(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
1-0049581
(51)%02001° A231, 17/30; A23B 4/027 (13) B
(21) 1-2021-02566 (22) 20/11/2019

(86) PCT/DE2019/100993 20/11/2019 (87) W02020/125848 25/06/2020

(30) 102018132386.7 17/12/2018 DE; 62/780,356 17/12/2018 US; 18212833.0
17/12/2018 EP

(45) 25/08/2025 449 (43) 27/09/2021 402A

(73) Alfred-Wegener-Institut Helmholtz-Zentrum Fiir Polar- Und Meeresforschung (DE)
Am Handelshafen 12, Bremerhaven, 27570, Germany

(72) Angela KOHLER-GUNTHER (DE).

(74) Vin phong Luat su An Nam (ANNAM IP & LAW)

(54) QUY TRINH SAN XUAT TRUNG CA MUOI HOAC SAN PHAM TUONG TU
TRUNG CA MUOI TU TRUNG SONG, TRUNG TRUONG THANH, TRUNG
RUNG TU CA HOAC PONG VAT GIAP XAC VA TRUNG CA MUOI THU
PUQC TU QUY TRINH NAY



(21) 1-2021-02566

(57) Sang ché d& cap dén phuong phap san xuat trimg ca mubi tir ¢4 tim sdng va cac
san phdm tuong tu trimg c4 mudi tir c4 séng hodc dong vat gidp xac song dic biét bén
virng va ciing ¢6 hiéu qua cao vé& mit kinh té. Trong céc giai phap k¥ thuat da biét truéc
day, trimg séng, truéng thanh duoc xtr Iy véi cation canxi, nhd d6 tao ra 16p mang trimg
ran chic v& mit cAu trac. Trong quy trinh theo sang ché, tring sbng, truong thanh, ma
trong trudng hop ca va dong vat giap xéc c6 ba hodc nhiéu 16p trong mang trimg, duoc
tiép xuc trong budc tiép xtc véi kali trong dung dich nudce da khir ion va céc cation kali,
nhd d6 ndng do cation kali va nhiét d6 nuéc khong cé anh huong gy hai lam hong trimg
sdng. Tring hinh thanh 16p 6n dinh (SS) m&i trong mang trimg bang cach khir cyc dién
bt gitr. L6p nay c6 tinh dan hdi va mang lai cho trimg ¢4 mubi hodc san pham tuong tu
tring c4 mudi cdu tric va trang thai méi dé sir dung thém. Céc cation kali 1a phu gia ky
thut duoc st dung khong c6 trong san pham cubi cung. Co thé xir Iy bd sung véi céc
cation canxi. C4c san phdm c6 thé dugc san xudt theo sang ché c6 thoi han sir dung dac

biét dai va tham chi co thé dugc cAp déng ma khong bi giam chat lwgng.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap san xudt trimg c4 mudi hodc san pham tuong
tu tring ca mudi tir trimg sdng, trudng thanh cla cd hodc dong vat gidp xéc, tring song,
truong thanh nay ¢ trang thai cé thé thu tinh nhung chua duoc thu tinh va ¢6 ham lugng
kali tu nhién trong té bao chat cua trimg, bang cach xtt Iy trimg séng, trudng thanh trong
dung dich nuéc mudi ma dung dich ndy khong lam hu hai trang va sau d6 la trong it
nhit mot dung dich chtra nudc va it nhat mét thanh phén cation dugc hoa tan trong do
ma lam 6n dinh mang trimg cta trimg sbng, trudng thanh, va tao ra trimg ca mudi hodc

san phim tuong tu tring cé mudi.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Tring chua dugc thu tinh, dd duoc xtr ly, dédc biét la tir ca, dugc coi nhu mot
moén an ngon va duogc tiéu thu ngay cang nhiéu. Thut ngit "tring" dugc st dung dé mo
t4 trimg (trong cac thuat ngit ngén thong dung) & giai doan phat trién bat ky, tirc 1a tir khi
con non dén khi trudng thanh, trong d6 mirc do phét trién ciia trimg khong dugc xéc dinh
r3 rang. "Trang tran" 14 chi tring sdng, truong thanh do c4, tom hum hogc dong vat thiy
sinh cai khac dé vao trong nudc dé duoc thu tinh. Tring rung 1a tring sdng truéng thanh
¢6 thé thu tinh ma duoc giai phong tir vo kén trong budng trimg va duoc gidi phéng vao
khoang co thé. Tir d6, chung dugc dé ra hodc dugc tach ra. Tring ca mubi c6 thé duoc
san xudt chi tir trimg clia cé céi clia cac loai c4 tim khéac nhau theo Tiéu chuén thyuc phim
Codex do T4 chirc Nong luong Thé gidi dit ra (FAO Codex Alimentarius). Bén canh cac
loai c4 tAm tu nhién, céc loai ¢4 tAm duoc nudi trong cac co s& nudi trong thuy san nude
ngot hién cling dugc st dung d8 san xuét trimg c4 mudi. Trimg ca tam chi xuét hién trong
nudc ngot trr mot s it truong hgp ngoai 1. Cac loai ca tam da duoc biét dén rong rai
(Acipenseridae) bao gdbm A. baerii, A. guldenstaedtii, Huso (ciing dugc biét dén 12 c4 tAm
Beluga), 4. transmontanus, A. ruthenus va loai bi bach tang cta n6. Tuy nhién, cic loai
lai gitta 4. schrenckii (ca céi) va A. dauricus (c& duc) va ca tam thia M§ (American

"Paddlefish") (Polydon spatula) c6 lién quan gan gili véi cac loai ca tam ciing duoc ké ra.
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Céc loai tring ca mudi khac nhau d3 duoc biét dén trén thi truong, nhu Sevruga, Osietra
va Beluga. Triing ca mudi mau trang (ciing dugc biét dén 13 "trimg ca mudi vang") thu
duoc tir ca tam bach tang. Céc loai 4. ruthenus bach tang doi khi dugc sir dung trong cac
céc co s& nudi trong thuy san dé san xuét loai trimg ca mubi duoc goi 1a "tring ca mudi
Tsar". Tuy nhién, diy khong phai la "tring ca mudi Tsar that" ma c6 ngudn gbc tir loai

bach tang cua Huso huso va rat hi€ém.

Hién tai, cac san phim tuong tu tring c mudi duoc san xudt tir khoang 38 loai
c4 khac nita khong thudc loai ca tam dugc san xuat va luu hanh trén thi trudng, vi du, xem
tai liéu do P Bronzi va dong sy cong bd: "Present and future sturgeon and caviar
production and marketing: A global market overview" (J ournal of Applied Ichthyology
2014, 30 SL 6, 1536-1546). Céc loai ¢4 niy bao gdm cé ngir, ca vay tron, cé hoi, ca hoi

van, ¢4 trich, ca tuyét, ca chép, ca thit trdng va ca trimg, trang chua trudng thanh cla céc
loai ca nay dugc st dung dé san xudt cac san pham tuong tu tring c mudi (cling duge
biét dén 1a 'cac loai thay thé tring ca mubi' hoic 'trimg c4 mudi gia"). Tring tir tdm him,
tdm cang 16n va céc loai giap xdc khac cling c6 thd dugc ché bién thanh cac san phim
trong tu tring ca mudi. Phuong phap dugc yéu cau bao hd theo séng ché va céc san phdm
¢6 thé dwoc san xuét d& cap dén cac loai ca va gidp xac nay (cling nhu cic loai cé va giap
x4c thich hgp khac nhung khong dugc & cap dén). Trir khi trimg ca mubi tir ca tAm dugc
dé cap rd rang, trimg cé mudi ciing nhu cac sén phim tuong tu tring ca mudi tir cac loai
cé khac ngoai ca tim va tir ddng vat gidp xéc, cu thé 12 tom hum va tdm cang, thuong ¢

y nghia va bao gdm céc loai sau day.

Trang ca mudi va cac san pham tuong ty tring ca mudi 12 cac loai thuc phdm
c6 gia tri. Tring ca mudi gidu protein v6i ham lugng cao cac axit amin thiét yéu va
chét béo. Trung ca mudi chtra cac vitamin D, E, B12 va niacin, cac khodng chét natri,
kali, magie va canxi cling nhu cac nguyén t6 vi luong gdm phospho, flo, iot va kém.
Hon nita, tring ¢4 mubi c6 ham lugng cao cholesterol t6t (HDL). Trang c4 mudi va
céc san pham tuong tu tring ca mubi c6 thé duge sir dung ca lam thuc phim va chét
trong cong nghiép my pham hoic trong céc nganh cong nghiép khac ma né dong vai
trd 1a cac chat gié tri. Kich thudc va do cimg cua trirng phu thudc cao vao loai ca hoac
giap x4c ciing nhu do trudong thanh va thoi gian thu hoach trang.

Hién c¢6 mot s san pham tring cé mudi trén thi trudng duge 1am tir tring trudng

thanh ryng tur ca tam. Tuy nhién, ngay nay, tring ca mudi, vbn 14 tring chua trudng thanh
2



49581 s

duoc 14y cing véi budng tring tir cac loai ca tAm da bi giét, vAn dugc cung cip chu yéu.
Day Ia phuong phap khai thac trimg ca mudi thong thuong. Trong trudng hop trimg ca
mudi tir cac loai c4 tAm nudi, ban diu ngudi ta cling cho rang ¢ ddy - nhu trudong hop tring
c4 mudi ty nhién trude ddy - tring chua trudng thanh c6 di do bén ma khéng can xir 1y
thém céc bude rira xam 14n dé loai bd phﬁn coOn lai cia mo tuyén sinh duc va dé doéng goi
lai. Tuy nhién, kinh nghiém thu dugc trong 20 ndm qua trong qua trinh khai thac trimg ca
mudbi tir c4 tAm nuoi da chi ra ring trimg chua trudng thanh tir ca tAm nudi da chét qua mém
va chi c6 thé dugc ché bién thém bang cach st dung han the hodc cac chét bao quan khéc
hodic thanh tring thanh mot san phdm thich hop dé déng goi lai va gitt 1au hon 2 dén 3
thang.

Viée gibt chét cac cd cai dé 4y tring c4 mudi tir danh bt tu nhién, két hop véi
viéc danh bét qua mirc, 6 nhiém nude thai cdng nghiép, ndng nghiép va nudc thai sinh
hoat d6i v6i ngudn nude va viéc xay dung cac dap nudc va dap tran da ngan cac tuyén
duong di cu dén cac bai dé nude ngot, da dan dén mdi de doa 16n dbi v6i quan thé tu
nhién ctia khoang 27 loai ca tAm khac nhau. O nhiéu khu vuc, nan sin trom va budn ban
c4 bét hop phap van dién ra phd bién bét chép su bao vé cac loai ca tam theo Cong udc
Washington vé Budn ban québc té cac loai dong, thuc vat hoang da nguy cAp (Washington
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
(CITES). Cac chuong trinh phuc hdi ton kém chi phi di duoc khoi xuéng trén toan thé
gi6i, tuy nhién, theo bdo cdo ciia Hiép hoi bao ton cé tam Thé gigi (World Sturgeon
Conservation Society), rat tiéc 1a cac chuong trinh nay dang thé hién it thanh cong trén
hét 1a & Trung Qudc va con & Iran va Nga. Chi c6 cac bién phap bao tdn va phuc hdi cac
ngudn giéng & Hoa Ky va Canada thé hién thanh cong buée dau. Ngoai vié danh bat
hop phép céc dong vat dang sinh san, céac loai ca tAm khac nhau tir viéc nudi trong thuy
san ciing dugc tha vao ty nhién voi nhiéu mirc d6 thanh cong khac nhau nhu mot phén
cua cac chuong trinh bao tdn nhim ctru cac ngudn gibng dang bi de doa tuyét ching.
Céc quan thé tom cang va tdm cang quy hiém ciing bi de doa nghiém trong do 6 nhiém
mdi trudng va cac bénh du nhép nhu nAm trén tdm cang. Tién bd quyét dinh trong nudi
tom cang xanh trong nudi trdng thily san va cac bién phap nudi v quang canh dong vai
trd quan trong trong viéc bao tdn cac ngudn gidng ban dia. Trong nudi tréng thiy san,
cac dong vat cai duoc gitt sdng dé sinh san va trimg dugc liy bang cach vit 14y trang.

Tuy nhién, trong san xudt trang ca mudi tr ngudn nudi, cac loai ca tam cdi thuong bi
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giét ché theo cach thong thudng vi cdc phuong phap nhe nhang hon khong duoc quén
triét thuc hién. Cch 1am nay hoan toan khong quan tam quan dén thuc té 1a chung thé
hién ning sudt sinh san ting lén dang ké khi do tudi tang. "Phuong phap rach md 14y
trimg", cling dugc thuc hién mot phﬁn & Nga, hoan toan khong phai 1a mot trong nhiing
phwong phap nhe nhang, vi phuong phap nay c6 lién quan dén ty 1¢ tir vong cao clia cac

loai c4 tam duoc xt ly theo cich nay.

Tir RU 2 232 523 C2, phuong phép san xuét trimg ca mudi dang hat tir trimg
c4 tAm rung tur budng trimg da dugc biét dén. Tring rung thu hoach dugc dau tién
dugc xtr Iy trong dung dich nuéc néng chira tir 1,5 phén trim dén 2 phan tram chét bao
quan dé chuén bi cho budc thanh trung sau d6 ¢ nhiét do tur 65°C dén 70°C. Ngoai
thuc té 1a mdi quy trinh nhiét déu c6 anh hudng dang k& dén huong vi cta trimg, viéc
st dung trirng rung, c6 mang tring rat mém va dinh, khong dam bao rang ching sé
chiu dung dugc va cac bude xur ly tiép theo bing chit bao quan ma khong bi v3. Tuy
nhién, ngay cd mot phan nhd tring v cling c6 thé 1am giam chit luong cua trimg cé
mubi, vi tring vo rat kho6 loai bd. Quad trinh thanh trung din dén su bién tinh cua cac

protein c6 gia tri va tao cho tring c4 mudi ¢6 huong vi béo ngly.

Lién quan dén viéc khai théc trimg rung tir ca tAm, vi du, tir cong trinh do M.
Szczepkowski va ddng su cong bd: "A simple method for collecting sturgeon eggs using
a catheter” (Arch. Pole. Fich. (2011) 19:123-128), viéc st dung 6ng thong cho muyc dich
nay da dugc biét dén. Két qua 13, trimg ¢6 thé dé dang dugc 14y ra hodc hut ra nhd chén
khong. Mot phuong phéap don gidn cling da dugc biét dén 13 xoa bép nhe nhang dé tring
di ra khoi khoang bung cua ca tdm. Phuong phap nay dugc goi la "Vit trang" va la

phuong phap thu hoach nhe nhang nhit.

