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Linh virc k§ thuit dwoc dé cap

Giai phap hiru ich @& cap dén linh vuc ndng nghiép, cu thé 1a dé cap dén moi trudong
va quy trinh nudi trong Nhong tring thao (Cordyceps militaris).
Tinh trang ky thuit cia giai phap hitu ich

Nhong trung thao (Cordyceps militaris) 1a mot loai nim ky sinh trén siu budm, tir
lau dugc biét dén nhu mét thube quy, gitp ting cudng stc khoe, hd tro hé mién dich,
chéng suy nhwgc, mét méi, phong chéng ung thu, bao vé tim, gan, thén... Cordyceps
militaris ¢6 chira nhidu hoat chét sinh hoc nhu polysacarit, cordycepin, adenosin, axit
amin, ergosterol, sterol, axit cordycepic va nhiéu loai vitamin.

Trong sb céc hoat chét sinh hoc c6 trong nidm Cordyceps, quan trong nhét 13 nhém
chét axit cordycepic, cordycepin va polysacarit ¢ tic dung rat tét trong diéu tri bénh ung
thu va cac bénh do virut. Ngoai ba thanh phén trén khi phan tich nim ngudi ta con phét
hién rit nhidu hop chit co gia tri N-acetylgalactosamin, adenosin, exopolysacarit,
chitinaza, cicadapeptin, myriocin, sacarit (trehaloza va polysacarit), nucleosit (adenosin,
inosin, uridin, guanosin va cordycepin) va ergosterol.

Nam Cordyceps spp. duge danh gid cao vé gié tri dinh duéng trong san xuét thue
phdm chiic ning va san xuét thudc trong phong va tri bénh. Ching chira rat nhiéu loai
dudng, bao gdm mono-, di- va cac oligosaccharide va nhiéu polysaccharide phtc tap gdm
¢6 cyclofurans (duong 5C, mach vong, chwa ré chirc néng), beta-glucans, beta-mannans
va phitc hop polysacarit c¢6 ca dudong 5 va 6C cung tham gia vao cac chudi nhénh, dung
ca cau ndi alpha- v beta-.

N&m Cordyceps dugc cho 1a c¢6 kha ning chéng ung thu, chéng di cin, diéu hoa
mién dich, chéng oxy hoa, chéng viém, diét khuén, ha duong huyét, chéng 130 héa, bao
vé thn kinh va bao vé than. Cordyceps 12 mét loai dwoc liéu quy trong y hoc phuong

dong. Nhiing nghién ctru gan day cho thdy nhitng téc dung dugc ly cta Cordyceps
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militaris nhu ting cudng hé théng mién dich va trc ché khéi u, hiéu qua chdng oxy héa,
khang viém va khang tao mach c6 trong ca h¢ soi va trong qua thé C. militaris.

Hién nay mdi truong nudi trdng nhong trung thao thudng sir dung nhong tam
(Bombyx mori) trong mdi truong nudi trdng. Tuy nhién, thanh phin nhong t3m ctia moi
truong nudi trdng nhéng tring thao 13 loai nguyén liéu khong phd bién, khé bao quan
(bdo quan d6ng lanh hodc sdy kh, 1am ting chi phi san xuéft). Pay 1a mot han ché gay
khé khin dn viée san xuit 6n dinh va 1au dai. Do d6 cAn tim mot ngudn nguyén liéu phd
bién, d& tim, d& bao quan dé d& dang va thuén tién hon cho qua trinh san Xut.

Viéc s dung céc ngudn nguyén lidu phd bién trén thi trudng dé thay thé cho
nguyén liéu nhong tim 1a cin thiét. Tring va cao ndm men dugc lua chon lam nguyén
liéu thay thé cho nhong tam. Day 1a céc nguyén liéu phé bién trén thi truong. Bén canh
do, sur dung cac dich chiét ty nhién trong moi trrong nudi trdng gop phin 1am ting hoat
chét, cam quan cho san pham. -

Quy trinh nudi trdng Nhong trung thao da biét c¢6 thé 1am ting ham luong hoat chét
c6 trong stroma nhdng tring thao so véi tw nhién nh& vao viée bd sung mot sb thanh phén
khoang, vitamin, hormone vao mdi trudng nudi trdong. T d6, c6 th® san xuét stroma
nhong tring thao véi san luong 16n c6 ham lwong hoat chét cao, dap tmg dugc nhu cu
san xuét thudc hd tro didu tri bénh hién nay. Véi xu hudéng st dung cac san phim cé
ngudn gbc hitu co, han ché cac thanh phan c6 ngudn gbc héa hoc, viée sit dung cdc ngudn
khodng, vitamin hay hormone c¢6 ngudn gbc tir thuc vat vao san xuét Nhong tring thao
dang 1a lya chon td1 wru.

Stroma ctia C. militaris duoc hinh thanh trong khoang thoi gian tir 35 — 70 ngay trén
moi truong gao 1a 35 — 45 ngay va trén moi truong khac nhu bép, hat k&, va gao tissah 1a
40 — 70 ngay. Tuy nhién thoi gian nudi tréng phu thudc vao hinh dang, thé tich binh nudi
va luong moi trudong.

