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Bearbeidelse av ovulerte, modne egg, som kan sankes naturlig uten & slakte dyret, har hatt utilfredsstillende
resultater inntil na, fordi ovulerte egg vanligvis brister. | fremgangsmaten i henhold til inneveerende
oppfinnelse, blir ovulerte egg etter naturlig innhesting, behandlet eksogent med bruk av minst ett
signaltransduksjonsmolekyl som ogsa forekommer naturlig i eggcellen, som hydrogenperoksid og/eller
kalsiumklorid. Ovoperoksidase blir saledes aktivert, hvilket forarsaker dannelse og herding av ekstracelluleert
eggmembran. En helt harmlgs behandlingsmulighet, uanstegtelig i forhold til lovgivning om naeringsmidler, for
a herde de ovulerte egg er blitt funnet ved behandling av de ovulerte egg med bruk av et molekyl som ogsé
naturlig forekommer i eggcellen, som ellers formes i den normale cellemetabolisme for 4 unnga polyspermi.
Graden av herding kan justeres ved behandlingstid. De herdede egg, hvis kunstige herding er detekterbart
under elektronmikroskop ved en spesiell struktur, kan konserveres og lagres bedre, fordi fremgangsmaten
ogsa har en bakteriedrepende effekt og unngar tyrosinkrystallisering.
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Beskrivelse

Denne oppfinnelse gjelder en fremgangsmate for fremstilling av ovulerte egg fra
akvatiske dyr for & lage delikatessematvarer der de ovulerte egg innhastes uten
skadelige inngrep pé det akvatiske dyr, eksogen behandling av de ferskt innhastede
ovulerte egg i en vandig opplesning ved tilsetning av signaltransduksjonsmolekylene
hydrogenperoksyd og/eller kalsiumklorid, som ogsa er naturlig forekommende i
eggcellen, for fysiologisk stabilisering av eggmembranen ved hjelp av ovoperoksydase-
aktivering, og etterfelgende konservering, Oppfinnelsen angér ogsé ovulerte egg som er

fremstilt pA denne méaten, som angitt i krav 1.

De bearbeidede, alltid ubefruktede, egg fra diverse akvatiske dyr har i lengre tid veert
verdsatt som delikatesser i velstiende samfunnslag og spises i gkende grad. De ennd
ikke naturlig lagte, umodne (i diverse stadier) egg fra fisk refereres til som rogn.
Rognen kan, teoretisk sett, komme fra enhver hunnfisk (eller akvatisk hunndyr), hvis
egg ikke er giftige. Dette inkluderer Stillehavsarten som pé japansk kalles fugu og pa
engelsk kalles blowfish, som er svart giftig ogsd med korrekt tilberedning. Sakalt “ekte

kaviar” eller "russisk kaviar” framstilles av rogn fra ster. En differensierer her mellom
ossietra-, beluga- og sevruga-kaviar. I tillegg til vill ster brukes oppdrettsster for & fram-
skaffe kaviar. Rogn fra rognkjeks, torskefisk og sild brukes for 4 framstille kaviarerstat-
ning ("tysk kaviar”). ”Islandsk kaviar” framstilles av lodderogn. @rretrogn framskaffes
fra orret, og lakserogn med rodlig farge framskaffes fra laks. Videre framskaffes rogn
fra krikeboller. Til slutt skal amfibier, som padder, som formerer seg ved & legge egg,
ogsé inkluderes i begrepet “akvatiske dyr”, som gjengitt i dette dokument. Rogn blir
vanligvis saltet, av og til ogsé reket. Reket rogn framstilles av rogn lokalisert i intakt
rognpose ved varmreking. Den kommer typisk fra torsk og seifisker ”pollack”. Rogn
fra hummer, store kreps og andre skalldyr, s vel som den orangefargete rognen i kam-

skjell, refereres til som “corail”.

I tillegg til den haye nytelsesverdien, har rogn ogsa andre verdifulle egenskaper. Rogn
er rikt pa protein (25 til 30 %), med en hoy andel av essensielle aminosyrer. Med 16 %
fett er det imidlertid ikke mager mat. Rogn inneholder vitaminene D, E, B12 og niacin,
sd vel som mineralene jod og natrium. I tillegg har rogn en hey andel ”godt” kolesterol.

Den “kaviar” som for tiden er tilgjengelig p&4 markedet er den behandlede (rensede og
saltede) rogn, som pé et umodent stadium tas fra hunnfiskens ovarier, fordi de umodne

egg her har tilstrekkelig stabilitet for de falgende bearbeidelsestrinn. For & fa fram
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kaviar av den beste kvalitet, blir eggene né hostet for de har oppnédd sin maksimale
modenhet (ovuleringsstadiet).

Et sveert vesentlig problem i kaviarproduksjon er & framskaffe rognen. A slakte hunndyr
for & oppné kaviar (eksempelvis med stor) er et problem bade med villfisk og med opp-
drettsfisk (ca.2 500 tonn aret pa verdensbasis). I drhundrer har det vert standard metode
a drepe dyrene for man fjerner rognen for 4 tilvirke kaviar og rogn fra diverse fiskeslag.
Et hovedargument for & slakte hunnfisk er, for eksempel nar det gjelder stor, at eggene
hestes i umoden tilstand for fisken nir det naturlige ovuleringsstadium, fordi rognen
som har modnet maksimalt 1 morfisken inntil ovulering, og felgelig kan befruktes, er for
blate. Disse modne eggene ville briste ved konservering i salt (natriumklorid) alene, og i
kombinasjon med boraks ville de klebre seg sammen til en uspiselig, slimete masse.
Under ovulering, det vil si utsteting av egg fra eggstokkens follikler, gjennomgér
eggene naturlige endringer (avherding av egghinne for den forestidende befruktning av
sed), som begrenser dens direkte bruk som kaviar, I tillegg er det osmotiske effekter
som opptrer senere, 1 lopet av salting. Eksperimenter kjent fra tidligere teknikk med
bruk av mildt saltet storrogn, som ble produsert for testformal fra ovulerte (modne) og
ikke-ovulerte (umodne) egg, viste at de modne eggene brast allerede ved lett kontakt og
loste seg opp i en fettet, deigaktig masse. Vesentlige endringer i smak var derimot ikke
paviselige.

