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MO PAU
1. Tinh cip thiét ciia luin 4n

Hién nay, c6 rat nhiéu san pham dugc va thyre pham chire nang duoc pht trién tir Dong tring
ha thao. Mic du cong nghé nudi cdy san xuét sinh khdi nAm C. sinensis mang lai gia tri kinh té 16n,
nhung mot ngudn loi khéc tir dich nuéi cdy duong nhu b ling quén. RS rang, viée thai bo dich nudi
cay khong nhiing gia ting chi phi xir Iy moi truong ma con lam thét thoat ngudn hoat chét sinh hoc
dang quy — polysaccharide ngoai bao exopolysaccharide (EPS). Nhiéu nghién ctru chi ra rang EPS
s& hiru nhiéu hoat tinh sinh hoc nhur diéu hoa mién dich, khang khéi u, khang oxy hoa va giam duong
huyét trong mau. Cac nghién ciru thu nhan EPS tir dich nudi cdy nim C. sinensis chua nhiéu. Thong
tin vé hoat chat c¢6 hoat tinh sinh hoc, trong do6 c6 EPS hay con khiém t6n. Hon nita hoat chat do nim
C. sinensis tao ra phu thude rat nhiéu vao moi truong, diéu kién va cach thirc nudi céy. Hién thong
tin vé nhom hoat chat EPS do nam C. sinensis tiét ra moi truong nuoi cdy long-tinh con it, dic biét
1a & Viét Nam con rat khiém ton. Do vay rét can c6 cac nghién ctru tong thé vé moi truong nudi ciy
long-tinh ndm C. sinensis co ban két hop bo sung cac yéu t6 kich thich tao sinh khdi ndm va EPS.
Hoat tinh sinh hoc ciia EPS néi chung va cac phan doan EPS néi riéng phu thudc vao thanh phan cau
trac don phan, cau tric hoa hoc va kich thuée cta chiung. Hién nhiing thong tin trén con rat khiém
t6n, ddc biét thong tin vé cau triic khung ciing nhu mach nhénh ciia céc phan doan EPS. Do vay rat
can nhitng khao sat lién quan dén thu nhan, tinh sach, danh gi4 hoat tinh sinh hoc va cau triic khung
clia cac phan doan EPS thu nhén tir dich nuéi cdy long-tinh ndm C. sinensis.

Chinh vi nhitng 1y do néu trén, luan 4n nay tap trung nghién ciru méi truong nudi cay long-
tinh ndm C. sinensis 1am co s¢ dé tdi wu quy trinh cong nghé san xuét loai nAm duoc lidu nay tai Viét
Nam. Nghién ctru thu nhan EPS va cic phan doan EPS c¢6 hoat tinh sinh hoc tr dich nudi c?iy nam
va nghién ciru nang cap hoat tinh sinh hoc ciia chung.

2. Muc tiéu nghién ctru ciia ludn an

Xay dung quy trinh thu nhan polysaccharide ngoai bao ctia nAm Cordyceps sinensis c6 hoat
tinh sinh hoc
3. Cac nfi dung nghién ciru chinh ciia luén an

- Nbi dung 1 Khao sat ngudn nito thich hop trong nudi ciy nam C. sinensis dé thu nhan EPS
c6 hoat tinh sinh hoc va nudi ciy tang sinh tong hop EPS bang cach bo sung dau thyc vat.

- Noi dung 2 khéo sat thu nhén, tinh sach va cai bién sulfate hoa nang cao hoat tinh sinh hoc
cua cac phan doan EPS.

- Noi dung 3 khéo sat thanh ph?m cAu tao va cdu tric hoa hoc ctiia EPS thu nhan tir dich nuéi
cay long tinh C. sinenesis.

- Nbi dung 4 nghién ctru dé xuat quy trinh nuéi cdy long-tinh C. sinensis tao EPS c6 hoat tinh

sinh hoc.



CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Téng quan vé exopolysaccharide

EPS thu tir dich nuéi cdy ndm C. sinensis 1am giam dang ké su biéu hién c-Myc, c-Fos va
nhan t6 phét trién mang trong mach mau trong chudt bi u melanine B16. Do d6, EPS c6 thé ngan
chan khéi u phat trién trong phdi va gan chudt va c thé 1a mot giai phap tiém nang trong liéu phap
ung thu. EPS biéu hién hoat tinh khang khéi u cht yéu thong qua sy tang cudng va hoat hoa sy déap
tmg mién dich cia co thé vat chu. Mot EPS chiét tir mot chung C. sinensis vO tinh thudc
Tolypocladium sinensis c6 thé wrc ché sy di cin ctia nhitng té bao u melanine B16 trong phoi va gan.
Ngoai ra, EPS nay c6 thé ngan chin sy phat trién kh6i u H22 va tang hoat tinh mién dich trong chudt
mang khdi u H22, cho thiy EPS ngan chin khdi u bang cach hoat hoa hé mién dich ctia co thé.
1.2. Cai thién hoat tinh sinh hgc ciia polysaccharide

C6 nhiéu phuong phép sulfate hoa polysaccharide duoc str dung nhur phwong phap oleum-
dimethylformamide (DMF), phuong phap SO3-pyridine, phuong phép acid chlorosulfonic (CSA)-
pyridine (Pyr) va phuong phap acid aminosulfonic (ASA)-pyridine (Pyr) [23]. Trong dd, phuong
phap CSA-Pyr thuong duge ap dung: Hon hop polysaccharide hoa tan va phirc hgp CSA-Pyr dugc
phan ung dudi diéu kién nhiét do thich hop trong mot khoang thoi gian nhat dinh voi mot ty 16
CSA/Pyr dugc kiém soat. D6i voi polysaccharide hoa tan kém thi nén dugc phan tan trong dung dich
ion truéc khi phan g véi phirc CSA-Pyr. Nhuge diém ciia phuong phéap nay 1a CSA cé tinh oxy
hoa manh va thoi gian phan (mg lau c6 thé pha v cau tric ctia polysaccharide [56].

Gan day, mot s6 dan xuat polysaccharide sulfate tir nam dugc liéu/thyc vat da duoc téng hop
bang phuong phap CSA/Pyr. Cac két qua nghién ciru cho thay hoat tinh sinh hoc ctia cdc dan xuét
sulfate déu cao vuot troi hon so véi polysaccharide ty nhién. Trén dbi tuong nam C. sinensis, Yan
va cong sy da thu duoc din xuat S-EPS-1D bang phurong CSA/Pyr c¢6 hoat tinh bat gdc tu do ABTS+
va hydroxyl cao hon so véi EPS tu nhién [61].

1.3. Xdc dinh cic phan doan va phén tich thanh phin EPS thu dwgc

Hwang va cong su (2003), EPS thu dugc sau khi tia voi ethanol dugce hoa trong dung dich
NaCl 0,2M dé tao dung dich EPS c6 nong do 10 g/l, va dugc nap vao cot Sepharose CL—4B (2,4 x
100 cm; Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). Su va cong su (2013), mau EPS thu duoc sau
khi tda voi ethanol dugc nap vao cot Sephacryl S — 300 HR (2,6 x 100 cm, Pharmacia Co.) va dugc
gii ly bang dung dich NaCl 10 mM véi téc do dong 1 ml/phut. Cac phan doan EPS dugc thu nhan
va dong kho, giit & -20 °C dé nghién ctru thém. Thuy phan khoang 2 mg polysaccharide thu duoc
bang acid trifluoroacetic (TFA) trong 10 gio & 110 °C. Lugng acid du s& dugc loai bo bang methanol,
va dich thity phan nay dugc phan tich voi hé théng HPLC/ELSD. Két qua dugc so sanh véi cac

monosaccharide chuan: D—glucose, L-rthamnose, D—xylose, D-mannose va L—arabinose.



1.4. Xdc dinh lién két, cAu triic exopolysaccharide
Céc EPS sau khi tinh sach dugc st dung cho cac nghién ctru sau hon vé hoat tinh va cau trac.
Hién nay, dé hiéu rd vé EPS, cac nha nghién ctru da tién hanh thyc hién phén tich c4u tric ctia phan
ttr nay. Cau tric so cap cta phirc hop carbohydrate di dwoc 1am sang to trong cac nghién ctru vé: 1)
thanh phan monosaccharide, 2) cac lién két trong ciu triic, 3) kich thudc vong, 4) cdu hinh 1ap thé,
5) trinh tyr gbc mono va cac don vi lap lai, 6) nhom chuyén hoa, 7) su phan bé kich thudc phan ti.
T muc tiéu nghién ctru ctia luan an trinh bay & trén, luan 4n dé xuat quy trinh nghién ctru
gdém 4 noi dung dugc mo hinh héa trong so d6 nghién ctru tong quat. So d6 nghién ciru nay s& lam
co s& 1y luan va thyc nghiém dé dé xuat quy trinh cong nghé nuéi cay 1ong-tinh nam C. sinensis trong
moi trudng cai tién ¢ bo sung dau thuc vat nhim tao ning suét sinh khdi va EPS cao. Nghién ctru
thu nhan phtic EPS va cac phan doan EPS. Nghién ctru thanh phan duong don, ciu tric hoa hoc va

cai bién nang cip hoat tinh sinh hoc ctia cac phan doan EPS.

