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MO PAU

1. Ly do lwra chon dé tai

Trong nhiing nam gan day, viéc lam dung phan bon héa hoc,
thudc bao vé thuc vat hoa hoc trong ndng nghiép véi muc dich dat ning
Suat va san luong cao di 1am cho dét dai ngay cang thoai hoa, dinh dudng
bi mat can ddi, mat can bang hé sinh thai trong dat tham chi gay 6 nhiém
dat. Cac loai thudc bao vé thuc vat (BVTV) chira hoat chat phospho hitu
co (tén thuong goi la Lan hiru co) hay con goi la organic phospho (sau
day goi tit 12 gdc Lan hiru co hoic OP) dugc sir dung dé diét con tring,
sau bo. Trong diéu kién tu nhién, sy phan giai cac géc Lan hiru co nay
Xay ra rat cham, do vay ching thuong tich lity trong dat hozc bj rira troi
vao sdng, mach nude ngam. Géc Lan hitu co dd dwoc ching minh 1 chét
doc nguy hiém khong chi d6i véi mot s6 loai con tring va dong vat hoang
da, ma con gay hai cho con ngudi, dic biét 1a dbi véi tré nho va phu nit ¢6
thai, khong nhiing vay goc Lan hitu co c¢6 dic tinh dé tan trong nudc, o
kha ning hap thu vao méu, dich thé, than kinh caa vat chu nhanh chong
nén ching thuc sy nguy hiém néu khong duoc kiém soat. Mot sé hoat chat
OP c6 tac dong tiéu cuc téi moi truong va sic khoe con ngudi bao gom
Glyphosate, Chlorpyrifos, Parathion, Methyl parathion, Diazinon,
Coumaphos, Monocrotophos, Fenamiphos va Phorate. Cac nghién ctru
cho thdy géc Lan hitu co c6 thé 1am thay d6i hormone, anh huéng dén
DNA, thai di dang, tinh tring, budng trimg va tring phat trién khéng binh
thuong cia nguoi va dong vat.

Tai Viét Nam, thuéc BVTV chira goc Lan hitu co hién nay vin duoc
duing rong réi trong ndng nghiép néi chung va dic biét tai cac viing san xuat
ché néi riéng ma chura c6 cac bién phap kiém soat phi hop.

Nhiéu cong trinh nghién ciru khoa hoc trudc day di tim ra mot s6
vi sinh vat c6 kha nang déng hoa va khoang hoa cac hop chat OP, trong
d6 phai ké dén mot s6 vi khuan nhu Enterobacter sp., Flavobacterium sp.,



Pseudomonas diminuta, Micrococcus sp., va mot sb loai nim nhu
Phanerochaete chrysosporium, Hypholama fascicularae, Coriolus
versicolor, Aspergillus sp., Trichoderma harzianum va Pencillium
brevicompactum. Pang chi ¥, trong s6 d6 c6 nhitng loai khdng chi c6 kha
nang phan giai géc Lan hiru co doc hai tich tu trong mdi truong, ma con
c6 kha ning tao enzyme phosphatase, mudi oxalat hoac axit (HNOs hoic
H.S0.), gop phan chuyén héa hop chat phét pho khéng tan thanh dang
phdt pho hoa tan dé cay trong hip thu, ting cudng dinh dudng lan.

Dé tai luan an: “ Nghién ciru tuyén chon va ing dung vi sinh vat
dé xir Iy ton dw thuoc bao vé thuc vat goc Lan hiu co trong dat trong
ché” dugc thuc hién s& gop phan b sung co sé khoa hoc va thyc tién cho
viéc tng dung vi sinh vat dé xir Iy tén du thudc bao vé thuc vat c6 gbc
Lan hiru co trén dat ndng nghiép, gop phan giam thiéu doc hai cho cay
trdng, con ngudi va 6 nhidm mai trudng dét.

2. Muc tiéu nghién ciu

Tuyén chon dwoc ching vi sinh vat ¢ hoat tinh sinh hoc cao va 6n
dinh dé xir Iy du lugng thudc bao vé thuc vat goc Lan hiru co nham tao co s
khoa hoc va thuc t& phuc vu san xuat ché pham sinh hoc xir 1y du lwong thudc
vé thuc vét goc Lan hitu co trong dat ndng nghiép.

3. Péi twong va pham vi nghién ciru

- Béi tugng nghién ctu: Chang vi sinh vat c6 hoat tinh phan giai
thudc BVTV gébc Lan hiru co duoc phan 1ap tir dét trdng cheé tai tinh Nghé
An. Bit ndng nghiép khu vuc tham canh ché c6 du lwong thude bao vé
thuc vat goc Lan hitu co.

- Pham vi nghién cuu: Nghién ctu co ban dugc thuc hién tai
phong thi nghiém cua Vién Moi truong Néng nghiép, Vién Cong nghé
sinh hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién. Nghién ciru danh gia kha
ning st dung vi sinh vat c6 kha ning phan giai thuéc BVTV gbc Lan hitu
co ddi véi dat trong cheé thuoc Hop tac xa ché Minh Sang, xd Hung Son,
huyén Anh Son, tinh Nghé An.



4.Y nghia khoa hoc va thuc tién

- Tuyén chon duoc nhitng chang vi sinh vat ban dja c6 nguén goc
rd rang, c6 hoat tinh sinh hoc 6n dinh va an toan sinh hoc cao dé ung dung
trong xtr 1y du luong thudc bao vé thuc vat géc Lan hitu co trong dat nong
nghiép trong diéu kién thyc té tai Viét Nam.

- B6 sung danh muc cac chung vi sinh vat c6 hoat tinh phan
hity du luong thube bao vé thuc vat géc Lan hiru co; cung cap phuong
phap, sé liéu, thong tin khoa hoc 1am co s& cho cac nghién ciru cong
nghé xt 1y du luong thudc bao vé thuc vat gbe Lan hitu co noi riéng va
thuéc bao vé thyc vat noi chung trong dat tréng ndng nghiép bang
phuong phap vi sinh vit.

