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ABSTRACT 

Anoectochilus formosanus Hayata is a high medicinal as well as commercial plant. 
It is necessary to study and apply several organic compounds such as yeast extract 
and casein hydrolysate to replace inorganic nitrate source in culture medium in the 
process of production of in vitro A. formosanus biomass for supplying safe medicinal 
resource. In this study, A. formosanus shoots were cultured on Albert’s medium which 
was decreased nitrate-containing salt, vitamin supplement MS medium, 30 g. L-1 
sucrose and organic compounds (yeast extract and casein hydrolysate) with different 
concentrations (1.0, 3.0, 5.0, 7.0 g. L-1). The obtained biomass was assessed its 
bioactivity via antimicrobial and antioxidant activities. The results showed that the 
most suitable medium for the rapid multiplication of A. formosanus biomass was 
Albert’s medium which had the decrease of 50% of nitrate-containing salt and the 
addition of 30 g. L-1 sucrose, 7.0 g. L-1 yeast extract, with explant height, fresh weight 
and dry weight after 6 weeks of culture were 9.411 cm, 1.824 g per explant and 0.186 
g per explant, respectively. Biomass obtained on this medium also had the highest 
bioactivity with high antioxidant activity (IC50 = 2.4023 mg. mL-1) and resistance to 
4 following microbial strains: Pseudomonas aeruginosa; Salmonella typhi; 
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis. 

TÓM TẮT 

Lan kim tuyến Anoectochilus formosanus Hayata là loại cây có giá trị dược liệu và 
thương mại cao. Việc nghiên cứu, sử dụng các hợp chất hữu cơ như cao nấm men và 
casein hydrolysate nhằm thay thế nguồn muối nitrate vô cơ trong môi trường nuôi 
cấy sinh khối lan kim tuyến in vitro để tạo nguồn dược liệu an toàn là rất cần thiết. 
Trong nghiên cứu này, chồi lan kim tuyến được cấy trên môi trường Albert’s có thành 
phần muối chứa gốc nitrate theo các tỉ lệ (100%, 75%, 50% và 25%), bổ sung vitamin 
của môi trường MS, 30 g/L sucrose và các hợp chất hữu cơ (cao nấm men và casein 
hydrolysate) có nồng độ 1,0; 3,0; 5,0 và 7,0 g/L. Sinh khối lan kim tuyến nuôi cấy trên 
các môi trường cho hiệu quả nhân sinh khối được đánh giá hoạt tính sinh học. Kết 
quả sau 6 tuần nuôi cấy cho thấy, môi trường thích hợp nhất cho sự nhân nhanh sinh 
khối lan kim tuyến là môi trường Albert’s có thành phần muối nitrate giảm 50% và 7 
g/L cao nấm men với chiều cao cây đạt 9,4 cm/cây; khối lượng tươi đạt 1,82 g/mẫu 
và khối lượng khô đạt 0,18 g/mẫu. Sinh khối thu nhận được trên môi trường này có 
hoạt tính sinh học tốt nhất với khả năng kháng oxi hoá cao (IC50 = 2,40 mg/mL) và 
có khả năng kháng 4 chủng vi khuẩn là Pseudomonas aeruginosa; Salmonella typhi; 
Staphylococcus aureus và Bacillus subtilis. 

Trích dẫn: Nguyễn Thị Huyền Trang, Đặng Thị Kim Thúy, Đỗ Đức Thăng, Trần Thị Mỹ Trâm, Trần Trọng Tuấn và Đỗ 
Đăng Giáp, 2019. Ứng dụng  các hợp chất hữu cơ  thay thế nguồn  nitrate vô cơ trong môi trường nuôi 
cấy sinh khối và thử hoạt tính sinh học của cây lan kim tuyến (Anoectochilus formosanus Hayata) in 
vitro. Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 55(Số chuyên đề: Công nghệ Sinh học)(1): 134-141. 
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1 ĐẶT VẤN ĐỀ 

Chi lan kim tuyến Anoectochilus có số loài 
phong phú với khoảng 30 - 40 loài, trong đó loài lan 
kim tuyến Anoectochilus formosanus Hayata có giá 
trị dược liệu và thương mại cao nhất thế giới hiện 
nay (Martin et al., 2005). Theo y học hiện đại, tác 
dụng dược lý của lan kim tuyến bao gồm các hoạt 
động chống viêm và bảo vệ gan (Lin et al., 1993), 
các hoạt động chống oxy hóa (Lin et al., 2000), 
chống khối u (Tseng et al., 2006). Dịch chiết từ 
Anoectochilus formosanus (A. formosanus) có tác 
dụng kích thích hệ miễn dịch (Lin and Hsieh, 2005). 
Cây lan kim tuyến A. formosanus chứa các hợp chất 
thứ cấp có hoạt tính sinh học, trong đó kinsenoside 
là một loại alkaloid được sử dụng để điều trị bệnh 
tiểu đường, tăng lipaza máu và ung thư vú... (Du et 
al., 2001; Shyur et al., 2004; Zhang et al., 2007). 

