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SANG LOC VA NHAN NHANH SINH KHOI RE TOC SAM NGQC LINH
TREN BIOREACTOR 20 LIT TRONG SAN XUAT QUY MO LON
Ha Thi Loan', Lam Vy Nguyén',
Tran Nguyén Lé Quyén', Huynh Hitu btic', Duong Hoa Xo'

TOM TAT

S4m Ngoc Linh la mot loai thuc vét dac hiu, quy hiém ctia Viét Nam, dong thoi 1a mot trong nhiing loai sém c6
ham lugng saponin nhiéu nhat so véi cc loai khac ctia chi Panax. Nhiam muc tiéu khai thac mot cach c¢6 hiéu qua
mot s6 dugc chat co gia tri cao trong sém Ngoc Linh thong qua nuoi sinh khoi ré toc, 10 dong ré téc Sam Ngoc Linh
¢6 trién vong dugc tién hanh danh gid; sau d6 thiét 14p di€u kién nhan sinh khéi thich hgp cho dong dugc chon loc
trén bioreactor 20 lit. Két qué danh gid, phan tich cdc dong ré téc sim Ngoc Linh sau 90 ngay nudi cdy cho thdy tét
ca cac dong diéu c6 tang sinh khoi va ¢ kha ndng tich lay saponin. Trong d6, cac dong 0, 2, 4, 6, 8, A dat sinh khéi
11,4 - 12,6 g/binh cao hon cac dong con lai; cac dong 0, 4, 5, 8, 33 tich ldy saponin cao dat 3,2 - 3,7 mg/g. Tu cac
két qua trén, dong ré toc s6 8 dugc chon loc tién hanh phén tich cdc saponin thanh phén dat tuong tu sdm Ngoc
Linh ngoai tu nhién nhu Rgl 0,73 mg/g, MR2 0,032 mg/g, VR17,320 mg/g, Rb1 0,034 mg/g, Rd 0,002 mg/g. Két qua
danh gia cac thong sd vé thé tich mai trudng nuoi cdy va thoi gian bd sung mai trudng vao bioreactor 20 lit cho thdy
thé tich moi trudng 10 lit thich hgp d€ nudi cdy ré téc sam Ngoc Linh. Ngoai ra, viéc stii dung thé tich méi trudng
ban dau la 6 lit va sau khi nu6i cdy 20 ngay b sung thém 4 lit moéi truong gitap cai thién ca sinh khoi (hé sé nhan

12,5 14n) va ham lugng saponin téng s6 bang 12,27%.

T khoa: Bioreactor, Sam Ngoc Linh, saponins, nudi cfy ré téc

1. DAT VAN BE

Sam Ngoc Linh con dugc goi la sam Viét Nam,
sam Khu 5 hay la cay Thu6c Gidu, c6 tén khoa hocla
Panax vietnamensis Ha et Grushv., moc tap trung &
chan nuti Ngoc Linh cao 2.578 m (thu¢c dia phan
hai tinh Quang Nam va Kon Tum), do d6 ma loai
sam nay dugc dat tén 1a sam Ngoc Linh. Sdm Ngoc
Linh tré thanh loai quy hiém béi n6 chtta mot s6
hoat chét c6 gia tri vé mat dugc hoc. Sam Ngoc Linh
la mot trong nhiing loai sim c6 ham lugng saponin
nhiéu nhét so vi cacloai khac ctia chi Panax trén thé
giGi va c6 lugng saponin khung dammaran cao nhat
(khoang 12 - 15% t8ng lugng saponin). O sim Ngoc
Linh, lugng saponin ocotillol vugt tréi so véi nhiing
loai sdm cung chi Panax nhu majonoside-R2, thudc
nhdm saponin ¢é cdu tric mach nhanh ocotillol tao
nén hoat tinh ddc httu ctia nhan sdm Viét Nam. Theo
két qua nghién ctiu ctia Nguyén Minh Ptic va cong tac
vién (1993), Vo Duy Huén (2001), Tr4n Lé Quan va
cong tac vién (2001), Nguyén Thugng Dong va cong
tac vién (2007), trong than ré ctia sdm Ngoc Linh
chtta hon 52 hoat chét saponin (ginsenoside), trong
d6 c6 26 hop chit cé cdu tric hod hoc da biét va 26
saponin c6 cdu tric méi khéng c6 trong cac loai nhan
sam khac dugc dat tén la vina-ginsenoside-R1-R24.
Sam Ngoc Linh dic biét chtia chit majonoside-R2,
day 1a saponin nhém ocotillol chiém hon nta téng
s6 ham lugng saponin ctia sam Ngoc Linh va la
nhém chat c6 tic dung quyét dinh dén chét lugng
loai sam Viét (Nguyén Minh Dtc va ctv., 1993;