5. Nhirng déng gép méi cia dé tai luan an

- Sir dung vi sinh vét ban dja: Tuyén chon va tng dung cac ching
vi sinh vat dugc phan 1ap tir mdi trudng trong nude, dam bao nguon géc
tu nhién va phu hop véi diéu kién canh tac thuc té tai Viét Nam. Cac
chang vi sinh dugc dinh danh chinh x4c dén mirc d6 loai, dam bao vé mat
an toan sinh hoc khi phong thich vao méi trudng, gép phan giam thiéu rui
ro cho hé sinh thai.

- Ung dung vao xt 1y du lwong thuéc BVTV géc Lan hitu co:
Nghién ciru kha niang phan giai, xir ly thuéc BVTV két hop véi phat trién,
thir nghiém ché pham vi sinh vira ¢6 kha nang xir Iy du luong thudc bao
vé thuc vat chira géc Lan hiru co trong dat trong che, tao ra mot giai phéap
hiéu qua cho viéc khir doc va bao vé méi truong dong thoi nang cao chat
luong va ning suat cay trong.

- Két qua nghién ctu cua Luan &n: Khong chi mang tinh méi
vé miat khoa hoc ma con cé tng dung thyc tién cao, gép phan bao vé
moi truong, sic khoe cong ddng va cai thién chit lugng san pham ché
thuong pham.



6. N§i dung nghién cau

Noi dung 1: Tng hop, thu thap tai liéu, danh gia va khao sat hién
trang 6 nhiém géc Lan hitu co trong dat & vang trong rau, che.

Noi dung 2: Nghién ctru va tuyén chon ching vi sinh vat (VSV)
c6 kha nang phan giai thuéc BVMT gbc Lan hitu co (cu thé la thude trir
sau Chlorpyrifos).

Noi dung 3: Nghién ciu san xuat, ang dung ché pham vi sinh vat
phan huy Chlorpyrifos.

Noi dung 4: Thir nghiém, danh gia hiéu qua cua ché pham VSV
phan huy du luong Chlorpyrifos trong dat trong che.



CHUONG |: TONG QUAN VE VAN PE NGHIEN CUU

1.1. Téng quan vé thudc bao vé thuc vat

Nong nghiép 1a nganh san xuat vat chat co ban, gitr vai trd to 16n
trong viéc phét trién kinh té & hau hét cac nudce trén thé gisi, dic biét 1a &
cac nude dang phat trién. Nhu cau luong thuc qudc té uée tinh tang tir 80
dén 100% trong nhiing thap ky téi dé d6i phd véi tinh trang dan s ngay
cang tang.

1.1.1. Khdi niém thuéc béo vé thuc vit

Hoa chat BVTV hay con goi la thuéc BVTV la nhiing loai hda
chat bao vé cay trong hoic nhitng san pham bao vé mua mang, 1a nhiing
chat duoc tao ra dé chéng lai va tiéu diét loai gay hai hoic cac vat mang
mam bénh. Hoa chat BVTV la nhitng hoa chat doc, cd kha nang pha hay
té bao, tic dong dén co ché sinh truong, phat trién cia sau bénh, co dai va
ca cay trong, vi thé khi cac hop chit nay di vao méi trudng, ching ciing
c6 nhitng tac dong nguy hiém dén moi truong, dén nhitng ddi tuong tiép
xuc tryc tiép hay gian tiép.

1.1.2. Phan logi thuéc bio vé thue vit

*) Phan logi theo géc hod hoc

+ Héa chat BVTV thuéc nhém hop chat Clo hiru co: Hoéa chat
BVTV thudc nhém hop chit Clo hitu co, dién hinh caa nhém nay la DDT,
Lindan, Endosulfan. Hau hét cac loai hoa chat BVTV thudc nhom nay da
bi cAm str dung vi ching 1a cac chét hiru co kho phan huy, ton lwu lau
trong moi trudng.

+ Hoba chat BVTV thudc nhdm Lan hitu co: La céc este cua axit
phosphoric. Pay 1a nhém héa chit rat doc véi nguoi va dong vat mau
noéng, dién hinh caa nhém nay la Methyl Parathion, Ethyl Parathion,
Mehtamidophos, Malathion...

+ Héa chit BVTV thudc nhém Carbamat: La cac este cua axit
Carbamic c6 phd phong trir rong, thoi gian cach ly ngén, dién hinh cua
nhom nay la Bassa, Carbosulfan, Lannate...
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*) Phan logi thusc BVTV theo cong dung

Phan 1am 5 loai chinh gém: (1) Thudc trir sdu bénh (hop chat hitu co
clo, hop chat hiru co phospho; (2) Thudc diét co; (3) Thudc diét nim; (4)
Thuéc diét chudt; (5) Thude kich thich.

*) Phan logi theo nhém dgc: DBoc tinh cap tinh, doc tinh mén tinh.

*) Phan logi theo thoi gian phan huy:

Phan 1am 4 loai chinh gém: (1) Nhém hau nhu khong phan huy
(cac hop chat hitu co chira kim loai...); (2) Nhém khé phan huy (DDT,
666); (3) Nhom phan huy trung binh (nhém hop chét hitu co chira clo); (4)
Nhoém dé phan huy (nhém hop chét phospho hiru co, cacbamat).

1.1.3. Khdi niém thuéc béo vé thuc vit géc Lan hitu co

Phét pho hitu co (organophosphorus/organophosphate, OP) 14 tén
goi chung cho céc ester cuia axit phosphoric. Tir nam 1938 dén nay da co
khoang 50.000 hop chat OP dugc tong hop. Cac hop chat OP duoc sir
dung khéa phd bién, dac biét 1a c6 khoang 80 hop chat duoc ding trong
ndng nghiép duéi dang thudc bao vé thuc vat. Cac thuéc BVTV gbe Lan
hiru co dugc phan ra 5 16p chu yéu 1a Phosphate (i), Thiophosphate (ii),
Dithiophosphate (iii), Chlorophosphate (iv) va Phosphorodiamidate (v).

