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1. Đặt vấn đề

Berberin là một akaloid thực vật đã được biết đến với 
khả năng kháng khuẩn, kháng nấm và được ứng dụng trong 
nhiều lĩnh vực như điều trị các bệnh về tiêu hóa, hỗ trợ điều 
trị ung thư, đái tháo đường tuýp II, chống ôxy hóa, kháng 
viêm, thiếu máu cục bộ… [1-3]. Tuy nhiên, tính sinh khả 
dụng kém làm cho khả năng ứng dụng của berberin còn 
hạn chế [1]. Các nghiên cứu chế tạo berberin có kích thước 
hạt nano đã cải thiện đáng kể tính tan trong nước, tính sinh 
khả dụng, góp phần tăng tiềm năng ứng dụng của dược chất 
berberin [2, 4]. 

BC là mạng lưới các sợi nano cellulose đan xen được sinh 
tổng hợp trong quá trình lên men của vi khuẩn Acetobacter 
xylinum trong môi trường nước dừa già. BC không chứa các 
hợp chất cao phân tử như hemicellulose, ligin… [5-7] và 
có nhiều đặc tính ưu việt hơn cellulose thực vật như độ tinh 
khiết cao, thấm hút dịch tốt, độ bền kéo cao, khả năng giữ 
nước cao, đặc biệt là tính tương hợp sinh học nên đã được 
ứng dụng rộng rãi trong y học, thực phẩm, mỹ phẩm… [5, 
8]. Trong lĩnh vực y sinh, BC là một vật liệu tiềm năng, góp 
phần thúc đẩy quá trình làm lành vết thương nhờ vào khả 
năng duy trì độ ẩm, che phủ bảo vệ vết thương, đồng thời 
hỗ trợ quá trình tăng sinh tế bào nguyên bào sợi, giúp vết 
thương nhanh lành hơn [6]. Ngoài ra, BC còn có tiềm năng 
làm vật liệu ứng dụng trong màng bọc, túi bảo quản thực 
phẩm [7, 9]. Tuy nhiên, về cơ bản BC không có khả năng 

kháng khuẩn, diệt khuẩn. Kết hợp BC với BerNPs được 
thực hiện với mục đích tạo ra vật liệu composite mang các 
đặc tính ưu việt của BC và BerNPs, có tiềm năng ứng dụng 
làm màng kháng khuẩn.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Vi khuẩn S. pyogenes - ATCC 49399 và E. coli - ATCC 
25922 được lưu giữ tại Phòng Thí nghiệm Công nghệ Sinh 
học, Trung tâm Nghiên cứu Triển khai Khu công nghệ cao, 
TP Hồ Chí Minh. Các loại môi trường sử dụng nuôi cấy vi 
khuẩn là LB Broth (Invitrogen, Hoa Kỳ), Trytic Soy Agar - 
TSA (Scharlau, Tây Ban Nha).

BC có độ dày 2,5 mm sản xuất từ vi khuẩn A. Xylinum 
được thu nhận, xử lý và lưu giữ tại Phòng Thí nghiệm Công 
nghệ Sinh học [6]. Hỗn hợp BerNPs 30000 µg/ml (chế 
tạo từ berberin 95% chuẩn dược phẩm bằng phương pháp 
nghiền quay [10, 11]) do Trung tâm Nghiên cứu Triển khai 
Khu công nghệ cao, TP Hồ Chí Minh cung cấp.

