(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0038313

(51  AOIN 1/02 (13) B

(21) 1-2018-05045 (22) 18/04/2017
(86) PCT/NO2017/050094 18/04/2017 (87) WO 2017/183990 26/10/2017
(30) 20160643 18/04/2016 NO
(45) 25/01/2024 430 (43) 25/01/2019 370A
(73) PLANKTONIC AS (NO)
Bynesveien, N-7018 Trondheim, Norway
(72) TOKLE, Nils Egil (NO); AAKER@Y, Havard Johan (NO).
(74) Cong ty Luat TNHH T&G (TGVN)

(54) PHUONG PHAP BAO QUAN CRYO POI VOI TRUNG, AU TRUNG NAUPLIUS
VA/HOAC CON NON CUA CON HA, PHUONG PHAP TAI SINH CAC SINH
VAT PA PUGC BAO QUAN CRYO, VA SAN PHAM HOAC THUC AN PUGC
BAO QUAN CRYO THU BUGC BANG PHUONG PHAP BAO QUAN NAY

(57) Sang ché dé cap dén phuwong phap bao quan bao quan cryo dbi voi trimg, au trung
nauplius va con non cua con ha (barnacles). Hon nita, sang ché con dé cip dén phuong
phap tai sinh cac sinh vat duoc bao quan cryo va san pham hodc thirc an dugc bao quan
cryo thu duogc bang cac phuong phap nay. Cac sinh vat dugc bao quan la hitu dung lam
sinh vat thirc n séng trong nudi trong hai san thuong dé thay thé cho céc loai trung banh
xe va Artemia va cac sinh vat lam thire an séng khac.



38313

Linh viee k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap bao quan bio quan cryo quy mo 16n dbi voi
tring, 4u tring nauplius va/hodc con non ctia con ha (barnacles) nhu theo phin mé
dAu cua diém 1. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén phuong phép téi sinh céc sinh vt
duoc bao quan cryo. Thém nira, sang ché con dé cap dén san phdm duoc bao quan

cryo hodc thirc dn va viéc sir dung ching.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Au tring cé bién 12 sém phat trién khi chiing bét ddu dugc nudi dudng va phan
16n phu thudc vao céac sinh vat lam thic an séng 1a khau phén thirc an dau tién cla
chung. Céc khau phan an nhan tao nhu céc khau phan thire an kho dwge phét hién 1a
du6i mue tdi wu va thuong dan dén ty 16 tir vong 16m va sy sinh trudng giam khi duge
sir dung trong giai doan dau tién lam khau phan n cho 4u tring ca bién. C6 mot s6
Iy do cho thiéu sét nay cua cac khau phan 4n nhén tao trong giai doan cho n dau tién.
Bén canh nhitng 1y do khac, 1y do chinh déi véi thiéu sét nay néi chung 14 do ty 1¢ an
thip ddi v6i cac loai mdi khong séng va kha nang tiéu hoa giam, va ca su mat gi tri
dinh dudng ctia cac loai thirc an va tai lugng chét hitu co cao hon trong nuée. Do do,
viéc cho an déu tién dbi voi du tring ca bién phu thude 16n vao ngudn cung mdi song,
ma phai dugc bt trong tr nhién hodc duge nudi tréng nhiam muc dich nay. C4c sinh
vét théng thuong nhét duoc st dung trong viéc cho in dau tién dbi v6i du tring ca
bién 1a tdm nudc min Artemia franciscana va cac ching khac nhau cua loai trang
banh xe Brachionus sp. Céac sinh vat ndy thuong dugc nuoi cdy ¢ diém nubi trong
thiy san va dugc lam thtrc an truc tiép dudi dang mdi sdng. Mic du di dugc sir dung
rong rai nham muc dich nay, gia tri dinh dudng clia c4c sinh vat ndy van dudi mic
t6i vu d hd tro sy sinh truéng, phat trién va séng sot tdi wu ciia du tring ca bién. Mic
du céc k¥ thuét 1am giau khac nhau di duoc phat trién dé cai thién gia tri dinh dudng

ctia chung, nhu bang dau hang hai ¢ ham luong axit béo omega-3 cao, nhung gi4 tri
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khéu phén #n cua chiing vin duge xem 1a dudi mirc t6i wu, thuong dan dén ty 18 tr
vong cao, su sinh trudng giam va trong nhidu truong hop dan dén su phat trién khong
binh thudng so voi cac khau phan an duya trén mdi duge danh bt ty nhién. Hon nita,
sw nudi trong va 1am giau chiing 1a khé nhoc va t6n kém.

Khau phan an tu nhién cua 4u tring cé bién nudc lanh thuong 1a 4u tring
nauplius va cac sinh vét giap xac chin che¢o nhdé ¢ cic giai doan khac nhau nhu
Acartia, Calanus finnmarchicus v.v. St dung sinh vat giap xac chan chéo trong qua
trinh cho #n dau tién din dén ty 18 sinh trudng cao c6 thé so sanh dugc va din dén ty
16 séng s6t tot. Vi cac sinh vat gidp xac chan chéo duge xem nhu 1a khéu phan an tdi
wu nén cac nd lyc da duoc thuc hién dé cai thién tinh kha dung ctia ching. Mot trong
sb céc thir thach véi viée str dung céc sinh vat giap xac chin chéo nham st dung cho
viéc cho an du tién 1a viée danh bét ty nhién chi c6 thé thuc hién trong cac thoi ky
han ché nhét dinh trong nam khi ¢6 sy nd rd cac sinh vat nay trén bién. Hon nira,
ching phéi dugc st dung ngay vi rat khé du trit moéi sdng. Gan day, cac k¥ thuat da
duogc phat trién dé nuodi trdng cac sinh vat gidp x4c chin chéo, nhung k¥ thuét bao
quan, cu thé 1a ddi voi cac sinh vat dang sinh trudng, van 1a mot thir thach.

Do d6, c6 nhu cu 16n vé& cac khau phan dn mdi sdng khéc trong qué trinh cho
4n dAu tién ddi voi Au trung ca bién. Cu thé 13, c6 nhu ciu ddi véi cac khau phan thirc
an sdéng ma khong phu thudc vao sy nudi trong tai chd cac sinh vat modi hodc khong
phu thudc vao sy danh bét ty nhién phu thudc vao mua vu. Hon nita, do tai nguyén
cé han ché trén bién va nhu cdu gia tang trén toan thé gi6i vé nguyén liéu hai san chat
luong cao, cu thé 1a vé cac liptit hai san, c6 nhu cdu chung dé khai thac céc tai nguyén
khéc trén bién ngoai c4, dic biét 1 cac sinh vat ¢6 mirc do dinh dudng thip nhu cac
loai phu du va cac dong vat khong xuong sdng & bién chua dugc khai thac. Pé khai
thac hiéu qua cac tai nguyén nay, phuong phap va ky thuat mai can duoc phat trién.

Béo quan cryo la viéc str dung nhiét do rat thdp dé bao quan cac té bao va cac
md va ca cac sinh vat séng nguyén ven vé mit c4u tric. Phuong phap nay sir dung
hiéu tng c6 loi cua nhiét do giam dé ngan chin chuyén dong phan ti va kim ham céac
phan tmg chuyén héa va sinh héa. C4c quy trinh cuy thé 1a céan thiét dé dat duoc wu
diém cua céc tac dung bao v¢ & nhiét o thép va du trir thanh cong cac té bao, cac mo

hodc céc sinh vat trong thoi gian dai dudi dang duge bao quan cryo.
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Phuong phap bao quan cryo tim céch dat dén nhiét do thdp ma khong gay ra
hu hai do su tao thanh da trong qua trinh 1am dong lanh. Mot van dé quan trong la
hiéu luc cua su tai sinh sau nay ddi véi céac té bao va cac sinh vat duoc bao quan.

Hau hét cac nghién ciru trong linh vuc nay gén lién véi viéc bao quén cryo d6i
v6i céc té bao, cdc md, cac giao tir (tinh trung) va cac phoi hiu hét 1a yéu to quan
trong trong y hoc va nong nghiép bao gbm cac loai sinh vat c6 vl va ca tir cac dong
vat c6 xuwong sdng va cac dong vat khong xuong séng khong phai 1a dong vat ¢6 vi.

Céac phuong phap bao quén cryo thuong dua trén hai k§ thuat khac nhau, 1a ky
thuét lam dong lanh chém c6 kiém soat va k¥ thudt lam dong lanh rit nhanh (cac ky
thuat thuy tinh hoa) nhu trong nito 1éng. Viéc ap dung chét bao quan cryo trong quy
trinh bdo quan s& lam giam cac tac dung ti€éu cuc ma co thé dién ra trong qua trinh
bao quan cryo nhu cic tdc dong hoa tan, sy tao thanh da ngoai bao, sy dehydrat hoa
va su tao thanh d4 noi bao.

Céc chét bao quan cryo thuong dugce chia thanh hai nhém tiy thudc vao vai
trd va img dung cua chung trong quy trinh bao quan. Chét bao quan cryo ndi bao c6
khéi luong phan tir thap va thdm vao t€ bao. Cac chat bao quan cryo ndi bao nhu
glyxerol va dimetyl sulfoxit thuong duoc st dung ¢ ndng do tir 0,5M dén 3M, nho
d6 chung t6i thiéu héa cac hu hai d6i voi té bao trong nhiéu hé sinh hoc khi cac té
bao duogc lam dong lanh tir tr. Viéc luya chon chéit bao quan cryo va néng dd cia no
s& phu thudc vao nhiu yéu t& nhu thoi gian tiép xuc trude va trong qud trinh 1am
dong lanh, doc tinh sinh hoc cua chiing va kha nang dung nap riéng cua vt liéu sinh
hoc d6i v6i hoa chat. Thong thuong, vat liéu ma duge bao quan cryo bang cach str
dung cac chét bao quan cryo xuyén thAm s& duoc 1 v6i voi chit bao quan cryo trong
thoi gian du dai sao cho dat dugc su cén bang thdm thiu vé ndng do giita chét bao
quan cryo va sinh vat duoc bao quan.

Ky¥ thuét lam dong lanh nhanh thuong st dung cac chét bao quan cryo ngoai
bao v6i khdi lugng phan tir tuong dbi cao ma khong xuyén thAm vao té bao. Vi du
nhu polyvinyl pyrolidon va hydroxyetyl tinh bot. Cac chét nay 1a c6 hiéu qua trong
viéc bao vé cac hé sinh hoc ma duoc lam lanh & tdc do nhanh nhu trong nito 16ng.
Mot s6 trong s cac chét bao quan cryo khong xuyén thAm ngoai bao nay c6 tac dung

bao vé truc tiép dbi v6i mang te bao, tuy nhién co ché tdc dong so cap cua ching la
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¢6 lién quan dén viéc dua vao su thuy tinh hoa ma 1a quy trinh tao thanh thuy tinh
ngoai bao.

Tir nhiéu nghién ctu bao quéan cryo da biét rd rang cac té bao khac nhau c6
yéu cau khac nhau dbi v6i cac phuong phap bao quan t6i wu duoc ap dung. Cac diéu
kién t6i vu di véi mot sb dang ké cac tham bién c6 lién quan v6i nhau can phai dugc
xéc dinh. Cu thé 13, viéc bao quén cryo dbi voi cac mo da bao phire tap va cac sinh
vat thuong di kém véi cac van dé kich thich va kinh khing vi du nhu di kém véi su
tao thanh d4 ngoai bao. Hon nita, kich ¢& cta sinh vat dugc bao quan s& anh hudéng
dén quy trinh bao quéan cryo. Céc sinh vt nh6 hon n6i chung la dé bao quan hon bang
cac k¥ thuat 1am dong lanh tir tir vi su can béng d& dat dugc hon so véi cac sinh vat
16n hon.

