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Linh vire k§ thuit dugc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap thu hdi axit phosphoric tlr canh trudng 1én
men hodic dich thai ctia n6 va phuong phap tai sir dung axit phosphoric di dugc thu hdi

trong qua trinh 1én men.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Trong mdt sd trudng hop, axit phosphoric v& co ban 1a cén thiét dé tao ra mot
chAt muc tiéu bing cach 1én men. Vi du, Cong bd don xin cip patent qubc té sb
WO02014/182125 tiét 16 rang ngudn axit phosphoric c6 thé duoc cung cdp cho qua
trinh 1én men cua O-phosphoserin 13 tién chét duoc st dung dé tao ra L-xystein. Hon
nita, Cong bd don xin cip patent qudc té s6 WO 2014/064244 tiét 16 phuong phép san
xuit methionin tir O-phosphohomoserin bang cach sir dung sulfua va enzyme chuyén
héa. Dua vao dé, c6 thé khing dinh ring phosphat rat can thiét nhu 12 nguén phospho
dé tao ra O-phosphohomoserin, tién chit cia methionin, béng cach 1én men. Do do,
cin phai phat trién mot phuong phép thu hdi axit phosphoric du tir canh truong 1én
men hodc dich thai 16ng ctia nd chira mdt lugng 16n phosphat va tai st dung axit

phosphoric thu hdi lam ngudn phospho.

Céc quy trinh thu hdi axit phosphoric théng thudng thuong dugc thyc hién bang
cach phéan 14p axit phosphoric tir vat li¢u dd c6 chtra axit phosphoric bang quy trinh
chiét dung méi hitu co, va thu hoi axit phosphoric thong qua quy trinh trung hoa bang
mubi canxi, mubi amoni, mubi kali, natri mudi, hodc cac mudi tuong ty khéc
(US3375068, US3466141A, US4543239, EP0087323A1, US7687046 va US8658117).
Tuy nhién, qua trinh chiét dung méi hitu co khong higu qua vé mat kinh té do chi phi

xt Iy ting bang cach sir dung dung moi va réat phirc tap do quy trinh thu hdi dung moi
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can phai dugc thyc hién bd sung. Hon nita, mdt dung méi hitu co ¢6 sin ¢6 thé dong
vai tro 1am mot chit doc trong qua trinh 1én men ngay ca v6i mot luong nho, va do do
rat kho ap dung dung moi hitu co vao qua trinh [én men. Trong khi d6, mot qué trinh
thu hdi hoiic tao ra axit phosphoric tir dich thai cta qua trinh 1én men thay vi tir vét liéu
d4 chira axit phosphoric béng phuong phép ma khong st dung dung mdi hiru co chua

dugc bao cdo trong céc tai liéu patent hodc tai ligu tham khao.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché
VAN DE KY THUAT

Cac Tac gia séng ché da nd luc hét sirc dé phat trién phuong phap thu hdi axit
phosphoric tir canh trtib*ng 1én men hodc dich thai 1én men, va két qua 1a da phat hién
ra rang phosphat ¢ thé duogc thu hdi tir canh trudng 1én men hodc dich thai 1én men
ma khong can sit dung dung mdi hitu co va bang cach tai st dung phosphat thu hdi
trong qua trinh 1én men, mot san phém 1én men c6 thé thu duge v6i mot luong tuong
tu nhu thu dugc bang cach st dung axit phosphoric tinh khiét, do d6 hoan thanh sang

ché nay.
GIAI PHAP KY THUAT

Muc dich cua sang ché 1a tao ra phuong phéap thu hdi axit phosphoric tir canh

trudng 1én men hodc dich thai 1én men va viée tai st dung chung.

Muc dich khéac cia sang ché 1a tao ra phuong phép thu hdi axit phosphoric tir
canh trudong 1én men O-phosphoserin (OPS); hodc dich thai Ién men trong doé xystein

hodc dan xuat ciia n6 dugce loai bd va tai sir dung ching.

Muc dich khac cta sang ché 14 tao ra phuong phép thu hdi axit phosphoric tir
canh truong 1én men O-phosphohomoserin (OPHS); hodc dich thai 1én men trong do

methionin hodc din xuat ctia n6 dugc loai bo va tai sir dung chung.

Muc dich khac cua sang ché 1a tao ra phuong phéap thu hdi axit phosphoric tir

dich thai 1én men chira axit phosphoric.
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TAC DUNG CO LOI CUA SANG CHE

Trong truong hop axit phosphoric dugc thu hdi tir qua trinh 1én men, khong
phai tir vat liéu d4, phuong phap thu hdi axit phosphoric bang phuong phap khac véi
phuong phép chiét bang dung méi hitu co, va viéc tai sir dung axit phosphoric da dugc
thu hoi nay trong quy trinh 1én men da dugc xac dinh ddi voi 1an dau tién theo sang
ché. Theo phuong phép thu hoi axit phosphoric tir m6i truong 1én men va vigc tai sir
dung chung theo sang ché, axit phosphoric c6 thé thu hdi duoc tir canh truong 1én men
hoidc dich thai 1én men ma khong can st dung dung mdi hiru co va dugc tai sir dung
trong quy trinh 1én men. Do do, cac vAn dé gay ra do st dung dung méi hitu co, nhu
hoat dong nhu mot chit doc trong qua trinh 1én men, chi phi phat sinh thém khi st
dung dung moi, va lam phirc tap qua trinh do bd sung quy trinh thu héi dung moi, do
d6, c6 thé duoc khic phuc, va do d6, phuong phép theo sang ché c6 thé dugc sir dung

mot cach hiéu qua trong qud trinh 1én men.
Mo ta van tat cac hinh vé

FIG. 1 trinh bay ngin gon quy trinh thu hdi phosphat tr canh truong 1én men

hodc dich thai 1én men chira axit phosphoric.

FIG. 2 trinh bay ngén gon quy trinh thu hdi axit phosphoric tir canh trudng 1én
men ma thu dugc nho st dung phan ing chuyén héa enzym tong canh truong 1én men
O-phosphoserin (OPS) hogc O-phosphohomoserin (OPHS); hodc tir dich thai 1én men
ma thu duoc béng cach loai bo xystein, din xuét xystein, methionin, hodc din xuét
methionin tr canh trudng 1én men; va viéc tai st dung axit phosphoric da dugc thu hoi

ndy trong qua trinh 1én men O-phosphoserin hodc O-phosphohomoserin.

FIG. 3 trinh bay ngin gon quy trinh thu hdi axit phosphoric qua quy trinh hai
bude tir canh truong 1én men ma thu duoc nho st dung phan tmg chuyén héa enzym
tong canh trudng 1én men O-phosphoserin (OPS) hodc O-phosphohomoserin (OPHS);
hodc tr dich thai 1én men ma thu dugc béng cach loai bd xystein, dan xuét xystein,
methionin, hodc din xuit methionin tir canh trudng 1én men; va vi¢e tai st dung axit

phosphoric da duoc thu hdi nay trong qua trinh 1én men O-phosphoserin hodc O-
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phosphohomoserin.
M6 ta chi tiét sang ché

Pé dat dugc muc dich cta sang ché, mot khia canh cla sang ché dé xuét
phuong phéap thu hdi axit phosphoric tir canh truong 1én men hodc dich thai 1én men va
viéc tai st dung axit phosphoric da dugc thu hdi ndy, phuong phap nay bao gbm céac

budce:

(a) ¢b canh truong 1én men hodc dich thai 1én men chira axit phosphoric (budc

cd);

(b) diéu chinh do6 pH cua dich cd dic nam trong khoang tur 8 dén 11 (buée
diéu chinh do pH);

(c) két tinh phosphat in dich c6 diac c6 d6 pH da dugc diéu chinh va tach
phosphat da dugc két tinh tir nuéc cai (bude két tinh); va

(d) bang cach sir dung phosphat da duoc két tinh trong mdi trudng 1én men

1am ngudn axit phosphoric (budc tai st dung).