2.2. Phương pháp phân tích mẫu BC và BerNPs

Đặc tính, đỉnh hấp thụ đặc trưng của berberin được 
xác định bằng kỹ thuật đo quang phổ hấp thụ UV-Vis 
(Ultraviolet - Visible spectroscopy, Đức) với bước sóng từ 
350 đến 500 nm bằng cách pha loãng trong methanol (đo ở 
nồng độ 1000 µg/ml). 
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Tóm tắt:

Berberin được biết đến như một loại kháng sinh thực vật với tác dụng kháng khuẩn, kháng nấm mạnh. Berberin ở 
kích thước nano cho thấy tiềm năng khắc phục các nhược điểm về độ tan trong nước và tính sinh khả dụng, từ đó 
mở ra nhiều tiềm năng ứng dụng. Trong nghiên cứu này, nano berberin (BerNPs) được hấp phụ trên màng cellulose 
vi khuẩn tạo vật liệu composite với tiềm năng ứng dụng làm vật liệu kháng khuẩn. Tính chất hạt BerNPs, cấu trúc 
và sự thay đổi cấu trúc bề mặt màng cellulose sinh học (Bacterial cellulose - BC) trước và sau khi hấp phụ BerNPs 
được khảo sát bằng phương pháp chụp FE-SEM, XRD và FT-IR. Khả năng kháng khuẩn của BerNPs và vật liệu 
composite được khảo sát trên vi khuẩn Escherichia coli và Streptococcus pyogenes trong điều kiện in vitro bằng 
phương pháp đồng nuôi cấy. Kết quả cho thấy, BerNPs có hoạt tính kháng E. coli và S. pyogenes mạnh, hạt BerNPs 
kích thước 50-60 nm có khả năng hấp phụ lên màng BC tốt nhất sau 2 giờ ngâm. Nghiên cứu bước đầu tạo được vật 
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Mẫu BerNPs và màng BC được phân tích bằng phương 
pháp chụp ảnh FE-SEM (Field emission scanning electron 
microscope, Hitachi S-4800, Nhật Bản) để xác định kích 
thước hạt, hình thái và cấu trúc bề mặt [1]: Thực hiện bằng 
cách nhỏ mẫu lên lưới đồng đường kính 3 mm (Sigma 
Aldrich, Hoa Kỳ), để khô ở nhiệt độ phòng (đối với mẫu 
BerNPs); đông khô chân không mẫu ở -50°C (Scanvac 
Coolsafe 55-4, Đan Mạch) đối với mẫu BC và tiến hành 
phân tích ở điện thế 10 kV với FE-SEM.

BerNPs và BC được đông khô chân không ở -50°C và phân 
tích XRD (Bruker D8-Advance, Đức) để xác định cấu trúc ở góc 
quét 4-40° [1].

Tiến hành phân tích FT-IR đối với BC, BerNPs và vật liệu 
composite BC/BerNPs để xác định các nhóm chức đặc trưng và 
tính chất liên kết hóa học trong phân tử [12].  

2.3. Phương pháp xác định hàm lượng berberin trong hỗn hợp

Dựng đường chuẩn berberin: Cân 10 mg bột berberin (chuẩn 
HPLC, Sigma) hòa tan hoàn toàn trong 10 ml methanol [11]. 
Tiến hành chuẩn bị dãy dung dịch berberin từ 25 đến 1,5625 
µg/ml (pha loãng bậc 2). Đo độ hấp thụ của dung dịch chuẩn tại 
bước sóng cực đại 350 nm với mẫu trắng là methanol, sử dụng 
cuvet thạch anh với độ dày 1 cm.

Xác định nồng độ berberin trong hỗn hợp BerNPs: Pha loãng 
hỗn hợp BerNPs trong methanol và tiến hành đo độ hấp thụ 
tương tự như dung dịch chuẩn. Nồng độ berberin có trong hỗn 
hợp BerNPs được tính toán dựa trên phương trình đường chuẩn.

