LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan cé&c ngi dung nghién cizu trong ludn van “Tuyén chon
va danh gida kha nang s dung chung vi sinh vat xu Iy dw lwong hda chat bao
vé thure vat goc 1an hitu co (Hop chdt Parathion) trong dat tréng ché” 1a cong
trinh nghién cizu cua toi dwa trén nhang tai liu, sé lieu do chinh téi t tim
hiéu va nghién cizu. Chinh vi vdy, cac két qua nghién citu dam bdo trung thuc
va khach quan nhdt. Bong thoi, két qud ndy chua timg xudt hién trong bdt ci
mét nghién cizu ndo. Cac so lidu, két qud néu trong ludn vén la trung thuc néu
sai tbi hoan toan ch;u trach nhiém.

Ha Noi, ngay 30 thdang 9 nam 2022

Hoc vién

Lé Thi Ha Trang



LOI CAM ON
Toi xin bay té 10ng biét on sdu sdc téi TS Nguyén Phuong Minh dé chi
dao, huéng dan tdn tinh sdu sdt, givip dé toi trong suot qua trinh thyc hién

cting nhu hoan thanh ludn van.

Toi xin chan thanh cdm on ban ldnh dao, cac thdy cd tai Hoc Vién
Khoa Hoc va Céng Nghé¢ - Vién Han I[am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
bg mdn Cdng nghé Maéi truong da tao diéu kién thudn loi cho tdi trong sudt
thoi gian tham gia hoc tdp, nghién cizu va hoan thanh lugn van.

TOi xin chan thanh cam on cdc anh, chi tai Vién Moi truong nbng
nghiép da giiip dé t6i rat nhiéu vé co so vat chat, trang thiét bj thi nghiém,
cac ky thugt phan tich, cac kién thic thuc nghiém,... dé tdi hoan thanh
chwong trinh nghién curu cua minh.

TOi xin chéan thanh cam on Thu truong Binh ching Hoa hoc, Thu
trieong Vién Hoa hoc Méi trirong quan su, cde dong nghiép Phong Cong nghé
Xw Iy moi truong/Vien Hoa hoc Moi truong quan Su la noi toi cong tac da
quan tam, tao diéu kién, hé tro moi mét dé toi hoan thanh lugn van.

Cudi cling, t6i xin bay té 10ng biét on sdu sdc téi nguwoi than trong gia
dinh, ban bé di luén déng Vién vé moi mdt dé téi c¢é ddng luc trong cdng viéc
va nghién cuu khoa hoc.

Mdc du rat cé gang trong qua trinh thec hién lugn van nhung do trinh
dé va kinh nghiém con han ché nén khéng tranh khéi nhing thiéu sot. Rat
mong nhdn dwoc s chi ddn va déng gdp thém cua thay cd va cac ban dé toi
rat kinh nghiém va hoan chinh lugn van.

Ha Noi, ngay 30 thang 9 nam 2022

Hoc vién

Lé Thi Ha Trang
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MO PAU

Thudc trir sdu 1a mot phan khéng thé thiéu trong viéc canh tac ndng
nghiép va ting ning suat cta cay trong, dong vai trd quan trong trong Viéc
dap (ng nhu cau luong thuc ngdy cang ting caa nhan loai. Tuy nhién, thoi
gian gan day, viéc day manh sir dung cac loai phan bon hda hoc, thudc bao vé
thuc vat trong hoat dong néng nghiép dé gitp cay tréng phat trién nhanh, diét
trir sdu bénh va nang cao san luong khién cho dét dai bi bac mau, thoéi hoa,
lam mat can bang sinh thai trong dat, anh hudng tiéu cuc téi moi truong va
stc khoe cuia con ngudi. Trong sé cac loai hda chat bao vé thuc vat, hop chét
phét pho hitu co, 1a mét trong nhitng chat doc hai nhat da duogc biét téi va su
dung nhiéu trong san xuat néng nghiép. Sau thoi dai tiép xdc, cac chat nay c6
thé tich ty trong md md cua dong vat va tham gia vao chudi thire an, va tich
lity sinh hoc. C6 thé thay nhimg tac dong nguy hai cua OP ¢ nhitng mat xich
cao nhat trong chudi thirc an, c6 thé 1a cac loai chim sian moi hay con nguoi.
OP d3 duoc nhiéu nghién cau chiing minh riang day la loai chat doc nguy
hiém, n6 khong chi tic dong dén maot sb loai con tring, dong vat hoang da,
ma con 1a méi nguy hai tiém tang doi vai sac khoe con ngudi, dac biét 1a doi
véi tré nho va phu nit c6 thai. Nhitng tac dong cua OP 1én con nguoi va hé
sinh théi 12 nguyén nhan ly giai cho viéc vi sao nhiéu quédc gia trén thé gigi,
dac biét 1a cac quédc gia phét trién viéc st dung loai hda chat BVTV nay cang
ngay cang bi ngan cAm. Hau hét cac qudc gia déu han ché va cam viéc san
Xuat va str dung cac loai hda chat nay.

Tai nhiéu tinh, thanh phd & Viét Nam, cay ché di va dang dan trg thanh
loai cay cong nghiép phat trién 6n dinh, mang dén hiéu qua kinh té cao, tao ra
nhiéu viéc 1am va mang dén ngudn thu nhap 6n dinh cho nhiéu ngudi dan.
Hién nay, theo sé liéu thong ké caa Hiép hoi ché Viét Nam, nuéc ta dang
dang tha 5 vé dién tich va thir 6 vé san lugng ché trén thé giéi. Tinh dén
nam 2020, ca nudc c6 34 tinh, thanh phd trdng ché, tong dién tich 1én téi
123.000 ha. Nhu cau sir dung c4c san pham tir ché trén thé giéi 1a rat on, va
Viét Nam 1a quéc gia ¢ thé manh vé san lugng ché. Tuy nhién, chat luong
vé sinh, an toan thyc pham cua san pham ché nudéc ta hién nay van chua dap
g duoc cac yéu cau vé chat luong cua thi truong qudc té, dac biét 1a cac
quéc gia phét trién. Do quéa trinh trdng va chiam soéc cay che, ba con lam



dung hoa chat BVTV, trong khi, cac quy dinh vé du lugng hda chat BVTV
trong che tai thi truong 16n ngay cang nghiém ngat hon.

Hién nay, viéc ung dung kha nang phan huy sinh hoc ctia VSV ddi voi
hoa chat BVTV da va dang tré thanh mot trong nhiing phuong an hitu ich dé
xt 1y du lwong hda chat BVTV trong dét.

Vi vay, dé tai nghién cau “Tuyén chon va danh gia kha ning sir
dung chiing vi sinh vat xir Iy dw lwong hoa chat bao vé thuc vat goc 1an
hitu co (Hop chat Parathion) trong dat trong ché” da duoc thyc hién nham
phan 1ap va tuyén chon chung VSV c6 tac dung phan giai va chuyén hda hoa
chat BVTV géc 1an hitu co, gilp giam thiéu 6 nhiém OP trong dat va gidp
nang cao nang suat va chat luong cay trong, cai thién chat luong dat.

Muc tiéu va ngi dung nghién ciru:

Muc tiéu nghién cau:

Nghién ciu tuyén chon dugc chung vi sinh vat c6 kha nang xt 1y luong
hoa chat BVTV géc 1an hiru co (Hop chit Parathion) trong dat trong ché, diéu
kién cho su sinh truong phét trién cua chung va kha nang sir dung.

Noi dung nghién ciru:

- Tuyén chon duoc chung vi sinh vat ¢ kha niang phan giai héa chat
BVTV c6 chira goc 1an hiru co (hop chat Parathion).

- Nghién ctu lya chon cac diéu kién téi vu cho sy sinh truéng va phat
trién caia chung vi sinh vat.

- Banh gia, xac dinh kha nang phan giai Parathion cua cac chung VSV
trong dat in vitro - phong thi nghiém.

Y nghia khoa hoc ciaia dé tai:

Ludn van nay cung cap théng tin, két qua nghién cau vé chang vi sinh
vat ¢6 kha nang xir Iy du luong héa chat BVTV géc 1an hitu co trong dat
trong ché (Hop chat Parathion) tai Nghé An va danh gia duoc tiém ning (ng
dung chang vi sinh vat nay dé xt Iy céc khu vuc dat nhiém OP.



CHUONG 1.
TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Khéi niém thuéc bao vé thuc vat goc 1an hiru co

Hoa chat BVTV, 14 tén goi cua cé4c loai hda chat bao vé cay trong hoic
cac san pham bao vé mia mang, 1a nhiing tac nhan c¢d ngudn gdc hda hoc,
duoc tao ra véi muc dich kiém soat, tiéu diét su xam nhap, phat trién cua sau
bénh gay hai va hoic vat mang mam bénh. Chung ciing gdm céc chat dé tiéu
diét cac loai song canh tranh, nam bénh trén cay trong. Ngoai ra, hoa chat
BVTV ciing c6 nhiéu dang khac, d6 1a loai thudc kich thich sinh truéng, phat
trién nang cao ning suét cay trong dat. Hoa chat BVTV 1a mot loai hoa chat
doc, khi di vao co thé c6 kha nang pha huy té bao, tac dong truc tiép dén qua
trinh sinh truong, phat trién caa sdu bénh, co dai va cay trong, do do, khi
nhitng hop chat nay di vao méi truong, ching s& ¢ nhiing anh huéng xau dén
mdi trudng, dén nhimg dbi tuong tiép xUc tryc tiép hay gian tiép. Theo thong
ké cia Bo NN&PTNT, dén nim 2020, ca nudc st dung khoang 41.870 tan
hoa chat BVTV hda hoc (chiém 82,59% tong lwong hda chat BVTV sir dung),
trung binh ctr 1 ha s& sir dung khoang 3,14 kg hda chat BVTV [1]. Tuy nhién,
chi mot phan cua luong thudc nay sé tidu diét duoc cac muc tiéu: Sau bo, mot
s6 loai nam, cbn tring, ..., lugng con lai s& di vao moi truong dat, nudc gay
nén céc tac tidu cuc dong dén hé sinh thai, anh huéng dén sic khoe caa con
ngudi va cac loai dong vat, thuc vat khac.
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Hinh 1. 1: Hinh d@nh 1 sé logi hoa chdt BVTV



Lan hitu co (hay phdt pho hitu co - organophosphate, OP), 1a cac dan
XUt este hiru co cuia phét pho, thuong 1a cac dan xuit amit hoic cac dan xuét
thiol caa axit photphoric, photphonic, photphinic hoac thiophosphoric [2] [3].
Bang cach ngdn can su tao thanh men Cholinestaza trong hé than kinh cua cac
loai cdn tring, cac hop chat OP khién cho than kinh hoat dong kém hon, gay
choang véang va c6 thé dan t6i cai chét.

Cau tric hoa hoc cua cac hop chat OP dugc thé hién trong hinh 1.2
dudi day:

N 4
v

Hinh 1. 2: Céng thirc hda hec ciia hep chét OP [4]
Trong do:
- X 1a gbc¢ hiru co, né nhay cam nhat vai su thuy phan;

- R1 va R2 la cac nhom alkoxy, mét nguyén tir oxy hodc luu huynh
cling dugc gan véi phdt pho bang mot lién két dbi dé tao nén cdng thic hoa
hoc cua OP [4].

Cong thac hoa hoc cua hop chat Parathion dugc thé hién trong hinh
1.3 duéi day:

CH,

(

0
Sﬁf

Hinh 1. 3: Cong thic hda hec cia parathion [5]



Cé4c tinh chat caa Parathion:
- Tinh chat hda hoc: Hoa tan tét trong xylen va butanol

- Tinh chét vat Iy: Khi ¢ dang tinh khiét, parathion Ia chat ran két tinh
mau trang, ¢ diéu kién thuwong 1a dang chat 1ong mau nau c6 mui toi.
Parathion Ia chat kha bén viing.

- Thoi gian ban phan huay: 30 - 180 ngay.

