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Linh vuc ky thuit dwoe dé cip

Giai phap hitu ich thudc linh vuc vi sinh. Cu thé, giai phap hiru ich dé cap
dén ché pham vi sinh chita ndm soi thudc cac chi Thermomyces va Chaetomium aé
san xudt phéan hiru co (compost) tir phu phé liéu nong nghiép va chan nudi.
Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Tai Viét Nam s lugng gia stic gia cam dugc théng ké 1an luot 1a 2,6 triéu
con trau, 5,2 triéu con bo, 26,3 tri€u con lgn va 314,7 tri¢u con ga. Sd lugng phéan
chung thai ra hang ngay lan lugt 1a 15 kg, 10 kg, 2kg va 0,2kg. San lugng ltia ndm
2011 dat mic 40,78 triéu tAn, nam 2012 ting gip 1.2% so v&i 2011 va dat 43 triéu tan.
Riéng ddng biang séng Ciru Long, san lugng trau thu gom duoc Ién t&i 1,4-1,6 triéu
tan. Téng san lugng phé thai sinh khdi hé‘lng ndm & nudc ta cé thé dat toi 8-11 tricu
tan, ving Tay Béc ciing déng gop 55000-60000 tAn mun cua tir viéc khai thac va ché
bién gd. Dic biét la chét thai ra tir cdc nha may mia duong. Hién tai, trong ca nudc cd
dén 10-15% tdng san lugng ba mia 1a phu phé liéu nong nghiép. Theo thong ké thi mdi
nam Viét Nam san xudt ra x4p xi 40 tridu tan sinh khéi tir phu phdm lta gao, bao gém
32 triéu tAn rom ra va 8 triéu tn tru. Vidu & Can Tho 86% lugng rom ra khong duge
tan dung ma chi c6 12% la duoc vui xubng dat lam phan. Trong khi d6, tai Thai Binh,
hién tugng dbt rom ra chiém t6i 36%. Két qua khao sat cling cho théy, khong con mot
hd gia dinh nao st dung rom ra hay triu trong viéc dun nau.

San xuét phan hitu co (i compost) hién nay van dang dugc thuc hién & qui
md khac nhau. T4t ca cac dia phuong déu c6 ho nong dan hay doanh nghiép vira va
nho U compost ma nguyén li€u dau vao la phén gia stic gia cam va phu phé ligu tur
san xuft 1am nghiép va ndng nghiép. Phan ngudi & ndng thon cling duge tén dung
va ¢O hd ndong dan cling u ching sau khi hé xi 2 ngdn day dé tao phan hitu co cung
cép cho san xudt nong nghiép. Tuy nhién cho dén nay nguoi ndng dan da khong

con hung thi v&i viée 1am nay. Thay vao dé 1a ho sir dung phén hoa hoc cho tién.
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Con nguén sinh khéi nay la ron, ra, than va la cay ngo, lac, dd dau, vo ca phé, mun
cua v.v.. Ngoai i compost thi phan gia stic gia cdm clng véi nude giau hitu co
duoc chuyén héa ki khi thu biogas va ba ctia qué trinh nay duoc tan thu dé lam ra
phén hiru co. M6t phan sinh khdi cling dugc sir dung dé nudi trong ndm 4n va nam
thubc thong qua nhidu k§ thuat va quy trinh chuyén hoa khic nhau. Luong sinh
khéi ciling duoc ngudi dan tan dung dé dun niu, nhung ngudn sinh khéi vo ciing
qui gia nay chi yéu van bi dét va gay 6 nhiém moi truong ngay cang nghiém trong
sau mia git. Phin gia stuc gia cdm chua c6 cac quy trinh chuyén héa thanh phén
hitu co dat tiéu chudn cho san xuat néng nghiép sach va hitu co.

Céac quy trinh san xuét phan hitu co vi sinh vt ctia cdc doanh nghiép Viét
Nam van ban trén thi trudong v6i thanh chi yéu la than bun va sau khi 1én men
chua phan hity hét cac chat doc ctia than bun d tron vi sinh vat chirc ning va NPK
héa hoc. Tuy nhién, hién ca nuéc van sir dung loai phan nay cho san xudt dai tra.
Khi danh gi4 toan bd quy trinh ctia doanh nghiép san xuit phan bén hitu co vi sinh
vat cac co quan chtrc ndng da phat hién théy chia khéa va mau chét nhit cua loai
phan nay da khong chudn xac. Dan t6i phan bén loai nay khong c6 tac dung cho
phat trién nong nghiép sach va khong dat tiéu chudn dé tao ra san phdm hoan toan
hitu co. Cac vi sinh vét chtc ning nhu ¢b dinh dam. phan giai lan, khang vi sinh
vat trong than bun da khong hoat dong tét trong dat. Vi vdy, do phi nhidu ciia dat
khong tang, din t6i nang xudt chit lugng clia san pham khong dugc cai thién va
mua mang chil yéu van quyét dinh hoan toan béi thién nhién. Céc quy trinh san
xudt khac tir phan gia stic gia cAm va phu phé liéu nong 1am nghiép cling da duoc
thuc hién tai mot sb co s& v6i qui mé 16n dan. Tuy nhién, chat hrong dau ra khong
én dinh va chua dép ung ddy di theo tiéu chi cho san xuit néng nghiép sach va
hoan toan hitu co. Vi d0 mun con thép, dd 4m cao khong bao quan lau dai duoc, )
luong vi sinh vét gdy bénh chua kiém soat tot do thoi gian pha néng >55°C chi kéo
dai duoc tir 3-6 ngay. Tham chi, & compost rom ra bo sung N,P,K va phan chudng
chi dat dugc nhiét do cao hon hoac 12 40°C trong thoi gian ngan. Cho nén cac loai
vi sinh vt gdy bénh, cac du lugng cta bao vé thuc vat, khang sinh, ky sinh trung