1.1.4. Tinh chét chung ciia thudc béo vé thuc vit goc Lan hivu co

Pic diém chung vé hoéa hoc cua cac hop chit OP 1a d& bi thuy
phan. Tac nhan thuy phan dén gan chit phan @ng va tin cong vao nguyén
tr phdt pho. San pham thiy phén 14 tao thanh este don gian hon cua axit
phét phoric. Tinh chat quan trong thir hai la phan (ng hoat hoa nhan phét
pho. Phan &ng xay ra thuong tao thanh chét wc ché enzym cholinesteraza
manh hon. Bi d6i véi phan tng hoat hoa 1a phan Gng phan huy. Nho phan
(g nay, cac hop chat OP chuyén hoa thanh dan xuét trung gian kém doc hon
| chat chinh pham.

1.1.5. Tdc déng ciia thuéc béo vé thuc vit géc Lan hitu co

Uu diém cua cac loai thuéc BVTV gdc Lan hiru co la ¢6 tac dung
nhanh, phd tac dung rong dbi vai céc loai sau hai va tac nhan gay bénh ¢



thuc vat; Tuy nhién, nhuoc diém 16n 14 twong dbi doc hai véi dong vat co
day sdng néi chung, va co thé con ngudi noi riéng .

*) Tdc dong cia hop chit OP déi véi co thé nguoi va dong vit

Céc chat BVTV chira OP ¢6 thé nhiém vao co thé qua thir an, khong
khi, dudng nuée v.v.. Khi vao co thé dong vat, OP tac dung c ché enzyme
acetylcholine esterase (AChE) , gay nhiém doc va ngo doc thudc BVTV.

*) Téc dong ciia hop chdt OP doi v6i méi truong va hé sinh thai

Viéc str dung thuéc BVTV ciing c6 thé lam xuat hién dich hai
mai hay bung phat dich hai thir cap. O Viét Nam, sau 6-7 nam dung thudc
DDT, Wofatox dé trir siu hai chinh trén ché, cam quit va béng da lam cho
nhén hai cay tir chd la dich hai khong dang quan tam tré thanh maot loai
dich hai nguy hiém gay khd l4 trén dién rong.

Hién tuong tai phat ray nau Nilaparvata lugens & ving Dong
Nam A ciing 1a mot vi du dién hinh. Theo Maggi va Leigh (1983), khi
phun thudc trir siu Wofatox (Methyl parathion) cho bong da lam ting
luong tring dé cua nhén do Tetranychus urticae. Nhiing cé thé song sot
hinh thanh tinh chdng thudc va da 1am thay ddi dac tinh sinh hoc cua loai.

1.1.6. Tinh hinh svr dyung thudc bio vé thue vit goc Lin hitu co ¢ Viet Nam

Trude nam 1990, phan 16n cac thude trir su sir dung & Viét Nam
la thuéc L&n hiru co. Tuy nhién, do co ché tic dong lén enzyme
acetylcholinesterase nén cac thudc nay khong chi gay doc véi con tring
c6 hai ma con vai cac con trang c6 lgi nhu ong mat va nhiéu dong vat
khac nhu giun dat, c&, éch, chim, dong vat c6 vl va con ngudi.

Sau nam 2009, thubc BVTV duoc ding ki st dung phd bién nhét
nudce ta 1a Chlorpyrifos ethyl. Hién nay trong Danh muc “Thudc bao vé
thyc vat dugc phép st dung tai Viét Nam nim 2018” thi hop chit
Chlorpyrifos ethyl va fipronil da bi cAm san xuat va luu hanh vao thang
2/2019 theo quyét dinh 501/QD-BNN-BVTV cua B6 Nong nghiép va
Phat trién Nong thon. Tuy nhién, thyc té thi du lwong Chlorpyrifos noi



riéng va cac thuéc BVTV gdc Lan hitu co noi chung trong dit canh tac va
cac loai néng san van con rat nhiéu.

Tom lgi, thusc BVTV néi chung va thusc BVTV goc OP néi riéng
droc sir dung rat phé bién tai Viét Nam véi nhiéu tac dung mang lai nhu
Kiém sodt sau buwém 14 10a, rdy, rép mat, sau bong, rép va nhén do, ... gép
phan bao vé miia mang cho ba con ndng dan. Tuy nhién, viéc si dung céac
logi thuée BVTV nay ciing di gdy ra nhiéu tac dong tiéu cuc dén con
nguwoi, moi truong dat va cac hé sinh vt xung quanh. Vi vdy, viéc nghién
cieu 1ng dung cac gidi phap ky thugt xi 1y hiéu qua thusc BVTV goc OP
trong méi trwong |a rat can thiét.



CHUONG I1: POI TUQNG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU
2.1. P6i twong nghién ciru

- Cé&c chung vi sinh vat c6 hoat tinh phan giai OP dugc phén lap tu
dat trong ché tai tinh Nghé An.

- Pat ndng nghiép khu vuc tham canh ché c¢6 du luong thude bao vé
thue vat goc Lan hitu co.

2.2. Pham vi nghién ciu

- Nghién ctru co ban dugc thuc hién tai phong thi nghiém cua Vién
Mai truong Néng nghiép, Bo Nong nghiép va Phat trién néng thén; ngoai
ra con co sy hd trg cia mot sé phong thi nghiém caa Vién Cong nghé sinh
hoc (Vién Khoa hoc va Coéng nghé Viét Nam) va Truong Pai hoc Khoa
hoc Ty nhién (Pai hoc Quéc gia Ha Noi).

