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Linh vye k§ thuat duge dé cap

Séng ché dé cap dén ché phim phu gia thirc &n chin nudi va ché phém thiic &n chan
nudi chira ché phim phu gia nay.
Tinh trang k¥ thuét ciia sang ché

Methionin 13 axit amin thiét yéu d6i véi dong vat ¢6 vi, va duge st dung lam nguyén
liéu tho d8 san xuét thitc &n chin nudi, chat phu gia thuc phém, dung dich pha truyén duoc
phim va thudc, v.v.. Methionin ¢6 thé duoc sén xuét bang phuong phép tdng hop héa hoc
hodc phuong phap tdng hop sinh hoc.

Trong phuong phéap tdng hop héa hoc methionin, D, L-methionin dugc san xuét chit
yéu bang cach thuy phan 5-(B-metylmercaptoetyl)-hydantoin).

La vi du vé phuong phap tdng hop sinh hoc, patent M§/ $6 7745195 B2 bdc 1§ phuong
phép trong d6 cac vi sinh vat thu dugc bang cach dot bién cystathionin synthaza truc tiép san
xut ra homoxystein hogc methionin st dung HaS hodc CH3SH ma khong st dung Xystein.
Ngoai ra, patent Han Quéc 6 10-0905381 da boc 16 quy trinh hai budc ma bao gém budc san
xuft tidn chit L-methionin bang quy trinh 1én men vi sinh va budc san xut L-methionin bang
phan ing chuyén héa nho enzym sir dung tidn chét L-methionin d& dugc san xuét 1am co chit.

Methionin duoc san xuit bang phuong phép héa hoc thong thuong t0n tai dudi dang
hn hop ciia D-methionin va L-methionin, va do d6 cn phai c6 quy trinh tinh ché tbn kém bd
sung d@ tich mdt minh L-methionin ra khoi hén hop. Trong khi d6, methionin ma dugc san
xuét true tiép bing c4c vi sinh vét théng qua phuong phap tdng hop sinh hoc ¢ uu diém 1a
tdn tai & dang L ctia methionin, nhung lai ¢6 nhugc didm & chd n6 duoc san xuat véi luong
rAt nho, khé san xuét trén quy mo 16n bang cach 1én men, va cling kho thu dugc san phém
ddng déu bing cach 1én men. Vily do ndy, cac chét phu gia thirc &n chén nudi khong dit do

théng thudng khong thé chita L-methionin 1am thanh phan chinh.
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Céc tai liu vé tinh trang k¥ thuat
Céc tai liéu sang ché

Tai lidu sang ché 1: US 7745195 B2 (cong bd vao ngdy 29/06/2010);

Tai liéu sang ché 2: KR 10-0905381 B1 (cong bd vao ngay 30/06/2009).
Ban chét ky thuit ciia sing ché
Vién d8 k¥ thust

Do d6, cée tAc gia sang ché da thuc hién céc nghién ctru ky ludng d8 khéc phuc cac
vAn d& néu trén, va két qua 14, da thu duge lugng 16n L-methionin bang cach san xuét tién chat
L-methionin thong qua qua trinh 1én men vi sinh va chuyén hoa tién chét I-methionin thanh
I-methionin bing phan tmg enzym. Sau dd, cic tac gia sing ché da phat trién quy trinh tinh
ché san phAm phén (g enzym, va d4 phét hién ra rang quy trinh tinh ché dugc phét trién gitp
¢ thé thu duoc ché phim c6 chit lugng ddng déu va ham lugng L-methionin cao va chét phu
gia thirc &n chan nudi chita ché phim nay thé hién hiéu qua tuyét voi trén dong vat, nhd 6 da
hoan thién sang ché.

Do d6, muc dich ctia sang ché 12 d& xuat ché pham phu gia thirc &n chan nudi c6 ham
luong L-methionin cao.

Muc dich khac cta sang ché 13 d2 xuét ché phim thitc #n chin nuéi chira ché phim
phu gia thirc &n chin nubi.
Giai phap k¥ thuat

Pé dat duoc cac muc dich néu trén, sing ché @& xuét ché phém phu gia thirc &n chan
nudi chira 60 dén 99,90% khéi lugng L-methionin, 0,05 dn 5% khdi luong L-phenylalanin
va 0,01 dén 3% khéi luong L-tyrosin.

Séng ché cling d& xuét ché phim thitc &n chin nudi chira ché phdm phuy gia thic an
chén nudi.
Hiéu qué ctia sang ché

Theo sang ché, luong 16n L-methionin duoc tao ra bang cach san xuAt tién chit L-

methionin théng qua viéc 1én men vi sinh va chuyén héa tién chit L-methionin thanh L-



31967

methionin bing phan (g enzym, va két tinh .-methionin sin xuét dugc. Do d6, thuén loi 1a
séng ché d& xuét ché phim phu gia thirc &n chan nudi ¢6 ham luong L-methionin cao, didu
nay co thé cai thién dinh dudng cho vat nudi so véi céc chét phu gia thitc #n-chin nudi thong
thudng, va dé xuét ché phém thiic &n chin nudi chira ché phim phu gia thirc &n chan nudi nay.
M3 ta chi tiét sang ché

Séng ché s& duoc mo ta chi tiét dudi dy.

Theo khia canh thit nhét, séng ché d2 xuit ché phdm phu gia thirc an chin nudi c6
ham luong L-methionin cao.

