
CHẦN NUÔI ĐỘNG VẬT VÀ CẤC VẤN ĐỂ KHÁC

Sử dụng kết hợp CIDR, PGF2« và GnRH 
xử lý cho bò chậm động dục, tỷ lệ đậu thai 
sau 3 lần gieo tinh trên sô' xử lý là 80,00% đôì 
với bò sinh sản và 83,33% đôì với bò to.
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TÓM TẮT

Đê' tài khảo sát hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết từ lá cây Mật gâu (Vernonia amygdalina) trên 
vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa và Staphylococcus aureus. Thí nghiệm xác định nồng độ ức chếtôì 
thiểu (MIC) được thực hiện bằng phương pháp khuếch tán qua giây lọc trên môi trường Luria Broth 
(LB) và pha loãng trên đĩa tiệt trùng 96 giếng. Nồng độ cao được pha loãng trong Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 100 mg/ml. Kết quả cho thây sự kháng khuẩn trên cao Ethanol, Ethyl acetate, Buthanol. Thí 
nghiệm xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của cao Ethanol, Ethyl acetate, Buthanol bằng dãy 
nồng độ 5,10,20,40, 80 mg/ml. Kết quả thí nghiệm cho thâý sau khi đo OD lúc 0 giờ và 24 giờ, nổng 
độ ức chế tối thiếu lên Pseudomonas aeruginosa là 80 mg/ml ở cao chiết Buthanol.

Từ khóa: Cây Mật gấu, kháng khuẩn, p. aeruginosa, s. aureus.
ABSTRACT

The antimicrobial activity of Vernonia amygdalina leaf's extracts on p. aeruginosa 
and s. aureus

This study surveyed antibacterial activities of Vernonia amygdalina on p. aeruginosa and s. 
aureus. The MIC (Minimum Inhibitory Concentration) was examined by disk diffusion method in 
Luria Broth and sterile disk 96 holes dilution method. Concentrations of the extracts were diluted in 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 100 mg/ml. The results showed that antibacterial activities on Ethanol, 
Ethyl acetate, Buthanol. The experiment was to discover the MIC of Ethanol, Ethyl acetate, Buthanol 
extracts by using the concentration ranges of 5, 10, 20, 40, 80 mg/ml. At 0 hours and 24hrs OD 
measurements, the MIC at 80 mg/ml of Buthanol extract on p. aeruginosa.

Keywords: Vernonia amygdalina, Antibacterial activity, p. aeruginosa, s. aureus.
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1. ĐẶT VẨN ĐẼ
Cây Mật gâu (Vernonia amygdaliná) còn 

gọi là cây Lá đắng, thuộc chi Cúc bạc đầu 
(Vernonia'), họ Cúc (Asteraceae), bộ Asterales, 
ngành thực vật hạt kín. Cây Mật gâ'u phân bô' 
chủ yếu ở các quô'c gia vùng nhiệt đới và cận 
nhiệt đới, trong đó có Đông Nam Á. Các chiết 
xuâ't từ cây Mật gâu có hoạt tính kháng khuẩn 
mạnh với một số loài vi sinh vật gây bệnh 
(Ojieze và ctv, 2011). Cây Mật gâ'u có chứa 
acid ascorbic và caroteinoid (Ijeh và Ejike, 
2011). Vị đắng của cây là do các yếu tô' nhu 
alkaloid, saponin, tanin và glycoside (Bonsi và 
ctv, 1995). Lá cây Mật gâ'u có thể được tiêu thụ 
như một loại rau, châ't chiết xuâ't được sử dụng 
làm thuôc bô để điều trị bệnh khác nhau (Igile 
và ctv, 1995) và có hiệu quả chông lại bệnh lỵ 
amip, rối loạn tiêu hóa, chông ký sinh trùng 
(Akinpelu, 1999; Moundipa và ctv, 2000).

