BAN MO TA GIAI PHAP HU'U iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
coneror st maroe 0 I
CUC SO HUOU TRI TUE
2-0003064

(51) AOIN 25/00 (13) Y

2020.01
(21) 2-2020-00472 (22) 25/09/2020
(45) 27/03/2023 420 (43) 25/03/2021 396

(73) S¢ Khoa hoc va Cong nghé Thanh phé H6 Chi Minh (VN)
244 Pién Bién Phu, Phuong 7, Quan 3, Thanh Phé H6 Chi Minh

(72) Lé Pang Quang (VN); Tran Pai Lam (VN); Nguyén Thi Phuong Thao (VN); Vii
Dinh Hoang (VN).

(54) QUY TRINH SAN XUAT CHE PHAM KHANG NAM

(57) Giai phap httu ich dé cap dén quy trinh san xuét ché phdm khang nam, trong do quy
trinh nay bao gdm cac budc: a) chuan bi dung dich nano TiO, néng d6 100 ppm bang
phuong phap sol-gel két hop vi song; b) chuan bi dung dich vi khuan c6 gia tri mat do
quang (OD) 0,5; va c) phdi tron dung dich nano TiO, va dung dich vi khuin dé thu ché
pham khang nim.



3064

Linh vue k¥ thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vyc tao ra quy trinh san xuét ché phim khang
ndm bao v¢ cdy trong, va than thién véi méi trrdng, cu thé 1a giai phap hitu ich d&
cép dén quy trinh 6n dinh tao ra ché phAm méi trén co sé tich hop nhém vi khuén
ndi ky sinh thuc vat (Endophytic bacteria) (trong giai phap ndy 13 Bacillus subtilis
GBO3 va Paenibacillus polymyxa IN937a) véi vat liéu nano (trong giai phap nay
1a TiO; hoic SiO,) dé kich thich ting truéng, ting kha ning khang ndm gay bénh
hai cdy trong.

Tinh trang ky thuit ciia gidi phap hiru ich

Phan bén va thudc bao vé thuc vat 1a cac linh vuc phét trién song song cung
v6i sy phét trién ctia nganh trdng trot, do d6 chién luoc phat trién phan bon va
thudc bao vé thuc vat 1a dé phuc vu chién luge phét trién cta nganh tré)ng trot. Dé
chdng lai s4u bénh, thudc trir sdu héa hoc di 1a giai phép trong nhiéu nim qua. Tuy
nhién, viéc sir dung thdm canh cac loai thudc trir sau tdng hop nay da gdy ra thiét
hai 16n cho hé sinh thai, tao ra kha niang khing sau bénh va céc van dé strc khoe,
do chiing t6n tai 14u trong mdi trudng. Trong bdi canh d6, kiém soat sinh hoc bing
cach st dung thude trir siu sinh hoc d3 12 mot giai phap than thién véi moi trudong
trong nhitng nim gan day.

Bacillus spp. dugc phat hién 13 mot loai vi khudn noi ky sinh thuc vat
(Endophytic bacteria) trong dat, d4 duoc sir dung lam thudc trir sau sinh hoc trong
nong nghiép va 1am nghiép. Hiu hét cac bing sang ché ddu chi tap trung dén viée
cai tién céc chung B. thuringiensis hodc san xuét cac protein Cry cta ching thé
hién hoat dong diét cac loai con tring khac nhau.

Tac gia Baum J va cong sy (2006) trong sang ché WO/2005/019414 & cap
dén viéc phén 14p va mo ta dic diém cua trinh tu nucleotit mi hoa céc protein ngoai
bao cua Bacillus thuringiensis v6i tac dung diét con trung duoc tiét vao khong gian
va cac chung lién quan. Céc protein duge phéan 13p tir b& mit nudi cAy ctia Bacillus
thuringiensis va cac chung lién quan, va thé hién hoat dong diét con tring ddi véi
cdn trung coleopteran nhu bo khoai tdy Colorado (Lymantria dispar) va sau hai r&
cay ngo tay (Diabrotica undecempunctata).
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Téc gid Van RJ va cong su (2007) trong séang ché WO0/2007/107302 d& cap
dén trinh tu gen méi md hoa protein diét con trung do cac ching Bacillus
thuringiensis tao ra. D4c biét, cac gen chimeric méi ma héa protein Cry1C, Cry1B
hodc CrylD dugc cung cép rat hitu ich dé bao vé thuc vat khéi bi con trung pha
hoai.

Nhiéu san phdm thuong mai dugc bén trén thi truong dudi dang thude diét
ném sinh hoc dua trén céc loai Bacillus khéc nhau nhu B, amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. pumilus va B. subtilis (Fravel 2005). Nhiéu hop chét chéng ndm
dugc phén 14p tir nhing vi khuén ndy da duoc x4c dinh nhu mycobacillins, iturins,
plistatins, bacillomycins, Suractins, mycosubtilins, Mushistatins va subsporin
(Koumoutsi 2004; Madonna va cong su 2003; Nihorimbere va cong su
2012; Nishikiori va cong sur 1986; Pathak va cong su 2012; Pecci va cong su
2010). Céc chét chuyén héa khac, bao gbm chitinase va cac hop chat va enzym
phén hiy thanh té bao khéc, ciing dwoc san xuét bsi Bacillus spp. (Chaaboni va
cong su 2012).

Téc gia Hinarejos E va cong su trong séng ché EP2781592A1 (2014) d3 dé
cap dén viéc phat hién ra mét ching Bacillus subtilis méi (IAB/BS03), ¢6 thé e
ché mot loat cac bénh do ndm va vi khuin trén cay tréng. Sang ché cling dé cap
dén cac ché phim diét ndm bao gdm chiing vi khuén Bacillus subtilis m&i nbi trén,
hogc don 18, nhw mét phén ctia céng thire hoic két hop véi cac loai thude trir sdu
sinh hoc va héa hoc khéc.

Tuy nhién, mét trong nhiing mg dung quan trong ctia ching vi khuin
Bacillus it duge dé cip dén, d6 1a mot sb loai chiing vi khuan Bacillus spp. ¢6 kha
nang vi khudn thic dy ting truong thuc vat vi ching tao ra thudc khang
sinh; ching gay ra su {rc ché tong hop ethylene va gay ra su d& khang toan than cla
cdy trdng. Céc co ché da biét cua vi khuin ndi ky sinh thuc vat (Endophytic
bacteria) d6i véi cdy trdng: (1): Biofertilizer (cb dinh dam, san sinh siderophore va
hoa tan P trong d4t); (2) Kiém so4t sinh hoc d6i véi cac tic nhan gdy bénh cdy trong
(d6i khang trc ché cac tac nhan gy bénh, san sinh enzym lytic va co ché kich khang
trén cdy trong).

Vi khuén noi ky sinh thuc vat (Endophytic bacteria) dugc tim thay trong hau
hét & céc loai thuc vat, chung cu tri ¢ trong ndi mé cua thuc vat ky chu va gitta
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chting hinh thanh mét loat cdc mdi quan hé khac nhau nhu cdng sinh twong hd,
cong sinh dinh dudng, hdi sinh. Vi khudn ndi ky sinh thuc vét khi két hop chuc
nang kich thich ting trudng thuc vat (PGPR) sé& thic day thuc vat ting trudng, ting
ndng suat va déng vai trd 12 mdt tic nhan didu hoa sinh hoc. Vi khuén néi ky sinh
thuc vat san xudt hang loat céc san phém tu nhién c6 lgi cho thuc vat ky chi ma ta
c6 thé khai thac nhitng tac nhan d6 dé g dung trong y hoc, ndng nghiép hay coéng
nghiép. Ngoai ra n6 con c6 tiém ning loai bd céc chat gdy 6 nhiém trong d4t bing
cach ting cudng kha ning khir doc ddng thoi c6 kha ning san xuét sinh khdi va
nhién liéu sinh hoc.

Hau hét cac nghién ctru vé vi khudn viing r& kich thich ting truéng thue vét
(PGPR) hién nay chu yéu tap trung nhiéu vao phén 14p va thir nghiém vai tro tang
kha ning chéng chiu véi diéu kién moi truong khéc nghiét clia nhom vi khuin
nay. Tac gia Chaiharn va cong su trong mdt nghién ctru “Phosphate solubilization
potential and stress tolerance of rhizobacteria from rice soil in Northern Thailand”
trén tap chi World Journal of Microbiology and Biotechnology (2008) &3 phan lap
duoc téng cdng c6 216 phan 1ap vi khuin hoa tan phosphate dugc phan 1ap tir dat
tréng laa khac nhau & mién Bic Thai Lan. Nhitng ching nay duoc sang loc in
vitro cho céc hoat dong thic day ting trudng thuc vat cua ching nhu hoa tan
phosphate v6 co, amoniac (NH3), catalase va hoat dong enzyme 1am thoai héa té
bao. Két qua cho thay 100% phosphate hoa tan v6 co, 77,77% san xuit NH; va
hau hét cac chung phén 14p déu duong tinh v&i catalase. Ngoai ra, mot s§ ching
cling san sinh ra c4c enzim lam thoai héa té bao nhu protease (7%), chitinase (1%),
cellulase (3%) va B-glucanase. Céac chiing phan 14p c6 thé biéu hién nhiéu hon hai
hodc ba dic tinh thic d4y ting trudng thuc vat (PGP), c6 thé thuc ddy ting trudng
thuc vat truc tiép hodc gian tiép.

