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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap tach colagen tir sira bang cach sir dung ky thuat

chiéu xa. Chinh xac hon, colagen tan trong axit va atelocolagen duoc diéu ché theo sang

ché bang phuong phap két hop ky thuat chiéu xa va xtr 1y hoa hoc. Phuong phap nay theo

sang ché duoc cho 13 c6 thé dung dé tach colagen tir stra véi chi phi thap nhung hiéu suit

cao.
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Linh vec k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép chiét colagen tir stra bang céach su
dung k§ thuat chiéu xa. Chinh xac hon, sing ché dé cap dén phuong phap
tach colagen tir sta v6i chi phi thip nhung hiéu sudt cao bang phuong phéap

két hop k¥ thuat chiéu xa va xt Iy héa hoc.

Tinh trang ky thuat cia sang ché

Colagen 1a thanh phan chu yéu cua chit nén ngoai bao, dugc phan bd
trong da, xuong va sun. Colagen la mgt protein dang s¢i co6 trong luong phan
tl cao, c6 cdu truc chudi xodn ba. Puong kinh cua colagen nam trong khoang
tr 14 dén 15pm va chiéu dai cua né bang 2800um. Trong luong phén tir cua-
colagen 12 khoang 300000Da. P9 6n dinh vat 1y va sinh hoc cua cau truc
colagen 1a do lién két ngang gita cdc phan tir tropocolagen 1a cdc phan tu co
ban cua protein dang s¢i. No6i chung, cdu tric peptit cia colagen bao gom
(Gly-X-Y)n, trong d6 X la prolin va Y la hydroxyprolin, cdc axit amin nay
chiém t&i 1/3 cAu tric va 2/3 céu trac con lai 1a cac axit amin khéc.

Colagen la chét chtrc nang dwgc st dung rong rii trong cong nghiép
bao gdm linh vuc thuc pham, duge pham, my pham, va nudi ciy té bao, v.v..
Trong nganh thuc phdm, colagen dugc st dung lam 16p vo dn dugce hodc chit
mang hodc chat phu gia dé lam ting vi cia thuc pham nhu xtc xich hoidc
giam bong. Gan day, nhu cau vé colagen tang 1én do colagen c6 chirc ning ch
dinh su dinh két té bao, cam ng qué trinh phan chia va biét hoa té bao, cam
Gng qua trinh lam tan huyét khéi, lam ting kha ndng nhé, lam lién vét
thuong, va bao vé niém mac da day, v.v.. Cdc thu nghiém ddi voi colagen cé
ngudn gbc sinh vat bién di duoc thuc hién véi colagen tan trong axit duoc
chiét tir stra va da c& va xuong cé con va cd trudng thanh. Colagen cé ngudn
gbe sinh vat bién duoc so sanh v&i colagen ¢ ngudn gdc dong vat vé thanh

phan axit amin, nhiét d§ bién tinh, va d¢ tan, v.v.. Do d¢, colagen c6 ngudn
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gbe sinh vat bién duoc khiang dinh 13 cé cdu tric twong tu v6i colagen c6
nguén géc dong vat. Cu thé, colagen tur stra duoc khéng dinh la hiéu qua
trong viéc lam tadng do dan hdi cua da, trong viéc diéu hoa su tudn hoan mau,
va trong viéc diéu tri bénh viém khép, bénh ting huyét ap, bénh viém phé
quan, va bénh hen. Ngoai ra, colagen tur sita co tiém nang st dung cao trong
cong nghié€p trong cédc linh vyc thuc pham #n kiéng c6 ham lugng protein
cao, my pham, va y hoc.

D@)ng thoi, su phat trién O at ciia stta do hién twong Am 1én toan cdu co
anh hudng x4u dén hé sinh thai va viéc han ché lugng stra qua nhiéu nay ciing
14 modt van dé. Cho dén nay, stta chi duge st dung han ché & dang thuc phém
ché bién don gian. Dé chiét colagen tir stra, phuong phéap thong thudng dua
vao viéc xtr Iy héa hoc don gian bang axit, kiém, va mudi. Tuy nhién, phuong
phép dua vao viéc xu ly hoa hoc nay co van dé di kém v&i sy 6 nhiém moi
truong va hiéu sudt thap, diéu nay 1a khong c6 lgi khi dua ra thi truong.

Dé khic phuc céc van dé trén, cac tdc gid sang ché da tap trung vao
viéc phat trién phuong phap mdi hiéu qua hon dé tach colagen tur stta. Theo
dé, cac tic gia sang ché da khing dinh ring phuong phap két hop k¥ thuat
chiéu xa va xu ly hoéa hoc dbi véi stra ¢ thé ¢6 loi trong viéc lam giam chi
phi nhung lam tang hiéu sudt va hiéu qua tach colagen, din dén viéc hoan

thanh sang ché.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xudt phuong phép tach colagen tan trong
axit tor stra.

Mot muc dich khac cua sang ché 1a dé xudt phuong phép didu ché
atelocolagen bao gdm budc xt ly colagen tan trong axit thu dugc bang
phuong phdp néu trén bang proteaza va sdy san pham thu dugec.

