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TOM TAT

Nano titan dioxide (nano TiO,) la mét trong nhirng loai nano da va dang dwoc st dung nhiéu nhat trong cac
[inh vre clia cong nghé sinh hoc nano. Nghién ctru nay dwoc tién hanh v&i muc dich diéu ché dung dich nano TiO»
tr co' chét Ti(OC4Ho)s (Tetrabutylorthotitanate) béng phwong phap sol-gel va (ng dung trong phong trir bénh virus &
thwe vat. Két qua da tao ra dwoc dung dich nano TiO, c6 mau trang trong, kha ndng phan tan tét. Hinh anh quan sat
dwoc trén kinh hién vi dién tlr quét cho thay kich thwédc clia cac hat nano TiO2 dao ddng trong khodng 15 dén 50nm.
Két qua ther nghiém trén cay thudc la cho thdy, dung dich nano TiO, dwoc diéu ché cé kha ndng (e ché sy phat trién
va biéu hién triéu chirng bénh cla virus TMV.

T khéa: Nano TiOz, virus TMV, kinh hién vi dién tir quét (SEM).

Synthesis of Tio, Nanofluid by The Sol — Gel Method and Its Applications
in the Tobacco Mosaic Virus Prevention

ABSTRACT

The titanium dioxide nanoparticle (TiO2 nano) has been being one of the most employed amongst the different
nanoparticles in the fields of nanobiotechnology. The study was conducted with the purpose of preparing nano TiO»
solution from Ti(OC4Ho)4 (Tetrabutylorthotitanate) by sol-gel method and its application in preventing viral diseases in
plants. The study created nano TiO; solution having transparant-white color and good dispersal. Images observed in
a scanning electron microscope showed that the size of the TiO2 nanoparticles is in the range of 15 to 50nm. Test
results on the tobacco plant showed that nano TiO» solution prepared by us are capable of inhibiting the development
and symptoms of TMV.

Keywords: TiO» nano, tobacco mosaic virus, scanning electron microscopy (SEM).

thién v6i moéi truong. Nano TiO, c6 rat nhiéu
tng dung trong cac linh vuc quang xuc tac,
pin mét troi, vi dién td, dién héa hoc, y hoc
(Ngd6 Huynh Btiu Trong, V& Vian Hoang,

1. DAT VAN DE

Vat liéu nano (Nano materials) 1a mét trong
nhiing linh vyc nghién ctiu dang rat dugec quan

tam trong thoi gian gan day. Véi kich thudc rat
nhd bé, vat liéu nano xuat hién nhiéu tinh chat
méi dac biét nhu tinh chit quang dién, quang
xtdc tac, tinh siéu thdm nudc, hoat tinh xic tac
cao.. (Duan Y. et al, 2010; Yu and Xie, 2012).
Titan dioxide (Ti0,) 14 mot oxide kim loai
ban din hét stc thong dung bdi né cé cac tinh
chit 1y héa kha dic biét va c6 do bén cao, than
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2012). DPic biét trong thdi gian gan day, nano
TiO, dugc chi ¥y nhiéu hon bdi kha ning lam
bat hoat virus. Mot s& nghién ctu da chi ra
ring nano TiO, cé kha ning khang mot s6 loai
vi khudn va virus gidy bénh nhu virus cim,
virus viém gan B (Yu and Xie, 2012).

