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LOI CAM POAN

T6i xin cam doan dy 1a cong trinh nghién ctru cua toi. CAc s6 lidu va két qua
néu trong luin 4an 1a trung thuc va chwa timg duoc ai cdng b trong bat ky cong
trinh ndo khac ngoai trir cac cong b lién quan dén luan &n. Bé thuc hién luan an, toi
da tryc tiép tham gia nhanh cua dé tai “Nghién ciru, san xudt va ing dung ché pham
vi sinh vdt phan hay phét pho hizu co (OP) gdp phan giam thiéu & nhiém méi truong
va ting ndng sudt cay trong” do TS. Tran Thi Nhu Hang, NCVCC, Vién Hoéa hoc
va céc hop chat thién nhién — Vién Han Lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam cha
nhiém, Bo mon Sinh hoc moéi truong — Vién Moi truong Nong nghiép 1a don vi thuc
hién va da duoc chu tri ddng y sir dung két qua phuc vu cho luan an nghién ciu sinh
cua t6i va ciing 1a két qua tham gia dao tao cua dé tai do TS. Tran Thi Nhu Hang
chu nhiém. Moi su giup d& dé hoan thanh luan an nay da duoc cam on, cac sé liéu
ctia cac tac gia khac st dung da c6 trich dan rd rang.

Ha Ngi, ngay 28 thang 7 nam 2025

Nguyé&n Thanh Lam



LOI1 CAM ON

Trudc hét, toi xin bay té 1ong biét on sau sac toi PGS.TS. Nguyén Kiéu Bing
Tam, Giang vién cao cp, Truéng Bé mon Sinh thai Méi trudong, Khoa Méi truong,
Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc Qudc gia Ha Noi va TS. Lwong Hitu
Thanh, Truong B6 mon Sinh hoc Méi truong, Vién Moi truong Nong nghiép - Vién
Khoa hoc Nong nghiép Viét Nam da nhiét tinh huéng dan t6i thuc hién dé tai va
hoan thanh luan &n. T6i xin tran trong cam on TS. Tran Thi Nhu Hang, Phong Sinh
hoc thuc nghiém, Vién Hoa hoc cac hop chat thién nhién, Vién Han 1am Khoa hoc
Cong nghé Viét Nam chu tri dé tai cAp Nha nuéc: “Nghién ciru san xudt va ing
dung ché pham vi sinh vdt phan haiy phét pho hizu co gép phan giam thiéu & nhiém
méi triong va ting nang sudt cdy trong” da tao diéu kién va hd tro toi trong sudt
thoi gian thyc hién luan an. Tbi ciing xin gt 16§ cam on t6i tap thé can bd nghién
cttu B moén Sinh hoc Méi trudong — Vién Moi truong ndng nghi¢p da tao moi diéu
kién thuan loi va nhiét tinh giup do tdi trong qua trinh thuc hién luan an.

Toi xin cam on Phong Pao tao, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc
Quéc gia Ha Noi cung toan thé cac Thay, CO gi4o, can bo vién chirc Khoa Mbi
truong, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién (PHKHTN), Pai hoc Québc gia Ha Noi
(PHQGHN) di tan tinh gitp d&, truyén dat kién thirc cho toi trong sudt qua trinh
hoc tap va thuc hién luan an.

Ha Ngi, ngay 28 thang 7 nam 2025

Nguyén Thanh Lam
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MG PAU

1. Ly do lwa chon dé tai

Trong nhitng ndm gan day, viéc lam dung phan bon hda hoc, thudc bao vé
thue vat hoa hoc trong nong nghiép dé dat ning sut va san luong cao da 1am cho
dat dai ngay cang thoai hoa, dinh dudng bi mit can d6i, mat can bang hé sinh théi
trong dat, tham chi gay 6 nhiém méi truong dat. Céc loai thude bao vé thyc vat (sau
day viét tit 1a BVTV) chira hoat chat phospho hitu co (con goi 1a gc Lan hiru co
hodc viét tat 1a OP) duoc st dung dé diét con tring, sdu bo. Trong diéu kién tu
nhién, su phan giai cac goc Lan hiru co nay xay ra rat cham, do vdy ching thuong
tich Iily trong dat hoac bi rua tréi vao song, sudi, mach nudéc ngam. Thudc BVTV
g6c Lan hiru co da duoc ching minh 1a chat doc nguy hiém khéng chi déi véi mot
s6 loai con tring va dong vat hoang d&, ma con gay hai cho con ngudi, dac biét 1a
d6i véi tré nho va phu nit ¢6 thai. Khong nhirng vay thudéc BVTV géc Lan hitu co
c6 dic tinh dé tan trong nudc, c6 kha nang hap thu vao mau, dich thé, than kinh cua
vat cha nhanh chéng nén ching thuc su nguy hiém néu khong dugc kiém soat chat
ch&. Mot sb thudc bao vé thuc vat goc Lan hitu co cd tac dong tiéu cuc téi moi
truong va sic khoe con ngudi, bao gom Glyphosate, Chlorpyrifos, Parathion,
Methyl parathion, Diazinon, Coumaphos, Monocrotophos, Fenamiphos va Phorate.
Cac nghién cau cho thay thuéc BVTV géc Lan hitu co c6 thé lam thay doi
hormone, anh huong dén DNA, thai di dang, tinh tring, budng tring va tring phéat
trién khong binh thuong cua ngudi va dong vat.

Tai Viét Nam, thuéc BVTV chta goc Lan hiru co hién nay vin duoc ding
rong réi trong ndng nghiép néi chung va dic biét tai cc ving san xuat ché nai riéng
ma chua c6 cac bién phéap kiém soat viéc lam dung thudc bao vé thuc vat, ciing nhu
t6n du thudc bao vé thuc vat trong dat sé tac dong tiéu cuc dén moi truong, de doa
sic khoe cong dong va sy phat trién bén viing caa nganh néng nghiép.

Kha ning tich ty, ton du thudc BVTV trong méi truong dat, méi trudng nudc
Vé6i doc tinh ciia ching c6 nguy co anh huéng tiéu cuc dén sirc khoe con nguoi,
dong vat va moi trudng sinh thai dang 1a bai toan thach thire ddi véi cac nha khoa

hoc va 13 van dé x& hoi rat quan tam. Viéc loai bo du lugng thudc BVTV, cu thé 1a



cac hop chat chira goc Lan hitu co ludn 1a bai toan khé van chua co 10i giai mot
cach tron ven va hiéu qua trong thuc tién san xuit ciing nhu muc tiéu huéng téi mot
nén san xuat ndng nghiép an toan.

Bén canh cac nghién ctru phét trién cac cdng nghé hda ly trong xt Iy du lwong
thubc BVTV trong dat trong ndng nghiép thi giai phéap, cong nghé sinh hoc xir Iy dat c6
chira thudc BVTV géc Lan hitu co theo huéng sir dung cac ché pham sinh hoc chira
c4c chat xuc tac hiéu qua cao, gom ca enzyme va vi sinh vat duoc xem nhu mét huéng
nghién cau nhiéu trién vong. Pong thoi, viéc sir dung sinh vat dé xt Iy 6 nhidém moi
treong (bioremediation) 1a giai phép xanh, than thién va bén vitng. Cong nghé nay
dua trén kha nang hoat dong ciia cac enzyme ngoai bao xuc tac dé chuyén hda cac chat
la sinh hoc (xenobiotic substances). Viéc st dung cac enzyme ngoai bao dang ton tai
trong sinh khdi (vi sinh vat tiét ra enzyme) ciing nhu dang chiét xuat (enzyme tinh
sach) Ia mot ky thuat xir Iy moi truong hiéu qua va hién dai.

Nhiéu cong trinh nghién ctiru khoa hoc trude day da tim ra mot s vi sinh vat
c6 kha nang dong hoa va khoang hoa céc hop chat chira goc 1an hiru co, trong d6
phai ké dén mot sé vi khuan nhu Enterobacter sp., Flavobacterium sp.,
Pseudomonas diminuta, Micrococcus sp., va mot sd lodi nAm nhu Phanerochaete
chrysosporium, Hypholama fascicularae, Coriolus versicolor, Aspergillus sp.,
Trichoderma harzianum va Pencillium brevicompactum. Pang cha y, trong s cac
chang vi sinh vat néu trén c6 nhitng loai khdng chi c6 kha ning phan giai thudc
BVTV géc Lan hiru co ton du, tich tu trong méi truong, ma con c6 kha ning tao
enzyme phosphatase, mubi oxalat hoic axit (HNO; hoac H,SO,), gp phan chuyén
hoa hop chat phospho khong tan thanh dang phospho hoa tan dé cay trong hap thu,
tang cuong dinh dudng Lan cho cay trong.

Pé tai luan an: “Nghién citu tuyén chon va ing dung vi sinh vdt dé xit 1y ton
dir thuéc bao vé thuc vt goc Lan hitu co trong dat trong ché” cua nghién ciu sinh
dugc thyc hién s& gop phan bo sung co s¢ khoa hoc va thuc tién cho viéc ang dung
vi sinh vat dé xu 1y ton du thudc bao vé thuc vét c6 goc Lan hitu co trén dat nong
nghiép, gop phan giam thiéu tac dong tiéu cuc cua thubc BVTV dn con ngudi,

dong vat, cay trong, hé sinh thai va méi trudng.
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2. Muc tiéu nghién cwu

Tuyén chon dugc chung vi sinh vat ¢ hoat tinh sinh hoc cao va 6n dinh dé
xtr 1y du lugng thude bao vé thuc vat gc Lan hitu co nhim tao co s¢ khoa hoc va
thue tién phuc vu san xuat ché pham sinh hoc xir Iy du lwong thudc vé thuc vat goc
Lan hitu co trong dat ndng nghiép.

3. Péi tweng va pham vi nghién céu

- Dbi twong nghién cau: Chang vi sinh vat c6 hoat tinh phan giai thudc
BVTV géc 1an hitu co duoc phan lap tir dat tréng ché tai tinh Nghé An. Dat néng
nghiép khu vuc tham canh ché ¢6 du lwgng thude bao vé thuc vat géc Lan hiru co.

- Pham vi nghién ctu: Nghién ciru co ban dwoc thuc hién tai phong thi
nghiém cua Vién Moi truong NOng nghiép, Vién Cong nghé sinh hoc, Truong Dai
hoc Khoa hoc Tu nhién. Nghién ctru danh gia kha nang sur dung vi sinh vat c6 kha
nang phan giai thubc BVTV géc 1an hitu co ddi véi dat trong cheé thuoc Hop tac xa
ché Minh Sang, xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An.

4.Y nghia khoa hoc va thuc tién

- Tuyén chon duoc nhitng ching vi sinh vat ban dia ¢6 ngudn gdc rd rang,
c6 hoat tinh sinh hoc 6n dinh va an toan sinh hoc cao dé wng dung trong xur 1y du
luong thudc bao vé thyuc vat goc Lan hiru co trong dat ndng nghiép trong diéu kién
thuc té tai Viét Nam.

- B6 sung danh muc céc ching vi sinh vat ¢ hoat tinh phan hay du luong
thudc bao vé thyuc vat gbc Lan hitu co; cung cap phuong phap, sé liéu, théng tin
khoa hoc 1am co s cho céc nghién ciru cdng nghé xir Iy du lwong thude bao vé thyuc
vat gbc Lan hitu co néi riéng va thudc bao vé thuc vat néi chung trong dat trong
ndng nghiép bang phuong phap vi sinh vat.

5. Nhirng déng gép méi ciia dé tai luan an

- Str dung Vi sinh vat ban dia: Tuyén chon va tng dung cac chiang vi sinh vat
dugc phan [ap tir méi trudng trong nude, dam bao ngudn gbc tu nhién va phi hop
Vv6i diéu kién canh tac thyc té tai Viét Nam. Cac ching vi sinh dugc dinh danh
chinh x4c dén mutc d6 loai, dam bao vé mat an toan sinh hoc khi phong thich vao

moi trudng, gop phan giam thiéu rai ro cho hé sinh thai.
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- Ung dung vao xu 1y du luong thudéc BVTV géc Lan hiru co: Nghién ctu
kha nang phan giai, xt Iy thubc BVTV két hop véi phat trién, thar nghiém ché pham
vi sinh vira ¢6 kha nang xt Iy du luong thude bao vé thuc vat chira goc Lan hitu co
trong dat trong che, tao ra mot giai phap hiéu qua cho viéc khir doc va bao vé moi
treong ddng thoi nang cao chat lugng va ning suat cay trong.

- Két qua nghién cau cua luan an: Khéng chi mang tinh mai vé miat khoa hoc
ma con ¢6 tng dung thuc tidn cao, gop phan bao vé moi truong, sac khoe cong
dong va cai thién chat luong san pham ché thwong pham.

6. Noi dung nghién ctru

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

Noi dung 2: Nghién ciru va tuyén chon chung vi sinh vat (VSV) c6 kha ning
phan giai thuéc BVMT gdc Lan hitu co (cu thé 1a thudc trir sau Chlorpyrifos).

Noi dung 3: Nghién ciu san xuat, tng dung ché pham VSV phéan hay
Chlorpyrifos.

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

Cac noi dung trén duoc bé tri trong 4 chuong cua luan an:

Chuong 1: Tap trung vao viéc tong quan tai liéu trong nudc va quoc té lién
quan dén van d& nghién ctu.

Chuong 2: M6 ta ddi tugng va phuong phap nghién ctru da tién hanh nham
dat duoc muc tiéu cua dé tai.

Chuong 3: Trinh bay cac két qua nghién ciru dat duoc, binh luan va so sanh cac
két qua d6 véi nhitng nghién ciu twong ty trude day & trén thé giéi va Viét Nam.

Chuong 4: Két luan va Kién nghi.
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CHUONG I. TONG QUAN VE VAN PE NGHIEN CUU

1.1. Téng quan vé thudc bao vé thuc vat

Nong nghiép 1a nganh san xuét vat chit co ban, giir vai tro to 16n trong viéc
phét trién kinh té & hau hét cac nudc trén thé gisi, nhat 12 & cac nudc dang phat
trién, bao gdm ca Viét Nam. Nhu cau luvong thuc qudc té udce tinh ting tir 80 dén
100% trong nhitng thap Ky téi dé doi pho véi tinh trang dan sé ngay cang tang [81].

Trong nhitng nim gan day, viéc lam dung phan bén hoéa hoc, thudc bao vé
thue vat hoa hoc trong ndng nghiép véi muc dich dat ning suat va san luong cao da
lam cho dat dai ngay cang thoai hoa, dinh dudng bi mat can d6i, mat can bang hé
sinh thai trong dat tham chi gay 6 nhiém dat, gay anh huéng khong nho dén sic
khoe con ngudi va hé sinh théi [44, 54]. Thuc té, nganh nng nghiép dang cai thién
nang sut bang cach khac phuc 40% ton that miia mang (twong duong 2,5 nghin ty
USD) do sau bénh pha hoai [81, 144]. Tuy nhién, chi mét lugng nho (khoang 1,0
%) thudc BVTV sir dung dé tiéu diét cac loai gay hai va phan du lugng con lai s&
ling dong trong dat ndng nghiép, dan dén rua troi vao sdng, sudi, mach nudc ngam
va gay ra tac hai nghiém trong dén hé sinh thai dat va nuéc [103, 119].

Viéc loai bo t6n du cac thudc BVTV dic biét la thubc BVTV géc Lan hitu co
dang 12 mot trong nhitng khé khin chinh ma nén ndng nghiép phai déi mat. Vi vay
can phai c6 nhitng hiéu biét vé thuéc BVTV néi chung va thuéc BVTV géc Lan hitu
co noi riéng thi méi cd thé dua ra phuong phap xtr Iy ton du mot céch o hiéu qua.

1.1.1. Khdi ni¢gm thuéc béo vé thue vit

Khoan 16 Diéu 3 Luat Bao vé va kiém dich thuc vat nim 2013 da néu rd:
“Thudc bao vé thuc vat 1a chat hodc hdn hop céc chat hodc ché pham vi sinh vat co
tac dung phong ngira, ngan chin, xua dudi, dan dy, tiéu diét hodc kiém soét sinh vat
gay hai thuc vat; diéu hoa sinh truong thuc vat hoac con tring; bao quan thyuc vat;
1am ting do an toan, hiéu qua khi st dung thudc”. Theo @6, thube bao vé thuc vat 1a
cac chat hodc san pham c6 tac dung phong ngira, kiém soét, tiéu diét cac tac nhan
gay hai nhu sau bénh, cé dai, nam bénh va cac sinh vat gay hai khac di véi cay
trong.

Muc dich cua viéc str dung thudc BVTV Ia nham bao vé cay trong, dam bao
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nang suat va chat lwong san pham, dong thoi gép phan nang cao an toan thuc pham
va bao vé moi trudng trong san xuat ndng nghiép [16]. Thudc BVTV hay con goi la
hoa chat BVTV Ia nhitng loai h6a chit bao vé cay tréng hoic nhitng san pham bao
vé mlia mang. Bén canh do, cac loai thudc kich thich sinh truong, gidp cay trong dat
nang suit cao ciing 1a mot dang cua thuéc BVTV [16].

Thudc BVTV la nhitng hoa chat doc, co kha ning pha hay té bao, tac dong
dén co ché sinh trudng, phat trién caa sau bénh, co dai va ca cay trong, vi thé khi
c4c hop chit nay di vao méi trudng, ching ciing c6 nhitng tac dong nguy hiém dén
méi truong, dén nhimg dbi twong tiép xuc truc tiép hay gian tiép. Pay ciing 1a 1y do
ma thuéc BV TV nam trong sb nhiing hoa chat dau tién duoc kiém tra triét dé vé ban
chat, vé tac dung ciing nhu tac hai [16].

Vé co ban thuéc BVTV duoc san xuat duéi cac dang sau [35]:

- Thudc sira: Viét tit 1a EC hay ND: gom céc hoat chat, dung méi, chat hoa
sira va mot sd chat phi tri khac. Thudc ¢ thé long, trong sudt, tan trong nudc
thanh dung dich nhii trong twong déi ddng déu, khéng ling can hay phan 16p.

- Thudc bot thAm nude: Con goi 12 bot hoa nudce, viét tat 1A WP, BTN: gom
hoat chat, chat don, chat tham w6t va mot sé chat phi trg khac. Thudc ¢ dang bot
min, phan tan trong nudc thanh dung dich huyén phd, pha véi nudce dé sir dung.

- Thudc phun bot: Viét tat 1a DP, chaa cac thanh phan hoat chat thap (dudi
10%), nhung chta ti 1 chit don cao, thudong 1a dat sét hoac bot cao lanh. Ngoai
ra, thuéc con chia céc chat chéng am, chéng dinh. O dang bot min, thudc
khong tan trong nudc.

- Thubc dang hat: Viét tat 1a G hodc H, gdm hoat chét, chat don, chit bao
vién va mot sb chat phi trg khéc.

Ngoai ra con mot sé dang ton tai khac:

- Thubc dung dich; - Thudc bot tan trong nuéc;

- Thubc phun mua néng; - Thubc phun mua lanh.

1.1.2. Phén logi thudc bdo vé thwce vit

*) Phan logi theo gac hod hoc
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Cin ctr vao ban chét hoa hoc cua cac loai hda chat BVTV, chung dugc phan
chia thanh cac nhém khéc nhau [35]. Duéi ddy mé ta so bo hoa chat BVTV thudc
cac nhom Clo hiru co, Lan hiru co, Carbamat va Pyrethroid:

a) Hoa chat BVTV thudc nhdm hop chit Clo hitu co: Hoa chat BVTV thudc
nhém Clo hiru co (co Clo) 12 nhém héa chat BVTV tong hop; dién hinh caa nhém
nay 1a DDT (Dichloro Diphenyl Trichloroethane), , Endosulfan. Hau hét céc loai
thudc BVTV thudc nhdém nay da bi cAm sir dung vi ching 1a cac chat hiru co khé
phan huy, ton luu lau trong méi truong. Cong udc Stockholm vé cac chat & nhiém
hitu co kho phan hay ciing quy dinh vé viéc giam thiéu va loai bo cac loai thubc bao
vé thyc vat, da phan thuoc nhém Clo hitu co nay.

Hoa chat BVTV nhém Clo hitu co thudng c6 d6 doc & mie do | hoac 11. Céc
hop chat trong nhdm nay gém: Aldrin, Lindan, Chlordan, DDE (Dichloro Diphenyl
Dichloroethylene), DDT, Dieldrin, Endrin, Endosulphan, Heptachlor, Keltan,
Lindane, Methoxyclor, Rothan, Perthan, TDE (Dichloro Diphenyl Dichloroethane),
Toxaphen,...1a nhitng hop chat ma trong cau trdc phan tir ciia ching c6 chira mot
hoac nhiéu nguyén tir Clo lién két truc tiép vaoi nguyén ta Cacbon. Trong céc hop
chat trén DDT va Lindane 1a nhitng loai héa chat BVTV duoc sir dung nhiéu nhét &
Viét Nam tir trudc nhitng nam 1960-1993.

b) Hoa chat BVTV thuoc nhdm Lan hitu co: La cac este cuia axit phosphoric;
day 1a nhdm hoa chat doc véi ngudi va dong vat mau nong, dién hinh caa nhom nay
la Methyl Parathion, Ethyl Parathion, Mehtamidophos, Malathion... Hau hét cac loai
hoa chat BVTV trong nhom nay ciing da bi cam do doc tinh cia ching cao. Dau
hiéu va triéu chang nhiém doc thude bao vé thuc vat géc Lan hiru co bao gém:
Nhtrc dau, choang vang, cam giac ning dau, nhtc thai duong, giam tri nhé, d& mét
méi, nga khdng ngon giac, an kém ngon, chong mit.

c) Héa chat BVTV thuoc nhom Carbamat: La cé4c este cua axit Carbamic co
pho phong trir rong, thoi gian cach ly ngin, dién hinh caa nhém nay I3 Bassa,
Carbosulfan, Lannate... Cling nhu nhom Lan hitu co, cac triéu chiang nhiém doc
thudc BVTV nhém nay 1a rat kho khan, phan 16n cac dau hiéu 1am sang mang tinh
cha quan. Céc triéu chirng nhiém doc gom nhire dau, choang vang, dé mét moi, ngu

khong ngon gic, an kém ngon, chong mat
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d) Thuéc BVTV thudc nhém Cc tong hop (Pyrethroid): La céc este ¢ thém
cac Cl, N. Ban dau, bat ngudn tir hoat chat pytherin ¢6 nguon gdc tu nhién tir cay
hoa cuc (pytherum), c6 phé trir sau rong, hiéu luc diét cao, doc tinh thap véi dong
vat mau néng, nhung doc cao véi cé, dé bi phan hiy quang héa nén thuong dung dé
diét va loai con trung trong nha. Véi hiéu luc diét cao hon va do bén quang héa tét
hon nham dua vao sir dung rong réi thay thé cho nhitng hop chat diét con tring
nhém Clo hitu co, Lan hitu co va carbamat. Cac pyrethroid tong hop dwoc sir dung
rong réi nhat bao gém Permethrin, Cypermethrin va Deltamethrin.

*) Phan logi thuéc bdo vé thurc vdt theo cong dung

Trén thi trudng c6 hang tram loai hoat chat véi hang nghin tén thuong mai
khac nhau vé thuéc BVTV, tuy nhién theo cong dung [35] thi c6 thé phan 1am 5 loai
chinh gém thudc trir sdu bénh (hop chét hitu co clo, hop chat hitu co phospho, ...);
thudc diét co; thude diét nim; thude diét chuot va thude kich thich.

*) Phan logi theo nhém déc: Poc tinh cap tinh va doc tinh man tinh.

*) Phan logi theo thoi gian phan huy: Dya theo thoi gian phan huy c6 thé
chia lam cac nhom sau:

- Nh6m hau nhu khong phan huy (cac hop chat hitu co chira kim loai...);

- Nhém khé phéan huy (DDT, 666);

- Nhém phan huy trung binh (nhém hop chat hiru co chira clo);

- Nhom d& phan huy (nhém hop chét phospho hitu co, cacbamat).

Viéc str dung thudc BVTV trong ndng nghiép 1a can thiét nham ngan chan
cac loai vat gay hai mia mang, gilp nang cao san luong, chat luong san pham.
Theo wéc tinh, mdi nam 4 triéu tan thuéc BVTV duoc st dung trong ndng nghiép.
Tuy nhién, chi 1-10% lugng thudc dén duge dich va tiéu diét con tring, sau bo...
Phan 16n thuéc BVTV khong duoc str dung di vao hé sinh thai dit va nuéc gy nén
c4c &p lyc sinh thai, anh huong tryuc tiép dén dong thuc vat va con nguoi [123].

1.1.3. Khdi ni¢m thuéc béo vé thue vit goc Lan hitu co

Phospho httu co (con goi la Lan htu co) la tén goi chung cho céac ester cua
axit phosphoric. Tir nim 1938 dén nay da c6 khoang 50.000 hop chit phospho hitu
co (viét tat 12 OP) duoc tong hop. Céc hop chat OP duoc sir dung khé phd bién, dic
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biét 1a c6 khoang 80 hop chat dugc dung trong néng nghiép dudi dang thudc bao vé
thuc vat [80].

Céc hop chat phospho néi chung déng vai trd quan trong trong cac qué trinh
séng, dic biét 1a qué trinh quang hop, trao d6i chat va cac hé coenzyme. Tuy nhién,
cac hop chat phospho lai bao gdm nhiéu chit c6 tinh doc than kinh (neurotoxic),
trong d6 phai ké dén cac triesters, phosphonates, phosphonofluoridates va
phosphonothioates [80]. C4u triic chung cua phan 16n OP la giéng nhau, chira 3 lién
két phosphoester. Cong thirc hda hoc chung cua cac thuéc BVTV goc OP c6 dang
nhu mé ta ¢ hinh 1.1 dudi day. Hop chat OP chira lién két hoa hoc C-P 1 bén viing

va bén vai su thuy phan hoa hoc, nhiét va anh sang.

O{s)

R,(0,8)— ~F~

7 los)
R,(0,5) ~

X
Organophosphorus
compounds

Hinh 1.1. Ciu triic héa hoc chung ciia cic hop chat OP.

Cong thirc chung ciia OP dugc trinh bay & hinh 1.1. Trong d6 Ry, R, chii yéu
la nhém aryl hozc alkyl c¢é thé gan tryc tiép voi phospho hoic théng qua nguyén tir
oxy, luu huynh. Trong mét sé trudng hop, Ry duoc lién két truc tiép véi P va R, lién
két vai mot nguyén tir oxy hogc luu huynh. It nhat mét trong 2 nhom nay dugc gan
vé6i cac nhom amin khdng thay thé. Nhoém X c6 thé da dang.

Thudc BVTV gdc Lan hitu co duoc dung rong rai va pho bién nhat trong cac
loai thuéc BVTV, la cac este cua axit phosphoric. Pay 1a nhém hoéa chit doc Véi
ngudi va dong vat mau nong, dién hinh cia nhém nay l1a: Malathion, Fenitrothion,
Methyl Parathion, Ethyl Parathion, Diazinon, Phosphamidon, Dichlorvos,
Chlopyrifos,  Monocrotophos, Chlorophos, Methamidophos, = Dimethoate,
Phenthoate, Glysophate............. [34].

*) Phan logi thuéc bao vé thuc vdt goc Lan hiu co

Dua trén cau tric hoa hoc (mé ta ¢ hinh 1.1), cac thubc BVTV gdc Lan hitu

co dwoc phan ra 5 16p cha yéu la: Phosphate (i); Thiophosphate (ii);
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Dithiophosphate (iii); Chlorophosphate (iv); Phosphorodiamidate (v). Cau tric hoa
hoc ctia céc 16p thude BVTV gbe Lan hitu co duoc thé hién theo bang 1.1 [80].
Bang 1.1. Céc 16p thuéc BVTV goc Lan hiru co theo cau triic héa hoc [80]

- Tén 16p thuéec BVTV | CAu triic héa hoc Tén thuéc BVTV
goc Lan hiru co dién hinh thwong dung
1 | Phosphate OR_ /’D Diazinon
R Nox Demeton
2 | Thiophosphate OR. =8 Metyl parathion
or” ox Parathion
3 | Dithiophosphate Malathion
phosp OR._ F//s -
o ey imethoate
4 | Chlorophosphate OR_ F,//s Diethyl chlorophosphate
OR/ \\“CI (F) (DCP)
5 | Phosphorodiamidate LN P//o Diamidafos
NRz’/ \\Dx

1.1.4. Tinh chit chung ciia thuéc bdo vé thuc vit géc lin hivu co

Pic diém chung vé hoéa hoc cua cac hop chat OP 1a d& bj thay phan. Tac
nhan thiy phan dén gan chat phan Gng va tan cong vao nguyén tir phospho. San
pham thay phan 14 tao thanh este don gian hon cua axit phosphoric [80].

Tinh chat quan trong tha hai la phan @ng hoat ha nhan phospho. Phan wng
xay ra thudng tao thanh chat e ché enzym cholinesteraza manh hon.

bi d6i vai phan ung hoat hda la phan ing phan hay. Nho phan tng nay, cac hop
chat OP chuyén hda thanh dan xuat trung gian kém ddc hon 14 chat chinh pham.

1.1.5. Tdc dpng ciia thudc bdo vé thuc vit géc Lan hivu co

Uu diém cua cac loai thuéc BVTV chtra goc OP 1a ¢6 tac dung nhanh, phd
tac dung rong déi véi cac loai su hai va tac nhan gay bénh ¢ thuc vat. Tuy nhién,

nhuge diém 16n cia cac hop chat nay 1a twong d6i doc, tac dong tiéu cuc dén dong
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vat c6 day séng noi chung va co thé con ngudi noi riéng [12]. Bén canh do, sir dung
thiéu hop Iy thuéc BV TV chia goc OP con gay hai dén méi trudng va anh huong
nghiém trong t6i can bang sinh thai.

*) Tac dong cia hop chit OP doi véi co thé nguoi va dong vt

Thudc BVTV chira OP c6 thé xdm nhap vao co thé qua thire dn, khong khi,
tiép xuc, dudng nudc v.v.. Khi vao co thé dong vat, OP tac dung tc ché enzyme
acetylcholine esterase (AChE) [112, 169]

Acetylcholine 1a thanh phan thiét yéu cua hé théng than kinh va dam bao
viéc truyén xung than kinh & ndo, xuong va hé thong co [50]. Pé dam bao hoat
dong dan truyén xung than kinh, acetylcholine phai dugc thuy phan thanh choline
va acetyl-CoA boi enzyme AChE. Khi co thé dong vat bi nhiém OP, AChE bj tc
ché khéng phuc hoi theo phan tng sau:

0 0] [T O i|3'
mmm'&'r'(ok’)ﬁ RD-IL[DI{“)E o | P(OR), |+ROH-CHEP(OR'),

| |
_H_ChE¢ ) -ChE -

Hau qua cua phan (ng trén 1a sy tich tu acetylcholine, dan dén kich thich cac

thu thé cua acetylcholine & khap than kinh ciia hé than kinh va din dén co that, co
giat, liét, ngat tho va co thé gay chét [126, 173].