Khio sit ngudn nito thich hop trong nudi ciy Cordyceps sinensis aé
1 thu nhan EPS c6 hoat tinh sinh hgc

® MT khoéng co ban Chi tiéu ddnh gid:
- Hiéu sudt thu nhén EPS (g/l)
- Thanh phan polysaccharide (%) trong EPS

. s A A N - Hoat tinh khdng oxy héa - bit goc tw do ABTS
*MT khoang co ban + Bot nhong tim - Nang sudt sinh khoi (g/L)

o MT khoéng co ban + Peptone va cao nim men —>

Xic dinh cdc chién lwgce thu nhan va ning cao hoat tinh sinh hoc
cia EPS J

Thu nhén va tinh sach EPS Bién ddi sulfate hoa EPS Nudi cay kich thich ting sinh
tir moi truong cia ndi dung 1 tong hop EPS bang dau thue vat
- Xéc dinh ty 1€ tua vai ethanol 96% - Xac dinh ty 1€ phan g véi Pyr-SO3 - Sang loc loai dau thich hop
- Phuong phdp loai protein ) - Nhiét do phan (g - Toi wu héa thanh phan moi truong
- Tinh sach: loc gel va loc tiep tuyen - Thoi gian phan (g - Xy dyng quy trinh thu nhan va tinh sach
- Banh gia hoat tinh sinh hoc - Banh gia hoat tinh sinh hoc EPS tir moi truong c6 dau thyc vat

- Banh gia hoat tinh sinh hoc

I

3 | Xdc dinh thanh phin don phan va cAu tric ciia EPS

N

D¢ xuit quy trinh cong ngh¢ thu nhan EPS c6 hoat tinh sinh hoc
tir nam Cordyceps sinensis

Hinh 2.1. So d6 nghién ctru tong quat ciia luan an



CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Vit liéu nghién ciru

Gidng nadm Cordyceps sinensis CS-YK2007 dugc cung cap béi TS. Truong Binh Nguyén,
Vién Nghién Ciru va Ung dung Nong nghiép Cong nghé cao, Truong Dai hoc Pa Lat, Lim Dong.
Nam C. sinensis dugc nudi c?iy tai phong thi nghiém Sinh Hoa truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién
TPHCM. Trong tién trinh thyc hién nghién ctru ¢ sir dung dich 1ong nudi cdy long-tinh do TS.
Truong Binh Nguyén cung cap.
2.2. Phuwong phap nghiénc ciru

2.2.1. Khdo sdt nguén nito thich hop trong nuéi cdy nim C. sinensis dé thu nhin EPS cé hoat
tinh sinh hoc
Thoi gian nudi cay C. sinensis thuong kéo dai tir 30 — 40 ngay & cac moi truong khac nhau:

MT1 (co ban gom khoai tiy va saccharose), MT2 (MT1 + peptone va cao ndm men) va MT3 (MT1
+ nhong). Theo ddi su phat trién ciia ting thi nghiém qua viéc ghi nhan hinh théi sinh khéi, nhan xét
toc do tang truong, thoi gian thu sinh khdi va EPS sau 10, 20, 30 va 40 ngay.
2.2.2. Phwong phdp nudi cdy long tinh trong méi truong bé sung diu é liu

Chuén bi méi truong: khoai tay (200 g/1), saccharose (50 g/1), cao nAm men (4 g/1), peptone (6
g/l), KH,PO;4 (0,5 g/l), K2HPO, (0,5 g/l), CaCl, (0,5 g/1), MgSO4 (0,2 g/1). pH 6-7. Pha hdn hop dau
6 liu va Tween 80: ti 1¢ 1 ml: 0,3 ml. Nudi & nhiét d9 20 — 25 °C, trong 40 ngay. Dich thu dugc hap
khir tring dé tién hanh thu nhan EPS.
2.2.3. Tach chiét EPS tir dich nuéi cdy Cordyceps sinensis bé sung diu
2.2.3.1. Tdch chiét exopolysaccharide tir dich nuéi cay Cordyceps sinensis b6 sung dau 6 liu

Quy trinh tach chiét exopolysaccharide (EPS) tir dich nudi cdy nam Cordyceps sinensis dua
trén phuong phép cta Kim va Yun (2003); Sharma Sapan Kumar va cong su (2015) c6 chinh stra
lién quan dén bo sung va loai dau ra khoi dich nuéi cay.
2.2.3.2. Khao sat dung méi hitu co logi dau ra khéi dich bang ki thudt chiét long-long

Khao sat 3 dung moi hiru co 1 petroleum ether, hexan, diethyl ether. Cho vao mdi binh 16ng
3 dung moi petroleum ether, hexan, dietyl ether véi ty 18 1:1. Lac déu cac binh 16ng cho dich mau va
dung méi dong nhat. Dé yén binh 16ng, quan sat sy tach 16p. Thu phan dich phia dudi sau 40 phut.
Lap lai qua trinh 4 1an. Xac dinh ham lugng polysaccharide va lipid trudc va sau khi loai dau. Xac
dinh hoat tinh bat géc tu do ABTS' ciia miu EPS trudc va sau khi loai dau.
2.2.3.3. Khao sat ty 1é tia ethanol 96° dé thu nhdn exopolysaccharide tir méi trircong bé sung dau

Dich nuéi c?iy sau khi loai dau dugc tia véi ethanol 96° theo céc ty 1€ 1:3; 1:4; 1:5. Xéc dinh

ham lugng polysaccharide va protein co trong tung 16 thi nghiém.



2.2.3.4. Phuong phap loai protein
% Loai protein bing phwong phap sevag
Loai protein dugc tién hanh theo phwong phap ctia Huang va cong su (2010) c¢6 diéu chinh
mot s6 budc cho phu hgp voi dicu kién phong thi nghiém [14]. Thudc thir sevag (Chloroform:
Buthanol) vdi 3 ty 1€ khédo sat 3:1; 4:1 va 5:1
Xac dinh ham lugng protein va polysaccharide trudc va sau khi loai protein vdi Sevag. Xac
dinh kha nang bét gdc ty do ABTS" ctia mau EPS trudc va sau khi loai protein
% Sir dung TCA d¢ loai protein ra khéi mu EPS
Quy trinh loai protein dugc tién hanh theo phuong phép ctia Huang va cong sur (2010) c6 didu
chinh mot s6 budc cho phtt hop véi diéu kién phong thi nghiém. Hoa tan EPS tho bang nudc, 1 véi
TCA 10 %, 20 %, 30 %, 40 % diéu chinh hdn hop dén pH 3,0
Xac dinh ham lugng protein va polysaccharide trudc va sau khi loai protein. Xac dinh kha
ning bat goc ty do ABTS ctia mau EPS trudc va sau khi loai protein.
% Sir dung enzyme protease dé loai protein ra khéi miu EPS
Hoa tan mau EPS thé vao nudc, tron véi enzyme Alcalase 10U, 20U, 30U, 40U, 50U theo ty
1€ 3:1 v/v. Xéc dinh ham luong protein va polysaccharide trude va sau khi loai protein. X4c dinh kha
ning bat goc ty do ABTS ctia mau EPS trudc va sau khi loai protein.
2.2.4. Thu nhén phén doan EPS
2.2.4.1. Thu nhdn phén doan EPS bang phwong phdp loc tiép tuyén
Cho dich n6i qua h¢ thong loc tiép tuyén, mang loc co kich thuéc 16 NMWC 750 kDa va 30
kDa; va mang loc c6 kich thudc 16 NMWC 100 kDa va 750 kDa.
2.2.4.2. Thu nhdn phdn doan EPS bang sdc ky loc gel
Nap méu EPS (10 g/1) vao cot gel sac ky c6 h =70 cm, d = 2,4 cm, gel Sephadex- G100. Xac

dinh ham lugng polysaccharide va protein ciia timg ong.
2.2.5. Cdi bién sulfate héa EPS

2.2.5.1. Tao dan xudt EPS sulfate héa

Thuye hién phan (mg sulfate hoa theo cac thong s sau: Ba thong s6 bao gom ty 1 EPS/SO;.Py
(1:5, 1:7, w/w), thoi gian (1,5h, 2h)
2.2.5.2. Phuong phap xdc dinh do thay thé (DS)

Dua trén ham lugng sulfur, d6 thay thé DS dugc tinh theo cong thirc nhu sau:

1,62 X %
DS = 2250
32-1,02 X S%

Trong d6, S% la thanh phan sulfur ctia cac dan xuét sulfate.

Hiéu suét thu nhan cua cac dan xuét sulfur dugc tinh theo cong thirc nhu sau:

khéi lwong dan xuit (g)

HS% = x100

khéi lwgng EPS ban dau (g

Do pho tai Vién Han Lam khoa hoc va cong nghé. Thyc hién do phd bang may do FT-IR.



2.2.6. Phwong phdp xdic dinh thanh phin monosaccharide ciia EPS
Phuong phap GC-MS dugc sir dung dé xac dinh thanh phan monosaccharide thity phan tir
ESP, duoc chuyén dbi hoa hoc thanh ciu trac dé& bay hoi theo quy trinh: thity phan, hoan nguyén va
acetyl hoa. Céc cdu triic nay duoc phan tich trong hé thong GC-MS.
2.2.7. Phwong phdp xdic dinh va dw dodn cdu tricc - lién két ciia EPS
EPS chuyén hoa thanh alditol acetate bi methyl hod (PMAAs) d& bay hoi. Qua trinh nay
ciing cho phép xac dinh thanh phan monosaccharide lién két trong EPS (Tham khao quy trinh ciia
Wang va cong sur 2019). Cudi ciing cac cau triic nay dugc phan tich trong hé théng GC-MS.
2.2.8. Phwong phdp xdic dinh ciu triic tong thé ciia EPS
Thi nghi€ém duogc thuc hién tai Phong Thi nghi¢m Hoéa phan tich, Truong PH Khoa hoc Tu
nhién, PHQG, TP.HCM bang phuong phdp NMR.
2.2.9. Phwong phap xdc dinh hoat tinh sinh hoc ciia EPS
2.2.9.1. Khao sat hoat tinh khdang oxy héa ciia EPS bang kha néng bat goc tw do ABTS*
Mau EPS dugc tién hanh phan tmg v6i dung dich ABTS trong dém PBS pH 7,4, trong ti 30
phut, Sau d6 tién hanh do OD 734 nm va danh gia kha nang bat gdc tu do.
2.2.9.2. Phuong phap xac dinh kha nang khang phan bao
Thir nghiém ddc tinh SRB (Sulforhodamin B assay) dugc thuc hién theo quy trinh ctia Nguyen,
TMN va cong su (2017). Thi nghiém dugc thuc hién tai Phong thi nghiém Di truyén —SHPT, Truong
PH Khoa hoc Tu nhién, TP.HCM.
2.2.9.3. Phuong phdp khao sat soat tinh irc ché Tyrosinase
Thi nghiém dugc thuc hién tai Phong Thi nghi€m Sinh hoéa, Truong PH Khoa hoc Tu nhién,
DPHQG, TP.HCM.
2.2.10. Phwong phdp xir 1y so6 ligu
S6 liéu duoc biéu dién b;‘“mg gia tri trung binh + do 1é&ch chudn (mean + SD). Phan mém
Microsoft Excel 2013 dugc sir dung dé tinh toan sb liéu va v& do thi. Cac thi nghiém dugc lap lai it

nhét 3 1an. Gi4 tri p-value < 0,05 duoc xem 14 c6 y nghia théng ké



CHUONG 3. KET QUA VA BIEN LUAN
3.1. Khio sat diéu kién nudi cdy léng-tinh C. sinensis
3.1.1. Anh huéng ciia nguén nito dén tao sinh khoi va phirc EPS
Nghién ciru nay khao sat anh huong ciia cac ngudn nito khac nhau nhu peptone, cao nam
men va nhong tam dén san xuét sinh khéi, sinh tong hop EPS va kha ning bét gdc tu do ABTS" cuia

