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LỜI CAM ĐOAN 

 Tôi xin cam đoan luận án: “Nghiên cứu chế tạo và khảo sát hiệu quả phòng trừ 
nấm Colletotrichum truncatum gây bệnh thán thư trên cây đậu nành (glycine max) 
của phức oligochitosan-Zn2+” là công trình nghiên cứu của chính mình dưới sự hướng 
dẫn khoa học của TS. Bùi Duy Du và GS.TS. Nguyễn Quốc Hiến. Luận án sử dụng 
thông tin trích dẫn từ nhiều nguồn tham khảo khác nhau và các thông tin trích dẫn 
được ghi rõ nguồn gốc. Các kết quả nghiên cứu của tôi được công bố chung với các 
tác giả khác đã được sự nhất trí của đồng tác giả khi đưa vào luận án. Các số liệu, kết 
quả được trình bày trong luận án là hoàn toàn trung thực và chưa từng được công bố 
trong bất kỳ một công trình nào khác ngoài các công trình công bố của tác giả. Luận 
án được hoàn thành trong thời gian tôi làm nghiên cứu sinh tại Học viện Khoa học và 
Công nghệ, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 
 

 Hà Nội, ngày      tháng 3 năm 2024 

Tác giả luận án  

 

NCS. Đặng Văn Phú 
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LỜI CẢM ƠN 

Luận án này được hoàn thành tại Viện Sinh học Nhiệt đới - Viện Hàn lâm 
Khoa học và Công nghệ Việt Nam. Trong hành trình nghiên cứu và hoàn thành luận 
án, tác giả đã nhận được nhiều sự giúp đỡ quý báu từ các thầy cô, các nhà khoa học, 
các đồng nghiệp, bạn bè và gia đình. 

Tôi muốn biểu đạt lòng biết ơn sâu sắc đến TS. Bùi Duy Du và GS.TS. Nguyễn 
Quốc Hiến đã tận tình hướng dẫn. Những kiến thức sâu rộng và sự chỉ dẫn tận tâm 
của các thầy đã thúc đẩy sự phát triển của em trong lĩnh vực nghiên cứu này. Em đã 
học được rất nhiều từ các thầy và luôn trân trọng những giá trị ấy.  

Tôi xin bày tỏ lòng biết ơn đến các thầy cô, các đồng nghiệp và tập thể Viện 
Sinh học Nhiệt đới đã truyền thụ kiến thức và tạo mọi điều kiện tốt nhất cho tôi trong 
suốt quá trình học tập và thực hiện đề tài luận án; cảm ơn Trung tâm Nghiên cứu và 
Triển khai Công nghệ Bức xạ, Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công 
nghệ cao đã tạo điều kiện cho tôi tổng hợp vật liệu và thử hoạt tính của chế phẩm; xin 
cảm ơn Trung tâm Khảo nghiệm Cây trồng, Hưng Lộc, Đồng Nai đã tư vấn và thực 
hiện khảo nghiệm chế phẩm; biết ơn những người đã cùng tham gia nghiên cứu, các 
đóng góp đó làm cho nghiên cứu này trở nên có giá trị và ý nghĩa. 

Tôi cũng xin gửi lời cảm ơn đến Ban Lãnh đạo Học viện Khoa học và Công 
nghệ và Viện Sinh học Nhiệt đới đã giúp đỡ, hỗ trợ mọi mặt tận tình và tạo điều kiện 
thuận lợi cho tôi để hoàn thành luận án.  

Tôi chân thành cảm ơn gia đình, bạn bè và những người thân đã luôn quan 
tâm, khích lệ, động viên tôi trong suốt quá trình học tập và nghiên cứu. Trân trọng 
cảm ơn tất cả mọi người./. 

 
Hà Nội, ngày      tháng 3 năm 2024 

Tác giả luận án  

 

                 NCS. Đặng Văn Phú 
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GluN Đường D-glucosamine 

GluNAc Đường N-acetyl-D-glucosamine 

CTS Chitosan 

KLPT Khối lượng phân tử 

ĐĐA Độ deacetyl  

PI  Chỉ số đa phân tán KLPT của polymer 

Gs  Hiệu suất cắt mạch bức xạ  

Zn2+ Kẽm ion 

OC2,5 Oligochitosan có KLPT 2,5 kDa 

OC5,1 Oligochitosan có KLPT 5,1 kDa 

OC7,8 Oligochitosan có KLPT 7,8 kDa  

OC-Zn2+ Phức oligochitosan với Zn2+ 

−NH2/Zn2+ Tỷ lệ phần mol của −NH2 (OC) đối với Zn2+ 

CA Hoạt tính enzyme chitinase 

AE  Hiệu lực ức chế nấm  

DI  Tỷ lệ bệnh 

DS  Chỉ số bệnh 

UV-Vis Quang phổ ánh sáng tử ngoại – khả kiến 

GPC Sắc ký gel thấm qua 

FTIR Phổ hồng ngoại biến đổi Fourier 
1H-NMR Phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton 

XRD Phổ nhiễu xạ tia X 

EDX Phổ tán sắc năng lượng tia X 

ICP-AES Phổ phát xạ nguyên tử cảm ứng plasma. 
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MỞ ĐẦU 

1. Đặt vấn đề 

 Oligochitosan (OC) là loại polysaccharide tự nhiên có khối lượng phân tử 
(KLPT) thấp được chế tạo bằng phương pháp cắt mạch chitosan bởi các tác nhân như 
enzyme, hóa học và bức xạ. OC đã được nghiên cứu và minh chứng là không độc, có 
khả năng ức chế vi sinh vật gây bệnh, có hiệu ứng kích kháng và phòng trừ đối với 
nhiều loại bệnh gây hại trên thực vật. OC có KLPT < 10 kDa thể hiện hiệu ứng kích 
kháng bệnh hiệu quả. 

 Cũng như chitosan, OC có khả năng tạo phức với nhiều ion kim loại như Cu2+, 
Zn2+, Mn2+, Fe2+,… thông qua liên kết phối trí với nhóm amin (–NH2) và nhóm 
hydroxyl (–OH) trong phân tử OC, làm tăng cường khả năng kháng khuẩn, kháng 
nấm. Trong đó, phức OC-Zn2+ được quan tâm nghiên cứu và sử dụng phòng trừ bệnh 
cho cây trồng. Kẽm là nguyên tố vi lượng thiết yếu cho sự sinh trưởng, phát triển và 
có vai trò trong việc tăng cường các phản ứng phòng vệ của cây trồng. Một số nghiên 
cứu đã minh chứng phức OC-Zn2+ có khả năng kháng vi khuẩn, nấm bệnh cao hơn từ 
2 − 8 lần so với OC và 4 − 16 lần so với Zn2+. Ngoài ra, việc sử dụng kẽm trên thực 
vật còn làm tăng tích lũy vi chất dinh dưỡng thiết yếu trong nông sản mà thường thiếu 
hụt trong chế độ ăn uống của con người. Vì vậy, phức OC-Zn2+ là loại vật liệu tiềm 
năng có thể ứng dụng trong sản xuất nông nghiệp an toàn. 

 Trong sản xuất nông nghiệp tại Việt Nam, đậu nành (Glycine max) là cây trồng 
quan trọng vì là cây thực phẩm lâu đời, là nguồn cung cấp protein cho người và vật 
nuôi. Diện tích trồng đậu nành tại Việt Nam theo thống kê đến năm 2020 là 166.000 
ha với sản lượng đạt 265.000 tấn nhưng chỉ đủ cung cấp 8 − 10% cho nhu cầu sử 
dụng trong nước. Vì vậy, phát triển sản xuất đậu nành để đáp ứng nhu cầu là hướng 
đi đúng đắn. Xu hướng toàn cầu trong sản xuất nông nghiệp an toàn nói chung và đậu 
nành nói riêng, việc kiểm soát các loại bệnh hại thường xuyên do nấm Colletotrichum 
truncatum, Fusarium solani,… bằng chế phẩm như phức OC-Zn2+ là cần thiết. Tuy 
nhiên, tác động của phức OC-Zn2+ đối với mỗi loại cây trồng và mỗi loại vi sinh vật 
gây bệnh là khác nhau, trong đó khả năng phòng trừ bệnh thán thư của phức trên cây 
đậu nành do nấm C. truncatum chưa được nghiên cứu. 

 Vì các lý do trên, chúng tôi chọn và thực hiện đề tài “Nghiên cứu chế tạo và 
khảo sát hiệu quả phòng trừ nấm Colletotrichum truncatum gây bệnh thán thư 
trên cây đậu nành (Glycine max) của phức oligochitosan-Zn2+” 

 Với mục tiêu: Nghiên cứu chế tạo sản phẩm phức oligochitosan-Zn2+ có hiệu 
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lực phòng trừ bệnh thán thư hiệu quả trên cây đậu nành để ứng dụng làm chất bảo vệ 
cây trồng nguồn gốc sinh học, phục vụ phát triển nông nghiệp an toàn, bền vững. 

2. Nội dung chính của luận án 

 Nghiên cứu chế tạo oligochitosan (OC) có khối lượng phân tử (KLPT) từ 2 − 
8 kDa bằng phương pháp chiếu xạ gamma Co60 kết hợp với sử dụng tác nhân oxi hóa 
H2O2 nồng độ thấp và xác định các đặc trưng tính chất của OC. 

 Nghiên cứu chế tạo phức OC-Zn2+ và xác định đặc trưng tính chất của phức. 

 Nghiên cứu hiệu lực kháng nấm Colletotrichum truncatum của phức OC-Zn2+ 

trong điều kiện phòng thí nghiệm (in vitro). 

 Nghiên cứu hiệu ứng kích tạo enzyme chitinase và các chỉ tiêu tăng trưởng của 
cây đậu nành được xử lý với phức OC-Zn2+ và gây nhiễm nấm C. truncatum gây bệnh 
thán thư trong thí nghiệm nhà kính. 

 Đánh giá hiệu quả phòng trừ bệnh và hiệu lực nông học của phức OC-Zn2+ đối 
với cây đậu nành trên thí nghiệm đồng ruộng. 

3. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn 

3.1. Ý nghĩa khoa học 

 Luận án đóng góp dữ liệu khoa học đối với phương pháp điều chỉnh giảm 
KLPT chitosan bằng chiếu xạ gamma Co60 kết hợp với H2O2. Sự kết hợp giữa hai tác 
nhân đã làm giảm liều xạ, tạo ra OC có KLPT thấp nhưng không làm thay đổi đáng 
kể cấu trúc hóa học so với chitosan ban đầu. Đã xác định được hiệu suất cắt mạch 
(Gs) đối với các dung dịch: chitosan 4%, chitosan 4% + 0,5% H2O2, và chitosan 2% 
+ 0,5% H2O2 tương ứng là 0,40; 0,67; và 0,74 µmol/J. 

 Đã chế tạo thành công dung dịch phức OC-Zn2+ với tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ là 
1/0,25; 1/0,5; 1/1 và khảo sát các tính chất đặc trưng của phức. Đã thiết lập mô hình 
cấu trúc liên kết phối trí giữa OC với Zn2+ chủ yếu theo dạng cầu nối, dạng phức có 
độ ổn định tốt hơn so với cấu trúc dạng treo. 

 Kết quả nghiên cứu hiệu lực sinh học của phức OC-Zn2+ cho thấy phức thể 
hiện lực kháng nấm C. truncatum và hiệu ứng kích tạo enzyme chitinase trên cây đậu 
nành theo kiểu tác động đồng vận giữa OC và Zn2+. 

 Phức OC-Zn2+ làm giảm tỷ lệ và chỉ số bệnh thán thư trên đậu nành, và tăng 
năng suất đậu nành đạt 19,2% so với đối chứng và cao hơn so với OC (11,9%). 
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3.2. Ý nghĩa thực tiễn 

 Kết quả của luận án là cơ sở để xây dựng quy trình sản xuất OC và phức OC-
Zn2+ với OC có KLPT và tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ khác nhau bằng phương pháp chiếu 
xạ gamma Co60 kết hợp H2O2 nồng độ thấp nhằm giảm liều xạ và giảm giá thành sản 
phẩm, đồng thời có thể triển khai sản xuất quy mô lớn trên máy chiếu xạ công nghiệp. 

 Sản phẩm OC và phức OC-Zn2+ tạo ra từ kết quả của luận án ngoài mục đích 
ứng dụng kiểm soát bệnh hại thực vật để thay thế thuốc bảo vệ thực vật độc hại, mà 
còn có tiềm năng ứng dụng trong thức ăn chăn nuôi, thực phẩm và dược phẩm,.. . 

4. Những đóng góp mới của luận án 

1. Đã chế tạo thành công phức OC-Zn2+ với tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) và OC KLPT 
khác nhau và đã xác định một số đặc trưng tính chất của phức OC-Zn2+. Phức OC-
Zn2+ từ OC 5,1 kDa, tỷ lệ phần mol 1/0,5 có cấu trúc phức chủ yếu là dạng cầu nối 
ổn định đạt hơn 92% lượng Zn2+ liên kết phối trí với OC. 

2. Đã đánh giá phức OC-Zn2+ có hiệu quả phòng trừ nấm Colletotrichum truncatum 
gây bệnh thán thư, cải thiện chỉ tiêu sinh trưởng và gia tăng năng suất đối với cây 
đậu nành. Đã chứng minh được hiệu quả phòng trừ nấm bệnh của phức phụ thuộc 
vào KLPT OC và nồng độ OC-Zn2+ sử dụng. 

 Kết quả đạt được trong nội dung luận án góp phần làm cơ sở khoa học và ý 
nghĩa thực tiễn để nghiên cứu ứng dụng chế phẩm nông dược an toàn phục vụ phát 
triển nông nghiệp bền vững, nâng giá trị nông phẩm, và gia tăng hiệu quả kinh tế. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1.  Nguồn gốc, đặc trưng cấu trúc của chitosan và oligochitosan 

1.1.1. Chitosan 

 Trong thực tiễn, chitosan thường được tách chiết ở quy mô lớn từ nguồn chitin 
vỏ tôm, cua, mai mực, đây là những nguồn phế phụ phẩm từ các nhà máy chế biến 
thủy hải sản (Hình 1.1). Trong tự nhiên, chitin tồn tại ở cả thực vật và động vật, là 
một polysaccharide có trữ lượng lớn, xếp thứ 2 sau cellulose [1]. 

 

Hình 1.1: Nguồn nguyên liệu chế tạo chitin và chitosan [2] 

 Chitin không tan trong nước, axít loãng, kiềm loãng và đặc, ancol, và hầu hết 
các dung môi hữu cơ. Chitin tan trong axít vô cơ đặc như HCl, H2SO4, H3PO4 và 
thường kèm theo sự giảm khối lượng phân tử. Chitin tan trong một số dung môi hữu 
cơ có chứa clorua liti như: N,N-dimetylacetamid - 5% LiCl và N-etyl pyrrolydon - 
LiCl [3, 4]. Tuy nhiên, với đặc thù cấu trúc và dung môi hòa tan chitin làm hạn chế 
khả năng ứng dụng, do vậy nhiều nghiên cứu biến tính chitin đã được thực hiện. 
Chuyển hóa chitin thành chitosan là một trong những sản phẩm biến tính phổ biến. 

 Chitosan là một trong những polysaccharide tự nhiên có phạm vi ứng dụng 
rộng rãi do có những đặc tính như không độc, có khả năng phân hủy sinh học, kháng 
khuẩn, kháng nấm và có tính tương hợp sinh học [3].  

 Chitosan là một copolymer phân hủy sinh học bao gồm các đơn vị D–
glucosamine (GluN) và N–acetyl-D-glucosamine (GluNAc), là sản phẩm thu được từ 
quá trình deacetyl hóa tách nhóm acetyl khỏi nhóm amino ở vị trí C2 (Hình 1.2). 
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Hình 1.2: Công thức cấu tạo của chitosan [2, 3] 

 Chitosan là chỉ những sản phẩm deacetyl của chitin đạt hơn 50% [5]. Đơn vị 
cấu tạo trong phân tử chitosan là D–glucosamine (Hình 1.2a), nhưng trên thực tế mạch 
phân tử chitosan vẫn tồn tại nhóm acetyl, đan xen do sự deacetyl hóa chưa hoàn toàn 
(Hình 1.2b). Trong phân tử chitosan, các mắt xích được liên kết với nhau như sau [4]: 

-  Liên kết β-glycoside mỗi mắt xích lệch nhau một góc 180° tạo nên mạch xoắn 

-  Tương tác Vander Waals (d = 0,3 – 0,6 μm) 

-  Khi khoảng cách giữa các mắt xích quá nhỏ (0,3 µm), giữa chúng xuất hiện 
liên kết hydro, do tương tác giữa nhóm –OH và –NH2 trong phân tử. 

  Chitosan có cấu trúc tinh thể về thực chất không đổi so với cấu trúc của chitin. 

 Ở trạng thái tự nhiên, chitosan là chất rắn, xốp nhẹ, hình vảy có thể xay nhỏ 
với kích thước khác nhau. Chitosan có màu trắng hoặc vàng nhạt, không mùi, không 
vị và có một số đặc trưng như liệt kê trên Bảng 1.1 [6]. 

 Trong chitin có nhiều liên kết hydro nên chúng dễ bị phân chia nhỏ ở nhiệt độ 
cao. Đặc tính hóa học này làm cho chitin khó hòa tan trong nước, axít loãng, ancol, 
hoặc trong những dung môi hữu cơ dưới điều kiện bình thường. Trái lại, chitosan do 
có nhóm –NH2 tự do, không tan trong nước nhưng tan tốt trong các dung môi hữu cơ 
như axít formic, axít adipic, axít acetic, axít lactic,.. trong trường hợp này nhóm amin 
tự do bắt đầu hình thành nhóm –NH3+ [6]. Nhờ đặc tính này mà chitosan có giá trị 
hơn chitin cho những ứng dụng trong công nghiệp, có giá trị thương mại cao và có 
thể chế tạo thành nhiều dạng khác nhau như màng mỏng, sợi, bột,.. . 
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 Bảng 1.1: Một số thông số đặc trưng của chitin và chitosan [4, 6] 

Thông số Chitin Chitosan 

Tên hóa học 

Công thức phân tử 

Khối lượng phân tử  

Hàm lượng nitơ lý thuyết 

Hàm lượng nitơ thực tế 

Khối lượng phân tử trung bình  

Độ deacetyl hóa 

Độ ẩm 

Hàm lượng tro 

Hàm lượng protein 

Polyacetylaminglucoza 

(C8H13NO5)n 

(203,21)n 

6,9% 

6% – 7% 

3×105 – 5×105 

10% – 15% 

< 10% 

< 2% 

< 0,5% 

Polyaminoglucoza 

(C6H11NO4)n 

(161,17)n 

8,7% 

7% – 8,4% 

1×105 – 3×105 

> 50% 

< 10% 

< 1% 

< 0,3% 

  Một thông số rất quan trọng của chitosan là độ deacetyl hóa (ĐĐA%) hoặc độ 
acetyl hóa (ĐA% = 100 – ĐĐA%). Thực chất là sự khác nhau về hàm lượng của nhóm 
–NHCOCH3 và nhóm –NH2 trong chitin và chitosan [3]. Sự khác biệt về hàm lượng 
của các nhóm chức trên dẫn tới sự khác nhau về tính chất của hai loại polymer này. 
Chitosan có ĐĐA% khác nhau dẫn tới sự khác nhau về khối lượng phân tử (KLPT), 
độ nhớt, khả năng hòa tan trong axít,.. . Khi deacetyl hóa chitin, do điều kiện khắt khe 
của quá trình phản ứng deacetyl hóa như nồng độ NaOH, nhiệt độ, thời gian deacetyl,.. 
dẫn đến sự cắt mạch làm cho chitosan tạo ra có độ dài chuỗi mạch ngắn hơn so với 
chitin ban đầu. Độ deacetyl càng cao thì KLPT và độ nhớt càng giảm. Độ nhớt của 
chitosan trong axít acetic bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố như ĐĐA%, KLPT, pH, nhiệt 
độ,.. . Thực vậy, các hằng số về độ nhớt trong phương trình Mark – Houwink là K và 
a phụ thuộc vào sự thay đổi ĐĐA%. Khi ĐĐA% tăng thì K tăng và a giảm [3, 7]. 

 Chitosan (CTS) khô không có điểm chảy. Khi lưu trữ ở nhiệt độ khoảng 40°C 
trong một thời gian tương đối dài, khả năng hòa tan và độ nhớt của dung dịch tạo 
thành bị thay đổi. Sự hiện diện của nhóm amin tự do (−NH2) trong đơn vị D-
glucosamine có thể được proton hóa trong môi trường axít, làm cho CTS có thể hòa 
tan được trong môi trường axít loãng tạo thành dung dịch có pH 4,0 – 6,4 [3]. 

 Hằng số phân ly Kb của nhóm amin đạt được từ cân bằng. 

−NH2  +  H2O  ↔   −NH3+   +   OH− Kb = 
[−NH3

+][OH−] 
(1.1) 

[−NH2] 
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 Hằng số thủy phân của axít liên hợp đạt được từ cân bằng. 

−NH3+  +  H2O  ↔   −NH2   +   H3O+ Kα = 
[−NH2][H3O+] 

(1.2) 
[−NH3

+] 

 Khi sự điện ly xảy ra hoàn toàn thì hằng số phân ly của CTS không còn là một 
đại lượng không đổi mà nó phụ thuộc vào độ phân ly tại thời điểm xác định đó. Sự 
biến đổi của giá trị pKa được tính toán theo phương trình Katchalsky [8]. 

pKa   =   pH + log 
1 − α 

=   pK0  + 
ε×∆ψ×α 

 (1.3) 
   α    KT 

 Trong đó ∆Ψ  là hiệu điện thế tĩnh điện giữa bề mặt của polyion và dung dịch, 
α là độ phân ly, KT là hằng số Boltzman và ε là điện tích electron. 

 Ngoại suy giá trị pKa khi cho α = 1, tại đó polymer không thay đổi điện tích và 
do đó hiệu điện thế tĩnh điện bằng không ( ∆Ψ = 0). Khi đó ta xác định được giá trị 
thực của hằng số phân ly là pKa = pK0 = 6,5, giá trị này độc lập với độ acetyl (ĐA%). 
Giá trị pK0 được gọi là giá trị pKa thực của CTS. Do đó sự hòa tan của CTS phụ thuộc 
vào độ phân ly và phương pháp deacetyl [3, 8]. 

 Tại pH ~3, sự proton hóa nhóm amin là hoàn toàn và mạch polymer tích điện 
dương. Khi có mặt những ion đa hóa trị trái dấu như ion sulphat hoặc phosphat, sự 
tương tác giữa mạch polymer tích điện có thể xảy ra và làm cho độ nhớt của dung 
dịch tăng lên. Tuy nhiên nếu nồng độ ion trái dấu cao sẽ làm kết tủa CTS. Hầu hết 
những phản ứng đặc trưng của chitin cũng là những phản ứng đặc trưng của CTS. 
Ngoài ra, do CTS có nhóm amin bậc 1 hiện diện dọc theo chiều dài mạch phân tử nên 
làm cho tính chất hóa học của CTS phong phú hơn chitin. Đó là các phản ứng đặc 
trưng của nhóm amin bậc 1 như: sự hình thành muối, phản ứng khâu mạng, phản ứng 
tạo chelate,.. nên mở ra nhiều ứng dụng đối với loại polymer này [6, 8]. 

 Khi làm khô dung dịch muối chitosan/axít hữu cơ và xử lý nhiệt sẽ thu được 
dạng màng. Màng này không màu, không mùi, không vị, hòa tan chậm trong nước và 
trong các dung môi hữu cơ. Hầu hết các màng đều mềm mại, dai, trong suốt, và có độ 
bền kéo đứt cao. Quá trình xử lý nhiệt để tạo màng có thể làm cho axít của muối bay 
hơi dẫn đến màng có thể trương trong nước, tuy nhiên trong môi trường axít màng sẽ 
tan thành dung dịch. Nhóm amin của muối có thể bị dehydrate hóa (khử nước) do ảnh 
hưởng của quá trình làm khô và xử lý nhiệt để hình thành nhóm amide không tan 
trong nước và trong axít. Màng CTS có thể trở thành không tan bằng cách xử lý với 
formaldehyde, acyl chloride, anhydride, muối của kim loại kiềm hoặc amonium của 
một vài arenesulfonate được akyl hóa [3, 8].  
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 CTS có khả năng phân hủy sinh học và tương hợp sinh học thu được bằng cách 
deacetyl hóa một phần chitin. Polymer này ngày càng trở nên phổ biến do có nguồn 
gốc tự nhiên, các đặc tính hóa lý phù hợp và hoạt tính sinh học đa hướng. Trong nông 
nghiệp, hy vọng lớn được đặt ra là khả năng sử dụng CTS làm chất kích thích sinh 
học, sản phẩm bảo vệ thực vật, chất kích thích hoặc tác nhân để tăng tính bảo quản 
ổn định nguyên liệu thực vật. Các tính chất quan trọng của CTS bao gồm cảm ứng hệ 
thống phòng vệ thực vật và điều hòa các quá trình trao đổi chất. Ngoài ra, CTS có 
hoạt tính kháng nấm, kháng khuẩn, kháng vi rút và chống oxi hóa. Hiệu quả tác động 
của CTS được xác định bởi nguồn gốc, mức độ deacetyl hóa, KLPT, nồng độ và độ 
hòa tan [5]. Tuy nhiên, CTS tự nhiên thường có KLPT lớn, độ nhớt cao, mức độ hòa 
tan thấp cũng gây hạn chế phạm vi ứng dụng. Vì vậy, nhiều nghiên cứu tìm giải pháp 
khắc phục các trở ngại trên đã được thực hiện, trong đó cắt mạch giảm KLPT của 
CTS chuyển thành dạng oligochitosan được quan tâm chủ yếu. 

1.1.2. Oligochitosan và các phương pháp chế tạo 

1.1.2.1. Oligochitosan 

 Không như chitosan, các sản phẩm thủy phân của nó còn được gọi là 
chitooligosaccharide, chitosan oligomer hay oligochitosan (OC) có độ hòa tan trong 
môi trường pH trung tính tốt hơn do chuỗi phân tử ngắn, nhiều nhóm amin tự do và 
độ nhớt thấp. Nói chung, chitosan có KLPT trong khoảng nhỏ hơn 10.000 g/mol 
(Dalton) được xem là OC [9].  

 

Hình 1.3: Các phương pháp chế tạo oligochitosan phổ biến [9, 10] 

CHITOSAN 
KLPT lớn 

OLIGOCHITOSAN 
KLPT thấp <10 kDa 

Phương pháp hóa học 
- Axít: HCl, HNO2, HF,.. 
- Oxihóa: K2S2O8, H2O2,.. 

Phương pháp vật lý 
- Tia gamma và dòng điện tử 

gia tốc 
- Vi sóng, siêu âm,.. 

Phương pháp enzyme 
Chitosanase, cellulase, lipase,  
glucanase, pepsin,.. 
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 OC là một trong số các dẫn xuất của CTS thu hút được nhiều quan tâm nghiên 
cứu ứng dụng rộng rãi. OC được chế tạo chủ yếu bằng phương pháp hóa học (H2O2, 
axít mạnh), vật lý (vi sóng, tia tử ngoại, sóng siêu âm, bức xạ gamma Co60, chùm tia 
điện tử gia tốc,..), enzyme thủy phân (cellulase, chitinase,..), và phương pháp kết hợp 
(UV + H2O2, chiếu xạ tia gamma Co60 kết hợp H2O2,..). OC nguồn gốc từ chitosan vỏ 
tôm, cua được chế tạo và phân tích theo mô tả tóm tắt trên Hình 1.3 [10]. 

1.1.2.2. Chế tạo oligochitosan 

 a) Cắt mạch bằng phương pháp hóa học 

 Cắt mạch CTS để chế tạo OC bằng phương pháp hóa học được đánh giá là đơn 
giản. Tuy nhiên, khối lượng phân tử (KLPT) của sản phẩm OC phân bố rộng (PI lớn), 
dẫn đến khó phân tách và tinh chế, đồng thời độ deacetyl (ĐĐA%) có thể bị giảm 
trong trường hợp oxi hóa mạnh. Ngoài ra, phương pháp hóa học thường phải dùng 
nhiều chất phản ứng hóa học và đòi hỏi phải xử lý lượng tồn dư các chất này.  

 Các chất hóa học dùng trong phương pháp này để cắt mạch CTS chủ yếu là 
axít mạnh và chất oxi hóa mạnh. Jia và cộng sự (2002) sử dụng axít phosphorit 85% 
để thủy phân CTS tạo chitosan KLPT thấp. Sản phẩm thu được có khả năng hòa tan 
tốt hơn so CTS ban đầu [11]. Trombotto và cộng sự (2008) đã báo cáo một phương 
pháp chế tạo OC bằng phương pháp thủy phân axít gồm nhiều bước: 1) thủy phân 
CTS trong HCl đậm đặc (~12 M) để thu nhận oligomer KLPT thấp; 2) loại màu dung 
dịch OC bằng than hoạt tính và loại dư lượng HCl bằng kỹ thuật đồng bay hơi; 3) 
dung dịch sau thủy phân được siêu lọc qua màng cellulose acetate loại 500 g/mol và 
sau đó kết tủa bằng ethanol tuyệt đối ở pH được điều chỉnh ~8 − 9 bằng NaOH. Cuối 
cùng sấy đông khô, thu được lượng OC khoảng 7,5% so với lượng CTS ban đầu [12]. 
Nhóm nghiên cứu Tømmeraas và cộng sự (2001) đã nghiên cứu sử dụng axít nitrơ 
(HNO2) để cắt mạch CTS. Kết quả thu được OC với hiệu suất cao, tuy nhiên có sản 
phẩm phụ độc hại (5-hydroxymethylfurfural) hình thành trong quá trình phản ứng do 
phản ứng bazờ Schiff giữa các nhóm amino trong phân tử [13]. 

 Hơn nữa, các chất oxi hóa mạnh như natri perborate (Na2H4B2O8), kali 
persulfate (K2S2O8), ozon (O3), và hydrogen peroxide (H2O2) thường được dùng để 
cắt mạch CTS. Nhóm tác giả Xia và cộng sự (2013) đã nghiên cứu cắt mạch CTS 
trong dịch bằng 2% H2O2 kết hợp 0,1% axít phosphotungstic (H3PW12O40) ở 65°C. 
Sản phẩm thu được là OC có độ polymer hóa (DP) 2 − 9 và tăng độ hòa tan, tuy nhiên 
ĐĐA% của sản phẩm bị suy giảm [14].  

 Gần đây hơn, Hai và cộng sự (2019) đã nghiên cứu và chế tạo OC bằng phương 
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pháp cắt mạch CTS với 1% H2O2 trong dung dịch đồng thể. Kết quả nhận được OC 
có KLPT ~4,5 kDa với cấu trúc hóa học gần như không thay đổi so với CTS ban đầu 
[9]. Phản ứng cắt mạch xảy ra ở nhiệt độ thường nên giá trị ĐĐA ~90,5% được xác 
định bằng phương pháp cộng hưởng từ proton (1H NMR) đối với CTS ban đầu hầu 
như không thay đổi đối với OC (~89,2%). Các tác giả cũng đưa ra nhận xét là quy 
trình cắt mạch CTS bằng H2O2 ở nhiệt độ thường là thân thiện với môi trường, tiết 
kiệm năng lượng và có tính khả thi triển khai sản xuất. Tuy nhiên, để nhận được OC 
thì đòi hỏi thời gian phản ứng diễn ra trong thời gian dài (> 360 giờ). Sản phẩm OC 
thu được theo phương pháp này cũng thể hiện hiệu ứng kích thích khả năng nảy mầm 
hạt đậu nành khi xử lý ngâm hạt với dung dịch OC nồng độ ~100 ppm (mg/l).  

 Xử lý cắt mạch CTS bằng H2O2 cũng được các nhóm tác giả nghiên cứu đánh 
giá là hiệu quả do sản phẩm phân hủy của H2O2 là nước và oxy, không gây ô nhiễm 
môi trường và dư lượng độc hại trong sản phẩm [9, 14].  

 Cơ chế cắt mạch chitosan bằng H2O2 xảy ra do phản ứng của gốc tự do 
hydroxyl (•OH), mà •OH được tạo ra từ sự phân ly và phản ứng như sau [9, 15]: 

 H2O2   →     H+   +    HOO−      (1.4) 

 H2O2    +     HOO−    →     •OH    +    O−•2     +   H2O   (1.5) 

 b) Cắt mạch bằng phương pháp enzyme 

 Phương pháp cắt mạch CTS bằng enzyme thủy phân được đánh giá là dễ thực 
hiện và dễ kiểm soát hơn so với phương pháp cắt mạch hóa học. Để thuỷ phân CTS 
có thể sử dụng nhiều loại enzyme như chitosanase, cellulase, glucanase,.. .  

 Mặc dù các sản phẩm thủy phân CTS có KLPT khác nhau có thể được sản xuất 
bởi nhiều phương pháp, nhưng phương pháp enzyme đang cho thấy được tầm quan 
trọng, bởi vì enzyme có thể phản ứng đề polymer hóa (cắt mạch) chọn lọc ở điều kiện 
ôn hòa. Sản phẩm OC thu được không cần các bước tinh chế phức tạp sau đó. Tuy 
nhiên, phương pháp enzyme cũng có tồn tại nhất định như giá thành sản xuất, khả 
năng áp dụng quy mô lớn và tính đặc hiệu của các loại enzyme phân cắt [16]. Enzyme 
thủy phân CTS có thể chia thành hai loại: 1) loại đặc hiệu như chitinase, chitosanase, 
glucanase,.. và 2) loại không đặc hiệu như lysozyme, protease, lipase, amylase, 
cellulase,.. . Một loại enzyme ngoại bào của vi khuẩn Bacillus thuringiensis có hoạt 
tính chitosanase, thủy phân hiệu quả CTS KLPT ~88 kDa trong dung dịch 1% thành 
OC có KLPT ~5 kDa trong điều kiện ôn hòa (pH 5,5; 37°C) sau 2 giờ [17].  

 OC với độ polymer hóa (DP) ~2 – 8 cũng có thể tạo được từ sự thủy phân CTS 
bằng emzyme α-amylase thương mại. Sản phẩm thu được có hiệu quả kháng khuẩn 
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cao [18]. Enzyme tái tổ hợp chitinase LIChi18A từ vi khuẩn Lactococcus lactic cũng 
đã được sử dụng chế tạo OC từ CTS tế bào nấm [19]. Sánchez và cộng sự (2017) đã 
nghiên cứu cắt mạch CTS bằng enzyme chitosanase từ Streptomyces griseus theo quy 
trình một bước và hai bước. Trong quy trình một bước (CTS hòa tan trong đệm acetate 
0,2 M và thủy phân bằng chitosanase), sản phẩm oligomer có ĐĐA 100% thu được 
chỉ đạt 27%. Trong khi đó, sản phẩm oligomer có ĐĐA 100% chiếm ~63% thu được 
từ quy trình hai bước gồm: 1) CTS hòa tan trong 0,1 M HCl và thủy phân bằng HNO2, 
sau đó kết tủa bằng ethanol/NH4OH để thu CTS KLPT thấp; và 2) thủy phân CTS 
KLPT thấp theo quy trình một bước [20]. Ngoài ra, trên cơ sở kết quả nghiên cứu cắt 
mạch CTS bằng enzyme cho thấy rằng sự thủy phân CTS bằng hỗn hợp các enzyme 
cho hiệu quả thủy phân cao hơn so với enzyme đơn lẻ. Điển hình kết quả của nhóm 
tác giả Xie và cộng sự (2011) khi sử dụng hỗn hợp các enzyme α-amylase, cellulase 
và pectinase để thủy phân CTS chỉ trong 2 giờ phản ứng, sản phẩm OC thu được có 
KLPT ~4 kDa với hiệu suất đạt hơn 90%, sản phẩm OC tan tốt trong nước và gần 
như không thay đổi cấu trúc hóa học và ĐĐA% [21]. Phương pháp cắt mạch CTS 
bằng enzyme có tiềm năng để sản xuất OC với cấu trúc hoàn toàn xác định, điều này 
có ý nghĩa quan trọng đối với việc khám phá hoạt tính sinh học của chúng về mặt cơ 
học. Hamer và cộng sự (2015) đã lựa chọn hai enzyme chitin deacetylase bao gồm 
COD từ Vibrio cholera và NodB từ Rhizobium sp. GRH2 để tạo ra các OC có cấu 
trúc xác định, trong đó hai monomer đầu tiên ở đầu không khử đã được deacetyl hóa 
[22]. Trên cơ sở kết quả này, có thể gợi ý rằng sản phẩm CTS thủy phân bằng enzyme 
là phù hợp để nghiên cứu các mối liên hệ giữa cấu trúc và chức năng của OC. 

 Sử dụng phương pháp enzyme có thể cắt các liên kết glycoside theo chủ đích 
mà không gây ra phản ứng phụ, thực hiện phản ứng ở nhiệt độ gần nhiệt độ phòng, 
pH gần trung tính và thu nhận sản phẩm oligomer như mong muốn. Phương pháp này 
cho phép điều chế các glucosamine oligosaccharide có mức độ polymer hoá thấp, với 
hiệu suất cao mà không kèm theo việc loại bỏ các nhóm chức amin hay hình thành 
các hợp chất có màu. Gần đây, Affes và cộng sự (2020) sử dụng enzyme chitosanase 
cắt mạch CTS 1% trong dung dịch axít axetic 1 M, nhiệt độ 50°C với tỷ lệ enzyme/ 
CTS = 70 U/1g trong khoảng thời gian 24 giờ. Kết quả tạo ra một số phân đoạn 
chitosan KLPT thấp (482, 303, 197, và 163 kDa) và phân đoạn OC nhưng không xác 
định rõ KLPT, chỉ đưa ra số liệu là KLPT < 4,4 kDa [23]. 

 Nhìn chung, phương pháp chế tạo OC bằng enzyme thủy phân đã được sử dụng 
khá phổ biến, bởi phương pháp này có nhiều ưu điểm như: Hiệu suất thu hồi các phân 
đoạn có hoạt tính cao; điều kiện diễn ra phản ứng thuỷ phân nhẹ nhàng, nhiệt độ thấp, 
pH trung tính nên chi phí thiết bị thấp, không gây ô nhiễm môi trường. Tuy nhiên, 
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nhược điểm của phương pháp này là chi phí enzyme khá cao và cần phải gia nhiệt 
dung dịch CTS sau khi cắt mạch để bất hoạt enzyme. 

 c) Cắt mạch bằng phương pháp bức xạ ion hóa 

 Cắt mạch CTS bằng các phương pháp vật lý được xác nhận là thân thiện môi 
trường và sản phẩm thu được thường có độ tinh khiết cao do phản ứng bẻ gãy các liên 
kết giữa các monomer trong chuỗi phân tử CTS xảy ra dựa vào nguồn năng lượng 
cao từ bức xạ tia gamma Co60, dòng điện tử gia tốc, tia X, tia tử ngoại,.. [24].  

 Cắt mạch CTS bằng tia gamma Co60 tạo được OC có KLPT nhỏ với hiệu suất 
và độ tinh khiết cao và duy trì cấu trúc hóa học hay nhóm chức năng của CTS ban 
đầu [25]. Hơn nữa, tốc độ cắt mạch có thể gia tăng đáng kể bằng sự kết hợp các tác 
nhân vật lý với sự kiểm soát nhiệt độ hoặc bổ sung tác nhân hóa học như H2O2, HCl, 
FeSO4,.. . Phương pháp chế tạo OC bằng chiếu tia bức xạ ion hóa cắt mạch chitosan 
là khá hiệu dụng trên quan điểm công nghệ thân thiện với môi trường và khả năng 
sản xuất quy mô lớn [26]. Mặc dù vậy, để thực hiện phương pháp cắt mạch vật lý trên 
quy mô lớn đòi hỏi phải trang bị thiết bị chuyên dụng đắt tiền và chi phí năng lượng 
ảnh hưởng đáng kể đến giá thành sản phẩm. Do vậy, xu hướng hiện nay là xử lý cắt 
mạch CTS bằng phương pháp kết hợp tia bức xạ năng lượng cao (tia gamma Co60 từ 
nguồn đồng vị Co60) với chất oxi hóa thân thiện môi trường (phổ biến là H2O2) để chế 
tạo OC có KLPT thấp và hoạt tính sinh học cao [26, 27]. 

 

Hình 1.4: Sơ đồ phản ứng tách hydro trên phân tử chitosan bởi gốc tự do •OH [28] 
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 Cơ chế cắt mạch bức xạ đã được Ulanski và von Sonntag (2000) nghiên cứu 
khá chi tiết. Theo đó, gốc hydroxyl (•OH) tạo ra trong quá trình phân ly bức xạ là tác 
nhân chính gây ra sự cắt mạch CTS thông qua phản ứng bắt hydro tạo thành gốc tự 
do đại phân tử (R•) (Hình 1.4). Các gốc R• sau quá trình chuyển vị và tái kết hợp tạo 
thành CTS có KLPT thấp hoặc là OC [28]. 

