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militaris) hiru co tir ngudén dinh dudng c6 bd sung sinh khéi vi khuan lam (Spirulina
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thu hoach, bao quan sinh khéi.
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Linh vire k§ thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé 1a & cap dén quy
trinh nudi trong dong tring ha thao (Cordyceps militaris NBRC 9787) hitu co tur
ngudn dinh dudng c6 bd sung sinh khédi vi khudn lam (Spirulina platensis BM) va

chudi tiéu hong (Musa paradisiaca L.).
Tinh trang ky thuit ctia gidi phap k¥ thuat

Dong trung ha thdo (Cordyceps militaris) hay con goi 1a trung thao chinh 13 mot
loai nAm ky sinh trén sau non, co thé con trung phat trién dang hé sgi, st dung nguén
dinh dudng tr co thé cta con trung. Pén mua he khi ¢6 d6 4m va nhiét do cao, nAm
sinh ra co chat duoc goi 13 stroma, bt dau hinh thanh qua thé gibng nhu ciy cé vuon
1én khoi mit dat va phat trién thanh dang cy va phat tan bao tir. Trong didu kién tu
nhién, dong trung ha thao thuong phan bd nhidu & d6 cao 0-2000 m so véi mit nude
bién. Dong tring ha thao ¢ gia tri cao 1a do ching c6 chita nhiéu chit cé hoat tinh
sinh hoc cao nhu cordycepin, adenosin, manitol, axit amin, cordy-polisaccarit. Do nhu
cdu sir dung cua con ngudi voi san phim d6ng tring ha thdo ngay mot ting cao dan
dén viéc khai thac ching ngoai tu nhién qué mirc lam cho ngudn duoc liéu quy hiém
nay ngdy mot trd nén rat can kiét. Chinh vi vy, viéc nudi trdng ngudn duge lidu nay
bang cac moi truong nhan tao trong diéu kién phong thi nghiém, pilot hay quy mo

cong nghiép dang dugc dit ra cap thiét.

D3 ¢6 nhiéu phuong phap trng ndm da dugc cong bd tai Trung Qudc, Nhat
Bén, Han Qudc, Pai Loan. Mbi trudng nudi trong dong tring ha thao - ndm Cordyceps
militaris phd bién hién nay gém c6 cac thanh phan nhu sau: gao lt, nhong tdm, khoai
tay, nudc dua, dudong glucoza, cao nam men, chit lam dong aga, pepton, Myo-Inositol,
Thiamin B1, KH>PO4, va MgS0O4.7H0.

Khi nuéi trong C. militaris trén moi trudng chira cac hop chit vo co, qua thé
nam va dé ndm van con ton du mét lwong hop chat hoa hoc s& 1am anh huéng khong
tot t6i sirc khoe ctia ngudi ding san phdm nay lau dai. Do d6, cin c6 quy trinh nhim

san xuit san pham nam dong trung ha thao hitu co 100%.
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Céc tac gia sang ché @3 nghién ciru va phat hién thdy viéc bd sung to x03n (vi
khuan lam) va dich chiét gia d8, khoai tAy, nu6c dira, dich chiét tir tréi cdy (ti chudi
tiéu) vao moi trudng nudi cdy dé bao dam du ngudn dinh dudng cacbon, ni to, mubi
khoang da va vi lugng, cac loai vitamin cin thiét cho ndm ddng trang ha thao phat trién
c6 ning suét va chat lugng cao. Bing viéc st dung ngudn nguyén lidu hitu co thay thé
nhu véy, ching ta c6 thé tao ra dugc sén pham dong tring ha thao c6 ngudn gbc hitu co
100% c6 nang suit da 1on véi ham luong adenosin va cordycepin cao dé can ddi véi chi
phi nguyén lidu b6 sung cho qué trinh san xuét. Hon nita, ham luwong adenosin va
cordycepin trong dé nam (trong phin méi tredng nudi) cla séan phim tuong dbi cao co
thé str dung nhu mot nguén cac chét c6 hoat tinh sinh hoc ma lai hoan toan an toan véi
strc khoe nguoi st dung. Nhu vay, véi moi trudong nudi hitu co 100% da cho phép su
dung an toan tuyét ddi voi stte khoe con ngudi khi st dung cac san pham qua thé ndm va
dé ndm dang dugc thwong mai hoa hién nay gop phan dap tmg dugc nhu cau dong tring

ha thao hitu co co chét lugng cao, an toan cho nguoi st dung ¢ Viet Nam.

Viéc nghién ctru va nudi thanh cong C. militaris bang méi trudng hitu co 100%
14 hoan toan méi & Viét Nam. Phuong phap nudi trong nidm dong tring ha thao bang
moi truong hiru co nay don gian, d& thuc hién, ddm bao dugc hiéu qua va chét lugng

nam thu duoc.

Adenosin: Hoat tinh chu yéu ctia adenosin da dugc biét dén 1a mot chat bao vé
than kinh trong thoi ky thiéu mau cuc bo. B sung adenosin vao co thé thiéu mau cuc
b6 co thé cai thién cing thang thin kinh va lam giam thé tich nhdi méau sau khi thiéu
méu ndo khu tra thoang qua. Nghién cltu cla tac gia Ren va cong sw (2021) da chi ra
rang ndng d6 adenosin gidm va ndng do xitokinin ting & bénh nhan r6i loan mét nga
kinh nién (CID) va ndng d6 adenosin trong méau c6 lién quan chat ché dén muc d6
nghiém trong cua chung mAt ngt va/hoic rdi loan chirc ning nhan thirc. Trong nhirng
nim gin day, nhidu nghién ctru da chi ra rang adenosin c6 hiéu qua diéu tri ung thu va
hd tro chdng ung thur.

