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Linh vue k¥ thuit dugce dé cap

[1] Séang ché nay néi chung lién quan dén phuong phép tinh ché va phan 14p céc hop chit

¢6 hoat tinh sinh hoc gift vai tro kich thich sinh trudng thuc vat tir phan chiét rong bién.

Tinh trang ky thuit cta sing ché

[2] Mot trong céc thach thirc clia ndng nghiép hién dai 12 giai quyét nhu cau x4 hoi vé tinh
bén vimg, chit luong va an toan trong san xult néng nghiép va thich ing véi su gia ting dan sb
thé gi6i bang cach cai thién ning suét va kha ning chéng chiu véi méi truong thay ddi cia cay
tréng.

[3] Chét kich thich sinh hoc c6 thé dugc sir dung d cai thién dinh dudng thuc vt, tic dong
dén c4c thong s6 vé& nang suét va chit luong. Céc chét kich thich sinh hoc thuc vat thudng thudc
mdt trong nhiing loai ndy, d6 1a cac san phdm c6 chira hormon, c4c san phdm c6 thanh phén cha
yéu 1a phin chiét thuc vat, cac san phdm c6 thanh phan chi yéu 13 vi chit dinh dudng, céc san
phdm c6 chira axit amin va céc san phdm c6 chira axit humic nhung cé thé khéng gii han hoan
toan ¢ riéng cdc loai nay. Céc chét kich thich sinh hoc thuc vat duogc st dung dé xtr Iy cay tréng
trong mdi trudng thuong mai xét vé kha ning tang tdc d9 sinh trudng, ting kha niang chdng chiu
stress, ting ty 16 quang hop va tang kha ning chiu bénh. Céc chit kich thich sinh hoc thuc vat
thuong duge cho 1a hoat dong bang cach diéu chinh ting hoc diéu chinh giam cac gen chuyén
héa (pathway gene) sinh hoc quan trong.

[4] Theo dinh nghia ctia Hoi Pong Cong Nghiép Hoat Chét Kich Thich Sinh Hoc Chau Au
(EBIC), cac chét kich thich sinh hoc thuc vat c¢6 chira (cac) chét va/hodc vi sinh vt ma khi ap
dung cho thuc vt hogic viing 1& s& ¢6 chirc ning kich thich céc qua trinh tw nhién d ning cao/tang
cudng muc d6 dinh dudng, hidu qua dinh dudng, kha ning chdng chiu stress phi sinh hoc va
chét luong cy trong. Cac chét kich thich sinh hoc khong c¢6 tac dong truc tiép trong viée chéng
lai sdu bénh, va do d6 khong nim trong khung quy dinh cta thubc trir sdu.

[5] Céc chét kich thich sinh hoc ¢6 sén & nhidu cong thirc va véi cac thanh phin khéc nhau
nhung thudng duge phan loai dwa trén ngudn gbe va ham luong ctia chiing. Cac nhém nay bao
gbm céc chat humic (HS) va c4c san phdm chia axit amin (AACP).

[6] Céc chat kich thich sinh hoc ¢6 sin & nhidu cong thirc va véi cac thanh phan khac nhau
nhung thudng duoc phén loai thanh bay nhém chinh dya trén ngudn gbc va ham luong cua

chung. Cac nhém nay bao gdm céc chit humic (axit humic va axit fluvic), thily phén protein va
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céc hop chét chira N khac, phan chiét rong bién va thuc vat, chitosan va cc polyme sinh hoc
khac, hop chit v6 co, nAm ¢6 1oi va vi khuén c6 loi.

[7] Mic di trén thi trudng da c6 nhidu loai phan bon va chét kich thich sinh hoc thuc vat,
nhung van cin c6 cic san phdm cai tién c6 kha ning phuc vu nhiéu nhu cau khéac nhau. Do do6,
cAn c6 cac san phdm va phuong phép méi dé ci thién phan tng sinh trudng va phat trién cia
cdy.

[8] Rong bién va céc san phdm c6 ngudn gdc tir rong bién da duoc sir dung réng rii trong
cac hé thdng san xudt ciy trdng vi c6 mdt sb hop chit kich thich sinh trudng thuc vat & cac san
phdm nay. Do d6, tiém nang kich thich sinh hoc ciia nhiéu san phim trong sb cac san phim nay
chua duoc khai thac triét dé do thiéu dit liéu khoa hoc vé céc yéu t sinh trudng co trong rong
bién va cac phuong thirc hanh dong khéc nhau ciia chiing trong viéc tac dong dén sw phét trién
clia cdy.

[9] Mic du céc tac dung sinh 1y cta phan chiét rong bién ddi véi sy phong vé va sinh
truong thuc vat da dugc kiém tra, nhung biét rit it vé céc hop chét c6 hoat tinh sinh hoc cu thé
& phin chiét rong bién ma chiu trich nhiém cho cac chét kich thich thuc vat niy. Mong mudn

thuc déy viéc x4c dinh cac thanh phz‘?ln hoat tinh sinh hoc nay & tao, ké ca, vi du, phr?m chiét tao

nau.
[10] Phaeophyceae hay con goi 12 tao nau 1a mot nhom 16n gdm chi yéu céc loai tao bién

da bao, k& ca nhidu loai rong bién ndm & cac ving bién & ca hai ban ciu. Chung déng vai trd
quan trong trong moi trudng bién, vira 1a thitc 4n vira 1a méi truong sdng. Nhiéu loai tio nau,
ching han nhu céc thanh vién ctia by rong dudi ngua (Fucales), thuong moc doc theo b bién
dly d4. Trén toan thé gi6i, c6 hon 1.500 loai tio nau dugce biét dén. Mot s6 loai, ching han nhu
Ascophyllum nodosum, 1a rit quan trong vé gi4 tri sit dung thwong mai va ciing c6 tac déng dén
moi trudng.

[11] Patent Hoa Ky s 7,611,716 cap cho Michailovna va cdng su md ta phuong phép ché
bién rong bién dé thu duoc, theo mot quy trinh duy nhét, c4c phan chiét bao gdm céc polysacarit
¢6 tinh axit va trung tinh va mdt phan chiét bao gdm céc hop chat c6 hoat tinh sinh hoc c6 trong
luong phén tir thap c6 thé dugc sir dung trong y hoc, thuce pham, nudc hoa va nganh cong nghiép
m§ phAm. Tuy nhién, tai liéu tham khao chi m ta phuong phap ché bién rong bién va khong
cung cAp cach bét ky d& x4c dinh cac hop chét kich thich sinh hoc thuc vét tiém ning chia trong
do.