- Nghién cttu danh gia kha nang st dung vi sinh vat cé kha nang
phan giai OP dbi véi dét trong ché thuoc Hop tac x& ché Minh Sang, x&
Hung Son, huyén Anh Son, Nghé An.

- Nghién ctru dugc thuc hién tir 9/2019 — 6/2024.

2.3. Thiét bi, hoa chit va dung cu thi nghi¢m

Liét ké tai phu luc 1 caa Luan an.

2.4. Vat ligu sir dung trong nghién ciru:
Mau che va dat trong ché duoc thu thap tai Nghé An, Thai Nguyén,
Lam Dong.
2.5. Phuwong phap nghién ciru
2.5.1. Phirong phdp ldy mau va bao quan mau:
+ Phuong phép 1dy mau ché: QCVN 01-28:2010/BNNPTNT: Quy

chuan k¥ thuat quéc gia: Ché - Quy trinh ldy mau phan tich chét lugng, an toan



vé sinh thuc pham.

+ Phuong phép ldy mau dat: TCVN 7538-2:2005 (ISO 10381-
2:2002): Chat luong dét - Lay mau - Phan 2: Huéng dan ky thuat 1y mau.

+ Phuong phap bao quan mau: Mau duoc boc kin trong tai den
hodc trong thung xép dé tranh anh néng, tia UV va duoc bao quan lanh
trong qua trinh van chuyén.

2.5.2. Phuong phdp phdn tich ham liwong OP: QUa trinh chiét OP
dugc thyc hién theo phuong phap mo ta boi Gan & cs. (1999).

2.5.3. Phuong phdp nghién ciru vi sinh vt.

+ Dinh luong vi sinh vdt: Phuong phap pha lodng téi han ctia Koch.

+ Phan Igp vi sinh vat phan h:iy OP: phéan 1ap vi sinh vat trén moi
truong thach co chia co chat malathion, chlorpyrifos va parathion.

+ Nghién citu déc diém sinh Iy, héa sinh ciia cdc ching VSV:

Céc dic diém sinh Iy, sinh héa caa cac chung VSV theo kit API
20NE (d6i véi céc chang vi khuan Gram (-), khéng thuoc loai
Enterobacter), kit API20E, va kit API 50CHB dé xac dinh vi khuan Gram
(+). Binh tén vi khuan dua vao két qua phan tich caa phan mém APILAB
PLUS 3.3.3 két hop vai hé thong phan loai vi khuan cua Bergey (1994).

2.5.4. Phan logi VSV bang phuong phdp sinh hoc phdn tir : Quy
trinh tach chiét DNA téng s6 cua vi khuan duoc tién hanh theo phuong
phap CTAB/NaCl cua Ausubel et al., 1994

Trinh ty ADN duoc xac dinh bang kit Dyedeoxy Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Weiterstadt, Ptc), san pham duoc phan tich
trén may doc trinh tu tw dong ABI 377 (Perkin-Elmer, My).

Chudi nucleotit dugc xir Iy bang chuong trinh Bioedit. Truy cap dir

liéu ngan hang gen EMBL (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) dé so sanh bang
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chuong trinh GENDOC 2.5 (Nicholas, 1999). (4) Str dung chuong trinh
phan tich pha hé va tién hoa MEGA 2.1 dé xac dinh mdi quan hé di truyén
gitra cac chung duoc phén tich.

2.5.5. Thir nghiém xac dinh tinh an toan doi véi dong vdt: bPoi
chiéu véi danh sach cac chung vi sinh vat an toan theo hudng dan cua
Cong dong chung Chau Au dé xac dinh mirc @ an toan sinh hoc cua cac
chuang vi sinh vat str dung trong nghién cu.

2.5.6.. Piéu kién dnh huéng dén qua trinh nhan sinh khéi:

Chung vi sinh vat duoc 18n men nhan sinh khdi trong ciing mot
diéu kién nhu nhau, thay déi tirng thdng sé ky thuat: Nhiét do trong qua
trinh 1én men sinh khéi, pH, méi trudng nhan sinh khi va thoi gian Ién
men, liéu lwong cip khi, ty 1& gidng cap 1 va dugc kiém tra mat do sau én
men dé xac dinh ting théng sé phi hop.

2.5.7. Phirong phdp tao ché pham vi sinh vit.:

+ Chudn bj sinh khdi vi sinh vdt: Chiang VSV duoc 1én men sinh
khéi cap 1 trong binh tam giac, sau d6 1én men sinh khdi trén thiét bi lén
men va duoc kiém tra do thuan khiét va dat mat do té bao > 102 CFU/ml,
sinh khéi vi sinh vat dugc tach nudc bang thiét bi li tam véi toe d6 6000
v/p trong 30 phut.

+ Chudn bi chat mang: Chat mang st dung trong nghién ctru nay
la dudng malto dextro;

+ Phéi trén: Phéi tron déu sinh khéi vi sinh vat sau khi li thm
v6i chat mang voi ty 18 phu hop dé dam bao d6 4m cua ché pham
khéng qua 12%.

+ Kiém tra chdt lwrong: San pham cudi cing cia qui trinh san

XUAt ciing nhu cac san pham tao ra trong timg cong doan cua qui trinh déu
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phai duoc kiém tra danh gia chét lugng vé céc chi tiéu mat do vi sinh vat
lya chon va mirc do tap nhiém.

+ Bdo qudn san pham: San pham dugc dong goi trong thi zip
trang thiéc, bao quan trong diéu kién phong. San phém duoc kiém tra mat
do vi sinh vat theo thoi gian bao quan 0 gio, 7 ngay, 15 ngay, 30 ngay, 45
ngay, 60 ngay, 75 ngay...

