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Abstract

In this study, we initially developed a process for applying natural deep eutectic solvent (NADES) which is a
mixture of organic acids, sugar and water to develop green solvent for extracting of spinosad from
Saccharopolyspora spinosa. Using LGW (lactic acid: glucose: water, 1/1/10, w/w/w) solvent, the ration of sample
and solvent was (20:1, v/v), under condition extraction (temperature 60°C, ultrasonic 60 KHz, rotary speed 70
rpm, time extraction 120 minutes), obtained the extracting liquid with concentration of spinosad about 3 gram per
liter. The testing results of extracting liquid at concentration from 0.2 to 0.5 gram per liter on the tea red spinder
mite (Oligonychus coffeae Nietner) had a controling effectiveness from 73.84% to 93.11% after four days
treatment. This process can be applied to produce in the pilot and industrial-scale, registration and

commercialization as biological insecticide.

Keywords: NADES solvent, extraction, spinosad, bacteria, brown red mite, biological insectide.

1. DAT VAN BE

Spinosad & mét hoat chat tw nhién do xa
khuan (Saccharopolyspora spinosa) tao ra t hai
hoat chat spinosyn A va spinosyn D va c6 thé
gay doéc cho con trung. Thubc bdo vé thuc vat
chivra hoat chat spinosad dwoc sk dung dé
phong trir nhén dé, bo tri, sau duc 1a, mudi, kién,
rudi va céac loai khac (EPA, 2009). Co ché tac
dong la anh hudng dén hé than kinh lam cho cén
trung co giat, mat kiém soat dan dén chét khi an
phai hodc tiép xuc véi spinosad (EPA. 2009).
Hoat chét spinosad dwoc phép st dung cé gidi
han dé& phong trir sau hai trén cay trong san xuét
theo quy trinh canh tac hiru co (OMRI, 2021).
Hoat chét spinosad dwoc chiét xuat xa khuén (S.
spinosa) va théng thwong st dung cac dung maoi
c6 ngudn gbdc héa thach (n-hexane, butanol,
acetone, vv). Dung maéi ion léng sau tw nhién
(NaDES) la hén hop céc axit hiru co, duwdng, axit
amin, nwéc, v pha & ty 1& khac nhau thay thé
hiéu qua cac cac loai dung moéi déc hai (Dai va

cs., 2003). Nhén dd nau (Oligonychus coffeae
Nietner) 1a mét trong nhitng déi twong dich hai
quan trong trén cay che. Chuang thwong gay hai
manh vao thdi diém néng néng va han han vi vay
cay ché dé bj tén thuong va co thé chét (Nhung
va cs., 2017). C6 18 loai thudc trir sau chira hoat
chét spinosad dwoc ding ky va st dung & Viét
Nam (B¢ va cs., 2016), tuy nhién chwa co6 loai
nao dwoc dang ky s dung phong trlr nhén dé
nau hai ché. Vi vay, rat can thiét thuc hién
nghién ctru thr nghiém st dung dung moéi ion
Idng sau tw nhién (NaDES) chiét xuét hoat chét
spinosad tlr xa khuédn va th& nghiém hiéu lyc
phong trlr nhén dd nau hai ché l1am tién dé cho
viéc san xuét quy mo cong nghiép va thwong mai
héa san phdm trén thj trwéng phuc vu san xuét
néng nghiép an toan va hiru co.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1 Vat liéu thi nghiém
khuén

- Ching xa Saccharopolyspora
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spinosa SP1 dwoc thu thap va phan lap & vung
san xuat mia tinh Tay Ninh va lwu gitr tai Vién
Bao vé thyc vat.

- Méi trwong dinh duwéng (PDA, MT1, MT5)

- Héa chét pha dung méi ion Idng LGW: lactic
acid, glucose, nwoc.

- Ngudn nhén d4 nau hai ché (Oligonychus
coffeae Nietner) dwgc thu thap ttr cac vuon che
& x& La Bang, huyén Dai Ti, tinh Thai Nguyén.

