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Linh vie k§ thuét dwoe dé cip

Sang ché lién quan dén san pham thdy phan cia colagen dung dé cdi thién sic

khoe da, téc va’/hodc méng tay nguoi.

Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Trong thoi gian gin ddy dwoc biét ring hiéu Gng uwu viét c6 thé dat duoc lién quan
dén stc khoe cta da, cling nhu téc va/hodc moéng tay ngudi khi st dung san pham thiy
phén cua colagen qua dudng miéng (xem vi du, Vivian Zague: "A new view concerning
the effects of collagen hydrolysate by the oral intake on skin properties" trong Dermatol
Res. Arch. 2008 (9) 479-483). Cai thién stc khoe ciia da trong bbi canh nay duge hiéu 1a
tat ca cac anh hudng tich cuc trén cac dac tinh va chirc nang tu nhién cua da, trong do6 cac
dic tinh va chirc ning nay bi suy giam boi hdu qua cia ca su 130 héa 1in anh hudng tidu
cuc khéc nhau ciia méi trudng. B sung mot lugng san pham thity phan ctia colagen cling

¢6 tac dung c6 loi trén cac dic tinh cua téc va/hodc mong tay.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Muc dich ctia sang ché la taing cuong hon nita tic ddng tich cuc cua san pham thuy
phén cua colagen trén strc khoe cla da, toc va/hodc mong tay va dé xudt san pham thuy

phan cua colagen c6 hiéu qua dic biét nay.

Pé dat dugc muc dich nay, sang ché d& xudt san phdm thiy phan ctia colagen
trong d6 it nhat 90% trong lwong clia san pham thiy phan cla colagen c6 trong lugng
phan t& nhd hon 3.500 Da, va trong do6 san phém thay phén ctia colagen chira it nhat bon
chudi axit amin dic trung véi trong luong phén tir nAm trong khoang tir 600 dén 1.200

Da.

San pham thiy phén cua colagen chira chudi axit amin véi do dai chuodi hodc khoi

lrong phén t& khac nhau, duoc tao ra trong qué trinh phan bb cua cac chudi axit amin
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trong colagen, trong d6 sy phan b trong lugng phan tir cia cac chudi axit amin khac

nhau c6 thé tiy thude dang ké vao didu kién thiy phan. That ngac nhién ring mot san

phém thiy phan cua colagen vdi cac thudc tinh néi trén cd tdc dung ddc biét thuan lgi

trén stc khoe cia da & nhitng khia canh khac nhau, trc 1a thé hién két qua t6t hon mot

cach dang ké so v&i san phim thiy phan cia colagen st dung trude dé ¢ chira mot ty 1é

nhé chudi axit amin c6 phén tir thip va/hodc khong chira cac chudi axit amin dic trung.

MO ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1A dn 1C: DA thi biéu dién sy kich thich tdng hop colagen dang I, biglycan hoic
versican;

Hinh 2A va 2B: D0 thi biéu dién sy gia ting d6 4m cho da trén nhitng con chudt khong
co 1ong;

Hinh 3: D) thi biéu dién viéc kich thich tdng hop ctia CE-protein;

Hinh 4A dén4C: Phé khéi MALDI cua céc san phdm thity phan ciia colagen khac nhau;
va

Hinh 5A va 5B: D4 thi biéu dién viée kich thich tdng hop colagen loai I, decorin va
versican.

M@ ta chi tiét sang ché

Su phén bd trong lugng phan tir ciia san phdm thuy phan ciia colagen nim trong
gi6i han it nhét tr 90% trong lwong 1a dudi 3.500 Da va c6 thé duge xac dinh rt chinh
xé4c vi du nhu bang may séc ky riy phan tir qua sir dung tiéu chuan hiéu chinh cua céac
doan colagen.

Thong thudng c6 it nhit 45% trong lwgng cia san phdm thity phan cta colagen c6
trong lugng phan tr nho hon 1.500 Da, tuc la mot ty 1€ nhét dinh cic chudi axit amin cua
san phdm thiy phan cua colagen 14 dic biét ngan. N6 chi ra rang san phdm thuy phén cia
colagen dang duoc st dung chi chira mot s6 lwong nho thanh phan phan tir thap dic biét

nay lai co6 the cé tac ddng rat rd rét dén strc khoe cia da.
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Trong luong phan tir trung binh (My trong luong trung binh) cia san phdm thiy
phan cua colagen st dung theo sang ché ndm trong pham vi khoang tir 1.700 dén khoang

2.300 Da.

Su hién dién ciia cac chudi axit amin dic trung gop phén 1am ting hiéu qua cta
san phim thiiy phan cua colagen, ¢6 thé duoc dic biét xac dinh bang phuong tién quang
phd khéi lugng-MALDI, qua d6 cic chudi axit amin dic trung xuat hién trong phd quang
phd khdi lwong 12 nhimg dinh. It nhét bon chudi axit amin dic trung dugce xac dinh su
phan bd trong lwgng phan tir bing quang phd khdi lugng-MALDI, it nhit mdt dinh c6
cudng do gip doi, tiép theo it nhat mot dinh c6 cudng do ghp bén so v6i cac dinh xung

quanh.

