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(54) QUY TRINH SAN XUAT XENLULAZA

(57) Sang ché dé cap dén quy trinh san xuit xenlulaza bang cach st dung ching nim soi
trong thiét bj phan mg sinh hoc ¢ suc khi va khudy tron, bao gém it nhét hai budc: bude
thtr nhat 14 nuoi céy theo mé véi sy c6 mit ca it nhat mot co chit cacbon sinh truong o
ndng d6 nam trong khoang tir 10g/L dén 60g/L; va budc thir hai 1a nudi céy theo mé co bé
sung dinh dudng voi sy c6 mat cua it nhat mot co chat cacbon cam Ung, va toc do dong cap
ngudn cacbon nam trong gidi han tir 50 dén 140mg/g sinh khéi té bao/gio, va thlet bi phan
g sinh hoc c6 hé s chuyén khdi thé tich oxy K;a nam trong khoang tir 40 gio-! dén 180
gio !,
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché @ cap dén quy trinh san xuét xenlulaza bing cach st dung ching ndm
soi can thiét cho qua trinh thity phan nguyén liéu sinh khéi lignoxenluloza bing enzym
dugc sir dung trong cic quy trinh san xuit nhién liéu sinh hoc thé hé thi hai hoic trong

cic quy trinh cong nghiép hoa chit, gidy hodc dét may.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Hién nay, viéc phat trién céc quy trinh san xuét nhién liéu sinh hoc thé hé hai
mot cach kinh té dang rit dugc quan tdm. C4c nhién liéu nay dugc san xuét tir nguyén
liéu sinh khéi lignoxenluloza va it anh huéng dén viée sir dung dét nong nghiép hon
so v&i nhién liéu sinh hoc thé hé mot duge san xuét tir mia, ngo, lia mi hodc cu cai

dudng.

Nguyén liéu sinh khdi lignoxenluloza chii yéu chtra ba thanh phdn chinh:
xenluloza, hemixenluloza va lignin. Quy trinh thong thudong dé bién d6i nguyén liéu sinh
khdi lignoxenluloza thanh etanol bao gdm nhiéu budc. Bude xir Iy so bo bao gdm cho
xenluloza tiép xtic vé6i cic enzym, ching han nhu cic xenlulaza. Budc thiy ph4n bing
enzym c6 thé duge st dung dé bién dbi xenluloza thanh glucoza, sau d6 glucoza dugc
bién dbi thanh etanol trong budc 1én men bang cach sir dung ndm men Saccharomyces
cerevisige. Cudi ciing, buédc chung cét c6 thé duogc sir dung dé phén tach va thu hdi etanol

tir dich 1én men nay.

Céc nghién ctru kinh té k¥ thuat da kiém ching duogc ring viée giam chi phi san xuét
xenlulaza 12 mot trong nhitng nhén t6 quan trong trong quy trinh san xuét etanol sinh hoc tir
nguyén liéu lignoxenluloza. Hién nay, cic xenlulaza cong nghiép chil yéu duge san xut
tr ching ndm soi Trichoderma reesei, do loai nay cé kha ning tiét xenlulaza manh.
Phuong thirc dugc 4p dung trong cong nghiép 1a tao diéu kién cho ndm Trichoderma
reesei phét trién nhanh chong dén sb lwong nhét dinh, sau d6 thuc ddy qua trinh san
xuét xenlulaza dé t6i da hoa niang suit va san luong. Trichoderma reesei 1a vi sinh vét

hi€u khi bat budc va su sinh truéng cla ching nidm nay lam tang dang ké do nhét ctia moi
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trudng nudi cdy, giy kho khan cho viée van chuyén oxy can thiét cho su sdng ctia né. Te
do van chuyén oxy duoc xac dinh theo hé sb chuyén khéi thé tich oxy/don vi thé tich méi
truong nudi c:?'ly K;a. Hé sb chuyén khéi K;a dugc xac dinh béng tich cta hé sd trao ddi
oxy tong Ky tinh theo don vi m/gidy hodc m/gi& va hé sb dién tich trao ddi riéng/don vi thé
tich ctia moi trudng nudi cdy pha 1éng a tinh theo don vi m*/m> méi trudng nudi cdy. Hé
s6 chuyén khéi Kya ty 18 thudn véi téc do khudy va téc d6 suc khi. Dé dap tng nhu ciu
oxy sinh hoc gia ting trong qua trinh sinh treéng ctia ndm soi Trichoderma reesei, cin
ting muc van chuyén oxy, thuong 13 bang cach ting toc do khudy hoic tang toc do suc
khi. Piéu nay din dén lam tdng mirc tiéu thu ning lugng cla quy trinh (céng suit mo to
dé khudy va may nén dé suc khi) va lam tdng chi phi vin hanh. Chi phi khudy va suc khi

c6 thé chiém dén 50% chi phi van hanh cta quy trinh san xuét xenlulaza.

Do d6 mot phuong an dé giam chi phi van hanh 1a gidm chi phi san xuit enzym
xenlulaza bang cach cai bién quy trinh san xuét dé giam thiéu hé sé K;a ma vin duy tri
duogc ning sudt xenlulaza. Pidu nay ciing c6 nghia 13 c6 thé don gian héa viéc mé rng
kich thuéc thiét bi phan tng sinh hoc cong nghiép (thong thudng nam trong khoang tir
100m’ dén 1000m>), 1a didu khé khan ddi véi thiét bj phan tng sinh hoc c6 hé s6 Kya Ién
hon 200 gio™.