- Ung dung trong ndng nghiép: Kiém soét cac loai bo canh cting, buém
con tring, chau chau va con trung khac, au trung an 14, hoa qua, rau,... kiém
soat mot sb cdn tring trong dat nhu giun tron, sau bo an ré ...

Viét Nam 1a dat nudc co ty 1é san xuat néng nghiép cao, do do, khoi
luong hoa chat bao vé thuc vat hang nam su dung 14 rat 16n, trong dé, thuée
trir sAu chiém ty I& cao nhat. Theo s6 liéu thong ké, Viét Nam dang c6 khoang
hon 200 loai thudc trir sau, véi nhiéu chung loai va nhiéu nhat 1a cac nhom
phét pho hitu co [6], [7]. Céc loai hda chat BVTV nhdm OP phé bién hién
nay la Carbophos (Malathion), Thiophos (Parathion), Basudin (Diazinon),
Wofatox  (Metyl parathion), Diphterex (Chlorophos), = Tamaron
(Methamidophos).

Phan loai héa chat BVTV nhém OP

Theo hinh 1.2, cdng thiic hda hoc dugc néu cua cac hoa chit BVTV
nhom OP duoc chia thanh céc loai chinh nhu sau:

Bdng 1. 1: Phan loai theo cong thirc hda hec cac chat BVTV nhém OP [5]

STT Phan loai Cau trac hoa hec Vi du
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OR Monocrotophos
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STT Phan loai Céu truc hda hec Vi du
i
3 | Phosphimates H—T—R Glufosinate
OR
S
I Diazinon
4 | Phosphorothioates HD—T—UH _
OR Parathion
ISI
5 | Phosphonothioates HD_T_H Leptophos
OR
O :
Il Demetion-S-methyl
6 | Phosphorothioates HS—T—OH _
On Echothiophate
O
: I
7 | Phosphonothioates RS—T—R VX
OR
i
HS—T—SH
CR hoac | Azinphos-ethyl
8 | Phosphorodithioates ’

Malathion




STT Phan loai Céu truc hda hec Vi du
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Nhom 1an hitu co dung chi yéu trong viéc kiém soat dich hai nhu mot

chat thay thé cho nhdém clo hitu co do chu ki ban ra cua nhém nay ngan hon
s0 véi nhom clo hitu co [2] [8]. Kha ning phan huy trong diéu kién ty nhién
cua chung khién ching tro thanh mot lua chon thay thé hap dan cho cac loai
thudc trir su clo hitu co kho phan hiy, chang han nhu DDT, aldrin va
dieldrin. Mot s6 nghién ctru da chi ra rang thudc trir sdu OP phéan hay nhanh
chéng bang cach thuy phan khi tiép xdc véi anh sang mit troi [2]. Bén canh




d6, mot lugng nhd OP c6 thé dugc phét hién trong thire dn va nudc ubng. Mic
d0 OP phan hiiy nhanh hon cac loai héa chat BVTV nhdm clo hitu co, nhung
chang c6 doc tinh cép tinh, do d6, gay rii ro cho nhitng ngudi cd thé tiép xuc
véi mot luong 6n [2].

Pic diém chung cia hoa chat BVTV nhom OP

- Lan hiru co 1a cac hop chit hiru co d& bi phan hay khi tiép xtc vai anh
sang mat troi, khong khi, co chia céc lién két Cacbon - Phét pho [2]. Céc este
don gian hon cua axit phosphoric 1a san pham thay phan OP. Phan @ng phan
huay gitp chuyén hoa cac hop chat OP thanh cac san pham trung gian ¢ tinh

ddc kém hon so v6i san pham ban dau.

- Phan ing hoat hoa nhan phét pho 1a mét trong nhiing tinh chat quan
ciia nhdm OP. San pham caa phan tng nay la tao thanh chat wc ché enzym
cholinesteraza manh hon.

1.2. Tac dong ciaa hoa chat BVTV gdc OP véi méi truong, sinh vat

va con nguoi

Cac loai hoa chat BVTV noi chung va héa chat BVTV nhém OP noi
riéng dugc xem la cac san pham cé tac dung lén trong viéc phong ngira va
kiém soét cac loai dich hai cho cay tréng. Tuy nhién, nhitng chit nay lai
duoc coi 12 nhitng chat doc hai dbi véi cac loai sinh vat co ich, cac thién
dich, va dic biét né con tac dong dén sic khoe con ngudi [9]. Bén canh do,
viéc sir dung hoa chat BVTV mot cach bira bai, khong dung liéu lugng,
hudng dan st dung da gy anh huong tiéu cuc dén méi truong va hé sinh
thai, pha v& tinh bén viing cua phat trién nong nghiép.

1.2.1. Sw chuyén héa cia hgp chat OP trong co thé con ngudi va
sinh vat

Con dudng xam nhap caa OP vao co thé con nguoi va cac sinh vat khac
cua hoa chat BVTV goc OP 1a qua dudng an udng, khdng khi, né co thé duoc
hap thu boi tit ca cac con duong, bao gom théng qua hd hap, duong tiéu hoa
va su hap thu qua da [2]. Cac hop chat nay d& dang dugc hap thu vao mau. Su
Xuat hién cua du luong cac chat BVTV goc OP trong mau, sira, mat ong, cac
mo ciia con ngudi va dong vat da cho thay kha ning tich liy ctia cac chat nay.
Piéu nay la nguyén nhan dan ti hang ngan ca tir vong va cac ca bénh nghiém



trong mdi nam [2][4]. Su hap thu & niém mac duodng tiéu hoa cua cac hop
chat OP di&n ra rat nhanh, céc triéu chung cua viéc nhidm doc s& xuat hién chi
sau vai phut khi di vao co thé. Sy hap thu qua da s& 1au hon, sau thoi gian
khoang 2 gio tiép xdc sé& bat dau c6 nhing triéu chiang dau tién va nhitng dau
hiéu nay s€ kheo dai khoang 2 ngay.

San pham tao thanh cua qué trinh phan hay cac hoa chat BVTV nhom
OP c6 thé 1a cac chat c6 doc tinh thip hon, nhitng chat nay cé thé hoa tan
vao trong nudc va dao thai ra khoi co thé qua duong bai tiét nudc tiéu.
Ngoai ra, chung ciing c6 thé chuyén hoa thanh dang khac, doc hon, tc ché
enzyme AChE manh hon. Tai gan, qua trinh oxy héa cac hop chat OP xay
ra, tao nén cac chat dithiophotphoric va axit thiophotphoric. Bén canh do,
con xay ra qué trinh thuy phan nho phan tng photphatase, cacboxylamirase,
cacboxyleserase. [10].

1.2.2. Tac dong téi con nguoi

Théng qua céc hoat dong nghé nghiép, ndng nghiép, céng viéc nha, con
nguoi cO thé tiép xuc truc tiép véi hda chat BVTV. C6 04 con dudng xam
nhap vao co thé pho bién cua hda chat BVTV: Da, hd hap, mat, hit thé. Qua
nhiéu nghién ctru, danh gia cho thay, sau thoi gian dai tiép xuc véi thude trir
sau, ¢ thé s& dan téi nhiéu nguy co mac cac loai bénh: Ung thu, anh huong
tgi hé than kinh, kha ning sinh san, trao doi chat va su phat trién caa con
nguoi. Bén canh do, hoa chat BVTV con c6 thé di vao vao co thé mot cach
gian tiép qua duong thirc in, nudc udng.
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Hinh 1. 4: Nhiing con dwong hoa chdt BVTV xam nhdp vao co thé
con nguwoi [11]

Péi véi hoa chat BVTV gbc OP, khi di vao co thé, muyc tiéu chinh caa
OP la acetylcholine esterase (AChE), mot enzym c6 vai tro thuy phén
acetylcholine. Acetylcholine mot chat dan truyén than kinh chinh trong hé
than kinh ngoai vi va trung wong [4]. Acetylcholine dugc giai phong tir day
than kinh va no chi c6 thé chi duge duoc thuy phan thanh choline va acetyl-
CoA bai AchE. Tuy nhién, su c¢6 c¢6 mat cua cac lién két P=O trong chat
BVTV gdoc OP di lam xay ra phan tng phosphoryl héa mot nhom hydroxyl
cua enzyme, enzyme lic nay bi tc ché khong thé phuc hdi. Su wc ché caa
AChE gay ra su tich tu caa acetylcholine tai cac khap than kinh, dan dén céac
hién tugng nhu tang tiét mo hoi, ting tiét nuéc bot, tiét nhiéu dich phé quan,
co that phé quan, ngat thé [4].

Nhiém doc OP cd thé 1a cap tinh hay man tinh. N6 c6 thé xay ra ngay
ca ¢ lieu luong nho. Thoi gian phoi nhidm cang lau, lidu lugng cang 16n thi
cang doc. Phoi nhiém OP nhe c6 thé c6 nhiing dau hiéu sau: Cay mat, s6 mii
chay nuéc mat, ting tiét nudc bot, dau dau, choang vang, budn non, tiéu
chay... Néu phoi nhiém OP ¢ muac do nang sé xuat hién cac triéu ching: D&
mét moi, giam tri nhé, nga khdng ngon, chéan an, giam nhip tim, huyét ap,
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kho thg, rdi loan tinh than va tri tug, giat nhan cau, run ray tay chan, giam
stc dé khang, di tat thai nhi va mot s triéu chung réi loan than kinh khéc.
Anh huong nghiém trong nhat 12 té liét cac co ho hap va wc ché hd hap trung
tam. Cudi cung 1 dan toi tir vong tar vong la do liét hd hap [12] [13].

Parathion duoc hdp thu vao co thé qua nhiéu con duong. Nhitng dau
hiéu khi bi phoi nhim parathion thudng xuit hién trong vong vai gio sau khi
tiép xdc voi da. Ti 1é hap thu qua da ¢ tho duoc tim thay 1a 0,059mg/cm?.
Parathion duoc phan bd uu tién & gan, than va mé m&. N6 ciing tap trung kha
cao trong thanh da day, rudt, tuyén giap, 14 lach, phdi. N6 co thé vuot qua
hang rao mau ndo vi ban chat khdng phan cuc va tich tu & mtc do thap hon
trong hé théng than kinh trung wong. Parathion duoc chuyén héa & gan va cac
vi tri ngoai gan khac bai hé thong enzym oxydase chirc nang hdn hop thanh
paraoxon, chat nay doc hon dang ké so vai hop chat gbc. Thoi gian ban thai
cua parathion 1a 2,1 ngay. Theo bao céo, sau khi udng parathion (1 hoic 2 mg
ngay 1) & nguoi, 60% parathion dugc bai tiét trong vong 4 gio va 86% trong
vong 8 gio dudi dang p-nitrophenol [14].

Bén canh d6, ciing di ¢6 nhiéu nghién ctu duoc thuc hién dé xac dinh
mbi lién hé gitra viéc tiép xdc cua cac hda chat BVTV gbc OP téi kha ning
mac bénh ung thu. Co quan nghién ctru Ung thu Qudc té (IARC) két luan
rang, diazinon va malathion Ia nhiing chat c6 thé gay ung thu & ngudi (Nhom
2A) (Hoppin va cong su, 2012). Parathion duoc phan loai 14 chat c6 thé gay
ung thu & nguoi (Nhom 2B) [15].

Nhiéu loai héa chat BVTV trong nhém nay da bi cdm do c6 doc tinh
cao, anh huong nghiém trong téi sic khdée con nguoi.
Dir liéu doc tinh cua cac hop chat OP ddi véi mot ngudi dan 6ng 70kg
duoc trinh bay trong bang dudi day:
Bdng 1. 2: LD50 csia 1 sé hep chat OP [13]

M@t s6 hgp chat LD50 LD50
OP (quada) (mg) | (dwdng miéng) (Mg)

STT

1 Malathion > 25.000 400 - 40.000
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o | Mt s6 hop chat LDS0 LDS0
OP (quada) (mg) | (dwong migng) (mg)
2 Parathion 1.470 70
3 Methidathion > 100.000 1.400
4 Fenthion > 23.000 > 15.000
5 Mevinpos > 300 > 250

1.2.3. Tac dong téi méi trwong va hé sinh thai

Hoa chat BVTV khong chi anh huéng téi siac khoe cia con ngudi ma

con tac dong xau dén méi trudng va hé sinh thai. Co thé thy, hda chat
BVTV c6 tac dung dé tiéu diét sau bénh, nam, con tring,... nhung no ciing 1a

tdc nhan tiéu diét ca nhiing loai nhu thién dich, cac loai con trung ich hay

nhitng sinh vat khac.