Pé dat duoc cac muc dich nay, sing ché d& xudt phuong phap tich
colagen tan trong axit tur stra bao gdm céc budce sau:

1) rra va nghién stra thanh bot;
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2) ngdm bot stra thu dugce trong budce 1) trong dung dich axit;

3) chiéu xa dung dich thu dugc trong bude 2), sau do khu.éy; va

4) loc dung dich da khudy thu duoc trong budc 3) va sdy san pham.
Hiéu qua c6 lgi ciia sang ché

Phuong phap két hop k§ thudt chiéu xa va xtr 1y héa hoc dbi véi sua la
¢6 lgi dé san xudt colagen vd&i chi phi thidp nhung hiéu sudt cao. So véi
phuong phap thong thuong chi dva vao viéc xtr Iy héa hoc, phuong phép theo
sang ché lam giam chi phi nhung lam tdng hiéu suidt ngoai viéc ngin ngira sy
6 nhiém moi trudong, va c6 tdc dung loai bo lugng sra c6 hai qué nhiéu.
Ngoai ra, phuong phép theo sang ché ¢o thé duoc st dung hiéu qua dudi dang
ky thuét tach c6 thé dung dé didu ché nguyén lidu colagen va vat liéu sinh

hoc tir stra, day la k¥ thudt co ban can thi€t doi vo6i linh vuc cong nghé mo.

Mo ta vén tit ciac hinh vé

Viéc ap dung cac phuong an dugc uvu tién cua sang ché duogc hiéu rd
nhat dua vao cac hinh v€ kem theo, trong do:

Fig.1 14 so dd cong nghé thé hién phuong phap tach colagen tu sira theo
sang ché.

Fig.2 1a anh chup thé hién colagen chiét duoc tir sta theo liéu chiéu tia
gama.

Fig.3 la biéu d& thé hién sy thay doi trong lugng cia stra da rira.

Fig.4 1a biéu dd thé hién su thay ddi c¢& hat cia sua theo thoi gian
nghién.

Fig.5 1a biéu d6 thé hién hiéu suat chiét colagen tan trong axit tir sira
theo thoi gian khudy sau khi chiéu tia gama.

Fig.6 1a biéu d6 thé hién hiéu suat chiét colagen tan trong axit tr stra
theo liéu chiéu tia gama.

Fig.7 la biéu dd thé hién ty 1& chiét atelocolagen thu dugc tu sta theo

liéu chicu tia gama.
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Fig.8 1a dd thi thé hién dic tinh héa hoc cia colagen tan trong axit
chiét dugc tir sira theo 1iéu chiéu tia gama.

Fig.9 la d6 thi thé hién cac dic tinh nhiét ctia atelocolagen thu dugc tir
stra theo lidu chiéu tia gama.

Fig.10 anh chup thé hién cac thanh phan cua atelocolagen thu dugc tir

stra theo liéu chiéu tia gama.

Mb ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché dwgc mo ta chi tiét.

Sdng ché dé xuat phuong phap tdch colagen tan trong axit tir stra bao
gdm cac bude sau:

1) réa va nghién stra thanh bot;

2) ngadm bot sira thu dugce trong bude 1) trong dung dich axit;

3) chiéu xa dung dich thu dugc trong budc 2), sau do khuéy; va

4) loc dung dich da khudy thu dugc trong bude 3) va sdy san pham.

Theo phuong phép cla sang ché, budc 1) 12 bude rira va nghién sua.

Theo phuong phédp cua sang ché, tbt hon néu qué trinh rira va nghién
sta thanh bot trong budc 1) dugce thuc hién theo cac budc sau, nhung khong
chi gidi han & céc budce nay:

I) nghién stra di rira thanh bot;

I1) sdy kho nhiét do thap bot stra thu duge trong bude I); va

[11) nghién sira da sy kho nhiét d6 thip thu dugc trong bude II).

Tét hon néu sta da séy kho nhiét do thép duoc nghién tdi ¢ hat nam
trong khoang tir 100 dén 3000um, nhung khong chi giéi han & do.

Theo phuong phéap cua sang ché, bude 2) l1a budec ngam sira da nghién
trong dung dich axit.

Tét hon néu dung dich axit ¢ day duoc chon tr nhom bao g61n dung
dich axit axetic, dung dich axit xitric, va dung dich axit formic, va tdt hon

nira l1a dung dich axit axetic, nhung khong chi gidi han & do.
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Nong @6 cta dung dich axit & day 1a 0,01M dén 2,0M, t6t hon 12 0,1M
dén 1,5M, tbt hon nira 1a 0,3M dén 1,0M, va t6t nhat 1a 0,5M, nhung khong
chi gigi han & do.

Theo phuong phap cua sang ché, bude 3) 1a bude chiéu xa dung dich va
khudy dung dich nay.

T6t hon néu ngudn chiéu xa duge st dung & day 1a chum tia gama hodc
chum electron, va tdt hon nira la tia gama, nhung khoéng chi gidi han ¢ do.

Liéu chiéu xa & ddy nam trong khoang tir 5kGy dén 200kGy, tét hon la
5kGy dén 100kGy, tét hon nira la 5kGy dén 50kGy, t6t hon nira la 5kGy dén
25kGy, va tét nhét 1a 10kGy, nhung khong chi gi¢i han & do.

Néu liéu chiéu xa nam ngoai khoang néu trén, vi du lidu chiéu xa thip
hon 5kGy s€ khong c6 tac dung chiét colagen bang cach chiéu xa va néu liéu
chiéu xa cao hon 200kGy, colagen sé& bi phan huy hodac bién tinh.

