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TÓM TẮT 
Nghiên cứu được thực hiện nhằm xác định hiệu quả của chất chiết lá cây 
giấm (Hibiscus sabdariffa L.) trong các dung môi khác nhau. Các chất 
chiết xuất thu được có hoạt tính kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây 
ra bệnh hoại tử gan tụy cấp tính. Đường kính vùng ức chế lần lượt là 24,9 
mm, 21,6 mm và 11,9 mm trong dung môi methanol, ethanol và nước đun 
sôi. Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và diệt khuẩn tối thiểu (MBC) của 
dịch chiết trong methanol lần lượt là 0,02 mg/mL và 0,08 mg/mL. Ngoài 
ra, chất chiết methanol lá cây giấm còn kích thích tôm tăng trưởng khi cho 
tôm ăn thức ăn có bổ sung chất chiết ở nồng độ 1% và 1,5% sau 30 ngày 
thí nghiệm. Thông số huyết học bao gồm tổng tế bào máu (THC), bạch 
cầu có hạt (GC), bạch cầu không hạt (HC) của tôm ở các nghiệm thức có 
1% và 1,5% chất chiết có sự tăng cường khác biệt có ý nghĩa thống kê so 
với nhóm đối chứng (p< 0,05). Kết quả nghiên cứu cho thấy chất chiết lá 
cây giấm rất tiềm năng trong nuôi tôm. 

Từ khoá: Chất chiết lá giấm, miễn dịch, Penaeus vannamei, tăng 
trưởng, Vibrio parahaemolyticus 

ABSTRACT 
The study aimed to determine the effectiveness of the extracts of roselle 
leaf (Hibiscus sabdariffa L.) under different solvents. Interestingly, the 
extracts obtained remarkable levels in anti-bacterial activity against 
V. parahaemolyticus causing acute hepatopancreatic necrosis 
disease. The inhibition zone diameter was 24.9 mm, 21.6 mm and 11.9 
mm under methanol solvent, ethanol solvent and boiled water, 
respectively. The minimum inhibitory concentration (MIC), minimum 
bactericidal concentration (MBC) of the extract in methanol were 0.02 
mg/mL and 0.08 mg/mL, respectively. Moreover, roselle leaf methanol 
extract stimulated the growth of whiteleg shrimp when they were 
reared with feed supplemented with extracts at 1% and 1.5% after 30 
days of experiment.  Hematological parameters, including total 
hemocyte count (THC), granular cell (GC), hyaline cell (HC) of the 
shrimp fed with the extract at doses of 1% and 1.5% significantly 
higher than that of the control (p< 0.05). The research results show 
that roselle leaf extract has great potential in shrimp farming. 

Keywords: Growth, Hibiscus sabdariffa L., immune parameters, 
Penaeus vannamei, Vibrio parahaemolyticus 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh hoại tử gan tụy cấp tính (Acute 
Hepatopancreatic Necrosis Disease - AHPND) được 
xác định do vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus mang 
plasmid mã hóa gen gây độc (PirA, PirB) (VpAHPND) 
(Tran et al., 2013; OIE, 2019). V. harveyi, V. 
campbellii, V. owensii và V. punensis cũng được cho 
là tác nhân gây bệnh AHPND vì các chủng vi khuẩn 
này đôi khi mang các gen độc tố có trình tự tương 
đồng với plasmid gây bệnh AHPND (Restrepo et al., 
2018). Lee et al. (2022) cho rằng tôm khỏe vẫn có 
khả năng nhiễm bệnh AHPND khi tiếp xúc với tôm 
nhiễm AHPND trước đó đã được trữ ở -80°C.  

Nhiều kết quả nghiên cứu đã chứng minh hiệu 
quả sử dụng thảo dược trong phòng trị bệnh thủy sản 
(Citarasu, 2010; Chakraborty & Hancz, 2011; 
Harikrishnan et al., 2011). Hoạt tính kháng khuẩn 
của các chiết xuất thảo dược cho đến nay là hoạt tính 
sinh học được nghiên cứu nhiều nhất, với nhiều tiềm 
năng ứng dụng trong lĩnh vực nuôi trồng thủy sản 
(Reverter et al., 2017). Các hợp chất được tìm thấy 
trong các chiết xuất thảo dược có khả năng kháng 
khuẩn bao gồm: alkaloids, glycosides, polyphenols 
và terpenes (Ahn, 2017). Sử dụng thảo dược mang 
đến nhiều lợi ích: ít tốn kém khi sử dụng nguyên liệu 
thảo dược thô, có sẵn tại địa phương, dễ dàng chuẩn 
bị, dễ dàng bị phân hủy sinh học và không gây tác 
động bất lợi cho môi trường (Syahidah et al., 2015). 
Thời gian gần đây, chất chiết thảo dược giúp tăng 
khả năng kháng vi khuẩn Vibrio và tăng cường đáp 
ứng miễn dịch của tôm nuôi đã được nghiên cứu 
(Ghosh et al., 2021). Chất chiết xuất cây lựu (Punica 
granatum), cây diệp hạ châu (Phyllanthus spp.), cây 
bàng (Terminalia catappa), cây thầu dầu (Ricinus 
communis L.) đã được xác định hiệu quả phòng bệnh 
trên tôm thông qua các thí nghiệm in-vitro và in-vivo 
(Huyền và ctv., 2020; Hoa và ctv., 2020). Một số 
loài thực vật khác như bạch đàn trắng (Eucalyptus 
camaldulensis), ổi (Psidium guajava), hồng sim 
(Rhodomyrtus tomentosa) và trâm mốc (Syzygium 
cumin) cũng đã được xác định hiệu quả giúp giảm 
tỷ lệ chết của tôm khi gây cảm nhiễm với vi khuẩn 
Vibrio (Immanuel et al., 2004; Ghosh et al., 2021). 
Tất nhiên, kết quả trên phụ thuộc vào phương pháp 
chiết xuất và nồng độ sử dụng trong thức ăn của tôm 
(Harikrishnan et al., 2011). Theo Bulfon et al. 
(2015) thì dung môi hữu cơ hoặc cồn có hiệu quả 
trong chiết xuất các hợp chất chuyển hóa sinh học 
thứ cấp (phân cực hoặc không phân cực) với hoạt 
tính kháng khuẩn và kích thích miễn dịch so với 
chiết xuất bằng nước. Ở liều tối ưu giúp kích hoạt 
đáp ứng miễn dịch tối đa và ở liều cao có thể không 

