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Tóm tắt:

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá khả năng kháng nấm Trichophyton rubrum của chiết xuất lá trầu không 
(LT-Et96) và lá neem (LN-Et96) với dung môi ethanol. Hàm lượng phenolic tổng (TPC) được xác định bằng thuốc thử 
Folin-Ciocalteu và flavonoid tổng (TFC) được xác định bằng nhôm clorua. Khả năng kháng oxy hóa được đánh giá bằng 
phương pháp trung hòa gốc tự do 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Hiệu quả kháng nấm được đánh giá bằng 
phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch, xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và diệt nấm tối thiểu (MFC). Kết quả ghi 
nhận hàm lượng TPC là 567,29±6,81 mg GAE/g và TFC là 21,59±0,98 mg QE/g đối với LT-Et96; ở mẫu LN-Et96 các giá trị 
này lần lượt là 161,79±5,12 mg GAE/g và 21,24±1,15 mg QE/g. Khả năng trung hòa 50% gốc tự do DPPH được ghi nhận 
ở nồng độ 1,005±0,527 mg/ml đối với LT-Et96 và 10,301±2,041 mg/ml đối với LN-Et96. Nồng độ MIC của LT-Et96 là 1 
mg/ml và LN-Et96 là 10 mg/ml. Nồng độ MFC của LT-Et96 và LN-Et96 ở 48 giờ lần lượt là 4 và 40 mg/ml. Hỗn hợp phối 
trộn của các chiết xuất cho thấy hiệu quả kháng nấm đều đạt 100% ở các nghiệm thức nồng độ LT-Et96 1 mg/ml kết hợp 
với các nồng độ LN-Et96 khác nhau. Các kết quả cho thấy tiềm năng ứng dụng của các chiết xuất trong phát triển các sản 
phẩm hỗ trợ phòng ngừa hoặc kiểm soát nhiễm nấm da đầu có nguồn gốc từ nguyên liệu tự nhiên.
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Abstract:
The study was carried out to evaluate the antifungal activity of betel leaf extract (LT-Et96) and neem leaf extract (LN-
Et96) against Trichophyton rubrum using ethanol solvent. The total phenolic content (TPC) was determined using the 
Folin-Ciocalteu method while the total flavonoid content (TFC) was measured using the aluminum chloride method. 
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical scavenging assay was used to estimate the antioxidant activity. 
Antifungal activity was evaluated using the agar diffusion method, with determination of the minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC). The results revealed that the TPC and TFC values of 
LT-Et96 were 567.29±6.81 mg GAE/g and 21.59±0.98 mg QE/g, respectively, whereas those of LN-Et96 were 161.79±5.12 
mg GAE/g and 21.24±1.15 mg QE/g, respectively. The concentration for neutralising 50% of DPPH free radicals was 
1.005±0.527 mg/ml for LT-Et96 and 10.301±2.041 mg/ml for LN-Et96. The MIC values of LT-Et96 and LN-Et96 were 1  and 
10 mg/ml, respectively. The MFC values at 48 hours were 4 mg/ml for LT-Et96 and 40 mg/ml for LN-Et96. The combined 
extracts exhibited 100% antifungal efficacy across all treatments containing LT-Et96 at a concentration of 1 mg/ml in 
combination with various concentrations of LN-Et96. The results indicated the potential application of these extracts in 
the development of natural products for the treatment and prevention of scalp fungal infections.
Keywords: flavonoid, neem leaf, phenolic, piper betle leaf, Trichophyton rubrum.
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1. Đặt vấn đề

	 Trichophyton rubrum là loại nấm truyền nhiễm phổ 
biến gây bệnh nấm da ở người, với tỷ lệ gây bệnh chiếm 
đến hơn 60%. Đặc điểm điển hình của nấm da là ưa 
sừng, thường xâm nhập vào các cấu trúc sừng hóa như 
lớp sừng của da, tóc và móng tay, chân [1]. Hiện nay, các 
biện pháp kháng nấm thường được sử dụng là các loại 
thuốc có chứa allylamine, azole hay echinocandins. Mặc 
dù mang hiệu quả khá cao nhưng vẫn tiềm ẩn các vấn đề 
về kháng thuốc và các tác dụng phụ khi sử dụng lâu dài. 
Vì vậy, xu hướng hiện nay đang dần hướng đến sử dụng 
các sản phẩm có nguồn gốc từ thiên nhiên để kháng lại 
các tác nhân nấm bệnh.