Phitc hé enzym cua Trichoderma reesei gbm ba dang hoat tinh chinh:
endoglucanaza, exoglucanaza va xenlobiaza hodc beta-glucosidaza. Cac protein khac ¢6
chitc ning hodc hoat tinh can thiét cho qua trinh thiy phén nguyén li€u lignoxenluloza
cling dugc san sinh béi Trichoderma reesei, vi du xylanaza. Su c6 mit cia co chit cam

ting 14 can thiét dé bidu hién enzym phan huy xenluloza va/hoidc hemixenluloza.

Qua trinh di€u hoa cac gen méi hoa cho xenlulaza trén nhiéu ngudn co chat cacbon
khac nhau da dugc nghién ctru chi tiét. Cac gen ndy dugc diéu hoa khi c6 mit xenluloza,
san pham thdy phin cia né (vi du, xenlobioza) hodc mot s oligosacarit nhu 13 lactoza

hodc sophoroza (Ilmen et al, 1997; Appl Environ Microbiol 63: 1298-1306).

K§ thuat bién ddi gen thong thuong da cho phép chon loc dugc cac chung
Trichoderma reesei c6 kha ning san sinh manh xenlulaza, vi du cac ching Trichoderma

reesei MCG77 (Gallo - Patent My sb 4275 167), Trichoderma reesei MCG 80 (Allen,
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A.L. and Andreotti, R.E., Biotechnol- Bioengi 1982, 12, 451-20 459 1982), Trichoderma
reesei RUT C30 (Montenecourt, B.S. and Eveleigh, D.E., Appl Environ Microbiol 1977,
34, 777-782) va Trichoderma reesei CL847 (Durand et al, 1984, Proc Colloque SFM

“Genetique des microorganismes industriels” [Genetics of industrial microorganisms].

Paris. H. HESLOT Ed, pp 39-50).

bé dat dugc ning suat san sinh enzym cao, quy trinh san xuét xenlulaza nhu duogc

mo ta trong Patent Phap s6 2 881 753 duoc thuc hién theo hai budce:

* budc nudi cdy sinh trudng theo mé, bao gdm budc cung cap ngudn cacbon cé thé

dugc dong hoda nhanh can thi€t cho sy phat trién cia Trichoderma reesei, sau dé

* budc san xuit enzym xenlulaza theo mé c¢6 bd sung dinh dudng bang cach sir
dung co chét cam ung, vi du lactoza, cho phép biéu hién va bai tiét cac xenlulaza vao
moi truong nudi céy. Nho ¢6 su bd sung lién tuc ngué)n co chét cacbon hoa tan, nén da
han ché dugc néng do du thira ctia co chét cacbon trong méi truong nudi cdy va tbi uu
héa duoc ndng d6 duong, tirc 1a c6 thé thu duge nang suat san sinh enzym xenlulaza cao.
Téc dd dong tdi uu ctia ngudn co chét cacbon theo Patent nay 1 ndm trong khoang tir 35

dén 45mg duong/g sinh khdi kho té bao/gio.

Nhuge diém cla quy trinh néu trén 1a cin st dung nhidu dién ning dé dap tng
nhu ciu oxy ctia ndm Trichoderma reesei. Vao giai doan két thuc cua bude nuodi cdy sinh
trudng, nhu ciu oxy cta ndm Trichoderma reesei 14 rt cao. Trong thuc té, khi du thira
tAt ca cac co chat, thi tbc do cua qué trinh sinh truéng s& xip xi téc do sinh truéng tbi
da cta ndm Trichoderma reesei. Nhu ciu oxy sinh hoc ctia ndm Trichoderma reesei sé
téing, do né phu thudc vao tde do sinh trudng va ndng dd sinh khdi té bao. Do cac ching
nay diéu hoa ndng dd oxy hoa tan dén tri sb hing dinh, nén téc do chuyén khéi oxy phai

bang téc d6 tiéu thu oxy (hodc nhu cu oxy sinh hoc).
Kia* (0*-O,L)= (W*X)Rxon
trong do:

0,*: ndng d oxy bio hoa
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O,.: ndng dd oxy trong pha léng

u: tdc do sinh trudng ctia nAm Trichoderma reesei (gido™h)

Ryoo - hiéu suét sinh khéi té bao so véi lugng oxy da dugc tiéu thu
X = ndng d6 sinh khéi té bao (trong luong kho)

Do d6, quy trinh theo Patent néu trén can c6 hé s6 chuyén khéi thé tich oxy K; a rat 16n
dé dap tmg nhu cau oxy sinh hoc ciia ndm Trichoderma reesei. Thoéng thuong, qua trinh nay

dugc thuc hién bang cach tang tdc do khudy hoic tbc do suc khi va tiéu thu nhidu dién néang.