Mot trong sb cac thir thach chinh trong viéc bao quan cryo la su thiéu cac
phuong phép thich hop dé bao quan cac mé 16n hon khi can trong cac tng dung quy
mo cong nghié¢p nhu lam thuc an. Dién hinh 13, cac k¥ thuat bao quan cryo dugc ap
dung & quy mo microlit hoac mililit, vi du, trong céac lo hoéc 6ng hut nhé véi thé tich
tir 0,5 dén 1,5 ml. Do d6, tng dung cic k¥ thuat da biét thuong chi gi6i han & cac
lrong nho va khong thich hgp dbi véi cac lugng 16n hon.

Khin-Maung-Oo et al. 1998 (Khin-Maung-Oo et al. Cryopreservation of
Nauplius Larvae of the barnacle, Balanus amphitrite Drawin, Fisheries Science,
64(6):857-860) da boc 16 phuong phap dé bao quan cryo au tring nauplius cta cac
loai Balanus amphitrite & quy md nhd trong cac 6ng hut bao quéan cryo. Phuong phap
duoc vu tién bao gdbm viée rat nudce cla 4u trung nauplius giai doan II va can bang
chiing trong 20 phut trong dung dich dimetyl sulfoxit 1,5M lam chét bao quan cryo
trong nudc bién 29%o. Nauplius duogc lam lanh tir 20°C xubng -12°C véi tbc do giam
nhiét 5°C/phut, giit ¢ -12°C trong 10 phdt va sau d6 lam dong lanh xubng -30°C &
tbc d 0,5°C/phut, gift trong 20 phut & -30°C va nhanh chéng lam déng lanh dén
-196°C.

Gakhova et al. 1990 (Gakhova E.N. Freezing of barnacle larvae Balanus
improvises to minus 196°C. Biologiya Morya (Valdivstock) (4): 62-65) da boc 10
phuong phép khac dé bao quan cryo 4u trung nauplius II cta Balanus improvises
trong quy trinh lam déng lanh hai budc. 200ul huyén phu 4u tring nauplius/chit bao

quéan cryo trong éng nhya dugce 1am dong lanh & tbc do 6 dén 6,7°C/phit dén nhiét

-5
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d6 nim trong khoang tir -38 dén -42°C, gitt trong 10 phut & nhiét do nay, va sau dé
dugc cho vao nito 16ng.

Anil et al. 1997 (Anil A.C., Tulaskar, A.S., Khandeparkar D. C., and Wagh,
A.B. Cryopreservation of Balanus amphitrite nauplii. Cryobiology 34, 131-140) da
bdc 16 phuong phéap bdo quan cryo dbi v6i 4u trung nauplius cia Balanus amphitrite
sit dung ba chéit bao quan cryo khac nhau (etylen glycol, dimetyl sulfoxit, va
glyxerol), trong do6 4u trung thé hién tinh nhay gia tang d6i v6i ndng do6 chat bao quan
cryo dugc ap dung. Noéng do etylen glycol 3 dén 4M khoéng giy ra hu hai sau thoi
gian cin bang 1én t6i 2 gio. Au tring nauplius da dugc bao quan cryo véi thé tich nho
(éng hut) trong quy trinh 1am dong lanh tir tir hai budc két hop véi buée gieo ban dau
& -8°C. Tbc do lam dong lanh 1a 5°C/phut tir 20 dén 0°C, 1°C/phit tir 0 dén -8°C.
Sau khi gieo, tbc do 1am lanh 1a 0,3°C/phut bang cach lam dong lanh tr tr cho dén
khi dat dén nhiét do it nhét 14 -20°C, tai d6 nhiét do duoc gitt trong 20 phit. Sau d6
cac 6ng hut duoc dua vao nito 1ong. Cac mau dugce chuyén vao nito 16ng khi dat dén
-40°C sau thoi gian 16n hon 2 gio mot chit. Anil et al. dd bao cdo mirc d9 tai sinh la

90% mot gio sau khi rd dong. Tuy nhién, mirc do tai sinh chi 1a 35% sau 24 gio.

Vén dé k§ thuat muc tiéu ctia sang ché

Sang ché nhim d& xuét phuong phap dé bdo quan va lam tai sinh con ha, cu
thé 1a tap trung vao cic giai doan sém trong doi sdng ciia ching, tirc 1a cac giai doan
trimg, phoi, au tring va con non cua ching. Cu thé hon 13, sang ché nham dé xuét
phuong thirc bado quan cryo dé bao quan cryo mot cach hitu hiéu d6i v6i cac sinh vt
nay ma thudong séng ¢ ving duyén hai. Hon nita, sang ché nham cai thién kha ning
khai théc céc loai sinh vét bién m&i ma thich hop 1am khau phén an cho qua trinh cho
in dau tién, nhu cho qua trinh cho an dau tién cho 4u trung ca bién va dé xuét cac
phuong phéap, ma giup co thé khai thac chuing nhim vao tmg dung trong cong nghiép.
Muc dich khac cua sang ché 1a dé xuét phwong phap dé bao quan trong thoi gian dai
céc sinh vat lam thtrc an sbng ma c6 thé duoc st dung dé thay thé mot cach hiéu qua
cho céc thirc an séng hién nay trong quy trinh sén xuét nudi trdng hai san. Cu thé 13,
sang ché nham dé xut phuong phép bao quan cryo quy mé (lugng) 16n d6i véi cac

sinh vt ma c6 thé dugc st dung 1am céc sinh vat 1am thace dn song trong quy trinh
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san xuAt nuoi trong thily san nhu trong quy trinh cho an dAu tién 4u tring ca bién som
phat trién.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a dé xuit phuong phép bao quan cryo d6i vai con
ha ma nho d6 dat duge mirc d6 tai sinh cao trong thoi gian dai hon sau khi rd dong.
Day 1a yéu t6 dic biét quan trong khi sir dung 1am thirc dn du tién vi sy tiéu thu céc
sinh vat dugc tai sinh boi, vi du, 4u tring ca bién thuong khong dién ra ngay 1ap tac
ma cén thoi gian sau khi bd sung céc sinh vat dugc tai sinh vao noi nudi trdng du
trung ca. Do dd, thoi gian song sot dai ctia moi trong vai gid hodc vai ngay 1a yéu t6
quan trong.

Muc dich khac ciia sang ché 1a dé xuét phuong phap hiéu qua dé bao quan cryo
d6i v6i thé tich 16n trén mdi don vi thich hop d6i vé6i cac loai ha c¢6 4u tring nauplius
16n.

Muc dich khac nita ciia sang ché 1a dé xuat phuong phap dé san xuét thirc in

dang hat dugc bao quan cryo c6 ty 1€ tai sinh cao.

Ban chit ky thut ciia sing ché

Sang ché dé cap dén cac phuong thitc bao quéan cryo dé bao quan va tai sinh
céac loai ha & cac giai doan soém khac nhau ctuia cudc doi (trimg, Au trung nauplius, va
con non). Mdt muc dich chinh cua sang ché dé cap dén quy trinh san xudt san phdm
dugc bao quan, c6 thé du trit chtra céc sinh vat lam thire an sdng nay ma c6 thé thay
thé hodc bd sung cho cac ché do thirc an sdng hién nay trong san xuét nudi trong hai
san.

Do d6, theo khia canh thir nhit, sang ché dé cap dén phuong phap bao quan
cryo quy mo 16n d6i v6i trang, 4u trung nauplius va/hodc con non cia con ha
(barnacles), phuong phap nay bao gdm cac budc duge thuc hién theo thir tu nhu sau:

- rat nudce tir cac sinh vat nay,

- b6 sung dung dich chét bao quéan cryo c6 néng do 5 dén 10 M chira chit bao
quan cryo dugc chon tir nhém bao gbm etylen glycol, propylen glycol, glyxerol, va
dimetyl sulfoxit hoic hdn hgp cta chung,

- lam déng lanh hdn hgp trong dd chura theo cac bude tiép theo dudi day:

(i) lam dong lanh & tdc do 1am dong lanh cham th nhat la khong 16n hon -1°C/phit
cho dén khi tiép can nhiét do tai d6 cac sinh vét trong hdn hop bat dau két tinh;

_7-
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(ii) lam dong lanh & tdc d6 1am dong lanh cham thir hai 1a khong 16n hon -0,1°C/phut
cho dén khi céc sinh vat va chit bao quan cryo trong hon hgp dugc két tinh hoan toan;
va

(iii) 1am dong lanh & téc d6 1am dong lanh nhanh thtr nhat dén nhiét do bao quan cryo.

Tét hon 14, ty 1& thé tich gitra dung dich chit bio quan cryo va cac sinh vét
duoge rat nude it nhat 1a 1:4, tot hon 14 nam trong khoang tir 1:4 dén 2:1, tot hon nita
12 ndm trong khoang tir 1:4 dén 1:1. Diéu nay c6 nghia la it nhat khoang 20% thé tich
nén 1a cht bao quan cryo va 80% la sinh vat trong hdn hop.

Theo phuong phap dugc wu tién, toe do lam dong lanh cham thir nhét 1a -0,5°C/
phtt hodc nhé hon, tét hon 1a -0,3°C/phut hodc nho hon, tot hon nira Ia -0,1°C/phut
hodc nhé hon.

Budc can bang c6 thé tiy ¥ duge thuc hién trude bude lam dong lanh thir nhét,
t6t hon 13 kéo dai tir 5 dén 60 phut, t5t hon nita 1a ndm trong khoang tir 15 dén 30
phut, t6t nhit 1a khoang 15 phut. Uu diém cta bu6e can bang nay 1 & chd tbc do 1am
d6ng lanh cham thtr nhét c6 thé thuong 13 cao hon néu bude nay bi bé qua, ma khong
anh huéng dén san pham cudi cing. Buéc can bang c6 thé dugc két hop véi tde do
lam dong lanh chim th nhét 1 tir —0,5°C dén -1°C. Thoi gian can bang trén 60 phut
it duoc vu tién hon va thuong dan dén kha ning sdng sét giam sau khi 1am dong lanh.

Thoi gian can bang c6 thé dugc rat ngan dén dudi 15 phit hodc thdm chi dugc
b qua hoan toan dic biét néu tc do lam dong lanh 1a nhé hon -0,5°C/phut. Miac du
¢6 thé thiy duoc rang cac con ha ¢6 kha nang dung nap cao d6i voi cac chat bao quan
cryo, thuén 1gi cda thoi gian can bang rut ngin 13 sy tiép xtic cia cac sinh vat giam di
va quy trinh 1am dong lanh hiéu qua hon vé& mit thoi gian. Theo sang ché, c6 thé thdy
rang 4u trung nauplius cua ha khong bi anh huong tiéu cuc béi thoi gian cén bing
duoc rat ngén hodc dugc bo qua khi st dung tdc do lam dong lanh cham thu nhét
theo sang ché. Ngac nhién 13, cac sinh vat dudng nhu khong phu thudc vao viée dat
dén su can bang trude khi bat dau lam dong lanh.

Vi du, khi stt dung tdc d6 1am dong lanh nhoé hon khoang -0,5°C/phut, sy can
bing trong sudt quy trinh lam déng lanh chim néu trén 1a du truée khi dat dwoc su
két tinh. Uu diém cta viéc khong can budc cin bang 1a quy trinh dugc don gian hoa

gom it budc riéng r& can phai thyc hién hon.
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Theo phuong 4n dugc uu tién, tbe do 1am dong lanh cham thir hai 1a ndm trong
khoang tir -0,015 dén -0,1°C/phiit va t6t hon 1a nim trong khoang tir -0,04 dén
-0,08°C/phat. Bac biét duoc uu tién la tbc d6 lam dong lanh cham tht hai 1a
-0,05°C/phut va dugc wu tién nhét 1a -0,04°C/phut. Quy trinh nay ¢6 vu diém & chd
viéc 1am dong lanh 12 dic biét nhe nhang va dat dugc sy phan bd nhiét do rat dong
déu, didu nay c6 thé dat duoc dbi vai thé tich hodc khdi lwgng 16n hon dwoc xir ly
trong mot don vi nhu nhau.

Tét hon 1a téc do lam dong lanh cham thi hai kéo dai cho dén khi tiép cén it
nhat 12 -30°C, t&t hon 13 dén it nhat la -35°C, tt hon nita 1a dén it nhét 14 -36°C, 6t
nhét 1a tir -38°C dén -46°C.

