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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  27/3/2025 Research on the production of biological products from medicinal herbs 

to prevent and control diseases in aquaculture in a biosafety direction is 

receiving attention. The antibacterial activity of nine wild or commonly 

grown plant species in Vinh Thuan and An Bien districts, Kien Giang 

province was surveyed and screened. The extract from Annona glabra 

leaves had the highest antibacterial activity, reaching the sensitivity level 

for Aeromonas hydrophyla, Streptococcus iniae and Vibrio 

Parahaemolyticus (antibacterial diameter > 14 mm). The test to 

determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 

bactericidal concentration (MBC) showed that the Annona glabra leaf 

extract had the ability to kill bacteria against all three types of bacteria 

above. The composition of the extract of Annona glabra leaves includes 

total phenols of 119.5±2.2 mg GAE/g, total flavonoids of 256.4±1.8 mg 

QE/g and total alkaloids of 137.2±2.3 mg AE/g. The study shows that 

leaf of Annona glabra is one of the potential sources of raw materials to 

produce products serving the trend of safe biological aquaculture. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  27/3/2025 Nghiên cứu sản xuất chế phẩm sinh học từ cây thảo dược để phòng trừ dịch 

bệnh trong nuôi trồng thủy sản theo hướng an toàn sinh học đang được quan 

tâm. Hoạt tính kháng khuẩn của chín loài thực vật hoang dại hoặc trồng phổ 

biến ở huyện Vĩnh Thuận và An Biên, tỉnh Kiên Giang được khảo sát và sàng 

lọc. Chất chiết từ lá Bình bát (Annona glabra) có hoạt tính kháng khuẩn cao 

nhất, đạt mức nhạy đối với Aeromonas hydrophyla, Streptococcus iniae và 

Vibrio Parahaemolyticus (đường kính kháng khuẩn > 14 mm). Thử nghiệm 

xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu 

(MBC) cho thấy cao chiết lá Bình bát có khả năng diệt khuẩn đối với cả 3 loại 

vi khuẩn trên. Thành phần có trong cao chiết lá Bình bát gồm có phenols tổng 

là 119,5±2,2 mg GAE/g, flavonoids tổng là 256,4±1,8 mg QE/g và alkaloids 

tổng là 137,2±2,3 mg AE/g. Nghiên cứu cho thấy lá Bình Bát là một trong 

những nguồn nguyên liệu tiềm năng để sản xuất chế phẩm phục vụ xu hướng 

nuôi trồng thủy sản an toàn sinh học. 
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1. Giới thiệu 

Bệnh do vi khuẩn là một trong những nguyên nhân chính gây thiệt hại nghiêm trọng trong 

nuôi trồng thủy sản, gây ảnh hưởng trực tiếp đến năng suất, chất lượng sản phẩm và kinh tế của 

người nuôi [1]. Aeromonas hydrophila là vi khuẩn gram âm, gây bệnh xuất huyết trên cá nước 

ngọt, bao gồm cá tra, cá bống tượng, cá trê lai, ếch [2], cá rô đồng (Anabas testudineus) [3], lươn 

đồng (Monopterus albus) [4], cá thát lát còm (Chitala Chitala) [5] và cá lóc [6]. Bệnh có các dấu 

hiệu lâm sàng điển hình như xuất huyết dưới da, viêm ruột và hoại tử cơ quan nội tạng. Bên cạnh 

đó, Streptococcus iniae là vi khuẩn gram dương, gây bệnh nhiễm trùng huyết trên nhiều loài cá 

biển và nước ngọt, dẫn đến viêm màng não, xuất huyết và tổn thương thần kinh trung ương [7]. Ở 

Việt Nam, S. iniae được xác định là tác nhân chính gây bệnh trên cá chẽm [8], ở cá nước ngọt S. 

iniae gây bệnh đen thân trên cá rô đồng [9]. Đặc biệt, các loài cá có giá trị kinh tế cao như cá mú, 

cá bớp và cá hồi thường chịu ảnh hưởng nặng nề từ loại vi khuẩn này. Trong khi đó, Vibrio 

parahaemolyticus là vi khuẩn gây bệnh hoại tử gan tụy cấp (Acute Hepatopancreatic Necrosis 

Disease - AHPND) trên tôm, dẫn đến tỷ lệ chết cao, đặc biệt trong các hệ thống nuôi thâm canh 

và siêu thâm canh. Bệnh AHPND có cơ chế gây bệnh phức tạp, liên quan đến độc tố có tên là 

PirA và PirB do vi khuẩn tiết ra, làm suy giảm chức năng gan tụy và gây tổn thương nghiêm 

trọng đến hệ tiêu hóa của tôm [10], [11]. Dịch bệnh này đã gây ra thiệt hại hàng tỷ USD cho 

ngành tôm nuôi toàn cầu trong những năm gần đây [12]. 

Trước thực trạng đó, phương pháp áp dụng cao chiết từ thực vật trong phòng và trị bệnh cho 

động vật thủy sản đang được quan tâm nghiên cứu nhằm thúc đẩy nuôi trồng thủy sản bền vững. 

