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Linh vue ki thuét dwoc dé cap
Sang ché nay lién quan dén ché phdm diét khudn duoc cai thién chira

rhamnolipit.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

US 2010/0272690 mé ta viéc dung ciia Muscodor crispans va/hodc cic san
phim d& bay hoi, va ché phdm phéng sinh chira thuc pham théng thudng va hop
chat thom ma thé hién dac tinh khang vi sinh v4t. Ban mo ta boc 16 céc vi du cu thé
ma két hop véi axit propionic, axit isobutyric va/hodc axit axetic. Ban md ta cling
boc 16 kha ning lién két ctia rhamnolipit trong ché phadm cua né.

WO 2012/0104 mé ta ché phim chét tiy rira chira rhamnolipit va lipaza.

EP 2410039 md ta ché phém lam sach chua ty 1é .cu thé cua mono-
rhamnolipit va di-rhamnolipit ma c6 thé bao gdm tuy y chét phu gia nhu axit xitric.

US 2007/191292 mo6 tAd ché pham chéng ndm chia it nhit mot
syringomyxin, it nhit mét pseudo-myxin va cac hdn hop clia chiing; va thanh phén
chit mang chira rhamnolipit.

WO 2007/095258 mb ta ché phdm chta thanh phan bioxit dugce chon tir it
nhit mét nixin, it nhat mét natamyxin va cdc hdn hop cia chiing; va thanh phan
chét mang chira rhamnolipit.

CN 103146496 boc 16 ché phdm tay rira chita 5 dén 15 phén trong luong
phﬁn chiét rhamnolipit, tir 1 dén 10 phﬁn trong lugng este cla axit béo sucroza, tir
0,01 dén 0,05 phﬁn trong lugng 1000U/g sinh hoc lipaza, va 0,5 dén 1,5 trong

lugng axit dinatri etylendiamintetraaxetic.
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WO 2008/013899 boc 16 ché phdm 1am sach chia 0,01 dén 99,9%
rhamnolipit, v6i su cAn bang chat mang. Axit xitric va axit stearic dugc bao gbm
trong khoang thanh phan chét mang c6 thé.

WO 02/50225 bdc 16 ché phdm lam sach khang vi sinh vat 1éng chira (i) it
nhit mot chat hoat dong bé mat, (ii) it nhit mot axit, va (iii) hon hop cac dung moi
chira (a) din xudt N-alkylpyrolidon va (b) ddng dung mdi c6 cong thirc chung R -
0-(EO),-(PO),-R,, trong d6 R, va R, doc 1dp 1a Cy.6 alkyl va hydro, nhung khong
phai ca hai la hydro, m va n doc 1ap 1a tixr 0 dén 5, EO 1a nhom etylenoxy va PO 1a
nhém propylenoxy.

Mic du linh vue k§ thuét trude d6 van can ché phdm rhamnolipit diét khuén

duoc cai thién.

Ban chét k§ thuit dwoc dé cap

Muc dich cua séng ché 12 dé xuit ché pham diét khudn duoc cai thién chia
rhamnolipit.

Cu thé, sang ché d& xuét ché pham diét khuén chira thamnolipit va chat gay

rdi loan mang té bao, trong d6 chét gay rbi loan mang té bao chira axit caprylic.

M ta vin tit hinh vé

Hinh 1: Hiéu qua cta rhamnolipit cling véi axit caprylic trén mang sinh hoc
duoc tao thanh trudc boi P. aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus
ATCC 9144 va hdn hop nuoi céy duoc xac dinh theo diéu kién luu chuyén Bioflux.

MO ta chi tiét sang ché

Theo d6, theo khia canh dAu tién cia séng ché, sang ché d& xuét ché phim
diét khuan chira thamnolipit va chat gy r5i loan mang té bao, trong d6 chét gay réi
loan mang t& bao chira axit caprylic.