Néu hé sb chuyén khéi K; a giam mat nira, thi sinh khéi tdi da c6 thé thu dugc & cling
mot te d6 sinh truéng cling gidm mot nira. C6 thé thu duge ciing mot luong sinh khéi véi
tbc @0 sinh truéng thp hon, nhung can nhiéu thoi gian hon va do d6 lam giam ning sut

san sinh enzym xenlulaza dugc tiét ra.
Bin chit ky thudt ciia sang ché

Muc dich ciia sang ché 13 d& c4p dén quy trinh san xuit xenlulaza bang cach sir
dung chiing nim s¢i trong thiét bi phan tmg sinh hoc c¢6 suc khi va khudy trén, bao gbm it
nhét hai buéc: bude thir nhét 1a nudi céy theo mé véi su ¢6 mit ciia it nhat mot co chat cacbon
sinh truéng & ndng d6 nam trong khoang tir 10g/L dén 80g/L; va budc thir hai 14 nuéi ciy
theo mé c6 bd sung dinh dudng v6i su cd mit cia it nhét mot co chit cacbon cam ung, va

tbc d6 dong cip ngudn cacbon nim trong gi¢i han tir 50 dén 140mg/g sinh khéi t& bao/ gio.

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét xenlulaza bang céch sir dung chiing nim
soi ¢6 kha nang duy tri ning suit san sinh enzym nay va thiét bi phén tng sinh hoc ¢6 hé

sd chuyén khéi thé tich oxy K;a thip.

Quy trinh theo sang ché co6 thé dugc sir dung dé kiém soat hiéu qua hon nhu ciu oxy
sinh hoc ctia ching nim soi theo sang ché ma khéng lam giam nang sut san sinh enzym
xenlulaza mong mudn. Quy trinh theo sang ché c6 thé thuc hién duge bang cach khai thac
dic tinh sinh 1y ctia ching nim sgi nhu 13 Trichoderma reesei trong diéu kién ndng do co

chit cacbon bi han ché.
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Mo ta van tiat hinh vé

Fig.1 14 biéu dd so sanh céc tri s§ duoc mod phong bang mé hinh dung tri sb thuc

nghiém ctia Tolan vaFoody (1999) thu duoc bang mét ching Trichoderma reesei khac.

Fig.2 1a biéu dd thé hién su thay ddi ndng d6 sinh khédi té bao, protein va hé sb

chuyén khéi Ky a theo thoi gian cia quy trinh duge mo ta trong Vi du 1.

Fig.3 1a biéu dd thé hién su thay dbi néng d6 sinh khéi té bao, protein, glucoza

va lactoza theo thoi gian cda quy trinh dugc mo ta trong Vi du 2.

Fig.4 12 biéu d6 thé hién sy thay ddi ndng do sinh khdi té bao, protein, glucoza va

lactoza theo thoi gian cia quy trinh duge mo ta trong Vi du 3.

Fig.5 1a biéu do thé hién su thay dbi hé s6 chuyén khéi Kya theo thoi gian cia quy
trinh dugc mo ta trong Vi du 3.

MB& ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét xenlulaza bang cach st dung ching nim
sgi trong thiét bi phéan ng sinh hoc ¢6 suc khi va khqu tron, bao gém it nhét hai budc: bude
thtr nhét 12 nudi cy theo mé véi sur ¢6 mit clia it nhit mot co chét cacbon sinh truong & nong
d6 nam trong khoéng tir 10g/L dén 80g/L; va bude thit hai 1a nudi cdy theo mé c6 bd sung
dinh dudng véi s c6 mit cia it nhit mot co chit cacbon cam tmg, va téc do dong cép

ngudn cacbon nam trong gidi han tir 50 dén 140mg/g sinh khdi té bao/gid.

Tét hon néu, ndng do ctia co chét cacbon sinh trudng ndm trong khoang tir 10g/L
dén 20g/L. Tt hon nita néu, ndng dd ciia co chit cacbon sinh truéng nam trong khoang

tir 12g/L dén 17g/L.

Trong giai doan sinh trudng, nong d co chat cacbon gia tri can c6 dé dat duge toc

d6 sinh truéng tdi da.

T6t hon néu, ndng dd cta co chat cacbon cdm ng dugc st dung trong budc nudi

ciy theo mé c6 bd sung dinh dudng ndm trong khoang tir 70 dén 100mg/g sinh khdi té
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bao/git. Tot hon nita néu, noéng do cla co chat cdm Gng nay nam trong khoang tir 80 dén

90mg/g sinh khéi té bao/gid.

Do d6, thiét bj phan tng sinh hoc theo sang ché c¢6 thé co hé sb chuyén khéi thé
tich oxy K;a nam trong khoang tir 40 gio™ dén 180 gid™", tbt hon néu hé s chuyén khéi
thé tich oxy K;a cua thiét bi phan tmg sinh hoc theo sang ché ndm trong khoang tir 40 gid™
dén 150 gio™,

Budc thir hai dugc thyc hién trong diéu kién néng d6 co chét cacbon cam ung
dugc gi6i han & téc dd dong nhé hon kha ning tiéu thu téi da ciia ching ndm s¢i theo

sang ché.

Tt hon néu, co chat cacbon sinh trudng dugc chon tr nhém bao gém lactoza,
glucoza, xyloza, phin ba thu duoc sau khi 1én men etanol dudng monome trong san
phdm thiy phan nguyén liéu sinh khdi xenluloza va/hodc dich chiét tho chira pentoza

hoa tan thu duoc tir qua trinh xi Iy so bd nguyén liéu sinh khéi xenluloza.