EPS boi ndm C. sinensis nudi cdy 1ong-tinh & cac thoi diém khac nhau 10, 20, 30 va 40 ngay.
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Hinh 3.1, Anh hudng ctia ngudn nito dén tao sinh khéi (A) va phiic EPS (B) theo thoi gian
boi ndm C. sinensis nudi cdy long-tinh

Toém lai, ngudn nito thich hop trong nudi ciy l1éng-tinh thu nhéan sinh khdi ndm C. sinensis
va phirc EPS 14 peptone va cao ndm men. Thoi diém thu nhan phirc EPS cao nhit & ngay thir 40 (2,5
g phtic EPS/1) twong (g v&i nang suét sinh khdi 14 19,3 g SKK/1. Dong Yao va cong su (2005) ciing
cho rang peptone va cao ndm men la ngudn nito quan trong va thich hop trong nuéi cdy nim C.
sinensis [76].
3.1.2. Anh huéng ciia nguén nito dén thanh phin EPS trong phirc EPS

Két qua khao sat cho thay ngudn nito dong vai tro rat quan trong trong sinh tong hop phiic
EPS ctia nam C. sinesis. Sy hién dién dong thoi cta polysaccharide va protein trong phirc EPS c6 thé
lién quan dén su ton tai ciia cac phan doan phtic hop polysaccharide-protein c6 hoat tinh sinh hoc.
Day 1a goi ¥ tha vi cho nhing nghién ctru tiép theo lién quan dén khao sat cac phan doan EPS sau

khi tach protein.
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Hinh 3.2. Sy thay d6i vé thanh phan polysaccharide (A) va protein (B) trong EPS tach chiét
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tir 3 méi truong khac nhau theo thoi gian nuéi cay tir 10 — 40 ngay

3.1.3. Anh huwéng ciia nguon nito dén hoat tinh khdng oxy héa in vitro ciia phirc EPS

Két qua khao sat cho thdy hoat tinh bat gbc tw do ABTS" ciia phirc EPS thay d6i dang ké phu
thudc vao ngudn nito sir dung trong nudi cay 1ong-tinh nim C. sinensis. Phirc EPS thu nhan vao ngay
thir 40 tir moi truong bd sung pepton va cao ndm men ¢ ndng d6 khao sat 0-6 mg/mL thé hién hoat
tinh bat goc tu do ABTS" cao nht, ké dén 1a phirc EPS tir méi truong bd sung nhong tim. Théap nhat
la phure EPS tir moéi trudng co ban (Hinh 3.3A).

Thay d6i ngudn nito khac nhau trong méi trudng nudi ciy co thé lam thay do6i thanh phan
polysaccharide va hoat tinh sinh hoc ciia phirc EPS. Trong nghién ciru ndy, peptone va cao nim men

1a nguon nito thich hop bd sung vao méi truong nudi cay 1ong-tinh nAm C. sinensis tao EPS c6 hoat

tinh bat gbc tu do.
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Hinh 3.3.  (A) Hoat tinh bét gbc tw do ABTS" ctia phirc EPS thu nhén tir cac méi truong nudi
cay khac nhau & ngay thir 40. (B) Sy thay d6i kha niang bat gbc tw do ABTS' clia cac phic EPS
theo thoi gian nudi cay thé hién qua ICsy (mg/mL).

Ngoai méi trudng co ban nudi cdy 1ong-tinh nam C. sinensis theo két qua nghién ciru ctia
mot s tac gia dau thyuc vat bo sung vao méi trudng nudi cdy 1ong-tinh ndm C. sinensis sé kich thich
tang sinh téng hop va hoat tinh sinh hoc cta EPS. Do viy, nhiém vu tiép theo 1a khao sat nuéi céy
long-tinh nAm C. sinensis kich thich tang sinh tong hop va hoat tinh sinh hoc ctia EPS bang dau thyc
vat.

3.2. Khio sat nudi ciy léng-tinh nAm C. sinensis kich thich ting sinh tong hop va hoat tinh
sinh hoc ctia EPS bing dau thye vat

3.2.1. Sw thay doi ham lwong sinh khéi va EPS ciia ndm C. sinensis trong moi trwong nuéi cdy cé
b6 sung dau thwce vit

Theo tai liéu tham khao, cac tac gia da bo sung mot sé dau thyuc vt vao moi truong nudi cay
long C. sinensis. Trong nghién ctru nay, dau dira va dau huéng duong dugc bo sung trong khoang 1
— 5 %. Riéng dau 6 liu cho két qua cuc dai & 5 %. Do vay, tién hanh khao sat bo sung dau 6 liu trong
khoang 1 - 10 %.

Sau 40 ngay nudi cay bang phuong phap 16ng tinh, thu nhan sinh khbi va EPS tir dich nuéi
cay nam C. sinensis bo sung dau dira ndng do tir 1 — 5 % va dau hudéng duong tir 1 — 5 %, dau 6 liu

1-10 %.
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3.2.1.1 Két qua khdo sat trén méi truong bo sung ddu dira

Trén moi trudng nudi cdy bd sung dau dira ndng do tir 1 — 5 % sy phét trién cia ndm C.
sinensis va tao EPS c6 sy khac biét c6 y nghia thong ké ham lugng EPS tao thanh giita cac 16 PC va
cac 16 thi nghiém. Két qua cho thay bo sung dau dira ¢ cac néng do 1 — 5 % lam tang tong hop EPS
& nam. Cu thé, ham lugng EPS kho dat cao nhét 2,54 £ 0,13 g/l & D4, thap nhat 1,60 + 0,01 g/l 616
D1. Nhu véy, viéc bo sung dau dira vao méi truong nudi cay da kich thich gia ting tong hop EPS
ctia nam C. sinensis tir 1,5 g/l 1én 2,54 g/1. Tang 1,66 1an so véi BC & 16 D4 bo sung 4 % dau dura
vao moi truong nudi cdy. Sy gia ting nay twong ddng voi véi sur gia ting sinh kh6i nam (Hinh 3.4).
3.2.1.2 Két qua khdo sdt trén méi truong bé sung dau heéng dwong

Moi truong nudi cdy ndm C. sinensis bd sung dau huéng duong ndng do tir 1 — 5% ciing
lam nang suat sinh khéi kho va EPS. O méi truong bd sung dau huéng duong, lwgng EPS thu duoc
tang dan khi nong d¢ dau ting trong khoang tir 1 — 3 %. Sau nong d6 dau 3 %, lugng EPS tao thanh
bét dau giam. EPS thu & moi truong bd sung dau hudng duong 3% cao nhat dat 2,56 + 0,07 g/l, ting
hon 1,5 1an so v6i BC (1,52 + 0,22 g/l) (p>0,05). Két qua nhan duoc twong tu v6i két qua nghién ciru
clia Hsieh va cong sy trong khao sat bo sung dau huéng dwong vao méi trudng nudi cdy ndm G.
frondosa [80].

3.2.1.3 Két qud khao sdt trén méi truong bé sung dau 6 liu

B sung dau 6 liu tir 1 — 10 % vao mdi truong nudi cdy nam C. sinensis kich thich qué trinh
sinh tong hop EPS ting 1én déng ké so voi moi truong DC (hinh 3.6). Khoi lugng EPS ting manh tir
2 — 4 lan so véi d6i chimg. Trong d6 cao nhét 1a & moi truong bd sung dau 6 liu 5 % véi 5,3 + 0,38
g/1, tang gap 4 1an so voi moi truong DC twong vmg 14 1,54 + 0,03 g/1 (p<0,05). Két qua khao sat nay
phu hop véi két qua cia Hsieh va cong su cho rang dau 6 liu ¢6 kha nang kich thich nAm Grifola
frondosa tang san xuat EPS [69].

Ngoai ning suét tao sinh khdi va khdi lugng phirc protein-EPS thu dugc. Muc dich nghién
clru cua luan 4n 1 tim hiéu hoat tinh sinh hoc noi chung, trong d6 c6 hoat tinh bét géc tw do ABTS"
ctia phirc protein-EPS. Do vy, khéo sat tiép theo lién quan dén phan tich ham lugng polysaccharide
trong phirc, hoat tinh bat gdc tu do ABTS" cuia phtrc protein-EPS thu dugc tir méi truong bd sung
dau dira, du huéng duong va dau 6 liu.

3.2.2  Khdo sdt hoat tinh bit goc tw do ABTS" ciia tiia phirc protein-EPS thu dwgc tiv 3 moi
trwong bé sung diu

Hoat tinh bat ABTS" ctia EPS thu tir méi trudng c6 ndng do 6 liu 2 % trg 1én déu cao hon so
v6i hoat tinh ctia EPS trong méi truong ddi chimg (ICso = 3067,48 ug/ml). Trong d6 cao nhat 1a moi
truong 6 liu 5 % voi ICso=1713,02 pug/ml, cao gan gap 2 1an so v6i dbi chimg. Nghién ctru cia Yang
va cong su (2005) [65], Sharma va cong su (2015) [5] cho biét EPS thu nhén tir C. sinensis c6 hoat

tinh khang oxy hoa, diéu hoa hé thong mién dich, khang khdi u, chdng 130 hoa... Nghién ctru cua
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Yan va cong su (nim 2014) ciing cho thiy phan doan EPS thu tir sinh khdi nAm va dich nuéi cdy co
kha ning bat gbc hydroxyl va ABTS" cao [79].