Giai phap k¥ thudt gan nhét véi sang ché dugc boc 16 trong WO 2007/045233
Al. Pugc md ta trong tai liéu nay la phuong phap san xuét trang ca mudi hodc cac san
pham tuong ty tring ca mudi tir tring chin rung nhung chua dugc thu tinh cia dong vat
thuy sinh, t5t nhit 1 c4, bang phwong phép xt ly tring chin ngoai co thé trong dung
dich, trong d6 phuong phap nay dem lai sy thay dbi hinh thai, ndi sinh cua mang tring
té bao, ma mang té bao phan tach té bao tring (t€ bao chét cta trang ciing v6i mang bao
quanh) khoi moi truong cung voi sy dn dinh cAu trac ctia trang. Dung dich duoc sur dung
chira nudc va it nhat mot thanh phan cation (cation canxi Ca™) ma dugc hoa tan trong
nude & ndng do dinh trude va dn dén sy 6n dinh ciu tric khi tiép xuc v6i tring. Canxi
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14 nguyén t&r dan truyén tin hiéu té bao ma giy ra séng canxi trong té bao trimg trong té
bao chit cta tring, ma sau do din dén phan ung vO ndo va tiét ra va hoat hoa
ovoperoxidaza. Enzym nay dam bao viéc lién két ngang trong chu trac khong thé do
nguoc clia cac soi protein trong tao vo ngoai bao nhd su két hop clia cac phén tir tyrosin
vao 16p té bao vanh bén trong (zona radiata interna) va 16p té bao vanh bén ngoai (zona
radiata externa). Qua trinh cam Ung trong trung sbng c6 su trao dbi chét dan dén sy on
dinh cu tric mong mubn cia mang tring. Su 6n dinh nhu thé khong thé dugc tao ra
trong trimg chua trudng thanh vi cac thy thé va ting enzym tuong Ung chua trudng
thanh. Trong trudng hop tring chét, quy trinh nay hoan toan khong thé duoc khai tao,
vi su chuyén hoa khong con dién ra nita. Trang song, truéng thanh ngay 1ap tirc tao ra
16p nhon dinh do dich budng tring khi chung tiép xic v6i nude sao cho ching co thé
dinh vao da va cdy trong khu vyuc dé trang. Do d6, trimg duoc rura trong dung dich nuéc
mubi khong sdng ("sinh ly") trude khi xtt 1y dé loai bo dich budng tring. Hon nira, tring
sdng, truéng thanh c6 ham lwong kali ty nhién trong t& bao chét cta tring. Vi dy, liéu
khong doc hai cia kali (vi du, dé kich hoat su rung tring) dugc bd sung vao ching tu

bén ngoai trude khi thu hoach.

Chudi phan tng dugc mo ta dugc dé cap trong tai liéu nhu 13 "phan Gng thi hai".
Day 1a phan Ung trao ddi chit chdm ma, sau khi tinh trung dau tién dung nhap vao
trirng, rao ra chu triic co hoc vinh vién dé bao vé trimg chdng lai c4c tinh trang khac
tu tip bén ngoai tring (su thu tinh nhiéu tinh trung), nhung trén hét 1a chéng lai céc
doc td moi trudong, vi khuén va tdn hai co hoc dbi v6i phdi méi tao ra. Trong phuong
phép da biét, phan Gmg thir hai nay duoc khoi tao ma khong can dién ra su thu tinh boi
tinh trung. Su 4n dinh cu tric dat duoc tao nén "hiéu tng plop" va su tiét ra manh mé
ctia té bao chét 16ng cia trimg khi tiéu thu san phém. S& thich vé dd manh cu thé cua

hiéu Gng plop phu thudc nhiéu vao vi¢c st dung trang ca mudi va nguoi tiéu dung.

Hon nita, EP 2 522 226 B1 da boc 1§ viéc bao quan tring chua trudng thanh
clia ¢4 nudi trong hdn hop flavonoid va chit chéng oxy hoa Taxifolin (Dihydroquercetin)
va mudi hitu co, cu thé 12 trong kali xitrat. Tuy nhién, cac ndng do cao ctia hdn hop duge
st dung dan dén su thay ddi hién nhién trong moi trudng ion ndi bao, didu gy ra co ché
gay chét té bao theo chuong trinh (chét rung té bao). Do do, trimg duge xtt 1y theo cach
chét ngay. Céc cong bd SU 1662469 Al va RU 2 048 111 C1 ciing thé hién cac phuong

phéap bao quan trimg ca tdm trong d6 cac hop chét kali duge sir dung & cic ndng do cao
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vO cung ma sy chét rung té bao duge kich hoat ngay trong tring va chang chét di. Diéu
twong tu ciing 4p dung cho EP 2 868 207 B1 tuong tng v6i RU 2 232 523 C2 dugce dé

cap & trén, trong do xdy ra sy bién tinh b6 sung nho nhiét.

Cong trinh cong bd boi G. E. Bledsoe va dong su: "Caviars and Fish Roe
products" (cac danh gia quan trong trong Food Science and Nutrition, Vol. 43, No. 3,
May 1, 2003, cac trang tir 317 dén 356) bdc 10 viéc st dung kali nitrat trong bbi canh
ung dung nitrat lam chit bao quan chung cho tring cua, tring ca tAm va trimg cua cac
loai ¢4 khac. Tuy nhién, didu nay dién ra - nhu thuong 1¢ trong tAt ca cac quy trinh bao
quan - & ndng do cao dén muc xay ra tac dung gy doc té bao ma 1am pha v& dang ké
su cAn bang thdm thu va giét chét ngay trimg da xt ly. Hon nita, chi tring chua trudng
thanh trong giai doan phat trién ban ddu méi duoc bao quan boi ca giét mo, ma mot mat
phai dugc cha xat co hoc ra khoi tuyén sinh duc, chép nhén thi€t hai co thé xay ra, va
mit khac chua c6 cau triic phat trién ddy da trong mang tring truong thanh, do d6 ching

khong thé dugc st dung theo sang ché.

DE 2 416 685 A boc 106 phuong phap bao quan cai tién mau dé khi bao quan
triang ca hdi hodc ¢4 hdi bang cach bd sung chét phu gia thuc pham & dang xitrat duoc
phép st dung trong thuc pham. Sau khi hoan thanh phwong phép, chét sau van con &
mirc ¢6 thé phat hién trong san pham cudi cing va lam thay déi thanh phan ctia san
pham. Céc ndng do cao dugc su dung (tir 5 dén 10 phan tram trong luong) giét chét
tring sébng ngay khi tiép xtc. Chi vi tring chua truéng thanh dugc s dung c6 thé
dugc rira v6i nude. Nhu da dugce dé cap, tring trudng thanh s& tao ra 16p gel dinh.
Viéc cép dong tring chua trudng thanh ca trude va sau khi bao quan ludn dan dén cac
hu hai do cip doéng trén mang tring va su mAt nuéce do cAp déng, vi mang tring chua
phat trién va chua on dinh khong thé bao vé duge tring. JP S63 — 36 763 A boc 10
phuong phap san xuét natri clorua trong béo quan trung cé dé giam vi mén. Natri clorua
cling dugc thay thé bang cac hop chét kali khac. Tuy nhién, diéu nay xay ra lan nita
trong cac ndng do cao nhu thé 1a trang, ma d6 1a trang chua trudng thanh) bi giét chét
va khong con kha ning thyc hién cdng viéc trao dbi chat nira. JP 2001 — 299 285 A
boc 10 phuong phap xur ly tring cAp dong & trang thai chua trudng thanh dé cai thién
cAu trac. Tring dugc rira & nhiét do 5°C trong thoi gian 1én dén 24 h va st dung céc
hoa chéit chtra kali. Thoi gian xt ly kéo dai nhu thé 1am gian doan quy trinh trao d6i

chét. Vi trang da duogc cép dong ma khong bao vé chéng lai viéc cép dong, tring chua
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trudng thanh khong con c6 hoat tinh trao ddi chét va ciing khong thé thy tinh. Do do,
ching khong thé duoc st dung theo sang ché. Tuy nhién, phuong phéap duoc yéu ciu
bao hd theo sang ché khong lién quan dén su bao quén sau do6 va giét ché, khir mau
hodc cip dong, nhung v6i san pham nguyén gbc 1a trimg cé mubdi va cac san phim
tuong tu tring ca mudi tr trimg sdng trudng thanh chua duge xtt Iy. Su bao quan hoac
cp dong sau khi xtr 1y triing séng 1a bude bd sung tuy chon theo sang ché. Su khir

mau dugc mién trir hoan toan vi né khong can thiét.

Tir tai liéu céng bd ctia Huang Hui va ddéng su: "Effect of Synthetic
Preservatives on Volatile Flavor Compounds in Caviar of Sturgeon" (Huso dauricus x
A. schrenckii) ([J] FOOD SCIENCE, 2015, 36(12): 97-103), da biét ring tdt nhat l1a
ngan chin su mAt mui vi trong qué trinh luu trit lanh trimg ca mudi nho bao quan nhan
tao vdi cac chit bao quan 1a kali sorbat (E202, axit sorbic) va ascorbat (vitamin C).
Kali sorbat c6 ndng d6 0,5 trén mdi mililit khong ddi dugc st dung trong cdc nhém
thir nghiém khac nhau. Tring chua trudng thanh duge sir dung dé thu duge huong vi
dam da hon nhu 1a két qua cta viée xir 1y bdo quan. Kali sorbat duoc coi 1a e ché su
phat trién cia nAm mdc va su 1én men nhung cling anh hudéng khong t61 dén mui vi

ctia san pham.

Cong trinh cOng bd boi L. Dufresne va ddng su: "Kinetics of actin assembly
attending fertilization or artificial activation of sea urchin eggs" (Experimental Cell
Research, Elsevier, Amsterdam, NL, vol. 172, No.1, September 1987, pages 32 to 42)
d& cap dén viéc kich hoat nhan tao trimg cua nhim bién. Mic du sang ché khong dé cap
dén viéc xu ly tring nhim bién, vi chiing khong thé hién cAu trac phi hgp (chi ¢6 mang
triang c6 hai l¢p), cong bd nay sé duge thao luan ngin gon & ddy. Mot mét, tring nhim
bién duoc sir ding 12 duoc thu duge bing cach tiém dung dich KC1 0,5 M véi nong dd
kali clorua cuc cao vao khoang bung cta nhim bién. Két qua 13, tring bi anh hudng
manh & trang thai phin cyc dién cia n6 va ham lugng kali tu nhién trong t& bao chat cla
trang bi thay ddi mét cach rd rang. Hon nita, tat ca trang nhim bién tiép xtc v&i nudce
trude khi x 1y va tao ra 16p gel ma sau do phai duge loai bo co hoc. Diéu nay lam thay
d8i co ban cac dic tinh hinh théi cling nhu sinh ly clia mang tring khong bao. Tring
nhim bién khong thé duoc sir dung theo séng ché khong chi vi cu tric khéc biét co ban
cua ching, ma con vi cac can thi€p chuyén hoa I6n véi kali clorua trong qua trinh thu

hoach chiing. Hon nita, nuéc bien khong c6 canxi khong duge khir ion, né chtra hon 10
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g natri, 0,43 g kali va 1,3 g magié va 20 g clo mdi lit. Do d6, viéc rira tring trong nudc
khong c6 canxi khong twong ung vdi rira trong dung dich nuéc mudi khdng gay hong

triung sbéng, truéng thanh.

CAu tric ca mang trimg cla ca va dong vét gidp xac tudn theo mo hinh co
ban va dugc md ta cho phuong phép theo phuong phap lugng duge mo ta trong cong
trinh do Siddique va ddéng su cong bd: "A review of the structure of sturgeon egg
membranes and of the associated terminology", (J. Appl. Ichthyol. (2014), 1-10). Dué6i

dy 12 mo ta van tit cach thiét 1ap phi hop vé mat khai niém.

Trong tring dang truéng thanh (té bao chét, té bao trimg) trong budng trimg
cua dong vat, nang, g6m 6 céc té bao nang hat (cling dugc biét dén 12 cac té bao nang,
mang nang, biéu md nang) va cac té bao vo (cling duoc goi 12 vo trong va vo ngoai), bao
quanh tring dé cung cip cho trimg céc chét bao hiéu va chit dinh dudng. Gifra cac té
bao hat nang va cac té bao vo ciing 6 16p nén mong (trong khoa hoc ciing dugc goi la
mang quanh nang 16ng, mang, 16p nén). Té bao chit cua tring (t& bao chét nodn hoang,
olemna, té bao chét, tring bén trong) dugc bao quanh boi mang tring (mang té bao cht,
mang sinh chit PM, mang té bao trimg). Trong khi rung, trimg dugc tach ra khi cac té
bao nang va dugc giai phong vao khoang bung cua ca. Tring rung chi gitt lai mang
tring khong bao cta né (trong khoa hoc con dugc biét dén 1a chit nén ngoai bao hoac
mang ngoai bao), ma dugc tao ra trong qué trinh trudng thanh cia trung va dugc tao chu

truc tir bén ngoai vao den bén trong tur:

e L6p phé nang (Alveolar layer - AL) (trong khoa hoc cling dugc goi 1a 4o gel, 16p

dinh, vo gel, vo gelatin (bén ngoai tht hai), 16p 3, mang dém (2)), 16p ngoai cung

ciia mang tring khong bao

e Lop té bao vanh bén ngoai (Zona radiata externa - ZRE) (trong khoa hoc ciing

duoc goi 14 vo nodn hoang bén ngoai (16p té bao vanh = vé nodn hoang), vung

nodn hoang bén ngoai, mang noin hoang bén ngoai, 16p 2, 16p mang dém 2, ving

thdu quang bén ngoai lat., 16p té bao vanh bén ngoai lat., 16p vo 1B, vo thir hai),

phén ngoai ciing cua v6 nodn hoang, nam truc tiép dudi 16p phé nang

e L6p mit ngoai (Epilayer - EP) (trong khoa hoc cling duoc goi 1a 16p mat ngoai 1,

16p 4, 16p ngoai ciia mang thir nhét) phan tach ZRE khoi ZRA, khdng co trong tat

ca cac loai tring

e Lop té bao vanh bén trong (Zona radiata interna - ZRI) (trong khoa hoc ciing
8
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duoc goi 1a vo nodn hoang bén trong, ving noan hoang trong, mang noan hoang
trong, 16p mang dém 1, vung thau quang bén trong lat., 16p té bao vanh bén lat., 16p
vo 1A, 16p bén trong cta vo thi nhat), phn bén trong ctia mang noan hoang, dugc
ndi chit ch& v6i ZRA va

e khoang ho quanh hoang thé (trong khoa hoc ciing dugc goi la nén té bao chat phu
thém, khoang h& voi cac thé nhd vi nhung mao cta té bao chét cta tring), khdng gian
hep gitta ZRI va mang trimg, ma té bao chat cta trimg chén mot s6 lugng 16n vi nhung

mao (microvilli - MV) vao do.

Céc té bao tring rung séng c6 thé d& bi kich thich béng dién boi cac kénh ion nam
trong mang sinh chét ctia ching. Cac thay @bi trong tinh chét dién cua mang sinh chét cau
thanh, trong s6 cc thtt khac, diéu kién tién quyét dé kich hoat trimg va c6 anh hudng dén
mang tring. Cong trinh tién phong trén dong vat khong xuong sdng & bién da chimg minh
céc dong ion cua cic cation kali qua mang tring, gay ra su thay dbi dién thé tam thoi qua
mang (dién thé thy tinh (fertilization potential - FP)). Dién thé ndy duqc tao ra boi su kich
hoat ctia dong dién hudng vao trong thoang qua phuy thudc vao dién thé vao bén trong trimg.
Su khir cuc cua dién thé mang (RP) da dugc chimg minh la két qua ctia dong ion di qua
mang tring (dong ion (dong thu tinh FC)). Dong dién nay chay qua céc 16 m& cua cac kénh
ion khong dac hiéu va dan dién cao, ma c6 thé duoc kich hoat boi cac tac dong co hoc hodc
héa hoc hodc co hoc 1én tinh trang. Cac mo hinh gia thuyét vé vai trd cua cac kénh ion khac

nhau va céc ion lién quan cho dén nay cho thiy su khéc biét cu thé tuy theo tirng loai.

