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Hoc vien Quan y

P& nghién ctiu dnh hudng clia mét sé yéu té dén chat lugng sinh khoi sam Ngoc Linh, cac tac gia da
ti€n hanh nang cap quy mé nudi cdy sinh khéi sdm Ngoc Linh Ién 100 I. Cac thanh phan méi truéng
dudc t6i uu héa gém c6: méi trudng MS bé sung NAA = 1,5 mg/l; Kinetin = 0,1 mg/l; dudng = 30,0
g/l, pH = 5,8; nhiét dd nudi cay la 24-26°C, khéng c6 anh sang, téc dd canh khuay la 45 véng/phut,
néng dé oxy la 40%, th&i gian nudi cdy téi uu la 24-25 ngay. K&t qua cho thay: khéi lugng té bao dat
459,21+48,54 g/l va khéi lugng saponin toan phan dat 24,87+3,02 mg/g.

Tu khoa: MS, saponin, sém Ngoc Linh, sinh khoi.

Chi sé phan loai 3.4

INVESTIGATING THE IMPACT
OF SOME ELEMENTS ON THE
DANAX VIETNAMENSIS' S BIOMASS
QUALITY BASED ON 100-LITER
BIOREACTOR

Summary

In this study, the authors have
upgraded the Panax viethamensis
(Viethamese ginseng) biomass
production scale upto 100-liter
bioreactor.The medium compositions
which have been optimized include
MS liquid medium supplemented
with 1.5 mg/ml NAA, kinetin 0.1
mg/l, saccharose 30.0 g/l, pH of 5.8,
temperature about 24-26°C, rotational
speed at 45 rpm, oxygen content
40%, culture time about 24-25 days.
The results have shown that culture
yield has reached 459.21+48.54 ¢/,
and total saponin content has been
24.87+3.02 mg/g.
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Dat van dé

Sam Ngoc Linh (Panax vietnamensis) thuéc ho Nhan sam
(Araliaceae), la dugc liéu dac hiiu & vung nui Ngoc Linh. Hién
nay, loai sam nay da dudc dua vao Sach dé Viét Nam. Sam
Ngoc Linh ty nhién chi moc & dé cao trén 1500 m, chl yéu
tap trung & vuing ndi Ngoc Linh thudc hai huyén Dac Té (Kon
Tum) va Tra My (Quang Nam). Sam Ngoc Linh c6 nhiéu tac
dung sinh hoc nhu: bé dudng, tang luc, chéng oxy héa va lao
hoa, bao vé gan... Cling chinh vi la cay thudc ¢ gia tri, nén
sam Ngoc Linh da bi khai thac kiét qué [1, 2].

Hién nay, cdng nghé sinh khoi t€ bao thuc vat da dugc ting
dung réng rai trong nhiéu linh vuc (dugc phdm, my phdm va
thuc phdm chuic nang). Hoc vién Quan y da cung véi Dai hoc
Ajou (Han Quéc) trién khai nhiém vu hop tac véi dé tai: Hop
tac nghién ctu xdy dung quy trinh tao khéi sdm Ngoc Linh lam
nguyén lidu san xudt ché phdm phuc vu stic khée céng déng
(2007) [3]. Nhiém vu da dugc hdi déng nghiém thu danh gia
cao va dugc dé nghi ti€p tuc hoan thién dé tao ra dugc quy
trinh cong nghé hoan chinh s&n xuat sinh khoi t€ bao sam
Ngoc Linh. Trén co sG két qua thu dugc clia nhiém vu nghién
cliu, Hoc vién Quan y da dugc Cuc Sé hiiu tri tué (B6 Khoa
hoc va Céng nghé) cdp bang doc quyén sang ché vé Phuong
phdp san xudt sinh khdi t& bao ré sam Ngoc Linh (2009) [4].
Nam 2010, cac nha khoa hoc clia Hoc vién Quén vy tiép tuc
nghién clu dé tai cap bd vé bao ché ché phdm nudc tang luc
Vinatonic, sdn ph&m da dugc Bo Y té cdp s6 Iuu hanh trén
toan qudc [5]. Trén co s& cac két qua nghién cltu cla céac
dé tai, B6 Khoa hoc va Céng nghé da déng y cho Hoc vién
Quan y thuc hién du an: “Hoan thién quy trinh céng nghé san
xudt sdm Ngoc Linh sinh khéi va ché phdm tang luc Vinatonic’