Các thành phần dinh dưỡng khoáng của môi 
trường nuôi cấy đóng vai trò quan trọng trong hiệu 
quả nuôi cấy mô thực vật. Bên cạnh đó, việc bổ sung 
các loại hợp chất hữu cơ nhằm hạn chế sử dụng 
khoáng vô cơ cũng như chất điều hòa sinh trưởng 
thực vật trong quá trình nuôi cấy in vitro, đặc biệt là 
trong qui trình sản xuất sinh khối các loại cây có giá 
trị dược liệu ngày nay đang được các nhà khoa học 
quan tâm. Điều này có thể loại bỏ một phần hóa chất 
vô cơ và chất điều hòa sinh trưởng thực vật mà con 
người có khả năng đưa vào và tích lũy trong cơ thể 
nếu như sử dụng sinh khối cây trồng từ qui trình nuôi 
cấy in vitro. Hiện nay, các loại hợp chất hữu cơ được 
bổ sung vào môi trường nuôi cấy bao gồm: cao nấm 
men, casein hydrolysate, peptone, trypton… Các 
hợp chất hữu cơ này thường bao gồm các protein có 
trọng lượng phân tử nhỏ, acid amin, vitamin và các 
chất tăng trưởng thực vật. Do đó, chúng có khả năng 
thúc đẩy tăng trưởng thực vật bằng cách cung cấp cho 
tế bào thực vật nguồn nitơ hữu cơ (George et al., 
2008). 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá vai 
trò của các hợp chất hữu cơ trong việc thay thế các 
muối nitrate vô cơ trong môi trường nuôi cấy để từ 
đó tạo nguồn sinh khối lan kim tuyến in vitro đảm 
bảo an toàn cho người sử dụng. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1 Khảo sát vai trò thay thế nguồn muối 
nitrate vô cơ của một số hợp chất hữu cơ lên 
khả năng gia tăng sinh khối cây lan kim tuyến 
in vitro 

Mục tiêu: xác định vai trò của cao nấm men và 
casein hydrolysate trong việc thay thế nguồn nitrate 
vô cơ trong môi trường khoáng nhằm mục đích gia 
tăng sinh khối cây lan kim tuyến nuôi cấy in vitro. 

Vật liệu: chồi lan gấm in vitro có chiều cao 2,5 
- 3 cm và có khối lượng 0,3 – 0,4 g, được nuôi cấy 
tại Phòng thí nghiệm Trọng điểm khu vực phía Nam 
về Công nghệ Tế bào Thực vật, Viện Sinh học Nhiệt 
đới. 

Môi trường nuôi cấy: môi trường Albert’s (Võ 
Thị Bạch Mai, 2003) có thành phần muối chứa gốc 
nitrate được giảm, bổ sung vitamin MS (Murashige 
and Skoog, 1962), 30 g/L sucrose kết hợp với các 
hợp chất hữu cơ (cao nấm men (yeast extract) và 
casein hydrolysate) có nồng độ khác nhau (1,0; 3,0; 
5,0; 7,0 g/L) theo các nghiệm thức ở Bảng 1. 

Phương pháp: chồi lan kim tuyến được cấy vào 
các hộp sigma (hộp nhựa có đường kính đáy lớn 
11,5 cm; đường kính đáy nhỏ 8,8 cm và chiều cao 
hộp 10,5 cm) có chứa 100 mL môi trường nuôi cấy 
(50 mL môi trường rắn và 50 mL môi trường lỏng). 
Thí nghiệm được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu 
nhiên, lặp lại ba lần, mỗi lần cấy 5 bình, mỗi bình 
10 mẫu. 

Bảng 1: Tên nghiệm thức bổ sung các hợp chất hữu cơ kết hợp với thay đổi hàm lượng muối nitrate vô cơ 

Tỷ lệ muối nitrate  
sử dụng 

Nồng độ cao nấm men (g/L) Nồng độ casein hydrolysate (g/L) 
0 1 3 5 7 0 1 3 5 7 

100% N1 M1N1 M2N1 M3N1 M4N1 N1 C1N1 C2N1 C3N1 C4N1 
75% N2 M1N2 M2N2 M3N2 M4N2 N2 C1N2 C2N2 C3N2 C4N2 
50% N3 M1N3 M2N3 M3N3 M4N3 N3 C1N3 C2N3 C3N3 C4N3 
25% N4 M1N4 M2N4 M3N4 M4N4 N4 C1N4 C2N4 C3N4 C4N4 

Điều kiện nuôi cấy: nhiệt độ phòng nuôi cấy: 25 
± 20C; thời gian chiếu sáng: 12 giờ/ngày; cường độ 
chiếu sáng: 26,20 ± 2 mol. m-2. s-1 và độ ẩm phòng 
nuôi cấy: 55 - 60%. 

