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Linh vye k§ thuit dwge dé cap

Giai phép hitu ich d& cdp dén quy trinh chiét xuit chiét phdm chira
azadirachtin limonoit (goi tit 13 AZL) trong hat siu d4u dé bao ché thudc bao
vé thuc vat géc thdo mdc, khong luu ba doc lam 6 nhiém méi truong, dam
bao an toan vé sinh thuc phém.
Tinh trang ky thuit ctia gidi phap hitu ich

Hién nay, d& c6 mot vai don vi trong nudc da chiét xuét mot sb hoat
chét géc thdo mdc dé 1am thude bao vé thuc vat nhu nicotin tir cay thube 14
Nicotiana tabacum L, rotenon tir cay thubc ca Derris elleptica J, pyrethrin tir
hoa cay ctc trir sdu Chrysanthemum cinerariaefolium T.. Tuy nhién céc két
qué chi dimg lai & quy md phong thi nghiém.

Cay sau dau (con duogc goi 14 cy xoan An D) duge st dung lam thube
bao vé thuc vat c6 hiéu qua & nhidu noi trén thé gioi. O nuéc ta, cay sdu dau
duoc tréng nhiéu tai cac tinh Nam Trung B6. Hién nay, cdc nha khoa hoc da
phan 1ap hon 60 chét limonoit c6 kha ning xua dudi con tring tir hat va 14 sau
dau.

Viéc chiét xuét chiét phdm chira azadirachtin limonoit (AZL) trong hat
sdu dau (Azadirachta indica A. Juss) dd dugc nghién ctru va biét rd bdi cac
chuyén gia trong linh vurc nay. Theo dé tai “Chiét tdch, tinh sach va khdo sdt
tde dung doi khdng vi sinh vdt cia salanin tir nhdn hat cdy xoan An P
(Azadirachta indica A. Juss) tro”‘ng tai Viét Nam”, tién s§ Vi Van Do va cac
cong su di d& xuét quy trinh chiét xuét salanin va xac dinh hop chét nay trén
quy md phong thi nghiém. Tuy nhién, dung méi st dung dé chiét tach 13 ete
diu hoa va metanol. Nhimg dung méi nay néu ap dung trén quy md cong

nghiép, lugng du s& gy nhitng anh hudng cé hai dén méi truong, chua ké dén
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chi phi san xuét. Ngoai ra, san pham chiét thu dugc c6 chét lugng chua cao do
duc, con chita nuéc va ham lugong kim loai. P4 c6 nghién ctru str dung hon
hop dung dich chiét bao gdm n-hexan va etanol (xem, Extraction of neem oil
((Azadirachta indica A. Juss) using n-hexane and ethanol: studies of oil
quality, kinetic and thermodynamic, Maria Yuliana Liauw et al.) Tuy san
pham thu dugc da c6 do tinh khiét cao hon, nhung van dé du luong dung méi
khi dua vao quy trinh san xuit theo quy mé céng nghiép vin 13 mét thach
thtre trong linh vuc nay.

Vi vay, ton tai nhu cdu vé& quy trinh chiét xuit chiét phdm chia
azadirachtin limonoit (AZL) trong hat sdu dau (4dzadirachta indica A. Juss) dé
bao ché thubc bao vé thuc vat géc thao mdc, khong luu ba doc 1am 6 nhiém
mdi trudng, dam bao an toan vé sinh thuc phim.

Ban chit k§ thuit ciia giai phap hitu ich

Muc dich cta giai phdp hitu ich 13 d& xuét quy trinh chiét xuét chiét
phém chtra azadirachtin limonoit trong hat siu dau dé bao ché thudc bao vé
thuc vat géc thao moc, khong luu ba doc 1am 6 nhiém moi truong, ddm bao
an toan vé sinh thuc phdm.

Pé thyuc hién muc dich nay, theo mot khia canh giai phép hitu ich dé
xudt quy trinh chiét xuét chiét phdm chtra azadirachtin limonoit trong hat sdu
dau bao gdm céac buédce sau:

a) X ly nguyén liéu

Hat sdu dau khé duoc bao quan trong kho mat & nhiét d6 khoang 25-
27°C, 36 4m dudi 40%, khong c6 anh sang chiéu vao, trong thoi gian tdi thiéu
3 thang dé ham luong dau va hoat chét azadirachtin limonoit trong hat siu
dau duogc 6n dinh, sau d6 hat siu dau duoc dem nghién thanh bot dén c& hat
0,1mm béng may nghién dia dé lam v& thanh té bao chira dau trong hat.

b) Ep ngudi dau sdu ddu
Bot hat sau dau thu dugc & budce a dugc ép ngudi bing may ép thuy luc

truc ding véi luc ép ISOkg/cm2 & nhiét do phong dé thu duoc dau siu dau



2281

chtra khoang 0,19% AZL véi hiéu sudt 18,2% va phan banh 13 bot hat sdu dau
bi ép lai thanh khéi cting d3 loai dau sdu déu;
¢) Téch chiét chiét pham chira azadirachtin limonoit thé trong hat séu ddu |

Banh hat siu dau sau khi dugc nghién thanh bt min duogc tron véi
dung moi etanol 95° theo ty 18 1:3 (trong luong/trong luong), tién hanh tich
chiét & nhiét d6 50°C trong diéu kién khudy 100 vong/phut trong 24 gidy, sau
d6 ly tam & téc d6 3000 vong/phit dé tach dung dich chiét etanol khoi xé4c b3
hat siu dau, chung cAt dung dich chiét thu duoc & nhiét do 50°C, trong diéu
kién 4p suét thip dudi 50mmHg dé thu dugc chiét phdm chira azadirachtin
limonoit tho
d) Tinh ché chiét pham chira azadirachtin limonoit thé

Chiét phdm chtra azadirachtin limonoit thé thu duoc dwoc hoa tan trong
dung mbi etyl axetat (EtOAc) va nudc cit theo ty 18 1:2:2 (trong lugng/trong
luong), tién hanh chiét & nhiét d6 45°C trong diéu kién khudy & tbc do 150
vong/phiit trong 90 pht, sau d6 chung cit duéi 4p suat thdp dudi 50mmHg dé
thu duoc chiét phém chira 5,14% AZL azadirachtin limonoit v&i hiéu suét
6,1%.

