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LOINOI DAU

Nhom bénh nim mdc 14 mot trong nhitng bénh gy hai nhat & cdy trong, giy
giam ning sudt miia mang. P ¢ nhiéu nghién ctru tmg dung thudc trir nAm dé trir loai
bénh nay tir nhitng loai thudc trir nAm gbc vo co tdi nhimng loai tong hop nhung déu
chua c6 hi€u qua 1o rét, lai gy 6 nhiém méi truong va strc khoe con ngudi. Cac nghién
clru gan day vé loai Rumex sp. L cho hiéu qua diét nAm tét, diic hiéu véi loai bénh nAm
mdc suong trén ciy laa, du Ha lan va cy dua chudt. Ngoai ra san phdm ndy ciing tac
dung t6i cac loai nAm mdc gay bénh nhu M.grisea, C.sasaki, B.cinerea, P.recondite,
B.graminis f.sp & lta, va khoai tdy. Cac phép thir cho thiy nhiing hop chat emodin,
parientin c6 tinh chat diét nim, lidu ECs, (ndng d6 anh hudng tdi da 50%) tir 0,48-
20pg/ml va hén hop dich chiét Rumex sp. ¢ ndng d6 khoang 250pg/ml cho hiéu qua
diét nAm cao va phé) rong, dac hi€u cao trén mot s6 loai nAim méc suong tréng
Podosphaera sp. va Blumeria sp. Phat trién san pham méi tir ngudn thao duogc sin c6

la viéc can thi€t, mang lai hi¢u qua kinh té cao.

Hién Han Qudc dang phai nhap khau dich chiét Rumex, san pham niy cé gia
vao khoang 59 - 60 USD/1kg dich chiét. O Viét nam chua c6 nghién ciru cu thé nao vé
san xuit cao dich chiét ré cay chut chit theo dinh hudng lam thubc bao vé thuc vat.
Nam 2007, Vién KRICT (Han Qudc) va Vién Hoa hoc cong nghiép Viét Nam d3 ky
van ban ghi nhé hop tac nghién ctru sang loc va phat trién cac ché pham bao vé thuc
vat c¢6 nguodn goc tir cdy cé Viét Nam. Rumex 13 mot trong nhitng d6i turong ca hai bén
cung quan tam.

Xuéat phat tir nhu cau hop tac nghién ctru va san xuét ché pham thudc trir ndm
sinh hoc khong gy hai mdi trudng, ching t6i di dé xuat va thyc hién dé tai “Nghién
citu cong nghé san xudt cao dich chiét ciia ré cdy chiit chit Rumex crispus dinh hudng

lam thuoc tru nam thao moc than thién moi truong” vioi cac ndi dung cu thé nhu sau:

- Nghién ctru cac yéu td anh hudng toi qué trinh chiét tach;



- Lam giau cao dich chiét, dat ti€u chuan lam thuoc trir nam va tiéu chuan xuat

khéu;
- Xay dung tiéu chuén co so cao dich chiét tir ré cay chit chit;
- Thir hoat tinh sinh hoc;

- Thur nghiém ché tao thudc trir nAm thao mdc than thién moi truong.



CHUONG I: TONG QUAN

1.1. Giéi thiéu chung vé cAdy Runmex crispus

Cay chut chit co tén khoa hoc Rumex crispus, thudoc ho rau ram (Polygonaceae),
chi Rumex, by Caryophyllales, con dugc goi la cay ludi bo, duwong dé nhan. Chi Rumex
co khoang 200 loai, thudgc loai than thao, séng lau nam, trong do6 Rumex crispus da

dugc st dung rong rai trong doi song tur rat lau.

Tén goi dan gian cua Rumex crispus xuat phat tir dac diém hinh thai cua cdy. Do
1é cdy giong chan dé do d6 c6 tén “duong dé”, 14 cay giong ludi bo nén cay con co tén
goi "nguu thi¢t". Tré con thuong co hai 1a vao nhau, lam phat ra ti€ng kéu “chut chit”

do d6 con c6 tén "chut chit". [1,2].

Rumex 14 loai cay sinh trudng tét tai ving dat chua, chii yéu tai khu vuc bic
ban cau nhung d3 duoc du nhap gan nhu khip moi noi. Cay sinh truéng tt vao mua
thu dong, & nhirng noi am thap[1,2].

Chat chit 1a loai ¢, ré cai dai c6 mau hoi nau & bén ngodi va mau vang & trong,
than ctng, moc thing, it phan nhanh. Cay cao khoang 20 — 70 cm, trén than c6 ranh
doc, 14 rong, mong nudc, mau xanh luc, dai 7 - 12cm, rong Scm - 8cm; 14 dﬁy, moc so
le, mép la quan, lugn song, canh sdc, ¢o rang cua, 1ong to moc nhiéu trén gan l4. La
moc thanh tan rong dudi than. Hoa nhé mau hoi xanh hodc hoi dé, moc nhiéu vao mua
he. Hoa moc thanh cum sit nhau. Pai hoa c6 kich thuéce 3 - 4mm, c6 long to, trang hoa
hoi tre"lng dai 4 - Smm. Hoa chut chit moc trén cac 1a va moc thanh cum giéng nhu mot
vong xodn, kho quan sat. Chiing chu yéu 1a hoa ludng tinh. Qua bé ba canh, dudi c6 dai
dai 8 - 12mm][2].

Ré cay co thé dao quanh nidm, nhung tSt nhit vao mua thu dong, tir thang tdm
t6i thang 10. Sau khi thu hoach, ré duoc rira sach, cit bo ré con va phoi kho, cit thanh
tung doan 10 - 20cm, duong kinh 1-1,5cm, mat ngoai mau nau co vét nhan doc, mat cat
ngang mau vang nau, vung sinh t?mg trong rat rd, mui nhe, dic biét, vi lac dau hoi ngot

sau dang[1,2].



Hinh 1.1. Hinh anh cay Rumex crispus

1.2. Thanh phan hoa hoc trong ciy Rumex crispus

Thanh phan héa hoc chinh cua cdy chut chit 13 anthraquinones/antracen, cac dan
xuét cta naphthalen, tannin, mot s6 acid hitu co, rumicin, cic chit dau va clorophyl
[4]. Trong ré& va 14 chut chit ¢6 antraglucozit. Ty 18 antraglucozit toan phan trung binh
1a 3% - 3,4% trong d6 co6 chung 0,47% & dang tu do va 2,54% & dang két hop [3, 4,
10].

Bang 1.1. Thanh phan céc hop chit chinh d3 biét trong cac phan cua chi Rumex

Lodi Qua la RE , Téng luong chét
Pon vi: mg/g chat kho
R. acetosa 0,83 1,59 3,76 6,18
R. acetosella 12,93 1,10 3,66 17,69
R. confertus 0,52 0,67 | 163,42 164,61
R. crispus 0,39 2,40 25,22 28,01
R. hydrolapathum 0,39 0,89 1,02 2,30
R. obtusifolius 0,26 19,91 14,71 34,88

Trong sd cac chat dugc tim thiy trong Rumex crispus, bon hoat chit c6 kha

nang khang nim quan trong 1a: chrysophanol, parietin, nepodin, emodin. Thanh phan




ctia cac hoat chat nay trong ciy thay doi theo diéu kién tu nhién va diéu kién gieo trong

(bang 1) [4, 5,7].

Trong cay chut chit, phﬁn ré la phén quan trong nhét, cac chét co hoat tinh sinh hoc ¢6 ham

lugng cao trong ré (bang 1). Chinh vi vay, cac nghién ctru v& hoat tinh sinh hoc va chiét

tach chu yéu tap trung vao di tuong 1a ré cay chat chit [17, 18, 19].
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1.3. Hoat tinh sinh hoc ciia mét s6 hop chét chinh trong Rumex

Mot vai nghién ctru chi ra, cao dich chiét tr Rumex crispus c6 hoat tinh chong vi
trung, chong lai khuan tu cau, khuan hinh que, khang lai hoat dong cua cac vi khuan

gram (+) va gram (-)[4].

Nam 2004, Jin- Cheol Kim cung cac cdng su tai vién cong nghé hod hoc Han
Quéc Krict ciia Han Qudc da cong bd nghién ctru thir hoat tinh khang nim ciia mot s6
hoat chat duoc co 1ap tir 1& ctia Rumex crispus. Két qua cho thdy Rumex crispus cho
hiéu qua di¢t nam tét, dac hiéu vé6i loai bénh nAm méc trén dau Ha Lan, lia mach va
dua chudt. Ngoai ra ciing tdc dung ti cac loai ndm mdc gdy bénh nhu M.grisea,

C.sasaki, B.cinerea, P.recondite, B.graminis f.sp & la va khoai tay [11, 12, 13].