Cordycepin (3’-deoxyadenosin), mot dAn xudt cua adenosin, 12 mot hop chét c6
hoat tinh sinh hoc quan trong dugc san sinh boi ndm d6ng tring ha thdo Cordyceps
spp. Cordycepin di dugc st dung rdng rdi nhu mot hop chit @ phong ngira va diéu tri

khéi u, chong ung thu, chong di cn, chéng non, chong tieu duong, chong trdm cam,
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chéng oxy hoa, diéu hoa mién dich, v.v.. Cordycepin tc ché su phat trién ctia khéi u
thong qua qua trinh diéu hoa apoptosis, gay ra qua trinh bét giit chu ky té bao va nhim
muc tiéu vao cac té bao gdc ung thu (CSC). Cordycepin diéu hoa vi mdi trudong thong
qua viéc ngan chén cac con duong li€n quan dén di can cia khéi u. Vi vay, cordycepin
c6 thé 1a mot trong nhitng chét bd sung hoic thay thé thubc quan trong dé diéu trj ung
thw. Vé6i tac dung chéng 130 héa va sam mau da v.v., cordycepin con dugc str dung 1a
mot chit ¢ hoat tinh sinh hoc trong céc san phim m§ pham. Hon nita, cdc thir nghiém
14m sang ngau nhién trén ngudi cta hop chét nay cho thiy chang c6 hoat tinh chéng
viém tiém ning trong viéc céi thién dang ké tinh trang viém nhiém duong tho trong

bénh nhan hen.

b3 c6 nghién cuu va chi ra rang cordycepin dwgc st dung & ca giai doan tién
1am sang va lam sang déu co tac dung khang vi rit. Trong bdi canh dai dich Covid -19
hay con duogc goi 1a Pai dich virus corona, 12 mot dai dich bénh truyén nhiém véi tac
nhan 14 vi rat Sars CoV-2 hién dang tr¢ thanh mét dai dich va dang la mbi de doa toan
cau, tac gia da khuyén nghi cong ddng thé gi6i cin kiém tra tinh hiéu qua va an toan

cua viéc str dung cordycepin trong diéu tri cho bénh nhan nhiém Covid -19.

Nhu vy, adenosin va cordycepin 1a hai chit c6 hoat tinh sinh hoc c6 vai trd
quan trong trong bao vé va tang cudng stc khoe con nguoi. Pay 1a nhiing hop chat ¢6
trong qua thé ctia Pong tring ha thao (Cordyceps militaris) co ngudn gde tlr tu nhién.
Tuy nhién, viéc khai thac qua murc adenosin va cordycepin tr sinh khéi déng tring ha
thdo phat trién trong tu nhién khong du dé dap ung nhu cau thi trudng hién c6 vé cong
dung chita bénh va tang cudng suc khoe. Do do, nhiéu chién lwge nham ting cuong
san xuat cordycepin & Cordyceps spp. dang dugc trién khai & cac quy md nudi trong

khac nhau.
Vi khuan lam (Spirulina platensis)

Spirulina (Arthrospira) platensis - tén nguoi dan hay goi 1a tao xo4n - 13 mot
loai vi khuédn lam da bao, dang soi, sinh vat nhan so c¢6 kha nang quang hop thai
oxygen, dugc sir dung phd bién rong rai nhét trén thé gidi. O nhiéu qudc gia chau Phi,
n6 dugc thu hoach dé dang tir céc hd nudc tu nhién, sy kho va s dung lam thuc
pham cho con ngudi nhu mot ngudn protein quan trong. S. platensis kha phé bién

trong nganh cong nghiép thuc pham stc khoe con nguoi ¢ nhicu nudc chau A noi
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chung va & Viét Nam noi riéng. S. platensis la san pham ty nhién giau dinh dudng vi
c6 chtra ham lwong protein cao, thanh phan amino axit tbt, axit gama-linolenic (GLA),
chét xo, vitamin B, can xi, photpho, sat, cac séc td nhu beta-carotin, chét diép luc,
phycocyan va cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc khac. Nhiéu nghién ctru da chi ra rang
S. platensis c6 kha nang khang vi rut, chéng ung thu, chdng oxy héa, chdng viém,
chéng di tng, tri d4i thdo duong, khang khudn ciing nhu ha lipit mau. Déc biét, séc t6
phu cta S. platensis 1a phycocyan dugc sir dung lam mau thyc pham an toan (trong
keo cao su, cic san pham bo sira v.v.), trong m§ pham nhu son méi, ké mat tai Nhat
Bén, Trung Qudc, Thai Lan. Sic tb nay con c6 kha ning chéng oxy hoa cao, ting
cudng mién dich va chéng ung thu. Do do, nhiéu cong ty dugc pham c6 nhu cdu tach
chiét hop chét nay dé 1am thanh san phdm thudc didu tri truc tiép hodc phdi hop voi
cac phuong phap diéu tri ung thu khac. Ngoai ra, S. platensis giup lam gidm 6 nhiém
moi truong do chung co thé st dung mot sé nudc thai, chét thai cong-ndng nghiép lam
ngudn dinh dudng va thai oxy.

Bang 1: Thanh phéan dinh duéng cla cua dinh khéi ching vi khuan lam S. platensis BM nudi

trong dwoc sir dung trong nudi trbng d6ng tring ha thdo C. militaris hitu co

. A Gia tri dinh dudn . N Gia tri dinh dudn
Thanhphan | - /100 g sinh khéi ihé) Thanh phan (mg/100 g sinh khéi ihé)
Protein 55000-60000 Vitamin B6 6
Hydat-cacbon 12430-15532 Vitamin B§ 0,003
Lipit 11230-13430 Vitamin B9 0,06
Khoang 8000 Vitamin B12 0,38
Chit xo 6900 | Ca 1002
Chlorophyll a 1160-1200 P 780
Phycocyan 12540-13420 Mg 390
Carotin tong s6 360-400 Fe 56
Vitamin A 210 Zn 5
Vitamin E 10 Cu 1,3
Vitamin B1 35 Mn 0,6
Vitamin B2 0,4 Cl 0,04
Vitamin B3 1,3 K 1,5
Vitamin B5 0,2 Axit gamma - linoleic 1,21