Tran Lé Quan va ctv., 2001). Cing theo nhom tac gia
nay, than ct sdm c6 chtia cac hgp chit polyacetylen,
trong d6 7 hop chat polyacetylen dugc phan lap &
phén doan it phan cuc va 5 hgp chat da dugce xac dinh
cdu truc. Ngoai ra, trong sam Ngoc Linh con chtia
17 thanh phén acid béo, 18 acid amin, 20 nguyén t6 vi
lugng va cic hop chét sterol cu thé 1a -sitosterol va
daucosterin (B-sitosteryl-3-o-p-D-glucopyranosid)
(B4 Huy Bich va ctv., 2004). Trong cti va ré sam con
chtia cac hgp chit glucid nhu duong tu do, dudng toan
phan, tinh du, vitamin C (Nguyén Thugng Dong
va ctv., 2007).

Hién nay trén thé giéi da c6 nhiéu nghién ctu
tung dung hé théng nudi cdy bioreactor trong san
xudt sinh khdi ré téc trén doi tugng la sam Triéu tién
(Dewir et al., 2010; Mallol et al., 2001; Jung et al.,
2006; Jeong et al., 2002). Trong cac nghién ctiu nay,
cac dong ré toc dugc tao ra va sang loc nham tim ra
cac dong t6i uu, sau d6 dugc tién hanh nuoi cay trén
cac hé thong bioreactor khac nhau nhim muc tiéu
thu dugc sinh khéi cao nhét. O Viét Nam, mot s&
nghién ctiu vé chuyén gen tao ré téc sam hay nuoéi
cdy ré toc (Nguyén Thi Liéu va ctv., 2011) da dugc
thuc hién va bu6c dau da thuc hién viéc nhan sinh
khoi (Trinh Thi Huong va ctv., 2016). Tuy nhién,
hién nay trong nudc chua cé nghién ctiu thuc hién
mot quy trinh hoan thién tu viéc sang loc va danh
gid cac dong ré téc dén viéc nuodi cdy nhén sinh khéi
ré toc theo tiing gian doan va tién t6i san xudt trén
bioreactor thé tich 16n (20 lit) nham muc tiéu san

'Trung tam Cong nghé Sinh hoc TP. H6 Chi Minh
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xudt trén quy mo lén. Trung tam Cong nghé Sinh
hoc Thanh phé H6 Chi Minh da va dang tién hanh
cdc nghién ctiu nham thiét lap cic diéu kién phu
hop cho viéc san xudt sinh khoi sam dat hiéu qua.
Két qua nghién ctiu budc dau, Trung tim da tao va
sang loc dugc 31 dong ré tdc tai sinh tét ti hon 350
dong ré chuyén gen. Két qua nghién ctiu budc dau vé
thanh phén hoat chét saponin t6ng va saponin thanh
phén trong mot s6 dong ré téc ré chuyén gen so véi
thanh phan trong than ré sim Ngoc Linh tréng &
Ngoc Linh 6 nam tudi tuong tu nhu ré ngoai tu
nhién (Ha Thi Loan va ctv., 2014, 2016). Cac két qua
nay da mo ra trién vong cho viéc san xuét sinh khoi
ré toc sam Ngoc linh trén quy mé 16n. Trong nghién
ctiu nay, da tién hanh danh gia va sang loc kha nang
nhén sinh khéi va tich lay saponin téng s6 ctia 10
dong ré toc 6 trién vong tii d6 chon loc dong ré toc
phu hop cho viéc nghién ctiu va danh gia ti€p theo
trén quy mo bioreactor 20 lit. Trong d6, ndng suat
va chat lugng (ham lugng cac saponin thanh phén)
ctia sinh khéi ré toc cling dugc phan tich va danh gia
nhdm dam bao tinh hiéu qua khi 4p dung trén quy
mo san xudt l6n.
II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién ciu

Ré téc sam Ngoc Linh dugc tao ra bang cach lay
nhiém vi khuidn Agrobacterium rhizogenes 15834
dang hoang dai vao phién 14 va cudng la cay con
sam Ngoc Linh in vitro. Cdc dong ré toc dugc tao ra
nho vi khudn Agrobacterium rhizogenes do két qua
ctia viéc chuyén DNA (T -DNA) trong Ri- plasmid
& vi khuédn dugc chuyén va biéu hién & t€ bao chu.
Tu cac dong ré toc c6 kha ndng tai sinh ban dau,
10 dong ré téc ¢ kha nang nhan sinh khoi va tich
ltty saponin dugc tién hanh danh gia va sang loc
trong thi nghiém.