Chỉ tiêu theo dõi: sau 6 tuần nuôi cấy, mẫu cấy 
được ghi nhận các chỉ tiêu về chiều cao cây (cm); số 

lượng lá (lá/mẫu); khối lượng tươi (g); khối lượng 
khô (g) 

Phương pháp thống kê số liệu: các số liệu thu 
nhận được thống kê bằng phần mềm Excel và phần 
mềm của chương trình thống kê SPSS phiên bản 22 
theo phương pháp Duncan (Duncan, 1955) với p ≤ 
0,05.  
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2.2 Khảo sát một số hoạt tính sinh học của 
sinh khối cây lan kim tuyến nuôi cấy in vitro 

Mục tiêu: đánh giá hoạt tính kháng khuẩn và 
kháng oxi hoá của sinh khối lan kim tuyến nuôi cấy 
trên các môi trường đạt hiệu quả tốt từ thí nghiệm 1, 
từ đó có đánh giá về tác động của loại chất hữu cơ 
đối với hoạt tính sinh học của sinh khối lan kim 
tuyến nuôi cấy in vitro. 

Phương pháp: khả năng kháng khuẩn và kháng 
oxi hóa của sinh khối lan kim tuyến được kiểm tra 
lần lượt thông qua phương pháp của Smânia et al. 
(1999); phương pháp của Mensor et al. (2001) và có 
một số thay đổi cho phù hợp với đối tượng nghiên 
cứu. 

3 KẾT QUẢ  

3.1 Khảo sát ảnh hưởng của một số hợp 
chất hữu cơ lên khả năng tăng sinh khối và 

giảm sử dụng nguồn nitrate vô cơ trong qui 
trình sản xuất sinh khối cây lan kim tuyến 

3.1.1 Ảnh hưởng của cao nấm men (yeast 
extract) lên khả năng tăng sinh khối và giảm sử 
dụng nguồn nitrate vô cơ trong qui trình sản xuất 
sinh khối cây lan kim tuyến 

Môi trường nuôi cấy bao gồm các thành phần 
khoáng đa lượng, vi lượng và vitamin. Việc bổ sung 
cao nấm men vào môi trường nuôi cấy nhằm tăng 
hàm lượng nitơ trong môi trường có chứa hàm lượng 
nitơ tương đối thấp hoặc không có nitơ để thúc đẩy 
sự tăng trưởng của cây trồng (Morel and Muller, 
1964). Trong thí nghiệm này, ảnh hưởng của cao 
nấm men lên khả năng tăng sinh khối cây lan kim 
tuyến được khảo sát. Kết quả theo dõi được ghi nhận 
và trình bày ở Bảng 2. 

Bảng 2: Ảnh hưởng của cao nấm men lên khả năng tăng sinh khối và giảm sử dụng nguồn nitrate vô cơ 
trong qui trình sản xuất sinh khối cây lan kim tuyến 

Nghiệm 
thức 

Nồng độ các chất bổ sung vào môi 
trường MS 

Khối lượng 
tươi (g/mẫu) 

Chiều cao 
cây (cm) 

Số lá 
(lá/mẫu) 

Khối lượng 
khô (g/mẫu) 

N1 100% muối nitrate 1,20de 7,76defg 5,43cde 0,12de 
N2 75% muối nitrate 1,19de 7,56efgh 5,70abcd 0,12de 
N3 50% muối nitrate 1,14de 7,23gh 5,64abcd 0,12de 
N4 25% muối nitrate 1,11e 7,69defgh 5,68abcd 0,11e 
M1N1 1 g/L cao nấm men + 100% muối nitrate 1,14de 7,09h 5,18e 0,12de 
M1N2 1 g/L cao nấm men + 75% muối nitrate 1,63ab 8,50bc 5,90ab 0,17ab 
M1N3 1 g/L cao nấm men + 50% muối nitrate 1,35cde 8,15cd 5,30de 0,14cde 
M1N4 1 g/L cao nấm men + 25% muối nitrate 1,21de 7,42fgh 5,40cde 0,12de 
M2N1 3 g/L cao nấm men + 100% muối nitrate 1,35cde 7,73defg 5,80abc 0,14cd 
M2N2 3 g/L cao nấm men + 75% muối nitrate 1,37cde 7,81def 5,65abcd 0,14cd 
M2N3 3 g/L cao nấm men + 50% muối nitrate 1,39cd 8,74b 5,70abcd 0,14cd 
M2N4 3 g/L cao nấm men + 25% muối nitrate 1,22de 7,85def 5,45bcde 0,13de 
M3N1 5 g/L cao nấm men + 100% muối nitrate 1,79a 9,77a 5,50bcde 0,18a 
M3N2 5 g/L cao nấm men + 75% muối nitrate 1,81a 9,62a 5,80acb 0,19a 
M3N3 5 g/L cao nấm men + 50% muối nitrate 1,75ab 9,48a 5,70abcd 0,18a 
M3N4 5 g/L cao nấm men + 25% muối nitrate 1,68ab 8,05cde 5,45bcde 0,17ab 
M4N1 7 g/L cao nấm men + 100% muối nitrate 1,35cde 8,10cde 5,67abcd 0,14cde 
M4N2 7 g/L cao nấm men + 75% muối nitrate 1,82a 9,27a 5,43cde 0,19a 
M4N3 7 g/L cao nấm men + 50% muối nitrate 1,82a 9,41a 5,78abc 0,19a 
M4N4 7 g/L cao nấm men + 25% muối nitrate 1,54bc 8,40bc 5,97a 0,16bc 