Trong tht nghiém nudi trdng ddéng trung ha hao hitu co, st dung sinh khéi

chung S. platensis BM (phén lép & hd Ba Mau, Ha Noi, nim 2000 ctia Phong Cong
nghé Tao, Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam) duoc nudi trong dudi didu kién thich hop & cac hé thong bé hé (raceway ponds)

va hé thdng kin (closed photobioreactors) cho sinh truéng va phat trién cta chang &
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nhiét d6 35°C = 1°C; cudng d6 4nh sang 100-150 pmol/m?/s; chu ky chiéu sang: t6i 1a
12:12 h; mat d6 quang (do tai budc séng 556 nm - ODsseum) ban dau 1a 0,3. Dudi diéu
kién nudi trdong néu trén, to thu hoach & pha logarit trén duong cong sinh truéng va
siy kho & dudi 40°C. Thanh phin dinh dudng cta sinh khdi vi khuan lam S. platensis

BM dugc st dung trong nudi trdng dong trung ha thao hitu co dugc chi ra trén Bang 1.

Sinh khdi tdo xodn chung BM dugc st dung cho thr nghiém nudi trdng dong
truing ha thao dat tiéu chudn co s& vé ham luong protein, lipit, hydat-cacbon,
chlorophyll a, phycocyan, carotin tdng sb, dat tiéu chuan co so vé cac chi tiéu vi sinh
vat, ham lugng kim loai nang (Pb, Hg, As, Cd) trong sinh khéi tao xodn nudi trong
duoc. Ngoai ra, sinh khdi ching tio xo4n S. platensis BM con rat gidu khoang da va vi
lugng, giau cac loai vitamin va sic td, dic biét 1a sic to phu phycocyan (c6 thé chiém
dén 13,4% sinh khdi kho). Do vy, viéc bd sung sinh khdi tdo xodn S. platensis BM
vao mdi trudng nudi dong trang ha théo hitu co s& cho phép thay thé mét loat cac hoa

chét v6 co dugc sir dung trong thanh phin mai trudng nudi & cac cAp khéc nhau.
Chudi tiéu hong (Musa paradisiaca L.)

Chudi tiéu hdng (Musa paradisiaca L.) 12 loai qua c6 gia tri dinh dudng cao. O
nudc ta, chudi tiéu héng 14 mdt trong nhitng loai qué chu luc, dAn dau vé dién tich, san
lvong. Nam 2016 dién tich trong chudi 1a 138.600 ha véi san luong 1.958.000 tan.

Pong bing song Hong 1a mot ving chu lyc vé san xuat chuoi tiéu hong cua Viét Nam.

Nguyén lidu chudi tidu hdng (M. paradisiaca L.) st dung trong nghién ctru san
xuit ndm dong trung ha thao hitu co cung cép bai siéu thi Vinmart. Nguyén liéu hiru

co ¢6 ngudn goc va duge dam bao san xuat theo tiéu chuin VietGAP.

Trung binh trong 100 gam chudi chin chua 18,25% ham lugng duong téng sd,
1,93% ham lugng tinh bot, 21,7% ham lugng chit kho hoa tan tong sé (OBX) dudi
dang mubi khoéng (canxi, photpho, sit, ddc biét: kali c6 gan 400mg/100g chubi), cac
vitamin: Carotin téng sb: 0,12mg, Vitamin B1: 0,005mg, Vitamin B2: 0,7mg, Vitamin
B6, Vitamin C, v.v.. Nhu vdy, dich chiét tir chudi tiéu h6ng M. paradisiaca L. c6 thé
duoc st dung nhu ngudn nguyén liéu hitu co thay thé mot s6 hoa chét vo co st dung

trong mdi truong nudi trong d6ng tring ha thao & cac cap.



3242

Ban chit k§ thuét cia gidi phap hitu ich

Muc dich cua giai phéap hiru ich la nudi trdng d6ng triung ha théo - Cordyceps
militaris (chung NBRC 9787 do Nhit Ban cung chp) hitu co bd sung sinh khdi vi
khuan lam (Spirulina platensis BM) va dich chiét chudi tiéu hdng (Musa paradisiaca
L.). Quy trinh nu6i trong ndy da hitu co hoa toan by quy trinh nudi trong dong tring ha
thao tir budc nudi trdng gidng cdp 1 (mdi truong thach), gibng cip 2 (moi trudng 10ng),
nudi wom hé soi, wom mim va nudi qua thé (mdi trudng hat). V&i quy trinh nay, sinh
khéi vi khudn lam (tdo xoén - S. platensis BM) va dich chiét chudi tiéu hong (M.
paradisiaca L.) dugc bd sung vao ca 03 mdi trudng nudi néu trén. Sinh khéi dong
trung ha thao hitu co thu dugc la ngudn nguyén lidu cung cép chét c6 hoat tinh sinh
hoc ¢6 ham lugng cordycepin va adenosin cao. Ngoai ra, véi moi trudng nudi dugce
hitu co 100% nén dam bao an toan tuyét déi cho viée st dung quéa thé nim dong tring
ha théo cling nhu phan dé nim (gi4 thé cia mdi trudng nudi cdy ndm dong tring ha
thao) vao nhiéu muc dich st dung khac nhau nhu ngdm ruou, tach chiét cac chit co
hoat tinh sinh hoc nhu codycepin va adenosin 1lam ting gid tri sir dung cua dong trung
ha thao 1én nhiéu 1an. Vi dy, ham luong adenosin va codycepin ¢ qua thé nim tuwong
tmg 1a 33,92-317,00 va 226,00-1.194,05 mg/100 g sinh khéi kho va & phan dé moi
truomg nudi (sau khi thu hoach hét cac qua thé) co ham lugng adenosin va codycepin

twong tng 1a 10,58-11,70 va 161,56-194,60 mg/100 g sinh khéi kh.