[12] Patent Hoa Ky s6 3,856,569 cép cho Strong md ta phwong phép tinh ché va c6 dic cac
polysacarit mong mudn nhu carrageenan hodc alginate tir dung dich nudc ¢6 ngudn gbe tir tao

bién (Rhodophyceae va Phaeophyceae) bang cach cho dung dich ndy vao mang siéu loc. Tuy
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nhién, tai liéu tham khéo nay ciing chi cung cip phuong phap ché bién rong bién va khéng cung
cp cach bat ky dé xac dinh céc hop chét kich thich sinh hoc chira trong dé.

[13] Do nhu cau vé san phim hitu co, than thién véi mdi trudng va vo hai dbi véi sire khoe
con ngudi ngay cang ting 1én, nén nhu ciu st dung cac chét kich thich sinh hoc tu nhién ciing
tang 1én. Ngoai ra, cling cin c6 céc chat kich thich sinh hoc ¢6 hiéu qua twong tw hoic cao hon
cé4c chét kich thich sinh hoc truyén théng ma da duoc st dung. Ngoai ra, trong linh vuc nay van
cdn ¢ quy trinh cai tién dé phan 1ap va tinh ché cac hop chét kich thich sinh hoc, k& ¢4 cac phin

chiét c6 ngudn goc tir rong bien.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

[14] Muc dich cta séng ché nay 1a xac dinh va tinh ché c4c chét c6 thé dugc sir dung lam
cht kich thich sinh hoc thuc vat.

[15]  Mdt muc dich khac ctia sang ché 12 x4c dinh va tinh ché cc hop chit ¢6 hoat tinh sinh
hoc & c4c phin chiét rong bién khac nhau giit vai trd kich thich sinh trudng thuc vat.

[16] Pé dat duge muc dich d6, theo mot phuong 4n, sang ché néi chung @ xuét mot hodc
nhiéu phan tir ¢6 hoat tinh sinh hoc duoc phan 14p tir lodi tho, mdt hozc nhiu phén tir c6 hoat
tinh sinh hoc d6 c6 trong lugng phan tir ndm trong khoang 0,15 kDa dén khoang 1,0 kDa.

[17] Theo mot phuong 4n khac, sang ché néi chung d& xuit phuong phap phén 18p va tinh
ché cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc & phan chiét thu dugc tir rong bién, phwong phap bao gdm
cac budce:

[18] a) tuan hoan phan chiét qua mang sidu loc c6 ngudng trong luong phén tir phtt hop;
[19] b) gom dich loc tir phan chiét rong bién @& thu dwoc phan doan dich loc diu tién va
phan con lai; va

[20] ¢) rira phan con lai d thu duge mét hodc nhiéu phéan doan dich loc bd sung.

Mo ta van tat cac hinh vé

[21]  Séng ché dugc hiéu rd hon dwa vao phin mé ta dudi day két hop véi cac hinh vé di
kém, trong d6:

[22] Hinh 1a va 1b thé hién phuong phép phan doan bing séc ky loai trir kich thuéc (SEC)
duoc thue hién trén phan chiét RM-3496 di loc va sic ky dd céc chit chuin duoc nap vao SEC
@& danh gi4 trong lwong phan tir trung binh ctia cc phan tir ¢6 trong cac phan doan khéc nhau.
[23] Hinh 2 1a biéu d6 hop thé hién hidu qua cta phuong phép' phan doan bang SEC dbi véi
RM-3496 trén rau diép.
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[24] Hinh 3a va 3b 1a biéu d6 hop thé hién trong luong chdi tuoi va trong luong 18 tuoi cia
dich nuéi cdy in vitro cia Arabidopsis thaliana @ duge xtt ly bang phéan doan F3 so véi chit
chuén chua xi Iy, phan chiét RM-3496 va phan chiét RM-3496 tai tao.

[25] Hinh 4 mé t& hinh chiéu ciia quy trinh siéu loc theo mdt khia canh ctia sang ché nay.
[26] Hinh 5 md ta céc bidu dd hop thé hién trong lwong chdi twoi cta rau diép duoc xur ly
bing nhiu phan doan d3 duge siéu loc, phin con lai va phan chiét khac nhau.

[27] Hinh 6 mo ta cac biéu dd hop thé hién trong lugng chdi twoi coa lta mi duge xu ly

béing nhidu phan doan di duge siéu loc, phan con lai va phan chi€t khac nhau.

M3 té chi tiét sang ché

[28] Thuét ngit “chét kich thich sinh hoc” thuc vat c6 nghia 1a chét liéu hiru co chira (c4c)
chét va/hodc vi sinh vat ma khi duge dung cho thuc vat hodc ving ré s& ¢6 chirc ning kich thich
céc qud trinh tu nhién d€ nang cao/ting cudng muc do dinh dudng, hidu qua dinh dudng, kha
ning chdng chiu stress phi sinh hoc va chét lugng ciy trong.

[29]  Khi gi6i thiéu cac yéu tb ciia sang ché nay hodc (cac) phuong 4n wu tién clia sing ché,
cac quan tir “mot” va “nay” duogc dung dé chi mot hodc nhiéu yéu tb trong s6 céc yéu t6 d6. Céc
thut ngft “bao gdm”, “chira” va “c6” c6 nghia bao trim toan bd va c6 nghia rang c6 thé c6 thém
céc yéu tb khac ngoai cac yéu td da duoc liét ke.

[30] Thuét ngft “khoang” duge dung trong ban md ta nay @8 chi tri s6 c6 thé do duge nhu
tham s, lwong, thoi lwong tam thoi va cac loai twong tu va c6 nghia bao gdm dao dong +/-15%
hoic it hon, t6t hon 14 dao ddng +/-10% hoc it hon, t6t hon nita 1a dao ddng +/-5% hoic it hon,
cdn t6t hon nita 13 dao dong +/-1% hodc it hon, va van con t6t hon nita 13 dao dong +/-0,1% hodc
it hon va so véi tri sb cu thé duge néu, trong chimg muc dao dong 13 phit hop dé thuc hién séng
ché dugc mé ta trong tai liéu nay. Hon nita, cling cAn phai hiéu ring tri s ma dugc bd nghia
bang tir “khoang” d& cip dén chinh tri s6 d6 dugc néu cu thé trong ban mb ta nay.

[31]  Séng ché boc 16 phuong phép tinh ché va phan 14p cic hop chit kich thich sinh hoc tir
phan chiét c6 ngudn gdc rong bién c6 kha ning lam ting tbc d6 sinh trudng va san lugng cia
nhiéu loai cdy trdng.

