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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuét bt sinh khéi nAm dong trang ha thao

Cordyceps militaris bao gobm cac budc: a) phan lap nam Cordyceps militaris, b) 1én men

chim ndm Cordyceps militaris, va c) thu hdi va hoan thién san pham 1én men. Quy trinh

theo giai phap hitu ich don gian, d& thuc hién, dé kiém soat, va c6 thé ap dung trong 1én

men cong nghiép giup ting ning sudt va chat luong sinh khéi nAm Cordyceps militaris.



2337

Linh vue ky thuit dwoe dé cip

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé vi sinh vat, cu thé 1a giai phap hitu ich

d& cap dén quy trinh san xuét bot sinh khéi ndm déng tring ha thao Cordyceps militaris.
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Nam Cordyceps (con goi 1a Dong tring thao, Trung thio hay Ha thio dong trung)
1a c4c loai ndm ki sinh trén sau non hodc nhong hoic siu trudng thanh cia mot s6 loai con
tring. Phan tich thanh phan hoa hoc ciia nidm dong tring ha thao cho thay c6 17 axit amin
khac nhau, D-mannitol, lipit va nhiéu nguyén t6 vi luong (Al, Si, K, Na, v.v.). Ngoai ra,
trong ndm dong tring ha thao con chira nhiéu loai vitamin (trong 100 g nidm dong tring
ha thao ¢6 0,12 g vitamin B12; 29,19 mg vitamin A; 116,03 mg vitamin C, ngoai ra con
c6 vitamin B2 (riboflavin), vitamin E, vitamin K, v.v.. Quan trong hon la trong sinh khi
ctia ndm Cordyceps militaris ¢6 nhiéu chit hoat dong sinh hoc ma cac nha khoa hoc phét
hién ra nho cac tién bo ctia nganh hod hoc cac hop chét ty nhién. Nhiéu hoat chét nay c¢6
gia tri dugc li€u v6i con ngudi nhu chit cordycepin, axit cordiceptic, adenosin va

hydroxyethyl-adenosin.

Phuong phéap 1én men chim cling da dugc st dung nhiéu trong cong nghé nudi cdy
vi sinh vat. N6 ¢6 thé cho phép kiém soat dugc toan bd qua trinh 1én men mdt cach thuan
loi, it tén kém mit bang. Do hé théng khqu tron tot nén toan bd moi trudng nudi céy la
mdt hé thdng nhit. Pbi véi ndm C. militaris, cic nha khoa hoc cling dd st dung phuong
phap nay dé tao ra cac chét chuyén héa c6 gia tri tir hon 20 nim qua. Phuong phép nay c6
wu diém 1a ting san luong hé soi thu dugce trén cung mdt dién tich thi nghiém st dung so
v6i phuong phap 1én men rin, thoi gian nuéi cdy ngén va it chiu anh huéng cta nhing
thay dbi moi trudmg. V&i phuong phap nudi cdy chim, C.militaris sinh trudng trén moi

truong 16ng va co su théng khi, khudy rit manh trong cic thiét bi 1én men.

D4 ¢6 nhiéu nghién ciru lién quan dén nam Cordyceps militaris, ngoai phuong phéap

nudi cdy bing qua thé thi hién nay phwong phép 1én men chim dang dugc nghién ctu
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nhim nang cao chit luong nim va khic phuc dugc nhuogc diém ctia quy trinh nudi ciy qua
thé. Vi du, tai lidu CN 103483040 A da d& cap chi tiét dén thanh phin méi truong nudi
cdy, quy trinh 1én men chim ching Cordyceps sinensis trén quy md cong nghiép. Tuy
nhién, do dic diém nudi cdy chung Cordyceps sinensis khac véi ching Cordyceps
militaris nén quy trinh nudi ciy 1én men chim c6 mot s dic diém khac so véi ching cong
bd trude d6, ngoai ra trong cong bd chua dé cap chi tiét dén qua trinh thu hdi va hoan
thién san phim sau 1én men.
Ban chét ky thuit ciia giai phap hitu ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich 13 giai quyét cic van d& néu trén. Theo do, giai phép
hiru ich d& xuét quy trinh san xuét bot sinh khdi ndm déng tring ha thao Cordyceps
militaris bao gdm céc bude:

a) phan 1ap nidm Cordyceps militaris;

b) 1én men chim ndm Cordyceps militaris; va

¢) thu hdi va hoan thién san phim Ién men.