Géan dy, nhém tac gia Yachana Jha va cong su (2015) trong mot nghién ciru
“Endophytic Pseudomonas pseudoalcaligenes shows better response against the
Magnaporthe grisea than a rhizospheric Bacillus pumilus in Oryza sativa (Rice)”
trén tap chi Archives of Phytopathology and Plant Protection & nghién ciru hoat
dong ctia hdn hop vi khudn ndi sinh (Pseudomonas pseudoalcaligenes) va vi khuén
ving ré (Bacillus pumilus) trén Oryza sativa L. cling cho thay phan img tét trong
viéc chéng lai céc tc dong bét loi cla dd man.
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Mot nghién ciru khéc ctua tac gid Chandra Shekhar Nautiyal va cong sy (2013)
trong mot nghi€én ciru “Plant growth-promoting bacteria Bacillus
amyloliquefaciens NBRISN13 modulates gene expression profile of leaf and
rhizosphere community in rice during salt stress” trén tap chi Plant Physiology and
Biochemistry cfing cho thiy vai trd tuong tu ca vi khuén ving & kich thich ting
truong thuc vat (PGPR). Nghién ctru ndy danh gia anh huéng ctia kha ning chiu
maén ctia vi khun Bacillus amyloliquefaciens NBRISN13 (SN13) trén cy lua trong
didu kién thily canh va d4t bi nhiém man. SN13 ting kha nidng sinh truedng cia thuc
vat va kha nang chiu mén (NaCl 200 mM).

T4c gia Labuschagne N va dong su trong sang ché W02015114552A1 (2015)
da @& cap dén ché phim kidm soét sinh hoc bao gdm it nhit mét ching phén lap
dugc chon tr nhém bao gdém ching Bacillus megaterium A-07, chung
Paenibacillus barcinonensis A-10, ching Pseudomonas fluoresceins N-04, ching
Bacillus cereus T-11, chung Lysinibacillus sphaericus T-19, Paenibacillus alvei
ching T-22 va Paenibacillus alvei ching T29 d& dugc ching minh 14 chét ting
trudng thuc vat hiéu qua va tic nhan kiém so4t sinh hoc cta bénh thuc vat trong
nha kinh va trong céc thit nghiém ddng ruéng. Sang ché con lién quan dén cac quy
trinh x4c dinh c4c chiing vi khudn Rhizobacteria thiic déy tang trudng thuc vat hiéu
qua, phén 18p cac chung ny, nudi cdy ching trong mdi truong nudi cdy thudn khiét
va sang loc cac chung phan l4p dé c6 hidu qué nhu chét tang trudng thuc vat va tac
nhan kiém soat sinh hoc ctia mam bénh thuc vat béng c4c thir nghiém cu thé.

Tac gid Hirsch AM va dong su trong sang ché US20160143295A1 (2016)
da dé cap dén linh vuc tuong tac gitta thuc vat va vi sinh vat. Dic biét, sang ché dé
cap dén cac phuong phép va ché phdm dé ting dic tinh phét trién ciia cy tréng
bang cach tréng cay véi su c6 mit clia cic ching vi sinh v4t thic day ting trudng
thuc vét.

Gén déy, khoa hoc va cong nghé nano di tré thanh mét linh vuc nghién ctru
hap dén trong nhitng nim gan day. Cac phan tr kich thuée nhd dang ngay mot
duoc st dung rdng rai trong nhiéu nganh khac nhau. Trong s6 cac tmg dung, nguoi
ta cht y nhiéu hon dén viée st dung c4c hat nano trong céc nganh cong nghiép y
sinh va néng nghiép. Trong ndng nghiép, ning suét clia cay tréng duoc cai thién
d4ang ké bing cach sir dung céc chat dinh dudng vi md va vi lugng thiét yéu dudi
dang phan bén nano.
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Nhirng nghién ctru gin day vé& hoat chét dang nano héa nhu nano chitosan
va nano bac gitip kiém soat hiéu qua bénh hai cy trdng theo mot co ché dic hidu
riéng va c6 ham luong hoat chat thap tir 6 giam thidu dwoc anh hudng cia hoa
chat dbi véi con ngudi va mdi truong. Cong nghé nano hoéa hoat chat mang lai
nhiéu 1oi ich cho qua trinh gia cong (formulation) d6i véi ching Bacillus cereus T-
11 néi chung va ca biopesticide néi riéng dé tao ra cac san phim nano-biopesticide.
Céc nhiém vu nghién ctru v& cdc hoat chét dang nano héa c6 thé ké t6i nhu: ché
phdm nano bac/chitosan san xuét bang phuong phép chiéu xa gamma (2018), nano
k&m-ddng diét ndm Phytophthora capsici (2016), nano ddng tdng hop theo phuong
phép sinh hoc trong phong trir bénh ndm héng do Corticium salmonicola (2015),
nano MgAl layered double hydroxides (LDH) gan anacardic acid dé phong trir sdu
(2015), ché phdm nano silica va oligochitosan trir bénh than thu (2015),
nanocomposite chtra nano bac trir bénh cy (2014). Trén thé giéi hién nay da xuét
hién khai niém nano-biopesticide. M6t sé thudc chira hoat chit nano bac nhu
MIFUM 0,6 DD va Nano Kito 2.6 SL d4 dwgc nghién ctru va phat trién gan day
ddng thoi duge dang ky thuong mai héa tai Viét Nam.

Tuy nhién, cac nghién ctru tich hop vét liéu nano véi vi khuan endophyt con
r4t m6i mé, chua c6 céc nghién cittu tich hop vét liéu nano véi vi khuan endophyt
va dénh gia tc dung cua chiing dbi véi cy trdng va vi sinh vat hai cdy trdng. Su
tich hop gitip cho qua trinh chuyén héa va hép thu phén bén cta cdy dién ra nhanh
chéng va hiéu qua gilp giam lugng phan bén va thude ting truong thuc vat. Su ¢
mdt clia hat nano gitip vi khuan bam dinh va xAm nhap vio bé mit r& cay hiéu qua
hon. Pong thoi khi endophyt phat trién manh, thi cdy trong s& phai tiét ra nhidu
hoat chét phytoalexin - hoat chit mién dich tu nhién c6 trong cdy. Hoat chat nay sé
gitp cdy ting thém kha ning chdng chiu khi gip nhitng diéu kién bét loi tir moi
truong gitip nguoi ndng dan giam di viée sit dung thude bao vé thyc vat trong qua
trinh cham soc cay.

Do d6, ¢6 nhu ciu cao vé mot quy trinh cong nghé tao ra mot ché phém maoi
tich hop vat liéu nano véi vi khuan ndi ky sinh thuc vat (endophytic bacteria) dé
gitip cho qua trinh chuyén héa va hip thu phén bén cua cay dién ra nhanh chéng
va hiéu qua gitip giam luong phén bén va thudce ting trudng thuc vat, nhe dé giap
ngudi ndng dan giam di viéc st dung thubc BVTV trong qua trinh chim séc cay.
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Ban chét ky thudt ciia giai phap hitu ich
Vi khuén ndi ky sinh thuc vét (Endophytic bacteria) dwoc tim thiy trong

hau hét & cac loai thyc vét, ching cu tril ¢ trong ndi md cta thuc vat ky chu va
gifta chiing hinh thanh mdt loat c4c mdi quan hé khac nhau nhu cong sinh tuong
hd, cong sinh dinh dudng, hoi sinh. Vi khuin ndi ky sinh thuc vat (Endophytic
bacteria) khi két hop chuc nang chirc nang kich thich ting trudng thuc vat (PGPR)
s€ thuc déy thuc vét ting trudng, ting ning suit va déng vai tro 14 mot tidc nhan
didu hoa sinh hoc. Vi khuén ndi ky sinh thuc vat san xuét hang loat c4c san pham
tu nhién c6 loi cho thuc vt ky chi ma ta c6 thé khai thac nhiing tac nhan d6 dé
Ung dung trong y hoc, ndng nghiép hay cong nghiép. Ngoai ra né con cé tiém ning
loai bd cac chét giy 6 nhidm trong d4t bang cach tang cuong kha nang khir doc
trén thuc vat va 1am cho d4t tré nén mau m& théng qua chu trinh photphat va c6
dinh dam. Ngay cang c6 nhiéu quan tim trong viéc phét trién cc tmg dung tidm
ning cong nghé sinh hoc cia vi khuan noi ky sinh thyc vat (Endophytic) dé phat
trién cic gibng cay trdng c6 kha niing khir doc dong thoi c6 kha ning san xuét sinh
khoi va nhién liéu sinh hoc

Muc dich cua gidi phap 13 dé xuét quy trinh cho phép tao ra mot loai ché
phdm bang cach tich hop vét liéu nano (nano TiO, hodc nano SiO,) va vi khuin
ndi ky sinh thuc vét. Su tich hop gitip cho qua trinh chuyén héa va hép thu phan
bon clia cdy dién ra nhanh chéng va hidu qua gitp gidm lugng phan bén va thude
tang trudng thuc vat. Sw ¢ mat clia hat nano gitp vi khudn bam dinh va xam nhép
vao bé mit ré cdy hiéu qua hon. B& mit tich dién cta hat nano s& két dinh cac té
bado vi khuén tao thanh cum va cling déng thdi bAm vao bé mit ré cay tr(“)ng. D@)ng
thoi khi vi khuan ndi ky sinh thuc vat phét trién manh, thi cdy trdng s& phai tiét ra
nhiéu hoat chét phytoalexin (PA) hon, d4y 12 hoat chit mi&n dich tu nhién c6 trong
cdy. Hoat chét ndy s& gitp cy tang thém kha ndng chéng chiu khi gip nhitng diéu
kién bét loi tir mdi trudng gitip ngudi nong dan giam di viéc sir dung thude BVTV
trong qua trinh cham s6c cdy. Hién nay c6 rat it cic nghién ctru tich hop vit liéu
nano véi vi khuan vi khuin ndi ky sinh thuc vat va danh gid tac dung cia chiing
ddi voi cay trdng va vi sinh vat hai cay trong.