Trong những năm gần đây, các hợp chất có nguồn gốc từ thảo dược đã thu hút sự quan tâm lớn 

nhờ khả năng kháng khuẩn tự nhiên, ít gây tác dụng phụ và có tiềm năng thay thế kháng sinh 

[13]. Chúng còn được biết đến với khả năng chống lại nhiều tác nhân gây bệnh trên tôm, cá như 

kháng vi khuẩn, virus, nấm và ký sinh trùng [14]. Ở các thí nghiệm in-vitro và in-vivo đều có 

hiệu quả hoạt tính kháng khuẩn gây bệnh trên động vật thủy sản, nhiều loài thảo dược không 

những có hoạt tính kháng khuẩn cao mà còn có phổ kháng rộng, nghĩa là chúng có khả năng diệt 

hoặc ức chế được cả vi khuẩn Gram dương và Gram âm [15] - [18].  

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

 

Hình 1. Các loài thảo dược dùng trong nghiên cứu: (A) lá Bồ ngót, (B) lá Dây vác, (C) Mồng tơi tím, (D) 

lá Bình bát, (E) Mãng cầu gai, (F) lá Na, (G) Bằng lăng, (H) Dứa (Khóm), (I) lá Lốt 

Chủng vi khuẩn Aeromonas hydrophyla (phân lập từ cá tra bệnh xuất huyết), Streptococcus 

iniae (phân lập từ cá rô bệnh đen thân) và Vibrio parahaemolyticus (phân lập từ tôm thẻ chân 

http://jst.tnu.edu.vn/
mailto:jst@tnu.edu.vn


TNU Journal of Science and Technology 231(01): 232 - 242 

 

http://jst.tnu.edu.vn                                                  234                                                 Email: jst@tnu.edu.vn 

trắng bệnh hoại từ gan tụy cấp tính) sử dụng trong nghiên cứu được lấy từ bộ sưu tập vi khuẩn 

của Bộ môn Thủy sản, Khoa Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn, Trường Đại học Kiên Giang. 

Các chủng này được phân lập từ tôm, cá bệnh. 

09 loài thực vật được sử dụng trong nghiên cứu được thu hái ở huyện Vĩnh Thuận và An Biên, 

tỉnh Kiên Giang, bao gồm lá cây Bình bát (Annona glabra) (9°48'13.2"N 105°05'45.6"E), lá Dây 

vác (Cayratia trifolia) (9°48'13.2"N 105°05'45.6"E), lá Mồng tơi tím (Basella rubra) 

(9°36'10.9"N 105°15'40.2"E), lá cây Rau ngót (Sauropus androgynus) (9°35'55.0"N 

105°15'26.9"E), lá và vỏ Dứa (Khóm) (Ananas comosus) (10°09'44.7"N 104°36'48.6"E), lá Mãng 

cầu gai (Annona muricata) (9°48'13.2"N 105°05'45.6"E), lá Na (Annona squamosa) 

(9°35'55.0"N 105°15'26.9"E), lá Bằng lăng (Lagerstroemia speciosa) (10°01'26.2"N 

105°46'07.9"E), lá Lốt (Piper sarmentosum) (9°35'55.0"N 105°15'26.9"E) (Hình 1).  

2.2. Phương pháp ly trích thảo dược 

Lá của từng loài thực vật được chọn lựa và thu hái đồng nhất, loại bỏ nhũng lá non hay quá 

già và bị sâu bệnh. Chúng được rửa sạch dưới vòi nước, sấy khô ở 45ºC trong vài ngày đến khi lá 

khô hoàn toàn, tiếp tục cắt và nghiền mịn. Bột mịn của từng loại lá được ngâm riêng với dung 

dịch ethanol theo tỉ lệ 1:10 (100 g bột lá thực vật trong 1 L ethanol). Sau 3 ngày tiến hành lọc 

dịch chiết bằng giấy lọc Whatman No. 1. Dung dịch thu được sau đó được cô quay chân không 

để thu cao chiết ethanol [19]. 9 loại cao chiết thu được sẽ được bảo quản trong tủ lạnh 4ºC và 

được sử dụng trong các nghiên cứu tiếp theo. 

2.3. Phương pháp hoạt hóa vi khuẩn 

Các chủng vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae và V. parahaemolyticus từ tủ lưu mẫu -80ºC được 

hoạt hóa bằng cách cấy ria trên đĩa môi trường TSA (Tryptic Soy Agar: Tryptose (15.000 g/L), 

Soya peptone (5.000 g/L), Natri clorua (5.000 g/L), và Agar (15.000 g/L) (M290-500G, Himedia, 

Ấn Độ), sau đó nuôi ở 28ºC trong 24 giờ. Sau đó chọn một khuẩn lạc rời nuôi trong môi trường 

NB (Nutrient Borth: HM peptone B#: 1.500 g/L, Peptone: 5.000 g/L, Sodium chloride: 5.000 g/L, 

Yeast extract: 1.500 g/L) (M002-500G, Himedia, Ấn Độ), lắc nhẹ ở 28ºC trong 24 giờ. Đối với vi 

khuẩn V. parahaemolyticus các môi trường nuôi cấy được bổ sung thêm 1,5% NaCl. Thu vi 

khuẩn bằng cách ly tâm dịch nuôi cấy với tốc độ 5000 vòng/phút trong 5 phút. Vi khuẩn được rửa 

2 lần trong 1 mL dung dịch NaCl 0,85%. Sau đó pha loãng vi khuẩn về nồng độ 10⁸ CFU/mL để 

sử dụng cho khảo sát hoạt tính kháng khuẩn [20].  

