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(54) QUY TRINH SAN XUAT BUONG LEN MEN DUCC TU SINH KHOI

(57) Sang ch& dé cap t6i quy trinh san xuat dudng lén men duogc tir sinh khoi
bang cach sl dung h¢ nhiéu budc nhiéu enzym. Quy trinh dugc boc 16 trong sang
ch€ cung cap duong c6 nang suét cao trong mot khoang thoi gian it hon. He
nhi€u enzym dugc boc 10 trong sdng ché chuyén héa xenluloza, hemixenluloza
va/hoac hén hop ciia ching thanh dudng 1én men dugc véi hiéu sudt cao va tinh
kinh t€ t6t hon so v6i quy trinh d biét trong tinh trang k¥ thuat. Xenluloza va
hemixenluloza 14y dugc tir cic nguén tu nhién nhu sinh khéi lignoxenluloza bt
ky dugc duong héa trong thoi gian dugc rit ngén véi cac téc do chuyén héa cao
cdc chét trung gian dugc bién d6i bang céc ché phdm/nhém enzym clia hé nhiéu
enzym d€ nang cao toc do va do d6 cung c&p mot quy trinh dudng héa xenluloza

va hemixenluloza cé tinh kinh té.
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Linh vuc ky thuat dwoc dé cap

Sang che d€ cap tdi linh vuce san xuat duong lén men duge tur sinh khoi dé san

xudt nhién lidu sinh hoc va céc san pham thir cdp khac.
Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Lignin va hai polysacarit hemixenluloza va xenluloza tao thanh ba thanh phén
chinh cta thuc vat va duoc goi chung 1a lignoxenluloza. Trong ba thanh phin nay,
xenluloza va hemixenluloza 13 cac polyme co ban gdm c¢6 cic monome duong nhu
glucoza, xyloza, galactoza, arabinoza, v.v.. Do d6, xenluloza va hemixenluloza nhan
duogc tir phé thai thuc vat, néu dugc thily phan thanh cac dudng inonome, c6 thé tao
thanh ngudn nguyén liéu thd hoan nguyén phong phii va hitu dung ding cho céc loai
hoa chét va hoa sinh hitu dung. Chuyén hoa nguyén liéu lignoxenluloza composit dugc
nén chit néi chung thanh duong dwogc thuc hién bang mot quy trinh hdn hop duoc biét
dén 13 thuy phan va dudong héa. Nghién ciru rong rai cac quy trinh dudong hoa dé
chuyén héa cac lignoxenluloza thanh dudng di theo ba phuwong phap chinh. Thir nhit
a thity phan bing héa hoc, thit hai 1a thity phan bing nhiét va tht ba 1a thity phan bing

enzym.

Trong quy trinh thily phan bang hoéa hoc néi chung, hemixenluloza dugc tich ra
trong bude thir nhit tir nguyén liéu composit lignoxenluloza bing cach thém axit hodc
kiém. Nguyén liéu thuc vat/sinh khéi dugc tron véi dung dich axit hodc kiém lodng va
sau d6 dugc dun noéng. Quy trinh nay giai phong va "thdy phan" hemixenluloza. Thuy
phéan hemixenluloza tao ra cac duong pentoza (cac dudng CS5) ciing nhuw mot sb céc
duong hexoza (cac dudong C6). Bude thlr hai 1a qua trinh thily phén axit & nhiét do cao
hon dé thiy phan xenluloza cia nguyén lidu thuc vit, tao ra hiu nhu chi ¢6 cac duong
C6 (hexoza), va lignin. C4c duong C6, khi dugc phan tach co ban tir lignin, c6 thé 1én
men dé dang, va lignin thu hdi c6 thé duge st dung dung lam nhiét quy trinh hoéc tao

ra cac san pham khéc.
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Céc quy trinh thily phan bang axit hai giai doan duoc sir dung trong nhiéu nim
nay. Tuy nhién, ngudi ta hién biét ring cic quy trinh axit ciing tao ra cac chit héa hoc
khéc voi duong diéu nay khong chi thé hién sy mit mat trong quy trinh ma con dan t6i
nhitng vin @& sau nay trong khi st dung dudng trong cac qua trinh xudi dong nhu su
1én men cho cac san phém hitu dung nhu axit lactic, rugu, céc axit hitu co, v.v.. Vén dé
16n khéc cia cac hé ndy 1a axit phai dugc thu hdi dé tai sir dung hodc phai dwoc trung
hoa nho st dung voi dé 1am giam dong thai va cac van dé 6 nhidm.

Mait khac céc qua trinh tu sinh nhiét khong tao ra sy st dung bét ctr chit hoa hoc
nio va do d6 1a c4c quy trinh sach. Nhiét d§ cao va phoi ngin nhu duoc sir dung trong
quy trinh N& Hoi Nudec, din téi lam hong sinh khéi lignoxenluloza thanh dudng don
va lignin bi thity phan. Tuy nhién, cdc quy trinh ndy chiu cic han ché nhu hiéu suét
duoc thép, su tao thanh cac san phidm phu khong mong muén 1am e ché cac quy trinh

xudi dong, va ton ning lugng.

Stt dung cac enzym, trude mot sb hodc cac bude tién xir Iy nhe khac, cung cap
quy trinh ning lwong thip va sach hon nhidu dé thiy phan xenluloza va hemixenluloza
va dudng hoa va cudi ciing 14 cung cép san phdm cudi chit lugng tét hon, tirc 1a dudng

¢0 hiéu suat cao hon.

Mot vai enzym dugc biét dén 1a dé thay phan dac hiéu, hodc khong dic hidu cac
polysacarrit & thanh té bao thuc vat. Céac enzym ndy dugc nhan tir cac phan loc mdi
truong nudi cdy vi sinh vét dugc thdy c6 cac ing dung & quy md lon dé thuy phén céc
thanh phéan & thanh té bao (Reese, E. T. et al, Can. J. Microbiol. 19, 1973, 1065-1074).
Céc vi sinh vat tao ra nhiéu protein, va mot sb vi sinh vat cling tao ra céc enzym chia
tach xenluloza va/hoic hemixenluloza. Hau hét cic béo cédo va cic cong nghé déu st
dung céac enzym xuc tac nay dudi dang hoa tan tuy do ma khong thé duoc thu hoi dé tai
st dung. Hon nita, thuong céc chét cu thé nhu cac polyme cta xenluloza va/hodc
hemixenluloza va cac san phdm thuy phan cia ching, c6 xu huéng "ic ché, cac hoat
dong ciia cac enzym". Nhu vay viéc sit dung cdc enzym nay lam chung it hap din dé
sit dung trén pham vi thurong mai hodc lam cho viéc sir dung cac enzym ton kém hon
so v6i thudng duge mong mubn. Do dé, vi Iy do chi phi, lugng enzym dugc st dung

trén mdi don vi trong lugng xenluloza va/hodc hemixenluloza dugc thuy phén thuong
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dugc giit t6i mitc nho nhét, nén né 1an luot 1am giam tdc do cac phan tmg thiy phan
va lam tdng thoi gian phan Ung.

Nhitng ly do néu trén, va nhiing ly do khac dugc chi ra bén dudi sé& trd nén rd
rang d6i v&i ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay thong qua viéc
doc va hiéu ban mé ta cta sang ché, rang trong linh vuc k§ thuat nay cin mot nhu ciu
dang ké cho cac hé thdng va phuong phap ma ching cung cip sy chuyén hoa sinh khéi
thanh duong duogc cai thién theo cach thirc hiéu quéa vé mit kinh té. Céc thiéu sét cta
quy trinh enzym c6 thé dugc giam bét, didu nay lam cho quy trinh enzym thanh mot

su lya chon rd rang dé€ phét trién quy trinh méi.

Xenluloza va hemixenluloza 1& cc polysacarit phong phu nhét ding tht nhit va
thir nhi trong tw nhién. Xenluloza chiém tir 30 t&i 60% trong khi hemixenluloza chiém
khoang 20 dén 35% sinh khéi ciia lignoxenluloza (LBM) nhu chit xo ngo, than ra ngo,
v6 trAu [a mi, vo triu laa, va ba mia. Trong khi xenluloza 1a polyme gin nhu déng
nhit gdbm hang tram t&i hang nghin don vi D-glucoza dugc lién két nho cac méi lién
két 1,4 B-glycosidic, hemixenluloza 13 cic polyme khong ddng nhit gdm pentoza
(xyloza, arabinoza), hexoza (mannoza, glucoza, galactoza), va cac axit duong. Cac
hemixenluloza cta cdy gd ctig chira hdu hét cac xylan, trong khi cac hemixenluloza
cha cdy g6 mém chira hiu hét cic glucomannan. Xylan cta hu hét cac nguyén li€u
thue vat do d6 1a heteropolysacarit v6i cac chudi truc chinh homopolyme ¢6 cac don vi
D-xylopyranoza-p lién két-1,4. Ngoai xyloza, xylan ciing c6 thé chira arabinoza; axit
glucuronic hodc 4-O-metyl ete ciia nod; va cac axit axetic, ferulic, va axit p-coumaric.
Tan sd xudt hién va thanh phan cta cac nhanh phu thudc vao ngudn xylan trong khi
truc chinh gdm cac nhom thé cia axit O-axetyl, o- arabinofuranosyl, glucuronic lién

két-a-1,2 hodc 4-O-metylglucuronic.

C4 hai thanh phén xenluloza va hemixenluloza duoc bién ddi hi€u qua thanh céac
thanh phan duong don cta chung, cdc thanh phin nay truéc tién phai dugc chiét tir
phtrc chét ctia lignoxenluloza. Pudng héa bing enzym hai thanh phin nay st dung
xenlulaza va hemixenluloza l1a phuong phép wu tién do hoat dong nhanh cua enzym, va
sw mat mat co chit va sy tao ra san phim phu khong dang ké. Ca xenluloza va

hemixenluloza trong LBM nguyén ven, tuy nhién, khong st dung duge dé thiy phén
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bing enzym. Va do d6 xir Iy so bd LBM lam cho chung tudn theo hoat dong cua
enzym la c6 tinh bit budc (Himmel, M. E. et al, 2007; Bothast and Saha, 1997). Trong
khi xenluloza, mic du 1a mot homopolyme, 1& mot tinh thé rat kénh cang va la mot
phan tir chat, cdu tric coa hemixenluloza 1a phirc tap hon vi n6 gdm pentoza, mét sb
hexoza va cdc nhoém manh phu nhu céc axit axetyl va uronic. Do d6, hoat dong thiy
phan bang enzym ca xenluloza va hemixenluloza yéu cau hoat dong két hop ciia hon
mdt enzym. D& thuy phan xenluloza, ciu tric tinh thé cia xenluloza cin duge lam
thanh dang v6 dinh hinh mét phan hoic hoan toan sau khi hén hop xenlulaza exo va
endo dugc yéu ciu chuyén hoa xenluloza polyme thanh céc phan tir oligome nhé hon
nhiéu. Mit khac, trong trudng hop hemixenluloza, su ¢6 mit ciia cac nhom chudi bén
lam can tré sy hoat dong clia cac enzym khir tring hop truc chinh, tirc 1a cac xylanaza
exo va endo, va cac mannanaza. D& giai quyét van dé nay, cac enzym phu trg nhu o-
L-arabinofuranosidaza, o-glucuronidaza, axetylxylan esteraza, esteraza cua axit
ferulic, va esteraza cua axit p-coumaric ma cac enzym phu trg nay c6 kha ning thiy
phan cac chudi bén phai xuét hién véi cac hemixenluloza chinh dé dat duoc su phan
htty hoan toan hemixenluloza dé thu dugc céc hiéu suit cao dudng monosacarrit (Biely

and Tenkanen, 1998).

Do truong hop nhu véy, cac ché phdm xenluloza va hemixenluloza dugc st dung
dé khtr tring hop hoic thity phan xenluloza va hemixenluloza, tuong tng, chira vo sb

cac enzym chinh va phu ma tat ca cic enzym nay hoat dong cuing v4i nhau.

Tuy nhién, mit khéc, hién déu biét réng, cac chét ban dau va trung gian xuét hién
trong sudt quy trinh thity phan polyme lién tuc ma phtic tap, cac chit ndy c6 xu hudng
hoat dong giéng nhur céc chét tc ché mot phan hodc hoan toan cic enzym c6 mét trong
cac ché pham hdn hop duoc st dung (Beguin P et.al, (1994), FEMS Microbiological
Review, 13, 25-58 and Ven H Tilbeurgh et al,Studies of the cellulytic system of
Trichoderma reesei QM 94014 (1989), European journal of Biochemistry, 189, 553-
559). Két qua cia thyc té nay, va thuc té ring ngudi ta khong thé mong mudn sir dung
thira enzym vi céc ly do chi phi, cac quy trinh dudng héa bang enzym cho ca xenluloza
va hemixenluloza déu 14 cac phan tng dién ra trong thoi gian dai yéu ciu khoang thoi

gian tir 24 t&i 48 gid, va thuong 1au hon dé hoan thanh. Ngudi ta tir lau da chép nhan

-5-



21195

ring cac enzym la cac chit xuc tac thuc su hidu qua. Tuy nhién, vi nhan dugc tir ngudn
sinh hoc va dugc tinh ché, it nhit mot phén, va vi ban chét nhay va yéu, von phuec tap
clia chiing, céc enzym 14 tén kém va khong c6 tinh 6n dinh. Diéu nay tao ra mot sb han
ché v& phd va pham vi tng dung cua cac enzym trong cong nghiép (F. Dourado et al,
2002, Journal of Biotechnology, 99, 121-131). Mot vai phuwong phéap duoc tao ra dé
1am cho cac enzym 6n dinh va it tén kém nhim st dung cho céc rng dung quy md san
xuit. Do d6, cac enzym mdi, gdbm cac xenlulaza va hemixenlulaza, duoc phat trién va
duogc san xuit do chung én dinh & khoadng nhiét d9, pH rong va cac didu kién khic
nhiét khac nhu su c¢6 mit ctia cac chit we ché (Khare and Gupta, 1988, Applied
Biochemistry and Biotechnology, 16, 1-15, Busto et al/, Bioresource Technology,
1997, 60, 27-33). Tuy nhién, mic du c6 nhitng nd lyc ndy, nhung cac enzym hién nay
g6p phan dang ké vao chi phi dé chuyén hoa xenluloza va hemixenluloza vao cic

dudng don gian.

