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Linh vue k§ thuit dwge dé cap

Sang ché nay thudc linh vuc nudi tréng thuy san. Cu thé hon, sang ché dé cap
dén phuong phép san xuét 6n dinh san pham thit trong nudi trdng thiy san bing cach
cho ¢4 an ché pham thuc an nuoi trdng thuy san chira it nhat mot lwong diu c4 giam

trong chu ky 4n ctia nd.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Nuoi tréng thiy san 14 hinh thic nodng nghiép lién quan dén viéc nhan gidng,
tréng trot va tiép thi dong vét va thuc vat thuy sinh trong moi truong c6 kiém soat.
Hién nay, nganh nudi tréng thily san 1a nganh san xuét lwong thuc phat trién nhanh
nhét trén thé gidi. Nganh nuoi trdng thuy san thé gi6i san xudt khoang 60 triéu tAn hai
san, tri gid hang nam hon 70 ty do la (M¥). Ngay nay, c4 nudi chiém khoang 50% tbng
s6 ca tidu thy trén toan ciu. Ty 1€ nay du kién sé ting do két qua cla viéc danh bt ca
bi thu hep trong ca moi truong bién va moi trudng nudc ngot va muc ti€u thu hai san
ting 1én (nghia 13 tng s va binh quan du nguoi). Ngay nay, cdc nhom loai trong san
xuét nuodi tré)ng thuy san, vi duy, bao g61n ca chép va cd thudc ho chép khac; hau;
ngheéu, so di¢p va so 1ong; tdm va tdm pandan; ca hdi, c4 hdi chdm va ca dbi; trai; ¢4 1o
phi va ho c4 hoang dé khac; va so diép.

Trong khi mot s6 loai nudi tréng thuy sén (vi du nhu cé ro phi) ¢6 thé dugc cho
an theo ché do an chay hoan toan, nhiéu loai khac duoc cho #n theo ché do an thit.
Thong thuong, thitc &n cho c4 4n thit bao gdm bot ca va diu c4 ¢o ngudn gbe tir cac
loai c4 bién nho danh bét ty nhién (cht yéu 14 ca com, cé song, cé4 tuyét xanh, cé tring,
lron cat va ca moi dﬁu). Loai c4 bién nay dugc ché bién thanh bot ¢4 va dau ca, voi
san pham cudi cing thuong la thire dn dang vién hodc dang méanh, phu thudc vao kich
& ctia ca. Cac thanh phén khéc cta ché phim thirc an nudi tréng thuy san c6 thé bao
gém protein thuc vat, vitamin, khoang chét va séc t6 theo yéu cau.

Dau c4 bién thudng dugc st dung lam ngudn lipid duy nhét trong thtrc dn cho
c4 thuong phim béi tinh sin co, gia ca canh tranh va sy phong pht cua céc axit béo

thi€t yeu c6 mit trong san pham nay. Ngoai ra, dau c4 dé dang cung cép cac axit béo
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thiét yéu cén thiét cho su ting trudng, thé chét, sinh san va chic ning co thé binh
thudng cta cd. Cu thé hon, tit ca cac loai dong vét c6 xuong séng, ké ca ca, déu co
nhu cdu vé ca axit béo khong bio hoa da omega-6 vi omega-3 [“PUFA:
polyunsaturated fatty acid”]. Axit eicosapentaenoic [“EPA”; axit cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoic; omega-3] va axit docosahexaenoic [“OHA”; axit cis-
4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic; omega-3 22:6] la can thiét cho sy phat trién va thé
chit ctia c4 va thuong dugc dua vao thic an cho ¢4 thuong phdm thong qua viée bd
sung dau c4.

Udc tinh ring cac ché phim thtrc dn nudi trong thay san hién dang st dung
khoang 87% ngudn cung cip diu cé toan ciu lam ngudn lipid. Do san luong dau ca
hang ndm khong ting quéa 1,5 triéu tAn/nim, nén nganh nudi trong thiy san dang phat
trién nhanh chéng khéng thé tiép tuc dwa vao ngudn ca bién han ché 1am ngudn cung
cip diu ca. Vi vdy, van dé cip bach 13 tim va thuc hién cic giai phap thay thé bén
vitng cho dau c4 c6 thé dap Gmg nhu ciu ngly cang ting trén toan cau ddi véi cac san
phim ca.

Nhiéu té chirc nhan thay nhing han ché néu trén d6i véi su sin co6 ctia dau ca va
tinh bén viing ctia nganh nuéi tréng thuy san. Vi du & My, Cuc Quan 1y Pai duong va
Khi quyén Quéc gia dang hop tac v6i Bo Nong nghiép trong Sang kién thirc an thay
thé dé “xac dinh cac thanh phén ché 6 an thay thé dé giam luong bot ca va dau ca co
mit trong thirc an nudi trong thuy san trong lic duy tri cac lgi ich sitc khoé quan trong
d6i voi con ngudi ctia hai san nudi”.

Bing sang ché My s 7,932,077 dé xuit Yarrowia lipolytica 43 dugc thao tac di
truyén tai td hop c6 thé 1a ngudn bd sung hitu hiéu cho hau hét cac thirc dn chin nudi,
bao gdm thirc in nudi trong thiy san, dudi dang phwong phap cung cdp cac PUFA
omega-3 va/hodic omega-6 cin thiét va dua trén thanh phan protein:lipit:carbohydrat
duy nhit cta né, ciing nhu profil carbohydrat phtrc tap duy nhit (bao gbm ty 16
mannan:beta-glucan:chitin bang khoang 1:4:4,6).

Pon yéu cau cip bang sang ché My s6 2007/0226814 mo ta thuc phdm tir ca co
chta it nhat mot sinh khéi thu dugce tir qua trinh 1én men vi sinh vit, trong do6 sinh khéi
nay chira it nhit 20% DHA so v6i tng ham luong axit béo. Cac vi sinh vat dugc uu
tién st dung 1am ngudn DHA 14 c4c sinh vat thudc chi Stramenopiles.

Néu nganh nudi trdng thiy san dang phat trién 1a ¢ duy tri sy déng gop clia n6
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cho ngudn cung cap cé trén thé gidi, trong lic d6 vi€c san xuat cac san pham thit trong
nudi trong thuy san van tiép tuc mang lai cac loi ich vé sttc khoé cho ngudi tidu ding
thi viéc gidm st dung c4 hoang di 1a can thiét cing véi viéc 4p dung céc thuc tién

quan ly hitu ich ve sinh thai ciia nguodn cung cé trén the gidi

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Muc dich ctia sang ché 14 dé xuét phuong phéap san xuét én dinh san phim thit
trong nudi trong thuy san bang cach cho c4 an ché phdm thirc &n nudi trong thiy san
trong cac chu ky #n ctia n6. Phuong phép niy bao gdm budc san xuét ché phim thic
an nudi trong thuy san bang cach thay thé toan bd hoidc mot phin diu ca trong ché
phdm bing ngudn vi khuidn duy nhét chira axit eicosapentaenoic (“EPA”) va axit
docosahexaenoic (“DHA”).

Theo vi du dugc uu tién, nguén vi khudn chtta DHA va EPA duogc san xuét
bing cach sir dung quy trinh dua trén kha ning ty nhién cua cac vi khuén tu nhién cua
loai Schizochytrium.

Theo phwong 4n thir hai, sing ché d& xudt phuwong phap san xuét én dinh san
phim thit nudi tréng thuy san bang cach cho c4 an ché phdm thirc n nubi trdng thuy
san trong cac chu ky @n ctia no, trong d6 ché phdm thirc dn nudi trdng thuy san nay
chira tbng lugng EPA va DHA c6 ngudn gbc tir ngudn vi khuén néu trén bang it nhit
khoang 0,8% dugc do dudi dang phan trim trong lwong cta ché phim thirc an nudi
trong thuy san.

Theo phuong 4n thtr ba, sing ché d& xuit phuong phap san xuit én dinh san
phim thit nudi trong thiy san bing cach cho ¢4 dn trong cac chu ky dn cta né ché
phim thirc &n nudi trdng thiy san c6 ngudn dau vi khudn EPA va DHA, trong d6 dau
vi khudn dugc cung cip dudi dang duge lwa chon tir nhém bao gbm: sinh khéi, sinh
khdi da xtr 1y, dau tinh ché mot phan va dau tinh khiét, ddu bt ky trong sb chung thu
dugc tir mot vi khuén.

Theo phuong 4n thér tw, sang ché d& xuét ché phidm phu gia thirc 3n cho c4c san
pham thirc 4n cho c4, ché phim phu gia nay chira mot ngudn vi khuin duy nhat chira
axit eicosapentaenoic (“EPA”) va axit docosahexaenoic (“DHA”).

Theo phuong 4n thir nim, sang ché dé cap dén thirc dn nudi trong thuy san chua

ché pham phu gia vi khudn chira EPA va DHA, trong d6 chit phu gia vi khuén thu
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duge tir mot vi khudn duy nhét.

