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(54) PHUONG PHAP XU LY DUONG HOA NGUYEN LIEU THO GOC
LIGNOXENLULOZA NHO ENZYM

(57) Séng ché¢ dé xuat phuong phdp xu ly dudng hdéa nguyén liéu tho goc
lignoxenluloza nho enzym, trong do6 nguyén liéu tho goc lignoxenluloza da duoc
cho qua budc xUr Iy so bo dé tao ra nguyen liéu tho thich hgp cho phan uing
duong héa nho enzym, dugc b6 sung cung v6i chit dién phan chita mudi hoa tan
dugc trong nudc, vao nudc chia enzym dudng héa xenluloza; nguyén liéu tho
goc lignoxenluloza duéi dang hdn dich nguyén liéu thé ma do din dién cia né
da dugc dicu chinh nim trong khodng tir 5 mS/cm dén 25 mS/cm, duoc cho qua
xUr Iy dudng héa nho enzym thong qua phéan ting dudng héa nhd enzym san pham
phén tng va dung dich chita enzym dugc tich riéng va dugc thu hoi tir hén dich
da dugc xur 1y sau su xir Iy duong héa nho enzym; va dung dich chita enzym da
dugc thu hoi duoc tai quay vong dé lam enzym cho quy trinh xir Iy dudng héa

nho enzym.
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Linh vuc k¥ thuat duoc dé cap

Sdng ché& dé cap dén phuong phdp xtr 1§ dudng héa nguyén liéu tho goc
lignoxenluloza nhd enzym hoac phuong phdp san xuét etanol tir nguyén liéu tho
goc lignoxenluloza, ca hai phuong phdp nay déu c6 budc xur 1y so bo 1a cho
nguyén liéu tho goc lignoxenluloza qua su x{r Iy chuyén héa nguyén liéu tho
goc lignoxenluloza nay thanh nguyén liéu tho thich hop cho phan tng dudng
héa nh¢ enzym; va budc dudng héa nhd enzym 1a dudng héa nguyén liéu tho
gdc lignoxenluloza da dugc xir 1§ so bo bang enzym. Cu thé hon, sing ché dé
cap dén phuong phédp x{ 1y dudng hoéa sinh khdi gdc lignoxenluloza nhd enzym,
phuong phdp nay bao géom phan tng duong hda sinh khéi chita lignoxenluloza
da dugc cho qua xtr 1y thich hgp cho viéc duong héa, sit dung nhém cic enzym
bao gébm enzym phan giai xenluloza hodc enzym phan giai hemixenluloza, va
phuong phdp nay c6 kha nang thu héi nhém cdc enzym da dugc st dung véi ty
1é thu hoi cao va tai sinh nhém cic enzym nay trong thdi gian dai; hoac phuong
phdp san xudt etanol tr sinh khoi chita lignoxenluloza, phuong phdp nay c6 kha
nang 1am tang hiéu suét etanol bang cdch thu héi cdc xo min van con trong hén
dich da dugc x1r 1y sau xtr Iy duong hda lén men song song, va lai cho cic xo
min di duoc thu hoi qua xtr Iy dudng hda hoac xir ly dudng héa 1én men song

song.

Don nay xin huéng quyén uu tién tir don yéu cau cdp patent Nhat Ban
s6 2010-193310, nop ngay 31 thdng 8 nam 2010; don yéu cau cdp patent Nhat
Béan s6 2010-254441, nop ngay 15 thang 11 nam 2010; don yéu cau cédp patent
Nhat Ban s6 2010-274235, nop ngay 9 thdng 12 nam 2010; don yéu cau cép
patent Nhat Ban s& 2011-075772, nop ngay 30 thidng 3 nam 2011; don yéu cau
cép patent Nhat Ban s6 2011-107820, nop ngay 13 thing 5 nam 2011; va don
yéu cdu cap patent Nhat Ban s6 2011-123976, ndp ngay 2 thang 6 nam 2011,

noi dung clia cic tai liéu nay dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dén.
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Tinh trang ky thuat cta sang ché

Cong nghé san xudt sacarit tir nguyén liéu tho lignoxenluloza da dugc
cho qua xr 1y thich hop cho viéc dudng héa, 1a cong nghé ¢6 loi cho viéc hinh
thanh x4 hoi dinh hudng téi tudn hoan vi c6 thé san xuit cic ruou ma cé thé
dugc dung lam nhién liéu thay thé xang, hodc nguyén liéu héa hoc thé nhu axit
sucxinic va axit lactic ma c6 thé duge dung 1am nguyén liéu tho cho chat déo

bang céch sir dung sacarit 1am co chét Ién men cho vi sinh vat.

Phuong phdp san xudt monosacarit hodc oligosacarit ma cé thé duoc
ding lam co chét lén men tir polysacarit trong sinh khéi nguén géc thuc vat, c6
thé dugc phan loai chung thanh hai loai. Mot loai 14 phuong phdp dudng hoa
axit, thuy phan polysacarit sit dung axit vo cd, va loai khdc 1a phuong phap
dudng héa nho enzym, thily phan polysacarit st dung enzym hodc vi sinh vat

san Xuit enzym nay.

Phuong phdp dudng héa axit vé mat k§ thuat ¢6 tinh hoan toan hon so
vl phuong phdp dudng héa nhd enzym. Tuy nhién, trong trudng hop cla
phuong phdp sir dung sinh khéi goc lignoxenluloza 1am nguyén liéu tho, hiéu
sudt sacarit 12 thdp so v6i phuong phdp st dung tinh bot hodc ri dudng lam
nguyén liéu tho, va ngoai ra, do cin c6 phuong tién dé xit 1y chét thai axit thai
ra tr cdc quy trinh x{t 1y, hoac phuong tién kich thudc 16n c¢6 kha nang chiu
dung su an mon do axit gay ra, nén lam tang gid thanh san pham, diéu nay gay

ra vin dé nghiém trong ddi véi tng dung thuc tién.

Mat khéc, doi véi phuong phdp duong héa nhd enzym, do su gidm gi
thanh clia cdc enzym trong nhiing ndm gén day va su phat trién clia cong nghe,
tong chi phi ké ca cdc budc sau xtr 1y tr& nén gan hon véi chi phi clia phuong
phdp duong héa axit. Tuy nhién, vi gid thanh ctia cdc enzym chiém ty 1é cao
trong téng chi phi clia phuong phdp dudng héa nhd enzym vén cao, nén dé
phuong phdp dudng héa nho enzym c6 kha nang ting dung trong thuc tién, thi
diéu quan trong 1a cdn phai lam giam thém nita chi phi déi vdi cdc enzym.

D€ 1am cong nghé 1am gidm chi phi ctia phuong phdp dudng héa nho
enzym, c6 thé xem xét phét trién phuong phép é xir Iy so bo ma tao diéu kién

thuan loi cho viéc ti€p can clia enzym véi cdc sgi xenluloza, hodc phét trién



22513

phuong phdp dudong héa mot cach hiéu qua xenluloza tinh thé, va phat trién

phuong phép dé thu héi hiéu qua va tdi st dung cdc enzym.

Nguyén liéu lignoxenluloza chua dugc loai bo lignin khong dé bi
enzym phan hiy so véi nguyén liéu lignoxenluloza da dugc loai bo lignin, va
khong duoc duong héa, vi vay nguyén liéu lignoxenluloza chua duoc loai bo
lignin van con dudi dang phén can trong chat 16ng dudng héa cliing vdi cic tap
chat nhu nhya va kim loai. Nhin chung, phan can nay dugc tich bang cdch sang
loc, ly tam hodc cdc phuong phdp twong tu va dugc bo di. Vi phan cin nay chita
luong 16n céc enzym da duoc hap phu, ma chi€m ty 1¢ 16n d6i véi chi phi trong
phuong phdp dudng héa nho enzym, cé van dé 1a néu phan cin nay duoc tich ra
tlr chat 1éng phan ting truc ti€p bi bod di, cdc enzym rdt dat tién ciing bi bd di.
Tic 12, mong mudn thu héi va tan dung mot cich hiéu qua phan cin nhim muc
dich lam giam chi phi ctia phuong phdp dudng héa nhd enzym. D6i véi cong
nghé tdi st dung phan can dugc thu héi trong phuong phdp dudng héa nhd
enzym, di c6 cic bdo cdo vé phuong phip d6t chdy phan can va thu nang lugng
nhiét (PTL 5), phuong phdp cho phin cian qua su khi héa thly nhiét, va téng
hop etanol tir khi téng hop da dugc san xudt bing cich sit dung chat xic tdc
tong hop etanol (PTL 6), phuong phdp sit dung phan cin 1am nhién liéu hodc
phan bén (PTL 7), va phuong phdp st dung phan cin lam nang luong nhiét
(PTL 8). Tuy nhién, vi cdc phuong phdp nay lam tang chi phi nhiéu do b6 sung
thém cic quy trinh XU 1§, nén trong truong hop thiét k&€ phuong tién hitu ich vé
mit thuc tién, khong thé ndi rdng céc phuong phdp nay thoa min dé 1am

phuong phap giai quyét van dé giam chi phi.

D¢ 1am phuong phdp thu héi cdc enzym trong phan cin nhu dugc mo ta
trén day, phuong phdp rira phan cin cé thé dugc xem xét. Tuy nhién, vi cdc
enzym lién két bén viing v6i xenluloza thong qua mién lién k&t xenluloza
(CBD) hédp phu moét cdch dac hiéu v6i xenluloza, ma dugc mang bdi cdc enzym
trong phan tit, nén khé thu h6i mot cach hiéu qua céc enzym da dugc hap phu

v6i xenluloza, bing viéc rira don gian bang nudc.

Do vay, nhdm muc dich cai thién ty 1é thu héi cdc enzym, phuong phdp

XU 1y cdc enzym bang cach bé sung chat hoat dong bé mat (xem PTL 1), va céc
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phuong phdp twong tw da duoc dé xudt. Tuy nhién, ngay ca trong phuong phép
xut 1y bang chét hoat dong bé mat, khong thé ndi ring ty Ié thu héi cdc enzym l1a
thoéa min, va phuong phdp nay khong thuc t€ tir quan diém ring c6 méi lo au
dai vé6i su khir hoat tinh cdc enzym do b sung cdc hda chat, su tang chi phi do
b6 sung thém céc quy trinh x{r 1y, va cdc tdc dong bat loi dén cdc vi sinh vat

trong budc 1én men ti€p theo.

Dé 1am phuong phép thu héi cdc enzym tit dung dich sacarit, phuong
phép sir dung siéu loc (xem PTL 2), phuong phdp hap phu va thu héi cdc enzym
bang cdch bd sung lai xenluloza vao dung dich sacarit (xem PTL 3), va cdc
phuong phdp tuong tu da dugc dé xudt. Tuy nhién, phuong phdp siéu loc ¢6 van
dé 1a céc tap chét min lam tac mang loc, va do d6 khong thé thu duoc téc do xir
ly di va ty 1¢ thu héi enzym du, va khé dat dugc sy thu hdi enzym di bang

phuong phdp thu héi biang cdch bé sung xenluloza.

Phuong phép tdi st dung phén can lignoxenluloza ma cdc enzym duoc
hap phu vao, trong mé dudng héa bang enzym ti€p theo, ma khong di qua budc

thdo tich cac enzym di dugc hdp phu da dugc dé xuat (PTL 4).

Trong phuong phdp nay, vi su tich tu ctia phan cin 1a khong thé tranh
khoi, su giam hiéu qua cla phan ting 13 diéu can phai lo ldng. Ngoai ra, lién
quan t6i cic enzym c6 CBD, nhu CBH (xenlobiohydraza), viéc tdi quay vong
cdc enzym c6 thé dat duge bang cdch tdi xr Iy phan can lignoxenluloza trong
mé ti€p theo; tuy nhién, vi c¢6 kha nang trong dé B-glucosidaza va céc enzym
tuong tu duoc giai phéng trong dich ndi trén bé mat, nén khé tdi quay vong tat

cé cdc xenlulaza da duoc bé sung.

Ngoai ra, trong phuong phdp nay, vi ban than phin cian chua bi phan
hily & trang thai khong dé bi phan hiiy ngay ca néu dugc tron lai v6i dung dich
enzym, mong muon dwa phin can chua bi phan hiy vao trang thdi c6 thé dudng
héa mot cach dé dang. Cic tac gia sdng ch€ cia don sdng ché nay da thdy ring
khi phén can chua bi phan huy thu héi dugc bing su phan tdch rén-1éng dugc xit
ly bang co hoc va lai dugc cho qua su dudng héa va 1én men, thi hiéu suét
etanol duoc tang lén (PTL 9). Tuy nhién, phuong phdp nay c6 vén dé 1a phén

can ma da duogc dung lam nguyén liéu tho la phan can dugc thu héi bang cach
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stt dung 1uéi sang c6 c& sang 420 (38-pm) va bao gébm cdc xo ¢6 khoang kich
cd rong. Cac xo ¢6 kich thudce 16n v6i luong 16n cua lignin da duoc hdp phu
khong bi phan hity mot cach dé dang bdi cdc enzym, va do dé khong dugc
dudng héa mot ciach day du néu khong duge cho qua bude xtr 1§ so bo (xir 1y co
hoc hoac céc bién phdp xtr 1y tuong tu). Néu chi ¢é cdc xo ¢d kich thuée nhod
v6i lugng nho lignin da duge hdp phu c6 thé duge thu héi mot cach cé chon loc
va lai dugc duong héa nho enzym lam nguyén li¢u thoé ma khong duogc cho qua
budc xut 1y so bo, viéc tang cuodng hiéu sudt etanol v6i hiéu qua cao cé thé duoc

mong doi.

Dé 1am phuong phép 1am gidm chi phi déi vé6i cdc enzym, phuong phap
tdi quay vong cic enzym da dugc bdo cdo. Theo phuong phép cta Scott, C.D. va
cdc dong nghiép (Non-PTL 1), hé lién tuc dugc bao gém, hé nay dugc trang bi
day chuyén tdi quay vong c6 thiét bi nghién dua trén bom ly tam t6c do cao ma,
trong thung phan tng chinh thily phan nho enzym nguyén liéu tho 1a gidy cii
bing céch bd sung luong 16n enzym (80 dén 160 don vi so v6i 1 g co chét vé
hoat tinh phan hly gidy loc), loai bo cdc thanh phan glucoza va xenlobioza da
dugc tao ra bang luc cét cao trén bé mat cia gidy cil chua dugc phan tng trong
san phdm thiy phan bing enzym, va nhd d6 luon luon lam 16 cdc bé mat soi
xenluloza m&i; thiét bi phan tdich mang ma phén tich nguyén liéu tho chua duoc
phéan ting va san phdm thay phan khoi chét 16ng xir 1y dén tir thiét bi nghién, va
tuan hoan chi nguyén liéu tho chua dugc phan tng dén thing phan tng chinh;
va thiét bi loc phan tich ciac enzym va glucoza va xenlobioza da duoc tao ra
khoi san phdm thiy phan dén tr thiét bi phan tdch mang, va tudn hoan chi cic
enzym vao thung phan tng chinh, va chi phi dugc du doédn truéc. Theo hé nay,
ty 1& duong héa la 100% trong 25 gid, va ty 1é con lai cta cdc enzym 12 95%
hodc cao hon trong 24 gid. Ngoai ra, dugc mo ta rang cdc enzym hédp phu véi
phan can va dugc loai bo, chitc nang hadp phu cua ciac enzym véi phan cin cé
thé dugc 1am gidm béng cdch lam tang do pH dén 5 dén 7, va c6 bao cdo ring
chifc nang hdp phu cla cdc enzym c6 thé dugc lam gidm bang cach ha thip

nhiét do xudng 5°C.

Dé 1am phuong phdp thu héi va tdi st dung cdc enzym, phuong phip da
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duoc bdo cdo trong dé gd buld da duge xtr Iy phun hoi nuéc duge bé sung vao
thing dudng héa & néng do bang 5%, 20.000 don vi xenlulaza dugc bd sung
vao d6, dung dich sacarit va dung dich enzym duoc tdch bang siéu loc, va trong
khi enzym dugc thu hoi va duogc tai sit dung, 630 g monosacarit thu dugc tir 2
kg g6 bulo trong 8 ngdy. Xét thdy ring lugng enzym duoc st dung c6 thé tiét
kiém dugc 20% bdi phuong phap nay (Non-PTL 2).