Nhiét d6 c6 anh huong 16n dén sy tao thanh stroma cua C. militaris. Nhiét do cao
(khoang 25+2°C) cho tbc do lan to tbi da nhung nhiét do thip hon trong khoang 18 -
22°C kich thich va duy tri su hinh thanh stroma, nhi¢t d6 tdi wu.
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Anh séng 1 yéu t6 mdi trudng quan trong nhét anh hudng dén su tao thanh stroma
cua C. militaris va khong c6 stroma nao dugc tao thanh trong didu kién t6i. Stroma dugc
hinh thanh duéi cudng d6 anh sang cao twong dwong 500 - 45001x. Thoi gian chiéu sang
18 gity sang & 2001x 1a t8i wu cho hinh thanh sée t6 va tao mam, trong khi 10 gio chiéu
sang thi thich hop cho phat trién stroma va ning suAt.

Sy trao dbi khi cao gitp cho sﬁ phat trién hé soi, tao mAm va ning sut sinh khéi.
Sy hinh thanh mim cén d6 4m cao 70 — 90%. Do Am thip 1am cho mdi trudng nhanh kho.
Do vay khi nudi trdng trong phong véi do A4m thép cn c6 mdy tao do 4m d& duy tri @ 4m
khong khi phong nubi trdng.

Céc nha nghién ctru thuong sit dung 30 — 40 % gao, 5-10% nhong tam, khoang 0,1
—0,2%, cao niAm men 0,3 - 0,5%, 5 — 10% dich chiét tir khoai tay, nude dira,...

Do d6, cAn cai tién moi truong nudi trdng nhong trung thao nhim tang tinh 6n dinh
trong san xuét va lam ting ham lugng hoat chét c6 trong stroma nhdng trung thao. Tir d6
ung dung vao quy mo san xudt 1on.

Ban chit ky thuit ciia giai phdp hiru ich

Muc dich cta giai phap la nhim giai quyét cac tdn tai néu trén. Theo d6, giai phap
nay d& xuét mdi trudng va quy trinh nudi trdng ndm Nhong tring théo nhdm tim ngudn
nguyén li¢u thay thé cho nguyén liéu nhong tim va tim loai dich chiét phit hop cho viéc
nudi trong tao stroma nhong tring thao nhim lam ting tinh 6n dinh trong san xuét va 1am
ting ham lwong hoat chét c6 tréng stroma nhong tring thao. Tir d6 tmg dung vao quy md
san xuat 16n.

Theo khia canh déu tién, gii phap @& cap dén moi truong nudi trong nim Nhong
tring thao (Cordyceps militaris), trong d6 méi trudng bao gdm cac thanh phan sau day
(theo ty 1€ g/binh): gao Lic 20 - 40 g/binh, cao ndm men 0,25 — 0,5 g/binh, long do trimg
ga 3 - 10 g/binh, dung dich dinh dudng 40 - 55 ml. trong d6, dung dich dinh dudng c6
thanh phén (theo ty 1& g/l): CaCl> 0,01 - 0,2 g/l va axit folic 1 - 10 ug/l, nude dia 5 -
15%, khoai tay 5 -15%.
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Trong mot phwong an uu tién, moi trudong nudi trdng nAm Nhong trung thao theo
giai phap nay bao gdm céc thanh phin nhu sau (theo ty 1& g/binh): gao liic 30 g, cao nim
men 0,378 g, long d6 trimg ga 5,59 g va dung dich dinh dudng 45 ml. Dung dich dinh
dudng c6 thanh phin CaCl, 0,1 g/l va axit folic 5 pg/l, nude dira 7,5%, khoai tay 7,5%.

Theo khia canh thit hai, giai phép hitu ich dé cap dén quy trinh nudi trdng nim
Nhong trung thao, trong d6 quy trinh gbm céc bude:

a) Chuén bi moi truong:

Moéi truong nhén gibng thach dfa: mdi trudng PDA (khoai tdy 20 g/L; dextroza 20
g/L, agar 15 g/L). '

MBbi truomg nhan giéng long: méi trudng SD1/2 (cao ndm men 5g/l, pepton 5 g/l,
dextroza 10 g/l)

Céch pha méi truong PDA: Khoai ty rira sach, got vo, cit 1at mong. Nu 200 g
khoai tAy d& cét 14t mong trong nudc, gif s6i trong khoang 5 - 10 phit. Loc thu dich chiét
loai b6 cin. Hoa tan 20 g dextroza vao dich chiét, thém nuéc cho du 1000 mL. B4 sung
thém 15 g agar, lam néng moi truong d& 1am tan agar. Chia mdi trudng vao céac chai thuy
tinh trung tinh hodc cdc binh tam gidc. Thé tich mdi trudng bang 2/3 thé tich binh chira.
Hép khir tring méi trudong & 121°C, latm trong 15 phit.

MBobi truong PDA sau khi "4y ra khoi ndi hép khir tring duoc dua vao ti cy, tién
hanh d8 mdi trudng vao dia petri. Luu y toan by qua trinh nay phai thyc hién trong ti chy
vO trung

Chuin bi mdi trudng co chit véi mdi binh nuéi trdng gdm cac thanh phén sau (theo
ty 1€ g/binh): gao lic 20 - 40 g/binh, cao ndm men 0,25 — 0,5 g/binh, 16ng d6 trimg ga 3 -
10 g/binh, dung dich dinh dudng 40 - 55 ml. Dung dich dinh dudng c6 thanh phan CaCl,
0,01 - 0,2 g/l va axit folic 1 - 10 pg/l, nuée dira 5 -15%, khoai tay 5 -15%. Moi trudong
dwoc phén phdi vao cac binh nudi va hép khir tring ¢ 121°C trong 20 - 30 phit.