Céc nha nghién ctru Han Qudc da chi ra ring trong ré ctia Rumex crispus chira
ba hoat chat khang ndm quan trong la: chrysophanol, parietin, nepodin. Cac chat niy c6
kha niang kiém soat hoat dong séng trong cdy chéng lai su phat trién ctia sau loai nim,
giam sy phat sinh cta ndm mdc. Cac phép thur trén dich chiét n-hexan, ethyl axetat,
butanol, nudc cho théy chung déu co tac dung trén mét s6 nAim gay bénh ¢ cac muc do
khac nhau do sy phin bd cac hoat chat chinh trong dung moi khac nhau. Két qua thir
hoat tinh cho thdy 16p chiét n-hexan mang hoat tinh cao nhét, tiép theo 14 ethyl axetat
(bang 1.2) [3.4].

Bang 1.2. Kha ning khang ndm cta dich chiét r& Rumex crispus dugc chiét bang dung
moi khic nhau

Lép dung | Nong do Kha ning kiém soat bénh
moi dich chiét

(ng/ml)

RCB* RSB TGM TLB WLR BPM

n-Hexan 2000 65+12ab Oa 60+5,6b | 25+13a | 99+0,9a 100a

Etyl axetat 2000 7549,8a Oa 70+4,5a Ob 83+5,2b | 73+8,6b

Butanol 2000 65+8,9ab Oa 10+4,5¢ Ob 7xllc | 62+61c

Nudc 2000 10+13c¢ Oa 0d Ob 0d 5+4,6d

a. Cay da bj truyén mam bénh mot ngay sau khi dem phun dich chiét 1én 14;

b. Mbi gia tri dai di¢n da duoc danh gia su sai khac vdi do tin cay 95%;




c. RCB® bénh dao 6n (Magnaporthe grisea); RSB bénh kho van (Corticium sasaki);
TGM bénh méc xam trén ca chua (Botrytis cinerea); TLB bénh mbc suong trén cdy ca
chua (phytophthora infestans); WLR bénh ri sit trén 14 la mi (Puccinia recondite);
BPM nam méc suwong trén lta mach (Blumeria graminis f.sp.hordei).

Bén canh viéc thir hoat tinh dich chiét, nguoi ta d phan 1ap duoc mot sd chat va
tién hanh thtr hoat tinh sinh hoc cta ching bao gdm chrysophanol, nepodin, parietin.
Két qua cho thiy nhitng chit nay c6 tinh diét nim v&i lidu ECsy nhu sau: 4,7pg/ml
chrysophanol, 0,48ug/ml parietin, 20pg/ml nepodin. Chrysophanol (100pg/ml),
nepodin (400pg/ml) c6 hiéu qua tri ndm gdy boi podosphaera xanthii cao hon chat
khang ndm fungicides fenarimol (30pg/ml) va polyoxin (100pg/ml) trong cung diéu
kién thi nghiém trén cdy dua chudt nudi trong trong nha kinh. Parietin (30 va 10pg/ml)
giam sy phat trién nAm mdc swong trén dua chudt hiéu qua nhu fenarimol (30pg/ml) va
hiéu qua hon polyoxinB (100pg/ml). Cac két qua dugc thé hién trong bang 1.3, 1.4 [5].

Bang 1.3. Hoat tinh cta chrysophanol, nepodin, parietin trén 5 loai nAm bénh

Tén chikt Nong d6 Kha ning kiém soat bénh
(ng/ml) RCB* TLB TGM WLR | BPM
50 65+8,9b | 214+24a | 25+8,9a 0 98+2,4ab
Chrysophanol 100 75+11a | 21£13a | 16£5,7ab | 20+6,1b | 98ab
200 80+6,1a | 14+19ab | 25+13a | 7+13c | 100a
50 20+10e Oc Oc 0d 50+ 61c
Nepodin 100 10£13f Oc Oc 0d 100a
200 50+7,5¢ Oc Oc 87+6,9a | 100a
50 20+6,1e Oc Oc 0d 100a
Parietin 100 40+8,9d Oc Oc 0d 100a
200 50+11c Oc Oc 0d 100a

Chu thich: a,b,c nhu bang 1.2.

Bang 1.4. Hoat tinh khang ndm Blumeria graminis f. sp. Hordei

Kha ning kiém soat bénh
o Nong do Trude khi truyén mam bénh Sau khi truyén
Tén chat \ A 1A \
(ug/ml) (ngay) mam bénh (ngay)
7 4 1 1 2
Chrysophanol 50 18t11b | 72+7,5b 97+2,1b 78+£5,4b | 44+12b
Nepodin 100 4+9.8c | 30+2lc 94+27¢ 64+8.9c | 40+11bc
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Parietin 5 53+5,3a 100a 100a 47+5,3d 33c

Fenarimol 5 60+8,0a 100a 100a 100a 100a

a. Sau khi tiém mam bénh 7 ngay thi khoang 100% dién tich cay trong bi anh hudng;
b. Moi gia tri dai dién dd dugc danh gia su sai khac vdi do tin cay 95%.

Céc két qua thir hoat tinh trén dich chiét tong methanol ciia ré cdy chut chit ciing
cho két qua khang 6 loai ndm gay bénh théng dung & cdy trong tuy & cac mirc do thap
hon do ndéng d6 cac chat ¢ hoat tinh trong dich chiét methanol thap, ngoai trir truong
hop bénh WLR (gi sét trén 14 1aa mi) cho hiéu qua kiém soat bénh gan 100% va bénh
BPM (ndm méc suong trén lta mach) cho hiéu qua kiém soat bénh 90%. Tir cac két
qua nay co thé thiy, dbi véi dich chiét tong viéc sir dung ché pham s& khong rong rai
va phai st dung & ndng d6 cao dich chiét 16n hon so véi cao dich chiét di dugc lam
giau (bang 1.5, 1.6, 1.7) [4, 5].

Bang 1.5. Hoat tinh cua Rumex crispus trén sau loai bénh hai cay[6]

Tén bénh RCB | RSB | TGM | TLB | WLR | BPM
Kha ning kiém soat bénh (%) 13 0 25 6 90 100
RCB: bac la laa (Magnaporthe grisea).

RSB: dbm vin, 1ép hat cay laa (Corticium sasaki).
TGM: mbc xam trén cay ca chua (Botrytis cinerea).
TLB: bénh mdc swong trén ciy ca chua (Phytophthora infestans).
WLR: gi sit trén 14 Ita mi (Puccinia recondita).
BPM: ndm méc suong trén lua mach (Erysiphe graminis f'sp hordei).
Bang 1.6. Tinh khang nAm Erysiphe graminis hordei trén lta mach cua dich chiét ré

Rumex crispus

Luong dem cb 1ay dich (g) 300 100 33 11 3,7 1,2

Kha ning kiém soat bénh (%) 100a 100a 98a 87b 33d Oe

a - Giéng cay da bi tiém nhiém nam E graminis hordei mot ngay sau khi duoc
phun dich chiét trén 14;
b - Sau khi tiém mam bénh 7 ngay thi da c6 khoang 100% dién tich ciy trong bi
anh huong;
c - Tur 300g vat liéu tuoi cho 1,6g dich chiét Rumex.

Bang 1.7. Hoat tinh khang ndm Sphaerotheca fuliginea trén dua chudt cta dich chiét r&
Rumex crispus (trdng va theo ddi trong nha kinh).




