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Linh vec k¥ thuat duwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phéap xt Iy nguyén liéu sinh khdi (vi du, sinh khéi
thuc vat, sinh khéi ctia dong vat, va sinh khdi tur nguén thai d6 thi) dé tao ra cac chét
trung gian va san phém ¢6 ich, nhu niang lugng, nhién li¢u, thuc phém hodc nguyén liéu.
Cu thé 13, sang ché dé cap dén phuong phép co thé sir dung céc nguyén liéu sinh khéi,
nhu xenluloza va/hoidc lignoxenluloza, dé san xuét san phdm trung gian hodc thanh phim,

vi dy, bing qu4 trinh 1én men.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Cac nguyén li¢u xenluloza va lignoxenluloza dugc sdn xuat, xur ly, va sit dung v6i
luong 16n trong nhiéu ng dung. Céac nguyén li¢u nay thuong dugc st dung mot 1an, va
sau d6 dugc loai bd & dang phé thai, hodac don gian dugc coi la nguyén li€u phé thai, vi

du, nudc thai, bd mia, mun cua, va rom kho.

Cac nguyén li€u xenluloza va lignoxenluloza khac nhau, viéc st dung chung, va
cac ung dung da duogc boc 19 trong cic patent My s6 7,074,918, 6,448,307, 6,258,876,
6,207,729, 5,973,035 va 5,952,105; va trong cic don yéu cdu cap patent khic, bao gdm
“Fibrous materials and composites” PCT/US2006/010648, ndp ngay 23 thang 3 nam
2006, va “Fibrous materials and composites” cong bd don yéu ciu cip patent My s

2007/0045456.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

N6i chung, sang ché dé cap dén phuong phap xir 1y sinh hoc cac nguyén lidu chira
cacbon, nhu cac nguyén lidu chira hydrat cacbon (vi du, nguyén lidu sinh khéi, nguyén
liéu c¢6 ngudn gde tir sinh khéi hodc chitin), cu thé 1a cdc nguyén liéu xenluloza va
lignoxenluloza, va cdc nguyén li€u chita hydrat cacbon dugc duong hoa. Cac phuong
phéap k¥ thuét xtr 1y sinh hoc dugc boc 19 trong ban mod ta nay bao gdm viée két hop cac
nguyén li€u chira hydrat cacbon véi vi sinh vat ma st dung nguyén liéu chtra hydrat
cacbon, hogic din xuit dugc dudng héa cia nod, dé tao ra san phdm hodc chét trung gian.
N6i chung, viéc xtr ly nay dugc thuc hién trong moi trudng chét léng, va theo mdt sb
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phuong an thuc hién bao gbm qué trinh 1én men.

Ngudn sinh khéi phd bién chira xenluloza, hemixenluloza, va lignin cing véi
lugng nhé hon cia céc protein, cac phan chiét dugc va cac chit khoang. Cac hydrat
cacbon phirc c6 trong cac phan doan xenluloza va hemixenluloza ¢ thé duoc xir ly thanh
cac dudng c6 kha nang 1én men, ma c6 thé dugc chuyén hoéa bing cach xi 1y sinh hoc
thanh nhiéu loai san phdm, nhu rugu hodc céc axit hitu co. San pham thu dugc phu thudc

vao vi sinh vat dugc st dung va céc di€u kién ma viéc xur ly sinh hoc dién ra.

Khac v6i cac nguyén lidu 1én men truyén thdng nhu ngd, céc loai nho, va céc
nguyén liéu tuong tu, ndi chung cac nguyén li€u xenluloza va lignoxenluloza chira chat
dinh dudng véi lugng trong dbi nho dén mirc khong dang ké. Didu nay 1a dic biét ding
ddi v6i cac nguyén litu ma dwoc xi 1y, vi du, biang cach nghién nhao, vi du, gidy loai va
bot gidy loai. Két qua 13, khi cac nguyén liéu nay dugc sit dung, viéc 1én men thuong dién
ra tir tir (néu khong mudn néi 12 khong dién ra), va khé c6 thé thu duogc etanol c6 ndng dd
cao. Trong khi cac goéi dinh dudng thwong pham c6 sin, nhu pepton hoic méi trudng
kiém chtra nito cho nim men, c6 thé dugc bd sung vao moi trudng 1€n men, cdc nguyén
liéu nay thuong 14 dit tién, anh hudng dén tinh kha thi v& mat kinh té cta cac quy trinh

l1én men & quy mo lon.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring bang cach bd sung cac chét dinh dudng
cu thé vao moi treong xt ly sinh hoc dé nuoi vi sinh vat, hiéu qué cua viéc xir ly sinh hoc
c¢6 thé dugc nang cao mot cach dang ké va chi phi co thé dugc giam mot cach dang ké.
Céc chét dinh dudng bao gf“)m thuc phém, vi du, hat hoac rau; can thuc phém, vi duy, can
cua san phém thu hoach nhu cdm gao, hodc cén cla san phém thit, vi du, nudc ham, cac
loai m&, nudc canh thit hodc phén chiét tir thit bo, thit ga, thit Ion hodc céc loai thit tvong
tw; hodic hdn hop cuia chiing. Trong ban mé ta nay, cac chat nay duoc goi chung 1a “cac
ngudn dinh dudng tir thue phidm”. Vi sir dung cic ngudn dinh dudng tir thuc phdm, cic
chit dinh dudng c6 thé duoc cung cip cho quy trinh 1én men véi chi phi twong ddi thap,
lam giam téng chi phi cia san pham san xuit dugc theo quy trinh nay. Ngudn chit dinh
dudng tir thue phdm c6 thé 1a thip vé ham lugng dudng, do nguyén liéu dang dugc st
dung chu yéu hodc chi ngudn chét dinh dudng, chir khong phai 13 nguyén liéu 1én men.

Do d6, cac nguyén li€u cé thé dugc st dung khong dugc coi 1a ngudn duong.
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Theo mot sb phuong 4n thurc hién, ngudn chit dinh dudng tr thyc pham duoc phan
phéi nhu mot phén cta goi dinh dudng, ma co th chita mot hodc nhidu thanh phan bd
sung. Trong mét s& phuong 4n thuc hién wu tién, g6i dinh dudng con chira ngudn nito, vi

du, ure, amoniac, amoni sulfat, va hon hop cta ching.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phwong phap xtt ly bao gbm budc két hop
nguyén liéu, bao gdbm nguyén liéu chtra cacbon, nhu nguyén liéu xenluloza hodc nguyén
liéu lignoxenluloza va/hodc nguyén li¢u xenluloza hodc nguyén li¢u lignoxenluloza da
dugc duong hoa, véi vi sinh vat va nguén chét dinh dudng tir thuc phim dé tao ra hdn

hop, vi sinh vat sit dung nguyén liéu dé tao ra san phém hodc chét trung gian.

Mot sé phuong an thyce hién bao gém mot hodc nhidu cac du hidu sau. Trong mot
sb trudng hop, nguén chit dinh dudng tir thuc phém duoc chon tir nhdém bao gém hat, cac
loai rau, can cda hat, cdn cua cac loai rau, cdn cua thit (vi dy, nuéc ham, chiét phém, nudc
canh thit hoic cac loai m&), va hdn hop cua ching. Vi du, ngu(‘“)n chat dinh dudng co thé
dugc chon tr nhom bao gém lta my, yén mach, lia mach, ddu nanh, ddu Ha Lan, qua
dau, khoai tdy, ngd, cdm gao, bot ngd, cdm lua my, cdn san phém thit, va hdn hop cta

chung.