Mot cach lam gidm chi phi enzym 14 st dung cac enzym dudi dang bit dong,
hodic dudi dang, hodc theo cach ma cho phép tdi st dung céc enzym qua nhiéu chu
trinh, hodc céc khoang thdi gian kéo dai. Do d6, dudi dang hodc cach thirc ¢ thé tai st
dung, cac enzym duogc giit trong thiét bi phan tng, trong khi (c4c) co chat va (cac) san
pham di vao va di ra, theo kidu mé hodc lién tuc. Tuy nhién, st dung enzym dudi dang
bat dong trén chat nén rin, yéu cdu cac chét phan tmg (hodc cic co chit) va cac san
phim dudi dang hoa tan dé tao thuén lgi cho phan ung. Hon nfta, khi st dung enzym
cho céc phan tmg c6 cac chit phan ting polyme va cac san phim (nhu xenluloza va
hemixenluloza), kha ning d& bj anh hudng ciia cic enzym trong cac 15 x6p clia chét
nén cd dinh lam gi6i han tdc d6 va cac phan ung tré nén qud chim dé sir dung thue té
(Woodward J. 1989, Journal of biotechnology, 11, 299-311). Piéu nay, va thuc té rang
xenluloza 1 chit rin khong tan va hemixenluloza 1a polyme véi tinh hoa tan thip
trong nudc, da lam ngén vige st dung cac xenlulaza va hemixenlulaza duéi cic dang

bét dong va/hoic c6 thé tai sinh.

US4200692 boc 16 quy trinhdé san xudt xyloza bang cach thiy phan xylan bang
enzym trong d6 cac enzym dugc lam bit dong tach biét nhau nhung dugc U cung véi

nhau va, dung dich xylan dugc 1am v& thanh xylobioza va xyloza va céc dudng axit.
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Sau tdng thoi gian 14 4 giod, su thiy phan thanh xyloza va axit 4-O-metylglucuronic
dugc thiy. US2008/065433 boc 16 quy trinh thu duoc etanol nhién liéu bang céach sir
dung cic nguyén liéu thai cia nganh néng nghiép va cong nghiép ché bién nong
nghiép gdm c6 lignoxenluloza, va dic biét 12 bd mia. Phin hemixenluloza dwoc dua
vio dé thily phan nhe bang axit sulphuric, va nguyén liéu ran tir sy thily phan nay duoc
dua vao quy trinh dudng héa (thiy phan bing enzym) véi su 1én men rugu nhanh ddng
thoi dudi cac diéu kién cho phép 1am ting dang ké su chuyén héa thanh ruou trong

khoang thoi gian duoc rut ngan 16n, khoang tir 8 ti 32 gio.

US6423145 bdc 10 phuong phdp thiy phan xenluloza va hemixenluloza trong
nguyén liéu lignoxenluloza bang axit lodng duoc bién dbi duéi diéu kién dé thu dugc
hiéu sudt duong 1én men dugc toan bd cao hon, gdm co6: thdm nguyén lidu
lignoxenluloza bang hdn hop ctia mot lwgng dung dich nude chit xuc tac 1 axit lodng
va chét xuc tac 1a mudi kim loai, dua nguyén lidu lignoxenluloza da duoc thdm nay
vao trong thiét bi phan tmg va lam néng trong mdt khoang thoi gian di dé thay phén
co ban tit ca hemixenluloza va 16n hon 45% xenluloza thanh cac duong c6 thé tan

trong nudc; va thu thoi cac dudng ¢ the tan trong nudc nay.

US2009/098618 bdc 16 phuong phap xir Iy cdc nguyén liéu thuc vat dé sinh ra
cac duong 1én men dugce. Nguyén liéu lignoxenluloza duoc dua 1én dia dé tinh ché
cling v&i thity phan bing enzym dé tao ra hoi quy trinh gidu duong ma hoi nay c6 thé

sau d6 cho 1én men d¢€ tao ra cac nhién li€u sinh hoc va cac chat héa hoc.

US5348871 boc 16 quy trinh chuyén héa cac nguyén liéu xenluloza, nhu gidy
thai, thanh cac nhién li€u va cac chit hoa hoc str dung phwong phép thay phén bang
enzym céc thanh phan chinh ciia gidy, xenluloza. Huyén phu dic gidy thai duoc tiép
xuc bang xenlulaza trong thiét b thuy phan duge khudy manh. Glucoza dugce tao ra tir
thiét bj thity phan dwgc 1én men thanh etanol trong thiét bi phan ting sinh hoc ting sdi,
hinh try, lién tuc sir dung cac vi sinh vt bét dong. Quy trinh dugc bdc 1§ trong sang

ché y€u céu "nhiu gi¢ dén nhi€u ngay cho cac hi¢u suat c6 thé chap nhin dugc".

US5637502 boc 16 quy trinh theo mé dé chuyén hoa céc nguyén liéu xenluloza
thanh cadc nhién liéu va chét hoa hoc, nhu duodng, etanol, st dung su thiy phin

xenluloza bang enzym. Huyén phu dic gidy thai duoc tiép xtc biang xenlulaza trong
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thiét bi thily phan dugc khudy manh. M4y khudy va thiét bi phan tmg xenlobiaza dugc
gin v6i thiét bi thiy phan duoc lic manh dé nang cao hiéu sudt phan tng. Ngoai ra,
c4c buée vi loc, loc nhd siéu 4m va thdm loc nguoc duoc ké dén dé lam tdng thém
hiu suit phan mg va thu hdi cac enzym. Cac dudng tao ra duge chuyén hoa thanh san
phdm etanol lodng trong thiét bi phan tmg sinh hoc ting s6i st dung chét xtc tac sinh

hoc, nhu céc vi sinh vét. Thoi gian thity phan xenluloza tir gidy 12 khoang 24 gio.

US227162 boc 16 phuong phap chuyén hoa lignoxenluloza thanh dugc véi cac su
ning cao vé hiéu suit va tbc do san xuit duong bing cach sir dung phuong thirc xir ly
so bd chét 1ong ion. Tuy nhién, thoi gian dugce yéu ciu dé thiy phadn mot mé hoan
thién bing enzym 1a trong khoang thoi gian tir 16 t6i 36 gid cho hai mAu sinh khéi - 1a

than ra ngo, cdy duong co ban véi thoi gian 1au hon.

US5932452 boc 16 quy trinh dé thuy phan chit hemixenluloza chua céc xylo-
oligome, thu dugc tir sinh khdi thuc vat bi tiéu huy thanh hoi hodc xylan dugc thiy
phan so bd mét phin bing enzym, nhd enzym bét dong. Quy trinh nay, tuy nhién, c6
doi héi truée hét viée tao ra hemixenluloza da bi thiy phan mot phan ma né noi cach
khéc cin dugc thu tir sinh khéi thuc vat nho quy trinh thich hop nhu nd hoi. Né hoi 1a
qué trinh thiy nhiét va dugc biét dén dé tao ra cac din xuét furfural ma céc din xut
ndy dugc biét dén 1a dé tac dong dén ca sy chuyén hoa bing enzym, va cac hiéu suit

1én men sau nay.

US2008/076159 bdc 10 cac phuong phép tao ra céc enzym hodc cac td hop
enzym méi, chiing cung cip su giai phong duong ddng vén tir sinh khdi da duoc xir ly
so b0. Tuy nhi€n, quy trinh da boc 16 khong lam giam giai doan dudng héa ma giai
doan nay kéo dai trong khoang thai gian tir 24 tGi 72 gio.

EP2017349 bdc 16 phuong phap xtt Iy nguyén liéu polyme thd bang enzym truc
tiép va phan tach cac thanh phan tan thu duoc. Tuy nhién, lai khong dé cap t6i su thu
hdi va tai str dung céc enzym, va thoi gian thdy phan cling 1a thoi gian bi kéo dai.

WO/2006/063467 boc 16 hé théng quy trinh lién tuc dé thuy phan xenluloza di
dugce xtr Iy so bd bing enzym gdm c6 dua huyén phi dic c6 nude cua nguyén li¢u

xenluloza da duge xtt Iy so bo & ddy thiét bi phan tng thily phan hinh tru thing dimg.
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Phén tan quanh truc trong thiét bi phan tng duoc giéi han bing cach tranh khudy tron
va giit van tdc dong huyén phu dic trung binh trong khoang tir 0,03 t6i 6 mét/ gi0, do
d6 cac chit rdn khong bi hoa tan chay 1én phia trén & téc do chdm hon so véi toe do
ctia chét 1ong. Cac enzym xenlulaza dugc bd sung vao huyén phi dic ¢6 nude trude
khi hogc trong budc dua vao. Ludng nude gdbm cé cac san phdm thily phan va cac chit
rin khong bi thity phan dugc loai bé khéi thiét bi phan tmg thiy phan va sau khi phan
tach chét ran, xenluloza khong bi thuy phéan dugc phuc hdi. Ciing duoc dé xuét la cac
ché phim enzym gdm céc enzym xenlulaza va cic dang tiia bong dé sir dung trong quy
trinh. Ngoai ra, kit thir gdm c6 céc enzym xenlulaza va dang tua bong dugc mo ta
dugc néu ra dé cung cip su 16 ra enzym vdi co chat. Mic du sy chuyén héa xenluloza
1a tt hon trong trudng hop nay so véi thiét bi phan ung theo mé, nhung thoi gian yéu
cau 14 trong khoang tir 48 t6i 200 gidr tai murc nap enzym tuong Ung trong khodng tir

32 don vi/xenluloza téi 5 don vi/xenluloza.

W0/2009/004950 boc 160 monosacarit va/hodc polysacarit tan trong nuéc c6 thé
dugc tao ra véi mirc d§ hidu sudt cao bang cach thiy phan nguyén liéu chira xenluloza
vGinguyén liéu cacbon chira sulfonat. Nguyén li¢u cacbon chira sulfonat dugc sit dung
c6 thé duogc phuc hoat va dugc tai str dung béng cach cacbon hoéa va sulfonat héa, ma
khong can tach nguyén lidu cacbon chira sulfonat tir phan chwa duoc phuc hoat cia
nguyén liéu chira xenluloza. Phuong phap nay, khong st dung bat cir enzym nao, nén
phuong phép nay c6 thé Iam giam chi phi thay phén, ¢6 thé lam giam chét thai, va do

do c6 the gép phéan bao v¢é moi truong toan cau.

Khai niém thily phan bing enzym xenluloza va hemixenluloza duoc biét dén tur
1au. Nhu dwgc md ta bén trén, hau hét cac quy trinh thiy phén bing enzym nhu st
dung hodc nhu da dugc bio céo 1a cac quy trinh theo mé va kéo dai tir 12 t6i 48 gioy dé
duong hoa hoan toan. Thudng xuyén, cic quy trinh enzym van khong hoan thién dan
t6i chi phi enzym cao va phan tng cham dén téi nguyén lidu dé dwa vao quy trinh 1a
thip va do do céac thiét bj phan g 16n ¢6 chi phi vén cao. Trong khi sir dung céc liéu
enzym cao hon c6 thé 1am tang toc do thuy phan, viéc xem xét i chi phi 1am han ché
cac lidu enzym nay. Hon nita, cac liu enzym trong cac quy trinh theo mé thong

thuong 1a cao hon so véi mong muon vi cac hiéu qua trc ché cla cac co chat phan tng
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va céc san pham trén cac enzym. Vi vdy, cac phuong phép hiéu qua méi can cho viée
duong héa hemixenluloza va xenluloza s& yéu ciu cac liéu enzym thip trén méi kilo
xenluloza va hemixenluloza, ma khong yéu cau nhiét do va 4p suét cao, sé khong tao
ra cic san pham phu nguy hiém, tiéu tén it thoi gian, va yéu cdu it nang luong do d6

tao ra quy trinh c6 thé hiéu qua hon vé& mat kinh té.