Mot phuong an duge uu tién cua sang ché 12 c4c san pham thity phan cua colagen
chtra mot chudi axit amin gitta 620 va 690 Da, mot chudi axit amin gitta 790 va 860 Da,
mét chudi axit amin gitta 980 va 1.050 Da va mdt chudi axit amin gitra 1175 va 1245 Da.
Céac chudi axit amin ndy phén biét san phidm thily phén cua colagen theo sing ché véi san

phim thiy phéan cua colagen di dugc biét dén trén co s& chu tric dic trung.

San pham thiy phan cua colagen c6 thé bd sung cac chudi axit amin dic trung gitra 1.500
v 3.500 Da, d6 ciing 12 mdt diém dic biét dé phan biét v6i san phim thiy phan cla

colagen san xuét theo k¥ thuat chuén da biét.

Céc san phdm thity phan cta colagen tot nhét 12 ¢6 mot ty 1€ hydroxyprolin tir 12%
trong lugng hodc hon. Céac hydroxyprolin axit amin hinh thanh boi qua trinh thiy phan
hau dich ma cta prolin trong colagen, do d6 mdt ty 1& cao cua hydroxyprolin trong san
phim thity phan cua colagen la thude do v& sy ving mit dang ké ctia md lién két protein
khac (vi du elastin va proteoglycan), tuy thudc vao phuong phép san xuit ma mot sb
luong nhit dinh cac doan cua nd co thé dugc chtra trong san pham thiy phan cua

colagen.

S& thuan loi néu san phim thiy phén cua colagen dugc san xuét bang cach thiy

phan gelatin v6i enzym. Gelatin bao gdm colagen bién tinh c6 duge tir cac ngudn khéc
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nhau, né dugce cic nha chuyén mon lam ra tlr cic cong nghé da dugc biét dén nhu tir cac
md lién két hodc tir xuong cua nhiéu loai dong vat. Trong pham vi cua sang ché nay,
gelatin st dung nhu nguyén li¢u ban dAu cho san pham thiyy phan clia colagen t6t nhat 13
nén lay tir da ctia dong vat c6 vu, dac biét l1a tir da heo hodc trau, bo, mic du viéc su dung

gelatin tir gia cam 1a khong loai trir.

Qua trinh thuy phén gelatin bang enzym thudng dién ra theo nguyén tic boi it nhét
mot endoproteaza, trong pham vi sang ché né duoc uu tién st dung nhiéu endoproteaza
(ttec 13 it nhét hai endoproteaza khéc nhau), didu d6 anh hwong dén thanh phin cac axit
amin ctia cdc san pham thity phan cua colagen twong Ung va lam tang hiéu qua tich cuc

ctia c4c san phdm thily phén trén strc khoe cua da, téc va/hodic mong tay.

Theo phuong an vu tién cla sang ché, cac san phdm thiy phan cta colagen dugc
tao boi cac tac dong lién tuc cua it nhét hai endoproteaza véi tinh ddc trung khac nhau,
dic biét 1a cua it nhét hai metaloproteaza khac nhau va/hodc proteaza serin, tic la véi tac
ddng cua proteaza, ma trong mdi trudng hop nhiing chudi axit amin cua cac phéan tir
colagen tach ra trude cling nhu sau d6 céc axit amin xac dinh. S& thuén loi khi céac
metaloproteaza va/hodc proteaza serin 1a enzym tir vi khudn vi sinh Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Aspergillus oryzae va Aspergillus

melleus.

Bang cach chon endoproteaza phu hop, khong chi ¢6 thé thu duogc sy phin b
trong lwong phén tr dic trung cua san pham thiy phan cia colagen, ma con anh huong
t6i cac vi trf ddu ndi ciia chudi axit amin c6 chira cac chudi axit amin trong qua trinh thiy
phan. Trong linh vyc nay, mot vi du vu ti€n néu it nhat 50% cac dudi N-axit amin clia san

phim thity phan cta colagen la axit amin ky nudc, dac biét 1a alanin, leuxin va isoleuxin.

Sang ché ciing mo ta viée st dung céc chit san pham thiy phan cua colagen dé
kich thich tdng hop sinh hoc protein nén ngoai bao boi cac té bao da. Cac té bao da dugce
tdng hop tir cac nguyén bao soi déc bigt, trong do ngoai colagen (chu yéu 1a dang ), con
¢6 elastin va proteoglycan. Sy hinh thanh cua céc protein voi mot s6 luong day du quyét

dinh viéc tao ra hodc tai sinh protein nén ngoai bao cua da, diéu d6 cling quyet dinh dang
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k& cho cac tinh chit riéng cta da, nhu stc cing va d6 dan hoi cling nhu can bing do am
cua no.