San phém nay co thé 1a hodc bao gém, vi du, nhién liéu duoc chon tir nhém bao
gdm hydro, rugu, céc axit hitu co, cac hydrocacbon, va hdn hop ciia chiing. Vi du, san
phim nay c6 thé bao gdm rugu duge chon tir nhém bao gdm metanol, etanol, propanol,
isopropanol, n-butanol, etylen glycol, propylen glycol, 1,4-butan diol, glyxerin, va hén
hop ciia chung. Trong mot sb truong hop, san phdm nay c6 thé 1a axit hiru co duge chon
tr nhom bao gf”)m axit formic, axit axetic, axit propionic, axit butyric, axit valeric,
caproic, axit palmitic, axit stearic, axit oxalic, axit malonic, axit sucxinic, axit glutaric,
axit oleic, axit linoleic, axit glycolic, axit lactic, axit y-hydroxybutyric va hdn hop cta
ching. Cac hydrocacbon bao gf”)m, vi du, metan, etan, propan, isobuten, pentan, n-hexan,
va hdn hop cia ching. Cac san phim va cac chét trung gian khic ciing c¢6 thé duge san

Xuat.

Budc str dung co thé bao gdm, vi dy, budc dudong hoa va/hodc bude 1€n men.

Trong mét sd trudng hop, bude sit dung bao gdm budc dudng hoa va 1én men dong thoi
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(SSF). Vi sinh vat co thé bao gém, vi du, nAm men va/hoic enzym, nhu loai bét ky trong
sb céc loai dugc boc 10 mot cach chi tiét trong ban mo ta nay. Trong mot s6 truong hop,
bude duong héa 6 thé duoc thuc hién & do pH nim trong khoang tir 3,8 dén 4,2 va buéc
1én men c6 thé duge thuc hién & d6 pH nim trong khoang tir 4,8 dén 5,2, va phuong phap
c6 thé con bao gdm bude didu chinh d6 pH gitta mirc dudng héa va mirc 1én men. Trong
mdt sb trudng hop, hdn hop niy c6 thé chira ngudn nito, ma cé thé 1a mot phin cia goi
dinh dudng hodc c6 thé duoc bd sung vao mot cach riéng biét. Vi dy, ngudn nito c6 thé

dugc chon tir nhém bao gdom ure, amoniac, amoni sulfat, va hon hop cua chiung.

Trong mot $6 phuong an thuc hién uvu tién, hdn hop nay con chira hé enzym dugc
chon dé gidi phong céc chét dinh dudng, vi dy, nito, axit amin, va mg, tu nguén chéit dinh
dudng tir thyc phdm. Vi du, hé enzym c6 thé bao gdbm maot hodc nhiéu enzym dugc chon
tir nhém bao gdm amylaza, proteaza, va hdn hop cta ching. Trong mot sb truong hop, hé

enzym chita proteaza va amylaza.

Trur khi ¢é quy dinh khéc, tAt ca cac thuat ngit k¥ thuat va thuat ngir khoa hoc dung
trong ban mé ta nay déu c6 ciing nghia thuong dwoc hidu boi chuyén gia trong linh vuc
k¥ thuét cta sang ché. Mic du cac phuong phap va cac nguyén lidu twong tu hodc tuong
dwong véi phuong phap va nguyén liéu duoc boc 16 trong ban mé ta nay c¢b thé duogc sir
dung trén thuc té hodc kiém nghiém theo sang ché, song phuong phap va cac nguyén liéu
thich hop duoc boc 16 dudi ddy. Noi dung cia tit ca cac cong bd, don yéu cdu cip patent,
patent, va cac tai liéu duoc trich dan khéac ciia ban mo ta nay déu duoc dua vao day hoan
toan bang cach vién din. Néu c6 mau thudn thi ban mé ta nay ké ca cac dinh nghia sé
dugc uu tién. Ngoai ra, cac nguyén liéu, cic phuong phéap, va cac vi du déu chi minh hoa

va khong nham muc dich gidi han.

Céc dau hi¢u va céc vu diem khéc cua sang ché s€ tré nén rd rang nhd phan mo ta

chi ti€t sdng ché dudi day, va tir cac diém yéu cau bao ho.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 1a hinh v& dang so dd khéi thé hién su chuyén héa nguyén liéu thanh etanol

thong qua su tao ra dung dich glucoza.
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Fig.2 14 hinh v& dang so dd thé hién nha may san xuét etanol.

Fig.3 1a hinh v& dang so dd khéi thé hién budc thity phan xenluloza bang enzym

thanh glucoza.
MO ta chi tiét sang ché

Bing cach st dung cac phuong phap va cac gbi dinh dudng duge boc 1§ trong ban
md t4 nay, cac nguyén liéu chira cacbon nhu cac nguyén liéu xenluloza va lignoxenluloza
va cac chit din xuét dd dugc duong héa cia ching cd thé duoc xir 1y sinh hoc, vi du,
bing cach sir dung viéc 1én men, dé tao ra cac chét trung gian va cac san phim c6 ich nhu

cac san pham dugc boc 1§ trong ban mo ta nay.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring bing cach bd sung luong nho thuc phdm
va/hoac cin thuc phém vao mé 1én men, c6 thé thuc hién viéc 1én men c6 hiéu qua, tao ra
etanol c6 ndng d twong dbi cao, vi du, dén 10%, 15%, 20%, 25%, hodc tham chi dén
30% hodc cao hon. Vi duy, trong mot sb trudng hop, néng dd c6 thé nam trong khodng tir
0,1 dén 80g/L, vi du, ndm trong khoang tir 0,1g/L dén 40g/L, ndm trong khoang 0,5g/L
dén 20g/L, nam trong khoang 1g/L dén 10g/L hoic trong mdt sé tng dung nim trong
khoéng tir 1g/L dén 5g/L. Nong @9 duoc sir dung thay ddi tiy theo loai chét dinh dudng

cta nguyén li¢u dugc st dung.

Céc ngudn dinh dudng tir thue pham thich hgp bao gdém hat, vi dy, [ta my, cc loai
yén mach, va lda mach, va rau, vi du, ddu nanh, dadu Ha Lan, qua dau, khoai tay, va ngo,
v cin cla cac nguyén liéu nay, vi dy, cdm gao, bdt ngd, va cdm lua my. Céc nguc“m nay
dai dién, nhung chi 12 mdt vai vi duy, cho nhiu loai hat va céc loai rau c6 thé dugc sir
dung. Nhu néu trén, ngoai hodc theo cach khac ngudn chit dinh dudng tir thuc phim co
thé bao gdm cac cin thit nhu nuéc ham, nudc canh thit, chiét phdm hoic cac loai m& bo,
ga, lon, hodc cac loai thit khac. Ngudn chat dinh dudng tir thuc phdm c6 thé bao gdbm cic
hdn hop gém hai hodc nhiéu hat va/hodc cac loai rau va/hodc céc cin thit. Theo cach cé
loi, cac nguyén li€u nay noi chung co chi phi thap. Trong mot sb truong hop, cac nguyén
liéu duoc sir dung ma ndi cach khac duge coi la phé thai, vi du, thuc phém hodc cac loai

cin ma theo cach khéac phai dugc chon lap.
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Ngoai ngudn chét dinh dudng tir thuc phim, cac goi dinh dudng duge vu tién chira
nguén nito. Cac nguén nito thich hgp bao gém, vi du, ure, amoniac, amoni sulfat, va hon
hop cua ching. Trong mot sb g dung, ngudn nito dugc bd sung vao & néng d6 nim
trong khoang tir 1 dén 10, tir 2 dén 8 hodc t6t hon 1a tir 3 dén 6g/L tinh theo thé tich clia

moi truong 1ong.