2.5.8. Thi nghiém danh gia khad nang xu ly OP cua vi sinh vit:

- Xac dinh kha nang phan giai OP cua cac chung VSV trong dat
(in vitro)

- Panh gia hiéu qua cta ché pham VSV dbi véi ciy ché & quy md
nha luéi; danh gia hidu qua cua ché phdm VSV ddi véi cay ché trén dién
hep va dién rong.

2.5.9. Phurong phap xik li 56 liéu: phan mém Excell va IRISTAT 4.0
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CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Pdnh gid dw lwong thuéc bdo vé thuc vt goc 1an hitu co &
mét sé viing canh tac néng nghigép

Chlorpyrifos (CPF) la mét loai thudc trir sdu thuoc nhém OP dugc
str dung pho bién tai Viét Nam. Hoa chat nay cé thé tiéu diét mot pho rat
rong cac loai con tring bao gdom mudi, sau buém, ray nau, siu in qua,
gian rudi, moi, kién lira, v.v. thong qua co ché bat hoat enzyme
acetylcholinesterase, mot enzyme dong vai tro quan trong trong hoat dong
dan truyén than kinh ¢ dong vat. Do co ché tac dong Ién enzyme
acetylcholinesterase ma Chlorpyrifos gay doc khéng chi vai con tring cé
hai ma con véi cac con tring ¢6 loi nhu ong mat va nhidu dong vat khéac
nhu giun dit, c&, éch, chim, dong vét c6 vi bao gom ca con ngudi.

Bang 3.1. Két qué phan tich ham lwgng OP trong miu dat trong.

Ky Két qua phan tich (mg/kg)
Miu hi¢u Chlorpyrifos . .
i ethyl Fenitrothion | Malathion | Parathion | Profenofos

TN1 1,125 KPH KPH KPH KPH
. TN2 0,457 KPH KPH KPH KPH
che NA1 0,372 KPH KPH KPH KPH
NA2 0,059 KPH KPH KPH KPH
TN1 0,029 KPH KPH KPH KPH
TN2 0,007 KPH KPH KPH KPH
NA1 27,8 KPH KPH KPH KPH
Dét trong | NA2 16,9 KPH KPH KPH KPH
ché BL1 25,95 KPH KPH KPH KPH
BL2 7,63 KPH KPH KPH KPH
BL3 2,15 KPH KPH KPH KPH
BL4 18,44 KPH KPH KPH KPH
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BL5 3,06 KPH KPH KPH KPH
] BC-1 0,094 KPH KPH KPH KPH
Bap cai
BC-2 0,053 KPH KPH KPH KPH
cc-1 | 0,034 KPH KPH KPH KPH
Cachua
CC-2 0,032 KPH KPH KPH KPH
] CR-1 1,106 KPH KPH KPH KPH
Carot
CR-2 0,783 KPH KPH KPH KPH
Pit trong | BC-3 0,025 KPH KPH KPH KPH
bép cai BC-4 0,032 KPH KPH KPH KPH
Pat trdng | CC-3 0,025 KPH KPH KPH KPH
ca chua CC-4 0,018 KPH KPH KPH KPH
Pat trong | CR-3 0,032 KPH KPH KPH KPH
ca rbt CR-4 0,025 KPH KPH KPH KPH

Ghi chu: KPH: Duoi nguong phat hién (<0,002 mg/kg).

Két qua phan tich trinh bay trong bang 3.1 cho thiy cac miu che,

rau va dat trong déu phat hién thay Chlorpyrifos ethyl (CPF) trong san
phém va dat; cac géc Fenitrothion, Malathion, Parathion va Profenofos
déu khong phat hién. Két qua nghién ctru ciing cho thay ddi voi cdy rau
du lugng Chlorpyrifos ethyl trong san phdm cao hon so véi dét trong; dbi
vGi cdy ché thi dat trong che tai dia diém 1y mau cao hon rat nhiéu so véi
du luong trong san pham (cao gip 300 lan), két qua nay cho thy thudc
BVTV c¢6 chita Chlorpyrifos ethyl dwoc nong déan sir dung rat phd bién,
dic biét 1a & ving trong ché huyén Anh Son, Nghé An. Déi véi ving
trong che, thoi diém d¢é tai lay mau 1a vu ché Xuan, day 1a khoang thoi tiét
rit phu hop vai cac loai bénh r?iy xanh, rép, nhén do, bo xit, mudi va bénh
phdng 14 phat sinh gy hai anh huong dén sy sinh truong ciia ciy cheé
cling nhu ning sut va chit luong ché blp. Pdi véi ciy che, do ngudi

nong dan st dung rat nhiéu thuéc BVTV vao thoi diém dau vu (khoang
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thang 2- thang 3 trong nim), dy 1a thoi diém d6 4m khong khi cao, thich
hop cho céc loai sdu hai (rép) phat trién manh, do d6 & tit ca cac miu
kiém tra déu phat hién c6 du lwong Lan hitu co trong dat tréng ché va
trong 14 ché véi hoat chat chu yéu 1a Chlorpyrifos ethyl (CPF).

3.2. Phan Idp vi khudn phdn giai Chlorpyrifos ethyl

Tur 20 mau dat thu thap da phan lap duoc téng cong 51 ching vi
khuén, trong d6 c¢6 4 chung vi sinh vat c6 kha ning phan giai CPF la
CNN1, CNN2, VNN3 va CNN4.

Két qua nghién ctru kha ning phat trién trén méi truong LB ¢6 bod
sung CPF céc chung vi sinh vt sir dung trong nghién cau (Bang 3.3) cho
thiy ca 3 chung déu c6 kha ning phat trién tét trén moéi truong dich cd
chra CPF, két qua nghién ctu cho thiy cd thé cac chang vi sinh vat
nghién ctru c6 kha nang sinh tredng trong méi trudng chira CPF.

