéu khac, do gion cua cac thanh
phan khac nhau cia sinh khéi hoic nguyén liéu khac (vi dy, hemixenluloza
va/hogc lignin va/hodc protein vi/hoic pectin vi/hoic khoang) c6 thé duoc ting,

nhd d6 1am ting dang ké hidu qua cta k§ thuat xir Iy dwgc sir dung dé thay ddi
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nguyén liéu. Bing cach lam ting d6 gion cia nguyén liéu, nguyén lidu c6 thé bj
nirt (vi du, cac doan ndi coa sgi co thé bi dut gdy) hodc bi crackinh do nhiéu buéde
xtt ly khic nhau. Sy dit gay c6 thé 13, vi dy, sy dit gdy nho.

Ngodi ra, nguyén liéu 1am lanh c6 thé c6 céc tac dong khac sinh ra do téc
d6 gidn nhd va/hodc co rit khac nhau ciia cic thanh phin khac nhau cua nguyén
liéu. Vi dy, mot s§ thanh phin (vi du, lignin vé6i su ¢6 mit cia nude) cb thé co rit
hoic giin né & tdc d6 nhanh hon so véi, hodc véi lugng khéac nhau so vdi cic
thanh phan khac (vi dy, hemixenluloza, xenluloza) ma ching két hop. Két qua 13,
nguyén liéu c6 thé suy yéu, thiic ddy nhanh sir tach (vi du, tach pha, tach 16p, dat
giy bé mit chung, crackinh, hoic dirt gy, vi du, dirt gily nho) cac thanh phin khac
nhau cta né. Céc quy trinh niy — ¢6 thé dwoc thuc hién mdt cach doc lap véi ky
thuat xir Iy khac hodc cing véi k¥ thuit xir ly khac — c6 thé ciing 1am ting hiéu
suét cua san phém, vi du, etanol thu dugc tir hemixenluloza hoic xenluloza da
dugce tach khdi lignin. Viée tach lignin ra khoi nguyén li€u lam giam kha ning
chdng phén hiy hoéa hoc cua nguyén lidu, tao thudn loi cho su chuyén héa cila
thanh phin xenluloza ctia nguyén liéu thanh dung dich duong (duong hoa
xenluloza nho enzym). Néu khong bi gi6i han boi Iy thuyét, sy dut gdy cua
nguyén liéu dugc cho 13 c6 thé cho phép enzym thdm qua nguyén liéuﬂ & cac vi tri
nit, nho d6 1am ting tdc qua trinh saccarit hoéa. Sau d6, nguyén liéu di duoc
saccarit héa c6 thé duge chuyén héa thanh san phim, vi du, dugc 1én men thanh
etanol.

Khi viéc 1am lanh dugc két hop v6i ky thuat xir Iy khac, vi du, bic xa
va/hogic oxy héa, cac ki thuat khac c6 thé duge st dung & mirc dd nhéd hon dé thu
duogc két qua twong duong. Vi duy, khi viéc lam lanh dugce stir dung véi birc xa, birc
xa ¢6 thé duge sir dung & lidu lhrong thdp hon @ thu dwgc muc g‘iém dd cung
gidng nhau.

Trong cic phuong phép xtt Iy khac nhau duoc sir dung dé thay ddi va/hodic
chuyén héa nguyén liéu thanh cic nguyén lidu khac, lugng nhiét dang ké c6 thé
duoc sinh ra trong nguyén liéu. D& tranh su dbt chay hoidc bién d6i nhiét khac
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khong mong mudn ban du cta nguyén liéu, cac phwong phap 1am lanh duge dé
cip trong ban mé ta ndy c6 thé duge sir dung dé loai bo hodc b nhiét du. Mic
lam lanh (vi dy, lugng nhiét duge loai b khéi nguyén liéu) c6 thé thay déi theo
lugng nhi€t duge sinh ra trong qua trinh xtr ly nguyén liéu. Mitc 1am lanh cling ¢6
thé dugc diéu chinh dé didu chinh mét s6 dic tinh cia nguyén lidu sinh khdi nhu
d6 gion dé 1am tang hiéu qua ciia mot s§ bude xir 1y sau d6. Vi du, viéc nghién-
- nho hemixenluloza, xenluloza, va lignin, va viéc tich céc thanh phﬁn nay co thé-
gia ting nh& cac phuong phap dugc dé cip trong ban mb ta nay.

Céc phuong phép 1am lanh va xit ly ciing c6 thé dugc sir dung dé xir Iy céc
. dang khac clia nguyén li¢u nhu nguyén li¢u chtra hydrocacbon (vi du, nguyén liéu
chita diu mo). Nhiéu dang khic ciia nguyén liéu chira diu mo — bao gdm dau thd
ning va nhe, khi tir nhién, cat du, d4 phién chira diu, cét atphan, nhua bitum, than
d4, va/hodc cac hon hop hydrocacbon khac nhau — ¢6 thé duge 1am lanh va xir ly
bang cach sir dung cic phuong phap duge dé cap trong bin mé ta nay dé ddy -
nhanh viéc chiét, crackinh, nghién nhd, tach, va tinh ché céc thanh phin khac nhau
clia nguyén liéu, va @ diéu chinh nhiét d6 trong quy trinh tinh ché, chuyén héa, va -
tinh ché nhu crackinh, tring chinh (c6 xuc tic va khéng xiic tac), chung cit, va
chuyén héa c6 xiic tac.

Nhu dugc str dung trong ban moé ta nay, nguyén li€u “cryo” 1a nguyén liéu
¢6 nhiét d bang hodc nho hon 200K (-73°C) (vi du, bang hoic nhé hon 170K
(-103°C), bang hozc nhé hon 150K (-103°C), béng hodc nho hon 130K (-143°C),
bang hodc nhé hon 120K (-153°C), bing hodc nhé hon 110K (-163°C), bing hoic
nhé hon 100K (-173°C), bing hoic nhé hon 90K (-183°C), bang hodc nhé hon
80K (-193°C), bang hoic nhé hon 70K (-203°C), bing hoic nhd hon 60K
(-213°C), bing hodc nhé hon 50K (-223°C), bing hodc nhd hon 40K (-233°C),
bang hodc nhé hon 30K (-243°C)). Do d6, vi du, “chét 16ng cryo” 14 chit léng c6
nhiét d6 bang hodc nhd hon 200K.

Nhu duge mé ta chi tiét hon dudi day, cac nguyén liéu khac nhau c6 thé

dugc st dung dé 1am lanh génl, vi dy, nito dang 1ong, cacbon dioxit, va nuéc da.
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Phuong phép theo séng ché, ma s& dugc mé ta chi tiét hon duéi day, c6 thé
tao ra cac hat nguyén lidu (vi du, soi) ¢6 ty 1¢ chidu dai véi duong kinh 13 bing
hodc 16n hon 5:1 (vi dy, bing hodc 16n hon 6:1, bing hoic 16n hon 8:1, bing hodic
16n hon 10:1, bang hoic 16n hon 12:1, bing hodc 16n hon 15:1, bing hogc 16n hon
20:1).

Phuong phap ndy ciing c6 thé tao ra cac hat c6 kich thuéc 16n nhat, vi dy,
duong kinh, nhé hon, vi dy, 2000 nm, 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 25, 20, 10, 5,
hoac tham chi 1 nm.

Phuong phép ndy c6 thé tao ra nguyén liéu c6 mat dd khéi giam. Vi du, mat
d6 khéi ctia nguyén liéu dugc tao ra bang cach sir dung cac phuong phéap dugce dé
cap trong ban md ta niy c6 thé bang hodc nhé hon 0,8 g/cm’ (vi du, bing hozc nho
hon 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, vi du, 0,1 g/cm®).

Phuong phéap nay c6.thé tao ra nguyén lidu c¢6 mat cét ngang twong d6i
moéng, do tac dung két hop ciia nguyén liu 1am lanh @& 1am tang 4§ gion cua no,
va xir Iy nguyén liéu bang cach sir dung mét hodc nhidu k§ thut bt ky duge dé
cdp trong ban mé ta ndy. Né6i chung, nguyén liéu c6 mit cit ngang mong c6 thé
~ dugc 1am lanh hiéu qua hon so v&i nguyén lidu c6 mit cét ngang d?ly hon; két qua

13, chi phi (vi dy, tiéu thu ning lugng) @ xir Iy nguyén liéu (vi dy, cu thé 13 chi phi
cho tiéu thy ning lugng trong k§ thuat xir Iy) c6 thé duwgc giam.

Cu thé hon, theo mot khia canh, sang ché dé xu_ét phuong phap lam lanh va
xir Iy bao gdm budc 1am lanh nguyén lidu c6 it nhit mot thanh phin va bé mit
chung giita cic thanh phan dén nhiét 49 ma tai dé c4c thanh phan tach & bé mit
chung. Nguyén lidu ¢4 1am lanh sau d6 c6 thé duoc xit 1y @ tao ra san phim khac,
vi dy, khic vé mit héa hoc, v6i chinh nguyén liéu ndy. Vi du, sinh khdi c6 thé
dugc 1am lanh va sau d6 duogc xir Iy dé tao ra etanol.

Theo mét s6 phwong 4n, phuong phép 1am lanh va xit ly theo sang ché bao
g0m mot hodc nhiéu dic didm sau. Nguyén liéu c6 thé 13 hoic chira sinh khéi, vi
* duy, trong mét s6 truong hop nguyén liéu bao gdm nguyén li€u lignoxenluloza. Cac

thanh phén c6 thé bao gdm lignin va xenluloza. Nhiét d c6 thé bing hodc thép
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hon diém gidn clia nguyén li¢u. Phiong phap nay c6 thé con bao gdm bude chidu

‘xa nguyén liéu, vi du, v6i birc xa chum tia dién tr. Phuong phép nay c6 thé con
bao gém budc xtr ly nguyén liéu b?lng co hoc, vi duy, bﬁng cach nghjén, can, hoac
nghién nho. Vi duy, viéc xir Iy nguyén liéu béng co hoc ¢6 thé bao gém viéc nghién
d6ng lanh hogc can dong lanh nguyén liéu. Viéc 1am lanh c6 thé bao gdm 1am lanh
so bd nguyén liéu trudce khi nghién dong lanh hogc can déng lanh. Cac thinh phin
c6 thé c6 hé sb gian nd nhiét khic nhau. Phuong phap nay c6 thé bao gém budc
xir Iy nguyén liéu theo chu trinh nhiét. Nguyén liéu c6 thé 13 hoic chira nguyén
liéu chira hydrocacbon.

Theo mét khia canh khéc, sang ché @& xuét phwong phap 1am lanh va xtr ly
bao gdm budc xir ly nguyén lidu dé tao ra san phim, nguyén liéu da dugc tao ra
bang cach xir Iy nguyén liéu ban ddu dé hoa gion nguyén liéu ban dau va xir Iy
nguyén liéu di hoa gion dé tao ra san phim khéc véi nguyén liéu di hoa gion.
“Theo mét s6 phuong an, phuong phap con bao gdm budc nghién hodc nghién nhé -
nguyén liéu da hoa gion.

Theo mét sé phwong an, phuong phép 1am lanh va xir Iy theo sang ché bao
gém mdt hodc nhidu dic didm sau. Viée xtr 1y c6 thé bao gém viéc lam lanh
nguyén lidu ban dau. Theo cich khéac hodc ngodi ra, viéc xir Iy c6 thé bao gém
viéc chiéu xa hoic oxy héa nguyén liéu. Nguyén liéu ban dau c6 thé bao gdm sinh -
khéi hodc nguyén liéu chira hydrocacbon. Viéc xit 1y va nghién hogc nghién nho
c6 thé duogc thuc hién ddng thoi, vi du, trong thiét bi nghién déng lanh hoic can
dong lanh. X1t ly nguyén lidu c6 thé bao gdm cho nguyén lidu tip xtic véi enzym

~va/hodc vi sinh vat. Viée xtr Iy ¢6 thé bao gdm xir Iy nguyén liéu theo chu trinh
nhiét ban dau. Sinh khéi c6 thé bao gdm nguyén li€u lignoxenluloza, va phuong
phap c6 thé con bao gdm viéc tach lignin ra khéi xenluloza.

