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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN

Cordyceps là nấm ký sinh côn trùng, được sử dụng trong y dược từ rất lâu do chứa nhiều hợp chất có hoạt tính sinh học như adenosin, cordycepin, polysaccharid, sterol, protein... Tuy nhiên, khả năng sinh tổng hợp các hợp chất này tùy thuộc chủng và việc sử dụng còn nhiều hạn chế nếu chỉ thu hái từ tự nhiên. Ở Việt Nam, vùng núi Langbiang - Lâm Đồng là một trong những nơi thích hợp để nấm ký sinh côn trùng phát triển, trong đó có Cordyceps. Đã có một số nghiên cứu khảo sát về các loài Cordyceps, hoạt tính sinh học từ sinh khối sợi nấm thu thập được tại vùng núi này. Kết quả cho thấy vùng núi Langbiang - Lâm Đồng là nơi có khả năng phát hiện thêm những chủng Cordyceps mới có tiềm năng ứng dụng trong y dược.
Dựa trên các đặc điểm hình thái giải phẫu, đã phân lập và làm thuần được 6 chủng nấm Cordyceps gồm: DL0006, DL0038A, DL0038B, DL0067, DL0069 và DL0075 từ vùng núi Langbiang - Lâm Đồng. Trong đó, hai chủng DL0038A và DL0038B thuộc loài C. takaomontana; các chủng DL0006, DL0069 và DL0075 thuộc chi Cordyceps và chủng DL0067 thuộc chi Isaria.
Trong số 6 chủng phân lập được và 2 chủng Cordyceps (gồm C. neovolkiana DL0004 và C. pseudomilitaris DL0015) cũng phân lập được từ vùng núi Langbiang - Lâm Đồng, đã  chọn được C. pseudomilitaris DL0015 có khả năng tích lũy adenosin và polysacharid đạt mức cao, đặc biệt adenosin đạt mức cao nhất so với các chủng còn lại, với thời gian tăng trưởng chỉ sau 4 tuần nuôi cấy. Ngoài ra, sinh khối sợi nấm C. pseudomilitaris DL0015 nuôi cấy còn chứa 5 nhóm hợp chất thứ cấp khác gồm lipid, triterpenoid tự do, coumarin, saponin và axit hữu cơ.
Nguồn cacbon và nitơ thích hợp nhất để C. pseudomilitaris DL0015 tăng trưởng, tích lũy adenosin và polysacharid là saccharose và pepton. Bằng phần mềm BCPharsoft đã xác định được thành phần môi trường tối ưu gồm nước chiết khoai tây có bổ sung (g/l): saccharose - 60, pepton - 15, MgSO4.7H2O - 0,2, KH2PO4 - 0,5, K2HPO4, - 0,5 và CaCl2.2H2O - 0,5 với điều kiện nuôi cấy tối ưu cho C. pseudomilitaris DL00015 tăng trưởng, tích lũy adenosin và polysacharid là: pH 6,7 với chu kỳ chiếu sáng ngày/đêm, 16 ngày đầu ở nhiệt độ 25 ± 2oC, tiếp theo 7 ngày ở 8 ± 2oC và cuối cùng quay lại nuôi tiếp 7 ngày ở 25 ± 2oC. 
Trong số các loại cao chiết từ sinh khối C. pseudomilitaris DL00015 nuôi cấy (cao ethanol - EtOH, cao ether dầu hỏa - PE, cao ethyl acetat - EtOAc, cao n-butanol - BU, cao nước...), thì cao chiết EtOAc thể hiện mạnh nhất hoạt tính khử gốc tự do DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)) và kháng oxy hóa nội bào; ức chế sự tăng trưởng 2 dòng tế bào ung thư (MCF-7 và NCI-H460) và 6 chủng vi khuẩn gây bệnh (Escherichia coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)). Trong khi đó, cao EtOH giúp kích thích tăng sinh mạnh nhất đối với PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) so với các cao chiết còn lại.

2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN

- Đã phân lập và làm thuần thêm được 6 chủng nấm thuộc chi Cordyceps và Isaria từ vùng núi Langbiang - Lâm Đồng. 

- C. pseudomilitaris DL0015 là chủng có tiềm năng hoạt tính sinh học cao nhất trong số các chủng phân lập được. 

- Đã xác định được thành phần môi trường và điều kiện nuôi cấy tối ưu để thu nhận sinh khối C. pseudomilitaris DL0015 chứa các hợp chất có hoạt tính sinh học chủ yếu là adenosin và polysaccharid. Đáng lưu ý là đã xác định được điều kiện nhiệt độ nuôi cấy có sự kết hợp giữa nhiệt độ 25 ± 2oC và 8 ± 2oC trong những khoảng thời gian nhất định là thích hợp nhất cho nuôi cấy C. pseudomilitaris DL0015 để thu sinh khối và các hợp chất mục tiêu, đặc biệt là adenosin.