Theo mdt khia canh khac, giai phap hitu ich dé& cap dén thudc bao vé
thuc vat dang bét ric duoc san xut tir ba hat sdu d4u. BA hat siu dau léy ra tur
bdn quay ctia may ly tdm, dugc phoi hong kho trong mat trong 24 gio dé dudi
hét dung méi etanol va diéu chinh d6 4m dén 55%. Sau d6 phdi tron ché phdm
vi sinh vat phan giai xenluloza (CDM) véo bi hat siu dau theo ty 18 0,15% va
1 thanh dbng trong 25 ngay dé b hat siu déu dugc phan giai hoan toan; ké d6
séy dén d6 Am 18% tao ra thudc bao vé thuc vat dang bot ric vira cung cép
dudng liéu cho cay trong vira diét dugc céc loai ndm bénh va tuyén trung
trong d4t. Pinh luong azadirachtin limonoit trong thudc bét ric theo phuwong
phap phd nghiém véi may HPLC-UV, A= 217nm.

Theo mdt khia canh, giai phap hitu ich con d& xuét thubc bao vé thuc

vat dang dung dich c6 cong thirc sau day:
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Chiét phdm chira azadirachtin limonoit (AZL=5,14%): 6%

DAu sdu dau (AZL=0,19%): 15%
Chét tao nhil, este sorbitan: 5%
Chét tang hoat, sesamin: 5%
Dung méi, dau khoéng: 69%
100%

Theo mét khia canh khéc, giai phap hitu ich con dé& xuét thubc bao vé

thyc vat dang dau ¢6 cong thirc sau day:

Dau sau dau: 53%
Chét tao nhii, este sorbitan: 15%
Chét tang hoat, sesamin: 5%
Dung moéi, diu khoang: 27%
100%

Theo mot khia canh khéc nita, giai phép hiru ich dé xuét thudc bao vé

thuc vét dang bot ric cé cong thirc sau day:

Azadirachtin limonoit: 0,025%
Hop chat sulfua (S): 0,175%
Pam tong sb: 5,2%
Chét hitu co 76,3%
Am do: 18,3%
100%

MBS ta vin tit hinh vé

Hinh 1: So d6 quy trinh chiét xuét hoat chét azadirachtin limonoit tir
hat siu dau
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phép hitu ich dé cap dén quy trinh chiét xuét hoat cht azadirachtin
limonoit tir hat sdu d4u bao gém céc budc:

a) Xur ly nguyén licu
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Qua sau dau dugc thu hoach mdi nam 2 14n theo chu ky ¢4 trai vao
thang 6 va thang 12, chi hai nhitng qua chin c6 mau vang, khong hai qua con
xanh. Qua sdu d4u sau thu hoach cin phai dugc so ché ngay, khong dé qué 48
gid. Cho qua vao bao tai, i khoang 24 gio cho thit qua mém, sau d6 cho vao
rd cha nhe cho nat thit qua. Rira sach hat siu dau loai hét thit qua con bam
chung quanh hat; dé rdo nudc, phoi hong khé trong mét cho hat that kho, do
4m con khoang 10-11%. Sau d6 bao quéan hat siu dau trong kho mét & nhiét
d6 khoang 25-27°C, d6 4m dudi 40%, khong c6 4nh sang chiéu vao va cé
trang bi mét s6 goi canxi clorua (CaCly) dé hiit 4m. Can bao quan hat siu dau
trong kho mat t6i thiéu 3 thang dé ham luong hoat chét azadirachtin limonoit
va lugng dau trong hat sdu dau duoc dn dinh méi dua ra ché bién tiép.

Hat sau dau khé (100kg) sau khi bao quan it nhét 3 thang trong kho mat
dugce dua qua may nghién dia d& nghién nhuyén nhan hat siu dau dén c& hat
0,1mm nhim lam v& thanh té bao chtra dau trong hat va tang hiéu sut ép dau.
Hat siu dau duoc cho qua phéu nhap liéu roi vao khe gitta 2 dia nghién c6
duong kinh 20cm 1am bing thép ctng c¢b ring chiu ma sét, quay nguoc chidu
nhau; khoang céch gitta 2 dia nghién c6 thé diéu chinh dugc do bd vit didu
chinh. B6t nhuy&n hat sdu déu ra khoi dia nghién roi xudng mang hing va
duoc chuyén qua may ép dau.

b) Ep ngudi thu dau sau ddu

May ép ngudi dau siu dau duoc thiét ké theo nguyén tic may ép thiy
luc c6 truc ép ding. Bot nhuyén hat siu dau thu duoc & bude a dugc goi trong
bao vai loc soi orlon, duoc xép nim vira vin trong khoang chira nguyén liéu
lam bang inox day 3,2mm va c6 thé tich V=201. M& maéy ép cho ben thuy luc
hoat dong, ddy pit tong ép cé dién tich mit ép S=706 cm’ ép thing dimg vao
bao chira bot nhuyén hat siu dau véi luc ép 150kg/cm2; dau sdu dau duoc tich
ra khoi xdc hat siu dau, chay qua 16p vai loc dén phéu himg dau, thu duoc
18,2 kg (hiéu suét 18,2%) dung dé san xuit thudc bao vé thuc vt dang dau.

Xéc hat sdu dau con lai trong bao vai loc bi ép manh thanh mot khéi cing goi



2281

]a banh hat siu dau duoc dung d& chiét xudt chiét phdm chita azadirachtin
limonoit véi dung moi.