Danh muc tai liéu trich dan
Tai liéu sang ché
[0012]
[PTL 1] JP-A-63-87994
[PTL 2] JP-A-61-234790
[PTL 3] JP-A-55-144885
[PTL 4] JP-A-2010-98951
[PTL 5] Patent Nhat Ban s6 4447148
[PTL 6] JP-A-2005-168335
[PTL 7] JP-A-2008-54676
[PTL 8] JP-A-2009-106932
[PTL 9] Don yéu cau cép patent Nhat Ban s6 2009-190862
Tai liéu khong phai tai liéu sang ché
[0013]
[NPL 1] Scott, C.D., Rothrock, D.S., Appl. Biochem. Biotechnol., 45/46,
pp. 641-653 (1994)
[NPL 2] Ishihara, M., et al., Biotechnol. Bioeng., 37, 948-954 (1991)

Ban chat ky thuat ctia sang ché
Vén dé k§ thuat

Cong nghé san xudt sacarit tr sinh khéi cta lignoxenluloza va céc sinh
khoi tuong tu l1a cong nghé cé kha nang cung cdp mdi nhién liéu hoac nguyén
lieu tho déo ma cho dén nay van phu thudc vao ngudn héa thach, va 1a cong
nghé dic biét hitu ich cho viéc thiét lap xa hoi dinh huéng tdi tudn hoan. Nhu

duwoc mo ta trén day, cic cong nghé khdc nhau da dugc phét trién cho dén nay,
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nhung c6 mot van dé la cac cong nghé nay khong kinh t€, chli yéu 1a vi chi phi

cao cua cdc enzym cdn trong qué trinh dudng hoa.

Nhu dugc mo ta trén day, da c6 nhiéu nd luc dé 1am gidm lugng enzym
dugc sir dung bang cdch thu héi va tdi st dung cdc enzym da dugc sir dung
trong qué trinh dudng héa. Tuy nhién, vi cic enzym hdp phu manh véi phan cian
duoc tao ra tai thoi diém dudng héa, ty 1& thu héi bi gidm, va khong thé giai
quyét dugc van dé nay. Nhu vay, su hdp phu manh cla céc enzym véi phdn cin
dugc tao ra tai thoi diém dudng héa nhd enzym 12 van dé 16n nhit tai thoi diém
thu héi enzym, va néu c6 thé giai quyét dugc van dé nay, thi c6 thé tang cudng
khd nang tdi quay vong clia cic enzym, lam gidm chi phi, va c6 thé cai thién
nhiéu hiéu qua kinh t€ ctia phuong phédp x&t Iy duong héa nhd enzym. Do do,
muc dich clia sdng ch€ la dé xuat phuong phdp c6 thé sit dung mot cich hiéu
quéd, ma khong lang phi, cdc enzym dugc dua vao dé xir Iy dudng héa nguyeén
liéu lignoxenluloza nho enzym, va dé xuét phuong phdp san xuit etanol véi
hiéu sudt etanol cao trong quy trinh san xudt etanol st dung lignoxenluloza 1am

nguyén liéu tho.
Bién phdp giai quyét van dé

Dé giai quyét cdc van dé dugc mo ta trén day, cic tdc gia sing ché da
ti€n hanh nghién cttu phuong phdp lam giam chi phi, d6i véi quy trinh tién hanh
lién tuc phan ting duong héa nho enzym, bang céch tdi sit dung, véi ty 1& thu hoi
duoc tang lén, enzym dat tién va chi€m ty 1¢ rat 16n cha tdng chi phi, va két qua
14, céc tdc gia sdng ché da thu dugc sdng ché sau. Sdng ché nay dua trén y tudng
st dung bién phdp dé ngin chin su hép phu clia cic enzym véi nguyén liéu tho
lignoxenluloza hoic phan can phan tng trong chdt 16ng clia phan tng duong
héa nho enzym, 1a bién phdp tao di¢u kién thuén lgi viéc phan tach cic enzym
khoi chat long phan @ng sau khi phan ing dudng héa nhd enzym duoc tao diéu
kién thuén loi, va cling ngan ngtra su thdo cdc enzym ra khoi hé thong cing véi
phén can bo di. Ngoai ra, cdc tic gia sdng ch& di thdy rang khi chi cé cic xo
min ma duoc duong hdéa mot cadch dé dang tir phan cin dugc bao gém trong chat
l6ng nuoi cdy cua quy trinh dudng héa 1én men song song dugc thu hdi, va su

duong héa hodc duong héa lén men song song dugc ti€n hanh bang cich su
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dung cdc xo min da duogc thu hoi lam nguyén liéu tho, hiéu suét etanol duoc
tang cudng, va luong phén can thdo ra trong quy trinh dugc 1[am giam. Do vay,

cdc tdc gia sdng ché da hoan thanh sdng ché nhu dugc mo ta dudi day.

Séng ché dua trén cic phét hién da duge mo ta trén day, va bao gém cic

phuong 4n sau.

(1) Phuong phdp xtt 1§ duong héa nguyén lieu tho goc lignoxenluloza
nhG enzym, phwong phdp ndy bao gém b6 sung nguyén lieu tho gdc
lignoxenluloza da duoc cho qua budc xir 1§ so bo dé tao ra nguyén liéu tho thich
hop cho phan ting duong héa nhd enzym, ciing véi chét dién phan chta mudi
hoa tan dugc trong nudc, vao nudc chita enzym duong héa xenluloza; cho
nguyén liéu tho goc lignoxenluloza dudi dang hén dich nguyén liéu tho ma do
dan dién cla né da dugc diéu chinh nim trong khoang tr 5 mS/cm dén 25
mS/cm, qua xir ly dudng héa nhd enzym thong qua phan ng duong héa nhd
enzym; phan tach va thu héi san phdm phén tGng va dung dich chita enzym ra
khéi hén dich da duge xir 1y sau su xUr Iy dudng héa nhd enzym; va tii quay
vong dung dich chita enzym da dugc thu héi dé 1am enzym cho quy trinh xit 1y

duong héa nho enzym.

(2) Phuong phép xir Iy duong héa nguyén liéu thd goc lignoxenluloza
nho enzym nhu dugc mo ta trong muc (1), trong d6 budc xir 1y so bo dé tao ra
nguyén liéu tho thich hgp cho phan ting dudng héa nhé enzym 12 budc xir 1y so
bo bao goém xU 1y héa hoc dé ngam nguyén liéu tho géc lignoxenluloza trong
dung dich chtta héa chat kiém dugc chon tir natri hydroxit, kali hydroxit, canxi
hydroxit, natri cacbonat va natri hydro cacbonat, hoac hén hop ctia ching, hoac
hén hop cua natri sulfit va kiém nay.

(3) Phuong phédp xir Iy duong héa nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
nho enzym nhu dugc mo ta trong muc (1) hodc (2), trong s nguyén liéu tho
goc lignoxenluloza la can ba ring.

(4) Phuong phdp xu ly duong hda nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
nh¢ enzym nhu dugc mo ta trong muc (1) hodc (2), trong dé nguyén liéu tho

goc lignoxenluloza la vo cay.

(5) Phuong phdp xur ly duong héa nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
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nho enzym nhu duge mo ta trong muc bét ky trong s6 cdc muc tr (1) dén (4),
trong d6 mu6i hoa tan dugc trong nudc 1a it nhdt mot mudi hoa tan dugc trong

nudc dugc chon tir mudi kim loai kiém va mudi kim loai kiém thé.

(6) Phuong phédp xtt Iy duong héa nguyén liéu thoé goc lignoxenluloza
nho enzym nhu dugec mo ta trong muc bét ky trong s6 cdc muc tr (1) dén (5),
trong d6 muoi hoa tan dugc trong nudc 1la mudi duge chon tr nhém bao gém
halogenua, sulfat, sulfit, thiosulfat, cacbonat, hydro cacbonat, phosphat,
dihydro phosphat, hydro diphosphat, axetat, va xitrat ctia kim loai kiém va kim

loai kiém tho.

(7) Phuong phédp xtt Iy duong héa nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
nho enzym nhu dugc mo ta trong muc bét ky trong s6 cdc muc tr (1) dén (6),
trong d6 phuong phdp xit 1§ duong héa nho enzym 12 phuong phip cho nguyén
liéu tho goc lignoxenluloza qua budc xtr 1y dudong héa nhd enzym theo mot loat
cdc quy trinh bao gom budc x&r 1y so bo 1a cho nguyén lieu tho goc
lignoxenluloza qua xir 1§ d€ tao ra nguyén liéu tho goc lignoxenluloza thich hop
cho phan tng dudng héa nho enzym; budc xut Iy dudng héa nhd enzym 1a bd
sung nguyén liéu tho goc lignoxenluloza da dugc xu 1y so bo, clng véi chat
dién phéan chita mu6i hoa tan dugc trong nudce, vao nudc chita enzym dudng héa
xenluloza, va xit 1y nguyén liéu tho gdc lignoxenluloza du6i dang hdn dich
nguyén liéu tho ma do dan dién cia n6 da dugc di€u chinh ndm trong khoang tix
5 mS/cm dén 25 mS/cm, thong qua phan tng dudng héa nhd enzym; budc phan
tach rin-16ng 1a loai bo phén can ran ra khoi hén dich da dugc xir 1y tir bude xir
1y dudng héa nhd enzym; budc ly tam la ly tam phan doan chét 1ong tir budc
phan tich rén-16ng, va nhd dé thu dugc phan doan chat 16ng chita cic enzym va
sacarit va c6 tat ca phan can con lai dugc loai bod; budc phan tdich mang la tich
phan doan chat 1ong tlr budc ly tam thanh dung dich chda enzym va dung dich
chura sacarit da dugc tao ra; va budc tdi quay vong enzym la tdi quay vong va
cung cdp dung dich chtta enzym thu dugc tir buGe phan tdch mang vao bude xir

1y dudng héa nhd enzym dé 1Am nguén enzym.

(8) Phuong phédp xir Iy duong hoéa nguyén liéu tho goc lignoxenluloza

nho enzym nhu dugc mo ta trong muc bat ky trong s6 cadc muc tir (1) dén (7),
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trong dé budc xit 1y dudong héa nhd enzym 1a bude xir 1y dudng héa lén men
song song gom tién hanh xit 1y dua trén phan dng dudng héa nhd enzym
nguyén liéu tho goc lignoxenluloza va xir Iy 1én men sacarit da duoc tao ra bdi
vi sinh vat d€ len men két hop bang céch sir dung ché phdm xenlulaza va vi sinh
vat d€ lén men st dung sacarit 1am co chat 1én men (= nguyén liéu tho) két hop,

va nho d6 tao ra san phdm lén men cling véi sacarit.

(9) Phuong phdp xir Iy duong héa nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
nhd enzym nhu dugc mo ta trong muc (8), trong d6 phuong phdp dudng héa
nho enzym la phuong phdp cho nguyén liéu tho géc lignoxenluloza qua xir 1y
dudng héa 1én men song song theo mot loat cic quy trinh bao gém budc xtr 1y
so bo 1a cho nguyén liéu tho goc lignoxenluloza qua xi Iy dé tao ra nguyén liéu
tho goc lignoxenluloza thich hop cho phan ting dudng héa nhd enzym; budc xi
ly duong héa lén men song song 12 b6 sung nguyén liéu tho géc lignoxenluloza
da duoc xtr 1y so bo, cling v6i vi sinh vat dé 1én men ma st dung sacarit 1am co
chét lén men, va v6i chét dién phan chia mudi hda tan duoc trong nuée, vio
nuGc chita enzym dudng hdéa xenluloza, va cho nguyén liéu tho goc
lignoxenluloza duéi dang hén dich nguyén liéu tho ma do din dién cta né da
dugc diéu chinh ndm trong khoang tr 5 mS/cm dén 25 mS/cm, qua ci xir Iy
dudng héa bang con dudng lén men va xir Iy 1én men st dung sacarit di duoc
tao ra dé 1am co chét; budc phan téch ran-16ng 14 loai bd phan cin rin ra khoi
hén dich da duge xur 1y tir bude xir Iy dudng héa nhd enzym; bude chung cat 12
phan tich va thu héi san phdm lén men tir phan doan chét 16ng tir budc phan
tdch ran-1ong thong qua chung cat; budc ly tam 1a ly tam phan chung cét con du
tlr budc chung cat dé loai bo bat ky phan cin con lai, va nhd d6 thu dugc phan
doan chat 16ng chita cdc enzym va sacarit; buc phan tdich mang la phan tich
phan doan chét 16ng tir buée ly tam thanh dung dich chita enzym va dung dich
chita sacarit; va budc tdi quay vong enzym la tdi quay vong va cung cdp dung
dich chita enzym thu dugc tir buée phan tdich mang vao bude xur Iy dudng héa

nho enzym dé 1am ngudn enzym.

(10) Phuong phédp xur Iy duong hdéa nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
nho enzym nhu dugc mo ta trong muc (9), trong d6 dung dich chia sacarit duoc

phan tich va duogc thu héi tir bude phan tdich mang 1a chét long chita sacarit ma
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bao goém oligosacarit 1am cac thanh phan chinh.

(11) Phuong phdp xu 1y dudng héa nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
nhd enzym nhu duge mo ta trong muc (9), trong d6 phan doan chét 16ng tr buée
ly tam duoc tdi quay vong va dugc cung cdp cho budc xir Iy duong héa nho
enzym dé lam dung dich chifa enzym chia sacarit, ma khong di qua buéc phan

tdch mang.

(12) Phuong phéap xtr ly duong héa nguyeén liéu thé gdoc lignoxenluloza
nho enzym nhu dugc mo ta trong muc (8), trong dé phuong phdp xtr 1y duong
héa nhd enzym nay la phuong phdp cho nguyén liéu tho gbc lignoxenluloza qua
xur 1y duong héa 1én men song song theo mot loat cac quy trinh bao gdm buéde
XUt 1y so bo 1a cho nguyén liéu tho goc lignoxenluloza qua x&r Iy dé tao ra
nguyén liéu tho goc lignoxenluloza thich hgp cho phan tng dudng héa nho
enzym; budc xir 1§ dudng héa lén men song song 12 bé sung nguyén ligu tho
goc lignoxenluloza da dugc xir 1y so bg, cling v6i vi sinh vat dé 1én men ma sit
dung sacarit [am co chét 1én men, va véi chat dién phan chita mudi hoa tan dugc
trong nudc, vao nudc chita enzym duong héa xenluloza, va cho nguyén liéu tho
goc lignoxenluloza dudi dang hén dich nguyén liéu tho ma do dan dién cua né
da duoc diéu chinh ndm trong khoang tir 5 mS/cm dén 25 mS/cm, qua ca xt 1y
dudng héa nho enzym gbébm xur 1y nguyén liéu thé goc lignoxenluloza thong qua
phan ng dudng héa nhd enzym va xu 1y lén men gom st dung sacarit da dugc
tao ra dé lam co chét; buéc phan tach ran-16ng 1a phan tdch hén dich da duge xir
1y tr bude xtr Iy dudng héa 1én men song song thanh phan can va phan doan
chat 16ng stt dung mdy ép kiéu vit ¢6 ¢& ludi ndm trong khoang tir 1,0 mm dén
2,0 mm; budc xu 1y sang 1a phan tich phan doan chét 16ng tir buéc phan tich
ran-long thanh cdc xo min va phan doan chét 1ong thong qua xtr 1y sang st dung
sang c6 c& sang tir 80 dén 600; budc chung cét 1a phan tach va thu héi san phdm
lén men tir phan doan chat 1ong thu duge sau bude xur 1y sang bang cach loai bo
c4c xo min, thong qua chung cdt; budc ly tam la ly tam phan chung cét con du
tir budc chung cét dé loai bo bat ky phdn can con lai, va nho d6 thu duge phan
doan chét 16ng chita cdc enzym va sacarit; va budc tdi quay vong va cung cép
phan doan chét 16ng tit buéc ly tam cho budc xir Iy dudng héa nhd enzym dé

1am dung dich chda enzym chita sacarit, ma khong di qua buéc phan tdch mang.
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Hiéu qua c6 loi ctia sing ché&

Theo phuong phdp xit Iy duong héa nho enzym theo sang ché, sang ché
dé xudt phuong phdp xir ly dudng héa lién tuc nhd enzym sinh khéi goc
lignoxenluloza, c6 su ton that enzym rét it va hiéu qua kinh t€ cao, do su hap
phu clia cdc enzym dudng héa vé6i phan chua duge phan ¢ng hodc phan cin
phan tng ctia nguyén liéu thoé gbc lignoxenluloza bi ngédn chan, va su phan tich
va thu héi cac enzym duodng héa tir hén dich da dugc xt Iy bing enzym dugc

tao diéu kién thuan loi.

