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(54) QUY TRINH CHUYEN HOA TIEN CHAT L-METHIONIN DE TAO RA L-
METHIONIN VA QUY TRINH SAN XUAT L-METHIONIN

(57) Sang ché dé xuit phuong phap tong hop L-methionin bang cach sir dung quy trinh
sinh tong hop va quy trinh enzym cu thé. Cu thé hon 13, sang ché dé xuit phuong phap
téng hop L-methionin v6i hiéu suat cao bang phan tng chuyén héa nho enzym tu tién chat
r-methionin khi c6 mat metyl mercaptan (CH;SH). Quy trinh theo sang ché cho phép tong
hop chon loc L-methionin ma c6 thé duoc st dung trong nhiéu linh vuc cong nghiép khac
nhau, nhu linh vuc cong nghiép phu gia chin nuéi va phu gia thyc pham, 1am nguyén liéu
tho cho vat tu y té, dugc pham va thiét bi twong tu.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cip

Séang ché dé cap dén phuong phép tong hop L-methionin bang cach
st dung quy trinh sinh téng hop va quy trinh st dung enzym dic hiéu. Cu
thé hon 13, sang ché dé cép dén phuong phap tong hop L-methionin véi
hiéu sudt cao bang phan tmg chuyén héa bing enzym tir tién chat L-
methionin khi c¢6 mat metyl mercaptan (CH;SH). Quy trinh téng hop L-
methionin theo sang ché than thién v6i moi trudng hon céc quy trinh thong
thuong dé biét trong linh vuc k¥ thuét ndy, va cho phép téng hop chon loc
L-methionin ma c6 thé duge sir dung trong nhiéu linh vuc cong nghiép,
nhu 1am céc chét phu gia thuc pham va phu gia chin nuéi, lam nguyén liéu

tho cho vattuy té, duoc phém va dang tuong tu.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Methionin 12 mdt trong s6 cdc axit amin can thiét cho co thé con
nguoi va da dugce st dung rong rai lam phu gia chén nu6i va phuy gia thuc
pham va ngoai ra con duge st dung 1am cic nguyén liéu thd téng hop cho
cac dung dich y té, vat tu y té, cling nhu 14 cho duogc phém. Methionin hoat
dong nhu mot tién chit cta cac hop chét nhu cholin (lexithin) va creatin va
dong thoi duge st dung lam nguyén liéu thd tong hop cho xystein va

taurin. Methionin ciing c6 thé cung cép luu huynh.

S-adenosyl-L-methionin thu dugc tir L-methionin va déong mot vai
trd nhét dinh trong viéc tao ra nhém metyl trong co thé ngudi va cling ¢6
lién quan dén qué trinh tdng hop nhidu chat dan truyén than kinh khac nhau
& trong ndo. L-methionin (L-Met) va/hodc S-adenosyl-L-methionin (SAM)

tic ché su tich tu chit béo & gan va thuc ddy su chuyén hoa lipit & dong
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mach. Hop chat nay cling cai thién sy tuan hoan méu & ndo, tim va than va
do d6 duoc st dung 1am chat chong tram cam dé lam giam bdt viém, dau

co, va bénh gan, dac biét la c¢6 hi€u qua doi voi bénh gan do rugu gay ra.

Hop chét nay ciing c6 thé duoc sir dung dé thic day tiéu hoa, giai
doc va bai tiét cac chét doc va bai tiét cac kim loai nang nhu chi. Hop chat
nay ciing c6 tac dung chdng viém ddi véi cic bénh vé xuong va khép va
thic ddy su phuc hdi khép, va ciing 1a chit dinh dudng can thiét cho toc, do

d6 ngan nglra sy rung toc.

Methionin da duoc biét dén 13 duoc diéu ché bang cach tong hop
hoa hoc va/hoic sinh hoc, ma 1a dbi twgng clia nhidu cong trinh nghién ctru,
chit yéu nhim muc dich dua ra dugc phuong phap diéu ché hiu qua hon,

chon loc hon, va than thién v6i moi trudng hon.

Theo phuong phap tong hop héa hoc, methionin chu yéu duoc tong
hop bing cach thiy phan 5-(B-metylmercaptoetyl)hydantoin. Methionin
duoc tdng hop bing phuong phép hoa hoc ¢ nhuge diém 1a chi dugc tong

hop & dang hén hop gdm ca dang L va dang D.

Theo phuong phép tong hop sinh hoc, methionin dugc téng hop
bang phuong phap sir dung cic protein c6 lién quan dén qua trinh tong hop
methionin. L-Methionin duoc sinh tdng hop tir homoserin boi téc dong cua
enzym dugc biéu hién béng nhiéu gen khac nhau nhu metA, metB, metC,
metE va metH. Cu thé 13, metA 13 gen mi héa homoserin-O-sucxinyl
transferaza ma 1a enzym dau tién can thiét dé sinh tong hop methionin, va
enzym ndy chuyén hoa homoserin thianh O-sucxinyl-L-homoserin. O-
sucxinylhomoserin lyaza hodc xystathionin-y-synthaza dugc ma hoa bdi

gen metB chuyén hoa O-sucxinyl-L-homoserin thanh xystathionin.
Xystathionin-p-lyaza dugc ma hoéa bdéi gen metC chuyén hoéa
xystathionin thanh L-homoxystein. MetE mad héa methionin synthaza

khong phu thudc cobalamin va metH mé hoa methionin synthaza phu thudc
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cobalamin, ca hai enzym nay déu chuyén héa L-homoxystein thanh
L-methionin. Tai thoi diém nay, 5,10-metylentetrahydrofolat reductaza
duoc ma hoa bsi metF va serin hydroxymetytransferaza dugc ma hoa baoi
gen glyA két hop véi nhau dé tong hgp N(5)-metyltetrahydrofolat cung cép
nhom metyl cin dé tong hop L-methionin. L-Methionin dugc téng hop boi

mot ddy cac phan ung hitu co nho cac enzym trén day.