T6t hon 14, cac sinh vat dugc riat nude ¢6 ham lugng khoi luong kho tir 6 dén
14% sau khi rat nude, tot hon nita 1a tir 8 dén 12% va tét nhét 13 khoang 10%.

Tét hon 14, dung dich chit bao quan cryo chira 2,0 dén 4,5% NaCl, t6t hon nita
14 3,0 dén 3,8% NaCl, t6t nhit 12 3,2 dén 3,8% NaCl.

Pugc wu tién hon nira 13 nong do cia chét bao quan cryo duoc bb sung vao
sinh vat 1a nam trong khoang tir 6 dén 8M, dugc vu tién hon nita 1a ndm trong khoang
tir 6,5M dén 7,5M. Dic biét wu tién 13 ndng do cua chét bao quan cryo it nhat 1a 6M,
t6t hon nira 12 it nhat 7M, tdt nhét 1a 7,2M. Tét hon 13, chét bdo quan cryo 12 hdn hop
cua etylen glycol va propylen glycol, tdt hon 1a dudi dang hdon hop ctia khoang 50%
mdi chét, t&t hon nita 1a hdn hop clia 75% etylen glycol va 25% propylen glycol.

Buéc can bang t6i wu tot hon 1a dugc thuc hién & nhiét dd ndm trong khoéng
tir 0 dén 10°C, tét hon nita 1a & nhiét do tir 3 dén 8°C, tot nhét 1a & nhiét do khoang
5°C. Nhiét do thip hon khoang 5°C ¢6 thé dan dén kha nang sdng st giam.

Phuong phép theo sdng ché dac biét duge phét trién va thich hop cho cac lugng
va thé tich sinh vat 16n hon. Tét hon 13, luong vat liéu duge bao quan cryo trong mot
don vi it nhat 12 tir 5 g dén 10 g, t5t hon 1a it nhat 10 dén 50 g, t5t hon nita 1a it nhat
50 dén 100 g, tot nhét 14 tir 200 g dén 2000 g.

Hbn hop cua chat bio quan cryo va céc sinh vat c6 thé duoc cho vao trong dd
chira thich hop cho viéc bao quan cryo trude bude can bang hoic truc tiép sau budc
can bang. Hon hop niy trong dd chira c6 thé c6 do day tdi da trong quy trinh 1am
dong lanh 12 khong 16n hon 100 mm, 5t hon nita 1a khong 16n hon 50 mm va tot nhét

12 10 mm hodc nhé hon.
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Tét hon 1a, tc do 1am dong lanh cham thir nhit duge két thic khi tiép can
duoc nhiét d6 ddng nhét trong vat liéu 1a khoang tir -10 dén -13°C, t6t hon 1a khoang
tir -12 dén -13°C.

Thoi gian 1am dong lanh dai va tdc d6 1am dong lanh cham 1a céc yéu t6 quan
trong d6i voi chat lwong cia san phim cubi cling khi béo quén theo sang ché. Piéu
nay 1 dic biét lién quan khi bao quan céc lugng hoc thé tich 16n. Tét hon 13, toan
bd quy trinh 1am dong lanh kéo dai it nhét 5 gi, t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir
6 dén 10 gio, tham chi tot hon nita 1a nAm trong khoang tir 10 dén 12 gid va tot nhat
1 trén 12 gio. Nho d6 dat duoc kha nang sbng sot cao.

Theo phuong 4n dugc wu tién khéc, cc sinh vat dugc bdo quan cryo trong cac
thé tich tir 5 dén 50 ml, tdt hon 1a trong thé tich tir 10 dén 25 ml, trong cac khudn c6
kich ¢& thich hop. Tét hon 14 cac khuén nay duge lam bang silicon. Cac dia hodc céac
tui 16n hon v6i cac sinh vat duge bdo quan cryo co thé bi nghién thanh céc hat nhé
hon trong nito 16ng, do d6 céac hat thu dugc t6t hon 12 duge du trit ma khong dong
gbi trong nito 16ng. Uu diém cua viéc san xuét cac hat hodc cdc vién nho hon 13, vi
dy, trong viéc sir dung sau nay lam cdc sinh vat dé cho an diu tién. Pidu nay s€ tao
diéu kién thuan loi cho su tai sinh céac sinh vét nay va cho su dinh lugng trong qua
trinh cho an dudi dang thirc an song.

Khia canh thir hai ctia sang ché d& cap dén phuong phap tai sinh céc sinh vat
dugc bao quan cryo theo doan bét ky trong sb cac doan néu trén, 4p dung phuong
phap bat ky trong s6 cac phwong phéap dugc chon tir
- lam ra dong chung trong bé nudc Am & nhiét d6 nam trong khoang tr 30 dén 40°C;
- nghién vat liéu dong lanh va rira n6 trong nudc bién lanh chay & nhiét d6 10°C hodc
nhé hon, va sau d6 1am tai sinh chiing & nhiét do <5°C trong thoi gian Ién t6i 36 gio;
hodc
- nghién vat liéu déng lanh va G no trong nudc bién véi su suc khi & 10°C hodc nhd
hon, va sau d6 1am tai sinh chting & nhiét do <5°C trong thoi gian t6i 36 gio. Cac sinh
vat da rd dong c6 thé tiy ¥ duge lam thich nghi sau khi rd déng v6i nhiét d6 nude
trong moi truong nudi cd ma ching s&€ duoc dua vao do.

Khia canh thir ba ctia sang ché dé cap dén san phém hodc thic dn dugc bao

quan cryo dic trung trong d6 no6 thu duoc bing phuong phap bat ky trong s6 cac
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phuong phap dugc boc 10 trong cac doan dé cap dén phurong phap béo quan cryo trén
day.

Khia canh khac nita ciia sang ché dé cap dén san phém hoac thirc an dugc bao
quéan cryo chita con ha & cac giai doan sém ctia cudc doi dic trung trong d6 con ha
dugc bao quan cryo str dung etylen glycol hodc etylen glycol dugc tron v6i propylen
glycol hoac glyxerol lam chét bao quan cryo, t6t hon 12 dugc bd sung vao sinh vt
v6indng do 6 dén 8 M.

Cubi cung la, sang ché dé cap dén viéc st dung con ha & céc giai doan s6m
cua cudce doi ma dugc bao quan cryo va dugce tai sinh lam thirc an séng cho 4u trung
c4 bién va cac dong vat khong xuong sbng.

Cac phuong an uu tién cling duoc xdc dinh trong cac diém yéu cau bao ho phu
thudc.

CAn hiéu ro ring cac ddu hiéu clia sdng ché dugc md ta trong phan trén c6 thé

dugc két hop trong két hop bat ky ma khong tréch khoi pham vi ctia séng ché.

M ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén cac phuong thirc cryo dé bao quan va tai sinh cac loai ha
& céac giai doan sdm khéac nhau cta cudce doi (trimg, 4u trung nauplius, va con non).
Mot muc dich chinh cua séng ché dé cap dén quy trinh san xuét san pham duoc bao
quan, cO thé du trit chira cac sinh vat lam thac an séng ndy ma c6 thé thay thé hoac
bb sung cho céc ché do thuc an séng hién nay trong san xuét nudi trong hai san.

Phuong phap bao quan cryo theo sang ché bao gdm viéc bao quén cryo bing
cac k¥ thuat lam dong lanh rét cham véi mot sb bude sir dung néng do cao cla cac
chét bao quan cryo (cac chét bao vé cryo) duogc xac dinh dudi day. Phuong phép theo
sang ché da dugc phat trién cho cac mé 16n (thuong thich hop d6i voi vai trim gam
trén mdi don vi dugc lam dong lanh trong mot don vi), diéu nay tung la khong thé
ddi véi phuwong phép bao quan cryo hitu hiéu trude day. Uu diém 16n cia sang ché 1a
& chd phuong phap nay 1a thich hop dbi vé6i viée bao quan cryo quy md 16n/quy mo
cdng nghiép céc con ha & cac giai doan sém ctia cudc doi va cu thé 1a ddi voi vide
san xut quy md 16n tu dong dé thu duoc san phadm ha méi thich hop lam thirc an dau
tién. Phuong phéap nay con thich hop dé san xuét vat liéu dang hat hodc vién thich

hop cho, vi du, viéc cho an dau tién cho ca (1am cac sinh vat 1am thirc an song).
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Tdc dd lam dong lanh dbi v6i mdi bude trong phuong thire duge boe 10 co thé
thay dbi tury thudc vao luong va/hodc kich thudc cua vt liéu (cu thé 1a chiéu rong
ctia chting) trong mdi don vi duge 1am dong lanh. Tuy nhién, didu kién nhat dinh s&
duogc dap tng dé dat duoc két qua tdi wu (tlrc 1a cac sinh vat co thé ton tai, khong bi
thiét hai sau budc tai sinh sau nay). Tuy thudc vao budc nay, da phat hién ra ring su
phan bd vé& co ban 1a ddng nhét ctia nhiét do trong toan bd vét liéu trong quy trinh
Jam déng lanh 1a diém mAu chdt dé dat duoc két qua tét. Diém méu chot dic biét 1a
tir khoang -10 dén -13°C tré di trong quy trinh 1am dong lanh, trong d6 cac sinh vat,
khi duoc tron voi chét bao quéan cryo, thuong bat dau két tinh va cu thé 1a trong
khoang tir -20 dén -25°C khi chét bao quan cryo, vi du etylen glycol bao quanh céac
sinh vat, thuong bit ddu két tinh hodc két tinh. Khoang nhiét do chinh xdc ddi voi
nhiét do két tinh c6 thé tréch khoi khoang nhiét do tir -20 dén -25°C tiy thude vao
viéc lya chon (c4c) chit bao quan cryo va lugng mudi trong dung dich. Diém méu
chét dac biét dugc xéc dinh dé phwong phép theo sang ché thanh cong 1a viéc tranh
hodc han ché su tang nhiét do trong vat liéu do su giai phong nhiét trong khoang nhiét
d6 ma céc sinh vt két tinh, tirc 12 khoang tir -10°C dén -15°C, cu thé 1a tir —12°C dén
-13°C . Phuong thirc cryo theo sang ché bao gdm céc d4u hiéu va cac budc sau:

Dbi v6i bude thir nhét, cac sinh vat duoc bao quan s& duge rit nude bién. Viée
rat nude co thé dat duge bé“mg céach, vi du, sir dung céc ludi hodc cac bd loc voi co 16
hoiic ¢& 18 x&p thich hop dé giit lai con vat. Thuong 13, ham luong chét kho cta ha
nhu Semibalanus balanoides hoicBalanus crenatus, 1a khoang 10% sau khi rat nuée.
Maic du vay ham luong nay c6 thé thay ddi tiry thudc vao sinh vat va céac dic tinh gitt
nuée cia nb. Do d6, ham luong khdi lugng kho co thé thay doi tir 6 dén 14% ma
khong anh huéng dang ké dén chat luong cua san pham cubi cung.

Sau d6, cac sinh vat duogc rut nude duge tron voi dung dich géc ctia chit bao
quan cryo. Tét hon 13, etylen glycol (dung dich gbc etylen glycol 7,2M trong dung
dich mudi chtra tir 3 dén 4% NaCl, t6t hon 1a khoang 3,5% NaCl) dugc sir dung lam
chét bao quan cryo, tot hon 1a vdi ty 18 thé tich chat bao quan cryo/cac sinh vt 1 tir
1:4 dén 1:1. P6 man cua dung dich géc 6 thé thay dbi. Vi cac ly do thuc tién, nudc
bién thudong duge sir dung trong dung dich gbc, trong d6 mudi (NaCl) duoc bd sung
dé dat @6 man ting. Quan trong la s dung ndng do cao cia chéit bao quan cryo dé

dat dugc két qua t61 vru trong quy trinh bao quan cryo. Néi chung, ndng do cia chét
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bao quan cryo dugc bd sung nén nim trong khoang tir 5 dén 10 M chét bao quan cryo,
t6t hon 14 ndm trong khoang tir 6 dén 8 M. Do d6, t6t hon 12 ndng do cia chit bao
quén cryo it nhét 12 6 M chét bao quan cryo, t6t hon nita 12 it nhat 7 M, va t6t nhat 1a
khoang 7,2 M.