Tuy thudc vao muc dich st dung, nano TiO,
¢6 thé duge diéu ché bing nhiéu phuong phap
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khac nhau nhu phucng phap bin pha ion
(sputtering); phuong phap tan, nghién; phuong
phap #n mon quang dién; phuong phap ling
dong pha hoi héa hoc (CVD — Chemical vapor
deposition); phuong phap sol-gel. Trong cac
phuong phap ké trén thi phuong phap sol-gel 1a
phuong phap dang dudc st dung phd bién nhat
hién nay. Uu diém ctia phuong phap nay 1a tao
duge hat c6 kich thuéec nhoé va déng déu, dé diéu
khién kich thudc hat theo ¥ muén, do tinh khiét
héa hoc cao, thiét bi don gian va gia thanh ré.
Tinh dén nam 2010, da c6 khoang hon 2000
virus dudgec phat hién va cong nhéan, trong d6
khodng 1000 1a cac virus giy hai thuc vat,
ching lam anh hudng nghiém trong dén sinh
trudng, phat trién cta cay, ning sudt va chit
lugng nong san (Ha Viét Cudng, 2010). TMV 1a
mdt trong cac virus thuc vat phan bd rong khip
thé gidi, c6 phd ky chu rat rong, c6 thé nhiém
trén 200 loai cay thudc 30 ho thyc vat khac nhau.
Tai Viét Nam, TMV 1a virus gdy hai phé bién
trén cay thudc 14, lam anh hudng nghiém trong
dén ning suit va chat lugng cua 14 thude.
Nghién ctiu nay duge thuc hién véi muc
dich diéu ché& ra dung dich nano TiO, c6 kich
thudc hat nhé hon 50nm va buéec ddu danh gia
kha ning lam bat hoat virus ctia né, lam tién dé
cho viéc phat trién mét huéng nghién ciiu méi
trong viéc phong tru cac bénh do virus giy ra.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Vat liéu va thié&t bi thi nghiém
2.1.1. Vit liéu

Ti(OC,Hy),, isopropanol, cloroform, thang
DNA 1kb (Fermentas), bo kit tach chiét RNA
(Trizol Regent), cdc héa chat st dung cho RT-
PCR va mét s6 loai héa chat khac.

2.1.2. Thiét bi

May PCR System 9700 (Appied Biosystem,
My), may dién di Powerpac300 (Bio-Rap, M),
may chup anh (Amersham Pharmacia Biotech,
Thuy Dién), may Vortex (Mimishaker, IKA,
Diic), may li tAm, may nano Drop, may khuiy
tit ¢6 gia nhiét, kinh hién vi dién ti quét Jeol
5410 LV va mot so loai dung cu cin thiét khac.
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2.2. Phuong phap diéu ché dung dich nano TiO,

Dung dich nano titan dugc diéu ché theo
phuong phap hai bude:

Buée 1: Piéu ché& nano TiO, thé rin dua
theo phuong phap cia Karami (2010) c6 cai tién.
Co chat duge st dung 1a Ti(OC,H,),, méi trucng
cho phan ting thiy phén 14 hé dung méi hén hgp
isopropanol - nudc duéi sy xdc tac cua HNO,.
Qui trinh dugdc tém tét theo so d6 hinh 1.

Buéce 2: Diéu ché dung dich nano TiO, tu
nano TiO, thé rdn bing phuong phap rung siéu
am theo qui trinh ctia Cheng (2009).

2.3. Panh gia kha nang phong tri virus
TMYV cta dung dich Nano TiO,

2.3.1. B6'tri thi nghiém

Thi nghiém dudc b6 tri ngdu nhién khong
lap lai, gom 30 cdy thudc 14 sach bénh, c6 dd
tudi dong déu nhau duge lay nhiém virus TMV
trén 14, sau d6 chia déu thanh 2 16 (16 thi
nghiém va 16 d6i chting). Sau 1 ngay lay nhiém,
tién hanh phun dung dich nano TiO, cho 16 thi
nghiém va phun nuéc & 16 d61 chiing, theo doi
truc tiép bang mit thudng va tién hanh phan
tng RT-PCR & thoi diém 2 va 3 tudn sau lay
nhiém dé danh gi4 hiéu qua phong trir virus
TMYV cta dung dich nano TiO,,.