Denne praksis med slakting har, sammen med kraftig overfiske, resultert i at de ville
bestandene av ca. 30 forskjellige arter stor er utryddelsestruet. I Russland er det blitt
utviklet en ny metode, med hvilken umoden rogn kan hestes uten & slakte fisken. En
type multippel “keisersnitt” utferes pa ovariene under bedevelse, de umodne egg pres-
ses ut, og innsnittene lukkes igjen. Nér disse snittsar er leget, kan fisken igjen slippes ut
eller holdes i oppdrettsanlegg for senere kaviarfjerning. Dedeligheten ved denne veldig
kompliserte metode, som virker sterkt stressende pé fisken, er imidlertid over 40 %.
Videre er denne prosedyre forbudt i henhold til tysk lov om dyrebeskyttelse.

Dyre bestandsgjenoppbyggingstiltak er blitt iverksatt verden over. I sitt naturlige milje
blir ster kjennsmodne forst ved 8 — 12 ars alder, i oppdrettsanlegg tidligst ved 2 — 4 érs
alder, avhengig av art ster. Diverse storarter er blitt sluppet fra oppdrettsanlegg ut i
marin villmark innenfor rammene av bestandsgjenoppbyggingsprogrammer, med varie-
rende hell, for 4 redde utryddelsestruede bestander. Mens hunndyret fortsetter & leve for
kultivering og eggene framskaffes ved stryking, er problemet med slakting av hunndyr
av ovennevnte grunner fortsatt tilstedevaerende ved kaviarproduksjon i oppdrettssam-
menheng.
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Hoye kommersielle tap ma imidlertid ogsa tas i betraktning for kultivering av larver og
yngel for oppdrettsformal og for bestandsgjenoppbyggingstiltak, fordi hunnene utviser
vesentlig bedret reproduksjonsevne med ekt alder.

Dens behandling etter innhasting er vesentlig for kaviarens kvalitet. Mild salting gjer
den mer oppbevarbar. Kaviar av hey kvalitet er saltet akkurat nok til det som fordres for
den begrensete lagringsevne. En kaviar som betegnes som “malossol” kan ha et saltinn-
hold pa maksimalt 2.8 til 4 %. Den naturlige smak er i hoy grad bevart i malossolkaviar.
I tillegg til malossol kaviar, fins ogsa saltet kaviar, som kan oppbevares i lang tid, og
som er blandet med cirka 10 — 12 % koksalt. Fersk kaviar er veldig temperatursensitiv
og saledes vanskelig & lagre og servere. Den tradisjonelle form for emballering er den
lufttette, innvendig overflatebehandlete boks for bare saltet, men ikke oppvarmet,
kaviar. Pasteurisert kaviar som er gjort oppbevarbar ved kort oppvarming til 60 grader
C, selges pé glass med skrulokk og p& metallboks med &pningsring og kan lagres uépnet
iett ar.

Ett problem ved lagring av fersk kaviar er vekst av eksisterende bakterieflora, hvilket
resulterer i raskere fordervelse av produktet. Ved pasteurisering mister imidlertid kaviar
kornethet og smak pa grunn av varmebehandlingen. Et ytterligere problem ved lagring
av kaviar og andre rognprodukter er krystallisering av tyrosin-molekyler, som lagres i
eggene som ikke-essensielle aminosyrer. Videre er det ogsé et problem med behand-
lingshastighet for den framskaffede rogn. Inntil dette punkt kan ikke mer enn 10 minut-
ter forlepe fra innhesting av egg fra hunnen til dekantering av kaviar i bokser, ellers
forderves eggene.

Det er imidlertid helt nedvendig ved hvert trinn av behandlingen (bl.a. konservering,
pasteurisering) etter innhegsting av eggene at de innhestede egg overlever det aktuelle
behandlingstrinn uten 4 briste, fordi bristing av eggene resulterer i et ugjenkallelig kva-
litetstap og derved ubrukelighet for produktet.

Tidligere teknikk

En metode for produksjon av innpakket silderogn er kjent fra JP 60091934A, i hvilken
den innhestede silderogn, tatt ved umodent stadium fra pé forhand slaktet hunnsild,
behandles antibakterielt ved bruk av en opplesning laget av hydrogenperoksid og salt
etter en konservering med bruk av salt for rognstivning. Den anvendte konsentrasjon av
hydrogenperoksid kan reduseres ved gyeblikkelig fijerning av blod fra den innhestede
silderogn, hvilket resulterer i smaksforbedring av silderognen. Etter hydrogenperoksid-
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og saltbehandling, utfares en enzymbehandling med bruk av katalase for 4 fjerne den
oksiradikale hydrogenperoksid. @yeblikkelig fjerning av enna ikke koagulert blod kan
bare inntreffe rett etter at fisken er slaktet eller kort tid for tining av fisk som er frosset
rett etter slakting. Ettersom gyeblikkelig fjerning pé ferskslaktet fisk kun kan utferes
med stor grad av anstrengelse, er det imidlertid slik at fisk typisk fryses forst, hvilket

igjen resulterer i forringelse av kvalitet.

