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Linh vwe ky thuit dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén ché phim bao ché str dung bén ngoai da dé chdng 130 hoa chira
xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau nanh 1én men 1am cac thanh phan hoat tinh. Cu thé
13, sang ché d& cap dén ché pham bao ché sir dung bén ngoai da dé chdng 1o héa chira hdn
hop cuia xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét d4u nanh 1én men, nhor d6 thé hién hiéu qua Gc
ché collagenaza.

Tinh trang ky thuit ciia sdng ché

Da 14 16p mang chéin bao vé chinh ctia co thé ngudi, thue hién chirc ning bao vé cac
co quan khéc nhau trong co thé khoi nhiing thay ddi vé nhiét do va do 4m, va cac kich
thich moi truong bén ngoai nhu 1a tia UV va cac chit 6 nhidm, va déng vai trd quan trong
trong viée duy tri su can bang ndéi moi in vivo. Tuy nhién, cac kich thich vat Iy va héa hoc
qué mirc tir méi trudng bén ngoai, ap luc, thiéu hut dinh dudng va cac yéu td trong tu 1am
suy gidam chirc nang binh thudng cta da va gia ting hién tugng lao héa da nhu 1a giam do
dan hoi, keratin héa va hinh thanh nép nhan va hién twong tuong tu.

Dé ngin ngira cic hién tugng ny va gitt cho da dan hdi hon va khoe manh hon, ¢6
cac nd lue dé san xudt cac m§ phim chira cac chit ¢ hoat tinh sinh 1y thu duoc tir cac loai
thuc vat, vi sinh vat va sinh vat tuong tu khac, dé duy tri chic ndng bén trong cia da va
kich hoat céc té bao da, do d6 ngan su 130 héa da hidu qua. Tuy nhién, hiu hét cac nguyén
liéu thd 1am m§ pham hién tai c6 cac vAn d& khac nhau nhu thé hién hiéu qua khong du
hodc gay ra céc tdc dung phu cho da.

Xyanidin-3-O-glucosit 1a loai antoxyanin va cling dugc goi 1a chrysanthemin, va

no ¢6 cau tric trong d6 xyanidin duoc lién két bang lién két glycosidic véi cacbon s 3 cua
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glucozo. No 1a sic t6 biéu thi cac mau sdc khi dugc chira nhiéu trong trai cdy nhu qua
mong va ngil cbe, va duge biét dén 1a c6 cac hiéu qua chéng oxy hoa. Ngoai ra, cac bao
c4o gan day chi ra rang xyanidin-3-O-glucosit ¢4 hiéu qua trong viéc phong nglra ung thu
hodc cac bénh vé tim (Cooke et al., International journal of cancer 119.9 (2006): 2213-
2220; Serraino et al., Life sciences 73.9 (2003): 1097-1114). Tuy nhién, ngudi ta con chua
biét liu xyanidin-3-O-glucosit ¢6 hiéu qua chong 130 hoa trong viéc duy tri do dan hoi va
cai thién nép nhin trén da bang cach e ché hoat tinh ctia collagenaza.

Trong khi do, tinh chit d4u nanh 1én men 1a chét c6 d6 nhét cao thu duge khi dau
nanh dugc 1én men béi cac vi khuén gram duong duoc goi la truc khuan co Bacillus
subtilis. Trong nhiing nam gin ddy, my pham chira tinh chét dau nanh 1én men c6 hiéu qua
gitt 4m tdt cling nhu ¢6 vai trd nhu chét 1am dic da duoc dua ra ban. Tuy nhién, tuong tu
nhu xyanidin-3-O-glucosit, ngudi ta con chua biét lidu tinh chit diu nanh 1én men c6 hiéu
qua chdng ldo hoa trong viéc duy tri do dan hdi ctia da va céi thién nép nhan trén da bang
cach trc ché hoat tinh ctia collagenaza hodc ligu tinh chit ddu nanh 1én men c6 tang cuong

hoat tinh chéng oxy héa hodc hiéu qua chdng 150 hoa clia xyanidin-3-O-glucosit.

Theo do, céc tac giad sang ché da thuc hién nhiéu nd luc dé tim ra chét tu nhién c6
thé ti da hoa hiéu qua chdng 130 hoa, va két qua 1a da phét hién ra rang ché phim bao ché
stt dung bén ngoai da chira xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét dau nanh lén men c6 thé trc
ché su hinh thanh céac gbe tur do va triét giam higu qua biéu hién cta collagenaza va do d6
thé hién hiéu qua chéng oxy héa va hiéu qua chdng 140 héa vuot trdi, nho d6 hoan thanh
sang ché.