Theo sang ché, canh truong 1én men cua budc (a) (budce cd) co thé la dé chi
mdi trudng thu duge bang cach nudi cdy vi sinh vat ma tao ra san pham 1én men trong
mbi trudng chira axit phosphoric; moi truong nudi cay chira vi sinh vat duge nudi cay

cliing v6i méi truong; hode dung dich chuyén héa enzym ctia no.

Loai 'san phdm 1én men' 12 khong bi gi6i han mién sao canh trudng 1én men
bao gém axit phosphoric, nhung dac biét 1a, ¢ thé 1a chit dich, din xuét hoic tién
duge chét ciia nd, ma dugc tao ra nhd 1én men. Ngoai ra, chét dich c6 thé 1a axit amin
nhu xystein hodc methionin, ma khoéng bi giéi han ¢ nhiing chét nay. Ngoai ra, dan
xuét ctia chat dich co thé 1a din xuét cta axit amin, dic biét 1a, dan xuét caa xystein
hoac methionin. Cu thé hon, dan xuét cta xystein co thé bao gém it nhat mot dugc
chon tir nhém bao gébm N-axetyl-xystein, xystin, phirc kim logi-xystein (vi dy, phuc

kém-xystein, phirc mangan-xystein, phirc sat-xystein, phirc ddng-xystein, va magie-
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xystein complex) va mudi xystein (vi du: xystein hydroclorua), ma khong bi giéi han &
nhiing chit nay. Din xuét ctia methionin ¢6 thé bao gdm it nhat mot chét duoc chon tir
nhém bao gdbm N-axetyl-methionin, phtrc kim loai-methionin (vi dy, phuc kém-
methionin, phitc mangan-methionin complex, phuc sit-methionin, phtrc dong-
methionin, va phtrc magie-methionin), va mudi methionin salt, ma khong bi gi¢i han &
nhitng chit nay. Ngoai ra, tidn chét ctia chét dich c6 thé 1a tién chét cla axit amin, ddc
biét 1a, tién chit ctia xystein hodc methionin. Cu thé hon, tién chit c6 thé 1a O-
phosphoserin (OPS) hodc O-phosphohomoserin (OPHS), ma khong bi gi6i han &
nhitng chét nay.

Ngoai ra, “canh trudng 1én men” ¢ thé chtra (a) canh truong 1én men cua chét
dich hodc tién cht hodc din xuét ciia ching bao gdm axit phosphoric, (b) canh trudong
1én men bao gém mot chit dich hoic din xuét cua chung, dugc tao ra bdi mot ching
tao ra tién chit cta chat dich, chét nén va enzym chuyén héa; va axit phosphoric, hodc
(¢) canh truong 1én men bao gbdm mot chét dich hodc din xuét ciia ching, dugc tao ra
bang cach thém mot enzyme chuyén hoa hodc mot vi sinh vat biéu hién enzym chuyén
hoéa; va mot chit nén cho canh truong 1én men ctua tién chit cua chét dich; va axit

phosphoric, ma khong bi gidi han & cac chat nay.

Cu thé hon, canh truong 1én men c6 thé 1a (i) canh truong 1én men O-
phosphoserin chtra axit phosphoric, (ii) canh truong 1én men O-phosphohomoserin
chura axit phosphoric, hodc (iii) canh trudng 1én men chira axit amin hodc dan xut clia
né, dugc didu ché bang cich thém enzym chuyén héa hodc vi sinh vat bidu hién giéng
thé; va sulfua vao canh trudng 1én men; va axit phosphoric. Ngoai ra, canh truong 1én
men (iii) c6 thé 13 dic biét 1a canh trudng 1én men chira xystein hodc dan xuét cta no,
duoc diéu ché bang cach thém O-phosphoserin sulthydrylaza (OPSS) hodc vi sinh vét
bidu hién giéng thé; va sulfua vao canh truong 1én men O-phosphoserin; va axit
phosphoric. Ngoai ra, canh truong Ién men (iii) c6 thé 13 canh truong 1én men chira
methionin hodc dan xuét cua nd, dugc diéu ché béng cach thém methionin syntaza phu
thudc O-Phospho-homoserin (phu thugc OPHS) hodc vi sinh vét bidu hién gidng thé;

va sulfua vao canh trudng 1én men O-phosphohomoserin; va axit phosphoric.
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Nhu duoc st dung & day, thuat ngit 'dich thai 1én men' ¢6 thé 14 dung dich thu
duoc b.;ing cach tach mot phén hodc toan bd va loai bo san phém 1én men khdi canh
truong 1én men, ma khong bi gi6i han & do. Cu thé, dich thai 1én men ¢6 thé 1a dung
dich thu duoc béng cach tach mot phén hoic toan bd mot loai axit amin hodc din xuét
hodc tién chét cta ching ra khoi canh trudong 1én men bao gbm axit amin hoic cac dan
xuét hodc tién chét cta chiing va axit phosphoric, ma khong bi gi6i han & d6. Vi du,
dich thai Ién men co thé 1a dung dich thu duoc bang cach tach mot phﬁn hoac toan bo
mdt loai axit amin hodc cdc dan xuét ciia chung tir canh truong 1én men bao gbm axit
amin va cdc din xut ctia chung va axit phosphoric hodc dung dich thu dugc bang cach
tach va loai bo mot phén ho#c toan bo mdt axit amin hodc cac dan xuit cua ching tur
mot moi truong 1€n men bao gbm axit amin hozc céc din xuét ctia chung, dugc tao ra
béng cach thém mot chit nén va enzym chuyén hoa, hodc mot vi sinh vat san Xuét
enzym chuyén hoa thanh canh trudong 1én men clia tién chit ciia axit amin va axit
phosphoric. Cu thé hon, dich thai 1én men c6 thé 1a dung dich thu duoc béng cach tach
va loai bo mot ph?m hodc toan bd xystein hodc cac din xuét cta ching, dugc diéu ché
bang cach thém O-phosphoserin sulfhydrylaza (OPSS) hodc mot vi sinh vat biéu hién
gibng thé; va mot sunfua vao canh truong 1én men O-phosphoserin, tir canh truong 1én
men chira xystein hodc cac dAn xuit ciia nd; va axit phosphoric, hodc dung dich thu
dugc bing cach tach mot phén hodc toan bd va loai bo methionin hodc din xuét cua
né, duoc diéu ché béng cach thém methionin syntaza phu thuéc OPHS hodc vi sinh vt
bidu hién gidng thé; va sunfua vao canh truong 1én men O-phosphohomoserin, tir canh
truong 1én men chira methionin hodc dan xuét cta né, va axit phosphoric, ma khong bi

gi6i han & nhiing chit ndy.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit 'co' 1a bude c6 ¢o thé duoc thuc hién bang
phuong phép da biét bat ky ma khong bi giéi han mién sao ndng d ciia phosphat ion
chira trong canh trudng 1én men hodc dich thai 1én men 1a duoc ting 1€n nho phuong
phéap. Pac biét 1a, bude ¢cb ¢o thé dugc thuc hién bang cach 1am bay hoi, dun néng,
giam 4p, thong gi6, 1am lanh, hodc cac phuong phép twong tu khac, ma khong bi gidi
han & nhitng phuong phap nay.

Theo sang ché, bude co duge thuc hién dé tang tdc do thu hoi axit phosphoric,



38329

va canh truong 1én men hodc dich thai 1én men co thé duoc cd trong budc cd sao cho
ndng d6 cua phosphat ion chira trong dich c6 ddc c6 do pH da dugc diéu chinh c6 thé
12 60g/1it hodc 16n hon hoac 70g/lit hodc 16n hon, va cu thé hon nita 13, nam trong
khoang tir 60g/lit dén 300g/lit hodc 70g/lit dén 250g/lit, ma khong bi gi6i han ¢ nhimg

chat nay.