va hat ¢6 v.v., khé cé thé bi loai bo hoan toan. Ham lugng N va P chua cao va so
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lwong vi sinh vét hitu ich chi dat duge khoang 10°- 10° CPU/g trong san pham cudi
cung va chung thudong chua dugce xac dinh kha nang sinh cac enzymngoai bao dugc
quan tam trudce ti€én nhu chitinaza, proteaza, CMCaza, lipaza, xylanaza, amylaza
v.v.. Cac enzym liét ké trén c6 vai trd rat quan trong trong tiép tuc qué trinh chuyén
hoa céc chit hiru cocon ton tai trong dat dé tao cac chat cho cdy sinh trudng va
khang dich bénh. R4t nhidu ndm c6 kha ning sinh tong hop khang sinh tu nhién hay
cac peptit hoat dong gidng nhu khang sinh nén giup giam lugng thude bao vé thuc
vat. Mot s6 quy trinh san xuét phan vi sinh vat khac ciing da bd sung vi sinh vét
chirc nang, tuy nhién van chua du sé luong ciing nhu cac ching ¢ hoat tinh tot dé
tao nén cht lugng san pham cudi cing dat tiéu chuén cho san xuét sach va tién toi
hitu co, hon thé nita kho c6 thé cai tao dt bén vimng khi lwong min khong du.

Tém lai, mot trong cac nhu ciu 13 can ¢ tdp doan vi sinh vat ua nhiét linh
dong va ua nhiét d bd sung (gidng vi sinh vat bao gdm ca vi khuin, xa khudn va
nim) vao quy trinh san xuat phan hiru co vi sinh vat c6 kha nang phan hily, chuyén
héa céc hop chat hitu co 14 sinh khéi ctia phu phé liéu chin nuéi va trong trot tao
thanh phén hitu co dat tiéu chudn cho san xuét hang héa sach va hitu co.

Phan hitu co tir phu phé liéu nong, 1am nghiép va chin nudi duoc san xudt tai
Viét Nam hién nay da sé c¢6 chat luong khong cao do dic diém cia ngudn nguyén
liéu 1a phu phé liéu néng nghiép va chin nudi chira cac tac nhan ¢6 hai nhu mam
bénh phtc tap, chit khang sinh, cAc chét 6 nhiém ndng do thap v.v.. Thong thuong,
quy trinh @ phan hitu co ty nhién khong bo sung gidng vi sinh vat. Trong cac quy
trinh ndy, qua trinh chuyén héa cac hop chat hiru co trong déng  tao nhiét do, dac
biét 12 pha nong kéo dai tir 3-5 ngay vdi nhiét do tir 50-65°C c6 thé giét duoc vi
sinh vat gdy bénh va gitip ting qué trinh chuyén héa cac hop chét protein, lipit, cac
hop chét khoé chuyén hoa thudc lignoxenluloza, chitin, v.v., thanh phan hitu co. Véi
muc dich c¢6 duge su 6n dinh trong qua trinh sy chuyén hoa dé tao dugc do mun tot
nhét, dé sau khi phan hitu co chin c¢é thé dugce bon vao dat dé tao san phém hitu co
thi viéc 0 hoan toan ty nhién khong thé dat dugce cac ti€u chi vé phén hitu co.
Trong khi d6 phan gia stc gia cdm con chira rat nhiéu cac chat hitu co vong thom,

chat kich thich sinh truong, cac chat khang sinh, cdc mam bénh ngay cang nhiéu,
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v.v., ma quy trinh 0 phan hitu co tu nhién v6i sy hoat dong ctia vi sinh vat cé san
trong nguyén liéu 1 khong du sé lugng ciing nhu hoat lyc phén hay va chuyén hoa.
Vi véy can giéng vi sinh vét wa nhiét voi hoat tinh sinh téng hop cac enzym ngoai
bao, cic chét c6 hoat tinh sinh hoc va tao nén nhiét do trong quy trinh i cao lam
gidng bd sung.

Budc dau tién dé néng cao chit lwong phan hitu co thu duoc, can phai tim
céch kéo dai pha néng trong qué trinh 0 phan dé thuc ddy qua trinh chuyén hoa
nhanh céc hop chét hitu co trong nguyén liéu nhdm tao ra cac chét hitu hiéu cling
nhu phan hitu co khdng gdy bénh cho cdy trong khi duoc bon lai vao dat. Mot
trong nhitng cach tiép can nhanh nhat, hiéu qua va kha thi hon ca 1a bd sung ché
pham vi sinh (gidng) chtra cac vi sinh vét va nhiét va wa nhiét linh dong co thé sinh
truong va phat trién & nhiét d6 cao trong déng 0, gitip kéo dai pha néng trong qua
trinh san xut phan hitu co vi sinh vt.

Tinh dén thoi diém nay, da co nhiéu nghién ctru lién quan dén vén dé nay.
Céc nghién ctiru cua rit nhiéu nha khoa hoc trong hang thé ky chi ra rang nhiét do
dé qua trinh sinh ly héa cua vi sinh vat xay ra t6t nhat 14 dudi 60°C. Trong dbng u
phan hitu co, s6 luong vi sinh vat gdy bénh s& giam dang k& voi nhiét do khong
dudi 40°C. Con khi nhiét d6 dat trén 82°C thi hoat tinh sinh hoc cua chung bi dirng
lai, c6 nghia 12 nAm siéu ua nhiét ciing khong tim thay & loai phéan hitu co véi nhiét
dd cao dén thé. Mot thong bao khac chi ra ring, céc sinh vét gdy bénh khong thé
song sét & nhiét do 55-60 °C trong 30 phit dén 1 gid. Hiu hét ndm khong sinh
treong duge & 50 °C boi vi qua nong, mac du ndm ua nhiét 1a nhom cé thé chiu
dugc nhiét. Cho nén khong co nam & déng Ui phan hitu co nhiét d6 60 °C. con ndm
khong c6 ¢ nhiét d6 trén 70 °C. Tuy nhién, cac két luan nay da cé su thay ddi khi
st dung cong cu hién dai khong thong qua nudi cay (Joe Jenkins, thermophillic
bacteria compositing stages, the sanitization of compost, agrowingculture, 2011).
Cac yéu t6 da duogc biét dén dong gop vao su pha hiy vi sinh vét tir thuc vat gy
bénh va giun tron trong qua trinh san xuat phan hiru co (Noble and Roberts, 2004)
la (1) nhiét lugng tao ra trong giai doan hoat dong manh & pha néng cia qua trinh