2.2. Phuong phap nghién ciu

2.2.1. Thi nghiém 1: Pdnh gid va sang loc cdc dong
ré téc sam Ngoc Linh phit hgp cho nhdn sinh khéi
trén quy mo bioreactor 20 lit

Vat liéu: 10 dong ré téc sam Ngoc linh ¢6 kha
nang nhan sinh khéi va tich Iy saponin: 0, 4, 5, 6, 7,
8,33,35,59, A.

Thi nghiém gém 10 nghiém thdc (NT). Mbi
nghiém thuc ldp lai 3 14n, mdi 1an 6 chai nugc bién
chtia 500 ml moi trudng lam viéc. Khéi lugng mau
ban d4u: 1,0 g. Thétich mdi trudng nudi cdyla 120 ml.

Diéu kién nuoi cdy: Cac mau cdy dat trong phong
nuoi c6 anh sang khuéch tan 80 - 100 lux, nhiét do

21°C £ 2°C; d6 dm 57% + 5%. Moi trudng nudi cdy
khoéng co ban SH b6 sung 60g duong/l. Thoi gian
nudi cdy 90 ngay.

Chi tiéu theo doi: Khéi lugng ré tuoi, khéi lugng
ré kho, saponin téng so.

2.2.2. Thi nghiém 2: Khdo sdt dnh hudng cia thé
tich méi trudng nudi cdy ban ddu dén sy nhdin
nhanh sinh khoi va tich liiy saponin trong sinh khoi

Vit liéu: dong ré téc sdm Ngoc Linh dugc chon
loc tti thi nghiém 1.

Thi nghiém gém 3 nghiém thuc (8, 10,12 lit moi
truong) nham danh anh hudng ctia moi trudng ciing
nhu d6 thong thoang dén sy nhan nhanh sinh khoi
va tich laty saponin. Thi nghiém dugc bo tri theo
kiéu hoan toan ngau nhién, méi nghiém thtc 3 lan
13p lai, mdil4n 1dp 1 binh bioreactor.

biéu kién nudi cdy: cic mau cdy dit trong phong
nudi cé anh sang khuéch tan 80-100 lux, nhiét do
21°C + 2°C; d§ 4m 57% + 5%. Moi trudng nudi
cdy khoang co ban SH bd sung 60g dudng/l. Thoi
gian nudi cdy 90 ngay.Mat do ré nudi cdy ban dau
100g/binh.

Chi tiéu theo doi: Khéi lugng ré tuoi, khdéi lugng
ré kho, ginsenoside Rb1, Rgl, MR2, VRI1.

Bang 1. Cac nghiém thtc thi nghiém
thé tich moi truong nuodi cay

Nghiém thtic Thé tich moéi trudng nudi cay
1 8 lit
2 10 1it
3 12 lit

2.2.3. Thi nghiém 3: Khdo sdt dnh hudng ctia thoi
gian bd sung méi trudng nudi cdy dén sy nhan
nhanh sinh khoi va tich liiy saponin trong sinh khoi
Vit liéu: Dong ré toc sdm Ngoc Linh dugc chon
loc tti thi nghiém 1 va stt dung trong thi nghiém 2.
Dua trén két qua thi nghiém 2 chung t6i chon
thé€ tich moi truong phu hop d€ bé tri thoi gian b
sung moi trudng nudi cdy. Trong thi nghiém nay
tién hanh khdo sat thoi gian bd sung moi trudng
0 ngay, 20 ngay va 30 ngay (nghiém thtic bé tri dugc
trinh bay trong bang 2). Thi nghiém gém 5 nghiém
thiic dugc bé tri theo kiéu hoan toan ngau nhién, méi
nghiém thtc 3 14n 1ap lai, mdi 14n 13p 1 binh bioreactor.
Diéu kién nuoi cdy: Cdc mau cdy dit trong phong
nudi c¢6 anh sang khuéch tan 80 - 100 lux, nhiét do
21°C + 2°C; d6 4m 57% * 5%. Moi trudng nudi cdy
khoéngcoban SHbd sung60g dudng/1. Thoigian nudi
cdy 90 ngay. Mat do ré nuoi cdy ban dau 100g/binh.
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Chi tiéu theo doi: Khéi lugng ré tuoi, khéi lugng
ré kho, ginsenoside Rb1, Rgl, MR2, VRI.