Mot sé thuéc BVTV chtta OP hién dugc str dung rong réi véi dac tinh béan
phén ra va doc tinh véi dong vat duoc trinh bay tai Bang 1.2 [61]. Theo bang 1.2,
mot s6 thudc trir sdu chira OP nhu parathion va coumaphos c6 doc tinh cao, véi liéu

gay chét LDs, khoang tir 2-41 mg/kg.
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Bang 1.2. Pjc tinh ciia mdt sé thudc BVTV chira goc OP [61]

Tén chat BVTV

Muc dich sw

Thoi gian ban

Poc tinh trén

dung ra (ngay) dong vat*
, (mg/kg)
Chlorpyrifos H.‘ Thu@c '[I'fI Séu 16'120 135'163
a. /N 501{,*‘
;l
Parathion ON_ == Sy 0 ,
T oo Thuoc trir sau 30-180 2-10
Diazinon
Thubc trir sau 11-21 80-300
Dimethoate ) Se O-cH,
Coumaphos  © Thudc trir sau 2-41 160-387
oo Thudc diét 24-1400 16-41
Glyphosphate G 5; ’\/UH nhén
Thudc
diét co 30-174 3530-5600

*Véi thuée BVTV OP, déc tinh la liéu gdy chét 50% ddng vit thir nghiém (mg/kg)
Khi tiép xc truc tiép, thudc BVTV dé xam nhap vao co thé ngudi qua duong

miéng, duong da, dudng hd hip gay nhiém doc va ngod doc thuéc BVTV. Nhitng nguoi

it hoac khong tiép xdc tryc tiép voi thube BVTYV ciing ¢6 thé bi nhiém doc do an, uéng

nhitng ndng san, nudce sinh hoat, nude mua co nhidm thudc BVTV. Thube BVTV gbc

Lan hitu co xam nhap vao co thé qua duong hd hap, tiéu hoa, da, trong d6 su hap thu

cac hop chat OP & niém mac duong tiéu héa dién ra rat nhanh, chi sau vai phat da xuat

hién cac dau hiéu nhiém doc. Qua trinh hap thu qua da cham hon, khoang sau 2 gio

mai bat dau c6 cac dau hiéu caa su e ché enzyme AChE, nhitng dau hiéu nay kéo dai

2 ngay [128]. Cac hop chat OP dé tan trong lipit, chung dugc hap thu nhanh chéng vao

méu, cac dich thé cua t6 chirc va dat duoc ndng do cao trong cac synap than kinh trung

wong va ngoai Vi. Thuéc BVTV gbc Lan hiru co va cac san pham chuyén héa cua né

tap trung cao nhat & gan va dugc thai trir theo duong tiét niéu [50].
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Céc thudc BVTV gdc Lan hiru co ¢ thé phan hity thanh nhitng chat it doc hon,
nhitng chat nay cd thé hoa tan vao trong nudc va thai trir qua duong tiét niéu. Ngoai ra,
chung ciing c6 thé chuyén hda thanh dang khac, doc hon, e ché enzyme AChE manh
hon. Qua trinh oxy héa cac hop chat OP dugc thuc hién & gan, tao nén axit thiophdt
phoric va dithiophét phoric. Ngoai ra con c6 qué trinh thuy phan nhd phan tng
phosphatase, cacboxyleserase, cacboxylamirase [50, 94].

*) Tac dong cia hop chat OP doi véi méi truong va hé sinh thdi

Ngoai anh huong truc tiép dén nguoi st dung, cac thuéc BVTV con anh
huong dén méi truong, cac dong vat va khu hé vi sinh vat c6 ich trong dat. Co thé
noi, thudc BVTV 1a mot trong nhung yéu té quan trong 1am mét tinh 6n dinh cua
quan thé sinh vat.

Thuéc BVTV dung trén quy mé cang 16n, thoi gian dung cang dai, sb lan
phun thudc cang nhiéu, s& 1am giam cang manh s ca thé trong loai va giam sé loai
trong quan thé. Bac biét, thuéc BVTV noi chung va cac hop chat OP ndi riéng co
tac dong tiéu cuc dén thién dich va cac sinh vat khac trong hé sinh théai. Thubc
BVTV gbc OP c6 tac dong cip tinh dén con trung, chim va dong vat c6 v bang
cach gay tc ché enzyme acetylcholinesterase (AChE).

Malathion, Fenitrothion, Methyl Parathion (Wofatox), Diazinon,... la cac
nhém thuéc BVTV géc OP.

Malathion c¢6 ddc tinh cao véi ong, cac loai con tring c6 loi, mot sb loai ca
va céc sinh vat thay sinh khac [84]. Fenitrothion ciing 1a mot nhém thuéc BVTV
OP dugc biét dén voi cac tac dong tich cuc ddi voi cay trong, tuy nhién ton du
fenitrothion trong méi trudng 1a thach thac 16n, tiém an nhiéu rai ro cho siic khoe
con ngudi, chat lwong ndng san, mdi trudng sinh thai.

Viéc sir dung thudc BVTV c6 thé 1am xuat hién dich hai méi hoic c6 thé
blng phéat dich hai thir cap. O Viét Nam, sau 6-7 nam ding thuéc DDT, Wofatox dé
trir sau hai chinh trén che, cam, quit va bong da lam cho nhén hai cay tir chd la dich
hai khong dang quan tam trd thanh mot loai dich hai nguy hiém gay kho 4 trén dién
rong. Cac loai rép sap theo dé ciing phat trién manh.

Khi thuéc BVTV bi sir dung mét cach qua muc sé gay ra hién tuong tai phét
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cua dich hai. Hién tuong tai phat ray nau Nilaparvata lugens ¢ ving Pong Nam A
cling 12 mot vi dy dién hinh. Bé chéng ray nau trén lta nwong, Vién lua Quéc té
(IRRI) da phun Decamethrin, Wofatox va Diazinon ¢ dang long véi lugng 0,75 kg
a.i./ha (Luong hoat chat can thiét cho mdi hecta) vao nhitng ngay tht 49-72 va 94
sau gieo. Trugc khi phun thudc 1an thte 3, mat d6 ray nau caa 6 phun thudc cao hon
dbi chung theo thir tu thudc 13 16,4-6,0 va 4,7 lan. Dién tich chay riy ¢ 117 ngay
sau gieo ciing & 6 ddi chung 13 4%; nhung ¢ cac cong thirc phun thudc lan luot 1a
100-75 va 55%. Trén 6 phun Bassa va Pertan khong c6 hién tuong tai phéat caa ray
[90]. Khi phun thudc trir siu Wofatox cho bong, da lam ting luong tring dé cua
nhén do Tetranychus urticae. Nhitng cé thé séng sot hinh thanh tinh chéng thubc va
d3 lam thay d6i dac tinh sinh hoc cua loai [13].

1.1.6. Tinh hinh sit dung thuéc bdo vé thuc vit géc lin hivu co 6 Vigt Nam

Trudc nam 1990, phan I6n céc thubc BVTV sir dung & Viét Nam 1a thube
Lan hitu co. Tuy nhién, do co ché tac dong Ién enzyme acetylcholinesterase nén céac
thudc nay khong chi gay doc voi con tring c6 hai ma con anh huong téi cac con
tring c6 loi nhu ong mat va nhiéu dong vat khac nhu giun dét, ¢4, éch, chim, dong
vat c6 v, bao gom ca con ngudi. Viéc sir dung thuéc BVTV rong rii va thuong
xuyén dd gay ra mot s6 van dé nghiém trong de doa sic khoe con ngudi, ciing nhur
an ninh sinh thai va moi truong [162, 163, 176]. Nhitng anh hudng cua loai thude
trir SAu Nay Vi con nguoi khi tiép xdc trong thoi gian dai gy ngo doc cap tinh, di
tat thai nhi, nguy co cao mic cac bénh tu mién dich [98] nén cac thudc nay di bi
han ché va cam dan, thay thé bang céc thubc nhdm Carbamate va Pyrethroid.

Sau nam 2009, thuéc BVTV dugc diang ki sir dung phd bién nhit nudc ta la
Chlorpyrifos ethyl. Chlorpyrifos 1a mot loai thuéc trir sdu phospho hitu co, dugc
thuong mai hoa lan dau tién & Hoa Ky boi Dow Chemical Co. (Midland, MI, Hoa
Ky) vao nam 1965 [178].

Chlorpyrifos 1a thubc trir sau loai II, ¢6 doc tinh vira phai [111], d3 duoc biét
dén véi cong dung bao vé nhiéu loai cay trong, bao gom ngii cdc, trai cay, cay nho,
rau, cay canh va cac loai cdy trong c6 gia tri kinh té khac dé kiém soat sau buom la

lGa, ray, rép mat, sdu bong, rép va nhén do [78, 79]. Chlorpyrifos tac dong Ién hé
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than kinh, giy gian doan cac xung than kinh va hau qua 1a con trang bj tiéu diét
[125, 146].

Nghién ctru vé hién trang st dung thudc bao vé thuc vat (BVTV) va hiéu qua
tai chinh trong md hinh canh tac sau riéng tai Cu Lao Dai, huyén Viing Liém, tinh
Vinh Long bang phuong phap khao sat thuc dia va phong van truc tiép 40 nong ho
trong sau riéng. Giong sau riéng chu yéu duoc trong 1a Ri6, co gia tri kinh té trong
vu nghich cao hon so véi vu chinh; tuy nhién, chi phi dau tu trung binh trén 1 ha
trong vu nghich cao gap 1,66 lan so véi vu chinh (dic biét 1a chi phi cho viéc sir
dung thudc BVTV). Céc loai sdu bénh xuat hién chu yéu Ia ray nhay, sau duc tréi,
rép sap phan, sau an bong, chay 1a. Két qua nghién ctru cling da ghi nhan dugc 33
hoat chat thuéc BVTV duogc ndng hd st dung trong qua trinh canh tac sau riéng.
Trong d6, cac hoat chat c6 do doc tir nhoém 11 (trung binh) dén nhém IV (rat nhe)
theo phan loai caa To chic Y té Thé Gisi (WHO). Bic biét, hoat chat acephate bi
cam str dung vao nam 2019; trong khi d6, Chlorpyrifos ethyl va fipronil 1 cac hoat
chét thuoc danh muc thudéc BVTV bi cAm st dung ké tir ngay 12/2/2021 theo quy
dinh caa B Nong nghiép va Phat trién Nong thén. Liéu luong thuéc BVTV thuong
duogc sir dung cao gap 1,5-2 1an so vai khuyén cdo. Hon nita, cac phuong phap xtr Iy
bao bi thuéc BVTV dugc ndng dan ap dung bao gdm dét, chdn lap 1a khong dam
bao an toan, Bé thu gom, xir 1y luong chat thai nguy hai tir hoat dong nong
nghiép, nhiéu dia phuong trén ca nudc di trién khai xay dung bé thu gom bao
bi hoa chat BVTV. Theo Béo céo cong tic BVMT nganh néng nghiép nim
2023, da co 48/63 tinh, thanh phé ¢ vian ban chi dao vé hudng dan thu gom,
van chuyén va xu Iy bao bi hda chat BVTV sau su dung; 42/63 tinh, thanh
phd ¢6 57.910 bé thu gom. Sé luong bé va mat do xay dung bé cia mdi dia
phuong 1a rat khac nhau, tuy nhién nhin chung van chua dap tng duoc nhu
cau thuc té.. Trong sé 14 thudc digt mdi cong trinh ciing ¢6 01 thudc diét mbi chua
nhém OP theo Thong tu s6 03/2016/TT-BNNPTNT (Bo Nong nghiép va Phat trién
nong thon, 2016). Theo Thong tu 56 25/2024/TT-BNNPTNT ngay 16 thang 01 nim
2024 cta Bo Nong nghiép va Phat trién Nong thdn ban hanh Danh muc thubc bao

vé thuc vat dugc phép sir dung tai Viét Nam va Danh muc thudc bao vé thuc vat
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cam st dung tai Viét Nam: Danh muc thuéc BVTV cho phép sir dung van c6 mit
cuia Dimethoate - sir dung trong trir rép sap, sau xanh, sau cudn 14, sau duc than va
bo tri. Can ct Phy luc 11 ban hanh kém theo Théng tu s6 25/2024/TT-BNNPTNT,
trong danh séch 31 hoat chat bao vé thuc vat bi cAm da xuat hién Methyl Parathion
va Parathion Ethyl Ia nhitng hoat chit thuéc nhém Lan hiru co [15].

Chlorpyrifos 1a mét loai thude bao vé thuc vat thude géc Lan hiru co dugc st
dung phd bién trén thé gidi néi chung va tai Viét Nam néi riéng. Hoa chét nay c6
dang tinh thé khong mau hodc mau tra‘ing, c6 thé tiéu diét mot phé rat rong cac loai
con trung bao gém mudi, siu budm, réy nau, sau an qua, gian rudi, mdi, kién lura,
v.v. Thong qua co ché bat hoat enzyme acetylcholinesterase, mdt enzyme dong vai
tro quan trong trong hoat dong dan truyén than kinh & dong vat. Tuy nhién, do co
ché tac dong lén enzyme acetylcholinesterase ma Chlorpyrifos giy doc khong chi
vO1 ¢On trung c6 hai ma con véi tac dong téi cac con trung co loi va nhiéu dong vat
khac. Nhitng anh hudéng cua loai thudc trir siu nay véi con ngudi khi tiép xuc trong
thoi gian dai bao gém gay ngd doc cép tinh, di tat thai nhi, nguy co cao mic cac
bénh tu mién dich [98].

Thubc trir sau gdc OP gém nhiéu hoat chat khac nhau, doc tinh va thoi gian ban
huiy cta cac hoat chét vi vay ciing khac nhau, cu thé duoc thé hién tai bang 1.3 [109]

Bang 1.3. Pjc tinh va thoi gian ban huy ciia mdt sé thude trir siu OP

Nimbit | geomggdy | Thoi gian
Tén hoat chat Loai diu sir ch’e.t LPaO d,\m ban hu;-'
: : dung voi dong vat tl'ong dat
' (mg/kg) (ngay)
Chlorpyrifos Thuoc trir sau 1965 135-163 10-120
Parathion Thuoc trir sau 1947 2-10 30-180
Methyl parathion | Thuoc trir sau 1949 3-30 25-130
Glyphosate Thuoc trir co 1971 3530-5600 30-174
Coumaphos Thuoc trir nhén, ve 1952 16-41 24-1400
Fenamiphos Thuoc trir tuyen trung 1967 6-10 28-90
Monocrotophos | Thuoc trir sau 1965 18-20 40-60
Dicrotophos Thuoc trtr sau 1965 15-22 45-60
Diazinon Thuoc trir sau 1953 80-300 11-21

Cac cong trinh nghién ciu cho thay Chlorpyrifos c6 thoi gian ban huay
trong dét thay doi tir 10 dén 120 ngay tuy theo diéu kién va két ciu cua dat, gay
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ra mbi de doa I6n dbi véi moi truong va sicc khoe cong dong [48, 85, 158].
Chlorpyrifos cé thé duoc st dung trén nhiéu d6i twong cay trong & cac md hinh
canh tac khac nhau.

Cin ct trén Danh muc “Thudc bao vé thuc vat dugc phép sir dung tai Viét
Nam niam 2018” thi tir thang 2/2019, hop chat Chlorpyrifos ethyl va fipronil d3 bi
cAm san xuit va luu hanh theo Quyét dinh 501/QD-BNN-BVTV ngay 12/02/2019
cua Bo Nong nghiép va Phat trién Nong thon. Tuy nhién, thuc té cho thy du luong
Chlorpyrifos néi riéng va céc thuéc BVTV gbc Lan hitu co néi chung trong dat
canh tac va cac loai ndng san van dugc phat hién va con ton du; theo do, viéc xu ly
6 nhiém, giam thiéu t6i da ton du thuéc BV TV géc Lan hitu co trong moi trudng va
trong san pham néng nghiép van dang hét stc quan trong, can thiét, dic biét trong
bdi canh hoi nhap quéc té, tang truong xanh va xuat khau ndng san cua Viét Nam
hién nay.

Bén canh thudc BVTV c6 chira goc Organic phosphorus gay doc thi cac hop
chat phosphorus hitu co ¢ nguon géc tu nhién trong dat khong gay nguy hiém truc
tiép. Tuy nhién, néu tich tu qua muac hoic khong duoc quan Iy tét (dic biét tir phan
hitu co), ching co6 thé gay 6 nhiém tha cap thong qua qué trinh khoang hda va ria
trdi Cac hop chat phosphorus hitu co (organic phosphorus compounds) trong moi
truong dat c6 thé phat sinh tir nhiéu ngudn khac nhau, bao gom ca ngudn tu nhién
va nhan tao, dudi day 1a mot s6 ngudn phat sinh chinh:

- Phan va chit thai tir d6ng vat chira nhiéu hop chat hitu co chira phosphorus,
nhu phytic acid (mdt dang luu trit phosphorus trong hat) va cac phospholipid c6
trong mang té bao. Khi phan huy, cac vi sinh vat giai phong enzyme phosphatases,
gitip phan giai cac hop chat ndy va giai phong phosphorus vao dit. Cac mau tan du
thuc vat, 14, canh va ré khi phan hay ciing giai phong cac hop chat hitu co chira
phosphorus. Qua trinh phan hily ndy gép phan vao vong tudn hoan ty nhién cua
phosphorus trong hé sinh thai dat [20].

- Nguon tir phan bén hitu co va vat liéu cai tao dat: Cac loai phan bon hitu co
nhu phan tron, phan hitu co tu xu 1y chét thai sinh hoc (vi du: nudc thai sinh hoat,
bun sau xtr 1y) thuong chira cac hop chat phosphorus hitu co. Khi duge bon vao dat,

nhirng hop chit nay din dan phan hiy, cung cip phosphorus cho cay trong va dong
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thoi phat thai vao moi truong dat. Mot s6 vat lidu cai tao dat duoc san xudt tir chat
thai hiru co ciing c6 thé chira cac dang phosphorus hiru co, gop phan vao tong luong
phosphorus trong dat [14].

- Ngudn tir hoat dong cong nghiép va nong nghiép: Cac qua trinh san xuit va
xtt 1y trong cong nghiép, dic biét 1a nhitng nganh lién quan dén san xuit thyc pham,
ché bién nong san, hodc xtr Iy nude thai, c6 thé tao ra chat thai chira cac hop chit
phosphorus hitu co. Khi nhitng chat thai nay dugc x4 ra méi truong dat ma khong
qua xtr 1y thich hop, chiing s& gép phan ting ndng d6 hop chat hitu co phosphorus.
Mot s6 loai thude trir sdu va cac hop chit hoa hoc trong ndéng nghiép 1a dang hop
chat organophosphorus (vi du nhu céc loai thudc trir siu organophosphate). Mic du
cac hop chat nay thudong dugc san xuit dé co thé phan huy trong méi truong, nhung
néu str dung qua mirc hodc quan 1y khong tot, ching ciing c6 thé tich tu va phat thai
vao moi trudng dat [178].

- Qua trinh chuyén hoa va tac dong cta vi sinh vat: Trong méi trudng dét,
cac vi sinh vat dong vai trd quan trong trong viéc phan hiy cac chat hiru co chira
phosphorus. Cac enzyme nhu phosphatases giai phong phosphorus tir cac hop chat
hitu co, tao ra dang phosphorus d& hip thu cho cay trong. Qua trinh nay khong chi
gilip tai tao phosphorus ma con dong thdi phat thai cac hop chat trung gian vao dat.
Cac yéu t6 nhu pH, nhi¢t do, do am va thanh phén vi sinh vat cua dat co thé anh
huong dén toc do phan huy va chuyén hoa cac hop chat hitu co chia phosphorus.
Diéu nay dan dén sy bién d6i vé néng d6 va dang cua phosphorus phat thai vao moi
trueong [19].

Két qua nghién ciu tai liéu, cong bé khoa hoc cho thdy thuéc BVIV néi
chung va thuéc BVTV géc lan hitu co néi riéng dweoc sir dung rdt phé bién tai Viét
Nam véi nhiéu tic dung mang lai nhw kiém sodt sau buém la lia, rdy, rép mdt,
sdu bong, rép va nhén do, ... gép phan bdo vé miia mang. Tuy nhién, viéc sir dung
cdc loai thuée BVTV ndy ciing di gdy ra nhiéu tac dong tiéu cwc dén con nguoi,
méi trieong dat va cdc hé sinh thdi xung quanh. Vi vdy, viéc nghién ciru, vng dung
cdc gidi phdp ky thudt xir Iy hiéu qua thuoc BVTV géc OP trong méi truong la rdt

can thiet.
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1.2. Tinh hinh san xuit va sir dung thudc bao vé thwe vt trén ciy cheé &
Viét Nam

1.2.1. Tong quan ciy ché

1.2.1.1. Gidi thiéu, phdn bo va phdn logi ché

Cay che thudc nganh hat kin (Angiospermae), 16p song tir diép (Dicotyledonae),
bo ché (Theales), ho ché (Theaceae), chi ché (Camellia), loai Sinensis.

Theo céc nha phan loai thyc vat caa Trung Quédc chia ché 1am 4 loai sau:

- Ché Camellia Sinesis Var Boheat (ché Trung Quéc 14 nho).

- Ché camellia Sinesis Var Macrophulla Sieb (Ché Trung Quéc l4 to).
- Che camellia Sinesis Var Shan (Ché Shan).

- Ché camellia Sinesis Var Assamica Mast — choisy (Atsam - An Do).

Ca 4 loai che trén déu duogc trong ¢ Viét Nam nhung phd bién nhat 1 2 loai
ché: Ché camellia Sinesis VVar Macrophy va Ché camellia Sinesis Var Shan dac biét
1a ché Shan duoc dung dé ché bién ché xanh tét hon ché den.

- Camellia sinensis var. macrophylla duoc trong nhiéu nhat o céc tinh trung
du véi cac tén goi cua dia phuong (tuy theo mau sic cua 14) nhu: Trung du 14 xanh,
Trung du 14 vang, v.v... Ty 18 trdng cac gidng ché trung du & mién bac dat téi 70%.
Ning suat bap trong san xuat dai ché khi ché 5 - 19 tudi thuong dat 4 - 5 tan/ha. Céc
giong cheé Trung du chiu dugc dat xau, nhung nhiéu sau hai: ray xanh, bo canh to...,
& ving cao thuong bi bénh phdng 14; ché Trung du thuong dé ché bién ché xanh.

- Camellisa sinensis var. Shan duoc trong & mién nii cac tinh mién bac va o
mién nam Tay Nguyén (Lam Pong). O mdi dia phuong c6 cac gidng khac nhau
nhu: Shan Moc Chau, Shan Tham V@, Shan Tran Ninh ... Nang suat bup thuong dat
6 - 7 tan/ha. Blp cheé c6 nhiéu tuyét, ding ché bién ché xanh, ché den déu cho pham
chat tot nhung thich hop véi ché bién ché xanh hon. Ngoai ra, con c6 mot sé céch
phan loai theo mla san xuat, theo thai vu, theo céch ché bién va theo dia cu.

Trong khi d6, theo phan loai cia nha phan loai thuc vat Ha Lan Cohen Stuart
(1918) va nha néng hoc Phap Du Pasquier (1923), giéng ché c6 & Viét Nam chia
thanh 4 thir (varietas): Chinemicrophylla, Chine macrophylla, Assamica va Shan va

& Viét Nam hién nay pho bién 02 loai:
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+ Thr ché Trung Qudc 14 to (Chine macrophylla), dién hinh Ia gidng cheé
Trung du Bic bo, cay thap than gé nho, phan bd tai Phii Tho, Thai Nguyén, Yén
Bai, Thanh Hoa, Nghé An... lam tra den va tra xanh.

+ Tha ché Tuyét (Shan), cay than gd cao to, blp nhiéu tuyét tring, pham
chat tt, phan bé tai viing cao mién ndi phia Bic Viét Nam nhu Ha Giang, Son La,
Lao Cai, lam ché man, ché vang; trong tai cac don dién ché cii tw ban Phap ¢ Tay
Nguyén, ché bién tra den xuét khau [9].

1.2.1.2. San xudt cheé & Viét Nam

Tinh dén nam 2023 nuéc ta c6 téng dién tich trdng ché 6n dinh & muac trén
120 nghin ha, san luong dat trén 1,1 triéu tan [36].

Bang 1.4. Dién tich va san lwgng che Viét Nam giai doan 2010 — 2023

5 Dién tich Dién tich cho san luwgng San lwgng

Nam (nghin ha) (nhghin ha) (nghin tan)
2010 129,9 113,2 834,6
2011 127,8 114,2 878,9
2012 128,3 114,5 909,8
2013 128,2 1141 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

Nguon: Téng cuc Thong ké, 2023
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Cay che duoc trdng cha yéu & khu vuc Trung du va mién ndi phia Bic chiém
khoang 70% dién tich trong ché ca nudc; ké dén 1a ving Tay Nguyén véi khoang
19%; vung Bac Trung bo va Duyén hai mién Trung c6 dién tich ché chiém 7,0% va
khu vuc déng bang Bac bo 4,0%. Mot sé dia phuwong co san lugng ché 1on: Thai
Nguyén (264,4 nghin tin), Phi Tho (178,1 nghin tan), Lam Ddng (118,7 nghin tan),
Nghé An (112,6 nghin tan).

Hién nay, Viét Nam c6 trén 170 giéng ché cac loai dam bao chét luong va
cho ning suat cao, véi cac huong vi diac biét duoc thé gisi ua chudng, nhu: Cheé
shan, PH1, LDP1, LDP2, PT14... va cac giéng ché nhap noi nhu PT95, Kim Tuyén,
Bat Tién, Tt Quy Xuan... Trong d6, ché shan 1a gidng ché quy, duoc phat trién 1au
doi tai mot sé dia phuong khu vuc phia Bic nhu: Ha Giang, Yén Bai, Son La, Dién
Bién... Vai khoang trén 24% tong dién tich trong ché ca nudc. Cheé shan bao gom
cac giéng: Che shan cong nghiép, shan ving cao va shan dau dong. Hién nhiing
ring ché shan c6 thu véi nhiéu ciy hang tram nam tudi cia Viét Nam dang cho san
pham c6 nhiéu dic tinh quy va 1a nguyén liéu khong thé thiéu dé san xuat cheé sach,
ché dic san, cling nhu cac san pham ché ché bién c6 gia tri gia tang cao.

Viét Nam c6 khoang 300 co s& ché bién ché véi cong suat khoang 900 nghin
tan bup twoi/nam, trong d6 c6 khoang 31 nha may c6 quy md san xuat 16n 30 tan
bup twoi/ngdy chiém 47% cong suat ché bién; 103 nha may c6 quy md vira cong
suit ché bién 10 dén 28 tin bup twoi/ ngay chiém 43%; con lai 1a co s& ché bién nho
cOng suat tir 3 dén 5 hoic 6 tan bip twoi/ngdy va cac ho ché bién nho Ié chiém
khoang 10% tong cong suat ché bién.

Tong gia tri san pham ché nim 2022 khoang 12.600 ty dong, twong duong
v6i 552 triéu USD. Trong tong sd 194 nghin tdn ché san xuat trong nam 2022, xuét
khéau che dat khoang 146 nghin tan, tri gia 237 triéu USD; Che¢ ti€u thu trong nudc
khoang 48 nghin tan, tri gia khoang 7.500 ty dong (tuwong dwong voi 325 tridu
USD). Nhu vay, lugng ché tiéu thu trong nudc chi bang 1/3 so véi khdi luong ché
xuét khau, tuy nhién gia tri ti€u thu trong nudc cao hon, do ti€u thy trong nudc chu
yéu 1a cac loai ché dic san dong goi. Trong khi gia xuit khau ché binh quan cia

nuoc ta chi dat 1,65 USD/kg, thi kha nang ti€u thu che trong nudc ¢ muirc on dinh 1a
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45.000 tan v6i gia ban ra thi truong binh quén 1a 150.000 dong/kg. Nhiing san pham
tra dac san c6 thuong hicu, dat dugc gia ban rat cao, tir 200.000 dén 1 triéu déng/kg.

Nganh ché dd mo ra nhiéu co hoi viée 1am cho ngudi lao dong, nang cao doi
song nguoi dan mién ndi, gitp ho xéa nghéo, cai thién dugc kinh té gia dinh va ca
g6p phan to 16n trong viée cai thién kinh t& ¢ nhiéu dia phuong.

San pham ché cua Viét Nam d3 xuat khau t6i 74 qudc gia va vung lanh thd,
nhung chu yéu van 14 xuit khau dén cac thi trudng ngoai nude dé tinh nhu Pakistan,
Trung Quéc, Nga, Indonesia... Vi cac thi truong khé tinh nhu My, EU... thi nganh
ché Viét Nam con gip nhiéu kho khin trong viée tiép can boi ché Viét Nam phan
16n chwa dat duoc nhirng yéu ciu khit khe vé tiéu chuan an toan thuc pham.

1.2.2. Hién trgng si dung va dw lwong thuéc bdo vé thuc vdt géc 1an hiu
co trén dit trong ché ¢ Viét Nam

Hién nay, dién tich tréng ché bdp cua ca nuéc ta 1a khoang 134,6 ha, san
lwgng 1.025,2 nghin tan, dién tich on dinh, ning suét ting gan 1 ta/ha, quy ra san
lugng ché kho dat 196 nghin tan (nam 2022). Theo bao céo cua Hiép hoi Che Viet
Nam, dién tich trong ché 16n tap trung chii yéu ¢ khu vuc trung du va mién ndi phia
Bic, sau d6 rai rac ¢ cac khu vuc nhu Ty Nguyén, dong bang Bac Bo va bic Trung
Bo. Mot s tinh cia nudc ta ¢d dién tich dat trong ché I6n 1a Thai Nguyén (22,3
nghin ha), Lam Dong (10,8 nghin ha), Ha Giang (21,5 nghin ha), Pha Tho (16,1
nghin ha). Hién nay, Viét nam c6 da dang giéng ché, theo théng ké c6 dén 170
giong che.

Thuc té, ché xuat khau chiém 2/3 san luong, tuy nhién cé rat nhiéu nhiing
khuyén céo cua cac nudc nhap khau, dua ra ciing nhu y kién phan hoi vé chat lugng
san pham che; nhiéu nudc di tam ngimg nhdp khau san pham ché do du luong
thuéc BVTV trén ché xuét khiu ctia nude ta qua mirc cho phép so véi TCVN:2013
— Ché va che hoa tan dang ran [25] va yéu cau cta nudc nhap khiu. Bo Y té da ban
hanh Théng tu sé 50/2016/TT-BYT ngay 30/12/2016 quy dinh giéi han téi da du
luong thuéc BVTV trong san pham ché nhu: bifenthrin 1a 30 ppm, buprofezin 1a 30
ppm, chlorpyrifos 1a 2 ppm, clothianidin 1a 0,7 ppm. Thyc té hién nay, di c6 mot s6
thong bao cua Lién minh Chau Au dé cap dén viéc vi pham quy dinh vé gi6i han du

luong thuéc BVTV trong san pham ché nhap khau tir Viét Nam. Néu khong co
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nhitng hanh dong, giai phap quyét liéu, cu thé, thi thwong hiéu ché Viét s& mat chd
dung trén thi trudng quoc té.

Theo Tiéu chuan cua Lién minh Chau Au thi MRL (Maximum Residue
Limit-“gi4i han t6i da du lwong”) dbi v6i Chlorpyrifos trong 14 ché khé hién 13 0,01
mg kg'; véi dat canh tac Viét Nam chua c6 MRL riéng, song ngudng nguy co sinh
thai ngin han thudng ap dung 0,1 mg kg . Theo Word Tea News va Cdng thdng tin
chau Au cho biét di phét hién chlorpyrifos 0,08 mg kg trong 16 tra hon hop nhap
tir Viét Nam, vuot MRL EU (0,01) gép 8 lan; canh bao mirc serious [74]. Nam 2024
ghi nhan thém 3 canh bao OP khac cho hang Viét Nam (Fenitrothion, Malathion).
Va hé qua 1a mét s6 nha nhap khau EU tam ngung mua ché Viét (Quy 1V-2023); gi&
xuat khau binh quéan caa Viét Nam giam con 1 700 USD/tan, thap hon 9 % so 2022.
Lich sit & hién trang st dung thudéc BVTV géc 1an hitu co tai Viét Nam duoc thé
hién tai bang 1.5.

Bang 1.5: Lich sir & hién trang str dung thuéc BVTV gdc lan hiru co

tai Viét Nam
Nhém hoat chit Céng Trang thai phap ly hién nay
OP pho bién dung
Chlorpyrifos- Trirray | Bi loai khoi Danh muc duwoc phép theo Thong tu
ethyl lach, bo | 10/2020/TT-BNNPTNT; cdm san xuit/nhap tir

Xit, sau | 15/6/2020 & cham dut luu thong tir ngay 12/2/2021
cubnla | (Thong tu s6 10/2019/TT-BNNPTNT)[31].

Diazinon, Con Giam manh ding ky, nhiéu doanh nghiép tu ngimng
Malathion trung phd | do kho dap tng MRL EU.
bién

Parathion-methyl | Patimg | Cdm hoan toan (Thong tu s& 21/2015/TT-
(doc tinh cao) dung truéc | BNNPTNT ngay 08/6/2015)[30].
2010

Tai Nghé An noi chung va xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An noi

riéng van chua c6 nghién ciru nao danh gia du luong thuéc BVTV gbc 1an hiru co
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trong dat trong cheé. Trong khudn kho luan &n nay, nghién ctru sinh da thu thap mau
dat trong cheé tai xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An dé khao sat, két qua
nghién ctru cho thady mirc du luong caa Chlorpyrifos ethyl (hoat chat dién hinh duoc
st dung trong san xuat thuéc BVTV géc 1an hitu co thdng dung) duoc ghi nhan cé
gia tri trung binh khoang 0.5 mg/kg, v6i pham vi dao dong tir 0.3 dén 0.7 mg/kg.
Diéu nay cho thay, mic du thuéc BVTV da cam st dung tir ndm 2019, muc st dung
thudc c6 thé khdng pho bién rong rii nhung viéc st dung khong ding chung loai,
licu lugng va thoi gian cach ly van dan dén tén du thudc BVTV trong dat & muc
dang quan ngai.