Theo phuong phdp cua sang ché, buéc 4) 1a budc loc dung dich da
khudy va sdy san phdm theo cdc budc sau, nhung khong chi giéi han ¢ dé:

i) thu hdi chét két tua tir nudc loc con lai sau khi loc dung dich da
khudy;

ii) thu hdi dich ndi bé mat sau khi hoa tan chét két tia thu dugc trong
budce i) trong dung dich axit;

iii) thu hoi chat két tua bang cach bd sung mudi vao dich ndi bé mat
thu dugc trong budce ii); va

iv) hoa tan chat két taa thu duogc trong budce iii) trong dung dich axit,
sau d6 pha lodng va sy kho nhiét do thap.

Sang ché con dé xuit phwong phéap didu ché atelocolagen bao gom bude
xtr ly colagen tan trong axit thu dugc bang phuong phap néu trén bang
proteaza va sdy san pham thu dugc.

O day, tét hon néu proteaza 1a pepsin hodc trypsin, va tot hon nira la

pepsin, nhung khong chi gi¢i han & do.
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Tt hon néu ndng do proteaza nim trong khoang tur 1 dén 10% trong
lugng, va t6t hon nita 1a 3 dén 6% trong luong, va t6t nhat 1a 5% trong luong,
nhung khong chi gigi han ¢ do.

Proteaza duoc st dung dé loai bo peptit cudi cua colagen. Viéc loai bd
cAu truc chudi xodn & ddu ciia phan tir colagen dan dén lam mét tinh khang
nguyén, goi y ring phan tir colagen c6 thé duoc st dung dé dang lam phan tir
sinh hoc.

Qua trinh sdy & ddy duoc thuc hién bing cach sy kho nhiét do thép &
nhiét do ndm trong khoang tir -178 dén -70°C, nhung khong chi gii han ¢ do.

Sang ché con dé xuit phuong phap didu ché atelocolagen tlr stra bao
gdm cac budc sau:

a) hoa tan colagen tan trong axit trong dung dich hon hop axit/pepsin,
sau do khudy;

b) hoa tan chit két tia thu dugc tu hén hop da khudy trong budc a)
trong axit, bd sung mudi vao dung dich nay dé két thia colagen; va

¢) hoa tan colagen két tua thu dugc trong bude b) trong axit, sau d6 pha
lodng va sdy kho nhiét do thép.

Theo sang ché, phuong phdp tich colagen tir sta bang cach si dung k¥
thuat chiéu xa khéac biét & chd, phuong phép nay bao gdm céc budc rira stra
va nghién sa; ngadm sta da nghién trong dung dich axit, sau do chiéu xa;
chiét colagen tan trong axit; va xr Iy colagen chiét duoc bang pepsin, sau d6
sdy kho nhiét do thidp. Bang phuong phéap nay, co thé didu ché thanh cong
atelocolagen.

Cu thé, nhu duogc thé hién trén Fig.1 va Fig.2, trudce hét sua duoc rta
va nghién thanh bot. Bot sira duoc ngadm trong dung dich axit, dung dich nay
duoc chiéu xa va khudy. Dung dich da khudy duoc loc dé thu dugc chat két
tua. Chét két tia nay dugc hoa tan trong axit. Dich ndi bé mat dugc thu hoi tur
do, mudi duge bo sung vao dich ndi nay dé thu duoc chét két tha. Chat két
tia nay duoc hoa tan trong axit, sau d6 pha lodng va sdy kho nhiét do thap dé

chiét colagen tan trong axit. Colagen tan trong axit nay dugc hoa tan dung
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dich hdn hop cua axit va pepsin. Hon hop nay duoc khudy va chat két tua lai
duoc thu hdi tr dung dich da khudy. Chat két tiia nay dugc hoa tan trong axit,
mudi duoc bd sung vao d6 dé két tua colagen. Colagen dugc hoa tan trong
axit va pha lodng, sau do sdy kho nhiét do thap. Theo d6, atelocolagen dugc
diéu ché.

Theo mot phuong an duge uu tién cua sang ché, stta (Nemopilema
nomuri Kishinouye) dugc rira bang nudc cAt, sau d6 nghién thanh bot. Swa da
nghién dugc ngam trong axit axetic, sau do6 chiéu tia gama. Dung dich axit
chra sta da chiéu xa nay duoc khuéy va loc. Nude loc duge pha lodng va
chét két tha duwoc thu hdi. Chéit két tua nay dugc hoa tan trong axit axetic va
dich ndi bé mat duoc thu hdi tir do. Natri clorua duoc bd sung vao dich ndi
bé mat, va chit két tha dugc thu hdi. Chét két taa nay dugc hoa tan lai trong
axit axetic, sau do sfly kho nhiét dd thép. Do do, colagen tan trong axit duogc
thu hoi. Colagen tan trong axit nay dugc hoa tan trong hon hgp pepsin/axit
axetic, sau doé khuéy. Chit két tia duoc thu hoi tu dung dich da khuéy, chat
nay dugc hoa tan trong axit. Mubi dugc b6 sung vao dung dich thu dugc dé
két tua colagen. Colagen két tia dugc hoa tan trong axit, pha lodng, va sdy
kho nhiét do thip. Do d6, atelocolagen duoc diéu ché (xem Fig.1 va Fig.2).