Tét hon néu, co chit cacbon cam ung dugc chon tir nhém bao g@)m lactoza,
xenlobioza, sophoroza, phan ba thu dugc sau khi 1én men etanol dudng monome
trong san pham thiy phan nguyén liéu sinh khdi xenluloza va/hodc dich chiét tho
chira pentoza hoa tan thu dugc tir qua trinh xt ly so bd nguyén liéu sinh khéi

xenluloza.

Céc co chit cacbon cam ng néu trén c6 thé dugc st dung riéng ho#ic dudi dang hén

hop.

Tuy thudc vao ban chit, co chit cacbon sinh trudng dugce chon dé san xuét
sinh khédi duoc nap vao thiét bi phan g sinh hoc truéc khi khir tring hoic co chét

nay dugc khir tring riéng sau dé nap vao thiét bi phan tng sinh hoc.

Co chit cacbon cam ing dugc khir tring riéng truée khi nap vao thiét bi phéan

ting sinh hoc trong budc nudi cdy theo mé cé bd sung dinh dudng.

Tot hon néu, khi co chat cacbon cam tng 1a lactoza, thi dung dich nuéc chira co

chét nay c6 ndng d6 nam trong khoang tir 200g/L dén 250g/L.
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Quy trinh theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé dat duogc ning suét xenlulaza
tuong tur bang cach st dung thiét bi phan tng sinh hoc c¢6 hé sé chuyén khdi thé tich
oxy Kya, nhé hon 2,5 14n so véi Kya bang 250 gio™, tic 1a bang 100 gid™'. Méi twong
quan giita hé sb chuyén khéi K;a va cong suit tiéu hao trong thiét bi phan ung sinh
hoc hiéu khi c6 khudy da dugc mé ta trong tai lidu: “Lignoxenluloza biomass to
etanol process design and economics utilizing co-current dilute acid prehydrolysis
and enzymatic hydrolysis, current and futuristic scenarios”, R Wooley et al.

NREL/TP-580-26157 (1999), cu thé nhu sau
Kra=0,026*P/V)**'V5"
trong do:
P/V : cong suét tiéu hao tinh theo W/m®
Vg : van tdc bé mit caa khi (m/s).

Do d6, theo mbi twong quan nay, cong suét tiéu hao (P/V) khi Ky a bang 100

gido™! nhé hon x4p xi 10 14n cong suét tiéu hao cin thibt khi K;a bang 250 gio™.

Uu diém cta quy trinh theo sang ché 1a cho phép don gidn héa viéc ma
rong san xut trén quy mé cong nghiép (théng thudng nim trong khoang tir 100m’

dén 1000m®) va giam chi phi san xuét.

Quy trinh theo sang ché 14 don gian, hiéu qua va khai thac dugc dic tinh sinh ly

cua chung nam sgi theo sdng che trong di€u kién gidi han doi vdi nong do co chat cacbon.

So véi quy trinh san xuét xenlulaza thong thudng, quy trinh theo sang ché dugc cai
tién bang cach giam ndng dd co chét cacbon sinh truréng ban diu trong budc thir nhit 13
nudi cdy theo mé dé giam nhu ciu oxy sinh hoc téi da vao giai doan két thic cia buée
nay va mit khac 13 1am ting tdc d6 dong cdp co chit cacbon trong budc thir hai 1a nudi
ciy theo mé c¢6 bd sung dinh dudng dé tiép tuc san sinh sinh khéi t& bao tai giai doan bat
dau ctia budce nay & tbe do sinh trudng giam, ddng thoi véi qué trinh san sinh enzym. Pac

tinh sinh ly cda ching nim soi theo sang ché da dugc khai thic dé x4c dinh dugc tbc do
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dong trong budc nudi ciy theo mé c¢6 bd sung dinh dudng va ndng @6 sinh khéi té bao

mong muon.

Diéu nay c6 nghia 12 ning suat xenlulaza cudi cing van c6 thé dugc duy tri
v6i thiét bi phan ng sinh hoc theo sdng ché c6 hé so chuyén khoi thé tich oxy Ky a

thap hon.

Chting ndm s¢i dugc sit dung trong quy trinh theo sang ché 13 loai thudc chi

Trichoderma, Aspergillus, Penicillium hodc Schizophyllum.

Tét hon néu, ching nim sgi dugc sir dung trong quy trinh theo sang ché 1a loai

Trichoderma reesei.

Céac chung Trichoderma reesei cong nghiép dugc st dung theo sang ché co thé
dugc bién ddi dé lam ting hoat tinh cta cdc enzym phan huy xenluloza va/hoic
hemixenluloza bing phuong phap dot bién-chon loc, vi du, ching Trichoderma reesei
IFP CL847; cac ching dugc dot bién bing k¥ thuat gen tai t6 hop ciing ¢6 thé duge st
dung. Cac chiing nay dugc nudi cdy trong thiét bi phan tng sinh hoc hiéu khi c6 khudy
& didu kién phu hop véi su sinh truéng va san sinh enzym cia ching. Cac ching ndm
khac c6 kha ning san sinh enzym xenlulaza bing cach sir dung quy trinh twong tu nhu

quy trinh dugc st dung dbi véi ching Trichoderma cé thé dugce st dung.