Pseudomonas aeruginosa là trực khuẩn 
Gram âm, gây nhiễm trùng cơ hội, sông trong 
đâ't và nước, khi sức đề kháng của cơ thể giảm 
sút, nó dễ dàng tâ'n công vào cơ thê’ gia súc 
(Nguyễn Vĩnh Phước, 1977). Ở heo trưởng 
thành, p. aeruginosa tiết nội độc tô' làm viêm 
bàng quang, âm đạo và vú (Taylor, 1992). p. 
aeruginosa gây viêm teo mũi, viêm tử cung ở 
bò và được cho là gây sẩy thai ở bò và ngựa; 
chứng chảy nước tai ở chó, mèo; nhiêm trùng 
máu ở gà (Nikaido, 1989). Staphylococcus 
aureus là trực khuâh Gram dương, hiếu khí 
không bắt buộc, phân bô' khắp nơi nhưng chủ 
yếu ở da, màng nhày của người và động vật 
máu nóng (Trần Linh Thước, 2012). Trong các 
loài vật, ngựa cảm nhiễm với s. aureus nhâ't rồi 
đến chó, bò, lợn, cừu. Gà vịt có sức đề kháng 
cao đôỉ với s. aureus (Nguyễn Vĩnh Phước, 
1977). s. aureus ký sinh trên da, niêm mạc của 
người và gia súc. Khi sức đề kháng của cơ 
thể kém, s. aureus xâm nhập và gây bệnh. s. 
aureus có thê gây những ổ mủ ngoài da, niêm 
mạc, hoặc vào máu gây nhiêm khuẩn huyết, 
huyết nhiễm mủ (Nguyễn Vĩnh Phước, 1977).

Từ những lý do trên, đề tài "Khảo sát 
hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết từ lá cây 
Mật gâu (Vernonia amygdalina) trên vi khuẩn 

Pseudomonas aeruginosa và Staphylococcus 
aureus" được thực hiện nhằm đánh giá khả 
năng kháng hại khuẩn gây bệnh, qua đó có 
thể ứng dụng lá cây Mật gâ'u làm thức ăn 
dược liệu cho chăn nuôi và thú y.

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP

2.1. Nguyên liệu, thời gian và địa điểm
Tổng sô' 112kg lá tươi và đọt non cây Mật 

gâ'u cao l,2-l,5m được thu vào buổi sáng. Vi 
khuâh p. aeruginosa và s. aureus được phân lập 
từ tháng 08/2021 đến tháng 11/2021, tại Khoa 
Nông nghiệp, Trường Đại học Cần Thơ và 
phòng khám đa khoa Dân An, Mỹ Tho, Tiền 
Giang. Địa điểm thu mẫu: tỉnh Tiền Giang, 
Cần Thơ và Sóc Trăng.

2.2. Phương pháp thí nghiệm
2.2.1. Chiết xuất cao ethanol

Mau tươi được cắt nhỏ, trải mỏng phơi 
trong mát và đem nghiền. Sau đó đem mẫu khô 
ngâm trong Ethanol (EtOH) 96% (lần 1) trong 
3 ngày. Tiến hành thu dịch chiết lần 1. Mầu đã 
loại dịch chiết tiếp tục được ngâm trong EtOH 
96% (lần 2) trong 30 ngày và thu dịch chiết lần 
2. Dịch chiết lẩn 1 và lần 2 gọi là cao EtOH.

Cắt nhỏ

■ Trài mỏng, phơi chỗ mát
▼

Mầu khô + Ethanol 96% (lần 1)
Ngâm 30 ngày

Dịch chiết lần 1 Mẩu đã loại dịch chiết

+ Ethanol 96% (lần 2)
Ngâm 30 ngày

Dịch chiết lần 2

Cao tổng Ethanol

Hình 1. Qui trình chiết xuất cao Ethanol

Cao EtOH được hòa tan trong nước câ't, 
chiết kiệt với n-hexane (Hex) và cô quay dung 
môi sẽ thu được cao Hex. Dịch sau chiết tiếp 
tục được chiết kiệt với Ethyl acetate (EtOAc)
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và cô quay dung môi sẽ thu được cao EtOAc. n-butanol (BuOH) và cô quay dung môi sẽ thu 
Dịch sau chiết tiếp tục được chiết kiệt với được cao BuOH và cao nước.

