
Đặc san

KH&CN Nghệ An
SỐ 1/2024 [12]

n CN. Ngô Hoàng Linh(1), ThS. Lê Minh Thanh(1)

KS. Nguyễn Đức Nam(1), TS. Nguyễn Văn Hiếu(2)

NGHIÊN CỨU ẢNH HƯỞNG CỦA MỘT SỐ CHẤT PHỤ GIA 
ĐẾN HOẠT TÍNH KHÁNG NẤM CỦA CHẾ PHẨM VALYDAMYCIN A

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Validamycin A (Val-A) là một chất kháng sinh

nhóm aminoglycoside có hoạt tính kháng nấm
được sinh tổng hợp chủ yếu bởi Streptomyces hy-
groscopicus var. limoneus (Liao et al., 2009; Iwasa
et al., 1971) và S. hygroscopicus subsp. Jinggan-
gensis 5008 (Shen, 1988; Zhou et al., 2014). Theo
Nioh và Mizushima (1974), Validamycin A không
gây ức chế sự sinh trưởng của nấm và không làm
thay đổi hàm lượng protein, nucleic acid và thành
phần của thành tế bào nhưng gây thay đổi hình thái
của nấm Rhizoctonia solani bằng cách ức chế quá
trình sinh tổng hợp myo-inositol và làm giảm độc
tính của nấm mốc. Val-A cũng ức chế trehalase của
R. solani cũng như ở nhiều loài sinh vật khác như
chuột, thỏ, lợn, nấm men và côn trùng với IC50 =
10-8 - 10-6 M. Val-A là chất kìm hãm yếu (IC50 =
10-3 M) các enzym thủy phân đường khác như
maltase, isomaltase và sucrase trong ruột lợn. 

Val-A được sử dụng để trừ bệnh đốm vằn hại
lúa, bắp, bệnh đốm lá và thân lúa, bắp do Rhizoc-
tonia solani, Rhizoctonia oryzae và Sclerotium
oryzae-sativa gây nên. Ngoài ra thuốc còn trừ
bệnh thối củ, thối rễ khoai tây, bông, cà chua và
nhiều loại rau do nấm Rhizoctonia solani (Motoo
Shibata et al., 1982, Yutaka Kido et al., 1986),
bệnh héo xanh do vi khuẩn Pseudomonas
solanaceraum gây nên (Ishikawa et al., 1996).

Các chủng S. hygroscopicus có hoạt tính
tổng hợp kháng sinh rất yếu, không mang
tính ổn định và bền vững cao để hạn chế
hình thành các sản phẩm phụ, rút ngắn thời
gian lên men và giảm chi phí sản xuất.

Xuất phát từ thực tế trên, chúng tôi tiến
hành thực hiện: “Nghiên cứu ảnh hưởng của
một số chất phụ gia đến hoạt tính kháng
nấm của chế phẩm Valydamycin A” nhằm
mục đích tạo sự ổn định hoạt tính cho hợp
chất Val-A, tăng cường hoạt tính của hoạt
chất, đồng thời tạo chất dẫn giúp hoạt chất
có thể tiếp xúc dễ dàng với tác nhân nấm,
thúc đẩy mạnh hiệu quả của hoạt chất.

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
NGHIÊN CỨU

1. Vật liệu nghiên cứu
- Sản phẩm Val-A có trong dịch lên men

của chủng xạ khuẩn S.hygroscopicus DA15
được Trung tâm Ứng dụng Tiến bộ Khoa
học và Công nghệ Nghệ An sản xuất. 

- Một số hóa chất như: axit citric, acid
green 25, polyethylenglycol, linigsul-
fonate…

2. Phương pháp nghiên cứu
2.1. Phương pháp đục lỗ
Dùng thiết bị đục lỗ, đục lên môi trường

thạch đã cấy vi sinh vật kiểm định trong

(1) Trung tâm Ứng dụng Tiến bộ Khoa học và Công nghệ Nghệ An; (2) Viện Môi trường Nông nghiệp
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hộp peptri, sau đó nhỏ vào lỗ dung dịch chất
kháng sinh và dung dịch lên men cần thử.
Tiếp theo để vào tủ lạnh 4-6 giờ cho chất
kháng sinh khuếch tán vào môi trường, sau
đó đem nuôi ở tủ ấm 370C. Hoạt tính kháng
sinh được xác định bằng đường kính vòng
kháng khuẩn (D - d, mm). Trong đó: D là
đường kính vòng vi khuẩn, d là đường kính
thỏi thạch.