Do viy, vGi moi truong nudi hoan toan hitu co bang cach bo sung thém sinh
khéi ching S. platenis BM va dich chiét cua khoai tay, gia, d6, va chubi tiéu cung
nudce dura, cui dira va gao lut da lam cho nang suit sinh khdi dong tring ha thio dat
0,98-1,02 14n nhung ham lwgng adenosin va codycepin tang 1én twong tng 2,10-2,56
va 1,46 -2,38 14n so véi san phadm nim nudi trdng theo quy trinh phd bién d3 va dang
dugce thuc hién. Ngoai ra, sinh khéi dong trung ha thao dwgc nudi trong mdi trudng
hitu co néu trén c¢6 ham lugng carotin tdng sb, astaxanthin kha tuong ddng dat 0,98-
1,05 14n so v&i két qua nudi trdng theo quy trinh phd bién (nudi bang mdi trudng c6

thanh phan vo co trén méi truong thach, 1ong va hat).



3242

MG t& vin tit cac hinh vé

Hinh 1 thé hién so dd quy trinh nudi trong Pong trung ha thao - Cordyceps
militaris (ching NBRC 9787) hitu co tir sinh khdi vi khuan lam (Spirulina platensis
BM) va chudi tiéu hdng (Musa paradisiaca L.).

Hinh 2 thé hién su sinh trudng ctia hé sgi nam C. militaris NBRC 9787 trén moi

truong thach sau 15 ngay.

Hinh 3 thé hién dic diém cua hé soi ndm C. militaris NBRC 9787 trong mdi

truong 16ng sau 07 ngay.

Hinh 4 thé hién ndm C. militaris NBRC 9787 phat trién & cac giai doan trén

moi truong hat.
M t4 chi tiét giai phap hitu ich

Quy trinh nudi trdng dong trung ha thdo - nam Cordyceps militaris (ching
NBRC 9787) hitu co bing bd sung sinh khdi vi khuan lam (Spirulina platensis BM) va

chudi tiéu hong (M. paradisiaca L.) gbm cac budc sau:
Chuén bi méi truong nudi trong
(1) Nudi1 trdng giéng cap 1

Giéng nim Cordyceps militaris NBRC 9787 - Nhat Ban duogc nuoi céy tao
ngudn gidng trén modi truong PDA (Potato Dextrose Agar) - thach dfa/bng thach
nghiéng céi tién co thanh phan mdi trudng nhu sau: 20% dich chiét khoai tay, 20%
dich chibt gia d3, 2% duong glucoza, 1,6% chit 1am dong aga, 0,9% dich chiét chudi
tiéu hong (Musa paradisiaca L.) va nu6c cit, 46 pH moi trudng nudi 6,5 - 7,0. M6i
truong sau khi chuén bi xong dugc khir tring ¢ 121°C trong 19 phut. Moi trudng
ngudi sau khi khir trung dugc dung dé nudi trdng gidng cip L Gidng cép I dugc nudi

trong didu kién t6i hoan toan & nhiét do 20-25°C.
(ii) Nudi trong gibng cép II

Gibng ndm Cordyceps militaris NBRC 9787 cép I dugc nudi trdng tao ngudn
gibng trén moi long — Broth - v6i thanh phin bao gdm: 2% dudng glucoza, 1% sinh
khéi tao xodn S. platensis BM, 1,7% dich chiét chudi tiéu hong (Musa paradisiaca L.)

va do pH moi truong nudi 1a 6,5 - 7,0. Lay 100 mL mdi truong dugce chuén bi néu trén
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vao céc binh tam giac thé tich 250 mL, bit kin béng ni 16ng khir trang ¢ 121°C trong
19 phut. Mo6i truong dugc dé ngudi sau khi khr trang s& dugc sir dung dé cy gidng
cap II. Piéu kién cho nubi gibng cép II: lic mAu trén may lic co tbc do 130-150

vong/phut, & 20-25°C.
(iii) Nubi trong trong méi trudng hat

Gibng C. militaris NBRC 9787 cp II 1a ngudn giéng cho nudi trong qué thé
nidm dong trung ha théo. Ngudn gidng ndy dugc ciy vao moi truong hat co thanh phan
nhu sau: nhong tdm 20%, khoai tdy 7%, nudc dira va cui dira 10%, bot dau nanh 2%,
dudmg glucoza 3%, sinh khéi tao xodn S. platensis BM 1,0-1,5% va 0,6% dich chiét
chudi tiéu hdng (M. paradisiaca L.). Mbi truong nudi c6 d6 pH 6,5 - 7,0. Gao lut dugce
chia ra cac 1o/hdp nhod va bo sung moi truong vira pha O ty 1& ~47% gao va 80 mL moi
trudng. Céc hop/lo duge boc kin va khir tring ¢ 121°C trong 25 phat. Moi truong sau

khir tring dé ngudi 12 moi truong hat dé nudi cdy qua thé dong trung ha théo.
Quy trinh thyc hién nu6i trdng & cac mdi truong theo 6 budc nhu sau:
(i) Budc 1- Nudi trdng gidng cép I

Ngudn gidng cap I dugc nudi tao theo cac budc sau day:
- Méi truong thach nghiéng va thach dia:

+ Mbi truong thach da chudn bi dugc chiét vao éng nghiém c6 duong kinh d =
1,5 cm. Lugng mdi trudng dua vao twong duong 1/3 thé tich cua dng nghiém. Bit chat
éng nghiém bang ni 16ng va khir tring. Sau khi hép khtr trung, dit nghiéng éng
nghiém dé tao méi trudng thach nghiéng.