Viéce bd sung mudi trong dung dich chét bao quan cryo dugc thé hién 1a lam
cai thién kha nang tai sinh cua 4u trung nauplius so v6i viéc khong bd sung mudi.
Dic biét 1a hoat dong boi dugc cai thién. Do do, néng do mubi cudi cung cua NaCl
t5t hon 1a nim trong khoang tir 2,0 dén 4,5%, t6t hon nita 1a nam trong khoang tir 3,0
dén 3.8%, t6t nhét 1a ndm trong khoang tir 3,2 dén 3,8%.

Theo phuwong an dugc uvu tién khac, etylen glycol duge thay thé bang hdn hop
cua etylen glycol va propylen glycol lam chét bao quan cryo. Cac két qua tot nhét dat
duoc khi sit dung hdn hop clia 75% etylen glycol va 25% propylen glycol. Viéc thay
thé 50% etylen glycol 1a kha di nhung it t6i wu hon xét vé kha nang séng sot sau khi
tai sinh. Viéc thay thé 75% etylen glycol vin din dén mot s6 sdng sét. Twong tu, viéc
thay thé 25% etylen glycol bing glyxerol ciing cho két qua sdng s6t kha t6t, nhung
khong tot nhur khi st dung 25% propylen glycol v6i 75% etylen glycol hoac chi su
dung mot minh etylen glycol lam chét bao quan cryo. Uu diém cua viéc thay thé
etylen glycol bang propylen glycol hodc glyxerol 1a ddc tinh thip hon ciia propylen
glycol va glyxerol néi chung da dugc ghi nhén. Didu nay 1a ¢6 loi néu sinh vat dugc
bao quén cryo s& dugc st dung lam thirc an cho 4u trung cé bién vi c4c 4u trung c4
bién nay da duoc biét 1a rt nhay véi hoa chét bao gdm etylen glycol. Theo phuong
an khac, dimetyl sulfoxit (DMSO) duoc sir dung lam chét bao quan cryo. DMSO la
it duoc uu tién trong truong hop ing dung sau nay lam thirc an song do doc tinh cla
n6 néi chung da duoc biét 1a cao hon.

Hon hop cia chét bao quan cryo va cac sinh vét co thé thu dugc truc tiép trong
cac d6 chira thich hgp nhu céc tai, cac gbi va cac tii nhé hodc duge chuyén vao céc
loai d6 chtra nay sau khi tron. Céc loai vét liéu khac nhau co6 thé dugc stir dung dé
dong g6i mién 1a ching 1a thich hop dé chiu duoc quy trinh lam dong lanh, dy tri va
rd dong sau d6. Thuong 1a, cac dd chira, cac thi, cac khuodn, hodc céc thi nho lam tur
chat déo chiu lanh c6 thé dugc sir dung. Vat liéu thich hop khac 12 silicon. Vi dy vé
thi nhé ma duge st dung nham muc dich nay c6 kich thude dudi day: 500 mm x190

mm X 10mm. Tai nho nay 1a thich hop dé chira khoang khoang 600 g hon hop. Tuy
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thudc vao ty 1& duogc chon gilta cac chét bao quan cryo va céc sinh vat, tii nho voi
kich thu6e nay c6 thé thuong chira tir 300 dén 450 g con ha dugc bao quan. Luong
(céc sinh vat va chéit bao quan cryo duogc tron) trong mdi don vi dé duogc 1am dong
lanh theo sang ché thuong nam trong khoang tr 50 g dén 1000 g. Trong mot sb (mg
dung, cac lugng nhé hon trén mét don vi duge bao quan riéng 1€ co thé dugc duge
wu tién nhu 5, 10, 20 hodc 25 g. Tuy nhién, nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh
vue ndy sé hiéu rang sang ché khong chi gi6i han ¢ cac lwong va cac kich thude cu
thé nay. Cac kich thuéc va cac luong khéc cua vat liéu cho cic tui nho 1a kha di mién
1 su 1am déng lanh duoc kiém soat va sw phan bd nhiét do du déng déu c6 thé dat
duoc trong mdi don vi trong quy trinh lam dong lanh duéi day. Diéu nay la dac biét
phu thudc vao do day cua tui/goi, trong d6 do day nay t6t hon 1a khong vuot qua 50
mm, tot hon nita 12 10 mm, va tdt nhit 12 5 mm.

Ngac nhién 1a, bang cach cuia sang ché, da thiy rang thoi gian can bing trudc
khi bét dau quy trinh lam dong lanh theo phuong thirc cua sing ché khong phai 1a ddu
hiéu cbt yéu dé quy trinh thanh cong. Do do, c6 thé thdy rang buéc can bang da dinh
6 thé duoc bd qua hoan toan ma khong anh huong dén ty 1¢ tai sinh cla céc sinh vat
khi dugc bao quan cryo theo sang ché néu tdc do lam dong lanh thir nhét 1a cham
true khi két tinh.

T4t hon 14, chét bao quan cryo nén duoc bd sung vao sinh vat ¢ nhiét do tir 5
dén 10°C. Nhiét d6 thap hon 1a it duoc wu tién. Nhiét d khoang 0°C din dén kha
ning séng sot giam.

Tuy y, phuong phap bao quan cryo theo sang ché co thé dwogc két hop véi thoi
gian cn bang. Néu duge thuc hién, thoi gian can bang co thé thuong kéo dai tir 15
dén 60 phut. Thoi gian 1au hon 60 phut, vi du 120 phit, c6 thé tic dong tiéu cuc dén
kha nang sdng sot. Tt hon 13, nhiét do trong qua trinh cin bang 1a ndm trong khoang
tir 5°C dén 10°C, va t6t nhat 1a khoang 5°C trong suét pha nay dé hap thu mot cach
hiéu qua chit bao quan cryo. Nhiét do dudi 20°C va dac biét 1a 5°C duge cho 1a co
loi trong quy trinh do hoat tinh chuyén héa ctia cic sinh vat thuong thap hon trong
pha nay ma c6 thé c¢6 tac dung bao vé. Theo phuwong 4n dugc uu ti€n cua sing ché,
thoi gian can bang 1a tr 15 dén 30 phut & 5°C duoc st dung. Tuy nhién, cac thir
nghiém dugc thyc hién theo sang ché da chi ra ring tham chi thoi gian can bang 1a

24 gid véi (dung dich gbc) etylen glycol 7,2 M lanh bang lam chét bao quan cryo
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cling khong gay hai dang ké dén Au trung nauplius ctia ha Semibalanus balanoides
trong thir nghiém ddc tinh. Diéu nay chi ra kha nang dung nap rat cao d6i voi cac chat
bao quan cryo ¢ ndng do cao va trong khoang thoi gian dai. Sang ché 1oi dung uu
diém cua kha ning dung nap cao mot cach bét ngd nay ddi voi ndng do cao clia chét
bao quan cryo tham chi khi duoc tiép xuc trong thoi gian rat dai nhu trong subt qua
tﬂnhlénldénglanhtheoséngché.TTongsuétquytﬂnhlénldénglanhrétchanntheo
sang ché, cac sinh vat dugc tiép xuc voi ndng do cao nay cla chét bao quan cryo trong
thoi gian dai khi lam dong lanh cdc mé 16n hon dé néu so véi phuong phap da biét tur
linh vuc nay sir dung 6ng hut. Do d6 quy trinh 1am dong lanh theo séng ché kéo dai
trong vai gio, tot hon 13 it nht 12 gid, tir nhiét do can bang (vi du, 5°C), lan luot 1a
nhiét do khi chit bao quéan cryo dugc bd sung, dén nhiét d6 khi hdn hop duge chuyén
vao nito 16ng (thuong 1a & nhiét do khoang tir -39 dén -43°C, tuy vy 1a tir -30°C hodc
-35°C). P4 phat hién 1a t6i vu néu quy trinh lam dong lanh kéo dai it nhat 5 gidr va tét
hon nita 12 it nhat 8 gio, tot nhit 14 tir 12 dén 16 gio. Quy trinh lam dong lanh thdm
chi c6 thé kéo dai 24 gid hodc 1au hon thé. Thoi gian 1am déng lanh réat dai nay duoc
hiéu trong vin canh sang ché 1 can thiét dé dat dugc ty 1€ tai sinh cao cua céc sinh
vt khi duoc 1am dong lanh trong cac don vi mé 16n nhu vay. Do do, thoi gian tiép
xuc trong quy trinh lam dong lanh 1a dai hon nhiéu so véi céc k¥ thuat da biét thong
thuong dugce ap dung & cac thé tich nhé nhu cac dng hut hodc khi st dung k¥ thuat
lam déng lanh nhanh dya trén sy thiy tinh hoa.

Sau budc lam can béng, 1an luot sau khi chét bao quan cryo da dugc bd sung,
déchﬁachﬁahﬁnlmﬁ)duocchuyélvéornéylénldénglmﬂLthudnglarnéylénldéng
lanh téc do duge kiém soat ma cho phép kiém soat tbc do 1am dong lanh. Db chira (vi
du, thi, khudn, hodc tui nhé) dugc cung cap bang phuong tién thich hop dé giam sat
nhiét 46 bén trong véat liéu. Cac phuong ti€n dé kiém soat nhiét do nay da duoc nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vire nay biét rd va do d6 khong can phai giai thich
chi tiét hon. Sau d6 hdn hop duge xit 1y bing hai quy trinh lam déng lanh cham ké
tiép. Trong sudt toan bd quy trinh 1am dong lanh, diéu cbt yéu 1a tbc do lam dong
lanh duoc dp dung phai din dén su phan bd nhiét d dong nhét trong vét lidu. Do do,
su gdy hai cho sinh vét dugc ngan chén hodc dugc giam di. Tbc d6 1am dong lanh tot
honlékh@ngnénvuqtqué-l%)bhﬁtﬁongsuétquétﬂnhtécd@lénldénglmﬂnchan
thir nhat. T6t hon nira 13, téc d6 1am dong lanh nén 14 -0,5°C/phut hodc nhé hon.
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Vi du 13, dbi voi tai nhé phang (46 day khoéang 10 mm chira khoang 600 g hdn
hop va dugc dat trong may lam dong lanh tbc do duge kiém soat) thuong 1a toc do
lam dong lanh trong vét liéu la tir -0,05 dén -0,5°C/phut duoc ap dung cho khoang
nhiét do tir khoang +5°C dén khoang -12°C.

Thoéng thuong, su 1am lanh khong dung muc duge quan sit trong quy trinh
Jam déng lanh, va khi nhiét do xubng dudi, vi du, -15°C, nhiét d6 sé tang dén khoang
-13°C khi cac sinh vat két tinh. An nhiét nong chay (giai phong ning lugng) gy ra
su ting nhiét do nay. Sy 1am lanh khong dung murc la thay dbi, va thuong chi théy su
tang nhiét do 0,5°C hodc khong tang nhiét d9, trong khi d6 cac mau khéc ¢6 thé co
su ting nhiét do t6i 3°C. Sy tang nhiét do, vi dy, khoang 3°C do su két tinh cta chét
bao quan cryo duong nhu khong tc dong ti€u cuc dén céc sinh vit c6 trong hdn hop.