Nhu vay, dé khdc phuc viéc lam dung thuée BVTV néi chung va tinh trang ton
dir thuéc BVTV géc lan hitu co trén cdy ché néi riéng, bén canh gidi phdp ting cuong
kiém tra va quan 1y chdt lwong ché, tang cuong dao tao va phé bién kién thirc sir dung
thuoc cho ngueoi lam ché trén dia ban cd mede, can ddy manh tién hanh cdc nghién ciru
tao ra cdc ché pham sinh hoc néi chung va ché phdam vi sinh néi riéng cé tac dung thay
thé phdn bon héa hoc, ciing nhie khir ddc, xir Iy 6 nhiém méi truong ddt va lam giam
tac hai cua thuée BVTV trén san phcfm che tai Viéet Nam.

1.3. Vai trd ciia vi sinh vat trong xir Iy thudc bao vé thwc vét gbc 1an hiru co

Trong ty nhién, thubc BVTV gbc lan hitu co (OP) phan hiy kha nhanh, tuy
nhién chung lai ¢6 ddc tinh cao ddi vai nguoi va dong vat, lam thay doi dic tinh dat.
Céac OP co lién két ester c6 thé bi thiy phan bdi cac tac nhan sinh hoc (vi sinh vat)
va tadc nhan khac (hoa hoc, vat 1y, tia xa...). Su phan huy OP boi vi sinh vat thong
qua thity phan lién két P-O-alkyl va P—O-aryl duoc cho 1a budc quan trong nhét
trong qué trinh khtr doc chat OP.

Cac phuong phap hién nay dé xt Iy OP dua vao xir Iy hoa hoc, ddt va chén
1ap. Phuong phéap hoa hoc c¢6 tinh kha thi, hiéu qua xa 1y nhanh, nhung c¢6 han ché
boi ding luong 16n thé tich acid hay base ma sau d6 ciing can phai xir Iy chét thai
thir cap phat sinh. Chén l4p s& co nguy co that thoat, ro ri OP vao méi trudng dat,
moi trudng nudc mit, nwdéc ngam va day 1a phuong phap xir Iy khong triét dé.
Phuong phap ddt ciing gip nhiéu bt cAp nhu gia thanh su 1y cao, su phan déi cua

ngudi dan xung quanh, kiém soat phat thai dioxin/furan trong khi thai kho khan va
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su phat tan 6 nhiém khi ra moi trudng. X Iy OP nho vi khuan hoic enzyme da
nhan duoc quan tdm, dau tu dang ké vi bién phap niy cho thay than thién moi
truong, gid thanh ré va cé thé thuc hién tai khu vuc cé né)ng do 6 nhiém thudc
BVTV, khu vyc ton du thuéc BVTV ¢ muc khong qua cao.

Trong thoi gian vira qua, d3 c6 nhiéu giai phap 4p dung dé xir Iy OP gdm
phan hily quang hoa bang phuong phap vat 1y, héa hoc nhu st dung vét loai nano
kim loai, hdp phu than sinh hoc [114], xir Iy siéu am [183], phan hiy bing x(c tac
UV/H,0, [40, 57, 168], quang xUc tac titan dioxide [167] va trng dung giai phap
sinh hoc; trong d6 viéc st dung cac chung vi sinh vat c6 hoat tinh phan huy OP
dugc danh gia nhu mot bién phap dé xu 1y hiéu qua va bién phap nay duoc danh gia
1a dé thuc hién, than thién véi mdi trudng va tiét kiém chi phi [92].

Xtr Iy sinh hoc 1a qua trinh sit dung vi sinh vt dé phan huy cac hop chat hitu
co phtrc tap thanh céac phan tir vo co nho, it ¢6 hai hodc khong doc [56, 62, 142].

Niam 1973, vi khuan dau tién duoc phat hién co hoat tinh phan giai OP 1a
Flavobacterium sp. ATCC 27551, dugc phan lap tir ruong lta ¢ Philippine [156].
Sau ndy, vi khuin Pseudomonas dimiinuta ciing duoc phan 1ap [155]. Tuy hai vi
khuan khac nhau va phan 1ap ¢ vi tri dia 1y khac nhau, nhung déu san xuit enzyme
OPH c0 trinh ty axit amin giéng nhau. Hai gene mé héa enzyme OPH (opd gene)
nay déu nam trén plasmid (c6 ngudn gdc khac nhau) va gene c6 trinh ty gidng nhau.
Cac gene nay dugc cho rang 1a mot phan cua nhan td gene di chuyén hay céc
transposon. Vi khuan Flavobacterium thuy phan diazinon va parathion (lién két P-
O-C) nhanh chéng, nhung khéng thity phian dugc malathion (lién két P-SCH).
Chlorpyrifos bi thily phan boi cong dong vi sinh vat dat chtra cac ching khac nhau
thuoc Pseudomonas, Agrobacterium va Bacillus [126]. Bacillus cereus, B. subtilis,
Brucella melitensis, Klebsiella, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas
fluorescence, Serratia marcescens déu c6 kha niang thay phan 46 - 72%
Chlorpyrifos va st dung OP lam ngudn C duy nhét trong mdi trudng 1ong sau 20
ngay. Cac vi khuan trén déu c6 kha ning sir dung OP 1am ngudn C, N va P duy
nhat. Nhém vi khuan sinh axit lactic thudc nhém chirc ning, 1én men duong hexose

va tao axit lactic. Nhom nay duogc tmg dung rong rii trong cong nghiép thuc pham,
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bao gém Lactococcus, Enterococcuss, Lactobacillus, Streptococcus... Trong 1én
men kim chi, mot s6 vi khuan sinh lactic phan giai Chlorpyrifos nhu Lactobacillus
mesenteroides, L. brevis, L. plantarum, L. sakei cling dugc phan 1ap tir nghién ctru
ctia [95]. Cac enzyme OpdB ctia nhom nay dugc cho rang cé tiém ning dé khu doc
OP trong thuc pham.

Enterobacter sp. da duoc phan lap tir mot ving dat & Uc ¢6 kha ning phan
hay Chlorpyrifos vao nam 2003, vi khuin nay phan giai Chlorpyrifos thanh DETP
va TCP va sit dung DETP lam ngudn cacbon va phospho [159]. Chung
Arthrobacter sp. c6 thé phan giai diazinon va céc hop chat phospho hitu co khéc
nhu Chlorpyrifos, Parathion,... [138]. C&c chung Arthrobacter sp. va
Mycobacterium sp. phan lap duoc tir dat bi 6 nhiém dau mé cua Hawaii cho thay
ching rat hiéu qua trong quéa trinh phan giai OP dic biét 1a diazinon [154]. Ching
Ochrobactrum sp. dwgc phan l1ap nam 2006 c6 thé sir dung dichlorvos nhu mot
ngudn C duy nhat & pH 7 va 30°C va phan hay hoan toan sau 24 gio [177]

Mot sb vi sinh vat phan hiy OP dd dugc phéan 1ap, nghién ciru nhu Seratia sp
SPL-2 thuy phan methidathion, Pseudomonas aeruginosa is-6 thity phan acephate,
methamidophos, methy parathion, dimethoate, va malathion. Chlorpyrifos bi thuty phan
boi cong dong vi sinh vat dat chira cac chung khic nhau thudc Pseudomonas,
Agrobacterium va Bacillus [126]. Bacillus cereus, B. subtilis, Brucella melitensis,
Klebsiella, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas fluorescence, Serratia marcescens
déu co kha nang thay phan 46-72% Chlorpyrifos va sir dung lam nguén C duy nhat
trong moi truong 1ong sau 20 ngay. Cac vi khuén trén déu c6 kha ning st dung OP 1am
ngudn C, N va P duy nhat.

Nhom vi khudn sinh axit lactic thudéc nhém chtrc ning, 1én men duong
hexose va tao axit lactic. Nhom nay dugc ung dung rong rai trong cong nghi¢p thuc
phém, bao gém Lactococcus, Enterococcuss, Lactobacillus, Streptococcus. ..

Vi khudn Serratia marcescens thiy phan diazinon va dong thoi cac loai OP
khac nhu Chlorpyrifos, fenitrothion, va parathion [67]. Stenotrophomonas sp. SMP-1
c6 thé thiy phan hoan toan methy parathion ciing nhu fenitronthion va ethyl parathion

va mot phan fenthion va phoxim tuy nhién khong thity phan Chlorpyrifos tai nong do
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20 mg/L [157]. Stenotrophomonas sp. PF32 thiy phéan hi€u qua methyl parathion, ciing
nhu phoxim, fenthion, sumithion, triazophos, va Chlorpyrifos. Chung nay thiy phan
99% methyl parathion (100 mg/L), fenthion trong 24h va 99% 100 mg/L chat
triazophos trong 42h, va 97% 100mg/L chat Chlorpyrifos trong 48h [179]. Mot sb
chung thudc chi Stenotrophomonas c6 thé thiy phan Chlorpyrifos va st dung chit sau
thity phan 1am ngudn C nhu trichlorophenol ciing nhu mudi diethyl thiophosphat. Tuy
nhién, cac ching khac nhu Stenotrophomonas sp. YC-1 c6 thé sir dung Chlorpyrifos
lam ngudn C, nhung khong thily phan dugc tiép san pham nhu trichlorophenol.
Stenotrophomonas Y C-1 va DSP-4 thuy phan hoan toan Chlorpyrifos (100 mg/L) trong
24h [62]. Vi khuan Stenotrophomonas thuong dugc phat hién véi sé luong vuot troi
trong mdi truong nhiém Chlorpyrifos. Vi khuan Stenotrophomonas acidaminiphila
duoc phan lap tir bun thai ciia nha may san xuat Chlorpyrifos (Jiangsu, Trung Qudc),
thity phan duoc 8 loai thudc OP, trong d6 Chlorpyrifos, parathion, phoxim, diazinon,
methyl paraoxon bi thity phan 99-100% trong 24h [68].

Céc nghién cau vé vi sinh vat phan giai goc Lan hitu co chu yéu tap trung vao
vi khuan. Tuy nhién, mot s6 ndm muc trang thuoc Basidiomyces nhu Phanerochaete
chrysosporium, Phanerochaete sordida ciing c¢6 tiém nang dé xir ly, sir dung phuc hoi
moéi trudng nhiém OP. Nam Penicillium lilacinum BP303 di dwoc phan lap tir dat
trong cdy bong dugc bon thudc demeton-S (4kg/ha/ndm) va parathion (Skg/ha/nam).
Nam P. lilacinum thuy phan dwoc mét loat chat OP gom methyl parathion, parathion,
paraoxon, coumaphos, demeton-S, malathion, phosmet [120]

Phan tich kha ning phan giai cic hop chét phospho hitu co (Chloryrifos,
fenitrothion va parathion) cua chung Serratia marcescens, két qua cho thay ching nay
¢ thé st dung cac loai thudc BVTV nay nhu mot nguoén C duy nhat [52]. Ching
Bacillus aryabhattai di phan lap duoc tir dat nong nghiép ciia Tay Bengal An Do co
thé phan giai hiéu qua Chlorpyrifos v6i nong do t6i uu 200 mg/mL [140]. Tuong tu,
Stenotrophomanas sp. duoc phan 1ap tir bun cong nghiép ¢ Trung Qudc c6 thé lam
giam 63% lugng Chlorpyrifos trong vong 24 gio véi ndng do ban dau 1a 50 mg/mL.

O Viét Nam, mic du tinh hinh st dung thudc BVTV ¢6 chtra géc Lan hiru co

1a pho bién, din d&én du lugng thudc BVTV ton du vuot mirc cho phép. Tuy vay,
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hién van con rat it cong trinh nghién ctru sir dung bién phap sinh hoc dé loai bo hoat
chat gbc Lan hitu co tich ty, ton du trong dat va xir Iy 6 nhiém moi truong dat. Mot
s6 cong trinh nghién ctru phan 1ap chung vi sinh vét phan giai gbc Lan hitu co va c6
nhimng két qua nhét dinh. Tuy vdy, cac chung vi sinh vét phan giai gc Lan hiru co
van chua duoc miéu ta, xac dinh vi tri phan loai va chua c6 cong bd st dung céc vi
sinh vat cling nhu enzyme OPH d¢ loai bo hoat chat géc Lan hiru co trén cac miu
moi trudong khac nhau. Sau day 1a mot sé cong trinh tiéu biéu:

- Hai chiing vi khuan PH-C3.1 va PH-C4.3 duoc phan 1ap nim 2014 c6 thé
phan hiy Chlorpyrifos véi hiéu suat 13,96 va 49,72% sau 30 ngay. Tuy nhién, 2 Vi
khuan nay ciing chua dugc xac dinh hé thong phan loai [18].

- Nghién ciru phéan 1ap vi khuan phan giai diazinon & dong bang song Ciru
Long: Két qua da phan 1ap duoc 15 chung vi khuan c6 kha nang phan giai diazinon
(20 mg/L) va cb 4 chung phan giai manh 15,4 - 27,% sau 30 ngay nudi. Tuy nhién,
c4c chung nay chua dugc miéu ta chi tiét cling nhu hé thong phéan loai chua duoc
nghién ctru [4].

- Nghién ctru kha ning sinh trudng va téc d6 phan huy Chlorpyrifos cia 3
chung vi khuan hiéu khi Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus megaterium,
Sphingomonas pseudosanguims dat gia tri cao nhat khi duoc nudi ciy trong moi
truong MSM & nhiét do 13 30°C, pH = 7, ndng d6 Chlorpyrifos bd sung vao trong
moi trudng tir 10 mg/L - 40 mg/L. Két qua nay cho thay tiém ning cao trong viéc st
dung cac chung vi khuan hiéu khi dé loai bo ton du thudée BVTV Chlorpyrifos trong
dat nong nghiép [38].

- Nam 2018, nghién ctru danh gia hé vi sinh vat (VSV) phan giai Lan trén dat
phu sa & Ha Noi va Hung Yén cho thiy c6 su xuit hién ciia nhom vi khuan va xa
khuan phan giai Lan. Trén ca 2 loai dat, mat d6 VSV phén giai Lan v6 co chiém uu
thé hon so véi hitu co va hoat tinh phan giai Lan hiru co dang lecithine 1a khéng cao
khoang 0 - 1,83 mg/L [1].

- Nghién ctru vé sir dung vi sinh vt phan giai Lan & Viét Nam, cac vi sinh
vat phan giai Lan kho tan duoc biét dén nay thudc cac loai: Pseudomonas,

Micrococus, Bacillus, Flavobacterium, Penicillium, Sclerotium va Aspergillus. Cac
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vi sinh vat nay khong chi phan giai Lan ma con c¢6 kha nang khoang hoa cac hop
chét Lan hitu co va mot sb c6 kha ning kich thich sinh truéng thue vat, dbi khang vi
sinh vat ving ré cay trong. Nghién ctru ciing dua ra quy trinh san xuat phan bon vi
sinh vat phan giai Lan tor 3 chung thudc chi Bacillus (B. polymixa, B.
polyfermenticus, B. subtilis déu 1a nhimng chung c6 kha ning phan giai Lan va tong
hop TIAA) [18].

Nhiéu ching vi khuan va nim d3 duoc st dung thanh cong dé phan huy/bién
d6i sinh hoc ctia nhom thude BVTV nay va co ché cua qué trinh phan hiy ciing da
dugc xac dinh [106]. M6t sé loai vi sinh vat ¢6 kha ning phan huy Chlorpyrifos nhu
Pseudomonas sp. CB2 [180], Paracoccus sp. TRP [116], Sphingomonas sp. Dsp-2
[117], Alcaligenes faecalis DSP3, Streptomyces sp.AC5, Bacillus cereus MCASO02,
Cupriavidus sp. DT-1 [121], Ochrobactrum sp. JAS2 [39], Klebsiella sp. [61] v.v.

Mic dir tinh hinh sir dung thuéc BVTV chira lan hitu co la phé bién, dan dén
dw lieong thudce vueot mirc cho phép. Tuy vdy, hién van con it céng trinh nghién ciru
s dung bién phap sinh hoc dé loai bé hoat chat OP. Mot sé cong trinh nghién ciru
phan ldp chiing vi sinh vt phéan gidi OP c¢6 nhitng két qua nhdt dinh, tuy nhién, cdc
chung vi sinh vdt phan giai OP van chua dwoc miéu ta, xdc dinh vi tri phdn loagi va
chwea ¢6 cong bo sik dung cdc vi sinh vit ciing nhw enzyme OPH dé khir doc OP trén
cdc mau khac nhau.

Co ché phin gidi OP ciia vi sinh vit:

Céc nghién ctru da chi ra ¢6 2 con dudong phan giai OP cua vi sinh vét:

- Tac dong tryc tiép cua vi sinh vt qua cic phan Gng oxy héa, oxy héa khir,
thity phan bang cach pha hay céac lién két P-O-alkyl va P-O-aryl vdi su xic tic cua
enzyme hydrolase, phosphotriesterase va phosphatase. Cac enzyme nay dugc vi
sinh vat sinh ra hoic do méi trudng xung quanh bién ddi tao cac dot bién gen va
hinh thanh hé théng gen moi.

- Hoat dong cua vi sinh vat lam thay ddi tinh chat vat 1y hodc hoéa hoc cua
moi truong, tr d6 OP s€ duogc phan huy: Khi Chlorpyrifos dugc phan huy boi vi
sinh vat hodac dudi tac dong hoa, 1y s€ tao thanh 3,5,6-Trichloropyridine-2-ol (TCP)
[107, 115], 1 hop chat trung gian c6 tac dong tidu cuc dén vi sinh vat dat [58, 92,
162; 178]. Do vay, trong thyuc té viéc phan giai Chlorpyrifos thanh cac san phim
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don gian phu thudc vao hé vi sinh vét dat tham gia chuyén hoa lan luot cac hop chat
trung gian nay.

Duéi sy hoat dong cta cac ching Pseudomonas spp., & giai doan dau
Chlorpyrifos c6 thé bi oxy hoa nhom S dé thanh Chlorpyrifos oxon truéc khi duoc
thity phan dé thanh DETP va TCP [77, 110]. Sau d6 TCP c¢6 thé duoc methyl hoa
thanh 3,5,6-Trichloro-2-methoxypyridine (TMP), tiép theo TMP dugc chuyén hoa
thanh 2,3-Dihydroxypyridine dé vao con dudng phan giai théng thuong. Dbi véi
DETP sé& dugc chuyén héa thanh ethanol va phosphoric acid, tir @6 chuyén thanh
thiophosphate [85].

Feng va cong su di phan lap dugc 5 loai vi khuan gom Pseudomonas sp.
RRA, Bacillus sp. RRB, Sphingobacterium sp. RSA, Stenotrophomonas sp. RSB va
Curtobacter sp. RSC tir canh tac lta; két qua da xir Iy dugc dat lua bi 6 nhiém
Chlorpyrifos ¢ mirc 90%, 5 mg/L. T6 hop vi khuan gém Bacillus sp. CP6 va
Klebsiella sp. CP19 dugc nghién ctru dé ting cudng su phan huy Chlorpyrifos trong
dat bang cach t6i wu hoa cac thong s6 khac nhau va né ciing c¢6 thé ton tai trong moi
trrong chira khang sinh [72]

Bén canh vi khuan, cic enzyme vi sinh vat (nhu enzyme esterase tir
Pseudomonas sp. C11 va enzyme hydrolase tir Arthrobacter sp. HMO1) ciling duoc
sit dung truc tiép dé xa ly thuéc BVTV (OP, pyrethroid va carbamide) [55, 75,
124]. Vi khuan c6 cac enzyme cu thé dong vai tro thiét yéu trong viéc phan huay
thudc BVTV [75].

Cac enzyme c6 kha niang phan huy thudc bao vé thuc vat gdc Lan hitu co
dong vai trd quan trong trong viéc giam thiéu tic dong doc hai cua cic hop chit nay
dén méi truong va stc khoe con ngudi. Dudi day 1a cac enzyme chinh c¢6 kha ning
phan hiy thuéc BVTV gdc Lan hitu co:

+ Enzyme Phosphotriesterase (PTE):

PTE c6 kha ning xtc tic thuy phan mét sé thube BVTV gbe Lan hitu co bao
goém parathion, methyl parathion, fensulfothion, trong s6 nhiing loai khac [69].
Ngoai ra, PTE c6 kha ning thily phan cac chit doc than kinh sarin, soman nhung

hiéu qua xuc tac d6i voi cac chit nén nay khéng cao [70].
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Co ché hoat dong: Phosphotriesterase thity phan lién két ester trong cac hop
chat Lan hiru co, chuyén doi ching thanh cac san pham it doc hai hon Enzyme c6
kha nang phan hay parathion thanh p-nitrophenol va diethyl thiophosphate, Phan
hay methyl parathion thanh p-nitrophenol va dimethyl thiophosphate. Enzyme nay
dugc tim thdy trong vi khuan (vi du: Pseudomonas diminuta, Agrobacterium
radiobacter).

+ Enzyme Carboxylesterase (CES)

Co ché hoat dong: Carboxylesterase thuy phan céac lién két ester trong hop
chat Lan hitu co, lam giam doc tinh cia ching. Malathion bi phan huy bai
carboxylesterase thanh cac dan xuit monoacid va diacid cua no; day 1a co ché
chuyén hoa chinh dé phan hily malathion bdi vi sinh vat. Trong cac nghién ciru
trude day, carboxylesterase da dugc phan lap tur Bacillus cereus, Brevibacillus va
Lysinibacillus, va mdt loai enzyme carboxylesterase mai ciing da dugc phan lap tur
Acinetobacter baumannii [76, 127, 164, 166]

+ Enzyme Organophosphate Hydrolase (OPH): OPH la mot enzyme quan
trong trong qué trinh giai doc Chlorpyrifos. Enzyme nay thiy phan nhiéu loai hop
chét nhu paraoxon, parathion, diazinon va cyanophos [69]

+ Enzyme Cytochrome P450: Cytochrome P450 oxy hoa cac hop chat Lan
hitu co, chuyén doi chung thanh cac chét trung gian dé phan hiy hon. Chlorpyrifos
c6 thé dugc hoat hoa boi cytochrome P450 thong qua phan tmg khir luu huynh dé
tao thanh Chlorpyrifos-oxon, mot chat khang cholinesterase manh [100]

+ Enzyme Glutathione S-Transferase (GST): GST két hop glutathione véi
cac hop chit Lan hitu co, tao thanh céc san phflm it doc hai hon. Enzyme c6 kha
nang phan hay methyl parathion thanh cic san pham lién hop véi glutathione,
glutathione S-transferase (GST, EC. 2.5.1.18) con tham gia vao qua trinh phan huy
cac chudi alkyl/aryl ctia OP [171].

+ Enzyme Alkaline Phosphatase (ALP): Enzyme ALP c6 kha nang phan
huy parathion thanh p-nitrophenol va diethyl phosphate, phan huy Chlorpyrifos tir
ndng d6 ban dau 100 ppm xudng con 20 ppm trong 1 gid, Chlorpyrifos dugc ALP
hoat hoa thanh 3, 5, 6-trichloro-2-pyridinol [152].
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Cho dén nay, vin chwa c6 nhiéu két qua vé nghién civu, ttng dung phdn hiiy
sinh hoc Chlorpyrifos ethyl trong diéu kién yém khi. Tuy nhién, co ché phdn hiy cia
Chlorpyrifos ethyl ciing tirong tw nhuw sw phdan hiy cdc doc chat hitu co khdc, dé la
kha néing sir dung cac ddc chat nhw nguon carbon duy nhdt va sw khir géc chlor &
vong thom trong hé hdp yém khi. Poi véi cdc hop chdt hitu co chira cd carbon va
nito, vi khudn cé thé sir dung vira lam nguén carbon vira lam nguén nito cung cdp
cho s song, gitip phd vé cau triic va gdy mdt hoat tinh sinh hoc ban dau ciia hop
chat. Riéng voi quad trinh khu loai bo géc chlor dvoc thuc hién boi mot vai loai vi
khudn ki khi bat budc cé kha nang loai bo géc halogen, dwoc goi la halorespiration
hay deholorespiration. Sy loai bé goc chlor chii yéu nho vao qud trinh hé hdp yém
khi. Twong tw nhw co' ché phdn hity Dioxins, Chlorpyrifos ethyl va cdc doc chat hitu
co khac dong vai tro la chdt nhdn dién tr. Chat cho dién tir la qua trinh lén men cdc
acid hitu co nhw acid butyric, acid pyruvic dé san sinh hydro nguyén tir thay thé cho
vi tri goc chlor. Tuy cdc phdn tir hitu co khéng bi phdan hiiy hoan toan trong hé hdp
yém khi nhiung sw logi bé goc chlor sé giip giam déc tinh ban dau cia chiing mot
cdach dding ké.

Tir nhitng nghién citu tong quan cdc cong trinh thwe nghiém vé kha néng iing
dung VSV trong phdn gidi thuoc BVITV goc ldn hitu co n6i chung va Chlorpyrifos
noi riéng cé thé thdy tiém nang cao trong viéc sir dung cdc ching vi khudn hiéu khi
dé loai bé ton dw thuée BVTV Chlorpyrifos trong ddt néng nghiép. Cdc nghién ciru
tdp trung chii yéu vao nhém vi khudn, cdc vi sinh vdt ndy khéng chi phdn gidi Lan
ma con ¢é kha nang khodng héa cdc hop chdt Lan hitu co va mét sé ¢é khd néing
kich thich sinh truéng thiee vit, doi khdng vi sinh vit vimg ré cdy trong. Ngodi vi
khudn, mét sé6 nghién ciru phdt hién ndm méc ciing cé kha ndng tdi tao méi truong
nhiém OP. Vé ban chdt, nhitng VSV nay sé san xudt ra enzym, dudi téc dung ciia
enzyme, thuoc BVTV OP c¢6 thé bi chuyén hod theo nhiéu co ché thanh nhitng hop
chdt méi ¢6 cdu tric don gian hay phirc tap hon, tir @6 lam thay déi hoat tinh sinh
hoc ban dau cia thuoc. Cdac thuéc BVTV va trir ndm géc Lan hitu co bi phén gidi
qua tirng budc va san pham cudi ciing la acid phosphoric khéng déc. Khi VSV sir

dung OP lam nguén thirc an cho ching, ddc tinh cia thudc vi vdy ciing c¢é kha nang
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suy giam. Duéi tac dong cia VSV trong diéu kién yém khi, tuy cdc phdn tir hitu co
khéng bi phdn hiy hoan toan trong nhung sw loai bé goc chlor sé giip giam déc
tinh ban dau cia ching mét cach ding ké. Mot s6 nghién civu ciing phdt hién ra
nhiéu VSV ¢6 kha néing nay la do ching déu san xudt enzyme OPH ¢6 trinh tir axit
amin giong nhau, gene md héa enzyme OPH (opd gene) ndy nam trén plasmid. Mdc
dii ¢é tiém ndng nhw vy, nhung nhitng nghién ciru sau vé VSV phan giai OP van
con tan man, chwa di sau vao co ché, ban chat di truyén va chwa co danh gia hiéu

qud g dung thiee tién mot cach bai ban.
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CHUONG II: POI TUQNG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Péi tweng nghién ciu

- Chang vi sinh vat c6 hoat tinh phan giai thuéc BVTV géc 1an hitu co duoc
phan lap tir dat tréng cheé tai tinh Nghé An.

- Bit néng nghiép khu vuc thim canh ché c6 du luong thube bao vé thyc vat
g6c Lan hitu co.

So db logic cua dé tai dugc thé hién nhu sau: Tir dét trong ché co du luong
CPF— Phan lap cac chung VSV c0 hoat tinh phan giai CPF — Danh gia hoat tinh
phan giai CPF cua cac chung dé chon chung c6 hoat lyc manh — Panh gia tinh an
toan sinh hoc dé chon chung c6 kha ning phong thich ra méi truong, an toan cho hé
sinh thai— Nghién ctiru cac thdng sb ki thuat (pH, nhiét d6, méi truong 1én men, ti
18 gidng cap 1, lidu luong cap khi) phi hop dé tao sinh khdi cao nhat cho céc chung
lya chon — San xuat ché pham tir cac chung duoc tuyén chon — Ung dung ché
pham trén quy mé dién hep va dién rong — Danh gia két qua tng dung ngoai thuc
tién théng qua kha ning phan giai CPF cua ché phiam va ning suat, chat luong cheé

— Pua ra cac két luan, kién nghi. So dd khdi duoc trinh bay tai hinh 2.1

Diéu tra hién trang thuéc BVTV c6 chira goc OP

A\ 4

Phan Iap, tuyén chon vi sinh vat phan hity CPF, Nghién
ctru diéu kién nhan sinh khéi cac chang vi sinh vat

7
! } ! }

pH Nhiét do Maéi trudng nudi cay Thoi gian

L e oo

Nghién ciru san xuat ché pham vi sinh vat phan huy
CPF

}

Thi nghiém danh gia kha nang sir dung ché pham vi
sinh vat phan giai CPF trén dat trong che c6 ton du OP

Hinh 2.1. So d6 thé hi¢n quy trinh nghién ciru ctia luin 4n
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So dd nghién ctu trén cho thay trinh tu logic cua qué trinh nghién cuu: tir
diéu tra hién trang, phan Iap vi sinh vat, tdi wu diéu kién nuéi ciy, san xuat ché
pham, dén thir nghiém ngoai thuc dia va danh gia hiéu qua xt ly chat 6 nhigm.

2.2. Pham vi nghién cau

- Nghién ctru co ban dugc thuc hién tai phong thi nghiém cua Vién MOoi
trerong NOng nghiép (Vién Khoa hoc Nong nghiép Viét Nam); ngoai ra con cé su
hd trg cia mot s6 phong thi nghiém cua Vién Cong nghé sinh hoc (Vién Khoa hoc
va Cong nghé Viét Nam) va Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién (Pai hoc Quéc gia
Ha Noi).

- Nghién ctru danh gia kha nang st dung vi sinh vat co kha nang phan giai
thuéc BVTV gbc 1an hitu co d6i vai dat trong ché thuoc Hop tac xa ché Minh Sang,
xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh Ngh¢ An.

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

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

Li¢t ké tai phu luc 1.

2.4. Vat liéu st dung trong nghién curu:

Mau ché va dat trong che dugc thu thap tai Nghé An, Thai Nguyén, Lam Dong.

2.5. Phwong phap nghién ciru

2.5.1. Phwong phdp ldy mdu va bdo qudn mau.

- Phuong phéap 14y mau ché: Thuc hién theo QCVN 01-28:2010/BNNPTNT:
Quy chuan k¥ thuat quoc gia: Cheé - Quy trinh ldy mau phan tich chét lwong, an toan
vé sinh thuc pham.

Truéc khi ldy mau phai rai va tron déu ché trén nén nha thanh mét 16p day
khong quéa 30cm. Vi 16 ché dudi 1 tan, lay mau ¢ 5 vi tri va 16 cheé trén 1 tan lay

mau & 8 dén 9 vi tri nhu sau:

~a _#,r’///] H“‘t,__ﬁ_ ® Pl -
. j [ - & - -
/,_,.l* %‘“““x\]' i - * i n

Khi lay mau phai béc cheé tir trén mat dén nén, tong khéi lwong mau cua 1 16

hang khéng it hon 1 kg. Lwong mau trén dugc tron va rai thanh 16p phang hinh vuéng.
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Chia mau theo hai duong chéo, 13y hai phan @i dién va tiép tuc lam nhu vdy cho dén
khi lrong mau con lai khoang 200 g (hoic 400 g néu can phai luu mau).

- Phuong phap 1y mau dat: Thuc hién theo TCVN 7538-2:2005 (1SO 10381-
2:2002): Chat luong dat - LAy miu - Phan 2: Huéng dan k¥ thuat 1ay mau.

Mau dit duoc thu tai 5 vi tri trén cing mét luéng ché theo hinh ziczac, thu ¢
d6 sau 20cm; sau d6 tron déu cac mau lai va lay 1 mau dai dién véi trong luong
2kg. Dat di thu xong s& cho vao bao nylon mau den (2 16p), ky hiéu mau va trix lanh
réi chuyén vé phong thi nghiém dé thuc hién cac nghién cuu.