2.4. Chuẩn bị khoanh giấy tẩm cao chiết thảo dược 

Quá trình chuẩn bị khoanh giấy tẩm thảo dược được thực hiện theo Najiah và cs., (2011) [21]. 

Pha loãng từng loại cao chiết bằng dung môi Dimethyl sulfoxide (DMSO) nồng độ 20%, nồng độ 

dung dịch cao chiết cuối cùng là 400 mg/mL. Sau đó tiến hành nhỏ 50 µL mỗi loại cao chiết khác 

nhau vào từng khoanh giấy vô trùng có đường kính 8 mm (LOT No. 49005020, Advantec, Tokyo, 

Nhật Bản). Các khoanh giấy này để ở nhiệt độ phòng cho đến khi khô hoàn toàn để đảm bảo cao 

chiết thấm hết vào khoanh giấy. 

2.5. Phương pháp khảo sát hoạt tính kháng khuẩn 

Hoạt tính kháng khuẩn được thực hiện theo mô tả của Mohammed và Arias (2016) [20]. 

Chuẩn bị đĩa thạch TSA đảm bảo đĩa có độ dày 4 mm. Sau đó trải vi khuẩn đều trên mặt đĩa 

thạch cho đến khi thạch khô, mỗi lần xoay đĩa 60 độ để đảm bảo vi khuẩn dàn đều khắp mặt đĩa 

thạch. Dùng kẹp tiệt trùng dán khoanh giấy tẩm cao chiết thảo dược đã chuẩn bị sẵn lên đĩa đã 

trải vi khuẩn. Ấn nhẹ để khoanh giấy tẩm cao chiết dính chặt vào mặt thạch agar, để đĩa khô tự 

nhiên. Đối chứng âm là khoanh giấy được tẩm DMSO 20%, đối chứng dương là khoanh giấy tẩm 

kháng sinh doxycycline (Dx, 30µg). Mỗi loại cao chiết thảo dược được thực hiện lặp lại 3 lần. Ủ 
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đĩa ở 28ºC trong 24 giờ. Sau đó đo đường kính vòng kháng khuẩn bằng thước đo, giá trị vùng 

không có sự phát triển của vi khuẩn là hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết thảo dược [22]. 

2.6. Phương pháp xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) 

Dựa vào kết quả khảo sát hoạt tính kháng khuẩn, nghiên cứu chọn cao chiết lá bình bát để xác 

định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) đối với A. hydrophyla, S. iniae và V. parahaemolyticus. 

Phương pháp thực hiện theo Oonmetta-aree và cs., (2006) [22]. Cụ thể, cao chiết được pha loãng 

và tẩm vào khoanh giấy ở các nồng độ thí nghiệm 1X (25 mg/mL), 2X (12,5 mg/mL), 4X (6,25 

mg/mL), 8X (3,125 mg/mL), 16X (1,5625 mg/mL), 32X (0,78125 mg/mL), 64X (0,390625 

mg/mL), 128X (0,1953125 mg/mL), 256X (0,09765625 mg/mL), 512X (0,048828126 mg/mL). 

Sau đó, các khoanh giấy này được cho lần lượt vào các ống nghiệm chứa sẵn 1 mL dung dịch NB 

có vi khuẩn khảo sát. Đồng thời chuẩn bị một ống nghiệm chứa vi khuẩn có để khoanh giấy tẩm 

DMSO 20% (+) và ống nghiệm chứa dung dịch NB không có vi khuẩn khảo sát làm đối chứng 

cho sự sinh trưởng của vi khuẩn (-). Thí nghiệm ở mỗi nồng độ được lặp lại 3 lần. Các ống 

nghiệm ủ ở 28ºC lắc trong 24 giờ. Giá trị MIC được xác định là nồng độ thấp nhất của cao chiết 

trong môi trường lỏng không có vi khuẩn phát triển (nồng độ ở ống nghiệm không có độ đục do 

vi khuẩn phát triển). 

2.7. Phương pháp xác định nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC) 

Nồng độ diệt khuẩn tối thiểu được xác định bằng phương pháp đếm khuẩn lạc trên môi trường 

TCBS Agar (Yeast extract: 5.000 g/L, Peptone, special: 15.000 g/L, Sodium citrate: 10.000 g/L, 

Sodium thiosulphate: 10.000 g/L, Sodium cholate: 5.000 g/L, Bile: 3.000 g/L, Sucrose: 20.000 

g/L, Sodium chloride: 10.000 g/L, Ferric citrate: 1.000 g/L, Bromo thymol blue: 0.040 g/L, 

Thymol blue: 0.040 g/L, Agar: 15.000 g/L) (M870, Himedia, Ấn Độ) (vi khuẩn V. 

parahaemolyticus) hoặc TSA (vi khuẩn A. hydrophyla và S. iniae). Cụ thể, thể tích 100 μL dung 

dịch (từ các ống nghiệm không có vi khuẩn phát triển trong thí nghiệm MIC) được trải đều trên 

đĩa TCBS hoặc TSA. Mỗi nồng độ khảo sát được lặp lại 3 lần. Sau đó, các đĩa này được ủ ở 28oC 

trong 24 giờ và tiến hành đếm số lượng khuẩn lạc phát triển trên môi trường TCBS hoặc TSA. 