Trong luong va ¢& hat cua stra da nghién duoc nghién ctu. Néu sua
duoc nghién trude khi sdy kho nhiét do thip, trong luong sira giam 25%, va
thoi gian nghién cang dai ¢& hat cia stra da sdy kho nhiétd’@ thip cang nho.
Cu thé, néu stra duoc nghién trong 60 gidy, c& hat ctia n6 la khoang 128pum
(xem Fig.3 va Fig.4, va bang 1 va 2).

Trong vi du thr nghiém theo sang ché, hiéu sudt chiét colagen tan trong
axit theo thoi gian chiét duge nghién ciru. Néu colagen dugc chiét sau khi
khudy hon hgp phan tng trong 3 hodc 5 ngay, hiéu sudt chiét ting dang ké
(xem Fig.5).

Trong vi du tht nghiém theo sang ché, qua trinh chiét colagen tan trong
axit phu thudc liéu chiéu xa dugc nghién ciru. Kht lidu chiéu xa ting 1én, hiéu

sudt chiét colagen tang lén, va cu thé 1a & 1iéu chiéu xa 10kGy va 25kGy,
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hiéu suét chiét colagen ting 1én ddng ké. Tuy nhién, & lidu chiéu xa 100kGy,
mau cta colagen chuyén thanh mau vang nhat (xem Fig.6).

Trong vi du tht nghiém theo sang ché, qua trinh chiét atelocolagen phu
thuoc lidu chiéu xa duoc nghién ctru. Do do6, khi lidu chiéu xa tang 1é€n, muc
d6 thay ddi trong luong clia atelocolagen gidm di (xem Fig.7).

Trong vi du thtr nghiém theo sang ché, dic tinh héa hoc va nhiét phu
thudc 1iéu chiéu xa ctia colagen duoc nghién cttu. Do d6, colagen dugc chiét
tr stra chiéu xa theo sang ché dwgc khing dinh 1a c6 dang phd gibng vai
colagen c6 ngudn gbc dong vat, cho thdy rang viéc chiéu xa khong anh hudng
dén dic tinh hoa hoc hodc nhiét ctia colagen (xem Fig.8 va Fig.9).

Trong vi du tht nghiém theo sang ché, su thay dbi thanh phan cua
atelocolagen phu thudc lidu chiéu xa duoc nghién ctru. Atelocolagen dugc
chiét tr stra dugc chiéu tia gama & lidu 10kGy c6 thanh phan gidng voai
colagen tur dong vat (xem Fig.10 va Bang 3).

Do dé, phuong phép tach colagen tan trong axit tir sra va phuong phap
diéu ché atelocolagen theo séng ché ¢6 uu diém 1a hiéu suat chiét colagen cao
so v6i phuwong phap thong thudng dwa vao viée xu ly hda hoc, va tiét kiém
chi phi do giam lugng hoa chét, va ngan nglra su 6 nhiém mdi truong do

chung ¢6 thé tan dung lugng sta rat 16n gdy hai hé sinh thai.

Vi du thwe hién sang ché

Cac phuong an thuc té va duoc wu tién cla sdng ché dugc minh hoa
nhu thé hién trong cac Vi du sau.

Tuy nhién, can hiéu ring khi xem xét ban mo ta nay chuyén gia trong

linh vuc nay c6 thé céi bién va cai tién trong pham vi ctia sdng ché.

Vi du 1: Rta va nghién stra thanh bat

Nemopilema nomuri Kishinouye la san pham cua National Fisheries
Research & Development Institute, Han quoc va van chuyén trong hop nudgce

da tir cang Biheung (Gunsan, Han qudc). Stra dd wép mudi nay dugce rua bang
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nude cat & 4°C trong 3 ngay. Stra dd rira dugc nghién trong thi€t bi trdn, va
nude duge loai bd bang cach loc bang ludi loc. Sau do6, stra dugc sday kho

nhiét do thdp va nghién trong thiét bi tron.

Vi du 2: Nedm sua trong dung dich axit va chiéu xa

Stra da nghién thu dugc trong Vi du 1 dugc ngam trong dung dich axit
axetic 0,5M (loai axit bing, Merck, Darmstadt, Ptrc), sira nay dugc chiéu tia
gama (°°Co, kidu cham, MDS Nordion, Canada) ¢ licu 10kGy/gio, tong cong

10 ~ 100kGy, sau do khudy & nhiét do 4°C trong 2 tuan.

Vi du 3: Chiét colagen tan trong axit tir stra

Dung dich da khuéy thu duoc trong Vi du 2 dugce loc va nudc loc duogc
pha lodng bang dung dich Na;HPO4 0,02M (Sigma, St. Luis MO, M) ¢ ty 1¢
1:3 (theo thé tich), sau do thdm tach. Chét két tua dugc thu hdi bang cach ly
tam (2000 vong/phut, 6 phut). Chat két tua nay dugce hoa tan trong dung dich
axit axetic 0,5M, sau do ly tdm (2000 vong/phut, 6 phut) dé thu duoc dich noi
bé mit. Natri clorua (NaCl, Sigma) dugc bd sung vao dich ndi bé mat nay &
nong do 0,9M va chit két tta nay dugc hoa tan trong dung dich axit axetic
0,5M. Dung dich nay dugc pha lodng cho dén khi ndng do axit axetic dat
0,1M, sau d6 sdy kho nhiét do thip. Do d6, colagen tan trong axit dugc thu
hoi.