Céc hop chét khac ma c6 thé c6 trong goi dinh dudng 13 cac phosphat, ma dugc st

dung bdi vi sinh vét dé sao chép.

Theo cac phuong an thuc hién uu tién, goéi dinh dudng dugc s dung voi su két
hop cu thé ciia enzym ma bao gdm mot hodc nhiéu enzym dugc chon dé dudng héa trén
nguyén liéu xenluloza hodc nguyén li€u lignoxenluloza, va mot hodc nhiéu enzym duoc
chon dé giai phéng cdc chit dinh dudng (vi du, nito, céc axit amin va m&) ra khoi ngudn
chit dinh dudng tir thue phdm. Trong mét sé trudng hop, su két hop enzym la amylaza,
vén dé phan hiy tinh bot trong ngudn chit dinh dudng, va proteaza, vbn dé thiry phén
protein va sinh ra cac peptit tir ngudn chit dinh dudng. Céc t6 hop enzym duogc wu tién s&

dugce mo ta mot cach chi tiét hon dudi ddy.

Céc buée xitr Iy ma trong d6 cac ngudn dinh dudng tir thue phdm hoic cac géi dinh

dudng c6 thé dugc sir dung s& dugc md ta.
Chuyén hoa cdc nguyén liéu xenluloza va lignoxenluloza thanh ruou

Fig.1 thé hién quy trinh dé san xudt ruou, vi du, etanol, c6 thé bao gém, vi du, cac
buédce: tuy y xt ly co hoc nguyén li€u (budce 110), trude va/hodce sau budce xi Iy nay, tly y
xir 1y nguyén lidu theo phwong phép xtr 1y vét 1y khéc, vi du, chiéu xa (vi du, chiéu xa
chum dién tir), dé tiép tuc giam @6 kho xtr 1y clia nguyén lidu (budc 112), duong hoéa
nguyén liéu dé tao ra dung dich duong (budc 114), tlly y véan chuyén dung dich (hoic
nguyén li€u, enzym va nudc, néu bude dudng hoéa dugce thuc hién trén duong) vi du, béng
dudng 6ng, toa xe ltra, xe tai hodc sa lan dén nha may san Xuét (buéc 116), va sau d6 xur
Iy sinh hoc nguyén liéu da duoc xir Iy dé tao ra san phAm mong mudn (bude 118), sau d6
san phadm nay tiép tuc duoc xtr 1y, vi du, bang cach chung cit (bude 120). Néu mubn, ham
lugng lignin co thé duge do (budc 122) va cac thong s6 xtr 1y ¢6 thé duge dat hodic didu

chinh trén co s& do (budc 124), nhu da dugc bdc 1 trong don tam thoi yéu ciu ca”ip patent
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My§ s6 61/151,724, nop ngay 11 thang 2 ndm 2009 ma toan bd ndi dung ciia né dugc dua

vao ddy bang cach vién dan.

Ngudn chat dinh dudng tir thuc phim hodc géi dinh dudng c6 mit trong khi xir 1y
sinh hoc (budc 118), vi dy, budc 1€n men, va theo mot sb phuong an thuc hién dugc uu
tién chiing con c6 thé c6 mit & budc duong héa (bude 114). Theo mot sb phuong 4n thuc
hién, ngudn chét dinh dudng tir thuc phdm hogc g6i dinh dudng dugc bd sung vao khi bat
ddu budc 114, cing véi viée két hop enzym thich hop dé duong héa, 1én men, va giai
phéng céc chit dinh dudng ra khéi ngudn chit dinh dudng tir thuc phim. Qué trinh
duong héa dugce thuc hién trong didu kién xir ly thu nhét (vi du, nhiét d6 va do pH), va
sau d6 khi budc dudong hoa da dién ra dén muc d6 mong mudn thi cac didu kién xir Iy nay
duoc diéu chinh (vi du, bang cach didu chinh d6 pH dén tri s6 nim trong khoang tir 4 dén

5) nham cho phép su 1én men dugc dién ra.

Nha mdy san xudt duoc st dung trong cic budc tir 118-120 (va trong mot sb
truong hop tit ca cic budce néu trén) c6 thé 13, vi du, nha may san xuat etanol tir dudng
hoic tinh bot hién ¢6 hodc nha may da dwoc cai bién bang cach loai bé hodc vo hidu héa
thiét bi nim trudc ra khoi hé thdng xt 1y sinh hoc (trong nha may san xuit etanol thong
thuong thi thuong bao gém thiét bi tiép nhén hat, may nghién kiéu baa, bd tron huyén phu
dic, thiét bi ndu va thiét bj hoa 16ng). Trong mdt sb trudng hop, nguyén lidu d duoc nha
may tiép nhan c6 thé dugc nap mot cach truc tiép vao thiét bi 1én men. Nha may cai bién

dugc thé hién duéi dang so dd trén F ig.2.

Céc budce tir 110 dén112 dugc boc 10, vi du, trong don yéu clu cép patent M¥ sb
12/429,045, ndp ngay 23 thang 4 ndm 2009 ma toan bd ndi dung cia n6é dugc dua vao day
b'fmg cach vién din. Céc budc 114, 118 va 120 (dudng hda, 1én men, va chung cét), ma

gan lién voi san pham rugu bang cach xur ly sinh hoc, sé ti€p tuc duwgc mo ta.
Duong hoa

Pé chuyén héa nguyén liéu thanh duong c6 kha ning 1én men, xenluloza trong
nguyén liéu dugc thity phan boi tdc nhan duong hoa, vi dy, enzym, bude xtt Iy nay duoc
goi la budc dudong hdéa. Cac nguyén liéu bao gbm xenluloza duoc xir Iy bang enzym, vi

du, bang cach két hop nguyén liéu va enzym trong dung mdi, vi dy, trong dung dich nuéc.
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Enzym va cac sinh vét pha hdy sinh khéi ma phan huy sinh khdi, nhu xenluloza
va/hodc cac phan lignin cta sinh khdi, chira hodc sinh ra enzym phan gidi xenluloza (cac
xenlulaza), cic ligninaza hodc céac chét chuyén héa pha hity sinh khéi c6 phan tir nhod
khac. Cac enzym nay c6 thé 1a phirc hgp ciia céc enzym téc.dong hiép dbng dé lam thodi
bién xenluloza tinh thé hodc cic phdn lignin sinh khéi. Cac vi dy vé enzym phén giai
xenluloza bao gdém: céc endoglucanaza, cic xenlobiohydrolaza, va xenlobiaza (cac f-
glucosidaza). Trén Fig.3, ddu tién céc chit xenluloza dugc thity phan bdi cic
endoglucanaza & cic vi tri ngiu nhién dé tao ra cac chit trung gian oligome. Sau d6, cac
chét trung gian nay s& cac chit nén dé ngoai tach cic glucanaza nhu xenlobiohydrolaza
nhim tao ra xenlobioza tir cac diu tan ciing cia polyme xenluloza. Xenlobioza 14 dime
lién két & vi tri 1,4 tan dugc trong nuéc clia glucoza. Cudi cung, xenlobiaza tach

xenlobioza ra dé tao ra glucoza.

Céc tac nhan dudng héa thich hop duoc boc 16, vi du, trong phan nguyén liéu néu

dudi day.

Nhu néu trén, tt hon néu ngudn cht dinh dudng tir thyc phim hodc goéi dinh
dudng duge bd sung vao trude khi hodic trong khi duong hoa, va enzym duoce bd sung vao
bude d6 dugc chon dé giai phong cac chét dinh dudng tir ngudn chit dinh dudng tir thuc

phém. Vi dy, enzym thich hop dugc boc 19, trong ph?m nguyén liéu néu dudi day.