Chuing vi khuin ndi ky sinh thue vat Bacillus spp. dugc st dung c6 co ché
dang da tac dong 1én cac vi sinh vét gy hai ldy nhiém ciy trong tir d4t va han ché

céc bénh trén than va 14 nhu doi v6i ndm Sphaerotheca fuliginea gy bénh phén
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tréng trén cdy dua Iuéi. Bén canh d6 c6 kha ning kich khéng déi véi cay trdng
nang cao tinh chdng chiu véi c4c tic nhan gy bénh. Qua trinh dua céac bao tir vi
khuan tich hop vé6i cac hat khoéng nano tao thanh phan bén da chiic niang/kiém
soat sinh hoc con c6 sw két hop gitta mot sb loai vi khuan loai Bacillus khac nhu
IN937a, E681, EXTN1 nhdm tao ra phd tic dung rong déi v6i méi trudng va sinh
théi gitip cai tao dét va gitip ciy trdng phat tridn khée manh va han ché dugc bénh
do ndm va vi khudn gay ra. Hiéu qua st dung san pham phan bén sinh hoc-kiém
soét sinh hoc ciia chiing tdi trén cdy ho bau bi d4 cho thiy c¢6 kha nang lam tang
trudng biomass va ning suit cdy tréng ting tir 15-30%.

Muc dich cua giai phap 13 d xuét quy trinh tao ra ché pham tich hop tich hop
vét liéu nano (nano TiOy/nano SiO,) va vi khuén néi ky sinh thuc vét, bao g@)m
c4c cong doan sau:

a) Chuén bi dung dich nano TiO, ndng d 100 ppm bing phuong phap sol-
gel két hop vi séng, bao gdm cac bude

- dinh lugng c4c thanh phan can thiét ding cho cdng doan ndy, cu thé 1a:
Titanium Isopropoxit (TTIP): TifOCH(CHs),]s, Polyethylen glycol 400 (PEG
400), H,O, va etanol,

- hoa tan Ti[OCH(CHzs),]4 trong dung mdi etanol theo ti 1& quy dinh thu dugc
dung dich A,

- hoa tan nude trong dung mdi etanol theo ti 1& quy dinh thu duoc dung dich
B,

- hoa tan polyethylen glycol 400 trong etanol theo ti 1& quy dinh thu duge
dung dich C,

- nap dung dich C vao binh phan tng,

- nap tir tir ddng thoi dung dich A va dung dich B & trén vao binh phéan tmg
trong thoi gian quy dinh,

- phan tan hén hop c6 trong binh nay bang siéu 4m tai nhiét d6 va thoi gian
quy dinh,

- nap tur tir dung mdi etanol trong qua trinh siéu 4m dé dam bao thé tich dung
dich khéng di do qua trinh bay hoi,
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- ngimng nap dung moi etanol, tiép tuc gia nhiét tai nhiét 46 quy dinh dé loai
b6 hét etanol trong binh phén tng,

- khudy déu hdn hop nay trong thoi gian quy dinh,
- 1am ngudi dung dich nay dén nhiét do trong phong,

Theo mét phuong 4n ctia giai phap hitu ich, ti 18 Ti{OCH(CH3),]s va etanol
nam trong khoang 1/5 dén 3/5 (khi luong gam/thé tich ml).
Theo mdt phuong an cta giai phap hitu ich, ti 16 nude va etanol nim trong

khodng 1/50 dén 3/50 (thé tich/thé tich).

Theo mot phuong 4n cia gidi phép hitu ich, ti 1& polyethylen glycol 400 va
etanol 12 1/4 (thé tich/thé tich).

Theo mot phuong 4n ctia giai phap hitu ich, ti 16 Ti[OCH(CHj3),]s, nu6c va
polyethylen glycol 400 14 2,0 g/2,0 ml/100 ml (khéi lugng/thé tich/thé tich).
Theo mdt phuong 4n cuia giai phap hitu ich, thdi gian nap ddng thoi dung
dich A va dung dich B vao dung dich C nim trong khoang 2 dén 3 gio.
Theo mét phwong 4n cuia giai phéap hitu ich, nhiét d6 binh phan ung 1a 70 °C
dén 80 °C.
Theo mot phuong 4n ciia giai phép hitu ich, thoi gian d4nh siéu 4m hdn hop
phan tmg 1 12 dn 15 gio.
b) Chuén bi dung dich vi khuén c6 gia tri mat d6 quang (OD) 0,5, bao gém
céc budc
- dinh lugng c4c thanh phan can thiét dung cho viéc tao mdi trudng nudi cy
long Luria-Bertani (LB) dé hoat héa vi khuén, cu thé 1a: pepton, cao ndm men va
NacCl,
- hoat héa chiing vi khuin trong moi truong nudi cdy long LB tai diéu kién
lic, nhiét dd va thoi gian quy dinh, thu duogc dich nudi céy D,
- nap dich nudi cdy D vao binh méi trudng nudi cdy 1ong LB dé nhan gidng
dich thé trong thoi gian va nhiét 6 quy dinh, thu dwoc dich nudi E,
- pha lodng dich nuéi E bang méi trudng nudi cay long LB dé gia tri mat do
quang (OD) dat 0,5 thu duoc giéng dich thé F,
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- nap mot thé tich x4c dinh moi tredng nudi cdy 1ong LB vao binh 1én men,
- nap mot thé tich xac dinh giéng dich thé F vao binh 1&én men trén,

- tién hanh ¢ binh 1&n men tai nhiét d6 va trong thoi gian quy dinh thu duoc
dich nudi cdy G,

Theo phuong én cua gidi phap hitu ich, nhiét d6 nudi ciy trong khoang 35
°C dén 37°C.

Theo phuong 4n ctia giai phap hiru ich, thoi gian nudi cdy trong khoang 12
dén 48 gio.

Theo phuong 4n ctia giai phap hitu ich, ti 1€ thé tich gidng dich thé va méi
trudng nudi cdy 1ong LB trong khodng tlr 5% dén 15%.

¢) Phdi trén dung dich nano TiO, va dung dich vi khuan, bao gdm céc buéde

- dinh lugng c4c thanh phan cin thiét ding cho viéc tich hop tao ra ché phim
ndy, cu thé 1a: dung dich nano TiO, & cdng doan a) va dung dich vi khudn B,
Subtilis dwgc nubdi cly & cong doan b),

- pha loéng dung dich chita nano TiO, thu duoc & cong doan a) bing nuée
theo ti 1€ quy dinh thu dugc dung dich H,

- nap dung dich H vao binh 1én men,

- nap tir tir dung dich nuéi cy vi khudn G thu duoc & cong doan b) vao binh
1én men trén,

- tién hanh l4c binh 1én men trong thoi gian va nhiét d6 quy dinh thu dugc
s&n pham cudi cling,

Theo phuong 4n cua giai phap hitu ich, ndng d6 dung dich H thu duogc sau
khi pha loéing dung dich nano TiO, 14 tir 30 ppm dén 100 ppm.

Theo phuong én ctia giai phap hitu ich, ti 1& dung dich nano TiO, va dung
dich vi khuan B. Subtilis 13 ndm trong khoang 50ml/ Sml dén 167ml/5ml (thé
tich/thé tich).

Theo phuong én ctia giai phap hiru ich, nhiét d6 nu6i ciy trong binh 1én men
d hat nano bam véo vi khuén trong khoang 35 °C dén 37°C.

Theo phuong én cta gidi phép hiru ich, thoi gian nudi cdy trong binh 1én
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men d& hat nano bam vao vi khuén trong khoang 24 dén 48 gio.
MG ta vin tit cAc hinh vé

Céac dau hi€u va vu diém clia giai phap s& trd nén rd rang hon qua phan mo
ta chi ti€t cdc phwong 4n 1am vi du ciing v6i hinh v& kém theo, trong do:

Hinh 1 12 d thi biéu dién méi quan hé gifra gi tri mat d6 quang (OD) va
thoi gian ctia cac mau chira vi khudn-nano TiO,.

Hinh 2 13 4nh dwoc x4c dinh bang phuong phap kinh hién vi dién tir quét xa
truong (FE-SEM: Field Emission Scanning Electron Microscopy): (A) mAu nano
TiO, bam vio vi khuan B. subtilis GB03 trong mdi trudng nudi cdy LB sau 48h thir
nghiém; (B) mau nano TiO,-vi khudn B. subtilis GBO3 trén r& ctia mau cay dua
luéi trude khi duoc trong vao bau dat.

Hinh 3 14 anh thé hién kha nang kich thich ting truéng su phat trién bo ré
cy trudc khi dua ra rudng san xuat (A) va (B) anh thé hién kha nang kich thich
ting truéng chidu cao cta dua luéi sau trong 28 ngdy do anh hudng ché phdm
nano TiO,- Vi khuén nodi ky sinh thuc vét.

Hinh 4 1a 4nh duoc x4c dinh bang phuong phap kinh hién vi dién tir quét xa
truong (FE-SEM: Field Emission Scanning Electron Microscopy): (A) mau nano
Si0, bam vao vi khuan B. subtilis GBO3 trong mdi trudng nudi ciy LB sau 48h thir
nghiém; (B) mau nano SiO,-vi khun B. subtilis GBO3 trén & ctia miu cay dua
luéi truée khi dugc trong vao bau dat,

Hinh 5 13 d thi biéu dién mbi quan hé gitta gi tri mat @6 vi khuin va thoi
gian clia cAc mau chira nano SiO,-vi khudn ndi ky sinh thuc vit.