Tai liéu k¥ thuat trude
Tai liéu phi sang ché
1. Cooke et al., International journal of cancer 119.9 (2006): 2213-2220

2. Serraino et al., Life sciences 73.9 (2003): 1097-1114
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Ban chit ky thuit clia sing ché

Muc dich cua sang ché 13 d& xuét ché phim bao ché st dung bén ngoai da chira
xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau nanh 1én men lam céc thanh phén hoat tinh trc ché
sy hinh thanh cac gbc tu do trong da va triét giam su biéu hién cta collagenaza, nho d6 co
hiéu qua chdng 10 hoa.

Pé dat dugc muc dich néu trén, sang ché @& xuét ché phém bao ché st dung bén
ngoai da dé chéng 130 hoa chua xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit d4u nanh 1én men lam
céc thanh phén hoat tinh.

Sang ché ciing d& xuét ché phim bao ché str dung bén ngoai da dé cai thién do dan
hdi ciia da chira xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét dau nanh 1én men 1am cac thanh phin
hoat tinh.

Ngoai ra, sang ché dé xuét ché phim bao ché str dung bén ngoai da d8 cai thién nép
nhin trén da chira xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét d4u nanh 1én men lam céc thanh phan
hoat tinh.

Ngoai ra, sang ché dé xut ché phim chira xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau
nanh 1én men 1am céc tic nhan dé cai thién do dan hdi ctia da dé bao ché ché pham sir dung
bén ngoai da (cu thé 13, m§ pham hogc dugc phém).

Ngoai ra, sang ché dé& xuit ché phim chira xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau
nanh 1én men 1am céc tic nhan dé cai thién nép nhin trén da dé bao ché ché pham sir dung
bén ngoai da (cu thé 1a, m§ pham hodc dugc pham).

Hiéu qua dat duoc cua sang ché

Ché phim bao ché sir dung bén ngoai da theo sang ché c6 hidu qua chéng oxy hoa
vuot troi nhu sy loai bo hi€u qua cac géc tu do c6 hai cho da, va hi€u qua chéng 130 hoa
vuot trdi nhu tdng cuong do dan hdi cta da va gidm nép nhin trén da thong qua sy G ché

hoat tinh va biéu hién cta collagenaza.
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M@ ta chi tiét sang ché

Trir khi dugc chi ra theo cach khac, tht ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuat duoc
stt dung trong ban mo ta nay ¢ cung nghia nhu nhu thudng dugc hiéu boi nguoi ¢d hiéu
biét trung binh trong Iinh vuc k¥ thudt cla sang ché. Nhin chung, céc danh phép dugc st
dung trong ban mo ta nay da dugc biét dén phd bién va c6 nghia thong thuong trong linh
vuc k¥ thudt nay.

Theo phuong 4n cua sang ché, hiéu qua uc ché cua xyanidin-3-O-glucosit va tinh
chit d4u nanh 1én men 1én qué trinh oxy hoa DPPH duoc do bang c4ch trdn xyanidin-3-O-
glucosit va tinh chit dau nanh 1én men véi lugng bang nhau, va két qua da x4c nhan ring
hdn hop tron nay thé hién hiéu qua chdng oxy héa vuot trdi hon so vdi khi st dung
xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit du nanh 1én men don 1€, hodc st dung tinh chét dau
nanh 1én men két hop véi delphinidin-3-O-glucosit 1a loai séc td antoxyanin khac. Ngoai
ra, hiu qua uc ché cua xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau nanh 1én men dbi voi
collagenaza duogc do bang cach tron xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau nanh 1én men
v6i lugng bang nhau hodc gin v6i lugng bang nhau, va két qua da x4c nhén rang hdn hop
tron ndy thé hién hiéu qua chdng 130 hoa vugt trdi hon so v6i viée sir dung xyanidin-3-O-
glucosit va tinh chét dau nanh 1én men don 1€, hodc st dung tinh chét du nanh lén men két

hop véi delphinidin-3-O-glucosit.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché & cap dén ché phém bao ché st dung bén
ngoai da dé chéng 130 héa chira xyanidin-3-O-glucosit va tinh chat dau nanh 1én men lam
cac thanh phéan hoat tinh.

Ngoai ra, theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén ché phim bao ché str dung bén
ngoai da dé cai thién do dan hoi da hogc cai thién nép nhin trén da chira xyanidin-3-O-
glucosit va tinh chét d4u nanh lén men 1am céc thanh phan hoat tinh.

Xyanidin-3-O-glucosit theo sang ché c6 chu triic duge biéu dién boi cong thiric héa

hoc 1 dudi day, va co thé dugc chiét xuét truc tiép tir thuc vét giau xyanidin-3-O-glucosit

-5



34561

bang céch st dung cac phuong phap thong thuong trong linh vuc k¥ thudt ndy va, co thé
mua va st dung xyanidin-3-O-glucosit va xyanidin-3-O-glucosit dugc st dung hodc tinh

sach.