Videre er det kjent fra tidligere teknikk at anvendelse av tanninsyre (tannic acid) er et
bevist middel for & fa fram rognfisk. De befruktede eggene behandles med en tannin-
opplesning for & fijerne den klebrige hinnen. Eggene kan séledes bedre desinfiseres i
lopet av avisforlepet og sopp- og bakterieangrep under utklekking kan reduseres. Denne
behandling er standard for diverse fiskearter som havabbor, inkludert stor (jfr. publika-
sjon I ved Mizuno m.fl.: ”Elimination of adhesiveness in the eggs of shishamo smelt
Spirinchus lanceolatus using kaolin treatment to achieve high hatching rate in
environment with high iron concentration”, tidsskriftet Aquaculture 242 (2004), s.713-
726). Tannin, som er en polyfenol, er den kommersielle formen av garvesyre. Dens
struktur er basert pa glukoseestere fra gallesyre. Tanninsyre brukes som trefargingsmid-
del og fins naturlig i eik, valnett, mahogni og ekte kjempegran som en brannhemmer.
Det kan ogsé deduseres fra publikasjon I (figur 5) at et hayere eggepress opp til briste-
punktet kan oppnas ved en behandling med anvendelse av tannin. Det er imidlertid kjent
at eggmembranen herdes som gummi pa grunn av behandlingen med tannin og er sile-

des ikke lenger egnet for konsum.

En fremgangsméte for farging er kjent fra RU 2 126 218 C1, der ovulert rogn med en
svak naturlig farge, serlig ogsd hos arter av ”lavere kvalitet” enn ster, farges og saltes i
trinn med et intervall pd minst 0,5 timer. I det forste trinn blir 2/3 av pigmentet direkte
tilfort rognen, og i det andre trinn tilfores den resterende komponent av pigmentet sam-
men med en lipid-protein emulsjon i en kvantitet fra 5 til 10 % i forhold til rognmasse.
Salting utferes for det andre fargetrinn. Det kan séledes i denne fremgangsméten ikke
utelukkes at den ovulerte rogn vil briste i lopet av den etterfolgende salting etter tilset-
ting av farge i det forste trinn. Lipid-protein emulsjonen tilfores etter saltingen og
brukes for stabil farging og forbedring av organoleptiske trekk og strilingsbeskyttelses-
egenskaper hos rognen.

En fremgangsmaéte for & produsere kornet kaviar fra ovulert rogn fra ster er kjent som
RU 2 232 523 C2, fra hvilken den innevaerende oppfinnelse folger som den na&rmeste
tidligere teknikk. Til dette formél blir de innhestede ovulerte egg forst behandlet i en

varm 1,5 — 2 % vannaktig opplesning av et konserveringsmiddel, for & forberede dem
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for en péfelgende pasteurisering ved temperaturer pa 65 — 70 grader C. Bortsett fra det
faktum at enhver varmebehandling vesentlig pévirker smaken pa rogn nér det brukes
ovulerte egg, som er kjent for & ha en veldig myk eggmembran, er det ikke sikret med
visshet at de vil kunne utstd péfelgende behandling med bruk av konserveringsmidler
uten 4 briste. Selv en liten andel egg som brister forringer kaviarens kvalitet vesentlig,
fordi de bristede egg kun kan fjernes med meye. Det faktum at dyrene verken mé slak-
tes eller behandles av stressende kirurgi for innhesting av egg, er imidlertid serlig for-
delaktig om det brukes ovulerte egg.

FraRU 2236159 C1 er det kjent en fremgangsmate for kaviar fra ovulerte egg hvor
eggene blir behandlet med jernoksid fer selve konserveringen.

I henhold til funnene og bearbeidelsesteknologiene i tidligere teknikk, antas det saledes
per i dag at fullverdikaviar ikke produseres av modne (ovulerte) egg fra stor, fordi
naturlig modnete egg er for myke som resultat av den forventede befruktning og brister
ayeblikkelig ved kontakt med salt og andre konserveringsmidler. De omtalte frem-
gangsmaéter for & fi fram kaviar fra ovulert rogn gir ikke tilfredsstillende resultater.

Redegjorelse for hensikt

En fremgangsméte i henhold til arten skal felgelig spesifiseres som innevarende opp-
finnelses hensikt, en fremgangsméte som omfatter de trekk som er angitt i krav 1, og
som bearbeider ovulerte egg som er nylig hostet fra levende akvatiske dyr pé en slik
mate at de kan bearbeides videre uten forringelse av kvalitet, i serdeleshet uten i briste,
til fullverdimatvarer i delikatessesegmentet og séledes oppné en markedsfarbar og
konkurransedyktig kvalitet. Det er sarlig lavere sensitivitet hos eggene 1 lapet av
bearbeidelsen og vesentlig lenger holdbarhet selv uten sterke konserveringsmetoder som
oppnas ved fremgangsméten. Videre vil fremgangsmaten vere lett anvendbar og
kostnadseffektiv og utformet pa en slik méte at den ogsé kan utfores for & lage et ferdig
produkt.

Oppnaelsen av hensikten i henhold til innevaerende oppfinnelse legges frem i frem-
gangsmatekravet og inneholder falgende fremgangsmatetrinn:

e innhesting av ovulerte egg uten skadelige inngrep pé det akvatiske dyr,

e cksogen behandling av de nylige innhestede, ovulerte egg i en vannholdig
opplesning med tilforsel av minst ett signaltransduksjonsmolekyl som ogsé
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forekommer naturlig i eggcellen for fysiologisk stabilisering av eggmemb-
ranen ved ovoperoksidaseaktivering og pafelgende

e konservering

Nyttige detaljer av fremgangsméten legges fram i underkravene og forklares i starre
detalj i det folgende i forbindelse med innevarende oppfinnelse. Videre er det slik at de
ovulerte egg som er bearbeidet i henhold til innevarende oppfinnelse, har et herdet
ekstracellulert ytre skinn som har tverrbundne proteintrdder og irreversible innlemmede
tyrosinmolekyler. En molekylerstruktur av denne type opptrer ikke naturlig i
ubefruktede egg. Et kunstig produsert produkt av denne type har ikke hittil vaert & finne
i tidligere teknikk.