Quy trinh dudng hoéa cod thé dugc thuc hién mot phén hoéc hoan toan trong thung
chira (vi dy, thung chira ¢ thé tich thip nhit 4.000, 40.000, 400.000, hogc 1.000.000 lit)
trong nha may san xuét, va/hodc c6 thé dugce thuc hién mot phén hodc hoan toan trong khi
van chuyén, vi du, trén toa xe lira, xe bdn, hodc trén tau chd cuc 16n hodc hdm tau bién.
Thoi gian can thiét dé hoan thanh budc dudng héa s& phu thudc vao cac didu kién xi Iy
va nguyén lidu va enzym duoc st dung. Néu budc duong hoéa duge thuc hién trong nha
mdy san xudt trong cac diéu kién duogc kiém soat, xenluloza c6 thé gan nhu dugc chuyén
hoa mot cach hoan toan thanh glucoza trong khoang thoi gian tir 12 gior dén 96 gio. Néu
budc duong hoa duge thuc hién mot ph?m hodc hoan toan trong khi van chuyén, viéc

duong hoa c6 thé kéo dai hon.

N6i chung, t&t hon néu cac chét c6 trong binh chira duge tron trong khi duong héa,
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vi du, bang cach st dung budc tron phun nhu da duge bdc 16 trong Pon yéu ciu cép
patent My tam thoi sb 61/218,832, toan bd ndi dung ctia don nay duge dua vao day béng

cach vién dan.

Viée b sung céc chit hoat dong bé mit c6 thé nang cao tdc do duong héa. Céc vi
du vé cac chét hoat dong bé mit bao g(‘im chét hoat dong bé mit khong ion, nhu céc chét
hoat dong bé mit polyetylen glycol Tween® 20 hoac Tween® 80, cac chét hoat dong bé

mét mang ion, hodc cac chét hoat dong bé mit ludng tinh.

N6i chung, tot hon néu ndéng d6 ctia dung dich glucoza thu dugce 1a twong ddi cao,
vi du, 16n hon 40%, hodc 16n hon 50, 60, 70, 80, 90 hoac thdm chi 16n hon 95% trong
luong. Piéu nay lam giam thé tich can phai van chuyén, néu viéc duong héa va 1én men
duoc thue hién & cc vi tri khac nhau, va con e ché sy phét trién cta vi khuén trong dung
dich. Tuy nhién, c6 thé sit dung dung dich ¢6 ndng d6 thap hon, trong trudng hop d6 c6
thé nén bd sung chét phu gia khang khudn, vi du, khang sinh phd rong véi luong it, vi du,
nim trong khoang tir 50 dn 150ppm. Thudc khéng sinh thich hop khac bao gdm
amphoterixin B, ampixilin, cloramphenicol, ciprofloxaxin, gentamixin, hygromyxin B,
kanamyxin, neomyxin, penixilin, puromyxin, streptomyxin. Thudc khang sinh sé& trc ché
su sinh truéng cta vi sinh vat trong khi van chuyén va bao quan, va c6 thé duge st dung
v6i lwong thich hop, vi du, ndm trong khoang tir 15ppm dén 1000ppm trong lwong, vi du,
nam trong khoang tir 25ppm dén 500ppm, hodc nim trong khoing tir 50ppm dém
150ppm. Néu mudn, khang sinh c6 thé duoc dua vao ngay ca khi ndng do dudng 1a twong

doi cao.

Dung dich ¢6 ndng do twong ddi cao c6 thé thu duoc biang cach han ché lugng
nuée duge bd sung vao nguyén liéu véi enzym. Nong do c6 thé duge kiém soat, vi du,
bing cach kiém soat lwong dudng héa dién ra. Vi dy, ndng do c6 thé duoc gia ting bing
cach bd sung nhiéu nguyén liéu hon vao dung dich. D& duy tri duong dang duoc sinh ra
trong dung dich, chit hoat dong bé mit c6 thé dugc bd sung vao, vi dy, mdt trong sb cac
chit hoat dong bé mit néu trén. DO hoa tan ciing ¢6 thé dugc gia ting bang cach ting
nhiét do cua dung dich. Vi du, dung dich nay c6 thé dugc duy tri & nhiét do nim trong

khoéng tir 40°C dén 50°C, 60°C dén 80°C, hoic tham chi cao hon.
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Theo mdt sé phuong an, nguyén liéu duge xt Iy dé dugc chuyén héa thanh nguyén
liéu thuén ti€én va co rén, vi du, dudi dang bot, c6m hoic dang hat. Nguyén li¢u dang co
rén c6 thé co dang tinh khiét, hodc dang chua tinh ché hoic dang tho. Vi du, dang ¢o rén
c6 thé c6 tdng ndng do dudng ndm trong khoang tir 90% trong lugng va dén 100% trong
lugng, vi du, 92, 94, 96 hodc 98% trong lugng duong. Dang nay cé thé 1a dang dédc biét
¢6 hiéu qua d& van chuyén, vi du, &én nha mdy xir ly sinh hoc, nhw nha mdy san xuét
nhién liéu sinh hoc. Dang nay ciing ¢6 loi dé bao quan va xtr 1y, d& dang hon trong san
Xuét va tro thanh ca chét trung gian 13n san phém, tao ra su lua chon dbi véi viéc tinh ché

sinh hoc nhu ddi véi cac san pham can dugc san xuat.

Trong mot sb truong hop, nguyén li€u dang bot, cém hodc dang hat con cé thé
chttra mot hodc nhiéu nguyén li€u, vi du, céac chét phu gia hodc céc hoa chét, dugc boc 16
trong ban mé ta nay, nhu chit dinh dudng tir thuc phim hodc gbi dinh dudng, ngudn nito,
vi du, ure, chit hoat dong bé mat, enzym, hodc vi sinh vét bét ky dugc bdc 10 trong ban
md ta ndy. Trong mét sb trudng hop, tit ca nguyén liéu cin dé xir ly sinh hoc dwoc dua
vao trong nguyén lidu dang bot, cdm hodic dang hat. Dang nay c6 thé 1a dang dic biét
thuén tién dé van chuyén dén céc nha may xur ly sinh hoc ¢ xa, nhu nha may san xuét

nhién li€u sinh hoc & xa. Dang nay ciing 1a c6 lgi d€ bao quan va xu ly.

Trong mot sb truong hop, nguyén li¢u dang bat, cdm hoic dang hat (c6 hodc
khéng c6 cac nguyén lidu bd sung, nhu cac chit phu gia va cac hoa chit) c6 thé dugce xu
ly boi phuong phép xir Iy bat ky trong sb cac phwong phéap xir Iy dd duge boc 16 trong
Pon yéu cau cip patent My sb 12/429,045, ma duoc dua vao ddy bang cach vién dan. Vi
du, viéc chiéu xa nguyén li€u dang bot, c6m hodc dang hat co thé lam ting do hoa tan ctuia
nguyén liéu nay va c6 thé khir tring nguyén liéu sao cho nha may xu ly sinh hoc ¢6 thé
hop nhat nguyén liéu vao vao quy trinh ciia ching mdt cach truc tiép nhu c6 thé 1a can

thiét d6i véi chét trung gian hodc san phém du dinh.