Bang 3.3. Méat dg caa cac ching VSV trén méi truweong chira OP

Mat d6 (CFU/mL)
Chung
Sau 24 h Sau 48 h Sau 72 h Sau 96 h
CNN1 3.5x107 2.1x108 3.8x108 2.3x107
CNN2 2.6x108 3.2x10° 8.8x10° 2.8x108
VNN3 3.9x108 4.8x10° 9.2x10° 4.4x108
CNN4 4.3x108 5.8x10° 9.0x10° 5.7x108

S6 liéu tai bang 3.3 cho thiy, mat 46 VSV sau 96 gio ddi voi 3
chang CNN2, VNN3 va CNN4 tuong ddi cao (2,8 — 5,7x10® CFU/mL),
riéng chiing CNN1 thi thap hon nhiéu véi mat do chi dat 2,3x10” CFU/mL
do vay luan &n loai bo ching CNN1 ra khoi cac chung vi sinh vt tiép tuc

lam vét liéu nghién ciu.
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Céc chung phan 1ap CNN2, VNN3 va CNN4 dugc dinh danh béang
phan tich gen 16S rRNA va so sénh sy gidng nhau vé cac gen 16S rRNA
cia cac chung CNN2, VNN3 va CNN4 véi trinh tu cong bd trén
GenBank. Tur két qua thu duoc c6 thé két luan 3 chung phan lap co diém
twong dong rat cao véi cac chang Methylobacter populi (CNN2), Ensifer
adhaerens (VNN3) va Acinetobacter pittii (CNN4).

Ddi chiéu véi danh muc céc l0ai vi sinh vét an toan cia Cong dong chau
Au ciing nhu danh muyc céc loai vi sinh vat bi han ché sir dung cho thay cac
ching Methylobacterium populi (c6 quan hé gan véi chang CNN2), ching
Ensifer adhaerens (c6 quan hé gan vai ching VNN3) khong nam trong nhom
vi sinh vat bi han ché st dung, dé tai Luan 4n budc dau d& nghi st dung tén
phén loai hop thirc cho 2 ching VSV tuong tmg nhur liét ké trong bang 3.8

Bang 3.8. P& xuit tén cac chiing vi sinh vat

Ky higu chiing Tén dé nghi
CNN2 Methylobacterium populi CNN2
VNN3 Ensifer adhaerens VNN3

Tir két qua nghién ciru mot s6 yéu té anh huong dén sinh truong cua
vi sinh vat sir dung trong nghién ciu, dé tai da tong hop cac diéu kién pha
hop cho qua trinh nhan sinh khdi cac chung vi sinh vat st dung trong san xuét
ché pham, két qua duoc trinh bay trong bang 3.16.
Biéng 3.16: Thong s6 k§ thuét phit hop cho nhén sinh khéi cac chiing VSV

. Chiung vi sinh vat
Thong so ky thuat
M. populi CNN2 E. adharens VNN3
pH moi truong 1én men 6,5 7,0
Nhiét d6 1én men sinh khoi (°C) 30 30
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Thoi gian 1én men sinh khbi

. 72 48
(g10)
Ty 1¢ giong cap 1 (%) 3 3
Méi truong 1én men sinh khoi SX1 SX1
Luu lugng cap khi (dm? khon

ong cap khi ( g 07 0.7

khi/dm3 méi trudng/phut)

Két qua nghién ctu kha ning ton tai cua cac chung vi sinh vat trong
ché pham cho thy tai thoi diém 0 gio, trong diéu kién hdn hop mat do chang
VSV sir dung trong nghién ciru >10° CFU/g, sau 1 thang mat do té bao VSV
van dat >10° CFU/g. Sau 3 thang mat do ca 2 ching M. populi CNN2 va E.
adharens VNN3 giam xudng >10° CFU/g va 6n dinh dén thoi diém kiém tra
sau 9 thang san xuét. Tai cac thoi diém kiém tra sau 12 thang san xuat mat do
cac chung M. populi CNN2 va E. adharens VNN3 trong ché pham giam
xudng >107 CFU/g, dap tng yéu cau ciia mot ché pham vi sinh khi dira ra tng
dung trong thuc tién.

3.3. Nghién ciru cong nghé san xuit ché pham vi sinh vat xir ly
dur lwgng thudc bao vé thuc vat gbc Lan hiru co trong dat trong ché.

Luén 4n d4 tién hanh nghién ctru mot s6 diéu kién thich hop cho qué
trinh nhan sinh khdi cac chung vi sinh vat dé tir d6 dua ra céac théng sb ky
thuat pht hop cho qua trinh nhan sinh khdi cac chung vi sinh vét, cu thé:

- Anh huong ciia nhiét d6: Chung M. populi CNN2 Ién men nhén
sinh khdi thich hop & dai nhiét do tir 25+30°C. Chung E. adharens VNN3
I&n men nhan sinh khdi thich hop ¢ nhiét do 30°C.

- Anh huéng ctia pH: - Ching M. populi CNN2 thich hop & pH moi
truong 1én men sinh khéi ban dau = 6,5. Ching E. adharens VNN3 thich

hop & pH méi trudng 1én men sinh khéi ban dau = 7,0.

17



- M6i truong nhan sinh khdi va thoi gian nudi cay: Dé thu sinh
khdi cao nhat véi thoi gian ngin nhat thi doi véi chung M. populi CNN2
c6 thé sir dung méi trudng san xuat SX1, SX2 va thu sinh khdi sau 72 gio;
chung E. adharens VNN3 ¢6 thé sinh truong tot trén méi truong san Xuat
SX1 va thoi gian thu sinh khéi la 48 gio.

- Ty 18 giéng cap 1: Két qua nghién ciru nay cho thay dé tiét kiém
chi phi san xuat thi lugng gidng cap 1 dugc bd sung vao 3% thich hop
nhat cho qua trinh 1én men sinh khéi.

- Anh huong cua lidu luong cap khi: Gia tri lidu luong cap khi 1a
0,7 dm? khong khi/lit méi trudng/phut 1 pht hop nhét.