O quy md ma tai d6 cho sinh khéi thanh duong, cdy trdng du kién s& hoat dong
(thuong cho tir 100 dén 1000 tin sinh khdi/ngay) & cac thoi gian phan tng 16n dan dén
cac thiét bi phan ting enzym dwoc dinh ¢& 16n vuot vai 100KL dung tich. Do d6 cn
thiét 1am tang tbc d6 phan tng bing cach ting cac nguyén liéu tinh do theo thé tich dé

dua vao quy trinh.
Bin chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xut hé théng nhiéu budc nhiéu enzym dé chuyén
héa hoan toan hemixenluloza, xenluloza, va/hodc hdn hop ctia ching, thu dugc tir bét
ctt nguyén lidu ctia lignoxenluloza nao bao gdm ma khong han ché d6i véi ba thai
nong nghiép, nguyén liéu thdo moc, ba thai 1dm nghiép, chét thai rin db thi, ba thai tir

nha mdy gidy va bot gidy, chat thai gidy hodc bit ctr ngudn khac nao.

Muc dich khic ctia sang ché 14 phat trién mot quy trinh hiéu qua, dudi dang tdc
do quy trinh va lugng enzym duogc dung trén mdi don vi lwvong dudng duoc tao ra, dé
thily phan hemixenluloza va xenluloza nh¢ dugc xtc tac bang enzym, hodc hdn hop
bat ky ciia chung thanh duong 1én men duoc, trong d6 quy trinh Ia hiéu qua vé& mit chi
phi enzym ciing nhu hidu qua vé& mit thoi gian, va c6 thé thich ung trén quy mo cong

nghiép.

Muc dich khéc nita clia sang ché 1a dé xuat hé nhiéu enzym trong hai, hodc nhiéu
budc dé dudng hoa hodc khir trung hop hiéu qua xenluloza va hemixenluloza thanh

cac duong lén men duoc.

Muc dich khéc nita clia sdng ché 14 d€ xuat hé nhiéu enzym gbém it nhat hai nhém
enzym, cung véi chon cdc enzym ddc hiu tir cac nhoém dac hiéu, cho hai hodc budc
duong hoéa, nhom duge quyét dinh bdi ban chat cac enzym va nhu duoec mo ta bén

dudi.
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Muc dich khéac ctia sang che 1a d€ xuat thém (cac) nhém enzym doéng vai tro 1a
cac enzym phu trg cling nhu cdc enzym bo trg, va ching c6 thé dugc bd sung vao
trong subt quy trinh, hodc ciing v6i nhdm enzym thir nhit, hoic nhém enzym thi hai,

va hodc cd hai nhom cda quy trinh nhi¢u budc str dung hé nhi€u enzym.

Muc dich thém nita ctia sang ché 13 t6i wu hoa mdi budc cua quy trinh dudng hoa
xenluloza va’/hodc hemixenluloza, v4i nhiét do, ap sut, pH, dung mdi duoc st dung,
thoi gian tiép xtic va cac théng sb khac dé dat duwoc hon 90%, hodc 95% hoic 98% su

chuyén hoa trong vai gio.

Mot khia canh cia sang ché @& xuit quy trinh san XUuét dudng lén men dugc tur
hemixenluloza va/hoic xenluloza st dung hé nhidu enzym nhidu budc, trong d6 quy
trinh gdm c6 xir Iy hemixenluloza va/hodc xenluloza véi it nhat mot enzym cuia nhém
enzym thir nhét tai nhiét d6 trong khoang tir 30°C t6i 90°C dé thu duoc san phim thay
phan thir nhat, va xtt Iy san phim thity phan da thu duoc trong bude (a) v6i it nhat mot
enzym tir nhém enzym thtr hai dé thu duoc cac duong 1én men duoc; trong d6 nhém

enzym thtt nhat va thtt hai c6 kha nang thiy phan hemixenluloza va/hodc xenluloza.

Khia canh khéc ctia sang ché dé xuit quy trinh san xuit dudong 1én men duge tir
sinh khéi sir dung hé enzym da budce nhiéu enzym, trong do quy trinh gdm c6 tron sinh
khdi v&i 5% t6i 10% trong lwong/thé tich kiém co do pH trong khodng 12-14 tai nhiét
do trong khoang tir 50°C téi 200°C & ap suét tir 0,1 dén 2MPa (1,0 dén 20bar) trong
khoang thoi gian tir 5 phut t6i 2 gid dé thu duge huyén phu diic sinh khéi; loc huyén
phii dic sinh khéi dé thu dwoc phén loc gdm c6 hemixenluloza; va phén con lai gdm
xenluloza; xtt Iy phan loc biang rugu @& thu dugc két tia chira hemixenluloza; rira phén
con lai bﬁng nude dé loai bo kiém thira dé thu duoc xenluloza; rira két taa dé thu duoc
hemixenluloza; xtr ly hemixenluloza va/hodc xenluloza thu duoc béng it nht mot
enzym cia nhém enzym thir nhét tai nhiét d6 trong khoang tir 30°C t&i 90°C dé thu
dugc san pham thily phan thir nhat; va xir Iy san phdm thay phan da thu duge bing it
nhat mdt enzym tir nhém enzym tht hai dé thu duoc cac duong 1én men dugc; trong
d6 nhém enzym thtr nhat va tht hai c6 kha ning thuy phan hemixenluloza va/hoic

xenluloza.
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MO ta chi tiét sang ché
Dinh nghia:

Thudt ngtt "duong 1én men dugc" dugc sir dung & day dé cép dén tat cd céac
dudng, va hdn hop ciia chiing, c6 thé tan trong nude va cé thé duge sir dung 1am céc

co chat cacbon phu hop véi céc vi sinh vat.

Thuét nglt "thoi gian luu trong nude" (Hydraulic retention time - HRT) duoc st
dung & day dé cap dén thoi gian trung binh ma cac chit phan tng trai qua trong hé
théng thiét bi phan tng va thoi gian trung binh ding cho phan tng & ddy 1a phan tmg

thily phan hemixenluloza va/hoédc xenluloza.

Céc thudt nglt "hemixenluloza" va "xenluloza" nhu dugc st dung & day lan luot
dé cép tdi cac hemixenluloza va xenluloza cé thé thiy phdn bang enzym ma cac

hemixenluloza va xenluloza nay bat ngudn tir sinh khdi lignoxenluloza bét ky.

Sang ché dé cap t6i phuong phap nhidu bude dé san xuat duong 1én men dugc sir
dung hé nhiéu enzym véi viée chon loc cac nhiéu enzym dé chuyén hoéa hemixenluloza
va/hoic xenluloza thanh cac dudong 1én men dugc véi hiéu sudt cao vé mit thoi gian va
st dung enzym va do d6 t6t hon vé mit kinh té so v6i cai da biét trong tinh trang k§
thuat. Xenluloza va hemixenluloza bt ngudn tir cic ngudn tu nhién nhu sinh khéi
lignoxenluloza, dugc dudng héa trong thoi gian dwgc rat ngan véi cac tde do chuyén
hoéa cao céac chat trung gian dd dugc bién dbi bang cac ché phdm/nhom enzym cua hé
nhiéu enzym dé cai thién téc do, va do do6 la tinh kinh té ciia quy trinh dudng héa

xenluloza va hemixenluloza.

Theo mdt phwong 4n thuc hién sing ché, dé xuit cac hemixenluloza va xenluloza
1a cac phan giau ma cic phin nay bit ngudn tir sinh khéi lignoxenluloza, va cac phan
ndy c6 thé trai qua sy thiy phin bang enzym din t6i hon 90% thuy phan thanh céc
dudng don twong tmg ma khéng xir Iy bang bét cir chit hoa hoc va/hodic bang co hoc

nao trong va subt qua trinh thily phan biang enzym.

Cac phén xenluloza va hemixenluloza thu duoc tir su cét phén doan va xtr ly so
bd sinh khdi ¢6 thé duge sir dung cho quy trinh. Xenluloza va hemixenluloza tinh khiét

tir cac ngudn tuong tu hodc cdc nguon khac cling co the duge st dung. Trong sang
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ché, xenluloza va/hodic hemixenluloza dwoc duong hoa trong khoang thoi gian it hon
" nhiéu so véi khoang thoi gian da duoc biét phd bién do su chuyén hoa hay tde do phén
ttng cao hon trén mdi don vi thé tich caa thiét bi phan tng va toan bd luong enzym

dugc st dung.

Sang ché vé hé quy trinh thiy phén hodc khtr tring hop nhiéu enzym nhiéu budc
bao gdm sir dung riéng biét va lién tuc céc td hop enzym dé chuyén cac hemixenluloza
va xenluloza thanh duong c6 thé 1én me va oligosacarit c6 thé tiép tuc duoc chuyén
hoéa thanh cdc san phim hitu dung. Trong mét sb té hop, quy trinh nhidu budc dat
duogc sw chuyén héa hydrat cacbon phirc tap nhu xenluloza va hemixenluloza thanh

cac duong lén men duoc, va chiing cung dugc dé cép tdi la "duong hoa".

Tuy thude vao cdu trac phirc tap cta cac xenluloza va hemixenluloza polyme,
mdt s loai enzym khac nhau cdn thiét cho su phan htiy hodc bién dbi bing enzym cia
ching. C4c enzym trong céc t hop hodc hdn hop, c6 thé phan huy cac polyme duong
cu thé xenluloza va hemixenluloza thanh cac duong don gian hodc duong oligome.
Céc enzym c6 gié tri nhat dung cho cho céc quy trinh nay thyc ra 13 cac t6 hop hodc
cac hdn hop enzym thu duogc tir cac vi sinh vat, thuc vét, hoac cac sinh vat khac; va
cac hdn hop enzym hiép luc gébm c6 céc enzym hodic cac san phdm nhiéu enzym tir cac
vi sinh vat, thuc vat giéng hodc khéc nhau, va céc sinh vat khac hodc cac enzym va cic
hén hop cia ching, va c6 thé duoc san xuit tai dia phuong va/hodc thu duogc trong

thuong mai.

Theo mot trong cdc phuong an thuc hién, sang ché dé cp toi cac enzym c6 thé
duoc st dung trong sing ché c6 ngudn gbe vi khudn trong d6 cac vi sinh vat c6 thé,
nhung khong bi giéi han dbi voi, 1a tr tu nhién hodac dugc k§ thuat di truyén. Cac
enzym nay, dé muc dich boc 10, dugc phéan loai chung thanh hai nhém nhu sau cho hai

16p xenlulaza va hemixenlulaza.

Nhém enzym thtr nhit gdm endo-glucanaza, exo-glucanaza, endo-xylanaza, exo-
xylanaza, mannanaza va galactanaza tir nguon da biét bt ky. Cac enzym nay thugc ho
enzym thity phan phan cit tai cac vi tri bén trong cau tric phén tir cia co cht va phén
cit tai cac vi tri bén ngoai ciu tric phén tit ctia co chit, ho nay dugc mo ta bdi kha

ning phd v& cac polysacarit khac nhau dé tao thanh céc oligosacarit mach ngan. Céc
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enzym nay duogc tao ra bdi nim, vi khudn, men bia, tao bién, sinh vat don bao, dc sén,
loai gidp xéc, con trung, hat, v.v., nhung cac ngudn thuong mai chii yéu 1a nim soi
nhu Aspergillus niger, Trichoderma reesei, v.v.. Xylanaza c6 thé duoc phén 14p tir cac
vi sinh v4t ua lanh. Viéc tao ra cdc xylanaza, f-mannanaza, arabinanaza, va pectinaza
c6 thé, vi du, duoc thuce hién béng cach sir dung ndm ua nhiét T hermomyces
lanuginosus. Ching Trichoderma harzianum nidm wa lanh T4 tao ra cac hoat tinh
mannanaza va xylanaza ngoai bao khi phat trién trong su ¢6 mit cta xylan lia mach
(Avena sativa)-lta mi spenta va cam lia mi 1a cac ngudn cacbon twong ung tach biét.
Xylanaza va mannanaza c6 thé dwoc thu tir trepromyces galbus NR. Cac ngudn
xenlulaza, vi du, glucanaza gdm ndm nhu Aspergillus niger, Trichoderma reesei,
Pharochaete chyrosporium, Fusarium solani, Trichoderma konigii, Sclerotiom rolfsii,
v.v; vi khudn nhu Sporotrichum pruniosum, Arthrorhizopus sp., Clostridium

thermocellum, Ruminococcus albus, Streptomyces spp, V.v..

Nhém enzym thir hai gdm xylosidaza, mannosidaza va glucosidaza. Céc enzym
nay thudc ho enzym glycosidaza, ching pha vd céac oligosacarit dugc giai phong boi
céc enzym thily phan phén ct tai cac vi tri bén trong cdu tric phan tir ctia co chét va
tai cac vi tri bén ngoai ciu truc phan tt cua co chit, thanh cac dudng monome.
Xylosidaza va/hodc céc enzym tir cung mot nhom ciing nhu céc enzym phu tro thuong
duoc tao ra cung véi xylanaza hodc enzym chinh. Tuong tu, glucosidaza va/hoidc cac
enzym tir cung nhém cling nhu céc enzym phu trg cling thuong duoc tao ra véi céc
glucanaza hodc enzym chinh. Vi du Piptoporus betulinus, 1a cdc nAm 1am muc cdy phd
bién, tao ra cac hoat tinh endo-1,4-beta-glucanaza (EG), endo-1,4-beta-xylanaza, endo-
1,4-beta-mannanaza, 1,4-beta-glucosidaza (BG), 1,4-beta-xylosidaza, 1,4-beta-
mannosidaza va xenlobiohydrolaza. Ndm tao ra chil yéu hoat tinh beta-glucosidaza va
beta-mannosidaza trong céc thé qua, trong khi cdc hoat tinh cao hon ciia
endoglucanaza, endoxylanaza va beta-xylosidaza duoc thiy trong cac cat g6 c6 ndm
cu tri. B-glucosidaza dé thity phén cac oligome xenluloza va xenlobioza cé thé duogc

thu dugc tir vi sinh vat nhu Piromyces sp, Fusarium oxysporium v.v..

