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THU NGHIEM CHIET XUAT VA KHAO SAT MQT $0' BAC TiNH DUGC HOC
TU DICH CHIET LA SIM VA LA QUE

Vii Manh Khiém, Nguyén Van Tin, Tran Thi Quynh Lan
Khoa Chan nuéi Thu y, Truong Dai hoc Nong Lam Tp. HCM

TOM TAT

Nghién ctru nay duoc thyc hién véi muc tiéu thur nghiém quy trinh chiét xuit va khao sat hoat
tinh khang khuan, hoat tinh chéng oxy hoa cua dich chiét 14 sim va 1a qué. Két qua nghién ctru cho
thdy thanh phan hoat chat trong dich chiét dugc phén tach rd rang bang phuwong phap sic ky ban
mong (TLC). Phuong phép nay ciing cho thay c6 su hién dién cta rhodomyrtone trong dich chiét 14
sim va cinnamaldehyde trong dich chiét 14 qué. Dich chiét 14 sim c6 hoat tinh khang khuan dbi véi
Staphylococcus aureus (13,1 mm) nhung khong c6 hiéu qua d6i v6i Salmonella typhimurium. Dich
chiét 14 qué lai khong c6 hoat tinh khang khuén trén ca S. aureus va S. typhimurium. O do pha loang
1/2, dich chiét tho 14 sim cho kha ning trc ché hoan toan vi khuan S. aureus. Két qua nghién ctru cho
thiy dich chiét 14 sim c6 thé 1a mot giai phap thay thé cho khang sinh trong viéc diéu tri S. aureus.
Tuy nhién van can thém cac thr nghiém 1am sang dé danh gia kha ning tng dung chat chiét 14 sim
trong diéu tri cac bénh do S. aureus.

Tir khéa: TLC, dich chiét, 14 sim, 14 qué, khang khuan, MIC.

In vitro antibacterial and pharmacological characteristics of
Rhodomyrtus tomentosa and Cinnamomun zeylanicum leaf extract

Vu Manh Khiem, Nguyen Van Tin, Tran Thi Quynh Lan

SUMMARY

This study was conducted with the goal of investigating the extraction method, antibacterial
and antioxidant activity of Rhodomyrtus tomentosa and Cinnamomun zeylanicum leaf extracts.
The studied results showed that the active ingredients in the extract were clearly separated
by thin-layer chromatography (TLC) and the presence of rhodomyrtone in R. fomentosa leaf
extract and cinnamaldehyde in C. zeylanicum leaf extract. R. tomentosa leaf extract presented
antibacterial activity against Staphylococcus aureus (13.1 mm) but it was not effective against
Salmonella typhimurium. C. zeylanicum leaf extract did not show antibacterial activity on both
S. aureus and S. typhimurium. At a dilution concentration of 1/2 of the R. fomentosa crude
extract could completely inhibit S. aureus. The studied results showed that R. tomentosa and C.
zeylanicum leaf extracts could replace antibiotics to treat disease caused by S. aureus. But in
vivo investigation for using C. zeylanicum leaf extracts in disease treatment is needed to make
a more accurate assessment.

Keywords: TLC, plant extract, Rhodomyrtus tomentosa, Cinnamomum zeylanicum,
antimicrobial, MIC.

I. DAT VAN PE vat nudi 1a xu hudng chung ctia nganh chin

Han ché st dung thubc va khang sinh déng D0 thi y trén the gi6i (Singh va ctv, 2008).
thoi phat trién cac liéu phap thay thé co nguéon Vit Nam la mot nude co hé thyc vat phong
gbc tir thién nhién trong phong va tri bénh cho  phu, rat nhiéu cay co tir lau di duoc nghién ctru
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dé sir dung diéu tri mot sb bénh va hd tro chic
nang cho ngudi bénh. Ttr nhitng ing dung trong
nhan y, ngay cang c6 nhiéu loai thao duoc ciing
da va dang duoc nghién ctru str dung trong thu
y. Sir dung cac chiét xuit thao duoc trong chin
nudi gitp 1am giam sy phat trién cua vi khuan
da khang thudc va ton du khang sinh tir d6 tao
ra san pham c6 ngudn gc dong vat (thit, tring,
stra...) an toan cho nguoi ti€u dung. Ngoai ra,
viéc sir dung cac ché pham ngudn gdc tu nhién
c¢6 thé han ché nhimg tic dung khong mong
mudn ma céac loai thudc tong hop gy ra trén
vat nuoi.