Py eV e

Chw trinh cla TBVTV

Hinh 1. 5: Chu trinh phét tan héa chdt BVTV trong hé sinh thai [12]
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Hoéa chat BVTV gbc OP duoc str dung dé bao vé cay trong khoi sau
bénh, tuy nhién, khi sir dung, chi mot phan cia nod twong tac véi ¢on tring muc
tiéu, mot phan bi roi Vi xudng dat, gay 6 nhiém méi truong dat, 1am giam do
mau ma, axit hoa dét, rira troi nitrat, ting sic chong chiu cia co dai va mat da
dang sinh hoc [16]. Bén canh d6, phan roi xudng dat duoc cac hat dat hap phu
hodc hodc di chuyén tir cac khu vuc canh tac dén cac hd chira theo dong chay
hodc hé thdng thoat nudc sau d6 tham vao ngudn nuéc gy 6 nhiém.

Mot phan khac cua héa chat BVTV sau qua trinh phun tudi s& phat tan
vao trong khong khi, bi cuén theo mua, ngdm xuéng dat, hay chay tran trén
mat dat rdi do ra ao hd lam gia ting nong do hda chat BVTV trong nudc. Cac
loai thity sinh vat song trong nudc ¢ thé bi tich tu hoa chat BVTV trong co
thé néu trong nguon nudc ¢ nhitng chat nay. Nguoi ta di xac dinh dugc OP
trong cac mau khéng khi va bé mit cac vat dung sau cac phun thudc trong
ndng nghiép & California va Washington. Piéu nay da chang minh cho su
phat tan cua cac chat BVTV trong khong khi [17].

Moi truong dat, nudc, khong khi c6 tac dong qua lai va co sy anh
huong véi nhau, néu mot thanh phan bi 6 nhiém, cac thanh phan khac cling s&
nguy co bi tdc dong.

Cac loai hdéa chat BVTV néi chung va héa chat BVTV gc OP néi
riéng khi sir dung trong thoi gian dai, trén mot dién tich 16n, néu khong tuan
thu dung theo hudng dan si dung vé liéu luong va thoi gian phun thuéc, sé cé
thé va s loai trong quan thé sinh vat c6 nguy co bi suy giam, dac biét la cac
loai cOn trung va nhirng vi sinh vat co ich. Khi céc loai sinh vat co ich bi tiéu
diét, s& la diéu kién thuan loi cho nhiéu loai dich bénh khac bung phat manh
hon. Thién dich déng mat vai trd quan trong trong viéc kiém soat va diéu hoa
quan thé dich hai. Tuy nhién, viéc tiéu diét ching bang cach sir dung thudc trix
sau s& 1am nghiém trong thém tinh hinh su bénh va dan dén viéc phun bo
sung hoa chat dé kiém soat nhirng lodi muc tiéu gay hai nay. Mot nguy co
khéc khi lam dung hoa chat BVTV d6 1a lam cho céc loai sau bénh, nim c6
kha nang khang thudc, tir 6 lam trdm trong thém dich bénh. Thudc trir sau
con anh huong dén cac loai dong vat khong xuong sdng cé ich trong dat nhu
tuyén triing, bo ve, tring roi, giun dat, nhén, dong vat chan dét, con tring va
cac vi sinh vat khac tao thanh ludi thire an trong dat, phan hay cac chat hiru
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co nhu phan, 14, tan du thuc vat, v.v., va cling rat guan trong dé duy tri cau
trac dat, sy bién doi va khoang hoa cac hop chat hitu co, do d6 dan dén tac
dong bat loi ddi véi mot s6 lién két trong ludi thire an [18].

Hoéa chat BVTV gbc OP ciing da duoc ching minh rang ¢6 anh huong
xau dén qué trinh quang tong hop, chuyén hoa cacbon, phan ung quang hoa,
tong hop chat axit amin, chuyén héa nito caa thuc vat [19].

1.3. Hién trang sir dung héa chat BVTV trén thé gi6i va tai Viét Nam
1.3.1. Hién trang sir dung héa chat BV TV trén thé giéi

Hoéa chat BVTV dang duoc st dung rong réi tai khap cac quéc gia trén
thé gidi véi nhu cau ngay cang tang cao, muc dich 13 phong ngira cac loai sau
bénh, nang cao ning suit chat lugng cdy trong, dam bao luwong thyc, thuc
pham. Ngudi ta uéc tinh rang, mdi nam trén toan cau khoang 38 ty d6 la duoc
chi cho héa chat BVTV mdi nam [17]. Nhiéu néng dan & cac nudc dang phat
trién coi viéc sir dung thudc trir sau 12 bién phap tét nhat dé bao vé cay trong
ctia ho chdng lai sau bénh. Theo cac bdo céo, su ra doi cua c4c loai hoa chat
BVTV vao nhitng thap ky 70, 80, 90 cua thé ky 20, da gop phan rat 16n vao
viéc kiém soat nhirng dich hai trong ndng nghiép, néu khéng sir dung hoa chét
BVTV, tir 26 - 40% san lugng cay trong s& bi anh huong. Ciing trong thoi
gian nay, hoa chat BVTV di dong vai tro quan trong trong bao vé va ting
khoang 20 - 30% ning suat cac loai cdy trong nhu lwong thuc, rau cua, hoa
qua. Hién nay, danh muc cac hoat chat BVTV trén thé gii da 1én dén hang
nghin loai, thuong 1 tir 400 - 700 loai & mdi nuéc. (Trung Qudc véi 630 loai,
Théi Lan vai 600 loai) [20].

Theo bao cao ciia FAO, nim 2018, khoang 2 triéu tin héa chat BVTV
dugc s dung trén toan cau mdi nam, hau hét trong sé do 1a thudc diét co
(50%), tiép theo 1a thudc trir sau (30%), thudc diét naim (18%) va céc loai
khac nhu thudc diét loai gam nham va thudc diét nam méc. Khu vuc giap bién
giéi truc tiép voi EU va Ukraine da chting kién muc tiéu thy thudc trir sau
tang dén 47% tir nam 2015 - 2019, va s& c6 xu hudng tiép tuc ting [21]. Cac
du bao ciing chi ra rang san xuat ndng nghiép & Brazil sé tiép tuc ting, va cac
nhu cau vé thudc bao vé thuc vat ciing s& ting theo. Pén nam 2020, con sb
nay da 1én dén 3,5 triéu tin. Mudi qubc gia tiéu thu thudc trir sdu nhiéu nhét
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trén thé gigi 1a Trung Qubc, My, Argentina, Théai Lan, Brazil, Y, Phap,
Canada, Nhat Ban va An Dé. Viéc san xuit, tiéu thu thudc bao vé thuc vat
dang gia ting nhanh chdng & cac nudc dang phat trién, dac biét 1a & Pong
Nam A [22].

Trong thap ky qua da chung kién ty 1& sir dung thudc trir sdu hitu co
ngdy cang gia tang, dac biét 1a & cac nuéc chau A. Hién nay, cd khoang 13
loai thudc trir sdu khac nhau thudc ho phan 1an dang duoc sir dung rong réi
trén toan thé gigi. [11].

Pesticide use per hectare
of cropland, 2018 kg'ha)

0.0

£ .
6
085.312 ¢ y.
[ EURIN (W |
| RATSEL >
B 207250 )
Pesticides imports, ]

2018 ftoanes)

~—d 10

Hinh 1. 6: Quy mé si dung thuéc bao vé thuc vit tai 1 sé6 nwéc dang
phat trién [21]

Tuy nhién, nhiéu nghién ctru di chi ra rang, viéc lam dung hda chat
BVTV dang c6 nguy co co gy hai cho cy trong nhiéu hon, su déng gop cua
hoa chat BVTV vao viéc ting ning suat dang giam dan. Tai c4c & cac nudc
chau A trong nhiéu IGa, trong vong tir nim 2000 dén nam 2010, lwong si
dung phan bon tang gap do6i, luong hda chat BVTV ting tir 2 - 3 1an, nhung
ning suit ting khong dang ké. CO thé thiy rang san luong cua cdy trong
khong ti 1& thuan véi lugng thudce trir sdu dugc phun.

Do nhiing hé luy va tac dong tiéu cuc cua viéc lam dung hda chat
BVTV, ¢ nhiéu qudc gia trén thé gisi di va dang thay doi viéc doi s dung
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hoa chat BVTV. Thay vi st dung hda chat BVTV hiéu qua va an toan, ngudi
ta d3 hudng téi giam thiéu nhitng nguy co doc hai cua héa chat BVTV. Bién
phap dé giam thiéu nhitg nguy co do hoa chat BVTV gay ra la: (1) Quan Iy
chat ché viéc dang ky mai, xuat nhap khau, san xuat kinh doanh hoa chét
BVTV, (2) St dung theo dung liéu luong, thoi gian dugc huéng dan, (3)
Giam thiéu luogng thudc str dung, (4) Chuyén ddi sang sir dung cac loai hoa
chat BVTV sinh hoc than thién véi méi truong, (5) Tan dung vai trd cua cac
loai thién dich, sinh vat cé loi khac.

1.3.2. Tinh hinh sir dung héa chat BVTV tai Viét Nam

Viét Nam 1a dat nuéc ndng nghiép nén nhu cau trong viéc st dung
hoa chat BVTV ngay cang ting vé s6 lugng va chang loai. Theo s lidu cua
Cuc B4o vé thuc vat, giai doan tir 2001 - 2010, trung binh méi nim nudéc ta
tiéu thu khoang hon 75 nghin tan héa chat BVTV, con sé nay da tiang 1én
100 nghin tan héa chat BVTV tir nam 2015, véi khoang 1.700 hoat chat
hoa chat BVTV va trén 4.000 san pham thuong mai véi c4c tén goi khac
nhau. Theo céc sd liéu thong ké caa To6 chire Nong luong thé gisi (FAO) vé
s6 luong hoa chat BVTV, tai Viét Nam sé luong hoa chat BVTV trong
bang khoang 10 % so voi Trung Quéc (véi khoang hon 41 nghin san
pham), 30 % so véi Thai Lan (khoang hon 13 nghin san pham), 40 % so
véi Australia (khoang hon 9 nghin san pham) va chi xap xi bang Nhat Ban
(khoang hon 4 nghin san pham). Tinh ra méi nguoi dan trong 01 nam trung
binh s& tiéu tén khoang khoang 1 kg héa chat BV TV [20], [23].

Theo khéo sat, du lwong hoa chat BVTV trén cac loai ndng san 1a cha
yéu va van & mirc cao, dac biét 1a trong cac loai rau cu, trai cay va che,.... O
ddng bang séng Ciru Long, khoang 38 - 70% néng dan su dung hda chét
BVTV cao hon muc khuyén cdo, gan 30% néng dan tron nhiéu loai hoa chat
BVTV véi nhau khi st dung. Mt d st dung khoang 5 - 6 1an cho mdi vu
lGa [24]. Theo diéu tra cua tac gia Chau NDG va cong su, ¢ téi 81% trong
tong sé 290 mau rau duoc thu hoach da phat hién thudc trir sau. C6 t6i 23%
mau c6 du lugng thudc trir shu nam trén gia tri cho phép [25].