Ché pham c6 ham lugng L-methionin cao nay c6 ham luong L-methionin gia tdng.
Cu thé 13, ché phdm nay ¢6 thé chira L-methionin, L-phenylalanin va L-tyrosin. Ngoai ra, ché
phAm c6 ham lwong L-methionin cao nay ¢6 thé con chita mdt hodc nhidu thinh phan dinh
dudng bd sung ngoai L-methionin, L-phenylalanin va L-tyrosin. O d4y, c4c thanh phén dinh
dudng co thé gdm, nhung khong chi giéi han &, cac axit amin khac (ngoai L-methionin, L-
phenylalanin va L-tyrosin), axetat, va ion.

Theo sang ché, ché phim nay c6 thé dugc san xuit bang phuong phap bét ky ma gitip
cho ché phim chita lugng 16n L-methionin. Vi du, ché phim nay c6 thé duoc sén xuét bing
céch san xut L-methionin theo phuong phép san xuft T.-methionin bao gdm quy trinh hai
bude dugc bdc 16 trong cac sang ché trong linh vuc nay, va Kkéttinh I-methionin san xuét dugc,
nhung khong chi giéi han & cach nay.

Cu thé 13, phuong phép san xuét L-methionin gdbm quy trinh hai budc dugc boc 10
trong céc patent Han Quéc sb 10-0905381, 10-0905381, 10-1136289, 10-1117012, 10-
1200179, 10-1250651 va céc patent trong tu, toan bd ndi dung ctia chiing dugc két hop 67 day
bang cach vién dan.

Cu thé hon 13, phuong phap san xuét I-methionin bao gdm quy trinh hai budc gdm
céc bude sau: (1) nudi cdy ching san xuét tién chét L-methionin trong mdi truong 8 san xuét
tidn chit L-methionin; va (2) bd sung khang nguyén vao tin chét L-methionin duoc san xuét

trong bude (1), sau d6 1a phan Gmg enzym d8 san xuét L-methionin.
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DAu tién, tién chit L-methionin c6 thé duoc san xuit bang cich nudi cy vi sinh vt
6t bién hoc tai t6 hop, vi sinh vét nay c6 kha ning san xuft tién chit ndy, trong méi trudng
thich hop. Cu thé 13, vi du v& tién chét L-methionin bao gbm, nhung khéng chi gi¢i han 6, O-
axylhomoserin, vi dy, O-axetylhomoserin, O-sucxinylhomoserin, propionyl homoserin,
axetoaxetyl homoserin, cumaroyl homoserin, malonyl homoserin, hydroxymetylglutaryl
homoserin, hodc pimelylhomoserin. Cu thé hon 13, tién chét L-methionin ¢6 thé 1a O-
axetylhomoserin hodic O-sucxinylhomoserin. Tham chi cu thé hon nita 14, tién chit L-
methionin 6 thé 1a O-axetylhomoserin.

Quy trinh nuo6i céy chiing san xuAt tidn chét I-methionin c6 thé duge thyc hién b%lng
cach sir dung moi truong va didu kién nudi ciy thich hop da biét trong linh vire ndy, va co thé
d& dang duoc didu chinh theo loai chiing dwoc chon bdi ngudi cb hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay. Vidu v& phuong phap nudi cly bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, nudi cy
gidn doan, nuoi cdy cép liu gian doan va nudi cAy lién tuc. Nhiéu phuong phap nudi cly da
duoe boc 16 trong bai béo, vi du, "Biochemical Engineering" ctia James M. Lee, trong 4npham
Prentice-Hall International Editions, pp 138-176.

M trudmg phai dép tmg mot cach thich hop céc yéu cau 61 v6i chimg cu thé. Nhidu
mdi truong nudi cy vi sinh da dugc bdc 16, vi dy, trong 4n pham "Manual of Methods for
General Bacteriology" ctia American Society for Bacteriology, Washington D.C., USA, 1981.
MBoi truong nudi cy c6 thé chira céc ngudn cacbon, céc ngudn nito, va cac nguyén t6 vi luong
khac nhau. Vi du v& cac ngudn cacbon bao gdm, nhung khéng chi giéi han 6, cac hydrat
cacbon nhu glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bot, va xenluloza; cac chét béo
nhu dAu dau nanh, dau hudng duong, dAu thiu dau, va dAu dira; céc axit béo nhur axit palmitic,
axit stearic, va axit linoleic; cac rugunhu glyxerol va etanol; va cac axit hitu co nhu axit axetic.
Cac nguén cacbon nay c6 thd duoc str dung mot minh hodc dudi dang két hop. Vidu V& céc
ngudn nito bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, cac ngudn nito hitu co nhur pepton, chét
chiét nAm men, nuée thit, chét chiét mach nha, dich chiét ngd (corn steep liquor - CSL), va bot

dau; va cac nguon nito vO co nhu ure, amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni



31967

carbonat, va amoni nitrat. Cac nguén nito nay co thé duoc str dung mdt minh hode dudi dang
két hop. M6i truong ¢6 thé con chira, 1am ngudn phosphat, kali dihydro phosphat, dikali hydro
phosphat va cac mudi chira natri tuong tmg, nhung khong chi gi6i han & d6. Hon nita, m6i
frudmg 6 thé chiramudi kim loai nhu, nhung khong chi gi6i han &, magie sulfat hogc st sulfat.
Ngoai ra, cic axit amin, cac vitamin va cac tién chét thich hop c6 thé duoc bd sung vio moi
trudng, nhung khong chi gi6i han & d6. Cac mdi trudng hodc cac tién chét ndy c6 thé duoc %)
sung vao theo timg mé hogc theo cach lién tyc.