Cac t& bao da bao gom te bao sing, nhiing t& bao nay chiu trach nhi€m tao nén
keratin cta 16p da ngoai cling ciing nhu hinh thanh téc va mong tay. Do d6, sy kich thich
c4c té bao khi st dung san pham thity phén cua colagen theo sang ché c6 thé mang lai su

cai thién chirc ning bao vé cua da cling nhu strc khoe cua toc va/hodc mong tay.

Sang ché ciing md ta viée sir dung cdc chét san pham thity phan cta colagen aé
tang strc cing ctia da va/hodc lam gidm sy hinh thanh cac nép nhin. Céc tinh chét cua da
thudng bi xdu di do qui ludt cua sy 130 héa cling nhu hé qua cua anh huong moi truong,
chéng han nhu, birc xa tia cyc tim hodc cac doc t5. Boi vi cac colagen va elastin chiu
trach nhi€ém dbi véi stre ciang, o dan hdi cua da dic biét vGi protein nén, do viy co thé
tang cuong téng hop nhitng chit nay bang viéc st dung kich thich san pham thuy phan
cua colagen theo sang ché véi mot luong dic biét, qua d6 nhitng anh hudng 6 hai cho

stre khoe cua da c6 thé dugc cai thién dang ke.

Sang ché ciing md ta viéc sir dung céc chét san phdm thuy phén cta colagen aé
tang d6 4m cla da. Mot dong gop déng ké cho kha ning lién két mot lugng do 4m day du
cho da duogc thuc hién bdi cac chit nén ngoai bao chta proteoglycan (vi du versican,
biglycan va decorin), su tdng hop ctia nd dugc hién thi bai kich thich cia cac san phim
thiry phan cua colagen st dung theo sang ché. D6 4m cua da cling c6 thé bi giam di boi
anh hudng xau cia moi trudng nhu tia cyc tim, mAt do 4m thudng xuyén thuong dan t6i

giam do mém mai, bi nit né va thira chat keratin (d01 moi) & da.

Sang ché cling mo ta viéc sir dung san phém thuy phén cta colagen dé cai thién
chtc nang bao vé cua da. Péng vai tro quan trong trong chirc niang bao vé nay duogc goi
1a CE-protein (protein "gidm co biéu bi hoa stng"), trong d6 chimg minh rang qué trinh
tdng hop sinh hoc cua involucrin, loricrin va filaggrin dugc kich thich béi cac san phim
thiy phan cta colagen phén tur thap. Vi vay, st dung san pham thiy phan cua colagen
theo sang ché s& han ché giam do 4m va ting cudng chirc nang béo vé cling nhu lam tdt

hon kha ning bao vé ty nhién cia da chdng lai vi tring gdy bénh va cac chét ddc hai.
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‘Viéc sir dung ctia san pham thiy phan cua colagen theo séng ché ciing din dén bd
sung thém tac dung chéng oxy héa trong linh vuc da, c6 thé giam tdn thuong ADN (dot
bién), vi du do birc xa tia cuc tim hodc cac chét gdy dot bién. Nhitng dot bién nhu vay 1a
mdt trong nhitng nguyén nhdn gy ldo héa sém cia t& bao va do do6 thuc ddy céc triéu
ching 130 hoa cua da (giam do cing, hinh thanh cac nép nhin, vv), vi vdy qua trinh nay

¢6 thé bi e ché boi viée st dung theo séng ché.

Theo phuong an dugc uu tién cua sang ché, cac san phim thuy phan cia colagen
dwoc cung cdp qua dudng miéng. Trong trudng hop an ubng, san pham thiy phén cia
colagen thuong dugc chuyén biang hé thdng tudn hoan mau dén cac dia diém can tac
dong, dac biét cho cac té bao da hon 1a st dung tai chd. Ngoai ra, img dung hinh thirc nay

v& nguyén tic it ton kém hon cho ngudi st dung.

Cé4c san phdm thiy phén cta colagen t5t nhit 13 nén st dung nhu la mdt thyc
phdm bd sung dinh dudng. Céc san phdm thiry phén cta colagen thuong duoc st dung &
day dé cai thién sttc khoe cta da véi y nghia chdm séc strc khde néi chung hodc 1a mot sy
ing dung my phim; su bd sung dinh dudng nhu vay co thé duoc goi 1a "thuc phdm dinh
dudng" hodc "my phdm dinh dudng". Tuy nhién, cling c6 thé st dung san phim thuy
phan ctia colagen trong pham vi cua sang ché dé didu tri rdi loan 1am sang, vi du nhu hién

nay khi viém da di ung, trong d6 bénh nhén ¢6 xu hudng gia ting kho da, da nt ne.

