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Linh vye ky thuit dwoec dé cap

Sang ché dé cap dén vi sinh vat san xuit L-leuxin va phuong phdp sin
xuét L-leuxin bing cach sir dung vi sinh v4t ndy.
Tinh trang ky thuit cia sing ché

Céc axit amin mach nhénh dé cap dén ba loai axit amin (tﬁ’c.lé, L-valin,
L-leuxin va L-isoleuxin) va ching dugc biét 1a dwoc chuyén héa chinh trong co
va duoc st dung nhu ngudn ning luong trong qué trinh hoat dong thé chit. Cung
v6i sy ning cao nhan thic vé vai trd quan trong clia cdc axit amin mach nhanh
ndy trong viéc duy tri va ting khéi co trong hoat dong thé chit, viéc sir dung clia
chiing ciing ting 1én. Cuy thé 13, L-leuxin 1 axit amin thiét yéu va dugc st dung
rong rai trong y hoc, thyc phim, cac chit phu gia thirc in, cc héa chét cong
nghiép, v.v. |
Trong khi d6, céc axit amin mach nhanh dwoc san xudt chu yéu boi céc vi
sinh vat thudc chi Escherichia hodc chi Corynebacterium da biét 1a duogc sinh
téng hop tir axit 2-ketoisocaproic, tién chit, sau khi trai qua mot sb budc tir axit
pyruvic (cdc Patent Han Qudc sé 10-0220018 va 10-0438146). Tuy nhién, céc
enzym bao gdm céc qué trinh sinh téng hop leuxin ¢6 vin dé& khi ching trai qua
su e ché nguocgdy ra boi san pham cubi cung, tac 13, L-leuxin hodc din xuit
ctia chung, do d6 lam cho khé khian dé thuc hién san xudt cong nghiép quy mod
16n cua L-leuxin.
Bén chit k§ thuit ciia sang ché

Vén dé ky thuat

Céc tac gia cia sang ché dd nd lyc phét trién cac vi sinh vAt san xuét L-
leuxin v6i hiéu xudt cao dugc so vé6i céc chung truyén thdng. Két qua 13, ho duoc
phat hién ring cic chung d6t bién thu dwoc bing cach s dung vi sinh vat san
xut axit glutamic c6 kha ning khang véi norleuxin (NL) (tic 13, dan xuét leuxin),
va su e ché nguoc boi L-leuxin hodc din xuit cia chiing dugc gidi phéng tir cac
ching dot bién nay, va do d6 L-leuxin dwgc sin xudt véi hiéﬁ suit cao, nhd dé

hoan thanh séng ché.
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Giai phép k¥ thuat

Muc dich cta sang ché 1a @& xuit ching dot bién Corynebacterium- glutamicum
¢6 kha ning san xuét L-leuxin méi.

Muc dich khac cua sang ché 1 @& @ xuét phuong phap san xuét L-leuxin bing
cach sir dung ching dot bién Corynebacterium glutamicum.

Hiéu qua dat dugc cla sang ché

Vi sinh vat thudc chi Corynebacterium glutamicum 12 vi sinh vat khang v6i L-
leuxin hodc dan xuét cua chung va do d6 c6 thé ngin chin sy tc ché ngugc va co hi¢u
suit L-leuxin dugc cai thién dugc so véi ching gbc ctia né. Do d6, phuong phap sén
xut L-leuxin bang cach st dung vi sinh vét cua sang ché co6 thd san xuit L-leuxin va
hiéu qua va hiéu sudt cao.

Mo ta viin tit hinh vé

Fig.11a biéu dd tién trinh minh hoa phwong phap sinh tdng hop cta L-leuxin ma
1a san phdm cudi cing cla sang ché.
MG t chi tiét sang ché

Khia canh cia sang ché @& xuét ching dot bién Corynebacterium glutamicum
méi (chung Corynebacterium glutamicum bién déi) san xuat L-leuxin, va cu thé 1a,
chiing d6t bién dugc dua vao theo s6 truy cip trinh ty KCCM11661P va chung dot bién
dua vao theo sb truy cap trinh ty KCCM11662P cho vige san xuét L-leuxin.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngr “L-leuxin”, la axit
amin thiét yéu, dé chi axit amin L duoc thé hién boi cong thic
HO,CCH(NH2)CH2CH(CHj3), twong ung chu truc voi cac axit amin mach nhanh cung
v6i L-valin va L-isoleuxin.