Theo mét khia canh khic nita, sing ché d& xuit phuong phap 1am lanh va
xir Iy bao gdm bude lam lanh nguyén li¢u sinh khéi d& 1am gidm kha ning chéng
phén hiy héa hoc cla nguyén li¢u, va, sau khi lam lanh, xtt Iy nguyén liéu d3 lam

lanh d€ tao ra sin pham khac, vi du, khac vé mat héa hoc, so v6i nguyén liéu sinh
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khdi. Theo mot sé phuong 4n, viéc xir Iy bao gdm cho nguyén lidu tiép xuic véi
enzym va/hodc vi sinh vat, vi du, saccari hdéa nguyén li€u bﬁng enzym hodc lén
men nguyén liéu bang vi sinh vat.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phap 1am lanh va xtt Iy theo sang ché bao
gém mdt hodc nhidu dic diém sau. Nguyén li€u c6 thé bao gém xenluloza, va viéc
tiép xtc nguyén liéu c6 thé bao gdm viéc sir dung enzym dé duong hoa xenluloza.
Phuong phép nay c6 thé con bao gdm buéc chibu xa nguyén liéu sinh khéi. Viéc
lam lanh c6 thé dugc thuc hién trong thiét bi nghin dong lanh hodc can dong
lanh. Viéc tiép xtic nguyén liéu c6 thé bao gém viéc str dung vi sinh vat dé tao ra
rugu. Viéc 1am lanh c6 thé bao gdm viéc 1am lanh nguyén lidu dén nhiét do thip
* hon diém gion ctia nguyén lidu.

Theo c4c khia canh khac, sang ché dé xuét phwong phép 13m lanh va xir 1y
nguyén liéu bao gdm budc xir Iy, nhu bing xir Iy co hoc, nguyén lidu sinh khéi
hoic nguyén lidu chira diu moé @ 1am giam kich thude nhu & hat cia nguyén liéu
sinh khdi hogc san pham diu mé; va nguyén liéu 1am lanh dén nhiét do bang hodc
thdp hon 273 K truée khi xir Iy, hodc duy tri nguyén lidu & nhiét do bing hodc
thip hon 273 K trong qua trinh xir Iy.

Theo mét s6 phuong 4n, phwong phap nay con bao gdm budc cho nguyén
liéu da xir Iy tiép xiic v6i enzym va/hodc vi sinh vat. Trong mét sb trudng hop,

‘phuong phép nay bao gdém viéc siéu 4m nguyén lidu, va/hodc xir ly nguyén li€u
bang cac hat tich dién. Viéc 1am lanh c6 thé hoa gion nguyén licu, c6 thé gdy ra
vi€c tach céc thanh phan clia nguyén liéu & bé mit chung.

Sang ché con @& xuét san phim duorc tao thanh bang phuong phap bat ky
dugc dé cap trong ban mé niy.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, tht ca cac thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc duoc sir
dung trong bdn mé ta ndy c6 nghia théng thudng nhu duge hidu boi ngudi 6 hidu
biét trung binh trong linh vic k¥ thuat ma sang ché c6 lién quan. Mic du phuong
phép va nguyén liéu twong tw hodc trong duong véi phuong phéap va nguyén liéu

dugc dé cap trong ban mo6 nay co thé dugc sir dung trong thuc té hoac thir nghiém
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clia sang ché, tuy nhién phuong phép va nguyén liu thich hop dugc mo6 ta dudi
day. Trong trudng hgp mau thuin, s& sir dung cic thuit ngir theo ban mé ta cua
sang ché, bao gbém cac dinh nghia. Ngoai ra, nguyén liéu, phuong phap, va cac vi
du duéi day chi véi myc dich minh hoa va khong lam giéi han pham vi cia sing
ché.

Céc dic diém va uu diém khéc ciia sang ché s& duoc hiéu rd hon thong qua

rhan mo ta chi tiet , hinh vg, va yéu cau bao hd dudi day.

Mo ta vit tit cac hinh vé
FIG. 1 13 biéu d6 thé hién hé théng xir Iy sinh khéi.
FIG. 2 12 biéu db thé hién hé théng xr Iy sinh khéi.
FIG. 3 13 biéu d6 thé hién bd phén can.

 Mb ta chi tiét sang ché

Mot sb dang nguyén lidu, bao gdm xenluloza va/hodc nguyén ligu
lignoxenluloza, c6 thé bao gdm cac phan doan déng k& cua lignin lién két véi
xenluloza vd/hoic hemixenluloza trong céu trisc khung polyme phirc. Néu khong
bi gi6i han bai 1y thuyét, mot sé bang chimg cho thiy ring lignin c6 thé dugc lién
Kkét cong héa tri véi ca xenluloza va hemixenluloza trong nguyén liéu (xem, vi dy,
Karlsson et. all., Journal of Pulp va Paper Science 27: 196-201 (2001)). Ngoai ra,
,th‘uémg thdy ring viéc tach lignin ra khoi xenluloza va/hodc hemixenluloza 1am
tang hiéu suit ciia dudng, rugu, va cac san. phém khéc thu dugc tir viée xur ly tiép’
xenluloza va/hodc hemixenluloza. Ngoai ra, viéc tach lignin ra khoi xenluloza va
hemixenluloza tao ra san phAm phu c6 gi4 tri — ban than lignin.

Vi du vé sinh khdi nguyén liéu c6 thé bao gdm nguyén liéu sinh khdi bit ky
13 ho#ic chira hydrat cacbon chira toan bd mdt hodc nhiéu don vi saccarit hodc chira:
mot hodc nhiéu don vi saccarit c6 thé dugc xur ly béng phuong phap bét ky duoc
dé cap trong ban mo nay. Vi du, nguyén liéu sinh khéi c6 thé 1a nguyén ligu

xenluloza hodc lignoxenluloza, nguyén liu tinh bt nhur hat ngd, hat gao hoic cic
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“thuc pham khac, hodc nguyén liéu 13 hodc chira mot hodc nhiéu dudng cé phan tr
- leong thip, nhwr sucroza hoic xenlobioza.

Vi du, sinh khéi nguyén liéu nay c6 thé bao gdm gidy, cac san pham tir
giéy, 20, nguyén li€u li€n quan dén o, tAm mun cua, cd, v thoc, ba mia, bong,
cdy day, cay gai dau, lanh, tre, cdy sidan, cay chudi abaca, rom, 15i ngd, vé thoc,
-vé dira, tao, rong bién, bong, xenluloza tdng hop, hodc hdn hop cua cac nguyén
lidu bat ky nay.

Sinh khdi cling bao gdm ngudn soi xenluloza, bao gdm gidy va cdc san
phim tir gidy (vi du, gidy boc nhidu 16p va gidy Kraft), va ngudn soi
lignoxenluloza, bao gébm g3, va nguyén liéu lién quan dén gb, vi dy, tAm min cwa.
Sinh khdi khic con bao.gém nguc“m soi tu nhién, vi dy, cd, vo théc, ba mia, bong, .
cay day, cay gai dau, lanh, tre, cdy sidan, cay chudi abaca, rom, 15i ngo, vo thoc,
vo dira; nguc‘Sn s¢i chira ham lugng a-xenluloza cao, vi du, bong; va nguén SOl
tdng hop, vi du, soi din (soi c6 huéng hodc sgi khéng c6 hudng). Cac ngudn tur
nhién hodc téng hop c6 thé thu duge tir nguyén liéu vai vun con nguyén, vi dy,

manh vai 1&, hodc chung c6 thé 13- phé pham sau sir dung, vi du, gié. Khi cic san

" pham tir gidy dugc sir dung, ching c6 thé 1a nguyén - li€u con nguyén, vi duy,

- . nguyén liéu vun con nguyén, hodc ching c6 thé 1a phé pham sau sir dung. Ngoai

nguyén lidu thé nguyén, phé phim sau sir dung, chit thai cong nghiép (vi du, phu
“pham), va chét thai xir Iy (vi du, nuwée thai tir xir Iy gidy) ciing c6 thé duge sit
dung. Ngoai ra, ﬁguén soi ¢6 thé duoc tao ra hodc thu dugc tir chét thai cua nguoi
- (vi du, nude thai), chit thai cia dong vat hodc ngudi. Ngadn sinh khéi khac nita da
duge @8 cap trong cac patent M§¥ s6 6,448,307, 6,25 8,876, 6,207,729, 5,973,035 va
5,952,105.
Viéc tach lignin ra khéi xenluloza vd/hoic hemixenluloza cé thé giy tiéu
t6n ca thoi gian 13n chi phi. K§ thuat xt 1y, bao gdm cac phwong phap nhu nghién
va can, c6 thé bi han ché v& hiéu qua do cic lién két manh lién két lignin véi

xenluloza va hemixenluloza.
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Nhidu phuong phap xir Iy - bao gdm cac phuong phap co hoc, phoi sang
birc xa, siéu 4m, va thim chi ca mdt s6 bude xir Iy bang héa hoc - sinh ra nhiét
trong nguyén liéu. Mic di nhiét xir 1y bd sung c6 thé c6 1oi theo mot s6 phuong an

-thyc hién, lugng nhiét 16n dugc sinh ra bai mét sb bude xir Iy c6 thé con gy bién
d6i nhiét cua xenluloza va/hoic hemixenluloza, 1am giam hiéu suit cua duong,
ruQu, va cac san phém khéc dugc tao ra tir xenluloza va/hoic hemixenluloza.

Ngoai ra, theo vi-dy, khi lignin dugc 1am néng (vi du, bing nhiét xir ly
duge sinh ra trong cic budc xir 1y) trén nhiét d6 chuyén hoa thuy tinh cia nod,

- lignin c6 thé tré nén mém hon va d& tring chinh hon (vi du, it gion hon), va vi vay
khoé xtr ly hon.

Céc phuong phap duge dé cip frong ban mo ta nay st dung k¥ thuit 1am
lanh, vi dy, k§ thuat 1am lanh cryo, vi du dé dim bao ring sy phan ly bing nhiét
khong mong muén, vi du, ciia xenluloza vi/hodc hemixenluloza, khong xay ra
- trong qué trinh xtt ly nguyén liéu. Viéc 1am lanh ciing c6 thé duogc sir dung dé didu
chinh cac dac tinh cua nguyén liéu dé 1am ting hi€u qua cua viéc tach, vi du,
- lignin ra khoi xenluloza va/hodc hemixenluloza.

Cu thé, cic phwong phap 1am lanh dugc d@ cap trong ban md ta niy co thé
: -duc_ic str dung riéng r& hoic két hop dé lam ting d gion cua nguyén lidu, 1am cho
nguyén liéu di dugc 1am lanh d& bién d6i hon d& tich bing mot hoic nhidu
- phuong phép xir Iy nhu mét hodc nhidu bude xir Iy (vi du, nghién, cén, khudy tron,
mai mon, cét dirt doan, nghién cét), mdt hogc nhidu bude xi 1y bang burc xa (vi du,
“* phoi sang cé4c hat tich dién nhu dién tir va/hodc ion), mgt hodc nhidu xir 1y bing
buéc siéu 4m, mét hodc nhidu budc xir ly bang hoéa hoc (vi du, bang céch sir dung
cac chit nhu axit, bazo, chét oxy héa, chit khir, va/hodc dung mo6i), va/hodc mot
hodic nhidu bude xir ly nhiét (vi du, nhiét phan, v&i sy cé mit cia chét oxy hoa
-va/hogc chét khac, va/hoic trong méi trudng 4p sudt gidm). Bing cach 1am ting do
gion clia nguyén liéu bang cach 1am lanh va 1am ting hiu suét ma bing cach 1am

lanh nguyén liéu c6 thé dugc xir 1y, vi du, bang cach nghién nhé hoic tach, cé thé
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-1am giam dugc chi phi xtr Iy (vi dy, chi phi xit 1y lién quan dén ning lrgng) va c6
thé 1am ting hiéu suét san phidm mong muédn.