+ V&i mdi truong thach dia, méi trudng thach da chudn bi dugc hip khtr tring
cung céc dia petri. Sau khi khir tring, mdi truong thach duoc db vao cac dia petri v6i
luong dung dich twong dwong 10-15 mL tly thudc vao kich thudc dia petri; day nap
(c4c thao tac nay duoc thuc hién trong tu cdy an toan sinh hoc da vo trung). Sau khi R
ngudi, gin chit cip dia petri bang mang parafilm.

- Céy gibng: Moi truong thach can dugc dé ngudi trude khi st dung dé nudi cdy nam
C. militaris. Tién hanh tach mot phin hé soi ndm C. militaris NBRC 9787 bang que ciy
v6 trung, cdy chim diém 1én moi truong thach dia - PDA (tit ca cac thao tic trén day tién

hanh trong trong t ciy an toan sinh hoc da vo tring), sau d6 dit cic dia nay trong didu
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kién khéng c6 anh sang, nhiét do 20-25°C trong khoang 15 ngdy nudi cy dé thu duoc
kich thuéc khudn lac ndm trong khoang tr 55 dén 60 mm;

- CAy chuyén: Khi gibéng nim trong moi trudng thach dia phat trién, tién hanh kiém tra
gibng nim thun, khong bi nhiém cac vi sinh vét khac. Tién hanh ciy chuyén nim
bing cach ciy chidm diém tr moi truong thach dia sang moi truong thach nghiéng
trong dng nghiém. Cac thao tac trén day tién hanh trong ta ciy an toan sinh hoc da vo
trung. Sau do, dat dng nghiém co chira gidng ndm trong diéu kién khong c6 anh sang,
nhiét do 25°C trong 5 ngay nudi cay dé thu duoc hé soi lan kin bé mit moi trudng
nuoi. |

- Bao quan dng nghiém chtra chung ndm d3 thuin & 4°C trong ti lanh, ciy chuyén dinh

ky tir 2 dén 4 thang mot lan.
(i1) Budc 2- Nudi trdng giéng cap I

- Méi truong long da dugc khir trung, dé ngudi va bao quan & mdi truong vo trung.
Tién hanh nhan giéng C. militaris NBRC 9787 c4p II theo cac budc nhu sau: tach mot
phén hé soi ndm C. militaris NBRC 9787 thuan chung dugc luu gilt trong 6ng nghiém
bing que ciy vo tring dwa vao 100-150 mL méi trudng long chira trong c4c binh tam giac
250 mLmL. T4t ca cac thao tac trén day tién hanh trong trong tu cdy an toan sinh hoc
da vo trung. Céc binh tam giac c¢6 chira moi trudng nudi dugc bit kin nap bang ni 16ng.
Sau d6, tién hanh nudi lic trong méy lic dn nhiét & 20-25°C, téc do lic 130-150

vong/phut trong khodng 5-7 ngay dé thu gibng cap II.
(iii) Budc 3- Uom hé s¢i ndm trong moi trudng hat hiru co

- Gibng cép II thuan ching da nudi chy duoc duge dong nhét thanh dung dich
huyén phi trong méay ddng nhit miu dén mat o té bao trén 2.10° CFU (bao tir/mL) dé
bio dam viéc tao hé soi trén gia thé nhan tao (méi trudng hat) 1 tt nhat,

- C6 thé tién hanh cdy giéng ndm C. militaris NBRC 9787 cép II vao méi
truomg hat da dugc dugc khir trung va dé nguoi béng cach st dung bom tiém vo0 trung
dung tich V > 3 mL dé hut gidng cip 11 trong binh gidng, phun déu 3 mL gibng cép II
(dung dich huyén phui hé soi nim) 1én bé mit gia thé (mbi truong hat). Sau d6 boc kin
miéng hop/lo bang ni 16ng. TAt c& céc thao tac trén day tién hanh trong trong tu cdy an

toan sinh hoc da vo trung.
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- T4t ca cac hop/lo da ciy giéng nam C. militaris NBRC 9787 néu trén dugc dit
trong diéu kién t6i hoan toan trong khoang tir 5 dén 7 ngay, & nhiét d9 20°C - 25°C cho

dén khi xuit hién hé soi c6 mau trang phu kin bé mat va an sau bén trong gia the.
(iv) Budc 4- Uom mam qua thé trong moi trudng hat hitu co

- Hop/lo gia thé mdi trudng hat da c6 hé soi C. militaris NBRC 9787 phu kin
dugc dit vao phong phun suong dé tao do Am tir 70-80%, chiéu anh sang tring bang
dén led c6 cong sudt 25W/0,5m?, cudng do chiéu sang tir 1.000 dén 1.200 lux véi thoi
gian chiéu sang hang ngay 1a 14 gio sang va 10 gio tdi, & nhiét d6 16-18°C.

- Giai doan wom mam qua thé trong moi truong hat hiru co két thiic khi cac qua

thé xuit hién déu trén bé mit moi trudng véi chiéu cao khoang 0,5-1,2 cm.
(v) Budc 5- Nudi qué thé trong moi trudng hat hiru co

- Két thuc giai doan wom mam qué thé, diéu kién moi trudng phong nudi dugce
diéu chinh dé phu hop véi giai doan nudi qua thé. Diéu kién nudi nhu sau: phong phun
swong dé tao do am tir 80-90%, chidu 4anh sang tring bang dén led c6 cong suit
25W/0,5m>, cudng do chiéu sang tr 600 dén 700 lux véi thoi gian chiéu sang hang
ngay la 10 gio sang va 14 gio tb1, & nhiét d6 18-20°C.

- Giai doan nudi qua thé trong mdi trudng hat hitu co két thic khi cac qua thé
6 chiéu cao 7,0-8,0 cm, dau qua thé bt dau ti, mau vang cam sam.

