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LỜI CAM ĐOAN 
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của tôi và cũng là kết quả tham gia đào tạo của đề tài do TS. Trần Thị Như Hằng 
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Quốc gia Hà Nội cùng toàn thể các Thầy, Cô giáo, cán bộ viên chức Khoa Môi 

trường, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên (ĐHKHTN), Đại học Quốc gia Hà Nội 
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1.1.3. Kh i niệm thuốc  ảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ .......................................... 16 
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 ảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ trong đất trồng chè. ....................................... 76 

3.3.1.  Ảnh hưởng của nhiệt độ ................................................................................. 77 

3.3.2. Ảnh hưởng của pH .......................................................................................... 79 
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MỞ ĐẦU 

1. Lý do lựa chọn đề tài 

Trong những năm gần đây, việc lạm dụng phân bón hóa học, thuốc bảo vệ 

thực vật hóa học trong nông nghiệp để đạt năng suất và sản lượng cao đã làm cho 

đất đai ngày càng tho i hóa, dinh dưỡng bị mất cân đối, mất cân bằng hệ sinh thái 

trong đất, thậm chí gây ô nhiễm môi trường đất. Các loại thuốc bảo vệ thực vật (sau 

đây viết tắt là BVTV) chứa hoạt chất phospho hữu cơ (còn gọi là gốc Lân hữu cơ 

hoặc viết tắt là OP) được sử dụng để diệt côn trùng, sâu bọ. Trong điều kiện tự 

nhiên, sự phân giải các gốc Lân hữu cơ này xảy ra rất chậm, do vậy chúng thường 

tích lũy trong đất hoặc bị rửa trôi vào sông, suối, mạch nước ngầm. Thuốc BVTV 

gốc Lân hữu cơ đã được chứng minh là chất độc nguy hiểm không chỉ đối với một 

số loại côn tr ng và động vật hoang dã, mà còn gây hại cho con người, đặc biệt là 

đối với trẻ nhỏ và phụ nữ có thai. Không những vậy thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ 

có đặc tính dễ tan trong nước, có khả năng hấp thụ vào máu, dịch thể, thần kinh của 

vật chủ nhanh chóng nên chúng thực sự nguy hiểm nếu không được kiểm soát chặt 

chẽ. Một số thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ có tác động tiêu cực tới môi 

trường và sức khỏe con người, bao gồm Glyphosate, Chlorpyrifos, Parathion, 

Methyl parathion, Diazinon, Coumaphos, Monocrotophos, Fenamiphos và Phorate. 

Các nghiên cứu cho thấy thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ có thể làm thay đổi 

hormone, ảnh hưởng đến DNA, thai dị dạng, tinh trùng, buồng trứng và trứng phát 

triển không  ình thường của người và động vật. 

Tại Việt Nam, thuốc BVTV chứa gốc Lân hữu cơ hiện nay vẫn được dùng 

rộng rãi trong nông nghiệp nói chung và đặc biệt tại các vùng sản xuất chè nói riêng 

mà chưa có c c  iện pháp kiểm soát việc lạm dụng thuốc bảo vệ thực vật, cũng như 

tồn dư thuốc bảo vệ thực vật trong đất sẽ t c động tiêu cực đến môi trường, đe doạ 

sức khỏe cộng đồng và sự phát triển bền vững của ngành nông nghiệp. 

Khả năng tích tụ, tồn dư thuốc BVTV trong môi trường đất, môi trường nước 

với độc tính của chúng có nguy cơ ảnh hưởng tiêu cực đến sức khỏe con người, 

động vật và môi trường sinh th i đang là bài toán thách thức đối với các nhà khoa 

học và là vấn đề xã hội rất quan tâm. Việc loại bỏ dư lượng thuốc BVTV, cụ thể là 
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các hợp chất chứa gốc Lân hữu cơ luôn là bài toán khó vẫn chưa có lời giải một 

cách trọn vẹn và hiệu quả trong thực tiễn sản xuất cũng như mục tiêu hướng tới một 

nền sản xuất nông nghiệp an toàn. 

Bên cạnh các nghiên cứu phát triển các công nghệ hóa lý trong xử lý dư lượng 

thuốc BVTV trong đất trồng nông nghiệp thì giải pháp, công nghệ sinh học xử lý đất có 

chứa thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ theo hướng sử dụng các chế phẩm sinh học chứa 

các chất xúc tác hiệu quả cao, gồm cả enzyme và vi sinh vật được xem như một hướng 

nghiên cứu nhiều triển vọng. Đồng thời, việc sử dụng sinh vật để xử lý ô nhiễm môi 

trường (bioremediation) là giải pháp xanh, thân thiện và bền vững. Công nghệ này 

dựa trên khả năng hoạt động của các enzyme ngoại  ào xúc t c để chuyển hóa các chất 

lạ sinh học (xenobiotic substances). Việc sử dụng các enzyme ngoại bào dạng tồn tại 

trong sinh khối (vi sinh vật tiết ra enzyme) cũng như dạng chiết xuất (enzyme tinh 

sạch) là một kỹ thuật xử lý môi trường hiệu quả và hiện đại. 

Nhiều công trình nghiên cứu khoa học trước đây đã tìm ra một số vi sinh vật 

có khả năng đồng hóa và khoáng hóa các hợp chất chứa gốc lân hữu cơ, trong đó 

phải kể đến một số vi khuẩn như Enterobacter sp., Flavobacterium sp., 

Pseudomonas diminuta, Micrococcus sp., và một số loài nấm như Phanerochaete 

chrysosporium, Hypholama fascicularae, Coriolus versicolor, Aspergillus sp., 

Trichoderma harzianum và Pencillium brevicompactum. Đ ng chú ý, trong số các 

chủng vi sinh vật nêu trên có những loài không chỉ có khả năng phân giải thuốc 

BVTV gốc Lân hữu cơ tồn dư, tích tụ trong môi trường, mà còn có khả năng tạo 

enzyme phosphatase, muối oxalat hoặc axit (HNO3 hoặc H2SO4), góp phần chuyển 

hóa hợp chất phospho không tan thành dạng phospho hòa tan để cây trồng hấp thu, 

tăng cường dinh dưỡng Lân cho cây trồng.   

Đề tài luận án: “Nghiên cứu tuyển chọn và ứng dụng vi sinh vật để xử lý tồn 

dư thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ trong đất trồng chè” của nghiên cứu sinh 

được thực hiện sẽ góp phần bổ sung cơ sở khoa học và thực tiễn cho việc ứng dụng 

vi sinh vật để xử lý tồn dư thuốc bảo vệ thực vật có gốc Lân hữu cơ trên đất nông 

nghiệp, góp phần giảm thiểu t c động tiêu cực của thuốc BVTV đến con người, 

động vật, cây trồng, hệ sinh thái và môi trường. 
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2. Mục tiêu nghiên cứu  

 Tuyển chọn được chủng vi sinh vật có hoạt tính sinh học cao và ổn định để 

xử lý dư lượng thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ nhằm tạo cơ sở khoa học và 

thực tiễn phục vụ sản xuất chế phẩm sinh học xử lý dư lượng thuốc vệ thực vật gốc 

Lân hữu cơ trong đất nông nghiệp. 

3. Đối tƣợng và phạm vi nghiên cứu 

- Đối tượng nghiên cứu: Chủng vi sinh vật có hoạt tính phân giải thuốc 

BVTV gốc lân hữu cơ được phân lập từ đất trồng chè tại tỉnh Nghệ An. Đất nông 

nghiệp khu vực thâm canh chè có dư lượng thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ. 

- Phạm vi nghiên cứu: Nghiên cứu cơ  ản được thực hiện tại phòng thí 

nghiệm của Viện Môi trường Nông nghiệp, Viện Công nghệ sinh học, Trường Đại 

học Khoa học Tự nhiên. Nghiên cứu đ nh gi  khả năng sử dụng vi sinh vật có khả 

năng phân giải thuốc BVTV gốc lân hữu cơ đối với đất trồng chè thuộc Hợp tác xã 

chè Minh S ng, xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An.  

4. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn 

 -  Tuyển chọn được những chủng vi sinh vật bản địa có nguồn gốc rõ ràng, 

có hoạt tính sinh học ổn định và an toàn sinh học cao để ứng dụng trong xử lý dư 

lượng thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ trong đất nông nghiệp trong điều kiện 

thực tế tại Việt Nam.  

 - Bổ sung danh mục các chủng vi sinh vật có hoạt tính phân hủy dư lượng 

thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ; cung cấp phương ph p, số liệu, thông tin 

khoa học làm cơ sở cho các nghiên cứu công nghệ xử lý dư lượng thuốc bảo vệ thực 

vật gốc Lân hữu cơ nói riêng và thuốc bảo vệ thực vật nói chung trong đất trồng 

nông nghiệp bằng phương pháp vi sinh vật. 

5. Những đóng góp mới của đề tài luận án 

 - Sử dụng vi sinh vật bản địa: Tuyển chọn và ứng dụng các chủng vi sinh vật 

được phân lập từ môi trường trong nước, đảm bảo nguồn gốc tự nhiên và phù hợp 

với điều kiện canh tác thực tế tại Việt Nam. Các chủng vi sinh được định danh 

chính x c đến mức độ loài, đảm bảo về mặt an toàn sinh học khi phóng thích vào 

môi trường, góp phần giảm thiểu rủi ro cho hệ sinh thái. 
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 - Ứng dụng vào xử lý dư lượng thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ: Nghiên cứu 

khả năng phân giải, xử lý thuốc BVTV kết hợp với phát triển, thử nghiệm chế phẩm 

vi sinh vừa có khả năng xử lý dư lượng thuốc bảo vệ thực vật chứa gốc Lân hữu cơ 

trong đất trồng chè, tạo ra một giải pháp hiệu quả cho việc khử độc và bảo vệ môi 

trường đồng thời nâng cao chất lượng và năng suất cây trồng. 

 - Kết quả nghiên cứu của luận án: Không chỉ mang tính mới về mặt khoa học 

mà còn có ứng dụng thực tiễn cao, góp phần bảo vệ môi trường, sức khỏe cộng 

đồng và cải thiện chất lượng sản phẩm chè thương phẩm. 

6. Nội dung nghiên cứu 

Nội dung 1: Tổng hợp, thu thập tài liệu, đ nh gi  và khảo sát hiện trạng ô 

nhiễm gốc Lân hữu cơ trong đất ở vùng trồng rau, chè. 

Nội dung 2: Nghiên cứu và tuyển chọn chủng vi sinh vật (VSV) có khả năng 

phân giải thuốc BVMT gốc Lân hữu cơ (cụ thể là thuốc trừ sâu Chlorpyrifos).  

Nội dung 3: Nghiên cứu sản xuất, ứng dụng chế phẩm VSV phân hủy 

Chlorpyrifos. 

Nội dung 4: Thử nghiệm, đ nh gi  hiệu quả của chế phẩm VSV phân hủy dư 

lượng Chlorpyrifos trong đất trồng chè. 

Các nội dung trên được bố trí trong 4 chương của luận án: 

Chương 1: Tập trung vào việc tổng quan tài liệu trong nước và quốc tế liên 

quan đến vấn đề nghiên cứu. 

Chương 2: Mô tả đối tượng và phương ph p nghiên cứu đã tiến hành nhằm 

đạt được mục tiêu của đề tài. 

Chương 3: Trình  ày c c kết quả nghiên cứu đạt được, bình luận và so sánh các 

kết quả đó với những nghiên cứu tương tự trước đây ở trên thế giới và Việt Nam. 

Chương 4: Kết luận và Kiến nghị. 
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CHƢƠNG I. TỔNG QUAN VỀ VẤN ĐỀ NGHIÊN CỨU 

1.1. Tổng quan về thuốc bảo vệ thực vật 

Nông nghiệp là ngành sản xuất vật chất cơ  ản, giữ vai trò to lớn trong việc 

phát triển kinh tế ở hầu hết c c nước trên thế giới, nhất là ở c c nước đang ph t 

triển, bao gồm cả Việt Nam. Nhu cầu lương thực quốc tế ước tính tăng từ 80 đến 

100% trong những thập kỷ tới để đối phó với tình trạng dân số ngày càng tăng [81]. 

Trong những năm gần đây, việc lạm dụng phân bón hóa học, thuốc bảo vệ 

thực vật hóa học trong nông nghiệp với mục đích đạt năng suất và sản lượng cao đã 

làm cho đất đai ngày càng tho i hóa, dinh dưỡng bị mất cân đối, mất cân bằng hệ 

sinh th i trong đất thậm chí gây ô nhiễm đất, gây ảnh hưởng không nhỏ đến sức 

khỏe con người và hệ sinh thái [44, 54]. Thực tế, ngành nông nghiệp đang cải thiện 

năng suất bằng cách khắc phục 40% tổn thất m a màng (tương đương 2,5 nghìn tỷ 

USD) do sâu bệnh phá hoại [81, 144]. Tuy nhiên, chỉ một lượng nhỏ (khoảng 1,0 

%) thuốc BVTV sử dụng để tiêu diệt các loài gây hại và phần dư lượng còn lại sẽ 

lắng đọng trong đất nông nghiệp, dẫn đến rửa trôi vào sông, suối, mạch nước ngầm 

và gây ra tác hại nghiêm trọng đến hệ sinh th i đất và nước [103, 119]. 

 Việc loại bỏ tồn dư c c thuốc BVTV đặc biệt là thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ 

đang là một trong những khó khăn chính mà nền nông nghiệp phải đối mặt. Vì vậy 

cần phải có những hiểu biết về thuốc BVTV nói chung và thuốc BVTV gốc Lân hữu 

cơ nói riêng thì mới có thể đưa ra phương ph p xử lý tồn dư một cách có hiệu quả. 

1.1.1. Khái niệm thuốc bảo vệ thực vật 

 Khoản 16 Điều 3 Luật Bảo vệ và kiểm dịch thực vật năm 2013 đã nêu rõ: 

―Thuốc bảo vệ thực vật là chất hoặc hỗn hợp các chất hoặc chế phẩm vi sinh vật có 

tác dụng phòng ngừa, ngăn chặn, xua đuổi, dẫn dụ, tiêu diệt hoặc kiểm soát sinh vật 

gây hại thực vật; điều hòa sinh trưởng thực vật hoặc côn trùng; bảo quản thực vật; 

làm tăng độ an toàn, hiệu quả khi sử dụng thuốc‖. Theo đó, thuốc bảo vệ thực vật là 

các chất hoặc sản phẩm có tác dụng phòng ngừa, kiểm soát, tiêu diệt các tác nhân 

gây hại như sâu  ệnh, cỏ dại, nấm bệnh và các sinh vật gây hại kh c đối với cây 

trồng.  

 Mục đích của việc sử dụng thuốc BVTV là nhằm bảo vệ cây trồng, đảm bảo 

https://thuvienphapluat.vn/van-ban/Tai-nguyen-Moi-truong/Luat-bao-ve-kiem-dich-thuc-vat-2013-215840.aspx?anchor=dieu_3
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năng suất và chất lượng sản phẩm, đồng thời góp phần nâng cao an toàn thực phẩm 

và bảo vệ môi trường trong sản xuất nông nghiệp [16].  Thuốc BVTV hay còn gọi là 

hóa chất BVTV là những loại hóa chất bảo vệ cây trồng hoặc những sản phẩm bảo 

vệ mùa màng. Bên cạnh đó, các loại thuốc kích thích sinh trưởng, giúp cây trồng đạt 

năng suất cao cũng là một dạng của thuốc BVTV [16]. 

 Thuốc BVTV là những hóa chất độc, có khả năng ph  hủy tế  ào, t c động 

đến cơ chế sinh trưởng, phát triển của sâu bệnh, cỏ dại và cả cây trồng, vì thế khi 

các hợp chất này đi vào môi trường, chúng cũng có những t c động nguy hiểm đến 

môi trường, đến những đối tượng tiếp xúc trực tiếp hay gián tiếp. Đây cũng là lý do 

mà thuốc BVTV nằm trong số những hóa chất đầu tiên được kiểm tra triệt để về bản 

chất, về tác dụng cũng như t c hại [16]. 

 Về cơ  ản thuốc BVTV được sản xuất dưới các dạng sau [35]: 

 - Thuốc sữa: Viết tắt là EC hay ND: gồm các hoạt chất, dung môi, chất hóa 

sữa và một số chất phù trị khác. Thuốc ở thể lỏng, trong suốt, tan trong nước 

thành dung dịch nhũ tương tương đối đồng đều, không lắng cặn hay phân lớp. 

 - Thuốc bột thấm nước: Còn gọi là bột hòa nước, viết tắt là WP, BTN: gồm 

hoạt chất, chất độn, chất thấm ướt và một số chất phù trợ khác. Thuốc ở dạng bột 

mịn, phân t n trong nước thành dung dịch huyền phù, pha với nước để sử dụng. 

 - Thuốc phun bột: Viết tắt là DP, chứa các thành phần hoạt chất thấp (dưới 

10%), nhưng chứa tỉ lệ chất độn cao, thường là đất sét hoặc bột cao lanh. Ngoài 

ra, thuốc còn chứa các chất chống ẩm, chống dính. Ở dạng bột mịn, thuốc 

không tan trong nước. 

 - Thuốc dạng hạt: Viết tắt là G hoặc H, gồm hoạt chất, chất độn, chất bao 

viên và một số chất phù trợ khác.  

Ngoài ra còn một số dạng tồn tại khác: 

 - Thuốc dung dịch;    - Thuốc bột tan trong nước; 

 - Thuốc phun mùa nóng;   - Thuốc phun mùa lạnh. 

1.1.2. Phân loại thuốc bảo vệ thực vật  

 *) Phân loại theo gốc hoá học  
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 Căn cứ vào bản chất hóa học của các loại hóa chất BVTV, chúng được phân 

chia thành các nhóm khác nhau [35]. Dưới đây mô tả sơ  ộ hóa chất BVTV thuộc 

các nhóm Clo hữu cơ, Lân hữu cơ, Carbamat và Pyrethroid: 

 a) Hóa chất BVTV thuộc nhóm hợp chất Clo hữu cơ: Hóa chất BVTV thuộc 

nhóm Clo hữu cơ (cơ Clo) là nhóm hóa chất BVTV tổng hợp; điển hình của nhóm 

này là DDT (Dichloro Diphenyl Trichloroethane), , Endosulfan. Hầu hết các loại 

thuốc BVTV thuộc nhóm này đã  ị cấm sử dụng vì chúng là các chất hữu cơ khó 

phân huỷ, tồn lưu lâu trong môi trường. Công ước Stockholm về các chất ô nhiễm 

hữu cơ khó phân hủy cũng quy định về việc giảm thiểu và loại bỏ các loại thuốc bảo 

vệ thực vật, đa phần thuộc nhóm Clo hữu cơ này. 

 Hóa chất BVTV nhóm Clo hữu cơ thường có độ độc ở mức độ I hoặc II. Các 

hợp chất trong nhóm này gồm: Aldrin, Lindan, Chlordan, DDE (Dichloro Diphenyl 

Dichloroethylene), DDT, Dieldrin, Endrin, Endosulphan, Heptachlor, Keltan, 

Lindane, Methoxyclor, Rothan, Perthan, TDE (Dichloro Diphenyl Dichloroethane), 

Toxaphen,…là những hợp chất mà trong cấu trúc phân tử của chúng có chứa một 

hoặc nhiều nguyên tử Clo liên kết trực tiếp với nguyên tử Cacbon. Trong các hợp 

chất trên DDT và Lindane là những loại hóa chất BVTV được sử dụng nhiều nhất ở 

Việt Nam từ trước những năm 1960-1993. 

 b) Hóa chất BVTV thuộc nhóm Lân hữu cơ: Là c c este của axit phosphoric; 

đây là nhóm hóa chất độc với người và động vật m u nóng, điển hình của nhóm này 

là Methyl Parathion, Ethyl Parathion, Mehtamidophos, Malathion... Hầu hết các loại 

hóa chất BVTV trong nhóm này cũng đã  ị cấm do độc tính của chúng cao. Dấu 

hiệu và triệu chứng nhiễm độc thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ bao gồm: 

Nhức đầu, choáng váng, cảm giác nặng đầu, nhức th i dương, giảm trí nhớ, dễ mệt 

mỏi, ngủ không ngon giấc, ăn kém ngon, chóng mặt.  

 c) Hóa chất BVTV thuộc nhóm Carbamat: Là các este của axit Carbamic có 

phổ phòng trừ rộng, thời gian cách ly ngắn, điển hình của nhóm này là Bassa, 

Carbosulfan, Lannate... Cũng như nhóm Lân hữu cơ, c c triệu chứng nhiễm độc 

thuốc BVTV nhóm này là rất khó khăn, phần lớn các dấu hiệu lâm sàng mang tính 

chủ quan. Các triệu chứng nhiễm độc gồm nhức đầu, choáng váng, dễ mệt mỏi, ngủ 

không ngon giấc, ăn kém ngon, chóng mặt 
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 d) Thuốc BVTV thuộc nhóm Cúc tổng hợp (Pyrethroid): Là các este có thêm 

c c Cl, N. Ban đầu, bắt nguồn từ hoạt chất pytherin có nguồn gốc tự nhiên từ cây 

hoa cúc (pytherum), có phổ trừ sâu rộng, hiệu lực diệt cao, độc tính thấp với động 

vật m u nóng, nhưng độc cao với cá, dễ bị phân hủy quang hóa nên thường d ng để 

diệt và loại côn trùng trong nhà. Với hiệu lực diệt cao hơn và độ bền quang hóa tốt 

hơn nhằm đưa vào sử dụng rộng rãi thay thế cho những hợp chất diệt côn trùng 

nhóm Clo hữu cơ, Lân hữu cơ và car amat. C c pyrethroid tổng hợp đựợc sử dụng 

rộng rãi nhất bao gồm Permethrin, Cypermethrin và Deltamethrin. 

 *) Phân loại thuốc bảo vệ thực vật theo công dụng  

 Trên thị trường có hàng trăm loại hoạt chất với hàng nghìn tên thương mại 

khác nhau về thuốc BVTV, tuy nhiên theo công dụng [35] thì có thể phân làm 5 loại 

chính gồm thuốc trừ sâu bệnh (hợp chất hữu cơ clo, hợp chất hữu cơ phospho, ...); 

thuốc diệt cỏ; thuốc diệt nấm; thuốc diệt chuột và thuốc kích thích. 

 *) Phân loại theo nhóm độc: Độc tính cấp tính và độc tính mãn tính. 

 *) Phân loại theo thời gian phân huỷ: Dựa theo thời gian phân huỷ có thể 

chia làm các nhóm sau: 

 - Nhóm hầu như không phân huỷ (các hợp chất hữu cơ chứa kim loại...); 

 - Nhóm khó phân huỷ (DDT, 666); 

 - Nhóm phân huỷ trung bình (nhóm hợp chất hữu cơ chứa clo); 

- Nhóm dễ phân huỷ (nhóm hợp chất phospho hữu cơ, cac amat). 

Việc sử dụng thuốc BVTV trong nông nghiệp là cần thiết nhằm ngăn chặn 

các loài vật gây hại mùa màng, giúp nâng cao sản lượng, chất lượng sản phẩm. 

Theo ước tính, mỗi năm 4 triệu tấn thuốc BVTV được sử dụng trong nông nghiệp. 

Tuy nhiên, chỉ 1-10% lượng thuốc đến được đích và tiêu diệt côn trùng, sâu bọ… 

Phần lớn thuốc BVTV không được sử dụng đi vào hệ sinh th i đất và nước gây nên 

các áp lực sinh thái, ảnh hưởng trực tiếp đến động thực vật và con người [123]. 

1.1.3. Khái niệm thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ 

 Phospho hữu cơ (còn gọi là Lân hữu cơ) là tên gọi chung cho các ester của 

axit phosphoric. Từ năm 1938 đến nay đã có khoảng 50.000 hợp chất phospho hữu 

cơ (viết tắt là OP) được tổng hợp. Các hợp chất OP được sử dụng khá phổ biến, đặc 
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biệt là có khoảng 80 hợp chất được dùng trong nông nghiệp dưới dạng thuốc bảo vệ 

thực vật [80]. 

 Các hợp chất phospho nói chung đóng vai trò quan trọng trong các quá trình 

sống, đặc biệt là quá trình quang hợp, trao đổi chất và các hệ coenzyme. Tuy nhiên, 

các hợp chất phospho lại bao gồm nhiều chất có tính độc thần kinh (neurotoxic), 

trong đó phải kể đến các triesters, phosphonates, phosphonofluoridates và 

phosphonothioates [80]. Cấu trúc chung của phần lớn OP là giống nhau, chứa 3 liên 

kết phosphoester. Công thức hóa học chung của các thuốc BVTV gốc OP có dạng 

như mô tả ở hình 1.1 dưới đây. Hợp chất OP chứa liên kết hóa học C-P là bền vững 

và bền với sự thủy phân hóa học, nhiệt và ánh sáng.  

 

Hình 1.1. Cấu trúc hóa học chung của các hợp chất OP. 

 Công thức chung của OP được trình bày ở hình 1.1. Trong đó R1, R2 chủ yếu 

là nhóm aryl hoặc alkyl có thể gắn trực tiếp với phospho hoặc thông qua nguyên tử 

oxy, lưu huỳnh. Trong một số trường hợp, R1 được liên kết trực tiếp với P và R2 liên 

kết với một nguyên tử oxy hoặc lưu huỳnh. Ít nhất một trong 2 nhóm này được gắn 

với các nhóm amin không thay thế. Nhóm X có thể đa dạng. 

 Thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ được dùng rộng rãi và phổ biến nhất trong các 

loại thuốc BVTV, là các este của axit phosphoric. Đây là nhóm hóa chất độc với 

người và động vật m u nóng, điển hình của nhóm này là: Malathion, Fenitrothion, 

Methyl Parathion, Ethyl Parathion, Diazinon, Phosphamidon, Dichlorvos, 

Chlopyrifos, Monocrotophos, Chlorophos, Methamidophos, Dimethoate, 

Phenthoate, Glysophate………….[34]. 

 *) Phân loại thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ 

 Dựa trên cấu trúc hóa học (mô tả ở hình 1.1), c c thuốc BVTV gốc Lân hữu 

cơ được phân ra 5 lớp chủ yếu là: Phosphate (i); Thiophosphate (ii); 
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Dithiophosphate (iii); Chlorophosphate (iv); Phosphorodiamidate (v). Cấu trúc hóa 

học của c c lớp thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ được thể hiện theo  ảng 1.1 [80]. 

Bảng 1.1. Các lớp thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ theo cấu trúc hóa học [80] 

TT 
Tên lớp thuốc BVTV 

gốc Lân hữu cơ 

Cấu trúc hóa học 

điển hình 

Tên thuốc BVTV  

thƣờng dùng 

1 Phosphate 

 

Diazinon 

Demeton 

2 Thiophosphate 

 

Metyl parathion 

Parathion 

3 Dithiophosphate 

 

Malathion 

Dimethoate 

4 Chlorophosphate 

 

Diethyl chlorophosphate 

(DCP) 

5 Phosphorodiamidate 

 

Diamidafos 

1.1.4. Tính chất chung của thuốc bảo vệ thực vật gốc lân hữu cơ 

Đặc điểm chung về hóa học của các hợp chất OP là dễ bị thủy phân. Tác 

nhân thủy phân đến gần chất phản ứng và tấn công vào nguyên tử phospho. Sản 

phẩm thủy phân là tạo thành este đơn giản hơn của axit phosphoric [80]. 

Tính chất quan trọng thứ hai là phản ứng hoạt hóa nhân phospho. Phản ứng 

xảy ra thường tạo thành chất ức chế enzym cholinesteraza mạnh hơn.  

 Đi đôi với phản ứng hoạt hóa là phản ứng phân hủy. Nhờ phản ứng này, các hợp 

chất OP chuyển hóa thành dẫn xuất trung gian kém độc hơn là chất chính phẩm. 

1.1.5. Tác động của thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

Ưu điểm của các loại thuốc BVTV chứa gốc OP là có tác dụng nhanh, phổ 

tác dụng rộng đối với các loài sâu hại và tác nhân gây bệnh ở thực vật. Tuy nhiên, 

nhược điểm lớn của các hợp chất này là tương đối độc, t c động tiêu cực đến động 



19 

vật có dây sống nói chung và cơ thể con người nói riêng [12]. Bên cạnh đó, sử dụng 

thiếu hợp lý thuốc BVTV chứa gốc OP còn gây hại đến môi trường và ảnh hưởng 

nghiêm trọng tới cân bằng sinh thái. 

*) Tác động của hợp chất OP đối với cơ thể người và động vật 

 Thuốc BVTV chứa OP có thể xâm nhập vào cơ thể qua thức ăn, không khí, 

tiếp xúc, đường nước v.v.. Khi vào cơ thể động vật, OP tác dụng ức chế enzyme 

acetylcholine esterase (AChE) [112, 169] 

 Acetylcholine là thành phần thiết yếu của hệ thống thần kinh và đảm bảo 

việc truyền xung thần kinh ở não, xương và hệ thống cơ [50]. Để đảm bảo hoạt 

động dẫn truyền xung thần kinh, acetylcholine phải được thủy phân thành choline 

và acetyl-CoA bởi enzyme AChE. Khi cơ thể động vật bị nhiễm OP, AChE bị ức 

chế không phục hồi theo phản ứng sau: 

 

 Hậu quả của phản ứng trên là sự tích tụ acetylcholine, dẫn đến kích thích các 

thụ thể của acetylcholine ở khớp thần kinh của hệ thần kinh và dẫn đến co thắt, co 

giật, liệt, ngạt thở và có thể gây chết [126, 173]. 

 Một số thuốc BVTV chứa OP hiện được sử dụng rộng rãi với đặc tính bán 

phân rã và độc tính với động vật được trình bày tại Bảng 1.2 [61]. Theo bảng 1.2, 

một số thuốc trừ sâu chứa OP như parathion và coumaphos có độc tính cao, với liều 

gây chết LD50 khoảng từ 2-41 mg/kg. 
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Bảng 1.2. Độc tính của một số thuốc BVTV chứa gốc OP [61] 

Tên chất BVTV Mục đích sử 

dụng 

Thời gian bán 

rã (ngày) 

Độc tính trên 

động vật* 

(mg/kg) 

 

Thuốc trừ sâu 

 

 

Thuốc trừ sâu 

 

Thuốc trừ sâu 

 

 

Thuốc trừ sâu 

 

Thuốc diệt 

nhện 

 

Thuốc 

diệt cỏ 

16-120 

 

 

30-180 

 

11-21 

 

 

2-41 

 

24-1400 

 

 

30-174 

135-163 

 

 

2-10 

 

80-300 

 

 

160-387 

 

16-41 

 

 

3530-5600 

*Với thuốc BVTV OP, độc tính là liều gây chết 50% động vật thử nghiệm (mg/kg) 

 Khi tiếp xúc trực tiếp, thuốc BVTV dễ xâm nhập vào cơ thể người qua đường 

miệng, đường da, đường hô hấp gây nhiễm độc và ngộ độc thuốc BVTV. Những người 

ít hoặc không tiếp xúc trực tiếp với thuốc BVTV cũng có thể bị nhiễm độc do ăn, uống 

những nông sản, nước sinh hoạt, nước mưa có nhiễm thuốc BVTV. Thuốc BVTV gốc 

Lân hữu cơ xâm nhập vào cơ thể qua đường hô hấp, tiêu hóa, da, trong đó sự hấp thu 

các hợp chất OP ở niêm mạc đường tiêu hóa diễn ra rất nhanh, chỉ sau vài phút đã xuất 

hiện các dấu hiệu nhiễm độc. Quá trình hấp thụ qua da chậm hơn, khoảng sau 2 giờ 

mới bắt đầu có các dấu hiệu của sự ức chế enzyme AChE, những dấu hiệu này kéo dài 

2 ngày [128]. Các hợp chất OP dễ tan trong lipit, chúng được hấp thụ nhanh chóng vào 

máu, các dịch thể của tổ chức và đạt được nồng độ cao trong các synap thần kinh trung 

ương và ngoại vi. Thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ và các sản phẩm chuyển hóa của nó 

tập trung cao nhất ở gan và được thải trừ theo đường tiết niệu [50].  
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 Các thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ có thể phân hủy thành những chất ít độc hơn, 

những chất này có thể hòa tan vào trong nước và thải trừ qua đường tiết niệu. Ngoài ra, 

chúng cũng có thể chuyển hóa thành dạng kh c, độc hơn, ức chế enzyme AChE mạnh 

hơn. Qu  trình oxy hóa c c hợp chất OP được thực hiện ở gan, tạo nên axit thiophốt 

phoric và dithiophốt phoric. Ngoài ra còn có quá trình thủy phân nhờ phản ứng 

phosphatase, cacboxyleserase, cacboxylamirase [50, 94]. 

*) Tác động của hợp chất OP đối với môi trường và hệ sinh thái 

 Ngoài ảnh hưởng trực tiếp đến người sử dụng, các thuốc BVTV còn ảnh 

hưởng đến môi trường, c c động vật và khu hệ vi sinh vật có ích trong đất. Có thể 

nói, thuốc BVTV là một trong nhưng yếu tố quan trọng làm mất tính ổn định của 

quần thể sinh vật.  

 Thuốc BVTV dùng trên quy mô càng lớn, thời gian dùng càng dài, số lần 

phun thuốc càng nhiều, sẽ làm giảm càng mạnh số cá thể trong loài và giảm số loài 

trong quần thể. Đặc biệt, thuốc BVTV nói chung và các hợp chất OP nói riêng có 

t c động tiêu cực đến thiên địch và các sinh vật khác trong hệ sinh thái. Thuốc 

BVTV gốc OP có t c động cấp tính đến côn tr ng, chim và động vật có vú bằng 

cách gây ức chế enzyme acetylcholinesterase (AChE). 

 Malathion, Fenitrothion, Methyl Parathion (Wofatox), Diazinon,... là các 

nhóm thuốc BVTV gốc OP. 

 Malathion có độc tính cao với ong, các loài côn trùng có lợi, một số loài cá 

và các sinh vật thủy sinh khác [84]. Fenitrothion cũng là một nhóm thuốc BVTV 

OP được biết đến với c c t c động tích cực đối với cây trồng, tuy nhiên tồn dư 

fenitrothion trong môi trường là thách thức lớn, tiềm ẩn nhiều rủi ro cho sức khỏe 

con người, chất lượng nông sản, môi trường sinh thái. 