Trong cac té bao trang, kali dong vai tro trung tdm trong tw nhién, so vdi cong
trinh nghién ctru do E. Tosti va ddng su cong bd: "Electrical events during gamete
maturation and fertilization in animals and humans" (2004 Human Reproduction Update,

vol. 10, no. pp 53-65). Kali K" 1a cation quyét dinh tiém nang con lai cta té bao trang.

Su thay déi ndng do kali* va tinh thim théu clia trimg d6i v6i cac ion da dugc diéu chinh
nho su van chuyén protein va céc kénh ion. Cac néng do cation kali ndi bao tu nhién la
50 mmol/l trong tring trudng thanh chua dugc thy tinh cua ca tdm A. baerii theo cac
nghién ctru & co quan Alfred Wegener Institute. Canxi ngoai bao, mat khac, khong anh
huong dén dién thé nghi/dién thé thu tinh clia trimg va ciing khong tham gia vao chinh
khdi dién ly nhanh dAu tién (xem bén dudi). Thanh phan ion bén trong t€ bao trimg khac
v6i thanh phin ion & mdi trudng xung quanh. Sy khac biét nay gilta mdi truong bén
trong va moi truong bén ngoai té bao phai dugc duy tri cho hoat dong trao d6i chét va
9
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do d6 cho su sdng sot ctia té bao. Su phan bo khac nhau cua cac dién tich bén trong va
bén ngoai té bao tao ra gradien dién qua mang ngan, ma c6 thé dugc do bang hiéu dién

thé (dién thé nghi).
Ban chét k§ thuit cia sang ché

Dua trén giai phap k¥ thuat gin nhét cta sang ché theo WO 2007/045233 AL,
ma cling dugc st dung dé san xuét trang c4 mudi va cac san phém tuong tu tring ca
mudi, vin dé theo sang ché 13 phat trién hon nita quy trinh duge md ta & day trén co so
trang song, trudng thanh, chua dugc thy tinh cua ca hodc dong vat giap xac theo cach
ma su thay d6i vé cac tinh chét cam quan d6i v6i cAu tric, mui vi, van chuyén, luu tri
va cdp dong sdu tring truéng thanh co thé dat duoc. Nho do, tuy nhién, cac uu diém
dugc dé cap & trén cla trang cd mubi hodic cac san phim tuong tu tring ca mudi co thé
san xudt bang quy trinh hodc noi cich khac, ma cling ¢6 thé dugc yéu cu bao ho boi
sang ché, dugc duy tri. Giai phap dugc dit ra cho nhiém vu nay 1a c6 dugc tir diém yéu
ciu bao hd chinh. Cac phuong an theo sang ché c6 wu didm khéc nita dugc thé hién
trong cac diém yéu cau bao ho phu thudc va trong cac diém yéu cAu bao ho vé san pham

va dugc md ta chi tiet hon dudi ddy gan lien voi sang che.

Phuong phéap duoc yéu cAu bao ho dé san Xudt trang cé mubi hodc san pham tuong
tu tring ca mudi dua trén tring séng, trudng thanh cuia cd hodc dong vat giap xac theo
sang ché khac biét & chd, trong budc tiép xtic voi kali, kali duoc hoa tan trong nudce
nhuu 12 thanh phén cation & ndng do khong lam hu hai tring séng, trudng thanh va
khong lam thay d6i ham luong kali tw nhién ctia chung, nuée dugce khir ion trude khi bd
sung chit cho kali 8 tao ra thanh phan cation va ¢ nhiét d ma khong gay hai cho tring
sdng, truéng thanh, va khac bigt ¢ chd tring séng, trudng thanh dugc xit 1y trong dung
dich trong thi gian tiép xtic v6i kali cho dén khi dat dugc su on dinh danh hdi clia mang

tring mong muon.

O quy trinh dugc yéu cau bao hd theo sang ché, trimg sdng, truéng thanh dugc sir
dung ma co thé thu dugc mot cach tw nhién ma khong gay hai cho cd hodc dong vat gap
xac. Trung séng, trudng thanh 1a co thé thu tinh, nhung chua dugc thy tinh. Dich buéng
tring dugc loai bo bang céach ria trude voi dung dich nude mubi ma khong gy hai cho
trimg soéng, trudéng thanh, sao cho khong c6 16p gel dinh co thé tao ra trén vo ngoai.

Ngoai ra, trang c¢6 ham lugng kali tu nhién, khong bi thay ddi nhan tao. Chi ¢6 cac néng
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dd ciia cac cation kali ¢6 hiéu qua vé miit sinh 1y t& bao dugc st dung. Tring sbng, trong
c4 va dong vat gidp xac voi mang trang co nhiéu hon hai 16p, tirc 14 ba hodc nhiéu hon
ba 16p, dugc hoat hod dién. San phim ban dAu 12 tring sdng, truéng thanh, c6 thé thu
tinh, nhung chua dugc thu tinh véi day dy chirc nang trao dbi chét, sao cho, ngay ca cac
noéng do thip nhét cla cation kali, ma khong gay hu hai va khong dé lai déu vét trong
tring, cling co thé kich hoat cac qué trinh van chuyén qua mang trimg va cdc qud trinh
trao ddi chét trong té bao chét cua trimg. Trang ca mudi hodc cic san phim twong tu
tramg c4 mudi dugc san xuét theo cach nay thé hién chu tric méi v6i do dan hdi 6n dinh
c6 loi thong qua l6p khong bao trong sudt méi (16p 6n dinh dan hdi) trong mang tring,
ma phdn nao tr& thanh hoi mém hon & nhiét do phong ma khong lam han ché @0 6n dinh
cta trimg ¢4 mubi. C6 thé dé& dang xdc dinh mtc do 6n dinh dan hdi mong mudn bang
cach tu kiém tra (mutc do dan hdi cua tring). Mui vi cua tring la tuoi va cay dé chiu,
khong bi “tanh”. B9 tinh khiét cta tring dugc str dung, ngay ca khi khong thém chét
bao quan nhu han the, vén d3 bi cAm & nhiéu qudc gia, dan dén thoi han st dung dai (9
dén 12 thang) & nhiét do tiéu chudn gitta -2°C va -4°C. Tring dugc xir ly bang phuong
phéap nay cling co thé dugc cip dong ban dau ma khong bi giam chét luong, din dén

nhiing loi the to 16n v luu trl va van chuyén, xem bén dudi.

Bing cich dua trang song, truéng thanh vao tiép xtic v6i cac cation kali (K+) ¢
ndng dd sinh ly, tuc 1a khong gay hai, theo sang ché, trang dugc thay d6i trong khudn
khd cac sy kién dién va "phan Gng tht nhit" duoc kich hoat, dan dén trong thoi gian
ngén nhét (tir vai gidy dén vai phat) dé gy ra sy loai bo chit dinh bang dién khi tiép xtic
vGi nude va trong thoi gian dai hon xur 1y, @8 tao ra 16p On dinh dan hdi méi trong mang
tring. Lop 6n dinh moi nay tao do dan hoi cho mang tring, sao cho sang ché san xuat
ra trimg ¢4 mudi hodc séan phim tuong ty trimg ca mudi ¢6 chét lwong cao nhit & giai
doan nay, ma cling co thé trai qua cac bude xu ly tiy chon, cu thé 1a bao quéan va cép

dong sau (¢ -18°C) ma khong lam giam chét lugng.

Qua trinh kich hoat tring bao g6m va di qua toan bd mot loat cdc dot sinh hoc
t& bao. "Phan tmg (chdm) thit hai" (khdi cham) v6i phan (g v6 ndo dugc sir dung trong
WO 2007/045233 A1 duoc theo sau boi sy hoat hoa enzym phu thude canxi dé khuéch
dai va cubi cung 1a su thay d6i cAu tric 16n ciia mang trimg nhd cac soi protein lién két
tyrosin khong thé dao nguoc trong 16p té bao vanh bén trong va 16p té bao vanh bén

ngoai. Trong tu nhién, phan Gmg nay chuén bi cho lan phén chia t€ bao dau ti€n cho su
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phat trién ciia phoi thai. Ngwoc lai, "phan tng (nhanh) thir hai” (khéi nhanh, khéi dién,
khéi dién nhanh) dugc st dung trong cac phuong 4n nhét dinh theo sang ché vai su khir
cuc/si€u phan cuc tiép theo va su 4n dinh cua no trong thoi gian khac nhau tuy thudc
vao cic loai dong vat & dau cha tit ca cac dot sinh hoc té bao. Ca hai qua trinh khac
nhau déng ké vé cac chit duoc st dung, cu thé 1a A) céc cation kali dé ngan chin dién
nhanh chéng vé6i sy khir cuc ciia mang tring va do do kich hoat su hoat hoa tring va
hinh thanh ving méi, bd sung trong mang tring (hinh thanh 16p c4u trac dan hdi) va B)
cation canxi dé ngin chdn co hoc cham v6i sy chuyén dd1 hinh thai duoc kiém soét b%mg

enzym trong cac 16p hién c6 mang trimg (hinh thanh 16p 6n dinh cu trac).

Tinh huéng dién 1a sy khtr cyc nhanh hodc thim chi 1a su siéu phan cuc trong
thoi gian co mili gidy va duge du kién dé ngan chan tinh trung khong dinh thém nita
vao trimg sau khi thu tinh ty nhi€n. Sy siéu phan cyc nhanh dugc tich ra khoi hi€n tugng
siéu phéan cuc 6n dinh trong vong t6i da 60 phut sau d6 (¢ mot s6 loai ddng vat thuy sinh
nhu tom hum, thim chi 1én dén 5 gi0). Mic du tinh trung con lai trong vung l1an can cua
tring van c6 thé duoc gén vao sau khi khdi dién nhanh va van bi méc ket trong 40 ndo
hoang ctia mang tring (4o mém), n6 khong thé xAm nhap qua mang sinh chét cua trimg
dé thyc sy thu tinh, nhu ¢6 thé dugc thé hién trén dong vét than mém. Néu su tiép xuac
v6i cation kali tiép tuc dién ra theo cac phuong dn vé phuong phép nhét dinh theo sang
ché, su hinh thanh khu vuc thiu quang (trong subt, tya thuy tinh, gidng nhu gel) toan
toan m6i (16p On dinh dan hdi) duge quan sat trong trimg sdng, truéng thanh, co thé thu
tinh, nhung chua dugc thu tinh, ma chua duoc biét dén cho dén nay, 14 GAG-duong tinh
(su xuét hién ting cua cac glucosaminoglycan) va i toan (c6 thé nhudm mau véi thube
nhudm chén doén eosin c6 tinh axit mau do) dé quan sat cac bao quan té bao, protein
huyét twong, mo lién két va cac tién td cla nd), va trong d6 tinh trung s€ dinh vao. Sy
hinh thanh 16p on dinh dan hdi nay trudc hét dién ra trong qua trinh siéu phan cuc lién
tuc trong 10 gidy va nhidu hon trong céc phin ving trén mang trimg va, sau khi hoan
tat, dugce dinh vi gitra 16p té bao vanh bén ngoai va 16p phé nang trong tring sbng voi
thiét ké cAu tric twong tu véi ca va dong vat gidp xac (it nhét ¢6 hai 16p trong mang
tring). Nguyén nhan hinh thanh 16p 16p n dinh dan hdi méi duge thiy trong qué trinh
khir cuc lién tuc clia mang tring nho cung cAp cation kali ¢ ndéng dd sinh ly theo sang

r
A

ché.
Theo phép luét cua cac nude thanh vien EU vé chit bd sung thuc phim, chi cac
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chét chira kali duoc liét ké ¢ day, ching han nhu kali bicarbonat (kali hydro carbonat,
KHCO3) (CAS no. 298-14-6), kali carbonat (K2COs) (CAS no. 584-08-7), kali xitrat
(CAS no. 6100-05-6), kali hydroxit (KOH) (CAS no. 1310-58-3), kali clorua (KCl)
(CAS no. 7447-40-7), K, kali iodua (KI) (CAS no. 7681-1 1-0), kali iodat (KIO3) (CAS
no. 7758-05-6), c6 thé duoc st dung cho muc dich dinh dudng. Tuong tu, dé xuét ddi
v6i Quy dinh cia Nghi vién Chau Au va cta Hoi dong 11/10/2003 (COM (2003) 671
final) cho phép bb sung cac hop chét nay vao thuc phim. Cé4c hop chit chira kali nhét
dinh, chéng han nhu kali xitrat (E 332), kali lactat (E 326), kali orthophosphat (E 340),
cling ¢6 thé dugc bd sung vao thue phim cho muc dich cong nghé. Phuong phap xur ly
tring séng, trudng thanh cta ca hodc dong vat gidp xdc voi cac cation kali & céc ndng
do tuong thich voi t& bao (ndng dd sinh ly, tirc 12 khong gdy hai dén tring) va khong tao
ra du luong, theo sang ché, cho phép trimg ca mubi hodc cac san phim tuong tu trimg
c4 mudi duge san xuét dap ing tht c4 cac yéu cau vé chét luong qubc gia va qudc té ctia
cac co quan chtc nang, nha phén phdi va ngudi tiéu dung. Cac nghién ciru v& céc ndng
dd ion ndi bao sir dung phuong phéap quang phd phat xa (optical emission spectroscopy
- OES) trong té bao chét cua tring & Alfred Wegener Institute, trong d6 kali dugc sir
dung nhu la chit méi dé lién tuc khir cuc cua mang tring ngoai, khong thé hién su thay
dbi vé& ndng do trong té bao chit cua trimg sau khi xr 1y, ngay ca véi cac ndéng do va
thoi gian xir Iy khac nhau. Céc cation kali duge st dung theo cac phuong an vé phuong
phap nhit dinh theo sang ché do d6 rd rang ap dung nhu mot chit hd tro ché bién. Chét
hd tro ché bién dugc st dung trong ché bién cong nghiép va san xuét thuc pham. Chét
hd tro ché bién 1a phu gia thuc phém ma dugc bd sung vao dé tao diéu kién thuan loi
cho céac qua trinh k¥ thut nhu cit va loc. Tuy nhién, d6i v6i san pham cudi cling, cac
chét hd tro ché bién hoan toan khdng dugc c6 mat hodc chi tdn tai v6i du lugng (nho)
khong thé tranh khéi. Ngugc lai voi viée thay d6i phu gia thuc pham ma cling phai dugc
cong b trén bao bi, cac chét hd trg ché bién phai khong con tac dung nao trong san
phim cubi ciing, didu nay c6 loi thé dic biét. Viéc sir dung chiing phai 1a khong thé tranh
khoi v& mit kg thuét, khong hidu qua vé mit k§ thudt, khong gdy hai cho sirc khoe va
khong mui va khong vi. Vi cac chét khong con tdn tai hodc hoat dong trong thuc phém
da qua xtr ly, viéc st dung chung khong can phai dan nhan. Diéu nay ciing 4p dung cho

du lugng, san pham phan tng hodc cac luong du.

