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Abstract: Tong quan vé chét kich thich sinh truong; axit giberillic (GA3);
phuong phap xac dinh axit giberellic. Nghién ciu phuong phap phan tich
du luong axit Giberillic rau trén may quang phoé UV-VIS 1601. Xac dinh
ham luong thude kich thich sinh truéng su dung pho bién trén rau. Pua ra
két qua va thao luan: nghién ctru diéu kién tdi uu xac dinh GA3 theo pho
UV-VIS; danh gia phuong phap (duong chuan, khao sat diéu kién chiét
giberillic trong rau xanh, danh gia do chinh xac cua phuong phap); phan
tich du luong GA3 trong mau rau.
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ConterI]-JI[ién nay, vé sinh an toan thuc pham dang 1 van dé déng bao dong voi nguoi dan va céc
cap quan ly. Nhiéu vu viéc nhu str dung nhitng hoa chit cam trong nudi trong, ché bién nong
thily san, thuc pham, san pham kém chat luong luu hanh trén thi truong dang gay anh huéng xau
dén xuat khau va tiéu dung, cac vu ngd doc thuc pham ngay cang gia ting, trong d6 c6 ngd doc
thudc bao vé thuc vat (BVTV), cang lam bung Ién su lo &u cia ngudi tiéu dung.

Mot trong nhiéu nguyén nhan gay ra thuc trang 6 nhiém héa chit BVTV trong ndng san 1a chi
phi phan tich cao, dau tu thiét bi phan tich Ién, qua trinh phan tich s dung nhiéu dung mdi hitu
co doc hai, quy trinh phan tich phuc tap... Vi vay viéc phét trién cac phuong phap phan tich theo
hudng than thién véi méi trudng, chi phi thap, cach 1am don gian 14 phuong an can chi trong.
Truéc tinh trang chay theo loi nhuan lam dung thude kich thich sinh truéng trén rau tai cac ving
san suat rau & Ha Noi, Ha Tay nén viéc diéu tra thong ké, tién hanh khao nghiém loai thuéc kich
thich sinh truéng dang sir dung 1a hét sirc can thiét dé dam bao vé sinh an toan thyc pham cho

ngudi tiéu ding, dé 1am co s¢ cho cdng tac quan ly.
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Trén co s¢ diéu tra luan vin s& tap trung vao loai thuéc KTST dung phé bién nhat. Phuong phap
phan tich duoc xay dung theo hudng hda hoc xanh sir dung it dung mdi hiru co, ding cac chit v
co khong doc hai, quy trinh phan tich don gian.
Trong qua trinh sinh truéng va phét trién binh thuong, cay trdng can cac chat co ban nhu nudc,
cacbon dioxit, chat khoang, chat dinh dudng...Su phat trién cay tréng con phu thudc vao mot sé
yéu t6 bén ngoai (4nh sang, nhiét do, do am ...) va yéu té bén trong cua cay ( hoat dong cua cac
phan mg sinh hoa, trong d6 c6 sy tham gia cia mot sé hda chat)[14].
O thyc vat ciing nhu dong vat, su diéu tiét qua trinh chuyén hoéa, sinh truéng, phét trién... phu
thudc vao nhitng tin hiéu hda hoc, goi 1a cac hormon ( bt ngudn tir tiéng Hy Lap horman Ia kich
thich ). Céc hormon gitt mét vi tri quan trong trong viéc diéu tiét cc qua trinh sinh trudng va
phét trién cua cdy. Cac chat diéu tiét sinh truong thuc vat chia thanh hai nhém : cac chét kich
thich sinh truéng va cac chat e ché sinh truong. Su can bang gitra hai nhém nay quyét dinh dén
qua trinh sinh truéng phét trién cua cay.

Axit giberelic (GA3) la chat c6 nhiéu ung dung nhét trong nhom Giberellin. Hoat chét
duogc cac nha héa hoc Nhat Ban phan lap va xac dinh cau trdc tir nhimg nam 30 cua thé ky XX.
Pay 1a chat ¢6 cau tric phan tir phac tap, gdm cac nhi vong va 8 trung tam khong gian. Mdi cau
tric ¢6 hoat tinh sinh hoc riéng va tac dong Ién cay trong theo nhitng cach khac nhau. Ty vao
muc dich st dung, nguoi ta c6 thé tao ra nhitng ddng phan c6 cau tric phi hop duoc xac dinh.
Vé mirc du luong cho phép (MRL — Maximum Residue Level) caa Gibberellin trén rau la 0,001
ppm.[5]
Nim 1995, Cuc Bao vé Moéi trudng Hoa Ky (noi cap phép cho cac hoa chat duoc st dung trong
ndng nghiép) da xép GA3 nam & nhom chit doc nhom 11. EPA cho phép st dung GA3 ¢ Hoa Ky
ma chua ¢ canh béo cu thé vé anh huong cta né ddi véi moi trudng ciing nhur vat nudi va sinh
vat hoang da (theo Environmental Protection Agency, 1995). T6 chirc WHO va mot sé nudc
khac ciing xép GA3 vao nhém doc Il. Tai New zealand ciing khong ap dung mire du luong tbi da
cho phép (MRL) d6i véi GA3 ma chi can diéu kién ding <200 ha/nam. Tai Pai Loan, MRL ctia
GA3 d6i voi rau 12 5 mg/kg, Nhat Ban 1a 0,2mg/kg. C6 thé néi GA3 tuong dbi an toan cho ngudi
st dung rau qua

