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PHUC HOI ENZYME CHOLINESTERASE TRONG THIT CA RO
(ANABAS TESTUDINEUS) SAU KHI TIEP XUC VOI THUOC SAU
DIAZINON

Ngd Té Linh", Nguyén Vin Céng'
1.  Giéithiéu
Ca ro (Anabas testudineus) thuong duoc tim thay ¢ nhiéu dang thay vuc
nude ngot nhur ao, hd, kénh, rach & Pong bang song Ciru Long (PBSCL). Rudng
lta 12 noi ma c4 thuong xuat hién va c6 I& vi thé ma nguoi dan Nam Bo quen goi
1a “ca r6 dong”. Dong rudng ciing 1a noi ma thude bao vé thuc vat (BVTV) duoc
st dung thuong xuyén véi lugng rat cao [1]. Nhitng nim gan day riy nau, bénh
vang lun va lun xoén 14 xuét hién va gia ting & PBSCL (www.ppd.gov.vn) nén
hoa chit BVTV c¢6 thé duogc sir dung nhiéu hon. Phan 16n thubc BVTV dugc sir
dung 1a nguyén nhan gay 6 nhiém moi trudng dat, nuéc & PBSCL. Do vay, ca rd
khong thé tranh khoi nhiing anh huéng do sir dung hoa chat BVTV trén dong
ruong.

Thubc BVTV Diazinon dugc sir dung kha pho bién trén rudng laa [5]. Hoat
chat nay bén ving trong méi truong trung tinh (Tomlin, 1994), mdi truong
thuong gip trén rudng lia. Nong do diazinon gy chét 50% cé ro c& gidng sau 96
gio (LC50-96h) la 6,55mg/L [8]. Diazinon thuoc nhém lan hiru co, ¢6 lién két
P=S trong ciu tao va gay chét dong vat qua wc ché cholinesterase (ChE) [10],
loai enzyme c6 chirc niang chuyén tai cc tin hiéu than kinh & dong vat va rat
nhay cam v&i hoa chét gdc 1an hiru co va carbamate. Khi enzyme bi trc ché hon
70% s& lam da sb sinh vat chét [4]. COng va cong su (2008) da phét hién sau 3
gio tiép xtc v6i Diazinon ¢ ndng d6 0,1 mg/L hoat tinh ChE & nfo ¢4 rd bi tc
ché dén 59% va khong c6 dau hiéu phuc hdi sau 48 gid tiép xuc. Trong canh tac
lGa, thuéc BVTV duge phun binh quan 20 ngay/lan [1]. Nhu vay, kha ning phuc
hoi ChE trudc l1an phun tiép theo nhu thé nao 1a van dé can dugc tim hiéu.

Nghién ctru nay duoc dat ra nham tim hiéu kha ning phuc hdi ChE trong
thit ca rd sau khi tiép xtc voi diazinon. Két qua nhan duoc sé& 13 co so cho du bao
rai ro cta viéc phun thuéec BVTV Diazinon dén ca ro trong diéu kién thuc té.
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2. Phwong phap nghién ciru
2.1. Pia diém nghién ctru

Nghién ciru dugc trién khai tai Phong thi nghiém Bé mon Khoa hoc Moéi
truong, truong Pai hoc Can Tho.

2.2. Hoa chat

Thubc BVTV Diazan 60EC chira 60% trong luong diazinon [6-methyl-2-
(1- methylethyl)-4-pyrimidinyl] ester va 40% chat phy gia do Cong ty dich vu
bao vé thuc vat An Giang san xuat duoc st dung dé xem xét doc tinh cua
diazinon 1én ca 6 dong trong nghién ciru nay.

Hoa chat Na,HPO,.2H,0 (Merck) va NaH,P0,.2H,0 (Merck) ding pha
dung dich dém pH 7,4 va pH 8; 5,5 dithio-bis 2nitrobenzoic acid (DTNB, Sigma
Aldrich, Germany) va acetylcholine iodide (Sigma Aldrich, Germany) ding dé
do ChE; aceton (China) ding d¢é rira c¢6i nghién trudc khi nghién mau tiép theo.

2.3. Sinh vat thi nghiém

Ca r6 dong (Anabas testudineus) c¢& giébng duoc mua tir trai ca giéng &
thanh phé Can Tho. C4 dugc thuan dudng trong bé composite 600L tai phong thi
nghiém bo mon Khoa hoc Méi truong 3 tuan. Hang ngay cho cé an 2 lan (3-5%
trong lugng) bang thic dn vién va thay nude 1 lan. Ca khoe manh va dong c&
dugc chon dé bb tri thi nghiém. Trudce khi bd tri thi nghiém, ngung cho ca dn mot
ngay.

