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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  27/5/2024 The objective of this study is molecular identification, determination of culture 

characteristics and fenitrothion degrading ability of strain BPPL-102. Strain 

BPPL-102 could grown on Tryptone Soya Broth, R2A, Luria-Bertani and Nutrient 

Broth media, from 10-40oC and pH 4-7.5. Strain BPPL-102 can assimilate sources 

of D-glucose, malic acid, D-saccharose, D-mannitol, phenylacetic acid, D-ribose, 

L-serine, L-alanine, potassium gluconate and glycogen; and producing esterase 

(C4), esterase lipase (C8), leucine arylamidase, acid phosphatase and naphthol-

AS-BI-phosphohydrolase, alkaline phosphatase, D-glucosidase. The 16S rRNA 

gene sequence of strain BPPL-102 has the highest similarity (99.73%) with 

Pseudomonas putida NBRC 14164T and 99.04-99.38% with other species of the 

genus Pseudomonas. Together, the Phylogenetic tree revealed that strain BPPL-

102 was arranged in a branch as Pseudomonas putida NBRC 14164T. Based on 

16S rRNA gene sequence analysis data, strain BPPL-102 was identified as 

Pseudomonas putida. Strain BPPL-102 could grown in MSM medium 

supplemented with fenitrothion at a concentration of 10-100 mg/l (50 mg/l was 

optimal growth for strain BPPL-102). The fenitrothion (50 mg/l) biodegradation 

efficiency of Pseudomonas putida BPPL-102 reached 80.54% in 14 days. 

Therefore, Pseudomonas putida BPPL-102 could be potential strain source for 

agricultural residual fenitrothion treatment. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  27/5/2024 Nghiên cứu được thực hiện nhằm định danh phân tử, xác định các đặc điểm 

nuôi cấy và khả năng phân huỷ fenitrothion của chủng vi khuẩn BPPL-102. 

Chủng BPPL-102 có khả năng sinh trưởng trên các môi trường Tryptone 

Soya Broth, R2A, Luria-Bertani và Nutrient Broth, từ 10-40oC và pH 4-7,5. 

Chủng BPPL-102 đồng hóa được các nguồn D-glucose, malic acid, D-

saccharose, D-mannitol, phenylacetic acid, D-ribose, L-serine, L-alanin, 

potassium gluconate và glycogen; và sinh các enzyme esterase (C4), 

esterase lipase (C8), leucine arylamidase, acid phosphatase và naphthol-

AS-BI-phosphohydrolase, alkaline phosphatase, D-glucosidase. Trình tự 

gen 16S rRNA của chủng BPPL-102 có mức độ tương đồng cao nhất 

(99,73%) với Pseudomonas putida NBRC 14164T và từ 99,04-99,38% với 

các loài khác thuộc chi Pseudomonas. Đồng thời, sơ đồ tiến hóa thể hiện 

chủng BPPL-102 sắp xếp cùng nhánh với Pseudomonas putida NBRC 

14164T. Dựa vào dữ liệu phân tích trình tự gen 16S rRNA, chủng BPPL-

102 được xác định là Pseudomonas putida. Chủng BPPL-102 có khả năng 

sinh trưởng trong môi trường MSM có bổ sung fenitrothion ở hàm lượng 

từ 10-100 mg/l (50 mg/l là tối ưu cho chủng BPPL-102 sinh trưởng). Hiệu 

suất phân hủy fenitrothion (50 mg/l) của chủng Pseudomonas putida BPPL-

102 đạt 80,54% trong 14 ngày. Do đó, chủng Pseudomonas putida BPPL-

102 được coi là nguồn chủng tiềm năng cho xử lý tồn fenitrothion trong 

nông nghiệp. 
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1. Đặt vấn đề 

Fenitrothion là thuốc bảo vệ thực vật nhóm lân hữu cơ, được sử dụng rộng rãi nhằm chống lại 

các loại côn trùng gây bệnh ở thực vật. Bên cạnh các tác động tích cực đối với cây trồng, tồn dư 

fenitrothion trong môi trường là thách thức lớn, tiềm ẩn nhiều rủi ro cho sức khỏe con người, chất 

lượng nông sản, môi trường sinh thái. Theo Tamura và cộng sự (2001) và Colović và cộng sự 