Hinh 6 13 4nh thé hién kha ning kich thich ting trudng chiéu cao cua dua luéi
do 4nh huéng ché phim nano SiO,-vi khudn noi ky sinh thuc vat: miu ddi ching
(C) va mau thi nghiém (T) cdy dua lui: (A) b 18 trude khi trdng vao bau dat; (B)
chiéu cao than sau trdng 28 ngay.

Hinh 7 13 anh thé hién kha ning d6i khang ndm Sphaerotheca fuliginea giy
bénh phén tréng ctia mau SiO,-vi khudn ndi ky sinh thuc vat. Mau bénh phém
trude khi xit Iy (A); MAu bénh phim sau khi xtt Iy 1 ngay (B); sau khi xit ly 2 ngay
(C) va sau khi xtr Iy 3 ngay (D).
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Hinh 8 13 4nh thé hién kha nang d6i khang ndm Phytophthora infestans cia
mau SiOx-vi khuan ndi ky sinh thuc vét sau 2 ngay (A); sau 4 ngdy (B) v sau 6
ngay (C).

Hinh 9 13 anh thé hién kha ning di khang ndm Colletotrichum orbiculare
ctia SiO»-vi khuan ndi ky sinh thuc vat sau 2 ngay (A); sau 4 ngdy (B) va sau 6
ngay (C).
MG ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau déy, giai phap s& dugc mod ta cing véi cac hinh v& kém theo, trong d6
cac phuong &n lam vi du cia giai phap dugc thé hién.

Theo mot khia canh cua giai phap, ché phim dé gitp ting trudng thuc vat
va khang ndm gay bénh hai ciy trdng, trong d6 ché phim nay chira hat nano dugc
mang 1én vi khun ndi ky sinh thuc vit.

Ché phdm tich hop theo giai phap c6 thé sir dung vét liéu nano nhu TiO,,
Si0, dé ting kha ning thAm nhap ctia vi khuin Bacillus subtilis GBO3 vao ra cay.

Giai phap hitu ich d& xuét quy trinh tao ra ché phim tich hop vét liéu nano
TiO, va vi khuén ndi ky sinh thuc vat, bao gém cac cong doan sau:

Céng doan a) 1 cong doan chuin bi dung dich nano TiO, néng do 100 ppm
bang phuong phép sol-gel két hop vi song. Céc hoéa chit ban ddu bao gbm:
Titanium Isopropoxit (TTIP): TifOCH(CHs),]s, Polyethylen glycol 400 (PEG
400), HyO, va etanol. Hoa tan TifOCH(CHj3),]s trong dung méi etanol véi ti 16
12g/50ml (khdi lugng/thé tich) thu dugc dung dich A. Pha lodng nudc trong dung
mdi etanol véi ti 16 2ml/50ml (thé tich/thé tich) thu dugc dung dich B. Hoa tan
Polyethylene glycol 400 trong etanol véi ti 16 100ml/400ml (thé tich/thé tich) thu
dugc dung dich C. Nap dung dich C vao binh phan tmg. Nho giot tir tur dé)ng thoi
dung dich A va dung dich B vao binh phan (mg trong thdi gian 3 gid, véi ti 16
50ml/52ml/500ml (thé tich dung dich A/thé tich dung dich B/thé tich dung dich
C). Binh phan tng dugc dit trong bé siéu 4m va nhiét do duoc duy tri tai 80°C
trong thoi gian trén. Sau khi hét dung dich A va dung dich B, tiép tuc siéu 4m binh
phan Umg trong thoi gian 15 gid. Trong qua trinh phan (mg bd sung etanol d& duy
tri thé tich binh phan tng khong dbi do qua trinh bay hoi etanol. Sau d6 ngimg bd
sung etanol, nhiét @6 dwgc duy tri tai 80°C cho dén khi loai bo etanol trong binh
phan tmg. D& ngudi hdn hop san phim & nhiét do trong phong thu duoc san phdm
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dang long 13 dung dich nano TiO, vé6i ndng d6 100 ppm.

Cong doan b) 13 cong doan chuén bi dung dich vi khudn ¢6 gia tri mat do
quang (OD) 0,5. Ching vi khudn Bacillus subtilis GB03 dugc luu trit dudi dang
sinh khéi kho. Tién hanh hoat héa lai ching vi khudn trén méi truong nudi ciy
1éng LB, nubi lac 150 vong/phiit & nhiét d6 khoang tir 35 °C dén 37°C trong vong
24 gio.

Sau 24 gid, 1iy dich nudi cdy chuyén sang mdi truong thach bing phwong
phép cdy ria gift trong ti 4m 32°C trong 24 gior d& x4c dinh hinh thai khuén lac.
Viéce nay gitip chiing ta xac dinh duoc gidng gbc c6 thuan ching hay khéng, ¢b bi
chét va bi tap nhiém trong qua trinh bao quan. Tién hanh quan sat hinh thai khuin
lac cua ching vi khuén x4c dinh d6 thuan. Khi d& x4c dinh duoc, tién hanh nhan
gibng dich thé. L4y khuén lac tir dia m6i nhan truyén vao binh mdi truong LB
nhan gidng dich thé. Nudi trén may lac 150 vong/phut & nhiét do khoang tir 35 °C
dén 37 °C trong 24 gid. Xéc dinh gi tri mat d6 quang (OD) trong binh moi trudng
nudi. Pha lodng dich nu6i sao cho gia tri mat &6 quang OD dat 0,5. L4y gidng dich
thé c6 gid tri mat dd quang OD bing 0,5 trén nap vao binh 16n men chita dich moi
trudng véi ti 16 1/10 (thé tich/thé tich). Nudi trén may lic v6i cac ché do 150
vong/phit & nhiét d6 khoang tir 35 °C dén 37 °C trong 24 gid.

Cong doan c) 14 cong doan phdi trdn dung dich nano TiO, va dung dich vi
khuén. Pha lodng dung dich chtra hat nano TiO, thu dugc & cdng doan a) béng
nude ti 1€ quy dinh thu dugc dung dich C ¢6 ndng @ 3 pg/ml. Nap dung dich C
vao binh 1én men, sau d6 nap tir tir dung dich nuoi céy vi khuén thu duoc & cong
doan b) vao binh 1én men trén. Tién hanh lic binh 1én men v&i ché do 150
vong/phut & nhiét d§ khoang tr 35°C dén 37°C trong 24 gid, thu dwoc san phim
cudi cung dang 16ng 1a dung dich chira nano TiO, duoc gén 1én vi khuén, trong do
ndng d6 TiO2 nam trong khoang tir 30 pg/ml dén 100 ng/ml; vi khuan c6 gié tri
mét d6 quang (OD) bing 0,5.

Vi du thwe hién giai phap hitu ich

Giai phap hitu ich s&€ dugc minh hoa 8 hon qua cac vi du sau ddy. Tuy nhién,
cac vi du nay khong dung lam gi6i han muc dich va pham vi cta giai phép.

Vi du 1: Nudi cy vi khuan Bacillus subtilis GBO3 va tich hop hat nano TiO,
1én vi khuan B. subtilis

Nudi cdy vi khuan Bacillus subtilis GB03
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Chung vi khuan Bacillus subtilis GB03 dugc luu trit dudi dang sinh khéi
kho. Vi khuln dugc hoat héa trén mdi trudng nudi cdy 16ng, nudi lic 200 vong/pht
& nhiét d6 35 - 37 °C trong vong 24 gid. Sau 24 gid, 1iy dich nudi cay chuyén sang
méi trudng thach bing phuong phép cdy ria gitt trong ti 4m 32 °C /24 gior dé xac
dinh hinh thai khuén lac. Tién hanh quan sat hinh thai khuan lac ctia chiing vi khuén
x4c dinh d6 thudn. Khi d3 x4c dinh dugc, tién hanh nhén giéng dich thé. Lay 1
khuén lac tir dfa méi nhén truyén vao binh méi truong LB nhén gidng dich thé.
Nuoi trén may lic 200 vong/phiit & 35 — 37 °C trong 24 gid. Xac dinh gia tri OD
trong binh méi truong nudi. Pha lodng dich nudi sao cho gié tri mat do quang (OD)
=0,5. Lay 15 ml gidng dich thé c6 gi4 tri mat d6 quang (OD) ciy truyén vao binh
16n men chtra 150 ml dich mdi truong (i 16 10 %). Nudi trén may lic véi cac ché
do nhu trén trong 24 gio.

Khao sat su phét trién ctia vi khuan Bacillus subtilis GB03 sau khi mang nano TiO,.

Anh hudng cua néng dd nano titan (0; 30; 40; 50; 60 va 100 ppm) dbi véi su
phét trién cta vi khuin theo thoi gian d3 duoc thuc hién trong nghién ciru. Tién
hanh 14y nano titan & cic ndng d6 khac nhau tron v6i 50 ml moi trweong LB trong
cac trong 6ng nghiém. Sau d6, 5 ml vi khuan Bacillus subtilis GB03 dat gia tri mat
do quang OD=0,5 dugc thém vao mdi moi tredng LB chira nano titan néng do khac
nhau. Tién hanh nudi lc 200 vong/phit & nhiét &6 37°C. Cir sau bdn gio, 14y 100
ul méi trudng pha lodng trong dng dua 1én trén bé mit cAc dia thach bing que thiy
tinh v6 tring va tién hanh do gia tri OD bang may do mat d6 quang (OD) cam tay.
Tién hanh khéo sat mat d6 vi khuan & cac ndng dd nano TiO, khac nhau theo thoi
gian (Bang 1) dé danh gia tac dong clia ndng dd nano TiO, t&i sy phét trién cla vi
khuan.