I fremgangsmaten i1 henhold til innevaerende oppfinnelse, blir de ovulerte egg, dvs.
eggene som er fullt modne for befruktning (gyting), innhestet fra de hvilende akvatiske
dyr, hovedsakelig stor, ved naturlig utsteting av de ovulerte egg fra kroppsipningen og
enkel stryking. Stressbelastning pé dyrene blir slik minimalisert og belaster dem knapt.
De nylig innhgastede, ovulerte egg blir eksogent behandlet for konservering med bruk av
et signaltransduksjonsmolekyl som ogsa forekommer naturlig i eggcellen. Enzymovope-
roksidasen aktiveres dermed, hvilket initierer dannelse og herding av et ekstracellulart
ytre skinn og séledes en fysiologisk stabilisering av eggmembranen. En helt uskadelig
behandlingsmulighet, uanstetelig i forhold til lovgivning om neringsmidler, for & herde
eggene er blitt funnet gjennom behandling av de ovulerte egg ved bruk av minst ett
molekyl som ogsé forekommer naturlig i eggcellen, men som ellers formes bare i lave
konsentrasjoner i den vanlige cellemetabolismen. En kunstig initiert senere herding av
de innhostede egg fremkalles ved & bruke fremgangsmaten i henhold til innevarende
oppfinnelse ved enkel tilforing av en naturlig substans, som gjer de ovulerte egg
vesentlig mindre sensitive i forhold til senere behandling, framfor alt i lapet av
konserveringen og dekanteringen, men ogsa i lepet av lagring og ompakking. En
ytterligere fordel ved denne kunstige senere herding er bedre lagringsevne og dermed
markedsfering av de innhestede egg, fordi forekomst av tyrosinkrystaller under lagring
unngés. P4 grunn av aktivering av ovoperoksidase, oppstar tverrbinding av proteintrider
og den irreversible innlemmelse av tyrosin i et upenetrerbart membran og dermed
unngas krystalldannelse. Videre har behandlingen en bakteriedrepende effekt, hvilket i
vesentlig grad forlenger produktets lagringsevne.

Fremgangsmaten 1 henhold til innevarende oppfinnelse omfatter en ekstern behandling
av de nylig hestede ovulerte egg med bruk av minst ett molekyl som ogsé foreckommer
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naturlig i eggcellen, og som spiller en sentral rolle i signaltransduksjonskjeden, som
initierer herdingen av membranen ved en naturlig befruktning. Dette gjelder i serlig
grad kalsiumioner (Ca™), som flyter i en belge gjennom egget etter en eksogen stimule-
ring og resulterer i enzymaktivering. I tillegg fins det minst ett ytterligere nekkelmole-
kyl. Dette er molekylet formet av den NADPH (hydrogenperoksid H,0,)-avhengige
oksidase. Hydrogenperoksid initierer den naturlige, endogent forirsakede dannelse av
en solid befruktningsmembran rundt egget i ekstremt smad mikromolare konsentrasjoner.
Kalsiumioner (Ca™) fins i det ubefruktede egg i sikalte kalsium-lagre, mitokondriene
og endoplasmatisk retikulum i cytoplasma, men kan ogsd komme inn i cellen ved & flyte
inn fra utsiden via spesifikke reseptorer. Enzymene slippes fra de interne cellulaere
lagre, 1 hvilke de lagres i inaktiv form, av denne kalsiumbelgen. Disse enzymene (dvs.
glukose-6-fosfat-dehydrogenase) produserer s NADPH. NADPH refererer til den fos-
forylerte form av NADPH, vesentlig 1 anabolisme, som er et resultat av NAD (niko-
tinamidadenindinukleotidfosfat) ved tilfarsel av et hybridion. NADPH-oksidase produ-
serer hydrogenperoksid, som igjen er substratet for ovoperoksidase, som forarsaker her-
ding av eggmembranen.