 Hiệu ứng đồng vận (synergistic effect) giữa H2O2 với tia bức xạ gamma Co60 
trong phản ứng cắt mạch CTS đã được một số công trình nghiên cứu trước đây ghi 
nhận [26, 27, 29]. Bổ sung lượng nhỏ H2O2 (< 2%) vào dung dịch CTS đã làm giảm 
đáng kể liều xạ cần thiết để cắt mạch CTS tạo OC, điều này rất có ý nghĩa trong việc 
tiết kiệm chi phí sản xuất. Nguyên nhân là do sự tạo thành và bổ sung gốc •OH khi 
phân ly bức xạ nước và H2O2 như sau [26, 27]: 

  H2O   e , H•, •OH, H2O2, H2, H3O+,..               (1.6) 

 H2O2     2 •OH                          (1.7)               

Trong quá trình chiếu xạ e  và H• có thể phản ứng với H2O2 như sau:  

  e  + H2O2 → •OH  + OH−          (1.8)              

  H• + H2O2 → H2O + •OH         (1.9)               

 Chi phí chế tạo OC bằng phương pháp enzyme thông thường cao hơn so với 
phương pháp cắt mạch hóa học [30]. Tuy nhiên, phương pháp hóa học cũng có nhược 
điểm là làm thay đổi cấu trúc của chitosan do tạo nhóm chức carboxyl, phân hủy nhóm 
−NH2 và thậm chí là phá vỡ vòng glucoside [31]. Hơn nữa, phương pháp hóa học còn 
có hạn chế về hiệu suất tạo OC thấp và có nguy cơ gây ô nhiễm môi trường [24].  

 Còn đối với phương pháp bức xạ ion hóa để cắt mạch CTS có ưu điểm nổi bật 
là xử lý cắt mạch CTS ở nhiều trạng thái (dạng bột, dạng huyền phù, và dung dịch) 
mà phương pháp enzyme hoặc hóa học khó thực hiện được để tạo OC. Tuy nhiên, 
phương pháp này thường phải cần liều xạ cao và điều đó không thuận lợi để ứng dụng 
sản xuất lượng lớn. Do vậy phương pháp cắt mạch CTS bằng hiệu ứng đồng vận giữa 
chiếu xạ tia gamma Co60 với H2O2 được xem là giải pháp có ý nghĩa khoa học và thực 
tiễn. Theo kết quả nghiên cứu của Duy và cộng sự (2011) và Hien và cộng sự (2012) 
về hiệu ứng đồng vận của bức xạ tia gamma Co60 và H2O2 để cắt mạch dung dịch β-
chitosan 5% thì liều xạ chỉ khoảng < 16 kGy đã nhận được OC với KLPT < 10.000 
Da [26, 27]. Như vậy sử dụng hiệu ứng đồng vận (H2O2 và tia gamma Co60) đã giảm 
liều xạ chế tạo OC đáng kể và điều này góp phần làm giảm giá thành sản phẩm. 

−
aq

−
aq

−
aq

tia γ  

tia γ  
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 OC hoạt động như là một loại chất kích thích sinh học (biostimulant) gồm tăng 
trưởng, đề kháng [32] và là vắc xin thực vật đã được minh chứng trên nhiều loại cây 
trồng [33]. Gần đây, Ahmed và cộng sự (2020) đã trình bày tổng quan về OC, trong 
đó đã nêu ra một số tính chất sinh học đặc thù của OC như: hoạt tính kháng khuẩn, 
hoạt tính chống khối u/ung thư, hoạt tính chống oxi hóa, hoạt tính gia tăng miễn dịch,..  
đặc biệt đề cập đến khả năng ứng dụng OC làm chất tăng trưởng, kích kháng và phòng 
trừ bệnh cho cây trồng; và đánh giá tiềm năng ứng dụng trong phát triển nông nghiệp 
bền vững, giảm thiểu và khả năng thay thế sử dụng các loại nông dược độc hại trong 
việc phòng và trị bệnh cho cây trồng [34]. Đồng thời, đã có những công trình công bố 
kết quả hoạt tính sinh học của CTS và OC được cải thiện đáng kể khi kết hợp với các 
ion kim loại ở dạng phức [35-38]. 

1.2. Chế tạo phức oligochitosan-Zn2+ 

 Cũng như những phức chitosan-ion kim loại khác, phức oligochitosan-Zn2+ 
(OC-Zn2+) được chế tạo theo phương pháp khuấy trộn giữa dung dịch OC với muối 
kẽm [35]. Trên phân tử chitosan (CTS) hoặc OC mang các nhóm chức –NH2, –OH 
linh động và ái lực cao với ion kim loại nên dễ dàng tạo phức với ion kim loại trong 
đó có Zn2+ [36-38]. Dung lượng hấp phụ cao từ 14 – 118 mg Zn2+/g CTS tùy thuộc 
vào nồng độ kẽm [39]. Phản ứng tạo phức chịu ảnh hưởng chủ yếu là pH môi trường, 
pH thích hợp trong khoảng 4,5 – 6,5 [39, 40].  

 Cơ chế tạo phức theo thuyết axít – bazờ Lewis, trong đó CTS hoặc OC là một 
bazờ do cho cặp điện tử, ngược lại Zn2+ được xem là một axít do nhận cặp điện tử để 
liên kết phối trí tạo phức. Phản ứng được tóm tắt như sau [36, 39, 40]: 

 CTS-NH2   +  H3O+  → CTS-NH3+   +   H2O    (1.10) 

 CTS-NH3+   +   Zn2+  +  H2O  → [CTS-Zn]2+   +   H3O+  (1.11) 

 Khi Zn2+ tương tác với CTS hay OC, tùy thuộc vào tỷ lệ phần mol của Zn2+ 
với –NH2 sẽ tạo ra cấu trúc phức theo kiểu treo (pendant pattern – các ion Zn2+ liên 
kết với một nhóm –NH2) và kiểu cầu nối (bridge pattern – các ion Zn2+ liên kết với 
nhiều nhóm –NH2 và –OH của cùng chuỗi hoặc khác chuỗi CTS. Trên cơ sở nghiên 
cứu phức CTS-Zn2+ với tỷ lệ mol R = Zn2+/−NH2 từ 1/4 đến 4/1, Wang và cộng sự 
(2004) đã đề xuất 3 kiểu cấu trúc phức CTS-Zn2+ như trình bày trên Hình 1.5 [36]. 

 Gần đây hơn, bằng kỹ thuật phân tích phổ FTIR của phức CTS-ion kim loại 
(Cu2+ và Zn2+) tác giả Rogina và cộng sự (2019) [38] đã gợi ý các tương tác phối trí 
giữa ion kim loại với các đơn vị monomer trong phân tử CTS như Hình 1.6. 
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Hình 1.5: Kiểu cấu trúc phức chitosan-Zn2+ hay oligochitosan-Zn2+ [36, 39]  
1- kiểu treo; 2- kiểu cầu nối trên các chuỗi mạch khác nhau; và 3- kiểu cầu nối trên cùng 

chuỗi mạch phân tử CTS hoặc OC. 

  Kết quả chế tạo phức CTS-Cu2+ của Rhazi và cộng sự (2002) cho thấy, trong 
môi trường axít pH < 5,3 thì sự tạo phức không xảy ra. Trong khoảng pH cao hơn, sự 
tạo phức đã xảy ra thông qua liên kết phối trí giữa nhóm amin của CTS với Cu2+. Hơn 
nữa khi tăng pH, màu của dung dịch phức CTS-Cu2+ chuyển từ màu xanh nhạt sang 
tím đậm. Khi pH ~9, dung dịch phức CTS-Cu2+ trở nên đặc hơn. Điều này có thể là 
do kết tủa của đồng hydroxide hoặc là CTS tự kết tủa. Điểm pH kết tủa của dung dịch 
CTS là ~6,5, nhưng khi tạo phức với Cu2+, CTS kết tủa ở pH cao hơn ~7,7 [41]. 

 Phân tích giản đồ XRD của phức CTS với ion kim loại thấy rằng, hai đỉnh đặc 
trưng của CTS xuất hiện với cường độ thấp hoặc biến mất, trong khi có đỉnh nhiễu 
xạ mới xuất hiện. Kết quả này chứng tỏ rằng có sự tạo thành pha kết tinh mới và điều 
này cũng giải thích nguyên nhân tại sao các đỉnh nhiễu xạ của CTS biến mất là do 
liên kết hydro trong cấu trúc của CTS bị phá hủy bởi các ion kim loại tạo phức 
(chelate) với nhóm −NH2 và −OH. Sự giảm mật độ liên kết hydro dẫn tới sự giãn các 
chuỗi mạch CTS, và cuối cùng là giảm sự tập hợp của các phân tử CTS [42]. 

 Khi tạo phức với Zn2+, một số đặc trưng tính chất sinh hóa của CTS thay đổi 
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như là thay đổi trạng thái kết tinh và tính phân hủy sinh học của CTS [35, 38], gia 
tăng hoạt lực kháng khuẩn, kháng nấm của CTS [36, 37]. 

 

Hình 1.6: Các liên kết phối trí giữa ion kim loại (Cu2+, Zn2+) với các đơn vị cấu trúc 
của chitosan [38] 

  Ngoài ra, Zn2+ ions được đánh giá là rất quan trọng và cần thiết cho nhu cầu 
dinh dưỡng của người và động vật [36]. Theo Back (2003), thiếu hụt kẽm đã làm cho 
trẻ em gia tăng nguy cơ nhiễm bệnh và tử vong, hiện tượng khá phổ biến ở các nước 
có thu nhập thấp [43]. Hơn nữa, khi sử dụng phức CTS-Zn2+ đối với cây trồng cụ thể 
là cây ngô, không những gia tăng khả năng phòng trừ bệnh mà còn làm gia tăng năng 
suất hạt ngô từ 20 – 40%, đồng thời hàm lượng kẽm vi lượng trong hạt ngô cũng gia 
tăng từ ~41,3 µg/g (đối chứng) lên 62,2 µg/g hạt ngô khô [44]. Chính vì vậy việc chế 
tạo phức CTS-Zn2+, hoặc OC-Zn2+ dùng trong nông nghiệp là rất triển vọng, và đặc 
biệt có thể dùng bổ sung kẽm vi lượng cho người và vật nuôi. 

1.3. Hiệu ứng phòng trừ bệnh bệnh thực vật của oligochitosan, Zn2+ và phức 
oligochitosan-Zn2+ 

1.3.1. Hiệu ứng phòng trừ bệnh của oligochitosan  

 Hiệu quả phòng trừ bệnh cho cây trồng, đặc biệt là các mầm bệnh nguồn gốc 
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vi sinh vật, của các hoạt chất thường được thể hiện qua hai phương thức: 1) tác động 
trực tiếp lên tế bào vi sinh vật, gây ức chế tăng sinh hoặc tiêu diệt mầm bệnh; 2) tác 
động gián tiếp thông qua kích hoạt hệ thống phòng vệ trong cơ thể thực vật, tăng sinh 
tổng hợp các thành phần tham gia kháng bệnh [34, 45]. Hiện tượng kích kháng bệnh 
ở thực vật đã được nghiên cứu từ những năm đầu thế kỷ 20. Một trong những nghiên 
cứu tiên phong được công bố vào năm 1940 về khả năng tự kháng nấm Phytophthora 
infestans của củ khoai tây sau khi gây nhiễm với nấm P. infestans (loại này đã bất 
hoạt khả năng gây bệnh) [44]. Những kết quả nghiên cứu tiếp theo trên các cây trồng 
khác đã khẳng định hiện tượng đáp ứng phản vệ tự kháng bệnh ở thực vật [44].  

 Không như động vật, giới thực vật đa số không có khả năng di chuyển nên 
chúng phải phát triển những cơ chế thích ứng tinh vi với các tác động bất lợi từ môi 
trường sống bao gồm: yếu tố sinh học (biotic) như là sự tấn công của côn trùng, vi 
khuẩn, vi rút, vi nấm; và yếu tố phi sinh học (abiotic) như là bị sây sát, nhiễm mặn, 
khô hạn, rét buốt,.. [44]. Để chống chọi với các yếu tố gây bất lợi, thực vật đã phát 
triển khả năng khơi mào hệ thống các phản ứng đáp ứng phản vệ hay còn gọi là hệ 
miễn dịch tự nhiên và miễn dịch hệ thống như là đáp ứng siêu mẫn cảm, tạo kháng 
thể (phytoalexin), protein kháng bệnh, gia cường khả năng chống chịu,.. [33].  

 Khi thực vật tương tác với mầm bệnh, hệ thống nhận biết các tác nhân kích 
thích của tế bào thực vật kích hoạt hệ thống sinh tổng hợp các hoạt chất có tính năng 
tiêu diệt mầm bệnh. Các tác nhân gây đáp ứng sinh tổng hợp chất kháng bệnh được 
gọi là chất kích kháng (elicitor) hay là kháng nguyên và các chất do tế bào thực vật 
tổng hợp để tiêu diệt mầm bệnh được gọi là chất kháng bệnh (phytoalexin) hay là 
kháng thể [46]. Chất kích kháng thực vật rất đa dạng, bao gồm chất hữu cơ, vô cơ và 
phức hữu cơ với ion kim loại [46]. Trong đó, chất kích kháng được tách chiết phân 
lập từ vi sinh vật, động vật và thực vật được xem là chất kích kháng sinh học (biotic 
elicitor). Nhiều chất kích kháng sinh học được chiết xuất từ nấm bệnh như là 
oligosaccharide, glycoprotein, peptid, phospholipid đã được minh chứng có hiệu quả 
kích kháng bệnh cho cây trồng [47].  

 Chitin và chitosan được xếp vào loại chất kích kháng ngoại bào (exogenous 
elicitor) có hoạt tính kích kháng bệnh hiệu quả cao. Chitin và chitosan là nguồn 
polysaccharide tự nhiên có trữ lượng lớn ~10 tỷ tấn/năm, mang nhiều hoạt tính sinh 
học quý giá khác đã được nghiên cứu ứng dụng trong nhiều lĩnh vực [45, 48].  

 Cho đến thời điểm gần đây, cơ chế hoạt động kích kháng bệnh của CTS hoặc 
OC cũng chưa được làm sáng tỏ một cách đầy đủ. Tuy nhiên, theo kết quả thông tin 
tổng quan của một số nhóm các nhà khoa học đã cho thấy rằng chitin/chitosan hoặc 
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các dẫn xuất oligomer của chúng đã kích thích thực vật tạo nhiều phản ứng đáp ứng 
phản vệ theo một số con đường sau đây [33, 34]:  

 Các thụ thể đặc hiệu nằm trên màng tế bào thực vật: khi xử lý thực vật với các 
polysaccharide trên cơ sở chitin/chitosan thì trong cây sẽ kích hoạt hệ thống phản vệ. 
Tế bào thực vật nhận diện tín hiệu kích thích từ chitin/chitosan cũng tương tự như tín 
hiệu từ vi sinh vật do chúng cũng chứa thành phần polysaccharide này. Một protein 
thụ thể của chitin/chitosan là CEBiP đã được phân lập trên nhiều loại cây trồng khác 
nhau. Ngoài ra một số glycoprotein thuộc họ lectin (thụ thể CTS) trên màng tế bào 
thực vật có tính năng liên kết đặc hiệu với dẫn xuất CTS để tạo ra dòng thác truyền 
tín hiệu gây biểu hiện gen và sinh tổng hợp các sản phẩm ức chế mầm bệnh.  

 Chitin/chitosan và các dẫn xuất của chúng kích thích thực vật đáp ứng phòng 
vệ thông qua hiệu ứng gia tăng sinh tổng hợp các phytoalexin; protein thủy giải liên 
quan mầm bệnh (PR-protein) như là glucanase, chitinase,..; chất ức chế proteinase; 
hình thành các callose; lignin hóa; và hoạt hóa gen đáp ứng điều kiện bất lợi.  
Chitin/chitosan và các dẫn xuất của nó kích thích thực vật tăng sinh tổng hợp các chất 
thứ cấp có khả năng truyền tín hiệu hệ thống như H2O2, ROS, NO, phytohocmon,.. . 
Phun cây trồng với CTS có KLPT ~5 kDa (OC) đã gia tăng đáng kể phytoalexin, 
enzyme chitinase, glucanase, ROS, thành phần sterol, phenol,.. để đáp ứng phản vệ 
hệ thống. Tổng quan cơ chế kích kháng bệnh cho cây trồng được nhóm tác giả Xing 
và cộng sự (2015) tóm lược như sau [49]: 

 + Kích thích sinh tổng hợp PR-protein: Đây là những hợp phần, các protein, 
các đoạn peptid KLPT thấp có hoạt tính kháng khuẩn cao. Một số enzyme quan trọng 
thuộc PR-protein và được xem như là dấu hiệu điển hình (marker) của hiện tượng 
kích kháng bệnh đó là glucanase, chitinase. Các enzyme này có hoạt tính thủy phân 
các polysaccharide đặc trưng trên màng tế bào vi sinh vật, còn đối với tế bào thực vật 
thì không phải là cơ chất của nó. Do đó trong tế bào thực vật, các enzyme này tồn tại 
như một tác nhân phòng vệ đặc biệt. 

 + Kích thích sinh tổng hợp các enzyme liên quan phản vệ (DR-enzyme): 
Chitin/chitosan là chất kích kháng ngoại bào, có khả năng kích thích thực vật sản sinh 
nhiều enzyme có vai trò gia cường sức kháng bệnh như phenylalanine ammonia-
lyase, peroxidase, polyphenol oxidase, catalase, and superoxide dismutase,.. . Các 
enzyme này tham gia điều hòa các quá trình sinh hóa trong tế bào thực vật. 

 + Kích thích sự tích lũy các hoạt chất trao đổi chất thứ cấp liên quan phản vệ 
(DR-secondary metabolite): Các hoạt chất này không trực tiếp liên quan đến sự sinh 
trưởng và phát triển nhưng thường liên quan đến khả năng kháng bệnh của cây trồng. 
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Khi được xử lý với chitin/chitosan và các dẫn xuất của chúng thì cây trồng sẽ kích 
thích sinh tổng hợp các phytoalexin (terpenoids, isoflavonoid, alkaloids,..) có hiệu 
ứng chống oxi hóa và kháng nấm bệnh hiệu quả; kích thích quá trình lignin hóa để 
gia cường tính bền vững tế bào; gia tăng sự bần hóa tế bào (suberization); gia tăng 
hàm lượng phenol (thành phần hoạt tính chống oxi hóa, kháng vi sinh vật gây bệnh 
và yếu tố trung gian cho các con đường sinh tổng hợp khác); gia tăng thành phần 
callose (thành phần gia cố cho thành tế bào thực vật, đóng vai trò quan trọng trong 
việc ngăn chặn sự tấn công của mầm bệnh và giảm mức độ sây sát). 

 + Kích thích dẫn truyền tín hiệu: Cũng như các tác nhân kích kháng khác, 
chitin/chitosan và các dẫn xuất của chúng cũng tạo ra những dẫn truyền tín hiệu như: 
1) tiếp nhận tín hiệu ngoại bào thông qua các thụ thể đặc hiệu trên màng tế bào thực 
vật như là thụ thể kinase 2 (CERK1), thụ thể thuộc họ lectin; 2) tiếp nhận tín hiệu nội 
bào, khi CTS thâm nhập vào trong tế bào thực vật sẽ cạnh tranh với protein histone 
tương tác với DNA dẫn đến thay đổi nhiều con đường sinh hóa tế bào; và 3) truyền 
tín hiệu thông qua các phân tử tín hiệu trung gian khác, chitin/chitosan có hiệu ứng 
kích thích dẫn truyền và khuếch đại tín hiệu trong tế bào thông qua các chất truyền 
tin như tác nhân oxi hóa mạnh (ROS), Ca2+, NO, etylen, jasmonic axít, salicylic axít, 
abscisic axít được gọi là con đường truyền tín hiệu qua trung gian CTS [49]. 

 Bên cạnh hoạt động kích kháng, thì hiệu quả kiểm soát bệnh trên thực vật còn 
thông qua hiệu ứng kháng bệnh trực tiếp [34]. Tuy nhiên, cơ chế hoạt động kháng 
khuẩn, kháng nấm của CTS và OC vẫn chưa được làm sáng tỏ hoàn toàn, nhưng nhiều 
tài liệu nghiên cứu chỉ ra rằng nó có thể liên quan nhiều đến bản chất polycation của 
chúng. Sự tương tác giữa CTS hoặc OC với các phân tử tích điện âm trên bề mặt tế 
bào vi sinh vật dẫn đến sự ngưng kết thành tế bào, làm ly giải các thành phần nội bào 
và gây chết tế bào. Một giả thuyết khác cho rằng CTS hạn chế sự xâm nhập của mầm 
bệnh vào tế bào thực vật bằng cách giảm sự mở khí khổng. Đồng thời, hoạt động 
kháng nấm của CTS được biểu hiện qua khả năng liên kết và ức chế quá trình tổng 
hợp độc tố của vi sinh vật; và mức độ kích thích hệ thống kháng bệnh ở thực vật sản 
xuất nhiều chất chuyển hóa thứ cấp có hoạt tính diệt khuẩn và nấm bệnh [45]. Ví dụ 
như: phytoalexin, axít abscisic, methyl jasmonate và các hợp chất phenolic, và các 
enzyme như β-glucanase, chitinase phân hủy mầm bệnh.  

 Ngoài ra, các nghiên cứu khác cũng đã chỉ ra rằng CTS hay OC gây nên những 
thay đổi về hình thái trong tế bào nấm ở các giai đoạn phát triển khác nhau. Các 
polymer này còn có tính năng củng cố thành tế bào thực vật và tạo một hàng rào cơ 
học hạn chế sự tiếp xúc của thực vật với các yếu tố bất lợi bên ngoài. Do đó, hiệu quả 
của hoạt động chống lại vi sinh vật gây bệnh của CTS hay OC có liên quan đến hoạt 



20 

 

động hai hướng: kiểm soát trực tiếp mầm bệnh và gây tạo các đáp ứng bảo vệ thực 
vật [5] như tóm tắt trên Hình 1.7. 

 
Hình 1.7: Hoạt động kiểm soát và kích kháng bệnh thực vật của 

chitosan/oligochitosan [45] 

  Ngoài ra, CTS và OC được minh chứng có hoạt tính kích thích tăng trưởng và 
tạo ra các phản ứng liên quan đến cả chuyển hóa sơ cấp và thứ cấp ở thực vật. CTS 
và OC kích thích tăng cường quang hợp bằng cách khuếch đại hoạt động của các 
enzyme chuyển hóa carbon, nitơ và các enzyme tham gia phản ứng sáng và tối của 
quang hợp. Chúng đóng vai trò quan trọng trong việc kích thích bộ máy quang hợp 
bằng cách điều chỉnh quá trình quang hóa sơ cấp. Chúng cũng khắc phục những hạn 
chế của khí khổng và khuếch đại hiệu quả cố định carbon trong các phản ứng tối và 
thúc đẩy tổng hợp carbohydrate. CTS và các OC kích thích các enzyme và làm tăng 
hàm lượng các chất chuyển hóa thứ cấp. Điều này có thể giải thích là CTS và các OC 
đóng vai trò là phối tử thích hợp với các thụ thể, tạo nên các dẫn truyền tín hiệu khác 
nhau, chẳng hạn như truyền qua đường GPCR và PLC/PKC, MAPK, H2O2, kích thích 
các yếu tố phiên mã trong cây tạo ra phản ứng tối đa có thể. CTS và các OC cũng thể 
hiện các hoạt động kháng khuẩn và hoạt động như thuốc trừ sâu sinh học, ngăn chặn 
sự phát triển của mầm bệnh và duy trì năng suất và chất lượng cây trồng [34]. 
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 Như vậy, kiểm soát bệnh thực vật bằng phương cách gây kích kháng bệnh là 
một giải pháp hiệu quả, vừa đảm bảo năng suất và vừa tránh tác động xấu cho môi 
trường sinh thái. Mặc dù đã có nhiều nghiên cứu chuyên sâu nhưng cơ chế hoạt động 
kích thích tăng trưởng và kích kháng bệnh thực vật của chitin/chitosan cũng như các 
dẫn xuất của polysaccharide này vẫn tồn tại nhiều điểm chưa được làm sáng tỏ. Tuy 
nhiên, từ các công trình nghiên cứu liên quan đã gợi ý rằng cải biến thích hợp đối với 
chitin/chitosan sẽ làm gia tăng hoạt tính kháng khuẩn, cải thiện các đặc trưng lý hóa, 
và tạo cho các hoạt chất sinh học này phù hợp để ứng dụng quy mô lớn [50, 51]. 

1.3.2. Hiệu ứng phòng trừ bệnh của Zn2+ 

 Vai trò vi lượng trong hệ thống phòng vệ thực vật đã được đề cập chủ yếu đối 
với Mn, Cu, Fe, và Zn. Kẽm dường như đóng vai trò chính trong cả phản ứng miễn 
dịch của động vật và thực vật. Kẽm là một đồng yếu tố (cofactor) của hàng trăm 
protein cấu trúc và enzyme xúc tác, và có các chức năng cấu trúc chính trong các tâm 
protein tương tác với các phân tử khác. Điển hình là protein ngón tay kẽm (Zn finger) 
làm trung gian liên kết DNA của các yếu tố phiên mã và tương tác protein-protein. 
Lượng protein chứa kẽm có thể chiếm khoảng 9% toàn bộ hệ protein ở sinh vật nhân 
thực và từ 5% đến 6% ở sinh vật nhân sơ [52]. 

 

Hình 1.8: Cơ chế kẽm kích thích phản vệ ở cây trồng [53] 
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Kẽm đóng vai trò then chốt trong phản ứng phòng trừ bệnh của cây trồng đối 
với mầm bệnh vi sinh vật. Tuy nhiên, các cơ chế liên quan đến đáp ứng phản vệ của 
kẽm ở thực vật rất khác nhau. Tại nồng độ kẽm bảo vệ chống lại một số mầm bệnh 
nhất định nào đó cũng có thể gây ra tính mẫn cảm cao hơn đối với mầm bệnh khác 
trên cùng một cây trồng. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng, trong hầu hết các trường 
hợp, bón kẽm làm giảm các triệu chứng nhiễm bệnh của cây trồng. Protein Zn đóng 
vai trò kép trong bảo vệ thực vật, với khả năng đồng thời hỗ trợ cho cây trồng và ức 
chế mầm bệnh thâm nhập. 

Các con đường ức chế mầm bệnh và kích kháng bệnh cho cây trồng (Hình 1.8) 
được tóm tắt như sau [53-55]: Cạnh tranh nguồn kẽm, gây độc trực tiếp cho nấm 
bệnh; và kích hoạt cây trồng sinh tổng hợp protein kháng bệnh. 

1.3.3. Hiệu ứng phòng trừ bệnh của phức oligochitosan-M2+ 

 Cho đến nay, thông tin liên quan đến hiệu ứng phòng trừ bệnh trên cây trồng 
của phức OC-ion kim loại còn khá hiếm. 

 Aziz và cộng sự (2006) nghiên cứu về hiệu ứng kích kháng bệnh đốm trắng 
(downy mildew) trên lá cây nho do nấm Plasmopara viticola gây ra bằng xử lý phun 
qua lá OC (KLPT 1,5 kDa) nồng độ 200 mg/l kết hợp và không kết hợp với CuSO4 
hàm lượng 50 mg/l, trước khi cho nhiễm bệnh. Kết quả Hình 1.9 cho thấy tỷ lệ nhiễm 
bệnh thấp nhất là 5% đối với lô phun phức OC-Cu2+ so với ~12%, ~27% và ~42% 
tương ứng đối với lô phun OC, CuSO4 và đối chứng (phun nước) [56]. 

 

Hình 1.9: Tỷ lệ bệnh đốm trắng trên lá cây nho xử lý OC, Cu2+, và phức OC-Cu2+  

 Phức OC-Zn2+ có hiệu quả phòng trừ bệnh cao đối với thực vật do phức được 
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tạo nên từ hai thành phần cùng có khả năng kháng vi sinh vật và kích thích hệ thống 
phản vệ của cây trồng [37, 38, 44]. Đồng thời, ở dạng phức không những hoạt tính 
của OC và của Zn2+ được gia tăng mà còn tăng hiệu quả sử dụng kẽm, góp phần giảm 
thiểu lượng kẽm ly giải ra môi trường [38, 44].  

 Hơn nữa, điều kiện chế tạo các phức chất này khá giản tiện, đặc biệt là sử dụng 
OC chế tạo bằng phương pháp chiếu xạ tia gamma Co60. Do vậy, sản phẩm phức OC-
ion kim loại (Cu2+, Zn2+) rất triển vọng ứng dụng thực tế để phát triển sản xuất nông 
nghiệp bền vững [38, 56]. Sử dụng sản phẩm phức OC-ion kim loại có tiềm năng thay 
thế hoặc là giảm thiểu sử dụng nông dược độc hại, đáp ứng nhu cầu bảo vệ môi 
trường, gia tăng sản lượng và chất lượng nông phẩm, mang lại hiệu quả kinh tế cho 
ngành nông nghiệp. 

1.4. Chitinase trong hệ thống phòng bệnh cây trồng 

 Thực vật được trang bị nhiều cơ chế phòng vệ để tự bảo vệ mình trước sự tấn 
công của mầm bệnh. Khi tương tác giữa thực vật và mầm bệnh tạo ra nhiều cơ chế 
bảo vệ bao gồm: gia cường thành tế bào, tăng sản xuất mới các hợp chất chống vi 
sinh gây bệnh (protein liên quan mầm bệnh PR-protein và các chất chuyển hóa thứ 
cấp) và gây chết tế bào cục bộ nhanh chóng (hypersensitive),.. . Trong số đó, các PR-
protein là enzyme glucanase và chitinase có vai trò rất quan trọng vì chúng tấn công 
tiêu diệt trực tiếp tế bào nấm và côn trùng gây hại [57]. 

 Enzyme chitinase (EC 3.2.1.14) xúc tác thủy phân chitin, chitosan, 
lipochitooligosaccharide, peptidoglycan, glycoprotein chứa N-acetyl-glucosamine. 
Đây là các thành phần đặc trưng cấu tạo màng ở vi sinh vật. Chitinase được coi là có 
vai trò bảo vệ hoặc tăng cường khả năng chống bệnh ở thực vật và động vật bậc cao 
không chứa chitin. Ở thực vật, chitinase có liên quan đến cả phản ứng đáp ứng các 
yếu tố sinh học và phi sinh học trong quá trình sinh trưởng, phát triển. Các phân tích 
về trình tự gen cho thấy các gen mã hóa chitinase được đại diện bởi các họ lớn và các 
gen thành viên riêng lẻ, và được biểu hiện trong các điều kiện khác nhau. Các enzyme 
chitinase là thành viên trong nhóm các protein liên quan đến sinh bệnh học được tạo 
ra số lượng lớn khi tế bào thực vật bị tấn công bởi mầm bệnh, và do đó chitinase được 
xem là vũ khí quan trọng của thực vật trong phòng chống bệnh [58].  

 Chitinase thực vật có độ dài trung bình trong khoảng 178 – 479 amino axít, 
với KLPT trung bình 30 – 50 kDa. Vùng xúc tác đặc trưng trong chitinase là vùng 
glycosyl hydrolase. Glycosyl hydrolase là một nhóm enzyme thủy phân liên kết 
glycoside giữa hai hoặc nhiều carbohydrate hoặc giữa carbohydrate và một nửa không 
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carbohydrate. Trên cơ sở tương đồng trình tự, gần 85 họ glycosyl hydrolase khác 
nhau đã được đề xuất. Dựa trên đặc điểm của vùng xúc tác, chitinase được nhóm 
thành hai họ sau: họ glycosyl hydrolase 18 (GH18) và họ glycosyl hydrolase 19 
(GH19). Chitinase (bao gồm cả chitodextrinase phân hủy chitooligosaccharide, 
nhưng không phân cắt chitin) thuộc GH18 bao gồm các thành viên chitinase thực vật 
loại III và V. Họ GH19 chỉ bao gồm các chitinase của các thành viên loại I, II và IV. 
Vùng xúc tác của chitinase bao gồm khoảng 220 đến 230 gốc axít amin. Sự khác biệt 
giữa chitinase loại I và II nằm ở sự hiện diện (loại I) hoặc vắng mặt (loại II) của vùng 
liên kết chitin (CBD) tại vùng đầu cuối N. Vùng CBD bao gồm một vùng giàu 
cysteine, được bảo tồn cao với khoảng 40 gốc axít amin. Chitinase loại V, lần đầu 
tiên được phân lập từ thuốc lá, cũng tương tự như exochitinase của vi khuẩn và 
chitinase loại III. Ngoài ra, chitinase loại V có phần mở rộng đầu C để nhắm mục tiêu 
không bào và chứa hai CBD. Chitinase loại III và loại V thể hiện một hoạt động 
lysozymal bổ sung. Chitinase loại VI tương tự như chitinase củ cải đường và sở hữu 
1/2 CBD. Cho đến nay, nhiều loại chitinase đang được phát hiện và phân tích [59]. 

 Khi các phân tử chitin hoặc OC từ thành tế bào nấm giải phóng (do chitinase 
thực vật xúc tác thủy phân tế bào nấm); hoặc khi xử lý phun chitin hay OC lên cây 
trồng thì tế bào cây trồng nhận diện như bị mầm bệnh tấn công. Sau đó tiếp nhận và 
dẫn truyền tín hiệu gây đáp ứng kích hoạt hệ miễm dịch tự nhiên hoặc sinh tổng hợp 
PR-protein để loại trừ mầm bệnh, trong đó gia tăng hoạt tính chitinase được xem là 
dấu hiệu (marker) của phản ứng miễn dịch phòng vệ [58]. 

1.5. Đậu nành và bệnh thán thư do nấm Colletotrichum truncatum 

1.5.1. Cây đậu nành 

 Đậu nành (Glycine max), một trong những loại cây trồng có giá trị kinh tế cao 
và là cây lương thực quan trọng cung cấp protein và dầu thực vật trên thế giới [60]. 
Cây thuộc họ đậu (Fabacea), bộ Fabales, có nguồn gốc từ Đông Bắc Á (Trung Quốc) 
được biết đến từ 5.000 năm nay, cây có thời gian sinh trưởng, phát triển cho đến thu 
hoạch trong khoảng 3 − 4 tháng [61]. 

 Đậu nành có giá tri ̣dinh dưỡng cao được các nhà khoa học xếp vào một trong 
những cây trồng thuộc dạng “thực phẩm chức năng” và đóng vai trò thiết yếu để nâng 
cao tiêu chuẩn thực phẩm cho con người ở những nước đang phát triển trong tình 
trạng thiếu hụt protein [62]. Lượng dầu từ đậu nành đứng ở vị trí thứ nhất trong tổng 
số dầu thực vật được tiêu thụ trên thế giới. Hạt đậu nành có thành phần dinh dưỡng 
cao, với lượng protein trung bình từ 38 – 40%, lipit 18 – 20%, giàu muối khoáng. 
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Protein của đậu nành có phẩm chất tốt nhất trong số các protein của thực vật, cao hơn 
cả ở cá, thịt và cao gấp hai lần hàm lượng protein có trong các loại đậu đỗ khác. Hàm 
lượng dầu béo cao hơn các loại đậu đỗ khác nên được coi là cây cung cấp dầu thực 
vật đáng kể. Lipit của đậu nành chứa một tỷ lệ cao các axít béo không bão hòa có hệ 
số đồng hoá cao, mùi vị thơm ngon; dùng dầu đậu nành thay mỡ động vật có thể tránh 
được xơ vữa động mạch. Trong hạt đậu nành còn có nhiều loại vitamin, đặc biệt là 
hàm lượng của các vitamin B1 và B2, ngoài ra còn có các loại vitamin PP, A, E, K, 
D, C,.. và các loại muối khoáng khác. 

 Trong 3 nguồn thực phẩm cho con người và gia súc, đậu nành là nguồn đạm 
thực vật rẻ tiền và quan trọng nhất, cho đến hiện nay đậu nành được trồng ở 80 quốc 
gia khắp các châu lục. Năm 2010, diện tích đậu nành của thế giới ước đạt 102,3 triệu 
ha, sản lượng 261,5 triệu tấn, năng suất ước đạt 25,5 tạ/ha. Quốc gia có diện tích trồng 
đậu nành lớn nhất là Mỹ (31,1 triệu ha, năng suất 29,2 tạ/ha). Châu Á chiếm vị trí thứ 
2 về diện tích với 19,7 triệu ha, năng suất ước đạt 14,1 tạ/ha; trong đó Trung Quốc có 
8,5 triệu ha, năng suất 17,7 tạ/ha; Ấn Độ 9,2 triệu ha, năng suất 10,6 tạ/ha [61, 63]. 

 Đậu nành là một cây công nghiệp và thực phẩm quan trọng trong cơ cấu cây 
trồng nông nghiệp ở Việt Nam. Mặc dù vậy, diện tích canh tác cây đậu nành vẫn chưa 
cao tại nước ta, điều này có thể đến từ nhiều nguyên nhân nhưng một trong số những 
trở ngại lớn nhất vẫn là người nông dân chưa được trang bị về kỹ thuật canh tác và 
quản lý sâu, bệnh hại. Theo quy hoạch của Nhà nước, vùng sản xuất đậu nành sẽ tập 
trung chủ yếu ở Tây Nguyên, Đông Nam bộ và Ðồng bằng sông Cửu Long. Như vậy 
để có thể thực hiện những chỉ tiêu của Nhà nước đề ra, trong giai đoạn tới cần tập 
trung nghiên cứu xác định tiến bộ kỹ thuật, giống thích hợp cho các vùng trọng điểm 
nói trên; xác định những yếu tố gây hạn chế năng suất đậu nành; và xây dựng quy 
trình kỹ thuật phù hợp từng vùng để tăng tính hiệu quả trong sản xuất. Hiện nay, đậu 
nành đang được khuyến khích phát triển trong cơ cấu 2 lúa – 1 màu. 

  Tại Việt Nam, đậu nành có thị trường tiêu thụ rộng, tuy có tiềm năng diện tích 
và điều kiện trồng được 3 vụ/năm, nhưng diện tích sản xuất có chiều hướng thu hẹp 
trong các năm gần đây. Diện tích trồng đậu nành cả nước trong năm 2015 khoảng 
100,8 nghìn ha, sản lượng ước đạt 148,4 nghìn tấn, năng suất đạt ~1,47 tấn/ha (Niêm 
giám Thống kê, 2016). Nguyên nhân chủ yếu do đậu nành của Việt Nam có năng suất 
thấp, hiệu quả kinh tế chưa cao, chưa cạnh tranh được với các loại cây trồng khác và 
so với cây đậu nành trên thế giới.  

 Một trong những trở ngại lớn trong canh tác đậu nành là loại cây trồng này rất 
dễ bị tấn công bởi các mầm bệnh do vi sinh vật. Trong số đó, bệnh thán thư do nấm 
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Colletotrichum truncatum gây ra là một trong những bệnh rất phổ biến và gây thiệt 
hại nghiêm trọng đến năng suất (giảm 30 – 70%) của cây đậu nành [62].  

 Ngoài ra ở nước ta, tồn tại 5 nguyên nhân làm hạn chế hiệu quả sản xuất và 
khó khăn khi mở rộng diện tích đậu nành. Thứ nhất, nông dân vẫn coi đậu nành là 
cây trồng phụ, ít quan tâm đầu tư thâm canh như các cây trồng khác, khả năng cạnh 
tranh về hiệu quả sản xuất chưa cao; thứ 2, thời tiết khó khăn gây ra nhiều rủi ro cho 
canh tác đậu nành như thời tiết cực đoan, hạn, úng, gió bão gây trở ngại khi gieo hạt, 
ảnh hưởng quá trình sinh trưởng và phát triển; thứ 3, sâu bệnh đặc biệt là các loại sâu 
như sâu khoang, sâu cuốn lá, sâu đục quả, giòi đục thân, bọ xít, các loại bệnh hại do 
nấm mà đặc biệt là bệnh thán thư do Colletotrichum sp. thường xuyên xuất hiện trên 
các diện tích cach tác đậu nành gây thiệt hại nặng nề; thứ 4, nông dân thiếu nguồn 
giống tốt, giống cung ứng cho nông dân thường xuyên có tỷ lệ nảy mầm thấp; và thứ 
5 là giá bán chưa hợp lý. Trong tất cả các nguyên nhân kể trên, hiện nay trên tất cả 
các diện tích trồng đậu nành của Việt Nam, bệnh thán thư đang là đối tượng gây thiệt 
hạt nghiêm trọng nhất. Trong các bộ phận của cây chứa nhiều chất dinh dưỡng đặc 
biệt là chất đạm nên đậu nành là đối tượng hấp dẫn của nhiều loại sâu bệnh hại. Điều 
kiện nhiệt đới nóng ẩm làm cho vòng đời của sâu bệnh tương đối ngắn, mức độ phá 
hoại rất nghiêm trọng nếu không bố trí cây trồng và thời vụ hợp lý [61].  