Các mẫu ký tự khác nhau (a, b…) biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa với p ≤ 0,05 bằng phép thử Duncan 

Sau 6 tuần nuôi cấy, mẫu cấy trên các môi trường 
có bổ sung cao nấm men tăng trưởng tốt hơn so với 
môi trường không bổ sung cao nấm men. Kết quả 
ghi nhận được cho thấy, cây lan kim tuyến tăng 
trưởng tốt nhất trên môi trường Albert’s chứa muối 
nitrate theo các tỉ lệ (100%; 75%; 50% và 25%) kết 
hợp bổ sung 5 g/L cao nấm men. Mẫu cấy trên môi 
trường này có khối lượng tươi đạt được lần lượt 
1,79; 1,81; 1,75; 1,68 g/mẫu, chiều cao trung bình 
của cây đạt lần lượt 9,77; 9,62; 9,48; 8,05 cm, số lá 
trên cây lần lượt là 5,50; 5,80; 5,70; 5,45 và khối 

lượng khô tương ứng lần lượt là 0,18; 0,19; 0,18; 
0,17 g/mẫu. Ở nghiệm thức bổ sung 1 g/L và 3 g/L 
cao nấm men, các chỉ tiêu tăng trưởng ghi nhận được 
thấp hơn và có sự khác biệt về mặt thống kê so với 
nghiệm thức bổ sung cao nấm men với nồng độ 5 
g/L. Khi tăng nồng độ cao nấm men lên 7 g/L, kết 
quả cho thấy cao nấm men bắt đầu có sự ức chế tăng 
trưởng cây lan kim tuyến ở mức sử dụng 100% muối 
nitrate với khối lượng tươi đạt 1,35 g/mẫu, chiều cao 
cây đạt 8,10 cm, số lá trên mỗi mẫu đạt 5,67 và khối 
lượng khô là 0,14 g/mẫu. Nguyên nhân có thể do khi 
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bổ sung cao nấm men ở nồng độ cao và thành phần 
muối nitrate 100% trong môi trường đã gây ra sự dư 
thừa nguồn nitơ dẫn đến ngăn cản sự tăng trưởng 
của cây. Khi giảm tỉ lệ sử dụng muối nitrate xuống 
mức 25%, khối lượng tươi đạt được là 1,54 g/mẫu, 
chiều cao cây đạt 8,40 cm với số lá 5,97 lá/mẫu và 
khối lượng khô là 0,16 g/mẫu. Điều này xảy ra có 
thể do nồng độ muối nitrate sử dụng thấp (25%) và 
thành phần nấm men bổ sung vẫn chưa cung cấp đủ 
lượng nitơ cần thiết cho cây phát triển (Bianco et al., 
2015). Mẫu cấy tăng trưởng tốt hơn trên các môi 
trường có hàm lượng muối nitrate 75% và 50% có 
bổ sung cao nấm men nồng độ 7 g/L. Tuy nhiên, sự 
gia tăng này không có sự khác biệt về mặt thống kê 
so với nghiệm thức bổ sung 5 g/L cao nấm men ở cả 
hai tỉ lệ (75% và 50%) muối nitrate sử dụng trong 
môi trường Albert’s.  

Chiết xuất nấm men được sử dụng trong nuôi cấy 
mô thực vật nhờ vào khả năng kích thích các cơ chế 
bảo vệ của cây trồng, qua đó kích thích sản xuất các 
hợp chất thứ cấp ở thực vật (Abraham et al., 2011). 
Cao nấm men chứa nhiều chất dinh dưỡng thiết yếu 
cho cây trồng. Ngoài acid amin, vitamin (vitamin B, 
glutathione) trong cao nấm men còn chứa các khoáng 
chất (Zn, Ca và Co), carbohydrate và muối (Ertola and 
Hours, 1998). Nhiều công trình nghiên cứu trước đây 
đã chứng minh, cao nấm men có tác động tích cực 
lên sự tăng trưởng của cây trồng cũng như giúp cây 
trồng tổng hợp các hợp chất thứ cấp nhiều hơn. Do 
đó, mẫu cấy trên các môi trường nuôi cấy có bổ sung 
cao nấm men phát triển tốt hơn môi trường không 
có bổ sung cao nấm men.