Quy trinh san xuat bot sinh khéi ndm dong tring ha thao Cordyceps militaris nhim
muc dich dé san xuét sinh khéi dong trung ha thdo ¢ dang bdt voi lugng sinh khéi té bao

cao, ham lugng cordycepin dat 1,6 mg/g va adenosin dat 2,8 mg/g.
M3 ta viin tit cic hinh vé

Hinh 1: Hinh &nh éng gidng ndm C.militaris

Hinh 2: Binh 1én men 250 ml

Hinh 3: Binh phén tng sinh hoc (Bioreactor)

Hinh 4: Sinh khéi ndm sau khi loc

Hinh 5: San phdm bot sinh khdi ndm sau khi dong kho
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M ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau déy, giai phap hitu ich mé t chi tiét cac phwong 4n va vi du thurc hién cu thé,
tuy nhién, cac phwong 4n nay chi nhim muc dich mé ta chi tiét giai phap hitu ich chw

khong nham muc dich han ché pham vi yéu cau bao h cia giai phap hitu ich.

Céc quy trinh, k§ thuét pha ché mdi trudong, quy trinh nudi cdy, cac didu kién pha
ché, khir tring méi trudng 13 da biét trong linh vuc k¥ thuét nay, vi du, didu kién u dé
phat trién khuén lac, didu kién thu nhan khudn lac @& c6 dugc ching ndm thuin nhét, didu
kién cdy dé tranh vi sinh vét ngoai lai 14y nhi®m vao méi truong nudi cdy. Ngoai ra, cac
diéu kién khu trung moi trudong nudi céy 1a da biét, vi dy, diéu kién khir trung c6 thé,
nhung khong bi gidi han &, khir trung béng nhiét, bang héa chét, chiéu xa hoic siéu loc

hodc ¢6 thé két hop boi cac phuong phép nay.

Céc thanh phdn, héa chit hoic thiét bi sir dung trong quy trinh theo sang ché c6 thé
tim théy, hodc mua dugc trén thi truong. Cac thiét bi hodc héa chit c¢6 thé mua duoc, vi

dy, tr cong ty Difco (Tay Ban Nha), Merck (Puc), Sigma (Hoa Ky), v.v..

Theo d6, giai phap hiru ich d& cép dén quy trinh san xuét bot sinh khdi ndm dong

tring ha thao Cordyceps militaris bao gdm cac buéc:
a) Phan lap nidm Cordyceps militaris

Chon qua thé ndm dong tring ha thao co kich thudc to khée, khong bénh, mau
vang dam, dung dao ciy dd khr tring cét thanh céc doan nhé cé kich thudc 2-5 mm,
ngam cac doan nhd nay trong dung dich cdn 70° trong thoi gian 1 phut va tiép tuc ngdm
rira trong nude ct khir tring 3 14n, mdi 13n trong thoi gian 1 phut thu dugc céc phan doan

nam;
Chuén bi méi truong PDA (trong 1 lit) bao gbm:

Glucoza: 40 g

Nudc chiét khoai tdy: 300 ml
Thach (agar): 20 g

pH: 5,1£0,2
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Dung banh kep gip cic phin doan ndm d3 1am sach cho vio dia petri chita méi
truong PDA, sau d6 ¢ dia & nhiét 6 25°C trong khoang thoi gian tir 5 dén 7 ngay dé ndm
phat trién, trong sudt qué trinh nay, thuong xuyén kiém tra va loai bé dia nhiém tap; sau
d6 lwa chon ching ndm phat trién t6t 1am gidng ndm gdc rdi cdy va bao quan trong dng
thach nghiéng & nhiét d6 4°C thu dugc ching giéng nim cép 1;

b) Lén men chim ndm Cordyceps militaris

MBoi trudng 1ong MT1 ¢6 thanh phan (trong 1 lit) nhu sau:

Glucoza: 40 g

Pepton: 8 g

KH,PO4: 1 g

MgS0O4: 0,5 g

pH: 6,0

Céy chung giéng ndm cip 1 thu duoc & budc a) vao cac binh tam giac 250 ml chtra
90 ml mbi trudng MT1 trong thoi gian 3 ngay, nhiét d6 25 C, tbe do lic 120 vong/ phut,
anh sang ~500 lux thu duoc gidng cép 2;

Lén men gidng cip 2 trong cac binh phan tng sinh hoc (Bioreactor) dung tich 3 lit
chira méi truong MT1 néu trén dé thu duogc sinh khdi ndm; trong do, ty 18 cip gibng 1a
8%, ngudn nito 14 pepton, ngudn cacbon 1a dudng glucoza, néng dd oxy dwoc kiém soat
bang cach diéu chinh téc d6 khudy véi do bao hoa khong khi 13 10%, nhiét d diéu chinh
trong qua trinh 1én men khoang 25°C, pH 6, thoi gian 1én men 15 ngay, tbc do khudy 150
vong/phtt;