u phan hitu co; (2) tao ra cac chat doc nhu axit hitu co va ammonia; (3) hoat dong
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clia cac enzym thity phén tao ra trong phén hitu co; (4) cac co ché dbi khang bao
gdm su sinh tong hop khang sinh va khang céc co thé ky sinh; (5) d4u tranh gianh
chit dinh dudng giita ching; (6) s mit mot cach tu nhién cac dang ctia tac nhan
gdy bénh theo thdi gian; (7) tao ra cac chat ma kich thich giai doan nghi cia tac
nhan giy bénh dén niay mam sém.Trong tét ca céc yéu té thi su tao nhiét ¢ pha
néng cla qua trinh 1 phan hitu co déng vai trd chi dao dé tiéu diét mam bénh. Su
chét di cua cac tic nhan giy bénh & pha nong 1a yéu t§ quan trong nhat dé loai bo
ching. Ciing d4 c6 nhiéu nghién ctru dé tim ra hdn hop chung loai vi sinh vat hitu
ich pht hop dé lam giéng vi sinh vét cho san xuét phan hitu co nhung cling van chi
dimg & viéc nghién ctru. Cho nén can sy doi mdi trong nang cao hiéu qua cua
chuyén héo sinh khéi tir san xudt néng nghiép va lam nghiép trong giai doan ca thé
gi6i can thuc phdm an toan va hitu co. Viée tao ra hang loat ché pham c6 hiéu suét
cao trong chuyén hoa phu phé liéu néng nghiép, 1am nghi€p va chan nudi thanh
phan hitu co c6 chit luong dat tiéu chuén san xudt theo VietGap, GlobalGap va
hoan toan hitu co tai Viét Nam luc nay la hét suc can thiét. Hon nita, Viét Nam la
mot nude nhiét d6i véi nguodn tai nguyén vi sinh vat phong ph, nhung hién van
chua tan dung duogc loi thé nay. Ngoai ra, 6 nhiém mdi truong boi chat thai rén tir
chin nuéi trong d6 ¢6 phan va nam dot phu phé lidu tir san xuét laa, ngd, co dai,
v.v., dd lam moéi truong & nhiém, tao khi nha kinh va giam chat luong séng cua
cong dong. Chinh vi vdy tim ra céc giai phap khoa hoc tir vi sinh vat wa nhiét ¢6
ngudn gbc tir Viet Nam dé san xuét phan hitu co cung cép cho qua trinh tao san
phim sach va hitu co bén viing v6i hiéu qua cao hon bing thuc viée dAyqua trinh
chuyén héa dugc tdi da ngudn nguyén licu trén 1a muc dich cia giai phap hitu ich
nay.

Ngoai 2 ché pham tir Bacillus va Streptomyces wa nhiét va ua nhiét linh
dong van can ¢6 thém cac ché pham vi sinh khacnira chira cac chung ndm soi duge
phan lap tir Viét Nam dé san xuét phan hitu co tir phu phé liéu noéng nghiép va chin
nudi dé phat trién néng nghiép sach va hitu co. Céc dai dién thudc chi Bacillus va
Strepromyces dong vai trd quan trong & pha ndng thi cac ching vi sinh vat thudc

chi ndm Thermomyces va Chaetomium luén c6 mat & giai doan sau cia pha nong
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cling dong vai tro rat 16n trong chuyén hoéa sinh khéi va phan gia stc gia cAm thanh
phan bén hiru co ¢6 chit lugng cao. Hon thé nita cac loai thudc 2 chi ndm soi nay
tao nén cac chit hoat dong gidng khang sinh va sinh tong hop dugc rit nhiéu
enzym, trong d6 co6 enzym ngoai bao tham gia vao qua trinh chuyén hoa
lignoxenluloza. Ngoai ra cac enzym dugc tao ra cing hdn hop cac chat trao doi
chat do quan xa vi sinh vét trong d6 ¢6 ndm soi wa nhiét va wa nhiét linh dong hoat
dong & qua trinh san xuit compost da duge biét dén véi vai trd kiém soat bénh cia
cdy. Pay 1a wu diém va lgi thé quan trong nhét cho san xudt san phim hitu co khi
thay thé duoc phén bon héa hoc va thudc bao vé thuc vat hoa hoc. Tuy nhién can
thém cac vi sinh vét chirc nang khac nhu ¢6 dinh dam, phan giai lan va tao chét giir
4m tu nhién, v.v., cho dat cling tir vi sinh vat ban dia.
Ban chit ky thuit cia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich mo ta ché pham vi sinh chira 3 ching ndm soi thudc chi
Thermomyces va Chaetomium & san xuét phan hitu co (compost) tir phu phé liéu
ndng nghiép va chin nudi. San phdm nay chira hdn hop 2 ching ndm thudc chi
Thermomyces va 1 chung ndm thudc chi Chaetomium ua nhiét linh dong, lan luot la
Thermomyces sp. FCBT3, Thermomyces sp. FCBT4va Chaetomium sp. FCBTS.
Céc chung thudc giai phap hitu ich nay déu duogc phén Iap tir cac déng phu phé liu
nong nghiép va chin nudi tir cac ddng 0 phan hitu co & pha néng (thermophillic
phase) hodc pha phan hitu co da chin (mature phase) cua mot s6 tinh, thanh tai Viét
Nam. Chung giéng thuan khiét ctia 3 ching ndm sgi duoc luu giit tai Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Ché phém vi sinh tr nAm soi dé san xuét phéan
hitu co tir phu phé liéu ndng nghiép va chin nudi theo giai phap hitu ich duge ting
dung trong qua trinh G phan hitu co vdi nguyén lidu la phu phé liéu tir san xuat
ndng nghiép va phan gia stc gia cim nham kéo dai pha néng tir 20 dén 30 ngay.
Két qua 1a thu dugc phan hitu co ¢ chit lwong cao, dép tmg duge tiéu chi cho sin
xudt sach va hiru co. Hon hop nay dugc sir dung doc 1ap hay sir dung cing véi ché
phém chtra cac ching vi khuén wa nhiét va wa nhiét linh dong thudc chi Bacillus va
cac chung xa khuén ua nhiét va wva nhiét linh dong thudc chi Streptomyces cho tung

hon hop nguyén liéu dau vao khac nhau.
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M0 ta vin tit cic hinh vé

Hinh 1 thé hién hinh thai khuan lac cta 3 chung nam phén 1ap duogc.