Bang 2. Cac nghiém thtc thi nghiém
thoi gian b sung moi trudng nudi cdy

Thé tich Thoi Thé tich | Tong thé
moi gian bg moi tich moi
TT | truong sungmoi trudng truong
banddu = truong = bdsung nudicdy
(lit) (ngay) (lit) (lit)
1 10 - - 10
2 6 20 4 10
3 6 30 4 10
4 6 20 6 12
5 6 30 6 12

2.2.4. Phuong phdp phdn tich saponin

- Dinh lugng saponin bing phuong phép can:

+ Mau thu dugc tién hanh rttasach méi trudng
nudi cdy bang nudc may sau dé xt li lanh -80°C t6i
thiéu trong khodng thoi gian 24 gi¢ trudce khi tién
hanh xt li kho, nghién va tach chiét saponin.

+ Quy trinh tach chiét saponin: Can chinh xac 8
g bot sam, chiét véi 80 ml (x 6 14an) MeOH 70%. Loc
thu 14y dich, c6 thu hdi dung maéi dén can. Can dugc
hoa trong 25 ml nudc cét trong binh dinh mtic 25 ml.
Rat chinh xdc 10 ml tinh ché bang cot SPE C18, thu
lay phan doan MeOH 100%. C6 thu hoi dung moi
dén can, siy chan khong. Can can thu dugc. Hoa tan
can v6iMeOH 70%, loc qua mang loc 0,22 um.

Ham lugng saponin toan phan dugc tinh theo
cong thiic:

Saponin toan phan x 100%

Trong dé: ml: khoi lugng dugc liéu can (mg);
m2: khéi lugng can thu dugc (mg).

- Dinh lugng bing sic ky long hiéu nang cao
(HPLC):

+ Hé thong HPLC: Water 2695 kém dau do Water
PDA 2996.

+ CoOt: Phenomenex Gemini C18 (250 x 4,6 mm,
5 um).

+ Pha dong: Gom cetonitril (A) vanudc (B) rtia
giai theo chuong trinh gradient.

+ Chuén: ginsenosideRb1, Rgl, MR2, VRI1.

2.3. Thoi gian va dia diém nghién cdu
Nghién ctiu dugc thuc hién tii thang 6 nam 2018

dén thang 6 ndm 2019 tai Trung tim Cong nghé sinh
hoc Tp. H6 Chi Minh.
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I11. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Sang loc cac dong ré téc sdm Ngoc Linh cé
kha nang tao sinh khéi nhanh va ham lugng
saponin cao

Sau 3 thang nudi cdy, cac dong ré 0, 4, 5, 6, 7, 8,
33, 35,59, A déu c6 kha nang nhan nhanh sinh khoéi
va tich lay saponin (Bang 1). Trong do, cac dong ré
toc 0, 4, 6, 8 va A c6 kha nang tao sinh khéi tot hon
cac dong ré con lai, sinh khéi dat cao nhét la dong ré
0, ké dén 1a dong ré A, 3 dong ré con lai 4, 6, 8 6 t6¢c
do tang sinh tuong duong nhau. Két qua phan tich
ham lugng saponin t6ng s6 & 10 dong ré thi nghiém
cho thiy: Ham lugng saponin & cac dong ré 0, 4, 5,
8,33, A ch o ham lugng saponin cao hon cac dong
ré con lai. Tl cac két qua nay, 5 dong ré 0, 4,5, 8, A
dugc tiép tuc duy tri va nhan nhanbh, tiép tuc danh
gia tinh 6n dinh d€ phuc vu cho qud trinh san xuat
ré toc in vitro.

Bang 4. Két qua nuoi cdy cdc dong ré toc
sau 90 nga nudi cdy trén moi truong SH

STT Nghiém thiic Klt‘l‘f;il‘(‘g)“g Sap one tong
1 0 1261a 37a
2 4 11,64b 37a
3 5 10,39d 364
4 6 11,76 ab 3,0c
5 7 10,65 cd 3,0c
6 8 11,42 be 32b
7 33 10,62 cd 32b
8 35 9,77 d 30¢
9 59 893 ¢ 29cd
10 A 12,04 ab 353a

Ghi chii: Nhiing chit cdi khdc nhau (a, b, ¢, d) thé hién
sy khdc biét cé y nghia véi o = 0,05 trong Duncan test.