Xéc dinh céc chi tiéu ki thuat cia diu siu dau cho két qua sau day:

i Tiéu chuin
TT Tén chi tiéu Phwong phap thir | Keét qua i
An Do

Ty trong d ) TCVN 8444:2010
1 0,9098 | 0,9087-0,9189
2 | Chiétxudtn;’ Khic xa ké RA-600 | 1,4622 | 1,4617-1,4627
3 | Chi s6 axit mg/g AOAC 3,90 <54

Azadirachtin limonoit HPLC-UV (A=
4 0,19 > 0,05

% 217nm)
5 | Sulfua (S) TCVN 363:99 0,46 > 0,03

Dau sdu dau thu duoc dat céc tidu chudn cta nganh Lam nghiép An P
(Viét Nam chua c6 tiéu chudn vé dau siu déu).
¢) Chiét xudt chiét pham chira azadirachtin limonoit trong hat sGu ddu

Bénh hat siu d4u 14y ra tir may ép dau cin duoc nghién min dé viée
chiét xuét azadirachtin limonoit trong banh dau dat hidu qua cao. Méy nghién
min 13 mot may nghién truc gébm 3 truc cén hinh tru lam bang thép cimg,
duong kinh 18cm dai 60cm, quay nguoc chidu nhau, ti 18 vong quay cac truc
1a 1:1:4. Banh hat siu dau dugc dua qua phéu nhép liéu ctia may nghién, di
vao khe hep gifta céc truc can va duoc nghién min do su ép lai va cha sat gifta
c4c truc v6i nhau. Khe hep gifra cac truc duge diéu chinh dé banh diu su dau
dugc nghién min thanh bdt hat sdu d4u c6 c& hat nhd hon 0,1mm. Két qua thu
duoc 81,5 kg bot hat sdu dau (hidu suit 81,5%).

Sau d6 bot hat sdu dau duge tron véi etanol (EtOH) 95° theo ti 1& 1:3
(trong luong/trong lugng) va cho toan bd hdn hop vao bdn chiét hoat chit

azadirachtin limonoit dé chiét trong 24 gid. Bdn chiét azadirachtin limonoit
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¢ 2 16p, thé tich V=6001 ( HxD = 0,9m x lm) 16p trong bing inox day
3,2mm, 16p ngoai bang st day 4,0mm; gifta 2 16p v6 c6 chira 1ép nuée duoce
dun néng dén 50°C bang mot thanh dién tré (ndm trong 16p nudce) ¢ bd phan
bién tré va ro le ngét dién. Bon c6 trang bi may khudy 100 vong/phut kém bd
phan diéu chinh vén tdc va van xa & day dé thu hdn hop san phim trong bon.
Pun néng 16p nudc gitra 2 16p vo ctia bdn chiét ¢én 50°C va cho may khudy
hoat dong véi tbc d6 100 vong/phut trong 24 gid; chiét phdm chia
azadirachtin limonoit dugc chiét xuit ra tir bot hat siu dau va hoa tan trong
etanol. Thu hdn hop san phdm trong bdn va ding méy ly tdm véi van tbc quay
3.000 vong/phut dé tach dung dich chiét etanol va x4c bot hat sdu déu con
ndm trong bdn quay ciia may ly tAm goi 12 b3 hat sdu dau dwoc dung dé bao
ché thubc bao vé thuc vat dang bot réc.

Dung dich chiét etanol dugc cho vao bdn chung cét 4p suét thip dé thu
hdi etanol cho ra chiét phdm chira azadirachtin limonoit thd, con b3 hat sdu
dau (75,2kg) duoc dung dé ché bién thudc bao vé thuc vat dang bot ric nhim
cung cap dudng liéu cho dat ddng thoi diét cac loai nAm bénh va tuyén tring
trong dét. Bdn chung ct 4p suét thap co 2 16p, thé tich V=4001 (HxD =0,9m x
0,8m), 16p trong bang inox day 3,2mm, 16p ngoai bing sit day 4mm; giita 2
16p ¢6 16p nude duge dun néng bang 1 thanh dién trd c6 by phén bién tro va
ro le ngét dién. Bdn c6 nip day that kin, van xa & day bon va két ndi v6i mét
méy bom chan khong ¢ hé théng bay khi dé tao 4p sut thip trong bon chung
cAt. Pun ndng 16p nudc gifta 2 16p ctia bdn chung cit dén 50°C; cho may bom
chan khong hoat dong, tao ap suét thdp dudi 50mmHg trong bdn; dung moi
etanol bdc hoi, qua ng sinh han duoc hoéa 1éng va sau d6 dua vio binh himg,
Cin con lai trong ndi chung cét 13 chiét phdm chira azadirachtin limonoit thd
duoc 14y ra tir van x4 & day bon, sau d6 dua qua khau tinh ché.

d) Tinh ché chiét pham chira azadirachtin limonoit thé
Chiét phidm chira azadirachtin limonoit thé thu dugc dugc tinh ché

trong bdn tinh ché 2 16p thé tich V=301, gitta 2 16p v6 bdn c6 thanh dién tr&
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ngim trong nudc va c6 bd phan bién trd; phia trén bdn c6 gin may khudy kém
theo bo phan diéu chinh vén tdc, dudi day bdn ¢ van xa thu san phim. Chiét
phém chira azadirachtin limonoit thd dugc hoa tan trong etyl axetat (EtOAc)
va nude cit theo ty 1€ 1:2:2 (trong lugng/trong lugng), sau d6 cho toan bd vao
bon tinh ché.

Pun hén hop trong bdn tinh ché dén 45°C va khudy & tbc d6 150
vong/phut trong 90 phit, hdn hop duoc tich thanh 2 16p, 16p trén 13 chiét
phim chira azadirachtin limonoit tan trong EtOAc, 16p dudi 14 tap chét tan
trong nude. Cho hdn hop vao binh 16ng, tach bé 16p nuée & dudi, 1y dung
dich chiét phidm chita azadirachtin limonoit tan trong etyl axetat, rira dung
dich nay 2 l4n véi nude cit. Sau d6 chung cit duéi dp suét thip dudi
50mmHg thu hdi dung méi etyl axetat thu dugc chiét phdm chitra 5,14% AZL

azadirachtin limonoit, can duoc 6,1kg (hiéu suét 6,1%) va co6 céc chi tiéu ky

thuat nhu sau:
TT Tén chi tiéu Phwong phap thiw Két qua
| T tong day TCVN 84442010 | 0,128
TCVN 2627:1993 0,35

