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MO PAU

1. Ly do lwa chon de tai

Trong nhu’ng nim gan day, viéc lam dung phan bon
hoa hoc, thudc bao vé thuc vat hda hoc trong nong nghiép
vol muc dich dat nang suat va san lugng cao da lam cho dat
dai ngay cang thoai hoa, dinh dudng bi mat can doi, mat
can bang hé sinh thai trong dat tham chi gay 0 nhiém dat
Cac loai thuéc bao vé thuc vat (BVTV) chia hoat chat
phospho hitu co (t€n thuong gol la Lan hitu co) hay con gol
la organic phospho (sau day gol tat 13 goC Lan hitu co hoac
OP) duoc st dung dé diét con trung, sau bo. Trong diéu
Kién tu nhién, sy phan giai cac goc Lan hitu co nay xay ra
rat cham, do vy chung thuong tich liiy trong dat hoac bi
rira tréi vao song, mach nudc ngam. Goc Lan hiru co da
dugc chirng minh la chat doc nguy hiém khong chi di Vi
mot so6 loai con trung va dong vat hoang da, ma con gay hali
cho con nguoi, dac biét 1a d6i véi tré nho va phuy nir ¢é thai,
khong nhufng vay goc Lan hiru co co dac tinh de tan trong
nudc, co kha ning hap thu vao mau, dich thé, than Kinh cua
vat chu nhanh chong nén chung thyc su nguy hiém néu
khong duoc kiém soat. Mot sé hoat chat OP co tac dong
tiu cuc tdi moi truong va suc khoée con nguoi bao gom
Glyphosate, Chlorpyrifos, Parathion, Methyl parathlon
Diazinon, Coumaphos, Monocrotophos, Fenamlphos va
Phorate. Cac nghién ctru cho thay goc Lan hiru co ¢o thé
lam thay doi hormone, anh “huong dén DNA, thai di dang,
tinh trung, buOng treng va trang phat trien khong binh
thuong cua ngudi va dong vat.

Tal Viét Nam, thuoc BVTV chtra goc Lan hitu co hién
nay van duoc dung rong rai trong nong nghlep noi chung va
dac biét tai cac vung san xuat che néi riéng ma chua c6 céc
bién phap kiém soat phil hop.

Nhi€u cong trinh nghlen cuu khoa hoc truée day da tim
ra mot s6 Vi sinh vat co6 kha niang dong hoa va khoang hoa
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cac hop chat OP, trong d6 phai ké dén mot s6 vi khuan nhu
Enterobacter sp., Flavobacterium sp., Pseudomonas
diminuta, Micrococcus sp., vd& mét sé6 loai ndm nhu
Phanerochaete chrysosporium, Hypholama fascicularae,
Coriolus versicolor, Aspergillus sp., Trichoderma
harzianum va Pencillium brewcompactum Dang chu y,
trong s6 d6 co nhiing loai khéng chi c6 kha nang phan glal
goc lan hiru co doc hai tich tu trong moi trudng, ma con co
kha nang tao enzyme phosphatase mum oxalat hoac axit
(HNO; hoac H,SO,), gop phan chuyén hoéa hop chat phot
pho khong tan thanh dang phot pho hoa tan dé cay trong
hap thu, ting cudng d1nh duong lan.

Pé tai luan an: “ Nghién cuu tuyén chon va ing dung
Vi sinh vdt dé xir ly ton dir thuoc bao vé thuc vt g0C lan
hitu co trong dat trong cheé” duogc thyc hién s€ gop phan bo
sung co s& khoa hoc va thuc tién cho viéc ung dung vi sinh
vat dé XUr Iy ton du thudc bao vé thuc vat ¢6 goc lan hitu co
trén dat nong nghlep gop phan glam thleu doc hai cho cay
trong, con ngudi va 6 nhiém moi truong dat.

2. Muc tiéu nghién ciru

Tuyen chon dugc chung vi sinh vat ¢o hoat tinh sinh hoc
cao va on dinh dé xtr Iy du luong thudc bao vé thuc vat goc
Lan hitu co nham tao co sé khoa hoc va thuc té phuc vu san
xuat ché pham sinh hoc xtr 1y du lugng thudc vé thuc vat goc
Lan hiru co trong dat néng nghiép.

3. Bm twong va pham vi nghién cau

- Pbi twgng nghién ciru: Chung vi sinh vat co hoat tinh
phan giai thuéc BVTV goc lan hitu co dugc phan lap tu dat
trong cheé tai tinh Nghé An. Dat ndng nghiép khu vuc tham
canh ché c6 du lugng thudc bao vé thuc vat gbc 1an hitu co.

- Pham vi nghién ctu: Nghién ctru co ban duoc thuc
hién tai phong thi nghiém cua Vién Moi truong NONg
nghiép, Vién Cong nghé sinh hoc, Truong Pal hoc Khoa
hoc Tw nhién. Nghién ctu danh gia kha nang st dung vi
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sinh vat co kha nang phan giai thuéc BVTV goc lan hitu co
d6i vai dat trong ché thuoc Hop tac xa ché Minh Sang, xa
Hung Son, huyén Anh Son, tinh Ngh¢ An.

4.Y nghia khoa hec va thyc tién

- Tuyén chon du’O’C nhirng chung vi sinh vat ban dia c0
nguon géc rd rang, c6 hoat tinh sinh hoc & on dinh va an toan
sinh hoc cao de ung dung trong xur Iy du luong thubc bao
vé thuc vat goc Lan hitu co trong dat néng nghiép trong
diéu Kién thu:C té tai Viét Nam.

