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Tóm tắt

Trong các loại dưỡng chất thiết yếu cho cây trồng phân ure được sử dụng nhiều nhất trong số các loại phân đạm. Tuy nhiên, cây trồng chỉ hấp thụ được chỉ từ 30-40% lượng ure cung cấp do phân ure dễ bị phân hủy và rửa trôi trong đất gây lãng phí và ô nhiễm môi trường. Trong công trình này, nghiên cứu chế tạo hạt chitosan để hấp thụ và giải phóng ure. Hạt gel chitosan được chế tạo bằng cách bơm dung dịch chitosan vào dung dịch chất hoạt động bề mặt natri dodecyl sulphat (SDS) hoặc dung dịch muối Na​2HPO4. Hạt gel chitosan tương ứng tạo thành có dạng hình cầu rỗng và hình cầu đặc với đường kính hạt gel phụ thuộc vào thể tích giọt dung dịch chitosan. Hạt chitosan mang phân đạm ure được tạo ra bằng cách  ngâm các hạt gel chitosan trong dung dịch ure với các nồng độ khác nhau. Sự có mặt của ure trong hạt gel được khẳng định bằng phương pháp phổ hồng ngoại chuyển đổi chuỗi Fourier (FTIR). Ure được định lượng bằng phương pháp phổ hấp thụ UV-vis tại bước sóng 437 nm sử dụng thuốc thử 4-(Dimethylamino)benzaldehyde (DMAB).  Thời gian để lượng ure hấp thụ tối đa vào hạt gel chitosan là 30 phút. Hạt chitosan đường kính 1mm được tạo bởi dung dịch SDS với khối lượng 30,3 mg/ 10 hạt có tỉ lệ phần trăm khối lượng ure lớn nhất, khoảng 96%.

Từ khóa: Chitosan, 4-(Dimethylamino)benzaldehyde, DMAB, phân đạm, ure.
GIỚI THIỆU
Trong 13 loại dưỡng chất thiết yếu cho cây trồng thì đạm đứng vị trí hàng đầu về lượng hấp thụ với tầm quan trọng cao nhất. Do đó, phân đạm là loại phân bón có nhu cầu sử dụng nhiều nhất trên thế giới (khoảng 115 triệu tấn, chiếm khoảng 60% nhu cầu phân bón) [1]. Ure được sử dụng nhiều nhất trong số các loại phân đạm (59%) do chứa tỉ lệ khối lượng nguyên tố nitơ lớn nhất (47%). Tuy nhiên, phân ure hút ẩm mạnh, tan nhanh trong nước, dễ bị phân hủy trong môi trường đất kiềm và nhiệt độ cao hoặc bị enzyme urease thủy phân thành khí amoniac và cacbonic khiến lượng đạm cây trồng hấp thụ được chỉ từ 30-40% lượng cung cấp, dẫn đến lãng phí phân bón và ô nhiễm môi trường đất, nước và không khí. Do đó, để tăng hiệu suất sử dụng phân đạm ure hiện nay đã phát triển một số công nghệ sản xuất như bổ sung chất ức chế enzyme urease nhằm hạn chế enzyme này trong đất phân hủy đạm, công nghệ chế tạo phân đạm chậm tan với một số loại bột như silicon, zeolite có thể tiết kiệm lượng đạm 20% [2]. Cùng với đó, các nhà khoa học đang nghiên cứu chế tạo phân ure nhả chậm với khả năng cung cấp chất dinh dưỡng cho cây trong một thời gian tương đối dài, làm giảm thiểu khả năng thất thoát chất dinh dưỡng do rửa trôi, bay hơi. Phân ure giải phóng chậm có thể là các sản phẩm của phản ứng urê-aldehyt, hay phân bón dạng nhựa trao đổi ion hoặc các hạt polyme phân hủy sinh học mang ure. Phân hủy sinh học là yếu tố quan trọng cho việc phát triển nông nghiệp bền vững. Trong số các polyme phục vụ mục đích này, chitosan đang nhận được rất nhiều sự quan tâm, vì chitosan là polyme bán tổng hợp từ polyme thiên nhiên chitin tách từ vỏ giáp xác như tôm, cua là phụ phẩm của ngành thủy hải sản và chitosan có khả năng phân hủy dễ dàng trong điều kiện tự nhiên  sau khoảng 20 ngày [3]. Bên cạnh đó, chitosan còn có thể tạo hydrogel là vật liệu giữ nước cho đất [4] và hấp thụ rất tốt các chất màu công nghiệp [5] cũng như các dược chất nano [6].
Chitosan mang ure để ứng dụng trong nông nghiệp đã được nghiên cứu chế tạo theo một số phương pháp như: phương pháp nhũ hóa và liên kết chéo bằng ginipin [7], tạo hạt nano chitosan sử dụng axit methacrylic [8], tạo hỗn hợp chitosan với axit humic và ure trong dung dịch [9], trộn trực tiếp ure với chitosan và betonit [3],. Mỗi phương pháp có các ưu nhược điểm riêng, tùy các mục đích ứng dụng làm phân bón lá hay phân bón rễ. Tuy nhiên, tỉ lệ phần trăm khối lượng ure trong các tổ hợp vật liệu này thường không cao, khoảng dưới 70% [7]. Mục đích của công trình này là nghiên cứu phương pháp đơn giản chế tạo vật liệu chitosan mang ure với tỉ lệ khối lượng ure lớn.
THỰC NGHIỆM
Nguyên vật liệu
Chitosan (độ deacetyl hóa > 90%), ure, Na2HPO4, SDS (Biobasic. Canada), axetonitril, axit axetic 100%, axit clohydric 37% (AR. Trung Quốc), 4-(Dimethylamino)benzaldehyde (Sigma-Aldrich), nước cất deion bằng hệ thống lọc Labconco waterpro RO.
Tổng hợp hạt chitosan hydrogel. Bơm 1 ml dung dịch chitosan trong axit axetic 1,5% ở 25ºC bằng kim tiêm với thể tích giọt chitosan là 11 µl và 6,5 µl trong thời gian tương ứng là 2 phút và 3 phút vào 5 ml dung dịch SDS  nồng độ 5 mg/ml hoặc 5 ml dung dịch Na2HPO4 nồng độ 0,5M, 0,25M và 0,1M đặt trên máy lắc tròn với tốc độ 320 rpm. Tiếp tục lắc trong 30 phút đến 60 phút. Lọc và thu lại các hạt gel bằng sàng lọc kích thước lỗ 0,5 mm và rửa sạch bằng nước cất.
Tạo hạt gel chitosan mang ure và định lượng ure hấp thụ vào hạt. Ngâm 10 đến 20 hạt gel chitosan ở trên trong 1ml dung dịch ure với các nồng độ 150 mg/ml, 250 mg/ml ở 25ºC. Sau các khoảng thời gian15 phút, 30 phút, 1 giờ, 24 giờ và 48 giờ, lấy 100 µl dung dịch để phân tích nồng độ ure còn lại trong dung dịch. Hạt gel chitosan ure được rửa sạch bằng nước cất, sấy khô ở 50ºC trong 2 giờ và cân bằng cân phân tích. 