	 Cây trầu không (Piper betle L.) từ lâu đã được sử dụng 
như một nguồn dược liệu với nhiều công dụng tại nhiều 
quốc gia. Lá trầu có chứa nhiều hoạt chất kháng oxy hóa 
bao gồm flavonoid, tannin, saponin và nhiều hoạt chất 
khác có khả năng ức chế và tiêu diệt một số loài nấm 
gây bệnh như nấm Candida albicans, Aspergillus niger và 
Trichophyton mentagrophytes [2]. Một nguyên liệu khác 
đang được quan tâm và ứng dụng rộng rãi là chiết xuất 
từ cây neem (Azadirachta indica). Nhờ vào thành phần 
giàu chất chống oxy hóa và các hợp chất có hoạt tính sinh 
học như azadirachtin, salannin, nimbolinin; chiết xuất lá 
và hạt của cây neem đã được thử nghiệm hoạt tính chống 
nấm da và cho thấy hiệu quả chống lại một số loại nấm 
da như Trichophyton rubrum, Trichophyton violaceum, 
Microsporum nanum, Epidermophyton floccosum và 
Candida albicans [3]. Vì vậy, mục đích của nghiên cứu 
này là nhằm đánh giá khả năng kháng nấm T. rubrum của 
chiết xuất lá trầu không và lá neem, cũng như khảo sát 
hiệu quả khi kết hợp của hai loại chiết xuất này; từ đó tạo 
tiền đề để phát triển các sản phẩm chăm sóc sức khỏe có 
nguồn gốc từ thực vật.

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

	 2.1. Nguyên liệu

	 Lá trầu không tươi (Piper betle L.) được thu nhận 
từ cây trầu không 5 năm tuổi tại Bình Dương và lá neem 
tươi (Azadirachta indica L.) được thu nhận từ cây neem 
12 năm tuổi thuộc giống neem Ấn Độ trồng tại Ninh 
Thuận. Mẫu lá tươi được chọn là loại lá già màu xanh 
đậm, thu hái ngoài tự nhiên bằng dụng cụ cắt trong 
khoảng 8-10 giờ sáng vào tháng 3/2024. Mẫu lá sau thu 
nhận được xử lý sơ bộ và rửa loại bỏ bụi bẩn trước khi 
tiến hành thí nghiệm.

	 Chủng nấm T. rubrum (ATCC 28188) được lưu trữ 
tại Phòng Thí nghiệm Công nghệ sinh học, Trung tâm 
Nghiên cứu triển khai Khu công nghệ cao TP. Hồ Chí 
Minh.

	 2.2. Phương pháp nghiên cứu

	 2.2.1. Phương pháp thu nhận chiết xuất

	 Chiết xuất được thu nhận theo phương pháp của H.T. 
Duong và cs (2022) [4] có sửa đổi. Mẫu lá tươi sau khi 
xử lý sơ bộ được đông khô ở -51○C, trong điều kiện chân 
không từ 24 đến 48 giờ. Nghiền nhỏ mẫu lá thành dạng 
bột, cân 10 g bột lá, bổ sung 200 ml dung môi ethanol 
96%. Tiến hành đánh siêu âm bằng hệ thống siêu âm 
dạng thanh Q1375 (Qsonica, Mỹ) với tần số 20 kHz và 
80% công suất máy trong 15 phút, lọc và thu nhận chiết 
xuất bằng giấy lọc Whatman. Loại bỏ dung môi bằng 
cách đun cách thủy ở 60○C. Hòa tan chiết xuất lá trầu 
không (LT-Et96) và chiết xuất lá neem (LN-Et96) thu 
được trong dimethyl sulfoxide (DMSO) và bảo quản ở 
4○C trước khi tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. Công 
thức tính hiệu suất thu hồi chiết xuất [4]:

H(%) = (W1 x 100)/W2

trong đó: H: hiệu suất thu hồi; W1: khối lượng cao thu 
được; W2: khối lượng bột lá sử dụng.

	 2.2.2. Xác định hàm lượng phenolic và flavonoid tổng

	 Xác định hàm lượng TPC theo phương pháp Folin-
Ciocalteu có sửa đổi [5]. Pha loãng các mẫu chiết xuất 
thành các nồng độ khác nhau. Cho 0,5 ml mẫu vào 2,5 ml 
dung dịch thuốc thử Folin-Ciocalteu 10%, lắc đều và để 4 
phút ở nhiệt độ phòng. Tiếp tục bổ sung 2 ml dung dịch 
Na2CO3 2% vào hỗn hợp trên. Sau 120 phút phản ứng, 
tiến hành đo độ hấp thu ở bước sóng 765 nm (OD765). 
Acid gallic được sử dụng như chất đối chứng dương. 
Hàm lượng TPC trong mẫu chiết xuất được xác định dựa 
trên phương trình đường chuẩn acid gallic.

	 Hàm lượng TFC được xác định bằng phương pháp 
so màu AlCl3 có sửa đổi [5]. Pha loãng các mẫu chiết xuất 
thành các nồng độ khác nhau. Cho 0,5 ml mẫu vào 1,5 ml 
dung dịch ethanol 95%, để yên trong 5 phút. Thêm vào 
0,1 ml dung dịch AlCl3 10% và lắc đều. Sau 6 phút, thêm 
vào 0,1 ml CH3COOK 1M và 2,8 ml nước cất, lắc đều, để 
ổn định ở nhiệt độ phòng. Sau 30 phút, tiến hành đo độ 
hấp thu ở bước sóng 415 nm. Quercetin được sử dụng 
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như chất đối chứng dương. Hàm lượng TFC trong chiết 
xuất được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn 
quercetin.