Tién hanh xac dinh GA3 bang phuong phép trac quang UV-VIS: Lay 1ml mau phan tich
cho vao binh dinh mtc 10ml rdi thém 1 ml etanol tuyét d6i. Binh muc bang HC1 3,75M thu duoc
10ml miu. Sau d6 mang di do do hap thu quang & budc song 254nm.
Du luong GA3 trong mau rau xt |y theo quy trinh sau: LAy 200gam rau dwoc rira sach, thai nho

tir 1-2cm . ROi mang di xay nhuyén véi mot it nuéc, dung dich thu duoc loc va lay dung dich.



L4y 10ml dung dich thu dwoc cho vao phéu chiét 100ml, thém 5ml HCI 0,1M. Tién hanh chiét 2
lan voi 20ml etylaxetat. Phan dich chiét thu dugc, dugc cho thém than hoat tinh (GCB), rdi mang
di quay li tim gan lay dung dich. Phan dich thu duoc chuyén vao phéu chiét 100ml, tiép tuc duoc
chiét vai 20, 15 va 10ml dung dich dém photphat pH 7,4. Phan dich chiét thu duoc, duoc chuyén
vao binh dinh mac 50ml. Ding dung dich dém photphat pH 7,4 dinh mtc dén vach mic, ta thu
duoc 50ml mau.

Chuan bi dung dich chuan gbc nong do 8pg/ml, tién hanh lay chit theo thu tu sau: liy
1ml GA3 chuan c6 nong do 8ug/ml cho vao binh dinh méc 10ml, thém 1ml etanol tuyét ddi. Sau
d6 dinh muc bang HC1 3,75M dén vach muc ta thu duoc 10ml mau thir. Pem do dai phé trong
khoang 200-400nm véi dung dich so sénh 13 mau tring. Mau tring dwoc chuan bj bang cach lay
1ml etanol tuyét d6i vao binh dinh mic 10ml, sau doé dung dung dich HCI 3,75M dé dinh muc
dén vach muc ta thu duoc 10ml mau trang.

Dua vao két qua trén ta thu duoc 1 cuc dai cua GA3 trong khoang 200-400nm tai buéc
song 254nm. Do d6, chon budc song 254nm dé do GA3 trong cac thi nghiém con lai.

Qua khao séat anh huang cua ba yéu té:

+ Nong d6 HCI & cac muc: 3; 3,25; 3,75; 4 (M)

+ Thé tich etanol véi cac mac: 0, 0,5; 1,0; 1,5; 2 (ml)

+ Thé tich nudc véi cac mac: 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2 (ml)

Ta thay rang ca ba yéu té nay déu anh hudng dén do hap thu quang. Va ta di chon duoc thé tich
etanol 1a 1ml, nong d6 HCI 1a 3,75 va thé tich nuéc 13 0ml dé do d6 hap thu quang trong cac mau
sau nay.

Tién hanh khao sat sy phu thugc cua do hap thu quang vao nong do GA3 dé lap duong
chuan. Tur dung dich chuan géc (stock) pha day dung dich chuan lam viéc c6 nong 46 GA3 1a: 2,
4, 6,8, 10, 15, 20, 25, 30 pg/ml.

L4y 1ml dung dich chuin vao binh dinh muc 10ml, thém 1ml etanol, sau d6 dinh muc
bang HCI 3,75M. Pem do phé trong khoang 200-300nm. Tai mdi nong do lap lai 3 lan.

Két qua phan tich cho thay phuong trinh hdi quy la bac nhat ¢ dang:

y =0,00045 + 0,0331x
Trong d6: y 1a do hap thu quang

x la ndng d6 GA3 (ug/ml)
R2 14 hé s twong quan (= 0,999)
S = Sy 1a d6 léch chuan cta phuong trinh (= 0,00401185)



Két qua phan tich phuong sai cho thiy gié tri Pvalue < 0,05 cua hing sb a, b < 0,05 chiing t6
nong d6 va do hap thu quang cé quan hé tuyén tinh. Trj s6 P trong két qua danh gia cua phuong
trinh hdi qui (chuan F) <0,05 ciing ching té phwong trinh trén chi su sai khac giita ly thuyét.