2.2 Phwong phap nghién clru

2.2.1. Phuong phap nhan nuéi sinh khoi xa
khuén Saccharopolyspora spinosa SP2

- Nhan giéng gbc: Chlng xa khuén S. spinosa
SP1 dwgc nhan trén méi trvong PDA.

- Nhan gibng cap 1: Chdng xa khuan S.
spinosa SP1 da nhan trong méi trwong PDA I6ng
dwoc st dung dé cly chuyén sang moi truong
nhan giéng cap 1 (Ilwong str dung 2%) trong binh
tam giac 1 lit c6 cha 0,2 lit méi trwdng nhén
giébng cap 1 (moi trwong MT1) dé& lam ngudn
nhan giéng cép 2.

- Nhan giéng cip 2: Ching xa khuan S.
spinosa SP1 nhan gibng cip 1 dat tiéu chuan
dwoc st dung dé cay chuyén sang moi truéng
nhan giéng cap 2 (lwong st dung 5%) trong binh
tam giac 2 lit c6 chwa 0,5 lit méi trwdng nhén
giébng cép 2 (méi trwdng MT5) dé lam ngudn
giéng cho lén men.

- Lén men sinh khéi: Ching S. spinosa SP1
nhan giéng cp 2 dat tiéu chudn dwoc st dung
dé cay chuyén sang méi trwdng 1&n men (lwong
str dung 5%) trong binh tam giac 5 lit c6 chira 2
lit méi trwong MT5 & didu kién nhiét do 28°C,
tbc I&c d6 200 rpm, hang ngay kiém tra kha
nang phat trién va do thuan cta san pham, sau
8 ngay ngirng nhan nudi thu nhan sinh khi va
dich 1én men.

2.2.2. Phuong phap st dung dung méi ion
16ng séu tw nhién chiét hoat chét spinosad tir hén
hop sinh khéi va dich 1én men

- Phwong phap chuén bi

Dung méi ion Iéng dwoc thwe hién theo két
qua nghién ctru clia Nava-Ocampo va cs (2021),
dung méi ion Iéng LGW (lactic axit, glucose,
water), ty 1& pha (1:1:5, 1:1:10, 1:1:20, 1:1:50,
1:1:100, 1:1:200, v/iv/v). Mau va dung méi duoc
pha theo ty 1& 20:1, 10:1, 5:1 va 1:1, (v/v). Ché
do siéu am (0, 40, 50, 60 KHz). Nhiét do chiét
(nhiét d6 phong, 50°C, 70°C va 90°C). Téc do
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khudy (30, 50, 70, 100 vong/phat). Thoi gian
chiét (60, 120, 180, 240 phut).

- Tién hanh chiét

+ Diéu kién: Thuwc hién trong phong thi
nghiém (0,2-0,5 lit/mé), sb 1an I&p lai 03 1an.

+ Xac dinh dung mo6i LGW: Diéu kién chiét
ban dau ty I& mau va dung mai (5:1, v/v), siéu
am (0 KHz), nhiét d6 phong, téc d6 khuay (30
vong/phut), thoi gian chiét 60 phut. Dung méi
str dung dwoc phdi tron hoat chat & ty 1& khac
nhau. Xac dinh ham lwong spinosad trong mau
chiét dé& Iwa chon ty 1& hoat chat pha LGW
thich hop.

+ Nhiét do chiét: Dung méi LGW da dwoc xac
dinh, cac diéu kién khac khong thay déi, nhiét do
chiét thay déi (nhiét do phong, 50°C, 70°C va
90°C), thu mau va xac dinh lvong spinosad lya
chon nhiét a6 chiét thich hop.

+ Tan sb6 siéu am: Dung m6i LGW va nhiét d6
chiét da dwoc xac dinh, khong thay ddi, tan sé
siéu am thay déi (0, 40, 50, 60 KHz), thu mau va
xéac dinh lwong spinosad Iwa chon tan sb siéu am
chiét thich hop.