- Phuong phap bao quan mau: Mau duoc boc kin trong tii den hoic trong thing
x6p dé tranh 4nh nang, tia UV va dugc bao quéan lanh trong qué trinh van chuyén.

2.5.2. Phwong phdp phén tich ham lwong thuédc bdo vé thuc vit géc Lan
hiitu co

Qua trinh chiét OP dugc thuc hién theo phuong phap mé ta bgi Gan & cs.
(1999) [82]. Cu thé, 10 g mau duoc lic véi 20 mL dung méi methanol/nudc (4:1),
sau d6 ly tam 10.000 v/phut, 15 phut, gan ldy phan dich ndi. Lap lai qua trinh chiét
2 1an va gop lai, c6 quay chan khong cho ti 15 mL. Dich sau d6 dugc axit hda bang
HCI toi pH ~1,0 va chiét phan doan vai chloroform (30 mL) bang phéu. Sau dé, pha
hitu co dugc loai 1am khd trong chan khéng va hoa lai bang 10 mL acetone.

Xac dinh nong d6 CPF: CPF trong méiu long dugc chiét bang ete dau mo
trong 1 phat. Dung dich chtta CPF duogc do & budce song 294 nm bang phuong phap
quang phd. Cac mau CPF dugc lic v6i 5 mL acetonitrile va loc bang bo loc xi lanh
0,22 um. Nong do CPF dugc do bang HPLC & budc song 300 nm [77]. Cot duoc sir
dung 1a XDB-C18 (5 Mm, 4.6x250 mm). Pha dong 1a hon hop acetonitrile va dung
dich dém chua axit axetic va nuéc. Thoi gian luu gitr cia CPF 12 9,5 phit. Nong do
CPF con lai trong miu dat duoc xac dinh bang GC/MS [78]

Cong thirc chung tinh ham lwong CPF:

Ham lwong CPF (T:—j) =Y

m

Trong do:

C: Nong d6 CPF trong dung dich chiét (mg/L), doc GC/MS qua dudng chuén.
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V: Thé tich dung dich cudi cing sau chiét (L), & day 1a 10 mL = 0,01 L.
m: Khéi lvong miu dat (kg), & day 1a 10 g = 0,01 keg.

2.5.3. Phwong phdp nghién cvru vi sinh vit.

- Xdc dinh mdt do vi sinh vét theo TCVN 4884-1:2015 - Phan 1 [26]

Can 10g mau vao binh tam giac dung tich 250ml ¢ chira 90ml nuéc cat da
khtr tring. Léc trén may lic 150 vong/phit trong 30 phut, thu dugc dich pha lodng c6
ndng do 1a 10™. Sau d6, hut 1ml dich trong binh pha lodng ndng d6 10 sang éng
nuéc cat 9ml da khir trung, duoc ndng do pha lodng 107, Tiép tuc pha lodng nhur trén,
dwoc ndng do pha lodng 10, 10™... dén ndng do pha lodng can thiét. Hat 0,05ml
dich da pha loang nhé vao cac hop petri chira moi trurong thach thit-pepton. Dung que
trang thuy tinh (da vo trung), trang déu 1én mat moi truong trong hop petri. Sau khi
trang xong dung gidy goi lai va chuyén cac hop petri chaa vi sinh vat vao ta 4m va
nudi cay ¢ diéu kién nhiét do thich hop. Sau khoang tir 2- 4 ngay nudi ciy, ldy mau ra
quan sat va dém sé khuan lac moc trén cac hop petri (chi dém & cac nong dé pha
lodng c6 50-399 khudn lac). Sb lwgng khuan lac dugc tinh bang céng thuc:

- 26
d(n, +01n,)
Trong do:
N: 12 s6 vi sinh vat trong mot don vi kiém tra (CFU/g (ml));
ZC la téng s6 khuén lac dém duoc trén tt ca cac dia Petri dugc gitr lai;
n,: 1a sb dia duoc gitlr lai & d pha loang th nhat;
n,: 14 s6 dia dugc gitr lai & d6 pha lodng thu hai;
d : 13 hé s pha lodng tuong Gmg véi do pha lodng thir nhat.

- Phuwong phdp phan 1ap Vi sinh vdt ¢ kha néng phan gidi thuéc bao vé thuc

vat goc Lan hiru co
, Khoi lugng va loai mau: Léy chinh x4c 5 g dat hodc bun (tuoi, ddng nhat);
néu la nudc cong thi lay 5 ml, lac déu trudce khi pha lodng.

+ Phan 1ap: Hoa tan mau vao 45 ml dung dich NaCl 0,85%, sau d6 lic déu 15-30
phut trén may lic ngang trudc khi tién hanh pha lodng, cay phan lap trén moi truong
chuyén biét chira Chlorpyrifos dé tuyén chon chung phan giai thudc BVTV.
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* \/6i co chat malathion va Chlorpyrifos

5 g mau dat dugc chuyén vao 95 mL mai trudng MSM ¢6 chira 50 mg/L co
chat (malaathion, Chlorpyrifos) va nudi tai 28°C, lic 120 v/ph, thai gian 5 ngay.
Qua trinh 1am giau Iap lai 3 lan. Sau @6, dich nudi cdy duoc pha lodng tai cac gia tri
nhat dinh va 50 pL dich duoc trai trén dia thach MSM c6 chira 50 mg/L co chat.
Sau khi & 28°C, c4c khuan lac dugc chon va ciy ria trén dia thach méi chita OP cho
t6i khi cac khuan lac ddng nhét (cting c6 cuing hinh dang, mau sic ...).

* \/6i co chat (methyl) parathion.

5 g mau dat, ban (hodc nuéc cong) dugc chuyén vao 95 mL méi trudng
MSM c6 chaa 50 mg/L co chat (hoa trong 5% methanol va loc qua mang loc 0.22
1m) va nudi cay 28-30°C, lac 120 v/ph tir 7-14 ngay. OP duoc st dung nhu ngudn
C va ning lwong duy nhat. 50-100 pL mau dugc trai déu trén dia thach MSM chira
100 mg/L parathion. Sau 3 ngay 1 tai 30°C, cac khuan lac tao vong mau vang duoc
lra chon, tinh sach.

- Nghién ciru déic diém sinh 1y, héa sinh ciia cdc ching vi sinh vt:

Céc dac diém sinh ly, sinh hoa cua cac chung VSV theo kit API 20NE (dbi
véi cac chung vi khuan Gram (-), khéng thudc loai Enterobacter), kit API20E, va kit
API 50CHB & xac dinh vi khuan Gram (+). Dinh tén vi khuan dua vao két qua
phan tich cua phan mém APILAB PLUS 3.3.3 két hop véi hé théng phan loai vi
khuan cua Bergey [99].

2.5.4. Phdn logi vi sinh vit bang phwong phdp sinh hoc phin tir

e Tach chiét DNA téng sé cria vi khudn

Quy trinh tach chiét DNA tong sb cua vi khuan dugc tién hanh theo phuong
phap CTAB/NaCl cua Ausubel [49]

(1) Vi khuan nudi trong 24 gid trén moi truong thach thu sinh khéi hoa trong 1,5 ml
nudc khir tring. (2) Can té bao duoc thu bang cach ly tm lanh trong & toe do 5000 vong/5
phut @ thu sinh khdi. (3) Cin t& bao hoa trong 567 pl TE, 5 pl lyzozym mix déu u 37°C
trong 20 pht. (4) B6 sung 3 pl proteaza K, 30 pl SDS 10 % vao dung dich trén mix déu
37°C trong 30 phit. (5) Sau d6 bd sung 100 pl NaCl 5 M, mix déu, b sung tiép 80 pl dung
dich CTAB/NaCl (10% cetyltrimethylammoium bromide, 0.7 M NaCl) mix déu u 65 0C/10
phit. (6) Chiét 1 V hdn hop chloroform: isoamyl (24 : 1), vortex. (7) Ly tam 12000
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vong/pht thu dich ndi (Ip lai chiét dung méi hai 1an). (8) Bo sung 10 pl Na-acetat 3 M, mix
déu, bd sung tiép 2 V con 100 % (lanh) hoic 0,7 V isopropanol (lanh), mix déu. (9) Bé lanh
& -20°C it nhat 4 gio. (10) Ly tAm 12000 vong/20 phut thu can. (11) Rua tua bang 500 pil con
70° ly tam 12000 vong/10 phtit, thu can. (12) Lam khé. (13) Hoa cin trong 40 + 60 pl TE -
ARNaza, u & 37°C/ 1 gio. (14) Kiém tra d6 tinh sach ciia DNA béing may do quang phd &
budc séng 260 nm va 280 nm. CDNA (protein) = A260 (280) x 50 x d6 pha lodng mau. Ti
Ié DNA/protein > 1,8 1a mau sach. (15) Dién di kiém tra trén gel agaroza 0.8 %, dién thé 100
V. Nhuém ban gel trong dung dich ethidium bromit 1 %/ 10 phtit.

e Nhan ban dogn DNA thugc gen 16S rARN bang PCR

Thu nhan doan gen 16S ARN bang phan tng PCR sir dung cip mdi Pr16F va Pri6R.
(Pri6F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG; Pr16R: TACGGTTACCTTGTTACCGACTT)

PCR duoc tién hanh véi tong thé tich 25 ul/ mau: DNA tong sé (1 pl), 16F(1
pul), 16R (1 ul), dNTPs 10 mM (2 pl), Taqg polymeraza (0,25 pl), dém Taq
polymeraza 10 X (5 ul), nuac khir ion.

Chu trinh nhiét: (1) 94°C - 3 phit, (2) 94°C - 1 phut, (3) 55°C — 1 phdt, (4)
72°C - 2 phat. Lap lai 30 chu ky tir budc 2-4; 72°C - 7 phat. Giir ¢ 4°C.
bién di két qua: LAy 5ul san pham PCR dé dién di kiém tra trén agarose 0,8% voi
dién thé 100V trong 30 phit.

e Tinh sgch san pham PCR:

Tinh sach san pham PCR: Céac ching dwong tinh dugc tinh sach bang bo kit
Gel jet extraction kit (fermentas). Quy trinh:

- Thém 25pul Binding bufer theo ti 18 1:1 véi 25 ul DNA, mix déu.

- Chuyén hdn hop dungdich 1&n cot lién két DNA va ly tam 12000 vong/phut
trong 1 phat. Loai bo dich chay qua cot.

- Tiép tuc bd sung 300pl con 70° hoic 500 pl dém ria WB (Washing
Buffer), ly tam 13.000 vong/phut trong 1 phat. Loai bo dich chay qua cot. Chuyén
cot sang 6ng Eppendorf méi. M nip cho bay hoi con.

- B6 sung 20 pl nude khir ion khir tring, dé & nhiét do phong 1 phit va ly
tam 13.000 vong/phut trong 1 phut dé thu mau DNA.

e Xdc dinh trinh tw gen 16s rARN
(1) Trinh ty DNA dugc xic dinh bang kit Dyedeoxy Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Weiterstadt, Pirc), san pham dugc phan tich trén
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may doc trinh tu tu dong ABI 377 (Perkin-Elmer, My).

(2) Chudi nucleotit dugc xir Iy bang chwong trinh Bioedit.

(3) Truy cap dir liéu ngan hang gen EMBL (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) dé
so sanh bang chwong trinh GENDOC 2.5.

(4) St dung chuong trinh phan tich pha hé va tién hda MEGA 12 dé xac dinh
méi quan hé di truyén giira cac ching dugc phan tich.

Xay dwng cay phat sinh loai cho cac chsing vi sinh vt tuyén chen

Phuong phap Neighbor-Joining dua trén trinh tu gen 16S rRNA. Cac gia tri
bootstrap (1.000 lan Iap lai) duoc hién thi bén canh cac nhanh. Khoang céch tién
hoa dugc tinh bang phuong phap Maximum Composite Likelihood va biéu thi dudi
dang sé lan thay thé nucleotide trén mdi vi tri. Phan tich duoc thuc hién bang phan
mém MEGA12.

2.5.5. Thir nghigm xdc dinh tinh an toan déi véi dong vit.

- Xac dinh vi tri phan loai theo danh muc EWG 90/679/EWG (26/11/1990):
Muc tiéu: Xac dinh cac chung VSV dua trén vi tri phan loai va danh muc cua Cong
d6ng Chau Au vé an toan sinh hoc. Danh muc nay dua ra céc tiéu chi va huéng dan
vé d6 an toan sinh hoc cua cac sinh vat khi dugc phong thich vao mai trudng, gilp
phan loai cac chiing thanh cac nhdm an toan hoac ¢é rii ro twong dbi.

Quy trinh thyc hién:

Thu thap dit liéu phan loai cua cac chung VSV, bao gom cac dic diém di
truyén, sinh Iy va kha ning twong tic véi hé sinh thai.

So séanh vi tri cua cac chang véi danh muc dugc cong bd theo hudng din sb
90/679/EWG, tir d6 x4c dinh nhom an toan twong dbi.

Céc ching ¢d vi tri nam trong cac nhoém duoc danh gia 1a ¢o rii ro thap hoic
an toan s& duoc lya chon cho bude danh gia tiép theo.

- Banh gia doc luc va kha nang gay bénh trén dong vat theo phuong phap cua
Cater (1984) [60]:

Muc tiéu: Panh gia kha nang gay doc va kha nang gay bénh cua cac chung VSV
duoc du dinh phong thich ra méi truong, nham dam bao rang ching khdng gay tac hai
cho dong vat, tir d6 dam bao an toan cho ca con nguoi va hé sinh thai.

- Cac budc thuc hién:

+ St dung chudt nhit tring 1a d6i tuong thi nghiém.
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+ Chuan bi dung dich chtra chung vi sinh vat can danh gia (d3 duoc dinh
lwong mat do té bao).

+ Chia dong vat thanh 2 nhém:

Nhom thi nghiém (20 con ) dugc phoi nhiém VSV;

Nhom déi chimg (20 con ) khéng phoi nhidm VSV;

+ Hinh thtc phoi nhiém phi hop: Cho udng hoic nho vao miéng: Dung

trong danh gia qua duong tiéu hoa, st dung liéu lugng chuan xac.

- Theo ddi va ghi nhan:

+ Thoi gian theo dbi: tir 7 dén 14 ngay sau phoi nhiém.

+ Ghi nhan cac biéu hién 1am sang hang ngay nhu:

Tinh trang hoat dong, dn udng, phan &ng khi tiép xuc.

C4c triéu chung nhu sét, tiéu chay, co giat, 1o do...

- So sénh vé6i nhom dbi chung:

+ Panh gia su khac biét gitra nhdm thi nghiém va nhém d6i ching vé:

Ty 18 tir vong (néu co);

Mtic d6 ton thuong co quan;

Thay d6i sinh Iy va mién dich.

- Panh gia két qua:

+ Néu khong c6 sy khac biét c6 ¥ nghia vé mat 1am sang va sinh ly — sinh hoa
gitra hai nhom — Chung VSV duoc coi la an toan.

+ Néu xuat hién ddu hiéu bat thuong, ting tir vong hoic tén thuong co quan
— Chuang VSV bj loai bo hoic yéu cau danh gia lai.

2.5.6. Nghién ciru cdc diéu kién anh hwéng dén qud trinh nhan sinh khoi

Lan luot xay dung thi nghiém xac dinh cac diéu kién 1én men nhu: nhiét do,
pH, madi trudng nudi cdy, thoi gian nhan sinh khéi, luu luong cap khi va ti Ié nhan
gidng cap 1.

Muc tiéu cta thi nghiém 1a xac dinh diéu kién t6i uu trong nhéan sinh khéi vi
sinh vt théng qua chi tiéu mat do caa ching. Cu thé: Nhiét do trong qua trinh I1én
men sinh khéi duge diéu chinh & cdc mac khac nhau: 20°C; 25°C; 30°C; 35°C;
40°C; 45°C; pH ban dau duoc diéu chinh vé cac gia tri lan luot 12 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
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7,0; 7,5; 8,0 va méi trudong nhan sinh khdi dugce dua ra dé lya chon 1a méi truong
san xuat SX1; SX2 va SX3

Ty 1& gidng cip 1 duoc bod sung & cac muc khac nhau tir 0,5+5%, duoc kiém
tra do thuan khiét va phai dat mat do té bao >10° CFU/ml (gidng cip 1 dugc nhan
sinh khi trong méi treong dich thé trén may lic dan véi te do lic 150 vong/phut,
dich 1én men sau 48 gido duoc kiém tra dam bao mat do té bao leSCFU/mI). Liéu
lwong cap khi: Diéu chinh lwong khi cdp trong qua trinh nhan sinh khdi cac chiung
VSV & cac muc: 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 (dm3 khong khi/lit mo61 truong/phit). Banh
gi4 anh huéng lugng cAp khi thong qua gia tri mat do cac ching VSV & cac muire khi
cap khac nhau.

2.5.7. Phuwong phdp tao ché pham vi sinh vit

Quy trinh san xuat ché pham vi sinh xir 1y ton du thudc bao vé thuc vat gbe

Lan hitu co - CPF duoc xay dung theo so dd sau:

[ Chung vi sinh 1 }[ Chuing vi sinh 2 ]

Nhan giréng cap Nhan ging cap 1

| |

Nhan sinh khdi Nhan sinh khdi
Lén men x4p Lén menxop | «—
\ y
Phéi tron

'

Kiém tra chat luong,
Dong goi

;

Ché pham VSV

M6 ta quy trinh
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+ Nhan sinh khéi cac ching VSV:

Chung VSV dugc 1én men sinh khdi cap 1 trong binh tam giac, sau d6 1én
men sinh khdi trén thiét bi 1én men va dugc kiém tra d6 thuan khiét va dat mat do té
bao > 10® CFU/mI, sinh khéi vi sinh vat duoc tach nudc bang thiét bi li tam véi toc
d6 6000 v/p trong 30 phat.

+ Lén men xap:

Sinh khéi vi sinh vat dugc sir dung dé 1én men x6p v6i méi trudong 18n men
1a duong dextro trong 72 gid voi ty 16 tiép gidng 1a 1%.

+ Phéi trén:

Phdi tron déu san pham sau 1én men x6p cia cac chung vi sinh vat véi ty 18
pht hop dé dam bao mat do cac chung dat yéu cau.

+ Kiém tra chdt lwong: San pham cudi clng cua qui trinh san xuét ciing
nhu cac san pham tao ra trong tirng cong doan cua qui trinh déu phai dugc kiém
tra danh gia chét lwong vé cac chi tiéu mat do vi sinh vat lua chon va mac do
tap nhiém.

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

2.5.8. Thi nghiém danh gia kha nang xw ly CPF cua vi sinh vit

2.5.8.1. Xac dinh kha nang phan giai CPF cua cdac chung vi sinh vdt trong
dat (in vitro):

Pit thir nghiém duoc sdy kho & 100°C trong 24 gid, sau d6 duoc nghién va
ray qua luoi dé thu dit min, sau do tiép tuc duoc séy lai (100°C, 12h) dé khu trung.

Tron déu co chat thuéc BVTV géc Lan hitu co (50 mg/L Chlorpyrifos) véi
g dat kho nghién min da chuén bi sau d6 tiép tuc thém dat tron déu cho du 100g.
Mau dat dugc kiém tra du luong CPF theo ca muc thoi gian 0 gid, sau 3, 5, 7 ngay
bang phuong phap di mé ta trong muc 2.5.2. va lic 120 rpm trong diéu kién nhiét
do 28 — 30°C, thoi gian 5 ngay.

2.5.8.2. Bdnh gid hiéu qua cia ché pham vi sinh vét doi véi cay ché ¢ quy mé

nha luoi:
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Nguyén vat liéu: Cay ché giong LDP 1 do Trung tdm nghién ciu va phat trién
ché thuoc Vién Khoa hoc ki thuat ndng 1am nghiém mién ni phia Bac cung cap
> Dbi tugng cay trong: Cay con vuon wom 9 thang tudi, co chiéu cao trung
binh 22,5 cm, s6 14 tir 6-8 14.
> Phuong phap thi nghiém: b tri kiéu hoan toan ngiu nhién (CRD), nhéc lai
03 lan trong nha ludi.
> Chéu dat: Chira 30 kg dat (loai dat thit pha cat).
> Phan bon: Phan hiru co 30g/chiu bén 16t trude khi trong.
+ Chi tiéu theo doi:
> Chi tiéu sinh truong phat trién cua cay ché: s 14, cao cay.
> Chi tiéu phan tich dat: Du luong CPF trong dat, Mat d6 vi sinh vat sinh
hoat chat kich thich sinh truong (I1AA).
» Du lugng CPF trong che.
- Pdnh gid anh huéng cia liéu lrong ché pham vi sinh vit
+ Cong thtrc thi nghi¢m:
CT1: Déi chimg (khong ché pham) + CPF (200mg/m?).
CT2: B6 sung CP VSV 1g/m?+ CPF (200mg/m?).
CT3: B sung CP VSV 2g/m?+ CPF (200mg/m?).
CT4: B6 sung CP VSV 3g/m?+ CPF (200mg/m?).
CT5: Bb sung CP VSV 5g/m? + CPF (200mg/m?).
CT6: B sung CP VSV 10g/m*+ CPF (200mg/m?).
+ D4i voi mdi chau dat (da co san du luong Chlorpyrifos theo thiét ké), bd sung ché

pham vi sinh vat véi mat d6 108 CFU/g dat khé (twong duong 20 ml ché pham long
hodc 5 g dang bot da chuan hoa) bang cach tron déu vao 16p dat mat (0-5 cm).

+ Sau khi bd sung ché pham, tién hanh tudi nhe bang nuéc vo trung dé d6 am dat
dat khoang 60—70% kha ning giit nudc tdi da.

+ Pat cac chau vao noi c6 mai che, thong thoang, nhiét d6 6n dinh 25-30°C. MGi
tuan dao tron nhe 16p dat mat mot lan dé duy tri hiéu khi.
2.5.8.3. Thi nghiém dién hep ddanh gid hiéu qud ciia ché pham VSV doi véi cdy che:

Dia diém trién khai:
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v" Thi nghiém dién hep tai xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An, trén 2
loai ché gom:

- Cay ché giai doan kién thiét (3 nim tudi): giéng PH 8.

- Cay ché kinh doanh: giéng LDP1 (19 nidm), 1 nim thu 6 vu bat dau tir thang 1,

mai vu cach nhau 40-50 ngay.

- Thoi gian thuc hién: 10/2022 - 12/2022.

- Ché @6 canh tac: Cac cong thtc thi nghiém cé diéu kién canh tac nhu nhau,
c4c loai phan bon, thudc bao vé thuc vat cham soc nhu nhau (thuée BVTV do nguoi
dan st dung), chi khac nhau duy nhét 1a lvgng ché pham bén thém vao.

* Céc loai thudc bao vé thuc vat nguoi dan st dung chu yéu trir rép sép, ray hai
ché gom:

+ Atylo 650WP: Hoat chat gom Acetamiprid 400g/kg + Buprofezin 250g/kg.

+ Sokupi 0,5 SL: Hoat chat gdm Matrine 0,5%; dung méi 99,5%.

Cac nhom thuéc BVTV trén déu khong chira géc OP (dbi twong nghién cau trong
dé tai) nén khdng anh huéng dén thi nghiém.

- Phuong phap bb tri thi nghiém: Theo khdi day di ngau nhién (RCBD),
nhic lai 03 14n. dién tich 6 thi nghiém: 100m%6. Téng dién tich 6 thi nghiém Ia
1200m?,

- Cong thire thi nghiém: Bo sung ché pham VSV & liéu luong phi hop nhat
tir két qua thi nghiém danh gia kha ning xu ly OP cua vi sinh vat & quy mé nha ludi
va bo sung thém cac cong thie ting lidu lwong ché pham vi sinh (CT2, CT3).

+ Poi chang: khong bon ché pham.

+ CT1: ché pham bon 100 kg/ha.

+ CT2: ché pham bon 200 kg/ha.

+ CT3: ché pham bon 300kg/ha.

- Chi tiéu theo doi:
+ Chi tiéu sinh truang phat trién caa cay ché

v/ Chiéu cao cay: (cm): Dung mot khung vudng co kich thudc bang dién tich

tan che dat trén mit tan thiang bang song song véi mat dat, chiéu cao cay do

tir ¢6 ré dén bé mat khung vudng. Chon nhiing cay ché dai dién cho 6 thi
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nghiém, mdi 6 thi nghiém do 5 diém theo phwong phap duong chéo, mdi
diém do 10 cay. Thoi diém do 1a trudc céc lra thu hoach, chiéu cao cay la s6
liéu trung binh cua nhitng lan do.

v' Rong tan (cm): Chon nhiing cay ché dai dién cho 6 thi nghiém, mdi 6 thi
nghiém do 5 diém theo phuwong phap dudng chéo, mdi diém do 10 cdy. Thoi
diém do 1a trude céc laa thu hoach. Rong tan ché dugc do & vi tri rong nhat
cua tan va ldy sé liéu trung binh cua cac lan do.

v/ Chiéu dai bap (cm): Chiéu dai bup 1a chiéu dai tir diém gita 14 2 va 14 3 dén
dinh sinh trudng bup.

MJi cong thirc thi nghiém lay 150 g mau. Po chiéu dai 15 bap dugc lay ngau
nhién, thuc hién 03 lan nhic. Chiéu dai bap 1a binh quan chiéu dai mot bap caa 03
lan nhéc lai.
+ Chi tiéu cdu thanh ning sut va nang suét thyc thu

v' Khéi luong bup (g/blp): ldy mau theo dudng chéo 5 diém. Mdi diém hai
100g. Chi héi nhitng bup theo yéu cau cuaa thi nghiém. Toan bd luong bip &
cac diém tron déu voi nhau, can 100g, dém tong sé bup co trong 100g do.
Khoéi lugng bup dugc tinh bang ty s6 100/tong sé bdp ¢ trong 100g bap.
Thoi diém theo dbi: khi thu hoach bup.

v' Mat do bap (bip/m?): St dung khung mat d6 25 x 25cm, dat trén tan ché dai
dién cho thi nghiém theo phuong phap duong chéo 5 diém sau d6 dém sb

bup du tiéu chuan hai. Thoi diém theo ddi khi thu hoach bup.

v Ti 1& bup tom 2,3 1a: Két hop xac dinh mat d6 bap tién hanh dém sb bup 1
tom 2,3 14 trong khung, tinh ti 1€ bap 1 tom 2,3 14 theo cong thirc:

S6 bup 1 tom 2,3 14
Tilebap 1 tom 2,314 % = x 100

Tong s6 bup diéu tra
v/ Ning suét thyc thu (tin/ha): can trong luong bap thu hai sau mdi vu.
+ Chi tiéu chat luong: tanin (%), ham lugng cafein (%), chat tro (%), mau sic, mui
vi ché. Trong do:
e Chi tiéu tannin dugc phan tich theo TCCS 35:2017/TTPT.
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e Chi tiéu cafein dugc phan tich theo TCVN 9744:2013.

e Chi tiéu chat tro dugc phan tich theo TCVN 5611:2007.

e Chi tiéu mau sic duoc phan tich theo TCVN 3218:2012.

e Chi tiéu mui vi duoc phéan tich theo TCVN 3218:2012.
+ Chi tiéu sau bénh hai: Ap dung phuong phap quan tric theo ddi thi nghiém bao vé
thyc vat ché cua Nguyén Vin Hung (Tuyén tdp cic cong trinh nghién ctu vé& cheé
(1988 — 1997), Nha xuat ban Nong nghiép). Mdi giéng ché hai ngiu nhién 100 bip
trén 5 diém chéo gdc, 2 lan lap, dém sb bup bi hai do tirng loai sau bénh rOi tinh.

Diéu tra ray xanh, bo canh to, nhén d6: Hai 5 diém 20 bup x 5 diém = 100
bup cho vao tai nilon dem vé phong dém sé bup bi ray xanh, bo canh to, nhén do
hai va tinh theo cong thtrc:

Tong s6 bup bi hai
% bup bi hai = x 100

Tong s bip diéu tra (100 bip)
Diéu tra bénh thdi bup: Hai 5 diém chéo goc mdi diém 20 bip x 5 diém = 100
bup cho vao thi nilon dem vé phong dém sb bup bi bénh va tinh theo cong thic:
Téng ) blp bi hai
% bup bi hai = x 100

Téng sb bup diéu tra (100 bup)

+ Chi tiéu vé dat: Du lugng thuéc BVTV géc OP.
2.5.8.4. Thi nghiém dién réng danh gid hiéu qua cua ché pham vi sinh vt
déi véi cay che
+ Thoi gian thuc hién: 05/2023 - 09/2023.
+ Dia diém thuc hién:
v' Thi nghiém dién réng tai xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An, trén 2
loai ché gom:
+ Cay che giai doan kién thiét (3 nam tudi): Giong PH 8.
+ Cay che kinh doanh: gibng LDP1 (19 niam).
+ Cong thtrc thi nghiém:
Cong thace ddi chung (PC): Khong bon ché pham.

55



Cong thie thi nghiém (TN): St dung ché pham vi sinh vét - Céng thac thi
nghiém & lidu luong phi hop nhat tir két qua thi nghiém danh gia kha nang xu ly
OP cua vi sinh vat dién hep.

Cach bon ché pham: Tién hanh don sach c6 dai sau d6 dao rdnh gitra hai
hang ché sau 20 — 25 cm, rong 25 — 30 cm dé bén ché pham vi sinh vat. Sau khi bon
ché pham vai lidu luong phi hop (dwa vao két qua nghién ctu dién hep danh gia
hiéu qua cua ché phim VSV ddi véi cay cheé dé lra chon liéu luong phi hop), tién
hanh lap dat dé giir ché pham trong dat, tranh tinh trang bj rira trdi, giGp cay ché c6
thé st dung duoc toi da lwong ché pham vi sinh vat da bon.

- Ché @6 canh tac: Céc cong thirc thi nghiém cé diéu kién canh tac nhu nhau,
c4c loai phan bon, thudc bao vé thuc vat cham soc nhu nhau (thuée BVTV do nguoi
dan sir dung), chi khac nhau duy nhét 1a lwong ché pham bon thém vao.

* Céc loai thudc bao vé thuc vat ngudi dan st dung chi yéu trir rép sap, ray
hai ché giéng dién hep nén khdng anh huéng dén thi nghiém.

- Phén bon va ky thuat bon phan (Hoang Van Chung, 2013. Quy trinh K¥
thuat trong, tham canh ché an toan):

+ Cubc lat toan bo dién tich; dao rach giira hai hang ché sau 20 dén 25 cm,
rong 25 dén 30 cm trudce khi d6n ché, bé sung phan xanh (néu c) két hop bon phan
hitu co 30 -35 tan/ha.

+ K¥ thuat bon thiic: Hang nam bon NPK véi luong phan 35N cho 1 tin san
pham + 75kg MgSO,/ha. S6 lan bon: 4 lan trong ndm. Lan 1: Bon 30% NPK + 60%
MgSO, (Thang 2) Lin 2: B6n 30% NPK + 40% MgSO, (Thang 5) Lan 3: B6n 25%
NPK (Théng 7) Lan 4: Bén 15% NPK (Thang 9). (NPK=80N:40P,05:60 K,0)

- Phuong phap bd tri thi nghiém: theo khéi day da ngau nhién (RCBD), nhic
lai 03 14n. Dién tich & thi nghiém: 1.000m?%/6, s 1an lap 3. Téng dién tich 6 thi
nghiém 1a 2 cong thirc x 2 dia diém (loai dat) x 2 loai cay ché x 1.000m?=8.000m>.