 Việc sử dụng thuốc BVTV có thể làm xuất hiện dịch hại mới hoặc có thể 

bùng phát dịch hại thứ cấp. Ở Việt Nam, sau 6-7 năm d ng thuốc DDT, Wofatox để 

trừ sâu hại chính trên chè, cam, quít và  ông đã làm cho nhện hại cây từ chỗ là dịch 

hại không đ ng quan tâm trở thành một loài dịch hại nguy hiểm gây khô lá trên diện 

rộng. Các loài rệp s p theo đó cũng ph t triển mạnh. 

 Khi thuốc BVTV bị sử dụng một cách quá mức sẽ gây ra hiện tượng tái phát 
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của dịch hại. Hiện tượng tái phát rầy nâu Nilaparvata lugens ở v ng Đông Nam Á 

cũng là một ví dụ điển hình. Để chống rầy nâu trên lúa nương, Viện lúa Quốc tế 

(IRRI) đã phun Decamethrin, Wofatox và Diazinon ở dạng lỏng với lượng 0,75 kg 

a.i./ha (Lượng hoạt chất cần thiết cho mỗi hecta) vào những ngày thứ 49-72 và 94 

sau gieo. Trước khi phun thuốc lần thứ 3, mật độ rầy nâu của ô phun thuốc cao hơn 

đối chứng theo thứ tự thuốc là 16,4-6,0 và 4,7 lần. Diện tích cháy rầy ở 117 ngày 

sau gieo cũng ở ô đối chứng là 4%; nhưng ở các công thức phun thuốc lần lượt là 

100-75 và 55%. Trên ô phun Bassa và Pertan không có hiện tượng tái phát của rầy 

[90]. Khi phun thuốc trừ sâu Wofatox cho  ông, đã làm tăng lượng trứng đẻ của 

nhện đỏ Tetranychus urticae. Những cá thể sống sót hình thành tính chống thuốc và 

đã làm thay đổi đặc tính sinh học của loài [13]. 

1.1.6. Tình hình sử dụng thuốc bảo vệ thực vật gốc lân hữu cơ ở Việt Nam 

 Trước năm 1990, phần lớn các thuốc BVTV sử dụng ở Việt Nam là thuốc 

Lân hữu cơ. Tuy nhiên, do cơ chế t c động lên enzyme acetylcholinesterase nên các 

thuốc này không chỉ gây độc với côn trùng có hại mà còn ảnh hưởng tới các côn 

trùng có lợi như ong mật và nhiều động vật kh c như giun đất, cá, ếch, chim, động 

vật có vú, bao gồm cả con người. Việc sử dụng thuốc BVTV rộng rãi và thường 

xuyên đã gây ra một số vấn đề nghiêm trọng đe dọa sức khỏe con người, cũng như 

an ninh sinh th i và môi trường [162, 163, 176]. Những ảnh hưởng của loại thuốc 

trừ sâu này với con người khi tiếp xúc trong thời gian dài gây ngộ độc cấp tính, dị 

tật thai nhi, nguy cơ cao mắc các bệnh tự miễn dịch [98] nên các thuốc này đã  ị 

hạn chế và cấm dần, thay thế bằng các thuốc nhóm Carbamate và Pyrethroid. 

 Sau năm 2009, thuốc BVTV được đăng kí sử dụng phổ biến nhất nước ta là 

Chlorpyrifos ethyl. Chlorpyrifos là một loại thuốc trừ sâu phospho hữu cơ, được 

thương mại hóa lần đầu tiên ở Hoa Kỳ bởi Dow Chemical Co. (Midland, MI, Hoa 

Kỳ) vào năm 1965 [178]. 

 Chlorpyrifos là thuốc trừ sâu loại II, có độc tính vừa phải [111], đã được biết 

đến với công dụng bảo vệ nhiều loại cây trồng, bao gồm ngũ cốc, trái cây, cây nho, 

rau, cây cảnh và các loại cây trồng có giá trị kinh tế kh c để kiểm so t sâu  ướm lá 

lúa, rầy, rệp mật, sâu bông, rệp và nhện đỏ [78, 79]. Chlorpyrifos t c động lên hệ 



23 

thần kinh, gây gi n đoạn các xung thần kinh và hậu quả là côn trùng bị tiêu diệt 

[125, 146]. 

 Nghiên cứu về hiện trạng sử dụng thuốc bảo vệ thực vật (BVTV) và hiệu quả 

tài chính trong mô hình canh tác sầu riêng tại Cù Lao Dài, huyện Vũng Liêm, tỉnh 

Vĩnh Long  ằng phương ph p khảo sát thực địa và phỏng vấn trực tiếp 40 nông hộ 

trồng sầu riêng. Giống sầu riêng chủ yếu được trồng là Ri6, có giá trị kinh tế trong 

vụ nghịch cao hơn so với vụ chính; tuy nhiên, chi phí đầu tư trung  ình trên 1 ha 

trong vụ nghịch cao gấp 1,66 lần so với vụ chính (đặc biệt là chi phí cho việc sử 

dụng thuốc BVTV). Các loại sâu bệnh xuất hiện chủ yếu là rầy nhảy, sâu đục trái, 

rệp sáp phấn, sâu ăn  ông, ch y l .  Kết quả nghiên cứu cũng đã ghi nhận được 33 

hoạt chất thuốc BVTV được nông hộ sử dụng trong quá trình canh tác sầu riêng. 

Trong đó, c c hoạt chất có độ độc từ nhóm II (trung  ình) đến nhóm IV (rất nhẹ) 

theo phân loại của Tổ chức Y tế Thế Giới (WHO). Đặc biệt, hoạt chất acephate bị 

cấm sử dụng vào năm 2019; trong khi đó, Chlorpyrifos ethyl và fipronil là các hoạt 

chất thuộc danh mục thuốc BVTV bị cấm sử dụng kể từ ngày 12/2/2021 theo quy 

định của Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn. Liều lượng thuốc BVTV thường 

được sử dụng cao gấp 1,5-2 lần so với khuyến c o. Hơn nữa, c c phương ph p xử lý 

bao bì thuốc BVTV được nông dân áp dụng bao gồm đốt, chôn lấp là không đảm 

bảo an toàn, Để thu gom, xử lý lượng chất thải nguy hại từ hoạt động nông 

nghiệp, nhiều địa phương trên cả nước đã triển khai xây dựng bể thu gom bao 

bì hóa chất BVTV. Theo Báo cáo công tác BVMT ngành nông nghiệp năm 

2023, đã có 48/63 tỉnh, thành phố có văn  ản chỉ đạo về hướng dẫn thu gom, 

vận chuyển và xử lý bao bì hóa chất BVTV sau sử dụng; 42/63 tỉnh, thành 

phố có 57.910 bể thu gom. Số lượng bể và mật độ xây dựng bể của mỗi địa 

phương là rất khác nhau, tuy nhiên nhìn chung vẫn chưa đ p ứng được nhu 

cầu thực tế.. Trong số 14 thuốc diệt mối công trình cũng có 01 thuốc diệt mối chứa 

nhóm OP theo Thông tư số 03/2016/TT-BNNPTNT (Bộ Nông nghiệp và Phát triển 

nông thôn, 2016). Theo Thông tư số 25/2024/TT-BNNPTNT ngày 16 th ng 01 năm 

2024 của Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn ban hành Danh mục thuốc bảo 

vệ thực vật được phép sử dụng tại Việt Nam và Danh mục thuốc bảo vệ thực vật 
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cấm sử dụng tại Việt Nam: Danh mục thuốc BVTV cho phép sử dụng vẫn có mặt 

của Dimethoate - sử dụng trong trừ rệp sáp, sâu xanh, sâu cuốn l , sâu đục thân và 

bọ trĩ. Căn cứ Phụ lục II ban hành kèm theo Thông tư số 25/2024/TT-BNNPTNT, 

trong danh sách 31 hoạt chất bảo vệ thực vật bị cấm đã xuất hiện Methyl Parathion 

và Parathion Ethyl là những hoạt chất thuộc nhóm Lân hữu cơ [15]. 

 Chlorpyrifos là một loại thuốc  ảo vệ thực vật thuộc gốc Lân hữu cơ được sử 

dụng phổ  iến trên thế giới nói chung và tại Việt Nam nói riêng. Ho  chất này có 

dạng tinh thể không màu hoặc màu trắng, có thể tiêu diệt một phổ rất rộng c c loài 

côn tr ng  ao gồm muỗi, sâu  ướm, rầy nâu, sâu ăn quả, gi n ruồi, mối, kiến lửa, 

v.v. Thông qua cơ chế  ất hoạt enzyme acetylcholinesterase, một enzyme đóng vai 

trò quan trọng trong hoạt động dẫn truyền thần kinh ở động vật. Tuy nhiên, do cơ 

chế t c động lên enzyme acetylcholinesterase mà Chlorpyrifos gây độc không chỉ 

với côn tr ng có hại mà còn với t c động tới c c côn tr ng có lợi và nhiều động vật 

khác. Những ảnh hưởng của loại thuốc trừ sâu này với con người khi tiếp xúc trong 

thời gian dài bao gồm gây ngộ độc cấp tính, dị tật thai nhi, nguy cơ cao mắc c c 

 ệnh tự miễn dịch [98].  

 Thuốc trừ sâu gốc OP gồm nhiều hoạt chất kh c nhau, độc tính và thời gian   n 

hủy của c c hoạt chất vì vậy cũng kh c nhau, cụ thể được thể hiện tại  ảng 1.3 [109] 

Bảng 1.3. Độc tính và thời gian bán huỷ của một số thuốc trừ sâu OP  

 

 Các công trình nghiên cứu cho thấy Chlorpyrifos có thời gian bán hủy 

trong đất thay đổi từ 10 đến 120 ngày t y theo điều kiện và kết cấu của đất, gây 
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ra mối đe dọa lớn đối với môi trường và sức khỏe cộng đồng [48, 85, 158]. 

Chlorpyrifos có thể được sử dụng trên nhiều đối tượng cây trồng ở các mô hình 

canh tác khác nhau. 

 Căn cứ trên Danh mục ―Thuốc bảo vệ thực vật được phép sử dụng tại Việt 

Nam năm 2018‖ thì từ tháng 2/2019, hợp chất Chlorpyrifos ethyl và fipronil đã  ị 

cấm sản xuất và lưu hành theo Quyết định 501/QĐ-BNN-BVTV ngày 12/02/2019 

của Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn. Tuy nhiên, thực tế cho thấy dư lượng 

Chlorpyrifos nói riêng và các thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ nói chung trong đất 

canh tác và các loại nông sản vẫn được phát hiện và còn tồn dư; theo đó, việc xử lý 

ô nhiễm, giảm thiểu tối đa tồn dư thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ trong môi trường và 

trong sản phẩm nông nghiệp vẫn đang hết sức quan trọng, cần thiết, đặc biệt trong 

bối cảnh hội nhập quốc tế, tăng trưởng xanh và xuất khẩu nông sản của Việt Nam 

hiện nay. 

Bên cạnh thuốc BVTV có chứa gốc Organic phosphorus gây độc thì các hợp 

chất phosphorus hữu cơ có nguồn gốc tự nhiên trong đất không gây nguy hiểm trực 

tiếp. Tuy nhiên, nếu tích tụ quá mức hoặc không được quản lý tốt (đặc biệt từ phân 

hữu cơ), chúng có thể gây ô nhiễm thứ cấp thông qua quá trình khoáng hóa và rửa 

trôi Các hợp chất phosphorus hữu cơ (organic phosphorus compounds) trong môi 

trường đất có thể phát sinh từ nhiều nguồn khác nhau, bao gồm cả nguồn tự nhiên 

và nhân tạo, dưới đây là một số nguồn phát sinh chính:  

- Phân và chất thải từ động vật chứa nhiều hợp chất hữu cơ chứa phosphorus, 

như phytic acid (một dạng lưu trữ phosphorus trong hạt) và c c phospholipid có 

trong màng tế  ào. Khi phân hủy, c c vi sinh vật giải phóng enzyme phosphatases, 

giúp phân giải c c hợp chất này và giải phóng phosphorus vào đất. C c mẩu tàn dư 

thực vật, l , cành và rễ khi phân hủy cũng giải phóng c c hợp chất hữu cơ chứa 

phosphorus. Quá trình phân hủy này góp phần vào vòng tuần hoàn tự nhiên của 

phosphorus trong hệ sinh th i đất [20]. 

- Nguồn từ phân  ón hữu cơ và vật liệu cải tạo đất: C c loại phân  ón hữu cơ 

như phân trộn, phân hữu cơ từ xử lý chất thải sinh học (ví dụ: nước thải sinh hoạt, 

  n sau xử lý) thường chứa c c hợp chất phosphorus hữu cơ. Khi được  ón vào đất, 

những hợp chất này dần dần phân hủy, cung cấp phosphorus cho cây trồng và đồng 
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thời ph t thải vào môi trường đất. Một số vật liệu cải tạo đất được sản xuất từ chất 

thải hữu cơ cũng có thể chứa c c dạng phosphorus hữu cơ, góp phần vào tổng lượng 

phosphorus trong đất [14]. 

- Nguồn từ hoạt động công nghiệp và nông nghiệp: C c qu  trình sản xuất và 

xử lý trong công nghiệp, đặc  iệt là những ngành liên quan đến sản xuất thực phẩm, 

chế  iến nông sản, hoặc xử lý nước thải, có thể tạo ra chất thải chứa c c hợp chất 

phosphorus hữu cơ. Khi những chất thải này được xả ra môi trường đất mà không 

qua xử lý thích hợp, chúng sẽ góp phần tăng nồng độ hợp chất hữu cơ phosphorus. 

Một số loại thuốc trừ sâu và c c hợp chất hóa học trong nông nghiệp là dạng hợp 

chất organophosphorus (ví dụ như c c loại thuốc trừ sâu organophosphate). Mặc d  

c c hợp chất này thường được sản xuất để có thể phân hủy trong môi trường, nhưng 

nếu sử dụng qu  mức hoặc quản lý không tốt, chúng cũng có thể tích tụ và ph t thải 

vào môi trường đất [178]. 

- Qu  trình chuyển hóa và t c động của vi sinh vật: Trong môi trường đất, 

c c vi sinh vật đóng vai trò quan trọng trong việc phân hủy c c chất hữu cơ chứa 

phosphorus. Các enzyme như phosphatases giải phóng phosphorus từ c c hợp chất 

hữu cơ, tạo ra dạng phosphorus dễ hấp thu cho cây trồng. Qu  trình này không chỉ 

giúp tái tạo phosphorus mà còn đồng thời ph t thải c c hợp chất trung gian vào đất. 

C c yếu tố như pH, nhiệt độ, độ ẩm và thành phần vi sinh vật của đất có thể ảnh 

hưởng đến tốc độ phân hủy và chuyển hóa c c hợp chất hữu cơ chứa phosphorus. 

Điều này dẫn đến sự  iến đổi về nồng độ và dạng của phosphorus ph t thải vào môi 

trường [19].  

Kết quả nghiên cứu tài liệu, công bố khoa học cho thấy thuốc BVTV nói 

chung và thuốc BVTV gốc lân hữu cơ nói riêng được sử dụng rất phổ biến tại Việt 

Nam với nhiều tác dụng mang lại như kiểm soát sâu bướm lá lúa, rầy, rệp mật, 

sâu bông, rệp và nhện đỏ,… góp phần bảo vệ mùa màng. Tuy nhiên, việc sử dụng 

các loại thuốc BVTV này cũng đã gây ra nhiều tác động tiêu cực đến con người, 

môi trường đất và các hệ sinh thái xung quanh. Vì vậy, việc nghiên cứu, ứng dụng 

các giải pháp kỹ thuật xử lý hiệu quả thuốc BVTV gốc OP trong môi trường là rất 

cần thiết. 
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1.2. Tình hình sản xuất và sử dụng thuốc bảo vệ thực vật trên cây chè ở 

Việt Nam 

1.2.1. Tổng quan cây chè  

1.2.1.1. Giới thiệu, phân bố và phân loại chè 

 Cây chè thuộc ngành hạt kín (Angiospermae), lớp song tử diệp (Dicotyledonae), 

bộ chè (Theales), họ chè (Theaceae), chi chè (Camellia), loài Sinensis. 

 Theo các nhà phân loại thực vật của Trung Quốc chia chè làm 4 loại sau:  

- Chè Camellia Sinesis Var Boheat (chè Trung Quốc lá nhỏ).  

- Chè camellia Sinesis Var Macrophulla Sieb (Chè Trung Quốc lá to).  

- Chè camellia Sinesis Var Shan (Chè Shan).  

- Chè camellia Sinesis Var Assamica Mast – choisy (Atsam - Ấn Độ).  

 Cả 4 loại chè trên đều được trồng ở Việt Nam nhưng phổ biến nhất là 2 loại 

chè: Chè camellia Sinesis Var Macrophy và Chè camellia Sinesis Var Shan đặc biệt 

là chè Shan được d ng để chế biến chè xanh tốt hơn chè đen. 

 - Camellia sinensis var. macrophylla được trồng nhiều nhất ở các tỉnh trung 

du với các tên gọi của địa phương (t y theo màu sắc của l ) như: Trung du l  xanh, 

Trung du lá vàng, v.v... Tỷ lệ trồng các giống chè trung du ở miền bắc đạt tới 70%. 

Năng suất búp trong sản xuất đại chè khi chè 5 - 19 tuổi thường đạt 4 - 5 tấn/ha. Các 

giống chè Trung du chịu được đất xấu, nhưng nhiều sâu hại: rầy xanh, bọ c nh tơ..., 

ở v ng cao thường bị bệnh phồng lá; chè Trung du thường để chế biến chè xanh.  

 - Camellisa sinensis var. Shan được trồng ở miền núi các tỉnh miền bắc và ở 

miền nam Tây Nguyên (Lâm Đồng). Ở mỗi địa phương có c c giống khác nhau 

như: Shan Mộc Châu, Shan Tham Vè, Shan Trấn Ninh ... Năng suất  úp thường đạt 

6 - 7 tấn/ha. Búp chè có nhiều tuyết, dùng chế biến chè xanh, chè đen đều cho phẩm 

chất tốt nhưng thích hợp với chế biến chè xanh hơn. Ngoài ra, còn có một số cách 

phân loại theo mùa sản xuất, theo thời vụ, theo cách chế biến và theo địa cư. 

 Trong khi đó, theo phân loại của nhà phân loại thực vật Hà Lan Cohen Stuart 

(1918) và nhà nông học Pháp Du Pasquier (1923), giống chè có ở Việt Nam chia 

thành 4 thứ (varietas): Chinemicrophylla, Chine macrophylla, Assamica và Shan và 

ở Việt Nam hiện nay phổ biến 02 loại:  
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 + Thứ chè Trung Quốc l  to (Chine macrophylla), điển hình là giống chè 

Trung du Bắc bộ, cây thấp thân gỗ nhỏ, phân bố tại Phú Thọ, Thái Nguyên, Yên 

Bái, Thanh Hoá, Nghệ An… làm trà đen và trà xanh. 

 + Thứ chè Tuyết (Shan), cây thân gỗ cao to, búp nhiều tuyết trắng, phẩm 

chất tốt, phân bố tại vùng cao miền núi phía Bắc Việt Nam như Hà Giang, Sơn La, 

Lào Cai, làm chè mạn, chè vàng; trồng tại c c đồn điền chè cũ tư  ản Pháp ở Tây 

Nguyên, chế biến trà đen xuất khẩu [9]. 

1.2.1.2. Sản xuất chè ở Việt Nam 

 Tính đến năm 2023 nước ta có tổng diện tích trồng chè ổn định ở mức trên 

120 nghìn ha, sản lượng đạt trên 1,1 triệu tấn [36]. 

Bảng 1.4. Diện tích và sản lƣợng chè Việt Nam giai đoạn 2010 – 2023 

Năm 
Diện tích 

(nghìn ha) 

Diện tích cho sản lƣợng 

(nghìn ha) 

Sản lƣợng 

(nghìn tấn) 

2010 129,9 113,2 834,6 

2011 127,8 114,2 878,9 

2012 128,3 114,5 909,8 

2013 128,2 114,1 921,7 

2014 132,6 115,4 981,9 

2015 133,6 117,8 1012,9 

2016 133,4 118,7 1033,6 

2017 129,3 115,6 972,0 

2018 123,0 108,3 993,8 

2019 123,3 107,9 1017,6 

2020 123,6 109,6 1065,0 

2021 123,8 111,2 1091,1 

2022 123,4 112,2 1116,7 

2023 122,4 112,2 1125,1 

Nguồn: Tổng cục Thống kê, 2023 
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 Cây chè được trồng chủ yếu ở khu vực Trung du và miền núi phía Bắc chiếm 

khoảng 70% diện tích trồng chè cả nước; kế đến là vùng Tây Nguyên với khoảng 

19%; vùng Bắc Trung bộ và Duyên hải miền Trung có diện tích chè chiếm 7,0% và 

khu vực đồng bằng Bắc bộ 4,0%. Một số địa phương có sản lượng chè lớn: Thái 

Nguyên (264,4 nghìn tấn), Phú Thọ (178,1 nghìn tấn), Lâm Đồng (118,7 nghìn tấn), 

Nghệ An (112,6 nghìn tấn). 

 Hiện nay, Việt Nam có trên 170 giống chè các loại đảm bảo chất lượng và 

cho năng suất cao, với c c hương vị đặc biệt được thế giới ưa chuộng, như: Chè 

shan, PH1, LDP1, LDP2, PT14… và c c giống chè nhập nội như PT95, Kim Tuyên, 

Bát Tiên, Tứ Quý Xuân... Trong đó, chè shan là giống chè quý, được phát triển lâu 

đời tại một số địa phương khu vực phía Bắc như: Hà Giang, Yên B i, Sơn La, Điện 

Biên… Với khoảng trên 24% tổng diện tích trồng chè cả nước. Chè shan bao gồm 

các giống: Chè shan công nghiệp, shan v ng cao và shan đầu dòng. Hiện những 

rừng chè shan cổ thụ với nhiều cây hàng trăm năm tuổi của Việt Nam đang cho sản 

phẩm có nhiều đặc tính quý và là nguyên liệu không thể thiếu để sản xuất chè sạch, 

chè đặc sản, cũng như c c sản phẩm chè chế biến có giá trị gia tăng cao. 

 Việt Nam có khoảng 300 cơ sở chế biến chè với công suất khoảng 900 nghìn 

tấn  úp tươi/năm, trong đó có khoảng 31 nhà máy có quy mô sản xuất lớn 30 tấn 

 úp tươi/ngày chiếm 47% công suất chế biến; 103 nhà máy có quy mô vừa công 

suất chế biến 10 đến 28 tấn  úp tươi/ ngày chiếm 43%; còn lại là cơ sở chế biến nhỏ 

công suất từ 3 đến 5 hoặc 6 tấn  úp tươi/ngày và c c hộ chế biến nhỏ lẻ chiếm 

khoảng 10% tổng công suất chế biến. 

 Tổng gi  trị sản phẩm chè năm 2022 khoảng 12.600 tỷ đồng, tương đương 

với 552 triệu USD. Trong tổng số 194 nghìn tấn chè sản xuất trong năm 2022, xuất 

khẩu chè đạt khoảng 146 nghìn tấn, trị gi  237 triệu USD; Chè tiêu thụ trong nước 

khoảng 48 nghìn tấn, trị gi  khoảng 7.500 tỷ đồng (tương đương với 325 triệu 

USD). Như vậy, lượng chè tiêu thụ trong nước chỉ  ằng 1/3 so với khối lượng chè 

xuất khẩu, tuy nhiên gi  trị tiêu thụ trong nước cao hơn, do tiêu thụ trong nước chủ 

yếu là c c loại chè đặc sản đóng gói. Trong khi gi  xuất khẩu chè  ình quân của 

nước ta chỉ đạt 1,65 USD/kg, thì khả năng tiêu thụ chè trong nước ở mức ổn định là 
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45.000 tấn với gi    n ra thị trường  ình quân là 150.000 đồng/kg. Những sản phẩm 

trà đặc sản có thương hiệu, đạt được gi    n rất cao, từ 200.000 đến 1 triệu đồng/kg. 

 Ngành chè đã mở ra nhiều cơ hội việc làm cho người lao động, nâng cao đời 

sống người dân miền núi, giúp họ xóa nghèo, cải thiện được kinh tế gia đình và cả 

góp phần to lớn trong việc cải thiện kinh tế ở nhiều địa phương. 

 Sản phẩm chè của Việt Nam đã xuất khẩu tới 74 quốc gia và v ng lãnh thổ, 

nhưng chủ yếu vẫn là xuất khẩu đến c c thị trường ngoài nước dễ tính như Pakistan, 

Trung Quốc, Nga, Indonesia... Với c c thị trường khó tính như Mỹ, EU... thì ngành 

chè Việt Nam còn gặp nhiều khó khăn trong việc tiếp cận  ởi chè Việt Nam phần 

lớn chưa đạt được những yêu cầu khắt khe về tiêu chuẩn an toàn thực phẩm. 

1.2.2. Hiện trạng sử dụng và dư lượng thuốc bảo vệ thực vật gốc lân hữu 

cơ trên đất trồng chè ở Việt Nam 

 Hiện nay, diện tích trồng chè búp của cả nước ta là khoảng 134,6 ha, sản 

lượng 1.025,2 nghìn tấn, diện tích ổn định, năng suất tăng gần 1 tạ/ha, quy ra sản 

lượng chè khô đạt 196 nghìn tấn (năm 2022). Theo báo cáo của Hiệp hội Chè Việt 

Nam, diện tích trồng chè lớn tập trung chủ yếu ở khu vực trung du và miền núi phía 

Bắc, sau đó rải rác ở các khu vực như Tây Nguyên, đồng bằng Bắc Bộ và bắc Trung 

Bộ. Một số tỉnh của nước ta có diện tích đất trồng chè lớn là Thái Nguyên (22,3 

nghìn ha), Lâm Đồng (10,8 nghìn ha), Hà Giang (21,5 nghìn ha), Phú Thọ (16,1 

nghìn ha). Hiện nay, Việt nam có đa dạng giống chè, theo thống kê có đến 170 

giống chè. 

Thực tế, chè xuất khẩu chiếm 2/3 sản lượng, tuy nhiên có rất nhiều những 

khuyến c o của c c nước nhập khẩu, đưa ra cũng như ý kiến phản hồi về chất lượng 

sản phẩm chè; nhiều nước đã tạm ngừng nhập khẩu sản phẩm chè do dư lượng 

thuốc BVTV trên chè xuất khẩu của nước ta qu  mức cho phép so với TCVN:2013 

– Chè và chè hòa tan dạng rắn [25] và yêu cầu của nước nhập khẩu. Bộ Y tế đã  an 

hành Thông tư số 50/2016/TT-BYT ngày 30/12/2016 quy định giới hạn tối đa dư 

lượng thuốc BVTV trong sản phẩm chè như:  ifenthrin là 30 ppm,  uprofezin là 30 

ppm, chlorpyrifos là 2 ppm, clothianidin là 0,7 ppm. Thực tế hiện nay, đã có một số 

thông   o của Liên minh Châu Âu đề cập đến việc vi phạm quy định về giới hạn dư 

lượng thuốc BVTV trong sản phẩm chè nhập khẩu từ Việt Nam. Nếu không có 



31 

những hành động, giải ph p quyết liệu, cụ thể, thì thương hiệu chè Việt sẽ mất chỗ 

đứng trên thị trường quốc tế.  

Theo Tiêu chuẩn của Liên minh Châu Âu thì MRL (Maximum Residue 

Limit-―giới hạn tối đa dư lượng‖) đối với Chlorpyrifos trong l  chè khô hiện là 0,01 

mg kg⁻¹; với đất canh t c Việt Nam chưa có MRL riêng, song ngưỡng nguy cơ sinh 

th i ngắn hạn thường  p dụng 0,1 mg kg⁻¹. Theo Word Tea News và Cổng thông tin 

châu Âu cho  iết đã phát hiện chlorpyrifos 0,08 mg kg⁻¹ trong lô trà hỗn hợp nhập 

từ Việt Nam, vượt MRL EU (0,01) gấp 8 lần; cảnh báo mức serious [74]. Năm 2024 

ghi nhận thêm 3 cảnh báo OP khác cho hàng Việt Nam (Fenitrothion, Malathion). 

Và hệ quả là một số nhà nhập khẩu EU tạm ngưng mua chè Việt (Quý IV-2023); giá 

xuất khẩu bình quân của Việt Nam giảm còn 1 700 USD/tấn, thấp hơn 9 % so 2022. 

Lịch sử & hiện trạng sử dụng thuốc BVTV gốc lân hữu cơ tại Việt Nam được thể 

hiện tại  ảng 1.5. 

Bảng 1.5: Lịch sử & hiện trạng sử dụng thuốc BVTV gốc lân hữu cơ  

tại Việt Nam 

Nhóm hoạt chất 

OP phổ biến 

Công 

dụng  

Trạng thái pháp lý hiện nay 

Chlorpyrifos-

ethyl 

Trừ rầy 

l ch,  ọ 

xít, sâu 

cuốn l  

Bị loại khỏi Danh mục được phép theo Thông tư 

10/2020/TT-BNNPTNT; cấm sản xuất/nhập từ 

15/6/2020 & chấm dứt lưu thông từ ngày 12/2/2021 

(Thông tư số 10/2019/TT-BNNPTNT)[31]. 

Diazinon, 

Malathion 

Côn 

tr ng phổ 

 iến 

Giảm mạnh đăng ký, nhiều doanh nghiệp tự ngừng 

do khó đ p ứng MRL EU. 

Parathion-methyl 

(độc tính cao) 

Đã từng 

d ng trước 

2010 

Cấm hoàn toàn (Thông tư số 21/2015/TT-

BNNPTNT ngày 08/6/2015)[30]. 

Tại Nghệ An nói chung và xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An nói 

riêng vẫn chưa có nghiên cứu nào đ nh gi  dư lượng thuốc BVTV gốc lân hữu cơ 
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trong đất trồng chè. Trong khuôn khổ luận án này, nghiên cứu sinh đã thu thập mẫu 

đất trồng chè tại xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An để khảo sát, kết quả 

nghiên cứu cho thấy mức dư lượng của Chlorpyrifos ethyl (hoạt chất điển hình được 

sử dụng trong sản xuất thuốc BVTV gốc lân hữu cơ thông dụng) được ghi nhận có 

giá trị trung bình khoảng 0.5 mg/kg, với phạm vi dao động từ 0.3 đến 0.7 mg/kg. 

Điều này cho thấy, mặc dù thuốc BVTV đã cấm sử dụng từ năm 2019, mức sử dụng 

thuốc có thể không phổ biến rộng rãi nhưng việc sử dụng không đúng chủng loại, 

liều lượng và thời gian cách ly vẫn dẫn đến tồn dư thuốc BVTV trong đất ở mức 

đ ng quan ngại. 

Như vậy, để khắc phục việc lạm dụng thuốc BVTV nói chung và tình trạng tồn 

dư thuốc BVTV gốc lân hữu cơ trên cây chè nói riêng, bên cạnh giải pháp tăng cường 

kiểm tra và quản lý chất lượng chè, tăng cường đào tạo và phổ biến kiến thức sử dụng 

thuốc cho người làm chè trên địa bàn cả nước, cần đẩy mạnh tiến hành các nghiên cứu 

tạo ra các chế phẩm sinh học nói chung và chế phẩm vi sinh nói riêng có tác dụng thay 

thế phân bón hóa học, cũng như khử độc, xử lý ô nhiễm môi trường đất và làm giảm 

tác hại của thuốc BVTV trên sản phẩm chè tại Việt Nam. 

1.3. Vai trò của vi sinh vật trong xử lý thuốc bảo vệ thực vật gốc lân hữu cơ 

Trong tự nhiên, thuốc BVTV gốc lân hữu cơ (OP) phân hủy kh  nhanh, tuy 

nhiên chúng lại có độc tính cao đối với người và động vật, làm thay đổi đặc tính đất. 

C c OP có liên kết ester có thể  ị thủy phân  ởi c c t c nhân sinh học (vi sinh vật) 

và tác nhân khác (hóa học, vật lý, tia xạ…). Sự phân hủy OP  ởi vi sinh vật thông 

qua thủy phân liên kết POalkyl và POaryl được cho là  ước quan trọng nhất 

trong qu  trình khử độc chất OP. 

C c phương ph p hiện nay để xử lý OP dựa vào xử lý hóa học, đốt và chôn 

lấp. Phương ph p hóa học có tính khả thi, hiệu quả xử lý nhanh, nhưng có hạn chế 

 ởi d ng lượng lớn thể tích acid hay  ase mà sau đó cũng cần phải xử lý chất thải 

thứ cấp ph t sinh. Chôn lấp sẽ có nguy cơ thất tho t, rò rỉ OP vào môi trường đất, 

môi trường nước mặt, nước ngầm và đây là phương ph p xử lý không triệt để. 

Phương ph p đốt cũng gặp nhiều  ất cập như gi  thành sự lý cao, sự phản đối của 

người dân xung quanh, kiểm so t ph t thải dioxin/furan trong khí thải khó khăn và 
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sự ph t t n ô nhiễm khí ra môi trường. Xử lý OP nhờ vi khuẩn hoặc enzyme đã 

nhận được quan tâm, đầu tư đ ng kể vì  iện ph p này cho thấy thân thiện môi 

trường, gi  thành rẻ và có thể thực hiện tại khu vực có nồng độ ô nhiễm thuốc 

BVTV, khu vực tồn dư thuốc BVTV ở mức không qu  cao.  

Trong thời gian vừa qua, đã có nhiều giải ph p  p dụng để xử lý OP gồm 

phân hủy quang hóa  ằng phương ph p vật lý, hóa học như sử dụng vật loại nano 

kim loại, hấp phụ than sinh học [114], xử lý siêu âm [183], phân hủy  ằng xúc tác 

UV/H2O2 [40, 57, 168], quang xúc tác titan dioxide [167] và ứng dụng giải ph p 

sinh học; trong đó việc sử dụng c c chủng vi sinh vật có hoạt tính phân hủy OP 

được đ nh gi  như một  iện ph p để xử lý hiệu quả và  iện ph p này được đ nh gi  

là dễ thực hiện, thân thiện với môi trường và tiết kiệm chi phí [92]. 