Theo phwong 4n wu tién, moi trixdong nudi trdng nim Nhong trung théo bao gdm céc
thanh phan sau day: gao luc 30 g, cao nam men 0,378 g, long do trimg ga 5,59 g va dung
dich dinh dudng 45 ml. Dung dich dinh dudng c6 thanh phan CaCl, 0,1 g/l va axit folic 5
pg/l, nude dira 7,5%, khoai tdy 7,5%.
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b) Chuén bi gidng: Ong gibng gbc ban du duogc trit trong ti mat bao quan & nhiét
5 4 - 6°C. Dung que ciy moc 1y cic manh sinh khdi nim tir éng gibng gbc cdy chuyén
qua céc dia thach PDA, u trong tdi & 22 - 25°C trong 10 - 15 ngay. Dung bng duc thach
14y cac méanh sinh khéi nim tir dfa thach PDA c4y chuyén sang cac binh méi trudng SD
1/2, nudi tinh két hop véi lic, o trong tdi & 22 - 25°C trong 5 - 7 ngay.

¢) Chy gibng: Cay gidng 1ong vao cac binh co chit gao da dwoc hip khir tring
biing cach sir dung pipet hit mi 5 - 10 mL giéng cy qua mdi binh co chét.

d) Nuobi u to va nudi trong nidm: Cac binh nu6i sau khi cdy gibng 1 t6i & 22 - 25°C
trong 15 - 20 ngay. Khi to nAm. di lan kin binh va lan day & bé mit, chuyén qua phong
nudi véi cac didu kién nhiét do 18 - 22 °C, d6 4m 80 — 90%, cudng do 4nh sang 300 —
1000 Lx, thdi gian chiéu sang 10- 14 gid, nudi trong 50 - 55 ngay.

¢) Thu ndm: Sau 50 - 55 ngdy nudi trong diéu kién sang, lic nay nim dén giai
doan thu hoach, tién hanh thu nAm nhdng tring théo. Dung dao d4 dugc khit trung tach
riéng phan nim va gia thd nudi trdng. Nim sau khi dwogc tach ra dugc gui mau dé siy
thing hoa. San phdm sau sy dwoc phan loai va déng goi trong céc binh thity tinh trong.
M t4 vin tit cdc hinh vé

Hinh 1 thé hién so db quy trinh nudi tréng ndm Nhong tring thao.

Hinh 2 thé hién anh chup cac binh nudi trdng ndm Nhong trung thao giai doan 50
ngay sau cdy gibng.

Hinh 3 thé hién anh chup ndm Nhong tring thao giai doan thu hoach.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich .

Sau day, sang ché mo ta chi ti’t cdc phuong én cu thé, tuy nhién, cac phuong 4n ndy
chi nhim muc dich mé ta chi *iét giai phap chi khong nhim muc dich han ché pham vi
yéu ciu bao hd clia sang ché.

Cac quy trinh, k¥ thuat nhdn 0idng, k¥ thuat pha ché mdi trudng va céc didu kién
khir tring mdi trudng thach, moi truomg 16ng, diéu kién nhan gidng hé soi, diéu kién phét
trién hé soi va qua thé trén moi trvomg 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du diéu

kién nhén gidng hé soi, diéu ki¢n phat trién hé soi va qua the trén moi truong can moi
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trudng vo tring dé trdnh nhiém vi khuén hodc vi sinh vat ngoai lai vao moi trudng nubi
chy. Ngoai ra, didu kién khir tring mdi truong thach, 16ng 1a & nhiét 4 121°C trong 15 —
20 phut.

Nguoi hiéu biét trung binh trong linh vuc nuéi trdng ndm hoéan toan c6 thé tién hanh
céc didu kién khit tring v6i ddy di trang thiét bi can thiét.

Céc thanh phin, héa chét hoic thiét bi st dung trong quy trinh theo gii phdp nay ¢6
thé tim thiy hodc mua dwgc trén thi truong. Céc ching gbc duoc sir dung d& nudi trdng 13
ching gidng nim Nhéng tring thao (Cordyceps militaris).

Céc thanh phén st dung lam mdi treong nudi trong Nhong trung thao bao gbm: gao
Itrc, tritng, cao ndm men

Gao litc dugce st dung theo giai phap hiru ich nay 13 loai gao ltrc do, hat dai, thudong
co tén la gao huyét rong. Gao sau khi mua vé dugc loai bé tap chit, khong mua loai gao
cill, c6 sdu. Gao c6 mau déu gifta cac hat. Miac du c6 nhiéu loai gao Itc trén thi trudng
nhung loai gao ltc do duge cho 1a tdt nhét cho viéc nudi trf‘mg Nhong trung thao. Vi ham
lwong khoang, vitamin ¢ trong gao cao hon céc loai gao khac. Gao Iirc d6 dam bao do
toi x8p, khong bét dinh, lam ting d 5 thoang khi trong mdi truong. Gao dugc dong vao
binh nudi trdng trude khi hoa chung vé6i dung dich dinh dudng. Déi v6i binh nubi trong
¢6 thé 750 ml, luong gao c6 thé sir dung 30 — 40 g/binh.