2 | Chi s6 mau g/100ml (Thang mau K,Cr,0;) | Mau vang niu

3 | Mui (cdm quan) TCVN 2627:1993 Mui téi hang

- Tan t6t trong etanol,
axeton, etyl axetat

4 | Bo hoa tan TCVN 8383:2010 o
- Khong tan trong
hexane, ete dau hoa ...
5 | Azadirachtin HPLC-UV (217nm) | 5,14

limonoit %

6 | Sulfua (s) TCVN 363:99 0,52

Chiét phém chira azadirachtin limonoid thu duoc dat cc tiéu chudn cia

TCVN 8383:2010.
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Theo m6t phuong 4n, giai phap hiru ich d& cép dén thudc bao vé thuc
vat dang bot ric duge san xuét tir ba hat sdu dau. BA hat siu dau sau khi chiét
chiét phdm chira azadirachtin limonoit véi etanol van con chtra mét lugng nhé
hoat chét c6 kha nang diét mot s6 nAm bénh va tuyén trung trong dat, duoc
liy ra tir bdn quay ctia may ly tAm. Sau d6, bi hat sdu ddu dugc phoi hong
khé trong mét trong 24 gir d& dudi hét dung méi etanol va diéu chinh d6 4m
dén 55%. Sau d6, phdi tron ché phdm vi sinh vat phan giai xenluloza (CDM)
vao ba hat sdu dau theo ty 18 0,15% va u thanh dbng trong 25 ngay dé xéc hat
siu dau dugc phan giai hoan toan, rdi sdy dén d6 4m khoang 18% dé tao ra

thubc bao vé thuc vat dang bt ric ¢6 céc chi tiéu ki thuat nhu sau:

, Theo 36/2010/TT-
TT Chi tiéu DVT | Ket qua
BNNPTNT
1 Am d6 % 18,3 | Khéng vuot qua 25%

2 | Ham luong hitu co téng sd % 76,3 Khéng thip hon 22%

Ham lugng dam téng 30

3 % 52 | Khong thip hon 2,5%
(Ni)

4 Azadirachtin limonoit % 0,025 Khong bt bude

5 Ham lwong Sulfua (S) % 0,175 Khéng bit budc

Két qua trén cho thiy thubc bao vé thuc vat dang bot ric san xult tir
x4c bot hat sdu dau dat tht ca cac chi tiéu chét lugng vé theo thong tu
36/2010/TT-BNNPTNT.

Vé6i chiét phdm chira azadirachtin limonoit (AZL) c6 cac chi tiéu k§
thuat nhu trén co thé st dung dé san xuit thubc bao vé thuc vat géc thao mdc
khéng luu ba ddc lam 6 nhiém moéi trudng, ddm bao an todn vé sinh thuc

phim.

-10-
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Theo mot phuong 4an khéc, giai phap hitu ich dé cip dén thudc bao vé
thyc vét 1a ché phdm dung dich Limo 3000SC chtra 3,300ppm azadirachtin

limonoit (AZL) c6 cong thirc bao ché sau:

Thanh phan Ty 1€ % theo trong lugng
Chiét phdm chtra 5,14% AZL: 6,0
Dau siu du chira 0,19% AZL: 15,0
Sesamin, chit 1am bén AZL: 5,0
Este sorbitan, chét tao nhii: 5,0
Dau khoéng, dung moi: 69,0
100,0

Ché pham Limo 3000SC duoc bao ché bang c4ch dung may khudy tron
chit 16ng van tdc khudy 500 vong/phut, tron that déu trong 1 gid, chiét phdm
chira 5,14% AZL, diu siu dau chta 0,19% AZL, sesamin, este sorbitan va
dau khoéng theo cong thirc pha ché; sau d6 rét ché phdm Limo 3000SC vao
chai, mbi chai chira 300ml dung dé 1am thudc bao ve thuc vat dang dung dich.

Trong ché phém Limo 3000SC, sesamin st dung la mot chét ran, diém
néng chay 125°C va dugc didu ché bing cach chung cit 161 cudn hoi nudce diu
mé & ap sudt 3kg/cm®. Sesamin duoc hoi nuéce 161 cubn qua binh hing, sau do6
lam lanh dé két tinh lai trong nuéc va loc thu sesamin, duge st dung rong rai
@& 1am bén cac hop chét ty nhién nhu azadirachtin limonoit. Este sorbitan st
dung 12 mét chat 1ong mau vang sang c6 d6 nhét cao, nhiét do két tinh -2°C,
duoc didu ché bang phan ing xuyén este hoa du dira véi dudng sorbitol, sau
d6 1am lanh hdn hop phan tng dén -2°C dé thu hdi este sorbitan két tinh dusi
dang ran. Este sorbitan 13 mot chat hoat dién khéng ion dugc dung rong rai
trong cong nghiép thuc pham va duge phim dé tao nhii twong bén gitta dau va
nuée. Dau khoang st dung 1am dung méi 1a mot loai dung mdi thong dung
trong linh vuc thudc béo vé thue vat.

Po d6 bén nhiét ciia ché phim Limo 3000SC theo tiéu chuin CIPAC
Vol F/MT 46.1.3 ctia Hiép hoi Thudc Sat Tring Qubc t& két qua cho thiy

-11-
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Limo 3000SC c6 dd bén nhiét 12 89,84% (theo Tiéu chuén quy dinh 12 > 50%)
va do d6 bén nhil cta ché phdm Limo 3000SC theo tiéu chudn CIPAC Vol
F/MT36 thi thoi gian tach 16p hoan toan cua nhii 13 75 phit (theo tiéu chuén
quy dinh 1a > 20 phit).

Theo mét phuong an khéc nita, giai phap hitu ich d& cap dén thudc bao
vé thuc vat 1a ché phdm dau Limo 1000EC chira 1000ppm azadirachtin

limonoit (AZL) c¢6 cong thiic bao ché sau:

Thanh phan Ty 1€ % theo trong luong
DAu sau dau chira 0,19% AZL: 53,0
Sesamin, chit 1am bén AZL: 5,0
Este sorbitan, chat tao nhii: 15,0
Déu khoéng, dung méi: 27,0
100,0

Ché pham dau Limo 1000EC duoc bao ché bing cich ding may khudy
trén chat 1ong véi véan tdc khudy 500 vong/phut, tron that déu trong 1 git, ddu
siu dau chira 0,19% AZL, sesamin, este sorbitan va dau khoang theo cong
thirc pha ché; sau d6 rét ché phdm Limo 1000EC véo chai 300ml dung dé lam
thube bao vé thuc vat.