Trong céc trudong hgp nhét dinh, nguyén liéu dang bot, cdm hodc dang hat (c6 hoac
khong c6 cac nguyén lidu bd sung, nhu céc chét phu gia va cac héa chét) ¢ thé duoc
mang trong ciu tric hodc chit mang dé tién cho viéc van chuyén, bao quan, va xir ly. Vi
du, ciu triic hodc chit mang c6 thé bao gém hoic két hop thi va hodc 16p 16t, nhu ti hoac

16p 16t c6 kha nang thoéi bién. Dang nay c6 thé 1a dic biét c6 loi dé bd sung mot cach

-11-



22313

truc tiép vao hé théng xt ly sinh hoc.
Lén men

Vi sinh vat ¢6 thé sinh ra nhidu chit trung gian va céc san phim hitu ich bang cach
1én men duong c6 phén t luong thip san xudt dugc bang cach dudong hoa cic nguyén
liéu sinh khoi da duoc xir ly. Vi du, budc 1én men hodc cac budc xit ly sinh hoc khéac ¢
thé sinh ra ruou, cac axit hitu co, cac hydrocacbon, hydro, cac protein hodc hdn hop g?)m

chét liéu bét ky trong sb cac chét lidu nay.

NAm men va vi khudn Zymomonas, vi dy, c6 thé dugc st dung dé 1én men hoic
chuyén héa. Vi sinh vat da dugc ban luén dén & phin Nguyén liéu dudi day. Do pH t6i wu
dbi voi nAm men ndm trong khoang tir 4 dén 5, trong khi d6 pH tbi wu i voi
Zymomonas nam trong khoang tir 5 dén 6. Thoi gian 1én men thuong kéo dai trong
khoang tir 24 gid' dén 96 gid & nhiét dd nam trong khoang tir 26°C dén 40°C, tuy nhién vi

sinh vat ua nhiét va thich cac khoang nhiét do cao.

Theo mot s& phuong 4n, toan bd hodc mdt phin cua quy trinh 16n men c6 thé bi
gian doan truéc khi dudng c6 phan tir lwong thip duoc chuyén hoéa hoan toan thanh
etanol. Cac san phadm 1én men trung gian chtra dudng va cac hydrat cacbon & néng dd
cao. Cac san phdm 1én men trung gian nay c6 thé duoc sir dung dé ché bién thuc phim
ding cho ngudi hodc ding cho dong vat. Ngoai ra hodc theo cach khéc, cic san phim Ién
men trung gian c6 thé dugc nghién thanh hat min trong may nghién thuc nghiém bing

thép khong gi dé tao ra ché phdm dang bot.

Cac binh 1én men di ddng c6 thé duogc sir dung, nhu da dugc bdc 10 trong don yéu
cdu cip patent My tam thoi sb 60/832,735, nay la cong bd don qubc t& s6 WO
2008/011598. Tuong tu, thiét bi dudong hoa c6 thé 1a loai di dong. Hon nita, budc dudng
héa va/hodc 1én men c6 thé dugc thuc hién mot phén hodc hoan toan trong khi vén

chuyén.
Chung cdt

Sau khi 1&n men, cac chét 10ng thu duoc c6 thé duoc chung cét bang cach sir dung,

vi du, “cOt san xuat bia” d€ tach etanol va rugu khéc ra khéi phan 16n nude va cac chat
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rén con sot lai. Hoi ra khéi cot bia co thé 13, vi du, 35% trong luong etanol va c6 thé dugc
cap vao cot tinh cit. Hon hop gin nhur dong s6i gdm (92,5%) etanol va nudc tir ¢t tinh
ct c6 thé dugc tinh ché thanh etanol tinh khiét (99,5%) bang cach sit dung cac rdy phén
tir pha hoi. Phin déy cot bia ¢6 thé dugc dua dén hiéu tng thir nhit cia thiét bi bay hoi ba
hiéu ung. Thiét bi ngung hdi lwu clia cdt tinh ct ¢ thé cip nhiét cho hiéu tmg thir nhat
ndy. Sau hiéu tng thir nhét, cac chét rn c6 thé duoc tach bang cach st dung may ly tAm
va duoc 1am kho trong may sy quay. Mot phan (25%) cua dong ra khéi mdy ly tdm c6
thé duoc tai tudn hoan dé 1én men va phén con lai duoc dua dén hiéu ung bay hoi thir hai
va hiéu trng bay hoi thir ba. Hau hét phan ngung bay hoi c6 thé duoc dwa vé lai quy trinh
nay lam phan ngung khé sach v6i phin nho tach sang buéc xit Iy nuéc thai nhim ngin

ngira su tich tu ctia cac hop chit c6 diém soi thép.
Chdt trung gian va san phim

Céc budc xtr ly va cac chit dinh dudng néu dudi ddy co thé dugc st dung dé
chuyén héa cic nguyén lidu chtra hydrat cacbon, vi du, cac xenluloza hodc cdc nguyén
liéu lignoxenluloza, thanh mdt hodc nhiéu Sém phém, nhu ndng lugng, nhién li¢u, thuc
phim va c4c nguyén liéu. Céc vi du cu thé vé cac san phim bao gdm, nhung khong chi
gidi han &, hydro, rugu (vi dy, rugu don chtic hodc rugu hai chire, nhu etanol, #-propanol
hodc n-butanol), rugu hydrat hoac ruou hydro, vi du, chira nhiéu hon 10%, 20%, 30%
hodc thdm chi nhiéu hon 40% nuéc, cac loai dudng, diezen sinh hoc, cac axit hitu co (vi
du, axit axetic va’hodc axit lactic), cac hydrocacbon, céac d@)ng san phém (vi du, cac
protein, nhu céc protein phan gidi xenluloza (enzym) hodc céc protein don bao), va cac
hdn hop gdm chét bit ky trong sb chung theo cach két hop bat ky hodc ndng do twong
dbi, va tiry y két hop véi cac chit phu gia bat ky, vi du, cac chét phu gia nhién lidu. Céc vi
du khac bao gdm axit carboxylic, nhu axit axetic hodc axit butyric, cac mubi cua axit
carboxylic, hdn hop gdm axit carboxylic va cac mudi cia axit carboxylic va cic este cla
axit carboxylic (vi dy, metyl, etyl va cac este n-propyl), cac loai keton, aldehyt, cac axit
chwa no, nhu axit acrylic va cac olefin, nhu etylen. Rugu khac va cac chat dan xuét cta
rugu bao gdm propanol, propylen glycol, 1,4-butandiol, 1,3-propandiol, metyl hodc céc
este etyl cta ruou bat ky trong sd cac rwou nay. Cac san phdm khac bao gdm metyl

acrylat, metylmetacrylat, axit lactic, axit propionic, axit butyric, axit sucxinic, axit 3-
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hydroxypropionic, mudi cua axit bat ky trong sb cac axit va hdn hop gbm axit bat ky

trong sb cac axit va cdc mudi twong ung.

Céc chét trung gian va cac san phdm khac, bao gdm thuc phim va cac san pham
ding trong y té, bdc 16 trong don yéu ciu cip patent My s 12/417,900, ma toan bd noi

dung cta n6 dugc dua vao day bang céch vién dan.
Nguyén liéu
Cdc thanh phan cia goi dinh dwong

Nhu néu trén, cac géi dinh dudng dugc vu tién chia ngudn chat dinh dudng tir
thuc phém, nguén nito, va trong mot sd truong hop cac thanh phén khac, vi du, cac loai
phosphat. Céc ngudn dinh dudng tir thyc pham thich hop bao gdm hat va cac loai rau, bao
g0m c4c loai néu trén va nhiéu loai khac. Ngudn chét dinh dudng tir thuc phim c6 thé bao

gbm cac hdn hgp gdm hai hodc nhiéu hat va/hodc céc loai rau.