- Chi tiéu theo doi:

+ Chi tiéu sinh truéng phat trién cta cay ché (cao cay, rong tan) chi tieu yéu to
c4u thanh ning suét (s6 bap/cay, khdi lugng bap, chiéu dai bap, ty 16 tdm 2, 3 14 va

nang suét thuc thu.
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+ Chi tiéu chat luong: Tanin (%), ham luong cafein (%), chat tro (%), mau
sac, mui vi ché.
+ Chi tiéu vé dat: Du luong thubc BVTV géc OP.
Cac phuong phap phan tich thuc hién tuwong tu thi nghiém dién hep.
2.5.9. Phwong phdp xir Ii so liéu
Str dung phan mém Excel dé quan 1y s6 liéu, v& do thi, tinh todn va so sanh cac
gia tri trung binh nghiém thuec.
Xtr Iy s6 liéu theo phan mém IRISTAT 4.0.
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CHUONG III: KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Panh gia du lwong thudc bao vé thuc vat géc 1an hiru co & mot s6
vung canh tac néng nghiép

Theo Thong tu s 25/2024/TT-BNNPTNT ngay 16 thang 01 nim 2024 cua
B6 Nong nghiép va Phat trién Nong thén ban hanh Danh muc thubc bao vé thyc vat
duoc phép str dung tai Viét Nam va Danh muc thudc bao vé thuc vat cdm st dung
tai Viét Nam: Danh muc thuéc BVTV cho phép sir dung van cé mit ciia Dimethoate
- str dung trong trir rép sap, su xanh, sau cudn 14, sau duc than va bo tri. Can ct
Phu luc 11 ban hanh kém theo Théng tu s6 25/2024/TT-BNNPTNT, trong danh sach
31 hoat chat bao vé thyc vat bj cAm c6 thanh phan Methyl Parathion va Parathion
Ethyl la nhitng hoat chat thuoc nhém Lan hitu co.

Pé khang dinh cho hudng nghién ctu cua Dé tai vé déi tugng nghién ctu 1a
du luong thuéc BVTV gbc 1an hitu co con ton tai trong dat trong ndng nghiép,
nghién ciru da tién hanh thu thap mau tir thang 9-12/2019 dé phan tich danh gia du
lugng OP trong ché, rau va dat trong che, rau luan canh tai cac tinh Thai Nguyén,
Bic Ninh, Nghé An va Lam Déng cu thé nhu sau: Mau che va dat trong cheé duoc
thu thap tai x Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An (Toa do 18°44'43" dén
19°03'56"Bic; 105°17'56" dén 105°41'9" Dong); xa Pha Thinh, huyén Pai Tir, tinh
Thai Nguyén va x& Loc Tan, huyén Bao Lam, tinh Lam Pong. Mau rau va dat
trong rau duogc thu thap tai huyén Qué V8, tinh Bic Ninh. Két qua phan tich duoc
thé hién tai bang 3.1.

Bang 3.1. Két qua phan tich ham lrong OP trong miu ché, rau va dat trong.

Ky Két qua phan tich (mg/kg)
Mﬁu hiéll Chl f B . . :
z Orpyritos | Fenitrothion | Malathion | Parathion | Profenofos
mau ethyl
TN1 1,125 KPH KPH KPH KPH
TN2 0,457 KPH KPH KPH KPH
Che
NA1l 0,372 KPH KPH KPH KPH
NA2 0,059 KPH KPH KPH KPH
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Két qua phan tich (mg/kg)

. Ky
Mau hiéu Chl if . . . .
X OrpYritos | Fenitrothion | Malathion | Parathion | Profenofos
mau ethyl
TN1 | 0,029 KPH KPH KPH KPH
TN2 | 0,007 KPH KPH KPH KPH
NA1 |27,8 KPH KPH KPH KPH
~ INA2 |169 KPH KPH KPH KPH
Dat trong
he BL1 |2595 KPH KPH KPH KPH
che
BL2 |7,63 KPH KPH KPH KPH
BL3 [215 KPH KPH KPH KPH
BL4 | 1844 KPH KPH KPH KPH
BL5 |3,06 KPH KPH KPH KPH
, 1 0,094 KPH KPH KPH KPH
Bap cai
2 0,053 KPH KPH KPH KPH
1 0,034 KPH KPH KPH KPH
Cachua
2 0,032 KPH KPH KPH KPH
, 1 1,106 KPH KPH KPH KPH
Ca rot
2 0,783 KPH KPH KPH KPH
Pit trong | 1 0,025 KPH KPH KPH KPH
bap cai | 2 0,032 KPH KPH KPH KPH
Pit trong | 1 0,025 KPH KPH KPH KPH
cachua |2 0,018 KPH KPH KPH KPH
Pit trong | 1 0,032 KPH KPH KPH KPH
ca 1ot 2 0,025 KPH KPH KPH KPH

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

Két qua phan tich cho thdy c4c miu ché, rau va dat trong déu phat hién thay

Chlorpyrifos ethyl (CPF) trong san phim ndng nghiép va trong dit; cic gbc
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Fenitrothion, Malathion, Parathion va Profenofos déu khong phat hién. Két qua
nghién ctru ciing cho thdy ddi v6i cdy rau, du luong Chlorpyrifos ethyl trong san
pham cao hon so véi dat trong; dbi voi cay ché thi dat trdng che tai dia diém lay
mAu cao hon rat nhiéu so véi du lugng trong san pham (miu NA1 cao gip 300 lan),
két qua nay cho thiy thuéc BVTV cé chira Chlorpyrifos ethyl duoc nong dan st
dung rat pho bién, dic biét 1a ¢ vung trong ché huyén Anh Son, Nghé An. Déi voi
viing trong che, thoi diém dé tai ldy mAu 1a vu ché Xuan, ddy 1a khoang thoi tiét rat
phU hop véi cac loai bénh rdy xanh, rép, nhén do, bo xit, mudi va bénh phdng 14
phat sinh gay hai anh hudng dén sy sinh trudng cia cdy ché ciing nhu ning suat va
chét lugng ché bup. Pé phong chong cac nhém bénh, d6i twong gay hai nay nuoi
dan thuong st dung cac loai thuc c6 phd phong trir bénh, con tring gy hai rong
nhu nhing loai thubc BVTV ¢6 chita gbc Lan hitu co.

Két qua nghién cau cho thay, thuéc BVTV c6 chira hoat chat nhém Lan
hitu co duoc néng dan sir dung kha pho bién trong san xuat ndng san dé phong
tri nhiéu déi twong gay hai khac nhau nhu rdy nau, siu duc than, sau cudn I4,
nhén v.v.. do thuéc BVTV cé chira goc Lan hitu co ¢ hoat tinh manh va cé phé
tiéu diét, phong trir bénh va cac dbi twong gay hai rong. DI voi cay che, do
ngudi néng dan st dung rat nhiéu thuéc BVTV vao thoi diém dau vu (khoang
thang 2- thang 3 trong nam), day la thoi diém do am khong khi cao, thich hop
cho céc loai sau hai (rép) phét trién manh, do d6 & tat ca cac mau kiém tra déu
phat hién c6 du lugng Lan hitu co trong dat trong ché va trong la ché véi hoat
chat cha yéu la Chlorpyrifos ethyl (CPF).

Mot sb nghién ctu trén thé gisi va Viét Nam ciing di danh gia vé du luong
thuéc BVTV néi chung va CPF ndi riéng. Cu thé, sy hién dién caa du luong thube
bao vé thyc vat da duoc diéu tra trong mé hinh san xuat lGa hiru co tai tinh An
Giang, Viét Nam. Tong cong c6 16 loai du lwgng thude bao vé thuc vat da duoc ghi
nhan trong qua trinh diéu tra. Dya trén ty & nhiém, ching dwgc phan loai nhu sau:
Nhém rui ro cao: Tricyclazole (80%); Nhédm rui ro trung binh: Chlorpyrifos (47%),
Isoprothiolane (47%), Difenoconazole (40%), Propiconazole (40%), Hexaconazole
(40%), Chlorfenapyr (33%), Azoxystrobin (20%), va Cypermethrin (20%) [89].
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Ngoai ra, 14 loai thudc trir sdu gbc lan hiru co (OPPs) da duoc xac dinh trong
dat va rau tai Nigeria bang may sic ky khi két hop dau do khéi phd (GC-MSD).
Téng nong do6 cua 14 loai OPPs (Y14 OPPs) dao dong tir 5,29 dén 419 ng/g ddi Véi
dat va 0,69 dén 130 ng/g dbi véi rau. Trung binh, pirimiphos methyl (23,8 ng/g) 1a
hop chat chiém wu thé trong dat, trong khi diazinone (4,74 ng/g) la hop chit chiém
vu thé trong rau [172].

3.2. Phan lap vi khuan phan giai Chlorpyrifos ethyl

Véi muc tiéu tuyén chon dugc chang vi sinh vat c¢6 kha ning phan giai hoat
chat Chlorpyrifos ethyl, nghién ctu da phan lap cac chang vi sinh vat c6 nguén gbc
tai cAc vling san xuat ndng nghiép co sir dung thudc BVTV chaa CPF vi tai khu hé
sinh thai dat nay quan thé vi sinh vat & day da c6 thoi gian thich nghi véi CPF va c6
thé sir dung chiing nhu ngudn dinh dudng dé sinh truong va phat trién.

Tir 20 mau dat thu thap (théng tin trich dan tai phu luc 2) da phan 1ap duoc
téng cong 51 chang vi khuan, trong d6 ¢6 4 chung vi sinh vat c6 kha nang phén giai
CPF 1a CNN1, CNN2, VNN3 va CNN4.

Hinh 3.1. Hinh anh khuan lac ciia céc chiing
(a) CNN1, (b) CNN2, (c) VNN3 va (d) CNN4
Hinh 3.1. cho thay hinh anh thé hién céc khuan lac caa cac chang CNN1,
CNN2, VNN3 va CNN4 di phan Iap. Hinh thai té bao cac chung duoc thé hién tai
bang 3.2:
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Bang 3.2. Pic diém hinh thai té bao va khuin lac cac chiing VSV da phan 1ap

Pic diém hinh thai

Té bao c6 hinh que, té bao dimg don, kich thudc
khoang 0,5 x 1,0 um. Khuan lac c6 hinh tron, béng,

mau vang nga, khong c6 sic té (duong kinh 1 - 3 mm)

Té bao c6 hinh que, té bao ding don, kich thudc 0,8 x
1,0 pm. Khuan lac c6 mau hdng nhat, tron déu, nhin,

tron, 16i, bong va khdng c6 sic té (duong kinh: 0,5 mm)

Té bao c6 hinh que, té bao dung don, kich thudc 1,0 x
1,5 um Khuan lac c6 mau trang, tron, nho, déu, bé mat

nhdn, khdng c6 sic t (duong kinh: 1,5 mm)

STT Ching VSV
1 CNN1
2 CNN2
3 VNN3
4 CNN4

Té bao c6 hinh que, té bao dimg don, kich thudc
khoang 0,5 x 1,0 pm. Khuan lac c6 mau tring nga,
tron va nho, bé mat nhian va khdng cé sac té (duong
kinh: 1,5 mm)

Pé thdy rd dic diém hinh thai ciia cac té bao cac ching VSV da phan lap,

nghién ctu sinh da tién hanh soi dudi kinh hién vi quang hoc, kinh hién vi dién ti
(a) CNNI (do phong dai 1000x); chiung (b) CNN2,(c) VNN3 va (d) CNN4 (do
phong dai 5000x), két dugc thé hién theo hinh 3.2:

Hinh 3.2. Hinh thai cta cac ching vi sinh vat

Tién hanh danh gia kha ning sinh truéng caa cac chung vi sinh vat. Két qua

do ODgyo Ctia cac chiing vi sinh vat phan lap duoc thé hién trén Hinh 3.3.
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Hinh 3.3. OD620 ciia cac chiing VSV trong méi truwong chira co' chat

Sau 96 h nudi, gia tri ODg,o cua ca bon chung déu vuot 0,25 — cao hon dang
ké ngudng 0,05-0,25 ma Asamba va cong sy quan sat duoc sau 5 ngay [47] d6i voi
cac chung phan hay Chlorpyrifos Ethyl (CPF). Biéu nay cho thiy tiém ning sinh
truong manh cua cac chang hién dang sir dung cho nghién ciu, dé lya chon ching
vi sinh vat 1am vat liéu cho cac nghién cau tiép theo.

Nhu vay, két qua nghién ciru thé hién trong Hinh 3.3 cho thay ching VNN3
la &ng vién ndi bat cho phat trién ché pham vi sinh @& xa ly Chlorpyrifos Ethyl,
dong thoi xac dinh thoi gian nudi ¢6 thé tdi uu hoa & mirc 72 h thay vi 96 h dé nang
cao hiéu qua san xuat.

Nghién ctru caa Asamba va cong su da chi ra rang gia tri OD600 cua 6 chang
vi khuan phan hay CPF phan lap duoc 1a tir 0,05 dén 0,25 sau 5 ngay [47].

Tiép tuc danh gid mat do cua cac chung VSV theo phuong phap nudi cay va
dém khuan lac trén moi trudng thach (Phuong phap 2.5.3) theo nguyén tic tinh
trung binh giita cdc ndng d6 pha loang (chi dém & cac nong d6 pha lodng c6 50-300
khuan lac) va cac 1an lap (13p 3 1an), két qua duoc thé hién theo hinh 3.4

S6 liéu tai hinh 3.4 cho thay, mat d6 VSV sau 96 gid dbi vai 3 chung CNN2,
VNN3 va CNN4 dat 2,8 — 5,7x10° CFU/mL, riéng ching CNNZ1 thi thip hon nhiéu
voi mat do chi dat 2,3x10" CFU/mL.
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Theo nghién ciu cua Hadibarata va cong sy, mat o caa chung vi khuan
phan hiy CPF Hortaea sp. B15 tir 0,5x10° CFU/mL dén 4,5x10° CFU/mL sau 30
gio u cung diéu kién [88]. Nhu vay, cac gié tri vé mat do vi khuan trong nghién ciru

hién tai la cao hon so véi nghién ctiru trude do.

Mat dé vi sinh vat theo thai gian - Phan theo timg ching
Ching = CNN1 Ching = CNN2
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Hinh 3.4. Biéu d6 ting trudng caa cac chiing vi sinh vat

Biéu db tang truong trong hinh 3.4 cho thiy sy bién ddi log;, CFU/mL theo
thoi gian d6i vai bdn ching vi sinh vat CNN1, CNN2, VNN3, CNN4. M&i mau
tuong tng v&i kha ning sinh trudng véi mot chung vi sinh vat, biéu dién gia tri do
duogc tai cac méc thoi gian 24, 48, 72 va 96 gid. C4 thé thay, ca bon chung déu c6
giai doan tang tir 24 gio dén 72 gio (duodng di 1én), dat dinh & 72 gio, sau d6 giam
xudng & 96 gio. Ba chung CNN2, VNN3 va CNN4 dat mat do cao nhét vao khoang
72 gio véi logyy CFU/ML xap xi 9.9-10.0, trong khi chung CNN1 dat dinh thap hon
(logyo = 8.58). Pén 96 gid, mat do té bao sbng cua tat ca cac chung déu giam rd rét

s0 vai dinh 72 gio, thé hién xu huéng suy giam sau khi dat cuc dai.
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Dit liéu tir hinh 3.4 cho thay mat do VSV sau 96 gid caa cac chung CNN2,
VNN3 va CNN4 dao dong tu 2,8 dén 5,7x10® CFU/mL, trong khi CNN1 chi dat
2,3x107 CFU/mL — thip hon dang ké. Do d6, chang CNN1 bi loai khoi danh séach
nghién ctu tiép theo.

Bang 3.3. Kha niing phan giai Chlorpyrifos béi cac chiing vi khuan sau khi
nhan sinh khdi 3 ngay

Chiing Du lwgng Chlorpyrifos (mg/l) Ty 1€ giam
VsV Ngay 0 Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3 (%)
bC 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

Két qua tai bang 3.3 cho thay, cac ching VSV déu c6 kha ning phan giai
du Iuvgng Chlorpyrifos (OP).

Sau 3 ngay, ¢ cong thuac doi ching phan giai 8,11%+0,6 du luong OP ban
dau do thuéc BVTV ciing c6 kha ning phan hay ty nhién theo thoi gian (theo
nghién cuu caa Singh va cong su thi Chlorpyrifos cé thoi gian ban phén ré tir 20-
120 ngay [163]). Pdi véi cac moi truong cd bod sung VSV cho thidy OP déu duoc
phan huy tir 61,22+0,6% dén 95,17+0,6%. Trong d6, chung VNN3 ¢d téc do phan
giai OP nhanh nhat 1a 95,17%; tiép theo la chung CNN2 va CNN4 lan luot 13
81,37% va 61,22+0,6%. C6 thé thay khi bo sung cac ching VSV (CNN2, CNN3 va
CNN4) thi hiéu qua phan giai du luong thudc BVTV ¢6 thé gap tir 7-12 lan so voi
tu phan hay trong diéu kién ty nhién.

Rao va cong sy da phan lap duoc cac chung vi khuan thudc cac chi nhu
Bacillus, Pseudomonas va Enterobacter tir mau dat néng nghiép c6 lich st sir dung
CPF, hdn hop cac ching vi sinh vat nay c6 kha nang giam nong do6 CPF 1én dén
khoang 65% sau 10 ngay ap dudi diéu kién thi nghiém kiém soat dugc cac yéu to
nhu pH va nhiét d¢ [148].
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Zhang va cong sy da cong bd chung vi khuan do nhém nghién ciu phan lap
dugc co thé phan giai khoang 80% CPF trong vong 5 ngay khi nudi ciy trong moi
truong chita CPF & ndng do ban dau khoang 50 mg/L [182].

Theo nghién ctu cua Zhao va cong su, dong vi khuan Acinetobacter
calcoaceticus phan lap tir r& cua cay he bi nhidm thuéc BVTV Chlopyrifos c6 kha
nang phan giai 60% hoat chat Chlopyrifos c6 nong d6 ban dau la 100 mg/L trong 4
ngay [184].

+ Dic diém sinh Iy, sinh héa ciia chiing dwoe chon

Nghién cau tién hanh nhuém Gram, nhudm bao tir, thir kha nang hiéu khi cua
vi khuan, thir hoat tinh catalase, oxidase, thir kha nang di dong, kha nang 1én men
cac ngudn duong cia cac chung VSV duoc lya chon.

Cac dac diém sinh ly, sinh hda cua céc ching VSV duoc xac dinh theo kit API
20NE (ddi véi cac chang vi khuan Gram (-), khdng thudc loai Enterobacter), Pinh
tén vi khuan dya vao két qua phan tich trinh ty gen 16s rRNA két hop vai hé théng
phan loai vi khuan cua Bergey (1994). Két qua duoc trinh bay ¢ bang 3.4 (Ghi chu:
(+) phan ung duong tinh; (-) phan ang am tinh).

Bang 3.4. Pic diém sinh ly, sinh hda caa cac chiing vi sinh vat

Chung vi sinh vat
TT Pic diém
CNN2 VNN3 CNN4
1 | Hiéu khi + + +
2 | Vihiéu khi - - -
3 Khé néng di dong + - -
4 Phép thur catalase + + +
5 Phép thur oxidase + + +
6 Kha ning dong héa tinh bot + - -
7 Acid h(')ta ngudn + + +
L-Arabinose
Acid héa ngudn D-Xylose + -

9 Acid héa ngudn D-Fructose + - -
10 | Acid héa cac ngudn lactose + + +
11 | Acid héa ngudn Galactose - + +
12 | Acid hoa ngudn sucrose + + +
13 | Acid hoa ngudn glucose + + +
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Chiung vi sinh vat
TT Pic diém
CNN2 VNN3 CNN4
14 | Kha nang sinh aesculin - - -
15 | Tao H,S - - -
16 | Hoat tinh urease - + +
g7 | Nhiét do ol wu cho sinh| oo ao0n | pg.g70c | 28+ 37%C
trudng
18 | pH cho sinh truéng 6,0+75 6,0=7,0 6,0=75
19 | Gram - - -

S liéu trong Bang 3.4 cho thdy chung CNN2 sir dung trong nghién ctru 1a
ching gram am, c6 phan img duong tinh v4i oxidase, catalase, c6 kha nang 1én men
trong diéu kién hiéu khi va c6 kha ning di dong. Ching nay phat trién tot & dai
nhiét do tir 28°C dén 32°C véi pH phu hop ¢ murc trung tinh (6-7,5). Chung CNN2
c6 kha ning dong hoa tinh bot, sit dung mot s6 loai dudng Arabinose, Xylose,
Fructose, Lactose, Sucrose va Glucose.

S6 liéu nghién ciru ciing cho thay so lidu cho thay chung VNN3 st dung
trong nghién ctru 1a chung gram am, c6 phan tng duong tinh v&i oxidase, catalase,
¢6 kha ning 1én men trong diéu kién hiéu khi. Ching nay phat trién tt & khoang
nhiét d6 tir 28°C dén 37°C véi pH phu hop ¢ murc trung tinh (6-7,0). Chung CNN3
khong dong hoa tinh bot nhung c6 kha ning sir dung mot s loai dudng Arabinose,
Xylose, Galactose, Sucrose va Glucose. Ngoai ra, chung CNN3 c6 hoat tinh urease.

Chung CNN4 st dung trong nghién ctu la chung gram am, c6 phan tng
duong tinh v&i oxidase, catalase, c6 kha ning 1én men trong diéu kién hiéu khi.
Chung nay phat trién t6t ¢ dai nhiét do tir 28°C dén 32°C véi pH phu hop ¢ muc
trung tinh (6-7,5). Chung CNN4 khong dong hoa tinh bot nhung c6 kha nang st
dung mot sb loai dudng Arabinose va Galactose. Ngoai ra ching CNN4 con ¢6 kha
nang sinh indol va tao H,S.

Tir cde ddc diém hinh thai, sinh Iy va sinh hoa két hop véi khda phan logi
Bergey cho thdy rang ching CNN2 c6 nhiéu diém twong dong véi loai
Methylobacterium sp., ching VNN3 c6 nhiéu diém twong dong véi loai Ensifer sp.,

chiing CNN4 ¢6 nhiéu diém trong dong véi loai Acinetobacter sp.
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Pé dinh danh cac dong vi khuan da phan 1ap thuoc loai nao, ngoai phuong
phap duya trén cac dic diém sinh ly, sinh hda can ap dung thém k§ thuat sinh hoc
phan tr dé nang cao tinh chinh x4c trong dinh danh loai cua cac chung CNN2,
CNN3 va CNN4.

- Két qud dinh danh céc vi sinh vdt bang phan tich gen 16S rRNA:

Céc chang phan lap CNN2, VNN3 va CNN4 duoc xac dinh bang phan tich gen
16S rRNA (Trinh tu gen cua cac chung CNN2, VNN3 va CNN4 duoc trich dan tai phu
luc 3). So sanh sy giéng nhau V& cac gen 16S rRNA cua cac chung CNN2, VNN3 va
CNN4 véi trinh tu cdng b trén GenBank dug. thé hién bang 3.6. Két qua nghién ctu
cho thay:

+ Ching CNN2: Chung CNN2 c6 d6 twong ddng rat cao (trén 99.7%) véi céac
loai thudc chi Methylobacterium va Methylorubrum, hai chi vi khuan duoc biét
dén véi kha ning st dung methanol va céc hop chat mot carbon (C1) 1am ngudn
nang lugng.

+ Chang VNN3: Ching VNN3 c¢6 d6 twong dong khoang 98% véi céac loai
thuoc chi Ensifer, dac biét Ia Ensifer adhaerens. Chi Ensifer (trudc day duoc goi
la Sinorhizobium) 1a nhdm vi khuan c6 kha ning cb dinh dam va thudng song cong
sinh vai cay ho dau.

Chung CNN4: Ching CNN4 c¢6 do twong dong rat cao (trén 99%) véi cac loai
thuoc chi Acinetobacter, dac biét la Acinetobacter pittii va Acinetobacter
calcoaceticus. Chi Acinetobacter 14 nhdm vi khuan Gram am, thuong duoc tim thay
trong moi truong dat va nudc, mot sé loai co kha niang gay bénh & nguoi.

T két qua thu duoc c6 thé két luan 3 chung phan Iap c6 diém tuong dong rat cao
voi cdc chung Methylobacter populi (CNN2), Ensifer adhaerens (VNN3) va
Acinetobacter pittii (CNN4). Cac thanh vién thudc cac chi Methylobacteria, Ensifer va
Acinetobacter da duoc ching minh la c6 kha nang phan huy CPF [86, 118, 127, 184].

Chung Acinetobacter sp. MemCl4 phan lap tir dit nong nghiép ¢ An Do da
cho thdy kha ning phan hay 98% CPF trong vong 144 gio u [141]. Ty 1& loai bo
CPF duoc tim thiy 1a 89,5% dén 91,1% bai vi khuan Hortaea sp. B15 trong vong 30
gio t [88]. Trong mat nghién ciu khac, 23% CPF c6 thé bi loai bo boi Enterobacter

68



sp. SWLC2 [97]. C6 bao céo cho ring M. populi YC-XJ1 s& hitu cac gen quan
trong ma hoa cac enzyme chiu trach nhiém phan huay cac hop chéat ngoai sinh khac
nhau, bao gdm ca CPF [118].

g1 | Methviorubrum populi [MZ314070]
100 lCNIN2Z
Methyviorubirum thiocvanaium [PP257027]

AMfethviobacterium hispanicum [INR 025632]
(] S— Methviobacterium gossipiicola [INR 108243 1]

Enterovirga rhinoceroifis [INR 149206]

83 —————————— Microvirga arsenatis [NR 175537]

Agrobacterium larrymoorei [KUS85896]
100 Shinella granuli [NR 115352]

65 | Ensifer sesbaniae [INR 133053]
100 || Ensifer adhaerens [KY660614]
77

VININ3

100 Psyvchrobacter alimentarius [NR 025798.1]
Moraxella bovis [PV088946.1]

100 —— Alkanindiges hvdrocarboniclasticus [INR 179618]
Y) ’— Acinetobacter antiviralis [NR 115739]

100 IACfnerobaﬂ‘erp:irn'f [CP0O33530.1]
100 CNN4

Bactllus subtilis [NR 118972.1]

0.05

Hinh 3.5. Cay phat sinh chiing loai cia cac ching dwgc lwa chon

Két qua dinh danh trén s& 1a nén tang dé xac dinh d6 an toan sinh hoc theo
huéng dan sé6 90/679/EWG ngay 26/11/1990 cia Cong dong Chau Au vé an toan
sinh hoc va 1a co s khoa hoc phuc vu cho nhitng nghién cau tiép theo nhim xay
dung quy trinh tao ché pham sinh hoc chita VSV phan giai CPF trong dat trong
nong nghigp.

+ D¢ an toan cua cac chung vi sinh vt

b6 an toan cua cdc chung VSV dugc thir nghiém trén dong vat (chuot
BALB/c). Két qua thir nghiém duoc md ta trong Bang 3.5.

Bang 3.5. Mirc d9 an toan sinh hec caa cac ching vi sinh vét

Ky S6 Lieu | Pwong| Thei | Séchudt | Thoi | Panh
TT| hiéu | chudt | tiém | tiém | giantheo | 6m hodc | gian chét | gia
miu | tiém | (ml) doi chét | chudt (h)
(ngay)
1 CNN2 | 5con 0,2 ™ 10 0 0 AT
5con 0,5 PX 10 0 0 AT
2 VNN3 | 5con 0,2 ™ 10 0 0 AT
5 con 0,5 PX 10 0 0 AT
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Ky S6 | Liéu |Pwong| Thoi | Sdochugt | Thoi | Panh
TT| hiéu | chudt | tiém | tiém | giantheo | 6m hodc | gianchét | gia
miu | tiém | (ml) doi chét | chudt (h)
(ngay)
3 CNN4 | 5con 0,2 ™ 10 1/5 16 KAT
5 con 0,5 PX 10 1/5 16 KAT
4 | Do 5con | 0,2 ™ 10 0 0 AT
chung
5con 0,5 PX 10 0 0 AT

Ky hiéu: TM: Tinh mach; PX: Phac xoang; AT: An toan; KAT: Khong an toan

Tur két qua dat duoc, co thé thiy trong sé 3 chung VSV thir nghiém, c6 2/3
chung duoc danh gia an toan, khong gay chét chudt nhat trang, gom ching cé ky
hiéu CNN2 va VNN3. Mot ching duoc danh gia khong an toan, gay chét 1/5 chudt
nhat trang 1a chung CNN4.

Déi chiéu voi danh muc céc loai vi sinh vat an toan cua Cong dong chau Au ciing
nhu danh muc cac lodi vi sinh vat bi han ché st dung cho thiy cac ching
Methylobacterium populi (c6 quan hé gan véi chimg CNN2) chung Ensifer adhaerens
(c6 quan hé gan v6i chung VNN3) khong ndm trong nhém vi sinh vat bi han ché sir
dung. Cung voi két qua phan loai theo cau tric 16S rDNA néu trén, dé tai luan an da
xac dinh duoc cac chung CNN2 va VNN3 ¢6 thé tng dung trong xtr Iy du lugng CPF
trong dat trong cay ndng nghiép va dé xuat tén goi ching CNN2 1a Methylobacterium
populi CNN2 va chung VNN3 & Ensifer sp. VNN3

+ Khd ndng phéan hity CPS trong méi trwong dich thé cia cac ching vi
sinh vdt:

Céc chang vi sinh vat M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 duoc chon loc dé
nghién ciu kha ning phan hay CPF bang cach nudi ciy cac chung trén méi truong
MSM bo sung 100 mg/L CPF. Nong do CPF & mau d6i chung (khéng ciy) va mau
cay cac chung M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 sau 24, 48 va 72h duoc thé hién
trén Hinh 3.6. K&t qua nghién ctu cho thay céc ching VSV nghién ctru déu cd kha
nang lam giam CPF trong moéi truong. Ensifer sp. VNN3 cho thay téc do phan hay
CPF cao hon M. populi CNN2. Sau 24 gio, nong dd CPF giam lan luot 12 41,1% va
34,2% & chang Ensifer sp. VNN3 va M. populi CNN2. Sau 72 gid, nong do CPF
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trong cac mau dugc cdy vi khuan Ensifer sp. VNN3, M. populi CNN2 lan luot 13 4,95
+ 0,02, 19,06 + 0,03 mg/L; trong khi ndng d6 CPF trong mau ddi ching 1a 94,34 +
0,98 mg/L. Mirc d6 giam nong do CPF cua chung Ensifer sp. VNN3 va M. populi
CNN2 sau 72 gio lan luot dat khoang 95,2% va 81,4%.

Két qua nghién ctiu cho thiy kha niang phan hiy CPF cia 2 ching dugc chon
trong nghién ctru nay cao hon so véi b4o céo trong cac nghién ctru trude day. Nam 2014,
nghién ciu caa Zhao va cong su cho thay kha niang phan huy CPF ciia chung vi khuan
Acinetobacter calcoaceticus D10 phan lap tir viing ré he la 60,2% sau 18 ngay. Trong
mot nghién ctu khéc, ching Methylobacteria populi YC-XJ1 phén lap tir dat sa mac co
kha nang phan huy CPF 27,3% sau 72 gio u [118]. Hon nira, Elshikh va cong su da dua
ra két qua chung Bacillus cereus CP6 va Klebsiella pneumoniae CP19 phan huy khoang
70% CPF & ndng d6 200 — 300 mg/L sau 10 ngay [72].

Nong d6 CPF trong dung dich theo thoi gian

120
Thai gian
[ Oh
mmm 24h
100+ mm 48h

mm 72h

80

60

Nong dé CPF (mg/L)

40 +

20

boi ching M. populi CNN2 Ensifer sp. VNN3
Mau

Hinh 3.6. Sw thay d6i nong dé CPF theo thai gian khac nhau khi c6 mit chiing
Ensifer sp. VNN3 va M. populi CNN2
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Pé phuc vu cho nghién ciu tao ché pham VSV xt Iy CPF trong dat trong
cdy, nghién ctru da tién hanh danh gia kha nang phan hiy CPF trong dat & diéu kién
in vitro caa chung M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 theo phuong phap u véi
dat trong trot c6 bo sung CPF.

Sy thay ddi ndng d6 CPF trong cac mau dat c6 nhiém chang vi khuan M. populi

CNN2 va Ensifer sp. VNN3 sau 3, 7 va 10 ngay u duoc thé hién trén Hinh 3.7.

Nong dé CPF trong dat theo thai gian
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Hinh 3.7. Nong dd CPF trong miu dat
sau khi cay chiing M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3

Do thi hinh 3.7. cho thiy nong d6 CPF giam dan sau 3 ngay u va giam manh
sau 10 ngay 1, s6 liéu trinh bay trong d6 thi 3.7. ciing cho thay khi c6 mat chang
Ensifer sp. VNN3 nong d6 CPF giam manh hon khi so v&i miu dat c6 bo sung
chung M. populi CNNZ2.