2.2. Ảnh hưởng của các chất phụ gia đến
hoạt tính kháng nấm của chế phẩm Val-A

Dịch lên men được nâng nhiệt lên 550C và
được bổ sung thêm axit citric để điều chỉnh pH,
tiếp đến được lọc để loại bỏ sinh khối và được
kiểm tra hoạt tính sau lên men. Sau khi đã kiểm
tra được hoạt tính sinh học, dịch được lọc để
loại bỏ sinh khối. Dịch sau lọc được chuyển
đến thiết bị để đông hóa bổ sung thêm các chất
phụ gia:

- Ảnh hưởng của lượng acid citrit;
- Ảnh hưởng của acid green 25;
- Ảnh hưởng của hàm lượng linigsunfonat;
- Ảnh hưởng của polyethylenglycol.
2.3. Phương pháp HPLC   
HPLC là một sắc ký cột (column chromato-

graph) đi kèm với một detector nhạy để có thể
phát hiện được các chất tách ra trong quá trình
chạy sắc ký. Với những tiến bộ kỹ thuật về cột,
detector đã chuyển sắc ký cột thành phương
pháp phân tích có tốc độ nhanh và hiệu suất
cao. Loại này cần phải có hệ thống bơm cao áp
để đẩy pha động với áp suất cao đến khoảng 30
Mpa (300atm) nhằm tạo dòng chảy với lưu
lượng vài ml/phút. Phương pháp sắc kí HPLC
sử dụng hệ sắc ký:

- Cột thép không gỉ 25cm x 4,6mm với chất
nhồi octadecylsilane gắn silica (5µm);

- Pha động: một hỗn hợp gồm 50 thể tích
của 0,2% (w/v) axit acetic trong nước, 25 thể

tích acetonitril, 25 thể tích metanol, lọc và
khử khí;

- Tốc độ dòng 1ml/phút;
- Phổ kế ở 240nm;
- Thể tích mẫu tiêm 20µl.
Cách tính nồng độ Val-A có trong dịch lên

men:
- Dung dịch kiểm nghiệm: là dịch lên men,

hoặc các dịch chiết, trước khi bơm mẫu phải lắc
đều đảm bảo độ đồng nhất của mẫu với nồng độ
Val-A cần xác định (mg/l);

- Dung dịch chuẩn: Pha dung dịch chuẩn Val
của Sigma được dung dịch nồng độ Cc (mg/l); 

- Bơm dung dịch chuẩn: Phép thử sẽ không
hợp lệ nếu như độ lệch chuẩn tương đối giữa các
lần bơm mẫu lớn hơn 2%;

- Bơm dung dịch kiểm nghiệm, dựa vào sắc
ký đồ tính toán hàm lượng Val trong dịch lên
men, dịch chiết theo công thức sau: Ckn =
Cc.Ckn/Sc. Trong đó: Skn là diện tích pic của
dung dịch Val kiểm nghiệm, Sc là diện tích pic
của dung dịch Val chuẩn. Đo nồng độ Val-A
bằng HPLC được thực hiện tại Trung tâm Kỹ
thuật Nhiệt đới Việt Nga.

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
1. Ảnh hưởng của lượng acid citrit đến

hoạt tính Val-A
Val-A được cấu tạo từ các phân tử đường, do

đó thường không bền, dễ dàng bị phân hủy
nhiều hệ enzym có trong vi khuẩn như
Pseudomonas, Bacillus. Do vậy, đối với dung
dịch lỏng cần có sự điều chỉnh về pH hoặc nhiệt
độ để ức chế sự hoạt động của các loại vi sinh
vật. Tuy nhiên các hoạt chất bổ sung cần tạo sự
ổn định hoạt tính cho hợp chất Val-A hoặc tăng
cường hoạt tính của hoạt chất, đồng thời một số
chất tạo chất dẫn giúp hoạt chất có thể tiếp xúc
dễ dàng với tác nhân nấm, chính điều này thúc
đẩy mạnh hiệu quả của hoạt chất.
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Tất cả các hóa chất và phụ gia cho thêm đều
nhằm mục đích tạo sự ổn định hoạt tính cho hợp
chất Val-A, một số phụ gia cho thêm có tác
dụng làm tăng cường hoạt tính của hoạt chất,
đồng thời một số chất tạo chất dẫn giúp hoạt
chất có thể tiếp xúc dễ dàng với tác nhân nấm,
chính điều này thúc đẩy mạnh hiệu quả của hoạt

chất. Việc bổ sung chất mầu acid green 25 vào
chế phẩm Val-A có thể gây ra những tác động
làm ảnh hưởng đến hoạt tính kháng nấm của chế
phẩm và có ảnh hưởng đến người sử dụng, kết
quả thể hiện ở bảng 2.