(2013) cho thấy, fenitrothion là tác nhân gây ức chế sự hoạt động của cholinesterase (enzyme liên 

quan đến dẫn truyền thần kinh ở người), điều này dẫn tới các hiện tượng buồn nôn, chóng mặt, tê 

liệt hô hấp và tử vong ở người khi phơi nhiễm [1], [2]. Trong môi trường đất, fenitrothion có thể 

tồn tại từ vài tuần đến sáu tháng phụ thuộc vào điều kiện sinh thái, thổ nhưỡng [3]. Báo cáo của 

Katsumata và cộng sự (2011) cho thấy hoạt chất bảo vệ thực vật fenitrothion bị phân hủy với hiệu 

suất cao, trong thời gian ngắn bởi sóng siêu âm hoặc ôxy hóa dưới tác động của Fe(III) và oxalate 

hoặc tia UV [4]. Tuy nhiên, các phương pháp này không đảm bảo tính khả thi đối với xử lý tồn dư 

fenitrothion trong đất canh tác.  

Vi khuẩn tham gia vào hầu hết các quá trình chuyển hóa các chất trong tự nhiên, có khả năng 

phân hủy tồn dư các thuốc bảo vệ thực vật sử dụng trong nông nghiệp bằng các loại ezyme ngoại 

bào của chúng tạo ra các sản phẩm cuối cùng không độc hại với con người và môi trường sinh thái 

[5], [6]. Pseudomonas là vi khuẩn Gram âm, thuộc lớp δ-proteobacteria, được mô tả đầu tiên vào 

năm 1894 [7]. Cho đến nay, có hơn 560 loài thuộc chi Pseudomonas được công bố trên dữ liệu 

LPSN về phân loài vi khuẩn (https://lpsn.dsmz.de/genus/pseudomonas). Một số loài thuộc chi 

Pseudomonas được báo cáo là những chủng tiềm năng có khả năng phân hủy tồn dư các loại thuốc 

bảo vệ thực vật, bao gồm cả fenitrothion [8]-[10]. Trong nghiên cứu này, chủng Pseudomonas 

putida BPPL-102 được phân lập từ đất trồng chè tại Phú Lương, Thái Nguyên với khả năng phân 

hủy fenitrothion được báo cáo.  

2. Vật liệu, môi trường và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Vật liệu: Chủng BPPL-102 được cung cấp bởi Viện Khoa học sự sống – Đại học Thái Nguyên.  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp xác định đặc điểm nuôi cấy của chủng BPPL-102: Khả năng sinh trưởng trong 

các loại môi trường, nhiệt độ và pH của chủng BPPL-102 được thực hiện theo phương pháp của 

Nguyễn Mạnh Tuấn và cộng sự (2024) [11]. API 32 GN Kit (BioMérieux, Pháp) và API API ZYM 

(BioMérieux, Pháp) được sử dụng để xác định khả năng đồng hóa các nguồn carbon và các loại 

enzyme sản sinh của chủng BPPL-102.  

Phương pháp định danh phân tử: Chủng BPPL-102 được nuôi cấy trong môi trường dịch thể 

Tryptic Soy Broth, 130 vòng/phút, ở 25oC trong 2 ngày. Ly tâm thu nhận sinh khối tế bào cho tách 

chiết DNA tổng số [12]. Cặp mồi 27F-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG và 1492R-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT được sử dụng để khuếch đại trình tự gen 16S rRNA của 

BPPL-102. Thành phần và chu trình của phản ứng PCR được thực hiện theo mô tả của Klindworth 

và cộng sự (2013) [13]. Sản phẩm PCR được đọc trình tự tại công ty Macrogen (Seoul, Hàn Quốc).  