Ngoai ra, theo sdng ché, hiéu sudt etanol c6 thé dugc ting lén bing
cdch thu h6i mot cdch c6 chon loc cdc xo min dugc bao gém trong chat 1ong
nuoi cdy thu dugc sau sy dudng héa 1én men song song st dung lignoxenluloza
lam nguyén liéu tho, va lai cho cdc xo min da dugc thu héi dé 1am nguyén lieu

tho qua duong héa hodc duong héda 1én men song song.
Mo ta van tit cac hinh vé

Fig. 1 1a biéu d6 dong quy trinh thé hién phuong 4n clia phuong phép

xtr ly duong héa nguyén liéu tho géc lignoxenluloza nhd enzym theo sing ché.

Fig. 2 1a biéu d6 dong quy trinh thé hién quy trinh x{r 1y dudng héa
nguyén liéu thé goc lignoxenluloza nho enzym theo sdng ché&, dugc thuc hién
duéi dang quy trinh xUr 1y duong héa lén men song song gom thuc hién xur Iy
dudng héa bang enzym két hop véi xir Iy 1én men gém st dung sacarit da duoc

tao ra lam nguyén liéu tho.
Fig. 3 12 biéu d6 thé hién dong quy trinh sin xuét cta Vi du BI.
Fig. 4 1a biéu d6 thé hién dong quy trinh san xuét ctia Vi du B2.
Fig. 512 biéu d6 thé hién dong quy trinh sdn xuit ctia Vi du so sinh Bl.
Fig. 6 1a biéu d6 thé hién dong quy trinh san xuét clia Vi du B5.
Fig. 7 1a biéu d6 thé hién dong quy trinh san xudt ctia Vi du B6.
Mo ta chi tiét saing ché

Sau day, sing ch€ s€ dugc mo ta chi tiét hon.

-13-



22513

<Nguyén liéu tho géc lignoxenluloza>

Vi du vé nguyen liéu tho géc lignoxenluloza dugc dung lam nguyén
liéu th6 cho phuong phdp theo sdng ch&€ bao gém, dudi dang nguyén liéu c6
chat go, 1a v bao hodc vo cay gb dé san xuit gidly, can ba ring, gb tir qud trinh
lam quang ring, va cdc nguyén liéu tuong tu; mun cua dugc tao ra tit nha may
cua va cdc nguyén liéu twong tu; cdc canh va 14 cay dugc cit xén, va cdc nguyén
liéu rdc thdi xay dung. Vi du vé nguyén liéu dang thao moc bao gébm cic ric
thai nong nghiép nhu cay dam but, rom lda, rom lia mi va ba mia; can ba va rdc
thdi cua cay trong cong nghiép nhu cdy trong 1dy ddu va cao su (vi du, EFB:
Chum qué réng); va sinh khéi géc lignoxenluloza cia cay tréng 14y nang luong
dang thao moéc nhu cd Erianthus, Miscanthus, va Napier. Ngoai ra, dé [am
nguyén liéu tho goc lignoxenluloza theo sdng ché, gify c6 ngudn géc tr gd,
gidy cii, bot gidy, bun can bot gidy, va cdc nguyeén liéu tuong tu cling ¢ thé

dugc st dung.

Trong s6 cdc nguyén liéu tho goc lignoxenluloza c¢6 chit gb nhu duoc
mo td trén day, vo cay vé co ban ¢ tng dung hiéu qua hién nay, luong 16n vo
cay c6 chdt luong dong déu 1a c6 sén tir nha mdy cua hodc nha méy bio, va cic
thanh phdn mém va tan dugc ¢ mit vdi ty 1€ 16n trong phan than ciia gb. Do
vay, vo cay dac biét dugc uu tién 1am nguyén liéu tho dé xtr Iy dudng héa hoac

xut ly duong héa Ién men song song.

Vi du, vo cay thudc chi Eucalyptus hodc chi Acacia, ma thudng duoc sut
dung cho nguyén liéu tho san xudt gidy, 1a ¢ sdn véi luong 16n theo cich 6n
dinh tir nha mdy cua hoac nha may bao cho nguyén liéu tho san xuét gidy, va do

d6, vo cay la dac biét thich hop dé sir dung.

<X ly so bo dé tao ra nguyén liéu tho thich hop cho xit 1y dudng héa
nho enzym >

Viéc xir Iy so by dé tao ra nguyén liéu tho thich hop cho xir Iy dudng
héa nh¢ enzym theo sdng ché€ la xtt Iy ma nho d6 viéc xir 1y so bo sau duoc tién
hanh trén nguyén liéu tho goc lignoxenluloza nhu dugc mo ta trén day, va nho

dé6 lignoxenluloza dugc dua dén trang thdi c6 thé dudng héa dugc bing enzym:

xu 1y héa hoc, xt Iy thlty nhiét, x&r 1y nudc néng c6 ap, xtr 1y thuy nhiét
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v6i cacbon dioxit dugc b6 sung, xtt 1y bing hoi nudc, xit 1y co hoc nhu xir 1y
nghién uét, xtt Iy nghién co hoc, va xit 1y tao thanh sgi dugc cit vun, xir 1y bing
axit sulfuric lodng, x I phun hoi nude, xtt 1y thdi amoniac, xtt 1y théi cacbon
dioxit, xir ly chi€u xa siéu am, x@r 1y chi€u xa vi séng, xt 1y chiéu xa chiim
electron, xut 1y chi€u xa tia y, xi 1y siéu t6i han, xt 1y dudi t6i han, xtt 1y dung
moi hitu co, xtt 1y phan tich pha, xir Iy ndm lam muc g, x& 1y hoat héa dung
moi mau xanh 14 cdy, cdc xir 1§ khac nhau bang chét xdc tdc, x&r Iy phan tng

gdc, va xur 1§ oxy héa bang ozon.

Céc cdch xur Iy ndy c6 thé dugc tién hanh riéng 1& hoac két hop nhiéu
cach xu 1y.

Trong s6 do, t6t hon néu cho sinh khoi gdc lignoxenluloza qua mot
hodc nhiéu cdch xir 1y so bo dugc chon tir xir 1y héa hoc, xir 1§ nuéc néng cé ap,

xtr 1y tao thanh soi dugc cét vun, va xir Iy nghién co hoc.

X 1y héa hoc 1a x&t Iy ngdm nguyén liéu tho goc lignoxenluloza trong
dung dich nuéc chita héa chét nhu axit hodc kiém, va nho d6 dua nguyén liéu
tho goc lignoxenluloza dén trang théi thich hop cho x{r Iy dudng héa nhd enzym

clia budc tiép theo.

Hoéa chat va cdc chat twong tu dugc sir dung trong xir Iy héa hoc khong
bi gi6i han mot cach cu thé, ma vi dy, c6 thé 1a mot hoac nhiéu chit duoc chon
tr hydroxit, sulfua nhu axit sulfuric va axit sulfuric lodng, cacbonat, sulfat va
sulfit clia kim loai kiém va kim loai kiém thé. X« 1y kiém dat dwoc bing cich
ngam nguyén liéu tho goc lignoxenluloza trong dung dich nuéc chita mot hoic
nhiéu héa chdt dugc chon tir natri hydroxit, canxi hydroxit, natri sulfua, natri
cacbonat, canxi cacbonat va natri sulfit, 1a thich hop dé x& 1§ héa hoc. Ngoai ra,
xtr Iy héa hoc dua trén chit oxy héa nhu ozon hoic clo dioxit ciing ¢6 thé duoc

ti€n hanh.

Thich hop néu ti€n hanh x 1y héa hoc két hgp véi xtt 1y co hoc nhu xir
1y tao thanh soi dugc cit vun hodc xur 1y nghién co hoc nhu dugc mo ta trén day,

dé 1am budc xt 1§ sau clia cdc quy trinh xit 1y so bo.

Luong héa chdt bd sung dé sir dung trong xu 1y héa hoc cé thé duoc
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diéu chinh mot cdch ty y theo cdc trudng hop, nhung tir quan diém giam chi
phi héa chat, va tit quan diém ngan nglta sy gidm hiéu suat do su rira giai va
phan rd qud mifc ciia xenluloza, lugng nay t6t hon néu bang 50 phan theo khéi
lugng hodc it hon tinh theo 100 phéan theo khdi lugng ctia nguyén liéu tho goc
lignoxenluloza kho. Thoi gian ngadm trong dung dich nudc chita héa chat va
nhiét do xt 1y trong x{r Iy héa hoc c6 thé dugc thi€t 1ap mot cich tiy ¥ theo
nguyén liéu tho hodc héa chat dugc sir dung, nhung nhin chung, x&t 1y héa hoc
¢6 thé dugc tién hanh trong khoang thoi gian xit 1y nim trong khoang tir 20 dén
90 phiit va & nhiét d6 xir Iy ndm trong khoang tir 80°C dén 200°C. Vi su rira giai
thanh chat long phu hodc su phan ra qud mitc cua xenluloza c6 thé xay ra khi
cdc diéu kién xtr 1y khic nghiét dugc dp dung, t6t hon néu thiét 1ap thoi gian xir
1y & 70 phit hoac it hon va nhiét do xtr Iy 6 180°C hoic thap hon. Tét hon nita
né€u, thoi gian xr Iy ndm trong khoang tir 30 phit dén 1 gid, va nhiét do xir 1y

nam trong khoang tir 80°C dén 130°C.

Dé 1am xUr 1y co hoc, bién phap co hoc bat ky nhu cit vun, cit va
nghién c6 thé dugc st dung, va lignoxenluloza nhd d6 duoc lam cho dé& dugc
dudng hoa bang quy trinh xir Iy dudng héa 1én men cha budc ti€p theo. Khong
¢6 gi6i han cu thé vé thiét bi may méc duge st dung, ma vi du, mdy hiy gidy
mot vit, mdy hily gidy hai vit, mdy nghién bda, mdy nghién bot gidy, va may

nhao tron cé thé dugc st dung.

Do6i v6i nguyén ligu tho goc lignoxenluloza da dugc cho qua budc xir 1y
so b dé tao ra nguyén liéu tho thich hop cho x&t 1y dva trén phan ting dudng
héa nhd enzym, t6t hon néu tién hanh xt 1y khir tring trude khi nguyén liéu tho
goc lignoxenluloza trong qué trinh di€u ch€ hén dich nguyén liéu tho goc
lignoxenluloza. Néu vi khudn khong mong muén dugc dua vao nguyén liéu tho
sinh khoi g6c lignoxenluloza, xay ra vén dé 1a vi khuén khong mong muén nay
s€ tiéu thu sacarit khi sw dudng héa bdi cac enzym dugc tién hanh, va hiéu suat

clia san pham bi gidm.

Viéc xtr Iy khr tring c¢6 thé dugc ti€n hanh biang phwong phép cho
nguyén liéu tho ti€p xic véi do pH & d6 su sinh trudng cua vi khuan gip khé

khan, nhu do pH axit hodc do pH kiém, nhung ciing c6 thé dugc ti€n hanh bing
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phuong phép xU I nguyén liéu tho trong diéu kién nhiét do cao, hoic c6 thé két
hop ca hai phuong phap nay. D6i v6i nguyén liéu tho sau xir 1y axit hoac kiém,
t6t hon néu di€u chinh nguyén liéu thd da dugc x Iy dén do pH trung tinh,
hoac dén do pH thich hgp cho xtr 1§ dudng héa hoac xtr 1y duong hoéa 1én men,
va sau d6 str dung né lam nguyén liéu tho. Ngoai ra, ngay ca trong truong hop
ti€n hanh khir tring nhiét do cao, t6t hon n€u lam ngudi nguyén liéu tho da
duoc xtr 1y xudng nhiét do trong phong hoac xudng nhiét do thich hgp cho xir 1y
trong quy trinh dudng héa lén men, va sau dé st dung né lam nguyén liéu tho.
Nhu vay, khi nguyén liéu tho duoc dua ra sau khi nhiét do hoac pH duoc diéu
chinh, c6 thé ngin cdc enzym khong ti€p xiic véi do pH hodc nhiét do khic véi

pH thich hop hoac nhiét do thich hop, va khong bi khir hoat tinh.

Nguyén liéu tho géc lignoxenluloza da dugc cho qua xU Iy so bo dé tao
ra nguyén liéu tho thich hop cho xtr 1y dua trén phan tng dudng héa nho enzym,
dugc tron ti€p véi luong nudc thich hgp, enzym, va mudi hoa tan duogc trong
nudc, va tiy ¥ v6i vi sinh vat cn cho 1én men, nhu ndm men, va do dé, hén
dich nguyén liéu tho dugc di€u ché. Hon dich nguyén liéu tho nay dugc cung
cép cho budc xtr Iy dudng héa nhod enzym sau khi do dan dién duge di€u chinh
t6i gid tri da duoc xdc dinh trude. Quy trinh dai dién dé ti€n hanh phuong phdp

xtr Iy dudng héa nhd enzym duoc thé hién trén Fig. 1.
<Xt 1y duong héa nho enzym >

Trong trudng hop clia phuong phdp xur 1y dudng héa nhd enzym theo
quy trinh ctia Fig. 1, trong budc xU Iy dudng héa nhd enzym duogc biéu thi 1a

LN

"Duodng héa" trén Fig. 1, hén dich nguyén liéu tho da dugc diéu ché bang cich

bé sung nguyén liéu tho goc lignoxenluloza duge cung cép tir bude xur 1y so bo

"

duoc biéu thi 1a "X 1y so bo", enzym dudng héa, va mudi hda tan dugc trong
nuéc dé 1am chat dién phan vao luong nudce thich hop, duge cho qua dudng héa
nhd enzym trong diéu kién khudy. Nong do cta nguyén liéu tho lignoxenluloza
trong hén dich nguyén liéu tho t6t hon néu nam trong khoang tir 1 % khoi
luong dén 30 % khéi luong. Néu ndng do nay nho hon 1 % khéi luong, thi nong
do cudi cliing clia san phdm la qud thap, va xay ra vdn dé 1a chi phi dé co san

phdm tang. Ngoai ra, khi néng do nay 16n hon 30 % khoi luong va nguyén liéu
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tho dugc co cao, s€ khé khudy nguyén liéu tho, va xay ra van dé 1a hiéu suat bi
lam giam.

Do dan dién ciia hdn dich nguyén liéu tho trong budc xtt 1y dudng héa
nhd enzym t6t hon néu duge duy tri nam trong khoang tir 5 mS/cm dén 25

mS/cm.

Do pH dugce chon nam trong khoang tir 3,5 dén 10,0, trong dé enzym
duoc st dung dudng nhu khong bi khir hoat tinh, nhung t6t hon néu duy tri do

pH ndm trong khoang tir 3,5 dén 7,5.

Do pH & budc duong héa hoac budc dudng hda 1én men song song tot
hon néu dugc duy tri ndm trong khoang tir 3,5 dén 10,0, va t6t hon nita néu nim

trong khoang tir 4,0 dén 7,5.

Nhiét do dé xr Iy dudng héa nhd enzym khong bi gidi han mot cach cu
thé mién 12 nhiét do ndy ndm trong khoang nhiét do t6i wu clia enzym, va nhiét
do nay nhin chung nidm trong khoang tir 25°C dén 50°C, va t6t hon néu nim

trong khoang tr 30°C dén 40°C.

Ngoai ra, cich thic xay ra phan tng duong héa nhé enzym t6t hon néu
la c4ch thic lién tuc, nhung cédch thitc ban lién tuc hoac cach thiic theo mé cling

c6 thé duoc st dung.

Thoi gian phan tng c6 thé thay ddi theo ndng do enzym, nhung trong
trudng hop céch thic theo mé, thdi gian phan dng thudng ndm trong khoang tir
10 dén 240 giv, va tét hon néu nam trong khoang tir 15 dén 160 gid. Ngoai ra,
trong truong hop cich thic lién tuc, thoi gian luu trung binh nhin chung nim
trong khoang tir 10 dén 150 gio, va t6t hon néu nam trong khoang tir 15 dén 100
gio.

Enzym phén giai xenluloza dugc st dung trong xr 1y dudong héa nho
enzym hoic duong héa lén men song song dugc chon thich hop tit nhém cac
enzym duoc goi chung la xenlulaza, ma cé hoat tinh xenlobiohydrolaza, hoat

tinh endoglucanaza, va hoat tinh beta-glucosidaza.