Vi du 4: Diéu ché atelocolagen

Colagen tan trong axit tach dugc trong Vi du 3 dugc hoa tan trong dung
dich hon hop chtta dung dich axit axetic 0,5M va 5% trong lugng pepsin (EC
3.4.23.1, 2 1an két tinh, Tokyo chemical industry. Nhat ban), sau d6 khudy 6
nhiét do 4°C trong 24 gio. Dung dich da khudy dwoc pha lodng bang dinatri
hydro phosphat 0,02M (Na;HPOa). chit két tia dugce thu hoi bang cach ly
tAm. Chat két tua nay dugc hoa tan trong dung dich axit axetic 0,5M. Natri

clorua duoc bd sung vao & néng do 0,9M dé két tua colagen. Colagen két tia

-10-
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duoc hoa tan lai trong dung dich axit axetic 0,5M, va pha lodng cho dén khi
nong do axit axetic dat 0,1M, sau dé sdy khd nhiét do thip. Theo do,

atelocolagen dugc diéu ché.

Vi du thtr nghiém 1: Nghién cttu trong luong cua stra khi nghién thanh bot

Nemopilema nomuri Kishinouye la stra khéng 16 chira 90% 1a nude. Do
d6, thé tich sta cdn duoc giam trude khi sdy kho nhiét do thap. Pé nghién
cuu trong lugng cda sta khi nghién thanh bdt, stra duoc rura béng cach tuong
ty nhu duge md ta trong Vi du 1 duoc nghién trong thiét bi tron. Tiép do.
trong lugng dugce xdc dinh.

Do d6, nhu duoc thé hién trén Fig.3 va bang 1. trong luong cia stra
giam di 25% sau khi nghién thanh bot (Fig.3 va Bang 1).

Bang 1

Mtc giam trong luong sau khi nghién
thanh bot (%)

Mutc giam trong luong
trung binh
Sai s6 tiéu chuén 1,101062

25,50138

Vi du thtt nghiém 2: Nghién cttu ¢& hat cua stra theo thoi gian nghién thanh

bot

Pé nghién cru ¢& hat cla stra theo thoi gian nghién thanh bot, sia da
sdy kho nhiét do thdp thu dugc bang phuong phap dugc md ta trong Vi du 1
dugc nghién trong 0, 15, 30, 45, va 60 gidy, sau d6 quan sat dudi kinh hién vi
dién tu dé xac dinh ¢ hat cua stta da nghién.

Két qua 12 nhu dugc thé hién trén Fig.4 va bang 2, ¢& hat cia stra giam
di theo thoi gian nghién thanh bot va cu thé la khi stra dd sy kho nhiét do
thap duogc nghién trong 60 gidy, ¢& hat giam 17 l4n so véi ¢& hat thu dugce khi
nghién trong 15 gidy (Fig.4 va bang 2).

Bang 2

Thoi gian nghién thanh
| bot (gidy)

1 }
15{30145

(@)
o

-11-



41604

" Co hat trung binh(um) | 2841,98 | 1214,30 | 472,02 | 128.69 |
~ Sai sb tiéu chuén 322,41 | 211,87 | 116,60 | 22,87 |

Vi du thtr nghiém 3: Phén tich hiéu suat chiét colagen tan trong axit theo thoi

gian chiét

Pé nghién ciru hiéu sudt chiét colagen tan trong axit theo thoi gian
chiét, stra dd nghién trong Vi du 1 dwgc ngam trong dung dich axit axetic
0,5M (loai axit bang, Merck, Darmstadt, Duc), sta nay dugce chiéu tia gama ¢
lidu 10kGy va 25kGy. sau do khudy & nhiét do 4°C trong thoi gian 1, 3, va 5
ngay. Colagen dugc chiét bang cich twong ty nhu duge md ta trong Vi du 3.
Colagen thu dugce dugce can, va hiéu suit dugc tinh béng cong thic toan hoc 1

duéi day (Fig.5).

Cong thtre todan hoc 1
Hiéu sudt (%) = (trong lwong cia colagen tan trong axit chiét duoc @
l1éu x kGy / trong lwgng cla colagen tan trong axit chiét dugc ¢ liéu 0 kGy)

X 100

Két qua la nhu dugce thé hién trén Fig.5, hiéu suat colagen ting 1én khi
s6 ngay khudy tang 1én. Vi du, hiéu suit sau 3 hodac 5 ngay khudy lén hon
hiéu suét sau 1 ngay khudy. Lién quan dén viéc chiéu xa, hidu suat tang lén
khi stra dugce chiéu tia gama & 1iéu 25kGy so véi khi stra duge chiéu tia gama

o liéu 10kGy (Fig.5).

Vi du tht nghiém 4: Phén tich hiéu suat chiét colagen tan trong axit theo lidu

chiéu xa

Dé nghién ciu hiéu suét chiét colagen tan trong axit theo liéu chiéu xa,
stra da nghién trong Vi du 1 dwoc ngadm trong dung dich axit axetic 0,5 va
IM, sau d6 chiéu tia gama & lidu 0, 10, 25, 50, va 100kGy, sau d6 khudy ¢

nhiét do 4°C trong 2 tudn. Colagen duoc chiét bé‘mg cach tuong tu nhu dugce
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md ta trong Vi du 3. Colagen thu dugc dugc céin, va hiéu suat duoc tinh béng
cong thtrc toan hoc 1 (Fig.6).