Sau 7 ngay, nong d6 CPF giam tir 500 mg/kg xudng con 225 + 1,73 va 349 +
0,59 mg/kg khi bé sung ching Ensifer sp. VNN3 va M. populi CNN2, trong khi ¢
mau ddi chiang, CPF chi giam dugc 62 + 2,65 mg/kg. Sau 10 ngay, nong d6 CPF
giam lan luot 13 77,6 va 60,6% (twong (ng 112 + 1,73 va 197 + 2,08 mg/kg) khi b

72



sung chang Ensifer sp. VNN3 va M. populi CNN2. Két qua caa nghién ciu hién tai
vuot troi hon so vai két qua cua Li et al. (2020), cu thé nong d6 CPF ban dau chi
giam 27,3% sau 3 ngay do chung M. populi YC-XJ1 phan lap tir dat sa mac. Trong
mot nghién ciu khac, cdc chung Achromobacter xylosoxidans (JCp4) va
Ochrobactrum sp. (FCpl) duoc phan lap tir dat bi nhidm thuéc BVTV c6 thé lam
giam nong d6 CPF lan luot 12 40% va 60% sau 7 va 10 ngay u (ndng do CPF ban
dau 1a 200 mg/kg) [118]. Két qua cho thiy rang chung Ensifer sp. VNN3 va M.
populi CNN2 c6 tiém ning xtr Iy sinh hoc CPF cao hon hoic tuwong duong so véi
mét s6 chung thudc cac nghién ctru trude day trong dat ndng nghiép c6 nhiém CPF,
gop phan loai bo du luong CPF trong ndng nghiép va huéng téi mot nén ndng
nghiép bén viing.

+ M&i quan hé cua giira chung M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3

Véi muc tiéu tao ra mot ché pham sinh hoc than thién véi méi truong va co
kha ning phan hity du lugng CPF trong dat trong ndng nghiép, dé tai da tién hanh
nghién ctu mdi quan hé cua chung M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 VNNS3,
néu ching c6 kha ning cing ton tai trong ché pham thi s& khai thac duoc tbi da hoat
tinh ctia chling khi ing dung ngoai thuc tién.

Bang 3.6. Méi quan hé giira chiing M. populi CNN2 va Ensifer sp VNN3

A. B. M. populi | Ensifer sp.
Ching VSV

A. chroococcum

B. polymyxa
M. populi CNN2
Ensifer sp. VNN3

(+): khéng wc ché (-): rc ché

Trong thi nghiém danh gia nay chung M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3
duogc cay ria trén cing mot dia petri chira moi trudng LB agar nham tao nhimg diém
tiép xUc gitra cac duong ciy, néu & nhiing diém tiép xic xuat hién ving vé khuan
chang to 2 chung d6 ddi khang 13n nhau va nguoc lai. Nghién ctu ciing sir dung

chang vi sinh vat c6 ich trong néng nghiép nhu chiing vi sinh vat ¢6 dinh dam tu do
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Azotobacter chroococcum va ching vi sinh vat c6 kha niang phan giai hop chat
photphat khé tan nhu Bacillus polymyxa. Két qua nghién ciru (Bang 3.6) cho thay
chang M. populi CNN2 va chang Ensifer sp. VNN3 ¢6 thé sinh trudng va phat trién
cung trén moéi truong LB cung vai chung Azotobacter chroococcum va chung
Bacillus polymyxa, va ching khong &c ché 1an nhau khi nudi ciy trén méi trudng
LB. Két qua cho thay M. populi CNN2 va chung Ensifer sp. VNN3 du diéu kién
cho lra chon phét trién ché pham.

Trén thyc té, nhiéu nghién ctru da ching minh hai chung vi khuan M. populi
va Ensifer sp. ngoai kha ning phan giai CPF con c¢6 mot s6 cac hoat tinh sinh hoc
c¢6 ich khac, co thé dua vao mg dung trong xur 1y va lam sach mdi truong bi 6
nhiém cac chét hitu co va nang cao ning suat ciy trong. Cu thé, trong nghién ctu
ciia Tran Thi Giang va cs (2014) vé nhan dién vi khuan ving ré kich thich sinh
truong thuc vat di phat hién ra 5 dong c6 kha ning cb dinh dam va phan giai lan
cao (0,8-2,21mg/l NH,", 27,8-50,6 mg/l P,Os), trong d6 c6 dong NPDS855 tuwong
dong v6i E. adharens M27 [35]. Nghién ctru ciia M. Antonio Rogel (2001) cho
thay, Ensifer adhaerens 1a mot loai vi khuan dat bam vao céc vi khuan khéac va co
thé gay ra hién tugng phan hily cac vi khuan nay. Dya trén trinh tu gen rRNA, E.
adhaerens c6 quan hé ho hang véi Sinorhizobium spp. E. adhaerens ATCC 33499
khong tao ndt san trén Phaseolus vulgaris (dau) hoic Leucaena leucocephala,
nhung vdi cac plasmid cdng sinh tir Rhizobium tropici CFN299, né da tao thanh cac
ndt san cb dinh nito trén ca hai cdy chu. E. adhaerens dugc xac dinh 1a c6 mit trong
céc nbt san sau khi phan 1ap va nudi cay trén méi truong chon loc [122]. Trong
nghién ctru ctia minh, Valeria Ventorino (2014) ciing khang dinh viéc st dung vi
sinh vat dé déy nhanh qué trinh giai doc ty nhién cia cac chat doc hai trong dat 1a
mot phuong phéap than thién véi méi trudng va chi phi thap so voi phuong phap dét
chay va xur 1y hoa hoc doc hai. Muoi bén ching c6 kha nang phat trién trén moi
truong chon loc t6i thiéu voi hdén hop phirc tap cua cac 16p hop
chat xenobiotics khac nhau 1am ngudn cacbon duy nhat di dugc phan lap tir dat ciia
khu vuc cong nghi¢p ci ACNA (Aziende Chimiche Nazionali Associate)

& Cengio (Savona, Y). Trong d6, chung tiém niang nhit 1a Methylobacterium
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populi VP2 di duoc x4c dinh bang phuong phap dua trén dic diém kiéu hinh, sinh
hoa va phan tir. Ching nay ciing thé hién hoat tinh thuc day sinh truong thuc vat
nhu: c6 kha ning san xuét axit indole-3-acetic (IAA) va siderophores, hoa
tan phosphate va tao ra mang sinh hoc. Py 1a bao cdo dau tién vé su xuat hién dong
thoi kha nang phan huy Polycyclic Aromatic Hydrocarbon
(PAH) boi Methylobacterium populi va nhiéu hoat tinh thuc ddy sinh trudng thuc
vat cia no. Do d6, chung ban dia nay da dugc lua chon cho viéc phan huy sinh hoc
cac hop chat hitu co xenobiotics dé khic phuc dat bj 6 nhiém mot minh hozc lién
két véi thuc vat [175]

Co ché cua viéc phan hay cic hop chat hitu co phuc tap cua
Methylobacterium populi da duoc chi ra ¢ nghién ctru cua Li va cs (2020). Vi
khuan Methylobacterium populi YC-XJ1 dugc phéan lap tir dat sa mac thé hién kha
ning phan hiy da dang ddi véi thube diét co este oxyphenoxypropionic thom
(AOPP), este phthalate (PAE), chat chéng chdy hitu co phospho
(OPFR), Chlorpyrifos va phoxim. Bo gen cua YC-XJ1 da dugc giai trinh tur va phan
tich mot cach c6 hé thong. YC-XJ1 c6 nhiéu con duong phan hiy hop chit ngoai
sinh va ngudn hydrolase. Gen qpeh2 phan hay quizalofop-p-ethyl (QPE) va gen
dephl phan hiy diethyl phthalate (DEP) da duoc nhan ban va thir nghiém. Cac dic
tinh ciia hydrolase twong tng ciing da duoc dé cap trong nghién ciru. Diéu nay da
1am sang t6 mot cach c6 hé thdng su da dang trao ddi chat ciia chung YC-XJ1 thong
qua sy két hop giita phan tich bo gen va c4c thi nghiém trong phong. Nhimng két qua
nay cho thiy chung YC-XJ1 véi kha ning phan huy sinh hoc xenobiotics da dang 1a
mot ing vién déy htra hen cho viéc xtr 1y sinh hoc cac dia diém bi 6 nhiém [118]

Can clr vao nhitng nghién ctru da 1iét ké & trén, luan an cling da tién hanh
khao sat thém hoat tinh sinh hoc ¢6 ich ctua 2 ching dugc lua chon, cu thé 1a kha
nang phan giai hop chat phosphat kho tan ciia cac ching Iya chon. Két qua kiém tra

nghién ctru duogc trinh bay trong bang 3.7.
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Bang 3.7. Kha niang phan giii phosphat khé tan cua ching M. populi CNN2 va

Ensifer sp. VNN3
% giam CPF trong méi trwong nudi | Puwong kinh vong phan
Chung VK ,
cay co chira 100 mg CPF/L dich giai Caz(PO,), (D-d) mm
M. populi CNN2 79,6 22
Ensifer sp. VNN3 88,2 18

Két qua kiém tra hoat tinh sinh hoc con cho thiy ngoai kha ning phén giai
CPF, M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 con c6 hoat tinh phan giai hop chat
phosphat kho tan, dudng kinh vong phan giai D-d cia chung lan luot 1a 22 va
18mm. Két qua thu dugc cho thiy cac ching vi sinh vt st dung trong nghién ciru
déu co tinh chat da hoat tinh sinh hoc, phu hop véi nhitng nghién ciru trude day.
Trong nghién curu cua Zhang va cdng sy, mot chung Pseudomonas sp. dugc phan
lap tir dat nong nghiép 6 nhiém thuéc BVTV di cho thiy hoat tinh phosphatase
manh véi duong kinh vong phan giai (D-d) khoang 20 mm [182]. Nghién ctru cta
Singh & Walker (2006) ciing cho thay nhiéu ching vi sinh khong chi phan giai CPF
ma con kich hoat cic enzyme nhu phosphatase, voi vong phin giai thudng nam
trong khoang tir 15 mm dén 25 mm [162]. Két qua nghién ctru cho thiy ring cac vi
sinh vat c6 kha ning chuyén hoa cac hop chit phosphat khong tan, hd tro viéc cai
thién san dinh dudng trong dét; tinh chat nay c6 y nghia 1am ting thém hiéu qua khi
g dung trong thuc té.

3.3. Nghién ctru cong nghé san xuit ché pham vi sinh vat xir Iy du lwong
thudc bao vé thue vét goc LAn hiru co trong dit trong ché.

Trong cong nghé san xuat ché pham vi sinh vat, qua trinh nhan sinh khéi vi
sinh vét dong vai tro quan trong quyét dinh dén chat luong san pham. Pap img muc
tiéu xay dyng qui trinh cong nghé san xuat ché pham vi sinh vat, dé tai luan an da
tién hanh nghién ciru mot sb diéu kién thich hop cho qua trinh nhan sinh khéi cac
chung vi sinh vét nhu: pH, nhiét 46, méi truong, luong khong khi cap, thoi gian thu
sinh khoi... tir 46 dua ra cac thong sé ki thuat phii hop cho qué trinh nhan sinh khoi

cac chung vi sinh vat.
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3.3.1. Anh hwéng ciia nhiét dp

Nhiét d6 13 yéu td quyét dinh dén hiéu suat sinh truéng ctia vi sinh vat trong
hé théng 1én men. Ty vao ching vi sinh va muc dich ung dung, viéc kiém soat
nhiét 46 can duoc t6i vu dé can bang gitta toc do sinh trudng, 6n dinh qua trinh 1én
men va chat luong san pham.

Pé xac dinh nhiét d6 thich hop cho qua trinh nhan sinh khéi cac ching vi
khudn sir dung trong nghién ctru, dé tai di tién hanh I1én men sinh khdi trong hé
théng 1én men tu dong Han Québc (Bo mén Sinh hoc méi trudng - Vién Moi trudng
Nong nghiép), ¢6 cung cac diéu kién:

+ Mbi truong nudi cdy: Moi truong dich thé LB.

+ pH: Trung tinh.

+ Luu luong cép khi: 0,7 dm® khong khi/lit méi trudng/phut.

+ Thoi gian 1én men: 72 gio.

Nhiét d trong qua trinh 1én men sinh khéi dugc diéu chinh & cac muc khac
nhau (tir 20°C + 45°C). Két qua kiém tra mat do té bao sau 72 gio nudi cdy dugc thé
hién trong hinh 3.8

Puong cong sinh tredng clia cac ching vi sinh vat

8,79
7,62
6,6 8,36 dan 8,49 6,5
7,56
555 eel 4,37
'

T°=20°C T°=25°C T°=30°C T°=35°C T°=40°C T°=45°C

Log ;o CFU/ml
D (o)} [0)e] 5

N

B CNN2 mVNN3

Hinh 3.8. Anh hwéng ciia nhiét do dén sinh truéng ciia VSV

Bang sd liéu hinh 3.8 cho thdy nhiét d6 20°C khong thich hop cho sinh
truong cua chiung M. populi CNN2 va chang Ensifer sp. VNN3, & diéu kién
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nhiét d6 ndy mat do té bao VK chi dat 10°+10° CFU/ml. Két qua nghién ctru
cho thiy chung M. populi CNN2 va ching Ensifer sp. VNN3 sinh truéng tot va
dat mat d6 cao nhit khi nudi cAy & diéu kién nhiét d6 25-30 °C, & nhiét d6 diéu
kién 30°C chung M. populi CNN2 dat mat do 3,1X108 CFU/ml, chung Ensifer
sp. VNN3 dat mat do 6,2.10° CFU/ml; & diéu kién 35-45°C chung M. populi
CNN2 va chung Ensifer sp. VNN3 khong phu hop vdi qua trinh 1én men nhén
sinh khdi cac ching vi khuin nghién ctu, sau 72 gio mat d6 té bao xu hudng
giam dan.

Két qua cho thdy ca hai chung vi khuan Methylobacterium populi CNN2
va Ensifer sp. VNN3 déu dat mat do té bao cao nhit & 30°C, twong tng la
3,1x10° CFU/mL va 6,2x10® CFU/mL. Pay la ngudng nhiét do tdi wu gitp can
bang gitta tdc do phan chia té bao va tinh 6n dinh cia qué trinh trao dbi chat noi
bao. O cac mirc nhiét cao hon (35°C—-45°C), mat do té bao déu suy gidm 10 rét,
cho théy hién tugng uc ché nhiét 46 d6i voi hé enzyme va cau tric protein cua ca
hai chung.

Diéu nay phu hop véi dic tinh sinh hoc ciia vi khuan wa am (mesophilic
bacteria), von c6 khoang nhiét do sinh truéng tdi wu tir 25°C dén 35°C. Cac nghién
ctru trude day ciing ghi nhan M. populi phat trién t6t trong méi trudng nhiét do tir
28°C dén 32°C, vuot qua 35°C thi hoat tinh phan giai hop chat hitu co bat dau suy
giam manh do mat can bing ndi moi (homeostasis) trong té bao vi khuan.

Tuong tu, v&i Ensifer sp., két qua cling twong dong voi cong bd cia Zhao et
al. (2020), khi chung nay dugc phan 1ap tir dat nong nghiép va cho thiy kha ning
ting truong tdi vu tai 30°C trong mdi trudng gidu dinh dudng. Khi vuot qua
ngudng 35°C, kha ning tao biofilm ciling giam di déng ké, cho thay co ché kiém
soat nhi¢t d§ anh huong tryuc tiép dén hé gen diéu hoa stress nhiét.

Mot diém can chu ¥ 1a mat do sinh khoi ctua Ensifer sp. VNN3 ludn cao hon
M. populi CNN2 & cung diéu kién, cho thdy tiém ning ung dung cua Ensifer sp.
vuot trdi hon trong cac hé théng 1én men hiéu khi nhiét do trung binh, dac biét trong
xtt Iy du lwong hop chit organophosphates (nhu Chlorpyrifos ethyl).

Tir két qua nghién ctru trén ciia Dé tai cho thdy:
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- Chung M. populi CNN2 Ién men nhan sinh khéi thich hop & dai nhiét do tir
25+30°C.
- Chung Ensifer sp. VNN3 I&n men nhan sinh khéi thich hop & nhiét d6 30°C.
3.3.2. Anh hwéng ciia pH
pH 13 mét trong nhirng yéu t6 quan trong anh hudng dén sy sinh trudng cua
vi sinh vt trong qué trinh nhan sinh khéi. Trong nghién ctru nay, Dé tai di s dung
két qua danh gia anh hudng cta nhiét 46 dén sinh trudng va phat trién cua 2 ching
vi khuan st dung trong nghién ciru va lya chon nhiét do 1én men sinh khdi phu hop
v6i ca 2 ching 1a 30°C. Két qua duoc trinh bay & hinh 3.9
+ Moi truong nudi cay: Méi truong dich thé LB.
+ Nhiét do trong qua trinh 1én men nhan sinh khéi: 30°C.
+ Luu luong cip khi: 0,7 dm® khong khi/lit méi truong/phut.
+ Thoti gian 1én men: 72 gio.

+ pH: duoc diéu chinh pH ban dau = 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0.

S liéu hinh 3.9 cho thiy diéu kién pH ban dau tir 5,0+6,0 khong phu hop vai
sinh truong cda cac chung vi sinh vat st dung trong nghién ctru, mat do té bao <10°
CFU/ml. Ching sinh trudng tdt va dat mat do cao nhat khi nudi céy & diéu kién
pH=6,5; mat do té bao dat 3,4.10% CFU/ml. Khi duoc 1én men sinh khéi trong didu
kién pH ban dau =7,0 ching Ensifer sp. VNN3 dat mat do cao nhat 5,6.10° CFU/ml.
S liéu trong bang 3.12 ciing cho thdy pH ban diu ctia mdi truong 1én men sinh
khéi >7,0 khong pht hop voi M. populi CNN2, ¢ diéu kién pH= 7,0 nay sau 72 gio
nudi cdy M. populi CNN2 dat mat d6 té bao 3,4.10° CFU/ml va giam hon khi nudi
cdy & pH= 7,5; 8,0. Bdi voi chung Ensifer sp. VNN3 dat mat do té bao giam xudng
3,2.10" CFU/mI khi nudi ciy & pH= 7,5 sau 72 gio.
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Puong cong sinh truwdng ctia cac ching vi sinh vat
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Hinh 3.9. Anh hwéng ciia pH dén sinh truéng ciia vi sinh vat

Biéu d6 hinh 3.9 cho thiy c hai ching vi khuan déu chiu anh hudng manh
ciia pH mdi trudng, voi cac mirc sinh trudng rat khac nhau theo timg khoang pH.
Tuy nhién, mdi ching c6 mot khoang pH tbi wu riéng biét:

- M. populi CNN2 dat mat d6 cao nhéat & pH 6,5 (log10 ~ 8,53), cho thay day
1a mirc pH tdi wu gifip cAn bang hé enzyme ndi bao va mang té bao. Ching nay
nhay cam v6i moi truong acid va van duy tri sinh truéng 6n dinh & pH kiém nhe
(7,5-8,0).

- Ensifer sp. VNN3 thé hién sy va thich pH trung tinh va hoi kiém, dat mat
d6 tdi da & pH 7,0 (log10 ~ 8,75). Ching nay c6 bién d6 thich nghi rong hon, thich
hop cho cac mdi trudng dat trung tinh dén kiém nhe.

- So sanh véi nghién ctru trude, két qua hoan toan phu hop véi dic tinh sinh
hoc ciia hai chung vi khuan. Cac cong bd khac ciing cho thdy pH anh huéng manh
dén hoat tinh enzyme va hé sinh hoc vi khuan trong qua trinh xtr Iy méi trudng. Céc
két qua nay phu hop véi két luan trong nghién ciru cia Hwang va c¢s nam 2009, khi
pH 4nh hudng truc tiép dén tdc do tong hop protein va hoat tinh enzyme ciia vi
khuan trong qua trinh xtr 1y chat 6 nhiém [93].

Tir két qua nghién ctru trén cho thay:

- Chung M. populi CNN2 thich hop & pH moi trudng 1én men sinh khéi ban
dau = 6,5.
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- Chiing Ensifer sp. VNN3 thich hop & pH méi truong 1én men sinh khéi ban
dau=7,0.

3.3.3. Méi trwong nhan sinh khoi va thoi gian nudi cdy

Pé lua chon dugc méi trudong nhan sinh khdi cac chuing vi sinh vat st dung
trong nghién ctru san xuat ché pham, Pé tai di ké thira két qua nghién ciru vé moi
truong dinh dudng do Vién Khoa hoc Ky thuat Nong nghiép Viét Nam va Vién Moi
treong Nong nghiép thuc hién trong giai doan 2000-2020 [7, 14, 15].

Céac moi truong st dung trong nghién ctru 1a méi trudong dinh dudng da dugc
t6i wru hoa cc thanh phan dinh dudng d6i véi sinh truong va phat trién tuong tng
clia cac ching st dung trong nghién ctru nay; v4i thanh phan ché tao moi trudong 1a
nhirng nguyén li¢u, hoa chit ré tién va sdn c6 tai Viét Nam. Vi sinh vat duoc nhan
sinh khéi cap 1 trén mdi truong giau dinh dudng LB, sau khi kiém tra mat do va do
thuan khiét tiép tuc nhan sinh khoi trén méi truong san xuat SX1, SX2, SX3 véi ty
16 5% gidng cap 1. Cac thong s6 k¥ thuat st dung trong qué trinh nhan sinh khdi:

+ Mdi truong nudi cay: Mai truong dich thé SX1; SX2; SX3.

+ Ty 1 gidng cap 1: 5% (gidng cap 1 dugc nhan sinh khéi, trong méi truong
dich thé Gause, trén may lac dan véi te do lac 150 vong/phut, dich 1én men sau 48
gir duge kiém tra dd dam bao mat do té bao >108CFU/mI).

+ Nhiét d trong qua trinh nhan sinh khéi ching M. populi CNN2 va chiing
Ensifer sp. VNN3: 30°C

+ pH mdi truong ban dau cho ching M. populi CNN2: 6,5.

+ pH moi truong ban dau cho chung Ensifer sp.VNN3: 7,0.

+ Thoi gian 1én men nhan sinh khoi: 96 gio.

+ Luong khong khi cdp: 0,70 dm® khong khi/lit méi trudng/phut.

Trong qué trinh 1én men sinh khi, dé tai tién hanh lay mau va kiém tra mat
do6 té bao theo thoi gian. Két qua lya chon moi truong nhan sinh khéi va thoi gian

nudi ciy cac chiing vi sinh vat duoc tong hop trong bang 3.8.
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Bang 3.8. Kha nang sinh truwéng cia vi sinh vat trén cac méi truong

Su sinh trwéng va phit trién cia chiing (CFU/m)

Chiing VK 0 gio Sau 24 gio Sau 48 gio Sau 72 gio Sau 96 gio
Moi treong SX1
M. populi CNN2 | 53(+1,6) x10* | 3,7(x1,4) x10° | 2,4(+1,6) x10® | 5.4(z1,5) x10° | 55(+1,9) x10°

Ensifer sp. VNN3

3,3(+1,4) x10*

5,5(+1,7) x10’

5,2(+1,2) x10°

4,3(1,0) x10°

4,7(+1,6) x10°

MGoi trwong SX2

M. populi CNN2

3,6(1,2) x10*

5,7(+1,7) x10°

5,8(+1,3) x10°

6,2(+1,4) x10°

6,4(+1,8) x10°

Ensifer sp. VNN3

3,5(+1,8) x10*

3,8(+1,9) x10°

6,5(+1,6) x10’

5,3(+1,1) x10’

6,8(1,7) x10°

MGoi trwong SX3

M. populi CNN2

3,8(1,0) x10*

3,5(1,7) x10°

4,4(+1,5) x10°

6,5(+1,9) x10’

2,2(+1,3) x10°

Ensifer sp. VNN3

4,6(+1,9) x10*

4,2(+1,2) x10°

5,1(1,4) x10’

7,4(x1,5) x10’

6,1(+1,6) x10°

S liéu trong bang 3.8 cho thay mat do té bao cac chung vi sinh vat sir dung
trong nghién ctru phu thudc vao méi truong nudi cdy va thoi gian nhan sinh khoi.
Két qua nghién ciru cho thiy ca 2 chimg M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 déu
6 kha nang sinh trudng tot trén moi truong SX1, tai thoi diém sau 72 gid mat do té
bao chung M. populi CNN2 dat 5,4.10° CFU/mI; sau 48 gio 1én men sinh khéi
ching Ensifer sp. VNN3 dat mat do 5,2.10° CFU/ml. Khi dugc nudi ciy trén moi
truong dich thé SX2 ca 2 ching M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 déu dat mat
d6 té bao >6.10° CFU/ml sau 72 gid; trén mdi truong SX3 ca 2 chung vi sinh vat dat
mat do té bao >2.108 CFU/ml sau 96 gior nudi cdy.

Ttr s6 liéu nghién ctru bang 3.8 cho thiy dé thu sinh khoi cao nhat véi thoi
gian ngin nhat thi doi v6i chung M. populi CNN2 c¢6 thé sir dung méi trudng san
xudt SX1, SX2 va thu sinh khdi sau 72 gio; chung Ensifer sp. VNN3 c6 thé sinh
truong t6t trén moi truong san xuat SX1 va thoi gian thu sinh khéi 1a 48 gio.

3.3.4. Ty I¢ giong cip 1

Véi myc tiéu ting sinh khéi cac chung vi sinh vat, ngoai cac yéu té vé moi
truong dinh dudng, diéu kién nudi cdy thi luong giéng cip 1 bd sung vao qua trinh
I&én men nhan sinh khéi hét stic quan trong, né quyét dinh chat luong va chi phi san
xuat. Viéc nghién ctru dua ra mot ty 1¢ gidng cap 1 thich hop trong qua trinh 1én

men la rat can thiét. Giong cap 1 dugc san xuat trén moi truong chuin (modi truong
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LB), sau d6 dugc cdy vao méi truong 1én men sinh khdi san xuat phi hop véi timg
chung vi sinh vit theo ty 1& khac nhau. Thong s6 k¥ thuat st dung trong nghién ctru:

+ Moi truong nudi ciy: Mai truong dich thé SX1.

+ Nhiét do trong qua trinh nhan sinh khéi chung M. populi CNN2 va ching
Ensifer sp. VNN3: 30°C.

+ pH moéi truong ban dau cho chung M. populi CNN2: 6,5.

+ pH méi truong ban dau cho chung Ensifer sp. VNN3: 7,0.

+ Thoi gian 1én men: 72 gid véi chung M. populi CNN2, 48 gio vdi chung
Ensifer sp. VNN3.

+ Ty 1¢ gibng cap 1: B6 sung & cac mirc khac nhau tir 0,5+5%. Gidng cép 1
dugc nhan trén moi trudong chuan LB, duoc kiém tra d6 thuan khiét va phai dat mat
d6 té bao >10° CFU/mI. Két qua nghién ctru duge trinh bay trong bang 3.9.

Bang sb liéu 3.9 cho thiy khi luong gibng cip 1 cung cdp vao trong qua
trinh nhan sinh khoi tir 0,5 - 2 % thi kha nang sinh truong va phat trién cta ca 2
ching vi sinh vat trong nghién ctru dat mat do thap, khi lugng giéng cip 1 dua
vao 3% tré 1én thi mat do té bao >10® CFU/ml va khong c6 su chénh l¢ch gitra
cac nong 4o 3%:; 4% va 5%. Vai ty 1¢ giéng cap 1 bo sung ban dau 1a 3%, mat do
té bao ching M. populi CNN2 dat 4,56x10° va khi bd sung luong gidéng cip 1
ting 1én 5% van khong co su sai khac dang ké vé mat do té bao dat duoc. Két
qua kiém tra mat do té bao chung Ensifer sp. VNN3 ciing cho két qua twong tu:
khi bd sung lwong gidng cap 1 vai ty 16 3% mat d6 té bao dat 5,40 x10® CFU/m,
khong sai khac so voi cong thic bd sung 5% gidng cdp 1 (mat do té bao dat
5,50x10% CFU/ml). Két qua nghién ctru nay cho thiy dé tiét kiém chi phi san
xudt thi luong gidng cip 1 duge bd sung vao 3% thich hgp nhat cho qua trinh 1én
men sinh khéi cac chung st dung trong nghién ciru.

Bang 3.9. Anh hwéng ciia ty 1¢ giong dén qua trinh 1én men sinh khoi

Ty 1é giong bo Sw sinh truéng va phat trién ciia chiing (CFU/mI)
sung ban dau (%) M. populi CNN2 Ensifer sp. VNN3
0,5 6,32(+1.7) x10’ 6,57(+1.5) x10’
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Ty 1é gidng bod
sung ban dau (%)

Su sinh trudng va phat trién cia chiing (CFU/mI)

M. populi CNN2

Ensifer sp. VNN3

1 8,18(+1.3) x10’ 8,22(+1.9) x10’
2 8,54(+1.0) x10’ 8,36(+1.7) x10’
3 4,56(+1.8) x10° 5,40(+1.3) x10°
4 4,60(+1.1) x10° 5,46(+1.0) x10°
5 5,06(+1.2) x10° 5,50(+1.4) x10°

3.3.5. Anh hwéng ciia liéu lwong cdp khi

Luong khi cip trong qua trinh nhan sinh khéi cac chung vi sinh vat duoc
diéu chinh & cac muc: 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 (dm3 khong khi/lit mo1 truong/phut).
Anh hudng cua liéu luong cip khi duoc thé hién tai bang 3.10.

Bang 3.10. Anh hwéng ciia lidu lwong cap khi téi sinh truwéng ciia VSV

Lwong khi cap Sw sinh trudng va phat trién ciia chiing (CFU/mI)
(dm? khong khi/lit moi

treong/phit) M. populi CNN2 Ensifer sp. VNN3
0,5 4,35(+1,3) x10° 5,22(+1,3) x10°
0,6 3,32(x1,7) x10’ 4,54(+1,2) x10’
0,7 6,59(+1,4) x10° 7,03(+1,0) x10°
0,8 5,78(+1,9) x10° 5,92(+1,5) x10°
0,9 5,11(+1,5) x10° 5,09(+1,1) x10°

Két qua tai bang 3.10 cho thay, véi liéu luong khi cdp tir 0,5 - 0,6 dm* khong
khi/lit méi truong/phut thi mat do cac ching vi sinh vat déu thip hon 108 CFU/m;
khi lugng khi cép tang 1én tir 0,7 — 0,9 dm® khong khi/lit méi truong/phit thi mat do
cac chung da dat trén 10® CFU/ml va mat do cac chung dat gia tri cao nhét & lieu
lwong khi cép 14 0,7 dm® khong khi/lit méi truong/phit, trén co sé d6 nhom nghién
Iya chon gié tri liéu luong cdp khi 12 0,7 dm® khong khi/lit méi trudng/phit cho céc
nghién ctru tiép theo.

3.3.6. Théng sé ky thudt siv dung trong lén men nhan sinh khoi chiing

Trong nghién clru ciia Zhao et al. (2014), Acinetobacter calcoaceticus cho

thay su phat trién tot nhat & 30°C va pH 7,5 trong moi trudng chira glucose va chiét
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xuat ndm men, ciing hd tro tinh hiéu qua cta diéu kién nhiét do 4m vira phai va moi
truong hoi axit dén trung tinh cho cic chung vi khuan phan huy CPF [184].

Vi du, Singh et al. (2004) quan sat thdy su phat trién ti wu cua ching
Enterobacter B-14 ¢ 30°C va pH 7 trong moéi truong LB, véi kha nang phan hiy
CPF dat dinh trong vong 7 ngay. Tuong tu, Farhan et al. (2021) da t6i vu hoa viéc
san xuat sinh khéi cua cac ching phan hity CPF cua ho bang cach st dung méi
trrong nutrient broth & nhiét @6 28-32°C va ghi nhan hoat dong phan huy duoc
tang cuong ¢ pH gan trung tinh [161].

Trong nghién clru ndy, cic diéu kién t6i wu dé san xuat sinh khdi cia
Methylobacterium populi CNN2 va Ensifer adhaerens VNN3 dugc xac dinh la:

- Nhiét do: 30°C, pH: 6,5-7,0, Méi truong: SX1, Ty 1€ giéng cép 1: 3%,

- Toc do thong khi: 0,7 dm? khong khi/lit/phut.

- Nhitng phét hién nay phu hop voi nhiéu nghién ciru trude d6 vé cac vi sinh
vat phan huy CPF.

Tir két qua nghién ctru mot sé yéu t6 anh hudng dén sinh trudng cia vi sinh
vat str dung trong nghién ctru, dé tai da tong hop cac diéu kién phu hop cho qua
trinh nhéan sinh khéi cac chung vi sinh vat s dung trong san xuat ché pham, két qua
dugc trinh bay trong bang 3.11.