Phương pháp phân loại phân tử và xây dựng sơ đồ phả hệ: Trình tự gen 16S rRNA của chủng 

BPPL-102 được so sánh với các loài vi khuẩn thông qua dữ liệu của EzBioCloud 

(https://www.ezbiocloud.net/). Dựa vào dữ liệu về mức độ tương đồng (%) về trình tự gen 16S 

rRNA của chủng BPPL-102 với các loài gần nhất về phân loại [14] và sơ đồ phả hệ thông qua phần 

mềm MEGA 7.0 để phân loại chủng BPPL-102. 

Phương pháp xác định khả năng sinh trưởng của chủng BPPL-102 trong môi trường có bổ sung 

fenitrothion: Chủng BPPL-102 được nuôi cấy trong môi trường Tryptic Soy Broth 

ở 25oC, 130 vòng/phút trong 2 ngày. Sinh khối tế bào được thu thập bằng ly tâm và điều chỉnh ở 

mật độ ~5×108 CFU/ml trong môi trường MSM (g/l: Na2HPO4: 1,42; K2HPO4: 1,36; (NH4)2SO4: 

http://jst.tnu.edu.vn/
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0,3; MgSO4.7H2O: 0,05 g; CaCl2.H2O: 0,0058; FeSO4.7H2O: 0,00275; ZnSO4.H2O: 

0,0012;MnSO4.H2O: 0,0017; Co(NO3).6H2O: 0,00038; CuSO4.5H2O: 0,00024 và 

(NH4)6Mo7O2.4H2O:0,00013; pH =6,5±0,2). Tiếp đến, 500 µl dịch huyền phù của chủng BPPL-

102 được cấy đến 5 ml MSM có bổ sung fenitrothion (Supelco, Merck) ở nồng độ 0, 10, 50 và 100 

mg/lít. Khả năng sinh trưởng của chủng BPPL-102 trong môi trường có fenitrothion được xác định 

thông qua giá trị OD600nm sau 10 ngày nuôi cấy ở 25oC.  

Phương pháp xác định khả năng phân hủy fenitrothion của chủng BPPL-102: Chủng BPPL-

102 được hoạt hóa trong môi trường dịch thể Tryptic Soy Broth ở 25oC, lắc 130 vòng/phút trong 2 

ngày. Sau 2 ngày nuôi cấy, thu nhận sinh khối tế bào và điều chỉnh ở mật độ 5×108 CFU. Tiếp đến, 

0,5 ml dịch huyền phù được cấy vào ống nghiệm thủy tinh có nắp chứa đựng 5 ml MSM có bổ 

sung fenitrothion ở nồng độ 50 mg/l; nuôi lắc 120 vòng/phút, 25oC (Môi trường MSM có bổ sung 

fenitrothion là đối chứng được sử dụng). Dịch nuôi cấy được thu nhận ở các thời điểm 0, 5, 10 và 

14 ngày; fenitrothion trong dịch nuôi cấy được tách chiết và phân tích theo mô tả của Briceño và 

cộng sự (2020) [15], cụ thể 1 ml dịch huyền phù được thu nhận và loại bỏ sinh khối tế bào ở 13.000 

vòng/phút trong 10 phút, bổ sung 1 ml acetonitrile vào 0,5 ml dịch sau ly tâm và lắc 120 vòng/phút, 

30 phút ở nhiệt độ phòng. Tiếp đến, 0,6 g MgSO4 và 0,15 g NaCl được bổ sung vào hỗn dịch và 

lắc trong 1 phút. Lọc hỗn dịch qua màng lọc 0,22 µm và 1,5 µl dịch lọc được sử dụng cho xác định 

hàm lượng các loại hoạt chất bảo vệ thực vật thông qua hệ thống sắc khí khối phổ GC-MS 

(PerkinElmer - Mỹ). Điều kiện GC-MS (Gas Chromatography–Mass Spectrometry) như sau: tốc 

độ khí heli 1 ml/phút, nhiệt độ đường truyền quang khối khổ 290oC với chu trình nhiệt 95oC trong 

1,5 phút, sau đó 20oC/phút tăng dần lên 190oC, tăng 25oC/phút từ 190oC lên 290oC và 290oC trong 

20 phút. 

