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Tóm tắt - Chloroaniline là sản phẩm phân hủy từ một số loại 
thuốc trừ cỏ và nhiều chất hóa học khác.Chloroaniline là những 
hợp chất hữu cơ độc hại gây ô nhiễm môi trường, nhất là nguồn 
nước. Acinetobecter baumannii GFJ1 là dòng vi khuẩn có thể sử 
dụng một số loại chloroaniline như nguồn dinh dưỡng duy nhất. 
Trong môi trường lỏng, GFJ1 có thể sinh trưởng ở nồng độ 3,6 
mM 4-chloroaniline và 1,0 mM 3,4-chloroaniline. Nghiên cứu ảnh 
hưởng của NaCl đối với sự sinh trưởng của vi khuẩn trong môi 
trường có bổ sung chloroaniline thấy rằng, sự sinh trưởng tỷ lệ 
nghịch với nồng độ muối. A. baumannii GFJ1 có thể sinh trưởng 
trong môi trường lỏng có chứa 0,1 mM 4-chloroaniline và 4,5% 
NaCl, hay0,1 mM 3,4-dichloroaniline và 3,5% NaCl. Tốc độ phân 
hủy các chất này giảm xuống khi tăng nồng độ NaCl. 

 Abstract - Chloroanilines are intermediates of decomposition of 
some herbicides and other chemicals. Chloroanilines are toxic 
organic compounds which pollute the environment, especially the 
water source. Acinetobacter baumannii GFJ1 could use several 
chloroanilines as the sources of carbon, nitrogen and energy. In 
liquid medium, GFJ1 could grow at the concentrations of 3.6 mM 
4-chloroaniline and 1.0 mM 3,4-chloroaniline. A study of effects of 
NaCl concentrations on the growth of bacteria in the chloroaniline 
shows that cell growth is inversely proportional to the 
concentrations of salt. A. baumannii GFJ1 could grow in the liquid 
mineral medium containing 0.1 mM 4-chloroaniline and 4.5% 
NaCl, or 0.1 mM 3,4-dichloroaniline and 3.5% NaCl. Similarly, the 
biodegradation rates of these compounds decrease when NaCl 
concentrations increase. 

Từ khóa - Acinetobecter baumannii GFJ1; chloroaniline; sinh 
trưởng; phân hủy; NaCl. 

 Key words - Acinetobecter baumannii GFJ1; chloroaniline; 
growth; biodegradation; NaCl. 

1. Đặt vấn đề 

Thuốc diệt cỏ là hóa chất độc hại, ảnh hưởng rất lớn 
đến sức khỏe con người cũng như nhiều sinh vật khác. 
Ngày nay, thuốc diệt cỏ hóa học được sử dụng phổ biến ở 
nước ta cũng như nhiều nước khác trên thế giới. Các loại 
thuốc diệt cỏ phổ biến có thành phần chứa propanil hay 
diuron và chúng thường biến đổi thành các sản phẩm 
trung gian, nhất là 4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline 
[1, 2]. Chẳng hạn 3,4-dichloroaniline được phát hiện 
trong nước ở ruộng lúa sau khi sử dụng thuốc trừ sâu có 
thành phần propanil với nồng độ từ 1,0 đến 567,5 µg/l [3]. 

Ngoài ra, chloroaniline là nguyên liệu chính để sản xuất 
phẩm nhuộm azo, sử dụng trong công nghiệp chế biến cao 
su, sản xuất vecni, thuốc chữa bệnh và các sản phẩm khác 
[4]. Các loại chloroaniline đều có thể gây ảnh hưởng đến 
sức khỏe con người dù với nồng độ thấp, chúng gây ung 
thư và các bệnh khác. Vì độc tính cao và khó phân hủy, 
chloroaniline được liệt kê trong nhóm các hợp chất độc hại 
ở châu Âu và trong danh sách các chất gây ô nhiễm quan 
trọng của Cơ quan Bảo vệ Môi trường Hoa Kỳ [5]. Sự tồn 
dư của các chất này làm ô nhiễm nguồn nước nuôi thủy 
sản, có thể làm chết cá, tôm và các loài thủy sinh khác. Các 
nghiên cứu về tồn dư các chất này và sử dụng vi sinh vật để 
loại bỏ các hợp chất này đã được tiến hành trên thế giới, 
nhưng chưa được nghiên cứu ở nước ta. 