Ngoai ra, theo sang ché, truge bude cd, do6 pH cla canh truong 1én men hodc
dich thai 1én men c6 thé dugc diéu chinh. Pic biét 13, dd pH cua canh truong 1én men
hoic dich thai 1én men c6 thé dugc didu chinh dén 7 hodc 16n hon, 7,5 hogc 16n hon, 8
hodc 16n hon, 8,5 hodc 16n hon, hodc 9 hodc 16n hon, cu thé hon nita 13, ndm trong
khoang tir 8 dén 11. Bang cach diéu chinh do pH trude bude co, lugng tap chit amoni

ion chira trong phosphat da thu hdi c6 thé duge giam xudng.

Theo sang ché, budce (b) (bude didu chinh d pH) la budc diéu chinh do pH
cua dich c6 dac trude két tinh phosphat. Do pH cta dich co déc la khong bi gidi han
mién sao phosphat duoc két tinh & do pH, nhung ¢ thé duoc didu chinh nim trong
khoang murc trung tinh va marc kiém, dic biét 14, dén 7 hodc 16n hon, 7,5 hoic 16n hon,
8 hodc 16m hon, 8,5 ho#c 16n hon, hodc 9 hodc 16n hon, cu thé hon, nam trong khoang

tr 8 dén 11.

Ngoai ra, theo sang ché, bude diéu chinh do pH c6 thé dugc thuc hién bﬁng
cach thém chét kiém, dic biét 13 hydroxit, vao dich c6 dac. Dac biét 1a, hydroxit ¢6 thé
1a natri hydroxit hosc dung dich nuge chira natri hydroxit, ma khong bi gi6i han &

nhitng chit nay.

Theo séng ché, budc (c) (bude két tinh) 1a bude thu hdi phosphat tir dich co
dac c6 d6 pH da duogc didu chinh, chit nay thu dugc trong budc diéu chinh do pH.
Theo sang ché, viéc thu hdi phosphat dugc thuc hién béng cach két tinh phosphat trong
dich ¢d dic c¢6 do pH da dugc diéu chinh va viéc tach céc tinh thé da dugc tao ra tir

nude cai ma khong st dung dung moi hitu co.

Pé két tinh phosphat, nhiét do c6 thé duoc diéu chinh va/hodc cdc nhén tinh

thé ¢ thé dugc thém vao d6, ma khong bi giéi han & nhitng chét nay. Pic biét 13, daé
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két tinh phosphat, buéc 1am lanh dich ¢6 ddc c6 do pH da duoc didu chinh c6 thé dugc
thuc hién tiép gifra budc diéu chinh d6 pH va budc két tinh; hodc trong bude két tinh.
Cu thé hon, dich ¢b ddc c6 dd pH da dugc diéu chinh c6 thé dugc dé yén & nhiét do
trong phong, dich c¢6 ddc c6 do pH da dugc didu chinh c6 thé dugc 1am lanh triréc
buée két tinh, hodc dich ¢b dic c6 do pH da dugc diéu chinh c6 thé dugc lam lanh
trong budc két tinh, ma khong bi gii han & nhitng budc nay. Trong khi d6, mac du ty
1 thu hdi axit phosphoric c6 thé bi anh huéng béi nhiét do 1am lanh, nhiét d6 lam lanh
1a khéng bi giéi han mién sao cac tinh thé phosphat dugc tao thanh. Déc biét 1a, bude
Jam lanh nhiét d6 c6 thé 1a 50°C hodc nhé hon, dic biét 1a nam trong khoang tir 0°C
dén 30°C, cu thé hon nim trong khoang tir 10°C dén 20°C, ma khong bi giGi han &
nhitng chét nay.

Ngoai ra, dic biét 1a, dé Kkét tinh phosphat, budc thém céc tinh thé phosphat
lam nhan tinh thé con c6 thé dugc thuc hién giita bude diéu chinh dd pH va budc két

tinh hodc trong budc két tinh, ma khong bi gii han & nhitng budc nay.

Nhu duoc st dung ¢ day, thudt ngit 'phosphat' ¢ thé 1a dé chi mubi coa axit
phosphoric hodc hydrat cia nd, nhung loai mubi 12 khong bi giéi han mién sao axit
phosphoric ¢ thé duoc thu hdi bing cach két tinh. Cu thé, phosphat c6 thé bao gom it
nhit mot duoc chon tir trinatri phosphat, dinatri hydro phosphat, natri dihydro
phosphat, va hydrat cua no, cu thé hon, dinatri hydro phosphat hodc hydrat ctia n6, ma
khong bi gi6i han & nhitng chét nay. $6 phan t nuée lién két voi hydrat 1a khong b
gidi han mién sao hydrat ciia phosphat dugc két tinh, nhung c6 thé 13, dac biet 13, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, hodc 13 hodc 16n hon. Ngoai ra, hydrat c6 thé 1a dic biét
13, dinatri hydro phosphat heptahydrat hodc dinatri hydro phosphat dodecahydrat, ma
khéng bi gidi han ¢ nhitng chét nay.

Theo sang ché, thuat ngit axit phosphoric va phosphat c6 thé ¢6 thé dugc st

dung thay thé cho nhau.

Theo sang ché, phuong phap bét ky cho phép tach chat 16ng rin ¢ thé dugc

str dung dé tach cac tinh thé phosphat dugc tao ra ma khong gi6i han, cu thé 1a ly tam,
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ép loc, loc nén, loc chan khong quay, tdch mang hodac loai twrong tu khéc ¢ thé duoc

sit dung ma khong bi gii han ¢ nhitng phuong phép nay.

Theo séng ché, nudc céi 1a dé chi dung dich thu dugc bang cach tach va loai
bo tinh thé phosphat dugc tao thanh tir dich ¢b ddc ¢6 do pH da dugc diéu chinh va c6
thé chtra cac ion phospha chua két tinh, ma khong bi gi6i han & day.

Pé lam ting ty 1& thu hoi axit phosphoric, phuong phép theo sang ché con co
thé bao gdm budc két tinh thtr hai 1a budc tai két tinh phosphat tir nuge cai. Theo sang
ché, ty 1é thu hdi axit phosphoric cao c6 thé thu duoc bang cach thém tinh thé phosphat
thu dwoc trong buéc két tinh thir hai (phosphat thu hdi dugc 1an hai) vao tinh the
phosphat thu dugc trong bude két tinh 1in ddu (phosphat thu hdi duoc 1an dau). Pac
biét 13, budc két tinh thu hai c6 thé bao gdm (i) 6 nudc cai (bude cd lai), (ii) didu
chinh d6 pH ciia nuéc céi (budc tai diéu chinh do pH), va (iii) két tinh phosphat trong
nuée céi 6 do pH da dugc didu chinh va tach phosphat da duoc két tinh tir d6 (budc
tAi két tinh). Cac budc (i) dén (iii) c6 thé dugc thyc hién theo cch twong tw nhu bude
¢6, budc didu chinh do pH, va budc két tinh duge mo ta ¢ trén. Dac biét la, do pH cua
nuéce céi c6 thé duoc didu chinh dén 7 hodc 16n hon, 7,5 hodc 16n hon, 8 hodc 16n hon,

8,5 hodc 16n hon, hodc 9 hodc 16n hon, cu thé hon, nim trong khoéang tir 8 dén 11.

Ngodi ra, dic biét 1a, budc két tinh thtr hai con ¢6 thé bao gom bude thém tinh
thé phosphat, 1am nhén tinh thé, dén nuéc cai, vi du, gilta bude tai diéu chinh d6 pH va
bude tai két tinh hodc trong budc tai két tinh, ma khong bi giGi han ¢ nhitng budc nay.

Ngoai ra, theo sang ché, buée két tinh c6 thé dugc thuc hién nhidu hon hai 14n

dé 1am tang ty 1€ thu hdi axit phosphoric.