1.5.2. Nấm Colletotrichum truncatum gây bệnh thán thư trên đậu nành 

 Nấm Colletotrichum xuất hiện và gây bệnh trên tất cả các giai đoạn sinh 
trưởng, phát triển của cây đậu nành như giai đoạn nảy mầm, cây con, các bộ phận lá, 
quả và vỏ. Loài Colletotrichum truncatum (C. truncatum) có thể lan truyền qua hạt 
giống nhiễm bệnh sau đó phát triển ở vỏ quả. Nhiều thí nghiệm đều chứng tỏ nấm C. 
truncatum gây bệnh thán thư có khả năng lây từ cây mẹ sang cây con. Theo Nagaraj 
và cộng sự (2014), nấm C. truncatum gây bệnh thán thư và gây hại ở tất cả các giai 
đoạn của cây trồng, gây thối hạt, chết rạp cây con khi mới nảy mầm. Trên lá mầm bị 
nhiễm bệnh thường có vết lõm xuống, vết bệnh màu tối, lan dần trên trụ lá mầm hoặc 
hướng xuống dưới rễ. Hạt bị khô quắt, ban đầu bị mốc sau chuyển màu nâu, có các 
vùng xám nhỏ bất thường với các đốm màu đen. Các giai đoạn tiếp theo và cuối giai 
đoạn sinh sản của cây, các mô tế bào bệnh bị bao phủ bởi các đĩa cành màu đen, bào 
tử mọc ra các lông gai nhỏ màu đen có thể quan sát bằng mắt thường. Cây bị nhiễm 
bệnh ở giai đoạn sớm thường không đậu quả, nếu đậu quả thì hạt không phát triển 
hoặc phát triển với số lượng ít. Lá khi bị nhiễm bệnh thường có triệu chứng thối gân 
lá, lá xoăn và loét cuống, các vết bệnh xuất hiện ở lá non, cây bệnh lùn hơn cây khỏe 
và hóa già sớm hơn vì ảnh hưởng kết hợp với các tổn thương trên thân và cuống. Đĩa 
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cành của nấm có thể mọc đơn lẻ hoặc mọc tập trung thành đám dạng hình bán cầu 
hoặc nón cụt, các lông gai trên đĩa cành có màu nâu hoặc nâu đen thường thon và dài, 
mọc nhô lên trên đám bào tử phân sinh. Bào tử phân sinh không màu, đơn bào, có 
dạng ô van, thon dài, nhọn và uốn cong, trong suốt, có kích thước khoảng 17-31 × 3-
4 µm. Lông cứng trên đĩa cành có kích thước khoảng 60-300 × 3-8 µm đan xen dày 
đặc, màu đen và có dạng hình lá lúa. Bào tử lan truyền qua gió, mưa, nước tưới, xâm 
nhập trực tiếp vào cây hoặc thông qua các vết thương cơ giới. Bào tử nảy mầm và 
hình thành giác bám trong ~6 giờ. Chu kỳ phát triển của nấm cần 60 – 65 giờ để biểu 
hiện triệu chứng và biểu hiện nhiễm chậm phát [64]. 

 Một số kết quả nghiên cứu in vitro tại Ấn Độ cho thấy nhiệt độ tối thích cho 
bào tử nảy mầm và kéo dài ống mầm là 20°C, nhiễm trên vỏ đậu là 25°C. Thời gian 
chiếu sáng tối thích cho nảy mầm là 3 giờ sáng và 9 giờ tối, nhiễm bệnh cho vỏ hạt 
là 12 giờ sáng và 12 giờ tối, sự nhiễm và phát triển bào tử ở hạt đậu nành đòi hỏi thời 
gian chiếu sáng dài hơn và ẩm độ đạt 100%. Khi phân lập và nuôi cấy nấm C. 
truncatum với các giống khác nhau thì khả năng gây bệnh khác nhau. Nấm C. 
truncatum có phạm vi ký chủ rộng trên nhiều loại cây trồng trong đó có đậu nành. 

 Bệnh thán thư trên cây đậu nành chủ yếu do loài nấm C. truncatum và nấm C. 
gloeosporioides, bệnh thường lan rộng ở các vùng trồng chuyên canh đậu nành và 
gây tổn thất lớn, nhất là các vùng trồng có nền nhiệt ấm và độ ẩm cao. Tại Alabama 
năng suất đậu nành giảm 19,4% trên 3 vụ so với các vùng trồng đã dùng thuốc trừ 
nấm. Tại Nigeria năm 1975, nấm Colletotrichum xuất hiện và làm giảm 30% năng 
suất đậu nành. Kết quả điều tra ở hai bang của Brazil cho thấy nấm Colletotrichum 
gây bệnh thán thư đã xuất hiện trên 57% diện tích trồng đậu nành [64]. Ở Việt Nam, 
theo nghiên cứu điều tra thành phần nấm hại đậu nành trên đồng ruộng vùng Hà Nội 
trong vụ đông 2010 - 2012 gồm có 9 loài nấm thuộc 7 họ trong 5 bộ, xuất hiện với 
mức độ khác nhau và gây hại từ lúc đậu nành nảy mầm đến khi thu hoạch. Trong đó 
bệnh thán thư do nấm C. truncatum và bệnh đốm lá do nấm Alternaria alternate có 
mức độ phổ biến nhất. Tỷ lệ bệnh thán thư cao nhất lên tới 19,87% [61]. 

 Bệnh thán thư chủ yếu do nấm C. truncatum tồn tại trên hạt giống và truyền 
sang cây con, khả năng xuất hiện của chúng ngoài đồng ruộng còn phụ thuộc vào điều 
kiện môi trường. Theo Kumar và cộng sự (2000), khi nghiên cứu ảnh hưởng của điều 
kiện môi trường đến sự phát triển của bệnh thán thư ở đậu nành trên đồng ruộng ở Ấn 
Độ cho thấy triệu chứng xuất hiện nhiều nhất ở tuần thứ 2 và thứ 3 của tháng 9 và 
tuần đầu tiên vào tháng 10. Trong giai đoạn này, nhiệt độ trung bình, ẩm độ và lượng 
mưa tương ứng 28,4°C, 76% và 92,5 mm. Bệnh xuất hiện ít trong điều kiện nhiệt độ 



28 

 

cao, ẩm độ và lượng mưa tương đối thấp. Tỷ lệ nhiễm nấm C. truncatum cao khi mật 
độ trồng dày. Tại Ấn Độ, triệu chứng lá nhiễm bệnh trên đậu nành trồng sớm xuất 
hiện nhiều hơn so với trồng muộn. Hạt giống thu hoạch từ đậu nành trồng sớm có sức 
nảy mầm thấp và tỷ lệ cây nhiễm bệnh cao. Việc xuất hiện cỏ dại không ảnh hưởng 
hay làm tăng tỷ lệ nhiễm bệnh. Ngoài ra, bệnh còn phụ thuộc vào thời gian gieo trồng 
và khoảng cách luống. Trong điều kiện nhà kính, bón canxi cho đất làm giảm sự phát 
triển của bệnh trên hạt. Qua nhiều tài liệu khoa học công bố cho thấy các yếu tố thời 
vụ, khí hậu, phân bón đều có ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và phát triển của bệnh, 
nhưng nguyên nhân chủ yếu vẫn là nguồn nấm bệnh tồn tại trên hạt giống [3].  

 Cho đến nay, biện pháp kiểm soát bệnh thán thư trên cây đậu nành chủ yếu sử 
dụng các sản phẩm thuốc diệt nấm hóa học truyền thống như: carbendazim, 
mancozeb, copper oxychloride, tebuconazole, bencomyl,.. có nguy cơ ảnh hưởng đến 
sức khỏe con người và sinh thái [63, 65]. Do vậy, nhiều công trình nghiên cứu đã và 
đang thực hiện theo hướng: cải tạo giống, phương pháp canh tác, và tạo chế phẩm 
kiểm soát bệnh thán thư an toàn, hiệu quả. Nghiên cứu và khai thác sử dụng các hoạt 
chất tự nhiên và các dẫn suất của chúng đang được quan tâm lớn và bước đầu ghi 
nhận được kết quả theo kỳ vọng. 

1.6. Tình hình nghiên cứu ngoài nước 

 Hoạt tính sinh học của chitosan (CTS) phụ thuộc chủ yếu vào khối lượng phân 
tử (KLPT) và độ deacetyl (ĐĐA%) của chúng. Thông thường CTS nguyên liệu có 
KLPT cao, độ kết tinh cao và nhiều liên kết hydro chồng chéo trong chuỗi phân tử 
làm cho CTS khó tan, độ nhớt cao nên hạn chế khả năng ứng dụng.  

 Nhiều phương pháp cắt mạch điều chỉnh giảm KLPT của CTS đã được áp dụng 
như hóa học, sinh học và vật lý. Trong đó, sử dụng phương pháp vật lý là dùng bức 
xạ tia gamma Co60 hay bức xạ dòng điện tử gia tốc (EB) để cắt mạch CTS đã được 
đánh giá là hiệu quả cao do tính thân thiện môi trường, dễ dàng điều chỉnh KLPT của 
sản phẩm theo mong muốn, sản phẩm tinh sạch và khả năng chế tạo quy mô lớn. Kết 
quả nghiên cứu của Hien và cộng sự (2012) cho thấy rằng KLPT của CTS ban đầu 
~100 kDa đã giảm xuống nhỏ hơn 10 kDa khi xử lý chiếu xạ dung dịch 5% CTS trong 
axít lactic loãng có bổ sung ~1% H2O2 chỉ với liều xạ ~4 kGy [26]. Nhóm tác giả Zou 
và cộng sự (2015) đã điều chỉnh ĐĐA% của CTS thành công bằng phương pháp 
acetyl hóa CTS bởi anhydric acetic. Sản phẩm CTS acetyl hóa có khả năng hòa tan 
trong nước nên được quan tâm nghiên cứu ứng dụng [66]. 

 Hoạt chất CTS với KLPT thấp (< 100 kDa) đã được nghiên cứu ứng dụng 
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trong lĩnh vực sinh y, mỹ phẩm và chăn nuôi, nuôi trồng thủy sản,.. do CTS có hoạt 
tính chống oxi hóa và kích thích miễn dịch. Nhóm tác giả Nghiep và cộng sự (2012) 
đã nghiên cứu khá toàn diện về khả năng chống oxi hóa, bắt gốc tự do của 
oligochitosan (OC) có KLPT ~3 kDa trên tế bào động vật và tế bào người. Kết quả 
nhận được cho thấy OC có hoạt tính trung hòa hiệu quả các chất oxi hóa giúp cân 
bằng ổn định nội môi của tế bào, và OC bảo vệ sự tổn thương DNA giúp tế bào chống 
lại các yếu tố tác động có hại [67]. Hiệu quả tăng cường khả năng miễn dịch của OC 
đối với động vật cũng đã được Luo và cộng sự (2009) minh chứng. Kết quả nghiên 
cứu cho thấy khi cho cá hồi ăn thức ăn có bổ sung 0,4% OC đã làm tăng cường hệ 
miễn dịch và tăng khả năng sống sót sau khi cho cá lây nhiễm với vi khuẩn Aeromonas 
hydrophila [68]. Ngoài ra, hiệu ứng kháng khuẩn [69], kháng nấm [70], kháng vi rút 
[71], kháng tuyến trùng [72] và hiệu ứng tăng cường khả năng cố định đạm trên cây 
họ đậu [73] của CTS và OC đã được chứng minh. 

 Hiệu ứng kích thích tăng trưởng và kích kháng bệnh của CTS và OC đối với 
cây trồng cũng đã được nhiều tác giả công bố. Theo Dzung và cộng sự (2011) xử lý 
phun qua lá dung dịch OC (KLPT ~2 kDa) với nồng độ 60 ppm đã làm gia tăng đáng 
kể các chỉ tiêu tăng trưởng và gia tăng độ chịu hạn cho cây cà phê [74]. El-Sawy và 
cộng sự (2010) công bố rằng xử lý phun qua lá cây đậu tằm (Faba beam) dung dịch 
OC (cắt mạch bằng bức xạ) nồng độ 100 ppm đã làm tăng khả năng sinh trưởng và 
năng suất thu hoạch [75]. Luan và cộng sự (2005) đã nghiên cứu hiệu ứng kích thích 
tăng trưởng và tăng sinh phytoalexin của mô hoa cúc, mô cây nho và mô hoa tulip 
của OC chế tạo bằng phương pháp cắt mạch bức xạ gamma Co60. Kết quả cho thấy 
bổ sung CTS KLPT thấp hoặc OC vào môi trường nuôi cấy mô đã kích thích gia tăng 
các chỉ số sinh trưởng và kích tạo PR-protein (protein do cây tạo ra khi cây tiếp xúc 
với mầm bệnh – giống kháng thể) kháng bệnh của mô thực vật [76].  

 Gần đây hơn, Zou và cộng sự (2015) công bố kết quả tăng khả năng chịu mặn 
của cây lúa mì khi được xử lý OC, do OC kích thích sinh trưởng và kích thích hệ 
thống enzyme chống oxi hóa của tế bào [66]. Muley và cộng sự (2019) đã nghiên cứu 
hiệu quả xử lý phun dung dịch CTS KLPT thấp và OC được chế tạo bằng phương 
pháp cắt mạch bằng bức xạ tia gamma Co60 trên cây khoai tây [77]. Khi phun qua lá 
dung dịch CTS cắt mạch với nồng độ 50 – 75 ppm lên cây khoai tây (Solanum 
tuberosum L.) ba lần vào thời điểm 20, 30, và 40 ngày sau ra cây, kết quả cho thấy 
sản phẩm CTS cắt mạch bức xạ có hiệu ứng kích thích sinh trưởng, tăng khả năng 
chống chịu tác động môi truờng, tăng các chỉ số tăng trưởng và đặc biệt gia tăng biểu 
hiện các enzyme chống oxi hóa và enzyme đáp ứng phản vệ như CAT, POD, SOD, 
chitosanase và chitinase. Hơn nữa, trong công trình này cũng ghi nhận mức độ cải 
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thiện các thông số đã kể trên của OC là tốt hơn so với CTS [77]. Hiệu ứng kích kháng 
bệnh đạo ôn cháy lá do nấm Pyricularia grisea của CTS và OC đối với cây lúa đã 
được thực hiện và công bố [78]. Kết quả ghi nhận được cho thấy, OC thể hiện hoạt 
tính kích kháng bệnh tốt hơn so với CTS dựa trên hàm lượng PR-protein tạo ra sau 
khi xử lý hạt lúa với CTS hoặc OC rồi cho nhiễm bệnh. Theo báo cáo tổng hợp của 
Yin và sộng sự (2010) về hiệu ứng kích kháng bệnh của OC đối với cây trồng cho 
thấy, OC thể hiện hiệu ứng kích kháng bệnh cho hơn 30 loại bệnh do vi sinh vật gây 
ra trên 24 loại cây trồng, và nhóm tác tác giả cũng khẳng định rằng OC là một loại 
vắc xin thực vật [33].  

 Đối với cây đậu nành (Glycine max), một trong những loại cây trồng có giá trị 
kinh tế cao và là cây lương thực quan trọng nhưng cây đậu nành rất dễ bị tấn công 
bởi các mầm bệnh do vi sinh vật. Trong số đó, bệnh thán thư do nấm Colletotrichum 
truncatum gây ra là một trong những bệnh rất phổ biến và gây thiệt hại nghiêm trọng 
đến năng suất (giảm 30 – 70%) đậu nành [62]. Mặc dù vậy cho đến nay, chưa có công 
trình nghiên cứu nào về hiệu ứng kích kháng bệnh thán thư của OC trên cây đậu nành 
được công bố. Tuy nhiên theo kết quả nghiên cứu của  Prapagdee và cộng sự (2007) 
cho thấy khi phun qua lá dung dịch CTS (loại có KLPT 200 kDa, ĐĐA 85%) đã giảm 
tỷ lệ bệnh chết nhanh (do nấm Fusarium solani gây ra) trên cây đậu nành [79]. Hơn 
nữa, Hirano và cộng sự (2001) cũng đã công bố kết quả xử lý hạt đậu nành với 
oligochitin hay oligochitosan đã làm gia tăng đáng kể hàm lượng chitinase, một loại 
PR-protein do cây sinh ra để chống mầm bệnh do vi sinh vật [80].  

 Theo một số kết quả nghiên cứu gần đây cho thấy rằng CTS hoặc OC ở dạng 
phức chelate với ion kim loại như Cu2+, Zn2+ đã thể hiện một số hiệu ứng sinh học 
mạnh hơn so với dạng không chelate. Điển hình như hoạt tính kháng khuẩn và kháng 
nấm của phức CTS-Zn2+ cao hơn 2 – 8 lần so với CTS (788 kDa) và 4 – 16 lần so với 
Zn2+ (muối kẽm sulphat), nguyên do được giải thích là mật độ điện tích dương cao 
làm gia tăng khả năng tương tác của phức CTS-Zn2+ với tế bào vi sinh vật [36].  

 Kẽm là một nguyên tố vi lượng có vai trò rất quan trọng cho sức khỏe của con 
người, động vật, và thực vật do chúng là thành phần coenzyme của nhiều enzyme 
quan trọng của tế bào động thực vật [36, 43]. Kẽm có vai trò quan trọng trong hệ 
thống miễn dịch và có khả năng kháng khuẩn.  

 Năm 2006, nhóm tác giả Aziz và cộng sự (2006) đã công bố kết quả nghiên 
cứu hiệu ứng kích kháng bệnh thối xám (do nấm Botrytis cinerea) và bệnh sương mai 
(do nấm Plasmopara viticola) của phức chelate CTS-Cu2+ và của OC-Cu2+ trên cây 
nho [56]. Kết quả cho thấy hiệu ứng kích kháng bệnh của phức OC-Cu2+ tốt hơn so 
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với phức CTS-Cu2+ thông qua sự tăng hàm lượng phytoalexin, hàm lượng PR-protein 
và mức độ giảm tỷ lệ bệnh. Nhóm tác giả Ibrahim và cộng sự (2015) đã minh chứng 
hiệu ứng kích thích tăng trưởng của phức CTS-Zn2+ trên cây đậu ve (Phaseolus 
vulgaris) [81]. Kết quả nhận được cho thấy, phun dung dịch phức CTS-Zn2+ qua lá 
đã làm tăng cường sinh trưởng, tăng hiệu quả hấp thu dưỡng chất, tăng năng suất cây 
đậu từ 25 – 33%, và giảm ảnh hưởng bất lợi do nhiệt độ môi trường. Nhóm tác giả đã 
giải thích hiệu ứng kích thích tăng trưởng là do cây đậu được bổ sung nguyên tố vi 
lượng Zn2+ thường bị thiếu hụt trong đất; và do vai trò của kẽm, CTS làm gia tăng 
khả năng hấp thu dưỡng chất, tăng cường sự phân chia tế bào và tăng hàm lượng 
chlorophyll trong lá. Mặc dù vậy, cho đến nay chưa có công trình nghiên cứu tổng 
thể nào về hiệu quả phòng trừ bệnh thông qua hiệu ứng kích kháng bệnh của phức 
OC-Zn2+ trên cây trồng. 

1.7. Tình hình nghiên cứu trong nước 

 Hiệu ứng phòng trừ bệnh và kích thích tăng trưởng của CTS và OC trên cây 
trồng cũng đã được thực hiện nghiên cứu tại nhiều cơ sở nghiên cứu khoa học trong 
nước. Nhóm nghiên cứu Dũng và cộng sự, Đại học Tây nguyên đã công bố kết quả 
hiệu ứng kích thích tăng trưởng và gia tăng khả năng chống chịu hạn trên cây cà phê 
của OC [74]. Nhóm tác giả Luân và cộng sự (2005), Trung tâm Hạt nhân – TP. HCM 
cũng đã minh chứng hiệu ứng kích thích tăng trưởng mô thực vật của OC [76]. Hiến 
và cộng sự, Trung tâm Nghiên cứu và Triển khai Công nghệ Bức xạ – TP. HCM đã 
nghiên cứu hiệu ứng kích kháng bệnh và tăng trưởng của OC trên cây lúa và cây mía 
[82], và nhóm tác giả này cũng đồng thời nghiên cứu sơ bộ hiệu ứng kích thích tăng 
trưởng và chống bệnh của hỗn hợp CTS cắt mạch bức xạ với ion Zn2+. Kết quả nhận 
được cho thấy, khi phun qua lá dung dịch 40 ppm chitosan – 40 ppm Zn2+ ba lần ở 
giai đoạn mía non, năng suất mía tăng ~12% và tỷ lệ bệnh lá giảm ~36%, tỷ lệ bệnh 
thân mía giảm ~66% so với đối chứng [83].  

 Gần đây hơn, hiệu ứng kích kháng bệnh thán thư của chế phẩm OC/nanosilica 
trên cây ớt đã được nghiên cứu bởi Hiệt và cộng sự (2015), Trung tâm Nghiên cứu 
và Phát Triển Nông nghiệp Công nghệ cao – TP. HCM [84]. Năm 2017, vật liệu lai 
giữa OC và nanosilica (OCS/nSiO2) cũng được các nhóm tác giả Dũng và cộng sự 
(2017) [32]; Thủy và cộng sự (2017) [85] nghiên cứu hiệu ứng kích thích tăng trưởng 
và kích kháng bệnh thán thư trên cây ớt. Kết quả cho thấy OCS/nSiO2 (50 mg/l − 50 
mg/l) có hiệu ứng tăng sinh khối khô, sinh khối tươi, chiều cao cây và hàm lượng 
chlorophyll a và b. Bên cạnh đó tỷ lệ bệnh thán thư trên cây ớt không xuất hiện khi 
tiến hành gây nhiễm nấm Colletotrichum sp., trong khi đó ở lô đối chứng tỷ lệ bệnh 
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là 100%. Hiệu ứng kháng nấm Colletotrichum gloeosporioides gây bệnh thán thư trên 
cây xoài của CTS (KLPT ~350 kDa) cũng được nhóm nghiên cứu Duy và cộng sự 
(2014) thực hiện và công bố. Kết quả cho thấy CTS có hiệu ứng ức chế trực tiếp nấm 
C. gloeosporioides trong điều kiện in vitro và giảm mức độ bệnh thán thư trên quả 
xoài Hòa Lộc [86]. Gần đây hơn, Tuấn và cộng sự (2019), Viện Khoa học Vật liệu 
Ứng dụng, đã công bố kết quả nghiên cứu hiệu ứng kích kháng bệnh thối nâu trên cây 
thanh long của phức OC-nanosilica vỏ trấu [87]. Kết quả thu được cho thấy tiềm năng 
ứng dụng chế phẩm phức làm chất bảo vệ cây thanh long và cây trồng khác. 

 Nhìn chung, theo các kết quả nghiên cứu ghi nhận được cho thấy CTS hoặc 
OC có hiệu ứng kích thích tăng trưởng, giảm tỷ lệ bệnh và tăng năng suất trên các 
cây trồng khác nhau. Mặc dù vậy cho đến nay, hiệu ứng phòng trừ bệnh thán thư trên 
cây đậu nành của phức OC-Zn2+ vẫn chưa được đơn vị nghiên cứu nào trong nước 
công bố. Vì vậy đề tài nghiên cứu về hiệu quả phòng trừ bệnh thông qua hiệu ứng 
kích kháng bệnh của chế phẩm OC-Zn2+ trên cây đậu nành cần được xây dựng và 
thực hiện nhằm chế tạo chế phẩm có nguồn gốc sinh học an toàn (phức OC-Zn2+) ứng 
dụng làm chất phòng trừ bệnh cho cây đậu nành và tiềm năng mở rộng cho các đối 
tượng cây trồng khác, góp phần phát triển sản xuất nông phẩm an toàn bền vững. 

 Theo thông tin kết quả thu thập từ các nguồn tài liệu đã đề cập ở trên cho thấy, 
hoạt tính sinh học của CTS phụ thuộc chủ yếu vào KLPT. Hiệu quả phòng trừ bệnh 
và kích thích tăng trưởng của CTS, OC, và phức của chúng với Zn2+ đã được minh 
chứng trên nhiều loại cây trồng. Tuy nhiên, đối với hiệu ứng kích kháng bệnh thán 
thư trên đậu nành của phức OC-Zn2+ thì chưa được nghiên cứu. Vì vậy, trong phạm 
vi đề tài luận án này, chúng tôi thực hiện một số nội dung nghiên cứu mới như sau: 

 Xác lập điều kiện thích hợp để chế tạo OC và phức OC-Zn2+ có đặc trưng tính 
chất ổn định và hoạt tính sinh học hiệu quả theo định hướng triển khai sản xuất và 
ứng dụng quy mô lớn. 

  Khảo sát ảnh hưởng khối lượng phân tử (2000 – 8000 Da) của OC và tỷ lệ 
phần mol (−NH2/Zn2+) đến hiệu quả phòng trừ bệnh thán thư của phức OC-Zn2+. 

 Lựa chọn nồng độ thích hợp của phức OC-Zn2+ phòng trừ bệnh thán thư hiệu 
quả trên cây đậu nành.  

 Đánh giá hiệu quả phòng trừ bệnh và tác động sinh trưởng phát triển của phức 
OC-Zn2+ đối với cây đậu nành trên ruộng thí nghiệm. 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ THIẾT BỊ 

2.1.1. Nguyên vật liệu và hóa chất 

- Chitosan nguồn gốc từ chitin vỏ tôm, dạng vảy, khối lượng phân tử ~171 kDa, là 
sản phẩm của Doanh nghiệp Tư Nhân Phan Bùi, TP. Vũng Tàu. 

- Hạt giống đậu nành: HL 07-15, nguồn gốc từ tổ hợp lai HL 203 × HL 92, có thời 
gian sinh trưởng 78 – 85 ngày; được Bộ Nông nghiệp và PTNT công nhận sản 
xuất thử cho vùng Đông Nam Bộ, Tây Nguyên và Đồng bằng sông Cửu Long 
theo Quyết định số 333/QĐ-TT-CNN ngày 05/08/2013. Hạt giống được Trung 
tâm Nghiên cứu Thực nghiệm Nông nghiệp Hưng Lộc, Đồng Nai cung cấp. 

- Chủng nấm gây bệnh thán thư Colletotrichum truncatum: Được cung cấp bởi 
Trung tâm Nghiên cứu và Phát triển Nông nghiệp Công nghệ cao (AHRD), Củ 
Chi, TP. HCM. Chủng nấm được phân lập từ cây đậu nành nhiễm bệnh thán thư, 
định danh theo hình thái và nhân nuôi, lưu giữ giống tại Phòng Nghiên cứu bệnh 
học Cây trồng và Vật nuôi, Trung tâm AHRD. 

- Môi trường nuôi cấy nấm: Potato Dextrose Agar (PDA), Hãng Himedia, Ấn Độ. 

- Muối kẽm nitrate: Zn(NO3)2⋅6H2O, tinh khiết >99%, Trung Quốc; Hydrogen 
peroxide: H2O2, nồng độ 30%, khối lượng riêng 1,11 g/ml, Merck, Đức; Axít 
lactic: C3H6O3, nồng độ 88%, Trung Quốc. 

- N-acetyl-D-glucosamine (GluNAc): C8H15O6, 221,21 g/mol, tinh khiết >99%, 
Sigma-Aldrich; 3,5 dinitrosalicylic axít (DNS): C7H4N2O7, 228,12 g/mol, tinh 
khiết >98%, Merck, Đức. 

- Bộ chất chuẩn pullulan (khối lượng phân tử Mw 780 – 380.000 Da): Sigma, Mỹ. 

- Deuterate oxide (D2O) và deuterated acetic axít (CD3COOD): tinh khiết phân 
tích, Cambridge Isotope Laboratories, Anh; Potassium bromide: KBr, tinh khiết 
>99,8%, Merck, Đức; Acetol: C3H6O, tinh khiết phân tích, Trung Quốc; Ethanol 
absolute: C2H5OH 99,5°, CEMACO, Việt Nam. 

- Các hóa chất khác để pha đệm và thuốc thử: NaH2PO4, Na2HPO4, muối Rochell, 
NaHSO3, phenol, NaOH, HCl, NH3, NaCl,.. dạng tinh khiết phân tích, sản phẩm 
của Trung Quốc. 

- Nước tinh khiết gồm: nước cất 01 lần dùng tạo mẫu chế phẩm và nước siêu tinh 
khiết (Merck, Đức) dùng pha đệm, dung môi và tạo thuốc thử. 
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2.1.2. Thiết bị và dụng cụ 

- Máy chiếu xạ tia gamma công nghiệp, nguồn bức xạ đồng vị Co60, SVST Co-
60/B, Hungary, suất liều ~1,1 kGy/giờ, tại Trung tâm VINAGAMMA, TP. HCM. 

- Máy quang phổ hồng ngoại biến đổi Fourier, FTIR 8400s, Shimadzu, Nhật; Máy 
quang phổ UV-Vis, Jasco V630, Nhật, tại Trung tâm VINAGAMMA, TP. HCM. 

- Máy sắc ký gel thấm qua (GPC): HPLC, LC-20AB Shimadzu, Nhật, sử dụng 
detector RID - 10A và cột Ultrahydrogel 250 của hãng Waters, Mỹ, tại Trung tâm 
VINAGAMMA, TP. HCM. 

- Máy nghiền bi Fritsch, Đức; Tủ sấy quạt gió, DNF 410, Yamaro, Nhật; Máy 
khuấy từ gia nhiệt: AGIMATIC-ED, Tây Ban Nha; Máy khuấy cánh inox IKA-
RW20, Malaysia, tại Trung tâm VINAGAMMA, TP. HCM. 

- Bể lắc ổn nhiệt: CERTOMAT-WR, Đức; Nồi hấp tiệt trùng: Yamato, SM200, 
Nhật; Tủ ấm nuôi ủ vi sinh vật: Incubator, Memmert, Đức; Tủ cấy vi sinh: 
LABCONCO, Mỹ, tại Trung tâm VINAGAMMA, TP. HCM. 

- Máy siêu ly tâm (max 50.000 rpm): Ultra 5.0, hãng HANIL, Hàn Quốc, tại 
Trung tâm VINAGAMMA, TP. HCM.  

- Máy đo pH cầm tay: Seven2Go pH S8-Std-Kit, METTLER TOLEDO, Trung 
Quốc, tại Trung tâm VINAGAMMA, TP. HCM. 

- Máy đo phổ phát xạ nguyên tử cảm ứng plasma (ICP-AES), PerkinElmer, Optima 
5300DV, Mỹ, tại Trung tâm Phân tích Thí nghiệm, Q. 3, TP. HCM. 

- Máy đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (1H-NMR): Bruker AVANCE III 
500 spectrometer, Brucker BioSpin AG, Thái Lan, tại Trường Đại học Khoa học 
Tự nhiên, TP. HCM. 

- Máy đo tán sắc năng lượng tia X (EDX): JEOL 6610 LA, Nhật gắn cùng thiết bị 
FE-SEM, S-4800, Hitachi, Nhật, tại Trung tâm Nghiên cứu Triển khai – Khu 
Công nghệ cao, TP. HCM. 

- Máy đo nhiễu xạ tia X (XRD): Siemens D5000, Đức, tại Trung tâm Phân tích 
Hóa lý, Viện Khoa học Vật liệu Ứng dụng, TP. HCM. 

- Một số trang thiết bị cần thiết khác dùng cho thí nghiệm như: thiết bị dụng cụ 
thủy tinh, bộ chày cối sứ, chày cối mã não, chậu nhựa trồng cây, nhà kính và hệ 
thống tưới nhỏ giọt, buồng đếm hồng cầu Neubauer haemocytometer,.. tại Phòng 
thí nghiệm Trung tâm VINAGAMMA và Trung tâm AHRD, TP. HCM. 
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2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Chế tạo oligochitosan, phức oligochitosan-Zn2+ và xác định các đặc trưng 

a) Chế tạo chitosan khối lượng phân tử thấp bằng H2O2 cắt mạch oxi hóa dị thể 
chitosan: 

 Để thuận lợi cho quá trình hòa tan chitosan ban đầu có khối lượng phân tử 
(KLPT) lớn, trong nghiên cứu này, thực hiện xử lý chitosan ban đầu có KLPT ~171 
kDa tạo chitosan KLPT thấp bằng phương pháp cắt mạch oxi hóa dị thể chitosan 
(CTS) bởi H2O2 theo như các công bố trước đây [15, 31, 88].  

 Cân một lượng xác định CTS, cho vào dung dịch 1% H2O2, theo tỉ lệ CTS/dung 
dịch là 1/10 (g/ml), điều chỉnh pH ~10 − 11 bằng NaOH 2M. Khuấy trộn đều bằng 
que khuấy và cách ~2 giờ khuấy đảo một lần. Phản ứng thực hiện ở nhiệt độ phòng 
~28 − 35°C. Sau 24 giờ phản ứng, mẫu CTS được rửa sạch bằng nước cho đến pH 
~7, rồi làm khô bằng tủ sấy quạt gió ở 60°C trong khoảng 2 giờ. Kết quả thu được 
CTS có KLPT thấp, dạng vảy màu vàng nhạt. 

b) Chế tạo oligochitosan bằng phương pháp chiếu xạ tia gamma Co60 kết hợp H2O2 
cắt mạch đồng thể dung dịch chitosan KLPT thấp: 

 Để thu được dung dịch oligochitosan (OC) có KPLT 2,5 kDa; 5,1 kDa và 7,8 
kDa. Tiến hành thực hiện cắt mạch CTS KLPT thấp trong dung dịch có chứa H2O2 
theo phản ứng cắt mạch đồng vận [26, 27, 89] với điều kiện cắt mạch cụ thể như sau: 

 + Mẫu dung dịch 4% CTS/2% axít lactic: Hòa tan 40 g CTS KLPT thấp trong 
1.000 ml dung dịch axít lactic 2% (v/v) (20 ml axít lactic đậm đặc 88% trong 980 ml 
nước), khuấy tan ở nhiệt độ thường và để yên qua đêm. Lọc lấy dung dịch CTS qua 
lưới thép không rỉ, loại 100 mesh, chuyển mẫu đi chiếu xạ gamma Co60. 

 + Mẫu dung dịch 4% CTS/2% axít lactic/0,5% H2O2: Hòa tan 40 g CTS KLPT 
thấp trong 985 ml dung dịch axít lactic 2% (v/v) (20 ml axít lactic đậm đặc 88% trong 
965 ml nước), khuấy tan ở nhiệt độ thường và để yên qua đêm. Lọc lấy dịch lọc qua 
lưới thép không rỉ, loại 100 mesh. Bổ sung 15 ml H2O2 loại 30% vào dịch lọc, khuấy 
đều ở nhiệt độ phòng, ~10 phút. Chuyển mẫu đi chiếu xạ gamma Co60. 

 + Mẫu dung dịch 2% CTS/1% axít lactic/0,5% H2O2: Hòa tan 20 g CTS KLPT 
thấp trong 985 ml dung dịch axít lactic 1% (v/v) (10 ml axít lactic đậm đặc 88% trong 
975 ml nước), khuấy tan ở nhiệt độ thường và để yên qua đêm. Lọc lấy dịch lọc qua 
lưới thép không rỉ, loại 100 mesh. Bổ sung 15 ml H2O2 loại 30% vào dịch lọc, khuấy 
đều ở nhiệt độ phòng, ~10 phút. Chuyển mẫu đi chiếu xạ gamma Co60. 



36 

 

 Các dung dịch mẫu được chiếu xạ theo liều cho đến 21 kGy, suất liều ~1,1 
kGy/giờ, ở điều kiện thường trên máy chiếu xạ gamma Co60 SVST Co-60/B. Liều 
hấp thụ (kGy) được xác định bởi hệ đo liều dichromate theo ISO/ASTM 
51401:2003(E) [90]. 

c) Chế tạo phức oligochitosan-Zn2+ bằng phương pháp phối trộn: 

 Dung dịch phức oligochitosan-Zn2+ (OC-Zn2+) từ các oligochitosan (OC) có 
KLPT khác nhau (2,5 kDa; 5,1 kDa; 7,8 kDa) và tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) khác 
nhau (1/0,25; 1/0,5; 1/1) được chế tạo bằng phương pháp phối trộn, phản ứng tạo 
phức thực hiện trong điều kiện thường [36, 37, 42, 91, 92]. 

 Dung dịch OC nồng độ 2% và 4% sau chiếu xạ được điều chỉnh pH ~5,5 bằng 
dung dịch NH4OH 5%. Cân lượng chính xác kẽm nitrate loại Zn(NO3)2⋅6H2O (297,51 
g/mol) cho vào dung dịch OC (Bảng 2.1), khuấy trên máy khuấy từ ở điều kiện thường 
để phản ứng tạo phức. Thời gian phản ứng 4 giờ. 

  Bảng 2.1: Số lượng muối kẽm Zn(NO3)2⋅6H2O (g) cần thiết bổ sung vào 100 
ml dung dịch OC để tạo phức đạt tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) theo yêu cầu 

Loại phức Tỷ lệ mol 
(−NH2/Zn2+) 

Nồng độ OC 
 (g/100 ml) 

ĐĐA 
% 

n(−NH2) 
(mmol) 

n(Zn2+) 
(mmol) 

Số lượng 
Zn(NO3)2⋅6H2O 

OC2,5-Zn2+  1/0,5 2 71,57 8,27 4,14 1,23 

OC5,1-Zn2+  1/0,5 4 87,24 20,95 10,48 3,12 

OC7,8-Zn2+  1/0,5 4 88,35 21,28 10,64 3,17 

OC5,1-Zn2+  1/0,25 4 87,24 20,95 5,24 1,56 

OC5,1-Zn2+  1/1 4 87,24 20,95 10,48 6,23 

 OC2,5; OC5,1; và OC7,8 tương ứng là OC có KLPT 2,5; 5,1; và 7,8 kDa. ĐĐA% là 
độ deactyl của OC.  

 Số mol (−NH2) phụ thuộc vào số lượng (gam) và độ deacetyl (ĐĐA%) của 
OC, được tính toán như sau: 

 n(−NH2) = ĐĐA% × n(OC)       (2.1) 

 n(OC) = OC (g)/[ĐĐA% × 161,17 + (1 – ĐĐA%) × 203,21]   (2.2) 

 Trong đó: n là số mol; 161,17 và 203,21 là khối lượng phân tử mol (g/mol) 
tương ứng của monomer D-glucosamine (GluN) và N-acetyl-D-glucosamine 
(GluNAc) liên kết trong chuỗi phân tử OC [93]. 
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 + Tạo mẫu bột khô OC và bột phức OC-Zn2+ để phân tích các đặc trưng: Bằng 
phương pháp tủa dung dịch mẫu với ethanol tuyệt đối [31, 94-96].  

 Dung dịch OC hoặc phức OC-Zn2+ được điều chỉnh pH ~9 bằng NH4OH 5%. 
Sau đó cho ethanol vào dung dịch mẫu với tỷ lệ thể tích: 1v mẫu/8v ethanol, khuấy 
đều 10 phút. Chuyển mẫu vào ngăn đông tủ lạnh, giữ yên qua đêm. Lọc lấy tủa bằng 
màng lọc sợi thủy tinh whatman và rửa tủa bằng ethanol tuyệt đối đến pH trung tính. 
Sấy tủa trong tủ sấy quạt gió ở 60°C đến khối lượng không đổi. Nghiền tủa trên máy 
nghiền bi Fritsch. Thu được mẫu OC hoặc phức OC-Zn2+ dạng bột mịn. 

d) Đo phổ hấp thụ ánh sáng vùng tử ngoại - khả kiến – UV-Vis: 

 Đặc trưng hấp thụ ánh sáng quang học của dung dịch OC và phức OC-Zn2+ 
được đo trên máy quang phổ UV-Vis, Jasco V630. Trước khi đo, các mẫu được pha 
loãng bằng nước đạt nồng độ OC 0,1% [41, 89, 97, 98], dùng cuvett thạch anh, sử 
dụng dung dịch axít lactic 0,05% làm dung môi tham chiếu, quét phổ trong khoảng 
bước sóng 200 – 800 nm. 

e) Đo phổ sắc ký gel thấm qua – GPC: 

 Cho đến nay, dùng kỹ thuật đo phổ GPC để xác định KLPT của CTS và các 
dẫn xuất được áp dụng phổ biến. KLPT của CTS và OC trong nghiên cứu này được 
xác định trên máy GPC, LC – 20AB Shimadzu, sử dụng detector RID –10A và cột 
Ultrahydrogel 250 hãng Waters, kích thước cột 7,8 × 300 mm. Dùng chất chuẩn là 
pullulan với KLPT biết trước, sử dụng dung môi hòa tan là đệm acetate CH3COOH 
0,25M/CH3COONa 0,25M, pH 4 [26, 27, 99, 100], các bước tiến hành như sau:  

 + Lập đường chuẩn: Hòa tan hoàn toàn 0,01 g các mẫu chuẩn pullulan có Mw 
738 – 380.000 Da trong 2 ml dung môi CH3COOH 0,25M/CH3COONa 0,25M. Lọc 
qua màng millipore PTFE 0,45 µm. Tiêm 50 µl mẫu vào cột sắc ký, hoạt động trong 
điều kiện nhiệt độ lò cột là 40°C, tốc độ dòng chảy là 1 ml/phút, pha động là dung 
môi CH3COOH 0,25M/CH3COONa 0,25M. Từ các kết quả thời gian lưu (tr, phút) 
của các mẫu chuẩn trên giản đồ GPC, lập được đường chuẩn từ mối tương quan giữa 
thời gian lưu (tr) và KLPT (logMw) của chất chuẩn pullulan tương ứng. 