Mono-rhamnolipit ¢6 mdt vong duong rhamnoza don. Tén IUPAC la axit 3-
[3-[(2R,3R,4R,5R,68)-3,4,5-trihydroxy-6-metyloxan-2-

ylJoxydecanoyloxy]decanoic.
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Trong trudng hop ctia rhamnolipit, trong toan bd ban mé ta sang ché nay,
cac tién t6 mono- va di- duge sir dung dé chi 1an luot 13 mono-rhamnolipit (c6
vong dudng rhamnoza don) va di-rhamnolipit (c6 hai vong duong rhamnoza). Néu
chit viét tit duoc st dung R1 1a mono-rhamnolipit va R2 1a di-rhamnolipit.

Mono-thamnolipit ¢6 thé 13 L-rhamnosyl-B-hydroxydecanoyl-f3-
hydroxydecanoat (RhaC;¢Cip c6 cbng thic C,sHisO9) dugc tao ra boi P.
aeruginosda.

Di-rhamnolipit thuong 1a L-rhamnosyl-L-rhamnosyl-p-hydroxydecanoyl-f-
hydroxydecanoat (Rha2C;¢C;o c6 cong thirc C3,Hs5013).

Trong thuc té nhidu thanh phan nho khac voi su két hop chidu dai chudi
alkyl khac nhau, phu thudc vao ngudn cacbon va ching vi khudn, tdn tai trong su
két hop vé6i cac rhamnolipit trén phd bién hon. Ty 18 mono-rhamnolipit véi di-
rhamnolipit c6 thé dugc kiém soat bang phuong phap san xuét. Mot sb vi khuan
chi san xudt mono-rhamnolipit, xem US5767090: Vi du 1, mdt sb enzym c6 thé
chuyén d6i mono-rhamnolipit thanh di-rhamnolipit.

Rhamnolipit duéi day 12 ngudn mono-rhamnolipit va di-rhamnolipit c¢6 trong
sang ché (C12:1, C14:1 biéu thi chudi axyl béo véi lién két d6i):

- Rhamnolipit dugc tao ra bdi P. aeruginosa (mono-rhamnolipit):
Rha-C;3-Cy, Rha-Cyp-Cg, Rha-Cy¢-Cyy, Rha-Cyp-Cj3, Rha-Cy¢-Ciz.1, Rha-Cy,-Cyy,
Rha-Cy2.1-Cio;

- Rhamnolipit dugc tao ra béi P. chlororaphis (chi mono-rhamnolipit):
Rha-C;o-Cs, Rha-Cy-Cyo, Rha-Cy2-Cyo, Rha-Cy2.1-Cio, Rha-Cyp-Ciz, Rha-Cy.1-Cyy,
Rha-C4-Cyg, Rha-Cy4:1-Cio;

- Mono-rhamnolipit cfing ¢6 thé duoc tao ra béi P.putida bang cach dua vao
gien rhlA va rhIB tir Psuedomonas aeruginosa [Cha et al. trong Bioresour Technol,

2008 99 (7):2192-9];
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- Rhamnolipit dugc tao ra béi P. aeruginosa (di-rhamnolipit):
Rha-Rha-Cs-Cj, Rha-Rha-Cg-Cy2:1, Rha-Rha-C;¢-Cs, Rha-Rha-C;¢-C;9, Rha-Rha-
C10-Ci2:1, Rha-Rha-Cy-Cy;, Rha-Rha-Ci,-Cyy, Rha-Rha-C;,.1-C;, Rha-Rha-Cyy-
Cia;

- Rhamnolipit dugc tao ra béi Burkholdera pseudomallei (chi di-
rhamnolipit): Rha-Rha-Ci4-Cia;

- Rhamnolipit dugc tao ra boi Burkholdera (Pseudomonas) plantari (chi di-
rhamnolipit): Rha-Rha-Ci4-C4;

- Rhamnolipit dugc tao ra bdi P. aeruginosa 12 budc dau xéac dinh 13 mot
trong hai mono- hodc di-rhamnolipit: Cs-Cs, Cs-Cg, C10-Cs, Cs-Ci2.1, Ci12:1-Cs, Cio-
Ci0, C12-Cio, C12:1-Cio, C12-Crz, C12:1-Cr2, Cia- Cio, Ci14:1-Cig, C14-Cis.