Cao tông Ethanol

- Hòa với nước câ't

- Chiết kiệt với Hexane

Cao Hexane Dịch chiết
- Chiết kiệt với Ethyl acetate

ị ì
Cao Ethyl acetate Dịch chiết

- Chiết kiệt với Buthanol

ị ị
Cao Buthanol Cao nước

Hình 2. Qui trình chiết xuất cao Hexane, cao Ethyl acetate và cao Buthanol

2.2.3. Đánh giá khả năng kháng khuân
Khả năng kháng khuẩn được thực hiện 

bằng phưong pháp khuếch tán qua giấy lọc 
trên môi trường Luria Broth (LB) (Zaidan và 
ctv, 2005).

Cao chiết được pha loãng trong Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) nguyên châ't thành dung 
dịch chuẩn có nổng độ 100 mg/ml. Nhỏ dung 
dịch lên giây lọc đặt sẵn trên đĩa thạch vô 
trùng, mẫu thử được lặp lại 6 lần. DMSO 
được sử dụng là đôi chứng âm, kháng sinh 
Gentamycine là đốỉ chúng dương. Hoạt tính 
kháng khuẩn của cao chiết được đánh giá 
bằng đường kính vòng kháng khuẩn trên đĩa 

sau khi ủ 24 giờ ở 37°c.
Đường kính vòng kháng (mm) = Đường 

kính vòng vô khuẩn - Đường kính giâỳ lọc. 
2.2.4. Xác định nồng độ ức chếtối thiểu MIC

Nồng độ MIC (Minimum Inhibitory 
Concentration) được xác định trên đĩa tiệt 
trùng 96 giếng theo Muroi và Kubo (1996). 
Nhỏ dung dịch cao chiết vào đĩa tiệt trùng 
theo nồng độ từ thâ'p đến cao, sau đó nhỏ tiếp 
dịch huyền phù vi khuẩn mật độ 106 CFU/ml. 
Các đối chứng lần lượt là DMSO + môi trường 
LB + vi khuẩn; môi trường LB; DMSO + môi 
trường LB; vi khuẩn + môi trường LB; DMSO 
+ vi khuẩn, thí nghiệm lặp lại 3 lần (Hình 1).

DMSO+môi trườne LB+Vi khuẩn
Môi trường LB
DMSO+môi trường LB

Vi khuấn+môi trường LB 

DMSO+Vi khuẩn

Hình 1. Sơ đồ bô trí thí nghiệm trên đĩa tiệt trùng 96 giếng
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2.2.5. Chỉ tiêu theo dõi
Hiệu suâ't chiết xuâ't cao: H (%) = [KL thu 

được sau cô quay (g)/KL mẫu khô (g)]xioo
Hiệu suâ't cao chiết từ cao tổng: Hcaochiết(%) 

= [KLcaochiết thu được sau cô quay (g)/KL cao 
tông (g)]xioo

Khả năng kháng khuẩn của cao chiết đôì 
với p. aeruginosa và s. aureus.
2.3. Xử lý số liệu

Sô' liệu thí nghiệm được xử lý bằng phần 
mềm Microsoft Excel 2013.

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Hiệu suất thu hồi của cao chiết
Mau khô đem chiết xuâ't 22,3g; mẫu dịch 

chiết cao EtOH sau cô quay 5,15g. Từ công 
thức tính được hiệu suâ't chiết xuất cao tông 
EtOH là 23,1%. Các cao phân đoạn EtOAc, 
BuOH, Hex, nước sau khi qua qui trình chiết 
xuâ't từ 158g cao EtOH tổng, được tính hiệu 
suâ't thu hổi theo công thức. Kết quả cho thây 
hiệu suâ't thu hổi cao tổng EtOH 23,1%. So vói 
kết quả nghiên cứu của Maria và ctv (2017) với 
hiệu suất cao chiết là 15,9%; kết quả cho thâỳ 
mẫu ngâm càng lâu chiết xuâ't cao càng nhiều 
và tùy theo điều kiện sông của cây cũng ảnh 
hưởng đến chiết xuất cao.