Cong thitc hda hoc 1

Theo sang ché, tinh chét dau nanh 1én men dugc sin xuét bing cach chy truc khuén
6 Bacillus subtilis hoic vi khuén Bacillus licheniformis hoat hoa vao trong cac dau nanh
va tién hanh 1én men. Tinh chét d4u nanh 1én men la chét c6 d0 nhét san sinh ra trén bé mit
cta d4u nanh khi tryc khudn c6 Bacillus subtilis hodc vi khudn Bacillus licheniformis dugc
céy vao trong dau nanh va duoc [én men & nhiét do xac dinh, va n6 cd thé duoc str dung
trong ché phém theo sang ché & dang bot sau khi tinh sach va két tinh. La loai hat dau dugc
1én men dé tao ra tinh chit d4u nanh 1én men, hat dau nanh dugc uu tién hon ca, nhung
khong chi giéi han & do.

Khi st dung ché phém, trong d6 tinh chit dau nanh lén men dugc tron voi
xyanidin-3-O-glucosit, gia st rang dién tich Am trén axit polygamma-glutamic chira trong
tinh chit ddu nanh 1én men tuong tac voi dién tich duong trén xyanidin-3-O-glucosit dé
cAn bing ciu tric cua xyanidin-3-O-glucosit, nho d6 tiép tuc ting cudng hiéu qua chéng
oxy héa va chéng 130 hoa cua xyanidin glucosit.

Theo sang ché, ché phim bao ché str dung bén ngoai da dé chéng 3o hoa chira
xyanidin-3-O-glucosit va tinh chat dau nanh 1én men lam cac thanh phn hoat tinh ¢6 dat

diém 13 no thé hién cac hiéu qua chong ldo héa, cu the 13, hiéu qua cai thién nép nhén trén
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da va hiéu qua cai thién do dan hdi ctia da bang cach triét giam su biéu hién cta
collagenaza 1a enzym phén huy collagen ctia mo da va do d6 giam d6 dan hoi ctia da.
Ngoai ra, nhu dugc s dung trong ban mod ta nay, “enzym phan huiy collagen” va
“collagenaza” dugc st dung thay thé cho nhau.

Ngoai ra, theo sang ché, xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét d4u nanh 1én men c6 thé
duoc tron voi ti 1€ nam trong khoang tir 1:1 dén 1:10, tot hon 13 nam trong khoang tir 1:1
dén 1:9, 8t hon 12 ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:7, tot hon nita 1a nam trong khoang tir
1:1 dén 1:5, thAm chi 5t hon nita 1a nam trong khoéng tir 1:1 dén 1:3, t6t hon nita 13 nim
trong khoang tur 3:2 dén 2:3, va con t6t hon nita 1 ndm trong khoang tir 5:4 dén 4:5, va tit
nhét 13 ching c6 thé dwoc tron voi ti 16 khdi lugng 1a 1:1. Khi chung dugc tron theo ti 1&
khéi lwong nam trong khoang o trén, hén hop trdn nay thich hop dé ti da hoa hiéu qua trc
ché cua xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét dau nanh 1én men dbi véi su biéu hién cua

collagenaza va co thé d4p tng tinh 6n dinh cta ché pham.

Ngoai ra, theo sang ché, ché pham c6 thé chta xyanidin-3-O-glucosit vdi lugng
ndm trong khoang tir 0,01% dén 5% theo khéi luong trén téng khdi lugng cua ché phém,
va ché phim chra tinh chit d4u nanh 1én men véi lugng ndm trong khoang tir 0,01% dén
5% theo khdi luong trén tong khdi luong ctia ché pham. Khi téng lwong cua hai thanh phén
hoat tinh nho hon 0,02% theo khéi luong, thi hiéu qua tc ché dbi voi su biéu hién cua
collagenaza khong dang ké, va khi tong luong nay vuot qua 10% theo khdi lugng, thi do

nhét ctia ché pham tang qua muc.