[32] Nhu duge mé ta trong ban md ta ndy, theo mot phwong 4n, sang ché @& xuét phuong
phap tinh ché cac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc chiu trach nhiém kich thich sinh truéng thuc
vét & phén chiét rong bién theo cach 14p bién dang trao d6i chit hoc ctia phan chiét rong bién.
[33] Vi vdy, mot phuong 4n cuar sang ché néi chung lién quan dén mot hoc nhiéu phén tir
¢6 hoat tinh sinh hoc phén 1dp dugc tr loai tdo, mot hodc nhiu phén tir ¢6 hoat tinh sinh hoc d6
¢6 trong luong phan tir trong khoang 0,15 kDa dén khoang 1,0 kDa. M6t hozic nhiéu phén tir ¢6
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hoat tinh sinh hoc 1a c4c phan tir cé kha néng cai thién mirc do sinh trudng ctia thuc vat. Theo
mot phuong 4n, loai tao 1a mdt loai tdo niu. Tao niu co thé bao gdm loai tao duge chon tir nhém
bao gdm rong bién Ascophylium nodosum, rong néu Fucus vesiculosus, rong mo Sargassum sp.
va céc t6 hgp gdm mot hodic nhidu loai trong sb cac loai néu trén. Theo mt phuong dn, mdt hodc
nhiéu phan tir c6 hoat tinh sinh hoc khong c6 polysacarit sulfat hodc laminarin.

[34] N6i chung, séng ché con dé xuét phuong phap cai thién mirc d¢ sinh trudng cta cay,
phuong phép bao gdm budc ding ché pham chira mdt hodic nhiu phan tir 6 hoat tinh sinh hoc
d4 dugc phan 14p it nhit 1a vao dét, vao cdy hodc vao hat giéng. Hién twong cai thién muic do
sinh trudng clia cdy bao gdm it nhit mot trong sb cac hién tugng dudi day: thiac ddy sy ndy mam
clia hat, kich thich su phat trién ctia r8, kéo dai thoi gian sinh dudng, ting thoi gian san xuét hodc
tdng thoi gian thu hoach.

[35] N6i chung, sang ché con dé xuét phuong phép phén 14p va tinh ché céac hop chét ¢
hoat tinh sinh hoc & phan chiét thu duoc tir rong bién, phuong phap d6 bao gdm c4c budc:

[36] a)  tudn hoan phin chiét qua mang siéu loc c6 ngudng trong luong phén tir pht hop;
[37] b)  gom dich loc tir phin chiét d thu duoc phan doan dich loc dAu tién va phin con
lai; va

[38] c) rua phﬁn con lai @ thu duoc mét hodc nhiéu phén doan dich loc bd sung.

[39] Phuong phap nay con bao gdm bude danh gia hoat tinh sinh hoc ctia phin doan dich
loc dAu tién va céc phén doan dich loc bd sung dé xac dinh hiéu qua ctia ching d6i véi su sinh
trudng ctia cay. Hidu qua dbi véi su sinh trudng cia cdy c6 thé bao gdm it nhit mot trong céc
hién tugng dudi ddy: thiic ddy sy ndy mim cua hat, kich thich su phat trién cua &, kéo dai thoi
gian sinh dudng, ting thoi gian san xuét hodc tang thoi gian thu hoach. Theo mdt phuong 4n,
phan chiét dugc san sinh tir loai tio niu. Phin chiét c6 thé thu duoc tir rong bién Ascophyllum
nodosum, rong nau Fucus vesiculosus, hodc rong mo Sargassum sp.

[40] Theo mot phuong 4n wu tién, phin con lai bao gdm cac phan tir hoat tinh dugc chon tir
nhém bao gdm cac polysacarit sulfat va laminarin, ma 12 céc phén tir hoat tinh c6 kha néng lam
giam stress phi sinh hoc, ching han nhu thira mudi, & cay tréng. Dich loc du tién bao gdm céc
phén tir ¢6 hoat tinh sinh hoc ¢6 trong lugng phén ti trong khoang tir 0,15 kDa dén khoang 1,0
kDa.

[41] Mang siéu loc ¢6 thé c6 ngudng trong lugng phan tir (MWCO) duéi 3 kDa, tt hon 1a
MWCO duéi 2 kDa, va tot nhat 1a MWCO dusi 1 kDa.

[42] Rong bién Ascophyllum nodosum (rong d4) 12 mot loai tao d4 nau dugc tim thdy & Béc
Dai Tay Duong va da duoc st dung lam ngudn chét kich thich sinh hoc cho céy.trck)ng nong

nghiép @& cai thién sy sinh truéng cia cay, ning suét cdy trong va chit luong thuc pham.
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[43] Mot sb ky thudt tinh ché d& dugc thir nghiém dé khir mudi va tinh ché cac phan chiét
rong bién nay theo d phan cuc va kich ¢& ctia phan tir. Dbi voi timg quy trinh tinh ché, cac phan
doan duoc thir nghiém trén rau diép d& dam bao ring miic hoat tinh sinh hoc dugc gift & phan
doan di duge khir mudi khac hodc vin con mudi. Bude tinh ché nay duge 4p dung dbi véi phan
chiét rong bién (RM-2705, phan chiét fucoid do Goémar cung cip) va cic phan doan da tinh ché
khong phan cuc cho thdy mutc d tinh khiét cao. Phan 16n phan tir sinh hoc (khoang 69%) duoc
rira giai ddng thoi véi mudi @& cho thiy ring phén tir ¢6 hoat tinh sinh hoc nim & mdt trong céc
phén doan da tinh ché khong phén cue. Tiép do, cac phan doan khac nhau dugc thir trén rau diép
S0 v6i phan chiét toan phan. Tuy nhién, két qua cho thdy c4c phan tir ¢6 hoat tinh sinh hoc chiu
trach nhiém kich thich sinh trudng thuc vat ¢ mat & phan doan phan cuc ma chira ca mubi. Pa
xé4c dinh dwge ring phuong phép phan doan theo do phan cuc ciia cac phén ti ¢6 & phin chiét
RM-2705 va RM-3496 khong phi hop dé khir mudi va tinh ché phan chiét rong bién. That véy,
d6i voi tht ca céc k§ thuat phan doan da duoc ap dung, cac phan tir ¢6 hoat tinh sinh hoc vin con
mubi.

[44] Do d6, nay sinh thach thirc tim kiém phuong phap khéc d& khir mudi & phan chiét rong
bién, trong khi vAn duy tri dugc hoat tinh kich thich sinh hoc d6i v6i su sinh truémg cta thyc vét.
Céc k¥ thuat tinh ché khic nhau d4 dugc khao sat, bao gom chiét léng long (liquid liquid
extraction - LLE) bang etyl axetat, chiét pha rin (solid phase extraction - SPE) bang cac chét
hép thu khéc nhau (pha thudng: xyanopropyl-silic dioxit va pha ddo Amberlite® XAD2), chiét
rén 10ng (solid liquid extraction - SLE) bang butanol va sic ky loai trir theo kich c& (size
exclusion chromatography - SEC).