Két qua la nhu dugc thé hién trén Fig.6, hiéu sudt & liéu 0kGy duoc
cho 1a 100%. Khi liéu chiéu xa ting lén, hiéu suat colagen ting lén. Cu thé,

hiéu suit colagen ting dang k& t6i muc 421,20£67,66% & liéu 25kGy (Fig.6).

Vi du tht nghiém 5: phén tich hiéu suit chiét atelocolagen theo lidu chiéu xa

Pé nghién ctru hiéu suét chiét atelocolagen theo liéu chiéu xa, stra da
nghién trong Vi du 1 dugc ngam trong dung dich axit axetic 0,5 va 1M, sau
d6 chiéu tia gama ¢ liéu 0, 10, 25, 50, va 100kGy, sau d6 khudy & nhiét do
4°C trong 2 tuan. Colagen tan trong axit dugc chiét bang cach tuong tu nhu
dugc mod ta trong Vi du 3. Tiép d6, colagen tan trong axit da tach nay duoc
ngam trong dung dich hdn hgp bao gdm dung dich axit axetic 0,5M va 5%
trong lugng pepsin (EC 3.4.23.1, két tinh hai lan, Tokyo chemical industry,
Nhat ban), sau doé khuéy & nhiét do 4°C trong 24 gid. Atelocolagen duoc
chiét bang cach twong tu nhu dugc md ta trong Vi du 4. Atelocolagen thu

duoc duoc cédn, va hiéu suat dugc tinh bang cong thic todn hoc 2 sau day.

Cong thic toan hoc 2
Hiéu sudt (%) = (trong lugng atelocolagen sau khi xir ly bang pepsin /

trong luong colagen tan trong axit) x 100

Do d6, nhu dugc thé hién trén Fig.7, trong lugng atelocolagen thu dugc
sau khi xu 1y bang pepsin giam di nhung mtc do thay dbi trong luong giam
di khi atelocolagen dugc chiéu tia gama & lidu cao. Néu colagen duoc chiét

sau khi chiéu xa, hiéu suét chiét co thé tang lén (Fig.7).

Vi du tht nehiém 6: Nghién ctru dic tinh hoa hoc cia colagen theo liéu chiéu

xa
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DPic tinh hoa hoc cua colagen tan trong axit dugc nghién clru bang cach
st dung phd quang ké ATR-FTIR.

Cu thé, stra da nghién thu duoc bing céch tuong ty nhu dwugc mo ta
trong Vi du thtr nghiém 4 dugc chiéu tia gama & liéu 0, 10, va 25kGy, sau d6
chiét colagen. Colagen chiét duoc va colagen ¢6 ngudn gdc dong vat 'colagen
typ I tr dudi chudt' duoc phan tich bang cach st dung phé quang ké ATR-
FTIR (Bruker TEMSOR 37, Bruker AXS. Inc., Dtc). Piéu kién phén tich 1a
nhu sau; khoang phé: 500-4000cm™!, kiéu ATR, s6 lan quét: 64, va hiéu suét
phan giai: 4 cm™.

Theo d6, dic tinh hoa hoc cta colagen tan trong axit duge khéng dinh
nhu dugc thé hién trén Fig.8. Colagen c6 ngudn gbc sinh vat bién c¢6 dang
phé gidng colagen cia dong vat. Cdc vung amit A, I va II c6 lién quan truc
tiép dén dang phd cia polypeptit. Ving amit A (3400-3440 cm™') lién quan
dén dao dong gidn cta nhom N-H va vang amit I (1600-1660cm™) lién quan
dén dao dong gidn cua nhom carbonyl va ¢ thé dung dé nghién ctru cdu truc
bac hai cua protein. Vung amit II (-1550cm™!) lién quan dén dao dong udn
cua nhém NH va dao ddong gidn ctia nhém CN, va cling li€n quan dén cau truc
chudi xodn ba ctia colagen. Colagen tlr sta dugc xac dinh véi cac dinh tuong
Ung voi ving amit I, amit II, va amit A 1an lugt & 1635 cm™, 1530 cm™', va

3280 cm™! (Fig.).

Vi du thtr nghiém 7: Nghién ctru dic tinh nhiét cta colagen theo lidu chiéu xa

Dic tinh nhiét ctia colagen tan trong axit duge nghién curu bang cach sur
dung thiét bi do nhiét lugng bang tia quét vi phan.

Cu thé, stra da nghién thu duoc béng cach tuong ty nhu duge md ta
trong Vi du tha nghiém 4 dugc chiéu tia gama & liéu 0, 10, va 25kGy, sau d6
chiét colagen. Colagen chiét duge nay va colagen typ I tir dudi chudt duogc
phan tich bang céch st dung thiét bi do nhiét luong bang tia quét vi phan (TA
Q100, TA instruments, My). Cadc mau dugc do trong moi truong nito & nhiét

~ dd nam trong khoang tr 0 dén 300°C voi téc do gia nhiét 10°C/phat.