Céc goi dinh dudng duoc wu tién c6 thé chira khoang tir 2% dén 5% trong luong
theo thé tich ctia ngudn chat dinh dudng tir thyc phim, vi du, tir 3% dén 4% trong luong
theo thé tich cua bot cam gao hodc tir 4% dén 5% trong lugng theo thé tich cta bot ngo,
khoang 3g/L dén 4g/L ngudn nito, vi du, khoang 3,5g/L ure, va khoang 8g/L. dén 12g/L
chét hoat dong bé mat khong ion, vi du, khoang 10g/L chéit hoat dong bé mat Tween® 80.

Enzym dé gidi phéng cdc chdt dinh duong

Nhu néu trén, t6t hon néu hdn hop duong héa va/hodc 1én men con gdm hé enzym
duogc chon d€ gidi phdng cac chat dinh dudng, vi dy, nito, axit amin, va md, tir nguén chét
dinh dudng tir thuc phém. Vi dy, h¢ enzym c6 thé gém mot hodc nhiéu enzym dugc chon

tir nhém bao gém céc amylaza, cic proteaza, va hon hop clia chung.

Trong mét sb truong hop, hé enzym chira proteaza va amylaza. Vi du vé proteaza
thich hop 1a enzym phén gidi protein axit FERMGEN™, ¢6 thé mua duoc tir Genencor®,
mdt chi nhdnh cia Danisco. Enzym nay 1a proteaza nim ciu thanh tir 5-10%
Aspergillopepsin 1 trong dung dich nuéc véi glyxerol, natri sulfat, va natri benzoat. Vi du

vé amylaza thich hop 1a enzym STARGEN™, ¢6 thé mua duoc tir Genencor®, mét chi
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nhanh cta Danisco. Enzym nay la glucoamylaza va hdn hgp alpha-amylaza, chia
Aspergillus kawachi alpha-amylase dugc biéu hién trong Trichoderma reesei va gluco-

amylaza tir Trichoderma reesei.

Theo mot sb phuong an thyuc hién wu tién, mdi amylaza va proteaza dugc dua vao
v6i luong ndm trong khoang tir 0,5% dén 1,5% trong luwong tinh theo luwong ngudn chit
dinh dudng tir thyc phdm bd sung vao, vi du, mdi chét c6 mit véi luong 1% trong luong.
Pay 1a luong rat nho, néu so véi lugng thuong 14 can thiét khi cing loai c4c nguyén liéu
gbc thuc phim dugce st dung 1am nguyén liéu dé duong hoa va 1én men, chtr khong phai
1a ngudn chat dinh dudng. Vi du, lugng dugc khuyén nghi véi enzym FERMGEN™ va
enzym STARGEN™ 14n Iuot 12 26% dén 38% thé tich va 20-34% trong lugng, khi cac

enzym nay dugc st dung & budc dudong hda va Ién men ngd va céc loai hat thanh etanol.

Mic du tdt hon néu sir dung hdn hop gdm proteaza va amylaza, song trong mét s6
truong hop chét nay hogic chét kia c6 thé dugc sir dung riéng, va/hoic cic enzym khac c6
thé dugc st dung néu c6 kha ning giai phong cac chét dinh dudng ra khéi ngudn chét

dinh dudng tir thuc pham.
Nguyén liéu sinh khoi

Sinh khéi c6 thé 1a nguyén liéu xenluloza hoidc lignoxenluloza ching han. Céc
nguyén liéu nay bao gém gidy va cac san pham tir gidy (vi du, gidy nhiéu 16p boc va gidy
g6i hang loai day), g6, cac nguyén liéu lién quan dén gd, vi du, van ghép, cac loai cd, v
triu, ba, soi day, xo gai, s¢i lanh, tre, sgi xizan, ciy chudi abaca, rom, cd danh déng, co
linh lang, cd kho, 16i ngd, rom tr ngd, xo dira; va cac nguyén li¢u chira lugng 16n a-
xenluloza, vi du, bong. Cac nguyén liéu nay c6 thé thu duoc tir cdc mau nguyén lidu dét
méi nguyén, vi du, manh vai thua, phé thai sau ti€u dung, vi du, gié rach. Khi dugc su
dung, cic san phdm tir gidy co thé 14 c4c nguyén liéu méi nguyén, vi dy, cdc mau nguyén
lidu méi nguyén, hoic ching c6 thé 1a phé thai sau tiéu ding. Ngoai nguyén liéu méi
nguyén, phé thai sau tiéu dung, phé thai cong nghiép (vi du, d thira), va phé thai xt ly (vi
du, dong nhanh tir quy trinh xir ly gidy) cling c6 thé duoc sir dung 1am ngudn sgi. Céc
nguyén liéu sinh khéi ciing c6 thé thu dugc hodc thu dugc tir tir phé thai cua ngudi (vi du,

chit thai), phé thai clia dong vat hoic phé thai thuc vat. Cac nguyén lidu xenluloza va
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lignoxenluloza khac di dugc md td trong céac patent MYF sb 6,448307, 6,258,876,
6,207,729, 5,973,035 va 5,952,105.

Theo mdt s& phuong 4n, nguyén liéu sinh khéi chira hydrat cacbon 1a nguyén liéu
hodc chira nguyén liéu c6 mdt hodc nhiéu lién két p-1,4 va c6 sb phan tir lugng trung binh
nim trong khoang tir 3.000 dén 50.000. Hydrat cacbon nay 1a xenluloza hodc chua
xenluloza, thu duoc tir (B-glucoza) thong qua sy ngung tu cic lién két B(1,4)-glycosit.
Lién két nay trai nguoc véi lién két a(1,4)-glycosit c6 mit trong tinh bt va hydrat cacbon

khéc.
Tdc nhdn dwong héa

~ Céac enzym thich hgp 1a cac xenlobiaza va cac xenlulaza c6 kha nidng phan giai

sinh khéi.

Céc xenlobiaza thich hop la xenlobiaza thu dugc tir Aspergillus niger dugc ban voi

tén thuong mai NOVOZYME 188™.

Céc xenlulaza c6 kha ning phan giai sinh khéi, va c6 thé tir nAm mdc hodc co
ngudn gbc tir vi khudn. Cac enzym thich hop 14 céc xenlulaza tir cac gidng Bacillus,
Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, Chrysosporium va
Trichoderma, va bao g6m cac loai Humicola, Coprinus, Thielavia, Fusarium,
Myceliophthora, Acremonium, Cephalosporium, Scytalidium, Penicillium hoac
Aspergillus (vi du, xem patent chau Au sb EP 458162), dac bi¢t 1a cac loai tao ra bdi
chung dugc chon tir cac loai Humicola insolens (dugc phan loai lai 1a Scytalidium
thermophilum, vi duy, xem patent M§ sb 4,435,307), Coprinus cinereus, Fusarium
oxysporum, Myceliophthora thermophila, Meripilus giganteus, Thielavia terrestris,
Acremonium sp., Acremonium persicinum, Acremonium acremonium, Acremonium
brachypenium, Acremonium dichromosporum, Acremonium obclavatum, Acremonium
pinkertoniae, Acremonium roseogriseum, Acremonium incoloratum, va Acremonium
furatum; tot hon 14 tir cac loai Humicola insolens DSM 1800, Fusarium oxysporum DSM
2672, Myceliophthora thermophila CBS 117.65, Cephalosporium sp. RYM-202,
Acremonium sp. CBS 478.94, Acremonium sp. CBS 265.95, Acremonium persicinum

CBS 169.65, Acremonium acremonium AHU 9519, Cephalosporium sp. CBS 535.71,
-16-



22313

Acremonium brachypenium CBS 866.73, Acremonium dichromosporum CBS 683.73,
Acremonium obclavatum CBS 311.74, Acremonium pinkertoniae CBS 157.70,
Acremonium roseogriseum CBS 134.56, Acremonium incoloratum CBS 146.62, va
Acremonium furatum CBS 299.70H. Céc enzym phan giai xenluloza con ¢ thé thu dugc
tr  Chrysosporium, t6t hon la tir ching Chrysosporium lucknowense. Ngoai ra,
Trichoderma (dic biét 1a Trichoderma viride, Trichoderma reesei, va Trichoderma
koningii), Bacillus wa kidm (vi dy, xem patent My s& 3,844,890 va patent chau Au s6 EP
458162), va Streptomyces (vi dy, xem patent chau Au sb EP 458162) c6 thé duoc sir
dung.