2.3.2. LAy nhiém nhan tao virus TMV

Virus TMV dugc lay nhiém vao cdy thudc la
bing phudng phap tiép xtdc c¢d hoc theo quy
trinh 14y nhiém virus 1én thuc vat cia phong
Cong nghé Té& bao Thyc vat - Vién Cong nghé
sinh hoc - Vién Han ldm Khoa hoc cong nghé
Viét Nam.

2.3.3. Tiach chiét RNA téng s6

RNA téng s6 tit cac mAu cay thudc 14 duge
tach chiét bing bd kit Trizol Reagents ctia hang
Invitrogen, cac buéc tién hanh thuyc hién ding
theo huéng din ctia nha san xuat.

2.3.4. Phuong phap RT - PCR

Buée 1: Téng hgp cDNA: St dung bd kit
First Strand ¢cDNA Synthesis (Fermentas) dé
tong hop ¢cDNA, cac bude tién hanh thuc hién
theo huéng din ctia nha san xuét.
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Bang 1. Thanh phan phan ting PCR Buéc 2: Tién hanh phan tng PCR: St dung
ciap mdi dic hiéu véi virus TMV, trinh tu cép

STT Thanh phan Thé tich (ul) .. .
y Mo oL vB I 5 moi nhu sau: TMV-5'  helicase: 5-
; M‘;"s’t‘;‘;:itxw friing o ATCAACGCGTGTTTTTCG-3; TMV-3' helicase:
3 Template 2 5-GTCATCCTTTAGAACGGCAAG-3'.
4 ™V hel?case 5: 10pM 1 Thanh phan phan tng va chu ky nhiét cia
S TMV helicase 3' 10pM ! phan ting PCR dugc trinh bay nhu 6 bang 1 va 2.
Téng 20
H6n hop ban dau Ti(OC4Hs), +
Isopropanol
Nhé giot, khudy trén manh l
H,0, chudn bang HNO;
Gia nhiét, khudy trén manh l
H3n hop c6 chira Ti(OCsHo)a
Khudy tron manh| Nhiét d6 70°C
Dung dich nano TiO,
dang Sol - Gel
Loc, rira l Séy, nung
Nano TiO, thé ran (dang bot)
Hinh 1. Quy trinh tao nano TiO, thé rin bang phuong phap sol - gel
Bang 2. Chu ky nhiét cho phan &tng PCR
Budc Phan (rng Nhiét @ (°C) Thoi gian Chu ky
1 Bién tinh 94 3 phut 1
2 Bién tinh 94 30 giay «—
3 Gén mdi 53 30 giay
4 Kéo dai chudi 72 45 giay
5 Hoan tat kéo dai 72 7 phut P!
6 Két thuc phan &ng 4 o 1
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3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghién ctu diéu ché& dung dich nano
TiO, bang phuong phap sol-gel

3.1.1. Piéu ché nano TiO, thé rin

Muc dich ctia nghién cttu nay la tao ra
duge nano TiO, thé rin (dang bot) mau vang
canh gian, c6 anh kim, kich thudc hat nho, bé
miét hat min va kha ning phan tan trong nudc
tot. Tham khdo cac nghién ciu truée (Galdiero
et al., 2011; Kavitha et al., 2012; Vijayalakshmi
and Rajendran, 2012) ching t6i da tién hanh
cac thi nghiém dé tim ra diéu kién pH cua
dung moéi, nhiét d6 thty phan, thoi gian thiay
phin va phudng phap hoa tron thich hgp nhat

trong qui trinh diéu ché& nano TiO, dang bot.
Két qua nghién ctiu duge trinh bay & cac bang
3, 4, 5 va 6. Tu két qua thu dude & cac bang 3,
4, 5 va 6 cho thay, v6i d6 pH cta dung méi la
1,5, nhiét d6 thiy phan 1a 70°C, thdi gian thuy
phan 1a 6h va phuong phéap hoa trén nho giot
la cac diéu kién thi nghiém thich hgp nhat dé
diéu ché& nano TiO, thé rin bang phuong phap
sol-gel.