- Bo sung danh muc cac chung vi sinh vat co hoat tinh
phan huy du luong thudc bao vé thuc vat goc Lan hitu co;
cung cap phuong phap, s6 liéu, thong tin khoa hoc lam co
s¢ cho cac nghién ctu cong nghe Xu ly du lugng thudc
bdo vé thyuc vat goc lan hitu co noi rleng va thubc bio vé
thuc vat noi chung trong dat trong nong nghiép bang
phuong phap vi sinh vat.

5. Nhitng dong gop mai cia dé tai luan an

- Str dung Vi sinh vt ban dia: Tuyeén chon va ung dung
cac chung vi sinh vat dugc phan 1ap tor moi truong trong
nudc, dam bao nguon goc tu nhién va phu hop véi diéu
Kién canh tac thuc té tai Viét Nam. Cac chung vi sinh duogc
dinh danh chinh xac dén méc d6 loai, dam bao vé mait an
toan sinh hoc khi phong thich vao moéi truong, gop phan
giam thiéu rui ro cho hé sinh thai.

- Ung dung vao xt Iy du luong thuéc BVTV goc lan
httu cot Nghién ciu kha nang phéan gidi, Xt ly thuéc BVTV
két hop véi phét trién, tha nghiém ché pham vi sinh vira co
kha nang xir Iy du luong thuoc bao veé thyc vat chira goc 1an
hitu co trong dat trong che, tao ra mot giai phap hiéu qua
cho viéc khir doc va bao vé moi truong dong thai nang cao
chat luong va nang suat cay trong.

- Két qua nghién cuu cua luan an: Khong chi mang
tinh méi vé mat khoa hoc ma con ¢ tng dung thuc tién



cao, gop phan b4ao vé moi truong, sirc khoe cong dong va
cai thién chat luong san pham ché thuong pham.

6. Noi dung nghién curu

NOI dung 1 Tong hop, thu thap tai li¢u, danh gia va
khao sat hién trang 0 nhiém goc Lan hitu co trong dat &
viing trong rau, ché.

NOI dung 2. Nghlen ciu va tuyen chon chung vi sinh
vat (VSV) c6 kha nang phan giai thuéc BVMT géc lan hitu
co (cu thé 1a thudc trir sau Chlorpyrifos).

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

NoOiI dung 4: Thir nghiém, danh gid hiéu qua cua Che
pham VSV phan hay du luong Chlorpyrifos trong dat
trong che.



CHUONG I: TONG QUAN VE VAN PE NGHIEN CUU

1.1. Tong quan vé thudc bao vé thuc vat

NOng nghiép la nganh san Xuat vat chat co ban, gitr vali
tro to Ién trong viéc phat trién kinh té & hau hét cac nudC
trén thé gioi, dic biét la & cac nudc dang phat trien. Nhu
cau luong thuc quoc te udc tinh tang tir 80 dén 100% trong
nhung thap ky téi dé d6i pho vai tinh trang dan sé ngay
cang tang.

1.1.1. Khai ni¢m thuéc bdo vé thurce vt

Hoa chat BVTV hay con goi_la thubc BVTV Ia
nhitng loai hoa chat bao vé cay trong hoac nhirng san
pham bao vé mla mang, 1a nhitng chat duoc tao ra de
chong lai va tiéu diét loai gay hai hoac cac vat mang mam
bénh. Hoa chat BVTV la nhitng hda chat doc, co kha
nang pha huy té bao, tac dong dén co che sinh truong,
phat trién cua sau benh co dai va ca cay trong, vi thé khi
cac hop chat nay di vao moi truong, chung cing co
nhing tac dong nguy hlem dén moi truong, dén nhitng
d6i tuong tiép xuc truc tlep hay glan tiép.

1.1.2. Phan loai thuoc bao vé thuc vit

*) Phan loai theo goc hoa hoC

+ Hoa chat BVTV thudéc nhém hop chat Clo hitu co"
Hoa chat BVTV thuéc nhom hop chit Clo hitu co, dlen
hinh cua nhom nay la DDT, Lindan, Endosulfan. Hau hét
cac loai hda chat BVTV thuoc nhom nay da bi cam su dung
Vi Chung la cac chat hitu co khé phan huy, ton luu lau trong
mo1 truong.

+ Héa chat BVTV thuoc nhom 1an hitu co: La cac este
cua axit phosphoric. Bay la nhom hoa chat rat doc Voi
nguodi va dong vat mau nong, dién hinh cua nhém nay 1a
Methyl Parathion, Ethyl Parathion,

Mehtamidophos, Malathion...

+ Hba chat BVTV thuoc nhém Carbamat: La cac este

ctia axit Carbamic c6 phd phong trir rong, thoi gian céach ly
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ngan, dién hinh ctia nhom nay la Bassa, Carbosulfan,
Lannate...

*) Phan logi thuéc BVTV theo cong dung

Phan lam 5 loai chinh gom (1) Thudc trir sau bénh
(hop chat hitu co clo, hop Chat hitu co phospho; (2) Thuoc
diét co; (3) Thubc dlet nam; (4) Thuoc diét chudt; (5)
Thuoc kich thich. ,

*) Phéan logi theo nhom doc: PJc tinh cap tinh, doc tinh
man tinh.