Ngoai ra, khi nguyén liéu nhiéu thanh phan dugc 1am lanh, cic thanh phén
khac ctia chung s& co rut va/hodc gidn nd & ty 1€ khic nhau va/hodc véi luong khéc
nhau. Theo mét s§ phwong 4n thyc hién, viée xit Iy nay c6 thé din dén viée dut
gly cac lién két hoa hoc trong nguyén lidu. Vi dy, viée xir ly 1am ianh nay c6 thé

gy ra Uing suét giita cac thanh phan da lién két, tir d6 din dén céc qua trinh nhw
tach 16p, dut gdy, tach 16p, phan ly, va tich cac thanh phan da lién két. Két qua 13,
hiéu suit ma cac tha?lnhb ph?m c6 thé duge tach - va hiéu suit cua cic san phém B
mong muén khic nhau thu duge tir nguyén liéu - c6 thé ting hodc gidm hodc
khong thay ddi.

Viéc 1am lanh, riéng r& hodc két hop véi cac xir 1y khéc nhu chiéu xa

va/hoidc oxy hoa, c¢6 thé dugc st dung d& kidm soat sy chic héa cia nguyén liéu
- dang soi, c6 nghia 13, cdc nhom chic c6 trén hoic trong nguyén ligu. Su chirc héa
nguyén liéu c6 thé 1am ting do hoa tan va/hodc kha ning phin tan va c6 thé lam
cho nguyén liéu nhay hon véi su chuyén héa bdi enzym va/hodc vi sinh vat.
~ Theo mdt s6 phuong 4an thyc hién, sau khi nguyén liéu dugc xir Iy nim
trong khoang tir 1 ;crong s6 mbi 2 dén khoang 1 trong sé mdi 250 don vi saccarit
bao gdm nhém axit carboxylic, hodc este-hodc mudi cia ching; trong khi nguyén
liu bazo tu nhién hodc chua dugc xir 1y ¢6 thé c6 it hon 1 nhém axit carboxylic
cho mdi 300 don vi saccarit. Theo cac phuohg 4n thuc hién khac, nim trong
khoang tir 1 trong s6 mdi 5 dén khoang 1 trong sb m&i 250 don vi saccarit, vi du, 1
trong s6 mdi 8 dn khoang 1 trong s6 m3i 100 don vi hodc ndm trong khoang tir 1
trong s6 10 dén khoang 1 trong sé 50 don vi chita nhém axit carboxylic, hodc este
hozc mudi cia chiing.
Theo mdt sb phuong 4n thue hién, nguyén liéu d3 duge chiéu xa ndm trong
khoang tir 1 trong s6 mdi 5 dén khoang 1 trong sé mdi 1500 don vi saccarit bao
gém nhom nitril, nhém nitroso hodc nhém nitro. Theo cic phwong 4n thuc hién

khac, nam trong khoang tir 1 trong s6 mdi 10 dén khoang 1 trong s mdi 1000 don
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vi saccarit, vi dy, 1 trong s6 mdi 25 dn khoang 1 trong s mdi 1000 don vi hoic
nim trong khoéang tir 1 trong sé 35 dén khoang 1 trong s6 750 don vi chira nhém
- nitril, nhém nitroso hodc nhém nitro.

Theo mét s6 phwong 4n thuc hién, don vi saccarit bao gdém hén hop cua
nhém axit carboxylic, nhém nitril, nhém nitroso va nhém nitro. Nhém hén hop ¢6
thé 1am ting d6 hoa tan cta nguyén liéu xenluloza hodc lignoxenluloza. Nguyén
lidu da xir Iy ciing c6 thé bao gdm cac nhém chirc duge chon tir nhém g6m nhém
- aldehit, nhém keton, nhém amino, nhém alkyl amino, géc alkyl, géc cloalkyl, géc

clofloalkyl, va nhém enol.

FIG. 1 thé hién biéu dd v& hé théng"xf: Iy sinh khéi 100. Hé théng 100 gbm

bd phan chira nguyén liéu 102, hé théng xir 1y nguyén liéu phu thi nhét 104,
dudng 6ng 1am lanh 106, hé thong xtr Iy nguyén lidu phu thir hai 108, bé chira
‘nguyén liéu d3 xir Iy 110, va bo phan cép chat 1ong 1am lanh 112. Trong qu4 trinh
vén hanh, nguyén liéu dugc giit trong b phén chira 102 duge chuyén qua duong
- bng 114 vio hé thong xir Iy nguyén lidu phy thir nhit 104.

He¢ thdng phu 104 c6 thé bao gdm nhidu b phén xir Iy khac nhau. Vi duy,
‘theo mdt sb phuong an thuc hién, hé théng phu 104 c6 thé bao gém mot hoac
nhiéu by phén xir I co hoe (vi du, bd phén nghidn, bo phan khudy tron, bo phan
can, b phadn mai mon, bd phé.n'cét dat doan, bd phan nghién cét). Theo mdt sb
- phuong an thuc hién, hé théng phu 104 c6 thé bao gdm mot hodc nhidu bd phén:
xir 1 bing bire xa. B phén xi Iy bing birc xa c6 thé bao gdm ngudn hat tich dién
(vi dy, ngudn chim tia dién tir va/hodic ngudn ion), trong d6 nguyén ligu dugc phoi
sang céc hat tich dién dé l1am thay dbi nguyén lidu. Theo mét sé phwong an thuc
hién, h¢ théng phy 104 c6 thé bao gdm mét hodc nhiéu bd phén siéu 4m, trong d6
nguyén liéu duge phoi sang séng siéu am dé thay dbi nguyén lidu. Theo mot sb
~ phuong 4n thuc hién, hé thong phu 104 c6 thé bao gdm mét hodc nhidu bd phan
nhiét phan va/hoic mot hoic nhidu bd phan xir Iy bing hoéa hoc. Theo mdt sb

phuong 4n thuc hién, hé théng phu 104 c6 thé bao gdm mét hodc nhidu b phén
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Xt Iy nd b?mg hoi nuéc. Theo mot sb phuong an thyc hién, hé théng phu 104 c6
- thé bao gdm mét hozc nhidu t8 hop cia cac bd phén x1r ly nay.

No6i chung, hé théng phu 104 c6 thé bao gdm mét hodc nhiéu bd phén xtr ly
* bat ky trén day, & dang t6 hop bét ky. Hé théng phu 104 thudong duge thiét ké dé
thu dugc giai doan thay ddi ban dAu nguyén liu, d chuin bi cho budc xir 1y tiép.
Theo mot s6 phuong an thyuc hién, hé théng phu 104 c6 thé khong c6, va nguyén
lidu c6 thé dugc chuyén truc tiép tir bo phan chira 102 vao dudng éng 1am lanh
-106. FIG. 2 thé hién phuong 4n thuc hién cia hé théng xi Iy nguyén liéu khong
-6 hé théng xir Iy phu 104. Céc cdu thanh khac nhau trén FIG. 2 da dwge md ta

“rén day trong FIG. 1, va phin mb ta v& chiing khong dugc dé cip lai & phén nay.

Trd lai FIG. 1, sau khi nguyén liéu di durge xir ly trong hé théng phu 104,

vi du, bﬁng céch cét, cét dit doan, nghién cit, hoic nghién vun, nguyén li€u dugc
- chuyén qua dudng dng 116 vao dudng ng 1am lanh 106. BO phan cp chit 1ong
1am lanh 112 c4p chit 1ong 1am lanh (vi du, nito dang 1ong va/hodc khi nito lanh,
va/hodc heli 1éng va/hodc khi heli lanh, va/hodc agon 16ng va/hodc khi agon lanh,’
- va/hoic CO, rén va/hodic CO, léng, va/hodc khong kbi long va/hodc khong khi
lanh dang 16ng) vao duong dng 1am lanh 106 qua dudong dng 120. Nguyén liéu
‘duge chuyén qua dudng éng lam lanh 106 theo huéng duge thé hién bing hinh
mili tén 128. Khi nguyén liéu di qua duong 6ng 106 (vi du, trén phwong tién vén
s chuyén nhu biang chuyén va/hoic miii khoan), nguyén lidu duge 1am lanh nhd trao
© d6i nhiét bing chét 16ng 1am lanh dugc clp bing cich 1am lanh bo phan cip chét
long 112.

Khi nguyén liéu dn cubi dudong 6ng 1am lanh 106, nguyén lidu duge
chuyén qua duong 6ng 118 vao hé théng xir Iy nguyén-liéu phu thir hai 108. Theo
~ mét sb phuong 4n thyc hién, bo phan cip chit 16ng 1am lanh 112 ¢4p chét 16ng -
* 1am lanh qua dudng ng 122 vao hé théng phu thir hai 108, nhu dugc thé hién
trong FIG. 1. Néi chung, hé théng xir Iy phu thir hai 108 c¢6 thé bao gdm mét hoic
nhidu bo phan xir ly bit ky duge d& cdp trong ban mé ta ndy lién quan dén hé

théng xir Iy phu du tién 104. Vi du v& bd phan xir ly gdm mot hodc nhiu bd phan
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xur ly nhu nghién, cit dat doan, hodc bd phan nghién cét, bd phan xu ly b%mg bic
xa, siéu 4m bo phan xir ly, nhiét phan b phan xir 1y, nd bing hoi nudc by phan xir
ly, va bd phan xir Iy bang hoa hoc. Chét 1ong d3 1am lanh ¢6 thé duoc tai tudn
hoan dé sir dung tiép trong dudng dng 1am lanh 106 bing cach chuyén chét long
qua dudng 6ng 124. '

Nguyén ligu da xir 1y, sau khi xuét hién trong hé théng xr 1y phu thir hai -

108, dugc chuyén vio bé chira nguyén lidu 110 qua dwdng bng 126. Khi & trong

 bé chita 110, nguyén lidu c6 thé dugc dua vao bude xir 1y tiép, bao gdm mét hodc

- nhi€u budc bo sung bat ky trong sd cac budce xit Iy duge md ta trong cac hé thong

-xur Iy phu 104 va 108 trén day. Theo cach khac, hodc ngoai ra, nguyén liéu da xir