[45] Ngoai ra, dé thu dugc thong tin lién quan dén tinh dn dinh ciia cic phén tir ¢6 hoat tinh
sinh hoc, tinh dn dinh nhiét ctia hoat tinh cta phén chiét RM-2705 da dugc thir nghiém trén rau
diép. Két qua cho thdy su &n dinh nhiét cta c4c phan tir ¢6 hoat tinh sinh hoc, va viéc hip tiét
tring hodc dun s6i phan chiét d dwoc xir Iy 1am gia ting trong lwong chdi tw do cta rau diép.
[46] Phuong phép phan doan theo d6 phan cuc c6 vé khong hiéu qua trong viéc tinh ché cic
phén tr ¢6 hoat tinh sinh hoc, do d6 phin chiét rong bién duoc phan doan theo kich ¢& hat cia
c4c phan tir & nham khir mudi.

[47] D3 x4c dinh dugc rang tit ca cac k¥ thuit nay c6 vé khong hiéu qua cho myc dich nay,
ngoai trir sic ky loai trr kich ¢& (size exclusion chromatography - SEC) bing nhua
Superdex®30, con duge goi 14 sic ky loc gel (gel filtration - GF). SEC duoc thiy 1 phuong
phép hiéu qua duy nhat dé khir mudi va tinh ché dich loc rong bién.

[48]  Duatrén d6, phan chiét rong bién (RM-3496) duoc phan doan theo quy trinh phan doan

SEC va cac phan tir dugc rira gidi theo kich ¢& (hodc trong lugng phan tir) ctia ching nhu dugce
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thé hién trén Hinh 1.a. Nhua Superdex30® (do GE Healthcare, Bjorkgatan, Thuy Dién cung cép)
duoc st dung dé dam bao phén tach t6t cac phan tir ¢6 trong Iuong phén tir dudi 1.0 kDa. Céac
phén tir cang nhé (tte 13, trong lwgng phan tir cang thip), chiing cang bi giit lai & c4c hat gel xbp
va duoc rira giai sau d6. Do do, trong lugng phén ti cia cac phan tir gidm tir phan doan dAu tién
(ttc 13, F1) dén phan doan cudi ciing (tirc 13, F6). Cac phan doan F1 va F2 duoc cAu thanh boi
céc phan tir 16n hon ma chdy qua cot nhanh hon cdc mudi va cc phan tir ¢6 trong luong phén tir
rét thip dugc rira giai & cac phan doan F5 va F6.

[49] Dé danh gid khoang trong lwong phén tir cua cac phén tir & cac phan doan khac nhau,
hén hop cac chét chuin (0,5% trong luong/thé tich) da duoc nap vao hé théng SEC. Sic ky dd
céc chit chuin duoc thé hién trén Hinh 1.b. a) laminarin (tir khoang 3 dén khoang 5kDa), b)
raffinoza (594Da), ¢) sucroza (343,3Da), d) mubi xitrat (343,3Da), ¢) manitol (182,2Da) va 1)
glyxin (75,1Da). Theo két qua nay, phan doan F1 chtta cac phan tr c6 trong luong phén tir cao
(cao hon 4 kDa), phan doan F2 chita laminarin (tir khoang 3 dn khoang 4kDa) ma dugc ria giai
gifta phan doan F1 va phan doan F2.

[50] Dich siéu loc, thu dugc sau khi siéu loc phin chiét RM-2705 trén hé théng siéu loc voi
mang gi¢i han 1kDa, duge nap vao hé thng SEC. Bién dang sic ky ctia dich siéu loc chi cho
thdy cac dinh sic ky twong tmg véi cac dinh cta phan doan F3, F4, F5 va F6 theo quy trinh phan
doan SEC ctia phan chiét RM-2705. Do d6, phan doan F3 chita cc phén tir ¢ trong lugng phin
tir nho hon 1kDa dén khoang 0,18kDa, Phan doan F4 chira cac phén tir ¢6 trong lugng phén tir
nhé hon khoang 0,2kDa nhu manitol (182,2Da) va cac phan doan F5 va F6 chira mubi va phan
tr ¢6 trong luong phan tir rét thip nhu glyxin (75Da). Phd NMR ctia cac phan doan khéc nhau
d3 x4c nhan sy hién dién cta polysacarit sulfat (polyme fucan) & phan doan dau tién F1, trong
khi d6 phan doan thi hai F2 chtta laminarin (tir khoang 3 dén khoang 4kDa) va phan doan F4
chita manitol (182,2 Da). Hai phan doan cudi F5 va F6 chira mudi va phén tir c6 trong lugng
phan tr rat thap. |

[51] Céac phén doan khéc nhau thu dugc tir quy trinh phan doan SEC d3 dugc thir nghiém
vé hoat tinh kich thich sinh trudng thuc vét trén rau diép so v6i phan chiét rong bién toan phin
RM-3496. Trude khi nap vao hé théng Sic ky, phan chiét rong bién da duogc loc va phan chiét
da loc nay cling dd dugce thir nghiém trén rau diép dé kiém tra tinh hidu qua. Két qué cho thiy
céc phan tir ¢6 hoat tinh sinh hoc d4 dugc tim thiy trong phan doan F3 nhw dwoc minh hoa trén
Hinh 2. Mot hoat dong quan trong d duoc tim thdy trong phin doan F3 chira cac phén tir tir
khoang 0,15 kDa dén khoang 1 kDa.

[52] Céc k¥ thuat khéc nhau d4 duoc st dung két hop dé khir mubi phin chidt RM-2705 va
viéc két hop nay cung cip thong tin v& céc tinh chit hoa 1y cua (céc) phan tr cé hoat tinh sinh
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hoc. Cu thé, d3 x4c dinh duoc ring cic phan t&r ¢6 hoat tinh sinh hoc cé tinh phén cuc va trong
lwgng phén tir ctia chiing ndm trong khoang tir 0,15 dén khoang 1 kDa. Do d6, thong tin nay loai
trir cac polyme fucan khoi cac polyme hoat tinh sinh hoc thiic ddy sinh trudng, cic polyme fucan
1a céc polysacarit chinh d3 dwoc sulfat héa & phan chiét axit rong bién Ascophyllum nodosum,
laminarin (tir khoang 3 dén khoang 4kDa), chét kich khang (elicitor) beta-1,3-glucan, va manitol
(182 Da), mdt polyol c6 thé chiém t6i 8-10% phan chiét theo trong luong kho.

[53] D& xé4c nhan hoat tinh sinh hoc ciia phan doan F3 d duoc tinh ché, dich nuéi cdy in
vitro sit dung cdy mau Arabidopsis thaliana dugc phét trién va tai san xuit nhidu 1n. Céc thi
nghi¢ém minh hoa trén Hinh 3.a. x4c nhén hoat tinh sinh hoc ctia phan doan F3, trong khi d6 su
hién dién ctia mudi & phan chiét RM-3496 1am xé4o trdn sy sinh trudng cua cay Arabidopsis
thaliana trong cac diéu kién nudi cdy ndy. Tuy nhién, RM-3496 tai tao twong tmg véi s hoan
nguyén phan chiét rong bién bang phén doan SEC, d4 cho thiy hoat tinh thuc dAy sinh trudng.
Hon nita, trong phan tich sinh hoc in vitro nay, duong nhu phan doan F3 va RM-3496 t4i tao lai
cling 1am gi ting mic d6 sinh trudng cla r& nhu duge thé hién trén Hinh 3.b.