Trimg 13 loai triing ga cong nghiép. Trimg dugc mua la loai trimg méi san xut,
khong bé v, hu hong. Chi c¢6 long do tring dugc sit dung trong nudi trong Nhong tring
thao. Do d6 trimg mua vé duoc tich 1ong do va long tring ra riéng biét. Long do6 sau khi
tach dugc can véi lugng 5 — 6 ¢/binh. Dua trén tdng sb binh can thuc hién, cén luong
trimg du cho tdng sb binh va hoa tan dung dich dinh dudng, sau d6 loc qua ray dé loai bo
cin 1ong tring va mang bao 1ong do con sét lai.

Cao nim men dang bdt min. mau vang nau nhat dén d4m, c6 thé hoa tan hoan toan
trong nude. Luong cao ndm mer st dung cho nudi trdng nhong tring thao 0,3 — 0,4
g/binh. Dya trén tdng 6 binh can {1 rc hién, can lugng cao ném men da cho tdng sb binh

va hoa tan dung dich dinh dudng.

6/20



3898

Khoai tiy duoc st dung la loai khoai tdy khong moc mam. Nude dira 13 nuée dira
xiém xanh con non.

Dung dich dinh dudng bao gbm céc khoéng chat, vitamin va dich chiét bao gom .
CaClz 0,1 g/l va axit folic 5 pg/l, nude dira 7,5%, khoai tay 7,5%.

Theo khia canh diu tién, giai phap d& cap dén moi trudng nudi trdng nim nhdng
tring thao (Cordyceps militaris), trong d6 moi trudng bao gbm céc thanh phan sau day
(theo ty 1¢ g/binh): gao lirc 20 - 40 g/binh, cao ndm men 0,25 — 0,5 g/binh, long do trimg
ga 3 - 10 g/binh, dung dich dinh dudng 40 - 55 ml. trong d6, dung dich dinh dudng c6
thanh phan (theo ty 1& g/): CaCl, 0,01 - 0,2 g/l va axit folic 1 - 10 pg/l, nuée dia 5 -
15%, khoai tay 5 -15%.

Theo mdt phuong 4n uu tién, moi truong nudi trdng nAm nhodng tring thao theo giai
phap nay bao gbdm cac thanh phin nhu sau (theo ty 1& g/binh):: gao hic 30 g, cao nim
men 0,378 g, 1ong d6 trimg ga 5,59 g va dung dich dinh dudng 45 ml. Dung dich dinh
dudng c6 thanh phin CaCl2 0,1 g/l va axit folic 5 pg/l, nudc dira 7,5%, khoai tay 7,5%.

Theo khia canh thit hai, giai phap dé cap dé&n quy trinh nudi trong ndm Nhong tring
thao bao gdm cac bude: a) Chuén bi méi truong, b) Chuén bi gibng, ¢) Cdy gibng, d)
Nubi @ to va nudi trdng nim, e) Thu nim.

Trong budce chun bi mot tru‘ong, mdi trudng bao gdm mbi truong nhan gibng thach
dia, moi trudng nhan gidng 1ong, méi trudng nudi trdbng. M6i trudng nhan giéng thach
dta: méi trudng PDA (khoai tdy 20 g/L; dextroza 20 g/L, agar 15 g/L).

Mbi truong nhan gidng 1ong: moi trudng SD1/2 (cao nidm men 5g/l, pepton 5 g/l,
dextroza 10 g/l)

Céch pha moi truong PDA: Khoai tdy rua sach, got vo, cét 14t mong. Nu 200 g
khoai tdy da cit 14t mong trong nude, giit sdi trong khoang 5 - 10 phit. Loc thu dich chiét
loai bo can. Hoa tan 20 g dextroza vao dich chiét, thém nudc cho di 1000 mL. B sung
thém 15 g agar, 1am nong moi truong dé 1am tan agar. Chia mdi trudong vao céc chai thity
tinh trung tinh hodc c4c binh tam gidc. Thé tich mi trudng bang 2/3 thé tich binh chia.
Hép khir tring méi trudng ¢ 121°C, latm trong 15 phit.
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M&éi tredng PDA sau khi 14y ra khoi ndi hép khir tring dugc dua vao ti cdy, tién
hanh @ thach vao dia petri. Luu ¥ todn bd qué trinh nay phai thyc hién trong ta cly v
trung.

Chuén bi mdi trudng nudi trdng véi mdi binh nudi trdng goém cac thanh phan sau:
gao lic 30 g/binh, cao ndm men 0,378 g/binh, long d6 tring ga 5,59 g/binh, dung dich
dinh dudng 45 ml. Dung dich dinh dudng c6 thanh phén CaCl» 0,1 g/l va axit folic 5 pg/l,
nude dira 7,5%, khoai tdy 7,5%. Moi truong duge phan phdi vao cic binh nudi va hép
khtr tring & 121°C trong 20 - 30 phut.

Trong budce chudn b gidng thach dfa: Ong gibng gbc ban dau dugc trir trong th mat
bao quan & nhiét d6 4 - 6°C. Dung que cdy moc liy cac manh sinh khdi ndm tir 6ng gibng
gbc cly chuyén qua céc dia thach PDA, u trong t81 & 22 - 25°C trong 10 - 15 ngay. Ding
6ng dyc thach 14y cac manh sinh khéi ndm tir dia thach PDA ciy chuyén sang cac binh
mdi trudng SD 1/2, nudi tinh, 0 trong t8i & 22 - 25°C trong 5 - 7 ngdy.