Phuong phap theo sang ché con c6 thé bao gdm budc thém rugu trong budce
diéu chinh d6 pH; hodc gifta budc diéu chinh do6 pH va budc két tinh. Do do hoa tan
thap ctia phosphat trong rugu, khi dwgc tron véi dung dich phosphat, rugu s€ lam giam
d5 hoa tan cia phosphat trong dung dich, nho d6 lam tang ty 1& thu hdi axit
phosphoric. Rugu 1a khong bi gi6i han mién sao ty 1€ thu hdi axit phosphoric dugc

tang 1én nho do6, nhung co thé dac biét 12 metanol, etanol, propanol, butanol, hodc hén
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hop bt ky ctia né.

Theo sang ché, buéde (d) (budc tai st dung) 1a budce sir dung tinh thé phosphat
thu hdi duoc tir bude két tinh 1a ngudn axit phosphoric va/hodc phospho trong cac moi
truong 1én men khac nhau doi hoi ngudn axit phosphoric va/hodc phospho. Mai truong
1&n men theo sang ché 1a khong bi gi¢i han mién sao mdi trudng dugc st dung trong
qua trinh 1én men doi hdi ngudn axit phosphoric va/hodc phospho, nhung ¢6 thé dic
biét 13, moi truong 1én men duge st dung trong viéc tao ra O-phosphoserin hoac O-

phosphohomoserin.

Khia canh khéc ciia sang ché dé xuét phuong phép thu hdi axit phosphoric tir
canh trudong 1én men hodc dich thai 1én men va vi¢c tai st dung axit phosphoric da

duoc thu hoi nay, phuwong phéap nay bao gbm cac budc:

(a) tao ra O-phosphoserin (OPS) bang cach st dung vi sinh vét trong moi

truong 1én men chira axit phosphoric (budc 1én men OPS);

(b) diéu ché canh trudng 1én men chura xystein hodc dAn xuét ctia n6 bang cach
cho phéan tmg O-phosphoserin dugc tao ra trong budc (a) voi sulfua véi sy c6 mat cua
O-phosphoserin sulfhydrylaza (OPSS) hodc vi sinh vat bidu hién OPSS (budc chuyén
hoa);

(c) co canh truong 1én men; hodc dich thai 1én men thu duoc bﬁng cach loai bo

xystein hodc dan xuét cia no tir canh truong 1én men (bude cd);

(d) diéu chinh do6 pH cta dich c6 dac nam trong khoang tur 8 dén 11 (budc
diéu chinh d6 pH);

(¢) két tinh phosphat tir dich c6 dic c6 do pH da dugc diu chinh va tach
phosphat da duoc két tinh tir nude cai (bude két tinh); va

(f) st dung phosphat da dugc két tinh trong moi truong 1én men lam ngudn

axit phosphoric (budc tai sir dung).
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Theo sang ché, buéc (a) (bude 1én men OPS) la bude tao ra O-phosphoserin
bing cach st dung mdi truong lén men chua axit phosphoric va vi sinh vét. O-
phosphoserin 1a mdt este cta serin va axit phosphoric, va axit phosphoric dugc can dén
dé tao ra O-phosphoserin. Ngoai ra, vi sinh vét c6 thé 13 vi sinh vat da biét bat ky c6
kha ning tao ra O-phosphoserin, va vi du vé vi sinh vat c6 thé 13, nhung khong bi gidi
han &, vi sinh vat c6 hoat tinh biéu hién O-phosphoserin gia ting (Cong bb don qubc té
6 WO 2014/182125 va WO 2014/182119). Ngoai ra, vi du vé vi sinh vat ¢4 kha ning
tao ra O-phosphoserin cao, co thé 1a vi sinh vat c6 hoat tinh phosphoserin phosphataza
(SerB) ndi sinh giam va/hodc hoat tinh phosphoglyxerat dehydroaza (SerA) va/hodc
phosphoserin aminotransferaza (SerC) tang (Cong b6 don qubc té s6 WO

2012/053794), ma khong bi gidi han & nhitng loai nay.

Theo sang ché, budc (b) (budc chuyén hoéa) 1a budc chuyén hoa O-
phosphoserin, thu dugc trong buéc 1én men OPS, thanh xystein hodc dan xuét ctia né
bang cach cho O-phosphoserin phan tng v6i sulfua dudi tac dong xtc tac cia O-

phosphoserin sulfhydrylaza.

Theo sang ché, phan ting chuyén héa con ¢6 thé duoc thuc hién bang cach st
dung vi sinh vat bidu hién O-phosphoserin sulthydrylaza, ciing nhu enzym. Enzym va
vi sinh vét biéu hién enzym c6 thé thu dugc bang phuong tién va phuong phap bét ky
d4 biét trong linh vire ndy. Ddc biét 13, enzym, O-phosphoserin sulthydrylaza co thé 1a
enzym da biét bat ky dugc boc 16 trong Cong bd don qudc t€ s6 WO 2013/089478,
WO 2012/053794, va WO 2012/053777, ma khong bi gidi han & nhitng loai nay.

Ngoai ra, theo sang ché, sulfua 12 khong bi giéi han mién sao sulfua phan Gng
v6i O-phosphoserin dudi tdc dong xtic tac cua O-phosphoserin sulfhydrylaza, nhung
6 thé 12 it nhit mot chit dugc chon tir nhém bao gém CH;SH, Na,S, NaSH, (NHy),S,
H,S, va Na,S,0s3.

Theo séng ché, cac bude (c) dén (e) 12 gibng nhw bude ¢d, bude dieu chinh do

pH, va budc két tinh dugc md ta & trén.

Theo sang ché, bude (f) (bude tai st dung) la bude sir dung tinh thé phosphat
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thu hdi duge tir bude két tinh trong méi trudng 1én men doi hoi ngudn axit phosphoric
va/hodc phospho lam ngudn axit phosphoric va/hodc phospho. Dic biét 13, moi truong
1én men c6 thé 1a mdi trudng 1én men bét ky duoc sir dung dé tao ra O-phosphoserin,

ma khong bi giéi han & nhitng loai nay.

Khia canh khac cia sang ché dé xuét phuong phép thu hdi axit phosphoric tir
canh trudong 1én men hoic dich thai 1én men va viéc tai sir dung axit phosphoric da

duge thu hdi nay, phwong phép bao gbm:

(a) tao ra O-phosphohomoserin (OPHS) bang cach sir dung vi sinh vét trong

moi truong 1én men chira axit phosphoric (budc 1én men OPHS);

(b) didu ché canh truong 1én men chira methionin hogc dan xuét ctia né bang
céch cho O-phosphohomoserin dugc tao ra trong budce (a) phan ung voi sulfua véi su
¢6 mit cua methionin syntaza phu thudc O-phosphohomoserin hogc vi sinh vét biéu

hién methionin syntaza phu thugc O-phosphohomoserin (budce chuyén hoa);

(¢) ¢b canh trudng 1én men; hodc dich thdi 1én men thu duge bang cach loai bd

methionin hodc din xuét ciia né tr canh trudong 1én men (budc cd);

(d) diéu chinh do pH cua dich c6 dac nam trong khoang tir 8 dén 11 (budc
diéu chinh do pH);

(e) két tinh phosphat trong dich ¢6 dac c6 d6 pH da dugc didu chinh va tach
phosphat d dugc két tinh tir nude cdi (bude két tinh); va

(f) st dung phosphat da dugc két tinh 1am ngudn axit phosphoric trong moi

truong 1én men (budc tai sir dung).

Theo sang ché, buéc (a) (busc 1én men OPHS) la budc tao ra O-
phosphohomoserin bang cach sir dung mdi trudng 1én men chira axit phosphoric va vi
sinh vat. O-phosphohomoserin 12 este ctia threonin va axit phosphoric, va axit
phosphoric duoc ciAn dén dé tao ra O-phosphohomoserin. Ngoai ra, vi sinh vét c6 thé

1a vi sinh vat da biét bat ky c6 kha ning tao ra O-phosphohomoserin.
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Theo sang ché, budc (b) (budce chuyén hoéa) 1a budc chuyén hoa O-
phosphohomoserin thanh methionin hodc din xuit ciia n6 bang céch cho O-
phosphohomoserin thu dugc tir bude 1én men OPHS phan tng v6i sulfua duéi tac

dong xuc tac cua methionin syntaza phu thugc OPHS.