*) Phan logi theo thoi gian phan huy:

Phan Iam 4 loai chinh gom: (1) Nhom hau nhu khong
phan huy (cac hop chat hitu co chra kim loai...); (2) Nhom
kho phan huy (DDT, 666); (3) Nhom phan huy trung binh
(nhom hop chat hitu co chta clo); (4) Nhom de phan huy
(nhém hop chat phOSphO hitu co, cacbamat)

1.1.3. Khai niém thuéc bio vé thurc vit goc Ian hifu co

Phét pho hitu co (organophosphorus/organophosphate
OP) la tén goi chung cho cac ester cua axit phosphoric. Tir
nam 1938 dén nay da c6 khoang 50.000 hop Chat OP dugc
tong hop Cac hgp chat OP duoc su dung kha pho bién, dic
biét la co khoang 80 hop chat duoc ding trong nong nghlep
duéi dang thuéc bao vé thuc vat. Cac thuoc BVTYV goc Lan
hitu co duoc phan ra 5 16p chii yéu la Phosphate (i),
Thlophosphate (i1), Dithiophosphate (iii), Chlorophosphate
(iv) va Phosphorodiamidate (v)

1.1.4. Tinh chit chung cia thuéc bdo vé thuc vit goc
lan hitu co

Dic diém chung vé hda hoc cua cac hop chat OP 1a dé
bi thuy phan Tac nhan thuy phan dén gan chat phan tng va
tAn cong vao nguyen tar phét pho. San pham thuy phan la
tao thanh este don gian hon cua axit phot phoric. Tinh chat
quan trong thr hai la phan ng hoat hda nhan phot pho.
Phan ung xay ra thuong tao thanh chat (c ché enzym
cholinesteraza manh hon. Bi d6i v&i phan tng hoat hoéa la
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phan ung phan huay. Nho phan ung nay, cac hop chat OP
chuyén héa thanh dan Xuat trung gian kém doc hon 1a chat
chinh pham.

1.1.5. Tic déng ciia thubc bdo vé thwe vit goc lan
hitu co

Uu diém cua cac loai thuéc BVTV goc lan hitu co la co
tac dung nhanh, pho tac dung rong d6i véi cac loai sau hal
va tac nhan gay bénh ¢ thuc vat; Tuy nhién, nhugc diém
6n 1a tuong d01 doc hai voi dong vat co day song Nnoi
chung, va co thé con nguoi noi riéng .

*) Tac déng ciia hop chat OP doi voi co thé nguoi va
dong vdt

Céc chat BVTV chira OP ¢6 thé nhiém vao co thé qua
thire an, khong khi, duwong nude v.v.. Khi vao co thé dong vat,
OP tac dung trc ché enzyme acetylcholine esterase (AChE) ,
gay nhiém doc va ngo doc thuoc BVTV.

*) Tdac déng cia hop chat OP doi véi méi truong va hé
sinh thai

Viéc sir dung thuéc BVTV ciing co the lam xuat hién
dich hai mé&i hay bung phat dich hai thir cap O Viét Nam,
sau 6-7 nim dung thuéc DDT, Wofatox dé trir sdu hai chinh
trén che, cam quit va bong da 1am cho nhén hai cay tir chd
la dich ha1 khong dang quan tam tré thanh mot loai dich hai
nguy hiém gay kho 14 trén dién rong.

Hién tugng tai phat ray nau Nilaparvata lugens ¢ vung
Pong Nam A ciing 13 mot vi du dién hinh. Theo Maggi va
Leigh (1983), khi phun thudc trir sdu Wofatox (Methyl
parathion) cho bong da lam tang luzong trimg dé cua nhén do
Tetranychus urticae. Nhitng ca thé song sot hinh thanh tinh
chéng thudc va da lam thay doi dac tinh sinh hoc cua loai.

1.1.6. Tinh hinh sir dung thuéc bio vé thuc vit goc 1an hitu
co 0’ Viet Nam

Trude nim 1990, phan lon cé&c thudc trir sau st dung ¢
Viét Nam 1a thudc Lan hitu co. Tuy nhién, do co ché tac
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dong 1én enzyme acetylcholinesterase nén cac thuoc néy
khong chi gay doc vai con trung cO hai ma con véi cac con
trung co loi nhu ong mat va nhiéu dong vat khac nhu giun
dat, ca, éch, chim, dong vat co vl va con nguoi.

Sau nam 2009, thuoc BVTV dugc ding ki sir dung pho
bién nhat nudc ta la Chlorpyrifos ethyl. Hién nay trong
Danh muc “Thudc bao vé thuc vat dugc phep sur dung tai
Viét Nam nam 2018 thi hop chat Chlorpyrlfos ethyl va
fipronil da b1 cam san xuat va luu hanh vao thang 2/2019
theo quyét dinh 501/QD-BNN-BVTV cua By Nong nghi¢p
va Phat trién Nong thon. Tuy nhién, thuc te thi du luong
Chlorpyrlfos noi riéng va cac thuéc BVTV goc Lan hiru co
noi chung trong dat canh tac va cac loai ndng san van con
rat nhiéu.

Tom lgi, thuoc BVTV néi chung va thuéc BVTV goc OP
noi rieng dwoc Sur dung rat pho bien tai Viét Nam voi nhiéu
tac dung mang lai nhuw kiém sodt sdu buwém la lua, ray, rép
mat, sau béng, rép va nhén do,... gop phan bdo vé mua
mang cho ba con nong dan. Tuy nhlen viéc sur dung cac
logi thUOc BVTV nay cung da gay ra nhiéu tac déng tiéu
Cuc dén con nguoi, moi truong dat va cac h¢ sinh vat xung
quanh. Vi vdy, viéc nghién cizu ing dung cac glal phap ky
thugt xu ly hiéu qua thuéc BVTV géc OP trong méi trieong
A rdt can thiét.



CHUONG II: POI TUQNG, VAT LIEU VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ciru

- Cac chung vi sinh vat co hoat tinh phan giai OP duoc
phan 13p ti dat trong cheé tai tinh Nghe An.

- Pat néng nghiép Khu vuc thdm canh ché c6 du luong
thubc bao vé thuc vat goc Lan hitu co.