Trong budc ciy gibng 16ng vao méi trudng nudi trdng: Ciy gidng léng vio cac binh
co chét gao d dugc hip khir trung b%mg cach sir dung pipet hat mdi 5 - 10 mL gidng ciy
qua mdi binh co chét. Tt nhit 13 Sml.

Trong budc nudi U to va nudi trdng ndm: Cac binh nuéi sau khi chy gibng 1 tdi & 22
- 25°C trong 15 - 20 ngay. Khi to nim d3 lan kin binh va lan day & bé mit, chuyén qua
phong nudi véi cac diéu kién nhiét do 18 - 22 °C, d6 4m 80 — 90%, cudng dd anh séng
300 — 1000 Ix, thoi gian chiéu sang 10- 14 gid, nudi trong 50 - 55 ngay.

Trong budc thu ndm: Sau 50 - 55 ngdy nudi trong diéu kién sang, liic ndy ndm dén
giai doan thu hoach, tién hanh thu nidm nhong tring thdo. Dung dao d4 duoc khir tring
tach riéng phin nim va gia thé nuéi tréng. Ndm sau khi dugc tach ra dugc giri mau dé
sdy thing hoa. San phim sau sdy dugc phan loai va déng gbi trong cc binh thity tinh

trong.
Vi du thuce hién gidi phap hitu ich
Vi du 1: Chuén bi mdi trudng gao cho 1000 binh
Chuén bi c4c binh thiy tinh sach. Pong 30g gao vao binh.
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Déi véi axit folic va CaCly, cin pha stock truée khi pha méi trurong. Stock khodng c6
ndng d6 200X. Vitamin c6 ndng do 1000X.

+ Céch pha stock khoang: can chinh x4c 20 g CaCl,. Hoa tan hoan toan vao nudc
cAt va thém nude cét vira da 1000 ml. Dung dich dugc tri trong ti mat.

+ Cé4ch pha stock vitamin: can chinh x4c 0,005 g axit folic. Hoa tan hoan toan vao
1000 ml. Dung dich dugc trit trong t mat.

Chudn bj nguyén liéu: Khoai tay duoc got sach vo, cit nhé. Gao dugc dong vio céc
binh thily tinh trudc khi cho dung dich dinh dudng vao binh.

Céc néu dich chiét khoai tay: dong 10 lit nudce nau véi 3,375 kg khoai tay d3 got vo.
Sau khi nuéc s6i 5 — 10g. Loc lay nuéce, bo bi khoai ty.

K§ thuit pha méi truong: Chuén bi mdi trudng cho 1000 binh. Can 5,59 kg long 46
trimg. Cén 378 g cao ndm men. Pong 225 ml ml stock khoang va 45 ml stock vitamin.
DPong 3,375 lit nudc dira. Hoa tat ca nguyén lidu vao lugng nudce dich chiét khoai tay. Sau
do dong lugng nude vira du 45 lit.

Ky thuat chuén bi binh méi trudng: Gao dugc dong vao cac binh thity tinh trudce khi
cho dung dich dinh dudng vao binh véi khéi lwong 30 g/binh. Pong 45 ml dung dich
dinh dudng di chuin bi sin cho vao binh thily tinh. Péng nip va ddy gidy béo. Sau khi
chudn bi xong cac binh méi trudng dugce cho vao ndi hip khir tring & 121°C trong thoi
gian 30 phut.

Vi du 2: Panh gia 4nh hudng ciia ngudn nguyén lidu ciia moi trudng dén viéc nudi
trong Nhong tring thdo

P& danh gia duge anh huéng cua ngudn nguyén ligu cia moi trudng dén viéc nuodi
trdng Nhong tring thao can tién hanh thir nghiém. Mai trudng dbi chimg: c6 thanh phan
I3 gao lrc 30 g, nhong tim 5 g va dung dich bd sung 45 mL cé thanh phan CaClz 0,1 g/L
va axit folic 5 pg/L .

MBbi trwong thi nghiém: gao ltc 30 g, nguyén liéu thi nghiém va dung dich b sung
45 mL c6 thanh phan CaCl, 0,1 g/L va axit folic 5 pg/L .

Nguyén liéu thi nghiém danh gia 4nh huong cia ngudn nguyén liéu clia méi truong

dén viéc nuéi trong Nhong tring thio nhu néu trong bang bén dudi

9
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Bang 1. Nguyén liéu thi nghiém st dung nudi trong Nhong tring théo

Nghiém thue Nguyén liéu thi nghiém
PC1 Nhong tam 5 g/binh
N1.1 Cao nam men 0,7541 g/binh
N1.2 Pepton 0,6134 g/binh
N1.3 Long d6 trimg 11,1633 g/binh
N1.4 Cao nam men 0,3771 g/binh + Pepton 0,3067 g/binh
N1.5 Cao ndm men 0,378 g/binh + Long d trimg 5,59 g/binh
N1.6 Pepton 0,3067 g/binh + Long d6 tring 5,5816 g/binh

10/20

Céc méi trudng duoc chudn bi theo cong thirc thi nghiém. Mai truong duge hép khir

tring & 121°C va 1 atm trong 30 phut. Diéu kién nhan gibng, nudi trdng, thu hoach dugc

thue hién theo quy trinh.

Céc tiéu chi d4nh gi4 sy anh huéng cua nguyén liéu dén viéc nudi trong nhong tring

thao 12 ning suét, ham lwong cordycepin va ham lugng adenosin.