Viét Nam c6 khoang 11 triéu ho gia dinh lam néng nghiép, wdc tinh,
mdi nam cé gan 5 nghin vu viéc nhiém doc thudc trir sau, va hon 100 ngudi
chét va 2,1 triéu ngudi nhidm doc man tinh.
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* Tinh hinh sir dung cac héa chat BVTV goc OP

Lua, ca cao, ca phé, ra dau thuong dugc sir dung cac héa chat BVTV
nhom OP nhu malathion v&i cé&c liéu luong khac nhau, tiy vao giai doan
phat trién caa cay. CO téi 75 loai san pham véi cac tén thuong mai khéc
nhau caa chplorpyrifos 1 san pham ciing duocc dang ky dé s dung cho ca
phé, cac loai cay c6 mui, cay lua, diéu, dau. Céc loai thudc thudc nhom lan
hitu co nhu profenofos va chlorpyrifos ethyl, ciing dugc sir dung kha thuong
xuyén. C6 nhiéu san pham da bi cam tuy nhién van duoc nguoi dan sir trong
qué trinh canh tac. Trong s6 cac hoa chat BVTV nhém OP, thudc nhom doc
s6 | 1a parathion, nhom doc sé 11 1a chlorpyrifos va nhém doc sé 11 14
malathion.

Parathion c6 tén thuong mai la Alkexon, Othophos, Thiophos. Hién
nay, parathion da bi cAm st dung tai Viét Nam theo Thong tu s6 19/2021/TT-
BNNPTNT ngay 18 thang 12 nam 2021 vé viéc ban hanh danh muc hoa chét
BVTV duoc phép sir dung tai Viét Nam, danh muc hoa chat BVTV cim sir
dung tai Viét Nam cua Bo truong Bo Nong nghiép va Phat trien Néng thén.
Tuy nhién, tai nhiéu khu vuc, ngudi dan van st dung loai hoa chat BVTV ¢
thanh phan Parathion nho tac dung manh caa nd, gidp diét trir sdu bénh mot
cach nhanh chéng, do d6 du lugng cac loai hda chat BVTV nhém OP trong
dat canh tac va trong cac loai néng san van con nhiéu, vi vay, xu Iy & nhiém
thuéc BVTC goc OP van dang 1a van dé dugc quan tam, dic biét 1a trong boi
canh hoi nhap qudc té va tang cudng xuat khau cac san pham néng san cua
nudc ta nhu hién nay.

* Hién trang san xuat va sit dung hoa chat BV TV trén cay ché tai
Viét Nam

- Tinh hinh san xuét che

Tai nhiéu tinh thanh trén khip ca nudc, cdy ché di va dang dan tro
thanh loai cay cong nghiép phét trién on dinh, mang dén hiéu qua kinh té cao,
tao ra nhiéu viéc lam va mang dén ngudn thu nhhap 6n dinh cho nguoi dan..
Véi cac diéu kién khi hau phu hop, dién tich trong ché 16n nhét cua ca nudc
tap trung tai khu vic mién nii phia Bac va Trung du, vai dién tich trong ché
chiém khoang 70% dién tich tréng trén ca nuéc; tha 2 1a khu vuc Tay
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Nguyén, chiém khoang 19%:; ving Bac Trung bd va Duyén hai mién Trung
chiém 7,0% va khu vuc ddng bang Bac bo chiém 4,0%. Mot sé dia phuong c6
dién tich ché lon, nhu: Thai Nguyén (khoang 22 nghin ha), Ha Giang (khoang
21,5 nghin ha), Phi Tho (khoang 16,1 nghin ha), Lam Bong (khoang 10,8
nghin ha), Nghé An (khoang 8 nghin ha)...

Theo théng ké cua Hiép hoi ché Viét Nam, tinh dén hét nam 2020,
nudc ta ¢d 34 tinh, thanh phé trdng ché véi tong dién tich 18n téi 123 nghin
ha, ning suat trung binh & xap xi 95 ta/ha, san lugng khoang hon 1 triéu tan
ché bup twoi. Ché 1a mot trong nhitng mat hang nong san xuat khau cha luc
ciia nudc ta. Hién nay, nganh ché khéng chi san xuat dap tng nhu cau &
trong nudc ma con vuon ra thé gigi, mang téi nhitng gia tri kinh té 16n cho
x& hoi, tao ra nhiéu co hdi viéc 1am, ting ngudn thu nhap, nang cao chat
lwgng cudc séng cho nguoi dan, gop phan thic day sy phat trién nén ndng
nghiép. Trén thé gisi, Viét Nam dang & vj tri sé tht 5 trong xuat khau che,
va xép thir 6 vé tong san lugng ché. Cac san pham tir ché cua nudc ta da
duoc xuat khau sang 74 québc gia va ving lanh tho.

- Thuc trang sir dung hoa chat BVTV trén cay ché

Ciing nhu nhiéu loai cdy trong khac, cay ché ciing phai ddi mat véi
tinh trang sau bénh, dic biét 1a c4c loai con tring va nhén. Dé giai quyét tinh
trang nay, nguoi nong dan da st dung cac loai hda chat BVTV phun tudi
nham phong chong sau bénh. Trong thoi gian qua, nganh ché Viét Nam da
va dang chiu nhiéu thach thuc trudc tinh trang nhiéu san pham tir ché bi
hoan tra khi xuat khau, nguyén nhan chu yéu 1a do ton du héa chat BVTV,
anh huong dén uy tin cua Viét Nam trén thi truong quoc té. Nhiéu 16 hang
xuat khau ché bi tra lai do trong san pham c6 thanh phan chat cam hoac
nong d6 cac chat BVTV trong ché vuot qua gisi han quy dinh. Nguyén nhan
chinh do céac cong ty chua cO noi cung cip nguyén liéu 6n dinh vé chat
lwgng va s luong, nhiéu céng ty thu mua cac san pham tra xanh khéng ro
ngudn gdc, xuat xi, chat lugng tir c4c co sd budn ban va ngudi tréng che.
Tai nhiéu khu vuc trong che, viéc sir dung bira bai, khong tuan theo huéng
dan sir dung caa nha san xuat, st dung khong dung loai thudc, lidu luong va
thoi gian cach ly 1a van dé dang lo ngai, 12 yéu t6 quan trong dan tgi viéc
viéc ton du hda chat BVTV trén cheé.
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Hinh 1. 7: Hinh d@nh phun thuéc trie sdu trén cay che

(Nguon: Internet)

Theo két qua diéu tra, khao sat caa Cuc Bao vé Thuc vat - B
NN&PTNT (2015), thanh phan sau bénh hai chinh trén cay ché gom c6 bo
canh to, ray xanh, va nhén do, bo xit mudi. Viéc sir dung mot sé loai hda chét
BVTV dé tiéu diét cac loai sdu bénh trén cay ché ngay cang phd bién, trén
dién tich ngay cang Ion. Tc do san xuét cac loai thudc trir dich hai dang ting
nhanh khéng ngung, dic biét & cac nudc phat trién (cac qudc gia nay khdng
chi san xuat dé phuc vu cho hoat dong trong nuéc ma con xuat khau sang
nhitng qudc gia dang phat trién khac). Chi tinh riéng nhom thudc 1an hitu co
ngay nay dd c6 dén ca trim loai. Trong cac nim qua, Ay ché duoc st dung da
s6 12 nhém Carbamat va hoa chat BVTV lan hitu co. Trong sudt qué trinh ma
rong dién tich dat trong che, cling véi viéc canh tac tang nang suét, san lugng,
su can bang sinh hoc mot phan da bi pha va, diéu nay 1am xuat hién cac loai
dich hai trén ché, gay nén nhiéu thiét hai, tir d6 dan téi viéc gia ting sir dung
hoa chat BVTV [26].

Nam 20135, ciing theo két qua khao séat cua Cuc Bao vé Thyc vat - Bo
NN&PTNT, dién tich trong ché bi nhidm bo canh to trén 17 ngan ha, nhiém
bo Xit mudi 12 20 ngan ha, dién tich nhiém nhén dé 7.500 ha, nhiém ray xanh
trén 28 ngan ha. Trudc tinh hinh d6, do phan lén ndng dan canh tac ché ¢
nuéc ta chua hiéu rd tac hai cua hda chat BVTV, da str dung ndng do hoa chat
BVTV cao hon huéng din. Trong d6, 64% nong dan hdn hop 2 loai thudc khi
phun, 14% ndng dan hdn hop 3 loai thude khi phun va 49% nguoi dan ty y s
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dung hda chat BVTV vai liéu lugng cao hon khuyén cdo. Theo béo céo cua
Chi cuc BVTV tinh Lam Bong (2015), da phat hién 117 loai thudc thuong
pham (véi 57 hoat chét) chua dugce ding ky dé sir dung trén cay cheé sau khi
kiém tra 57/168 don vi kinh doanh hda chat BVTV trén toan dia ban. Trong
117 san pham nay, nhém doc loai 2 chiém dén 69,25% va nhom doc loai 3
chiém toi 27,35%. Trong suét qua trinh trong, chim soc cdy cheé, ndng dan
truc tiép canh tac 1a nguoi s& phun héa chat BVTV. Theo dé, sb lan phun héa
chat BVTV co cay ché tai Thai Nguyén dao dong tir 6,2 - 29,7 lan/nam. Phan
I6n nguoi dan ciing khong duoc pho bién kién thuc trong viéc s dung héa
chat BVTV. Tiép theo la viéc st dung luong thude vuot qué khuyén céo caa
nha san xuat. Co toi 65,9 - 76,5% ngudi dan su dung ding nong do, 29,7%
nguoi dan ty y pha tron theo kinh nghiém nhiéu loai thuéc khi phun [26].
Tiép theo 14 viéc st dung hoa chat BVTV khong tuan thu thai gian cach ly.
Phan I6n, thoi gian cach ly sau khi phun héa chat BVTV cho cdy ché
khoang 7 - 14 ngay, tuy nhién, c0 25 - 43% ho dan chi cach ly cho cay tur 1
- 3 ngay. biéu nay vo cung nguy hiém, anh huong truc tiép dén suc khoe
nguoi st dung.

Viéc tu y s dung hda chat BVTV va sir dung khong dung ndng do, liu
lwong khuyén cdo va khong dam bao thoi gian cach 1a nguyén nhan chinh
khién cho cac loai sdu bénh khang thudc, tir d6 1am bung cac dot dich méi,
bén canh dé con tac dong xau dén moi truong dat, nudc khong khi, khong dap
ing c&c yéu cau vé an toan thuc pham cho cay cheé.

Nhu vay, dé khac phuc tinh trang lam dung héa chat BVTV ndi chung
va tinh trang ton du hoa chat BVTV trén cdy ché ndi riéng, bén canh giai
phap ting cuong kiém tra va quan Iy chit luong che, ting cudng dao tao va
pho bién kién thuc sir dung thude cho ngudi 1am cheé trén dia ban ca nudc, can
day manh qua trinh cac nghién ctiu tao ra cac ché pham moi c6 tac dung thay
thé phan bon héa hoc, ciing nhu khir doc va lam giam tac hai cua hoa chat
BVTV trén san pham ché tai Viét Nam.

1.4. Tong quan vé ing dung vai trd cha vi sinh vat trong néng nghiép
< Ung dung vi sinh vit trong san xuat phan bon

Mot sb vi sinh vat da dugc nghién cau, dua vao cong nghé san xuat
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phan bon nhu dé kich thich ting trwéng trén cdy trong nhu: Vi sinh vat
phén giai lan (Pseudomonas sp, Achromobacter sp, A.polymixa), vi sinh vat
cd dinh dam (Rhizobium, Bradyrhizobium), vi sinh vat kkich thich sinh
truong (E.cloaceae, A.radiobacter, A.bejerinckii, E.Aerogenes), vi sinh vat
¢ dinh nito tu do (A.chroococcum, P.tinctorius). Mot sé ching vi sinh vat
cé loi khac nhu ciing dugc sir dung nhu: Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Lactobacillus acidophilus, Pseudomonas putida, Saccharomyces
cerevisiace [27].

< Ung dung vi sinh vat dé san xuit héa chat BVTV sinh hoc

Vi sinh vat ciing di dugc nghién ctu, ang dung dé san xuat cac loai
thudc trir sdu sinh hoc.