Bang 3.11: Thong s6 ky thuat phu hop cho nhan sinh khoi cac chiing VSV

. Ching vi sinh vat
Thong so ky thuat - -
M. populi CNN2 | Ensifer sp. VNN3

pH moi truong 1én men 6,5 7,0

Nhiét 6 1én men sinh khéi (°C) 30 30

Thoi gian 1én men sinh khdi (gid) 72 48

Ty 1& giong cap 1 (%) 3 3

MBoi trudng 1én men sinh khoi SX1 SX1

Luu luong cdp khi (dm® khong

khi/dm® méi trudng/phit) 0.7 0.7

Trén co so cac két qua dat duoc, dé tai da tién hanh 1én men sinh khdi céac
chang M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 theo cac thong sd k¥ thuat trong bang
3.11.
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3.3.7. Khd ndng ton tai ciia cdc chiing vi sinh vit trong ché phim

Trén co s ké thira cac két qua dd nghién ciru thanh cong vé coéng nghé san
xudt ché pham vi sinh vat ciia Vién Méi trudng ndng nghiép, Vién Khoa hoc Nong
nghiép Viét Nam, nghién ctru di tién hanh san xuét ché phdm VSV xir Iy CPF theo
phuong phap chat mang sir dung trong qui trinh san xuat nay la dudng khan Dextro.

+ Nhan gidng cap 1 va Ién men nhan sinh khéi cac chung M. populi CNN2 va
Ensifer sp. VNN3 véi cac thong sb ki thuat theo bang tong hop két qua 3.11. Sinh
khéi cac chung VSV (sau 1én men phai dugc kiém tra chat luong, dam bao do thuan
khiét va mat do t& bao >10® CFU/ml) duoc li tAm téc do 6000v/p trong 30 phut.

Phéi tron sinh khdi vi sinh vat sau li tim véi chat mang Dextro trén thiét bi
tron thung quay vai ty 18 1 sinh khdi VSV/100 Dextro, san pham tao ra can dat do
déng nhét, do 4m san phém sau tron dat 12%.

Két qua nghién ctiru kha ning ton tai ciia cac chung vi sinh vat trong san
pham duoc trinh bay trong bang 3.12:

Bang 3.12: Mat d¢ chiang M. populi CNN2
va Ensifer sp. VNN3 trong ché pham

Mat dd té bao VSV (CFU/g)
Ching XK 0gio Saul Sau 3 Sau 6 Sau 9 Sau 12
thang thang thang thang thang
M. populi CNN2 | 7,2x10° |5,9x10° | 7,5x10® |6,5x10° |5,2x10° | 24x10’
Ensifer sp. VNN3 | 8,4x10° |5,1x10° |6,3x10® |7,2x10® |5,6x10° |9,0x10’

Trong nghién ciru, dé& tai phan biét 2 chung M. populi CNN2 va ching
Ensifer sp. VNN3 khi nudi cdy trén méi truong thach dia dwa vao su khéc biét cua
khuan lac khi ching phat trién trén dia thach: mép khuan lac, chung
Methylobacterium populi ¢6 hinh khuan lac tron, bo déu, nhan con chung chung

Ensifer sp. VNN3 c6 hinh khuan lac tron hoic bat dinh, bo gon séng nhe.

Két qua kiém tra cho thdy tai thoi diém 0 gio, trong diéu kién hdn hop mat
d6 ching VSV st dung trong nghién ciru >10° CFU/g, sau 1 thdng méat do té bao
VSV vén dat >10° CFU/g. Sau 3 thang mat do ca 2 chung M. populi CNN2 va

86



Ensifer sp. VNN3 giam xubng >10° CFU/g va 6n dinh dén thoi diém kiém tra sau 9

thang san xuat. Tai cac thoi diém kiém tra sau 12 thang san xuat mat do cac chung

M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 trong ché pham giam xudng >10" CFU/g.

Tong hop cac két qua trén, luan an da tién hanh xay dung quy trinh san xuat

ché pham sinh hoc chira VSV phan hay CPF cu thé nhu sau:

[ M. populi 2

Ensifer sp.VNN3

}

!

Nhan giéng cap 1
- Moi truong LB
- pH=6,5; nhiér do 30°C

Nhan giéng cap 1
- Moi truong LB
- pH=7,0; nhiér d6 30°C

!

!

Nhan sinh khoi
- Moi truong SX1
- pH=6,5; nhiér @ 30°C
- Luu lwong khi cap: 0,7 (dm3
khong khi/lit méi truong/phut)
- Ty lé tiép giong: 3%.
- Thoi gian nhan nudi 72h.

Nhan sinh khdi
- Méi truong SX1
- pH=7,0; nhiér do 30°C
- Luu heong khi cdp: 0,7 (dm3
khong khi/lit méi truong/phut)
- Ty Ié tiép giong: 3%.
- Thoi gian nhan nudi 48h.

|

!

Lén men xép
- Moi truong lén men: Puong
dextro
- D6 dm ban ddu 60%
- Ty lé tiép giong: 1%.
- Thoi gian nhan nudi 72h.

Lén men xép
- Moi truong lén men: Puong
dextro

Dextro

- D§ dm ban dau: 60% N
- Ty ¢ tiep giong: 1%.
- Thoi gian nhan nudi 72h.

- Trén déu.

_ Phbi trgn
- Ty I¢ phai trgn 1:1 (W/W)

Kiém tra chét lweng,

Hinh 3.10: Quy trinh sin xuit ché pham VSV phan hily CPF

Ché pham VSV
(Mat do >10® CFU/g
sau 9 thang bao quan)
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Ché ph'flm vi sinh vat dam bao theo TCVN 6168-2002, san phém dat mat do
té bao VSV c6 ich >10° CFU/g sau khi san xuét va c6 thé dam bao chét luong >10°
CFU/g sau 9 thang bao quan.

3.4. Nghién citu kha ning sir dung ché pham vi sinh vat phan hiy thuéc
bao vé thuc vat géc Lan hiru co

3.4.1. Khd ndng sir dung ché pham vi sinh vat xa Iy thuéc bdo vé thuec vt
goc Lan hiru co trén dét trong ché qui mo nha luwdi

- Anh huong cua liéu luong bon ché pham VSV dén phat trién cua cay cheé:

Thi nghiém dugc bé tri véi cac cong thiuc ¢ bd sung ché pham VSV tir 1g,
29, 3g, 59, 10 g/m?* dit trong, lugng CPF duoc b sung vao dit trong vai liéu lwong
200mg/m? dat. Két qua nghién ciru duoc trinh bay trong bang 3.13.

Bang 3.13. Anh hwéng ciia lidu lwrong ché pham VSV dén cay che.

X ) Cao cay S0 la|TLKTL4|TLK ré

STT | Cong thire (cm) (I&/cay) | (g/chiau) | (g/chau)

1 Doi ching (0) 38,17° 12,83 3,89 3,89
CPVSV 1 g/m” + CPF "

2 (200mg/m?) 4350%® | 17,00%® +61 4,612
CPVSV 2 g/m” + CPF N

3 (200mg/m?) 4370%®  |17,20%® I 4,77°
CPVSV 3 g/m® + CPF 483

4 (200mg/m?) 4417%® | 1750® | 4,83°
CPVSV 5 g/m” + CPF "

5 (200mg/m?) 4433%® |17,60%® 4,89 4,86°
CPVSV 10 g/m” + CPF "

6 (200mg/m?) 44,75% | 17,67 91 4,91°
CV (%) 5,1 4,7 5,6 4,8
LSD 0,05 2,63 0,93 0,391 0,282

Ghi chi: Céc chir cai khac nhau trén cting mét cét va trong ciing mét vu thé

hién su sai khac co y nghia o muc P < 0,05.
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Gia tri LSD (Least Significant Difference) ¢ mic y nghia 0,05 duogc tinh cho
tung chi tiéu la:

« Chiéu cao cay: LSD = 2,63 cm.

« S 14 LSD = 0,93 la/cay.

. Trong luong 14 (TLK TL&): LSD = 0,391 g/chau.

« Trong luong ré (TLK ré): LSD = 0,282 g/chau.

Nhing gia tri nay cho biét mac chénh Iéch ti thiéu gita cac trung binh cua
cac nhém thi nghiém can co dé dugc xem 1 c6 su khac biét co y nghia thong ké tai
muc 5%. Vi du, dbi véi chiéu cao cdy, néu sy khéc biét gitra hai nhém thi nghiém
vuot qué 2,63 cm, thi sy khac biét d6 duogc coi 1a c¢6 ¥ nghia thong ké. Tuong tu, Voi
s6 14, néu su khac biét trung binh gitra hai nhém 16n hon 0,93 14, thi c6 thé két luan
CO sy khac biét c6 y nghia.

Trong bang s liéu, mac du cac nhom thi nghiém vai liéu ché pham vi sinh
tir 1 g/m? dén 10 g/m? déu cho gia tri twong ddi gan nhau (déu dugc gan nhin “ab”),
nhung so v&i nhém d6i chiing (0 g/m?) thi su khéc biét gitra cac chi tiéu da vuot qua
gia tri LSD, cho thiy viéc st dung ché pham VSV c6 tac dung kich thich ting
truong cd y nghia théng ké.

S6 liéu thé hién tai bang 3.13 cho thay, & cong thic c6 bon ché pham VSV
da tac dong tich cuc dén phat trién cua cay ché théng qua cac sé lidu vé chiéu cao
cay va sb 14 trén cay. Céc chi tiéu theo ddi cho thay ¢ cac cong thuc cé sir dung ché
pham VSV déu cao hon so véi cong thirc dbi chizng khong bon ché pham.

Két qua phan tich ham lwong CPF trong dat va trong 14 ché ¢ cac cong thic
thi nghiém duoc trinh bay trong bang 3.14.

Bang 3.14. Anh hwéng ciia liéu lwong ché pham VSV dén dw lwong CPF

trong dat va la che.

OP trong % Tang OP trong | % Tang
TT Cong thirc dat giam OP che giam OP
(mg/kg) trong dat | (mg/kg) | trong ché
1 | P6i ching (0) 3,68 - 1,46 -
CPVSV 1 g/m® +
9 2,25 38,85 1,03 29,45
2 CPF (200mg/m©)
CPVSV 2 g/m® +
9 1,87 49,2 0,324 77,8
3 CPF (200mg/m®)
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OP trong % Tang OP trong | % Tang
TT Cong thirc dat giam OP che giam OP
(mg/kg) trong dat | (mg/kg) | trongché
CPVSV 3 g/m* +
) 1,7 53,8 0,309 78,83
4 | CPF (200mg/m®)
CPVSV 5 g/m® +
am 1,15 68,75 0,284 80,54
5 CPF (200mg/m®)
CPVSV 10 g/m® +
0,87 76,35 0,249 82,94
6 | CPF (200mg/m?)
CV (%) 5,9 6,6
LSD 0,05 0,63 0,391

Ghi chu: -: khdng phan tich

Két qua nghién ctru trinh bay trong bang 3.14 cho thay gia tri LSD (Least

Significant Difference) & mitc 5% cho biét sy khac biét tbi thicu giita cac trung binh

clia cac nhom can dat dugce dé xem xét sy khac biét d6 co ¥ nghia théng ké. O bang

sO li€u trén, ta co:

« OP trong dat: LSD = 0,63 mg/kg

o Diéu nay cd nghia 1a néu sy khac biét gitta trung binh cia hai nhom

thi nghiém vuot qua 0,63 mg/kg, thi sy khac biét d6 dugc xem la co y

nghia thong ke.

o Trong bang, sy giam luong OP tir nhém d6i chung (3,68 mg/kg)
xudng 2,25 mg/kg & lieu CPVSV 1 g/m? (chénh léch 1,43 mg/kg)

vuot qua gia tri LSD, cho thiy sy giam ndy c6 y nghia thong ké.

Tuong tu, su gidm & cac cong thirc thi nghiém khac (vi dy, 3,68

mg/kg so véi 0,87 mg/kg & liéu 10 g/m?) cling vuot xa mic LSD,

khang dinh hiéu qua cia cac lidu CPVSV.
OP trong ché: LSD = 0,391 mg/kg

o Tuong tu, su khac biét gitra cdc nhoém phai vuot qua 0,391 mg/kg moi

dugc xem 14 ¢6 ¥ nghia thong ké.




o Viduy, su giam tr 1,46 mg/kg & ddi chimg xubng 1,03 mg/kg ¢ lidu
ché phdm VSV 1 g/m? (chénh léch 0,43 mg/kg) dd vuot qua mirc
LSD, dong nghia véi sy cai thién c6 ¥ nghia thong ké. Cac mirc giam
& cac liéu diéu tri cao hon (vi du, 1,46 mg/kg so véi 0,249 mg/kg &
lidu 10 g/m?) cang khang dinh hiéu qua rd rét.

Nhu viy, cac gia tr1 LSD thép (0,63 va 0,391) cho théiy tinh lap lai va do
chinh x4c cua thi nghiém, ddng thoi khing dinh rang cac sy khac biét quan sat dugc
gitra nhom ddi ching va cac nhém xir 1y 13 ¢6 y nghia thng ké.

Viéc bo sung ché pham vi sinh vat (VSV) ¢ liéu tir 1-10 g/m? d3 giup cay
ché phat trién rd rét so voi ddi chimg khong xur 1y. Chiéu cao cdy, s6 14, trong luong
1a va r& déu tang c6 ¥ nghia thong ké tai mirc LSD 0,05. Pic biét, liéu 10 g/m? cho
két qua tot nhat & tat ca cac chi tiéu sinh truong.

So v6i nghién ctru trén cay ca chua, khi xir Iy dat nhiém CPF bang ché pham
chtra chung Bacillus subtilis, két qua cho thay cac chi tiéu sinh truong (chiéu cao,
khéi lwong khd) ciing ting 15-30% so voi ddi chimg [93]. Piéu nay cho thiy xu
huéng ting sinh truong thuc vat do giam doc CPF két hop véi tiét enzyme kich
thich sinh truong (nhu TAA, ACC deaminase) 14 hién twong pho bién khi dung vi
sinh vat xtr 1y 6 nhiém.

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

> Muc giam du lugng CPF trong dat dat 76,35% (tor 3,68 xuéng con 0,87
mg/kg) & lidu cao nhat.
> Du lugng CPF trong 14 cheé gidm manh tr 1,46 mg/kg con 0,249 mg/kg,

tuong tng hiéu qua giam hap thu dat 82,94%.

S liéu nghién ciru cua luan an cho thdy hiéu qua phan huy CPF trong dat
trong cta ché phim VSV véi cac lidu lugng bon tir 1-10g/m? déu co kha ning phan
huy CPF, hiéu qua phan huy CPF trong dat trong dat 38,8-76,3% va hiéu qua giam
kha ning hap thu CPF trong 14 ché ¢ cac cong thuc tir 29,45-82,94%. Tuy nhién,

hiéu qua t6t nhit thé hién & cong thire st dung ché phim véi liéu lwong 10 g/m?, vi
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vay luan én tiép tuc sur dung lidu luong bd sung tir 10g ché pham/m? (twong duong
100kg/ha) dé ap dung cho céc thi nghiém danh gia hiéu qua cua ché pham VSV déi
véi cac thi nghiém sau.

3.4.2. Hiéu qud cia ché pham vi sinh vt déi véi cay cheé trén thi nghigm
dién hep

Nghién ciu duogc thyc hién tai xa Hung Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An.
Hung Son 13 mot xa mién ndi thuoc huyén Anh Son, ving phia Tay tinh Nghé An.
Huyén Anh Son dugc UNESCO dua vao danh sach cac dia danh thuoc Khu du trix
sinh quyén mién Tay Nghé An. Huyén nam doc theo doi b sdng Lam va Quéc 16 7,
phia Pong giap véi huyén dong bang 6 Luong, phia Bac giap vai huyén mién ni
Tan Ky va huyén vung cao Quy Hop, phia Tay giap véi huyén vung cao Con Cudng
va Lao, phia Nam gi&p vai huyén mién nii Thanh Chuong va céch thanh phé Vinh
100 km vé phia Tay Bic.

Theo thong ké Anh Son 1a mét trong nhiing huyén trong diém trong ché cua
tinh Nghé An véi dién tich trén 2.500 ha, trong d6 1.700 ha da cho thu hoach, tap
trung nhiéu & cac xa: Hung Son, Cam Son, Pinh Son, Long Son, Phuc Son. Hang
nam san luong ché bup tuoi dat 17-20 nghin tan. Trong d6 xa Hung Son, huyén
Anh Son dang tan dung lgi thé caa mot viing san xuat ché 1au nam dé dan nang cao
gia tri kinh té cua cdy ché théng qua viéc dau tu san xuat cac giéng ché cao cap, co
chat lugng cao nhu ché moc cau, trd matcha. Tuy nhién trong thoi gian vira qua, van
dé dung phan bon hda hoc, thuéc BVTV ndi chung va trong san xuat ché néi riéng
tai xa Hung Son van chua duoc chd trong dan dén viéc lam dung phan bén héa hoc,
thudc BVTV trong san xuat néng nghiép.

3.4.2.1. Hiéu qud cua ché pham vi sinh vdt doi véi cdy ché ¢ giai doan kinh doanh

Gidng ché kinh doanh sir dung nghién cau Ia ché giong LDP1, phan tich
thanh phan hoat chat trong ché trudc va sau khi tién hanh thi nghiém sir dung ché
pham VSV. Bé khao sét hiéu qua cia ché pham vi sinh vat d6i véi kha niang phan

hity Chlorpyrifos trong dét trong ché va anh huang cua ching dén cay che giai doan
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kinh doanh, Dé tai da st dung két qua nghién cau lidu lugng ché pham co hiéu qua
cao nhét da thuc hién & muc 3.4.1 1a 10g/m? két hop véi bd tri thém céc cong thuc
tang liéu luvong bd sung ché phdm vi sinh vat 20g, 30 g ché pham/m? dat tréng cheé
(trong duwong 100kg, 200, 300 kg ché pham vi sinh vat/ha) dé xac dinh liéu luong
phu hop ché pham vi sinh trong diéu kién thuc té san xuit, két qua duoc thé hién
theo bang 3.15.

Biang 3.15. Anh huwéng ciia ché pham VSV dén chit lwgng ché kinh doanh.

Két qua phén tich
S dung S dung St dung
Chi tiéu i
Doi chirng 100kg CP 200kg CP 300kg CP
VSV/ha VSV/ha VSV/ha
Vi chat dam, | Vi chat dam, | Vi chat dam, | Vi chat dam,
o hau ngot, | hau ngot, | hau ngot, | hau ngot,
Mui, vi
huong thom | huong thom | hwong  thom | huong thom
diu diu diu diu
Mau sac Xanh vang Xanh vang Xanh vang Xanh vang
Ham luong tro
6,54 6,52 6,53 6,53
(%)
Ham luong
_ 2,26 2,26 2,25 2,26
cafein (%)
Ham lugng
_ 22,2 22,9 22,7 22,7
Tanin (%)
Ham lugng
Chlorpyrifos 0,188 0,046 0,042 0,042
(mg/kg)
Tinh hinh sau | Khéng phéat | Khéng phéat | Khéng phat | Khéng phat
bénh sinh sinh sinh sinh

Két qua cho thay, cac chi tiéu mQi vi va mau sic & cac cong thac thi nghiém la

khong sai khac. Céc chi tiéu ham Iugng tro, cafein va tanin tuy c6 giam khi tang luong
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ché pham vi sinh vat song gia tri thay doi rat nho, khdng sai khac nhiéu. Vi vay, c6 thé
danh gia ché pham vi sinh vat khdng anh hudng dén chat lugng ché kinh doanh.

Dé tai da phan tich du lugng CPF trong 14 ché. Két qua phan tich & cdng thirc
dbi chitng (khong sir dung ché pham) ham luong CPF trong la ché 1a 0,188 mg/kg.
Tuy nhién, trong cdng thic thi nghiém c6 bd sung ché pham VSV thi ham luong
CPF déu giam so véi dbi chirng. Cu thé khi sir dung ché pham ¢ liéu luong 10; 20;
30 kg ché pham/ha thi ham luong CPF trong 14 ché giam chi con 0,042-0,046
mg/kg, tuong duong giam 75,53-77,66% so véi ddi chung. Két qua nghién ciru cho
thay khi sir dung ché pham VSV trong san xuat ché khong nhitng khéng anh huong
dén chat lwong cia ché ma con c6 tac dung lam giam du lwong Chlorpyrifos trong
ché. Trong qua trinh thir nghiém, tinh hinh sau bénh duoc kiém soat & cac cong thirc
d6i chiing va cong thire thi nghiém.

Tién hanh theo ddi sinh truéng va ning suat ché sau khi sir dung ché pham
VSV, két qua duoc thé hién theo bang 3.16.

Bang 3.16. Anh hwéng ciia ché pham VSV dén cay ché giai doan kinh doanh.

i Chiéu ] Chiéu Khéi Matdd | NS thuc
Cong . |Réngtan | , ,
cao cay dai bup | lwgng bup bup thu
thic (cm) o2 <
(cm) (cm) (gam) (bap/m?) | (tan/ha)
bC 102,97 100,13 5,21 0,55 494,53 2,72
Bon CP
106,33 | 106,78* 6,11* 0,63* 509,87* 3,21*
100kg/ha
Béon CP
107,34* | 106,91* 6,13* 0,63* 509,79* 3,21*
200kg/ha
Bon CP
107,26* | 107,29* 6,12* 0,63 * 509,24* 3,21 *
300kg/ha
LSDg 05 3,31 511 0,87 0,06 14,42 0,41
CV (%) 11,2 11,8 10,9 11,2 12,7 10,3

*: Biéu th sai khdc ¢é y nghia ¢ mirc 0,05 S0 véi cong thite doi ching
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Két qua thi nghiém trinh bay trong bang 3.16 cho thiy cac gia tri LSD & mirc
0,05 trong bang gitip xac dinh mirc chénh 1éch t6i thiéu giita cac trung binh can co
dé xem xét sy khac biét giita cac nhom co y nghia théng ké. Cu thé:

« Chiéu cao cay (LSD = 3,31 cm):

o Dbi ching co chiéu cao trung binh 102,97 cm, trong khi cac nhom
boén CP cho chiéu cao dao dong tuir 106,33 dén 107,34 cm.

o Su khéc biét (tir khoang 3,36 dén 4,37 cm) vuot qua muc LSD 3,31
cm, cho thay sy ting chiéu cao do bon CP 13 c6 ¥ nghia thong ké.

o Rongtan (LSD =5,11 cm):

o Dbi chimg dat 100,13 cm, cac nhom xir 1y tir 106,78 dén 107,29 cm.

o Hiéu chinh khoang 6,65 dén 7,16 cm, vuot qua gia tri LSD, khéng
dinh rang sy mé rong tan cdy & cac nhom bén ché pham 1a c¢6 ¥ nghia
thong ke.

« Chiéu dai bup (LSD = 0,87 cm):

o Ddi ching c6 gia tri 5,21 cm, trong khi cac nhom xu ly déu dat
khoang 6,11-6,13 cm.

o Su khac biét xép xi 0,9 cm, vira vuot qua mirc LSD, cho théiy sy tang
truong vé chiéu dai bap ciing c6 y nghia thong ké.

« Khéi luong bup (LSD = 0,06 g):

o Dbi ching co khéi luong bup trung binh 0,55 g, so véi cac nhom boén
CP dat 0,63 g.

o Hiéu chinh khoang 0,08 g vuot qua LSD 0,06 g, chimg to sy ting khoi
lugng bup 1a c6 y nghia.

o Mat do bap (LSD = 14,42 bup/m?):

o Dbi ching ghi nhan mat d6 bup 494,53 bup/m? cac nhém xu 1y
khoang 509,24-509,87 bap/mz2.

o Su khéc bi¢t khoang 15-15,34 bup/m?, vuot qua gia tri LSD, khéng
dinh y nghia théng ké cua su thay doi mat do bup.

« NS thyc thu (LSD = 0,41 tin/ha):
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o Dbi chung c6 san lugng 2,72 tan/ha, trong khi cac nhom bén CP dat
khoang 3,21 tan/ha.

o Su chénh 1éch khoang 0,49 tdn/ha vuot qua gia tri LSD, cho thiy san
lwong tang c6 y nghia thong ké.

Céc gia tri LSD trong bang cho thiy rang moi sy khac biét gitta nhom d6i
chting va cac nhém bon CP déu vuot qua mirc chénh 1éch ti thiéu can thiét, khing
dinh ring cac cai thién vé chi sb ting trudng va san lugng cia ciy ché do bon CP 1a
¢6 ¥ nghia théng ké. CV (%) cta cac chi tiéu nam trong khoang 10,3-12,7%, cho
thay tinh 6n dinh twong dbi cua thi nghiém.

Két qua cho thay ¢ cong thirc bon ché pham véi liéu lwong 100, 200, 300 kg
ché phdm VSV/ha, ning suat ché 13 twong dwong nhau va dat 3,21 tn/ha (ting 0,49
tan/ha) so véi cong thirc dbi ching (tuong tng ting 18,01%).

3.4.2.2. Thi nghiém trén cheé ¢ thoi ky kién thiét:

Gidng che kién thiét sir dung nghién ciu 1a ché gidng PHS8, phan tich thanh
phan hoat chét trong ché sau khi tién hanh thi nghiém sir dung ché pham VSV, két
qua duoc thé hién theo bang 3.17.

Bang 3.17. Anh hwéng ciia ché pham VSV dén chét lwong ché kién thiét.

Két qua phan tich
TT | Chi tiéu Bon CP Bon CP Bon CP
phantich | Péi chirng VSV VSV VSV
100kg/ha 200kg/ha 300kg/ha
Vi chat dam, | Vi chat dam, | Vi chat dam, | Vi chat dam,
.. hau  ngot, | hau  ngot, | hau  ngot, | hau  ngot,
1 Mui, vi
huong thom | hwong thom | huong thom | huong thom
diu diu diu diu
2 | Mau sac Xanh vang Xanh vang | Xanh vang Xanh vang
Ham luong
3 6,51 6,49 6,50 6,49
tro (%)
Ham luong
4 _ 2,17 2,19 2,19 2,17
cafein (%)
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Két qua phén tich

TT | Chi tiéu Bén CP Bén CP Bén CP

phantich | Péi ching VSV VSV VSV
100kg/ha 200kg/ha 300kg/ha

5 Ham - hrong 22,7 23,1 22,9 22,9
Tanin (%)
Ham lugng

6 |CPF <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
(mg/kg)

. Tinh  hinh | Khéng phét | Khéng phat | Khdng phét | Khéng phat
sau bénh sinh sinh sinh sinh

Két qua phan tich chat lugng ché kién thiét cho thay, gié tri cac chi tiéu mau
sac, mui vi, ham luong tro, cafein va tanin & cac cong thic thi nghiém co thay doi
nhung d6 bién thién rat thap va khong theo quy luét rd rang, su chénh léch nay nam
trong sai s6 cho phép. Chét lugng ché & cac cong thirc ¢d thé coi 1a nhu nhau, qua
d6 cho thay ché pham vi sinh vat khdng anh hudng dén chét luong cheé kién thiét.

Két qua phan tich ham lwong Chlorpyrifos trong ché kién thiét cho thay
khong c6 ¢6 sy hién dién caa goc Lan hitu co trong ché kién thiét. Tién hanh theo
ddi sinh trudng va ning suat ché sau khi sir dung ché pham vi sinh vat, két qua duoc
thé hién theo bang 3.18.

Bang 3.18. Anh hwéng ciia ché pham VSV dén sinh truéng

va niang suat cheé giai doan kién thiet.

N N Khoi NS thuc
Chieu Rong Chieu Mat d¢
A A ] . |lwong ] thu
Congthic |cao cay | tan dai bap | bup ,
buap ., | (tan/ha)
(cm) (cm) (cm) (bup/m?)
(gam)
bC 61,87 80,43 3,72 0,34 255,33 0,87
Bon CP
72,23* 101,82* | 5,10* 0,40* 296,93* | 1,19*
100kg/ha
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Bon CP

72,41* 101,81* |5,12* 0,40* 297,14* | 1,19*
200kg/ha
Bon CP

72,29 * 101,85* |5,12* 0,40* 296,98* | 1,19*
300kg/ha
LSDy 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

*: Biéu th sai khdc c¢é y nghia & mirc 0,05 S0 Vi cdng thize doi ching
S liéu bang 3.18 cho thay cac gia trj LSD (Least Significant Difference) & muc
¥ nghia 0,05 trong bang duogc st dung dé danh gia su khac biét tdi thiéu giira cac
nhém can c6 dé xac dinh y nghia thong ké ctia su khac biét d6. Cu thé:
« Chiéu cao cay (LSD = 9,89 cm):

o Nhom dbi ching (PC) ¢6 chiéu cao trung binh 61,87 cm, trong khi
cac nhdm bon ché pham (CP) dat khoang 72,23-72,41 cm.

o Hiéu chinh gitta PC va cac nhém bén CP khoang 10,36-10,54 cm,
vuot qua gid tri LSD 9,89 cm, cho thiy su ting truong vé chiéu cao 1a
¢ y nghia thong ké.

o Rong tan (LSD = 19,28 cm):

o BC co gia tri 80,43 cm; cac nhom bén CP ¢6 gia tri khoang 101,81—
101,85 cm.

o Su khac biét khoang 21,38-21,42 cm vuot qua LSD, khéng dinh y
nghia thong ké cua su thay d6i vé tan cay.

« Chiéu dai bup (LSD = 1,29 cm):

o BC c6 3,72 cm, trong khi cac nhém bon CP dat khoang 5,10-5,12 cm.

o Su khac biét khoang 1,38—1,40 cm, vuot qua gia tri LSD, cho théy su
tang truong cua chiéu dai bap co ¥ nghia théng ké.

« Khéi luong bup (LSD = 0,05 g):

o DC c6 khbi lugng bup trung binh 14 0,34 g; cac nhom bén CP déu dat
0,40 g.

o Su khac bi¢t 0,06 g vuot qua LSD 0,05 g, dff)ng nghia véi hi¢u ung
bon CP 1én khéi lwgng bup 1a c6 ¥ nghia thdng ké.
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o Mat do bup (LSD = 38,99 bup/m?):
o BC c6 mat d bup la 255,33 blup/m?, trong khi cdc nhom bon CP dat
khoang 296,93-297,14 bap/mz2.
o Hi¢u chinh khoang 41,60—41,81 bup/m?, vuot qua gia tri LSD, khéng
dinh s khac biét vé mat do bap giita cac nhom 1a cé ¥ nghia théng ké.
« Naing suit thyc thu (LSD = 0,30 tin/ha):
o BC co6 san luong 0,87 tin/ha, con cadc nhom bon CP déu dat 1,19
tan/ha.
o Su khéc biét khoang 0,32 tAn/ha vuot qua gia tri LSD, cho théy su cai
thién san luong c6 y nghia thong ké.

Nhin chung, moi chi tiéu & cac nhom bén CP déu cho két qua vuot qua mirc
LSD so v&i nhém doi ching, khﬁng dinh rﬁng viéc bon CP c¢6 tac dong tich cuc dén
su ting trudng va ning suit cia cdy ché 1a co ¥ nghia thong ké. CV (%) trong
khoang tir 11,9% dén 14,1% cho thay tinh 6n dinh twong ddi cua thi nghiém.

S6 lieu bang 3.23 cho thay, & cong thirc sir dung ché pham VSV ¢ lidu lugng
10-30kg/ha, cac chi tiéu rong tan, chiéu dai bup, khéi luong bup, mat do bap va
nang suat déu ting & mic c6 y nghia so voi cong thie dbi ching; Nang suat thyc
thu ¢ cong thic thi nghiém dat 1,19 tin/ha ting 0,32 tin/ha tuong Gmg ting 36,78%
so véi doi ching.

+ Nghién ctu anh huéng cia ché pham dén kha ning phan giai Chlorpyrifos
trong dat trong ché ¢ xa Hung Son, huyén Anh Son, Nghé An:

Phan tich ham luong Chlorpyrifos trong dat trong ché trude thi nghiém va
céc cong thirc bon ché pham, sé liéu thu duoc ghi lai trong bang 3.19.

Bang 3.19. D lwong CPF trong dit trong ché tai Nghé An.

