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Nghiên cứu ảnh hưởng  ủ  phân bón n no kim lo i  

đến  hủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52 

 ặng  hị Nhung  Nguyễn  hị Hồng Li n  Ph n  hị Hồng  hảo   

 rần  hị Hương  Nguyễn  hị Minh  hu  Nguyễn Văn Hiếu* 

Phòng Vi sinh vật Đất, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm KH và CN Việt Nam 

Nh n ng y 16 tháng 8 năm 2017  

Chỉnh sử  ng y 20 tháng 9 năm 2017; Chấp nh n đăng ng y 10 tháng 10 năm 2017 

Tóm tắt: Ng y n y  nghi n  ứu tìm kiếm  á  d ng v t li u si u nhỏ trong sản xuất phân bón sử 

dụng  ho n ng nghi p   t gây tá  dụng gây độ  tế b o tr n người v   á  lo i vi sinh v t khá  trở 

th nh xu thế tất yếu. Trong b i báo n y   húng t i đư  r  một s  kết quả đánh giá ảnh hưởng  ủ  

 á  h t n no kim lo i (Cu, ZnO, MnO2, B2O3, Fe và MoO3) có trong phân bón đến quá sinh trưởng 

v  phát triển  ủ   hủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52. Cá  h t n no kim lo i  ó trong phân bón đã 

kh ng gây ảnh hưởng nhiều đến ho t t nh enzym protease, amylase và cellulase ngo i b o  ủ  vi 

khuẩn Pseudomonas sp. 52 ở nồng độ 10 µg/ml dị h enzym. Kiểm tr  bằng phương pháp khuế h 

tán tr n th  h, các  á  h t n no kim lo i có trong phân bón kh ng gây ứ   hế s  phát triển  ủ  

 hủng Pseudomonas sp. 52 ở nồng độ 10-200 µg/ml. Chủng Pseudomonas sp. 52 ở điều ki n nu i 

lắ  150 vòng/phút v  nhi t độ l  30C   ó bổ sung nồng độ  á  h t n no kim lo i 10 v  100 µg/ml 

đã bị ứ   hế quá trình phát triển trong thời gi n 3 giờ đầu; ở pH 4 tá  động  ủ   á  lo i h t n no 

kim lo i  ó trong phân bón n no đến quá trình phát triển  ủ  vi khuẩn Pseudomonas sp. 52 m nh 

hơn ở pH =7 v  pH =10. Kết quả  hụp  EM  ho thấy  tế b o  hủng Pseudomonas sp. 52 đã bị phá 

hủy s u khi nu i lắ  với phân bón n no kim lo i dẫn đến tế b o bị  hết. 

Từ khoá: Phân bón nano  n no kim lo i  Pseudomonas, Cu, ZnO, MnO2, B2O3, Fe, MoO. 

1. Đặt vấn đề

 

Những th p kỷ gần đây, ng nh trồng tr t 

tr n thế giới ng y   ng  ó xu hướng th y thế 

phân vi lượng d ng mu i v   ơ hoặ  phứ  

 hel te bằng  á   hế phẩm  ó nguồn g   l   á  

h t kim lo i si u nhỏ. Kết quả  ho thấy  á   hỉ 

s  sinh lý, sinh hó  v  năng suất thu ho  h  ủa 

sản phẩm  ây trồng đượ  tăng l n đáng kể so 

với  á   hế phẩm phân vi lượng dưới d ng 

_______ 

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mu i kim lo i hoặ   á   hel te. Sử dụng  á  h t 

nano Fe  Mg  Fe  Cu l m phân bón  ngo i hi u 

quả đem l i vấn đề  ó gây ảnh hưởng cho môi 

trường  ần  ó những nghi n  ứu đầy đủ hơn ở 

 á  kh     nh: ảnh hưởng tr   tiếp đến khả 

năng sử dụng dinh dưỡng  ủ  vi sinh v t; tác 

động đến h  sinh thái do s  tương tá   ủ   á  

hợp  hất  ó trong t  nhi n khi với các h t n no 

( hất dinh dưỡng  kim lo i v  độ  t ) [1]. Nhiều 

nghi n  ứu   ng b   á  h t n no kim lo i Ag, 

Zn, Fe,.. v   á  hợp  hất oxit CuO, ZnO, Fe2O3 

 ó khả năng ứ   hế vi khuẩn như: Escherichia 

coli, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa,.. v  nấm [2-
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8]. Trong bài báo này, chúng tôi trình bày một 

s  kết quả nghi n  ứu ảnh hưởng  ủ   á  h t 

n no kim lo i (Fe  Cu  ZnO  MnO2, B2O3 và 

MoO3)  ó trong phân bón đến khả năng sinh 

trưởng v  phát triển  ủ   hủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52.  