Thudc trir sdu vi sinh BT (Bacciluss Thuringiensis) thugc nhom thuéc
trir sdu sinh hoc, ¢6 ngudn gbc tir vi khuan, co tdc dung véi nhiéu loai say
bénh: Sau to, sAu cudn 14, sau an tap, sAu khoang, sau xanh, ... Kha ning tiéu
diét con tring cua chung nay dua trén sy tong hop cac protein chua tinh thé.
Cac loai sau s& chét s& ngiing tan cdng va cay trong sau vai gio, va chét trong
vong 1-3 ngay sau khi an phai thuéc nay. O Viét Nam, ché pham Bt (Bacillus
thuringiensis) duoc nghién cau va ang dung tir 1au. Hon 20 ché pham Bt sau
khi thir nghiém da mang lai két qua tét trong phong thi nghiém va trén thyc té,
gilp tiéu diét mot sb sau hai chinh trén ddng rudng nhu sau do, sau to, sau
xanh budm trang, sau hai bong, sau xam.

Hién nay, trén thi truong kha nhiéu loai héa chat BVTV sinh hoc
duoc wa chudng va tin dung: Firibiotox C dang dich c6 dac, Vi-BT
32000WP, 16000WP, Firibiotox P dang bot; BT Xentary 35WDG,... [28].

< Ung dung dé phan hiy héa chat BVTV géc OP

Trong méi trudng tu nhién, hop chat nhém OP dé bi phan huy, véi
Parathion, thoi gian ban rd udc tinh khoang tir 30 - 180 ngay, tuy nhién,
Parathion noi riéng va céac loai hoa chat BVTV OP n6i chung la nhitng chat
doc d6i v6i con nguoi va cac sinh vat khac va lam thay doi cac dac tinh vén
c6 cua dat. Cac OP c6 chura lién két este c6 kha ning bi phan hay bai céc vi
sinh vat théng qua qua trinh thiy phan lién két P-O-alkyl va P-O-aryl dugc
xem la budc quan trong trong qua trinh phan huy.
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Cac vi sinh vat trong dat gip phan hay OP mét cach hiéu qua, an toan
va chi phi ré, vi vay chiing di tr& thanh trong tdm cua nhiéu nghién cuu.
Chdng thuoc cac chi: Cladosporium, Serratia, Aspergillus, Bacillus,
Penicillium, Flavobacterium, Lactobacillus, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Burkholderia, Plesiomonas, Athrobacter [29]. Theo tong
hop caa S. Kumar, mot sb vi sinh vat trong dat phan giai nhiéu loai OP da
dugc tim thiy: Pseudomonas sp. WBC-3 (Phan giai MP, chlorpyrifos, ethyl
parathion va sumithion), P. aeruginosa (Phan giai acephate, methamidophos,
MP, dimethoate, malathion), Flavobacterium sp. (Phan giai diazinone va
parathion), S. marcescens (Phan giai chlorpyrifos, fenitrothion va parathion),
Stenotrophomonas sp. G1 (Phan giai methyl paraoxon, diazinon, phoxim,
parathion, chlorpyrifos, profenofos, triazophos) [29].

1.5. Tinh hinh nghién céu, &ng dung xir Iy hoa chat BVTV nhém
OP trén thé gi6i va tai Viét Nam
1.5.1. Tinh hinh nghién citu trén thé giéi

Mot nghién ctru da xac dinh dugc sy ¢c6 mat cua ba loai vi sinh vat
tham gia vao qua trinh phan hay diazino trong dat trong laa va nudéc miat &
Iran la Pseudomonas sp,. Flavobacterium sp. va Agrobacterium sp. Ciing tai
Iran, tac gia da tim thiy & tram tich hd dugc cac chang vi sinh vat cé kha
nang phan huy diazinon la Providencia, Acinetobacter, Pseudomonas,
Alcaligenes, Staphylococcus, Serattia, Bacillus, Citrobacter,
Corynebacterium, Salmonella [30].

Nam 2011, Sasikala C., cung cong su da khao sat su phan hay sinh hoc
cua chlorpyrifos bang cac vi khuan duoc phan lap tir dat céng nghiép. Két qua
nghién ctru dat 6 nhiém chlorpyrifos c¢6 09 chung vi khuan khac nhau vé hinh
thai, 01 chung xa khuan va 02 chiing nim dugc phan Iap. Trong nhiing chang
duogc phat hién, ¢ bon chiang vi khuan hiéu qua hon da duoc phét trién thanh
tap doan. Bon phan lap vi khuan la Pseudomonas putida (NIl 1117),
Klebsiella sp., (NIl 1118), Pseudomonas stutzeri (NIl 1119), Pseudomonas
aeruginosa (NI 1120) hién dién trong quan thé dugc xac dinh trén co s phan
tich rDNA 16S. Cac nghién cttu phan huy duoc thuc hién & pH trung tinh va
nhiét d6 37°C véi sir dung chlorpyrifos nong ¢6 500 mg L™. Phan tich khoi
phd LC cho thay su c6 mat caa cac chat chuyén hoa chlopyrifos-oxon va
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Diethylphosphorothioate. Nhitng két qua ndy cho thiy tiém ning st dung
quan trong cua to hop nay dé lam sach chat thai thudc trir sau nhiém
chlorpyrifos trong méi truong [31].

C4c vi sinh vat da duoc phan 1ap tir mau dat bang ky thuat nudi cay 1am
gidu trong mdi trudong noi diazinon dong vai trd 12 ngudn cacbon duy nhét boi
M. Mahiudddin va cac cong su (2014). Téng sé ba chung vi khuan da duoc
sang loc va xac dinh bang cac nghién ctu hinh thai va sinh hda la
Brevundimonas diminuta, Burkholderia caryophylli va Pseudomonas peli.
Nhirng cac chung phan lap nay c6 kha nang phan huy 1én tgi 20mg/L diazinon
trong mdi truong mudi khoang téi thiéu (MSM) trong vong 12 ngay sau khi .
Két qua cua qua trinh phan hay sinh hoc dbi vai diazinon chi ra rang ngoai
cac qua trinh hoa hoc, sy phan hiy cua vi sinh vat 1a mot trong nhiing co ché
chinh @é qua trinh phan hay diazinon dién ra. Hon nira, cac két qua thu duoc
c¢6 ¥ nghia ddi véi viéc phat trién chién lugc xir ly sinh hoc d6i vai khu vuc bi
6 nhiém diazinon [32].

1.5.2. Tinh hinh nghién ctru tai Viét Nam

Nhom 1an hitu co dung cha yéu trong viéc kiém soat dich hai nhu mot
chat thay thé cho nhdém clo hitu co do chu ki ban ra cua nhém nay ngin hon
so véi nhom clo hitu co. Tuy nhién, tai Viét Nam van chua c6 nhiéu cong
trinh nghién ctu vé viéc sir dung céc bién phap sinh hoc dé khur doc chat OP.
Mot sé nghién ctiu dugc tién hanh dé phan lap cac chung vi sinh vat co tiém
nang trong phan giai OP va da dat mot s6 két qua nhat dinh. Sau day 1a mot s6
cong trinh nghién ctu tiéu biéu:

Téc gia L& Thi Trinh (2013) da thuc hién cac thi nghiém dé danh gia
tiém nang cua chung vi sinh vat trong qué trinh phan huy thudc trir su 1an
hitu co c¢6 chira hoat chat diazinon. Két qua nghién ctru da cho thay su xuat
hién caa 3 chang vi khuan thudc chi Bacilus c6 kha nang phan hay thudc
trir sdu c6 chira diazinon ¢ mat trong loai dat cat pha nhiéu mun cua Viét
Nam [33].

Nguyén Vian Le va cong su (2015) di nghién ciu phan 1ap vi khuan
phan giai diazinon & déng bang séng Ctru Long. Két qua nhoém nghién ctu da
phan lap duoc 15 dong vi khuan c6 kha nang phan giai diazinon (20 mg/L).
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Trong s6 cac chung vi khuan duoc nghién ctu, Diazinon da bi phan hay boi
04 chuang, sau 30 ngay nudi cy, nong d6 Diazonin di giam tir 15,4-27%.
Trong d6 ¢6 01 dong sau 7 ngay nudi ciy da phan hay duoc 19,7% luwong
diazinon ban dau va cd mat do té bao vi khuan ting cao nhat so véi cac ching
con lai. K&t qua nghién cau sy anh huong cua cac diéu kién moi truong toi
mat do té bao vi khuan trong dung dich sau thoi gian nuéi cdy tdi thiéu 5 ngay
cho cac diéu kién tbi wu la: Nhiét 6 30°C, tai pH = 7 véi ngudn 1a Trytone
Soya Broth (TSB). Tuy nhién, cic dong nay chua dugc miéu ta chi tiét cling
nhu hé thong phan loai chua dugc nghién ctu [34].

Poan Thi Mong Tham va cong su (2017) da nghién ctu, phan 1ap vi
khuan phan giai Chlorpyrifos tir dat ndng nghiép. Tir cac mau dat duoc lay tai
khu vuc trong cdy an qua, rau mau va trong lta, nhom tac gia tién hanh nudi
cdy va phat hién hon 100 chang vi khuan c6 kha ning phat trién trong mai
truong moi truong mudi khoang téi thiéu (MSM) c6 thém chlorpyrifos voi
nong do 300ug/mL. Chung Burkholderia spp. cho thdy kha niang phat trién
thich nghi nhanh va phat trién tét nhat ¢ cac nong do khac nhau cua
Chlorpyrifos. Chung nay co kha nang xu ly Chlorpyrifos trong ca trong moi
truong o glucozo va khéng cé glucozo, 1dm ndng d6 Chlorpyrifos giam toi
43% trong vong 15 ngay [35].

Téc gia Truong Quéc Tat cling cong su (2020) da nghién ciu 1am giau,
phan 1ap va danh gia kha nang phan huy ethyl chlorpyrifos trong dat phén va
dat phl sa ctia cac quan xa vi khuan hiéu khi. Két qua da tuyén chon dugc 4
quan xa tir dat phén va dat phu sa ¢ diéu kién tu nhién va 3 quan xa tur dat
phu sa ¢ diéu kién nha ludi c6 kha ning phan hay ethyl chlorpyrifos manh.
Két qua phan tich sy da dang di truyén cta cac quan x& vi khuan phan huay
ethyl chlorpyrifos cho thay, 2 quan xa vi khuan thu thap tir dat phén chuyén
laa c6 do tuong dong khoang 15%; hai quan xa vi khuan thu thap tir dat pho
sa chuy&n mau va luan canh I0a - mau (miu dat & vu mau) c6 do tuong dong
khoang 55%; ba quan x& vi khuan thu thap tir dat phd sa ¢ nha luéi c6 cu
trac twong dong 57 - 85% [36].
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CHUONG 2.
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twong va vat liéu nghién ciru
2.1.1. Pdi twong nghién cieu

- Miu dat duoc thu tai viing trong ché tai xa Hung Son huyén Anh Son
tinh Nghé An.

- Chung vi sinh vat phan giai 1an hitu co (OP) duoc phan lap tir dat
trong che.

2.1.2. Vat liéu nghién cau

- Thiét bi, may moc st dung:

+ Buong cay vi sinh vat BestLab;
+ May lic 6n nhiét KS 4000;

+ May ly tdm Hettich;

+ May sac ki khi ghép ndi khéi phd GC-MS vai thiét bi sic ky Trace
1300 va ISQ LT cua héng Thermo Scientific (My).

- Dung cu st dung:

+ Binh tam giéc;

+ TUi nilon;

+ Ong nghiém:

+ Pia petri;

+ Que cay;

+ Pén con;

+ Con 70°

- Hoa chat sir dung:

+ Hoat chat thudc trir sdu Parathion - Hang Dr.Ehrensorfer, d6 tinh
khiét 99%.