 + Đo mẫu: Hòa tan hoàn toàn 0,25 g mẫu bột CTS hoặc OC vào 50 ml đệm 
CH3COOH 0,25M/CH3COONa 0,25M, để ổn định khoảng 4 giờ, lọc qua màng 
millipore PTFE 0,45 µm. Tiến hành tiêm dung dịch mẫu với thể tích và các điều kiện 
khác như đã thực hiện đối với mẫu chuẩn pullulan. Xác định thời gian lưu và dựa vào 
đường chuẩn để xác định KLPT của mẫu cần đo bao gồm KLPT trung bình khối 
lượng (Mw) và KLPT trung bình số lượng (Mn). 
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 Từ các giá trị KLPT thu được và sự thay đổi KLPT của mẫu CTS sau xử lý cắt 
mạch, chỉ số đa phân tán KLPT (PI) và hiệu suất cắt mạch bức xạ (Gs) được tính toán 
như sau [9, 26, 27, 101]:  

 PI = Mw/Mn,  PI càng gần 1 thì phân bố KLPT càng hẹp  (2.3) 

 (1/Mw – 1/Mwo) = Gs×D×d×1000/2×C      (2.4) 

 Trong đó: Mwo, Mw lần lượt là KLPT của CTS ban đầu và CTS sau cắt mạch; 
D là liều xạ (kGy); d là khối lượng riêng của dung dịch CTS (g/ml), C là nồng độ 
dung dịch CTS (g/l); và Gs (mol/J) là hiệu suất cắt mạch bức xạ (giá trị Gs càng lớn 
thì hiệu quả cắt mạch càng cao). 

f) Đo phổ hấp thụ hồng ngoại – FTIR: 

 Quang phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR) là công cụ hữu ích dùng phân 
tích cấu trúc hóa học của chất hữu cơ. Dựa trên hiện tượng hấp thụ ánh sáng vùng 
hồng ngoại chuyển thành các dao động phân tử, các dao động này phản ánh đặc trưng 
bản chất của các liên kết hóa học trong mẫu. Phổ FTIR được sử dụng phổ biến để 
đánh giá cấu trúc hóa học của chitosan, các dẫn xuất và của phức [102-104], đồng 
thời qua đó còn tính được giá trị độ deacetyl (ĐĐA%) của chúng [7, 27]. 

 Nghiền trộn đều 3 – 5 mg bột CTS, OC hoặc bột phức OC-Zn2+ với 200 mg 
KBr bằng bộ cối – chày mã não, ép tạo viên trên máy thủy lực trong 10 phút dưới áp 
suất nén 3000 Psi. Phổ FTIR được ghi tên máy FT-IR 8400S, trong dải số sóng 800 
– 4000 cm-1, thực hiện quét 40 lần với độ phân giải 4 cm-1, dùng viên KBr để cân 
bằng tín hiệu nền (balance) trước khi ghi phổ mẫu.  

 Dựa vào cường độ của các đỉnh hấp thụ đặc trưng tại 1420 cm-1 (đặc trưng dao 
động liên kết C−H của −CH2 và −CH3) và 1320 cm-1 (đặc trưng dao động của amide 
III trên đơn vị N-acetyl-D-glucosamine), giá trị ĐĐA% được tính theo phương trình 
của Brugnerotto và cộng sự (2001) [7] như sau: 

 A1320/A1420 = 0,3822 + 0,0313 × (100 − ĐĐA%)    (2.5) 

Trong đó: A1320 và A1420 là cường độ hấp thụ tương ứng tại đỉnh 1320 và 1420 cm-1. 

g) Đo phổ cộng hưởng từ proton – 1H NMR: 

 Sử dụng phổ 1H NMR để xác định ĐĐA% hay hàm lượng phần trăm của D-
glucosamine trong phân tử CTS, OC được đánh giá là một kỹ thuật có độ chính xác 
cao và đã được sử dụng rộng rãi [105-107].  

 Tiến hành, hòa tan 50 mg bột OC trong 0,5 ml dung dịch 2% CD3COOD/D2O, 
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đưa dung dịch vào ống đo đường kính 5 mm ở nhiệt độ 70°C. Phổ proton được ghi 
lại trên máy Bruker AVANCE III 500 spectrometer, Brucker BioSpin AG, đầu dò 
BBO. Dựa vào diện tích tích phân cường độ tín hiệu cộng hưởng của các proton, giá 
trị ĐĐA% của các mẫu OC được tính theo phương trình sau [9, 100, 105, 108]: 

 ĐĐA(%) = [1 − (ICH3 × 1/3) ∶ (IH2− H6 × 1/6)] × 100   (2.6) 

 Trong đó: ICH3 là diện tích tích phân cường độ các proton của nhóm −CH3 trên 
monomer N-acetyl-D-glucosamine, IH2− H6 tổng diện tích tích phân cường độ của các 
proton H2, H3, H4, H5, H6, H6’. 

h) Đo giản đồ nhiễu xạ tia X – XRD: 

 Giản đồ nhiễu xạ tia X được sử dụng phổ biến để phân tích trạng thái cấu trúc 
kết tinh của CTS, OC và phức của chúng với ion kim loại [37, 75, 96, 108]. Giản đồ 
XRD của các mẫu bột mịn CTS, OC và phức OC-Zn2+ sau khi ép thành dạng màng 
hình tròn, độ dày ~0,5 mm, được đo trên máy XRD Siemens D5000, Đức, sử dụng 
ống phát tia X Cu-Kα (1,54 Å), điện áp 40 kV, cường độ dòng ống phát 40 mA, góc 
quét 2θ thay đổi từ 0 − 80°, tốc độ quét 2°/phút. 

i) Đo phổ tán sắc năng lượng tia X – EDX: 

 Phổ tán sắc năng lượng tia X (EDX) là kỹ thuật thường được sử dụng để phân 
tích định tính và bán định lượng thành phần nguyên tố trong mẫu. Nguyên lý của 
phương pháp là khi chùm điện tử năng lượng cao bắn vào vật rắn sẽ tương tác với các 
điện tử ở lớp trong của các nguyên tử, tương tác này dẫn đến phát xạ tia X với tần số 
đặc trưng cho mỗi nguyên tố. Ghi nhận phổ phát xạ tia X cho biết thông tin về thành 
phần nguyên tố và tỷ lệ phần trăm của các nguyên tố có mặt trong mẫu [109]. Các 
mẫu bột OC và phức OC-Zn2+ được nén thành dạng màng hình tròn, độ dày ~0,1 mm 
và được phủ lớp platin nhằm tăng độ dẫn [96, 110]. Thành phần nguyên tố và tỷ lệ 
khối lượng trong mẫu được xác định trên máy đo EDX, JEOL 6610 LA gắn cùng 
thiết bị FE-SEM, S-4800, Hitachi, ghi dữ liệu trong dải điện thế 0 – 20 keV. 

j) Đo quang phổ phát xạ nguyên tử cảm ứng plasma – ICP-AES: 

 Phổ phát xạ nguyên tử cộng hưởng plasma (Inductively coupled plasma - 
atomic emission spectroscopy) là một công cụ phân tích thành phần kim loại trong 
hỗn hợp có độ nhạy cao [91, 96], đối với kẽm giới hạn phát hiện 2,5 ppm. Bột phức 
OC-Zn2+ được hòa tan trong dung dịch HNO3 rồi bơm vào máy để ion hóa kết hợp 
khí plasma argon, dưới trường nhiệt độ cao ~8.000°C, nguyên tử kẽm bị kích thích 
và phát xạ ánh sáng đặc trưng. Hàm lượng kẽm (mg/g) trong phức OC-Zn2+ được xác 
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định trên máy ICP-AES, hãng PerkinElmer, model Optima 5300DV, Mỹ, theo 
phương pháp AOAC 2016 (990.08). Kết quả thu được so sánh với tính toán lý thuyết 
để đánh giá hiệu suất tạo phức [42, 96]. Toàn bộ quá trình chế tạo mẫu OC, phức OC-
Zn2+ và xác định các đặc trưng tính chất hóa lý được tóm tắt trên Hình 2.1. 

 

Hình 2.1: Sơ đồ mô tả tóm tắt phương pháp chế tạo và đánh giá các đặc trưng tính 
chất của oligochitosan và phức oligochitosan-Zn2+ 

2.2.2. Xác định hiệu lực ức chế nấm Colletotrichum truncatum trong điều kiện 
phòng thí nghiệm (in vitro) 

 Hiệu lực ức chế (AE%) nấm C. truncatum của các mẫu Zn2+, OC, và phức OC-
Zn2+ được đánh giá theo phương pháp gây độc môi trường [37, 111-114].  
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 Hòa tan 39 g môi trường PDA trong 800 ml nước. Bổ sung các dung dịch OC, 
phức OC-Zn2+ vào dung dịch môi trường PDA để đạt được nồng độ OC cuối cùng là 
250, 500 và 1000 mg OC/lít (~ppm) và một mẫu bổ sung muối kẽm nitrate đạt nồng 
độ Zn2+ tương đương với lượng Zn2+ trong phức OC-Zn2+ pha loãng. Điều chỉnh pH 
5,5 – 6 bằng NaOH 1N, làm đầy dung dịch môi trường bằng nước đến thể tích 1 lít. 
Sau đó, các dung dịch môi trường PDA có và không có chất thử nghiệm được hấp 
khử trùng trong 15 phút ở 121°C. Đợi khi nhiệt độ môi trường giảm còn ~50°C, tiến 
hành rót 15 ml các dung dịch môi trường vào mỗi đĩa petri có đường kính 90 mm và 
giữ cho đóng rắn. Dùng dụng cụ chuyên dụng hình tròn có đường kính 6 mm lấy mẫu 
giống sợi nấm C. truncatum phát triển trên đĩa PDA. Đặt mẫu nấm ở giữa tâm các đĩa 
thạch PDA chứa các chất thử nghiệm khác nhau. Mỗi 1 nghiệm thức bao gồm 5 đĩa. 
Các đĩa này được nuôi ủ ở 28 ± 2°C trong 5 – 10 ngày cho đến khi sợi nấm C. 
truncatum chạm tới các cạnh thành của đĩa đối chứng (PDA không bổ sung chất thử). 
Đo đường kính của các tảng sợi nấm trên các đĩa thạch, và hiệu lực ức chế nấm (AE%) 
được tính như sau [111, 114-116]: 

  AE% = (Dc – Ds) × 100/Dc      (2.7) 

 Trong đó: Dc và Ds lần lượt là đường kính tảng sợi nấm (mm) tương ứng của 
mẫu đối chứng và mẫu thử. 

2.2.3. Đánh giá hiệu quả phòng trừ bệnh thán thư và các chỉ tiêu sinh trưởng 
của phức oligochitosan-Zn2+ trên cây đậu nành trong điều kiện nhà kính  

 

Hình 2.2: Cây đậu nành thí nghiệm trong nhà kính 

 Hạt giống đậu nành HL 07-15 được xử lý vô trùng bề mặt bằng cách ngâm 5 
phút trong dung dịch 0,1% HgCl2, rồi rửa sạch bằng nước vô trùng [65]. Sau đó gieo 
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9 hạt trong các chậu nhựa, đường kính 30 cm chứa giá thể hữu cơ gồm xơ dừa, tro 
trấu, phân trùn quế. Cây đậu nành 1 tuần tuổi, có 2 lá mầm, tỉa bỏ và giữ lại 4 cây/chậu 
có chiều cao và kích thước đồng đều. Cây con được trồng trong nhà kính với hệ thống 
tưới nhỏ giọt tự động tại Trung tâm AHRD. Thời điểm thực hiện thí nghiệm từ năm 
2017 – 2020. Các nghiệm thức được bố trí theo kiểu hoàn toàn ngẫu nhiên (CRD) với 
3 lần lặp lại và mỗi lần lặp gồm 10 chậu đặt cách nhau 30 cm (Hình 2.2). 

 Cây đậu nành được phun qua lá các dung dịch mẫu thử gồm muối kẽm nitrate, 
OC, phức OC-Zn2+ được pha loãng với nước đến nồng độ thiết lập (tính trên cơ sở 
nồng độ của OC). Phun qua lá bằng bình phun cầm tay được thực hiện 3 lần vào các 
ngày thứ 15, 25 và 35 sau khi gieo hạt với lượng dung dịch phun tương ứng với từng 
thời điểm lần lượt là 0,5; 0,75; và 1 lít/nghiệm thức. Sau lần phun thứ ba 24 giờ, cây 
đậu nành được phun dung dịch huyền phù bào tử nấm C. truncatum với mật độ ~105 
bào tử/ml và lượng phun 1 lít/nghiệm thức để chủng bệnh thán thư cho cây đậu nành. 

 Dung dịch huyền phù bào tử nấm C. truncatum được chuẩn bị như sau [65, 
78]: Cho ~10 ml nước cất vô trùng vào đĩa nấm C. truncatum đã nuôi 10 ngày trên 
môi trường PDA, dùng lam kính vô trùng gạn lấy bào tử nấm, lọc qua vải vô trùng, 
thu dịch chứa bào tử nấm. Đếm số lượng bào tử bằng buồng đếm hồng cầu Neubauer 
haemocytometer, dùng nước cất vô trùng để pha loãng và điều chỉnh mật độ bào tử 
đạt ~105 bào tử/ml [32, 113, 115]. Trong công trình nghiên cứu này thực hiện 03 thí 
nghiệm cụ thể như sau: 

  + Thí nghiệm 1: Khảo sát ảnh hưởng của phức OC-Zn2+ theo KLPT của OC. Bao 
gồm 05 nghiệm thức, phun phức ở nồng độ 50 mg/lít (~ppm) (tính trên cơ sở nồng 
độ OC) – dựa trên cơ sở kết quả công bố của Zhao và cộng sự (2016) [117]. 

1. Đối chứng: Phun nước – Không phun bệnh. 
2. Đối chứng (+): Phun nước – Phun bệnh. 
3. Phun phức OC7,8-Zn2+ – Phun bệnh. 
4. Phun phức OC5,1-Zn2+ – Phun bệnh. 
5. Phun phức OC2,5-Zn2+ – Phun bệnh. 

+ Thí nghiệm 2: Khảo sát ảnh hưởng của phức OC-Zn2+ theo nồng độ. Bao gồm 05 
nghiệm thức với nồng độ (tính trên cơ sở nồng độ OC) khác nhau 

1. Đối chứng: Phun nước – Không phun bệnh. 
2. Đối chứng (+): Phun nước – Phun bệnh. 
3. Phun phức OC5,1-Zn2+ (25 ppm) – Phun bệnh. 
4. Phun phức OC5,1-Zn2+ (50 ppm) – Phun bệnh. 
5. Phun phức OC5,1-Zn2+ (100 ppm) – Phun bệnh. 
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+ Thí nghiệm 3: Đánh giá hiệu lực tác động đồng vận (synergistic effect) của phức 
OC-Zn2+. Bao gồm 05 nghiệm thức 

1. Đối chứng: Phun nước – Không phun bệnh. 
2. Đối chứng (+): Phun nước – Phun bệnh. 
3. Phun Zn2+ (8,75 ppm) – Phun bệnh. 
4. Phun OC5,1 (50 ppm) – Phun bệnh. 
5. Phun phức OC5,1-Zn2+ (50 ppm) – Phun bệnh. 

 Ghi chú: Nghiệm thức đối chứng (+) dùng để đánh giá mức độ mẫn cảm của 
giống đậu nành H 07-15 đối với nấm C. truncatum thông qua chỉ số bệnh, tỷ lệ bệnh 
thán thư và hoạt tính enzyme chitinase sau khi gây nhiễm bệnh nhân tạo. 

 Các chỉ tiêu theo dõi: 

a) Đo hàm lượng chlorophyll tổng số: 

 Tổng hàm lượng chlorophyll của lá cây đậu nành tại thời điểm sau ngày thứ 
36 sau gieo (sau phun thuốc thử lần 3 và trước khi phun bệnh) được xác định theo 
phương pháp Arnon – 1949. Cụ thể, lấy ngẫu nhiên 3 lá thật/cây và lấy mẫu lá trên 3 
cây của mỗi nghiệm thức, cắt nhỏ, trộn đều. Cân 5 g mô lá, nghiền trong cối sứ, chiết 
bằng 50 ml dung môi acetol 80% để lạnh (4°C). Ly tâm 5.000 vòng/phút, trong 10 
phút, thu dịch chiết. Để dịch chiết ổn định ở điều kiện phòng trong 5 phút, đo mật độ 
quang trên máy UV-Vis tại bước sóng 663 nm (đặc trưng cho chlorophyll a) và 645 
nm (đặc trưng cho chlorophyll b), sử dụng dung môi acetol 80% làm đối chứng tham 
chiếu. Hàm lượng chlorophyll tổng số được tính theo phương trình sau [74, 118-120]: 

Chlorophyll tổng (mg/g) = [20,2 ×(∆A645) – 8,02 ×(∆A663)] ×V/(1000 ×W)  (2.8) 

 Trong đó: ∆A là độ hấp thụ quang học tại bước sóng tương ứng; V (ml) là 
thể tích dịch chiết; W (g) là khối lượng mô lá tươi dùng để chiết. 

b) Đo chiều cao cây:  

 Chiều cao cây đậu nành thí nghiệm tại thời điểm 36 ngày sau gieo được đo 
bằng thước dây có độ chia nhỏ 1 mm, đo ngẫu nhiên 5 cây/nghiệm thức, đo từ phần 
gốc trên mặt đất đến đỉnh lá cao nhất của cây [121]. 

c) Đo hàm lượng tích lũy chất khô:  

 Lấy 5 cây đậu nành thí nghiệm trong cùng nghiệm thức tại thời điểm 36 ngày 
sau gieo, cắt bỏ phần rễ, sấy khô trong tủ sấy quạt gió DNF 410, Yamaro, ở 65°C đến 
khối lượng không đổi, cân tính hàm lượng tích lũy chất khô (g/cây) [118, 121]. 
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d) Đo hoạt tính enzyme chitinase: 

 Đối với thực vật, chitinase được xếp vào loại protein liên quan sinh lý bệnh 
(PR-protein) có vai trò quan trọng tham gia vào cơ chế phòng vệ chống lại mầm bệnh 
có chứa chitin. Chitinase thực vật có thể được kích tạo bởi nhiều tác nhân và nó có 
khả năng thủy phân chitin thành chitooligomer và monomer N-acetyl-D-glucosamine 
(GluNAc) [122]. Hoạt tính enzyme chitinase của lá cây đậu nành thí nghiệm được 
xác định bằng phương pháp đo màu dung dịch phản ứng đường khử với thuốc thử 
DNS tại bước sóng 540 nm [51, 123-125].  

 Một đơn vị hoạt tính chitinase (1U) được định nghĩa là lượng enzyme chitinase 
cần thiết để chuyển hóa cơ chất huyền phù chitin thành 1 µmol đường khử GluNAc 
trong 1 phút phản ứng [80, 122]. 

+ Tạo huyền phù chitin 1%: Theo phương pháp được mô tả bởi Zhang và cộng 
sự (2013) với một số thay đổi nhỏ. Cụ thể, hòa tan 5 g chitin trong 50 ml HCl đậm 
đặc, khuấy trong 4 giờ, nhiệt độ phòng. Sau đó, cho 450 ml ethanol được làm lạnh 
4°C vào dung dịch chitin, xuất hiện tủa trắng. Giữ hỗn dịch tủa trong tủ lạnh 4°C qua 
đêm. Ly tâm 5.000 vòng/phút, trong 10 phút để thu tủa chitin, tiếp tục bổ sung nước 
lạnh 4°C và ly tâm rửa tủa cho đến pH trung tính. Phân tán chitin và định mức đến 
500 ml với đệm natri phosphat 0,1 M (pH 7), thu được huyền phù chitin 1% [122]. 

+ Tạo thuốc thử DNS: Theo mô tả Miller 1959 [123], chuẩn bị như sau: 

• Dung dịch A: Hòa tan 300 g muối Na-K tartrat (Rochell) vào 500 ml nước cất. 

• Dung dịch B: Hòa tan 10 g 3,5- Dinitrosalicylic acid + 200 ml NaOH 2M.  

• Dung dịch C: Hòa tan 2 g phenol + 0,5 g sodium bisulfit vào 100 ml nước cất. 

 Thuốc thử DNS dùng trong phản ứng: Trộn dung dịch A vào B rồi vào C, 
khuấy trộn ở nhiệt 70oC trong 1 giờ, không để hóa nâu, định mức bằng nước đến 1 
lít. Chỉ pha dung dịch thuốc thử DNS dùng cho phản ứng trước khi sử dụng, bảo quản 
không quá 4 tháng trong chai nâu và tránh không khí. 

Bảng 2.2: Thành phần tác nhân tạo phản ứng đường khử theo nồng độ chất 
chuẩn GluNAc (µmol/ml) 

Nồng độ GluNAc (µmol/ml) 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 

Dung dịch Stock GluNAc (ml) 0 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6 2 

Đệm natri phosphat 0,1M, pH 7 (ml) 4 3,8 3,6 3,2 2,8 2,4 2 

Dung dịch NaOH 2M (ml) 2 2 2 2 2 2 2 
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+ Lập đường chuẩn N-acetyl-D-glucosamine (GluNAc): Cân chính xác 4,424 mg 
chất chuẩn N-acetyl-D-glucosamine hòa tan trong 10 ml đệm natri phosphat 0,1M pH 
7 tạo dung dịch cái (stock) nồng độ 2 µmol/ml. Dựng lại đường chuẩn mỗi khi pha 
lại thuốc thử DNS. Từ dung dịch stock, pha các dung dịch GluNAc theo dãy nồng độ 
từ 0 – 1  µmol/ml và thực hiện phản ứng đường khử cụ thể như Bảng 2.2. 

 Lắc trộn đều, tại mỗi nồng độ rút dung dịch chia đều cho 2 ống nghiệm (3 
ml/ống nghiệm); thêm 1 ml thuốc thử DNS vào mỗi ống, lắc đều, đun sôi cách thủy 
trong 10 phút. Làm nguội, đo OD trên máy UV-Vis, Jasco V630 tại bước sóng 540 
nm. Lập đường chuẩn theo giá trị tương quan giữa nồng độ GluNAc và ∆OD540. 

+ Chiết mẫu enzyme chitinase: Dịch enzyme chitinase thô từ lá cây đậu nành thí 
nghiệm chiết bằng đệm natri phosphat 0,1 M (pH 7) được thực hiện dựa theo các công 
bố trước đây [78, 79, 87, 125], với một số thay đổi nhỏ. Cụ thể, lấy lá ngẫu nhiên trên 
3 cây trong cùng nghiệm thức (mỗi cây lấy 3 lá thật ở các tầng khác nhau), cắt nhỏ, 
trộn đều. Cân 5 g mô lá cho vào bộ chày cối sứ để nghiền mô, bổ sung bột thủy tinh 
nhằm tăng hiệu quả nghiền. Sau đó cho thêm 30 ml đệm vào cối, tiếp tục dùng chày 
nghiền nát mô trong 30 phút, chuyển toàn bộ mẫu mô nghiền sang cốc thủy tinh, dùng 
thêm 20 ml đệm để tráng sạch phần dịch nghiền trên bộ chày cối sứ. Để yên dịch mô 
trong 1 giờ nhằm trích ly protein enzyme, sau đó ly tâm 10.000 vòng/phút ở 4oC, 
trong 10 phút trên máy siêu ly tâm Ultra 5.0 để lấy toàn bộ dịch chiết lá. Tủa toàn bộ 
dịch chiết lá với ethanol lạnh với tỷ lệ thể tích 1v dịch chiết/5v ethanol, ly tâm 10.000 
vòng/phút ở nhiệt độ 4oC trong 10 phút để loại phần đường hòa tan trong đệm. Lấy 
toàn bộ phần protein tủa sau ly tâm cho phân tán và định mức trong 10 ml đệm natri 
phosphat pH 7 [125]. Như vậy, kết quả thu được 10 ml dịch enzyme chitinase thô 
được chiết từ 5 g mô lá để tiến hành thử hoạt tính enzyme. 

+ Đo mẫu: Lấy 2 ml dịch enzyme thô vào ống nghiệm chứa sẵn 2 ml dịch huyền 
phù chitin 1%. Hỗn hợp này được ủ lắc ở 45oC trong 3 giờ. Mẫu đối chứng chứa 2 ml 
dịch huyền phù chitin 1% và 2 ml dịch enzyme thô đã bị đun sôi cách thủy trong 10 
phút trước đó (để bất hoạt enzyme). Sau 3 giờ ủ, các ống nghiệm được đun sôi cách 
thủy trong 5 phút để dừng phản ứng enzyme, làm nguội nhanh và thêm 2 ml dung 
dịch NaOH 2M vào mỗi ống. Tiến hành ly tâm 10.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC 
để loại cặn, thu dịch chứa đường khử. Sau đó, hút từ mỗi ống 3 ml dịch ly tâm, thêm 
1 ml thuốc thử DNS, đun sôi cách thủy trong 10 phút để phản ứng đường khử tạo 
màu. Sau 10 phút để nguội, các ống nghiệm chứa mẫu được đo mật độ quang (OD) 
trên máy UV-Vis ở bước sóng 540 nm, sử dụng cuvett thạch anh 1×1 cm.  

 Tính ∆OD540 = OD540 mẫu thử − OD540 mẫu đối chứng, và xác định số µmol 
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GluNAc theo phương trình đường chuẩn. Xác định hoạt tính enzyme chitinase (CA, 
U/g lá tươi) theo các phương trình sau [87, 125]: 

  Hoạt tính chung (U) = (X × a × V)/(v × t)             (2.9) 

 CA (U/g lá tươi) = U/k                       (2.10) 

 Trong đó: X là số µmol GluNAc suy ra từ đường chuẩn; V là tổng thể tích hỗn 
hợp phản ứng enzyme (4 ml); v là thể tích dịch enzyme thô đem phân tích (2 ml); a 
là hệ số pha loãng mẫu enzyme thô (1); t là thời gian phản ứng (180 phút); k là lượng 
mô lá dùng để chiết trong 1 ml dịch enzyme thô (5 g lá/10 ml). 

e) Đo tỷ lệ bệnh và chỉ số bệnh: 

 Các cây đậu nành thí nghiệm tại thời điểm 21 ngày sau chủng bệnh (ngày thứ 
56 sau gieo - giai đoạn hoa nở rộ). Tiến hành điều tra theo dõi tỷ lệ bệnh (DI%) và 
chỉ số bệnh (DS%) của 30 cây/nghiệm thức. Xác định giá trị DI% và DS% theo các 
phương trình sau [65, 112, 126, 127]: 

DI% = Tổng số cây bị bệnh
Tổng số cây theo dõi

× 100            (2.11) 

DS% = [(N1 ×1)+(N2 ×2)+ … +(Nn ×n)]
N × n

 × 100           (2.12) 

Trong đó: + N1, N2, ... Nn: Số lá nhiễm bệnh ở mỗi cấp 1, 2,...n; 

+ N: Tổng số lá điều tra; 

+ n: Cấp bệnh cao nhất; Với Cấp 0: không có lá bệnh; Cấp 1: > 0 % 
đến 10 % diện tích lá bị bệnh; Cấp 2: > 10 % đến 20 % diện tích lá bị bệnh; Cấp 3: > 20 % 
đến 60 % diện tích lá bị bệnh; Cấp 4: > 60 % đến 80 % diện tích lá bị bệnh; Cấp 5: > 80 % 
diện tích lá bị bệnh. 

 Tất cả các số liệu thu được từ phân tích và thực nghiệm khảo sát hiệu lực sinh 
học trong in vitro, và nhà kính được xử lý thống kê bằng phương pháp phân tích khác 
biệt phương sai (ANOVA). Các giá trị được trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± 
độ lệch chuẩn (SD) của ít nhất 3 lần lặp [77] và trắc nghiệm phân hạng LSD với mức 
xác suất tin cậy p <0,05 từ phần mềm MSTATC, version 1.2, Đại học bang Michigan 
(MSU), Mỹ phát hành 1989. 

2.2.4. Đánh giá hiệu quả phòng trừ bệnh và hiệu lực nông học của phức 
oligochitosan-Zn2+ đối với cây đậu nành trên ruộng thí nghiệm 

 Thực hiện theo quy trình kỹ thuật, phương pháp đánh giá và tư vấn của đơn 
vị thực nghiệm là Trung tâm Nghiên cứu Thực nghiệm Nông nghiệp Hưng Lộc, xã 
Hưng Thịnh, huyện Trảng Bom, tỉnh Đồng Nai. 
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+ Vật liệu nghiên cứu 

- Đất nghiên cứu: Đất đỏ Bazan. 

- Giống đậu nành: HL 07-15 

- Phân bón gốc (Nền): Urea: 46% N; Super lân: 16% P2O5; KCl: 60% K2O  

- Sản phẩm thử nghiệm: Dung dịch Oligochitosan (OC 5,1 kDa) và phức 
Oligochitosan-Zn2+ (OC 5,1 kDa, tỷ lệ phần mol 1/0,5) dùng phun qua lá. 

- Địa điểm thí nghiệm: Tại ruộng thí nghiệm, Trung tâm Nghiên cứu Thực nghiệm 
Nông nghiệp Hưng Lộc, xã Hưng Thịnh, huyện Trảng Bom, tỉnh Đồng Nai. 

 

Hình 2.3: Cây đậu nành trồng trên ruộng thí nghiệm 

+ Phương pháp nghiên cứu 

- Phương pháp bố trí thí nghiệm: Thí nghiệm được bố trí theo thể thức khối đầy đủ 
hoàn toàn ngẫu nhiên (RCBD), mỗi khảo nghiệm gồm 3 nghiệm thức, với 3 lần 
lặp lại, diện tích ô thí nghiệm là 30 m2/ô. (Hình 2.3) 

- Công thức thí nghiệm 

1. Phun nước (ĐC) 

2. Phun oligochitosan 

3. Phun phức oligochitosan-Zn2+  

 Nền: (30 kg N + 50 kg P2O5 + 40 kg K2O)/ha/vụ  
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- Thời gian nghiên cứu: từ tháng 12/2020 đến tháng 03 năm 2021. 

- Mật độ gieo: 40 cm × 20 cm (gieo 3 hạt trên một hốc) 

- Phương pháp xử lý: Dung dịch oligochitosan và phức oligochitosan-Zn2+ được 
phun với nồng độ 50 ppm (mg/lít) tính trên cơ sở nồng độ của oligochitosan, phun 
03 lần vào các thời điểm sau:  

  + Lần 1: 15 ngày sau gieo 

  + Lần 2: 25 ngày sau gieo 

   + Lần 3: 35 ngày sau gieo 

 Các biện pháp kỹ thuật khác (làm đất, tưới nước, bón phân khoáng, giống, 
phòng trừ sâu bệnh, làm cỏ, áp dụng theo quy trình phổ biến tại địa phương nơi thí 
nghiệm và thống nhất cho các nghiệm thức khảo nghiệm. 

- Chỉ tiêu và phương pháp theo dõi 

+ Hoạt tính enzyme chitinase trong lá cây đậu nành. Lấy mẫu chuyển đến Phòng 
thí nghiệm, Trung tâm VINAGAMMA, TP. HCM để phân tích. 

+ Nhận xét về tình hình sinh trưởng, phát triển của cây trồng khảo nghiệm và mức 
độ nhiễm sâu bệnh hại. Theo QCVN 01 - 168: 2014/BNNPTNT [128]. Trong đó, 

 Tỷ lệ cây bị bệnh sâu cuốn lá = Tổng số cây bị sâu cuốn lá
Tổng số cây điều tra

 × 100  (2.13) 

+ Theo dõi các yếu tố cấu thành năng suất và năng suất thực thu [129]. 

+ Tính năng suất, hiệu suất sử dụng chế phẩm, hiệu quả kinh tế [130]. 

o Bội thu năng suất (tạ/ha) = Năng suất công thức chế phẩm khảo nghiệm −  
Năng suất công thức đối chứng. 

o Hiệu quả kinh tế: Lợi nhuận = (Năng suất × giá nông sản) − Tổng chi phí. 

- Phương pháp xử lý số liệu: Các số liệu thu được từ thí nghiệm trên đồng ruộng 
được phân tích bằng phương pháp phân tích phương sai (ANOVA) và trắc nghiệm 
phân hạng LSD bằng phần mềm MSTATC, version 1.2, Đại học bang Michigan 
(MSU), Mỹ phát hành 1989. 

 Các nội dung nghiên cứu đánh giá hiệu ứng sinh học về hiệu lực ức chế nấm 
C. truncatum, hiệu quả kích tạo chitinase và phòng trừ bệnh thán thư; và khảo nghiệm 
hiệu quả phòng trừ bệnh hại, tác động năng suất đậu nành của OC, phức OC-Zn2+ 
được mô tả trên Hình 2.4. 



49 

 

 

Hình 2.4: Sơ đồ tóm tắt thực nghiệm đánh giá hiệu ứng sinh học của phức 
oligochitosan-Zn2+ 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Chế tạo oligochitosan khối lượng phân tử 2 – 8 kDa 

3.1.1. Oxi hóa cắt mạch dị thể giảm khối lượng phân tử chitosan 

 Thông thường dẫn xuất chitosan thu được từ phản ứng deacetyl của chitin vỏ 
tôm, cua,.. trong kiềm đặc nóng, có khối lượng phân tử (KLPT) lớn hơn 100 kDa và 
độ nhớt cao [100] nên khó hòa tan trong dung dịch các axít hữu cơ (acetic, lactic,..) 
để tạo dung dịch chitosan với nồng độ cao hơn 3% (w/v) [27]. Theo các kết quả 
nghiên cứu trước đây cho thấy rằng, sử dụng H2O2 với nồng độ thấp < 2% (w/v) để 
oxi hóa cắt mạch chitosan ở dạng dị thể (bột hoặc vảy chitosan phân tán trong nước 
chứa H2O2) không làm thay đổi đáng kể độ deacetyl (ĐĐA%), cấu trúc hóa học của 
đơn phân nhưng làm giảm đáng kể KLPT của chitosan [15, 88, 95]. 

 

Hình 3.1: Hình dạng vảy chitosan ban đầu (bên trái) và chitosan oxi hóa (bên phải) 

 Xuất phát từ nguồn chitosan nguyên liệu sử dụng trong công trình nghiên cứu 
này, có khối lượng phân tử cao; và kế thừa kết quả từ các công trình nghiên cứu trước 
đây, trong nội dung công việc này thực hiện xử lý giảm KLPT chitosan bằng phương 
pháp oxi hóa cắt mạnh dị thể với dung dịch 1% H2O2, tỷ lệ 1 g chitosan/10 ml dung 
dịch H2O2, pH ~10 − 11 được điều chỉnh bằng NaOH, phản ứng thực hiện trong 24 
giờ ở nhiệt độ phòng. Sau thời gian phản ứng, lọc lấy bột, rửa với nước và làm khô, 
thu được bột chitosan có các đặc trưng như sau: 

 Từ hình ảnh của chitosan ban đầu và chitosan sau xử lý oxi hóa cắt mạch dị 
thể bằng H2O2 như trên Hình 3.1 cho thấy sau quá trình oxi hóa cắt mạch, chitosan 
thu được dạng vảy mịn có màu vàng sáng so với chitosan ban đầu (màu trắng ngà).  
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 Dựa vào thời gian lưu và diện tích tích phân của đỉnh rửa giải trên phổ GPC 
của các mẫu chitosan, so với dữ liệu GPC của chất chuẩn pullulan đã được thiết lập 
(Bảng 3.1, Hình 3.2), để xác định KLPT và độ phân tán KLPT (PI) của chitosan.  

 

Hình 3.3: Phổ GPC của chitosan ban đầu (bên trái) và chitosan oxi hóa (bên phải) 

 Kết quả nhận được như mô tả ở Hình 3.3 cho thấy sau quá trình oxi hóa dị thể 
chitosan trong dung dịch 1% H2O2, KLPT của chitosan đã giảm đáng kể từ ~171 kDa 
(chitosan ban đầu) giảm xuống còn ~45 kDa (chitosan oxi hóa) tương ứng với mức 
độ giảm ~73,8%. Kết quả về mức độ giảm KLPT này là cao hơn so với kết quả của 
Thuy và cộng sự (2017) [85], giảm từ 103 kDa xuống còn 45 kDa, tương đương giảm 

Bảng 3.1: KLPT (Mw), thời 
gian lưu (tr) và chỉ số phân tán KLPT 
(PI) của các chất chuẩn pullulan 

STT Mw, kDa tr, phút PI 

1 0,78 6,067 1,00 

2 12,20 6,998 1,06 

3 23,70 7,499 1,07 

4 48,00 8,116 1,09 

5 100,00 8,638 1,10 

6 380,00 10,518 1,12 

 Hình 3.2: Đường chuẩn tương quan giữa 
log(Mw) với tr của pullulan 
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~55,8%. Sự khác biệt này có thể giải thích là do khác nhau về KLPT chitosan ban 
đầu và pH của môi trường phản ứng. Như đã biết, H2O2 là chất oxi hóa mạnh nhưng 
thân thiện môi trường [26], có giá trị pKa ~11,6 [31]. H2O2 không ổn định và dễ phân 
ly tạo gốc tự do oxi hóa mạnh trong môi trường kiềm hơn so với môi trường axít. Các 
gốc tự do oxi hóa (chủ yếu là hydroxyl •OH) tấn công và tách lấy hydro trong các liên 
kết carbon-hydro, tạo các gốc tự do đại phân tử (R•) và trải qua các quá trình chuyển 
vị, tái sắp xếp dẫn đến cắt liên kết glycoside trên chuỗi polymer để hình thành các 
chuỗi polymer có KLPT nhỏ hơn. Đối với trường hợp oxi hóa cắt mạch chitosan dị 
thể, phản ứng cắt mạch được cho là diễn ra từ ngoài vào trong và ưu tiên ở các vùng 
vô định hình của chitosan [15, 31]. 

 Cơ chế phân ly và oxi hóa cắt mạch chitosan bằng H2O2 được trình bày tóm 
tắt như sau [9, 15]: 

    H2O2  H+ + HOO−       (3.1) 

   H2O2 + HOO−  HO• + O2−• + H2O    (3.2) 

    R1−O−R2 + HO•  R1•−O−R2 + H2O    (3.3) 

    R1•−O−R2 + H2O  R1•−OH + HO−R2    (3.4) 

 Chuỗi phân tử HO−R2 và gốc tự do đại phân tử R1•−OH tiếp tục bị oxi hoá cắt 
mạch tạo chitosan có KLPT thấp hơn. 

 Thêm vào đó, theo kết quả đo phổ sắc ký gel thấm qua (GPC) của các mẫu 
chitosan ở Hình 3.3 cũng cho thấy chỉ số đa phân tán KLPT PI = Mw/Mn của chitosan 
oxi hóa là ~2,78 so với của chitosan ban đầu là ~3,26, có nghĩa rằng chitosan sau khi 
oxi hóa cắt mạch có phân bố KLPT đồng đều hơn. Xu hướng giảm PI của chitosan 
cắt mạch cũng được công trình khác công bố [31].  

 Tuy nhiên, kết quả của Thuy và cộng sự (2017) [85] thì ngược lại, cụ thể PI = 
1,71 và PI = 3,37 tương ứng đối với chitosan ban đầu và chitosan oxi hóa cắt mạch 
dị thể với 1% H2O2. Nguyên nhân của sự khác biệt này vẫn chưa được rõ, nhưng điều 
này có thể suy đoán là do sự khác nhau về giá trị PI ban đầu và về kích thước hạt của 
vảy bột chitosan dẫn đến khác nhau xác suất và mức độ tương tác giữa tác nhân H2O2 
với chuỗi phân tử chitosan. 