1y ¢6 the duoc dua vao bude xir Iy bo sung, bao gom mdt hoic nhiéu bude xir ly

- str dung chét sinh hoc nhu enzym va/hodc vi sinh véat, nhur vi kh_ué,n va/hoic ndm
- va céc chét héa hoc va ché phim héa hoc va dung dich héa hoc khac nhau.
Noi chung; cac phuong phap lam ianh dugc dé cap trong ban mé ta ndy c6
thé dugc str dung véi rat nhidu sinh khdi khac nhau va céc k¥ thuat xir ly nguyén
~ lidu khéc. Vi du vé k§ thut c6 thé duoc sir dung véi cac phuong phap 1am lanh @
- cdp trong ban mé td nay dugc mé ta, vi du, trong cic tai liéu sau: WO
2008/073186; va patent My s§ 12/417,699, 12/417,707, 12/417,720, 12/417,723,
12/417,731, 12/417,786, 12/417.840, 12/417,880, 12/417,900, 12/417,904,
12/429,045, va 12/486,436. Cac phuong phéap lam lanh dwgc m6 ta thudng cé thé
duoc sir dung trude khi, trong khi, va/hodc sau khi thyc hién cac k¥ thuit xir ly :bét
ky duge mo ta trén day. ,
Budc xtr Iy bat ky dugc dé cap trong ban md tandy, vi du, nhu nghién nho,

theo mot s6 phuong 4n thyc hién c6 thé dic biét c6 loi khi dwoc st dung két hop

~véi mot hodc nhiéu phwong phép 1am lanh, vi dy, phuong phép 1am lanh cryo. Néu

* khong bi gi6i han boi ly thuyét, tin ring d9 gion ciia nguyén lidu lignoxenluloza
ting do béi nguyén liéu 1am lanh c¢6 mat it nhit cac thanh phén tach mét phin, vi
du, & bé mit chung. Ngoai ra, bing cach 1am ting do gidon cia nguyén liéu, tin

rang cAc k§ thuat c6 thé hiéu qua hon khi 1am dat gy nguyén liéu — vé hiéu qua,
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nguyén liéu (va, bang vi du, phan doan lignin cua nguyén liéu) c6 thé bién ddi tir
* polyme déo, dé tring chinh thanh nguyén liéu cimg, giéng thuy tinh ma c6 thé
“dap vo™. _

FIG. 3 thé hién phuong 4n thuc hién vi du v& bd phan can 200 c6 thé tao
thanh mot phan hoic toan bd cac hé théng xir Iy phu 104 va 108. Bé phan can 200
~ ‘gbm duodng dng 202 dé nguyén lidu duge chuyén qua. Cénh c6 dinh 204 duge dat
trong duong dng. Canh dong 206 dwoc gén vdi truc duge dat & gitta 208. Trong
qua trinh van hanh, nguyén liéu duge cin qua thao tac cit cia cc canh 204 va
206. =

Céc thiét bi can dong lanh, nghién dong lanh, can cryo va nghién cryo ban
trén thi trudng c6 thé duge sir dung. Thiét bi nay két hop viée 1am lanh nguyén
liéu Véi nghién nhoé nguyén lidu. Vi du v& dung cu nghién cryo ban trén thi trudng
gdm the Freezer/Mill 6870, do SPEX CertiPrep, Metuchen, New Jersey cung cip, .
- va dung cu nghién cryo do Pulva Corporation, Saxonburg, PA cung cip. Cac nha
cung cép khac gdm Air Products, Praxair, va Air Liquide. Theo mét sb phuong an
thyuc hién, thiét bi c6 thé bao gém viung 1am lanh truéce, vi dy, bang chuyén lam
lanh nhu may ép dun tryc vit lanh. Trong mét sé trudng hop nito dang léng duge
~- phun vao nguyén liéu dé duoc 1am lanh trong ving 1am lanh truée. Dung ;:u
: nghién ¢ thé dugc -lép,‘ vi-du, chét tinh tién hodc chi tiét khac. Vi du, dung cu

- nghién c6 thé 13 may nghién hinh 6ng. Thong thudng, t6t hon 13 nhiét do cua

* nguyén liéu duge theo ddi va kiém soat qua bude nap liéu va nghién.

Nghién dong lanh c6 thé duge két hop véi chiéu xa, trong trudng hop nay
chiéu xa 6 thé duge thuc hién trude khi, trong khi, hodc sau khi nghién déng
lanh. Trong mét s6 trudmg hop, nghién dong lanh c6 thé 1am giam lwong birc xa
can dé 1am giam kha ning chéng phan hity héa hoc ciia nguyén lidu sinh khéi hoic
- xur Iy nguyén li€u chira hydrocacbon.

K§ thuat xtr 1y bang siéu am c6 thé, theo mét s6 phuong 4n thyc hién, dic
biét ¢6 loi khi dugc sir dung Kkét hop v6i, vi dy, trude khi, ngay sau khi, hodc trong

khi, cac phuong phép 1am lanh dugc d& cap trong ban mé ta nay. No6i chung, xir ly
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bang siéu 4m nguyén liéu c6 hidu qua khi thay d6i nguyén liéu do nhiét dwoc clp
vao nguyén li€u nhd séng co hoc (vi dy, séng 4m). Khi cac phurong phap 1am lanh
dugc sir dung dé 1am giam nhiét do cta nguyeén liéu, nguyén li€u tré nén gion hon,
va it c6 kha ning trang chinh hon dap Gng vdi séng co hoc t¢i va/hodc bi gidn né
nhanh do néng cuc bj. Két qua 13, hiéu suit ma siéu 4m 1am thay dbi mot cach
hiéu qua nguyén li€u tang Ién.

Theo mdt sb phuong 4n thuc hién, cac k§ thuit st dung birc xa (vi du,
chum tia dién t&r vi/hodc chim ion) dé xir Iy nguyén lidu c6 thd dic biét c6 loi khi
duge sir dung Kkét hgp véi, vi dy, trude khi, ngay sau khi, hodc trong khi, 1am lanh
nguyén liéu. Vi duy, theo mot sb phuong 4n thyc hién, trude tién nguyén lidu cb thé
dugc chiéu xa {(vi dy, trong hé thé_ng phu 104) truée khi nd duge lam lanh. Theo

-cach khéc, trudce tién nguyén lidu c6 thé duge 1am lanh, va sau d6 dugc chiéu xa
(vi du, trong hé théng phu 108). Liéu lugng birc xa c6 thé, vi du, ndm trong
khoang tir 0,IMrad dén 200Mrad, vi du, nim trong khoang tir 10Mrad dén
100Mrad hogc nam trong khoang tir 30Mrad dén 90Mrad. Brc xa c6 thé phéngra. -
béng mot bude chiu xa hodc nhidu bude chidu xa, va nguyén lidu c6 thé duoc 1am
lanh giita cac budc chiéu xa, néu mudn. Viéc lam lanh ndy dugc md ta trong .

patent M§ s6 12/417,880.

Viéc phoi sang nguyén lidu bang mét s§ dang va licu luong birc xa cb thé
lam tdng d§ gion cua nguyén liéu. Nguyén liéu co thé dugc 1am lanh dé 1am giam
nhiét d6 cia n6 va lam ting thém d6 gion ciia nd. Trong khi va/hodc sau khi lam
lanh nguyén lidu, nguyén liéu c6 thé dwgc xtr Iy (vi du, bang cach can, nghién,

~ nghién cit, va cac k¥ thuat khac) dé thay ddi nguyén liéu @ chuin bi cho bude xir
1y tiép tao ra cac san phdm hiru ich. Theo cach khéc, hodc ngoai ra, viéc phoi sang
birc xa (vi dy, phoi séng bing chium tia dién tir va/hodc phoi sang bang chim ion)
nguyén liéu sau khi lam lanh nguyén liéu ciing ¢6 thé duogc sir dung @& thay déi
tiép nguyén liéu va/hodc 1am cho nguyén li¢u gion hon. Khi ca viéc phoi sang birc

xa va-1am lanh dugc st dung d€ 1am cho nguyén liéu gion hon, hiéu suat san pham
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(vi du, etanol va/hodc céc ruou khac) c6 thé tang dang ké, va lugng nang lugng
can dé xir Iy nguyén lidu co6 thé giam.
- Theo mdt s phuong an thyc hién, nhidu giai doan 1am lanh va x@ Iy co

hoc, hodc giai doan thay(df)i 1am lanh va lam néng, vi du, c6 hoic khong c6 bude
xir Iy co hoc bd sung hoic xir Iy vat Iy khéc, c6 thé duge st dung dé xir Iy nguyén
liéu, vi dy, sinh khdi. Vi du, mdi giai doan lién tiép c6 thé lam giam tiép kich c&
trung binh cta hat sinh khéi, cho dén khi dat dugc c& hat mong mubn. Mbi giai-
~ doan 1am lanh c6 thé 13 gidng nhau hoic khac nhau (vi du, hé théng nay ¢6 thé bao

- g0m nhiu hé théng 1am lanh phu tuong tu). Theo mét s6 phwong an thue hién, hé
~ thdng c6 thé bao gdm mot hé théng 1am lanh phu ma nguyén liéu di qua nhidu 1an.
Theo cach khac, theo mdt sb phuong an thuc hién, cic giai doan lam lanh khéac
- nhau (vi dy, giai doan 1am lanh 1am lanh sinh khéi dén céc nhiét do khéac nhau,
“nhu nhiét 46 giam dan) c6 thé dugc sir dung dé xir Iy nguyén licu.

Twong tu, theo mot s6 phuong 4n thuc hién, nhiéu giai doan x1r Iy co hoc

- ¢6 thé dugc sir dung dé xir 1y sinh khéi hodc chie nguyén Iiéu khac nhu cic san
phdm dau mé. Nguyén lidu c6 thé dugc tai tudn hoan qua bd phén xit Iy gidng
* nhau nhiéu 14n, va/hodc hé théng c6 thé bao gém nhiéu bd phéan co hoc. Cac bd
phan nay c6 thé hoan toan giéng véi cac bd phan khéc, hodc mét sé bo phén c6 thé
khac (vi dy, v& mit cdu tric) véi cac bd phén khac.

N6i chung, rat nhidu chit 16ng 1am lanh khic nhau c6 thé duogc str dung dé
lam lanh nguyén liéu. Theo cic phuong an thuc hién dugc mé ta trén day, nito
léng va/hodc nito lanh dang khi duge sir dung 1am chét léng 1am lanh. Tuy nhién,

“theo mot s6 phwong 4n thuc hién, mét hodc nhidu chit 16ng 1am lanh khéc ¢ thé
dugc sir dung, bao gom heli I6ng, oxy 16ng, hydro long, khong khi 16ng, cac dich-
16ng nhu vy khac, va t6 hop ciia chiing. Theo mét s phuong 4n thuc hién, chit
16ng 6 thé 12 dang khi chir khong phai dang 10ng, hoic c6 thé chira dang rén (vi
du, nuéc d4, CO, ran) dugc tron véi, hodc thay thé bing, chit 1éng. Vi du, rét

nhiéu khi da dugc 1am lanh (gém khi quy lanh, khi nito lanh, khi oxy lanh, va khi
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hydro lanh) c6 thé dugc str dung thay thé, hodc cing véi, chit l6ng 1am lanh dang
16ng.

Theo mdt s§ phuong an thuc hién, chit rin c6 thé duge bd sung vao nguyén
liéu dé hd tro xir Iy nguyén liéu. Vi du; CO; rén c6 thd dugc bd sung vao nguyén
liéu dé hd trg 1am thay ddi nguyén liéu & mot hodc nhidu bd phan xit Iy. CAc chit

“rn khéc ciing c6 thé dugc st dung 13 nude da ching han. Chit rén ciing c6 thé 13
cac yéu td rén duoc loai bo sau dé hodc dugc tach khdi nguyén li€u, vi dy, mot -
- hodc nhidu yéu t6 dang hat, dang 6ng, hodc cac yéu t rin dugc can khac.