3.2. Khả năng kháng khuân của cao chiết Mật 
gâu trên p. aeruginosa và s. aureus

Kết quả Bảng 1 cho thấy trong sô' 5 loại cao 
chiết từ lá cây Mật gâ'u (Cao tổng EtOH, cao 
Hex cao EtOAc, cao BuOH và cao nước) thì 
chỉ có cao chiết EtOH, EtOAc, BuOH là có khả 
năng kháng khuẩn p. aeruginosa và s. aureus.

Bảng 1. Khả năng kháng khuẩn ở nồng độ cao 
100 mg/ml của các loại cao chiết từ lá cây Mật gấu

______ Loại cao________ p. aeruginosa s. aureus 
Cao tổng EtOH____________+ +
Cao Hex
Cao EtOAc + +
Cao BuOH + +
Cao nước__________________ -_______________2_____

Ghi chú: (+) có hoạt tính kháng khuẩn, (-) không có hoạt 
tính kháng khuẩn

Kết quả Bảng 2 cho thây đường kính vòng 
kháng khuẩn p. aeruginosa và s. aureus của cao 
chiết EtOH, EtOAc, BuOH từ lá cây Mật gâù 
được khảo sát ở nồng độ 100 mg/ml. Cao chiết 
EtOAc tạo vòng kháng khuẩn cao hơn so với 
cao EtOH và cao BuOH trên cả vi khuẩn p. ae
ruginosa và s. aureus. Tuy nhiên, vòng kháng 
khuẩn trên cả 3 loại cao chiết đều thâ'p hơn so 
với kháng sinh Gentamycine. Theo Momoh và 
ctv (2015) nghiên cứu khả năng kháng khuẩn 
trên Mật gấu với nổng độ 100 mg/mL, vòng 
kháng p. aeruginosa và s. aureus lần lượt là 23 
và 20mm. Kết quả này lớn hơn vòng kháng 
khuẩn của cao chiết Mật gâ'u trong thí nghiệm 
hiện tại.
Bảng 2. Đường kính vòng vô khuẩn (mm) của 
ba loại cao chiết từ lá cây Mật gấu và kháng 

sinh Gentamycine

Cao chiết p. aeruginosa s. aureus
Cao tổng EtOH 3,5 3,0
Cao EtOAc 6,0 4,0
Cao BuOH 3,5 3,0
KS Gentamycine 15,5 12,1

Nghiên cứu của Anibijuwon và ctv (2012) 
cho thầy cao chiết BuOH từ cây Mật gâ'u ức 
chê' s. aureus với đường kính vòng kháng 
khuẩn là 10,5mm ở nồng độ 60 mg/ml. Fanta 
và Gemechu (2017) sử dụng cao chiết từ rễ cây 
Mật gâu với các dung môi khác nhau Ether, 
Chloroform, Acetone và Methanol đê khảo 
sát hoạt tính kháng khuẩn trên s. aureus. Kết 
quả cho thây vòng kháng khuẩn s. aureus ở 
các dung môi lẩn lượt là Ether (0 mm), Chloro
form (14,3±0,58mm), Acetone (16,3±0,58mm) 
và Methanol (12,3±0,58mm).