Hinh 2 thé hién hinh thai bao tir vacudng sinh bao tir ciia chiing nim FCBT4 duéi
kinh hién vi.

Hinh 3 thé hién cay phat sinh ching loai ctia 3 ching ndm phén 13p duoc.

Hinh 4 1a biéu dd thé hién sy thay ddi nhiét do trong qua trinh chuyén héa va phan
huy sinh khéi ctia i compost.

MG ta chi tiét giai phap hitu ich

Céc tac gia giai phap hitu ich da tién hanh phén lap cac chung vi sinh vat
hiru ich tir cac déng 0 phan hitu co & pha néng hodc & pha ma phan hitu co da chin
& mot sb tinh, thanh ctia Viét Nam nhu Ha Noi va nhiéu tinh thanh khéc.

Mai truong PDA duoce dung lam méi truong phan 1ap ndm c6 thanh phan
nhu sau: 200 g/lkhoai tdy,10 g/l dudong glucoza,18 g/l aga va d6 pH la 6,8. Cac miu
thu duoc tir cac déng G tu nhién phu phé liéu nong nghiép va chian nudi & pha nong
hodc pha phan hitu co da chin tor mot s6 tinh, thanh tai Viét Nam nhu Ha Noi,
Quéang Ninhva mot sb dia phuong khac. Mau duge phéan lap ngay biang cach lic
trong 45-60 phat hdn hop ciia 20 g mau trong 180 ml nude mudi sinh ly, pha lodng
& ndng do thich hop va ldy 100 pl gat 1én cac dia thach chtra moi truong PDA. Sau
do cac dia thach dugc nudi ¢ 55°C trong tu nudi céy. Sau 72-96 gio, cac khuén lac
nAm véi hinh thai khac nhau xuét hién trén cac dia thach da dugc tach va lam sach.
Xét v& hinh thai khuén lac trong cing diéu kién nudi cdy thi thu duge 3 ching nim
da dugc lam sach véi tén la FCBT3, FCBT4 va FCBTS. Danh gia kha nang sinh
trudng ciia cic chung ndm phan 1ap duge & cic nhiét d6 khac nhau la 37 °C, 55°C
va 65°C.Hinh thai khudn lac cia cac ching nay dwoc thé hién trén Hinh 1. Kha
nang sinh trudng cia 3 ching trong giai phap hiru ich nay ¢ nhiét do khac nhau

duoc thé hién trong Bang 1.
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Bang 1: Dic tinh nhiét ctia 3 ching niAm phan lap dugc

Tén ching Nhiét do Nhiét do Nhiét do
37°C 55°C 65°C
FCBT3 + + _
FCBT4 + + _
FCBTS5 n + -

Chu thich: (+) sinh truong; ( -) khdng sinh truong

Pé xac dinh hoat tinh enzym chitinaza ngoai bao ctia cac ching nam, chiing
FCBT3 va FCBT4 dugc nuéi trén mdi trudng TSH3 1ong véi thanh phan gém 200
g/l dich chiét khoai tay;10 g/l duong glucoza; 5 g/l cam gao, 3 g/l NaNO; 1 mM
CuSO,, do pH la 6,5. Riéng chung FCBTS5 khong sinh truéng t6t trén moi truong
16ng nén da dwoc nudi trén moi truong rin véi thanh phan gém cam gao 70%; 15i
ngd 20%; rom 10%,1 mM CuSO, véi do dm 65%, nudi & nhiét do 55°C. Hoat tinh
cac enzym ngoai bao nhu CMCaza, chitinaza, proteinaza, xylanaza, lipaza,
amylazangoai bao dinh tinhkhi str dung cac co chét twong tmg véi mdi loai enzym
(CMC, chitin, casein, xylan,tween 80, tinh bdt) theo phwong phap do vong phén
giai khi nhuém béng thuéc nhudm lugol 1%, sau 24 gio u. Két qué xéc dinh hoat
tinh dugc thé hién trong Bang 2 dudi day.

Bang 2: Kha nang sinh tong hgp mot s6 enzym ngoai bao 3 chung nam

Tén ching Chitinaza | CMCaza | Proteinaza | Xylanaza | Amylaza | Lipaza
FCBT3 + + + + + +
FCBT4 + + + + + +
FCBTS5 + + + + + +

Ch thich: (+) ¢é hoat tinh, (-) khéng cé hoat tinh

Dé xac dinh vi tri phan loai va dinh danh 3 ching nam phén 1ap duoc, tién

hanh giai trinh ty gen vang ITS (ITS1 - 5,8S — ITS2) va so sanh trinh tu thu dugc

v&i dir liéu trén ngan hang gen quoc té (GenBank).

ADN tong sd cua chiing nam thu dugce duge tach chiét theo cac budc sau:

Thu sinh khoi nAmtlr dia nudi cay, nghién sinh khoi nam trong c6i st da khur

tring bang nito thanh bot min, thu mau vao dng eppendorf, bd sung 400 ul Lysis
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buffer, vortex, bd sung 20 pl proteaza K i & 65°C trong 30 — 45 phut, bd sung C:I
(24:1) vé6i ty 18 1:1 vé thé tich, vortex, ly tim 12000 vong/phut trong 15 phut ¢ 4°C,
thu phan dich ndi phia trén sang eppendorf mai, bd sung isopropanol véi ti 18 1:1 vé
thé tich, i & 4°C trong 2 gio, ly tim 12000 vong/phut trong 15 phut & 4°C, thu tia. Rua
tiép bang 700 pl etanol 70%, ly tim 12000 vong/phit trong 10 phut & 4°C lam khé tia,
hoa trong TE, bao quan & 4°C.