Nhin chung két qua kha ning bét goc tw do ABTS" ctia phire EPS thu dugc tir moi truong bo
sung dau huéng duong va dau dira khong khac biét so véi DC va khong tot bang bo sung dau 6 liu.
Do vay mdi truong bo sung dau 6 liu dugc chon cho cac thi nghiém tiép theo lién quan dén khao sat
thoi gian thich hop thu nhan sinh khéi va EPS trong dich nudi cay bo sung dau 6 liu.

3.2.3  Khdo sdt thoi gian thich hgp thu nhén sinh khéi va EPS trong dich nuoi cdy bé sung diu
0 liu

Trong nghién ctru ndy, cac mau dugce 1y & cac thoi diém 10, 20, 30, 40, 50 va 60 ngay
nudi cay tir mdi truong nudi cay 1ong-tinh ndm C. sinensis bd sung dau 6 liu dé thu nhan sinh khéi
va taa EPS.

Qué trinh phat trién ctia nam ting theo thoi gian nudi cdy. Bang ching 1a ham lugng sinh
khdi nam tang tir 0 ngay dén 40 ngay nudi ciy. Cu thé, sy phat trién ting manh nhat tir 10 ngay dén
20 ngay (ting 5,44 lan), dén 30 ngay, sinh khdi nam tang thém 1,55 lan so véi 20 ngay va tang 1,22
1an khi thu & 40 ngay nhung qué trinh nay khong ting nhidu sau 40 ngay nudi cay.

Tuy nhién theo danh gia chung bo sung 5% dau 6 liu sé& kich thich nAm phat trién manh sinh
khdi dat 29,06 + 1,06 g/l, dong thoi tong hgp EPS ciing cao 5,3 £ 0,38 g/l so véi BC 1,52 £ 0,22 g/l)
va t6t hon so v6i bo sung dau dira va dau huéng dwong. Vi vay, méi truong nudi cay bo sung dau 6
liu 5 % duoc chon cho cac nghién ciru tiép theo lién quan dén tdi wru hoa kha ning tong hop EPS
trong méi truong bo sung dau 6 liu.

3.3 Téi wu hoa kha niing tong hop EPS trong méi truwong bo sung diu 6 liu

Tur nhitng két qua thu dugc, c6 thé du doan moi truong ti wu dé nudi cay long-tinh nim C.
sinensis ¢ thanh phan sau: dich chiét khoai tay (200 g/1), saccharose (48,69 g/l), cao nam men (4
g/1), peptone (6,77 g/l), dau 6 liu (5,27 %), KH.PO4 (0,5 g/1), KoHPO4 (0,5 g/1), CaCl, (0,5 g/l),
MgSO0s4 (0,2 g/1), pH 6 - 7. Kiém tra nudi cdy thuc nghiém trén moi truong du doan téi wu thu dugc
két qua thé hién & bang 3.8.

Bang 3.8. Két qua nudi cay nam C. sinensis trén mdi truong du doan toi uu

ICso Ham lugng Ham lugng Ham lugng
Miu (ng/ml) EPS (g/1) polysaccharide (%)  protein (%)

Mau dbi chung 3067,48 1,71 31,09 +£ 0,98 1,79 £0,57
Két qua dy doan 2304,34 5,75 53,01 £0,00 5,02 £0,01

Két qua thye nghiém  2216,76 5,28 51,67 +3,82 4,45 40,27
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Két qua cho thay, khong c6 su khac biét c6 y nghia (p < 0,05) giita két qua thyc nghiém va
két qua du doan. Va déu tot hon so véi ddi chimg, lién quan dén ham luong EPS, % thanh phan
polysaccharide va ham lugng protein. Gia tri ICso ctia EPS thu duogc tir méi truong du doan toi wu va
nudi thuc nghiém déu thap hon mau ddi ching. Nhu vay, két qua téi uu hoa phit hop véi thyce nghiém.

Do d6i tugng khao sat ctia luan an 1a EPS thu tir dich nuoi ciy 1ong-tinh ndm C. sinensis, nén
tiép theo phai tién hanh nghién ctru loai bo dau 6 liu ra khéi dich nAm bang dung méi hiru co nham
tang hiéu qua tach chiét EPS ciing nhu gitip danh gi4 anh huong cta dau 6 liu dén hoat tinh sinh hoc
ctia EPS tao thanh trong méi truong nudi cay long-tinh nAm C. sinensis.

3.3 XAiy dung quy trinh tich chiét EPS tir méi treong bd sung dau 6 liu
3.3.1 Két qua xdc dinh dung méi logi diu

Ba dung méi duogc sir dung dé tién hanh khéo sét 1a petroleum ether (PE), hexan va dietyl
ether (DE). Hiéu qua ctia dung méi loai dau dugc danh gia dwa vao thoi gian tach 16p, ham luong
polysaccharide thu dwgc, ham lugng lipid trong mau trudc va sau khi loai dau va hoat tinh sinh hoc
ctia EPS sau khi duoc loai du. Dung méi PE va hexan 16i kéo dau 6 liu ra khéi dich nudi cdy ndm
nhanh va hiéu qua hon. Con dung méi DE loai dau ra khoi dich nuéi cay ndm lau hon.

3.3.2  Khdo sdt ham lwong polysaccharide va lipid trong dich nuéi cdy nim sau khi logi diu

Dich ndm sau khi duoc loai diu di dwoc xac dinh ham lugng polysaccharide va lipid. Kha
ning loai dau 6 liu ra khoi dich nuéi ciy long-tinh ndm C. sinensis giam dan theo thi ty DE> PE>
hexan. Tuy nhién ham lugng polysaccharide con lai trong mau lai c6 xu thé nguoc lai voi DE < PE=
hexan. Do vay phai tién hanh kiém tra hoat tinh khang oxi hoa ciia cic mau sau khi loai dau dé danh
gia dung moéi sir dung ciing nhu ham lugng lipid trong mau anh hudng nhu thé nao dén hoat tinh
khang oxi hoa ctia dich thu duoc sau khi loai dau dé quyét dinh Iyra chon dung méi loai dau phu hop.
3.3.3  Khdo st hogt tinh bit goc tw do ABTS" ciia cdc méu logi diu

Céc mau sau khi duoc loai dau d3 dugc khao sat kha nang bat géc tr do ABTS". Két qua cho
th?iy cac mau loai dau déu co % bt géc tu do cao hon so véi dich mau khong duogc loai dau. Mau
dugc loai dau bang dung méi PE va DE bat dugc > 50 % gdc tr do. Mau dugc loai dau bang dung
moi PE ¢6 ham lugng lipid 41,75 % thap hon so v6i mau hexan 1a 48,59 % véi % bét goc tu do
58,69 % cao gan gip doi so véi mau duoc loai bang dung moi hexan (37,98 %). Két qua cho théy,
dich nudi cay duoc loai dau cang 16n thi kha ning bat goc tw do cang cao. Dung méi DE tuy loai
dugc dau ra khoi dich nuéi cdy nhiéu nhat, nhung do ham lugng polysacharide trong mau bi that
thoat nhiéu, nén hoat tinh bat gdc ty do chi tuong duong v6i dich nudi cay dugc loai bang PE. Do
vay, chon dung méi PE dé loai dau dé tién hanh céac thi nghiém tiép theo.

Sau khi loai dau, khao sét tiép theo lién quan dén thu nhan phtrc EPS-protein bang cach tia

v&i ethanol.
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3.3.4 Khdo sdt thu nhan phirc EPS-protein

Phttc EPS-protein dugc thu nhan bang xtr 1y dich nudi ciy ndm sau loai dau véi ethanol 96°
dugc khao sat theo ty 1¢ giita dich nu6i nam va ethanol 1a: 1:3; 1:4 va 1:5 .

Sau khi thu dugc phirc EPS-protein da tién hanh xac dinh ham lugng polysaccharide va
protein c6 trong mau EPS-protein tho thu dugc. Két qua cho thay, & ty 1é tia giita giita dich nudi nAm
va ethanol 96 °C 1:3 (v/v) khdi lugng tiia EPS-protein 14 thap nhét 0,0154 g/ml. G ty 1¢ 1:4 14 cao
nhat 0,0171 g/ml. Bén ty 1& 1:5, khéi lugng tia thu duoc lai giam chi con 0,0166 g/ml. Do vay da
chon ty 18 tia 1:4 cho qua trinh tach chiét EPS tir dich nudi cdy long-tinh nAm C. sinensis.

Sau khi da xac dinh dugc diéu kién t6i wu dé loai dau 6 liu ra khoi dich nuéi cdy nim C.
sinensis va thu tia EPS-protein, viéc tiép theo 1a phai khao sét tinh sach loai bo protein ra khoi phirc
EPS-protein, thu nhan cac phan doan EPS sau khi loai protein va nghién ctru cai bién bang cach
sulfate hoa nham nang cao hoat tinh sinh hoc ctia cac phan doan EPS.

3.5. Thu nhin, tinh sach va cii bién sulfate h6a ning cao hoat tinh sinh hoc ciia cic phian doan
EPS

Trudc tién 1a khao sat viéc tinh sach EPS bang cach loai bo protein tir phirc EPS-protein.
Trong khuon khd nghién ctru ciia luan an da khao sat phuong phép Sevag, TCA va enzyme Alcalase
dé loai bo protein nham xac dinh phurong phap xir Iy nao 1a hiéu qua nhat dwa vao hoat tinh bét goc
tu do cuia EPS sau khi loai protein.

3.5.1. Thu nhdn va tinh sach EPS

Bang 3.11. So sanh kha nang loai protein ctia TCA 10 %, Sevag 4:1 va enzyme Alcalase 20 Ul/ml

Phwong phap loai Ham lugng .