Trong khi d6, theo qua trinh sinh tdng hop cia L-leuxin trong céc vi sinh vat, da
biét 12 L-leuxin dugc sinh tdng hop tr axit pyruvic thdng qua axit axetolactic, axit
isovaleric dihydroxy, axit ketoisovaleric, axit 2-isopropylmalic, axit 3-isopropylmalic,
va axit ketoisocaproic thong qua qua trinh sinh tbng hop duge thé hién trén Fig.1. Ngoai
ra, L-leuxin dugc sinh tdng hop bang cach xuc tac qud trinh sinh tdng hop béng cach st
dung céc enzym, ching han nhu synthaza cta axit axetohydroxy, isomeroreductaza ciia
axit axetohydroxy, dehydrataza cua axit dihydroxy, synthaza cua axit isopropylmalic,
dehydrataza cua axit isopropylmalic, dehydrogenaza cua axit isopropylmalic va

transaminaza B. Tuy nhién, that kho d€ san xuat cong nghiép chi mot loai axit amin
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mach nhanh thong qua qud trinh 1én men bdi vi cac enzym duge st dung theo cac con
duong twong ty nhw qué trinh sinh tdng hop cua cac axit amin mach nhénh (ttc 13, L-
valin, L-isoleuxin va L-leuxin). Ngoai ra, do sy xuét hién cta sy tc ché nguoc bang san
phim cudi (tic 13, L-leuxin hodc dAn xuét cua chung), ddy 1a véAn d8 trong san xuét quy
md 16n cong nghiép cia L-leuxin. V& vin d& nay, ching dot bién theo sang ché c6 thé
khang v6i L-leuxin hodc dan xudit ctia no. |

Nhu dugc sir dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “din xuét” cé
thé chi céc hop chit ma da biét 14 c6 kha nang uc ché kha ning san xuét L-leuxin
clia cac vi sinh vt bing viéc cam mg sy (e ché nguoc lién quan dén qua trinh
sinh téng hop cua L-leuxin, san phim cudi cung cua sang ché. Céc vi du vé céc
hop chat c6 thé bao gém isoleuxin, terleuxin, norleuxin, xycloleuxin, v.v, nhung
khong giéi han & d6. Cu thé 1a, chang dot bién c6 thé khang v6i it nhit mot chat
dugc chon tir nhéom bao g61n leuxin, isoleuxin, terleuxin, norleuxin, va
xycloleuxin, cu thé hon nita 13, norleuxin. Nhin chung, dugc biét 1a qué trinh sinh
tong hop dugce uc ché khi L-leuxin duoc tich tu trén mc cu thé trong té bao. Do
d6, ching bit ky c6 kha ning khang véi din xuat co thé giai phong su e ché boi
L-leuxin va c6 thé san xuét L-leuxin thdm chi v6i ndng dd L-leuxin cao.

Chung dot bién mong muén cia vi sinh vat san xudt L-leuxin theo sang
sang ché ¢ thé thu duoc bang cich gy dot bién ching gdc cua nd. Cu thé 1a,
gy dot bién cua vi sinh vat c6 thé duge thyc hién boi nhiéu phuong phap khac
nhau da biét trong linh vyc k¥ thudt nay, va co thé st dung gy dot bién vat ly
hoac gdy dot bién héa hoc. Céc vi du vé cac tac nhan gdy dot bién héa hoc thich
hop cho sang ché c6 thé bao gdm N-metyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (NTG),
diepoxybutan, etyl metansulfonat, cac hop chit mustard, hydrazin, va nitrit,
nhung céc tdc nhan giy dot bién hoéa hoc khong giéi han & d6. Ngoai ra, cac vi
du vé c4c taic nhan gy dot bién vat 1y ¢ thé bao gém tia cuc tim va cac bic xa
gamma, nhung céc tac nhan gay dot bién vat Iy khong gidi han & do.

Khi thuc hién qué trinh gdy dot bién, chung gdc chiu tac dong boi tic nhan
gdy dot bién v6i ndng do ma cod thé dé lai kich thudc cu thé cta quin thé séng
sét ctia chung gbc. Kich thudc thay ddi vé6i loai tic nhan gdy dot bién va phu
thudc vao luong dot bién duoc gdy ra trong qun thé séng s6t véi ty 1& gay chét

khong d6i. Vi dy, trong truong hop cua NTG, ty 1€ gay chét co thé giir lai khoang
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10% dén 50% clia quan thé ban diu sdng s6t. Su gdy dot bién bang axit nitrat c6
thé gitt lai khoang 0,01% dén 0,1% quan thé ban du sdng sot, va sy dot bién
bing tia cuc tim c thé gifr lai khoang 1,0% cua quén thé ban dau séng sot, nhung
céc tac nhan gdy dot bién khong gidi han & do.