Két qua phén tich tinh 6n dinh cta cdc dong ré
toc cho thdy dong s6 08 cho két qua tot nhat. Trén
co sG do, tién hanh danh gia so bd ham lugng cac
thanh phén saponin chinh MR2, VRI - dai dién
cho nhém Ocotillol , Rgl- dai dién cho nhém
Protopanaxatriol, Rb1- Protopanaxatriol trén dong
ré s6 08 ¢ chiia ham lugng saponin téng s6 3,2%
cho thdy, saponin MR2 xudt hién dang vét, nhung
khi b6 sung ligochitosan vao méi trudng nuoi ciy
kich thich hinh thanh MR2 1a 0,14 mg/g ré kho,
ham lugng Rgl 1a 0,035 mg/g, ham lugng VRI la
0,021 mg/g; Rbl 1a 0,077 mg/g; Rd 1a 0,022 mg/g.
Tuong tu trén sam Triéu Tién, viéc sang loc va danh
gid kha nang nhan nhanh sinh khéi dong thai tich
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lay saponin trong cac dong ré toc trude khi thuc
hién san xuét trén quy moé 16n nhim san xudt cac
dugc chat ciing dugc thuc hién bdi Woo va cong téc
vién (2004).

3.2. Khao sat anh hudng cta thé tich moi truong
nudi cdy ban dau dén sy nhian nhanh sinh khéi va
tich liy saponin trong sinh khoi

Nghién ctu nay khéo sit anh hudng cta thé
tich mai trudng nuoi cdy dén sinh khoi thu dugc,
ham lugng saponin tich liy trong ré. Tt khéi lugng
mau ban dau 1a 100 g, ré téc sim Ngoc Linh dugc
b8 sung 10 va 12 lit mdi trudng cho két qua tot cho
su nhdn nhanh sinh khoéi (tuong ting véi khoi lugng
tuoi la 1.067 g va 1.007 g). Hé s6 nhan nhanh sinh
khéi onghiém thic st dung 10 lit mdi truong cho
hé s6 nhan cao nhat dat 10,7 1an; O nghiém thuc st
dung 12 lit méi trudng cho hé s6 nhan la 10,07 lan.
Nghiém thtic st dung 8 lit moi trudng nudi cdy cho
két qua thdp nhat v6i 797 g sinh khoi va hé s6 nhan
la 7,97. Nguyén nhéan c6 thé do dinh dudng trong
modi truong khong du cung cdp cho sy ting trudng
ctia ré tdc.

Két qua sinh khéi kho cho thdy & thé tich nudi
cdy 10 lit moi trudng thu dugce sinh khéi kho cao
nhat (105,7 g), ké dén nghiém thtic 12 lit moi trudng
nuoi cdy va nghiém thiic nuéi cdy 8 lit moi truong cé
khéi lugng kho thap nhét (Bang 4).

Bang 5. Anh hudng ctia thé tich moi trudng
dén sy nhan nhanh sinh khéi ré téc sam Ngoc linh
trén hé théng Bioreactor

Sinh khéi tuoi Sinh khéi kho
NT Khéilugng = Hé sé nhdn Khéi lugng
tuoi/binh sinh khoi khé/binh

(2) tuoi/binh (g) (g)

1 797 b 7.9b 82,9 ¢

2 1067 a 10,7 a 105,7 a

3 1007 a 10,07 a 96,1 b
CV (%) 8,33 8,33 3,6

Ghi chil: Nhiing chii cdi khdc nhau (a, b, ¢) thé hién sy
khdc biét c6 y nghia véi « = 0,05 trong LSD test.

Két qua phén tich ham lugng saponin cho thay
thé tich nuoi cdy ti 8 - 12 lit mdi trudng ban ddu
c6 su khac nhau vé ham lugng saponin. Déc biét
la ham lugng saponin téng s6 bing phuong phap
can (Bang 5). Thé tich 8 lit c6 lugng saponin tong
thap nhat (2,87%) trong khi nghiém thtic nudi cay
10 va 12 lit 1a 4,76% va 3,12% Ham lugng saponin
thanh phéan c6 sy thay d6i nhung khong dang ké.
Ham lugng 5 saponin thanh phan chinh bién thién
tu 4,300 - 4,548. Gia tri cao nhit & nghiém thtc
10 lit v6i ham lugng 5 saponin thanh phan cao nhét
1a 4,810. Do vy, thé tich nuoi cdy 10 lit cho ham
lugng saponin thanh phén cao nhit.

