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1. Gioi thiéu

Tir 1au nam duoc liéu da tré thanh moét phan quan trong
cuia vin hoa va nén vian minh nhan loai, dic biét 1a cac loai
thuoc gidng Cordyceps dugc danh gia cao do ¢6 chira nhiéu
duoc chét [1]. Trong do6, loai C. militaris chira ham luong
céc hoat chit ¢ hoat tinh sinh hoc cao nhu cordycepin,
mannitol, axit amin, adenosine,... Pdng thoi loai nay dé
dang nuéi tréng thanh cong trong méi truedng nhan tao [2,
3]. Do chwra nhiéu duoc chat quy nén nim dong tring ha
thao (DTHT) rat tét cho co thé, giup diéu hoa mién dich, hd
trg hé tiéu hda, tuan hoan, than kinh, ho hap va hé sinh duc
cua co thé [4, 5, 6]. Véi gia tri dugc liéu cao, nAm BTHT
ngoai tu nhién dang bi khai thac qua muc dan dén cuc ki
khan hiém va gia ca vo cing dit do. Vi thé, viéc phat trién
cdc nghién ctu vé nudi trong nam PTHT trong diéu kign
nhan tao nham chu dong ve cong nghé va tang quy mo san
XUat, nang cao nang suét, chat luong gép phan giam gia
thanh san phim dé nhiéu tang I6p ngudi tiéu dung cé thé
tiép can dén san pham chiam soc stuc khoe 1a rit can thiét.
Muc tiéu ctia nghién cuu nay la xay dung quy trinh nudi
trong nam Dong tring ha thao (C. militaris) trén gia thé
t6ng hop ¢6 bd sung bot nhong tam khd dat hiéu qua cao.

2. Ngi dung
2.1 Vat liéu nghién ciru

Gidng nam C. militaris dugc cung cap boi cong ty
TNHH MTV BIO HOPE, tinh Lam Déng.

Cac logi nguyén liéu: Khoai tay, agar, peptone, cao nam
men, glucose (cac nguyeén lidu dugc san xuat tai Viét Nam).
Bot nhong tam do co so nhong tam Kinh Thanh tai dia chi
37/7 Phan Dang Luu, phuong 1, TP. Bao Loc cung cép.

Cac chdt khoang va vitamin: MgS04.7H,0, KH:PO,,
B1, B6.

Cac thiét bj diroc dung trong nghién cizu ndy gom: Tu
cdy vi sinh, phong nudi cy c6 thiét bi diéu hoa, may lanh,
may phun am, kim tiém dung mot Ian, hé thong den.

2.2 Nghién citu sy sinh truong, phat trién hé sei nam
Dbong trung ha thao (C. militaris) trong giai doan nhan
giong cap |

Chudn bi mdi trueong dinh dwéng (méi triong thach)

Tién hanh nudi cdy nam trén 5 loai moi truong khéc
nhau, thi nghiém duoc bd tri 1ap lai 3 1an, mdi 1 cong thuc
lam 3 dia petri.

PO: PDA

P1: PDA cai tién

P2: PDA cai tién + 5% bot nhong tam

P3: PDA cai tién + 10% bot nhong tam

P4: PDA cai tién + 15% bot nhong tam

P5: PDA cai tién + 20% bot nhong tam

PDA (Potato dextrose agar) cai tién: 200g/I khoai tay +

20g/l dextrose + 20g/l agar + 0,1g/l KH,PO4 + 0,19/l
MgS0..7 H,0, pH = 5,5 hép kht tring & nhiét d6 121°C,
trong 30 pht.

Nubi cdy trong 15 ngay trong diéu kién téi hoan toan, do
am 65 - 75%, nhiét do tir 18°C dén 20°C.

Chi tiéu theo dbi:

Tbc d phat trién hé sei: La kha ning kéo dai cua hé
soi trén bé mit thach trong mot don vi thoi gian. Pon vi:

cm/ngay. (Ké tir khi nam hinh thanh sau 3,6,9,12,15 ngay
dung thudc do, ghi nhan lai sy phét trién cua nam theo thoi
gian).

Hinh thai h¢ sei: Mau SaC hé soi ném, quan sat bing
mét thuong va danh gid mau sic cua hé SOI nam.

Mat d§ hé sgi nam: Quan st bing mét thuong va déanh
gid mat d6 hé soi nim theo thang diém:
(+) Mat do soi mong, (++) Mat d6 sei trung binh,(+++) Mat
d6 soi day.

2.3 Nghién citu sy sinh truéng, phat trién hé sei nim
Pong trung ha thao (C. militaris) trén gié thé tong hep

Viéc bd sung ddng thoi gao Kit, bot nhong kho, dau
nanh vao mdi truong ciy thich hop dé thay thé nudi hoan
todn trén con tring. HAN hop gao tron véi bot nhong tim
dugc cho 1a co chét tét nhit (Shrestha et al. 2012).