Methionin duoc tdng hop bang phwong phép sinh hoc thong thudng
14 & dang L, ma ¢6 wvu diém nhung luong dugc tong hop 14 qua nhd.
Nguyén nhan 13 do con dudng sinh téng hgp methionin c6 hé thdng diéu
hoa nguogc rat chit che. Mot khi methionin dugc téng hop dén mot muc
nhit dinh, thi san phim cudi methionin s& trc ché qua trinh phién mi cla
gen metA ma héa protein bac mot dé khéi diu qud trinh sinh téng hop
methionin. Ban than, viéc bidu hién qué mirc gen metA khong thé lam ting
san luong methionin do gen metA bi uc ché boi methionin & giai doan
phién ma va sau do bi thoai bién béi cac proteaza ndi bao & giai doan dich

~

ma.

Phuong phap sinh tong hop methionin thong thudng st dung con
duong chuyén hoa xystathionin synthaza dé tong hop methionin, vi thé qua
trinh phan tng enzym la khong c6 hiéu qua do tao ra doc t6 sulfua va san
phim phu. Ngoai ra, su didu hoa nguoc trong con dudng tong hop

methionin ciing tc ché sy tong hop hang loat methionin.

Mot phuong phéap khéc téng hop L-methionin dé khéc phuc cac van
d& néu trén duoc mo ta trong don qubc té duge cong b dudi sb
WO 2008/013432. Phuong phap nay bao gdm hai budc, trong do tién chat
L-methionin duoc tdng hop bing cach 1én men va tién chét L-methionin

duoc chuyén hoa chon loc thanh L-methionin nhd cac enzym.

Chinh x4c hon 1a WO 2008/013432 md ta phuong phéap téng hop L-

methionin bao gdm céc budc 1) chuin bi ching tdbng hop tién chét
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L-methionin va tong hop tién chat L-methionin bang cach 1én men chiing
ndy, va 2) téng hop L-methionin va axit hitu co bang phan Gmg enzym véi
tién chét L-methionin.

Bugc 2) trong phuong phdp bao gdm quy trinh tong hop
L-methionin va axit hitu co bang phan tng enzym st dung enzym cé hoat
tinh cta xystathionin synthaza hodc O-sucxinyl homoserin sulfydrylaza
hodc O-axetyl homoserin sulfthydrylaza hodc ching chira cidc enzym co
hoat tinh nay bang cach st dung O-sucxinyl homoserin hozc O-axetyl
homoserin dugc tdng hop tir ching tong hop tién chit L-methionin néu
trén, va metyl mercaptan 1am co chét.

WO 2008/013432 cung cap thong tin chung vé budc 2) ma bao gdm
chuyén hoéa tién chit L-methionin thanh L-methionin bang phan tng enzym
khi c¢6 mat metyl mercaptan.

Mic di tdng hiéu sut téng hop L-methionin 1a dép ting, nhung van
ton tai mot nhu ciu vé viéc cai thién qua trinh sinh téng hop L-methionin,
dac biét 1a cai thién budc chuyén héa tién chat L-methionin nho enzym co
mat metyl mercaptan dé thu duoc riéng L-methionin v&i hiéu sut cai thién
hon.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Do d6, muc dich thir nhit cua sang ché 1a dé xuét quy trinh chuyén
hoa tién chit L-methionin nhd enzym c6 mit metyl mercaptan duoc cai
thién dé thu dugc L-methionin v&i hiéu sudt tdt hon.

Cu thé hon 12‘1; sang ché dé xuit phuong phap téng hop L-methionin
bang phan Gng enzym gitta tién chat L-methionin va metyl mercaptan.

M ta chi tiét sing ché |

Trong quy trinh theo sang ché, tién chat L-methionin c6 thé 14 tién

chét bat ky da biét trong linh vuc k§ thuét ndy va cé thé duoc chuyén» hoa

thanh L-methionin bing phan Gng enzym vé&i metyl mercaptan, va vi du
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nhu dugc mo ta trong WO 2008/013432. Theo mét khia canh duoc uu tién
ctia sang ché, t6t hon néu enzym duoc sir dung dé chuyén hoa tién chat
L-methionin dugc chon tu xystathionin synthaza hodc O-sucxinyl
homoserin sulthydrylaza hodc O-axetyl homoserin sulfydrylaza st dung
homoserin, O-phospho-homoserin, O-sucxinyl homoserin hodc O-axetyl

homoserin dugc tich tu lam co chét.

Tét hon nita 1, tién chat L-methionin dugc st dung trong quy trinh
theo sang ché dugc chon tir O-sucxinyl homoserin (OSH) va O-axetyl

homoserin (OAH). Tét hon nita 13, tién chit L-methionin 14 OAH.

Trong quy trinh theo sang ché, néu O-axetyl homoserin dugc st
dung lam tién chat L-methionin, t&t hon 1a xystathionin-y-synthaza hoac
O-sucxinyl homoserin  sulfthydrylaza hodc O-axetyl homoserin
sulthydrylaza (OAHS) thu duoc tit Leptospira sp., Chromobacterium sp.,
hodc Hyphomonas sp., tot hon nita 1a thu dwoc tir Leptospira meyeri,
Pseudomonas aurogenosa, Hyphomonas Neptunium hodc

Chromobacterium Violaceum, c6 thé dugc st dung.

Quy trinh phan tng enzym theo sang ché c6 thé duogc thé hién bang

so do sau:
O-sucxinyl-L-homoserin + CH;SH <— L-methionin + sucxinat
O-axetyl-L-homoserin + CH3;SH €< -> L-methionin + axetat

trong d6 phan tng nay 1a phan g enzym va duogc tién hanh véi khoang ap

suét cu thé ctia metyl mercaptan (CH;SH).

Trong c4c phan tng trén day, gbc CH3S- ciia metyl mercaptan duoc
thé biang gbc sucxinat hoic axetat cia O-sucxinyl homoserin hodc cua
O-axetyl homoserin dé tao ra L-methionin. Theo sang ché, metyl mercaptan
duoc bd sung & khoang ap suét chinh xac, nhu dwoc giai thich thém trong

ban mo ta.
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Phén tmg chuyén hoa tién chat L-methionin thanh L-methionin khi
c6 mat metyl mercaptan dugc mo ta trén day 1 mot phan img enzym, nhu

duge mo ta trong WO 2008/013432.