Theo phuong 4n thir sdu, sing ché dé xuit phuwong phap san xuit 6n dinh san
phdm thit nudi trdng thiy san bing cach cho c4 an trong céc chu ky an ciia n6 ché
phdm thirc 3n nudi tréng thily san, trong d6 phwong phap nay bao gdm budc san xuét
ché pham thirc #n nudi trdng thuy san bang cach thay thé toan bd hodic mot phan dau
c4 trong ché phdm bang ngudn vi khuén duy nhét chira axit eicosapentaenoic (EPA) va
axit docosahexaenoic (“DHA™), trong d6 vi khuén nay 13 vi khuén chuyén gen duoc
thao tac di truyén dé tao ra axit béo khong no c6 chira ddu vi khuin chira EPA va
DHA.

Tét hon 13, vi khuén chuyén gen 1a mot vi khuén thudc bd T hraustochytriales.

M5 ta viin tit cic hinh vé

Fig.1: Hé sb tiéu héa biéu kién ctia DHA trong thirc an dugc bd sung céc lugng
OvegaGold dd dugc phan loai. Cac két qua ciia phén tich thdng ké dwoc thé hién trong
Béng 6.

Fig.2: Hé sd tiéu hoa biéu kién ctia EPA trong thirc an dugc bd sung cac lugng
OvegaGold dd duoc phan loai. Cac két qua ciia phén tich thong ké duoc thé hién trong
Béang 6.

Fig.3: Hé s6 tiéu héa biéu kién cia DHA trong thirc dn dugc bd sung céc luong
ctia OvegaGold d3 dugc phén loai. Cac két qua cia phén tich thdng ké dugc thé hién
trong Bang 6.

Fig.4: Mtc lang dong axit béo omega-3 trong co sau khoang 4 tun cho c4 an
ché d6 an thir nghiém. Luong co xac nhén dd sinh kha dung cao cia axit béo omega-3

tir ngudn vi khudn,

MO ta chi tiét sang ché

Trong ban mo ta nay, mot sb thuit ngit va chit viét tat duogc st dung. Cac dinh
nghia dudi day dugc dua ra.

“Axit béo khong bio hoa da” (Polyunsaturated fatty acid) duwgc viét tit 1a
“PUFA”.

“Triaxylglyxerol” duoc viét tit 1a “TAG”.

“Axit béo toan phan” (total fatty acid) dugc viét tit 1a “TFA”.
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“Metyl este clia axit béo” dugc viét tat 1a “FAME?.
“Trong lwong t& bao kho” (dry cell weight) dugc viét tit [ “DCW?.

I'¢
A9

Nhu dwoc st dung & déy, thudt ngir “sang ché” hoic “sang ché nay” dugc du
dinh dé noéi t6i tt ca cac khia canh va phwong 4n ciia sng ché nhu dwgc mb ta trong
phin yéu ciu bio hd va ban mé ta & day va khong nén dugc hidu 1a bi giéi han &
phuong 4n hodc khia canh cu thé bat ky.

Thudt ngt “chu ky 3n” cua ca duoc dung dé chi cac ky hoic giai doan cta qua
trinh phét trién (nghia 13, giai doan phat trién) trong lic d6 c4 dwgc cho dn khiu phan
an, hodc thirc an nudi trong thuy san, trong qua trinh san xuit nudi tréng thiy san. Mot
vi du vé& chu ky an cho c4 hdi Pai Tay Duong dugc néu trong Bang 1 dudi day trong
do ¢6 6 giai doan tuong tng vai trong luong ban dau va cudi ciing duge ghi nhan. Chu
ky an trong mot s6 giai doan, ciing nhu trong lwgng ban du va cubi cia ca dbi vi mdi
giai doan, co thé thay ddi dbi véi céc dang cé khéic nhau va/hodc dbi voi cac ung dung
nudi trong thiy san khac nhau.

Bang 1: Vi du vé chu ky &n hodc céc giai doan phat trién cla ca

Giai doan

1 2 3 4 5 6

Trong lwgng ban ddu (g) | 100 | 250 | 800 | 1500 | 2500 |3500

Trong luong cudi cung (g) | 250 | 800 1500 | 2500 | 3500 | 4500

O day, thuét ngit “ché phim thrc 4n nudi tréng thily san”, “thtrc An nudi tréng
thily san” va “thic an thiy san” duoc sir dung thay thé 13n nhau. Chung dugc dung dé
chi khdu phin thtrc an duoc san xuét ra hodc khau phin thic an nhan tao (nghia I3,
thirc an cong thirc) dé cung cdp hodic dé thay thé thic an tu nhién trong nganh cong
nghiép nudi trong thiy san. Cac thirc dn da duogc ché bién sén nay thuong dugc san
xudt & dang manh, hat hodc vién nén. Thong thuong, ché pham thirc n nudi tréng thiry
san dugc dung dé chi thirc an duoc san xuét nhan tao ma cé thé dugc st dung cho loai
c4 va giap x4c nudi (nghia 13, ca loai c4 thuc phdm c6 gi4 trj thap [nghia 13, loai c4
nudc ngot nhu cé chép, cé rd phi va cé da tron] va céc loai thuy san cé gié tri cao hon
cho thi trudng cao cép hodc thi trudng ngach [nghia 13, chi yéu céc loai hai san va loai

di chuyén giita nude ngot va nwdc mdn nhu tdm, cd hoi, ¢4 hodi cham, cd cam, ca vuogc,
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cé trap va ca mi]). Céc thirc an cdng thirc nay dugc tao nén tir cac thanh phan theo céc
ty 16 khac nhau bd sung cho nhau d8 tao ra khdu phan thirc &n hoan chinh vé mit dinh
dudng cho cac loai thity san nudi. Ché phim thirc 3n nudi trong thiy san duge st dung
trong qud trinh san xuét “san phim nudi trong thity san”, trong d6 san phim nay 13 cac
loai thiy san dugc nudi trong thu hoach duge (nghia 13, c4, loai giép x4c), thudng
duoc ban cho ngudi tiéu dung. Vi dy, c4 hdi duge san xuét thdm canh trong nudi tréng
thily san va do d6 12 san pham nudi tréng thiy san.

Thuét ngit “san phim thit nudi tréng thily san” dwgc ding dé chi san pham thirc
4n duoc du dinh danh cho ngudi tiéu ding chira it nhat mdt phan thit c6 ngudn gbc tir
san phim nudi tréng thiy sn nhw néu trén. San phim thit nudi tréng thiy san, vi du,
¢6 thé 14 toan bd con cé hoic miéng philé cit tir ca, mbi loai trong s6 chung c6 thé
dugc ti€u thu dudi dang thie dn.

“Axit eicosapentaenoic” [“EPA”] 1a tén thong thuong cuia axit eis- 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoic. Axit béo nay 1a axit béo omega-3 20:5. Thuit ngit EPA nhu duoc st
dung trong ban md ta ndy dwgc ding dé chi axit hoic din xult cia axit (nghia 13,
glyxerit, este, phospholipit, amit, lacton, mubi hozc chét twong tw) trir khi c6 quy dinh
cu thé khac.

“Axit docosahexaenoic” [“DHA”] la tén thong thuong cua axit eis-
4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic. Axit béo nay la axit béo omega-3 22:6. Thuét ngit
DHA nhu dugc st dung trong ban mé ta nay dugc dung dé chi axit hodc din xuét clia
axit (nghia 1a, glyXerit, este, phospholipit, amit, lacton, mudi hodc chit twong ty) trir
khi ¢6 quy dinh cu thé khac.

Nhu duoc sit dung & déy, thuét ngit “thanh phan bd sung” dugc ding dé chi chat
duoc tao ra tu ngué)n vi khudn ma duoc tao ra & dang dugc chon tir nhém bao gém:
sinh khéi, sinh khdi da qua xt 1y, dAu tinh ché mot phin va dau tinh khiét, loai bat ky
trong s6 ching thu dugc tir mot loai vi khudn duy nhét.

Nhu duoc st dung & day, thuat nglt “sinh khéi” dugc dung dé chi vat lidu té bao
vi khudn. Sinh khdi c6 thé duoc tao ra mdt cach tu nhién, hoic cé thé dugc tao ra tir
qué trinh 1én men ching gbc nguyén thity hodc ching dot bién hoic san phdm gbc tai
t6 hop. Sinh khdi c6 thé & dang té bao toan phin, dich phan giai té bio toan phan, té
bao dugc d@)ng nhét hoa, vat liéu té bao dugc thiy phan mot phﬁn, va/hodc vat lidu té

bao duogc tinh ché mot ph?ln (nghia 1a, dau duoc tao ra nho vi khuén). Thuét ngft “sinh

_7-



40793

khdi da qua xir Iy”” dwgc ding d€ chi sinh khéi da trai qua qua trinh xir 1y bd sung nhu
lam kho, tiét trung, phan 13, v.v., mdi dang trong sb ching dugc thdo luan chi tiét hon
dudi day.

Thuat ngtt "lipit" duoc dung dé chi cac phan tir chat béo tan (nghia 13, wa chét
béo) c6 trong tu nhién bit ky. Tong quan v& lipit dugce néu trong céng bd don yéu ciu
cép bang sang ché M§ sb 2009-0093543-A1. Thuét ngir “diu” dugc ding dé chi chét
lipit 1a chat 16ng & 25°C va thuong 14 khong no.

