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DANH MUC KY HIEU, CHU VIET TAT

Tir viét Tiéng Anh Tiéng Viét
tit

AOAC Association of Official Hiép hoi cac nha hoa
Analytical Chemists phan tich chinh théng

ANOVA Analysis of Variance Phan tich phuong sai

HA Hydroxyapatite Hydroxyapatite

FPH Fish Protein Hydrolysate Dich protein thuy phéan ca

DH Degree Hydrolysis Do thuy phan

NR Nitrogen Recovery HIéu suat thu hoi nito

HPLC High Performance Liquid Séc ky long hiéu niang cao
Chromatography

GPC Gel Permeation  Sic ky tham thau gel
Chromatography

Nd Not detected Khéng phat hién

JCPDS 09-0432 Ky hiéu mau HA chuan

FT-IR Fourier Transform Infrared  Quang phé hdng ngoai

SEM Scanning Electron  Kinh hién vi dién tir quét
Microscope

TEM Transmission Electron Kinh hién vi dién tu
Microscopy truyén qua

XPS X-ray Photoelectron  Pho ké quang dién tir tia
Spectroscopy X

XRF X-Ray Fluorescence Huynh quang tia X

XRD X-ray diffraction Nhiéu xa tia X

BET Brunauer—Emmett—Teller Brunauer—Emmett—Teller

ICP-MS  Inductively coupled  Hé théng khéi phé plasma
plasma mass spectrometry ~ ghép cap cam tng

PL Postlarvae Toém hau 4u tring

AA Amino Acid Axit amin

DO Dissoved Oxygen Nong d6 6xi hoa tan trong
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TOM TAT NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

Tén luan an: Nghién cau thu nhan dich protein thuy phan va
hydroxyapatlte tir phé liu ca Tra, dinh huéng ung dung trong
thire an nuodi tom the chan trang

Nganh: Cong nghé ché bién thuy san. M4 s6: 9540105.

Nghién ciu sinh:  Pham Viét Nam  Khoa: 2015 - 2019

Nguoi hwong din: 1. PGS.TS. Trang Si Trung

2. PGS.TS. Nguyén Van Hoa

Co sé dao tao: Trudng DPai hoc Nha Trang

Nhirng dong gop méi cua luan an:

1. Luén an da cong bd sd Ileu vé thanh phan héa hoc cua ngUOn
phé liéu ca Tra (Pangasius hypophthalmus) tai nha may ché bién
thuy san Nam Viét thugc tinh An Giang, 1am co s¢ khoa hoc cho cac
nghién cuu tlep theo.

2. Luan an da xay dung dugc quy trinh thu nhan cac san pham gia
tri g1a tang gom dich protein thiry phan, hydroxyapatite, lipit tho tir phé
liéu ca Tra. Khi str dung alcalase, san pham dich protein thiy phan thu
dugc co do thay phan (DH) gan 35%, véi hon 70% kh01 luong phan tir
cua dich thuy phan < 1000 Da, c6 ham luong dam tong 11,7%, ham
lugng lipit tong 10,8%. Khi sir dung enzyme alcalase va Ilpase san
pham dich thuy phan thu nhan c6 ham luong dam tong 33,2%, ham
luong lipit tong 1,93%, ham luong dam axit amin 420,16 mg/g protein.
Hydroxyapatlte (HA) thu nhan tir xuong ca bang phuong phdp xir ly
nhiét c6 kich thuéc 50 — 70 nm, ty 1¢ ham lugng nguyén td Ca/P 12 1,83,
di¢n tich bé mit cua hat 2,87 m2/g, thé tich 15 xop 0,02 m*/g, kich thudc
16 x6p trung binh 1,2 nm va ham luong kim loai nang (Pb, Hg, Cd)
khong phat hi¢n. Day la cach tiép can méi nham s dung toan b nguon
phe liéu c4 Tra dé san Xuét céc san pham ¢ gi4 tri cao, dong thoi hudng
dén quy trinh san xuét “khong chit thai”.

3. Luan an di budc dau thir nghlem bd sung hdn hop dich
proteln thuy phan va hydroxyapatite vao thirc an tom giai doan 20 —
55 ngay tudi. Két qua nghién ciu cho thay, khi b sung 5% hdn hop
vao thirc an, tom tang truéng 123,5% ve khoi lugng va 112% ve
chiéu dai so véi khi khong bd sung. Viéc bd sung hdn hop ‘nay khong
anh huong dén méi trudong nude nudi tom. Day 1a co s¢ dé tng dung
hon hop dich protein thity phan va hydroxyapatite vao thirc an tom.



TM gido vién huéng dan Nghién ctru sinh

PGS.TS. Trang Si Trung Pham Viét Nam



MO PAU
1. Tinh cap thiét

Ca Tra (Pangasius Hypophthalmus) la mot trong hai san pham
thay san xuat khau cha luc cua Viét Nam. Téng dién tich nudi ca Tra
cua Viét Nam tang nhanh tir nam 2015 1a 5.500 ha 1én 7. 127 ha nam
2019 tuong (ng Vi san luong ca Tra thu hoach dat 1 tri¢u tan ting lén
1,52 triéu tan. Téng gié tri xuat khau ting tr 1,57 ty USD nam 2015 1én
dat 2 ty USD nam 2019, dong gop 23,26% vao gia tri Xuat khau cua
nganh Thuy san [14]. Hau hét cac san pham ca Tra xuat khau dudi
dang ca Tra phi-1& dong lanh. Tuy nhién, khoi luong ca Tra phi-Ié chi
chiém khoang 40%, do d6 khoang 60% la phé liéu ca gom dau, vay,
khung xuong, noi tang da, thit vun [86,93,103,138]. Day la nguon
phé liéu khong 16 va néu khdng c6 cach giai quyét phu hop thi s& gay
lang phi tai nguyén va 6 nhiém mai truong.

O nudéc ta hign nay, phé liéu ca Tra chu yeu Van duoc dung dé san
Xuat bot ca véi céng nghé don gian nhu hap, Say va nghien. San
pham nay thuong ding lam thic @n chan nudi c¢6 gié tri Kinh té va
chat luong thap. Trong khi do, phé liéu ca co chtra nhiéu hop chét c6
gi& tri dinh duong va kinh té cao nhu protein, khoang, lipit,..... Cac
hop chat nay c6 thé dugc dung dé san xuit ra cac san pham thuc an
c6 gia tri kinh té cao dung trong chan nuéi, tham chi cd thé st dung
lam thyc pham cho con nguoi. Do dé, viéc nghién ctiru thu nhan cac
hop chat c6 gia tri gia tang tir phé liéu ca Tra la rat can thiét.

Gan day, da co nhiéu cong trinh nghlen ctru thu nhan cac hop chat
6 hoat tinh sinh hoc tur phe liéu ca bang phuong phéap khac nhau,
Tuy vay, cac cong trinh nay thuong chi sir dung mot phan trong phé
liéu ca dé thu nhan cac san pham gié trj gia tang. Cu thé, mot so tac
gia tap trung thu nhan dich thuy phan protein va lipit tur phan hita co
cia phé liegu ca ma bo qua phan khoang chat (chu yéu
hydroxyapatite, HA) tur phan xuong cd. Nguoc lai, mot sb tac gia chi
thu nhan HA tr xuong c4, bo qua phan proteln va I|p|t c6 trong phé
ligu ca. Viéc sir dung mot phan phe ligu ca vira gay lang phi tai
nguyén, vira ¢ kha ning gy 6 nhiém méi truong hoic phat sinh chi
phi xtr ly chat thai.

O nuéc ta, legng phé liéu ca Tra I6n thai ra tir cac day chuyen ché
bién ca Tra phi-lé dong lanh tai cac nha may ché bién ca Tra phi-1é
déng lanh tai mot s tinh thude Bdng bang séng Cau Long, nhu:
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Nam Viét, Vinh Hoan, Hung Ca.. Ngudn phé liéu nay chu yéu lam
nguyén li¢u cho cac Nha may san xuat bot ca va dugc ding lam thirc
an chan nudi c6 gia tri Kinh té thap, chat luong ding dudng khong
cao. Do do, viéc nghién cau quy trinh phu hgp dé thu nhan cac san
pham c6 gia tri cao tur toan bo phan phu pham con lai cua cé Tra,
ddng thoi thir nghiém tng dung cac san pham thu nhan dugc trong
linh vyc néng nghiép tai Viét Nam la rat can thiét,

Tir céc nhan dinh trén, tac gia d& xuat “Nghién cizu thu nhgn dich
protein thiy phan va hydroxyapatite tir phé liu ca Tra, dinh huong
g dung trong thiee dn nudi tom thé chan trang”. Dé tai dlnh hudng
thu nhan dong thoi cac san pham gia tri g1a tang nhu dich thiy phan
protein, hydroxyapatite, lipit tir phe liéu ca Tra va thir nghiém bd sung
hon hop dich protein thuy phén va HA vao thirc dn tom thé chan trang
Két qua cua dé tai s& gop phan nang cao gia tri Kinh té caa san pham
ca Tra Viét Nam, glam thiéu nguy co 6 nhiém moéi truong, dong thoi
cung cp thém nguén dinh dudng cho thic an tom.