 Từ các kết quả trên, nhận thấy rằng H2O2 là tác nhân oxi hóa cắt mạch giảm 
KLPT chitosan hiệu quả. Tuy nhiên, khi dùng nồng độ H2O2 cao (>2%) thì quá trình 
cắt mạch chitosan thường kèm theo phản ứng deamin (mất nhóm −NH2) và có thể mở 
vòng glucopyranose làm thay đổi cấu trúc hóa học của phân tử chitosan [15, 31].  
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Hình 3.4: Phổ FTIR của chitosan ban đầu ~171 kDa và chitosan oxi hóa ~45 kDa 

 Sự thay đổi cấu trúc phân tử chitosan thường được phân tích dựa trên phổ 
FITR. So sánh kết quả phổ FTIR của các mẫu chitosan như trên Hình 3.4 cho thấy, 
các đỉnh hấp thụ đặc trưng của chitosan gần như không thay đổi đối với chitosan sau 
oxi hóa cắt mạch với 1% H2O2, đặc biệt không xuất hiện đỉnh ~1735 cm-1 đặc trưng 
cho dao động của nhóm −COOH [31], chứng tỏ sản phẩm chitosan cắt mạch không 
bị oxi hóa mở vòng glucopyranose. Ngoài ra, kết quả xác định ĐĐA của các mẫu đạt 
được là 91,72% và 91,11% tương ứng đối với chitosan ban đầu và chitosan oxi hóa, 
chứng tỏ ở điều kiện phản ứng này hầu như không xảy ra phản ứng deamin. 
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 Kết quả nhận được từ công trình này cũng phù hợp như kết quả của Qin và 
cộng sự (2002) khi thực hiện nghiên cứu cắt mạch dị thể chitosan với KLPT ban đầu 
498 kDa bằng 1% H2O2 ở nhiệt độ 60°C thu được chitosan 50 kDa với cấu trúc hóa 
học của chitosan gần như không thay đổi. Nhóm tác giả này đã kết luận rằng chitosan 
oxi hóa cắt mạch dị thể có KLPT >51 kDa thì không bị thay đổi cấu trúc hóa học, 
ngược lại những chitosan cắt mạch đến KLPT 1,2 – 3,5 kDa thì bị deamin từ 15% 
đến 40% và bị mở vòng tạo sản phẩm carboxyl từ 1,71 đến 2,86 mmol/g [31].  

 Như vậy, nội dung xử lý điều chỉnh giảm KLPT của chitosan bằng phương 
pháp oxi hóa cắt mạch dị thể đã được thực hiện thành công, sản phẩm thu được là 
chitosan có KLPT ~45 kDa, PI ~2,78 và ĐĐA ~91,1% được sử dụng làm nguyên liệu 
để thực hiện các nội dung nghiên cứu tiếp theo. 

3.1.2. Cắt mạch đồng thể bằng bức xạ gamma Co60 kết hợp H2O2 chế tạo 
oligochitosan  

 Bức xạ tia gamma Co60 được đánh giá là một trong những phương pháp hữu 
hiệu để cắt mạch chitosan ở cả trạng thái rắn, trạng thái trương nước và trạng thái hòa 
tan trong dung dịch. Trong đó, mức độ cắt mạch chitosan trong dung dịch thì cao hơn 
đáng kể so với trạng thái chitosan rắn. Điều này là do tương tác của các gốc tự do 
hydroxyl (•OH) có tính oxi hóa mạnh được hình thành trong quá trình xạ ly nước. 
Các gốc tự do •OH tấn công các liên kết 1-4 glycoside dẫn đến cắt nhỏ chuỗi phân tử 
chitosan [89]. Hơn thế nữa, khi xử lý kết hợp giữa bức xạ gamma Co60 với H2O2 đã 
làm gia tăng hiệu quả cắt mạch chitosan trong dung dịch [88]. Nguyên nhân của sự 
gia tăng mức độ cắt mạch đã được lý giải là do hiệu ứng đồng vận (synergistic effect) 
giữa bức xạ gamma Co60 và H2O2 trong dung dịch chitosan. Dưới điều kiện chiếu xạ 
tia gamma Co60, ngoài sản phẩm gốc tự do •OH từ xạ ly nước còn có gốc tự do •OH 
từ xạ ly H2O2 cùng tham gia phản ứng cắt mạch chitosan như được sau [26, 27]: 

    H2O + tia gamma Co60    H•, e-aq, •OH, H3O+   (3.5) 

    H2O2 + tia gamma Co60   2•OH     (3.6) 

    Và tương tác của H2O2 với H•, e−aq: 

    H• + H2O2  H2O + •OH       (3.7) 

    e−aq + H2O2  OH− + •OH      (3.8) 

 Do vậy có thể thấy lượng •OH sinh ra trong hệ gia tăng, mà •OH là một tác 
nhân oxi hóa mạnh gây cắt mạch chitosan thông qua phản ứng tách lấy các nguyên 
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tử hydro trong liên kết C−H với hằng số phản ứng k > 109 l/mol/giây, kết quả tạo các 
gốc tự do đại phân tử chitosan (R•). Tiếp đến là quá trình chuyển vị và tái sắp xếp các 
gốc R• để hình thành các chuỗi chitosan có KLPT thấp hơn chitosan ban đầu [28].  

 Mặc dù, cắt mạch chitosan ở trạng thái dung dịch bằng phương pháp kết hợp 
giữa bức xạ gamma Co60 với H2O2 được đánh giá là hiệu quả, đặc biệt xem xét về 
gốc độ tác động môi trường và tiết kiệm năng lượng [131]. Tuy nhiên, một trong 
những thách thức của phương pháp này là thiết lập được điều kiện phản ứng cắt mạch 
dung dịch chitosan phù hợp để tạo được oligochitosan (OC) có KLPT thấp <10 kDa, 
đặc biệt là tạo loại OC với KLPT trong khoảng nhỏ hơn 5 kDa, mà tối thiểu sự thay 
đổi cấu trúc hóa học của phân tử chitosan (độ deacetyl, mở vòng glucoside) [26, 29]. 
Để kiểm soát chất lượng sản phẩm OC cắt mạch bức xạ gamma Co60 kết hợp với 
H2O2, thông thường điều chỉnh các yếu tố chủ yếu sau: liều xạ, nồng độ H2O2, nồng 
độ và đặc trưng KLPT, độ deacetyl của chitosan ban đầu.  

 

Hình 3.5: KLPT của chitosan theo liều xạ (a) và mối liên hệ giữa (1/Mw – 1/Mwo) 
theo liều xạ của các mẫu chitosan cắt mạch trong điều kiện khác nhau (b) 

 Cùng với mục đích khắc phục thách thức trên, đồng thời hướng đến chế tạo 
các loại OC có KLPT < 10 kDa để đánh giá hiệu ứng sinh học, trong nội dung nghiên 
cứu này thực hiện cắt mạch dung dịch chitosan (đặc trưng ban đầu như đã mô tả ở 
nội dung 3.1.1) trong 03 điều kiện khác nhau. Cụ thể là chiếu xạ tia gamma Co60 theo 
liều xạ khác nhau đối với 03 hỗn hợp dung dịch: 01) dung dịch chitosan 4%/trong 
axít lactic 2% (4% CTS); 02) dung dịch chitosan 4%/trong axít lactic 2% + 0,5% 
H2O2 (4% CTS + 0,5% H2O2); và 03) dung dịch chitosan 2%/trong axít lactic 1% + 
0,5% H2O2 (2% CTS + 0,5% H2O2). Kết quả mức độ giảm KLPT chitosan theo liều 
xạ từ các điều kiện cắt mạch khác nhau được trình bày trên Hình 3.5. 
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 Từ kết quả sự thay đổi KLPT của chitosan theo liều xạ ở Hình 3.5a cho thấy 
KLPT của chitosan ở 03 điều kiện cắt mạch đều giảm theo hướng tăng liều xạ xử lý. 
Trong đó, ở khoảng liều xạ xử lý nhỏ hơn 10,5 kGy thì mức độ giảm KLPT chitosan 
diễn ra nhanh. Cụ thể tại liều xạ 10,5 kGy, KLPT chitosan ban đầu ~45 kGy đã giảm 
xuống còn 12,3 kDa; 9,0 kDa; và 4,4 kDa tương ứng đối với các dung dịch cắt mạch 
4% CTS; 4% CTS + 0,5% H2O2; và 2% CTS + 0,5% H2O2.  

 Trong khi đó, trong khoảng liều xạ xử lý lớn hơn 10,5 kGy thì mức độ giảm 
KLPT chitosan tiếp theo diễn ra chậm lại. Cụ thể tại liều xạ 21 kGy, KLPT của các 
mẫu chitosan tại liều xạ 10,5 kGy chỉ giảm xuống còn 7,8 kDa; 5,1 kDa; và 2,5 kDa 
tương ứng đối với các dung dịch cắt mạch 4% CTS; 4% CTS + 0,5% H2O2; và 2% 
CTS + 0,5% H2O2. Hiện tượng này cũng đã được ghi nhận trong các nghiên cứu khác 
khi cắt mạch dung dịch chitosan bằng bức xạ [27, 29, 89, 132, 133]. Theo đó KLPT 
của chitosan giảm mạnh ở giai đoạn đầu của quá trình chiếu xạ, sau đó mức độ cắt 
mạch giảm chậm dần khi tăng liều xạ.  

 Nguyên nhân của hiện tượng này cho đến nay vẫn tiếp tục nghiên cứu làm rõ. 
Tuy nhiên, đã có những lập luận về vấn đề này dựa trên những cơ sở sau: i) Gốc tự 
do •OH ưu tiên tấn công cắt mạch chuỗi phân tử chitosan có độ linh động thấp, dẫn 
đến khi cắt mạch đến một mức độ nào đó thì tốc độ cắt mạch chậm lại. Nguyên nhân 
có thể là do khi chuỗi mạch chitosan càng ngắn thì độ linh động càng cao, sự tương 
tác của gốc tự do •OH lên mạch chitosan giảm, đồng thời phản ứng tái kết hợp giữa 
gốc tự do •OH với H• tạo thành nước sẽ cạnh tranh với phản ứng cắt mạch chitosan 
nên mức độ cắt mạch giảm so với giai đoạn đầu [133]; ii) Quá trình cắt mạch sâu có 
thể gây mất nhóm amin làm ảnh hưởng đến mức độ tương tác với gốc tự do •OH dẫn 
đến hạn chế cắt mạch [88]; và iii) Khi tiếp tục gia tăng tác nhân và kéo dài phản ứng 
cắt mạch sẽ tăng mật độ phân tử chitosan (tổng nồng độ chitosan không đổi nhưng 
tăng số lượng phân tử chitosan) và gia tăng tính linh động của gốc tự do đại phân tử 
(do KLPT thấp) dẫn đến tăng xác suất tái kết hợp giữa các gốc tự do đại phân tử, điều 
này làm giảm mức độ cắt mạch [31, 88, 95]. 

Kết quả trong Hình 3.5a cũng chỉ ra rằng KLPT của chitosan từ dung dịch 4% 
CTS + 0,5% H2O2 được chiếu xạ thấp hơn so với dung dịch 4% CTS được chiếu xạ 
mà không chứa H2O2, cụ thể KLPT (Mw) đạt được tương ứng là 5,1 kDa và 7,8 kDa 
tại liều xạ 21 kGy. Kết quả này chứng tỏ rằng cắt mạch chitosan trong dung dịch bằng 
phương pháp kết hợp chiếu xạ gamma Co60 với H2O2 có hiệu quả cao hơn, do hiệu 
ứng đồng vận xúc tiến gia tăng mức độ phản ứng, kết quả làm giảm KLPT của 
chitosan hiệu quả hơn so với cắt mạch chỉ bằng bức xạ [26, 27, 89].  
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Đối với sự cắt mạch chitosan bằng bức xạ thì mức độ cắt mạch được ghi nhận 
là phụ thuộc vào độ deacetyl [134], KLPT ban đầu [29], và nồng độ chitosan trong 
dung dịch [27]. Kết quả Hình 3.5a cũng thấy rằng KLPT OC có sự phụ thuộc nồng 
độ chitosan ban đầu, nồng độ càng cao thì OC có KLPT lớn hơn so với mẫu có nồng 
độ thấp. Cụ thể tại liều xạ 21 kGy, KLPT của OC là 2,5 kDa đối với mẫu 2% CTS + 
0,5% H2O2 so với 5,1 kDa của mẫu 4% CTS + 0,5% H2O2.  

Kết quả nhận được tương tự như các công bố trước đây [26, 100]. Nguyên 
nhân được cho là trong dung dịch chitosan có nồng độ thấp thì tỷ lệ nồng độ gốc •OH 
so với số phân tử chitosan cao hơn so với dung dịch chitosan nồng độ cao, dẫn đến 
mức độ cắt mạch cao hơn [100, 134]. El-Sawy và cộng sự (2010) nghiên cứu cắt 
mạch chitosan bằng cách trộn bột chitosan với H2O2 tạo dạng bột nhão (paste). Sau 
đó mẫu này được chiếu xạ với liều từ 20 đến 200 kGy. Dựa trên kết quả mức độ giảm 
KLPT, tác giả biện luận rằng tính linh động của gốc tự do •OH trong dung dịch huyền 
phù (suspension) thì cao hơn so với trong dạng bột nhão. Kết quả là hiệu ứng cắt 
mạch đồng vận trong dung dịch chitosan có nồng độ thấp thì hiệu quả cao hơn so với 
dung dịch chitosan nồng độ cao [75]. 

Từ phương trình mối liên hệ giữa (1/Mw – 1/Mwo) theo liều xạ của các mẫu 
chitosan cắt mạch trong điều kiện khác nhau như mô tả trên Hình 3.5b, các giá trị 
hiệu suất cắt mạch bức xạ (Gs) xác định được là 0,4 µmol/J; 0,67 µmol/J; và 0,72 
µmol/J tương ứng đối với dung dịch chitosan 4% CTS; 4% CTS + 0,5% H2O2; và 2% 
CTS + 0,5% H2O2. Kết quả giá trị Gs nhận được trong nghiên cứu này là cao hơn so 
với công trình của Wasikiewicz và cộng sự (2005) (đạt 0,35 µmol/J khi chiếu xạ dung 
dịch 1% chitosan) [134] và cao hơn kết quả của Duy và cộng sự (2011) (đạt ~0,53 
µmol/J khi chiếu xạ 20 kGy dung dịch 3% CTS + 0,5 H2O2) [27]. Nguyên do có thể 
là sự khác nhau về KLPT chitosan ban đầu. Chitosan sử dụng trong công trình của 
Wasikiewicz và cộng sự (2005) [134] là ~400 kDa và 110 kDa trong công trình của 
Duy và cộng sự (2011) [27] so với ~45 kDa trong nghiên cứu này. Do vậy, có thể 
nhận xét rằng phương pháp cắt mạch kết hợp chiếu xạ với H2O2 đối với dung dịch 
chitosan có KLPT ban đầu thấp thì hiệu quả sử dụng năng lượng bức xạ sẽ cao hơn. 

Theo Das và cộng sự (2015), thách thức lớn nhất trong việc áp dụng OC để 
bảo vệ thực vật nằm ở việc phát triển các phương pháp hiệu quả để sản xuất OC quy 
mô lớn [135]. Như vậy, phương pháp cắt mạch dung dịch chitosan bằng chiếu xạ tia 
gamma Co60 kết hợp H2O2 có thể áp dụng trong sản xuất quy mô lớn các 
oligosaccharide trong đó có OC.  

Nhằm để phục vụ cho nội dung nghiên cứu hiệu ứng sinh học của phức 
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oligochitosan-Zn2+ được tạo từ OC có KLPT khác nhau. Trong công trình nghiên cứu 
này lựa chọn 03 loại OC có KLPT lần lược là 7,8 kDa; 5,1 kDa; và 2,5 kDa được chế 
tạo bằng phương pháp chiếu xạ trong các điều kiện khác nhau [32] với các đặc trưng 
tính chất cụ thể như sau: 

 

Hình 3.6: Màu sắc của các dung dịch chitosan cắt mạch có KLPT khác nhau 
Từ trái qua phải lần lượt là: Chitosan 45 kDa, OC 7,8 kDa; OC 5,1 kDa; và OC 2,5 kDa. 

 

Hình 3.7: Màu sắc bột sau tủa – làm khô của chitosan 45 kDa và oligochitosan có 
KLPT khác nhau  

Từ trái qua phải lần lượt là: Chitosan 45 kDa, OC 7,8 kDa; OC 5,1 kDa; và OC 2,5 kDa. 

Màu sắc của các dung dịch OC và dạng bột đều có sự thay đổi so với chitosan 
ban đầu (Hình 3.6 và Hình 3.7). Chuyển từ màu vàng nhạt (chitosan ban đầu) sang 
màu nâu nhạt cho đến nâu sẫm theo chiều giảm KLPT của OC. Sự thay đổi màu của 
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các OC có thể là do trong quá trình cắt mạch sâu hình thành các sản phẩm phụ bắt 
màu như ion oxazolinium [136], sản phẩm hóa nâu của phản ứng Maillard [137] và 
các dạng glucoside mở vòng [138]. 

 Hiện tượng thay đổi màu của chitosan cắt mạch cũng được quan sát trên phổ 
UV-Vis liên quan đến các thay đổi hóa học của phân tử chitosan sau cắt mạch. Sự 
thay đổi màu được cho là kết quả hình thành cấu trúc vòng glucopyranose chưa bão 
hòa (chứa nhóm carbonyl hay nhóm carboxyl) và sản phẩm trung gian vòng ion 
carbonium khi các gốc tự do tái kết hợp với nhau [97]. Ngoài ra, cũng có giả thuyết 
cho rằng sự thay đổi màu sắc của chitosan cắt mạch còn do sự hình thành liên kết đôi 
N=C từ phản ứng Maillard giữa nhóm –CHO (nhóm cuối của 2,5-anhydro-D-
mannose) và nhóm –NH2 của chitosan [28].  

 

Hình 3.8: Phổ UV-Vis của chitosan 45 kDa và oligochitosan có KLPT khác nhau 

 Kết quả đo phổ UV-Vis của các dung dịch chitosan và OC với KLPT khác 
nhau như trình bày trên Hình 3.8. Đối với dung dịch chitosan 45 kDa ban đầu, chỉ có 
01 đỉnh hấp thụ trong vùng ~206 nm, đỉnh này được cho là do trạng thái chuyển dịch 
điện tử trung gian trong liên kết n → σ* của nhóm amido trên phân tử chitosan [42]. 
Trong khi, trên phổ UV-Vis của các OC cắt mạch bức xạ xuất hiện thêm các đỉnh 
mới trong vùng 265 – 281 nm với cường độ tăng dần theo chiều giảm KLPT của OC, 
nghĩa là chitosan bị cắt mạch bức xạ càng sâu thì cường độ của các đỉnh hấp thụ tại 
các bước sóng này càng tăng.  

 Đỉnh hấp thụ trong khoảng bước sóng 240 – 265 nm là sự chuyển dời đỉnh hấp 
phụ đặc trưng của điện tử trung gian trong liên kết n → σ* nhóm amido [42], và cũng 
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là đỉnh hấp thụ đặc trưng của liên kết C=O của nhóm carboxyl [139]. Đỉnh trong vùng 
giữa 270 – 300 nm được cho là hấp thụ đặc trưng của nhóm carbonyl trên các đơn vị 
glucoside cuối mạch phân tử chitosan sau cắt mạch [29].  

 Sự gia tăng cường độ của các đỉnh hấp thụ trên, có thể xác nhận là kết quả hình 
thành liên kết đôi C=O và mở vòng glucoside trong quá trình phản ứng cắt mạch và 
phản ứng tách lấy hydrogen [89]. Từ những lập luận trên và kết quả Hình 3.8 có thể 
nhận định mẫu OC 5,1 kDa và OC 2,5 kDa chế tạo bằng phương pháp chiếu xạ 21 
kGy các dung dịch tương ứng là 4% CTS + 0,5% H2O2 và 2% CTS + 0,5% H2O2, có 
sự thay đổi cấu trúc hóa học nhiều hơn so với OC 7,8 kDa. Để làm rõ hơn sự thay đổi 
này, tiếp tục phân tích kết quả đo phổ FTIR của các mẫu OC có KLPT khác nhau 
được tạo ra trong các điều kiện cắt mạch khác nhau. 

 
Hình 3.9: Phổ FTIR của oligochitosan có KLPT khác nhau 

 Phổ FTIR được xem là công cụ hữu ích để phân tích các đặc trưng hóa lý của 
polysaccharide. Kết quả phổ đồ FTIR và cường độ dao động liên kết hóa học của các 
OC cắt mạch bức xạ có KLPT 7,8 kDa; 5,1 kDa; và 2,5 kDa được trình bày trên Hình 
3.9. Các đỉnh hấp thụ FTIR đặc trưng của chitosan: ở 3200 − 3420 cm-1 (dao động 
căng của liên kết O–H và N–H); 2850 − 2900 cm-1 (dao động căng của C–H); 1598 
cm-1 (đặc trưng của –NH2); 1421 cm-1 (dao động biến dạng đối xứng của –CH2 và –
CH3); 1322 cm-1 (dao động của amid III (C–N) trong –NHCOCH3); 1251 cm-1 (dao động xoắn 
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của O–H); và 1000 − 1200 cm-1 được cho dao động căng của liên kết C–O–C [15, 89, 
136], đều xuất hiện trong phổ FTIR của các OC. Điều này chứng tỏ rằng cấu trúc hóa 
học (nhóm chức) chính của chitosan gần như được duy trì trên các phân tử OC.  

 Tuy nhiên, trên phổ FITR của các OC, đỉnh đặc trưng cho dao động của liên 
kết O–H và N–H có xu hướng dịch chuyển về số sóng thấp hơn; cường độ đỉnh 775 
cm-1, đỉnh dao động đặc trưng của liên kết N=C trong nhóm N=CHCOO– của sản 
phẩm Maillard [15] tăng lên trong các mẫu OC KLPT thấp; đồng thời có xuất hiện 
đỉnh hấp thụ mới tại 1718 cm-1 với cường độ tăng dần lần lượt trong các mẫu OC 7,8 
kDa, 5,1 kDa và 2,5 kDa, đỉnh này được cho là dao động đặc trưng của nhóm carboxyl 
[31, 139]. Hơn nữa, cường độ dao động của –NH2 cũng giảm theo chiều giảm KLPT 
OC (đính kèm ở phần phụ lục), kết quả cũng tương tự như công bố của Mahmud và 
cộng sự (2014) [88].  

 Từ những thông tin thay đổi trên phổ FTIR của OC nhận được bằng phương 
pháp chiếu xạ cắt mạch trong các điều kiện khác nhau, có thể kết luận rằng trong quá 
trình cắt mạch thì ngoài phản ứng chính là cắt các liên kết glycoside của chuỗi phân 
tử chitosan còn có xuất hiện phản ứng mở vòng glucoside và hủy nhóm amin với mức 
độ khác nhau tùy thuộc vào điều kiện chiếu xạ. Mức độ hủy nhóm amin được xác 
định cụ thể hơn từ kết quả đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H NMR). 

 

Hình 3.10: Phổ 1H NMR của oligochitosan có KLPT khác nhau  

 Cho đến nay, xác định độ deacetyl (ĐĐA%) hay hàm lượng phần trăm của D-
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glucosamine trong phân tử chitosan, OC bằng phổ 1H NMR được đánh giá có độ 
chính xác cao và đã được sử dụng rộng rãi [105-107]. Trong phương pháp 1H NMR, 
không cần biết chính xác lượng chitosan hay OC sử dụng. Hơn nữa, việc chuẩn bị 
mẫu đơn giản, chỉ cần vài miligam mẫu và không cần bất kỳ đường chuẩn hoặc mẫu 
tham chiếu nào có ĐĐA đã biết. Các đỉnh cộng hưởng proton được sử dụng để xác 
định ĐĐA trong phương pháp này có độ phân giải tốt và việc lấy diện tích tích phân 
các đỉnh này đơn giản. Phương pháp 1H NMR đã được chứng minh là có khả năng 
xác định định lượng chính xác ĐĐA thậm chí đối với các mẫu có ĐĐA thấp, mà 
thường khó đo bằng các kỹ thuật thông thường như FTIR hoặc chuẩn độ.  

 Các tín hiệu cộng hưởng proton của OC có KLPT khác nhau như được trình 
bày trên Hình 3.10. Tín hiệu cộng hưởng đặc trưng của chitosan tại 2,02 − 2,10 ppm 
tương ứng với cộng hưởng của các proton thuộc nhóm acetyl trên các đơn vị N-acetyl-
D-glucosamine [136], các tín hiệu trong vùng 3,30 − 4,30 ppm là đặc trưng của các 
proton H3, H4, H5, H6 và H6’ [140], tín hiệu tại ~3,20 ppm là đặc trưng proton H2 
của đơn vị D-glucosamine [107] và tín hiệu tại 4,75 − 4,90 ppm là của proton dung 
môi và H1 của đồng phân β-anomer [107, 140]. Tất cả các tín hiệu cộng hưởng proton 
đặc trưng của chitosan đều xuất hiện trong phổ 1H NMR của các OC chế tạo được 
nhưng khác nhau diện tích tích phân cường độ của các đỉnh cộng hưởng. Điều này 
phản ánh sự khác nhau về giá trị ĐĐA% của các OC. Từ diện tích tích phân cường 
độ của các đỉnh cộng hưởng tính toán được giá trị ĐĐA của các mẫu OC như được 
trình này cụ thể trong Bảng 3.2. 

 Bảng 3.2: Diện tích tích phân cường độ (I) của các proton và kết quả độ 
deacetyl (ĐĐA) của các oligochitosan có KLPT khác nhau 

Mẫu oligochitosan I, H3,4,5,6,6’ I, H2 ĐĐA, % 

OC 7,8 kDa 6,769 1,363 88,35 

OC 5,1 kDa 7,012 1,162 87,24 

OC 2,5 kDa 8,311 1,216 71,57 

 Kết quả về ĐĐA của OC nhận được bằng phương pháp chiếu xạ cắt mạch 
đồng thể như trên Bảng 3.2 cho thấy rằng, các OC đạt KLPT thấp, nghĩa là bị cắt 
mạch sâu thì có xu hướng giảm ĐĐA. Cụ thể là giá trị ĐĐA đạt lần lượt là ~88,4%; 
87,2%; và 71,6% tương ứng đối với OC có KLPT là 7,8 kDa; 5,1 kDa; và 2,5 kDa. 
So với giá trị ĐĐA ~91% của chitosan ban đầu KLPT ~45 kDa thì các mẫu OC > 5 
kDa gần như không giảm ĐĐA đáng kể, trong khi đó mẫu OC 2,5 kDa có giá trị ĐĐA 
thấp hơn ~21% so với chitosan ban đầu. Sự suy giảm ĐĐA của OC khi bị cắt mạch 
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sâu cũng phù hợp với thông tin phổ FTIR. Hiện tượng tương tự cũng đã được ghi 
nhận trong các nghiên cứu trước đây [26, 27].  

 Kết quả trong công trình của Duy và cộng sự (2011) cho thấy ĐĐA% của OC 
giảm từ 84% (chitosan ban đầu 110 kDa) xuống còn 77,5 − 74,4% đối với OC cắt 
mạch bức xạ đạt KLPT từ 9,3 kDa đến 5,1 kDa [27]. Trong công trình nghiên cứu 
của Mahmud và cộng sự (2014) cũng cho thấy ĐĐA ~97% của chitosan ban đầu với 
KLPT 173 kDa giảm xuống còn ~78% đối với OC 7,9 kDa thu được sau cắt mạch 
bằng bức xạ kết hợp H2O2 [88]. Giá trị ĐĐA thấp của các OC chứng tỏ rằng, trong 
điều kiện cắt mạch sâu sẽ xuất hiện phản ứng không mong muốn đó là phản ứng khử 
nhóm amin của chitosan. Ngoài ra, theo kết quả nghiên cứu của Chokradjaroen và 
cộng sự (2017) cắt mạch chitosan bằng phương pháp xử lý plasma kết hợp với H2O2 
cũng xác nhận có sự giảm ĐĐA của chitosan. Cụ thể là ĐĐA 91,5% của chitosan ban 
đầu (KLPT ~440 kDa) sau xử lý cắt mạch thu được chitosan KLPT thấp có ĐĐA 
87,8%. Tác giả kết luận rằng, quá trình cắt mạch chitosan bằng xử lý plasma + H2O2 
có thể gây ra sự phân cắt một số nhóm amin của chitosan dẫn đến giảm ĐĐA của 
chitosan [100]. Shen và cộng sự (2011) báo cáo rằng ĐĐA của chitosan giảm khi tăng 
liều xạ và suy luận rằng khi chiếu xạ, một số nhóm −NH2 của chitosan sẽ bị loại bỏ 
và chuyển thành khí amoniac sau khi tương tác với các gốc tự do H• [101]. 

 Từ các kết quả trên, có thể nhận định rằng sử dụng phương pháp kết hợp tác 
nhân vật lý (bức xạ gamma Co60, plasma) với H2O2 để chế tạo OC với KLPT < 5 kDa 
sẽ gây ảnh hưởng ít nhiều đến ĐĐA của sản phẩm. Vấn đề hạn chế này cần được tiếp 
tục nghiên cứu cải thiện.  

 Tuy nhiên, Vander và cộng sự (1998) thông báo rằng OC với ĐĐA trung gian 
(70 – 80%) cũng có hiệu ứng phòng trừ bệnh hiệu quả cho cây trồng. OC thu được 
trong nghiên cứu này vừa kháng nấm Pyricularia grisea và vừa kích thích sinh trưởng 
trên lúa [141]. Kết quả nghiên cứu của El-Sawy và cộng sự (2010) cũng minh chứng 
rằng OC chế tạo bằng phương pháp cắt mạch bức xạ có KLPT < 10 kDa và có sự 
hình thành các nhóm carboxyl và bị loại bỏ một phần các nhóm amin cũng thể hiện 
hiệu ứng kích thích tăng trưởng và gia năng suất trên cây đậu tằm [75].  

 Gần đây hơn, Dzung và cộng sự (2017) đã minh chứng OC KPLT 2,5 kDa 
được chế tạo bằng phương pháp chiếu xạ gamma Co60 kết hợp H2O2 có hoạt tính kích 
thích tăng trưởng và kích kháng bệnh hiệu quả trên cây ớt [32]. Theo Stasińska-
Jakubas và cộng sự (2022) đã tổng kết rằng, hiệu ứng sinh học của chitosan phụ thuộc 
vào nhiều yếu tố nhưng trong số đó thì đặc trưng KLPT có ảnh hưởng quyết định hơn 
cả đến hoạt tính của chitosan [5]. 
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Hình 3.11: Phổ GPC của oligochitosan có KLPT khác nhau  

  Hình 3.11 mô tả các đường cong rửa giải GPC của các mẫu OC chiếu xạ cắt 
mạch đồng thể tại liều xạ 21 kGy trong các điều kiện khác nhau. Kết quả cho thấy 
rằng các mẫu chitosan cắt mạch càng sâu thì có thời gian lưu càng lớn. Kết quả này 
tương tự như trường hợp chitosan dạng thanh (rod) cắt mạch bức xạ [101] và alginate 
cắt mạch bức xạ được công bố bởi El-Mohdy (2017) [142]. Từ kết quả thời gian lưu 
và diện tích đỉnh rửa giải trên đường cong GPC, xác định được KLPT trung bình khối 
lượng (Mw), KLPT trung bình số (Mn) và chỉ số đa phân tán KLPT (PI) của chitosan 
cắt mạch. Đặc trưng KLPT và PI của các OC được trình bày trong Bảng 3.3. 

 Bảng 3.3: KLPT (Mw, Mn) và chỉ số phân tán KLPT (PI) của các mẫu 
oligochitosan cắt mạch bức xạ với liều xạ 21 kGy 

Dung dịch chitosan Mw, kDa Mn, kDa PI, Mw/Mn 

4% chitosan 7,793 4,378 1,782 

4% chitosan + 0,5% H2O2 5,098 3,272 1,558 

2% chitosan + 0,5% H2O2 2,502 1,173 1,412 

 Kết quả về chỉ số phân tán KLPT (PI) của chitosan cắt mạch bức xạ ghi nhận 
được cho thấy rằng, phản ứng cắt mạch càng sâu thì OC thu được có KLPT càng thấp 
và PI càng nhỏ, nghĩa là OC có chiều dài chuỗi phân tử đồng đều hơn. Cụ thể là, giá 
trị PI đạt lần lượt là ~1,78; 1,56; và 1,41 tương ứng đối với OC KLPT 7,8 kDa (từ 
dung dịch 4% CTS chiếu xạ); 5,1 kDa (dung dịch 4% CTS + 0,5% H2O2 chiếu xạ); 
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và 2,5 kDa (dung dịch 2% CTS 0,5% H2O2 chiếu xạ). Các giá trị PI trên đều thấp hơn 
so với chitosan ban đầu (45 kDa) là 2,78.  

Xu hướng giảm PI của chitosan khi gia tăng mức độ cắt mạch cũng đã được 
ghi nhận trong nhiều công trình nghiên cứu khác. Điển hình như Feng và cộng sự 
(2008) nghiên cứu chiếu xạ cắt mạch chitosan trong dung dịch, kết quả PI 7,32 của 
chitosan 219 kDa ban đầu đã giảm xuống còn 1,53 đối với OC 2,1 kDa [132]. Shen 
và cộng sự (2011) nghiên cứu cắt mạch chitosan dị thể cũng nhận thấy sự giảm PI 
của chitosan cắt mạch, cụ thể là từ PI = 5,1 của chitosan ban đầu với KLPT ~500 kDa 
đã giảm xuống còn 3,0 đối với chitosan sau cắt mạch bức xạ có KLPT ~100 kDa 
[101]. Hai và cộng sự (2019) đã công bố kết quả giảm PI của chitosan theo thời gian 
phản ứng khi cắt mạch bằng H2O2, PI = 2,49 của chitosan ban đầu 91 kDa giảm xuống 
còn 1,52 đối với OC 3,8 kDa nhận được sau 720 giờ phản ứng [9]. Hơn nữa, Duy và 
cộng sự (2011) nghiên cứu cắt mạch chitosan đồng thể bằng phương pháp kết hợp 
chiếu xạ + H2O2, kết quả cho thấy PI của chitosan giảm theo chiều tăng liều xạ, PI = 
2,26 của chitosan 110 kDa trước chiếu xạ đã giảm xuống còn 1,42 đối với mẫu chiếu 
xạ 20 kGy (OC 5,4 kDa) [27]. Các tác giả trên cũng đã kết luận khi tăng liều xạ cắt 
mạch sẽ giảm KLPT, giảm PI và giảm độ kết tinh của chitosan. Mức độ kết tinh của 
polysaccharide thường được đánh giá thông qua giản đồ nhiễu xạ tia X (XRD). 

 

Hình 3.12: Giản đồ XRD của chitosan 45 kDa và oligochitosan có KLPT khác nhau 

Chitosan có trạng thái cấu trúc bán kết tinh (vùng kết tinh đan xen với vùng 
vô định hình. Độ kết tinh của chitosan được quyết định chủ yếu bởi mức độ liên kết 
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hydro nội phân tử và liên kết hydro ngoại phân tử để hình thành vùng tập hợp các 
chuỗi phân tử chitosan có trật tự sắp xếp chặt chẽ. Liên kết hydro nội phân tử được 
hình thành giữa các nguyên tử oxy O3(n) và O5(n+1) bắt qua các liên kết glycoside 
trên cùng chuỗi phân tử chitosan; và các liên kết hydro ngoại phân tử được hình thành 
nguyên tử oxy của nhóm hydroxymetyl (O6) của một chuỗi với nguyên tử nitơ amin 
(N2) của đơn vị D-glucosamine của một chuỗi khác [143]. 

Kết quả giản đồ XRD của chitosan ban đầu (45 kDa) và các OC có KLPT khác 
nhau thu được sau chiếu xạ cắt mạch được trình bày ở Hình 3.12. Chitosan 45 kDa 
có 02 đỉnh nhiễu xạ rõ nét tại các góc nhiễu xạ 2θ 10,2° và 19,8°. Kiểu nhiễu xạ này 
được cho là đặc trưng cấu trúc bán tinh thể của chitosan từ vỏ tôm [31]. Trong khi đó 
giản đồ XRD của các OC có sự thay đổi, cường độ tại đỉnh 10,2° giảm dần và độ rộng 
tại đỉnh ~20° tăng lên theo chiều giảm KLPT của OC cắt mạch. Điều này đồng nghĩa 
với sự giảm mật độ liên kết hydro dẫn đến giảm độ kết tinh, tăng vùng cấu trúc vô 
định hình và tăng khả năng hòa tan của sản phẩm OC cắt mạch [15, 89, 139, 143].  

Kết quả nhận được cũng phù hợp với kết quả của Muley và cộng sự (2019) 
[77]. Độ kết tinh của chitosan từ vỏ tôm được tính từ giản đồ XRD là ~80% [109], 
trong khi đó OC chỉ trong khoảng 8% − 20% tùy thuộc vào KLPT [15]. Hien và cộng 
sự (2012) đã thông báo rằng OC 2,7 kDa (chế tạo bằng chiếu xạ + H2O2) thì tan hoàn 
toàn trong nước [26]. Hơn nữa, hiện tượng tăng cấu trúc vô định hình và tăng khả 
năng hòa tan còn được ghi nhận trong trường hợp cắt mạch alginate (một 
polysaccharide chiết xuất từ rong biển) như đã được báo cáo bởi El-Mohdy (2017). 
Tác giả này đã bàn luận rằng, khi chiếu xạ cắt mạch các polysaccharide sẽ gây ra sự 
phá hủy hệ thống trật tự của các liên kết hydro ngoại phân tử. Do đó, độ linh động 
của chuỗi phân tử chỉ còn bị ảnh hưởng bởi liên kết hydro nội phân tử, mức độ kết 
tinh giảm và dẫn đến tăng độ tan của vật liệu [142]. 

 Hoạt tính sinh học của chitosan như đã được xác nhận là có sự phụ thuộc vào 
độ hòa tan trong nước [4]. Song và cộng sự (2022) cũng đã xác nhận việc xử lý cắt 
mạch chitosan bằng bức xạ ion hóa (tia gamma Co60, chùm điện tử gia tốc – EB) đã 
làm gia tăng đáng kể hoạt tính sinh học và các tính chất hóa lý của chitosan, trong đó 
có khả năng hấp thụ và tạo phức với ion kim loại [131]. Cho đến nay, đã có các nghiên 
cứu hiệu ứng sinh học của OC có KLPT khác nhau, nhưng hầu như có kết quả nghiên 
cứu công bố về ảnh hưởng KLPT OC tạo phức với ion kẽm. Do đó, nghiên cứu chế 
tạo phức OC-Zn2+ từ OC có KLPT khác nhau và khảo sát đặc trưng tính chất của 
phức được thực hiện trong nội dung tiếp theo. 
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3.2. Chế tạo phức oligochitosan-Zn2+ và xác định đặc trưng tính chất 

 Chitosan và OC có chứa nhóm amin (−NH2) trên các đơn vị D-glucosamine 
với pKa ∼6,3 − 6,5 là các tâm tạo phức quan trọng đối với các ion kim loại trong điều 
kiện môi trường trung tính đến kiềm; và tạo phức ổn định với các anion bằng tương 
tác tĩnh điện trong điều kiện axít. Không giống như chitin, chitosan tích điện dương 
trong môi trường axít đến trung tính với mật độ điện tích toàn hệ, và do đó khả năng 
hấp phụ của nó phụ thuộc vào độ pH và ĐĐA. Các ion kim loại chuyển tiếp như đồng 
và kẽm có ái lực cao với các nhóm chức và khả năng tạo phức mạnh với chitosan 
hoặc OC [104]. Chitosan có ĐĐA thấp thì khả năng tạo phức khó xảy ra [92].  

 Ngoài ra, khả năng liên kết phức với kim loại ion và anion của các polymer 
này còn chịu ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố khác, điển hình là bản chất kim loại, độ kết 
tinh, khối lượng phân tử, và tỷ lệ phần mol [143, 144]. Kết quả nghiên cứu tạo phức 
chitosan với đồng (chitosan-Cu2+) cho thấy pH môi trường phản ứng nhỏ hơn 5 và 
chuỗi phân tử có số đơn vị monomer glucosamine nhỏ hơn 6 (tương đương KLPT ~ 
1,1 kDa) thì phản ứng tạo phức không đáng kể. Do ở pH thấp thì các nhóm amin ưu 
tiên phản ứng proton hóa tạo dạng (−NH3+) và chuỗi quá ngắn sẽ thuận lợi cho tổ 
chức không gian các phân tử OC bao quanh ion kim loại hay tạo dạng liên kết treo 
(pendant model) có độ ổn định thấp [41].  