+ Téc d6 khudy: Dung méi LGW, tan sb siéu
am va nhiét do da duwoc xac dinh, thoi gian chiét
60 phut, téc d6 khudy thay déi (30, 50, 70, 100
vong/phuat), thu mau va xac dinh lvong spinosad
lwa chon téc d6 khudy thich hop.

+ Thoi gian chiét: Dung méi LGW, tan s siéu,
nhiét do va tbc do khudy da duoc xac dinh, thoi
gian chiét 60, 120, 180, 240 phut, thu mau va xac
dinh lwong spinosad lwa chon thoi gian chiét
thich hop.

+ Hoan thién quy trinh chiét hoat chét

2.2.3. Phuong phap dinh lwong hoat chét
spinosad trong sén phédm

Xac dinh ham lwgng hoat chét spinosad trong
s&n pham béng thiét bi s&c ky 1dng khéi phé hai
lan (LC-MS/MS) tai phong thi nghiém 1SO-17025
cua Vién Béo vé thuc vat.

2.2.4. Phuong phap hiéu lwc sinh hoc cla
dich chiét dbi véi nhén d6 nédu hai cheé
(Oligonychus coffeae).

- Thuéc tht: San pham dich chiét chia hoat
chét spinosad pha theo néng d6 0,01; 0,05; 0,1;
0,2; 0,5; 1,0 g/lit

- Phuong phap thwc hién: Thi nghiém trong
phong thwc hién theo phwong phap nhang la:

Nhung la th&c an trong thoi gian 5 gidy vao
dung dich nwéc thubc da pha theo ndng d6 chi
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dich dbi v&i cong thirc thubc thi nghiém va nhing
la vao nudc cét déi vai cong thire dbi chirng.

L& sau khi nhung thudc dwoc hong kho & diéu
kién trong phong. Dung but I6ng mém bat 20
nhén trudng thanh tlr ngudn nudi chuyén lén bé
mat 1a thi nghiém. Dat 14 da nhiém nhén trong
hop petri c6 16t bong dm phia dudi.

Theo dbi sb lwong nhén dé nau con sbng sau
khi tha nhén 1, 2, 3 va 4 ngay.

Tinh toan sé liéu: Hiéu lwc cta thubc dbi voi
nhén dé nau hai ché dwoc tinh theo cong thirc
Abbott (1925);

‘A Ca_Ta
Hiéu lwc (%)=( C )xlOO

a

Trong do6:

Ca: s6 nhén sdng & cong thirc dbi chirng sau
xely ]

Ta: s6 nhén song & cong thirc thi nghiém sau
X ly

3. KET QUA NGHIEN CU’'U VA THAO LUAN

3.1 Xay dwng quy trinh L’ljng dung dung
moi ion léng chiet hoat chat spinosad tw
xa khuan

3.1.1. Xay dwng dung méi ion I6ng

H6n hop sinh khéi va dich 1én men chiling xa
khuan S. spinosa SP1 duwoc st dung lam mau
tach chiét hoat chat spinosad bang dung moi
LGW theo ty |& pha khac nhau, két qua thu dwoc
trinh bay & bang 1.

Bang 1. Ham lweng hoat chat spinosad thu dwgc & diéu kién dung méi LGW
dworc phoi tron lactic axit, glucose va nwéc

T Dung méi ion l1éng LGW Ham Iwong hoat chét spinosad (g/lit)
1 L:G:W (1:1:5, wiw/w) 0,33°
2 L:G:W (1:1:10, w/w/w) 0,32°
3 L:G:W (1:1:20, wiw/w) 0,28°
4 L:G:W (1:1:50, w/w/w) 0,27°
5 L:G:W (1:1:100, w/wiw) 0,25"
6 Acetone 0,31°
7 Dbi chirng (nwéc loc) 0,20°
CV (%) 14,23

o Két qua trén bang thé hién gia tri trung binh. Cac gia tri trén cung mét c6t mang ky tw (a,b,c)
giong nhau thi khac biét khéng cé y nghia thong ké (p=0,05)