[54] Phan doan F3 thé hién hoat tinh kich thich sinh trudng manh trong khi d6 phan doan
F1 va F2 lai khong hoat dong. Tuy nhién, trong qua trinh phat trién phén tich sinh hoc thit hai,
da thiy rang vai su hién dién coa mudi (100 mM NaCl), phan doan F3 khong con hoat tinh kich
thich sinh trudng, trong khi d6 F1 va F2 thé hién céc tac dung twong tu, va rang phan chiét RM-
2705 toan phan c6 kha ning dung nap mubi. Cac két qué nay chi ra ring phan chiét RM-2705
chira c4c hoat chit khac nhau véi cac phwong thirc hoat dong khéc nhau, bao gdm (1) phan doan
c6 trong luong phan tir thdp (LMW) chiu trach nhiém kich thich sinh truéng va (2) cac phan
doan chira laminarin va fucan c6 kha ning chiu stress (mubi, cling nhu kha ning khang stress
sinh hoc).

[55] Khi két hop v6i nhau, cc két qua nay chi ra ring viéc phin doan phan chiét RM-2705
c6 thé cung cAp it nhét hai loai san phdm véi céc phuong thirc hoat dong khéc biét va do d6 c6
cac tmg dung khac nhau bang cach sir dung cling loai nguyén liéu thd.

[56] Vi SEC khong d& rdi chuyén trén quy md cong nghiép, nén mong mudn phat trién duge
phuong phap khéc c6 kha ning san xuét cac san phdm da dugc phan doan tir phan chiét rong
bién ma c6 thé mang lai hoat tinh kich thich sinh truéng thuc vat & quy mo 16n hon.

[57] Mbt phuong phap thay thé cho SEC 14 sidu loc (UF), 14 quy trinh phan doan ma trong
6 phan chiét rong bién dwoc loc qua mang siéu loc ¢6 céc ngu(”)ng trong lugng phan tt (MWCO)
phu hop, trong d6 theo mot phuong an c6 thé 1a MWCO 1 kDa dé tao ra phan doan c6 phén tir
¢6 hoat tinh sinh hoc nim trong mtc mong mudn khoang 0,15 kDa dén 1,0 kDa. Do d6, theo

mdt phuong 4n, phan chiét rong bién c6 thé duge siéu loc bang mang MWCO 1 kDa.
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[58] Theo mdt phuong &n va theo nghia rong nhét, sang ché d& xuét phuong phép tinh ché
ché phdm kich thich sinh hoc c6 ngudn gbe tir phan chiét rong bién bao gdm bude siéu loc sir
dung mang si€u loc ban thAm dé tach cac phan tir mong mubn khoi phin con lai ciia hdn hop
theo trong lugng phén tir, kich thudc va hinh dang cta ching.

[59] Budc siéu loc c6 thé duge thue hién bang cach sir dung thiét bi sidu loc trong d6 dung
dich phan chiét rong bién bao gdm khoang tir 1% theo trong lwong dén 15% theo trong luong
chét kho, t6t hon 14 khoang tlr 2% theo trong luong dén 7% theo trong luong chét khé, duoc siéu
loc bang céach st dung mang c6 ngudng trong lugng phan tdt (MWCO) phu hop. Theo mot
phuong an, quy trinh siéu loc bao gdm viéc siéu loc tiép tuyén.

[60] Dich loc dugc gom vi dic tinh kich thich sinh hoc ctia né trong khi quay vong phin
con lai (hodic phan ¢6 dic), ma duge dé riéng cho g dung khéc & cubi quy trinh. Mic du thudng
khong cAn thiét hodc bit budc, nhung néu mudn, c6 thé tinh ché thém phn con lai (hodc phan
cd dac) bang cach bd sung nude méi vao véi toe dd twong ting véi tbc d6 sao cho nude, cling
VGi cac phén tlr c6 trong luong phén tir nho hon hodc bﬁng 1 kDa duoc loai ra khoi dich siéu loc.
[61] Nhu ¢6 thé thiy trén Hinh 4, viée siéu loc c6 thé duoc thuc hién theo quy trinh ma
trong d6 bé chira dung dich (1) duge nap mé phan chiét rong bién. Dung dich duoc luan chuyén
theo dudng (2) va bom (3) vao éng gop dau vao (4) ctia thiét bi siéu loc (5). Thiét bi sidu loc (5)
bao gdbm mdt hodc nhidu khay dwoc b tri song song dé tao ra viing mang siéu lgc thich hop. Sau
d6, dich siéu loc thoat ra khoi thiét bi sidu loc (5) qua dudng ra (6) va duoc gom vao bé (7). Phan
¢d diic ctia quy trinh siéu loc ra khéi thiét bi siéu loc (5) qua bng gop dau ra (8) va duoc dua qua
dudmg (9) trd lai bé chira dung dich (1).

[62] Mang chira trong thiét bi siéu loc (5) ¢ thé 13 mang loai polyme hoc sir. Theo mét
phuong 4n, mang niy bao gdm mdt mang st hinh dng c6 nhiéu kénh. Vi du, mang ¢6 thé chira
khoang 15 dén khoang 50 kénh, t6t hon 14 trong khoang 19 dén khoang 39 kénh va c6 thé c6
chiéu dai khoang tir 50 dén 150 cm. Trong céc phuong 4n khéc, mang xo4n dc va mang dong
ngang ciing c6 thé duoc sir dung dé thuc hién séng ché. Dién tich mang thudng nam trong khoang
tir 0,20 dén khoang 0,6 m>, t6t hon 14 trong khoang 0,30 dén 0,40 m?.

[63]  Phin con lai dwoc rira vai 14n dé loai bo phan 16n cac phan tir c6 trong lugng phan tir
nho hon murc ngudng ciia mang. Cac dich siéu loc chita phén tir ¢6 trong lugng phan tir nhé hon
muc ngudng cia mang. Trong mot truedong hgp, mirc ngudng la 3 kDa, t5t hon 14 2 kDa, va tt
nht vAn 12 1 kDa. Céc phan tir c6 trong dich siéu loc c¢6 trong luong phan tir thip nhé hon
MWCO, vi du: 1 kDa va thudng duoc goi 14 céc chit chuyén héa. Phan con lai chira phéan tir c6

trong luong phén tr I6n hon muc ngudng cua mang, vi du: 1 kDa. Céac phén tir & phéan con lai
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¢6 trong lwong phén tir cao (vi du, laminarin khoang tir 3 dn 4 kDa hodc fucoidan cao hon
khoang 30 kDa va cac polyme sinh hoc khac tir tdo néu c6 trong lugng phén tir cao).