Mẫu lấy ra phân tích được pha loãng 5 lần bằng nước cất thành 500 µl, trộn với 900 µl thuốc thử 4-(Dimethylamino)benzaldehyde (DMAB) trong acetonitrile và 30µl HCl đặc, để trong hai phút ở 25ºC rồi đo độ hấp thụ tại bước sóng 437 nm dựa theo phương pháp của Giraldo [10].  Dựa vào đường chuẩn phụ thuộc của độ hấp thụ tại 437 nm của hợp chất ure-DMAB vào nồng độ ure xác định được nồng độ của ure trong dung dịch. Khối lượng của ure hấp thụ vào hạt gel chitosan được tính bằng khối lượng ure từ dung dịch ban đầu trừ đi khối lượng ure còn lại ở dung dịch sau khi ngâm hạt gel trong dung dịch sau thời gian t. 
Tỉ lệ phần trăm về khối lượng của ure có trong hạt chitosan ure được tính bằng thương số của khối lượng ure đã hấp thụ với khối lượng của hạt chitosan ure.

Các phương pháp phân tích. Phổ hồng ngoại biến đổi chuỗi Fourier (FTIR) được đo trên thiết bị Shimadzu IR Prestige-21. Ảnh hình thái học của các hạt gel chitosan được chụp bằng máy ảnh kỹ thuật số. Khối lượng của hạt chitosan và chitosan ure được cân bằng cân phân tích AND GR200. Phổ hấp thụ UV-vis và độ hấp thụ tại bước sóng 437 nm của hợp chất ure-DMAB được đo bằng quang phổ kế nhỏ giọt Thermo Scientific NanoDrop 2000. Các phép đo đều thực hiện 3 lần và lấy giá trị trung bình.
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1.
Tổng hợp hạt gel chitosan 