2.4. Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng khuẩn của BerNPs 

Chuẩn bị dãy nồng độ BerNPs bằng cách pha loãng bậc 2 
từ nồng độ 1500 µg/ml trong các ống chứa môi trường LB. Vi 
khuẩn thử nghiệm được nuôi cấy trong môi trường LB ở nhiệt độ 
phòng, đo độ hấp thụ tại bước sóng 625 nm để xác định mật độ 
vi khuẩn. Bổ sung 100 µl dịch vi khuẩn vào các ống môi trường 
chứa BerNPs (nồng độ cuối đạt 105 tế bào/ml). Nghiệm thức đối 
chứng với ống nghiệm môi trường không chứa BerNPs. Ủ các 
ống nghiệm ở 37°C, sau 24 giờ hút 100 µl hỗn dịch trải đều lên 
môi trường thạch dinh dưỡng TSA, ủ các đĩa ở 37°C trong 24 
giờ, đếm các khuẩn lạc và tính hiệu suất diệt khuẩn theo công 
thức sau [13].

trong đó A, B lần lượt là số tế bào vi khuẩn trong 1 ml ở ống 
đối chứng và ống thử nghiệm.

2.5. Phương pháp kết hợp tạo vật liệu BC/BerNPs

Vật liệu composite BC/BerNPs được chế tạo dựa trên sự 
hấp phụ vật lý của các hạt BerNPs vào mạng lưới màng BC. 
Chuẩn bị mẫu BC dày 2,5 mm, kích thước 2x2 cm và hỗn hợp 
BerNPs 1500 µg/ml. Ngâm BC vào hỗn hợp BerNPs nồng độ 
1500 µg/ml. Sau các khoảng thời gian 1, 2, 3, 4, 6 và 8 giờ, thu 
1 ml mẫu trong điều kiện vô trùng, đo OD350 và xác định hàm 
lượng berberin còn lại trong hỗn hợp. Hàm lượng BerNPs hấp 
phụ lên màng BC được xác định dựa trên hàm lượng berberin 
mất đi trong hỗn hợp ngâm sau các khoảng thời gian khảo sát. 
Bảo quản các mẫu vật liệu composite ở 2-8°C.

2.6. Phương pháp đánh giá đặc tính vật liệu composite 
BC/BerNPs

Đánh giá khả năng hấp phụ BerNPs lên màng BC, sự thay 
đổi màng BC trước và sau khi hấp phụ BerNPs bằng phân tích 
FE-SEM, phân tích XRD ở góc quét 4-40° và FT-IR.
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Abstract:

Berberine can be considered a natural antibiotic plant with 
strong antibacterial and antifungal activities. The problem 
of bioavailability and poor solubility can be overcome by 
formulating berberine at nanoparticles, which opens up a vast 
range of applications. In this study, berberine nanoparticles 
(BerNPs) were adsorbed on bacterial cellulose forming a 
composite with the potential for antibacterial material. The 
properties of BerNPs and the surface modification of bacterial 
cellulose membranes before and after BerNPs adsorption 
were analysed by FE-SEM, XRD, and FT-IR methods. 
The antibacterial activity of BerNPs and its composite was 
examined in vitro by the co-culture method with Escherichia 
coli and Streptococcus pyogenes. The results indicated that 
BerNPs exhibited great antibacterial properties against E. coli 
and S. pyogenes. The optimum capacity of loading BerNPs 
(50-60 nm) above the biological cellulose was after 2 hours 
of soaking. The antibacterial effectiveness of the preliminary 
composite against E. coli and S. pyogenes was over 80%.
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Hoạt tính kháng khuẩn của vật liệu composite BC/BerNPs 
được xác định bằng phương pháp tiếp xúc trực tiếp. Phương 
pháp này được thực hiện bằng cách đồng nuôi cấy vi khuẩn với 
mật độ 105 tế bào/ml và vật liệu BC/BerNPs kích thước 2x2 
cm2 ở 37°C. Thực hiện với mẫu đối chứng là màng BC không 
hấp phụ BerNPs. Sau thời gian 1, 8, 18 và 24 giờ, hút 100 µl 
hỗn dịch trải lên môi trường thạch dinh dưỡng TSA. Ủ các đĩa 
nghiệm thức ở 37°C, sau 24 giờ đếm số khuẩn lạc hiện diện 
trên các đĩa nghiệm thức và tính hiệu suất diệt khuẩn của vật 
liệu BC/BerNPs so với đối chứng. 