Cay sim (Rhodomyrtus tomentosa) va cay
qué (Cinnamomun zeylanicum) tir 1au da dugc
st dung trong Poéng y. Trong nhan y, 14 sim
dugc dung dé diéu tri tiéu chay, giam dau, cam
mau vét thuong hay mot s6 bénh vé dudng tiét
niéu (Mordmuang va ctv, 2015). Trong khi do,
1a qué co tac dung cho nhimg trudong hop day
hoi, kho tiéu, budn non, dau bung, ti€u chay
va co thit duong tiéu hoa, réi loan dudng tiéu
hod,... (Mazimba va ctv, 2015). Chiét xuét 14
sim va la qué déu duoc bio céo c6 hoat tinh tdt
trong khang khuan, khang viém, khang nim
va khang oxy hoa,... (Wang va ctv, 2009; Das
Manosi va ctv, 2013).

Tir thyc t& mudn phat trién cac bién phap an
toan trong phong va diéu tri bénh cho vat nudi,
ching t6i tién hanh nghién ciru: “Thir nghiém
chiét xudt va khdo sat mét sé dac tinh diwge hoc
tir dich chiét la sim va la qué”.

II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Chuén bi 14 duoc liéu

Lé sim (Rhodomyrtus tomentosa) va 1a qué
(Cinnamommun zeylanicum) dugc thu hai tu
tinh Ph Yén. Nguyén liéu sau d6 duoc rua sach
dudi voi nudce, siy & 60 °C trong 48 gio, sau do
nghién nho thanh bot.

2.2. Chiét xuét hoat chit tir cay dwoc liéu

Dung 50g mau nguyén liéu di duoc chuin
bi ngdm trong 200ml dung moéi ethanol (VN-
Chemsol Co., Viét Nam) (Saising va ctv, 2011)
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trong thoi gian 48 gio. Luong dich chiét tho
thu duoc duoc loc bﬁng giéy loc, sau d6 dem ly
tam (5000 vong/15 phat), 1dy phan ndi va tiép
tuc cho bay hoi ethanol & 60°C trong 30 phut
(Mubarack va ctv, 2011). Phan dich néi dugc
loc qua mang loc vi khuén 0,2 um va bao quan
0 -20 °C.

2.3. Phén tach thanh phéan hoat chit tir chiét
xuit bing phuong phap TLC

2.3.1. Phuwong phap thuc hién

Dich chiét twoi cta l4 sim va 14 qué duoc
phun [én ban mong aluminium backed silica
gel 60 F254 (Merck, Duc) (Eloff, 2011) trén
hé théng may sic ky ban mong ban ty dong
(Camag, Thuy Si), thé tich phun 5 pl/vét, toc
dd phun 250ml/gidy, do rdng vét phun 8mm
(Huéng dan s dung Camag, Thuy Sy). Ban
mong sau khi duoc phun miu duge dé khé ty
nhién ¢ nhiét do phong, sau d6 duoc dat trong
binh hai day kich thudc 20 x 10 cm chira dung
moi khai trién. Kha nang phan tich hoat chat
dugc danh gi4 trén hé dung méi khai trién ding
ngadm ban mong: toluen : ethylacetate (93:7).
(Wagner va ctv, 2011).

2.3.2. Poc két qui TLC

Két qua phéan tach hoat chat trén sic ky do
dugc quan sat bang budng soi UV (Camag,
Thuy S¥) véi budce song 256 nm (Eloff, 2011).

2.4. Xac dinh sy hién dién ctia rhodomyrtone
trong dich chiét la sim va cinnamaldehyde
trong dich chiet l1a que

2.4.1. Chon hoat chit chinh c6 hoat tinh dwoc
lwc trong dich chiét la sim va la queé

Rhodomyrtone trong dich chiét 14 sim dugc
stt dung thuc nghiém trong nhiéu nghién ctru
khac nhau cho thiy c6 tic dung giam sy xam lan
va bam dinh cta S. aureus trong mé dudi da cua
bau vii bo, ddy 1a dic tinh quan trong trong dicu
tri bénh viém vu trén bo sita ¢ thé 1am sang va
can lam sang (Mordmuang va ctv, 2015). Trong
khi d6, hoat chét cinnamaldehyde trong 14 qué
cling da dugc ching minh c6 kha nang khang
lai nhiéu mam bénh truyén lay qua dudng thuc
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pham (Mazimba va ctv, 2015).

2.4.2. Phwong phadp xdc dinh sw hién dién cua
hoat chit cé hoat tinh dwoc lie

- Dbi véi dich chiét 14 sim: Sw hién dién ctia hoat
chét rhodomyrtone dugc xac dinh dua vao viéc
so sanh hé so di chuyén Rf cua vét sic ky tuong
{tmg voi mau chiét xuat 14 sim va hé s di chuyén
Rf cta chat chuan d6i chimg - rhodomyrtone (rh)
(SMB00114, tinh khiét > 95%, Sigma, M¥).