Thuat ngit “dau chiét tach” duoc dung dé chi diu duoc tach ra vat liéu té bao,
nhu vi sinh vt trong d6 dau dugc téng hop. Dau chiét tich thu dwoc nho rit nhidu
phuong phap khac nhau, trong d6 phwong phap don gian nhét chi lién quan dén
phuong phép vat Iy. Vi du, nghién co hoc bing cach st dung cac cAu hinh nén ép khéc
nhau (nghfa 13, truc vit, ép, piston, may pha v& hat, v.v.) c6 thé tach dau ra khéi vét
liéu t& bao. Theo cach khac, qua trinh chiét tach diu c6 thé xay ra bang cach xu ly
bang cc dung moi hitu co khac nhau (nghia 13, hexan), bang phuong phap chiét ¢6 si
dung enzym, bing phuong phép séc thim théu, bang phuong phép chiét sidu 4m, bing
phuong phép chiét chét 1ong siéu t6i han (nghia 13, chiét CO,), bang phwong phap xa
phong hoa va bing cach phdi hop cac phuong phap nay. Sau d6, dau chiét tach c6 thé

“duoc tinh ché hodc cd.

“Dau ¢4” dugc dung dé chi dau duoc tao ra tir mé cua ca chtra dau. Vi du vé ca
chira dau, bao gdm, nhung khong chi giéi han &: c4 moi dau, c4 tréng, ca trich, ca 6t
vay nhé, ca thu va c4 twong tw. Dau c4 1a thanh phan thong thuong cta thirc 3n duogc
sir dung trong nudi tréng thity san.

“Dau thuc vat” duoc dung dé chi dau an dugc bat ky thu duoc tir thuc vat. Dau
thuc vat thong thudng dugce chiét tach tir hat cta thuc vat. Thuat nglt “triaxylglyxerol”
[“TAG”] dugc ding dé chi lipit trung tinh chira ba gbc axyl béo dugc este hoa thanh
phén tur glyxerol.

TAG c¢6 thé chira PUFA mach dai va axit béo bdo hoa, cling nhu axit béo bdo
hoa va khong bio hoa mach ngén hon. “Lipit trung tinh” dwoc ding dé chi cac lipit
thuong dugc tim thdy trong té bao trong cac thé m& dudi dang chit béo du trir va dwoc
goi la nhu vy do & dC) pH té bao, lipit khong chira nhém mang dién. Néi chung, chung
hoan toan khong phén cuc va khong c6 ai lyc v6i nude. Lipit trung tinh thudng duoc

dung dé chi mono-, di-, va/hodc trieste cuia glyxerol v6i axit béo, con dugc goi lan lugt
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la monoaxylglyxerol, diaxylglyxerol hodc triaxylglyxerol, hodc dugc goi chung la
axylglyxerol. Phan tng thiy phdn phai x4y ra dé giai phong axit béo tu do ra khoéi
axylglyxerol.

\
~ 66 An?d

Thudt ngft “axit béo toan phan” [“TFA”] & ddy dugc ding dé chi tong cta tit ca
cac axit béo té bao ma c6 thé duge tao din xuét thanh metyl este cua axit béo
[“FAME”] bang phwong phap chuyén este hoa co ban (nhur da biét trong linh vuc nay)
trong mAu da cho, ma c6 thé 14 sinh khdi hoic dau. Do d6, axit béo toan phan bao gdbm
céc axit béo tir cdc phén doan lipit trung tinh (bao gdm diaxylglyxerol,
monoaxylglyxerol va TAG) va tir cidc phéan doan lipit phan cuc (nghia la bao g0m, céac
phén doan phosphatidylcholin va phosphatidyletanolamin) nhung khong phai axit béo
tu do.

Thuat ngit “ham lwong lipit toan phin” cia t& bao 14 sb do luong TFA duéi
dang phin trim cua trong luong t& bao kho [“DeW”] mic dit ham luong lipit toan
phin c6 thé gin bang s& do cia FAME duéi dang phin trim ctia DeW [“FAME%
DeW”]. Do d6, ham luong lipit toan phan [“TFA% DeW”] bang sé milligam axit béo
toan phan m&i 100 milligam DeW.

Nong d6 cta axit béo trong lipit toan phan dugc biéu dién & day duéi dang phan
trim trong luong ciia TFA (% TFA), nghia 13, s milligam cia axit béo dd cho mdi
100 milligam TFA. Trir khi ¢6 quy dinh cu thé khéc trong ban md ta & day, khi nhic
t61 phin tram cla axit béo da cho lién quan dén lipit toan phan s& bing ndng do cua
axit béo du6i dang% TFA (nghia 13,% EPA cta lipit toan phan bang EPA% TFA).

Trong mot sb truong hop, co thé ¢6 loi khi biéu hién ham lugng cda (cac) axit
béo da cho trong té bao dudi dang phan trim trong lwong té bao khé ctia né (% DCW).
Do d6, vi duy, axit eicosapentaenoic% DCW s& dugc xéac dinh theo cong thire sau: (axit
eicosapentaenoic% TFA) *(TFA% DCW)]/100. Tuy nhién, ham lugng cia (céc) axit
béo da cho trong t& bao dudi dang phén trim trong lugng té bao kho ciia n6 (% DCW)
c6 thé gan bing: (axit eicosapentaenoic% TFA) * (FAME% DCW)]/100.

Céc thuat ngit “profil lipit” va “thanh phan lipit” c6 thé thay thé 13n nhau va
dugc dung dé chi lugng cta céc axit béo riéng r&€ c6 mat trong mot phan doan lipit cu
thé, nhu trong lipit toan phan hoic dau, trong d6 luong nay dwoc biéu hién dudi dang
phan tram trong lwong ctia TFA. Tong ctia mdi axit béo riéng 1& ¢6 mit trong hdn hop

nén bang 100.
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Thuat ngit “dau pha tron” dugc dung dé chi dau thu duge b?mg cach tron 14n,
hodc pha trdn, dau chiét tach duoc mé ta & ddy v6i hdn hop diu bat ky hodc véi dau
riéng r& bat ky dé thu duoc ché phdm mong mudn. Do d6, vi du, cac loai dau tir cac vi
khuén khéac nhau c6 thé duoc tron cing véi nhau dé thu dwoc ché pham PUFA mong
muén. Theo cach khac, hoic ngoai ra, dau chira PUFA dugc boc 10 & day co thé dugc
tron véi ddu c4, dau thuc vat hodc hdn hop cua chung dé thu duoc ché phém mong
mubn.

Thuét ngit “axit béo” dugc dung dé chi axit béo mach dai (axit alkanoic) c6
chiéu dai mach khéac nhau, tir khoang C12 dén C22, mic du ca cac axit mach dai hon
va ngan hon 13 da biét. P dai mach chiém wu thé 12 nim trong khoang tir C16 dén
C22 . Chu trac cia axit béo dugc thé hién bé’mg hé ky hi¢u don gian bao gém “X:Y”,
trong d6 X 12 tdng sb lwong nguyén tir cacbon [“C”] trong axit béo cu thé va Y 1a sb
lwong lién két d6i. Cac chi tiét bd sung lién quan dén sy khac biét gifta “axit béo bao

9% €6

hoa” va “axit béo khong bao hoa”, “axit béo khong bdo hoa don” va “axit béo khong
bdo hoa da” [“PUFA”], va “axit béo omega-6" [“00-6” hodc “n-6"] va “axit béo
omega-3” [“00-3” hodc “n-3"] duoc thé hién trong bing sang ché My s6 7,238,482.

“Bot c4” duge dung dé chi ngudn protein dbi v6i ché phdm thire dn nudi trong
thity san. Bot ¢4 thuong duge ché bién tir cdc chét thai thuy san thu duoc tir cac bude
ché bién c4 danh cho nguoi tiéu thu (nghia 13, ca hoi, ca ngtr) hodc dugc ché bién tir
loai cé cu thé (nghia 1a, cé trich, ca moi déu) ma dugc thu hoach chi véi muc dich san
xuét bot ca.

Nghé nuéi trong thily san 14 nghé thuc hanh nudi trdng dong vat va thuc vat
trong mdi trudong nudc. Nghé ndy lién quan dén viéc nubi san pham thiy sinh (nghia
la, dong vat nudc ngot va nudc man) trong céc didu kién c6 kiém soat. Nghé nay lién
quan dén viéc nudi tréng va thu hoach c4, tom cua, va cdy thity sinh trong nuée sach,
nudc lo hoac nudc man.

Céc sinh vat dugc nudi trdng trong nghé nudi trong thity san c6 thé bao gdm ca
va loai gidp xéc. Loai gidp xéc, vi dy, 14 tdm hum, cua, tom, tdm pandan va tom hum
d4t. Nudi c4 1 dang thong thudng nhét cia nghé nudi trdng thuy san.