Trong qua trinh nudi cdy, c4c hop cht nhu amoni hydroxit, kali hydroxit, amoniac,
axit phosphoric, va axit sulfuric c6 thé duoc bd sung vao méi trudng nudi cy theo cach thich
hop dé diéu chinh d6 pH ctia méi trudng nudi cAy. Hon nita, trong qua trinh nudi cdy, chét
Kkhtr bot nhu este polyglycol ctia axit béo co thé duoc st dung dé tic ché su tao ra bot. Ngoai
ra, & duy tri moi truong nudi cy trong diéu kién hiéu khi, oxy hodc khi chtra oxy (vi du,
khong khi) c6 thé duge bom vao mdi truong nudi cdy.

Nhiét 6 ctia méi trudng nudi cdy thuong 1a tir 20 dén 45 °C, tbt hon 1a tir 25 dén
40 °C. Thoi gian nudi cdy c6 thé duoc tiép tuc cho dén khi su san xuét tién chét L-methionin
dat dén mirc mong mudn. Thoi gian nudi céy tdt hon 13 tir 10 dén 160 gio, va 6t hon nita 1a
tir 15 dén 80 gio.

Tiép theo, L-methionin va axit hitu co ¢d thé duoc san xudt bing phan tmg chuyén
héa enzym sir dung tién chét L-methionin, duoc san xuét ra béi ching san xuét tién chét L-
methionin, ngudn hru huynh lam co chét, va sir dung enzym chuyén héa hodc chimg chira
enzym chuyén héa. Enzym chuyén héa c6 thé 13 enzym ma st dung ngudn luu huynh lam co
chét. Cu thé 13, enzym chuyén héa c6 thé 14 enzym c6 hoat tinh cystathionin synthaza, hoat
tinh O-sucxinylhomoserin sulfhydrylaza hodc hoat tinh O-axetylhomoserin sulfhydrylaza. Cu
thé hon 13, enzym chuyén héa c6 thé 1a enzym c6 hoat tinh O-axetylhomoserin sulthydrylaza.
Ngudn lwu huynh c6 thé 14 nguyén liéu ma cung cAp nguyén t6 hru huynh. Cu thé 13, ngudn
luu huynh ¢ thé 13 metyl mercaptan hodc mubi ctia n6. Cu th hon 13, ngudn leu huynh c6

thé 13 metyl mercaptan.
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Theo mot phuong an, L-methionin c6 thé duoc san xudt bang phan Gmg enzym sir
dung O-sucxinylhomoserin hodc O-axetylhomoserin, duoc tich tu béng su 1én men vi sinh,
ngudn Iy huynh (nhu metyl mercaptan) lam co chit, va str dung enzym nhu cystathionin
gama synthaza, O-sucxinylhomoserin sulthydrylaza hosic O-axetylhomoserin sulthydrylaza.
Cu thé 13, L-methionin v axetat c6 thé duoc san xudt bang céch st dung O-axetylhomoserin
va metyl mercaptan lam co chét va sir dung O-axetylhomoserin sulthydrylaza.

Céc trinh ty clia cic gen ma hda céc enzym c6 hoat tinh nay 13 d& dang c6 duoc tir
céc co s& dit liéu nhu National Center for Biotechnology (NCBI) va Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG).

I-methionin dugc sén xuét bang phuong phap m6 ta trén déy c6 thé duoc tach va tinh
ché bing cach két tinh, nhr d6 tao ra ché phém ¢4 ham Iugng L-methionin cao theo séng ché.

Cu thé 13, phuong phap két tinh I-methionin c6 thé gdm cac budc:

a) c6 dung dich phan tmg chita methionin, tach cac tinh thé methionin ra khoi dung
dich da ¢, va sau do thu hdi nude cai; va

b) sén xudt c4c hat tir céc tinh thé methionin d& duoc tach dudi dang mam tinh thé, va
lam kh6 céc hat duoc tao ra dé thu duge bt methionin.

Theo phuong an cai bién phuong phap Kkét tinh, nudc cai duge tach ra trong bude a)
duogc:

a-1) co, Kkét tinh, va trdn véi cée tinh thé methionin duoc tach ra trong bude b), sau d6
rtra va lam kho; hodc

a-2) cd, két tinh, hoa tan va sau d6 duge bd sung vao dung dich phan Gmg chira
methionin khac.

Nigoai ra, phurong phép két tinh c6 thé con bao gdm, trude bude a), budce diéu chinh
dung dich phan tmg chira methionin dén a6 pH bang 4,0 dn 5,5, vacod th& con bao gdm, sau
bude didu chinh d6 pH, bude loc hdn hop phan tmg chira methionin qua cacbon hoat tinh.