Xử lý sinh học là qu  trình sử dụng vi sinh vật để phân hủy c c hợp chất hữu 

cơ phức tạp thành c c phân tử vô cơ nhỏ, ít có hại hoặc không độc [56, 62, 142].  

Năm 1973, vi khuẩn đầu tiên được ph t hiện có hoạt tính phân giải OP là 

Flavobacterium sp. ATCC 27551, được phân lập từ ruộng lúa ở Philippine [156]. 

Sau này, vi khuẩn Pseudomonas dimiinuta cũng được phân lập [155]. Tuy hai vi 

khuẩn kh c nhau và phân lập ở vị trí địa lý kh c nhau, nhưng đều sản xuất enzyme 

OPH có trình tự axit amin giống nhau. Hai gene mã hóa enzyme OPH (opd gene) 

này đều nằm trên plasmid (có nguồn gốc kh c nhau) và gene có trình tự giống nhau. 

Các gene này được cho rằng là một phần của nhân tố gene di chuyển hay c c 

transposon. Vi khuẩn Flavobacterium thủy phân diazinon và parathion (liên kết P-

O-C) nhanh chóng, nhưng không thủy phân được malathion (liên kết P-SCH). 

Chlorpyrifos  ị thủy phân  ởi cộng đồng vi sinh vật đất chứa c c chủng kh c nhau 

thuộc Pseudomonas, Agrobacterium và Bacillus [126]. Bacillus cereus, B. subtilis, 

Brucella melitensis, Klebsiella, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas 

fluorescence, Serratia marcescens đều có khả năng thủy phân 46 - 72% 

Chlorpyrifos và sử dụng OP làm nguồn C duy nhất trong môi trường lỏng sau 20 

ngày. C c vi khuẩn trên đều có khả năng sử dụng OP làm nguồn C, N và P duy 

nhất. Nhóm vi khuẩn sinh axit lactic thuộc nhóm chức năng, lên men đường hexose 

và tạo axit lactic. Nhóm này được ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp thực phẩm, 
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 ao gồm Lactococcus, Enterococcuss, Lactobacillus, Streptococcus… Trong lên 

men kim chi, một số vi khuẩn sinh lactic phân giải Chlorpyrifos như Lactobacillus 

mesenteroides, L. brevis, L. plantarum, L. sakei cũng được phân lập từ nghiên cứu 

của [95]. C c enzyme OpdB của nhóm này được cho rằng có tiềm năng để khử độc 

OP trong thực phẩm.  

Enterobacter sp. đã được phân lập từ một v ng đất ở Úc có khả năng phân 

hủy Chlorpyrifos vào năm 2003, vi khuẩn này phân giải Chlorpyrifos thành DETP 

và TCP và sử dụng DETP làm nguồn cacbon và phospho [159]. Chủng 

Arthrobacter sp. có thể phân giải diazinon và các hợp chất phospho hữu cơ kh c 

như Chlorpyrifos, Parathion,… [138]. Các chủng Arthrobacter sp. và 

Mycobacterium sp. phân lập được từ đất bị ô nhiễm dầu mỏ của Hawaii cho thấy 

chúng rất hiệu quả trong quá trình phân giải OP đặc biệt là diazinon [154]. Chủng 

Ochrobactrum sp. được phân lập năm 2006 có thể sử dụng dichlorvos như một 

nguồn C duy nhất ở pH 7 và 30
o
C và phân hủy hoàn toàn sau 24 giờ [177] 

Một số vi sinh vật phân hủy OP đã được phân lập, nghiên cứu như Seratia sp 

SPL-2 thủy phân methidathion, Pseudomonas aeruginosa is-6 thủy phân acephate, 

methamidophos, methy parathion, dimethoate, và malathion. Chlorpyrifos  ị thủy phân 

 ởi cộng đồng vi sinh vật đất chứa c c chủng kh c nhau thuộc Pseudomonas, 

Agrobacterium và Bacillus [126]. Bacillus cereus, B. subtilis, Brucella melitensis, 

Klebsiella, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas fluorescence, Serratia marcescens 

đều có khả năng thủy phân 46-72% Chlorpyrifos và sử dụng làm nguồn C duy nhất 

trong môi trường lỏng sau 20 ngày. C c vi khuẩn trên đều có khả năng sử dụng OP làm 

nguồn C, N và P duy nhất.  

Nhóm vi khuẩn sinh axit lactic thuộc nhóm chức năng, lên men đường 

hexose và tạo axit lactic. Nhóm này được ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp thực 

phẩm,  ao gồm Lactococcus, Enterococcuss, Lactobacillus, Streptococcus…  

Vi khuẩn Serratia marcescens thủy phân diazinon và đồng thời c c loại OP 

kh c như Chlorpyrifos, fenitrothion, và parathion [67]. Stenotrophomonas sp. SMP-1 

có thể thủy phân hoàn toàn methy parathion cũng như fenitronthion và ethyl parathion 

và một phần fenthion và phoxim tuy nhiên không thủy phân Chlorpyrifos tại nồng độ 
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20 mg/L [157]. Stenotrophomonas sp. PF32 thủy phân hiệu quả methyl parathion, cũng 

như phoxim, fenthion, sumithion, triazophos, và Chlorpyrifos. Chủng này thủy phân 

99% methyl parathion (100 mg/L), fenthion trong 24h và 99% 100 mg/L chất 

triazophos trong 42h, và 97% 100mg/L chất Chlorpyrifos trong 48h [179]. Một số 

chủng thuộc chi Stenotrophomonas có thể thủy phân Chlorpyrifos và sử dụng chất sau 

thủy phân làm nguồn C như trichlorophenol cũng như muối diethyl thiophosphat. Tuy 

nhiên, c c chủng kh c như Stenotrophomonas sp. YC-1 có thể sử dụng Chlorpyrifos 

làm nguồn C, nhưng không thủy phân được tiếp sản phẩm như trichlorophenol. 

Stenotrophomonas YC-1 và DSP-4 thủy phân hoàn toàn Chlorpyrifos (100 mg/L) trong 

24h [62]. Vi khuẩn Stenotrophomonas thường được ph t hiện với số lượng vượt trội 

trong môi trường nhiễm Chlorpyrifos. Vi khuẩn Stenotrophomonas acidaminiphila 

được phân lập từ   n thải của nhà m y sản xuất Chlorpyrifos (Jiangsu, Trung Quốc), 

thủy phân được 8 loại thuốc OP, trong đó Chlorpyrifos, parathion, phoxim, diazinon, 

methyl paraoxon  ị thủy phân 99-100% trong 24h [68]. 

 Các nghiên cứu về vi sinh vật phân giải gốc Lân hữu cơ chủ yếu tập trung vào 

vi khuẩn. Tuy nhiên, một số nấm mục trắng thuộc Basidiomyces như Phanerochaete 

chrysosporium, Phanerochaete sordida cũng có tiềm năng để xử lý, sử dụng phục hồi 

môi trường nhiễm OP. Nấm Penicillium lilacinum BP303 đã được phân lập từ đất 

trồng cây  ông được bón thuốc demeton-S (4kg/ha/năm) và parathion (5kg/ha/năm). 

Nấm P. lilacinum thủy phân được một loạt chất OP gồm methyl parathion, parathion, 

paraoxon, coumaphos, demeton-S, malathion, phosmet [120] 

Phân tích khả năng phân giải c c hợp chất phospho hữu cơ (Chloryrifos, 

fenitrothion và parathion) của chủng Serratia marcescens, kết quả cho thấy chủng này 

có thể sử dụng c c lọai thuốc BVTV này như một nguồn C duy nhất [52]. Chủng 

Bacillus aryabhattai đã phân lập được từ đất nông nghiệp của Tây Bengal Ấn Độ có 

thể phân giải hiệu quả Chlorpyrifos với nồng độ tối ưu 200 mg/mL [140]. Tương tự, 

Stenotrophomanas sp. được phân lập từ   n công nghiệp ở Trung Quốc có thể làm 

giảm 63% lượng Chlorpyrifos trong vòng 24 giờ với nồng độ  an đầu là 50 mg/mL.  

Ở Việt Nam, mặc d  tình hình sử dụng thuốc BVTV có chứa gốc Lân hữu cơ 

là phổ  iến, dẫn đến dư lượng thuốc BVTV tồn dư vượt mức cho phép. Tuy vậy, 



36 

hiện vẫn còn rất ít công trình nghiên cứu sử dụng  iện ph p sinh học để loại  ỏ hoạt 

chất gốc Lân hữu cơ tích tụ, tồn dư trong đất và xử lý ô nhiễm môi trường đất. Một 

số công trình nghiên cứu phân lập chủng vi sinh vật phân giải gốc Lân hữu cơ và có 

những kết quả nhất định. Tuy vậy, c c chủng vi sinh vật phân giải gốc Lân hữu cơ 

vẫn chưa được miêu tả, x c định vị trí phân loại và chưa có công  ố sử dụng c c vi 

sinh vật cũng như enzyme OPH để loại  ỏ hoạt chất gốc Lân hữu cơ trên c c mẫu 

môi trường kh c nhau. Sau đây là một số công trình tiêu  iểu: 

- Hai chủng vi khuẩn PH-C3.1 và PH-C4.3 được phân lập năm 2014 có thể 

phân hủy Chlorpyrifos với hiệu suất 13,96 và 49,72% sau 30 ngày. Tuy nhiên, 2 vi 

khuẩn này cũng chưa được x c định hệ thống phân loại [18].  

- Nghiên cứu phân lập vi khuẩn phân giải diazinon ở đồng  ằng sông Cửu 

Long: Kết quả đã phân lập được 15 chủng vi khuẩn có khả năng phân giải diazinon 

(20 mg/L) và có 4 chủng phân giải mạnh 15,4 - 27,% sau 30 ngày nuôi. Tuy nhiên, 

các chủng này chưa được miêu tả chi tiết cũng như hệ thống phân loại chưa được 

nghiên cứu [4].  

- Nghiên cứu khả năng sinh trưởng và tốc độ phân hủy Chlorpyrifos của 3 

chủng vi khuẩn hiếu khí Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus megaterium, 

Sphingomonas pseudosanguims đạt gi  trị cao nhất khi được nuôi cấy trong môi 

trường MSM ở nhiệt độ là 30°C, pH = 7, nồng độ Chlorpyrifos  ổ sung vào trong 

môi trường từ 10 mg/L - 40 mg/L. Kết quả này cho thấy tiềm năng cao trong việc sử 

dụng c c chủng vi khuẩn hiếu khí để loại  ỏ tồn dư thuốc BVTV Chlorpyrifos trong 

đất nông nghiệp [38].  

- Năm 2018, nghiên cứu đ nh gi  hệ vi sinh vật (VSV) phân giải Lân trên đất 

ph  sa ở Hà Nội và Hưng Yên cho thấy có sự xuất hiện của nhóm vi khuẩn và xạ 

khuẩn phân giải Lân. Trên cả 2 loại đất, mật độ VSV phân giải Lân vô cơ chiếm ưu 

thế hơn so với hữu cơ và hoạt tính phân giải Lân hữu cơ dạng lecithine là không cao 

khoảng 0 - 1,83 mg/L [1]. 

- Nghiên cứu về sử dụng vi sinh vật phân giải Lân ở Việt Nam, c c vi sinh 

vật phân giải Lân khó tan được  iết đến nay thuộc c c loài: Pseudomonas, 

Micrococus, Bacillus, Flavobacterium, Penicillium, Sclerotium và Aspergillus. Các 
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vi sinh vật này không chỉ phân giải Lân mà còn có khả năng kho ng hóa c c hợp 

chất Lân hữu cơ và một số có khả năng kích thích sinh trưởng thực vật, đối kh ng vi 

sinh vật v ng rễ cây trồng. Nghiên cứu cũng đưa ra quy trình sản xuất phân  ón vi 

sinh vật phân giải Lân từ 3 chủng thuộc chi Bacillus (B. polymixa, B. 

polyfermenticus, B. subtilis đều là những chủng có khả năng phân giải Lân và tổng 

hợp IAA) [18]. 

Nhiều chủng vi khuẩn và nấm đã được sử dụng thành công để phân hủy/ iến 

đổi sinh học của nhóm thuốc BVTV này và cơ chế của qu  trình phân hủy cũng đã 

được x c định [106]. Một số loại vi sinh vật có khả năng phân hủy Chlorpyrifos như 

Pseudomonas sp. CB2 [180], Paracoccus sp. TRP [116], Sphingomonas sp. Dsp-2 

[117], Alcaligenes faecalis DSP3, Streptomyces sp.AC5, Bacillus cereus MCAS02, 

Cupriavidus sp. DT-1 [121], Ochrobactrum sp. JAS2 [39], Klebsiella sp. [61] v.v. 

Mặc dù tình hình sử dụng thuốc BVTV chứa lân hữu cơ là phổ biến, dẫn đến 

dư lượng thuốc vượt mức cho phép. Tuy vậy, hiện vẫn còn ít công trình nghiên cứu 

sử dụng biện pháp sinh học để loại bỏ hoạt chất OP. Một số công trình nghiên cứu 

phân lập chủng vi sinh vật phân giải OP có những kết quả nhất định, tuy nhiên, các 

chủng vi sinh vật phân giải OP vẫn chưa được miêu tả, xác định vị trí phân loại và 

chưa có công bố sử dụng các vi sinh vật cũng như enzyme OPH để khử độc OP trên 

các mẫu khác nhau. 

Cơ chế phân giải OP của vi sinh vật:  

C c nghiên cứu đã chỉ ra có 2 con đường phân giải OP của vi sinh vật:  

- T c động trực tiếp của vi sinh vật qua c c phản ứng oxy hóa, oxy hóa khử, 

thủy phân  ằng c ch ph  hủy c c liên kết P-O-alkyl và P-O-aryl với sự xúc t c của 

enzyme hydrolase, phosphotriesterase và phosphatase. C c enzyme này được vi 

sinh vật sinh ra hoặc do môi trường xung quanh  iến đổi tạo c c đột  iến gen và 

hình thành hệ thống gen mới.  

- Hoạt động của vi sinh vật làm thay đổi tính chất vật lý hoặc hóa học của 

môi trường, từ đó OP sẽ được phân hủy: Khi Chlorpyrifos được phân hủy  ởi vi 

sinh vật hoặc dưới t c động hóa, lý sẽ tạo thành 3,5,6-Trichloropyridine-2-ol (TCP) 

[107, 115], là hợp chất trung gian có t c động tiêu cực đến vi sinh vật đất [58, 92, 

162; 178]. Do vậy, trong thực tế việc phân giải Chlorpyrifos thành c c sản phẩm 
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đơn giản phụ thuộc vào hệ vi sinh vật đất tham gia chuyển hóa lần lượt c c hợp chất 

trung gian này.  

Dưới sự hoạt động của c c chủng Pseudomonas spp., ở giai đoạn đầu 

Chlorpyrifos có thể  ị oxy hóa nhóm S để thành Chlorpyrifos oxon trước khi được 

thủy phân để thành DETP và TCP [77, 110]. Sau đó TCP có thể được methyl hóa 

thành 3,5,6-Trichloro-2-methoxypyridine (TMP), tiếp theo TMP được chuyển hóa 

thành 2,3-Dihydroxypyridine để vào con đường phân giải thông thường. Đối với 

DETP sẽ được chuyển hóa thành ethanol và phosphoric acid, từ đó chuyển thành 

thiophosphate [85].  

Feng và cộng sự đã phân lập được 5 loài vi khuẩn gồm Pseudomonas sp. 

RRA, Bacillus sp. RRB, Sphingobacterium sp. RSA, Stenotrophomonas sp. RSB và 

Curtobacter sp. RSC từ canh t c lúa; kết quả đã xử lý được đất lúa  ị ô nhiễm 

Chlorpyrifos ở mức 90%, 5 mg/L. Tổ hợp vi khuẩn gồm Bacillus sp. CP6 và 

Klebsiella sp. CP19 được nghiên cứu để tăng cường sự phân hủy Chlorpyrifos trong 

đất  ằng c ch tối ưu hóa c c thông số kh c nhau và nó cũng có thể tồn tại trong môi 

trường chứa kh ng sinh [72] 

Bên cạnh vi khuẩn, c c enzyme vi sinh vật (như enzyme esterase từ 

Pseudomonas sp. C11 và enzyme hydrolase từ Arthrobacter sp. HM01) cũng được 

sử dụng trực tiếp để xử lý thuốc BVTV (OP, pyrethroid và carbamide) [55, 75, 

124]. Vi khuẩn có c c enzyme cụ thể đóng vai trò thiết yếu trong việc phân hủy 

thuốc BVTV [75]. 

Các enzyme có khả năng phân hủy thuốc  ảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ 

đóng vai trò quan trọng trong việc giảm thiểu t c động độc hại của c c hợp chất này 

đến môi trường và sức khỏe con người. Dưới đây là c c enzyme chính có khả năng 

phân hủy thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ: 

+ Enzyme Phosphotriesterase (PTE): 

PTE có khả năng xúc t c thủy phân một số thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ bao 

gồm parathion, methyl parathion, fensulfothion, trong số những loại kh c [69]. 

Ngoài ra, PTE có khả năng thủy phân c c chất độc thần kinh sarin, soman nhưng 

hiệu quả xúc t c đối với c c chất nền này không cao [70]. 



39 

Cơ chế hoạt động: Phosphotriesterase thủy phân liên kết ester trong c c hợp 

chất Lân hữu cơ, chuyển đổi chúng thành c c sản phẩm ít độc hại hơn Enzyme có 

khả năng phân hủy  parathion thành p-nitrophenol và diethyl thiophosphate, Phân 

hủy methyl parathion thành p-nitrophenol và dimethyl thiophosphate. Enzyme này 

được tìm thấy trong vi khuẩn (ví dụ: Pseudomonas diminuta, Agrobacterium 

radiobacter). 

+ Enzyme Carboxylesterase (CES)  

Cơ chế hoạt động: Car oxylesterase thủy phân c c liên kết ester trong hợp 

chất Lân hữu cơ, làm giảm độc tính của chúng. Malathion  ị phân hủy  ởi 

car oxylesterase thành c c dẫn xuất monoacid và diacid của nó; đây là cơ chế 

chuyển hóa chính để phân hủy malathion  ởi vi sinh vật. Trong c c nghiên cứu 

trước đây, car oxylesterase đã được phân lập từ Bacillus cereus, Brevibacillus và 

Lysinibacillus, và một loại enzyme car oxylesterase mới cũng đã được phân lập từ 

Acinetobacter baumannii [76, 127, 164, 166] 

+ Enzyme Organophosphate Hydrolase (OPH): OPH là một enzyme quan 

trọng trong qu  trình giải độc Chlorpyrifos. Enzyme này thủy phân nhiều loại hợp 

chất như paraoxon, parathion, diazinon và cyanophos [69] 

+ Enzyme Cytochrome P450: Cytochrome P450 oxy hóa c c hợp chất Lân 

hữu cơ, chuyển đổi chúng thành c c chất trung gian dễ phân hủy hơn. Chlorpyrifos 

có thể được hoạt hóa  ởi cytochrome P450 thông qua phản ứng khử lưu huỳnh để 

tạo thành Chlorpyrifos-oxon, một chất kh ng cholinesterase mạnh [100] 

+ Enzyme Glutathione S-Transferase (GST): GST kết hợp glutathione với 

c c hợp chất Lân hữu cơ, tạo thành c c sản phẩm ít độc hại hơn. Enzyme có khả 

năng phân hủy methyl parathion thành c c sản phẩm liên hợp với glutathione, 

glutathione S-transferase (GST, EC. 2.5.1.18) còn tham gia vào qu  trình phân hủy 

c c chuỗi alkyl/aryl của OP [171]. 

+ Enzyme Alkaline Phosphatase (ALP): Enzyme ALP có khả năng phân 

hủy parathion thành p-nitrophenol và diethyl phosphate, phân huỷ Chlorpyrifos từ 

nồng độ  an đầu 100 ppm xuống còn 20 ppm trong 1 giờ, Chlorpyrifos được ALP 

hoạt hóa thành 3, 5, 6-trichloro-2-pyridinol [152]. 
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Cho đến nay, vẫn chưa có nhiều kết quả về nghiên cứu, ứng dụng phân hủy 

sinh học Chlorpyrifos ethyl trong điều kiện yếm khí. Tuy nhiên, cơ chế phân hủy của 

Chlorpyrifos ethyl cũng tương tự như sự phân hủy các độc chất hữu cơ khác, đó là 

khả năng sử dụng các độc chất như nguồn carbon duy nhất và sự khử gốc chlor ở 

vòng thơm trong hô hấp yếm khí. Đối với các hợp chất hữu cơ chứa cả carbon và 

nitơ, vi khuẩn có thể sử dụng vừa làm nguồn carbon vừa làm nguồn nitơ cung cấp 

cho sự sống, giúp phá vỡ cấu trúc và gây mất hoạt tính sinh học ban đầu của hợp 

chất. Riêng với quá trình khử loại bỏ gốc chlor được thực hiện bởi một vài loài vi 

khuẩn kị khí bắt buộc có khả năng loại bỏ gốc halogen, được gọi là halorespiration 

hay deholorespiration. Sự loại bỏ gốc chlor chủ yếu nhờ vào quá trình hô hấp yếm 

khí. Tương tự như cơ chế phân hủy Dioxins, Chlorpyrifos ethyl và các độc chất hữu 

cơ khác đóng vai trò là chất nhận điện tử. Chất cho điện tử là quá trình lên men các 

acid hữu cơ như acid butyric, acid pyruvic để sản sinh hydro nguyên tử thay thế cho 

vị trí gốc chlor. Tuy các phân tử hữu cơ không bị phân hủy hoàn toàn trong hô hấp 

yếm khí nhưng sự loại bỏ gốc chlor sẽ giúp giảm độc tính ban đầu của chúng một 

cách đáng kể. 

Từ những nghiên cứu tổng quan các công trình thực nghiệm về khả năng ứng 

dụng VSV trong phân giải thuốc BVTV gốc lân hữu cơ nói chung và Chlorpyrifos 

nói riêng có thể thấy tiềm năng cao trong việc sử dụng các chủng vi khuẩn hiếu khí 

để loại bỏ tồn dư thuốc BVTV Chlorpyrifos trong đất nông nghiệp. Các nghiên cứu 

tập trung chủ yếu vào  nhóm vi khuẩn, các vi sinh vật này không chỉ phân giải Lân 

mà còn có khả năng khoáng hóa các hợp chất Lân hữu cơ và một số có khả năng 

kích thích sinh trưởng thực vật, đối kháng vi sinh vật vùng rễ cây trồng. Ngoài vi 

khuẩn, một số nghiên cứu phát hiện nấm mốc cũng có khả năng tái tạo môi trường 

nhiễm OP. Về bản chất, những VSV này sẽ sản xuất ra enzym, dưới tác dụng của 

enzyme, thuốc BVTV OP có thể bị chuyển hoá theo nhiều cơ chế thành những hợp 

chất mới có cấu trúc đơn giản hay phức tạp hơn, từ đó làm thay đổi hoạt tính sinh 

học ban đầu của thuốc. Các thuốc BVTV và trừ nấm gốc Lân hữu cơ bị phân giải 

qua từng bước và sản phẩm cuối cùng là acid phosphoric không độc. Khi VSV sử 

dụng OP làm nguồn thức ăn cho chúng, độc tính của thuốc vì vậy cũng có khả năng 
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suy giảm. Dưới tác động của VSV trong điều kiện yếm khí, tuy các phân tử hữu cơ 

không bị phân hủy hoàn toàn trong nhưng sự loại bỏ gốc chlor sẽ giúp giảm độc 

tính ban đầu của chúng một cách đáng kể. Một số nghiên cứu cũng phát hiện ra 

nhiều VSV có khả năng này là do chúng đều sản xuất enzyme OPH có trình tự axit 

amin giống nhau, gene mã hóa enzyme OPH (opd gene) này nằm trên plasmid. Mặc 

dù có tiềm năng như vậy, nhưng những nghiên cứu sâu về VSV phân giải OP vẫn 

còn tản mạn, chưa đi sâu vào cơ chế, bản chất di truyền và chưa có đánh giá hiệu 

quả ứng dụng thực tiễn một cách bài bản.  
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CHƢƠNG II: ĐỐI TƢỢNG, VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

- Chủng vi sinh vật có hoạt tính phân giải thuốc BVTV gốc lân hữu cơ được 

phân lập từ đất trồng chè tại tỉnh Nghệ An. 

- Đất nông nghiệp khu vực thâm canh chè có dư lượng thuốc bảo vệ thực vật 

gốc Lân hữu cơ. 

 Sơ đồ logic của đề tài được thể hiện như sau: Từ đất trồng chè có dư lượng 

CPF→ Phân lập các chủng VSV có hoạt tính phân giải CPF → Đ nh gi  hoạt tính 

phân giải CPF của các chủng để chọn chủng có hoạt lực mạnh → Đ nh gi  tính an 

toàn sinh học để chọn chủng có khả năng phóng thích ra môi trường, an toàn cho hệ 

sinh th i→ Nghiên cứu các thông số kỹ thuật (pH, nhiệt độ, môi trường lên men, tỉ 

lệ giống cấp 1, liều lượng cấp khí) phù hợp để tạo sinh khối cao nhất cho các chủng 

lựa chọn → Sản xuất chế phẩm từ các chủng được tuyển chọn → Ứng dụng chế 

phẩm trên quy mô diện hẹp và diện rộng → Đ nh gi  kết quả ứng dụng ngoài thực 

tiễn thông qua khả năng phân giải CPF của chế phẩm và năng suất, chất lượng chè 

→ Đưa ra c c kết luận, kiến nghị. Sơ đồ khối được trình bày tại hình 2.1 

 

 

 

 

                            

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ thể hiện quy trình nghiên cứu của luận án 

Điều tra hiện trạng thuốc BVTV có chứa gốc OP 

Thời gian 

Phân lâp, tuyển chọn vi sinh vật phân hủy CPF, Nghiên 

cứu điều kiện nhân sinh khối các chủng vi sinh vật 

Nghiên cứu sản xuất chế phẩm vi sinh vật phân hủy 

CPF 

Thí nghiệm đ nh gi  khả năng sử dụng chế phẩm vi 

sinh vật phân giải CPF trên đất trồng chè có tồn dư OP 

pH Môi trường nuôi cấy Nhiệt độ 
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Sơ đồ nghiên cứu trên cho thấy trình tự logic của quá trình nghiên cứu: từ 

điều tra hiện trạng, phân lập vi sinh vật, tối ưu điều kiện nuôi cấy, sản xuất chế 

phẩm, đến thử nghiệm ngoài thực địa và đ nh gi  hiệu quả xử lý chất ô nhiễm. 

2.2. Phạm vi nghiên cứu 

- Nghiên cứu cơ  ản được thực hiện tại phòng thí nghiệm của Viện Môi 

trường Nông nghiệp (Viện Khoa học Nông nghiệp Việt Nam); ngoài ra còn có sự 

hỗ trợ của một số phòng thí nghiệm của Viện Công nghệ sinh học (Viện Khoa học 

và Công nghệ Việt Nam) và Trường Đại học Khoa học Tự nhiên (Đại học Quốc gia 

Hà Nội). 

- Nghiên cứu đ nh gi  khả năng sử dụng vi sinh vật có khả năng phân giải 

thuốc BVTV gốc lân hữu cơ đối với đất trồng chè thuộc Hợp tác xã chè Minh Sáng, 

xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An.  

- Nghiên cứu được thực hiện từ 9/2019 – 6/2024. 

2.3. Thiết bị, hoá chất và dụng cụ thí nghiệm 

Liệt kê tại phụ lục 1. 

2.4. Vật liệu sử dụng trong nghiên cứu:  

Mẫu chè và đất trồng chè được thu thập tại Nghệ An, Thái Nguyên, Lâm Đồng. 

2.5. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.5.1. Phương pháp lấy mẫu và bảo quản mẫu. 

- Phương ph p lấy mẫu chè: Thực hiện theo QCVN 01-28:2010/BNNPTNT: 

Quy chuẩn kỹ thuật quốc gia: Chè - Quy trình lấy mẫu phân tích chất lượng, an toàn 

vệ sinh thực phẩm. 

Trước khi lấy mẫu phải rải và trộn đều chè trên nền nhà thành một lớp dày 

không quá 30cm. Với lô chè dưới 1 tấn, lấy mẫu ở 5 vị trí và lô chè trên 1 tấn lấy 

mẫu ở 8 đến 9 vị trí như sau: 

  

Khi lấy mẫu phải bốc chè từ trên mặt đến nền, tổng khối lượng mẫu của 1 lô 

hàng không ít hơn 1 kg. Lượng mẫu trên được trộn và rải thành lớp phẳng hình vuông. 
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Chia mẫu theo hai đường chéo, lấy hai phần đối diện và tiếp tục làm như vậy cho đến 

khi lượng mẫu còn lại khoảng 200 g (hoặc 400 g nếu cần phải lưu mẫu). 

- Phương ph p lấy mẫu đất: Thực hiện theo TCVN 7538-2:2005 (ISO 10381-

2:2002): Chất lượng đất - Lấy mẫu - Phần 2: Hướng dẫn kỹ thuật lấy mẫu. 

Mẫu đất được thu tại 5 vị trí trên cùng một luống chè theo hình ziczac, thu ở 

độ sâu 20cm; sau đó trộn đều các mẫu lại và lấy 1 mẫu đại diện với trọng lượng 

2kg. Đất đã thu xong sẽ cho vào  ao nylon màu đen (2 lớp), ký hiệu mẫu và trữ lạnh 

rồi chuyển về phòng thí nghiệm để thực hiện các nghiên cứu. 

- Phương ph p bảo quản mẫu: Mẫu được  ọc kín trong túi đen hoặc trong th ng 

xốp để tr nh  nh nắng, tia UV và được  ảo quản lạnh trong qu  trình vận chuyển.  

2.5.2. Phương pháp phân tích hàm lượng thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân 

hữu cơ 

Quá trình chiết OP được thực hiện theo phương ph p mô tả bởi Gan & cs. 

(1999) [82]. Cụ thể, 10 g mẫu được lắc với 20 mL dung môi methanol/nước (4:1), 

sau đó ly tâm 10.000 v/phút, 15 phút, gạn lấy phần dịch nổi. Lặp lại quá trình chiết 

2 lần và gộp lại, cô quay chân không cho tới 15 mL. Dịch sau đó được axit hóa bằng 

HCl tới pH ~1,0 và chiết phân đoạn với chloroform (30 mL) bằng phễu. Sau đó, pha 

hữu cơ được loại làm khô trong chân không và hòa lại bằng 10 mL acetone. 

X c định nồng độ CPF: CPF trong mẫu lỏng được chiết  ằng ete dầu mỏ 

trong 1 phút. Dung dịch chứa CPF được đo ở  ước sóng 294 nm  ằng phương ph p 

quang phổ. C c mẫu CPF được lắc với 5 mL acetonitrile và lọc  ằng  ộ lọc xi lanh 

0,22 µm. Nồng độ CPF được đo  ằng HPLC ở  ước sóng 300 nm [77]. Cột được sử 

dụng là XDB-C18 (5 Mm, 4.6x250 mm). Pha động là hỗn hợp acetonitrile và dung 

dịch đệm chứa axit axetic và nước. Thời gian lưu giữ của CPF là 9,5 phút. Nồng độ 

CPF còn lại trong mẫu đất được x c định bằng GC/MS [78] 

Công thức chung tính hàm lượng CPF: 

 

                                          
  

  
  

   

 
  

Trong đó: 

C: Nồng độ CPF trong dung dịch chiết (mg/L), đọc GC/MS qua đường chuẩn. 
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V: Thể tích dung dịch cuối c ng sau chiết (L), ở đây là 10 mL = 0,01 L. 

m: Khối lượng mẫu đất (kg), ở đây là 10 g = 0,01 kg. 

2.5.3. Phương pháp nghiên cứu vi sinh vật. 

- Xác định mật độ vi sinh vật theo TCVN 4884-1:2015 - Phần 1 [26] 

Cân 10g mẫu vào bình tam giác dung tích 250ml có chứa 90ml nước cất đã 

khử trùng. Lắc trên máy lắc 150 vòng/phút trong 30 phút, thu được dịch pha loãng có 

nồng độ là 10
-1
. Sau đó, hút 1ml dịch trong bình pha loãng nồng độ 10

-1
 sang ống 

nước cất 9ml đã khử tr ng, được nồng độ pha loãng 10
-2

. Tiếp tục pha loãng như trên, 

được nồng độ pha loãng 10
-3

, 10
-4
… đến nồng độ pha loãng cần thiết. Hút 0,05ml 

dịch đã pha loãng nhỏ vào các hộp petri chứa môi trường thạch thịt-pepton. Dùng que 

trang thuỷ tinh (đã vô tr ng), trang đều lên mặt môi trường trong hộp petri. Sau khi 

trang xong dùng giấy gói lại và chuyển các hộp petri chứa vi sinh vật vào tủ ấm và 

nuôi cấy ở điều kiện nhiệt độ thích hợp. Sau khoảng từ 2- 4 ngày nuôi cấy, lấy mẫu ra 

quan s t và đếm số khuẩn lạc mọc trên các hộp petri (chỉ đếm ở các nồng độ pha 

loãng có 50-399 khuẩn lạc). Số lượng khuẩn lạc được tính bằng công thức:  

N =   

Trong đó:  

N: là số vi sinh vật trong một đơn vị kiểm tra (CFU/g (ml));  

: là tổng số khuẩn lạc đếm được trên tất cả c c đĩa Petri được giữ lại; 

  n1: là số đĩa được giữ lại ở độ pha loãng thứ nhất;  

  n2: là số đĩa được giữ lại ở độ pha loãng thứ hai;  

  d : là hệ số pha loãng tương ứng với độ pha loãng thứ nhất. 

- Phương pháp phân lập vi sinh vật có khả năng phân giải thuốc bảo vệ thực 

vật gốc Lân hữu cơ 

Khối lượng và loại mẫu: Lấy chính x c 5 g đất hoặc   n (tươi, đồng nhất); 

nếu là nước cống thì lấy 5 ml, lắc đều trước khi pha loãng. 