2. Phương pháp nghiên cứu 

Chủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52 nh n 

từ bộ sưu t p gi ng vi sinh v t  ủ  Phòng Vi 

sinh v t  ất  Vi n C ng ngh   inh h  . Cá  

lo i phân bón n no kim lo i vi b o gồm: ZnO 

đượ   hế t o theo phương pháp thủy nhi t (k  h 

thượ  h t 30-40 nm); Cu  hế t o theo phương 

pháp khử  xit L- ascorbic (kí h thướ  h t 10-15 

nm); Fe  hế t o theo phương pháp N BH4 (kích 

thướ  h t 40-50 nm); MnO2  hế t o theo 

phương pháp sol gel (d ng que  k  h thướ  một 

 hiều 20 nm); MoO3  hế t o theo phương pháp 

vi sóng với HNO3 (50-70 nm) và B2O3 (40-60 

nm) s u đó đượ  t o th nh   ng thứ  phân bón 

ở d ng đơn tương ứng  tất  ả  á  phân bón n y 

đượ  nh n từ phòng C ng ngh  thân thi n m i 

trường, Vi n C ng ngh  M i trường  Vi n H n 

lâm Kho  h   v  C ng ngh  Vi t N m. 

M i trường Luria-Bertani (LBA) (g/l): cao 

nấm men 5,0; tryptone 10,0; NaCl 10,0;  h  h 

15 0; nướ   ất 1000 ml; pH 6,5-7,0. M i trường 

MP (g/l):   o thịt 3 0; peptone 5 0; glucose 1,0; 

agar 20,0; nướ   ất 1000 ml; pH 7 0. 

 ặ  điểm sinh h    ủ   hủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52 đượ  th   hi n theo các 

phương pháp trong khó  phân lo i Bergey’s 

Mannual of Determinative Bacteriology (1989). 

Ảnh hưởng  ủ  nồng độ các n no kim lo i 

có trong phân bón đến ho t t nh enzym ngo i 

b o  ủ   hủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52. 

Chủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52 đượ  nu i 

tr n m i trường MP  ó bổ sung th m  á   hất 

tinh bột, casein, cellulose với h m lượng 0 5%  

s u 36 giờ nu i lắ  200 vòng/phút ở nhi t độ 

30C, ly tâm 10000 vòng/phút trong 10 phút ở 

4C, lo i sinh kh i thu dị h enzym th . Dị h 

enzym th  đượ  bổ sung  á  lo i phân bón nano 

kim lo i với nồng độ độ 0,5 và 10,0 (µg/ml) ủ 

trong thời gi n 30 phút, s u đó xá  định ho t 

tính protease theo Anson  ải tiến (1938) [9]; 

cellulase theo Ruy và Mandels (1980) [10] và 

amylase theo Bernfeld (1955) [11]. 

Ảnh hưởng  ủ   á  nồng độ  á  h t nano 

kim lo i  ó trong phân bón đến khả năng phát 

triển  ủ   hủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52. 

 r n m i trường th  h LB  ó bổ sung vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52 ở nồng độ 10
5-6

 cfu/ml, 

đụ  lỗ  ó đường k nh 6mm v  nhỏ nồng độ 

n no kim lo i khác nhau: 10-200 (µg/ml), sau 

18 giờ kiểm tr  vòng ứ   hế s  phát triển. Trên 

m i trường LB lỏng  ó m t độ vi sinh v t 10
5-6

 

cfu/ml bổ sung  á  lo i h t n no kim lo i  ó 

trong phân bón ở nồng độ 100 v  10 (µg/ml) 