2. Muc tiéu nghién ciu

- Xay dung duoc quy trinh thu nhan dich protein thuy phan va
hydroxyapatite tur phé liéu ca Tra sau phi-Ié.

- Budc dau ung dung thir nghlem b sung hdn hop dich protein
thay phan va hydroxyapatite vao thuc dn tom giai doan 20 — 55
ngay tuoi.

3. Pham vi va ngi dung nghién ctu
Luan &n tap trung nghlen ctru, danh gia, lam r6 cac ndi dung:

- Xac dinh thanh phan hoéa hoc, thanh phan khéi luong cua phé
liéu c& Tra.

- Nghién ctru xé4c dinh cac thong s6 thich hop cho qua trinh thay
phén phe ligu ca Tra dat do thuy phan va hiéu suét thu hdi nito cao nhat
theo 2 giai doan, gém: Giai doan 1: nguyen lieu phé liéu ca Tra, ham
luong enzyme alcalase, nhiét do, thoi gian thuy phan va nong do mudi
b6 sung. Giai doan 2: ham luong enzyme lipase va thoi gian thuy phéan.

- Nghién ctu xac dinh cac théng so6 thich hgp cho qua trinh thu
nhan hydroxyapatite ¢6 kich thuéc nano tr xwong ca Tra gom
phuong phép tién xt ly nguyén liéu, nhiét do, thoi gian nung va toc
dd gia nhiét nung.

- Thu nghiém xac dinh ham Iugng hdn hop dich protein thuy
phan va hydroxyapatlte thich hop b sung vao thirc 3n tom thé chan
tring 20 — 55 ngay tudi dé danh gia kha ning ting truong cua tom,
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tac dong cua moi truong nudi tdm so vaoi chi st dung thuc an tom
thuO’ng mai.
4. Doi twgng nghién cau

Déi twong nghién ctu cua luan an 1a phé liéu ca Tra (Pangasius
hypophthalmus) duoc thu gom tur nguyen liéu ca Tra kich co 1,2 -
1,5 kg/con trén day chuyén ché bién ca Tra phi-1é déng lanh cua
Cong ty ché bién Thay san Nam Vigt, tinh An Giang.

5. 'Y nghia khoa hec, thuc tién va tinh méi cia luan an

- Luén an da cong b6 sb lieu vé& thanh phan hoa hoc cua nguon
phé liéu ca Tra (Pangasius Hypophthalmus) tai nha may ché bién
thay san Nam Viét thugc tinh An Giang, lam co s khoa hoc cho cac
nghién ctru tlep theo.

- Luan an da xay dung dugc quy trinh thu nhan cac san pham gié
tri gia tang goém dich protein thuy phan, hydroxyapatite, lipit tho tur
phe ligu ca Tra. bay la céach tlep can méi nham st dung toan bo
ngudn phé licu ca Tra dé san Xuat cac san pham c6 gid tri cao, dong
thoi huéng dén quy trinh san xuat “khong- -chat-thai”.

- Luén an di x4c dinh duogc diéu kién thuy phan phé liéu ca Tra
dé thu nhan dich proteln st dung enzyme alcalase va lipase.

- Luan an di xac dinh duoc diéu ki¢n thu nhan hydroxyapatite
(HA) kich thuéc nanomet tir xwong cé bang phuong phap xir Iy nhiét.
Luan an cung d3 so sanh tinh chat cia HA thu duoc tir xuong ca Tra
$0 V&i mot sb san pham HA thu dugc tir cac xuwong ca khac.

- Luan an da danh gia thanh phan hoéa hoc, khdi lwong phan tu,
thanh phan axit amin va axit béo cua dich proteln thay phan thu
duoc. Két qua nghién ctu sé& 1a co sé khoa hoc cho cac nghién ciu vé
rng dung cua dich protein thuy phan nay.

- Luén an d3 budc dau thir nghiém b sung hdn hop dich protem
thay phan va hydroxyapatite vao thirc an tom giai doan 20 — 55 ngay
tudi. Két qua nghién cau cho thay khi b sung 5% hon _hop vao thirc
an, tom tang truong 123,5% ve khéi lugng va 112% vé chiéu dai so
véi khi khong b sung. Viéc bd sung hdn hop nay khong anh huong
dén moi trudng nude nudi tom. Pay 1a co sé dé tng dung hdn hop
dich protein thuy phan va hydroxyapatite vao thirc an tom.

6. Kétciu cia Luanan

Luan an gom 227 trang véi 130 trang ndi dung, 165 tai liéu tham
khao va 59 trang phu luc. Noi dung luan én duoc trinh bay trong 3
chuong vé6i 31 bang biéu va 55 hinh anh, d6 thi, so do, qui trinh.
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CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Phé liéu ca Tra
Nganh cong nghi¢p ché bién ca Tra ph| -1€ dong lanh tao ra mot
lugng Ién dau, xuong, md, ndi tang va da ca Tra. Phé liéu cua ca Tra
(dau da, xuong, vy, ndi tang, mau, mg, thit vun ca) chiém khOang
60% so véi nguyén ligu ca. Theo wdc tinh, néu san lugng cé Tra
nguyén li¢u dat mot trigu tan/nam thi cic doanh nghiép phai loai bo

hon 600.000 tan phé liéu.

Phé liéu ca chua nhidu thanh phan c6 gia tri nhu protein, lipit,
khoang, enzyme, cac chat c6 hoat tinh sinh hoc. Ngay nay, cong ngh¢
phat trién da mo ra nhiéu huéng tan dung ngUOn phé liéu ca. Tur phe lieu
ca c6 thé san xuat ra nhiéu san pham c6 gia tri nhu bot c4, dau ca,
collagen, gelatin, san pham thuy phan protein, bot canxi, ché pham
enzyme, dau diesel sinh hoc va HA. Viéc tan dung phé lidu ca dé ché
bién chung thanh nhung san pham co gla tri khong nhung gop phan han
ché su 6 nhiém méi truong do phé liu gay ra ma con nang cao gia tri str
dung cua phe liéu, tang hi¢u qua kinh te cho cac doanh nghi¢p ché bién
thiy san va dem lai loi ich kinh té 16n cho dét nudc.

1.2. Dich protein thay phan

D1ch protein thuy phan la san pham cuaa qua trinh thuy phan
proteln Thanh phan chu yéu cua dich protein thuy phéan la cac axit
amin, cac peptit voi chiéu dai mach khac nhau. Ngoai ra, trong dich
protein thiy phan con chira mot lwgng nho khoang va lipit. Dich
protein thuy phan c6 thé thu hoi tir phé liéu c& Tra theo nhiéu phuong
phap khac nhau nhu phuong phap héa hoc, phuong phap thuy phan
tu nhién, phuong phap thuy phan bang enzyme thuong mai.

Dé thu hdi dich protein thity phan tir phé liéu ca dé co nhiéu tac gla
su dung c4c tac nhan thay phan 1a cac axit, kiém manh hodc cac muoi
ctia n6 nhu: HCI, NaOH, Nag(POs)s hodc ciing c6 thé sir dung cac axit
hitu co dé thity phan nhu: axit formic, axit lactic.

Str dung enzyme noi tai dé thiyy phan thit ca thu hoi dich protein
thuy phan la mét phuong phap thyuc hi¢n tir 1au doi. Qua trinh san Xuat
nudc mam truyén théng 1a mot phuong phép tan dung enzyme noi tai dé
thiy phan protein thit ca thanh san pham cum cung la cac axit amin
trong san pham nuéc mam 1a phu(mg phap rat phd bien hién nay.