	 2.2.3. Xác định khả năng kháng oxy hóa

	 Khả năng kháng oxy hóa của chiết xuất được xác 
định bằng phương pháp khử gốc tự do 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) [6]. Cho 20 µl chiết xuất ở các 
nồng độ khác nhau vào 880 µl methanol và 100 µl DPPH 
500 µM, lắc đều và để yên trong 30 phút ở điều kiện 
tránh sáng. Độ hấp thu được đo ở bước sóng 517 nm. 
Mẫu đối chứng được thực hiện tương tự, thay thể tích 
chiết xuất bằng dung môi pha mẫu. Mỗi thí nghiệm được 
lặp lại 3 lần. Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH (%) 
được tính bằng công thức sau: 
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Hàm lượng TPC trong mẫu chiết xuất được xác định dựa trên phương trình đường chuẩn 
acid gallic. 
 Hàm lượng TFC được xác định bằng phương pháp so màu AlCl3 có sửa đổi [5]. Pha 
loãng các mẫu chiết xuất thành các nồng độ khác nhau. Cho 0,5 ml mẫu vào 1,5 ml dung 
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tương tự, thay thể tích chiết xuất bằng dung môi pha mẫu. Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 
lần. Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH (%) là được tính bằng công thức sau:  

DPPH(%) = Ac - As

Ac
 x 100 

trong đó: Ac là độ hấp thu của mẫu đối chứng; As là độ hấp thu của mẫu khảo sát; IC50 là 
giá trị nồng độ của mẫu chiết xuất tại đó trung hòa 50% các gốc DPPH ban đầu; IC50 được 
tính từ phương trình đường tương quan tuyến tính giữa nồng độ chiết xuất và phần trăm ức 
chế gốc tự do DPPH. 
 2.2.4. Xác định hoạt tính kháng nấm T. rubrum của các loại chiết xuất 
 Bước đầu đánh giá khả năng kháng nấm T. rubrum của các chiết xuất bằng phương 
pháp khuếch tán thạch có sửa đổi [7]. Dùng ống đục vô trùng tạo hai giếng có đường kính 
7 mm trên mỗi đĩa thạch Sabouraud dextrose agar (SDA). Bổ sung vào các giếng 100 µl 
các chiết xuất LT-Et96 và LN-Et96 ở nồng độ 50, 25 và 10 mg/ml, đối chứng âm là dung 
dịch DMSO 10%. Đặt tản nấm có đường kính 7 mm vào trung tâm đĩa. Ủ các đĩa nấm ở 
nhiệt độ phòng, quan sát và ghi nhận kích thước của tản nấm ở ngày thứ 10. Mỗi thí nghiệm 
được lặp lại ba lần. 
 2.2.5. Xác định nồng độ ức chế nấm tối thiểu của các loại chiết xuất 
 Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của các chiết xuất đối với nấm T. rubrum được xác 
định theo mô tả của M. Moslem và cs (2009) [8]. Pha loãng các chiết xuất với DMSO thành 
các nồng độ khác nhau, bổ sung thêm môi trường SDA sao cho nồng độ DMSO cuối cùng 
đạt 2%. Đổ các hỗn hợp vào đĩa petri đường kính 60 mm và để đông ở nhiệt độ phòng. Đặt 
vào trung tâm mỗi đĩa thạch, tản nấm có đường kính 5 mm, ủ các đĩa ở nhiệt độ phòng, 
quan sát và ghi nhận kết quả ở ngày thứ 10 kể từ khi tiến hành thí nghiệm. Tỷ lệ ức chế sự 
phát triển của nấm (I%) được tính bằng công thức sau [8]: 
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nấm ở nhiệt độ phòng, quan sát và ghi nhận kích thước 
của tản nấm ở ngày thứ 10. Mỗi thí nghiệm được lặp lại 
ba lần.
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DMSO thành các nồng độ khác nhau, bổ sung thêm môi 
trường SDA sao cho nồng độ DMSO cuối cùng đạt 2%. Đổ 
các hỗn hợp vào đĩa petri đường kính 60 mm và để đông 

ở nhiệt độ phòng. Đặt vào trung tâm mỗi đĩa thạch, tản 
nấm có đường kính 5 mm, ủ các đĩa ở nhiệt độ phòng, 
quan sát và ghi nhận kết quả ở ngày thứ 10 kể từ khi tiến 
hành thí nghiệm. Tỷ lệ ức chế sự phát triển của nấm (I%) 
được tính bằng công thức sau [8]:

5 
 

I(%) = C - T
C

 x 100 

trong đó C: đường kính khuẩn lạc ở mẫu đối chứng; T: đường kính khuẩn lạc ở mẫu có 
chứa chiết xuất 