 
Hình 1: Ảnh hưởng của cao nấm men lên khả năng tăng sinh khối và giảm sử dụng nguồn nitrate vô 
cơ trong qui trình sản xuất sinh khối cây lan kim tuyến (a1-a4; b1-b4: Sinh khối lan kim tuyến trong 

môi trường có thành phần muối nitrate vô cơ lần lượt là 100%; 75%; 50% và 25%; c1-c4; d1-d4: 
Sinh khối lan kim tuyến trong môi trường có bổ sung 7 g/L cao nấm nem và muối nitrate vô cơ lần 

lượt là 100%; 75%; 50% và 25%) 

3.1.2 Ảnh hưởng của casein hydrolysate lên 
khả năng tăng sinh khối và giảm sử dụng nguồn 
nitrate vô cơ trong qui trình sản xuất sinh khối cây 
lan kim tuyến 

Casein hydrolysate với các nồng độ khác nhau 
(0, 1, 3, 5, 7 g/L) được bổ sung vào môi trường nuôi 

cấy đã cho thấy hiệu quả đối với sự gia tăng sinh 
khối lan kim tuyến. Sau 6 tuần nuôi cấy, các chỉ tiêu 
tăng trưởng của cây được theo dõi, ghi nhận và trình 
bày ở Bảng 3. Kết quả cho thấy nồng độ casein 
hydrolysate thích hợp cho sự tăng trưởng của cây lan 
kim tuyến khi bổ sung vào môi trường nuôi cấy là 5 
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g/L với các chỉ tiêu tăng trưởng tương ứng với các 
tỉ lệ muối nitrate sử dụng (100%; 75%; 50% và 
25%) là khối lượng tươi lần lượt 1,70; 1,67; 1,65; 
1,31 g/mẫu, chiều cao cây tương ứng 8,85; 8,69; 

8,35; 8,14 cm, số lá trên mẫu là 5,05; 5,50; 5,80; 
5,20 và khối lượng khô tương ứng 0,17; 0,17; 0,17; 
0,13 g/mẫu.  

Bảng 3: Ảnh hưởng của casein hydrolysate lên khả năng tăng sinh khối và giảm sử dụng nguồn nitrate 
vô cơ trong qui trình sản xuất sinh khối cây lan kim tuyến 

Nghiệm 
thức 

Nồng độ các chất bổ sung vào môi trường 
MS 

Khối lượng 
tươi (g/mẫu) 

Chiều cao 
cây (cm) 

Số lá 
(lá/mẫu) 

Khối lượng 
khô (g/mẫu) 

N1 100% muối nitrate 1,20e 7,76efghi 5,43bcdef 0,12e 
N2 75% muối nitrate 1,19e 7,56fghi 5,70abc 0,12e 
N3 50% muối nitrate 1,14e 7,23i 5,64abcd 0,12e 
N4 25% muối nitrate 1,11e 7,69efghi 5,68abcd 0,11e 
C1N1 1 g/L casein hydrolysate + 100% muối nitrate 1,53abcd 8,68abc 5,43bcdef 0,16abcd 
C1N2 1 g/L casein hydrolysate + 75% muối nitrate 1,37cde 7,46ghi 5,13cdef 0,14cde 
C1N3 1 g/L casein hydrolysate + 50% muối nitrate 1,37cde 7,42hi 5,30bcdef 0,14cde 
C1N4 1 g/L casein hydrolysate + 25% muối nitrate 1,34cde 7,67efghi 5,15cdef 0,14cde 
C2N1 3 g/L casein hydrolysate + 100% muối nitrate 1,53abc 9,17a 5,30bcdef 0,16abc 
C2N2 3 g/L casein hydrolysate + 75% muối nitrate 1,53abc 8,17bcdef 5,50bcdef 0,16abc 
C2N3 3 g/L casein hydrolysate + 50% muối nitrate 1,51abcd 8,36bcde 5,30bcdef 0,16abc 
C2N4 3 g/L casein hydrolysate + 25% muối nitrate 1,26cde 8,12cdefg 5,60abcde 0,13cde 
C3N1 5 g/L casein hydrolysate + 100% muối nitrate 1,70a 8,85ab 5,05ef 0,17ab 
C3N2 5 g/L casein hydrolysate + 75% muối nitrate 1,66ab 8,69abc 5,50bcdef 0,17ab 
C3N3 5 g/L casein hydrolysate + 50% muối nitrate 1,65ab 8,35bcde 5,80ab 0,17ab 
C3N4 5 g/L casein hydrolysate + 25% muối nitrate 1,31cde 8,32bcde 5,20cdef 0,13cde 
C4N1 7 g/L casein hydrolysate + 100% muối nitrate 1,72a 8,21bcdef 6,10a 0,18a 
C4N2 7 g/L casein hydrolysate + 75% muối nitrate 1,39bcde 8,74abc 5,00f 0,14bcde 
C4N3 7 g/L casein hydrolysate + 50% muối nitrate 1,30cde 7,96defgh 5,00f 0,13cde 
C4N4 7 g/L casein hydrolysate + 25% muối nitrate 1,24de 8,64abcd 5,10def 0,13de 