+ Phân lập: Hòa tan mẫu vào 45 ml dung dịch NaCl 0,85%, sau đó lắc đều 15–30 

phút trên máy lắc ngang trước khi tiến hành pha loãng, cấy phân lập trên môi trường 

chuyên biệt chứa Chlorpyrifos để tuyển chọn chủng phân giải thuốc BVTV. 

)1,0( 21 nnd

C





C
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* Với cơ chất malathion và Chlorpyrifos 

5 g mẫu đất được chuyển vào 95 mL môi trường MSM có chứa 50 mg/L cơ 

chất (malaathion, Chlorpyrifos) và nuôi tại 28
o
C, lắc 120 v/ph, thời gian 5 ngày. 

Quá trình làm giàu lặp lại 3 lần. Sau đó, dịch nuôi cấy được pha loãng tại các giá trị 

nhất định và 50 L dịch được trải trên đĩa thạch MSM có chứa 50 mg/L cơ chất. 

Sau khi ủ 28
o
C, các khuẩn lạc được chọn và cấy ria trên đĩa thạch mới chứa OP cho 

tới khi các khuẩn lạc đồng nhất (cùng có cùng hình dáng, màu sắc …). 

* Với cơ chất (methyl) parathion. 

5 g mẫu đất, bùn (hoặc nước cống) được chuyển vào 95 mL môi trường 

MSM có chứa 50 mg/L cơ chất (hòa trong 5% methanol và lọc qua màng lọc 0.22 

m) và nuôi cấy 28-30
o
C, lắc 120 v/ph từ 7-14 ngày. OP được sử dụng như nguồn 

C và năng lượng duy nhất.  50-100 L mẫu được trải đều trên đĩa thạch MSM chứa 

100 mg/L parathion. Sau 3 ngày ủ tại 30
o
C, các khuẩn lạc tạo vòng màu vàng được 

lựa chọn, tinh sạch. 

- Nghiên cứu đặc điểm sinh lý, hóa sinh của các chủng vi sinh vật: 

C c đặc điểm sinh lý, sinh hóa của các chủng VSV theo kit API 20NE (đối 

với các chủng vi khuẩn Gram (-), không thuộc loại Enterobacter), kit API20E, và kit 

API 50CHB để x c định vi khuẩn Gram (+). Định tên vi khuẩn dựa vào kết quả 

phân tích của phần mềm APILAB PLUS 3.3.3 kết hợp với hệ thống phân loại vi 

khuẩn của Bergey [99]. 

2.5.4. Phân loại vi sinh vật bằng phương pháp sinh học phân tử 

 Tách chiết DNA tổng số của vi khuẩn 

Quy trình tách chiết DNA tổng số của vi khuẩn được tiến hành theo phương 

pháp CTAB/NaCl của Ausubel [49] 

(1) Vi khuẩn nuôi trong 24 giờ trên môi trường thạch thu sinh khối hòa trong 1,5 ml 

nước khử trùng. (2) Cặn tế  ào được thu bằng cách ly tâm lạnh trong ở tốc độ 5000 vòng/5 

phút để thu sinh khối. (3) Cặn tế bào hòa trong 567 µl TE, 5 µl lyzozym mix đều ủ 37
o
C 

trong 20 phút. (4) Bổ sung 3 µl proteaza K, 30 µl SDS 10 % vào dung dịch trên mix đều ủ 

37
o
C trong 30 phút. (5) Sau đó  ổ sung 100 µl NaCl 5 M, mix đều, bổ sung tiếp 80 µl dung 

dịch CTAB/NaCl (10% cetyltrimethylammoium bromide, 0.7 M NaCl) mix đều ủ 65 oC/10 

phút. (6) Chiết 1 V hỗn hợp chloroform: isoamyl (24 : 1), vortex. (7) Ly tâm 12000 
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vòng/phút thu dịch nổi (lặp lại chiết dung môi hai lần). (8) Bổ sung 10 µl Na-acetat 3 M, mix 

đều, bổ sung tiếp 2 V cồn 100 % (lạnh) hoặc 0,7 V isopropanol (lạnh), mix đều. (9) Để lạnh 

ở -20
o
C ít nhất 4 giờ. (10) Ly tâm 12000 vòng/20 phút thu cặn. (11) Rửa tủa bằng 500 µl cồn 

70
o
, ly tâm 12000 vòng/10 phút, thu cặn. (12) Làm khô. (13) Hòa cặn trong 40 ÷ 60 µl TE - 

ARNaza, ủ ở 37
o
C/ 1 giờ. (14) Kiểm tra độ tinh sạch của DNA bằng m y đo quang phổ ở 

 ước sóng 260 nm và 280 nm. CDNA (protein) = A260 (280) x 50 x độ pha loãng mẫu. Tỉ 

lệ DNA/protein > 1,8 là mẫu sạch. (15) Điện di kiểm tra trên gel agaroza 0.8 %, điện thế 100 

V. Nhuộm bản gel trong dung dịch ethidium bromit 1 %/ 10 phút. 

 Nhân bản đoạn DNA thuộc gen 16S rARN bằng PCR 

Thu nhận đoạn gen 16S ARN bằng phản ứng PCR sử dụng cặp mồi Pr16F và Pr16R.  

(Pr16F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG; Pr16R: TACGGTTACCTTGTTACCGACTT) 

 PCR được tiến hành với tổng thể tích 25 µl/ mẫu: DNA tổng số (1 µl), 16F(1 

µl), 16R (1 µl), dNTPs 10 mM (2 µl), Taq polymeraza (0,25 µl), đệm  Taq 

polymeraza 10 X (5 µl), nước khử ion.  

 Chu trình nhiệt: (1) 94
o
C - 3 phút, (2) 94

o
C -  1 phút, (3) 55

o
C – 1 phút, (4) 

72
o
C - 2 phút. Lặp lại 30 chu kỳ từ  ước 2-4; 72

o
C - 7 phút. Giữ ở 4

o
C.  

Điện di kết quả: Lấy 5µl sản phẩm PCR để địện di kiểm tra trên agarose 0,8% với 

điện thế 100V trong 30 phút. 

 Tinh sạch sản phẩm PCR:  

Tinh sạch sản phẩm PCR: Các chủng dương tính được tinh sạch bằng bộ kít 

Gel jet extraction kit (fermentas). Quy trình: 

- Thêm 25µl Binding bufer theo tỉ lệ 1:1 với 25 µl DNA, mix đều. 

- Chuyển hỗn hợp dungdịch lên cột liên kết DNA và ly tâm 12000 vòng/phút 

trong 1 phút. Loại bỏ dịch chảy qua cột. 

- Tiếp tục bổ sung 300µl cồn 70º hoặc 500 µl đệm rửa WB (Washing 

Buffer), ly tâm 13.000 vòng/phút trong 1 phút. Loại bỏ dịch chảy qua cột. Chuyển 

cột sang ống Eppendorf mới. Mở nắp cho  ay hơi cồn. 

- Bổ sung 20 µl nước khử ion khử tr ng, để ở nhiệt độ phòng 1 phút và ly 

tâm 13.000 vòng/phút trong 1 phút để thu mẫu DNA. 

 Xác định trình tự gen 16s rARN 

(1) Trình tự DNA được x c định bằng kit Dyedeoxy Terminator Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems, Weiterstadt, Đức), sản phẩm được phân tích trên 
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m y đọc trình tự tự động ABI 377 (Perkin-Elmer, Mỹ).  

(2) Chuỗi nucleotit được xử lý bằng chương trình Bioedit. 

(3) Truy cập dữ liệu ngân hàng gen EMBL (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) để 

so sánh bằng chương trình GENDOC 2.5.  

(4) Sử dụng chương trình phân tích phả hệ và tiến hóa MEGA 12 để x c định 

mối quan hệ di truyền giữa các chủng được phân tích. 

Xây dựng cây phát sinh loài cho các chủng vi sinh vật tuyển chọn  

Phương ph p Neigh or-Joining dựa trên trình tự gen 16S rRNA. Các giá trị 

bootstrap (1.000 lần lặp lại) được hiển thị bên cạnh các nhánh. Khoảng cách tiến 

hóa được tính bằng phương ph p Maximum Composite Likelihood và  iểu thị dưới 

dạng số lần thay thế nucleotide trên mỗi vị trí. Phân tích được thực hiện bằng phần 

mềm MEGA12. 

2.5.5. Thử nghiệm xác định tính an toàn đối với động vật. 

- X c định vị trí phân loại theo danh mục EWG 90/679/EWG (26/11/1990): 

Mục tiêu: X c định các chủng VSV dựa trên vị trí phân loại và danh mục của Cộng 

đồng Châu Âu về an toàn sinh học. Danh mục này đưa ra c c tiêu chí và hướng dẫn 

về độ an toàn sinh học của các sinh vật khi được phóng thích vào môi trường, giúp 

phân loại các chủng thành các nhóm an toàn hoặc có rủi ro tương đối. 

Quy trình thực hiện:  

Thu thập dữ liệu phân loại của các chủng VSV, bao gồm c c đặc điểm di 

truyền, sinh lý và khả năng tương t c với hệ sinh thái. 

So sánh vị trí của các chủng với danh mục được công bố theo hướng dẫn số 

90/679/EWG, từ đó x c định nhóm an toàn tương đối. 

Các chủng có vị trí nằm trong c c nhóm được đ nh gi  là có rủi ro thấp hoặc 

an toàn sẽ được lựa chọn cho  ước đ nh gi  tiếp theo. 

- Đ nh gi  độc lực và khả năng gây  ệnh trên động vật theo phương ph p của 

Cater (1984) [60]: 

Mục tiêu: Đ nh gi  khả năng gây độc và khả năng gây  ệnh của các chủng VSV 

được dự định phóng thích ra môi trường, nhằm đảm bảo rằng chúng không gây tác hại 

cho động vật, từ đó đảm bảo an toàn cho cả con người và hệ sinh thái. 

- C c  ước thực hiện: 

+ Sử dụng chuột nhắt trắng là đối tượng thí nghiệm. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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+ Chuẩn bị dung dịch chứa chủng vi sinh vật cần đ nh gi  (đã được định 

lượng mật độ tế bào). 

+ Chia động vật thành 2 nhóm: 

Nhóm thí nghiệm (20 con ) được phơi nhiễm VSV; 

Nhóm đối chứng (20 con ) không phơi nhiễm VSV; 

 + Hình thức phơi nhiễm phù hợp: Cho uống hoặc nhỏ vào miệng: Dùng 

trong đ nh gi  qua đường tiêu hóa, sử dụng liều lượng chuẩn xác. 

-  Theo dõi và ghi nhận: 

+ Thời gian theo dõi: từ 7 đến 14 ngày sau phơi nhiễm. 

+ Ghi nhận các biểu hiện lâm sàng hằng ngày như: 

Tình trạng hoạt động, ăn uống, phản ứng khi tiếp xúc. 

Các triệu chứng như sốt, tiêu chảy, co giật, lờ đờ... 

-  So sánh với nhóm đối chứng: 

+ Đ nh gi  sự khác biệt giữa nhóm thí nghiệm và nhóm đối chứng về: 

Tỷ lệ tử vong (nếu có); 

Mức độ tổn thương cơ quan; 

Thay đổi sinh lý và miễn dịch. 

-   Đ nh gi  kết quả: 

+ Nếu không có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt lâm sàng và sinh lý – sinh hóa 

giữa hai nhóm → Chủng VSV được coi là an toàn. 

+ Nếu xuất hiện dấu hiệu bất thường, tăng tử vong hoặc tổn thương cơ quan 

→ Chủng VSV bị loại bỏ hoặc yêu cầu đ nh gi  lại. 

 

2.5.6. Nghiên cứu các điều kiện ảnh hưởng đến quá trình nhân sinh khối 

Lần lượt xây dựng thí nghiệm x c định c c điều kiện lên men như: nhiệt độ, 

pH, môi trường nuôi cấy, thời gian nhân sinh khối, lưu lượng cấp khí và tỉ lệ nhân 

giống cấp 1.  

Mục tiêu của thí nghiệm là x c định điều kiện tối ưu trong nhân sinh khối vi 

sinh vật thông qua chỉ tiêu mật độ của chúng. Cụ thể: Nhiệt độ trong quá trình lên 

men sinh khối được điều chỉnh ở các mức khác nhau: 20C; 25C; 30C; 35C; 

40C; 45C; pH  an đầu được điều chỉnh về các giá trị lần lượt là 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 
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7,0; 7,5; 8,0 và môi trường nhân sinh khối được đưa ra để lựa chọn là môi trường 

sản xuất SX1; SX2 và SX3 

Tỷ lệ giống cấp 1 được  ổ sung ở c c mức kh c nhau từ 0,5 5%, được kiểm 

tra độ thuần khiết và phải đạt mật độ tế  ào ≥10
8
 CFU/ml  (giống cấp 1 được nhân 

sinh khối trong môi trường dịch thể trên m y lắc dàn với tốc độ lắc 150 vòng/phút, 

dịch lên men sau 48 giờ được kiểm tra đảm  ảo mật độ tế  ào ≥10
8
CFU/ml). Liều 

lượng cấp khí: Điều chỉnh lượng khí cấp trong qu  trình nhân sinh khối c c chủng 

VSV ở c c mức: 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 (dm
3
 không khí/lít môi trường/phút). Đ nh 

gi  ảnh hưởng lượng cấp khí thông qua gi  trị mật độ c c chủng VSV ở c c mức khí 

cấp kh c nhau. 

2.5.7. Phương pháp tạo chế phẩm vi sinh vật 

Quy trình sản xuất chế phẩm vi sinh xử lý tồn dư thuốc  ảo vệ thực vật gốc 

Lân hữu cơ - CPF được xây dựng theo sơ đồ sau: 
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+ Nhân sinh khối các chủng VSV:  

Chủng VSV được lên men sinh khối cấp 1 trong  ình tam gi c, sau đó lên 

men sinh khối trên thiết bị lên men và được kiểm tra độ thuần khiết và đạt mật độ tế 

 ào ≥ 10
8
 CFU/ml, sinh khối vi sinh vật được t ch nước bằng thiết bị li tâm với tốc 

độ 6000 v/p trong 30 phút. 

+ Lên men xốp: 

Sinh khối vi sinh vật được sử dụng để lên men xốp với môi trường lên men 

là đường dextro trong 72 giờ với tỷ lệ tiếp giống là 1%. 

+ Phối trộn:  

Phối trộn đều sản phẩm sau lên men xốp của c c chủng vi sinh vật với tỷ lệ 

ph  hợp để đảm  ảo mật độ c c chủng đạt yêu cầu. 

+ Kiểm tra chất lượng: Sản phẩm cuối cùng của qui trình sản xuất cũng 

như c c sản phẩm tạo ra trong từng công đoạn của qui trình đều phải được kiểm 

tra đ nh gi  chất lượng về các chỉ tiêu mật độ vi sinh vật lựa chọn và mức độ 

tạp nhiễm.  

         + Bảo quản sản phẩm: Sản phẩm được đóng gói trong túi zip tráng thiếc,  ảo 

quản trong điều kiện phòng. Sản phẩm được kiểm tra mật độ vi sinh vật theo thời 

gian  ảo quản 0 giờ, 7 ngày, 15 ngày, 30 ngày, 45 ngày, 60 ngày, 75 ngày. 

2.5.8. Thí nghiệm đánh giá khả năng xử lý CPF của vi sinh vật  

2.5.8.1. Xác định khả năng phân giải CPF của các chủng vi sinh vật trong 

đất (in vitro):  

Đất thử nghiệm được sấy khô ở 100
o
C trong 24 giờ, sau đó được nghiền và 

rây qua lưới để thu đất mịn, sau đó tiếp tục được sấy lại (100
o
C, 12h) để khử tr ng.  

 Trộn đều cơ chất thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ (50 mg/L Chlorpyrifos) với 

1g đất khô nghiền mịn đã chuẩn  ị sau đó tiếp tục thêm đất trộn đều cho đủ 100g. 

Mẫu đất được kiểm tra dư lượng CPF theo c  mức thời gian 0 giờ, sau 3, 5, 7 ngày 

 ằng phương ph p đã mô tả trong mục 2.5.2. và lắc 120 rpm trong điều kiện nhiệt 

độ 28 – 30
o
C, thời gian 5 ngày. 

 2.5.8.2. Đánh giá hiệu quả của chế phẩm vi sinh vật đối với cây chè ở quy mô 

nhà lưới: 
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 Nguyên vật liệu: Cây chè giống LDP 1 do Trung tâm nghiên cứu và phát triển 

chè thuộc Viện Khoa học kỹ thuật nông lâm nghiệm miền núi phía Bắc cung cấp  

 Đối tượng cây trồng: Cây con vườn ươm 9 th ng tuổi, có chiều cao trung 

 ình 22,5 cm, số l  từ 6-8 lá. 

 Phương ph p thí nghiệm:  ố trí kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên (CRD), nhắc lại 

03 lần trong nhà lưới. 

 Chậu đất: Chứa 30 kg đất (loại đất thịt pha c t). 

 Phân bón: Phân hữu cơ 30g/chậu  ón lót trước khi trồng.  

+ Chỉ tiêu theo dõi:  

 Chỉ tiêu sinh trưởng phát triển của cây chè: số lá, cao cây. 

 Chỉ tiêu phân tích đất: Dư lượng CPF trong đất, Mật độ vi sinh vật sinh 

hoạt chất kích thích sinh trưởng (IAA).  

 Dư lượng CPF trong chè. 

- Đánh giá ảnh hưởng của liều lượng chế phẩm vi sinh vật  

+ Công thức thí nghiệm:  

CT1: Đối chứng (không chế phẩm) + CPF (200mg/m
2
). 

CT2:  Bổ sung CP VSV 1g/m
2 

+ CPF (200mg/m
2
). 

CT3: Bổ sung CP VSV 2g/m
2 
+ CPF (200mg/m

2
). 

CT4: Bổ sung CP VSV 3g/m
2 
+ CPF (200mg/m

2
). 

CT5: Bổ sung CP VSV 5g/m
2 
 + CPF (200mg/m

2
). 

CT6: Bổ sung CP VSV 10g/m
2 

+ CPF (200mg/m
2
). 

+ Đối với mỗi chậu đất (đã có sẵn dư lượng Chlorpyrifos theo thiết kế), bổ sung chế 

phẩm vi sinh vật với mật độ 108 CFU/g đất khô (tương đương 20 ml chế phẩm lỏng 

hoặc 5 g dạng bột đã chuẩn hóa) bằng cách trộn đều vào lớp đất mặt (0–5 cm). 

+ Sau khi bổ sung chế phẩm, tiến hành tưới nhẹ bằng nước vô tr ng để độ ẩm đất 

đạt khoảng 60–70% khả năng giữ nước tối đa. 

+ Đặt các chậu vào nơi có m i che, thông tho ng, nhiệt độ ổn định 25–30°C. Mỗi 

tuần đảo trộn nhẹ lớp đất mặt một lần để duy trì hiếu khí. 

2.5.8.3. Thí nghiệm diện hẹp đánh giá hiệu quả của chế phẩm VSV đối với cây chè: 

Địa điểm triển khai:  
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 Thí nghiệm diện hẹp tại xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An, trên 2 

loại chè gồm: 

- Cây chè giai đoạn kiến thiết (3 năm tuổi): giống PH 8. 

- Cây chè kinh doanh: giống LDP1 (19 năm), 1 năm thu 6 vụ bắt đầu từ tháng 1, 

mỗi vụ cách nhau 40-50 ngày. 

- Thời gian thực hiện: 10/2022 - 12/2022. 

- Chế độ canh tác: Các công thức thí nghiệm có điều kiện canh t c như nhau, 

các loại phân bón, thuốc bảo vệ thực vật chăm sóc như nhau (thuốc BVTV do người 

dân sử dụng), chỉ khác nhau duy nhất là lượng chế phẩm bón thêm vào. 

* Các loại thuốc bảo vệ thực vật người dân sử dụng chủ yếu trừ rệp sáp, rầy hại 

chè gồm: 

+ Atylo 650WP: Hoạt chất gồm Acetamiprid 400g/kg + Buprofezin 250g/kg.  

+ Sokupi 0,5 SL: Hoạt chất gồm Matrine 0,5%; dung môi 99,5%. 

Các nhóm thuốc BVTV trên đều không chứa gốc OP (đối tượng nghiên cứu trong 

đề tài) nên không ảnh hưởng đến thí nghiệm. 

- Phương ph p  ố trí thí nghiệm: Theo khối đầy đủ ngẫu nhiên (RCBD), 

nhắc lại 03 lần. diện tích ô thí nghiệm: 100m
2
/ô. Tổng diện tích ô thí nghiệm là 

1200m
2
. 

- Công thức thí nghiệm: Bổ sung chế phẩm VSV  ở liều lượng phù hợp nhất 

từ kết quả thí nghiệm đ nh gi  khả năng xử lý OP của vi sinh vật ở quy mô nhà lưới 

và bổ sung thêm các công thức tăng liều lượng chế phẩm vi sinh (CT2, CT3). 

+ Đối chứng: không bón chế phẩm. 

+ CT1: chế phẩm bón 100 kg/ha. 

+ CT2: chế phẩm bón 200 kg/ha. 

+ CT3: chế phẩm bón 300kg/ha. 

- Chỉ tiêu theo dõi:  

+ Chỉ tiêu sinh trưởng phát triển của cây chè  

 Chiều cao cây: (cm): Dùng một khung vuông có kích thước bằng diện tích 

t n chè đặt trên mặt t n thăng  ằng song song với mặt đất, chiều cao cây đo 

từ cổ rễ đến bề mặt khung vuông. Chọn những cây chè đại diện cho ô thí 
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nghiệm, mỗi ô thí nghiệm đo 5 điểm theo phương ph p đường chéo, mỗi 

điểm đo 10 cây. Thời điểm đo là trước các lứa thu hoạch, chiều cao cây là số 

liệu trung bình của những lần đo. 

 Rộng tán (cm): Chọn những cây chè đại diện cho ô thí nghiệm, mỗi ô thí 

nghiệm đo 5 điểm theo phương ph p đường chéo, mỗi điểm đo 10 cây. Thời 

điểm đo là trước các lứa thu hoạch. Rộng t n chè được đo ở vị trí rộng nhất 

của tán và lấy số liệu trung bình của các lần đo. 

 Chiều dài búp (cm): Chiều dài búp là chiều dài từ điểm giữa l  2 và l  3 đến 

đỉnh sinh trưởng búp. 

           Mỗi công thức thí nghiệm lấy 150 g mẫu. Đo chiều dài 15  úp được lấy ngẫu 

nhiên, thực hiện 03 lần nhắc. Chiều dài búp là bình quân chiều dài một búp của 03 

lần nhắc lại. 

+ Chỉ tiêu cấu thành năng suất và năng suất thực thu 

 Khối lượng búp (g/búp): lấy mẫu theo đường chéo 5 điểm. Mỗi điểm hái 

100g. Chỉ hái những búp theo yêu cầu của thí nghiệm. Toàn bộ lượng búp ở 

c c điểm trộn đều với nhau, cân 100g, đếm tổng số  úp có trong 100g đó. 

Khối lượng  úp được tính bằng tỷ số 100/tổng số búp có trong 100g búp. 

Thời điểm theo dõi: khi thu hoạch búp. 

 Mật độ búp (búp/m
2
): Sử dụng khung mật độ 25 x 25cm, đặt trên tán chè đại 

diện cho thí nghiệm theo phương ph p đường chéo 5 điểm sau đó đếm số 

 úp đủ tiêu chuẩn hái. Thời điểm theo dõi  khi thu hoạch búp. 

 Tỉ lệ  úp tôm 2,3 l : Kết hợp x c định mật độ  úp tiến hành đếm số  úp 1 

tôm 2,3 l  trong khung, tính tỉ lệ  úp 1 tôm 2,3 l  theo công thức: 

                                            Số  úp 1 tôm 2,3 l  

Tỉ lệ  úp 1 tôm 2,3 l  %  =  —————————  x  100 

                                                      Tổng số  úp điều tra 

 Năng suất thực thu (tấn/ha): cân trọng lượng búp thu hái sau mỗi vụ.  

+ Chỉ tiêu chất lượng: tanin (%), hàm lượng cafein (%), chất tro (%), màu sắc, mùi 

vị chè. Trong đó: 

 Chỉ tiêu tannin được phân tích theo TCCS 35:2017/TTPT. 
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 Chỉ tiêu cafein được phân tích theo TCVN 9744:2013. 

 Chỉ tiêu chất tro được phân tích theo TCVN 5611:2007. 

 Chỉ tiêu màu sắc được phân tích theo TCVN 3218:2012. 

 Chỉ tiêu mùi vị được phân tích theo TCVN 3218:2012. 

+  Chỉ tiêu sâu  ệnh hại: Áp dụng phương ph p quan trắc theo dõi thí nghiệm  ảo vệ 

thực vật chè của Nguyễn Văn H ng (Tuyển tập c c công trình nghiên cứu về chè 

(1988 – 1997), Nhà xuất  ản Nông nghiệp). Mỗi giống chè h i ngẫu nhiên 100  úp 

trên 5 điểm chéo góc, 2 lần lặp, đếm số  úp  ị hại do từng loại sâu  ệnh rồi tính. 

Điều tra rầy xanh,  ọ c nh tơ, nhện đỏ: H i 5 điểm 20 búp  x  5 điểm  =  100 

 úp cho vào túi nilon đem về phòng đếm số  úp  ị rầy xanh,  ọ c nh tơ, nhện đỏ 

hại và tính theo công thức: 

                                        Tổng số  úp  ị hại 

%  úp  ị hại  =  —————————————  x  100 

                              Tổng số  úp điều tra (100  úp) 

Điều tra  ệnh thối  úp: H i 5 điểm chéo góc mỗi điểm 20  úp  x  5 điểm  =  100 

 úp cho vào túi nilon đem về phòng đếm số  úp  ị  ệnh và tính theo công thức: 

                                        Tổng số  úp  ị hại 

% búp bị hại  =  —————————————  x  100 

                              Tổng số  úp điều tra (100  úp) 

+ Chỉ tiêu về đất: Dư lượng thuốc BVTV gốc OP. 

2.5.8.4. Thí nghiệm diện rộng đánh giá hiệu quả của chế phẩm vi sinh vật 

đối với cây chè 

+ Thời gian thực hiện: 05/2023 - 09/2023. 

+ Địa điểm thực hiện:  

 Thí nghiệm diện rộng tại xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An, trên 2 

loại chè gồm: 

+ Cây chè giai đoạn kiến thiết (3 năm tuổi): Giống PH 8. 

+ Cây chè kinh doanh: giống LDP1 (19 năm). 

+ Công thức thí nghiệm: 

Công thức đối chứng (ĐC):  Không bón chế phẩm. 
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Công thức thí nghiệm (TN): Sử dụng chế phẩm vi sinh vật - Công thức thí 

nghiệm ở liều lượng phù hợp nhất từ kết quả thí nghiệm đ nh gi  khả năng xử lý 

OP của vi sinh vật diện hẹp. 

Cách bón chế phẩm: Tiến hành dọn sạch cỏ dại sau đó đào rãnh giữa hai 

hàng chè sâu 20 – 25 cm, rộng 25 – 30 cm để bón chế phẩm vi sinh vật. Sau khi bón 

chế phẩm với liều lượng phù hợp (dựa vào kết quả nghiên cứu diện hẹp đ nh gi  

hiệu quả của chế phẩm VSV đối với cây chè để lựa chọn liều lượng phù hợp), tiến 

hành lấp đất để giữ chế phẩm trong đất, tránh tình trạng bị rửa trôi, giúp cây chè có 

thể sử dụng được tối đa lượng chế phẩm vi sinh vật đã  ón. 

- Chế độ canh tác: Các công thức thí nghiệm có điều kiện canh t c như nhau, 

các loại phân bón, thuốc bảo vệ thực vật chăm sóc như nhau (thuốc BVTV do người 

dân sử dụng), chỉ khác nhau duy nhất là lượng chế phẩm bón thêm vào. 

* Các loại thuốc bảo vệ thực vật người dân sử dụng chủ yếu trừ rệp sáp, rầy 

hại chè giống diện hẹp nên không ảnh hưởng đến thí nghiệm. 

- Phân bón và kỹ thuật  ón phân (Hoàng Văn Chung, 2013. Quy trình Kỹ 

thuật trồng, thâm canh chè an toàn): 

+ Cuốc lật toàn bộ diện tích; đào rạch giữa hai hàng chè sâu 20 đến 25 cm, 

rộng 25 đến 30 cm trước khi đốn chè, bổ sung phân xanh (nếu có) kết hợp bón phân 

hữu cơ 30 -35 tấn/ha. 

+ Kỹ thuật  ón thúc:  Hàng năm  ón NPK với lượng phân 35N cho 1 tấn sản 

phẩm + 75kg MgSO4/ha. Số lần bón: 4 lần trong năm. Lần 1: Bón 30% NPK + 60% 

MgSO4 (Tháng 2) Lần 2: Bón 30% NPK + 40% MgSO4 (Tháng 5) Lần 3: Bón 25% 

NPK (Tháng 7) Lần 4: Bón 15% NPK (Tháng 9). (NPK=80N:40P2O5:60 K2O) 

- Phương ph p  ố trí thí nghiệm: theo khối đầy đủ ngẫu nhiên (RCBD), nhắc 

lại 03 lần. Diện tích ô thí nghiệm: 1.000m
2
/ô, số lần lặp 3. Tổng diện tích ô thí 

nghiệm là 2 công thức x 2 địa điểm (loại đất) x 2 loại cây chè x 1.000m
2
=8.000m

2
. 

- Chỉ tiêu theo dõi:  

+ Chỉ tiêu sinh trưởng phát triển của cây chè (cao cây, rộng tán) chỉ tiêu yếu tố 

cấu thành năng suất (số búp/cây, khối lượng búp, chiều dài búp, tỷ lệ tôm 2, 3 lá và 

năng suất thực thu. 
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+ Chỉ tiêu chất lượng: Tanin (%), hàm lượng cafein (%), chất tro (%), màu 

sắc, mùi vị chè.  

+ Chỉ tiêu về đất: Dư lượng thuốc BVTV gốc OP. 

 C c phương ph p phân tích thực hiện tương tự thí nghiệm diện hẹp. 

2.5.9. Phương pháp xử lí số liệu 

 Sử dụng phần mềm Excel để quản lý số liệu, vẽ đồ thị, tính toán và so sánh các 

giá trị trung bình nghiệm thức. 

 Xử lý số liệu theo phần mềm IRISTAT 4.0. 
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CHƢƠNG III: KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Đánh giá dƣ lƣợng thuốc bảo vệ thực vật gốc lân hữu cơ ở một số 

vùng canh tác nông nghiệp 

Theo Thông tư số 25/2024/TT-BNNPTNT ngày 16 th ng 01 năm 2024 của 

Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông thôn ban hành Danh mục thuốc bảo vệ thực vật 

được phép sử dụng tại Việt Nam và Danh mục thuốc bảo vệ thực vật cấm sử dụng 

tại Việt Nam: Danh mục thuốc BVTV cho phép sử dụng vẫn có mặt của Dimethoate 

- sử dụng trong trừ rệp sáp, sâu xanh, sâu cuốn l , sâu đục thân và bọ trĩ. Căn cứ 

Phụ lục II ban hành kèm theo Thông tư số 25/2024/TT-BNNPTNT, trong danh sách 

31 hoạt chất bảo vệ thực vật bị cấm có thành phần Methyl Parathion và Parathion 

Ethyl là những hoạt chất thuộc nhóm Lân hữu cơ. 

Để khẳng định cho hướng nghiên cứu của Đề tài về đối tượng nghiên cứu là 

dư lượng thuốc BVTV gốc lân hữu cơ còn tồn tại trong đất trồng nông nghiệp, 

nghiên cứu đã tiến hành thu thập mẫu từ tháng 9-12/2019 để phân tích đ nh gi  dư 

lượng OP trong chè, rau và đất trồng chè, rau luân canh tại các tỉnh Thái Nguyên, 

Bắc Ninh, Nghệ An và Lâm Đồng cụ thể như sau: Mẫu chè và đất trồng chè được 

thu thập tại xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An (Tọa độ 18°44'43" đến 

19°03'56"Bắc; 105°17'56" đến 105°41'9" Đông); xã Phú Thịnh, huyện Đại Từ, tỉnh 

Thái Nguyên  và xã Lộc Tân, huyện Bảo Lâm, tỉnh Lâm Đồng. Mẫu rau và đất 

trồng rau được thu thập tại huyện Quế Võ, tỉnh Bắc Ninh. Kết quả phân tích được 

thể hiện tại  ảng 3.1. 

Bảng 3.1. Kết quả phân tích hàm lƣợng OP trong mẫu chè, rau và đất trồng.  

Mẫu 
Ký 

hiệu 

mẫu 

Kết quả phân tích (mg/kg) 

Chlorpyrifos 

ethyl 
Fenitrothion Malathion Parathion Profenofos 

Chè 

TN1 1,125 KPH KPH KPH KPH 

TN2 0,457 KPH KPH KPH KPH 

NA1 0,372 KPH KPH KPH KPH 

NA2 0,059 KPH KPH KPH KPH 
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Mẫu 
Ký 

hiệu 

mẫu 

Kết quả phân tích (mg/kg) 

Chlorpyrifos 

ethyl 
Fenitrothion Malathion Parathion Profenofos 

Đất trồng 

chè 

TN1 0,029 KPH KPH KPH KPH 

TN2 0,007 KPH KPH KPH KPH 

NA1 27,8 KPH KPH KPH KPH 

NA2 16,9 KPH KPH KPH KPH 

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 

BL5 3,06 KPH KPH KPH KPH 

Bắp cải 
1 0,094 KPH KPH KPH KPH 

2 0,053 KPH KPH KPH KPH 

Cà chua 
1 0,034 KPH KPH KPH KPH 

2 0,032 KPH KPH KPH KPH 

Cà rốt 
1 1,106 KPH KPH KPH KPH 

2 0,783 KPH KPH KPH KPH 

Đất trồng 

 ắp cải 

1 0,025 KPH KPH KPH KPH 

2 0,032 KPH KPH KPH KPH 

Đất trồng 

cà chua 

1 0,025 KPH KPH KPH KPH 

2 0,018 KPH KPH KPH KPH 

Đất trồng 

cà rốt 

1 0,032 KPH KPH KPH KPH 

2 0,025 KPH KPH KPH KPH 

Ghi chú: KPH: Dưới ngưỡng phát hiện (<0,002 mg/kg). 