Nhiét d0 ma nguyén liéu duoc 1am lanh phu thude vao mot sd yéu 6, bao
gom k¥ thuat xir Iy dugc sir dung @ thay ddi nguyén lidu va ban chét ciia nguyén
~ lidu. Theo mdt sb phuong 4n thuc hién, vi dy, nguyén liéu dugc 1am lanh dén nhiét
d6 thap hon nhiét d chuyén ho4 thuy tinh cta lignin, nim trong khoang tir 100°C
dén 170°C, vi dy, ndm trong khoang tir 120°C dén 150°C, vi du, khoang 125°C.
~Khi lignin dugc 1am lanh dén nhiét d6 thap hon nhiét d6 chuyén hod thuy tinh cia
no6, né thay ddi tir nguyén liéu mém, d& tring chinh thanh nguyén li€u gion, dang
thiy tinh. Lignin gion, dang thity tinh c6 thé duge thay d6i dé dang hon bing cac
~ budce xir Iy khac nhau, bao gdm cic bude xir ly duge méd ta trén day. Ngoai ra,
- bang cach 1am lanh lignin dén nhiét d6 thip hon nhiét d6 chuyén ho4 thuy tinh ciia - -
né chu tric vat 1y ctia lignin c6 thé bi thay dbi. Su thay ddi v& cAu tric cta lignin
c6 thé gy ra tg suét trong & nguyén liéu ma tai dé lignin dwoc lién két Vi -
xenluloza va/hoic hemixenluloza. Ung suét trong c6 thé din dén viée tach 16p va
theo d6 1a vi€c tach lignin ra khéi xenluloza va/hodc hemixenluloza. Theo mét )
phuong 4n, nguyén liéu dugc 1am lanh dén nhiét d6 thip hon nhiét d6 ma tai d6
nguyén liéu tré nén gion (“diém gidon” cta nguyén liéu). Pidm gion nay cua
nguyén liéu cu thé c6 thé duge do bing cach st dung thiét bj kidm tra c6 ban trén
thi trudng, vi dy, mdy do d gion Benz BPT2100 do Benz Material Testing
Instruments, Providence, Rhode Island cung cip.

. Theo mét sb phuong 4an thuc hién, nguyén liéu cé thé dugc 1am lanh dn

nhiét d thdp hon nhiét d6 chuyén hoa thuy tinh cia mot hodc nhidu don vi hoic -
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thanh phan khac trong nguyén liéu, nhu hemixenluloza. Nhimg danh gia treng tu
vé cac yéu t6 lién quan dén lignin ciing 4p dung duogc v6i hemixenluloza. Cy thé,
viéc 1am lanh hemixenluloza c¢6 thé 1am cho né gion hon, gitp 1am tang hi€u qua
clia bude xur 1y sau d6. Viéc lam lanh cfing c6 thé tao ra tmg sudt trong trong cu
triic sinh khéi, c6 thé din dén viéc tch hemixenluloza ra khoéi cac thanh phin khac
- (vi dy, xenluloza) trong nguyén liéu.

Theo mét s§ phwrong 4n thyc hién, nguyén liéu c6 thé duge 1am lanh dén-
nhi¢t do bang hoic nhé hon 400K (127°C) (vi du, bing hoic nhé hon 380K
© {107°C), bang hogc nho hon 360K (86,9°C), bing hoic nhé hon 340K (66,9°C),
bing hodc nhé hon 320K (46,9°C), bing hozic nhd hon 300K (26,9°C), bing hoic
nhé hon 280K (6,85°C), bang hoic 1h6 hon 260K (-13,1°C), bang hodc nhd hon
240K (-33,1°C), bing hogc nhé hon 220K (-53,1°C), bing hodc nhé hon 200K
(-73,1°C), bang hosc nhé hon 150K (-123°C), bing hoic nhé hen 100K (-173°C),
- bang hogc nhé hon 80K (-193°C), bing hodc nhd hon 77K (-196°C), bing hoic:
nhé hon 70K (-203°C), bang hogc nhd hon 50K (-223°C) bing hodc nhé hon).
~ Theo mdt s6 phuong 4n thyc hién, nguyén lidu c6 thé duge 1am lanh dén nhiét d6
bing hodc nhé hon nhiét do trong phong (vi dy, 293K (19,9°C)). Theo mét sb

phuong an thyc hién, nguyén liéu cé. thé dugc 1am lanh dén nhiét d6 béng hoic

" nho6 hon khoang nhiét d§ cia nito dang 16ng (vi du, 77K {(-196°C)). Viéc 1am lanh - -

. -nguyén liéu dén nhiét d§ nhé hon nhiét d§ coa nito dang 16ng c6 thé dat dugc bﬁng

cach sir dung chat 1ong lam lanh v6i diém s6i thip hon so véi diém s6i ciia nito
dang 16ng (vi du, heli long).

Theo mét s6 phuong an thuc hién, tbc d6 ma nguyén liéu dugc lam lanh ¢
thé dugc kiém soat d& hé trg viéc tach cic thanh phin cia nguyén lidu. Vi dy,
bang cach 1am lanh nguyén lidu nhanh, sy sip xép voi ning lwong thip nhit cua
~ céc thanh phan lién két trong sinh khéi c6 thé khéng c6 thoi gian tao thanh. N6i
cach khac, nguyén lidu d4 1am lanh c6 thé & trang thai ning lwong khong phai 1a
trang th4i ning hrgng t6i thidu, va vi vdy c6 thé khong 6n dinh va thay d6i d& dang -

hon bang céch sir dung cac bude xtt 1y tiép. Theo mét sb phwrong 4n thyc hién, vi
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dy, tbc d6 ma tai d6 nguyén liéu dugc 1am lanh 13 biang hodc 16n hon 1K/s
(-272°C/s) (vi du, bang hoic 16n hon 2K/s (-271°C/s), bing hoic 16n hon 3K/s
(-270°C/s), bang hodc 16n hon 5K/s (-268°C/s), bang hoic 16n hon 7,5K/s
(-266°C/s), bing -hoic 1én hon 10K/s (-263°C/s), bing hodc 16n hon 15K/s
(-258°C/s), bang hodc 16n hon 20K/s (-253°C/s), bing hodc 16n hon 30K/s
(-243°C/s), bing hoic 1én hon 40K/s (-233°C/s), bang hodc 16n hon 50K/s
(-223°C/s), bang hogc 16n hon. 75K/s (-198°C/s), bang hodc 16n hon 100K/s
"~ (-173°C), hodc tham chi 16n hon nita).

Theo mdt s6 phuong 4n thue hién, bing cach sir dung hé théng xi 1y dirge

. ad c4p trong ban md ta nay, nguyén liéu c6 thé duoc duy tri & nhiét d6 d3 chon

va/hodc trong khoang nhiét do da chon trong qué trinh xir ly nguyén liéu bing
~céach st dung mot hodc nhiéu k¥ thuat xir Iy khac nhau dugc dé cap trong ban mo

ta nay. Vi dy, nguyén lidu c6 thé dugc duy tri & nhiét do bing hodc nhd hon 400K

© 7 (127°C) (vi du, bang hodc nho hon 380K (107°C), bing hoic nhé hon 360K

(86,9°C), bang hogc nhé hon 340K (66,9°C), bing hozc nhé hon 320K (46,9°C),
bang hoic nhd hon 300K (26,9°C), bing hoic nh6 hon 280K (6,85°C), bing hojic
nhé hon 260K (-13,1°C), biang hoic nhé hon 240K (-33,1°C), bing hodc nhé hon
220K (-53,1°C), bing hoic nhoé hon 200K (-73,1°C), bang hodc nhé hon 150K

~ -+ (-123°C), bing hoiic nhé hon 100K (-173°C), bing hoic nhé hon 80K (-193°C), .

- bang hodc nhé hon 77K (-196°C), bing hodc nhoé hon 70K (-203°C), bing hoic
" nhé hon 50K (-223°C)). Theo mdt-sd phuwong 4n thwc hién, nguyén liéu c6 thé
duoc duy tri & nhiét do béng hoac th'flp hon nhiét d§ trong phong (vi dy, 293K
= (19,9°C)). Theo mét s6 phwong an thuc hién, sinh khdi ¢6 thé duge duy tri & nhiét
d6 cua nito dang 16ng (vi dy, 77K (-196°C)) hodc nhoé hon.

Theo mdt sb phuong an thuc hién, nguyén li€u c6 thé duogc dua vao chudi
céc giai doan 1am néng va 1am lanh duge chon dé pha v tiép sw két hop (vi du,

céc lién ket cong hoa tri gia) gitta lignin va xenluloza va/hodc hemixenluloza. Viéce

- xir Iy nhanh nguyén li¢u theo chu trinh nhiét c6 thé tao ra tng suét trong trong
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nguyén li€u, c6 thé din dén viéc tach cic thanh phan sinh khéi (vi du, khéng cén -
xir 1y tiép, hogc do cac bude xir Iy tiép).

Ngoai ra, nhiéu chit khic nhau c6 thé duoc bd sung vao nguyén liéu trude
khi, trong khi, va/hodc sau khi 1am lanh nguyén liéu. Vi du vé& cac chét c6 thé duoc
bd sung 13 nu6e (va, phd bién hon la hop chit khac bét ky gisin n& hodc co rat khi
dugc 1am lanh), chit oxy héa, chit khir, axit, bazo, va nguyén lidu co rit dang ké
khi lam lanh. Néi chung, cic chét nhu nudce c6 thé dugce dua vao mot hoic nhidu
thanh phén cta nguyén liéu dé 1am phdng cac thanh phin khi duge hydrat héa. Vi
-du; khi nguyén liéu, vi du, sinh khéi, dugc 1am lanh, nuéce gifn né va/hoic co rit,
tao ra Gmg sut bén trong theo chu ky trong nguyén liéu c6 thé dan dén vide dirt
gly cac lién két trong nguyén lidu, vi duy, gifta lignin va xenluloza va/hoic
. hemixenluloza. Céc chat khéc b thing hoa (vi du, cacbon .dioxit) ciing ¢6 thé duogc
sir dung & thu dwoc két qua twong tw. Céc chit thing hoa thudng c6 khdi hrong. -
- phén tir gam bi thay d6i déng k& & chuyén pha. Cac chit nhu vy c6 thé dugc dua
" va0 nguyén liéu d& dy nhanh tiép viéc tach cac thanh phin ma khi xdy ra gidn no -

va/hoic co rit trong d6i nhanh nguyén liéu do cac chét bd sung.

- Nhu luu y trén day, cic chit héa hoc khic nhau nhir chét oxy héa va/hodc
. chit khir va/hogc axit va/hoic bazo ¢ thé duge bd sung vao nguyén liéu. Céc chét

- khéac nhau phén mg véi nguyén liéu trude khi, trong khi, va/hodc san khi lam lanh .
- -con h trg tiép dé thay ddi nguyén liéu trude khi tao thanh va chiét san phdm. Néi
chung, mot sb thanh ph?m‘ ctia nguyén liéu c6 thé én dinh véi sy ¢6 mit ctia mot
chét, nhung phan mg v&i su ¢ mit cia cac chat khac. Vi du, xenluloza én dinh
v6i cac bazo, nhung bi thay ddi boi axit. Bing viéc dua cic bazo vao mét holdc
nhiéu hé théng xir Iy phy khéc nhau, mot hodic nhidu thanh phin da chon cua
nguyén ligu, vi dy, lignin, c6 thé dugc thay ddi mot cach chon loc va phan ly ra
- khéi cac thanh ph?in khéc, vi du, xenluloza va/hogc hemixenluloza, 1am ting hiéu
sult cia cic san phém thu dugc tir nguyén lidu. Cac chét hoa hoc ¢6 thé duogc bd
sung vao cic hé thdng xir Iy phu khac nhau l1am chét léng, trong dung dich, .- -

va/hoic 1am chét khi. Theo mot s6 phuong 4an thyc hién, cac chét co thé duoc dira
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“vao & dang khi, va c6 thé dugc ngung tu thanh chét long nhu nguyén liéu duogc
lam lanh.

Theo mdt s6 phuwong 4n thuc hién, cac chét oxy héa va/hoic khir khac nhau
"¢ thé dugc bd sung trude khi, trong khi, va/hoc sau khi 1am lanh dé diy nhanh
viéc tach it nhat mot s6 thanh phin nguyén liéu nhd cac phan tmg héa hoc. Viée
. lam lanh riéng r&, hodc cung v&i mdt hodc nhiéu k¥ thuat xi& ly dugc mo ta trén

day, c6 thé dugc sir dung d& ddy nhanh sy phan ly, vi du, cia lignin ra khoi

- xenluloza va/hodc hemixenluloza. Sy phan ly niy ¢6 thé dugc ddy nhanh tiép bing

phan Urng cia xenluloza, hemixenluloza, va/hodc lignin véi céc chat sao cho cac
~ san pham cia cac phan ing nhu vy khong tai ket hop mot cach dé dang. Vi dy vé

- -chat oxy hoa va khir gom ozon, oxy, khdong khi, amoniac, va rat nhiéu cac chat

. khac.