Nghiên cứu của Evbuomwan và ctv (2018) 
cho thây cao chiết EtOH tạo vòng kháng khuẩn 
s. aureus với đường kính 6,5±0,5mm ở nồng độ 
100 mg/ml và 9,0±2,0mm ở nồng độ 200 mg/ml. 
Trong khi đó, cao tổng tạo vòng kháng khuẩn 
p. aeruginosa với đường kính từ 8,0±2,0mm ở 
nồng độ 25 mg/ml đến 12,5±l,5mm ở nồng 
độ 200 mg/ml; vào tạo vòng kháng khuẩn s. 
aureus với đường kính từ 9,0±l,0mm ở nồng 
độ 50 mg/ml đến 15,0±l,5mm ở nồng độ 200 
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mg/ml. Kết quả nghiên cứu của Muhammad 
và ctv (2019) cho thây cao chiết tổng ức chế 
s. aureus thê’ hiện qua vòng kháng khuẩn ở 
các nồng độ khác nhau như sau: 9,2±0,25mm 
ở nồng độ 50 mg/ml, ll,2±0,26mm ở nồng độ 
75 mg/ml, ll,8±0,31mm ở nồng độ 100 mg/ml. 
Unegbu và ctv (2020) sử dụng cao chiết EtOH 
nóng (hot ethanolic extract) từ cây Mật gâù để 
đánh giá khả năng kháng khuẩn và kết quả 
cho thây đường kính vòng kháng khuẩn s. 
aureus là 8,0-19,0mm. Farah và ctv (2021) sử 
dụng cao chiết từ lá cây Mật gâu vói dung môi 
chloroform và methanol. Kết quả cho thây 
vòng kháng khuẩn s. aureus có đường kính 
30mm vói cao chiết chloroform.

Qua các kết quả nghiên cứu trên cho thây 
cao chiết từ cây Mật gấu vói các dung môi 
khác nhau đều tạo khả năng kháng khuẩn trên 
p. aeruginosa và s. aureus với kết quả đường 
kính vòng kháng khuẩn khác nhau. Sự khác 
nhau này có thê’ được giải thích là do sự khác 
nhau về điều kiện trồng cây Mật gấu, bộ phận 
của cây được sử dụng để ly trích, thời gian 
thu hoạch và nồng độ khảo sát khác nhau ở 
các nghiên cứu. Điều đó dẫn đến kết quả vòng 
kháng khuẩn p. aeruginosa và s. aureus khác 
nhau ở các nghiên cứu đã công bô'.

3.3. Nồng độ ức chê tối thiểu MIC
Theo kết quả Bảng 3, ở dãy nồng độ 5,10, 

20,40,80 mg/ml thì nồng độ ức chế tối thiểu lên 
p. aeruginosa của cao BuOH là 80 mg/ml, trong 
khi đó cao EtOH và EtOAc không thê hiện khả 
năng ức chế qua dãy nồng độ trên. Đô'i với s. 
aureus thì tâ't cả nồng độ của cao Mật gâ'u đều 
không có khả năng ức chế (Bảng 4).

Nghiên cứu của Anibijuwon và ctv (2012) 
cho thây cao chiết BuOH có MIC là 60 mg/ml 
trên vi khuẩn s. aureus. Kết quả nghiên cứu 
của Evbuomwan và ctv (2018) cho thấy MIC 
của cao chiết EtOH ở nồng độ 25 mg/ml ức chế 
vi khuẩn s. aureus, p. aeruginosa, B. subtilis và 
K. Pneumoniae; ở nồng độ 50 mg/ml ức chế p. 
aeruginosa và K. pneumonia; ở nồng độ 100 mg/ 
ml ức chếE. coli, s. aureus và B. subtilis. Trong 
khi đó, kết quả nghiên cứu của Unegbu và ctv 

(2020) cho thấy cao EtOH nóng có hiệu quả 
MIC là 25-100 mg/ml đối với s. aureus.