[64]  Dathiy rang tit ca cic loai tho tir bd tao Fucales thé hién muc d6 hoat tinh hira hen va
c6 thé dua dén cac phuong phap duge mb ta trong tai lidu nay. Céc lodi tao niy bao gdm, nhung
khong chi gidi han 0, céc loai thudc ho Fucaceae, Sargassaceae va Durveilleaceae. Céc loai
khéc tir bd Fucale va bd Laminariale bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, ho Ascoseirales,
Asterocladales,  Desmarestiales,  Dictyotales,  Dictyotophycidae,  Discosporangiales,
Discosporangiophycidae, Ectocarpales, Fucales, Fucophycidae, Ishigeales, Ishigeophycidae,
Laminariales, Nemodermatales, Onslowiales, Phaeophyceae ordo incertae sedis,
Phaeosiphoniellales, Ralfsiales, Scytothamnales, Sphacelariales, Sporochnales, Stschapoviales,
Syringodermatales, Tilopteridales, va cac ho khéc.

[65] Ngoai ra, mic di sang ché nay dugc mo ta va thé hién két qua dwong tinh d6i véi cac
loai téo tir ho Fucale, phwong phap d6 khong gidi han & cac lodi tao ndy va ciing c6 thé duoc 4p
dung dé phan 14p va phén tich dich loc ciia loai to bat ky hodc loai khéc c¢6 thé 1am chét kich
thich sinh hoc dé x4c dinh mirc do hoat tinh sinh hoc cta cac dich loc dé.

[66] Thuat ngit “dich loc” duoc dung trén cac hinh v& d chi dich loc va dich siéu loc thu
duoc sau mdt hodc nhiéu 14n siéu loc qua thiét bi siéu loc.

[67] Thuat ngit “phan con lai” duge ding trén cdc hinh v& d& chi phin con lai chua x4 rira

va phan con lai thu dugc sau mdt hoéc nhicu lan xa rira.
Vi du thwc hién sang che

[68] Vidul

[69]  Phan chiét RM-3496 d duoc sidu loc & quy mo phong thi nghiém bing mang MWCO
1 kDa va phén con lai dugc xa rira ba lan béng nude. Dich siéu lgc chira cdc phan tir ¢6 trong
lwgng phén tir nho hon 1 kDa va phan con lai chira cac phan tir ¢6 trong lugng phan tr 16n hon
1 kDa da duogc thir nghiém trén rau diép va lda mi. Nhu vay, cac dich loc va phén con lai khéc
nhau dugc ding trén rau diép va lia mi. Cac phin chiét GF142 va GS142 (do Laboratoires
Goémar cung caaps) dugc san xudt theo cing mot quy trinh 14n luot tir rong ndu Fucus
vesiculosus v rong mo Sargassum natans. Két qua dugc thé hién trén Hinh 5 va 6, ma la cac
biéu d6 hop thé hién trong luong chdi tuoi coa cay dbi ching, cay da duoc xir 1y béng bbn phén
chiét rong bién khac nhau (RM-2705, RM-3496, GF142 va GS142), c4c cdy duoc xi 1y bing
phan tir ¢ trong lugng phén tir cao tuong tmg véi cac phin con lai c6 tén: RM-3496.retentate,
GF142.retentate va GS142.retentate va cic cdy di dugc xir Iy bang phan tir ¢6 trong luong phan
tir thip twong tmg véi cac dich loc c6 tén: RM-3496.filtrate, GF142 filtrate va GS142 filtrate.
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Két qua nay xac nhan hiu qua cta phn chiét rong bién va thé hién hoat tinh thic day sinh
truong & céc dich loc, trong khi d6 phin con lai ¢6 vé khong hiéu qua trong viéc thiic ddy sinh
trudng thuc vat.

[70] Vidu2

[71] Mudi lit phan chiét nuée tir rong bién Ascophyllum nodosum (46 pH=2,76) dugc dit
trong bé chitra dung dich cua thiét bi siéu loc & quy mo thi diém duogc 1ip mang siéu loc bang sir
dai 58 cm dang 6ng (dudng kinh: 25 mm, 23 kénh, ngudng 1 kDa) (do Tami Industries cung
cdp). Dung dich dugc bom qua dng sidu loc va quay vong toan bd phan ¢b dic trd lai bé chira.
Séu lit dich loc dugc gom va x4c dinh 14 F1. Phan con lai (4 L) dugc xa rira hai 14n bang 5 lit
nuée dé tao ra 2 dich loc (F2=5L;F3=5 L). Céc dich loc khéc nhau (F1, F2, F3) dugc danh
gi4 thém v& dac tinh kich thich sinh hoc.

[72] Vidu3

[73] Nzm lit phin chiét nuée tir rong nau Fucus vesiculosus (40 pH=2,42) dugc dit trong
bé chita dung dich ctia thiét bi sidu loc & quy mé thi diém dugce 1ip mang siéu loc bing st dai 58
cm dang 6ng (dudng kinh: 25 mm, 23 kénh, ngudng 1 kDa) (do Tami Industries cung cAp). Dung
dich dugc bom qua dng sidu loc va quay vong toan bd phan ¢b dic trd lai bé chira. Dich loc dugc
gom va x4c dinh 1a F1. Phan con lai (2,5 L) dugc xa rira mot 1an béng 2,5 lit nu6c dé tao ra 2.5
lit dich loc (F2 = 2,5 L). Céc dich lgc khéc nhau (F1, F2) dwoc d4nh gia thém vé dic tinh kich
thich sinh hoc.

[74] Vidu 4

[75] Nim lit phan chiét nuéc tir rong mo Sargassum natans (46 pH=2,92) dugc dit trong
bé chira dung dich ciia thiét bi siéu loc & quy mé thi diém duoc 1ip mang siéu loc bing st dai 58
cm dang dng (dudng kinh: 25 mm, 23 kénh, ngudng 1 kDa) (do Tami Industries cung cip). Dung
dich dugc bom qua 6ng si€u loc va quay vong toan b phf?m cd dic trd lai bé chira. Dich loc dugc
gom va xé4c dinh 1a F1. Phan con lai (2,5 L) duoc x4 rira mot 14n bing 2,5 lit nudc dé tao ra 1 lit
dich loc (F2 =2,5 L). Céc dich loc khac nhau (F1, F2) dugc dénh gia thém vé dic tinh kich thich
sinh hoc.