Dé kiém tra sai s6 hé thong ciia phuong phéap can so sanh hang sé a cia phuong trinh hdi quy véi
gia tri 0. Néu a=0, phuong trinh tro thanh y=b’x.

Gia trj trung binh D6 sai chuan Do léch chuan Phuong sai miu Tong %CV

0,0332 0,000134 0,000378 1,43.10-7 0,2656 1,14

Tra bang F(0,95; 5; 6) = 4,387 => Ftinh < F(0,95; 5; 6) c6 nghia la su sai khac gitra giatriava0
khong ¢ y nghia thong ké hay phuong phap khong mac sai sé hé thong.

Nhu vay ta thu duoc phuong trinh duong chuan y=0,00045+0,0331x, véi khoang tuyén
tinh trong khoang 2 — 30pg/ml. D6 thi thu dugc co hé s6 twong quan R2=0,999. Hé sb a caa
phuong trinh khac 0 ¢6 ¥ nghia diéu nay néi 1én phuong phap mac hé sé ngau nhién. Phuong
phép co gidi han phat hién (LOD) la 0,36pg/ml va gigi han dinh lugng (LOQ) 1,212pg/ml.

Trong phén tich GA3, co chét thyuc vat c6 anh huong truc tiép dén két qua phan tich. Lam
sach 1a giai doan quan trong, GA3 la mot hoocmon thuc vat ¢é tinh axit yéu va phan tich trén
nén mau rau.

Hoat chat GA3 dugc chiét ra khoi nén mau bang Etylaxetat trong moi trudng axit. Chlng
t6i tién hanh khao sat dung dich chiét mau véi dung dich HCI & cac nong d6 khac nhau, 1am thi
nghiém lap lai 3 1an (n=3). Mau khao sat 1a mau rau cai doi chtng dugc thém chuan.

Tién hanh khao sat anh huong néng do HCI dén hiéu suat thu hoi. Can 10g mau ddi
ching rau cai, thém 0,2ml chuan GA3 500pg/ml sau d6 thém 5ml HCI ¢6 nong do khac nhau.
X ly mau vai quy trinh chiét ¢ trén roi mang do phd hap thu quang. Nong do mau duoc thém

chuan thu dugc tinh theo dudng chuan.

STT Khéilugng mau (g) CHCI(M) Nong d6 GA3 c6 trong mau (ug/ml) Nong d6 GA3
thu duoc (pg/ml) Thém 0,2 ml 500pg/ml GA3 chuan  Hiéu suit (%)

1 200 001 9,739 17,18110 79,12

2 200 0,05 9,761 17,66310 84,67

3 200 0,1 11,98 2044710 854

4 200 05 120512059110 71,02

5 200 1,0 9,541 16,05910 65,18

6 200 1,5 9,361 1580710 64,46



D6 chum 1a dai lugng dung dé chi mic d6 gan nhau cua cac gié tri riéng 1é xi cua cac
phép do 1ap lai. No6i cach khac d6 chum dugc ding dé chi sy sai khac giita cac gia tri i - S0 Vi
gia tri trung binh , dai lvong dac trung cho do chum 1a d6 léch chuan twong ddi %RSD ( hay con

goi 1a hé s6 bién thién CV) duoc tinh theo cong thuc sau:

Trong d6: SD 1a d¢ léch chuan

Stb 1a d6 hap thu quang trung binh
Ta thay trén nén mau rau cai c6 d6 chum tot nhit sau d6 dén rau diép ca va cudi cung la rau
muébng. Phuong phap cho dd chum tét %RSD=2,26-3,79 tai nong d6 thém chuan 10pg/ml va
%RSD=0,612-0,97 tai ndng d6 thém chuin 20pg/ml. Diéu nay Ia hop Iy do quy trinh don gian va
khéng phai lam giau.

Pé danh gia d6 dung cua phuong phép ta dung dung dich chuan GA3 c¢6 nong do la
10pg/ml va 20pg/ml. Pem do 1ap lai 5 1an, dua vao duong chuan tinh dugc ndng do caa céc lan
do. Nong do cua 5 lan do 1a 9,98; 10,01; 10,02; 10,03, 9,98 (ng/ml) v6i néng do 10ug/ml va
19,96; 19,98; 20,1; 20,06; 20,03 (ug/ml).

Bién

C(ug/ml) N Trung binh Do léch chuan Do sai chuan  Khoang tin cay t
10 5 10,006 0,0261 0,0117 (9,9736; 10,0384) 0,514

20 5 20,026 0,0573 0,0256 (19,9549; 20,097) 1,014

Ta co ttinh = 0,514 va 1,014 < thang (0,95; 4) = 2,78 chung to6 gia tri trung binh va gié tri
thyc sai khac nhau khong déng ké tirc 1a phuong phap c6 do dung chap nhan duoc.