- Béi véi dich chiét 1a qué: Su hién dién cua
hoat chét cinnamaldehyde dugc xac dinh dua
vao viéc so sanh hé sb di chuyén Rf cua vét sic
ky tuong (mg va mau chiét xuét 1a qué véi hé s6
di chuyén Rf ciia cinnamaldehyde theo nghién
ctru da dugc cong bd (Wagner va ctv, 2011).

2.4.3. Xdc dinh hoat tinh khing khuén ciia
dich chiét ld sim va ld qué

Cac ching vi khuan gdc (dwoc phan 1ap va dinh
danh trong cac nghién ctru trudc day va duoc bao
quan -70°C tai phong thi nghiém B moén Khoa hoc
sinh hoc tha y, PH. Néng Lam, TPHCM) cay lén
thach mau (37°C trong 24 gi®). Chon khuén lac dic
trung, cdy chuyén qua méi truong NB (Nutrient
Broth) va i & 37°C trong 24 gio. Pha lodng chuan
nong do huyén dich vi khuan (1 — 3 x 108 vk/ml).
Quét that déu tim bong 1én dia méi truong Mueller-
Hinton agar (MHA). Chuan bi cac dia gidy tam
dich chiét thao duoc: cac dia gidy vo tring (Cong ty
Nam Khoa) dugc tam 20 pl dich chiét mdi loai thao
duoc va dé kho & nhiét do phong.

Dung kep vo trung gip dia gidy tam dich
chiét thao dugc va dia gidy tim amoxicillin +
clavulanic acid (Cong ty Nam Khoa) dung lam
d6i chimg dit 1én bé mat moi truong MHA da
dugc cay vi khuan. Sau d6 dit cac dia cay trong
ta 4m ¢ 37°C trong 24 gid. Poc két qua bang
cach do duong kinh vong vo khuan.

2.4.4. Xdc dinh nong d¢ irc ché toi thiéu (MIC)

Chuan huyén dich vi khuan Staphylococcus
aureus (S. aureus) & budc song 600nm
(OD=600) (trong dwong 10° vi khuan/ ml).

Dich chiét tho dugc pha lodng ¢ 3 mic nong
d6: khong pha loang (nong d6 100%), pha loang
1/2 (ndng d6 50%) va 1/4 (ndng do 25%).

Khang sinh ceftiofur, amoxicillin va
amoxicillin + clavulanic acid ding lam dbi
chung dugc hoa tan va pha loang ¢ cac mtc 200
pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/
ml, 6,25 pg/ml, 3,125 pg/ml va 1,5625 pg/ml
(Saising va ctv, 2011).

Xac dinh nong do trc ché t6i thiéu cua dich
chiét 14 sim st dung microplate 96 giéng,
day bang theo phuong phap dugc moé ta boi
Sultanbawa va ctv (2009).

III. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Phan tach thanh phan dich chiét tir 14
sim va 14 qué bang TLC

Hinh 1. Két qua phan tdach thanh phan
hoat chat trong dich chiét Ia sim (A) va la
qué (B) quan sat dwéi tia UV (A=254 nm)

Két qua phan tach trén ban mong cua dich
chiét tho 1a sim va 14 qué (hinhl) cho thiy:
s6 luong vét sic ky phan tach dugc tir miu
dich chiét 1a sim 1a 8 vét va 1a qué 1a 12 vét.
Nhu vay sb vét sic ky phan tach tir dich chiét
14 qué nhiéu hon dich chiét 1a sim. Hon nita,
céc vét xuét hién trong sic ky do cia mau 14
qué dam va rd nét hon dich chiét 1a sim. Diéu
nay cho thay dich chiét tho 14 qué chira nhiéu
thanh phan hoat chit hon so vai dich chiét tho
la sim.
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3.2. Xac dinh sy hién dién ciia rhodormyrtone
va cinnamaldehyde

(1n)

I
Hinh 2. Két qua phan tach thanh phan
hoat chat c6 hoat tinh dworc Iwc tir 1d sim
va ld qué

(IIT)

A: chdt chudn rhodomyrtone, B: dich chiét ld
sim, C: dich chiét ld qué quan sat dwdi tia UV
(2=254 nm), D: dich chiét I qué theo Wagner
va ctv (2011).