[6]. D& thuc hién du &n, viéc nghién clu cac yéu
t0 anh hudng dén chat lugng va nang cdp quy mo
san xuat sdm Ngoc Linh sinh khoi la rat quan trong.
Pay 1a giai doan tao s&n phdm chl yéu cla quy
trinh sinh kh&i. S6 lugng va chéat lugng sinh khoi
sam Ngoc Linh phu thudc nhiéu nhat vao giai doan
nay. Trong bai bao nay, ching toi trinh bay két qua
nghién clu danh gia &nh hudng cla mot sé yéu td
dén chat lugng sdm Ngoc Linh sinh khoi nudi cay
trén bioreactor 100 I ma cac nghién cuu truéc chua
dé cap tai.

Vat liéu va phuong phap nghién ciu

Hoa chat nghién cuu

Céc hoa chéat dung dé pha ch& maéi trudng nudi
cdy cla hang Sigma dat tiéu chuén cho nudi cay té
bao thuc vat. Chat chuin ginsenosid Rg1, Rb1, Rd
(Wako - Nhat). Dung méi chay séc ky: acetonitril,
methanol (ding cho HPLC, Merck, Duc); nuéc cat
(dung cho HPLC, Prolabo, Tay Ban Nha); ethanol
(tinh khiét phan tich) va mot sé hda chat dung moi
khac dat tieu chuan tinh khiét.

Thiét bi, dung cu, hoa chat: ti cay an toan cap
2 NU-440-400E, May lac Orbital shaker, Ti &m ¢6
lac dung tich I6n ISF4-W, Bioreactor 15, 30 va 100
| Biostat (Buc).

Déi tugng va phuong phap nghién cuu

Déi tugng nghién cuu: sinh khoi té bao sdm Ngoc
Linh (do Trung tdm Nghién ctu y dugc hoc quéan sy
cung cap).

Phuong phdp nghién cuu: quy trinh san xuat té
bao sdm Ngoc Linh sinh khéi dugc thé hién trén
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Hinh 1: quy trinh san xuét té bao sdm Ngoc Linh sinh khéi
(SNL: sdm Ngoc Linh)
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Nghién clu &nh hudng cla té6¢c dé canh khuly
dén chét luong sinh khéi sam Ngoc Linh: dé khao
sat anh huédng cla téc dé canh khudy Ién sy phat
trién clia t& bao sam Ngoc Linh trong bioreactor 100
l, chling t6i khao sat vdi cac toc do khac nhau trén
cung mot thai diém véi cling mot diéu kién & cac mé
khac nhau véi cing mét lugng t€ bao ban dau. Cu
thé&, nhém nghién ctu lya chon cac téc do 15, 25,
45, 60, 80, 100 va 120 vong/phut.

Nghién ctiu anh hudng clia néng dé oxy dén chat
lugng sam Ngoc Linh sinh khai: so sanh khéi lugng
sinh khoi khd, sinh khai tuci va ham lugng hoat chat
trong sinh khoi sau khi thu hoach & cac nong do oxy
khac nhau va lya chon ndng do phu hgp nhéat cho
khoi lugng sinh khéi khé va ham lugng hoat chat
cao nhat.