Tuy nhién, xylosidaza va cac enzym ho ctia n6 c¢é thé dugce tao ra va dugce tinh

ché thém tir mot s6 vi sinh vat dic hidu tir cdc phéan chiét tho. Vi du, B-D-Xylosidaza
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duogc tao ra c6 hiéu sudt 16n nhét tir Humicola grisea var. thermoidea. p-glucosidaza
va B-xylosidaza ciing ¢6 thé duoc tao ra tir men bia nhu Auwreobasidium sp. Mot sb vi
du khéac gdm cac vi khudn nhu Agrobacterium tumefaciens C58, Bacillus halodurans
C-125, Bacillus subtillis 168, bifidobacterium longum NCC2705, Caulobacter
crescentus CB15, Clostridium acetobutylicum ATCC 824 , Streptomyces coelicolor
A3(2), Thermotoga maritima, Xanthomonas axonopodis pv. Citri str. 306,
Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913, Cellulomonas fimi,
Cellvibrio  japonmicas, = Geobacillus  stearothermophilus  T-6,  Geobacillus

stearothermophilus 21, Penicillium wortmanni,and Bacillus pumilus.

Cac ché pham thwong mai va sin c¢6 ciia cd xenlulaza va hemixenlulaza tir cac
nguon khac nhau 1a cic su két hop, theo céc ty 1€ khac nhau, cia cac enzym khac nhau

bao gdbm cac enzym tr hai nhom dugc mo ta bén trén.

Trong sang ché, hemixenluloza va xenluloza, hodc hdn hop bit ky cua chung
dugc dudng hoa trong hai hoic nhidu budc bao gdm cac enzym tir hai nhém bén trén.
Budc thir nhét st dung ché phim enzym chira it nhat mot enzym tir nhoém thir nhat, va
c6 thé hodc khong thé chtra cac enzym khéc tir nhém thir nhit va nhém tht hai. Bude
thtr hai, ché phém enzym dugc st dung chira it nhét mot enzym tir nhom thir hai, va
ché pham c6 thé hoic khong thé chira cac enzym tir nhom thir nhét. Céc enzym bd tro
nhu amylaza, proteaza, lipaza, glucuronidaza, v.v c6 thé duoc thém tiy y vao ca hai
hoic mot trong hai buéc dé cho tdc do thuy phan duwoc nang cao. (Céc) enzym bd trg
hoic hdn hgp enzym bb tro duoc boc 16 & ddy duge dinh nghia la (cac) enzym lam

tdng hodc nang cao toc 4 duong hoa xenluloza hoadc hemixenluloza.

Hién nhién rang, ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vuc k¥ thuat ndy c6 thé
tao ra cic enzym cua hai nhom tir sinh vét tu nhién hoic sinh vat bién dbi gen bit ky
nhu thuc vat, vi khudn, men bia hodc nim.

Theo mdt trong cic phuong 4n ciia sang ché, cac enzym cta hai nhom 1a céc
thanh phéan théng thudong ctia hiu hét cac ché phim enzym trong thuong mai va duoc
tao ra nhu nhitng san pham 1én men nhung céc enzym nay c6 thé duge trai qua céac

bude phén tach trude khi str dung.
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Theo mdt phuong an, hemixenluloza va xenluloza c6 thé duoc thu dugc tir sinh
khéi str dung mot hodc nhidu k§ thuat nhu céc qud trinh vat ly, héa hoc hodc ly-hda
nhu, xr Iy bang nhiét, xir Iy bing thiy nhiét, xir Iy biang dung madi hitu co, xr Iy bing
nd hoi, thim voi véi xir ly bang nd hoi, xir Iy bing hydro peroxit, xir Iy bing hydro
peroxit va ozon, xir Iy biang axit, xtr ly bing axit lodng, xir ly bang kiém, xir Iy bing

nhiét, hodc xr ly bang nd cau tric amoniac.

Sinh khéi bao gdm sinh khéi sinh khdi chwa khai phd va/hodc sinh khéi da khai
pha nhu sinh khéi néng nghiép, chéi thai tir rimg, cac chit hitu co thuong mai, cac vat
liéu xaydung thai ra trong qua trinh thdo d& cong trinh, chét thai rin tir thanh phdi,
gidy thai va rac san vuon. Céc dang sinh khéi phd bién khac bao gdm cdy, cdy bui va
co, laa mi, v6 triu lta mi, b mia, than ra ngd, cdy ngii cde, hat ngd gdm chét xo tir
hat, cac san phém va cac san phém phu tir viéc xay céc hat nhu hat ngii cbe, hat Iga
mach den, cdm yén mach, lua mi va laa mach (bao gdm xay am va xay kho) cfing nhu
chét thai ran db thi, gidy thai va cht thai phé liéu. Sinh khdi cling c6 thé 1a hoic bao
gdm, nhung khong bi giéi han ddi véi, nguyeén liéu thdo mdc, ba thai néng nghiép, ba
thai tlr ring, chat thi rén thanh phd, gidy thai, va I6i cdy, ba thai nha may gidy va nha
may dau.

Ngac nhién, trong sang ché, dugc nhan thdy ring thiy phan hemixenluloza
va/hodc xenluloza thanh duong 1én men dugc dugce thuc hién nhd st dung hé nhidu
enzym trong hai buéc di 1am ting toan bd tdc dd phan tng va do d6 lam giam thoi
gian quy trinh dé tao ra dwong 1én men duogc. Cu thé, khi it nhat mot enzym tir nhém
enzym thtr nhét, va it nhit mot enzym tir nhom enzym thit hai duoc bd sung vao theo
céch thirc bac thang thi thoi gian duong hoéa giam di tir 5 t6i 8 14n so véi cac quy trinh
da biét. Trai v6i didu nay, duoc nhén thdy rang khi it nhat mot enzym tr nhdm enzym
thir nhét (glycanaza/xylanaza) duoc bd sung vao cung voi it nhit mot enzym tir nthoém
enzym thir hai (glucosidaza/xylosidaza) trong méi truong phan Umg trong cling mot
budc don 1é, téc do phan Gmg ban diu la cao. Tuy nhién, phan Ung tréd nén chdm sau
mdt sd thoi gian va toan bd su chuyén héa mit hon 24 gio tai cdc muc lidu luong

enzym dd duoc bdo cdo la khoang 10 don vi enzym/g hemixenluloza va/hoidc
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xenluloza. Mot don vi enzym duogc dinh nghia la lugng enzym lam giai phong mot

micromol duong luong glucoza/phiit/mL ctia thé tich phan Gng.

Trong phan mg nhiéu budc nhiéu enzym duogc boc 16 trong sang ché, cac enzym
da sir dung c6 thé duoc didu ché bang cac phuong phap duoc biét dén trong linh vuc

k§ thuét nay, hodc cé thé dugc thu dugc trong thuong mai.

MGt trong céc phuong an cua sang ché 1a bude thtr nhit trong do6 it nhit mot
enzym dugc chon dic hiéu tir nhém thir nhit. Do d6 ché pham enzym dugc st dung
trong budc thi nhét gém ¢6 it nhit mot enzym dugc nhdn/dugce chon tr nhom gém
endo va exo xenlulaza vd/hodc xylanaza, va cic hdn hop bét ky cta chung. Tuong tu,
trong budc th hai, it nhit moét enzym duge chon dic hiéu tir nhom enzym thir hai gém
c¢6 xylosidaza, manosidaza va/hoic glucosidaza, va cdc hdn hop bét ky cta chung. Ly
do dé chon lién tiép cac enzym dic hiéu tir cdc nhém dic hiéu, va sit dung céc enzym
hozc nhém enzym, theo céach thirc bac thang 1a vi cac san pham glycanaza va xylanaza
gdy can trd, hodc trc ché hoat dong cta glucosidaza va xylosidaza, va su can trd ndy
lam giam hoat tinh ctia cac enzym dugc bd sung vao va lam giam toan bo toe do thuy

phén hodc phan tng khtr trung hop.

Phuong 4n thém nita clia sang ché dé cép tdi viéc khic phuc nhitng han ché cia
viée str dung két hop cic enzym nhom thir nhat va thir hai theo cach truyén thdng, su
sit dung két hop nay din t6i cac su can trd hodc e ché cac enzym boi cac chét phan
tig va san phim phan tmg do d6 lam giam téc d6 phan img. Sang ché boc 16 quy trinh
ma nhd d6 hoat dong cia hai nhom enzym dugc tach ra do d6 dan t6i toan bd cac tde

d0 phan ung la cao hon.

Theo phuong 4n uu tién cia sang ché, it nhit mot enzym tir nhém céc enzym
duge d& cp t6i & trén duge thém lién tuc trong mdi bude cua hé nhidu bude dé tac
dung 1én hemixenluloza hodc xenluloza da dugc tach biét, hodc hdn hop bét ky cua
hemixenluloza va xenluloza, dé chuyén héa chiing thanh cac dudng 1én men dugc dé

s&n xuat etanol va/hodc cac san pham hiru dung khac.

Do d6, trong budc thir nhat, hdn hop enzym, gdm it nhit mot enzym tur nhém

enzym thir nhat, ma c6é hodc khong c6 mot hodc nhiéu enzym bod trg hodc phu, dugc
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pha ung véi hemixenluloza va/hodc xenluloza dé thu dwgc oligosacarit tan dugc.
Trong budc thir nhit, ngoai cac enzym tir nhom thir nhit, cic enzym tir nhom thir hai

c6 thé c6 hoat tinh thép.

Trong buéc thit hai, enzym hoic hdn hop cac enzym gbm it nhit mot enzym tir
nhém enzym thit hai, ma c6 hodc khong c¢6 mot hodc nhidu enzym tir nhom thir nhét
va/hodc enzym bd tro hodc phu trg bét ky, va tac dung 1én hon hop phan ung da thu
duoc tir bude thir nhit, trong cing thiét bi phan ung hodc thiét b phén g khac thudc

loai bét ky, dé thu duoc dudng 1én men dugc.

Mot trong cdc phwong 4n thuc hién ctia sang ché dé xuit quy trinh thay phén
hemixenluloza va/hodc xenluloza va quy trinh gdm hoat dong bac thang cua céac
enzym. Hoat dong hai buéc lam giam thiéu tic dung trc ché cia ca san phdm trung
gian va cubi 1én cac enzym dang hoat dong trong ca hai budc, cu thé 1a tac dung trc
ché xenlulaza, xylobioza va duong don 1én mot hodc nhiéu céc thanh phén cua cac
eznym xenlulza vd/hodc hemixenlulaza va, cu thé, 1én endo-glucanaza, va
xenlobiohydrolaza va xylobiohydrolaza. Theo phuwong phap hién tai, tit ca cdc budc
phan tng dugc thuc hién trong khoang pH thuén lgi v6i cac enzym, hodc cac hdn hop
bét ky ctia chiing, cac két qua thich hop hon duge nhén thdy trong khoang pH tir 4 t6i
8. pH cuia phan (g trong hai budc thay ddi trong gidi han dugc chi ra phu thude vao
ngudn enzym va ngudn enzym c6 thé d& dang dugc xac dinh boi nhitng ngudi ¢o trinh

do trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Theo phuong 4n khic clia sing ché, nhiét d§ ciia phan g trong khoang tir 30°C
téi 90°C, va nhiét do hoat dong cua hdn hop enzym phu thudc vao dac diém hoat tinh
va tinh 6n dinh ctia cic enzym va c6 thé duoc xac dinh d& dang béi tat ca nhitng nguoi
c6 trinh do trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay. Toan bd su thiy phan bang enzym
duge thuc hién cho toi khi tit ca cac hemixenluloza va/hodc xenluloza duge chuyén

héa thanh duong 1én men dugc.
Theo sang ché, mdt phuong 4n d& xuét quy trinh san xuat dudng 1én men dugc tir
hemixenluloza va/hodc xenluloza sir dung hé nhiéu enzym nhiéu budc, trong d6 quy

trinh gdm c6 xur ly hemixenluloza va/hodc xenluloza bang it nhat mot enzym cua

nhoém enzym thtr nhit & nhiét d6 trong khoang tir 30°C 61 90°C dé thu duogc san phim
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thily phén thir nhat, va xir Iy san phdm thuy phan da thu dugc bang it nhit mot enzym
tir nhém enzym tht hai ¢ thu dugce dudng 1én men duoc; trong d6 nhom enzym thi

nhét va thir hai ¢6 kha nang thuy phan hemixenluloza va/hodc xenluloza.

Theo mdt phuong an thuc hién sang ché dé xuat quy trinh san xudt duong 1én
men dugc tr hemixenluloza va/hodc xenluloza st dung hé nhiéu enzym nhidu buéc,
trong d6 hemixenluloza va/hodc xenluloza co ban 1a khong c6 lignin, cu thé 1a khéng

chira nhiéu hon 10% (trong lwong/trong lwong) lignin.