Giá trị MBC là nồng độ thấp nhất của chất chiết thảo dược trong môi trường nuôi cấy có khả 

năng diệt vi khuẩn từ 99,9% trở lên [22]. 

2.8. Phương pháp định tính một số thành phần hợp chất hóa học trong cao chiết Bình bát 

Sử dụng phương pháp định tính để xác định sự hiện diện của alkaloids, flavonoids, steroid và 

triterpenoids, đường khử, phenol, tannins và sesquiterpene lactones trong cao chiết lá Bình bát 

[23]. Thuốc thử và phản ứng của phương pháp phân tích được trình bày ở Bảng 1. 

Bảng 1. Thành phần hóa học, thuốc thử và phản ứng của phương pháp phân tích 

Nhóm chất Thuốc thử Kết quả phản ứng 

Alkaloids 
Dragendorff Kết tủa nâu cam 

Wagner Kết tủa nâu 

Flavonoids 
FeCl3 5% Kết tủa nâu đỏ hay xanh đen 

NaOH 1% Dung dịch vàng, cam đến đỏ 

Steroid và Triterpenoid 
Liebermann-Burchard Dung dịch đỏ cam 

Rosenthaler Dung dịch xanh lục hoặc tím 

Đường khử 

Tollens Có kết tủa đen Ag 

Fehling Kết tủa đỏ gạch 

Keller-Killiani Dung dịch có màu xanh lục 

Tannins 
Gelatin mặn Kết tủa bông trắng 

Chì acetate bão hòa Kết tủa bông trắng 

Sesquiterpene lactones Legal Dung dịch hồng đến đỏ đậm 
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Cách thực hiện: 

Alkaloid được định tính bằng thuốc thử Wagner: Nhỏ vài giọt thuốc thử Wagner (1,27 g I2 và 

2 g KI trong 20 mL nước cất; sau đó thêm nước đến 100 mL) vào mẫu, nếu mẫu có alkaloid thì sẽ 

xuất hiện màu nâu. 

Alkaloid được định tính bằng thuốc thử Dragendorff: Nhỏ vài giọt thuốc thử Dragendorff (8 g 

BiNO3.H2O trong 25 mL HNO3 30% (Dung dịch 1) và 28 g KI trong 1 mL HCl 6N thêm 5 mL 

nước cất (Dung dịch 2); hỗn hợp 2 dung dịch để yên trong tủ lạnh ở 5oC cho tủa màu nâu sậm và 

tan trở lại, lọc thêm nước cất cho đủ 100 mL) vào mẫu, nếu mẫu có alkaloid thì sẽ xuất hiện màu 

nâu cam. 

Flavonoids được định tính bằng NaOH 1%: Nhỏ vài giọt dung dịch NaOH 1% vào mẫu, nếu 

mẫu có flavonoids thì dung dịch có màu vàng, cam đến đỏ. 

Flavonoids được định tính bằng FeCl3 5%: Nhỏ vài giọt dung dịch FeCl3 5% vào mẫu, nếu 

mẫu có flavonoids thì dung dịch có kết tủa nâu đỏ hay xanh đen. 

Steroid và Triterpenoid được định tính bằng thuốc thử Liebermann-Burchard: cho từ từ 1mL 

thuốc thử Lieberman-Burchard, sau đó tiếp tục cho từ từ 1mL H2SO4 đậm đặc, nếu mẫu có 

triterpenoid thì dung dịch đỏ cam. 

Steroid và Triterpenoid được định tính bằng phản ứng Rosenthaler: cho 1% dung dịch vanilin 

(1 giọt) và HCl đậm đặc (1 giọt) vào mẫu, nếu mẫu có steroid và Triterpenoid thì dung dịch có 

màu xanh lục hoặc tím. 

Đường khử được định tính bằng Tollens: Cho 5 giọt pyridin và 4 giọt thuốc thử (10% nitrat 

bạc, 10%NaOH, vài giọt NH4OH) vào mẫu, nếu mẫu có đường khử sẽ xuất hiện kết tủa đen Ag. 

Đường khử Fehling Kết tủa đỏ gạch. 

Đường khử được định tính bằng Keller-Killiani: Cho 1 mL thuốc thử 5% Fe2(SO4)3 vào mẫu, 

nếu mẫu có đường khử thì dung dịch có màu xanh lục. 

Tannins được định tính bằng Gelatin mặn: Nhỏ vài giọt dung dịch thuốc thử (NaCl và gelatin) 

vào mẫu, nếu mẫu có Tannins thì xuất hiện tủa bông trắng 

Tannins được định tính bằng chì acetate bão hòa: cho 2% chì acetate bão hòa vào mẫu, nếu 

mẫu có tannins sẽ kết tủa bông trắng. 

Sesquiterpene lactones được định tính bằng thuốc thử Legal: Nhỏ 1 giọt dung dịch 1 (0,5% 

natri nitroprussiat) và 4 giọt dung dịch 2 (10% NaOH), quan sát sự thay đổi màu trong 5 phút, 

nếu mẫu có sesquiterpene lactones thì sẽ xuất hiện hồng đến đỏ đậm. 