Bang 1. Két qua khao sat mat do quang (OD) cac mAu vi khudn va nano TiO,

Nongdf Thoi gian (gid)
30 048£0,03  0,61£001 0725£0,025 1,06+0,04  1,22£0,02
40  044£001 0,605+£0015 083+£0,03 1,065£0,055 1,195+0,05
50 0,545£0,005 0,59£0,03 0,755+0,015 1,065+0,025 1,305 0,005
60  0,585+0,005 0,625+£0,005 081£0,05 1,205+0,045 1,62%0,02
100 0,565£0,005 0,625+£0,005 087+0,04  12£003  1,65%0,03
0*  0,525+0,005 05595+0,015 080,02  1085+0,005 122+0,04

*Péi ching
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Két qué tir bang 1 va hinh 1 cho thdy anh huwdng ctia cac ndng d6 nano TiO,
khac nhau dén su phat trién cua vi khuln Bacillus subtilis GB03. Su phét trién cua
vi khudn phu thudc vao ndng d6 nano TiO, va thoi gian. Trong 48h thir nghiém, ta
thiy vi khuédn phét trién va sinh trudng kha 6n dinh, gia tri m4t d§ quang OD ting
dan tuyén tinh theo thoi gian. Pa s6 c4c ndng d6 nano TiO, thir nghiém déu c6 gia
tri mat d6 quang (OD) cao hon miu d6i chimg & tt ca céc thoi diém nghién cir,
trong d6 ndng dd nano TiO, 60 ppm va 100 ppm c6 dudng ting trudng cao nhét va
g?m giéng nhau. O thoi diém 48h, mAu thi nghiém chira nano TiO, gia tri mat d6
quang (OD) dat cao nhét bing 1,65.

Vi du 2: Khao sat anh hudng ciia ché phdm nano TiO,- vi khuén ndi ky sinh
thuc vat dén kha ning sinh trudng va phat trién cay dua ludi

Hat giéng duoc tuyén chon (hat to may chéc) chua boc héa chit dem ngam
v6i ché phém nano-vi khuén noi ky sinh thuc vat & nhiét do 25 — 30 °C trong vong
1,5-2,0 h, sau d6 0 cho ntt mam roi gieo 1 hat/ 15 vao loai 50 16/khay. Sau d6 tuéi
dung dich ché phdm 1én bé mit khay giéng. Tudi 2 1an vao lic moc mam déu va 5
ngay sau moc. Khi céy dat ti€u chuén thi dua ra ruéng san xuét, bé tri tréng hang
kép trén gia thé voi mat do 2.800 cay/1000 m? tudi goc theo dinh ki 1 1an/tuan,
Thi nghiém duoc bd tri hoan toan ngiu nhién (CRD) gém 4 cong thic (CT1: dbi
ching, khong xtr ly; CT2: vi khuén noi ky sinh thuc vat (107 cfu/ml); CT3: nano
TiO, 60 pg/pl- vi khuan noi ky sinh thuc vat véi 3 1an nhéc lai.

Mbt s6 chi tiéu theo d&i: Ti 18 va téc d6 nay mam (%). Kha ning bam dinh
vi khuén 1én r& cay: 13y r& ciy clia cac cong thirc thi nghiém, sdy kho, sau d6 chup
SEM. Su phét trién ctia b ré: so sanh bd 1& ctia cong thirc dbi chimg véi cac cong
thirc khéac trude khi chuyén ra tréng vao bau 16n. Pong thai ting trudng chiéu cao
cdy (cm): chidu cao ciy dugc tinh tir gdc dén dinh sinh trwdong. Pong thai ting
trudng sb 14 (14/cay). Kha ning dé nhanh. Két qua do 1 1an/tuén
Kha ning bam dinh ctia hat nano TiO,-vi khuan 1én r& cay dua lu6i

Hinh 2A cho ta thdy nano TiO; bam 1én bé mit ctia vi khudn tir d6 tao diéu
kién thuan loi cho r& cdy hdp thu dugc Titan trong qué trinh vi khuén xam nhap
vao sau qua v6 1& (Hinh 2B). Quan sat cdc mAu anh SEM mAu r& thi nghiém c6 thé
thdy tich hop nano-vi khuan Bacillus subtilis GB03 bam trén b ré tir &6 c6 nhiing
tac dong toi hoat dong ctia bd ré, anh hudng téi kha ning sinh trudng va phat trién
cla cdy trong.

Ti 1€ va toc d6 ndy mam
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O tat ca cac cong thire ti 16 ndy mim dat 100%. O cong thirc 2 va 3 c6 sb
lwong r& va chidu dai 1& 16n hon so véi cong thirc d6i chiing, trong d6 & cong thirc
3 chita nano TiO, b ré phat trién manh nhét, con cong thirc chi chira vi khuén bd
r& ¢6 sy phét trién nhinh hon miu d6i chimg khong dang ké (Hinh 3A). Bo ré 13
tidn d& sy phat trién clia cdy trong, budc dau ta cé thé thdy & cong thirc twéi nano
TiO,, cay trdng c6 kha ning phat trién t5t hon so véi cong thirc khong chira nano-
vi khudn PGPR

Bang 2. Thoi gian sinh trudng cta cac miu dua luéi

Don vi tinh: ngay

. .| Thoi gian tir gieo | Thoi gian tir | Thoi gian tir gieo dén
Cong thirc A . A . £, A fo aX Len
dén nady mam | gieo den trong | ra hoa cai dau tien
1(BbC) 3 14 35
2 3 14 33
3 3 14 30

Tir két qua bang 2 cho thay: sau tlr 3 - 4 ngay, tat ca cac hat trong cong thirc
thi nghiém déu nay mam. Céc cong thirc tham gia thi nghiém & giai doan ciy con
déu sinh truéng t6t, sau 12 ngay déu dat 1 - 2 14 thét, dap ng cac yéu ciu xuét
vudn. Cy con trude khi trong ra rudng san xuit & cac cong thirc da ¢ su khac biét
kha r rét, & cong thirc 3 chira nano TiO, cdy phat trién t6t khoe, than cAy mép map
hon, ra hoa c4i sém nhét,

Bang 3. Toc d6 ting trudng clia cac mau dua ludi

Chiéu cao trung binh | S6 I trung binh  (s& | Sb nhanh trung binh  (sb
Cong (cm) 18) nhénh)
thac | 14 | 21 | 28 | 14 | 21 | 28 | 14 | 21
28 NST
NST | NST | NST | NST | NST | NST | NST | NST
Chua | Chua | O
1| 215607 |1012] 50 | 87 | 143 | % M| phan
phédn | phéan .
nhanh
nhénh | nhanh
2 | 238 | 659 [ 1083 | 58 | 96 | 165 1,00
357 | 67.8 [ 1119 | 6,0 | 100 | 17,0 2,20

Tir két qua thir nghiém cho théy, toc d6 ting trudng chidu dai than chinh & cac
giai doan sinh trudng khac nhau 13 khac nhau. Giai doan tir trong dén 14 ngay, cac
gibng dua thi nghiém c6 tdc d6 ting trudng chidu dai than chinh chdm do ciy dua
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phai trai qua qué trinh héi xanh bén r& 2 - 5 ngay, kha ning hut nuéc va dinh dudng
kém.

O giai doan tiép theo tir 14 - 21 ngdy sau tréng, su ting trudng ca cdy dac
biét la sy kéo dai ctia cac 16ng tang nhanh rd rét. Lic ndy cdy vira sinh trudng sinh
dudng vira sinh truéng sinh thuc nén can tac déng cac bién phap Ki thuat hop 1i dé
cly phét trién chiéu dai, khéi luong than 14 t5i wu nhim tich Ity v4t chét d& cay ra
hoa, két qua. Giai doan sau trong tir 21 -28 ngay, tbc do ting trudng chidu dai than
clia c4c giéng dua ludi ting rt manh, trong d6 & cong thirc 3 chiéu dai than chinh
dat cao nhat (111,9 cm), cong thirc d6i chimg thip nhét (101,2 cm) (Hinh 3B).

Dong thai tang trudng sb 14 dwa ludi & cac giai doan khac nhau la khac nhau.
Céc gibng déu c6 sb 14 xuét hién it & giai doan méi trong, sau do sb 14 ting dan va
tang nhanh & giai doan 14 - 28 ngdy sau trdng. S6 14 trén cay twong ung véi su ting
trudng chidu dai ciia cdy. O cong thirc 3 ¢6 s6 14 nhiéu nhét (17,0 18), cong thirc dbi
chiing c6 s 14 thap nhit (14,3 14) (Hinh 3B).

Kha nang phan nhanh, giai doan tir tréng dén 21 ngay cay chua cé su phéan
nhénh, tap trung phat trién chidu dai than chinh, tir 21- 28 ngdy, cdy bat dau phat
trién nhanh dé chuyén sang giai doan ra hoa, hinh thanh qua, c6ng thitc 3 c6 nhanh
nhiéu nhat (2,20 nhénh) trong khi d6 cong thirc di chimg chua phan nhanh (Hinh
3B).

Nhu vay, cac két qua thir nghiém mau nano- vi khuin ndi ky sinh thuc vat
cho thay nano TiO; ¢6 tic dong tich cuc 1o rét téi su ting trudng va phat trién cua
cay dua ludi.