Bd sung enzyme tir bén ngoai vao de tang téc do thuy phan, rat
ngan thoi gian thuy phén, ting nang sut thuy phan va dat duoc muc
dich cong nghé mong mudn 1a mot phuong phép thily phan rat hién dai,
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phé bién va dang duoc &p dung rong réi trong nhleu linh vuc. Dé thay
phan co thit ca cat mach polypeptit tao thanh san pham peptit, axit amin
c6 thé sir dung hé enzyme protease Vi cac loai enzyme khéc nhau tuy
thudc vao co chat va muc dich cta qua trinh thay phan

Nhin chung, cac nghién ctu nay chi méi st dung mot loai
enzyme, hoic két hop hon hop enzyme nhu alcalase, flavourzyme,
protamex dé nghién ctru budce dau va tap trung de nghlen cau tim ra
ché do tbi wu dé san xuat dich thay phan & mét sé loai ca, phu pham
c6 tai Viét Nam, chua nghlen cttu ring dung cua dich thuy phan va
phat trién thanh quy mé cong nghlep, chua danh gia day du chat
lugng dich proteln thu nhan. Do vay, viéc nghién cau mot cbng nghé
day du va co hé thong theo huéng than thi¢n voi moi truong ciing
nhu tinh den hiéu qua kinh té 1a diéu rat can thiét dé hudng dén co
thé san xuat dich thuy phan c6 do thuy phan va ham lugng dam axit
amin cao ¢ng dung cho cac ung dung trong céng nghiép thuc pham
va y dugc.
1.3. Hydroxyapatite (HA - Caio(PO4)s(OH)2)
1.3.1. Tinh chat ciia HA

Canxi hydroxyapatite (hay con dugc goi la hydroxyapatite, HA) co
cong thirc phan tir la Cas(PO4)3(OH) hoac Cago(PO4)s(OH),. Trong co thé
nguoi va dong vat, HA la thanh phan chinh ciia xuong (chiém dén 65 —

70% khéi luong) va rang (chiém 99%). HA dugc nghién ciu rong rai do

cO cac tinh chat quy gia nhu: hoat tinh va kha ning twong thich sinh hoc
cao Véi té bao va md, tao lién két truc tlep Véi xuong non dan dén sy tai
sinh xwong nhanh ma khong bi co thé dao thai. Mat khac, HA la dang
canxi photphat d& hap thu nhat ddi véi co thé con nguol VoI ty I¢ Ca/lP
1,67 dung nhu ty 1¢ trong xwong va ring ngudi. HA ¢6 ¢6 mau trang,
trang nga, vang nhat hodc xanh lo, tuy theo diéu kién hinh thanh,
kich thuéc hat va Cau truc phan tir. Cau triic 6 mang co s cua tinh thé
HA gom c4c ion Ca?*, PO, va OH'.
1.3.2. Ung dung cua hydroxyapatite

Trong nhiéu thap ky qua, viéc nghién ctu tong hop HA da duoc
cac nha khoa hoc vat ligu quan tam do tinh tuong thich sinh hoc tuyet
Voi V6i té bao dong vat, tuong tac t6t vai cac polyme sinh hoc va c6 kha
ndng tuong thich véi xwong tot. HA da dugc Chung minh 1a 6 thé thic
day sy phat trién caa xuong méi ma khong gy ra doc tinh cuc bo hodc
toan than, viém hoac di tng. Khi cay ghép vat liéu gom chira HA vao co
thé, mot 16p md méi dugc hinh thanh trén bé mat va gép phan vao su
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lién két cua cac mo cay vao xuwong, din den dinh hinh vuot trgi mo Cay
den cac m6 xung quanh. Hon nita, mot ) nghién ctu cho thay HA ¢6
thé duoc sir dung nhu mot hop. chat mo6 hinh dé nghién ctu qua trinh
khoang hoa sinh hoc trong co thé con nguoi.

Hi¢n nay, HA dang duoc nghién ctu la vat ligu cho cac tng
dung y sinh hoc khac nhau nhu: thay thé cho xuong va cac khuyet tat
Cua rang, rang gia, Cay ghép xuong, ky thuat mé, tdc nhan truyen dan
thudc, tac nhan diéu tri bénh lodng xuong, vat liéu nha khoa va l6p
phu hoat tinh sinh hoc 1én miéng cdy ghép xuong bang kim loai.
Ngoai linh vuc duoc hoc va y sinh hoc, vat ligu xtr Iy nuéc 6 nhiém
kim loai nang, thubc nhuom.

1.3.3. Phu’o’ngphap diéu ché HA

Di c6 rat nhiéu phuong phap tong hop HA duoc phét trién. Nhin
chung, c6 thé phan loai thanh 2 nhom phuong phap: (1) phuong 3phap
t6ng hop bang hda hoc tir cac mu01 v6 co ¢6 chira ion Ca®* va PO, (ii)
phuong phap thu nhén tir cac nguon tu nhién.

Gan ddy, dd co nhiéu nghlen ctru thu nhan HA tur cac ngUOn tu
nhién dac biét la tor xuong ca da dugc cong bd. Trong hau hét cac
nghlen ctru nay, phé ligu ca sau khi dua vé phong thi nghi¢m duoc
dun soi loai bo tap chat, phan thit thira, lipit sau d6 dem say kho s¢
thu dugc xuong ca thd. Trong cong doan tiép theo, phuong phap
chinh dugc sir dung d6 1a nung xwong cé thoé ¢ nhiét do cao khoang
600 - 1200°C dé thu nhan HA.

1.4. Thire dn cho tém hau 4u tring i

Thirc &n vién cho tom dwoc nhap khau vao VN tir nim 1993 va
duoc str dung rong rai tir ngm 1996, dén nay nhu cau sir dung hang ndm
vao khoang 200.000 - 250.000 tan. Trong do, hang nam Vi¢t Nam van
phai nhap khau mot sb lugng l6n bot ca dé san Xuat thirc an cho nuoi
trong thay san, trong d6 nhu cau thirc an cho tom rat 16n.

_Tom th¢ chan trang 1a loai an tap nhung ching rat thich thirc an c6
nguon goc tur dong vat. Hién nay c6 ba loai thirc an chinh danh cho tém
thé chan trang: Thic an _cong nghi€p, thirc an twr nhién va thirc an tu ché.

Toém thé chan trang khi mai tha an hoan toan bang thac in
Cong nghi¢p, dam bao Iugng dinh dudng, mdi truong nudc ao
nudi. Ngoai ra, can bé sung khoang, men, vitamin C, E, dau muc.
Thanh phan dinh dudng va bd sung dinh dudng vao thic in tom
bao gom: protein, lipit, khoang, carbonhydrat, vitamin..



Chwong 2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Nguyén vit li¢u
2.1.1. Phé liéu ca Tra

Phé Ileu ca Tra (Pangasius hypophthalmus) duoc thu gom tur
nguyen liu ca Tra kich ¢& 1,2 — 1,5 kg/con trén day chuyén ché bién
ca Tra phi-1¢ dong lanh ctia Cong ty Ché bién Thuy san Nam Viét,
tinh An Giang. Phé liéu ca tuoi (dau ca, noi tang, vay, xuong, da,
dudi) dugc bao goi trong tii PE va u6p dé lanh trong thung Xop, van
chuyén vé phong thi nghié¢m. Mau duoc xay nho bang may xay truc
vit, kich thuéc 16 san 1cm, tron déu va dong nhat mau. Can moi mau
100g cho vao tii PE, budc kin miéng tli va cap dong & nhiét do -
18°C, trudc khi sir dung cho qua trinh thi nghiém.
2.1.2. Enzyme

Alcalase dugc mua cia Cong ty Novozyme (Pan Mach), chi nhanh
Viét Nam. Alcalase 1a mot endopeptidase c6 ngudn goc tir vi khuan
Bacillus licheniformis c6 hoat luc 13 2,4 AU (Anson Units)/g, diéu kién
hoat dong thich hop la 55 — 70°C, pH 6,5 — 8,5. Lipase dugc mua cua
Hang Sigma-Aldrich (Buc). Enzyme nay duoc tach chiét tir tuy lon,
c6 hoat lyc 14 100 — 400 1U/mg protein, diéu kién hoat dong thich
hop 1a 55 — 60°C, pH 3,8 — 5,5. Lipase 1a xuc tac dac hiéu cat lién két
ester gifta cac acid béo va glycerol cta co chit triacylglycerol.
2.1.3. Tom thé chan trang

Tom thé chan trang (12 ngay tudi, post 12) duoc mua chon loc
tai Cong ty G10ng Thuy san — Ninh Hoa, Khanh Hoa, tom dugc kiém
tra sach bénh dém trang, bénh EMS/AHPND, bénh hoai tr co quan
tao mau va co quan lap biéu mo. Tém theé chan trang post 12 dugc
nuoi cham soc tai Trung tdm nghlen cltru glong va dich bénh, Truong
bai hoc Nha Trang trong 8 ngay dat chleu dai 39,45 + 0,42 mm,
khéi lu’orng 0,29 £ 0 02g Tém c6 mau sdc tuoi sang, vo mong, dau
than cén doi va dudi xoe ra. Tt ca tom linh hoat, khoe manh, phan bd
déu trong bé nudi, rudt tom chura day thuc an.
2.1.4. Hoa chit dung trong nghién ciru

T4t ca hoa chat dung nghién ctru déu thugc loai tinh khiét dat
tiéu chuan dung cho phan tich. Cac loai hoa chat déu duoc bao quan
theo ding yéu cau ctia nha san xuit ghi trén bao bi truéc khi sir dung.



2.2. Phwong phap nghién ciru

So dd phwong phap tiép can cac van dé nghién ctu duoc trinh
bay ¢ Hinh 2.1

- Nghién czzu xar Iy nguyén liéu: bé lam co s¢ cho vigc lua chon
phuong phép thiy phan, phe li¢u ca Tra (dau khung xuong, ndi tang,
da, vdy...) duoc phan tich vé thanh phan khéi luong va thanh phan
hoa hoc. Dya trén két qua phan tich, nghién ciu qua trinh xt ly phe
ligu ca co tach I|p|t va khong tach lipit. Cac phuong phap xu ly gom:
(i) ndu chin va ép, (ii) khong tach lipit.