-14-



41604

Két qua 1a nhu duoc thé hién trén Fig.9, cdlagen tan trong axit chiét
ducgce sau khi duoc chiéu tia gama & lidu 10kGy va 25kGy c6 nhiét dd theo Su
thay dbi nhiét do giéng véi colagen chiét duogc tir stra khong dugc chiéu tia
gama. Cy thé, colagen tan trong axit chiét duoc tir stra sau khi duoc chiéu xa
& 1iéu 10kGy c6 nhiét ¢ gan gidng véi colagen chiét duoc tir stta khong dugc
chiéu tia gama. Do d6, da khéng dinh duoc rfmg viéc xu ly chiéu xa dé lam
ting hiéu suit colagen tur sta khoéng anh hudng dén cac dic tinh nhiét cua

colagen (Fig.9).

Vi du thit nghiém 8: dién di atelocolagen trén gel SDS-PAGE theo liéu chiéu

Xa

Sy thay déi thanh phan cua atelocolagen theo lidu chiéu xa dugc phén
tich bang phuong phap dién di trén gel SDS-PAGE.

Cu thé, qué trinh dién di dugc thuc hién bi‘mg cach st dung Mini-
Protean 3 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) theo phuong phéap cua
Laemmli (1970). Gel polyacrylamit dugc diéu ché chua 5% gel gom va 5%
gel tach. Nhu da giai thich trong Vi du thu nghiém 5, stra duoc ngdm trong
dung dich axit axetic 0,5M va duogc chiéu tia gama & liéu 0, 10, va 25kGy,
nho dé atelocolagen dugc chiét. Nong do clia mau atelocolagen duogc diéu
chinh bang nudc cét téi 20mg/ml, mau nay dugc tron v4i Tris-HCL 0,25M (do
pH=6,8) chtra 10% SDS, 20% glyxerol, 5% 2-mercaptoetanol. va 0.1% thude
nhudm xanh da troi bromophenol. Hén hop nay duogc gia nhiét ¢ nhiét do
100°C trong 3 phut. Colagen typ I tu dudi chudt duoc didu ché bang cach
twong tu nhu cach s dung dé diéu ché colagen tir stra néu trén va tiép do
duge dung lam protein dbi ching dé phan tich d6i chiéu. Mau colagen tir stra
va colagen typ I tir dudi chudt dugc cho lén gel polyacrylamit, sau d6 di¢n d:
& dong dién 20 mA/gel. Khi dién di xong, gel duoc nhuém bang 0,25% (trong
lu"ang/thé tich) thudc nhuém xanh da troi Coomassie R250, sau dé lam mAt
mau bang hdn hgp metanol/axit axetic. Tiép d6, colagen tlr stta va colagen

typ I tor dudi chudt duge so sanh.
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Két qua la nhu dugc thé hién trén Fig.10, colagen typ [ tir dudi chudt
bao gdm hai mach al, mach a2 va thanh phan $ (dime co lién két ngang la
mach o). Pong thoi, mach o1 va mach a2 cua colagen c¢6 ngudn goc tir stra ¢o

d6 linh dong gidng nhau nhung thanh phin p c6 do linh dong yéu (Fig.10).

Vi du th nghiém 9: Phén tich axit amin cta atelocolagen theo liéu chi€u xa

Céc axit amin cua atelocolagen chiét dwoge tir sa dd duoc ngam trong
dung dich axit axetic 0,5M va chiéu tia gama theo céch gidong nhu duge mo ta
trong Vi du thtr nghiém 5 va colagen typ [ tir du6i chut duogc phén tich.

Két qua la nhu thé hién trong bang 3, ca colagen tir sra va colagen typ
i tr dudi chudt déu chtra nhiéu glyxin, alanin, va prolin, day la ddc trung
thong thudng cua colagen. Cu thé, thanh phan axit amin cla atelocolagen
chua dugc chiéu tia gama khdéng khac véi thanh. phan axit amin cua
atelocolagen duogc chiéu tia gama o liéu 10kGy. Lugng hydroxyprolin trong
colagen tu stra theo sdng ché 1a thidp hon so véi lugng hydroxyprolin trong

colagen c6 ngudn goc dong vat la colagen typ I tir dudi chudt (bang 3).

Bang 3

' Atelocolagen |
) AXit. agnin (Liéu chiéu xag, kGy) | C?lr?j'ggig?p '
(don vi: %mol) 0 i T chudt k
Xystein va xystin 075 | 0,64 0.16
Asparagin va axit aspartic 2,25 | 3,04 . 4,70 |
Glutamin va axit glutamic 9,06 9,30 7.57 |
Hydroxyprolin 0,40 1,08 9,38 |
Serin 6,00 6,23 3,20 |

Glyxin 10,05 10,62 32,90

Histidin 1,14 1,07 0,43

Arginin 3,37 3.96 | 529

Threonin 6.67 6,24 | 1,80

Alanin 9,73 | 10,02 | 11,48

Prolin 1221 | 942 | 12,80

B Tyrosin - 283 | 2,12 0,19
| Valin 6,88 g.14 241
- Methionin 2,03 1,30 059
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Isoleuxin 6,44 7,29 1,23
Leuxin 8,66 8,90 2,32
Phenylalanin 4,68 3,17 1,25
Tryptophan 1,46 0,68 0,17
Lysin 5,10 6,78 2,12
Tong cong 100 (%) 100 (%) 100 (%)