Néu etylen glycol dugc stt dung lam chét bao quan cryo (ttc 13, 7,2 M trong
dung dich 3% NaCl truéc can bang) trong hdn hgp thi thuong nd s& bét dau két tinh
& khoang -20 dén -25°C. Nhiét do két tinh chinh xac clia cdc sinh vat va chét bao
quan cryo ciing s& phu thudc vao ham luong nudc bién con lai trong vat liéu da rat
nuée trude khi can bang ciing nhu ham lwong mubi trong dung dich chét bao quan
cryo. Vi du, ham luong nuée thép hon do d6 din dén nhiét do két tinh cao hon ciia
cac sinh vat trong hdn hop chét bao quan cryo, vi du, & khoang -16°C d6i v6i 12%
khéi lwong kho cua vat liéu da rat nude va ¢ khoang -12°C dbi véi 9% khdi luong
kho cta vat lidu. Tuy thudc vao k¥ thuit 1am dong lanh duoc su dung, toc do lam
déng lanh cao hon ¢o thé duoc 4p dung trong pha nay nhu khi sit dung mdy lam dong
lanh v6i khi tuan hoan hodc mdy lam dong lanh str dung chét 16ng ma cho phép su
phan b va truyén nhiét hiéu qua hon so v6i may lam déng lanh nap khi va céc dang
tuong tu.

Tuy nhién, diéu rat quan trong 1a dat dugc sy phan bd nhiét do déng nhét trén
toan bo vat liéu khi tién tir -12°C dén khoang -25°C.

Diéu rat quan trong 1a sy giam nhiét do 1a rat thip trong budc lam dong lanh
cham tht hai tir -20°C dén khoang -40 dén -42°C, khi hdn hop duge dua vao nito
long. Piéu nay la quan trong dé thu dugc hiéu suét tai sinh ti wu cua sinh vat duoc
lam déng lanh khi dugc bao quan dudi dang céac lugng 16n da néu. Cu thé 13, su gia
tdng nhiét do tiém 4n gay ra béi sur két tinh ctiia hdn hop chét bao quan cryo/sinh vat

phai dugc tranh hodc dugc han ché vi da phat hién ra rang diéu nay c6 thé tac dong
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mot cach trAm trong dén hiéu suét tai sinh sau nay. Tbc do lam dong lanh tai d6 nén
t4i da 1a -0,3°C/phut, tét hon Ia khéng 16n hon -0,1°C/phtt va tot hon nita 1a khong
16n hon -0,05°C/phit. K&t qua (kha ning séng sot) dic biét tot dat dugce khi toe do
lam déng lanh cham thir hai 1a -0,04°C.

Cach khac, dbi voi toc do lam dong lanh rat chdm nay & buée lam dong lanh
thir hai, nhiét do c6 thé duoc gt khéng dbi xung quanh khoang -12°C dén -13°C va
-22°C dén -23°C trong thoi gian dai hon, dién hinh 13 trong thdi gian 0,5 dén 3 gid
tuy thudc vao do day cia san phém dugc dong goi, cho dén khi dat dugc su phan bd
nhiét d6 ddng nhit true khi bit diu qua trinh két tinh. Sau thoi gian giit 0,5 dén 3
gi0 & nhiét do -22 dén -23°C, tbc d6 1am dong lanh nén khong vugt qua -0,15°C/phut,
va t6t hon 14 khong 16n hon -0,08°C/phut. Bing cach st dung thoi gian giit, cu thé 1a
tdc d6 1am dong lanh cham tht hai ¢6 thé duge chon & mitc d nhét dinh 1a cao hon
so v6i khi thoi gian giit khong dugc ap dung.

Diéu quan trong 12 nhiét sinh ra trong budc két tinh phai dwgc giai phong trudce
khi nhiét d6 dugc giam thém. Cu thé 13, khi str dung may lam dong lanh trén co s
khong khi, diéu quan trong 14 nhiét d9, ttrc 1a nhiét do ctia khong khi bao quanh trong
may 1am déong lanh, duoc gitt khong dbi va én dinh nhét c6 thé trong sudt qua trinh
giai phong nhiét da néu (cu thé 1a giira khoang nhiét do tir -10 dén -13°C va tir -20
dén -25 °C) nho d6 tranh duge mot cach hiéu qua hodc tdi thiéu hoéa su tang nhiét do
trong san pham. Néu khong thuc hién duge nhu trén, su két tinh d4 gy hai c6 thé xay
ra vGi tac dong tiéu cuc toi ty 1€ tai sinh cua sinh vat.

Khi dat dén khoang -39 dén -43°C, vat liéu duoc lam déng lanh, dién hinh 1a
dusi dang dia, duge dwa vao nito 1ong dé lam dong lanh tiép (budc 1lam dong lanh
nhanh thir nhét) va du trit & nhiét do cryo. Viéc du trit cac dia co thé duoc thuc hién
theo cac cach khac nhau nhu trong nito 1éng hodc may lam dong lanh thich hop dé
du trt cryo.

Tham chi cac dia c6 thé dugc nghién thanh cac hat ma khong dong gbi bén
ngoai bét ky trude khi dugc dua vao dd chira du trit.

Thoi gian duoc st dung trong quy trinh lam dong lanh d6i v6i cac luong 16n
hon thuong it nhat 14 tir 5 dén 10 gio, tot hon nita 14 nam trong khoang tir 10 dén 12
gid, tot nhat 1a trén 12 gio thy thudce vao do chia (vi du, d day cia tii nho) va may

lam déng lanh dugc st dung.
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Dé dat dugc két qua tt, toan b quy trinh béo quan cryo (bét du tir budce lam
can bing trong 30 phut) theo sédng ché d6i véi cac luong 1én hon duge néu nay nén
khong dugc thuc hién nhanh hon trong khoang 6 dén 8 gio. Thoi gian 1am dong lanh
du6i 5 gidr din dén kha nang séng s6t nhét dinh, nhung dugc phét hién la khong toi
wu d8i v6i cac mé 16n hon, trong d6 thoi gian 1am dong lanh dai hon thuong dan dén
kha ning sdng s6t t6t hon thoi gian ngan. Pién hinh 13, quy trinh dién ra trong thoi
gian tir 12 dén 24 gio thy thude vao thé tich dugc sir dung trong quy trinh lam dong
lanh. Thay vi stt dung may lam dong lanh trong d6 khong khi dugc lam lanh bén trong
mdy lam dong lanh, may lam dong lanh sir dung chét 16ng c6 thé dugce sir dung. Trong
truong hop sau, thoi gian lam dong lanh ¢6 thé dugc gidm xubng nho su kiém soat
hiéu qua hon dbi véi quy trinh 1am dong lanh va su giai phong nhiét.

Bing phuong phap theo sdng ché, trimg, 4u tring nauplius, va 4u tring cyprid
cua cdn ha c6 thé dugc bao quan cryo & quy md 16n, vi du, dudi cac luong khoéang 5
g dén trén mot kg. Quy trinh thong thuong trong linh vue bdo quén cryo la dé bao
quén cryo céc sinh vt & quy moé mililit hodc microlit, nhu trong cac 1o nho va trong
cac dng hut (thuong 1a tir 0,5 dén 1,5ml). Dé dat duoc su bao quan cryo quy mo 16n
nhu vay, cac chét c6 tinh chit bao quan cryo (chét bao quan cryo) dugc sir dung véi
néng dd cao hon nf")ng do dugc tién liéu l1a dung nap duoc ddi véi cac sinh vat dich
nhu vay trong thoi gian dai hon nhu trong quy trinh lam dong lanh 2 budce rit cham
ban dau dugc ap dung theo sdng ché. Pién hinh 13, v6i quy trinh lam dong lanh chdm
theo thoi gian dai nhu vay, ndng do cudi cling cao cia chét bao quan cryo 16n hon
khoang 3,2 M duoc cho la s& din dén tac dong doc hai trong sudt qud trinh tiép xuc
thoi gian dai dan dén ty 18 tir vong 16n cla sinh vat can dugc bao quan cryo.

Do d6, uu diém chinh ctia phuong phép nay la kha nang bao quan cryo thé tich
16m trong cung mot don vi. Cac k¥ thuat da biét trude day khong thuc hién duge vi
ching khong thich hop i v6i cac thé tich 16n hon nay do din dén hiéu sut tai sinh
thap hodc khong téi sinh. Trong truong hop cua sang ché, su tai sinh thanh cong dat
duoc néu cac sinh vat thé hién sy van dong boi binh thuong khi dugc tai sinh.

Su bao quan cryo theo sang ché duoc phat trién va dugc chép thuan dbi véi
cac con ha & céac giai doan sém cua cudc doi séng & ving duyén hai. Dién hinh 13,
céc sinh vat nay da phat trién cac protein ndi sinh bao vé chéng dong lanh dé chéng

chiu moi truong lanh.
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Khi cac luong (sb lugng con vat) 16n hon duge bao quan trong mot mé can
duoc bao quan cryo cung nhau, nhu duogc thuc hién theo sang ché, co thé théy réng
quy trinh lam dong lanh rat cham 1a kha quan trong dé dat duoc su phan bd nhiét d6
ddng nhét trén khip toan bd vat liéu. Bing phuong thitc bao quan cryo theo sang ché
ma dua trén sy [am dong lanh rAt cham, thoi gian 1am dong lanh dai, két hop v&i ndng
do cao ctia chit bao quan cryo nhu etylen glycol ciing nhur ndng d6 min da dinh, c6
thé dat dugc kha ning séng s6t cao va c6 thé tai sinh cta cac sinh vat duoc bao quan
tham chi khi dugc bao quan dudi cac luong lam dong lanh 16n nay.

Bing cach st dung phuong thitc duge bdc 19 trong sang ché, trimg, 4u trung va
con non cla cac loai ha co thé dugc bao quan cryo. Vi du vé cac loai nay 1a loai
Semibalanus balanoides va Balanus crenatus. Au tring nauplius cta cac loai trén 13
16n hon 4u trung nauplius ctia ha duge bao quan cryo da biét trong linh vuc ndy nhu
cac loai ha Balanus amphithrite va Balananus improvises. Céc sinh vét 16n hon
thuong 1a kho khan hon trong viéc bdo quan bang cac phuong phap bao quan cryo,
cu thé 12 cac phuong phap ma trong do su can bang thdm thau phai dat dugc. Balanus
crenatus (chiéu dai 240 pm, chiéu rong 100 pm) c6 4u tring nauplius nhé hon déng
ké s0 v6i Semibalanus balanoides (chiéu dai 320 pm, chiéu rong 150 pm).

Céac chat bao quan cryo thong thuong nhat, cu thé 1a cac chat xuyén thdm té
bao, dugc st dung véi thé tich rat 16n. Dién hinh 13, ty 1& thé tich gilra chét bao quan
cryo va vat liéu sinh hoc nén Ia 1:1. Theo sang ché, da phat hién ra rang thé tich thap
hon nhiéu ctia chit bao quan cryo c6 thé dugc sir dung ma khong anh hudng dén hiéu
suét tai sinh. Do d6, c6 thé sir dung thé tich 20 dén 25% chat bao quan cryo trén 70
dén 75% vat liéu con ha khi st dung phuong phéap theo sdng ché. Didu nay rd rang la
wru didm vi viée st dung céac hoa chat nay, thuong 1a kha doc, dugc giam di va tong
thé tich dugc xr Iy va du trit cling duge giam. Hon nita, con gidm lugng chét thai héa
hoc khi tai sinh con ha.

Khia canh méi khéac cia sang ché 13 & chd thoi gian thuong du dé dat dugce su
can bang tham thAu v6i chét bao quan cryo dugc bd sung trude khi lam dong lanh dé
tranh su két tinh noi bao dudng nhu 1a yéu t6 it quan trong dbi v6i con ha so voi cac

sinh vat khéc.
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Ngoai etylen glycol, cac chét bao quan cryo da biét khac c6 thé dugc sir dung
v6i phuong phap theo sang ché nhu DMSO, ciing nhu hdn hop cta etylen glycol va
propylen glycol hodc glyxerol.

Trong van canh cua sang ché, cac giai doan sém cua cudc doi cia con ha co
nghia bao gdm trimg, 4u trung (vi du c4c giai doan 4u trung nauplius), va, cac con
non cua cac sinh vat nay. Cu thé 1a, gém ca cac giai doan séng tu do phu du cua céc
sinh vat bién nay nhu céc giai doan meroplankton.

Su phan bé ddng nhét ctia nhiét do duoc hidu la nhiét d khong thay d6i hodc
chi thay dbi & murc do rat thap trong hdn hop (sén pham).