2.2. Pham vi nghién ciu

- Nghién ctru co ban duoc thuc hién tai phong thi
nghiém cua Vién Moi truong Nong nghlep B6 Nong
nghiép va Phat trién néng thén; ngoai ra con cé su hd tro
ctia mot sé phong thi nghiem caa Vién Cong nghe sinh hoc
(Vién Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam) va Truong Dai
hoc Khoa hoc Tu nhién (Bal hoc Quoc gia Ha Noi).

- Nghlen cuu danh gia kha nang str dung vi sinh vat co
kha nang phan giai OP d6i véi dat trong cheé thuoc Hop
tac xa che Minh Sang, x4 Hung Son, huyén Anh Son,
Ngh¢ An.

- Nghién ctru duoc thyc hién tir 9/2019 — 6/2024.

2.3. Thiét bi, hoa chat va dung cu thi nghiém

Liét ké tai phu luc 1 cua Luan an.

2.4. Vat li¢u sir dung trong nghién ciru:

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

2.5. Phwong phap nghién ciru

2.5.1. Phuwong phap lay mau va bao quan mau:

+ Phuong phap lay mau ché: QCVN  01-
28:2010/BNNPTNT: Quy chuan k¥ thuat quoc gia: Che -
Quy trinh lay mau phan tich chat lugng, an toan vé sinh
thuc pham.

+ Phuong phap lay mau dat TCVN 7538-2:2005 (ISO
10381-2:2002): Chat lugng dat - Lay mau - Phan 2: Huéng
dan k¥ thuat lay mau.

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

2.5.2. Phuong phdp phdn tich ham lwong OP: Qua
trinh chiét OP duoc thuc hién theo phuong phap mo ta boi
Gan & cs. (1999).

2.5.3. Phuwong phap nghién cuu vi sinh vdt.

+ Dinh luong vi sinh vat: Phuong phap pha loang téi
han cua Koch.

+ Phan Iap vi sinh vat phan hizy OP: phan 1ap vi sinh
vat trén moi truong thach c6 chia co chat malathion,
chlorpyrlfos va parathlon

+ Nghién ciru ddc diém sinh 1y, héa sinh ciia cdc chiing
VSV:

Cac dic diém sinh ly, sinh hoa cua cac chung VSV
theo kit API 20NE (d6i voi cac chung vi khuan Gram (-).
binh tén vi khuan dua vao ket qua phan tich trinh ty gen
16s rRNA két hop voi hé thong phan loai vi khuan cua
Bergey (1994).

2.5.4. Phan loai VSV bang phuwong phap sinh hoc phan
nr - Quy trinh tach chiét DNA tong s6 cua vi khuan duoc
tiecn hanh theo phuong phap CTAB/NaCl cua Ausubel et

al., 1994

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

Chudi nucleotit duoc Xt ly bang chuong trinh Bioedit.
Truy cap dir lieu ngan hang gen EMBL
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) dé so sanh bang chuong
trinh GENDOC 2.5 (NIChOIaS 1999). (4) Su dung chu:ong
trinh phan tich pha hé va tién hoa MEGA 2.1 dé xac dinh
moi quan hé di truyén glu:a cac chung dugc phan tich.

2.5.5. Thir nghlem xdc dinh tinh an toan doi véi dong
vdt: Doi chiéu véi danh sach cac chiing vi sinh vat an toan
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theo hudng dan cua Cong dong chung Chau Au dé xac dinh
murc dO an toan sinh hgc cua cac chung vi sinh vat st dung
trong nghién ctru.

2.5.6.. Dieu kién dnh hwéng den qua trinh nhan sinh
khoi:

Chung vi sinh vat duoc 1én men nhan sinh khoi trong
cung mot diéu kién nhu nhau, thay doi tiung thdng so ky
thuat: Nhiét do trong qua trinh 1&n men sinh khol pH, moi
truong nhan sinh kh01 va thoi gian 1én men, liéu luong cap
khi, ty 1é giéng cap 1 va duoc kiém tra mat do sau 1én men
dé xac dinh ting théng sé phu hop.

2.5.1. Phvong phdp tao ché phdam vi sinh vat.

+ ChUan b7 sinh khai vi sinh vat: Chung VSV duoc Ién
men sinh khoi Cap 1 trong binh tam giac, sau do 1én men
sinh khoi trén thiét bi Ién men va duoc kiém tra do thuan
khiét va dat mat d6 té bao > 10° CFU/ml, sinh khéi vi sinh
vat duogc tach nudc bang thiét bi li thm vai toc do 6000 v/p
trong 30 phut.

+ Chudn bj chat mang: Chat mang s dung trong
nghién ctru nay la duong malto dextro;

+ Phoi trén: Phoi tron déu sinh khoi vi sinh vat sau
Khi li tam v6i chat mang voi ty 18 phu hop dé dam bao do
am cla che pham khong qua 12%.

+ Kiém tra chat hmng San pham cudi cung cua qui
trinh san xuat cing nhu cac san pham tao ra trong tu:ng
cong doan cua qu1 trinh déu phai duoc kiém tra danh gla
chat luong vé céac chi tiéu mat do vi sinh vat lya chon va
mirc do tap nhiém.