. ; Cl Ham lwgng g,z
protein trong EPS polysaccharide rotein i(y ) % bat goc tu do
thd (%) P °
TCA 10% 41,23 + 1,54 2,56 £0,26 35,42 +£3,24
Sevag 4:1 62,72 +0,18 1,65 £ 0,46 60,76 + 2,18
Alcalase 20UI/ml 69,2 +1,83 1,57 £ 0,22 68,98 + 2,05

Két qua loai protein tir EPS tho bang 3 phwong phap TCA, Sevag va Alcalase dugc thé hién
& bang 3.11. Trong d6, sir dung Alcalase 1a phuong phap t6t nhat dé loai protein tir phirc EPS-
protein tho.

Sau khi loai déng ké protein tir phitrc EPS-protein trong dich, ham lugng EPS gia tang déng
ké. Do EPS 14 d6i twong nghién ctru ctia luan 4n, nén viéc tiép theo 1a nghién ctru thu nhan va khao

sat hoat tinh sinh hoc cua cac phan doan EPS thu duoc be‘“mg loc gel va loc tiép myén.
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3.5.2. Thu nhdn va khdo sdt hoat tinh sinh hoc ciia cac phin dogn EPS
3.5.2.1. Thu nhén cdc phéan doan EPS bang loc gel

Str dung séc ky loc gel Sephadex G-100 thu dugc 2 phan doan EPS: EPS I 6ng 35) va EPS
II. O EPS I lugng protein cao hon polysaccharide. Nguoc lai & phan doan EPS II lugng
polysaccharide cao hon protein, ca hai déu cao hon so véi EPS L. O ca 2 phan doan dudng bién dién
ham lugng EPS va protein déu c6 chung dinh & cac 6ng ¢ vi tri ciing nhau.
3.5.2.2. Thu nhén phan doan EPS loc gel sau khi logi bo protein bang Alcalase 20 Ul/ml

Sau khi str dung Alcalase 20 UI/mL dé loai b protein ra khoi phirc EPS, da tién hanh tach
cac phan doan EPS bang sic ky loc gel Sephadex G-100.

Két qua sau sic ky nhan dugc 2 phan doan EPS. EPS I (dng thtr 25-31) va EPS 1I (ng thir
61-76). OD 280 nm tuong (g ham lugng protein & 2 dinh hap thu ciia ca EPS I va EPS II déu giam
manh. Twong ty dinh hap thu ctia polysaccharide ciing thip hon so véi trude khi xtr 1y. Diéu nay
ching to polysaccharide va protein gin v6i nhau & dang phtic protein-polysaccharide, xtr Iy Alcalase
chua thity phan hét protein trong phirc.

3.5.2.4. Khao sat hoat tinh khang phan bao cua phan doan EPS I va EPS 11

Khao sat hoat tinh khang phan bao ctia phan doan EPS I va EPS II thong qua kha nang gay
doc té bao bang thir nghiém SRB trén dong té bao ung thu gan Hep-G2.

Két qua thu dugc EPS II ¢6 hoat tinh gy doc té bao cao hon so véi EPS 1. Gid tri ICsp &
nong do 32,38 + 3,65 ug/ml cua phan doan EPS II ¢6 thé dugc coi 1a co kha ning gay doc té bao.
Tuy nhién hoat tinh sinh hoc cua cac phan doan EPS c6 thé dugc cai thién thong qua cai bién cau
trac hoa hoc ciia chiing. Mot trong nhiing cach tiép can 1a cai bién sulfate hoa, gan thém cac nhom
sulfate vao cau triic EPS nham ting hoat tinh sinh hoc ctia chiing. Do vy tiép theo 1 nghién ciru cai
bién sulfate hoa EPS.

Loc gel dé thu nhan cac phan doan EPS nhu trinh bay & trén 1a cach tiép can & mirc do phong
thi nghiém. Tuy nhién, trong thyc té san xuat & mirc d6 pilot, hay hon nira, & mirc d6 san xuat cong
nghiép, thi loc tiép tuyén thuong dugc sir dung. Do vay tiép theo 1 nghién ctru thu nhan phan doan
EPS tir dich nudi cay long-tinh nAm C. sinensis bang loc tiép tuyén.

3.5.3. Khdo sdt thu nhdn va tinh sach phéin dogn EPS tir dich nuéi cdy long-tinh nédm C. sinensis
béng loc tiép tuyén
Trong thi nghiém nay sau khi nudi ciy thu tia EPS vdéi ethanol 96% ty 1¢ 1:4 (v/v) trong 24h
& 4°C, voi hiéu suat 1a 2,383 g/l. Hoa tan 10 g EPS tho va tién hanh thu nhan cac phan doan EPS
bang phuong phép loc tiép tuyén véi mang loc 100 kDa, tir 100 — 750 kDa va > 750 kDa. Két qua
phan tich ham luong polysaccharide tong hoa tan cho thay ham lugng polysaccharide ctia cac phan

doan EPS cao hon so véi mau EPS thé. Sau khi loai protein bang Alcalase, ham luong
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polysaccharide déu tang & tat ca cac phan doan EPS. Két qua trén cho thiy EPS dang nghién ctru c6
chira mot lugng kha 16n polysaccharide c6 MW tir 100 - 750 kDa. Piéu nay chimng t6 phuong phap
loc tiép tuyén 1a phii hgp dé thu nhan va tinh sach cac phan doan mau EPS.

Do gia tri ICsy gdy doc té bao ung thu gan Hep-G2 ctia 2 phan doan EPS I va EPS Il méi dat
t6t nhat 1a 32,38 + 3,65 pg/ml, chua vuot qua ngudng yéu cau 30 pg/ml. Nén viéc cai bién nang cap
hoat tinh sinh hoc ctia chung 14 can thiét. Tiép theo 1a khao sat cai bién sulfate hoa cac phan doan
EPS thu dugc sau loc tiép tuyén nham nang cao hoat tinh sinh hoc ciia ciia chung.

3.5.4. Két qua sulfate hoa ciia cac phan doan EPS sau loc true tuyén

Thuyec hién phan tng sulfate héa 3 phan doan EPS thu duoc sau loc tiép tuyén va loai protein
nh¢ Alcalase tir phitc EPS-protein bang phuong phap CSA/Pyr theo ty 1¢ EPS/SO;.Py lan luot 14 1:5
va 1:7 (w/w) trong méi truong khi Argon & 90°C, twong ung véi thoi gian 1h, 2h va 3h. Két qua
sulfate héa 3 phan doan EPS thu duogc tir phirc EPS sau loc tiép tuyén thé hién trong bang 3.14.

Bdng 3.14. Két qua sulfate hoa 3 phan doan EPS thu dugc sau loc tiép tuyén

Ty 1§ Thoi gian
EPS/SOs.Py (h;c” <100 kDa 100-750 kDa >750 kDa
(w/w)
1:5 1 S=0
1:5 ) (& 1240 cm™) $=0
DS=2,32; 90,375 % (1200 cm™)
1:5 3 tai t=2h
Khong dat
1:7 1 S=0
1:7 ) (¢ 1208 cm™) $=0
DS=1,64; 55,348 % (1200 cm™)
1:7 3 tai t=2h

Phan doan 100-750kDa c6 gia tri DS cao hon 2 phan doan con lai , dac biét DS cao nhat & ty
1¢ EPS/SOs.Py 1:5 (DS = 2,32; 90,375 % tai t = 2h); trong d6 phan doan < 100kDa khong xay ra
phan ung sulfate hoa va phan doan > 750 kDa cho gia tri DS < 1.

Muc dich nghién ctru cua luan an 1a nghién ctru thu nhan EPS c¢6 hoat tinh sinh hoc. Do vy,
tiép theo 1a khao sat hoat tinh sinh hoc ctia cac phan doan EPS sau khi dwoc nang cp sulfate hoa.
3.5.4.1. Két qua khdo sdt hoat tinh bdt goc tw do ABTS" ciia 3 phdan doan EPS sau khi dwoc sulfate
hoa

EPS chua sulfate hoa cho két qua khang oxy hoa & nhimg phan doan c6 MW nho tét hon so
v6i & EPS c6 MW 16n. Phan doan EPS <100kDa c6 hoat tinh khang oxy hoa t6t nhat 66,51% véi
ICsp 3026 pg/mL. Phan doan EPS c6 MW thip c6 hoat tinh khang oxy hoa cao hon so véi cic phan
doan EPS ¢6 MW cao hon c6 thé do mirc do linh hoat va do hoa tan tét hon. Két qua nay ciing twong

tu két qua cong bd ciia Li va cong su (2021) cho biét cac phan tir polysaccharide phan lap tir nAm
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Cordyceps ¢c6 MW thap c6 hoat tinh bat gbc tu do anion superoxide cao hon so véi cac phan tir co
MW cao [84].
3.5.4. 2. Khao sat hoat tinh khang Tyrosinase ciia 3 phdan doan EPS sau khi dwoc néng cdp sulfate
hoa

Két qua ghi nhan 2 thi nghiém cho két qua khang Tyrosinase cia mau S-EPS 100-750 kDa
&2ty 18 1:5 va ty 18 1:7, twong ung 14 852,7 va 927,4 pg/mL. Cac mau S-EPS con lai cho két qua
déu trén 4000 pg/mL, khong biéu hién khang Tyrosinase. Mau S-EPS ty 1¢ 1:5 cho két qua khang
Tyrosinase tot nhat 1 852,7 ug/mL. Két qua khao sat hoat tinh tic ché Tyrosinase cho thdy méu S-
EPS 100-750 kDa c6 két qua tot nhat v6i hiéu suat DS=2,32. Mau S-EPS 100-750 kDa 12 méu sulfate
hoa 16 rang nhat. Trén pho FT-IR thdy c6 dao dong C-O-S x4p xi 815 va S=O tai 1240 cm-1. Bén
canh d6 hoat tinh khang oxy hoa bat géc tu do ABTS" cua S-EPS 100-750 kDa duogc cai thién dang
ké tang tir 60,94% cua EPS ty nhién dén 98,62%, ting hon 38%.
3.6. Xac dinh thanh phin cu tao va cu tric héa hoc ciia EPS tir dich nudi nAm C. sinensis
3.6.1. Khdo sat don vi thanh phan dwong don ciia EPS

Dé xac dinh thanh phan duong don chinh xac khong bi can trd boi ndm men va peptone, trong
nghién ctru ndy ngodi méi trudng co ban nudi cdy long-tinh nim C. sinensis chira peptone va cao
nam men da tién hanh nuéi cay trén moi trudng khong chira peptone va cao nim men ma bo sung 5
ngudn co chat khac 1a glucose 4 %, fructose 4 %, sucrose 4 %, peptone 4% va hon hop (mix) cuia
ching véi lugng bo sung mdi loai 1 %.