Céc phirc hop enzym c6 thé duoc st dung, nhu loai do Genencore® cung Cép voi
tén thuong mai ACCELLERASE®, vi du, phtic hop enzym Accellerase® 1500. Phirc hop
enzym Accellerase® 1500 chtra nhiéu hoat tinh enzym, chii yéu 1a exoglucanaza,
endoglucanaza (tr 2200CMC Ul/g dén 2800CMC Ul/g), hemi-xenlulaza, va beta-
glucosidaza (tir 525pNPG U/g dén 775pNPG Ulg), va c6 dd pH nim trong khoang tir 4,6
dén 5,0. Hoat tinh endoglucanaza cua phirc hgp enzym dugce biéu thi theo cac don vi hoat
tinh carboxymetylxenluloza (CMC U), trong khi hoat tinh ctia beta-glucosidaza duoc biéu
thi theo cac don vi hoat tinh pNP-glucosit (pNPG U). Phirc hgp enzym thich hgp khéac la
phirc hop enzym Accellerase® Duet. Phirc hop enzym Accellerase® Duet ciing nhidu hoat
tinh enzym, chu yéu la exoglucanaza, endoglucanaza (tir 2400 dén 3000 CMC U/g),
hemi-xenlulaza (bao gdm xylanaza, > 3600 ABX U/g), va beta-glucosidaza (>400 pNPG
U/g), va c¢6 do pH nam trong khoang tir 4,3 dén 4,6. Hoat tinh endoglucanaza ciia phirc
hop enzym duoc biéu thi theo cc don vi hoat tinh carboxymetylxenluloza (CMC U),
trong khi hoat tinh beta-glucosidaza dugc biéu thi theo don vi hoat tinh pNP-glucosit
(pNPG U) va hoat tinh xylanaza dugc biéu thi theo don vi Axit Birchwood Xylanaza
(ABXU). Theo mét sb phuong an thuc hién sang ché, hdn hop bao gdm Accellerase®
1500 hodc phtrc hgp enzym Accellerase® Duet v6i xenlobiaza NOVOZYME™ 188 duoc

stt dung.
Tdc nhdn lén men

Cac vi sinh vt dung dé€ 1én men c6 the 1a cac vi sinh vat tu nhién va/hodc céc vi
sinh vét dugc tao ra theo cong nghé di truyén. Vi du, vi sinh vat c6 the 1a vi khuan, vi du,
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vi khuén phén giai xenluloza, nam, vi du, nam men, thyc vét hodc sinh vét don bao, vi dy,
tdo, dong vat nguyén sinh hodc sinh vat don bao kieu nam, vi du, nam moc nhéy. Néu cac

sinh vat twong hop, thi hdn hop gém cac sinh vat co thé duoc st dung.

Céc vi sinh vét 1én men thich hgp cé kha ning chuyén hoa hydrat cacbon, nhu
glucoza, xyloza, arabinoza, manoza, galactoza, oligosacarit hodc polysacarit thanh céac san
phdm 1én men. C4c vi sinh vat 1én men bao gdm cac ching thudc gidng Sacchromyces
spp. Vi du, Sacchromyces cerevisiae (men banh my), Saccharomyces distaticus,
Saccharomyces uvarum; gidng Kluyveromyces, vi du, cac loai Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces fragilis; gibng Candida, vi du, Candida pseudotropicalis, va Candida
brassicae, Pichia stipitis (ho Candida shehatae, gibng Clavispora, vi du, cic loai
Clavispora lusitaniae va Clavispora opuntiae, gidng Pachysolen, vi du, cac loai
Pachysolen tannophilus, giéng Bretannomyces, vi du, cac lodi Bretannomyces clausenii
(Philippidis, G. P., 1996, Cellulose bioconversion technology, trong Handbook on
Bioetanol: Production and Utilization, Wyman, C.E., ed., Taylor & Francis, Washington,
DC, 179-212).

Céc nAm men c6 ban trén thi truong bao gém, vi du, Red Star®/Lesaffre Etanol
Red (do Red Star/Lesaffre, USA cung cip), FALI® (do Fleischmann's Yeast, mot bd phén
cia Bums Philip Food Inc., USA, cung cip), SUPERSTART® (do Alltech, nay la
Lalemand, cung cip), GERT STRAND® (do Gert Strand AB, Sweden, cung cip) va
FERMOL® (do DSM Specialties cung cip).

Vi khuan ciing c6é thé dugc st dung d€ 1én men, vi du, Zymomonas mobilis va

Clostridium thermocellum (Philippidis, 1996, néu trén).
Vi du thue hién sang ché
Vidul

Nguyén li€u (trong Vi du 2 dugc goi 1a “XP”) duogc tao ra br:?mg cach st dung quy

trinh sau.

1500 pao (680,38kg) chin bang lam bang gidy day tdy tring moi nguyén co ty
trong 1a 30 pao/fut3 (0,453kg/0,3m”) do International Paper cung cip. Nguyén lidu nay
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dugc cit thanh cdc miu tir 8 1/4 inso (0,21m) dén 11 inso (0,28m) bing cach sir dung
may xén va dua vao may cét dao quay kiéu Munson, mau SC30. Sang dAu ra co cac mat
1/8 inso (3,2mm). Khe ho gitta ludi dao quay va ludi dao c¢d dinh dugc dit khoang 0,020

inso (0,51mm). May cét dao quay s& bim céac mAu cét, giai phong nguyén lidu soi.
Vidu?2

Mai trudng dugce diéu ché bang cach lam néng 41 nuéc da khir ion dén 50°C va
tron trong khi bd sung 4% trong lugng theo thé tich bot cam gao, 3,405g/L ure, va chit

hoat dong b& miat 10g/L Tween 80° vao. Tiép theo, ba enzym dugc bd sung vio theo

lugng sau:
Enzym ACCELLERASE® 0,25mL/1 gam nguyén li¢u XP
Enzym STARGEN™ 1% trong lugng cam
Enzym FERMGEN™ 1% trong lugng cam

ACCELLERASE dugc b sung vao tai thoi diém 0 gio, va hai enzym khac dugc

bd sung vao tai thoi diém 3 gio.

Sau d6, nguyén liéu XP dugc bd sung vao theo luong gia, lugng va tan suét bd
sung dugc x4c dinh theo d§ dic cia hdn hop nay va tdc do tron. Nguyén liéu dugce bd
sung vao trong khoang thoi gian 27 gid, véi mic ting cia cic 1in bd sung nim trong

khoang tir 150g dén 275g. Téng luong bd sung vao 1a 1096g.

Céc dao dong nhiét d6 duoc kiém soét trong khi tron, d& ngan ngira 1am néng qua

nhiét d0 55°C, ma s€ dan dén sy bién tinh ctia cac enzym.

Thong qua quy trinh nay, budc tron duge thuc hién & tde do 250rpm (vong/phit),
béng cach st dung may tron IKA ROTOTRON®. Nhiét do duge duy tri & khoang 50°C,
va d6 pH la khoang 3,7.

