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I. DAT VAN PE

Validamycin A (Val-A) 1a mot chét khang sinh
nhém aminoglycoside c¢6 hoat tinh khang ndm
dugc sinh tong hop chu yéu boi Streptomyces hy-
groscopicus var. limoneus (Liao et al., 2009; Iwasa
et al., 1971) va S. hygroscopicus subsp. Jinggan-
gensis 5008 (Shen, 1988; Zhou et al., 2014). Theo
Nioh va Mizushima (1974), Validamycin A khong
gdy tic ché sy sinh truéng ctia ndm va khong lam
thay d6i ham luong protein, nucleic acid va thanh
phan cta thanh té bao nhung gay thay ddi hinh thai
ctia nAm Rhizoctonia solani bang cach trc ché qua
trinh sinh tong hop myo-inositol va lam giam doc
tinh cia nAm méc. Val-A ciing trc ché trehalase cta
R. solani ciing nhu & nhiéu loai sinh vat khac nhur
chudt, tho, lon, nAm men va coén trung voi IC50 =
10-8 - 10-6 M. Val-A 13 chat kim ham yéu (IC50 =
10-3 M) cac enzym thuy phan duong khac nhu
maltase, isomaltase va sucrase trong rudt lon.

Val-A duoc sir dung dé trir bénh dém vin hai
lta, bap, bénh ¢ém 14 va than lua, bip do Rhizoc-
tonia solani, Rhizoctonia oryzae va Sclerotium
oryzae-sativa giy nén. Ngoai ra thudc con trir
bénh théi ci, thdi ré khoai tay, bong, ca chua va
nhiéu loai rau do nAm Rhizoctonia solani (Motoo
Shibata et al., 1982, Yutaka Kido et al., 1986),
bénh héo xanh do vi khuin Pseudomonas

solanaceraum gay nén (Ishikawa et al., 1996).

Cac chung S. hygroscopicus c6 hoat tinh
tong hop khang sinh rat yéu, khong mang
tinh 6n dinh va bén virng cao dé han ché
hinh thanh cac san pham phy, rat ngin thoi
gian 1én men va giam chi phi san xuét.

Xuét phat tur thuc té trén, chung toi tién
hanh thyuc hién: “Nghién curu anh huong cua
mot sé chat phu gia dén hoat tinh khing
nam cia ché pham Valydamycin A” nham
muc dich tao sy dn dinh hoat tinh cho hop
chat Val-A, tang cuong hoat tinh cta hoat
chit, déng thoi tao chét dan gitp hoat chét
c6 thé tiép xuc dé dang voi tac nhan nam,
thuc déy manh hi¢u qua cua hoat chét.

II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. Vat liéu nghién ciru

- San pham Val-A c6 trong dich 1én men
ctia chiing xa khuan S.hygroscopicus DA15
duoc Trung tim Ung dung Tién bd Khoa
hoc va Cong nghé Nghé An san xuat.

- Mét s6 hoa chat nhu: axit citric, acid
green 25, polyethylenglycol, linigsul-
fonate. ..

2. Phuwong phap nghién ctru

2.1. Phwong phdp duc 16

Dung thiét bi duc 16, duc 1én méi trudng
thach da céy vi sinh vat kiém dinh trong

O Trung tam Ung dung Tién bé Khoa hoc va Cong nghé Nghé An; @ Vién Méi trieong Nong nghiép
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hop peptri, sau d6 nho vao 16 dung dich chat
khang sinh va dung dich 1én men céan thi.
Tiép theo dé vao tu lanh 4-6 gid cho chat
khang sinh khuéch tan vao méi truong, sau
d6 dem nudi ¢ td 4m 37°C. Hoat tinh khang
sinh dugc xac dinh bang duong kinh vong
khang khuan (D - d, mm). Trong d6: D la
duong kinh vong vi khuan, d 1a duong kinh
thoi thach.

2.2. Anh hwéng ciia cdc chit phu gia dén
hoat tinh khédng ndm ciia ché pham Val-A

Dich 1én men dugc nang nhiét 1én 55°C va
dugc bd sung thém axit citric dé diéu chinh pH,
tiép dén duoc loc dé loai bo sinh khdi va dugc
kiém tra hoat tinh sau 1én men. Sau khi d3 kiém
tra dugc hoat tinh sinh hoc, dich dugc loc dé
loai bo sinh khéi. Dich sau loc duoc chuyén
dén thiét bj dé dong hoa bo sung thém céc chit
phu gia:

- Anh huéng ciia lwong acid citrit;

- Anh huéng cua acid green 25;

- Anh huéng ciia ham luong linigsunfonat;

- Anh huéng cua polyethylenglycol.