tăng cường hoặc thậm chí ức chế đáp ứng miễn dịch. 
Thời gian bổ sung thảo dược cũng là một trong 
những yếu tố tác động đến khả năng đáp ứng miễn 
dịch của tôm và cá (Reverter et al., 2017). 

Cây giấm (hay còn được gọi là bụp giấm) là loài 
thực vật hoang dã ở khu vực ven biển của Việt Nam. 
Chúng có thể sống được những vùng đất ngọt và lợ-
mặn. Theo Lợi (2004), cây giấm có khả năng sát 
trùng, lợi tiểu, chống oxy hóa. Cây giấm có các 
thành phần hóa học như gogoetine, hibiscin 
(anthocyanin), glucoside hibiscritin (flavanol), 
riboflavin, axit ascorbic, niacin, caroten, canxi và 
sắt (Lade et al., 2022). Các báo cáo trước đây cho 
thấy chất chiết từ cây giấm có hoạt tính kháng cả vi 
khuẩn Gram âm (V. vulnificus, Aeromonas 
hydrophila, A. caviae, Escherichia coli, Salmonella 
enteric, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris và 
Pseudomonas aeruginosa) và vi khuẩn Gram dương 
(Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. mutans 
và Bacillus cereus) (Abdallah, 2016; Abass et al., 
2022; Lade et al., 2022). Tuy nhiên, cho đến nay, 
vẫn chưa có các kết quả nghiên cứu toàn diện về 
hiệu quả của cây giấm trên đối tượng thủy sản. Cụ 
thể như khả năng kháng vi khuẩn Vibrio gây bệnh 
trên tôm, khả năng kích thích tăng trưởng, tăng 
cường miễn dịch và chống lại vi khuẩn gây bệnh trên 
tôm. Bài viết này là kết quả đánh giá hiệu quả của 
chiết xuất lá cây giấm lên khả năng kháng vi khuẩn 
V. parahaemolyticus, gây bệnh hoại tử gan tụy cấp 
tính trên tôm thẻ, đồng thời đánh giá tốc độ tăng 
trưởng và khả năng đáp ứng miễn dịch trên tôm thẻ 
thí nghiệm.  

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên liệu lá cây giấm và phương pháp 
chiết xuất  

Lá cây giấm (Hibiscus sabdariffa) được thu 3 
đợt ở các vị trí khác nhau tại tỉnh Trà Vinh, đợt 1 từ 
ngày 15/6/2022 đến ngày 15/7/2022, đợt 2 từ ngày 
17/7/2022 đến ngày 17/8/2022 và đợt 3 từ ngày 20/8 
đến ngày 15/9/2022. Mẫu lá được rửa sạch, sấy ở 
50oC đến khô và sau đó được nghiền thành bột. Bột 
được sử dụng để chiết xuất với ba loại dung môi 
khác nhau.  

Phương pháp 1 (chiết xuất với dung môi 
methanol): Bột từ lá cây giấm được ngâm trong 
dung môi methanol với tỉ lệ 1:10 trong 4 ngày. Sau 
đó hỗn hợp được lọc thô qua vải và tiếp tục được lọc 
qua giấy lọc Whatman No.1. Dung dịch qua lọc 
được cô quay chân không với tốc độ quay 150 
vòng/phút ở nhiệt độ 50oC, để loại bỏ dung môi 
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(Bindhu et al., 2014). Sản phẩm sau cô quay được 
sấy ở 50ºC để loại bỏ hoàn toàn dung môi. Chất chiết 
sau cùng được lưu trữ ở 4oC.  

Phương pháp 2 (chiết xuất với dung môi 
ethanol): Quy trình tương tự như đối với dung môi 
methanol. Ngâm bột lá cây giấm trong dung môi 
ethanol với tỉ lệ 1:10 trong 4 ngày. Hỗn hợp được 
lọc qua vải và giấy lọc Whatman No.1. Dung dịch 
qua lọc được cô quay chân không 150 vòng/phút ở 
50oC (Bindhu et al., 2014). Trước khi được lưu trữ 
ở 4oC, chiết xuất cũng được sấy ở 50ºC cho đến khi 
khối lượng không đổi. 

Phương pháp 3 (chiết xuất với với nước nóng): 
Ngâm 10 g bột cây giấm với 150 mL nước (tỉ lệ 
1:15). Hỗn hợp được đun ở nhiệt độ 100oC đến khi 
dịch chiết còn lại khoảng 10 mL (Kongchum et al., 
2016). Chiết xuất được bảo quản ở 4oC. 