Sau khi xac dinh dugc diéu kién thich hgp caa
cic yéu t6 thi nghiém don 18, ching t6i tién hanh
tich hop cac diéu kién thich hop ké trén dé diéu
ch& nano TiO, thé rin. Két qua la da diéu ché
duge nano TiO, thé rédn c6 cac dic diém phu hop
v6i muc dich nghién ctu (Hinh 2).

Bang 3. Anh huéng ctia d6 pH dung méi dén két qua diéu ché nano TiO,
bang phuong phap sol - gel

D&c diém . N .
H Mau sac tinh thé Kich thwéce hat va dé min Kha nang phan tan trong nuwéc
p
05 Mau vang nhat, b& mét c6 anh  Kich thwéc hat trung binh, bé Kha nang phan tan yéu
’ kim mat thd
1 Mau vang chanh, b& mét cé Kich thwéc hat trung binh, bé Kha nang phan tan trung binh
anh kim mat hoi tho
15 Mau vang canh gian, bé cé Kich thuwéc hat nhd, bé mét hat  Kha nang phan tan tét
’ anh kim min
2 Mau vang nhat, b& m&t cé anh  Kich thwéc hat nhé, bé mat hat  Kha nang phan tan kha
kim min
25 Mau vang tréng, bé mét cé Kich thuéc hat nhd, bé mét hat  Kha néng phan tan trung binh
’ anh kim min
3 Mau trang duc, bé& mat khong  Kich thwéc hat trung binh, bé Kha nang phan tan thap
c6 anh kim mat hat thd
Bang 4. Anh huéng ctia nhiét dé thiy phan dén két qua diéu ché nano TiO,
bing phuong phap sol - gel
Dic diém s s x . . NP . N .
a0 Mau sac tinh thé Kich thwéc hat va do min Kha nang phéan tan trong nwéc
Nhiét 6 (°C)
50 Mau vang nhat, bé mét Kich thwéc trung binh, bé mat Kha n&ng phan tan thap
c6 anh kim hat hoi tho
60 Mau vang canh gian Kich thwéc hat nhé, bé mat hat Kha nang phan tan kha
nhat, bé mat cé anh kim min
70 Mau vang canh gian, b&  Kich thwéc hat nhd, bé mét hat Kha nang phan tan tbt
mat cé anh kim min
80 Mau vang nau, b& mat Kich thwéc hat nhd, bé mat hat ~ Kha ndng phan tan thap

cé anh kim

min
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Bang 5. Anh huéng ctia théi gian thily phan dén két qua diéu ché nano TiO,
bang phuong phap sol — gel

Péc diém L . ) ) . o
o Mau sac tinh thé Kich thwéc hat Kha nang phan tan
Thoi gian (h)
2 Mau vang canh gian, bé mét Kich thuwéc nhé, bé mat hat min - Kha nang phan tan trung
c6 anh kim binh
3 Mau vang nau, b& mat cé anh  Kich thwéc hat trung binh, bé Kha nang phan tan trung
kim mat hat thd binh
4 Mau vang nhat, bé mét cé Kich thuwéc hat nhd, bé mathat  Kha néng phan tan kha
anh kim hoi thd
5 Mau vang, b& mat cé anh kim  Kich thwéc hat nhd, bé mét hat Kha nang phan tan kha
min
6 Mau vang canh gian, b& mét  Kich thwéc hat nhd, b& mat hat  Kha nang phan tan tét
¢6 anh kim min

Bang 6. Anh huéng ctia phuong phap hoa tron dén két qua diéu ché nano TiO2
bang phuong phap sol - gel

