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TÓM TẮT

Oligo-chitosan được điều chế bằng cách cắt mạch chitosan bằng H2O2. Các yếu tố tác 
động lên quá trình cắt mạch là nhiệt độ, nồng độ H2O2 và thời gian phản ứng. Hàm mục 
tiêu là phân tử lượng (M) và độ deacetyl hóa (DD) của oligo-chitosan. Phân tử lượng của 
oligo-chitosan phụ thuộc nhiều vào điều kiện phản ứng và đạt giá trị trong khoảng tử 3000 
đến 30414 Da. Độ deacetyl hóa của chitosan giảm từ 86% xuống 65% trong phản ứng. 
Oligo-chitosan với phân tử lượng 30414 Da và độ deacetyl hóa 78% có tác dụng kích thích 
nẩy mầm hạt lúa ở nồng độ 0,005% trong dung dịch acid acetic 0,1%.

Từ khóa: độ deacetyl hóa, hạt lúa, kích thích sinh trưởng, oligo-chitosan, phân tử lượng.

1. MỞ ĐẦU

Chitosan là một trong những dẫn xuất quan trọng nhất của chitin, một polymer thiên 
nhiên với trữ lượng lớn đứng thứ hai sau cellulose. Sản lượng chitosan trên thế giới vào thập 
niên cuối của thế kỷ 20 là khoảng 2000 tấn/năm [1]. Chitosan có thể bị thủy phân tạo nên 
chitosan có phân tử lượng thấp hơn gọi là oligo-chitosan. Oligo-chitosan có tính chất đặc trưng 
là chống lại các vi sinh vật có hại, vi khuẩn…[17]. Trên Hình 1 là công thức cấu tạo của 
chitosan.
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Hình 1. Công thức cấu tạo của chitosan

Được biết đến với hoạt tính kháng khuẩn, miễn dịch, oligo-chitosan được ghi nhận là có 
hiệu ứng chống sự xâm nhiễm của nhiều loại nấm gây bệnh thực vật thông qua cơ chế tự tạo 
kháng sinh (phytoalexin). Chức năng của oligo-chitosan không chỉ phụ thuộc vào cấu trúc hóa 
học mà còn phụ thuộc vào kích thước phân tử. Những hợp chất này thể hiện độc tính và cản trở 
sự hình thành và phát triển của nấm mốc [13, 18, 20, 21], tác dụng chống lại vi rút [3, 4, 11] , vi 
khuẩn và các côn trùng có hại khác [8, 10, 13]. Các sản phẩm này được sử dụng theo nhiều cách 
để giảm mức độ nhiễm bệnh và hạn chế sự phát triển và lan tràn mầm bệnh và do đó nâng cao 
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năng suất và chất lượng cây trồng [6]. Sự thành công phụ thuộc vào loại bệnh, nồng độ áp dụng, 
độ deacetyl hóa, độ nhớt và cách thức áp dụng như kích thích nẩy mầm [5, 16, 22] , phun lên lá 
[2, 9, 15], cải tạo đất [11], sử dụng một mình hay kết hợp với các biện pháp khác.

Trong nghiên cứu này, oligo-chitosan được tổng hợp bằng cách cắt mạch chitosan bằng 
H2O2 và sản phẩm được sử dụng để kích thích nẩy mầm hạt lúa.

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Nguyên liệu

Chitosan có độ deacetyl hóa 86% và phân tử lượng 186364 Da mua tại Công ty Hóa 
chất Hùng Tiến, Cần Thơ. Natri hydroxide 96%, acid acetic 99,5% , hydroperoxide 30%, cồn 
tuyệt đối là hóa chất tinh khiết phân tích của Trung Quốc. Giống lúa sử dụng trong thí nghiệm 
có ký hiệu là XT27 do Viện cây lương thực và cây thực phẩm chọn tạo và được trồng thử 
nghiệm từ vụ đông xuân năm 2012 tại Thừa Thiên Huế.