Theo mét sé phuwong 4n thuc hién; nhidu céc giai doan 1am lanh khac nhau
“cé thé duge str dung, mdi giai doan dugc thiét ké dé 1am lanh nguyén liéu dén
nhiét 4o khac nhau. Vi du, trong giai doan xir Iy ban dau, nguyén liéu c6 thé duogc
1am lanh dén nhiét do da chon va c6 thé dugc xir Iy (vi du, bing co hoc, bing phoi
sang birc xa, bing siéu 4m, va/hodc bing cac k¥ thuat khac nhau khac). Vi du,
* trong mdi gieii doan xtr Iy sau d6, do cac hat nguyén liéu c6 thé duoc lam nhé hon
'm{t cach nhanh chéng, nguyén lidu c6 thé dugc Jam lanh dén cac nhiét d6 thip
hon lién tuc va dugc xur ly tiép, dé tiép tuc dé iam gidm kich c& cia hat va/hodc
- phan ly tip cac thanh phan cta nguyén liéu nhu sinh khdi (vi du, phan ly lignin ra
khoi xenluloza va/hogc hemixenluloza) hogic dé thay déi céu tric.

. No6i chung, phin m6 ta khéng chi gi6i han & hé théng xt 1y cu thé duoc md
ta trén FIG. 1 trén day. Cu thé, mét s6 phuong phap 1am lanh khic nhau c6 thé
~duoc str dung dé 1am gidm nhiét d§ cua nguyén liu trude khi, trong khi, va/hoic |
" sau khi tmg dung céc k¥ thuat xir Iy khac nhau. Ngoai ra, néi chung, rat nhiéu hé
théng 1am lanh phu khéc nhau ¢6 thé duge sir dung dé 1am lanh nguyén lidu.

Theo mdt sb phuong an thuc hién, hé théng xir. Iy dugc dé cép trong ban

~md ta ndy cb thé bao gdbm hé théng tach phu hoat dong dé tach cac thanh phan
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khac nhau cua nguyén li€u sau khi nguyén liéu da dugc 1am lanh va xir ly. Vi dy,
khi nguyén liéu dugc xir Iy d& phén ly lignin ra khoi xenluloza va/hodc
hemixenluloza, hé thdng xir Iy c6 thé bao gdm hé théng tich phu dugc thiét ké dé
 loai bo lignin d phén ly. Cac phuong phap khac nhau, bao gdm cic phuong phép
tach vat Iy nhur ling gan, ly tdm, chung cit, va chiét c6 thé dugc sir dung dé tach
" cac thanh phin, vi du, lignin ra khoi cic thanh phin khéc cia nguyén liéu
lignoxenluloza, hoic cat ra khéi hydrocacbon trong cat diu. Cac phuong phép
khéc c6 thé dugce thuc hién trong hé thdng tach phu-gém xtr ly nhi€t hoa, xir ly
bang hoa hoc, va xirly biang phoi séng bic xa).
Theo mét s phuong an thic hién, hé théng xir Iy dwgc dé cap trong ban
" md ta ndy c6 thé bao gdm mot boic nhidu didm thim wdt dé dwa chit thim wét
khac nhau — cu thé 13 e va/hodc cac chit 1ong khac nhu dimetyl sulfoxit - vao
‘nguyén liéu. Vi du, cic bd phan xit Iy co hoc dudi ddy nhu bd phin can duoc thé
hién trén FIG. 3, hé théng xit 1y c6 thé bao gdm dung cu phun dé bd sung nudc
*va/hoic cac chit khac vao nguyén ligu. Dung cu phun c6 thé tao ra dang swong mu .
" min ndm trén trén bé mat cua hat nguyén licu. Néu nguyén liéu dugc lam lanh
trong khi hoiic sau khi tao ra swong mu, swong mi nay c6 thé duge dong lanh trén
 céc bé mat cia hat d& dam bao su két dinh. Nhiét do cita nguyén lidu c6 thé trai
qua mdt hogc nhiéu chu trinh 1dm néng-lam lanh dé 1am phdng tiép nguyén ligu
v6i suong mu duge tao ra. Ngodi ra, theo mét s phwong 4n thuc hién, cac thay
dbi, vi du, cac thay ddi nhanh, v& nhiét d6 ctia nguyén liéu c6 thé lam thay d6i tiép

cau tric nguyén liéu.

Theo mét sO phuong &n thuc hién, nhiéu giai doan thim ué6t ¢ thé duge st -

dung. Mdi giai doan thAm w6t c6 thé dwa chit gidng nhau vao nguyén lidu, hodc
cac giai doan khac nhau cé thé dua céc chét khac nhau. Viéce chon loc chit dé dua
* vio phy thudc vao cic yéu t6 nhu img dung mong mudn ciia nguyén liéu, trang -
thai vét ly-héa hoc ciia nguyén liéu, va cac diéu kién trong giai doan xir Iy nguyén

liéu sau do.
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Céc hé théng va cac phuong phép dé lam ting thim w6t nguyén lidu trude
khi, trong khi, va sau khi xir ly duwge mo ta, vi dy, trong patent M§ s6 12/417,880.
Theo mdt s6 phuong 4n thyrc hién, sau khi nguyén liéu da dugc xir ly bang cach st
dung cic phuong phap dugc @& cip trong ban mé ta ndy, nguyén lidu da xir 1y co
thé duge dua vao budc xir Iy bd sung. Cu thé, nguyén lidu da xir 1y c6 thé duge
tiép xtc v6i cac chit sinh hoc nhur enzym, va/hodc véi vi sinh vat nhu ndm (vi duy,
' P. Stipitis) va/hodc vi khudn dé chiét nhidu san phim hiru ich khac nhau ra khoi
nguyén liéu 43 xtr 1y, bao gdm céc san phdm nhu hydro, rurgu (vi du, etanol
va/hodc: butanol), -axit hiru co (vi dy, axit axetic), hydrocacbon, céc san phém phu
(vi dy, protein) hogic hdn hop cila cac chét bit ki ndy. Cac chét sinh hoc va vi sinh.

vt thich hop dé xir Iy tiép nguyén lidu dwoc md 3, vi dy, trong WO 2008/073186.
© Vi du, theo mdt s phurong 4n thuc hién, cc ki thuat dugc dé cap trong ban

md ndy dugc sir dung @ tach va loai bé lignin ra khoi nguyén lidu lignoxenluloza,
va sau d6 cac thanh phﬁn xenluloza con lai dugc saccarit hoa, vi du, b%mg cach six
-dung enzym. Viéc loai bd lignin 1am giam kha ning chdng phan hiy héa hoc cia
nguyén liéu, cho phép chuyén héa xenluloza thanh dudng, ma sau d6 cé thé dwoc

1én men thanh rugu.

Vi du thwre hién sang ché -

- Céc vi du khac nhau vé nguyén liéu xenluloza dugc thur nghlem trong cac
' bmh lic, bang cach sir.dung P. stipitis NRRL Y-7124 va cong thirc mdi trueong
dinh dudng chuin & cac mirc d6 khac nhau. Nong do etanol dugc do theo thoi gian
cho mdi binh. Nhu duge hru y dudi diy (xem Chu thich cho Bang 1), cic méu
xenluloza thu dugc tir o da cit (cut glass - CG). Mot s6 mu duoc dé dong lanh
(FG), bang cach sir dung méay dong lanh/nghidn SPEX Certiprep® 6870. Didu
‘kién nghién déng lanh 13 nhu sau: 4 phit 1am lanh so bd, tiép d6 1a ba chu trinh
v6i thoi gian chay 10 phit va 2 phat 1am lanh, véi tAn s§ nghién 13 15Hz. M6t sé
cac mau duge chiéu xa ma khéng duge nghién dong lanh, trong khi mot s6 mau

khac dugc chieu xa sau khi nghién déng lanh. Viéc chi€u xa dugce thuc hién bé‘mg
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* cach sir dung chum tia dién tir. Lidu luong bic xa dugc chi ra b'?lng con sb dimng
sau “CG,” véi 0,2E cho biét 0,2Mrad, 0,4E cho biét 0,4Mrad, v.v.. Khi liéu lrgng
birc xa bang hoic nhé hon 10Mrad, né cho mét dudng di qua. Khi 1idu lwong birc

" xa 16n hon 10Mrad, n6 cho nhiéu dudng 10Mrad di qua (vi dy, 50Mrad = 5 x

10Mrad), v6i khoang cach thdi gian 13 1 phit giita cac duwong dé cho phép lam

“lanh nguyén li€u & nhi¢t 4 mai truong.

Chét phan tmg duoc sir dung

| Thanh phdn mdi trudng | Nha san xuét Mau s6 Losd
| D ScholAR _
Uré L : 9472706. AD-7284-43
_ Chemistry
, Becton
- Nam Nito Bazo = : - 291940 7128171 .
Dickinson
| ~Becton
Pepton o - 211677 4303198
‘ , Dickinson _
Xyloza (>98%) Alfa Aesar A10643 10131481
, ' BP-350-1, 50-
Glucoza (>98,9%) Fisher 99.7 030064, 030439
, Becton
YM canh thit ' 271120 6278265
o A Dickinson o 7
_ Novozyme@ 188* Novozymes Sigma C6105 018K0735, 058K1144
Celluclast 1, 5 FG Novozymes Sigma C2730 077K0735, 058K1'144
A VEﬁZym Optimash™ TBG | o
O Genencor® N/A 1600925859

¥ Xenlobiaza tr Aspergillus niger

- ** B_glucanaza EC 3,2,1,6.

Tao ra ngn hang té bao va phat trién binh hat
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Dé bao quan méi trudng nudi cdy gbc, ngén hang té bao dang hoat dong

clia m&i méi truong nubi cdy dugc tao ra. Ngan hang té bao dang hoat dong cia P.

stipitis NRRL Y-7124 dugc tao ra tir moi trudng nudi cdy dong lanh duoc khir

hydrat hoa thu dugc tir bd suu tip méi trudng nudi cdy ARS. Céc lo cryo chira méi
trudng nudi cly P. stipitis trong glyxerol 15% thé tich/thé tich dugc gitt ¢ -75°C.

Dé tao ra binh hat, mot phin nguyén li€u ciia ngan hang t& bao dang hoat

dong da duge 1am tan dugc vach trén canh thit nAm méc (YM) + 20g/L thach (pH . .