Tét hon 13, rhamnolipit chira it nhit 20% trong lugng di-rhamnolipit, tét hon
la 50% trong luong di-rhamnolipit, t6t hon nita 13 60% trong lugng, tham chi tbt
hon nita 1 75% trong lugng va tt nhét 13 it nhat 90% trong luong di-rhamnolipit.

Ché pham theo sang ché c6 thé dugc sir dung nhu nguyén liéu diét khuén
thé ma ngudi ding pha loing thém trong ché phdm hoic ché phdm c6 thé 1a san
pham tiéu ding sir dung v6i muc dich dé cung cip hiéu qua diét khudn v6i mot
chét nén hodc tham chi 13 cht bao quéan trong ché phim tiéu dung.

T6t hon 13, chit giy réi loan mang t& bao c6 mat voi lugng nim trong
khoang tir 0,01 dén 10% trong luong cta ché pham. Tét hon nita 13, mang té bao
c6 mit véi lugng nim trong khoang tir 5 dén 10% trong luong.

Tt hon 13, ché phim 13 san phdm chim séc c4 nhan va san phim chim séc
gia dinh.

San phim cham séc gia dinh dugc vu tién bao gdm ché phim giat/ché phdm
lam sach, ché phdm dudng vai, va chit tay rira bé mit ctimg nhu ché phim rira bat
dia bang tay va may, chat tiy rira phong tim va bép. Cac bé mit cting bao gdm bé

mat nha bép va phong tam, dao kéo, do sanh su, v.v.
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Ché pham chim séc ¢4 nhin bao gdm dau goi, dudng téc, ché pham khi
mui, ché pham lam sach da va cic san phdm chim séc rang miéng nhu kem danh
rdng va nudc suc miéng.

Sau day 1a cdc phuong an khong gi6i han clia séng ché, dugc thé hién qua

cac vi du.

Vi du thye hién sang ché

Vidul

Céc dit lidu sau day minh hoa higu qua chat kim ham vi khuén ctia ché phdm
chtra rhamnolipit va chit gay rdi loan mang té bao 13 axit caprylic.

Nguyén li€u va phuong phap

Vi sinh vat va cac diéu kién nudi cly

P. aeruginosa ATCC 15442 va Staphylococcus dureus ATCC 9144, duoc
duy tri trong nuéc dinh dudng cong véi 20% glyxerol & nhiét d6 -20°C. Vi khuén
sinh trudng tr thach nghiéng dinh dudng dugc U trong 24h & nhiét d6 30°C da
duge ding dé thu dugce huyén phi vi khudn véi mét d6 quang hoc 570nm dugc
diéu chinh dé cung cip 108 cfu/ml.

bic tinh rhamnolipit

Rhammolipit chita 10% (trong luo’ng/thé tich) mono-rhamnolipit (Cy6Hs509,
MW: 504, Nong d6 mixen t6i han (CMC) : 20 mg/L & d6 pH trung tinh) va 10%
(trong luong/thé tich) dirhamnolipit (C3,Hss013, MW: 650, CMC: 1,5 x 10* 30
mg/L & d6 pH trung tinh) thu duoc, duoc téch ra tir mot mau thu duogc tir Jeneil
biosurfactant Co. (Saukville, Wisconsin).

Chét gay rdi loan mang té bao: Axit caprylic

Axit caprylic (CAS RN 0124-07-2) thu dugc tir Sigma Aldrich (Danh muc
s6 C2875) 1a 16n hon 99% db tinh khiét.
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Mono va di-rhamnolipit d& dugc tach ra tir caic miu thu duge tir Jeneil bang
cach sir dung quy trinh dudi day va thu dugce cac phén phan doan R1/R2 riéng
duoc st dung dé tao ra dung dich rhamnolipit 10% néu trén.