Khia canh khéc ciia sang ché d& xuét phuong phép san xuét ra L-leuxin ma bao
g0m viéc nudi cay chiing dot bién Corynebacterium glutamicum va thu hdi L-leuxin tir
chung dot bién Corynebacterium glutamicum hogc mdi trudng nuodi cAy ctia chung.

Nhu dugc str dung trong ban mo ta sang ché nay, thuét ngtt “nudi chy” c6 nghia
13 c4c vi sinh vat dugc sinh trudng trong cac diéu kién mdi truong dugc kiém soéfc nhéan
tao thich hop. Nudi c4y vi sinh vét clia sing ché c6 thé duoc thyc hién bang cach str
dung phuong phép nudi céy Corynebacterium glutamicum da biét rong rai trorig linh
vuc k¥ thuat nay. Cu thé 13, cac vi du vé cac phuong phap nudi chy co thé bao gdm nuoi
céy theo mé, nudi cy lién tuc, va nudi cay dugc cung cap theo mé, nhung cac phuong
phép nudi cAy khong gi¢i han ¢ d6. Cac phuong phap khéc nhau ndy dugc bdc 19, vi du
trong tai liéu “Biochemical Engineering” (James M. Lee, Prentice-Hall International
Editions, pp. 138 to 176, 1991), v.v..

Nhu duc_rc str dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngft “sy nudi cay” dé chi
chét chira moi truong trong d6 vi sinh vat dang sinh truong hodc da sinh truong trong
didu kién méi trrong kiém sodt nhan tao thich hop. Moi truong nudi cdy khong bao g0m
vi sinh vét dugc sinh truéng theo nghia hep, nhung ¢6 thé bao gdm né theo nghiardng.
“Su nudi cdy” bao gbm cic chit khac nhau dugc giai phéng vao moi trudng bdi vi sinh
vattrong qué trinh sinh truedng clia néi voi cac thanh phén mdi truong dugc thiétlap cho
viéc nudi céy vi sinh vét, va cu thé 13, leuxin, ma la cac chat muc tiéu.

Moi trudong dugc st dung cho qua trinh nubi cdy phai ddp (mg cic yéu cau
nudi cdy ctia ching cu thé theo cach thich hgp. Cac vi du vé mdi tredng nudi cly
d6i voi cac chung Corynebacterium duge bdc 16 (e.g., Manual of Methods for
General Bacteriology. American Society for Bacteriology. Washington D.C.,
U.S.A., 1981). Cac vidu vé cac ngudn cacbon dugce st dung c6 thé bao gdm céc
sacarit va cac cacbohydrat, ching han nhu glucozo, sacarozo, lactozo, fruétozo,
maltozo, tinh bdt, va xenlulozo; cac diu va chit béo, chéng han nhu dau dau
nanh, diu huéng duong, dau thu dau, va diu dira; cac axit béo, chéng han nhu

axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic; cac ruou, chiang han nhu glyxerol va
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etanol; va cac axit hitu co, ching han nhu axit axetic, nhung cac ngudn cacbon
khong chi gi¢i han & d6. Cac chét nay co thé dugc sit dung mdt minh hodc két
hop. Céac vi du vé ngudn nito dwgc st dung co thé bao gdm pepton, chiét xuét
men, chiét xuét thit, chiét xuit mach nha, rugu ngd ngém, bot d4u nanh, va uré;
hodc cac hogp chit vo co, nhu amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni
cacbonat va amoni nitrat, nhung cac ngudn nito khong giéi han ¢ d6. Cac ngudn
nito co thé duoc st dung mdt minh hodc két hop. Vi du vé cac nguén phospho
duoc st dung co thé bao gdbm kali dihydro phosphat hodc dikali hydro phosphat
hodc cac mudi c6 chira natri twong uUng nhung ngudn phospho khong gidi han o
d6. Ngoai ra, moi truong nudi cdy co thd bao gdm cac mudi kim loai ching han
nhu magié sulphat hodc s4t sulphat ma cAn thiét cho su sinh trudong. Ngoai céc
cac chit & trén, cac chét sinh trudng can thiét, ching han nhu co6 thé bao céc axit
amin va cac vitamin. Céc tién chdt phu hop cling 6 thé duoc st dung trong moi
truong nudi cdy. Céc chét dugc dé cap & trén co thé dugc bd sung vao mdi truong
nudi cdy theo cach thich hgp bang nudi cdy mé hodc nudi cdy lién tuc trong qua
trinh nudi cay.