+ Bao quan san phdm: San pham duoc dong goi trong
tai zip trang thlec bao quan trong diéu kién phong. San
pham duoc kiém tra mat do vi sinh vat theo thoi g1an bao
quan 0 gio, 7 ngay, 15 ngay, 30 ngay, 45 ngay, 60 ngay, 75
ngay...
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2.5.8. Thi nghiem danh gid kha nang xu ly OP cua vi
sinh vat:

- Xac dinh kha nang phéan giai OP cua cac chung VSV
trong dat (in V1tro)

- Panh gia hiéu qua cua ché pham VSV c'101 V01 cdy che
O quy mo nha ludi; danh gia hiéu qua ctia ché pham VSV
d6i véi cay che trén dién hep va dién rong,

2.5.9. Phuwong phdap xir Ii sé liéu: phan mém Excell va
IRISTAT 4.0
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CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Danh gia dw lwong thuéc bdo vé thuc vat goc an
hitu co 6 mét so vung canh tac nong nghlep

Chlorpyrlfos (CPF) la mot loai thudc trir sau thuoc
nhém OP duoc su dung pho blen tai Viét Nam. Hoa chat
nay co the tiéu diét mot pho rat rong cac loai con trung bao
gom muoi, sau budm, ray nau, sau an qua, gian ruoi, moi,
kién loa, v.v. théng qua co ché bat hoat enzyme
acetylchollnesterase Mot enzyme dong vai tro quan trong
trong hoat dong dan truyén than kinh & dong vat. Do co ché
tac dong lén enzyme acetylchollnesterase ma Chlorpyrlfos
gay doc khong chi véi con trung c6 hai ma con vai cac con
trung co loi nhu ong mat va nhiéu dong vat khac nhu giun
dat, c4, éch, chim, dong vat co vu bao gom ca con nguoi.

Bing 3.1. Két qua phan tich ham lwgng OP trong mau

dat trong.
Két qua phan tich (mg/kg)

Ky
Mau | hi¢u Crrlillgorfy Fenitro | Malath | Parath | Profen
mau thion lon lon | ofos

ethyl
TN1 1,125 KPH |KPH KPH |KPH
TN2 0,457 KPH |KPH KPH |KPH
NA1 0,372 KPH |KPH KPH |KPH
NA2 0,059 KPH |KPH KPH |KPH
TN1 0,029 KPH |KPH KPH |KPH
TN2 10,007 KPH |KPH KPH |KPH
NA1l | 27,8 KPH |KPH KPH |KPH
Bét NA2 16,9 KPH |KPH KPH |KPH
trong | BL1 |25,95 KPH |KPH KPH |KPH
che |BL2 7,63 KPH |KPH KPH |KPH
BL3 2,15 KPH |KPH KPH |KPH
BL4 |18,44 KPH |KPH KPH |KPH
BL5 |3,06 KPH |KPH KPH |KPH
Bip |BC-1/0,094 KPH |KPH KPH |KPH

Che
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cai |BC-210053 |KPH |KPH |KPH |KPH
s clzc 003 |KPH TKPH TKPH KPH
chud "=c 570032 |KPH |KPH |KPH |KPH
Ca |CR-1/1,106 |KPH |KPH |KPH |KPH
6t |CR-2]0783 |KPH |KPH |KPH |KPH
Pit |BC-3/0,025 |KPH |KPH |KPH |KPH
trong KPH |KPH |KPH |KPH
bip |BC-4 0,032

cai

Pit | CC-3]0,025 |KPH |KPH |KPH |KPH
trong KPH |KPH |KPH |KPH
cd |CC-4 0,018

chua

Pit |CR-3]0,032 |KPH |KPH |KPH |KPH
trong KPH |KPH |KPH |KPH
ca | CR-4 0,025

rot

Ghi chu: KPH: Duoi nguong phat hién (<0,002

m /kg)

Két qua phan tich trinh bay trong bang 3.1 cho thay cac
mau che, rau va dat trong déu phat hién thay Chlorpyrifos
ethyl (CPF) trong san pham va dat; cac goc Fenitrothion,
Malathion, Parathion va Profenofos déu khong phat hién.
Két qua nghlen ctru cling cho thay d6i vai cay rau du luong
Chlorpyrlfos ethyl trong sdn pham cao hon S0 vO1 dat trong,
d6i V01 cdy che thi dat trong che tai dia dlem lay mau cao
hon rat nh1eu so vo1 du Iugng trong san pham (cao gap 300
lan), két qua nay cho thay thude BVTV c¢6 chua
Chlorpyrlfos ethyl dugc nong dan su dung rat pho blen
dac bi€t 1a ¢ vung trong ché huyén Anh Son, Nghe An. Déi
v6i vung trong ché, thoi dlem dé tai lay mau 1a vu che
Xuan, day la khoang thoi tiét rat phu h0’p v0i cac loai bénh
ry xanh rép, nhén do, bo xit, mudi va bénh phdng 14 phat
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sinh gay hai anh hu:ong den su sinh truéng cua cay che
cling nhu nang suat va chat luong che bup. Doi véi Cay
che, do nguo1 néng dan su dung rat nhiéu thuéc BVTV vao
thoq diém dau vu (khoang thang 2- thang 3 trong nam) day
1a thoi diém do am khong khi cao, thich hop cho cac loai
sau hai (rép) phat trién manh, do do & tat ca cac mau klem
tra déu phat hién c6 du lu:orng Lan hitu co trong dat trong
ché va trong 14 ché véi hoat chat chu yéu 1a Chlorpyrifos
ethyl (CPF).

3.2. Phin lgp vi khudn phén gidi Chlorpyrifos ethyl

Tu 20 mau dat thu thap da phan lap duoc tong cong 51
chung vi khuan, trong d6 c6 4 chung vi sinh vat c6 kha
nang phan giai CPF 1a CNN1, CNN2, VNN3 va CNN4.

Két qua nghién ciru kha nang phat trién trén moi truong
LB c6 bo sung CPF cac chung vi sinh vat su dung trong
nghién ciu (Bang 3. 3) cho thay ca 3 chung déu cé kha nang
phat trién tot trén moi truong dich c6 chta CPF, két qua
nghlen ctru cho thay co thé céac chung vi sinh vat nghién ctu
c6 kha nang sinh truéng trong moi trueong chira CPF.