WO 2008/013432 md ta chi tiét ban chit va quy trinh diéu ché cac
enzym ma c6 thé dugc sir dung, va 1a cac enzym c6 hoat tinh chuyén héa
tién chit L-methionin thanh L-methionin thich hop khi c¢6 mat metyl
mercaptan. Cac enzym thich hop nay c6 thé dugc diéu ché bang cach biéu

hién cac gen theo cac quy trinh cdng nghé sinh hoc.

Nhu cac vi du khong han ché, trinh tu cia cdc gen ma hoa céac
enzym c6 hoat tinh enzym néu trén c6 thé thu dugc tir co s¢ dit liéu cua

ngin hang gen NCBI, USA, va DNA (KEGG), Nhét Ban.

D6i v6i phan g chuyén hoa sinh hoc, gen duge tach dong tir trinh
tu gen thu dugc, sau d6 dugc dua vao vecto biéu hién. Enzym dugc biéu
hién & dang c6 hoat tinh tir chung tai t6 hgp. Ca ching biéu hién enzym va

enzym duoc biéu hién déu c6 thé duoc sir dung truc tiép cho phan Ung.

Céc enzym dugc biéu hién tir cc gen trén day hodc cac chung vi
sinh vat biéu hién cic enzym nay c6 thé duge tron truc tiép, mot phﬁn hoac
khong dugc tron v6i dich ndi 1én men hogc moi trudng 1én men long gidu
tién chit L-methionin dé bat dau phan tmg. Theo mot phuong 4n dugc uu
tién cua sang ché, O-sucxinyl homoserin hodc O-axetyl homoserin tich tu
trong dung dich 1én men co thé dugc chuyén héa thanh L-methionin nho
xystathionin-y-synthaza hoac O-axetyl homoserin sulthydrylaza hodc O-
sucxinyl homoserin sulthydrylaza thu dugc tr Pseudomonas sp.,

Chromobacterium sp., Leptospira sp. hoac Hyphomonas sp..

Tét hon 13, O-sucxinyl homoserin tich tu trong dung dich 1én men
dugc chuyén héa thanh methionin nhd xystathionin-y-synthaza hodc
O-axetyl homoserin  sulthydrylaza hodc  O-sucxinyl homoserin

sulfhydrylaza thu dugc tir Pseudomonas aurogenosa, Pseudomonas putida
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hodc Chromobacterium Violaceum. O-Axetyl homoserin tich tu trong dung
dich 1én men dugc chuyén héa thanh methionin nhd xystathionin-y-
synthaza hodc O-axetyl homoserin sulthydrylaza hodc O-sucxinyl
homoserin sulfthydrylaza thu dugc tir Leptospira meyeri, Hyphomonas

Neptunium hoac Chromobacterium Violaceum.

Mbi gen dugc biéu hién trong vecto pCL-CJ1 (CJ, Korea), vecto
biéu hién dbi véi E. coli, va protein duoc biéu hién thu duoc tir dung dich
enzym duoc didu ché bang cach dung giai té bao nho gdy séng am. Dung
dich enzym dugc bd sung vdo dung dich lén men gidu O-sucxinyl
homoserin hodc O-axetyl homoserin, va ngoai ra metyl mercaptan cling

duoc bd sung vao dé bit ddu phan tmg.

Phan tng dugc xac nhén bang cach st dung DTNB [5,5-
dithiobis(axit 2-nitro-benzoic, Sigma, USA] va san pham phén tmg dugc
phan tich bang HPLC. Trong séng ché, san phim phu nhu axit sucxinic
hodc axit axetic c6 thé duoc téng hop thém bing phan Ung gilta metyl
mercaptan v6i O-sucxinyl homoserin va O-axetyl homoserin twong itng ma

khong can quy trinh san xuat riéng.

Phan (mg enzym giita tién chit L-methionin v6i CH;SH ¢6 thé dugc

minh hoa bang so d6 dudi day:

0 (0]
HsC 0 HyC——SH S
OH H,C OH
Enzym
0 NH; NH,
Tién chat L-methionin L-methionin

Nhu dugc md ta trén day, quy trinh chuyén héa tién chat
L-methionin nh& enzyni dugc tién hanh khi c6 mat metyl mercaptan,

(CH;SH) va, theo sang ché, dudi ap sudt CH;SH, cu thé hon 1a sao cho 4p
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sudt riéng phan CH;SH trén modi truong phan mg nam trong khoang ap

suat riéng.

Quy trinh duoc mé ta trong WO 2008/013432 khong dé cap dén cac
didu kién tién hanh chi tiét d6i véi phan ung chuyén hoa tién chit
L-methionin thanh L-methionin nh¢ enzym khi ¢c6 méat metyl mercaptan, cu
thé 1a metyl mercaptan dugc sir dung ma khong c6 chi dan bat ky vé cach
ding. Ciing khong c6 thong tin ndo vé ty 1& chuyén hoa tién chit

L-methionin.

Hién tai, cac tic gia sang ché da phat hién ra rang ty 1¢ chuyén héa
clia tién chét L-methionin chu yéu tuy thudc vao cach ding metyl
mercaptan ddi v6i mdi trudng phan tmg va dic biét 1a dbi voi ap suét riéng
phan CH;SH c¢6 trong binh phan tng chuyén hoa dugc st dung cho phan
ung nay.

Chinh x4c hon, 15 rang 12 c¢6 mot cira sé nho, tir 0 dén ap suét bay
hoi bdo hoa CH;SH & nhiét do phan g, trong d6 ty 1& chuyén hoa dich

chuyén tir tac dong Grc ché ap suat c6 loi sang tdc dong trc ché manh.