Méi trwong nudi: Mai cong thiic gdbm 30g gao liat huyét
rong + bot nhong tam kho + 50ml dich khoang cho vao lo
thity tinh c¢6 dwong kinh 7cm va dugc hap khir tring ¢
121°C trong 30 phdt.

B4 tri thi nghiém: Thi nghiém duogc b tri 7 nghiém thic
(C1—C7). Thi nghiém Iap lai 3 lan, 1 cong thirc ¢6 3 binh,
cac diéu kién nudi cdy dam bao 6n dinh va giéng nhau.

C1: 30g Gao lat/binh + 50ml dich khoang

C2: 30g Gao lat/binh + 2% bot nhong khd + 50ml dich
khoang

C3: 30g Gao lat/binh + 4% bot nhong khd + 50ml dich
khoang

C4: 30g Gao lut/binh + 6% bt nhong khd + 50ml dich
khoang

C5: 30g Gao lat/binh + 8% bot nhong khd + 50ml dich
khoang

C6: 30g Gao hat/binh + 10% bot nhong khd + 50ml dich
khoéang

C7: 30g Gao hat/binh + 12% bot nhong khd + 50ml dich
khoang

Dich khoang: 100ml/l nuéc dua + 10g/l bot dau nanh +
1g/l vitamin B1 + 150mg/I B6 + 100g/1 dich chiét khoai tay
+ 20g duwong glucose + 0,59/l MgSO4.7H,O + 0,25¢/1
KH2PO4

Céch thirc thyc hién: Cay 5ml dich gidng long sau 5 ngay
nudi trong t6i c6 thanh phan gidng nhu nghiém thice dugc
chon ¢ thi nghiém 1 nhung khong c6 agar. Nudi tdi trong 7
ngay, sau do kich sang vé6i cuong d6 700-1000 lux, 12 h
sang/tdi, dd am 70-90%, 20-25°C.

Cac chs tiéu theo ddi: Thoi gian h¢ soi lan kin moi
truong (ngay), thoi gian bat dau xuat hign qua thé (ngay),
tbc do phat trién qua thé (cm/ngay), dic diém va 50 luong
qua thé va ham luong cordycepin sau 45 ngay nudi ciy.
Phwong phap xir |i s6 liéu

Tt ca céc thi nghiém duoc xu I 6 liéu bang phan mém
Statgraphic Centurion XV va Excel 2010.

3. Két qua va thao luan ) ,
3.1. Két qua sy sinh trwéng, phat trién hé sei nam (C.
militaris) trong giai doan nhan giong cap |
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Tir két qua bang 1 cho thay trén ca 6 méi truong dinh
dudng nam déu sinh truong, phét trién. Tuy nhién c6 sy sai
khéc nhau vé téc do lan to, thoi gian lan kin mit ciing nhu
1a hinh thai hé soi. Yéu t6 dan dén su khac nhau Ia do thanh
phan dinh dudng. PO c6 thanh phan dinh dudng nghéo nén
mat d6 hé soi trung binh, P1 thém khoang nén nidm lan
nhanh va 6n dinh hon (lan kin mat trong vong 10 ngay). P2
va P3 c6 mat d6 hé soi khéng chénh léch nhau, nhung gitia
hai méi treong ndy nam lai ¢6 xu hudng gia héa (chuyén
vang). Cudi cung la P4 va P5 mat d6 hé soi thap, khong thé
lan kin bé mat, c6 xu huéng chuyén sang vang va xu bong
1én.

Mbi truong PDA 14 méi truong thong dung dé nubi cay
nam. Tuy nhién Hur va cs vao nam 2008 da chimg minh doi
v6i DTHT thi didu d6 van chua dat dugc hiéu qua cao, nén
khi bd sung thém khoang K*, Mg?* ¢ ndng d6 thich hop ¢
thé lam tang kha nang lan to [7]. Con khi bd sung vao 15%
va 20% bot nhong tam thi tbe do lan to cham rd rét, c6 xu
huéng di 1én va khong lan manh do 1a do ndm C. militaris

yéu cau vé ham luong nito twrong ddi thap, néu qua nhiéu s&
[am cham qua trinh lan to ciing nhu 1a biét hoa. Nhu vay,
mdi truong phu hop cho nhan giéng DTHT 1a méi truong
P1 (PDA cai tién) (hinh 1).