Po d6 bén nhiét cua ché phém Limo 1000EC theo tiéu chudn CIPAC
Vol F/MT 46.1.3 ctia Hiép hoi Thudc Sat Tring Qudc té két qua cho thiy
Limo 1000EC c6 d6 bén nhiét 13 82,15% (theo Tiéu chudn quy dinh 13> 50%)
va do do bén nhil cta ché phim Limo 1000EC theo tiéu chuin CIPAC Vol
F/MT36 thi thoi gian tach 16p hoan toan ciia nhii 13 62 phut (theo tiéu chudn
quy dinh 1a > 20 phut).

Theo mét phuwong an khéc nita, giai phap hiru ich d& cép dén thubc bao
vé thuc vat 13 ché phdm bot ric Limo 250SP chira 250ppm azadirachtin
limonoit (AZL) c6 cong thirc sau:

Thanh phan Ty 1€ % theo trong luong
Azadirachtin limonoit (AZL): 0,025
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Hop chét sulfua (S): 0,175
DPam tong sd (Nts): 5,2
Chét hitu co: 76,3
Am d6: 18,3
100,0

Ché pham bot ric Limo 250SP dat cac chi tiéu chit lwong vé phan bén

hitu co theo Théng tu s6 36/2010/TT-BNNPTNT.

Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Quy trinh chiét xuét chiét phdm chita azadirachtin limonoit
(AZL)

1.1. X ly nguyén liéu

Hang nim cay sdu déu cho trai 2 14n vao thang 6 va thang 12; thu
hoach nhitng qua sdu dau chin mau vang, khong hai nhiing qua chua chin c6
mau xanh. C4n 200 kg qua siu dau chin cho vao 1 bao tai U kin trong 24 gid
cho thit qua mém nhiin ra, ké d6 cho vao rd cha nhe cho nat thit qua, rira sach
hét thit qua con bam vao hat siu dau va thu léy hat sdu dau. Rai hat sdu dau ra
nong tre thanh 16p mdéng phoi kho trong mat khoang 2-3 ngay cho hat that
kho, d6 4m con khoang 11%, thu duogc 120kg hat sau dau kho.

Sau d6 dua hat sdu déu khé vao bao quan trong kho mat & nhiét do
khoéang 25-27°C, d6 4m dudi 40%, khéng c6 anh sang chiéu vao va c6 trang
bj mot sb gbi canxi clorua (CaCl,) ¢ hut 4&m. Can bao quan hat siu dau trong
kho mat t6i thiéu 3 thang dé& ham lugng hoat chét azadirachtin limonoit va dau
trong hat sdu dau dugc 6n dinh rdi méi dua ra ché bién tiép. Can 100kg hat
sdu d4u dua qua may nghién dia dé nghién nhuyén nhan hat siu dau dén co
hat 0,1mm nham lam v& thanh té bao chira dau trong hat va ting hiéu suit ép
dau.

1.2.  Ep ngudi dau sau dau
Chuyén bdt nhuyén hat sdu dau qua may ép ngudi dau sdu dau thiét ké

theo nguyén tic may ép thity luc cé truc ép dimg; bdn ép co thé tich V = 201,
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matép S = 706cm?, luc ép 150kg/cm?®. Dau sdu dau duogc tach ra khoi xac hat
sdu déu, chay ra 16p vai loc, can dugc 18,2kg (hiéu suét 18,2%) dung dé san
xuit thudc bao vé thuc vat dang dau; xé4c hat siu dau con lai duge ¢p manh
tao thanh mot khéi khé cimg goi 1 banh hat siu dau, can duoc 81,7kg (hiéu
suit 81,7%).

Po ham luong azadirachtin limonoit (AZL) trong diu siu dau béng
may HPLC-UV (A = 217nm) va do ham lugng sulfua (S) theo phuong phap
10TCN 363:99 cho két qua nhu sau:

Ham luong AZL trong dau siu dau la: 0,19%
Ham lugng S trong dau sau dau la: 0,46%

Dau siu dau thu duge c6 mau vang nhat, mui tdi nhe ddc trung va dat
tiéu chudn nganh Lam nghiép An D6 sb 4765-1975 (Viét Nam chua cé tiéu
chuén vé dau siu dau).

1.3.  Chiét xuét chiét phim chira azadirachtin limonoit thd trong hat sau d4u

Banh hat siu dau ldy ra tir may ép dau (81,7kg) duoc nghién min dé
viéc chiét xuat chiét phdm azadirachtin limonoit trong banh hat sdu dau dat
hiéu qua cao. May nghién min 13 mét may nghién truc gdm 3 truc can hinh tru
lam béng thép ctmg quay ngugc chidu nhau, ty 18 vong quay céc truc 13 1:1:4;
may dugc diéu chinh d banh hat sdu dau duoc nghién min thanh bot hat sdu
dAu ¢6 ¢& hat nhé hon 0,1mm, két qué thu dugc 81,6kg bdt hat sau dau khé co
mau vang sang, mui toi nhe.

Cho 81,6 kg bot hat siu dau khé tron véi 244,83 kg etanol (EtOH) theo
ty 18 1:3 vao bdn trich 2 16p, 16p trong bang inox day 3,2mm, 16p ngoai bing
st day 4,0mm, thé tich V = 6001 (HxD = 0,9m x 1m) gitta 2 16p c6 chira nu6c
dugc dun néng bing mot thanh dién tré va cé trang bi mét may khudy ding.
Cho bén trich hoat dong & nhiét 6 50°C véi van tbe khuéy 100 vong/phut
trong thoi gian 24 gid. Sau d6 d& ngudi, dua toan bd dung dich trich qua may
ly tim quay 3000 vong/phut dé tach 14y dung dich trich, ba trich con lai trong

may ly tAm can ning 75,2kg dugc ding dé bao ché thubc bao vé thuc vat
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dang bot ric. Dung dich trich qua may loc ly tAm dugc dua vao bon chung cét
ap suét thip dé chung cit & 4p sudt p nhd hon 50mmHg dé thu hdi etanol;
luong etanol thu hdi dugc 228,5kg (hao hut 16,3kg etanol), chét chiét con lai
trong bdn chung cit c6 mau niu, mui tdi, cAn dwoc 6,4kg 1a chiét phim chia
azadirachtin limonoit tho.