2.9. Phương pháp định lượng phenols, flavonoids và alkaloids tổng trong cao chiết ethanol lá 

Bình bát 

Hàm lượng phenol tổng của cao chiết ethanol lá bình bát được xác định dựa vào dung dịch 

phenolic chuẩn là gallic acid (GAE) [24]. Xây dựng đường chuẩn gallic acid bằng cách cho 2,5 

mL thuốc thử Folin-Ciocalteu 10% vào các ống nghiệm có chứa sẵn 1 mL dung dịch chuẩn gallic 

acid ở các nồng độ khác nhau. Để yên 5 phút sau đó thêm vào 2 mL dung dịch Na2CO3 2%. Để 

ống nghiệm ở nhiệt độ phòng sau 45 phút thì tiến hành đo mẫu ở bước sóng 765 nm. Dựa vào giá 

trị OD của mẫu chuẩn gallic acid để xây dựng đường chuẩn. Chất chiết ethanol lá bình bát cũng 

được thực hiện ương tự như dung dịch gallic acid. Hàm lượng phenolic tổng trong lá bình bát 

được tính theo công thức:  

P = a x V/m                                                               (1) 

Trong đó: P: hàm lượng phenolic tổng (mg GAE/g chiết xuất); a: giá trị x từ đường chuẩn với 

gallic acid (g/mL); V: thể tích dung dịch cao chiết (mL); m: khối lượng cao chiết có trong thể 

tích V (g).  

Hàm lượng flavonoid tổng của cao chiết ethanol lá Bình bát bằng cách xây dựng đường chuẩn 

với quercetin (QE) [25]. Quercetin cho phản ứng tạo màu với với AlCl3. Cụ thể, xây dựng đường 

chuẩn bằng cách lần lượt cho 0,5 mL dung dịch quercetin vào ống nghiệm có chứa 1,5 mL 

methanol sau 5 phút tiếp tục cho thêm 0,1 mL AlCl3 10%, tiếp tục để trong 6 phút. Sau đó cho 0,1 
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mL CH3COOK 1M và 2,8 mL nước cất lắc đều và để yên ở nhiệt độ phòng trong 45 phút. Mẫu 

được đo độ hấp thụ ở bước sóng 415 nm. Chất chiết ethanol lá bình bát cũng được thực hiện 

ương tự như quercetin. Hàm lượng flavonoid tổng trong lá bình bát được tính theo công thức:  

F = a x V/m                                                               (2) 

Trong đó: F: hàm lượng flavonoid tổng (mg QE/g chiết xuất); a: giá trị x từ đường chuẩn với 

quercetin (mg/mL); V: thể tích dịch chiết (mL); m: khối lượng cao chiết có trong thể tích V (g). 

Hàm lượng alkaloid tổng của cao chiết ethanol lá bình bát thông qua đường chuẩn của dung dịch 

atropine (AE) cho phản ứng với bromocresol green, phản ứng có màu vàng [26]. Xây dựng đường 

chuẩn bằng cách cho 1 mL dung dịch atropine pha loãng vào ống nghiệm có chứa 1 mL dung dịch 

HCl 2N chờ 5 phút cho phản ứng xảy ra hoàn toàn thì tiến hành lọc dung dịch này bằng giấy lọc để 

loại bỏ cặn. Dung dịch thu được sau khi lọc tiếp tục cho vào bình tách chiết và cho thêm lần lượt 5 

mL bromocresol green và 5 mL dung dịch đệm phosphate (pH 4,7). Sau đó, 10 mL dung dịch 

chloroform được cho vào bình và lắc mạnh ở nhiệt độ phòng trong 2 phút để phản ứng xảy ra hoàn 

toàn thì tiến hành lấy mẫu đo ở bước sóng 470 nm. Chất chiết ethanol lá bình bát cũng được thực 

hiện ương tự như atropine. Hàm lượng alkaloid tổng được tính theo công thức:  

A = a x V/m                                                            (3) 

Trong đó: A: hàm lượng alkaloid tổng (mg AE/g chiết xuất); a: giá trị x từ đường chuẩn với atropine 

(g/mL); V: thể tích dung dịch cao chiết (mL); m: khối lượng cao chiết có trong thể tích V (g). 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết thảo dược đối với vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae 

và V. parahaemolyticus 

Qua kết quả trình bày Bảng 2 cho thấy khả năng kháng khuẩn của chín loại cao chiết thảo 

dược đối với 3 loài vi khuẩn gây bệnh trên động vật thủy sản (A. hydrophyla, S. iniae và V. 

parahaemolyticus) là khác nhau. Giá trị ghi nhận được từ đường kính vòng kháng khuẩn được tạo 

ra trên đĩa petri chính là giá trị để đánh giá hoạt tính kháng vi khuẩn của các cao chiết. 