Khi ché phim bao ché sir dung bén ngoai da theo sang ché dugc bao ché thanh
dang my pham, hdn hop nay co thé duoc bao ché thanh dang nudc my phdm lam mém da,
nudc my pham lam se da, nuéc m§ phdm dudng da, kem mét, kem dudng, kem mat xa,
kem lam sach, bot 1am sach, nudc lam sach, bot, tinh chit hodc mit na va cac dang cia nd
khong bi gié1 han cu thé. Ngoai ra, ché phém theo sang ché co thé chita cac chét phu gia

thuong duoc st dung trong linh vuc m§ pham hogc linh vyc khoa hoc da bao g0m cac chit
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béo, dung mdi hitu co, chét hoa tan, chét 1am dic, chét tao keo hoa, chét 1am mém, chét
chéng oxy hoa, chét tao huyén phu, chat 1am 4n dinh, chét tao bot, chét tao huong, chét c6
hoat tinh bé mait, nudc, chét nhii tuong hoa ion hodc chit nhil twong hoa khong ion, chét
don, chét ¢ lap, chét tao chelat, chét bao quén, vitamin, chét chen, chét 1am 4m, tinh dau,
thudc nhuom, chét tao mau, chit hoat hoa ua nudc hodc chét hoat héa ky nudc, thi lipit
hodc céac thanh phén khac thuong dugc sir dung trong my phédm. Cac chét phu gia nay
duoc chira v6i luong thuong duoc st dung trong linh vuc my phém hoic Iinh vuc khoa
hoc da. Ngoai ra, ché phdm theo sang ché c6 thé chtra chit ting cudng su hép thu cta da dé
tang hiéu qua cai thién da.

Ngoai cac chat duoc dé cap & trén, ché pham bao ché st dung bén ngoai da theo
sang ché co thé chira cac thanh phan khéc nim trong khodng ma khong lam giam hiéu qua
chinh, t6t hon 1a ¢6 thé c6 téc dung hiép ddng v6i tac dung chinh. Ngoai ra, ché pham bao
ché sir dung bén ngoai da theo sing ché con bao gdm cac chat 1am 4m, chat 1am mém, chét
hép thu tia cuc tim, chét bao quan, chét diét khudn, chét chéng oxy hoa, chét diéu chinh
pH, thudc nhudém hitu co hodc vo co, chét tao huong vi, chit 1am lanh hoidc chét chéng
chay nhidu m hoi. Lugng tron ciia céc thanh phan & trén cd thé d& dang dugc chon boi
nguoi co hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay trong pham vi khong anh hudng
dén muc dich va hiéu qua cia sing ché, va luong trdn co thé ndm trong khoang tir 0,01%
dén 5% theo khéi luong, diic biét 13, ndm trong khoang tir 0,01% dén 3% theo khéi luong
trén téng khdi lugng cla ché pham.

Vi du thuc hién sang ché

Séng ché s& dugc mo ta chi tiét dudi day bang cac vi du cu thé. Tuy nhién, ngudi co
hidu biét trung binh trong linh vurc k¥ thuat nay sé hiéu dugc rﬁng cac vi du duoc dua ra chi
véi muc dich minh hoa, va khong nham gi6i han pham vi cia sang ché. Do d6, pham vi

cua sang ché s& dugc xac dinh bang phén yéu cau bao ho kem theo.

Vi du tham chiéu 1
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Str dung xyanidin-3-O-glucosit dé thir nghiém hiéu qua cla ché pham theo séng ché
duoc mua tur Sigma.
Vi du tham chiéu 2

Nhu 14 vi du so sanh cla ché phim theo sing ché, st dung delphinidin-3-O-
glucosit, 1a mot loai antoxyanin, dugc mua tir Sigma.

r
~hi Ay
ivu

Vi du tham 3

Tinh chit ddu nanh 16n men dé thtr nghiém higu qua cla ché phim theo sdng ché
duoc didu ché va str dung nhu sau:

(1) Quy trinh kht¥ trung bang nhiét:

Céc hat dau nanh duoc ngdm trong nudéc khoang tir 10 dén 15 gio, ria ky bing
nuéc ion héa (nuée chung cht so cép), va thuc hién khir tring bing nhiét trong ndi hip véi
nhiét d6 ndm trong khoang tir 100°C dén 121°C trong khoang 2 gio.

(2) Quy trinh nudi cdy:

Céc hat ddu nanh da khtt tring dugc 1am lanh dén 40°C, va chat cdy hoat héa cla
truc khuén ¢ Bacillus subtilis dugc cdy vé6i lugng tir 5 dén 10% ctia tong khéi Iuong hat
dau nanh va sau d6 nudi & 35°C dén 40°C trong 36 gio. Truc khuén c6 Bacillus subtilis
dugc cly véi lugng nim trong khoang tir 1 x 107 té bao/ml dén 1 x 10% té bao/ml trong
dung dich dinh dudng c6 ndng do 8 g/l duge st dung lam chét cdy.

(3) Quy trinh chiét xuét va tinh sach:

B4 sung lugng nude ion hoa thich hgp vao mdi truong nudi cdy dau nanh da dugc
nudi cdy, va khudy hén hop du dé cho phép nguyén liéu nhdt trén bé mat cta d4u nanh
duge hoa tan trong nudc ion hoa va sau d6 duge loc 8 thu dugc phan chiét trong sudt.