Dai v6i nhiéu enzym phan giai xenluloza, cdc enzym c6 hoat tinh tuong

ting c6 thé dugc bé sung vé6i luong thich hop; tuy nhién, vi nhiéu trong s6 cdc
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ch& phdm xenlulaza c6 trén thi trudng cé nhiéu hoat tinh xenlulaza khdc nhau
dugc mo ta trén day ciing nhu hoat tinh hemixenlulaza, ché phdm xenlulaza c6

trén thi trudng ciing c6 thé dugc st dung.

Vi du vé ch& phdm xenlulaza c6 trén thi trudng bao gém ché phim
xenlulaza c6 nguén goc tir chi Trichoderma, chi Acrremonium, chi Aspergillus,
chi Phanerochaete, chi Trametes, chi Humicola, va chi Bacillus. Vi du vé san
phdm thuong mai cla ché pham xenlulaza nay bao gém Cellucine T2 (do HPI
Co., Ltd. san xudt), Meicelase do Meiji Seika Kaisha, Ltd. san xuét), Novozyme
188 do Novozymes A/S san xudt), Multifect CX10L do Genencor International,
Inc. san xuat), va GC220 do Genencor International, Inc. san xudt) (tit ca déu 12

nhan hiéu).

Lugng ché phdm xenlulaza dugc st dung tinh theo 100 phan theo kh&i
luong ham luong chét ran cta nguyén liéu tho t6t hon néu ndm trong khoang tir
0,5 dén 100 phan theo khdi luong, va dac biét t6t hon néu ndm trong khoéang tir
1 dén 50 phin theo khoi lugng.

Dé 1am mu6i hoa tan dugc trong nudc duge bé sung lam chat dién phan,
cdc muoi dugc chon tir mudi axit, mudi bazo, mudi trung hoa, va dung dich
dém chita mudi nhu dung dich dém axetat va dung dich dém xitrat c6 thé duoc
st dung riéng r& hoac két hop. Nong do cia mu6i hoa tan duge trong nuée cé
thé dugc diéu chinh mot cich tu do trong khoang khong c6 céc tic dong bat loi

dén phan tng dudng héa nho enzym.

Trong s6 d6, mudi hoa tan dugce trong nude duge chon tir mudi kim loai
kiém va mu6i kim loai kiém thé 12 duoc wu tién. Vi du vé cdc mu6i kim loai
kiém va mudi kim loai kiém thd bao gém muéi tan duoc trong nuéc duoc chon
tir nhém bao gém halogenua, sulfat, sulfit, thiosulfat, cacbonat, hydro cacbonat,
phosphat, dihydro phosphat, hydro diphosphat, axetat, va xitrat ciia kim loai
kiém va kim loai kiém thd.

Theo sdng ché, muéi hoa tan dugc trong nudc c6 thé dugc bd sung dé

lam chét dién phan trong quy trinh xit Iy dudng héa nhd enzym.

Trong quy trinh xir Iy dudng héa nhd enzym, t6t hon néu bé sung chat

dién phan vao hén dich nguyén liéu tho va duy tri do din dién cta hén dich
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nguyén liéu thoé nam trong khoang tir 5 mS/cm dén 25 mS/cm. Khi do dan dien
dugc duy tri ndm trong khoang tr 5 mS/cm dén 25 mS/cm, su hap phu clia cdc
enzym v6i cdc thanh phan chua dugc phan Wng hodc phédn can phan dng clia
nguyén liéu tho lignoxenluloza, va do dé, ty 1& tai quay vong cla cdc enzym
trong quy trinh xt Iy dudng héa nhd enzym c6 thé duge duy tri & mic cao trong
thoi gian dai. Chat dién phan c6 thé dugc b6 sung ma khong c6 gi6i han bat ky
trong budc bat ky, véi diéu kién 1a budc ndy nam trong quy trinh xir Iy dudng
héa nhd enzym, va budc nay cho phép thuc hién cong doan bd sung chat dién
phan. T6t hon n€u bé sung chét dién phan trong budc dudng héa lén men so cap

vi viéc thuc hién nay dé dang.

<Phan tdch rén-16ng>

Z N

Hén dich xtt Iy duogc thdo ra tir "budc dudng héa" dugc dua vio quy
trinh phan tich ran-16ng c6 thiét bi loc dugc biéu thi 1a "Phan tich rén-16ng"
trén Fig. 1, va phan can ran duoc loai bo. Phan can rdn dugc phan tich bing
thiét bi loc trong quy trinh phan téch ran-long bao gém lignin, hemixenluloza
va xenluloza. Tuy nhién, xenluloza ton tai & trang thdi dugc bao vé bdi lignin va
céc chat tuong tu, va & trang théi trong d6 su dudng hdéa ti€p khong thé duoc

xuc ti€n, va do d6, xenluloza thudng dugc thdo ra khoi quy trinh.

Ngoai ra, chat 16ng nuoéi cdy thdo ra tir buéc dudng héa lén men song
song so cdp dugc chuyén dén budc phan tich ran-16ng va dugc phan tach thanh
phan doan chit long (phan dich loc) va phan can (phdn cidn so cap). Dé 1am
thiét bi thuc hién phéan tich ran-16ng, mdy ép kiéu vit c6 c& lui nim trong
khoang tir 1,0 mm dén 2,0 mm dugc st dung. Mdy ép kiéu vit 1a thiét bi khong
dé dang bj tic boi cdc xo do cdu tric va ¢ kha nang thuc hién mot cdch hiéu
qua phan tdch ran-16ng véi lugng nang lugng tuong doi nhod hon. Dé tang cudng

hiéu qua phan tich rin-l6ng, dp suat ngugc c6 thé dugc 4p dung.

Phén can dugc tich riéng trong budc phan tdch ran-16ng bao gém lignin,
hemixenluloza va xenluloza, va xenluloza c6 lignin va cdc chat tuong tu dugc
hap thu vao d6 va do d6 & trong trang thdi trong d6 su duong hda boi cic enzym
12 kh6 khan. Phan can thu dugc sau budc phén tich ran-16ng bao gém luong 16n

cua cdc thanh phan chtta xo khong bi phan huy trong budc dudng héa 1én men
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song song so cdp, vi vay khi phan can duoc cho qua xir 1y co hoc hodc xtt 1§ héa

hoc, su dudng héa duoc tao diéu kién thuan loi (PTL 6).

Phan dich loc (phan doan chat 16ng) dugc tich riéng trong buéc phan

tdch ran-1ong dugc chuyén dén budc xi 1y sang tiép theo.
<Budc ly tam>

Phan doan chét 16ng da duogc loai bo phén cin ran trong budc phan tich
rin-long sau d6 dugc dua vao bude ly tam dugc biéu thi 1a "Ly tam", va phdn
cédn con lai ¢6 mat trong phan doan chat long tir bude phan tich rdn dugc loai bo.
Phan doan chit 16ng dugc dua vao quy trinh dé thu héi dung dich sacarit va

dung dich enzym, dugc biéu thi 12 "Phan tich mang" trén Fig. 1.

Ngoai ra, phan chung cat con du dugc chuyén dén buéc ly tam, trong
d6 phan can con lai trong d6 (phén can thit cap) dugc loai bd bing cich ly tam,
va sau do6 phan doan chat long dugc tdi tuan hoan dén quy trinh dudng héa lén
men song song so cap (xem Fig. 3). Phan doan chat 1ong chita cdc enzym, va
cdc enzym nay duoc tdi sit dung trong budc dudng héa 1én men song song so
cap. Trong ldc d6, phan can chita lignin, vi vay phén c@n nay c6 thé dugc thu
hoéi 1am nhién liéu dé dot chdy va c6 thé duge st dung lam nang luong, hoic

lignin ¢6 thé dugc thu héi va duoc st dung mot cdch hiéu qua.
<Budc phan tdch mang>

Phan doan chat 1ong tir d6 phan can con lai dugc loai bo trong budce ly
tam 1a phan doan chét long chifa cdc enzym va sacarit dd dugc tao ra, va phan
doan chat long nay dugc tach riéng thanh dung dich chita enzym va dung dich
chtta sacarit trong budc phan tich mang dugc biéu thi 12 "Phan tich mang" trén
Fig. 1 va duogc dua vao thiing chita dung dich enzym dugc biéu thi 1a "enzym
duoc thu hoi", trong d6 dung dich chita enzym dugc tdi quay vong dé 1am
nguén enzym. Dung dich chita sacarit dugc 18y ra truc ti€p 1am san pham.

Vi dung dich chitta sacarit chita monosacarit nhu hexoza va pentoza,
cling nhu oligosacarit, néu du dinh san xudt monosacarit, thi cdc oligosacarit c6
thé duoc tdch rieng va dugc cung cép cho "Budc dudng héa", dé cho céc

oligosacarit ndy c6 thé dugc xu Iy bing enzym tié€p va duoc phan hily thanh
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monosacarit.
<Budc xtr 1y duong hda 1én men song song so cdp >

Budc xtr Iy dudng héa nhd enzym duoc biéu thi 12 "Budc dudng héa"
trén Fig. 1 ¢6 thé dugc tién hanh duéi dang quy trinh xUt Iy dudng héa 1én men
song song, quy trinh nay dong thoi tién hanh x{r Iy 1én men st dung vi sinh vat
ma st dung sacarit dugc san xudt boi phan tng duong héa nho enzym lam
nguyén liéu tho (co chat 1én men). Trong trudng hop nay, vi sinh vat dé 1én men
ma st dung sacarit da dugc tao ra lam co chét 1én men (nguyén liéu 1én men
tho) duoc bé sung vao hdn dich nguyén liéu tho, cing véi enzym dudng héa.
Quy trinh tiéu biéu dé tién hanh phuong phdp xit Iy dudng héa 1én men song

song duoc thé hién trén Fig. 2.

Trén Fig. 2, nguyén liéu tho goc lignoxenluloza da dugc xu ly thanh
trang thai thich hop dé xir Iy dudng héa nhd enzym trong budc xit 1§ so bo duoc
b6 sung vao luong nudc thich hgp cling v6i muéi hoa tan duoc trong nuée 1am
chit dién phan, enzym phan giai xenluloza, va vi sinh vat dé 1én men nhu ndm
men rugu, va dugc cho, duéi dang hén dich nguyén liéu thd c6 do din dién
dugc di€u chinh t6i gid tri da duoc xdc dinh trude, qua ca xu 1y dudong hoéa
xenluloza boi phan tng dudng héa nhd enzym va xu 1y 1én men nhu 1én men
ruou st dung sacarit da dugc tao ra dé lam co chét 1én men trong budc dudng

héa 1én men song song.

Nguyén liéu tho géc lignoxenluloza da dugc cho qua xu 1y so bo thich
hop dé dudng héa 1én men dugc tron véi lugng nude thich hop, enzym, va vi
sinh vat cén cho 1én men, nhu ndm men, va hén hop nay dugc cung cdp cho
buéc dudng héa 1én men song song so cdp. Quy trinh tiéu biéu cla phuong
phdp xir 1y dudong héa 1én men song song dugc thé hién trén Fig. 1.

Trén Fig. 3, nguyén liéu tho goc lignoxenluloza da duogc xu 1y thanh
trang théi thich hop dé xr Iy dudng héa lén men trong budc xtt 1y so bo, duoc
duong hoéa (xenluloza — glucoza) boi cdc enzym va sau dé duoc 1én men

(glucoza — etanol) bdi ndm men.

Dé 1am vi sinh vat duogc sit dung dé 1én men, c6 thé st dung ndm men
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va cédc loai vi sinh vat tuong tu. Vi sinh vat ¢6 thé duge bd sung ciing v6i moi
truong va cdc chét twong ty dugc st dung trong nuéi cdy ching. P& 1am nim
men, cdc ndm men da bi€t dugc mo ta trong PTL 3, vi du, cdc ndim men nhu
Sacharomiyces cerevisae, Pichia stipitis, Issatchenkia orientalis, Candida

brassicae, va Rhizopus javanicus c6 thé dugc sit dung.

Vi sinh vat ¢6 thé dugc ¢6 dinh. Néu vi sinh vat duoc ¢6 dinh, budc thu
hoi vi sinh vat trong budc ti€p theo c6 thé dugc bd qua, hodc it nhat chi phi cho
budc thu héi c6 thé duge 1am gidm, va nguy co ton thét vi sinh vat c¢6 thé dugc
lam gidm. Ngoai ra, mac du khong c6 10i nhu viéc ¢6 dinh vi sinh vat, viéc thu
hoi vi sinh vat c6 thé duge tién hanh dé dang hon bang cich chon vi sinh vat c6

tinh chat két dinh.

Trong cdc quy trinh cla Fig. 2, héon dich da duge xir 1y dugc thdo ra tir
budc dudng héa lén men song song dugc dua vao bude phan tich rin-16ng trong
d6 chat ran dugc loai bo khoi hdn dich, va sau d6 phan doan chét 10ng chita sin
phdm lén men va sacarit dugc dua vao "Budc chung cit" duogc bidu thi la
"Chung cat" trén Fig. 2 d€ tich va thu héi sén phim 1én men. Trong buéc chung
cét, san phdm lén men duoc chung cét va dugc téch bing thiét bi chung cat ap
sudt giam. Khi st dung cdch chung cét dp sudt giam, san phdm lén men c6 thé
dugc tdch riéng ¢ nhiét do thip, va do d6, su khir hoat tinh cla cdc enzym c6
thé dugc ngan ngita. D€ 1am thiét bi chung cat dp suat giam, c6 thé sir dung

thi€t bi bay hoi dang quay, thiét bi bay hoi nhanh va c4c thiét b tuong tu.

Nhiét do chung cét t6t hon néu ndm trong khoang tir 25°C dén 60°C.
Néu nhi¢t do chung cat thap hon 25°C, viéc chung cat san pham t6n thoi gian,
va hiéu sudt bi giam. Ngoai ra, néu nhiét do chung cat cao hon 60°C, cic enzym
bi lam bién tinh bdi nhiét va bi khit hoat tinh, va lugng enzym duoc bd sung
mdi s€ tang. Do vay, hiéu qua kinh t€ bi lam giam.

Néng do cua san phdm 1én men con lai trong phan chung cét con du sau
khi chung cat t6t hon néu bang 0,1 % khéi lugng hoic it hon. Khi san phdm lén
men dugc diéu chinh t6i néng do ndy, lugng san phdm lén men dugc thdo ra
cung v6i phin can con lai trong budc ly tam ti€p theo c6 thé dugc 1am giam, va

hiéu suét c6 thé dugc tang lén.
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Phén chung cét con du tir bude chung cit sau d6 dugc dua vao bude ly
tam dugc biéu thi 12 "Ly tam" trén Fig. 2, vA phan cin cdn lai ¢6 mat trong phan
chung cét con du duoc loai bo. Do vay, thu dugc phan doan chat 1dng chia cic

enzym va sacarit.

Phan doan chat l6ng chita cdc enzym va sacarit ndy duoc dua vao budc
phan tich mang dugc bi€u thi 12 "Phan tich mang" trén Fig. 2, va dugc tach
rieng thanh dung dich chita enzym va dung dich chia sacarit. Dung dich chida
enzym dugc tdi quay vong va duoc cung cép cho "budc duong héa 1én men
song song" thong qua thung chita dung dich enzym dugc biéu thi 12 "enzym
dugc thu hoi" trén Fig. 2. Ngoai ra, dung dich chita sacarit duoc thu gom trong
thung chita dung dich sacarit dugc biéu thi a "Sacarit" trén Fig. 2 va duogc xir ly

thanh sén phim sacarit.

Trong budc dudng héa lén men song song, hexoza, mot san phdm phan
huy xenluloza nh& enzym ctia xenluloza, cu thé 12 glucoza, manoza, galactoza
va cdc chat tuong tu, va pentoza ¢ ngudn goc tir hemixenluloza, cu thé 13,
xyloza va cdc chat tuong tu, cling nhu oligosacarit duoc tao ra. Hexoza nhu
glucoza chu yéu dugc ding lam co chat 1én men, va céc rugu nhu etanol dugc
tao ra. Ngoai ra, vi pentoza va oligosacarit khong dugc ding 1am co chat lén
men, pentoza va oligosacarit dugc truc ti€p dua vao budc thu héi enzym ciing
vOi cdc enzym. Trong truong hop nay, pentoza c6 thé dugc bd sung vio hén
dich nguyén liéu tho cing véi ndm men ma nhat dinh st dung pentoza 1am co
chét 1én men, hoic ¢6 thé dugc cho qua xit 1§ 1én men trong quy trinh phén tach.