Nghé nay lién quan dén viéc nudi c4 thuong mai trong bé, ao hoic thing nudc
bién, théng thuong dé dn. Mot co sé tha ¢4 non vao ving hoang vu dé cdu ca giai tri

hodc dé bo sung mot so loai tu nhién dugc goi chung 1a trai san xuat cd giong. Moi
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quan tdm dac biét 1a ca cua nhom cé hdi, vi du, c4 hdi Masu (Oncorhynchus rnasou),
c4 hdi Chinook (O. tshawytscha), ca hdi Chum (O. keta), c4 hdi Coho (O. kisutch), c4
hdi hdng (O. gorbuscha), ¢4 hdi d6 (O. nerka) va ca hdi Pai Tay Dwong (Salmo salar).
Loai ¢ khéac duge quan tAm trong nghé nudi trong thiy san bao gdm, nhung khéng chi
gi6i han &, ca hdi chdm khéc, ciing nhu c4 thit tring nhu ¢4 r6 phi (bao gdm céc loai
khac nhau ctia Oreochromis, Sarotherodon, va Tilapia), c4 mu, c4 da tron (order Siluri-
formes), c& nglt mat to (Thunnus obesus), ca chép (ho Cyprinidae) va ca thu (Gadus).

Nghé nudi tréng thiy san thuong doi hoi ché phdm thirc an nudi trong thiy san
da qua ché bién dé dap tmg céc yéu cdu vé ché d6 an cia dong vat nudi. Nhu ciu vé
ché d0 an cia cac loai thiy san nudi tréng khac nhau ciing khac nhau, ciing nhu nhu
ciu v& ché d6 an ctia mot loai ciing khac nhau trong céc giai doan phat trién khac nhau.
Do d6, nghién ctru rong rdi da dugc thuc hién dé t6i vu hoa mdi ché phém thirc dn nudi
trdng thuy san dbi v6i mdi giai doan phat trién cua sinh vat dugc nudi tréng.

Ché phdm thtrc dn nudi trong thiy san dwoc tao thanh tr cic thanh phan vi
luong va da lugng. N6i chung, tit ¢4 cac thanh phin ma dugc sir dung & ndng d6 16n
hon 1% duogc goi 1a thanh phin da lugng. Céac thanh phin thirc in duoc st dung &
néng d0 nhé hon 1% la cac thanh phﬁn vi lugng. Ching dugc tron so bo dé dat duoc
su phan bd ddng nhét cac thanh phin vi lugng trong thic 4n thily san hoan chinh. Ca
thanh phan da lwong va thanh phén vi luong duoc chia nhod thanh cac hop phan c6
chirc nang dinh dudng va chirc ndng k¥ thuat.

Céc hop phdn c6 chirc niang k¥ thuét cai thién chit lugng vat 1y cta ché phdm
thirc &n nudi tréng thuy san hodc hinh thirc bén ngoai cta né.

Céc thanh phéan da luong ¢6 chirc ning dinh dudng cung cip cho dong vat thiy
sinh protein va ning lwgng can thiét dbi voi sy phét trién va ning suét. Lién quan dén
c4, ché phim thirc an nudi trdng thiy san, 1y twong 13, cung cip cho ca: 1) chit béo, c6
tac dung nhu 14 ngudn axit béo tao ra ning lwong (dic biét 1a cho co tim va co xuong);
va 2) axit amin c6 tac dung nhu 1a cac khdi protein x4y dung. Chét béo ciing hd trg sy
hép thu vitamin; vi dy, cac vitamin A, D, E va K ¢6 tinh chit tan trong chét béo hoic
chi c6 thé duogc tiéu hoa, hip thu va van chuyén cing véi chdt béo. Carbohydrat,
thuong cé nguén géc tr thue vat (nghia 1a, bt mi, bot hat duéng duong, gluten ngo,
bot d4u nanh), ciing thuong duge dua vao ché phim thic in, mic du carbohydrat

khong phai 13 ngudn ning luong t6t cho ¢4 so v6i protein hodc chét béo.
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Chét béo thudong duge cung cAp nho viée dua bdt ca (chira lwong nho diu cd) va
dau c4 vao ché phdm thirc dn nudi trong thity san. Dau chiét tach c6 thé duoc sit dung
trong ché phim thirc 3n nudi trdng thuy san bao gdm dau c4 (nghia 13, tr gan c4 moi
dau, ca tréng, c4 trich, c4 &t vay nho va ca thu cé chira dﬁu), va dau thuc vat (nghia 13,
tr hat ddu nanh, hat nho, hat hoa huéng dwong va hat lanh). Thong thudng, dau ca 1a
dau duge wu tién, do n6 chira axit béo omega-3 mach dai khong bao hoa da [“PUFA”],
EPA va DHA; nguoc lai, ddu thyc vat khong cung cip ngudn EPA va/hogic DHA. Cac
PUFA 1a cin thiét cho su phat trién va stc khde ctia hiu hét cac san phim nubi trdng
thity san. Mot ché phim thue an nudi trdng thuy san thong thuong s& chira dau véi
lwong ndm trong khoang tir 15 dén 30% (nghia 13, c4, rau, v.v.), dugc do duéi dang
phan trim trong lwgng cia ché phim thuc an nudi trong thily san.

Luong cta EPA (dudi dang phén trim ciia axit béo toan phdn [“% TFA”]) va
DHA% TFA dugc cung cip trong cac loai diu c4 thong thuong s& thay dbi, gibng nhu
ty 1 ciia EPA so v6i DHA. Céc gi4 tri trung binh dugc tdng hop trong Bang 2, dua
trén cong trinh nghién ctu clia Turchini, Torstensen va Ng (Reviews in Aquaculture
1:10-57 (2009)):

Béng 2. Ham Iuong EPA va DHA thong thuong trong céc loai ddu c4 khac nhau

Déu c4 EPA DHA Ty 1é PA:DHA
Dau c4 tréng 17% 8,8% 1,93 : 1
Dau c4 6t vay nho | 4,6% 3,0% 1,53 : 1
Diu ¢4 moi dau 11% 9,1% 1,21:1
Dau c4 trich 8,4% 4,9% 1,71 : 1

Protein dugc cung cap trong ché phim thirc an nudi tréng thiy san c6 thé c6
ngudn gdc thuc vat hogc dong vat. Vi du, protein ¢6 ngudn gbc dong vat c6 thé 1a tir
dong vat bién (nghia 13, bot c4, diu ca, protein c4, bot cia loai nhuyén thé, bot ctia con
trai, vé tom, bot muc 6ng, dau muc 6ng, v.v.) hodc dong vat trén mat dit (nghia I3, bot
huyét, bot trl’rhg, bdt gan, bot thit, thit va bot xwong, con tim, bot nhong, bot vang sita,
v.v.). Protein ¢6 ngudn gbc tir thuc vat ¢ thé bao gdm b6t dau nanh, gluten ngo,

gluten Ita mi, bt hat bong, bot canola, bot hat huéng duong, gao va chit tuong tu.
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Céac chire ning k¥ thuat cia hop phén da lugng c6 thé chéng chéo, vi du, nhu
gluten lua mi c6 thé duoc sir dung lam chét hd trg tao hat va dbi v6i ham luong protein
cta né lai 6 gid tri dinh dudng twong ddi cao. Co thé ké dén gom guar va bot mi.

Céc hop phan vi lugng bao gbm cac chét phu gia thirc &n nhu vitamin, khoang
chét vét, chit khang sinh ding trong thirc in chin nudi. Cac chét khoang dugc str dung
& muc nhé hon 100mg/kg (100ppm) dugce coi la vi khodng hodc khoang vét.

Céc hop phan vi lwong cé chirc ning dinh dudng du 1a cac chét sinh hoc va
khoang vét. Chung lién quan dén cic qua trinh sinh hoc va can thiét @& dam bao sirc
khoe tdt va ning suét cao. Cac hop phan vi lugng c6 thé dugc dé cap dén la vitamin
nhu vitamin A, E, K3, D3, Bl, B3, B6, B12, C, biotin, axit folic, axit pantothenic, axit
nicotinic, cholin clorua, inositol va axit para-amino-benzoic. C6 thé ké dén cac chit
khoang nhu mubi cia canxi, coban, déng, sét, magie, phospho, kali, selen va kém. Céac
hop phan khac c¢6 thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, chét chbng oxy hoa, beta-
glucan, mudi mét, cholesterol, enzym, mono natri glutamat, carotenoit, v.v..

Céc chire ning k¥ thuat cta cac thanh phéan vi lugng chi yéu lién quan dén viéc
tao hat, giai doc, chéng mbc, chéng oxy hoa, v.v..

Trong ngh& nudi trong thily san, thong thudng ca dugc cho an theo cic chu ky
an khac nhau khi ching phat trién. Vi du, c4 hdi Pai TAy Duong c6 thé duoc cho an
theo 6 chu ky an khac nhau trong lic phat trién tir 100g dén 4kg nhu dugc thé hién
trong Bang 1 néu trén. Trong lugng cua cé trong cac chu ky dn khac nhau c6 thé thay
dbi phu thudc vao loai ca va/hogdc thuc tién nudi tréng thiy san dugc &p dung.

Theo khia canh thr hai, ché phdm thirc an nuéi trong thiiy san c6 thé chira
luong tdng cong ctia EPA va DHA c6 ngudn gbe tir ngudn vi khudn duy nhét it nhat
chiém khoang 0,8%, dugc do dudi dang phan tram trong luong cua ché pham thirc #n
nudi tréng thiy san. Luong nay (nghia 13, 0,8%) thuong la ndng do tdi thidu thich hop
@8 hd tro su phat trién cia nhiéu dong vat trong nghé nudi tréng thily san, va cu thé 1a
thich hop dé dua vao ché do an cua ca hdi.