+ MOi truong mudi khoang téi thieu MSM gom 870 mL nuéc khir
khoang duogc khur trung wét tai 121°C vai thoi gian 20 phat, sau khi ha nhiét
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d6 xubng con 70°C thém tiép 25 mL dung dich dém, 100 mL dung dich muéi
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 mat lit nudc khir khoang
duogc khir trung w6t ¢ 121°C trong 20 phut.

2.2. Phuwong phap nghién cuiru
2.2.1. Phwong phap 1dy mau [33] [36]

Cac mau dat dung dé phan lap VSV duoc thu tai 5 vi tri trén cing mot
lubng ché theo hinh ziczac, thu ¢ do sau 20cm.

Tién hanh:
- Mau dat sau khi Iy dugc tron déu cac mau lai va l1ay 1 mau dai dién

Vvéi trong lugng 2kg. Pat di thu xong s& cho vao bao nylon mau nau sim (2
16p), Ky hiéu mau va trir lanh & 4°C + 2°C.

- Khi vé& dén phong thi nghiém, mau dugc chia 1am nhiéu phan khéc
nhau dé lam giau trén moi treong chira héa chat BVTV gdc 1an hitu co ding
cho phan lIap VSV phén hay OP.

2.2.2. Phwong phap phan 1ap ching VSV

Tir cAc mau dat da duoc xa ly & trén, tién hanh cac budc phan lap
chung vi sinh vat duoc thuc hién nhu sau:

- Lam gidu mau dat: LAy 59 mau dat chuyén vao 95 mL méi trudng
MSM chtra hoa chat BVTV gdc 1an hitu co (20 mg/L Parathion) va lic 120
rpm trong diéu Kién nhiét do 25 - 28°C, thoi gian 5 ngay [34].

- Qué trinh 1am giau l3p lai it nhat 3 1an. 5mL dich nuéi cay duoc bd
sung vao 95mL moi truong c6 chira 20 mg/L Parathion.

- Dung dich lam giau lan cudi duoc pha lodng dén cac nong do pha
lodng khéac nhau, sau d6 lay 50ul & cac nong do 10 - 10 ciy trén cac dia
moi trudng MSM chira hda chat BV TV géc 1an hitu co (str dung parathion) va
khong chtra héa chat BVTV lan hitu co (Parathion) dé déi chang.

- Sau khi u ¢ 25°C, cac khuan lac moc trén dia petri chtra Parathion ma
khong thdy xuat hién khuan lac twong tu trén dia petri dbi chimg thi duoc ciy
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ria tinh sach trén moi trudng MSM ¢6 chira co chat parathion cho téi khi cac
khuan lac ddng nhét (cé cung hinh dang, mau sic...) .

2.2.3. Phwong phap nudi ciy VSV

Nudi cay vi sinh vat, 14 phuong phap nhan 18n céc vi sinh vét bang cach
cho chdng sinh san, phét trién trong méi truong nudi cdy da duoc xac dinh,
kiém soat vé nhiét do, do am, oxy, ndng do cac chat dinh dudng trong diéu
kién phong thi nghiém..

Tién hanh: Cac chung sau khi phan 1ap dugc nudi cay trong moi truong
LB dich thé c6 bo sung co chat 20 mg/L Parathion [37].

2.2.4. Phwong phap xac dinh mat do vi sinh vat

Mat d6 vi sinh vat duoc xac dinh dua trén phuong phap nuéi cay trén
moi trudng thach dia, tinh todn sé lwong vi sinh vat trén mililit hoac trén
gram mau thdng qua xac dinh sb luong khuan lac phét trién trong cac dia
mo1 truong.

Tuyén chon, xac dinh mot s6 dic diém sinh hoc va anh huéng cua diéu
kién nudi ciy dén mat do caa cac chang vi sinh vat dugc xac dinh theo cac
phuong phap nghién ctru vi sinh vat thong thuong [38].

2.2.5. Phwong phap danh gia kha nang phan giai OP

Xac dinh kha nang phan giai OP cua cdc chung da phan 1ap trén moi
truong dich thé. Qua trinh thuc hién nhu sau:

- Nhan nudi sinh khéi cac chung can danh gia trén méi truong giau dinh
dudng nhu LB.

- Thu hoach té bao ¢ cudi pha sinh truong (khoang sau 48 gid nudi
cdy), rira té bao 3 1an bang méi trudng MSM da khur trung.

- Sau khi rtra, cho té bao vi khuan vao méi truong MSM c6 Parathion &
nong do 20mg/L sao cho mat do OD ban dau 13 0,5.

- Tién hanh xac dinh mat do vi sinh vat dé xac dinh kha ning tang sinh
cua ting chuang tai thoi diém ngay 1, ngay 2, ngay 3, ngay 4.

- Thu mAu sau tai thoi diém ngay 0, ngay 3, ngay 6, ngay 10 dé phan tich
nong d6 Parathion trong mau sir dung phuong phap sac ki khdi phd.
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2.2.6. Phwong phap xac dinh trinh tw gen 16s rRNA

Céac budc tach chiét DNA téng sO clia chung vi khuén duoc thyc hién theo
phuong phap CTAB/NaCl cta Ausubel FM va cong su [39].

- Vi sinh vat duoc nudi trong thoi gian 24 gid, trong moi truong thach dé
thu sinh khdi bio hoa trong 1,5mL nudc di duge khir tring.

- Thu sinh khéi bﬁng cach léy cin té bao thu duoc, ly tdm lanh & tbe do
5000rpm, thoi gian 1a 5 phat.

- Hoa tan déu cin té bao trong 567ul TE, 5ul lyzozym, i & 37°C trong
thot gian 20 phut. Thém proteaza K (3 pl) va sodium dodecyl sulfate 10% (30
ul) vao dung dich néu trén, tiép tuc giit & 37°C trong thoi gian 30 phit.

- B6 sung thém NaCl 5M (100 pl), tron déu, sau d6 cho thém 80 pl dung
dich CTAB/NaCl (gdém 0.7 M NaCl va 10% cetyltrimethylammoium bromide)
giltt & 650C trong 10 phut.

- Chiét hdn hop chloroform : isoamyl (ty 16 24 : 1), vortex.

- Ly tam toc do 12.000rpm dé thu dich néi.

- Thém 10pl CH;COONa ndng d6 3M, tron déu, rodi bo sung tiép 2V con
100 % (lanh).

- Pé it nhat trong 4 gid & -20°C.

- Ly tAm thu cin téc d6 12.000 vong trong 20 phut.

- Rura phan két tiia bang con 70° (st dung 500 pl), ly tAm téc do 12.000
vong trong 10 phut, sau do thu can va lam kho

- Hoa tan can trong 40 +~ 60ul TE - ARNaza, t 6 37°C trong 01 gio.

- Kiém tra d6 tinh sach cia DNA bing may do quang phd, str dung budc
song 260 nm va 280 nm. CADN (protein) = A260 (280) x 50 x d pha loang
mau. Néu ti 16 ADN/protein > 1,8, 1a mau sach.

- Pién di kiém tra trén gel agaroza 0.8% su dung dién thé 100V.
Nhudm ban gel trong dung dich 1% ethidium bromide (Ca1H20BrNs) trong
thoi gian 10 phut [39].

- Trinh tw ADN s& duoc xac dinh bang kit Dyedeoxy Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Weiterstadt, i), san pham duoc phén tich
trén may doc trinh tu tw dong ABI 377 (Perkin-Elmer, M¥).

- Chudi nucleoit dugc xir Iy bang chuong trinh Bioedit.
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- Truy cép dir liéu ngén hang gen EMBL dé so sanh, bang chuong trinh
GENDOC 2.5 (Nicholas, 1999).

- Str dung chuong trinh phan tich pha hé va tién hoa MEGA 2.1 dé xac

dinh mbi quan hé di truyén giita cac ching phan tich.

2.2.7. Phwong phap danh gia yéu t6 anh huwéng dén kha ning sinh
trwéng va phat trién caa VSV

2.2.7.1. Nguon Cacbon

Str dung mdi trudng MSM cé b sung ngudn Cacbon va Nito khac nhau
trong cac khoang thoi gian khac nhau gdm Glucozo, Lactozo, Saccarozo va
Mantozo trong cac thoi gian khac nhau. Mat d¢ vi sinh vat s€ dugc xac dinh
sau cac khoang thoi gian 12 gid. Panh gia nguon Cacbon tbi uu théng qua

mat dd vi sinh vat.
2.2.7.2. Nguon Nito

Str dung méi truong MSM c¢6 st dung ngudn Cacbon ti wu va bd sung
ngudn Nito tir cao ndm men, cao chiét thit, pepton trong cac khoang thoi gian
khac nhau. Mat d¢ vi sinh vat s€ duogc xac dinh sau cac khoang thoi gian 12
gid. Panh gia ngudn Nito t6i vu thong qua mat do vi sinh vat.

2.2.7.3. Yéu t6 pH

Str dung moi truong co gia tri pH 1a 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 véi cac nguén
Cabon va Nito tdi uu trong cac khoang thoi gian. Mat do vi sinh vat s€ dugc
xéac dinh sau cac khoang thoi gian 12 gio. Xac dinh pH t6i uu thong qua mat
do vi sinh vat.

2.2.7.4. Yéu t6 nhiét do

Thay d6i nhiét d6 mdi truong nudi cdy trong cing diéu kién nhan sinh
khéi dé danh gia sy sinh truong, phat trién cta vi sinh vat. Mat do vi sinh vat
s€ dugc xac dinh sau cac khoang thoi gian 12 gio. Xéc dinh nhi¢t 6 phu hop
nhét thong qua mat do vi sinh vat.

2.2.8. Phwong phap danh gia kha nang xir ly OP ciaa cac ching
VSV trong dat in vitro - phong thi nghiém

- Pat thir nghiém duoc sdy khoé ¢ 100°C trong 24h, sau d6 dugce nghién
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va ray qua ludi (no. 125) dé thu dat min, sau do tiép tuc duoc sy lai (100°C,
12h) dé khtr trung.

- Tron co chat Parathion véi luong turong duong 100 mg/kg dat. Pat sau

khi tron dé qua mot ngay cho co chat ngdm déu 1én dat.

- Ching VSV dugc 18n men trén méi truong gidu dinh dudng dén mat
d6 10’CFU/mL sau d6 tu6i dich nudi cdy 1én dat nhiém OP voi mat do vi
sinh vat 10 CFU/g, 10° CFU/g, 10* CFU/g c6 sir dung mau dbi chimg. Mau
d6i chung 1a miu dat khong duoc tudi dich nudi cdy ching vi sinh c6 kha
nang phan giai OP.
2.2.9. Phuwong phap sic ki khéi pho (GC-MS)

Cac mau duoc phan tich xac dinh thanh phan cac chat co trong cac mau
phan tng tham chiéu theo USEPA 8280B sir dung thiét bi thiét bi sac ky khi
ghép ndi khéi phd (GC-MS) véi thiét bi sac ky Trace 1300 va ISQ LT cua
hang Thermo Scientific (M¥).

Chuong trinh sdc ky: Nhiét do ban dau 1a 100 °C; gia nhiét véi tdc do
15°C/phut dén nhiét do 160 °C, gia nhiét véi toc do 5 °C/phat dén nhiét do
270°C giir trong 10 phat. Ché d6 chay dang dong, khi mang Heli véi luu
luong dong 1,0 mL/phut; thé tich tiém mau 1a 1 pL, st dung ché do khong
chia dong.

Khoi phé: Str dung nguén ion hoa kiéu va cham dién t EL; nhiét do

nguon ion hoa 220 °C.
2.2.10. Phwong phap xir ly, phan tich va thong ké sé liéu

Str dung phan mém Microsoft Excel dé tinh toan phan trim phan huy,
quan ly sb liéu, vé dd thi va tinh toan, so sanh cac gia tri [33].
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CHUONG 3.
KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Phan 1ap vi sinh vat c6 kha ning phan giai hoa chat BVTV géc
OP (Parathion)

Pé phan lap, tuyén chon vi sinh vat c6 kha nang phan giai hoa chat
BVTV géc OP, dé tai da tién hanh 1ay miu dat tai khu vuc trong ché tham
canh ¢ tinh Nghé An. Tai day, viéc st dung hoa chat BVTV gdoc OP chiém
da s6, chiém trén 60% cac chung loai thudc st dung.