Trong khi d6, do pH cia nudi cdy co thé duge didu chinh bing cich st
dung céc hop chit bazo ching han nhu natri hydroxit, kali hydroxit, va amoniac,
hodc cac hop chit axit chéng han nhu axit phosphoric va axit sulfuric, theo cach
thich hop. Ngoai ra, sy tao thanh céc bot khi c6 thé duoc ngin chin bang céach st
dung tac nhéin chéng tao bot ching han nhu este cua polyglycol axit béo. Dé duy
tri cac diéu kién hiéu khi, oxy hodc khi chira oxy (vi du, khong khi) dugc bom
vao mdi truong nudi cdy. Nhin chung, nhiét do cia modi truong nudi cdy co thé
nidm trong khoang tir 20 dén 45°C. Qua trinh nudi cdy dugc tiép tuc cho dén khi
viéc sdn xuét L-leuxin dat dén muc toi da cuia no, ma thuong dat dugc tr 10 dén
160 gio. L-leuxin ¢é thé dugc giai phéng vao mdi truong nudi cdy hodc dugc
chtra trong cac té bao.

Phuong phép 48 thu hdi L-leuxin tir céc té bao hodc moi truong nudi cly
¢6 thé duoc thyc hién bing cdc phwong phép thong thuong da biét trong linh vuc
ky thuét nay, vi dy, ly tam, loc, séc ky trao ddi anion, két tinh, HPLC, v.v., nhung
phuong phép khong gi¢i han ¢ do.

Vi du thwce hién sang ché
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Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét thong qua cac phuong dn minh
hoa. Tuy nhién, cic phuong 4n minh hoa nay chi c6 muc dich minh hoa, va khong
¢6 muc dich giéi han pham vi cia sang ché.

Vi du 1: Chon lgc cac ching dot bién bing quaé trinh gdy dot bién nhén tao

Pé thu cac chung vi sinh vat dot biénsan xuét L-leuxin, sy bién dbi cua vi
sinh vat dugc giy ra boi cic phuwong phap dud6i day.

Cu thé 13, cdc ching gbc (tirc 13, Corynebacterium glutamicum san sinh axit
glutamic ATCC 14067 va Corynebacterium glutamicum ATCC 13869), ma dugc kich
hoat biang viéc nudi cAy trong moi trudng kich hoat trong 16 gid, duge U vao moi truong
mam ma duoc tiét tring & nhiét do 121°C trong vong 15 phut, va dugc nudi cdy trong
14 gio. Sau d6, Sml mdi trudng nudi ciy dugc thu va duge rua bang 100mM chét dém
xitrat, va N-metyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (NTG) dugc thém vao ndng dd cubi la
200mg/L. Sau khi xir Iy 20 phut, moi truong nudi cdy duge rira bang 100nM chét dém
phosphat. Cac chung dugc xir Iy bing NTG dugc trai trén moi truong tbi thidu va ty 1¢
chét dwoc do. Két qua 13, ty 18 ché dugc x4c nhan 1a 85%. Pé chon cac chung bién doi
khang véi norleuxin (NL), ma tuong ung v6i din xuét cua L-leuxin, cac chung dugc xur
Iy NTG dugc trai trén moi truong t8i thiéu chra NL v6i ndng do cudi cung 1an luot 12
20mM, 30mM, 40mM, va 50mM. Sau do, cac chung duoc nudi céy & nhiét o 30°C
trong 5 ngdy, va nho do thu dugc cdc chung dot bién khang véi NL.

Do d6, cac ching dot bién thu duoc goi 14n luot 1a Corynebacterium glutamicum
KCJ-24 va Corynebacterium glutamicum KCJ-28, va dugc dua vao Trung Tam nuoi cdy
vi sinh vat Han Quéc (KCCM), 1a co quan ¢6 thidm quyén luu trit qudc té theo Hiép udc
Budapest, vao ngay 22 thang 1 ndm 2015 va dugc 4n dinh s truy cap trinh tu
KCCM11661P va KCCM11662P.

Céc thanh phan ctia mi trudng nudi cdy duoc st dung trong cdc vi du 1
va 2 dugc chi ra dudi day:

<Moi trudng kich hoat>

Chiét xuét thit bd 1%, Polypeptone 1%, Natri clorua 0,5%, chiét xuét men 1%,
thach 2%, d6 pH 1a 7,2.