Két qua cho thay tit ca cac nghiém thirc (NT) déu chira 3 thanh phan duong don 1a glucose,
mannose va galactose theo cac ti 1€ khac nhau. Wang va cong sy (2009) cling thu nhan dugc
polysaccharide tir sinh khdi C. sinensis c6 thanh phan duong don 1a glucose, mannose va galactose
c6 ty 1¢ 1an luot 14 2,8: 2,9: 1, MW trong khoang 8,1 kDa [87]. Két qua nghién ciru cho thdy: phan
doan EPS-HM c6 MW 6250 kDa chira 4 thanh phan duong don 1a mannose: glucose: galatose: ribose
v6i ti 18 1an luot 14 1,71: 0,94: 1: 0,09. Trong khi & cc phan doan EPS-LM c6 MW thap trong khoang
40 — 360 kDa chi chtra 3 thanh phan dudng don 1a mannose, glucose va galactose theo ty 1¢ 1an lugt
la 7,76: 13,87: 1.

3.6.2. Xdc dinh cdc dang lién két glycoside trong EPS
Sau khi x4c dinh thanh phan duong don ciia EPS tir dich nudi ciy nam C. sinensis, da tién
hanh xéc dinh cac dang lién két glycoside néi cic duong don trong EPS. Két qua dugc tom tit trong

bang 3.18.
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Bdng 3.18. Céc lién két glycoside trong EPS clia 5 nghiém thirc moi trudng

Thir i Ty 1€ (%)
Cic loai lién ket
tw Glucose | Fructose | Sucrose | Peptone | Mix b/c
1 —2)-0-D-Manp 1,31 16,98
2 —3)-a-D-Glcp 11,48 0,63 0,36 14,01
3 —3)-a-D-Manp-
8,98 15,99 19,28 5,27 17,67 | 12,83
2—
4 —3)-p-D-Manp-
54,19 55,33 68,16 29,17 55,58 | 46,44
(1-
5 —4)-0-D-Manp 0,20
6 —4)-0-D-Manp-
v 0,65
33—
7 —6)-0-D-Manp 0,29 19,84
8 —6)-0-D-Manp-
) b 2,98
2—
9 —6)-a-D-Manp-
) P 0,92
G—
10 o-D-Manp-
1,71 5,71 4,74 6,26 7,19
2,3,6—
11 a-D-Galp-
P 0,28
(2,3,4—
12 o-D-Manp-
1,20 0,71 0,65
(2,3.4,6—
13 —4)-0-D-Glcp-
P 0,77
2—

EPS thu dugc tir tat ca cac nghiém thirc méi truong nudi cy nam C. sinensis déu c6 mach
chinh 12 —3)-B-D-Manp-(1—, trong d6 & 4 nghiém thirc glucose, fructose, sucrose, mix va ddi chig
déu chiém ty 1€ cao, twong ung 1a 54,19 %; 55,33 %; 68,16 %; 55,58 % va 46,44 %. Trong khi ti 1&
mach nhanh & cac nghiém thic khac nhau 1a khac nhau. Cé 2 mach nhanh xuat hién & trong cd 5

nghiém thuc 1a —3)-a-D-Manp-(2— va a-D-Manp-(2,3,6— ¢ céc ti I¢ khac nhau. EPS thu duoc &
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nghiém thirc méi truong chira glucose ¢6 nhiéu mach nhanh xuat hién nhat. O nghiém thirc méi
truong chira sucrose va peptone khong c6 sy xuat hién mach nhanh —3)-0-D-Glcp. Riéng & nghiém
thirc moi truong bod sung peptone ¢ sy xuat hién mach nhanh —2)-a-D-Manp (16,98 %). Diéu nay
chirng to bo sung vao mdi trudng peptone, C. sinensis tao rat it EPS. Lién két ciia EPS ¢ nghiém thirc
bd sung peptone ciing rat khic so vi cac nghiém thirc con lai.

Két qua nghién ctru cta cac nghién ciru khac cho thay thanh phan duong don ctia EPS ciing
déu 1a glucose, mannose va galactose theo céc ti 1¢ khac nhau. Trong dé glucose khong hoan toan
chiém ty 1 cao nhat. Cac EPS nay déu c6 mach chinh 1a —3)-D-Glcp-(1—. Trong khi mach chinh
& 5 nghiém thirc trong nghién ciru nay 1a —3)-p-D-Manp-(1—. Pdy la két qua méi dwoc ghi nhin
trong cau triic EPS thu nhdn trong dich nuéi cay long-tinh ching nam C. sinensis dwoc cung cdp boi
tién si Truwong Binh Nguyén. Ngodi ra, sy xudt hién nhiéu mach nhanh trong cau triic EPS trong
nghién ciru nay ciing cho thay su khdc biét ré rét. Trong khi EPS thu dugc & cac nghién ctru khac &
chi thay sy hién dién 1 dén 2 mach nhéanh, thi EPS thu duoc & ca 5 nghiém thirc trong nghién ctru
nay déu c6 nhiéu hon 2 mach nhanh. Diéu nay néi 1én ciu tric EPS thay d6i phu thudc vao mdi ca
thé nam ciing nhur méi trudng nudi cdy ching.

3.6.3. Khdo sdt ciu triic ciia EPS bang NMR

Céu hinh cua lién két glycosidic trong polysaccharide duoc phan tich bang 1H NMR. So véi
cac pho d6 khac cia cac san pham ty nhién, cac tin hiéu ciia polysaccharide thu thap trong mot pham
vi hep & 4,3 — 8 5,9 ppm tuong tmg véi tin hiéu ctia 3 loai dwdong. EPS thu nhan tir tit ca 5 nghiém
thirc trén déu co tin hiéu peak tai 8 5,16 ppm va trong khoang & 4,2 — § 4,3 ppm. Két qua ghi nhan
tin hiéu manh trong khoang & 5,03 ppm 14 tin hiéu cia 'H anomeric ctia a-D-mannose va B-D-
galactose.

Tét ca cac nghiém thirc déu c6 mach chinh 1a —3)-p-D-Manp-(1—, trong d6 4 nghiém thirc
glucose, fructose, sucrose va mix co ty I¢ cao. Ph6 '"H NMR cho tin higu tai 8 5,16 ppm, 6 4,2 — 4,3
ppm.

3.7. Ban luin két qua nghién ciru ciia lun 4n va dé xuit quy trinh nudi cdy léng-tinh nim C.
sinensis tao EPS c6 hoat tinh sinh hoc

Luan 4n ndy tap trung nghién ciru moi truong nudi cdy 1ong tinh ndm C. sinensis 1am co s&
dé t6i wu quy trinh cong nghé san xuét loai nam duogc liéu nay tai Viét Nam. Nghién ctru thu nhan
EPS vé cac phan doan EPS c6 hoat tinh sinh hoc tir dich nuéi cdy nim va nghién ciru nang cap hoat
tinh sinh hoc ctia chung. Mot s6 van dé sau da duoc lam sang to trong khuodn khé thyc hién luan an.

Vin dé thir nhat 1ién quan dén nghién ciru sang loc moi truong nudi cdy long-tinh nam C.
sinensis. Trong phan tong quan di dé cap dén wu thé cta nudi cay long nam C. sinensis so véi nudi
cay ban ran. Tuy nhién da s6 cac nghién ctru nudi cdy 1ong ndm C. sinensis cho dén nay chu yéu tap

trung vao nghién ciru nudi ciy long két hop khudy véi téc do trong khoang 100-150 v/phut. Chua
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thdy dé cap nhiéu dén nudi cdy long-tinh ndm C. sinensis. V& thanh phan moi trudng nudi cdy nam
C. sinenesis vé co ban kha gidng nhau. Ngudn C thudng 1a saccharose va glucose hay bot bap. Nguon
N 1a cao nim men va peptone ciing mot sé6 mudi vo co cung cap khoang vi lwong. pH moi truong
nudi cdy thuong co tinh acid trong khoang 4,0 - 4,5. Ciing c6 nghién ctru tién hanh & pH 7,0 (Wu,
Chen va Hao. 2009).

Ning sut tao sinh khéi va EPS ciing khac nhau. Cao nhét 1 & nghién ctru ctia Cha va cong
su (2007) dat ndng suét twong (mg cta sinh khoi va EPS 1a 54,0 g/l va 28,4 g/l. Nghién ctru ciia Wu,
Chen va Hao 2009 nui cay long nAm C. sinensis khudy 150 v/phiit, pH 7,0 cho ning suit sinh khdi
tuong ddi thap 12,3 g/, nhung nang sut tao EPS lai kha cao téi 24,5 g/l. Diéu nay chimg t6 nudi cdy
long nhan tao ndm C. sinensis con phai nghién ctru tiép tuc lién quan dén sang loc thanh phan moéi
truong nudi cdy, hinh thirc nuéi cay 1ong-khudy, long-tinh hay béan rén.

Két qua nghién ciru ctia luan 4n cho thiy san xuat sinh khéi ctia ndm C. sinensis nudi cdy
long-tinh thip nhat trén méi trudng co ban khong bo sung nito. Thoi diém thu sinh khéi cao nhat 1a
vao ngay thir 20 véi 6,8 g sinh khdi kho (SKK)/1. Trude khi nAm vao giai doan cin bang va suy vong
(hinh 3.1A). Trong khi d6, trén méi truong bo sung peptone va cao nam men, thoi diém sinh khoi
nam dat cao nhét 20,3 g SKK/1 vao ngay nudi cdy thir 30 gip khoang 3 1an so sinh khdi tao ra trén
moi trudng co ban (6,8 g SKK/1). Sinh khéi ctia ndm C. sinensis tao ra trén moi truong bo sung dich
chiét nhong tam ciing tét hon so v&i trén méi truong co ban. O ngay thir 30, sinh khdi ndm trén moi
truong bo sung dich chiét nhong tam dat 14,9 g SKK/I cao hon déng ké so véi méi truong co ban
(6,4 g SKK/1), nhung thap hon so véi 20,3 g SKK/I trén moi truong bo sung peptone va cao ndm
men. C6 diéu thu vi 13 trén méi truong dich chiét nhong tam, sau ngay thir 30 sinh khbi nam tiép tuc
dugc tao ra cho dén ngay thir 40 dat 18,9 g SKK/I.