- Nghlen cizu quy trinh san xudt dich protein thuy phan tir phé
lieu ca Tra bang enzyme alcalase. Dé xac dinh dleu kién thuy phan
thich hop nhat, khao sat anh huéng cua cac thdng s6: kich c& nguyeén
ligu, ham lugng enzyme, nhi¢t do, thoi gian, nong do mudi NaCl bo
sung. Sau qua trinh thuy phan két thic, hdn hop dugc loc tach thanh hai
phan gom 0] phan ran chira cha yéu 1a xuong ca duoc str dung lam
nguyén liéu dé nghién ctu thu nhan HA sau nay (i) phan long géom
protein hoa tan, proteln khong hoa tan (dang set) va lipit tho.

- Nghién cizu glam ham lwong lipit c6 trong dich protein thiy
phan tir phé liéu ca Tra bang enzyme lipase: Su dung lipase deé tiép
tuc thay phan phan dich long thu dugc tir phé liéu ca Tra bang alcalase
dé thu nhan dich protein thuy phan c6 ham lrong lipit thAp nham sir
dung lam ngum bé sung vao thirc an tom thé giai doan 20 — 55 ngay
tudi. O giai doan nay nghién ctru cac thong s6 gom: ham lwong lipase va
thoi gian thiy phan. Cac yeu t6: nhiét do, pH tham chiéu theo hudng
dan nha san xuat enzyme.

- Nghién czzu quy trinh san Xudt hydroxyapatite kich thuéc nano t
phan xwong cd thé: tién xu ly phé liéu dé thu nhan xuong ca Tra tho.
Phan xwong ca thd thu nhan sau qué trinh thiy phan phe ligu ca Tra
bang alcalase dugc rua 3 lan bang nudc sach, say kho dén khdi luong
khong d6i. Sau d6, tién hanh nung & cac ché do nhiét do, thoi gian, toc
d6 gia nhiét khac nhau dé thu nhén hydroxyapatite kich thuéc nanomet.

- Nghién citu burde dau thir nghiém: ang dung bo sung hdn hop
dich protein thiy phan va hydroxyapatite kich thuéc nanomet thu
nhan tu phe ligu ca Tra vao thirc &n tom thé chan trang giai doan 20 —
55 ngay tudi. Cac co sd khoa hoc va thiét ké thi nghiém chi tiét duoc
trinh bay trong.

Phuong phap tiép can nay hudéng dén thu nhan téi da cac hop chat
c6 gi tri tir nguon phé liéu ca Tra. Bdng thoi st dung tac nhan enzyme
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c6 déc tinh an toan, than thi¢n véi méi truong. Tuy nhién, pham vi caa
dé tai khong tap trung nghién ctu sau vé tinh ché san pham I|p|t va
protein khdng tan ma chi dung lai & budc thu nhan hai san pham nay &

dang tho.
Phén tich:
( Phéligu ca tra }— - Thanh phan héa hoc
- Thanh phan kHoi lwgng

Phuong phip khao sat:
X1tr 1y nguyén li¢u 1) Nau, ép de tach lipit
(2) Khong tach lipit

Thong s6 khao sat:

- Kich c& nguyén liéu y
- Ham luong enzyme Thuy phén bang
- Nhiét do Alcalase

- Thoi gian
- Nong d¢ NaCl bo sung

Loc, phan ly

Dich protein
thiy phén c¢6 ham
ong lipit ca

Xuong ca tho

Thong so khao sat:
- Ham liwgng enzyme
- Thoi gian

Tllily phan
bing lipase

Thong s6 khao sat:

s oy - Nhiét do
A ahigs - Thoi gian

- Toc do gia nhiét

Protein thiy phan

Hydroxyapatite
6 ham lwong lipit thip

¢ kich thwde nano

Thong s6 khao sat, danh gia:
- Ty ¢ hon hop bé sung
- Toe dg tiang trieong
- Ty I¢ song
- Moi tricong nuoi

Hén hop bé sung véo
thirc dn tom

Hinh 2.1. So' @6 phwong phap tiép can cac van dé nghién ciru caa
Luan an.



2.3. Phuwong phap phén tich, danh gia nguyén liéu va san pham
2.3.1.Phan tich thanh phan héa hoc co bdn cia phe lieu

Phé liéu c& Tra dugc xac dinh ham luong proteln tho dugc xac
dinh bang phuong phap Kjeldahl. Ham luong tro va am duoC Xac
dinh theo phuong phap chuin cia AOAC. Ham lugng lipit tho duoc
phan tich bang phuong phap Folch.

2.3.2. Phan tich tinh chdt san pham thu dwoC

Dich protein thily phén va lipit th0: Xac dinh DH theo phuong
phap DNFB. Xéc dinh hiéu suét thu hoi nito (NR) duoc xéac dinh
theo cong thirc sau: NR(%)= (LlIO’l’lg nito tong s6 co trong dich thuy
phén thu duoc tir 100g phu pham ca Tra (g))/(Luong nito tong sd cd
trong 100 g phu pham ca Tra dem thuy phan (g))x100. Xac dinh
thanh phan va ham luong dam axit amin bang phuong phap sic ky
long hiéu nang cao (HPLC). Xac dinh khéi lwong phan tir bang
phuong phap sic ky gell thim qua (GPC).

Hydroxyapatite: Phan tich ham luong kim loai bang phuong
phap Hé thong khdi phod plasma ghép cip cam tng ICP-MS. Phan tich
ham luong oxit kim loai bang phuong phap XRF. Xac dinh thanh phan
nguyén t6 cua HA bang pho XPS . Xac dinh dién tich bé mit cia HA
bang phuong phép Brunauer-Emmett-Teller (BET). Céc thong tin ve
cau trc héa hoc duoc xac dinh bang ]i)ho FTIR (Nlcolet 1510, Thermo
801ent1ﬁc) voi so song 500-4000 cm . P rén ciu tric hydroxyapatite
dugc xac dinh bang XRD (PANalytical, X'Pert-PRO MPD). Cau tric
be mat, hinh dang va kich thudc cua hydroxyapatite duoc kiém Tra
bang kinh hién vi dién tir SEM (Hitachi, S- 4200)

2.3.3. Phan tich trong qua trinh thu nghlem nuoi tom

Cac chi tiéu moi tru’(mg theo doi gom Nhi€t d6 va pH dugce do 2
1an/ngay vao luc 7:00 gid sang va 15:00 gio chiéu bang nhiét ké va may
do pH (HI98127 — Hanna, My) dé dugc kiém tra d6 chinh xac; do kiém,
nitrite, DO dugc do 3 ngay/lan. Do kiém dugc phan tich theo phuong
phap chuan do acid, DO dugc phan tich theo phuong phéap Indophenol
Blue. Nitrite dwoc x4c dinh bing b test SERA.

Cac chi tiéu vi sinh: Thu mau, phan tich vi khuan tong s6 va vi
khuan vibrio 1 tuan/lan trong nudc. Mat d vi khuan tong duoc xac dinh
biang phuong phap pha lodng va dém trén dia thach Nutrient agar c6 bd
sung 1,5% NaCl (NA). Tuong tu, mét d6 vibrio téng sb dugc xac dinh
bang phuong phap pha lodng va dem trén dia thach TCBS (Thiosulfat
Citrate Bile Salt Surcose). Cu thé, mau nudc ban dau (ndng do 100)
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duoc pha loang véi nude mubi 0,85% ra 3 nong do: 10™, 10?10, Sau
do, hit 100 pl tir mdi nong d6 pha lodng cua mau nudc cho vao dia moi
truong NA hodc TCBS, dung que thuy tinh trai déu, mdi nong do lap lai
2 lan. U dia moi tru:orng ¢ 28°C trong 24 gid va xac dinh két qua voi
cong thire: Mat do vi khuan (CFU/mL) = S6 khuan lac x d6 pha
lodng x 10.

Céac chi tiéu theo doi tom: Thu ngau nhién 20 mau tom, do chiéu
dai tong & cac giai doan 12 ngay tudi bang kinh hién vi c6 trac vi thi
kinh. Doi véi tom cac giai doan 20 — 55 ngay tudi do chiéu dai tong va
khéi luong than tdm bang thude do co thang do 0,1mm va can tiéu li
Vé6i do chinh xac 1 mg. Ty I¢ song duogc xac dinh khi tom dat giai doan
55 ngay tudi. Ty lé song (%) = Téng 30 tdm thu hoach (con) x 100 /
t6ng s6 tdm tha ban dau (con). Ning suat tdm thu hoach duoc xac dinh
la trong luong tom thu hoach trung binh ctia cac bé thi nghiém. Ngoai ra
dé danh gia chat luong Vo tom the 55 ngay tudi, tién hanh thyc hién 2
chi tiéu danh gia veé hinh dang va do ran cau tric cua vo tom dugc xac
dinh bang kinh hién vi dién tr quét SEM va phd nhiéu xa tia X.