Theo sang ché, phan tng chuyén hoa con c6 thé duge thuc hién bang cach st
dung vi sinh vat biéu hién methionin syntaza phu thuoc OPHS, ciling nhu enzym. Déc
biét 14, enzym va vi sinh vét biéu hién enzym c6 thé thu duoc béng phuong tién va
phuong phép bét ky da biét trong linh vyc nay, vi du, bang phuong phap duoc boc 10
trong Coéng bd don qubc té s6 WO 2014/064244, ma khong bi giéi han & nhitng loai

nay.

Ngoai ra, theo sang ché, sulfua 14 khong bi giéi han mién sao sulfua phan mg
v6i O-phosphohomoserin duéi tac dong xuc tac clia methionin syntaza phu thudce
OPHS, nhung c6 thé bao gé)m it nhAt mot chit dugc chon tir CH3SH, Na,S, NaSH,
(NH,4),S, H,S, va Na,S,0s.

Theo sang ché, cac budc (c) dén (e) 1a gidng nhu bude cd, bude diéu chinh do

pH, va buéc két tinh duoc mo ta & trén.

Theo sang ché, bude (f) (bude téi st dung) 1a bude sir dung tinh thé phosphat
thu hdi duge tir bude két tinh trong mdi trudng 1én men doi héi ngudn axit phosphoric
va/hodc phospho lam ngudn axit phosphoric va/hodc phospho. Déc biét la, moi trudng
lén men c6 thé 14 moi truong 1én men b4t ky dugc st dung dé tao ra O-

phosphohomoserin, ma khong bi gidi han ¢ nhiing loai nay.

Khia canh khéc cua sang ché dé xuat phuong phép thu hdi axit phosphoric tir

dich thai Ién men.
Dic biét 1a, phuong phap theo sang ché bao gdm:
(a) co dich thai 1én men chura axit phosphoric (bude ¢d);

(b) didu chinh d pH cua dich c6 dic nim trong khoang tir 8 dén 11 (budc
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diéu chinh d6 pH);

(c) két tinh phosphat tir dich ¢6 ddc c6 do pH da dugc didu chinh (budc két
tinh); va

(d) tach phosphat da duge két tinh tr nudce cai (bude tach).

Theo sang ché, dich thai 1&n men 1& nhu dugc md ta & trén va c6 thé bao gom

dich thai ciia bude chuyén héa enzym.

Theo séng ché, céc budce (a) dén (c) 1a giéng nhu bude cd, bude diéu chinh do

pH, va budc két tinh duge md ta & trén.

Theo séng ché, phuong phép tach tinh thé phosphat tir nudc céi cua bude (d)
(budc tach) 1a nhu duge mo ta & trén trong bude két tinh.
Vi du thue hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét c6 tham chiéu céc vi du sau day. Tuy
nhién, c4c vi du nay chi nham muc dich minh hoa cho sang ché va khong nham lam

gi¢i han pham vi cta sang ché.

Vi du 1. Thu hdi axit phosphoric theo ndng d6 cta dich thai 1én men O-phosphoserin

Vi du 1-1. Thu hdi axit phosphoric stt dung dich théi 1én men O-phosphoserin

Sau khi canh truong 1én men O-phosphoserin thu dugc bang cach nudi cly vi
sinh vat c6 kha ning tao ra O-phosphoserin (OPS) trong mdi truong 1én men chura axit
phosphoric, canh truong 1én men dugc phan Un véi sulfua su dung O-phosphoserin
sulfhydrylaza (OPSS) dé thu duoc canh truong 1én men chtra xystein hodc xystin
(Cong b6 don qubc té s&6 WO 2012/053794). Xystein hodc xystin dugc két tinh trong
canh truong 1én men va dugce tach ra tir d6 bang cach tach ran-long dé thu duge dich

thai 1én men.

Dich thai Ién men O-phosphoserin c¢6 thanh phan ion (g/lit) 1 24,4 ion natri,
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6,4 ion amoni, 14,8 ion clo, 3,4 ion sulfat, va 34,3 ion phosphat. 1665ml nude dugce
lam bay hoi tir 2000ml dich thai ban dau, va 50% (trong luong) dung dich nudc chira
natri hydroxit (38,0ml), dugc thém vao dé cho dén khi do pH dat t6i 9,00. Dung dich
ndy c6 nong do ion phosphat 1a 185,4g/lit. Dung dich phan tng dugc 1am lanh dén dén
15°C dé thu duoc dinatri hydro phosphat heptahydrat. Huyén phu dic dugce loc su

dung may loc 16 ly tdm va dugc rira bang nuéc tinh khiét.

Khdi lugng cta san phdm cudi cung 1a 159,5g. San phim cudi ciing c6 thanh
phén ion (g/kg) 1a 124,6 ion natri, 5,3 ion amoni, 5,4 ion clo, 4,2 ion sulfat, va 388.5
ion phosphat. Ham lugng 4m ctia san phdm cubi cliing 12 45,7% trong lugng. Tong ty 18

thu hdi cta axit phosphoric 1 79,2% trong lugng.

Vi du 1-2. Thu hdi axit phosphoric stt dung dich thai 1én men O-phosphoserin

Dich thai dua trén quy trinh 1én men O-phosphoserin theo vi du cia sang ché
c6 thanh phﬁn jon (g/lit) 1a 24,7 ion natri, 6,3 ion amoni, 16,4 ion clo, 3,9 ion sulfat, va
35,8 ion phosphat. 1555ml nuéc duge lam bay hoi tir 1945ml dich thai ban déu, va
50% (trong lwong) dung dich nuéc chira natri hydroxit (46,5ml), dugc thém vao do
cho dén khi d6 pH dat t6i 9,00. Dung dich nay c6 ndng d6 ion phosphat 1a 159,7g/lit.
Dung dich phan ung dugc lam lanh dén dén 15°C dé thu dugc dinatri hydro phosphat
heptahydrat. Huyén phu dic dugc loc st dung may loc rd ly tam va duge ria bang

nuée tinh khiét.

Khéi lugng cia san pham cudi cung 1a 132,3g. San phim cudi ciing c6 thanh
phén ion (g/kg) 1a 127.4 ion natri, 10,9 ion amoni, 5,2 ion clo, 3,1 ion sulfat, va 358,6
ion phosphat. Ham lugng 4m cta san phim cudi cung 12 49,6% trong lugng. Tong ty 18

thu hdi cua axit phosphoric 1a 68,0% trong luong.

Vi du 1-3. Thu hdi axit phosphoric sit dung O-phosphoserin dich thai [én men

Dich thai dya trén quy trinh 1én men O-phosphoserin theo vi du cta sang ché
c6 thanh phén ion (g/lit) 1a 24,6 ion natri, 6,2 ion amoni, 16,3 ion clo, 3,5 ion sulfat, va

35,6 ion phosphat. 1315ml nudc dugce lam bay hoi tir 1975ml dich thai ban dau, va
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50% (trong luong) dung dich nudc chira natri hydroxit (43,0ml), duoc thém vao do
cho dén khi do pH dat t6i 9,01. Dung dich nay c6 ndéng do ion phosphat 1a 99.9g/lit.
Dung dich phan tmg duoc lam lanh dén dén 15°C dé thu dugc dinatri hydro phosphat
dodecahydrat. Huyén phu ddc dugc loc sir dung mdy loc 16 ly tm va dugc rira bang

nude tinh khiét.

Khéi lugng ciia san phim cudi cung 12 186,0g. San pham cubi cing c6 thanh
phén ion (g/kg) 1a 110,7 ion natri, 13,5 ion amoni, 2,4 ion clo, 2,8 ion sulfat, va 264,7
ion phosphat. Ham lugng Am cua san phim cubi ciing 14 60,8% trong luong. Téng ty 18

thu hdi cta axit phosphoric 12 70,1% trong luong.