Ngoai ra, néu can, pentoza c6 thé dugc thu hdi 1am san pham.

Ngoai ra, oligosacarit ¢6 thé dugc thu héi 1am san phidm néu cén, hoic
c6 thé dugc st dung 1am nguyén liéu thé dé dugce phan huy thanh monosacarit
bdi cdc enzym trong budc duong héa lén men song song nhu duge ban luan
trong phuong phdp xtt 1y dudng héa nho enzym theo quy trinh cta Fig. 1.

Noéng do hén dich cta nguyén lieu tho géc lignoxenluloza t6t hon néu
nam trong khoang tit 1 % khoi lugng dén 30 % khéi lugng. Néu néng do hén
dich nhoé hon 1 % khéi luong, ndéng do cudi ciing clia san pham 1a qué thip, va

xay ra van dé 1a chi phi dé c6 san phdm ting. Ngoai ra, néu néng do niy lén
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hon 30 % khoi luong va nguyén li¢u tho duge co cao, s€ kh6 khuay nguyén liéu

tho, va xay ra van dé€ 12 hiéu suét bi lam giam.
<Budc xtr 1y sang>

Phan dich loc thu dugc sau khi phan tdch ran-16ng dugc cho qua xit 1y
sang, va duoc tdch riéng thanh cdc xo min va phan dich loc (phan doan chat
long). D€ 1am phuong phdp x&r 1y sang, thiét bi x&t Iy sang bat ky c6 kha ning
phan tich cdc xo min c6 thé dugc st dung ma khong bi gi6i han cu thé. Dé lam
thi€t bi xut Iy sang, ludi sang, mdy ép loc, va céc thiét bi tuong tu c6 thé dugc st
dung. Kich thudc ¢& 16 clia sang t6t hon néu ndm trong khoang tir c& 16 80 dén
¢ 16 600 (28 pum dén 182 pm), va tot hon nita néu nidm trong khoang tir ¢ 16
150 dén ¢& 16 400 (39 pum dén 97 pm). D€ lam tang hiéu qua x{ 1y, bo tao rung
clia sang c6 thé dugc gin vao, va viéc 1am rung c6 thé duoc 4p dung. Cic xo
min dugc téch bang cich xtr Iy nhu dugc mo ta trén day c6 ham luong lignin
thap so véi phan cin so cép hoidc phéan can thi cdp, va c¢6 thé duge dudng héa
mot cdch dé dang bdi cdc enzym. Ngoai ra, khi cdc xo min dugc loai bd bang
xtt 1y sang, c6 10i n€u c6 thé van hanh thiét bi trong khoang thoi gian dai dé ¢6
thé 1am giam luong chét rén két dinh vao thiét bi chung cat 4p suat giam duogc
str dung trong budc chung cét ti€p theo. Cac xo min da dugc thu hdi cé thé duoc
chuyén dén bu6c dudng héa lén men so cdp va c6 thé duge ding 1am nguyén
lieu tho dé dudng hoa 1én men (xem Fig. 3). Ngoai ra, cdc xo min dugc thu hoi
c6 thé dugc chuyén dén budc dudng héa lén men thtt c4p (quy trinh dudng héa
lén men khdc v6i quy trinh dudong héa 1én men so cdp) ma s& duoc mo ta dudi
day va c6 thé dugc ding 1am nguyén liéu tho dé dudng héa lén men (xem Fig.
4). Ngoai ra, cidc xo min di duogc thu hdi cling c6 thé duge cho qua dudng héa
trong quy trinh riéng r&. Khi céc xo min dugc xit Iy bang duong héa hodc dudng
héa lén men nhu vdy, cdc enzym hdp phu véi cdc xo min ¢6 thé dugc st dung

mot cach hiéu qua.

Mat khéc, phan dich loc dugc tich bang cdch xur 1y sang duoc chuyén

dén budc chung cit.
<Buéc xtr 1y dudng hoéa 1én men song song thit cap>

Buéc xtr Iy duong héa 1én men song song thit cdp 1a budc dudng héa lén
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men doc lap véi budce xir Iy dudng héa 1én men song song so cdp, va dudng héa
léen men c6 thé dugc tién hanh bing cich st dung lignoxenluloza méi lam
nguyeén liéu tho, hodc dudng héa 1én men c6 thé dugc tién hanh bang cich st
dung phin can dugc thdo ra trong quy trinh 1am nguyén liéu tho. Ngoai ra,
sacarit chua dugc lén men thanh etanol trong buéc dudng héa l1én men song
song so cip ciling c6 thé dugc 1én men trong x{r 1y dudng héa lén men song song
thtt cap. Trong budc dudng héa lén men song song so cdp, hexoza c6 ngudn goc
tir xenluloza, cu thé 13, glucoza, manoza, galactoza va cdc chat twong tu dugc
léen men thanh etanol, nhung xyloza, mot pentoza cé ngudn goc t
hemixenluloza, c6 thé vin cdn chua duge phan tng. Trong trudng hop niy, nim
men ma chic chin lén men pentoza hon c6 thé dugc bd sung vao buéc xir 1y
dudng héa 1én men song song thit cdp, dé 1én men pentoza. Theo sing ché, cdc
xo min duoc thu héi bang cch xtr 1y sang c6 thé dugc chuyén dén bude xit Iy
dudng héa 1én men song song thit cdp va c6 thé dugc xUr Iy bang dudng héa len

men.
<Buéc chung cat>

Phan dich loc thu dugc sau bude xUr Iy sang, hodc chat 1éng da duge xi
ly (chat 1ong nuoi cdy) thu dugc sau budc xtr Iy dudng héa l1én men song song

thii cap dugc chuyén dén budc chung cét (xem Fig. 3 va Fig. 4).

Trong budc chung cit, san phdm lén men dugc chung cét va duogc tach
bang thiét bi chung c4t 4p sudt giam. Vi san phdm lén men c6 thé duoc tich
riéng & nhiét do thdp dudi dp sudt giam, su khir hoat tinh clia cdc enzym c6 thé
dugc ngan nglta. D€ 1am thiét bi chung ct 4p sudt gidm, c6 thé st dung thiét bi

bay hoi dang quay, thi€t bi bay hoi nhanh va céc thiét bi tuong tu.
Vi du thuc hién sang ché

Sau day, sdng ché s& duoc mo ta dua trén cdc Vi du, nhung sdng ché
khong bi gidi han & cdc Vi du nay. Trong cac Vi du va Vi du so sanh tuong ting,
don vi "%" biéu thi "% khoi luong", va don vi "phdn" biéu thi "phén theo khoi

luong."

(ViduAl)
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100 g can ba rung (forest residue) da tdn vun duoc dwa vao 1000 ml
nuéc chira 20 g xit nong do 48%, va can ba riing duoc xtr 1y & nhiét do 90°C
trong 30 phiit. Sau d6, hdn hop duge nghién bang may nghién bot gidy (khe hé
0,5 mm). San phdm ndy dugc loai nudc va dugc rira bing may ép kiéu vit, va
san phdm thu duoc dugc st dung 1am co chat nguyén liéu tho.

Co chét nguyén lieu tho duoc bé sung & néng do cudi ciing bing 5%,
CSL (dich ngam ng6) duoc b sung & nong do cudi ciing bang 1%, amoni sulfat
dugc bé sung & néng do cudi cing bang 0,5%, va natri clorua duge bé sung &
néng do cudi ciing bing 100 mM. Do vay, 400 ml hén dich lignoxenluloza c6

do dan dién bing 11,8 mS/cm dugc diéu ché,

Hén dich lignoxenluloza dugc di€u ché nhu dugec mo ta trén day duoc
khir tring bang hoi nuGe & nhiét do 120°C trong 20 phit va duoc lam nguoi
xudng 40°C. Sau d6, 10 ml enzym (nhan hiéu: GC220; do Genencor

International, Inc. sén xu4t) duoc bé sung vao dé.

Phan tng dudng héa dugc ti€n hanh & nhiét d6 30°C va trong diéu kién
khudy & t6c do 120 vong/phiit va 1 ml chat 1ong phan tng dugc thu gom sau
mdi 24 gid va 48 gio va duge ly tdm trong 5 phit & toc do 10.000 vong/phiit.
Hoat tinh enzym ctia dich néi trén bé mat thu duogc theo céch dé duge x4c dinh.

Ty 1é¢ thu héi dugc tinh todn bing cdch st dung hoat tinh cla
B-glucosidaza, mot enzym quan trong nhét trong qué trinh thu héi enzym, dé
lam chi s6. Viéc xdc dinh hoat tinh dugc tién hanh bing phuong phdp dugc mo
ta duéi day.

(Hoat tinh B-glucosidaza)

Viéc xdc dinh hoat tinh B-glucosidaza dugc ti€n hanh béng céch bé
sung 4 pl dung dich enzym vao 16 pl dung dich chdt dém axetat néng do 125
mM (pH 5,0) chida 4-metyl-umberiferyl-glucosit nong do6 1,25 mM, thuc hién
phan tng trong 10 phit & nhiét do 37°C, sau d6é bo sung 100 ul dung dich chat
dém glyxin-NaOH néng do 500 mM (pH 10,0) dé két thic phan tng, va xic
dinh mat do huynh quang & 460 nm st dung 4nh sdng kich thich & 350 nm. Ty

lé thu héi enzym duge xac dinh bang cong thiic tinh todn sau.
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Ty 1¢ thu héi enzym (%) = (Hoat tinh enzym cla dich ndi trén bé

mat/hoat tinh cia enzym dugc bé sung) x 100
(ViduA2)

Thir nghiém duoc ti€n hanh theo cich giong nhu trong Vi du Al, chi
khéc 1a thay vi natri clorua dugc b6 sung dén néng do cudi cling bing 100 mM
trong phuong phép ctia Vi du Al, natri hydro cacbonat dugc bé sung dén néng
do cu6i ciing bang 100 mM. Do dan dién trong hé phan tng tai thoi diém nay 12
8,6 mS/cm.

(Vidu A3)

100 g can ba rimg da tdn vun dugc dua vao 1000 ml nudc chita 20 g xiit
nong do 48%, va can ba rimg duge xut 1y & nhiét do 90°C trong 30 phiit. Sau d6,
hon hop dugc nghién bing mdy nghién bot gidy (khe hd 0,5 mm). San phim
nay duoc loai nuéc va duoc rira bang mdy ép kiéu vit, va sin phim thu duogc

dugce st dung lam co chét nguyén liéu tho.

Co chét nguyén liéu tho dugc bd sung & néng do cudi ciing bing 5%,
CSL (dich ngam ngo) dugc bo sung & ndng do cudi ciing bing 1%, amoni sulfat
dugc bd sung ¢ nong do cusi cuing bang 0,5%, va natri clorua duoc b8 sung &
noéng do cudi cing bang 100 mM. Do vay, 400 ml hén dich lignoxenluloza c6

d6 dan dién bang 12,0 mS/cm duoc diéu ché.

Hoén dich lignoxenluloza dugc diéu ché nhu dugc mo ta trén day duoc
khtr tring bang hoi nuéc & nhiét do 120°C trong 20 phiit va duoc 1am nguoi
xuong 40°C. Sau d6, 10 ml enzym (nhdn hiéu: GC220; do Genencor

International, Inc. san xuét) dugc bd sung vao dé.

Ngoai ra, ndm men c6 trén thi trudng (nhan hiéu: Maurivin: Mauri
Yeast Australia Pty, Limited) dugc b6 sung vao hén dich nguyén liéu tho da
duoc diéu ché nhu dugc mo ta trén day, va ndm men dugc cho qua dudng héa,
léen men va nuoi cdy ¢ nhiét do 30°C trong di€u kién khudy & t6c do 120
vong/phit va 1 ml chat léng phan tng dugc thu gom sau méi 24 gid va 48 gid
va dugc ly tam trong 5 phiit & toc do 10.000 vong/phiit. Hoat tinh enzym clia

dich ndi trén bé mat thu dugc theo cich d6 dugc x4c dinh.
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(Vi duAd)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo cich giong nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén néng do cudi cing bing 100 mM
trong phuong phép cta Vi du A3, kali clorua dugc b6 sung dén ndng do cudi
cing biang 100 mM. Do din dién trong hé phan tng tai thoi diém nay 1a 13,3

mS/cm.
(ViduAS)

Thir nghiém dugc tién hanh theo cich gidng nhu trong Vi du A3, chi
khéc Ia thay vi natri clorua duoc st dung trong phuong phdp ctia Vi du A3 duoc
bo sung dén ndng do cudi cing bing 100 mM, kali iodua dugc bé sung dén
nong do cudi cling bang 100 mM. D¢ dan dién trong hé phéan tng tai thdi diém

nay la 14,5 mS/cm.
(Vidu A6)

Thlr nghiém duogc ti€n hanh theo cich giong nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén néng do cudi cling bing 100 mM
trong phuong phédp ctia Vi du A3, natri sulfat dugc b sung dén néng do cudi
cing bang 100 mM. D6 din dién trong hé phan dng tai thdi diém nay 1a 14,7

mS/cm.
(Vidu A7)

Thlr nghiém dugc ti€n hanh theo cich giong nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén néng do cudi cing bing 100 mM
trong phuong phdp ctia Vi du A3, natri sulfit dugc b6 sung dén néng do cudi
cting bang 100 mM. D6 din dién trong hé phan dng tai thdi diém nay 1a 13,6
mS/cm.

(Vi du A8)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo cich giéng nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bé sung dén nong do cudi ciing bing 100 mM

trong phuong phép clia Vi du A3, natri thiosulfat dugc b6 sung dén néng do
biang 100 mM. Do din dién trong hé phan tng tai thoi diém nay 1a 16,9 mS/cm.
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(Vidu A9)

Thr nghiém duogc tién hanh theo cich giong nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén néng do cuéi cling bing 100 mM
trong phuong phép ctia Vi du A3, natri cacbonat dugc bé sung dén néng do cudi
cung bang 100 mM. Do din dién trong hé phéan dng tai thoi diém nay 12 12,6

mS/cm.
(Vidu A10)

Thir nghiém duogc ti€én hanh theo cich giong nhu trong Vi du A3, chi
khdc 12 thay vi natri clorua dugc bd sung dén néng do cudi cling bang 100 mM
trong phuong phép ctia Vi du A3, dikali hydro phosphat dugc b6 sung dén néng
do cuoi ciing bang 100 mM. Do dan dién trong hé phan tng tai thoi diém nay la
15,0 mS/cm.

(ViduAll)

Thir nghiém duoc tién hanh theo cdch giong nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén néng do cu6i cling bing 100 mM
trong phuong phép ciia Vi du A3, dinatri hydro phosphat dugc bd sung dén
noéng do cudi cling bang 100 mM. Do dan dién trong hé phéan tng tai thoi diém

nay la 11,9 mS/cm.
(ViduAl2)

Thlr nghiém dugc ti€n hanh theo cach giéng nhu trong Vi du A3, chi
khdac 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén nong do cuéi cing bing 100 mM
trong phuong phdp ctia Vi du A3, natri hydro cacbonat duoc bd sung dén nong
do cudi cing bang 100 mM. Do dan dién trong hé phéan ting tai thoi diém nay 12
8,9 mS/cm.

(Vidu A13)

Thtr nghiém dugc tién hanh theo cidch gidng nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén nong do cudi cting bing 100 mM
trong phuong phdp ctia Vi du A3, trinatri xitrat dugc bé sung dén nong do cudi
cung bang 100 mM. Do din dién trong hé phan tng tai thoi diém nay 1a 15,4

mS/cm.

-30-



22513

(ViduAl4)

Thir nghiém dugc tién hanh theo céch gidng nhu trong Vi du A3, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc b6 sung dén néng do cudi cing biang 100 mM
trong phuong phdp ctia Vi du A3, dém axetat (pH =5,0) dugc bd sung dén nong
do bang 100 mM. Do din dién trong hé phan dng tai thoi diém nay 1a 7,1
mS/cm.

(ViduAl5)

Thtr nghiém dugc tién hanh theo cich giong nhu trong Vi du A3, chi
khac 1a thay vi natri clorua dugc b6 sung dén néng do cudi ciing bing 100 mM
trong phuong phdp ctia Vi du A3, chat dém xitrat (pH 5,0) dugc bd sung dén
néng do cudi cing bang 100 mM. D6 dén dién trong hé phan tng tai thoi diém
nay [a 10,9 mS/cm.