2.4. Phwong phap thi nghiém

Bbn néng do diazinon 66, 94, 131 va 655ug/L (dugc pha tir dung dich me)
va d6i chimg (nudc may) (BC) duoc bd tri hoan toan ngau nhién véi 5 lan 1ap lai
trong bé kiéng 50 lit. Mdi lan lap lai tha 30 ca ro6 (3,95+0,73g; 6,15+0,38cm)
khée manh. Ca duoc giir trong bé chita diazinon 2 ngay, sau d6 cho ra bé
composite 600L chira sdn 200 lit nuéc may dé theo dbi kha nang phuc hoi ChE
trong 28 ngay tiép theo. Hé thong thi nghiém duoc suc khi lién tuc. Mdi ngay
thay 30% nudc va cho an mot 1an bang thirc an vién véi luong bang khoang 5%
trong lugng ca.
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Hang ngay do oxy hoa tan (DO) va nhiét do bang may do oxy (Thermo
Orion, Germany) va pH (556 YSI). Mau cé duoc thu trudc va 12, 24, 48 gio sau
khi xtr 1y. Trong giai doan phuc hoi 2 ngay thu mau 1 lan trong tuan dau. Sau dé
5 ngay thu 1 lan cho dén khi két thiic 28 ngdy thi nghiém dé do ChE. Mdi lan thu
5 ¢4 cho mdi nghiém thirc (mdi lan 1ap lai thu 1 con).

2.5. Phan tich ChE

Sau khi thu, ca duogc giét bang cach cho vao nuéc da. Ly mau thit & phia
lung bang cin dién tir (Sartorius, Germany) c6 do chinh xac 0,001g rdi cho vao
timg eppendorf di dat trén nudc da. Mo thit ciia timg ca dugc nghién riéng biét
trong dung dich dém 0,1M phosphate pH 7,4 bang cbi nghién thily tinh. Thé tich
dung dich dém cho vao dam bao ndng d6 thit nghién < 30mg/mL. Sau khi tron
déu bang may tron (MS2, IKA, Wilmington, USA), lay 1mL dung dich cho vao
eppendorf roi ly tim & 4°C, toc do 2000 vong/phdt trong 20 phit bing may ly
tam (Sigma, Germany). Sau khi ly tAm, phan trong phia trén cia timg mau dugc
liy ra dé do ChE bing may so mau quang phd (U-2800, Hitachi, Japan) & budc
s6ng 412nm [3]. Két qua duoc ghi nhan khi hé sb tuong quan (%) dat tir 0,9 tré
1én.

2.6. Xir Iy s6 liéu

S6 lidu dugc kiém tra phan phdi chuan va dong nhat phuong sai trude khi
phan tich phuong sai (one - way ANOVA). Kiém dinh Dunnett test duoc 4p dung
dé so sanh sai khac voi doi chimg. Phan mém SPSS 10.0 duoc sir dung dé xir 1y
thong ke.

3. K&t qua va thio luan
3.1. Két qua

Trong sudt thoi gian thi nghiém, nhiét do trung binh cac nghiém thirc dao
dong trong khoang 27,8 + 0,72°C (Trung binh + do 1éch chuan), pH 7,08 + 0,40
va DO 6,95 + 0,54 mg/L.

ChE & nghiém thirc DC binh quan la 12puM/g/phat. Sau 12 gio tiép xdc voi
diazinon, ChE ¢ nghiém thurc 66, 94, 131 va 655ug/L diazinon giam c6 y nghia
thdng ké (p<0,05) lan luot bang 73, 67, 57, va 26% so véi BPC. Mirc do te ché
khong ting dang ké khi thoi gian tiép xtc kéo dai dén 24 hay 48 gio. Trude khi
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cho ra nuéc sach, hoat tinh & nghiém thirc 66, 94, 131 va 655ug/L diazinon lan
luot bang 67, 62, 52 va 23% so véi BC (Hinh 1).