2.2. Thí nghiệm in-vitro xác định hoạt tính 
kháng khuẩn của chất chiết 

Thí nghiệm được tiến hành bằng cách chuẩn bị 
đĩa tẩm chất chiết xuất và dung dịch huyền phù vi 
khuẩn V. paraheamolyticus. 0,8 g mỗi loại chất chiết 
lá cây giấm được hòa tan trong 2 mL dung dịch 
DMSO (Dimethyl sulfoxide). Dung dịch chất chiết 
(50 µL) được nhỏ từ từ lên một đĩa giấy có đường 
kính 8 mm (Advantec, New Zealand). Các đĩa giấy 
được làm khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng (Najiah et 
al., 2011). Dụng cụ và thao tác thực hiện trong điều 
kiện vô trùng.  

Thí nghiệm sử dụng dòng vi khuẩn V. 
paraheamolyticus được phân lập và định danh từ 
nghiên cứu trước đây của Linh et al. (2019) được lưu 
trữ tại phòng thí nghiệm bệnh học của Trường Đại 
học Trà Vinh. Dòng vi khuẩn này được kiểm tra độc 
lực gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính bằng kỹ thuật 
PCR (Dangtip et al., 2015) trước khi được nuôi tăng 
sinh trong môi trường TSB (Tryptic Soy Broth, 
Himedia, Ấn Độ), có bổ sung 1,5% NaCl trong 18-
24 giờ để thu dung dịch huyền phù. 

2.2.1. Đo đường kính vòng kháng khuẩn 

Khả năng kháng khuẩn của chiết xuất lá cây 
giấm được xác định bằng cách đo đường kính của 
vòng kháng khuẩn Oonmetta-aree (Oonmetta-aree 
et al., 2006). Dùng tăm bông tiệt trùng nhúng vào 
dung dịch huyền phù vi khuẩn V. paraheamolyticus 
với mật số 108 CFU/mL và tán đều lên bề mặt đĩa 
môi trường TSA (Tryptone Soya Agar) có bổ sung 
1,5% NaCl.  Sau đó, các đĩa giấy đã được tẩm chất 
chiết được đặt lên đĩa môi trường đã được trải vi 
khuẩn. Các đĩa tẩm DMSO (dimethyl sulfoxide) 
được sử dụng làm đối chứng âm và đĩa kháng sinh 

doxycyclin (DOX, 30 μg) làm đối chứng dương. 
Các đĩa môi trường TSA được ủ ở 35°C trong 24 
giờ. Đo đường kính vòng kháng khuẩn xuất hiện 
trên các đĩa môi trường TSA. Thí nghiệm được lặp 
lại 3 lần. Từ số liệu đường kính vòng kháng khuẩn, 
khả năng kháng khuẩn của chất chiết được phân 
thành các loại: kháng, trung bình, nhạy (Lorian, 
1995). Cụ thể, chất chiết có khả năng kháng khuẩn 
khi đường kính vòng kháng khuẩn ≤ 9 mm, tính 
kháng trung bình khi đường kính khoảng 10 - 13 mm 
và tính kháng nhạy khi đường kính ≥ 14 mm. 

2.2.2. Xác định nồng độ ức chế tối thiểu 
(minimum inhibitory concentration – 
MIC) và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu 
(minimumbactericidal concentration -
MBC) 

Xác định nồng độ ức chế tối thiểu 

Mỗi chiết xuất thảo dược được pha loãng với 
DMSO thành các tỉ lệ 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 
1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048. Tương 
ứng với mỗi độ pha loãng, 1 mL dịch chiết được cho 
vào môi trường lỏng TSB-1,5% NaCl có chứa sẵn 1 
mL dịch huyền phù vi khuẩn V. parahaemolyticus 
với mật số 2×106 CFU/mL. Hỗn hợp được ủ ở 35oC 
trong 24 giờ. Thí nghiệm được lặp lại 2 lần. Giá trị 
MIC cần xác định là nồng độ thấp nhất của chiết 
xuất có khả năng không cho vi khuẩn phát triển 
trong môi trường lỏng (Oonmetta-aree et al., 2006). 

Nồng độ diệt khuẩn tối thiểu  

Dịch huyền phù (50 µL) của thử nghiệm MIC 
được trải lên môi trường thạch TCBS agar 
(Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar). Mỗi 
chất chiết được lặp lại 3 lần và tương ứng mỗi độ 
pha loãng. Đĩa thạch được ủ ở 35oC trong 24 giờ. 
Giá trị MBC của chiết xuất thảo dược được xác định 
là nồng độ thấp nhất không có vi khuẩn phát triển 
trên bề mặt đĩa thạch (Oonmetta-aree et al., 2006).  

2.3. Đánh giá tác động của chất chiết lá cây 
giấm lên sinh trưởng và phát triển của 
tôm thẻ chân trắng 

2.3.1. Chuẩn bị nguyên vật liệu 

Tôm được thí nghiệm là tôm thẻ chân trắng ở 
giai đoạn Postlarvae 15 (âm tính với bệnh đốm 
trắng, bệnh vi bào tử trùng và bệnh hoại tử gan tụy 
cấp tính). Tôm được nuôi trong ao tại trại thực 
nghiệm Khoa Nông nghiệp - Thủy sản, Trường Đại 
học Trà Vinh đến khi tôm đạt kích cỡ khoảng 
10,54±0,39 g/con và chiều dài 11,61±0,23 cm. 
Trước khi bố trí vào các bể nuôi thí nghiệm, tôm 
được kiểm tra âm tính với mầm bệnh đốm trắng và 



Tạp chí Khoa học Đại học Cần Thơ   Tập 59, Số 6B (2023): 154-164 

157 

AHPND sử dụng phương pháp PCR với đoạn mồi 
đặc hiệu (OIE, 2009) và chu trình nhiệt của 
Sirikharin et al. (2015). Tôm cũng được thuần 
dưỡng trong 3 ngày để quen với điều kiện môi 
trường trong bể nuôi trước khi bắt đầu quá trình cho 
ăn thử nghiệm.  