Do d6, c6 mot khoang 4p suét riéng phan CH;SH téi uu, trong d6
sur chuyén héa tién chit methionin (vi du, OAHS) thanh methionin 13 t4i
da. ba duoc cho réng ap sudt CH;SH cang cao, thi lwvong CH;SH dugc hoa
tan cang 16n, do d6 dong hoc ctia phan tmg chuyén hoa cang nhanh thi ty 1&

chuyén hoa thanh methionin cang cao.

Tuy nhién, cling nhan thdy ring, 4p suidt CH;SH tiép tuc ting la
khong tét cho su chuyén héa nay. Khong bi tréi budc theo Iy thuyét, mot
giéi thich c6 thé dugc dua ra cho hién tuong nay 14 4p suat CH;SH qua 16n
s& dan dén luong CH;SH c6 mit trong mdi trudng phan Umg qua cao.
Luong du CH3SH nay s€ phong bé cac vi tri hoat dong cua enzym, va dan
dén tc ché phéan Ung. Do do6, c6 su canh tranh gitta dong hoc phan ting va

su ti€p can céc vi tri phdn ing cua enzym.
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Theo quy trinh cta sang ché, ap suét riéng phan CH;SH t6i uu trong
binh phan tng trén moi truong phan ung nim trong khoang tir 10kPA dén
180KPA, t6t hon 1a ndm trong khoang tir 51kPA dén 180kPA, tt hon nita
13 nim trong khoang tir 51kPA dén 160kPA, t6t hon nita 1 nim trong
khoang tir 80kPA dén 160kPA, thuan loi 1a ndm trong khoang tir 90kPA
dén 150kPA, vi du 4p suit riéng phin CH;SH nim trong khoang tir
100kPA dén 150kPA, & nhiét do phan tmg.

Céc diéu kién cu thé nay cho phép dong hoc chuyén hoa nhanh
cling nhu 13 ty 1& chuyén hoa tién chét L-methionin cao, vi du ty 1& chuyén

héa 100% c6 thé dat dugc sau thoi gian phan tng 13 2 gio.

Thong thuong, phan Gng dugc thuc hién ¢ nhiét do thich hop ma
duoc didu chinh cho su chuyén hoéa tién chit L-methionin thanh
L-methionin nho enzym, vi du nhu dugc md ta trong WO 2008/013432.
Thuén loi 13, nhi¢t d§ phan Gng nim trong khoang tir 20°C dén 45°C, tbt
hon 13 nim trong khoang tir 25°C dén 40°C, tét hon nita 13 nim trong

khoang tir 30°C dén 40°C.

Chinh x4c hon 1a, metyl mercaptan dugc dua vao binh phan ung
thong qua dng nhiing, vao mdi trudng phén tng. Metyl mercaptan dugc
dwa vao bing cach tao p sudt nito trén binh metyl mercatpan bén ngoai.
Téc d6 dong metyl mercaptan dugc kiém soat bang cach thay ddi ap suét
nito, bing van xa. Mot phan ctia metyl mercaptan dugc dua vao duoc hoa
tan trong moi truong phan Ung, trong khi do phan con lai 13 & dang khi

trong mdi truong phan Gng.

D6 hoa tan cia metyl mercaptan trong phan ung ¢ thé duoc ting
1én bang cach tron metyl mercaptan v6i dimetyl sulfua (DMS) 6 ty 1€ thich
hop. St dung DMS gitip céi thién ty 1€ chuyén hoa ctia L-methionin va axit
hitu co tir tién chit L-methionin, cling nhu 1a hiéu sudt san xuét

L-methionin.

-10-
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Tbt hon 13, néu DMS dugc tron véi metyl mercaptan, thi ty 1€ mol
cta metyl mercaptan/DMS nim trong khoang tir 1:0,05 dén 1:1, t5t hon
nita 1a ndm trong khoang tir 1:0,20 dén 1:1, t6t hon nita 13 ndm trong
khoang tir 1:0,25 dén 1:0,50. Bang cach vi du, DMS c6 thé dugc tron & ty
1& ndm trong khoang tir 5% dén 25%, t6t hon nita 1a nam trong khoang tir

20% dén 25% so v6i tong lugng metyl mercaptan va DMS.

Sau khi dua mot lwong metyl mercaptan can thiét vao binh phan
g, va dat duoc trang thai can bing giita pha 1ong va pha khi, thi metyl
mercaptan c6 thé dugc bd sung hoic loai bo, 4p suét riéng phan trong moi
truong phan tng dugc kiém tra bang cach da biét bat ky, vi du ap ké. Ap
suét riéng phin metyl mercaptan duoc kiém soét trong sudt phan tng cho

dén khi két thic phan tmg.

Theo mot phuong an dugce uu tién, dung dua metyl mercaptan vao
khi dat duoc luong hop thire, va tir diém nay, 4p sudt riéng phan metyl

mercaptan giam xudng cho dén khi két thic phan tmg.

Gibng nhu phan Gmg chuyén hoa enzym, phan ting nay ciling tao ra
san phdm phu axit, @ pH cua phan tng ¢6 thé dugc kiém soét thuan loi va
dugce duy tri 6 muc trung tinh hodc hoi axit, tdt hon 13 do pH cua moi
trudng phan ung dugc duy tri ndm trong khoang tir 6 dén 7 trong sudt phan
tng chuyén hoa.

DPé diéu chinh tri sb pH nam trong khoang tir 6 dén 7, mot hoic
nhiéu hop chét bazo c6 thé duoc bd sung vao moi trudng phan tng, cac
hop chit bazo nay 1a dung dich bazo, nhu dugc md ta trong
WO 2008/013432, vi du dugc chon tur trong s6 amoni hydroxit, kali
hydroxit, amoniac, va dung dich twong tu, vi du dung dich nu¢c amoniac.

Phan Ging chuyén héa cling dugc tién hanh thuan loi khi c¢6 mit co-

enzym, theo cac k¥ thuat da biét trong linh vyc nay, vi du nhu duge mo ta

-11-
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trong WO 2008/013432. Vi du vé co-enzym nay 1 pyridoxal-5’-phosphat
(PLP).