Phương pháp xử lý số liệu: Số liệu được xử lý, so sánh thông qua T-Test của Microsoft excel. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Đặc điểm nuôi cấy của chủng BPPL-102 

Chủng BPPL-102 sinh trưởng trong các môi trường Tryptone Soya Broth, R2A, Luria-Bertani 

và Nutrient Broth (Luria-Bertani là môi trường tối ưu). Chủng BPPL-102 có khả năng sinh trưởng 

từ 10-40oC (tối ưu ở 30oC) và pH 4-7,5 (tối ưu ở pH 6,5). Đối với API 32 GN Kit, chủng BPPL-

102 có khả năng đồng hoá D-glucose, malic acid, D-saccharose, D-mannitol, phenylacetic acid, D-

ribose, L-serine, L-alanin, potassium gluconate và glycogen; nhưng không có khả năng đồng hoá 

các nguồn carbon bao gồm D-maltose, L-rhamnose, 3- hydroxybenzoic acid, N-acetylglucosamine, 

inositol, itaconic acid, suberic acid, sodium malonate, sodium acetate, sactic acid, potassium 5-

ketogluconate, salicin, D-melibiose, L-fucose, D-sorbitol, L-arabinose, propionic acid, capric acid, 

valeric acid, trisodium citrate, L-histidine, potassium 2-ketogluconate, 3-hydroxybutyric acid, 4-

hydroxybenzoic acid và Lproline. Đối với API ZYM kit, chủng BPPL-102 sinh các loại enzyme 

esterase (C4), esterase lipase (C8), leucine arylamidase, acid phosphatase và naphthol-AS-BI-

phosphohydrolase, alkaline phosphatase, D-glucosidase; nhưng không sinh các enzyme valine 

arylamidase, leucine arylamidase, α-galactosidase và lipase (C14), cystine arymidase, trypsin, α-

chymotrypsin, β-galactosidase, β-glucuronidase, α-glucosidase, β-glucosidase, Nacetyl-β-

glucosaminidase, α-mannosidase và α-fucosidase. Những đặc điểm nuôi cấy của chủng BPPL-102 

tương đồng với mô tả của loài Pseudomonas putida DSM 291T và các loài khác thuộc chi 

Pseudomonas [16].  

3.2. Phân loại phân tử chủng BPPL-102 

Trình tự gen 16S rRNA của chủng BPPL-102 có kích thước 1483 bp, được đăng ký trên ngân 

hàng GenkBank với mã số truy nhập là MZ544108. Kết quả tại Bảng 1 cho thấy trình tự gen 16S 

rRNA của chủng BPPL-102 có mức độ tương đồng cao nhất (99,73%) với Pseudomonas putida 

NBRC 14164T (AP013070) và từ 99,04-99,38% với các loài khác thuộc chi Pseudomonas (Bảng 
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1). Đối chiếu với giới hạn chặn (>98,7%) về mức độ tương đồng của trình tự gen 16S rRNA cho 

xác định phân loại vi khuẩn, chủng BPPL-102 được xác định là Pseudomonas putida [14]. 

Bảng 1. Kết quả so sánh trình tự gen 16S rRNA của chủng BPPL-102  

với các loài gần nhất công bố trên dữ liệu EzBioCloud 

Loài gần nhất 
Sự tương đồng  

(%) 