1.4. Tinh ché chiét phim chira azadirachtin limonoit thd

Cho chiét phdm chtra azadirachtin limonoit thé (6,4kg) vao bdn tinh
ché, cho tiép dung moi etyl axetat (12,8kg) va nudc (12,8kg) theo ty 18 1:2:2
vao bdn. Mo may khudy tron 150 vong/phit va dun 4m dén 45°C trong 90
phtt. Sau d6 dua toan bd dung dich vao binh 16ng dé tach 16p rdi xa bod 16p
nuéc chira tap chit phia dudi, thu iy 16p trén c6 chira chiét phim
azadirachtin limonoit tan trong etyl axetat. Chung cét thu hdi etyl axetat dudi
ap suét thip p < 50mm Hg, thu lai dugc 11,6 kg etyl axetat (hao hut 1,2kg etyl
axetat) con chét cao con lai trong bdn chung cdt c6 mau vang nau, mii t6i
hing 13 chiét phidm chtra azadirachtin limonoit (AZL) can duogc 6,1kg (hiéu
sut 6,1%).

Po ham luong azadirachtin limonoit (AZL) trong chiét phim chira
azadirachtin limonoit v4i may HPLC-UV (A = 217nm) va do ham luong
sulfua (S) theo phuong phap 10 TCN 363:99 cho két qua nhu sau:

Ham luong AZL trong chiét phdm 13: 5,14%
Ham lwong S trong chiét pham 13: 0,52%

Chiét phdm chtra azadirachtin limonoit dat cic tiéu chuin TCVN
8383:2010.

Vi du 2: San xuét thude bao vé thwe vit dang bot riic

B3 hat siu dau ldy ra tir bon quay cia may ly tdm (75,2kg) dugc phoi
hong khé trong mat trong 24 gitr dé dudi hét dung méi etanol con sét lai trong
ba; ké d6 phun nude vao bi dé nang d6 4m 1én 55% va phdi trén déu 113g (ty
16 0,15%) ché pham vi sinh vét phan giai xenluloza (CDM). Sau d6 cho hdn

hop vao bdn 1 hdo khi va 0 trong 25 ngdy dé bé hat sdu dau duoc phan giéi
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hoan toan. K& tiép hdn hop duoc siy dén 4m do 18% tao ra thudc bao vé thuc
vat dang bot ric, can dugc 63,9%kg, ty 1€ 63,9% tinh theo lugng hat sdu dau sir
dung.
Do ham lugng azadirachtin limonoit (AZL) trong thudc bao vé thuc vét
dang bot ric véi may HPLC-UV (A = 217nm) va do ham luong sulfua (S)
theo phuong phap 10 TCN 363:99 cho két qua nhu sau:
Ham luong AZL trong thubc bét réc la: 0,025%
Ham luong sulfur (S) trong thudc bot ric 1a: 0,175%
Vi du 3: San xuét ché phim thudc bao vé thwe vat dang dung dich chita
0,33% azadirachtin limonoit (AZL)
Cho vao may khqu tron, kiéu trén dung dich véi van tdc khqu 500

vong/phut céc thanh phan theo ty 18 trong luong sau:

Thanh phin Trong luong (g)
Chiét phdm chira 5,14% AZL: 600
DAu siu dau chtra 0,19% AZL: 1.500
Sesamin, chit 1am bén AZL: 500
Este sorbitan, chét tao nhii: 500
Dau khoéng, dung méi: 6.900
10.000g

Sau khi khudy tron déu trong 1 gid, rét ché phdm vao chai, mdi chai
300ml va khi str dung thi pha loéing ra 100 lan.
Vi du 4: San xuit ché pham thudc dang diu chita 0,1% azadirachtin
limonoit (AZL)

Cho vao may khuéy tron, kidu tron dung dich véi van tde khqu 500

vong/pht cac thanh phan theo ty 18 trong luong sau:

Thanh phin Trong lugng (g)
Dau su dau chira 0,19% AZL: 5.300
Sesamin, chat 1am bén AZL: 500
Este sorbitan, chat tao nhil: 1.500
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Dau khoéang, dung méi: 2.700
10.000g

Sau khi khudy tron déu trong 1 gio, rét ché pham vao chai, méi chai

300ml va khi sir dung thi pha lodng ra 50 lan.
Vi du 5: San xudt ché phim thudc dang bét ric chia 0,025%
azadirachtin limonoit (AZL)

Cho vao mAay nghién, loai may nghién dia két hop véi nghién rang,

nghién that min dén c& hat 10pm, 10kg ché phdm bot réc c6 thanh phan sau:

Thanh phan Ty 1€ % theo trong luong
Azadirachtin limonoit (AZL): 0,025
Hop chit sulfua (S): 0,175
Pam téng sb (Nts): 5,2
Chét hitu co: 76,3
Am db: 183
100,0%

Sau d6 d6 bét ric ra timg goi 1kg va khi st dung thi rai déu bot 1én dién
tich can xu ly.
Vi du 6: Khio nghiém tic dung ciia ché phim thudc dang dung dich chira
0,33% azadirachtin limonoit (AZL)

a. Pon vi khdo nghiém: Vién Cong nghé Héa Sinh tng dung Tp Hb
Chi Minh phdi hop véi Trung tAm nghién ciru va Phét trién Néng Duoc, Cong
ty CP Thudc Sat Trung Viét Nam.

Dia diém khao nghiém: Ap Bau Sim, xa Théng Tan Hoi, huyén Ct Chi,
Tp H6 Chi Minh.

Thoi gian khdo nghiém: 27/11/2010 — 6/12/2010

b. Déi twong khao nghiém: 4 loai siu ph4 hai nhidu nhét cac loai cy
trong.