S& dugc uu tién va c6 lgi thé néu it nhat mot mudi kali, tot hon la muoi cua axit
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xitric (kali xitrat E332) va/hodc mubi cua axit hydrocloric (kali clorua E508) va/hodc
mubi ca axit sorbic (kali sorbat E202) dugc hoa tan trong nudce nhu la chét cho kali dé
tao ra thanh phén cation. Chét cho kali c6 nghia la hop chét c6 kali, ma sau khi n6 hoa
tan trong nudc s€ cung cAp céc cation kali, trong d6 ndng dd cia nd duge xac dinh boi
néng d6 cta hop chét chira kali cu thé va cong thirc cAu tao ctia né trong nude. Cac mubi
kali duoc dé cap tham chi tAt ca déu dugc chép thuan 1a phu gia thuc pham véi ma sO E,
mic du trong cac phuong phap nhét dinh theo sang ché, ching chi dugc st dung 1am
chit hd trg ché bién khong con xuét hién trong sén pham cudi cting va khong phai khai
bao. Néng dd cuia céc cation kali trong dung dich v6i nu6c da khir ion thuédn loi va duge
wutién la gitta 0,1 mmol/l va 3,0 mmol/l, tdt hon 14 0,1 mmol/l, 0,5 mmol/1, 0,65 mmol/l,
1,6 mmol/l hodc 2,0 mmol/l, t5t hon nita 1a 1,0 mmol/l hodc 1,5 mmol/l theo phuong an
cua sang ché. TAt ca cac bién va gia tri trung gian (s6 nguyén va khong phai s6 nguyén)
cling phai ludn dugc bao gdm trong tAt ca cac pham vi (cling nhu cdc tham s6 khac)
dugc thuc hién trong pham vi cla sang ché. Dé tao ra cac néng do kali trong nuéc nhu
dwoc dé cap, nudc phai duge khi ion. Tuy nhién, vi cac phan tir nudc ciing phan ly lién
tuc trong nudc, nén nguoi ta hiéu rang chi c6 thé dat dugc mtrc do khir ion bang cac
phuong tign ky thuat (dd dAn dién trong nudc 1a gitta 1 uS va 15 uS ¢ 25°C nhu la phép

do sy khtr ion hoa cé thé dat dugc).

Hon nita, thoi gian tiép xtc véi kali trong bude tiép xuc véi kali duge vu tién la
thuén loi 1a gitra 5 phut va 30 phut, tdt hon 1a & 10 phut, 12 phat, 15 phut, 20 phuat hoac
25 phat. Thoi gian tiép xtic v6i kali khac trong pham vi ndy cling ¢6 thé lua chon dé
dang. Thoi gian tiép xuc lén dén 50 phut hodc cao hon thdm chi xay ra trong xir ly tring
tom hum (giap xéac) trudng thanh. Su tao ra 16p 4n dinh dan hdi méi, ma bao kin mang
trémg, da bit ddu chi mot it gidy (1én dén 10 gidy) sau khi bat dau x ly. Tuy nhién, vi
khong phai toan b tring phan tmg ngay voi sy khir cuc lién tuc va tao ra 16p on dinh
trong cac phin bé mat mang trimg, thoi gian x 1y kéo dai lén dén 10 phut duoc khuyén
cdo dé dat dugc su khur cuc trong tat ca tring dugce xu ly. Khi thoi gian xit ly téng 1€n,
n6 di chuyén va dugc khoanh ving gitta 16p té bao vanh bén ngoai va 16p phé nang trong
toan bd mang tring bao xung quanh trang. Két qua 13, tring sbng, truéng thanh duoc
6n dinh dan hdi theo sang ché theo cach ma ching ¢6 thé duge wép mudi, déng goi lai

va cip dong siu ma khong gip vén dé gi.
Nhu mdt stra ddi tuy chon khéc, cac phuong phap nhit dinh vé phuong phép
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theo sang ché cling dé xuét bude tiép xuc véi canxi, cO thé duoc thuc hién sau bude tiép
xtc vai kali hodc trude nd. Céc thay d6i twong g dbi v6i mang trimg xay ra doc lap
v6i nhau theo ¢4 hai trinh ty trong cac déc diém dugc mo ta ctia chung. Trong bude tiép
xtic v&i canxi, duoc vu tién va thuén loi la canxi dugce hoa tan trong dung dich khéc véi
nu6e lam thanh phan cation & ndng do khong lam hu hai tring sbéng, trudng thanh (tirc
12 sinh 1y), trong d6 nudc dugc khir ion trude khi bd sung chét cho canxi dé tao ra thanh
phan cation. Trimg sdng, truéng thanh dugc xir 1y trong bude tiép xtic v6i canxi cho dén
khi dat duogc su 6n dinh cAu tric mong mudn cia mang tring. DO 6n dinh cAu trac mong
mubdn c6 thé duge xac dinh d€ dang bang cach tu thtt nghiém (muc do hi¢u Gng plop cia
triing). Trong budc tiép xtic voi canxi, dugc uu tién va thich hop 12 it nhat mot mudi
canxi, tot hon 14 canxi xitrat, canxi clorua va/hodc canxi sorbat, dugc st dung lam chét
cho canxi (chit cung cp canxi, xem dinh nghfa v& chét cho kali). Cac mubi canxi dugc
cho phép sir dung lam phu gia thuc phim véi cdc ma s6 E333 va E509 ma khong bi gidi
han vé s luong. O Ptic, cac hinh thitc danh van "Kalium (kali)" va "Calcium" (khong

phai Kalzium) dugc chon dé phan biét tdt hon viée str dung hai loai ion nay.

Canxi ¢6 mdt sinh ly trong té bao trimg va thanh phan thiét yéu trong qué trinh
trao ddi chét & té bao. Da duoc biét dén tir WO 2007/045233 Al, ma da dugc dé cép 6
trén, rang canxi clorua duoc sir dung dé cung cb ciu tric mang tring nhd cdc protein
lién két ngang khong thé dao nguoc trong qua trinh két hop cac phan ti tyrosin. Bén
canh do dan hdi dugc cai thién va ¢ thé diéu chinh cia mang trirg, ma vé co ban 1a dat
dugc theo sang ché, mang trimg vAn c6 thé dugc lam rén chic vé mit co hoc nho bude
tiép xuc véi canxi. Do do6, co thé dat duoc su két hop 6n dinh, tdi wu cho mot sb loai
tring ca mudi va san phim thay thé trimg ca mudi nhét dinh. Didu nay dic biét c6 loi
d6i v6i céc loai trang rat 16n khong 6n dinh (duong kinh 16n hon 3,2 mm, vi dy, tring
tlr c4 tAm Beluga hoic cd tAm trz‘ing) hodc d6i véi cac loai tring dac biét mém khi ching
da trudng thanh (lyc toi da nhd hon hodc bing 0,3 N cho dén khi ching v& ra trong phép
thtr 40 cing, vi dy, trimg tir ca tam Sterlet). Viéc 4p dung ca hai budc x@r ly s& cho ra
tring ca mudi hodc san pham twong tu trang c6 chét luong cao dbi véi nhiing loai trimg

¢6 van dé (kich thude, do mém).

Néng dd cua cac cation canxi trong dung dich khac thuan loi 1a gitra 0,1 mmol/l
va 3,0 mmol/l, tdt hon 1a 0,1 mmol/l, 0,5 mmol/l, 0,8 mmol/l, 1,0 mmol/l, 1,5 mmol/l,

1,6 mmol/l hodc 2,0 mmol/l. Thoi gian tiép xtic v6i canxi tdt hon 14 gifta 9 phut va 30
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phut, tdt hon 12 10 phut, 12,5 phut, 15 phut, 16 phut, 20 phat hodc 25 phat. Su Iura chon
thoi gian xt 1y can xem xét thuc té 12 4o bén clia mang tring tang ty 1€ thudn vOi su tang
thoi gian tiép xtic v6i canxi cho dén khi dat dén gia tri gi¢i han. Trong ty nhién, tring
d4 duoc thy tinh tir ¢4 dat duge mang tring cng manh sau khoang thoi gian xap xi 60
phut, khong con phu hop dé tiéu thu. Qua trinh nay co thé mét dén 24 gio d6i véi tom

hum.

Tham sb quy trinh quan trong theo céc phuong an nhét dinh vé phuong phap
theo sang ché 1 nhiét do ctia cac dung dich trong do tring trudng thanh duoc xir ly. Day
dwoc cho 12 sinh 1y, ¢6 nghia 1a n6 khong can tré qua trinh tu nhién trong trimg song.
Theo cac phuong an nhét dinh, nhiét do cua cac dung dich luén nam trong pham vi nhiét
d6 dé trang tu nhién cta ca hodc dong vat giap xac. Diéu nay dam bao rang qué trinh
hoat hod mang tring bang dién gay ra trong budc tiép xtic v6i kali duogc thue hign mot
cach dang tin cdy vdi su khir cuc bat dau tir dién thé nghi. O nhiét do dé trimg phi tu
nhién, vi du trong ca hodc dong vt gidp xac tlr cac ving cuc 1a cao hon 15°C, khong
x4y ra hién tuong hoat hod trimg bang dién va tring sbng, truéng thanh khong thé duoc
4n dinh bang dién hodc bing enzym. Ching trd nén bi seo hep. Diéu tuong tu cling 4p
dung ddi v6i trimg ca hodc dong vat giap xac tir cac ving nhiét déi va hdn hop. Nguyén
te co ban 1a & nhiét do trén 35°C, su phan ly cia dung dich dan dén giam nghiém trong

chét luong trung.

Pé thich nghi v6i nhiét dd ctia cac dung dich véi moi truong séng tw nhién, sang
ché phén chia rong rai cac ving sbéng cua c4 va dong vét giap xac, ma tring cua ching
c¢6 thé dugc st dung, trong thoi ky sinh sén ty nhién thanh ba d6i khi hiu: déi cuc (&
céc cuc), doi dn dai (gitra doi cuc va déi nhigt d6i), doi nhiét doi (quanh xich dao). Sang
ché d2 xuAt va khai thac mot céch thuan loi thye té 1a nhiét do cia dung dich nay (tiép
xtc véi kali) va/hodc cia dung dich khac (tiép xuc voi canxi) dugce léy tr mot pham vi
nhiét do di cuc tir 1°C dén 15°C, t6t hon 1a tir 5°C dén 12°C, dac biét t6t & 10°C, pham
vi nhiét do on d6i tir 10 dén 20°C, tdt hon 1a 15°C, ddc biét tot 6 12°C, hodc pham vi
nhiét do nhiét d6i gitta 20°C va 29°C, tt hon 1a 27°C, dic biét tot 1a 21°C. Sang ché tot
hon la tranh cac nhiét do dan dén su thay dbi-thodi hoa, chét té bao-cua trimg, nhu trudng
hop, vi du, voi phuong phép thanh trung bang cach dun noéng dén nhiét do trén 40°C.
Sang ché t6t hon 1a tranh diéu nay tai bat ky thoi diém nao trong quy trinh.

Vi céc ndng do cation duge sir dung trong cac phuong an nhét dinh vé phwong
16
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phép theo sang ché kich hoat céc phan ting sinh 1y cu thé & dong vat v6i ban chét dién
(tiép xtic voi kali) va ban chét trao ddi chat (tiép xtic v6i canxi) va do d6 anh huéng dén
qué trinh xir 1y d&n dén san pham cubi cung on dinh co thé an dugc, ludn phai gia dinh
rang nuéc da khir ion ¢6 trong dung dich dé dat dugc ndng do chinh xéac cua céc cation
hoat dong bing dién (kali) hodc chuyén héa (canxi) (tich dién duong). Do do, ¢6 thé dat
duge v& mit k§ thudt va do d6 dugc wu tién va thudn loi néu nue da khir ion 6 25°C ¢6
d6 dan dién gitta 1 pS/cm va 15 uS/cm, tdt hon 14 10 uS/cm hodc thap hon, dic biét uu
tién hon 1a 1 uS/cm. Nudce udng va nude giéng, tuy thudc vao ngudn khu vyc, gbm c6
thanh phﬁn At khac nhau ddi véi cac ion khac nhau, ma tham chi ¢ thé ¢6 tac dung dbi
khéng dbi voi sy trao dbi chét cua té bao trong mot sb trudong hop nhét dinh. Khi nhiét
do 1a 25°C, do dan dién ctia nude tinh khiét, vi du, 1a 0,055 pS/cm, nude da khir ion la
1 uS/cm, nude mua la 50 pS/cm hodc nude ubng 1a 500 uS/cm. Dé ¢6 thé thu dugc céc
két qua co thé tai 1ap, didu quan trong 14 phai biét nude da khir ion v& d6 dan dién cia
no.

Vi cac té bao séng 0 dang té bao trang trudng thanh co thé hoat héa dugc xtt 1y
véi cac phuong an nhit dinh vé phuong phép theo sang ché, nén diu quan trong 13,
trong sb nhitng tht khéc, cac dich dung dich phai duogc diéu chinh cho phu hop voi su
trao ddi chét cta cac té bao sao cho cac qua trinh trao ddi chét dién ra trong phuong
phép nay ciing c6 thé dién ra. Do d6 dugc uu tién va thuén loi néu dung dich nay va/hodc
dung dich khac ¢6 d0 pH (sinh 1y, khong gdy bat loi cho co thé sbng) giira 6,8 va 8,0,
tdt hon 1a gitta 7,0 va 7,9, dac biét tét 1a 7,2 hogc 7,4 hodc 7,5. Cu thé, pH dugc diéu
chinh trong dung dich c6 lién quan dén phan ng trao dbi chit cham trong budc tiép xic
v6i canxi. Vi cac qua trinh duge xtc tic bdi enzym trong té bao duoc diéu chinh nhiéu
béi @6 pH, nén do pH ndi bao trong budc tiép xtc v6i kali (qua trinh dign) cling duge
kiém tra. Tuy nhién, 4o pH trong té bao chit cia tring duge xu ly bang cac chét gbc
kali khéc nhau & cac ndng do va thoi lugng khac nhau vé co ban khong thay doi trong
d6 pH tdi wu gitra 7 va 8 va cho thiy cac su khac biét riéng biét dugc ky vong trong
truong hop cé va dong vat gidp xac riéng biét.

Theo cac phuong an theo sang ché, céc bude tiép xtic khac nhau dugce st dung
dé 6n dinh mang tring ngoai sinh cta trimg sbéng, truéng thanh (dan hdi va céu triic tuy
chon). Do do, trimg ca mudi hodc san phdm twong ty tring cd mudi di sin sang cho viée

xtt Iy tiép theo, nhu uép mudi va dong géi. Trong qua trinh rung tring, trang rung sdng
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va trudng thanh dugce déy ra khoi cac té bao nang trimg sao cho khong con bam dinh
mo thira clia mach mau hodc té nang trimg, ma vi khuén hodc nAm c6 thé sinh sdng trén
d6. Do d6, trang rung thu hoach dugc c6 do tinh khiét cao va do d6 cé didu kién tét nhét
cho thoi han st dung lau dai. Diéu ndy dugc ddm bao mot cach dang tin cdy néu, sau
budc tiép xtc cudi cung dugc thuc hién dé bao quan va tang cuong huong Vi, vigc uop
mubdi nhe duoc thyc hién véi tir 2,0% dén 3,8%, tot hon 1a 3,5%, natri clorua tuong tng
lién quan dén mot lugng trang ca mudi hodc san phim tuong tu trimg ca mubi. Tét hon
12 natri clorua khong chtra cac chét cho kali va canxi, nhu dugc chira, vi duy, trong cac
chét tro nho giot, vi diéu nay ngin chin nhiing thay d6i khong kiém soat dugc trong
mang tring do udp mudi. Tring cé mudi ti trimg ¢4 tAm dugc udp mubi kho voi mubi
néi chung don gian (natri clorua NaCl), vi€c udp mudi udt thuong dugce thye hién khi
trang tr cac loai ca khac dugc ché bién thanh cac san phdm twong tu trang ca mubi nhu
trung ca hdi va tring ca hdi van mubi. Viéc uép mubi trong khu vue dugc chi dinh, ma
¢6 thé dugc thue hién tuy chon theo sang ché, 14 quy trinh udp mubi rat nhe, cling duoc
biét dén 12 "malossol", day 1a dAu hiéu rd rang cla chét luong cao. Viéc thanh trung hodc
1am néng dén nhiét d6 60°C va cao hon t6t hon 1a dugc loai bo hoan toan dbi véi trimg
c4 mubi hodc san phim tuwong ty tring ca mudi dugc yéu cau bao ho theo sang ché, vi
diéu nay la khong cAn thiét va s& chi 1am tdn hai dén chat luong cua san phdm va cac
dic tinh cam quan cua no. Két qua cia viéc udp mubi malossol, trimg ca mubi hodc cic
san phdm twong ty trimg ca mudi duge san xudt bing phuong phap theo sang ché co
thoi han st dung i thiéu it nhét 12 tir 9 dén 12 thang néu duge bao quan & -2°C. N6

khong bi déng bing trong qua trinh nay do u6p mudi nhe.