Véin dé thir 2 lién quan dén bd sung dau 6 liu vao méi trudng nudi cdy léng- tinh nam C.
sinensis kich thich tao sinh khéi va EPS.

Két qua nghién ctru ciing cho thdy dau dira khong thich hop cho sy phat trién va tong hop
EPS ciia nam C. sinensis nudi cdy 1ong-tinh boi thanh phan chu yéu ctia dau dira 13 acid béo bio hoa,
chi chira lugng nhé 6,2 % acid béo chua bio hoa oleic acid. Do d6, dau dira khong phit hop cho ndm
sir dung dé phat trién [78]. Trong khi dau hudng dwong va dau 6 liu do chira nhiéu acid béo chua bao
hoa, nén phit hgp hon dé b sung vao moéi truong nudi cay 1ong-tinh ndm kich thich C. sinensis phat
trién va tong hop EPS. Két qua khao sat nay twong tu nhu nghién ciru ciia Hsieh va cong su (2008)
khi b6 sung tir 0,1 — 1 % dau huéng dwong va dau 6 liu vao méi truong nudi ciy nam G. frondosa
[80]. Piéu nay hop 1y do diu huéng duwong va dau 6 liu c6 ham lugng acid béo chwa bio hoa oleic
acid kha cao tir 55 — 75 % gitip ndm d& dang phat trién tang sinh khdi va tong hop EPS [61]. Két qua

khao sat kha thu vi. Bo sung dau huong duong cho két qua ning suét tao sinh khéi nim cao hon so
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v6i bo sung dau 6 liu. Nguoc lai, bé sung dau 6 liu cho ham lugng EPS cao hon so véi bd sung dau
hudéng duong.

Tuy nhién theo dénh gia chung b6 sung 5 % dau 6 liu s& kich thich ndm phat trién manh sinh
khdi dat 29,06 + 1,06 g/l, dong thoi tong hop EPS ciing cao 5,3 + 0,38 g/l so voi BC 1,52 £ 0,22 g/l)
va tot hon so véi bo sung dau dira va dau huéng dwong. Vi vay, méi truong nudi ciy bo sung dau 6
liu 5 % duoc chon cho cic nghién ctru tiép theo lién quan dén t6i wru hoa kha niang tong hop EPS
trong méi truong bo sung dau 6 liu.

Vén dé thir 3 1ién quan dén t6i wu hoa thanh phan moi truong moi truong nudi cdy long-tinh
nam C. sinensis c6 bd sung dau 6 liu nham kich thich tao sinh khdi va EPS.

Trong nghién ctru ciia luan 4n, cac nghiém thirc nudi cdy 16ng-tinh nham thu nhan EPS dugc
thyc hién trén 3 yéu t6 & 3 mirc gdbm 15 cong thirc trong d6 3 1an lap lai cia cac diém trung tim. Bang
3.4 thé hién két qua thyuc nghiém so v6i két qua mo hinh dy doan bang phan mém Minitab 17. Nhin
chung, két qua thu dugc tir thyc nghiém va mo hinh khong c6 sur chénh léch dang ké.

Khao sat thu nhan phirc EPS-protein tir méi truong nudi cay long-tinh nAm C. sinensis bd
sung dau 6 liu cho thdy kha ning 16i kéo dau va hoat tinh ctia mau thir nghiém sau khi loai dau bang
dung méi PE va DE t6t hon so véi dung méi hexan. Kha nang 16i kéo dau ra khéi dich cua dung méi
DE la tot nhat. Tuy nhién lai 1am that thoat mot lugng 16n polysaccharide. Hoat tinh bét gbc tu do
ctia mau loai bang dung méi PE va dung mo6i DE gan nhu nhau. Do véy, chon dung méi PE dé loai
dau dé tién hanh cac thi nghiém tiép theo.

Vin dé thir 4 lién quan dén thu nhan phtrc EPS-protein tir dich méi truong nudi cay long-tinh
nam C. sinensis bd sung dau 6 liu, sau khi loai dau.

Két qua cho thdy, & ty 1¢ tia giita giita dich nu6i cdy nim va ethanol 96 °C 1:3 (v/v) khéi
lugng tia EPS-protein thu dugc 1a thip nhat 0,0154 g/ml. O ty 18 1:4 14 cao nhét 0,0171 g/ml. O ty
1¢ 1:5, khoi luong tia thu duoc lai gidm chi con 0,0166 g/ml. Do vay da chon ty I¢ tia 1:4 cho qua
trinh tach chiét EPS tir dich nuéi cay long-tinh nim C. sinensis. Két qua nghién ciru nay ciing twong
tu két qua nghién ctru ciia Kim va Yun (2005) trén nam C. militaris va C. sinensis; Angelis va Sandra
(2009) trén nAm Macromycetes; Tran Minh Trang (2013) trén ndm C. sinensis. Ty 1& tua 1:4 (v/v)
giita dich nudi cdy long-tinh va ethanol 960 dé thu nhan phirc EPS-protein tir dich nu6i ciy ndm C.
sinensis bo sung dau 6 liu 12 t6i wru, va dugc lwa chon cho cac nghién ctru tiép theo.

Vin dé thir 5 1ién quan dén tinh sach cac phan doan EPS tir dich tiia phttc EPS-protein thu
dugc tir dich nuéi ciy ndm C. sinensis bd sung dau 6 liu

Két qua loai protein tir EPS tho bang 3 phwong phap TCA, Sevag va Alcalase dugc thé hién
& bang 3.11. Trong d6, st dung Alcalase 1 phurong phép tot nhat dé loai protein tir phirc EPS-protein
tho. Cu thé, ty 1¢ loai protein co su khac biét giita 3 phuwong phap khao sat. Phuong phép sir dung

Alcalase c6 kha ning loai protein cao nhat, giam chi con 1,57 % v6i ham lugng polysaccharide thu
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dugc cao nhat (69,2%) (p < 0,05), v6i hoat tinh bat gdc tu do ctia EPS 14 cao nhit 68,98% cao hon
2 phwong phap con lai. Phuong phap TCA gy that thoat polysaccharide 16n hon va lam hoat tinh
bét gbc tu do giam so voi dbi chimg. Phuong phép Sevag ciing cho két qua loai protein twong ddi
cao phtt hop véi két qua nghién ciru ctia Huang va cong su (2009) sir dung phurong phép Sevage loai
protein ¢ mannan oligosaccharide, voi ty 1€ loai protein 1a 89,8 % véi 12,2 % mannan oligosaccharide
that thoat [50]. Tuy nhién so v&i v6i phurong phép sir dung Alcalase thi van kém hon. Do vay da
chon phuong phap loai protein tir phitc EPS bang Alcalase.

Vin dé thir 6 lién quan dén khao sat hoat tinh bét géc tu do cta cac phan doan EPS da dugc
tinh sach.

Két qua bang 3.12 cho thay sau khi loai bo protein tir phirc voi EPS. Bang sic ky loc gel G-
100, thu dugc 2 phan doan EPS 1 va II. Két qua cho thay EPS II c6 hoat tinh giy ddc té bao cao hon
so v6i EPS 1. Nhu vay, gia tri ICso & nong d6 32,38 + 3,65 pg/ml ctia phan doan EPS II c6 thé duoc
coi 14 c6 kha ning gy doc té bao. Tuy nhién hoat tinh sinh hoc clia cic phan doan EPS c6 thé dugc
cai thién nho cai bién cau tric hoa hoc clia ching. Mot trong nhing cach tiép can 14 cai bién sulfate
hoa, gin thém cic nhom sulfate vao ciu tric EPS nham ting hoat tinh sinh hoc ctia ching. Do vay
tiép theo 1 nghién ciru cai bién sulfate hoa EPS.

Vin dé thir 7 lién quan dén cai bién nang cip hoat tinh sinh hoc ciia cac phan doan EPS da
dugc tinh sach bang cach sulfate hoa. Do trong khéo sat gia tri ICsy gay doc té bao ung thu gan Hep-
G2 cua 2 phan doan EPS I va EPS Il méi dat 32,38 + 3,65 pug/ml chua vuot qua ngudng yéu cau la
30 pg/ml. Nén viéc cai bién nang cap hoat tinh sinh hoc ctia 2 phan doan nay 1a can thiét.

Két qua sulfate hoa cac phan doan cho thay, gia tri DS & cac phan doan c6 su khéc biét rd rét
(Muc 3.3.4). Cu thé, phan doan 100-750 kDa c6 gia tri DS cao hon 2 phan doan con lai, ¢ ty 1¢
EPS/S0s.Py 1:5 (DS=2,32; 90,375% tai t=2h). Trong khi & phan doan < 100 kDa khong x4y ra phan
(g sulfate hod. Con phan doan > 750 kDa lai cho gi4 tri DS < 1. Tl nhiing dif liéu trén, c6 thé két
luan diéu kién phan tng sulfate hoa thich hop cho 3 phan doan EPS tir tiia EPS thu duoc tir dich méi
truong nudi cdy 1ong-tinh nim C. sinensis 1a ty 1¢ EPS/SO;.Py (1:5 va 1:7) trong 2h, & nhiét d6 90
OC. Pay ciing 1a diém moi ndi bat cta luan an da tao thanh cong dan xuét sulfate tir EPS thu duoc

moi trudng nuodi cay long-tinh nam C. sinensis.