2.2. Điều chế oligo-chitosan

Cân chính xác 15g mẫu chitosan cho vào cốc có mỏ dung tích 1000 ml, sau đó lấy 600 
ml dung dịch CH3COOH 2% cho vào mẫu chitosan và khuấy cho đến khi tan hết. Đưa cốc chứa 
chitosan vào hệ thống điều nhiệt và tiến hành phản ứng tại các nồng độ H2O2 1, 2, 3, 4, 5% và 
nhiệt độ phản ứng 40, 50 60, 70 và 80 oC. Sau các khoảng thời gian phản ứng 2, 3, 4, 5, và 6 giờ 
lấy ra 100 ml dung dịch. Sử dụng dung dịch NH3 đậm đặc để kết tủa oligo-chitosan sau đó rửa 
bằng nước cất đến khi nước rửa trung tính và rửa lại lần cuối bằng cồn 96o. Sấy kết tủa thu được 
ở nhiệt độ 40 oC. Tiến hành xác định phân tử lượng và độ deacetyl hóa của mẫu. Một số mẫu 
được gửi đi đặc trưng bằng IR, XRD và SEM.

2.3. Xác định phân tử lượng của oligo-chitosan

Phân tử lượng của chitosan được xác định bằng phương pháp đo độ nhớt của dung dịch 
chitosan trong dung môi CH3COOH 0,25 M và CH3COONa 0,25 M ở 25 oC [26]. Độ nhớt được 
xác định theo phương pháp đo một lần và độ nhớt đặc trưng được tính theo công thức (1) [14]. 

                                                   (1)                                                        [𝜂] = 1
𝐶.(2.𝜂𝑟 ‒ 2.ln 𝜂𝑡đ)

1
2

Phân tử lượng được xác định từ phương trình Mark - Houwink

                                                                    (2)                                    [𝜂] = 𝐾.�̅�𝛼
𝑣

với K = 1,4.10-4 và  = 0,83 [19].

2.4. Xác định độ deacetyl hóa

Hòa tan 0,25 g chitosan trong dung dịch HCl rồi định mức đến 25 ml (0,1 mol/l). Sau 
đó lấy ra 10 ml để chuẩn độ bằng NaOH cho đến khi dung dịch có màu xanh da trời với chỉ thị 
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hỗn hợp metyl đỏ 0,2% và bromcrezol xanh 0,1% trong etanol tuyệt đối với tỉ lệ 1: 3 [12].

Độ deacetyl hóa được tính theo công thức (3)

                                                                        (3)
                        𝐷𝐷 % =  

203.(𝑁𝐻2) %
16 + 42.(𝑁𝐻2) %.100

trong đó,                                                                                 (𝑁𝐻2) % =  
0,016.(𝐶1𝑉1 ‒ 𝐶2𝑉2)

𝑊 .100

(4)

với C1, V1 là nồng độ và thể tích HCl có trong dung dịch, C2, V2 là nồng độ và thể tích NaOH 
tiêu tốn, W là khối lượng chitosan.

2.5. Đặc trưng tính chất của oligo-chitosan 

Nhiễu xạ tia X (XRD) được đo trên thiết bị Brucker D8 Advance, ống phát tia X với 
anod bằng Cu có bước sóng λ (Cu Kα) = 1,5406 Å. Phổ hồng ngoại (FTIR) của chitosan được 
đo trên máy FT-IR 8400S Shimadzu ở số sóng trong vùng 4000 - 400 cm-1. Ảnh hiển vi điện tử 
quét (SEM) được chụp trên thiết bị Hitachi S4800. 

2.6. Kích thích nẩy mầm hạt lúa

Hạt lúa sau khi loại bỏ hạt lép và rửa sạch được ngâm trong nước trong thời gian 24 giờ. 
Quá trình nảy mầm được tiến hành với 3 loạt mẫu. Ở loạt mẫu thứ nhất, hạt lúa được ngâm 
trong các dung dịch chitosan với nồng độ 0,05%, 0,1% và 0,15% trong dung dịch axit acetic 1% 
trong thời gian 3 giờ. Lấy ra rồi tiếp tục ủ hạt giống trong 6 ngày, mỗi ngày tưới nước ngày 2 
lần. Loạt mẫu thứ 2 được tiến hành tương tự như loạt mẫu thứ nhất, nhưng sau khi xử lý với 
chitosan thì được rửa lại một lần bằng nước. Ở loạt mẫu thứ 3, nồng độ của của chitosan cũng 
như của CH3COOH được giảm đi 10 lần và đem ủ lên mầm trực tiếp. Tiến hành đồng thời hai 
mẫu trắng là mẫu ngâm trong nước và mẫu trong dung dịch acid acetic để so sánh. Số liệu để 
đánh giá khả năng kích thích nẩy mầm của oligo-chitosan là độ cao của mầm và độ dài của rễ.