Sau to Plutella Xylostella pha hai cay ho Thap tu

Séau xanh soc tring Diaphania indica phé hai cdy dua leo, biu bi
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Séu an tap Sopodotera litura pha hai cac loai rau cai.
Ray mém Aphis gossypii phé hai céc loai cdy bip dau.
c. Phuong phap khao nghiém

Bé tri khao nghiém: khao nghiém mbi loai sdu trén dién tich 50m?,
trong mét loai rau qua gin dén ngay thu hoach (1 nghiém thrc).

Céch phun thudc: pha logng 100 14n ché phdm dang dung dich trong
nudc sach, dung binh phun tay 4 lit, phun qua 14, lugng nudc phun 1a 2 lit
nuéc thude cho 1 nghiém thire 50m?.

d. Céc chi tiéu theo doi

Pém sb sau sdng trén mdi nghiém thirc 50m? tréng rau, trude khi phun
thudc va sau khi phun thudc 24 gid, 48 gio.

Tinh hiéu luc cta thudc H% theo cong thirc Henderson Tilton.

e. Két qua va nhan xét: T4c dung ctia thubc Limo 3000SC ddi véi 4 loai

sau pha hai nhiéu nhét cay trong duoc trinh bay trong bang sau day:

SO sdu 24 gio SP 48 gio SP
TT Loai sau song S0 sau S6 siu

TP song He song He
1 Sau to 270 120 55,56 45 83,33
2 Sau xanh soc 310 160 48,39 68 78,06

tréng
3 Sau an tap 290 140 51,72 53 81,72
4 Ray mém 320 125 60,94 33 89,69
TP: trudc phun  SP: sau phun H: hiéu lyc thudc

Ché pham thudc dang dung dich c6 tac dung tét dbi véi 4 loai sau gy
thiét hai nhiéu nhét cho cac loai cay tré)ng, hiéu luc cao nhét trén 80% dbi véi
rdy mém, siu to va siu in tap.

Vi du 7: Khao nghiém tac dung ciia ché phim thude dang diu chira 0,1%

azadirachtin limonoit
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a. Pon vi khéo nghiém: Vién Céng nghé Héa Sinh tmg dung Tp Hb
Chi Minh phdi hop v6i Trung tAm nghién ctru va Phat trién Noéng Dugc, Cong
ty CP Thubc Sat Trung Viét Nam.

b. Bdi twong khao nghiém: 4 loai nAm bénh phé hai nhiéu nhét céc loai
cay trong.

Né&m 16 cb 18 Sclerotium rolfsiigdy bénh 16 ¢b r& cho cdy trong.

N&m dém nau Cladosporium fulvum gy bénh ddm mau nau 1am hai
than, 14, hoa, qua cay trong.

Né&m 14 héo rii Fusarium sp lam cho cdy bi héo rii nhu thiéu nudc rdi
chét.

Ném thdi r& Xanthomonas campestris 1am cho cy bi thdi r& rdi chét.

c. Phuong phép khao nghiém

Phuong phép pha logng trén méi trudng thach: Pha loéing 50 14n thubc
Limo 1000EC trong nudc cit, hoa nude thude vao moi truong nudi ndm PGA
va cho vao 4 dia petri, mdi dia cdy mét loai hach ndm. Pia déi chung chira
mbi trudng PGA hoa trong nudc cit khong c6 thude, trong d6 ciy 4 loai ndm.

Chi tiéu theo d&i: theo ddi sur phat trién ctia khudn ty ndm trong cac dia.

Tinh ty 1& e ché khuén ty.

1% = (1-22) x 100

ile

Dy, dudng kinh khuén lac thi nghiém

Dy.: duong kinh khuén lac di ching

Thi nghiém thuc hién 3 1an 13p lai, phén tich thdng ké danh gia mic do
tin cdy cta thi nghiém béng chuong trinh MSTATC.

d. Két qué va nhan xét: Tac dung cua ché phém thudc dang dau ddi véi
4 loai ndm bénh gy hai nhidu nhit céc loai cay trdng dugc trinh bay trong

bang sau day.

, Dwong kinh trung binh 1% sau 4 ngay
TT | Cac loai nam bénh X
ciia khuan lac (mm)
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Thi Poi chirng

nghiém
1 Nam 16 ¢6 ré 4,13 2738 a 84,92
2 Nam dém nau 3,25 25,12 b 87,06
3 Né4m héo rii 3,15 28,43 a 88,87
4 Nam thbi r& 3,95 21,25 ¢ 81,41

CV%=1,25
LSDg; = 2,30

Ché phdm thubc dang dau c6 tic dung e ché manh dbi véi 4 loai ndm
bénh gay hai nhidu nhét cho céc loai cdy trong, ty 18 trc ché 4 loai ndm nay
déu dat trén 80%.

Vi du 8: Khio nghiém tic dung ciia thudc bot ric ddi véi tuyén trang
trong dat

a. bon vi khdo nghiém: Vién Cong nghé Héa Sinh tmg dung Tp Ho
Chi Minh phéi hop véi Trung tAm nghién ciru va Phét trién Nong Dugce, Cong
ty CP Thudc Sat Tring Viét Nam.

Dia diém khao nghiém: Phuong Hiép Thanh, Quén 12, Tp Hd Chi
Minh

Thoi gian khdo nghiém: Thang 11/2011 — 12/2011

b. Péi twong khao nghiém: tuyén tring trong dét

Hién nay mot s& viing chuyén canh trong nuéc d3 bi nhidém tuyén tring
1am cho rau khong phat trién va ngudi dan thudng mua thude héa hoc dé xur
ly dat, diéu ndy din dén viéc khong dam béo an toan thuc phdm va anh huéng
dén stc khoe con ngudi, do in rau n 14 c6 thoi gian thu hoach ngin va con
ngudi c6 thé dung twoi, khong qua ché bién. Do d6 khao nghiém hiéu luc cta
thubc bot ric so sanh véi céc loai thube héa hoc hién nay dang st dung nhu
thudc Suncho nhép cta B.I.G Co., Ltd, Korea la can thiét.

c. Phuong phép thuc hién
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B6 tri thir nghiém: DAt tréng cdy cai ngot gibng Greenboy (nhép cia
Nhat) dién tich 20m* ding cho m3i nghiém thirc, trén dat di trdng cay cai
ngot 9 ngay tudi sau khi gieo.