Nhu da thao luan trude day, ty 1€ EPA:DHA cao nhét trong dau ca (nghia Ia,
diu cé tréng) bang 1,93:1 (Turchini, Torstensen va Ng, néu trén) va ty 1&6 EPA:DHA
thép nhat trong dau c4 bang 1,21:1. Do d6, tin ring khong c6 ché pham thirc dn nuodi
trdng thily san c6 ban sin trén thj truong duge san xuét c¢6 ty 16 EPA:DHA cao hon

1,93:1 hodc nho hon 1,21:1.
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Pé dat duoc ty 1€ EPA:DHA 16n hon 2:1 hodc nhd hon 1,2:1, nhu dugc mé t4 &
day, ngudn thay thé ctia EPA va DHA la can thiét.

Theo mdt vi du, ché phim thirc an nudi trong thily san theo séng ché chra mot
ngudn DHA va EPA, trong d6 ty 1€ cia EPA:DHA 14 16n hon 2:1 dya trén cac ndng do
riéng r& cia EPA va DHA, mdi ndng d6 duoc do dudi dang phin trim trong lugng cia
axit béo toan phén trong ngudn vi khudn hoic trong ché phim thire #n nudi trong thiy
san.

Theo mdt vi du khéc, ché phdm thic an nuoi trdng thiy san theo séng ché chua
mdt ngudn DHA va EPA, trong d6 ty 1¢ cia EPA:DHA nh¢ hon 1:1, t6t hon 13 nam
trong khoang tir 0,2:1 dén 1:1 dua trén ndng do riéng r& ciia EPA va DHA, mdi nong
d6 dugc do dudi dang phan trim trong lugng cia axit béo toan phin trong ngudn vi
khuén hodc trong ché phdm thtrc an nudi tréng thiy san.

Hau hét cac qué trinh san xuit ché phim thirc an nudi trdng thily san theo sang
ché s& bt diu bang budc 1én men vi khuln, trong d6 vi sinh vit cu thé duoc nudi ciy
trong cac didu kién cho phép phat trién va sinh ra dAu vi khuin chira EPA va DHA. O
thoi diém thich hop, cac té bao vi khudn dwgc thu hdi tir binh 1&n men. Sinh khéi vi
khuén c6 thé dugc xir Iy mot cach co hoc bing cach sit dung cac phuong phap khéc
nhau, nhu loai nuGe, lam kho, phan rd co hoc, ép vién, v.v.. Sau d6, sinh khéi (hodc
diu chiét tach tir d6) duge st dung du6i dang thanh phéan trong thirc in nuoi trdng thity
san (t6t hon 12 1am chit thay thé cho it nhit mot phan dau ca dugc st dung trong ché
phdm thtrc an nudi trong thily san chudn). Sau d6, ddng vat thiy sinh dugc cho an thuc
an nudi trdng thily san trong mot phan cua vong ddi cia ching, sao cho EPA va DHA
tir thire #n nudi trong thiy san tich tu trong dong vat thly sinh. Bing cach do, khi thu
hoach, san phém thit thuy san nudi thu dugc s& chira EPA va DHA véi ty 1€ 16n hon
hodc bang 2:1 hoic bang hodc nho hon 1:1. Mdi khia canh trong s6 cac khia canh nay
s& dugc thao ludn chi tiét hon dudi day.

Dau vi khuén chira EPA va DHA theo sang ché c6 thé dugc cung cap & nhidu
dang khéac nhau dé sir dung trong ché phdm thirc an nuoi trdng thiy san & ddy, trong
d6 diu thudng c6 mit trong sinh khéi vi khudn hogc sinh khbi da qua x 1y, hodc diu
duge tinh ché mot phn hodc dau tinh khiét. Trong hiu hét cac trudng hop, s& c6 hiéu
qua nhét khi dua sinh khéi vi khuén hoc sinh khdi da qua xtt Iy vao ché pham thirc an

nudi trong thuy san, trai ngugc véi dau vi khuan (& dang duge tinh ché mot phan hoéc
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dang tinh khiét); tuy nhién, cac loi ich kinh t& nay khong dwogc cho 14 gi6i han & day.

Vi khuén theo sang ché 12 tao, ndm hodic ndm men. Vi khuén dugc wu tién 1a
Thraustochytrid 12 vi sinh vét ctia b Thraustochytriales. Thraustochytrid bao gém céc
thanh vién ctia chi Schizochytrium va Thraustochytrium va d3 dugc nhan biét 12 ngudn
thay thé ctia axit béo omega-3, bao gbm DHA va EPA. Xem bing sang ché My sb
5,130,242.

Theo phuong 4n dwoc wu tién, vi sinh vat 13 chung dot bién cua loai
Schizochytrium. Ching Schizochytrium 13 ngudn ty nhién cia PUFA nhu DHA va c6
thé duoc toi wu héa bang cach gdy dot bién dé duoc sir dung dudi dang ngudn vi khuin
theo sang ché.

Chung Schizochytrium san sinh ra DHA va EPA ¢6 thé thu duoc bang cich gy
dot bién lién tiép, sau d6 bang cach lya chon ching dot bién thich hop c6 mirc san sinh
EPA va DHA t6t hon va ty 18 EPA:DHA t6t hon. Cac chiing kiéu dai ban diu bao gdm
cac ching khi luu gifr ciing vé6i céc tap hop gidng nudi cdy khac nhau trén khip thé
gidi, nghia 1a ATCC va Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS). Thong thuong,
can thuc hién hai hodc nhiéu chu ky dot bién lién tiép dé thu duoc cac ching dot bién
mong mudn.

T4c nhan hoéa hoc bét ky hodc tac nhan khong hoa hoc bit ky (nghia 1 chiéu xa
cuc tim (UV: ultraviolet) c¢6 kha ning lam bién dbi di truyén & té bao ndm men c6 thé
duoc st dung 1am tac nhén giy dot bién. Céc tac nhan nay c6 thé dugc sit dung mot
minh hoac phéi hop v6i mot tdc nhan khac, va céc tdc nhan héa hoc ¢o thé duoc st
dung & dang tinh khiét hoic cing v6i dung méi.

Vi du, mot ching co thé dugc dot bién va lua chon sao cho né tao ra EPA va
DHA véi lugng kha thi v& miat thuong mai va ¢6 ty 16 EPA:DHA 16n hon hoic bing
2:1 va c6 thé ¢ ty 1€ it nhét béng khoang 2,2:1, 2,5:1, 3:1, 3,5:1,4:1,4,5:1, 5:1,5,5:1,
6:1, 6,5:1,7:1, 7,5:1,8:1,8,5:1,9:1, 9,5:1, hoac 10:1 hodac cao hon. Theo cach khac,
chung nay c6 thé duoc dot bién va lua chon sao cho né tao ra EPA va DHA véi lugng
kha thi v& mat thuong mai va c6 ty 16 EPA:DHA bang hodc nhé hon 1:1 va c6 thé ¢6
ty 1€ bﬁng khoang 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, 0,5:1, 0,4:1, 0,3:1, 0:2:1 hodc thép hon.

Theo cach khac, nguén vi khuén theo sang ché ¢co thé duoc tao ra bdi cac vi
khuan chuyén gen dé tao ra PUFA. Ty v, vi sinh vat c6 thé dugc thao tac di truyén dé

tao ra DHA va EPA bang cach biéu hién c4c gen di thé thich hop ma héa, vi du,
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desaturaza va elongaza cla con dudng delta-6 desaturaza/delta-6 elongaza hodc con
duong delta-9 elongaza/delta-8 desaturaza & sinh vat chu.

Gen di thé trong cac caset biéu hién thudng dugc hop nhét vao hé gen cua té
bao chu. Gen cu thé c6 mat trong caset biéu hién cu thé phu thude vao sinh vit chu,
profil PUFA ctia n6 va/hodc profil desaturaza/elongazacua n6, kha nang cia co chét va
(c4c) san phim cudi cing mong mudn. H& PUFA polyketit synthaza (“PKS”tao ra
EPA nhu dwgc tim thdy, vi du, trong Shewanella putrefaciens (patent M§ sO
6,140,486), Shewanella olleyana (patent My s6 7,217,856), Shewanella japonica
(patent M§ sb 7,217,856) va Vibrio marinus (patent M§ s 6,140,486), ciing c6 thé
dugc dua vao vi khuén san sinh DHA thich hop dé cho phép tao ra EPA va DHA. Cac
sinh vat chi ¢6 hé PKS khéc tu nhién tao ra DHA c6 thé dugc thao tac di truyén dé
cho phép tao ra ché pham thich hgp chira PUFA dé tao ra ty 16 EPA:DHA 16n hon 2:1
hodc nhé hon 1:1.