B6 sung dinh dudng c6 thé dugc cung cip dudi bét ky hinh thirc yéu thich nao, vi
du nhu trong dang vién nén, vién nang, vién boc duong, dang vién hodc dung dich (vidu

trong 6ng hay trong dd ubng).

Céc san pham thity phén cua colagen bang mdt cach khac cling c6 thé duge chtra
trong cac san pham thuc phim hoic san pham thuc phdm cao cip, vi du trong banh keo
hoic trong bot hoa tan dé pha d6 udng. Theo cach nay ngudi st dung co thé dung c4c san
phém thity phan trong qué trinh dinh dudng binh thuong ma khong can nd luc bd sung
thém (duge goi 1 "thyc phdm chirc nang"). Trong bbi canh nay, ddc biét thuan loi néu

san phim thiy phén cua colagen khong c6 mui Vi.
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S& 1a hop 1y néu hang ngay st dung khoang 1,5-5 g, t6t hon 1a khoang 2-3 g, t6t
hon nita 1a 2,3-2,7 g san phim thity phan cua colagen. D4 dugc ching minh rang stc
khoe ciia da ¢6 thé duoc cai thién dang ké trong vong mot vai tudn do s6 lugng thily phan

nay dugc dua vao qua duong miéng.

San phdm thuy phan cua colagen theo séng ché dugc sir dung tai chd, tic 1a sir
dung trong cac hinh thirc san phim m¥ phim dé 4p dung cho da, toc va/hodc mong tay.
Céac san pham thiy phén cia colagen c6 thé, trong truong hop nay, duoc dua vao, dac
biét 1a trong mdt loai kem, thuéc m&, mot kem dudng da hodc gel. S€ 1a thuén loi néu san
phim thity phan ctia colagen dugc thém vao mot san phdm chim séc co thé, ching han
nhu mot sita tdm hodc dau g0di toc, vi du nhu v6i mot luong khoang tir 5 dén 10% trong

luong.

Loi thé nay va cac lgi the tiep theo clia séng che s& duoc mo ta chi ti€t hon voi su

tro gitp cta cdc vi dy sau ddy c6 sy tham khao cac hinh d6 thi.

Vi du thue hién sang ché

Viduy 1: San xuét va tinh chét ctia san phdm thity phén cua colagen:

D4 san xuAt mot san phim thily phén cua colagen theo sang ché, nguyén liéu ban
dAu duoc st dung 1 dung dich gelatin da heo trong nudc (loai A, 200-250 g Bloom) véi
ndng do tir 20 dén 40% trong luong (chat khd). Gelatin dugc thiiy phén bang enzym lién
tiép béi hai endoproteaza cé ngudn gbc tir vi khudn khac nhau & nhiét do tir 50 dén 60
d6 C trong thoi gian tir 120 dén 180 phut, trong d6 enzym dAu tién duoc st dung 1a mot
endoproteaza t&r Bacillus subtilis hodc vi khudn Bacillus amyloliquefaciens va enzym thir
hai 12 mot endoproteaza tir vi khuén Bacillus licheniformis. Két thic cac enzym duge bt
hoat bang nhiét va dung dich dugc lam kho bang sdy phun.

Su phén bb trong lwong phén tir clia sdn phim thiy phan cua colagen thu duge co
thé duogc xac dinh bing phuong phap sc ky tham thau gel v6i cac thong s6 sau:

Pha tinh: TSK 2000 SW XL (Tosoh Bioscience GmbH)
Pha dong: 0,4 mol/l natri dihydrogen phosphat pH 5.3
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Téc d6 dong chay: 0,5 ml/phut
Can chinh tiéu chuén: xac dinh colagen ~Dang- I -manh (FILK, Freiberg)
PAu do: Bire Xa Tia Cyc Tim - Piu do Knauer K-2501 ¢ 214 nm

Két qua phan tich xac dinh sy phén phdi trong lugng phan tir cua san pham thuy
phan ciia colagen theo sang ché (goi 1a sin phim thity phan phan tir thép) duge trinh bay
trong bang 1. Dé so sanh, sy phin b6 trong lwong phén tir clia mot san phdm thiy phan
ciia colagen thwong mai dugc xdc dinh bing phuong phap tuong ty cling dugce trinh bay ¢

bang 1 (goi 1a san pham thity phan phan ti cao) dudi day:

Bang 1

Wrong lrong | San pham thuy phén phén t San pham thuy phén phan tu

phan tr thip cao
> 7,500 Da <5 % trong lugng <10 % trong luong

3,500-7,500 Da | khoang 12 — 18 % trong luong khoang 25-35 % trong luong
1,500-3,500 Da | khoang 25 —31 % trong luong khoang 29 — 35 % trong lugng
500 — 1,500 Da | khoang 40 —46 % trong lugng khoang 24 — 30 % trong luong