Sau khi thu dugc ADN téng s6, thuc hién khuéch dai doan gen ma hod viung
ITS (ATS1 — 5,8S — ITS2) béng cap mdi ITS1 (5> = TCC GTA GGT GAA CCT GCG
G-3")valTS4 (5 —TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3”) (White ez al., 1990)

Thanh phan phan tmg PCR dugc trinh bay trong Bang 3.

Bang 3 - Thanh phan phan tng PCR

Thanh phan Thé tich (pl) Nong do cudi
Dém Taq 10X 2.5 1X
dNTPs 2 mM 2,5 0,2 mM
MgSO,4 20 mM 2,5 2 mM
Mdi 27F 10 pM 1 0,4 uM
Moi 1492R 10 uM 1 0,4 uM
Taq Polymeraza 5 U/ pl 0,2 1 U/25 pul
ADN khuén 1

ddH,0O 14,3

Téng thé tich 25 ul

Chu ky luan nhiét ctia phan tng PCR dugec trinh bay trong Bang 4.

Bang 4 - Chu ki luén nhiét cua phan ing PCR

Budc Nhiét do/thoi gian S6 chu ky
Bién tinh 94°C/3 phut 1

Bién tinh 94°C/45 gidy

Gan mdi 53°C/ 45 giay 20
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Kéo dai chudi 72°C /1 phat
Kéo dai chudi 72 °C /7 phit 1
4°C Gitr 6n dinh

San phdm PCR duoc bao quan & 4°C va duge kiém tra bang dién di trén gel
agaroza 1,5%, nhud¢m ban gel voi EtBr va quan sat dudi anh sang ctia den tr ngoai.
Sau do, trinh tu gen vung ITS thu dugc sau phan tng PCR duoc xac dinh trinh ty
trén may xac dinh trinh tu nucleotit ty dong ABI3730XL. Trinh ty gen dugc xur ly
bang phdn mém FinchTV va so sanh véi cdc ching dugc cong bd trén GenBank
(NCBI database). Phan mém MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) dugc st dung dé

xay dung cdy phat sinh chung loai cia cac chung ndm nay.

Quan hé di truyén cua 3 ching trong gidi phap hitu ich nay dugc phan lap tu
compost phu phé liéu ndng nghiép va phén gia stc gia cam ¢ nhiét do 55°C theé

hién & cay phat sinh chtng loai (Hinh 3).

Trinh tu vang ITS1-5,8S-ITS2cua ching ndm FCBT3 va FCBT4 c6 d6 tuong
ddng 99% voi cac chiing ndm soi thude loai 7 herzhomyces lanuginosus, ching FCBTS5
c6 do tuong ddng 99% véi loai Chaetomium thermophilum. Ba ching nam nay duoc
dat tén la Thermomyces sp. FCBT3, Thermomyces sp. FCBT4 va Chaetomium sp.
FCBTS, dugc dang ky trén GeneBank voi ma s6 14 luot 1a KX815293, KX815292
va KX815291.

Céc ching ndm nay duge bao quan va luu gilt trong 50% grycerol & -80°C
hodc trong dau khoang & nhiét do 25 - 30°C tai Vién Han 14m Khoa hoc va Cong

nghé Viét Nam dudi dang thuan khiét vé mit sinh hoc.

Hai ching FCBT3 va FCBT4 c¢6 hinh thai khun lac trén ciing moi trudng
va diéu kién nuoi céy hoan toan khéac nhau. Néu xét vé vi tri phan loai dya trén
trinh tu doan ITS cho thdy ca 2 ching déu thudc chi Thermomyces va cung loai
v6i nhau 1a Thermomyces lagnuginosus. Hai ching trong giai phap hitu ich nay rat
gan giii v&i 6 ching khac cung loai dya trén thong tin tra ctu tir GenBank. Hai

chiing cling gan giii v6i chung Thermomyces sp. AR (chua xéac dinh dugc tén dén
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loai). TAt ca cac ching trén cdy phat sinh ching loai tuy c6 ban chat di truyén xac
dinh bang giai trinh tu gen ving ITS nhung ching déu khong c6 cing ngudn gdc
sinh thai va cac dac tinh sinh ly, sinh hoa cung céc ddc tinh khac. Vi du: chung
FCBT3 gan giii nhat véi Thermomyces lagnuginosus ATCC 200065, ching nay da
dugc giai trinh ty ca bd gen va cong trinh nay thuc du an Genoenzym dai hoc
Concordia, ching ndy c6 kha nang sinh tong hop rat nhiéu enzym ngoai bao. Trong
do ¢o o-amylaza ¢ d6 pH = 6 va nhiét do t&i wu la S0°C. Cac enzym khac la
chitinaza ciing dugc sinh téng hop béi ching nay. Con FCBT4 lai gan giii nhat voi
2 chung Thermomyces lagnuginosus T12 va Thermomyces sp. AR. Hai chung
FCBT4 va FCBT3 c6 quan h¢ xa hon v6i Thermomyces lagnuginosus JFT-102 va
Thermomyces lagnuginosus chung RMB. Ching RMB (tai t6 hop) co kha ning
sinh téng hop phytaza chiu duoc nhiét do cao bdi st dung mdi phytaza tir ching
gbc chinh 1a Thermomyces lagnuginosus ATCC 200065. Quan hé xa hon nita véi
FCBT4 va FCBT3 la Thermomyces lagnuginosus FLN6¢c va Thermomyces
lagnuginosus chung QHO07 duogc phan lap tir phdn ngua & An Po. Ca 2 chiing trong
giai phap hiru ich nay déu c6 kha ning sinh tong hop 6 enzym ngoai bao gdm:
CMCaza, chitinaza, proteinaza, xylanaza, lipaza, amylaza trén moi truong long voi

hoat tinh khac nhau.