(vi) Budc 6 - Thu hoach va bdo quan sinh khéi dong triung ha thio hitu co

- Qua thé Cordyceps militaris NBRC 9787 dugc thu hoach sau khoang 55-70 ngay
sau khi cdy giéng voi dic didm qua thé co thé thu hoach c6 chiéu cao dat khoang tir
7,0 cm dén 8,0 cm, dau ti, mau vang cam sdm. Nén tién hanh thu hoach truéc khi thé
qué chuyén dAu tron, mau nhat dan.

- Thu hoach bing cach cét sat chan thé qua, tach riéng qua thé va dé ndm (gia thé).

- Qué thé ndm Cordyceps militaris NBRC 9787 dén d6 thu hoach cé thé dugc sir
dung truc tiép dudi dang twoi hodc sau khi thu hoach c6 dugc bao quin bang cach s
dung phuong phap dong kho, rdi hat chan khong, dé mat & nhiét d6 20 dén 25°C va

tranh anh sang.
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- Dé nm (gia thé) nudi déng tring ha thao hiru co c6 ham luong dang ke chat c6
hoat tinh sinh hoc cordycepin va adenosin, hoan toan an toan véi sac khoe nguoi tiéu

ding nén co thé str dung nhu mot ngudn bo sung cordycepin va adenosin.
Vi du thwe hién gidi phap hitu ich

Vi du 1: Thyc hién nudi trdng gidng va qua thé ndm dong trung ha théo
Nudi tréng gibng cap I

- Chuén bj 01 1it mdi truong thach: cén 200g khoai tay, 200g gia dd, 9g chubi
tiéu hdng (M. paradisiaca L.), 20g duong glucoza valég chét 1am d6ng aga. Rira sach
va thai nhé hén hop khoai tay, gia d3 va chudi tiéu rdi cho vao ndi dun soi sau d6 dé
nho lira dén khi hdn hop chin nhir. Xay nhuy&n hén hop da niu nhir va cho vao ndi
dun nho Lira. Hoa tan hdn hop duong glucoza va chit lam dong aga v6i nudc & nhiét
d6 phong rdi tiép tir tir vao ndi chita hdn hop dang dun nhé lira, vira tiép vira khudy
déu, b sung nugc cAt dé dung dich co thé tich 1000 mL va do pH trong khoang 6,5-
7,0. Khir trang hon hop moéi truong ¢ 121°C trong 19 phut. Hon hop sau khi khtt trung,

dé nguoi sé dong dang thach dugc sir dung lam gia thé dé nudi trong giéng cip L.

- Chy gibng: Tién hanh tach mot phan hé soi nAm C. militaris NBRC 9787 bang
que cdy vo trung, cdy chim diém lén moi trudng thach dia, sau d6, ddt cic dia nay trong
didu kién khong c6 nh sang, nhiét do 20-25°C trong khoang 15 ngdy nuéi cay dé thu
duoc khuén lac c6 kich thuéc nam trong khoang tir 55 dén 60 mm. T4t ca cac thao tac
néu trén déu duoc tién hanh trong trong ti cdy an toan sinh hoc d3 v tring;

- C4y chuyén: Khi gibng ndm phat trién kin bé mat dia thach va thuan, khong bi
nhidm céc vi sinh vat khac s& dugc cdy chuyén nAm bang cach cy chim diém tir moi
trudng thach dia sang moi truong thach nghiéng trong dng nghiém. Sau do6 dit ong
nghiém c6 chira gibng nim trong diéu kién khong c6 anh séng, nhiét 46 25°C trong 15
ngay nudi ciy dé thu duge hé soi lan kin bé mit méi trudong. Cac thao tac trén day tién

hanh trong trong tu ciy an toan sinh hoc da vo trung.
Nudi trdng gidng cap II

- Chuén bj 01 lit moi truong long: Can 10g sinh khéi khé tao xoan S. platensis
BM., 17g chudi tiéu hdng (M. paradisiaca L.) xay nhuyén (dich chiét), 20g dudng
glucoza. Bb sung nudc cht d dung dich co thé tich 1000 mL va do pH trong khoang
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6,5-7.0. Chiét 100 -150 mL mdi truong néu trén vao cac binh tam gidc thé tich 250
mL, bit kin bing ni long rdi khi tring & 121°C trong 19 phut. Méi trudng dé ngudi sau
kht tring s& 14 méi trudng ¢ nudi trong giéng cép IL.

- Nhén gibng C. militaris NBRC 9787 cAp II vio méi truong nudi long bing
cach tach mot phan hé soi nédm C. militaris thuan ching dugc luu gilt trong 6ng nghiém
bang que cdy v trung dua vao mdi trudng long chira trong céc binh tam giac 250 mL, bit
kin bang ni 16ng. T4t ca cac thao tac trén ddy tién hanh trong trong ti cdy an toan sinh
hoc da vo trung.

- Thuc hién nuéi gidng C. militaris NBRC 9787 trong cac binh tam gidc 250 mL
néu trén trén cic may lic én nhiét & 20-25°C, toe dd lic 130-150 vong/phut trong

khoang 5-7 ngay dé thu gidng cap I1.
Nudi tréng qua thé trong moi truong hat

_ Chuén bi 01 lit méi trudng hat: Can 200g nhong tim, xay nhuyén loc lay
nude, 70g khoai tdy va 6g chudi tiéu hong (M. paradisiaca L.) ninh nhir va xay
nhuyén, 100g nude dira va cui dira xay nhuyén. Tron cdc hdn hop cing voi 15g sinh
khdi kho tao xodn (S. platensis BM), 20g bt ddu nanh, 30g duong glucoza va bd sung
nudc cit dén thé tich 1 lit, méi trudng co6 d6 pH 6,5 - 7,0. Gao lut dugc chia ra cac
lo/hdp nhé va bd sung mdi trudng vira pha & ty 18 ~47% gao va 80 mL dung dich moéi
truong vira pha dugc. Cac hop/lo duge boc kin va khir tring ¢ 121°C trong 25 phut.
H3n hop dé ngudi sau khi khir tring 14 méi trudng hat dé nudi cdy qua thé dong tring
ha thao

- Chy gidng: St dung bom tiém vo trang hut 3mL dung dich huyén phui ¢6 chira
gibng nam C. milotaris NBRC 9787 (gibng cép II) da ddng nhat hoa trong binh tam
giac, tudi déu 1én bé mit moi truong hat va boc kin béng ni 16ng. T4t ca cac thao tac
trén day tién hanh trong trong tu cAy an toan sinh hoc vo trung.