Chloroaniline có thể tồn tại trong nước ngọt, nước lợ 
và nước mặn. Trong bài này, chúng tôi khảo sát khả năng 
phân hủy của vi khuẩn A. baumannii GFJ1 đối với 4-
chloroaniline và 3,4-dichloroaniline, là sản phẩm phân 
giải chủ yếu từ thuốc trừ cỏ propanil hay diuron trong các 
môi trường có độ mặn khác nhau. 

2. Phương tiện và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vi khuẩn phân hủy chloroaniline 

Acinetobecter baumannii GFJ1 là vi khuẩn Gram âm, 
hiếu khí, có khả năng phân hủy nhiều loại chloroaniline 
và sử dụng chúng như là nguồn dinh dưỡng hữu cơ duy 
nhất. A. baumannii GFJ1 là vi khuẩn được phân lập từ đất 
có tiền sử sử dụng nhiều thuốc diệt cỏ (đất có thể đã bị 
nhiễm chloroaniline – là sản phẩm phân hủy từ thuốc diệt 
cỏ), tại phòng thí nghiệm vi sinh Trường Đại học 
Chulalongkorn (Băng Cốc, Thái Lan). 

2.2. Môi trường nuôi vi khuẩn 

Vi khuẩn được nuôi cấy trong dung dịch khoáng chất 
có các thành phần như sau: 1.419,6 mg/l Na2HPO4, 
1.360,9 mg/l KH2PO4, 98,5 mg/l MgSO4, 5,88 mg/l 
CaCl2. 2H2O, 1,16 mg/l H3BO4, 2,78 mg/l FeSO4.7H2O, 
1,15 mg/l ZnSO4.7H2O, 1,69 mg/l MnSO4.H2O, 0,38 mg/l 
CuSO4.5H2O, 0,24 mg/l CoCl2.6H2O và 0,10 mg/l MoO3 

[6]. pH được điều chỉnh trong khoảng 7,0 ± 0,1. Môi 
trường được khử trùng ở nhiệt độ 121oC trong thời gian 
15 phút, được để nguội đến nhiệt độ phòng trước khi nuôi 
cấy vi khuẩn. 

2.3. Kiểm tra khả năng sinh trưởng và phân hủy aniline 
chloroaniline của vi khuẩn 

Sự sinh trưởng của vi khuẩn được thực hiện trong môi 
trường khoáng được bổ sung chất chiết nấm men, 
(NH4)2SO4 và axit succinic (1,0 g/l mỗi loại).  
4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline được sử dụng ở các 
nồng độ khác nhau. 

Vi khuẩn được nuôi trong 1,0l môi trường khoáng, 
được bổ sung thêm chất dinh dưỡng nói trên để kích thích 
sự sinh trưởng của chúng. Sau 10 giờ, vi khuẩn được ly tâm 
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5.000 vòng/phút trong thời gian 20 phút. Mẫu vi khuẩn 
được rửa lại 2 lần bằng nước chưng cất đã khử trùng, sau 
đó chuyển vào môi trường nuôi cấy mới ở mức độ cô đặc 
vi khuẩn (3,5x109 vi khuẩn/ml) và sử dụng để phân hủy  
4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline ở nồng độ 0,1 mM. 
Tất cả các thí nghiệm được tiến hành với tốc độ lắc  
150 vòng/phút và ở nhiệt độ phòng. Mẫu được lấy theo chu 
kì 3 giờ 1 lần (mỗi lần 1,0 ml) và được bảo quản ở 4oC cho 
đến khi phân tích. Các thí nghiệm được tiến hành ít nhất  
3 lần lặp lại, tại Trường Đại học Chulalongkorn (Thái Lan). 