- Thong sb k§ thuat st dung trong 1én men nhan sinh khi ching
M. populi CNN2 va E. adharens VNN3: D& tai di téng hop cac diéu kién
phit hop cho qué trinh nhan sinh khéi cac ching vi sinh vat sir dung trong
san xuat ché pham.

Trong nghién ctru ndy, cac diéu kién t6i wu dé san xuét sinh khoi
cua Methylobacterium populi CNN2 va Ensifer adhaerens VNN3 duoc
xac dinh la: Nhiét do: 30°C, pH: 6,5-7,0, Méi truong: SX1, Ty 1é giéng
cip 1: 3%; Tdc d6 thong khi: 0,7 dm?* khong khi/lit/phut.

3.4. Nghién cieu khd néing sir dung ché phdm vi sinh vdt phan
haiy thuéc bao vé thuc vat goc Lan hivu co

3.4.1. Khd ndng sir dung ché pham vi sinh vit xi Iy thuoc bao vé thuc
vét goc Lan hitu co trén dat trong ché qui mé nha hedi

Ché pham VSV da cho hiéu qua phan huy CPF dang ké:

- Miuc giam du luong CPF trong dat dat 76,35% (tir 3,68 xudng

con 0,87 mg/kg) & lidu cao nhat.
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- Du lugng CPF trong 1a ché giam manh tir 1,46 mg/kg con 0,249
mg/kg, twong tng higu qua giam héap thu dat 82,94%.
3.4.2. Hiéu qua cia ché pham vi sinh vat doi véi cdy ché trén thi

nghiém dién hep

- Két qua cho thay, cac chi tiéu mdi vi va mau sic & cac cong thuc thi
nghiém Ia khong sai khac. Cac chi tiéu ham lwong tro, cafein va tanin tuy cé
giam khi ting lugng ché pham vi sinh vat song gia tri thay doi rat nho, khong
sai khac nhiéu.

- Chat luong cheé trong c&c cong thirc st dung ché pham khong khac biét
S0 véi cong thie dbi chung (khéng sir dung ché pham). Khi sir dung ché pham,
ham lugng Chlorpyrifos trong ché giam lan lugt & Nghé An 1a 77,66%; hiéu
qua xtr Iy Chlorpyrifos trong dat dat 72-76%..

3.4.3. Hiéu qua cia ché pham vi sinh vdt doi véi cdy ché thi
nghiém dién rong

- Ché pham vi sinh vat khéng anh huéng dén chat lugng ché kinh
doanh. Sy ¢c6 mat cia 2 chang vi sinh vat M. populi CNN2 va E. adharens
VNNB3 trong ché phim di co tac dung lam giam Chlorpyrifos trong dét trong
che va san pham.

- Ché pham vi sinh dwoc phét trién trong nghién ctru ndy cho thiy hiéu
qua phan hity cao hon trong thoi gian ngan hon — dat 81,4% (CNN2) va 95,2%
(VNN3) chi trong 3 ngay nudi cay (két qua muc 3.3).

- Két qua xir Iy du lwong CPF bang ché pham trén dat trong ché cho
thay mirc giam tir 11 dén 16 lan so véi di ching va giam hon 76% trong céc

ung dung di¢n nho.
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3.5. Hiéu qud ciia ché phéim vi sinh vit doi véi cdy ché:

3.5.1.Thi nghiém dién hep:

Nghién ctru dugc thyc hién tai xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh
Nghé An. Hung Son 1a mot xa mién ndi thugc huyén Anh Son, Tay tinh
Nghé An. Huyén Anh Son dugc UNESCO dua vao danh sach cac dia
danh thuéc Khu du trir sinh quyén mién tdy Nghé An. Phan tich ham
luong Chlorpyrifos trong dat tréng ché trudc thi nghiém va céc cong thic
bon ché pham, sé liéu thu duoc ghi lai trong bang 3.24.

Bang 3.24. Du lwgng CPF trong dit trong cheé tai Nghé An.

Giai doan san | Cong thirc thi nghiém Dw lwgng Chlorpyrifos
Xuét cheé (mg/kg)
PC: Khong CP <0,002
L, Bon CP 100kg/ha <0,002
Kien thict
Bon CP 200kg/ha <0,002
Bon CP 300kg/ha <0,002
bC: Khong CP 0,042
) Bon CP 100kg/ha 0,012
Kinh doanh
Bon CP 200kg/ha 0,011
Bon CP 300kg/ha 0,011

O dat tréng ché kinh doanh, tat ca cac cong thie déu phat hién
Chlorpyrifos véi cac néng do khac nhau. Cu thé, ¢ cong thirc dbi chang—
khong str dung ché pham thi ham lwong Chlorpyrifos 1a 0,042 mg/kg,
nhung & c¢dng thic thi nghiém — sir dung ché pham vi sinh vat ¢ liéu lugng
100-300 kg/ha thi két qua cho thay ham luong Chlorpyrifos giam chi con
0,011-0,012 mg/kg (twong duong giam 72-76%).

20



https://vi.wikipedia.org/wiki/Ngh%E1%BB%87_An
https://vi.wikipedia.org/wiki/Khu_d%E1%BB%B1_tr%E1%BB%AF_sinh_quy%E1%BB%83n_mi%E1%BB%81n_t%C3%A2y_Ngh%E1%BB%87_An

3.5.2. Thi nghiém dién rgng:
Bang 3.30. D lwgng CPF trong dit trong ché

Loai hinh san Cong thwc thi Du lwong Chlorpyrifos
Xuit ché nghiém (mg/kg)
Trudc thi nghiém 0,064
Kinh doanh Déi chung <0,032
Thi nghiém <0,002
Trudc thi nghiém 0,042
Kién thiét Déi chung <0,022
Thi nghiém <0,002