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Điều chế oligo-chitosan

3.1.1. Phân tử lượng (M) của oligo-chitosan

3.1.1.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ 

Trên hình 2 là đồ thị biểu diễn mối quan hệ giữa phân tử lượng của oligo-chitosan và 
nhiệt độ ở các nồng độ H2O2 và thời gian khác nhau. 
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Từ hình vẽ có thể nhận thấy rằng, khi nhiệt 
độ cao và thời gian phản ứng ngắn thì phân tử 
lượng có xu hướng giảm mạnh từ 30 kDa đến 
khoảng 5-7,5 kDa, nhưng khi thời gian phản ứng 
dài thì phân tử lượng giảm hầu như không đáng kể, 
từ khoảng 13 đến dưới 5 kDa, nhất là ở thời gian từ 
5 – 6 giờ. Tuy nhiên, phân tử lượng ứng với 5 nồng 
độ trên đều có xu hướng giảm khi nhiệt độ tăng và 
đặc biệt là phân tử lượng giảm nhanh khi nhiệt độ 
tăng từ 50 đến 60 oC, khi tăng nhiệt độ lên trên 60 
oC thì phân tử lượng giảm chậm lại.

Hình 2. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc của 
phân tử lượng oligo-chitosanvào nhiệt độ cắt 

mạch

Phân tử lượng của oligo-choitosan giảm theo xu hướng trên là do sự phân hủy của H2O2 
theo nhiệt độ. Ở nhiệt độ 40 và 50 oC, tốc độ phân hủy H2O2 thành gốc tự do còn nhỏ nên lượng 
gốc tự do còn ít và do đó phản ứng ít với mạch chitosan. Vì vậy, mạch chitosan chưa bị cắt 
nhiều. Khi nhiệt độ lên tới 60 oC thì tốc độ phân hủy tăng lên và lượng gốc tự do đạt cao nhất 
nên tốc độ cắt mạch là lớn nhất. Khi nhiệt độ phản ứng ở 70 oC thì hầu như toàn bộ H2O2 đã 
phân hủy hết nên phản ứng cắt mạch dừng lại và phân tử lượng của chitosan không còn giảm 
nữa. Vì vậy, nhiệt độ thích hợp cho quá trình cắt mạch là 60 oC.

3.1.1.2. Ảnh hưởng của nồng độ H2O2

Ảnh hưởng của nồng độ H2O2 lên phân tử lượng được trình bày trên hình 3. Các đồ thị 
này biểu diễn sự phụ thuộc của phân tử lượng của oligo-chitosan vào nồng độ H2O2 ở các nhiệt 
độ và thời gian khác nhau. Từ hình vẽ có thể nhận thấy rằng: Khi nồng độ H2O2 càng lớn thì quá 
trình cắt mạch xảy ra càng mạnh, phân tử lượng giảm xuống 30414 Da và giảm đến 2284 Da. 
Tất cả các đồ thị đều cho thấy xu hướng giảm phân tử lượng tuyến tính theo nồng độ H2O2 và 
khi thời gian càng dài thì tốc độ giảm phân tử lượng càng nhỏ. 

Có thể nhận thấy rằng khi nồng độ 
H2O2 tăng thì lượng gốc HO• sinh ra càng 
nhiều do đó các gốc HO• này tấn công vào 
các liên kết β-(1,4)-glycoside càng nhiều. 
Vì vậy, quá trình cắt mạch xảy ra nhanh 
hơn và phân tử lượng giảm mạnh. Đồng 
thời, khi thời gian càng dài thì mạch bị cắt 
nhiều hơn và khi nhiệt độ cao thì phản ứng 
xảy ra nhanh hơn dẫn đến phân tử lượng 
thấp hơn.

Hình 3. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc của phân tử 
lượng oligo-chitosan vào nồng độ H2O2

Như vậy, sự giảm phân tử lượng nói chung là tuyến tính theo nồng độ H2O2. Tuy nhiên, 
ở nhiệt độ 70 oC, quá trình cắt mạch diễn ra quá sâu nên không thu được oligo-chitosan. Vì vậy, 
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nồng độ H2O2 đưa vào thích hợp nhất đó là từ 1 đến 3%.

3.1.1.3. Ảnh hưởng của thời gian 

Ảnh hưởng của thời gian cắt mạch lên phân tử lượng được trình bày trên hình 4.