Tét hon néu, ching nim soi dugc sir dung trong quy trinh theo sang ché 1a loai
Trichoderma reesei da dugc bién dbi gen bang phuong phap tai t5 hop, chon loc hodc dot

bién.

Vi du vé ching Trichoderma reesei d3 dugc bién dbi gen c6 thé dugc st dung theo
séng ché bao gdm ching Trichoderma reesei CL847, Trichoderma reesei RutC30,

Trichoderma reesei MCGT77, hodc Trichoderma reesei MCGR0.

Khi tdc d6 dong cdp co chit cacbon cam tng 16n hon 140mg dudng/g sinh
khbi té bao/gid, s& xay ra hién tuong tich tu dudng trong méi truong nudi cdy va
lam bién d6i dic tinh sinh 1y ctia Trichoderma reesei, din dén 1am giam tdc do san sinh
protein (hiéu Gmg e ché qua trinh di hoa). Khi & cac diéu kién gi6i han, bang cich

giGi han téc do dong nay trong khoang tir 50 dén 140mg duong/g sinh khéi té

-0-
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bao/git, chung Trichoderma reesei s& san sinh dong thoi sinh khoi té bao va enzym va

c6 xu huéng chuyén dén trang théi can bang & d6 nd chi san sinh enzym.

Mot md hinh dugc thiét 1a8p dua trén cac thong sb néu trén va dugc stir dung dé
mo phéng qué trinh san xuét sinh khdi t& bao va enzym mot cach lién tuc & tbc do pha
lodng bang 0,018 gio™' v6i cic ndng dd co chét cacbon ban dau khac nhau. Cac didu
kién nay 1a twong tu nhu trong nghién ctru dugc Tolan va Foody mé ta trong tai liéu:
(“Cellulase from submerged fermentation”, (1999), Adv in biochemical engineering
biotechnology, Vol 65, p42-67), trong @6 c6 trich dan cong trinh ctia Nicholson et al.
(1989) (Proceedings of the 7th Canadian bioenergy seminar, Energy Mines, and
Resources) va dua ra cac két qua thuc nghiém vé ndng do sinh khéi té bao va protein.
Cac tac gia sang ché van dung céc théng sb dong hoc da duge xéac dinh ddi véi ching
Trichoderma reesei CL847 mac du mdt chung Trichoderma reesei khac da dugc su
dung. Két qua duoc thé hién trén Fig.1 ching t6 su phu hgp gitta md hinh va thuc

nghiém.

Piéu nay ciing ching té ring m6 hinh néu trén ¢6 thé dugc ap dung déi véi
cac chung Trichoderma reesei khéc c6 dic tinh sinh 1y twong tu nhu ching Trichoderma
reesei CL847.

Néng d6 clia co chit cacbon sinh truéng trong budc nudi cdy theo mé 13 thép hon
so véi ndng dd co chét cacbon sinh truéng duoc boc 16 trong Patent Phap sb 2 881 753 dé
giam nhu cdu oxy sinh hoc t6i da & cubi giai doan nay (& téc do sinh trudng t6i da) dbi
v6i thiét bi phan tng sinh hoc ¢ hé sb chuyén khéi KLa bing 100 gio-1. Sau do, tbc do
dong cAp co chit cacbon trong budc nudi cdy theo mé ¢ bd sung dinh dudng dugc gia
tang dén tri s6 cao hon so véi tbe do dong cp co chét cacbon duge boc 16 trong Patent
Phép s6 2 881 753 (theo Patent nay tbc d6 dong cia co cht cabon nim trong khoang tir
35 dén 45mg co chét cacbon cam tmg/g sinh khéi té& bao/ gi%). Didu nay c6 nghia 13 sinh
khéi té bao c6 thé tiép tuc duoc tao ra ddng thoi véi enzym xenlulaza trong giai doan dau
clia budc nudi cdy theo mé ¢ bd sung dinh dudng, nhung & tde do sinh trudng giadm, tirc
1a nhu ciu oxy sinh hoc co thé dugce kiém soat. Do do, toc do dong cda co chét cacbon
trong budc nudi cdy theo mé cé bd sung dinh dudng duge ting dén tri s6 16n hon 50mg

dudng/g sinh khéi té bao/gid trong giai doan diu cia budc nay. Qué trinh sinh truéng
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dugc tiép tuc dong thoi v6i qua trinh san sinh enzym va duge 6n dinh khi tdc do dong cip

“co chét cacbon gﬁn béng gia tri t8i wu cho ching ném soi duoc sir dung theo sang ché.
Vi du thwe hién sang ché
Vidul
Quy trinh san xuét xenlulaza bang glucoza theo Patent Phap s6 2 881 753

Vi du 1 mo ta quy trinh san xuét xenlulaza bang cach st dung cac didu kién
nudi cdy dugc md ta trong Patent Phap sb 2 881 753 vai thiét bi phan tng sinh hoc ¢6
hé sb chuyén khéi thé tich oxy K a bang 250 gib’l. Vi du 2 mé ta quy trinh san xuét
xenlulaza thit nghiém dugc thuc hién & cung diéu kién nhu quy trinh theo Vi du 1 véi
thiét bj phan tng sinh hoc ¢6 hé s6 chuyén khdi thé tich oxy Ky a bang 100 gio™'. Khi két
thuc quy trinh theo Vi du 2, co chit cacbon dugc tich tu, san sinh nhiéu sinh khdi
nhung san sinh it enzym xenlulaza. Vi du 3 mo ta quy trinh san xuit xenlulaza theo
sang ché. Quy trinh nay dugc st dung dé thu dugc ning suit san sinh enzym xenlulaza
trong duong véi nang suit san sinh enzym xenlulaza ctia quy trinh theo Vi du 1 véi thiét

bi phan tmg sinh hoc ¢6 hé sb chuyén khéi thé tich oxy K;a bang 100 gid™.