Theo phuong an khéc ciia sang ché, dé xudt quy trinh san xudt duong 1én men
dugc tir hemixenluloza va/hodc xenluloza st dung hé nhiéu enzym nhiéu budc, trong
d6 quy trinh gdm c6 xir Iy hemixenluloza va/hodc xenluloza bang it nhit mot enzym
ctia nhém enzym thtr nhat & nhiét d6 trong khoang tir 30°C téi 90°C dé thu duge sin
phdm thity phéan thir nhat, va xi I san phdm thiy phan da thu duogc bang it nhit mot
enzym tir nhém enzym thtr hai dé thu duoc dudng 1én men duoc; trong d6 nhém
enzym thir nhit va thtt hai c6 kha ning thity phan hemixenluloza va/hodc xenluloza,
trong d6 nhém enzym thir nhét 14 endo-glucanaza, exo-glucanaza, endo-xylanaza, exo-

xylanaza, mannanaza va galactanaza.

Theo phuong an khéc ctia sang ché, dé xudt quy trinh san xuét duong lén men
duoc tir hemixenluloza va/hodc xenluloza sir dung hé nhiéu enzym nhiéu buéc, trong
d6 quy trinh gém c¢6 xir Iy hemixenluloza va/hodc xenluloza bang it nhit mot enzym
clia nhém enzym thir nht & nhiét do trong khodng tir 30°C t6i 90°C dé thu dugc san
phim thily phan thir nhét, va xi Iy san phim thty phan da thu duoc bang it nhit mot
enzym tr nhém enzym th@ hai dé thu duoc dudng 1én men dugc; trong d6 nhom
enzym thtr nhat va thtr hai ¢6 kha ning thuy phéan hemixenluloza va/hodc xenluloza,

trong d6 nhom enzym thir nhat 1a xylosidaza, mannosidaza va glucosidaza.

Theo phuong 4n khac nita clia sang ché, dé xuit quy trinh san xuét duong lén
men duoc tir hemixenluloza va/hodc xenluloza st dung hé nhiéu enzym nhiéu bude,
trong d6 quy trinh gdm c6 xir ly hemixenluloza va/hoic xenluloza bang it nhit mot
enzym ctia nhém enzym thtr nhit & nhiét 46 trong khoang tlr 30°C téi 90°C dé thu
dwoc san pham thuy phan thtr nhét, va xu Iy san phdm thiy phan da thu duge bang it

nhit mdt enzym tir nhém enzym thr hai dé thu duoc duong 1én men duogc; trong do6
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nhém enzym thir nhit va thtr hai ¢6 kha ning thiy phan hemixenluloza va/hoic
xenluloza, trong d6 ty y cac eznym dugc khau mach bang mot hodc nhiéu protein,
mot hodc nhiéu polyme, hoic cac su két hgp cta ching st dung mdt hodc nhiéu chét

khau mach.

Theo phuong 4n khéc nita ciia sang ché d& xudt protein d& khau mach cac enzym,
trong d6 protein dugc chon tir nhém gém c6 nhém enzym thir nhét, nhém enzym thu
hai, transferin, globulin, huyét thanh ctia dong vét, protein dau tuong, protein sita chua

va gluten 1a mi, hoa céc su két hop bét ky cua ching.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xudt cac chét khau mach duoc chon tir nhom

g6m c6 glutaraldehyt, divinylsulphon, polyetylenimin, va 1,4-butandioldiglycidylete.

Theo phuong an khic nita cia sang ché, dé xut quy trinh san xuét dudng 1én
men dugc tr hemixenluloza va/hodc xenluloza st dung hé nhiéu enzym nhiéu budc,
trong d6 quy trinh gdm c6 xtr Iy hemixenluloza va/hodc xenluloza bang it nhit mot
enzym ciia nhém enzym tht nhdt & nhiét d6 trong khoang tir 30°C téi 90°C dé thu
dugc san phdm thiy phén tht nhét, va xt 1y san pham thay phan da thu dugc bang it
nhit mot enzym tir nhém enzym thi hai dé thu duoc dudng 1én men dugc; trong do
nhém enzym thit nhit va thir hai c¢6 kha ning thiy phan hemixenluloza va/hodc
xenluloza, trong d6 hemixenluloza va/hoic xenluloza chuyén héa thanh dudng 1én

men dugc trong quy trinh theo mé trong khoang thoi gian tir 4 tGi 8 gio.

Theo phuong 4n thém nita ctia sang ché, dé xuét quy trinh san xuét duong lén
men dugc tr hemixenluloza va/hodc xenluloza st dung hé nhiéu enzym nhiéu budc,
trong d6 quy trinh gdm c6 xir Iy hemixenluloza va/hodc xenluloza bang it nhit mot
enzym clia nhom enzym thir nhit & nhiét do trong khoang tir 30°C t&i 90°C dé thu
dugc san phdm thiy phén tht nhét, va xt Iy san phdm thuy phén da thu duoc bang it
nhit mot enzym tir nhom enzym thit hai dé thu dugc dudng 1én men duoc; trong do
nhém enzym th@ nhét va tht hai c¢6 kha ndng thuy phan hemixenluloza va/hodc
xenluloza, trong d6 hemixenluloza va/hoic xenluloza chuyén hoa thanh duong lén

men dugc trong quy trinh lién tuc trong khoang thoi gian Iuu trong nuée tir 1 t6i 4 gio.

-20-



21195

Theo mt phwong 4n cua sang ché d¢ xuat duong lén men dugc gom oligosacarit

tan dugc, xenlobioza, glucoza, xylobioza, Xyloza va arabinoza.

Phuong 4n khic cta sang ché dé xudt quy trinh thu dugce hemixenluloza va/hogc
xenluloza tir sinh khdi, trong d6 quy trinh gdm tron sinh khéi véi kiém 5% toi 10%
(trong luong/thé tich) co pH trong khoang 12-14 & nhiét do trong khoang tir 50°C t6i
200°C duéi diéu kién &p sudt 0,1 dén 2MPa (1,0 dén 20bar) trong thoi gian tir 5 phit
t6i 2 gidr dé thu duge huyén phu dac sinh khéi; loc huyén phd dic sinh khéi dé thu
dwoc phéan loc gdbm c6 hemixenluloza va phdn con lai gdm xenluloza; xir Iy phan loc
bang ruou dé thu dugc két tia chira hemixenluloza; rira phin con lai chira xenluloza
bﬁng nuéc dé loai bé kiém thira thu duoc xenluloza; va rira két tia dé thu duoc

hemixenluloza.

Phuong &n khac nfta cua sang ché dé xuat quy trinh d€ thu duoc hemixenluloza
va/hodc xenluloza tir sinh khoi, trong do sinh khoi duge chon tir nhém gém c6 ¢d, rom
ra, vo chau lta mi, than cdy bong, thian cady thau dau, bd mia hodc ba cu cai duong, 15i

ngo, than ra ngo, than cdy, cd voi va cd roi.

Phuong 4n khac clia sang ché dé xudt quy trinh dé thu dwgc hemixenluloza
va/hodc xenluloza tir sinh khdi str dung kiém, trong dé ty 1& kiém v&i sinh khdi trong

khoang tir 0,5 tgi 2,0, wu tién 1a 1,4.

Phuong 4n khéc ctia séng ché dé xuét quy trinh thu dugc hemixenluloza va/hodc
xenluloza tir sinh khéi, trong d6 quy trinh gdm tron sinh khéi voi kiém 5% t6i 10%
(trong lugng/thé tich) c6 pH trong khoang 12-14 & nhiét do trong khoang tir 50°C téi
200°C dudi diéu kién 4p sudt 0,1 dén 2MPa (1,0 dén 20bar) trong thoi gian 2 gio dé
thu dwgc huyén phu dic sinh khéi; loc huyén phu dic sinh khéi dé thu duoc phan loc
gdm c6 hemixenluloza va phan con lai gdm xenluloza; xur ly phan loc bing ruou dé
thu duoc két tia chira hemixenluloza; rira phan con lai chira xenluloza béng nude dé

loai bo kiém thira thu duoc xenluloza; va rira két tia dé thu dugc hemixenluloza.

Phuong 4n khac ctia séng ché d& xudt quy trinh thu dugc hemixenluloza va/hoic
xenluloza tir sinh khéi, trong d6 quy trinh gdm tron sinh khéi véi kiém 5% téi 10%

(trong lugng/thé tich) c6 pH trong khoang 12-14 & nhiét do trong khoéhg tr 50°C téi
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200°C dudi didu kién ap suét 0,1 dén 2MPa (1,0 dén 20bar) trong thdi gian tir 5 phut
t6i 2 gior & thu dugc huyén phu dic sinh khdi; loc huyén phu dic sinh khéi dé thu
dwoc phin loc gdbm c6 hemixenluloza va phan con lai gdm xenluloza; xir Iy phéan loc
bing ruou dé thu duoc két taa chira hemixenluloza; rira phan con lai chira xenluloza
b%mg nude dé loai boé kiém thira thu duogc xenluloza; va rira két tia dé thu duge

hemixenluloza, trong d6 it nhét 85% hemixenluloza duoc thu hoi.

Phuong 4n khac ctia sang ché dé xudt quy trinh thu duge hemixenluloza va/hodc
xenluloza tir sinh khéi, trong d6 quy trinh gdm tron sinh khdi véi kiém 5% t6i 10%
(trong luong/thé tich) c6 do pH trong khoang 12-14 & nhiét do trong khoang tir 50°C
t61 200°C duéi diéu kién ap sudt 0,1 dén 2MPa (1,0 dén 20bar) trong thoi gian tir 5
phit toi 2 gid dé thu duoc huyén phu ddc sinh khéi; loc huyén phu dic sinh khéi dé
thu dugc phan loc gdbm c6 hemixenluloza va phan con lai gdm xenluloza; xir ly phan
loc béng rugu dé thu dugc két tia chira hemixenluloza; ria ph?m con lai chira
xenluloza béng nude dé loai bd kiém thira thu duogc xenluloza; va rira két tha dé thu

duoc hemixenluloza, trong d6 it nhét 90% hemixenluloza duoc thu hoi.

Phuong an khac cta sang ché dé xudt quy trinh san xuét dudong 1én men duge tir
sinh khéi sit dung hé nhiéu enzym nhiéu bude, trong dé quy trinh gdm c6
a. trén sinh khéi véi kiém 5% t6i 10% (trong lugng/thé tich) ¢6 pH trong khoang
12-14 & nhiét d6 trong khoang tir 50°C t&i 200°C dudi diéu kién ép suét 0,1 dén 2MPa
(1,0 d&n 20bar) trong thoi gian tir 5 phut téi 2 gio dé thu duge huyén phd dic sinh
khdi;
b. loc huyén phu déc sinh khéi dé thu duoc phén loc gdm c6 hemixenluloza va

phan con lai gom xenluloza;

c. xtr Iy phan loc bang ruou dé thu duge két tia chira hemixenluloza;

d. ria phén con lai tor budc (b) béng nude dé loai b kiém du dé thu dugc
xenluloza;

e. ria két taa dé thu duoc hemixenluloza;
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f. xtt Iy hemixenluloza tir budc (e) va/hodic xenluloza tir bude (d) bang it nhit mot
enzym clia nhém enzym tht nhét ¢ nhiét do trong khoang tir 30°C t&i 90°C dé thu

duoc san pham thay phan; va
g. xr Iy san phdm thily phan ciia buée (f) bang it nhit mot enzym cia nhém
enzym thir hai dé thu dugc dudng 1én men duoc.

trong d6 nhém enzym thir nhat va thir hai c6 kha ning thiy phan hemixenluloza

va/hoac xenluloza.

Phuong 4n thém nita cia sang ché dé xuét quy trinh san xuét dudng 1én men
duoc tir sinh khéi str dung hé nhiéu enzym nhiéu budc, trong d6 quy trinh gdm c6
a. tron sinh khéi véi kiém 5% téi 10% (trong luong/thé tich) co pH trong khoang
12-14 & nhiét do trong khoang tir 50°C t&i 200°C dudi diéu kién 4p suét 0,1 dén 2MPa
(1,0 dén 20bar) trong thoi gian tir 5 phut t6i 2 gio dé thu duge huyén phu dic sinh
khéi;
b. loc huyén phi dic sinh khéi dé thu duge phan loc gdm c6 hemixenluloza va

phéan con lai gom xenluloza;

c. xtr Iy phan loc bang ruou dé thu duoc két tua chtra hemixenluloza;

d. rira phan con lai tir buge (b) bing nudc dé loai bé kiém du dé thu duoc
xenluloza;

e. rira két tia dé thu duoc hemixenluloza;

f. xur Iy hemixenluloza tir budc (e) va/hodc xenluloza tir budce (d) bang it nhit mot

enzym cta nhém enzym thir nhat & nhiét do trong khoang tir 30°C t6i 90°C dé thu
dwoc san phim thuy phan; va

g. xtt Iy san phim thay phan cia budc (f) bing it nhit mot enzym cia nhém
enzym thtr hai dé thu duoc dudng 1én men duoc.

trong d6 nhém enzym thir nhit va thtr hai c6 kha ning thuy phan hemixenluloza

va/hodc xenluloza; trong d6 nhém enzym thtr nhit va thir hai dwgc khau mach bang

protein hodc polyme str dung chit khau mach.
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Theo phwong 4n khac ctia sang ché, cac enzym duge tai sinh va duge tai st dung
dé cung cip mot quy trinh hiéu qua chi phi vé mit chi phi enzym trén mdi don vi
hemixenluloza va/hodc xenluloza dugc thuy phan thanh duong 1én men dugc. Vi du,
cac enzym co thé duogc sir dung dudi dang bét dong trong cac thiét bi phén tng dém
ndi, duge khudy hodc ting soi, hoic trong cac thiét bi phan Gng dang mang, hodc cac

su két hop cua chung.