<500 Da khoang 5 — 10 % trong luong khoang 2 — 5 % trong luong B

Ham lugng hydroxyprolin trong cdc san phim thuy phén phan tu thap 13 khoang 12 dén
13% trong luong, va co thé x4ac dinh bang phuong phap quang phd sau khi oxy hoéa voi
cloramin-T va chuyén héa véi p-dimetylaminobenzaldehyt. Hon 50% céac dudi N-axit
amin cta cac san phim thuy phén 13 axit amin ky nuéc, dac biét la alanin, leuxin va

isoleuxin.
Vi du 2: Sy kich thich tdng hop protein chét nén ngoai bao:

Kich thich téng hop colagen (dang I) cling nhu céc proteoglycan biglycan va
versican dd dugc nghién clru trong dng nghiém trén cdc nguyén bao soi da nguoi (t& bao
da). Vi myc dich nay, trong mdi trudng hgp cac t& bao dugce 0 trong 24 giv véi 0,5
mg/ml cia san pham thity phén phén tt thip hoic chit thiry phan phan tir cao va sau do

su hién thi cia (RNA) axit ribonucleic-colagen, axit ribonucleic-biglycan va axit
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ribonucleic-versican dugc doc béng k¥ thuét thoi gian thuc PCR va mdt ntra dinh luong

duoc xac dinh (dua trén di chimg khong c6 san pham thiy phan).

Céc két qua duoc biéu dién bing nhing biéu dd hinh cdt, trong @6 hinh 1A cho
colagen dang I, hinh 1B cho biglycan va hinh 1C cho versican, trong tirng truong hop
cc dd thi dwa ra 13 gid tri trung binh cua it nhét 18 1in do. Hién thi (RNA) axit
ribonucleic so véi déi ching (= 1) duoc bidu thi trén truc hoanh. Cot lap diy bén trai 14
ddi chimg, cot gach chéo & trung tAm 13 ctia cac san phdm thily phan phan tir cao (chét so

sanh) va cot chAm bén phai 14 thiy phan phan tir thip (theo sang ché).

Didu d6 chi ra rdng su tdng hop cia ba protein chit nén ngoai bao duge kich thich
boi hai san phdm thily phan ciia colagen, trong d6 tac dong tich cuc cua thuy phin phan
ttr thdp trong mdi trudng hop rd rét hon so véi thuy phan phan tir cao. Trong trudng hop
cua colagen, bén canh elastin chiu trach nhiém chinh cho dd cing va do dan hoi cua da va
trong truong hop versican, chit déng vai trd quan trong trong viéc can bang d6 im cla
da, thi viéc lam tang hiéu qua trén bdi céc san phém thily phan phan ti thap la déc biét rd

rang.
Vi du 3: Tang d6 4m cia da:

Anh huong cua san phdm thity phan ctia colagen t6i do 4m da duogc nghién ctru
truc tidp trén nhitng con chudt khong c¢6 16ng. Thiét 14p mot hé théng mo hinh bing
nhitng con chudt khong c6 16ng thudng duge sir dung trong nghién ctrc da va nhitng nhén
biét thu dugc tr d6, v& nguyén tic c6 thé duoc chuyén sang cho da con ngudi (xem vi du,
T. Fujimura va cdng sy; J. Dermatol . Sci. 2000 ( 24) 105-111 va Y. Nishimori va cdng
su; J. Invest.Dermatol 2001 (117) 1458-1463).

Nhitng con chudt dugc cho an hang ngay voi 150 pg san phidm thiy phan cta
colagen cho mdi kg trong lugng co thé trong thoi gian ba tudn va nhém d6i chimg duoc
nhan thay thé béng BSA. Béng tho, tat ca cac con chudt nay déu bi chiéu hang tudn mot

lrong burc xa tia cuc tim-B 1a 18 mJ/cm? bé mit da, qua dé do Am da bi suy giam.

-10-
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Bing may do Corneometer CM 825 (nha san xuét: Courage & Khazaka) do am
cua da dugc do sau mdt tudn va sau ba tudn. Nguyén tic do duoc dua vao viéc thay abi
dién dung ctia mot tu dién do boi hing sd dién mdi ciia nude két hop véi 16p da phia trén,
ma hing sé dién méi nay khac nhiéu so véi hing s dién maéi ctia hau hét cac vat licu
khac.

Cac két qua duogc trinh bay trén dd thi cot, hinh 2A 13 s6 do sau mot tudn va hinh
2B 1a s do sau ba tuln, cac dd thi trong mdi trudng hop 1a gia tri trung binh va sai 56
chudn ctia 7 1in do. DO 4m so v&i chét dbi ching (= 1) dugc hién thi trén truc hoanh. Cot
14p diy bén trai 1a chat d6i chiing, cot gach chéo & trung tAm 1 céc san pham thity phan
phan tr cao (dé so sanh) va cot chdm chim bén phai 14 cdc sin phim thiy phan phan tw

thip (theo sang ché).