Bang 3.3. Mat d¢ cia cac ching VSV trén méi truong

chwa OP
Ching Mat @6 (CFU/mL)
Sau24h |Sau48h |Sau72h |Sau96h
CNN1 3.5x10’ 2.1x10° 3.8x10° 2.3x10’
CNN2 2.6x10° 3.2x10° 8.8x10° 2.8x10°
VNN3  [3.9x10° |4.8x10° 9.2x10° |4.4x10°
CNN4 4.3x10° 5.8x10° 9.0x10° 5.7x10°

S6 liéu tai bang 3.3 cho thay, mat do VSV sau 96 gio
d6i véi 3 Chung CNN2, VNN3 va CNN4 tuong dbi cao (2,8
— 5,7x10° CFU/mL), rleng7 chung CNNL1 thi thap hon nhiéu
val mat do chi dat 2,3x10° CFU/mL do vay Iuan an loai bo
chiung CNN1 ra kh0| cac chang vi sinh vat tiép tuc lam vat
licu nghién cuu.
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Cac_chung phan lap CNN2, VNN3 va CNN4 duogc dinh
danh bang phan tich gen 16S rRNA va so sanh su glong
nhau ve cac gen 16S rRNA cua cac chung CNN2, VN N3 va
CNN4 véi trinh ty cong bo trén GenBank. Tur két qua thu
duoc co thé két luan 3 chang phan lap co diém tuong dong
rat cao Vai cac chung Methylobacter popull (CNN2), EnS|fer
adhaerens (VNNS) va Acinetobacter pittii (CNN4).

Déi chiéu voi danh muc cac loai vi sinh vat an toan cta
Cong dong chau Au ciing nhu danh muc céc lodi vi sinh vt bi
han ché str dung cho thiy cac chung Methylobacterium populi
(co quan hé gan va1 chung CNN2), chung Ensifer adhaerens
(c6 quan hé gan voi chung VNN3) khong nam trong nhom vi
sinh vat bi han ché sir dung, dé tai budc dau dé nghl sur dung
tén phan loai hop thirc cho 2 ching VSV tuong (g nhu liét
ké trong bang 3.8

Bang 3.8. Pé xuit tén cac chiing vi sinh vét

Ky hiéu ching Tén dé nghi
CNNZ2 Methylobacterium populi CNN2
VNN3 Ensifer sp. VNN3

Tur két qua nghién ctiru mot s6 yéu to anh hudng den sinh
truéng cua Vi sinh vat st dung trong nghlen ctu, dé tai da
tong hop cac diéu kién pht hop cho qué trinh nhan sinh khol
cac chung vi sinh vat s dung trong san xuat ché pham, két
qua duoc trinh bay trong bang 3.16.

Bang 3.16: Thong so ky thuét phu hop cho nhan sinh khéi

cac chung VSV
] Chung vi sinh vat
Thong so ky thuat M. populi Ensifer sp.
CNNZ2 VNN3
pH mo1 truong 1€n men ’ 6,5 7,0
I(\I(}_l,l)@t do 1én men sinh khoi 30 30
Thoi gian 1€én men sinh
khéi (gio) 72 48
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Ty 1& giong cap 1 (%) 3 3

11:/[}10'1 truong lén men sinh SX1 SX1
01

Luu lugng cap khl (dm

khong khi/dm?® MmOl 0,7 0,7

truong/phut)

Két qua nghién ciu kha nang ton tai cua cac chung vi
sinh vt trong ché pham cho thay tai thoi diém 0 gio, trong
diéu kién hén hop mat do ching VSV st dung trong nghlen
ciru >109 CFU/g, sau 1 thang mat do té bao VSV van dat
>10° CFU/g. Sau 3 thang mat d¢ ca 2 chung M. popull CNNZ2
va Ensifer sp. VNN3 giam XUOng >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
xuéng >10" CFU/g, dap ung yéu cau ctia mot ché pham vi
sinh khi dua ra u:ng dung trong thuc tién.

3.3. Nghién ctru cong nghé san xuat che pham vi sinh
vat xir ly du luong thudc bao vé thue vat goc LAn hiru co
trong dat trong che.

Luan an d4 tién hanh nghién clru mot sO diéu kién thich
hop cho qua trinh nhan sinh khéi cac chung vi sinh vat dé tir
do6 dua ra cac thong sO k¥ thuét phu hop cho qua trinh nhan
sinh kh01 cac chiing vi sinh vat, cu thé:

- Anh huéng cua nhiét do: Chung M. populi CNN2 Ién
men nhan sinh khoi thich hop ¢ dai nhiét do tir 25+30°C.
Chung Ensifer sp. VNN3 1én men nhan sinh khéi thich hop &
nhiét d6 30°C.

- Anh hu’crng cua pH: - Chung M. populi CNN2 thich
hop & pH mdi truong 1én men sinh khoéi ban dau = 6,5.
Chung Ensifer sp. VNN3 thich hop ¢ pH mo6i truong lén
men sinh khoi ban dau = 7,0.

- Mo1 truong nhan smh khéi va tho1 gian nudi cay bé
thu sinh khoi cao nhat voi thoi gian ngan nhat thi doi voi
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ching M. popull CNN2 c6 the str dung mai truong san xuat
SX1, SX2 va thu sinh kh01 sau 72 glo’ chung Ensifer sp.
VN N3 c6 thé sinh trudng tot trén moi truong san xuat SX1
va thot gian thu sinh khoi 1a 48 g10’

- Ty 1¢ giong cap 1: Két qua nghlen ciru nay cho thay de
tiét kiém chi phi san Xuat thi 1110’ng giong cap 1 duogc bo sung
vao 3% thich hop nhat cho qua trinh 1én men sinh kh01

- Anh huéng cua liéu lwong cap khi: Gia tri liéu luong
cap khi 1a 0,7 dm® khong khi/lit méi trudong/phit 1a phu
hop nhat.