I naturen, er det ubefruktede, ovulerte egg i en dvaletilstand for det bombarderes av sed
i lapet av den naturlige befruktning. All s&d, bortsett fra den ene sedcelle som kommer
inn i egget, m4 holdes tilbake. Under naturlig befruktning herdes eggmembranen
sekunder etter seedcellens penetrering for & forhindre multippel befruktning av multippel
sed (polyspermi, med unntak av lav multippel befruktning, hvilket resulterer i
enkeltegg multiple fedsler), som er dedelig for embryo. Det resulterende embryo utforer
denne oppgaven ved & forme et ekstracellulert eksternt skinn i lapet av sekunder, og
dette er upenetrerbart for ettertidig sad. I tillegg beskyttes embryo mot fysisk skade og
toksiner. Det sentrale enzymet for denne fremgangsméten er ovoperoksidase, som er
tilgjengelig i korn (kortikale granulater) under eggmembranen i en ventende posisjon.
Ved befruktningseyeblikket settes den ovenfor beskrevne prosess i gang. P4 grunn av
den produserte ovoperoksidase tverrbindes proteintrdder med tyrosinkinase, som
stimulerer fremgangsmaéten, tyrosin blir irreversibelt innlemmet i en upenetrerbar
ekstracelluleer membran, som beskytter embryo. Denne mekanismen fins i hele
dyreriket hos invertebrater som krékeboller og vertebrater som fisk, mus og mennesker,
for & beskytte fostrene (jfr. eksempelvis, publikasjon II av La Fleur m.fl.: ”Searching
ovoperoxidase: oocyte specific member of a heme dependent peroxidase superfamily
that functions to stop polyspermy”, i utgivelsen Mechanisms of Developments 70
(1998), s. 77 — 89, og publikasjon III av Wessel m.fl.: ”De kortikale granulaters
biologi” (The biology of Cortical Granules), 1 utgivelsen Int. Rev. Cytol. 209 (2001), s.
117 - 206).
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I publikasjon 1V: ”Conformational Control of Ovoperoxidase Catalysis in the Sea
Urchin fertilization Membrane” av T.L. Deits m.fl. (tidsskriftet Journal of Biological
Chemistry, Bind 261, Nr.26, utgivelse av 15. September, 5.12159 — 12165, 1966) og
publikasjon V ”Release of ovoperoxidase from sea urchin eggs hardens the
fertilization membrane with tyrosine crosslinks” av Ch.A. Foerder m.fl. (tidsskriftet
Proc. Natl. Acad.Schi., Bind 74, Nr.11, s.4214 — 4218, oktober 1977, Biochemistry) ble
det for forste gang grunnleggende fastsltt ved bruk av kromatografiske metoder at og
hvordan tverrbinding av tyrosin og herding av membranen oppstir. Videre viste analyse
at tyrosin (restkonsentrasjon) spiller en viktig rolle i herdeprosessen. Det ble funnet
gjennom spesifikke inhibitorer av oksidase at (ovo) peroksidase tilsynelatende spiller en
viktig biologisk rolle i tyrosintverrbindingen og séledes i herdingen av membranen.

Pé basis av det ovenfor beskrevne cellebiologifenomenet, ble fremgangsméten i henhold
til innevaerende oppfinnelse, den eksogene tilfarsel av minst ett signaltransduksjons-
molekyl som ogsé forckommer naturlig 1 eggcellen for 4 herde eggmembranen, utviklet.
Signaltransduksjonsmolekylene kan fortrinnsvis vere det oksiradikale hydrogenperok-
sid H,0, eller en kalsiumkloridopplesning CaCl, for & framskaffe kalsiumioner. Et
samlet bruk av begge signaltransduksjonsmolekyler er mulig, fordi det er den naermeste
simulering av den naturlige prosess for & herde eggmembranen, og p4 denne méten er
individuelt produktdesign mulig, serlig med hensyn til graden av hardhet i de behand-
lede egg, avhengig av markedsstrategi. Den eksogene tilfersel og penetrering av de
kunstig framskaffede signaltransduksjonsmolekylene i det ubefruktede, ovulerte egg i
henhold til innevarende oppfinnelse simulerer den signaltransduksjonskaskade man
finner i naturlig befruktning, og det danner seg et solid ekstracellulert, eksternt skinn pa
det ubefruktede, ovulerte egg.

Ens herding av alle egg oppnddd med fremgangsméten i henhold til innevaerende opp-
finnelse oker med varigheten av behandlingen, fra 1 minutt til 20 minutter. Graden av
hardhet kan slik tilpasses individuelt via behandlingsvarigheten. Den framskaffede kon-
sentrasjon av signaltransduksjonsmolekyler, som ogsé forekommer naturlig i eggcellen,
utviser derimot den sterkeste effekt pd grad av hardhet ved lave konsentrasjoner (jfr.
figur 5 C for H,0,). Dette er rimelig, fordi den naturlige konsentrasjon av signaltrans-
duksjonsmolekyler i cellen virker ogsa i det nanomolare og mikromolare omrade.
Behandlingen av de nylig innhestede egg med bruk av fremgangsméten i henhold til
innevarende oppfinnelse kan uteves med serlig fordel i et vannbad med bruk av en
0,01 % - 0,02 % tilfersel av hydrogenperoksid og/eller kalsiumioner i form av kalsium-
klorid CaCl, i fem minutter. Begge signaltransduksjonsmolekyler kan brukes individu-
elt, eller i kombinasjon.
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Etter innhgsting, kan de ubefruktede, ovulerte egg som skal bearbeides, forst vaskes i
fysiologisk koksaltopplesning for kontakt med vann, for & forhindre for tidlig klebrighet
og forlenge bearbeidbar tid for de ferske eggene. Vasketrinnet foregér fortrinnsvis under
sterile forhold. De sterile, vaskede egg helles s ganske enkelt over i et samsvarende
bad som har de spesifikke konsentrasjoner av hydrogenperoksid og/eller kalsiumklorid
fastsatt i fremgangsméteutviklingen og frasortert etter utlop av virketid. Den inneve-
rende oppfinnelse gjelder siledes en svart enkel, rask og dog kostnadseffektiv frem-
gangsmate. Den lave konsentrasjon av kjemikalier som brukes er ogsa fordelaktig her,
det kreves bare den absolutt minste ngdvendige kvantitet, som i sin tur ogsa har en
positiv effekt pd smaken av de behandlede ovulerte egg. Hydrogenperoksid nedbrytes til
vann og oksygen og er derfor uten smak. Kalsium er tilstede 1 alle dyre- og planteceller
og smaker noe krittaktig kun ved svert hoye konsentrasjoner, som imidlertid ikke
brukes i den innevarende oppfinnelse.