Sy cai tién hon nita vé chit luong cua trimg ca mudi hodc san phim twong ty
tring ca mudi duge san xuit dat dugc tir cc phuong én nhét dinh theo séng ché 1a néu,
theo phuong an cdi bién khac, luu trit tring ca mudi hodc san phim twong tu tring ca
mudi trong hop thity tinh kin khi trong vai thang, t6t hon 12 tir mot dén ba thang, dugc
thuc hién mot cach wu tién va thudn loi sau khi bao quan va tang cuong huong vi. Trimg
ca mudi "chin" qua qua trinh luu trit va tity thude vao do chin, do ngon dugc tang cudng.
Tuy nhién, sy chin nay dugc nhin nhin theo nghia la su phat trién thém vé huong vi
(nhu v6i pho mat, vi du) va khong lién quan gi dén "muc do truéng thanh" cla trimg
trudéng thanh duoc st dung theo sang ché theo nghia phat trién sinh hoc. O day, su

truéng thanh d& cap dén kha ndng thu tinh va do d6 din dén trang thai phat trién cua
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tring séng. Khi trimg ca mubi chin lién quan dén huong vi, n6 dugc bao quan trong hop
thity tinh, ma c6 du khong gian cho trimg ca chin, vi n6 khong dugc ép (nhu trong truong
hop déng goi trong lon 6 nép day bang kim loai) va do d6 giit lai cac loai dau c6 huong
vi dam da. Vi vay, tring ca mubi duoc dong gdi trong bao goi thiy tinh theo cac phuong
4n nhat dinh ctia sang ché khong bi nham 14n v6i trimg ca mudi duge thanh tring, cling
thuong duge dong goi trong bao gbi thuy tinh. Hon nita, viéc Iuu tri trong lo thiy tinh
than thién méi trudng tranh dugc mui vi kim loai thuong bi chi trich cua tring ca mubi

thong thuong ma dugce dong goi trong cac thung chtra bang kim loai.

Theo phuong 4n cai bién khac vé quy trinh, tot hon va thuén 1¢i 1a thyuc hién cp
dong trimg ca mudi hodc san phdm twong tu tring cd mudi nhiét dd trong pham vi gifta
220°C dén -15°C, tbt hon 1a & nhiét do -18°C, sau khi bao quan va ting cuong huong vi
hoic luu trir va 1am chin huong vi. Ly tudng 1 tring c4 mubi chin vé mat huong vi aé
dung cho con nguoi dén d6 chin mong mudn cta khach hang va duge dong lanh tuoi
sau 14 ngay sau khi san xut hodc sau tbi da 3-4 thang @& 1am chin. Tring c4 mubi dugc
chp dong trong hop thly tinh 500 g trude khi déng géi lai hodc sau khi dong g6i lai cho
khach hang cudi ciing trong céc hi thiy tinh 30 g, 50 g, 125 g, 250 g hodc 500 g (cd thé
lén dén 1000 g) ma c6 thé hut chan khong. Trimg cd muodi thu dugc tir hoat dong giét
mb théng thuong khong thé dugc cip dong. Mic du trung ca mubi di thanh trung va
lam néng co thé dugc cip dong, chiing thé hién sy giam chét luong manh do xi 1y nhiét.
Kha nang cip dong tring ca mudi hogc san phim tuong ty tring ca mudi theo sang ché
cho phép tiép thi trimg ca mudi t8i vu ma diéu nay dap (mg nhu cAu hién nay dbi véi
thuc pham thong thudng. Viée tiép thi cho dén nay da gip han ché do cac nhiét dd van
chuyén va Iuu trit 12 tir -2°C dén -4°C, ma cin phai dugc tuan thia nghiém ngdt, vi nhiing
didu nay khong dugc duy tri boi hiu hét cac nha cung cdp. Do dé, trimg ca mudi thu
dugc thong thuong duge xu ly hodc thanh trung bing cic chit bao quén c6 hai, ching
han nhu han the, dé bao quan it nhét trong khoang thoi gian 12 thang va lau hon. Tuy
nhién, tring ca mudi duoc san xuét véi cac phuong an theo sang ché co thé don gian 1a
duoc cAp dong va do d6 dugc bao quan va giit tuoi trong mot thoi gian dai hon. Céc thi
nghiém da chira rang tring cé mubi ra déng tlr tir trong tu lanh & nhiét 4o tr +4°C dén

+ 7°C khong bi mat mui vi hodic két cAu.

Theo cac phuong an nhét dinh theo sang ché, trimg dugc xir 1y trong bé dung

dich (dung dich nuéGe, dung dich v6i nude). Tring dugc thém vao va dé trong bé dung
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dich cho dén khi - tiry thudc vao loai tring dugc str dung-dat dugc mtrc do 6n dinh mong
mudn (dan hdi va co thé 14 ca céu trac). Sau do, chi can 1ay trimg ra khoi bé. Pé ngin
chin sy 6n dinh hon nita khéng mong mudn mot cach dang tin ciy sau khi bi loai bd boi
céc cation trong dung dich dinh, theo cdc phuong an nhét dinh theo séng ché, tbt nhét
va thudn loi 13, theo phuong an cai bién tiép theo vé phuong phap, néu viéc loai bo céc
cation dugc dua vao twong Gng ra khoi tring truéng thanh dugc thuc hién sau khi dat
duoc d6 6n dinh dan hdi (va tiy chon cAu tric) mong mubn, nhing (nhing mot thoi gian
ngin) trl’rrig sbng, treong thanh trong dung dich nudc mudi (dung dich nudc mudi sinh
1y) ma khong gay hai ching. Didu nay la dé rira sach céc cation va ngay lap tic chdm
dt cac qua trinh 4n dinh ma ching gy ra. Muc do 4n dinh (mong mudn) clia mang

trang dat dugc cho dén nay dugc bao tdn mot cach dang tin cdy ¢ trang thai cudi cung.

Tring sdng, trudng thanh duoc st dung trong cac phuong an nhét dinh theo
sdng ché 1a co thé thu tinh nhung khong duge thy tinh. Ching thuong khong dugc lam
w6t bing nude va ¢6 ham luong kali tw nhién trong té bao chét cta tring. Tring sbéng
nhu thé c6 thé hodc 1a duge giai phong tur tuyén sinh duc vao khoang bung cua ca va
dugc thu hoach tir d6 qua 15 sinh duc. Diéu nay c6 thé dugc thuc hién, vi dy, bfmg cach
dé tring tu nhién, bang cach vét trimg (xoa bép khoang bung tlir bén ngoai) hodc bang
céch st dung 6ng thong ma qua do6 tring chay ra hodc duoc hat ra khoi khoang bung.
Trang dugc giai phéng ra tu tuyén sinh duc vao khoang bung duoc goi la tring rung (do
treong thanh cép 5), chiing van dugc bao boc bdi chét dich budng tring nhdy nhua. Dé
tranh su tao ra 16p dinh trén trimg khi tiép xtic v6i nude, dich budng tring dugc rira sach
bang dung dich nudc mudi sinh 1y truge khi bat dau xtr ly. Trimg rung ¢ thé thu dugc
tir dong vat sdng, dic biét 1a qua trinh rung lién tuc. Tuy nhién, tring song, trudng thanh
& do truong thanh cip 3 hoic 4 cling co thé dugc str dung theo sang ché, ma dugc 14y tur
dong vat chét trong tuyén sinh duc va sau d6 phan 13p. Mot cai nhin téng quan vé cic
mutc dd truong thanh khac nhau cia ca tuyét dugc dua ra trong cong trinh do L. G.
Katsiadaki va dong su cong bb: "Assessment of quality of cod roes and relationship
between quality and maturity stage" (J. Sci Food Agric 79:1249-1259 (1999)) ¢6 thé
duoc tim thiy cu thé trong bang 1. Pinh nghia bang s6 vé mirc do trudng thanh co6 thé
thuc hién dugc véi sy tro gitp ctia "chi s& phan cuc". Piéu nay duogc tinh toan tir ty sd
khoang cach gifta nhan té bao va mang té bao v6i duong kinh ctia bang gilta cuc dong

vat va thuc vat (ntra truc 16n). Do do, theo phuong an tiép theo cla sang ché, dugc uu
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tién va thuan loi 1a khi xu ly tring séng, d6 truéng thanh cta ca hodc dong vat bao vé
vé6i chi s& phan cuc PI 12 0,05 < PI < 0,15, t6t hon 1a 0,05 <PI <0,12. Trimg ¢6 PI nay
dac biét thich hop dé thu hoach dé xir 1y theo sang ché. Thong tin thém vé chi s6 phan
cuc PI cua trimg co thé dugc tim théy, vi du, trong huéng d3n chin nudi ca tim (én
phidm FAO Ankara 2011 Tai li¢u k¥ thuét vé Thity san va Nudi trong Thily san 570
(Fisheries and Aquaculture Technical Paper 570), "Sturgeon Hatchery Practises and

Management for Release - Guidelines").

Phuong phap dugc yéu ciu bao ho theo séng ché c6 thé duge sit dung dé xtr 1y
trimg song, trudng thanh ctia cé va dong vat giap xac (tén khoa hoc Crustacea), cic loai
¢6 trimg c6 cdu tric co ban duge doi hoi theo sang ché (c6 nhidu hon hai 16p trong mang
tring) va thich hgp dé tiéu thu & dang tring ca mubi hodc cac san phdm twong ty tring
c4 mudi. Tt hon va thuén loi 1a xr 1y trimg sbng, truéng thanh tir ca hodc dong vat gidp
xac dugc danh bat tu nhién hodc tir co s& nudi tréng thuy san, ma da duoc rung va thu
dugc bang cach vt hodc thu hoach dich khac nhu dung éng thong. Dé lam diéu do, vi
du, cac dong vat dugc du kién tha lai vao tw nhién, nhu tir du 4n tha lai dong vat, cling
¢6 thé duoc thu hoach. S4 tién thu dugc tir viée ban trimg ca mudi va cac san phém
tuong tu trimg ca mudi sau d6 co6 thé dugce tra lai cho céac bién phéap du trit. Pugc uu
tién va dic biét thudn loi la néu, theo cac phuong an nhét dinh theo sang ché, trang sdng,
truong thanh cia ca ¢6 xuong sng trong va gén day tu nhién, tdt hon 1a céc loai ca tAm
sbng, dugc xt ly. Cac phuong an theo sang ché sau d6 cling ¢6 thé duoc st dung dé san
Xudt trimg cé mubi (chinh hing) véi chét luong cao nhit. C4c san pham tuong tu trang
c4 mudi khéc tir tdm hum hoic cac khac dong vat giap xac, vi du, tom cang xanh, cling
¢6 thé duge san xudt v6i chét lugng cao nhét véi cac phuong an vé phuong phap theo
sang ché. Hon nita, cac loai tring rt 16n (duong kinh trén 3,2 mm) hodc mém, khong
n dinh (két cAu trong phép thir dd cimg dudi 0,3 N, ma trén muc nay trung s€ bi v&) ¢
thé duge xt ly mot cach thuén loi va uu tién, vi cac phuong an vé phuong phap theo
sang ché cling c6 thé tily chon bao gbm hai budc tiép xtic v6i cé sy n dinh dan hdi (kich
thich bang dién) va c4u trac (kich thich bing enzym) clia mang tring.

Cudi ciing, cdc phuong an theo sang ché ciing bao gdm cac sén phim khéc tir
tring sdng, trudng thanh cua ca hodc dong vét giap xac, ma c6 thé dugc san xuat khong
chi v6i phuong phap dugce yéu ciu bao hd ma con véi cac phuong an khéac. Céc san
phim khic biét & chd 16p 6n dinh dan hdi ¢ dang 16p trong sudt 4i toan véi cac
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glucosaminoglycan dugc két hop dugc tao ra bd sung trong mang tring. Tuy nhién,
trong truong hop nay, tring séng 1a chua duoc thu tinh, ma giai thich cho vi€c tai sao
16p 6n dinh dan hdi khong xudt hién trong ty nhién. Theo cac phuong 4n nhit dinh theo
sang ché, 16p 6n dinh dan hdi ndm gitra 16p té bao vanh bén trong va 16p phé nang, t6t
hon la gitta 16p té bao vanh bén ngoai va 16p phé nang. Do d6, n6 c6 thé xut hién chi
trong truong hop trimg séng voi két cAu nhidu hon hai 16p cua mang trang. Vi du, nhim
bién chi c6 chinh xac hai 16p trong mang tring. Lop 6n dinh méi nay 1a trong sudt, gidng
nhu gel va dan hoi va ¢6 thé duoc nhudom mau do vé mat md hoc véi eosin va mau xanh
lam véi alcian. Trong qué trinh san xudt st dung c4c phuong an nhét dinh theo séng ché,
dic diém khac biét ciia n6 12 bi anh huéng bdi ndng do cation kali dugc sir dung trong
budc tiép xtic voi kali va vi tri cta né bi anh hudng boi thoi gian tiép xuc voi kali.

Pé loai bs dich budng trimg, trimg sdng, truéng thanh duge xtr Iy voi dung dich
nude mudi ma khdng gy hai cho trimg trude xu ly. Pugc vu tién va thuén loi la dung
dich nay 1a dung dich nudc mudi sinh ly. Hon nita, dugc wu tién va thuan loi néu dung
dich nudc mudi duoc tao ra 1a dung dich nudc mudi tr 0,6 ph?m tram dén 1,0 phé”\n tram,
t&t hon nita 1a dung dich nudc mubi 0,9 ph?m tram. Vi du, dé chuén bi dung dich nuégc
mubi 0,9 phf?m tram, 9 g natri clorua (NaCl) dugc hoa tan vao mdi 1 lit nudc duoc sur
dung. Nong do nay tuong ung véi ndng do tOn tai tu nhién trong cac co quan clia con

ngudi, do @6, né dugc goi la dung dich nuoe muoi "sinh 1y".