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay biét 13 vé céc can nhéc va k§
thuét cin thiét d& dua mot hoic nhiéu caset biéu hién ma héa céc enzym thich hop dé
sinh tng hop EPA va DHA vao vi khuin chii d4 chon, va nhiéu phuong phap da dugc
d& xuét trong tai liéu chuyén nganh cho ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc
nay. Dau vi khuén chira EPA va DHA tir c4c sinh vat da dugc thao tac di truyén nay
ciing ¢6 thé thich hop dé sir dung trong ché phim thtc n nubi tréng thiy san & day,
trong d6 du nay c6 thé c6 mit trong sinh khéi vi khuén hodic sinh khdi di qua xir 1y,
hodic diu nay c6 thé 1a du duoc tinh ché mot phan hodc dau tinh khiét.

Cac loai vi sinh vat thong thuong cé thé duoc st dung theo sang ché nay dugc
luu gitt vai s6 ding ky theo ATCC 1a PTA-10208, PTA-10209, PTA-10210, hodc
PTA-10211, PTA-10212, PTA-10213, PTA-10214, PTA-10215.

Theo mdt s6 phuwong 4n, sang ché dé xuét vi sinh vét dugc phan 18p c6 cac dic
tinh cua loai dwoc luu gitr voi sé ding ky theo ATCC 1a PTA-10212 hogc ching dugc
tao ra tir d6. Cac dic tinh cua loai dugc luu gitt véi ) déng ky theo ATCC la PTA-
10212 ¢6 thé bao gdm cac tinh chét sinh trudng va phenotypic clia chiing (vi du vé céac
tinh chit phenotyp bao gdm cac tinh chit vé hinh thai va sinh san), cac tinh chét vat ly
va hoa hoc cua ching (nhu trong lugng kho va profil lipit), trinh tw gen cua ching, va
céc t6 hop cua chung, trong d6 cc dic tinh phan biét cac loai dd dugc xac dinh trude

day. Theo mot so phuong 4n, sang ché dé xuét vi sinh vat phan lap c6 cac dic tinh cla
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loai duge luu gitt voi sd dang ky theo ATCC 1a PTA-10212, trong d6 céc dic tinh bao
gb6m rARN 18s chira trinh tu polynucleotit SEQ ID NO1 hodc trinh ty polynucleotit ¢6
d6 ddng nhét it nhit bang 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% véi trinh ty SEQ ID
NOI1, dic tinh hinh thai va sinh san cua cac loai dugc luu gitt véi s6 dang ky theo
ATCC 1a PTA-10212, va profil axit béo ctia cac loai dugc luu gilt véi sd dang ky theo
ATCC 1a PTA-10212.

Theo cac phwong 4n khéc, ching dot bién 1 ching dugc lvu gitt voi s6 dang ky
theo ATCC 1a PTA-10213, PTA-10214, hodc PTA-10215. Vi sinh véat di kém véi s6
dang ky ATCC PTA-10213, PTA-10214, va PTA-10215 dugc luu gitt theo Hié€p udc
Budapest ngay 14 thang 7 nam 2009 & Trung tdm luu ky cia Béo tang gidng chuén
My§, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 201 10-2209.

Theo mot sb phuong an, sang ché dé xuét vi sinh vat phan 1ép cta loai dugc luu
gitt v6i s6 ding ky theo ATCC 1a PTA-10208. Vi sinh vat dugc phéan 13p di kém véi sb
dang ky ATCC PTA-10208 & ddy con duoc biét dén 1a Schizochytrium sp. ATCC
PTA-10208. Vi sinh vat di kém vé6i sé dang ky ATCC PTA-10208 dugc lru giit theo
Hiép udc Budapest ngay 14 thang 7 ndm 2009 & Trung tdm luu ky cuia Béo tang gidng
chuin M¥, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-22009.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché @& xuét chung dot bién cta vi sinh vat dugc
lwu git v6i sb ding ky theo ATCC 1a PTA-10208. Theo cac phuong 4n khac, ching
dot bién 1a chung duoc luu gitt voi sb ding ky theo ATCC 1a PTA-10209, PTA-
10210, hodc PTA-10211. Vi sinh vat di kém véi s6 ding ky ATCC. PTA-10209, PTA-
10210, va PTA-10211 dugc luu giit theo Hi€p udc Budapest ngay 25 thang 9 ndm
2009 Trung tAm luu ky cta Bao tang giéng chudn My, 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209.

Vi khuén theo sang ché c6 thé dugc nudi cdy va phat trién trong mai truong 1én
men trong cic didu kién bang cach d6 PUFA duoc tao ra bsi vi sinh vat. Thong
thuong, vi sinh vét duge nudi dudng bing ngudn cacbon va nito, cliing véi mot sb hoa
chit hodc chét khac cho phép phat trién vi sinh vét va/hoic tao ra EPA va DHA. Cac
diéu kién 1én men s& phu thudc vao vi sinh vat dugc sir dung va c6 thé dugc tbi wu héa
d& cho tao ra PUFA mong mudn véi ham lwong cao trong sinh khéi tao ra.

No6i chung, cac diéu kién méi trudng c6 thé duoc t6i wu hoa bang cach thay dbi

loai va lugng cuia nguon cacbon, loai va lugng clia ngudn nito, ty 1€ cacbon/nito, lugng
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cta cac ion khoang khac nhau, ham lugng oxy, nhiét d0 sinh trudng, do pH, do dai cta
pha tao ra sinh khéi, do dai ctia pha tich tu dau va thoi gian va phwong phap thu hoach
té bao.

Khi dat dugc lugng can thiét cia EPA va DHA tao ra boi (cac) vi sinh vat, mdi
truong [én men co thé duoc xir ly dé thu duge sinh khéi vi khuén chira (cac) PUFA. Vi
dy, moi trudng 1€n men cd thé dugc loc hodc dugc xir ly theo cach khéc dé loai b6 it
nhét mot phan thanh phin nudc. Mbi trudng 1én men va/hodc sinh khéi vi khuén c6 thé
duge xir 1y tiép, vi du sinh khéi vi khuén c6 thé duoc tiét tring hodc xir Iy bing céc
phuong phap khac dé 1am giam hoat tinh cta cac enzym vi khudn néi sinh ma c6 thé
1am hai dau vi khudn va/hodc PUFA. Sinh khéi vi khuén c6 thé dugc 1am kho (nghia
13, t6i ham lugng nude cin thiét) hoic bing phuong phip phan rd co hoc (nghia 13,
bing phuong phéap vat 1y nhu may nghién hat, may ép dun truc vit, v.v., dé tao ra kha
ning x4m nhép 16n hon vao thanh phén té bao), hodc phdi hop cia cac phuong phap
néy.Shﬂlkhéivikhuéncéthéduqctaohathoachéahatdédéxﬁly.IX)dé,ﬂnhkhéi
vi khudn thu dugc tir phwong phép bat ky trong s6 cac phuong phap néu trén c6 thé
duoc st dung 1am ngudn diu vi khudn chira EPA va DHA. Sau d6, ngudn dau vi
khuén nay c6 thé dugc st dung 1am thanh phan trong ché phim thirc in nudi trong
thiy san.

Trong vi du dau tién cta sang ché, san phdm thit nudi trdng thuy san chira EPA
va DHA véi ty 1& 16n hon hodc bing 2:1, dua trén néng d6 cia mdi EPA va DHA
trong san pham thit nudi tréng thiy san, duge tao ra theo cach 6n dinh. Ty 1 clia ndng
d6 EPA/DHA c6 thé 16n hon hoic béng 2:1, 2,1:1, 2,2:1, 2,3:1, 2,4:1, 2,5:1, 2,6:1,
2,7:1, 2,8:1,2,9:1, 3:1, 3,5:1, 4:1,4,5:1,5:1, 5,5:1, 6:1, 6,5:1, 7:1,7,5:1, 8:1, 8,5:1, 9:1,
9,5:1, hodc 10:1 hodc cao hon.

Theo vi du thir hai ctia sdng ché, san phdm thit nudi trong thiy san chita EPA va
DHA theo ty 1€ béng hodc nhé hon 1:1, dua trén néng d6 ciia mdi EPA va DHA trong
san phém thit nudi tréng thuy san, dugc tao ra mdt cach 6n dinh. Ty 18 cua néng do
EPA/DHA béng hodc nhé hon 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, 0,5:1, 0,4:1, 0,3:1, 0:2:1
hodc thap hon.

Mot vi du dwoc wu tién vé dau vi khudn theo sang ché 13 dau tir Schizochytrium

chira:
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- it nhét 40% (trong lwong) DHA va EPA, tét hon 13 khoang 50% (trong lugng) DHA
va EPA,

- ty 18 EPA:DHA bang nim trong khoang tir 0,2:1 dén 1:1, t6t hon 13 tir 0,4:1 dén
0,8:1,va

- it nh4t mot chit oxy hoa dugc thém vao dé tao ra do 6n dinh.

Déu vi khudn nhu dugce mé ta va thu dugc tir phuwong phap bat ky trong sb cac
phuong phép néu trén c6 thé dugc st dung dudi dang ngudn duy nhat chira EPA va
DHA dé sir dung trong ché phim thirc dn nuéi tréng thiy san ma dwoc cung cip cho
dong vat nudi trdng thily san dé tao ra san phidm thit nudi trdng thuy san c6 ty 18
EPA:DHA 16n hon hodc béng 2:1 hodc nhé hon hoac béng 1:1.