Bảng 2. Khả năng kháng khuẩn của các loại cao chiết thảo dược  

đối với vi khuẩn gây bệnh trên động vật thủy sản 

Cao chiết 
Đường kính vòng kháng khuẩn đối với vi khuẩn (mm) 

A. hydrophyla S. iniae V. parahaemolyticus 

Bình bát (A. glabra) 

Dây vác (C. trifolia) 

Mãng cầu gai (A. muricata) 

Rau ngót (S. androgynus) 

Khóm (A. comosus) 

Na (A. squamosa) 

Lá Lốt (P. lolot) 

Mồng tơi tím (B. rubra) 

Bằng lăng (L. speciosa) 

14,6 ± 0,5 

12,0 ± 0,8 

9,6 ± 0,5 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

18,0 ± 0 

13,3 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

19,0 ± 0,8 

11,0 ± 1,6 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

Dx (30µg) 

DMSO (20%) 

21,3 ± 1,7 

0 ±0 

28,3 ± 0,5 

0 ± 0 

23,0 ± 0 

0 ± 0 

Ghi chú: Kháng: ≤ 9 mm; Trung bình: ≥ 10 – 13 mm; Nhạy: ≥ 14 mm (Lorian, 1995); Dx: doxycycline và 

DMSO: dimethyl sulfoxide (20%) 

Cao chiết lá Bình bát (A. glabra) có vòng kháng khuẩn lớn nhất (nhạy) trong các cao chiết 

khảo sát đối với cả 3 chủng vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae và V. parahaemolyticus, giá trị vùng 

kháng khuẩn lần lượt là 14,6 mm; 18,0 mm và 19,0 mm. Kế đến là cao chiết lá Dây vác (C. 

trifolia), có giá trị hoạt tính kháng khuẩn ở mức trung bình, đường kính kháng khuẩn là 12,0 mm 

đối với A. hydrophyla, S. iniae và V. parahaemolyticus lần lượt là 13,3 và 11,0 mm. Đối với cao 

chiết Mãng cầu gai (A. muricata) chỉ kháng được A. hydrophyla với đường kính vòng kháng 

khuẩn là 9,6 mm. Các cao chiết còn lại bao gồm cao chiết lá Mồng tơi tím (B. rubra), lá cây Rau 

ngót (S. androgynus), lá Khóm (A. comosus), lá Mãng cầu gai (A. muricata), lá Na (A. 
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squamosa), lá Bằng lăng (L. speciosa), lá Lốt (P. sarmentosum) không cho thấy khả năng ức chế 

sự phát triển của cả 3 chủng vi khuẩn khảo sát.  

 

Hình 2. Hoạt tính kháng vi khuẩn của các cao chiết  

Kháng vi khuẩn A. hydrophyla: A) Vác (C. trifolia); B) Mãng cầu gai (A. muricata); C) Bình bát (A. glabra). 

Kháng vi khuẩn S. iniae: D) Bình bát (A. glabra); E) Dây vác (C. trifolia)  

Kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus: F) Bình bát (A. glabra).  

(1, 2, 3) cao chiết thảo dược; (4) kháng sinh doxycycline, (5) dimethyl sulfoxide  

Khả năng kháng khuẩn của cao chiết thảo dược còn phụ thuộc vào loài thảo dược và kỹ thuật 

chiết xuất. Theo kết quả khảo sát của Huỳnh Kim Diệu (2010) [27] cho thấy đa số các cao chiết 

thảo dược trồng ở các tỉnh vùng Đồng bằng Sông Cửu Long đều thể hiện có hiệu quả khả năng 

kháng khuẩn, như vi khuẩn E. ictaluri, E. tarda và A. hydrophila, các chủng vi khuẩn này gây 

bệnh trên cá, với đường kính vòng kháng khuẩn từ 6 - 37 mm. Trong đó, cây cỏ sữa lá nhỏ có 

đường kính vòng kháng khuẩn lớn nhất (37 mm), kế đến Rau mương (35 mm), Trầu không (33 

mm), cỏ mực và Diệp hạ châu đắng (32 mm) và lá Bàng (30 mm). Theo Rattanachaikunsopon 

and Phumkhachorn (2009) [28], cùng một loài thực vật, cao chiết bằng dung môi ethanol có hoạt 

tính kháng S. agalactiae lớn hơn so với cao chiết bằng nước trong thử nghiệm in-vitro. Thông 

thường dung môi ethanol, methanol được sử dụng trong ly trích các hợp chất hóa học có hoạt tính 

kháng khuẩn cũng như tăng cường miễn dịch (chống oxy hóa) trong thực vật như các nhóm chức 

hydroxy, amin, ester, amid [27]. Đối với cao chiết lá Bình bát cũng giống như các loại cao chiết 

khác đều cho thấy hiệu quả về đặc tính diệt vi khuẩn, chúng có hoạt tính kháng khuẩn đối với vi 

khuẩn Bacillus cereus, Shigella flexneri và Pseudomonas aeruginosa [29].  

Như vậy, cao chiết Bình bát (A. glabra) trong dung môi ethanol có hoạt tính kháng khuẩn trên 

cả 3 chủng A. hydrophyla, S. iniae và V. Parahaemolyticus, và cho kết quả tốt nhất so với các cao 

chiết còn lại, có nghĩa là cao chiết này có khả năng kháng được cả vi khuẩn Gram âm (A. 

hydrophyla, S. iniae) và Gram dương (V. parahaemolyticus) gây bệnh trên cá, tôm trong điều 

kiện in-vitro. Trên cơ sở đó cao chiết lá bình bát sẽ được tiếp tục sử dụng cho thí nghiệm xác định 

nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC) đối với cả 3 chủng vi 

khuẩn thử nghiệm. 