(Vi du A16)

100 g vo cay Eucalyptus globulus da tan vun dugc dua vao 1000 ml
nudc chita 20 g xdt ndng do 48%, va cin ba riing dugc xit 1y & nhiét do 90°C
trong 30 phit. Sau d6, hén hop duoc nghién bang may nghién bot gidy (khe hé
0,5 mm). San phdm nay duoc loai nuéc va dugc rira bing mdy ép kiéu vit, va
san pham thu dugc dugc st dung lam co chat nguyén liéu tho.

Co chit nguyeén liéu tho dugc bd sung & nong do cudi cing bang 5%,
CSL (dich ngam ng6) ducc bd sung & néng do cudi cling bing 1%, amoni sulfat
duoc bé sung & nong do cudi cliing bing 0,5%, va natri clorua duoc bé sung &
néng do cudi ciing bang 100 mM. Do vay, 400 ml hén dich lignoxenluloza c6

do dan dién bang 11,8 mS/cm dugc diéu ché,

Hon dich lignoxenluloza dugc diéu ché nhu dugc mo ta trén day duoc
khtr tring bang hoi nudc & nhiét do 120°C trong 20 phit va dugc 1am nguoi
xuong 40°C. Sau d6, 10 ml enzym (nhan hiéu: GC220; do Genencor
International, Inc. sdn xuat) duoc bd sung vao do.

Phan tng duong héa dugc ti€n hanh & nhiét do 30°C trong diéu kién

khudy & t6c do 120 vong/phit va 1 ml chat 16ng phan tng duoc thu gom sau
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mbi 24 gid va 48 gid va duge ly tam trong 5 phit & t6¢c do 10.000 vong/phiit.

Hoat tinh enzym cta dich néi trén bé mit thu dugc theo cdch dé duge x4c dinh.
(Vidu Al17)

100 g vo cay Eucalyptus globulus da tan vun dugc dua vao 1000 ml
nudc chita 20 g xit nong do 48%, va vo cay da tan vun dugc xt 1y & nhiét do
90°C trong 30 phit. Sau d6, hén hop duoc nghién bang may nghién bot gidy
(khe h6 0,5 mm). San phdm nay duoc loai nuéc va dugc rlra bing mdy ép kiéu
vit, va san phdm thu dugc duoc st dung 1am co chét nguyén liéu tho.

Co chdt nguyeén liéu thé dugc bé sung & néng do cudi cung bing 5%,
CSL (dich ngam ng6) dugc bd sung & néng do cudi cling biang 1%, amoni sulfat
duoc bé sung & nong do cudi cing bang 0,5%, va natri clorua dugc bd sung &
néng do cudi ciing bang 100 mM. Do vay, 400 ml hén dich lignoxenluloza cé
do dan dién bang 11,8 mS/cm dugc diéu ché.

Hén dich lignoxenluloza dugc diéu ch€ nhu dugc mo ta trén day duoc
khir tring bang hoi nuéc & nhiét do 120°C trong 20 phit va duoc 1am nguoi
xuong 40°C. Sau do, 10 ml enzym (nhdn hiéu: GC220; do Genencor
International, Inc. san xudt) duoc bd sung vao d6. Ngoai ra, nim men c6 trén thi
trudong (nhan hiéu: Maurivin: Mauri Yeast Australia Pty, Limited) dugc bé sung
vao hén dich nguyeén liéu tho da duoc diéu ché nhu duge mo ta trén day, va ndm
men dugc cho qua dudng hda, 1én men va nuodi cdy & nhiét do 30°C trong diéu
kién khudy & t6c do 120 vong/phit va 1 ml chit long phan tng dugc thu gom
sau moi 24 gid va 48 gid va dugc ly tam trong 5 phiit & téc do 10.000 vong/phuit.
Hoat tinh enzym cta dich néi trén bé mat thu dugc theo cdch dé duge xdc dinh.

(Vidu AlB)

100 g can ba rirng da tdn vun dugc dua vao 700 ml nude chita 20 g natri
sulfit nébng do 97,0% va 1 g xut, va can ba ring dugc xU 1y & nhiét do 170°C
trong 60 phit. Sau d6, hén hop duoc nghién bang may nghién bot gidy (khe hd
0,5 mm). San phdm nay dugc loai nudc va dugc rira bing mdy ép kiéu vit, va

san pham thu dugc duge st dung lam co chit nguyén liéu tho.

Co chdt nguyeén liéu tho dugc bé sung & néng do cudi cing bang 5%,
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CSL (dich ngam ngo) dugc bé sung & néng do cudi cliing bing 1%, amoni sulfat
duoc bé sung & néng do cudi cing bing 0,5%, va natri clorua dugc bd sung &
nong do cudi ciing bang 100 mM. Do vay, 400 ml hén dich lignoxenluloza c6

do dan dién bang 8,9 mS/cm duoc diéu ché.

Hén dich lignoxenluloza dugc diéu ché nhu dugc mo ta trén day duoc
khtr tring bang hoi nudc & nhiét do 120°C trong 20 phit va duoc lam nguoi
xudng 40°C. Sau d6, 10 ml enzym (nhdn hiéu: GC220; do Genencor

International, Inc. san xuét) dugc bé sung vao dé.

Phan tng dudng héa duoc ti€n hanh & nhiét do 30°C trong diéu kién
khudy & toc do 120 vong/phit va 1 ml chat 16ng phan dng dugc thu gom sau
moi 24 gid va 48 giv va dugc ly tam trong 5 phiit & t6c do 10.000 vong/phiit.
Hoat tinh enzym cua dich ndi trén bé mat thu dugc theo cach d6 duoc xé4c dinh.

(Vi duA19)

100 g cédn ba riing da tdn vun dugc dua vao 700 ml nudc chia 20 g natri
sulfit néng d6 97,0% va 1 g xiit, va can ba riing dugc xtt 1y & 170°C trong 60
phit. Sau d6, hdn hgp duge nghién bing mdy nghién bot gidy (khe hé 0,5 mm).
San phdm nay dugc loai nudc va dugc rita bang may ép kiéu vit, va san phdm
thu dugc duge st dung lam co chdt nguyén liéu tho.

Co chit nguyén lieu tho dugc bd sung & néng do cudi cing bang 5%,
CSL (dich ngam ngo) dugc bé sung & néng do cudi ciing bing 1%, amoni sulfat
dugc bé sung & néng do cudi cing béng 0,5%, va natri clorua dugc bd sung &
nong do cudi cling bang 100 mM. Do vay, 400 ml hdn dich lignoxenluloza c6
do dan dién bang 9,4 mS/cm duoc diéu ché.

Hoén dich lignoxenluloza dugc diéu ché nhu dugc mo ta trén day dugc
khir tring bing hoi nudc & nhiét do 120°C trong 20 phit va duoc 1am nguoi
xuong 40°C. Sau d6, 10 ml enzym (nhdn hiéu: GC220; do Genencor

International, Inc. san xudt) dugc bd sung vao do.

Ngoai ra, nim men c6 trén thi truong (nhan hiéu: Maurivin: Mauri
Yeast Australia Pty, Limited) dugc b6 sung vao hdn dich nguyén liéu tho dugc

di€u ch&€ nhu dugc mo ta trén day, va ndm men dugc cho qua dudng hda, lén
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men va nuoi cdy & nhiét do 30°C trong diéu kién khudy & t6c do 120 vong/phiit
va 1 ml chat long phéan ting duoc thu gom sau méi 24 gid va 48 gid va dugc ly
tam trong 5 phit & téc do 10.000 vong/phit. Hoat tinh enzym cta dich néi trén

bé mat thu dugc theo céch d6 dugc xac dinh.
(Vi du A20)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo cdch giong nhu trong Vi du A16, chi
khdc 1a 700 ml nuéc chita 20 g natri sulfit néng do 97,0% va 1 g xit dugc sl
dung thay vi 1000ml nuéc chita 20g xit néng do 48% duogc st dung trong
phuong phdp ctia Vi du A16. D¢ dan dién trong hé phan tng tai thoi diém nay
1a 11,2 mS/em.

(ViduA21)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo céch giong nhu trong Vi du A17, chi
khdc 1a 700 ml nudc chtta 20 g natri sulfit nong do 97,0% va 1 g xit duoc sit
dung thay vi 1000ml nuéc chita 20g xit nong d6 48% dugc st dung trong
phuong phdp ctia Vi du A17. D6 dan dién trong hé¢ phan tng tai thodi diém nay
la 11,2 mS/cm.

(Vidusosanh Al)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo cdch giéng nhu trong Vi du Al, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc bd sung dén néng do cudi ciing bing 100 mM
trong phuong phdp ctia Vi du A1, thi b6 sung axit sulfuric dé diéu chinh do din

dién cta hé phan ing dén 6,5 mS/cm.

(Vidusosanh A2)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo cich giong nhu trong Vi du Al, chi
khdc 1a thay vi natri clorua dugc b6 sung dén nong do cudi cling bing 100 mM

trong phuong phdp cta Vi du Al, thi bé sung natri hydroxit dé diéu chinh do

dén dién cua hé phan ting dén 8,0 mS/cm.
(Vi du so sanh A3)

Thtr nghiém duoc ti€n hanh theo cidch giéng nhu trong Vi du 3, chi

khéc 1 natri clorua khong dugc bé sung trong phuwong phip clia Vi du A3. Po
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dan dién trong hé phan tng tai thoi diém nay 13 4,2 mS/cm.
(Vi du so sdnh A4)

Thir nghiém duoc ti€n hanh theo céch giong nhu trong Vi du A3, chi
khéc 1a thay vi natri clorua dugc b6 sung dén nong do cudi ciing bing 100 mM
trong phuong phap ctia Vi du A3, thi b sung axit sulfuric dé diéu chinh do din

dién cta hé phan tng dén 6,3 mS/cm.
(Vidu so sanh AS5)

Thir nghiém dugc tién hanh theo cdch giong nhu trong Vi du A3, chi
khéc la thay vi natri clorua dugc b6 sung dén néng do cudi cling bing 100 mM
trong phuong phép ctia Vi du A3, thi b6 sung axit clohydric dé diéu chinh do
dan dién cia hé phan dng dén 6,6 mS/cm.

(Vi du so sdnh A6)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo cdch giéng nhu trong Vi du A3 chi
khéc 1a thay vi natri clorua dugc bé sung dén nong do cuéi ciing bing 100 mM
trong phuong phép ctia Vi du A3, thi b6 sung natri hydroxit dé diéu chinh do
dan dién cua hé phan tng dén 8,2 mS/cm.

(Vi du so sdnh A7)

Thir nghiém dugc ti€n hanh theo cdch giong nhu trong Vi du Al, chi
khéc 1a thay vi natri clorua dugc b6 sung dén ndng do cudi ciing bing 100 mM
trong phuong phdp ctia Vi du A1, thi b6 sung natri clorua dén néng do bing 5

mM dé diéu chinh do dan dién clia hé phan ting dén 4,6 mS/cm.

Cac két qua clia Vi du Al dén A21 va Vi du so sdnh Al dén A7 duoc

thé hién trong Bang A1l.
(Bang A1)
‘o b6 dan dién Ty 1¢& thu héi enzym

So vi du (mS/cm) pH (%)
Sau khi dugc nuoi | S2u Khi duge
cdy trong 24 gis nuo1 cdy trong

48 giv
ViduAl 11,8 4,0 90,2 88,1
ViduA2 8,6 7,5 89,9 86,5
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Vidu A3 12,0 4,0 89,8 88,7
Vidu A4 13,3 3,9 79,2 77,3
ViduAS 14,5 4,0 81,1 88,0
Vidu A6 14,7 3,9 75,8 75,0
ViduA7 13,6 7,0 86,6 84,9
Vidu A8 16,9 4,0 84,5 82,0
ViduA9 12,6 9,6 72,5 70,8
ViduAl10 | 15,0 6,8 90,2 89,1
ViduAll | 11,9 6,8 89,0 86,2
ViduAl2 |89 7.4 90,5 87,6
ViduAl3 | 154 5.8 89,7 87,3
ViduAl4 | 7,1 4,5 90,9 89,8
ViduAl5 | 10,9 5,2 91,0 88,4
ViduAl6 | 11,8 4,2 88,3 85,4
ViduAl7 | 11,8 4,3 88,2 85,9
Vidu Al8 | 8,9 4,0 90,3 84,5
ViduAl9 |94 4,0 91,0 86,7
Vidu A20 | 11,2 4,3 92,8 91,2
Vidu A21 | 11,2 4.4 92,5 91,1
Vi du so

sénh Al 6,5 2,7 38,4 17,6
Vi du so

sénh A2 8,0 9,3 60,1 44,6
Vi du so

sénh A3 4,2 4,0 58,4 34,2
Vi du so

sénh Ad 6,3 2,8 35,2 15,1
Vi du so

sénh A5 6,6 2,2 29,3 8.8
Vi du so

sénh A6 8,2 9,1 54,1 41,6
Vi du so

sdnh A7 4,6 4,0 62,0 50,7

Theo cac két qua cia Bang Al, phuong phdp xtr 1y duong héa nguyén

liéu tho goc lignoxenluloza nho enzym cua cdc Vi du theo sdng ché cho thay
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rang khi hén dich nguyén liéu tho goc lignoxenluloza trong dé mudi hoa tan
dugc trong nudc duge bé sung vao hé phén tGng dudng héa nhd enzym va do
dan dién da dugc di€u chinh dén khoang gié tri di dugc xdc dinh trudc, duoc
cho qua dudng héa enzym, khong chi ty 1& thu héi enzym tir chét 1ong da duoc
xr 1y dudng héa la cao trong giai doan sém, ma ty 1é thu héi enzym cling 6n

dinh & muc cao ngay ca sau mot khoang thoi gian.

Trai lai, khi do0 dan dién dugc di€u chinh bang cdch st dung axit
sulfuric (Vi du so sdnh A1, Vi du so sanh A4), axit clohydric (Vi du so sdnh
A5), hoac natri hydroxit (Vi du so sinh A2, Vi du so sdnh A6) ma khong bé
sung mudi hoa tan dugc trong nudc vao hé phan tng duong héa nhd enzym, thi
ty 1¢ thu hoéi enzym tir chat 1ong da dugc xir 1§ dudng héa 1a thdp trong giai
doan s6m, va ty 1¢ thu héi sau mot khoang thoi gian cling gidm ddng ké. Ngoai
ra, ngay ca trong truong hop trong dé do dan dién cua hé phan ng enzym la
thap (Vi du so sénh A3, Vi du so sdinh A7) ma khong bé sung muéi hoic b
sung mudi, thi ty 1& thu hdi enzym tir chat long da duge xir Iy dudong héa la thap

trong giai doan s6m, va bi gidm ti€p sau mot khoang thoi gian.
(Vi du BI)
Séan xuat etanol bang dong quy trinh thé hién trén Fig. 3.
[XUr 1y so bo]

Vo cay Eucalyptus globulus da dugce théi 1dt dugc tdn vun bang may tdn
mot vit dugc ldp vdi luéi 16 tron 20 mm do Seiho Kiko Co., Ltd. san xudt,

SC-15) va duoc st dung lam nguyén liéu tho.