Kết quả phân tích cho thấy các mẫu chè, rau và đất trồng đều phát hiện thấy 

Chlorpyrifos ethyl (CPF) trong sản phẩm nông nghiệp và trong đất; c c gốc 
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Fenitrothion, Malathion, Parathion và Profenofos đều không ph t hiện. Kết quả 

nghiên cứu cũng cho thấy đối với cây rau, dư lượng Chlorpyrifos ethyl trong sản 

phẩm cao hơn so với đất trồng; đối với cây chè thì đất trồng chè tại địa điểm lấy 

mẫu cao hơn rất nhiều so với dư lượng trong sản phẩm (mẫu NA1 cao gấp 300 lần), 

kết quả này cho thấy thuốc BVTV có chứa Chlorpyrifos ethyl  được nông dân sử 

dụng rất phổ  iến, đặc  iệt là ở v ng trồng chè huyện Anh Sơn, Nghệ An. Đối với 

vùng trồng chè, thời điểm đề tài lấy mẫu là vụ chè Xuân, đây là khoảng thời tiết rất 

phù hợp với c c loại  ệnh rầy xanh, rệp, nhện đỏ,  ọ xít, muỗi và  ệnh phồng l  

ph t sinh gây hại ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của cây chè cũng như năng suất và 

chất lượng chè  úp. Để phòng chống c c nhóm  ệnh, đối tượng gây hại này nười 

dân thường sử dụng c c loại thuốc có phổ phòng trừ  ệnh, côn tr ng gây hại rộng 

như những loại thuốc BVTV có chứa gốc Lân hữu cơ. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, thuốc BVTV có chứa hoạt chất nhóm Lân 

hữu cơ được nông dân sử dụng khá phổ biến trong sản xuất nông sản để phòng 

trị nhiều đối tượng gây hại kh c nhau như rầy nâu, sâu đục thân, sâu cuốn lá, 

nhện v.v.. do thuốc BVTV có chứa gốc Lân hữu cơ có hoạt tính mạnh và có phổ 

tiêu diệt, phòng trừ bệnh và c c đối tượng gây hại rộng.  Đối với cây chè, do 

người nông dân sử dụng rất nhiều thuốc BVTV vào thời điểm đầu vụ (khoảng 

tháng 2- th ng 3 trong năm), đây là thời điểm độ ẩm không khí cao, thích hợp 

cho các loại sâu hại (rệp) phát triển mạnh, do đó ở tất cả các mẫu kiểm tra đều 

phát hiện có dư lượng Lân hữu cơ trong đất trồng chè và trong lá chè với hoạt 

chất chủ yếu là Chlorpyrifos ethyl (CPF).  

Một số nghiên cứu trên thế giới và Việt Nam cũng đã đ nh gi  về dư lượng 

thuốc BVTV nói chung và CPF nói riêng. Cụ thể, sự hiện diện của dư lượng thuốc 

bảo vệ thực vật đã được điều tra trong mô hình sản xuất lúa hữu cơ tại tỉnh An 

Giang, Việt Nam. Tổng cộng có 16 loại dư lượng thuốc bảo vệ thực vật đã được ghi 

nhận trong qu  trình điều tra. Dựa trên tỷ lệ nhiễm, chúng được phân loại như sau: 

Nhóm rủi ro cao: Tricyclazole (80%); Nhóm rủi ro trung bình: Chlorpyrifos (47%), 

Isoprothiolane (47%), Difenoconazole (40%), Propiconazole (40%), Hexaconazole 

(40%), Chlorfenapyr (33%), Azoxystrobin (20%), và Cypermethrin (20%) [89].  
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Ngoài ra, 14 loại thuốc trừ sâu gốc lân hữu cơ (OPPs) đã được x c định trong 

đất và rau tại Nigeria bằng máy sắc ký khí kết hợp đầu dò khối phổ (GC-MSD). 

Tổng nồng độ của 14 loại OPPs (∑14 OPPs) dao động từ 5,29 đến 419 ng/g đối với 

đất và 0,69 đến 130 ng/g đối với rau. Trung bình, pirimiphos methyl (23,8 ng/g) là 

hợp chất chiếm ưu thế trong đất, trong khi diazinone (4,74 ng/g) là hợp chất chiếm 

ưu thế trong rau [172]. 

3.2. Phân lập vi khuẩn phân giải Chlorpyrifos ethyl  

Với mục tiêu tuyển chọn được chủng vi sinh vật có khả năng phân giải hoạt 

chất Chlorpyrifos ethyl, nghiên cứu đã phân lập các chủng vi sinh vật có nguồn gốc 

tại các vùng sản xuất nông nghiệp có sử dụng thuốc BVTV chứa CPF vì tại khu hệ 

sinh th i đất này quần thể vi sinh vật ở đây đã có thời gian thích nghi với CPF và có 

thể sử dụng chúng như nguồn dinh dưỡng để sinh trưởng và phát triển.  

Từ 20 mẫu đất thu thập (thông tin trích dẫn tại phụ lục 2) đã phân lập được 

tổng cộng 51 chủng vi khuẩn, trong đó có 4 chủng vi sinh vật có khả năng phân giải 

CPF là CNN1, CNN2, VNN3 và CNN4. 

 

Hình 3.1. Hình ảnh khuẩn lạc của các chủng  

(a) CNN1, (b) CNN2, (c) VNN3 và (d) CNN4 

Hình 3.1. cho thấy hình ảnh thể hiện các khuẩn lạc của các chủng CNN1, 

CNN2, VNN3 và CNN4 đã phân lập. Hình thái tế bào các chủng được thể hiện tại 

bảng 3.2: 
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Bảng 3.2. Đặc điểm hình thái tế bào và khuẩn lạc các chủng VSV đã phân lập 

STT Chủng VSV Đặc điểm hình thái 

1 CNN1 

Tế bào có hình que, tế  ào đứng đơn, kích thước 

khoảng 0,5 x 1,0 µm. Khuẩn lạc có hình tròn, bóng, 

màu vàng ngà, không có sắc tố (đường kính 1 - 3 mm) 

2 CNN2 

Tế bào có hình que, tế  ào đứng đơn, kích thước 0,8 x 

1,0 µm. Khuẩn lạc có màu hồng nhạt, tròn đều, nhẵn, 

tròn, lồi, bóng và không có sắc tố (đường kính: 0,5 mm) 

3 VNN3 

Tế bào có hình que, tế  ào đứng đơn, kích thước 1,0 x 

1,5 µm Khuẩn lạc có màu trắng, tròn, nhỏ, đều, bề mặt 

nhẵn, không có sắc tố (đường kính: 1,5 mm) 

4 CNN4 

Tế bào có hình que, tế  ào đứng đơn, kích thước 

khoảng 0,5 x 1,0 µm. Khuẩn lạc có màu trắng ngà, 

tròn và nhỏ, bề mặt nhẵn và không có sắc tố (đường 

kính: 1,5 mm) 

Để thấy rõ đặc điểm hình thái của các tế bào các chủng VSV đã phân lập, 

nghiên cứu sinh đã tiến hành soi dưới kính hiển vi quang học, kính hiển vi điện tử 

(a) CNN1 (độ phóng đại 1000x); chủng ( ) CNN2,(c) VNN3 và (d) CNN4 (độ 

phóng đại 5000x), kết được thể hiện theo hình 3.2: 

 

Hình 3.2. Hình thái của các chủng vi sinh vật 

Tiến hành đ nh gi  khả năng sinh trưởng của các chủng vi sinh vật. Kết quả 

đo OD620 của các chủng vi sinh vật phân lập được thể hiện trên Hình 3.3.  
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Hình 3.3. OD620 của các chủng VSV trong môi trƣờng chứa cơ chất 

Sau 96 h nuôi, giá trị OD620 của cả bốn chủng đều vượt 0,25 – cao hơn đ ng 

kể ngưỡng 0,05–0,25 mà Asamba và cộng sự quan s t được sau 5 ngày [47] đối với 

các chủng phân hủy Chlorpyrifos Ethyl (CPF). Điều này cho thấy tiềm năng sinh 

trưởng mạnh của các chủng hiện đang sử dụng cho nghiên cứu, để lựa chọn chủng 

vi sinh vật làm vật liệu cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Như vậy, kết quả nghiên cứu thể hiện trong Hình 3.3 cho thấy chủng VNN3 

là ứng viên nổi bật cho phát triển chế phẩm vi sinh để xử lý Chlorpyrifos Ethyl, 

đồng thời x c định thời gian nuôi có thể tối ưu ho  ở mức 72 h thay vì 96 h để nâng 

cao hiệu quả sản xuất. 

Nghiên cứu của Asamba và cộng sự đã chỉ ra rằng giá trị OD600 của 6 chủng 

vi khuẩn phân hủy CPF phân lập được là từ 0,05 đến 0,25 sau 5 ngày [47].  

Tiếp tục đ nh giá mật độ của các chủng VSV theo phương ph p nuôi cấy và 

đếm khuẩn lạc trên môi trường thạch (Phương ph p 2.5.3) theo nguyên tắc tính 

trung  ình giữa c c nồng độ pha loãng (chỉ đếm ở các nồng độ pha loãng có 50-300 

khuẩn lạc) và c c lần lặp (lặp 3 lần), kết quả được thể hiện theo hình 3.4 

Số liệu tại hình 3.4 cho thấy, mật độ VSV sau 96 giờ đối với 3 chủng CNN2, 

VNN3 và CNN4 đạt 2,8 – 5,7x10
8
 CFU/mL, riêng chủng CNN1 thì thấp hơn nhiều 

với mật độ chỉ đạt 2,3x10
7
 CFU/mL.  
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Theo nghiên cứu của Hadibarata và cộng sự, mật độ của chủng vi khuẩn 

phân hủy CPF Hortaea sp. B15 từ 0,5x10
6
 CFU/mL đến 4,5x10

6
 CFU/mL sau 30 

giờ ủ c ng điều kiện [88]. Như vậy, các giá trị về mật độ vi khuẩn trong nghiên cứu 

hiện tại là cao hơn so với nghiên cứu trước đó. 

 

 

Hình 3.4. Biểu đồ tăng trƣởng của các chủng vi sinh vật 

Biểu đồ tăng trưởng trong hình 3.4 cho thấy sự biến đổi log10 CFU/mL theo 

thời gian đối với bốn chủng vi sinh vật CNN1, CNN2, VNN3, CNN4. Mỗi màu 

tương ứng với khả năng sinh trưởng với một chủng vi sinh vật, biểu diễn giá trị đo 

được tại các mốc thời gian 24, 48, 72 và 96 giờ. Có thể thấy, cả bốn chủng đều có 

giai đoạn tăng từ 24 giờ đến 72 giờ (đường đi lên), đạt đỉnh ở 72 giờ, sau đó giảm 

xuống ở 96 giờ. Ba chủng CNN2, VNN3 và CNN4 đạt mật độ cao nhất vào khoảng 

72 giờ với log10 CFU/mL xấp xỉ 9.9–10.0, trong khi chủng CNN1 đạt đỉnh thấp hơn 

(log10 ≈ 8.58). Đến 96 giờ, mật độ tế bào sống của tất cả các chủng đều giảm rõ rệt 

so với đỉnh 72 giờ, thể hiện xu hướng suy giảm sau khi đạt cực đại. 
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Dữ liệu từ hình 3.4 cho thấy mật độ VSV sau 96 giờ của các chủng CNN2, 

VNN3 và CNN4 dao động từ 2,8 đến 5,7×10⁸ CFU/mL, trong khi CNN1 chỉ đạt 

2,3×10⁷ CFU/mL — thấp hơn đ ng kể. Do đó, chủng CNN1 bị loại khỏi danh sách 

nghiên cứu tiếp theo. 

Bảng 3.3. Khả năng phân giải Chlorpyrifos bởi các chủng vi khuẩn sau khi 

nhân sinh khối 3 ngày 

Chủng 

VSV 

Dƣ lƣợng Chlorpyrifos (mg/l) Tỷ lệ giảm 

(%) 
Ngày 0 Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 

ĐC 102,67±0,6 101,39±0,6 97,11±0,6 94,34±0,6 8,11±0,6 

CNN2 102,35±0,6 60,26±0,6 41,42±0,6 19,06±0,6 81,38±0,6 

VNN3 102,44±0,6 67,42±0,6 34,11±0,6 4,95±0,6 95,17±0,6 

CNN4 103,05 74,67 55,41 39,96 61,22±0,6 

  Kết quả tại bảng 3.3 cho thấy, các chủng VSV đều có khả năng phân giải 

dư lượng Chlorpyrifos (OP). 

Sau 3 ngày, ở công thức đối chứng phân giải 8,11%±0,6 dư lượng OP ban 

đầu do thuốc BVTV cũng có khả năng phân hủy tự nhiên theo thời gian (theo 

nghiên cứu của Singh và cộng sự thì Chlorpyrifos có thời gian bán phân rã từ 20-

120 ngày [163]). Đối với c c môi trường có bổ sung VSV cho thấy OP đều được 

phân hủy từ 61,22±0,6% đến 95,17±0,6%. Trong đó, chủng VNN3 có tốc độ phân 

giải OP nhanh nhất là 95,17%; tiếp theo là chủng CNN2 và CNN4 lần lượt là 

81,37% và 61,22±0,6%. Có thể thấy khi bổ sung các chủng VSV (CNN2, CNN3 và 

CNN4) thì hiệu quả phân giải dư lượng thuốc BVTV có thể gấp từ 7-12 lần so với 

tự phân hủy trong điều kiện tự nhiên. 

Rao và cộng sự đã phân lập được các chủng vi khuẩn thuộc c c chi như 

Bacillus, Pseudomonas và Enterobacter từ mẫu đất nông nghiệp có lịch sử sử dụng 

CPF, hỗn hợp các chủng vi sinh vật này có khả năng giảm nồng độ CPF lên đến 

khoảng 65% sau 10 ngày ấp dưới điều kiện thí nghiệm kiểm so t được các yếu tố 

như pH và nhiệt độ [148].  
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Zhang và cộng sự đã công bố chủng vi khuẩn do nhóm nghiên cứu phân lập 

được có thể phân giải khoảng 80% CPF trong vòng 5 ngày khi nuôi cấy trong môi 

trường chứa CPF ở nồng độ  an đầu khoảng 50 mg/L [182].  

Theo nghiên cứu của Zhao và cộng sự, dòng vi khuẩn Acinetobacter 

calcoaceticus phân lập từ rễ của cây hẹ bị nhiễm thuốc BVTV Chlopyrifos có khả 

năng phân giải 60% hoạt chất Chlopyrifos có nồng độ  an đầu là 100 mg/L trong 4 

ngày [184].  

+ Đặc điểm sinh lý, sinh hóa của chủng được chọn 

Nghiên cứu tiến hành nhuộm Gram, nhuộm bào tử, thử khả năng hiếu khí của 

vi khuẩn, thử hoạt tính catalase, oxidase, thử khả năng di động, khả năng lên men 

các nguồn đường của các chủng VSV được lựa chọn. 

C c đặc điểm sinh lý, sinh hóa của các chủng VSV được x c định theo kit API 

20NE (đối với các chủng vi khuẩn Gram (-), không thuộc loại Enterobacter), Định 

tên vi khuẩn dựa vào kết quả phân tích trính tự gen 16s rRNA kết hợp với hệ thống 

phân loại vi khuẩn của Bergey (1994). Kết quả được trình bày ở bảng 3.4 (Ghi chú: 

(+) phản ứng dương tính; (-) phản ứng âm tính). 

Bảng 3.4. Đặc điểm sinh lý, sinh hóa của các chủng vi sinh vật 

TT Đặc điểm 

Chủng vi sinh vật 

CNN2 VNN3 CNN4 

1 Hiếu khí + + + 

2 Vi hiếu khí - - - 

3 Khả năng di động + - - 

4 Phép thử catalase + + + 

5 Phép thử oxidase + + + 

6 Khả năng đồng hóa tinh  ột + - - 

7 
Acid hóa  nguồn   

 L-Arabinose 
+ + + 

8 Acid hóa nguồn D-Xylose + -  

9 Acid hóa  nguồn  D-Fructose + - - 

10 Acid hóa c c nguồn lactose + + + 

11 Acid hóa nguồn Galactose - + + 

12 Acid hóa nguồn sucrose + + + 

13 Acid hóa nguồn glucose + + + 
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TT Đặc điểm 

Chủng vi sinh vật 

CNN2 VNN3 CNN4 

14 Khả năng sinh aesculin - - - 

15 Tạo H2S - - - 

16 Hoạt tính urease - + + 

17 
Nhiệt độ tối ưu cho sinh 

trưởng 
28 ÷ 32

o
C 28 ÷ 37

o
C 28 ÷ 37

o
C 

18 pH cho sinh trưởng 6,0 ÷ 7,5 6,0÷ 7,0 6,0÷ 7,5 

19 Gram - - - 

 Số liệu trong Bảng 3.4 cho thấy chủng CNN2 sử dụng trong nghiên cứu là 

chủng gram âm, có phản ứng dương tính với oxidase, catalase, có khả năng lên men 

trong điều kiện hiếu khí và có khả năng di động. Chủng này ph t triển tốt ở dải 

nhiệt độ từ 28
o
C đến 32

o
C với pH ph  hợp ở mức trung tính (6-7,5). Chủng CNN2 

có khả năng đồng hóa tinh  ột, sử dụng một số loại đường Ara inose, Xylose, 

Fructose, Lactose, Sucrose và Glucose. 

 Số liệu nghiên cứu cũng cho thấy số liệu cho thấy chủng VNN3 sử dụng 

trong nghiên cứu là chủng gram âm, có phản ứng dương tính với oxidase, catalase, 

có khả năng lên men trong điều kiện hiếu khí. Chủng này ph t triển tốt ở khoảng 

nhiệt độ từ 28
o
C đến 37

o
C với pH ph  hợp ở mức trung tính (6-7,0). Chủng CNN3 

không đồng hóa tinh  ột nhưng có khả năng sử dụng một số loại đường Ara inose, 

Xylose, Galactose, Sucrose và Glucose. Ngoài ra, chủng CNN3 có hoạt tính urease. 

 Chủng CNN4 sử dụng trong nghiên cứu là chủng gram âm, có phản ứng 

dương tính với oxidase, catalase, có khả năng lên men trong điều kiện hiếu khí. 

Chủng này ph t triển tốt ở dải nhiệt độ từ 28
o
C đến 32

o
C với pH ph  hợp ở mức 

trung tính (6-7,5). Chủng CNN4 không đồng hóa tinh  ột nhưng có khả năng sử 

dụng một số loại đường Ara inose và Galactose. Ngoài ra chủng CNN4 còn có khả 

năng sinh indol và tạo H2S. 

 Từ các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa kết hợp với khóa phân loại 

Bergey cho thấy rằng chủng CNN2 có nhiều điểm tương đồng với loài 

Methylobacterium sp., chủng VNN3 có nhiều điểm tương đồng với loài Ensifer sp., 

chủng CNN4 có nhiều điểm tương đồng với loài Acinetobacter sp. 
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Để định danh các dòng vi khuẩn đã phân lập thuộc loài nào, ngoài phương 

pháp dựa trên c c đặc điểm  sinh lý, sinh hóa cần áp dụng thêm kỹ thuật sinh học 

phân tử để nâng cao tính chính x c trong định danh loài của các chủng CNN2, 

CNN3 và CNN4. 

- Kết quả định danh các vi sinh vật bằng phân tích gen 16S rRNA: 

Các chủng phân lập CNN2, VNN3 và CNN4 được x c định bằng phân tích gen 

16S rRNA (Trình tự gen của các chủng CNN2, VNN3 và CNN4 được trích dẫn tại phụ 

lục 3). So sánh sự giống nhau về các gen 16S rRNA của các chủng CNN2, VNN3 và 

CNN4 với trình tự công bố trên GenBank đượ. thể hiện bảng 3.6. Kết quả nghiên cứu 

cho thấy: 

+ Chủng CNN2:  Chủng CNN2 có độ tương đồng rất cao (trên 99.7%) với các 

loài thuộc chi Methylobacterium và Methylorubrum, hai chi vi khuẩn được biết 

đến với khả năng sử dụng methanol và các hợp chất một carbon (C1) làm nguồn 

năng lượng. 

+ Chủng VNN3: Chủng VNN3 có độ tương đồng khoảng 98% với các loài 

thuộc chi Ensifer, đặc biệt là Ensifer adhaerens. Chi Ensifer (trước đây được gọi 

là Sinorhizobium) là nhóm vi khuẩn có khả năng cố định đạm và thường sống cộng 

sinh với cây họ đậu. 

  Chủng CNN4: Chủng CNN4 có độ tương đồng rất cao (trên 99%) với các loài 

thuộc chi Acinetobacter, đặc biệt là Acinetobacter pittii và Acinetobacter 

calcoaceticus. Chi Acinetobacter là nhóm vi khuẩn Gram âm, thường được tìm thấy 

trong môi trường đất và nước, một số loài có khả năng gây  ệnh ở người. 

Từ kết quả thu được có thể kết luận 3 chủng phân lập có điểm tương đồng rất cao 

với các chủng Methylobacter populi (CNN2), Ensifer adhaerens (VNN3) và 

Acinetobacter pittii (CNN4). Các thành viên thuộc các chi Methylobacteria, Ensifer và 

Acinetobacter đã được chứng minh là có khả năng phân hủy CPF [86, 118, 127, 184]. 

Chủng Acinetobacter sp. MemCl4 phân lập từ đất nông nghiệp ở Ấn Độ đã 

cho thấy khả năng phân hủy 98% CPF trong vòng 144 giờ ủ [141]. Tỷ lệ loại bỏ 

CPF được tìm thấy là 89,5% đến 91,1% bởi vi khuẩn Hortaea sp. B15 trong vòng 30 

giờ ủ [88]. Trong một nghiên cứu khác, 23% CPF có thể bị loại bỏ bởi Enterobacter 
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sp. SWLC2 [97]. Có báo cáo cho rằng M. populi YC-XJ1 sở hữu các gen quan 

trọng mã hóa các enzyme chịu trách nhiệm phân hủy các hợp chất ngoại sinh khác 

nhau, bao gồm cả CPF [118]. 

 

Hình 3.5. Cây phát sinh chủng loại của các chủng đƣợc lựa chọn 

Kết quả định danh trên sẽ là nền tảng để x c định độ an toàn sinh học theo 

hướng dẫn số 90/679/EWG ngày 26/11/1990 của Cộng đồng Châu Âu về an toàn 

sinh học và là cơ sở khoa học phục vụ cho những nghiên cứu tiếp theo nhằm xây 

dựng quy trình tạo chế phẩm sinh học chứa VSV phân giải CPF trong đất trồng 

nông nghiệp. 

+ Độ an toàn của các chủng vi sinh vật 

Độ an toàn của các chủng VSV được thử nghiệm trên động vật (chuột 

BALB/c). Kết quả thử nghiệm được mô tả trong Bảng 3.5. 

Bảng 3.5. Mức độ an toàn sinh học của các chủng vi sinh vật 

  

TT 

Ký 

hiệu 

mẫu 

Số 

chuột 

tiêm 

Liều 

tiêm 

(ml) 

Đƣờng 

tiêm 

Thời 

gian theo 

dõi 

(ngày) 

Số chuột 

ốm hoặc 

chết 

Thời 

gian chết 

chuột (h) 

Đánh 

giá 

1 CNN2 5 con 0,2 TM 10 0 0 AT 

5 con 0,5 PX 10 0 0 AT 

2 VNN3 5 con 0,2 TM 10 0 0 AT 

5 con 0,5 PX 10 0 0 AT 
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TT 

Ký 

hiệu 

mẫu 

Số 

chuột 

tiêm 

Liều 

tiêm 

(ml) 

Đƣờng 

tiêm 

Thời 

gian theo 

dõi 

(ngày) 

Số chuột 

ốm hoặc 

chết 

Thời 

gian chết 

chuột (h) 

Đánh 

giá 

3 CNN4 5 con 0,2 TM 10 1/5 16 KAT 

5 con 0,5 PX 10 1/5 16 KAT 

4 Đối 

chứng 

5 con 0,2 TM 10 0 0 AT 

5 con 0,5 PX 10 0 0 AT 

Ký hiệu: TM: Tĩnh mạch; PX: Phúc xoang; AT: An toàn; KAT: Không an toàn 

Từ kết quả đạt được, có thể thấy trong số 3 chủng VSV thử nghiệm, có 2/3 

chủng được đ nh gi  an toàn, không gây chết chuột nhắt trắng, gồm chủng có ký 

hiệu CNN2 và VNN3. Một chủng được đ nh gi  không an toàn, gây chết 1/5 chuột 

nhắt trắng là chủng CNN4. 

Đối chiếu với danh mục các loài vi sinh vật an toàn của Cộng đồng châu Âu cũng 

như danh mục các loài vi sinh vật bị hạn chế sử dụng cho thấy c c chủng 

Methylobacterium populi (có quan hệ gần với chủng CNN2) chủng Ensifer adhaerens 

(có quan hệ gần với chủng VNN3) không nằm trong nhóm vi sinh vật  ị hạn chế sử 

dụng. C ng với kết quả phân loại theo cấu trúc 16S rDNA nêu trên, đề tài luận án đã 

x c định được các chủng CNN2 và VNN3 có thể ứng dụng trong xử lý dư lượng CPF 

trong đất trồng cây nông nghiệp và đề xuất tên gọi chủng CNN2 là Methylobacterium 

populi CNN2 và chủng VNN3 là Ensifer sp. VNN3 

+ Khả năng phân hủy CPS trong môi trường dịch thể của các chủng vi 

sinh vật: 

Các chủng vi sinh vật M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 được chọn lọc để 

nghiên cứu khả năng phân hủy CPF bằng cách nuôi cấy các chủng trên môi trường 

MSM bổ sung 100 mg/L CPF. Nồng độ CPF ở mẫu đối chứng (không cấy) và mẫu 

cấy các chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 sau 24, 48 và 72h được thể hiện 

trên Hình 3.6. Kết quả nghiên cứu cho thấy các chủng VSV nghiên cứu đều có khả 

năng làm giảm CPF trong môi trường. Ensifer sp. VNN3 cho thấy tốc độ phân hủy 

CPF cao hơn M. populi CNN2. Sau 24 giờ, nồng độ CPF giảm lần lượt là 41,1% và 

34,2% ở chủng Ensifer sp. VNN3 và M. populi CNN2. Sau 72 giờ, nồng độ CPF 
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trong các mẫu được cấy vi khuẩn Ensifer sp. VNN3, M. populi CNN2 lần lượt là 4,95 

± 0,02, 19,06 ± 0,03 mg/L; trong khi nồng độ CPF trong mẫu đối chứng là 94,34 ± 

0,98 mg/L. Mức độ giảm nồng độ CPF của chủng Ensifer sp. VNN3 và M. populi 

CNN2 sau 72 giờ lần lượt đạt khoảng 95,2% và 81,4%.  

Kết quả nghiên cứu cho thấy khả năng phân hủy CPF của 2 chủng được chọn 

trong nghiên cứu này cao hơn so với báo cáo trong các nghiên cứu trước đây. Năm 2014, 

nghiên cứu của Zhao và cộng sự cho thấy khả năng phân hủy CPF của chủng vi khuẩn 

Acinetobacter calcoaceticus D10 phân lập từ vùng rễ hẹ là 60,2% sau 18 ngày. Trong 

một nghiên cứu khác, chủng Methylobacteria populi YC-XJ1 phân lập từ đất sa mạc có 

khả năng phân hủy CPF 27,3% sau 72 giờ ủ [118]. Hơn nữa, Elshikh và cộng sự đã đưa 

ra kết quả chủng Bacillus cereus CP6 và Klebsiella pneumoniae CP19 phân hủy khoảng 

70% CPF ở nồng độ 200 – 300 mg/L sau 10 ngày [72]. 

 

Hình 3.6. Sự thay đổi nồng độ CPF theo thời gian khác nhau khi có mặt chủng 

Ensifer sp. VNN3 và M. populi CNN2 
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Để phục vụ cho nghiên cứu tạo chế phẩm VSV xử lý CPF trong đất trồng 

cây, nghiên cứu đã tiến hành đ nh gi  khả năng phân hủy CPF trong đất ở điều kiện 

in vitro của chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 theo phương ph p ủ với 

đất trồng trọt có bổ sung CPF. 

Sự thay đổi nồng độ CPF trong các mẫu đất có nhiễm chủng vi khuẩn M. populi 

CNN2 và Ensifer sp. VNN3 sau 3, 7 và 10 ngày ủ được thể hiện trên Hình 3.7. 

 

Hình 3.7. Nồng độ CPF trong mẫu đất  

sau khi cấy chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3  

Đồ thị hình 3.7. cho thấy nồng độ CPF giảm dần sau 3 ngày ủ và giảm mạnh 

sau 10 ngày ủ, số liệu trình  ày trong đồ thị 3.7. cũng cho thấy khi có mặt chủng 

Ensifer sp. VNN3 nồng độ CPF giảm mạnh hơn khi so với mẫu đất có bổ sung 

chủng M. populi CNN2. 

Sau 7 ngày, nồng độ CPF giảm từ 500 mg/kg xuống còn 225 ± 1,73 và 349 ± 

0,59 mg/kg khi bổ sung chủng Ensifer sp. VNN3 và M. populi CNN2, trong khi ở 

mẫu đối chứng, CPF chỉ giảm được 62 ± 2,65 mg/kg. Sau 10 ngày, nồng độ CPF 

giảm lần lượt là 77,6 và 60,6% (tương ứng 112 ± 1,73 và 197 ± 2,08 mg/kg) khi bổ 



73 

sung chủng Ensifer sp. VNN3 và M. populi CNN2. Kết quả của nghiên cứu hiện tại 

vượt trội hơn so với kết quả của Li et al. (2020), cụ thể nồng độ CPF  an đầu chỉ 

giảm 27,3% sau 3 ngày do chủng M. populi YC-XJ1 phân lập từ đất sa mạc. Trong 

một nghiên cứu khác, các chủng Achromobacter xylosoxidans (JCp4) và 

Ochrobactrum sp. (FCp1) được phân lập từ đất bị nhiễm thuốc BVTV có thể làm 

giảm nồng độ CPF lần lượt là 40% và 60% sau 7 và 10 ngày ủ (nồng độ CPF ban 

đầu là 200 mg/kg) [118]. Kết quả cho thấy rằng chủng Ensifer sp. VNN3 và M. 

populi CNN2 có tiềm năng xử lý sinh học CPF cao hơn hoặc tương đương so với 

một số chủng thuộc các nghiên cứu trước đây trong đất nông nghiệp có nhiễm CPF, 

góp phần loại bỏ dư lượng CPF trong nông nghiệp và hướng tới một nền nông 

nghiệp bền vững. 

+ Mối quan hệ của giữa chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 

Với mục tiêu tạo ra một chế phẩm sinh học thân thiện với môi trường và có 

khả năng phân hủy dư lượng CPF trong đất trồng nông nghiệp, đề tài đã tiến hành 

nghiên cứu mối quan hệ của chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 VNN3, 

nếu chúng có khả năng cùng tồn tại trong chế phẩm thì sẽ khai th c được tối đa hoạt 

tính của chúng khi ứng dụng ngoài thực tiễn.  

Bảng 3.6. Mối quan hệ giữa chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp VNN3 

Chủng VSV 
A. 

chroococcum 

B. 

polymyxa 

M. populi 

CNN2 

Ensifer sp. 

VNN3 

A. chroococcum  + + + 

B. polymyxa +  + + 

M. populi CNN2 + +  + 

Ensifer sp. VNN3 + + +  

(+): không ức chế  (-): ức chế 

Trong thí nghiệm đ nh gi  này chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 

được cấy ria trên cùng một đĩa petri chứa môi trường LB agar nhằm tạo những điểm 

tiếp xúc giữa c c đường cấy, nếu ở những điểm tiếp xúc xuất hiện vùng vô khuẩn 

chứng tỏ 2 chủng đó đối kháng lẫn nhau và ngược lại. Nghiên cứu cũng sử dụng 

chủng vi sinh vật có ích trong nông nghiệp như chủng vi sinh vật cố định đạm tự do 
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Azotobacter chroococcum và chủng vi sinh vật có khả năng phân giải hợp chất 

photphat khó tan như Bacillus polymyxa. Kết quả nghiên cứu (Bảng 3.6) cho thấy 

chủng M. populi CNN2 và chủng Ensifer sp. VNN3 có thể sinh trưởng và phát triển 

c ng trên môi trường LB cùng với chủng Azotobacter chroococcum và chủng 

Bacillus polymyxa, và chúng không ức chế lẫn nhau khi nuôi cấy trên môi trường 

LB. Kết quả cho thấy M. populi CNN2 và chủng Ensifer sp. VNN3 đủ điều kiện 

cho lựa chọn phát triển chế phẩm. 