Bang 6. Anh hudng thé tich nuéi cdy dén ham lugng saponin toan phén va cc saponin chinh

NT % saponin Khéi lugng (mg/g dugc li¢u) Ham lugng cic
toan phan G-Rgl M-R2 G-Rd G-Rb1 V-RI saponin chinh (mg)
2,87 0,057 0,257 0,042 0,044 4,099 4,499
4,76 0,031 0,372 0,110 0,010 4,025 4,548
3,12 0,063 0,279 0,178 0,047 3,733 4,300

Céc két qua trén cho thdy, thé tich nuoéi cdy 10
lit thich hgp cho su nhan nhanh sinh khéi va tich
lay saponin ctia dong ré téc s6 08 trén quy mod
bioreactor 20 lit. Két qua nghién ctiu nay phu hgp
v6i cac nghién ctiu trén quy mo bioreactor 15 lit ctia
tac gia Duong Tan Nhut (2016), Choi va cong tac
vién (2003) ghi nhén su gia ting dang ké sinh khoi
ré toc sau 6 va 8 tudn nuoi cay.

3.3. Anh hudng ctia thoi gian b6 sung moi trudng
1én sy su nhan nhanh sinh khéi ré téc sam Ngoc
linh trén hé thong Bioreactor

Dong ré toc s6 08 dugc nudi cdy trén bioreactor
20 lit v6i thé tich moi trudng ban dau 6 1it va bg sung
thém moi trudng sau 20 hodc 30 ngay véi thé tich
41it hodc 6 lit cho két qué nhan sinh khéi va saponin
khéc biét (Bang 7, bang 8).

Bang 7. Anh hudng ctia thoi gian bd sung moi trudng
dén sy nhan nhanh sinh khéi ré toc saim Ngoc linh
trén hé théng Bioreactor

Sinh khdi tuci Sinh khéi kho
NT  Khéilugng Hé s6 nhan Khoi lugng

tuoi (g) | sinh khéi tuoi kho (g)
1 1066,7 bc 10,7bc 105,7 b
2 1250,0 a 12,5a 113,8a
3 1016,7 ¢ 10,17 ¢ 89,8 ¢
4 1190,0 ab 11,9 ab 82,2d
5 956,7 ¢ 9,57 ¢ 74,1 e

CV (%) 7,32 7,32 1,6

Ghi chii: Nhiing chit cdi khdc nhau (a, b, ¢) thé hién sy
khdc biét cé y nghia véi o = 0,05 trong LSD test.
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Két qua sinh khoi tuoi cho thiy cé su khac biét
gitia cac nghiém thuc thi nghiém gitia viéc nu6i cdy
6n dinh v6i mot thé tich moi trudng ban dau véi viéc
nuoi ciy véi giai doan dau 20 - 30 ngay chiia mot it
moi truong nhung sau giai doan nay tién hanh bo
sung thém 4 - 6 lit. O nghiém thtc 1 1a nghiém thtc
déi chiing dugce chon ra tii nghiém thtic t6i uu cua
thi nghiém 1. Vi nghiém thtic nay moi trudng nuoi
cdy ban dau cho dén két thuc la 10 lit. Nghiém thtic
2 moi trudng nudi cdy ban dau 6 lit sau 20 ngay nuoi
cdy bd sung thém 4 lit moi trudng cho két qua t6t
nhét (mdi binh thu dugc binh quén 1250 g sinh khoi
ré kho) va hé s6 nhan 12,5 lan. K& dén la nghiém
thic 4 v6i thé tich moi trudng ban dau 14 6 lit, sau
khi nu6i cdy 20 ngay tién hanh b6 sung thém 6 lit
ciing cho két qua tot véi 1190 g sinh khéi ré tuoi
va hé s6 nhéan la 11,9%. Két qua phan tich thong ké
cho thay khong c6 su khac biét vé mac thong ké gitia
2 nghiém thtic nay. Tuy nhién xét vé hiéu qua kinh té
thi nghiém thtc 4 tiéu tén nhi€éu moi trudng hon va
xét vé mdc thong ké nghiém thtic 4 va nghiém thic
déi chiing khong c6 su khac biét.

O nghiém thiic 3 va 5, b6 sung moi trudng tuong
ung 4 va 6 lit vao ngay tht 30 sau céy cho sinh khoi
thap (1016,7 g va 956,7 g). Hai nghiém thtic nay
khong cd su khac biét vé mit thong ké va khong
khac biét so v6i d6i chiing.