Lugng dem c6 lay dich (g) 300 100 33
Kha ning kiém soat bénh (%) 67a 53b 20d

a. Dich chiét hay hoa chat dugc phun 1én 14 dua chudt hai lan trong 7 ngdy ngay
sau khi bit dau xudt hién nhirng triéu ching dau tién ctia ndm mdc suong (dua
chudt duoc trong va theo ddi trong diéu kién nha kinh).
b. Dénh gia bénh sau bay ngay diéu tri.
c. Tir 300g nguyén liéu tuoi cho 1,6g dich chiét Rumex.
1.4. Mt s6 ing dung chinh
Trong cac bd phan cua chi Rumex, 1& 12 phan c6 gia tri st dung cao nhit. Trong
y hoc dan tdc, ndé duoc dung nhu mét loai thude bd gitp thanh loc mau, chira bénh thép
khép, tdo bon, sung viém duong hd hap cip va man tinh, chimg bénh scorbut (bénh
ctia mau do thiéu vitamin C). Rumex crispus con duge ding nhu thudc nhuan trang do
co tac dung téy nhe, ém diu trén rudt va dung trong diéu tri bénh tri.
Ngoai ra, cdy rumex crispus con duogc sir dung dé chira cac bénh ngoai da nhu:
vay nén, eczéma, chimg may day, ching bénh vang da, min ngura.
Ngay nay, cung véi su phat trién cua sinh hoc phan tir va cac nganh khoa hoc
khac, cic nha nghién ctru di chimg to hai hoat chét parientin va emodine trong ciy
rumex crispus con cé tac dung hd tro trong diéu tri khang khuédn, ngin ngira su phat

trién cua cac t€ bao u budu.

San phém bot tir cao dich chiét

Rumex crispus

( 787,50 USD/25kg)

- - 12



Hién nay, trén thi truong c6 mot s nha cung cap nhu Shamanshop, Kalyx
Natural Maketplate.. dang cung cip cao dich chiét ré cdy chut chit dang bot dudi dang
bao goi 1, 5, 10, 20, 25 kg trong ti nilon 2 16p hodc thung carton véi gid tr 31 — 70
USD/kg tuy vao khoi luong dit hang. Pong thoi, mot sé cong ty da tién hanh tinh ché

cao tho nay dé pha ché thanh san pham thudc tri bénh cho con ngudi

San phém thube st
dung dé trj bénh cho nguoi:
Hinh dang: dang nudce
Do con: 12%; !
Gi4: 57,78 USD e Hetbs
A e

Frarman Bhorst

Trong cong tac phong trir bénh hai cdy trong, da co kha nhiéu nghién ciru va
g dung kha ning khang nim cta cac hoat chat co trong Rumex crispus. Cac két qua
thi nghiém cho théy Rumex cho hi¢u qua diét nam tdt, dic hiéu véi loai nAm méc trén
dau Ha Lan va dua chudt. Diéu nay da va dang mé ra mot hudng phat trién san pham
moi tir ngudn thao moc sin cd, mang lai hidu qua kinh té cao, dic biét khong giy 6

nhiém méi trudng, an toan cho ngudi st dung [14, 15, 17].

1.4.1. Pic diém sinh hoc va sinh thai ciia nAm Fusarium sp gy bénh héo vang cay

khoai tay va héo rii cay chuoi

Nam Fusarium hai cdy c6 pho ky chil rong, phan bd rong ¢ nhiéu ving sinh
thai. NAm Fusarium gy ra cac bénh héo bé mach mdc hdng, thdi ré ci, qua (Tharane
,U, 1989). O nudc ta, bénh lta von, mdc héng hat, bénh héo vang ca chua, khoai tay,

chét héo cay con trong vudn wom thi pham déu cé sy tham gia ciia nam nay.



Bénh héo rii cay chudi con goi 1a bénh héo rii PANAMA do nam Fusarium gay
ra. Day 1a bénh khd nguy hiém, nhat 1a vao mia mua do diéu kién thoi tiét rat thuan loi
cho cay phat trién.

Ban dau bénh xuat hién ¢ nhing 14 gia & phia dudi, biéu hién cta bénh 14 14 bi vang dan tir
bia 14 tro vao gén chinh, sau do lan rong 1én cdc la phia trén. Dong thot véi qua trinh nay
én 1a chét kho. Luc dau 1 s6 14 trén ngon van
‘huyén tir mau xanh sang mau vang xanh, 13 bi
1an dén chét kho nhur cac 14 duéi. Sau khi cac 1a
| ngoai da bi nurt, sau ndy ca cdy bi thdi kho va
bénh chua c6 biéu hién cu thé ngay, nhung vé
din dén toan bo bui chudi bi chét kho xo x4c.
hét ngay hoic bi ¢ giai doan cay truong thanh
rat nho. Ché doc than hay cét ngang than théy
1on bén trong c6 soc mau vang. Cit cu chudi
“wrac d6m vang, nau, do.
.

arong tan du cdy bénh, bénh dugc lan truyén
am bénh, qua nudc tudi, qua cac dung cu
vao trong cay qua phan chop ré, hay qua céac
1an khéac gy ra ¢ ré.

| trong nhiing bénh gay thiét hai 16n cho céac
{ Anh, An D0, Brazin, d6i khi 1am giam tdi
, bénh héo vang pho bién & khap cac ving
han tu 1-3%, cé biét c6 noi gay thiét hai to1

f va cu (Vi Triéu Man 1972). O gdc cay, vét
h gbc, gay hién tuong thdi kho top lai. Khi
h ¢c6 mau nau xam, thuong trén vét bénh co
(mg nay thé hién trén cay lac dau co 1 vai 1a
sau d6 toan bd 14 héo rii vang va cdy chét
ng biéu hién ¢ 1 vai than trong 1 khom, &

nl Hinh 1.3. Cay chudi bi nhiém nim ¢ ca mot dién tich nhé bi héo chét lyi.

Vao giai doan cdy con, khi bi bénh thudng cay héo rat nhanh, trong d6 c6 nhiéu
cdy bi bénh chua thé hién mau vang trén cdy da bi héo chét nhanh chéng. Ngoai ra,
bénh con gay hai ¢ cii va mam cii. Poi voi ct bi nAm xam nhap, bé ngoai c6 biéu hién
hoan toan binh thudng nhung phan thit cii c6 nhiéu vong van vang hic niu bao quanh

va an sau vao trong cu, khi d6 goi 1a bénh thoi kho cu khoai tay.



Nguyén nhan gay bénh héo vang cay
khoai tay 1a do ndm Fusarium oxysporium
Schlecht c6 soi da bao, miu sic tan nam
trang, phét hong. Sinh san vo tinh tao ra
hai loai bao tir 16n va bao tir nho. Bao tir
16n cong nhe, mot dau thon nhon, mot dau
thon gy khuc dang ban chan nho thuong
cd 3 nhdn ngang. Bao tir nhd don bao cod
hinh trimg, bau duc dai hoic hinh qua
' than dugc hinh thanh trong boc gia trén
‘ canh bao tr khong phan nhénh trén sgi
nam, trong khi d6 bao tir [én hinh thanh tir
k‘ » canh bao tir phan nhiéu nhanh xép thanh
o tang. Nam con sinh ra bao tir hau hinh

cdu, mang ddy mau nau nhat. Kich thudc
"~ 4 bao tir 16n (35 — 50) x (3,5- 5,5) va bao tr
~ Y haut 9 - 10.

-L

Hinh 1.4. Cu khoa1 cay khoal bi nhiém

N&m phat trién thich hop ¢ nhiét d6 25- 30°C. Bénh gy hai ning trong diéu
kién noéng va 4m. Nhiét do 25- 30°C va am do dat qua cao két hop véi ciy sinh truong
yéu 1a diéu kién dé ndm xam nhap gy hai. NAm Fusarium oxysporium Schlecht 13 loai
nam sbng trong dit va phan bd rong rai trong cac loai dt trong trot va dit co, loai nAim
nay bao gom hon 100 dang chuyén hod va ching nim gay bénh héo ciy dbi véi rat
nhiéu loai rau, chudi, ho tiéu va 1 s cay canh khac (Nelson va cong su 1981).

Ngudn bénh ctia nAm & trong dat 1a cac dang bao tir hau, soi ndm va bao tir 16n
phan bé tap trung & cac tang canh tac.