Trên thực tế, nhiều nghiên cứu đã chứng minh hai chủng vi khuẩn M. populi 

và Ensifer sp. ngoài khả năng phân giải CPF còn có một số c c hoạt tính sinh học 

có ích kh c, có thể đưa vào ứng dụng trong xử lý và làm sạch môi trường  ị ô 

nhiễm c c chất hữu cơ và nâng cao năng suất cây trồng. Cụ thể, trong nghiên cứu 

của Trần Thị Giang và cs (2014) về nhận diện vi khuẩn v ng rễ kích thích sinh 

trưởng thực vật đã ph t hiện ra 5 dòng có  khả năng cố định đạm và phân giải lân 

cao (0,8-2,21mg/l NH4
+
, 27,8-50,6 mg/l P2O5), trong đó có dòng NPD855 tương 

đồng với E. adharens M27 [35]. Nghiên cứu của M. Antonio Rogel (2001) cho 

thấy, Ensifer adhaerens là một loại vi khuẩn đất   m vào c c vi khuẩn kh c và có 

thể gây ra hiện tượng phân hủy c c vi khuẩn này. Dựa trên trình tự gen rRNA, E. 

adhaerens có quan hệ họ hàng với Sinorhizobium spp. E. adhaerens ATCC 33499 

không tạo nốt sần trên Phaseolus vulgaris (đậu) hoặc Leucaena leucocephala, 

nhưng với c c plasmid cộng sinh từ Rhizobium tropici CFN299, nó đã tạo thành c c 

nốt sần cố định nitơ trên cả hai cây chủ. E. adhaerens được x c định là có mặt trong 

c c nốt sần sau khi phân lập và nuôi cấy trên môi trường chọn lọc [122]. Trong 

nghiên cứu của mình, Valeria Ventorino (2014) cũng khẳng định việc sử dụng vi 

sinh vật để đẩy nhanh qu  trình giải độc tự nhiên của c c chất độc hại trong đất là 

một phương ph p thân thiện với môi trường và chi phí thấp so với phương ph p đốt 

ch y và xử lý hóa học độc hại. Mười  ốn chủng có khả năng ph t triển trên môi 

trường chọn lọc tối thiểu với hỗn hợp phức tạp của c c lớp hợp 

chất xenobiotics kh c nhau làm nguồn cac on duy nhất đã được phân lập từ đất của 

khu vực công nghiệp cũ ACNA (Aziende Chimiche Nazionali Associate) 

ở Cengio (Savona, Ý). Trong đó, chủng tiểm năng nhất là Methylobacterium 
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populi VP2 đã được x c định  ằng phương ph p dựa trên đặc điểm kiểu hình, sinh 

hóa và phân tử. Chủng này cũng thể hiện hoạt tính thúc đẩy sinh trưởng thực vật 

như: có khả năng sản xuất axit indole-3-acetic (IAA) và siderophores, hòa 

tan phosphate và tạo ra màng sinh học. Đây là   o c o đầu tiên về sự xuất hiện đồng 

thời khả năng phân hủy Polycyclic Aromatic Hydrocarbon 

(PAH)  ởi Methylobacterium populi và nhiều hoạt tính thúc đẩy sinh trưởng thực 

vật của nó. Do đó, chủng  ản địa này đã được lựa chọn cho việc phân hủy sinh học 

c c hợp chất hữu cơ xenobiotics để khắc phục đất  ị ô nhiễm một mình hoặc liên 

kết với thực vật [175] 

Cơ chế của việc phân hủy c c hợp chất hữu cơ phức tạp của 

Methylobacterium populi đã được chỉ ra ở nghiên cứu của Li và cs (2020). Vi 

khuẩn Methylobacterium populi YC-XJ1 được phân lập từ đất sa mạc thể hiện khả 

năng phân hủy đa dạng đối với thuốc diệt cỏ este oxyphenoxypropionic thơm 

(AOPP), este phthalate (PAE), chất chống ch y hữu cơ phospho 

(OPFR), Chlorpyrifos và phoxim. Bộ gen của YC-XJ1 đã được giải trình tự và phân 

tích một c ch có hệ thống. YC-XJ1 có nhiều con đường phân hủy hợp chất ngoại 

sinh và nguồn hydrolase. Gen qpeh2 phân hủy quizalofop-p-ethyl (QPE) và gen 

deph1 phân hủy diethyl phthalate (DEP) đã được nhân  ản và thử nghiệm. C c đặc 

tính của hydrolase tương ứng cũng đã được đề cập trong nghiên cứu. Điều này đã 

làm s ng tỏ một c ch có hệ thống sự đa dạng trao đổi chất của chủng YC-XJ1 thông 

qua sự kết hợp giữa phân tích bộ gen và các thí nghiệm trong phòng. Những kết quả 

này cho thấy chủng YC-XJ1 với khả năng phân hủy sinh học xenobiotics đa dạng là 

một ứng viên đầy hứa hẹn cho việc xử lý sinh học c c địa điểm  ị ô nhiễm [118] 

Căn cứ vào những nghiên cứu đã liệt kê ở trên, luận  n cũng đã tiến hành 

khảo s t thêm hoạt tính sinh học có ích của 2 chủng được lựa chọn, cụ thể là khả 

năng phân giải hợp chất phosphat khó tan của c c chủng lựa chọn. Kết quả kiểm tra 

nghiên cứu được trình  ày trong  ảng 3.7. 
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Bảng 3.7. Khả năng phân giải phosphat khó tan của chủng M. populi CNN2 và 

Ensifer sp. VNN3 

Chủng VK 
% giảm CPF trong môi trƣờng nuôi 

cấy có chứa 100 mg CPF/L dịch 

Đƣờng kính vòng phân 

giải Ca3(PO4)2 (D-d) mm 

M. populi CNN2  79,6 22 

Ensifer sp. VNN3 88,2 18 

Kết quả kiểm tra hoạt tính sinh học còn cho thấy ngoài khả năng phân giải 

CPF, M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 còn có hoạt tính phân giải hợp chất 

phosphat khó tan, đường kính vòng phân giải D-d của chủng lần lượt là 22 và 

18mm. Kết quả thu được cho thấy c c chủng vi sinh vật sử dụng trong nghiên cứu 

đều có tính chất đa hoạt tính sinh học, ph  hợp với những nghiên cứu trước đây. 

Trong nghiên cứu của Zhang và cộng sự, một chủng Pseudomonas sp. được phân 

lập từ đất nông nghiệp ô nhiễm thuốc BVTV đã cho thấy hoạt tính phosphatase 

mạnh với đường kính vòng phân giải (D-d) khoảng 20 mm [182]. Nghiên cứu của 

Singh & Walker (2006) cũng cho thấy nhiều chủng vi sinh không chỉ phân giải CPF 

mà còn kích hoạt c c enzyme như phosphatase, với vòng phân giải thường nằm 

trong khoảng từ 15 mm đến 25 mm [162]. Kết quả nghiên cứu cho thấy rằng c c vi 

sinh vật có khả năng chuyển hóa c c hợp chất phosphat không tan, hỗ trợ việc cải 

thiện sẵn dinh dưỡng trong đất; tính chất này có ý nghĩa làm tăng thêm hiệu quả khi 

ứng dụng trong thực tế.  

3.3. Nghiên cứu công nghệ sản xuất chế phẩm vi sinh vật xử lý dƣ lƣợng 

thuốc bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ trong đất trồng chè. 

Trong công nghệ sản xuất chế phẩm vi sinh vật, qu  trình nhân sinh khối vi 

sinh vật đóng vai trò quan trọng quyết định đến chất lượng sản phẩm. Đ p ứng mục 

tiêu xây dựng qui trình công nghệ sản xuất chế phẩm vi sinh vật, đề tài luận  n đã 

tiến hành nghiên cứu một số điều kiện thích hợp cho qu  trình nhân sinh khối c c 

chủng vi sinh vật như: pH, nhiệt độ, môi trường, lượng không khí cấp, thời gian thu 

sinh khối... từ đó đưa ra c c thông số kỹ thuật ph  hợp cho qu  trình nhân sinh khối 

c c chủng vi sinh vật.  
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3.3.1.  Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Nhiệt độ là yếu tố quyết định đến hiệu suất sinh trưởng của vi sinh vật trong 

hệ thống lên men. T y vào chủng vi sinh và mục đích ứng dụng, việc kiểm so t 

nhiệt độ cần được tối ưu để cân  ằng giữa tốc độ sinh trưởng, ổn định qu  trình lên 

men và chất lượng sản phẩm. 

Để x c định nhiệt độ thích hợp cho qu  trình nhân sinh khối c c chủng vi 

khuẩn sử dụng trong nghiên cứu, đề tài đã tiến hành lên men sinh khối trong hệ 

thống lên men tự động Hàn Quốc (Bộ môn Sinh học môi trường - Viện Môi trường 

Nông nghiệp), có c ng c c điều kiện: 

+ Môi trường nuôi cấy: Môi trường dịch thể LB. 

+ pH: Trung tính. 

+ Lưu lượng cấp khí: 0,7 dm
3
 không khí/lít môi trường/phút. 

+ Thời gian lên men: 72 giờ. 

Nhiệt độ trong qu  trình lên men sinh khối được điều chỉnh ở c c mức kh c 

nhau (từ 20
o
C ÷ 45

o
C). Kết quả kiểm tra mật độ tế  ào sau 72 giờ nuôi cấy được thể 

hiện trong hình 3.8 

 

Hình 3.8. Ảnh hƣởng của nhiệt độ đến sinh trƣởng của VSV 

Bảng số liệu hình 3.8 cho thấy nhiệt độ 20
o
C không thích hợp cho sinh 

trưởng của chủng M. populi CNN2 và chủng Ensifer sp. VNN3, ở điều kiện 
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nhiệt độ này mật độ tế  ào VK chỉ đạt 10
5
÷10

6
 CFU/ml. Kết quả nghiên cứu 

cho thấy chủng M. populi CNN2 và chủng Ensifer sp. VNN3 sinh trưởng tốt và 

đạt mật độ cao nhất khi nuôi cấy ở điều kiện nhiệt độ 25-30 
o
C, ở nhiệt độ điều 

kiện 30
o
C chủng M. populi CNN2 đạt mật độ 3,1x10

8 
CFU/ml, chủng Ensifer 

sp. VNN3 đạt mật độ 6,2.10
8 
CFU/ml; ở điều kiện 35-45

o
C chủng M. populi 

CNN2 và chủng Ensifer sp. VNN3 không ph  hợp với qu  trình lên men nhân 

sinh khối c c chủng vi khuẩn nghiên cứu, sau 72 giờ mật độ tế  ào xu hướng 

giảm dần.  

Kết quả cho thấy cả hai chủng vi khuẩn Methylobacterium populi CNN2 

và Ensifer sp. VNN3 đều đạt mật độ tế  ào cao nhất ở 30°C, tương ứng là 

3,1×10
8
 CFU/mL và 6,2×10

8
 CFU/mL. Đây là ngưỡng nhiệt độ tối ưu giúp cân 

 ằng giữa tốc độ phân chia tế  ào và tính ổn định của qu  trình trao đổi chất nội 

 ào. Ở c c mức nhiệt cao hơn (35°C–45°C), mật độ tế  ào đều suy giảm rõ rệt, 

cho thấy hiện tượng ức chế nhiệt độ đối với hệ enzyme và cấu trúc protein của cả 

hai chủng. 

Điều này ph  hợp với đặc tính sinh học của vi khuẩn ưa ấm (mesophilic 

 acteria), vốn có khoảng nhiệt độ sinh trưởng tối ưu từ 25°C đến 35°C. C c nghiên 

cứu trước đây cũng ghi nhận M. populi ph t triển tốt trong môi trường nhiệt độ từ 

28°C đến 32°C, vượt qu  35°C thì hoạt tính phân giải hợp chất hữu cơ  ắt đầu suy 

giảm mạnh do mất cân  ằng nội môi (homeostasis) trong tế  ào vi khuẩn. 

Tương tự, với Ensifer sp., kết quả cũng tương đồng với công  ố của Zhao et 

al. (2020), khi chủng này được phân lập từ đất nông nghiệp và cho thấy khả năng 

tăng trưởng tối ưu tại 30°C trong môi trường giàu dinh dưỡng. Khi vượt qua 

ngưỡng 35°C, khả năng tạo  iofilm cũng giảm đi đ ng kể, cho thấy cơ chế kiểm 

so t nhiệt độ ảnh hưởng trực tiếp đến hệ gen điều hòa stress nhiệt. 

Một điểm cần chú ý là mật độ sinh khối của Ensifer sp. VNN3 luôn cao hơn 

M. populi CNN2 ở c ng điều kiện, cho thấy tiềm năng ứng dụng của Ensifer sp. 

vượt trội hơn trong c c hệ thống lên men hiếu khí nhiệt độ trung  ình, đặc  iệt trong 

xử lý dư lượng hợp chất organophosphates (như Chlorpyrifos ethyl). 

Từ kết quả nghiên cứu trên của Đề tài cho thấy: 



79 

- Chủng M. populi CNN2 lên men nhân sinh khối thích hợp ở dải nhiệt độ từ 

25÷30
o
C. 

- Chủng Ensifer sp. VNN3 lên men nhân sinh khối thích hợp ở nhiệt độ 30
o
C. 

3.3.2. Ảnh hưởng của pH 

pH là một trong những yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của 

vi sinh vật trong qu  trình nhân sinh khối. Trong nghiên cứu này, Đề tài đã sử dụng 

kết quả đ nh gi  ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh trưởng và ph t triển của 2 chủng 

vi khuẩn sử dụng trong nghiên cứu và lựa chọn nhiệt độ lên men sinh khối ph  hợp 

với cả 2 chủng là 30
o
C. Kết quả được trình  ày ở hình 3.9 

   + Môi trường nuôi cấy: Môi trường dịch thể LB. 

   + Nhiệt độ trong qu  trình lên men nhân sinh khối: 30
o
C. 

   + Lưu lượng cấp khí: 0,7 dm
3
 không khí/lít môi trường/phút. 

   + Thời gian lên men: 72 giờ. 

   + pH: được điều chỉnh pH  an đầu = 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0. 

Số liệu hình 3.9 cho thấy điều kiện pH  an đầu từ 5,0÷6,0 không ph  hợp với 

sinh trưởng của c c chủng vi sinh vật sử dụng trong nghiên cứu, mật độ tế  ào  10
6
 

CFU/ml. Chủng sinh trưởng tốt và đạt mật độ cao nhất khi nuôi cấy ở điều kiện 

pH=6,5; mật độ tế  ào đạt 3,4.10
8 
CFU/ml. Khi được lên men sinh khối trong điều 

kiện pH  an đầu =7,0 chủng Ensifer sp. VNN3 đạt mật độ cao nhất 5,6.10
8 
CFU/ml. 

Số liệu trong  ảng 3.12 cũng cho thấy pH  an đầu của môi trường lên men sinh 

khối >7,0 không ph  hợp với M. populi CNN2, ở điều kiện pH= 7,0 này sau 72 giờ 

nuôi cấy M. populi CNN2 đạt mật độ tế  ào 3,4.10
7 

CFU/ml và giảm hơn khi nuôi 

cấy ở pH= 7,5; 8,0. Đối với chủng Ensifer sp. VNN3 đạt mật độ tế  ào giảm xuống 

3,2.10
7
 CFU/ml khi nuôi cấy ở pH= 7,5 sau 72 giờ. 
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Hình 3.9. Ảnh hƣởng của pH đến sinh trƣởng của vi sinh vật 

Biểu đồ hình 3.9 cho thấy cả hai chủng vi khuẩn đều chịu ảnh hưởng mạnh 

của pH môi trường, với c c mức sinh trưởng rất kh c nhau theo từng khoảng pH. 

Tuy nhiên, mỗi chủng có một khoảng pH tối ưu riêng  iệt: 

- M. populi CNN2 đạt mật độ cao nhất ở pH 6,5 (log10 ~ 8,53), cho thấy đây 

là mức pH tối ưu giúp cân  ằng hệ enzyme nội  ào và màng tế  ào. Chủng này 

nhạy cảm với môi trường acid và vẫn duy trì sinh trưởng ổn định ở pH kiềm nhẹ 

(7,5–8,0). 

- Ensifer sp. VNN3 thể hiện sự ưa thích pH trung tính và hơi kiềm, đạt mật 

độ tối đa ở pH 7,0 (log10 ~ 8,75). Chủng này có  iên độ thích nghi rộng hơn, thích 

hợp cho c c môi trường đất trung tính đến kiềm nhẹ. 

- So s nh với nghiên cứu trước, kết quả hoàn toàn ph  hợp với đặc tính sinh 

học của hai chủng vi khuẩn. C c công  ố kh c cũng cho thấy pH ảnh hưởng mạnh 

đến hoạt tính enzyme và hệ sinh học vi khuẩn trong qu  trình xử lý môi trường. Các 

kết quả này ph  hợp với kết luận trong nghiên cứu của Hwang và cs năm 2009, khi 

pH ảnh hưởng trực tiếp đến tốc độ tổng hợp protein và hoạt tính enzyme của vi 

khuẩn trong qu  trình xử lý chất ô nhiễm [93]. 

Từ kết quả nghiên cứu trên cho thấy: 

- Chủng M. populi CNN2 thích hợp ở pH môi trường lên men sinh khối  an 

đầu = 6,5. 
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- Chủng Ensifer sp. VNN3 thích hợp ở pH môi trường lên men sinh khối  an 

đầu = 7,0. 

3.3.3. Môi trường nhân sinh khối và thời gian nuôi cấy 

Để lựa chọn được môi trường nhân sinh khối c c chủng vi sinh vật sử dụng 

trong nghiên cứu sản xuất chế phẩm, Đề tài đã kế thừa kết quả nghiên cứu về môi 

trường dinh dưỡng do Viện Khoa học Kỹ thuật Nông nghiệp Việt Nam và Viện Môi 

trường Nông nghiệp thực hiện trong giai đoạn 2000-2020 [7, 14, 15].  

C c môi trường sử dụng trong nghiên cứu là môi trường dinh dưỡng đã được 

tối ưu hóa c c thành phần dinh dưỡng đối với sinh trưởng và ph t triển tương ứng 

của c c chủng sử dụng trong nghiên cứu này; với thành phần chế tạo môi trường là 

những nguyên liệu, hóa chất rẻ tiền và sẵn có tại Việt Nam. Vi sinh vật được nhân 

sinh khối cấp 1 trên môi trường giàu dinh dưỡng LB, sau khi kiểm tra mật độ và độ 

thuần khiết tiếp tục nhân sinh khối trên môi trường sản xuất SX1, SX2, SX3 với tỷ 

lệ 5% giống cấp 1. C c thông số kỹ thuật sử dụng trong qu  trình nhân sinh khối:  

+ Môi trường nuôi cấy: Môi trường dịch thể SX1; SX2; SX3. 

+ Tỷ lệ giống cấp 1: 5% (giống cấp 1 được nhân sinh khối, trong môi trường 

dịch thể Gause, trên m y lắc dàn với tốc độ lắc 150 vòng/phút, dịch lên men sau 48 

giờ được kiểm tra độ đảm  ảo mật độ tế  ào ≥10
8
CFU/ml). 

    + Nhiệt độ trong qu  trình nhân sinh khối chủng M. populi CNN2 và chủng 

Ensifer sp. VNN3: 30
o
C 

+ pH môi trường  an đầu cho chủng M. populi CNN2: 6,5. 

   + pH môi trường  an đầu cho chủng Ensifer sp.VNN3: 7,0. 

+ Thời gian lên men nhân sinh khối: 96 giờ. 

+ Lượng không khí cấp: 0,70 dm
3
 không khí/lít môi trường/phút. 

Trong qu  trình lên men sinh khối, đề tài tiến hành lấy mẫu và kiểm tra mật 

độ tế  ào theo thời gian. Kết quả lựa chọn môi trường nhân sinh khối và thời gian 

nuôi cấy c c chủng vi sinh vật được tổng hợp trong  ảng 3.8. 
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Bảng 3.8. Khả năng sinh trƣởng của vi sinh vật trên các môi trƣờng 

Chủng VK 

Sự sinh trƣởng và phát triển của chủng (CFU/ml) 

0 giờ Sau 24 giờ Sau 48 giờ Sau 72 giờ Sau 96 giờ 

Môi trƣờng SX1 

M. populi CNN2  5,3(±1,6) ×10
4
 3,7(±1,4) ×10

6
 2,4(±1,6) ×10

8
 5,4(±1,5) ×10

8
 5,5(±1,9) ×10

8
 

Ensifer sp. VNN3 3,3(±1,4) ×10
4
 5,5(±1,7) ×10

7
 5,2(±1,2) ×10

8
 4,3(±1,0) ×10

8
 4,7(±1,6) ×10

8
 

 Môi trƣờng SX2 

M. populi CNN2  3,6(±1,2) ×10
4
 5,7(±1,7) ×10

5
 5,8(±1,3) ×10

6
 6,2(±1,4) ×10

8
 6,4(±1,8) ×10

8
 

Ensifer sp. VNN3 3,5(±1,8) ×10
4
 3,8(±1,9) ×10

6
 6,5(±1,6) ×10

7
 5,3(±1,1) ×10

7
 6,8(±1,7) ×10

8
 

 Môi trƣờng SX3 

M. populi CNN2  3,8(±1,0) ×10
4
 3,5(±1,7) ×10

5
 4,4(±1,5) ×10

6
 6,5(±1,9) ×10

7
 2,2(±1,3) ×10

8
 

Ensifer sp. VNN3 4,6(±1,9) ×10
4
 4,2(±1,2) ×10

6
 5,1(±1,4) ×10

7
 7,4(±1,5) ×10

7
 6,1(±1,6) ×10

8
 

Số liệu trong  ảng 3.8 cho thấy mật độ tế  ào c c chủng vi sinh vật sử dụng 

trong nghiên cứu phụ thuộc vào môi trường nuôi cấy và thời gian nhân sinh khối. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy cả 2 chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 đều 

có khả năng sinh trưởng tốt trên môi trường SX1, tại thời điểm sau 72 giờ mật độ tế 

bào chủng M. populi CNN2 đạt 5,4.10
8 

CFU/ml; sau 48 giờ lên men sinh khối 

chủng Ensifer sp. VNN3 đạt mật độ 5,2.10
8 
CFU/ml. Khi được nuôi cấy trên môi 

trường dịch thể SX2 cả 2 chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 đều đạt mật 

độ tế  ào ≥6.10
8 

CFU/ml
 
sau 72 giờ; trên môi trường SX3 cả 2 chủng vi sinh vật đạt 

mật độ tế  ào ≥2.10
8 
CFU/ml sau 96 giờ nuôi cấy.  

Từ số liệu nghiên cứu  ảng 3.8 cho thấy để thu sinh khối cao nhất với thời 

gian ngắn nhất thì đối với chủng M. populi CNN2 có thể sử dụng môi trường sản 

xuất SX1, SX2 và thu sinh khối sau 72 giờ; chủng Ensifer sp. VNN3 có thể sinh 

trưởng tốt trên môi trường sản xuất SX1 và thời gian thu sinh khối là 48 giờ. 

3.3.4. Tỷ lệ giống cấp 1 

 Với mục tiêu tăng sinh khối c c chủng vi sinh vật, ngoài c c yếu tố về môi 

trường dinh dưỡng, điều kiện nuôi cấy thì lượng giống cấp 1  ổ sung vào qu  trình 

lên men nhân sinh khối hết sức quan trọng, nó quyết định chất lượng và chi phí sản 

xuất. Việc nghiên cứu đưa ra một tỷ lệ giống cấp 1 thích hợp trong qu  trình lên 

men là rất cần thiết. Giống cấp 1 được sản xuất trên môi trường chuẩn (môi trường 
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LB), sau đó được cấy vào môi trường lên men sinh khối sản xuất ph  hợp với từng 

chủng vi sinh vật theo tỷ lệ kh c nhau. Thông số kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu: 

   + Môi trường nuôi cấy: Môi trường dịch thể SX1. 

+ Nhiệt độ trong qu  trình nhân sinh khối chủng M. populi CNN2 và chủng 

Ensifer sp. VNN3: 30
o
C. 

+ pH môi trường  an đầu cho chủng M. populi CNN2: 6,5. 

    + pH môi trường  an đầu cho chủng Ensifer sp. VNN3: 7,0. 

+ Thời gian lên men: 72 giờ với chủng M. populi CNN2, 48 giờ với chủng 

Ensifer sp. VNN3. 

+ Tỷ lệ giống cấp 1: Bổ sung ở c c mức kh c nhau từ 0,5 5%. Giống cấp 1 

được nhân trên môi trường chuẩn LB, được kiểm tra độ thuần khiết và phải đạt mật 

độ tế  ào ≥10
8
 CFU/ml. Kết quả nghiên cứu được trình  ày trong  ảng 3.9. 

Bảng số liệu 3.9 cho thấy khi lượng giống cấp 1 cung cấp vào trong qu  

trình nhân sinh khối từ 0,5 - 2 % thì khả năng sinh trưởng và ph t triển của cả 2 

chủng vi sinh vật trong nghiên cứu đạt mật độ thấp, khi lượng giống cấp 1 đưa 

vào 3% trở lên thì mật độ tế  ào ≥10
8
 CFU/ml và không có sự chênh lệch giữa 

c c nồng độ 3%; 4% và 5%. Với tỷ lệ giống cấp 1  ổ sung  an đầu là 3%, mật độ 

tế  ào chủng M. populi CNN2 đạt 4,56×10
8 
và khi  ổ sung lượng giống cấp 1 

tăng lên 5% vẫn không có sự sai kh c đ ng kể về mật độ tế  ào đạt được. Kết 

quả kiểm tra mật độ tế  ào chủng Ensifer sp. VNN3 cũng cho kết quả tương tự: 

khi  ổ sung lượng giống cấp 1 với tỷ lệ 3% mật độ tế  ào đạt 5,40 ×10
8 

CFU/ml, 

không sai kh c so với công thức  ổ sung 5% giống cấp 1 (mật độ tế  ào đạt 

5,50×10
8 
CFU/ml). Kết quả nghiên cứu này cho thấy để tiết kiệm chi phí sản 

xuất thì lượng giống cấp 1 được  ổ sung vào 3% thích hợp nhất cho qu  trình lên 

men sinh khối c c chủng sử dụng trong nghiên cứu. 

Bảng 3.9. Ảnh hƣởng của tỷ lệ giống đến quá trình lên men sinh khối 

Tỷ lệ giống bổ 

sung ban đầu (%) 

Sự sinh trƣởng và phát triển của chủng (CFU/ml) 

M. populi CNN2 Ensifer sp. VNN3 

0,5 6,32(±1.7) ×10
7
 6,57(±1.5) ×10

7
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Tỷ lệ giống bổ 

sung ban đầu (%) 

Sự sinh trƣởng và phát triển của chủng (CFU/ml) 

M. populi CNN2 Ensifer sp. VNN3 

1 8,18(±1.3) ×10
7
 8,22(±1.9) ×10

7
 

2 8,54(±1.0) ×10
7
 8,36(±1.7) ×10

7
 

3 4,56(±1.8) ×10
8
 5,40(±1.3) ×10

8
 

4 4,60(±1.1) ×10
8
 5,46(±1.0) ×10

8
 

5 5,06(±1.2) ×10
8
 5,50(±1.4) ×10

8
 

3.3.5. Ảnh hưởng của liều lượng cấp khí 

Lượng khí cấp trong qu  trình nhân sinh khối c c chủng vi sinh vật được 

điều chỉnh ở c c mức: 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 (dm
3
 không khí/lít môi trường/phút). 

Ảnh hưởng của liều lượng cấp khí được thể hiện tại  ảng 3.10. 

Bảng 3.10. Ảnh hƣởng của liều lƣợng cấp khí tới sinh trƣởng của VSV 

Lƣợng khí cấp   

(dm
3
 không khí/lít môi 

trường/phút) 

Sự sinh trƣởng và phát triển của chủng (CFU/ml) 

M. populi CNN2 Ensifer sp. VNN3 

0,5 4,35(±1,3) ×10
6
 5,22(±1,3) ×10

6
 

0,6 3,32(±1,7) ×10
7
 4,54(±1,2) ×10

7
 

0,7 6,59(±1,4) ×10
8
 7,03(±1,0) ×10

8
 

0,8 5,78(±1,9) ×10
8
 5,92(±1,5) ×10

8
 

0,9 5,11(±1,5) ×10
8
 5,09(±1,1) ×10

8
 

Kết quả tại  ảng 3.10 cho thấy, với liều lượng khí cấp từ 0,5 - 0,6 dm
3
 không 

khí/lít môi trường/phút thì mật độ c c chủng vi sinh vật đều thấp hơn 10
8
 CFU/ml; 

khi lượng khí cấp tăng lên từ 0,7 – 0,9 dm
3
 không khí/lít môi trường/phút thì mật độ 

c c chủng đã đạt trên 10
8
 CFU/ml và mật độ c c chủng đạt gi  trị cao nhất ở liều 

lượng khí cấp là 0,7 dm
3
 không khí/lít môi trường/phút, trên cơ sở đó nhóm nghiên 

lựa chọn gi  trị liều lượng cấp khí là 0,7 dm
3
 không khí/lít môi trường/phút cho các 

nghiên cứu tiếp theo. 

3.3.6.  Thông số kỹ thuật sử dụng trong lên men nhân sinh khối chủng  

Trong nghiên cứu của Zhao et al. (2014), Acinetobacter calcoaceticus cho 

thấy sự ph t triển tốt nhất ở 30°C và pH 7,5 trong môi trường chứa glucose và chiết 
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xuất nấm men, cũng hỗ trợ tính hiệu quả của điều kiện nhiệt độ ấm vừa phải và môi 

trường hơi axit đến trung tính cho c c chủng vi khuẩn phân hủy CPF [184]. 

Ví dụ, Singh et al. (2004) quan s t thấy sự ph t triển tối ưu của chủng 

Enterobacter B-14 ở 30°C và pH 7 trong môi trường LB, với khả năng phân hủy 

CPF đạt đỉnh trong vòng 7 ngày. Tương tự, Farhan et al. (2021) đã tối ưu hóa việc 

sản xuất sinh khối của c c chủng phân hủy CPF của họ  ằng c ch sử dụng môi 

trường nutrient  roth ở nhiệt độ 28–32°C và ghi nhận hoạt động phân hủy được 

tăng cường ở pH gần trung tính [161]. 

Trong nghiên cứu này, c c điều kiện tối ưu để sản xuất sinh khối của 

Methylobacterium populi CNN2 và Ensifer adhaerens VNN3 được x c định là: 

- Nhiệt độ: 30°C, pH: 6,5–7,0, Môi trường: SX1, Tỷ lệ giống cấp 1: 3%, 

- Tốc độ thông khí: 0,7 dm³ không khí/lít/phút. 

- Những ph t hiện này ph  hợp với nhiều nghiên cứu trước đó về c c vi sinh 

vật phân hủy CPF. 

 Từ kết quả nghiên cứu một số yếu tố ảnh hưởng đến sinh trưởng của vi sinh 

vật sử dụng trong nghiên cứu, đề tài đã tổng hợp c c điều kiện ph  hợp cho qu  

trình nhân sinh khối c c chủng vi sinh vật sử dụng trong sản xuất chế phẩm, kết quả 

được trình  ày trong  ảng 3.11. 

Bảng 3.11: Thông số k  thuật phù hợp cho nhân sinh khối các chủng VSV 

Thông số k  thuật 
Chủng vi sinh vật 

M. populi CNN2 Ensifer sp. VNN3 

pH môi trường lên men 6,5 7,0 

Nhiệt độ lên men sinh khối (
o
C) 30 30 

Thời gian lên men sinh khối (giờ) 72 48 

Tỷ lệ giống cấp 1 (%) 3 3 

Môi trường lên men sinh khối SX1 SX1 

Lưu lượng cấp khí (dm
3 
không 

khí/dm
3 
môi trường/phút) 

0,7 0,7 

Trên cơ sở c c kết quả đạt được, đề tài đã tiến hành lên men sinh khối c c 

chủng M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 theo các thông số kỹ thuật trong  ảng 

3.11.  
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3.3.7. Khả năng tồn tại của các chủng vi sinh vật trong chế phẩm 

Trên cơ sở kế thừa c c kết quả đã nghiên cứu thành công về công nghệ sản 

xuất chế phẩm vi sinh vật của Viện Môi trường nông nghiệp, Viện Khoa học Nông 

nghiệp Việt Nam, nghiên cứu đã tiến hành sản xuất chế phẩm VSV xử lý CPF theo 

phương ph p chất mang sử dụng trong qui trình sản xuất này là đường khan Dextro. 

+  Nhân giống cấp 1 và lên men nhân sinh khối c c chủng M. populi CNN2 và 

Ensifer sp. VNN3 với c c thông số kỹ thuật theo  ảng tổng hợp kết quả 3.11. Sinh 

khối c c chủng VSV (sau lên men phải được kiểm tra chất lượng, đảm  ảo độ thuần 

khiết và mật độ tế  ào ≥10
8
 CFU/ml) được li tâm tốc độ 6000v/p trong 30 phút.  

Phối trộn sinh khối vi sinh vật sau li tâm với chất mang Dextro trên thiết  ị 

trộn th ng quay với tỷ lệ 1 sinh khối VSV/100 Dextro, sản phẩm tạo ra cần đạt độ 

đồng nhất, độ ẩm sản phẩm sau trộn đạt 12%. 

Kết quả nghiên cứu khả năng tồn tại của c c chủng vi sinh vật trong sản 

phẩm được trình  ày trong  ảng 3.12: 

Bảng 3.12: Mật độ chủng M. populi CNN2  

và Ensifer sp. VNN3 trong chế phẩm 

Chủng XK 

Mật độ tế bào VSV (CFU/g) 

0giờ Sau 1 

tháng 

Sau 3 

tháng 

Sau 6 

tháng 

Sau 9 

tháng 

Sau 12 

tháng 

M. populi CNN2  7,2×10
9
 5,9×10

9
 7,5×10

8
 6,5×10

8
 5,2×10

8
 2,4×10

7
 

Ensifer sp. VNN3 8,4×10
9
 5,1×10

9
 6,3×10

8
 7,2×10

8
 5,6×10

8
 9,0×10

7
 

Trong nghiên cứu, đề tài phân biệt 2 chủng M. populi CNN2 và chủng 

Ensifer sp. VNN3 khi nuôi cấy trên môi trường thạch đĩa dựa vào sự khác biệt của 

khuẩn lạc khi chúng phát triển trên đĩa thạch: mép khuẩn lạc, chủng 

Methylobacterium populi có hình khuẩn lạc tròn, bờ đều, nhẵn còn chủng chủng 

Ensifer sp. VNN3 có hình khuẩn lạc tròn hoặc bất định, bờ gợn sóng nhẹ. 

Kết quả kiểm tra cho thấy tại thời điểm 0 giờ, trong điều kiện hỗn hợp mật 

độ chủng VSV sử dụng trong nghiên cứu >10
9 

CFU/g, sau 1 tháng mật độ tế  ào 

VSV vẫn đạt >10
9 

CFU/g. Sau 3 th ng mật độ cả 2 chủng M. populi CNN2 và 
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Ensifer sp. VNN3 giảm xuống >10
8
 CFU/g và ổn định đến thời điểm kiểm tra sau 9 

th ng sản xuất. Tại c c thời điểm kiểm tra sau 12 th ng sản xuất mật độ c c chủng 

M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 trong chế phẩm giảm xuống >10
7 

CFU/g. 