2.4. Phương pháp phân tích 

Nồng độ chloroaniline trong dung dịch được xác định 
bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC - 
High Performance Liquid Chromatography), với cột  
(5 μm, 250 mm×4,6 mm; Hyperclone, Phenomenex, 
USA) và đầu dò quang phổ tử ngoại 240 nm. Pha động là 
hỗn hợp acetonitrile (70%) và nước tinh khiết (30%). 

Sự sinh trưởng của vi khuẩn trong môi trường lỏng 
được thực hiện bằng cách đo độ đục tán xạ ánh sáng 
quang phổ kế (spectrophotometer) ở bước sóng 600 nm. 
Sự sinh trưởng thập phân của vi khuẩn được tính theo 
phương pháp của Zeyer [7]. Hàm lượng protein trích chiết 
từ vi khuẩn được xác định theo phương pháp Lowry [8], 
dùng albumin huyết thanh bò (BSA) làm chất chuẩn và 
được đo ở bước sóng 730 nm. 

Sự ức chế phân hủy chloroaniline của vi khuẩn được 
tính toán dựa trên phương pháp Amor [9]. Tốc độ phân 
hủy chroaniline (r) phụ thuộc vào nồng độ muối (S). Hệ 
số ức chế (Ki) được tính toán dựa trên phương trình: 

max max i

1 1 S

r r r k
   

Trong đó rmax là nồng độ muối tối đa. 

3. Kết quả và bình luận 

3.1. Ảnh hưởng của nồng độ 4-chloroaniline và  
3,4-dichloroaniline đến sự sinh trưởng của vi khuẩn 

Thí nghiệm đánh giá khả năng sinh trưởng của vi khuẩn 
trong môi trường lỏng được thực hiện nhằm xác định khả 
năng ứng dụng của vi khuẩn trong với nồng độ 4-
chloroaniline và 3,4-dichloroaniline khác nhau. Thí nghiệm 
cho thấy rằng, A. baumannii GFJ1 có thể sinh trưởng ở 
nồng độ cao nhất là 3,6 mM 4-chloroaniline và 1,0 mM 
3,4-dichloroaniline (Hình 1). 34DCA có độc tính cao hơn 
nên vi khuẩn có khả năng sinh trưởng ở nồng độ thấp hơn. 
Nghiên cứu trước đây cho thấy, A. baumannii CA2,  
P. putida CA16 và Klebsiella sp. CA17 có thể sinh trưởng 
trong môi trường có nồng độ 4-chloroaniline cao nhất là 
1,2 mM [10]. Điều này cho thấy A. baumannii GFJ1 có thể 
sinh trưởng trong môi trường có nồng độ chloroaniline cao. 
Trong môi trường nuôi vi khuẩn, sự sinh trưởng của chúng 
có nồng độ 4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline từ  
0,05 đến 0,4 mM, cao hơn trong môi trường không có 
chloroaniline, bởi vì chloroaniline là nguồn thức ăn giúp vi 
khuẩn sinh trưởng tốt hơn. Sự sinh trưởng nhanh nhất trong 
môi trường có nồng độ 0,1 mM chloroaniline, tức là nồng 
độ thích hợp nhất đối với vi khuẩn. Tuy nhiên, khi nồng độ 
chloroaniline cao, sự sinh trưởng của vi khuẩn thấp hơn do 
độc tính của chúng. Ngoài 4-chloroaniline và  
3,4-dichloroaniline, sự sinh trưởng của vi khuẩn với sự có 
mặt của các chloroaniline khác cũng được thực hiện. Chẳng 
hạn, A. baumannii GFJ1 có thể sinh trưởng trong môi 
trường chứa tối đa 2,8 mM 3-chloroaniline, nhưng chỉ sinh 
trưởng trong môi trường có tối đa 0,3 mM  
2,4,6-trichloroaniline. 2,4,6-trichloroaniline có độc tính cao 
hơn các loại chloroaniline kể trên, nên chúng ức chế sự 
sinh trưởng vi khuẩn ở nồng độ thấp hơn. 