Pé xac dinh thanh phan ham lugng hoat cht ta can 1g mdi loai phan bon, sau d6 hoa tan
luong phan bon do6 trong 100ml etanol tuyét ddi. Ly 1ml miu trén cho vao cac binh dinh mirc
10ml. Thém 1m etanol tuyét d6i, sau d6 dinh mac bang dung dich HCI 3,75M thu dugc 10ml
mau. Sau d6 mang di do do hap thu quang & budc song 254nm véi dung dich so sanh 1a mau
chira nén mau 1a HCI 3,75M va etanol tuyét d6i. Mdi loai phan bon do 1ap lai 3 lan. Xac dinh
nong do6 GA3 trong phan bon dua vao dudng chuan.

Phan trim GA3 c6 trong thudc kich thich sinh truéng 1a: vién sui GA3 17,07%; ting phot
920 20,66; an khang 20WT 21,12% va megafram 200WT 20,96%.



Du luong 1a lwong hoat chat thudc bao vé thuc vat, dan xuat va cac san pham chuyén hoa
cta thudc bao vé thuc vat co doc tinh con luu lai trong néng san hang héa va méi truong sau khu
str dung thudc bao vé thyc vat. Thoi gian cach ly 1a khoang thoi gian téi thiéu ké tir ngay sir dung
thudc bao vé thuc vat 1an cudi cung dén ngay thu hoach san pham trong qué trinh trdng trot hoic
thoi gian tdi thiéu tir khi st dung thude bao vé thuc vat 1an cudi dén khi st dung san pham trong
qua trinh bao quan. Dé khao nghiém thoi gian cach ly ching t6i ldy miu & cac thoi diém sau xir
ly 1, 2,3, 4,5ngay.

Trong qua trinh xac dinh du lwong ching tdi tién hanh phan tich Ip lai 2 1an lay két qua
trung binh. Ching tdi st dung dudng chuan dé xac dinh nong do cia GA3 trong mau khao
nghig¢m.

Thu duoc céc dd thi nhu sau:

Hinh 1: Biéu dién du lugng thude kich thich sinh truéng trén rau cai

Hinh 2: Dién bién du luong thudc kich thich sinh truong trén rau diép ca

Hinh 3: Dién bién du luong thudc kich thich sinh truong trén rau mudng

Két qua phan tich du luong GA3 tai mot sé thoi diém trén rau cai, rau diép ca va rau
mubdng (bang 3.14; 3.15 va 3.16 va hinh 3.4, 3.5 va 3.6) cho thay:

- Du lugng GA3 néu dung lugng 10ml/mg/m2 d6i vai tat ca phan bon chi can sau 2 ngay
dudi mirc du lwong t6i da. Khi gap doi luong luong trén sau 3 ngay phun lugng GA3 dudi mic
du luong tdi da. Con @i vai lidu luong gip 5 1an, 10 1an phai sau 5 ngay phun (theo MRL cua
Nhat ban: 0,2mg/kg di véi rau).

- Sau 5 ngay phun du luong gibberillic axit rong rau nhé hon LOQ tai tat ca cac lidu s
dung

Nhu vay, luan vin cta t6i da thuc hién duoc nhitng van dé sau

1. Pa khao séat va chon dugc thdng sb tdi wu cho qué trinh do phd cua axit gibberillic dung dich
dinh mirc HCI ndng d6 3,75M, thé tich etanol thém vao la 1ml va thé tich nuée thém vao 1a oml.

2. Xay dung duoc quy trinh xir Iy miu tach GA3 ra khoi rau c¢6 1dn dung méi mau chiét 1a dung
dich dém photphat pH 7,4. Str dung HCI ¢6 ndng d6 trong khoang 0,1M dén 0,05M 1a téi wu cho

hiéu suat thu hoi.



3. Tién hanh danh gi4 phuong phap phan tich cho thdy: Phuong phap cho dd chum tbt
%RSD=2,26-3,79 tai nong d6 thém chuan 10pg/ml va %RSD=0,612-0,97 tai néng d6 thém
chuan 20pg/ml. Phuong phap c6 d6 dang chip nhan dugc. Véi duong chuan thu dugc, khi so
séanh hé sb a voi 0 ta thdy c6 su khac nhau cé y nghia hay phuong phap khong méc sai s6 hé
théng.

4. Khao nghiém thoi gian cach ly cho thiy sau 5 ngay phun lwrong GA3 tén du trong rau déu nho
hon LOQ tai tat ca cac liéu lwong. Sau 5 ngay du lugng GA3 & muc cho phép (theo MRL cua
Nhat ban: 0,2mg/kg ddi véi rau ).
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