Vi du 1-4. Thu hdi axit phosphoric st dung dich thai 1én men O-phosphoserin

Dich thai dua trén quy trinh 1én men O-phosphoserin theo vi du cua sang ché
c6 thanh phﬁn ion (g/lit) 1a 24,5 ion natri, 6,2 ion amoni, 16,3 ion clo, 3,7 ion sulfat, va
35,6 ion phosphat. 980ml nu6c dugce lam bay hoi tur 1955ml dich thai ban dau, va 50%
(trong lwong) dung dich nude chira natri hydroxit (42,0ml), dugc thém vao d6 cho dén
khi do pH dat t6i 9,04. Dung dich nay c6 ndng do ion phosphat 1a 68,4g/lit. Dung dich
phan tng duoc lam lanh dén dén 15°C dé thu duogc dinatri hydro phosphat
dodecahydrat. Huyén phu ddc duge loc st dung may loc rd ly tim va dugc rira biang

nuée tinh khiét.

Khéi lugng ctia san phim cudi ciing 1a 172,9g. San phim cubi cting c¢6 thanh
phén ion (g/kg) 1a 112,8 ion natri, 20,2 ion amoni, 1,2 ion clo, 2,6 ion sulfat, va 255,9
ion phosphat. Ham lugng 4m cua san phim cudi cing 12 61,9% trong luong. Tong ty 18

thu hdi ctia axit phosphoric 12 63,6% trong luong.

Do d6, khing dinh dugc rang do ndng do cla ion phosphat chira trong dich ¢6
dac ¢6 do pH da dugc diéu chinh giam, ty 1€ thu hdi axit phosphoric giam.

Vi du 2. thu hdi axit phosphoric theo nhiét do 1am lanh

Dich thai dva trén quy trinh 1én men O-phosphoserin theo vi du cua sang ché
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c06 thanh phf?m ion (g/lit) 1a 23,8 ion natri, 6,5 ion amoni, 15,1 ion clo, 3,4 ion sulfat, va
35,0 ion phosphat. 1600ml nuéc dugc lam bay hoi tir 2000ml dich thai ban dau (&
nhiét d6 1a 50°C hodc cao hon), va 50% (trong lugng) dung dich nudc chira natri
~hydroxit (39,5ml), dugc thém vao d6 cho dén khi @6 pH dat t6i 9,00. Dung dich nay c6
ndng dd ion phosphat 1a 159,4g/lit. Diéu kién thtr nghiém 1a gidng véi Vi du 1-2. Dung
dich phan Gng dugc lam lanh dén dén 25°C @ thu duoc dinatri hydro phosphat
heptahydrat. Huyén pht dic dugc loc st dung may loc 1o ly tAm va dugc rira bing

nude tinh khiét.

Khéi luong ctia san pham cudi cung 14 110,6g. San phim cubi ciing c6 thanh
phﬁn ion (g/kg) 1a 126,8 ion natri, 13,8 ion amoni, 2,7 ion clo, 2,2 ion sulfat, 393.9 ion
phosphat. Ham luong 4m cia san phém cudi cung 12 43,9% trong lugng. Téng ty 1& thu
hdi cua axit phosphoric 12 62,2% trong luong. Két qua nay cho thdy rang nhiét do thap

hon 13 dugc wu tién dé thu dugc ty 1€ thu hdi axit phosphoric cao hon.

Vi du 3. Thu hdi axit phosphoric bing cach diéu chinh pH bd sung trude khi co

Dich thai dva trén quy trinh 1én men O-phosphoserin theo vi du cua sang ché
¢ thanh phén ion (g/lit) 1a 23,4 ion natri, 6,4 ion amoni, 14,9 ion clo, 3,5 ion sulfat, va
34,7 ion phosphat. Truéc qua trinh bay hoi, 50% (trong luong) dung dich nudc chira
natri hydroxit (39,5ml), duoc thém vao do6 cho dén khi d6 pH dat t61 9,02, Tiép theo,
1600ml nugc duoc 1am bay hoi tir 2000ml dich thai ban dau. Po pH cua dung dich
phan g sau khi lam bay hoi 1a 7,06 do amoniac dugc lam bay hoi. Tiép theo, 50%
(trong lugng) dung dich nude chira natri hydroxit (16,0ml), dugc thém vao d6 cho dén
khi do pH dat t61 9,00. Nong do ion phosphat ion dung dich phan tmg 1a 152,4¢/lit.
Didu kién c6 1a gibng v6i Vi du 1-2. Dung dich phan tng duge lam lanh dén dén 15°C
dé thu dugc dinatri hydro phosphat heptahydrat. Huyén phu dic dugc loc st dung méay

loc 1o ly tAm va duoc rira bang nudc tinh khiét.

Khéi lugng ctia san phim cudi cing 14 141,6g. San phdm cudi cing c6 thanh
phén ion (g/kg) 1a 156,8 ion natri, 0,6 ion amoni, 1,1 ion clo, 3,2 ion sulfat, va 338,8

ion phosphat. Ham lugng 4m cia san phém cudi cing 12 51,2% trong luong. Tong ty 1&
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thu hdi cta axit phosphoric 1a 69,1% trong lugng. Theo phuong phép nay, lugng tap
chét amoni ion chita trong dinatri hydro phosphat da dugc thu hdi 1a giam dang ké khi

so sanh voi cac quy trinh khéc.

Vi du 4. Thu hdi axit phosphoric bing cich thém metanol

Vi du 4-1. Thu hdi axit phosphoric bing céch thém 100ml metanol

Dich thai dua trén quy trinh 1én men O-phosphoserin theo vi du cta sang ché
¢ thanh phén ion (g/lit) 14 23,8 ion natri, 6,4 ion amoni, 15,3 ion clo, 6,4 ion sulfat, va
37,1 ion phosphat. 1600ml nudc dugce lam bay hoi tur 2000ml dich thai ban dau. Tiép
theo, 50% (trong lugng) dung dich nudc chira natri hydroxit (48,0ml), dugc thém vao
d6 cho dén khi do pH dat téi 9,07 va 100ml metanol duge thém vao d6. Dung dich nay
¢6 ndng do ion phosphat 1a 135,2g/lit. Dung dich phan ng duge lam lanh dén dén
15°C dé thu dugc dinatri hydro phosphat heptahydrat. Huyén phu dic duge loc st

dung may loc rd ly tAm va dugc ria bang nudc tinh khiét.

Khéi luong clia san pham cudi cing 1a 182,7g. San phim cudi cung c6 thanh
ph?m ion (g/kg) 1a 135,5 ion natri, 24,9 ion amoni, 13,1 ion clo, 2,2 ion sulfat, va 328,5
ion phosphat. Him luong 4m cua san pham cudi cing 12 49,6% trong lugng. Téng ty 18

thu hoi cta axit phosphoric 12 81,0% trong lugng.

Vi du 4-2. Thu hdi axit phosphoric bang cach thém 200ml metanol

Dich thai dya trén quy trinh 1én men O-phosphoserin theo vi du cua sang ché
co thanh phén ion (g/lit) 1a 23,9 ion natri, 6,4 ion amoni, 15,3 ion clo, 3,9 ion sulfat, va
37,3 ion phosphat. 1600ml nudc dugc lam bay hot tir 2000ml dich thai ban dau. Tiép
theo, 50% (trong lugng) dung dich nudc chira natri hydroxit (47,0ml), duoc thém vao
d6 cho dén khi d6 pH dat t6i 9,04 va 200ml metanol dugc thém vao d6. Dung dich nay
¢6 ndng d6 ion phosphat 1a 115,2g/lit. Dung dich phan tng duoc 1am lanh dén dén
15°C dé thu dugc dinatri hydro phosphat heptahydrat. Huyén phu dic dugc loc sir

dung may loc rd ly tam va duogc ria bang nudce tinh khiét.
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Khdi luvong cia san pham cudi cing 12 182,0g. San phim cudi ciing c6 thanh
phén jon (g/kg) 1a 122,9 ion natri, 38,9 ion amoni, 15,9 ion clo, 2,4 ion sulfat, va 328,2
ion phosphat. Ham lugng 4m cta san phdm cudi cing 13 46,6% trong luong. Tong ty 1&

thu hdi ctia axit phosphoric 1 80,2% trong luong.