1.5. Phwong phép chiét tich cao dich chiét ré cAy rumex va cac chit c6 hoat tinh

Trong qua trinh nghién ctru, phan 1ap dé xac dinh hoat tinh khang ndm cua dich
chiét cling nhu xac dinh cAu trac hoa hoc, hoat tinh cua cac chét chinh ¢6 mat trong ré
cay chut chit, nguoi ta da phat trién nhiéu phuong phap khac nhau, cy thé nhu sau:

1.5.1. Phuong phap cia Jin-Cheol Kim va cng su



Theo phwong phap nay, 10 kg miu ré twoi Rumex crispus dugc thu hai &
Kongju, tinh Chungnam, Ha Quéc duoc chiét tach 2 1an béng dung mo61 methanol, mdi
1an 40 lit. Dich chiét dugc loc, phan b dugc rira lai bang 10 lit methanol dé thu hoi
triét dé dich chiét con ngém trong ba. Phan dich loc duoc co dic trong diéu kién chéan
khong & 40°C bang thiét bj ¢6 quay. Cin ¢ dugc hoa tan trd lai bang 3 lit methanol
80% va chiét lai 2 1an bﬁng n-hexan, mdi 1an 3 lit. Sau khi thu dugc 2 16p dung moi,
dem c6 quay. Phan cin c6 tan trong methanol duoc hoa tan trd lai trong 3 lit nudc cat
va chiét 1ong 10ng 1an luot v4i ethyl axetat va butanol. Hai 16p dung méi va 16p nudc
duoc co kiét trong diéu kién ap sudt giam thu cdn co. Bén phan doan nay duoc thir hoat
tinh in vivo, cc két qua thé hién trong bang 1.2. Phan cin n-hexan (18,2) gam va can
ethyl axetat (44 gam) duoc kiém tra trén TLC, két qua cho thay cac vét gidong nhau, do
vay, chung dugc gom chung lai thanh mot phan doan. Can dugc nap vao cot silicagel
(5 x 60 cm, 500 gam slicagel loai 60 (70-230 mesh, merck)). Qua trinh chay cot dugc
thyc hién trén hé dung moi rira gidi n-hexan:aceton:methanol (70:9:1 va 50:9:1 v/v/v).
Cac phan doan sau chay cot duoc kiém tra trén TLC va gom chung thanh 2 phan doan
F1, F2. F1 (3,77 gam) tiép tuc duoc chay sic ky cot trén silicagel 60, 70-230 mesh
bang hé dung moi n-hexan:ethyl axetat (3/1, v/v) thu duoc 960 mg chit 1. Phan doan
F2 (5,53 gam) dugc chay sic ky cot trén silicagel 60, 70-230 mesh bang hé dung moi
n-hexan:ethyl axetat (3/1, v/v) thu dugc 1,37 gam chit 1, 360 mg chat 2 va 1,52 gam
chét 3. Ba chat nay duoc két tinh lai trong methanol dé thu tinh thé sach.

Bang cac phuong phap phd: MS, 'H va °C — NMR, két qua cho thdy chat 1 1a
chrysophanol (1,8-dihydroxy-3-methyl-9,10-anthracenedion), chat 2 1a parietin
(physcion, 1,8-dihydroxy-3-methoxy-6-methyl-9,10-anthracenedion), chat 3 1a nepodin
(1,8-dihydroxy-2-acetyl-3-methylnaphthalen).

Cac két qua thir hoat tinh khang nim cta 3 chat nay (bang 1.3, 1.4) cho thay day
1a nhitng chat mang hoat tinh chinh trong ré& cy chit chit. Chinh vi vy, cic san pham
thuong mai phai dam bao ham luong 3 hop chit nay [3.4].

1.5.1. Phuong phap Ausat A. Khan

Theo phuong phap nay, 1 kg & khé Runzex Crispus Linn duoc chiét nguoc
dong béng 1,5 lit ete dau hoa nhiét d6 s6i 60 — 80°C. Qua trinh chiét tach duge thuc
hién ti thiéu 3 1an. Dich chiét duoc gom chung va dé trong 5 ngay & nhiét do 0°C. Sau

5 ngay, tién hanh loc, thu duoc 0,9 gam can ran. Hoa tan phén cdn nay trong
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chloroform, két tinh thu dugc tinh thé hinh kim, mau vang, nhiét d0 néng chay 206 —
208°C. Phan nude 6Ot duge ¢o kiét, két tinh phan doan trong benzen thu dugc axit
chrysophanic (chrysophanol), hinh kim, mau vang sang nhiét do nong chay 194-196°C
va emodin, mau vang cam, sang, nhiét d0 néng chdy 254 - 256°C. Téng luong

chrysophanol va emodin chiém khoang 0,03% theo nguyén liéu [19].
1.6. Lua chon cong nghé

Véi muc dich chiét cao dich chiét r& cdy Rumex crispus dinh huéng xuat khau
cho d6i tac 1a Vién Krick, Han Qudc lam thudc trir ndm thao moc cho cac loai ciy ngin
ngay va thtr hoat tinh so b trén mot s6 ddi tuong cay tréng bi nhim ndm & Viét Nam
va Han Quéc, dong thoi phdi ché thir nghiém ché pham, théng qua tai liéu tham khao
va cac khao sat so bo chiing toi lua chon phwong phap chiét tach cao dich chiét r& cay

chut chit qua 2 giai doan:

- Giai doan 1: Chiét cao dich chiét tong: véi muc dich vira xuat khau, vira co

nguyén liéu dé thir nghiém hoat tinh va nang cao hiéu suét chiét;

- Giai doan 2: Lam giau cao dich chiét dé ting hoat lyc cua ché pham, giam

luong dung méi pha ché.

Qua két qua thir hoat tinh cia cac don chat mang hoat tinh chinh: chrysophanol,
emodin, parietin va dich téng chiét tur ré cay chut chit da dugc cong bd, chung t61 nhan
thay dich chiét c6 hoat tinh khdng ndm cao hon nhiéu cic don chat, diéu nay c6 thé
duoc giai thich do cac chat trong ré cdy it nhidu déu c6 kha ning phong va trir ndm, khi
nam trong cuing mot hdn hop ching c6 tac dung twong hd t6i nhau, khong don thuin
chi 1a mot phép cong don gian. Chinh vi vay, chiing tdi lva chon san pham cua dé tai

chu yéu la cao dich chiét r€ cay Rumex crispus.



CHUONG II
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ciru

Rumex crispus (cay chit chit) dugc thu hai & Hoai Ptic - Ha N1 vao thang 3, so
ché cit lay r& dem say kho ¢ 50°C dén do am W= 10%, bao quan noi kho rio, thoang

mat.

Mau thuc vat duoc dinh tén bai TS. Tran Thé Bach, Vién Sinh thai Tai nguyén,
Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.Mau thuc vat duoc bdo quan tai Trung tAm

Hoéa thuc vat, Vién Hoa hoc cong nghié¢p Viét Nam.
2.2. Thiét ké nghién ctru

Dua trén tai liéu tham khao va cac khao sat budc dau, chung toi da tién hanh
xay dung thiét ké nghién ctru dé tung budc thuc hién nhi€ém vu ctua dé tai nhu sau:

i/ Ré ciy chit 21 s A
< chit,, we10% >— Chiét bang dung moi :

Thir hoat tinh

Lam giau dich chiét

Quy trinh cong nghé

I4

>

San xuat thir nghiém

<

Phéi ché thudc thir nghiém

¢

20 Lit san pham

Hinh 2.1: Thiét ké nghién ctru o



2.3. Hoa chit, thiét bi

- Ho4 chat: n-hexan, ethyl axetat, butanol, metanol, ethanol, giéy loc...

- Thiét bi: Thiét bi siy, may nghién, phéu chiét, phéu loc Buchner, may C6 quay
chan khong Buchi.
2.4. Phuong phap nghién ctru
2.4.1. Chiét cao tong

Ré rumex crispus dugc so ché sach, séy kho vé& do 4am 10%. Sau khi nghién,
mau duoc ngadm chiét v6i dung madi hitu co. Phan dich chiét dugc c6 loai dung moi thu
duogc cao dich chiét ré cay chut chit. Dung méi thu héi tiép tuc quay trd lai cong doan

chiét ban diu.

Cac dung moi st dung dé nghién ctru la: methanol, ethanol, n-hexan, ethyl
axetat va butanol. Sau khi ¢6 loai dung moi thu dugc 5 loai can chiét 5 phﬁn can nay
duoc thir hoat tinh dé xac dinh phén c6 hoat tinh manh nhat véi cac loai bénh hay gap
va danh gia vé hiéu suat chiét.

2.4.2. Lam giau cao dich chiét

Phén cao tong sau khi chiét bing methanol (dung méi dugc lua chon dé chiét
cao tong) dugc chiét lai bang n-hexan dé lam giau cac thianh phan mang hoat tinh trong
1é cay.