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Đặc tính và hàm lượng berberin trong hỗn hợp BerNPs

Hỗn hợp BerNPs có màu vàng, đồng nhất, không lắng 
đọng, không tách pha. Kiểm tra vô trùng trên môi trường thạch 
dinh dưỡng không thấy có sự hiện diện của vi sinh vật. Kết 
quả phân tích UV-vis (hình 1A) cho thấy, hỗn hợp BerNPs có 
3 đỉnh (peak) hấp thụ mạnh và đặc trưng ở bước sóng khoảng 
250, 350 và 430 nm, kết quả này tương đồng và cũng đã được 
báo cáo trong một số nghiên cứu trước đây [10, 11, 14]. Kết 
quả chụp FE-SEM hỗn hợp BerNPs cho thấy có sự tồn tại của 
các hạt với kích thước khoảng 50-60 nm, các hạt phân tán tốt 
và không bị tụ lại với nhau (hình 1B).

Hình 1. Kết quả kiểm tra các đặc tính của hỗn hợp BerNPs bằng 
phổ UV-vis (A) và chụp FE-SEM (B).

3.2. Hoạt tính kháng khuẩn của BerNPs

Berberin tác động đến các enzym RNA polymerase, gyrase 
and topoisomerase IV và ức chế sự phân chia tế bào, ngoài ra 
nó còn ức chế sự tổng hợp protein và phá vỡ cấu trúc tế bào vi 
khuẩn [12]. Kết quả hình 2 cho thấy, hỗn hợp BerNPs có khả 
năng diệt vi khuẩn S. pyogenes tốt hơn trên E. coli. Ở các nồng 
độ từ 46,88 µg/ml, BerNPs diệt gần như hoàn toàn vi khuẩn S. 
pyogenes (hiệu suất >99%). BerNPs cho thấy khả năng diệt E. 
coli yếu hơn, đạt trên 70% ở các nồng độ từ 187,5 µg/ml. 

     

Hình 2. Khả năng diệt vi khuẩn E. coli và S. pyogenes của BerNPs.

3.3. Khả năng hấp phụ BerNPs lên màng BC

Với cấu trúc là các sợi nano cellulose đan xen thành mạng 
lưới và có thể thấm hút dung dịch, màng BC có khả năng hấp phụ 
và giữ các hạt BerNPs (hình 3). Kết quả khảo sát cho thấy sau 2 
giờ ngâm màng BC đạt ngưỡng hấp phụ tối đa hoạt chất. Lượng 
BerNPs còn trong hỗn hợp sau 2 giờ hấp phụ giảm còn 1214,78 
µg/ml. Sau hơn 2 giờ, hàm lượng berberin trong hỗn hợp thay 
đổi không có sự khác biệt ý nghĩa thống kê (hình 4). Kết quả cho 
thấy, màng BC dày 2,5 mm có khả năng hấp phụ và giữ một lượng 
berberin khoảng 71,305 µg/cm2. 

Hình 3. Bề mặt vật liệu BC trước (A) và sau khi hấp phụ BerNPs (B).

Hình 4. Hàm lượng berberin còn lại trong hỗn hợp ngâm. Các chữ 
cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa với p<0,05.

3.4. Đánh giá đặc tính của vật liệu composite BC/BerNPs

Vật liệu BC/BerNPs sau khi chế tạo được kiểm tra sự thay 
đổi bề mặt, hình thái và kích thước sợi nano cellulose cũng 
như kích thước hạt BerNPs dưới kính hiển vi điện tử quét. Kết 
quả cho thấy, mẫu BC tinh khiết có cấu trúc từ các sợi nano 
cellulose (đường kính khoảng 100 nm) đan xen thành mạng 
lưới bền chặt (hình 5A). Sau khi hấp phụ BerNPs, bề mặt các 
sợi nano cellulose sần sùi, đường kính sợi lớn hơn (do các hạt 
BerNPs bám vào) và các sợi có xu hướng kết dính và xếp chồng 
lên nhau, không còn thấy rõ cấu trúc mạng lưới (hình 5B).