Két qua kiém tra ham lwong hoat chét
spinosad trong san phdm c6 bd sung dung
moi ion 1dng LGW cao hon so véi déi chirng.
Ham lwong hoat spinosad dat mc cao nhét
0,33 g/lit khi cho dung méi LGC (1:1:5, v/viv),
tuy nhién trong qua trinh thwc hién cho thay
dich chiét c6 dd nhét cao vi vay kho dé tinh
sach. Két qua cho thdy ham lwong spinosad
gitra st dung dung moéi LGW (1:1:5, viviv) va

LGW (1:1:10, v/v/v) dé chiét khong cé s khac
biét vi vay st dung dung méi LGW (1:1:10,
viviv) phu hop.

3.1.2. Ty Ié pha mé&u va dung méi LGW

S& dung dung mdi ion léng LGW (1:1:10,
w/w/w) dé& chiét xuat hoat chat spinosad t» hén
hop sinh khéi va dich Ién men, & diéu kién nhiét
do phong, v&i ty 1é mau va dung méi khac nhau,
két qua cho & bang 2.

Bang 2. Ham Iwong hoat chat spinosad thu dwoc & diéu kién ty 1é mau va dung méi khac nhau

T Ty 1&é mau va dung méi LGW Ham Iwong hoat chat spinosad (g/lit)
1 M3u : LGW (5:1, viv) 0,29°
2 Mau : LGW (10:1, viv) 0,27™
3 Mau : LGW (20:1, viv) 0,24°
4 Mau : LGW (50:1, v/v) 0,19°
CV (%) 18,03

o Két qua trén bang thé hién gia tri trung binh. Cac gia tri trén cung mét c6t mang ky tw (a,b,c)
giong nhau thi khac biét khéng cé y nghia thong ké (p=0,05)
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Ham lwong spinosad dat mc cao nhét 0,29
g/lit & ty 1& mau va dung méi (5:1, v/v) tuy nhién
xét vé hiéu qua kinh té va tinh sach dich chiét thi
ty 1& mau va dung méi (10:1, viv) va (20:1, viv)
phu hop hon, vi vay lva chon ty 1& mau va dung
mdéi (20:1, v/iv) l1a phu hop.

3.1.3. Diéu kién nhiét do chiét

S& dung dung mdi ion léng LGW (1:1:10,
w/w/w), ty 1é mau va dung méi (20:1, viv) va diéu
kién nhiét d6 chiét khac nhau thi ham lwvong hoat
chét spinosad thu dwoc cho két qua & bang 3.

Bang 3. Ham lwong hoat chéat spinosad thu dwoc & diéu kién nhiét do chiét xuat khac nhau

. ] Ham | hoat chét spi d

Mu Dung méi Nhiét d6 (°C) chiét am frong hoat chat spinosa
(g/lit)
70 0,34°
Hén hop sinh khéi va 60 033°
dichlén mén S. LGW N
spinosa SP1 50 0,29
nhiét d6 phong (25-28) 0,22°
CV (%) 2,86

* Két qua trén bang thé hién gié tri trung binh. Céc gia tri trén cung mét cdt mang ky tw (a,b,c)
gibng nhau thi khéc biét khéng c6 y nghia théng ké (p=0,05)

Nhiét d tang va 4n dinh 50°C ham lwong
hoat chét tang tir 0,22 g/lit 1én 0,29 gllit, tuy
nhién khi nhiét dé tang trén ti»r 50°C Ién 60°C
ham lwong hoat chét cé thay déi nhung dén murc
trén 60°C lén 70°C khong c6 sw thay ddi nhiéu vi
vay lwa chon diéu kién phu hop 60°C.