Enzym bat dong la enzym duoc gin véi nguyén lidu tro, khong tan, x6p hoic
khong x6p. Pidu nay co thé cung cép tinh 6n dinh va tinh chéng chiu tdng cua cac
enzym dé thay ddi cac diéu kién nhu su dich chuyén, ap suét, pH hodc nhiét d6. Su bat
dong ciing cho phép céac enzym duge giit ding chd, hodc trong cic ranh gidi cia thiét
bi phan g trong sudt lic phan tmg, sau d6 chung dé dang dugc phan tach ra khoi cac

san pham va c6 the dugc st dung lai.

Céc enzym bét dong c6 hidu qua vé& mit chi phi cling nhu don gian dé sir dung
trong nhiéu hon mot chu trinh. Enzym bét dong duoc loai bo dé dang khoi thiét bi
phan tmg, 1am d& dang t4i sinh chét xtc tac sinh hoc. Cac enzym bt dong thudng c6
tinh dn dinh nhiét va hoat dong 1én hon so v&i dang enzym tan. Cac enzym bit dong
c¢6 thé duge didu ché bang cac phuong phap khac nhau. Phuong phap dugc st dung
rong rai 1a hdp thu cac enzym trén nén x&p rén thich hop. Enzym duoc gan v6i bé mat
rin clia nén bang cic phwong phap khac nhau tir su hép thu don gian t6i phan ung
cong hoa tri. Enzym ciing c6 thé bi giir trong cc hat khong tan hodc hat vi cdu, nhu
c4c hatcanxi alginat. Tuy nhién, cac chat khong tan nay gy can trg sy chuyén dén cua

chit, va su thoat san phdm, diic biét khi chét 1a phan tu polyme va kénh cang.

Enzym ciing c6 thé dugc lién kétcong hoa tri voi nén hoic protein/enzym bt ky
nho phan Gng hoa hoc. Phuong phép nay do d6 1a phuong phéap c6 hiéu qua nhét trong
sd cac phuong phap duoc liét ké & day. Vi phan tmg héa hoc dam bao rang vi tri lién
két khoéng bao phit vi tri hoat tinh cia enzym, hoat tinh cta enzym chi bi tdc dong bédi
tinh bt dong. Enzym va nén dugc khau mach nho chit khau mach nhu glutaraldehyt

hoac carbodiimit.

Theo mot trong cdc phuong 4n uu tién ciia sang ché, enzym bi bét lam bét dong

trén mot nén ran thich hop. Céc chét mang hodc thé me dugc st dung dé 1am bét dong
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¢6 thé gdm nguyén lidu hitu co hodc v6 co va nguyén liéu tu nhién hoic tdng hop bat
ky, vi du, polyme tdng hop wa nugc nhu polyacrylamit, polymetacrylamit, polyacrylat,
polymetylacrylat, polyimit, cidc polyme ua nudc polyvinyl, polystyren, polysulfon
hoidc twong tw va cac polysacarit nhan tao hodc téng hop nhu tinh bot, dextran, chitin
aga ho#ic agaroza; nguyén lidu vo co nhu cac nguyén liéu silic nhu silic dioxit gdm
silic va thach anh v6 dinh hinh, vat liéu thity tinh x3p, titan dioxit va gém hodc cac su

két hop thich hop cta chung.

Theo phwong 4n khac cua sang ché, cac enzym c6 thé dugc khau mach vé6i chinh
né hoic protein khac bat ky, hoic monome hodc polyme khac bit kyf, bing chit khau
mach, dé tao thanh cac khdi két tap tan hodc khong tan dugc goi la cac khoi két tap
enzym dugc khau mach (CLEA), va ching cé thé duoc sir dung lam enzym bat dong,
hoic trong céc thiét bi phan tmg dang mang trong d6 cic mang c6 thé giir cac enzym
hodc cac khéi két tdp enzym ciing nhu cac nén polyme, trong khi cho phép céc san

phdm phéan (mg nho hon thim hodc di qua.

Theo phwong 4n khéc ciia sang ché, khi sir dung enzym dé tac dong 1én nén rén,
nhu xenluloza dang rén, chi phi quy trinh 14 hiéu qua vé mit chi phi nho tai sinh cc
enzym, cic enzym dugc st dung trong cac thiét bi phan tng kiéu mang gidng nhu cac
dai phan tir dudi dang tu nhién cia ching, hodc dugc khau mach vGi chinh nd, hoic
v6i protein/enzym thich hgp, hodc monome hodc polyme khac bit ky, st dung chét
khau mach thich hop dé thu duogc cac ché phim enzym tan duoc khau mach c6 hoat
tinh véi 100% hé sb loai bo mang. Céac protein dugc st dung dé khau mach la
transferin, globulin, cdc albumin huyét thanh dong vét, protein ddu twong, protein sita

chua, va gluten la mi.

Theo mdt phwong 4n wu tién clia sang ché, quy trinh dudng hoa xenluloza va
hemixenluloza, riéng biét hoac két hop, dugc thuc hién trong céac thiét bi phéan Ung
sinh hoc va céc thiét bi phan Ung sinh hoc dugc st dung cho budgc thir nhét va/hoac
budc thir hai c6 thé 13 cac thiét bi phan tng sinh hoc ting sdi hodc dém nhdi, hoic 14
cac thiét bi phéan tng sinh hoc dang bé khuéy duoc gén cac hé théng loc mang str dung

cac mang loc siéu 4m, cac mang vi loc, va/hodc cac mang loc nano.
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Theo phuong 4n wu tién khac cua sang ché, hemixenluloza dugc xtr 1y bing it
nhat mot trong céc enzym ciia nhém enzym thir nhét, trong do6 cac enzym phé v& cdu
triic polyme cta hemixenluloza thanh céc oligosacarit tan. Hon nita, trong buéc thir
hai, cac oligosacarit nay dugc xir Iy bang it nhat mot trong cac enzym tir nhom thit hai,

trong do cac enzym chuyén hda oligosacarit tan thanh cac duong 1én men dugc.

Theo phwong 4n khic ctia sang ché, budc thir nhat dudng hoéa hemixenluloza
dugc thuc hién trong thiét bi phan tng sinh hoc bé khudy dugc gén véi hé thdng loc
mang, nhu mang vi loc, mang loc siéu am va/hodc mang loc nano, uvu tién chi riéng
mang loc siéu 4&m, no gift va tai sinh cac enzym tan cia budc thir nhét vao thiét b phan
g sinh hoc dang bé va céc oligosacarit tan di qua do. Budc thr hai dugc thuc hién
trong thiét bj phan tng sinh hoc dang bé khudy thi hai, thiét bi dugc gin v6i hé théng
loc mang khdac nita, nhu mang loc siéu &m hoac mang loc nano, uu tién mang loc nano
gilt va tai sinh cdc enzym tan ctia budc tha hai cling nhu cac oligosacarit tan 16n hon

trong khi céc dudng 1én men dugc s& di qua nhur thdm qua.

Theo phuong 4n wu tién khac cia sang ché, budc thu nhit dudng hoa
hemixenluloza dugc thuc hién trong thiét bi phan tmg dém nhdi trong d6 cic enzym
dugc st dung trong budc thir nhit duge lam bit dong trén thé me thich hop.
Oligosacarit tan dugc tao thanh trong thiét bi phén Ung di vao budc thir hai. Budc thi
hai dugc thuc hién trong cdt cta thiét bi phan tng dém nap thi hai chira cac enzym bét
dong tir nhom enzym thtr hai dé thu duoc dudng 1én men duge. Hoic, thiét b phan
ting thir hai 1a thiét bi phan ung sinh hoc bé khudy, thiét bi duge gan v6i hé thdng loc
mang khac nita, nhu mang loc si€éu &m hodc mang loc nano, uu tién mang loc siéu dm,
chung gift va tai sinh cic enzym tan ctia nhom thtr hai cling nhu céc oligosacarit 16n

trong khi thu dugc cac duong 1én men duge nhd thim qua.

Theo phuong 4n khic ctia sdng ché, budc tha nhit duong héa hemixenluloza
dugc thuc hién trong thiét bi phén Ung sinh hoc, thiét bi duoc gén véi hé loc kiéu
mang, nhu loc siéu &m hodc loc nano, uu tién loc si€u am, no gilt cac enzym tan duoc
st dung trong budc tht nhét ciing nhu cac oligosacarit khong tan va tan 16n hon. Céc

oligosacarit tan di qua mang, va trong budc thir hai dugc ti€p xtc vdi cac enzym bat
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dong ciia nhém thtr hai trong thiét bi phéan Uing dém nhdi va duoc chuyén héa thanh

dudng 1én men duge.

Theo phuong 4n wu tién khéc cia sang ché, budc th nhdt duong hoa
hemixenluloza dugc thuc hién trong thiét bi phan ing dém nhdi trong d6 cac enzym
dugc st dung trong budc thu nhit dugc lam bét déng trén thé me thich hop.
Oligosacarit tan dugc tao ra va dugc di qua cot/thiét bi phan Ung sinh hoc thir hai,
trong d6 cic enzym ctia nhom thir hai duoc 1am bét dong trén thé me thich hop. Dong

ra tir thiét bi phan ing cdt thir hai chira duong Ién men duogc.

Theo phuong an wu tién khic cia sang ché, xenluloza duogc xtr Iy trong budc thir
nhit bang it nhit mot trong cic enzym ciia nhom enzym thir nhét va/hodc mot sb
enzym tir nhom thtr hai, trong d6 cac enzym pha v& cdu tric polyme co ban cta
xenluloza thanh céc oligosacarit. Hon nita, trong budc thr hai, cac oligosacarit nay
duoc xir Iy bang it nhat mot trong céc enzym tir nhém thir hai va/hodc mot sb enzym
tir nhom khac, va trong d6 cac enzym nay chuyén hoa oligosacarit thanh céc duong 1én

men dugc.

Mot trong cac phuong an thuc hién sang ché d6 1a cac oligosacarit dugc tao ra
trong qué trinh dudng hoa xenluloza, cu thé 1a xenlobioza, co tac dung tc ché 1én cac
enzym va, cu thé, 1én endo-gluconaza va xenlobiohydrolaza. Hon nita, glucosidaza
chuyén héa xenlobioza thanh glucoza ma glucoza ciing c¢6 thé Gc ché glucanaza. Téc

dung trc ché nay c6 thé dugce gidm thicu bang cach xtr ly hai budc enzym.

Theo phuong 4n khéc cua sang ché, cac enzym cia budc thir nhat c6 thé duge
khau mach véi protein c6 trong lwgng phén tir cao, hoic monome khac bat ky, hoic
polyme, bang chit khau mach. Xenluloza 1a chit rdn khong tan va do do khong chéc
rang su bt déng clia cac enzym giup cho su hoat dong cia enzym. Do d6 lam cho chi
phi qué trinh dudng héa xenluloza cé tinh kinh té nho tai sinh enzym coa budce thi
nhit, nhém enzym thr nhit duoc khau mach véi protein hodc polyme bang chat khau

mach thich hop.

Theo phwong 4n khic cta sang ché, nhom enzym thtr nhit dugc sir dung dé

duong hoa xenluloza dugc khau mach véi cung cic enzym hodc protein nhu transferin,
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globulin, albumin huyét thanh déng vat, protein ddu tuong, protein sita chua, hodc

gluten lda mi.

Theo phuong 4n khéc cta séng ché, chat khau mach duoc st dung 1a tir nhém

gbm c6 glutaraldehyt, divinylsulphon, polyetylenimin, va 1,4-butandioldiglycidylete.

Theo mdt phuong 4n wu tién ciia sang ché, budc th nhdt dwong hoa
hemixenluloza dugc thuc hién trong thiét bi phan tng bé khudy duoc gén v6i thiét bi
phan tach kiéu mang dé gilt va tai sinh cdc enzym da duoc khau mach/tan duoc st
dung trong budc thir nhat. Thiét bi phan tach kiéu mang c6 thé bao gbém céc mang vi
loc, mang loc si€éu dm hodc mang loc nano, dé gilr cac enzym va céac polyme duong,
trong khi oligosacarit tan di qua cdc mang va dugc dua qua thiét bi phan tng thi hai
chira enzym tir nhém thr hai. Thiét bj phan tng bé khudy tht hai nay ciing duoc ghép
v6i thiét bi phan tach dang mang ma thiét bi phén tach dang mang nay c6 thé bao gém
cac mang loc siéu 4m hodc cac mang loc nano, dé giit cic enzym va cic oligosacarit

16n trong khi cac duong 1én men dugce nho hon di qua cac mang.