Luong dugc dinh lugng cua JBR425 da dugc axit hoa dén do pH béng 3
bang cach str dung 12M HCI va dugc dat trong ti lanh qua dém. Sau d6, dich ndi
1én trén duogc chiét xuat ba 1an bang cach sir dung hdn hop 2:1 cua cloform va
etanol. Sau d6, dung méi dd duoc loai bé bang cach bdc hoi quay va hdn hop
rhamnolipit dugc phéan 1dp sau d6 da dugc tai hoa tan trong metanol.

Qua trinh tach va dic trung cho hdn hop duoc thuc hién béng cach st dung
HPLC dugc ndi véi phd khéi ion hoa bang electron ion tuyén tinh. Cac ché d6 cua
jon héa & ché d6 tiéu cuc v6i pham vi quét nam trong khoang tir 50 dén 1200Da.
Cot dugce str dung dé tach 1 cot Phenomenex luna C18 250 x 4,6mm 5 micron. Pha
di dong: nudc (pha di déng A) va axetonitril (pha di dong B) da duogc sir dung dé
tach biét thong qua gradient 60:40 (A:B) thay dbi thanh 30:70 (A:B) trong 30 phit.
Sau d6, hé théng dd dugc duy tri trong 5 phut trude khi trd vé didu kién khoi dau
tht ca & tbe do dong chay ciia 0,5ml /phut. Thé tich tiém 12 10 pl.

Bang 1 - Phan tich JBR425 qua HPLC/MS

Rhamnolipit tugng tu m/z %
Di-C10-C8 621 1,6
Di-C8-C10 621 1,3
Di-C10-C10 649 67,4
Di-C10-C12:1 675 0,78
Di-C12:1-C10 675 0,016
Di-C10-C12 677 3,18
Di-C12-C10 677 1,12
Mono-C10-C8 475 0,63
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Mono-C8-C10 475 0,47
Mono C10-C10 503 21,6
Mono-C10-C12:1 529 0,69
Mono-C12:1-C10 529 0,014
Mono C10-C12 531 1,12
Mono-C12-C10 531 0,023

Su sinh truéng mang sinh hoc trén thiét bi luu chuyén BioFlux.

Dé phan tich hinh thanh méang sinh hoc trong diéu kién dong chay, hé thdng
BioFlux 200 (Fluxion Biosciences Inc, South San Francisco, CA) d3 duoc sit dung
cho phép thu nhan hinh anh ty ddng trong tAm nhiéu giéng dic hidu. Pé cac mang
sinh hoc sinh truéng, cdc kénh vi 16ng (d6 siu, 75um; chiéu rong, 350pm) dugce
son 16t véi TSB (50%) & 10,0 dyn/cm?. Céac kénh duogc cdy véi 107 CFU tir moi
trudng nudi cdy qua dém cua P. aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus
ATCC 9144 va hdn hop nuéi céy clia ca hai. Sau d6, tAim dugc 0 & nhiét d6 30°C
trong 48 gio cho phép céc té bao bam dinh. Sau khi mang sinh hoc da duoc tao ra,
céc té bao phu du di duoc loai bo, va PBS 1X (chat kiém soat) va phuong phap xir
ly khac nhau da duoc thém vao cac giéng dau vao véi tbe do dong chay 1a 279uL/h
trong 30 phut. Két qua duge ghi lai v6i kinh hién vi Evon (10X) (17% anh sang).

Két qua

Su lam rbi loan mang sinh hoc cia P. aeruginosa ATCC 15442,
Staphylococcus aureus ATCC 9144 va hén hop nudi cdy bang cach st dung
rhamnolipit va axit caprylic.

Hiéu qua cua rhamnolipit cing véi axit caprylic trén mang sinh hoc dugc tao
thanh trude boi P. aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus ATCC 9144

va hon hgp nudi cdy dugc xé4c dinh theo diu kién luu chuyén Bioflux. Viéc 1lam



26241

r6i loan dugc tao ra béi hdn hop axit caprylic cung véi rhamnolipit d3 duoc xéc
nhan. T4t c4 cac mang sinh hoc phat trién phan 1ap trong 48h. Tuy nhién, di cé
thay dbi dang ké trong tt ca céc truong hop vé su 1ay lan xung quanh céc kénh vi
16ng. Mang sinh hoc P. aeruginosa va mdi trudng nudi ciy duoc tron duogc tao
thanh (Hinh 1A, 1E va 1G) trong diéu kién dong chdy, tuy nhién cac mang sinh
hoc duoc tao thanh boi Staphylococcus aureus ATCC 9144 (Hinh 1C) khong day,
nhung du tot dé dugc coi 14 da bao lién két 14 trang thai sinh 1y co ban khac so véi
vi khuan phu du séng tu do.