(4) Quy trinh két tinh:

B6 sung lugng dung moi thich hgp nhu metanol, etanol, axeton va cac dung moi
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tuong tu vao phén chiét trong subt dé giam do tan trong nudc dé thu dugc két tia tring.
Sau d6, dung moi c6 trong két tia da thu duge lam kho bang c4ch lam bay hoi dé thu duge

bot tinh chit d4u nanh 1én men.
Didu ché céc vi du tir 1 dén 3 va cdc vi du so sanh tir 1 dén 3

Cac vi du tir 1 dén 3 duoc didu ché bing cach tron xyanidin-3-O-glucosit cua vi du
tham chiéu 1 va tinh chit dau nanh 1én men dugc diéu ché trong vi du tham chiéu 3 theo
céc ti 16 khéi lwong dugc thé hién trong bang 1 dudi day, va téng khéi luong 12 giéng nhau
cho tht ca.

Ngoai ra, khi cac vi du so sanh cho cacvidutu 1 dén 3, cac vi du so sanh tir 1 dén 3
duoc didu ché bang cach trdn delphinidin-3-O- glucosit cta vi du tham chiéu 2 va tinh chét
dau nanh 1én men dugc didu ché trong vi du tham chiéu 3 theo céc ti 1& khéi luong dugce

thé hién trong bang 1 dudi day, va téng khi lugng 1a nhur nhau trong céc vi du tir 1 dén 3.
Bang 1

(Pon vi: % khéi lugng)

Vidul | Vidu2 | Vidu3 | Viduso Viduso | Viduso
sanh 1 sanh 2 sanh 3
Xyanidin-3-O-glucosit 50 25 10 - - -
Delphinidin-3-O-glucosit - - - 50 25 10
Tinh chit ddu nanh l1én| 50 75 90 50 75 90
men
Tong cong 100 100 100 100 100 100

Vi du thtr nghiém 1: Thir nghiém hiéu qua chéng oxy hoa

Pé danh gia hiéu qua chéng oxy héa cia vi du 1 dén 3 12 hdn hop clia xyanidin-3-

O-glucosit va tinh chét dau nanh 1én men, hiéu qua tc ché ctia xyanidin-3-O-glucosit don
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1é, tinh chét dau nanh l1én men don I¢, va cac vi du so sanh tir 1 dén 3 trong do6 delphinidin-
3-O-glucosit va tinh chit d4u nanh 1én men dugc tron, dbi v6i sy oxy hoa DPPH dugc do
bang su thay d6i trong su hdp thu tao ra bdi sy giam DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl
hydrazyl) va so sanh.

Xyanidin-3-O-glucosit (vi du tham chiéu 1), tinh chét dau nanh 1én men (vi du tham
chiéu 3), cac vidu tir 1 dén 3, cac vi du so sanh tir 1 dén 3, va trolox 1a chét chéng oxy héa
tong hop (dbi chimg duong) dugc tron v6i 190 ul dung dich DPPH 100 uM (trong etanol)
va didu ché thanh m3i hén hop véi ndng do gidng nhau 1a 10.000 ppm. Hon hop duoc hoa
tan dén ndng do phéan Umg cudi cing 14n luot 12 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm,
31,25 ppm, va 15,63 ppm, va bd sung 10 pl mdi hén hop dé tao ra dung dich phan Ung va
sau d6 cho phan tmg & 37°C trong 30 pht, va do do6 hap thu & 540 nm. Céc két qua phan
tich duoc thé hién trong bang 2 dudi day, va IC50 co nghia la ndng do miu khi do hép thu

giam 50% boi moi mau bo sung.

Bang 2
Céc chét thir nghiém IC50(ppm)

Trolox (d6i chimg duong) 433
Xyanidin-3-O-glucosit 2315
Delphinidin-3-O-glucosit 287,5
Tinh chit dau nanh 1én men Khong hiéu qua
Vidu 1 39,2