 
Hình 1. Sự sinh trưởng của vi khuẩn ở môi trường không có chloroaniline và có các nồng độ 4-chloroaniline 

và 3,4-dichloroaniline khác nhau 

3.2. Ảnh hưởng của nồng độ muối đến phân hủy  
4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline 

Chloroaniline có thể tồn tại trong vùng nước lợ hay 
nước mặn, ảnh hưởng đến sinh vật thủy sinh nuôi trong ao 
như tôm hay ảnh hưởng đến hệ sinh thái của môi trường 
biển hay ven biển. Ngoài ra, trong nước thải công nghiệp 
chứa chloroaniline có thể chứa nồng độ muối cao. Sự 

khảo sát khả năng phân hủy chloroaniline ở các nồng độ 
muối khác nhau có vai trò quan trọng trong việc đánh giá 
khả năng ứng dụng của A. baumannii GFJ1. 

Trong môi trường lỏng có nồng độ 4-chloroaniline và 
3,4-dichloroaniline là 0,1 mM, A. baumannii GFJ1 có thể 
sinh trưởng ở nồng độ muối tương ứng là 4,5% và 3,5% 
NaCl (Hình 2). Ở nồng độ 0,5% NaCl, tốc độ sinh trưởng 
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của vi khuẩn trong môi trường có 4-chloroaniline và  
3,4-dichloroaniline chênh lệch không đáng kể, nhưng khi 
nồng độ muối càng cao thì sự sinh trưởng trong môi trường 
có 4-chloroaniline cao hơn. 3,4-dichloroaniline độc hơn 
nên vi khuẩn có thể sinh trưởng ở nồng độ muối thấp hơn. 

 
Hình 2. Sự sinh trưởng của vi khuẩn trong môi trường có các 

nồng độ 0,1 mM 4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline 
và các nồng độ muối khác nhau 

Khảo sát quá trình phân hủy 4-chloroaniline và  
3,4-dichloroaniline thấy rằng, nồng độ muối càng cao thì 
sự phân hủy càng chậm lại (Hình 3). Ở nồng độ muối cao, 
sự chênh lệch áp suất thẩm thấu tăng lên đã ức chế sự 
hoạt động của vi khuẩn. Ở nồng độ 0,5% NaCl, vi khuẩn 
gần như phân hủy toàn bộ 4-chloroaniline trong vòng  
30 giờ, và 3,4-dichloroaniline trong vòng 24 giờ. Ở các 
nồng độ 0,5%, 1,5% và 2,5% NaCl, vi khuẩn phân hủy 
chloroaniline mà không có pha lag. Trong lúc đó, ở nồng 
độ 3,5% NaCl, chúng cần 6 giờ pha lag và tốc độ phân 
hủy chậm hơn. Với nồng độ muối cao, vi khuẩn cần có 
thời gian để thích nghi trước khi sử dụng chloroaniline 
như là nguồn thức ăn. 