- Thong s6 k§ thuat su dung trong 1én men nhan sinh
kh01 chung M. populi CNN2 va Ensifer sp. VNN3: Pé tai da
tong hop céac diéu kién phu hop cho qua trinh nhan sinh khoi
cac chung vi sinh vat st dung trong san Xuat ché pham

Trong nghlen ctru ndy, cac diéu kién toi vu dé san xuat
sinh khoi cua Methylobacterlum populi CNN2 va Ensifer
sp. VNN3 dugc xac dinh la: Nhiét do: 30°C, pH: 6,5-7,0,
MBoi truong: SX1, Ty 1é gidng cap 1: 3%; Toc do thong kh1
0,7 dm3 khong khl/llt/phut

3.4. Nghién cizu khd ndng sir dung ché pham vi sinh
vdt phan hiy thuéc bdo vé thuc vdt goc Lan hitu co

3.4.1. Kha nang su dung ché pham vi sinh vat xir ly
thuoc bao vé thue vt goc Lan hitu co trén dat trong ché qui
mo nha lwoi

Ché pham VSV da cho hi€u qua phan huy CPF dang ké:

- Murc glam du luong CPF trong dat dat 76,35% (tu
3,68 xudng con 0,87 mg/kg) & liéu cao nhat.

- Du luong CPF trong 1a che giam manh tir 1,46 mg/kg
con 0,249 mg/kg, tuong Umg hiéu qua giam hap thu dat
82,94%. o ,

3.4.2. Hiéu qua cua ché phdam vi sinh vdt doi voi cady
che trén thi nghiém dién hep

- Két qua cho thay, cac chi tiéu mdi vi v mau sac & cac
cong thic thi nghiém la khong sai khac. Cac chi tiéu ham
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luong tro, cafein va tanin tuy cO giam khi tang luong ché
pham vi sinh vat song gia tri thay doi rat nho, khong sai
khac nhleu

- Chat lugng ché trong cac cong thuc sir dung ché pham
khong khac biét so véi cong thirc d6i chung (khéng st dung
ché pham). Khi su dung ché pham, ham luwong Chlorpyrifos
trong ché giam lan luot & Nghé An la 77,66%; hiéu qua xu ly
Chlorpyrifos trong dat dat 72- 16%..

3.4.3. Hiéu qud cua ché pham vi sinh vdr doi véi cay
che thi nghiém dién rgng

- Ché pham vi sinh vat khéng anh hudng dén chat luong
che kinh doanh. Sy ¢6 mit cua 2 chung vi sinh vat M. populi
CNN2 va Ensifer sp. VNN3 trong ché pham da co tac dung
lam giam Chlorpyrifos trong dat trong ché va san pham.

- Che pham vi sinh duoc phét trién trong nghién ctu nay
cho thay hiéu qua phan hiy cao hon trong thoi gian ngan hon
— dat 81,4% (CNNZ2) va 95,2% (VNNS) chi trong 3 ngay nuoi
cay (ket qua muc 3.3).

- Két qua xur 1y du lugng CPF bang ché pham trén dat
trong ché cho thay mac giam tir 11 dén 16 lan so voi doi
chirng va gidm hon 76% trong cac ung dung dién nho.

3.5. Hiéu qud ciia ché phdm vi sinh vt doi vdi cdy ché:

3.5.1.Thi nghiém diéen hep:

Nghién ctru dugc thuc hién tai xa Hung Son, huyén Anh
Son, tinh Nghé An. Hung Son 1a mdt xa mién nai thuoc huyén
Anh Son, Tay tinh Nghe An. Huyén Anh Son duoc UNESCO
dua vao danh sach cac dia danh thuoc Khu du trir sinh quyén
mlen tay Nghé An. Phén tich ham luong Chlorpyrifos trong
dat trong che trude thi nghiém va cac cong thac bon ché pham,
s6 liéu thu duoc ghi lai trong bang 3. 24,

Bing 3.24. Du lwong CPF trong dat trong ché tai Nghé An.

Giai doan Cong thirc thi Du lwgng
san xuit che nghiém Chlorpyrifos (mg/kg)
Kién thiét bC: Khong CP <0,002
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Giai doan Cong thirc thi Dw lwong
san xut ché nghiém Chlorpyrifos (mg/kg)
Bon CP 100kg/ha <0,002
Bon CP 200kg/ha <0,002
Bon CP 300kg/ha <0,002
bC: Khong CP 0,042
: Bon CP 100kg/ha 0,012
Kinh doanh 55 cp 200kg/ha 0.011
Bon CP 300kg/ha 0,011

O dat trong ché kinh doanh, tat ca cac cong thirc deu
phat hién Chlorpyrifos véi cac nong do khac nhau. Cu the, &
cong thiac dbi chimng— khong sir dung ché pham thi ham
lugng Chlorpyrifos la 0,042 mg/kg, nhu’ng ¢ cong thac thi
nghiém — st dung ché pham vi sinh vat & liéu lugng 100-
300 kg/ha thi két qua cho thay ham luong Chlorpyrifos giam
chi con 0,011-0,012 mg/kg (twong duong giam 72-76%).