Céc nghiém thirc: 3 nghiém thirc

Ric déu lkg thube bot ric vao nén dét 20m2, ric 2 14n, mdi 14n cach
nhau 5 ngay.

Phun d&m 2 lit dung dich 1% Suncho pha long trong nudc vao nén dét
20m’, phun 2 14n, m3i l4n c4ch nhau 5 ngdy.

Péi chimg: Phun nudce sach vao nén dit 20m>, phun 2 14n, mdi 14n cach
nhau 5 ngay.

Chi tiéu theo doi:

Ning sudt cdy cai (kg/m2).

Quan sét tuyén tring r& qua kinh hién vi.

d. Két qua khao nghiém
Niang suét thu hoach (5 ngay sau khi phun 14n 2)

Chiéu cao trung Dién tich Niing suit
TT | Nghiém thirc binh cdy cai (cm) | trung binh l4 thie té
cai (cm?) (kg/m?)
1 | Limo 250SP 13,3 14,3 1,9
2 | Suncho 13,1 11,8 1,7
3 | Pbi chimng 10 8,7 1,1

Nhén xét:

Sau 5 ngay phun thudc 14n 2, nghiém thirc thude bdt ric va Suncho ¢6
chiu cao sinh truéng cia cdy cai gin turong dwong nhau, cao hon dbi chimg
va mau xanh cia 14 ddm hon, dién tich 14 va ning sut thuc té cua nghiém

thirc thudc bdt rac va Suncho cling cao hon han d6i chimg.
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Mat do tuyén tring (5 ngay sau khi phun 1an 2): LAy ngdu nhién 10 cay

cai & moi nghiém thic, tién hanh quan sat mat do tuyen trung tai viung ré qua

kinh hién vi.
Mat d§ tuyén | Mat d6 tuyén | Ty 1é chét
TT | Nghiém thirc tring (con) trang chét (%)
(com)
1 | Limo 250SP 27 21 77,8
2 | Suncho 24 18 75,0
3 | Pbi chimg 25 0 0

Nhan xét:

Quan sat mat d6 tuyén tring & 10 r& cdy/nghiém thtc cho thiy céc

nghiém thirc xir Iy thubc c6 mat do tuyén trung séng giam rd rét nhat 13 thude

bot rac.

Hiéu qua dat dworc ctia giai phap hitu ich

Véi hoat chat azadirachtin limonoit c6 trong hat sau dau c6 thé tng

dung dé san xuét thudc bao vé thue vat diét trir sdu bo, nAm bénh, tuyén trung

trong dat ma khéng c6 luu bd doc lam 6 nhi€ém moéi truong, ddm bao an toan

vé sinh thuc phim.
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YEU CAUBAO HO

1. Quy trinh chiét xuét chiét pham chira azadirachtin limonoit (AZL) trong hat
siu dau dé bao ché thubc bao vé thuc vét gbc thao moc, quy trinh nay bao
gdm cac budce:

a) X1 ly nguyén liéu

Hat siu dau khé duge bao quan trong kho mat & nhiét d6 khoang 25-
27°C, 46 4m dudi 40%, khéng c6 4nh sang chiéu vao, trong thdi gian tbi thidu
3 thang dé ham luong ddu va hoat chét azadirachtin limonoit trong hat su
dau dugc 6n dinh, sau d6 hat siu d4u duoc dem nghién thanh bot dén c& hat
0,1mm bang méay nghién dia dé lam v& thanh t& bao chtra diu trong hat;

b) Ep ngudi thu dau siu dau

Bot hat sdu dau thu duge & bude a) dugc ép ngudi bing may ép thuy
lyc truc dimg véi luc ép 150kg/cm? & nhiét do phong dé thu dugc dau siu dau
chira khoang 0,19% AZL véi hiéu suit 18,2% va phén banh 13 bt hat siu dau
bi ép lai thanh khéi cimg d4 loai diu siu dau;

c) Tach chiét chiét phdm chua azadirachtin limonoit thd trong hat sau
dau

Banh hat sdu dau duoc tron véi dung mdi etanol 95° theo ty 1€ 1:3
(trong luong/trong lugng), tién hanh tach chiét & nhiét do 50°C trong didu
kién khudy 100 vong/phit trong 24 gid, sau d6 ly tAm & téc do 3000 vong
/phut @& tach dung dich chiét etanol khéi x4c bi hat sdu dau, chung cét dung
dich chiét thu duge & nhiét d6 50°C, trong didu kién 4p sudt thip dudi
50mmHg dé thu dugc chiét phdm chira azadirachtin limonoit tho;

d) Tinh ché chiét phdm chtra azadirachtin limonoit tho

Chiét pham chira azadirachtin limonoit thd thu dugc dugc hoa tan trong
dung méi etyl axetat (EtOAc) va nudc cit theo ty 16 1:2:2 (trong lugng/trong
lugng), tién hanh chiét & nhiét do 45°C trong didu kién khudy & téc do 150
vong/phut trong 90 phit, sau d6 chung cat dudi ap suét thdp duéi 5 OmmHg dé
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thu duoc chiét phim chtra 5,14% AZL azadirachtin limonoit v&i hiéu suét

6,1%.
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Hinh 1: So dd quy trinh chiét xuét chiét pham chira azadirachtin limonoit (AZL)

Dau sau dau

tir hat sdu dau

Hat sau dau kho

A 4

Nghién nhuyén
hat sdu dau

\ 4

A 4

San xuat
thudc dau

B3 bot hat sdu dau

Ep dau sau dau

A

Banh hat sdu dau

A4

v6i dung moi 1

Chiét AZL trong banh hat siu dau

Téch dung dich

Y

San xuat
thuoc bot rac

dung méi chiét

A 4

Chung ct

&p suét thip

A 4

A\ 4

Thu hdi
dung méi 1

Chiét phdm chira AZL tho
trong hat siu dau

Tinh ché chiét phim

Thu hoi

chira AZL tho
v6i dung moi 2

\ 4

Chiét phim

dung moi 2

chwra AZL
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