Trong khi tién hanh quy trinh theo séng ché, dat 4p suét riéng phan
CH;SH & tri s6 duoc vu tién nhu néu trén, ty 1€ chuyén héa cia tién chét
L-methionin it nhit cao hon tir 10% dén 20%, so v&i khi 4p suét riéng phan
CH;SH ndm ngoai khoang ciia quy trinh theo sang ché. Trong cic didu kién
cu thé nay, cling nhan thiy rang ty 1& chuyén héa tién chit L-methionin ¢
thé cao hon 80% s6m nhat 13 sau 0,5 gid, va tham chi bang 100% sau thoi
gian phan Ung 1a 2 gio.

Ty 1& chuyén hoa hoan toan dic biét nhanh nay dan dén tao ra toan
bd L-methionin, trong d6 budc chuyén hoa tién chit L-methionin bing
enzym khong phai 1a bude gidi han, va nhd d6 cho phép sinh téng hop toan
bd L-methionin v&i hiéu suét cao, cao hon ca hiéu suit da biét trong linh

vuc nay cho dén nay.

Do d6, mot khia canh thi hai cua sang ché dé cap dén quy trinh diéu
ché L-methionin bao gdm cac buédec:

1) tao ra ching tng hop tién chét L-methionin va tong hop tién chét
L-methionin bang cach 1én men chiing nay,

2) chuyén hoa tién chit L-methionin thanh L-methionin, bing phan ting
enzym khi c¢6 mat CH;SH & ap sudt riéng phan ndm trong khoang tir
10kPA dén 180kPA, tét hon 1a nim trong khoang tir S0kPA dén
160kPA, t6t hon nira 13 nim trong khoang tir 80kPA dén 150kPA, va

3) thu gom L-methionin dugc tao thanh.

Toan bd quy trinh san xuét sinh tdng hop L-methionin c6 thé dugc thé

hién bang so d6 duéi day:
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MeSH
Lén men Xuc tac enzym l
Glucoza ——» O-AxetylHomoserin (OAHS) » [-Methionin
Bude 1 Buéc 2

trong do tién chit L-methionin 12 OAHS, dugc diéu ché thong qua su biéu

hién gen, tir qua trinh 1én men glucoza.

Quy trinh 1én men & budc 1 ¢6 thé 1a quy trinh 1én men bat ky da

biét trong linh vuc nay, va vi du nhu dugc md ta trong WO 2008/013432.

Cu thé 13, & budc 1) ciia quy trinh, ching téng hop tién chat
L-methionin dugc tao ra va duge 1én men dé tich tu tién chit L-methionin

trong mdi truong nudi cay.

Tét hon 13, tidn chét L-methionin theo sang ché 1a O-axetyl
homoserin hodc O-sucxinyl homoserin. Thuét ngit "chung tong hop tién
chit L-methionin" nhu duge st dung & ddy dugc ding dé chi ching vi sinh
vat nhan so hodc nhan thuc ma cé thé tich tu tién chit L-methionin béng

cach tién hanh sang ché.

Vi duy, ching nay cé thé duoc chon tir nhom bao gdm céc vi sinh
vat Escherichia sp., Erwinia sp., Serratia sp., Providencia sp., Coryne
bacteria sp., Pseudomonas sp., Leptospira sp., Salmonellar sp.,
Brevibacteria sp., Hypomononas sp., Chromobacterium sp. va Norcardia

sp. hodc nam hodc ndm men.

Tét hon 14, cac vi sinh vat trong s& Pseudomonas sp., Norcardia sp.
va Escherichia sp. ¢6 thé dugc sit dung dé tdng hop O-sucxinyl homoserin,
va cac vi sinh vét trong s Escherichia sp., Corynebacterium sp.,
Reptospira sp. va nAm men c6 thé dugc st dung dé tong hop O-axetyl
homoserin. Tt hon nita 13, cc vi sinh vat Escherichia sp. ¢ thé dugc st
dung, va tdt nhét 13 Escherichia coli (& ddy duge ding dé chi 1a "E. Coli”)

c6 thé duoc s dung. Ngoai ra, cdc gen ngoai lai ¢ thé dugc dua vao vi
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sinh vat Escherichia sp. dé tong hop chon loc O-sucxinyl homoserin va O-

axetyl homoserin.

Chung téng hop tién chét L-methionin c6 thé dugc tao ra tir chiing
tbng hop L-lysin, L-threonin hodc L-isoleuxin. Tt hon 13, ching nay c6 thé
duoc tao ra bang cach st dung ching tong hop L-threonin. Véi chiing nay,
su tong hop homoserin 13 cao hon va do d6 san luong tién chat methionin

c6 thé dugc tang lén.

Vi thé, tién chit methionin ¢ thé duoc tich tu bang cach loai bod
hodc 1am yéu gen c6 lién quan dén con duong sinh tong hop threonin va
sau d6 12 gen metA hodc metY hodc MetZ, sir dung chung téng hop
L-threonin. Uu tién loai bo hodc 1am yéu gen thrB trude va sau d6 1a gen
metB, metY hodc metZ dé téng hop tién chat methionin. Trong khi do, viéc
ting cudng su biéu hién gen metA hoic metX din dén lam ting tong hop

tién chat methionin.

Nhu duoc md ta trén ddy, thuat ngit "chung tong hop L-threonin"
theo sang ché dugc dung dé chi ching vi sinh vat nhan so hodc nhén thyc
ma c6 thé tdng hop L-threonin in vivo. Vi dy, ching nay c6 thé bao gom
chang vi sinh vat tong hop L-threonin thudc céc loai Escherichia sp.,
Erwinia sp., Serratia sp., Providencia sp., Corynebacterium sp. va
Brevibacterium sp. Trong s6 cac vi sinh vat ndy, vi sinh vat Escherichia sp.

duoc wu tién va Escherichia coli duge uvu tién hon.