Dung dich canxi hydroxit dugc tao hén dich canxi hydroxit trong nuéc
dugc bo sung vao nguyén liéu tho dén ndng do bang 12,5 % khoi luong so véi
100 kg (khoi luong kho tuyét d6i) cua nguyén liéu tho (ty 1& chat 1dong so véi
nguyén liéu tho 8), va sau d6 hén hop dugc gia nhiét néng & nhiét do 120°C
trong 1 gio (xr Iy kiém). Nguyén liéu tho sau khi xtr 1y kiém dugc nghién bang
may nghién bot gidy do Kumagai Riki Kogyo Co., Ltd. san xudt, KRK High
Concentration Disk Refiner: khe h& 0,5 mm). Lugng nudc tinh khiét tuong

duong ducc bd sung vio nguyén liéu tho sau khi xit 1y nghién, va sau dé hén
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hop dugc diéu chinh t6i d6 pH 5 bang céch sir dung axit sulfuric trong diéu kién
khudy. Sau d6, hon hop dugc cho qua phén tich ran-long (loai nuéc) st dung
lu6i sang c6 c¢& sang 20 (847 um), va sau d6 chdt ran duoc rira bang nudc cho
dén khi do dan dién cta dung dich dat dén 30 uS/cm. Chat rin thu dugc sau khi
phan tdch ran-16ng (san phdm da dugc xir Iy so bo) dugc cung cdp 1am nguyeén

liéu tho cho budc duong hda lén men.
[Dudng héa 1én men song song so cap]

100 kg (khoi lugng kho tuyét doi) nguyén liéu tho, 5 g/L polypepton, 3
g/L chit chi€t ndm men, va 3 g/L chat chi€t mam lda mi lan lugt duge bé sung
vao thung dudng héa Ién men song song so cdp sao cho néng do nguyén liéu
tho s& 12 10 % khoi lugng, va sau d6 nuéc dugc bd sung vao d6 dé diéu chinh
thé tich cu6i cing dén 1 m®. Chét 16ng nudi cdy chita cc t€ bao ndm men da
dugc nuodi cdy so bo trong 50 L moi trudng chét long (glucoza 30 g/L,
polypepton 5 g/L, chét chiét ndm men 3 g/L, chat chi€t mdm lda mi 3 g/L, do
pH 5,6) & nhiét do 30°C trong 24 gid, va 50 L xenlulaza c6 trén thi trudng
(Accellerase DUET, do Genencor International, Inc. san xudt) duoc b6 sung vao
thung 1én men, va sv duong héa lén men song song so cdp duoc tién hanh &
nhiét do 30°C trong 24 gio. Do pH cua chat 1ong nuodi cdy trong qud trinh

duong héa 1én men dugc di€u chinh dén 5,0.
[Phan tich ran-16ng]

Chat long nuoi cdy thu duge bang cdch dudng héa 1én men song song
so cdp duge cho qua phan tich rin-16ng bing mdy ép kiéu vit (SHX-200 x 1500
L, do Fukoku Kogyo Co., Ltd. san xudt, kich thuéc luéi 1,2 mm), va phan cin
(Phan can so cdp) va phén dich loc dugc tich riéng. Phan cin so cdp duoc thu
hoi nhu vay 1a 19,4 kg (khdi lugng kho tuyét d6i).

[Xr 1y sang]

Phén dich loc thu dugc sau phan tich ran-16ng duoc cho di qua luéi
sang c6 cd sang 400 (39 pm), va nho d6 cdc xo min trong chit 16ng nuodi cdy
duoc thu hoéi. Lugng xo min da dugc thu héi thu dugc theo cdch nhu vay téng

cong 1a 15,6 kg (khoi lugng kho tuyét doi). Toan bo lugng (15,6 kg) cdc xo min
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da duoc thu héi dugc chuyén dén thuing dudng héa l1én men song song so cép.
[San xuit etanol]

Phan dich loc thu dugc bang cdch xir Iy sang duoc tdch riéng thanh
dung dich nudc chita etanol va chét long nuoi cdy da dugc co6 bang cdch st
dung thiét bi chung cat 4p suét giam (Evapor CEP-1, Okawara Corp.) trong cic
diéu kién nhiét do chung cat: 40°C, nhiét d gia nhiét: 80°C, va luong chit long
dugc cdp: 150 L/gid. Thé tich va néng do etanol clia dung dich nudc chia
etanol thu duoc theo cééh nhu vay dugc xdc dinh, va lugng etanol thu héi duoc
duoc tinh todn. Nong do etanol trong dung dich dugc xdc dinh bing bo cam

bién glucoza (Model BF-400, do Oji Scientific Instruments Co., Ltd. san xuat).

[Ly tam]

Chat 16ng nuoi cdy da dugc co va tich riéng khoi thiét bi chung cit 4p
sudt giam duoc tdch riéng thanh phan can (phdn cin thi cdp) va phan dich loc
bing cdch van hanh thiét bi ly tam loai ling gan (do IHI Corp. san xuét, Model
HS-204L) & t6c do quay bang 4500 vong/phit va van tSc vi sai bing 5,0
vong/phiit. Phén dich loc dugc chuyén dén thung dudng héa lén men song song
so cap. 18,6 kg (khdi luong kho tuyét d6i) clia phan can thit cap duoc thu héi.

(Vi du B2)

Viéc san xudt etanol dugc ti€n hanh bang dong san xudt duoc thé hién
trén Fig. 4.

[X 1§ 50 bo]

Viéc xir Iy so bo dugc tién hanh bang phuong phdp giong nhu phuong
phap dugc str dung trong Vi du Bl.

[Duong hda 1én men song song so cap]

Dudng héa 1én men song song so cép duoc ti€n hanh bang phuong phap
giong nhu phuong phap duoc st dung trong Vi du B1.

[Phan tdch ran-16ng]

Phan tich rén-long duogc tién hanh bing phuong phdp giong nhu
phuong phdp dugc st dung trong Vi du Bl1. 19,2 kg (kh6i luong kho tuyét doi)
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phan can so cdp duoc thu hoi.

[X 1y sang]

Viéc xtr 1y sang duogc ti€n hanh biang phuong phdp giéng nhu phuong
phdp dugc st dung trong Vi du Bl. Lugng xo min thu héi thu dugc bing cich
cho tong cong 100 kg nguyén liéu tho qua dudng héa 1én men song song so cip
1a téng cong 15,5 kg (khoi lwong kho tuyét doi).

[Dudng héa lén men song song thit cap]

15,5 kg (khoi luong kho tuyét doi) cdc xo min thu duge béng cdch xit 1y
sang duoc dwa vao thing duong hoa 1én men song song thit cép dé 1am nguyén
lieu tho. 5 g/L polypepton, 3 g/L chat chiét ndm men, va 3 g/L chét chiét mam
lda mi lan luot duge dua vao thing dudng héa 1én men song song thi cdp, va
thé tich cudi cliing dugc diéu chinh dén 150 L bing nuéc. Ndm men c6 trén thi
truong (nhan hiéu: Maurivin: Mauri Yeast Australia Pty Limited) dugc nuoi cdy
trong 50 L moi trudong chat 1ong (glucoza 30 g/L, polypepton 5 g/L, chat chiét
ndm men 3 g/L, chét chi€t mam lda mi 3 g/L, do pH 5,6) & nhiét d6 30°C trong
24 gio. 50 L chét 1ong nuoéi cdy chita ndm men thu dugc sau khi nuoi cdy, va 10
L xenlulaza c6 trén thi truong (Accellerase DUET, do Genencor International,
Inc. sdn xudt) duoc dua vao thung lén men, va dudng héa lén men song song
thtt cap duoc ti€n hanh & nhiét do 30°C trong 24 gid. Do pH cla chat 16ng nuoi

cdy trong qua trinh duong héa lén men dugc diéu chinh dén 5,0.
[San xuat etanol]

Viéc san xudt etanol dugc tién hanh bang phuong phdp giéng nhu

phuong phap duoc st dung trong Vi du BI.
[Ly tam]

Viéc ly tam duoc ti€n hanh bang phuong phdp giéng nhu phuong phép
dugc sir dung trong Vi du Bl. 18,6 kg (khoi lugng kho tuyét doi) phan can thit

cép dugc thu hoi.
<Vidu so sanh B1>

Viéc san xudt etanol dugc ti€n hanh bang dong quy trinh thé hién trén
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Fig. 5. Thir nghiém loai trir [x{r 1y sang] ctia Vi du Bl duoc tién hanh nhu Vi du
so sanh B1 (duoc mo ta dudi day).

[X& 1§ so bo]

Viéc xtt 1y so bo duoc tién hanh bang phuong phédp giong nhu phuong
phép duoc st dung trong Vi du BI.

[Duong héa lén men song song so cap]

Dudng héa lén men song song so cép duoc ti€n hanh bang phuong phdp
giong nhu phuong phép dugc st dung trong Vi du BI.

[Phan tach rdn-16ng]

Phan tich rin-16ng dugc ti€n hanh bing phuong phdp giéng nhu
phuong phédp dugc sit dung trong Vi du B1. 19,3 kg (khoi luong kho tuyét doi)
phén can so cap duoc thu hoi.

[San xuat etanol]

Phan dich loc thu dugc bang céch phan tich chét rén dugc tch riéng
thanh dung dich nudc chita etanol va chat long nu6i cdy da dugc co bing
phuong phdp giong nhu phuong phdp duoc mo ta trong Vi du Bl. Thé tich va
nong do etanol cla dung dich nudc chita etanol thu duge theo cdch nhu vay
duoc xac dinh, va lugng etanol dugc thu hoi duoc tinh todn.

[Ly tam]

Viéc ly tam duogc tién hanh bang phuong phdp giéng nhu phuong phép
duoc str dung trong Vi du Bl. 34,2 kg (kh6i luong kho tuyét doi) phan can thi
cép dugc thu hoi.

(Bang B1)
San xuét etanol (kg)
Vi du Bl 13,9
Vidu B2 14,1
Vi du so sanh Bl 10,5

Cdc két qua vé luong san xuét etanol dugc thé hién trong Bang BI.

Trong Vi du B1 (truong hop trong dé cidc xo min dugc thu héi va duoc chuyén
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dén thung dudng héa 1én men song song so cap) va Vi du B2 (trudng hop trong
d6 cdc xo min dugc thu héi va dugc chuyén dén thang dudng héa Ién men song
song tht cép), lugng san xudt etanol tang so véi Vi du so sanh Bl (trudng hop

trong d6 cac xo min khong dugc thu hoi).
(Vidu B3)
[Thr nghiém duong héa 1én men]

Thir nghiém duong hda lén men dugc ti€n hanh trong 6ng thir nghiém
st dung cdc xo min thu duogc trong Vi du Bl lam nguyén liéu tho, va su san

xudt etanol dugc xdc dinh bang phuong phap duoc mo ta duéi day.

Nadm men cé trén thi truong (nhan hiéu: Maurivin: Mauri Yeast
Australia Pty Limited) dugc nuéi cdy trong moi trudng duge diéu ché bing cich
tron 100 ml moi truong chét long A (polypepton 5 g/L, chét chiét ndm men 3
g/L, chat chi€t mam lda mi 3 g/L, glucoza 30 g/L, dugc hoa tan trong nudc cit,
do pH 5,6) va 20 ml moi truong chét 16ng B (polypepton 15 g/L., chat chiét ndm
men 10 g/L, chit chiét mam lda mi 10 g/L: dugc hoa tan trong nudc cét) & nhiét
do 30°C trong 24 gio. 100 ml chat 16ng nuoi cdy thu dugc sau khi nuoi cdy
duoc ly tam (5000 vong/phit trong 20 phiit), va dich néi trén bé mat duoc loai
bo. Thé tich cta chét 16ng nuoi cdy cdon du duoc diéu chinh dén 10 ml (cic t&

bao ndm men dugc thu gom) (cic t€ bao ndm men dugc co).

Nguyén liéu tho (cac xo min) duge dua vao binh cau hinh nén cé dung
tich bang 300 ml, dén néng do cudi cling bang 5 % khoi luong. Sau d6, 10 ml t&
bao ndm men da dugc c6 va 2,5 ml xenlulaza c6 trén thi truong (Accellerase
DUET, do Genencor International, Inc. san xuét) duoc bd sung vao do, va thé
tich cudi cing dugc 1am thanh 100 ml bang nuéc cdt. Hén hop 1ong nay duoc
nuoi cdy & nhiét do 30°C trong 24 gi¢ (duong héa 1én men). Chat 16ng nuoi cay
thu duoc sau khi nuoi cdy dugce ly tam (5000 vong/phit trong 20 phiit), va néng
do etanol trong dich néi trén bé mit dugc xac dinh. Ngoai ra, s6 Kappa (chi s6
ham luong lignin) clia cdc xo min dugc xdc dinh bang phuong phdp xédc dinh

tuong duong véi JIS P8211.

<Vidu so sianh B2>
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Thit nghiém duong héa lén men dugc ti€n hanh bing phwong phdp
gidng nhu phwong phép duogc sir dung trong Vi du B3, sir dung phan cén so cép
thu dugc trong Vi du Bl lam nguyén liéu th6. Hiéu sudt etanol va s6 Kappa clia

phén cidn so cap duoc xédc dinh.

<Vidu so sanh B3>

Thir nghiém dudng héa lén men dugc ti€n hanh bing phuong phdp
giong nhu phuong phdp duoc st dung trong Vi du B3, sir dung phén cén thi cap
thu duogc trong Vi du Bl lam nguyén liéu tho. Hiéu sudt etanol va s6 Kappa ctia

phén can thi cip duoc xac dinh.

(Bang B2)
Nong do etanol (%) | S6 Kappa
Vi du B3 (cidc xo min) 0,58 145
Vi du so sdnh B2 (phén can so cdp) | 0,10 247
Vi du so sanh B3 (phan can thi | 0,23 315
cép)

Nong do etanol Vi 56 Kappa duoc thé hién trong Bang B2. Khi céc xo
min (Vi du B3) dugc ding lam nguyén liéu tho, néng do etanol trong chét 1ong
nuoi cdy la cao hon so véi truong hop st dung phan can so cdp (Vi du so sanh
B2) va phan can thi cdp (Vi du so sinh B3) lam nguyén liéu tho. Ngoai ra, so
Kappa ctia cdc xo min (Vi du B3) c6 gid tri thdp hon so véi s6 Kappa clia phan
can so cdp (Vi du so sanh B2) va phén can thd cép (Vi du so sdnh B3). Tl céc
két qua dugc mo ta trén day, da thdy rdng cdc xo min ¢6 ham luong lignin thap
so v6i phan can so cdp va phan can thtt cdp, va do d6, khi cdc xo min duoc ding
lam nguyén liéu tho dé dudng héa 1én men, hiéu suit etanol duoc tang lén so
v6i phan can so cap va phan can thi cép. Cic xo min cho phép dudng héa lén
men dién ra mot cach dé dang, ngay ca néu cdc xo min nay khong dugc xir 1y
so bo (xtr Iy co hoc hoac cac bién phdp tuong tu), va do d6 da thay ring céc xo

min 1a thich hogp 1am nguyén liéu tho dé dudng héa lén men.
(Vidu B4)

Thr nghiém trong d6 can ba riing clia Eucalyptus globulus (vo cay 70%,
canh va 14 30%) dugc st dung lam nguyén liéu tho, thay vi vo cay Eucalyptus

globulus dugc dung lam nguyén liéu tho trong Vi du B1, dugc tién hanh nhu Vi
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du B4.

Thit nghiém dugc ti€n hanh hoan toan theo cich giong nhu trong Vi du
B1, chi khic la can ba ring dugc sit dung (dong quy trinh 12 giéng nhu duoc thé

hién trén Fig. 1).
<Vidu so sanh B4>

Thir nghiém trong d6 [Xr 1y sang] cia Vi du B4 duoc béd qua, duoc tién
hanh nhu Vi du so sdnh B4. Thir nghiém duoc ti€én hanh hoan toan theo ciach
giong nhu trong Vi du B4, chi khic 1a xr Iy sang dugc bo qua (dong quy trinh

14 giong nhu dugc thé hién trén Fig. 5).

(Bang B3)
Hiéu sut etanol (kg)
Vidu B4 124
Vidu so sdnh B4 10,2

N

Céc két qua vé hiéu suét etanol dugc thé hién trong Bang B3. Trong Vi
du B4 (truong hop trong dé cidc xo min dugc thu gom va dugc chuyén dén
thung dudng hoéa lén men song song so cdp), hiéu sudt etanol dugc ting lén so

v6i Vidu so sanh B4 (truong hop trong d6 cac xo min khong dugc thu hoi).
(Vidu BS)

Viéc san xudt etanol dugc ti€n hanh bing dong quy trinh thé hién trén
Fig. 6.

[Xir1y so bo]

Viéc xtr 1y so bd dugc ti€n hanh theo cich gidng nhu trong Vi du B1.

[Duong héa 1én men song song so cap]

Puong héa 1én men song song so cép dugc ti€n hanh bang phuong phép
giong nhu phuong phdp duoc sut dung trong Vi du Bl, chi khac 1a natri clorua
duogc bo sung lam chat dién phan vao chat 16ng nuoi cy. Natri clorua (chat dién
phan) dugc bé sung vao chit 1ong nuoi cdly da dugc diéu chinh bing phuong
phdp giong nhu phuong phip dugc st dung trong Vi du B1, dén néng do cusi
cling bang 100 mM (d6 dn dién cha hén dich nguyén liéu tho: 12,2 mS/cm).