Sau 48 gio tit ca cac tm duoc rira bing PBS 1X, va cac phuong phap xir Iy
v6i hon hop clia thamnolipit (0,04% thé tich/thé tich) va axit caprylic (0,01% thé
tich/thé tich) da duoc su dung trong 30 phut, sau khodng thdoi gian hon 90% cua
mang sinh hoc bi dut doan. Piéu tha vi dé luu y réng cach thirc ma cac vi sinh vat
Gram duong va Gram 4m dap Umg v6i hon hop rhamnolipit va axit caprylic da
dang, cho thiy hdn hop c6 thé c6 gifta ching so vé&i nhitng két qua khi cac thanh
phan duoc sir dung riéng (dit liéu khong duge thé hién). Cac két qua dugc minh
hoa trong Hinh 1 cho thiy su tao thanh mang sinh hoc va sy phé v trong kénh
BioFlux. C4c hinh 4nh la cac hinh 4nh pha twong phan va thé hién diy du cac
mang sinh hoc dugc tao thanh sau 48 gid 1 & nhiét do 30°C, va céac hinh anh duoc
ghi lai bing kinh hién vi Evon (10X) (17% 4nh sang) sau day:

(A) Mang sinh hoc P. aeruginosa ATCC 15442 truéc khi xtr y.

(B) P. aeruginosa ATCC 15442 (A) sau khi xtr ly v6i Rhamnolipit (0,04%)
va axit caprylic (0,01%).

(C) S. aureus ATCC 9144 trudce khi xur ly.

(D) S. aureus ATCC 9144 (C) sau khi xtr ly v6i Rhamnolipit (0,04%) va axit
caprylic (0,01%).

(E) Nudi cay dugc tron (P. aeruginosa ATCC 15442/S. aureus ATCC 9144)

trude khi xur ly.
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(F) Nubi cdy duoc tron (E) sau khi xtr Iy véi Rhamnolipit (0,04%) va axit
caprylic (0,01%).

(G) P. aeruginosa ATCC 15442 trude khi xr ly.

(H) P. aeruginosa ATCC 15442 (G) sau khi xir ly bang PBS 1X.

-10-
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Yéu cau bao ho

1. Ché pham diét khuin chtra rhamnolipit va chét gdy rdi loan mang té bio, trong

d6 chat gay réi loan mang té bao 14 axit caprylic.

2. Ché phrflm theo diém 1, trong do ché phém con chtra chat hoat dong bé mit chua

chét hoat dong bé mit tong hop.

3. Ché pham theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 rhamnolipit c6
mit v6i lugng tr 1 dén 95% trong luong, tinh trén tong trong luong chat hoat dong

bé mat, t6t hon 14 tir 10 dén 70% trong luong.

4. Ché pham theo diém bt ky trong s6 cac diém tir I dén 3, trong d6 ché phdm nay

1a ché phdm cham séc gia dinh hodc ché pham chiam séc ¢4 nhén.
5. Ché pham theo diém 4, trong d6 ché pham nay 1a ché phim chiam séc c4 nhan,
t6t hon 1 duge chon tir ché phdm dau gobi, ché phdm dudng téc, ché phdm khir

mui, ché pham lam sach da, ché pham chdng md héi.

6. Ché pham theo diém 4, trong d6 ché phdm nay 1 ché phim cham séc gia dinh,

t6t hon 1a dugc chon tir ché phim giat va ché phdm tiy rira bé mit clng.

-11-
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Hinh 1
TRUGC KHIXULY SAUKHIXULY
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