Vi du2 108,5
Vidu3 203,7
Vidusosanh 1 58,6

Vi du so sanh 2 143,5
Vi du so sanh 3 255,8
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Nhu duogc thé hién trong bang 2, khi tinh chét dau nanh 1én men duoc st dung don
1¢, thi khong c6 hiéu qua chéng oxy héa déng ké&. Tuy nhién, vi du 1 trong d6 tron
xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét dau nanh lén men theo ti I¢ khéi luong 12 1:1 thé hién
gia tri IC50 twong tw nhu gia tri IC50 cuia trolox, chimg to rang hdn hop tron nay c6 hi¢u
qua chbng oxy hoa vuot trdi hon so v6i khi st dung xyanidin-3-O-glucosit don lé. Ngoai
ra, trong cic truong hop ctia vi du 2 trong d6 tron xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau
nanh 16n men theo ti 18 khi lugng 14 1:3 va vi du 3 trong do6 trdn xyanidin-3-O-glucosit va
finh chét d4u nanh 1én men theo i 1¢ khéi lwong 1a 1:9, hiéu qua chdng oxy hoa khong vuot
troi bang hiéu qua chéng oxy hoa theo vidu 1 ¢4 ti 1¢ khéi luong 13 1:1, nhung hi¢u qua
vuot troi hon nhidu so véi khi st dung xyanidin-3-O-glucosit don 1€. Ngoai ra, cac vi du tir
1 dén 3 c6 hiéu qua chéng oxy hoa vuot trdi hon so v6i cac vi du so sanh tur 1 dén 3, trong
6 tron delphinidin-3-O glucosit véi tinh chit dau nanh 1én men thay cho Xyanidin-3-O-
glucosit voi luong tuong duong. Do do, ché pham theo sang ché dugc x4c nhin rang c6

cac hidu qua chéng oxy hoa vuot troi.
Vi du thir nghiém 2: Thtr nghiém hi€u qua chdng ldo hoa

Dé danh gia hiéu qua chdng 140 héa ctia vi du tir 1 dén 3, 12 hdn hop cua xyanidin-
3-O-glucosit va tinh chit d4u nanh lén men, kha ning Gc ché cta xyanidin-3-O-glucosit
don 1¢, tinh chat ddu nanh Ién men don Ié, va vi du so sanh tir 1 dén 3 trong d6 tron
delphinidin-3-O-glucosit va tinh chét dau nanh 1én men, vé san lugng collagenaza duoc do
bang cach so sanh véi tocopherol hodc EGCG. Tocopherol va EGCG la céc chit da duoc
biét dén 1a c6 chirc ning ngdn su ldo hoa cla da bang cach téi sinh cac t€ bao biéu bi clia
da.

Nguyén bao soi nguoi (duge san xuét boi Cascade Biologics) (Portland, OR, Hoa
Ky) dugc gieo giéng véi lugng 5.000 t& bao/giéng trong dia chuAn mirco 96 giéng chira
méi trrong DMEM chira 2,5% theo khoi lugng huyét thanh bao thai bo, va nudi cdy cho

dén khi phat trién dén khoang 90%. Sau dé, cac t& bao duoc nudi cdy trong DMEM khong
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c6 huyét thanh trong 24 gio, sau do xir Iy bang 10pg xyanidin-3-O-glucosit (vi du tham
chiéu 1), tinh chit dau nanh 1én men (vi du tham chiéu 2), cac vidutir 1 dén 3, cac vi du so
sanh tir 1 dén 3 duge hoa tan trong DMEM khong ¢6 huyét thanh & cing ndng do 1a 50
ppm trong 24 gio va sau d6 duoc xtt ly véi mdi tocophrol va EGCG (dugc san xuét béi
Sigma Aldrich) & ndng do la 50uM trong 24 gid. Va, sau do thu moi treong nudi cdy té
bao.

Sau d6, do muc san lugng cua collagenaza trong mdi trudng nudi cy té bao dugc
thu bang cach st dung thiét bi do collagenaza (Amersham Pharmacia, Hoa Ky). Péu tién,
bd sung moi trudng nudi cy té bao da thu vao dia 96 giéng phu ddng déu cac khang thé
collagenaza so cap, va thuc hién phan tng khang thé-khang nguyén trong may diéu nhiét
(36°C) trong 3 gio.

Sau 3 gio, b sung cac khang thé collagenaza thir cp lién két v6i nhém mang mau
(chromophore) vao dia 96 giéng va phan tmg trong 15 phut. Sau 15 phut, b sung chit cam
@mg hién mau dé thuc hién hién mau ¢ nhiét do phong trong 15 phut, va khi bd sung axit
sulfuric 1M Ian nita @& dimg phan tng (hién mau), mau cia dung dich phan tmg xuét hién
1a mau vang, va diéu nay xac nhan réng mitc d6 mau vang 1a khac nhau phu thude vao tién
trinh phan ing.

Su hép thu clia dia 96 giéng c6 mau vang dugc do & 450 nm st dung maéy do hap
thy, va tinh todn mirc do tdng hop collagenaza biang phuong trinh tinh toan 1 dudi day. 0
day, do hap thy phan Ung clia moi truong nudi cdy t€ bao thu dugc tir nhém trong d6
khong c6 thanh phan dugc xu 1y duge sir dung 1am d6i chimg. Tirc 13, mirc do biéu hién
ctia collagenaza trong nhom khong duogc xtr ly dugc dat 1a 100, va mac do biéu hién cia
collagenaza trong cic nhom dugc xu ly bang cac chét thir nghiém dugc xac dinh tuong

d6i. Céc két qua dugc minh hoa trong bang 3 dudi ddy.