Sau khi cho ¢4 ra nudc may, thay nudc va cho an thi ChE ting déan theo thoi
gian ¢ tit ca cac nghiém thirc. O ndng d6 66 va 94pg/L chi sau 2 ngdy ChE da ¢
muc > 70% DC. O nong d6 131pg/L di mirc do trc ché t6i da trong giai doan tiép
xuc véi diazinon chi khoang 50% nhung dén 23 ngay sau khi cho ra nuéc sach
ChE méi phuc hdi & mic > 70% DC. Con & nong dd 655ug/L sau 28 ngay trong
nudc sach ChE chi dat mirc 60% so véi BC.
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Hinh 1: Hoat tinh ChE (TB#SD, n=5) ¢ thit cd ré trong thoi gian tiép xiic
Véi Diazinon va sau khi cho ra nwée sach. Dau * chi sai khdc so véi doi chimg
(p<0,05, Dunnett test) ¢ cung thoi gian thu mau.
3.2. Thao ludn
ChE bi trc ché béi diazinon khong chi phu thudc vao thoi gian tiép xic ma
con theo nong do tiép xtic. Viéc danh gia mirc do nhay cam theo ndng do va kha
nang phuc hoi ciia ChE c6 y nghia quan trong trong danh gia kha nang sir dung
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ChE dé chi mirc d6 nhidm ban thuéc BVTV trong nudc ciing nhu cung cdp bang
ching cho thay sinh vat d4 timg song trong mdi trudng nhiém ban thude BVTV.

Két qua chi ra rang nong d¢ diazinon cang cao thi ChE con lai cang thép;
muc do trc ché tang theo thoi gian tiép xuc va dat cao nhat trong khoang 24 dén
48 gio (Hinh 1). Khi thoi gian tiép xuc tang thi lugng diazinon xAm nhap vao cé
rd ting va 1am ting mirc do Grc ché ChE. Két qua twong tu cling phat hién & ca 16c
Channa striata [2]. Mic khac, diazinon c6 lién két P=S (Tomlin, 1994); lién két
nay khong gay trc ché ChE tryc tiép trir phi nd duoc oxy hoa thanh dang P=0 [0].
[6]. cho thay sau khi oxy hoa diazinon dang P=S thanh P=0 s& 1am cho ty 1¢ tc
ché ChE ting tir 13 1én 73%. Do d6, trong thoi gian dau tiép xic véi diazinon, di
hoa chat nay d4 thAm nhap vao c4 ro nhung san pham P=0 bi oxi hoa tir dang
nguyén thuy P=S c¢ 1& chua nhiéu nén ChE bj trc ché con it. Tuy nhién, can kiém
ching kha nang oxi ho4 tir P=S thanh P=0 dé c6 thé khang dinh cy hon.

Du trong giai doan tiép xtc thudc hay cho ra nudc sach ChE & tat ca cac
nong do déu thap hon d6i chimg (p<0,05). Pa s sinh vat chét khi ChE bi {rc ché
hon 70% (Fulton and Key, 2001). Trong thi nghiém nay, & néng d6 66pg/L hoat
tinh ChE bj trc ché <30% (Hinh 1) nén c6 I& s& khong 1am anh huong dén su
séng cON cua ca 16. Tuy nhién, & nong do nay da thay 18 anh huéng cua diazinon
lén ChE (p<0,05). Do d6 sir dung ChE & ca 16 dé danh dau sinh hoc cho thay ca
d4 tiép xic voi moi truong nhiém ban diazinon 14 rat tot.

Trong nghién ciru ndy, di ChE ¢ ca 16 ¢6 phuc hoi sau khi cho ra nudc sach
nhung van sai khic c6 y nghia thong ké so voi doi chimg. Sau 2 ngay cho ra
nuéce sach, ChE da phuc hdi > 70% & ndng do 66 va 94ug/L. O ndng d6 131 va
655ug/L, ndng d6 d4 timg dugc phét hién trén ruong sau khi phun [3]. ChE phuc
hdi cham hon rat nhiéu va khi két thuc thi nghiém chi phuc hoi tir 60 - 65%.
Diazinon gay trc ché 1au dai ChE d3 duoc phat hién & ca 16¢ C. striata [2], sau 20
ngay ChE phuc hdi khoang 70% & ndng d6 16n hon 8pg/L. Rao (2004) phét hién
sinh vat tiép xtic v6i nhimng loai thuéc BVTV lan hitu co co lién két P=S thi su
phuc hdi ChE s& cham hon thudc co lién két P=O; thoi gian phuc hdi hoan toan
ChE trong néo cé rd phi Oreochromis mossambicus mat 36 ngay sau khi tiép xtic
vé6i thude co lién két P=S (diazinon), trong khi d6 chi mét 22 ngay d6i véi thude
c6 lién két P=0O (monochlorophos). Ngoai ra, trong qua trinh rc ché ChE, mot
nhom alkyl ciia 1an hitu co c¢6 thé bién mat, ChE khong thé phuc hdi nhu binh
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thuong; hién tuong nay dugc goi la chemical aging va da dugc phat hién & ca loc
sau khi tiép xtic voi phun diazinon trén ruong Iua [3]. Trong nghién ciru ndy, ChE
& thit ¢4 1o bi e ché trong 1au dai c6 thé do chemical aging Xay ra.