3.2. Xác định giá trị nồng độ ức chế tối thiểu và giá trị nồng độ diệt khuẩn tối thiểu của cao 

chiết lá bình bát lên vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae và V. parahaemolyticus 

Kết quả khảo sát về khả năng kháng khuẩn của các loại cao chiết cho thấy, cao chiết bình bát 

(A. glabra) kháng vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae và V. Parahaemolyticus cao nhất và được 

chọn để xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC). Kết quả 

được mô tả chi tiết qua Bảng 3, Hình 3.  
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Bảng 3. Giá trị nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC)  

của cao chiết Bình bát (A. glabra) đối với A. hydrophyla, S. iniae và V. parahaemolyticus 

Chủng vi khuẩn MIC (mg/mL) MBC (mg/mL) MBC/MIC 

A. hydrophyla 6,25 25 4 

S. iniae 6,25 25 4 

V. parahaemolyticus 1,5625 6,25 4 

 

 

 

Hình 3. Giá trị MIC, MBC của cao chiết Bình bát đối với từng loại vi khuẩn gây bệnh. A1) kết quả MIC 

đối với vi khuẩn A. hydrophyla; A2) kết quả MBC đối với vi khuẩn A. hydrophyla trên môi trường TSA; B1) 

kết quả MIC đối với vi khuẩn S. iniae; B2) kết quả MBC đối với vi khuẩn S. iniae trên môi trường TSA; C1) 

kết quả MIC đối với vi khuẩn V. parahaemolyticus; C2) kết quả MBC đối với vi khuẩn V. Parahaemolyticus 

trên môi trường TCBS 

Kết quả cho thấy, giá trị MIC của lá Bình bát (A. glabra) đối với vi khuẩn A. hydrophyla và S. 

iniae là 6,25 mg/mL, trong khi đối với vi khuẩn V. parahaemolyticus thấp hơn là 1,5625 mg/mL. 

Qua đó cho thấy, nồng độ MIC của cao chiết có sự khác nhau giữa các vi khuẩn khác nhau. 

Tương tự, giá trị MBC của cao chiết lá bình bát đối với vi khuẩn V. parahaemolyticus là 6,25 

mg/mL thấp hơn so với vi khuẩn A. hydrophyla và S. Iniae (giá trị đều là 25 mg/mL). Theo 

Canillac & Mourey (2002) [30], nếu tỷ lệ MBC/MIC nhỏ hơn hoặc bằng 4 (MBC/MIC ≤ 4), thì 

chất chiết được xem là có khả năng diệt khuẩn; tỷ lệ MBC/MIC lớn hơn 4 (MBC/MIC > 4) thì 

chất chiết có tác dụng kìm khuẩn. Trong nghiên cứu này, cao chiết bình bát đóng vai trò là một 

chất diệt khuẩn đối với cả 3 chủng vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae và V. Parahaemolyticus 

(MBC/MIC = 4). Das và cộng sự [31] cho rằng chất diệt khuẩn là những chất có khả năng tác 

động trực tiếp lên tế bào vi khuẩn làm vi khuẩn không phát triển; chất kìm khuẩn là những chất 

có tác dụng ngăn chặn sự tăng trưởng của vi khuẩn, cụ thể là dựa vào hệ thống miễn dịch để loại 

bỏ vi khuẩn, không cho vi khuẩn xâm nhập vào cơ thể. Như vậy, cao chiết lá Bình bát (A. glabra) 

trong nghiên cứu này có khả năng diệt trực tiếp cả 3 chủng vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae và V. 

parahaemolyticus.  
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Kamel [32] cho rằng giá trị MIC và MBC của cao chiết thảo dược đối với chủng vi khuẩn 

khảo sát sẽ bị phụ thuộc vào nồng độ hoạt chất có trong cao chiết và độ tinh khiết của chúng. 

Dung môi có độ phân cực khác nhau sẽ dẫn đến thành phần hợp chất ly trích từ thực vật khác 

nhau, như cao chiết Trâm bầu ly trích bằng nước cho thấy có hoạt tính kháng khuẩn gây bệnh tốt 

hơn cao chiết Trâm bầu ly trích bằng cồn, hay cao chiết hạt Trâm bầu thể hiện hoạt tính kháng 

khuẩn tốt hơn cao chiết từ lá. Ngoài ra, nghiên cứu này còn xác định giá trị MIC của cao chiết lá 

và hạt Trâm bầu có giá trị MIC là như nhau đối với vi khuẩn E. ictaluri ở 16 μL/mL; giá trị MIC 

của cao chiết hạt (12 μL/mL) thấp hơn so với cao chiết lá (28,8 μL/mL) ở vi khuẩn A. hydrophila; 

giá trị MIC cao chiết từ hạt trên vi khuẩn V. parahaemolyticus (14,4 μL/mL) cũng thấp hơn từ lá 

(21,6 μL/mL) [33]. Mức độ nhạy cảm của vi khuẩn đối với cao chiết thử nghiệm cũng phụ thuộc 

vào cấu trúc màng tế bào của vi khuẩn đó, đồng thời còn phụ thuộc vào các hoạt chất có trong 

cao chiết có thể ức chế chúng [34], [35]. Cao chiết Bình bát (A. glabra) có chứa nhiều hợp chất 

như alkaloid, flavonoid, tannin, saponin [36]. Kamel [32] cho rằng nồng độ ức chế tối thiểu và 

nồng độ diệt khuẩn tối thiểu đối với chủng vi khuẩn gây bệnh có liên quan đến nồng độ hoạt chất 

và độ tinh khiết của cao chiết. 