Dac diém . 2 na AN ta
= ' Mau séc tinh thé Kich thuéc hat va d6 min Kha nang phan tan
PP hoa tron trong nwéc
Nhd giot Mau vang canh gian, b& métcoé  Kich thwéc hat nhé, bé Kha nang phan tan tt
anh kim mat hat min
Phun tia Mau vang canh gian nhat, bé Kich thwoce hat trung binh, Kha nang phan tan kha
mat cé anh kim bé mat hat tho
D4 tron Mau vang nhat, bé mé&t cé anh Kich thuwéc hat nhé, bé Kha n&ng phan tan trung

kim

mét hat tho binh

Hinh 2. Nano TiO, thé rin diéu ché dugc
trong diéu kién do pH cia dung méi la
1,5; nhiét do thuy phén la 70°C; théi gian
thiy phan la 6h va phuong phap hoa
tron nho giot

3.1.2. Tao dung dich nano TiO, biang rung
siéu Am

Sau khi diéu ché duge nano TiO, thé rin
bing phudng phap sol-gel, ching t6i tién hanh
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tao dung dich nano TiO, bing cach trén nano
TiO, thé rdn véi nudc cit theo ti 16 0,1g nano
TiO, thé rdn trong 100ml nudc cat, sau d6 rung
siéu Am trong thoi gian 3h. K&t qua da tao ra
dugc dung dich nano TiO, c6 mau tring trong,
kha niang phan tan caa hat trong nudc tét, mic
ling dong theo theo thdi gian yéu (Hinh 3).

3.1.3. Buéc diu khao sat kich thuéc hat
nano TiO2

Kich thudc hat nano 14 mot trong nhiing chi
tiéu quan trong nhat lién quan dén hoat tinh cta
chiing. Theo cac két qua nghién ctiu trudc, cac hat
nano c6 kich thuée tit 1 — 100 nm thi c6 kha ning
tiéu diét virus, kich thuéc hat cang nhé kha ning
tiéu diét virus cang cao. Trong thi nghiém nay,
chiing t6i tién hanh khao sat kich thuéc va do
phan tan cua hat nano TiO, trong dung dich
nano TiO, thu dugc bing kinh hién vi dién ti
quét. Két qua thu dugc 6 hinh 4 cho thay, kich
thuéc cac hat nano TiO, phan bé dao dong trong



DPdng Huy Gigi, Dam Thj Phwong, Chu Hoang Ha, Hoang Ha, Lé Van Son

khoang ti 15nm - 50nm, hat phan bd tuong déi
dong déu trong dung dich. Két qua nay cho
thay, dung dich nano TiO, do chiing t6i diéu ché&
duge c6 kha ning st dung dé phong trit virus
mot cach c6 hiéu qua.

Hinh 3. Dung dich Nano TiO,
thu dugc sau 3h rung siéu am

Hinh 4. Anh cac hat nano TiO, trong
dung dich chup bang kinh hién vi
dién t& quét Jeol 5410 LV

3.2. Panh gia kha nang phong tri virus
TMYV cta dung dich Nano TiO,

Dé danh gia kha nang phong trit virus TMV
cta dung dich Nano TiO, diéu ché& dugc, ching
t6i tién hanh pha lodng dung dich 10 14n sau dé
phun 1én cd 2 mit 14 ctia cAy 6 16 thi nghiém.
Theo déi truc tiép bdng mit thudng va tién
hanh phan tng RT-PCR dé danh gia hiéu qua
phong tru.

O thoi diém 2 tudn sau khi lay nhiém, cac
cay thudc 16 thi nghiém sinh truéng, phat trién
binh thuong va khoéng thay cé dau hiéu cua
bénh kham thuéc 14 (Hinh 5). Nguge lai, tit ca
cac cay thuoc 16 doi chiing déu c6 dau hiéu ctaa
bénh kham thudc 14 nhu 14 bi bién dang nhe,
trén mat 14 loang 16 mau xanh dam va nhat
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khéng déu, mét s& chd mé 14 néi phéng 16m d6m,
ngon cay chun lai (Hinh 6). Tiép tuc theo déi
dén thoi diém 3 tudn sau lay nhiém ching téi
nhan thay, cac ciy thudc 14 thudc 16 thi nghiém
vAn sinh trudng, phat trién binh thudng va
khéng c6 ddu hiéu cta bénh kham thuéc 14,
ngudc lai cic cay thuoc 16 déi chiing bénh cang
biéu hién ning hon. Tt két qua trén, ching téi
s6 bd két luan rang: dung dich Nano TiO, c6 kha
ning tc ché sy phat trién va biéu hién triéu
chiing bénh ctia virus TMV trén c4y thudc 4.