2.4. Phuwong phap xw ly s0 li¢u

St dung phin mém SPSS phén tich ANOVA ket hop véi
Duncan test, t-test dé so sanh gia tri trung binh cua céc mau nghién
cuu. Ve do thi bang phan mém Or1g1n 10.2. Tét ca thi nghiém dugc
lap lai 3 1an, s6 lidu béo cao l1a gla tri trung binh ciia 3 1an phén tich,
gié tri p < 0,05 dwoc xem 1a ¢6 ¥ nghia vé mit thong ke.
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Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghien ciru nhirng tinh chit ciia phé li¢u ca Tra
Két qua phén tich duoc trinh bay trong Bang 3.1.
Béng 3.1. Thanh phén khéi lrong va héa hoc ciia phé lidu ca Tra

Thong sd Ham lwgng (%)

Thanh phan khoi luong
bau 45,25 £ 0,45
Noi tang 21,30 £ 0,23
Xuong 28,95 + 0,28
Viy, dudi 45+0,15

Thanh phan héa hoc Ham lugng theo Ham lugng theo

nguyén li¢u chat kho

Protein 14,66 + 0,75 42,62+ 0,75
Lipit 14,60 + 0,63 41,85+ 0,63
Nudc 65,11 + 0,68 -
Khoang 5,63+0,15 15,53 £ 0,15

Theo Bang 3.1, thanh phan khai luong phé li¢u ca Tra chira chu
yéu 1a dau (45 25%) va xuong (28,95%), phan con lai la ngi tang
(21,30%) va mot luong nho vay, dudi (4,5%). Vé thanh phan hoa
hoc, phé liéu ca Tra c6 3 phan chinh bao gom protein (42,62%), lipit
(41,85%) va khoang (15, 53%) Tat ca cac thanh phan trén déu co thé
duoc sir dung dé san xuit cac san pham co gia tri gia tang. Tuy
nhién, ham lugng lipit cao (41, 85%) nén co thé anh huong den viéc
lya chon phuong phap, cac thong so va tac nhan trong qua trinh thuy
phan thu nhan FPH, HA va thu hai lipit.

3.2. Ket qua nghién ctru tach lipit tir phe liéu ca Tra

Ket qua nghién ctru phuong phap tién xir Iy phé liéu ca Tra thich
hop dé tach lipit truéc khi thuy phan duoc trinh bay trong Bang 3.2.
Bang 3.2. Anh hwéng ciia cac phwong phap tach lipit

Ham lugng Ham lwong lipit va protein

Phuwong phap lipit duge con lai, theo nguyén li¢u (%)
tach ra (%o) Lipit Protein

Néu chin — ép 61,92+085 556+048  10,48+0,53

Khong tach lipit 0 1460+0,63 14,66 £0,75

Tu Bang 3.2 thay rang, khi xtr ly nguyén liéu theo phu’orng phap
NAu chin — ép, ham luong lipit duoc tach ra khoi nguyén liéu la
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61,92%. Khi xt I)'/ nguyén liéu theo phwong phap Nau chin — ép,
ham lugng lipit con lai trong nguyén li¢u (5,56%), ham lugng protein
con lai trong nguyén lidu 1a 10,48% s& anh huong rat 1on hiéu suat
thu hoi dam trong qua trinh thuy phan
3.3. Nghién ciru nhitng yéu t0 dnh_hwéng dén qua trinh thiy
phan protein trong phe liéu ca Tra bang enzyme alcalase
3.3.1. Anh hwéng cia kich c& nguyen liéu

Dua theo kich ¢ ctua nguyén liéu ca Tra st dung cho ché bién
phan phé lidu ra 6 loai mau khac nhau (Bang 3.3).
Bang 3.3. Anh hwéng ciia kich ¢& nguyén liéu ca Tra dén DH va
NR cua dich FPH

Ham Ham

ich cd lwong  lwong
A Ten 0 0 o o
ngEJy/en l;(;u . rotei DH (%) NR (%)

() (%)
500-700 68,30+ 13,60 +

37,85°+0,98 81,55°+1,12

085 060

00900 GRI0E ARO0E 35637105 80,784+ 0,85
000 BRI 1T 33752095 80427 £ 1,02
HOOZ 100 B0 L TT 3L92°+108 79387+ 105
1002000 B e 2898 £L13 7845P 125

Co x0
(khéng 6550+ 14,50+
phan chia 0,65 0,85
mau)

Khi dieu ki¢n thay phan: ham luong alcalase 0,6%, nhi¢t do
50°C, pH tu nhién, ty Ié nuoc/nguyen lieu 1/1, nong d6 mubi 1,5%,
thoi gian thuy phan 4 gio thi nguyeén ligu co kich ¢& nho (500 — 700
glcon) anh huong khong dang ké dén hiéu suat thu hdi nito va do
thuy phan nhung khi kich c& nguyen liéu ting 1én thi higu suat thu
hdi nito va do thuy phan déu giam. Piéu nay duoc giai thich, khi kich
cd nguyén liéu ca cang I6n thi ham lugng I|p|t cang cao, phé ligu thu
nhan c¢6 ham lwong lipit cao kim hdm qué trinh thay phan, téc do
thuy phan cham.

31,339+ 0,87 79,22 +1.05
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3.3.2. Anh hu’(mg ham lwong enzyme alcalase dén qua trinh thiy
phan phe li¢ucaTra

O cung diéu kién thuy phan 3 gio, nhiét d6 50°C, pH thuy phan
tu nhién, DH va NR tiang 1én khi ham luong enzyme ting tir 0,1 dén
0,6% so véi khéi luong nguyén liéu.

Khi khdng cé enzyme bén ngoal thém vao (nghia la qua trinh
ty thuy phan dién ra), DH dat gla tri 6.48% sau 3 gio thuy phan.
Gia tri DH nay sé tang c6 y nghla dén 20,58% khi enzyme
alcalase thuong mai dugc thém vao qué trinh thuy phéan vai ham
lwgng la 0,1%. Trong qua trinh tu thay phan, qué trinh thuy phan
xay ra cham la do phu thugc 16n cua nhiét d6 va enzyme noi tai
trong ban than nguyén li¢u. DH tiép tuc tang Ién cham tir 23,98%
dén 30,69% trong khodng ham luong enzyme tr 0,2 — 0,4% va
dat dén gia tri cao nhat 1a 30,69% & ham lugng enzyme 1a 0,4%.
Sau d6, DH gan nhu khong thay doi hoac giam rat it véi nong do
enzyme su dung cho qua trinh thuy phan 16n hon 0,4%.

40 90

354 (a) ’/""4\’\5 80 35 (b)

iy phin-DH (%)

Do th

Hinh 3.1. Anh hmrng cua (a) ham lwgng alcalase (b) nhiét d9g, (c)

thai gian, (d) ndng dd muoi bd sung dén DH va NR cia dich FPH.
Quan sat ¢ Hinh 3.1a, gia tri NR ting lén c6 y nghla khi ham
lugng enzyme tang tur 0,1% den 0,6%. Dang cht y, gia tri NR tang
nhanh chéng tr 37 22% dén 78,98% trong khoang ham luong
enzyme 0,1% dén 0,2%. Khi ham luong enzyme ting tir 0,3% dén
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0,4%. NR tang cham 1én 81,16% dat gié tri cao nhat 82,24%. Sau do,
gia tri NR c6 sy giam nhe trong khoang 0,5% dén 0,6%.

Nhu vay, ham Iugng enzyme alcalase stir dung phu hop nhét cho
qua trinh thuy phan thu nhan dich proteln thuy phan c6 DH va NR tét
nhét 12 0,4% so véi khéi lugng nguyén liéu.