Theo mét phuong an, 8 thu duoc ché phdm c6 ham luong L-methionin cao theo

séng ché, dung dich phan tmg chira L-methionin, thu dugc bang phan tng chuyén héa nho
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enzym, dugc co cho dén khi ndng d6 methionin trong dung dich phan tmg dat dén 150 dén
200 g/L. Cach khéc, dung dich phan tmg chira L-methionin dugc chuén d6 dén d6 pH bang
4,0 dns,5 b%mg céch bd sung axit sulfuric, va sau d6 6. Sau khi ¢, cac tinh thé methionin
duoc tach ra bang cach sir dung thiét bi tach tinh thé, va nudc ci (mother liquor - ML) con lai
duoc thu hdi. Céc tinh thé methionin dugc tach ra duge sir dung lam mam tinh thé, va nuée
cai duogc phun va lam kho trén cac mam tinh thé trong thiét bi tao hat d& tao ra bot, nhd d6 thu
duge ché pham c6 ham lugng L-methionin cao. Ham luong T-methionin trong ché phim chira
L-methionin thu duge theo cach nay ¢ thé khoang tlr 60 dén 70% khdi luong tinh trén téng
khéi luong ctia ché pham.

Theo phuong 4n khac, @ thu duoc ché phdm c6 ham lugng L-methionin cao theo
séng ché, dung dich phén tmg chita L-methionin, thu duoc bang phan tng chuyén héa nhd
enzym, dugc c6 cho dén khi ndng do methionin trong dung dich phan tmg dat dén 150 dén
200 g/L. Céch khéc, dung dich phan tmg chita L-methionin dugc chuAn do dén do pH bing
4,0 #n5,5 bang cach b sung axit sulfuric, va sau d6 ¢d. Sau khi cd, cac tinh thé so cép duoc
tach ra khoi dung dich duoc cb bing thiét bi tach tinh thé, va nuéc cai con lai duoc thu hi.
Nudc cai thu hdi duoe dugce ¢b cho dén khi néng d6 methionin trong d6 dat dn 150 dén 200
g/L, va céc tinh thé thr cAp duoc tach ra tir nude céi duge cd. Cac tinh thé so cAp va céc tinh
thé tha cép thu duoc duoc trén véi nhau, rira va lam kho, nhd d6 thu duoc ché phém ¢d ham
lugng L-methionin cao. Ham lugng L-methionin trong ché phém chira L-methionin thu dugc
theo céach nay co thé khoang tir 80 dn 95% khdi luong tinh trén tdng khdi luong cua ché
phim.

Theo phuong an khéc nita, 8 thu duoc ché pham c6 ham Iugng L-methionin cao
theo sang ché, dung dich phan tmg chita L-methionin, thu dugc bing phén tmg chuyén héa
nh¢ enzym, duoc chuén do dén d6 pH bing 4,0 dns,5 bang cach b6 sung axit sulfuric. Sau
do, cacbon hoat tinh dugc b sung vao dung dich phan tmg véi luong tir 0,5 dn 2% khéi
lugng tinh trén khéi hrong ciia methionin, va hén hop dugc khudy ¢ 50 °C trong 1 dén 2 gio,

va sau d6 dugce loc dé loai bd cacbon hoat tinh va cac tap chét. Dich loc dugc ¢6 cho dén khi
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ndng d6 ciia methionin trong d6 dat dén 150 dén 200 g/L. Cée tinh th methionin so cap dugc
tach ra tir dich loc dugc ¢ bing thiét bi tach tinh thé. Nudrc céi con lai duoe cb lai cho dén khi
néng d6 ctia methionin trong d6 dat dn 150 dén 200 g/L, nhd d6 thu duoc céc tinh thé thir
cap. Cac tinh thé thir cap thu duge dugce hoa tan va b sung vao dung dich phan tmg chia L-
methionin khac, nhés d6 thu duoc ché phém c6 ham lugng L-methionin cao. Ham luong L-
methionin trong ché phAm chita L-methionin thu dugc theo cach nay c6 thé khoang tir 95 dén
99,90% khdi lugng tinh trén tdng khéi lugng ctia ché pham,

Ham luong L-methionin trong ché pham theo sang ché, thu duoc bang cach tach va
finh ché nhu duoe mé ta trén ddy, c6 thé 14 tir 60% khdi luong dén 99,90% khéi luong tinh
trén tdng khéi lugng ctia ché pham. Theo mdt phuong 4n, ché phém ¢6 thé chira khoang 60%
khéi luong dén 70% khéi luong L-methionin. Theo phuong én khéc, ché phim c6 thé chira
khodng 80% khi lugng dén 95% khdi luong L-methionin. Theo phuong an khéc nita, ché
phim c6 thé chira khoang 95% khéi luong dén 99,90% khi lugng L-methionin.

Cu thé 13, ché phim phy gia thirc dn chan nudi ¢6 ham luong L-methionin cao, thu
duoc bing phuong phép tinh ché nhu néu trén, c6 thé chira 60 dén 99,90% khéi lugng L-
methionin, 0,05 dén 5% khdi lwong L-phenylalanin va 0,01 dén 3% khdi luong L-tyrosin,

Ché phém phu gia thizc &n chan nudi 6 ham luong L-methionin cao ¢6 thé con chira
0,01 &n 13% khi lwong cac axit amin khic ngoai L-methionin, L-phenylalanin va L-tyrosin,
trong d6 céc axit amin khéc nay ¢6 thé 12 mdt hodic nhidu axit amin duoc chon tir nhdm gém
glutamat, homoserin, va O-axetylhomoserin.

Ham luong glutamat trong ché phdm c6 thé 12 tix 0,01 dén 11% khdi luong tinh trén
tdng khéi luong ciia ché pham.