 Khi chitosan cắt mạch có KLPT thấp, tăng tính hòa tan và do đó việc điều 
chỉnh pH dung dịch OC đạt khoảng 5 − 6 thuận lợi hơn so với dung dịch chitosan 
KLPT lớn. Tuy nhiên theo tìm hiểu từ nhiều nguồn tài liệu thì cho đến thời điểm này 
có khá ít kết quả nghiên cứu chế tạo phức oligochitosan-Zn2+ (OC-Zn2+) được công 
bố. Từ thông tin trên, trong nghiên cứu này sử dụng loại OC có KLPT từ 2,5 kDa đến 
7,8 kDa để phản ứng tạo phức với ion kẽm trong điều kiện pH điều chỉnh đến ~5,5. 

 Kết quả Hình 3.13 cho thấy các phức OC-Zn2+, ở dạng dung dịch và dạng bột 
được chế tạo từ các OC có KLPT khác nhau nhưng cùng tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) 
là 1/0,5, có màu sắc vàng nâu cho đến nâu đen và có vẽ đậm hơn so với dạng tương 
tự của các OC tương ứng. Tuy nhiên, sự khác biệt về mức độ thay đổi màu này thì 
khó phát hiện bằng mắt thường. Kết quả nhận được về sự thay đổi màu của phức OC-
Zn2+ cũng tương tự như kết quả của các công trình trước đây, nghiên cứu chế tạo vật 
liệu phức carboxymethyl chitosan với kẽm [91, 98].  

 Theo báo cáo của Nagasawa và cộng sự (2000), màu nâu của các 
oligosaccharide hình thành sau chiếu xạ cắt mạch là do hình thành các sản phẩm phụ 
chứa liên kết đôi tạo nên. Nhóm tác giả này thực hiện xử lý màu nâu của oligoalginate 
bằng sục khí ozon (O3), sau quá trình oxi hóa bằng O3, màu nâu và đỉnh hấp thụ UV-
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Vis tại bước 265 nm đặc trưng của liên kết C=O đã không còn [145]. Rhazi và cộng 
sự (2002) suy luận rằng do sự xuất hiện cặp điện tử dùng chung (electron doublet) 
trong liên kết của ion kim loại với nhóm chức năng của chitosan dẫn đến dịch chuyển 
đặc trưng hấp thụ bước sóng ánh sáng sang vùng khả kiến tạo nên sự thay đổi màu 
của sản phẩm phức [41]. 

 

Hình 3.13: Hình ảnh dung dịch và bột của phức oligochitosan-Zn2+ theo KLPT 
oligochitosan khác nhau, tại cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5 

Từ trái qua phải: phức OC-Zn2+ từ tạo OC 7,8 kDa; 5,1 kDa; 2,5 kDa tại cùng tỷ lệ phần 
mol (−NH2/Zn2+) là 1/0,5. 

  Hơn nữa, quan sát trên phổ UV-Vis của phức OC-Zn2+ cho thấy có sự thay đổi 
rõ ràng phổ UV-Vis của OC ban đầu khi so sánh kết quả phổ UV-Vis của phức ở 
Hình 3.14 với kết quả UV-Vis của OC có KLPT khác nhau như ở Hình 3.8. Kẽm ion 
không có đỉnh hấp thụ quang phổ UV-Vis [91]. Tuy nhiên sau phối trộn với dung 
dịch OC để tạo phức, kết quả cho thấy đỉnh hấp thụ quang phổ UV-Vis cực đại (λmax) 
của các OC trong khoảng λmax ~207 nm − 211 nm đã dịch chuyển sang vùng có bước 
sóng λmax lớn hơn, cụ thể là λmax 230,5 nm; 227,0 nm; và 219,5 nm tương ứng đối với 
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các dung dịch phức OC-Zn2+ (tỷ lệ mol 1/0,5) có KLPT OC lần lượt là 2,5 kDa; 5,1 
kDa; và 7,8 kDa. Đồng thời cường độ tại λmax ~207 nm − 211 nm và vùng λmax ~265 
nm − 280 nm cũng tăng cao so với λmax của OC tương ứng. Sự dịch chuyển λmax và 
thay đổi tăng cường độ được giải thích là do khi tương tác giữa ion kim loại với các 
nhóm chức năng như amido, amin, OH và C=O sẽ làm chuyển dịch điện tử của các 
liên kết giữa orbital n - π*, π - π*, d - d, và orbital σ của phối tử (chitosan hay OC) 
với orbital 3d của ion chelate (Cu2+, Zn2+) [41]. 

 

Hình 3.14: Phổ UV-Vis của phức oligochitosan-Zn2+ với OC KLPT khác nhau, 
cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5  

  Tuy nhiên, trong phức OC2,5-Zn2+ tạo từ OC 2,5 kDa, chỉ đỉnh λmax ~265 nm 
xuất hiện rõ nét với cường độ cao và khác biệt so với phức OC5,1-Zn2+ và OC7,8-
Zn2+ (tăng cường độ 272 nm − 290 nm), mà kiểu thay đổi này được cho là hấp thụ 
đặc trưng của phức dạng treo (pendant) có độ ổn định kém. Nguyên nhân có thể là do 
liên quan đến giới hạn độ dài của chuỗi OC [41] và khác nhau về độ deacetyl (ĐĐA 
của OC 2,5 kDa là ~72% so với OC 7,8 kDa và OC 5,1 kDa là ~88%) [39].  

 KLPT của OC ở đây là giá trị trung bình, do vậy trong dung dịch OC sau cắt 
mạch sẽ chứa phần có độ dài phân tử nhỏ hơn giá trị KLPT đo được. Mặc dù vậy, các 
kết quả sự thay đổi đặc trưng hấp thụ quang học trong các dung dịch phức OC-Zn2+ 
nêu trên chứng tỏ phản ứng tạo phức diễn ra giữa Zn2+ với OC, tương tự như trường 
hợp tạo phức chitosan hoặc OC với đồng [39, 41]. Từ phân tích kết quả phổ UV-Vis 
Hình 3.14 có thể xác nhận rằng các phức OC-Zn2+ (tỷ lệ mol 1/0,5) được tạo từ OC 
KLPT 5,1 kDa hoặc 7,8 kDa có cấu trúc dạng cầu nối (bridge) ổn định chiếm ưu thế. 
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Do đó, lựa chọn loại OC 5,1 kDa tạo phức OC-Zn2+ để đánh giá ảnh hưởng của tỷ lệ 
phần mol khác nhau đến đặc trưng tính chất của phức. 

    

Hình 3.15: Hình ảnh dung dịch và bột của phức oligochitosan-Zn2+ theo tỷ lệ phần 
mol khác nhau, tại cùng KLPT OC 5,1 kDa 

Từ trái qua phải: phức OC-Zn2+ từ OC 5,1 kDa và Zn2+ với tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) là 
1/0,25; 1/0,5; và 1/1. 

 Sự thay đổi màu sắc và phổ UV-Vis cũng được quan sát đối với các mẫu phức 
OC5,1-Zn2+ với tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) khác nhau. Kết quả Hình 3.15 cho thấy 
màu dung dịch và bột của các phức OC5,1-Zn2+ chuyển từ vàng nâu sang nâu sẫm và 
nâu đậm khi tăng nồng độ Zn2+ hay là giảm theo chiều giảm tỷ lệ phần mol.  

 Hơn nữa, kết quả phổ UV-Vis trong Hình 3.16 cho thấy đỉnh đặc trưng của 
các đơn vị N-acetyl-glucosamine và D-glucosamine trên các phân tử OC ở khoảng 
208 nm [146] bị dịch chuyển sang 227,5 nm trong trường hợp các phức OC5,1-Zn2+. 
Đỉnh λmax quanh 227,5 nm được cho là do sự kích thích của các phân tử OC bởi sự 
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có mặt của các ion Zn2+, theo Mekahlia và cộng sự (2009) cho đây là do các liên kết 
ion kim loại với oxy (–O–M2+) [103]. 

 Quan sát Hình 3. 16 cũng cho thấy cường độ của đỉnh tại λmax ~272 nm được 
cho là liên kết C=O trong các nhóm carbonyl và hoặc là carboxyl [146] đã tăng lên 
khi tăng hàm lượng Zn2+. Tuy nhiên, quan sát kết quả phổ UV-Vis của các mẫu phức 
OC5,1-Zn2+ có hàm lượng Zn2+ khác nhau còn thấy rằng: so với phức OC-Zn2+ 
(1/0,25) có hàm lượng kẽm thấp thì các phức có hàm lượng kẽm cao hơn như là OC-
Zn2+ (1/0,5) và OC-Zn2+ (1/1) xuất hiện thêm đỉnh nhỏ (đỉnh vai) tại vùng λmax ~280 
− 295 nm với cường độ thấp. Kiểu hấp thụ quang phổ này được cho đặc trưng của 
phức có cấu trúc dạng cầu nối (bridge model) [38, 41]. Mọi sự thay đổi về màu sắc 
và độ hấp thụ UV-Vis của phức OC5,1-Zn2+ đều có thể cho rằng tương tác giữa các 
phân tử OC 5,1 kDa và Zn2+ trong dung dịch đã xảy ra thông qua các liên kết cộng 
kết phối trí với nhau. Như vậy, qua các kết quả phân tích về kiểu hấp phụ quang phổ 
UV-Vis của các phức OC-Zn2+ khác nhau về KLPT của OC (7,8 kDa; 5,1 kDa; và 
2,5 kDa) và khác nhau về tỷ lệ phần mol của giữa OC với Zn2+ (tỷ lệ phần mol 
−NH2/Zn2+ là 1/1; 1/0,5; và 1/0,25) cho thấy rằng KLPT của OC và tỷ lệ phần mol có 
ảnh hưởng đến cấu trúc của phức. Các phức chế tạo từ OC KLPT cao và hàm lượng 
kẽm cao thì ưu tiên tạo phức cấu trúc dạng cầu nối ổn định hơn. 

 

Hình 3.16: Phổ UV-Vis của phức oligochitosan 5,1 kDa với Zn2+ có tỷ lệ phần mol 
khác nhau (1/1; 1/0,5; và 1/0,25)  

 Theo như kết quả nghiên cứu thực nghiệm mô phỏng tương tác giữa OC với 
ion kim loại chuyển tiếp (Mg2+, Fe2+, Zn2+) đã kết luận rằng cấu trúc của phức tạo 
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được phụ thuộc chủ yếu vào độ deacetyl, KLPT của phối tử OC, và tỷ lệ phần mol 
của nhóm amin với ion kim loại; tỷ lệ mol 1/0,5 và 1/1 ưu tiên tạo phức bền có cấu 
trúc cầu nối [38, 147]. Sự tương tác giữa ion kẽm với OC cũng được minh chứng 
thông qua phân tích dao động của các nhóm chức hóa học bằng kỹ thuật FTIR. 

 

Hình 3.17: Phổ FTIR của phức oligochitosan-Zn2+ với OC KLPT khác nhau, cùng 
tỷ lệ phần mol 1/0,5  

 So sánh với phổ FTIR của các OC có KLPT khác nhau tương ứng như trình 
bày ở Hình 3.9 thì trên phổ FTIR của các mẫu phức OC-Zn2+ (Hình 3.17) gần như 
các vùng dao động đặc trưng của các nhóm chức chính của OC đều hiện diện. Tuy 
nhiên, trong phổ FTIR của các phức OC-Zn2+ có các thay đổi như sau: đỉnh ở số sóng 
3419 cm-1 đặc trưng cho các dao động liên kết N−H, O−H và các liên kết hydro hình 
thành giữa chúng trên phân tử OC [38] đã dịch chuyển sang số sóng lớn hơn tại 3440 
cm-1, và đồng thời xuất hiện đỉnh mới ở 3220 cm-1. Theo Mekahlia và cộng sự (2009), 
đỉnh mới này là kết quả của sự phân tách đỉnh dao động của O−H vốn bị chồng lên 
dao động căng của N−H khi OC hoặc chitosan tương tác với các ion kim loại [103].  

 Đỉnh có cường độ cao tại 1598 cm-1 được cho là dao động đặc trưng của nhóm 
amin tự do (−NH2) [148] và dao động của liên kết C−O trong carbonyl trên các phân 
tử OC [27] đã dịch chuyển sang số sóng lớn hơn ~1602 cm-1 trong mẫu phức OC-
Zn2+. Bên cạnh đó, đỉnh ở mức ~1420 cm-1 đặc trương cho dao động uốn của −OH 
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và dao động C−H của −CH2 và −CH3 bị chuyển dịch sang số sóng thấp hơn tại vùng 
1380 cm-1, sự thay đổi này dẫn đến tăng cường độ dao động của −CH3 tại các amide 
khi các nhóm −OH, −NH2 tham gia tương tác với ion kim loại [148]. Đỉnh tại vùng 
số sóng ~1064 cm-1 đặc trưng cho dao động của −OH (bậc 2 tại vị trí C3) và ~1037 
cm-1 đặc trưng dao động của −OH bậc một (tại vị trí C6) [38, 103] chuyển sang vùng 
có số sóng lớn hơn tương ứng là ~1090 cm-1 và 1047 cm-1.  

  Ngoài ra, các đỉnh mới ở 536 cm-1 và 478 cm-1, được cho là các dao động đặc 
trưng của liên kết N−Zn và liên kết O−Zn [36, 37] cũng đã quan sát thấy trong các 
phức OC-Zn2+. Hơn thế nữa, đỉnh ~1718 cm-1 đặc trưng cho dao động C=O của nhóm 
carboxyl hay carbonyl trên OC hoàn toàn biến mất trong phổ FTIR của các phức OC-
Zn2+, kết quả này gần như chưa có công trình nghiên cứu nào công bố.  

 Từ tất cả những thay đổi trên phổ FTIR của các mẫu phức OC-Zn2+ đã chứng 
tỏ rằng ion kẽm tạo phức với các OC thông qua liên kết với nhóm amin (−NH2), 
hydroxyl (−OH), và carboxyl hoặc carbonyl nếu có trên phân tử OC. Cấu trúc của 
phức OC-Zn2+ cũng có thể tồn tại dưới hai dạng: cầu nối và dạng treo như được công 
bố rộng rãi bởi các tác giả khác [36, 38, 147, 148]. 

 Dựa trên kết quả phân tích và đề nghị của Rhazi và cộng sự (2002) về cơ chế 
tạo phức OC-Cu2+ [41] và của Wang và cộng sự (2004) về cơ chế tạo phức chitosan-
Zn2+ [36] cùng với các kết quả thu được trong nghiên cứu này, có thể nêu ra cơ chế 
tạo phức OC-Zn2+ diễn ra theo các phản ứng sau:  

   OC-NH2 + H3O+ → OC-NH3+ + H2O      (3.9) 

   OC-NH3+ + Zn2+ + H2O → (OC-Zn)2+ + H3O+   (3.10) 

   OC-NH2 + Zn2+ → (OC-Zn)2+      (3.11)  

 Trong đó OC là phối tử đóng vai trò là một bazờ hay chất cho điện điện tử, 
Zn2+ đóng vai trò là một axít hay chất nhận điện tử theo thuyết axít−bazờ của Lewis. 

 Như vậy, trong quá trình phản ứng tạo phức có sự cạnh tranh giữa phản ứng 
proton hóa (phản ứng 3.9) với phản ứng tạo phức (phản ứng 3.11) [92], đồng thời 
trong quá trình tạo phức cũng ly giải H+ (phản ứng 3.10) dẫn đến pH thiên về axít. 
Mà khi pH giảm đến nhỏ hơn 5 thì cản trở phản ứng tạo phức hoặc tạo phức cấu trúc 
dạng treo có độ bền thấp (như đã được đề cập trước đây). Do đó việc lựa chọn tỷ lệ 
phần mol của oligochitosan/Zn2+ có ý nghĩa quan trọng để tạo phức OC-Zn2+ có cấu 
trúc ổn định dạng cầu nối chiếm ưu thế.  
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 Patale và cộng sự (2011) đã công bố kết quả rất đáng để tham khảo là khi tăng 
hàm lượng kẽm vượt quá tỷ lệ tối ưu thì hiệu suất tạo phức carboxymethyl-Zn2+ giảm 
mạnh, đồng thời tăng tỷ lệ phức không bền dạng treo trong hệ phản ứng [98]. Wang 
và cộng sự (2004, 2005) đã kết luận tỷ lệ mol chitosan/Zn2+ 1/0,5 đến 1/1 là thích hợp 
tạo cấu trúc dạng cầu nối [36, 148]. Zhang và cộng sự (2018) bằng thực nghiệm mô 
phỏng cũng xác nhận tỷ lệ phần mol của −NH2/Zn2+ từ 1/0,5 đến 1/1 là thuận lợi để 
tạo phức cấu trúc dạng cầu nối [147]. Hơn nữa, kết quả nghiên cứu của Khan và cộng 
sự (2013) cũng cho thấy rằng các phức chitosan-Zn2+ sau tính toán chuyển đổi thành 
tỷ lệ mol là 1/0,5 đến 1/1, có hiệu ứng diệt khuẩn hiệu quả [37]. Trên cơ sở đó có thể 
suy luận rằng các phức OC-Zn2+ chế tạo được như trong nghiên cứu này có cấu trúc 
chủ yếu là dạng cầu nối (Hình 3.18) và kỳ vọng thể hiện hoạt tính sinh học cao. 

 

Hình 3.18: Mô hình kiểu cấu trúc liên kết phối trí của phức oligochitosan-Zn2+  
a) dạng cầu nối trên cùng một chuỗi phân tử OC, b) dạng cầu nối trên các chuỗi phân tử 
OC khác nhau, c) dạng cầu nối trên các chuỗi phân tử OC khác nhau có phối trí của Zn2+ 

với nhóm carbonyl 

 Để có thêm cơ sở xác nhận phức OC-Zn2+ chế tạo được, thực hiện phân tích 
thành phần nguyên tố bằng phương pháp đo phổ tán sắc năng lượng tia X (EDX) của 
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OC và phức OC-Zn2+ dạng bột thu được sau khi tủa với ethanol, làm khô và nghiền 
mịn. Kết quả thành phần nguyên tố theo phần trăm khối lượng và phần trăm số nguyên 
tố được trình bày trong Hình 3.19. Kết quả cho thấy mẫu OC chứa 3 loại nguyên tố 
là C, N, và O với phần trăm khối lượng tương ứng là 46,6; 12,0; và 41,4%. Trên phổ 
EDX của OC 5,1 kDa không phát hiện thành phần tạp nhiễm. Trong khi đó, trên phổ 
EDX của phức OC-Zn2+ tạo từ các OC có KLPT khác nhau, tại cùng tỷ lệ phần mol 
1/0,5 thì ngoài các thành phần nguyên tố của OC còn phát hiện được nguyên tố kẽm. 
Kết quả thu được cũng tương tự như công bố của Huang và cộng sự (2022) [96].  

 

Hình 3.19: Phổ EDX của oligochitosan 5,1 kDa và phức oligochitosan-Zn2+ có OC 
KLPT khác nhau, tại cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5  

  Kẽm có bức xạ tán sắc năng lượng tia X đặc trưng là Kα tại 1,01 keV và Lα 
tại 8,67 keV. Kết quả trên các bảng chèn trong Hình 3.19 tương ứng cho thấy phần 
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trăm khối lượng kẽm (weight%) trong phức có xu hướng giảm theo chiều giảm KLPT 
của OC, cụ thể là 9,21%, 7,96%, và 1,15% tương ứng đối với phức OC7,8-Zn2+, 
OC5,1-Zn2+, và OC2,5-Zn2+. Nguyên nhân có thể là do khác nhau về hàm lượng giữa 
các dạng cấu trúc trong các phức. Kết quả hàm lượng kẽm của các OC-Zn2+ phân tích 
bằng EDX nhận được trong nghiên cứu này thì cao hơn so với báo cáo của Mutlu và 
cộng sự (2022) là 0,3% [110]. Nguyên nhân có thể đến từ sự khác nhau về KLPT 
chitosan và hàm lượng Zn2+. 

 Để xác định chính xác hơn về hàm lượng kẽm trong phức thì thường sử dụng 
các kỹ thuật phân tích có độ nhạy cao như: phân tích nguyên tố (elemental analysis) 
[36], phổ hấp thụ nguyên tử (atomic absorption spectroscopy) [103], phổ phát xạ 
nguyên tử cộng hưởng plasma (inductively coupled plasma - atomic emission 
spectroscopy − ICP-AES) [91, 96]. Kết quả phân tích bằng kỹ thuật ICP-AES về hàm 
lượng kẽm trong các phức OC-Zn2+ (theo KLPT OC và tỷ lệ phần mol khác nhau) 
chế tạo được trong nghiên cứu này như trình bày chi tiết trên Bảng 3.4. 

 Bảng 3.4: Hàm lượng kẽm trong các phức OC-Zn2+ có hợp phần khác nhau 

Mẫu phức 
OC, 
(g) 

Tỷ lệ mol, 

(−NH2/Zn2+) 

Zn2+, 
(mg) 

Lượng Zn2+/OC-Zn2+, (mg/g) So với lý 
thuyết, 

(%) 
Theo lý thuyết Phân tích- ICP 

OC2,5-Zn2+ 2 1/0,5 271 119,3 105,1 ± 5,8 88,1 

OC7,8-Zn2+ 4 1/0,5 696 148,2 139,9 ± 9,7 94,4 

OC5,1-Zn2+ 4 1/0,25 343 78,9   71,1 ± 4,4 90,1 

OC5,1-Zn2+ 4 1/0,5 686 146,3 134,2 ± 4,9 91,7 

OC5,1-Zn2+ 4 1/1 1370 255,2 235,6 ± 12,5 92,3 

 Kết quả phân tích hàm lượng kẽm trong các phức OC-Zn2+ từ các OC có KLPT 
khác nhau (7,8 kDa; 5,1 kDa; và 2,5 kDa) tại cùng tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) là 
1/0,5 cho thấy hàm lượng kẽm phân tích được so với hàm lượng kẽm cho vào phản 
ứng theo tính toán lý thuyết (hay còn gọi là hiệu suất tạo phức) của các phức có xu 
hướng giảm theo chiều giảm KLPT của OC. Cụ thể, hiệu suất đạt 94,4%; 91,7%; và 
88,1% tương ứng với KLPT OC của phức là 7,8 kDa; 5,1 kDa; và 2,5 kDa.  

 Kết quả phân tích hàm lượng kẽm trong các phức OC-Zn2+ với OC có cùng 
KLPT 5,1 kDa nhưng khác nhau về tỷ lệ phần mol cho thấy hiệu suất tạo phức gần 
như không khác biệt. Cụ thể hiệu suất đạt 92,3%; 91,7%; và 90,1% tương ứng với tỷ 
lệ phần mol của phức OC-Zn2+ là 1/1; 1/0,5; và 1/0,25.  
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 Kết quả hiệu suất tạo phức đạt thấp hơn ở các mẫu OC KLPT 2,5 kDa và mẫu 
có tỷ lệ phần mol 1/0,25 có thể do các nguyên nhân liên quan: i) số lượng các phân 
tử OC có độ dài nhỏ hơn 6 đơn vị glucoside (độ dài phân tử giới hạn để tạo phức) 
trong mẫu OC 2,5 kDa nhiều hơn so với các mẫu OC khác; ii) tạo phức dạng treo ít 
bền trong trường hợp hàm lượng mol Zn2+ thấp so với mol OC; và iii) phương pháp 
thu hồi bằng tủa – rửa với ethanol có thể không thu được phần phức không bền và 
phần OC có KLPT nhỏ. Kết quả nhận được ở trên cũng có xu hướng tương tự các 
công bố khác về tạo phức chitosan-Cu2+ [41, 103] và phức chitosan-Zn2+ [36, 98, 
110]. Thêm vào đó, các phức OC-Zn2+ dạng bột chế tạo được như trong nghiên cứu 
này đều dễ hòa tan trong nước, điều này có thể là do sự thay đổi cấu trúc kết tinh.  

 

Hình 3.20: Phổ XRD của muối kẽm và của phức oligochitosan-Zn2+ với OC KLPT 
khác nhau, tại cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5  

 Kết quả phổ đồ XRD của Zn(NO3)2⋅6H2O và của các phức OC-Zn2+ từ OC có 
KLPT khác nhau với Zn2+ như trình bày trên Hình 3.20. Tinh thể Zn(NO3)2·6H2O có 
hai đỉnh nhiễu xạ rõ nét tại góc 2θ là 17,4° và 18,0°, đặc trưng cho loại tinh thể đơn 
tà của muối kẽm nitrate (COD 9008175 trong cơ sở dữ liệu XRD). So sánh với phổ 
XRD của các OC có KLPT tương ứng ở Hình 3.12, các OC có một đỉnh cường độ 
cao ở 2θ ~21,0° và một đỉnh cường độ thấp ở vùng 2θ ~10,0° đặc trưng cho cấu trúc 
vô định hình của OC [27, 75]; thì phổ đồ XRD của các phức hợp OC-Zn2+ thể hiện 
ba đỉnh chính ở 2θ là 20,4°, 28,8° và 40,8° và cường độ tại vùng 2θ ~10,0° giảm so 
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với OC tương ứng. Kết quả này có thể minh chứng cho sự xảy ra tương tác giữa Zn2+ 
với OC dẫn đến hình thành pha tinh thể mới trong phức hợp OC-Zn2+. Đồng thời 
giảm cường độ đỉnh 2θ ~10,0° là minh chứng cho sự giảm độ kết tinh của OC. Khi 
Zn2+ tham gia liên kết với nhóm −OH và −NH2 trên phân tử OC dẫn đến giảm mật độ 
liên kết hydro trong cấu trúc OC. Kết quả nhận được cũng tương tự như trường hợp 
phức chitosan hoặc OC với Zn2+ đã được công bố trước đây [37, 96, 148]. 

 Như đã biết, độ hòa tan của chitosan hoặc OC phụ thuộc chủ yếu vào mức độ 
proton hóa nhóm amin và mật độ liên kết hydro trong phân tử hay độ kết tinh của 
chúng [92]. Rinaudo và cộng sự (2006) thông báo rằng để hòa tan chitosan thì cần 
lượng proton (H+) với lượng tối thiểu ít nhất phải bằng hàm lượng nhóm amin (−NH2) 
có trên phân tử chitosan hoặc OC [144]. Khi nhóm amin ở vị trí C2 bị proton hóa 
(−NH3+) dẫn đến tăng khả năng ái nước của O3 (oxy tại vị trí C3) gây phá vỡ liên kết 
hydro và làm tăng khả năng solvate hóa, kết quả là làm tăng độ hòa tan của chitosan 
[145]. Do vậy, chitosan hoặc OC khó hòa tan trong nước có [H+] thấp. Tuy nhiên, đối 
với trường hợp phức OC-Zn2+ thì khả năng hòa tan trong nước được cải thiện, có thể 
là do mật độ điện tích dương của nhóm amin được tăng cường và làm gia tăng tính 
phân cực, đồng thời khi Zn2+ tương tác với các nhóm chức năng của OC sẽ gây giảm 
mật độ liên kết hydro dẫn đến phức OC-Zn2+ dễ tan trong nước hơn so với OC. Tăng 
khả năng hòa tan của OC cũng góp phần cải thiện hoạt tính và có ý nghĩa quan trọng 
cho mục đích mở rộng phạm vi ứng dụng.  

3.3. Hiệu lực kháng nấm Colletotrichum truncatum trong điều kiện phòng thí 
nghiệm (in vitro) 

 Trên cơ sở kết quả đã được công bố trong những nghiên cứu trước đây [8, 32, 
85, 87, 149] cho thấy, OC có KLPT trong khoảng 3 – 5 kDa thể hiện hiệu ứng ức chế 
nấm bệnh, kích thích tăng trưởng và kích kháng bệnh hiệu quả trên cây trồng. Điển 
hình, kết quả nghiên cứu của Vasyukova và cộng sự (2001) cho thấy rằng OC 5 kDa 
thu được bằng phương pháp cắt mạch bởi enzyme có hoạt tính mạnh nhất so với các 
OC hoặc chitosan KLPT khác về khả năng kích kháng bệnh mốc sương (do nấm 
Phytophthora infestans gây ra) trên cây khoai tây. OC 5 kDa kích thích cây khoai tây 
tăng cường tổng hợp và tích lũy phytoalexin (Rishitin) chống nấm trong mô; hoạt hóa 
hệ thống phản vệ; tăng hoạt tính enzyme β-glucanase, lipoxygenase và chitinase 
chống sự thâm nhập và loại trừ nấm bệnh hiệu quả [149]. Kết quả của Tuan và cộng 
sự (2019) đã minh chứng OC 3 – 5 kDa thể hiện khả năng kiểm soát bệnh và kích 
kháng bệnh (kích tạo enzyme chitinase) hiệu quả đối với bệnh đốm nâu trên cây thanh 
long [87]. Hai và các cộng (2019) sự đã chứng minh OC ~5 kDa có hiệu ứng kích 
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thích tăng nảy mầm hạt đậu nành hiệu quả [9]. Nhóm tác giả Dzung và cộng sự (2017) 
[32], Thuy và cộng sự (2017) [85] đã minh chứng OC ~5 kDa được chế tạo bằng 
phương pháp chiếu xạ đồng vận (gamma Co60 + H2O2) có hiệu ứng kích thích tăng 
trưởng và hoạt tính kích kháng bệnh thán thư (do nấm Colletotrichum sp.) hiệu quả 
trên cây ớt, đồng thời hoạt tính của OC được gia tăng rõ rệt khi tạo phức với nanosilica 
(nSiO2) với nồng độ sử dụng thấp (< 100 ppm). 

 Dựa vào kết quả đặc trưng tính chất của OC và phức OC-Zn2+ ở các nội dung 
trên cũng cho thấy, OC 5,1 kDa chế tạo được có ĐĐA ~87 % không giảm đáng kể so 
với chitosan ban đầu, và đạt hiệu suất tạo phức với kẽm cao (~92 %) nên trong nội 
dung này lựa chọn phức OC5,1-Zn2+ để thực hiện đánh giá khả năng ức chế nấm C. 
truncatum gây bệnh thán thư trên đậu nành (trong điều kiện in vitro) theo nồng độ và 
tỷ lệ phần mol khác nhau. 

  Bảng 3.5: Hoạt lực kháng nấm C. truncatum (AE%) theo nồng độ của 
oligochitosan 5,1 kDa; Zn2+; và phức OC5,1-Zn2+ với tỷ lệ phần mol khác nhau 

Nghiệm thức 

ĐC  
(0 ppm) 

250 ppm 
 

500 ppm 1000 ppm 

D, mm D, mm AE, % D, mm AE, % D, mm AE, % 

OC5,1 

75,7 ± 2,1 

75,3a ± 1,5 0,4 74,7a ± 1,5 1,3 67,0a ± 1,7 11,5 

Zn2+ − − − − 44,3b ± 1,5 41,4 

OC-Zn2+ 1/0,25 61,7b ± 2,1 18,5 56,7b ± 1,5 25,1 18,7c ± 2,5 75,3 

OC-Zn2+ 1/0,5 58,7b ± 1,2 22,5 54,3b ± 2,1 28,2 06,3d ± 1,5 91,6 

OC-Zn2+ 1/1 52,3c ± 2,5 30,4 09,3c ± 2,5 87,7 <5 ~100 

CV%  3,05 4,02 5,49 

LSD0,50  3,56 3,69 3,52 

* Các giá trị trung bình trong cùng 1 cột mang ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống 
kê với mức xác suất tin cậy p < 0,05. OC-Zn2+ là phức OC5,1-Zn2+ với tỷ lệ phần mol 1/0,25; 
1/0,5; và 1/1. D (mm) là đường kính cụm khuẩn ty nấm, AE% là phần trăm ức chế sinh 
trưởng nấm. Nồng độ ppm (~mg/l) được tính trên cơ sở nồng độ của OC 5,1 kDa.  

 Hoạt lực ức chế nấm C. truncatum gây bệnh thán thư trên cây đậu nành của 
OC 5,1 kDa và của phức OC5,1-Zn2+ với các nồng độ khác nhau (250 ppm, 500 ppm, 
và 1.000 ppm) và một mẫu thử nghiệm Zn(NO3)2⋅6H2O nồng độ 390 mg/l (tương 
đương với lượng Zn2+ trong phức hợp OC5,1-Zn2+ tỷ lệ phần mol 1/0,25 sau pha 
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loãng đạt nồng độ 1.000 mg OC/lít hay ~1.000 ppm OC) được đánh giá dựa trên sự 
phát triển đường kính hệ khuẩn ty của C. truncatum trên môi trường thạch đĩa PDA. 
Các kết quả thu được như trình bày trong Bảng 3.5 và Hình 3.21 cho thấy hoạt tính 
kháng nấm gia tăng khi tăng nồng độ OC và nồng độ phức OC-Zn2+.  

 

Hình 3.21: Sự phát triển của sợi nấm C. truncatum trên các đĩa thạch PDA có bổ 
sung các chất thử nghiệm OC 5,1 kDa; Zn2+; và phức OC5,1-Zn2+ với tỷ lệ phần 

mol khác nhau (1/0,25; 1/0,5; 1/1) 

 Xu hướng tăng hiệu lực kháng nấm theo chiều tăng nồng độ của OC cũng được 
Kewsuwan và cộng sự (2014) ghi nhận kết quả tương tự khi thực nghiệm với chủng 
nấm Colletotrichum gloeosporioides gây thán thư trên cây ớt nuôi cấy trên môi trường 
thạch đĩa PDA có bổ sung OC cắt mạch bức xạ. Cụ thể là, ở nồng độ OC từ 0,001 
đến 0,01% (~10 − 100 ppm) trong PDA không cho thấy bất kỳ hoạt động ức chế nào 
đối với nấm C. gloeosporioides. Dải nồng độ OC 0,05 và 0,1% (~500 − 1.000 ppm) 
có hoạt tính ức chế thấp (tương ứng khoảng 11,3% − 12,7%). Đối với nồng độ cao từ 
0,5% và 1% (5.000 − 10.000 ppm) thì hiệu lực ức chế nấm đạt cao trong khoảng 
42,9% − 65,2%. Tác giả kết luận rằng sự phát triển nấm của C. gloeosporioides bị ức 
chế hoặc chậm lại khi môi trường nuôi cấy nấm được bổ sung 0,05% (~500 ppm) OC 
chiếu xạ trở lên, và OC cắt mạch bằng chiếu xạ có tiềm năng sử dụng như một chất 
thay thế để kiểm soát bệnh thán thư ở cây ớt [111]. Kết quả thu được cũng tương tự 
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như báo cáo của Li và cộng sự (2016) về hiệu quả ức chế nấm Fusarium sambucinum 
gây bệnh thối khô trên cây tiêu Tứ Xuyên (Zanthoxylum bungeanum) bởi OC, và hiệu 
lực ức chế nấm theo kiểu phụ thuộc nồng độ trong khoảng khảo sát 200 − 1.000 ppm. 
Hiệu ứng ức chế nấm bởi OC được tác giả nhận định là do kết quả của sự tương tác 
trực tiếp của chúng với nấm gây bệnh thối khô ở thân cây Z. bungeanum [150]. 

 Ngoài ra, kết quả Bảng 3.5 cũng cho thấy phức OC5,1-Zn2+ với hàm lượng 
Zn2+ càng cao thì thể hiện hoạt tính kháng nấm càng mạnh. Cụ thể, các giá trị AE lần 
lượt là 75,1%; 91,7%; và ~100% tương ứng đối với phức OC5,1-Zn2+ có tỷ lệ mol 
(−NH2/Zn2+) lần lượt là 1/0,25; 1/0,5; và 1/1.  

 Khi so sánh giữa các mẫu thử nghiệm như trong Bảng 3.5, hoạt tính kháng 
nấm của phức OC5,1-Zn2+ cao hơn so với hoạt tính kháng nấm của chỉ OC và hoặc 
là Zn2+. Cụ thể, các giá trị AE đạt lần lượt là 11,6%; 44,1%; và 75,1% tương ứng với 
OC 5,1 kDa, Zn2+ và phức OC5,1-Zn2+ tỷ lệ phần mol 1/0,25. Những kết quả này 
cũng chỉ ra rằng giá trị AE của phức OC-Zn2+ đạt cao hơn tổng giá trị AE của OC và 
Zn2+. Theo Duy và cộng sự (2011) và Guibal và cộng sự (2014) đã nêu rằng hiệu ứng 
đồng vận là hiệu ứng tác động đồng thời của hai tác nhân (hoặc chất phản ứng) lớn 
hơn tổng hiệu ứng của các tác nhân tác động riêng rẽ [27, 92]. Dựa vào khái niệm 
trên và kết quả hoạt tính kháng nấm thu được cho thấy tác dụng đồng vận trong hiệu 
quả kháng nấm đối với nấm C. truncatum của OC và Zn2+ đã diễn ra khi cả hai được 
kết hợp thành dạng phức OC-Zn2+.  

 Hoạt tính kháng nấm đồng vận của chitosan và Cu2+ đối với nấm Botrytis 
cinerea gây bệnh mốc xám và nấm Plasmopara viticola gây bệnh sương mai trên cây 
nho cũng đã được Aziz và cộng sự (2006) ghi nhận [56]. Wang và cộng sự (2004) 
cũng đã báo cáo rằng hoạt tính kháng khuẩn của phức chitosan-Zn2+ cao hơn so với 
chitosan từ 2 − 8 lần và so với Zn2+ từ 4 −16 lần [36]. Ngoài ra, Khan và cộng sự 
(2013) cũng thông báo rằng phức chitosan-Zn2+ thể hiện hoạt tính kháng khuẩn, 
kháng nấm phổ rộng và hiệu ứng của chitosan được tăng cường khi tạo phức với kẽm 
(hiệu ứng đồng vận). Đồng thời phức chitosan-Zn2+ tỷ lệ mol 1/1 thể hiện hiệu quả 
kháng khuẩn, kháng nấm cao hơn so với phức chitosan-Zn2+ tỷ lệ mol 2/1, nghĩa là 
nồng độ kẽm trong phức càng cao thì hiệu ứng kháng vi sinh vật càng mạnh [37]. 

 Nguyên nhân xảy ra hiệu ứng đồng vận của phức có thể được giải thích là do 
khi chitosan hoặc OC tạo phức chelate với Cu2+ hay với Zn2+, mật độ điện tích dương 
trên phân tử của chúng được tăng cường. Do đó, các phức thuận lợi hơn cho sự tương 
tác với các thành phần anion của tế bào vi sinh vật và thể hiện hoạt tính kháng khuẩn, 
kháng nấm cao hơn so với chitosan hoặc OC [36, 37, 56].  
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 Như đã được công bố rộng rãi, hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm của chitosan 
hoặc OC bắt nguồn từ bản chất polycation (polymer tích điện dương) của nó. Tương 
tác tĩnh điện giữa chitosan mang điện tích dương và các thành phần chủ yếu là anion 
mang điện tích âm trên bề mặt tế bào vi sinh vật (chẳng hạn như lipopolysaccharide 
và protein bề mặt tế bào) đóng vai trò chính trong hoạt động kháng khuẩn. Những 
tương tác này làm thay đổi hoặc phá vỡ cấu trúc màng, từ đó ly giải thành phần nội 
bào và sau cùng dẫn đến gây chết tế bào. Hơn nữa, chitosan có KLPT thấp hoặc là 
OC được cho là có thể dễ dàng thâm nhập vào tế bào vi sinh vật, tạo tương tác với 
DNA, ức chế tổng hợp mRNA và dịch mã tổng hợp protein [57, 150, 151].  

 Trên cơ sở kết quả thu được ở Bảng 3.5 và Hình 3.21, các phức OC-Zn2+ với 
tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) là 1/0,5 được lựa chọn để tiếp tục khảo sát. 