Phuong trinh tinh toan 1
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Po hdp thy cia nhém té bao
a AT dwoc xir ly chit thir nghiém
\ éu hién cu %) = : —— x 100
Mirc do biéu hién cua collagenaza (%) 55 hip thu cia nhom 46i chimg

Bang 3
Céc chét thir nghiém M do biéu hién cia
collagenaza (%)
Nhoém khong duge xu ly 100
Tocopherol 73
EGCG 59
Xyanidin-3-O-glucosit 78
delphinidin-3-O-glucosit 84
Tinh chét d4u nanh 1én men 94
Vidul 51
Vidu2 67
Vidu3 75
Vi du so sénh 1 61
Vi du so sanh 2 73
Vi du so sanh 3 80

Nhu duoc minh hoa trong bang 3, khi st dung tinh chit d4u nanh 1én men don ¢,
su biéu hién cua collagenaza kho bi ché. Tuy nhién, vi du 1 trong d6 tron xyanidin-3-O-
glucosit va tinh chit d4u nanh 1én men theo ti 1¢ khéi luong 1a 1:1 @ ché hidu qua bicu
hién cta collagenaza in vitro so v6i khi sir dung xyanidin-3-O-glucosit don 1¢, va c6 kha
nang uc ché tuyét voi sy bidu hién cua collagenaza so vdi tocopherol va EGCG da duoc
biét 13 cac chat chdng 130 hoa. Ngoai ra, trong cdc truong hop vi du 2 trong do6 trdn
xyanidin-3-O-glucosit va tinh chat d4u nanh 1én men theo ti 1¢ khéi luong la 1:3, va vidu 3

trong d6 tron xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau nanh 1én men theo ti I€ khdi luong 1a
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1:9, hiéu qua tc ché su biéu hién cua collagenaza 1a khong vuot troi b%lng vidulcotilé
khdi lwong 1a 1:1, nhung hi€u qua vuot trdi hon nhidu so vé6i khi st dung xyanidin-3-O-
glucosit don 1. Ngoai ra, cac vi du tir 1 dén 3 c6 hidu qua trc ché biéu hién cta collagenaza
vuot trdi hon so vdi cac vi du so sanh tir 1 dén 3, trong d6 trdn delphinidin—3-0-glucosit
v6i tinh chét d4u nanh 1én men thay cho xyanidin-3-O-glucosit v6i lugng tuong duong. Do
do, diéu nay xac nhén ring ché phim theo sang ché c6 cac hiéu qua chéng l3o hoa, cu thé
I3, hidu qua cai thién do dan hdi cia da va cai thién nép nhan trén da bing cach tic ché bicu
hién cia collagenaza.

Mac du cac phan cu thé clia sang ché da duoc mo ta chi tiét, nguoi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay s& hiéu ring céc k¥ thuat cu thé chi don thuan 1a cac
phuong 4n uu tién va khong nhim gi6i han pham vi cia sang ché. Do d6, pham vi cia

sang ché s& dugc x4c dinh bang phan yéu cAu bao ho kém theo.

Ngoai ra, vi du vé cong thuc cua ché pham bao ché st dung bén ngoai da chira ché
pham theo sang ché s& duge md ta cu thé hon dudi day. Tuy nhién, can phai hiu ring
pham vi cila sang ché khong bi gi¢i han béi cac vi du nay.

Vi du cong thire 1: Nudc my phdm dudng da
Pidu ché nudc my phdm dudng da theo phuong thirc thong thuong cé thanh phﬁn

dugc thé hién trong bang 4 duéi day (don vi: % khdi luong).

Bang 4
Céac thanh phan Luong
Nude tinh khiét Luong du
Glyxerin 8,0
Butylen glycol 4,0
Chiét xuét axit hyaluronic 5,0
Beta glucan 7,0
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Cacbome 0,1
Xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit dau 0,05
nanh 1én men (vi du 1)

Caprylic/capric triglyxerit 8,0
Squalen 5,0
Xetearyl glucosit L5
Sorbitan stearat 0,4
Xetearyl ancol 1,0
Trietanolamin 0,1

Vi du cong thirc 2: Kem dudng
Pidu ché kem dudng theo phuong thirc thong thuong c6 thanh phan dugc thé hién

trong bang 5 dudi day (don vi: % khéi luong).