3.3.3. Anh hwéng nhiét do thiy phan dén qua trinh thiy phan
phe li€u c4 Tra

Anh hudng cta nhigt do dén [qua trinh thuy phan phe ligu ca Tra
dugc biéu dién trén Hinh 3.1b. Két qua cho thay rang, g|a tri DH tang
1én tir 24,04% dén 35,83%, nhung sau d6 giam nhe con 34,67% khi
nhiét do thuy phén tang tir 45 — 70°C. Khi nhiét do tang tir 45 — 60°C
thi gia tri DH tang Ién tir 24,04% den 35,83%, gia tri tang co y nghia
(P < 0,05), sau d6 khi nhiét do tiép tuc ting l1én dén 70°C thi DH s&
giam nhe xubng 34,67%, sy khac nhau khon c6 ¥ nghia (P>O 05).
Tuong tu, khi nhiét do thuy phén tang Ién tir 45 — 70°C thi gia tri NR
tang lén nhanh tir 39,39% deén 74,15% va giam nhe con 73.19%. Khi
nhi¢t d6 thiry phéan tang tir 45 — 55°C gia tri NR thu nhan ting Ién rat
nhanh tir 39,19% dén 73,09% va ting cham dan dat gia tri cao nhat 1a
74,19% khi nhiét do thuy phén la 60°C. Néu tiép tuc tang nhiét do
thuy phén 1én dén 65 — 70°C thi gid tri NR thu duoc s& giam nhe con
73,19%. Két luan, nhiét do thuay phan thich hop nhat cho qué trinh
thuy phan thu nhan dich protein thuy phan c6 DH va NR la 60°C.
3.34. Anh hwéng thoi gian thiy phan dén qua trinh thily phan
phé liéu ca Tra

Hinh 3.1c cho thay trong khoang thoi gian thuy phan 3 — 15 gio
ca 2 gia tri DH va NR déu tang khi thoi gian thuy phan dén 9 gio
nhung ca hai khong tang hoac giam nhe sau 9 glo thuy phan. DH rat
nhanh tir 3 gio dén 6 gIO Trong nghién ctru nay, DH dat gia tri cao
nhat 1a 35,97% trong 9 gio thiy phan. NR tang Ién tir 53,71% den gia
tri Ion nhat 1a 81,88% khi thoi gian thuy phan tang tur 3 gio dén 9
gio, tuong tng. Tuy nhién, NR bat dau giam nhe tir 74,98% va
74,41% sau 12 va 15 gio twong rng. Vi vay, thoi gian thuy phan
thich hop dé dat gia tri NR cao nhét la9 gIO’

3.3.5. Anh huéng ciia ndéng do mudi dén qua trinh thity phan phé
li€u ca Tra

Anh huong cua nong do mudi dén qua trinh thuy phan phe liéu ca
Tra duoc biéu dién trén Hinh 3.1d. Theo d6, khi nong 4o muoi tang tir

— 5% thi ca 2 gia tri DH va NR déu ting nhe tir 29,45 % Ién 31,28%
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va tir 77,45 1én 81,98% tu’ong tmg, nhung sau d6 ca DH va NR déu
giam dan con 17,35% va 58,34% tuong ung. Khi nong d6 mubi ting
tr 0 — 2% thi gla tri DH va NR deu tang lén nhanh va dat gia tri cao
nhét 12 31,28% va 81, 98%. Khi tiép tuc ting nong d6 mudi 1én 3% thi
ca 2 gia tri DH va NR déu giam nhe, su khac nhau khong c6 y nghia
thong ké (p > 0,05). Nhung neu tiép tuc tang nong do muoi Ién 4 — 5%
thi DH va NR giam xuong rat nhanh. Vi vay, nong do mudi bd sung
t6i uru vao qua trinh thay phan phe ligu ca Tra la 2%.
3.4. Nghién ctru nhirng yéu t6 anh hwéng dén qua trinh thiy
phan dich thiy phan lipit bang enzyme lipase
3.4.1. Anh hwéng ciia ham lwong enzyme lipase

Anh huong cia ham luong enzyme lipase dén qua trinh thay phan
dich protein thay phan & giai doan 1 dugc biéu dién trén Hinh 3.2a.
Khi ham luong enzyme lipase sir dung ting tir 0 — 0,06% thi Iic ban
dau, ham luong lipit trong dich thiy phan giam xuéng rat nhanh tir
9,65% xuong con 0,78%, sau do lipit trong dich thay phan tach ra
khong dang ké, lu:ong lipit trong dich thay phan con 0,30%, khong co
su khac nhau c6 y nghia théng ké (p > 0,05). Trong khi d6, gia tri NR
ting nhe tr 80,96% lén 82,97% va sau do giam nhe con 80,73%,
khong c6 sy khac nhau c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05).

10 90 10 100

@[ ] b

Ham lugng lipit (%)

6 4+ N W & B N @ ®

Y o g S R ety PR S g
z

T T
0.00 0.01 002 003 004 0.05 0.06 1
Ty 1é Lipass n ligu (%)

Hinh 3.2. Anh h1r0'ng cua (a) ham lwgng Ilpase (b) thoi gian thay
phén dén ham lwong lipit va NR.

Khi ham luong lipase tang tir 0 — 0,02% thi qua trinh thiy phan
lipit trong dich protein xay ra manh, lipit dugc thily phan tao thanh cac
axit béo tu do hoa tan nén ham luong lipit trong dich thiy phéan gidm
xudng rat nhanh tir 9,65% xubng con 0,78%, néu tiép tuc ting ham
lugng enzyme lipase 1én nita tir 0,03 — 0,06% thi ham lugng lipit trong
dich thuy phan tich ra khong dang ké, ham luong lipit trong dich thiy
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phan con 0,30%, khong c6 su khac nhau c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05)
cua ham luogng lipit trong dich thﬁy phan khi ham lugng enzyme tang tu
0,03 - 0,06%. Trong khi do, gia tri NR tang nhe tir 80,96% 1én 82,97%
twong tmg véi ham luong enzyme ting tir 0,02% dén 0,03%, khi tang
ham luong enzyme 1€n tir 0,03 — 0,06% thi NR tang 1én chdm va dat gia
tri cao nhat 1a 83,62% va sau do glam nhe con 80,73%. Vi vay, ham
luong enzyme lipase bd sung tdi uru vao qua trinh thiy phan dich thuy
phén ca Tra 14 0,03%. Dich thuy phan protein sau khi thuy phan ¢ giai
doan 2 bang enzyme lipase thu duoc c6 ham lugng lipit rat thap (0,38%
wt.) rat phu hop dé 1am thirc an bd sung cho tom thé post sau nay.
3.4.2. Anh hwéng cia thoi gian bang enzyme Ilpase

Anh huong cua thoi gian thuy phan dén qua trinh thay phan dich
protein thuy phan ¢ giai doan 1 dugc biéu dién trén Hinh 3.2b. Thoi
gian thuy phan t6i uu cho qua trinh thity phan dich thay phan ca Tra giai
doan 2 la 2 gio. Dich thuy phan protein sau khi thiy phan ¢ giai doan 2
bang enzyme lipase thu duoc c6 ham lwong lipit rat thap (0,83% wt.) phu
hop dé 1am thirc an b sung cho tdm thé post sau nay.
3.5. Thanh phan héa hoc ciia FPH

Hinh. 3.3 trinh bay sy phan bo khéi luong phan tor (Mw) cua céc
peptit FPH. Két qua cho thay rang, ty 18 % céac peptides 1a 10%
(<71,6 Da), 20% (71,6 — 171 Da), 20% (171 — 247 Da), 20% (246 —
403 Da), 20% (403 — 676 Da), 10% (> 676 Da).
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Hinh 3.3. P6 thi biéu dién phan b6 khéi lwgng phén tir ciia dich
thiy phan.
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Hau hét cac peptit co khbi lu’()’ng phan tir < 1000 Da. Thanh phan
axit amin cua FPH dugc trinh bay ¢ bang 3.5. FPH c6 chira 8 AA
thiét yéu va 12 AA khong th1et yéu. Tong luo’ng AA cua dich la
420,16 mg/g protein, trong d6 tong AA thiét yéu (TEAA) la 19,37
Y%w/w va tong AA khong hoa tan trong nude la 33,56% w/w. Cac
AA chu yéu cua FPH goém ornithine (46,11 mg/g proteln) aspartic
(42,85 mg/g protem) glycine (40,92 mg/g protein), alanine (39,88
ma/g proteln) va glutamic (38,40 mg/g protein). FPH nay rat giau
AA c6 thé sir dung lam thirc an dan duy cho tom
Bang 3.4. Thong sb chit lwong cia dich FPH tir phé liéu ca Tra

Chi tiéu Ham lu’qng/tlnh chat
Ham luong protein (g/l) 33,20 £ 2,15
Ham lugng lipit (%) 1,93+0,05
Ham lugng chat kho (%) 40,6 £ 2,32
Ham luong dam axit amin (mg/g) 420,16
Mau sic N&u sam
Mui Thom ty nhién
Bing 3.5. Thanh phan axit amin ciia dich FPH tir phé liéu ca Tra
Axit amin Ham lwong (mg/g)
Arginine 30,24
Serine 5,04
Aspartic 42,85
Glutamic 38,40
Hydroxylproline 26,54
Glycine 40,92
Threonine 12,45
Alanine 39,88
Aminobutyric acid 2,82
Proline 18,83
Methionine 14,38
Valine 12,45
Phenylalanine 3,56
Cysteine/Cystine 10,97
Isoleucine 3,56
Tyrosine 36,17
Leucine 7,41
Ornithine 46,11
Lysine 15,57
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Histidine 12,01

Téng sé axit amin khong thay thé 81,39
Tong s6 axit amin thay thé 338,77
Tong axit amin 420,16

Bing 3.6. Thanh phan axit béo cia dau ca tho thu nhin tir phé
liéu ca Tra thity phin bing alcalase