San pham thit nuéi trong thuy san thu dugc bing cach sir dung phwong phap
theo sang ché c6 thé cha thém tdng lugng EPA va DHA it nhét bing khoang 0,5%
dudi dang phéan trim trong lwong clia san pham thit nudi trong thily san. Luong nay 1a
luong thudng cé mit trong san pham thit nudi tréng thity san.

Téng lvgng EPA va DHA it nhit bing khoang 0,5% dudi dang phan trim trong
lwong ctia san phim thit nudi trong thiy san c6 thé nhan dugc biang cach cho dong vat
nudi trong thiy san an ché phdm thic #n nudi trong thay san co6 tdng luong EPA va
DHA thuong it nhit bang khoang 1,6% ché phdm thirc dn nudi tréng thuy san, tinh
theo trong lugng.

Dua trén ban mo ta nay, rd rang 1a cic chét thay thé c6 thé ¢6 hiéu luc thay cho
dau c4 co thé dugc st dung, nhu mdt cach dé tao ra mdt cach dn dinh ché phérn thac

an nudi trong thuy sdn cho cic chu ky &n cuda ca.

Vi du thwe hién sang ché

Pugc md ta chung béi sang ché nay, c6 thé hiéu thém rd hon bing cach tham
khéo cic vi du duge cung cip & ddy. Nhitng vi du nay chi nhdm muc dich minh hoa va
khong nhim muc dich gi6i han pham vi bdo hd cla sang ché.
Vidul
Céc dic tinh phat trién cta vi sinh vat duoc phan l8p dwgc luu giit voi sé ding ky theo
ATCC 1a PTA-10212

Vi sinh vat dugc phéin 18p dugce luu gift voi s6 diang ky theo ATCC la PTA-

10212 dwge kiém tra cac dic tinh phat trién theo cac chu trinh 1én men riéng r&, nhu
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duge mo ta dudi ddy. Cac didu kién mdi trudng va nudi cdy thong thuong duge thé

hién trong Bang 3.

Bang 3: M6i truong cia binh nudi cdy PTA-10212

Thanh phan Nong do Khoang
Na,SO, 31,0g/1 0-50, 15-45, hodc 25-35
NaCl 0,625¢g/1 0-25, 0,1-10, hoac 0,5-5
KCl 1,0g/1 0-5, 0,25-3, hodc 0,5-2
MgSO,*7H,0 5,0g/1 0-10, 2-8, hodc 3-6
(NH,),SO, 0,44g/1 0-10, 0,25-5, hoac 0,05-3
MSG*1H,0 6,0g/1 0-10, 4-8, 01-5-7
CaCl, 0,29¢/1 0,1-5, 0,15-3, hoac 0,2-1
T 154 (dich chiét ndm men) 6,0g/1 0-20, 0,1-10, hoge 1-7
KH,PO4 0,8g/1 0,1-10, 0,5-5, ho#c 0,6-1,8
Sau khi hip (Kim loai)
Axit xitric 3,5mg/l 0,1-5000, 10-3000, hoac 3-2500
FeSO,4*7H,0 10,30mg/1 0,1-100, 1-50, hodc 5-25
MnCl,*4H,0 3,10mg/1 0,1-100, 1-50, hodc 2-25
ZnSO4*7TH,0 3,10mg/1 0,01-100, 1-50, hodc 2-25
CoClL*6H,0 0,04mg/1 0-1, 0,001-0,1, hoac 0,01-0,1
Na,Mo0,4*2H,0 0,04mg/1 0,001-1, 0,005-0,5, hodc 0,01-0,1
CuS0O,*5SH,0 2,07mg/1 0,1-100, 0,5-50, hoac 1 -25
NiSO4*6H,0 2,07mg/1 0,1-100, 0,5-50, hodc 1-25
Sau khi hap (Vitamin)
Thiamin 9,75mg/l 0,1-100, 1-50, hodc 5-25
Vitamin B12 0,16mg/l 0,01-100, 0,05-5, hoac 0,1-1
Ca[1/2]-pantothenat 2,06mg/1 0,1-100, 0,1-50, hodc 1-10
Biotin 3,21mg/1 0,1- 100, 0,1-50, hodc 1-10
Sau khi hip (Cacbon)
Glyxerol 30,0g/1 5-150, 10-100, hodc 20-50
Cép nito:
MSG*1H,0 17g/1 0-150, 10-100, hodc 15-50
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Céc diéu kién canh tac thong thuong bao gom céc dicu kién sau:

Do pH 6,5 - 9,5, khoang 6,5 - 8,0, hodc khoang 6,8 - 7.8;
Nhiét do 15 - 30°C, khoang 18 - 28°C hoac khoang 21-23°C;
Oxy hoa tan d6 bdo hoa 0,1 - khoang 100%, do bdo hoa khoang 5 - 50%, hodc

dd bao hoa khoang 10 - 30%; va/hodc
Lugng glyxerol 5 - khoang 50g/l, khoang 10 - khoang 40g/l, hodc khodng 15 -
duoc kiém soat @  |khoang 35g/1.

Trong mdi trudong nudi cdy dugce cung cip cacbon (glyxerol) va nito véi CI
1000ppm & 22,5°C véi 20% oxy hoa tan & d0 pH=7,3, PTA-10212 tao ra trong lugng
té bao kho bang 26,2g/l sau 138 gid nudi cAy thé tich 1én men 101. Hidu suét lipit bing
7.9g/1; hiéu sut omega-3 bﬁng 5,3g/l; hiéu suit EPA béng 3,3g/1 va hi€u sudt DHA
bing 1,8g/l. Ham lugng axit béo bing 30,3%, tinh theo trong lwong; ham lugng EPA
bang 41,4% ciia metyl este cta axit béo (FAME); va ham lwong DHA bing 26,2% ctia
FAME. San luong lipit bang 1,38g/l/ngay, va san luong omega-3 biang 0,92g/l/ngay
trong cac didu kién nay, san luong EPA bing 0,57g/l/ngay va san luong DHA bing 0,3
lg/l/ngay.

Trong méi truong nudi cdy duge cung cép cacbon (glyxerol) va nito véi CI
1000ppm & 22,5°C véi 20% oxy hoa tan & do pH=7,3, PTA-10212 tao ra trong lugng
té bao kho bing 38,4g/1 sau 189 gid nudi cdy trong thé tich 1én men 101. Hiéu suét lipit
bang 18g/1; hiéu sudt omega-3 bing 12g/l; hiéu sut EPA bing 5g/I va hiéu sudt DHA
bang 6,8g/l. Haim lugng axit béo bang 45%, tinh theo trong lwong; ham luong EPA
béng 27,8% cua FAME; va ham lugng DHA béng 37,9% cua FAME. San lugng lipit
bang 2,3g/l/ngdy, va san luong omega-3 bang 1,5g/l/ngdy trong céc diéu kién nay, san
luong EPA bang 0,63g/l/ngay va san lwong DHA bang 0,86g//ngay.

Trong mdi trudng nudi cdy duoc cung cdp cacbon (glyxerol) va nito véi CI
1000ppm & 22,5°C v6i 20% oxy hoa tan & 40 pH=6,8-7,7, PTA-10212 tao ra trong
lugng té bao khd bang 13g/l sau 189 gid nudi cdy trong thé tich 1én men 101. Hidu sut
lipit bang 5,6g/l; hiéu sudt omega-3 bang 3,5g/l; hiéu sudt EPA bing 1,55g/I va hiéu
sudt DHA bang 1,9g/l. Ham luong axit béo bing 38%, tinh theo trong luong; ham
lwong EPA bing 29,5% ctia FAME; va ham luong DHA bing 36% cia FAME. San
lwong lipit bang 0,67g//ngay, va san luong omega-3 bing 0,4g/l/ngay trong cac didu
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kién nay, san lugng EPA bing 0,20g/l/ngay va san lwong DHA bang 0,24g/l/ngay.

Trong méi trudng nudi cdy dwoc cung cép cacbon (glyxerol) va CI 1000ppm &
22,5-28,5°C v6i 20% oxy hoa tan & 40 pH=6,6-7,2, PTA-10212 tao ra trong luong té
bao khd bing 36,7g/l - 48,7g/l sau 191 gid nudi cdy trong thé tich 1én men 101. Higu
suét lipit bang 15,2g/1 - 25,3g/1; hiéu sudt omega-3 bang 9,3g/1 - 13,8¢/l; hiéu suit EPA
bang 2,5g/1 - 3,3g/1 va hiéu suit DHA bang 5,8g/l - 11 g/l. Ham lugng axit béo bang
42,4% - 53%, tinh theo trong lwong; ham lwong EPA bing 9,8% - 22% ctia FAME; va
ham lugng DHA bing 38,1% - 43,6% cua FAME. San luong lipit bang 1,9g/l/ngay -
3,2g/l/ngdy, va san lugng omega-3 bang 1,2g/l/ngdy - 1,7g/l/ngay trong cac didu kién
ndy, voi san luong EPA bing 0,3 lg/l/ngay - 0,41g/l/ngdy va san lugng DHA bing
0,72g/l/ngay - 1,4g/l/ngay.