Hình 5. Ảnh chụp FE-SEM màng BC (A) và vật liệu BC/BerNPs (B).
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Hình 6. Phổ XRD của BC, BerNPs và vật liệu composite BC/BerNPs.

Tiếp tục phân tích nhiễu xạ tia X để xác định sự thay đổi 
về cấu trúc của vật liệu BC/BerNPs (hình 6). Phổ nhiễu xạ tia 
X của BC tinh khiết cho thấy, 2 đỉnh đặc trưng nằm ở 14,49° 
tương ứng với mặt phẳng (110) và 23,16° tương ứng với mặt 
phẳng (200) là mặt phẳng tinh thể của cellulose, điều này 
cũng đã được báo cáo trong một số nghiên cứu trước đây [9, 
13, 14]. Hỗn hợp BerNPs cho thấy, các peak đặc trưng ở 8,6, 
9,1, 12,9, 16,2 và 25,4°, tương tự như nghiên cứu của M.U.K. 
Sahibzada và cs (2018) [1]. Thông qua cường độ các peak có 
thể khẳng định BerNPs bản chất là tinh thể [1, 15]. Phổ XRD 
của mẫu BC/BerNPs có sự xuất hiện đồng thời của các peak 
có cường độ mạnh được tìm thấy trong 2 mẫu BC và BerNPs. 
Các peak nhiễu xạ mạnh và sắc nét ở vị trí 14,5° tương ứng với 
mặt phẳng (110) và 23° tương ứng với mặt phẳng (200) của 
cellulose, peak rất nét ở vị trí 9,1° tương ứng với mặt phẳng 
(110) của BerNPs. Điều này một lần nữa khẳng định, chúng tôi 
đã chế tạo thành công vật liệu composite, màng BC đã hấp phụ 
và giữ các hạt BerNPs vào cấu trúc mạng lưới sợi cellulose.

Tiếp tục phân tích FT-IR để xác định các nhóm chức đặc 
trưng của các mẫu vật liệu (hình 7). Dựa vào phổ FT-IR của 
mẫu BC đối chứng có thể nhận thấy rằng, BC ban đầu có những 
đỉnh hấp thu đặc trưng với dải dao động kéo dãn từ vị trí khoảng 
3400-3500 cm-1, dao động với đỉnh nhọn và sắc nét xuất hiện 
ở vị trí 3346 cm-1, đặc trưng cho dao động kéo dài của nhóm 
O-H, từ vị trí 2800 đến 2900 cm-1 là sự kéo dài của liên kết 
C-H. Đỉnh IR ở vị trí 1160 cm-1 là sự kéo dài của liên kết C-O-C 
và vị trí 1035 đến 1060 cm-1 cho thấy đây là nhóm carbonyl 
của liên kết C-O. Đỉnh IR trong vùng 847 cm-1 đặc trưng cho 
dao động liên kết β-1,4 glucoside, các kết quả phổ FT-IR của 
BC trong nghiên cứu này tương tự như các công bố của N. 
Halib và cs (2012) [15], N. Atykyan và cs (2020) [16], T.G. 
Volova và cs (2022) [17]. Phổ FT-IR của hỗn hợp BerNPs trong 
nghiên cứu này tương đồng với nghiên cứu của các nhóm tác 
giả S.K. Battu và cs (2010) [18], P.R. Vuddanda và cs (2014) 
[19], M.U.K. Sahibzada và cs (2018) [1] với sự xuất hiện các 
đỉnh tại các vị trí 1597 cm-1 đặc trưng bởi dao động kéo dài 
C=C của vòng thơm. Ở vị trí 1568 và 1506 cm-1 tương ứng cho 
nhóm C=C uốn và vòng furyl, dao động kéo dài liên kết C=C 
và C-O lần lượt được nhìn thấy ở vị trí 1361 và 1103 cm-1. Dao 
động C-H được thể hiện ở vị trí trong khoảng 1035-1184 cm-1. 