Fremgangsmaten 1 henhold til innevarende oppfinnelse brukes pa ubefruktede, ovulerte
egg (rogn) fra det aktuelle akvatiske dyr. Innhesting fra et levende akvatisk dyr fore-
trekkes, selvsagt, for ikke & true den aktuelle bestand. Uttrekking fra et slaktet eller dedt
akvatisk dyr er imidlertid ogsd mulig. Fordelen i dette tilfelle, er at eggene fra villfangst
og ogsé fra oppdrett, selv om de har utviklet seg i modenhet til ovuleringsstadiet, fort-
satt kan bearbeides. I dag blir rogn som alt er i ovuleringsstadiet, kastet ubrukt i fiske-
foredlingsindustrien, hvilket resulterer i vesentlig skonomisk tap. P& den ene siden kan
rogn fra akvatiske dyr slaktet av andre grunner (som for & spises) brukes, pa den andre
siden behaver ikke akvatiske dyr lenger slaktes til ingen nytte hvis det viser seg at
eggene allerede er i ovuleringsstadiet (inntil né er slike egg blitt kastet, ubrukt, som
ubrukelige). Fremgangsmaten i henhold til innevarende oppfinnelse forhindrer ogsé,
gjennom det tverrbundne, stabile innskudd av tyrosin i den stivnede eggmembran, dens
krystallisering i lopet av lagring, hvormed vesentlig produktforbedring og ofte til og
med produktredning oppnés. Videre har fremgangsméten i henhold til innevarende opp-
finnelse bakteriedrepende, antiseptiske egenskaper, hvormed lagringsevne for ovulerte
egg som sédan og de derav produserte delikatessematvarer forbedres i vesentlig grad.

Hovedfordelen med fremgangsméten i henhold til innevarende oppfinnelse er imidler-
tid at det er mulig & for forste gang bearbeide de modne ovulerte egg fra fisk og andre
akvatiske dyr som kaviar i ovuleringsstadiet. Eggene sankes ved stryking, men de kan
ogsd sankes mekanisk eller ved & bruke en pumpeinnretning, slik at hunndyrene forblir i
live. I tillegg til & verne bestander av truede arter, fins det ogsa en fordel ved & bevare
hunner med formeringsevne, hvormed en vesentlig gkonomisk fordel oppnés for opp-
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drettsnzringen. Ved & forlenge forplantingsstadiet mange ganger, vil mengden sanket
rogn og formeringssuksess (andel levedyktige embryo) gke i vesentlig grad.

Fremgangsmaten i henhold til innevarende oppfinnelse kan anvendes enkelt og prob-
lemfritt pa enhver type egg fra dyr som lever i og pa vann og kan sdledes bidra til &
verne sjeldne dyrearter. Den utgjoer selvsagt en serskilt gkonomisk fordel i produksjon
av kaviar fra steregg og i produksjonen av corail fra hummeregg. I tillegg er pélitelig
konservering av egg, for eksempel, ved bruk av koksalt eller boraks muliggjort ved her-
dingen av de innhgstede ovulerte egg utfort ved anvendelse av fremgangsméten i hen-
hold til inneverende oppfinnelse. Det er ogsd mulig & rake eggene uten problemer. Det
er vansett ikke lenger nodvendig & takle bristing av egg, hvilket i vesentlig grad hever
produktkvaliteten. Videre kan kaviar produseres i diverse grader av hardhet ved varia-
sjoner 1 behandlingstid/konsentrasjoner og i kombinasjon med salt og/eller boraks og
sdledes skreddersys til de organoleptiske smakskrav i den aktuelle kundekrets.

De sankede ovulerte egg er vesentlig endret med hensyn til morfologien til den herdede
eggmembran ved anvendelse av fremgangsméten i innevarende oppfinnelse. Serlig vil
et herdet ekstracellulaert, eksternt skinn med tverrbundne proteintrader og irreversibelt
innlemmede tyrosinmolekyler kunne identifiseres enkelt og klart av en som er kyndig i
teknikken ved hjelp av lysmikroskopi og, i detalj, ved bruk av elektronmikroskopi.
Denne framtoning inntreffer ikke i naturlige, konvensjonelt behandlede egg fra akva-
tiske dyr. En herdet eggcelle kan alltid bare oppsta i forbindelse med fullfert befrukt-
ning og séledes med tilstedevarelse av minst én sa&dcelle i den befruktede eggeelle.
Anvendelsen av fremgangsmaten i henhold til innevaerende oppfinnelse kan derfor pé-
vises klart og utvetydig i det ferdige, ubefruktede produkt.

Utforelseseksempler

Gjennomfering av fremgangsmaéten for 4 bearbeide eggene fra akvatiske dyr til delika-
tessematvarer i henhold til innevaerende oppfinnelse forklares i storre detalj i det fol-
gende pa grunnlag av figurene.

Figur 1 viser den naturlige herdingsprosess pa egg fra krékebolle,

Figur 2 viser analysen med intervallmikroskopi av NADPH-produksjon ved

anvendelse av fremgangsmaéten i henhold til innevaerende oppfinnelse,

Figur 3a viser et ubehandlet ovulert egg fra krékebolle,
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Figur 3b viser et behandlet ovulert egg fra krdkebolle,

Figur 4A viser bilder av ultratynne seksjoner gjennom egg-membranen av et
ubehandlet ovulert egg fra ster,

Figur 4B viser bilder av ultratynne seksjoner gjennom egg-membranen av et

ubehandlet ovulert egg fra stor etter en behandling med kalsiumklorid,

Figur 4C viser bilder av ultratynne snitt gjennom egg-membranen av et ubehandlet
ovulert egg fra stor etter en behandling med hydrogenperoksid,

Figurer 5A,B viser diagrammer av mélene pA membrankomponentenes proporsjoner i
membranens totale tykkelse i % av umodne egg fra stor (kaviar) behand-
let i henhold til innevaerende oppfinnelse, og

Figurer 5C,D viser diagrammer av méilene pd membrankomponentenes proporsjoner i
membranens totale tykkelse i % av ovulerte egg fra stor (kaviar) be-
handlet i henhold til innevaerende oppfinnelse.