Nguồn nước sử dụng cho thí nghiệm là nước 
biển với độ mặn 28‰ ở xã Ba Động, huyện Duyên 
Hải, tỉnh Trà Vinh. Nước biển được lọc qua túi lọc, 
sau đó được khử trùng với chlorin với nồng độ 20 - 
30 mg/L. Tiếp theo, nước được sục khí mạnh và liên 
tục trong 24 giờ, và được trung hòa Cl tự do bằng 
Na2S2O3 (tỉ lệ Na2S2O3:Cl là 7:1). Nước mặn 28‰ 
sau khi được xử lý xong thì được pha loãng với nước 
ngọt để có độ mặn 15‰. 

Bổ sung chất chiết lá giấm vào thức ăn: Viên 
thức ăn tôm với 40% đạm (Công ty chăn nuôi CP, 
Việt Nam) được áo bên ngoài với chất chiết lá cây 
giấm với các nồng độ 1%, 1,5% và 2%. Sau đó, viên 
thức ăn tiếp tục được áo thêm 2% dầu mực 
(Vemedim, Việt Nam). Viên thức ăn được bảo quản 
ở 4oC để sử dụng cho thí nghiệm. Đối với nghiệm 
thức đối chứng, viên thức ăn chỉ được áo với 2% dầu 
mực. 

2.3.2. Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm sử dụng bể composite 500 L có sục 
khí với mật độ 60 con/bể, độ mặn nước 15‰. Thí 
nghiệm được bố trí với 4 nghiệm thức với 3 lần lặp 
lại. Cụ thể, nghiệm thức đối chứng tôm thí nghiệm 
được cho ăn thức ăn viên 40% đạm (Công ty Chăn 
nuôi CP, Việt Nam) không bổ sung chiết xuất lá 
giấm, 3 nghiệm thức còn lại tôm ăn thức ăn được bổ 
sung 1%, 1,5% và 2% chiết xuất methanol từ lá cây 
giấm. Tôm thí nghiệm ăn 4 lần/ngày: 7 giờ, 11 giờ, 
15 giờ và 21 giờ. Lượng thức ăn theo nhu cầu của 
tôm, khoảng 7-10% khối lượng thân. Thí nghiệm 
cho ăn được thực hiện trong thời gian 30 ngày. Theo 
dõi hoạt động, lượng thức ăn tôm ăn vào để điều 

chỉnh lượng thức ăn cho phù hợp và thay nước 30% 
mỗi ngày bằng cách shiphon.  

2.3.3. Chỉ tiêu theo dõi 

Các thông số môi trường như pH, nhiệt độ, NH3, 
NO2

- được theo dõi mỗi ngày 1 lần bằng bộ test kit 
Sera. Nhiệt độ được đo bằng nhiệt kế. 

Chiều dài và khối lượng của tôm thí nghiệm 
được ghi nhận mỗi 10 ngày và thực hiện trong 30 
ngày thí nghiệm. Cụ thể, 5 con tôm/bể được bắt ngẫu 
nhiên để cân khối lượng và đo chiều dài, đánh giá 
tăng tưởng của tôm ở các nghiệm thức ăn thức ăn có 
bổ sung chất chiết lá giấm. 

Đánh giá sự tác động của chất chiết đến khả năng 
đáp ứng miễn dịch không đặc hiệu trên tôm thẻ chân 
trắng. Cụ thể, tôm thẻ chân trắng được thu mẫu máu 
để tiến hành xác định chỉ số huyết học. Máu tôm 
được thu vào các ngày: ngày đầu tiên (trước khi bố 
trí thí nghiệm), ngày thứ 15 và ngày thứ 30 (ngày 
kết thúc thí nghiệm) với số lượng 3 con tôm/bể. 
Phương pháp xác định tổng số tế bào máu (THC) 
được thực hiện theo phương pháp của Le Moullac et 
al. (1997) và định loại bạch cầu (GC và HC) theo 
mô tả của Cornick and Stewart (1978).  

2.4. Phương pháp xử lý số liệu 

Tổng hợp số liệu thí nghiệm được thực hiện trên 
phần mềm Microsoft Office Excel 2010. Sử dụng 
phần mềm SPSS 20.0 để kiểm tra sự khác biệt có ý 
nghĩa thống kê (p<0,05) bằng phép thử Duncan. 

3. KẾT QUẢ THẢO LUẬN 
3.1. Khả năng kháng vi khuẩn V. 

parahaemolyticus của các chất chiết lá 
cây giấm với dung môi chiết khác nhau 

3.1.1. Xác định đường kính vòng kháng khuẩn 

Đường kính vòng kháng khuẩn của các chất 
chiết với dung môi methanol, ethanol và nước đun 
sôi được trình bày ở Bảng 1.  