Thu hoach sam Ngoc Linh sinh khoi: bién phap
1: moi trudng nudi cdy t€ bao cudi cung khi thu
hoach c6 chiia 1-NAA. Khi thu hoach, hdn hgp gém
té bao va moi trudng, dudc loc qua thiét bi loc, thu
|8y sinh khai. Sinh khoi dugc rlia nhiéu lan véi nudc
cat (ty 1& nudc cat:sinh khoi la 5:1), roi sdy kho tdi
khéi lugng khéng ddi. Xac dinh ham lugng hoat chat
va 1-NAA trong cac mau, ti dé xac dinh sé 1an rlia
thich hgp. Bién phap 2: sinh khai té€ bao trudc khi thu
hoach dudc cdy chuyén vao méi trudng 16ng khéng
bé sung céac chat kich thich sinh trudng, nudi cay
trong 10 ngay, sau dé loc thu hoach sinh khdi, cé
danh gia ham lugng hoat chat va ton du 1-NAA va
Kinetin.

Phuang phéap kiém nghiém NAA va Kinetin: tham
khéo tai liéu [6].

Két qua va ban lua
qua va ban luan

Danh gia anh huéng cua téc dé canh khuay
dén chat lugng sinh khéi sdm Ngoc Linh trong
bioreactor 100 |

T& bao sdm Ngoc Linh la loai t€ bao ua khi, vi
vay trong nudi cdy sinh khoi té€ bao sdm Ngoc Linh
can thiét phai s dung hé thdng lén men c6 gén
thiét bi khudy. Vai trd cla thiét bi khudy 1a dé tang
dién tich va thgi gian ti€p xuc véi khéng khi dugce
dua vao ti hé thong khi nén cla cac té€ bao sam
Ngoc Linh, lam tang dé hoa tan clia oxy vao moi
trudng nudi cdy, do do lam tang hiéu suét clia qua
trinh trao déi chat cla t& bao, qua trinh tham nhap
clia cac chat dinh dudng va cac chat kich thich sinh
trudng cling nhu cac chat kich thich tdng ham lugng
hoat chat cho t& bao sam Ngoc Linh dién ra nhanh
va hiéu qua han. K&t qua nghién clu anh hudng
cla tdc do canh khudy dén su phat trién cla té bao



sam Ngoc Linh trong bioreactor 100 | dugc trinh bay
trong bang 1.

Béng 1: anh hudng cua téc dé canh khudy t6i chét lugng
sinh khéi sém Ngoc Linh trong bioreactor 100 |

Téc dd Kh@i lugng té bao khé | Khai lugng saponin

canh khuay (g/l) (mg/g)

15 (1) 7,22+0,81 20,19+2,23

25 (2) 11,46+1,32 20,31+£2,28

45 | (3) 31,31+3,83 24,87+3,02

60 | (4) 20,56+2,48 17,20+1,74

80 (5) 18,32+2,22 18,11+1,85

100 (6) 15,42+1,86 20,22+2,25

120 | (7) 9,63+1,19 21,44+2 .46

Tu két qué bang 1 cho thay, G téc dd canh khudy
45 vong/phat, khoi lugng t€ bao sam Ngoc Linh dat
cao nhat la 31,31 g/l, dong thdi theo két qua xac
dinh ham lugng saponin toan phan, § té¢c dé nay
cling dat cao hon so véi cac toc do con lai. Diéu nay
c6 thé dugc gidi thich r&ng, néu téc do canh khudy
thap thi s& khong hoa tan dugc nhi€u oxy vao moi
trudng nudi cdy dé tang tinh hdp thu cho t& bao,
lam qua trinh trao d&i chat dién ra cham va khoéng
hiéu qua. Néu téc do canh khudy quéa cao sé lam
mat di mot lugng oxy qua dudng khi thai va lam té
bao sdm Ngoc Linh bi chét do lyc va dap manh véi
canh khudy clia hé thong I1&én men. Vi vay, & nghién
cliu nay chung toi lya chon té¢c dd canh khudy t6i uu
nhat 1a 45 vong/phut.