Từ hình vẽ có thể nhận thấy 
rằng khi kéo dài thời gian phản ứng thì 
phân tử lượng giảm. Trong khoảng thời 
gian đầu, từ 2 đến 4 giờ phản ứng xảy ra 
nhanh hơn, phân tử lượng giảm khoảng 
2 lần ứng với tất cả các nồng độ H2O2 
và nhiệt độ phản ứng. Khi thời gian 
càng dài, phản ứng xảy ra càng chậm 
lại. Ở các thí nghiệm với nồng độ H2O2 
càng cao thì tốc độ cắt mạch càng giảm.

Hình 4. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc của phân tử lượng 
oligo-chitosan vào thời gian cắt mạch

Xu hướng giảm phân tử lượng như trình bày ở trên đều do nồng độ H2O2 trong hỗn hợp 
phản ứng quyết định. Ở cùng một nồng độ H2O2 và nhiệt độ xác định thì lượng gốc OH sinh ra 
tương tác với chitosan và cắt liên kết -1,4-glycoside. Khi kéo dài thời gian phản ứng (cho tới 4 
giờ) thì sự tương tác càng nhiều và mạch bị cắt càng nhiều và làm cho phân tử lượng giảm. Sau 
4 giờ, lượng H2O2 tiêu hao gần hết nên phản ứng cắt mạch diễn ra chậm lại và dừng hẳn. Khi 
nồng độ H2O2 cao thì sự cắt mạch xẩy ra ngay từ đầu khi phản ứng mới xảy ra được 1 giờ và về 
sau, khi kéo dài thời gian cho tới 6 giờ thì mạch không còn bị cắt nhiều nữa, nhất là khi nhiệt độ 
phản ứng cao. Lúc đó H2O2 đã phân hủy hầu như hoàn toàn. Thời gian phản ứng thích hợp là 
khoảng 4 giờ.

Như vậy, từ những kết quả thu được ta thấy rằng, mạch phân tử chitosan đã được cắt 
đến khối lượng phân tử thấp hơn để tạo oligo-chitosan. Khối lượng phân tử của oligo-chitosan 
điều chế được nằm trong khoảng từ 2283 - 30414 Da. Khối lượng phân tử chitosan sau khi cắt 
mạch giảm dần khi nhiệt độ, nồng độ H2O2 và thời gian tăng dần. Điều kiện cắt mạch thích hợp 
là: nhiệt độ 60 oC, nồng độ H2O2 3% và thời gian 4 giờ.

3.1.2. Độ deacetyl hóa (DD) của oligo-chitosan

3.1.2.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ

Sự phụ thuộc độ deacetyl hóa của oligo-chitosan vào nhiệt độ ở các nồng độ H2O2 khác 
nhau được trình bày trên hình 5. Từ hình vẽ có thể nhận thấy rằng DD giảm nhẹ theo nhiệt độ, 
khoảng 1 đến 2 đơn vị từ 78 đến 76% ở các nồng độ và thời gian phản ứng trừ khi tăng nhiệt độ 
lên 70 oC và chỉ giảm mạnh, tới khoảng 66 – 76% khi thời gian cắt mạch dài (5 – 6 giờ).

Như ta đã biết, phản ứng cắt mạch xảy ra trong môi trường acid acetic nên có thể xảy ra 
phản ứng reacetyl hóa làm tăng hàm lượng nhóm –COCH3 khi phản ứng xảy ra ở nhiệt độ cao 
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và thời gian dài. Qua kết quả có thể thấy nhiệt độ phản ứng nên nằm trong khoảng 40 – 60 oC là 
phù hợp để duy trì độ deacetyl hóa ở mức cao.

Hình 5. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc độ deacetyl hóa của 
oligo-chitosan vào nhiệt độ cắt mạch

3.1.2.2. Ảnh hưởng của nồng độ H2O2

Ảnh hưởng của nồng độ H2O2 lên độ deacetyl hóa được trình bày trên hình 6. 

Từ đồ thị có thể nhận thấy rằng H2O2 góp phần làm giàm độ deacetyl hóa của oligo-
chitosan từ 78% đến 68%. Tuy nhiên, ảnh hưởng của H2O2 lớn hơn ảnh hưởng của nhiệt độ, đặc 
biệt ở nồng độ cao. Ở nồng độ H2O2 1%, độ deacetyl hóa chỉ giảm khoảng 4 đơn vị từ 78% 
xuống 74% trừ trường hợp thời gian phản ứng quá dài và nhiệt độ cao, khi đó độ deacetyl hóa 
giảm xuống 66%.