Pé khing dinh mot cach chinh xac kha
ning phong trit virus TMV cua dung dich nano
TiO,, song song vdi viéc theo ddi truc tiép su
biéu hién triéu chtng bénh trén cay thudc 14,
ching t6i tién hanh 14y mau than va la cay,
tach chiét RNA téng s6 va tién hanh phan tng
RT-PCR dé kiém tra sy ton tai ctia virus TMV
trong cay thuéc la.

Tu két qua dién di san phdm PCR § hinh 7
cho thay, ¢ 16 déi chiing, c6 su ton tai ctia virus
TMV trong 14 cAy thudc 14 & ca 2 thoi diém (2
tuan va 3 tudn sau lay nhiém), diéu nay chiing
td su lay nhiém da thanh céng va virus TMV da
dudc nhan 1én va lay lan trong ciy thuéc la.
Ngugc lai, 6 cac mau 14 va than cay caa 16 thi
nghiém, khong tim thdy c6 sy hién dién cua
virus TMV & ca 2 thoi diém, diéu d6 chiing to
viéc xti Iy dung dich nano TiO2 da c6 hiéu qua
ngan chin su phat trién va lay lan ctia virus
TMV trong cay thuéc 1l4. Két qua nay mot 1an
niita cho thay dung dich Nano TiO2 do ching téi
diéu ché c6 kha ning ngin ngiia su phat trién
va biéu hién triéu chiing bénh cta virus TMV
trén cay thudc 1a.

Hinh 5. CAy thuéc l4a 616 thi nghiém
sau 2 tuan lay nhiém virus TMV
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Hinh 6. Cay thuéc la ¢16 déi ching
sau 2 tuin lay nhiém virus TMV

4)

®B)

Hinh 7. K&t qua dién di san phan PCR
cua cac mau sau 2 tuan lay nhiém (A) va
sau 3 tuan lay nhiém (B)

Ky hiéu: (B/c+): MAu thu tir phan than cdy cua 16 doi chiing;

1: MAu thu tir phan théan cay ciia 16 thi nghiém; 2, 3, 4, 5, 6,
7: MAu thu tir phan 14 cay cua 16 thi nghiém; M: Marker

4. KET LUAN

Dung dich nano TiO, tit co chat Ti(OC,Hy),
duge diéu ché€ thanh cong bing phucng phap
sol-gel véi cac diéu kién thich hgp trong cac
khau la: do pH ctia dung méi bang 1,5, nhiét do
thiy phéan 14 70°C, thoi gian thuy phéan 14 6h va
phuong phap hoa tron nho giot.
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Diéu ché& thanh cong dung dich nano TiO,
tit co chét Ti(OC,H,), bang phuong phap sol-gel
v6i cac diéu kién thich hop trong cac khau la: do
pH ctia dung méi bing 1,5, nhiét d6 thiy phan 1a
70°C, thoi gian thiay phan 1a 6h va phuong phap
hoa tron nhé giot

Hinh anh trén kinh hién vi dién t& quét cho
thay cac hat nano phan bé kha déng déu, kich
thuéc hat dao dong trong khoang tir 15-50nm.

Két qua thu dude khi quan sat hinh thai
cta cay thudc 14 va dién di san phdm PCR cho
thay dung dich Nano TiO, dudc diéu ché c6 kha
ning Gc ché sy phat trién va biéu hién triéu
chiing bénh ctia virus TMV trén cay thudc 4.
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