Ham lugng homoserin trong ché phém c6 thé 12 tir 0,01 dén 1% khdi luong tinh trén
tdng khdi luong ctia ché phém.

Ham luong ctia O-axetylhomoserin trong ché pham c6 thé 13 tir 0,01 dén 1% khéi
lucmg tinh trén tbng khdi luong clia ché pham.

Honnita, ché pham c6 ham luong L—methlomn caondy co thé con chta 0,01 &én 20%
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khéi Iuong ion.

Ngoai ra, ché phim c6 ham lugng L-methionin cao ndy c¢6 thé con chira axetat voi
lwong 16n hon 0% khéi lugng nhung nhé hon 2% khdi luong,

Ché pham phu gia thirc an chin nuéi ¢6 ham luong L-methionin cao theo sang ché
¢6 thé thu dugce bang cach tach va tinh ché L-methionin théng qua budc két tinh nhur duge md
ta trén d4y, nhung khong chi giéi han & d6. Méac di khong duoc mo ta trén day, ngudi cd hiéu
biét trung binh trong linh vic niy s& hiéu 15 ring ché phim phu gia thirc &n chin nubi theo
séng ché ¢6 thé con chita cac thanh phén dinh dudng khéc.

Theo khia canh thit hai, séng ché d& xut ché pham thrc &n chin nuoi chira ché phim
phu gia thirc &n chén nu6i.

Ham luong ché pham phuy gia thirc &n chin nudi trong ché pham thtc &n chin nudi
¢6 thé duogc xéac dinh boi nguoi cd hidu biét trung binh trong linh virc ndy, va c6 thé duoc diéu
chinh dn muc thich hop ty thude vao loai, do tudi va tinh trang cta con vét ma ché phim
duoc cho str dung. Cu thé 13, ché pham phy gia thirc &n chin nudi co thé duoc chira voi lugng
nim trong khoang tir 0,01 dén 0,5% khbi luong tinh trén tong khéi luong ctia ché phém thic
an chén nuoi.

Ché phém phu gia thic &n chan nudi 6 ham luong L-methionin cao theo sang ché
¢6 thé duoc dua vao ché phim thirc an chan nudi thong thuong, v c6 thé duoc cip cho, viduy,
gia stic, lon, ciru, gia cAm va cc loai tuong tu. Péi véi viec ndy, ché phim phu gia thirc an
chin mudi theo séing ché c6 thé dugc trdn voi cée thanh phan thitc an chin nubi thong thudmg,
va c6 thé, néu can, dugc phéi ché thanh dang vién.

Céc thanh phén thire &n chin nudi thong thuong gém, vi du, ngd, dai mach, yén mach,
d4u nanh, bt ¢4, cam, dAu d4u nanh, cac khoang chét, cac nguyén t6 vi luong, céc axit amin,
va céc vitamin,

Dudi day, sang ché s& duoc mo ta chi tiét hon véi sw tham chiéu dén céc vi du. Tuy
nhién, can hiéu réng cac vi du ndy chi nhim muc dich minh hoa va khoéng duoc du tinh 1a dé

giéi han pham vi clia sang ché.
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Vi du thue hién sang ché
Vidu 1: Su 1én men cta ching san xuét tién chét L-methionin

Trong vi du ndy, moi trudng nubi céy trong thing 1én men dugc str dung d8 san xuét
tidn chét L-methionin. P& san xuét luong 16n tién chit methionin (O-axetylhomoserin) str
dung ching E. coli KCCM-10568 (patent Han Qubc s6 10-0905381), 1a ching san xuit O-
axetylhomoserin, 1am ching san xuét tidn chit methionin, mdi trudng nudi ciy trong thing
16n men dung tich 5L dugc st dung. Cu thé 13, chiing nay dugc cAy truyén 1én mdi trudng dia
LB chita chit khang sinh va duge nudi cdy qua dém ¢ 31 °C. Sau do, khuén lac duy nhét dugc
cy truyén vao 10mL méi trudng LB chira chét khang sinh va nu6i cdy & 31 °C trong 5 gio.
Tiép theo, mdi trudng nudi ciy dugc pha loang 100 14n trong binh Erlenmeyer dung tich
1000mL chira 200mL méi trudng gidng tidn chét methionin, sau d6 nudi cdy & didukién31°C
va khudy 200 vong/phtt trong thoi gian 3 dén 10 gio. Tiép theo, mdi trudng nudi cy duoc
cy truyén vao thung 1én men dung tich 5L va nudi cdy bang phuong phéap 1én men cép ligu
gian doan trong thoi gian 50 dén 100 gio. Thanh phé‘n ctia moi truong 1én men d6i v6i moi
truong nudi cdy chinh duge thé hién trong bang 1 dudi day.

Bang 1: Thanh phén ctia méi trudng 1én men 8 san xuét tién cht methionin

Thanh phan M1 truong gidng | Moi truong chinh [ Mai trudng cap liéu
Glucoza (g/L) 10,1 40 600
MgSO4 7TH20 (g/L) 0,5 42
" Chét chiét nAm men (g/L) 10 32
KH,PO4 3 3 8
Amoni sulfat (g/L) 6,3
NH4CI (g/L) 1
NaCl (g/L) 0,5
Na;HPO4 12H20 (g/L) 5,07
DL-Methionin (g/L) 0,5 0,5
L-Isoleucin (g/L) 0,05 0,5 0,5
L-Threonin (g/L) 0,5 0,5
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Vi du 2: Phan (mg chuyén héa methionin

San pham 1én men dugc san xudit trong vi du 1 dugc loc bang cach loc qua mang aé
tach moi trudng chira O-axetylhomoserin ra khoi t& bao. Chét 16ng ma di qua mang 0,1pm,
tirc 13, chit 1ong con lai sau khi tach t€ bao, duoc goi 14 phﬁn thAm qua, va bin t€ bao duoc goi
1 phn git lai.