Có thể lý giải hiện tượng này như 
sau. Khi hàm lượng H2O2 lớn thì ion H+ 
sinh ra càng nhiều và làm cân bằng 
CH3COO-

 + H+
              CH3COOH chuyển 

dịch về phía tạo ra CH3COOH tức là làm 
cho nồng độ CH3COOH tăng lên nên nó 
thúc đẩy phản ứng reacetyl hóa. Vì vậy, để 
duy trì độ deacetyl hóa ở mức cao, nên sử 
dụng H2O2 ở nồng độ 1% cho quá trình cắt 
mạch.

Hình 6. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc độ deacetyl 
hóa của oligo-chitosan vào nồng độ H2O2

3.1.2.3. Ảnh hưởng của thời gian 

Sự phụ thuộc của độ deacetyl hóa vào thời gian phản ứng được trình bày trên hình 7.

Kết quả cho thấy rằng khi thời gian phản ứng kéo dài thì sự tiếp xúc của các trung tâm 
phản ứng tăng lên nên khả năng reacetyl hóa xảy ra nhiều hơn. Ảnh hưởng của thời gian lên độ 
deacetyl hóa cũng có xu hướng tương tự như ảnh hưởng của nồng độ H2O2. Khi thời gian cắt 
mạch ngắn (2 giờ) thì độ deacetyl hóa chỉ giảm từ 78% đối với nồng độ H2O2 1% tới 75% khi 
nồng độ H2O2 5%. Khi kéo dài thời gian cắt mạch, tăng nồng độ H2O2 và nhiệt độ phản ứng thì 
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độ deacetyl hóa giảm mạnh. Khi giá trị của các thông số này ở mức cao (6 giờ, 5% và 70 oC) thì 
độ deacetyl hóa giảm xuống còn 65%.

Hình 7. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc độ 
deacetyl hóa của oligo-chitosan vào thời gian

Như vậy, độ deacetyl hóa của các mẫu oligo-chitosan đo được nằm trong khoảng 65 - 
85% thấp hơn so với mẫu chitosan gốc (DD = 86%) và DD giảm dần dần theo nhiệt độ, nồng độ 
H2O2 và thời gian cắt mạch.

3.2. Đặc trưng sản phẩm oligo-chitosan

3.2.1. Đặc trưng bằng XRD

Để tìm hiểu cấu trúc tinh thể của oligo-
chitosan, chúng tôi tiến hành ghi giản đồ nhiễu xạ 
tia X (XRD) của các mẫu 40 oC, 1%, 2 giờ (M = 
30414 Da) và 40 oC, 1%, 6 giờ (M = 10872 Da). 
Giản đồ nhiễu xạ được đo trong khoảng 2θ từ 10 
đến 70o. Kết quả trình bày ở hình 8 cho thấy 2 mẫu 
chiosan đo được có 2 peak mạnh 10,5o và 20o . 
Điều này chứng tỏ chitosan thu được có cấu trúc 
tinh thể. 

Hình 8. Giản đồ nhiễu xạ XRD  của các 
mẫu oligochitosan

3.2.2. Đặc trưng bằng phổ IR

(a)

Trên hình 9 là phổ hồng ngoại với các peak 
đặc trưng của chitosan 2 mẫu 40 oC, 5%, 2h (M = 
16378 Da) và mẫu 50 oC, 5%, 3h
(M = 9721 Da). Cả 2 phổ đều có các peak đặc trưng 
ở vùng 3450 cm-1 ứng với dao động νOH của alcol tự 
do, peak 2921 và 2923 cm-1 ứng với dao động -CH- 
của metyl và peak 1633 cm-1 tương ứng với dao 
động νNHCO của nhóm NHCOR; trên cả hai phổ đều 
xuất hiện peak ứng với dao động của nhóm -NH2 ở 
1778 cm-1 của chitosan.

(b)

Hình 9. Phổ IR của mẫu oligo-chitosan
a) 40 oC, 5%, 2 giờ; b) 50 oC, 5%, 3 giờ
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3.2.3. Đặc trưng bằng ảnh SEM

Để quan sát hình thái và bề mặt của sản phẩm, chúng tôi tiến hành chụp ảnh hiển vi điện 
tử quét (SEM). Kết quả được trình bày ở hình 10.