Két qua khao sat hoat tinh rc ché Tyrosinase cho thdy mau S-EPS 100-750 kDa c6 két qua
t6t nhat voi hiéu suat DS = 2,32. Mau S-EPS 100-750 kDa 14 mau sulfate hoa rd rang nhat. Trén phd
FT-IR th?iy c6 dao dong C-O-S X?ip xi 815 va S=O0 tai 1240 cm-1. Bén canh d6 hoat tinh khang oxy
hoa bt gbc tw do ABTS" ciia S-EPS 100-750 kDa dugc cai thién dang ké tang tir 60,94 % cua EPS
tu nhién dén 98,62 %, tang hon 38 %.

Tom lai, cai bién sulfate hoa lam thay ddi cac tinh chit 1y hoa cua EPS va cai thién hoat tinh

sinh hoc clia ching. Nhom sulfate SOs> anh hudng déng ké dén hoat tinh sinh hoc ciia cac dan xuét
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sulfate hoa ciia EPS. Trong nghién ciru ctia luan 4n da tong hop thanh cong dan xuét sulfate hoa S-
EPS ¢ diéu kién t0i wu véi ty 1€ EPS/SOs.Py = 1:5, 90 °C va 2h, dat DS = 2,32 véi hiéu suat 90,375
%. Gié tri DS thu dugc trong nghién ciru ndy cao hon so véi cac nghién ciru trude do, 1a rat trién
vong. Day la diém méi mo ra hudng tmg dung sir dung phuong phap EPS/SO;.Py dé cai bién sulfate
hoa nang cap hoat tinh sinh hoc ctia EPS thu nhén tir dich nuéi cy 1ong-tinh nam C. sinensis.

Vin dé thir 8 1ién quan dén nghién ciru thanh phan va cau trac héa hoc cia EPS. Két qua
nghién ctru ctia cac nghién ciru khac cho thay thanh phan duong don ciia EPS ciing déu 1a glucose,
mannose va galactose theo cac ti 1¢ khac nhau. Trong d6 glucose khong hoan toan chiém ty 1& cao
nhat. Cac EPS nay déu c6 mach chinh 1a —3)-D-Glcp-(1—. Trong khi mach chinh & 5 nghiém thirc
trong nghién ctru nay 1a —3)-p-D-Manp-(1—. Pay 1a két qua méi duge ghi nhan trong ciu trac EPS
thu nhan trong dich nuéi cdy 16ng-tinh ching ndm C. sinensis dwgc cung cap boi tién si Truong Binh
Nguyén. Ngoai ra, sy xuat hién nhiéu mach nhanh trong cau trac EPS trong nghién ciru nay ciing cho
th?iy su khac biét o rét. Trong khi EPS thu dugc ¢ cac nghién ctru khac ¢ bang 3.22 chi th?iy su hién
dién 1 dén 2 mach nhanh. Trong khi EPS thu dugc trong ca 5 nghiém thirc trong nghién ctru nay déu
c6 nhiéu hon 2 mach nhanh. Diéu nay néi 1én cau triic EPS thay d6i phu thudc vao mdi c4 thé ndm
ciing nhu méi truong nudi cay chiing.

Két luan chung: nudi cdy long-tinh nAm C. sinensis trén cic ngudn co chat khac nhau cho
sinh khdi va EPS khac nhau. Thanh phan duong don cta EPS ¢ tat ca cac nghiém thirc déu chua
glucose, mannose va galactose theo céc ti 1€ khac nhau. Trong d6, EPS cta nghiém thuc glucose va
sucrose c6 thanh phan mannose cao nhét 1a 65,10 % va 47,55 %. EPS clia 3 nghiém thic con lai déu
c6 thanh phan glucose cao nhit.

Tét ca cac nghiém thirc déu c6 mach chinh 1a —3)-p-D-Manp-(1—, trong d6 4 nghiém thirc
glucose, fructose, sucrose va mix co ty I¢ cao. Phé '"H NMR cho tin hiéu tai 8 5,16 ppm, 6 4,2 — 4,3
ppm.

Céu trac ciia EPS it mach nhanh véi ngudn co chat 1a peptone. Trong khi & ngudn co chét 1a
glucose, thi EPS ¢ nhiéu mach nhanh. EPS c6 trong lwong phén tir 16n va thanh phan galactose co
ham lugng cao & ngudn co chét 1a sucrose.

Két qua nghién ciru ciia 4 ndi dung chinh ciia luan an, cho phép dé xuat quy trinh nuéi cdy

long-tinh nam C. sinensis nham thu nhan EPS c¢6 hoat tinh sinh hoc.



Cordyceps sinensis

l Thanh phin méi truong
R -Khoai tay: 200 g/L
. ) -Saccharose: 50 g/L
Diéu kién nuoi cday -K,HPO,: 0,5 g/L
Long-tinh -KH,PO,: 0,5 g/L
pH 6,1, 40 ngay -MgS0O,: 0,5 g/L
Nhiét do 20- 22°C -Peptone: 6 g/L

-Cao nam men: 4g/L

.ﬂ -Dau 6 liu 5% (v/v)

C6 quay chan khong
Loai dau: Petrolium ether (PE)
Tua ethanol 96% ty 1€ 1:4 (v/v)

Ly tam 4000 vong/phut trong 10 phut 1
EPS

Hoa tan trong nuéc
Loai protein: Alcalase 20 U/mL
Séc ky loc gel Sephadex G-100

bong kho
A

EPS 100 — 750 kDa

Hoa tan véi dung méi DMSO

B6 sung pyridine sulfure trioxide 1:5 (v/v)
Khuay 2h & 90°C

Trung hoa v6i 2,5M NaOH

Tua: ethanol 96%, ty 1€ 1:4 (v/v)

Ly tam 4000 vong/phtt trong 10 phiit
Y

Dén xuat S-EPS

Hinh 3.29. D¢ xuét quy trinh nudi cdy 1ong-tinh nim C. sinensis tao EPS c6 hoat tinh sinh
hoc
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KET LUAN VA KIEN NGHI

% Ket luan:

Két qua nghién ctru cta luan an cho phép mot so ket ludn sau:

Peptone va cao ndm men 1a ngudn nito thich hop trong nudi cdy long-tinh nAm C. sinensis dé thu
nhéan EPS c¢6 hoat tinh khang oxy hoa t6t hon so véi bot nhong tam.

D xac dinh bo sung dau 6 liu 5 % vao moi truong nudi cdy co ban sé& kich thich tang sinh tong
hop EPS boi nim C. sinensis nudi cay long-tinh.

Tinh sach EPS thu dugc tir dich nudi cdy 16ng-tinh ndm C. sinensis bang cach loai bo protein sir
dung Alcalase. Thu nhan phan doan EPS I va EPS II bang sic ky loc gel va thu nhan phan doan
EPS 100-750 kDa bang loc tiép tuyén.

Cai bién nang cap hoat tinh ctia phan doan EPS 100-750 kDa bang sulfate hoa da cai thién déng
ké hoat tinh khéng oxy héa in vitro va hoat tinh trc ché tyrosinase, 1a déng gép méi ciia luan an.
Pi xac dinh dugc 3 don vi duong don chinh trong mach EPS thu nhan tir dich nuéi ciy 1ong-tinh
nam C. sinensis 1a glucose, mannose, galactose, véi mach chinh 1,3-B-D-Manp, 2 mach nhanh
2,3)-a-D-Manp va a-D-Manp-(2,3,6 trong ciu triic ciia EPS. Viéc thay thé nguon C khéac nhau
trong nudi cay c6 thé anh huéng dén ciu tric mach nhanh, nhung khong lam thay thdi cau trac
mach chinh cta EPS tao ra boi ndm C. sinensis.

D3 d¢ xuit quy trinh cong nghé nudi ciy 1ong-tinh ndm C.sinensis tao sinh khdi nam va hoat chat
EPS cao c6 hoat tinh sinh hoc tir dich nuéi cay 1ong-tinh nAm C. sinensis. Day 1a nghién ciru lan
dau tién xay dung quy trinh thu nhan va tinh sach EPS tir méi truong nuéi ciy C. sinensis.

< Kién nghi

Véi muc dich hoan thién tiép cac ndi dung nghién ctru nham thu nhén hoat chat EPS tir dich

nuodi cay long-tinh nam C. sinensis luan an c6_mot so kién nghi sau:

Khao sat hoat tinh khang phan bao ctia 3 phan doan EPS sau khi dugc nang cap sulfate hoa.
Hoan thién quy trinh thu nhan phan doan EPS tir dich nu6i céy va tao dan suit sulfate co hoat

tinh sinh hoc & quy mo pilot, lam tién dé cho viéc san xuat dan xuét EPS c6 hoat tinh sinh hoc.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN
Lan dau tién xdy dung dugc quy trinh thu nhan EPS tir dich nui cdy 1ong-tinh nAm Cordyceps
sinensis tai Viét Nam giup chu dong tao nguén EPS ¢6 hoat tinh sinh hoc.
D3 xé4c dinh thanh phan moi truong va diéu kién nudi cay téi wu nAm Cordyceps sinensis chira
peptone va cao nam men két hop bo sung dau 6 liu 5% véi thoi gian nudi ciy 40 ngay kich thich
nam phat trién va tong hop EPS.
D xac dinh 3 don vi thanh phan chil yéu ctia EPS tir dich nudi cdy long-tinh ndm Cordyceps
sinensis 1a glucose, mannose va galactose theo cac ti 1¢ khac nhau trong cac phan doan EPS.
Di tao dugc dan suét sulfate-EPS bang phuong phap EPS/SO3.Py véi ty 18 EPS/SO3.Py = 1:5,
90 °C va 2h, dat DS =2,32 véi hiéu suat 90,375% cao hon so véi cac nghién ciru cong bé trude
day. Céac phan doan EPS thu dugc tir dich nudi cay long-tinh ndm Cordyceps sinensis sau khi
duoc cai bién sulfate hoa déu cai thién hoat tinh sinh hoc dang ké. Dic biét 1a phan doan S-EPS
100-750 kDa.
Luan 4n goép phan lam rd cau triic EPS thu dugc tir dich nudi ciy long-tinh nam Cordyceps
sinensis ¢6 mach chinh 1 —3)-B-D-Manp-(1—. Phé 1H NMR cho biét vi tri ctia cac C anomeric
cta Manp, Galp va Glcp.
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