2.2.6. Xác định nồng độ diệt nấm tối thiểu của các chiết xuất 
 Dựa trên nồng độ MIC của LT-Et96 và LN-Et96, tiến hành xác định nồng độ MFC của 
các chiết xuất theo mô tả của D.T.M. Thy và cs (2020) [9]. Cắt mẫu nấm có đường kính 5 
mm và ngâm trong các nồng độ chiết xuất khác nhau trong 6, 14, 24 và 48 giờ, sau đó rửa 
sạch và cấy vào môi trường SDA. Mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần. Sau ít nhất 3 ngày 
quan sát, MFC được xác định là nồng độ thấp nhất không có sợi nấm phát triển. Nếu tỷ lệ 
MFC/MIC≤4 hợp chất được xác định có khả năng diệt nấm; MFC/MIC>4 hợp chất được 
xác định là có khả năng ức chế nấm [10]. 
 2.2.7. Khảo sát hiệu quả kháng nấm T. rubrum của hỗn hợp phối trộn từ các chiết xuất  
 Lần lượt phối trộn các nồng độ khác nhau của chiết xuất LT-Et96 và LN-Et96 theo tỷ 
lệ 1:1 (v:v) (bảng 1). Tổng thể tích của hỗn hợp phối trộn sử dụng cho mỗi nghiệm thức là 
0,5 ml và bổ sung thêm 4,5 ml môi trường SDA sao cho nồng độ DMSO được sử dụng là 
2%. Đổ hỗn hợp vào đĩa petri có đường kính 60 mm và để đông ở nhiệt độ phòng. Dùng 
kẹp vô trùng gắp tản nấm có đường kính 5 mm đặt vào trung tâm mỗi đĩa thạch [7, 8]. 
Quan sát và ghi nhận kết quả ở ngày thứ 10 kể từ khi tiến hành thí nghiệm. 

Bảng 1. Nghiệm thức phối trộn các chiết xuất (tỷ lệ 1:1). 

Nồng độ LT-Et96 (mg/ml) 
Nồng độ LN-Et96 (mg/ml) 

10 (N1) 5 (N2) 2,5 (N3) 1,25 (N4) 

1 (T1) T1:N1 T1:N2 T1:N3 T1:N4 

0,5 (T2) T2:N1 T2:N2 T2:N3 T2:N4 

0,25 (T3) T3:N1 T3:N2 T3:N3 T3:N4 

0,125 (T4) T4:N1 T4:N2 T4:N3 T4:N4 

0,0625 (T5) T5:N1 T5:N2 T5:N3 T5:N4 

3. Kết quả và bàn luận 
 3.1. Hiệu suất thu nhận hai loại chiết xuất thực vật LT-Et96 và LN-Et96 
 Hiệu suất thu hồi của chiết xuất LT-Et96 và LN-Et96 với dung môi ethanol lần lượt là 
13,58 và 15,53% (bảng 2), gần tương đương với nhau. Dung môi ethanol thường được sử 
dụng phổ biến để tách chiết các hợp chất polyphenol nhờ tính hoà tan có chọn lọc và hoạt 
chất ít bị phân huỷ trong quá trình cô đặc. Thành phần các hợp chất có khả năng kháng oxy 
hóa mạnh như polyphenol thu nhận với dung môi ethanol cũng đa dạng và phong phú hơn 

trong đó, C là đường kính khuẩn lạc ở mẫu đối chứng; T 
là đường kính khuẩn lạc ở mẫu có chứa chiết xuất.

2.2.6. Xác định nồng độ diệt nấm tối thiểu của các chiết 
xuất

	 Dựa trên nồng độ MIC của LT-Et96 và LN-Et96, tiến 
hành xác định nồng độ MFC của các chiết xuất theo mô tả 
của D.T.M. Thy và cs (2020) [9]. Cắt mẫu nấm có đường 
kính 5 mm và ngâm trong các nồng độ chiết xuất khác 
nhau trong 6, 14, 24 và 48 giờ, sau đó rửa sạch và cấy 
vào môi trường SDA. Mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 
lần. Sau ít nhất 3 ngày quan sát, MFC được xác định là 
nồng độ thấp nhất không có sợi nấm phát triển. Nếu tỷ lệ 
MFC/MIC≤4 hợp chất được xác định có khả năng diệt 
nấm; MFC/MIC>4 hợp chất được xác định là có khả năng 
ức chế nấm [10].