Khảo sát sự gel hóa chitosan bằng chất hoạt động bề mặt mang điện tích âm SDS 
Hạt gel chitosan tạo thành trong dung dịch natri dodecyl sulphat (SDS) có cấu trúc dạng cầu rỗng, bên trong là nước (viết tắt là CS) với kích thước tương đối đồng đều. Hạt gel chitosan được tạo thành là do tương tác tĩnh điện giữa dodecyl sulphat mang điện tích âm trong dung dịch với các nhóm NH3+ mang điện tích dương trên mạch chitosan đã nối các mạch chitosan lại với nhau. Không những vậy, SDS còn là chất hoạt động bề mặt nên làm cho gel có dạng cầu rỗng.  Đường kính trung bình của hạt tỉ lệ thuận với thể tích giọt chitosan nhỏ vào dung dịch SDS. Cụ thể, khi nhỏ dung dịch chitosan với thể tích 11 µl và 6,5 µl thì thu được hạt CS với đường kính lần lượt là 3 mm (hạt lớn kí hiệu là CSL) và 1 mm (hạt nhỏ kí hiệu là CSN) (Hình 1.a và b). Hiệu suất tạo hạt được tính bằng tỉ số giữa số giọt chitosan nhỏ vào dung dịch SDS và số hạt CS tạo thành. Hiệu suất tạo hạt đạt trên 90% sau khoảng thời gian từ 30 đến 60 phút (Bảng 1).
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Hình 1. Hạt gel chitosan CSL (a), CSN(b) hình thành trong dung dịch SDS và hạt CNN (c) hình thành trong dung dịch muối Na2HPO4
b. Khảo sát sự hydrogel hóa chitosan bằng muối Na2HPO4
Hạt gel chitosan tạo thành trong dung dịch muối Na2HPO4 có cấu trúc dạng cầu đặc (viết tắt là CNN) với kích thước tương đối đồng đều, đường kính trung bình khoảng 1 mm (Hình 1.c). Các hạt hydrogel CNN được tạo ra nhờ liên kết lực tĩnh điện giữa NH3+ của chitosan và ion HPO42- của muối Na2HPO4. Kết quả cho thấy, với nồng độ dung dịch chitosan thấp hơn 20 mg/ml thì không thể tạo thành hạt gel do nồng độ chitosan thấp, lượng cation NH3+ thấp nên lực tương tác tĩnh điện kém không tạo thành liên kết khâu mạch với ion âm của Na2HPO4 để tạo thành hạt hydrogel được mà chỉ tạo được màng. Cùng với đó, nồng độ muối Na2HPO4 thấp hơn 0,25M cũng không thể tạo thành do với nồng độ ion HPO42- thấp không đủ để liên kết với ion NH3+ để tạo thành hạt hydrogel. Thông số tạo hạt CNN tóm tắt trong bảng 1. Các thông số hạt cầu đặc CNN gần tương đương với hạt cầu rỗng CSN, chỉ có khối lượng hạt lớn hơn do CNN là hạt đặc, còn CSN là hạt cầu rỗng.

Bảng 1: Các thông số tạo hạt gel chitosan của các hạt CSN, CSL và CN
	Loại hạt
	CSL
	CSN
	CNN

	Chất gel hóa chitosan
	SDS
	SDS
	Na2HPO4

	Nồng độ dung dịch chitosan (mg/ml)
	7
	7
	20

	Hình thái học
	Cầu rỗng
	Cầu rỗng
	Cầu đặc

	Thể tích giọt dung dịch chitosan (µl)
	11
	6,5
	6,5

	Đường kính trung bình của hạt gel chitosan (mm)
	3
	1
	1

	Khối lượng 10 hạt (mg)
	6,8±0,4
	1,1±0,1
	5,6±0,3

	Hiệu suất tạo hạt (%)
	92±10
	96±9
	95±4

	Thời gian tạo các hạt gel hoàn chỉnh (phút)
	60
	30
	30


3.2.
Khảo sát sự hấp thụ ure của các hạt gel chitosan
Sự hấp thụ ure vào hạt gel chitosan đặc và rỗng, đường kính 1 mm CNN (Hình 2) và CSN (không trình bày ở đây) được phân tích bằng phổ FTIR. Phổ FTIR của hạt gel chitosan sau khi hấp thụ ure xuất hiện thêm các đỉnh đặc trưng cho dao động của các liên kết N-H (1624 cm-1), C=O (1672-1674 cm-1) và C-N (1458-1465 cm-1) của ure [11], cho thấy ure đã được hấp thụ vào hạt gel chitosan.  
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Hình 2. Phổ FTIR của mẫu CNN trước và sau khi ngâm trong dung dịch ure

Đường chuẩn phụ thuộc của độ hấp thụ hợp chất ure-DMAB tại bước sóng 437 nm vào nồng độ ure trong khoảng từ 5 mg/ml đến 50 mg/ml có độ tuyến tính cao (R2 = 0,9812) được dùng để xác định nồng độ của ure trong các thí nghiệm hạt gel chitosan hấp thụ ure (Hình 3). 