Két qua ¢ hinh 2 cho thdy cé thé phat
hién sy hién dién ctia rhodormyrtone va
cinnamaldehyde trong dich chiét cua 14 sim
va la qué bang k¥ thuat TLC. Ddi véi dich
chiét 14 sim, su hién dién cua rhodomyrtone
duoc khang dinh qua vét sic ky trén ban mong
v6i chat chuan rhodomyrtone. Péi voi dich
chiét 14 qué, viéc xac dinh cinnamaldehyde
dya vao hé sb di chuyén Rf (= 0,40) va sic
ky d6 cuia Wagner va ctv (2011).

Két qua phan tach thanh phan hoat chat
va su hién dién 2 hoat chat c6 hoat tinh duoc
lyc rhodormyrtone va cinnamaldehyde trong
dich chiét 1a sim va 14 qué cho thy kha ning
ung dung phuong phap TLC trong phat hién
nhiing hoat chét ¢ gia tri trong dugc hoc.

3.3. Xac dinh kha ning khang khuin cia
dich chiét 14 sim va 14 qué

Bang 1. Két qua dwong kinh vong khang khuan (mm) cua dich chiét 1a sim va la qué doi
vé&i vi khuan Staphylococcus aureus va Salmonella typhimurium

Dich chiét (20 pl) S. aureus S. typhimurium
La sim 13,1+0,8 0
La qué 0 0
Amoxicillin + clavulanic acid 33 13

Thir nghiém kha ning khang khuin bang
phuong phép khuyéch tan trén thach cho thiy
vong khang khuan cua dich chiét 14 sim d6i véi
ching vi khuan S. aureus trung binh & murc 13,1+
0,8 mm so véi vong khang khuan ddi chimg ctia
amoxicillin + clavulanic acid & murc 33 mm (bang
1). Theo Mordmuang va ctv (2014), dia gidy chia
2,5 mg cao thd dich chiét 1a sim cho két qua vong
vO khuén tir 8,7 — 15,5 mm dbi v6i S. aureus trong
nghién ctru vé hoat tinh khang khuan.

Tuy nhién kha ning khang khuan cua dich
chiét 14 sim chwa dugc quan sat thay khi thir
nghiém véi vi khuan Salmonella typhimurium
(S. typhimurium). Trong nghién ctru cia Kusuma
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va ctv (2016), dich chiét 14 sim cho ving tc
ché vi khuén S. typhi c6 dudng kinh khoang 15
mm. Tuy nhién van chwa cé nhiéu thir nghiém
16 hon vé hoat tinh khang khuan cua dich chiét
1a sim dbi v6i vi khuan S. typhimurium. Trong
khi dich chiét 14 sim c6 hiéu qua khang vi khuan
S. aureus thi nguoc lai dich chiét 14 qué khong
cho thay kha ning wrc ché ca vi khuan S. aureus
va S. typhimurium. Diéu nay hoan toan phi hop
voi nghién ctu cua Mazimba va ctv (2015).
Mat khac, nghién ctru ctua Joshi va ctv (2009)
ciing cho thay rang dich chiét 14 qué khong co
tac dung trén S. fyphi, nhung c6 tac dung tdt
trén Escherichia coli, Bacillus subtilis, Candida
albicans, Klebsiella pneumoniae, . ..
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3.4. Xac dinh ndng dé tc ché toi thiéu (MIC)
cuia dich chiét 1a sim doi vo6i S. aureus

Duya vao hoat tinh khang khuan cua dich

chiét 14 sim ddi véi S. aureus, nghién ciru tiép
tuc xac dinh néng d6 tre ché tdi thiéu (MIC) cta
dich chiét 1a sim ddi véi S. aureus (bang 2).

Bang 2. Nong dd rc ché téi thiéu caa dich chiét l1a sim d6i véi Staphylococcus aureus

Dich chiét / Péi chirng

MIC (theo d6 pha loang)

Theoi gian (gio)

18 24 48
La sim 1/2 1/2 1/2
Amoxicillin (@6i chirng) 116 116 1/16
Amoxicillin + clavulanic acid (d4i chirng) 1/32 1/32 1/32
Ceftiofur (dbi chirng) 1/32 1/32 1/32

Chii thich: Nong dé ban ddu ciia cdc khdang sinh la 200 ug/ml,

Dich chiét tho 14 sim ¢ nong d6 khong pha
lodng va ¢ do pha loang 1/2 cho kha nang uc
ché hoan toan vi khuan S. aureus theo phuong
phép cua Sultanbawa va ctv (2009). Viéc su
dung dich chiét thé c6 nhing wu diém nhu quy
trinh chiét xuat don gian va nhanh, c6 thé sir
dung duoc ngay sau khi chiét xuét. Do do, trong
nghién ctru ndy chi xac dinh kha nang e ché vi
khuan dwa vao do pha loang dich chiét tho tur
1a sim.