Sy tiép can nhiét o dugc hidu 1a dat dugc nhiét do dong nhét da dinh + 2°C
trong vat liéu trong qua trinh bao quan cryo.

Nhiét d két tinh cta cac sinh vat trong hdn hop c6 thé duge x4c dinh bang
cach do su gia ting nhiét do (su giai phong ndng lugng) trong hdn hop ma dién ra
trong sudt qua trinh két tinh cta chung. Su gia ting ndy thuong dién ra & nhiét do
thap hon, tirc 1a sau d6 trong quy trinh 1am dong lanh, so véi su gidi phéng nang
lwong do sy két tinh chét bao quéan cryo theo séng ché. B6i v6i céac sinh vat trong hon
hop, n6 thuong & khoang -13°C, trong khi d6 chét bao quan cryo, vi du, etylen glycol
két tinh & khoang -20 dén -22°C.

Su bao quan quy mo 16n dugc hiéu 13 phuong phap thich hop dé bao quan cryo
cac luong trong cing mot don vi hodc cing mot mé, ma 16n hon mét cach dang ké so
voi cac lugng thuong dugc bao quan cryo bang céac k§ thuat da biét nhu trong céc
Sng hut nhé va du6i quy mé microlit hogc mililit. C4c lwgng nay dién hinh 1a 5 gam
hodc 16n hon (vai trim gam hodc thdm chi trén 1 kg), ma duoc bao quan dong thoi
cung lac trong cung mot don vi (dd chira). Tuy nhién, diéu nay khong loai trir viéc
phuong phép co thé duoc st dung ddi véi cac thé tich hodc cac lwong nho hon néu
mubn. Do d6, ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring phuong
phép nay khong chi gi6i han 6 viéc st dung duy nhét cho viéc bao quan cryo quy md

16m, ma c6 thé con duoc st dung voi cac lugng va cac the tich nho hon.

Lam tai sinh cac sinh vat dugc bao quan cryo
Su tai sinh hidu qua cac sinh vat dugc bao quan cryo c6 the dat duoc bang cach

str dung cac phuong phap khac nhau. Céc tui nhé chira céc sinh vat dong lanh c6 thé
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duoc 1am rd dong trong bon nude & nhiét o 30 dén 40°C, trong d6 quan trong 13 cac
t6i nay duoc lién tuc dao tron nhidu hogc it dé dat duge su phan bd nhiét do dong nhét
bén trong céc ti. Sau khi rd dong cac sinh vét duoc rot 1én ludi loc ¢ 16 100 pm va
rira bing nuée bién (tét hon 1a it nhét 13 nhé hon 10°C) dé loai bé chét bao quan cryo.
Sau khi rira, du tring nauplius dugc lam tai sinh trong nudc bién duoc suc khi (& nhiét
6 nho hon 5°C, tét hon 1a tir 0 dén 3°C) trong thdi gian trén 3 gid dé dat dugc hoat
dong boi tét. Hoat dong boi tham chi t5t hon dat dugc trong khoang thoi gian 10 dén
36 gio. Nhiét do cua 4u tring nauplius da ra dong co thé duoc tir tir 1am thich nghi
v6i nhiét do cia bé ca trong tién trinh pha téi sinh.

Pé dan dén hoat dong boi tham chi tdt hon cia sinh vat (vi du, 4u trung
nauplius cta ha) sau khi rd dong, t6t hon 13 nghién thanh phan dong lanh cia céc tai
nho trén ray hodc may loc ma dugc rura lién tuc béng nuée bién tdt hon 1 & nhiét do
lanh hon 10°C. Sau khi rua, 4u tring nauplius dugc tai sinh trong nude bién dugce suc
khi (duéi 5°C, tét hon 1a 0 dén 3°C) trong thoi gian trén 3 git dé dat dugc hoat dong
boi t6t. Hoat dong boi tham chi t6t hon dat dugc trong khoang thoi gian 6 dén 36 gio.
Nhiét do cta 4u tring nauplius da ra dong c6 thé dugc tir tir 1am thich nghi v&i nhiét
d6 cua bé ca trong tién trinh pha téi sinh.

Céach khac, dé dan dén kha nang séng sot thAm chi cao hon cua céc sinh vat
duoc ra dong 1a thuc hién phuong phap trong d6 thanh phan chtra trong tai nho da
dwoc nghién duoc u trong thung nude bién va suc khi. Nhuoc diém ctia phuong phép
nay 1a ndng d6 con lai chét bao quan cryo trong cac sinh vat/nuéc la c6 tiém ning cao
hon, diéu nay c6 thé gdy doc trong tmg dung sau nay nhur trong viéc cho an dau tién
cho 4u trung c4. Khi st dung etylen glycol 1am chét bao quan cryo, ndng dd cubi cling
ctia chit nay khong nén vuot qua 100 ppm trén lit trong bude cho an dau tién.

Tham chi duoc vu tién nita 12 phuong phap trong do6 thanh phan chira trong
céc thi nho duogc nghién trong thé tich nho cta nudc bién dugc suc khi c6 nhiét do
duéi 5°C va duoc @ cho dén khi duoc ra dong (ty thude vao thé tich dién hinh sau
15 dén 30 phut). Sau d6 nuGe chta chét bao quan cryo dugc loai bo bang cach st
dung may loc v6i c& 16 dudi 120 pm. Sau d6, cac con vat duge dwa vao thing da nap
nuée bién dé tai sinh va 1am thich nghi nhiét d6. Nhim muc dich nay, chung thuong

duogc gitt & d6 trong vai gio. Nhiét do trong binh nay nén nho hon 5°C ¢ thoi diém
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bat dau. Trong qua trinh 4, nhiét do co thé dugc ting mot cach cAn than dén nhiét do
trong moi treong nudi ca dich duoce st dung.

Tham chi dugc uvu tién nita 1a phuong phép trong d6 thanh phan chira trong
cac tui nhé duogc nghién (hodc cac vién hoac da nghién trudc truc tiép tir 6 chira du
trir nito long) trong thé tich nuGe bién dugc suc khi cé nhiét d6 dudi 5°C, va trong d6
nude bién duoc lién tuc rira troi (ty 1€ pha loang 13 >5 dén 10 lit/gio) trong thoi gian
>4 gidy, va dugc tai sinh trong 8 gio hoac lau hon. Nhiét do ¢ thé duoc 1am thich nghi
dén nhiét d6 yéu cdu truée khi cho cac sinh vat nay lam thic an cho 4u trung hai san.

Céc chit hoat hoa tlly ¥ nhu sucroza ¢ thé duoc 4p dung trong sudt qua trinh

rd dong va tai sinh.

Cac phuong an cua sang ché con duoc md ta trong phan dudi ddy, qua cac vi
du thuc hién sang ché. Cac vi du dugc md ta, twong Umg véi cic phuong an uu tién
theo sang ché bao gdm céc budc sau:

1. Thu hoach hodc nudi trong trimg va/hodc 4u trung nauplius/du trung/giai doan
sdm cua cudc doi cua loai ha da chon tr vung tridu, vi du, loai Semibalanus
balanoides hodc dudi vung lién triu, loai Balanus crenatus.

1. Tuyy dua tiy ¥ céc sinh vat vao cac binh chira cling véi nuée va va suc khi
dé du trir tam thoi

2. Loc céc sinh vat v6i lugng thich hop trén may loc dé rit nude

3. Bb sung dung dich 7,2 M etylen glycol (duoc giir trén da) vao vat liéu da rut
nude da loc & ty 18 1:4 dén 1:1 (theo thé tich). Theo gia thuyét nay, diéu nay dan dén
ndng d6 cudi cung 12 3,6 M etylen glycol trong hdn hop néu dugc 1am can bing hoan
toan vdi cac sinh vat. Tuy nhién, nhu dugc giai thich trén day va dugc thé hién trong
c4c thi nghiém dudi day, su dong hoa chét bao quéan cryo bdi cac sinh vat 1a kha thap.
C6 cac chi bao rang su cin bang khong dat 100%, ma ding ra 12 <15% véi cac sinh
vat nay. Chét bao quan cryo chira 40% etylen glycol va 60% nudc bién theo ty 1¢ thé
tich/thé tich (30 PSU; PSU= don vi d0 man thuc té (Practical salinity unit) = g/kg)
trong mot thé tich (twong tng véi dung dich 7,2 M). Nude bién con duoc min hoa
dén ndng do6 cudi cung 1a 50 dén 70 PSU trude khi dugce tron voi etylen glycol.

4. Dién hinh 13 khoang 600g hdn hop c4c sinh vét va chat bio quan cryo duoc

cho vao tai nhua (vi du, ¢6 kich thude 500 mm x190 mm x 10mm; dugc san Xudt
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chiu duoc nhi¢t do rat thép) va dugce u trong 30 phut ¢ 5°C (can béng) hodic cac dd
chira thich hop khéc.

5. Céc tai/cac dd chira chira cac sinh vat dugc bao quan cryo va chét bao quan
cryo, dugc dua vao mdy lam dong lanh c6 thé 1ap trinh hodc vao may siéu déng lanh
dé 1am dong lanh.

6. Hdn hop duoc lam dong lanh dén nhiét d6 khoang -12 dén -13°C. Téc do lam
dong lanh la tr -0,05 dén -0,5 °C/phut dugc ap dung trong khoang nhiét do tr +5°C
dén -12°C trong tdi néu trén chira khoang 600 g. O khoang nhiét do tir khoang -13°C
dén khoang -39°C, tdc do lam dong lanh 1a tir -0,025 dén -0,07°C/phut dugc sir dung
sa0 cho nhiét d duoc phan bd ddng déu trén toan bd vat lidu. Te d6 lam dong lanh
cao hon ¢6 thé dugc ap dung & giai doan ndy ma khong gay hai dén céc sinh vat mién
14 dat duoc su phan bd nhiét o dong nhat trong vat liéu. Day 1a truong hop dac biét
khi thoi gian gitt dugc ap dung (xem trén day).

7. Céc sinh vét trong hdn hop thudng bit diu két tinh & nhiét do ndm trong
khoang tir —12°C dén -16°C. Trong khoang nay, su gia tang nhiét d¢ do sy giai phong
nhiét phai 1a thap nhét c6 thé. Piéu nay dat dugc bang toc do lam dong lanh duge wu
tién 1a tir -0,02 dén -0,1°C trén phut. Céch khéc, nhiét do c6 thé gitt khong dbi xung
quanh khoang tir -12 dén -15°C trong vai gio sao cho dat dugc su phan bd nhiét do
ddng nhét trong ti truéc khi bat dau két tinh.

8. Chét bao quin cryo két tinh & nhiét dd khoang -22°C. Trong khoang nay, su
gia tang nhiét do do su gii phong nhiét phai la thép nht c6 thé. Diéu nay dat dugc
bing tbc do lam déng lanh dugc wu tién la tir -0,02 dén -0,1°C/phut, tot hon a -
0,04°C/phut. Céch khac, nhiét do c6 thé gitr khong déi xung quanh khoang tir -22 dén
-25 °C trong vai gio sao cho dat duoc sy phan b6 nhiét do ddng nhét trong thi trudce
khi bat dau két tinh.

9. Tbe d6 1am dong lanh cham dién hinh 1 tir -0,01 dén -0,1°C/phut, tot hon 1a -
0,04°C/phut, dugc ap dung trong khoang nhiét do tr khoang -25 dén khoang -38 dén
-43°C. Thoi gian dugc st dung trong budc nay t5t hon 13 ndm trong khoang tir 5 dén
20 gid, tot hon 1a trong khoang 12 dén 20 gid.