Tốc độ phân hủy cụ thể của vi khuẩn đối với  
4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline (tính theo μM/hr và 
µM/(mg protein.giờ)) là tương đương nhau và tỷ lệ nghịch 
với nồng độ muối (Bảng 1). Hàm lượng protein trong các 
nghiệm thức gần như bằng nhau, nhưng khi tốc độ phân 
hủy chậm hơn, dẫn đến tốc độ phân hủy tính theo đơn vị 
protein thấp hơn. Nghiên cứu trước đây thấy rằng, 

Myroides odoratimimus LWD09 có thể phân hủy  
3,4-dichloroaniline ở nồng độ muối cao nhất là 5%, nhưng 
không có báo cáo về sự ảnh hưởng của NaCl đến sự phân 
hủy 4-chloroaniline [10]. Hai dòng vi khuẩn phân hủy  
4-chloroaniline là A. denitrificans PA2 và Cellulomonas sp. 
PA1 có thể sinh trưởng cao nhất là 5% NaCl, nhưng không 
có báo cáo về ảnh hưởng của muối đến sự phân hủy 
chloroaniline [11]. Những số trên đây cho thấy  
A. baumannii GFJ1 có thể chịu đựng được nồng độ muối 
vừa phải, và có thể ứng dụng để làm sạch nước lợ hay nước 
mặn. Trong các thí ngiệm trên đây, các đối chứng không có 
vi khuẩn, không có sự phân hủy chloroaniline nào xảy ra. 

 

 
Hình 3. Sự phân hủy 4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline 

trong môi trường có các nồng độ 4-chloroaniline và 3,4-
dichloroaniline là 0,1 mM và các nồng độ muối khác nhau 

Bảng 1. Tốc độ phân hủy thể của 4-chloroaniline và 3,4-dichloroaniline trong môi trường có nồng độ muối khác nhau 

Nồng độ muối 
NaCl (%) 

3,4-dichloroaniline 4-chloroaniline 

Khả năng phân hủy 
cơ chất (μM/giờ) 

Khả năng phân hủy cơ chất 
[µM/(mg protein.giờ)] 

Khả năng phân hủy 
cơ chất (μM/giờ) 

Khả năng phân hủy cơ chất 
[µM/(mg protein.giờ)] 

0 6,65 ± 0,67 0,037 ± 0,007 7,40 ± 0,40 0,042 ± 0,003 

0,5 5,37 ± 0,23 0,026 ± 0,002 4,03 ± 0,32 0,020 ± 0,001 

1,5 3,40 ± 0,05 0,017 ± 0,001 2,61 ± 0,51 0,014 ± 0,002 

2,5 2,91 ± 0,09 0,015 ± 0,001 2,59 ± 0,04 0,012 ± 0,000 

3,5 2,53 ± 0,25 0,013 ± 0,001 2,12 ± 0,22 0,010 ± 0,001 

 

Sự ức chế của muối được tính toán để phân tích ảnh 
hưởng của môi trường nhiễm mặn đến khả năng phân hủy 
chloroaniline. Kết quả cho thấy, hệ số ức chế của NaCl là 
2,66% và 2,76%. Hệ số này thể hiện ngưỡng nồng độ 
muối mà chúng ức chế sự phân hủy, là mức 1/2 của nồng 
độ muối ức chế hoàn toàn sự phân hủy cơ chất. 

4. Kết luận 

A. baumannii GFJ1 có thể sinh trưởng trong môi 
trường có nồng độ chloroaniline khác nhau, phụ thuộc 
vào độc tính của chúng. Vi khuẩn có thể sinh trưởng ở 
nồng độ 3,6 mM 4- chloroaniline, 1,0 mM  
3,4-dichloroaniline. Sự phân hủy chloroaniline và sự sinh 
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trưởng của vi khuẩn phụ thuộc vào nồng độ muối trong 
môi trường. Vi khuẩn có thể sinh trưởng tối đa 4,5% và 
3,5% NaCl trong trong môi trường tương ứng có chứa  
0,1 mM 4-chloroaniline và 0,1 mM 3,4-dichloroaniline. Ở 
cùng nồng độ muối, tốc độ phân giải 4-chloroaniline và 
3,4-dichloroaniline tương tự nhau. Sự khảo sát khả năng 
phân hủy chloroaniline ở các nồng độ muối khác nhau 
cho thấy A. baumannii GFJ1 có tiềm năng ứng dụng để 
xử lý các nguồn nước khác nhau. 
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