Bảng 3. Nồng độ (mg/mL) ức chê tôi thiêu của 
cao EtOH, EtOAc và BuOH đối với p. Aeruginosa

Loại Giờ 
đo 5 10 20 40 80

1,275 2,135 2,374 1,967 1,694
0 giờ 1,039 1,669 2,952 2,351 1,366

1,133 1,765 2,417 2,197 1,026
Cao EtOH

1,938 2,576 2,856 2,236 1,762
24 
giờ 1,519 2,096 3,114 2,705 1,394

1,623 2,152 2,786 2,431 1,189
0,422 0,908 1,119 1,217 1,242

0 giờ 0,264 0,945 0,821 1,159 0,928
0,231 0,898 0,893 0,983 1,165

Cao EtOAc
0,555 1,037 1,203 1,316 1,284

24 
giờ 0,605 1,154 0,992 1,275 0,978

0,655 0,914 1,016 1,095 1,189
0,471 0,641 1,456 1,971 2,370

Ogiờ 0,427 0,619 1,452 2,118 2,303
0,407 0,714 1,775 2,198 2,778

k_đO DL1UM
0,803 0,893 1,567 2,043 2,321

24 
giờ 0,875 0,843 1,563 2,236 2,240

0,585 0,841 1,815 2,272 2,644

Bảng 4. Nồng độ ức chế tối thiêu của cao 
EtOH, EtOAc và BuOH đối với s. aureus

Loại Giờ 
đo 5 10 20 40 80

0,750 1,458 3,235 2,749 2,406

CaoEtOH

0 giờ 0,772
0,496

1,427
1,241

2,780
2,188

2402
2,615

2,190
3,044

1,075 1,880 3,326 2,872 2,614
24 
giờ 1,062 1,857 2,946 2,538 2,350

0,851 1,668 2,394 2,726 3,098
1,043 0,997 1,203 1,893 2,294

0 giờ 0,873 1,006 0,925 1,972 2,153
Cao 0,905 1,103 0,825 1,904 2,247
EtOAc 1,406 1,244 1,565 2,076 2,383

24 
giờ 1,044 1,337 1,208 2,167 2,203

1,396 1,479 1,117 2,158 2,376
0,807 0,407 1,062 2,293 2,451

Cao BuOH

0 giờ 0,909
1,033

0,681
0,749

1,261
1,483

2,574
2,826

2,208
2,742

1,245 0,542 1,378 2,459 2,529
24 
giờ 1,307 0,952 1,549 2,713 2,331

1,415 0,997 1,779 3,035 2,873
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Qua các kết quả nghiên cứu trên cho thâỳ 
cao chiết từ cây Mật gâù có nồng độ ức chếtôì 
thiểu trên vi khuẩn p. Aeruginosa và s. aureus 
vói các kết quả khác nhau. Sự khác nhau này 
có thể là do sự khác nhau về bộ phận của cây 
Mật gâù được sử dụng đê’ ly trích, thời gian 
thu hoạch mẫu và chủng vi khuẩn nghiên cứu. 

4. KẾT LUẬN

Hiệu suất thu hổi cao tổng EtOH là 23,1%. 
Hiệu suâ't thu hồi cao phân đoạn EtOAc 
là 39,1%; BuOH 33,2%; Hex 6% và nưóc 
21,7%. Nồng độ ức chế tô'i thiểu (MIC) của p. 
aeruginosa ở cao BuOH là 80 mg/ml. Khảo sát 
nồng độ ức chế tôi thiểu (MIC) cho thấy cao 
Mật gấu không có khả năng kháng khuẩn đổi 
với s. aureus ở dãy nồng độ 5, 10, 20, 40, 80 
mg/ml.

Đề tài cần tiếp tục nghiên cứu khả năng 
kháng khuẩn của cao chiết từ lá cây Mật gâ'u 
trên các chủng vi khuẩn khác nhau và tiến 
hành MIC trên p. aeruginosa và s. aureus theo 
dãy nồng độ khác nhau ở mỗi phân đoạn cao 
chiết để so sánh tính kháng khuẩn. Bên cạnh 
đó, phân lập và định tính các hoạt châ't có khả 
năng kháng khuẩn trong cao chiết.
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