Tổng hợp c c kết quả trên, luận  n đã tiến hành xây dựng quy trình sản xuất 

chế phẩm sinh học chứa VSV phân hủy CPF cụ thể như sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Hình 3.10: Quy trình sản xuất chế phẩm VSV phân hủy CPF 

Lên men xốp 

- Môi trường lên men: Đường 

dextro 

- Độ ẩm ban đầu: 60% 

- Tỷ lệ tiếp giống: 1%. 

- Thời gian nhân nuôi 72h. 

 

Lên men xốp 
- Môi trường lên men: Đường 

dextro  

- Độ ẩm ban đầu 60% 

- Tỷ lệ tiếp giống: 1%. 

- Thời gian nhân nuôi 72h. 

 

Ensifer sp.VNN3 

Nhân giống cấp 1 

- Môi trường LB 

- pH= 7,0; nhiệt độ 30
o
C 

 

Nhân sinh khối 
- Môi trường SX1  

- pH= 7,0; nhiệt độ 30
o
C 

- Lưu lượng khí cấp: 0,7 (dm3 

không khí/lit môi trường/phút) 

- Tỷ lệ tiếp giống: 3%. 

- Thời gian nhân nuôi 48h. 

 

Dextro 

M. populi 2 

Nhân giống cấp 1 
- Môi trường LB 

- pH=6,5; nhiệt độ 30
o
C 

 

 

Nhân sinh khối 

- Môi trường SX1 

- pH=6,5; nhiệt độ 30
o
C 

- Lưu lượng khí cấp: 0,7 (dm3 

không khí/lit môi trường/phút) 

- Tỷ lệ tiếp giống: 3%. 

- Thời gian nhân nuôi 72h. 

 

Phối trộn 

- Tỷ lệ phối trộn 1:1 (W/W) 

- Trộn đều. 

 
Kiểm tra chất lƣợng,  

Đóng gói 

Chế phẩm VSV  

(Mật độ >10
8
 CFU/g  

sau 9 th ng  ảo quản) 
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Chế phẩm vi sinh vật đảm  ảo theo TCVN 6168-2002, sản phẩm đạt mật độ 

tế  ào VSV có ích >10
9
 CFU/g sau khi sản xuất và có thể đảm  ảo chất lượng >10

8
 

CFU/g sau 9 th ng  ảo quản.  

3.4. Nghiên cứu khả năng sử dụng chế phẩm vi sinh vật phân hủy thuốc 

bảo vệ thực vật gốc Lân hữu cơ  

3.4.1. Khả năng sử dụng chế phẩm vi sinh vật xử lý thuốc bảo vệ thực vật 

gốc Lân hữu cơ trên đất trồng chè qui mô nhà lưới 

-  Ảnh hưởng của liều lượng bón chế phẩm VSV đến phát triển của cây chè: 

Thí nghiệm được bố trí với các công thức có bố sung chế phẩm VSV từ 1g, 

2g, 3g, 5g, 10 g/m
2
 đất trồng, lượng CPF được bổ sung vào đất trồng với liều lượng 

200mg/m
2
 đất. Kết quả nghiên cứu được trình bày trong bảng 3.13. 

Bảng 3.13. Ảnh hƣởng của liều lƣợng chế phẩm VSV đến cây chè. 

STT Công thức 
Cao cây 

(cm) 

Số lá 

(lá/cây) 

TLK TLá 

(g/chậu) 

TLK rễ 

(g/chậu) 

1 Đối chứng (0) 38,17
a
 12,83 3,89 3,89 

2 

CPVSV 1 g/m
2 

+ CPF 

(200mg/m
2
) 43,50

 ab
 17,00 

ab
 

4,61
 ab

 
4,61 

a
 

3 

CPVSV 2 g/m
2 

+ CPF 

(200mg/m
2
) 43,70 

ab
 17,20 

ab
 

4,77 
ab

 
4,77

 a
 

4 

CPVSV 3 g/m
2 

+ CPF 

(200mg/m
2
) 44,17

 ab
 17,50

 ab
 

4,83
 ab

 
4,83

 a
 

5 

CPVSV 5 g/m
2 

+ CPF 

(200mg/m
2
) 44,33

 ab
 17,60 

ab
 

4,86
 ab

 
4,86

 a
 

6 

CPVSV 10 g/m
2 

+ CPF 

(200mg/m
2
) 44,75

 ab
 17,67

 ab
 

4,91
 ab

 
4,91

 a
 

  CV (%) 5,1 4,7 5,6 4,8 

  LSD 0,05 2,63 0,93 0,391 0,282 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trên cùng một cột và trong cùng một vụ thể 

hiện sự sai khác có ý nghĩa ở mức P < 0,05. 
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Giá trị LSD (Least Significant Difference) ở mức ý nghĩa 0,05 được tính cho 

từng chỉ tiêu là: 

 Chiều cao cây: LSD = 2,63 cm. 

 Số lá: LSD = 0,93 lá/cây. 

 Trọng lượng lá (TLK TLá): LSD = 0,391 g/chậu. 

 Trọng lượng rễ (TLK rễ): LSD = 0,282 g/chậu. 

Những giá trị này cho biết mức chênh lệch tối thiểu giữa các trung bình của 

các nhóm thí nghiệm cần có để được xem là có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê tại 

mức 5%. Ví dụ, đối với chiều cao cây, nếu sự khác biệt giữa hai nhóm thí nghiệm 

vượt quá 2,63 cm, thì sự khác biệt đó được coi là có ý nghĩa thống kê. Tương tự, với 

số lá, nếu sự khác biệt trung bình giữa hai nhóm lớn hơn 0,93 l , thì có thể kết luận 

có sự khác biệt có ý nghĩa. 

Trong bảng số liệu, mặc dù các nhóm thí nghiệm với liều chế phẩm vi sinh 

từ 1 g/m² đến 10 g/m² đều cho giá trị tương đối gần nhau (đều được gắn nhãn ―a ‖), 

nhưng so với nhóm đối chứng (0 g/m²) thì sự khác biệt giữa các chỉ tiêu đã vượt qua 

giá trị LSD, cho thấy việc sử dụng chế phẩm VSV có tác dụng kích thích tăng 

trưởng có ý nghĩa thống kê. 

Số liệu thể hiện tại bảng 3.13 cho thấy, ở công thức có bón chế phẩm VSV 

đã t c động tích cực đến phát triển của cây chè thông qua các số liệu về chiều cao 

cây và số lá trên cây. Các chỉ tiêu theo dõi cho thấy ở các công thức có sử dụng chế 

phẩm VSV đều cao hơn so với công thức đối chứng không bón chế phẩm. 

Kết quả phân tích hàm lượng CPF trong đất và trong lá chè ở các công thức 

thí nghiệm được trình bày trong bảng 3.14.  

Bảng 3.14. Ảnh hƣởng của liều lƣợng chế phẩm VSV đến dƣ lƣợng CPF  

trong đất và lá chè. 

TT Công thức 

OP trong 

đất 

(mg/kg) 

% Tăng 

giảm OP 

trong đất 

OP trong 

chè 

(mg/kg) 

% Tăng 

giảm OP 

trong chè 

1 Đối chứng (0) 3,68 - 1,46 - 

2 

CPVSV 1 g/m
2 

+ 

CPF (200mg/m
2
) 

2,25 38,85 1,03 29,45 

3 

CPVSV 2 g/m
2 

+ 

CPF (200mg/m
2
) 

1,87 49,2 0,324 77,8 
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TT Công thức 

OP trong 

đất 

(mg/kg) 

% Tăng 

giảm OP 

trong đất 

OP trong 

chè 

(mg/kg) 

% Tăng 

giảm OP 

trong chè 

4 

CPVSV 3 g/m
2 

+ 

CPF (200mg/m
2
) 

1,7 53,8 0,309 78,83 

5 

CPVSV 5 g/m
2 

+ 

CPF (200mg/m
2
) 

1,15 68,75 0,284 80,54 

6 

CPVSV 10 g/m
2 

+ 

CPF (200mg/m
2
) 

0,87 76,35 0,249 82,94 

 CV (%) 5,9  6,6  

 LSD 0,05 0,63  0,391  

Ghi chú: -: không phân tích 

Kết quả nghiên cứu trình  ày trong  ảng 3.14 cho thấy gi  trị LSD (Least 

Significant Difference) ở mức 5% cho  iết sự kh c  iệt tối thiểu giữa c c trung  ình 

của c c nhóm cần đạt được để xem xét sự kh c  iệt đó có ý nghĩa thống kê. Ở  ảng 

số liệu trên, ta có: 

 OP trong đất: LSD = 0,63 mg/kg 

o Điều này có nghĩa là nếu sự kh c  iệt giữa trung  ình của hai nhóm 

thí nghiệm vượt qu  0,63 mg/kg, thì sự kh c  iệt đó được xem là có ý 

nghĩa thống kê. 

o Trong  ảng, sự giảm lượng OP từ nhóm đối chứng (3,68 mg/kg) 

xuống 2,25 mg/kg ở liều CPVSV 1 g/m² (chênh lệch 1,43 mg/kg) 

vượt qua gi  trị LSD, cho thấy sự giảm này có ý nghĩa thống kê. 

Tương tự, sự giảm ở c c công thức thí nghiệm kh c (ví dụ, 3,68 

mg/kg so với 0,87 mg/kg ở liều 10 g/m²) cũng vượt xa mức LSD, 

khẳng định hiệu quả của c c liều CPVSV. 

 OP trong chè: LSD = 0,391 mg/kg 

o Tương tự, sự kh c  iệt giữa c c nhóm phải vượt qu  0,391 mg/kg mới 

được xem là có ý nghĩa thống kê. 
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o Ví dụ, sự giảm từ 1,46 mg/kg ở đối chứng xuống 1,03 mg/kg ở liều 

chế phẩm VSV 1 g/m² (chênh lệch 0,43 mg/kg) đã vượt qua mức 

LSD, đồng nghĩa với sự cải thiện có ý nghĩa thống kê. C c mức giảm 

ở c c liều điều trị cao hơn (ví dụ, 1,46 mg/kg so với 0,249 mg/kg ở 

liều 10 g/m²) càng khẳng định hiệu quả rõ rệt. 

Như vậy, c c gi  trị LSD thấp (0,63 và 0,391) cho thấy tính lặp lại và độ 

chính x c của thí nghiệm, đồng thời khẳng định rằng c c sự kh c  iệt quan s t được 

giữa nhóm đối chứng và c c nhóm xử lý là có ý nghĩa thống kê. 

Việc  ổ sung chế phẩm vi sinh vật (VSV) ở liều từ 1–10 g/m² đã giúp cây 

chè ph t triển rõ rệt so với đối chứng không xử lý. Chiều cao cây, số l , trọng lượng 

l  và rễ đều tăng có ý nghĩa thống kê tại mức LSD 0,05. Đặc  iệt, liều 10 g/m² cho 

kết quả tốt nhất ở tất cả c c chỉ tiêu sinh trưởng. 

So với nghiên cứu trên cây cà chua, khi xử lý đất nhiễm CPF  ằng chế phẩm 

chứa chủng Bacillus subtilis, kết quả cho thấy c c chỉ tiêu sinh trưởng (chiều cao, 

khối lượng khô) cũng tăng 15–30% so với đối chứng [93]. Điều này cho thấy xu 

hướng tăng sinh trưởng thực vật do giảm độc CPF kết hợp với tiết enzyme kích 

thích sinh trưởng (như IAA, ACC deaminase) là hiện tượng phổ  iến khi d ng vi 

sinh vật xử lý ô nhiễm. 

 Chế phẩm VSV đã cho hiệu quả phân huỷ CPF đ ng kể: 

 Mức giảm dư lượng CPF trong đất đạt 76,35% (từ 3,68 xuống còn 0,87 

mg/kg) ở liều cao nhất. 

 Dư lượng CPF trong l  chè giảm mạnh từ 1,46 mg/kg còn 0,249 mg/kg, 

tương ứng hiệu quả giảm hấp thu đạt 82,94%. 

Số liệu nghiên cứu của luận  n cho thấy hiệu quả phân huỷ CPF trong đất 

trồng của chế phẩm VSV với c c liều lượng  ón từ 1-10g/m
2
 đều có khả năng phân 

huỷ CPF, hiệu quả phân huỷ CPF trong đất trồng đạt 38,8-76,3% và hiệu quả giảm 

khả năng hấp thụ CPF trong lá chè ở c c công thức từ 29,45-82,94%. Tuy nhiên, 

hiệu quả tốt nhất thể hiện ở công thức sử dụng chế phẩm với liều lượng 10 g/m
2
, vì 
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vậy luận án tiếp tục sử dụng liều lượng bổ sung từ 10g chế phẩm/m
2
 (tương đương 

100kg/ha) để áp dụng cho các thí nghiệm đ nh gi  hiệu quả của chế phẩm VSV đối 

với các thí nghiệm sau. 

3.4.2. Hiệu quả của chế phẩm vi sinh vật đối với cây chè trên thí nghiệm 

diện hẹp  

Nghiên cứu được thực hiện tại xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, tỉnh Nghệ An. 

H ng Sơn là một xã miền núi thuộc huyện Anh Sơn, vùng phía Tây tỉnh Nghệ An. 

Huyện Anh Sơn được UNESCO đưa vào danh s ch c c địa danh thuộc Khu dự trữ 

sinh quyển miền Tây Nghệ An. Huyện nằm dọc theo đôi  ờ sông Lam và Quốc lộ 7, 

phía Đông gi p với huyện đồng bằng Đô Lương, phía Bắc giáp với huyện miền núi 

Tân Kỳ và huyện vùng cao Quỳ Hợp, phía Tây giáp với huyện vùng cao Con Cuông 

và Lào, phía Nam giáp với huyện miền núi Thanh Chương và cách thành phố Vinh 

100 km về phía Tây Bắc.  

Theo thống kê Anh Sơn là một trong những huyện trọng điểm trồng chè của 

tỉnh Nghệ An với diện tích trên 2.500 ha, trong đó 1.700 ha đã cho thu hoạch, tập 

trung nhiều ở c c xã: H ng Sơn, Cẩm Sơn, Đỉnh Sơn, Long Sơn, Phúc Sơn. Hàng 

năm sản lượng chè  úp tươi đạt 17-20 nghìn tấn. Trong đó xã H ng Sơn, huyện 

Anh Sơn đang tận dụng lợi thế của một vùng sản xuất chè lâu năm để dần nâng cao 

giá trị kinh tế của cây chè thông qua việc đầu tư sản xuất các giống chè cao cấp, có 

chất lượng cao như chè móc câu, trà matcha. Tuy nhiên trong thời gian vừa qua, vấn 

đề dùng phân bón hóa học, thuốc BVTV nói chung và trong sản xuất chè nói riêng 

tại xã H ng Sơn vẫn chưa được chú trọng dẫn đến việc lạm dụng phân bón hóa học, 

thuốc BVTV trong sản xuất nông nghiệp. 

3.4.2.1. Hiệu quả của chế phẩm vi sinh vật đối với cây chè ở giai đoạn kinh doanh 

Giống chè kinh doanh sử dụng nghiên cứu là chè giống LDP1, phân tích 

thành phần hoạt chất trong chè trước và sau khi tiến hành thí nghiệm sử dụng chế 

phẩm VSV. Để khảo sát hiệu quả của chế phẩm vi sinh vật đối với khả năng phân 

hủy Chlorpyrifos trong đất trồng chè và ảnh hưởng của chúng đến cây chè giai đoạn 

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
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
https://vi.wikipedia.org/wiki/S%C3%B4ng_Lam
https://vi.wikipedia.org/wiki/Qu%E1%BB%91c_l%E1%BB%99_7
https://vi.wikipedia.org/wiki/%C4%90%C3%B4_L%C6%B0%C6%A1ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/T%C3%A2n_K%E1%BB%B3
https://vi.wikipedia.org/wiki/Qu%E1%BB%B3_H%E1%BB%A3p
https://vi.wikipedia.org/wiki/Con_Cu%C3%B4ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/L%C3%A0o
https://vi.wikipedia.org/wiki/Thanh_Ch%C6%B0%C6%A1ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/Vinh
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kinh doanh, Đề tài đã sử dụng kết quả nghiên cứu liều lượng chế phẩm có hiệu quả 

cao nhất đã thực hiện ở mục 3.4.1 là 10g/m
2
 kết

 
hợp với bố trí thêm các công thức 

tăng liều lượng bổ sung chế phẩm vi sinh  vật  20g, 30 g chế phẩm/m
2 
đất trồng chè 

(tương đương 100kg, 200, 300 kg chế phẩm vi sinh vật/ha) để x c định liều lượng 

phù hợp chế phẩm vi sinh trong điều kiện thực tế sản xuất, kết quả được thể hiện 

theo bảng 3.15. 

Bảng 3.15. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến chất lƣợng chè kinh doanh. 

Chỉ tiêu 

Kết quả phân tích 

Đối chứng 

Sử dụng 

100kg CP 

VSV/ha 

Sử dụng 

200kg CP 

VSV/ha 

Sử dụng 

300kg CP 

VSV/ha 

Mùi, vị 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

Màu sắc Xanh vàng Xanh vàng Xanh vàng Xanh vàng 

Hàm lượng tro 

(%) 
6,54 6,52 6,53 6,53 

Hàm lượng 

cafein (%) 
2,26 2,26 2,25 2,26 

Hàm lượng 

Tanin (%) 
22,2 22,9 22,7 22,7 

Hàm lượng 

Chlorpyrifos 

(mg/kg) 

0,188 0,046 0,042 0,042 

Tình hình sâu 

bệnh 

Không phát 

sinh 

Không phát 

sinh 

Không phát 

sinh 

Không phát 

sinh 

Kết quả cho thấy, các chỉ tiêu mùi vị và màu sắc ở các công thức thí nghiệm là 

không sai khác. Các chỉ tiêu hàm lượng tro, cafein và tanin tuy có giảm khi tăng lượng 
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chế phẩm vi sinh vật song giá trị thay đổi rất nhỏ, không sai khác nhiều. Vì vậy, có thể 

đ nh gi  chế phẩm vi sinh vật không ảnh hưởng đến chất lượng chè kinh doanh. 

Đề tài đã phân tích dư lượng CPF trong lá chè. Kết quả phân tích ở công thức 

đối chứng (không sử dụng chế phẩm) hàm lượng CPF trong lá chè là 0,188 mg/kg. 

Tuy nhiên, trong công thức thí nghiệm có bổ sung chế phẩm VSV thì hàm lượng 

CPF đều giảm so với đối chứng. Cụ thể khi sử dụng chế phẩm ở liều lượng 10; 20; 

30 kg chế phẩm/ha
 
thì hàm lượng CPF trong lá chè giảm chỉ còn 0,042-0,046 

mg/kg, tương đương giảm 75,53-77,66% so với đối chứng. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy khi sử dụng chế phẩm VSV trong sản xuất chè không những không ảnh hưởng 

đến chất lượng của chè mà còn có tác dụng làm giảm dư lượng Chlorpyrifos trong 

chè. Trong qu  trình thử nghiệm, tình hình sâu  ệnh được kiểm so t ở c c công thức 

đối chứng và công thức thí nghiệm. 

Tiến hành theo dõi sinh trưởng và năng suất chè sau khi sử dụng chế phẩm 

VSV, kết quả được thể hiện theo bảng 3.16. 

Bảng 3.16. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến cây chè giai đoạn kinh doanh. 

Công 

thức 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Rộng tán 

(cm) 

Chiều 

dài búp 

(cm) 

Khối 

lƣợng búp 

(gam) 

Mật độ 

búp 

(búp/m
2
) 

NS thực 

thu 

(tấn/ha) 

ĐC 102,97 100,13 5,21 0,55 494,53 2,72 

Bón CP 

100kg/ha 
106,33 106,78* 6,11* 0,63* 509,87* 3,21* 

Bón CP 

200kg/ha 
107,34* 106,91* 6,13* 0,63* 509,79* 3,21* 

Bón CP 

300kg/ha 
107,26* 107,29* 6,12* 0,63 * 509,24* 3,21 * 

LSD0,05 3,31 5,11 0,87 0,06 14,42 0,41 

CV (%) 11,2 11,8 10,9 11,2 12,7 10,3 

*: Biểu thị sai khác có ý nghĩa ở mức 0,05 so với công thức đối chứng  
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Kết quả thí nghiệm trình  ày trong  ảng 3.16 cho thấy c c gi  trị LSD ở mức 

0,05 trong  ảng giúp x c định mức chênh lệch tối thiểu giữa c c trung  ình cần có 

để xem xét sự kh c  iệt giữa c c nhóm có ý nghĩa thống kê. Cụ thể: 

 Chiều cao cây (LSD = 3,31 cm): 

o Đối chứng có chiều cao trung  ình 102,97 cm, trong khi c c nhóm 

 ón CP cho chiều cao dao động từ 106,33 đến 107,34 cm. 

o Sự kh c  iệt (từ khoảng 3,36 đến 4,37 cm) vượt qua mức LSD 3,31 

cm, cho thấy sự tăng chiều cao do  ón CP là có ý nghĩa thống kê. 

 Rộng t n (LSD = 5,11 cm): 

o Đối chứng đạt 100,13 cm, c c nhóm xử lý từ 106,78 đến 107,29 cm. 

o Hiệu chỉnh khoảng 6,65 đến 7,16 cm, vượt qua gi  trị LSD, khẳng 

định rằng sự mở rộng t n cây ở c c nhóm  ón chế phẩm là có ý nghĩa 

thống kê. 

 Chiều dài  úp (LSD = 0,87 cm): 

o Đối chứng có gi  trị 5,21 cm, trong khi c c nhóm xử lý đều đạt 

khoảng 6,11–6,13 cm. 

o Sự kh c  iệt xấp xỉ 0,9 cm, vừa vượt qua mức LSD, cho thấy sự tăng 

trưởng về chiều dài  úp cũng có ý nghĩa thống kê. 

 Khối lượng  úp (LSD = 0,06 g): 

o Đối chứng có khối lượng  úp trung  ình 0,55 g, so với c c nhóm  ón 

CP đạt 0,63 g. 

o Hiệu chỉnh khoảng 0,08 g vượt qua LSD 0,06 g, chứng tỏ sự tăng khối 

lượng  úp là có ý nghĩa. 

 Mật độ  úp (LSD = 14,42  úp/m²): 

o Đối chứng ghi nhận mật độ  úp 494,53  úp/m², c c nhóm xử lý 

khoảng 509,24–509,87 búp/m². 

o Sự kh c  iệt khoảng 15–15,34  úp/m², vượt qua gi  trị LSD, khẳng 

định ý nghĩa thống kê của sự thay đổi mật độ  úp. 

 NS thực thu (LSD = 0,41 tấn/ha): 
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o Đối chứng có sản lượng 2,72 tấn/ha, trong khi c c nhóm  ón CP đạt 

khoảng 3,21 tấn/ha. 

o Sự chênh lệch khoảng 0,49 tấn/ha vượt qua gi  trị LSD, cho thấy sản 

lượng tăng có ý nghĩa thống kê. 

C c gi  trị LSD trong  ảng cho thấy rằng mọi sự kh c  iệt giữa nhóm đối 

chứng và c c nhóm  ón CP đều vượt qua mức chênh lệch tối thiểu cần thiết, khẳng 

định rằng c c cải thiện về chỉ số tăng trưởng và sản lượng của cây chè do  ón CP là 

có ý nghĩa thống kê. CV (%) của c c chỉ tiêu nằm trong khoảng 10,3–12,7%, cho 

thấy tính ổn định tương đối của thí nghiệm. 

 Kết quả cho thấy ở công thức bón chế phẩm với liều lượng 100, 200, 300 kg 

chế phẩm VSV/ha, năng suất chè là tương đương nhau và đạt 3,21 tấn/ha (tăng 0,49 

tấn/ha) so với công thức đối chứng (tương ứng tăng 18,01%). 

3.4.2.2. Thí nghiệm trên chè ở thời kỳ kiến thiết: 

Giống chè kiến thiết sử dụng nghiên cứu là chè giống PH8, phân tích thành 

phần hoạt chất trong chè sau khi tiến hành thí nghiệm sử dụng chế phẩm VSV, kết 

quả được thể hiện theo bảng 3.17. 

Bảng 3.17. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến chất lƣợng chè kiến thiết. 

TT 

 

Chỉ tiêu 

phân tích 

Kết quả phân tích 

Đối chứng 

Bón CP 

VSV 

100kg/ha 

Bón CP 

VSV 

200kg/ha 

Bón CP 

VSV 

300kg/ha 

1 Mùi, vị 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

Vị ch t đậm, 

hậu ngọt, 

hương thơm 

dịu 

2 Màu sắc Xanh vàng Xanh vàng Xanh vàng Xanh vàng 

3 
Hàm lượng 

tro (%) 
6,51 6,49 6,50 6,49 

4 
Hàm lượng 

cafein (%) 
2,17 2,19 2,19 2,17 
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TT 

 

Chỉ tiêu 

phân tích 

Kết quả phân tích 

Đối chứng 

Bón CP 

VSV 

100kg/ha 

Bón CP 

VSV 

200kg/ha 

Bón CP 

VSV 

300kg/ha 

5 
Hàm lượng 

Tanin (%) 
22,7 23,1 22,9 22,9 

6 

Hàm lượng 

CPF 

(mg/kg) 

<0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

7 
Tình hình 

sâu bệnh 

Không phát 

sinh 

Không phát 

sinh 

Không phát 

sinh 

Không phát 

sinh 

Kết quả phân tích chất lượng chè kiến thiết cho thấy, giá trị các chỉ tiêu màu 

sắc, mùi vị, hàm lượng tro, cafein và tanin ở các công thức thí nghiệm có thay đổi 

nhưng độ biến thiên rất thấp và không theo quy luật rõ ràng, sự chênh lệch này nằm 

trong sai số cho phép. Chất lượng chè ở các công thức có thể coi là như nhau, qua 

đó cho thấy chế phẩm vi sinh vật không ảnh hưởng đến chất lượng chè kiến thiết. 

 Kết quả phân tích hàm lượng Chlorpyrifos trong chè kiến thiết cho thấy 

không có có sự hiện diện của gốc Lân hữu cơ trong chè kiến thiết. Tiến hành theo 

dõi sinh trưởng và năng suất chè sau khi sử dụng chế phẩm vi sinh vật, kết quả được 

thể hiện theo bảng 3.18. 

Bảng 3.18. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến sinh trƣởng  

và năng suất chè giai đoạn kiến thiết. 

Công thức 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Rộng 

tán 

(cm) 

Chiều 

dài búp 

(cm) 

Khối 

lƣợng 

búp 

(gam) 

Mật độ 

búp 

(búp/m
2
) 

NS thực 

thu 

(tấn/ha) 

ĐC 61,87 80,43 3,72 0,34 255,33 0,87 

Bón CP 

100kg/ha 
72,23* 101,82* 5,10* 0,40* 296,93* 1,19* 
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Bón CP 

200kg/ha 
72,41* 101,81* 5,12* 0,40* 297,14* 1,19* 

Bón CP 

300kg/ha 
72,29 * 101,85* 5,12* 0,40* 296,98* 1,19* 

LSD0,05 9,89 19,28 1,29 0,05 38,99 0,30 

CV (%) 12,1 11,9 13,7 14,1 13,8 12,5 

*: Biểu thị sai khác có ý nghĩa ở mức 0,05 so với công thức đối chứng 

Số liệu  ảng 3.18 cho thấy c c gi  trị LSD (Least Significant Difference) ở mức 

ý nghĩa 0,05 trong  ảng được sử dụng để đ nh gi  sự kh c  iệt tối thiểu giữa c c 

nhóm cần có để x c định ý nghĩa thống kê của sự kh c  iệt đó. Cụ thể: 

 Chiều cao cây (LSD = 9,89 cm): 

o Nhóm đối chứng (ĐC) có chiều cao trung  ình 61,87 cm, trong khi 

các nhóm bón chế phẩm (CP) đạt khoảng 72,23–72,41 cm. 

o Hiệu chỉnh giữa ĐC và c c nhóm  ón CP khoảng 10,36–10,54 cm, 

vượt qua gi  trị LSD 9,89 cm, cho thấy sự tăng trưởng về chiều cao là 

có ý nghĩa thống kê. 

 Rộng t n (LSD = 19,28 cm): 

o ĐC có gi  trị 80,43 cm; c c nhóm  ón CP có gi  trị khoảng 101,81–

101,85 cm. 

o Sự kh c  iệt khoảng 21,38–21,42 cm vượt qua LSD, khẳng định ý 

nghĩa thống kê của sự thay đổi về tán cây. 

 Chiều dài  úp (LSD = 1,29 cm): 

o ĐC có 3,72 cm, trong khi c c nhóm  ón CP đạt khoảng 5,10–5,12 cm. 

o Sự kh c  iệt khoảng 1,38–1,40 cm, vượt qua gi  trị LSD, cho thấy sự 

tăng trưởng của chiều dài  úp có ý nghĩa thống kê. 

 Khối lượng  úp (LSD = 0,05 g): 

o ĐC có khối lượng  úp trung  ình là 0,34 g; c c nhóm  ón CP đều đạt 

0,40 g. 

o Sự kh c  iệt 0,06 g vượt qua LSD 0,05 g, đồng nghĩa với hiệu ứng 

 ón CP lên khối lượng  úp là có ý nghĩa thống kê. 



99 

 Mật độ  úp (LSD = 38,99  úp/m²): 

o ĐC có mật độ  úp là 255,33  úp/m², trong khi c c nhóm  ón CP đạt 

khoảng 296,93–297,14 búp/m². 

o Hiệu chỉnh khoảng 41,60–41,81  úp/m², vượt qua gi  trị LSD, khẳng 

định sự kh c  iệt về mật độ  úp giữa c c nhóm là có ý nghĩa thống kê. 

 Năng suất thực thu (LSD = 0,30 tấn/ha): 

o ĐC có sản lượng 0,87 tấn/ha, còn c c nhóm  ón CP đều đạt 1,19 

tấn/ha. 

o Sự kh c  iệt khoảng 0,32 tấn/ha vượt qua gi  trị LSD, cho thấy sự cải 

thiện sản lượng có ý nghĩa thống kê. 

Nhìn chung, mọi chỉ tiêu ở c c nhóm  ón CP đều cho kết quả vượt qua mức 

LSD so với nhóm đối chứng, khẳng định rằng việc  ón CP có t c động tích cực đến 

sự tăng trưởng và năng suất của cây chè là có ý nghĩa thống kê. CV (%) trong 

khoảng từ 11,9% đến 14,1% cho thấy tính ổn định tương đối của thí nghiệm. 

Số liệu bảng 3.23 cho thấy, ở công thức sử dụng chế phẩm VSV ở liều lượng 

10-30kg/ha, các chỉ tiêu rộng tán, chiều dài búp, khối lượng búp, mật độ búp và 

năng suất đều tăng ở mức có ý nghĩa so với công thức đối chứng; Năng suất thực 

thu ở công thức thí nghiệm đạt 1,19 tấn/ha tăng 0,32 tấn/ha tương ứng tăng 36,78% 

so với đối chứng.  

+ Nghiên cứu ảnh hưởng của chế phẩm đến khả năng phân giải Chlorpyrifos 

trong đất trồng chè ở xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, Nghệ An: 

Phân tích hàm lượng Chlorpyrifos trong đất trồng chè trước thí nghiệm và 

các công thức bón chế phẩm, số liệu thu được ghi lại trong bảng 3.19.  

Bảng 3.19. Dƣ lƣợng CPF trong đất trồng chè tại Nghệ An. 

Giai đoạn sản xuất 

chè 

Công thức thí 

nghiệm 

Dƣ lƣợng Chlorpyrifos 

(mg/kg) 

Kiến thiết 

ĐC: Không CP <0,002 

Bón CP 100kg/ha <0,002 

Bón CP 200kg/ha <0,002 

Bón CP 300kg/ha <0,002 
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Giai đoạn sản xuất 

chè 

Công thức thí 

nghiệm 

Dƣ lƣợng Chlorpyrifos 

(mg/kg) 

Kinh doanh 

ĐC: Không CP 0,042 

Bón CP 100kg/ha 0,012 

Bón CP 200kg/ha 0,011 

Bón CP 300kg/ha 0,011 

Tiến hành phân tích dư lượng Chlorpyrifos trong đất trồng chè cho thấy ở 

giai đoạn kiến thiết, dư lượng Chlorpyrifos (<0,002). 

Ở đất trồng chè kinh doanh, tất cả các công thức đều phát hiện Chlorpyrifos 

với các nồng độ khác nhau. Cụ thể, ở công thức đối chứng– không sử dụng chế 

phẩm thì hàm lượng Chlorpyrifos là 0,042 mg/kg, nhưng ở công thức thí nghiệm – 

sử dụng chế phẩm vi sinh vật ở liều lượng 100-300 kg/ha thì kết quả cho thấy hàm 

lượng Chlorpyrifos giảm chỉ còn 0,011-0,012 mg/kg (tương đương giảm 72-76%).  

Phân tích mật độ các vi sinh vật cố định đạm tự do trong đất trồng chè ở các 

công thức, số liệu thu được ghi lại trong bảng 3.20. 

Bảng 3.20. Mật độ các VSV cố định đạm tự do trong đất trồng chè  

Giai đoạn sản xuất chè Công thức thí nghiệm VSV cố định đạm tự do 

Kinh doanh 

ĐC: Không CP 3,3 x 10
3
 

Bón CP 100kg/ha 0,4 x 10
4
 

Bón CP 200kg/ha 5,9 x 10
4
 

Bón CP 300kg/ha 6,2 x 10
4
 

Kiến thiết 

Bón CP 100kg/ha 1,4 x 10
3
 

Bón CP 200kg/ha 1,2 x 10
4
 

Bón CP 300kg/ha 6,0 x 10
4
 

Bón CP 100kg/ha 6,4 x 10
4
 

Kết quả cho thấy, việc sử dụng chế phẩm giúp tăng mật độ vi sinh vật cố 

định đạm tự do trong chè. Mật độ vi sinh vật cố định đạm tự do trong c c công thức 

sử dụng chế phẩm dao động khoảng 10
4
 CFU/g, cao hơn so với công thức đối 

chứng (10
3
 CFU/g).  
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Kết quả nghiên cứu cho thấy: 

- Chất lượng chè trong các công thức sử dụng chế phẩm không khác biệt so 

với công thức đối chứng (không sử dụng chế phẩm). Khi sử dụng chế phẩm, hàm 

lượng Chlorpyrifos trong chè giảm lần lượt ở Nghệ An là 77,66%; hiệu quả xử lý 

Chlorpyrifos trong đất đạt 72-76%. 