2.3. Phwong phap HPLC

HPLC 1a mét sic ky cot (column chromato-
graph) di kém v&i mot detector nhay dé c6 thé
phat hién duoc cac chit tach ra trong qua trinh
chay sdc ky. V61 nhiing tién bo k¥ thuat vé cot,
detector di chuyén sic ky cot thanh phuong
phap phan tich c¢6 téc 6 nhanh va hiéu suat
cao. Loai nay can phai c¢6 hé thong bom cao ap
dé ddy pha dong véi ap suat cao dén khoang 30
Mpa (300atm) nham tao dong chay véi luu
lwong vai ml/phiit. Phuong phép sac ki HPLC
str dung hé sic ky:

- Cot thép khong gi 25cm x 4,6mm voi chét
nhdi octadecylsilane gin silica (5pum);

- Pha dong: mot hdn hop gém 50 thé tich
cua 0,2% (w/v) axit acetic trong nudc, 25 thé
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tich acetonitril, 25 thé tich metanol, loc va
kht khi;

- Téc d6 dong 1ml/phut;

- Pho ké & 240nm;

- Thé tich mau tiém 20pl.

Cach tinh néng dd Val-A c6 trong dich lén
men:

- Dung dich kiém nghiém: 1a dich 1én men,
hoic cac dich chiét, trudc khi bom mau phai lic
déu dam bao d6 dong nhit ctia mau v4i ndong do
Val-A can xac dinh (mg/);

- Dung dich chuén: Pha dung dich chuan Val
ctia Sigma duoc dung dich ndng do Cc (mg/l);

- Bom dung dich chuan: Phép thtr s& khong
hop 18 néu nhu do 1éch chuan twong dbi giita cac
1an bom mau 16n hon 2%;

- Bom dung dich kiém nghiém, dua vao sdc
ky db tinh toan ham luong Val trong dich 1én
men, dich chiét theo cong thic sau: Cypy =
Ce-Cin/Sc- Trong d6: Skn 1a dién tich pic cua
dung dich Val ki€ém nghiém, Sc 1a di¢n tich pic
cia dung dich Val chuan. Po néng d6 Val-A
bang HPLC dugc thyc hién tai Trung tam K¥
thuat Nhiét doi Viét Nga.

III. KET QUA NGHIEN CUU

1. Anh huéng cia lwong acid citrit dén
hoat tinh Val-A

Val-A dugc ciu tao tir cac phan tir duong, do
d6 thuong khong bén, dé dang bi phan hay
nhidu hé enzym c6 trong vi khuin nhu
Pseudomonas, Bacillus. Do vay, dbi v6i dung
dich long can c6 sy diéu chinh vé pH hodc nhiét
dd dé trc ché su hoat dong cua cac loai vi sinh
vat. Tuy nhién céc hoat chit bd sung can tao su
6n dinh hoat tinh cho hop chét Val-A hoic ting
cuong hoat tinh cua hoat chét, déng thoi mot sb
chit tao chét dan gitip hoat chat c6 thé tiép xuc
dé dang véi tac nhan nim, chinh diéu nay thuc
déy manh hiéu qua cta hoat cht.

Ddc san [ ]

KH&CN Nghé An 13



Dich 1én men cua chung xa khuén nudi trén mdi
truong toi wu cho qua trinh Val-A duoc loai bo sinh khbi
va dua vé hoat d6 dung nhu yéu cau va duoc bd sung
luong acid citric khac nhau va dugc theo doi anh hudng
cia thoi gian dén hoat tinh khang ching nam

Rhizoctonia solani.

Két qua thir hoat tinh khang sinh cho thay, v6i ham
lugng acid citric bd sung 0,05-0,5% di khong anh
huong dén hoat khang nim Rhizoctonia solani ciia ché
pham trong thoi gian 3 thang, tuy nhién viéc bo sung

v6i ham luong 0,4-0,5% kiém tra gia
tri pH ha thap duéi 3,0 lai khong thich
hop khi str dung, vi & pH nay co thé
gdy ra cac anh huéng ddi véi co thé
thuc vat. Ché phém sau thoi gian theo
ddi da duge do kiém nong d6 Val-A,
két qua cho thay nong d6 Val khong
¢6 sy thay d6i nhiéu so v6i ban dau.
Bang 1. Kiém tra nong d6 Val-A
¢6 trong ché phim

theo thoi gian khi ¢6 bé sung ché phiam acid citric

Hinh 1. Kiém tra hoat tinh Val-A sau 120 ngay khi cé b sung acid citric vé&i lwong 0,3%