DPéi véi ching FCBTS thi vi tri phan loai thudc chi Chaetomium. Cac dai
dién cua chi nay dugc quan tdm rat nhiéu va dugc nghién ctru kha ky bdi ching da
s6 c6 kha nang sinh cac chat c6 kha nang kiém soat bénh cta cdy. Riéng
Chaetomium thermophilum da dugc gidi trinh tu ca by gen dé phuc vu cho viéc
tim kiém nguyén lidu di truyén cho cong nghiép chuyén hoa lignoxenluloza tir phu
phé liéu nong nghiép. Cac thong tin thu thap dugc cho thdy da s6 ching duoc phan
lap tir cac ngudn rat khac nhau. Ching FCBTS trong giai phép hitu ich nay dugc
phén lap tr déng u compost, & d6 nhiét do [én toi 72 - 75 °C va trinh ty vung ITS
thu duoc thay gan giii nhit véi Chaetomium thermophilum var. dissitum ching
CBS 143.50 d& duogc phan lap tir cac dong nguyén liu dau vao cho cong nghiép
san xudt mia duong. Chung FCBTS ciing gan giii v6i Chaetomium thermophilum

ching GF-1. Chung nay da dugc cac nha khoa hoc st dung d€ lam gidng i compost
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khi phdi hop v6i loai Bacillus subtilis ma vét liéu 0 1 cdy da hoe hay ciy khd
sam cho 1é (Sophira flavescens) tao nén chit lugng compost cao véi thoi gian chin
nhanh va ty 1& ndy mam cia hat kiém dinh cao hon 30% so véi i khong bo sung
gibng vi sinh vat trén. Chung FCBTS c¢6 quan hé xa hon vé&i Chaetomium
thermophilum var.dissitum ching NBRC 31897 dugc phéan lap tu dét gap nudc tai
Nhat Ban nam 1985 trén méi trudng yén mach & 37°C. Ching FCBTS5 ¢6 quan hé
di truyén xa hon v6i Chaetomium globosum ching E. Tuy chua tim duoc ching E
véi cac ddc tinh chinh xac nhung nhiing gi dd cong bé vé loai nidm soi nay thiy
ching c6 tmg dung rit nhiéu dé kiém soat bénh & hang loat loai cdy trong co gia tri
cong nghi€p.Chung Chaetomium sp. FCBTS trong giadi phap hitu ich nay cling
sinh tong hop cdc enzym duoc danh gid trén moi truong rin nhu CMCaza,

chitinaza, proteinaza, xylanaza, lipaza, amylaza.

Ché pham vi sinh tir 2 ndm sqi Thermomyces sp. ECBT3 va Thermomyces sp.
FCBT4 dang l6ng: dé san xuét phan hiru co tir phu phé liéu ndng nghiép va chin
nudi theo giai phap hiru ich chira dich nudi cy ctia 2 ching ndm Thermomyces sp.
FCBT3, Thermomyces sp. FCBT4 theo ty 1& 1:1 va 1én men rdn ching Chaetomium
sp. FCBTS tao dang bot dé sir dung cling véi 2 chiing trén, sao cho ty 1& 3 ching la
1:1:1. Mt do vi sinh vat cua mdi ching dat khoang 10°-10'"" MPN/ml ché pham
hay10°-10'"" MPN/g ché pham khé c6 d6 4m dudi 20%. Nudi cdy 2 chung nim
Thermomyces sp. FCBT3, Thermomyces sp. FCBT4 trén moéi trudng 1ong va thu gidng
cling bao tir clia tig chung riéng ré trong mdi truong TSH3 véi thanh phan gom
200 g/1 dich chiét khoai tdy; 10 g/l dudong glucoza; 5 g/l cam gao, 3 g/l NaNO0s. 1
mM CuSO,_d6 pH = 6, & 55 °C trong thoi gian 5-7 ngay. Ching Chaetomium sp.
FCBTS duoc nudi trén mdi trudng ran voi thanh phan gdbm cam gao 70%; 15i ngd
20%; rom 10%, 1 mM CuSOy véi d6 am 65%, & nhiét do 55°C. Thoi gian dé ndm
soi nay co hoat tinh 12 9 ngay. Sau d6, tron 1an 2 dich nudi cay tir Thermomyces sp.
FCBT3, Thermomyces sp. FCBT4 va hoa trong nuéc mudi sinh ly gibng cua
Chaetomium sp. FCBTS ¢ dang bot dé tudi 1én ddng U hay tron déu véi vat liéu o
bang thiét bi co gioi. Két qua 1a ta ¢6 ché pham theo giai phap hitu ich tién loi cho

viée sir dung. Pay 1a ché pham dang long (dich thé) co thé bao quan & ti lanh thong
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thuong trong thoi gian 3-5 thang. Riéng ché pham & dang bot ¢6 thé bao quan 2-3
nam & nhiét dd thuong & noi thoang mat khi do am cudi cung ctia ché pham nho
hon 20 %.