Danh gia dnh hudéng cua néng dé oxy dén
sy phat trién cda té bao sam Ngoc Linh trong
bioreactor 100 |

K&t qua khao sat anh huéng cla néng do oxy
cung cap tGi khdi lugng sdm Ngoc Linh sinh khdi
tuci va khé trong bioreactor 100 | dugc trinh bay
trong bang 2.

Bang 2: két qua khdo sat anh huéng ctia néng dé oxy

cung cap tdi khéi luong sém Ngoc Linh sinh khéi

Su sinh trudng cla té bao va téng khéi lugng t&
bao kho va tuci thu dugc tang dan theo thgi gian
nudi cdy. Khéi lugng t€ bao thu dugc nhiéu nhat
tai thdi diém sau 25 ngay nudi cdy. K&t qua nay
tuong tu vGi két qua da céng bo clia Zhong va cong
su trén loai Panax notoginseng [7]. Khoi lugng sam
sinh khdi tugi thu dugc nhiéu nhat la 298,1 g/l véi
ham lugng oxy cung cép la 40%, ting 9% so vdi doi
chung (oxy 20,8%).

Danh gia anh hudng cua chat kich thich tang
ham lugng hoat chat dén chét lugng sdam Ngoc
Linh trong bioreactor 100 |

K&t qua thuc nghiém cho thay, trong nudi cay
sinh khéi t&€ bao ré sam Ngoc Linh cé thé sl dung
acid jasmonic, methyl jasmonat va dich chiét ndm
men lam chat kich thich tdng téng hop hoat chat
(elicitor) nham nang cao ham lugng saponin trong
s&n pham. Trong nghién cliu nay, chung t6i st dung
acid jasmonic dé ti€p tuc cho cac nghién clu sau.

Lua chon néng dé cia elicitor: ti€n hanh nudi cdy
t&€ bao sam Ngoc Linh, sau 14 ngay nudi cdy cho té
bao ti€p xuc vai acid jasmonic & cac néng do khac
nhau (50 yM, 100 pM; 150 pM; 200 pM; 250 uM).
K&t qua khao sat ham lugng cac ginsenosid dugc
trinh bay trong bang 3.

Bang 3: két qué lua chon néng dé acid jasmonic

Néng dé Ginsenosid (%) KLTB khé
(M) Rg1 Rb1 Rd (o)
0 | 02512:0,012 | 0,2709:0,011 | 0,14210,005 | 20,22+2,33
50 | 0,3032:0,010 | 0,3308£0,013 | 0,154420,007 | 19,26+2,36
100 | 0,3494:0,013 | 0,3852:0,016 | 0,1705:0,006 | 18,63:2,25
150 | 0,3470:0,015 | 0,3890:0,014 | 0,1728:0,006 | 18,15:2,26
200 | 033110012 | 0,3283:0,014 | 0,1614x0,007 | 17,87+1,89
250 | 0,3290:0,011 | 0,276120,009 | 0,1559+0,008 | 17,06+1,73

(KLTB: khoi lugng t€ bao)

TU két qua bang 3 cho thay, khi st dung acid
jasmonic & ndong dé 100 va 150 pM thi ham lugng
cac ginsenosid tdng cao nhat khi théi nghiém trong
khoang néng dd 0-250 pM acid jasmoic.

Lua chon thoi diém tiép xuc vdi elicitor: nudi t&
bao sam Ngoc Linh trong méi trudng MS, sau 2
ngay cho acid jasmonic, loc t& bao, xac dinh khéi
lugng té€ bao va ham lugng céac ginsenosid. K&t qua

(SK: sinh khéi) dugc trinh bay trong bang 4.