_‘5,0) va duoc i & 30°C trong 2 ngay. Céc dia duge giir trong 2 ngdy & 4°C trude

~khi str dung. Mot khuén lac tir thach chira ndm méc dugc st dung @& 4 binh hinh

‘n6n dung tich 250 mL chita 100mL canh thit v6 tring (40g/L Glucoza, 1,7¢/L nAm
nito bazo, 2,27g/L ure, 6,56g/L pepton, 40g/L Xyloza, pH 5,0) va 1 trong 24 gidr & -
25°C va 150 vong/phit. Sau 23 gi¢s sinh truéng, miu dwoc 14y ra va phan tich v&
mét d6 quang hoc (OD 600nm trong quang phd ké UV), tdng s§ hrgng t& bao, va
do tinh khiét (nhuém Gram). Dya trén céc két qua nay, binh c6 OD nim trong
~ khoang tir 6 dén 11 va sé luong té bao nim trong khoang tir 2 dén 6 x10° té
- bao/mL dugc sir dung @ @ cac binh thir nghiém. Mot ml céc thanh phan trong

* binh hat duoc bd sung vao cc binh thir nghiém dung tich 100mL (1% thé tich/thé -
 tich). | '

Binh thir nghiém |

Binh thir nghiém 13 binh hinh nén dung tich 250 mL chtra 100 mL canh
thit. Céc binh thir nghiém chira méi trudmg chuén (1,7g/L ném nito bazo, 2,27g/L
ure, 6,56g/L Pepton, pH 5,0.). C6 ba bd binh kiém chimg vi thir nghiém duge thuc
hién trong khoang thdi gian ba tudn va céc binh kiém chimg duoc phén tich cho
- mdi tuin thir nghiém. |

Thoi gian hoat dong 13 nhu sau. MAu lignoxenluloza (7,77g) dugc két hop
v6i 100 mL canh thit v6 tring trong binh dung tich 250ml vé tring va d& o déu
trong 14 gid & nhiét do trong phong. Sau khi u déu, d6 pH cia binh dugc didu
chinh dén 5,0 bing dung dich NaOH IN. Khi d6 pH dugc didu chinh, 3,89mL
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Celluclast 1,5 FG, 0,77mL Novozyme® 188, va 0,77mL Optimash™ TBG dugc
b sung va cac binh dugc 1 & 50°C trong 21 gid.

Sau khi xir ly bing enzym, d6 pH cua binh duoc didu chinh dén 5.5, 6.0,
hoidc 6,25. Sau khi diéu chinh do pH, cac binh dugc u bﬁng ImL P. stipitis cac
thanh phin trong binh hat va @ trong 96 gir & 25°C va 125 vong/phnt.

Ba binh kiém chimng (hai binh dwong tinh, mot binh 4m tinh) dugc & mdi
tudn, tbng cong 9 tudn. Hai binh kidm ching dwong tinh chira dudng. Mot binh
" chira 80g/L dudong (40g/L Glucoza va 40g/L Xyloza), binh kia chira 30 g dudng
(15g/L Glucoza va 15g/L Xyloza). Pudng khéng dugc bd sung vao miu binh dbi
~ ching 4m tinh. . :

M&t b binh (tdng cdng 5 binh) canh thit chi chira xyloza (40g/L Xyloza
1,7g/L nim nito bazo, 2,27g/L ure, 6,56g/L. Pepton) & do pH 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5.
~ Céc binh dugc u & 125 vong/phut va 25°C sau khi 1 v&i 1mL P. stipitis.

‘ B binh thit hai (tdng cong 5 binh) canh thit chi chita xyloza (40g/L Xyloza
1,7¢g/L nim nito bazo, 2,27g/L ure, 6,56g/L Pepton) & d6 pH 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5.
Céc binh dugce u 6 250 vong/phit va 25°C sau khi u v6i 1mL P. stipitis.

’ Trong tudn 1, cac miu CGO4E va CGO0,4E-FG4102315 dugc thir nghiém
trong cac binh & d6 pH 5,5. Tuy nhién, quy trinh ndy cho thiy ring chung phai
duoc thir nghiém & ca d6 pH 5,5 va 6,0. Vi vy, ca cac mau duge thir nghi€ém & do

pH 5,5 va 6,0 trong tuin tha 2 cta thi nghiém (c4c binh tir 28 dén 31).

Phan tich |

Téng tém miu dugce 1ay tir mbi binh & 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, va 96 gid
sau khi @ va phén tich v& ndng do glucoza, etanol, va xyloza bang cach sir dung
thiét bi phén tich YSI Biochem (YSI, Interscience). Cac miu duge ly tdm & toc d6
14.000 vong/phiit trong 20 phut va dich ndi dugce bao quan & -20°C. M3u chuin
dugc phan tich hing ngay dé ¢am béo tinh nguyén ven cua mang dugc duy tri.

S6 hrgng té bao ciia mbi binh hat dwoc phan tich d8 xac dinh mat d6 t& bao

ban dau trong cac binh thir nghiém. Mdt miu & 72 gid & dwgc 14y tr mdi binh
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dugc phan tich vé s§ lugng t€ bao. Cac miu da dwoc pha lodng thich hop dugc
tron v6i xanh Trypan 0,05% va dua vao huyét téc k& Neubauer. Cac té bao duge
dém véi @6 phong dai 40X. |

Do pH ctia mbi binh duge do & 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, va 96 gid.

Két qua

S6 Irgng t& bao trong céc binh hat dugc phan tich. Trong tudn 1 (cic binh
tir 1 dén 27), mat d6 té bio trong binh hat 13 5,03 x 10® t& bao/mL. Vi viy, mat do
té bao ban diu trong c4c binh thir nghiém 13 5,03 x 10° t& bao/mL. Trong tudn 2 .
(cac binh tir 28 dén 64), s lugng t& bao trong binh hat 13 6,38 x 10® t& bao/mL. Vi
vy, mét dd t€ bao ban ddu trong cac binh thir nghiém 12 6,38 x 10° té bao/mL. .
Trong tudn 3 (c4c binh tir 65 dén 105), s lwrong t& bao trong binh hat 12 5,93 x 10%..
té bao/mL. Vi vdy, mat d4 t& bao ban diu trong cac binh thir nghiém 13 5,93 x 10°
€ bao/mL.

Nbng d etanol trong mbi binh trong qua trinh 4 dwgc néu trong Bang 1
sau.

Béang !

Chii thich: “CG” = c6 di cét ; “FG” = dong lanh; 0.xE = dugc chiéu xa bing-

0.xMrad buc xa bﬁng cach str dung chum tia dién tur.

b6 pH
Binhs6| Mausb ban | - Nong d6 etanol (g/L) & thoi diém  (gid)
dau _ . |
0 12 24 36 48 60 72 965

1 CG 55 10,10 0,14 | 0,16 | 0,05 ] 0,03 [ 0,04 [ 0,05 [ 0,07
2 CG 6,0 |0,12 ‘0,21 0,24 | 0,19 | 0,14 | 0,09 | 0,08 | 0,07
3 CG-FG 55 0,00 1,35 | 434 [431] 5,75 | 5,98 | 5,54 [ 3,32
4 CG-FG 6,0 0,10 | 1,44 | 433 [ 4,12 6,59 | 6,46 | 5,71 | 3,61
5 CGO2E | 55 10,10 | 021 | 021 | 0,07 | 0,04 0,17 | 1,25 | 0,08
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6 | CGO2E-FG| 55 |0,10| 1,24 | 442 [385| 582 | 6,05| 5,52 | 3,03
7 CGO4E | 5,5 |0,10] 0,88 | 2,13 | 2,80 | 3,95 | 3,47 | 2,54 | 033 |
8 | CGO4EFG| 55 | 0,09 1,33 | 438 | 438 | 547 | 5,76 | 5,92 | 3,83 | .
9 CGO,6E | 5.5 | 0,11 | 1,06 | 1.98 | 2,67 | 2,04 | 0,91 | 1,13 | 0,11
10 | CGO,6E-FG| 5,5 | 0,10 | 1,33 | 4,53 | 4,65 | 5,94 | 6,22 | 6,33 | 4,09 |
| 11 | cGogE | 55 [010] 060 | 228|275 455 3,99 2,07 [0,12
12 | CGOSE-FG| 55 [010| 083 | 436 | 444 | 5,62 | 591 | 543 |335
13 | CGZE 55 | 0,10 0,61 | 2,23 | 2,72 | 3,79 | 233 | 006 | 0,08
14 | CG2EFG | 55 | 01 | L13 | 439 | 451 5,74 | 620 ] 612 | 391
15 | CGAE | 55 | 010 0,66 | 237 | 2,78 | 3.96 | 3,56 | 2,04 | 0,12
16 | CGAEFG | 55 | 0,09 | L6 | 475 | 445 | 5,61 | 5,04 | 6,33 | 4,04 |
17 CG6E | 55 |0,10| 0,62 | 2,45 | 2,74 | 426 | 436 | 3,04 | 0,20 |
18 | CG6EFG | 55 | 0,00 1,17 | 4,66 | 438 | 5,77 | 6,06 | 627 | 4.6
19 CGSE 55 | 0,10 | 0,77 | 2,18 | 2,26 | 2,36 | 233 | 2,10 | 132
20 | CGSEFG | 5.5 | 001 | 1,05 | 478 | 479 | 5,70 | 6,25 | 623 [3.81|
21 CGIOE | 5,5 | 0,12 0,70 | 2,28 | 2,62 | 3,88 | 4,04 | 2,82 | 0,14
22 CGIOE | 6,0 |01 0,64 | 221 | 2,20 | 3,24 | 3,84 | 3,13 | 1,02
23 | CGIOE-FG | 5,5 0,11 0,99 | 4,81 | 492 | 5,71 | 6,25 | 6,03 | 3,98
24 | CGIOE-FG | 6,0 | 0,10 | 1,28 | 4,85 | 5,12 | 6,58 | 6,88 | 6.46 | 3,90 |.
25 |Kiémechimg| 50 |004| 089 | 695 | 9,57 | 11,10 |11,90 | 12,40 11,90
(80g
duong -
26 | Kiémchimg | 50 |0,06| 1,54 | 6,09 | 6,54 | 7.63 | 8,11 8,17 | 691"
| (30g
dudng)
27 Kiém chémg | 5,0 | 0,06 | 0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,16 | 0,00 | 0,04
(khéng ‘
dudng) -
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28 CGO0.4E 55 10091 0,12 | 0,15 | 0,11 | 0,15 | 0,07 | 0,84 | 0,05
29 - CG04E 60 (008|030 | 1,51 [155] 192 |3.06]| 2,59 |1.18
30 CGOA4E-FG| 55 0,15 049 | 4,14 | 478 | 527 | 5.87 | 544 | 3.73
31 CGO04E-FG| 6,0. [ 0,14 | 0,58 |-4.38 [ 5,13 | 6,09 | 5,69 | 5,22 | 3,53
132 | CG20E | 55 [0,18] 027 | 2,55 (2,70 | 2,71 [ 3,19 4,14 | 2,56
33 . CG20E-FG | 5.5 [0,14]| 040 | 498 | 5.89 | 546 | 536 | 5,58 | 3,84
34 CG30E 55 10,121 0,19 | 2,75 | 3,27 | 3,19 | 2,67 | 3,07 | 2,18
135 | CG30E-FG | 5,5 |0,15] 0,30 | 524 | 633 6,08 | 583 6,12 | 491 |
136 CG40E 55 10141 0,18 | 3.18 | 4,26 | 4,00 | 3,20 | 3,55 | 2,90
137 | CG40E-FG | 5.5 10,14 | 0,30 | 5,62 | 6,50 | 6,99 | 6.74 691 | 537
38 ¢ CG50E 5,5.10,17 { 0,22 | 3,06 | 433 | 4,27 | 3,97 | 3,60 | 3,38
139- | CG50E | 6,0 |0171] 037 | 447 4,62 | 5,11 {493 | 5,13 | 3,60
40 CG50E-FG | 55 (0,17 1027 | 5,77 1793 | 7,58 | 6.95 | 6,92 5,90 |
1 41 _CG50E-FG | 6,0 0,16 | 034 | 6,23 | 7,70 | 7,13 | 594 | 5.81 | 425
142 . CG60E 55 10,141 0,18 | 424 | 5761 599 | 5,58 | 5.56 | 4,33
143 - | CG60E-FG | 55 |0,13 ] 025 | 6,01 | 836 | 892 | 842 | 847 | 763"
44 - - CG70E - | *55 {(0,05] 0,17 | 6,61 [ 6.40 | 6,63 | 6,41 | 6,35 | 5,57
45 CG70E-FG | 5,5 10,131 0,20 | 4,52 {898 | 925 | 875 | 8.68 | 744 |
46 CGS80E 55 1013] 0,18 | 5,13 | 720 6,93 [ 6,69 | 7,12 | 5.88
47 - | CG80E-FG | 5,5 [ 0,14 | 0,20 | 6,96 | 9.58]10.20| 9.54 | 9.03 | 8,52
148" CG90E 55 10,141 9,16 | 5,10 | 734 | 7,69 | 7,07 | 7.40- | 6,83
149 | CG90E-FG | 55 0,15 021 | 7,03 19,42 | 11,50 [11,00] 9.79 | 8.90
150 |. CG100E 3,5.10,18| 0,20 | 5,84 | 8,05 | 899 |852| 832 | 7.14
51 | CGI00E 6,0 |0,15] 024 | 6,46 | 9.03 | 8,73 | 8,75 | 8,38 | 5,94
152 CG100E 6,25 | 0,16 | 0,18 | 6,45 | 9,13 | 8,88 | 821 | 7,78 | 6,56
.53 |CGI00E-FG| 5,5 0,131 0,14 | 730 | 8,87 |10,90(10,20{ 10,40 | 9,28
1 5_4" CG100E-FG| 60 | 0,13 | 0,24 | 7,30 [10.,40|10,50{10,10| 9,73 | 8,43
155 CGI100E-FG| 6,25 | 0,13 ] 0,19 | 7,33 [10,50]10,70{10,60 | 10,00 | 8,94
56 CGI110E | 5,5 [.0,16 | 0,12 | 6,19 | 795 | 9,65 | 8,60 | 8,66 | 7,94
57 CGI110E 6,0 {019 | 022 | 6,35 | 8,76 | 9,26 | 8,70 | 821 | 7,12
'58"_' CGI110E-FG| 5.5 | 0,15 0,14 | 7,06 | 880 |10.40|10.,10| 9,74 | 8.88
159 CG110E-FG| 6,0 |1 0,14 | 0,19 | 7,70 [ 10,50 [{11,60{10,90|10,00| 8,57
60 CGI120E 55 1019 10,14 | 6,45 | 7.83 | 9.88 | 9,79 | 891 | 8,11
61 CG120E-FG| 5,5 | 015 0,13 | 7.35 | 9,02 {10,6010,70 | 10,00 | 8,88 |
62 Kidm chimg | 50 | 0,10 | 0,54 [ 5,22 | 8,46 | 9,85 [ 10,90 | 11,90 12,50
(80g
dudng)
|63 Kidm chimg | 50 | 0,09 [ 0,97 [ 5,79 | 7,07 | 8,41 | 8,63 | 8,382 | 4,50
(30g
dudng)
64 Kiém chimg | 5,0 | 0,07 | 0,04 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
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| 65 CGI130E 55 (010 0,19 | 6,71 | 8,15 | 9,88 | 9,13 | 9,16 | 9,15
66 CGI130E 6,0 | 0,11 | 0,28 | 6,62 | 9,15 | 9,86 | 9,27 | 9,20 | 8,52
67 CGI130E-FG| 5,5 | 0,11 | 0,20 | 7,42 | 8,72 |10,50| 10,50 | 10,10 | 9,45