Theo nghién ctru cua Saising va ctv (2008),
ndéng do e ché t6i thiéu cua dich chiét 14 sim
dao dong tir 512 pg/ml ddi véi vi khuan S.
aureus phan lap tor thyc dia; con ddi voi ching
vi khuan S. aureus ATCC 25923 gié tri nay la 32
pug/ml (Saising va ctv, 2011). Trong khi d6 theo
Mordmuang va ctv (2015), gia tri MIC cua dich
chiét 14 sim d6i voi ching S. aureus phén lap tir
bo bi viém v & Canada 1a 16 ug/ml.

Dya vao bang 2, két qua MIC cia khang
sinh ceftiofur va amoxicillin + clavulanic acid
dbi v6i S. aureus thip hon so véi khang sinh
amoxicillin (6,25 so v&i 12,5) & ca 3 thoi diém
khao sat. Piéu nay cho thiy vi khuan S. aureus
nhay cam voi khang sinh ceftiofur va amoxicillin
+ clavulanic acid hon khang sinh amoxicillin.

Véi gia tri MIC 1a 6,25 pg/ml, ceftiofur co

tinh trung gian v&i ching vi khuan S. aureus
st dung trong nghién ctru (CLSI, 2007). Theo
Cortinhas va ctv (2013), ceftiofur cho két qua
MIC chi bang 2 pg/ml trén vi khuan S. aureus,
két qua nay thip hon nhiéu so véi gia tri 6,25
ng/ml trong nghién ciru nay. Mt khac, két qua
doc sau 48 gio u cho thiy, MIC cua ceftiofur 1a
12,5 pg/ml.

Theo Rubin va ctv (2011), MIC cua
amoxicillin + clavulanic acid ddi véi vi khuan
S. aureus & mirc 16n hon 8 pg/ml. Pidu nay cho
thdy vi khudn S. aureus ngdy cang tré nén dé
khang v6i khang sinh amoxicillin + clavulanic
acid ciing nhu d6i v6i khang sinh noi chung.

Theo bang 2, dich chiét tho 14 sim & do pha
loang 1/2 cho kha niang khang khuan twong
duong voi cac khang sinh & néng do 100 pg/
ml va dich chiét tho 14 sim ¢ d6 pha lodng 1/4
ciing cho két qua khang khuan gan bang véi
amoxicillin & ndng d6 6,25 pg/ml.

Nghién ctru méi nhat cia Mordmuang va
ctv (2019) duogc tién hanh thur nghiém tiém dich
chiét 1a sim 1én tuyén v quan thé chudt bi cong
cuong doc v6i S. aureus. Két qua cua nghién
ctru cho thay dich chiét 14 sim v6i nong d6 300
pg/ml tiém vao tuyén v giap 1am giam ndng do
vi khuan trong tuyén vi.
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S. aureus 12 vi khuan gay bénh quan trong trong
tha y, gy hinh thanh nhing 6 abces, sung dau va
tdy do, thuong kém theo chay mu ... (Roger va
ctv, 2009). Bac bi€t quan trong hon, S. aureus la
tac nhan chinh gdy bénh viém v trén bo — bénh
gdy ton that kinh t& 16n nhat trong chan nudi bo
sita trén thé gioi. Két qua cta nghién ciru nay cho
thay dich chiét tho 14 sim c6 hoat tinh khang khuan
tot dbi v6i vi khuan S. aureus. Chinh vi thé, st
dung dich chiét 14 sim co thé 1a mot giai phap thay
thé khang sinh trong diéu tri cac bénh do S. aureus
gy ra. Mubn nhu vdy, can c6 nhiing nghién ctiru
tiép theo trén vat nudi dé thr nghiém hiéu qua
khang khuén ciia dich chiét 14 sim.

IV. KET LUAN

Két qua nghién ctru cho thay kha ning phan
tach tot thanh phan hoat chit c6 trong chiét
xudt 14 sim va 14 qué bang phuong phap TLC.
Ngoai ra, nghién ctru cling da xac dinh dugc sy
hién dién cta hoat chét c6 hoat tinh duoc luc
trong thanh phan dich chiét 1a rhodomyrtone
trong dich chiét 14 sim va cinnamaldehyde trong
dich chiét 14 qué dua vao chat chuan va hé s di
chuyén Rf. Dich chiét 14 sim cho kha ning tc
ché tot vi khuan S. aureus, nhung lai khong co
hiéu qua trén S. typhimurium. Trong khi d6 dich
chiét 14 qué lai khong c6 hoat tinh khang khuan
d6i véi S. aureus va S. typhimurium.
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