2.4.3. Phan tich san pham

Cao dich chiét sau khi lam giau dugc phan tich trén thiét bi HPLC Thermo-
Finigan, phong thi nghiém Cac hop chét sinh hoc, Vién Krict, Han Qudc véi cac didu

kién sau:
- Cot pha ddo, 250 x 6,5 mm L.D, ¢& hat 5 pm;
- Luong mau bom 25 pl;
- Téc @6 dong 1 ml/phit;

- Dung méi:



Dung méi A: axit axetic néng do 0,5%;
Dung m6i1 B: methanol;
- Truong trinh chay gradient, ting nong do B tir 45 t6i 85% trong 30 phut dau,
giit B & 85% trong 10 phut, sau d6 giam B tir 85 vé 45% trong 2 phut;
- UV - VIS: 190 — 750 nm;
- C4c chat chuan.
2.4.4. Thir hoat tinh sinh hoc

Qua trinh thur hoat tinh sinh hoc dugc thuc hién tai phong thi nghiém bd mon
Mién dich thuc vat Vién Bao vé thuc vat va Vién Nghién ctru Cong nghé Hoa hoc Han
Quéc KRICT.

- Thi nghiém danh gia hiéu luc cta ché pham dich chiét r& cy chut chit 5% vai
bénh héo vang cay khoai tay;

- Thi nghiém d4nh gi4 hiéu luc ctia ché pham dich chiét cay chut chit 5% véi
bénh héo ril cay chudi;

Thi nghiém gdm 11 cong thire, cac cong thie duge dua ra véi muc dinh nghién
ctru dé danh gia hiéu qua chung cua dich chiét ré cay di lam giau & cic nong do khéac
nhau, dong thoi tim ra ndng d6 thich hop dé phdi ché san pham, cy thé nhu sau:

1 - Dich chiét cay chit chit 5% nong do 0,05%;
2 - Dich chiét cay chut chit 5% n@)ng do 0,1%;
3 - Dich chiét cay chut chit 5% néng do 0,15%;
4 - Dich chiét cay chat chit 5% nong do 0,2%:
5 - Dich chiét cay chut chit 5% n@)ng d0 0,25%;
6 - Dich chiét cay chut chit 5% néng do 0,3%;
7 - Dich chiét cay chit chit 5% nong do 0,35%;
8 - Dich chiét cay chut chit 5% néng do 0,4%;
9 - Dich chiét cay chut chit 5% ndng do 0,45%;
10 - Bbi ching thudc hoa hoc Bavistin 50FL néng do 0,1%;
11 - B6i ching khong sir dung ché pham.



Phuong phap: Nam Fusarium duoc phan 1ap va nudi cdy thudn trén moi trudng
PCA, PDA, Chapeks...

Moi truong PCA ( Potato Carrot Agar )

Thanh phan:
+ Khoai tay 20g;
+ Ca rdt 20g;
+ Agar 20g;
+ Nudc cat 100ml;

Maoi truong PDA ( Potato Dextrose Agar )

Thanh phan:
+ Khoai tay 200g;
+ Puong Dextro ( ¢ thé thay bang Glucose ) 20g;
+ Agar 20g;
+ Nuéc cit 1000ml;

Céach 1am: khoai tay rira sach thai mong, dun sdi trong 500- 700ml nudc cat
trong thoi gian 20- 25 phat. Ding vai man sach loc bo cin ba, sau d6 cho du nudc cat
1000 ml. Cho dudng va khudy nhe sau d6 cho tiép agar vao (khi cho agar vao, nhiét 4o
moi trudng thap, trach cho agar von cuc va chay). Moi trudng dugc cho vao binh tam
gidc dem hap v tring ¢ 121°C trong 30 phat. Giam nhiét d6 méi truong vé 40- 50°C
cho 1an luot cac ndng d6 ché pham vao rodi d6 vao hop petri voi d6 day cua moi trudng
5mm. Mdi cong thirc 5 hop nhic lai 3 1an, tong sé 1 cong thire 15 hop. Dé hop petri
ngudi cdy nam Fusarium c6 duong kinh tin nAm Smm vao chinh giira hop. Cong thirc
dbi chtng thudc hoa hoc khong cho ché phdm ma thay bang thudc Bavistin 50FL ndng
d6 0,1% va cong thire ddi ching thudng khong dung ché pham. Theo ddi dudng kinh

phat trién clia tin nidm sau 1, 2, 3...10 ngdy c6 anh va s6 liéu sau mdi ngay diéu tra
Céc loai nAm gay bénh dugc thu:
- Nam Fusarium gy bénh héo vang ciy khoai tay;
- Nam Fusarium gy bénh héo rii cay chudi;

Hiéu qua tc ché ctia ché pham dich chiét ré cay chut chit 5% v&i nAm Fusarium
gy bénh héo rii cay chubi duoc danh gia sau 5 ngay, 7 va 10 ngay.
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Hiéu qua khang bénh ctia ché pham dugc tinh theo cong thic sau:
_ dl — dz

) (%)

n
Trong do6:
n: Hiéu qua khang bénh;
d;: Puong kinh tan ndm mau dbi ching khong dung ché pham (cm);

d,: Pudng kinh tan ndm mau dung ché pham (cm).

Ngoai ra chung toi ciing glri mau dé thir hoat tinh trén mot sé bénh thudong gip ¢

cay trong Han Qudc tai Vién Krict.



CHUONG III
KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Nghién cttu cac yéu té anh huwéng téi qua trinh chiét
3.1.1. Anh huéng ciia dung méi chiét

Dé xac dinh dung moi chiét phu hop d6i v6i san pham 1a dich chiét 1& cay chut
chit, chiing t6i tién hanh nghién ctru trén mot sé dung mdi cong nghiép thong dung dé
danh gia so bo hiéu suat chiét tich so v&i nguyén liéu va hoat tinh khing nim
Fusarium oxysporium schlech gy bénh héo vang cdy khoai tdy (bénh 1) va nim
Fusarium giy bénh héo rii cay chudi (bénh 2). Qua trinh chiét dugc thuc hién tai nhiét

d6 soi ctia cac dung méi. Cac két qua thi nghiém dugc thé hién cu thé trong bang 1.1

Bang 3.1. Anh hudng cia loai dung moi chiét

Loai dung moi Methanol | Ethanol | Butanol | n-hexan | Ethyl axetat
Hiéu qua chiét (%) 11,1 10,8 14,5 7,0 9,1
Hi€u qua khang bénh 1 45 41 30 65 60
Hiéu qua khang bénh 2 36,1 35 27,5 54 50

Hiéu qua chiét: Tinh theo % nguyén liéu kho;

AU ndm gay bénh tén cay khoai WAu nfm gay bénh trén ey khoal
tay, dich n-hexan, sau 5 ngay tay, miu ethyl axetat, san 5 ngay

D8i ching Néng d¢ 0,45% Néng d8 0,45%

Két qua thi nghiém cho thay, & cing mot ndong do 0,45%, sau khi phun ché
phém, kha nang kiém soat bénh cua cao dich chiét n-hexan 1a 16n nhat, sau d6 dén
ethyl axetat. Tuy nhién, khi chiing t6i sir dung toan bo cao dich chiét thu dugc tir cac
dung méi khac nhau dé phun 1én cidc mau nidm c6 dudng kinh tan nim giong nhau thi

hiéu qua la twong duong nhau, dat 61 - 65%. Diéu nay chimg to phan chét c6 hoat tinh
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chu yéu trong ré cdy chut chit tan t6t trong n-hexan. Tuy nhién, dé tiét kiém dung moi,
giam thiéu khdi luong dich chiét ma van dam bao hiéu qua chiét, chiing t6i dinh hudng

chiét cao tong ban dau biang methanol sau d6 lam giau dich chiét bang n-hexan.

IviEu ndm géy bénh trén ciy khoai _
tay, mAu methanol, san 5 ngay Méu niim géy bénh trén cfy khoai

téy, min ethanel, sau 5 ngay

—

-

3.1.2. Anh huéng ciia nhiét d chiét

Trong qua trinh chiét cao téng, nhiét do 1a yéu té quan trong, c6 anh hudng
quyét dinh t6i hoat tinh ché pham va khdi lugng chét thu hdi duoc cling nhu thdi gian
chiét. Bé xac dinh anh hudng cia nhiét d6 chiét chung t6i thuc hién qua trinh chiét cao
téng va thir hoat tinh cua dich chiét tong c6 so sanh véi két qua thir hoat tinh trong
phan doan chiét lai bﬁng n-hexan, néng do 0,45%. Hiéu qua diét nam Fusarium
oxysporium Schlech giy bénh héo vang ciy khoai tiy dugc danh gia sau khi phun ché
pham 10 ngay. Dé danh gia chinh x4c anh huéng cua nhiét do, toan b lwong mau thu

dugc duoc thir hoat tinh. Céc két qua nghién ciru duoc thé hién cu thé trong bang 2.2.