Vi du 3: Khéo séat anh hudng clia ché pham nano SiO,-vi khuén noi ky sinh
thuc vat dén kha ning sinh trudng va phét trién cta vi khudn va cay dua luéi

Khio sat anh huéng ciia ndng d6 nano silica dén su phét trién cia vi khuin B,
subtilis GB03

Anh huéng ctia ndng dd nano silica (0; 10; 30 va 50 pg/ml) dbi véi su phat
trién ctia vi khudn theo thoi gian d3 duoc thyc hién trong nghién ctru. Tién hanh
14y nano silica & cac ndng d6 khac nhau trdn véi 50 ml modi truong LB trong cac
trong dng nghiém. Sau d6, 5 ml vi khudn B. subtilis GBO3 dat méat do 10° cfu/ml
duoc thém vao mbi moi truong LB chira nano silica nE‘)ng d6 khac nhau. Tién hanh

nudi lac 200 vong/phut & nhiét d 37°C. Ctt sau bén gid, 1ay 100 pl mdi tredng pha
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lodng trong dng dua 1én trén bé mit cic dia thach bang que thuy tinh vo trung va
tién hanh d&m khuén lac trén dia & 37°C bing k§ thuat ciy bé mit.

Két qua (Hinh 4) cho théy cho thdy anh hudng cua céc ndng d6 nano SiO,
khac nhau dén su phét trién cua vi khudn B. subtilis GBO3. Sy phét trién cia vi
khuan phu thudc vao ndng d6 nano silica va thoi gian. Trong 24h gid dau, vi khuin
phat trién va sinh trudng binh thudng, mat d6 vi khuan ting dan tuyén tinh theo
thoi gian. Sau 48h thi nghiém, mAu c6 ndng dd nano SiO, (10 pg/ml) thép nhit
trong ba ndng d¢ thi nghiém c6 mat d6 vi khuin phat trién cao nhét (1,1x10° cfu/ml)
trong tat ca cac mau tht, trong khi d6 vi khudn & mau déi ching chi dat 6x107
cfu/ml. Tir 48h dén 72h, mat 46 vi khuén bit ddu gidm & tt c4 cac mAu thi nghiém.
Trong toan bd qua trinh thi nghiém, mat do vi khuin B. subtilis GB03 & mau chia
nano SiO (10 pg/ml) ludn dat gia tri cao nhat so v&i tAt ca cac mau con lai. Su thay
ddi ctia mat d6 vi khuin theo ndng 6 nano silica trong nghién clru nay phu hop
voi nghién ctru trude déy clia nhoém tac gia Boroumand va cong sur (2020). Nghién
ctru ciia nhém téc gia ndi trén da cho thiy anh huéng cua ndng d6 nano silica dbi
v6i su phét trién ctia ching vi khuén endophyte Pseudomonas stutzeri. Theo d6,
nghién ctru da thir nghiém anh hudng cia nano silica c6 kich thuéc hat dat 30 nm
O cac néng d6 1a 0,01; 0,03; 0,05; 0,07 va 0,1 pg/ml trong moi truong Nutrient
Broth (NB) véi gid tri mat d6 vi khudn ban dau 12 107cfu/ml. Két qué quan sat cho
thdy xu huéng ting mat do phét trién vi khuan P.stutzeri ung voi su tang 1én cua
ndng d nano silica theo thoi gian trong 48h thir nghiém, sau 48h mat d6 vi khuan
bat ddu giam. Trong sé céc ndng d6 nano silica thtt nghiém, vi khuln P. stuizeri
phét trién c6 mét d6 cao nhét thu duge & 0,07 pg/ml theo sau d6 1a 0,05 pg/ml tai
thoi diem 48h. Trong khi d6, tai ndng d6 nano silica 1a 0,1 pg/ml lai thdy mat do
vi khuan P. stutzeri théip hon so véi hai néng d6 trén & moi thoi diém so sanh. Nhu
vdy, vi khudn s& phét trién t5t nhat & mot ndng d6 silica thich hop, ndng d9 silica
qua cao c6 thé gay ra tic ché vi khuén.
Khéo sat anh hudng ctia nano SiO»-vi khuin ndi ky sinh thyc vat dén kha ndng sinh
truéng va phét trién coa cdy dua luéi

Hat gidng dua F1 Kim C Nuong dugce san xut bdi cong ty trach nhiém hitu
han KNOWN-YOU SEED, Pai Loan. Tuyén chon hat (hat to, méy chéc) va dem
30 hat ngdm trong 20 m! nudc cit dbi véi mau dbi chimg va 30 hat trong 20 ml hdn
dich nano SiO»-vi khudn B. subrilis GB03 dbi véi cong thirc thir nghiém & nhiét

-18-



3064

25-30°C trong 2 gid, u ré cho ré dai 2-3 mm. Tién hanh khéo sat cac chi tiéu theo
ddi:ti 1& va toc d6 ndy mam, kha ning bam dinh vi khuan 1én r8 cdy, su phét trién
clia bd ré, ting trudng chidu cao ciy (cm), kha ning dé nhénh, thoi gian tir tréng
dén ra hoa c4i dau tién (ngay).

Trong nghién ctru ndy, chiing t6i d4 chon phuong 4n ngam 1 truc tiép hat
gidng cay dua ludi trong tich hop nano-vi khuén B. subtilis GBO3 cho dén khi nay
mam. Sau d6 trong thuy canh c6 tudi dung dich tich hop nano-vi khuin dé tién
hanh chup SEM va quan sat su phat trién ciia bo r& (Hinh 5). Sau khi trdng vao bau
dét, chiing t6i nudi trdng str dung phan bén binh thudng ma khéng tiép thém tich
hop va quan sat sy sinh trudng cia cdy. Qua quan sat cic mau thi nghiém xir Iy hat
gibng véi nano silica-vi khudn B. subtilis GBO3 ta thiy sau 48h, ti 18 va tbc dd nay
mAm & tit ca cic mau thir nghiém c6 ti 1€ nay mam dat 100% trén téng s6 hat dugc
thir nghiém twong tu nhu cdc mAu dbi chimg 4m. M6t s6 nghién ctru trude day cho
thay silica hay nano silica ¢ tac dung kich thich sy ndy mam ciia hat giéng do téc
dung sinh héa c6 thé lam giam san xuit axit abisicic va tdng muc gibberellin. Li va
Ma (2002) d4 bao c4o rang khi ham luong silica trong dét c6 ndng do trong khoang
55 dén 203 mg/kg, hoat tinh cia protease, lipase trong hat va tdc d6 hd hép ting
1&n thic day qua trinh ndy mam cua hat cly dwa chudt. Strc séng ctia hat gidéng ciing
dugc ting 1én déng ké. Trong nghién ctru ndm 2015 cta Rathinam va cong su, ty
16 ndy mam ctia hat ngd cao hon (tlr 2-11%) khi chiing dugc trdng trong dat ¢ tron
v6i vat lidu nano silica & ndng do 100 dén 400 ug/g so véi mau ddi ching va mau
d4t tron véi silica thong thuong.

Khi tién hanh nghién ctru cdc mau ré cdy dua ludi dugce xtt Iy v6i nano silica-
vi khuln B. subtilis GB03 trong diéu kién ndng d6 nano silica 10 pg/mL va u hat
ndy mam, ching t6i d4 quan sat duoc hién tuong cac phan tir nano SiO; bdm vao
bé mit vi khuén va sy xAm nhap cla vi khudn vao ré cay (Hinh 5B).

Hinh 5A cho ta théy nano silica bam 1én bé mat cta vi khuan tir d6 tao diéu
kién thuan loi cho ré ciy hap thu dugc silica trong qua trinh vi khudn xam nhép
vao sau qua vo ré (Hinh 5B). Quan sat cdc mAiu anh SEM mau ré thi nghiém c6 thé
thdy tich hop nano-vi khuan B. subtilis GB03 bam trén bo ré tir d6 ¢ nhiing tac
dong t6i hoat dong ctia bd ré, anh hudng t6i kha ning sinh trudng va phét trién ctia

cdy trong. Qua theo ddi, miu cdy dua ludi dugc thir nghiém véi nano silica-vi
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khuan B. subtilis GB03 c6 s6 luong & va chiéu dai r& nhinh hon so véi cong thirc
d6i chimg (Hinh 6A).

Két qua theo ddi sy phét trién chiu cao clia cac mau dua luéi dugc thé hién &
bang 4 dudi day.

Bang 4. Chiéu cao trung binh cta cic miu cdy dua ludi theo thoi gian

Don vi: cm
‘ = S0 ngay sau trong (nga
Cong thirc gy g( gay)
. - 14 | 21 28
Thi nghiém 22,9 63,6 107,0
P6i ching 21,5 60,7 101,2

Béng 4 cho thay toc d6 ting trwdng chidu dai than chinh & cac giai doan sinh
trudng khéc nhau 1a khic nhau. Giai doan 14 ngdy sau tréng, cac miu dua thi
nghiém c6 tc do ting truéng chidu dai than chinh chim do cdy dua phai trai qua
qua trinh hoi xanh bén r& 2-5 ngay, kha niing hit nuéc va dinh dudng han ché. &
giai doan tiép theo tlr 14-21 ngay sau tréng, su ting trudng cia cly dac biét 1a su
kéo dai cua cac 16ng tdng nhanh rd rét. Luc nay cdy vira sinh trudng sinh dudng
vira sinh truéng sinh thue nén can téc dong c4c bién phap ki thuat hop 1f dé cay
phat trién chiéu dai, khdi lwong than 14 t8i wu nhim tich lity vat chét d& cay ra hoa,
két qua. Giai doan sau trong tir 21-28 ngay, téc do ting trudng chiéu dai than cua
cac gidng dua ludi ting rat manh, trong d6 & cong thirc chira nano silica ¢6 chiéu
dai than chinh trung binh dat (107,0 cm) cao hon kha rd rét véi cong thirc dbi chimg
(101,2 cm) (Hinh 6B). Két qua nay cho thdy céc cay thir nghiém phat trién binh
thudng va tot hon miu dbi chimg.