Mau ndm dugc dem phan tich ham hrgng hoat chéit cordycepin va adenosin bang

phuong phap HPLC-DAD. Két qua danh gi4 ning sult dugc thé hién trong bang sau:

10
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Bang 2. Anh hudng cla ngudn nguyén liéu nudi trbng nhong tring thao

Nghiém thirc | Nang suit (g/binh) Ham hrong Ham hrgng
cordycepin (mg/g) adenosin (mg/g)
bC1 20,66 6,0448 1,5031
NI1.1 17,51 3,0237 2,0877
N1.2 17,02 2,1931 1,0273
N1.3 13,18 3,5160 2,5136
N1.4 19,4 2,4337 Dang vét
NI1.5 14,91 6,7599 4,4775
NI1.6 15,06 3,9827 2,7268

Nguyén li€u cao nam men két hop véi pepton c6 hiéu qué tao stroma t6t nhat nhung
ham lugng hoat chét thip. C6 thé n6i nguyén lidu nay gitp su sinh truéng cua nim duoc
tt hon nhung khong kich thich tao dugc nhiéu hoat chat. Céc nghiém thire sir dung 1ong
d6 trimg tuy hiéu qua tao stroma thip nhung ham lugng hoat chét lai cao hon hén so véi
cic nghiém thirc tir nguyén li€u cao nim men va pepton. Su két hop cao ndm men va
long d6 tring vira tao stroma tuong dbi tbt vira tao duoc nhiéu hoat chét trong stroma.
Nhu vay ¢6 thé néi nguyén liéu cao ndm men va pepton c6 hiéu qua trong vigc tao sinh
khdi, con nguyén liéu long do6 trimg ¢ hiéu qua trong tao hoat chét trong stroma va su
k&t hop cao nim men véi 1ong d6 trimg 13 su két hop phu hop cho viée tao stroma c6
chtra ham lugng hoat chét cao.

Vi du 3: Panh gia anh hudng cua dich chiét ctia méi treong dén ning sudt nudi trong
Nhéng trung thdo

Tt két qua dénh gis ngudn nguyén liéu, vi du 2 dugc tién hanh nham dénh gi4 dnh
huong cia dich chiét dén viéc nudi tréng nhong trang théo. Dich chiét dugc bd sung vao
cong thitc moi trudng nudi trong thu dwoc & vi du 1. D6 13 gao lirc 30 g, cao nim men
0,378 g/binh, long dé trimg 5,59 g/binh va dung dich b6 sung 45 mL ¢4 thanh phan CaCl,
0,1 g/L va axit folic 5 pg/L. Luong dich chiét thi nghiém nhu & bang dudi day:

11
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Bang 3. Dich chiét thi nghiém st dung cho nudi trong nhong tring thao

Nghiém thirc Luong dich chiét trong dung dich dinh dudng
PC3 Khong bd sung dich chiét
N3.1 200 g/L khoai tay
N3.2 200 g/L bap
N3.3 200 mL/L nuéc dia
N3.4 100 g/L bap, 100 g/L khoai tdy
N3.5 100 mL/L nudc dira, 100 g/L khoai tay
N3.6 100 mL/L nuéc dira, 100 g/L bap
N3.7 70 mL/L nuéc dira, 70 g/L bap, 70 g/L khoai ty

Céac mdi truong duge chuin bi theo cong thirc thi nghiém. M6i trudong duge hép khir

tring & 121°C va 1 atm trong 30 phut. Didu kién nhan gibng, nudi trong, thu hoach dugc

thuc hién theo quy trinh. C4c tiéu chi dénh gia sy anh huéng cua nguyén liu dén viec

nudi trdng Nhéng tring thao 12 ning suat. K&t qua danh gia ning suit duéi sy anh huéng

dich chiét dugc thé hién trong bang sau:

Bang 4. Anh huéng ctia dich chiét dén ning suét nudi trong nhong tring thao

Nghiém thirc Ning suét (g/binh)
PC3 17,41
N3.1 17,89
N3.2 16,84
N3.3 18,72
N3.4 17,79
N3.5 - 22,03
N3.6 20,09
N3.7 21,25

Theo két qua thu duge, nghiém thirc bd sung nude dira két hop véi dich chiét khoai

tdy c6 hiéu qua tao stroma cao nhét (22,03 g/binh), hiu sudt sinh hoc dat 11,31% cho

12
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hiéu qua tao stroma t6t. Nghiém thirc bd sung dich chiét bip cho hiéu qua tao stroma thip
nhét (16,84 g/binh), hidu suét sinh hoc 8,41%. Két qua dugc thu thip va trinh bay & bang
cho thiy nghiém thirc N3.5 (100 mL/L nudc dira + 100 g/L khoai tay) cho trong lugng
stroma khd cao nhét trong cac nghiém thirc thi nghiém (3,39 g/binh), dat 126,51% so véi
nghiém thuc dbi chtng. Nghiém thic N3.2 (200 g/L bép) cho trong lugng stroma kho
thip nhat (2,91 g/binh), chi dat 94,07% so véi ddi chimg. Nhu vdy, dich chiét khoai tay
két hop v6i nudce dira cho hiéu qua tao stroma cao nhét trong c4c nghiém thic.