Bang 3.2. Anh huéng ctia nhiét do chiét t6i hiéu qua chiét cao tong va hoat tinh

Nhiét do chiét (°C) 20 30 40 50 60 65

Hiéu qua chiét (%) 55 | 64 7 84 | 103 | 11

Hoat tinh ddi  voi  Fusarium
oxysporium Schlech gdy bénh héo vang | 45 51 55 58 60,3 61
cay khoai tay ctia dich chiét tong

Hoat tinh ddi  voi  Fusarium
oxysporium Schlech gay bénh héo vang

cay khoai tay phan doan chiét lai béng 52 59 61 60,3 60 59,6

n-hexan

Hiéu qua chiét: Tinh theo % nguyén liéu kho;




Anh hwéng caa nhiét doé chiét
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Két qua thir hoat tinh trén nAm Fusarium oxysporium Schlech giy bénh héo
vang cdy khoai tdy cho thdy, hoat tinh ctia san pham chiét khong bi anh huéng nhiéu
bai nhiét d6 chiét. Hon nita, khi chiét & nhiét do soi ciia methanol, thoi gian chiét tach
ngén, hiéu suét thu nhan cao téng 16m, dé khéng ché nhiét d6. Do vay, nhiét do chiét
thich hop cho giai doan chiét cao tong 1a 65°C.

3.1.3. Anh hwéng ciia thoi gian chiét

Trong qua trinh chiét tach, thoi gian chiét dong mot vai trdo quan trong, quyét
dinh t6i ning sudt hoat dong cuia hé thong. Khi thoi gian chiét qua ngin, hiéu suét chiét
giam nhung néu qua dai s& gy t6n hao dung méi, nhan coéng va niang luong, lam giam
nang suit haot dong cua thiét bi, tang chi phi van hanh. Chinh vi vy, vi¢c tim ra thoi
gian chiét thich hop dam bao dung hoa hi¢u suat va chi phi 1a mot muc ti€u ma dé tai

can dat dugc. Cac két qua nghién ctru dugc thé hién cu thé trong bang 3.3.

Bang 3.3. Anh huéng cia nhiét do chiét t6i hiéu qua chiét cao tong va hoat tinh

Thoi gian chiét (gio) 5 6 7 8 9 10
Hiéu qua chiét (%) 73 | 83 10 11 | 11,1 | 11,2
Hiéu qud chiét: Tinh theo % nguyén liéu kho;

Céc két qua thuc nghiém trong bang 3 cho thay, khi thoi gian chiét ting, hiéu
suat thu nhan cao dich chiét tong tang. Tuy nhién, khi thoi gian vuot qua 8 gid, higu

suat thu nhan san pham gan nhu khong phu thudc vao thoi gian chiét. Nhu vay, thoi



gian chiét thich hop nhat 1a 8 gid ddi v6i phuong phap chiét tuan hoan. Mot s6 hinh

anh cua tan nam dugc thé hién trong anh dudi.

Anh hwéng cua thoi gian chiét
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3.2. Lam giau cao dich chiét

Céc két qua thir hoat tinh cho thdy, phan chat mang hoat tinh khang ndm cua ré
cay chut chit (rumex crispus) chu yéu 13 cac chat co kha ning tan trong n-hexan. Hon
nita, néu su dung cao dich chiét tr dich chiét téng methanol s€ gip rat nhiéu khé khin
do khi dua phan cao nay vé d6 am thap s& khong thé hoa tan trd lai trong cac dung méi
thong dung, con néu dé & d6 kho thip, luong methanol ton hao nhiéu. Pong thoi khi sir
dung ché pham dé phun cho cay trong s& phai sir dung mot luong 16n do ndéng do céac
chat mang hoat tinh thap. Chinh vi viy, viéc 1am giau ché phim 13 rit quan trong.
Dung méi lra chon phai pht hop véi tiéu chi: lam giau thanh phdn mang hoat tinh. Bén
canh d6, chung t6i thir nghiém pha ché ché pham dang dich khong tan trong nudc, ¢o
kha ning tao voi nude khi pha lodng thanh mot hé thé nhii twong, hé nay dam bao cac
thanh phan c6 hoat tinh khang ndm khéng bi tan vao nuéc khi phun, giup cho phan thit
thoat giam xudng. Chinh vi vdy, dung méi duoc Iya chon 1a n-hexan. Qué trinh chiét
duoc thuc hién 2 lﬁn, tai nhiét d0 so1 cua n-hexan. Cac két qua duoc thé hién trong

bang 3.4.

Bang 3.4. Anh huong cua lugng n-hexan

Luogng n-hexan (ml/50g cao tong) 70 80 90 100 110 120
Hiéu qua chiét (%) 41 | 46 | 54 | 56 | 568 | 57
Hiéu qua chiét: Tinh theo % nguyén liéu kho;

Anh hwéng cua lwong n-hexan

/———0
5.5

4.5 /
9

4 T T T T
70 80 90 100 110 120

Hiéu qua chiét (% nguyén liéu)

Lwong n-hexan (ml/50g cao tong)




Tt bang s6 liéu thu duoc ta nhan thay, ti 18 thich hop cho qua trinh 1am giau cao
dich chiét bang dung méi n-hexan 1a 2/1 (ml n-hexan/gam cao dich chiét tong). Néu
luong dung méi sir dung nho hon s& khong thé chiét hét phan chit mang hoat tinh trong
can chiét methanol. Néu qua nhiéu, hiéu qua chiét tich khong ting 18n trong khi d6 lai
gay t6n hao dung méi.

3.3. Phan tich san pham

San pham dich chiét di dugc 1am gidu bang n-hexan duoc phan tich bing

HPLC, véi cac diéu kién nhu mo ta trong muc 2.4.3 chuong II.

Trén sac ky d6 HPLC c6 dbi chiéu véi cac chat chuan cho thay, trong dich chiét
tir & cay chat chit Rumex crispus chira mot s6 chit chinh: chrysophanol, physcion,
emodin va cac dang lién két glucosid cua ching, rhein, rhein — dianthrone — D -
glycosid (mezo) hay sennosid B, rhein — dianthron — D - glycosid (R+) hay sennosid A,
aloe — emodin — anthrone — C - glycosid hay con goi la barbaloin (hoac aloin A va B)
nepodin, nepodin — 1 — O — B — D - glycosid, 1,5 — dihydroxyantharaquinon,

oxymethyloanthraquinon va glucofrangulin.
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Hinh 3.1. Sic ky ¢6 HPLC ctia dich chiét

Ham lugng mot s6 chit co hoat tinh chinh trong dich chiét ré cay chut chit nhu
sau:



Ham luong chrysophanol: 8%;

Ham luong parietin: 0,7 %;

Ham luong emodin: 5%.

Khi ddi chiéu véi cac két qua thir hoat tinh cua cac chat nay trong tai liéu tham

khao [3], nhan thay rang day la nhitng chit c6 hoat tinh cao trong phan ré cy chut chit.

3.4. Két qua thir hoat tinh

Cao dich chiét cua ré cdy chut chit (rumex crispus) sau khi di dugc lam giau

dugc pha téi ndng d6 5% dé tién hanh thir hoat tinh.

3.4.1. Hi¢u qua trc ché v6i nAm Fusarium giy bénh héo vang ciy khoai tiy

Hiéu qua trc ché cua ché pham dich chiét ré cay chut chit 5% vé1 nam Fusarium

gay bénh héo vang cay khoai tdy dugc danh gia sau 5 ngay, 7 va 10 ngay thi nghiém,

c6 danh gia va so sanh vai thudc héa hoc va mau khong st dung bat ky mdt ché pham

ndo. Cac két qua thi nghiém duoc thé hién cu thé trong bang 3.5.