Quy trinh nay dugc thuc hién trong thiét bi phan tng sinh hoc c6 khudy co
hoc. Moi truong khoang chira cac thanh phén sau: KOH 1,66g/L, H;PO, 85% 2mL/L,
(NH,4),S0, 2,8g/L, MgS0,.7 H,0O 0,6g/L., CaCl, 0,6g/L, MnSO, 3,2mg/L, ZnS0O,.7 H,O
2,8mg/L, CoCl, 10 4,0mg/L, FeSO,.7 H,O 10mg/L, chit chiét xuit tir ngd 1,2g/L, chét
chéng tao bot 0,5mL/L.

Thiét bj phan tng sinh hoc chita méi trudng khoang néu trén duoc khir tring &
nhiét d6 120°C trong 20 phut, ngudn co chat cacbon 14 dung dich glucoza dugc khir
trimg & nhiét d§ 120°C trong 20 phit, sau d6 bd sung vao thiét bi phan tng sinh hoc
theo phuong phap vo tring dé thu dugc ndng dd cudi cung bang 30g/L. Thibt bi
phan tng sinh hoc dugc ciy bang dich nudi cdy so bd cta ching Trichoderma
reesei CL847 dén ndng d6 10% (tt/tt). Mbi truong khoang dé nudi ciy so bd chung
Trichoderma reesei CL847 13 gidng nhu méi trudong khoang cia thiét bi phan éng

sinh hoc ngoai trir ¢6 bd sung 5g/L kali phtalat & dém pH. Qua trinh sinh truéng
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cta ching nam soi nay trong budc nudi céy so bd dugc thuc hién béng céch st dung
glucoza 1am ngudn co chit cacbon & ndng d6 bang 30g/L. Bude nudi ciy so bod duge
thuc hién trong tir 2 dén 3 ngay & nhiét ¢ 28°C trong ti nudi cdy c6 khudy & ap suét
khi quyén. Sau d6, dich nudi ciy so bd nay duge bd sung vao thiét bi phan tng sinh hoc

khi ndng do glucoza con lai nhé hon 15g/L.
Thuc nghiém trong thiét bi phan tng sinh hoc nay bao gém hai buéc:

* budc sinh trudng trén co chat cacbon glucoza (ndng d6 ban diu = 30g/L) &
nhiét d6 27°C va pH = 4,8 (duoc thiét 14p bang cach bd sung dung dich amoniac
5,5M). Téc do suc khi béng 3L/phat va tbc d6 khudy dugc gia ting dén tri s6 nim
trong khoang tir 200 vong/phiit dén 800 vong/phit theo ap suit riéng phin cua khi

O, (4p suét riéng phan cta oxy hoa tan) , duoc dat & 30%.

* budc san xuat enzym. Sau 30 gid, dung dich lactoza 250g/L dugc bom lién
tuc & tdc do dong bing 35mg/g sinh khdi té bao/gid trong 250 gid. Nhiét do giam
dén 25°C va pH giam dén pH 4 cho dén khi qua trinh nuéi cdy da két thic. Do pH
duoc thiét 1ap bang cach bd sung dung dich amoniac 5,5M, dung dich nay ciing cung
cip nito cn thiét cho qué trinh téng hop protein tiét ra. Nong do oxy hoa tan dugc

duy tri trén 30% bang cach khudy.

Qua trinh san xuit enzym dugc kiém soat bing cach dinh luong ndng do
protein ngoai bao theo phuong phap dudng chuin Lowry dugc xdy dung trén
albumin huyét thanh bd (BSA- Bovine serum albumin), sau khi tich cic soi ndm béng

cach loc hodc ly tdm. Hoat tinh phén giai xenluloza dugc xac dinh nhu sau:

- hoat tinh trén gidy loc hoic hoat tinh FP, dugc biéu dién theo don vi FPU
(don vi giéy loc) ¢c6 thé dugc st dung dé dinh luong téng hoat tinh ciia endoglucanaza

va exoglucanaza;

- hoat tinh p-glucosidaza va xylanaza c6 thé dugc st dung dé dinh luong hoat

tinh riéng.

Hoat tinh FP dugc dinh lugng trén gidy loc Whatman N°1 theo quy trinh cia

IUPAC biotechnological commission & ndng d6 ban diu bing 50g/L; miu thir chira
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dung dich enzym cin phan tich da giai phong luong dudng twong duong véi 2g/L
glucoza (phuong phap so mau) trong 60 phut. Nguyén Iy dinh lugng hoat tinh trén giy
loc 1a x4c dinh ndéng do dudong khir thu dugc tir gidy loc Whatman N°1 bang axit

dinitrosalixylic.