Figur 1 viser den naturlige befruktning av egg fra krékebolle og dannelsen av en
ekstracelluler befruktningsmembran. Det venstre bilde viser det ubefruktede egg for-
starret 200 ganger. Det hayre bilde viser det befruktede egg 1 samme forstarrelse, med
den herdete befruktningsmembran (pil). De sma strekene viser angripende sad.

Fremgangsmaten i1 henhold til innevarende oppfinnelse ble pravd pa levende egg fra
krékeboller (Psammechinus miliaris) og pa egg fra sibirsk ster (Acipenser baerii).
Resultatene av herdingen av de ovulerte egg ble overvaket i den levende organisme pé
grunnlag av mélinger av enzymaktiviteter og morfologi i egg fra krakebolle og egg fra

stor.

Som tidligere nevnt, er aktivering av enzymet glukose-6-fosfat dehydrogenase, som
oppstar pé sekunder, for & produsere reduksjonsekvivalenten NADPH for H,O,-produk-
sjon som substrat for ovoperoksidase den begynnende utlaser for eggherding av egg-
membranen. Qkning i G6PDH-aktivitet kan méles i de levende egg under innflytelse av
eksogen stimulans. Fremgangsmaten med tetrazoliumsalt i henhold til Van Noorden og
Fredericks (1992) ble overfert til levende celler som bevis. NADPH som oppstér ved
substratreaksjon, reduserer tetrazolium salt (TNBT) kvantitativt for & forme et brunt
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reaksjonsprodukt, formazan. Dannelsen av reaksjonsproduktet pévises i rett tid med
hjelp av absorpsjonsmalinger ved balgelengde pa 585 nm.

Figur 2 viser intervallmikroskopi (avbilding ved bruk av Zeiss Axiovert, Axiocam,
KS300 Software, Axiovision Software) av NADPH-produksjon i levende egg fra krake-
bolle. Pilen viser anvendelse av eksogen stimulans (H,0, 1 % i sjgvann). De to gvre
absorpsjonskurver i den kortikale region (egg-grense) og i cytoplasma (egg innvendig)
viser en vesentlig ekning i tid i sekunder etter tilfersel. En kontroll ble foretatt uten
eksogen stimulans. De to lave absorpsjonskurvene for den kortikale region og cyto-
plasma viser ingen endring etter pafering. Mélemaskene (mélemakro) for mikroskopi
vises i de to nedre bilder i figur 2. Det venstre bilde viser den ringformede mélemaske
for den kortikale region, det hoyre bilde viser den sirkelformete mélemaske for cyto-
plasma. Enzymaktiviteten er hoyest i den kortikale region under eggmembranen fordi
det hayeste NADPH-behov for H,0,-konsum fins her. En identisk kurve for enzymakti-
vitet ble observert for ovoperoksidase etter H,O,-tilforsel.

Figur 3a viser et ubehandlet ovulert egg fra krdkebolle uten beskyttende membran
(forsterret 400 ganger). De kortikale granulater ligger lost distribuert pa eggoverflaten
og dekkes bare av et tynt vitellinlag, som ikke er gjenkjennelig i lysmikroskopi. Figur
3b viser et egg behandlet ved bruk av fremgangsméten i henhold til innevaerende opp-
finnelse med et klart formet beskyttende membran (pil, forsterret 400 ganger). Pavis-
ning utferes ved histologiske praver av tynne deler av festet eggemateriale (4 % Bakers
formaldehyd, omsluttet av Epon for TEM, farging ved bruk av toluidin bl4) for og etter
behandling med bruk av et eksogent herdemiddel i henhold til innevarende oppfinnelse.

Omfattende forsek pé innhestede egg fra stor (Acipenser baerii) viste at fremgangs-
méten utviklet pa egg fra krdkebolle kan overfores direkte og gir det enskede resultat.
Konservering ved bruk av koksalt og boraks utfert etter herding av eggene og ogsa
holdbarhetsforsgk over 12 méneder viste at eggene forblir stabile.

Figurer 4 A til C viser lysmikroskopibilder av kryostatseksjoner farget av H&E, elekt-
ronmikroskopbilder av ultratynne snitt av egg fra stor festet med GA og osmium og
omsluttet av Epon. Bildene viser membranendringer i ovulerte egg fra stor ved en be-
handling i henhold til inneverende oppfinnelse.

Figur 4 A viser et lysmikroskopibilde av et snitt gjennom et ovulert egg fra ster uten
behandling i henhold til innevaerende oppfinnelse. Posen (den ubrutte linjen) som om-
slutter eggeplasma (EPL) i ster-egg bestar av flere membranlag. Det innerste membran
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indikeres med en stjerne (*), den ytterste membran (befruktningsmembran) indikeres
med tre stjerner (***). Figur 4Aa viser elektronmikroskopibilder i 3000 X-forstarrelse
av den innerste membranens omrade (*) og en detalj fra dette i 12 000 X-forsterrelse
med lgse tyrosinfiberbunter.

Figur 4B viser et ovulert egg fra stor behandlet med 115 mg/1 kalsiumklorid i henhold
til innevarende oppfinnelse. Figur 4Bb viser et elektronmikroskopibilde i 3000 X-for-
starrelse og en detalj i 12 000 X-forsterrelse av en kompaktering av tyrosin tverrbin-
ding. Figur 4C viser et ovulert egg fra stor behandlet med 0,01 % hydrogenperoksid.
Figur 4Cc viser et elektronmikroskopiopptak i 3000 X-forsterrelse og en detalj i 12 000
X-forsterrelse av kompaktering til trdder av tyrosintverrbinding.