Bang 3.5. Hiéu qua trc ché cta ché pham dich cay chut chit 5% voi ndm Fusarium
oxysporium Schlech gay bénh héo vang cay khoai tay

CT S6 ngay sau khi phun S6 ngay sau khi phun

2 3 4 5 HQ% | 6 7 HQ% | 8 9 10 HQ%
1 L5 (25 (32 |35 239 (48 |52 |23,5 |6, 7,3 8,0
2 4 |23 |29 |34 240 |46 |46 |323 |57 6,8 8,0
3 1,3 (2,1 |25 |30 34,7 (42 |45 |338 |50 6,3 7,0
4 o | 1,5 |22 |28 (390 |34 |40 |41,2 |46 5,6 6,3 30,0
5 08 |1,5 |19 |22 5201 (29 (34 |50,0 |42 5,1 6,0 33,3
6 0,8 |14 |20 |22 |5201 |25 |32 |529 |40 4,8 5,4 40,0
7 07 1,3 | 1,8 |21 [526 (23 |30 |558 |32 4,2 5,0 44,0
8 05 (09 |14 |1,8 (60,8 |21 |28 |588 |28 3,8 4,5 50,0
9 0,5 10,5 (09 |1,6 [652 |19 |25 |632 |26 3,0 3,5 60,0
10 (0,5 |10
11 122 (28 [33 |46 - 59 |68 - 7,5 8,2 9,0 -
Ghi cha: HQ: hiéu qua trc ché

Két qua bang 3.5 cho thiy: dich chiét cay chut chit 5% sau 5 ngiy lam thi

nghiém déu co6 hi¢u qua uc ché nam Fusarium nhung ¢ cac mirc d¢ khac nhau. Nong
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d6 ché pham 0,05% dén cac nong do 0,1% - 0,15% va 0,2% c6 hiéu qua thip chi dat tir
24% - 39%.Nong do ché pham 0,25%- 0,3%....0,45% c6 hiéu qua @rc ché > 50% cao
nhit ¢ nong do 0,45% c6 hiéu qua 13 65%, sau 5 ngdy duong kinh cta tan ndm khong
st dung ché pham 13 4,6cm thi ¢ cac cong thire ¢ dung ché phim dudng kinh tan nim

chi tir 1,6 — 2,8cm. Mot s6 hanh anh tdn ndm dugc thé hién & hinh 3.2 va phu luc 1, 2

D6 ching [l Ché phim néng dé 0,45%

Hinh 3.2. Hinh 4nh tan ndm sau 5 ngay

Sau 7 ngay thi nghiém cho két qua twong tu nhu 5 ngay. Sau 10 ngay thi nghiém
co su sai khac rd rét, cac cong thue st dung ché phém néng do 0,4% va 0,45% cho
hiéu qua trc ché cao tir 50 -60%, dudng kinh tan nam cua d6i ching sau 10 ngay la
9cm thi ¢ cong thirc c6 dung ché pham chi 3,5 -4,5cm.

Cong thire 10 1a cong thirc ¢6 st dung thude hoa hoc lam ddi chimg ching t6i
nhan thiy sau 4 ngay soi nim khong phat trién duoc dat hiéu qua 100%.

3.4.2. Hiéu qua irc ché nam Fusarium giy bénh héo rii cdy chudi
Hiéu qua trc ché cua ché pham dich chiét ré ciy chut chit 5% v&i nAm Fusarium

gy bénh héo rii cdy chudi duoc danh gia sau 5 ngdy, 7 va 10 ngay thi nghiém, c6 danh
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gi4 va so sanh véi thude hoa hoc va mau khong str dung bat ky mot ché pham nao. Céc
két qua thi nghiém dugc thé hién cu thé trong bang 3.6.
Bang 3.6. Hiéu qua trc ché ctia ché pham dich cdy chat chit 5% véi nam

Fusarium sp gay bénh héo rii cay chudi

CT S6 ngay sau khi phun S6 ngay sau khi phun
4/12 | 5/12 | 6/12 | 7/12 | HQ% | 8/12 | 9/12 | HQ% | 10/12 | 11/12 | 12/12 | HQ

1 1,3 |27 |35 {40 |16,6 |55 |65 (7,14 |75 8,0 8,5
2 LS |25 130 (39 |17,2 |52 |63 [10,0 |65 7,0 8,0
3 1,3 |22 |30 |38 208 |50 |57 |18,6 |6,0 6,5 7,8
4 0,8 120 |25 |32 333 |45 |55 [214 |58 6,3 7,5 16,6
5 08 |1,7 123 |29 {395 {40 |50 [29,0 |50 5,5 6,5 27,7
6 07 |1,6 |20 |27 |[43,7 |35 |43 |38,6 |45 5,0 6,2 31,1
7 0,7 |1,5 |20 |26 |458 |32 [40 |42,0 |43 4,8 6,0 33,3
8 05 |1,3 | 1,6 |25 [479 |35 [3,8 [452 |40 4,5 5,5 38,8
9 05 |1,2 | 1,5 |22 |542 |28 |35 [50,0 |38 4,2 5,5 37,5
10 0,5
11 25 |32 |35 |48 - 6,0 7,0 - 7,5 8,5 9,0 -

Két qua thtr hoat tinh trong bang 3.6 cho thay: ché pham dich chiét cay chuat chit
& tat ca cac néng d6 sau 5, 7 ngdy déu co hiéu qua tc ché ndm nhung khdng cao chi dat
tir 10% dén 54%, duong kinh tan ndm cta mau dbi chimg 14 7cm sau 7 ngay thi & cong
thirc ¢6 str dung nong do 0,45% dudng kinh 1a 3,2 cm. Sau 10 ngay dich chiét & nong
do6 0,45% 1a c6 hiéu qua > 35%, su chénh léch vé duong kinh tan nam gitra cong thirc
dbi chimg va cong thic st dung ché pham khong chénh 1éch nhiéu, cong thiuc ddi
ching dudng kinh tan ndm 1a 9cm sau 10 ngay thi duong kinh & néng d ché pham

0,45% 1a 5,5cm.

Cung 1 loai ché phim va cung cac nong d6 ché phdm nhu nhau nhung c6 hiéu
qua e ché khac nhau con phu thudc vao timg loai cdy, cdu trac té bao cia cc cdy do
va kha ning tiép nhan ché pham. Mot sé hinh anh phét trién cia tin nidm trén canh
truong ¢ st dung ché phim va miu ddi ching duogc thé hién trong anh duéi va phu

luc 3, 4.




IvIEu ndm géy bénh trén ciy

chufi zau 5 ngay

MNéng d6 0,3%

viEu ndim gay bénh trén cdy
chudfi san 5 ngay

= .

3.4.3. Hiéu qua trc ché mot s6 loai bénh khac

iEu ndm giy bénh trén cdy
chudi sau 5 ngay

F

e
Néng do 0,35%

Dich chiét phﬁn ré va phﬁn than cay chut chit dugc thir hoat tinh sinh hoc trén
mot s6 loai bénh hay gip ¢ cy trong tai Han Qudc tai Vién Krict. Cac két qua thu
nghiém duoc thé hién trong bang 7.

Bang 3.7. Hiéu qua trc ché ndm gay bénh cia dich chiét tir cay chit chit

L .| Néng db dich Hiéu qua diét nam (%)
Phan dich chiét z
chiét (ul/ml) | RCB | RSB | TGM | TLB | WLR | BPM | PAN
Than 14 Rumex 1000 0 0 0 8 13 87 40
crispus 500 10 26 8 0 0 92 40
Ré Rumex 1000 0 15 100 66
crispus 500 0 8 0 0 93 10

RCB (rice blast): Bénh dao 6n;
RSB (rice sheath blight): bénh kho van;
TGM (tomato gray mold): bénh mdc xam trén ca chua;

TLB (tomato late blight); bénh héo cay, chét xanh & cdy ca chua;
WLR (wheat leaf rus): bénh gi sat trén 14 lua mi;
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BPM (barley powdery mildew): bénh nAim mdc swong trén lta mach;
PAN (red papper anthracnose): bénh tham thu ct cai do (loét cu cai do).

Két qua thir nghiém ban dau tir dich chiét r& va than 1a cay cht chit rumex
crispus cho thay, hiéu qua diét nAm gdy bénh nAm mdc swong trén 14 lia mach bai ndm
Erysiphe graminis f sp hordei dat hiéu qua cao nhat 87 — 100 % tuy vao ndng do va
phan chiét cta cdy. D6i v6i phan dich chiét tir ré, c6 hiéu qua cao ca véi tham thu ci
cai dé.