[image: image3]
Hình 3. Đường chuẩn phụ thuộc của độ hấp thụ hợp chất ure-DMAB tại bước sóng 437 nm vào nồng độ ure

Khảo sát biến thiên nồng độ ure trong dung dịch khi ngâm ba loại hạt chitosan theo thời gian cho thấy, nồng độ ure giảm và đạt nồng độ nhỏ nhất sau 30 phút ở cả ba loại hạt gel (Hình 4). Đó là do ure đã được hấp thụ vào các hạt gel, làm cho nồng độ ure còn lại trong dung dịch giảm đi. Nồng độ ure trong dung dịch nhỏ nhất nghĩa là lượng ure hấp thụ vào hạt gel lớn nhất. Như vậy, thời gian cần thiết để hấp thụ tối đa ure vào ba loại hạt chitosan là 30 phút.
Khảo sát khối lượng ure hấp thụ vào ba loại hạt gel với hai dung dịch ure nồng độ 150 mg/ml và 250 mg/ml cho thấy nồng độ dung dịch ure lớn hơn thì lượng ure hấp thụ vào hạt gel lớn hơn và thời gian hấp thụ cực đại cho cả hai nồng độ đều là 30 phút (Hình 5). 
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Hình 4. Sự phụ thuộc của nồng độ của dung dịch ure 50mg/ml theo thời gian sau khi ngâm với các loại hạt gel chitosan (CSN, CSL, CNN).


[image: image5]Hình 5. Khối lượng ure được hấp thụ vào 10 hạt gel chitosan theo thời gian trong dung dịch ure nồng độ 150mg/ml và 250mg/ml
Tỉ lệ phần trăm về khối lượng của ure trong ba loại hạt gel đã hấp thụ ure trong dung dịch 250 mg/ml sau 30 phút được tổng hợp trong bảng 2 và thể hiện qua biểu đồ hình 6. Kết quả cho thấy, ở hạt CSN tỉ lệ khối lượng của ure lớn hơn CNN do hạt CSN là hạt chitosan rỗng nên khối lượng chitosan nhỏ hơn hạt CNN là hạt chitosan đặc. So sánh hạt chitosan rỗng lớn và nhỏ cho thấy, hạt càng nhỏ thì tỉ lệ ure hấp thụ vào càng lớn. Như vậy, hạt gel chitosan có cấu trúc rỗng và kích thước nhỏ sẽ hấp thụ ure với tỉ lệ khối lượng ure là lớn nhất, khoảng 97%. Tỉ lệ này là tương đối lớn so với các công trình chế tạo chitosan ure bằng các phương pháp khác nhau đã liệt kê ở mục giới thiệu.
Bên cạnh đó, lượng ure hấp thụ vào hạt gel chitosan còn được tính bằng hiệu của khối lượng hạt chitosan-ure và khối lượng hạt chitosan khi chưa có ure theo phương pháp sấy khô và cân bằng cân phân tích (Bảng 2). Theo phương pháp này kết quả cũng tương đương với kết quả khi sử dụng phương pháp phổ hấp thụ UV-vis.

Bảng 2. Khối lượng của các loại hạt chitosan và chitosan-ure*
	Hạt gel
	Chitosan (mg)
	Chitosan ure (mg)
	Ure hấp thụ

(mg)

	
	
	
	Cân
	Độ hấp thụ

	CSN
	1,1
	30,3
	29,2
	37,1

	CSL
	6,8
	57,5
	50,7
	55,9

	CNN
	5,6
	45,1
	39,5
	36,9


* Khối lượng tính cho 10 hạt gel chitosan
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Hình 6. Phần trăm khối lượng ure trong các hạt chitosan-ure tính theo phương pháp cân
KẾT LUẬN
Như vậy, công trình đã nghiên cứu chế tạo được ba loại hạt gel chitosan bằng phương pháp tương đối đơn giản, sử dụng chất hoạt động bề mặt SDS và dung dịch muối Na2HPO4. Các hạt tạo ra có kích thước tương đối đồng đều, đường kính từ 1mm đến 3 mm. Đường kính của hạt tỉ lệ thuận với thể tích của giọt dung dịch chitosan. Hạt gel chitosan được tạo bởi dung dịch SDS có cấu trúc dạng cầu rỗng, bên trong chứa nước. Các hạt gel chitosan được tạo bởi dung dịch Na2HPO4 có cấu trúc dạng cầu đặc.

Các hạt gel này đều hấp thụ ure tối đa sau 30 phút ngâm trong dung dịch ure. Tỉ lê khối lượng ure trong các hạt này đạt trên 87% trong đó hạt gel chitosan rỗng với đường kính 1 mm có tỉ lệ khối lượng ure cao nhất, 96%.
Các hạt gel chitosan ure đang được nghiên cứu khả năng nhả ure trong các điều kiện môi trường pH khác nhau và ở các nhiệt độ khác nhau để làm tiền đề cho việc phát triển ứng dụng các hạt chitosan mang phân đạm ure.
Lời cảm ơn
Công trình này được thực hiện với sự hỗ trợ về tài chính của đề tài mã số QG 17.70.
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