c¢) Thu hoi va hoan thién sdn pham 1én men

Sinh khdi ndm sau khi nu6i cAy chira cac soi ndm lién két lai v6i nhau tao thanh
vién hinh céu c6 kich thuéc khac nhau, duogc loc br?mg vai loc d& thu sinh khdi sgi nAm.
Sinh khdi s¢i ndm nay dwoc dong kho & diéu kién nhiét do -49°C, 4p suét chin khong
13,3 Pa. San phém thu dugc & dang bot c6 mau séc vang nhat, mui thom déc trung va vi
hoi ngot. Bot sinh khéi ndm thu duge c¢6 ham lwong cordycepin dat 1,6 mg/g va adenosin

dat 2,8 mg/g. Céc chi ti€u vé alflatoxin, vi sinh vat nhu E. colj, Coliform, nim men, ndm
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men, nam moc, vi khuan hiéu khi d€éu nam trong ngudng cho phép cua Bo Y t€ vé ddm

bao vé sinh an toan thuc phém.

Vi du thyc hién gidi phap hitu ich

Vi du 1: Phén 14p va 1én men chim ndm Cordyceps militaris & san xuét sinh kh6i nim
Phén 14p ndm Cordyceps militaris

Chon qua thé nAm dong tring ha thao c6 kich thuéc to khée, khong bénh, mau
vang dam, ding dao cdy da khtr tring cit thanh cic doan nhé c6 kich thuéc 2-5 mm,
ngdm cac doan nhod nay trong dung dich cdn 70° trong thoi gian 1 phat va tiép tuc
ngam rira trong nude cat khir tring 3 14n, mbi 1an trong 1 phut thu dwgc cac phan doan
nam;

Chuén bj 1 lit méi trudng PDA bao gdm:

Glucoza: 40 g

Nudc chiét khoai tay: 300 ml

Thach (agar): 20.
MBoi trudng PDA dugc hap khir tring ¢ nhiét d6 121°C trong thoi gian 20 phut, d6 vao dia
petri d4 khtr tring, dé ngudi. Dung banh kep gip cac phan doan ndm d 1am sach cho vao
dia petri chira méi truong PDA, sau d6 0 dia & nhiét do 25°C trong khoang 5-7 ngdy dé
soi nim phat trién. Trong sudt qué trinh nay, thudng xuyén kiém tra va loai bo cac ng
gidng nhiém tap.

Tir cac chiing phan 14p, lya chon chiing phét trién tét, khong nhiém tap, cdy vao ong

thach nghiéng, i & 25°C trong 10 ngay phat trién day bé mat thach, quan sat hang ngay dé
phat trién nhidm tap va loai bo kip thoi dé tranh anh huong dén nhitng 6ng thach nghiéng

dang phat trién tét thu dugc ching gidng ndm cép 1.
Lén men chim ndm Cordyceps militaris

Chudn bi 1 lit méi trudng 16ng MT1 ¢6 thanh phan nhu sau:
Glucoza: 40 g
Pepton: 8 g
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KH,PO4: 1 g

MgSOy4: 0,5 g

pH: 6,0 0,2

1 lit méi trudng nay duoc khudy déu va cho vao 10 binh tam gidc thiy tinh 250 ml
mdi binh chira 90 ml méi trudng, va dwoc hip khir tring & 121°C trong 20 phut, sau d6 dé
ngudi;

Tir chung giéng ndm cip 1, dung que ciy vo tring gat phan ndm tring cho vio 10
binh tam gidc 250 ml chira 90 ml méi truong MT1, thoi gian nudi cy 3 ngay, nhiét do
25°C, tbc do lic 150 vong/phit, anh sang ~500 lux, thu dugc gidng cép 2. Gidng cép 2 14

cac sgi nam nho li ti mau trang, lo ling trong moi trudng.

Gidng cip 2 duoc 1én men trong binh phan tng sinh hoc véi dung tich 3 lit, thanh
phin 1 lit méi truong MT1 bao gdm:

Glucoza: 40 g

Pepton: 8 g

KH2PO4: 1 g

MgS04: 0,5 g

pH: 6,0+£0,2

V6i ty 16 cdp gidng 14 8%, ngudn nito 13 pepton, ngudn cacbon 1a dudng glucoza,
ndng do oxy duogc kiém soat bang cach didu chinh tbc do khudy v6i do bio hoa khong khi
1a 10%, nhiét ¢ diéu chinh trong qua trinh 1én men nim trong khoang 25°C, pH 6, thoi
gian 1én men 15 ngay, toc d6 khudy 150 vong/phut.

Vi dy 2: Thu hdi va hoan thién san phim 1én men tir ndm Cordyceps militaris

Trong qua trinh Ién men, ban dau hinh thanh cidc manh s¢i nam nhd li ti, sau d6 sgi
nam 16n 1én, lién két lai véi nhau tao thanh vién hinh cau c6 kich thuéc khac nhau, do dé

chiing t61 tién hanh loc san pham 1én men bing vai loc, thu sinh khéi.