Bảng 1. Đường kính vòng kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus của chất chiết lá cây giấm 

Nghiệm thức Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) Mức độ kháng Đợt thu mẫu thứ 1 Đợt thu mẫu thứ 2 Đợt thu mẫu thứ 3 Trung bình  
H. sab M 25,3±0,6 24,7±0,6 24,7±0,6 24,9±0,6a S 
H. sab E 22,7±0,6 21,3±0,6 20,7±0,6 21,6±0,6b S 
H. sab A 11,3±0,6 11,7±0,6 12,7±0,6 11,9±0,6c I 
DOX  16,3± 0,6 16,7±0,6 15,7±0,6 16,2±0,6d  
DMSO  0,0 0,0 0,0 0,0e  
Ghi chú: Kháng (R): ≤ 9mm; Trung bình (I): ≥ 10 – 13mm; Nhạy (S): ≥ 14mm (Lorian, 1995). H. sab M:  Chiết xuất lá 
cây giấm từ phương pháp methanol, H. sab E:  Chiết xuất lá cây giấm từ phương pháp ethanol, H. sab A: Chiết xuất lá 
cây giấm từ phương pháp nước đun sôi. 
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Kết quả cho thấy chất chiết từ cả ba phương pháp 
đều có khả năng kháng vi khuẩn V. 
parahaemolyticus. Cụ thể, chất chiết lá cây giấm với 
dung môi methanol có khả năng kháng khuẩn cao 
nhất với đường kính kháng khuẩn trung bình của 3 
đợt thu mẫu là 24,9±0,6 mm, cao gần 1,5 lần so với 
đối chứng dương (với đường kính trung bình là 
16,2±0,6 mm). Chất chiết sử dụng ethanol có đường 
kính vòng kháng khuẩn trung bình 21,6±0,6 mm, 
thấp hơn so với chất chiết với methanol nhưng cao 
hơn so với chất chiết từ phương pháp đun sôi. Đối 
chứng âm DMSO (cũng là dung môi hòa tan chất 
chiết) không có ảnh hưởng đến sự phát triển của vi 
khuẩn trong thử nghiệm (Bảng 1, Hình 1).  

Dung môi chiết xuất khác nhau thì chất chiết thu 
được sẽ cho hoạt tính sinh học khác nhau (Phụng, 
2007), nghĩa là dung môi chiết xuất sẽ ảnh hưởng 
đến thành phần các hợp chất hóa học cô lập và theo 
đó ảnh hưởng đến các hoạt tính sinh học của chất 
chiết. Nhiều loại dung môi và phương pháp chiết 
xuất khác nhau được sử dụng để chiết xuất các hợp 
chất hóa học trong thảo dược đã được nghiên cứu. 
Chúng bao gồm acetone, benzen, butanol, ethanol, 
ethyl acetate, methanol, hexane, ether dầu hỏa, 
dietyl ete, chloroform, ethyl acetate, hoặc thậm chí 
nước đun sôi, hay nước đun sôi và sau đó lên men 

bởi nấm men (Immanuel et al., 2004; Takaoka et al., 
2011). Bulfon et al. (2015) cho rằng dung môi hữu 
cơ (bao gồm các loại cồn) có hiệu quả trong chiết 
xuất các hợp chất chuyển hóa sinh học thứ cấp có 
hoạt tính kháng khuẩn và kích thích miễn dịch cao 
hơn so với chiết xuất bằng nước. Trong nghiên cứu 
này, chất chiết sử dụng dung môi methanol và 
ethanol cho ra kết quả kháng khuẩn cao hơn so với 
phương pháp đun sôi ở 100ºC. Kết quả của nghiên 
cứu này hoàn toàn phù hợp với các nghiên cứu trước 
đây. Methanol có độ phân cực cao hơn ethanol, và 
theo kết quả nghiên cứu, phương pháp chiết tách 
bằng methanol có đường kính vòng kháng khuẩn lớn 
hơn so với phương pháp chiết tách bằng ethanol. 
Theo Ahn (2017) các hợp chất alkaloids, glycosides, 
polyphenols, và terpenes chiết xuất từ thực vật đã 
được xác định có khả năng kháng khuẩn. Đồng thời, 
Cowan (1999) cho rằng các các hợp chất phenols, 
quinones, flavonoids, flavones, tannins, coumarins 
ly trích từ thực vật là những hợp chất chính tham gia 
vào hoạt động kháng khuẩn thông qua các cơ chế 
làm phá vỡ thành tế bào, ngăn chặn sự tổng hợp 
protein và tổng hợp DNA, ức chế sự tiết enzyme của 
vi khuẩn, các chất này có tính phân cực cao. Nhìn 
chung, kết quả thí nghiệm cho thấy khả năng kháng 
V. parahaemolyticus của dịch chiết lá cây giấm đạt 
cao nhất khi sử dụng dung môi methanol. 