Céac phuong an nhét dinh theo séng ché con dé cap dén trimg céa mudi hoic san
phim tuong tu tring ca mudi cua trimg truong thanh, chua dugc thy tinh cia cac dong
vat thay sinh, khac biét & chd lién két ngang khong thé dao nguoc cla cac soi protein
bdi cac phéan tu tyrosin két hop dugc hinh thanh bd sung trong mang tring. Lién két
ngang khong thé dao nguoc nay nam trong 16p té bao vanh bén trong va 16p té bao vanh
bén ngoai cla trimng sdng cua ca hodc dong vat gidp xac. Lién két ngang khong thé dao
ngugc dan dén su 6n dinh céu tric bd sung ctia mang tring. Cung voi su 6n dinh dan
hdi dang ¢, séng ché cling c6 thé dugc st dung dé x1r ly céc loai trang dédc biét 1én hodc
mém. Tring ca mudi hodc san pham twong ty trang ca mudi c6 thé duoc san xuat theo
cac phuong an theo sang ché, trong d6 do 4n dinh két cau trong mang tring phu thudc
vao thoi gian tiép xac v6i canxi va ndng do céc cation canxi trong budc tiép xtc véi
canxi. Cac phuong phap khac dé san xuat trimg ca mudi hoic san phém tuwong tu trimg

c4 mudi co ban chét gibng nhu viée tao lién két ngang protein khong thé dao ngugc
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trong mang trung cling ¢ thé 4p dung dugc. Cac phuong an khac vé& phuong phap va
san phim theo séng ché c6 thé duge tim thiy trong phin mo ta chi tiét sau day lién quan
dén cac phuong an vi dy, nhung khong gi6i han pham vi clia sang ché & cac phuong 4n
vi du nay.

Mo ta vén tit cac hinh vé

Trong phin mo ta sau ddy, phuong phdp san xuét trimg ca mubi hodc san pham
tuong ty trimg ca mudi tir tring séng, trudng thanh cia cic dong vay thuy sinh va céc
san phém do6 theo sang ché va cac cai bién c6 loi clia ching nhim muc dich hiéu hon vé
sang ché dugc giai thich thém nho cdc vi du phuwong an va cac hinh v&. Trong do:

Céc hinh v& Fig.1A, Fig.1B, Fig.1C 1a cac hinh &nh SEM dé so sanh trang sdng
& trang théi chua trudng thanh va ¢ trang thai trudng thanh (giai phap ky thuat da biét),

Fig.2 1a bang thu nhét thé hién cac tri s6 do ctia d§ day mang tring trong qua
trinh x1 ly trimg sbng, trudng thanh tir ca tam Siberi,

Fig.3 la bang th hai thé hién cdc tri sé do ctia do day mang tring trong qua trinh
Xt ly tring sbng, trudng thanh tir ca tam Beluga,

Céc hinh vé Fig.4A, Fig.4B, Fig.4C, Fig.4D la c4c hinh anh SEM cta loat xur ly
dé tao ra 16p On dinh cta trimg sdng, truéng thanh dwgc xtr Iy khéc nhau cia ca tam v6i
su Xt Iy bang cation kali so véi viéc xir Iy kép véi cac cation kali va canxi cling nhu khi
xur Iy voi céc cation canxi riéng,

Céc hinh vé Fig.5A, Fig.5B, Fig.5C, Fig.5D la cac hinh anh TEM ctia két ciu
clia cac mang clia mang tring vadi su tao ra 16p 4n dinh (SS) méi gitra 16p té bao vanh
bén ngoai (ZRE) va 16p phé nang (AL),

Céc hinh v& Fig.6A, Fig.6B, Fig.6C, Fig.6D la céc hinh anh TEM ctia cac hat
tring c4 tAm trudng thanh chua duge xur ly va duge xur ly khac (chi co cic cation Kali,
xtr Iy kép vi kali va céc cation canxi, chi c6 céc cation canxi),

Céc hinh v& Fig.7A, Fig.7B, Fig.7C, Fig.7D la céc hinh anh hién vi quang hoc
cha trimg trudng thanh chua duogc xtt 1y cta ca tAm va trimg sdng, truéng thanh tir ca
tAm Siberi duoc xit ky vai céac ion kali.

Céc hinh v& Fig.8A, Fig.8B, Fig.8C, Fig.8D la céc hinh anh hién vi quang hoc
cla trung sdng, trudng thanh cta ca tAm Siberi duoc xt 1y voi céc cation canxi va cua
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trung song, trudng thanh dugc xt Iy voi cac cation kali va véi céc cation canxi, va

Fig.9A va Fig.9B la cac hinh 4nh SEM va hinh anh hién vi quang hoc ctia két
cAu mang trimg cuia cé tdm Beluga sau khi xtr 1y triing sdng, truéng thanh véi cac cation

kali va canxi.
Mo ta chi tiét sang che

D3 biét tir cac nghién ciru vé& mdi quan hé gitta trong luong va/hodc tubi cta
cac loai ca tAm va kich thuge cua hat trimg ca mudi hodc sé lugng tring ca mubi thu
hoach duoc ma dudng kinh dang trimg va do do chét luong clia tring ca mudi ting theo
trong luong va/hodc tubi ctia ca tAm. Hon nita, sd luong tring cé mudi thu hoach duoc
tang 1én cung voi sy ting trong lugng va tudi clia c4 tAm ting 1én va do d6 thanh cong
vé mit thuong mai. Cac loai ca tAm chua truong thanh sinh dyc trong mdi truong tu
nhién cho dén tudi tir 12 dén 26 tudi, tiry thudc vao loai. Hau hét cac loai ca tAm déu trai
qua giai doan sinh truéng cho dén khi chung dé tring 1An dau tién & bién hodc & cac cira
song va sau d6 di cu vao cdc ving ven song dé tim bai dé cta ching trén mat dat da
trong nudc ngot. Ngoai ra, trong nudi trong thity san, céac loai cd tdm can khoang tir 5
dén 16 nam, tuy thudc vao loai ca tam, dé dat dén dd truong thanh sinh duc dAu tién va
do d6 thu hoach tring mubi cd dau tién. Trong nudi trong thity san, viéc thu hoach trimg
c4 lap di [ap lai tir nhitng con cé céi con sdng trong nhiéu nam cho thiy ring viéc nuéi
¢4 than thién v6i dong vat véi ché do cho an t6i uu va mat do tha thip va ludn hop 1y vé
mit kinh & va sinh thai do chung truéng thanh sinh duc mudn va tudi tho cao. C6 thé
dé dang san xuét trimg c4 mubi & quy mo tdn dang thu hat vé mit kinh té trong quy trinh
phdi hop tir thu hoach va xir ly trimg vét dugc dén trimg cé mubi. Cac bién phép ning
cap phi hop ¢6 thé dat dugc san luong hang ngay 1a 80 kg tr¢ 1én tuy thude nhiéu vao
dd tudi cta c4 va luong tring ca mudi di kém véi no.

Céc phuong an nhét dinh theo sang ché sir dung trimg séng, truong thanh da
dugc 1am sach truge d6 véi dung dich nude mudi sinh ly. Py 1a triing rung trudc do
dugc ép ra khoi tuyén sinh duc bdi céc sgi co min cua té bao nang do giai doan trudng
thanh cua chung (giai doan sdn sang rung tring va kha nang thu tinh), qué trinh dugc
biét dén 1a rung tring. Trang rung duoc giai phong vao cac 6ng nang va khoang bung
cua ca va khong co can té bao va cac chat ba khac. Sau d6 chung ¢ thé duoc dua ra

ngoai co thé ca bang cach xoa bop vung bung ma khong anh hudng dén tinh mang cua
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c4. B& mit tring hoan toan sach s€ khong dé lai héc 16m hoic nép nhin nao c6 thé dan
dén sy xam nhép cua vi khuén hoidc nim, dan dén thoi han st dung dai cho trung ca
mubdi hodc san phim tuong tu tring ci mudi. Khong nhét thiét phai st dung céc
phwong phap bao quan nhu han the, chét gay hai cho sirc khoe con ngudi. Cac hinh vé
Fig.1A, Fig.1B, va Fig.1C thé hién céc hinh anh hién vi quét dién tr (scanning electron
microscope - SEM) cua tring séng va qua trinh rung tring theo giai phap k¥ thuat da
biét. Fig.1A thé hién té bao tring chua truong thanh voi cac té bao nang nhu dugc tim
thiy trong tring ca mubi thong thudng tir ca tAm bi giét thit. Fig.1B thé hién su rung
trimg tai chd va giai phong té bao trang trudng thanh tur té bao nang bao quanh. Fig.1C
thé hién trimg ca tAm sdng, trudng thanh hoan toan nhin va sach.

Theo phuong an vi du voi tring séng, truéng thanh sau khi rung, tién trinh
phuong phap kha thi theo phuong an clia sang ché duge giai trich chi tiét hon dudi day
v6i mot s6 bude bd sung tuy chon:

o Vit trirng sdng tir c4 tAm céi séng o giai doan da truéng thanh V sau khi hoa tan
céc tai tinh,

e Van chuyén ngay trang sdng vat duge cung voi dich budng trimg dén phong thi
nghiém tréng c4 mudi (tranh phan l6n thoi gian cho doi, thoi gian chd doi khong thé
tranh khoi dugc dat trén bang va trong diéu kién khong c6 oxy bang cach bao phu
budng tring bang mang nhya khong tham khi),

e Rua k¥ ngay trimg séng trong dung dich nuée mudi sinh 1y 0,9 phén tram dén

khi dich budng tring dugc loai bé hoan toan,
e Thuc hién bude tiép xtic véi Kali:

e Chuin bi dung dich chira cation kali ndng do tir 0,1 dén 2 millimol tir kali
xitrat trong nudc da khi ion c6 do dan dién 1a 10 pS/cm (& nhiét do 25°C)
va nhiét do trong pham vi nhiét do vung cuc 10°C,

e Dua trang sdng, truéng thanh vao dung dich trong thoi gian tiép xtic v6i kali
la 10 phut va

e Léy trimg da x{r ly ra khéi dung dich; va

e Nhung so trimg da xu Iy vao trong dung dich nugce mudi sinh 1y 0,9 phén tram.

Cling c6 thé thuc hién cac phuong phap chiét khac cho trimg trudng thanh. Tham
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chi v6i st dung tring sdng, trudng thanh dugc 14y tir dong vat vira méi giét md, mau va md&
c4 phai dugc rira sach hodc trang tham chi phai dugc co xat dé tach khoéi dudng sinh duc,
didu t8t hon 12 ¢6 thé dat duge nho xit Iy so bd véi dung dich nude mubi sinh 1y. Bang cach
ngam, do dan hoi va dudng kinh cta 16p 6n dinh co thé duoc kiém soat thém (tirc 1a ngoai
su lua chon thoi gian tiép xtc). Do sy anh hudéng dién cta cac cation kali dugc dua vao,
viéc xir Iy duge mo ta anh hudng dén sy tao ra 16p 6n dinh dan hdi trong subdt gitra 16p té
bao vanh bén ngoai va 16p phé nang trong mang tring. Trong trimg & diéu kién binh thudng
va mém, vide Xt Iy véi budc tiép xic véi kali 1 di. Tuy nhién, véi trimg ddc bigt 1on, mém
hodc nhay cam cua mot s6 loai ca tam, vi du Huso huso, Acipenser transmontanus hodc
Acipenser ruthenus dugc st dung, budc tiép xtic v6i canxi cling c6 thé duogc thuc hién tiép

sau (ho#c duge thyc hién truge):
e Thuc hién bd sung budgce tiép xtic véi canxi:

e Chuén bi dung dich chura céc cation canxi ndng do tir 0,5 dén 2 millimol cua
canxi clorua trong nuGe da khir ion c6 do dan dién 12 10 pS/cm (& nhiét do
25°C) va nhiét do nam trong pham vi nhiét d¢ vung cuc la 10°C,

o Dua tring sdng, trudng thanh vao dung dich khac trong thoi gian tiép xuc
v6i canxi 1a 12 phut, va

o Ly tring da xu Iy ra khoi dung dich khac do, va
e Ngam so tring da xtr Iy vao dung dich nuée mudi sinh 1y 0,9 phén trim.

Ngoai 16p 4n dinh dan hoi tir bude tiép xtic véi kali, bude nay cling tao ra lién két
ngang protein két cAu ciia mang trimg ma c6 trong ¢4 va dong vat giap Xac trong céc 1op té
bao vanh bén trong va t& bao vanh ben ngoai hién c6 cia mang tring. Lién két ngang
protetin két cAu bd sung nay cia mang trimg bdi cac gdc tyrosin tao nén do cing dan hoi
cho trimg dac biét 16n va mém hodc nhay cdm — bén canh do dan hoi tir bude tiép xuc voi
kali. Viéc ngam tlly chon ciing dugc str dung ¢ day @8 kiém soat bd sung. San phém thu
duoc 1a tring ca mudi (chinh thic) tr trimg sdng, truéng thanh, ma sau d6 c6 thé duoc ché
bién thém nhu sau:

e Tron tring ca mudi véi natri clorua NaCl kho (céc chét hd trg nho giot khong
chira K*- va Ca™) (3,5 g/100 g trirg ca mubi, 3,5%), ma twong ung véi viec udp mudi
malossol dé bao quan,

e Nap trimng ca mubi duoc uép mudi nhe va cac binh chtra thuy tinh, t6t hon 1a lo
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thiy tinh 500 g, va bit kin chan khong kin khi binh chta véi nép ren va dan nhan,

e Luu trit c4c binh chira thily tinh & nhiét d -2°C trong thoi gian tur 2 dén 4 thang

dé 1am chin thém tring c4 mudi va tiy chon

e Cép dong tring ca mudi twoi hodc tring ca mudi d3 chin theo yéu cau cua nguoi

tidu ding trong céc binh chira thiy tinh ¢ nhiét d6 -18°C.

Trimg sdng, truéng thanh duoc xi Iy trong budce tiép xuc voi kali tao ra khu vuc
hoan toan mai do sy xi 1y: 16p 6n dinh SS, ma 16p nay dan hodi va trong sudt (turong tu
gel). Lép on dinh SS ¢6 thé d& dang duge nhuém mau dé phat hién. Lép ndy nam gitta
16p phé nang AL va 16p té bao vanh bén ngoai ZRE va cho dén nay van chua dugc mo ta
trong bAt ky tai liu ndo. Tham khao phan Gii thiéu mo ta v6i bang chi giai thuat ngtt

Siddique twong tmg cho cau tric cua tring ca va dong vat giap Xac.

Bang trén Fig.2 dua trén cac phép do duong kinh (tinh bing pm) clia mang
trimg ngoai bao trén tring truéng thanh cia ca tAm Siberi trén co s& cit lanh c6 do day
16p khong déi (10 pm) bing cach st dung phép phan tich hinh anh dugc diu khién
bing mdy tinh (Zeiss) dudi anh hudng clia cac bién phap xi Iy khac nhau dé 6n dinh
mang tring. Bang nay thé hién su hinh thanh cta 16p 4n dinh SS méi va dudng kinh
clia cac 16p hién c6 (ZRI, ZRE, AL) clia mang tring dang dugc xur ly voi cac ndng dod
bd sung khéc nhau tinh bang mmol/l cta riéng cac cation kali K + (tir kali xitrat) va
két hop v6i cation canxi Ca ++ (tUr canxi clorua) trong cac budce tiép xtic khac nhau
theo sang ché. Trimg song, truéng thanh tir ca tdm Siberi Acipenser baerii duoc xu ly.
Ngoai cac tu viét tit da duoc giai thich & trén va trong truong hop cia Siddique, Mv
c6 nghia 1a tri s8 trung binh, va Std c6 nghia la do 1éch chuén. Céc tri s6 da cho 1a cac
tri s6 cho 16p 6n dinh dan hoi SS méi. Ngoai ra, tham chiéu dén tinh trang k¥ tuat theo

WO 2007/045233 Al dugc dé cap trén.