Sinh khéi thu dugc dem di déng khé véi didu kién nhiét do -49°C, 4p suit chan
khong 13,3 Pa thu dugc bot sinh khdi ndm C. militaris c6 mau sic vang nhat, mui thom

déc trung va vi hoi ngot. Chét luong san phém bot sinh khéi sau 1én men: d6 4m dat 5-
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5-6%, ham luong cordycepin dat 1,6 mg/g, adenosin dat 2,8 mg/g. Céc chi tiéu vé
alflatoxin, vi sinh vat nhu E. coli, Coliform, ndm men, ndm mdc, vi khuin hiéu khi nim

trong ngudng cho phép ctia B y té vé dam bao vé sinh an toan thuc pham.

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich don gian, c6 kha ning ap dung dé 1én men chim
san phdm ndm Cordyceps militaris bing cach lwa chon moi truong, diéu kién nudi ciy
thich hop. Viéc 1én men chim nim Cordyceps militaris gip ting san lugng hé sgi thu
duoc trén cung mot dién tich thi nghiém st dung so v6i phuong phép 1én men rin, dong

thoi rat ngédn thoi gian nudi cay va dé kiém soat.

Quy trinh theo giai phap hitu ich c6 kha nédng 4p dung trén quy md cong nghiép, gép
phdn 1am da dang hoéa cac san phdm chirc ning tir mot loi nAm quy trén thi trudng Viét

Nam va thé gi6i.
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YEU CAUBAO HO

1. Quy trinh sn xuét bdt sinh khéi ndm dong tring ha thao Cordyceps militaris bao gdbm

cac budc:
a) phan 1ap ndm Cordyceps militaris:

chon qua thé ndm dong trung ha thao c6 kich thude to khde, khong bénh, mau vang
dam, ding dao cdy da khtr tring cét thanh cic doan nhé c6 kich thuge 2-5 mm, ngim
cac doan nhé nay trong dung dich c¢dn 1 phit va tiép tuc ngim rta trong nudc cit khir

tring 3 1an, m&i 14n trong 1 phut thu dwgc cc phan doan ndm;

ding banh kep gip cac phan doan nim d3 lam sach cho vao dia petri chira moi
truong PDA, c6 thanh phén (trong 1 lit) bao gdm:
Glucoza: 40 g
Nudc chiét khoai tay: 300 ml
Thach (agar): 20 g
pH: 5,1+0,2;
sau d6 1 dia & nhiét dd 25°C trong khoang 5-7 ngay dé soi nim phat trién, sau d6 lua chon
ching ndm phét trién tét 1am gidng nim gbc rdi cdy va bao quan trong dng thach nghiéng
& nhiét d6 4°C thu dugc chiing gidng nim cép 1;
b) 1én men chim nAm Cordyceps militaris
chuén bi méi truong 16ng MT1 ¢6 thanh phén (trong 1 lit ) nhu sau:
Glucoza: 40 g
Pepton: 8 g
KH)PO4: 1 g
MgS04: 0,5 g
pH: 6,0+0,2,
ciy ching gidng ndm cip 1 thu dugc & budce a) vao cac binh tam gidc 250 ml chira
90 ml moi truong MT1 trong thoi gian 3 ngay, nhiét do 25 C, téc do lic 120 vong/ phut,

anh sang ~500 lux, thu dugc giéng cip 2;
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1én men gibng cdp 2 trong cac binh phan tng sinh hoc dung tich 3 lit chira méi
treong MT1 néu trén dé thu dugc sinh khéi nim; trong do, ty 18 cép gidng 14 8%, ngudn
nito 14 pepton, ngudn cacbon 14 dudng glucoza, néng do oxy dugc kiém soét bing cach
diéu chinh téc do khudy v6i do bao hoa khong khi 13 10%, nhiét do didu chinh trong qua
trinh 1én men nim trong khoang 25°C, pH 6, thoi gian 1én men 15 ngay, tdc d khudy 150
vong/phut;

¢) thu hoi va hoan thién sdn pham lén men:

sinh khoi nam sau khi nudi cdy chtra cic sgi nam lién két lai v4i nhau tao thanh vién
hinh cau cé kich thuéc khac nhau, dugc loc bang vai loc dé thu sinh khoi nam, sau do
sinh khoi nam duge dong kho & dicu kién nhiét dd -49°C, 4p suat chan khong 13,3 Pa thu

duoc bot sinh khéi ndm déng tring ha thao.
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Hinh 1

Hinh 2

-11-



2337

Hinh 4

Hinh §
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