Do d6, khing dinh dugc rang ty 1é thu hdi axit phosphoric tang 1én bang cach
thém metanol sau khi diéu chinh dd pH hodc trong budc diéu chinh do6 pH.

Vi du 5. Thu hdi axit phosphoric bing cach két tinh hai giai doan

Dua trén Cong bd don qubc té s6 WO 2014/182125, 1én men O-phosphoserin
va phan ung chuyén héa enzym ctia L-xystein dugc thyc hién. Sau cac quy trinh nay,
dich 1éng thai ctia quy trinh c¢6 thanh phﬁn ion (g/lit) 12 21,7 ion natri, 4,4 ion amoni,
16,0 ion clo, 30,1 ion sulfat, va 30,3 ion phosphat. 16,7 lit nudc duoc lam bay hoi tu
20 lit dich thai ban dau, 50% (trong luong) dung dich nuéc chira natri hydroxit
(0,4 1it), dugc thém vao do6 cho dén khi do pH dat t6i 9,00. Dung dich nay c6 ndng do
ion phosphat 1a 162,1g/lit. Dung dich phan tmg dugc lam lanh dén dén 15°C dé thu
duoc dinatri hydro phosphat heptahydrat. Huyén phu dic cta dinatri hydro phosphat
heptahydrat dugc loc sir dung méy loc rd ly tdm va duge ria bang nudc tinh khiét.
Khdi lwong clia dinatri hydro phosphat heptahydrat d& dugc thu hdi 1a 1339,0g. San
phém ¢O thanh phén ion (g/kg) 1a 133,5 ion natri, 18,7 ion amoni, 5,3 ion clo, 1,3 ion
sulfat, va 323,4 ion phosphat. Him luong 4m cua san pham cudi cung 13 48,2% trong

luong.

Sau khi loc huyén phu déc, dich loc ¢6 thanh phén ion (g/lit) 1a 13,3 ion natri,
6,8 ion amoni, 98,9 ion clo, 16,8 ion sulfat, va 40,2 ion phosphat. 1,1g dinatri hydro
phosphat dodecahydrat (mlu dugc diéu ché trong Vi du 1-3) dugc thém vao 3,2 lit
dich loc con lai va dugc khudy & 15°C trong 4 gid. Huyén phu dic cua dinatri hydro
phosphat dodecahydrat dugc loc sir dung mdy loc rd ly tAm va dugce rua bing nudc

tinh khiét.

Khdi luong cua dinatri hydro phosphat di dugc thu hdi dodecahydrat 1a
299,0g. San phim c6 thanh phan ion (g/kg) 1a 128,2 ion natri, 6,1 ion clo, 3.8 ion
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sulfat, va 239,5 ion phosphat. Ham luong 4m 12 61,3% trong lugng. Ty 1€ thu hoi cudi
cling cta axit phosphoric cua quy trinh hai buéc duge mo6 ta trén day 1a 83,2% trong
luong. Khi dinatri hydro phosphat heptahydrat da duoc thu hoi dugce tron v&i dinatri
hydro phosphat dodecahydrat va dugc tdi st dung lam tién chit cho qué trinh 1én men

O-phosphoserin, quy trinh 1én men dugc tién hanh ma khong c6 van dé nao.

Vi du 6. Didu ché O-phosphoserin st dung dinatri hydro phosphat dd duoc thu hoi

Cung dugc luu gitt dudi s6 luu gitt KCCM11103P va duge boc 16 trong Cong
b6 don qubc té s& WO 2012/053794 dugc U trén dia moi truong aga MMYE chira
50pg/ml spectinomyxin (2g/lit glucoza, 2mM magie sulfat, 0,1mM canxi clorua, 6g/lit
natri pyrophosphat, 0,5g/lit natri clorua, 3g/lit dinatri hydro phosphat thu hoi dugc
theo sang ché, 10g/lit dich chiét nAm men, va 18g/lit aga) & 33°C trong 24 gid. Céc té
bao thu dugc dugc cao ra tir 1/10 dién tich cua mdi dia aga, dugc nudi céy trong 50ml
mdi trudng hat mam két tinh trong binh chira 50pg/ml spectinomyxin (10g/lit glucoza,
0,5g/lit magie sulfat, 3g/lit kali dihydro phosphat, 10g/lit dich chiét ndm men, 0,5g/lit
natri clorua, 1,5g/lit ammonium clorua, 12,8g/lit natri pyrophosphat, va 1g/lit glyxin)

trong mot binh c6 vach ngin va dugc u ¢ 30°C trong 6 gio 6 200 vong/phut.

Sau khi viéc nudi cdy hat gibng dugc hoan thanh, méi trudng nudi ciy hat
gidng véi lugng 16% thé tich ciia méi truedng nudi cay chinh dugc chy vao thiét bi 1én
men nho dung tich 1 lit chua day 300ml mdi trudng nudi ciy chinh, sau d6 4 ¢ 33°C
va pH=7,0. Trong thoi gian 4, d0 pH duoc didu chinh dén 7,0 béng cach thém nuéc
amoniac. Sau khi rat kiét glucoza tir mdi truong, nudi cdy theo mé dugc thyc hién
bing cach thém dung dich glucoza 520g/lit va dung dich dinatri hydro phosphat
300g/lit dugc thu hdi theo sang ché. Sau khi thyc hién u trong 80 gio, O-phosphoserin
& ndng do 29,3g/lit duge do bing phuong phap HPLC.

V1 du so sanh. Pidu ché O-phosphoserin st dung axit phosphoric tinh khiét

Mau duoc Iuu gitt dudi s6 luu gitt KCCM11103P dugce i trong mdi trudng hat
gidng va moi truong chinh theo cich twong tw nhu trong Vi du 6. Sau khi rat kiét

glucoza, viéc nuoi cdy theo mé duge thyc hién bing cach thém dung dich glucoza
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520g/1it va axit photphoric tinh khiét 200g/lit vao d6. Sau khi thuc hién 1 trong 80 gid,
O-phosphoserin ¢ nbéng do 29,5g/1it duge do bang phuong phap HPLC.

Do d6, nguoi ta da xac nhéan rang, theo phuong phap thu hdi axit photphoric tur
moi trudng 1én men va tai st dung ching, phosphat c6 thé duoc thli hdi bang cach két
tinh phosphat trong canh truong 1én men hogc dich thai 1én men, va bang cach str dung
phosphat da thu héi trong qué trinh 1én men nay, san pham 1én men c6 thé thu duoc
v6i luong twong tu nhu lugng thu duge sit dung axit phosphoric tinh khiét, va do do

phuong phap theo sang ché c6 thé duoc st dung theo quy trinh 1én men rat hiéu qua.