(a)

Hình ảnh SEM của 2 mẫu chitosan 
cho thấy oligo-chitosan có cấu trúc dạng lớp, 
đó là từng lớp polymer, bề mặt không nhẵn, 
hạt có hình dạng không xác định, các lớp có 
kích thước lớn hơn 2 µm và xếp khít chồng  
lên nhau. Từ những kết quả thu được ở trên ta 
thấy bề mặt của 2 mẫu sản phẩm có khối 
lượng phân tử khác nhau, mẫu 40 oC, 1%, 2 
giờ (M = 30414 Da), mẫu 40 oC, 1%, 6 giờ     
(M = 10872 Da) đều có hình dạng giống với 
kết quả về SEM bề mặt của chitosan được 
công bố trong các tài liệu trước đây [12, 20]. (b)

Hình 10. Ảnh SEM của mẫu oligo-chitosan
a) 40 oC, 1%, 2 giờ; b) 40 oC, 1%, 6 giờ

3.3. Ứng dụng oligo-chitosan để kích thích nảy mầm hạt lúa

Như đã trình bày trong phần thực nghiệm, mỗi 
loạt mẫu sử dụng 5 loại chitosan với phân tử lượng và DD 
khác nhau. Ký hiệu mẫu được trình bày trong bảng 3.1.

Mỗi mẫu được pha ở 3 nồng độ khác nhau và 
thực hiện với 2 mẫu trắng, một mẫu là axit CH3COOH và 
một mẫu là nước cất. Tiến hành đo kích thước của mầm 
và rễ sau đó lấy giá trị trung bình và tính tỉ lệ nảy mầm. 

Bảng 3.1. Bảng DD và phân tử 
lượng (M) của 5 mẫu chitosan

Stt Kí hiệu M (Da) DD (%)
1 M1 30414 78
2 M2 13060 76
3 M3 10872 74
4 M4 13680 75
5 M5 5490 73

3.3.1. Kết quả đối với loạt mẫu thứ I

Kết quả cho thấy tỉ lệ nảy mầm các mẫu 
ngâm trong dung dịch chitosan ở các nồng độ 
khác nhau tuy cao hơn so với mẫu ngâm trong 
dung dịch acid nhưng đều thấp hơn so với mẫu 
ngâm trong nước. Tuy nhiên, ở mỗi nồng độ thì tỉ 
lệ nảy mầm lại khác nhau. Ở mẫu có DD cao thì tỉ 
lệ nảy mầm tốt hơn. Điều này cho thấy tỉ lệ nảy 
mầm phụ thuộc vào DD, nồng độ chitosan và pH 
của dung dịch.

Hình 11. Biểu đồ kích thước mầm và rễ của 
loạt mẫu thứ I

Kích thước trung bình của mầm và rễ của các mẫu được mô tả trên các biểu đồ hình 11.
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Sau khi ngâm trong dung dịch chitosan thì môi trường acid có trong dung dịch chitosan 
sẽ làm cho hạt lúa nảy mầm chậm hơn, kích thước mầm và rễ nhỏ hơn so với mẫu trắng là nước 
cất (có môi trường trung tính). Tuy nhiên, khi hạt lúa ngâm trong môi trường acid thì chiều cao 
của mầm và chiều dài của rễ đều nhỏ hơn nhiều so với hạt giống ngâm trong dung dịch 
chitosan. Điều này cho thấy chitosan cũng đã thể hiện được khả năng kích thích nảy mầm trên 
hạt giống. 

3.3.2. Kết quả đối với loạt mẫu thứ II
Kết quả cho thấy tỉ lệ nảy mầm các mẫu ngâm trong dung dịch chitosan cũng tương tự 

như các mẫu ở loạt mẫu thứ nhất. Ở các nồng độ khác nhau tuy tỉ lệ nảy mầm cao hơn so với 
mẫu acid nhưng đều thấp hơn so với mẫu nước. Tỉ lệ nảy mầm phụ thuộc vào DD, nồng độ 
chitosan và pH của dung dịch.

Kích thước trung bình của mầm và rễ của 
các mẫu được mô tả trên các biểu đồ hình 12. Từ 
biểu đồ ta thấy có sự chênh lệch về trung bình chiều 
cao mầm và chiều dài rễ của hạt giống ở các nồng 
độ chitosan khác nhau. Tuy nhiên, sự chênh lệch 
này không đáng kể và kết quả tuy cao hơn mẫu xử 
lý acid nhưng đều thấp hơn mẫu xử lý trong nước. 
Hạt giống sau khi ngâm được rửa sạch qua bằng 
nước cất thì kết quả không khả quan hơn so với loạt 
mẫu thứ nhất. Điều này cho thấy, nồng độ acid 
trong dung dịch chitosan cũng ảnh hưởng lớn đến 
quá trình nảy mầm của hạt giống lúa.