C6 thé thiy ring sy gia ting d6 4m cho da do tac dong cua thity phén phén tir thp
sau mot tudn hay sau ba tuin trong mdi trudng hop ddu 16n do tac dong ciia cac san pham
thuy phén phan tir cao. Pay 12 bang ching vé hiéu qua dic biét cua cic san pham thiy

phéan st dung theo sang ché trong viéc cai thién strc khoe cua da.
Vi du 4: Kich thich su tong hop CE-protein (protein "giam co biéu bi héa sing"):

Céi goi 1a protein "giam co biéu bi héa sing" dong vai trd quan trong trong chirc
nang bao vé cua da chéng lai sy xam nhép cia vi khuan gy bénh va céc chét doc hai. Su
tdng hop cac CE-protein involucrin, loricrin va filaggrin duoc x4c dinh trén nhitng con
chudt khong c6 16ng, ma trude d6 duoc cho dn hang ngay trong nam tuan v6i 150 mg san
phim thiy phan cta colagen cho mdi kg trong lugng co thé (nhu md ta & trén). Ham
lugng céc protein twong quan véi nhom d6i chirg (dwgc cho dn véi BSA) duge xéc dinh
bing phuong phap dién di protein trén gel SDS polyacrylamit va phuwong phap Western

blot v6i khang thé dic trung sau khi chiét cac protein tir da.

Cac két qua duoc hién thi bang dd thi cot trong hinh 3, trong d6 mdi dd thi trong
mdi truomg hop 14 gid tri trung binh va sai s6 chudn tir 7 14n do. S lwong protein -CE sau

khi dugc cho An véi thily phan phén tt thip twong quan vé6i dbi chimg (= 1) dugc hien
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thi trén truc hoanh. Cot bén trai 1a cua involucrin, cdt trung tam 1a cta loricrin va cft bén

phai la cua filaggrin.

N6 cho thiy ring sy tdng hop cua ca ba CE-protein khao sat déu duoc kich thich
boi san phdm thay phan cta colagen theo séng ché qua dudng miéng, thim chi con ting

hon ba l4n trong trudng hop cia involucrin.
Vi du 5: Tac dung chéng oxy hoéa cta san pham thiy phén ciia colagen:

Téc dung chéng oxy héa ctia sin phdm thiy phan cia colagen phan tit thip duoc

xéc dinh trong mot hé té bao tu do bang xét nghiém Malondialdehyt.

N6 cho thy sy hinh thanh cila oxy hoat tinh dugc giam di trung binh khoang 7%
boi san phdm thuy phan cia colagen. Qua d6 trong khu vyc cua da tan sb t6n thuong
DNA c¢6 thé duoc giam, cac triéu ching ldo hoéa c6 thé duoc khéc phuc bang cach st

dung theo sang ché.

Vi du 6: Phan tich sy phan b trong lwong phan tir bing phwong tién quang phd
khéi lvong MALDI:

Céac san phim thiy phan cta colagen phin tir thip theo sang ché dwoc san xudt
trong vi du 1 cé trong luwgng phén tir trung binh khoang 2.000 Da (sdn pham thiy phan
A), dugc so sadnh vd&i hai san phim thily phan ciia colagen thwong mai v&i mot trong
lugng phén tir trung binh khoang 2.100 Da (san pham thiry phan B) va khoang 2.900 Da
(san phdm thuy phan C).

Su phén bd trong lwong phan tir cta ba san phim thity phan dugc phan tich chinh
x4c bing phuong tién quang phé khéi lwong MALDI (MS- MALDI). Véi phuong phap
ndy, cac mau duoce diéu chinh véi axit trifloaxetic dén ndng do 10 pg/pl va sau d6 lam
sach béng vat liu pCg. Céc mau duge chuan bi véi chit nén HCCA (axit alpha-xyano-4-
hydroxyxinamic) nhé vao khay mau MALDI va phd khdi lugng dugc xac dinh bang méy
quang phé khéi lwong Ultraflex-III-TOF/TOF (nha sn xudt: Bruker Daltonics).