Chung téng hop L-threonin bao gdm khéng chi céc vi sinh vét trong
tu nhién ma con bao gdm cac chung dot bién ciia chung ma duoc 1dy lam vi
du 12 céc vi sinh vat ma doi héi rd iso-leuxin va khang céc chét twong tu
L-lysin va axit o-aminobutyric; va dugc giy dot bién bang cach dua thém
vao it nhat mot ban sao bd sung ciia gen phosphoenol pyruvat carboxylaza
(ppc) ndi sinh; va dugc bat hoat gen pckA c6 lién quan dén qua trinh
chuyén hoa oxaloaxetat (OAA), mot chit trung gian ctia qué trinh tong hop
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L-methionin thanh phosphoenol pyruvat (PEP); va duoc bét hoat gen tyrR
trc ché sy biéu hién gen tyrB c6 lién quan dén su sinh tdng hop
L-methionin; va dugc bét hoat gen galR trc ché su biéu hién gen galP ¢6

lién quan dén su vén chuyén glucoza.

Céc chat tuong tu L-lysin & ddy co6 thé 1a mot hodc nhidu hop chat
duogc chon tir nhom bao gdm S-(2-aminoetyl)-L-xystein va 3-metyl-L-lysin.
Theo mdt phuong an dugc uu tién cua sang ché, CIM002, ching téng hop
L-threonin va khong phu thudc L-methionin dugc dot bién tir TF4076
(KFCC 10718, Patent Han Quéc sb 92-8365), chung E. coli dot bién tong
hop L-threonin, dugc st dung. TF4076 can methionin, va khang céc chét
tuong ty methionin (vi du, axit a-amino-B-hydroxy valeric, AHV), cac chét
tuong ty lysin (vi du, S-(2-aminoetyl)-L-xystein, AEC), va cac chét tuong

tu isoleuxin (vi dy, axit a-aminobutyric).

Viéc nudi cdy chung tong hop tién chit L-methionin duoc tao ra
trén day c6 thé dugc tién hanh bang méi trudng va cac diéu kién thich hop
da biét ddi v6i ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vure ndy. Nguoi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay ciing hiéu ring phuong phéap nudi
cdy c6 thé duogc sir dung nho dé dang diéu chinh theo ching da chon. Vi
du, phuong phéap nudi cdy bao gdm, nhung khong chi gigi han & nuéi ciy
theo mé, nudi cdy lién tuc va nudi cdy theo mé c6 cung cp dinh dudng.
Nhiéu phuong phap nudi cdy dugc mo ta, vi du trong tai liéu "Biochemical
Engineering" by J. M. Lee, Prentice-Hall International Editions, pp 138-
176.

Mdi trudong nudi cdy phai dép tmg cac diéu kién nudi cdy dbi véi
chung cu thé. Nhidu moi truong nudi cdy vi sinh vt dugec mé ta, vi du
trong tai liéu "Manual of Methods for General Bacteriology" bdi Hi€p hoi
vi khuan hoc My, Washington D.C., USA, 1981. Cac mdi trudng nay chira

cac ngudn cacbon khac nhau, ngudn nito va cc yéu to vi lugng khac nhau.

-15-



32493

Ngudn cacbon dwgc ldy lam vi du 1 cacbohydrat nhu glucoza, sucroza,
lactoza, fructoza, maltoza, tinh bdt, xenluloza; chét béo nhu dau dau nanh,
dau huéng duong, dau thau diu va dau dira; axit béo nhu axit palmitic, axit
stearic, va axit linoleic; rugu nhu glyxerol va etanol; va axit hitu co nhu

axit axetic.

Mot trong sb cac hop chat nay hogic hdn hop cia chiing ¢6 thé duge
st dung 1am ngudn cacbon. Ngudn nito dwoc 1dy 1am vi du 1 ngudn nito
hitu co nhu pepton, dich chiét nAm men, nuéc thit, dich chiét mach nha,
dich chiét ngd (corn steep liquor-CSL) va bot déu va ngudn nito vo co nhu
ure, amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat va amoni
nitrat. Mot trong s& cac hop chét nay hodc hdn hop ctia ching c6 thé dugc

str dung lam nguon nito.

Ngoai ra, mdi trudng & day co thé chira kali di-hydro phosphat, di-
kali hydro phosphat va mubi chira natri twong tng lam ngudn phosphat.
Moi trudng nay ciing ¢6 thé chira mubi kim loai nhu magie sulfat hodc sit
sulfat. Ngoai ra, axit amin, vitamin va tién chét thich hop cling c6 thé duoc
bd sung. Méi trudmg hoic tién chit ¢6 thé duge bd sung vao trong qué trinh

nuodi cay theo mé hodc qua trinh nudi cay lién tuc.

Do pH ctiia mdi trudng nuodi cdy c6 thé dugc diéu chinh trong sudt
qué trinh nudi ciy bang cach bd sung hop chat nhu amoni hydroxit, kali
hydroxit, amoniac, axit phosphoric va axit sulphuric theo cach thich hop.
Dé duy tri diéu kién wa khi ctia moi truong nudi cdy, oxy hodc khi chtra
oxy (vi du, khong khi) c6 thé dugc bom vao moi truong. Nhiét do ciia moi
trudng nudi cdy thudng nim trong khoang tr 20°C dén 45°C, tot hon 1a

ndm trong khoang tir 25°C dén 40°C.

Thoi gian nuodi cdy s& dugc kéo dai cho dén khi qué trinh téng hop
tidn chét L-methionin dat dwoc mic mong mudn, va tét hon 13 thoi gian

nudi cdy ndm trong khoang tir 10 gid dén 160 gio.
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Phuong phap theo sang ché cho phép tbng hop chon loc
L-methionin, ma t&t hon so v&i phuong phap tong hop hoa hoc thong
thuong tong hop ca D-methionin va L-methionin, va phuong phép téng hop
axit hitu co nhu axit sucxinic hoic axit axetic du6i dang san phdm phu ma

khong can cac quy trinh doc 1ap khéc.