	 2.2.7. Khảo sát hiệu quả kháng nấm T. rubrum của 
hỗn hợp phối trộn từ các chiết xuất 

	 Lần lượt phối trộn các nồng độ khác nhau của chiết 
xuất LT-Et96 và LN-Et96 theo tỷ lệ 1:1 (v:v) (bảng 1). 
Tổng thể tích của hỗn hợp phối trộn sử dụng cho mỗi 
nghiệm thức là 0,5 ml và bổ sung thêm 4,5 ml môi 
trường SDA sao cho nồng độ DMSO được sử dụng là 2%. 
Đổ hỗn hợp vào đĩa petri có đường kính 60 mm và để 
đông ở nhiệt độ phòng. Dùng kẹp vô trùng gắp tản nấm 
có đường kính 5 mm đặt vào trung tâm mỗi đĩa thạch 
[7, 8]. Quan sát và ghi nhận kết quả ở ngày thứ 10 kể từ 
khi tiến hành thí nghiệm.
Bảng 1. Nghiệm thức phối trộn các chiết xuất (tỷ lệ 1:1).

Nồng độ LT-Et96 
(mg/ml)

Nồng độ LN-Et96 (mg/ml)

10 (N1) 5 (N2) 2,5 (N3) 1,25 (N4)

1 (T1) T1:N1 T1:N2 T1:N3 T1:N4

0,5 (T2) T2:N1 T2:N2 T2:N3 T2:N4

0,25 (T3) T3:N1 T3:N2 T3:N3 T3:N4

0,125 (T4) T4:N1 T4:N2 T4:N3 T4:N4

0,0625 (T5) T5:N1 T5:N2 T5:N3 T5:N4
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3. Kết quả và bàn luận

3.1. Hiệu suất thu nhận hai loại chiết xuất thực vật 
LT-Et96 và LN-Et96

	 Hiệu suất thu hồi của chiết xuất LT-Et96 và LN-Et96 
với dung môi ethanol lần lượt là 13,58 và 15,53% (bảng 
2), gần tương đương với nhau. Dung môi ethanol thường 
được sử dụng phổ biến để tách chiết các hợp chất 
polyphenol nhờ tính hoà tan có chọn lọc và hoạt chất ít 
bị phân huỷ trong quá trình cô đặc. Thành phần các hợp 
chất có khả năng kháng oxy hóa mạnh như polyphenol 
thu nhận với dung môi ethanol cũng đa dạng và phong 
phú hơn so với dung môi nước hay các dung môi khác 
[11]. Việc kết hợp sử dụng dung môi ethanol với sự hỗ 
trợ của sóng siêu âm để thu nhận chiết xuất thực vật có 
ưu điểm chính là thời gian phản ứng ngắn hơn so với 
phương pháp truyền thống, sử dụng lượng mẫu nguyên 
liệu nhỏ, giúp tăng hiệu quả và giảm chi phí trong hoạt 
động sản xuất.
Bảng 2. Hiệu suất thu hồi các chiết xuất.

Mẫu Khối lượng 
nguyên liệu (g)

Khối lượng 
chiết xuất (g)

Hiệu suất 
thu nhận (%)

LT-Et96 10 1,358±0,02 13,58±0,25

LN-Et96 10 1,553±0,03 15,53±0,33

3.2. Hàm lượng phenolic và flavonoid tổng của các 
loại chiết xuất

	 Polyphenol và flavonoid đại diện cho những chất 
chuyển hóa thực vật thứ cấp với các hoạt tính sinh học 
độc đáo và đa dạng như kháng viêm, kháng oxy hóa, 
kháng khuẩn và ngăn ngừa ung thư [12]. Hàm lượng 
polyphenol (TPC) và flavonoid toàn phần (TFC) có trong 
hai loại chiết xuất được thể hiện ở bảng 3.
Bảng 3. Hàm lượng phenolic và flavonoid tổng của các chiết xuất.

Mẫu TPC (mg GAE/g) TFC (mg QE/g)

LT-Et96 567,29±6,81 21,59±0,98

LN-Et96 161,79±5,12 21,24±1,15

	 Hàm lượng TPC của mẫu LT-Et96 là 567,29±6,81 
mg GAE/g cao hơn khoảng 4 lần so với mẫu LN-Et96 
(161,79±5,12 mg GAE/g). Đối với hàm lượng TFC, hai 
mẫu LT-Et96 và LN-Et96 có giá trị gần như tương đương 
nhau với kết quả ghi nhận lần lượt là 21,59±0,98 và 
21,24±1,15 mg QE/g. Theo L.T.T. Nguyen và cs (2020) 
[13] khi thu nhận chiết xuất lá trầu không với các loại 
dung môi khác nhau cho thấy việc sử dụng dung môi 
ethanol giúp thu nhận được chiết xuất có hàm lượng 
TPC và TFC cao nhất lần lượt là 249,96 (mg GAE/g) và 
27,82 (mg QE/g). Nghiên cứu của A. Ali và cs (2018) 
[14] cũng cho thấy việc sử dụng kết hợp sóng siêu âm 
giúp tăng hiệu suất thu hồi hàm lượng TPC lên 13,71 
so với 10,96% khi sử dụng phương pháp chiết ngâm. 
Trong nghiên cứu này, hàm lượng TPC ghi nhận có giá trị 
cao hơn so với khảo sát trước đó của nhóm (386,34 mg 
GAE/g) [4], nguyên nhân có thể do nhóm sử dụng 80% 
công suất máy siêu âm với giá trị là 1100 W so với chỉ 
sử dụng 70% công suất máy trước đó. Hàm lượng TPC 
của lá neem theo nghiên cứu của A.R. Abdulkadir và cs 
(2017) [15] đạt 136,45 mg GAE/g (dung môi ethanol) và 
hàm lượng TFC là 77,01 mg QE/g. Các chỉ số TPC và TFC 
này gần tương đồng với kết quả ghi nhận trên chiết xuất 
từ lá neem của nhóm.