3.4. Hiệu ứng sinh học của phức oligochitosan-Zn2+ trên cây đậu nành trồng 
trong nhà kính 

 Chitosan, được phát hiện lần đầu tiên năm 1859 bởi Rouget - nhà sinh lý học 
người Pháp, là polymer sinh học có nhiều đặc tính hữu ích nên thu hút nhiều sự quan 
tâm nghiên cứu. OC, một sản phẩm từ chitosan cắt mạch, có hoạt tính sinh học (bảo 
vệ, kích thích sinh trưởng, kích kháng bệnh cho cây trồng) đã được minh chứng là 
cao hơn so với chitosan [4, 116]. Tuy nhiên, với mưu cầu khai thác tối đa các tính 
năng quý giá của loại polysaccharide tự nhiên này, các nhà nghiên cứu luôn tiếp tục 
thực hiện cải biến tạo chế phẩm có hoạt tính sinh học vượt trội hơn. Tạo phức chất 
giữa chitosan/OC với ion kim loại (Cu2+, Zn2+) được xem là một trong những giải 
pháp mang lại hiệu quả cao do đảm bảo và gia tăng tính năng của polymer và của ion 
kim loại, đồng thời tăng hiệu quả sử dụng ion kim loại và hạn chế mức ly giải kim 
loại ra môi trường [38, 96]. Phức chitosan-Cu2+ đã được minh chứng có hoạt tính 
kháng bệnh cây trồng theo tác động đồng vận (synergistic effect) [151]. Phức 
chitosan-Zn2+ hoặc OC-Zn2+ thể hiện hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm hiệu quả cao 
[36, 37]. Tuy nhiên, cho đến nay thông tin về hiệu ứng kích thích sinh học 
(biostimulating) trên cây trồng của phức OC-Zn2+ còn rất hạn chế. Trong nghiên cứu 
này đã thực hiện và trình bày kết quả hiệu ứng kích thích sinh học (sinh trưởng, phòng 
trừ bệnh) của các phức OC-Zn2+ trên cây đậu nành, với các kết quả thu được như sau: 

3.4.1. Hiệu quả kích tạo chitinase, kích thích sinh trưởng và kiểm soát bệnh trên 
cây đậu nành của phức oligochitosan-Zn2+ với oligochitosan KLPT khác nhau  

 Để xác định được hoạt tính enzyme chitinase từ mẫu lá đậu nành bằng phương 
pháp so màu, trước hết cần lập đường chuẩn của sản phẩm thủy phân cơ chất đặc hiệu 
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của enzyme (huyền phù chitin). Kết quả mối tương quan giữa nồng độ đường khử N-
acetyl-D-glucosamine (GluNAc) với giá trị mật độ quang (OD540) hấp thụ UV-Vis đo 
tại bước sóng 540 nm của dung dịch đường khử sau phản ứng tạo màu với DNS (Hình 
3.22). Trong khoảng nồng độ GluNAc 0,1 – 1,0 µmol/ml có hệ số tương quan cao (R 
= 0,9993) và phương trình đường chuẩn thiết lập được là: OD540 = 1,3563X – 0,1209 
(với X là nồng độ µmol/ml của GluNAc). Dựa vào đường chuẩn này để tính toán giá 
trị hoạt tính enzyme chitinase trên tất cả mẫu lá đậu nành thí nghiệm. 

 

Hình 3.22: Đường chuẩn N-acetyl-D-glucosamine (GluNAc) theo mối tương quan 
nồng độ (µmol/ml) với mật độ quang (∆OD540) 

 Các thông số tăng trưởng (tổng hàm lượng chlorophyll, chiều cao cây, hàm 
lượng tích lũy chất khô) được ghi nhận tại thời điểm 36 ngày sau gieo của cây đậu 
nành xử lý phun phức OC-Zn2+ với OC KLPT khác nhau như trình bày trên Bảng 3.6. 
Kết quả cho thấy, các nghiệm thức xử lý phun phức OC-Zn2+ thì thông số sinh trưởng 
cây đậu nành đều cao và khác biệt ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng 
(phun nước), ngoại trừ phức OC-Zn2+ với OC KLPT 7,8 kDa.  

 Tuy nhiên, so sánh kết quả đó giữa các phức OC-Zn2+ thì thông số tăng trưởng 
gần như không khác biệt ý nghĩa. Kết quả này chứng tỏ rằng OC có KLPT trong 
khoảng 2,5 − 7,8 kDa, khi tạo phức với kẽm thì gần như không thay đổi hiệu quả kích 
thích tăng trưởng trên cây đậu nành. Điều này có thể xuất phát từ các lý do sau: thời 
gian khảo sát chưa đủ dài và tại nồng độ 50 ppm; phân đoạn OC KLPT thấp hiện diện 
trong dung dịch OC; hiệu quả của hiệu ứng đồng vận giữa Zn2+ với OC trong khoảng 
KLPT 2,5 − 7,8 kDa không khác biệt rõ ràng. Tuy nhiên, theo kết quả nghiên cứu của 
Dzung và cộng sự (2017) khi xử lý 50 ppm OC 2,5 kDa trên cây ớt cho kết quả về 
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sinh khối tươi, sinh khối khô có sự khác biệt thống kê so với OC 5,0 kDa và 7,8 kDa 
nhưng tổng hàm lượng chlorophyll thì không khác biệt [32]. Kết quả của Luan và 
cộng sự (2006) cho thấy chitosan chiếu xạ 100 kGy (KLPT trung bình 16 kDa) kích 
thích gia tăng sinh khối tươi của lúa đại mạch cao hơn các loại chitosan chiếu xạ 25, 
50, 75 và 200 kGy nhưng hầu như sự khác biệt không đạt ý nghĩa thống kê. Tuy 
nhiên, nhóm tác giả này thực hiện tách phân đoạn KLPT của mẫu chitosan chiếu xạ 
100 kGy, kết quả thử nghiệm trên cây đại mạch và cây đậu nành đã xác định khoảng 
KLPT OC < 3 kDa đã kích thích gia tăng sinh khối tươi đạt cao và khác biệt ý nghĩa 
thống kê so với các loại phân đoạn KLPT lớn hơn [152]. 

 Bảng 3.6: Tổng hàm lượng chlorophyll, chiều cao cây và hàm lượng tích lũy 
chất khô của cây đậu nành được xử lý phun các dung dịch phức oligochitosan-Zn2+ 
với OC KLPT khác nhau, cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5 (tại thời điểm ngày thứ 36 sau gieo) 

Nghiệm thức 
Tổng chlorophyll, 

(mg/g lá tươi) 

Chiều cao cây, 

(cm) 

Hàm lượng chất 
khô, (g/cây) 

ĐC (phun nước) 1,79b  ± 0,18 37,2b  ± 1,53 5,11b  ± 0,22 

OC2,5-Zn2+ 2,53a  ± 0,31 43,8a  ± 2,75 5,77a  ± 0,33 

OC5,1-Zn2+ 2,32a  ± 0,27 42,3a   ± 5,57 5,86a  ± 0,30 

OC7,8-Zn2+ 2,15ab ± 0,24 40,8ab ± 2,75 5,42ab ± 0,29 

CV% 11,68 5,98 5,19 

LSD0,05 0,48 4,62 0,54 

* Các giá trị trung bình trong cùng 1 cột mang ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống 
kê với mức xác suất tin cậy p < 0,05.  

  Muley và cộng sự (2019) cũng ghi nhận không có sự khác biệt về hàm lượng 
chlorophyll trên cây khoai tây giữa nghiệm thức xử lý chitosan và OC trong khoảng 
nồng 25 – 100 ppm [77]. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu của Zou và cộng sự (2015) 
cũng cho thấy rằng ĐĐA của OC có ảnh hưởng đáng kể đến sinh trưởng và khả năng 
chống chịu mặn của cây lúa mỳ [66].  

 Cùng với hiệu ứng kích thích tăng trưởng của OC thì kẽm là một thành phần 
chính của các enzyme khác nhau như oxidoreductase, transferase và hydrolase,.. tham 
gia vào quá trình hình thành carbohydrate và diệp lục tố. Đồng thời kẽm cũng là một 
thành phần của protein ngón tay kẽm, được biết là liên kết với DNA và RNA để điều 
hòa gen trong quá trình sinh trưởng phát triển cây trồng [153]. Hiệu ứng gia tăng rõ 
rệt về kích thích tăng trưởng, tăng quang hợp, tăng hoạt tính enzyme kháng oxi hóa 
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trong cải bắp khi xử lý phun kẽm đã được Hajiboland và cộng sự (2010) minh chứng 
[154]. Công thức chitosan-Zn2+ đã được đánh giá về khả năng sinh trưởng và phát 
triển hiệu quả trên cây đậu [81]. Hơn thế nữa, khi xử lý phun kẽm và các phức 
chitosan-Zn2+ ngoài hiệu ứng kích thích tăng trưởng, kích kháng bệnh thì còn làm 
tăng tích lũy kẽm trong sản phẩm nông phẩm, điều này có ý nghĩa rất quan trọng là 
nguồn bổ sung kẽm cho vật nuôi và con người tiêu thụ [44, 113]. 

 

Hình 3.23: Hoạt tính chitinase tại các thời điểm (ngày) sau chủng bệnh trên cây đậu 
nành đã được xử lý phun các dung dịch phức oligochitosan-Zn2+ với OC có KLPT 
khác nhau, cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5. Thanh sai số (error bar) biểu thị cho độ lệch chuẩn 
(standard deviation) của các giá trị trung bình với ít nhất 3 lần lặp; Các giá trị trên cùng 1 thời 
điểm có ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống kê với mức xác suất tin cậy p <0,05.  

 Kết quả hiệu ứng kích tạo hoạt tính enzyme chitinase (CA) trên đậu nành theo 
thời gian sau khi phun nấm C. truncatum gây nhiễm bệnh của các phức OC-Zn2+ với 
OC có KLPT khác nhau được trình bày trong Hình 3.23. Kết quả cho thấy giá trị CA 
của cây đậu nành được xử lý bằng các phức OC-Zn2+ khác nhau đều cao hơn đáng kể 
so với nghiệm thúc đối chứng + (phun nước – phun bệnh). Hơn nữa, trong số các 
phức khảo sát, thì phức OC5,1-Zn2+ và phức OC2,5-Zn2+ đã kích tạo CA đạt lần lượt 
là 12,04 và 11,22 mU/g lá tươi là cao hơn đáng kể so với CA của phức OC7,8-Zn2+ 
(8,43 mU/g lá tươi) và đối chứng + (2,79 mU/g lá tươi) vào ngày thứ 3 sau phun bệnh.  
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 Qua kết quả thu được như trên, chứng tỏ rằng hiệu quả kích tạo chitinase trên 
đậu nành của phức OC-Zn2+ có sự phụ thuộc vào KLPT của OC. Cụ thể, KLPT của 
OC càng thấp thì hiệu ứng kích tạo CA càng cao. Kết quả của tác giả Rodríguez và 
cộng sự (2007) về hiệu ứng kích kháng bệnh đạo ôn (do nấm Pyricularia grisea 
(Cooke) Sacc.) trên cây lúa cũng minh chứng rằng hiệu quả kích tạo enzyme chitinase 
bởi OC cao và nhanh hơn so với chitosan [78]. Xu hướng tương tự cũng được ghi 
nhận đối với OC và phức OC-SiO2 trên cây thanh long [87].  

 Tuy nhiên, kết quả ở Hình 3.23 cho thấy hiệu ứng kích tạo chitinase trên cây 
đậu nành của phức OC5,1-Zn2+ và phức OC2,5-Zn2+ gần như không có sự khác biệt 
đáng kể, mặc dù KLPT của OC khác nhau. Nguyên do vẫn chưa được làm sáng tỏ. 
Tuy nhiên trong trường hợp này, có thể là do ảnh hưởng bởi sự khác biệt về độ 
deacetyl (ĐĐA) của OC, cụ thể là ĐĐA ~72% đối với OC 2,5 kDa so với ~87% của 
OC 5,1 kDa.  

 Theo kết quả nghiên cứu của Younes và cộng sự (2014), hiệu lực kháng nấm 
trong điều kiện in vitro của OC cũng phụ thuộc vào ĐĐA [155]. OC có ĐĐA cao thì 
chứa nhiều nhóm amin (−NH2) hơn và sẽ làm tăng khả năng liên kết với Zn2+, đồng 
nghĩa làm tăng mật độ điện tích dương. Kết quả là làm tăng sự tương tác của OC-
Zn2+ với các tế bào nấm, dẫn đến gây ức chế hoặc tiệt trừ sự phát triển của nấm [37, 
148]. Kết quả thu được về hiệu quả kích tạo enzyme chitinase gây ra trên đậu nành 
của phức OC5,1-Zn2+ cũng tương tự như kết quả của phức OC-Cu2+ trên cây nho như 
đã được công bố bởi Aziz và cộng sự (2006). Mặc dù các tác giả chưa giải thích rõ 
ràng về cơ chế, nhưng kết quả thu được cho thấy rõ ràng là hiệu quả kích tạo enzyme 
chitinase chủ yếu phụ thuộc vào KLPT, ĐĐA và nồng độ của OC [56].  

 Hơn nữa, cần xem xét thêm sự khác biệt về cấu trúc của các OC có cùng ĐĐA 
nhưng khác nhau kiểu phân bố của các đơn vị D-glucosamine và N-acetyl-D-
glucosamine trong phân tử OC [156]. Theo Pusztahelyi (2018) đã tóm tắt hiệu ứng 
kích thích phản vệ ở cây trồng bởi chitosan hoặc OC thông qua các hoạt động: thay 
đổi thông lượng ion, axít hóa tế bào chất, phân cực màng tế bào, phosphoryl hóa 
protein, kích tạo chitinase và glucanase, lignin hóa, tạo ROS, sinh tổng hợp jasmonic, 
tạo phytoalexin và hoạt hóa biểu hiện gen liên quan phản vệ, kích tạo chất ức chế 
proteinase của vi sinh vật, hình thành callose,.. . Không giống như các tác nhân kích 
thích khác, dẫn xuất polysaccharide không gây phản ứng tăng mẫn cảm quá mức 
(hypersensitive reaction – có thể gây chết tế vào ký chủ), đồng thời chitosan hoặc OC 
kích hoạt đáp ứng phòng vệ mang tính hệ thống (systemic acquired resistance-SAR) 
và mức độ phụ thuộc chủ yếu vào ĐĐA và KLPT của chúng [157]. 
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 Hiệu quả kích tạo chitinase của phức OC-Zn2+ được xem là tín hiệu hệ thống 
phản vệ được kích hoạt làm gia tăng khả năng phòng trừ nấm bệnh cho cây đậu nành. 

 

Hình 3.24: Tỷ lệ bệnh (DI%) và chỉ số bệnh (DS%) thán thư tại thời điểm 21 ngày 
sau chủng bệnh trên các cây đậu nành đã được xử phun các dung dịch phức 

oligochitosan-Zn2+ với OC KLPT khác nhau, cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5  
Các giá trị trên cùng 1 hình mang ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống kê với mức 

xác suất tin cậy p <0,05.  

 Kết quả tỷ lệ bệnh (DI) và chỉ số bệnh (DS) của cây đậu nành được xử lý phun 
các dung dịch phức OC-Zn2+ với OC KLPT khác nhau (2,5 kDa; 5,1 kDa; và 7,8 kDa) 
như trình bày trên Hình 3.24. Các nghiệm thức xử lý với phức OC-Zn2+ đều thể hiện 
hiệu lực kiểm soát bệnh thán thư thông qua giá trị các chỉ số DI, DS thấp hơn so với 
nghiệm thức đối chứng + (phun nước – phun nhiễm bệnh).  

 Hơn nữa, qua kết quả trên cho thấy các phức OC-Zn2+ với OC KLPT thấp thì 
hiệu quả kiểm soát bệnh thán thư tốt hơn so với OC KLPT cao. Cụ thể, giá trị DI chỉ 
từ 36,7% đến 41,3% và DS từ 18,3% đến 19,7% đối với nghiệm thức OC-Zn2+ có 
KLPT của OC 2,5 kDa và 5,1 kDa là thấp hơn so với trường hợp 7,8 kDa (DI 46,7% 
và DS 29,3%). Nguyên nhân sự khác nhau về hiệu lực ức chế bệnh của phức OC-
Zn2+ từ OC KLPT khác nhau có thể được giải thích chủ yếu là do hiệu ứng tác động 
gián tiếp [45] với mức độ khác nhau xuất phát từ OC KLPT khác nhau. Hiệu quả kích 
kháng bệnh của phức OC-Zn2+ (liều xử lý 50 ppm) đạt được trong nghiên cứu này là 
cao hơn so với kết quả nghiên cứu của Prapagdee và cộng sự (2007) về hiệu ứng kích 
kháng bệnh chết nhanh do nấm Fusarium solani f.sp. glycines gây ra trên cây đậu 
nành bởi chitosan KLPT 200 kDa. Để đạt được hiệu quả kháng bệnh và kích tạo 
chitinase đạt tối đa thì liều xử lý chitosan là 3 mg/ml (~3.000 ppm) [79].  
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Kết quả nghiên cứu của Tuan và cộng sự (2019) đã cho thấy OC với KLPT 3 
kDa là hiệu quả nhất trong việc bảo vệ cây thanh long trước sự nhiễm nấm 
Neoscytalidium dimidiatum gây bệnh đốm nâu (chỉ số bệnh đạt thấp nhất) và kích tạo 
cao nhất hoạt tính enzyme chitinase so với các mẫu OC có KLPT cao hơn là 5 kDa 
và 7 kDa [87]. Mặt khác, Aziz và cộng sự (2006) thông báo rằng xử lý phun OC với 
KLPT 1,5 kDa sẽ kích thích gây tạo mạnh nhất phytoalexin, enzyme glucanase và 
chitinase trong lá nho so với OC KLPT 3,0 kDa và 10 kDa [56].  

Hiệu quả kích tạo các sản phẩm trao đổi chất thứ cấp có hoạt tính kháng bệnh 
trong cây trồng bởi tác động của chitosan, OC được nhiều nghiên cứu xác nhận là 
phụ thuộc vào tính chất hóa lý, phương pháp áp dụng, đặc biệt là nồng độ xử lý, ĐĐA 
và KLPT. Kết quả nghiên cứu của Falcón-Rodríguez và cộng sự (2011) đã báo cáo 
rằng nồng độ OC cần thiết để kích tạo hoạt tính enzyme đạt mức tối đa thì thấp hơn 
10 lần so với nồng độ chitosan. Lý do của sự khác biệt được cho là OC linh động có 
thể dễ dàng tiếp cận, vượt qua hệ thống ngăn cản vật lý, liên kết với thụ thể màng tế 
bào và thâm nhập vào nội bào thực vật hơn so với chitosan KLPT lớn [158].  

Yang và cộng sự (2012) cũng đã công bố kết quả về hiệu quả kháng nấm 
Monilinia fructicola gây bệnh thối nâu trên quả đào của chitosan (360 kDa) và OC (6 
kDa). Kết quả minh chứng OC hiệu quả cao hơn so với chitosan. Nhóm tác giả đã 
biện luận rằng, ngoài hiệu ứng ức chế nấm trực tiếp còn có cơ chế tác động gián tiếp 
chiếm ưu thế trong hiệu lực kiểm soát bệnh [115]. Hơn nữa, kết quả nghiên cứu của 
Zahid và cộng sự (2015) về hiệu quả kích kháng bệnh thán thư trên đậu nành bởi dung 
dịch vi nhũ chitosan cũng đã minh chứng rằng kích thước hạt vi nhũ 200 nm thể hiện 
hiệu ứng kích tạo hệ thống enzyme phản vệ kháng bệnh mạnh hơn so với kích thước 
hạt lớn hơn là 400 nm và 600 nm [112]. Do vậy, khi nghiên cứu hiệu lực phòng trừ 
bệnh cây trồng của phức chitosan hoặc OC với chất chelate thì thông số về KLPT và 
nồng độ luôn luôn ưu tiên khảo sát. Từ các quả thu được ở trên về hiệu ứng kích thích 
tăng trưởng, hiệu lực kích tạo chitinase kháng bệnh và mức độ kiểm soát bệnh thán 
thư, phức OC5,1-Zn2+ được lựa chọn để thực hiện các nội dung nghiên cứu tiếp theo. 

3.4.2. Hiệu quả kích tạo chitinase, kích thích sinh trưởng và kiểm soát bệnh trên 
cây đậu nành của phức oligochitosan-Zn2+ theo nồng độ 

 Chitosan, OC đã được xác nhận là hoạt chất tự nhiên có hoạt tính dinh dưỡng 
sinh học (bioferitilizer), trừ bệnh sinh học (biopesticide), kích thích sinh học 
(biostimulant). Chế phẩm chitosan hoặc OC thể hiện hoạt tính kháng khuẩn, kháng 
nấm, kháng vi rút phổ rộng, hỗ trợ tích cực cho cây trồng chống lại bệnh hại hiệu quả 
và đồng thời chitosan, OC cũng thể hiện hiệu ứng kích thích tăng trưởng và năng suất 
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cây trồng. Hoạt tính của chúng có sự phụ thuộc vào cách thức áp dụng (bón gốc, phun 
lá,..) và nồng độ [77, 159, 160]. Hơn nữa, chitosan hoặc OC khi kết hợp với muối 
kẽm đã thể hiện hiệu ứng kích thích sinh học hiệu quả trên cây trồng theo kiểu phụ 
thuộc nồng độ [81, 160].  

 Kết quả tổng hàm lượng chlorophyll, chiều cao cây, hàm lượng tích lũy chất 
khô của cây đậu nành được xử lý phun lá dung dịch phức OC5,1-Zn2+ theo nồng độ 
khác nhau, tại thời điểm 36 ngày sau gieo như đã được trình bày trên Bảng 3.7. Có 
thể thấy rằng, các thông số tăng trưởng của cây đậu nành ở các nghiệm thức có xử lý 
phun phức OC5,1-Zn2+ đều cao hơn so với nghiệm thức đối chứng (phun nước). Tuy 
nhiên, xử lý phun phức OC5,1-Zn2+ với nồng độ lớn hơn 50 ppm (tính theo nồng độ 
OC 5,1 kDa) thì các chỉ số trên đạt cao hơn và khác biệt ý nghĩa thống kê so với 
nghiệm thức đối chứng. Mặc dù vậy, khi áp dụng phun phức OC5,1-Zn2+ với nồng 
độ 100 ppm thì các thông số tăng trưởng của cây đậu nành đạt được gần như không 
cao hơn so với nghiệm thức phun phức OC5,1-Zn2+ 50 ppm. Kết quả thu được như ở 
Bảng 3.7, cũng chỉ ra rằng nồng độ xử lý phun lá dung dịch phức OC5,1-Zn2+ tại 50 
ppm là phù hợp nhất trong các nghiệm thức khảo sát. 

 Bảng 3.7: Tổng hàm lượng chlorophyll, chiều cao cây và hàm lượng tích lũy 
chất khô của cây đậu nành được xử lý phun các dung dịch phức oligochitosan-Zn2+ 
tỷ lệ phần mol 1/0,5 theo nồng độ khác nhau (tại thời điểm ngày thứ 36 sau gieo) 

Nghiệm thức 
Tổng Chlorophyll, 

(mg/g lá tươi) 
Chiều cao cây, 

(cm) 
Hàm lượng chất 

khô, (g/cây) 

ĐC (nước) 1,99b ± 0,12 36,00b ± 2,50 5,08b ± 0,15 

OC-Zn2+ - 25ppm 2,15ab ± 0,20 37,83ab ± 2,52 5,82ab ± 0,30 

OC-Zn2+ - 50ppm 2,31a ± 0,15 41,17a ± 1,53 6,46a ± 0,60 

OC-Zn2+ - 100ppm 2,41a ± 0,12 42,50a ± 3,12 6,30a ± 0,78 

CV% 6,85 6,31 8,83 

LSD0,05 0,29 4,68 0,98 

* Các giá trị trên cùng 1 cột có chứa ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống kê với mức 

xác suất tin cậy p <0,05. Phức Oligochitosan 5,1 kDa – Zn2+, cùng tỷ lệ phần mol 1/0,5.  

 Kết quả nhận được cũng phù hợp với công bố của Luan và cộng sự (2006) về 
hiệu ứng kích thích tăng trưởng của OC cắt mạch bằng bức xạ trên lúa mỳ và cây đậu 
nành [152] và công bố của Dzung (2005) trên cây đậu nành và cây đậu phọng [161]. 
Ngoài ra, kết quả ảnh hưởng của nồng độ phun phức OC5,1-Zn2+ nhận được cũng có 
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xu hướng tương tự như báo cáo của Palacio-Márquez và cộng sự (2021), khi phun 
dung dịch chitosan-Zn2+ nồng độ 50 ppm cho hiệu ứng tăng trưởng, năng suất trên 
đậu cô ve đạt tốt nhất [162]. Phun dung dịch chitosan-Zn2+ làm gia tăng hiệu quả sinh 
khối, hiệu suất quang hợp và độ dẫn khí khổng, enzyme chuyển hóa đạm nitrate 
reductase, sản lượng, chlorophyll, hàm lượng amino axít và protein trong cây đậu. 

 Hiệu ứng kích thích tăng trưởng cây đậu nành của phức OC5,1-Zn2+ đạt được 
gần như đều cao hơn khi so sánh với kết quả xử lý cobalt nano của nhóm tác giả Hong 
và cộng sự (2019) [130]. Nguyên nhân có thể là do vai trò quan trọng của kẽm trong 
hoạt động sinh lý – sinh hóa đối với cây trồng, đồng thời cả muối kẽm nitrate và OC 
còn được xem là nguồn cung cấp đạm bổ sung cho cây trồng [162].  

 Hiệu quả kích thích tăng trưởng cây trồng thông qua khả năng cải thiện các 
quá trình sinh lý sinh hóa của kẽm [154] và chitosan hoặc OC đã được nghiên cứu 
chi tiết và được thừa nhận trước đây [74, 163]. Khi xử lý cây trồng ở nồng độ thích 
hợp thì kẽm, OC kích thích gia tăng hiệu suất quang hợp, cân bằng hormone, tăng 
phiên mã mRNA, kích thích tăng sinh tổng hợp protein và đường, tăng tổng hợp 
enzyme kháng oxi hóa, kháng bệnh, tăng khả năng cố định đạm [164].  

 Gần đây, Patel và cộng sự (2020) đã công bố kết quả xử lý phức chitosan-ZnO 
nano trên cụm mô chồi (callus) cây thuốc lá cho thấy hiệu ứng của phức làm gia tăng 
các chỉ tiêu sinh trưởng và tăng khả năng chống chịu với điều kiện gây hại cho callus, 
nhờ vào hiệu ứng cung cấp nguồn đạm bổ sung, giảm tốc độ thoát hơi nước, tăng khả 
năng hấp thu nước và dưỡng chất, kích hoạt hệ enzyme kháng oxi hóa, và đặc biệt là 
dạng phức làm tăng hiệu quả sử dụng kẽm, duy trì hiệu ứng do tính năng ly giải kẽm 
thích hợp [119]. Tuy nhiên, khi sử dụng nồng độ cao thì có khả năng gây ức chế sự 
sinh trưởng phát triển và gây hại cho cây trồng do có thể phá vỡ cân bằng nội môi 
[112, 153, 165, 166] và kích tạo quá mức các tác nhân oxi hóa mạnh (ROS) [119]. 

 Ngoài hiệu ứng kích thích gia tăng các chỉ số tăng trưởng, phun phức OC5,1-
Zn2+ còn thể hiện hiệu quả kích tạo hoạt tính enzyme chitinase trên cây nành theo 
kiểu phụ thuộc nồng độ (Bảng 3.8). Kết quả nhận được cho thấy rằng hoạt tính 
chitinase trong cây đậu nành ở các nghiệm thức xử lý với phức OC5,1-Zn2+ đều cao 
hơn và khác biệt thống kê so với nghiệm thức đối chứng +. Tuy nhiên, nghiệm thức 
xử lý phức OC5,1-Zn2+ ở nồng độ thấp (25 ppm) thì thời gian kích tạo chitinase đạt 
giá trị tối đa (CA~8,7 mU/g lá tươi) là 5 ngày (tính từ thời điểm phun chủng bệnh). 
Trong khi đó, các nghiệm thức xử lý phun OC5,1-Zn2+ với nồng độ cao hơn (50 ppm 
và 100 ppm) thì thời gian kích tạo chitinase đạt tối đa (tương ứng là CA~13,2 và 14,3 
mU/g lá tươi) tại ngày thứ 3 sau phun chủng bệnh. Hơn nữa, quan sát kết quả hiệu 
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lực kích tạo chitinase giữa nghiệm thức phun OC5,1-Zn2+ 50 ppm và nghiệm thức 
phun OC5,1-Zn2+ 100 ppm thì giá trị CA không có sự khác biệt ý nghĩa thống kê.  

 Bảng 3.8: Hoạt tính chitinase (mU/g lá tươi) tại các thời điểm (ngày) sau 
chủng bệnh trên cây đậu nành đã được xử phun các dung dịch phức oligochitosan-
Zn2+ với OC 5,1 kDa, tỷ lệ phần mol 1/0,5 theo nồng độ khác nhau (tính trên cơ sở 
nồng độ của OC) 

Nghiệm thức 0 ngày 1 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 

ĐC (nước) 0,59c ± 0,05 0,66c ± 0,09 0,72c ± 0,10 0,55d ± 0,08 0,69d ± 0,07 

ĐC (+) 0,63c ± 0,10 1,82c ± 0,52 2,11c ± 0,35 3,42c ± 0,54 2,64c ± 0,60 

OC-Zn2+ -25ppm 4,14b ± 0,85 5,93b ± 0,86 8,08b ± 1,02 8,69b ± 0,62 7,67b ± 0,74 

OC-Zn2+ -50ppm 6,25a ± 0,78 8,73a ± 1,50 13,16a ± 1,04 11,22a ± 0,88 9,57a ± 0,92 

OC-Zn2+ -100ppm 6,11a ± 0,91 8,95a ± 0,95 14,33a ± 0,94 10,51a ± 1,08 10,81a ± 0,95 

CV% 18,60 17,50 10,270 10,54 11,60 

LSD0,05 1,20 1,66 1,44 1,32 1,32 

* Các giá trị trên cùng 1 thời điểm có chứa 1 ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống kê 

với mức xác suất tin cậy p <0,05. ĐC (+): Phun nước – phun bệnh; OC-Zn2+: Phức oligochitosan 
5,1 kDa – Zn2+. Nồng độ tính trên cơ sở nồng độ của OC 5,1 kDa.  

 Kết quả thu nhận được như trên Bảng 3.8 chứng tỏ rằng khi xử lý phun cây 
đậu nành với phức OC5,1-Zn2+ nồng độ 50 ppm là thích hợp (hoạt lực kích tạo 
chitinase cao và đáp ứng nhanh). Kết quả ảnh hưởng của nồng độ phức OC5,1-Zn2+ 
đến hiệu quả kích tạo enzyme chitinase trên cây đậu nành cũng có xu hướng tương 
tự như kết quả được công bố bởi Adamuchio-Oliveira và cộng sự (2020) về nghiên 
cứu hiệu ứng kích tạo enzyme kháng bệnh (chitinase, glucanase) trên cây cà chua của 
phức chitosan-Cu2+ chelate. Nhóm tác giả này cũng ghi nhận xử lý phức chitosan-
Cu2+ chelate với nồng độ chitosan ~50 ppm và Cu2+ chelate 150 ppm - 200 ppm thì 
gia tăng mức độ sinh trưởng, phát triển và khả năng kích hoạt hệ thống phòng vệ, 
tăng hoạt tính chitnase, đồng thời ức chế hiệu quả mức độ nhiễm bệnh phấn trắng do 
nấm Leveillula taurica gây ra trên cây cà chua [121].  

 Hiệu quả ức chế bệnh thán thư trên cây đậu nành được xử lý phun phức OC5,1-
Zn2+ với nồng độ khác nhau tại thời điểm 21 ngày sau chủng bệnh như trình bày trên 
Hình 3.25. Kết quả cho thấy rằng, hiệu quả kiểm soát bệnh thán thư có sự phụ thuộc 
vào nồng độ của phức OC5,1-Zn2+. Nồng độ càng cao, hiệu quả ức chế bệnh càng 
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cao. Cụ thể, tỷ lệ bệnh DI 68,3%; 36,7%; 28,3% và chỉ số bệnh DS 45,7%; 12,7%; 
11,3% tương ứng đối với nồng độ phun phức OC5,1-Zn2+ là 25 ppm, 50 ppm, 100 
ppm; kết quả này đều thấp hơn so với nghiệm thức đối chứng + (DI 89,7% và DS 
75,3%). Tuy nhiên, so sánh kết quả ức chế bệnh thán thư giữa 2 nghiệm thức xử lý 
phun phức OC5,1-Zn2+ 50 ppm và 100 ppm thì các giá trị thu được không có sự khác 
biệt ý nghĩa thống kê. Giá trị DI và DS của 2 nghiệm thức này giảm tương ứng 59 − 
69%; và 83 − 85% so với đối chứng +.  

 

Hình 3.25: Tỷ lệ bệnh (DI%) và chỉ số bệnh (DS%) thán thư tại thời điểm 21 ngày 
sau chủng bệnh trên các cây đậu nành đã được xử phun các dung dịch phức 

oligochitosan-Zn2+ với nồng độ khác nhau (OC 5,1 kDa - Zn2+, tỷ lệ phần mol 1/0,5)  

ĐC (+): Phun nước – phun bệnh; OCZ-25, -50, -100: tương ứng là phức OC5,1-Zn2+ với 
nồng độ 25ppm, 50ppm, và 100ppm. Các giá trị trên cùng 1 hình mang ký tự giống nhau thì 

không khác biệt ý nghĩa thống kê với mức xác suất tin cậy p <0,05.  

  Từ kết quả này có thể thấy rằng, xử lý phun phức OC5,1-Zn2+ nồng độ 50 
ppm là thích hợp cả về mặt sinh trưởng phát triển và khả năng phòng trừ bệnh thán 
thư cho cây đậu nành.  

 Kết quả nhận được cũng tương tự như công bố của Dzung và cộng sự (2017) 
[32] và Thuy và cộng sự (2017) [85] về hiệu lực kiểm soát bệnh thán thư trên cây ớt 
của phức OC-nSiO2. Cho đến nay, cơ chế ức nấm bệnh trên cây trồng của phức 
OC5,1-Zn2+ vẫn chưa được giải thích đầy đủ. Tuy nhiên, hiệu lực phòng trừ nấm bệnh 
của chitosan hoặc OC chiếu xạ được gia tăng đáng kể khi kết hợp với kẽm ở dạng 
phức [37, 110]. Cơ chế kháng nấm bệnh của chitosan hoặc OC và kẽm đã được lý 
giải theo hai cách: tác động trực tiếp (tương tác và gây độc trực tiếp tế bào nấm bệnh, 
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ngăn cản sự tiếp xúc của mầm bệnh với tế bào thực vật) và gián tiếp (kích hoạt hệ 
thống phòng vệ của cây trồng bao gồm tăng sinh tổng hợp các enzyme phân giải mầm 
bệnh như glucanase, chitinase) [47, 55, 153]. Mức độ kích kháng bệnh của chitosan, 
OC và dạng phức với kim loại cũng đã được công nhận là có sự phụ thuộc vào KLPT 
của chúng và nồng độ sử dụng. Đề làm rõ hơn về mức độ tác động của phức OC với 
Zn2+, các kết quả liên quan được trình bày trong nội dung nghiên cứu tiếp sau. 

3.4.3. Hiệu quả tác động kích tạo chitinase, kích thích sinh trưởng và kiểm soát 
bệnh trên cây đậu nành của phức oligochitosan-Zn2+ so với OC và Zn2+ 

 Trước khi phun nấm bệnh (tại ngày thứ 36 sau gieo hạt hay 01 ngày sau phun 
chất thử nghiệm lần thứ 03) để khảo sát hiệu ứng kích tạo chitinase, tiến hành lấy 
mẫu đo một số chỉ tiêu sinh trưởng của cây đậu nành.  

 Bảng 3.9: Tổng hàm lượng chlorophyll, chiều cao cây và hàm lượng tích lũy 
chất khô của cây đậu nành được xử lý phun các dung dịch OC 5,1 kDa; phức 
oligochitosan-Zn2+ tỷ lệ mol 1/0,5; và Zn2+ (tại thời điểm ngày thứ 36 sau gieo) 

Nghiệm thức 
Tổng chlorophyll, 

(mg/g lá tươi) 
Chiều cao cây, 

(cm) 
Hàm lượng chất 

khô, (g/cây) 

ĐC (phun nước) 1,84b  ± 0,15 34,7b  ± 2,25 4,96b  ± 0,20 

Zn2+ 1,89b  ± 0,13 35,8b  ± 2,75  5,12b  ± 0,36 

OC 5,1  2,03ab ± 0,20 38,5ab ± 3,77 5,34ab ± 0,56 

OC 5,1-Zn2+ 2,26a  ± 0,11 42,3a   ± 1,26 5,96a  ± 0,31 

CV% 7,57 7,06 7,05 

LSD0,05 0,29 5,23 0,71 

* Các giá trị trung bình trong cùng 1 cột mang ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống 
kê với mức xác suất tin cậy p < 0,05. Nồng độ phun: OC5,1 - 50 ppm; Zn2+- 8,75 ppm; OC5,1-
Zn2+ - (50 ppm OC + 8,75 ppm Zn2+).  

 Kết quả Bảng 3.9 và Hình 3.26 cho thấy rằng cây đậu nành ở nghiệm thức xử 
lý phun phức OC5,1-Zn2+ tại nồng độ 50 ppm (tính theo nồng độ OC) có hàm lượng 
chlorophyll, chiều cao cây, và hàm lượng tích lũy chất khô đạt cao nhất trong các 
nghiệm thức khảo sát. Cụ thể, hàm lượng chlorophyll tổng số đạt 2,26 mg/g lá tươi, 
chiều cao cây đạt 42,3 cm, và hàm lượng chất khô đạt 5,96 g/cây là cao hơn có nghĩa 
thống kê so với nghiệm thức đối chứng (phun nước) và nghiệm thức phun kẽm (nồng 
độ phun 8,75 ppm Zn2+). Tuy nhiên, các kết quả đạt được ở nghiệm thức phun phức 



94 

 

OC5,1-Zn2+ thì không có khác biệt ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức OC 5,1 kDa 
tại thời điểm khảo sát. So sánh các thông số trên cũng cho thấy rằng các kết quả thu 
được ở nghiệm thức phun OC 5,1 kDa không đủ khác biệt ý nghĩa thống kê so với 
nghiệm thức phun kẽm. Từ các kết quả nhận được như trên, có thể thấy rằng ở nồng 
độ Zn2+ ~8,75 ppm gần như không thể hiện hiệu quả kích thích sinh trưởng phát triển 
cây đậu nành. Tuy nhiên khi kẽm kết hợp với OC trong dạng phức OC-Zn2+ thì hiệu 
ứng kích thích tăng trưởng được tăng lên đáng kể.  

 

Hình 3.26: Cây đậu nành tại thời điểm ngày thứ 36 sau gieo được phun các dung dịch 
OC 5,1 kDa; phức oligochitosan-Zn2+ (tỷ lệ phần mol 1/0,5); và Zn2+  

 Kết quả nhận được tương tự như công trình nghiên cứu của Palacio-Márquez 
và cộng sự (2021). Nhóm tác giả nghiên cứu phun qua lá cây đậu cô ve (Phaseolus 
vulgaris L.), kết quả hiệu quả tăng trưởng tốt nhất đối với muối kẽm nitrate là 50 ppm 
Zn2+, nhưng khi kết hợp muối kẽm với chitosan thì hàm lượng Zn2+ chỉ cần 25 ppm 
là đạt hiệu quả cao tương tự [162]. Do vậy, sự kết hợp Zn2+ với OC hoặc chitosan ở 
dạng phức chelate có ý nghĩa lớn, không chỉ tăng cường và kéo dài hoạt tính sinh học 
cho OC và hoặc là chitosan mà còn góp phần giảm liều sử dụng và hạn chế lãng phí 
nguyên tố kẽm vi lượng [53]. 

  Thực vật có khả năng kích hoạt hệ thống phòng vệ của chúng chống lại mầm 
bệnh và những tác động bất lợi (stress), trong đó bao gồm cả việc kích tạo và tích lũy 
enzyme chitinase khi bị mầm bệnh tấn công. Chitinase là một trong những nhân tố 
quan trọng trong hệ thống bảo vệ của thực vật do khả năng làm phân hủy cấu trúc 
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màng của tế bào vi sinh vật [57]. Bên cạnh đó, phản ứng kích tạo và gia tăng hoạt 
tính enzyme chitinase trong thực vật có thể được tạo ra bởi các tác nhân phi sinh học 
(abiotic agent) như axít salicylic, muối, ozone, kim loại,.. và các tác nhân sinh học 
(biotic agent) như vi sinh vật và oligosaccharide [151]. Hiệu quả kích kháng bệnh 
thán thư trên cây đậu nành thông qua đánh hoạt tính kích tạo enzyme chitinase của 
phức OC-Zn2+ được trình bày như sau: 

   Bảng 3.10: Hoạt tính chitinase (mU/g lá tươi) tại các thời điểm (ngày) sau 
chủng bệnh trên các cây đậu nành đã được xử lý phun các dung dịch OC 5,1 kDa; 
phức oligochitosan-Zn2+ với tỷ lệ phần mol 1/0,5; và Zn2+.  