Th gian Khai lugng sam Ngoc Linh SK tuoi (g/l) | Khdi lugng sam Ngoc Linh SK khé (g/l)
(rgay) 0,208% | 0,30% | 0,40% | 0,50% | 0,20,8% | 0,30% | 0,40% | 0,50%
0 60,0 60,0 60,0 60,0 32 32 32 32
5 64,6 58,2 57,7 65,3 34 3,0 32 33
10 78,1 70,6 744 83,8 39 35 37 42
15 108,1 17,5 1419 104,4 47 52 6,5 45
20 226,3 2300 | 2656 | 1944 94 9,6 1,5 77
25 261,9 2825 | 288,1 228,1 1,3 12,4 12,7 9,5
30 2719 2925 | 2981 238,1 11,0 11,5 125 9,2
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Béang 4: thoi diém tiép xdc Vdi elicitor

Ginsenosid (%)

Ngay tha Rt Rb1 Rd KLT (g/l)
1 0,0892+0,004 | 0,1032+0,004 * 12,74+1,42
4 0,1201+0,004 | 0,1181+0,005 * 12,64+1,45
6 0,1702+0,006 | 0,1296+0,006 | 0,0518+0,002 | 13,02+1,59
8 0,2015+0,008 | 0,1795+0,006 | 0,0540+0,002 | 15,39+1,86
10 0,2864+0,010 | 0,3086+0,013 | 0,1281+0,006 | 17,94+2,23
12 0,3408+0,014 | 0,3624+0,013 | 0,1479+0,005 | 18,25+1,93
14 0,3495+0,017 | 0,3838x0,016 | 0,1714x0,007 | 18,58+1,92
16 0,3290+0,012 | 0,3686+0,012 | 0,1629+0,005 | 17,66+1,79

20 0,2506+0,010 | 0,2707+0,009 | 0,1430+0,005 | 16,95+1,74

(*Ham lugng thdp khéng xdc dinh dugc; KLT: khéi lugng tuoi)

K&t qua bang 4 cho thay, tai thdi diém 14 ngay
sau nudi cdy cho ham lugng hoat chat va nang
sudt cao nhat la 18,58+1,92 (g/l). Ham lugng cla
cac ginsenoside Rg1, Rb1 va Rd tucdng ung la
0,3495+0,017, 0,3838+0,016 va 0,1714+0,007%.

Lua chon thdi gian tiép xuc clda elicitor vdi té bao:
nudi té€ bao sam Ngoc Linh trong méi trudng MS.
Sau 14 ngay nudi cdy cho té bao ti€p xuc véi acid
jasmonic ndng do 100 uM vGi thai gian 12 gid, 24
gid, 36 gid, 48 gid, 60 gid, 72 gid. Loc té bao, dinh
lugng ginsenosid trong té bao, két qua dugc trinh
bay trong bang 5.

Béang 5: két qué lua chon thdi gian tiép xuc cua elicitor vdi té€ bao

Thai gian Ginsenosid (%)

tiép xic (gi6) | Ryt Rb1 pa | T
12 0,288:0,010 | 0,3020,011 | 0,146+0,005 | 20,01:0,66
24 0,306:0,011 | 0,308:0,013 | 0,148:0,006 | 19,66:0,68
36 0,325:0,013 | 0,3410,011 | 0,160+0,008 | 19,21:0,76
48 0,3510,017 | 0,381:0,013 | 0,17420,006 | 19,66+0,68
60 0,316:0,011 | 0,3310,014 | 0,152:0,006 | 17,30+0,69
72 0,275:0,009 | 0,2900,010 | 0,136:0,005 | 15,31:0,74

(KLT: khéi lugng tuoi)

Qua khao sat thdi gian ti€p xuc clha acid jasmonic
vGi t&€ bao sdm Ngoc Linh cho thdy: G thai gian tiép
xuc 48 gi6 (2 ngay), ham lugng hoat chat cao nhat
2 19,66+0,68 (g/l).