Chuyén gia trong linh vuc nay sé€ hiéu duoc ring cac khai niém va
cac phuong an cu thé dugc bdc 10 trong phén mo ta trén day co thé dé
dang duoc st dung lam co s¢& dé cai bién hoac thiét ké cdc phuong an khac
dé thuc hién muc dich tuvong tu theo sang ché. Chuyén gia trong linh vuc
nay ciing sé hiéu duoc ring cac phuong 4n tuong duong nay khong di

chéch khoéi pham vi sang ché nhu néu trong Yéu cau bao ho kém theo.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap tach colagen tan trong axit tr stra bao gdm céac budc sau:

1) rira va nghién stra thanh bot;

2) ngdm bot stra thu dugce ¢ budce 1) trong dung dich axit;

3) chiéu tia gamma & liéu lugng 5 kGy ~ 100 kGy dung dich thu dugc &
bude 2), sau d6 khudy; va

4) loc dung dich da khudy thu dwge & bude3) va sdy san pham.

2. Phuong phap tach colagen tan trong axit tir stra theo diém 1, trong do6 budc
1) dugc thuc hién theo cdc budc sau:

I) nghién stra da rira thanh bot;

I1) dong kho bot sttra thu dugc & bude I); va

I11) nghién sta da dong kho thu dugc & budce 1I).

3. Phuong phap tach colagen tan trong axit tir sira theo diém 2, trong d6 sta
da dong kho duoc nghién toi ¢ hat nim trong khoang tir 100 dén 3000um &

budce III).

4. Phuong phap tach colagen tan trong axit tir stra theo diém [, trong d6 dung
dich axit & budc 2) dugc chon ttr nhém bao g6n1 dung dich axit axetic, dung

dich axit xitric, va dung dich axit formic.

5. Phuong phép tach colagen tan trong axit tir stra theo diém 1, trong d6 nong

d6 ctia dung dich axit & budc 2) ndm trong khoang tir 0,01M dén 2,0M.

6. Phuong phéap tach colagen tan trong axit tir sira theo diém 1, trong do6 budec
4) dugce thuc hién theo cac budce sau:
i) thu hoi chét két tia tir nwée loc con lai sau khi loc dung dich da

khudy;
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11) thu hodi dich n6i bé mit sau khi hoa tan chat két taa thu duge & budce
i) trong dung dich axit;

iii) thu hdi chat két tua nay bang cach bd sung mudi vao dich ndi bé
mat thu dugc & budce ii); va

iv) hoa tan chéat két tia thu duge & budc iii) trong dung dich axit, sau

d6 pha lodng va dong kho.

7. Phuong phéap diéu ché atelocolagen bao gdm bude xir 1y colagen tan trong
axit thu dwgc bing phuong phap theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén

6 bang proteaza va sdy san pham thu dugec.

8. Phuong phap diéu ché atelocolagen theo diém 6, trong d6 proteaza la

pepsin hodc trypsin.

9. Phwong phap diéu ché atelocolagen theo diém 6, trong d6 proteaza dugc bd

sung &'nong d6 nam trong khoang tir 1 dén 10% trong lwong.

10. Phuong phap diéu ché atelocolagen theo diém 6, trong d6 proteaza co tac

dung loai bd peptit cudi cua colagen.

11. Phuong phéap diéu ché atelocolagen theo diém 6, trong d6 qua trinh sdy
duwoc thye hién bang cach lam ddng khé ¢ nhi¢t do nam.trong khoang tir -178

dén -70°C.

12. Phuong phéap diéu ché atelocolagen theo diém 6, trong d6 phuong phap
nay duogc thuc hién theo cdc budce sau:

a) hoa tan colagen tan trong axit trong dung dich hoa lan axit/pepsin,
sau 46 khudy;

b) hoa tan két tha thu dwoc tir hon hop da khudy & budc a) trong axit,

dé mudi nay két tda colagen, va
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¢) hoa tan colagen dd két tua & budc b) trong axit, sau d6 pha lodng va

dong kho.
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117
Fig.1

Chiét colagen tir stra béng cach str dung k§ thuat chiéu xa

rira va ngam chiét X Iy sy kho nhiét
nghién trong . colagen bang do thap
stra dung chieu xa tan trong pepsin colagen dung
dich axit axit - trong y hoc
colagen thong thwong colagel dung trong y hoc
(my pham, thwe phdm) (vat liéu y hoc)
Fig.2

1. Loc chét chiét 2. Bb sung Na,HPO, 0,02M

4. Hoa tan trong axit axetic 0,5M

7. Ly tam 8. Hoa tan trong axit axetic 0,5M va o
th&m tach bang axit axetic 0,1M, Colagen tv stra
lam déng khd nhanh
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6/7
Fig.8

Colagen typ | ttr dudi chudt

1033 om™”

Colagen tir stra (0 kGy) . C-OH dao
Colagen tir stra (10 kGy) . déng gian

Colagen tr stra (25 kGy)
C-H dao dong udn

3280 om™
~ N-H dao dong gian .
N 1530 em™
Colagen typ | t dudi chudt - amit 1l (C-N)
Colagen tir stra (0 kGy) 1635 em amit | (C=0)
—————— Colagen tir stra (10 kGy)
— — T Colagen tir stra (25 kGy)
T T ¥ T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

S6séng (cm’)

-26-



41604

77
Fig.9
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