Vi du 4: Panh gia anh hudng cia luong dich chiét khoai tdy va nudc dira cua moi
tredng dén viéc nudi trong nhong trung thao

Sau khi xac dinh dwgc loai dich chiét phi hop cho viéc nudi trong nhong tring thio,
vi du 4 dwoc tién hanh nhiim x4c dinh anh huéng ciia lugng dich chiét khoai thy va nuéc
dira d@én viéc nuéi trong nhéng tring thao. Lwong dich chiét sir dung duoc tinh theo phin

tram khéi lwong sir dung & vi du 3 va dugc trinh bay & bang sau:

Bang 5. Ty 18 phin tram lwong dich chiét khoai tdy va nuéc dira st dung

Nghiém thirc Luong dich chiét
bC4 Khéng bd sung dich chiét
N4.1 50% X
N4.2 | 75% X
N4.3 100% X
N4.4 125% X
N4.5 150% X

Cac méi trudng dwoc chuin bi theo cong thirc thi nghiém. Mbi trudng dugc hép khir
tring & 121°C va 1 atm trong 30 pht. Didu kién nhan gidng, nudi trdng, thu hoach dugc
thyc hién theo quy trinh. C4c tiéu chi danh gid sw anh hudng cua nguyén liéu dén viéc
nudi tréng nhdng tring thao 12 s6 lugng stroma, chidu dai stroma, dudng kinh stroma, ty
18 stroma nho/stroma 16n (%), ning suit, hdm lwong cordycepin va ham lwgng adenosin.

Két qua dénh gi4 sy anh hudng dich chiét dugc thé hién & bang sau:

13
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Bing 6. Anh hudng ciia lwong dich chibt khoai tiy va nuéc dira dén hinh théi, s6

lugng stroma nhdng tring thao

bC4
Piic diém (ﬁznif}f N4.1(50%) | N42(75%) | N4.3 (100%) | N4.4 (125%) | N4.5 (150%)
chiét)
S6 hrong
stroma
trung binh | 76,33 £ 11,37 | 70,67 + 8,33 65,33 £ 14,19 | 65,00+ 11,79 | 58,67 = 11,15 | 53,33 + 14,05
(stroma/bin
h)
Chiéu dai
stoma | o5 417,77 | 67,01+ 17,25 | 70,03 +22,86 | 68,59 20,13 | 63,66 22,13 | 60,58 + 25,21
trung binh
(mm)
Puong kinh
stroma 1.56+0,83 | 1,63+£0094 | 2,15+0,72 | 242+0,76 | 2,72+1,39 | 3,15+1,15
trung binh ’ ’ ’ ’ ? > ’ ’ ’ ’ ’ ’
_(mm)
Tong sO qua
thé 16n
trong 1 binh | 54,00+ 6,08 | 40,33 +5,69 | 52,67 +9,45 4533 +7,37 | 42,33 +£7,23 | 32,00+ 7,00
(chiéu dai >
50mm)
Tong s6 qua
thé nho
trong 1 binh | 22,33 + 6,03 28,33 +4,51 | 12,67+5,03 | 19,67 +4,51 16,33 £4,51 | 21,33 +7,09
(chiéu dai <
50mm)
Ty 1€
stroma 41,35 70,25 24,06 43,39 38,58 66,66
nhd/stroma
16m (%)
Stroma nhd, | Stromato vira | Stroma to vira | Stroma to vira Stroma to,
Stroma nhd, mau cam phai, mau phai, mau | phai, mau cam mau cam
méu cam nhat, | nhat, dduhoi | camnhat, ddu | cam nhat, d4u | nhat, dduhoi | nhat, du tron,
hoi ngén, dau tron, tuong tron, dai, hoinhon, dai, | tron, dai vira | dai vira phai,
Diic ditm tuong ddi 'fr’bn, d6i dai, khong | khong phén khong phan phai, khong khong phan
stroma stroma bien | phan nhanh. nhénh. nhanh. phén nhanh. nhanh.
dang nhiéu, Stroma bién Stroma bién Stroma bién Stroma bi€n Stroma bién
tap trung & dang nhiéu, dang nhiéu, dang nhiéu, dang nhiéu, dang nhiéu,
quanh binh tap trung & tap trung & tap trung & tap trung & tap trung o
va day. quanh binh quanh binh quanh binh quanh binh quanh binh
va day. va day. va day. va day. va day.
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Bang 7. Anh hudng ctia lugng dich chiét khoai tiy va nuéc dira dén ning suét,

ham luong hoat chét cia Nhong trang thao

Nghiém thitc | Nang sut stroma Trong luong Ham lugng Ham lugng
(g/binh) stroma khd cordycepin adenosin

(g/binh) (mg/g) (mg/g)
bC4 17,42 ' 2,64 6,256 4,022
N4.1 20,82 3,53 5,909 4,236
N4.2 22,71 3,85 6,286 4,280
N4.3 22,17 3,71 6,152 4,155
N4.4 21,19 3,33 6,049 4,395
N4.5 21,05 3,22 6,079 4,396

Tir két qua thu dugce nghiém thitc N4.2 14 nghiém thirc cho ning suét, trong lwong
stroma kho cao nhét, ty 1€ stroma nhé/stroma 16n thép thé hién do déng déu vé kich thuée
ctia stroma trong mdi binh cao. Nhu vy cong thirc méi trudng phu hop cho nubi trong
Nhong tring thao khong sir dung nhong tdm 1a gao hirc 30 g, cao nidm men 0,378 g, long
do6 trimg ga 5,59 g va dung dich dinh dudng 45 ml c6 thanh phin CaCl, 0,1 g/l va axit
folic 5 pg/l, nudc dira 7,5%, dich chiét khoai tay 7,5% .