Nghiệm thức 0 ngày 1 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 

ĐC (nước) 0,65d ± 0,10 0,76d ± 0,08  0,74e ± 0,12  0,63d ± 0,11 0,67d ± 0,15 

ĐC (+) 0,67d ± 0,09 1,94c ± 0,25  2,73d ± 0,36  3,18c ± 0,38 2,51c ± 0,29 

Zn2+ 2,29c ± 0,54 2,65c ± 0,56  3,94cd ± 0,74  3,69c ± 0,51 2,31c ± 0,32 

OC 5,1 kDa 3,85b ± 0,23 5,38b ± 0,65  6,69b ± 1,07  5,79b ± 0,67 5,67b ± 1,09 

OC5,1-Zn2+ 6,31a ± 1,54 8,79a ± 1,43 11,56a ± 1,12 10,59a ± 0,95 9,77a ± 1,03 

CV% 16,74 15,14 13,98 12,43 14,07 

LSD0,05 0,84 1,08 1,18 1,08 1,07 

* Các giá trị trên cùng 1 thời điểm có ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống kê với mức 

xác suất tin cậy p <0,05. Mẫu ĐC (+): Phun nước – phun bệnh.  

 Các kết quả trong Bảng 3.10 cho thấy cây đậu nành (đối chứng-chỉ phun nước) 
có hoạt tính chitinase (CA) đạt ~0,7 mU/g lá tươi, giá trị này gần như tương tự với 
CA của mô sẹo đậu nành được nuôi cấy trong môi trường thạch Murashige-Skoog, 
theo báo cáo của Hirano và cộng sự (2001) [80]. Sau khi chủng nấm C. truncatum để 
gây bệnh thán thư, CA của cây đậu nành (đối chứng +) tăng lên và đạt giá trị cao nhất 
~3,18 mU/g lá tươi vào ngày thứ 5. Mức độ kích tạo chitinase trên cây đậu nành (đối 
chứng +) sau khi gây nhiễm nấm C. truncatum là gần giống với trường hợp gây nhiễm 
nấm Fusarium solani gây hội chứng chết nhanh trên cây đậu nành [79]. Gupta và 
cộng sự (2017) cũng ghi nhận hoạt tính enzyme chitinase trên cải xoăn (Eruca sativa) 
tăng lên và đạt tối đa sau ~2 ngày chủng nấm bệnh Alternaria brassicicola [167]. 

 Giá trị CA ở các cây đậu nành sau phun OC 5,1 kDa (OC5,1), Zn2+ và phức 
OC5,1-Zn2+ lần thứ 3 cao hơn đáng kể so với mẫu đối chứng (phun nước). Cụ thể, 
ngay trước khi phun mầm bệnh (0 ngày), giá trị CA ở cây được xử lý bằng Zn2+, OC 
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5,1 kDa, và phức OC5,1-Zn2+ đạt lần lượt là 2,29; 3,85; và 6,31 mU/g lá tươi, tăng 
tương ứng là 3,52; 5,92; và 9,71 lần so với cây đối chứng (0,65 mU/g). Đến ngày thứ 
3 sau khi phun mầm bệnh, CA của các cây đậu nành được xử lý với Zn2+, OC 5,1 
kDa, và phức OC5,1-Zn2+ đạt giá trị cao nhất lần lượt là 3,94; 6,96; và 11,56 mU/g lá 
tươi so với 2,73 mU/g lá tươi của mẫu đối chứng + (phun nước – phun nhiễm bệnh).  

 Kết quả nhận được cũng cho thấy rằng kẽm thể hiện hiệu ứng kích kháng bệnh 
trên cây đậu nành thông qua giá trị CA tăng cao hơn so với các cây đối chứng. Hiệu 
ứng kích tạo enzyme liên quan đến phòng vệ trên cây trồng (Superoxide Dismutase - 
SOD, Phenylalanine ammonia lyase - PAL) và kháng thể thực vật (phytoalexin) như 
camalexin (là một alkaloid indole được tìm thấy trong cây họ cải, chất chuyển hóa 
thứ cấp có chức năng ngăn chặn vi khuẩn vật gây bệnh) của kẽm đã được xác nhận 
[55]. Ngoài ra, sự tích tụ kẽm ở lá với nồng độ < 300 mg/kg cũng đã được ghi nhận 
là gây độc trực tiếp cho vi sinh vật gây bệnh nhưng không gây độc cho cây trồng [53].  

 Kết quả trên Bảng 3.10 cũng cho thấy OC KLPT 5,1 kDa thể hiện hiệu ứng 
kích tạo enzyme chitinase hiệu quả hơn so với kẽm. Hiệu quả kích tạo enzyme kháng 
bệnh trên cây trồng bởi OC đã được nhiều công trình nghiên cứu minh chứng [77, 
150, 152]. Hiệu ứng kích kháng của OC chủ yếu liên quan đến khả năng kích thích 
hệ miễn dịch tự nhiên của thực vật và tăng sức đề kháng của thực vật đối với tác động 
bất lợi (stress). Điều này có liên quan đến nhiều loại thay đổi sinh lý và sinh hóa trong 
cây trồng. Chẳng hạn như đáp ứng với tác nhân oxi hóa: kích hoạt tích tụ H2O2, tổng 
hợp các chất chuyển hóa thứ cấp (hợp chất polyphenolic, phytoalexin, flavonoid, 
alkaloid), tổng hợp enzyme phân giải mầm bệnh (chitinase, glucanase, protease) và 
chất ức chế tăng trưởng (axít abscisic, axít jasmonic, axít salicylic); và tích lũy lignin 
và callose. Tác dụng của OC đối với thực vật được phản ánh trong những thay đổi 
trong cấu trúc chromatin, ức chế hoạt động H+-ATPase trong màng tế bào, kích hoạt 
MAP kinase và tăng nồng độ Ca2+ trong tế bào [5, 51]. 

 Ngoài ra, kết quả trên Bảng 3.10 cũng cho thấy CA được kích tạo bởi phức 
OC5,1-Zn2+ trên cây đậu nành (11,56 mU/g lá tươi) đạt cao hơn so với tổng giá trị 
CA (10,63 mU/g lá tươi) của các mẫu xử lý OC 5,1 kDa (6,69 mU/g lá tươi) và Zn2+ 
(3,94 mU/g lá tươi). Kết quả này chỉ ra rằng phức OC5,1-Zn2+ đã thể hiện hiệu ứng 
đồng vận (synergistic effect) kích tạo CA làm tăng khả năng kháng bệnh thán thư. 
Hiệu quả kích tạo enzyme chitinase trên cây đậu nành cao bởi phức OC5,1-Zn2+ có 
thể là do tác động đồng thời và tăng cường hiệu quả cho nhau giữa OC và Zn2+.  

 Theo Mejía-Teniente và cộng sự (2010), OC thuộc về chất kích thích sinh học 
ngoại sinh (exogenously biogenic elicitor), còn Zn2+ thuộc về chất kích thích phi sinh 
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học (abiogenic elicitor), và cả hai đều có thể gây ra phản ứng phòng vệ của thực vật 
[168]. Hiệu ứng đồng vận kích kháng bệnh thán thư (kích tạo enzyme chitinase) của 
phức OC-Zn2+có thể được giải thích như sau: 

 Đầu tiên, các nhóm amin (−NH2) tích điện dương của các phân tử OC tương 
tác với các thành phần bề mặt tích điện âm của tế bào nấm, dẫn đến những thay đổi 
lớn về tính chất bề mặt tế bào, làm rò rỉ chất nội bào, và cuối cùng là gây chết tế bào 
nấm. Sau đó, các mảnh vỡ từ các tế bào nấm bị phân hủy sẽ hoạt động như nguồn tín 
hiệu (kháng nguyên) gây kích hoạt hệ thống phòng vệ của cây trồng. Mặt khác, các 
nhóm acetyl (−NHCOCH3) trên phân tử OC có ái lực cao với một số protein thụ thể 
(receptor) trên màng tế bào thực vật (điển hình là CEBiP ở cây lúa). Và một khi các 
tương tác được thiết lập, nó tạo ra dòng thác các tín hiệu kích hoạt hệ thống miễn dịch 
của thực vật và kích tạo ra enzyme chitinase [169]. 

 Thứ hai, Zn2+ đã được coi là chất kích kháng nấm cho thực vật do tác dụng 
gây độc trực tiếp đối với tế bào nấm bệnh và tác động gián tiếp thông qua kích hoạt 
các con đường điều hòa và sinh tổng hợp của hệ thống phản vệ của thực vật [55].  

 Kết quả thu được về tác động đồng vận kích tạo enzyme chitinase trên đậu 
nành của phức OC5,1-Zn2+ tương tự như kết quả của hỗn hợp OC-Cu2+ trên cây nho 
[56] và phức chitosan-Cu2+ trên cây dưa chuột [151]. Các tác giả này cũng nhận định 
rằng: mặc dù chỉ riêng chitosan hoặc OC đã có tác dụng kích kháng nhưng khi tạo 
phức với đồng thì cho phép giảm liều lượng sử dụng để bảo vệ thực vật. Hiệu ứng 
đồng vận bao gồm i) hiệu quả của phức tốt hơn so với chitosan hoặc OC riêng rẽ, ii) 
đồng (Cu2+) tăng cường tác dụng kích thích trực tiếp của chitosan. Ngoài ra, đặc tính 
bám dính của chitosan trên lá có lẽ góp phần cố định và ly giải đồng ổn định trên lá 
trong thời gian tiếp xúc lâu hơn hay hiệu ứng được kéo dài. 

 Gần đây hơn, Tuan và cộng sự (2019) công bố kết quả về hiệu lực kháng bệnh 
đốm nâu trên cây thanh long được đánh giá bằng cách đo hoạt tính enzyme chitinase 
và mức độ bệnh sau khi phun OC 3,0 kDa, nSiO2, phức nSiO2-OC3,0 và gây nhiễm 
nấm bệnh đốm nâu Neoscytalidium dimidiatum [87]. Kết quả cho thấy sau 120 giờ 
gây nhiễm trở đi, phức nSiO2-OC cũng thể hiện tác dụng đồng vận (CA đạt ~6,32 
mU/g mô tươi) với hiệu quả cao hơn so với OC hoặc nSiO2 riêng rẽ. So với kết quả 
này, thì phức OC-Zn2+ trên cây đậu nành đạt (CA ~11,56 mU/g lá tươi) cao hơn so 
với phức nSiO2-OC. Nguyên nhân có thể do khác nhau về thành phần tạo phức và về 
loại cây (cây thanh long có lớp sáp và lớp vỏ cutin dày nên hạn chế tiếp xúc). Hiệu 
ứng kích tạo chitinase của phức OC-Zn2+ trên cây đậu nành đạt mức cao đã góp phần 
tích cực giúp cây kháng hiệu quả bệnh thán thư do nấm C. truncatum gây ra.  
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 Như được biết, đa số giống cây đậu nành mẫn cảm với nấm C. truncatum ở tất 
cả các giai đoạn sinh trưởng phát triển, đặc biệt là từ khi nở hoa đến khi đậu quả. 
Triệu chứng rõ nét nhất xuất hiện trên tán lá là các mảng màu nâu với tâm màu xám 
ở mặt trên và màu như vết cháy sém ở mặt dưới lá. Bệnh gây thiệt hại đáng kể do làm 
giảm thế vững của cây, giảm chất lượng hạt giống, giảm khả năng nảy mầm và giảm 
năng suất. Các triệu chứng trên lá bao gồm hoại tử gân lá, cuống lá, thối cuống lá và 
rụng lá sớm. Tuy nhiên, giai đoạn bệnh trên quả là gây hại nặng nhất. Triệu chứng 
của bệnh thường xuất hiện ở giai đoạn sinh sản sớm trên thân, vỏ quả và cuống lá là 
các vết bệnh màu nâu sẫm, lõm và có hình dạng không đều. Các triệu chứng có thể 
tiến triển thành bệnh thối quả, rụng quả non và giảm hạt chắc [63, 65].  

 

Hình 3.27: Biểu hiện bệnh thán thư trên cây đậu nành sau 07 ngày chủng nấm C. 
truncatum. A) Biểu hiện lá bị bệnh; B) ĐC (phun nước); C) ĐC (+) phun nước – phun 

bệnh; D: Phun phức OC5,1-Zn2+ và phun bệnh  

  Kết quả Hình 3.27 cho thấy rằng sau 07 ngày phun bệnh, các cây đậu nành 
nghiệm thức đối chứng + (phun nước – phun bệnh) đã xuất hiện triệu chứng bệnh rõ 
ràng thông qua các đốm nâu sẫm phân bố trên các bề mặt lá. Trong khi đó, các dấu 
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hiệu của bệnh thán thư gần như không đáng kể trên các cây đậu nành ở nghiệm thức 
xử lý phun phức OC-Zn2+. Điều này chứng tỏ, cây đậu nành thí nghiệm nhạy với 
chủng nấm C. truncatum; và phức OC-Zn2+ có hiệu ứng kích kháng và phòng trừ 
bệnh thán thư hiệu quả trên cây đậu nành. 

  Bảng 3.11: Tỷ lệ bệnh (DI%) và chỉ số bệnh (DS%) thán thư tại thời điểm 21 
ngày sau chủng bệnh trên các cây đậu nành đã được xử phun các dung dịch OC 5,1 
kDa; phức oligochitosan-Zn2+ tỷ lệ phần mol 1/0,5; và Zn2+  

Nghiệm thức Tỷ lệ bệnh (DI, %) Chỉ số bệnh (DS, %) 

ĐC (nước) KPH KPH 

ĐC (+) 91,33a ± 4,73 79,67a ± 8,50 

Zn2+ 88,67a ± 4,73 74,33a ± 6,66 

OC 5,1 63,67b ± 10,02 47,67b ± 9,02 

OC 5,1-Zn2+ 38,67c ± 7,02 17,67c ± 3,79 

CV% 9,88 13,29 

LSD0,05 13,12 13,72 

 * Các giá trị trên cùng 1 cột có ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống kê với 

mức xác suất tin cậy p <0,05. KPH: Không phát hiện. Mẫu ĐC (+): Phun nước – phun bệnh.  

 Tại thời điểm 3 tuần sau phun nhiễm bệnh (thời điểm 56 − 57 ngày sau gieo – 
cây đang ở giai đoạn hoa nở rộ), tỷ lệ bệnh và chỉ số bệnh thán thư trên cây đậu nành 
ở các nghiệm thức được xác định và trình bày trên Bảng 3.11. Kết quả nhận được cho 
thấy, nghiệm thức xử lý phun dung dịch muối kẽm nitrate với nồng độ 8,75 ppm Zn2+ 
thì tỷ lệ bệnh và chỉ số bệnh có xu hướng giảm nhưng không có sự khác biệt ý nghĩa 
thống kê so với nghiệm thức đối chứng + (phun nước – phun bệnh). Nguyên nhân có 
thể ở nồng độ Zn2+ thấp không đủ gây độc trực tiếp cho tế bào nấm cũng như lượng 
enzyme chitinase kích tạo được và mức tích lũy không đủ cao để gây ức chế nấm 
bệnh gián tiếp [53]. Có giả thuyết về hiệu ứng phản vệ bởi tác nhân kim loại cho rằng 
một số loài thực vật có khả năng siêu tích lũy kim loại và được xem như một chiến 
lược tự vệ để ngăn chặn sự tấn công của mầm bệnh. Do vậy, giữa thực vật và vi sinh 
vật luôn có sự cạnh tranh về các nguyên tố kim loại thiết yếu, đồng thời thiết lập được 
nồng độ tối thích. Như trường hợp đối với kẽm thì nồng độ Zn2+ không vượt quá 300 
ppm, vì trên nồng độ này sẽ gây độc cho tế bào thực vật đồng thời giảm khả năng 
kháng cũng như diệt mầm bệnh [54].  
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  Kết quả Bảng 3.11 cũng cho thấy nghiệm thức OC 5,1 kDa và nghiệm thức xử 
lý với phức OC5,1-Zn2+ thể hiện hiệu ứng ức chế bệnh thán thư rất rõ ràng. Trong đó 
nghiệm thức xử lý với phức OC5,1-Zn2+ đạt hiệu quả ức chế bệnh cao nhất. Cụ thể 
giá trị DI ~38,7% và DS~17,7% là thấp hơn so với nghiệm thức xử lý OC (DI ~63,7% 
và DS~47,7%) và nghiệm thức đối chứng + (DI ~91,3% và DS~79,7%). Kết quả này 
cũng có liên quan thuận với kết quả kích tạo hoạt tính chitinase ở Bảng 3.10. Hoạt 
tính chitinase càng cao thì hiệu quả ức chế bệnh thán thư càng mạnh.  

 Kết quả nhận được ở đây cũng có xu hướng tương tự như báo cáo của các 
nhóm tác giả khác [32, 56, 87, 152]. Hơn nữa, hiệu lực kiểm soát bệnh thán thư so 
với đối chứng của phức OC5,1-Zn2+ là DI giảm ~58% và DS giảm ~78%. Kết quả 
này tương tự như kết quả thực nghiệm hiệu lực ức chế bệnh thán thư trên cây đậu 
nành trồng trong chậu được xử lý với các thuốc hóa học trị bệnh thông dụng 
(carbendazim, propiconazole, difenconazole,..), giảm so đối chứng trong khoảng 41% 
− 77% [65]. Do vậy, phức OC-Zn2+ rất có tiềm năng áp dụng làm chế phẩm nông 
dược trừ bệnh thán thư cho cây đậu nành. 

 Từ các kết quả thu được trong các nội dung nghiên cứu như trên cho thấy rằng 
hoạt lực ức chế nấm C. truncatum gây bệnh thán thư và hiệu quả phòng trừ bệnh thán 
thư (kích tạo enzyme chitinase, giảm chỉ số và tỷ lệ bệnh) trên cây đậu nành của phức 
OC-Zn2+ có thể được điều chỉnh bởi hàm lượng Zn2+ (thông qua tỷ lệ phần mol), OC 
hoặc bởi KLPT của OC. 

 Trên cơ sở kết quả thu được từ các nội dung nghiên cứu trên, trong công trình 
nghiên cứu này lựa chọn công thức phức OC-Zn2+ được chế tạo từ OC cắt mạch bức 
xạ có KLPT ~5,1 kDa tạo phức với Zn2+ theo tỷ lệ phần mol (−NH2/Zn2+) 1/0,5 để 
khảo sát hiệu quả kích kháng, phòng trừ bệnh và hiệu lực nông học của chế phẩm trên 
cây đậu nành trồng ở ruộng khảo nghiệm.  

3.5. Hiệu quả phòng trừ bệnh và hiệu lực nông học của phức oligochitosan-Zn2+ 
đối với cây đậu nành trồng trên ruộng thí nghiệm 

Trên cơ sở kết quả phân tích các đặc trưng tính chất hóa lý của OC 5,1 kDa; 
kết quả hoạt tính sinh học (chỉ tiêu sinh trưởng, hiệu quả phòng trừ bệnh thán thư) 
của phức OC5,1-Zn2+ (tỷ lệ mol 1/0,5) và nồng độ sử dụng phun phức OC5,1-Zn2+ 
(50 ppm) trên cây đậu nành trồng trong nhà kính; đồng thời điều kiện để thực hiện 
trên ruộng thí nghiệm có một số hạn chế, nên trong nội dung nghiên cứu này chỉ thực 
hiện khảo sát trên 3 mẫu là đối chứng, OC 5,1 kDa và mẫu phức OC5,1-Zn2+. Hơn 
nữa, trong điều kiện ruộng thí nghiệm, do nguy cơ phát tán bệnh dịch nên không được 
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phép phun nấm C. truncatum để gây nhiễm bệnh thán thư cho cây đậu nành. Do vậy, 
nội dung nghiên cứu này chỉ thực hiện khảo sát tác động của phức OC-Zn2+ đến khả 
năng phòng trừ bệnh hại và năng suất đậu nành trong điều kiện cach tác tự nhiên. 

Mục tiêu nghiên cứu của nội dung này: Đánh giá ảnh hưởng của 02 chế 
phẩm dung dịch OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ phun qua lá đến hiệu ứng kích 
kháng bệnh (kích tạo enzyme chitinase), sinh trưởng phát triển, tình hình nấm bệnh 
hại, năng suất và hiệu quả kinh tế cây đậu nành trong điều kiện canh tác thực tế trên 
đồng ruộng nhằm làm cơ sở định hướng phát triển ứng dụng chế phẩm vào thực tiễn. 

Kết quả khảo nghiệm 

3.5.1. Ảnh hưởng của oligochitosan và oligochitosan-Zn2+ đến hiệu quả phòng trừ 
bệnh hại trên cây đậu nành thời điểm ra hoa (36 - 39 ngày)  

Bảng 3.12: Hoạt tính chitinase, chỉ số sâu cuốn lá và bệnh hại trên cây đậu 
nành được xử lý phun OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ (tại thời điểm 38 ngày sau gieo) 

Nghiệm thức 

Hoạt tính 
chitinase, 

(mU/g lá tươi) 

Sâu cuốn 
lá, (%) 

Bệnh hại, (cấp) 

Đốm 
nâu 

Sương 
mai 

1. Phun nước (ĐC) 

2. Phun OC 5,1 

3. Phun OC5,1-Zn2+ 

0,88c ± 0,18 

4,15b ± 0,57 

7,93a ± 0,63 

9,43 

8,53 

7,67 

2,67a 

2,61a 

1,17b 

1,63 

1,40 

1,10 

CV% 

LSD0,05 

13,45 

1,32 

14,22 

NS 

11,58 

0,68 

10,07 

NS 

*Các số trung bình trong cùng một cột mang ký tự giống nhau thì không khác biệt ý nghĩa thống kê; 
và NS: Không có sự khác biệt ý nghĩa thống kê với mức xác suất tin cậy p <0,05. 

 Sâu bệnh là một trong những yếu tố ảnh hưởng lớn đến năng suất và chất lượng 
hạt đậu nành. Giống tốt, ngoài những tiêu chuẩn về sinh trưởng, phát triển và năng 
suất còn phải có khả năng chống chịu sâu bệnh tốt. Điều kiện khí hậu Đồng Nai thuận 
lợi cho đậu nành sinh trưởng phát triển, đồng thời cũng tạo điều kiện cho một số loại 
sâu bệnh hại phát triển và gây hại. Theo kết quả điều tra, ở giai đoạn ra hoa, cây thí 
nghiệm bị gây hại chủ yếu là sâu cuốn lá (Lamprosema indicata) tuy nhiên ở mức độ 
thấp. Kết quả trình bày ở Bảng 3.12 cho thấy sâu cuốn lá gây hại cao nhất là nghiệm 
thức đối chứng là 9,4%, các nghiệm thức phun OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ với 
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mức độ gây hại dao động từ 7,6 − 8,5% nhưng không khác biệt ý nghĩa thống kê.  

 Hiệu quả kích tạo enzyme chitinase kháng bệnh có sự khác biệt ý nghĩa giữa 
các nghiệm thức. Cụ thể tại thời điểm 3 ngày sau phun lần 03, giá trị CA đạt cao nhất 
là 7,93 mU/g lá tươi đối với nghiệm thức phun phức OC5,1-Zn2+, so với 4,15 mU/g 
lá tươi khi xử lý với OC 5,1 kDa, trong khi mẫu đối chứng là 0,88 mU/g lá tươi. 

Về kết quả bệnh gây hại cho thấy các nghiệm thức thí nghiệm đều bị đốm lá 
(Septoria glycines), và sương mai (Peronospora manshurica) nhưng chủ yếu gây hại 
tầng lá già bên dưới và ở mức độ nhẹ không gây ảnh hưởng lớn đến sinh trưởng của 
cây đậu nành. Martos và cộng sự (2016) đã minh chứng hiệu lực kích kháng nấm 
bệnh và tăng trưởng cây rau hiệu quả cao của kẽm thông qua tác động gây độc trực 
tiếp lên tế bào nấm bệnh và hiệu ứng gián tiếp thông qua kích ứng hệ thống phản vệ 
tế bào thực vật [55]. Cabot và cộng sự (2019) cũng đã công bố hiệu quả ức chế nấm 
bệnh của phức kẽm nhờ vào hiệu ứng tác động thích hợp và duy trì [53]. Palacio-
Márquez và cộng sự (2021) cũng minh chứng hiệu quả kích thích tăng trưởng, tăng 
năng suất nổi trội của phức chitosan-Zn2+ trên cây đậu do gia tăng khả năng đồng hóa 
đạm và tăng hiệu suất quang hợp [162]. 

3.5.2. Ảnh hưởng của oligochitosan và oligochitosan-Zn2+ đến các chỉ tiêu sinh 
trưởng và các yếu tố cấu thành năng suất của đậu nành  

Bảng 3.13: Các chỉ tiêu sinh trưởng và các yếu tố cấu thành năng suất của đậu 
nành được xử lý phun OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ 

Nghiệm thức 
Chiều cao cây 

(cm) 
Trọng lượng 
khô, (g/5 cây) 

Trọng lượng 
1.000 hạt, (g) 

1. Phun nước (ĐC) 

2. Phun OC 5,1 kDa 

3. Phun OC5,1-Zn2+ 

44,43 

47,67 

48,67 

109,33b 

131,17a 

140,93a 

152,1 

150,7 

154,8 

CV(%) 

LSD0,05 

8,63 

NS 

11,16 

10,42 

8,61 

NS 

*NS: Không có sự khác biệt ý nghĩa thống kê với mức xác suất tin cậy p <0,05. 

Qua số liệu trình bày ở Bảng 3.13 và Hình 3.28 cho thấy khi sử dụng OC 5,1 
kDa và phức OC5,1-Zn2+ phun bổ sung qua lá 03 lần trong suốt thời gian sinh trưởng 
của cây đậu nành trồng trên đất đỏ bazan cho thấy: chiều cao cây khác biệt không có 
ý nghĩa thống kê, với chiều hướng cao hơn khi phun OC 5,1 kDa và phức OC5,1-
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Zn2+, chiều cao đạt từ 47,6 − 48,8 cm so với chiều cao 44,4 cm khi phun nước. Trọng 
lượng 1.000 hạt khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với đối chứng tuy nhiên cũng 
có chiều hướng lớn hơn khi sử chế phẩm phun lá OC và OC-Zn2+.  

Chỉ tiêu trọng lượng khô có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với đối chứng, 
dao động từ 131,2 − 143,9 g/5cây so với 105,3 g/5cây khi phun nước, chứng tỏ khi 
phun OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ đã thúc đẩy quá trình trao đổi chất tốt hơn 
giúp cây tổng hợp và tích lũy dưỡng chất tốt hơn nên tạo sinh khối lớn hơn. Kết quả 
của Costales và cộng sự (2016) cũng đã ghi nhận hiệu quả kích thích tăng trưởng trên 
cây đậu nành được xử lý phun OC có xu hướng tăng chiều cao cây, số lá, số quả, hàm 
lượng chất khô và tăng lượng nốt sần. Phun lá OC làm tăng hàm lượng chlorophyll, 
tăng hàm lượng phospho và nitơ trong lá, tăng hoạt tính enzyme nitrate reductase và 
các yếu tố khác tham gia thúc đẩy quang tổng hợp và tăng hấp thu dinh dưỡng của 
cây đậu nành [129]. 

 

Hình 3.28: Cây đậu nành giai đoạn quả chắc xanh 

3.5.3. Ảnh hưởng của oligochitosan và oligochitosan-Zn2+ đến yếu tố cấu thành 
năng suất và năng suất của đậu nành  

Kết quả trình bày ở Bảng 3.14 và Hình 3.29 cho thấy khi phun OC 5,1 kDa và 
phức OC5,1-Zn2+ đã làm tăng chỉ tiêu số quả chắc/cây và tăng năng suất thực thu từ 
11,9% đến 19,2% tương ứng so với nghiệm thức đối chứng.  
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Tuy nhiên, sau 03 lần phun OC 5,1 kDa thì chỉ tiêu quả chắc cũng như năng 
suất thực thu của đậu nành chưa đạt mức khác biệt ý nghĩa thông kê so với đối chứng. 
Trong khi đó, nghiệm thức phun phức OC5,1-Zn2+ thì chỉ tiêu số quả chắc trên cây 
và năng suất thực thu đều tăng khác biệt so với đối chứng. Cụ thể là khi phun 3 lần 
dung dịch phức OC5,1-Zn2+, chỉ tiêu quả chắc đạt 45,5 quả/cây, năng suất thực thu 
đạt 2,61 tấn/ha so với nghiệm thức đối chứng đạt giá trị tương ứng là 35,25 quả/cây 
và 2,19 tấn/ha.  

So sánh hiệu quả tăng năng suất thực thu giữa 2 nghiện thức phun OC 5,1 kDa 
và phức OC5,1-Zn2+, từ kết quả Bảng 3.14 nhận thấy rằng sự khác biệt về năng suất 
giữa các nghiệm thức không có ý nghĩa thống kê. Mặc dù vậy, khi phun phức OC5,1-
Zn2+ năng suất tăng so với đối chứng đạt 0,42 tấn/ha, cao hơn so với nghiệm thức 
phun OC 5,1 kDa (chỉ tăng 0,26 tấn/ha). 

Bảng 3.14: Các yếu tố cấu thành năng suất và năng suất của cây đậu nành 
được xử lý phun OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ 

Nghiệm thức 
Số quả chắc 

(quả/cây) 
NSTT 

(tấn/ha) 

Năng suất tăng so 
với đối chứng 

Tấn/ha % 

1. Phun nước (ĐC) 

2. Phun OC 5,1 kDa 

3. Phun OC5,1-Zn2+ 

35,25b 

40,25ab 

45,50a 

2,19b 

 2,45ab 

2,61a 

- 

0,26 

0,42 

- 

11,9 

19,2 

CV(%) 

LSD0,05 

10,12 

6,36 

9,35 

0,33 

 

* NSTT: Năng suất thực thu. 

Kết hợp kết quả Bảng 3.14 với Bảng 3.13, có thể luận ra rằng hiệu quả tăng 
năng suất đậu nành của 2 chế phẩm OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ chủ yếu là tăng 
số lượng hạt chắc trên cây. Kết quả này cũng ghi nhận trên cấy ớt [32] xử lý phun lá 
với OC. Dựa trên kết quả thu được trong nghiên cứu này và các kết quả khác [32], có 
thể suy ra rằng việc áp dụng các chế phẩm OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ phun 
qua lá cho cây đậu nành đã kích thích nở hoa tốt hơn. Điều đó có nghĩa là có nhiều 
hoa hơn để kết trái tạo hạt chắc trên mỗi cây so với đối chứng. 
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Hình 3.29: Đậu nành giai đoạn quả chín trước khi thu hoạnh 

3.5.4. Ảnh hưởng của phun oligochitosan và phức oligochitosan-Zn2+ đến năng 
suất đậu nành và hiệu quả kinh tế  

Bảng 3.15: Năng suất đậu nành và hiệu quả kinh tế. 

Nghiệm thức 
NSTT 
(tấn/ha) 

Tăng thu Tăng chi 

(1.000 đ) 

Lãi ròng 

(1.000 đ) Tấn/ha 1.000 đ 

1. Phun nước (ĐC) 

2. Phun OC 5,1 kDa 

3. Phun OC5,1-Zn2+ 

2,19 

2,45 

2,61 

- 

0,26 

0,42 

- 

4.160 

6.720 

- 

1.110 

1.170 

- 

3.050 

5.550 

Ghi chú 

- Giá đậu nành: 16.000 đ/kg 

- Oligochitosan: 70.000 đ/lít 

- Oligochitosan-Zn2+: 90.000 đ/lít  

- Công phun: 300.000 đ/ha 
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Kết quả trình bày ở Bảng 3.15 cho thấy khi sử dụng chế phẩm OC 5,1 kDa và 
phức OC5,1-Zn2+ phun bổ sung trên cây đậu nành cho năng suất tăng so với đối chứng 
chỉ phun nước từ 0,26 – 0,42 tấn/ha. Lãi ròng thu được cho người trồng đậu nành từ 
3.050.000 – 5.550.000 đ/ha/vụ.  

Hiệu quả tăng năng suất ngô đáng kể trên ruộng thí nghiệm xử lý phun Zn2+, 
chitosan, và chitosan-Zn2+ nano cũng đã được Choudhary và cộng sự (2019) công bố 
[44]. Theo Dar và cộng sự (2013) đã nêu rằng, một trong những thách thức lớn để 
triển khai ứng dụng OC và các dẫn xuất của chúng trong bảo vệ cây trồng là thiết lập 
phương pháp chế tạo lượng lớn chế phẩm có hiệu ứng cao nhưng giá thành phải chăng 
[170]. Phương pháp chiếu xạ dung dịch chitosan kết hợp lượng nhỏ H2O2 để chế tạo 
OC, và phối trộn với muối kẽm để tạo chế phẩm phức OC-Zn2+ có hiệu ứng kích tạo 
enzyme chitinase kháng bệnh hiệu quả, đồng thời không ảnh hưởng bất lợi cho sinh 
trưởng phát triển và tăng năng suất của cây đậu nành nên được đánh giá là khả thi để 
thực hiện phát triển ứng dụng vào thực tiễn. 

 Kết luận và kiến nghị từ thực nghiệm trên ruộng 

Các nghiệm thức sử dụng chế phẩm OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ thể hiện 
hiệu ứng kích kháng và phòng trừ bệnh hiệu quả thông qua hoạt tính enzyme chitinase 
tăng rõ rệt so với nghiệm thức đối chứng. 

Các nghiệm thức thí nghiệm đều bị đốm lá (Septoria glycines) và sương mai 
(Peronospora manshurica); tuy nhiên bệnh xuất hiện muộn, vào giai đoạn 50 – 60 
ngày sau gieo, chủ yếu gây hại ở tầng lá già bên dưới và ở mức độ nhẹ không gây ảnh 
hưởng lớn đến sinh trưởng và năng suất của của cây. 

Các nghiệm thức sử dụng chế phẩm OC 5,1 kDa và phức OC5,1-Zn2+ phun 
qua lá, các chỉ tiêu sinh trưởng và năng suất có chiều hướng cao hơn so với đối chứng 
phun nước. Đặc biệt phun phức OC5,1-Zn2+ đã làm gia tăng năng suất đạt ~19% và 
khác biệt so với đối chứng. Qua đó, sơ bộ lãi ròng thu được cho người trồng đậu nành 
tăng thêm từ 3.050.000 – 5.550.000 đ/ha/vụ. Mặc dù vậy, đối với áp dụng chế phẩm 
OC phun 03 lần đã thể hiện hiệu ứng kích thích tăng trưởng (hàm lượng tích lũy chất 
khô) và kích kháng bệnh (tăng hoạt tính enzyme chitinase) rõ rệt nhưng về tăng năng 
suất chưa đạt mức khác biệt có ý nghĩa so với đối chứng. Nguyên nhân có thể là phun 
3 lần chưa đủ gây tạo tăng năng suất khác biệt. 

Cần tiếp tục thực hiện khảo nghiệm đồng ruộng chế phẩm phức OC5,1-Zn2+ 
với số lần phun nhiều hơn 3 lần trên cây đậu nành nhằm tối ưu hiệu quả sử dụng chế 
phẩm để triển khai ứng dụng thực tiễn góp phần canh tác nông nghiệp bền vững, tăng 
hiệu quả kinh tế.
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

 Trên cơ sở kết quả thu được về nghiên cứu chế tạo oligochitosan (OC), phức 
oligochitosan-Zn2+ (OC-Zn2+) và hiệu ứng sinh học trong phòng trừ bệnh thán thư, 
kích tạo enzyme chitinase, kích thích tăng trưởng và tăng năng suất của cây đậu nành, 
một số kết luận chính được đưa ra như sau: 

1. Đã xác định điều kiện thích hợp (nồng độ chitosan, nồng độ H2O2, liều xạ) để cắt 
mạch chitosan tạo OC có KLPT 2,5 – 7,8 kDa. 

2. Đã chế tạo thành công phức OC-Zn2+ với tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ và OC có KLPT 
khác nhau. Phức OC-Zn2+ chế tạo từ OC 5,1 kDa và tỷ lệ mol 1/0,5 có cấu trúc 
phức theo kiểu cầu nối ổn định, đạt hơn 92% lượng Zn2+ liên kết phối trí với OC. 

3. Phức OC-Zn2+ có hiệu lực ức chế hiệu quả đối với nấm C. truncatum đạt từ 75,1 - 
100% phụ thuộc nồng độ và tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ trong thí nghiệm in vitro.  

4. Phức OC-Zn2+ thể hiện hiệu ứng kích tạo enzyme chitinase theo kiểu đồng vận và 
đồng thời gia tăng các chỉ tiêu sinh trưởng của đậu nành trong thí nghiệm nhà kính. 
Phức OC-Zn2+ chế tạo từ OC 5,1 kDa, tỷ lệ mol 1/0,5, với nồng độ xử lý phun lá 
50 ppm đạt hiệu quả cao nhất trong số các nghiệm thức khảo sát.  

5. Kết quả thí nghiệm đồng ruộng phun 03 lần qua lá dung dịch phức OC5,1-Zn2+ với 
nồng độ 50 ppm trong giai đoạn cây sinh trưởng đã làm tăng hoạt tính enzyme 
chitinase, giảm tỷ lệ và chỉ số bệnh, đảm bảo các chỉ tiêu tăng trưởng và gia tăng 
năng suất đậu nành ~19% (2,61 tấn/ha) so với đối chứng (2,19 tấn/ha). 

 Phức lai hữu cơ-vô cơ OC-Zn2+ phòng trừ bệnh hiệu quả và tăng năng suất đậu 
nành nên có tiềm năng ứng dụng trong sản xuất nông sản an toàn, bền vững. 

KIẾN NGHỊ 

 Để có thể phát triển ứng dụng thực tiễn phức OC-Zn2+ kiểm soát bệnh hại trên 
cây đậu nành, một số nội dung cần tiếp tục nghiên cứu được kiến nghị như sau: 

1. Nghiên cứu đánh giá hiệu quả kích kháng và kiểm soát một số loại bệnh khác trên 
cây đậu nành của phức OC-Zn2+. 

2. Phối hợp với các đơn vị có tiềm lực tổ chức sản xuất, triển khai khảo nghiệm diện 
rộng, hợp chuẩn hợp quy, thực hiện thủ tục cấp phép lưu hành, và thương mại hóa 
sản phẩm góp phần phát triển sản xuất nông nghiệp an toàn bền vững. 
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PHỤ LỤC KẾT QUẢ 

 

 

 

1. Đặc trưng của chitosan nguyên liệu 

2. Phổ GPC của các oligochitosan 

3. Phổ FTIR của oligochitosan và phức oligochitosan-Zn2+ 

4. Phổ 1H NMR của oligochitosan 

5. Kết quả phân tích hàm lượng kẽm trong phức oligochitosan-Zn2+ bằng 
phương pháp ICP-AES 

6. Hình ảnh khảo nghiệm hiệu ứng sinh học của oligochitosan và phức 
oligochitosan-Zn2+ đối với đậu nành trồng trên ruộng thí nghiệm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



126 

 

Phụ lục 1. Đặc trưng tính chất của chitosan nguyên liệu 
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Phụ lục 2. Giản đồ GPC của mẫu oligochitosan 

 

Giản đồ GPC của mẫu Oligochitosan KLPT 7,8 kDa 
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Giản đồ GPC của mẫu Oligochitosan KLPT 5,1 kDa 
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Giản đồ GPC của mẫu Oligochitosan KLPT 2,5 kDa 
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Phụ lục 3. Phổ FTIR của mẫu Oligochitosan và phức oligochitosan-Zn2+ 

 

Phổ FTIR của mẫu Oligochitosan KLPT 5,1 kDa 
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Phổ FTIR của mẫu Oligochitosan KLPT 2,5 kDa 
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Phổ FTIR của mẫu Phức Oligochitosan-Zn2+  
(KLPT OC 5,1 kDa, tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ 1/0,5) 
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Phổ FTIR của mẫu Phức Oligochitosan-Zn2+  
(KLPT OC 2,5 kDa, tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ 1/0,5) 
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Phục lục 3. Phổ 1H NMR của oligochitosan 

 

Phổ 1HNMR của mẫu Oligochitosan KLPT 7,8 kDa 
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Phổ 1HNMR của mẫu Oligochitosan KLPT 5,1 kDa 
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Phổ 1HNMR của mẫu Oligochitosan KLPT 2,5 kDa 
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Phụ lục 5. Hàm lượng kẽm trong mẫu phức Oligochitosan-Zn2+ 

  

Hàm lượng kẽm trong mẫu phức Oligochitosan-Zn2+ 
(KLPT OC 7,8 kDa, tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ 1/0,5) 
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Hàm lượng kẽm trong mẫu phức Oligochitosan-Zn2+ 
(KLPT OC 5,1 kDa, tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ 1/0,5) 
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Hàm lượng kẽm trong mẫu phức Oligochitosan-Zn2+ 
(KLPT OC 2,5 kDa, tỷ lệ mol −NH2/Zn2+ 1/0,5) 
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Phụ lục 6. Khảo nghiệm hiệu ứng sinh học của oligochitosan và  
phức oligochitosan-Zn2+ đối với đậu nành trồng trên ruộng thí nghiệm. 
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