Nuée khir ion duge bd sung vao phén gitt lai d8 thu hdi O-axetylhomoserin con lai
trong phan gift lai.

Déi v6i phan thAm qua, metyl mercaptan va O-axetylhomoserin sulthydrylaza hodc
O-axetylhomoserin sulthydrylaza thu dugc tir Rhodobacter sphaeroides (Patent Han Qudc sb
10-1250651) 1am enzym d8 chuyén héa thanh L-methionin duoc b sung, sau d6 1a phan img
chuyén héa nhé enzym sir dung enzym ¢4 hoat tinh O-axetylhomoserin sulthydrylaza hodc
ching chira enzym nay.

Trong qua trinh phan Umg, ndng do ciia O-axetylhomoserin con lai dugc do, va phan
{mg chuyén héa nhé enzym dugc thyc hién trong 6 gio bang cach cung cAp metyl mercaptan.
Néu ndng do ctia O-axetylhomoserin khong do duge, phan tmg duoc chim dut.

Vidu 3: Quy trinh két tinh L-methionin

Pé thu duge ché phém ¢6 ham lugng L-methionin cao, dung dich phan ung chira
methionin diéu ché duoc trong vi du 2 dugc két tinh. Str dung phuong phap két tinh duoc md
ta trong vi du nay, co thé thu duoc ché phém chita methionin véi lugng 60,00% khdi luong
dén 99,90% khéi luong.

(1) Phuong phép két tinh A

Dung dich phan tmg chita methionin thu dugc trong vi du 2 dugc cd cho dénkhi ndng
d6 ctia methionin trong dung dich phén tmg dat dn 150 dn 200 g/L.. Céc tinh thé methionin
duroc tach ra khoi dung dich da dugc cb bing thiét bi tach tinh thé, va nude c&i (ML) con lai
duoc thu hdi. Cac tinh thé methionin duoc tach ra duge st dung lam mam tinh thé, va nudc
cai duoc phun va lam kho trén cac mam tinh thé nay trong thiét bi tao hat, nhdr d6 thu duge

ché phém chira methionin dang bot.
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Céc thanh phin v ham luong cia ching trong ché phdm chira methionin thu dugc

theo phuong phép nay duoc thé hién trong bang 2 dudi day.

Béang 2
Thanh phan Ham luong (% khdi luong)
L-Methionin 60-70
Axetat 0-1

Ion 13-19
Phenylalanin 0,05-4,5
Tyrosin 0,02-2,5

Glutamat 0,5-11

Homoserin 0,05-1

O-Axetylhomoserin 0,1-1

(2) Phuong phap kéttinh B

Dung dich phan img chita methionin thu dugc trong vi du 2 duge ¢6 hodc duge chudn
6 dén d6 pH bing 4,0 dén 5,5 bing cach b sung axit sulfuric va sau d6 c6. Dung dich phan
ung dugc cd cho dén khi n(‘A)ng d6 ctia methionin trong d6 dat dn 150 dn 200 g/L. Céc tinh
thé so cap dugc tachra béng thiét bi tach tinh thé, va nudce cai con lai dugce thu hdi. Nude céi,
ma tir d6 cée tinh thé so cép da dugc tach ra, dugc co cho dn khi ndng do ctia methionin trong
d6 dat dén 150 dén 200 g/L, nhd d6 thu dugce céc tinh thé thur cp. Céc tinh thé so cp va cac
tinh thé thtr cép duoc tron v6i nhau, rira va lam khd, nho d6 thu dugce ché phém chira methionin
dang bot.

Céc thanh phan va ham lugng ciia ching trong ché pham chita methionin thu duoe
theo phuong phép nay duoc thé hién trong bang 3 dudi dy.
Bang 3

Thanh phan Ham luong (% khdi lugng)

L-Methionin 80-95

Axetat 0-1
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Ion 0,5-5,5
Phenylalanin 0,05-4
Tyrosin 0,01-2
Glutamat 0,05-5,5
Homoserin 0,05-1
O-Axetylhomoserin 0,1-1
(3) Phuong phép két tinh B

Dung dich phan (mg chtta methionin thu dugc trong vi du 2 dugc chuén do6 dén d6
pH bing 4,0 dén 5,5 bang cach bd sung axit sulfuric. Sau d6, cacbon hoat tinh dugc bd sung
vio dung dich phan tmg véi lugng tir 0,5 dén 2% khoi luong tinh trén khéi luong ctia
methionin, va hdn hop dugc khqu & 50 °C trong 1 dén 2 givy, va sau d6 dugc loc d& loai bo
cacbon hoat tinh va céc tap chét. Dich loc dugc ¢6 cho dn khi ndng @6 ctia methionin trong
d6 dat dén 150 dén 200 g/L. Céc tinh thé methionin duge tach ra tir dich loc & duge ¢o bang
hiét bi tach tinh thé, Nuoe ci cdn lai sau khi tach céc tinh thé dugc ¢6 lan nita d thu céc tinh
thé thir cAp. Cac tinh thé thir cip thu duogc duoc hoa tan VE‘l. bd sung vao dung dich phan {mg
chita L-methionin khéc ma da duoc chuin d6 dén do pH bing 4,0 &én 5,5, sau d6 dung dich
phan tmg thu dugc duge dem thuc hién quy trinh néu trén.