Các mẫu ký tự khác nhau (a, b…) biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa với p ≤ 0,05 bằng phép thử Duncan 

 
Hình 2: Ảnh hưởng của casein hydrolysate lên khả năng tăng sinh khối và giảm sử dụng nguồn nitrate 
vô cơ trong qui trình sản xuất sinh khối cây lan kim tuyến (k1-k4; m1-m4: 5 g/L casein hydrolysate + 

muối nitrate vô cơ lần lượt là 100%; 75%; 50% và 25%) 

Đối với nghiệm thức bổ sung 3 và 5 g/L casein 
hydrolysate có mức độ gia tăng sinh khối không có 
sự khác biệt về mặt thống kê. Tuy nhiên, sự gia tăng 

sinh khối của cây lan kim tuyến ở hai nghiệm thức 
này cao hơn và có sự khác biệt về mặt thống kê so 
với nghiệm thức bổ sung 1 và 7 g/L casein 
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hydrolysate. Khi đánh giá về khả năng giảm sử dụng 
nguồn muối nitrate vô cơ, tất cả các nghiệm thức có 
bổ sung casein hydrolysate với các chỉ tiêu theo dõi 
đều cao hơn so với nghiệm thức đối chứng. Các chỉ 
tiêu đạt cao nhất trên môi trường sử dụng 100% 
muối nitrate ở tất cả các nghiệm thức. Trong môi 
trường có bổ sung casein hydrolysate, chỉ tiêu tăng 
trưởng của các mẫu cấy trên các môi trường có hàm 
lượng muối nitrate sử dụng 75% hoặc 50% thấp hơn 
so với môi trường sử dụng 100% muối nitrate. Tuy 
nhiên, sự suy giảm này không khác biệt về mặt 
thống kê. Khi giảm hàm lượng muối nitrate sử dụng 
xuống còn 25%, các chỉ tiêu khối lượng tươi, chiều 
cao cây, số lá và khối lượng khô giảm mạnh so với 
môi trường sử dụng 100%; 75% hoặc 50% hàm 
lượng muối nitrate.  

Các nghiên cứu trước đây cũng cho thấy rằng, 
việc bổ sung casein hydrolysate vào môi trường nuôi 
cấy in vitro là cơ sở cho việc giảm sử dụng nguồn 
nitơ vô cơ, bởi vì casein hydrolysate có thể chứa một 
lượng tương đối lớn glutamine. Môi trường khi được 
bổ sung casein hydrolysate đã khắc phục được tình 
trạng thiếu glutamine khi không có đủ phosphor cho 
sự sinh tổng hợp của cây trồng. Một số ý kiến cho 

rằng casein hydrolysate còn có thể mang lại nhiều 
hiệu quả tốt đối với quá trình nuôi cấy in vitro hơn 
là việc bổ sung một số loại acid amin vào môi 
trường. Điều này có thể giải thích là trong thành 
phần của casein hydrolysate có chứa một số yếu tố 
thúc đẩy sự tăng trưởng của thực vật chưa xác định 
được (George et al., 2008). Do đó, mẫu cấy trên các 
môi trường bổ sung casein hydrolysate đều phát 
triển tốt hơn so với mẫu cấy trên môi trường không 
bổ sung casein hydrolysate. 

3.2 Khả năng kháng oxi hoá của sinh khối 
lan kim tuyến nuôi cấy trên môi trường bổ sung 
hợp chất hữu cơ  

Cao chiết methanol thu nhận được từ sinh khối 
lan kim tuyến nuôi cấy trên các môi trường cảm ứng 
hiệu quả cho sự gia tăng sinh khối cây lan kim tuyến 
theo thống kê ở thí nghiệm 1 được dùng để khảo sát 
hoạt tính ức chế gốc tự do theo phương pháp DPPH. 
Từ đường tuyến tính hoạt tính ức chế gốc tự do ở 
các nồng độ khác nhau tính được giá trị IC50 của các 
mẫu cần khảo sát. Giá trị IC50 của mẫu càng thấp thì 
khả năng ức chế gốc tự do tức khả năng kháng oxi 
hóa của mẫu đó càng cao.