Khoi lwong

Anh huéng cia lwgng acid citric sau thoi gian 3
thiang dén nong do cia Val-A (mg/l)

acid citric (%)

Ban dau Maiu 1 MAiu 2 MAiu 3
0,2 6732 6730 6731 672 8
0,3 6732 6736 6725 6723

2. Anh hwéng ciia hrong acid green 25 dén hoat tinh Val-A

Tt ca cac hoa chét va phy gia cho thém déu
nhdm muc dich tao su 6n dinh hoat tinh cho hop
chéat Val-A, mot sb phu gia cho thém cé tac
dung 1am ting cudng hoat tinh cua hoat chat,
ddng thoi mot sb chét tao chat dan giup hoat
chat co thé tiép xtic dé dang vdi tac nhan nam,
chinh diéu nay thic day manh hiéu qua ctia hoat
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chat. Viéc bd sung chit mau acid green 25 vao
ché pham Val-A ¢6 thé gy ra nhiing tac dong
lam anh huéng dén hoat tinh khdng ndm ctia ché
pham va c6 anh huong dén nguoi sir dung, két
qua thé hién ¢ bang 2.

Bang 2. Anh huwéng ciia lwgng acid green

25 va thoi gian
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dén dj hoat tinh khang nim ciia ché pham Val-A

Hinh 2. Kiém tra hoat tinh Val-A sau 120 ngay khi c6 bd sung acid green 25 vé&i lwong 0,01%

Khoi lwong Anh l;m”mg cua lugng acid, green 25 (%) yz‘l thoi gian (ngay)
acid green deén hoat tinh khang nam cia ché pham Val-A (mm)

25 (%) 1 7 14 28 120
0,001 21,5 21,4 21,3 21,4 21,3
0,005 21,5 21,3 21,3 21,3 21,3
0,01 21,5 21,4 21,4 21,3 21,4
0,02 21,5 21,4 21,4 21,4 21,3

O
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Két qua thi nghiém cho thay véi ham lugng acid green 25 bo sung 0,001-0,02% da khong anh

huong dén hoat khang ndm Rhizoctonia
solani cua ché pham trong thoi gian 3
thang. Viéc bod sung ham luong chat mau
16n ¢6 thé 1am gia tang gia thanh cia san
pham, dong thoi co thé gay tac dong xau
dén thuc vat, do vay nong d6 0,01% da
duoc lua chon.

3. Anh huéng ciia lwong linigsunfona
dén hoat tinh Val-A

Pé gitp cho cac tiéu phan hoat chat Val-
A c6 thé bam dinh 1én cac 16ng to bé mit
cua thyc vat. Khi sir dung ¢ dang ran thi
cac hop chét nay ¢ dang bot min, khi &
dang 16ng chung cin dé dang tan trong
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nuéc dé c6 thé hoa tan giup dugc chat co thé bam
dinh vao sgi nAm, dong thoi cac chat nay c6 vai tro
nhu mot chét hoat dong bé mat co thé ké dén cac
mudi axit polyacrylic, mubi axit lignosulfonic, mubi
cua axit phenolsulfonic hoac naphthalenesulfonic.
Tuy nhién cac hop chit st dung phai ¢ dang bén
vitng khong gdy anh huong dén moi truong va
nguoi s dung. Trong nghién clru nay su dung hgp
chat linigsunfonate, 13 mot phé liéu ciia nganh cong
nghiép ché bién gidy, c6 mirc d6 két dinh cao. Anh
hudng cta néng do chat linigsunfonate dén hoat
chat Val-A cia ché pham duogc thé hién & bang 3.
Bing 3. Anh hwéng ciia hrgng linigsunfonate
va thoi gian
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dén do hoat tinh khang nim ciia ché phim Val-A

Hinh 3. Kiém tra hoat tinh Val-A sau 120 ngay khi cé bé sung linigsunfonate vé&i lweng 2%

Khéi lwong ;Anh hu'(:mg cﬁ? lini%sunf?natei(%)xvﬁ thoi gian
. . dén hoat tinh khang nam cia ché pham Val A (mm)
linigsunfonate (%)
1 7 14 28 120
1,0 21,5 21,4 21,3 214 21,3
1,5 21,5 21,3 21,3 21,3 21,3
2,0 21,5 21,4 21,4 21,3 214
2,5 21,5 21,4 214 214 21,3
3,0 21,5 21,4 214 214 214

Két qua thi nghiém cho thiy, véi ham lugng linigsunfonate bd sung 1-3% da khong anh

huong dén hoat khing nam Rhizoctonia
solani ciia ché pham trong thoi gian 3 thang.
Viéc bo sung ham lugng linigsunfonate cd
thé gay ra hién tuong két tua cua san pham,
ddng thoi co thé gy tac dong x4u dén thyuc
vat, do vay néng do 1,5% da duoc lua chon.