AXit béo Ham lwong (mg/g)
C14:0 (Myristic) 13,28 £ 0.10
C16:1 (Palmitoleic) 542 £0.10
C18:0 (Stearic) 41,51 +£0.35
C18:1n9c (Oleic) 7,99 £ 0.15
C18:2n6c¢ (Linoleic) 1,53+ 0.04
C18:3 (Linolenic) 18,32 + 0.03
C20:4 (Arachidonic) 1,44 +0.07
C20:5n3 (Eicosapentaenoic) 2,21 +0.06
C22:6 (docosahexagenoic) 0,57 £0.05
Tong axit béo no 54,79 £ 0.25
Tong axit béo khong no 36,91 +0.18

3.6. Nghién ciru qui trinh san xuat HA tir phé liéu ca Tra
3.6.1. Thanh phin héa hoc ciia xuong ¢4 Tra va san pham HA
Nguyen ligu xuong ca Tra c6 ham lugng khoang 51,60%, véi trix
lugng nguyén li€u ca Tra ndm 2019 dat 1,25 triéu tan va khoang gin
0,75 tri€u tan phe lidu ca Tra (60 Wt.%) thi c6 thé thu duoc khoang
33 75 nghin tan HA.
3.6.2. Két qua khao sat tién xir Iy nguyén liéu thu nhan xwong ca
dang tho
Dé tach riéng phan hiru s dung phuong phéap dun s6i nudc, nau
chin nguyeén liéu va phuong phéap thuy phan proteln bang enzyme.
Xr Iy phe li¢u theo phuong phép thily phan: xuwong c4 Tra cd protein,
lipit, 35,24 %, tro khoang 51,06%; san phim HA tring nga bé mit
khong nhan, sdm mau. Khi xtr 1y theo phuong phéap dun sbi, xuong ca
c6 protein, I|p|t 36,58%, tro khoang 50,06%.
3.6.3. Anh hwéng ciia nhiét do nung dén cac dac tinh caia HA
Nhi€t d¢ nung c6 anh huong 16n dén mau sic, hinh thai, kich thuéc
va cdu tric tinh thé, o xp, kich thudc hat cta san pham HA.
Hinh thai cia HA ¢ nhi€t do nung 700° C ¢ kich thuge 50 — 70
nm, c6 d6 xbp cao, ciu trac nano HA cho thay bé mat vat li¢u tir anh
TEM c6 do phan giai cao, khoang cach giira cc hat lién ké khoang
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0,34 nm, khoang cach nay bang voi khoang cach HA (220) ti€u
chuan (hinh 3.4c). Ving mau nhiéu xa electron dugc trinh bay gom
cac vong nhleu xa duoc xac dinh 1, diéu nay cho thay cac dic diém
da tinh thé cta ching (hinh 3.4d).

Hinh 3.4. Anh (a,b) TEM (c) HRTEM va (d) miu SAED ciia HA
tir xwong ca Tra ¢ 700°C véi cac do phong dai khac nhau.

Intensity (a.u)

Hinh 3.5. Anh SEM, TEM, XRD va FTIR cua HA xuong ca Tra.
HA c6 phd XRD véi cac peak ddc trung, cuong d cua cac peak
sac nhon, HA thu nhan c6 ciu trac tinh thé cao. Tat ca cac peak cua
mau HA dlIO’C sap xép twong tmg v6i HA chuan JCPDS (xem ¢ hinh
3.5). Phd FTIR cua HA, c6 3 diy biang thong budc song chinh phu
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thudc vao sy c6 mat cia 3 nhom chu:c nhu nhom phosphate (PO43)
hydroxyl (OH) va carbonate (COs%). Phé FTIR & nghlen clru nay
cting phu hgp véi pho HA ¢ cac nghién ctru duge béo céo truge do.
3.6.4. Anh huéng ciia thoi gian nung dén cac dic tinh cia HA

0 nhiét 46 nung 700°C, toc do gia nhiét 5°C/phut thoi glan nung
phu hop nhit dé thu nhan HA c6 mau séc, trang thai, hi¢u suat thu hoi
cao nhat. Mau HA co kich thude hat HA nho, dong deu (50 — 70 nm),
¢6 do xdp cao, co xudt hién cac peak, cic nhom chuc dac trung cua HA.

Intensity (a.u.)
A il
g
Intensity (a.u.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-)

20 30 40 50 60 70
2 theta (degree)

Hinh 3.6. SEM, TEM, Pho XRD va FTIR ciia HA xwong ca Tra.
3.6.5. Anh huéng ciia téc d9 nang nhiét nung dén HA thu nhan.
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Hinh 3.7. SEM, ph6 XRD va FTIR ciia HA xwong ci Tra.
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Toc do gia nhiét nung c6 anh huéng 16n dén qua trinh ddt chay dé loai
b6 phan hitu co trong xuong ca tho. Ngoai ra con anh huong dén hinh thai,
kich thudc va cau tric tinh the cua hat HA, do xdp, kich thudc hat cua san
phdm HA. Khi nung cic mau HA ¢ cung mot ché do nhiét d6 nung
700°C, thoi gian nung 2 glo Vo1 céc toc do do gia nhiét khac nhau
3°C/phut s& thu nhan HA c6 mau sic, trang thai, hiéu suat thu hoi,
cac mau c6 kich thuge trong khoang 30 - 300 nm, c6 d6 x6p cao, 6
xudt hién cac peak cac nhom chure dac trung cua HA.

3.7. Phén tich sian phim HA ca Tra

San pham HA duoc danh gia, do dac vé mau sac thanh phan hoa
hoc, hinh dang, kich thudc, do két tinh, do XOp dé lam co sO dé xuét
cac ung dung san pham HA cho phu hgp véi céac linh vye.

Thanh phan nguyen t6 chinh trong miu HA 1a Canxi (khoang
302903 (mg/kg)) va Phét pho (khoang 165539 (mg/kg)), ty 1& phan tir
Ca/P khoang 1,83, Natri (4439,30), Kali (963,73), Magié (2,03), Kém
(138, 69) va Nhom (0, 35) (mg/kg) Ngoai ra, trong HA tr xuong ca
Tra co nhiéu vét nguyen t6 duoc tim thdy trong tat ca cac mau HA,
gdm Na, K, Mg, Zn va Al. Hai oxit kim loai, CaO (55,80 wt. ‘V) va
P,20s (35 60 wt.%), day la thanh phan chinh dugc tim thay trong tat ca
cac mau HA. Ham lugng nguyén t6 khoang chinh Canxi, phétpho va
Oxit cua ching trong san pham HA thu hoi tor xwong ca Tra chlem
hon 90 wt.%, day 1a ngudn cung cap chat khoang rat tlem ning dé bo
sung vao thirc an tom thé chén trang 20 — 55 ngay tudi.

Gia tri dién tich be mat thé tich 16 va kich thuée 16 trung binh la
2,87 m2/g 0,020 m¥g*; 1 ,20 nm va chi ra rang HA ¢ d6 xdp cao
va c0 tiém nang (mg dung rat tot ctia HA.

Ngoai ra, mau san pham hydroxyapatite xuwong ca Tra dugc danh
gia:

+Tinh chat két tinh cta san pham HA duoc xic dinh bang
nhiéu xa tia X, XRD (Hinh 3.8a).
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Hinh 3.8. Phd XRD ciia (a) HA xuwong c4 Tra & 700°C, 3°C/phit, 2
gio' va HA chuéin JCPDS-09-0432.
+Cau trac hoa hoc ciia san pham HA dugc xac dinh bang pho
hong ngoai FTIR (Hinh 3.9)
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Intensity (a.u.)
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Hinh 3.9. Phé FTIR (a) xwong ca Tra va (b) HA 700°C é 2 gio,
3°C/phdt.

+Hinh dang, kich thuge va tinh chat xdp cua bé mit san pham
HA duoc kiém Tra bang SEM, TEM (Hinh 3.10 va Hinh 3.11)
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S-4800 10.0kV 7.9mm x60.0k SE(M)

Hinh 3.10. Anh SEM HA c4 Tra nung & 700°C, 3°C/phut, 2 gio.
’

100 nm

Hinh 3.11. Anh TEM HA c4 Tra nung ¢ 700°C, 3°C/phiit, 2 gio.
+D0 thi hap phy va gidi hip phy cta san pham HA dugc thé hién
trgng Hinh 3.12. Dién tich bé mat riéng ctua san pham HA la 2,87
me/g.
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Hinh 3.12. P thi hip va giai hap ciia HA ca Tra nung & 700°C,
3°C/phut, 2 giv
+Thanh phan nguyén t6 trong san phém HA tir xuong cé Tra dugc
nung & 700°C trong 2 gi¢ dugc do bang pho XPS (Hinh 3.13). Ty 1é Ca/P

cua san pham HA 1a 1.82.
O1s Name | Atomic (%)
O1s | 599
Ca2p| 252
P2p | 149
Ca 2p

. W\\j\w

0 200 400 600 800 1000 1200
Biding energy (eV)

Intensity (a.u.)