[76] Vidu5

[77] RM-3496, dugc san xudt béi Laboratoires Goémar tir phén chiét rong bién Ascophyllum
nodosum v hai phan chiét rong bién khéc (GF142 va GS142, duoc san xuét béi Laboratoires
Goémar l4n luot tir rong nau Fucus vesiculosus vi rong mo Sargasssum natans) dugc siéu loc
va danh gia vé dic tinh kich thich sinh hoc.

[78] Ba phian chiét tao c6 da (fucoid) nay dugc siéu loc trén mang st (do TAMI Industries

cung cép) c6 MWCO phu hop (tire 1a 1 kDa). Muoi lit RM-3496 dugc siéu loc va niam lit dich
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siéu loc dugc gom va tao thanh dich loc 1 dugce st dung trdng c4c thi nghiém bd sung trén rau
diép va lia mi. Phén con lai (5L) dwoc x4 rira hai 1dn bang 5 lit nudc, trong khi phin con lai
GF142 va GS142 (2,5L) chi dugc x4 rira mdt lan bang 2,5 lit nuée. Trong lugng kho cia dich
loc, dich siéu loc va phin con lai duge do. Theo quy trinh phan doan phan chiét RM-3496, tong
trong luong kho cta cac dich loc (chira phén tir c6 trong lugng phan tir nhé hon 1 kDa) 1a khoang
80% phan chiét RM-3496 va phan con lai 1a khoang 20% phan chiét RM-3496.

[79] Chi tiét ctia cac thi nghiém sinh truong thuce vat duge mo ta dudi day.

[80] Viée xtt 1y duge thuc hién v6i cac phin chiét khac nhau cia Goémar (RM-2705, RM-
3496, GF142 va GS142) va hé sb pha lodng 250 (tvong dwong véi 4 ml phan chiét dang 1ong
cho mdi lit dung dich dinh dudng) duoc st dung cho tit ca cac thi nghiém. Céc phan doan khac
nhau thu dugc tir quy trinh phan doan SEC va phan doan siéu loc dugce dung cho cdy tuy theo
ning suit tinh ché ctia ching, ning suét ndy duoc tinh theo trong lugng khd. Mot s 1an 1ap lai
sinh hoc ddc 14p duogc thuc hién véi cac phan doan khac nhau véi n cdy bang cach xir Iy

[81] Céc thi nghiém sinh trudng trén rau diép dugc thue hién véi hat rau diép Lactuca sativa
kidu sinh théi Fabietto hozic Janero (do Voltz, Colmar, Phap, cung cp). Rau diép dugc trong
trong budng sinh truéng, trén ban xoay dé thu duoc kiéu hinh thuc vat ddng nhit c6 thé cho bét
ky diéu kién xir Iy nao. Cy duoc trdng dudi dén natri-iodua ap sudt cao véi birc xa hoat tinh
quang hop 150 + 10 umol photon.m?.s?, chu ky nhiét 49 20/18°C (ngay/dém) va chu ky séng
ban ngay 16 gio 4nh sang. Dé kiém soat cac chét dinh dudng du vao cho cdy va dé tao didu kién
cho viéc gom &, hat rau diép duogc tréng trong chau cat. Cay dugc tudi ba 14n mot tudn véi dung
dich dinh dudng thuong mai (do Puteaux, Les Clayes-sous-Bois, Phap, cung cp) c6 ndng do
nito, phosphat va kali theo ty 1 N/P/K 20:20:20 (1g/L) |

[82]  Rau diép duoc xir Iy hai 14n (mdt 1an/tudn vao ngay thir 21 va 28) bang cic phan chiét
rong bién khac nhau va cac phan doan dugc bd sung vao dung dich dinh duéng va d4y ctia chau
duoc ngdm trong dung dich dinh dudng cho dén khi quan sét thiy hép thy toan bo.

[83] Cay duoc thu hoach 16 ngay sau 1an xir Iy diu tién, chdi va r& duoc gom riéng. Ba 1dn
1ap lai sinh hoc dugc thuc hién ddc 1dp voi cac phan doan va céac phﬁn chiét rong bién khac nhau.
Mudi hai ciy rau diép (n=12) duoc st dung & cac xi Iy cho cac thi nghiém phan doan SEC trong
khi mudi tam cdy rau diép (n=18) duogc sir dung & cac 1an xit 1y cho cac thi nghiém siéu loc.
[84] Hat ctia ciy Arabidopsis thaliana kiéu sinh thai Columbia (Col-0 thu dwoc tir trung tim
du trir hat gibng ABRC) duoc trong trong dich nudi cly in vitro. Trudc hét, hat gibng dugc khir
tring bé mat va dugc gieo vao dia Petri hinh vudng chira méi truong nén Murashige va Skoog
(MS) nita ndng d9 (half-strength) dugc bd sung 1% (trong hwong/thé tich) sucroza (30mM) va
0,6% (trong luong/thé tich) Phytagel TM. Pia petri dwoc cho sinh truong dudi 4nh sang huynh
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quang mét voi cudng d 225 +£10 pmol photons.m?.s™, véi chu ky sang ban ngay dai 16 gid
chiéu sang & nhiét d6 21°C + 0,5°C. Vi tri ctia dia Petri dudi dén neon duoc thay dbi mdi ngay
va theo sudt thir nghiém @& 1am cho thir nghiém mang tinh nglu nhién.

[85] Cay con sinh truong ddng déu duge chon va chuyén di 6 ngay sau khi ndy mam trong
mbi truong xtt ly. D6i v6i mdi diéu kién, 6 dia Petri chira 6 ciy con dugc chuin bi.

[86]  Cay dugc gom 9 ngdy sau khi chuyén di trong méi trudong xtt 1y. Bén thir nghiém sinh
hoc dc 1ap dugce thuc hién va sau ban sao (n=6) dugc sir dung & cac 1an xir 1y cho cac thi nghiém
phan doan SEC.

[87] Céc thi nghiém sinh truéng Ita mi duge thyc hién véi hat laa mi mua dong (Triticum
aestivum L.) giéng Altigo (do Limagrain, Saint-Beauzire, Phap, cung cip). Lia mi dugc trdng
trong budng sinh trudng trén ban xoay dé thu dugc kiéu hinh thuc vat ddng nhét c6 thé cho timg
diéu kién. D& kiém soat chét dinh dudng diu vao cho cy, hat da mi dugc tréng trong chau d4
vo mi. Cay dugc cho sinh trudng trong budng sinh truéng dudi dén natri-iodua &p suét cao véi
buic xa hoat tinh quang hop 150+/- 10 umol photons.m™.s™!, chu ky nhiét 46 22/1 8°C va chu ky
sang ban ngay dai 16 gid. Mudi ngay sau khi gieo, cac cdy ddng nhét dwoc phan bd vao cac khay
khéc nhau; 6 cAy mdi khay va hai khay cho mdi didu kién. Cay dwoc tudi nuée ba 1An mai tudn
bang cing loai dung dich dinh dudng thuong mai dugc sir dl_ing cho céc thi nghiém trén rau diép.
[88] Hai tuin sau khi gieo, lda mi dugc xt ly gip nam 14n (2 hoic 3 ngdy mot 14n) bang cac
phan doan va phan chiét khac nhau va duoc thu hoach 13 ngay sau lan xtr 1y dAu tién. Hiéu qua
clia cdc phan doan khéc nhau dugc dénh gid bang cach so sanh trong lugng chdi méi. Ba 1an lap
lai sinh hoc ddc 1ap dugc thuc hién véi cac phan doan va phan chiét rong bién khac nhau. Muoi
hai cdy lia mi (n=12) duoc sir dung & cac 1an xtt Iy cho céc thi nghiém siéu loc.