Viéc kiém soat chit lugng sau khi xur 1y da cho thdy rang chi & cac nbéng do
cation kali & mtrc 1 mmol/l va 1,5 mmol/l, méi dat dugc do day mang tring it nhét 1a
12 um va san pham trung gian dugc tao ra ma lam mét do nhé6t dinh va da chiic dé ché
bién trimg cé mubi thém. Hon nita, viéc kiém soét nay da cho thay thoi gian xtt 1y tht
hon 1a 10 phut 12 hop 1y dé tht ca tring sdng trong dich c¢6 phan tmg chuyén héa. C6 thé
dat dugc luong xu ly 1a 2,5 kg tring ca mudi (trong xap xi 25 1 dung dich) trong mot

don vi xtt ly. Viéc kiém tra cam quan trimng cd mudi sau khi xir Iy véi cac cation kali
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theo sang ché cho thiy rang két cAu dan hoi ctia trimg ¢4 mudi cta c4 tim Siberi khong
thé hién bat ky su khéc biét nao & cac muc thay d6i ndng do gitta 1 mmol/l va 1,5 mmol/l.
Mit khac, tring dugce xtt 1y trong durig dich v6i céc nbng 5 cation kali 14 khac nhau vé
1cét cAu va chi ¢6 mot sb it tring 6n dinh, trong khi trimg chua dugc xr Iy rat mém va dé
v&. Theo cac thir nghiém cam quan duge thue hién, viéc xur 1y véi hai bude tiép xuc (cac
cation kali va canxi) din dén san phdm cting, gion, ciing duge goi la "siéu plop" trong

truong hop trung cua ca tAm Siberi.

Bang trén Fig.3 thé hién su c¢6 mit va dudng kinh (tinh bﬁng um) cua cac 16p
clia mang trimg ngoai bao véi cac phuwong phap xu Iy khéc nhau theo sang ché cla trimg
16n, sbng tir c4 tAm Huso huso Beluga. Trong qué trinh xtt ly tring ca mudi nay véi cac
cation kali (tir kali xitrat), su tao ra 16p 4n dinh SS 4i toan m&i trong mang trirng ngoai
bao cling di dugc quan sat thiy, mang nay cling nam gitta ZRE va AL. Céc thir nghiém
cam quan dugc thyc hién trén trimg 16n cta ca tam beluga cho thdy rang viéc xtr 1y kép
véi céc cation kali va canxi s& cho két qua tdi uu v& két cAu cta trimg sdng, trudng thanh
dé vo.

Céac hinh vé& Fig.4A, Fig.4B, Fig.4C, va Fig.4D thé hién cac hinh anh SEM vé
su thay dbi ciu tric cua mang trimg ngoai bao cla trang séng, trudng thanh, qua vi du
v& c4 tAm Siberi dudi cac phuong phép xu Iy khac nhau. Hai do phong dai dugc hién
thi: bén trdi 6000x va bén phai (cit trich) 12000x. Céac phuong phap xu ly ludn dugc
thuc hién trén tring séng, ma duogc cép dong sbc nhiét trong hexan ¢ nhiét do -80°C dé

tao ra su cat lanh md hoc dé duy tri trang thai ban dau cua no.

Trén Fig.4A, trong tring trudng thanh chua dugc xur ly, cac ving cua mang

trang khong c6 sy phan tach rd rang v6i nhau (giai phap ky thuat da biét).

Trén Fig.4B, duéi sy anh hudng cta kali 0,5 mmol/l, 16p 4n dinh mai SS da
dwoc tao ra gifta 16p té bao vanh bén ngoai ZRE va 16p phé nang AL, trong khi 16p té
bao vanh bén trong ZRI va 16p té bao vanh bén ngoai ZRE thé hién két céu protein
long 1éo khong ddi nhu trong trimg chua dugc xtr ly.

Trén Fig.4C, viéc xu ly kép lién tiép clia tring véi cac cation kali va canxi
cho théy ca hai dac diém hinh thai dic trung trong SEM, cu thé 1a 16p 6n dinh SS thu
dugc nho xur 1y kali va viéc xo4n va lién két ngang cta cac soi protein trong 16p té bao

vanh bén trong ZRI va 16p t& bao vanh bén ngoai ZRE, ma 1a dic trung cla vigc xtt ly
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bang canxi, khi so sanh v6i Fig.4D.

Trén Fig.4D, viéc xtr 1y riéng béng canxi dan dén viéc xo&n manh va lién két
ngang clia cic sgi protein long 1€o trong 16p té bao vanh bén trong ZRI va 16p té bao
vanh bén ngoai ZRE (giai phap k¥ thuat da biét), khi so sanh véi véi Fig.4A va Fig.4B

ma khong dugc xt ly bang canxi.

Céc hinh v& Fig.5A, Fig.5B, Fig.5C, Fig.5D thé hién cac hinh dnh hién vi dién
t&r truyén qua (transmission electron microscope images -TEM, do phéng dai 3000 1an)
ciia két cu nhidu 16p clia mang trimg cua tring ca tAm truéng thanh trong qué trinh xur 1y
v6i cac cation kali ndng do 1,0 mmol/l. Fig.5A thé hién 16p té bao vanh bén trong ZRI
voi cic soi mo duc, 16ng 1€o tach ra tir 16p té bao vanh bén ngoai ZRE do 16p mit ngoai
EP (hién tugng chi co thé duge xac dinh vé mit siéu két cAu). L6p té bao vanh bén ngoai
7ZRE dugc dic trung bdi mang ludi dang soi gém cac soi dai. Fig.5B thé hién su hinh
thanh siéu ciu tric cua 16p 4n dinh SS méi véi két cAu hat min truc tiép gifra 16p té bao
vanh bén ngoai ZRE va — theo Fig.5C - 16p phé nang AL, ma duoc thdm vao 16p ngoai
vi ctia mang trimg — theo Fig.5D —nhd cac éng dan nho (cdc 6ng dan, kénh dan nho). Céc
phép phan tich si€u cAu tric xac nhén rang viéc xtr ly véi cac cation kali (1,0 mmol/l) theo
cac phuong phép nhét dinh cla sang ché din dén su tao ra 16p 6n dinh SS mdéi chua timg
biét trude day voi két céu vo dinh hinh va ndm gitta 16p té bao vanh bén ngoai ZRE va
16p phé nang AL & ca va dong vt giap xac.

Céac hinh vé Fig.6A, Fig.6B, Fig.6C, va Fig.6D thé hién cac hinh 4nh TEM (d6
phéng dai 3000 14n) ctia cac hat vé CG trong té bao chét cta trang ngoai vi trong pham
vi mang sinh chét cua trang cd trudng thanh, trong do Fig.6A thé hién trimg chua duoc
xtt Iy (giai phap k¥ thuat da biét), Fig.6B thé hién tring da dugc xir ly v6i cac cation kali,
Fig.6C thé hién tring da duge xt 1y voi cic cation kali va canxi va Fig.6D thé hién trimg
da duoc xtr Iy chi véi céc cation canxi (giai phép ky thuat da biét).

Céc hat vo 1a cac co quan t& bao bai tiét (cac ving phan dinh theo chu tric)
duoc tim théy trong trung va lién két chat chd voi viée thu tinh. Cac hat v chta cac
enzym nhu peroxidaza va cac yéu tb chu tric dé tao lién két ngang tyrosin cia 16p té
bao vanh bén trong ZRI va 16p té bao vanh bén ngoai ZRE. Nhu dugc phan tich boi
TEM duéi su anh hudng ctia cac bién phép xt Iy khac nhau, sy dap Gng vo va su thai

céc chét bén trong ctia n6 duge kich hoat nho sy xir Iy véi céc cation canxi. Quy trinh
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gidng nhu thé cling xay ra trong hién tuong thy tinh ty nhién bdi song canxi gy ra boi
tinh trung trong té bao chit clia mang trimg. Trong tring chua duge xu 1y (Fig.6A), cac
hat vo CG vo61 su ngudn cdp enzym cia chung c6 thé nhan biét rd rang nhu 1a cac tui
16n, tron (bot) trong té bao chét ngoai vi clia tritng, ma ving nay cling chira cac yéu td
cAu tric. Tuong tw nhu vay, cdc hat vo CG cling c6 mét khong thay doi trong qué trinh
xur 1y riéng vai kali theo sang ché (Fig.6B). Tuy nhién, su van chuyén tii ndy mot cach
manh mé c6 thé quan sét thiy trong mang tring tir té bao chét ctia trimg vao mang trang
khong bao. Trén Fig.6A va Fig.6B, long do tring dugc danh déu véi chit cai D. Trong
xtr Iy kép véi cac cation kali va canxi (Fig.6C), ca hai hién tugng phong chét bén trong
cua cac hat vé CG (mii tén) va su tao ra 16p 6n dinh SS méi déu xdy ra. Viéc xu ly voi
riéng céc cation canxi (Fig.6D) chi d4n dén dap Gng vo, trong do6 cac chét dugc phong
vao mang tring khong bao va viéc tao lién két ngang nhd enzym cua 16p té bao vanh
bén trong ZR1 va 16p té bao vanh bén ngoai ZRE dugc khoi tao nho cac gdc tyrosin. Céc

khong bao trbng V van con trong té bao chit cla trimg.

Déi voi viee sang loc chin doan cac két qua cét lanh dbi véi anh huéng cia
kali theo sang ché, trén Fig.7A va Fig.7B, cac hinh anh hién vi quang hoc (d0 phong dai
glp 400 14n) cua séng chua duge xt 1y ctia ca tAm Siberi Acipenser baerii theo giai phap
k§ thuat da biét dugc thé hién. Anh bén trai theo Fig.7A thé hién sy nhudm HE (nhuom
hematoxylin-eosin), anh bén phéi theo Fig.7B thé hién su nhudm mau xanh alcian. Thir
nghiém nay nhuém mau céc glucosaminoglycan GAG, hyaluron va fibrin. C6 thé thay
rang mau xanh alcian khong c6 trong cic 16p khac nhau cia mang tring nhung lai hién
dién 10 rang trong t& bao chit noan hoang OP. Céc 16p riéng 1¢ dugc déc trung theo cac

phuong 4n néu trén va duoc danh dau do day cua chung bang cac miii tén kép.

Mt khéc, Fig.7C va Fig.7D, thé hién cac hinh anh cta cc két qué cét lanh
cla trang sdng, truéng thanh & trang théi rung tring cla ca tdm Siberi Acipenser baerii
duogc xt ly v6i phuong phap tiép xtc voi kali duge yéu cAu bao ho theo sang ché.
Tring duge xt ly véi néng dd 1,5 mmol/l ctia cac cation kali (tir kali xitrat). Su xuét
hién 16p 6n dinh SS méi giita 16p té bao vanh bén ngoai ZRE va 16p phé nang AL trong
mang tring ngoai bao la dang cha y. Anh bén trai theo Fig.7C thé hién rang 16p 6n
dinh SS méi nay dic biét i toan sau khi nhudm véi eosin. Anh bén phai theo Fig.7D
thé hién rr?mg 16p dn dinh SS méi dic biét giau GAG sau khi nhudm véi mau xanh

alcian. Tinh dan hdi dic biét co loi cua 16p 4n dinh SS méi c6 thé dugc bit nguén tlr
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do.

Péi véi sang loc chin do4n cua cdc két qua cit lanh dbi véi anh hudng cia
riéng canxi va anh huéng cia viéc xt ly kép boi cac cation kali va canxi, Fig.8A va
Fig.8B thé hién céc hinh anh tir giai phap ky thudt biét ctia cac két qua cat lanh cta trimg
trudng thanh cua ca tAm Siberi Acipenser baerii dugc xir Iy v6i phuong phép theo tai liéu
WO 2007/045233 A1, duge phong dai 400 Iin. Anh chup bén trai theo Fig.8A thé hién két
qua nhudm HE (nhudm hematoxylin-eosin), Anh chup bén phai theo Fig.8B thé hién két
qua nhuém mau xanh alcian. Trimg rung cta ca tAm Siberi dugc xit 1y. Anh chup bén trai
theo Fig.8A véi nhudm HE thé hién cac soi protein dugc lién két ngang bdi cac phén tir
tyrosin trong 16p té bao vanh bén trong ZRI va 16p té bao vanh bén ngoai ZRE. Sy phéan
tach gitra hai khu vyre nay co thé duoc quan sat thdy. Viéc tao lién két ngang dan dén sy on
dinh két ciu ctia mang trimg. Trong anh chup bén phai theo Fig.8B v6i nhudm mau xanh
alcian, c6 thé thiy rang 16p té bao vanh bén trong ZRI va 16p té bao vanh bén ngoai ZRE
chi dugc nhudm rat yéu, ma din dén co it GAG va do dan hoi thép, trong khi do trong té

bao chit nodn hoang OP, sy nhuém mau manh cho thy co rat nhiéu GAG.

Trém Fig.8C va Fig.8D, cac anh chup cua cac két qua cat lanh cla tring rung,
séng dugc xur 1y theo phuwong phip dugc yéu ciu bao ho duge thé hién, ma trong do
trimg da dugc x1r ly trong budc tiép xuc v6i canxi bd sung vao phuong phap theo WO
2007/045233 Al. Trung rung, truong thanh cta ca tam Siberi Acipenser baerii dugc Xt
ly véi céac cation kali & ndéng d6 1,5 mmol/l (tir kali xitrat) trong budc tiép xuc véi kali
va v6i cac cation canxi & ndng do 1,6 mmol/l (tir canxi clorua) trong budce tiép xtc v6i
canxi. Ngoai viéc tao li€n két ngang lam ciing mang trimg duoc thé hién trén cac anh
chup theo Fig.8A va Fig.8B, 16p n dinh trong sudt SS méi voi chirc ning 6n dinh hoa
mang trang cia nd cling co thé dugc quan sat thdy trén c4c anh chup theo Fig.8C va
Fig.8D. Tring sbng, truéng thanh da xtr ly cla ca tAm Siberi nhd' d6 dugc on dinh héa
ca vé do dan hoi (nhod cac GAG) va vé két cdu (nho viée tao lién két ngang protein) va

tao ra tring ca mudi tuyét voi.

Fig.9A thé hién hinh anh SEM dic trung (d0 phong dai 12000 14n) cia mang
tring cua tring rung, truéng thanh, sdng tir c4 tam Beluga Huso huso sau khi xir 1y
kép theo sang ché. Fig.9B thé hi¢n hinh anh hién vi quang hoc (d¢ phéng dai 400 1an)
clia mang trimg cla trang rung, trudng thanh tir ca tdm Beluga Huso huso sau khi xt
Iy kép theo sang ché. Ca hai hinh anh thé hién 16p 6n dinh SS méi va viée tao lién két
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ngang ciia 16p té bao vanh bén trong ZRI va 16p té bao vanh bén ngoai ZRE. Hon nita,

dang chu y 1a trang cta Huso huso ¢4 16p phé nang AL cuc ky dac biét v6i cac khong

bao V 16n. Viée sang loc cac két qua cat lanh voi nhudm H&E xéac nhéan rang su tao ra

16p 6n dinh dan hoi SS méi voi mdt bude tiép xtic vé6i cation kali va viée tao lién két

ngang protein bo sung trong mang tring voi hai buéc tiep xtc voi cac cation kali va

canxi.