Hinh 3.13. P6 thi biéu dién thanh phin nguyén t6 trong HA
xwong ¢4 Tra nung & 700°C, 3°C/phut, 2 giv
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3.8. Nghién ciru hi¢u qua viéc thir nghiém b6 sung hén hop dich
protein thiy phéan va hydroxyapatlte twr phe liéu ca Tra vao thirc dn
tom thé chan tring 20 — 55 > ngay tu01
3.8.1. Anh huéng ciia hdn hop béd sung dén cac chi tiéu hoa 1y
moi treong nwéc nudi tom

Nhiét d¢ trung binh vao budi séng tlr 29 ,4°C dén 29,7°C va budi
chiéu tr 30, 1°C dén 30,6° C; két qua pH do dugc vao bu01 sang tur
7,55 dén 8,05 va budi chibu tir 7, 75 dén 8,15; ham luong DO trong
moéi truong nudi 1a 5,5 mg/L; 4o kiém do duoc tir 103,3 'mgCaCOs/L
den 105,8 mgCaCOglL ham luong NO;™ tir 0,30 mg/L den 0,55 mg/L.
Tét ca cacyéu td hoa Iy moi truong nude nudi tom deu nam trong
khoang thich hop cho sy phat tri€n cua tom thé chin tring giai doan
20 — 55 ngay tudi véi viée bd sung hdn hop FPH va HA tu phé licu
ca Tra vao thirc an khong lam thay dpl chét luong nude nuodi tom.
3.8.2. Anh hwéng ciia hon hop bo sung dén cac chi tiéu vi sinh
vat moi tru’o’ng nwoc nu01 tom
3.8.2.1. Tong sO vi khuan

Mat d¢ tong vi khuan sau 8 ngay nudi du’(rng tom (tom 20 ngay
tudi) khoang 4,0 — 4,8 x 103 CFU/mL; dén ngay nudi tom tha 15
(tom 27 ngay tudi), mat do tong vi khuan & nghlem thirc 1 16n nhat
khac bi¢t co ¥ nghla thong ké (p < 0,05) so voi 4 nghlem thirc con
lai. Khi tom 34 ngay tudi, cho thay nghiém thtrc 1 ¢6 mat sb vi khuan
16n nhéat khac biét co ¥ nghia thong ké (p < 0,05) so v6i cac nghiem
thirc con lai. Tuy nhié€n, khi nu6i thir nghiém tom dén ngay tht 36 (tom
48 ngay tudi) thi mat do tong Vl khuan & 5 nghiém thirc tang 1én 10 rét
trong khoang 41,3 — 43,8 x 10° CFU/mL nhé hon mirc 10’ CFU/mL va
khong géy hai cho t6m nudi.
3.8.2.2. Tong sb vi khuan vibrio

Sau khi nu6i tom thu nghiém 8 ngay (tom 20 ngay tudi), nghlem
thirc 1 ¢6 mat do Vibrio cao nhét 0,14 x 10° CFU/mL. Sau 15 ngay nuoi
(tom 27 n 3gay tudi), mat do vi khuan cao nhét & nghiém thirc 1 v6i mat do
0,58 x 10° CFU/mL, nhung khong khac bi¢t gilta nghiém thirc 4 va 5. Khi
nudi thir nghiém t6m dén ngay tht 36 (PL- 48) thi mat do tong vi tang 1én
10 rét trong khoang 2,57-3,81x10° CFU/mL va chiém ty1€6,3-9,1%so
voi tong sO vi khuan trong moi truong nudi tom. Khi phén tich lan cudi
thi nghiém (t6m 55 ngay tudi) thi nghiém thirc 4 va nghiém thic 5 ¢o
mdt d§ vibrio thip nhét 1a 0,09 x 10® CFU/mL, khéc biét cO y nghia
thong ké (p < 0,05) so voi nghlem thie 1, 2. Mat do vi khuan Vibrio
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nho hon 6, 5x10% CFU/ml trong moi truong nudi chua gy anh huéng

dén tom nuoi. 3 . o

3.8.3. Anh hwéng ciia hdn hop bd sung dén toc dd ting truéng

cia tom

3.8.3.1. Sy tang truéng vé khoi hrong ciia tom thé chan trang (g)
Két qua toc do tang trudng cua tom theo khéi luong tom ting 1én

ctia cac ty 18 Khi bd sung 5% hdn hop FPH va HA (véi ty 1¢ 80 : 20)

vao thirc an tom, tom tang truong thém 0,97g tuong tmg voi 123,5%

vé khéi luong so v6i khi khong bo sung.
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Hinh 3.14. Tém thé chin tring nghi¢m thir 4 (a) 20 ngay tudi, (b)
27 ngay tudi, (c) 34 ngay tuéi, (d) 41 ngay tudi va (e) 55 ngay tudi.
3.8.3.2. Su tang trudng vé chiéu dai tom thé chan trang (mm)

O mot yeu, t6 tang trudng khac la chiéu dai cua tom. Két qua tc do
tang truong chiéu dai tdm khi bd sung 5% hdn hop FPH va HA (véi ty 1¢
80 : 20) vao thire an tom, tom tang trudng thém 7,37 mm tuong ng voi
112% vé chiéu dai so voi khi khong b sung.
3.833.Tyl¢ song va ning suat ciia tom 55 ngay tu01

Ty 1é song (%o)va nang sudt ctia tom sau khi két thic thi nghlem
55 ngay nudi tom khi b6 sung 5 % hén hop dich FPH Va HA vao
thirc an t6m lan luot 1497,30 +2,85% va 3,52 + 0,35 kg/m?.
3.8.3.4. Danh gia chit lu’o’ng tom nudi 55 ngay tudi

Gay soc tom 55 ngay tudi bang formol, thoi gian 30 phat cho 100
ca the tom 55 ngay tudi, két qua co ty 1€ tom song dat 100%. Danh gia
d6 ran va cAu trac hinh dang bé mit vo tém 55 ngdy tudi dugc xac dinh

27



béang nhidu xa tia X (XRD) va bang kinh hién vi dién tir (SEM). Két qua
thu duoc nhu sau:

2 ~n

. Intensity (a.u)

(b)
10 20 30 40 50 60 70 80
20 (degree)

Hinh 3.15. Anh SEM va XRD ciia vé tom thé chian tring post 55
¢6 bo sung hon hop dich FPH va HA tir phé liéu ca Tra.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luin

Tur cac két qua nghién ciru cta Luan an, xin rat ra mot sé két
luan nhu sau:

1. Xay dung duoc qui trinh thu dich pprotein thuy phan tur phe liéu ca
Tra bang enzyme Alcalase va Lipase. Dich protein thiy phan c6 DH 35%,
MW < 1000 Da, dam tong 33,2%, lipit tong 1,93%, dam axit amin 420,16
mg/g protein. Giai doan 1, thuy phan bang enzyme alcalase Voi: ty ¢
nuoc/nguyén ligu 1:1, nong d6 mudi 2%, ham luong Alcalase 0,4% so Voi
khdi lugng nguyén liéu, nhigt do 60°C, thoi gian 9 gio. Giai doan 2, thay
phan bang enzyme lipase véi: ty I¢ Lipase/nguyeén liéu 0,03%, nhiét do 60°C,
thoi gian 2 gio.

2. Xay dung thanh cong qui trinh thu nhan HA tir xuong c4 Tra bang
phuong phéap xtr Iy nhiét ¢ nhiét do 700°C, téc do gia nhiét 3°C/phdt, thoi
gian 2 gio. Hydroxyapatite c6 Kich thudc 50 70 nm, ty I¢ Ca/P 1,83, di¢n
tich bé mat 2,87 m?/g, thé tich 15 xdp 0,02 m*/g, kich thudc 15 xdp trung binh
1,2 nm) va ham lwong kim loai ning (Pb, Hg, Cd) khong phat hi¢n.

3. Budc dau bo sung 5 % hon hop dich proteln thuy phan va
hydroxyapatlte (06 sung HA véi néng do 50 ppm vao dich protein thuy
phan) vao thic an vién da lam tang truong khoi lugng than tom 0,979 va
chiéu dai 7,37 mm cho tdm thé chan tring giai doan 20 — 55 ngay tudi so V6i
tdm nuéi khdng bo sung. Hn hop dich bd sung khong 1am anh hudng dén
mdi truong nudc nUoi tom.

Kién nghi

1. Can cd cac nghlen Clru, danh gia, dleu chinh phu hop cac
thong s6 qua trinh va tinh toan hleu qua kinh té trudc khi trién khai &
quy mo Ién.

2. Can c6 thém thir nghiém bd sung hon hop dich protein thuy
phan va hydroxyapatite thu nhan tu phé liéu ca Tra vao thirc an cho
cac ddi tugng khéc
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