Bảng 4: Giá trị IC50 của các mẫu sinh khối lan kim tuyến nuôi cấy trên môi trường bổ sung hợp chất 
hữu cơ  

Nghiệm thức Nồng độ các chất bổ sung vào môi trường MS IC50 (mg/mL) 
N1 100% muối nitrate 5,72 
C3N1 5 g/L casein hydrolysate + 100% muối nitrate 3,67 
C3N2 5 g/L casein hydrolysate + 75% muối nitrate 3,96 
C3N3 5 g/L casein hydrolysate + 50% muối nitrate 6,41 
C4N1 7 g/L casein hydrolysate + 100% muối nitrate 5,08 
M1N2 1 g/L cao nấm men + 75% muối nitrate 5,83 
M3N1 5 g/L cao nấm men + 100% muối nitrate 2,73 
M3N2 5 g/L cao nấm men + 75% muối nitrate 5,46 
M3N3 5 g/L cao nấm men + 50% muối nitrate 6,30 
M3N4 5 g/L cao nấm men + 25% muối nitrate 2,56 
M4N2 7 g/L cao nấm men + 75% muối nitrate 3,70 
M4N3 7 g/L cao nấm men + 50% muối nitrate 2,40   

Kết quả thể hiện ở Bảng 4 cho thấy tất cả các 
mẫu thử đều có khả năng kháng oxi hóa. Mẫu lan 
kim tuyến nuôi cấy trên môi trường bổ sung cao nấm 
men 7 g/L và có thành phần muối nitrate vô cơ giảm 
còn 50% có khả năng kháng oxi hoá cao nhất với giá 
trị IC50 là 2,40 mg/mL, thấp hơn nhiều so với 
nghiệm thức đối chứng (IC50 = 5,72 mg/mL). Các 
nghiệm thức bổ sung 7 g/L cao nấm men cho thấy 
hiệu quả kháng oxi hoá cao hơn hẳn các nghiệm thức 
bổ sung 1 g/L và 5 g/L cao nấm. Với thành phần cao 
nấm men là 7 g/L kết hợp với tỉ lệ muối nitrate sử 
dụng là 50%, mẫu cấy cho kết quả kháng oxi hoá tốt 
hơn nghiệm thức có hàm lượng muối nitrate sử dụng 
là 75%. Tương tự, với cùng thành phần cao nấm men 

bổ sung là 5 g/L, nghiệm thức có hàm lượng muối 
nitrate sử dụng 25% có kết quả kháng oxi hoá tốt 
hơn các nghiệm thức có hàm lượng muối nitrate sử 
dụng cao hơn. Đối với các nghiệm thức bổ sung 
casein hydrolysate thì hiệu quả gia tăng khả năng 
kháng oxi hoá xảy ra đối với nghiệm thức có tỉ lệ 
muối nitrate vô cơ 100% và 75% kết hợp 5 g/L 
casein hydrolysate. Khi so sánh ở cùng một hàm 
lượng muối nitrate vô cơ sử dụng là 100%, nghiệm 
thức bổ sung casein hydrolysate 7 g/L có kết quả 
kháng oxi hoá cao hơn nghiệm thức đối chứng. Tuy 
nhiên, kết quả này thấp hơn nghiệm thức có nồng độ 
casein hydrolysate 5 g/L.  
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3.3 Khả năng kháng khuẩn của sinh khối 
lan kim tuyến nuôi cấy trên môi trường bổ sung 
hợp chất hữu cơ 

Khả năng kháng khuẩn của các mẫu sinh khối 
lan kim tuyến thu nhận từ các môi trường nuôi cấy 
hiệu quả cho sự gia tăng sinh khối được thực hiện 

thông qua phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch 
với 4 chủng vi khuẩn khảo sát: 2 vi khuẩn gram (-) 
là Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi và 2 
vi khuẩn gram (+) là Staphylococcus aureus, 
Bacillus subtilis. Hoạt tính kháng khuẩn được xác 
định dựa vào đường kính vòng vô khuẩn trên đĩa 
thạch (Bảng 5).

 Bảng 5: Đường kính vòng kháng khuẩn của các mẫu sinh khối lan kim tuyến được khảo sát ở các nồng 
độ khác nhau (mm) 

Mẫu 
Nồng độ các chất bổ sung vào 
môi trường MS 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Salmonella 
typhi 