Cac mau dat nghién ctru duoc 1am giau VSV phan giai OP trong moi
trudng MSM ¢6 chaa loai héa chat BVTV phét pho hitu co theo phuong
phap duoc néu tai Chuong 2. Sau d6, cac miu dugc lac ¢ nhiét do 25 -
28°C, v&i tde @6 120 rpm . Sau khi cay, tién hanh chuyén Iam giau it nhat 3
lan, dung dich 1am giau lan cudi duoc pha lodng & cac nong do khac nhau.
Liy 50pl c4c nong do 103 - 10° dé cdy trén cac dia c6 méi truong chua
Parathion va khong chtra Parathion dé 1am co sd dbi ching. Cac khuan lac
Xuat hién trén dia petri chtra Parathion ma cac khuan lac twong tu khdng thay
xuat hién trén dia ddi chung sé duogc cay ria tinh sach trong méi truong LB.
Céac chung sau dé s& duogc sang loc lai bang cach cham khuan lac trén moi
trudng MSM chtra co chét Parathion.

Bdang 3. 1: Vi tri cac chiing VSV séng trong moi truong co chira Parathion
xuat hign mau dat

Tén mau dat Tén mau dat
Khu vuc Vi tri Khu vuc Vi tri

>

o & w| N
1
vy

o & w| Nk
1

Ghicha: A, B : Ki hi¢u cac khu viec 1dy mau dat.
(+): Mdu dat c6 xudt hién ching vi sinh vdt phan gigi Parathion

(-): Mdu dat khéng xudt hién ching vi sinh vdt phan gidi
Parathion
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Hinh 3. 1: Vj tri ldy mdu dat

il Vi tri xuat hien chung vi sinh vat phan giai Parathion

ﬂ: Vi tri khdng xuét hién ching vi sinh vat phan giai Parathion
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Két qua cua thi nghiém nhan thay, tir cdc mau dat thu vé, tai 03/10 vi
tri 1y mau da phan lap duoc chang vi sinh vat xuat hién khuan lac trong
moi trudong MSM c6 chira Parathion 14 ngudn cacbon duy nhat ma khéng
thay xuat hién trén cac dia d6i chung. Ki hiéu cac chang vi sinh vat nay lan
luot la P1, P2, P3.

3.2. Panh gia kha nang phéan giai OP

Cac chung sau qué trinh phan 1ap va dugc 1am tinh khiét, s& dugce danh
gi4 kha nang phan giai OP.

Cac chung vi sinh vat dugc nudi trong truong MSM ¢6 chia co cht
Parathion dé danh gia kha ning sinh truong va phat trién cua ting chang. Mat
do vi sinh vat duoc trinh bay trong bang dudi day:

Bdng 3. 2: Mdt d¢ vi sinh vdt theo thoi gian

CFU/mL
Ching VSV
Ngay 0 Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
P1 6,9 x 10° 6,8 x 107 4,2 x 107 9,3 x 10°
P2 5,4 x 106 5,1 x 107 3,6 x 10’ 7,2 x 106
P3 4,8 x 10° 4,9 x 10’ 3,4 x 10’ 7,8 x 106

Ham lugng Parathion sau cac khoang thoi gian duoc trinh bay trong
bang sau:

Bdng 3. 3: Dw lwong Parathion khi si# dung cac ching VSV

Dw lwgng Parathion (mg/l)
Ching VSV
Ngay 0 Ngay 3 Ngay 6 Ngay 10
Poi chirng 20,55 19,97 19,32 18,88
P1 20,56 11,64 9,45 8,12
P2 20,46 12,91 11,33 10,67
P3 20,35 11,55 10,28 10,35
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25

m Pl
m P2

Nong d¢ Parathion (Mg/l)

Ngay 0 Ngay 3 Ngay 6 Ngay 10

Thoi gian

Hinh 3. 2: Dw lweng Parathion trong cac mdu sau cac khodng thei gian

Tur bang 3.3 va hinh 3.2 cho thiy, sau khoang thoi gian 10 ngay, cac
chung P1, P2, P3 da phan huy duoc 50 - 60% ham lugng Parathion trong
moi truong nudi cay. P6i voi miu d6i chung, sau 10 ngdy, ham luong
Parathion giam khoang 8,1%. Tir cac két qua dé cho thay cac chung P1, P2,
P3 c0 kha nang phan hay Parathion.

Mot s cong trinh nghién cau trén thé gidi cling da tim ra dugc ching
vi sinh vat c6 kha nang phan giai Parathion trong dat. Santanu Pailan va cong
su (2015) dd nghién ctu sy phan hay thudc trir shu OP bai chang vi khuan
duoc phan lap tir dat rudng néng nhiép & An Do. Két qua nghién ciu cho thay
c6 mot dong vi khuan méi duoc goi 1a SanPS1 c6 kha ning st dung
chlorpyrifos va parathion 14 nguon thitc an va chuyén héa ching. Chung nay
hinh thanh noi bao tor Gram duong méi nay dugc xac dinh la Bacillus
aryabhattai dya trén giai trinh tu 16S rDNA. Chuang c6 thé phan huy khoang
56% parathion trong moi trueong khoang long trong vong 24 gio ¢ 37° C [40].
Téc gia Lé Thi Hué va cong su (2021) da nghién ctru Vé sy phan hay sinh hoc
cua thuéc BVTV géc 1an hitu co dbi véi metyl parathion bai chang vi sinh vat
dat. Trong thi nghiém da tim thdy 06 chang vi sinh vat phan giai OP dugc
phan Iap tir dat ndng nghiép tai Hi Nam. Trong d6, Priestia aryabhattai va
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Klebsiella variicola phan Iap t6t metyl parathion va diazinon. Viéc tim thay
cac chung nay cho thay tiém ning cua phuong phap xt Iy sinh hoc véi cac
thudc trir sAu OP néi riéng va giai quyét cac diém 6 nhiém thuéc BVTV néi
chung [41]. C6 nhiéu nghién ctru da cho thdy kha ning phan giai Parathion
cua cac chung vi sinh vat.

Qua so sanh véi cac két qua nghién cuu trén thé gidi va sé liéu thu
duoc tir qua trinh thi nghiém cho thay, ca 03 chang vi sinh vat phan lap
duoc tir ca&c mau dat trong ché déu cé kha nang phan giai Parathion, trong
d6, ching VSV P1 c6 kha ning phat trién manh va 6n dinh hon so vdi 2
chiang VSV P2 va P3 trong moi trudéng MSM.

Do vay, dé tai s& st dung chung VSV P1 dé phuc vu cho cac qué trinh
nghién cuu tiép theo.

3.3. Xac dinh tén chung VSV P1
Trinh tu gene 16s rARN cua chung VSV P1 nhu sau:

CTCCACAAGGGTTAGGCCACCOGCTTCAGGTOTTACCGACTT
TCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCA
CCGCAGCGTTGCTGATCTGOGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGA
GGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGGGACCGGCTTTTTGGG
ATTCOCTCCACCTCACGGTATTGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGT
AGCATCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTC
ATCCCCACCTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCC
CACCATTACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCAT
GCACCACCTGTTTACGAGTGTCCAAAGAGTTGACCATTTCTGGCCC
GTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCC
TTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAA
TGCGTTAGCTGCGTCACGGAATCCGTGGAATGGACCCCACAACTA
GTTCCCAACGTTTACGGGGTGGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTT
TGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGAT
CTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGC
TACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGT
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ACCCACTGCAGGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGAC
GCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATA
ACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGC
CGGCGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTAA
AAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTTGC
TGCATCAGGCTTCCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACC
CTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGACGCCTTGGTGAGCCATTACCTCA
CCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCCAACCGAAAAATCT
TTCCAAACGCAGACCATGCGGTCACGTCACATATCCAGTATTAGAC
GCCGTTTCCAGCGCTTATCCCAGAGTCAGGGGCAGGTTGCTCACGT
GTTACTCACCCGTTCGCCACTGATCCCACAGAGCAA.

Dua theo doan gen 16S rARN cua cac chung VSV, két hop véi dit liéu
tai Ngan hang GenBank, vi tri phan loai cua cac chung VSV nghién ciru dugc
xac dinh dudi day.

Bdng 3. 4: P twong dong cia gen 16s rARN véi cac chiing VSV

STT Ma Thong tin chung % twong dong
1 MK875470.1 | Microbacterium paraoxydans AN2 99,2
2 MK559995.1 | Microbacterium sp.5 98,5
Microbacterium paraoxydans

3 KY565402.1 . : 98,6
Pesticide resistant ’

4 KX350116.1 | Microbacterium sp.BAB-4338 97,1
Microbacterium paraoxydans

5 KP780213.1 975
SMV195#22 ’
Microbacterium paraoxydans

6 KJ854553.1 97,3

AO20b2
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Tir bang 3.4 cho thay, chung VSV P1 ¢6 d6 tuong ddng gen 16s rARN
99,2% véi ching Microbacterium paraoxydans AN2. Do do, dé tai dat tén
chung VSV P1 la Microbacterium paraoxydans P1.

3.4. Pic diém hinh thai ciaa chiing Microbacterium paraoxydans P1

Chung vi sinh vat sau khi dugc chon loc s& duoc quan séat dic diém
hinh thai. Dic diém nay duoc quan sat sau 24 gio nudi ciy trong méi trudng
LB & 30°C.

+ Hinh thai cua khuan lac trong méi truong LB: Khuan lac déu dan,
bong, mau nga vang, duong kinh khoang 1 - 3 mm, khéng sinh sic to.

Hinh 3. 3: Hinh thai cia khudn lac trong méi truwong LB

+ Hinh théi té bao dugc quan séat dudi kinh hién vi dién tir: Té bao c6
kich thudc 0,5 x 1,0um, dang hinh que, dtmg don.
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—— Microbacterium huteolun IFO 15074

Microbacterium saperdae IFO 15038

Microbacterium maritypicum DSM 12512

Microbacterium oxxydans DSM 20578

Microbacterium paraoxydans P1

Microbacterium paraoxydans CF36

Microbacterium oleivorans DSM 16091

— Microbacterium thalassium IFO 16060

L Microbacterium yannicii G72

Microbacterium testaceum DSM 20166

Curtobacterium hiteum DSM 20542

Hinh 3. 4: Ciy ph:t sinh chiing loai chiing Microbacterium paraoxydans P1

Hinh 3. 5: Chiing Microbacterium paraoxydans P1 dwec quan sat dudi
kinh hién vi dign tie
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3.5. Panh gia anh hwéng caa cac yéu té dén su sinh trweéng va phat
trién ca chiing Microbacterium paraoxydans P1

Tir cac két qua sang loc, tuyén chon tir cac chung VSV duoc lya chon,
chung VSV Microbacterium paraoxydans P1 dugc xac dinh la c6 kha nang
phan giai Parathion tot nhat.