Co chat dugc su dung dé dinh lugng hoat tinh B-glucosidaza 1a p-
nitrophenyl-B-D-glucopyranosit. Co chit nay bi phén cit bsi B-glucosidaza va giai

phoéng ra p-nitrophenol.

Mot don vi hoat tinh B-glucosidaza duge dinh nghia 14 lugng enzym can thiét
dé tao ra 1pmol p-nitrophenol tir p-nitrophenyl-B-D-glucopyranosit trong moQt phut

va duoc biéu dién theo don vi IU/mL.

Nguyén ly dinh lugng hoat tinh xylanaza 13 ¢ x4c dinh ndng d6 duong khir
thu dugc tir dung dich xylan d4 duge thity phan bang axit dinitrosalixylic. Phuong phéap
dinh lwgng nay st dung tinh khir cia duong, chu yéu 13 xyloza. Hoat tinh xylanaza 1a
lugng enzym cin thiét dé tao ra 1pmol xyloza trong mdt phit va dugc bidu dién theo

don vi IU/mL.

Hoat tinh riéng dugc xdc dinh bing cach 14y hoat tinh theo IU/mL chia cho

néng do protein. Hoat tinh riéng dugc biéu dién theo don vi IU/mg.

Heé sb chuyén khdi thé tich oxy Ky a duoc dinh luong tir trang thai can bang khi sau

khi kiém chimg lai trang thai cAn bing cacbon va cin bing oxy hoa khir.
Két qua phan tich dinh luong cudi ciing ctia quy trinh theo Vi dy 1 nhu sau:
Sinh khéi té bao = 15,5g/L
Protein = 50,1g/L
Hiéu suét protein = 0,20g/L/ gio
Hoat tinh FPU = 29,11U/mL

Hoat tinh riéng xylanaza = §,21U/mg
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Hoat tinh riéng B-glucosidaza = 1,0IU/mg

Fig.2 12 biéu d6 thé hién su thay ddi ndng d¢ sinh khéi t& bao, protein va hé
s6 chuyén khéi thé tich oxy K;a theo thdi gian cla quy trinh theo Vi du 1. Két qua
dinh lugng trén Fig.2 cho thiy sinh khéi té bao da ting dén 15g/L trong 50 gio dau
thir nghiém va hé sb chuyén khdi thé tich oxy Kia bing 240 gio™'. Ndng do protein
ting nhe trong 50 gid du, sau d6 ting manh tir thoi diém ndng d6 sinh khéi té bao én

hing dinh. Nong d6 protein dat 50g/L khi qua trinh nuéi cdy da hoan toan két thic.
Vidu?2

Quy trinh theo Vi du 2 dugc thuc hién & cac diéu kién tuong ty nhu quy trinh
theo Vi du 1, ngoai trlr viéc st dung thiét bi phan tng sinh hoc c¢6 hé sé chuyén khéi
thé tich oxy t6i da Kia bing 100 gid™ va th8 tich ban dau bing 750mL. Qua trinh 1én
men di tao ra nhiéu sinh khéi té bao hon (45g/L) va it protein hon (19g/L) (xem
Fig.3).

Két qua nay 1a do quy trinh s dung du nhidu co chit cacbon (lactoza,
glucoza) trong qua trinh 1én men. N6 d3 tai san sinh xenluloza dugc cam ung trong
diéu kién gi6i han v& co chét cacbon cam ung. Glucoza d3 khong dugc tiéu thu do hé
s6 chuyén khéi thé tich oxy cua thiét bi phan Ung sinh hoc theo quy trinh nay nhé hon
2,5 1an so v6i hé sb chuyén khéi cua thiét b phén Ung sinh hoc theo quy trinh cia Vi
du 1, nén da lam giam tdc do tiéu thu co chét cabon — tri s6 nay ty 1& thudn véi te do

ti€u thu oxy.
Thuc té, tbe do chuyén khdi oxy duogc biéu dién nhu sau:
OTR =K 2(0, -Oy)
trong do:
O, *: nf?)ng dd oxy bdo hoa

O,1: ndng dd oxy trong pha léng
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Do d6, tdc do tiéu thu oxy bi gii han bsi toe d6 chuyén khéi oxy va nhé

hon 2.5 14n so vé§i tbe do tiéu thu oxy cua quy trinh theo Vi du 1.
Két qua phan tich dinh luong cudi cing cta quy trinh theo Vi dy 2 nhu sau:
Sinh khéi té bao = 45g/L
Protein = 19g/L
Hoat tinh FPU = 10,11U/mL
Hoat tinh riéng xylanaza = 8,51U/mg
Hoat tinh riéng B-glucosidaza = 1,2IU/mg
Vidu3
Quy trinh san xuit xenlulaza theo sang ché

Thiét bi phan tmg sinh hoc c6 hé s6 chuyén khéi thé tich oxy K;a bang 100 gid™!

dugc str dung, nhung quy trinh san xuat dugc cai tién theo giai phap ctia sang ché.

Theo d6, ndng d6 glucoza ban dau dugc giam xudng bing 15g/L sao cho tbc do tiéu
thu oxy sinh hoc tdi da 1 phit hop v6i thiét bi phan tmg sinh hoc duoc sir dung. Hiéu suit
sinh khdi té bao so véi glucoza bing 0,5g/g khi st dung luwong du glucoza. Pidu nay co
nghia 13 tbc do tiéu thu oxy téi da bing 0,5g/L/gid dbi véi ndng do glucoza néu trén
(tuong tmg véi toe d9 sinh trudng tdi da bang 0,08 gid™ va hiéu suét bién ddi oxy thanh

sinh khéi té bao bang 1,2 g/g).