3.5.2. Thi nghiém dién rong:

Bing 3.30. Du lwgng CPF trong dat trong ché

Loai hinh | Cong thirc thi | Dw lwgng Chlorpyrifos
san xuét ché nghiém (mg/kg)
Tru:p’AC thi 0,064
Kinh doanh nghi¢m
Dol chirng <0,032
Thi nghiém <0,002
TrquAc thi 0,042
Kién thigt ~ naniem
Doi chirng <0,022
Thi nghiém <0,002

Qua bang s liéu cho thay mau dat o thoi diém trudc thi
nghiém & che kinh doanh va che kién thiét déu co phat hién
thay Chlorpyrifos & gia tri lan luot 12 0, 064 va 0,042 mg/kg.
Song khi phan tich ham lugng OP trong dat tai thoi diém sau
thi nghiém & ca hai cong thac ddi chung du luong
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Chlorpyrifos giam so véi ban dau, diéu nay co thé do du
luong Chlorpyrlfos co the bi rua troi, phan huy ty nhién dudi
tac ddng cua cac yéu to thoi tiét (mua, nang, gio, V.v.). O céc
cong thuc thi nghlem co sur dung che pham VSV thi du
luong Chlorpyrifos con lai la rat thap (<0,002 mg/kg). Ket
qua nay khang dinh thém hiéu qua cta vi sinh vt trong ché
pham da phat huy dugc vai tro cua ching trong xur ly du
luong Chlorpyrifos trong dat trong ché.
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Chuong IV: KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luan:

1. Tt 20 mAu dét trong ché thu thap tor Thai Nguyén,
Nghé¢ An, da phan lap dugc 4 chung vi sinh vat c6 hoat tinh
phan huy Chlorpyrifos va lua chon dugc 2 chung vi sinh vat
c6 ky hiéu Methylobacterium populi CNN2 va Ensifer sp.
VNN3 ¢6 kha nang phan huy Chlorpyrifos, ¢6 tinh an toan
sinh hoc va du di€u kién lam vat liéu phuc vu cho nghién
clru san xuat ché pham vi sinh vat phan hay thuéc BVTV
chtra goc 1an hitu co.

2. ba xay dung dugc quy trinh cong nghé 1€én men
nhan sinh khoi trén céc chung Methylobacterlum populi
CNNZ2 va Ensifer sp. VNN3 va quy trinh san xuat chepham
vi sinh vat xtt ly du Iwong thuoc BVTV c¢6 chira goc lan
hitu co:

- Chung Methylobacterium populi CNN2: pH mo6i
truong 1én men: 6,5; Nhiét do 1én men sinh kh01 30°C; Thoi
gian lén men s1nh kh01 72 gio; Ty 1€ giong cap 1: 3%; M01
truong 1€n men sinh khoi: SX1; Luu luong cap khi 0,7 dm
khong khi/dm® méi tru’cmg/phut mat do té bao dat >10°
CFU/ml, hoat tinh sinh hoc 6n dinh.

- Chung Ensifer sp. VNN3: pH moi truong lén men:
7,0; Nhi€t do 1€én men sinh kh01 '30°C; Thoi gian 1én men
s1nh khoi: 48 gio; Ty 1€ gidng cap 1: 3%; Moi truong l1én
men smh khéi: SX1; Luu lugng cap khi 0,7 dm khong
khi/dm® méi tru’ong/phut mat do té bao dat >10 CFU/ml,
hoat tinh sinh hoc 6n dinh.

Che pham vi sinh vat xu 1y du luong thude BVTV cod
chira goc lan hitu co, mat do chung vi sinh vat > 10° CFU/g
va chat luong on dinh sau 9 thang bao quan diéu kién binh
thuong.

3. Két qua danh gia hiéu qua cua ché pham vi sinh vat
trén dat trong ché dién hep tai xa Hung Son, huyen Anh
Son, Nghé An cho thay: Chat luong che trong cac cong
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thirc sir dung ché pham khong khac bi€t so vé1 cong thirc
c’101 chimg (khéng st dung ché pham). Khi sir dung ché
pham, ham luong Chlorpyrifos trong che giam 77,66%,;
hi¢u qua xu ly Chlorpyrlfos trong dat dat 72- 76%: cay che
sinh truong tot hon, cac chi ti€u sinh tru:ong vé chiéu cao,
rong tan, chiéu dai bup, khbi Iu’O’ng bup va mat do¢ bup ¢
cong thu’c thi nghlem déu cao hon cong thirc 601 chimng.

4. Két _qua danh gia hi€u qua cua ché pham vi sinh vat
trén dat trong che dién rong tai xa Hung Son, huyén Anh
Son, Ngh¢ An cho thay: Str dung ché pham 0 liéu luong
10kg/ha glup cay ché sinh truong tot hon, cac chi tiéu sinh
tI'lIO’Ilg vé chiéu cao, rong tan, chiéu da1 bup, kh01 luong
bup va mat do bup ¢ cong thuc thi nghiém déu cao hon
cong thuc doi chirng; nang suat ché kinh doanh tang
16,48%, che kién thiét tang 27 ,18%; khi sur dung ché pham
v6i lidu luong 100kg/ha c6 thé xu 1y dugc du luong
Chlorpyrifos trong dat va trong 14 che.

Klen nghi

Tiép tyuc tién hanh ngh1en ciru khai thac img dung thém
cac chung vi sinh vat co ich khac (VSV c¢b dinh dam, phan
glal lan, VSV khang VSV gay bénh thuc vat) cung két hop
Va1 viée khai thac sir dung nhitng ching vi sinh vat ¢ hoat
tinh phan huy du luong thudc BVTV trong dat dé tao ra
nhung san pham tot hon, da hoat tinh hon dap u‘ng dugc yéu
cau cua thyc tién va dé hudng t6i nén san xuat ndong nghiép
hitu co bén vimng.
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