Vidu?2
Do tiéu hoa biéu kién cia DHA va EPA dudi dang sinh khéi vi khudn & c4 hoi Dai tay
duong

C4 hdi Pai Tay Duong c6 thé trong ban dau khoang 200g dugc chia ngiu nhién
vao cac bé chira 1,5m v6i s& lugng 50 c4 mdi bé. Nhiét d6 nudc bang khoang 10°C. Ca
dwoc 1am cho thich nghi v6i ché d6 an ddi chimg trong 2 tuén trude khi bat diu duoc
cho an theo ché d¢ thit nghiém theo sang ché.

Thirc 4n c6 kich thude 3mm duoc tao ra bang cach ép dun & Nofima, Bergen
theo cong thirc dugc mé ta trong bang 4. Chi c6 ddu hat nho duge thém vao ché d6 an
va mirc DHA va EPA co ban trong thtrc an ddi chimg c6 ngudn gbc tir bot ca duoc dua
vao ché d6 an & mirc khoang 23%. Dau ca khong duge thém vao ché d6 an nay.

Ngudn vi khuén chita DHA va EPA sinh khéi ctia cac loai Schizochytrium sp.
ATCC PTA-10208 con duoc goi 1a OvegaGold™ duoc sir dung. Céc thé bao sinh khoi
120;0,9; 3,5 va 6,2% ché do an tuong Gng v6i mic DHA b%mg 0;0,5; 1,0; 1,5%.

C4 dugc cho an it nhit 4 tudn va mdi ché d6 an dugc thuc hién ba 1an. Sau 4
tudn cho an thir nghiém, phan dugc thu hdi bang cach tach mdi con cé ra khéi mbi bé
chira riéng r&. Mu co dugc 14y ra khoi 5 con c4 mbi bé chira.

Heé s6 tiéu hoa bidu kién duge xac dinh dbi voi axit béo omega-3 va ddi véi cac
chit dinh dudng nhu chat kho, lipit va protein.

Phan tich théng ké dugc thuc hién bing cach sir dung chuong trinh Statbox Pro
(ANOVA mot chiéu).
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Db OvegaGold | OvegaGold | OvegaGold
Thanh phan chinh cia thic n (%)| ching | = © | e ) CIRECAP
0,5% 1,0% 1,5%
DHA DHA DHA
Bot ca 23 22 22,4 22
Phan cd protein ddu nanh 17 17 17 17
Déau hat nho 22 21 20 19
B6t laa mi 11,4 10,9 8,7 7.4
Gluten ngd 5 5 5 5
Gluten lta mi 13 13 13 13
Phén c6 protein ddu Ha Lan 2 2 2 2
OvegaGold 2,5 5,2 8,0

Céc két qua v& sy tai sinh cia DHA va EPA trong thirc #n chin nuéi dugc thé

hién trong Bang 5. Cac két qua nay cho thiy su khoi phuc rat t6t cia DHA va EPA sau

qua trinh x1r ly thirc dn chin nudi bang cich ép dun va c6 dap ing li€u lugng rd rét.

Bang 5: Mttc khoi phuc trong thirc d4n chan nuoi

Ché do an Mirc thu hdi (mg/g)
EPA DHA |EPA+DHA | TéngQ-3
D6i ching 2,21 4,32 6,53 25,81
OvegaGold cung cip
0.5% DHA 4,31 9,61 13,92 34,26
Tir viéc bd sung 2,1 5,3 6,4
OvegaGold cung cip
0% DHA 5,57 12,80 18,37 37,38
Tir viée bd sung 3,4 8,5 11,9
OvegaGold cung cip
0% DHA 7,52 17,64 25,16 43,38
Tir viéc bd sung 53 13,3 18,6

Hé sb tiéu hoa biéu kién dugc xac dinh d6i véi DHA, EPA, DHA + EPA va axit

béo omega-3. Céac Fig.1, 2 va 3 1an luot thé hién kha ning tiéu hoa cia DHA+ EPA,
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EPA va DHA. Céc két qua nay cho thdy ring EPA va DHA dugc cung cip nho ngudn

tdo c6 the dugc ti€u héa manh.

Bang 6: Hé s6 tiéu héa bidu kién duéi dang gi tri trung binh + Sd

) ADC (%)

Ché d6 an i

EPA | #SD | DHA | +SD |EPA+DHA | +SD | Tong Q-3 | £SD
Péi ching 97,35 0,05 | 94,18 | 0,23 95,25 0,17 98,36 0,07
OvegaGold

98,50 | 0,06 | 96,96 | 0,06 97,40 0,06 98,65 0,02
0,5%DHA
OvegaGold

98,72 | 0,16 | 97,52 | 0,14 97,88 0,14 98,69
1,0%DHA 0,11
OvegaGold

99,05 | 0,05 | 98,19 | 0,14 98,44 0,11 98,90 0,08
1,5%DHA

Két luan 13, DHA va EPA ¢6 d6 sinh kha dung cao khi dugc cung cép dudi

dang sinh khoi vi tdo ¢6 bo sung cho che d9 &n ctia cé hoi.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Phuong phap san xudt 6n dinh san phim thit trong nudi trdng thiy san bao gdm
bude cho c4 dn ché phdm thirc an nudi trdng thiy san trong cac chu ky &n cta chung,
trong do:

mdt phin hodic toan bd diu ca trong ché phdm thirc an nudi tréng thily san dwgc
thay thé bing ngudén vi sinh vat duy nhit mang axit eicosapentaenoic
(Bicosapentaenoic acid - EPA) va axit docosahexaenoic (Docosahexaenoic acid -
DHA) , trong do:

nguén vi sinh vét nay la ddu vi sinh vat dugc cung cép & dang dugc chon tu
nhém gdm ddu tinh ché va dau tinh ché mot phén, loai bit ky trong sé chiing thu dugc
tir ngudn vi sinh vét, trong do:

ché phim thirc &n nudi tréng thity san bao gbm téng lwong EPA va DHA chiém
it nhat khoang 0,8%, dugc do bang phan trim trong lugng clia ché phdm thirc an nuodi
tréng thily san, va trong do:

EPA va DHA c6 mat v6i ty 18 ndng d6 cia EPA so véi ndng do ciia DHA nhé
hon hodc bang 1:1, tinh theo cic ndng dd don 1& ctia EPA va DHA trong ngudn vi sinh

vét hodc trong ché pham thic an nudi trdng thity san.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi sinh vat ma tir d6 thu dugc ngudn vi sinh vat

la tdo, nAm hodc nam men.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 vi sinh vét ndy 1a thanh vién thudc gibng

Schizochytrium hodc Thraustochytrium.
4. Phuong phéap theo diém 3, trong d6 vi sinh vat ndy c6 dic tinh cta cac loai dugc
ndp luu véi ) truy cAp ATCC 1a PTA-10208 hodc PTA-10209 hodc PTA-10210 hodc

PTA-10211 hodc PTA-10212 hodc PTA-10213 hodc PTA-10214 hodc PTA-10215.

5. Phuong phdp theo diém 3, trong d6 vi sinh vat nay la ching dot bién clia

Schizochytrium.
6. Phuong phép theo diém 2, trong d6 vi sinh vat ndy 1a vi khuén chuyén gen bang k¥
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thuat di truyén d& san xuit ddu vi sinh vat chtra axit béo da bét bdo hoa bao gdbm EPA

va DHA.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 san phim thit trong nuoi trong thiy san c6 ty 18
ndng do EPA so v6i ndng d6 DHA nhé hon ho#c bing 1:1 tinh theo ndng dd cia mdi

thanh phan nay trong san pham thit trong nudi tréng thity san.

8. Thire an nudi trong thily san bao gbdm:

ngudn vi sinh vdt duy nhit mang axit eicosapentaenoic (EPA) va axit
docosahexaenoic (DHA), trong d6 nguén vi sinh vat nay la dau vi sinh vat duoc cung
ca“ip & dang dugc chon tir nhém gém dAu tinh ché va dau tinh ché mot ph?m, loai bt ky
trong s6 chung thu duoc tir ngudn vi sinh vét, va trong do:

EPA va DHA c6 mat trong thitc an v6i luong it nhat khoang 0,8%, do dugc
béng phan trim trong lugng cla thirc an, va véi ty 16 ndng do ctia EPA so v6i ndng do
cua DHA nhé hon hoéc béng 1:1, tinh theo cac néng d6 don 1é ciia EPA va DHA trong

ngudn vi sinh vat hodc thirc an.

9. Thtrc an nudi trong thuy san theo diém 8, trong d6 vi sinh vt ma tir d6 thu dugc

nguon vi sinh vat 1a tdo, nam hodc ndm men.

10. Thire an nudi tréng thiy san theo diém 9, trong d6 vi sinh vat nay 1 thanh vién

thudc gidng Schizochytrium hodc Thraustochytrium.

11. Thtrc n nudi trdng thity san theo diém 10, trong d6 vi sinh vat ndy c6 dic tinh cla
cac loai dugc ndp luu véi sb truy cap ATCC 1a PTA-10208 hodc PTA-10209 hodc
PTA-10210 hodc PTA-10211 hodac PTA-10212 hodc PTA-10213 hodc PTA-10214
hodac PTA-10215.

12. Thirc 3n nudi trdng thiy san theo diém 10, trong do6 vi sinh vat ndy 13 ching dot

bien cua Schizochytrium.
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