Bang 5
Céc thanh phan Luong

Nude tinh khiét Luong du
Glyxerin 3,0
Butylen glycol 3,0
Parafin long 7,0
Beta glucan 7,0
Cacbome 0,1
Xyanidin-3-O-glucosit va tinh cht 3,0
d4u nanh 1én men (vi du 1)

Caprylic/capric triglyxerit 3,0
Squalen 5,0
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Xetearyl glucosit 1,5
Sorbitan stearat 0,4
Polysorbat 60 1,2
Trietanolamin 0,1

Vi du cong thirc 3: Kem mat xa
Didu ché kem mat xa theo phuong thtc thong thuong co thanh phan dugc thé hién

trong bang 6 dudi day (don vi: % khdi luong).

Bang 6
Céc thanh phan Luong
Nude tinh khiét Luong du
Glyxerin 8,0
Butylen glycol 4,0
Parafin long 45,0
Beta glucan 7,0
Cacbome 0,1
Xyanidin-3-O-glucosit va tinh chat ddu 1,0

nanh 1én men (vi du 1)

Caprylic/capric triglyxerit 3,0
Sép ong 4,0
Xetearyl glucosit 1,5
Sorbitan sesquioleat 0,9
Vaselin 3,0
Parafin 1,5

Vi du cong thuc 4: Miét na
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Pidu ché mit na theo phuong thirc thong thuong ¢6 thanh phan dugc thé hién trong

bang 7 dudi dy (don vi: % khéi luong).

Béng 7
Cac thanh phan Luong

Nude tinh khiét Luong du
Glyxerin 4,0
Ruou polyvinyl 15,0
Chiét xuét axit hyaluronic 5,0
Beta glucan 7,0
Allantoin 0,1
Xyanidin-3-O-glucosit va tinh chat diu nanh 0,5
1én men (vi du 1)
Nonylphenyl ete 0.4
Polysorbat 60 1,2
Etanol 6,0

Vi du cong thirc 5: Thubc md trong ché phém sir dung bén ngoai da

Pidu ché thuéc m& theo phuong thic thong thuong c6 thanh phan duoc thé hién

trong bang 8 dudi day (don vi: % khoi lugng).

Bang 8
Céc thanh phan Luong
Nude tinh khiét Luong du
Glyxerin 8,0
Butylen glycol 4,0
Parafin l1ong 15,0
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Beta glucan 7,0
Cacbome 0,1
Xyanidin-3-O-glucosit va tinh chit 1,0
d4u nanh 1én men (vi du 1)

Caprylic/capric triglyxerit 3,0
Squalen 1,0
Xetearyl glucosit 1,5
Sorbitan stearat 0,4
Xetearyl ancol 1,0
Sap ong 4,0
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YEU CAUBAO HO

1. Ché phAm bao ché str dung bén ngoai da d& cai thién d6 dan hdi cua da va cai thién nép
nhin trén da chira hdn hop xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét d4u nanh 1én men lam thanh
phin hoat tinh,

trong d6 hon hop dugc bao ché bang cach tron xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét
dau nanh 1én men theo ty 1€ khéi luong nam trong khoang tlr 1:1 dén 1:10.
2. Ché phém bao ché sir dung bén ngoai da theo didm 1, trong d6 tinh chat ddu nanh lén
men duoc san xuét bing cach cy truc khuan c6 Bacillus subtilis hodc vi khuén Bacillus
licheniformis hoat hoa vao dau nanh va thuc hién 1én men.
3. Ché phim bao ché st dung bén ngoai da theo diém 2, trong do tinh chit dau nanh 1én
men duogc san xuét béng cach céy truc khuén c6 Bacillus subtilis hoat hda vao dau nanh va
thuc hién 1én men.
4. Ché phim bao ché sir dung bén ngoai da theo diém 1, trong d6 hdn hop dugc bao ché
bing cach tron xyanidin-3-O-glucosit va tinh chét dau nanh 1én men theo ti 1€ khéi lugng
nim trong khoang tir 1:1 dén 1:3.
5. Ché pham bao ché s dung bén ngoai da theo didm 1, trong d6 ché phdm nay chia
xyanidin-3-O-glucosit vdi lugng nam trong khoang tir 0,01% dén 5% theo khéi luong trén
tong khdi luong cta ché pham, va ché phdm nay chtra tinh chit d4u nanh 1én men v6i
lugng ndm trong khoang tir 0,01% dén 5% theo khéi lugng trén téng khéi lugng cta ché
pham.
6. Ché pham bao ché st dung bén ngoai da theo diém 1, trong d6 khi ché phim st dung
bén ngoai da dugc bao ché & dang my pham, ché phdm nay dugc bao ché thanh dang bét
ky duoc chon tir nhém bao gdm nudc my phém Jam mém da, nuéc m§ phdm lam se da,
nudc my phém dudng da, kem mit, kem dudng, kem mat xa, kem lam sach, bot lam sach,

nuéc lam sach, dang bdt, tinh chét va mit na.
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