3.1.4. Tén s6 siéu &m

S& dung dung mdi ion léng LGW (1:1:10,
w/w/w), ty 1& mau va dung mai (20:1, v/v), nhiét
dd 60°C va diéu kién tan sb siéu am (0, 40, 50,
60 KHz) cho két qua & bang 4.

Bang 4. Ham lwong hoat chéat spinosad thu dwoc & diéu kién tan sé
siéu am chiét xuat khac nhau

. . Tan sb siéu am (KHz) . . . .
Mau Dung méi chiét Ham Iwong hoat chat spinosad (g/lit)
. ) 60 2,21°
Hon hop sinh khdi va 50 1,82°
dichlén mén S. LGW b
. 40 0,78
spinosa SP1
0 0,34%
CV (%) 4,96

* Két qua trén bang thé hién gié tri trung binh. Céc gia tri trén cung mot cdt mang ky tw (a,b,c)
gibng nhau thi khéc biét khéng c6 y nghia théng ké (p=0,05)

3.1.5. Téc do khuéy
S& dung dung mdi ion léng LGW (1:1:10,

Két qua bang 4 cho thdy & didu kién cung mot
nén cong thirc tach chiét thi tan sb siéu am cang

cao kha nang tach chiét cang cao. Khi tan sb 60
KHz ham lwong hoat chét spinosad, twong (rng
2,21 gllit.
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Bang 5. Ham lwong hoat chéat spinosad thu dwoc & diéu kién téc dé khudy khac nhau

M&u Dung mdi Téc d6 khudy (vong/phdt) | Ham lwong hoat chét spinosad (g/lit)

H&n h inh khéi va 70 2,46°
6n hop sinh khoi va =0 2 38"
dich 1én mén S. LGW b

. 30 2,31
spinosa SP1 5

0 2,18

CV (%) 8,79

* Két qua trén bang thé hién gié tri trung binh. Céc gia tri trén cung mét cdt mang ky tw (a,b,c)
gibng nhau thi khac biét khéng cé y nghia théng ké (p=0,05)

O diéu kién chiét c6 sw hé tro ciia khudy ham
lwong hoat chét spinosad tang lén so v&i dbi
chirng twong (rng 2,18 1én 2,31 g/lit, khi tbc do
khudy 70 vong/phut cho ham lwong hoat chét
cao nhat twong (rng 2,46 g/lit. Trong thi nghiém
nay tbc dd cao nhat 70 vong/phut dé& cho phu
hop véi thiét bi chiét & quy mé cong nghiép.

3.1.6. Thoi gian tach chiét

S® dung dung méi ion léng LGW
(1:1:10, w/w/w), ty 1& mau va dung moi
(20:1, v/v), nhiét d6 chiét 60°C, tan sb
sieu am 60 KHz, téc do6 khudy 70
vong/phuat, & diéu kién thoi gian khac nhau
cho két qua & bang 6.

Bang 6. Xac dinh ham Iwong hoat chat spinosad thu dwoc
& diéu kién thei gian chiét khac nhau

- Ham | hoat chét spi d
Mu Dung méi Thoi gian (phaty | o Hong hoat chat spinosa
(g/lit)
240 3,12°
Hbn hop sinh khdi va dich 1&én mén 180 3,07b
) LGW -
S. spinosa SP1 120 3,01
60 2,412
CV (%) 1,17

* Két qua trén bang thé hién gia tri trung binh. Céc gia tri trén cung mét cét mang ky tw (a,b,c)
giébng nhau thi khac biét khéng cé y nghia théng ké (p=0,05)

O diéu kién thoi gian 60 phat cho ham lwong
hoat chét spinosad thu dwoc 2,41 g/lit, khi thoi
gian tang lén 120 phat ham lwong hoat chét téng
3,01 g/lit, tuy nhién khi thoi gian tang 1én 180
phut thi ham lwong hoat chéat tang tuy nhién
khong c6 sw khac biét vi vay thoi gian chiét phu
hop 120 phut.