Số nucleotide 

khác biệt 

Pseudomonas putida NBRC 14164T (AP013070) 99,73 4/1458 

Pseudomonas kermanshahensis SWRI100T (JABWRY010000046) 99,38 9/1458 

Pseudomonas urmiensis SWRI10T (JABWRE010000049) 99,31 10/1458 

Pseudomonas alkylphenolica KL28T (CP009048) 99,25 11/1458 

Pseudomonas shirazensis SWRI56T (JABWRD010000030) 99,25 11/1458 

Pseudomonas hunanensis LVT (JX545210) 99,22 11/1413 

Pseudomonas capeferrum WCS358T (JMIT01000002) 99,18 12/1458 

Pseudomonas huaxiensis WCHPs060044T (MH428812) 99,18 12/1458 

Pseudomonas hutmensis xwS2T (QJRG01000049) 99,18 12/1458 

Pseudomonas kurunegalensis RW1P2T (AM911650) 99,12 12/1366 

Pseudomonas asplenii ATCC 23835T (LT629777) 99,11 13/1458 

Pseudomonas farsensis SWRI107T (JABWRF010000166) 99,11 13/1458 

Pseudomonas promysalinigenes RW10S1T (JABWRQ010000026) 99,11 13/1458 

Pseudomonas taiwanensis BCRC 17751T (EU103629) 99,10 13/1450 

Pseudomonas sichuanensis WCHPs060039T (QKVM01000121) 99,04 14/1458 

Đồng thời, sơ đồ phả hệ cũng được xây dựng (Hình 1) cho thấy chủng BPPL-102 được sắp xếp 

thuộc nhóm của chi Pseudomonas và gần cùng nhánh với Pseudomonas putida NBRC 14164T 

(AP013070). Dựa vào dữ liệu phân tích trình tự gen 16S rRNA về mức độ tương đồng và sơ đồ 

tiến hóa, chủng BPPL-102 được xác định thuộc chi Pseudomonas, với tên gọi là Pseudomonas 

putida BPPL-102. 

 
Hình 1. Sơ đồ tiến hóa dựa vào trình tự gen 16S rRNA của chủng BPPL-102  

với các loài gần nhất thuộc chi Pseudomonas 
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3.3. Khả năng sinh trưởng của chủng BPPL-102 trong môi trường có bổ sung fenitrothion 

Khả năng sinh trưởng của chủng BPPL-102 dưới tác động của fenitrothion ở các hàm lượng bổ 

sung 0, 10, 50 và 100 mg/l có giá trị OD600nm lần lượt là 0,03 ± 0,006; 0,38 ± 0,08; 0,67 ± 0,05 và 

0,31 ± 0,07. Chủng BPPL-102 có khả năng sinh trưởng cao nhất khi bổ sung fenitrothion ở hàm 

lượng 50 mg/l so với các hàm lượng còn lại (p<0,05) (Hình 2). 

 
Hình 2. Giá trị OD của chủng BPPL-102 ở 25oC trong 10 ngày 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê ở mức α ≤ 0,05 

Từ kết quả nghiên cứu cho thấy khả năng sinh trưởng của chủng BPPL-102 phụ thuộc vào hàm 

lượng hoạt chất fenitrothion được bổ sung vào môi trường MSM. Sau 10 ngày nuôi cấy, giá trị OD 

của chủng BPPL-102 có sự gia tăng khi bổ sung fenitrothion ở hàm lượng từ 0 đến 50 mg/l. Tuy 

nhiên, khi tăng hàm lượng fenitrothion ở hàm lượng 100 mg/l ức chế sinh trưởng của chủng BPPL-

102, với giá trị OD thấp hơn ý nghĩa khoảng 2,1 lần so với ở hàm lượng 50 mg/l (p=0,33). Kết quả 

tại Hình 1 cũng cho thấy, không có sự khác biệt về khả năng sinh trưởng của chủng BPPL-102 khi 

bổ sung hoạt chất fenitrothion ở hàm lượng 10 và 100 mg/l (p=0,42). Kết quả nghiên cứu của Bhatt 

và cộng sự (2021) chứng minh rằng các chủng vi khuẩn sản sinh các loại enzym ngoại bào phân 

cắt, chuyển hóa các thuốc bảo vệ thực vật tạo ra năng lượng cho tế bào sinh trưởng [17]. 