Hinh 4A dén 4C hién thi phd khdi lugng tuong ting ciing nhu su phén chia trong

lugng phén tir ciia san phim thity phan ciia colagen A, B, C, trong d6 trong lugng phan tir
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cling nhu s6 khdi lugng dugce hién thi trén truc tung va cudng d¢ duoc hién thi trén truc
hoanh. So sanh ba phd trong bang 2 cho thiy cudng do cac dinh twong Gmg véi san pham
thiiy phan A theo sang ché bao gdm céc chudi axit amin dic trung manh gip hai dén bdn

lan so véi cac dinh xung quanh:

Bang 2

Khoang 656 Da

Khoang 825 Da

Khoang 1.014 Da

Khoang 1.211 Da

Khoang 1.927 Da

Khoang 2.410 Da

Khoang 3.433 Da

Dic biét, bdn chudi axit amin tir 600 va 1.500 Da khong c6 twong dwong véi hai san

phim thity phan thwong mai B va C, va déy Ia tinh dic trung ctia san phim thily phan A.
Vi du 7: Kich thich sy téng hop protein nén ngoai bio:

Su kich thich trong téng hop colagen (dang I) ciing nhu céc proteoglycan decorin
va versican dwoc nghién ciu trong dng nghiém trén cic nguyén bao soi da ngudi (té bao
da). D& tién hanh, trong mdi trudng hop cac té bao dugc 1 trong 24 gid, v6i 0,5 mg/ml
san phdm thuy phan A, B va C va su hién dién cua colagen-RNA, decorin-RNA va
versican-RNA sau d6 duoc xac dinh bang k¥ thuat Thoi gian thuc-PCR va danh gid mot
ntra dinh Ivong. Decorin dong vai trd quan trong trong sy hinh thanh cua céc s¢i colagen

trong da.

Céc két qua duge trinh bay trén dd thi hinh c6t cho san pham thuy phan B 1a hinh
SA va cho san phidm thuy phan C 13 hinh 5B, trong d6 trong mdi trudng hop hién thi
RNA ctia san phdm thuy phan thuong mai B hodc C so v6i RNA hién thi cua san pham

thiy phan A theo séang ché (= 1) duoc biéu dién trén tryc hoanh. Cot bén trai 1a cua
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colagen dang I, cOt giira 1a cta decorin va ¢4t bén phai 1a ctia versican. Trong tirng trudng

hop déy 12 gi4 tri trung binh ctia it nhét 7 phép do ciing nhu sai s6 chuén.

Dir liéu cho thdy diéu thd vi 13, trong tit ca ba protein nén sy kich thich tong hop
ctia RNA san phdm thay phén A thip hon dang ké so véi hai san phdm thity phan B va C,
trong khi trong lugng phén tr trung binh trong s6 d6 chi cao hon mét chit. Cac chudi axit
amin dic trung cua san pham thuy phan A déng vai trd quyét dinh t6i tac dong tich cuc
cua no.

Vi du 8: Céng thirc vi du cho cac thue phim (bd sung) va cic san phidm m§ pham:

Mot sb cong thirc dién hinh cho viée st dung sin pham thuy phan cla colagen
theo sang ché dugce dwa ra dudi day, nhitng cong thirc nay c6 thé dugc stra dbi theo nhidu

cich khac nhau:

Vién nang (Thuc phdm b6 sung dinh dudng):

Glyxerin 53,67% trong luong
San phdm thity phan ctia colagen 21,95% trong luong
Gelatin 10,08% trong luong
Bot dau Guar 6,00% trong lugng
Chét tao nhii 5,00% trong luong
Axit xitric 2,00% trong lugng
Huong (cassis) 0,50% trong lugng
Tinh diu cam 0,50% trong lugng
Axesulfam K (Puong an kiéng) 0,30% trong lugng
Socdla:

Bot ca cao udt 51,0% trong lugng
Dudng mia 22,4% trong luong
Bo cacao 16,6% trong lugng
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San pham thiiy phén ciia colagen

b6 udng:

Nuédce

Dung dich L6 hdi dam dac

San pham thity phéan ctia colagen
DPuong mia

Axit xitric

Huong liéu va mau

Chét tao ngot

Dau gbi dau:

Nude

Natri laureth-11 carboxylat
Cocoamidopropyl betain

San phim thity phén ctia colagen
PEG-6 caprylic/capric glyxerit
PEG-150 distearat

Laureth-7

Kali sorbat

Nudce hoa

28821

10,0% trong luong

63,00% trong luong
31,00% trong lugng
4,00% trong lugng
1,50% trong lugng
0,26% trong lugng
0,24% trong lugng
0,0031% trong lugng

58,8% trong lugng
18,0% trong luong
9,0% trong lugng
6,0% trong lugng
3,0% trong lugng
2,5% trong lugng
2,0% trong luong
0,5% trong luong
0,2% trong luong
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Yéu cau bao ho