<M0oi truong mam>

Glucozo 5%, Bacto Peptone 1%, Natri Clorua 0,25%, chiét xuit men 1%, Ure

0,4%, do pH 12 7,2
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<Moi truong téi thiéu>

Glucozo 1,0%, Amoni Sulphat 0,4%, Magié Sulphat 0,04%, Kali Dihydrogen
Phosphat 0,1%, Uré 0,1%, Thiamin 0,001%, Biotin 200 pg/L, thach 2%, d6 pH 7,0

Vi du 2: Kiém tra kha nang san xuit L-leuxin cua cac ching dot bién

Corynebacterium  glutamicum KCJ 24 va Corynebacterium glutamicum
KCJ-28, thu dugc trong vi du 1, va duge xéc nhédn khéng v6i NL véi cac ndng do
cao, duoc nudi cdy bang cdc phuwong phdp dudi day, sao cho xac nhén kha nang

san xuét L-leuxin.

Corynebacterium  glutamicum ATCC 14067 va  Corynebacterium
glutamicum ATCC 13869 (tirc la , céc ching gbc), va hai ching dot bién dugc U
vao 250 ml binh géc vach ngdn chtra 25 ml cua modi trudng mam dudi diy, va
nuéi cdy & 30°C trong 20 gio véi viée lic & 200 rpm dé c6 duge moi trudng mam.
Sau d6, 1ml ctia mdi truong nudi cdy mdm dugc 0 vao 250 mL binh goc vach
ngin chira 24 ml ciia mdi trudng san xuét duéi day, va duoc nudi cdy & nhiét do
30°C trong vong 72 gio véi viée lic & tbe do 200 vong/phut dé sinh ra L-leuxin.

Thanh phin ctia moi trudng san xuét duogc sir dung trong vi du 2 1a nhu sau:

<MOoi trudng san xult>

Glucozo 5%, Amoni Sulphat 2%, Kali Dihydrogen Phosphat 0,1%, Magié
Sulphate Heptahydrat 0,05%, Ruou ngd ngam (CSL) 2,0%, Biotin 200 pg/L, do
pH1a7,2.

Khi hoan thanh qué trinh nudi céy, lwong san lugng L-leuxin dugc do bang
sic ky long cao ap (HPLC). Ndng d6 cta L-leuxin trong mdi trudong nudi cdy cho

mdi ching d6i v6i céc thr nghiém duge tom tat trong bang 1 bén dudi.

Bang 1: So sanh khd nang san xuidt L-leuxin gitta Corynebacterium

glutamicum KCJ-24 va Corynebacterium glutamicum KCJ-28

Corynebacterium |Corynebacterium Corynebacterium |Corynebacterium
glutamicum glutamicum glutamicum glutamicum
ATCC 14067 KCJ-24 ATCC 13869 KCJ-28
(Chiing gbc) (Chung bién ddi) |(Ching gbc) (Chung bién d6i)
Nong do L-
0,1 2,7 0,3 3,1
Leuxin (g/L)
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Két qua, nhu dugc thé hién trén bang 1, cac ching gdc (tirc 1a Corynebacterium
glutamicum ATCC 14067 va Corynebacterium glutamicum ATCC 13869) ¢o nbéng do
L-luexin sinh ra 1an luot 12 0,1 g/L va 0,3 g/L, nhung cac ching dot bién (tac 1a
Corynebacterium glutamicum KCJ-24 va Corynebacterium glutamicum KCJ -28) theo
sang ché c6 ndng d§ L-leuxin sinh ra 13n luot 12 2,7 g/L va 3,1 g/L, x4c nhan rang kha
nang san xuét L-leuxin cta cic chung dot bién tang it nhét khoang 10 14n so véi céc
chung gbc.

Céc két qua trén cho thdy c4c ching dot bién khang L-leuxin va norleuxin khong
bi anh hudng boi sy uc ché nguoc bai leuxin hodc din xuét ctia né va do d6 co thé san

xuét L-leuxin v&i hiéu sudt cao va ning sudt cao.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Chung dot bién Corynebacterium glutamicum san xuat L-leuxin dugc chon tir nhom
bao gdm chung dot bién dugc dua vao theo sé truy cép trinh ty KCCM11661P va ching
dot bién duoc dua vao theo s6 truy cép trinh ty KCCM11662P.

2. Chung dot bién Corynebacterium glutamicum theo diém 1, trong d6 ching dot bién

nay c6 kha ning khang véi L-leuxin va din xuit cta no.

3. Chung dot bién Corynebacterium glutamicum theo diém 2, trong d6 dan xuét ctia L-

leuxin 14 norleuxin (NL).

4. Phuong phép san xuét L-leuxin bao gdm:
nuéi cdy chiing dot bién Corynebacterium glutamicum theo diém 1; va

thu hdi L-leuxin tir chiing dot bién Corynebacterium glutamicum hodc moi tredng nudi

cay.
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