Danh séach cac déu hiéu chi din
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YEU CAUBAO HO
1. Phwong phép san xuét trimg ca mubi hodc san pham tuong tu trimg cé mudi tir tring
sdng, trang trudng thanh, trimg rung cia cd hodc dong vat gidp xac, voi mang tring
¢6 ba 16p hodc nhiéu hon, trong d6 trimg sbéng, tring truéng thanh, tring rung & trang
thai c6 thé thu tinh nhung chua dwgc thu tinh va ¢6 ham luong kali ty nhién trong té

bao chét cia trang, phuong phap bao gdm:

XU 1y tring sdng, tring trudong thanh, tring rung bing dung dich nuéc mudi 0,6% dén
1,0% dé loai bo chét dich buéng tring va sau do, trong budc tiép xuc voi kali, béng
hoa chét chira kali ¢6 tac dung dn dinh mang tring cua trimg sdng, trimg trudng thanh,
tring rung, trong dé ¢ budc tiép xic véi kali, hoa chét chira kali bao gdbm kali dugc
hoa tan trong nuée da khir ion véi ndng do cation kali nam trong khoang tir 0,1 mmol/l
dén 3,0 mmol/l, trong do trudce khi bd sung chét cho kali dé tao thanh céc cation kali,
nude da khi ion ¢6 nhiét do ndm trong pham vi nhiét do sinh san tu nhién cua ca va
dong vat giap xac nim trong khoang tir 1°C dén 29°C, va trong d6 trimg séng, tring
truéng thanh, tring rung duoc xit Iy trong héa chét chta kali ¢6 thoi gian tiép xtc véi
kali tir 5 phut dén 30 phut,

va cudi ciing, nhung tring sbéng, trimg truéng thanh, trimg rung vao trong dung dich nuéce
mubi 0,6% dén 1,0%.

2. Phuong phéap theo diém 1, trong do chét cho kali dugc st dung la it nhét mot mudi kali,
va trong d6 it nhit mot mudi kali 13 mudi ciia axit citric, mudi ciia axit hydrocloric, mubi
cia axit sorbic, hodc t6 hop bat ky clia ching.

3. Phuong phap theo diém 1 hodc 2, trong d6 ndng do cia cac cation kali trong hoa chét

chtra kali 14 0,1 mmol/l, 0,5 mmol/l, 0,65 mmol/l, 1,6 mmol/l hoac 2,0 mmol/I.

4. Phuong phap theo diém 1 hodc 2, trong d6 ndng dd ciia cac cation kali trong hoa chit
chira kali 1a 1,0 mmol/l hoac 1,5 mmol/l.

5. Phuong phap theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 4, trong d6 thoi gian tiép xtc
v6i kali trong bude tiép xtic véi kali 1a 10 phit, 12 phit, 15 phut, 20 phut hogc 25 phit.
6. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 nhiét do cua
hoa chét chua kali trong budc tiép xtc voi kali 1a pham vi nhiét d¢ d6i cuc gitta 1°C va

15°C, hodc gitia 5°C va 12°C, trong pham vi nhi¢t do 6n ddi gitta 10 va 20°C, hoac
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trong pham vi nhiét do nhi¢t doi gitta 20°C va 29°C.

7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 nhiét d6 cta hoa chét chira kali trong budc tiép

xtic voi kali 13 pham vi nhiét d déi cuc 1a 10°C.

8. Phuong phap theo diém 6, trong do6 nhiét do cua hoa chit chtra kali trong budc tiép
xtic v6i kali 14 pham vi nhiét ¢ on dé6i la 15°C hoac 12°C.

9. Phuong phép theo diém 6, trong d6 nhiét do cia hoa chit chtra kali trong budc tiép

xtic voi kali 12 pham vi nhiét do nhiét déi la 27°C hoic 21°C.

10. Phuong phap theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9, trong d6 hoa chét chira

kali trong budc tiép xtic véi kali c6 do pH gitra 6,8 va 8,0, hodc gitta 7,0 hodc 7.9.

11. Phuong phéap theo diém bt ky trong sé cac didm tir 1 dén 9, trong d6 hoa chét chua

kali trong budc tiép xuc vai kali c6 do pH 1a 7.2, 7.4 hodc 7,5.
12. Phuong phép theo didm bét ky trong s cac diém tir 1 dén 11,

con bao gdm budc tiép xtc v6i canxi trong hoa chét chua canxi, trong do6 chét cho canxi
dugc hoa tan trong nudce da khir ion dé cung cip ndng do canxi cation nam trong khoang
tr 0,1 mmol/l dén 3 mmol/l, trong @6 trude khi bd sung chét cho canxi cho sy hinh thanh
céc cation canxi, nude da khtr ion ¢ nhiét do gitra 1°C va 29°C, nam trong pham vi nhiét
do6 sinh san tw nhién cua ca va dong vat gidp xac, va trong d6 tring sdng, trimg rung
dugc xtr ly trong hoa chét chira canxi c6 thoi gian tiép xtc véi canxi tir 9 phut dén 30

phut,

trong d6 budc tiép xtc v6i canxi duge thue hién trude bude tiép xtc véi kali hodc sau
buéce tiép xuc vé6i kali nhung trude khi thyc hi¢n bude nhung tring song, tring truong

thanh, trimg rung trong dung dich nudc mubi 0,6% dén 1,0%.
13. Phuong phap theo diém 12,

trong d6 chat cho canxi dugc sir dung 1a canxi xitrat, canxi clorua va/hodc canxi sorbat,

hoic bat ky t& hop nao cia ching.
14. Phuong phap theo diém 12 hodc diém 13,

trong d6 ndng dd cua cac cation canxi trong hoa chit chira canxi trong bude tiép xtc
v6i canxi 12 0,5 mmol/l, 0,8 mmol/l, 1,0 mmol/l, 1,5 mmol/l, 1,6 mmol/l hoac 2,0

mmol/l.
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15. Phuong phap theo diém bit ky trong sé cac diém tir 12 dén 14, trong d6 thoi gian
tiép xic v6i canxi & budce tiép xtic véi canxi 1a 10 phut, 12,5 phut, 15 phut, 16 phut, 20

phut hogc 25 phut.
16. Phuong phap theo didm bat ky trong s6 cac diém tir 12 dén 15,

trong d6 nhiét do cua hda chét chira canxi trong budc tiép xtic v6i canxi ndm trong pham
vi nhiét d6 d6i cuc gitta 1°C va 15°C, hodc gilra 5°C va 12°C, nam trong pham vi nhiét
dd 6n doi gitta 10°C va 20°C, hodc nam trong pham vi nhiét do nhiét doi gilta 20°C va
29°C.

17. Phuong phép theo diém 16,

trong d6 nhiét do cuia hda chét chta canxi trong budc tiép xtic véi canxi ndm trong pham
vi nhiét dd déi cuc 1a 10°C, nam trong pham vi nhiét d¢ 6n déi la 15°C hodc 12°C, hodc

nam trong pham vi nhiét dd nhiét déi 1a 27°C hoac 21°C.
18. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 12 dén 17,

trong d6 hoa chat chira canxi trong bude tiep xic voi canxi ¢6 d6 pH gitta 6,8 va 8,0,

gitta 7,0 va 7,9, hodc c6 do pH 1a 7,2, 7,4 hoac 7,5.

19. Phuong phép theo diém bt ky trong sd cic diém tir 12 dén 18,

trong d6 nudce da khir ion c6 do din dién & 25°C la gifta 1 pS/cm va 15 pS/cm.
20. Phuong phép theo diém 19,

trong d6 nude da khir ion ¢6 @ dan dién 1a 1 pS/cm.

21. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac diém tir 12 dén 20,

trong do hoa chit chira canxi c6 do pH gitra 7,0 va 7.9.

22. Phuong phap theo diém 21,

trong d6 hoa chét chira canxi ¢6 6 pH 1a 7,2, 7,4 hodc 7,5.

23. Phuong phap theo diém bét ky trong sd cic diém tir 1 dén 22,

trong d6 sau bude tiep xuc cudi cling dé bao quan va tang cuong huong vi, budc udp
mudi nhe duge thuc hién, dua trén luong tring ¢4 mudi hodc san pham thay thé tring
& mudi, voi tir 2,0% dén 3,8% natri clorua, trong d6 natri clorua khong co cac chat cho

kali va canxi.
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24. Phuong phép theo diém 23,

trong d6 budc wép muodi nhe duge thuc hién, dua trén lugng tring cd mudi hodc san
pham thay thé trimg c4 mudi, v6i 3,5% natri clorua, trong d6 natri clorua khong co cac

chét cho kali va canxi.
25. Phuong phap theo diém 23 hoic 24,

trong d6 sau budc bao quan va ting cuong huong vi hodc luu trit, tring cd mudi hodc

san pham tuong tu tring ca mudi dugc cip dong & nhiét do ndm trong pham vi gitra
-20°C va -15°C.

26. Phuong phép theo diém 25,

trong do tring ca mudi hodc san phim tuong tu tring ca mudi duge cip dong & -18°C.
27. Phuong phéap theo diém 23 hodc 24,

sau budc bao quan va ting cudng huong vi, bude luu tri triing c4 mudi hodc san phim
tuong tu triing ca mubi trong hdp thiy tinh kin trong mot dén ba thang duoc thyc hién,
& nhiét do gitra -2°C va -4°C.

28. Phuong phap theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 27,

trong do trang sdng, tring trudng thanh, trimg rung cta cé hodc dong vat giap xac dugc

xir ly voi chi sd phan cyuc (PI) 14 0,05 <PI <0,15.

29. Phuong phap theo diém 28,

trong d6 chi s6 phan cyuc (PI) 14 0,05 <PI<0,12.

30. Phuong phap theo diém bt ky trong sb cic diém tir 1 dén 29,

trong do tring sbng, trimg trudng thanh, tring rung cla cé hodc dong vat giap xac tu
danh bt ty nhién hodc tir trang trai nudi trong thuy san, ma da duoc thu hoach & trang

thai dugc rung tir budng tring bang cach dé trig hodc vit tring, dugc xu 1y.
31. Phuong phap theo diém 30,

trong do6 tring sbng, tring truéng thanh, trang rung dugc thu hoach tir ca nhiéu xuong

nguyén thiy hodc gan day, hodc cua dong vét giap xac.
32. Phuong phép theo diém 31,

trong do trung sdng, trimg truéng thanh, tring rung duge thu hoach tir loai ca tam.
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33. Phuong phép theo diém 31,
trong do trung sdng, trimg trudng thanh, tring rung dugce thu hoach tir tom hum.
34. Phuong phép theo didm bét ky trong s céc diém tir 1 dén 33,

trong d6 trung sdng, tring trudng thanh, tring rung r4t 16n véi kich thude hat bing hogc

16n hon 3,2 mm vé duong kinh, duge xt 1.
35. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 34,

trong do tring sdng, trimg trudng thanh, tring rung mém, khong 6n dinh c6 khé ning

chiu tai cho dén khi v&r thip hon hodc bang 0,3 N dugce xir Iy.
36. Phuong phéap theo diém bat ky trong s& céc diém tir 1 dén 34,
trong d6 dung dich nudc mudi 1 dung dich nuGe mudi 0,9%.

37. Tring ca mudi hodc san phim tuong ty tring ca mudi tir trimg sbng, trang truéng
thanh, tring rung tir cd hodc dong vat gidp xac, v6i mang trang c6 ba 16p hodc nhiéu
hon, ba 16p hodc nhiéu hon nay bao gdm 16p té bao vanh bén trong (ZRI), 16p té bao
vanh bén ngoai (ZRE), va l6p phé nang (AL), trong do tring song, trimg trudng thanh,
trirng rung & trang thai ¢o thé thu tinh nhung chua dugc thy tinh va c6 ham lugng kali
tu nhién trong té bao chét cua trimg,

trong do 16p 4n dinh dan hoi (SL) dugc tao ra trong mang trimg gitra 16p té bac vanh
bén trong (ZRI) va lép phé nang (AL), hogc gifta 16p té bao vanh bén ngoai (ZRE) va
16p phé nang (AL), va trong do SL dan hdi 1a 16p tang bach cAu 4i toan va trong sudt
v6i glucosaminoglycan dugc két hop.

38. Trimg c4 mudi hodc san pham tuong ty trimg ca mubi theo diém 37,

trong do, lién két ngang khong thé dao ngugc cia cac soi protein boi cac phén tir tyrosin
két hop dugc hinh thanh bd sung trong mang tring trong 16p té bao vanh bén trong (ZRI)
va trong 16p té bao vanh bén ngoai (ZRE).

37



38/46

49581

9

1/

at

ap ky thu

ai ph
a biét

G

at

ap ky thu

Giai ph
da biét

Giai phép ky thuat

da biét




39/46

49581

2/9

N
D

L

oy erd v'Z86 0'0. 00 ¥'9 0'L2 6'¢ 012 loww g' ,  BD
9'L) 0'Z6 0'0 0'0 'S L'1Z L'y L9 jlowiw 0 ,BO
LV ££25$0/200Z OM

6'g ¥'19 6l 0zl g'e €'z 8L e/ | yoww g0, BO + |/ioW G0 M
g'el z'el L'e A} 8's 11z gz G'ZL Joww gL
L'e g'LL G'y 9'zi 0't 0'sl vy 8'gl loww 0L 4
1'62 v'16 o'l 6'9 £'s 6'82 £'G §'02 /oW G0 M
7ol z'el 9'0 €9 L'y 8've ‘g 0'gl oW 10 M
yer)Ix 1ex] 1

9'6 Y9 0'0 00 G'2 6'C¢ 0’9 Z'ie A1 nx oonp enyo Junyd 10d@

PIs M IS M s M s M Sunn Sugu vn> do] 950
v . $S 88 2 Iz ¥z Nz




40/46

49581

3/9

™
o)
LL.
Z'6 G'e 0'0 L0 ¥'e 0'2L gy el |oww gL, BD + [/Jowl §8°0 M
z'8 0'09 12 0'LL 'z g'cl z'e 0'Z1 [floww S9°0 M
2’6 8'.9 Q'L Z2'el ¥'e 0'GL $'0 L'l [floww G0 M
yenIx ey nj . f
8'c g'.e 00 00 L1 8'6 6'l 9'zi A1 nx 2onp enyd Junyd 103
PIS AT Pis M PIsS M pis MW Sunn Suvw vn> doy2w0
1Y B\ 38 $8 EH Y4 quz Nz Rz e




49581 A6

4/9

Gidi phap ky thuat
da biét

Fig.4A

Fig.4B

7
;A

7

7

Fig.4C

Giai phap ky thuat
da biét

... Fig4D

R RN N



42/46

49581

9

/

5

Fig.5D

Fig.5C



49581 -

2 \-.\ 2
. ~
i

NN

W Al
1 Giai phép ky thuat
FlgﬁA da biét Y

ARRER

Fig.6

da biét



44/46

49581

7/9

ig.7B

atF

A

ap ky thu

ai ph
da biet

Gi

at

7 A Giai phap ky thu
da biét

&

F

ig.

ig.7C

F



49581

8/9

R

N

SN

A Giéi phap ky thuat Giai p
da biét

da biét

45/46



49581 46146

9/9