Trên hình 13 là một số hình ảnh mẫu hạt 
giống được xử lý trong nước, acid và trong các 
dung dịch chitosan khác nhau.

Hình 12. Biểu đồ kích thước mầm và rễ của 
loạt mẫu thứ II

Hình 13. Hình ảnh mầm lúa của
loạt mẫu thứ II

Để đánh giá sự khác biệt về chiều cao mầm và chiều dài rễ, chúng tôi tiến hành kiểm 
định thống kê bằng cách so sánh cặp đối với 5 mẫu chitosan ở cùng một nồng độ và đối với từng 
mẫu ở 3 nồng độ khác nhau, đồng thời so sánh với mẫu xử lý bằng nước và bằng dung dịch acid 
acetic. Mức ý nghĩa là = 0,05. Kích thước mẫu là 18.

Đối với loạt mẫu thứ II, nói chung là không tồn tại sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về 
chiều cao mầm và độ dài rễ giữa các mẫu chitosan ở nồng độ 0,05% và 0,15%. Riêng ở các mẫu 
với nồng độ 0,10% thì có sự khác biệt nhỏ giữa mẫu M3 và mẫu M5 về chiều cao mầm. Ở 3 cặp 
mẫu M1 – M4, M1 – M5 và M3 – M5 có sự khác biệt thống kê về độ dài rễ. 

Tuy nhiên, các số liệu này là quá ít để có thể khẳng định các mẫu chitosan có ảnh 
hưởng tới kích thước của mầm và rễ. Khi so sánh với các mẫu xử lý bằng dung dịch acid acetic 
thì không có sự khác biệt nào có ý nghĩa thống kê. Nếu so sánh với các mẫu xử lý trong nước thì 
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phần lớn các mẫu xử lý bằng chitosan có sự khác biệt mang ý nghĩa thống kê, nhưng sự sai khác 
lại có giá trị âm. Điều này có nghĩa là kích thước của mầm và rễ xử lý bằng nước lại lớn hơn so 
với khi xử lý bằng chitosan. Vì vậy, việc xử lý mẫu bằng dung dịch chitosan nồng độ 0,05; 0,10 
và 0,15% trong dung dịch acid acetic 1% và rửa lại bằng nước tỏ ra không có ý nghĩa về mặt 
thực tế. Những mẫu có sự khác biệt về mặt thống kê có giá trị p nhỏ hơn 0,05.

3.3.3. Kết quả đối với loạt mẫu thứ III 

Kích thước trung bình của mầm và rễ của 
các mẫu được mô tả trên các biểu đồ hình 14.

Từ biều đồ ta thấy rằng, khi pha loãng acid 
và dung dịch chitosan thì pH của dung dịch 
chitosan tăng lên do đó hạt giống lúa nảy mầm tốt 
hơn so với loạt mẫu thứ nhất và loạt mẫu thứ hai. 
Điều này được thể hiện ở chiều cao mầm và chiều 
dài rễ lớn hơn rất nhiều so với các mẫu đo được ở 
loạt mẫu thứ nhất và thứ hai. 

Kích thước mầm và rễ của các mẫu ngâm 
trong chitosan ở loạt mẫu thứ ba cao hơn cả mẫu 
nước và cao hơn hẳn so với mẫu acid đã pha loãng. 
Bên cạnh đó, mẫu M1(DD = 78%, M = 30414 Da); 
M4 (DD =75%, M = 13680 Da) có kết quả tốt hơn so 
với các mẫu khác có DD và M thấp hơn. Ngoài ra, 
kích thước mầm và rễ của các mẫu có nồng độ 0,01% 
được cải thiện hơn hẳn so với các nồng độ còn lại.

Hình 14. Biểu đồ kích thước mầm và rễ của 
loạt mẫu thứ III

Hình 15. Hình ảnh mầm lúa
của loạt mẫu thứ III

Điều này cho phép giả thiết rằng, hạt giống được ngâm trong những mẫu chitosan có 
DD cao (75 – 78%) và M trong khoảng 14 - 30kDa có khả năng kích thích hạt giống nảy mầm 
tốt hơn những mẫu còn lại.