Céc vi du dudi day minh hoa sang ché ma khong duoc du dinh 13
1am gi6i han pham vi cta sang ché ma dugc x4c dinh trong yéu cau bao ho
di kém. Céac phuong an dugc uu tién cua sang ché dugc thé hién trong cac

vi du du6i day chi nham muc dich minh hoa.

Tuy nhién, nguoi c¢6 hi€u bi€t trung binh trong linh vuc k§ thuat
nay cling hiéu rang, dua trén ban mo ta nay, c6 the tién hanh cac cai bién va

cac thay dbi ma van thudc pham vi cia sang ché.
Vi du thue hién sing ché
Vidu 1 dén4

Vi du 1 dén 4 dugc tién hanh véi cac 4p suét riéng phan metyl
mercaptan (CH3;SH) khac nhau trén moi truong phan ung. Ap suit riéng

phan nim trong khoang tir 10kPA dén 200kPA trong céac vi du duéi day.

Tt ca cac thir nghiém dugc tién hanh trong thiét bi bao gdm binh
phéan Gng dugc boc thép khong gi ¢6 dung tich 51 duge lép bo phan khudy
v6i canh khudy dang mé neo va dugc lap dong co khudy véi toc ké, bé diéu
nhiét cho phép luu thong dau bén trong vé, dau do nhiét & vo, dau do pH,
ap ké, cira nap dé dua nito vao va cira nap dé dua metyl mercaptan vao
thong qua 6ng nhung. Tdc do dong ciia metyl mercaptan dugc do va dugce

kiém soét bang luu luong ké khéi luong.
Cac quy trinh sau dugc dp dung cho tat ca cac th nghiém:

225g O-axetyl homoserin (OAHS, 1,4 mol) dugc pha lodng trong

3L nuéc cat duoc dua vao binh phan tng.
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Moi truong phan tng dugc gia nhi€t & nhiét dd 33°C (nhiét do phan
tmg) véi toe do khudy duoc dat & 600 vong/phiit.

Néu nhiét do phan g dat dén mirc 33°C, thi d6 pH duoc diéu
chinh & muc 6,5 béng cach bd sung amoniac voi lugng 28% trong lugng

trong nudc cat.

3mL dung dich pyridoxal-5’-phosphat (PLP) & ndng do 10mM
trong nudc cit duge bd sung vao binh phan tmg. PLP dugc sir dung 1am

coenzym. Sau d6, binh phan tng dugc day kin.

Ngoai ra, metyl mercaptan duoc héa léng trong xylanh da diéu ap
duoc 1&p dng nhung. Ap suét nito cao hon ap suit CH;SH duoc 4p dung
cho CH;SH da hoa léng. Bang cach nay, CH;SH long c6 thé duge dua vao
mdi truong phan ing trong binh phan tng chinh. CH;SH dugc bay hoi tu
phat trong binh phan ing chinh.

Trong khi khudy, dat dugc trang théi can bang giita pha long va pha
khi trong binh phan Ung sau mot vai phut dén mdt hodc hai giv. Ap suét
riéng phan CH;SH duoc biéu thi trén épv,_l;é va duoc kiém soat bang van &
gia tri can thiét. Metyl mercaptan ciing dugc dua vao véi te do dong duoc
kiém soat.

Ap suét riéng phén cua metyl mercaptan dugc dit & 10kPA (vi du

1), 100kPA (vi du 2), 150kPA (vi du 3), va 200kPA (vi du 4).

9g enzym, nhu dugc md ta trong WO 2008/013432, duoc hoa tan
trong 150mL nudc cit va duge dua vao binh phan tmg bang cach st dung

binh diéu 4p nito trung gian.

Dung dua metyl mercaptan. (CH;SH) vao khi dat dugc lugng hop
thirc (67,2g, 1,4 mol). T diém nay, ap. suét riéng phan CH;SH giam cho
dén khi két thuc thoi gian phéan vmg.
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Trong sudt thoi gian phén tng, d6 pH dugc duy tri nim trong
khoang tir 6,2 dén 6,5 béng cach bd sung amoniac, nhu néu trén. Thuc ra,
dd pH cua mdi trudong phan ung giam theo thoi gian do gidm axit axetic,

axit axetic 1a dong san pham cua phan ing.

M3di gi, miu duoc liy ra khoi binh phan mg va duogc phan tich
bang HPLC (séc khi 1ong hiéu ning cao) dé xac dinh lugng OAHS du va
luong L-Methionin.

Bang 1 dudi day so sanh cac két qua ctia cac vi du 1-4:

--Bang 1 --
Ap suat riéng % chuyén hoa OAHS
phan cia CH;SH
(kPa) sau 1 gio sau 2 gio sau 3 gio
Vidul 10 11,4 28,5 443
Vidu2 100 32,5 52,3 61,6
Vidu3 150 26,9 49,8 59,1
Vidu4 200 25,5 30,7 32,9

Trude hét, cac két qua nay cho thy tic dong c6 loi cua ap suét
riéng phin CH;SH ting, khi so sanh ty 1é chuyén hoa OAHS, tic 1 hiéu
suét L-methionin, & thoi diém 3 gio trong vi du 1 va vi du 2. Viéc tang
thém ap sut riéng phén ctia CH;SH dan dén tac dong c6 hai, xem vi du ty
1é chuyén hoa OAHS, tirc 14 hiéu sudt L-methionin, & thoi diém 3 gio trong

vidu4.

Bén thir nghiém dau tién nay 13 rang cho thdy rang ty 1é chuyén hoa
OAHS tbi wu, va do d6 hiéu suat tong hop L-methionin ciing tdi wu, dat

duoc & 4p sudt riéng phdn CH;SH chinh x4c trong binh phan tng (ndm
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trong khoang tir 10kPA dén 150kPA trong céc vi du trén day, va t6t hon 14
nam trong khoang tir 100kPA dén 150kPA).