3.4. Khả năng phân hủy fenitrothion của chủng Pseudomonas putida BPPL-102 

Khả năng phân hủy fenitrothion của chủng Pseudomonas putida BPPL-102 được thể hiện ở 

Bảng 2. Hàm lượng fenitrothion trong môi trường nuôi cấy bị biến động dưới tác động của chủng 

Pseudomonas putida BPPL-102, cụ thể ở thời điểm 5, 10 và 14 ngày hàm lượng fenitrothion phát 

hiện trong môi trường MSM lần lượt là 21,45; 13,97 và 9,73 tương ứng với 57,1; 72,1 và 80,5% 

fenitrothion bị phân hủy bởi chủng BPPL-102. Quá trình phân hủy fenitrothion dưới ảnh hưởng 

của chủng BPPL-102 ở 14 ngày đạt 80,54%; hiệu suất phân hủy fenitrothion diễn ra nhanh ở 5 

ngày nuôi cấy (đạt 57,11%); và giảm dần ở 10 ngày (hiệu suất đạt 14,94%) và 14 ngày (hiệu suất 

đạt 8,48%) (Hình 3). Trong khi ở thí nghiệm đối chứng có khoảng 2,03% hàm lượng fenitrothion 

bị mất đi. Sự biến thiên của hàm lượng fenitrothion của thí nghiệm đối chứng này có thể đến từ 

quá trình thao tác thí nghiệm, nhưng sự biến thiên này không có ý nghĩa thống kê (p=0,07). 

Bảng 2. Hiệu suất phân huỷ fenitrothion của chủng Pseudomonas putida BPPL-102 

Thời gian (ngày) 
Hàm lượng fenitrothion còn lại (mg/l) 

BPPL-102 Đối chứng 

0 50d 50a 

5 21,45 ± 1,02c 49,62 ± 0,16a 

10 13,97 ± 0,95b 49,18 ± 0,51a 

14 9,73 ± 1,58a 48,98 ± 0,24a 

Ghi chú: Các chữ khác nhau trong cùng một cột biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê ở mức α ≤ 0,05 
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Hiệu suất phân huỷ fenitrothion của BPPL-102 cao hơn so với chủng Pseudomonas putida 

Izumi-2 (đạt 42% ở hàm lượng ban đầu 5 mg/l) [10]. Báo cáo của  Kim và cộng sự (2009) cho thấy 

các chủng Pseudomonas sp. YI10, Pseudomonas sp. HS17, Pseudomonas sp. AS32 và 

Pseudomonas sp. KW3 phân lập từ đất có khả năng phân hủy fenitrothion [9]. Sự phân hủy 

fenitrothion của các chủng Pseudomonas spp. do enzyme hydrolase được mã hóa bởi gen opd tạo 

ra sản phẩm cuối cùng là CO2 và H2O [10]. Bên cạnh khả năng phân hủy fenitrothion, các chủng 

Pseudomonas cũng có khả năng phân hủy các loại hoạt chất bảo vệ thực vật nhóm lân hữu cơ khác 

như Pseudomonas sp. BUR11 phân hủy parathion [18] và Pseudomonas nitroreducens AR-3 phân 

hủy chlorpyrifos [19]. 

 
Hình 3. Hiệu suất phân hủy fenitrothion của chủng Pseudomonas putida BPPL-102 

4. Kết luận 

Chủng BPPL-102 có khả năng sinh trưởng trên các môi trường Tryptone Soya Broth, R2A, 

Luria-Bertani và Nutrient Broth (Luria-Bertani là môi trường tối ưu), từ 10-40oC (tối ưu ở 30oC) 

và pH 4-7,5 (tối ưu ở pH 6,5). Chủng BPPL-102 đồng hóa được các nguồn D-glucose, malic acid, 

D-saccharose, D-mannitol, phenylacetic acid, D-ribose, L-serine, L-alanin, potassium gluconate và 

glycogen; và sinh các enzyme esterase (C4), esterase lipase (C8), leucine arylamidase, acid 

phosphatase và naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, alkaline phosphatase, D-glucosidase. Dựa vào 

phân tích trình tự gen 16S rRNA, chủng BPPL-102 được xác định là Pseudomonas putida BPPL-

102. Hiệu suất phân hủy fenitrothion (50 mg/l) của chủng Pseudomonas putida BPPL-102 đạt 

80,54% trong 14 ngày. 
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