1. San phdm thuy phan cia colagen ding dé cai thién sirc khde cua da, téc va/hogc
mong tay clia con nguoi,

trong d6 san phdm thuy phan ctia colagen c6 ngudn gde tr ddng vit cé vii hodc gia
cam,

trong d6 san phdm thiy phan cia colagen dugc tao ra béi tic dong lién tiép cia it
nhét hai loai enzym metaloproteaza va/ho#ic enzym serin proteaza v6i dic tinh khac nhau,

trong d6 it nhat 90% trong lwgng clia san phim thay phan ciia colagen c6 trong
lwvong phan tr dudi 3.500 Da,

trong d6 san phdm thuy phén ciia colagen chta it nhét bdn peptit dic trung cé
trong lwong phan tir tir 600 dén 1.200 Da, va

trong d6 it nhéat bdn peptit dic trung, trong phan bé trong lugng phan tir dugce xéc
dinh bang phwong phap quang phd khdi MALDI, ¢6 cudng dd it nhit gip d6i cuong do
xung quanh ching, quang phé khéi MALDI dugc thuc hién bang cach didu chinh miu
san phdm thiy phan cta colagen trong axit trifloaxetic 0,1% dén ndng d6 cudi cung 14 10
ng/ul, tinh ché mau da diéu chinh bang cach st dung vat ligu pCig, chuén bi miu véi ma
tran axit alpha-xyano-4-hydroxyxinamic (HCCA) trén muc tiéu MALDI, va x4c dinh phd
khdi cua mAu bang may quang phd khéi TOF/TOF.
2. San pham thiy phan clia colagen theo diém 1, trong d6 it nhat 45% trong luong
san phdm thiy phan ciia colagen c6 trong lwgng phén tir dudi 1.500 Da.
3. San pham thity phan cta colagen dung dé cai thién sirc khoe cua da, téc va/hodc
mong tay ciia con ngudi,

trong d6 san phdm thiy phan ctia colagen c6 ngudn gdc tir ddng vat c6 v hoic gia
cam,

trong d6 san phdm thuy phan ctia colagen dugc tao ra boi tic dong lién tiép cua it
nhéat hai loai enzym metaloproteaza va/hodc enzym serin proteaza v6i dac tinh khic nhau,

trong d6 it nhat 90% trong lugng cla san phdm thiy phan cta colagen c6 trong

lugng phan tr dudi 3.500 Da,
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trong d6 san phdm thily phén cua colagen chia it nhét bdn peptit dic trung ma
chira mot peptit c6 trong lwong phan tir ndm trong khoang tir 620 dén 690 Da, mot peptit
c6 trong lwong phén tir nim trong khoang tir 790 dén 860 Da, mdt peptit c6 trong lugng
phén tir nim trong khoang tir 980 dén 1.050 Da va mot peptit c6 trong lugng phén tir nam
trong khoang tir 1.175 dén 1.245 Da, va

trong d6 it nhit bdn peptit dic trung, trong phan bd trong lwong phan tir duge xic
dinh bing phuong phap quang phé khdi MALDI, ¢6 cuong do it nhit gip d6i cudng do
xung quanh chung, quang phd khéi MALDI dugc thuc hién bang cach diéu chinh mau
san phém thily phéan cia colagen trong axit trifloaxetic 0,1% dén ndng do cubi cung 1a 10
ng/pl, tinh ché mau da didu chinh bang cach st dung vat liéu pCg, chudn bi miu véi ma
trin axit alpha-xyano-4-hydroxyxinamic (HCCA) trén muc tiéu MALDI, va xac dinh phé
khéi ciia miu bang may quang phd khéi TOF/TOF.
4. San phém thily phan cta colagen theo diém 1,

trong d6 san phdm thily phan ciia colagen con chita cic peptit dic trung khéc, mdi
peptit ¢ trong lwong phén tir tir 1.500 dén 3.500 Da, va

trong do6 céc peptit ddc trung khéc, trong phin b6 trong lwong phan tir dugc xac
dinh bing phwong phap quang phd khdi MALDI, c¢6 cudng do it nhit gp d6i cuong do
xung quanh chang, quang phé khéi MALDI dugc thuc hién bang cach diéu chinh miu
san pham thily phan ctia colagen trong axit trifloaxetic 0,1% dén ndng do cudi cing 13 10
wg/pl, tinh ché miu da didu chinh bing cach st dung vat liéu pC,g, chuin bi mau véi ma
trin axit alpha-xyano-4-hydroxyxinamic (HCCA) trén muc tiéu MALDI va x4c dinh phd
khéi ctia mau bang may quang phd khdi TOF/TOF.
5. San phdm thuy phan cua colagen theo diém 1, trong d6 san pham thuy phan cia
colagen c6 ty 1€ hydroxyprolin tr 12% trong luong tr¢ 1€n.
6. San phim thuy phan cua colagen theo diém 1, trong d6 san pham thiy phan cla
colagen duoc san xuét bang cach thiy phan gelatin bang enzym.
7. San phidm thuy phan ciia colagen theo diém 1, trong d6 metaloproteaza va/hodc
serin proteaza dugc chon tir cic enzym tUr cac vi sinh vét Bacillus subtilis, Bacillus

licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Aspergillus oryzae va Aspergillus melleus.
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8. San phAm thuy phan cia colagen theo diém 1, trong d6 it nhat 50% axit amin dau

cuoi N ctia san pham thiy phén cua colagen 14 axit amin ky nuéec.
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