Budc nudi ciy theo mé va bd sung dinh dudng dugc thuc hién sau 24 gidr véi tbe do
dong biang 89mg co chat/g sinh khéi té bao/gid (dung dich lactoza 250g/L). Giai doan sinh
truéng dién ra ddng thoi véi qua trinh san sinh protein. Sau 240 gid 1én men, tdc do sinh
truéng cudi cing bang 51,7g/L (Fig.4). Mic du st dung thiét bi phan tng sinh hoc ¢6 hé
s6 chuyén khdi thé tich oxy thip, nhung hiéu suit protein cudi cing van dugc duy tri.
Hiéu suét protein cudi ciing bang 0,21g/L/gid (hiéu sut protein cudi cung cua quy trinh

theo Vi du 1 bang 0,20g/L/gid).
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Fig.5 13 biéu do thé hién su thay ddi ciia hé sb chuyén khdi thé tich oxy K;a trong
qué trinh thuc hién quy trinh theo Vi du 3; hé s§ nay van nhé hon 100 gio™.

Két qua phan tich dinh luong cubi cling ctia quy trinh theo Vi du 3 nhu sau:
Sinh khéi € bao = 18,9g/L

Protein = 51,7g/L

Hiéu suét protein = 0,21g/L/gi&

Hoat tinh FPU = 30,1 IU/mL

Hoat tinh riéng xylanaza = 9,5IU/mg

Hoat tinh riéng B-glucosidaza = 1,121U/mg.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh san xut xenlulaza bang cach str dung ching nim soi trong thiét bi phan Gng

sinh hoc ¢6 suc khi va khudy trén, bao gdm it nhat hai budc:

budc thir nhat 1a nudi cay theo mé véi sy c6 mat cda it nhat mot co chat cacbon

sinh truéng & ndng do nam trong khoang tir 10g/L dén 60g/L;

budce thir hai 13 nuoi cay theo mé c6 bo sung dinh dudng véi su ¢ mit cia it nhat mot
co chat cacbon cdm tng, va toc d dong cap ngudn cacbon nam trong gidi han tir 50 dén

140mg/g sinh khéi té bao/gio, va

thiét bi phan g sinh hoc c¢6 hé s chuyén khéi thé tich oxy K a nim trong khoang
tir 40 gio™ dén 180 gior.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 néng d6 cta co chit cacbon sinh trréng nam trong

khoang tir 10g/L dén 20g/L.

3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 ndng d6 co chit cacbon sinh trudéng nim trong khoang

tir 12 dén 17g/L.

4. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 tbc do dong cip ngudn

co chit cacbon nim trong giGi han tir 70 dén 100 mg/g sinh khéi té bao/gio.

5. Quy trinh theo diém 4, trong d6 tc d6 dong cAp ngudn co chit cacbon ndm trong gidi

han tir 80 dén 90 mg/g sinh khéi t& bao/gio.

6. Quy trinh theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 thiét bi phan tng sinh
hoc c6 hé s& chuyén khéi thé tich oxy K;a ndm trong khoang tir 40 gio™ dén 150 gio™.

7. Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 co chit cacbon sinh
truéng duge chon tir nhém bao gdm lactoza, glucoza, xyloza, phan ba thu duoc sau khi
1én men etanol duong monome trong san pham thity phan nguyén lidu sinh khdi xenluloza
va/hoic dich chiét thd chira pentoza hoa tan thu dugc tir qué trinh xir Iy so bd nguyén lidu sinh

khoi xenluloza.
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8. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 co chat cacbon cam
tmg dugc chon tir nhém bao gdém lactoza, xenlobioza, sophoroza, phan b3 thu dugc sau
khi 1én men etanol dudng monome trong san phim thiy phan nguyén liéu sinh khéi
xenluloza va/hodc dich chiét thé chira pentoza hoa tan thu duge tir qua trinh x Iy so bd

nguyén lidu sinh khéi xenluloza.

9. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 co chét cacbon sinh
trudng duge chon dé san xuét sinh khéi t& bao duoc nap vao thiét bi phan tng sinh hoc

truge khi khir triung.

10. Quy trinh theo diém b4t ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, trong d6 co chit cacbon
sinh truéng dugc chon dé san xuét sinh khéi té bao dugc khir trung riéng va sau dé

duge nap vao thiét bi phan Gng sinh hoc sau khi khir trung.

11. Quy trinh theo diém bat k¥ trong sé cac didm néu trén, trong d6 co chat cacbon cam
mg dugc khtr trung riéng trude khi nap vao thiét bi phan tng sinh hoc trong budc nudi

ciy theo mé c6 bd sung dinh dudng.

12. Quy trinh theo diém bat k¥ trong sd cac diém néu trén, trong d6 chiing nim s¢i dugc

st dung 1a loai Trichoderma reesei.

13. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 chiing ndm soi dugc
sit dung 14 loai Trichoderma reesei da dugc bién dbi gen bang phuong phap tai t6 hop,

chon loc hodc dot bién.
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