[89] Theo sang ché, higu qua ciia cic phan doan va phan chiét khac nhau déi véi su kich
thich sinh truéng thuc vét dugc dénh gid theo phuong phép thong ké. That vy, dbi véi mbi phéan
tich sinh hoc duge trinh bay, trudc tién tinh chuén tic cua dit liéu duoc kiém tra béng cac thur
nghiém vé tinh chuén tic Shapiro-Wilk, véi cac db thi Q-Q va véi céc biu dd tAn suit. Do ddng
déu cua cac dit liéu ndy cling duoc kiém tra bang thir nghiém Barlett, trudce khi thyc hién thir
nghiém tham s6 d6i véi dit liéu nay. Mot s phén tich sinh hoc (ba dén bén 1in 1ap lai doc 14p)
dugc thuc hién dé danh gia cac xi Iy khac nhau dbi véi sw kich thich sinh truéng thuc vat véi sb
lugng N cy theo xtt Iy. Tiép d6, phan tich phuong sai tham sb hai chidu (Anova hai chiéu) duge
thuc hién trén dit liéu d x4c dinh xem c6 hay khong khéc biét d4ng k& (v6i sai sé alpha 5%)
gifta cac gia tri trung binh ctia cac 1an xir ly khéc nhau cho mdi phén tich sinh hoc va gifta céc
gi4 tri trung binh ctia mdi 14n xt 1y cho céc phén tich sinh hoc khac nhau di duogc thuc hién.

Theo két qua Anova, phép thir hau kiém c6 tham sb Tukey HSD hodc so sanh nhiéu cdp duoc
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thuc hién trén dit liéu dé xac dinh phan hang va x4c dinh xem gid tri trung binh ndo chénh léch
dang k& voi nhau. Két qua ctia phép thir Tukey duoc thé hién trén biéu d6 hop bang chit in dam.
Gi4 tri trung binh cta céc 1an xir Iy ma chénh léch déng ké v6i nhau thé hién cac chit in ddm
khéc nhau. Céc gid tri trung binh nay duoc thé hién trén mdi biéu d6 hop bang mot diu chim.
[90] Céc hop chit dugc mb ta trong tai liéu nay cb thé duoc st dung cho nhiéu loai cdy
tréng khéc nhau, vi du nhu dau tuong, ngd, ngil cbe (vi du: 14a mi, Ita mach, Iia mach den va
yén mach), hat cai dau, cai dau, hudng duong, cu cai dudng, khoai tay, dau kho (vi dy, dau lang,
dau kho, v.v.), mia, rau an qua, bao gém ca chua, ca tim, 6t, bau bi, v.v, cac loai rau ca, bao gém
hanh va toi tiy, cac rau #n 14, bao gdm rau diép, rau bina va cin ty, cai bép, cac loai qua c6 hat,
qua lyu, cam quyt, ca phé, ca cao, cac cdy cho hat, cdy qud mong, nho (dang cdy va dang leo),
va nhidu loai cay trong khéc.

[91] Cudi cting, can hiéu ring cac yéu cau bao h dudi day nhiam muc dich bao trim tit ca
cac d4u hidu chung va cu thé cta sang ché d3 duoc boc 16 trong ban mo ta nay va tit ca cac tuyén

bo vé pham vi ctia sdng ché vé mdt ngit nghia c6 theé déu thudc pham vi do.

14/19



46211 15/19

YEU CAUBAO HO
1. Chét kich thich danh cho thue vat nhim céi thién sy sinh trudng cta thue vt, chét kich

thich danh cho thyc vét nay dugc phan 14p tir loai tio duoc chon tir nhém bao gdm Ascophyllum
nodosum, Fucus vesiculosus, Sargasssum natans va td hop cta ching, va chtta mot hoiic nhiéu
phén ttr ¢6 hoat tinh sinh hoc phén cuc c6 trong lugng phan tir nim trong khoang 0,15 kDa dén
khoéang 1,0 kDa, trong d6 c4c phan tir c6 hoat tinh sinh hoc phén cuc khong chira laminarin va

polysacarit da dugc sulfat hoa.

2. Phuong phap cai thién su sinh truéng cua thuc vat, bao gdm budce dung ché phim chira

chét kich thich danh cho thuc vat theo diém 1 it nhit 1a vao dat, cly hogc hat gibng.

3. Phwong phap phan 14p va tinh ché hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc tlr phan chiét thu duoc
tir rong bién, phuong phap nay bao gdm: |
a) budc tudn hoan phan chiét qua mang siéu loc c6 ngudng trong lugng phén tir thich
hop, phan chiét thu duoc tu Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus,
Sargasssum natans;
b) budc quay vong dich loc ctia phin chiét, dé thu duge phan doan dich loc thit nhét
~va dung dich gift lai;
c) budc xit rira dung dich gitt lai bang nuée dé thu duoc mot hogic nhiéu phan doan
dich loc tiép nita; va
d) budc phan 1ap chét kich thich danh cho thuc vat tir phan doan dich loc thir nhét
hodc céc phan doan dich loc tiép nita, chit kich thich danh cho thuc vét nay chtra
cac phan tit ¢6 hoat tinh sinh hoc phén cuc ¢6 phén tir luong nim trong khoang
0,15 kDa &n 1 kDa, trong d6 phén tir c6 hoat tinh sinh hoc phan cuc khong chira

laminarin va polysacarit ¢4 dugc sulfat héa.

4. Phuong phép theo diém 3, con bao gdm budc danh gia hoat tinh sinh hoc ctia phin doan
dich loc thit nhat va cac phan doan dich loc tidp nita dé x4c dinh hiéu qué cua hoat tinh sinh hoc

ddi véi sy sinh trudng cia thuc vat.

5. Phuong phép theo diém 3 hoic 4, trong d6 hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc 6 thé cai thién
su sinh truong cia thuc vat, thic déy su nady mam clia hat, kich thich su phét trién cta r&, kéo

dai giai doan sinh dudng, ting thoi gian san xut, va/hosc tang thoi gian thu hoach.
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