M5 ta trén ddy cia sang ché dugc cung cép nhiam muc dich minh hoa, va ngudi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay s& hiéu rang nhitng thay ddi va cai
bién khac nhau c6 thé duogc thuc hién ma khong lam thay d6i quan niém k¥ thuét va
céc dAu hiéu thiét yéu ctia sang ché. Vi vay, o rang 1a cac phuong 4n dugc md ta trén
day nham minh hoa cho tAt ca cac khia canh va khong lam giéi han sang ché. Cac
phuong an khac nhau dugc tiét 10 & day khong nhdm muc dich gi6i han, v6i pham vi
va tinh than thuc su dugc chi dinh bdi Yéu cAu bao ho sau day. Sang ché chi dugc gidi
han boi cac thudt ngit cua ph?m Yéu ciu bao hd sau day, cung véi toan b pham vi

twong duong ma cac Yéu cau bao ho nay duge bao ho.
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Yéu cau bao ho

l. Phuong phép thu hdi axit phosphoric tr canh truong 1én men hodc dich thai 1én
men va viéc tai st dung axit phosphoric da duogc thu hdi nay, phuwong phip nay bao

gom céac budc:

(a) ¢ canh truong 1én men hodc dich thai 1én men chira axit phosphoric (budc

cd);

(b) diéu chinh do pH cua dich cd dic nam trong khoang tir 8 dén 11 (budc
didu chinh @6 pH);

(c) két tinh phosphat tir dich ¢d dac c6 do pH da duoc diéu chinh va tach
phosphat da dugc két tinh tr nude cai (budce két tinh); va

(d) bang cach st dung phosphat da duoc két tinh trong mdi trudng 1én men

]am ngudn axit phosphoric (budc tai st dung),
trong do6, phosphat 1a dinatri hydro phosphat hogc hydrat ctia no.

2. Phuong phép thu hdi axit phosphoric tir canh truong 1én men hodc dich thai 1én
men va viéc tai st dung axit phosphoric da dugc thu hdi nay, phuong phap nay bao

gom céc budc:

(a) tao ra O-phosphoserin (OPS) bing cach st dung vi sinh vat trong mdi

truomg 1én men chira axit phosphoric (buéc 1én men OPS);

(b) didu ché canh trudng 1én men chira xystein hoac din xuét cia no bang cich
cho O-phosphoserin dugc tao ra trong budc (a) phan ing v6i sulfua véi sy c6 mat cua
O-phosphoserin sulthydrylaza (OPSS) hodc vi sinh vét bidu hién OPSS (budc chuyén
hoa);

(c) ¢6 canh trudng 1én men; hodc dich thai 1én men thu dugc bang cach loai bo

xystein hozc din xuét clia né tir canh trudng 1én men (bude cd);
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(d) didu chinh do pH cia dich 6 dic nim trong khoang tir 8 dén 11 (bude
diéu chinh do pH);

() két tinh phosphat tir dich ¢6 dic c6 dd pH da dugc diéu chinh va tach
phosphat da dugc két tinh tir nudce cai (bude két tinh); va

(f) bing cach st dung phosphat da dugc két tinh trong mai trudng 1én men lam

ngudn axit phosphoric (budc tai sir dung),
trong d6, phosphat 13 dinatri hydro phosphat hodc hydrat ctia n6.

3. Phuong phép thu hdi axit phosphoric tir canh trudng 1én men hogc dich thai 1én
men va viéc tai st dung axit phosphoric da dugc thu hdi nay, phuong phap nay bao

gom cac budc:

(a) tao ra O-phosphohomoserin (OPHS) bang cach st dung vi sinh vét trong

mdi trudong 1én men chira axit phosphoric (bude 1én men OPHS);

(b) diéu ché canh truong 1én men chira methionin hodc din xuét ctia n6 bing
cach cho O-phosphohomoserin dugc tao ra trong bude (a) phan ng véi sulfua véi su
c6 mat cia methionin syntaza phu thudc O-phosphohomoserin hodc vi sinh vét biéu

hién methionin syntaza phu thuc O-phosphohomoserin (budc chuyén héa);

(¢) ¢6 canh truong 1én men; hodc dich thai lén men thu duoc béng cach loai bd

methionin hodc dan xuét ctia n6 tr canh trudng 1én men (budce c6);

(d) diéu chinh do pH cua dich co dac nam trong khoéang tir 8 dén 11 (budc
diéu chinh d6 pH);

(e) két tinh phosphat tir dich c6 ddc c6 do pH da dugc diéu chinh va tach
phosphat da dugc két tinh tr nuGe cai (bude két tinh); va

(f) cach st dung phosphat da dugc két tinh trong mdi truong 1én men lam

ngudn axit phosphoric (budc téi st dung),
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trong d6, phosphat 12 dinatri hydro phosphat hogc hydrat ctia nd.
4. Phuong phéap thu hdi axit phosphoric, phwong phap nay bao gbm cac budc:
(a) c6 dich thai 1én men chtra axit phosphoric (bugc cd);

(b) didu chinh do pH ciia dich ¢0 dic nim trong khoang tir 8 dén 11 (bude
diéu chinh d6 pH);

(c) két tinh phosphat tir dich c6 dic ¢6 do pH da duge dicu chinh (buée két
tinh); va

(d) tach phosphat da duoc két tinh tir nuée cai (budc tach),
trong d6, phosphat 12 dinatri hydro phosphat hodc hydrat ciia no.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 canh truong 1én men la (i) canh truong 1€n
men O-phosphoserin (OPS), (ii) canh truong 1€n men O-phosphohomoserin (OPHS),
hodc (iii) canh trudng 1én men chira axit amin hodc dan xut cta n6, duoc diéu ché
bing cach thém enzym chuyén héa hodc vi sinh vét biéu hién enzym chuyén hoéa; va

sulfua vao canh truong 1én men, va

dich thai 1én men 1a dich thai thu dugc bang cach loai bo axit amin hodc dan

xuat ciia no tir canh truong 1én men.

6. Phuong phap theo diém 2 hodc 3, trong d6 sulfua 12 it nhit mot chéat dugc chon
tir nhém bao gém CH3SH, NaZS, NaSH, (NH4)2S, st, va Na28203.

7. Phuong phép theo diém 1 hoidc 4, trong d6 dich thai 1én men thu dugc bang

cach loai bd axit amin hodc dan xuat cua no tir canh truong 1€n men.

8. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 budce diéu
chinh d6 pH dugc thuc hién bang cach thém hydroxit vao dich cd dic.
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9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 hydroxit 1a natri hydroxit hodc dung dich

nudce chira natri hydroxit.

10.  Phuong phap theo diém bét ky trong s cac didm tir 1 dén 4, trong d6 phuong
phép nay con chira bude lam lanh dich ¢6 déc co do pH da duoc diéu chinh nim gitta

bude didu chinh dd pH va bude két tinh hodc trong budc két tinh.

11.  Phuong phép theo diém bét k¥ trong sb cic diém tir 1 dén 4, trong d6 phuong
phap nay con chta budc thém tinh thé phosphat, 1am nhén tinh thé, gita bude diéu
chinh do pH va budc két tinh hoic trong bude két tinh.

12.  Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac didm tr 1 dén 4, trong d6 hydrat 13
dinatri hydro phosphat heptahydrat hodc dinatri hydro phosphat dodecahydrat.

13.  Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 4, trong d6 phuong
phap nay con chua két tinh phosphat tir nuéc cai (bude két tinh thir hai).

14.  Phuong phap theo diém 13, trong d6 budc két tinh thir hai bao gom (i) c6 nuéc
cai (budc co lai), (ii) diéu chinh d6 pH cua nudc cai nam trong khoang tir 8 dén 11
(budc tai diéu chinh do pH), va (iii) két tinh phosphat tir nudc cai c6 do pH da dugc
didu chinh va tich phosphat da duoc két tinh tir d6 (bude téi két tinh).

15. Phuong phap theo diém 14, trong d6 phuong phap nay con chira budc thém tinh
thé phosphat, 1am nhan tinh thé, dén nudc cai gitra budc tai diéu chinh d6 pH va budc

tai két tinh hoic trong budc tai két tinh.

16.  Phuong phép theo diém bat ky trong s cac didm tr 1 dén 4, trong &6 phuong
phap nay con chira diéu chinh d6 pH cla canh truong 1én men hodc dich thai [én men

nam trong khoang tir 8 dén 11 trude budc cd.

17.  Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 4, trong d6 phuong
phép nay con chira budc thém ruou trong bude diéu chinh do pH; hodc gitta bude didu

chinh d¢6 pH va budc két tinh.
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18.  Phuong phép theo diém 17, trong d6 rugu 1a metanol, etanol, propanol, butanol,

hodc hdn hop bét ky ctia n6.
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Fig. 1.
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FIG. 2.
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FIG. 3.
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