Ved sammenligning mellom figurer 4A (ubehandlet), 4B (behandlet med kalsiumklo-
rid), 4C (behandlet med hydrogenperoksid) kan det ses klart at ved behandling i hen-
hold til innevaerende oppfinnelse, avtar den innerste membran (*) pé ovulerte egg fra
stor i diameter og kompakterer med tyrosin tverrbinding, mens den ytre membran (**¥*)
gker i diameter, men blir ogséd mer kompakt. Kompaktering resulterer i den enskede
herding av eggmembranen. Graden av herding kan justeres ved utméling av eksogene
tilfersler med hensyn til type, kvantitet og varighet.

Figurer 5 A...D viser diverse diagrammer over mél pa proporsjonene p4 membrande-
lene i den totale membrantykkelse i % pa ndvaerende kommersielt tilgjengelig kaviar fra
umodne egg (figurer SA, SB) og pa ovulerte egg (figurer 5C, SD) etter behandling i
henhold til innevaerende oppfinnelse med bruk av hydrogenperoksid eller kalsiumklorid.
Figurer SA og 5C viser en behandling med hydrogenperoksid H202 (behandling 0:
ubehandlet, behandling 1: 0,01 % opplesning, behandling 2: 0,02 % opplesning,
behandling 3: 0,05 % opplesning, behandling 4: 0,1 % opplesning), figurer SB og SD
viser en behandling med kalsiumklorid CaCl, (behandling 0: ubehandlet, behandling 1:
115 mg/l, behandling 2: 123 mg/1, behandling 3: 130 mg/l med I= per liter opplosning).
Dette betyr at utmaling av kalsiumioner i det mikromolare omrade skal inneholde
vesentlig flere kalsiumioner enn den mengde som fins i normalt drikkevann og vann fra
springen. Befruktningsmembran indikeres med "FM” og oppstér uten befruktning bare
gjennom behandling i henhold til innevarende oppfinnelse, den indre membran indike-
res med "IM”.

Det gér tydelig frem at ved behandling av for tiden kommersielt tilgjengelig kaviar, dvs.
umodne egg, oppstér ingen vesentlige endringer i membrantykkelse, jfr. figurer SA og
SB, mens endring i tykkelsesproporsjoner i indre membran i forhold til den produserte
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befruktningsmembran, som skaper herding ved behandling av ovulerte egg i henhold til
inneverende oppfinnelse, jfr. figurer SC og SD, er vesentlig. Medianene ved 50 mé-
linger hver av den indre membran (IM) og den ytre befruktningsmembran (FM) vises
med verdifordeling i konfidensintervall med 25 % - 75 % fjerdedeler og minimums- og
maksimumsverdiene.
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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av ovulerte egg fra akvatiske dyr for a lage
gourmet-mat,
karakterisert ved at fremgangsmiten omfatter de folgende trinn:

. 4 innheste de ovulerte egg uten skadelig pavirkning pa det akvatiske dyr,

. eksogen behandling av de ferskt innhestede ovulerte egg i en vandig
opplesning ved tilsetning av signaltransduksjonsmolekylene hydrogenperoksyd og/eller
kalsiumklorid, som ogsé er naturlig forekommende i eggcellen, for fysiologisk
stabilisering av eggmembranen ved hjelp av ovoperoksydase-aktivering og
etterfolgende

. konservering.

2. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved eneksogen behandlingav de ovulerte egg i et vannbad med
en vandig opplesning med 0,01; 0,02; 0,05 eller 0,1 prosent tilsetning av
hydrogenperoksyd.

3. Fremgangsmate ifelge krav 2,

karakterisert ved eneksogen behandlingav de ovulerte egg i et vannbad med
en vandig opplesning av 0,01 prosent tilsetning av hydrogenperoksyd i 1 til 5 minutter ,
hvor varigheten av behandlingen bestemmes som en funksjon av den enskede hardhet
av de behandlete ovulerte egg.

4. Fremgangsmate ifolge et av kravene 1 til 3,

karakterisert ved eneksogen behandlingav de ovulerte egg i et vannbad av
en vandig opplesning med tilsetning av 115 mg/l, 123 mg/1 eller 130 mg/1 av
kalsiumklorid.

5. Fremgangsmate ifolge krav 4,

karakterisert ved eneksogen behandlingav de ovulerte egg i et vannbad med
en vandig opplesning med tilsetning av 115 mg/1 kalsiumklorid i 10 til 20 minutter,
hvor behandlingsvarigheten bestemmes som en funksjon av den enskede hardhet av de
behandlete ovulerte egg.

6. Fremgangsmate ifolge et av kravene 1 til 5,
karakterisert ved enkombinasjonsbehandling av de ovulerte egg i et vannbad
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med en vandig opplesning med tilsetning av hydrogenperoksyd og kalsiumklorid i 1 til
20 minutter hvor behandlingsvarigheten bestemmes som en funksjon av den enskede
hardheten av de behandlete ovulerte egg.

7. Fremgangsmate ifolge et av kravene 1 til 6,
karakterisert ved enskylling av de ovulerte egg i en fysiologisk saline-
opplesning unde sterile betingelser for den eksogene behandling.

8. Fremgangsmate ifolge et av kravene 1 til 7,
karakterisert ved eninnhgstingavde ovulerte egg fra levende akvatiske dyr.

9. Fremgangsmate ifolge et av kravene 1 til 8,
karakterisert ved eninnhesting av de ovulerte egg fra spiselige fisk og
skalldyr.

10.  Fremgangsmate ifolge krav 9,
karakterisert ved eninnhesting av de ovulerte egg fra stor som spiselig fisk
for fremstilling av ekte kaviar.

11.  Ovulerte egg fra akvatiske dyr fremstilt ved fremgangsméten ifelge krav 1 til 10
for & danne delikatesse-mat,

karakterisert ved enherdet ytre kapsel med fornettede proteinkjeder og
irreversibelt integrerte tyrosin-molekyler uten en befruktningstilstand.
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