Bảng 2. Ảnh hưởng của lượng acid green
25 và thời gian 

2. Ảnh hưởng của lượng acid green 25 đến hoạt tính Val-A

Dịch lên men của chủng xạ khuẩn nuôi trên môi
trường tối ưu cho quá trình Val-A được loại bỏ sinh khối
và đưa về hoạt độ đúng như yêu cầu và được bổ sung
lượng acid citric khác nhau và được theo dõi ảnh hưởng
của thời gian đến hoạt tính kháng chủng nấm
Rhizoctonia solani. 

Kết quả thử hoạt tính kháng sinh cho thấy, với hàm
lượng acid citric bổ sung 0,05-0,5% đã không ảnh
hưởng đến hoạt kháng nấm Rhizoctonia solani của chế
phẩm trong thời gian 3 tháng, tuy nhiên việc bổ sung

với hàm lượng 0,4-0,5% kiểm tra giá
trị pH hạ thấp dưới 3,0 lại không thích
hợp khi sử dụng, vì ở pH này có thể
gây ra các ảnh hưởng đối với cơ thể
thực vật. Chế phẩm sau thời gian theo
dõi đã được đo kiểm nồng độ Val-A,
kết quả cho thấy nồng độ Val không
có sự thay đổi nhiều so với ban đầu.

Bảng 1. Kiểm tra nồng độ Val-A
có trong chế phẩm

theo thời gian khi có bổ sung chế phẩm acid citric
Hình 1. Kiểm tra hoạt tính Val-A sau 120 ngày khi có bổ sung acid citric với lượng 0,3%

Khối  lượng
acid citric (%)

Ảnh hưởng của lượng acid citric sau thời gian 3
tháng đến nồng độ của Val-A (mg/l)

Ban đầu Mẫu 1 Mẫu 2 Mẫu 3
0,2 6732 6730 6731 672 8
0,3 6732 6736 6725 6723
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Kết quả thí nghiệm cho thấy với hàm lượng acid green 25 bổ sung 0,001-0,02% đã không ảnh

đến độ hoạt tính kháng nấm của chế phẩm Val-A
Hình 2. Kiểm tra hoạt tính Val-A sau 120 ngày khi có bổ sung acid green 25 với lượng 0,01%

Khối  lượng
acid green

25 (%)

Ảnh hưởng của lượng acid green 25 (%) và thời gian (ngày)
đến hoạt tính kháng nấm của chế phẩm Val-A (mm)
1 7 14 28 120

0,001 21,5 21,4 21,3 21,4 21,3
0,005 21,5 21,3 21,3 21,3 21,3
0,01 21,5 21,4 21,4 21,3 21,4
0,02 21,5 21,4 21,4 21,4 21,3

hưởng đến hoạt kháng nấm Rhizoctonia
solani của chế phẩm trong thời  gian 3
tháng. Việc bổ sung hàm lượng chất mầu
lớn có thể làm gia tăng giá thành của sản
phẩm, đồng thời có thể gây tác động xấu
đến thực vật, do vậy nồng độ 0,01% đã
được lựa chọn.

3. Ảnh hưởng của lượng linigsunfona
đến hoạt tính Val-A

Để giúp cho các tiểu phần hoạt chất Val-
A có thể bám dính lên các lông tơ bề mặt
của thực vật. Khi sử dụng ở dạng rắn thì
các hợp chất này ở dạng bột mịn, khi ở
dạng lỏng chúng cần dễ dàng tan trong

nước để có thể hòa tan giúp dược chất có thể bám
dính vào sợi nấm, đồng thời các chất này có vai trò
như một chất hoạt động bề mặt có thể kể đến các
muối axit polyacrylic, muối axit lignosulfonic, muối
của axit phenolsulfonic hoặc naphthalenesulfonic.
Tuy nhiên các hợp chất sử dụng phải ở dạng bền
vững không gây ảnh hưởng đến môi trường và
người sử dụng. Trong nghiên cứu này sử dụng hợp
chất linigsunfonate, là một phế liệu của ngành công
nghiệp chế biến giấy, có mức độ kết dính cao. Ảnh
hưởng của nồng độ chất linigsunfonate đến hoạt
chất Val-A của chế phẩm được thể hiện ở bảng 3.

Bảng 3. Ảnh hưởng của lượng linigsunfonate
và thời gian 
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hưởng đến hoạt kháng nấm Rhizoctonia
solani của chế phẩm trong thời gian 3 tháng.
Việc bổ sung hàm lượng  linigsunfonate có
thể gây ra hiện tượng kết tủa của sản phẩm,
đồng thời có thể gây tác động xấu đến thực
vật, do vậy nồng độ 1,5% đã được lựa chọn.