Hiéu qu4a dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Viéc st dung cac nguyén liéu phd bién cho nuoi trong Nhong tring thao 13 trimg ga,
cao nim men, dich chiét ma khong st dung nhong tdm gdp phén 1am ting tinh 6n dinh
trong san xuit s6 lugng 16n, khong phu thudc vao mua vu. Viéc st dung gidi phap nay
cho ning suét stroma tuoi 22,71 g/binh, trong lwong stroma kho 3,85 g/binh, ham lwong
cordycepin, adenosin, polysacarit, ergosterol 14n luot 13 6,286 mg/g; 4,280 mg/g; 34,25%;
2,184 mg/g; ty 1é stroma nho/stroma 16n trong mot binh thip thé hién @6 ddng déu cua
stroma trong mdi binh cao. Quy trinh nudi tréng Nhong tring thao khong sir dung nhong
tdm st dung cac nguyén lidu phé bién, d& tim c6 thé tmg dung & moi vi trf dia Iy cia Viét
Nam ma khong phu thudc vao mia vu, khoéng anh hudng téi tinh 6n dinh va lién tuc

trong san xuét quy mé 16n.
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Yéu ciu bao hd
1. Méi truong nudi trong nhong trung thao (Cordyceps militaris), trong d6 moi truong
bao gdm c4c thanh phan sau day (theo ty 1& g/binh): gao Iirc 20 - 40 g/binh, cao nim men
0,25 — 0,5 g/binh, long do trimg ga 3 - 10 g/binh, dung dich dinh dudng 40 - 55 ml; trong
d6, dung dich dinh dudng c6 thanh phin (theo ty 1€ g/l): CaCl2 0,01 - 0,2 g/l va axit folic
1 - 10 pg/l, nude dira 5 -15%, khoai tay 5 -15%.
2. Mbi trudng nudi trong nhong tring thao theo diém 1, trong d6 moi trudng ndy bao
gdm cac thinh phin nhu sau (theo ty 1& g/binh): gao lic 30 g, cao ndm men 0,378 g, long
d6 trimg ga 5,59 g va dung dich dinh dudng 45 ml, trong d6, dung dich dinh dudng cé
thanh phin (theo ty 1& g/l) : CaClz 0,1 g/l va axit folic 5 pg/l, nude dira 7,5%, khoai tay
7,5%.
3. Quy trinh nuoi trdng nhdng tring thao, trong dé quy trinh gdm cac budc sau:
a) chuin bi méi truong:
moi truong nhan gibng thach dia: méi truong PDA (khoai tay 20 g/L; dextroza 20
g/L, agar 15 g/L).
mdi trudng nhan giéng 1ong: méi trudong SD1/2 (cao ndm men 5g/1, pepton 5 g/,
dextroza 10 g/l)
chudn bi mbi trudng nudi trdng nhong tring thio véi méi binh nudi trong gbm céc
thanh phin nhu x4c dinh trong diém 1 hoic 2;
b) Chuén bi gibng:
bng gibng gbc ban du dugc trir trong ti mat bio quin & nhiét d6 4 - 6°C; dung que
ciy méc lay cac méanh sinh khdi ndm tir éng gibng gbc cay chuyén qua cic dia thach
PDA, 1 trong t6i & 22 - 25°C trong 10 - 15 ngay;
dung 6ng duc thach liy céc méanh sinh khéi nim tir dia thach PDA cdy chuyén sang
c4c binh moi truong SD 1/2, nuéi tinh két hop véi lac, 1 trong t6i ¢ 22 - 25°C trong 5 - 7
ngay;
c) Cy gibng:
cy giéng 1éng vao cac binh co chit gao di duoc hép khtr tring bang cach str dung

pipet hitt mdi 5 - 10 mL gidng cy qua mdi binh co chat;
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d) Nudi 0 to va nudi trdng nim:

cac binh nuéi sau khi ciy giéng 1 tdi & 22 - 25°C trong 15 - 20 ngay; Khi to nim 43
lan kin binh va lan diy & bé mit, chuyén qua phong nudi véi céc diéu kién nhiét @6 18 -
22 °C, d6 Am 80 — 90%, cudng d 4nh séng 300 — 1000 Ix, thoi gian chiéu sing 10- 14
gi®, nudi trong 50 - 55 ngay;
e) Thu nim:

sau 50 - 55 ngay nuoi trong diéu kién sang, lac nay ndm dén giai doan thu hoach, tién
hanh thu nidm nhong tring thao; Dung dao d3 dugc khir tring tach riéng phin nim va gia
thé nuoi trong; Nam sau khi dugc tach ra dugc gii mAu dé siy thing hoa; Séan phim sau

siy dugc phén loai va déng gbi trong céc binh thuy tinh trong.
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1/3

Giong goc

l

Gidng thach dia

l U tbi, 22-25°C, 15 ngay

Gidng long

U tbi, 22-25°C, 5 ngay

Moi truong gao

l U tbi, 22- 25°C, 20 ngay

To nam

Phong nudi 300 — 500 lux, chu ky chiéu sing 12 gi¢
sang/téi, nhiét do 18-20°C, 46 4m 80-90%

Y

Nubi trong

Thu hoach, séy

A4

Nam thanh pham

Hinh 1

18



3898 19/20

Hinh 2
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