	 3.3. Khảo sát khả năng trung hòa gốc tự do DPPH

	 Khảo sát khả năng trung hòa gốc tự do DPPH là một 
trong những phương pháp phổ biến để đánh giá khả 
năng kháng oxy hóa của một hợp chất. Hiệu suất ức chế 
gốc tự do DPPH của các loại chiết xuất được trình bày ở 
bảng 4.

Giá trị IC50 của mẫu LT-Et96 (1,005 mg/ml) nhỏ hơn 
so với mẫu LN-Et96 (10,30 mg/ml) (bảng 4) cho thấy 
khả năng trung hòa gốc tự do DPPH của mẫu LT-Et96 
mạnh hơn so với mẫu LN-Et96. Nghiên cứu của I. Ali và cs 
(2010) [16] đã chứng minh hoạt tính kháng oxy hóa cao 
của lá trầu nhờ sự hiện diện của hợp chất hydroxychavicol 
(thuộc nhóm phenolic). Khảo sát trên chiết xuất từ lá 
và thân cây ké đầu ngựa (Xanthium strumarium L.) cho 

Bảng 4. Hiệu suất ức chế gốc tự do DPPH của các chiết xuất.

Mẫu LT-Et96 LN-Et96

Nồng độ (mg/ml) 0,5 1 1,5 2 5 10 15 20

Hiệu suất ức chế gốc tự do (%) 29,25±0,057 51,99±0,071 73,84±0,048 93,79±0,011 24,8±0,061 51,13±0,042 76,57±0,004 90,39±0,02

Phương trình hồi quy tuyến tính y=46,437x+3,3413 (R²=0,9945) y=4,6498x+2,1003 (R²=0,9898)

Giá trị IC50 (mg/ml) 1,005± 0,527 10,301±2,041
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thấy hàm lượng TPC và TFC tương quan tỷ lệ thuận với 
giá trị 1/IC50, đồng nghĩa với hàm lượng TPC và TFC 
càng cao thì hoạt tính kháng oxy hoá trong nghiên cứu 
càng mạnh [17].

	 3.4. Xác định hoạt tính kháng nấm T. rubrum của 
các loại chiết xuất

	 Phương pháp khuếch tán đĩa thạch được thực hiện 
nhằm bước đầu xác định hiệu quả kháng nấm T. rubrum 
của các loại chiết xuất, để làm tiền đề cho các thí nghiệm 
tiếp theo, kết quả được thể hiện qua hình 1 và 2. Mẫu 
LT-Et96 ghi nhận hiệu quả kháng nấm cao nhất ở nồng 
độ 50 mg/ml, kích thước phát triển của tản nấm đo được 
là 9,33±0,289 mm thấp hơn 2,5 lần so với chứng âm 
(23,3±0,723 mm). Các nghiên cứu trước đây cho thấy, 
nồng độ 10-50 mg/ml chiết xuất lá trầu có hiệu quả trên 
nấm P. oryzae [18], C. albicans và Aspergillus sp. [19]. 
Mẫu LN-Et96 cũng ghi nhận được hiệu quả kháng nấm 
ở nồng độ 50 mg/ml, kích thước phát triển của tản nấm 
đo được là 18,33±0,379 mm, thấp hơn xấp xỉ 1,27 lần 
so với chứng âm. Theo các nghiên cứu trước đây, nồng 
độ 12,5-50 mg/ml chiết xuất lá neem 
có hoạt tính kháng lại nấm A. niger 
và C. albicans [20]. Kết quả bước đầu 
cho thấy, mẫu LT-Et96 có tính kháng 
T. rubrum mạnh hơn so với LN-Et96. 
Nguyên nhân có thể do hàm lượng 
hoạt chất phenolic, flavonoid và khả 
năng kháng oxy hóa cao có trong LT-
Et96 (bảng 3 và 4). Theo các nghiên 

cứu trước đây, hoạt chất chính thuộc nhóm phenolic 
trong chiết xuất lá trầu không bao gồm hydroxychavicol, 
cavicol, cavibetol, carvacrol và eugenol [21]. Đối với lá 
neem, các hợp chất có hoạt chất sinh học thường được 
ghi nhận gồm azadirachtin, nimbin, salanin và một số 
flavonoid, limonoid khác [22]. Đây được xem là các chất 
đóng vai trò chủ yếu trong khả năng kháng nấm bệnh 
của lá trầu không và lá neem.
 