4. Ảnh hưởng của lượng polyethylengly-
col đến hoạt tính Val-A

Chất hoạt động bề mặt được nghiên cứu bổ
sung có thể là chất làm nhũ, phân tán hoặc làm
ướt các dạng ion, hoặc không ion, hoặc hỗn hợp
các chất hoạt động. Sự có mặt của ít nhất một

chất hoạt động bề mặt nói chung là cần thiết khi
chất hoạt tính hoặc chất mang không hoạt động
không hòa tan trong nước và môi trường cho
việc phun là nước. Do đó các chế phẩm Val-A
dùng trong nông nghiệp có thể chứa các chất
hoạt động trong giới hạn rất rộng, dao động từ
0,05-95% (theo trọng lượng). Trong nghiên cứu
này đã sử dụng hợp chất polyethylenglycol. Ảnh
hưởng của hàm lượng chất này đến hoạt tính
Val-A được thể hiện ở bảng 4.

Bảng 4. Ảnh hượng của khối lượng
polyethylenglycol và thời gian 

Kết quả thí nghiệm cho thấy, với hàm lượng linigsunfonate bổ sung 1-3% đã không ảnh

Khối lượng
linigsunfonate (%)

Ảnh hưởng của linigsunfonate (%)và thời gian 
đến hoạt tính kháng nấm của chế phẩm Val A (mm)

1 7 14 28 120
1,0 21,5 21,4 21,3 21,4 21,3
1,5 21,5 21,3 21,3 21,3 21,3
2,0 21,5 21,4 21,4 21,3 21,4
2,5 21,5 21,4 21,4 21,4 21,3
3,0 21,5 21,4 21,4 21,4 21,4

đến độ hoạt tính kháng nấm của chế phẩm Val-A
Hình 3. Kiểm tra hoạt tính Val-A sau 120 ngày khi có bổ sung linigsunfonate với lượng 2%
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đến hoạt tính Val-A của chế phẩm
Hình 3.4. Kiểm tra hoạt tính Val-A sau 120 ngày khi có bổ sung polyethylenglycol với lượng 2,5%.

Khối  lượng 
polyethylenglycol (%)

Ảnh hưởng của polyethylenglycolvà thời gian 
đến hoạt tính kháng nấm của Val-A (mm)

1 7 14 28 120
1,0 21,5 21,4 21,3 21,4 21,3
2,5 21,5 21,3 21,3 21,3 21,3
5,0 21,5 21,4 21,4 21,3 21,4
7,5 21,5 21,4 21,4 21,4 21,3
10,0 21,5 21,4 21,4 21,4 21,4

hưởng đến hoạt kháng nấm Rhizoctonia solani
của chế phẩm trong thời gian 3 tháng. Việc bổ
sung hàm lượng polyethylenglycol có thể làm
gia tăng giá thành của sản phẩm, đồng thời có

thể gây tác động xấu đến thực vật, do vậy nồng
độ 2,5% đã được lựa chọn.

Bảng 5. Kiểm tra nồng độ Val-A có trong
chế phẩm theo thời gian 

Kết quả thí nghiệm cho thấy với hàm lượng polyethylenglycol bổ sung 1-10% đã không ảnh

khi có bổ sung chế phẩm các chất phụ gia
Chế phẩm sau khi phối trộn hoàn thiện đã đánh giá ảnh hưởng của thời gian theo dõi, được đo

Mấu
Ảnh hưởng của thời gian  tháng đến nồng độ của ValA (mg/l)

1 3 6 9
Mẫu 1 6732 6730 6731 672 8
Mẫu 2 6732 6730 6731 672 8
Mẫu 3 6732 6730 6731 672 8
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kiểm nồng độ Val-A, kết quả cho thấy nồng độ
Val không có sự thay đổi nhiều so với ban đầu
trong thời gian 9 tháng.

IV. KẾT LUẬN
- Một số chất phụ gia đã được bổ sung vào

chế phẩm Val-A nhằm mục đích tạo sự ổn định
hoạt tính cho hợp chất Val-A, tăng cường hoạt
tính của hoạt chất, đồng thời tạo chất dẫn giúp
hoạt chất có thể tiếp xúc dễ dàng với tác nhân
nấm, chính điều này thúc đẩy mạnh hiệu quả của
hoạt chất.

- Kết quả nghiên cứu đã chọn được nồng độ
các chất phụ gia thực hợp bổ sung vào chế phẩm
Val-A bao gồm (%): acid citric: 0,3; acid green
25: 0,01; polyethylenglycol: 2,5 và linigsunfo-
nate với lượng 2%.

- Chế phẩm Val-A sau khi hoàn thiện đã được
theo dõi ảnh hưởng theo thời gian bảo quản ở nhiệt
độ phòng đã ổn định trong thời gian 9 tháng./.
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