Hình 7. Phổ FT-IR các mẫu BC, BerNPs và vật liệu BC/BerNPs.

Vật liệu composite sau khi chế tạo bằng phương pháp ngâm 
hấp phụ vật lý giữa BC và BerNPs thể hiện gần như đầy đủ các 
đỉnh đặc trưng của các vật liệu ban đầu, như sự xuất hiện các 
đỉnh đặc trưng cho BC tại 1160 cm-1 và vị trí 1035 đến 1060 
cm-1 lần lượt là sự kéo dài của liên kết C-O-C và nhóm carbonyl 
của C-O, hay vùng 847 cm-1 đặc trưng cho dao động của liên 
kết β-1,4 glucoside; các đỉnh tại 1597, 1506, 1035 đến 1184 
cm-1 là các dao động đặc trưng cho BerNPs. Mẫu composite 
BC/BerNPs cho thấy một dải phổ rộng kéo dài, không thể hiện 
đỉnh nhọn sắc nét tại vị trí 3346 cm-1 so với BC đối chứng. Nhìn 
chung, phổ FT-IR của vật liệu BC/BerNPs cho thấy độ sắc nét 
của các đỉnh giảm đi và cường độ các đỉnh giảm so với phổ đơn 
từng vật liệu. Sự giảm cường độ và độ sắc nét các đỉnh của vật 
liệu composite có thể do ảnh hưởng của các hợp chất nano khi 
được hấp phụ vào màng BC. Trong nghiên cứu của L.M. Dobre 
và cs (2010) [20] và S. Pal và cs (2017) [21] khi cho BC hấp 
phụ nano bạc cũng đã ghi nhận hiện tượng tương tự.

3.5. Hoạt tính diệt khuẩn của vật liệu composite BC/BerNPs

Kết quả bước đầu khảo sát cho thấy vật liệu BC/BerNPs có 
khả năng diệt khuẩn khá tốt. Trong nghiên cứu này, so với mẫu 
đối chứng (màng BC không hấp phụ BerNPs), vật liệu BC/
BerNPs cho thấy khả năng diệt và ức chế mạnh sự phát triển 
của các chủng vi khuẩn khảo sát. Thử nghiệm trên vi khuẩn S. 
pyogenes cho thấy hiệu quả diệt gần như tuyệt đối (>99,99%) 
sau các mốc thời gian khảo sát (hình 8). Đối với E. coli, hiệu 
quả diệt khuẩn đạt 71,437% sau 1 giờ và tăng lên hơn 80% 
sau 18 giờ. Điều này chứng tỏ khả năng diệt khuẩn của vật 
liệu composite có được là nhờ BerNPs. Khi kết hợp với màng 
BC, các hạt BerNPs được hấp phụ và giữ lại bên trong cấu trúc 
mạng lưới của màng BC. Khi khảo sát hiệu quả diệt khuẩn của 
vật liệu, BerNPs được giải phóng khỏi màng BC một cách từ 
từ và tác động diệt khuẩn. Hiện tượng kết hợp hoạt chất diệt 
khuẩn với màng BC và quá trình giải phóng hoạt chất khỏi 
màng BC một cách từ từ và diệt khuẩn cũng đã được ghi nhận 
trong các nghiên cứu khi cho hấp phụ nano vô cơ (nano bạc, 
nano đồng…) hay hoạt chất curcumin [13, 22, 23]. Một số 
nghiên cứu chế tạo vật liệu kháng khuẩn từ màng BC hấp phụ 
nano bạc, chitosan cũng đã cho thấy hiệu quả kháng khuẩn trên 
90% khi thử nghiệm trên vi khuẩn S. aureus và E. coli [16, 17].
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