3.3. Định tính và định lượng một số thành phần hóa học trong cao chiết ethanol lá Bình bát 

Kết quả định tính ở Bảng 3 cho thấy, cao chiết ethanol lá Bình bát có sự hiện diện alkaloids, 

flavonoids, steroid, triterpenoids, tanins, saponins và sesquiterpene lactones. Tuy nhiên glycoside 

cho kết quả âm tính với các thuốc thử (Bảng 4). 

Bảng 4. Kết quả định tính thành phần hợp chất hóa học trong cao chiết ethanol lá bình bát 

Nhóm chất Thuốc thử Kết luận 

Alkaloids 
Dragendorff + 

Wagner ++ 

Flavonoids 
FeCl3 5% + 

NaOH 1% + 

Steroid và Triterpenoid 
Liebermann-Burchard + 

Salkowski + 

Khử đường 

Tollens - 

Fehling - 

Keller-Killiani - 

Phenol FeCl3 (5%) + 

Tanins 

Gelatin mặn + 

Chì acetate bão hòa ++ 

Chì acetat bão hòa ++ 

Sesquiterpene lactones Legal + 
Chú thích: - Không hiện tượng; + Có hiện tượng, ++ Có hiện tượng nhiều 

Các hợp chất hóa học có trong thực vật tồn tại rất nhiều trong tự nhiên và mỗi chất đều mang 

một đặc tính và hoạt tính khác nhau [37], [38]. Theo Cown (1999) [39] một số hợp chất hóa học 

có khả năng kháng khuẩn phân lập từ thảo dược như phenols, quinones, flavonoids, flavones, 

tannins, coumarins. 

Tannin có cơ chế kháng khuẩn là ức chế các enzyme ngoại bào của vi khuẩn. Tannin lấy chất nền 

cần thiết cho sự phát triển của vi sinh vật bằng cách tạo phức các ion kim loại hoặc thông qua ức chế 

quá trình phosphoryl hóa [40]. Ngoài ra, các hợp chất alkaloids, glycosides, polyphenols, và terpenes 

từ chiết xuất thực vật cũng được xác định có khả năng kháng khuẩn [41]. Do vậy, kết quả này giúp 

khẳng định thêm về khả năng kháng khuẩn của cao chiết lá Bình bát đối với vi khuẩn. 

Bảng 5. Hàm lượng phenols tổng, flavonoids tổng và alkaloids tổng trong cao chiết methanol bình bát 

Hàm lượng Phenols tổng                  

(mg GAE/g) 

Flavonoids tổng  

(mg QE/g) 

Alkaloids tổng         

(mg AE/g) 

Cao chiết lá bình bát 119,5±2,2 256,4±1,8 137,2±2,3 
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Kết quả từ Bảng 5 cho thấy hàm lượng phenols tổng trong cao chiết lá Bình bát là 119,5±2,2 

mg GAE/g và flavonoids tổng là 256,4±1,8 mg QE/g, alkaloids tổng là 137,2±2,3 mg AE/g. Hàm 

lượng phenol, flavonoid và alkaloids trong cao chiết ethanol lá Bình bát có giá trị tương đối cao. 

Như vậy, chúng ta có thể kết luận rằng cao chiết ethanol lá Bình bát có hoạt tính kháng khuẩn tốt 

nhờ vào sự hiện diện của các hợp chất hóa học thông qua phân tích định tính và định lượng. Kết 

quả nghiên cứu này sẽ là cơ sở cho các thử nghiệm tiếp theo sử dụng cao chiết lá Bình bát trong 

nghiên cứu về khả năng kích thích miễn dịch của động vật thủy sản.  

4. Kết luận 

Có 2/9 loại cao chiết có khả năng kháng cả 3 loài vi khuẩn A. hydrophyla, S. iniae và V. 

Parahaemolyticus, đó là cao chiết lá Bình bát và cao chiết Dây vác với đường kính vòng kháng 

khuẩn dao động từ 12-19 mm, các cao chiết còn lại không có hoạt tính kháng khuẩn đối với ba 

chủng thử nghiệm. Cao chiết lá Bình bát là chất diệt khuẩn đối với cả 3 chủng thử nghiệm 

thông qua hệ số MBC/MIC = 4. Cao chiết ethanol lá bình bát có chứa các hợp chất như 

alkaloids, flavonoids, steroid, triterpenoids, tanins, saponins và sesquiterpene lactones. Phenols 

tổng có hàm lượng là 119,5±2,2 mg GAE/g và flavonoids tổng là 256,4±1,8 mg QE/g, alkaloids 

tổng là 137,2±2,3 mg AE/g. 
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