Tu két qua thi nghiém c6 thé thy rang viéc bo
sung moi trudng & giai doan 20 ngay nudi ciy véi thé
tich 4 lit nang thé tich 1én 10 lit sé tét hon so v6i nuoi
cdy 6n dinh véi 10 lit moi trudng. Trudng hop bd
sung 6 lit moi trudng va thoi gian bd sung 30 ngay

sau nuoi cdy khong mang lai hiéu qua nguyén nhan
6 thé giai doan 20 ngay ciy chudn bi cho qud trinh
phan hoéa ré méi can moi trudng bs sung. Giai doan
30 ngay sau cdy cay viia phat sinh ré nhanh bé sung
moi trudng cé thé da gy stress lam anh hudng dén
su tdng sinh

Mot nguyén nhan khac lam cho nhén nhanh sinh
khéi khi b6 sung thém 4 lit méi trudng sau 20 ngay
1a ¢4 thé do trong giai doan dau dugc céy vao, ré toc
dang qua trinh thich nghi tii mai truong ngap chim
theo chu ky sang moi trudng ngip hoan toan. Luc
nay sinh khdi ré toc con thip, nén & cing mot luu
lugng khi bom vao thi & thé tich 6 lit ndong do oxy
hoa tan trong méi truong sé cao hon. Diéu nay gitp
cho qud trinh thong thodng ctia ré téc sinh khéi ting
nhanh hon. Tuy nhién, viéc b6 sung mdi trudng sau
mot giai doan nudi cdy can cin thin tranh bi nhiém
ndm do thao tac. V€ sinh khéi kho, tuong tu nhu
sinh khéi tuoi, sinh khoi dong s6 8 dat cao nhit &
nghiém thtc nuoi cdy ban dau 6 lit sau 20 ngay b
sung 4 lit moi truong. Két qua phén tich ham lugng
saponin (bang 5) cho thdy b6 sung moi trudng trong
qua trinh nuoi cdy khong chilam tang sinh khéi ma
con lam tang ham lugng saponin téng va cdc thanh
phan saponin chinh. Trong d6, nghiém thtc 2 ngoai
cho sinh khéi 12,5 lan, saponin tdng s6 cao (12,89%)
va ré con chtia ddy du céac saponin chinh. Ngoai ra,
khi danh gia cac thanh phan saponin chinh trong
cac diéu kién thi nghiém ciing cho thdy ré téc van
chta céc thanh phéan tuong tu nhu ré sdm trong tu
nhién (Nguyén Théi Nham va ctv., 1979).

Bang 8. Anh hudng thé tich nuéi cdy dén ham lugng saponin toan phan va céc saponin chinh

% saponin Khéi lugng (mg/g dugc liéu) Ham .lli(jn’g
NT X x 5 saponin chinh

toan phan G-Rgl M-R2 G-Rd G-Rb1 V-RI (mg)

1 4,76 0,031 0,372 0,110 0,010 4,025 4,548

2 12,27 0,073 0,032 0,002 0,034 7,320 7,461

3 12,89 0,021 0,015 0,009 0,020 4,740 4,805

4 12,04 0,025 0,024 0,000 0,040 6,840 6,929

5 8,42 0,110 0,052 0,000 0,034 11,358 11,554

Két qua nghién ctiu trén ciing pht hgp véi cac
két qua cta Sivakumar va codng tac vién (2005),
Yu va cong tac vién (2000), Kochan va cong tac vién
(2013), Zhou va cong tac vién (2007), Washida va
cong tac vién (1998, 2004) cho thay khi da xay dung
dugc diéu kién moéi trudng thich hgp cho viéc nhan
sinh khéi ré toc clia sim trén bioreactor thi cic
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ginsenoside thanh phéin dugc tao ra tuong ting véi
cay ngoai tu nhién, tuy nhién c6 mot s6 khac biét
nhat dinh vé ham lugng. Két qua nay chiing minh
c6 thé nudi cdy va san xudt sinh khoi ré toc Sam
Ngoc Linh trén bioreactor 20 lit dam bao cac thong
s6 chét lugng cua saponin téng s6 va cic saponin
thanh phan.
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IV. KET LUAN