 

Hình 2. Đánh giá kháng nấm T. rubrum của các chiết xuất. 
(A) LT-Et96; (B) LN-Et96.

	 3.5. Nồng độ ức chế nấm tối thiểu của các loại 
chiết xuất

	 Từ kết quả khảo sát hoạt tính kháng nấm ở trên, 
chúng tôi tiếp tục tiến hành xác định nồng độ MIC đối 
với nấm T. rubrum của hai loại chiết xuất; kết quả được 
thể hiện qua hình 3 và 4.

	 Chiết xuất LT-Et96 cho kết quả MIC đối với nấm T. 
rubrum ở nồng độ 1 mg/ml với tỷ lệ ức chế ghi nhận 
được là 100% (hình 3 và 4). Các nghiên cứu trước đây 
về khả năng kháng nấm của lá trầu chủ yếu thực hiện 
với tinh dầu lá trầu tinh khiết như công bố D.C. Ontengco 
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Hình 1. Kết quả kháng nấm bằng phương pháp khuếch tán thạch.

Hình 3. Hiệu quả ức chế nấm T. rubrum của các chiết xuất. (A) LT-Et96; (B) LN-Et96.

(A) (B)



21

Khoa học Tự nhiênHóa học; Khoa học sự sống; Khoa học Y - Dược  / Dược học

68(6) 6.2026

(2019) [23] với nồng độ MIC≤0,156 mg/ml cho khả năng 
ức chế nấm T. mentagrophytes, T. rubrum và T. tonsurans. 
Đối với chiết xuất lá neem nồng độ ức chế tối thiểu MIC 
là 10 mg/ml với tỷ lệ ức chế 75,4%. Tỷ lệ ức chế này cao 
hơn nghiên cứu của D.I.O. Salazar và cs (2015) [24]: cụ 
thể chiết xuất lá neem (4 mg/ml) ức chế 29,527% nấm 
T. rubrum và dầu hạt neem (4 mg/ml) tỷ lệ ức chế là 
12,5%. Như vậy, tỷ lệ ức chế của các chiết xuất LT-Et96 
(nồng độ 1 mg/ml) và LN-Et96 (nồng độ 10 mg/ml) đối 
với chủng nấm T. rubrum đều trên 70%, cho thấy tiềm 
năng kháng nấm của các chiết xuất thực vật này.

	 3.6. Nồng độ diệt nấm tối thiểu của các loại chiết 
xuất

	 Kết quả khảo sát nồng độ MFC đối với mẫu LT-Et96 
ghi nhận ở thời điểm 6, 14 và 24 giờ là 8 mg/ml; ở 48 giờ 
nồng độ này là 4 mg/ml. Nồng độ MFC của LN-Et96 lần 
lượt là 50 mg/ml ở 24 giờ và 40 mg/ml ở 48 giờ. Có thể 
nhận thấy, nồng độ MFC của LT-Et96 thấp hơn rất nhiều 
so với nồng độ MFC của LN-Et96, cụ thể, xấp xỉ gấp 6 lần 
ở thời điểm ≤24 giờ và gấp 10 lần ở thời điểm 48 giờ. 
Điều này có thể là do hàm lượng của hoạt chất phenolic, 
flavonoid và hợp chất kháng oxy hóa cao có trong mẫu LT-
Et96 (bảng 3 và 4). Các nghiên cứu trước đây về hoạt tính 

kháng nấm của các chiết 
xuất thực vật đối với các 
chủng dermatophyte ghi 
nhận được nồng độ MFC 
dao động 125-250 mg/ml 
(chiết xuất từ lá cây 
Tetradenia riparia) [25], 
nồng độ MFC 0,39-25 mg/ml 
(chiết xuất từ lá cây 
Tapinanthus globiferus) 
[26]. Dựa trên tỷ lệ 

MFC/MIC, ở thời điểm 48 giờ mẫu LT-Et96 (nồng độ 4 
mg/ml) và LN-Et96 (nồng độ 40 mg/ml) có khả năng 
diệt nấm.

3.7. Khảo sát hiệu quả phối trộn của hai loại chiết 
xuất lá trầu không và lá neem 

Trong phạm vi nghiên cứu này, bên cạnh các thử 
nghiệm đánh giá khả năng kháng nấm T. rubrum riêng 
lẻ của các chiết xuất, nhóm còn tiến hành khảo sát khả 
năng kháng nấm của hỗn hợp nhằm xác định xem sự kết 
hợp này có mang lại hiệu quả kháng nấm tốt hơn riêng 
lẻ hay không, cũng như có tác dụng bổ trợ nhau trong 
khả năng kháng nấm hay không. Kết quả thử nghiệm 
được thể hiện trong bảng 5 và hình 5.
Bảng 5. Hiệu quả ức chế nấm T. rubrum của các hỗn hợp. 