10.Véth@lduqc1én1d6nglmﬂlduocloaibénhanhchéngrakhéinmylanldéng
lanh va duoc dua vao nito 16ng va duge du trlr & nhiét d cryo (vi du, -196°C) cho

dén khi 1am tai sinh.
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Vi du thwe hién sang ché
Thir nghiém 1 - Thir nghiém ddc tinh

Au tring nauplius & giai doan I va Il ctia loai ha Semibalanus balanoides dugc
tiép xtic v6i dung dich 7,2 M cua etylen glycol (dung dich gbc) va duoc du trit trén
da. Cac mau dugc léy rasau 0, 1, 2, 4, 8, 12, va 24 gid va chét bao quan cryo duogc
rira dé kiém tra kha nang sdng sot clia 4u tring nauplius. C4c murc kha ning song sot
duoc xéc dinh 12 0, 1, 2, 3, 4 va 5. “0” 1a khong hoat dong (4u tring nauplius chét),
1-3 1a su co giét clia cac phan phu 1a kém hon 4u trung nauplius trude khi dugc bao
quan cryo, nhung 3 1a gan v6i kha nang boi tu nhién. 4 1a kha nang boi nhu 4u trung
nauplius trude khi duge bao quan cryo, va 5 la 4u trung nauplius duoc kich thich qua
mirc. Ngac nhién 13, tAt ca cac Au trung nauplius dugc hoi phuc (mtrc 2-3), va thé hién
kha ning boi twong déi tt (80-90% s dbi trong), tham chi sau 24 gid tiép xtic véi
chét bao quan cryo.

Kha ning séng sét cao tham chi sau 24 gio chi ra rang Au tring nauplius giai
doan I va II ctia ha bit ngd 1a c6 thé dung nap ndng do cao cua etylen glycol trong
thoi gian dai. Piéu nay c6 thé chi ra ring etylen glycol chi dugc cac con vat hép thu
& muc do gidgi han, vi néng do nay thuong dugc xem nhu la doc hai trong subt qua
trinh tiép xtc thoi gian dai. Gia thiét hép thu gi6i han etylen glycol trong qué trinh
can bang dugc hd tro bang két qua phan tich etylen glycol trong 4u trang nauplius
ciia duoc bao quan cryo dugce lam tai sinh sau khi rd dong (xem dudi day). Ngay sau
khi ra déng, du trung nauplius dugc rut nuée va duge 1am dong lanh lai. Au tring
nauplius dugc phan tich vé ham luong etylen glycol ctia chung. Két qua chi ra rang
chi 5% luong chét bao quan cryo dugc hép thu boi cic sinh vat. Mac du mot luong
etylen glycol nhit dinh c6 thé da khuéch tan ra khéi cac sinh vat trong quy trinh ra
dong trude khi phan tich, nhung ndng d6 etylen glycol trong cac sinh vat hau nhu 13
kha thip dudi ndng d6 can bang hoan toan véi chét bao quan cryo.

Thir nghiém 2 — Bdo quan cryo st dung cac chét bao quan cryo khac nhau

Tinh thich hop cta cac chat bao quan cryo khéc nhau dugc thir nghiém trong
cac thir nghiém dugc md ta dudi day bang cach st dung phwong phéap bao quéan cryo
theo sang ché. Chi tiét vé phuong phap bao quan cryo va quy trinh rd déng dugc ap

dung trong cac thir nghiém nay la nhu sau:
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Au trung nauplius ctia ha (Semibalanus balanoides hodc Balanus crenatus)
dugce rut nude va cd dac (10% khéi lugng kho) va dugc trdn theo ty 1€ 1:1 vé1 chét
bao quan cryo (trén d4). Hon hop nay dugc nap, bit kin va lam can bang trong tai
(600 gam chira 300 ml chét bao quan cryo va 300 ml con ha) trong 30 phit & 5°C
trude khi dua vao may lam dong lanh duoc kiém soat. TGi dugc dua vao gia nhom,
va cic may ghi nhiét 46 duge dwa vao trong tui nay va dua vao trong may lam dong
lanh dé do nhiét do ctia khong khi. Céach khac, lvgng nhé hon khoang 60 g hodc cac
lo nho dugc st dung trong cac thﬁ: nghiém nay.

Sau khi lam dong lanh tir 5 xudng -42°C, v6i thoi gian >12 gid st dung phuong
phép theo sang ché, cac tii duge ngam trong nito 1ong cho dén khi nhiét 6 -196°C
dat dugc mot cach déng nhét bén trong cac tui nay. Céc ti dugc dua vao cac tu chira
cryo (v6i nito 16ng) dung tich 175 lit, va du tr¥ trong thoi gian trén 48 gio. Dé kiém
tra kha nang séng sot, cac tii dugc 14y ra khéi tu chira cryo, nghién dé 14y ra thanh
phan bén trong thi va 1am rd dong trong nudc bién lanh (dudi 5°C). Sau 15 phut, au
trung nauplius da rd dong dugc ria trén may loc 100 pm dé loai bo chét bao quan
cryo. Su tai sinh duge thyc hién trong thoi gian >8 gid trong thung duge suc khi voi
nude bién 30 PSU (nhiét d6 ban dau 1a 2,5°C).

A) Etylen glycol:

Au tring nauplius giai doan I va II cua loai ha Semibalanus balanoides hodc
Balanus crenatus dugc bao quan cryo bang cach sir dung dung dich etylen glycol 7,2
M lam chét bao quan cryo sau khi tron chét bao quan cryo voi cdc sinh vat voi ty 16
1:1. Kha ndng séng s6t cao dat dugc sau khi rd déng, véi >50% c6 hoat dong boi tu
nhién (mirc 4) va sd con lai c6 hoat dong boi mure 1-3 (nhé hon mirc twr nhién, nhung
mot sb gén voi mire hoat ddong boi tu nhién).

B) Dimetyl sulfoxit:

Au tring nauplius giai doan I va II cta loai ha Semibalanus balanoides dugc
xtt Iy vi dung dich dimetyl sulfoxit 6M (DMSO) lam chét bao quan cryo va tron chat
bao quan cryo voi cac sinh vat theo ty 1€ 1:1. Su cén bang dat dugc trong 30 phit &
nhiét do 3 dén 5°C.

DMSO c6é ddc tinh cao hon so véi etylen glycol va vi ly do nay no it dugc uu
tién hon mic du kha ning sdng sét sau khi rd dong 1a c6 thé so sanh v6i 4u tring

nauplius cua ha dugc tiép xuc véi etylen glycol.
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C) Glucoza hodc propylen glycol:

Etylen glycol dugc thay thé bang glucoza hoic propylen glycol (40% glucoza,
metanol hodc propylen glycol theo thé tich duge tron voi 60% nuéc bién theo thé
tich; etylen glycol 3,4 M, propylen glycol 5,4 M) va dugc thir nghiém voi iu trung
nauplius giai doan I va II ciia loai Semibalanus balanoides (ty 1¢ thé tich 1:1) 4p dung
phuong phap bao quan cryo theo sang ché. Mic du van phat hién thy ty 1& song sot
nhé nhét dinh nhung phan trim s6 4u trung nauplius c6 thé song sét sau khi ra dong
van 12 rat nhé so véi viée sir dungetylen glycol 1am chét bao quan cryo.

D) Etylen glycol va propylen glycol hodc glyxerol:

Téc dung cia cac hdn hgp khac nhau cua cac chét bao quan cryo etylen glycol
va propylen glycol hodc glyxerol da duoc thir nghi€ém v& kha ning sdng sét ciia 4u
tring nauplius giai doan I va I cta loai ha Semibalanus balanoides sau khi bao quan
cryo theo sang ché. Trong thir nghiém nay, 25, 50, hodc 75% etylen glycol dugc thay
thé bang propylen glycol hodc glyxerol (ty 1& thé tich/thé tich). Su trao ddi 75% etylen
glycol bing propylen glycol hodc glyxerol dan dén kha nang sdng sot thip hon nhiéu
so v6i dung dich etylen glycol 7,2 M (ty 1€ thé tich so véi cac sinh vat 1a 1:1). Viéc
thay thé 50% etylen glycol bing propylen glycol hodc glyxerol cho két qua tot hon
vé mat kha niang sdng sét (mic du 50% propylen glycol cho két qua tot nhon nhiéu
so v6i 50% glyxerol), trong khi 25% propylen glycol din dén kha ning st sot c6 thé
so sanh hodc tdt hon etylen glycol khi duge st dung lam chét bao quan cryo. 25%
glyxerol cho két qua tdt hon so vé6i 50% glyxerol, nhung van 1a két qua kém hon
nhiéu so v&i 25% propylen glycol.

Vi propylen glycol 1a it doc hon so véi etylen glycol nén hén hop 25%
propylen glycol va 75% etylen glycol thé hién 1a chit bao quan cryo dugc wu tién cho
phuong phap bao quan cryo theo sang ché. Cu thé, khi duoc sir dung 1am khau phan
énthaythéthﬁcén}éisénséng.

Thir nghiém 3 — Bao quan cryo st dung céc ty 1€ thé tich khac nhau ciia cac chit bao
quan cryo

Thir nghiém tac dung cuia cac ty 1€ thé tich khac nhau cta cac chat bao quin
cryo so voi thé tich cta cac sinh vat dugc bdo quan. Cac chit bao quan cryo xuyén
thAm noi bao thudng duge bd sung véi ty 1€ thé tich 1a 50% chét bao quan cryo trén

50% thé tich cac sinh vat duge bao quan.
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Tac dung cta céc ty 1€ thé tich khac nhau cia chit bao quan cryo etylen glycol
dbi v6i kha ning sbng sot cla 4u trung nauplius giai doan I va II cua loai ha
Semibalanus balanoides dugc thit nghiém. Cac mau cla cac sinh vat nay dugc dugc
bao quan cryo voi ty 1€ thé tich 1a A) 30% chét bao quéan cryo trén 70% cac sinh vét
(t9 18 thé tich/thé tich) va B) 40% chit bao quan cryo trén 60% cac sinh vAt (ty 1¢ thé
tich/thé tich). Ddi chimg 1a C) 50% chét bao quan cryo trén 50% cac sinh vat (ty 1¢
thé tich/thé tich). T4t ca cac thir nghiém déu duoc tién hanh trén ba mau lap.

Céc sinh vat dugc bao quan cryo theo phuong phap cua sang ché va sau d6
duoc 1am tai sinh. Khong c6 sy khac biét co6 y nghia vé kha nang song sot gitta cac
mau duoc xit 1y.

Két qua nay thé hién rang luong chét bao quan cryo rat nhé duong nhu duoc
hép thu thurc té vao con ha va 1a can thiét cho viéc bao vé ndi bao trong qua trinh bao
quan cryo. Diéu nay 1a trai nguoc véi cac sinh vat khéc, trong d6 didu cbt yéu ddi véi
sur tai sinh da dugc biét dén 1a chét bao quéan cryo dugc hép thu vao ndi bao va néng
d6 phai 12 rt cao dé dat dén sy can bang trudc khi 1am dong lanh. Ngac nhién 1a, diéu
nay duong nhu khong c6 hi¢u luc d6i v6i Au tring nauplius cta ha. Au trung nauplius
cua ha duong nhu khong phu thudc vao su thiét 14p can bang véi chét bao quan cryo
truge khi bude 1am dong lanh trong quy trinh bao quan cryo dugc thuc hién nhu theo
phuong phép dugc boc 10 trong sang ché. Biéu nay con dugc chitng minh bang céac
quan sat dugc thuc hién trong truong hop sang ché, trong d6 céc sinh vat co thé duoc
bao quan cryo trudce khi dat dén su can bang (xem ca thir nghiém 4).

Thir nghiém 4 — Tac dung cta thoi gian cén bang dbi voi kha nang sdng sot

Tac dung cua thoi gian U rat ngén trudce khi dat dén su can bang voi chit bao
quan cryo dugc thir nghiém véi cac mau 4u trung nauplius I va Il cua Semibalanus
balanoides.