- Uom hé soi: hop/lo gia thé nhén tao da céy huyén phu hé soi ndm C. militaris
NBRC 9787 duoc dit trong didu kién tdi hoan toan trong khoang tir 5 dén 7 ngay, &
nhiét @6 20°C-25°C dén khi xuAt hién hé s¢i c6 mau tring phu kin bé mit va n siu
bén trong gid thé.

- Uom mém qua thé: hop/lo gia thé moi truomg hat da c6 hé s¢i C. militaris phi
kin duogc dit vao phong phun suong c6 do 4m 70-80%, chiéu anh sang tring bang dén

led c6 cong suit 25W/0,5m>, cudng do chiéu sang tir 1.000 dén 1.200 lux véi chu ky
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sang: t6i 1a 14:10 gid, & nhiét do 16-18°C. Giai doan wom mim qué thé trong moi
truong hat hitu co két thic khi cac qua thé xudt hién déu trén bé médt moi truong voi

chiéu cao khoang 0,5-1,2 cm.

- Nubi qua thé trong méi truong hat hitu co: Qua thé dugc nudi trong didu kién
nudi nhu sau: phong nuéi dugc phun suong dé tao d6 Am dat tir 80-90%, tién hanh
chiéu 4nh sang tring bang dén led c6 cong sudt 25W/0,5m?, cudng do chiéu sang tir

600 dén 700 lux v6i chu ky sang: t6i 1a 10:14 gid, & nhiét do 18-20°C.

- Sau khoang 55-70 ngay, khi cac qua thé c6 chiéu cao 7,0-8,0 cm, déu qua thé
bt d4u ti, mau vang cam sdm c6 thé thu hoach qua thé nim.
Vi du 2: Xé4c dinh ning suit va chét luong clia nim déng tring ha thao nudi

Tién hanh phén tich, ddnh gi4 hiéu suét trdng nim dong tring ha thao cung cac

chi s6 1y, hoa. Két qua thé hién trong cac Bang 2 va 3 dudi day.
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So sanh két qua phan tich higu suét, ning suit va chat lwong qua thé ndm déng
tring ha thao nudi cdy véi quy trinh ctia cong thic d61 ching (cong thirc nudi trdng
phd bién hién nay) véi quy trinh nudi trdng véi 100% nguyén liéu hitu co béng cong
thirc bd sung vio mdi lit mdi trudng 6 gam dich chiét chudi tiéu va 15 gam tao xoan
tai Bang 2 va 3. Két qua cho thay hiéu sudt va ning suit ctia quy trinh trdng nim theo
quy trinh hitu co 100% la twong duwong véi quy trinh cong thirc nudi trdng phd bién
hién nay (Bang 2). Tuy nhién, sinh khéi ndm déng tring ha théo nudi trong duoc co
ham luong cac chit co hoat tinh sinh hoc ¢ quy trinh trdng nidm 100% hiru co (theo
giai phap hitu ich ndy) v6i ham lugng adenosin va cordycepin dat toi 317,00 va
1.194,05 mg/100 g sinh khéi kho twong duong, da ting cao hon 1,16-2,10 va 1,24-
2,38 14n so véi v6i quy trinh nudi phd bién hién nay khi thu hoach ndm & ngay nudi
tréng thtr 60 va 70. Ham lugng astaxanthin va carotin trong nim trong theo quy trinh
trong ndm hiru co 100% (theo giai phap hitu ich) dat 99% va 98% so véi quy trinh
phd bién (Bang 3).

O phan dé nim (gia thé) ctia ndm dong trung ha thao nudi trong theo quy trinh
giai phap hitu ich nay (100% hiru co) c6 ham lugng adenosin dat 10,58-11,70 mg/100
gam sinh khdi kho, thAp hon so v6i két qua phén tich dé ndm nudi theo phuong phép
phd bién 19,54 mg/100 gam sinh khéi dé kho. Trong khi d¢6, ham lugng cordycepin
trong dé ndm nudi theo quy trinh ctia gidi phap hitu ich 1a 161,56 - 194,60 mg/100
gam dé kho. Nhu viy, ham lugng cordycepin trong dé ndm duogc nudi theo quy trinh
hitu co 100% 14 twong ddi cao. Két qua nay twong duong hodc cao hon nhung khong
qué lom so voi két qua phan tich ham lugng cordycepin trong dé ndm nudi trong theo
phuong phap phé bién (0,94-1,14 1in) (Bang 3). Tuy nhién, diém dang cha y 1a san
phdm dé ndm nuéi trong theo quy trinh giai phéap hitu ich st dung 100% nguyén ligu
hitu co, ddm bdo hoan toan an toan vdi suc khoe nguoi tiéu dung.

Hiéu qua dat dwgc clia gidi phap hiru ich

Quy trinh nudi trong ndm d6ng trung ha thao C. militaris theo giai phap hitu
ich st dung 100% nguyén li¢u hiru co tir tao x04n va dich chiét hoa qua: chudi tiéu
hdng, dura, khoai tay, gia d6 v.v.. Viéc st dung ngudn nguyén liéu 100% hitu co van
cho phép san xuit ra san phim nim dam bao vé san luong sinh khéi ndm ma lai co

chét lugng t6t hon so vé6i quy trinh nuéi bang mdi trudng vo co. Hau hét cac chi tidu
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d4anh gia chét luong thé hién qua ham lugng adenosin, cordycepin, carotin téng sb,
astaxanthin déu dat trong dwong hodc cao hon so véi quy trinh sir dung nguyén liéu
v co.