Hoan thién quy trinh thu hoach sdm Ngoc Linh
sinh khéi

Quy trinh loai bd 1-NAA va Kinetin ton du: khao
sat bién phap 1, lam 1ap lai 6 1an (n = 6), cho két
qua & bang 6.
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Bang 6: ham lugng 1-NAA, Kinetin t6n du va hoat chét
trong sdm Ngoc Linh sinh khGi

S6 lan riia
0 1 2 3 4
Ham lugng
1-NAA (ppm) | 10,60,7 8,1:05 6,1£0,4 4903 47:03
Kinetin (ppm) | 0,06+0,004 | 0,045:0,003 | 0,038+0,003 | 0,03£0,002 | 0,029+0,002
Téng Rg1, Rb1
. 1,10£0,03 1,08+0,04 1,01£0,03 | 0,98£0,03 | 0,920,03
va Rd (%)

TU két qua bang 6 cho thay, khi tang sé lan ria
thi lugng 1-NAA ton du gidm dan, tuy nhién hoat
chat cling bi gidm theo. Ra 3 1an thi lugng 1-NAA
ton du la 4,9 ppm; lugng Kinetin ton du la 0,03 ppm.
NEu tiép tuc rlia nia thi 1-NAA va Kinetin ton du
gidm khéng dang ké, trong khi lugng hoat chat giam
nhiéu hon. Vi vay, chung téi luya chon quy trinh ra
vGi nudc cat 3 lan.

Tiép tuc khdo sat bién phap 2 dé loai tén du
(mdi trudng nudi cay cudi cung khéng cé 1-NAA va
Kinetin) va khi thu hoach khoéng can ria véi nuéc 3
lan. K&t qua phan tich dugc trinh bay & bang 7.

Béng 7: ham lugng 1-NAA, Kinetin tén du va hoat chat
trong sam Ngoc Linh sinh khéi

Thi ty 1 2 3 4 | 5 | 6 Y +SD
NAA (ppm) 28 | 25 | 27 | 25 | 24 | 24 | 260,16
Kinetin (ppm) 0,018 | 0,019 | 0,016 | 0,017 | 0,019 | 0,017 | 0,018+ 0,001
Téng Rg1, Rbf

A 0,99 | 097 | 098 | 099 | 095 | 0,94 0,97+£0,02
va Rd (%)

K&t qua 6 bang 7 cho thdy, 1-NAA va Kinetin
tén du lan lugt 1a 2,6 ppm va 0,018 ppm, téng ham
lugng hoat chat (Rg1, Rb1, Rd) la 0,97 g tinh cho
100 g bot sinh khoi khé tuyét déi. V&i bién phap nay,
ham lugng hoat chat giam khong dang ké, trong khi
lugng t6n du 1-NAA va Kinetin gidm dang ké. Do
do, chung téi Iya chon bién phap nay dé xay dung
quy trinh thu hoach sdm Ngoc Linh sinh khoi.

K‘Jt l )
.

Trong nghién cuu nay, chung to6i da nghién cuu
anh hudng cla mot sé yéu té6 dén chat lugng cla
sam Ngoc Linh sinh khoi. K&t qua cho thay, toc do
canh khudy cé vai trd quan trong trong viéc hoa
tan oxy dam b&o cho sy phat trién va sinh téng
hop hoat chat clia t€ bao sdm Ngoc Linh trong moi
trudng 16ng. Qua khao sat, vgi téc do canh khudy



45 vong/phut cho két qua t6t nhat. Vi ndong dé oxy
hoa tan la 40%, thdi gian nudi cay la 24-25 ngay, ham
lugng saponin toan phan va khai lugng sinh khoi kho
thu dugc l1a cao nhat, lan lugt la 24,87+3,02 mg/g va
31,31+3,83 g/l. Bén canh dé, dé thu hoach sinh khéi
t€ bao sdm Ngoc Linh thi bién phap t6t nhat la cay
chuyén sang méi truéng dinh dudng khéng bé sung
cac chat kich thich sinh trudng sé loai boé dugc tén du
clia chuing trong nguyén liéu sinh khoi cling nhu trong
cac ché phdm dugc lam tu sinh khéi t& bao sam Ngoc
Linh.
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