Theo mot phuong an khéc, ché pham vi sinh tir nAm soi dé& san xuét phén
hiru co (compost) tir phu phé liéu nong nghiép va chan nuéi theo giai phap hiu ich
¢6 thé duoc san xuét & dang ran (bot ric). Trong do6, ching gidng cua 3 ching ndm
Thermomyces sp. FCBT3, Thermomyces sp. FCBT4 va Chaetomiumsp. FCBTS duoc
[én men rén dé thu ché pham theo giai phap hitu ich. Méi trudong 18n men rin, ma
sau nay déng vai trd chdt mang rén trong ché pham, bao gdm rom nghién, than va
161 ngd nghién té1 kich thude khoang 0,3-0,4cm va 70% cam gao:; 20% 161 ngd; 10%
rom va ImM CuSO, véi dé dm 55- 59%, & nhiét do 55°C. Giéng cua 3 chung niAm
Thermomyces sp. FCBT3, Thermomyces sp. FCBT4 va Chaetomium sp. FCBTS dugc
bd sung theo ty 1& 1:1:1 vao méi trudong 1én men rdn md ta & trén, va tién hanh lén
men & 55°C trong thoi gian 7-10 ngay. Pay 1a thoi gian thich hop dé chung gidng
sinh trudng, phat trién va tao bao tir. Sau 7-10 ngay, khi bao tir da duoc tao thanh,
moi trudng 1én men ran s& duge sdy ¢ 50°C cho dén khi d6 4m xubng 15-19%, thu
duoc ché phim vi sinh tir nAm soi dé san xuat phan hitu co (compost) tir phu phé
liéu néng nghiép va chin nudi theo giai phap hiru ich & dang rin (bot ric). Mat do
nim soi ctia mdi ching dat 10°-10'" MPN/g ché phdm. Ché pham nay c6 thé duoc
bao quan & nhiét do thuong trong thoi gian 2-3 nam.

Khi sir dung, ché pham vi sinh tir nAm dé san xuat phan hiru co (compost) tir
phu phé liéu noéng nghiép va chan nuéi theo giai phap hitu ich & dang long s& duoc
tudi truc tiép 1én déng G con ché pham dang rin s& duoc ric vao déng U hiru co
theo tirng 16p (ctr mot 16p nguyén lidu 1 phan hitu co, lai ric mot 16p ché pham, roi
lai dén mot 16p nguyén liéu & phan hitu co, cudi cing 1a mot 16p nguyén liéu t phan
hitu co) theo ty 16 0.5 kg-1.5 kg/Im’® nguyén liéu ban dau. Viéc xac dinh luong ché
phdm theo giai phap hiru ich duge st dung tuy thude vao viée sir dung ché pham
nay riéng biét hay két hop véi cac ché phdm twong tw khac. Ché pham vi sinh tir
nim dé san xudt phan hitu co (compost) tir phu phé liéu nong nghiép va chan nuéi

theo gidi phap hitu ich & dang ran theo giai phap hitu ich ¢6 thé duoc st dung riéng
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1é hoac két hop véi cac ché phadm khéc, tuy theo nhu cau cua ngudi sir dung. Céc
ché phdm dugc sir dung két hop nay c6 thé 1a ché pham bat ky hitu ich trong viéc
phan huy hitu co dé san xut phan hitu co.

Vi du thuye hién gidi phap hitru ich

Thuc hién 0 phan hitu co tir than, 14 cdy ngd va phan gia sic. Vat liéu 1a sinh
khdi néi chung, cé thé 1a rom ra, co dai (co nén) moc hoang, v.v., ¢ nhiéu tinh ¢c6
bd bién c6 cira song voi sng subi chay vao. Ty 1& cta vat liéu 1a phu phé lidu tir
ngd 1a 3 phan bao gdm thén, l4 cdy ngd la phé liéu nong nghiép thudc loai sinh khéi
cua phu phé liéu nong nghiép rat khé phan huy va khé chuyén hoa thanh phan bén
hitu co vi sinh vat. Cho nén than va 14 ngd chi sit dung dé dun nu va dbt. Than, 1a
cay ng6 duogc cit ngan t6i kich thudc tr 2 cm dén 5 cm, sau do tron that déu véi 2
ph?m phan trau bo tao thanh nguyén liéu la hon hop véi su diéu chinh d6 am téi uu
tir 53- 59%. Néu do 4m cua déng 1 dudi 50% va cao hon 60% thi hidu suét chuyén
hoa s& bi giam hay tao mui hoi théi do sy sinh truéng ctia vi sinh vat ki khi. Vi qué
trinh 01 compost la qua trinh phéan huy, chuyén hoa sinh hoc & diéu kién hiéu khi
nén san phém trung gian va cudi cung la nhiét, NH;, CO,, mun, cac hop chit dé
tiéu ctia K, P v.v. Tuy nhién viéc tinh toan céan bing C/N dé NH; bay hoi it nhét 1a
rat quan trong.

Hén hop 1 duogc dép thanh déng voi d6 cao 1,5- 2 m trén nén nhan nhu
gach, bé tong hay 16t bat khong tham nuéc, ¢ do déc khoang 5-7 d6. Pua nguyén
liéu 1a thén, 14 ciy ngd va phan trau bo vao dong 1, ric ché phdm dang bot hay hoa
ché pham dang long déu theo 16p (thén, 14 ngd — phan trau bo va ché pham) theo ty
1é trong nam khoang 3:2 va 0,1-0,3% va tudi nude didu chinh d6 am cua déng U
trong khoang 50 - 59%. Néu déng 1 c¢6 khéi luong >3m’ phai c6 6ng thong khi 1a
cac dng nhya PVC c6 bd tri 16 0,8cm, cac 16 cach nhau 6cm. Quy trinh cong nghé
chi tiét hon s& dugc mo ta ty my & mot gidi phap hitu ich khac. St dung gidng nam
wa nhiét linh déng trong gidi phap hitu ich nay khi két hop vé6i vi khuan va xa
khudn cho tt ca cac quy trinh 1 khic nhau ké ca san xudt compost cong nghiép

v6i su ho tro ctia cac thiét bi thoi khi, dao tron co khi va tu dong hoa.
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Dung bat khong thdm nudc day kin déng o va dé nguyén déng u phan hay va
chuyén hoa tir 2,5- 3 thang. Trong truong hop c6 dng théng khi thi dé ddu éng
thong khi hé ra ngoai bat. Sau 1 thang 1, tién hanh kiém tra va dao trén nhitng vi tri
kho chua phan hiy v6i nhiing vi tri da phan hiy dé ca déng G dugc phan huy va
chin déu. Mbi thang 1dy mau dé kiém tra mirc do phén huy va xac dinh hoat tinh
mdt s6 enzym ngoai bao trong dong @, danh gia mat do vi sinh vat trong déng 1 va
mdt s chi tiéu khac. Quan trong hon ca la theo doi nhiét do hang ngay & giai doan
dau tién hay it nhat ciing 2 ngay mot lan dé v& dd thi. Viée xdc dinh nhiét do rat
quan trong vi dy la ddnh gia su khac biét ciia viéc bd sung vi sinh vét ua nhiét va
i trong diéu kién don gian nhat nhung chit luong compost van dam bao cho yéu
cau cua san xuét sach va hiru co. Ba ching nim soi thudc loai wa nhiét linh dong, vi
chung khong sinh trudng t6t & nhiét 6 65°C. Mot sb chi tiéu nhu sb lugng vi sinh
vat ua nhiét linh dong cung véi cac enzym ngoai bao dai dién va do pH duoc thé
hién trong Bang 5.