Tom lai, & diéu kién phong thi nghiém, trong 24 dé 48 gid tiép xtc, ChE bi
trc ché khoang 80% & noéng do 655ug/L va chi phuc hdi khoang 60% khi két thuc
30 ngay thi nghiém. O diéu kién ngoai dong, da s6 ngudi dan phun thude & lidu
luong cao va phun nhiéu lan trong mot vu [1]. Ca rd ¢ thé sé& tiép xtc véi lan
phun tiép theo trong khi ChE chua phuc hdi hoan toan. Vi thé hoat tinh ChE cua
c& song trén rudng cé thé s& thudng xuyén thap hon mirc binh thuong. Mirc 46 tc
ché hoat tinh enzyme khi phun thudc diazinon ngoai thuc té c6 18 s& nhiéu hon va
thoi gian phuc hoi s& cham hon so véi diéu kién bd tri trong phong thi nghiém.
Vian dé nay duoc nghién ctu cy thé trong thi nghiém trén dong ruong.

4. Kétluan

Hoat tinh ChE trong thit c4 ro rat nhay cam véi diazinon, sau 12 gio tiép
xuc & ndong d6 66pg/L ChE da giam 27% va sai khac c6 y nghia thong ké so véi
d6i chimg (p<0,05); mirc d6 trc ché tang theo sy gia ting ciia ndng do.

Téc d6 phuc hoi ChE nhanh trong tuan dau sau khi cho ra nudc sach nhung
hoat tinh ChE van cOn thap va sai khac ¢ y nghia thong ké so véi dbi ching sau
4 tuan phuyc hoi.

Tiép tuc nghién ciru anh huéng cta hoa chat nay Ién ca ¢ diéu kién dong
ruong.

Str dung ChE & c4 1o dé quan trac moi truong nhiém ban do phun diazinon
va anh huéng ctia né dén sinh vat.

Han ché sir dung diazinon trén rudng vi né gay anh huong lau dai va
nghiém trong dén hoat tinh ChE & c4 r6 dong.
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Phuc hodi enzyme cholinesterase trong thit ¢4 rd (anabas testudineus)
sau khi tiép xiic véi thude siu diazinon

Sau khi cho cé rd (Anabas testudineus) tiép xuc véi diazinon & cac nong do
66, 94, 131, 655ug/L trong 2 ngay roi cho ra nudc sach dé theo ddi phuc hoi
enzyme cholinesterase activity (ChE). Két qua cho thiy téc d6 phuc hdéi ChE
nhanh trong tuan dau sau khi cho ra nudc sach nhung sau bén tuan hoat tinh ChE
van con thap hon ddi chimg (p<0,05), ngoai trir & ndng dd thap nhat hoat tinh
khong con sai khac so véi ddi chimg sau 2 tuan phuc hdi. Két qua chi ra rang
hoat tinh ChE & c4 ro sdng trén rudng laa co kha niang thudng xuyén bi e ché.
Qua d6 cho thay can han ché sir dung diazinon trén rudng.

Tir khoa: Anabas testudineus, diazinon, cholinesterase, phuc hoi
Abstract

Recovery of muscle cholinesterase in climbing perch (Anabas testudineus)
after exposed to insecticide diazinon

Expose climbing perch to 0.66, 0.94, 131 and 655ug/L of diazinon for 48
hours and then moved into clean water for ChE recovery monitoring for 28 days.
Results showed that ChE recovered quickly in the first week but the activity in
most treatments, excluding the lowest concentration were still significant lower
than control (p<0.05). These findings infer that ChE activity of climbing perch
would be often in case of inhibition when living on rice field of the Mekong delta
and this recovery should be invetigated in the field condition.

Keywords: Anabas testudineus, diazinon, cholinesterase, recovery
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