Dé, gia thé, nudi trong ndm dong trung ha thao c¢6 chtra ham luong chét ¢6
hoat tinh sinh hoc tuong dbi cao. Pay 1a ngudn bd sung adenosin va cordycepin quy
gi4 néu st dung nguyén liéu hiru co 100% lam moi trudng nudi trdng nim. Viéc ap
dung quy trinh nuoi trdng nidm dong trung ha thdo theo giai phap hitu ich co thé tan
dung duoc ngudn adenosin va cordycepin tir dé nidm dam bao 100% an toan véi suc
khoe ngudi tiéu dung.

Céc nguyén liéu st dung cho nubi trdng dong trung ha théo theo quy trinh giai
phép 13 cac nguyén liéu hitu co 100%, phd bién, d& tim kiém trén thi truong Viét

Nam. Quy trinh nuoi trdng ndm nay don gian, dé thuc hién.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh nudi trdng dong trung ha thao (Cordyceps militaris NBRC 9787) sir dung
100% nguyén liéu hitu co tur ngudn dinh dudng co bd sung sinh khéi vi khuan lam

(Spirulina platensis BM) va chudi tiéu hong (Musa paradisiaca L.) bao gbm céc budc:

(i) nudi trong giong cép I: chuén bi m6i trudng thach cai tién ¢6 thanh phan moi
truong nhu sau: 20% dich chiét khoai tdy, 20% dich chiét gia dd, 2% dudng glucoza,
1,6% chét 1am dong aga, 0,9% dich chiét chudi tiéu hong (Musa paradisiaca L.) va
nuée cat, d6 pH ctia mdi truong nudi 1a 6,5 - 7,0; khir tring mdi truong ¢ 121°C trong
19 phut; st dung que cdy vO trung tich mot phin hé soi gidng ndm Cordyceps
militaris NBRC 9787, cAy chém diém, gibng cAp I duoc nudi trong diéu kién t6i hoan

toan & nhiét d9 20-25°C;

(if) nudi trdng gidng cp IT: chudn bj méi trudng 16ng véi thanh phén bao gom:
2% dudng glucoza, 1% sinh khdi tao xoén (S. platensis BM), 1,7% dich chiét chubi
tiéu h@)ng (Musa paradisiaca L.) va d§ pH moi truong 1a 6,5 - 7,0; chiét 100 -150 mL
moéi trudong ndy vao cac binh tam giac thé tich 250 mL, bit kin bang ni l6ng, khit
trung & 121°C trong 19 phut; nudi trdng gibng nim Cordyceps militaris NBRC 9787
cap II trong moi trudng dd duge khu tring trong diéu kién lic mAu trén méy lic co

téc d6 130-150 vong/phut, & 20-25°C;

(iii) wom hé soi nim: chudn bj méi truong hat hitu co v6i cc thanh phan nhu
sau: nhong tam 20%, khoai tdy 7%, nudc dira va cui dira 10%, bot dau nanh 2%,
duomng glucoza 3%, sinh khéi tao xoén (S. platensis BM) 1,0-1,5% va 0,6% dich chiét
chuéi tiéu hdng (M. paradisiaca L.), mdi trudng nudi c¢6 d6 pH 6,5 - 7,0; gao lut
duoc chia ra hop nho va bd sung méi trudng vira pha & ty 18 khoang 47% gao va 80
mL mdi trudng, cac hdp duge boc kin va khir tring ¢ 121°C trong 25 phut; bom déu
3ml dung dich huyén phu giéng C militaris NBRC 9787 cép II 1én bé mit gia thé ciia
mdi hop mdi truong da chudn bi, boc kin miéng hop bang ni 1ong; dit gia thé da ciy
gibng nim trong diéu kién t6i hoan toan trong 5 dén 7 ngay, ¢ nhigt 4o 20°C - 25°C

cho d@én khi xuét hién hé soi c6 mau tring phu kin bé mat va dn sdu bén trong gia thé;
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(iv) wom mam qua thé trong madi truong hat hitu co: hdp gia thé moi trudng
hat da c6 hé soi C. militaris NBRC 9787 phu kin dugc dét vao phong phun suong dé
tao do Am tir 70-80%, chiéu 4nh séng tréng bang dén led véi cuong do chiéu sang tir
1,000 dén 1.200 lux véi chu ky chiéu sang hang ngay 1a 14 gio sang va 10 gio t6i, 6
nhiét d6 16-18°C, giai doan nay kéo dai dén khi cac qua thé xuat hién déu trén bé mit

moi truomg vai chiéu cao khoang 0,5-1,2 cm;

(v) nudi qua thé trong méi truong hat hitu co: diéu chinh diéu kién phong nuéi
c6 d6 Am tir 80-90%, cudng do chiéu sang tir 600 dén 700 lux véi chu ky chiéu sang
hang ngay 1 10 gid sang: 14 gio t6i, & nhigt d6 18-20°C, giai doan nudi qua thé trong
méi truomg hat hitu co két thic khi cac qua thé co chidu cao 7,0-8,0 cm, dau qua thé
bat dau tu, mau vang cam sam; va

(vi) thu hoach va bao quan sinh khdi dong tring ha thao hifu co: qua thé
Cordyceps militaris NBRC 9787 dugc thu hoach sau khoang 55-70 ngay sau khi cly
gibng v6i dic diém qua thé c6 thé thu hoach c6 chiéu cao dat khoang tr 7,0 cm dén

8,0 cm, dau tu, mau vang cam sam.
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Hinh 4. Ndm C. militaris NBRC 9787 phit trién & céc giai doan trén méi trudng hat
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