Staphylococcus 
aureus 

Bacillus subtilis 

100 
mg/mL 

500 
mg/mL 

100 
mg/mL 

500 
mg/mL 

100 
mg/mL 

500 
mg/mL 

100 
mg/mL 

500 
mg/mL 

N1 100% muối nitrate - 13 15 18 - 17 8 10 

C3N1 
5 g/L casein hydrolysate + 100% 
muối nitrate 

- 9 - - - 9 - 12 

C3N2 
5 g/L casein hydrolysate + 75% 
muối nitrate 

- 11 - 8 - 9 - 11 

C3N3 
5 g/L casein hydrolysate + 50% 
muối nitrate 

8 12 - 7,5 - - - 8,5 

C4N1 
7 g/L casein hydrolysate + 100% 
muối nitrate 

- 10 - 13 - 13 - 9 

M1N2 
1 g/L cao nấm men + 75% muối 
nitrate 

- 9 - - - 10 - 11 

M3N1 
5 g/L cao nấm men + 100% 
muối nitrate 

- 9 - 15 - 12 - - 

M3N2 
5 g/L cao nấm men + 75% muối 
nitrate 

- 9 12 18 - - - 11 

M3N3 
5 g/L cao nấm men + 50% muối 
nitrate 

8 10 - 10 - 12 - 10 

M3N4 
5 g/L cao nấm men + 25% muối 
nitrate 

10 11 - - - 10 - 11 

M4N2 
7 g/L cao nấm men + 75% muối 
nitrate 

7 9 - 8 - 10 - 9 

M4N3 
7 g/L cao nấm men + 50% muối 
nitrate 

8 10 8 11 - 12 7,5 10 

Kết quả cho thấy, tất cả các mẫu đều có hoạt tính 
kháng khuẩn ở nồng độ 500 mg/mL. Ở nồng độ 100 
mg/mL, hoạt tính kháng khuẩn của các mẫu thấp 
hoặc không thể hiện. Đối với chủng Pseudomonas 
aeruginosa, tất cả các nghiệm thức khảo sát đều thể 
hiện có khả năng kháng chủng này ở nồng độ 500 
mg/mL. Đối với các nghiệm thức C3N3; M3N3; 
M3N4; M4N2 và M4N3, khả năng kháng chủng 
Pseudomonas aeruginosa cũng được thể hiện ở 
nồng độ 100 mg/mL. Đối với chủng Salmonella 
typhi, nghiệm thức C3N1; M1N2 và M3N4 không 
cho thấy có hiệu quả kháng khuẩn ở cả 2 nồng độ 
khảo sát. Nhìn chung, các nghiệm thức khảo sát đều 
thể hiện được hoạt tính kháng Salmonella typhi ở 
nồng độ 500 mg/mL. Khả năng kháng vi khuẩn 
gram (+) Staphylococcus aureus cũng chỉ được thể 
hiện ở nồng độ khảo sát là 500 mg/mL ở tất cả các 
nghiệm thức, loại trừ nghiệm thức C3N3 và M3N2, 
tất cả các nồng độ 100 mg/mL đều không kháng 

được chủng vi khuẩn này. Nghiệm thức đối chứng 
và nghiệm thức M4N3 là 2 nghiệm thức kháng lại 
Bacillus subtilis ở nồng độ 100 mg/mL, các nghiệm 
thức còn lại thể hiện khả năng kháng được chủng vi 
khuẩn này ở nồng độ 500 mg/mL, trừ nghiệm thức 
M3N1 không cho thấy hiệu quả kháng khuẩn ở cả 2 
nồng độ khảo sát. 

Ở thí nghiệm này, sinh khối nuôi cấy trên môi 
trường có nồng độ muối nitrate 100% đều cho hiệu 
quả kháng khuẩn tốt hơn sinh khối nuôi cấy trên môi 
trường có bổ sung hợp chất hữu cơ. Điều này có thể 
do sự tích lũy hợp chất thứ cấp có khả năng kháng 
khuẩn trong sinh khối nuôi cấy trên môi trường đối 
chứng diễn ra sớm hơn so với sinh khối nuôi cấy trên 
môi trường có bổ sung các hợp chất hữu cơ. Trong 
khi sinh khối ở môi trường đối chứng phát triển đến 
cuối pha cân bằng và bắt đầu vào pha suy vong thì 
sinh khối nuôi cấy trong môi trường có bổ sung hợp 
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chất hữu cơ đang trong pha tăng trưởng và bắt đầu 
vào pha cân bằng.    

4 KẾT LUẬN 

Cao nấm men và casein hydrolysate đều cho 
thấy hiệu quả tích cực khi bổ sung vào môi trường 
nuôi cấy ở nồng độ thích hợp. Từ những kết quả đạt 
được cho thấy môi trường thích hợp nhất cho sự 
nhân nhanh sinh khối cây lan kim tuyến là môi 
trường Albert’s có thành phần muối nitrate giảm 
50% và bổ sung 30 g/L sucrose, 7 g/L cao nấm men 
với chiều cao cây đạt được là 9,41 cm; khối lượng 
tươi đạt 1,82 g/mẫu, khối lượng khô đạt 0,19 g/mẫu 
sau 6 tuần nuôi cấy. Sinh khối thu nhận được trên 
môi trường này cũng có hoạt tính sinh học tốt nhất 
với khả năng kháng oxi hoá cao (IC50 = 2,40 
mg/mL) và khả năng kháng 4 chủng vi khuẩn là 
Pseudomonas aeruginosa; Salmonella typhi; 
Staphylococcus aureus và Bacillus subtilis.  
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