4. Anh huwéng ciia hrgng polyethylengly-
col dén hoat tinh Val-A

Chat hoat dong bé mit duoc nghién ctru bo
sung c6 thé 1a chat lam nhil, phan tan hodc 1am
uét cac dang ion, hoic khong ion, hodc hon hop
cac chat hoat dong. Su c6 mit cua it nhét mot
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chét hoat dong bé mit n6i chung 14 can thiét khi
chét hoat tinh hodc chét mang khong hoat dong
khong hoa tan trong nudc va moi truong cho
viéc phun 1 nudc. Do d6 cic ché pham Val-A
dung trong ndng nghiép c6 thé chtra cac chat
hoat dong trong gidi han rat rong, dao dong tur
0,05-95% (theo trong luong). Trong nghién ctiru
nay da st dung hop chét polyethylenglycol. Anh
huong cia ham lugng chat nay dén hoat tinh
Val-A duoc thé hién & bang 4.
Bang 4. Anh huwong ciia khdi lwong
polyethylenglycol va thoi gian
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den hoat tinh Val-A ctia ché pham
Hinh 3.4. Kiém tra hoat tinh Val-A sau 120 ngay khi c6 bd sung polyethylenglycol v&i lwgng 2,5%.

Khéi lwong Anl: hudng ?ﬁa pol’yeth);leng{ycolvﬁ thoi gian
: dén hoat tinh khiang nam ciaa Val-A (mm)
polyethylenglycol (%)

1 7 14 28 120
1,0 21,5 214 21,3 214 21,3
2,5 21,5 21,3 21,3 21,3 21,3
5,0 21,5 214 21,4 21,3 21,4
7,5 21,5 214 21,4 21,4 21,3
10,0 21,5 21,4 21,4 21,4 21,4

Két qua thi nghiém cho thay véi ham lugng polyethylenglycol bd sung 1-10% da khong anh

thé gy tac dong x4u dén thuc vat, do viy ndng
d6 2,5% da duoc Iua chon.

Bing 5. Kiém tra ndng do Val-A cé trong

hudng dén hoat khang nam Rhizoctonia solani
ctia ché pham trong thoi gian 3 thang. Viée bd
sung ham lugng polyethylenglycol c6 thé lam

gia ting gi4 thanh ciia san pham, dong thoi c6 ché pham theo thoi gian

Kkhi c6 bd sung ché phidm cac chét phu gia
Ché pham sau khi phdi tron hoan thién di danh gia anh huéng cua thoi gian theo ddi, duoc do
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Mén Anh hwéng ciia thoi gian thang dén ndng dd ciia ValA (mg/l)
1 3 6 9
Mau 1 6732 6730 6731 6728
Mau 2 6732 6730 6731 6728
Mau 3 6732 6730 6731 6728
bdc san
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kiém ndng d6 Val-A, két qua cho thdy nong do
Val khong ¢6 su thay d6i nhiéu so v6i ban dau
trong thoi gian 9 thang.

IV. KET LUAN

- Mot sb chat phu gia di duoc bd sung vao
ché pham Val-A nham muc dich tao sy 6n dinh
hoat tinh cho hop chat Val-A, ting cudng hoat
tinh cua hoat chat, dong thoi tao chat din gitp
hoat chét ¢ thé tiép xtic dé dang vdi tac nhan
nam, chinh diéu nay thic ddy manh hiéu qua ctia
hoat chét.

- Két qua nghién ctru da chon dugc néng do
cac chat phy gia thuc hop bd sung vao ché pham
Val-A bao gdm (%): acid citric: 0,3; acid green
25: 0,01; polyethylenglycol: 2,5 va linigsunfo-
nate véi luong 2%.

- Ché phém Val-A sau khi hoan thién da duoc
theo doi anh hudng theo thot gian bao quan ¢ nhiét
d6 phong da 6n dinh trong thoi gian 9 thang./.
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