  
Hình 1. Vòng kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus của chất chiết lá cây giấm bằng dung môi 

3.1.2. Nồng độ ức chế tối thiểu và diệt khuẩn tối 
thiểu của chất chiết lá giấm  

Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của chất chiết lá 
cây giấm sử dụng dung môi methanol là 0,02 
mg/mL. Giá trị này của chất chiết sử dụng dung môi 
ethanol là 0,04 mg/mL (Bảng 2). Kết quả này có 
nghĩa là chất chiết lá cây giấm sử dụng dung môi 
methanol có khả năng ức chế vi khuẩn V. 
parahaemolyticus cao hơn so với chất chiết sử dụng 
dung môi ethanol. Theo đó, kết quả này tương đồng 
với kết quả xác định đường kính vòng kháng khuẩn 
được mô tả ở Mục 3.1.1. Nồng độ diệt khuẩn tối 
thiểu (MBC) của chất chiết lá cây giấm sử dụng 
dung môi methanol và ethanol cũng có sự khác biệt 
đáng kể, tương ứng là 0,08 và 0,24 mg/mL. Theo 

Canillac and Mourey (2001) khi tỷ lệ MBC/MIC của 
một chất chiết nhỏ hơn hoặc bằng 4 thì chất chiết đó 
có khả năng diệt khuẩn. Tỷ lệ MBC/MIC của chất 
chiết sử dụng dung môi methanol là 4. Trong khi đó, 
phương pháp ethanol có tỷ lệ MBC/MIC lớn hơn 4 
(Bảng 2). Từ kết quả trên, dịch chiết lá cây giấm sử 
dụng dung môi methanol được kết luận có khả năng 
diệt khuẩn.  

Một nghiên cứu về hoạt tính kháng khuẩn của 
chất chiết xuất nước và ethanol từ đài hoa cây giấm 
kết quả cho thấy chiết xuất ethanol từ đài hoa cây 
giấm có tác dụng kháng khuẩn với Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigella 
dysenteriae và Streptococcus mutans cao hơn đối 
với chiết xuất bằng nước, trong đó S. aureus và E. 

A B C 
DMSO 

DOX 

DOX H. sab M 

H. sab E H. sab A 
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coli nhạy cảm nhất với vùng ức chế tương ứng là 
47,9 và 45,8 mm. Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) 
đối với dịch chiết ethanol của H. sabdariffa là từ 
0,26 đến 1,03 mg/mL (Alaga et al., 2014). Abdallah 
(2016) cho rằng chất chiết methanol (80%) từ đài 
hoa cây giấm có hoạt tính kháng khuẩn cả vi khuẩn 
Gram dương và Gram âm. Chất chiết methanol từ 
cây giấm thể hiện hoạt tính kháng khuẩn với giá trị 
MIC dao động từ 0,30±0,2 đến 1,30±0,2  
mg/mL chống lại vi khuẩn S. aureus, B. 
stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia 
mascences, Clostridium sporogens, E. coli, 
Klebsiella pneumoniae, B. cereus và Pseudomonas 
fluorescence, chất chiết này chứa các thành phần 
lycosides, flavonoids, saponins và alkaloids 
(Olaleye et al., 2007). Ngoài thành phần các hợp 
chất hóa học có trong thực vật thì phương pháp chiết 
xuất cụ thể là dung môi chiết xuất có ý nghĩa quan 
trọng trong hiệu quả sinh học của thảo dược đối với 
động vật thủy sản, đặc biệt là hoạt tính kháng khuẩn. 
Dung môi methanol thường được sử dụng làm dung 
môi để chiết xuất một số loài thực vật có khả năng 
kháng các loài vi khuẩn gây bệnh trên tôm như V. 
harveyi và V. parahaemolyticus (Nguyen et al., 
2018; Hoa và ctv., 2020), tuy nhiên hiện nay vẫn 
chưa có nhiều nghiên cứu chiết xuất methanol từ lá 
cây giấy kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây 
bệnh hoại tử gan tụy cấp tính trên tôm. Do đó, kết 
quả thí nghiệm này cho thấy chất chiết methanol từ 

lá cây giấm có tiềm năng sử dụng trong nuôi trồng 
thủy sản cụ thể là phòng bệnh vi khuẩn gây bệnh 
trên tôm. 

Bảng 2. Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC), nồng độ 
diệt khuẩn tối thiểu (MBC) của chất 
chiết lá cây giấm sử dụng 2 loại dung môi 
khác nhau 

Dung môi MIC 
(mg/mL) 

MBC 
(mg/mL) MBC/MIC 

Methanol  0,02 0,08 4 
Ethanol 0,04 0,24 >4 

3.2. Tác động của chất chiết lá cây giấm lên 
sự tăng trưởng và đáp ứng miễn dịch của 
tôm thẻ chân trắng  

3.2.1. Các chỉ tiêu môi trường 

Kết quả thí nghiệm hiện tại cho thấy việc bổ sung 
chất chiết vào thức ăn không tác động tiêu cực đến 
các thông số môi trường. NH3 trong suốt quá trình 
bố trí dao động từ 0,0 đến 0,13 mg/L,  NO2

- từ 0 đến 
4 mg/L, nhiệt độ dao động 27 - 28oC, độ kiềm 90 - 
120 mg CaCO3/L và pH 7,0 – 8,5 (Bảng 3). Các yếu 
tố môi trường được quản lý tốt và không vượt 
ngưỡng gây ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và phát 
triển bình thường trên tôm trong thời gian thí 
nghiệm. 