Sau khi nguyén liéu ting 13n cudi cing dugc bd sung vao, tai thoi diém 27 gid, mé
nay dwoc phép tiép tuc dudng hoa dé dén tdng thoi gian 70 gio tinh tir khi bat dau quy
trinh nay. Tai thoi diém nay, ndng do glucoza dat 90g/L.
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Hon hop da duong hoa nay duge chuyén sang binh phan tng sinh hoc BioFlow®
115 dé 1én men. Sau d6, cac thong sb dugc thay dbi, va hdn hop nay dugc 1 dé bat dau
1én men. Buédc tron dugc thuc hién béng bd canh quat Rushton & 250rpm (vong/phut), véi
khong khi dwgc cép & 0,025vvm, va d6 pH duge didu chinh dén 5,0. Nhiét do dugc gidm
dén 30°C. Viéc kiém soat do pH dugc thuc hién béng cach st dung H;PO, 1M (déi ching
axit) va NaOH 1M (déi chiing kiém). Viéc 4 dugc dua trén ty 1€ sau: 1mg ndm men
Superstart™ véi 1g glucoza. nim men dugc bd sung mét cach truc tiép vao hdn hop nay

duéi dang gidng cdy duoc duoc dong khd.

Sau 20 gid 18n men trong cac didu kién nay, ndng do clia etanol trong hdn hop nay
1a khoang 50g/L, va ndng do cia glucoza giam xudng con 0g/L. Nong d6 nay chi hoi thap
hon ndng do etanol thu duoc bang cach 1én men 150g/L glucoza va 40g/L xyloza trong
moéi truong chia 1,7g/L YNB, 2,27g/L ure va 6,6g/L pepton cua déu tuong trong clung
céc didu kién xtr 1y.

Cdc phuwong dn khdc

Nhiéu phwong 4n thuc hién sang ché da duoc mé ta. Tuy nhién, cin phai hiéu ring

cac bien the khac nhau c6 theé dugc thuc hién ma khong vuot qué y twdng va pham vi cia

sang cheé.

Vi du, trong khi céc ly do chi phi dugc uu tién do céc goi dinh dudng da dugce bdc
16 trong ban mé ta nay chi chira cic ngudn chét dinh dudng tir thue phdm (va cu thé 13 rau
va/hodc hat), néu mudn géi dinh dudng c6 thé chira cac hdn hop gdm céc ngudn chét dinh

dudng v6i ngudn phi thue phdm hodc ngudn gbe khong hat/phi rau ci.

Do vdy, cac phuong én thuc hién khac cia sdng ché déu nam trong pham vi cua

cac diém y€u cau bao hd kem theo.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap x@ ly nguyén liéu sinh khéi bao gdm budc:

két hop nguyén lidu, bao gdbm nguyén liéu xenluloza hodc lignoxenluloza va/hodc
nguyén liéu xenluloza hodc lignoxenluloza di dugc duong hda, véi ngudn chit dinh

dudng tir thuc phdm dé tao ra hdn hop,
trong d6 hdn hop nay chira moi trudong va ndng d cua ngudn chét dinh dudng tir

thuc phdm trong mdi trudng nay nim trong khoang tir 0,1 dén 80g/L, va

trong d6 hdn hop nay con chita hé enzym bao gdbm mét hodc nhiéu enzym duoc
chon tir nhém gdm amylaza, proteaza va hdn hop ciia chiing dé giai phéng chét dinh
dudng tir ngudn chit dinh dudng tir thyc phdm, va

dwa hdn hop chtra cac chét dinh dudng dugc giai phéng vao tiép xtc véi vi sinh
vat,

trong d6 vi sinh vat st dung nguyén liéu nay dé tao ra san phim hoic chét trung
gian.
2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ngudn chit dinh dudng tir thue phdm dugc chon tir

nhom bao gom hat, cic loai rau, cén ctia hat, cdn cta cac loai rau, cdn cia cac sdn pham

thit, va hon hop clia chiing.

3. Phuong phap theo diém 1 hoic 2, trong d6 san phdm 1a nhién liéu dwoc chon tir nhém

bao gbém hydro, ruou, cac axit hitu co, cac hydrocacbon, va hdn hgp ciia ching.
4. Phudng phép theo diém 1, 2 hoic 3, trong d6 budc sir dung 1a qua trinh 1én men.
5. Phuong phap theo diém 4, trong d6 vi sinh vat 12 nAm men.

6. Phuong phép theo diém 4, trong d6 buéc 1én men dugc thuc hién & do pH nim trong

khoang tir 4,8 dén 5,2.

7. Phuong phép diém bét ky trong s6 céc diém 1 dén 6, trong d6 hdn hop nay con dugc

dua vao qua trinh duong hoa.
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8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 hdn hop nay chira enzym dudng hoa.
9. Phwong phép theo diém 8, trong d6 enzym nay 1& hemixenlulaza hodc xenlulaza.

10. Phuong phép theo diém 7, trong d6 buéc dudng héa dugc thyc hién & do pH nam

trong khoang tir 3,8 dén 4,2.

11. Phuong phap diém bét ky trong sb cac diém 1 dén 10, trong d6 hdn hop nay con gdm

nguon nito.

12. Phuong phép theo diém 11, trong d6 ngudn nito dugc chon tir nhém bao gbm ure,

amoniac, amoni sulfat, va hon hgp cua chung.

13. Phuong phép theo diém 2, trong d6 ngudn chit dinh dudng tir thuc phdm duoc chon
tir nhém bao gé)m lua my, yén mach, Iia mach, ddu nanh, ddu Ha Lan, qua déu, khoai tay,

ngd, cim gao, bt ngd, cdm lda my, va hdn hop cla ching.

14. Phuong phap diém bét ky trong sb cac diém 1 dén 13, trong d6 hé enzym bao gdm

proteaza va amylaza.

15. Phuong phap theo diém 14, trong d6 hé enzym con chira hemixenlulaza hodc

xenlulaza.

16. Phuong phap diém bt ky trong sd cac diém 1 dén 15, trong d6 ndéng dd cia ngudn

chit dinh dudng tir thuc pham trong méi trudng nim trong khoang tir 0,1 dén 10g/L.

17. Phuong phap theo diém 3, trong d6 rwou dugc chon tir nhém bao gdm metanol,
etanol, propanol, isopropanol, n-butanol, etylen glycol, propylen glycol, 1,4-butan diol,

glyxerin, va hon hop ctia ching.

18. Phuong phap theo di€m 3, trong d6 axit hitu co dugc chon tir nhém bao gom axit
formic, axit axetic, axit propionic, axit butyric, axit valeric, caproic, axit palmitic, axit
stearic, axit oxalic, axit malonic, axit sucxinic, axit glutaric, axit oleic, axit linoleic, axit

glycolic, axit lactic, axit y-hydroxybutyric va hén hgp cta chung.

19. Phuong phap theo diém 3, trong d6 hydrocacbon dwoc chon tir nhém bao gdm metan,

etan, propan, isobuten, pentan, n-hexan, va hon hop cta chung.
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20. Phuong phéap diém bét ky trong sb cac diém 1 dén 19, trong d6 nguyén lidu xenluloza
hoic lignoxenluloza da dugc xir Iy dé 1am giam d¢ kho xi Iy ctia nguyén liéu nay.

21. Phuong phap theo diém 20, trong d6 nguyén liéu xenluloza hodc lignoxenluloza da

duoc xir Iy bang birc xa.

22. Phuwong phap theo diém 21, trong d6 birc xa 1a chum tia dién tir.
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