3.5.1. Panh gia anh hwéng caa ngudn Cacbon

Ngudn Cacbon 1a mét trong nhiing yéu té c6 tac dong dén su sinh
treong va phat trién caa vi sinh vat va qua trinh trinh phan hay Parathion. O
thi nghiém nay, sit dung ngudn Cacbon tir cac chat: Glucozo, lactozo,
mantozo, saccharose. B6 sung cac loai duong nay téi nong do 1% vao moi
truong MSM veéi 0,1% cao nAm men cung cap yéu tb sinh truéng, ¢d st dung
mau doi chung. Két qua anh hudéng cua nguon Cacbon Ién qué trinh sinh
trudng va phat trién caa chung Microbacterium paraoxydans P1 dugc thé
hién trong hinh dudi day:

80000000
70000000 /'\.ﬁ
60000000 //
) S ,
50000000 i . \ Khong b5
sung
£40000000 o —B—Glucozo
S
630000000 \\ Lactozo
\
/ == Saccarozo
20000000 /
10000000
0 — . , , . .
12h 24h 36h 48h 60h 72h
Thoi gian

Hinh 3. 6: Anh hwéng ciia nguén Cachon téi sw sinh trwéng va phat trién
cua chang Microbacterium paraoxydans P1
T hinh 3.6 nhan thdy, tai moi truong bd sung Glucozo, Saccarozo,

Mantozo té bao bat diu qua trinh sinh truong, phat trién nhanh sau 12 - 48 gid
khi nudi cdy, dbi véi méi trudng bd sung Lactozo, té bao phéat trién nhanh sau
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12 - 60 gio nudi cdy, thé hién & viéc mat do vi sinh vat ting nhanh trong thoi
gian nay. So sanh mat d6 cua chung Microbacterium paraoxydans P1 sau khi
thém céc ngudn Cacbon cho thay, glucozo 1a nguén phi hop nhat cho qué trinh
phét trién cua chung. Tai thoi diém sau 48 gio, mat do cua chung 1a 7,3 x 107
CFU/mL (dbi vé&i ngudn Cacbon 1a glucozo). Cac ngudn Cacbon con lai déu c6
mat do vi sinh vat thap hon & cac thoi diém khéc nhau.

Sau thoi gian 72 gio, mat do caa chuang vi sinh vat nay khong tang va
c6 xu hudng dat dén trang thai can bang sau d6 suy giam. Diéu nay la do cac
chat dinh dudng trong méi treong nudi cdy chang vi sinh vat da giam dan, do
d6, s té bao trong quan thé giam dan.

3.5.2. Panh gia anh hwéng cia nguon Nito

Pé danh gia vai tro caa cac nguodn Nito dén qua trinh sinh truong va
phat trién cua chung Microbacterium paraoxydans P1 st dung cic ngudn
Nito sau: Pepton, cao chiét thit, cao nAm mem. Sir dung cac ngudn nay & nong
d6 0,5% trong méi truong MSM ¢6 ngudn Cacbon la glucozo 1%, ¢6 st dung
mau doi chung. Két qua qué trinh khao sat, danh gia vai trd cia nguon Nito
duoc trinh bay trong hinh dudi day:

90000000

80000000 ’/‘l‘.\—.

70000000

60000000 /R
50000000 >

2 /]
40000000 )
[ ==Khong bd
© sun
30000000 9
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20000000 men
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10000000 thit
O T T T T T 1
12h 24h 36h 48h 60h 72h
Thoi gian

Hinh 3. 7: Anh hwéng ciia nguén Nito téi su sinh trwéng va phat trién cia
chiing Microbacterium paraoxydans P1
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Tt hinh 3.7 nhan thidy, mat d6 cua chang Microbacterium
paraoxydans P1 ting nhanh sau thoi gian tir 12 - 48 gio nudi cay. So sanh 03
ngudn Nito cung cap cho qué trinh nudi cdy chung nay va miu déi ching,
nhan thdy, cao nim men 1a ngudn cé tac dung tét nhat cho qué trinh sinh
trudng va phat trién caa chang Microbacterium paraoxydans P1. Gié tri mat
d6 vi sinh vat cao nhat 1a 8,1 x 107 CFU/mL, tai thoi diém sau 48 gid nudi
cay (dbi v&i ngudn Nito 1a cao nAm men). Sau 48 gid, qua trinh phat trién
cta chang cham lai va bit dau c6 xu huéng dat dén trang thai can bang va
suy giam.

3.5.3. Panh gia anh hwéng cua pH

Pé danh gia, xac dinh gia tri pH phi hop cho qué trinh nhan sinh khoi
cua chung Microbacterium paraoxydans P1 c6 kha nang phan hay Parathion,
tién hanh danh gia tai cac gia tri pH = 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 trong mdi trudng
MSM c6 b sung ngudn Nito tir cao nAm men néng do 0,5%, ngudn Cacbon
tir glucozo 1%. Két qua qua trinh khao sat, danh gia duoc trinh bay trong hinh
duéi day:

90000000

80000000

70000000

— T
60000000 / //617 h\\\;
350000000 / /
(2)40000000 //

30000000 4—pH = 6,0
=f@i—pH =6,5
20000000 oH=70
10000000 - —H=pH=75
0 T T T T T
12h 24h 36001 giart 8D 60h 72h

Hinh 3. 8: Anh hwoéng ciia pH dén t6i sw sinh trwéng va phat trién cia
chiing Microbacterium paraoxydans P1
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Tur bang 3.8 nhan thay, trong thoi gian tir 12 - 48 gid sau khi nudi cay,
mat do cua chung VSV tang nhanh. Qua danh gia, so sanh mat d¢ cua chang
Microbacterium paraoxydans P1 tai cac gia tri nhan thay, pH = 6,5 13 gia tri
phl hop nhét cho qué trinh sinh truéng va phat trién cua chang ndy. Tai cac
gia tri pH = 6,0; pH = 7,0 va pH = 7,5, qua trinh sinh truong va phat trién cua
chung nay cham hon.

3.5.4. Panh gia anh hwéng caa nhiét d

Pé xac dinh nhiét d6 t6i uwu cho qua trinh nhan sinh khdi ching vi sinh
vt sir dung trong nghién ctu, tién hanh danh gia ¢ cac khoang nhiét do tir 25
- 40°C trong céac khoang thoi gian khac nhau trong méi truong MSM c¢6 b
sung ngudn Nito tir cao nAam men nong do 0,5%, nguon Cacbon tir glucozo
1%, pH = 6,5. Két qua qua trinh khao sat, danh gia duoc trinh bay trong hinh
duai day:
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Hinh 3. 9: Anh hwéng ciia nhigt dé dén qua trinh sinh truéng va phat trién
cria chiing Microbacterium paraoxydans P1

Tur hinh 3.9 cho thiy, nhiét do tét nhat cho qué trinh sinh truong va
phat trién chang Microbacterium paraoxydans P1 phan hay Parathion 13 &
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25°C. Khi nhiét d6 cang ting cao, qua trinh sinh truéng va phét trién cua
chung nay s€ cang giam di.

Nhu vdy, diéu kién nhan sinh khdi cang ching Microbacterium
paraoxydans P1 dugc trinh bay trong bang dudi day

Bdng 3. 5: Piéu kién nhan sinh khéi ciia chiing Microbacterium
paraoxydans P1

STT |  Didu kién nhan sinh khéi Chiing Microbacterium
) paraoxydans P1
1 Nguon Cacbon Glucozo
2 Ngudn Nito Cao nAm men
3 pH moi truong 6,5
4 Nhiét d6 moi truong 25°C

3.6. Panh gia kha nang phan giai Parathion cta ching
Microbacterium paraoxydans P1 trong dat in vitro

Chung Microbacterium paraoxydans P1 sau khi dugc lua chon s€ 1én
men trong mdi trudng MSM c6 bo sung nguon Nito tir cao nam men noéng do
0,5%, ngudn Cachon tir glucozo 1%, pH = 6,5, nhiét do 25°C trong 48 gio,
thu sinh khéi, mat d6 vi sinh vat dat duoc lac nay khoang 10” CFU/mL . Tudi
lan lugt 100g, 10g, 1g sinh khéi vao lan lugt 900g, 990g va 999g dat vé tring
d3 bd sung co chét Parathion véi liéu luong twong duong 1a 100 mg/kg dat,
mat do vi sinh trong dét IGc nay 1 106 CFU/g, 10° CFU/g, 10* CFU/g. Két qua
thir nghiém duoc thé hién trong hinh duéi day:
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Hinh 3. 10: Pdnh gid dw lwong Parathion khi thay doi mdt dp VSV
Ghi chu:
M6: Mau dét b6 sung chung Microbacterium paraoxydans P1 mat do 10° CFU/g.
M5: Mau dét b6 sung chung Microbacterium paraoxydans P1 mat d6 10° CFU/g.
M4: Mau dét b6 sung chung Microbacterium paraoxydans P1 mat do 10* CFU/g.
DPC: Méu dbi ching khong bo sung chang Microbacterium paraoxydans P1.

Tir két qua tai hinh 3.10 nhan thdy, chung Microbacterium paraoxydans
P1 c6 tiém niang phan giai Parathion va tng dung xir ly Parathion trong moi
truong dat. O mat do vi sinh vat 106 CFU/g, Parathion bi phan hity nhanh hon
va nhiéu hon so v&i 2 mat do con lai. Vi mat do nay, phuong trinh duong
chuan cling cho gia tri R? 1a 16n nhat (R? = 0,9777). Khi mat d6 vi sinh vat
tudi vao dat cang giam, qua trinh phan hay Parathion cang giam. Luong
Parathion trong dat da bi phan giai dat khoang 64% sau 10 ngay ké tur khi
nudi cdy trong moi truong dat (P6i véi mau dat bd sung chang Microbacterium
paraoxydans P1 & mat do 108 CFU/Q). Trong d6, d6i véi mau dbi chimg, luong
Parathion bi phan hay sau thoi gian 10 ngay chi dat khoang 10%.
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CHUONG 4.
KET LUAN VA KIEN NGHI

4.1. Két luan

- Tir cAc mau dat thu thap duoc trén dat trong che, dé tai da tién hanh
phan lap va xac dinh duoc 03 chang VSV lan luot 14 P1, P2, P3 ¢d thé sinh
tredng va phat trién trong moéi trudng chira Parathion véi kha nang phan huy
Parathion tir 50 - 60% trong thoi gian 10 ngay. Chung VSV c¢6 kha nang phan
giai tot nhat duoc lua chon 1a ching P1 vai kha ning sinh truong va phat trién
tt trong moi trudng cd chira Parathion.

- Ching P1 da dugc dinh danh tén chung la Microbacterium

paraoxydans sau khi st dung k¥ thuat phan tich trinh ty 16s rARN, vai ti 1€
tuong dong 1a 99,2%.

- Chung Microbacterium paraoxydans P1 c6 diéu kién sinh truéng va
phat trién phu hop la:

+ Ngudn Cabon: Glucozo;

+ Ngudn Nito: Cao nam men;

+ pH cta moi truong: 6,5;

+ Nhiét d6 nudi cay: 25°C.

- banh gia kha nang phan giai Parathion cua chung Microbacterium
paraoxydans P1 cho thay, khi chung nay c6 mit véi mat d¢6 108 CFU/g trong
dat in vitro chung ndy c6 véi kha ning phan hay dat khoang 64% luwong
Parathion ban dau.

4.2. Kién nghi

Viéc str dung vi sinh vat dé phan giai 1an hitu co (Parathion) nham muc
dich xir Iy du lwong hda chat BVTV trong mdi trudng dat c6 nhidu wu diém:
Khéng gay hai cho con nguoi va dong vat, than thién vai moi truong, sir dung
cac ngudn VSV c6 sin tir dat phu hop dic diém cua loai cay trong, gitp duy
tri mot nén ndng nghiép bén viing.

Tuy nhién, quéa trinh tién hanh thi nghiém, nghién ctu con gap phai
nhiéu khé khan, han ché:
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- Nghién cau méi chi ap dung trong moét pham vi hep, tai mot dia
phuong va mot loai cay trong.

- Qua trinh khao sat méi chi khao sat dugc 1 trong sb nhiéu loai hoa
chat BVTV thudc nhém 1an hitu co.

- Sb lugng ching VSV duogc phan lap ra chua da dang, moi chi phat
hién dugc 01 chiung c6 kha nang phan giai Parathion.,

Do vay, dé tang tinh ung dung caa nghién ctu ndy, mot sé kién nghi
dugc dwa ra dé tiép tuc qua trinh nghién ctu, gom:

- Tiép tyc tién hanh nghién ctu kha ning phan giai cua ching
Microbacterium paraoxydans P1 vai cac loai héa chat BVTV khac. Tim ra
cac diéu kién toi wu khac dé nang cao hiéu qua xir Iy cia chung nay.

- Tién hanh nghién ciu trén nhiéu loai cdy trong tai nhiéu loai dat
khac nhau.
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