Sau 12 ngay

Hinh 1. Két qua téc d6 lan to cua PTHT

Bdng 1. Két qud su sink truéng, phat trién trén 6 méi truong

NT  Toc d phat Mat  Thei gian lan Pic diém hinh thai
trién hésgi  dg he kin mat
(cm/ngay) sgi (ngay)
PO 0,48+0,01¢% ++ 12 Soi mau tring, hé soi phat trién can déi xung quanh gidng
duoc cay vao ban dau
P1 0,50+0,01¢ +H+ 10 Soi toi mau tring min, phan bd dong déu, hé sgi phat trién
manh quanh giéng dwoc ciy ban dau
P2 0,46+0,01¢ +++ 13 Ban dau hé soi ¢6 mau tring sau dan chuyén sang mau vang
dam hon tir trong ra ngoai
P3 0,40+0,04¢ ++ 15 Hé soi c6 mau vang dam, hé sgi c¢6 xu huéng xu bong trén bé
mat
P4 0,36+0,02° + KL H¢ sgi c6 xu hudng nho 1€n, lan to yéu, c6 mau vang dam
P5 0,19+0,012 + KL Hé soi phat trién yéu, hiu nhu khong lan, c6 mau vang dam va

xu huéng nho 1én

Ghi chi: (+) Mdt dé sgi mong
KL: Khong lan kin hét

3.2. Két qua nghién ciu su sinh trwéng, phat trién ciia
nam Pong trung ha thao (C. militaris) trén gia the tong
hep

Tir bang 2 va bang 3 cho thay 7 nghiém thuc bi chi phdi
boi dinh dudng co chat nubi trong. Toc do lan to kin bé mat
méi truong 1a 7 ngay, thoi gian xuat hién mam qua thé dau

(++) Mdt do sei trung binh  (+++) Mdt do soi day

tién 1a qua 13 ngay, nhanh nhat 1a C5 (9 ngay), cham nhit
1a C2 (13 ngay). Mbi truong C5 (8% bot nhong tam) cho
sinh truéng tot nhat vé chidu cao, sb lwong qua thé ciing
nhu 14 ning suét sinh hoc. Tiép theo 1a méi truong C6 (10%
bot nhong tam), C4 (6% bot nhong tim), 2 moi trudng nay
cho thay sinh truong caa nim c6 sy chénh léch nhung su

bién dong nay khong déng ké.
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Duya vao két qua hinh 2 va hinh 3 cho thay chiéu cao
qua thé theo ting ngay va kich thudc qua thé nim phu
thuoc rat nhidu vao luong dinh dudng cé trong méi truong
nudi ciy. Theo Shrestha va cs (2012) gao lut 1a mot chat
hitu co dugc chimg minh 1a co chét thay thé tét nhat cho
con tring va gao lut dwoc sir dung nhu mot thanh phan chi
yéu cung cép dinh dudng cho sy sinh truong phét trién hinh
thanh qua thé. Pong thoi, nghién ctu ciing chiing minh
rang dé bd sung thém dinh dudng nito cho C. militaris, cac
nha nghién ciru da sir dung hdn hop gao tron vai bot nhong
tam va duoc ching minh 14 co chat tt nhéat cho nubi trong
nim C. militaris [10]. M6i truong giau dinh dudng thi kich
thudc qua thé cang 16n (C5, C6). Tuy nhién khong phai bo
sung cang nhiéu dinh dudng nim cang sinh trueéng nhanh,
nén bé sung liéu lugng phu hop véi nhu cau caa nam 13 tir
8% - 10%, liéu luong nay khong nhimg cho ning suét tdt,
qua thé to ma con cho ham luwong dugc tinh cao
(cordycepin 1a 776mg/kg), nhung néu mdi truong co qué
nhiéu dinh dudng thi chidu cao cua qua thé s& kém phat
trién (nhu & moi truong C7).

Két qua cho thay ngudn dinh dudng nito thich hop cho
nim 1a hdn hop giita gao va nhong tam khd [8]. Mot nghién
ctru khac cua Chen va cs (2011) ching minh ngudn nhong
tam trén 10% khong cé loi cho su phat trién caa C. militaris
va giam ham lugng cordycepin [9]. Ham lugng cordycepin
thu duoc tir nghiém thac C5 (8% bot nhong tam) 4
0,776mg/g. Trong khi d6 Shrestha va cs (2012) thu dugc tur
gidng C. militaris cho ham lugng cordycepin la 0,288mg/g,
ngodi ty nhién ham Ilwgng cordycepin dat duoc la
0,006mg/g [10].