Trên hình 15 là một số hình ảnh mẫu hạt giống được xử lý trong nước, acid và trong các 
dung dịch chitosan khác nhau.

Tương tự như đối với loạt mẫu thứ II, để đánh giá đúng ảnh hưởng của các mẫu 
chitosan và nồng độ của chúng trong dung dịch lên kích thước của mầm và rễ, chúng tôi cũng 
sử dụng phương pháp thống kê. Mức ý nghĩa được chọn ở đây cũng là  = 0,05 và kích thước 
mẫu là 30. 

Khi so sánh tác động của các mẫu chitosan thì qua kết quả phân tích chúng tôi nhận 
thấy tồn tại sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các cặp mẫu M1 – M3 và M1 – M5 ở kích 
thước mầm và rễ đối với tất cả các nồng độ chitosan. Sự khác biệt này thể hiện đồng thời ở phân 
tử lượng và độ deacetyl hóa của chitosan. Mẫu M1 có phân tử lượng 30414 Da và DD 78% và 
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mẫu M5 có phân tử lượng 5490 và DD 73%. Đây là hai mẫu có phân tử lượng và DD lớn nhất 
và nhỏ nhất.

Khi so sánh các mẫu xử lý trong chitosan và mẫu xử lý trong nước và dung dịch acid 
acetic thì hầu như đều tồn tại sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. Mẫu xử lý trong chitosan cho 
kích thước mầm và rễ lớn hơn nhiều so với xử lý trong nước và trong dung dịch acid acetic. Độ 
lệch d đều lớn hơn 0.

Từ các kết quả nêu trên có thể kết luận rằng chitosan với phân tử lượng và độ deacetyl 
hóa khác nhau có ảnh hưởng khác nhau lên kích thước mầm và rễ mầm đối với hạt lúa.

Đồng thời, chúng tôi cũng kiểm định ảnh hưởng của nồng độ chitosan đối với từng 
mẫu. Kết quả xử lý thống kê được trình bày trong bảng 3.16.

Kết quả cho thấy có sự khác biệt mang ý nghĩa thống kê về độ cao của mầm khi thay 
đổi nồng độ chitosan đối với mẫu M1 và 2 mẫu có sự khác biệt về độ dài rễ (mẫu M2 và M4). 
Mẫu M1 là mẫu có phân tử lượng và độ deacetyl hóa lớn nhất (30414 Da và 78%). Khi so sánh 
cặp, độ lệch d có giá trị dương nên có thể kết luận rằng nồng độ chitosan nhỏ hơn cho mầm và 
rễ dài hơn.

Từ kết quả phân tích thống kê đối với loạt mẫu thử thứ III có thể kết luận rằng mẫu M1 
với phân tử lượng 30414 Da và độ deacetyl hóa 78% có khả năng kích thích nẩy mầm ở nồng 
độ 0,005% trong dung dịch acid acetic 0,1%.

4. KẾT LUẬN

Đã điều chế được oligo-chitosan có phân tử lượng nằm trong khoảng từ 2283 đến 30414 
Da trong điều kiện phòng thí nghiệm. Oligo-chitosan với phân tử lượng 30414 Da và độ 
deacetyl hóa 78% ở nồng độ 0,005% trong dung dịch acid acetic 0,1% có khả năng kích thích 
nảy mầm hạt lúa.
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PREPARATION OF OLIGO-CHITOSAN AND ITS APPLICATION
AS A GERMINATING STIMULATOR FOR RICE SEEDS

Tran Xuan Mau
Department of Chemistry, Hue University of Sciences
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ABSTRACT

Oligo-chitosan was obtained by degradation of chitosan by H2O2. The factors affecting the 
degradation process included temperature, hydrogen peroxide concentration and reaction 
time. The responses were molecular weight (M) and degree of deacetylation (DD) of oligo-
chitosan. Molecular weight was dependent greatly on the reaction conditions and was in 
the range of 3,000 to 30,414 Da. Degree of deacetylation of chitosan dropped from 86% to 
65% during the reaction. Oligo-chitosan with MW 30,414 and DD 78% showed stimulating 
effect on rice seed germination at a concentration of 0.005% in 0.1% acetic acid solution..

Keywords: degree of deacetylation, germination stimulator, molecular weight, oligo-
chitosan, rice seed.