Bảng 3. Giá trị của các thông số môi trường nước của thí nghiệm bổ sung chất chiết vào thức ăn nuôi 
tôm thẻ chân trắng 

Nghiệm thức Các yếu tố môi trường 
NH3 (mg/L) NO2-(mg/L) Nhiệt độ (oC) Độ kiềm mgCaCO3/L pH 

Đối chứng 0,0 - 0,13 0,0 - 3,5 27,0 - 28,0 110 - 120 8,0 - 8,5 
Giấm 1,0% 0,0 - 0,13 0,0 - 3,5 27,0 - 28,0 100 - 120 7,5 - 8,5 
Giấm 1,5% 0,0 - 0,10 0,0 - 3,5 27,0 - 28,0 90 - 120 7,0 - 8,5 
Giấm 2,0% 0,0 - 0,10 0,0 – 4  27,0 - 28,0 90 - 120 7,0 - 8,5 

3.2.2. Tốc độ tăng trưởng của tôm thí nghiệm 

Chiều dài trung bình của tôm khác biệt không có 
ý nghĩa thống kê (p>0,05) giữa các nghiệm thức 
trong ngày thứ 10 và 20 sau khi cho ăn bổ sung chất 
chiết lá cây giấm (Hình 2A). Ở ngày thứ 30, tôm ở 
nghiệm thức bổ sung chất chiết lá giấm có sự tăng 
trưởng về chiều dài cao hơn so với tôm ở nghiệm 
thức đối chứng (p<0,05). Cụ thể, tôm ở nghiệm thức 
bổ sung 1,5% chất chiết lá giấm cho kết quả tăng 
trưởng về chiều dài là cao nhất, với chiều dài trung 
bình là 16,7±0,69 cm/con. Kế đến là tôm ở nghiệm 
thức bổ sung 1% chất chiết với chiều dài trung bình 
là 16,13±0,88 cm/con (p<0,05). Tuy nhiên, khi tôm 
được bổ sung chất chiết với nồng độ cao hơn (2%) 
thì sự tăng trưởng về chiều dài không có sự khác biệt 

so với các nghiệm thức còn lại, chiều dài trung bình 
là 15,31±1,01 cm/con (p>0,05). Tôm ở nghiệm thức 
đối chứng (không được bổ sung chất chiết) chỉ có 
chiều dài trung bình 14,09±0,46 cm/con. Kết quả thí 
nghiệm cho thấy, chiết dịch chiết lá cây giấm không 
có tác động tiêu cực đến sự tăng trưởng theo chiều 
dài của tôm. Đặc biệt, chất chiết giúp gia tăng chiều 
dài của tôm sau 30 ngày cho ăn liên tục.  

Tương tự như chiều dài, khối lượng của tôm 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các 
nghiệm thức ở ngày thứ 10 và 20 (Hình 2B). Ở ngày 
thứ 30 sau khi cho ăn, khối lượng trung bình của tôm 
ở các nghiệm thức bổ sung chất chiết là 25,86±0,69 
g/con, cao hơn so với tôm ở nghiệm thức đối chứng 
(22,32±0,46 g/con) (P<0,05). Tuy nhiên, trọng 
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lượng trung bình của tôm không có sự khác biệt giữa 
các nghiệm thức có bổ sung chất chiết (p> 0,05).  

Nhiều chất chiết xuất từ thảo dược có khả năng 
kích thích tăng trưởng, tăng cường hấp thu và tiêu 
hóa chất dinh dưỡng, từ đó cải thiện chỉ số chuyển 
hóa thức ăn (FCR) ở tôm (Ghosh et al., 2021; 
Reverter et al., 2021). Radhakrishnan et al. (2014) 
chỉ ra rằng các loại thảo mộc có thể kích thích tăng 
trưởng vì chúng giúp tăng cường hoạt động của các 
enzym tiêu hóa (protease, amylase và lipase). 
Venkatramalingam et al. (2007) ghi nhận cao chiết 
củ gừng giúp gia tăng hoạt tính của các enzyme tham 
gia vào quá trình tiêu hóa thức ăn, điều này trực tiếp 
làm tăng cường hiệu quả sử dụng thức ăn của tôm 
nuôi; hay bổ sung 0,5% và 1,0% cao chiết thầu dầu 
vào chế độ ăn của tôm thẻ chân trắng trong 60 ngày 
giúp giảm mật độ vi khuẩn Vibrio spp. trong ruột, 
gan tụy tôm và cải thiện tốc độ tăng trưởng (Huyền 
và ctv., 2023). Bổ sung chiết xuất gừng (Zingiber 
officinale) (0,2 mg và 2 mg/g thức ăn) giúp tôm thẻ 
chân trắng tốc cải thiện tốc độ tăng trưởng đặc biệt 
(SGR), tăng trưởng trung bình hàng ngày (ADG), 

trọng lượng cơ thể cuối cùng (FBW) và phần trăm 
tăng trọng (WG) (Sowannayan et al., 2019). Chiết 
xuất lá chùm ngây (Moringa oleifera) với nồng độ 
0,5 % giúp tôm càng xanh (Macrobrachium 
rosenbergii) cải thiện tốc độ tăng trưởng về phần 
trăm tăng trọng (WG), trọng lượng cơ thể cuối cùng 
(FW) và tăng trưởng đặc biệt theo ngày về khối 
lượng (SGR), đồng thời làm giảm hệ số chuyển đổi 
thức ăn (FCR) và hiệu quả sử dụng protein (PER) 
trong thời gian nuôi 60 ngày (Kaleo et al., 2019). 
Tương tự như các loại thảo dược nêu trên, kết quả 
nghiên cứu này cho thấy việc bổ sung dịch chiết lá 
cây giấm giúp cải thiện tăng trưởng của tôm (chiều 
dài và khối lượng). Đối với cá hồi vân, chất chiết từ 
lá cây giấm đã được báo cáo có khả năng kích thích 
tăng trưởng và miễn dịch của cá nhờ vào các chất 
chống oxy hóa có trong chất chiết (Hoseini et al., 
2021). Lá của cây giấm có chứa protein, chất béo, 
carbohydrate, chất xơ, tro, canxi, phốt-pho, sắt, 
thiamine, B-caroten, riboflavin, niacin và axit 
ascorbic (Mahadevan et al., 2009), một trong các 
chất này có tác dụng kháng khuẩn, kích thích tăng 
trưởng và tăng cường miễn dịch. 