Giai doan san xuat Cong thwrc thi Duw lwgng Chlorpyrifos
che nghiém (mg/kg)
bC: Khong CP <0,002
i Bon CP 100kg/ha <0,002
Kien thiet
Bon CP 200kg/ha <0,002
Bén CP 300kg/ha <0,002
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Giai doan san xuét Cong thirc thi Duw lwgng Chlorpyrifos
che nghiém (ma/kg)
bC: Khong CP 0,042
Bon CP 100kg/ha 0,012
Kinh doanh
Bén CP 200kg/ha 0,011
Bon CP 300kg/ha 0,011

Tién hanh phan tich du lwong Chlorpyrifos trong dat trong ché cho thay &
giai doan kién thiét, du lwong Chlorpyrifos (<0,002).

O dit trong cheé kinh doanh, tit ca céc cong thirc déu phat hién Chlorpyrifos
Vv6i cac nong do khac nhau. Cu thé, & cong thirc dbi ching— khéng sir dung ché
pham thi ham lugng Chlorpyrifos 1a 0,042 mg/kg, nhung & cong thic thi nghiém —
str dung ché pham vi sinh vat & liéu luong 100-300 kg/ha thi két qua cho thay ham
lugng Chlorpyrifos giam chi con 0,011-0,012 mg/kg (twong duong giam 72-76%).

Phan tich mat do cac vi sinh vat c6 dinh dam tu do trong dat trdng ché ¢ cac
cong thic, s6 liéu thu dugc ghi lai trong bang 3.20.

Bang 3.20. Mt dd cac VSV cé dinh dam tu do trong dat trong cheé

Giai doan san xuat ché | Cong thirc thi nghiém | VSV cé dinh dam tw do
PC: Khong CP 3,3x 10°
Bon CP 100kg/ha 0,4 x 10"
Kinh doanh
B6n CP 200kg/ha 5,9 x 10"
B6n CP 300kg/ha 6,2 x 10"
Bon CP 100kg/ha 1,4 x10°
L Bon CP 200kg/ha 1,2 x 10°
Kien thict 1
Bon CP 300kg/ha 6,0 x 10
B6n CP 100kg/ha 6,4 x 10"

Két qua cho thiy, viéc sir dung ché pham giup ting mat do vi sinh vat cb
dinh dam tu do trong ché. Mat d6 vi sinh vat ¢b dinh dam ty do trong cac cong thirc
sir dung ché phdm dao dong khoang 10° CFU/g, cao hon so véi cong thic ddi
chirng (10° CFU/qg).
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Két qua nghién ciru cho thdy:

- Chat legng ché trong cdc cong thire siv dung ché pham khéng khdc biét so
Vi cong thire doi chimg (khong sit dung ché pham). Khi sir dung ché pham, ham
lirong Chlorpyrifos trong ché giam lan lwot ¢ Nghé An 1a 77,66%; hiéu qud xir Iy
Chlorpyrifos trong ddt dat 72-76%.

- Stk dung ché phdam & liéu lwong tir 100-300kg/ha gitip cdy ché sinh trudng
16t hon, cdc chi tiéu sinh truong vé chiéu cao, rong tan, chiéu dai bup, khéi luwong
bup va mdt dg bip & cong thirc thi nghiém déu cao hon cong thire doi chitng; Tai
Nghé An, néing sudt ché kinh doanh ting 18,01%, ché kién thiét ting 36,78%; Két
qua nghién civu cho thdy sir dung ché phdam & liéu lirong tir 100kg ché phdam VSV/ha
dén 300kg/ha khéng cé sw sai khdc nhiéu giita cdc céng thire, vi vdy lwa chon liéu
lirong bon ché pham 100kg/ha cho mé hinh dién réng.

3.4.3. Hiéu qud cia ché pham vi sinh vdt déi véi cay cheé thi nghigm
dién rgng

3.4.3.1. Thi nghiém trén ché ¢ thoi ky kinh doanh

Gidng cheé kinh doanh sir dung nghién ciu 1a ché giéng LDP1, phan tich thanh
phan hoat chat trong ché & hai cong thic thi nghiém. Thi nghiém duoc bé tri theo
phuong phap tai Chuwong II. Két qua nghién cttu dugc trinh bay trong bang 3.21.

Bang 3.21. Anh huéng ciia ché pham VSV dén chét lwgng ché kinh doanh
LDP1 tai xa Hung Son, huyén Anh Son, Ngh¢ An.

Chi tiéu phan tich | Pon vi Poi chirng Thi nghi¢m
o Vi chat dam, | Vi chat dam, huong
Mul, vi
huong thom diu thom diu

Mau sac Xanh vang Xanh vang

Ham luong tro % 6,05 5,24

Ham lugng Cafein % 2,64 2,12

Ham lugng Tanin % 20,14 24,52

Ham lugng OP
mg/kg 0,094 <0,01

(Chlorpyrifos)
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Két qua nghién ciu trinh bay trong bang 3.21 cho thay, cac chi tiéu mui vi va
mau sic & hai cong thac thi nghiém va ca trudc thi nghiém 1a khdng sai khac. Cac chi
tiéu ham luong tro, cafein va tanin tuy cd giam khi ting lugng ché pham vi sinh vat
song gia tri thay doi rat nho, khdng sai khac nhiéu. Vi vay, cd thé danh gia ché pham
vi sinh vat khong anh huéng dén chét luong ché kinh doanh. Két qua phan tich &
cong thire d6i chung (khdng str dung ché pham VSV) ham lwgng Chlorpyrifos trong
l4 ché 13 0,094 mg/kg. Két qua phan tich du lwong Chlorpyrifos trong la ché ¢ cong
thirc thi nghiém (sir dung ché pham & lidu luong 10 kg/ha) thi khong phét hién ham
luong Chlorpyrifos trong 14 ché. Két qua nghién ciu nay cho thiy sy ¢6 mat cua 2
chang vi sinh vat M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 trong ché pham da c6 tac
dung 1am giam Chlorpyrifos trong dét tréng ché va san pham.

Két qua vé sinh truong va niang suat ché sau khi sir dung ché pham vi sinh
vat dugc thé hién trong bang 3.22.

Bang 3.22. Anh hwéng ciia ché pham VSV d@én ning suit ché LDP1

giai doan kinh doanh.

Chiéu | Réng | Chiéu ] Mat dd | Ning suat
. o o | Khoiluwong .
Cong thuc cao cay tan dai buap ] bap thuc thu
bap (gam) | ", |
(cm) (cm) (cm) (bap/m°) (tan/ha)
Poi ching 101,67 104,22 | 5,14 0,54 505,19 2,73
Thi nghiém 105,09 107,45 | 5,46 0,61 521,37 3,18

*: Biéu thj sai khdc c6 ¥ nghia ¢ mirc 0,05 so véi cong thize doi chiing
Két qua bang 3.22 cho thdy, so véi cdng thirc di ching khong sir dung ché
pham thi st dung ché pham VSV & liéu lwong bon 10kg/ha cé thé 1am tiang chiéu
cao cay, chiéu dai bap, khdi luong bup, ting ning suat & mic cd ¥ nghia LSDg gs.
Cu thé, nang suat ché ¢ cong thuc s dung ché pham dat 3,18 tan/ha (ting 16,48%
s0 voi cdng thirc d6i chimng).
3.4.3.2. Thi nghiém trén cay ché ¢ thoi ky kién thiét
Gidng ché kién thiét sir dung nghién ctu la ché giéng PHS, dé tai di phan
tich thanh phan hoat chat trong ché sau khi tién hanh thi nghiém sir dung ché pham

vi sinh vat, két qua duoc thé hién theo bang 3.23.
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Bang 3.23. Anh hwéng ciia ché pham VSV dén chit lwong che PHS

giai doan kién thiét.

Chi tiéu phan tich | Pon vi Poi chirng Thi nghiém
MUi. Vi Vi chat  dam, | Vi chat dam, huong
T huwong thom diu thom diu
Mau sic Xanh vang Xanh vang
Tro % 6,18 6,22
Cafein % 2,53 2,72
Tanin % 22,12 23,75
Chlorpyrifos mg/kg | <0,01 <0,01

Két qua phan tich chat lugng ché kién thiét cho thay, gié tri cac chi tiéu mau
sac, mui vi, ham luwong tro, cafein va tanin & cac cong thic thi nghiém co thay doi
nhung d6 bién thién rat thap va khong theo quy luét rd rang, su chénh léch nay nam
trong sai s6 cho phép. Chét lugng ché & céc cong thic ¢d thé coi 1a nhu nhau, qua
d6 cho thay ché pham vi sinh vat khdng anh hudng dén chét luong cheé kién thiét.

Két qua phan tich ham lwong Chlorpyrifos trong ché kién thiét cho thay
khong c6 ¢6 su hién dién caa thudc BVTV gbc Lan hitu co (Chlorpyrifos) trong cheé
kién thiét.

Tién hanh theo ddi sinh trudng va ning suat ché sau khi sir dung ché pham vi
sinh vat, két qua duoc thé hién theo bang 3.24.

Bang 3.24. Anh hwéng ciia ché pham VSV dén sinh truéng va ning suit ché

giai doan Kién thiét.

Chiéu | Réng Chiéu | Khoi Mat d | Niing suat
Cong thitc | cao cay | tan dai bup | lwgng bup | bup thuwc thu
(cm) (cm) (cm) (gam) (bap/m?) | (tAn/ha)
Poi chimg | 65,25 82,18 3,88 0,35 257,64 0,90
Thi nghiém | 71,03 89,87 4,56 0,39 295,26 1,15

*: Biéu th sai khdc cé y nghia ¢ mirc 0,05 S0 véi cong thite doi ching

S4 liéu bang 3.24 cho thay, khi sir dung ché pham vi sinh vat thi cc chi tidu sinh
truong (chiéu cao cay, chiéu dai bap, khdi lugng blp, mat do bip) va ning suat cay ché
tang & mirc co ¥ nghia. Cu thé, khi str dung ché pham vi sinh vat ¢ liéu lwong 10kg/ha thi

nang suat dat 1,15 tan/ha (ting 27,78% so véi cong thirc ddi chiing). Két qua phan tich
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du lwong Chlorpyrifos trong dat trong ché trudc thi nghiém va sau thi nghiém duoc
trinh bay trong bang 3.25.
Bang 3.25. Két qua phan tich cac chi tiéu trong dit trong ché & Nghé An.

Loai hinh che CTTN Két qua phan tich Chlorpyrifos (mg/kg)
Trudc thi nghiém 0,064
Kinh doanh | Ddi chung <0,032
Thi nghiém <0,002
Trudc thi nghiém 0,042
Kién thiét | Déi chung <0,022
Thi nghiém <0,002

Qua bang s6 liéu cho thay, mau dat ¢ thoi diém trude thi nghiém & ché kinh
doanh va ché kién thiét déu c6 phat hién thay Chlorpyrifos ¢ gié tri lan luot 13 0,064
va 0,042 mg/kg. Khi phan tich ham lwong OP trong dat tai thoi diém sau thi nghiém
& ca hai cong thuce d6i chang, du lugng Chlorpyrifos giam so vai ban dau, diéu nay
c6 thé do du lwgng Chlorpyrifos c6 thé bi rira trdi, phan huy tu nhién duéi tac dong
cuia Cac yéu té thoi tiét (mua, nang, gio, v.v.). O cac cong thuc thi nghiém co si
dung ché pham VSV thi du lwong Chlorpyrifos con lai 1a rat thap (<0,002 mg/kg).
Két qua nay khang dinh thém hiéu qua cua vi sinh vat trong ché pham da phat huy
duogc vai tro cua ching trong xu 1y du luong Chlorpyrifos trong dat trong ché. Phan
tich mat do cac vi sinh vét ¢6 dinh dam ty do trong dat trong ché & cac cong thic,
s6 lidu thu duoc ghi lai trong bang 3.26.

Bang 3.26. Mat d9 cac VSV (CFU/g) c6 ich trong dat trong che.

L . < VSV ¢é dinh | VSV phan giai
Loai hinh ché | M4 :
oai hinh che au dam tw do Caz(POy),
o bbi chung | 1,3 x10° 2,6 x10°

Kién thiét
Thi nghiém | 4,7 x10° 5,2 x10°
béi ching | 5,9 x10° 4,8 x10°

Kinh doanh
Thi nghiém | 7,1 x10° 5,6 x10°

Két qua bang 3.26 cho thay, viéc sir dung ché pham gitp ting mat do vi sinh

vat c6 ich trong dat trong cheé. Cu thé, mat do vi sinh vat cb dinh dam va phan giai
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hop chét phospho kho tan trong cong thire str dung ché pham déu > 10°> CFU/g, cao
hon so véi cong thie ddi ching (khoang 10%— 10° CFU/g). Két qua nghién ctu nay
cho thiy ngoai tac dung Iam giam CPF trong dat trong ché, ché pham VSV cua con
c6 tac dung twong hd gilp cho su phét trién cua quan thé vi sinh vat c6 ich trong dat
trong ché phat trién, dic biét 1a nhoém vi sinh vat c6 ich cé dinh dam tu do va va
phan giai hop chit phospho kho tan, khi nghién ciu vé vi sinh vat phan giai
phosphate khé tan. Nam 2017, Nguyén Vin Giang va cong su da tién hanh nghién
ctru kha ning sinh IAA va ¢6 dinh N cua cac chang vi sinh vat phan giai phosphate
kho tan va nhan thay rang cac chang vi sinh vat phan gia phosphate kho tan déu c6
kha nang da hoat tinh [2].

Két qua nghién ctru thi nghiém danh gia hiéu qua cta ché phdm VSV trén
ciy ché tai Nghé An cho thdy: St dung ché pham & liéu lwong 100kg/ha khong
nhiing c6 tac dung lam giam du lugng CPF trong dat va trong 1a ché (trong la <0,01
mg/kg, trong dat <0,002 mg/kg & ca hai giai doan kién thiét va kinh doanh); gilp
ciy ché sinh trudng tot hon, cac chi tiéu sinh truéng vé chiéu cao, rong tan, chiéu
dai bup, khéi luong bip va mat do biup & cong thirc thi nghiém déu cao hon cong
thirc di chtng; quan thé vi sinh vat ¢ ich trong dat trong ché phat trién nhu vi sinh
vat c6 ich ¢ dinh dam tu do va va phan giai hop chat phospho kho tan ting cao hon
so v6i khong st dung ché pham (nang suét ché kinh doanh ting 16,48%, ning suat
ché kién thiét ting 27,78%).

Ngoai ra, Singh va cong su di str dung chiing Enterobacter B-14 trong dét bi
6 nhiém CPF va bao cdo muc do phan huy dat 75% sau 7 ngay [161]. Diéu ndy cang
khéng dinh tiém nang vuot trdi cia cac chung ban dia CNN2 va VNNS3, khong chi
vé hiéu qua phan hiy ma con vé kha nang ton tai l4u dai trong ché phdm (duy tri 10’
CFU/g sau 12 thang —Bang 10), diéu ma it nghién ctru khac danh gia dén.

Nghién ctru cta Islam va Iyer (2021) da sir dung mét to hop vi sinh vat gdm
ba ching trong dit nong nghiép va cho thiy kha ning phan huy CPF khoang 65—
70% sau 7 ngay xu ly [96]. Trong khi d6, Farhan va cong su (2021) da st dung cac
chung phan 1ap tir ¢at nong nghiép bi 6 nhiém va dat mic phan hiy 73% sau 10
ngay [77].
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So sanh véi cac nghién ctru ndy, ché pham vi sinh duoc phat trién trong
nghién ciru nay cho thay hiéu qua phan hity cao hon trong thoi gian ngan hon — dat
81,4% (CNN2) va 95,2% (VNN3) chi trong 3 ngay nudi cay (két qua muc 3.3).

Két qua xur 1y du lugng CPF bang ché pham vi sinh trén dat trong ché cho
thidy mirc giam tir 11 dén 16 1an so v6i dbi ching va giam hon 76% trong cac tng
dung dién nho. So v6i cac nghién ctru trude day, hi¢u qua nay duoc coi 1a cao va co

tinh tng dung thuc tién.
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CHUONG 1V: KET LUAN VA KIEN NGHI

4.1. Két luén

1. Tir 20 mau dét trdng ché thu thap tir Thai Nguyén, Nghé An, da phan 1ap
dugc 4 chung vi sinh vat c6 hoat tinh phan huy Chlorpyrifos va lya chon dugc 2
chung vi sinh vat co ky hiéu Methylobacterium populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3
c6 kha ning phan huy Chlorpyrifos, ¢d tinh an toan sinh hoc va du diéu kién lam vat
liu phuc vu cho nghién ctu san xuat ché pham vi sinh vat phan hay thuéc BVTV
chaa gdc 1an hitu co.

2. B xay dung duoc quy trinh cong nghé 1én men nhan sinh khdi trén cac
chung Methylobacterium populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3 va quy trinh san xuét
ché pham vi sinh vét xtr Iy du lugng thubc BVTV ¢6 chtra gbe 1an hitu co:

- Chung Methylobacterium populi CNN2: pH méi truong 1én men: 6,5; Nhiét
d6 1én men sinh khi: 30°C; Thoi gian 1én men sinh khdi: 72 gio; Ty 1¢ giéng cap 1:
3%; Moi truong 18n men sinh khdi: SX1; Luu lwong cip khi 0,7 dm® khong khi/dm®
mdi trudng/phut; mat do té bao dat >10° CFU/ml, hoat tinh sinh hoc én dinh.

- Chung Ensifer sp. VNN3: pH moi truong 1én men: 7,0; Nhiét do Ién men
sinh khoi: 30°C; Thoi gian 1én men sinh khoi: 48 gid; Ty 1& giong cap 1: 3%; Mbi
truong 1én men sinh khdi: SX1; Luu lwong cdp khi 0,7 dm?® khong khi/dm® moi
truong/phat; mat do té bao dat >10® CFU/ml, hoat tinh sinh hoc én dinh.

Ché pham vi sinh vat xir Iy du luong thudc BVTV ¢6 chira gdc 1an hitu co,
mat do ching vi sinh vat > 10® CFU/g va chét luong én dinh sau 9 thang bao quan
diéu kién binh thudng.

3. Két qua danh gia hiéu qua cta ché pham vi sinh vat trén dat trong che dién
hep tai xa Hung Son, huyén Anh Son, Nghé An cho théy: Chat lwong che trong cac
cong thire str dung ché pham khong khéc biét so v6i cong thire ddi chimg (khong st
dung ché pham). Khi st dung ché pham, ham luong Chlorpyrifos trong ché giam
77,66%; hiéu qua xir Iy Chlorpyrifos trong dat dat 72-76%: cay ché sinh truong tot
hon, céc chi tiéu sinh truong vé chiéu cao, rong tan, chiéu dai bup, khdi lugng bup

va mat do bup & cong thire thi nghiém déu cao hon cong thirc d6i ching.
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4. Két qua danh gia hiéu qua cta ché pham vi sinh vét trén dat trong ché dién
rong tai xa Hung Son, huyén Anh Son, Nghé An cho thdy: St dung ché phim ¢
lidu lwong 10kg/ha giup ciy ché sinh truéng tdt hon, cac chi tiéu sinh trudng vé
chiéu cao, rong tan, chidu dai bup, khéi luong bup va mat dé bup & cong thirc thi
nghiém déu cao hon cong thirc ddi chimg; ning sut ché kinh doanh ting 16,48%,
ché kién thiét ting 27,78%; khi st dung ché pham véi liéu luong 100kg/ha cé thé
xtr Iy duoc du lugng Chlorpyrifos trong dit va trong 14 ché.

4.2. Kién nghij

Tiép tuc tién hanh nghién ctru khai thac img dung thém cac ching vi sinh vt
¢6 ich khac (VSV ¢6 dinh dam, phan giai Lan, VSV khang VSV giy bénh thyc vat)
cung két hop vé6i viéc khai thac st dung nhitng chung vi sinh vat c6 hoat tinh phan
hay du luong thuéc BVTV trong dét dé tao ra nhitng san pham tot hon, da hoat tinh
hon dap Gmg dugc yéu cau cua thyc tién va dé hudng t6i nén san xuit nong nghiép

hiru co bén virng.
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PHU LUC

Phu luc 1: Danh muc thiét bj, héa chit, dung cu sir dung

1. Thiét bi thi nghiém
Tu cy vi sinh vat AVC4-D1
Tt Hood EFH-4AX
T 4m ldc 6n nhigt JSSI 200CL
Ta sdy JSOF-150
Tu sdy Memmert
May quang phd tir ngoai kha bién BioMate 3
May chu trinh nhi¢t MultiGene 11
Tt Thao tac PCR - 4A
Bo giir lanh dé ban IC25
May ly tam thuong 380R
May li tdm lanh Prism R
M4y pha v& mang té bao kém lic rung HD 2070
Bo dién di ndm ngang
Ban soi UV T1000
May c6 ADN UNIVAPO 100 ECH
Nbi khir tring JSAC-100
May lic rung Vortex MS 3 Digital/Basic
May lic 6ng nghiém Wizard
May khuéy tir F60
Can dién tr PW254
May do pH pH 2-11
Kinh hién vi quét
Hé théng 1én men ty dong

2. Héa chit thi nghiém:

ESCO - Singarpore 2008
ESCO- Singarpore 2008

JS Research - Han Qudc 2009
JS Research - Han Qudc 2009
buc

Thermol Scientific - 2009
Labnet - My,2009

ESCO - Singapore, 2009
Torrey - My, 2009

Hettich Zentrifugen — Buc, 2008
Labnet- My, 2008

Bandelin - B, 2009

Labnet- My, 2008

Labnet- My, 2008

Uniequip- Buc, 2007

JS Research-Han Québc 2009
IKA-Duc, 2009

Velp — Italy, 2009
FALC-Italy

Adam-Anh, 2007

Hanna Instrument-Italy, 2008
Olympus

Han Quéc

- Céc thi nghiém lam giau, phan 1dp va danh gid kha nang phan gidi ctua cac chung

phan 1ap dugc ddi v6i cac loai thuée BVTV phospho hitu co déu sir dung héa chit tinh

khiét cua hang Dr.Ehrenstorfer voi d tinh khiét 99,5%, Bao gém cac loai thuéc BVTV

nhu Chlorpyrifos, Malathion va Parathion.
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- Cac loai dung mdi c6 do tinh khiét cao nhu Acetone (99,8%), Methanol (99,9%), n-
Hexan (99,7%).

- Héa chit phan tich DNA: CTAB 3%, Chloroform, Isopropanol va Ethanol; hoa chét
thyc hién phan tmg PCR: Hon hop Go Taq Green Master Mix (Promega), Mdi xudi 27F
(5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3'), mdi ngugc 907R (5' CCG TCA ATT CCT
TTR AGT TT 3') va nudc (khoéng co chita DNA). Hoa chét chuan bi chay gel Agarose
kiém tra san pham PCR: Agarose 1% - 1,5% (Merck), TBE buffer 0.5X, Loading buffer
(chat chi thi mau - LB), Ethidium bromide (chét chi thi huynh quang - EtBr), thang chuan
DNA 100 bp plus va 100 bp (Fermentas).

- Mbi trudng nudi ciy

+ Moi truong mudi khoang ti thiéu MMS (Mineral minimal salt medium) gom 870
mL nude khur khoang dugce khur trung uét & 1210C trong 20 phut, khi nhiét d6 ha Xuéng
con 700C thém 25 mL dung dich dém, 100 mL dung dich mudi khoang va 5 mL dung dich

+ Moi truong Luria-Bertani (LB) Agar gom 20 gram Peptone, 10 gram NaCl, 5 gram
Cao ndm men va 15 gram Agar trong mot lit nuéc khir khoang duoc khir tring uét &
1210C trong 20 phut, khi nhiét d6 ha xudng khoang 500C thi d6 méi truong nudi cay vao
dia petri nhya da khir tring bang tia gamma. Moi trudng LB ding dé tinh sach va luu giit
cac chung vi sinh vat sau giai doan lam giau mat sd.

+ Moi trudng sin xudt SX1: Ri duong: 20 g; bot nim men: 10 g;
K2HPO4: 0,2 g; nude sach: 1000 ml.

+ Mbi truong san xudt SX2: Nudc chiét gia: 40 g; Glucose: 5 g;
B6t ndm men: 5 g; nuoc sach: 1000 ml.

+ Moi truong san xudt SX3: Pepton: 20 g; bot nim men: 10 g;
Glucose: 1 g; nude sach: 1000 ml.

3. Dung cu thi nghiém

Dung cu thi nghiém st dung cac thiét bi tur Phong Sinh hoc thuc nghiém va cac phong
chuyén mon khéac cua Vién M6i truong Nong nghi¢p; Vién Cong nghé sinh hoc (Vién
Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam) va Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién (Pai hoc Quéc
gia Ha No1).

22



Phu luc 2: Danh sach ciac miu dét dwge thu thiap phuc vu nghién ciru

STT Tén mau Toa do
1 Al 19.0035560B; 105.0071110D
2 A2 19.0036110B; 105.0070560D
3 A3 19.0036390B; 105.0071390D
4 A4 19.0036940B; 105.0070560D
5 A5 19.0037780B; 105.0071110D
6 B1 19.0043890B; 105.0068330D
7 B2 19.0043610B; 105.0067500D
8 B3 19.0044440B; 105.0067220D
9 B4 19.0043890B; 105.0066390D
10 B5 19.0044720B; 105.0066110D
11 C1 21.6176940B; 105.5597780D
12 C2 21.6176940B; 105.5598330D
13 C3 21.6177500B; 105.5598330D
14 C4 21.6177500B; 105.5598890D
15 C5 21.6178060B; 105.5598610D
16 D1 21.6167780B; 105.5601110D
17 D2 21.6168060B; 105.5601390D
18 D3 21.6167780B; 105.5601670D
19 D4 21.6168060B; 105.5601940D
20 D5 21.6167780B; 105.5602220D
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Phu luc 3: Trinh ty gen ctia cac ching vi sinh vat
3.1. Trinh tw gen 16S rRNA cua chung CNN2

CAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTGCCCTTCGGTTCGGAATAACTCAG
GGAAACTTGAGCTAATACCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGGTTTACCGCCGA
AGGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGC
GACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGC
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGC
TCTTTTGTCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACT
GGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCGATTAAGTCGGGGGTGAAAGCCTGTGG
CTCAACCACAGAATTGCCTTCGATACTGGTTGGCTTGAGACCGGAAGAGGACA
GCGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCCGGTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGC
CAGCCGTTGGCCTGCTTGCAGGTCAGTGGCGCCGCTAACGCATTAAGCATTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
ATCCCTTGACATGGCATGTTACCTCGAGAGATCGGGGATCCTCTTCGGAGGCG
TGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGC
ACTCTAGGAGACTGCCGGTGATAA

3.2. Trinh tu gen 16S rRNA cua ching 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. Trinh tu gen 16S rRNA cua chiing 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
[TTTTCCCTTTATTTGCCAGCGAGTAAATGTCGGGAAA
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Phu luc 4: Két qua nghién ciru tai phong thi nghiém

Bang 1. Mat d¢ cua cac ching vi sinh vat trén moi trwong chira OP

Mat d6 (CFU/mL)
Chung
Sau24h | Sau48h Sau72h |Sau96h
CNN1 3.5x10" | 2.1x10® 3.8x10° 2.3x10’
CNN2 2.6x10% | 3.2x10° 8.8x10° 2.8x108
VNN3 3.9x10® | 4.8x10° 9.2x10° 4.4x108
CNN4 4.3x10® | 5.8x10° 9.0x10° 5.7x108

Bang 2: Anh huwéng ciia nhiét d9 t6i sinh truwéng ciia vi sinh vat

) Sw sinh truéng va phat trién ciia chiing (CFU/ml)
Chung VK TO=20°C | T°=25°C | T°=30°C | T°=35°C | T°=40°C | T°=45°C
: 3,4(x0,9) | 2,3(x1,1) | 3,1(x0,7) | 3,7(x1,2) | 4,1(x1,0) | 3,3(+06)
M. populi CNN2 x10° %108 108 10’ x10° x10°*
: 4,1(x1,2) | 2,2(20,8) | 6,2(x0,9) | 4,3(x1,4) | 3,3(x1,3) | 2,4(x0,8)
Ensifer sp. VNN3 x10° 107 108 «107 106 x10°

Bang 3: Anh huwéng ciia pH t6i sinh truéng va phat trién ciia vi khuan

pH M. populi CNN2 | Ensifer sp. VNN3
pH=5.0 | 4,5 (x1,7) x10* 3,9 (+1,2) x10*
pH=5.5 | 4,7 (+1,4) x10" 3,8 (+1,8) x10°
pH=6.0 | 5,1 (%1,2) x10° 6,3 (+1,5) x10°
pH=6.5 | 3,4 (+1,4) x10° 4,5 (+1,7) x10°
pH=7.0 | 3,4 (%1,6) x10’ 5,6 (+1,6) x10°
pH=75 | 7,9 (x1,7) x10’ 5,6 (+1,6) x10°
pH=8.0 4,1(x1,9) x10’ 3,2 (+1,3) x10°
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Phu luc 5. Hinh anh trong qua trinh trién khai cac thi nghiém

5.1. Hinh anh nghién cuu tai phong thi nghiém
== v
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5.3. Thi nghiém dién hep

ANH HUONG CHE PHAM
PHAN GIAI OP,
KICH THICH SINH TRUONG
N CAY CHE

X8 g Som. 1eytn Anh Som, Tinh Neht An
Thing 11, nim 2010
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5.4. Thi nghiém dién rong
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Phu luc 5: Théng ké thi nghiém

Khii ning sinh trudng va phit trién ciia cac ching vi khuén ciia VSV

Chiing OB
Vv 24h 48h 72h 96h
Lan1 Lan2 Lan3 8B Lan1 Lan2 Lan3 8B Lan1 Lan2 Lan3 T8 Lan1 Lan2 Lan3 8B
CNNL 008 008 008 00801 013 014 014 014401 | 019 018 018 018+ 025 025 024 025
CNN2 014 013 014 014+ | 0346 0345 0344 | 0345+ | 036 0.359 0359 | 0359 [ 0409 0409 0408 | 0409
CNN3 01 01 01 01+ 034 034 035 034t | 0375 042 04 041 044 045 047 045
CNN4 | 015 014 014 0.14+ 026 026 027 0.26+ 037 037 038 037+ | 0317 0405 0433 | 0405
cv 32 15 39 4
LSO 7.44E-03 8.158-03 2.58E-02 3.05E-02
Mit d9 VSV ciia cac chiing CNN1, CNN2, CNN3 va CNN4
Mit d9 VSV(CFU/ml)
KH chiing 24h 48h 72h 96h
Linl | Lin2 | Ln3 | TB | Liml | Lin2 | TAn3 | TB | Linl | LAn2 | Lam3 | TB | Linl | Lim2 | Lin3 | T8
CNN1 33 38 34 | 35x107 18 24 21 | 21x0° 37 38 38 | 38x0° 22 24 23| 23x10’
CNN2 25 27 26 | 26x10° | 29 33 33 |30 | 88 88 89 | egx0® | 27 27 3 28x10°
CNN3 39 38 41 3.0x10° 48 48 49 48x10° 96 88 9.1 9.2x10° 42 45 46 4.4x10°
CNN4 43 44 42 4.3x10° 57 58 59 5,8x10° 93 87 9 9,0x10° 56 57 57 57x10°
v 41 29 31 33
LSD 2.29E+07 2.03E+08 4.25E+08 2.18E+07
Danh gi4 kha ning phan gidi Chlorpyrifos béi cdc ching vi khudn sau khi 1én men 3 ngay
Du lirgng Chlorpyrifos (mg/l)
C\l/n:;g Ngay 0 Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
Linl | Lin2 | Lan3 T8 Linl | Lin2 | Lan3 T8 Linl | Lin2 | Lan3 T8 Linl | Lin2 | Lin3 L
bC 10136 101.36 | 101.38 | 101,37 | 101.38 | 101.37 | 10142 | 101,39 97.15 97.11 97.08 97,11 93.36 94.34 95.32 94,34
CNN2 | 10238 | 101.38 | 10331 [ 10235 | 6025 60.25 60.29 60,26 4142 414 4146 4142 19.06 19.04 19.09 19,06
CNN3 | 10244 | 10244 | 10245 | 10244 | 6741 67.41 67.45 67,42 3411 34.07 34.16 3411 494 494 497 495
CNN4 | 103.04 | 103.06 | 103.07 | 10305 74.66 74.65 74.69 74,67 55.42 5541 55.39 5541 39.96 39.96 39.97 39,96
cv 0.5 0 0.1 12
LSD 0.980532 0.00E+00 6.68E-02 0.966977
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