Qua quan sat cac giai doan sinh trudng va phét trién cia cay dua luéi dugce
xit Iy v&i nano SiO,-vi khuan B. subtilis GBO3, chiing t6i thiy ring sau 3 ngay, tt
ca cac hat trong cong thirc thi nghiém déu nay mam. Thoi gian tir gieo dén trong
phén 4nh kha néng sinh truéng ctia cdy con. Cy con dem trdng dat yéu ciu cé tir
1-2 1a that, cly khoe, khong sdu bénh. Céc cong thirc tham gia thi nghiém & giai
doan cay con déu sinh trudng tt, sau 12 ngdy déu dat 1-2 14 that, déap ung cac yéu
cAu xuét vudn. Cy con trude khi trong ra rudng san xuét & cac cong thure da c6 su
khac biét kha 18 rét, & cong thire chira nano SiO, ciy phat trién t6t khoe so véi miu
ddi chimg. Theo dbi sy phan nhénh ctia cly dua ludi, ching t6i thu thy rang vao
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giai doan tir ngdy 14 dén ngay 21 cdy chua c6 su phan nhénh & tt c cac méu thir
nghiém, luc ndy cdy dang tip trung phat trién chiéu dai than chinh. Tir ngay 21 dén
ngay 28, cy bét ¢au phat trién nhanh dé chuyén sang giai doan ra hoa, tao qua, luc
naycdy ding cong thitc chita nano silica c6 sé nhanh trung binh 12 2,0 trong khi do6
cdy d6i chimg van chua phan nhanh. O cdng thitc chira nano SiO, bt du ra hoa
cai sau 34 ngay nhanh hon 1 ngay so vé&i cong thirc d6i chimg ra hoa vao ngay thir
35 ngay.

Vi dy 4: Thir nghiém vé kha ning d6i khing nam cua ché pham nano TiO,-
vi khuan ndi ky sinh thuc vat

Hai ching vi khudn Bacillus subtilis GB03 va chung Paenibacillus
polymyxa IN937a dugce luu trit tai Vién Vat liéu Sinh hoc Jeonju (Han Quéc) dudi
dang sinh khéi khé, tién hanh hoat héa trén moi trudong nudi cdy 16ng (TSB), nudi
lic 150v/p & nhiét d6 35-37°C trong 24h, sau d6 14y dich nudi ciy chuyén sang moi
trudng thach bang phuong phap céy ria gift trong ti 4m 37°C trong 24h dé xac dinh
hinh thai khuén lac, sau d6 tién hanh nhan gibng dich thé, bing cach chon nhing
khuén lac tron dep, chudn hinh thai dic diém vi khudn nhét cdy truyén sang moi
trudng TSB, nudi trén may lic 150 vong/phut & 35 °C dén 37°C trong 24h. Sau
24h, xé4c dinh gid tri OD trong c4c binh nhan giéng dich thé, pha loang dich cho
dén khi dat gi4 tri OD=0.5. Tiép gibng 10% cia ting chung vi khuan sang méi
truong MT ¢6 chira nano TiO, néng d6 100 pg/ml (nano TiO,-vi khudn ndi ky sinh
thuc v4t), nudi trén méy lic 150 v/p & 35-37°C trong 24h.

Kiém tra d6i khang giita hai ching vi khuan Bacillus subtilis GBO3 va chiing
Paenibacillus polymyxa IN937a v6i vat liéu nano va su phét trién cta vi khun trén
moi trudng PDA bang phuong phap cdy kép cung luc 2 ching vi khuén trén dia
peptri chira méi trudng PDA, c6 diém tiép xtc, sau d6 gift trong ti 4m & 37°C tix
2-3 ngdy theo di su phat trién. Néu tai diém tiép xtic khong c6 ving tc ché nghia
1a c4c chung ndy phét trién cling nhau trén mot moi trudng, néu co su e ché thi
nguoc lai. Két qua cho théy, 2 ching vi khun GB03 va IN937a phét trién tot, ddng
nhét v6i nhau, khong c6 su dbi khang, Két hop v6i két qua lua chon ndng d6 nano
trude d6, chiing toi tién hanh nghién ctru ché phém vi sinh v4t nano TiO»- vi khuin
ndi ky sinh thuc vat béi 2 chiing vi khudn GB03 va IN937a véi vét li€u nano TiO,
& ndng @6 100 pg/ml nhim kich thich sinh trudng thuc vat ddng thoi khang mot sb
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chiing ndm g4y bénh cho thuc vat ddc biét phong trir bénh gia swong trén ciy dua
luéi.

Khéo sat kha ning d6i khang nim invivo cia ché phim nano TiO»-vi khuan noi ky
sinh thuc vt

Kha ning khing ndm Sphaerotheca fuliginea gy bénh phén tring cua ché
pham Nano-PGPR trong phong thi nghiém bang cach pha lodng dung dich nano
TiO,- vi khudn néi ky sinh thuc vt dat néng dd 107 cfu/ml, phun w6t ddm 1én bé
mit 14 bi bénh phén tréng. Di chimg 4m chi phun bang nuéc 13, dbi chung duong
duoc phun bang thudc trir ndm héa hoc benlat 0,01%. Mdi cong thirc tién hanh véi
3 14n 13p lai, phun thudc mét lAn/ngay.

Tién hanh 14y mAu bénh pham bi phin tring trén rudng trong dua ludi. Lay
ca phan cubng 14 dua vé phong thi nghiém, giit 14 dua tuoi va tién hanh thuc
nghiém.

T két qué theo di dbi khéng ndm Sphaerotheca fuliginea gay bénh phin
trang ctia nano TiO,-vi khuén ndi ky sinh thuc vt 1én 14 trong phong thi nghiém ta
c6 thé thdy, hidu qua e ché ndm 1a rat tét, hi€u qua tang r8 rét sau khi phun 01
ngay va 02 ngay (Hinh 7B, 7C). Dén ngay thtt 3, & cong thirc xit Iy céc bao tir nAm
gy bénh mdc swong giam rd rét, khéng con nhitng mang nim tring (Hinh 7D). O
cong thirc d6i chimg, duge phun bang nudc 14 cac mang ndm van con nguyén nhu
Itc ban dau (Hinh 7A).

Khao sat kha ning doi khang nam in-vitro ctia ché pham nano TiO,-vi khuin ndi
ky sinh thue vat

5 ching ndm Botrytis cineria (Bénh méc x4m), Phytophthora infestans
(Bénh méc swong khoai tay), Fusarium oxyporium (Bénh héo rii chét vang),
Sclerotinia sclerottiniun (Bénh thdi hach bap cai), Colletotrichum orbiculare
(Bénh than thu) dugc phan 13p 1an luot twong Ung tlr trai non ctia qua 6t, khoai tay,
cu khoai tay, cay bép cai, qua dua chudt, dugc cung cép bédi vién Bao vé Thuc vit,
duoc giit & 4°C bang 6ng thach nghiéng. Tién hanh hoat héa cac chiing nim trén
moi trudng PDA & nhiét do 25 °C dén 28°C tir 2 dén 5 ngdy dé x4c dinh dic diém
hinh théi hé s¢i ndm va bao tir ndm, dam bao khong bi 1an tap va giéng véi chung
goc.
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Kha ning khang cac ném trong didu kién in-vitro ciia nano TiO,-vi khudn
ndi ky sinh thuc vat dugce dénh gia bang phwong phap ciy kép: 1 dia soi ndm c6
ban kinh khoang 4 mm duoc cy vao gilta dia moi truong PDA (Potato Dextrose
Agar), u 25-28°C trong 1-4 ngay (tlly vao ting chiing nim tham gia thi nghiém).
Dung khoan niit chai v6 tring khoan cac khéi thach ¢6 duong kinh 8mm, sau d6
14y 100 uL dich tang sinh cta nano-vi khuin néi ky sinh thuc vat cho vao cac 16
khoan, kiém tra tinh dbi khang nidm (mat sb 10° CFU/mL) c4ch tan ndm 3cm. Céc
dia cdy kép nay tiép tuc dwoc i & nhiét do tir 28-30°C trong 5-7 ngdy. Thi nghiém
duoc tién hanh 13p lai 3 14n véi timg chting nim. Sau mdi 2 ngay, quan sat sy hinh
thanh ving khédng ndm va tinh ti 1 irc ché su phat trién ctia ndm béi vi khuin theo
cong thirc:

Trong do:
I: ti 18 Grc ché su phat trién ctia ndm béi vi khuin
R: bén kinh ctia hé soi ndm trén moi trudng trong dia @i chimg (mm)
r: ban kinh ctia hé soi nim trong dfa c¢6 chung vi khuan (mm)
Céc két qua dugc thé hién & bang 5:

Bang 5. Ty 1é {rc ché ndm (%) ctia nano TiO»-vi khuin nd1 ky sinh thyc vat

B 1A X % 70
STT Chiing ndm : R-r (rr‘lm) ‘ T\y 1€ trc che: nam (%) :
2ngay | 4ngay | 6ngdy | 2ngdy | 4ngay | 6ngay
1 Botrytis cineria 3,97 17,7 23,84 25,16 47,37 51,85
g | Piophthora | g 1 00 | aan 3545 | 4684 | 7124
infestans
3 Fusarium 89 | 2573 | 557 | 2582 | 4911 | 6457
Oxyporlum
4 Sclerotinia 23 | 5876 4625 | 63,06
sclerottiniun
5 | Colletorrichum | ) o6 | 1534 | 341 1431 | 41,14 | 6524
orbiculare

Két qua thi nghiém cho thdy, ty 16 khang nim ctia nano TiO,- vi khuin ndi
ky sinh thuc vét cho hiéu qua tuong ddi tét, két qua e ché (ICs) dat 50% véi tt

ca cac ching ndm chi sau 4 ngay thir nghiém (Bang 5). Kha ning @c ché nim
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Phytophthora infestans clia nano- vi khuan néi ky sinh thuc vat 1a tét nhét, dat
71,24% sau 6 ngdy va & thoi diém nay ban kinh ctia hé soi ndm trong céc dia chy
kép hau nhu khong ting ma c6 xu huéng giam xudng do khuén ti nAm ving tiép
gidp v6i khuin lac vi khudn bi chét di (Hinh 8). Kha ning @c ché nim
Colletotrichum orbiculare kha tot nhung tuong d6i chdm (Hinh 9). Tir két qua
nghién ctru, ¢6 thé chon ché pham nano TiO,- vi khuén ndi ky sinh thuc vt 1a san
phim t5i wu d& khing modt s6 ndm bénh nhu Phytophthora infestans,
Colletotrichum orbiculare, ...