Mẫu 
LT-Et96 
(mg/ml)

Phần trăm ức chế nấm T. rubrum (%)

Mẫu LN-Et96 (mg/ml)

10 5 2,5 1,25 

1 100 100 100 100

0,5 100 58,805±0,087 53,779±0,103 43,034±0,134

0,25 61,047±0,156 57,914±0,124 48,751±0,126 35,681±0,114

0,125 70,527±0,098 59,458±0,111 40,629±0,113 33,080±0,157

0,0625 65,484±0,135 55,429±0,113 41,744±0,166 35,565±0,156

Hình 4. Kết quả MIC của các chiết xuất. (A) LT-Et96; (B) LN-Et96.

Hình 5. Kết quả một số mẫu phối trộn. (A) T1 phối trộn với N1-N4; (B) T2 phối trộn với N1-N4; (C) T3 phối trộn với N1-N4.
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	 Trong các nghiệm thức phối trộn LT-Et96 và LN-
Et96, chiết xuất lá trầu không ở nồng độ 1 mg/ml kết 
hợp với chiết xuất lá neem 10-1,25 mg/ml đều đạt hiệu 
quả kháng nấm 100%, tương đương với khi sử dụng LT-
Et96 riêng lẻ. Các tỷ lệ phối trộn còn lại ghi nhận hiệu 
quả kháng nấm giảm dần theo nồng độ, dao động từ 
hơn 60% (0,5-0,065 mg/ml LT-Et96 với 10 mg/ml LN-
Et96) xuống còn hơn 30% (0,5-0,065 mg/ml LT-Et96 với 
1,25 mg/ml LN-Et96); trừ tỷ lệ 0,5 LT-Et96 và 10 mg/ml 
LN-Et96 cho hiệu quả kháng đạt 100%. Khi so sánh hiệu 
quả hỗn hợp phối trộn với khả năng kháng nấm T. rubrum 
riêng lẻ của từng loại chiết xuất thì hiệu quả kháng nấm 
được cải thiện không đáng kể, cụ thể, khi kết hợp nồng 
độ 0,125-0,0625 mg/ml LT-Et96 và 10 mg/ml LN-Et96 
thì khả năng kháng nấm của lá trầu tăng từ 29 lên xấp xỉ 
65% nhưng hiệu quả kháng nấm của lá neem lại giảm từ 
75 xuống xấp xỉ 65%. Như vậy, kết quả cho thấy không 
ghi nhận được tác dụng bổ trợ nhau của các chiết xuất 
trong kháng nấm T. rubrum. Các nghiên cứu trước đây 
cũng từng đánh giá hiệu quả phối trộn chiết xuất neem 
hoặc lá trầu không với các hoạt chất khác, hiệu quả diệt 
100% chủng Trichophyton tonsurans khi phối trộn chiết 
xuất neem với dầu Eucalyptus citriodora và Cymbopogon 
martini cho hiệu quả [27]; phối trộn chiết xuất lá trầu với 
các kháng sinh chloramphenicol cho hiệu quả kháng trên 
các chủng Pseudomonas aeruginosa, Propionibacterium 
acnes, Staphylococcus epidermidis và Streptococcus 
pyogenes [28].

4. Kết luận

	 Các kết quả thí nghiệm cho thấy, chiết xuất LT-Et96 
và LN-Et96 có hiệu quả khác nhau trong kháng nấm 
T. rubrum; cụ thể, mẫu LT-Et96 có tính kháng nấm cao 
và mẫu LN-Et96 có tính kháng yếu hơn. Nồng độ MIC 
đối với nấm T. rubrum ghi nhận được của LT-Et96 và 
LN-Et96 lần lượt là 1 và 10 mg/ml. Nồng độ MFC của 
LT-Et96 ở 6, 14 và 24 giờ là 8 mg/ml; ở 48 giờ nồng 
độ là 4 mg/ml. Nồng độ MFC của LN-Et96 lần lượt là 
50 mg/ml ở 24 giờ và 40 mg/ml ở 48 giờ. Như vậy, ở thời 
điểm 48 giờ khảo sát MFC, hai loại chiết xuất đều ghi nhận 
khả năng diệt nấm. Các nghiệm thức phối trộn ở nồng độ 
cao của LT-Et96 (1 mg/ml) với các nồng độ của LN-Et96 
(10-1,25 mg/ml) ghi nhận hiệu quả kháng nấm đạt 100%; 
kết quả tương tự khi kết hợp 0,5 (LT-Et96) và 10 mg/ml 

(LN-Et96). Ở các nghiệm thức còn lại cho thấy hiệu quả 
kháng nấm giảm dần theo các nồng độ từ xấp xỉ hơn 
60 (0,5-0,0625 mg/ml LT-Et96 với 10 mg/ml LN-Et96) 
xuống còn hơn 30% (0,5-0,0625 mg/ml LT-Et96 với 
1,25 mg/ml LN-Et96). 
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