Theo mot phuong 4n khéc ctia sang ché, bude thir nhit duong hoa hemixenluloza
dugc thyc hién trong thiét bi phéan Ung sinh hoc ma thiét bi nay duogc gén vé6i thiét bi
phén tich dang mang dé gitt cic enzym da dugc khau mach hodc tan tu nhién tir nhém
thi nhit. Thiét bi phén tach kiéu mang c6 thé bao gdm cac mang loc siéu &m hoac
mang loc nano, dé giit va tai sinh cic enzym va cac oligosacarit 16n hon trong khi céac
oligosacarit nhé hon di qua cdc mang nay va duoc dua qua thiét bi phan Ung cdt thir
hai. Bu6c thr hai dugce thuc hién trong thiét bi phan Gng sinh hoc hoac ¢t thir hai,
trong d6 cac enzym ctia budc thir hai duge lam bAt dong trén thé me thich hop. Cac

enzym nay chuyén hoa oligosacarit tan thanh cac dudong 1én men duoc.

Theo phwong 4n wu tién khéc ctia sang ché, hdn hop hemixenluloza va xenluloza
dugce xit Iy trong bude thir nhat bing it nhit mot trong cac enzym cia nhom enzym thir
nhit va/hodic mét s6 enzym tir nhom tht hai, trong d6 cac enzym phd v& cdu tric
polyme co ban ctia hemixenluloza va xenluloza thanh céc oligosacarit. Hon nita trong
budc thtr hai, cac oligosacarit nay duge xir Iy bang it nhit mot trong cdc enzym tur
nhém thtt hai va/hodc mot sd enzym cia nhom khéc, va trong d6 cdc enzym nay

chuyén hoa oligosacarit tan thanh cac duong 1én men duoc.
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Thudng yéu cu thuc hién dong thoi dudng héa hemixenluloza va xenluloza dé
thu dugc san pham thiy phan két hop trong khéi thiét bi phan ung enzym hai bu6e cho
mdt budc don 1é ké tiép va 1én men két hop cac duong thu duoc thanh san pham mong
mudn nhu etanol. Trong céc truong hop nay, hemixenluloza va xenluloza thu dugc tir
sinh khdi duge xir 1y 1am hdn hop cho céc budc thuy phan va duong hoa. Lép luén co
ban sau phan ng enzym hai budc ctia sang ché, tuy nhién, duoc nhan thy 14 c6 thé 4p

dung cho hdn hop hemixenluloza va xenluloza hodc cho mdi thanh phé"m don 18é.

Theo mdt trong cic phuong 4n thuc hién sang ché dé 1a céc oligosacarit dugc tao
ra trong khi dudng héa hemixenluloza va xenluloza, cu thé xenlobioza va xylobioza,
¢6 tac dung we ché 18n cic enzym va, cu thé, trén endo-glucanaza va biohydrolaza.
Hon nita, glycosidaza chuyén hoa cic bioza thanh duong don va cac dudong don nay
ciing c6 thé trc ché glucanaza. Tac dung Grc ché nay c6 thé duge giam thiéu bang cach

xtr ly hai buéc enzym.

Theo phuong 4n khic ctia sdng ché, cac enzym cua budc thir nhit c6 thé duoc
khau mach bang protein c6 trong lugng phan tr cao, hodc monome, hodc polyme khac
bat ky, bang chat khau mach. Xenluloza Ia cht rin khong tan va do d6 khong chic sy
bt dong ctia cAc enzym trg gitp hoat tinh enzym. Do dé lam cho chi phi qué trinh
dudng héa xenluloza c6 tinh kinh t& nho tai sinh enzym cua bude thir nhit, nhom

enzym thtr nht duoc khau mach voi protein hodc polyme bang chét khau mach thich
hop.

Theo phuong 4n khac ctia sang ché, nhém enzym thtr nhét duoc st dung dé
dudng héa hdn hgp hemixenluloza va xenluloza duoc khau mach véi cing céc enzym
hodc protein nhu transferin, globulin, albumin huyét thanh déng vat, protein du

tuong, protein sita chua, hodc gluten ltia mi.

Theo phuong 4n khac cila sang ché, chit khau mach duoc sir dung 1a tr nhém
gbm c6 glutaraldehyt, divinylsulphon, polyetylenimin, va 1,4-butandioldiglycidylete.

Theo mot phwong én uu tién cta sing ché, budc thir nhit duong héa hdn hop
hemixenluloza va xenluloza dugc thuc hién trong thiét bi phéan Ung bé khuéy dugc gén

v6i thi€t bi phéan tach ki€u mang dé gitt va tai sinh cic enzym da duoc khadu mach/tan
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dugc st dung trong budc thtr nhit. Thiét bi phan tach kiéu mang c6 thé bao gdm céc
mang vi loc, cic mang loc siéu 4m hodc cic mang loc nano, dé giir lai cac enzym va
cac polyme dudng, trong khi céc oligosacarit tan di qua cac mang va duoc di qua thiét
bi phan tng dang bé khudy thir hai chira enzym tir nhém thtr hai. Thiét bi phan img thir
hai nay cling dugc gan véi bo phan tach kiéu mang gdm céc mang loc siéu am hodc
cac mang loc nano dé giir cac enzym va oligosacarit 16n trong khi cac duong [én men

dugc nhé hon di qua cac mang.

Theo phuong 4n khic clia sing ché, budc thtr nhit duong héa hdn hop
hemixenluloza va xenluloza dugc thuc hién trong thiét bi phan ting bé khudy ma thiét
bi ndy duoc gin voi thiét bi phan tach dang mang dé giit cdc enzym da dwoc khau
mach hogc tan ty nhién tir nhém thtr nhét. Thiét bi phan tach kiéu mang bao gdm cac
mang loc siéu &m hodc mang loc nano, dé git va tai sinh cac enzym va céc oligosacarit
16n hon trong khi céc oligosacarit nhé hon di qua cidc mang nay va duoc dwa qua thiét
bi phan mg cot thit hai. Buéc thit hai dugc thuc hién trong thiét bi phan tng cot thir
hai, trong d6 céc enzym ctia nhém thi hai duge 1am bt dong trén thé me thich hop.

Cac enzym nay chuyén héa céc oligosacarit tan thanh dudng nho 1én men.

Céc thiét b phan tmg duoc stir dung va mo ta bén trén dé thuc hién quy trinh theo
sang ché dugc thay dbi dé dap tmg bét cir yéu cau cu thé nao. Do do, cac thiy dong
luc hoc ctia phan tmg duge duy tri dé dam bao chuyén héa tdi vu dung dich san pham
boi dong chay thanh 16p va bang cach gitt sy chuyén dong t6i thiéu trong céc thiét bi

phan tng kiéu c6t nhoi va kiéu mang, co khudy.

Céc vi du duéi day dugc dua ra ¢é minh hoa sang ché va do d6 khong duge hiéu
14 giéi han pham vi cia sang ché.
Vi du thwre hién siang ché

Nén hiéu ring cac vi du dudi ddy duoc mé ta chi nhdm muc dich minh hoa va
cac thay ddi hay bién thé khac vé thong sb k§ thuat s& la goi ¥ ddi voi ngudi b trinh
do trung binh trong linh vuc k¥ thuét ndy va duoc ké dén trong pham vi va tinh than

cta sang ché va pham vi ctia cac di€ém yéu ciu bao ho kém theo.
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Vidu 1
Piéu ché hemixenluloza tir thin ciy bong

3g than cdy bong da dugc sdy kho va dwoc lam giam kich ¢& duge xi 1y bing
100ml kiém 5% & nhiét d6 121°C trong thoi gian 30 phut trong ndi hip hodc thiét bi
phan Ung éap sudt. Mau da xi ly duoc loc dé loai bo can rin. Phan loc chtra
hemixenluloza dugc xir Iy bang 500ml etanol nguyén chit. Két tua tao ra duge loc va

rira bang etanol du dé thu duoc hemixenluloza 12 bot ¢6 mau vang sim.
Vidu 2
Piéu ché xenluloza va hdn hop hemixenluloza + xenluloza tir rom ra

1g than cdy bong di duge sdy kho va duoc lam giam kich c¢& dugc xir ly bang 20
ml kiém 5% & nhiét do 121°C trong thoi gian 15 phut trong ndi hdp. Mau da xu ly
duoc loc va rira béng nude dé thu hdi can rin 1a phén xenluloza. Phan loc chira
hemixenluloza dugc xtr ly béng 50ml etanol nguyén chét, va két tua thu dugc duoc loc
va duoc ria bf?mg etanol du dé thu duoc hemixenluloza 1a két tia c6 mau vang sam.

Xenluloza con lai va hemixenluloza thu dugc dugc tron dé cho hdn hop hemixenluloza

va xenluloza dé xir ly tiép theo.
Vidu 3

Thiy phan hemixenluloza

(a)  Phan ng theo mé ma khdng téi sinh enzym

Hemixenluloza (40g) trong 1000mL dung dich dém xitrat 50mM c6 do pH=5
duge xtr ly bang 4000IU chi yéu 1a enzym endo-xylanaza & nhiét do 50°C trong thoi
gian 2 gio. Mot don vi enzym dugc dinh nghia la cdc micromol san phérn duoc sinh ra
b&i mot mililit enzym mdi phit. Sdc ky loc gel chi ra xylobioza 1a san phim chinh.
Trong bude tht hai, 2000IU enzym xylosidaza dugc st dung 14 nhom enzym thit hai
va dugc bd sung vao méi trudng phan tng. Su chuyén héa hoan toan hemixenluloza
thanh xyloza dugc thu duge trong khoang 2 git tiép theo. Bang 1 dua ra céc chi tiét

clia quy trinh phan ing véi HM1 14 enzym thtr nhat va HMII 14 enzym thi hai.

(b) Thiy phan hemixenluloza lién tuc cung véi tai sinh enzym
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3% trong lugng/thé tich huyén phi hemixenluloza trong 50mM dung dich dém
xitrat ¢6 d6 pH=5,0 dugc bd sung vao & luu luong khoang 10mL/phut sir dung bom
dinh luong dé gitt mirc chit léng & chidu cao khong doi trong thiét bi phan tmg c6
khudy dugc 1am noéng biang 4o nudc 500mL trong d6 mot lugng 1a 1000IU endo-
xylanaza ciing duoc bd sung trong mot phan ban dau. Thiét bi phan tmg c6 khudy
duogc duy tri & nhiét do 50°C va dugc gin vdi hé thdng loc mang. Toan bd khéi thiét bi
phan tng gdm thiét bi phan tng dang bé c6 khudy (500mL) dugc trang bi bom vi
lwong dé tudn hoan khéi phan tmg qua hé théng mang loc siéu 4m dang dng (trong
lwong 5KDa va dién tich 0,01 mét vudng). San phiam khong thdm qua mang tir hé
thdng mang dugc dua lai vao bé c6 khudy trong khi san phidm thim qua mang dugc
thu vao trong cdc bése ma tir cde nay bom vi luong khéc chuyén khéi phan tng qua
tAng nap beta-xylosidaza bit dong (duwong kinh 10mm x 500mm H). Luu lugng cia
san pham thdm qua mang va cot dugc duy tri & luu lwgng 10mL/phit. Dong chay tir
thiét bj phan Gng tho hai dugc phan tich ham lugng glucoza. 95% chuyén héa
hemixenluloza thanh duong don dugc nhan théy dién ra trén co sé trang thai 4n dinh
lién tuc. Giit toan b thoi gian luu trong nudce trung binh trong khoang tur 40 téi 50

phut.
Vidu 4
Thiiy phan hén hgp hemixenluloza va xenluloza

(a) Phan ing theo mé ma khong téi sinh enzym

Hbn hop hemixenluloza va xenluloza (40g) dugc tao huyén phi trong nuée axit
(46 pH=5) va duogc xir Iy bang 4000IU hdn hgp endo-va exo-glucanaza & nhiét do
50°C trong thoi gian 2 gio. Mot don vi enzym duogc dinh nghia la cdc micromol
glucoza twong duong véi cac dudng khir duoc tao ra trén mdi mililit enzym trén mdi
phit. Sic ky loc gel hdn hop phin tng sau khoang thoi gian 2 gio chi ra céc
oligosacarit tan 14 cic san phdm chinh duoc tao ra. Phan tmg budc thir hai duge thue
hién nho st dung hdn hop beta-glucosidaza va beta-xylosidaza (mdi loai 1000IU)
dwoc bd sung vao hdn hop phan ung tir bude tht nhit. Su chuyén héa hoan toan
polysacarit thanh glucoza va xyloza thu duoc trong khoang 2 gio tiép theo. Céc két

qué cia tién trinh phan tng dugc dua ra trong bang 2.