- Sử dụng chế phẩm ở liều lượng từ 100-300kg/ha giúp cây chè sinh trưởng 

tốt hơn, các chỉ tiêu sinh trưởng về chiều cao, rộng tán, chiều dài búp, khối lượng 

búp và mật độ búp ở công thức thí nghiệm đều cao hơn công thức đối chứng; Tại 

Nghệ An, năng suất chè kinh doanh tăng 18,01%, chè kiến thiết tăng 36,78%; Kết 

qua nghiên cứu cho thấy sử dụng chế phẩm ở liều lượng từ 100kg chế phẩm VSV/ha 

đến 300kg/ha không có sự sai khác nhiều giữa các công thức, vì vậy lựa chọn liều 

lượng bón chế phẩm 100kg/ha cho mô hình diện rộng. 

3.4.3. Hiệu quả của chế phẩm vi sinh vật đối với cây chè thí nghiệm 

diện rộng 

3.4.3.1. Thí nghiệm trên chè ở thời kỳ kinh doanh 

Giống chè kinh doanh sử dụng nghiên cứu là chè giống LDP1, phân tích thành 

phần hoạt chất trong chè ở hai công thức thí nghiệm. Thí nghiệm được bố trí theo 

phương ph p tại Chương II. Kết quả nghiên cứu được trình bày trong bảng 3.21. 

Bảng 3.21. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến chất lƣợng chè kinh doanh 

LDP1 tại xã Hùng Sơn, huyện Anh Sơn, Nghệ An. 

Chỉ tiêu phân tích Đơn vị Đối chứng Thí nghiệm 

Mùi, vị 
 Vị ch t đậm, 

hương thơm dịu 

Vị ch t đậm, hương 

thơm dịu 

Màu sắc  Xanh vàng Xanh vàng 

Hàm lượng tro % 6,05 5,24 

Hàm lượng Cafein % 2,64 2,12 

Hàm lượng Tanin % 20,14 24,52 

Hàm lượng OP 

(Chlorpyrifos) 
mg/kg 0,094 <0,01 
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Kết quả nghiên cứu trình bày trong bảng 3.21 cho thấy, các chỉ tiêu mùi vị và 

màu sắc ở hai công thức thí nghiệm và cả trước thí nghiệm là không sai khác. Các chỉ 

tiêu hàm lượng tro, cafein và tanin tuy có giảm khi tăng lượng chế phẩm vi sinh vật 

song giá trị thay đổi rất nhỏ, không sai khác nhiều. Vì vậy, có thể đ nh gi  chế phẩm 

vi sinh vật không ảnh hưởng đến chất lượng chè kinh doanh. Kết quả phân tích ở 

công thức đối chứng (không sử dụng chế phẩm VSV) hàm lượng Chlorpyrifos trong 

lá chè là 0,094 mg/kg. Kết quả phân tích dư lượng Chlorpyrifos trong lá chè ở công 

thức thí nghiệm (sử dụng chế phẩm ở liều lượng 10 kg/ha) thì không phát hiện hàm 

lượng Chlorpyrifos trong lá chè. Kết quả nghiên cứu này cho thấy sự có mặt của 2 

chủng vi sinh vật M. populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 trong chế phẩm đã có t c 

dụng làm giảm  Chlorpyrifos trong đất trồng chè và sản phẩm. 

Kết quả về sinh trưởng và năng suất chè sau khi sử dụng chế phẩm vi sinh 

vật được thể hiện trong bảng 3.22. 

Bảng 3.22. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến năng suất chè LDP1 

giai đoạn kinh doanh. 

Công thức 

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Rộng 

tán 

(cm) 

Chiều 

dài búp 

(cm) 

Khối lƣợng 

búp (gam) 

Mật độ 

búp 

(búp/m
2
) 

Năng suất 

thực thu 

(tấn/ha) 

Đối chứng 101,67 104,22 5,14 0,54 505,19 2,73 

Thí nghiệm 105,09 107,45 5,46 0,61 521,37 3,18 

*: Biểu thị sai khác có ý nghĩa ở mức 0,05 so với công thức đối chứng  

 Kết quả bảng 3.22 cho thấy, so với công thức đối chứng không sử dụng chế 

phẩm thì sử dụng chế phẩm VSV ở liều lượng bón 10kg/ha có thể làm tăng chiều 

cao cây, chiều dài búp, khối lượng  úp, tăng năng suất ở mức có ý nghĩa LSD0,05. 

Cụ thể, năng suất chè ở công thức sử dụng chế phẩm đạt 3,18 tấn/ha (tăng 16,48% 

so với công thức đối chứng). 

3.4.3.2. Thí nghiệm trên cây chè ở thời kỳ kiến thiết  

Giống chè kiến thiết sử dụng nghiên cứu là chè giống PH8, đề tài đã phân 

tích thành phần hoạt chất trong chè sau khi tiến hành thí nghiệm sử dụng chế phẩm 

vi sinh vật, kết quả được thể hiện theo bảng 3.23. 
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Bảng 3.23. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến chất lƣợng chè PH8  

giai đoạn kiến thiết. 

Chỉ tiêu phân tích Đơn vị Đối chứng Thí nghiệm 

Mùi, vị 
 Vị ch t đậm, 

hương thơm dịu 

Vị ch t đậm, hương 

thơm dịu 

Màu sắc  Xanh vàng Xanh vàng 

Tro % 6,18 6,22 

Cafein % 2,53 2,72 

Tanin % 22,12 23,75 

Chlorpyrifos mg/kg <0,01 <0,01 

 Kết quả phân tích chất lượng chè kiến thiết cho thấy, giá trị các chỉ tiêu màu 

sắc, mùi vị, hàm lượng tro, cafein và tanin ở các công thức thí nghiệm có thay đổi 

nhưng độ biến thiên rất thấp và không theo quy luật rõ ràng, sự chênh lệch này nằm 

trong sai số cho phép. Chất lượng chè ở các công thức có thể coi là như nhau, qua 

đó cho thấy chế phẩm vi sinh vật không ảnh hưởng đến chất lượng chè kiến thiết. 

 Kết quả phân tích hàm lượng Chlorpyrifos trong chè kiến thiết cho thấy 

không có có sự hiện diện của thuốc BVTV gốc Lân hữu cơ (Chlorpyrifos) trong chè 

kiến thiết. 

Tiến hành theo dõi sinh trưởng và năng suất chè sau khi sử dụng chế phẩm vi 

sinh vật, kết quả được thể hiện theo bảng 3.24. 

Bảng 3.24. Ảnh hƣởng của chế phẩm VSV đến sinh trƣởng và năng suất chè 

giai đoạn kiến thiết. 

Công thức  

Chiều 

cao cây 

(cm) 

Rộng 

tán 

(cm) 

Chiều 

dài búp 

(cm) 

Khối 

lƣợng búp 

(gam) 

Mật độ 

búp 

(búp/m
2
) 

Năng suất 

thực thu 

(tấn/ha) 

Đối chứng 65,25 82,18 3,88 0,35 257,64 0,90 

Thí nghiệm 71,03 89,87 4,56 0,39 295,26 1,15 

*: Biểu thị sai khác có ý nghĩa ở mức 0,05 so với công thức đối chứng 

 Số liệu bảng 3.24 cho thấy, khi sử dụng chế phẩm vi sinh vật thì các chỉ tiêu sinh 

trưởng (chiều cao cây, chiều dài búp, khối lượng búp, mật độ  úp) và năng suất cây chè 

tăng ở mức có ý nghĩa. Cụ thể, khi sử dụng chế phẩm vi sinh vật ở liều lượng 10kg/ha thì 

năng suất đạt 1,15 tấn/ha (tăng 27,78% so với công thức đối chứng). Kết quả phân tích 
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dư lượng Chlorpyrifos trong đất trồng chè trước thí nghiệm và sau thí nghiệm được 

trình bày trong bảng 3.25. 

Bảng 3.25. Kết quả phân tích các chỉ tiêu trong đất trồng chè ở Nghệ An. 

Loại hình chè CTTN Kết quả phân tích Chlorpyrifos (mg/kg) 

Kinh doanh 

Trước thí nghiệm 0,064 

Đối chứng <0,032 

Thí nghiệm <0,002 

Kiến thiết 

Trước thí nghiệm 0,042 

Đối chứng <0,022 

Thí nghiệm <0,002 

Qua bảng số liệu cho thấy, mẫu đất ở thời điểm trước thí nghiệm ở chè kinh 

doanh và chè kiến thiết đều có phát hiện thấy Chlorpyrifos ở giá trị lần lượt là 0,064 

và 0,042 mg/kg. Khi phân tích hàm lượng OP trong đất tại thời điểm sau thí nghiệm 

ở cả hai công thức đối chứng, dư lượng Chlorpyrifos giảm so với  an đầu, điều này 

có thể do dư lượng Chlorpyrifos có thể bị  rửa trôi, phân hủy tự nhiên dưới t c động 

của các yếu tố thời tiết (mưa, nắng, gió, v.v.). Ở các công thức thí nghiệm có sử 

dụng chế phẩm VSV thì dư lượng Chlorpyrifos còn lại là rất thấp (<0,002 mg/kg). 

Kết quả này khẳng định thêm hiệu quả của vi sinh vật trong chế phẩm đã ph t huy 

được vai trò của chúng trong xử lý dư lượng Chlorpyrifos trong đất trồng chè. Phân 

tích mật độ các vi sinh vật cố định đạm tự do trong đất trồng chè ở các công thức, 

số liệu thu được ghi lại trong bảng 3.26. 

Bảng 3.26. Mật độ các VSV (CFU/g) có ích trong đất trồng chè. 

Loại hình chè Mẫu 
VSV cố định 

đạm tự do  

VSV phân giải 

Ca3(PO4)2   

Kiến thiết 
Đối chứng 1,3 ×10

3
 2,6 ×10

2
 

Thí nghiệm 4,7 ×10
5
 5,2 ×10

5
 

Kinh doanh 
Đối chứng 5,9 ×10

3
 4,8 ×10

2
 

Thí nghiệm  7,1 ×10
5
 5,6 ×10

6
 

Kết quả  ảng 3.26 cho thấy, việc sử dụng chế phẩm giúp tăng mật độ vi sinh 

vật có ích trong đất trồng chè. Cụ thể, mật độ vi sinh vật cố định đạm và phân giải 
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hợp chất phospho khó tan trong công thức sử dụng chế phẩm đều > 10
5
 CFU/g, cao 

hơn so với công thức đối chứng (khoảng 10
2 
– 10

3
 CFU/g). Kết quả nghiên cứu này 

cho thấy ngoài tác dụng làm giảm CPF trong đất trồng chè, chế phẩm VSV của còn 

có tác dụng tương hỗ giúp cho sự phát triển của quần thể vi sinh vật có ích trong đất 

trồng chè phát triển, đặc biệt là nhóm vi sinh vật có ích cố định đạm tự do và và 

phân giải hợp chất phospho khó tan, khi nghiên cứu về vi sinh vật phân giải 

phosphate khó tan. Năm 2017, Nguyễn Văn Giang và cộng sự đã tiến hành nghiên 

cứu khả năng sinh IAA và cố định N của các chủng vi sinh vật phân giải phosphate 

khó tan và nhận thấy rằng các chủng vi sinh vật phân giả phosphate khó tan đều có 

khả năng đa hoạt tính [2]. 

Kết quả nghiên cứu thí nghiệm đ nh gi  hiệu quả của chế phẩm VSV trên 

cây chè tại Nghệ An cho thấy: Sử dụng chế phẩm ở liều lượng 100kg/ha không 

những có t c dụng làm giảm dư lượng CPF trong đất và trong l  chè (trong lá <0,01 

mg/kg, trong đất <0,002 mg/kg ở cả hai giai đoạn kiến thiết và kinh doanh); giúp 

cây chè sinh trưởng tốt hơn, c c chỉ tiêu sinh trưởng về chiều cao, rộng t n, chiều 

dài  úp, khối lượng  úp và mật độ  úp ở công thức thí nghiệm đều cao hơn công 

thức đối chứng; quần thể vi sinh vật có ích trong đất trồng chè ph t triển như vi sinh 

vật có ích cố định đạm tự do và và phân giải hợp chất phospho khó tan tăng cao hơn 

so với không sử dụng chế phẩm (năng suất chè kinh doanh tăng 16,48%, năng suất 

chè kiến thiết tăng 27,78%).  

Ngoài ra, Singh và cộng sự đã sử dụng chủng Enterobacter B-14 trong đất  ị 

ô nhiễm CPF và   o c o mức độ phân hủy đạt 75% sau 7 ngày [161]. Điều này càng 

khẳng định tiềm năng vượt trội của c c chủng  ản địa CNN2 và VNN3, không chỉ 

về hiệu quả phân hủy mà còn về khả năng tồn tại lâu dài trong chế phẩm (duy trì 10
7 

CFU/g sau 12 tháng –Bảng 10), điều mà ít nghiên cứu kh c đ nh gi  đến.  

Nghiên cứu của Islam và Iyer (2021) đã sử dụng một tổ hợp vi sinh vật gồm 

 a chủng trong đất nông nghiệp và cho thấy khả năng phân hủy CPF khoảng 65–

70% sau 7 ngày xử lý [96]. Trong khi đó, Farhan và cộng sự (2021) đã sử dụng c c 

chủng phân lập từ đất nông nghiệp  ị ô nhiễm và đạt mức phân hủy 73% sau 10 

ngày [77]. 
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So s nh với c c nghiên cứu này, chế phẩm vi sinh được ph t triển trong 

nghiên cứu này cho thấy hiệu quả phân hủy cao hơn trong thời gian ngắn hơn – đạt 

81,4% (CNN2) và 95,2% (VNN3) chỉ trong 3 ngày nuôi cấy (kết quả mục 3.3). 

Kết quả xử lý dư lượng CPF  ằng chế phẩm vi sinh trên đất trồng chè cho 

thấy mức giảm từ 11 đến 16 lần so với đối chứng và giảm hơn 76% trong c c ứng 

dụng diện nhỏ. So với c c nghiên cứu trước đây, hiệu quả này được coi là cao và có 

tính ứng dụng thực tiễn. 
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CHƢƠNG IV: KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1. Kết luận 

1. Từ 20 mẫu đất trồng chè thu thập từ Thái Nguyên, Nghệ An, đã phân lập 

được 4 chủng vi sinh vật có hoạt tính phân hủy Chlorpyrifos và lựa chọn được 2 

chủng vi sinh vật có ký hiệu Methylobacterium populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 

có khả năng phân hủy Chlorpyrifos, có tính an toàn sinh học và đủ điều kiện làm vật 

liệu phục vụ cho nghiên cứu sản xuất chế phẩm vi sinh vật phân hủy thuốc BVTV 

chứa gốc lân hữu cơ. 

2. Đã xây dựng được quy trình công nghệ lên men nhân sinh khối trên c c 

chủng Methylobacterium populi CNN2 và Ensifer sp. VNN3 và quy trình sản xuất 

chế phẩm vi sinh vật xử lý dư lượng thuốc BVTV có chứa gốc lân hữu cơ:  

-  Chủng Methylobacterium populi CNN2: pH môi trường lên men: 6,5; Nhiệt 

độ lên men sinh khối: 30
o
C; Thời gian lên men sinh khối: 72 giờ; Tỷ lệ giống cấp 1: 

3%; Môi trường lên men sinh khối: SX1; Lưu lượng cấp khí 0,7 dm
3 
không khí/dm

3 

môi trường/phút; mật độ tế  ào đạt ≥10
8 
CFU/ml, hoạt tính sinh học ổn định. 

- Chủng Ensifer sp. VNN3: pH môi trường lên men: 7,0; Nhiệt độ lên men 

sinh khối: 30
o
C; Thời gian lên men sinh khối: 48 giờ; Tỷ lệ giống cấp 1: 3%; Môi 

trường lên men sinh khối: SX1; Lưu lượng cấp khí 0,7 dm
3 

không khí/dm
3 

môi 

trường/phút; mật độ tế  ào đạt ≥10
8 
CFU/ml, hoạt tính sinh học ổn định. 

Chế phẩm vi sinh vật xử lý dư lượng thuốc BVTV có chứa gốc lân hữu cơ, 

mật độ chủng vi sinh vật ≥ 10
8
 CFU/g và chất lượng ổn định sau 9 th ng  ảo quản 

điều kiện  ình thường.  

3. Kết quả đ nh gi  hiệu quả của chế phâm vi sinh vật trên đất trồng chè diện 

hẹp tại xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, Nghệ An cho thấy: Chất lượng chè trong c c 

công thức sử dụng chế phẩm không kh c  iệt so với công thức đối chứng (không sử 

dụng chế phẩm). Khi sử dụng chế phẩm, hàm lượng Chlorpyrifos trong chè giảm 

77,66%; hiệu quả xử lý Chlorpyrifos trong đất đạt 72-76%: cây chè sinh trưởng tốt 

hơn, c c chỉ tiêu sinh trưởng về chiều cao, rộng t n, chiều dài  úp, khối lượng  úp 

và mật độ  úp ở công thức thí nghiệm đều cao hơn công thức đối chứng. 
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4. Kết quả đ nh gi  hiệu quả của chế phẩm vi sinh vật trên đất trồng chè diện 

rộng tại xã H ng Sơn, huyện Anh Sơn, Nghệ An cho thấy:  Sử dụng chế phẩm ở 

liều lượng 10kg/ha giúp cây chè sinh trưởng tốt hơn, c c chỉ tiêu sinh trưởng về 

chiều cao, rộng t n, chiều dài  úp, khối lượng  úp và mật độ  úp ở công thức thí 

nghiệm đều cao hơn công thức đối chứng; năng suất chè kinh doanh tăng 16,48%, 

chè kiến thiết tăng 27,78%; khi sử dụng chế phẩm với liều lượng 100kg/ha có thể 

xử lý được dư lượng Chlorpyrifos trong đất và trong l  chè.  

4.2. Kiến nghị 

Tiếp tục tiến hành nghiên cứu khai th c ứng dụng thêm c c chủng vi sinh vật 

có ích kh c (VSV cố định đạm, phân giải Lân, VSV kh ng VSV gây  ệnh thực vật) 

c ng kết hợp với việc khai thác sử dụng những chủng vi sinh vật có hoạt tính phân 

hủy dư lượng thuốc BVTV trong đất để tạo ra những sản phẩm tốt hơn, đa hoạt tính 

hơn đ p ứng được yêu cầu của thực tiễn và để hướng tới nền sản xuất nông nghiệp 

hữu cơ  ền vững. 
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1) Lương Hữu Thành, Vũ Thuý Nga, Đàm Trọng Anh, Nguyễn Ngọc Quỳnh, 
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23. Bộ Khoa học và Công nghệ (2012), Tiêu chuẩn Việt Nam 3218:2012 về Chè - 

Xác định các chỉ tiêu cảm quan bằng phương pháp cho điểm. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1: Danh mục thiết bị, hóa chất, dụng cụ sử dụng 

1. Thiết bị thí nghiệm 

Tủ cấy vi sinh vật AVC4-D1 ESCO - Singarpore 2008 

Tủ Hood EFH-4AX ESCO- Singarpore 2008 

Tủ ấm lắc ổn nhiệt  JSSI 200CL JS Research - Hàn Quốc 2009 

Tủ sấy  JSOF-150 

Tủ sấy Memmert  

JS Research - Hàn Quốc 2009 

Đức 

M y quang phổ tử ngoại khả  iến BioMate 3 Thermol Scientific - 2009 

M y chu trình nhiệt MultiGene II Labnet - Mỹ,2009 

Tủ Thao t c  PCR - 4A ESCO – Singapore, 2009 

Bộ giữ lạnh để  àn  IC25 Torrey - Mỹ, 2009 

M y ly tâm thường 380R Hettich Zentrifugen – Đức, 2008 

M y li tâm lạnh Prism R Labnet- Mỹ, 2008 

M y ph  vỡ màng tế  ào kèm lắc rung HD 2070 Bandelin - Đức, 2009 

Bộ điện di nằm ngang Labnet- Mỹ, 2008 

Bàn soi UV T1000 Labnet- Mỹ, 2008 

Máy cô ADN UNIVAPO 100 ECH Uniequip- Đức, 2007 

Nồi khử tr ng JSAC-100 JS Research-Hàn Quốc 2009 

M y lắc rung Vortex MS 3 Digital/Basic IKA-Đức, 2009 

M y lắc ống nghiệm Wizard Velp – Italy, 2009 

M y khuấy từ  F60 FALC-Italy 

Cân điện tử PW254 Adam-Anh, 2007 

M y đo pH pH 2-11 Hanna Instrument-Italy, 2008 

Kính hiển vi quét Olympus 

Hệ thống lên men tự động Hàn Quốc 

2. Hóa chất thí nghiệm: 

 - C c thí nghiệm làm giàu, phân lập và đ nh gi  khả năng phân giải của c c chủng 

phân lập được đối với c c loại thuốc BVTV phospho hữu cơ đều sử dụng hóa chất tinh 

khiết của hãng Dr.Ehrenstorfer với độ tinh khiết 99,5%, Bao gồm c c loại thuốc BVTV 

như Chlorpyrifos, Malathion và Parathion. 
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 - C c loại dung môi có độ tinh khiết cao như Acetone (99,8%), Methanol (99,9%), n-

Hexan (99,7%). 

 - Hóa chất phân t ch DNA: CTAB 3%, Chloroform, Isopropanol và Ethanol; hóa chất 

thực hiện phản ứng PCR: Hỗn hợp Go Taq Green Master Mix (Promega), Mồi xuôi 27F 

(5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3'), mồi ngược 907R (5' CCG TCA ATT CCT 

TTR AGT TT 3') và nước (không có chứa DNA). Hóa chất chuẩn  ị chạy gel Agarose 

kiểm tra sản phẩm PCR: Agarose 1% - 1,5% (Merck), TBE buffer 0.5X, Loading buffer 

(chất chỉ thị màu - LB), Ethidium  romide (chất chỉ thị huỳnh quang - EtBr), thang chuẩn 

DNA 100 bp plus và 100 bp (Fermentas). 

 - Môi trường nuôi cấy 

 + Môi trường muối kho ng tối thiểu MMS (Mineral minimal salt medium) gồm 870 

mL nước khử kho ng được khử tr ng ướt ở 121oC trong 20 phút, khi nhiệt độ hạ xuống 

còn 70oC thêm 25 mL dung dịch đệm, 100 mL dung dịch muối kho ng và 5 mL dung dịch  

 + Môi trường Luria-Bertani (LB) Agar gồm 20 gram Peptone, 10 gram NaCl, 5 gram 

Cao nấm men và 15 gram Agar trong một lít nước khử kho ng được khử tr ng ướt ở 

121oC trong 20 phút, khi nhiệt độ hạ xuống khoảng 50oC thì đổ môi trường nuôi cấy vào 

đĩa petri nhựa đã khử tr ng  ằng tia gamma. Môi trường LB d ng để tinh sạch và lưu giữ 

c c chủng vi sinh vật sau giai đoạn làm giàu mật số. 

 + Môi trường sản xuất SX1: Rỉ đường: 20 g;  ột nấm men: 10 g;                                           

K2HPO4: 0,2 g; nước sạch: 1000 ml. 

 + Môi trường sản xuất SX2: Nước chiết gi : 40 g; Glucose: 5 g;                                      

Bột nấm men: 5 g; nước sạch: 1000 ml. 

 + Môi trường sản xuất SX3: Pepton: 20 g;  ột nấm men: 10 g;                              

Glucose: 1 g; nước sạch: 1000 ml. 

 3. Dụng cụ thí nghiệm 

 Dụng cụ thí nghiệm sử dụng c c thiết  ị từ Phòng Sinh học thực nghiệm và c c phòng 

chuyên môn kh c của Viện Môi trường Nông nghiệp; Viện Công nghệ sinh học (Viện 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam) và Trường Đại học Khoa học Tự nhiên (Đại học Quốc 

gia Hà Nội). 
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Phụ lục 2: Danh sách các mẫu đất đƣợc thu thập phục vụ nghiên cứu 

STT Tên mẫu Tọa độ 

1 A1 19.003556oB; 105.007111oĐ 

2 A2 19.003611oB; 105.007056oĐ 

3 A3 19.003639oB; 105.007139oĐ 

4 A4 19.003694oB; 105.007056oĐ 

5 A5 19.003778oB; 105.007111oĐ 

6 B1 19.004389oB; 105.006833oĐ 

7 B2 19.004361oB; 105.006750oĐ 

8 B3 19.004444oB; 105.006722oĐ 

9 B4 19.004389oB; 105.006639oĐ 

10 B5 19.004472oB; 105.006611oĐ 

11 C1 21.617694oB; 105.559778oĐ 

12 C2 21.617694oB; 105.559833oĐ 

13 C3 21.617750oB; 105.559833oĐ 

14 C4 21.617750oB; 105.559889oĐ 

15 C5 21.617806oB; 105.559861oĐ 

16 D1 21.616778oB; 105.560111oĐ 

17 D2 21.616806oB; 105.560139oĐ 

18 D3 21.616778oB; 105.560167oĐ 

19 D4 21.616806oB; 105.560194oĐ 

20 D5 21.616778oB; 105.560222oĐ 
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Phụ lục 3: Trình tự gen của các chủng vi sinh vật 

3.1. Trình tự gen 16S rRNA của chủng CNN2 

CAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTGCCCTTCGGTTCGGAATAACTCAG

GGAAACTTGAGCTAATACCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGGTTTACCGCCGA

AGGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGC

GACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA

CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGC

AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGC

TCTTTTGTCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACT

TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACT

GGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCGATTAAGTCGGGGGTGAAAGCCTGTGG

CTCAACCACAGAATTGCCTTCGATACTGGTTGGCTTGAGACCGGAAGAGGACA

GCGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAG

TGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCCGGTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGC

CAGCCGTTGGCCTGCTTGCAGGTCAGTGGCGCCGCTAACGCATTAAGCATTCC

GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC

ATCCCTTGACATGGCATGTTACCTCGAGAGATCGGGGATCCTCTTCGGAGGCG

TGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT

AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGC

ACTCTAGGAGACTGCCGGTGATAA 

3.2. Trình tự gen 16S rRNA của chủng VNN3 

GGTGAGTAACGCGTGGGATCTACCCTTTTCTACGGAATAACGCAGGGAAACTT

GTGGTAATACCGTATGAGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGGAAATGATGAG

CCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCC

ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGA

TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAC

CGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCC

AGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGT
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AAAGCGCACGTAGGCGGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAAC

CCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTAGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAA

TTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGA

AGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGT

CGGGCAGTTTACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGG

GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAA

GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCT

TGACATCCCGATCGCGGATTACAGAGATGTTTTTCCTTCAGTTCGGCTGGATCG

GGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAGTTGGGGTTT

AAAGTCCCGCAACGAAGCCGCAACCCCTTCGCCCCTTTAGTTTGCCCAGCAAT

TTGGGTTTGGGG 

3.3. Trình tự gen 16S rRNA của chủng CNN4 

ATCTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTG 

GGGGACAACATTTCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGG 

AGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCG 

GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGC 

GGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA 

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC 

TGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCA 

CTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGAC 

GTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTTCCAGCAGCCGCGGTA 

ATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGC 

GTAGGCGGCTAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGA 

ATTGCATTCGATACTGGTTAGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATT 

CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGC 

GAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGG 

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGGC 

TACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATA 

AGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAAT 
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TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAA 

CGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATG 

GATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA 

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGGTCCCGGCAACGAGCGCACCC 

TTTTTCCCTTTATTTGCCAGCGAGTAAATGTCGGGAAA 
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Phụ lục 4: Kết quả nghiên cứu tại phòng thí nghiệm 

 

Bảng 1. Mật độ của các chủng vi sinh vật trên môi trƣờng chứa OP 

Chủng  

Mật độ (CFU/mL) 

Sau 24 h Sau 48 h Sau 72 h Sau 96 h 

CNN1  3.5x10
7
 2.1x10

8
 3.8x10

8
 2.3x10

7
 

CNN2  2.6x10
8
 3.2x10

9
 8.8x10

9
 2.8x10

8
 

VNN3  3.9x10
8
 4.8x10

9
 9.2x10

9
 4.4x10

8
 

CNN4  4.3x10
8
 5.8x10

9
 9.0x10

9
 5.7x10

8
 

 

Bảng 2: Ảnh hƣởng của nhiệt độ tới sinh trƣởng của vi sinh vật 

Chủng VK 
Sự sinh trƣởng và phát triển của chủng (CFU/ml) 

T
o
=20

o
C T

o
=25

o
C T

o
=30

o
C T

o
=35

o
C T

o
=40

o
C T

o
=45

o
C 

M. populi CNN2 
3,4(±0,9) 

×10
5
 

2,3(±1,1) 

×10
8
 

3,1(±0,7) 

×10
8
 

3,7(±1,2) 

×10
7
 

4,1(±1,0) 

×10
6
 

3,3(±06) 

×10
4
 

Ensifer sp. VNN3 
4,1(±1,2) 

×10
6
 

2,2(±0,8) 

×10
7
 

6,2(±0,9) 

×10
8
 

4,3(±1,4) 

×10
7
 

3,3(±1,3) 

×10
6
 

2,4(±0,8) 

×10
3
 

 

Bảng 3: Ảnh hƣởng của pH tới sinh trƣởng và phát triển của vi khuẩn 

pH M. populi CNN2 Ensifer sp.  VNN3 

pH=5.0 4,5 (±1,7) ×10
4
 3,9 (±1,2) ×10

4
 

pH=5.5 4,7 (±1,4) ×10
4
 3,8 (±1,8) ×10

5
 

pH=6.0 5,1 (±1,2) ×10
6
 6,3 (±1,5) ×10

5
 

pH=6.5 3,4 (±1,4) ×10
8
 4,5 (±1,7) ×10

7
 

pH=7.0 3,4 (±1,6) ×10
7
 5,6 (±1,6) ×10

8
 

pH=7.5 7,9 (±1,7) ×10
7
 5,6 (±1,6) ×10

8
 

pH=8.0 4,1(±1,9) ×10
7
 3,2 (±1,3) ×10

6
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Phụ lục 5. Hình ảnh trong quá trình triển khai các thí nghiệm 

5.1. Hình ảnh nghiên cứu tại phòng thí nghiệm 

 

5.2. Thí nghiệm nhà lưới 
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 5.3. Thí nghiệm diện hẹp 
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 5.4. Thí nghiệm diện rộng 
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Phụ lục 5: Thống kê thí nghiệm 

 

 

 

 

Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB

CNN1 0.08 0.08 0.08 0.08±0.1 0.13 0.14 0.14 0.14±0.1 0.19 0.18 0.18 0.18± 0.25 0.25 0.24 0.25

CNN2 0.14 0.13 0.14 0.14± 0.346 0.345 0.344 0.345± 0.36 0.359 0.359 0.359± 0.409 0.409 0.408 0.409

CNN3 0.1 0.1 0.1 0.1± 0.34 0.34 0.35 0.34± 0.375 0.42 0.4 0.4± 0.44 0.45 0.47 0.45

CNN4 0.15 0.14 0.14 0.14± 0.26 0.26 0.27 0.26± 0.37 0.37 0.38 0.37± 0.377 0.405 0.433 0.405

CV 3.2 1.5 3.9 4

LSD 7.44E-03 8.15E-03 2.58E-02 3.05E-02

Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB

CNN1 3.3 3.8 3.4 3,5x10
7 1.8 2.4 2.1 2,1x10

8 3.7 3.8 3.8 3,8x10
8 2.2 2.4 2.3 2,3x10

7

CNN2 2.5 2.7 2.6 2,6x10
8 2.9 3.3 3.3 3,2x10

9 8.8 8.8 8.9 8,8x10
9 2.7 2.7 3 2,8x10

8

CNN3 3.9 3.8 4.1 3,9x10
8 4.8 4.8 4.9 4,8x10

9 9.6 8.8 9.1 9,2x10
9 4.2 4.5 4.6 4,4x10

8

CNN4 4.3 4.4 4.2 4,3x10
8 5.7 5.8 5.9 5,8x10

9 9.3 8.7 9 9,0x10
9 5.6 5.7 5.7 5,7x10

8

CV 4.1 2.9 3.1 3.3

LSD 2.29E+07 2.03E+08 4.25E+08 2.18E+07

 Khả năng sinh trƣởng và phát triển của các chủng vi khuẩn của VSV

Chủng 

VSV

OD620 nm

24h 48h 72h 96h

 Mật độ VSV của các chủng CNN1, CNN2, CNN3 và CNN4

KH chủng

Mật độ VSV(CFU/ml)

24h 48h 72h 96h

Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB

ĐC
101.36

101.36 101.38 101,37 101.38 101.37 101.42 101,39 97.15 97.11 97.08 97,11 93.36 94.34 95.32 94,34

CNN2 102.38 101.38 103.31 102,35 60.25 60.25 60.29 60,26 41.42 41.4 41.46 41,42 19.06 19.04 19.09 19,06

CNN3 102.44 102.44 102.45 102,44 67.41 67.41 67.45 67,42 34.11 34.07 34.16 34,11 4.94 4.94 4.97 4,95

CNN4 103.04 103.06 103.07 103,05 74.66 74.65 74.69 74,67 55.42 55.41 55.39 55,41 39.96 39.96 39.97 39,96

CV 0.5 0 0.1 1.2

LSD 0.980532 0.00E+00 6.68E-02 0.966977

 Đánh giá khả năng phân giải Chlorpyrifos bởi các chủng vi khuẩn sau khi lên men 3 ngày

Chủng 

VSV

Dƣ lƣợng Chlorpyrifos (mg/l)

Ngày 0 Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3