Céc sinh vat dugc 1 trong 0, 15, 30, 60 va 90 phut trong etylen glycol 7,2 M &
5°C (ty 1& thé tich v6i cdc sinh vat 12 1:1). Sau d6, céc sinh vét dugc bdo quan cryo
bang phuong phép dugc md ta trong sang ché, du trit trong nito 1éng trong 48 gio, ra
déng va 1am tai sinh. Au tring nauplius ctia ha dugc phén tich vé kha nang sdng s6t
cua ching st dung kinh hién vi kép. Khong thay c6 khac biét dang ké vé kha ning
sbng sot gitta cac cach xtt ly, ngoai trir d6i voi mau duge du trit trong 90 phit, mau

nay thé hién céc sinh vét séng s6t kém hon so v6i cic mau xu ly khac.
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Thit nghiém 5 - Su hép thu ndi bao ctia con ha ddi véi chat bao quan cryo

Au trung nauplius cta loai ha Semibalanus balanoides dugc bao quan cryo
trong cac goi 600 g nhu duge mo ta trong sang ché sir dung etylen glycol 7,2 M v6i
ty 18 thé tich d6i v6i cac sinh vat 1a 1:1. Sau khi rd dong, 4u tring nauplius dugc phan
tich vé etylen glycol ngay sau khi rat nudc. MAu vat liéu dong lanh nho duge cho vao
may loc, va rira cho dén khi n6 dugc ra dong, va sau d6 duge 1am dong lanh va phan
tich. P4y 1a mau thoi diém khong, miu nay c¢6 ham lugng etylen glycol nim trong
khoang tir 7400 dén 11000 ppm. Diéu nay chi ra rang khoang 5% etylen glycol dugc
hép thu béi cac sinh vat. Kha di hon 1a, vi su ro ri clia etylen glycol c6 thé dién ra,
nhung ciing kho tuong tuong rang >10% etylen glycol c6 thé dugc phat hién trong
c4c sinh vat. Su cn bang hoan toan dugc cho 12 s& d4n dén 3,6 M etylen glycol bén
trong cac sinh vat. Dung dich gbc 7,2 M etylen glycol ¢6 ndng do 400 000 ppm. Sau
dé6 600 gam mau dugce dua vao 15 lit nude bién, va duoc phén tich sau 15 phut (duoc
rit nuéc va dong lanh), mau thé hién tir 6100 dén 7000 ppm etylen glycol, 1a lugng
nhoé hon <2% lugng etylen glycol dugc bd sung hodc khoang 0,1 M etylen glycol.
DP6i v6i bude thir hai (bét chuédc viéc rira san phém & trai nudi ca), rat nudc, va bd
sung 15 lit nudce bién vao dé rira du trung nauplius cta ha, ndng do bén trong cac sinh
vat 1a <300 ppm. Khi dugc téi sinh, 4u trung nauplius cta ha duge lam rat nude bién
1an nira, va b6 sung 30 lit nuéce bién. Sau mot gio, ham lugng etylen glycol trong au
trung nauplius da rit nuge cla ha 1a <25 ppm. Sau hai gio, ham lugng nay trong 4u
trung nauplius da rat nuwéce cua ha nam dudi mutrc phat hién duge 1a 10 ppm. Mtrc dung
nap cua céac con vat séng duéi nude dbi voi etylen glycol 1a kha bién d6i, nhung mirc
100 ppm hodc nhé hon dugc xem nhu la khong doc dbi véi cac sinh vat séng dudi
nudc no6i chung.

Két qua chira rang khoang 5% lugng chét bao quan cryo duoc hép thu thuc té
boi cac sinh vat. Piéu nay la ngugc lai vé1 su hép thu duoc béo cao cua loai chét bao
quan cryo ndy & cac sinh vat khac trong qua trinh bao quan cryo bang cac chit bao
quan cryo tac dong ndi bao. Cac con ha duong nhu 13 khong hép thu cac chét bao
quan cryo & ty 1& cao. Khong gi¢i han boi gia thuyét bat ky, diéu nay c6 thé 1a két qua
clia cac chét chdng dong lanh ndi sinh da c6 trong céc sinh vét song trong viing duyén
hai, trong d6 su tiép xtc voi nhiét do thép khong phai la bat thuong.

Thir nghiém 6 — Con ha dugc bao quan cryo dugc tao vién dé str dung lam thirc dn
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Sang ché con boc 16 cac phuong phap san xuét cac hat hodc cac vién thic dn
dugce bao quan cryo. Cac thir nghiém da duoc thuc hién dé san xuét mot cach hiéu
qua céc hat thirc an dugc tao vién v6i cac don vi nho hon dé st dung sau nay lam
thirc an dau tién cho viéc nudi trong hai san.

Theo sang ché, da phat hién ra rang cac hat thuc pham duoc tao vién dugce bao

quan cryo c0 ty 1€ tai sinh cao c6 thé dugc san xuét bang hai phuong phép khac nhau:

A) Céac mé vat liéu 16n ma trude d6 da duoc bao quan cryo theo phuong phap nhu
duoc boc 10 trong sang ché vi du nhur cac tii nho/cac dia chira vai tram gam vat li¢u
va dugc dy trit trong nito 16ng co6 thé duoc bé gy bang cach co hoc thanh cac hat/cac
vién nho hon trong nito 16ng. Thir nghiém dugc thuc hién trong céc tui 600 g nhu
dugc mo ta trong sang ché sir dung 7,2 M etylen glycol v6i ty 1€ thé tich véi céac sinh
vat 1a 1:1. Cac hat thu duge c¢6 thé duoc dy trit truc tiép trong nito 1éng ma khong
phai déng géi hodc bit kin theo cach bét ky. Viéc nghién khong anh hudng dén ty 18
tai sinh sau nay tham chi khi dugc dy trit trong thoi gian 14u hon 7 théng trong nito

long sau khi nghién.

B) Céc vién co thé dugc san xuét trong may lam dong lanh bao quan cryo cé kiém
soat bing cach lam dong lanh céc sinh vat trong cac thé tich nhé hon ma thuong 1a tir
5 dén 50 ml st dung phwong thtrc theo sang ché. Cac vién duogc san xuit bang cach
str dung cac khudn silicon ¢6 kich ¢& va hinh dang thich hgp trong quy trinh bao quan
cryo theo sang ché str dung 7,2 M etylen glycol & ty 1¢ thé tich v&i cac sinh vat 1a 1:1.
Nho dé c6 thé dat duge cac hinh dang va kich ¢& cua hat/vién chuén héa. Viéc lam
dong lanh trong cac khudn nay khong anh huong dén ty 1é tai sinh sau nay thdm chi

khi duoc du trit trong thoi gian 14u hon 7 thang trong nito long.
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YEU CAU BAO HQ
Phuong phap bdo quan cryo d6i voi trang, 4u tring nauplius va/hodc con non cia
con ha (barnacles), phuong phép nay bao gdm cac budc dugc thue hién theo thir

tu nhu sau:
- rat nudce tir cac sinh vat nay,

- b6 sung dung dich chét bao quan cryo c6 ndng do 5 dén 8 M chira chét bao
quan cryo dugc chon tir nhom bao gbm etylen glycol, propylen glycol,

glyxerol, va dimetyl sulfoxit hoac hdn hop cta chung,
- 1am dong lanh hdn hgp trong dd chira theo cac budc tiép theo dudi day:

(i) 1am déong lanh & tdc do 1am dong lanh cham thir nhét 1a khong 16n hon
-1°C/phut cho dén khi tiép can nhiét do tai d6 cac sinh vét trong hon
hop bét dau két tinh;

(ii) lam dong lanh & tdc d6 lam dong lanh cham thir hai 12 khong 16n hon
-0,1°C/phut cho dén khi céc sinh vat va chét bao quan cryo trong hon

hop duoc két tinh hoan toan; va

(iii) 1am déng lanh & tdc @0 1am déng lanh nhanh thi nhét dén nhiét do

bao quan cryo.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 toc do 1am dong lanh chim thi nhat 1a
-0,5°C/phtt hodc nhé hon, tét hon 1a -0,3°C/phit hodc nhé hon, tt hon nira 1a
-0,1°C/phit hodc nhé hon.

Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém trén, trong d6 budc can bang
duoc thuc hién trude bude 1lam dong lanh thir nhét, tot hon 1a kéo dai tir 5 dén 60
phitt, tt hon nita 1a nim trong khoang tir 15 dén 30 phut, tt nhét 1a khoang 15
phut.

Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém trén, trong d6 tdc do lam dong
lanh cham th hai 1a nim trong khoang tir -0,015 dén -0,1°C/pht, tot hon la ndm
trong khoang tir -0,04 dén -0,08°C/phit, t6t hon nira 1a -0,05°C/phut, t6t nhat 1a
-0,04°C/phiit.
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Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém trén, trong do céc sinh vat dugc
rt nuée c6 ham lwong khoi lugng kho tlr 6 dén 14% sau khi rat nude, tét hon

nita 13 tir 8 dén 12% va t6t nhat 1a khoang 10%.

Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém trén, trong d6 ndng do ctia chit
bao quan cryo dé bd sung vao cac sinh vat 1a nam trong khoang tir 6 dén 8 M, t6t

hon nita 13 ndm trong khoang tir 6,5 M dén 7,5 M, ot nhét 1a 7,2 M.

Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém trén, trong d6 chit bio quan
cryo 1a hon hop cta etylen glycol va propylen glycol, t6t hon 13 hdn hop cla
khoang 50% mdi chit, tot hon nita 1a hdn hop ciia khoang 75% etylen glycol va
25% propylen glycol.

Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém trén, trong d6 luong vat liéu
duoc bao quan cryo trong mot don vi it nhatla tir 5 g dén 10 g, t6t hon 12 it nhat
10 g dén 50 g, tét hon nita 12 it nhat 50 g dén 100 g, t5t nhét 14 tir 200 g dén 2000
g.

Phuong phéap theo diém bét ky trong sd cac diém trén trong do toc do 1am dong
lanh cham thr nhét duge két thuc khi tiép can duge nhiét do dong nhat trong vat
liéu 12 khoang tir -10°C dén -13°C, tét hon 1a khoang tir -12°C dén -13°C.

Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém trén trong d6 toan b quy trinh
lam dong lanh kéo dai it nhat 1a 5 gio, t6t hon 1a tir 6 dén 10 gio, tot hon tir 10
dén 12 gio, tot nhét 1a trén 12 gio.

Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém trén, trong d6 cac sinh vat dugc
bao quan cryo trong cac thé tich tir 5 dén 50 ml, tot hon 13 trong thé tich tir 10
dén 25 ml, trong cac khudn co kich ¢& thich hop, tot hon 1a cac khudn duoc lam
bang silicon.

Phuong phép theo diém bat ky trong s cac diém trén, trong d6 cac sinh vat dugc
b4o quan cryo trong céc dia hodc cdc tli va cac dia hodc cac ti vdi cdc sinh vat
dugc bao quan cryo nay bi nghién thanh céc hat nhé hon trong nito léng, do d6

cac hat thu dugc tot hon 1a duge du trit ma khong dong gbi trong nito 16ng.
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13. Phuong phép tai sinh céc sinh vat dugc bdo quan cryo theo diém bat ky trong s6
cac diém trén, ap dung phuong phap bét ky trong sb cac phuong phép duge chon
tu:

- lam rd dong ching trong bé nudc Am & nhiét do nim trong khoang tir 30°C dén
40°C;

_nghién vét liéu dong lanh va rira n6 trong nuée bién lanh chay ¢ nhiét d 10°C
hoic nho hon, va sau d6 lam tai sinh chiing ¢ nhiét d <5°C trong thoi gian
1én t61 36 gio; hoac

- nghién vat liéu dong lanh va U né trong nudce bién vé6i su suc khi & nhiét do
10°C hodc nhd hon, va sau d6 1am tai sinh ching ¢ nhiét do <5°C trong thoi
gian 1én téi 36 gio.

14. Phuong phap theo diém 13, trong d6 cac sinh vat da rd dong duoc 1am thich nghi
sau khi rd dong véi nhiét do nudce trong méi truong nudi cd ma ching s&€ duge

dua vao do.

15. San pham hoic thirc an duge béo quéan cryo khac biét & chd san pham hodc thirc
in nay thu dugc bang phuong phap bét ky trong sd cac phuong phap theo diém
tir 1 dén 12.
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