. | .68 CGI130E-FG| 6.0 | 0,11 | 0,25 | 7,08 | 9,72 [10.30]10,50| 9.87 | 8,95

169 CGI140E 55 10111016 | 627 | 743 | 927 | 9.23 | 9,03 | 8.82

|70 | CGI40E | 6.0 | 0,09 | 0,22 | 6,34 | 7.90 | 9.44 | 894 | 8.88 | 8.17

|71 |CGI40E-FG| 5,5 | 010 |0,17 | 7,08 | 8,22 | 9.88 |10,10| 9.88 | 8.80

172 | CGI40E-FG| 6,0 | 0,10 | 0,30 | 7,21 | 9.50 |10.30]10.20| 9.64 | 8.72
13 - CG150E 5,5 10,10 0,16 | 6,04 | 7,65 | 9,00 | 8,96 | 9,20 | 9,14 |
74 _ CGI50E 60 | 09 | 021 | 6,89 | 880 | 9.92 | 990 | 9,69 | 8,62 |

175 - CGIS0E | 6,25 | 0,12 ] 0,23-] 629 | 891 | 9.66 | 7,52 | 9.29 | 8,38

|76~ | CGI150E-FG| 5,5 10,10 0,18 | 586 | 836 | 9,73 | 9.41 | 9,31 | 8,87

L1717 CG150E-FG| 6.0 | 0,10 | 0,27 | 7.65 | 9.63 | 9.81 | 9,76 | 9.26 | 831 |
78 | CGI150E-FG| 6,25 | 0,06 | 0,28 | 6,89 | 886 | 890 | 995 | 7,52 | 597 |

79 CG160E 5,5 1010 1]0,12 | 6,02 | 7.55 | 899 | 8.70 | 8,62 | 7.92
80 | CGI160E-FG| 6,0 | 0,10 | 0,20 | 6,92 | 9,11 | 9.84 |10,10| 9,53 | 8,58 |~
81 | CGI70E | 5,5 |010]0,4 | 489 | 739 | 860 | 949 | 8.68 | 7.59
82 |CGI70E-FG| 6,0 | 0,11 | 0,19 | 7,18 | 8,66 10,10 9.49 | 9.16 | 7.99
83 CGI80E 55 1011 10,15 (627 | 737 | 8,65 | 9.58 | 838 | 7,95
| 84 |CGI80E-FG| 6.0 | 011 | 0,22 | 7,00 | 8.69 | 9.22 | 898 | 8,84 | 7.85
- 8 CGI90E 55 10011015512 | 692 | 8,00 | 9,50 | 8.65 | 8.37
|86 |CGI9E-FG| 6.0 | 0,09 | 0.17 | 6,66 | 7.92 | 9,12 | 8.87 | 8.75 | 8,03
. 87 | CG200E 55 (10101015575 1|712 |.8,68 | 9,05 | 7,99 | 7,55
88 CG200E 6,0 |008 | 0,16 | 6,38 | 880 | 8,92 | 8,57 | 830 | 6,98
89 | CG200E | 6,25 | 0,10 | 0,22 | 6,28 | 8,17 | 8,55 | 8,67 | 8,30 | 7.84
90 ~ |CG200E-FG| 5,5 [ 001 | 0,16 | 5,54 | 7.47 | 8,69 | 8,50 | 8,32 | 7.67
91 "|CG200E-FG| 60 | 0,11 | 0,21 | 5,69 | 7,78 | 8,90 | 8,75 | 8,44 | 7.40
192 [|CG200E-FG| 6,25 | 0,11 | 0,19 | 6,29 | 8,30 | 9.37 | 9,08 | 7.93 | 7.31
- 93 |Kiémchimg| 50 | 0,02 | 0,50 | 425 | 6,81 | 7,75 | 8,90 | 8,72 19,46
(80g
dudng
94 .2 50 | 0,04 | 0,59 | 449 | 5,29 | 6,19 | 8,60 | 5,81 | 5,72
Ki€mchirng
(30g duong)
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Kiémchimg |

95 (Khéng | 5,0 | 0,04 | 0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |
duong) . 1

96 | 45 1003|028 [207]382[437 [544]641] 6,72
97 | epar x| 50 100410271263 [415]742[8.16 8,63 | 9.13
98 ongma, | 55 10,04 [034[294 (500159 | 7.96 | 8,77 | 9.39
99 |canhthitchi| 6,0- | 0,04 | 0,29 | 2,27 | 505 | 6,29 | 7,33 | 827 | 8,36
100 | ™oz 765004 028 [ 1.59 | 440 | 5.72 | 5.61 | 693 | 621 |

[ 101 | Khéng [ 4.5 [002 018 [ 1,50 [ 2,13 | 1,91 [ 2,37 | 1,99 | 0,23
102, x 50 [0,04]013 | 1.62 [ 272|276 | 2.36 | 2,45 | 1,45
103 ma, - 755 10,04 |0,1270,99 [ 231 | 1,62 | 1,52 | 1,41 | 0,06
~[.104 | canh thitchi | 6.0 | 0.04 | 0,09 | 0.87 [1.77 | 1.90 | 2,03 | 1,66 | 0,09
1105 | céxyloza | 6,51 0,04 | 0,13 | 1,17 | 2,54 | 2,66 | 2,69 | 2,08 | 0,89

- Dir liéu trong Béang 1 cho thiy ring hiéu s/uét‘cﬁa etanol thuong ting khi

~licu'lrong hoic buc xa ting, 1én dén 90 Mrad, sau d6 hiéu suit chitng lai & cac lieu-

. lugng cao. Péi véi lriéu luong bﬁc xa va doé pH da chon, hiéu suét thuong cao hon-

" dang ke khi c6 di duge d€ dong lanh. Do6i voi c6 khong dugce chiu xa, hodc chi

- dugc chicu xa véi lieu luong thap, hiu suat cao hon dang ké néu ¢ di dugc dé
 dong lanh. '
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép lam lanh va xtt Iy nguyén lidu bao gdm céc budc:
tan nho nguyén lidu sinh khéi Iigrioxenluloza'
lam lanh nouyen liéu sinh kh01 da tan nho dén 280°K (6,85°C) hoic thip
hon;
sau khi lam lanh, tn nhd nguyén lidu sinh khéi d 1am lanh nay;
~trude khi hodc sau kh1 lam lanh chiu xa nguyen-heu sinh khéi nay;
sau budc tén nhd thir hal cho nguyén hPu nay tiép xic véi enzym vivhodc
vi sinh vat d& gm phonq du'cmg, va !
[&€n men duong da giai phéng nay.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nguyén liéu sinh khéi ndy duge chibu xa sau
khi lam lanh, -
‘3. Phuong phép theo diém 1, trong do nguyen lidu sinh khéi nay duogc chibu xa -
:ﬁuockhlhnnlann ,
4. Phuong phap theo didm 1, trong do6 viéc lam lanh dugc thm, hién trong thiét bj
nghién déng lanh hoic thiét bi can dong lanh
5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 v1¢c 1én men dwoe thuc hién trong diéu kién -
duoc chon dé tao ra rugu.
6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 ruou 13 etanol hodc n-butanol.
7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc lam lanh bao gdm viéc 1am lanh
nguyén liéu dén nhiét d6 dudi diém gion cua nguyén lidu.
8. Phuong phép theo diém 2, trong d6 phuong phap niy con bao gbm viée 1am
lanh lai sau khi chiéu xa.
9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc lam lanh bao gdm viéc tudn hoan nhiét
d6 nguyén lidu ban déu.
10. Phurong phép theo diém 1, trong d6 nguyén liéu sinh khdi ndy c6 mat do khéi
nhé hon 0,3 g/em’.
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11. Phurong phép theo diém 1, trong d6 viéc chiéu xa dugce thuc hién bé‘mg cach sur

dung chum tia dién tir.

12. Phuong phép theo diém. 11, trong d6 nguyén liéu sinh khéi tiép nhan lidu .

lugng birc xa nim trong khoang tir 10 MRad dén 100 MRad.

13. Phuong phap theo diém 11, trong d6 nguyén liéu sinh khéi tiép nhan lidu
fwgng birc xa ndm trong khoang tir 30 MRad dén 90 MRad. ,
14. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nguyén lidu sinh khéi dugce chon tir nthém
bao gdm g0, cd, vo thdc, ba mia, cay day, cdy gai diu, cdy gai, tre, cdy sidal, cdy -
chudi abaca, rom, 13i ngd, vo dira, tao, rong bién, va hdn Ligp cta cac nguyén Lidu . -
bét ky nay. | |
15. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nguyén lidu sink khéi c6 mit d6 khdi nho

~hon 0,8 g/cm’.
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