 
Hình 2. Chiều dài và khối lượng của tôm nuôi với thức ăn có bổ sung chất chiết lá cây giấm ở các nồng 

độ khác nhau  
Ghi chú: Ở cùng một thời điểm thu mẫu, các số liệu có chữ cái khác nhau thì khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

3.2.3. Chất chiết lá cây giấm có tác động lên chỉ 
tiêu huyết học của tôm  

Ở thời điểm bắt đầu thí nghiệm, thông số huyết 
học giữa các nghiệm thức là tương đương với nhau 

(p> 0,05). Ở ngày thứ 15, lượng bạch cầu có hạt 
(GC) của tôm ở tất cả nghiệm thức đều tương đương. 
Tuy nhiên, bạch cầu không hạt (HC) của tôm thẻ 
chân trắng được cho ăn bổ sung 1% và 1,5% chất 
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chiết lá giấm đạt hơn 16 triệu tế bào/mL, cao hơn 
nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết và đối chứng với 
chỉ hơn 14 triệu tế bào/mL (p< 0,05). Theo đó, mật 
số tổng tế bào máu (THC) ở 2 nghiệm thức bổ sung 
1% và 1,5% chất chiết đạt hơn 18 triệu tế bào/mL 
cao hơn so với nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết 
và đối chứng với chỉ hơn 16 triệu tế bào/mL. 

Ở ngày thứ 30, GC của tôm ở tất cả nghiệm thức 
khác biệt không có ý nghĩa thống kê với nhau và 
cũng không khác biệt có ý nghĩa thống kê với các 
ngày thu mẫu trước đó (ngày 1 và ngày 15). HC của 
tôm ở nghiệm thức bổ sung 1% và 1,5% chất chiết 
lá giấm tăng đến hơn 17 triệu tế bào/mL khác biệt 
có ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức bổ sung 2% 
dịch chiết lá giấm và nghiệm thức đối chứng, chỉ với 
hơn 15 triệu tế bào/mL (p<0,05). Giá trị THC cao 
nhất ở nghiệm thức bổ sung 1% với gần 20 triệu tế 
bào/mL), kế đến là chất chiết lá giấm 1,5% với 19 
triệu tế bào/mL, khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 
nghiệm thức bổ sung 2% dịch chiết lá giấm và 
nghiệm thức đối chứng, chỉ với hơn 17 triệu tế 
bào/mL (p<0,05). Kết quả thí nghiệm của nghiên 

cứu này cho thấy dù lượng chất chiết được bổ sung 
là nhiều hơn nhưng ở nghiệm thức bổ sung 2% chất 
chiết thì các thông số miễn dịch HC trên tôm đạt 
thấp hơn so với 2 nghiệm thức bổ sung còn lại (1% 
và 1,5%). Kết quả này có phần phù hợp với nhận 
định của Reverter et al. (2017), quá trình tác dụng 
của chất chiết thảo dược đến phản ứng miễn dịch, 
tăng cường bảo vệ vật chủ chống lại tác nhân gây 
bệnh là phụ thuộc vào liều lượng chất chiết thảo 
dược và thời gian mà vật chủ tiếp xúc với chất chiết 
thảo dược đó.  

Kết quả nghiên cứu này đã đóng góp vào danh 
mục các loài thực vật (thảo dược) phổ biến có khả 
năng kháng khuẩn, cải thiện tăng trưởng đối với tôm 
thẻ chân trắng. Tuy nhiên, cần có các nghiên cứu 
tiếp theo về tác động của chất chiết lá cây giấm lên 
tôm nuôi trong điều kiện môi trường bất lợi (stress, 
tấn công của mầm bệnh,…) với nhịp cho ăn khác 
nhau để thấy được tiềm năng của lá cây giấy trong 
nuôi tôm nói riêng và trong ngành thủy sản nói 
chung.  

 
Hình 3. Chỉ tiêu huyết học của tôm thẻ chân trắng (Penaeus vannamei) được nuôi với thức ăn có bổ 

sung chất chiết lá cây giấm 

4. KẾT LUẬN  

Chất chiết lá cây giấm sử dụng dung môi 
methanol có hoạt tính kháng khuẩn cao (đường kính 
vòng vô khuẩn trung bình là 24 mm). Chất chiết này 

có khả năng ức chế và tiêu diệt vi khuẩn V. 
parahaemolyticus (MIC là 0,02 mg/mL, MBC là 
0,08 mg/mL).  
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trưởng về chiều dài và khối lượng nhiều hơn so với 
tôm không được bổ sung sau 30 ngày cho ăn liên 
tục. Đồng thời, liều lượng 1 và 1,5% có hiệu quả 
trong việc cho nâng cao đáp ứng miễn dịch của tôm, 
thể hiện qua sự gia tăng số lượng bạch cầu không 
hạt (HC).  

Chất chiết lá cây giấm có tiềm năng lớn được sử 
dụng với vai trò là chất diệt khuẩn đối với V. 
parahaemolyticus. Đồng thời, chất này thích hợp là 
chất bổ sung vào thức ăn giúp cải thiện tăng trưởng, 
tăng cường miễn dịch của tôm.  
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