Hi€u qua dat dwoc ctlia gidi phap hiru ich

Nhu d& md ta & trén, ché phdm tich hop nano-vi khuén ndi ky sinh thuc vt
theo gii phép 1a ché phdm c6 kha ning gitip cho qué trinh chuyén héa va hép thy
phén bén clia cdy dién ra nhanh chéng va hiéu qua gitip giam luong phan bén va
thudc ting trudng thuc vat. Ngoai ra, ché phdm ndy c6 hidu qua trong phong va
didu tri cac bénh cay tréng do ndm va cac vi sinh vat gy hai. Cu thé, Su ¢6 mait
cta hat nano giap vi khuén bam dinh va x4m nhép vao bé mit ré cdy hiéu qua hon.
Bé& mit tich dién cua hat nano sé& két dinh céc té bao vi khuin tao thanh cum va
cling dong thoi bam vao bé mit ré cay trdng. Ddng thoi khi vi khudn noi ky sinh
thuc vat (Endophyt) phat trién manh, thi cay trdng s& phai tiét ra nhidu hoat chét
phytoalexin (PA) hon, d4y 13 hoat chit mién dich tu nhién c6 trong cdy. Hoat chét
ndy s& giup cdy ting thém kha niing chbng chiu khi gip nhitng didu kién bAt loi tir
mdi trudng gitip ngudi ndng dan giam di viéc sir dung thude bao vé thuc vat trong
qua trinh cham séc céy.

Giai phap dua ra cho phép khai thc hiéu qua ngudn VSV ¢ ich, phu hop
v6i didu kién khi hau, thd nhudng, sir dung nguén nguyén lidu sin ¢ trong nudc,
han ché nhép khéu VSV ngoai lai. Ché phém tao ra theo gidi phap c6 thé duogc sit
dung dé thay thé cac thude co ngudn gbe hoa hoc nham giam thiéu 6 nhifm moi
truong, ton du thude trong san phdm va phan nao d6 céi tao moi truong dat.

Ngoai ra, ché phém tich hop nano-vi khuén néi ky sinh thuc vat tao ra theo
gidi phap c6 thé mé rong két hop véi thube bao vé thuc vat thio mdc chira
anthraquinon ¢6 hiéu luc gitip tang hiéu qua tri bénh va tinh chéng chiu cho cay.
Day 13 diém doc dao trong san pham ciia giai phap.

Kha néng 4p dung cong nghiép
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Cac san phém tao ra & dang tich hop nano-vi khuén néi ky sinh thuc vét la
san pham khoa hoc cong nghé cao s& g6p phan bd sung vao su da dang cua cac san
phdm phén boén trén thi trudng, gia tri clia san phim 1a tao ra ngudn dinh dudng
sach cho cdy tréng, gitp cdy trong khde manh va khang bénh. Khi két hop véi
thudc bao vé thyuc vat thdo mdc s€ tao ra bd san phém phong trir vi sinh vat giy
bénh va ddng thoi cung cdp dinh dudng cho cly. Cong nghé tao ra tir & tai nghién
cuu s€ duoc chuyén giao cho doanh nghiép san xuit phén bén va thubc bao vé thuc
vt trén dia ban thanh phé hojc 14n can.

Hién nay néng dan & nhidu ving tréng dua ludi dang mong doi céc tién bd
KHCN trong phong bénh do ndm va vi khudn xam nhiéu qua dét va trén 14 d8 nhim
nang cao chét lwong san phim, ting stc canh tranh ca san pham trén thi trudng
trong nuéce va phuc vu xuit khau. Ddng thoi céc dia phuong, cic doanh nghiép tai
thanh phd H Chi Minh va ndng dan ciing dang mong doi c6 duge bo thube va
phén bén sinh hoc, c6 chit lvong dé nang cao chét lugng cho san phdm cta ho dé
thic déy thi truong, canh tranh lanh manh, tao va bao vé thuong hiéu. Vi vay, trudc
mét ché phim tao ra theo giai phap s€ dugc Ung dung trén dia ban céc vang nong
nghiép cong nghé cao tai Thanh phd Hb Chi Minh. Sau d6, s& tiép tuc trién khai
rdng & cac khu vyc 1an cén va lan rong ra toan qudc, cé thé xuét khau san pham
sang céc thi truong ndng nghiép hiru co va doi héi chét luong san pham t6t.
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Yéu ciu béao h
1. Quy trinh san xuét ché phdm khang nim, trong d6 quy trinh ndy bao gbm céac
budec:
a) chudn bi dung dich nano TiO, néng d6 100 ppm bing phuong phép sol-
gel két hop vi séng bang cach
- dinh lwong c4c thanh phan: Titanium Isopropoxit (TTIP): TifOCH(CHs).ls,
Polyethylen glycol 400 (PEG 400), H,O va etanol,

- hoa tan Ti[OCH(CHj;),]s trong dung moi etanol theo ti 1¢ 12g/50ml (khéi
luqng/thé tich) thu dugc dung dich A,

- hoa tan nudce trong dung mdi etanol theo ti 1€ 2ml/50ml (thé tich/thé tich)
thu dugc dung dich B,

- hoa tan polyethylen glycol 400 trong etanol theo ti 1¢ 100ml/400ml (thé
tich/thé tich) thu dugc dung dich C,

- nap dung dich C vao binh phan tmg, sau d6 nap tur tir ddng thoi dung dich
A va dung dich B vao binh phan ung véi ti 1¢ 50ml/52ml/500ml (thé tich dung
dich A/thé tich dung dich B/thé tich dung dich C), phan tan hdn hop c6 trong
binh nay bing siéu 4m va duy tri & 80°C trong thoi gian 3 gio,

- nap tir tr dung méi etanol trong qua trinh si€u am dé dam béo thé tich dung
dich khéng dbi do qua trinh bay hoi, sau d6 ngling nap dung moi etanol va tiép
tuc tai nhiét do 80°C dé loai bod hét etanol trong binh phan ung,

- khudy déu hén hop nay trong thoi gian 15 gid, sau d6 1lam ngudi dung dich
nay dén nhiét d6 trong phong;

b) chuén bi dung dich vi khudn c6 gia tri mat d6 quang (OD) 0,5 béng cach

- dinh luogng cac thanh phan tao méi trudng nudi ciy long Luria-Bertani
(LB) dé hoat héa vi khuén: pepton, cao nim men va NaCl,

- hoat héa ching vi khuén B. Subtilis trong moi trudng nudi chy long LB
véi didu kién 1ic 150 vong/phut & nhiét d6 khoang tir 35 °C dén 37°C trong
vong 24 gi¢ thu duge dung dich nuoi cay D,

- nap dich nuédi cdy D vao binh mdi trudng nudi chy long LB d nhén gidng
dich thé & nhiét d6 khoang tir 35 °C dén 37 °C trong 24 gid, thu dugc dich nuéi E,
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- pha lo&ng dich nuéi E bang mdi trudng nudi chy long LB dé gia tri mét do
quang (OD) dat 0,5 thu dugc gidng dich thé F,

- nap gidng dich thé T vao binh 16én men véi ti 16 1/10 (thé tich/thé tich),

_ tién hanh l4c binh 12n men 150 vong/phtt & nhiét do khoang tir 35 °C dén
37 °C trong 24 gid thu dugc dich nudi chy G;

¢) phéi tron dung dich nano TiO, va dung dich vi khuén dé thu ché phdm
khéng ndm bing cach

- dinh luong cac thanh phan: dung dich nano TiO, va dung dich vi khuén B.
Subtilis duge nudi cay,

- pha lodng dung dich chtta nano TiO; bang nudc thu duge dung dich H ¢6
ndng d6 tir 30 dén 100 ppm,

- nap dung dich H vao binh 1én men,

- nap tir tir dung dich nu6i cay vi khudn G vao binh 1én men trén theo ti 1€
nam trong khoéang tir 50ml/ Sml dén 167ml/5ml (thé tich H/thé tich G),

- tién hanh lic binh 1én men trong khoang thoi gian tir 24 dén 48 gid va &
nhiét do tu 35 °C dén 37°C thu dugc san pham dang long 13 ché phdm khéng
nim, trong d6 ndng d6 TiO, nam trong khoang tir 30 pg/ml dén 100 pg/ml; vi
khuén c6 gia tri mat d6 quang (OD) bang 0,5.
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