Céc thanh phén v ham luong clia ching trong ché pham chita methionin thu dugc

theo phuong phép nay dugc thé hién trong bang 4 dudi day.

Bang 4
Thanh phén Ham luong (% khdi luong)
L-Methionin 95,00-99,90
Axetat 0-1

Ton 0,01-0,2

Phenylalanin 0,05-1

Tyrosin 0,01-1

Glutamat 0,01-1
Homoserin 0,01-0,8
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O-Axetylhomoserin 0,0-0,5

Vi du 4: Kiém tra tic dung clia ché phém chira methionin

P8 kiém tra tic dung cia ché phém chira methionin thu duoc trong vi du 3, thir
nghiém cho an dugc thuc hién. Trong vi dy nay, ché phém ¢6 ham luong L-methionin cao
(dudi day goi 1a L-Met), thu duge bang phuong phép két tinh C duoc md ta trong vi du 3,
duoc st dung. Dé lam dbi ching, ché phém chtra D,L-methionin (dugc san xuét bang quy
trinh héa hoc va ¢ dd tinh Kkhiét 99,99% hodc cao hon; duéi ddy goi 1a D,L-Met) duge sir
dung.
(1) T4c dung ciia ché phAm chita L-methionin trén ga mai thoi ky dé trimg 25 tudn tudi

Céc con ga méi thoi ky dé trimg duoc xtr Iy bang mdt trong s6 L-Met va D,L-Met dé
kiém tra tac dung ctia ché phim chira I-methionin ddi véi trimg,
Thiét ké thir nghiém

- oA méi thori k¥ dé trimg 25 tudn tudi;

- L-Met hoic D,L-Met dugc bd sung vao khAu phén in co béan (basal diet - BD) v6i
luong 0,1% khéi luong va 0,2% khéi luong.

Bang 5: Thanh phén khiu phan &n co ban

Thanh phan Ham luong (%)
Ngb 50
La mi 7
Cém la mi 3
B6t dau tuong 26
Céc thanh phan khéc 14

Béng 6: Két qua

DPon vi % T&c d6 dé trimg | Khéi lugng qua | Khoi luong
(%) tring trimg

(g/quatrimg) | (g/ngay/con ga)
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BD 100,0 100,0 100,0

L-Met 0,1% 103,6 104,1 107,8

0,2% 104,9 104,4 109,7

DL-Met 0,1% 101,9 102,7 104,6

0,2% 104,6 102,7 107,4

Phin trAm d6i voiL- | 0,1% 101,6 101,3 103,1

Met so v&i phin 0,2% 100,3 101,7 102,1
trdm d6i voi DL-Met

Nhu c6 thé thAy tir két qua trong bang 6 trén diy, nhém di chimg duoc Xt Iy bang
D.L-Met va nhém dugc xir Iy bing L-Met déu thé hién tac dyng t8t hon doi véi trimg so v6i
nhém duge xir Iy bang khéu phan #n co ban. Két qua so sanh gifta nhém duogc xr ly bang L-
Met va nhém duge xit I bing D,L-Met chi ra ring tbc do dé tring va khéi lugng trimg clia
nhém duge xir Iy bang L-Met gia tang khoang 1% va khi lugng tring ctia nhém dugce xtr Iy
bang L-Met gia tang khoang 2 dén 3%.

Diéu niy goi y rang viéc bd sung L-Met tao ra tac dung tich cuc cho ga méi thoi ky
dé trimg so vai viéc bd sung D,L-Met.

(2) Tac dung ctia ché phm chita L-methionin & lon con

DPé kiém tra tac dung cla ché phém chtta L-methionin d6i véi lon con, cac con lon
con duoc xir Iy bang mot trong s6 L-Met va D,L-Met, va sau d6 mirc ting trong trung binh
hang ngay dugc so sanh gifta nhom duoc xur ly bang L-Met va nhom duoc xir ly bang D,L-
Met.

Thiét k& thir nghiém

- Céac con lon con;

- L-Met hoic D,L-Met dugc bd sung vao khAu phan in co ban (basal diet - BD) véi
Tuong 0,05% khdi luong va 0,11% khdi luong.

Bang 7: Thanh phan khAu phén &n co ban
Thanh phan Ham luong (%)
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Ngb 60,7
SBM 3,0
Protein huyét tuong 11,0
Bot whey 20,0
Mo 1,0
Cat
Tinh bt ngd 0,5
Céc thanh phan khac 3,8
Bang 8: Két qua
ADG Khéu phan DL-Met bd sung (%) L-Met b6 sung (%)
(kg/ngay) an co ban 0,05 0,11 0,05 0,11
0-7 ngay 100,0 151,6 159,1 171,1 201,9
14-21 ngay 100,0 120,6 126,9 1253 132,2

* ADG: mitc ting trong trung binh hang ngay (average daily gain).