- Các cao chiết từ sinh khối sợi nấm của C. pseudomilitaris DL0015 thể hiện các hoạt tính sinh học khác nhau, đặc biệt là cao EtOAc. Đây là những thông tin hữu ích làm cơ sở ban đầu cho việc nghiên cứu khai thác và ứng dụng đối với chủng nấm này.
3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 

Để hướng tới khai thác và ứng dụng chủng tiềm năng C. pseudomilitaris DL00015, cần tiếp tục nghiên cứu sản xuất được lượng lớn sinh khối sợi nấm giàu thành phần các hoạt chất trong Bioreactor; đồng thời tiến hành các thử nghiệm thêm một số hoạt tính sinh học và thử nghiệm trên mô hình động vật.  
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1. ABSTRACT
Cordyceps are entomopathogengic fungi that has been used in medicine for a long time because of their many bioactive compounds such as adenosine, cordycepin, polysaccharides, sterols, and proteins... However, biosynthesis of these compounds vary on Cordyceps strain and the use of these fungi in generally is limited by harvesting from nature. In Vietnam, Langbiang mountain in Lam Dong province is one of the suitable places for entomopathogengic fungi to grow, including Cordyceps. There have been some reports of findings of Cordyceps species in this mountain region and some of the biological activities from their mycelial biomass. This shows that Langbiang mountain is the place to collect more Cordyceps strains that have potential applications in medicine.
On the basic of morphological characteristics, six strains of DL0006, DL0038A, DL0038B, DL0067, DL0069, and DL0075 were isolated and purified from Langbiang mountain in Lam Dong province. Of these, the DL0038A and DL0038B strains were C. takaomontana; The DL0006, DL0069 and DL0075 strains were Cordyceps and the DL0067 strain was Isaria.  
Of the six new isolated strains and two Cordyceps strains (C. neovolkiana DL0004 and C. pseudomilitaris DL0015) that were also collected from the Langbiang mountain in Lam Dong province, C. pseudomilitaris DL0015 strain was selected because of high adenosine and polysaccharide accumulation with the highest growth time after only 4 weeks of culture, especially adenosine reached the highest level compared with the rest strains. In addition, C. pseudomilitaris DL0015 contained five groups of secondary compounds, including fat, free-triterpenoid, coumarin, saponin and organic acids.
C. pseudomilitaris DL0015 used saccharose and peptone as the most suitable carbon and nitrogen sources for accumulation of adenosine and polysaccharide. By BCPharsoft, the medium components including potato extract supplemented with (g/L): saccharose - 60, peptone - 15, MgSO4.7H2O - 0.2, KH2PO4 - 0.5, K2HPO4 - 0.5, CaCl2.2H2O - 0.5; the culture conditions including initial pH 6.7, light cycles day and night, temperature varied from at 25 ± 2oC/16 days, after that, 7 days at 8 ± 2oC and 7 days followed at 25 ± 2oC, were optimal for C. pseudomilitaris DL00015 to grow and accumulate adenosine and polysaccharides.

Among the extracts obtained from mycelial biomass C. pseudomilitaris DL00015 (ethanol extract - EtOH, ether petroleum extract - PE, ethyl acetate extract - EtOAc, n-butanol extract - BU, water extract...), EtOAc extract exhibited the strongest reduction activity free radicals including DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2.2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) and intracellular antioxidant. This extract inhibited the growth of two cancer cell lines (MCF-7 and NCI-H460) and six pathogenic bacteria (Escherichia coli O157: H7, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). While the EtOH extract stimulated the strongest proliferation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) compared to other extracts.

2. NOVEL RUSULTS OF THESIS
- Six new isolated and purified strains of entomopathogengic fungi from Langbiang mountain in Lam Dong province were Cordyceps and Isaria.
- C. pseudomilitaris DL0015 was selected as a more potential biological active strain.
- The optimum medium compositions and culture conditions were determined for obtaining biomass of C. pseudomilitaris DL0015 containing mainly biologically active compounds such as adenosine and polysaccharides. It was worth noting that the temperature condition was determined with a combination of 25 ± 2oC and 8 ± 2oC for certain cultural periods was most suitable for culturing C. pseudomilitaris DL0015 to harvest mycelial biomass and target compounds, especially adenosine.
- Extracts from mycelial biomass of C. pseudomilitaris DL0015 showed different biological activities, especially the extraction of EtOAc. This information is useful as an initial basis for the research and exploitation of the fungus.
3. APPLICATIONS/APPLICABILITY/FURTHER RESEARCHES 

In order to exploit and apply the C. pseudomilitaris DL0015 strain, further researches are required to produce large amounts of mycelial biomass being rich in active ingredients in Bioreactor. Besides, it is necessary to conduct further experiments on some biological activities and on animal models. 

	       SUPERVISOR
 Assoc. Prof., D.Sc. Ngo Ke Suong

 PhD. Truong Binh Nguyen
	                           PhD. STUDENT

                          Vo Thi Xuyen




CONFIRMATION OF THE UNIVERSITY OF SCIENCE
VICE PRESIDENT

Tran Le Quan