3.5. San xuit thir nghiém, thir nghiém san pham

3.5.1. San xuit thir nghiém

Két qua san xudt thir nghiém san pham cao dich chiét ré cay chut chit dugc tiénh

hanh v&i qui md 10 kg nguyén liéu/mé, két qua thu duge nhu sau:

Luong nguyén li¢u: 10 kg ré kho;  Két qua

Luong methanol: 40 L; Luong cao téng: 1,2 kg

Nhiét d6 chiét: 65°C; Cao dich chiét di 1am giau: 0,58 kg
Thoi gian chiét: 8 gi0; Ham luong chrysophanol: 8%;
Luong n-hexan: 2,5L. parietin: 0,7 %; emodin: 5%.

Két qua thir nghiém cho thay khong ¢ sy sai khac nhiéu so véi khi nghién ctru
v6i1 luong nho. Hi¢u suit thu nhan cao dich chiét téng va cao dich chiét d3 lam giau cao
hon mét chit so véi cac thong sb thu duoc khi lam voi lugng nho. San pham cao dich
chiét tiép tuc duoc bao ché thanh ché pham va thir nghiém lai hoat tinh. Qua trinh chiét

tach va lam giau cao dich chiét dugc thuc hién nhu sau:

10 kg ré cay Rumex crispus, kho dugc nghién nho, nap vao binh chiét dung tich
75 Lit. Methanol dugc bd xung voi lugng 40L. Xa 10 L dich xudng binh ¢6 qua van
thdo day cua binh chiét. Qua trinh chiét duoc thuc hién theo cong nghé chiét tuan hoan,
dich chiét duoc xa lién tuc xudng binh cd, lugng dich x4 dugc diéu chinh cin bang véi
luong dung méi bdc hoi ngung ty ¢ sinh han quay trd lai binh chiét. Sau 8 gio, cho
phan dung méi ngung tu di vao binh chira dung méi, qua trinh trinh c6 dic van tiép tuc
cho toi khi xa kiét dich trong binh chiét. Phan cao thu duoc dugc tiép tuc chuyén qua
cong doan lam giau cao dich chiét. Trong cong doan ndy, bd xung 2,5 Lit dung moi n-
hexan, chia 1am 2 lan dé chiét tach phﬁn chét mang hoat tinh. Lop n-hexan dugc c6 dac
vé d6 kho 85% thu dugc cao dich chiét da lam giau. Qu4 trinh thuc hién duoc mo ta chi

tiét trong so do cong nghé dudi day.



Ré cay Rumex crispus
W=10%, 10kg

[ Nghién nho ]

Chiét cao tong:
Nhiét do: 65°C Methanol: 40L
Thoi gian: 8 gio

[ Co, cét

g/

[Lém giau cao dich chiét n-hexan: 2,5 L

[ Co dac

N/

[Cao dich chiét: W=15%]

So d6 cong nghé chiét cao dich chiét ré cdy Rumex crispus

3.5.2. Bao ché ché pham

Dich chiét c6 do khd 50% trong n-hexan duoc pha ché thanh ché phim bao vé
thuc vat tai Phong Bao ché - Phan tich thudc Vién Bao Vé Thuc vat, Bo nong nghiép
va Phat trién nong thén, C6 Nhué, Tir Liém, Ha Noi. Cong thirc pha ché cu thé nhu

sau:
Dang thude: Dang dich 1éng;
Dich chiét chut chit 50%: 20 %;
Hon hop dung méi pha ché ethyl axetat/ n-hexan: 70 %;
Phy gia (chat hoat dong bé mat...): 10%.

3.6. Pé xuat tiéu chuin co sé ciia dich chiét ré Rumex crispus



Dua trén co s¢ san xuat cao dich chiét ré cdy Rumex crispus dinh huéng lam
thudc bao v¢ thuc vat, qua tham khao mot so tiéu chuan vé dich chiét tir cay co va cac
yéu cau cua vién Krict, chiing t61 dé xuat xay dung nén ti€u chuén co s& ban dau theo

cac chi tiéu nhu sau:

Cac chi tiéu Don vi Chit lwong Phwong phap
Mau sic T nau té1 xanh Cam quan
Do 4m % <10
Can vo co % 5
Téng vi khuan hiéu khi CFU/g <1000 ISO 4833
Tong s6 ndm men, nAm mbc | CFU/g <100 ISO 7654
coliforms MPN/g | <0,3 (khong phat hi¢n) ISO 8431
E. coli MPN/g | <0,3 (khong phat hién) | AOAC.966.24
S. aureus MPN/g | <0,3 (khong phat hi¢n) ISO 6888
Ham lugng chrysophanol HPLC*
emodin, I;ajetin o | & - 13

* Phuong phap xac dinh trong muc 2.4.3 chuong I1



KET LUAN

Sau thoi gian nghién ctru quy trinh cong nghé san xuat cao dich chiét cta ré cay

chut chit Rumex crispus tai Trung tam Hoa Thuc vat, Vién Hoa hoc Cong nghi¢p Viét

Nam, chung ti da thu dugc cac két qua sau day:

L.

Di nghién ctru cac yéu t6 anh hudng toi qua trinh chiét tach: Chiét cao tong
bang methanol ¢ 65°C trong 8 gid sau d6 lam gidu bang n-hexan theo ty 18

100ml n-hexan/50g cao tong;
P xdy dyung tiéu chudn co so cao dich chiét tir ré cay chut chit;

D3 thtr hoat tinh sinh hoc danh gia hiéu qua Gc ché cua cao dich chiét dbi
v6i ndm Fusarium gdy bénh héo rii cdy chudi va héo vang khoai tay. Két

qua, hiéu qua trc ché trén khoai tay dat 60-65%, trén chudi dat 35-40%;

Da giri san pham cao dich chiét tir r& va than cay chat chit Rumex crispus
thtr hoat tinh sinh hoc trén mot s loai bénh hay gap ¢ cay tréng tai Vién

KRICT Han Qudc;

D3 san xuat thir nghiém san pham cao dich chiét ré cy chut chit v6i qui mo
10 kg nguyén liéu/mé thu dugc luong cao dich chiét da lam giau 14 0,58 kg
v6i ham luong cac chit mang hoat tinh manh nhét 13 chrysophanol 8%,

parietin 0,7 % va emodin 5%.

P4 tién hanh gia cong ché phém bao vé thuc vat dang dich tai Phong Bao

ché - Phan tich thudc Vién Béao vé thuc vét.



MOT SO KIEN NGHI

Trudc nhitng két qua dat duoc cua dé tai, chuing t61 nghi duoc Bo tiép tuc cép

kinh phi dé tiép tuc thir nghiém san pham trén cac loai nAm gay bénh phd bién ¢ cay

trong ngan ngay Viét Nam cy thé nhu sau:

Thir nghiém san pham trong phong thi nghiém: d6i twong 1a ndm méc gay

bénh mdc suong trén cay Dua chudt, Dua chudt bao tir, bénh bac 14 lua;
Thir nghiém san xuat & quy mé pilot: 50 kg/mé;
Hoan thiét quy trinh diéu ché san pham;

Thir nghiém san pham do chung t6i pha ché tryc tiép trén dong rudng;
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PHU LUC 1

HINH ANH TAN NAM SAU 7 NGAY TREN CAY KHOAI TAY
MAu ndm gay bénh trén ciy IviAu ndm gay bénh trén ciy
kheail ty san 7 ngay kheai tiy sau 7 ngay

Béi chitng Néng dé 0,35%

Méng d6 0,3%

MEu ném giy bénh trén iy Mau ném géy bénh rén ciy
khoai tAy san 7 ngay khoail tAy sau 7 ngay
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Méng d6 0,4%




PHU LUC 2

HINH ANH TAN NAM SAU 10 NGAY TREN CAY KHOAI TAY

M%u ridm giy bénh trén
cay kKhoai tAy zau 10 ngay
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Nong do 0,47 JEECSE Néng 48 0.45%
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PHU LUC 3

HINH ANH TAN NAM SAU 7 NGAY TREN CAY CHUOI

Mau ndm gay bénh trén cay NI sewpan e ey
Shubiia L chufi sau 7 ngay

MNéng d6 0,3% Méng d6 0,35%
=7 Al
Mau ném gay bénh trén ciy MAU nfm gay bénh trén ciy
chudisau 7 ngd chufi sau 7 ngd

.

YR &Y

Néng do 0,4% £261 shithg Néng dé 0,45%




PHU LUC 4

HINH ANH TAN NAM SAU 10 NGAY TREN CAY CHUOI

MU néim gay bénh tén cay IvEu néim gdy bénh trén edy
chudi sau 10 ngly chmfi sau 10 ngay

WE&u ndm géy bénh trén ciy
chufi san 10 ngay
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