3.1.7. Hoan thién quy trinh tmg dung dung moai ion
18ng chiét xuét dich chiét chira hoat chét spinosad ttr xa
khuén Saccharopolyspora spinosa SP1

Quy trinh chiét xuét dich chiét chva hoat chét
spinosad tlr hdn hop sinh khdi va men nhan nudi
chiing xa khuén S. spinosa SP1 bang dung méi
ion Idng LGW dwoc thyc hién theo cac bwéc (1)

nhan nudi sinh khéi xa khuan, (2) phéi trén dung
moi ion 16ng LGW (1:1:10, w/w/w), (3) phéi tron
mau va dung méi (20:1, v/v), (4) diéu kién chiét
(t° = 60°C, tan sb siéu am 60 KHz, téc do khudy
70 vong/phut, thoi gian chiét 120 phat), (5) Tinh
sach dich chiét, (6) thu hdi dich chiét.

3.2 Th nghiém hiéu Iwc dich chiét déi
véi nhén doé nau hai ché (Oligonychus
coffeae Nietner)

Thir nghiém hiéu Iwc sinh hoc cla dich chiét
chtra hoat chét spinosad déi v&i nhén dé nau hai
ché (O. coffeae Nietner), két qua thu duoc &
bang 7.
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Bang 7. Hiéu lwc san pham dich chiét chira hoat chat spinosad déi véi nhén dé nau hai che

A ) Ndng dd hoat chat Hiéu lwc (%)
Cong thirc ; .
spinosad (g/lit) 1 NSXL 2 NSXL 3 NSXL 4 NSXL
0,10 22,822 30,922 35,012 38,042
0,20 41,74 64,09° 71,94° 73,84°
Dich chiét chira 0,50 78,44 87,62 90,41° 93,11°
hoat chéat )
spinosad 1,00 86,04 91,22° 95,30° 100
2,00 97,54° 100 100 100
5,00 99,98° 100 100 100
Déi chirng Nhing nuéc |3 - - - -

* Két qua trén bang thé hién gié tri trung binh. Céc gia tri trén cung mét cdt mang ky tw (a,b,c)
gibng nhau thi khéc biét khéng cé y nghia théng ké (p=0,05), NSXL: ngay sau xi ly

Dich chiét chira hoat chét spinosad & ndng do
pha hoat chat 0,20 — 0,5 g/l ¢ hiéu qua trir nhén
dd nau hai che, dat hiéu lwc cao nhat sau 4
ngaysau x( ly twong ng 73,84% va 93,11%,
cac két qua l1am co s& cho viéc xac dinh ham
lwong hoat chét spinosad trong san phdm phat
trién vé sau.

4. KET LUAN VA BE NGHI
4.1 Két luan

Xay dwng dwoc quy trinh chiét xuét dich chiét
chtta hoat chat spinosad t¥ xa khuan
Saccharopolyspora spinosa SP1 bao gdm cac
buwdc nhan nudi sinh khdi xa khuén, phdi tron
dung méi ion 1dng LGW (1:1:10, w/w/w), phéi tron
mau va dung méi (20:1, v/v), diéu kién chiét
(t°=60°C, tan sb siéu am 60 KHz, téc do khudy
70 vong/phut, thoi gian chiét 120 phat), tinh sach
dich chiét, thu hdi dich chiét va kiém tra ham
lweng hoat chét spinosad dat khoang 3gl/l.

Thr nghiém hiéu Iyc trong phong thi nghiém
dich chiét dbi véi nhén dé nau hai che
(Oligonychus coffeae) cho thay & liéu lwong pha
0, 2 g/lit cho hiéu lyc 73,84% va 0,5 g/lit dat hiéu
lwe 93,11% sau 4 ngay x ly.

4.2 Pé nghi

Quy trinh va san phadm dich chiét hoat
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chét spinosad can phai thwc hién cac buwéc
tiép theo d& san xuéat va thwong mai héa
trén thi trwdng.
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