Nhu ¢6 thé thiy tir két qua trong bang 8 trén day, két qua so sinh muc tang trong
trung binh hang ngdy gifta nhém lon con duge xtt Iy bang khéu phan #n co ban va nhém lon
con duoc xir Iy bang D,L-Met hodc L-Met chi ra ring muc ting trong trung binh hang ngay
gia ting khoang 1én 61 60% trong nhém dugc xit ly bang D,L-Met va khoang 1én t6i 100% &
nhém duge xit Iy bang L-Met. Hon nita, két qua so sanh mue ting trong trung binh hang ngay
gifta nhém duge xir 1 bing D,L-Met va nhém duge xir Iy bing L-Met chi ra ring mue ting

trong trung binh hang ngay ctia nhém duoc xir Iy bang L-Met I3 cao hon khoang tir 5 dén 40%

so véi nhém duoc xtt Iy bang D,L-Met.

(3) Téac dung cta ché phim chira L.-methionin & ga thit

D4 kiém tra tac dung ctia ché pham chita L-methionin d6i véi ga thit, céc con ga thit

duoc xtr ly béng mot trong s6 L-Met va D,L-Met, va sau d6 ty sO muc tang trong trén luong

thirc an (ty s6 G: F) dugc so sénh gitta céc con ga thit.

Thiét ké thir nghiém
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- L-Met hoiic D,L-Met dugc bd sung vao khiu phin n co ban (basal diet - BD) véi

luong 0,1% khi luong, 0,2% khéi lugng va 0,3% khéi luong.

Bang 9: Thanh phan khéu phan in co ban

Thanh phan Ham luong (%)
Ng6 vang 59
Bot dau tuong 34
Céc thanh phan khéc 7
Bang 10: Két qua
Tysémic | BD DL-Met bd sung %) L-Met bd sung (%) PhAn trim ddi véi L-
tang (%) Met so v&i phan trim
trong/luong dbi v6i DL-Met
thiic &n 0,1 02 | 03 0,1 0,2 0,3 0,1 02 | 03
0-7ngay | 100,0 [ 102,0 | 101,2 | 102,0 | 102,8 | 106,1 | 106,1 | 100,8 | 104,8 | 104,0
7-l4ngay | 100,0 | 111,9 | 112,7 | 1141 | 1139 | 1148 | 1158 | 101,8 | 10L,9 | 101,5
1421 ngay | 100,0 | 116,1 | 1181 | 1186 | 116,7 | 122,1 | 1247 | 100,6 | 103,4 | 105,2
021ngay | 100,0 | 1128 | 113,9 | 1147 | 113,9 | 1174 | 1192 | 101,0 | 103,1 | 103,9

Nhu c6 thé thiy tir két qua trong bang 10 trén ddy, ty s6 murc ting trong trén luong

thirc &n gia ting & tAt ca cdc nhém dugc xur Iy bang hdn hop khiu phén #n co ban véi L-Met

hoiic DL-Met. Két qua so sanh ty s6 mirc ting trong trén lugng thirc an gita nhém duoc xtr Iy

bang L-Met va nhém duge xtr Iy bang D,L-Met chi ra rang nhém dugce xit ly bang L-Met thé

hién su gia ting cao vé ty sd mic ting trong trén luong thirc &n 1a 0,5% dén 5% trong subt

thoi ky thir nghi€ém, va cling thé hién sy gia tang cao vé ty 6 miic ting trong trén luong thirc

an 1a khoang 1 dén 4% tham chi & giai doan sau qua trinh thir nghiém.
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YEU CAUBAO HQ
1. Ché phAm phu gia thire @n chin nudi chita L-methionin véi luong 60 dén 99.90% khoi
lugng, L-phenylalanin véi hrong 0,05 dén 5% khi lugng va L-tyrosin véi lugng 0,01 dén 3%
khdi lwong, nhung khong chita metanol.
2. Ché pham phu gia thitc &n chan nudi theo diém 1, trong d6 ché phim nay con chira céc axit
amin khAc ngoai L-methionin, L-phenylalanin va L-tyrosin v6i luong 0,01 dén 13% khéi
lugng.
3. Ché phim phu gia thitc &n chin nudi theo diém 2, trong d6 c4c axit amin khac nay gdm
glutamat, va ham luong glutamat trong ché phAm 1atir 0,01 dén 11% khi lwong tinh trén tong
khéi luong ctia ché phim.
4. Ché phim phu gia thirc an chan nudi theo diém 2, trong d6 céc axit amin khac nay gdm
homoserin, va ham luong homoserin trong ché phém 12t 0,01 &n 1% khdi lwong tinh trén
tdng khéi lugng ctia ché pham.
5. Ché phém phu gia thirc an chén nubi theo diém 2, trong d6 cAc axit amin khac nay gdbm O-
axetylhomoserin, va ham lugng O-axetylhomoserin trong ché pham 14 tir 0,01 dén 1% khéi
luong tinh trén tong khéi luong ctia ché phim.
6. Ché phim phu gia thitc &n chin nu6i theo diém 1, trong d6 ché phém nay con chira ion véi
luong 0,01 dén 20% khdi luong.
7. Ché phim phy gia thitc &n chan nudi theo diém 1, trong d6 ché phém nay con chira axetat
v6i lugng 16n hon 0% khéi lugng nhung nhd hon 2% khoi luong,
8. Ché phim thiic &n chin nudi chira ché phim phy gia thirc dn chdn nudi theo diém bt ky

trong s6 cac didmtir1 dén 7.
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