Hinh 2. Qud trinh sinh truéng va phét trién cia
Dong trung ha thdo

Bdng 2. Pdc diém sinh trucng, phét trién cia ndm DTHT

Thoigian  Thoi gian xudt hién Pic diém hé sgi nAm khi dwa 1én sang
Mbi moc kin mam qua thé dau
truong tién (ngay) Sau 13 ngay Sau 30 ngay Sau 60 ngay
(ngay)
C1l 6 12 Mam qua thé xuat Quathécaolén,  Quathé cd mau vang sim
hién nhiéu va c6 chuyén sang mau
mau trang vang
C2 6 13 Mam qua thé méi xuat  Qua thé c6 mau Qua thé c6 mau vang cam
hién c6 mau tring vang phét trién
cham
C3 7 12 Mam qua thé nhiéu va  Qua thé c6 mau Qua thé cao I6n va c6 mau
day hon, hoi nga vang  cam, phat trién dam hon
nhe nhanh
c4 5 11 Mam qua thé nhiéu c6 Qua thé phattrién  Qua thé cao Ién, to va cé
mau hoi vang nhanh, c6 mau cam mau cam
C5 5 9 Mam phét trién nhiéu, Quathé phattrién  Qua thé c6 mau cam dam,
cao, day va c6 mau nhanh. Cé mau cao va to
hoi vang cam dam
C6 5 10 Mam phét trién nhiéu, Qua thé phattrién  Qua thé to va c6 mau cam
day moc kin méi tt, c6 mau cam dam
truong dam
C7 6 12 Mam phaét trién hoi  Qua thé phat trien  Qua thé to, 16n ¢6 mau cam

cham, mam c6 mau
trang

hoi chdm, mau
vang cam
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Bdng Error! No text of specified style in document.. Két qud sw sinh trirong phét trién ciia BTHT

g Nohigm - Tilg bosung  Téc do phat trién qua S6 lwgng qua thé
thirc BNT (%) thé (cm/ngay) (Qua thé/lg)

1 Cl 0 0,114 + 0,002° 136,93 + 1,462
2 C2 2 0,106 + 0,0052 145,37 +1,20°
3 C3 4 0,121 £0,001° 154,40 + 1,31°
4 C4 6 0,122 + 0,002° 157,17 + 1,55¢
5 C5 8 0,126 + 0,002¢ 178,63 = 1,90¢
6 C6 10 0,123 + 0,002¢ 177,13 £ 0,29¢
7 C7 12 0,116 +0,002° 144,43 + 1,15°

* C4c mau tu khac nhau a, b, ¢, d... biéu thi su khac biét c6 ¥ nghia véi P < 0,05 bang phép thir LSD

013 F 3 91F

0125 |- I I 3 sa}
012 F I 1 e[

0‘1‘15 — I I I , 82 ,

om E ER s
0105 - I ERE
0.1 E 1 1k

1 ]
1 I

C1 C2 C3 C4 C5 Cé c7

() Biéu db toc do phat trién qua thé

C1 c2 [e<} C4 C5 cé c7

(b) Biéu dé khéi luong qua thé

Hinh 3. Két qud vé tée dg phat trién va khdi liong qud thé ciia BTHT

Két qua nay gop phan vao viéc nghién ciru lya chon gia
thé nhan tao thich hop dé nuéi trong DPTHT. Tir cac két qua
trén, nhan thay méi trudng C5 (30g Gao lut/binh + 8% bot
nhong kho + 50ml dich khoang) la thich hop nhéit cho su
sinh truéng, phat trién hé sei, hinh thanh qua thé ciing nhu
1a duoc chat c6 duoc. Két qua nghién ciu nay phi hop voi
két qua cua Chen va cs (2011) ciing nhu 1a két qua nghién
ctru cua Shrestha va cs (2012) [9],[10].

4. Két luan

Mbi treong nhan gidng cap | thich hop cho ndm BTHT
la PDA cai tién voi thanh phan: 200g khoai tdy + 20g
duong dextrose + 20g agar + 0,1 g/l KH,PO4 + 0,1 g/l
MgS0,4.7H20, pH = 5,5.

Moi truong tong hop gom: 30g Gao lit/binh + 8% bot
nhong khé + 50ml dich khoang (Dich khoang: 100ml/I
nudc dira + 10g/l bdét dau nanh + 1g/l vitamin B1 +
150mg/I B6 + 100g/l dich chiét khoai tdy + 20g duong
glucose + 0,5¢/1 MgS04.7H,0 + 0,25g/1 KH,PO4) phu hop

cho viéc hinh thanh qua thé nudi cdy nim DTHT (C.
militaris).

5.Cam on

Ching t6i xin chan thanh cam on Ban Gidm hiéu Trudng
Pai hoc Lac Hong, Lanh dao Khoa Ky thuat Héa hoc va
Mbi truong, Trung tdm NCKH va Ung dung Truong Dai
hoc Lac Hong da tao diéu kién cho ching toi hoan thanh
nghién ctu nay.
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