Bang 5: Enzym ngoai bao cung ) luong vi sinh vat ua nhiét va do pH theo thoi

gian U compost tir hon hop than cdy ngd va phan gia suc gia cam

Chi tiéu

Enzym ngoai bao S6 lugng vi sinh vat ua

nhiét (MPN/g kho)

b6 pH

Thoi gia

1 thang 7-17,5 CMCaza, chitinaza, proteinaza, | 6,7 X 10°- 1.9 x 107

xylanaza, lipaza, amylaza

2 thang 7,5 CMCaza. chitinaza, proteinaza, | 4,6 x 10’ —4.3 x 10°

xylanaza. lipaza, amylaza

3 thang 7,5-8,3 | CMCaza, chitinaza, proteinaza. | 2,4 x 10" - 1.1 x 10°

xylanaza, lipaza, amylaza

Su thay d6i nhiét do trong qua trinh chuyén héa va phan hiy sinh khdi ctia i compost
thé hién & Hinh 4.
Sau tir 2.5- 3 thang, san pham phan hiru co da chin. Céc tinh chat ctia phan

hitu co dugc the hién trong Bang 6.
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Bang 6: Cac chi s6 co ban ctia phan hitu co duge bd sung bdi hdn hop ndmva vi

khuan, nam wa nhi€t va ua nhiét linh dong trong sang ché nay va 2 sang ché khac

OM | A.Humic EC (p Nts Phh Khh Cts bo pH VSV gay

(%) (%) mho/cm) (%) | (%P,0s5) | (%K,0) (%) bénh

65,8 | 5,67 1,8x10° 1,96 1,02 1,29 25,67 | 7,5-8,3 | Khong
xac dinh
duoc

Ch thich:OM-hitu co tong s6; A. Humic - axit humic; EC-d¢ dan dién; Nis-Nito tong s6; Phh-photpho
hitu hiéu; Khh- kali hitu hiéu; Cts-cacbon to:r1g s6

Duya vao cac chi tiéu vira phan tich, c6 thé thay phan hiru co thu dugc bang
céch 1 bing ché pham ciia theo giai phap hitu ich c¢6 chit lugng cao, dép tng cac
tiéu chuan vé phan hitu dé ing dung trong cic quy trinh san xudt san pham néng
nghiép sach va hitu co.
Hiéu qua dat dwoc cua giai phap hiru ich

Ché phém vi sinh ua nhiét linh dong tr 3 dai dién thudc 2 chi nim soi
Thermomyces va Chaetomium dé san xuit phan hitu co (compost) tir phu phé liéu
nong nghi€p va chan nudi theo gidi phép hiru ich khong nhiing da st dung hiéu qua
duoc nguén vi sinh vat ban dia tai Viét Nam, ma con gitp tao ra dugc san phém
phan hitu co chét luong cao, thich hop va dat tidu chi dé ung dung trong cac quy

trinh san xuat san pham nong nghiép sach va hiiu co.
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YEU CAU BAO HQ

I. Ché pham vi sinh dang long chtra ndm soi thudc cic chi Thermomyces va
Chaetomium dé san xudt phan hitu co tir phu phé liu néng nghiép va chan nudi
chita hén hop 2 ching ndm thudc chi Thermomyces wa nhiét linh dong 1a
Thermomyces sp. FCBT3 va Thermomyces sp. FCBT4 va 1 ching ndm thudc chi
Chaetomium 1a Chaetomium sp. FCBTS theo ty 1& 1:1:1, trong d6 mat do mdi
ching dat 10°-10'"* MPN/ml ché phém.

2. Ché pham vi sinh dang rin chira ndm s¢i thudc cac chi Thermomyces va
Chaetomium dé san xuét phan hitu co tir phu phé liéu néng nghiép va chan nudi
chira sinh khéi nuéi cdy ctia 3 chung ndm Thermomyces sp. FCBT3, Thermomyces
sp. FCBT4 va Chaetomium sp. FCBTS theo ty 1& 1:1:1 trén chat mang bao gom
rom nghién, than va 16i ngd nghién va cam gao, theo ty 1& rom nghién:than va 16i ngd
nghién:cém gao 1a 70:20:10, va dugc bd sung 1 mM CuSQy, trong d6 mat dd vi sinh

vét ciia mdi chung dat 10°-10'° MPN/g ché phdm va do 4m 1a 15-19%.
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Hinh 2
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100~ Aspergillus fumigatus strain UOA/HCPF 10337-16

- Aspergillus fumigatus strain AFK11
65| Thermomyces lanuginosus strain JFT-102

100 Thermomyces lanuginosus strain RMB
41

100

661 | Thermomyces lanuginosus strain ATCC 200065
FCBT3

39|} Thermomyces lanuginosus strain T12

691 Thermomyces sp. AR
190 | lecBT4

Thermomyces lanuginosus strain FLN6c
Thermomyces lanuginosus strain QHO7
Chaetomium thermophilum var. dissitum strain: NBRC 31807
100 FCBTS
69 Chaetomium thermophilum var. thermophilum isolate CBS 143.50
Chaetomium thermophilum strain GF-1

Chaetomium globosum strain E

97

0.05

Myrothecium sp. RK-2014 voucher R. Kirschner 3977
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Fusarium oxysporum strain DAOM 215464

Pseudallescheria boydii strain IFM 52873
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