Qua bang s6 liéu cho thiy, miu dit ¢ thoi diém trude thi nghiém &
ché kinh doanh va che kién thiét déu c6 phat hién thay Chlorpyrifos & gia tri
lan Tugt 1a 0,064 va 0,042 mg/kg. Song khi phan tich ham lugng OP trong dat
tai thoi diém sau thi nghiém & ca hai cdng thic déi ching du luong
Chlorpyrifos giam so voi ban dau, diéu ndy c6 thé do du lwong Chlorpyrifos
c6 thé bi rua troi, phan huy tu nhién dudi tac dong cua cac yéu té thoi tiét
(mura, ning, gio, v.v.). O cac cong thic thi nghiém cé str dung ché pham VSV
thi du lugng Chlorpyrifos con lai 1a rat thap (<0,002 mg/kg). Két qua nay
khiang dinh thém hiéu qua cua vi sinh vét trong ché phidm da phat huy duoc
vai trd caa chiing trong xtr 1y du luong Chlorpyrifos trong dét trong ché.
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Chuwong IV: KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luan:

1. Tir 20 miu dét trong ché thu thap tir Thai Nguyén, Nghé An, dé
tai Luédn an da phan lap dugc 4 ching vi sinh vat c¢6 hoat tinh phan hay
Chlorpyrifos. Két qua phan loai theo Bergey va dinh danh bang k¥ thuat
sinh hoc phéan tor da lya chon dugc 2 chung vi sinh vat co ky hiéu
Methylobacterium populi CNN2 va Ensifer adhaerens VNN3 c¢6 kha nang
phan hiy Chlorpyrifos, c6 tinh an toan sinh hoc va du diéu kién lam vat
lidu phuc vu cho nghién ctru san xuat ché pham vi sinh vat phan hay thudc
BVTV chira gbc Lan hitu co.

2. Pé tai Luan an nghién ciru xdy dung duoc quy trinh cong nghé
I&én men nhan sinh khéi trén cac ching Methylobacterium populi CNN2 va
Ensifer adhaerens VNN3 va quy trinh san xuat ché pham vi sinh vat xir Iy
du luong thude BVTV ¢6 chtra gbe Lan hiru co:

- Chung Methylobacterium populi CNN2: pH moi truong [én
men: 6,5; Nhiét d¢ 1én men sinh khdi: 30°C; Thoi gian 1én men sinh khdi:
72 gio; Ty 1é gidng cap 1: 3%; Mbi trudng 1én men sinh khdi: SX1; Luu
luong cap khi 0,7 dm?® khong khi/dm® méi truong/phut; mat do té bao dat
>108 CFU/m, hoat tinh sinh hoc 6n dinh.

- Chung Ensifer adhaerens VNN3: pH méi truong Ién men: 7,0;
Nhiét d6 1én men sinh khéi: 30°C; Thoi gian 1én men sinh khdi: 48 gio;
Ty 18 gidng cap 1: 3%; Mbi truong 1én men sinh khbi: SX1; Luu lugng
cap khi 0,7 dm® khong khi/dm® méi trudng/phut; mat do té bao dat >108
CFU/ml, hoat tinh sinh hoc 4n dinh.

Ché pham vi sinh vat xir Iy du lugng thudec BVTV c6 chira gbc
Lan hitu co, mat do chung vi sinh vat > 108 CFU/g va chét luong 6n dinh
sau 9 thang bao quan diéu kién binh thuong.

3. Két qua danh gia hiéu qua cta ché phim vi sinh vat trén dat
trong ché dién hep tai xd Hung Son, huyén Anh Son, Nghé An cho thay:
Chét luong ché trong cac cong thic st dung ché pham khong khac biét so
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v6i cong thirc dbi chung (khong st dung ché phdm). Khi sir dung ché
pham, ham lwong Chlorpyrifos trong ché giam 77,66%; hiéu qua xur 1y
Chlorpyrifos trong dat dat 72-76%: cay ché sinh truéng tét hon, cic chi
tiéu sinh truong vé chidu cao, rong tan, chiéu dai bap, khdi lugng bap va
mat do bup & cong thirc thi nghiém déu cao hon cong thire dbi chimg.

4. Két qua danh gia hiéu qua cua ché pham vi sinh vat trén dét trong
che dién rdng tai xa Hung Son, huyén Anh Son, Nghé An cho théy: Str dung
ché pham ¢ liéu luong 10kg/ha gitp cay ché sinh trudng tot hon, cac chi tiéu
sinh trudng vé chiéu cao, rong tan, chiéu dai bip, khdi lugng bup va mat do
blp & cong thirc thi nghiém déu cao hon cong thirc dbi chimg; Nang suét ché
kinh doanh tiang 16,48%, ché kién thiét tang 27,78%; khi str dung ché pham véi
liéu lugng 100kg/ha c6 thé xtr Iy duge du lugng Chlorpyrifos trong dat va trong
14 ché. Ché phdm VSV ciia dé tai Luan an con ¢ tac dung tuong hd gitp cho
su phat trién cia quan thé vi sinh vat trong dét trong ché phat trién, dic biét 1a
nhém vi sinh vat ¢6 ich ¢6 dinh dam tu do.

Kién nghi:

Ung dung vi sinh vat trong xir 1y 6 nhiém, cai thién chat lugng
moi truong, ddc biét moi truong nong nghi€p la mot trong nhiing giai
phap than thién, sinh thai do vay can tiép tuc tién hanh nghién ctru khai
thac tmg dung thém cac ching vi sinh vt c6 ich khac (VSV ¢b dinh dam,
phan giai Lan, VSV khang VSV gay bénh thyc vat) cung két hop vai viéc
khai thac st dung nhiing ching vi sinh vat c6 hoat tinh phan huy du lugng
thubc BVTV trong dat dé tao ra nhiing san pham tét hon, da hoat tinh hon
dap tng duoc yéu cau cua thyuc tién va dé hudng téi nén san xuit nong
nghiép hitu co bén viing.
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