-32-



21195

(b) Phan tng lién tuc véi tai sinh enzym

4% trong lugng/thé tich huyén phi ctiia hdn hop hemixenluloza va xenluloza
(theo ty 1& 3:7) trong nudc axit (dd pH=5) duwoc bd sung ¢ luu lwgng khoang
15mL/phut sir dung bom dinh luong dé gitr mirc chét 16ng & chiéu cao khong ddi trong
thiét bi phan tng c6 khudy dwoc dun néng bing 40 nude 500mL, mot luong 1a 1000IU
hén hop endo- va exo-glucanaza duge bo sung vao thiét bi phan Gng nay. Nhiét do bé
¢6 khudy duoge gitt & 50°C. Khdi thiét bi phan ung dang mang 1a gidng vi khéi thiét
bi dwoc dé cap trong vi du 3(b). Thiét bj phan ung c6 khudy duoc gin véi hé thdng loc
mang. San pham khong qua mang tir hé thong mang dugc dua lai tdi bé c6 khudy
trong khi san phdm thim qua mang duoc thu lai vao trong cdec bése, tir cbe nay mot
bom vi lwong khac chuyén khdi phan tng qua tang nap hdn hop beta-glucosidaza bt
dong va beta-xylosidaza bat dong (dudong kinh 10mm x 500mm H). Luu luong san
phim thdm qua rr;éng va cdt dugc duy tri & luu lugng 15mL/phit. Dong chay tir thiét
bi phan tng tht hai duge phan tich ham lwong glucoza. Trung binh 12 90% do chuyén
hoa két hop thanh duong don dugc nhén thiy dién ra trén co s& trang thai on dinh lién

tuc. Giir tng thoi gian lwu trong nude trung binh trong khoang tir 40 téi 50 phut.
Vidu 5
Thiy phan xenluloza

(a) Thuy phén theo mé xenluloza

Xenluloza (10g) dwgc tao huyén phu trong 50mM dung dich dém xitrat véi
pH=4,8 va dugc xit Iy bing 1000IU hén hop endo- va exo-xenlulaza trong thiét bi
phan tng co khuéy & nhiét do 50°C. Mot don vi enzym duge dinh nghia 1a céac
micromol san phdm dugc tao ra béi mot mililit enzym trén mdi phat. GPC chi ra
oligosacarit 1a cac san phdm chinh sau khoang thoi gian 2 gid. Sau d6 trong bude thu
hai, beta-glucosidaza (500IU) dugc bd sung vao mdi truong phan tmg. Chuyén hoa

hoan toan xenlobioza thanh glucoza trong khoang 2 gid tiép theo.

(b) Thuy phéan lién tuc xenluloza cung vdi tai sinh enzym

3% trong lugng/thé tich huyén phu hemixenluloza trong 50mM dung dich dém

xitrat ¢c6 dd pH=>5,0 duoc b sung vao & luu lugng khoang 10mL/phut sir dung bom
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dinh lwong dé gitr mire chit 1ong & chidu cao khong dbi trong thiét bi phan tmg c6
khudy dugc dun nong bang 4o nude 500mL trong d6 tong 1000IU hdn hop endo- va
exo-xenlulaza dugc thém vao bé co khuéy va phan Ung duoc thuc hién & nhiét do
50°C. Khdi thiét bi phan tng gdm thiét bi phan g dang bé c¢6 khudy duoc trang bi
bom vi lwong dé tudn hoan khéi phan tng qua hé théng mang loc siéu 4m dang 6ng
(trong lugng 5KDa va dién tich 0,01 mét vudng). San phidm khéng qua mang tir hé
thdng mang duoc dua lai t6i bé ¢6 khudy trong khi san phim thdm qua mang dugc thu
lai vao trong cbc bése, tir coc ndy mot bom vi lwong khac chuyén khdi phan tmg qua
tAng nap beta-glucosidaza bt dong (dudong kinh 10mm x 500mm H). Luu luong san
phdm thAm qua mang va cot duoc duy tri & luu lwong 15mL/phut. Dong chay tir thiét
bi phéan (mg thtt hai dugc phan tich ham lwong glucoza. Nhan thay 90% su chuyén hoa
xenluloza thanh glucoza dién ra trén co s& trang thai 6n dinh lién tuc. Gitr téng thoi

gian luu trong nudce trung binh trong khoang tir 40 t¢i 50 phut.
Vidu 6
Piéu ché xenlulaza khau mach

Hon hop exo-glucanaza va’hodc endo-glucanaza co téng hoat d¢ 1a 10IU dugc
khau mach bing cach phan lap protein dau tuong (2mg/ml) duoc diéu ché trong phong
thi nghiém str dung glutaraldehyt 14 chat khau mach dudi didu kién méi truong kidm.
Thoi gian phan tmg khau mach dugc kiém soét dé thu dugc cac khdi enzym ché phim
tan (nhu duge chimg minh trong phuong phép dién di khong bién tinh Native-PAGE).
Ché pham duoc loc mang va duoc ¢o dic trén mang loc siéu 4am 30K Da dé loai bo cac
protein khong khau mach va chdt khau mach du. Ché phim long chta 50mg/mL

protein dwoc str dung 13 ché phdm enzym.
Vidu 7
Thiy phan lién tuc xenluloza st dung xenlulaza dwgc khiu mach

3% trong luwgng/thé tich huyén phu xenluloza tinh khiét trong 50mM dung dich

dém xitrat c6 do pH=5,0 duge bd sung vao & luu lwgng khoang 10mL/phut st dung

-34-



21195

bom dinh lwgng dé duy tri muic chét l1ong & chiéu cao khong dbi trong thiét bi phan
g c¢6 khudy duoc dun nong bing 4o nude 500mL trong d6 mot lugng 1a 1000IU
duong lugng hoat dd endoglucanaza va exoglucanaza khau mach duoc bd sung vio bé
¢6 khudy duoc duy tri & nhiét do 45°C. Hon hop phan ng duogc tudn hoan lién tuc qua
mang loc siéu 4m 30KDa. San pham thim qua mang duoc di qua cot c6 tAng nap chta
enzym bit dong nhu duoc sir dung trong vi du 5(b). Hon hop phén tmg tir thiét bi phan
mg kiéu cot nhdi duoc phén tich ham luong glucoza. Do chuyén hoa trung binh
khoang 90% chuyén héa xenluloza thanh glucoza dwoc nhan thdy dién ra & trang thai
6n dinh lién tuc. Gitr téng thoi gian luu trong nude trung binh trong khoang tir 40 t6i

50 pht.

Béang 1: So sanh tdc dd va mutre d6 thay phin hemixenlulaza bing enzym st dung
hai ché phdm enzym hemixenlulaza 1a HMI va HMII, mdi ché phdm enzym chi yéu
chira cic enzym tir nhom thir nhat va nhom thtr hai twong tmg. Thir nghiém 1 13 trudng
hop truyén thdng trong d6 hai ché phdm enzym duoc st dung cing v6i nhau, va cac
thir nghiém 2 va 3 & d6 hai ché phdm enzym duge st dung trong hai budc nhu duge

mo ta trong sang ché.

Ty 1€ duong hoéa theo gio

Céc enzym

HM I+HM II tai

It bit diu ND 70 ND | 80 100

Thit nghiém 1

HM (1 gid) sau

Th nghiém 2 46 1A M TI 37 78 84 86 100
\ A HMI (2 gio)
Thir nghiém 3 sau dé 13 HM 11 ND 56 | 84 100 -

Bang 2: So sanh téc d6 va muc do thily phan xenluloza + hemixenlulaza theo ty

16 64:20 bang enzym sir dung hai ché phdm enzym xenlulaza 13 xenlulaza va xenlulaza

-35-



21195

+ glucosidaza, mdi ché pham enzym chu yéu chira cic enzym tir nhom thtr nhit
va nhom thir hai tuong tng. Thir nghiém 1 14 truong hop truyén thdng trong d6 hai ché
phim enzym duoc str dung ciing v6i nhau, va thtr nghiém 2 & d6 hai ché phdm enzym

duoc st dung trong hai budc nhu duge mo ta trong sang ché.

Thoti gian luwu (gio) Ty 1€ dwong héa
Thir nghiém 1: Thir nghiém 2: Xenlulaza +
Xenlulaza Glucosidaza
1 60,5 62,0
2 63,7 81,0
4 68,8 96,4
6 71,6 98,1
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh sdn Xudt duong 1én men dugc tr hemixenluloza va/hodc xenluloza béng

cach st dung hé nhidu enzym nhiéu buéc, quy trinh ndy bao gém céc budc:

a. xu ly hemixenluloza va/hodc xenluloza bang mgt hodc nhiéu enzym dugc chon tur
endo-glucanaza, exo-glucanaza, endo-xylanaza, exo-xylanaza, mannanaza,
galactanaza & nhiét d0 nam trong khoang tir 30°C dén 90°C dé thu duoc san phdm

thity phan tht nhat, va

b. tach san phdm thiy phan thtr nhét khoi cac enzym néu trén dé thu dugc dung dich

chira céc oligosacarit; va

c. xu ly dung dich thu dugc trong budce (b) bing mdt hodc nhidu enzym dugc chon tir
xylosidaza, mannosidaza, glucosidaza dé thu dugc duong lén men dugc, trong d6

ty 1€ phén trdm san xuét duong 1én men dugc 1a 98.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 hemixenluloza va/hodc xenluloza khong chira nhiéu

hon 10% (trong luong/trong lugng) lignin.

3. Quy trinh theo diém 1, trong d6 tuy y cac enzym dugc khau mach bang mot hodc
“nhiéu protein, mot hodc nhiéu polyme, hoic su két hop cua ching bang cach st dung

mot hogc nhiéu chat khau mach.

4. Quy trinh theo diém 3, trong d6 protein dugc chon tir nhom gdm nhom enzym thir

nhét, nhém enzym tht hai, transferin, globulin, albumin huyét thanh dong vat, protein

dau tuong, protein sita va gluten 1ta mi, hoac két hop bt ky cua chung.

5. Quy trinh theo didm 3, trong d6 chit khau mach dugc chon tr nhém gdm

glutaraldehyt, divinylsulphon, polyetylenimin, va 1,4-butandioldiglycidylete.

6. Quy trinh theo diém 1, trong d6 hemixenluloza va/hodc xenluloza chuyén hoa thanh

cac duomg 1én men dugce trong quy trinh theo mé trong khoang thoi gian tir 4 t6i 8 gio.

7. Quy trinh theo diém 1, trong d6 hemixenluloza va/hodc xenluloza chuyén héa thanh

cac dudng 1én men dugc trong quy trinh lién tuc v&i thoi gian luu trong nude tir 1 61 4

gio0.
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8. Quy trinh theo diém 1, trong d6 dudng 1én men duoc gdm c¢6 cac oligosacarit tan,

xenlobioza, glucoza, xylobioza, xyloza va arabinoza.

9. Quy trinh theo diém 1, trong d6 hemixenluloza va/hodc xenluloza thu dwgc bing

quy trinh bao gdm cac budec:

a.

c.

tron sinh khéi véi tir 5% t6i 10% trong lwong/thé tich kiém c6 do pH nim trong
khoang tir 12 dén 14 & nhiét do trong khoang tir 50°C t6i 200°C dudi diéu kién p
suét trong khoang 0,1 dén 2MPa (1,0 dén 20bar) trong khoang thoi gian tir 5 phut
t6i 2 giy d& thu duge huyén phu dic sinh khi; trong do ty 1¢ kiém so v6i sinh khoi

latr 0,5 dén 2,0;

loc huyén phu déc sinh khdi da néu dé thu duoc dich loc chira hemixenluloza; va

phan con lai chira xenluloza;
xu ly dich loc bang rugu dé thu duoc két ta chirta hemixenluloza;

rira phén con lai tir bude b bing nude de loai bd kiem du dé thu duge xenluloza;

va

rira két ta dé thu duoc hemixenluloza.

10. Quy trinh theo diém 9, trong d6 sinh khdi duoc chon tir nhém gém c6 ¢cO, rom ra,

vé trdu 1lua mi, than cdy bong, bd mia hodc ba cdy lia mién, 151 ngd, than va ra ngo, va

than cdy thau dau.

11. Quy trinh theo diém 9, trong do it nhét 85% hemixenluloza dwoc thu héi.

12. Quy trinh theo didm 9, trong do it nhat 90% xenluloza dugc thu hoi.

13. Quy trinh san xuét dudng 1én men dugc tir sinh khéi bang cach str dung hé nhiéu

enzym nhiéu budc, quy trinh nay bao gém céc bude:

a. tron sinh khéi v6i kidm vé6i lugng tir 5% t6i 10% trong lugng/thé tich kiém c6 do

pH nidm trong khoang 12-14 & nhiét do trong khoang tir 50°C t6i 200°C dudi ap
suét tir 0,1 dén 2MPa (1,0 dén 20bar) trong thoi gian tir 5 phit t6i 2 gio dé thu
duoc huyén phu déic sinh khdi;

loc huyén phu dic sinh khdi di néu dé thu dugc dich loc chtra hemixenluloza;

phén con lai chira xenluloza;
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xtr ly dich loc bang ruou dé thu dugce két tia chira hemixenluloza;
rira phan con lai tr budce b bang nude dé loai bd kiem du dé thu dugce xenluloza;
rira két tda de thu duoc hemixenluloza;

xtr Iy hemixenluloza tir buge (e) va/hodc xenluloza tir bude (d) bang mot hozc
nhiéu enzym dugc chon tur endo-glucanaza, exo-glucanaza, endo-xylanaza, exo-
xylanaza, mannanaza, galactanaza tai nhiét do trong khodang tir 30°C téi 90°C dé

thu dugc san phim thiy phén thi nhit; va

tach san phdm thiy phén thi nhét khéi cac enzym néu trén dé thu dugc dung dich
chira cac oligosacarit; va

xtr Iy dung dich thu dugc trong budce (g) bing mot hodc nhiéu enzym dugc chon tir
xylosidaza, mannosidaza, glucosidaza dé thu dugc dudong 1én men duoc, trong do

ty 16 phan trim san xuét duong 1én men duoc 13 98.
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