Két qua khao sat 3 thé tich mdi trudng nudi cily
ban dau la 8, 10, 12 lit trong binh Bioreactor 20 lit
cho théy ré téc trong binh chda 10 lit moi trudng
thich hgp d€ nuoi cdy ré téc sam Ngoc Linh ca vé
sinh khoi. Tuy nhién, viéc nuoi cdy sam Ngoc Linh
trén hé théng bioreactor ¢ hiéu qua khi thé tich moi
trudng ban dau 14 6 lit va sau khi nudi céy 20 ngay bé
sung thém 4 lit méi trudng giup cai thién ca sinh khoi
(hé s6 nhéan 12,5 lan) va ham lugng saponin téng
s6 bang phuong phap can (12,7%), Rgl 0,73 mg/g,
MR2 0,032 mg/g, VR17,320 mg/g, Rb1 0,034 mg/g,
Rd 0,002.

Moi truong nudi cdy ban dau 6 lit sau nuodi ciy
20 ngay bo sung 4 lit nang tdng thé tich nudi cay
10 lit 1a hiéu quéa nhét cho nudi cdy ré téc Sam Ngoc
Linh. D€ nghi trién khai san xuit v6i diéu kién nay.
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Screening and fast biomass proliferation of Ngoc Linh
ginseng hairy root on 20L bioreactor for large scale production

Ha Thi Loan, Lam Vy Nguyen,
Tran Nguyen Le Quyen, Huynh Huu Duc, Duong Hoa Xo

Abstract

Ngoc Linh ginseng is a rare and endemic plant of Vietnam and one of the ginseng species with the highest saponin
content in comparison to other species of Panax genus. In order to effectively exploit the high-value pharmaceuticals
in Ngoc Linh ginseng through hair root biomass production, 10 promising hairy root lines were investigated and
screened to select a suitable one; then biomass production condition was established in 20-liter bioreactor. The
screening results showed that all hairy root lines increased their biomass and accumulated saponins after 90 days of
culture. For fresh biomass, lines 0; 2; 4; 6; 8 and A reached 11.4 - 12.6 g/bottle and were higher than the other lines;
for total saponin accumulation capacity, lines 0; 4; 5; 8; 33 reached 3.2 - 3.7 mg/g. From the results, the No. 8 hairy
root line was selected for saponin testing, and the result showed that its saponin components was similar to natural
Ngoc Linh ginseng root such as Rg1 0.73 mg/g, MR2 0.032 mg/g, VR1 7.320 mg/g, Rb1 0.034 mg/g, Rd 0.002 mg/g.
The results of medium volume and medium adding time for 20 liter bioreactor showed that the 10 liters beginning
culture medium was suitable for Ngoc Linh ginseng hair root culture. In addition, the use of an initial medium
volume of 6 liters and an additional 4 liters of culture medium after 20 days of culturing improved both biomass
(12.5 times) and total saponin content by 12.27%.

Keywords: Bioreactor, Ngoc Linh ginseng, saponins, hairy root culture
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HIEU QUA PHONG TRU CAY BIM BIM VA TAC PONG MOI TRUONG
CUA THUOC TRU CO TAI PA NANG
Cu Thi Thanh Phuc!, Bang Thi Phuong Lan’,
Nguyén Thi Hang Nga', Pinh Xuan Tung', Pham Thi Tam',
Nguyén Thi Thao', Lai Thi Thu Hang', Lé Thanh Tung'

TOM TAT

Mo hinh phong trit cdy Bim bim tai khu Bao t6n thién nhién ban dao Son Tra dugc thiét 1ap d€ danh gia hiéu
qua ky thuat va tac dong moi trudng ctia bién phap diét trii cdy bim bim hién dang phat tan va xdm [4n nang cac khu
riing & ven bién mién Trung. Két qua trién khai cho thdy bién phdp sti dung thudc trii ¢o luu dan thudc hoat chét
Glyphosate va Metsulfuron methyl d€ dua thudc vao thin cay bim bim thong qua ky thuat truyén dich va bom truyc
tiép thudc vao thin cay (sau khi da cat bo phan ngon) cé thé diét tdn gdéc céy bim bim & cac kich thudc khac nhau;
hiéu qua diét truc tiép déu dat 100%. Trudng hgp bom thude vao than nhung khong cit g6c ciing mang lai hiéu qué
t61 99,76%. Viéc cai tién ky thuat dua cac thudce vao than cay khong chi mang lai hiéu qua cao ma con an toan véi
moi trudng do thudc hoan toan khong bi phét tdn ra bén ngoai nén két qua phén tich mau dét & sat géc ciy khong
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