Sau dé, cdc t€ bao ndm men va xenlulaza c6 trén thi trudng dugc dua vao thung
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lén men bang phuong phép giong nhu phuong phap dugc st dung trong Vi du

B1, va do do6, su duong héa 1én men song song so cdp duoc tién hanh.
[Phan tdch ran-16ng]

Phan tich rin-long dugc ti€n hanh béng phuong phdp giéng nhu
phuong phdp dugc sir dung trong Vi du Bl. 15,3 kg (khoi luong kho tuyét doi)
phén cin so cép duoc thu héi.

[X1 1y sang]

Viéc xur ly sang duoc tién hanh bang phuong phédp giong nhu phuong
phdp dugc st dung trong Vi du B1. Tong cong 13,4 kg (khéi luong kho tuyét
doi) cdc xo min dugc thu hoi. Toan bo lugng (13,4 kg) cac xo min thu héi duoc
dugc chuyén dén thing dudng héa 1én men song song so cap.

[San xudt etanol]

Viéc san xudt etanol dugc ti€n hanh bang phuong phdp giéng nhu

phuong phap dugc su dung trong Vi du Bl.
[Ly tam]

Su ly tam duoc tién hanh bang phuong phédp giong nhu phuong phép
duoc sur dung trong Vi du Bl. 14,7 kg (khdi lugng kho tuyét d6i) phan can tha
cép dugc thu hoi.

(Bang B4)

Hiéu suat etanol (kg)

Vidu BS 14,3

Cac két qua vé hiéu sudt etanol dugc thé hién trong Bang B4. Trong
trudng hop bo sung natri clorua vao chét 1éng nuoi cdy (Vi du B5), hiéu suat
etanol dugc tang lén so véi trudng hop trong dé natri clorua khong dugc bo
sung (Vi du Bl1).

(Vi du B6)

Viéc san xudt etanol dugc ti€n hanh bang dong quy trinh giéng nhu

duoc thé hién trén Fig. 7.
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[X& 1§ 5o bo]

Viéc xtr Iy so b dugc ti€n hanh theo cdch gidng nhu trong Vi du Bl1.

[Dudng héa lén men song song so cap]

Viéc dudng héa lén men song song so cip dugce ti€n hanh biang phuong
phdp giong nhu phuong phdp dugc st dung trong Vi du Bl, chi khic 12 natri
clorua dugc bd sung lam chét dién phan vao chat 16ng nuéi cdy. Natri clorua
(chét dién phan) dugc bd sung vao chét 16ng nudi cdy da duoc diéu chinh bing
phuong phdp giong nhu phuong phdp dugc st dung trong Vi du Bl, dén néng
do cudi cing biang 100 mM (do dan dién cha hén dich nguyén liéu tho: 12,2
mS/cm). Sau d6, cic t€ bao ndm men va xenlulaza c6 trén thi trudng dugc dua
vao thiing lén men bing phuong phép giong nhu phuong phdp duoc stt dung
trong Vi du B1, va do d6, dudng héa lén men song song so cap duoc ti€n hanh.

[Phan tdch ran-16ng]

Phan tich ran-long dugc ti€n hanh bing phuong phip giéng nhu
phuong phdp duoc str dung trong Vi du Bl1. 14,8 kg (khoi lugng kho tuyét doi)
phén can so cap dugc thu hoi.

[Xtr 1y sang]

Viéc xtr 1y sang duoc tién hanh bing phuong phdp giéng nhu phuong
phdp duoc st dung trong Vi du Bl. Téng cong 13,0 kg (khoi luong kho tuyst
d6i) cadc xo min duge thu héi. Toan bo lugng (13,0 kg) cdc xo min dugc thu héi
dugc chuyén dén thing dudng héa 1én men song song so cip.

[Duong héa lén men song song thi cip]

Dudng héa lén men song song thtt cdp dugc ti€n hanh bing phuong
phép giong nhu phuong phap duoc st dung trong Vi du B2.

[San xudt etanol]

Viéc san xudt etanol dugc tién hanh bing phuong phdp giéng nhu
phuong phap dugce st dung trong Vi du B1.

[Ly tam]

Viéc ly tdm dugc tién hanh bang phuong phdp giong nhu phuwong phip
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dugc st dung trong Vi du B1. 14,2 kg (khoi lugng kho tuyét dsi) phan cian thit

cép duoc thu hoi.

(Bang B5)

Hiéu suat etanol (kg)

Vidu B6 14,5

Céc két qua vé hiéu sudt etanol dugc thé hién trong Bang 5. Trong
trudng hop bé sung natri clorua vao chét 16ng nuéi cdy (Vi du B6), hiéu sudt
etanol dugc tdng 1én so véi truong hop trong dé natri clorua khong duoc bé
sung (Vi du B2).

Kha nang tng dung trong cong nghiép

Theo phuong phédp xir Iy duong héa nhd enzym theo sdng ché, su hip
phu cuia cdc enzym duodng héa véi cdc thanh phin chua dugc phan ting hoic
phan can phan tng clia nguyén liéu tho goc lignoxenluloza duoc ngan chin, su
phén tach cdc enzym tr chat 16ng da dugc xir Iy dudng héa nhd enzym duoc tao
diéu kién thuan loi, va ty 1¢ tdi quay vong cla cdc enzym dudng héa dugc duy
tri ¢ muc cao trong khoang thoi gian dai trong quy trinh xir Iy dudng héa nho
enzym. Do d6, c6 thé san xudt sacarit, etanol va c4c chdt twong tu trén quy mo
cong nghiép bing cich xu Iy dudng héa nguyén licu tho géc lignoxenluloza

nho enzym.

Ngoai ra, theo sdng ché, hiéu sudt etanol c6 thé dugc ting lén bing
céch tdi sit dung cdc xo min dugc bao gém trong chét 16ng nuosi cdy thu duogc
sau khi dudong héa lén men, dé 1am nguyén liéu tho clia qud trinh dudng hoéa 1én
men. Ngoai ra, hiéu suét etanol ¢ thé dugc tang lén bing cich bé sung cht

dién phan vao chit long nuoi cdy.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phdp xur Iy duong héa nguyén liéu tho gdéc lignoxenluloza nhd enzym,
phuong phédp nay bao goém cac budc:

b6 sung nguyén liéu tho goc lignoxenluloza da dugc cho qua bude xir Iy
s0 bo dé tao ra nguyén liéu tho thich hop cho phan tng dudng héa nhd enzym,
va chét dién phan chita mu6i hoa tan dugc trong nudc, vdo nudc chita enzym
dudng héa xenluloza, nho d6 diéu ché hon dich nguyén liéu thé ma do din dién
cuia né da dugc diéu chinh nam trong khoang tir 7,1 mS/cm dén 16,9 mS/cm;

thuc hién xtt Iy duong héa nho enzym bang céch cho hén dich nguyén
liéu thoé qua phé"m ting duong héa nho enzym trong khi duy tri do dan dién cla
hén dich tho ndm trong khoang tr 7,1 mS/cm dén 16,9 mS/cm;

phan tich va thu héi san phdm phan tng va dung dich chita enzym tir
hén dich da dugc xtr Iy sau xr 1y dudng héa nhd enzym; va

tdi quay vong dung dich chita enzym da dugc thu héi dé€ 1am enzym cho
quy trinh xtr Iy dudng héa nhd enzym, trong dé:

buée xir Iy so bo bao gom ngam nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
trong dung dich chifa kiém dugc chon tr natri hydroxit, kali hydroxit, canxi
hydroxit, natri cacbonat va natri hydro cacbonat, hodc hén hop clia chiing, hoic
hén hop cla natri sulfit va kiém nay,

nguyén liéu tho goc lignoxenluloza 1 cin bi rimg hodc vo cay, va

muoi hoa tan dugc trong nudc 1a it nhdt mot mudi hoa tan duoc trong

nudc dugc chon tir mudi kim loai ki€ém va mu6i kim loai kiém thd.

2. Phuong phdp theo di€ém 1, trong d6 mudi hoa tan duoc trong nuéc 1a mudi
dugc chon tr nhém bao gom halogenua, sulfat, sulfit, thiosulfat, cacbonat,
hydro cacbonat, phosphat, dihydro phosphat, hydro diphosphat, axetat, va xitrat
ctia kim loai kiém va kim loai kiém thé.
3. Phuong phdp x{t 1§ duong héa nguyén liéu tho gbc lignoxenluloza nhd enzym,
phuong phap nay bao gém cac budc:

budc xur 1§ so bo 1a cho nguyeén liéu tho goc lignoxenluloza qua xir 1y

d€ tao ra nguyén liéu tho géc lignoxenluloza thich hop cho phan ung duong hoda

-48-



22513

nho enzym;

budc xir Iy dudng héa nhd enzym 1a bd sung nguyén lieu tho gdc
lignoxenluloza da dugc xit Iy so bo, va chat dién phan chita mudi hoa tan dugc
trong nudc, vao nudc chita enzym dudng héa xenluloza, nhd dé diéu ché hén
dich nguyén li¢u thd ma do dan dién clia né da dugc diéu chinh nim trong
khoang tir 7,1 mS/cm dén 16,9 mS/cm, va cho hén dich nguyén liéu tho qua
phan tng duong héa nho enzym trong khi duy tri d6 din dién ctia hén dich tho
nam trong khoang tr 7,1 mS/cm dén 16,9 mS/cm:;

budc phan tich ran-1ong 12 loai bd phéan can rin ra khoi hén dich da
dugc xur 1y thu duoc tir bude xir Iy dudng héa nhd enzym;

budc ly tam la ly tam phan doan chét 16ng thu dugc tir bude phan tich
rdn-16ng, nhd d6 thu duge phan doan chat 1éng chita céc enzym va trong dé
phén can con lai da dugc loai bo;

budc phan tich mang 1a phan tich phan doan chét 1éng thu duogc tir
budc ly tam thanh dung dich chda enzym va dung dich chia sacarit; va

budc tdi quay vong enzym la tdi quay vong va cung cip dung dich chia
enzym thu dugc tlr bude phan tdch mang cho bude xit Iy dudng héa nhd enzym
d€ 1am nguén enzym, trong dé: }

nguyeén liéu tho goc lignoxenluloza dugc cho qua x{ 1y dudng héa nhd
enzym thong qua mot chudi céc budc, trong dé

budc xut 1y so bo bao gém ngam nguyén lieu tho géc lignoxenluloza
trong dung dich chia kiém dugc chon tir natri hydroxit, kali hydroxit, canxi
hydroxit, natri cacbonat va natri hydro cacbonat, hodc hén hop ctia chung, hoac
hén hop ciia natri sulfit va kiém nay,

nguyén li¢u tho goc lignoxenluloza Ia cin b ring hodc vé cay, va

muoi hoa tan duge trong nudc 1a it nhdt mot mudi hoa tan dugc trong

nudc duoc chon tir mudi kim loai kiém va muéi kim loai kiém thé.

4. Phuong phdp theo diém 3, trong d6 buéc xit Iy dudng hda nho enzym la budc
xu Iy dudng héa va lén men déng thoi trong d6 xir Iy dudng héa nhd enzym
nguyen li¢u tho géc lignoxenluloza va xi 1y 1én men sacarit thu dugc duoc thuc

hién két hop bang cdch st dung ché phdm xenlulaza va vi sinh vat dé 1én men
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ma su dung sacarit lam co chat 1én men, nho d6 tao ra san pham 1én men ciing

vOl sacarit.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 phuong phép niy con bao gém:

bude chung cét 14 phan tich va thu héi san phdm Ién men tlr phan doan
chat 16ng thu dugc tir bude phan téch rin-16ng thong qua chung cat;

trong d6 budc ly tam dugc thuc hién bang cdch ly tam phan chung cat
con du thu dugc tir bude chung cat, nho d6 thu duge phan doan chat 16ng chita
cdc enzym va sacarit trong d6 phéan can con lai d duoc loai bo; va

nguyén liéu tho goc lignoxenluloza dugce cho qua xir 1y dudng héa va

lén men dong thoi thong qua mot chudi cac budc.

6. Phuong phdp theo di€ém 5, trong d6 dung dich chita sacarit dugc phan tich va
dugc thu héi tir buée phan tich mang 12 chat 16ng chita sacarit ma bao gém

oligosacarit lam thanh phén chinh.

7. Phuong phdp theo di€ém 5, trong d6 phan doan chat 16ng thu duoc tir bude ly
tam dugc tai quay vong va duoc cung cdp cho budce xir Iy dudng héa nhd enzym
dé lam dung dich chia enzym chia sacarit, ma khong di qua budc phan tich
mang.
8. Phuong phép xtt Iy duong héa nguyén lieu tho géc lignoxenluloza nhd enzym,
trong dé phuong phdp nay bao géom céac budc:

budc xUr Iy so bo 1a cho nguyén liéu tho goc lignoxenluloza qua xir 1y
dé tao ra nguyén lieu tho goc lignoxenluloza thich hop cho phan tng dudng héa
nho enzym;

budc xir Iy duong héa va lén men déng thoi 12 b6 sung nguyén liéu tho
goc lignoxenluloza da dugc xur 1y so bo, vi sinh vat dé 1én men ma sir dung
sacarit lam co chat lén men, va chat dién phan chita mudi hoa tan dugc trong
nudc, vao nudc chita enzym duong héa xenluloza, nhd dé diéu ché hén dich
nguyén liéu tho ma do dan dién ctia né da duoc di€u chinh ndm trong khoang tir

7,1 mS/cm dén 16,9 mS/cm, va cho hén dich nguyén liéu tho nay qua ca xir 1y
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duong héa nho enzym va xtr ly 1én men gém st dung sacarit thu dugc dé 1am co
chat trong khi duy tri d6 dan dién cta hén dich thé ndm trong khoang tir 7,1
mS/cm dén 16,9 mS/cm;

budc phan tich rdn-16ng 12 phan tdch hén dich da duoc xit 1y thu dugc
tr budc xr 1y dudng héa va lén men dong thoi thanh phan can va phan doan
chét 1ong stt dung mdy ép kiéu vit ¢6 ¢ luéi nim trong khoang tir 1,0 mm dén
2,0 mm;

budc xtr 1y sang 1a phan tich phan doan chat 16ng thu duoc tir budce
phan tich ran-1ong thanh cdc xo min va phan doan chat 16ng thong qua xit 1y
sang st dung sang c6 c¢& sang tir 80 dén 600;

budc chung cét 12 phan tich va thu héi sén phdm lén men tir phan doan
chat l6ng, trong d6 cic xo min da dugc loai bo bang cach xi 1y sang, thong qua
chung cat;

budc ly tam la ly tam phan chung cét con du thu dugce tit budc chung
cdt dé loai bo phan can bét ky con lai, nhd dé thu duoc phan doan chét long
chtta c4c enzym va sacarit; va

budc tdi quay vong la tdi quay vong va cung cadp phan doan chét 16ng
thu dugc tir buée ly tam cho bude xir Iy duong héa va 1én men déng thoi dé 1am
dung dich chtta enzym chita sacarit, ma khong di qua budc phéan tdch mang,
trong do:

nguyén liéu tho goc lignoxenluloza dugc cho qua xUr 1y dudng héa va
léen men dong thoi thong qua mot chudi cdc bude, trong do:

budc xir Iy so bo bao gom ngam nguyén liéu tho goc lignoxenluloza
trong dung dich chtta kiém duogc chon tir natri hydroxit, kali hydroxit, canxi
hydroxit, natri cacbonat va natri hydro cacbonat, hoac hon hop cua ching, hoic
hén hop clia natri sulfit va kiém nay,

nguyén liéu tho goc lignoxenluloza 12 can ba rimng hodc vo cay, va

mudi hoa tan dugc trong nudc 1a it nhit mot mudi hoa tan duoc trong
nudc dugc chon tr nhém bao gébm mudi kim loai kiém va mu6i kim loai kiém

thd.
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6

NGUYEN LIEU THO
QUY TRINH
XU LY SGBO
NAM MEN CHAT PIEN PHAN
ENZYM e UGRGtEE LR et .
vy
QUY TRINH LEN MEN VA
PUONG HOA SO CAP
PONG THOI
ENZYM DUGC PHANTACH | | PHANCAN
THU HOI RAN-LONG . SO CAP
XULYSANG | CACXOMIN
LY TAM l«—| CHUNG CAT
i
Iqhq CéN' ETANOL
THU CAP

-57-



22513

FIG. 7
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