Vidu5 dén 7

Cac thir nghiém dugc mo ta trong cic vi du 5 dén 7 dudi day duoc
tién hanh trong binh phan tng c6 dung tich 30L bang cach st dung quy
trinh nhu dugc mo ta trong cac vi du trén day, tuy nhién cac thir nghiém
nay duoc tién hanh & nhiét d6 phan Ung bﬁng 37°C, thay vi 33°C, va su
dung mot mau dung dich enzym méi khéc, trong d6 PLP dugc hoa tan
trude va duge khudy tir tir trong vong 20 phit trude khi chuyén vao binh
phan tGng.

Dung dich enzym/PLP duogc diéu ché b'fmg 1,2L dung dich enzym
méi duge diéu ché theo WO 2008/013432 va 25mL dung dich PLP 10mM
trong nuéc cat. Lugng OAHS dugc sit dung 1a 1480g dugc pha lodng trong

18,51 nudc cét.

Do pH ciia mdi truong phan tng duge diéu chinh dén 6,2 bang
amoniac, nhu dugc mo ta trong cac vi du trén déy, va tde do khudy dugce dé

& 300 vong/phut.

Bang 2 dudi day so sanh céc két qua cua cac vidu 5 dén 7:

- Bang 2 --
Ap‘ suat riéng % chuyén hoa OAHS
phan CH3;SH
(kPa) sau 0,5 gio sau 1 gio sau 2 gio sau 3 gio
Vidu s 10 33 60 92 100
Vidu6 100 82 97 100 100
Vidu7 200 65 75 87 87
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Céc vi du nay cho thdy mot hién twong nhu nhau vé tac dong ciia 4p
suét riéng phan metyl mercaptan. Ciing duoc khang dinh rang ddi v6i phan
rng nay, ton tai mot ap suét t6i wu ma c6 thé thu duge hiéu suit cao nhit.
Mot 14n nita, 4p suét riéng phan CH;SH téi wu nay lai dugc quan sét thay 1a

nam trong khoang tir 10kPA dén dudi 200kPA.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh chuyén hoéa tién chit L-methionin nho enzym véi sy c6 mait
metyl mercaptan dé tao ra L-methionin, trong d6 ap sudt riéng phan cuia
metyl mercaptan trong binh phan Ung trén moéi truong phan ung nim trong
khoéang tir 10kPA dén 180kPA, t6t hon 1a nim trong khoang tir 51kPA dén
180KPA, tét hon nita 1a ndm trong khoang tir 51kPA dén 160kPA, ciing tot
hon nita 13 nim trong khoang tir 80kPA dén 160kPA, thu4n loi 1a nim
trong khoang tor 90kPA dén 150kPA, vi du 4p suat riéng phan cia CH;SH
nim trong khoang tir 100kPA dén 150kPA, & nhiét do phan tmg, trong d6
enzym dugc st dung cho quy trinh chuyén hoa nho enzym dugc chon tir
xystathionin-y-synthaza hodc O-axetyl homoserin sulfhydrylaza hodc O-

sucxinyl homoserin sulfhydrylaza.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 nhiét do phan tng nam trong khoang tir
20°C dén 45°C, tét hon 1a ndm trong khoang tir 25°C dén 40°C, ciing tot
hon nita 13 ndm trong khoang tir 30°C dén 40°C.

3. Quy trinh theo diém bt ky trong sd cac diém néu trén, trong do tién chét
L-methionin dugc chon tir trong s6 O-sucxinyl homoserin (OSHS) va

O-axetyl homoserin (OAHS), va tét hon 13 OAHS.

4. Quy trinh theo diém bat ky trong sb céc diém néu trén, trong d6 enzym
duoc st dung cho quy trinh chuyén héa nho enzym dugc tao ra bang cach
biéu hién gen theo cac quy trinh cong nghé sinh hoc.

5. Quy trinh theo diém bat ky trong 36 cac diém néu trén, trong d6 enzym
dugc st dung cho quy trinh chuyén hoéa nho enzym thu dugc tur
Pseudomonas sp., Chromobacterium sp., Leptospira sp. hodc Hyphomonas

sp..
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6. Quy trinh theo diém bét ky trong s céc diém néu trén, trong d6 do pH
ctia phan tmg dugc duy tri & tri s6 trung tinh hoic hoi axit, t6t hon 1a d6 pH

ctia mdi trudng phéan Gng duoc duy tri ndm trong khoang tir 6 dén 7.

7. Quy trinh theo diém bét ky trong sb céc diém néu trén, trong d6 co-

enzym duoc bd sung, tot hon 13 co-enzym ndy 13 pyridoxal-5’-phosphat.

8. Quy trinh san xuét L-methionin, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc

budc:

1) tao ra chung tong hop tién chat L-methionin va tong hop tién chat

L-methionin bing cach 1én men chiing nay,

2) chuyén hoa tién chét L-methionin ndy thanh L-methionin, theo quy
trinh chuyén héa nhd enzym theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1

dén 7, va
3) thu gom L-methionin tao thanh.

9. Quy trinh theo diém 8, trong d6 chung tdng hop tién chat L-methionin
nay 1a chiing vi sinh vt nhan so hogic nhén thuc ma c6 thé tich tu tién chat

L-methionin.

10. Quy trinh theo diém 9, trong d6 ching nay dugc chon tir nhém bao gdm
cac vi sinh vat Escherichia sp., Erwinia sp., Serratia sp., Providencia sp.,
Coryne bacteria sp., Pseudomonas sp., Leptospira sp., Salmonellar sp.,
Brevibacteria sp., Hypomononas sp., Chromobacterium sp. va Norcardia

sp. hoac ndm hodc ndm men.

11. Quy trinh theo diém 9 hozc 10, trong d6 ching nay dugc tao ra trong
mdi trudng nudi cly ma chira cac ngudn cacbon, ngudn nito va cac yéu to
vi luong khéc nhau.

12. Quy trinh theo diém 11, trong d6 ngudn cacbon dugc chon tir nhém bao

gom glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bdt, xenluloza; chat

béo nhu dau d4u nanh, dau hudng duong, dau thau dau va dau dira; axit béo
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nhu axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic; rugu nhu glyxerol va etanol;

va axit hitu co nhu axit axetic, cling nhu 1a hon hgp cua ching.
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