theo dõi quá trình phát triển  ủ  vi khuẩn theo 

thời gi n thông qu  giá trị đo ở bướ  sóng 600 

nm (OD600 nm); M i trường  ó  hứ   á  h t  

n no kim lo i cso trong phân bón ở nồng độ 10 

ug/ml sẽ nghiên  ứu ảnh hưởng  ủ  pH môi 

trường b n đầu v  tỉ l  tiếp gi ng.  ất  ả  á  th  

nghi m đượ  nu i lắ  150 vòng/phút ở nhi t độ 

30C theo dõi quá trình phát triển  ủ  vi khuẩn 

theo thời gi n th ng qu  giá trị đo ở bướ  sóng 

600 nm (OD600 nm) v  đếm s  lượng tế b o. 

Hình thái tế b o vi khuẩn Pseudomonas sp. 

52 đượ   hụp bằng phương pháp Transmission 

electron microscopy (TEM) sau khi đượ     

định l n  á  lo i v t li u tương ứng phù hợp và 

đo k nh hiển vi đi n tử truyền qu ng JEM1010 

(JEOL – Nh t Bản)  ó h  s  phóng đ i M = x50 

– x 600.000, độ phân giải 3 A
0
, đi n áp gi  t   

U = 40-100 kV t i Vi n Kho  h   V t li u – Vi n 

Hàn lâm Kho  h   v  C ng ngh  Vi t N m. 

3. Kết quả nghiên cứu 

3.1. Đặc điểm sinh học của chủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52 

Chủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52 đượ  

phân l p đất trồng lú  từ  ó khả năng sinh 

trưởng t t tr n một s  m i trường MPA v  

LBA với đặ  điểm khuẩn l   tròn, bề mặt lồi, 

màu nâu, mặt s u khuẩn l   v ng nh t, không 

tiết sắ  t .  ế b o  ó hình que ngắn, Gram (-). 
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 inh trưởng ở nhi t độ 25-40C, pH 4-10, 

 hủng  ó khả năng sinh r  một s  enzym như 

amylase, protease và cellulase; sinh kích thích 

sinh trưởng th   v t indole-3-acetic acid. 

3.2. Ảnh hưởng nano kim loại có trong phân 

bón đến hoạt tính enzym ngoại bào của chủng 

Pseudomonas sp. 52 

Bảng 1. Ảnh hưởng  ủ  nồng độ n no kim lo i  ó 

trong phân bón đến ho t t nh một s  enzym ngo i 

b o  ủ   hủng Pseudomonas sp. 52. 

                 Ho t t nh 

            tương đ i (%) 

 

Nồng độ n no  

kim lo i (µg/ml) 

A
m

y
la

se
 

P
ro

te
as

e 

C
el

lu
la

se
 

B n đầu 0 100,00 100,00 100,00 

ZnO 
0,5 96,67 109,33 75,75 

10 91,67 100,00 70,33 

Cu 
0,5 100,00 100,00 83,33 

10 108,33 95,83 66,67 

Fe 
0,5 100,00 100,00 100,00 

10 100,00 81,82 69,23 

MnO2 
0,5 110,00 120,00 96,67 

10 100,00 110,00 90,33 

MoO3 0,5 95,67 100,00 100,00 

 10 90,33 90,33 109,33 

B2O3 
0,5 100,00 100,00 90,33 

10 100,00 100,00 98,33 

 

Kết quả thu được ở Bảng 1 cho thấy, trong 

m i trường bô sung phân bón có các nano kim 

lo i ở nồng độ 0,5 µg/ml dịch enzym, ít gây tác 

động đến ho t tính của 2 lo i enzym amylase và 

protease trừ phân bón nano từ kim lo i MoO3 và 

ZnO đã l m giảm ho t tính amylase lần lượt 

còn 95,67 (%) v  96 67 (%)  tá  động l m tăng 

ho t tính chỉ xảy ra với phân bón từ kim lo i 

MnO2 với mứ  độ tăng 120 00 (%) tr n nhóm 

enzym prote se. Khi trong m i trường phản 

ứng  ó  hứ  nồng độ  á  h t n no kim lo i ở 

nồng độ 10µg/ml  tá  động làm giảm ho t tính 

với nhóm protease từ 5-10% so với đ i chứng 

khi có mặt các h t nano kim lo i Fe và MoO3, 

đ i với nhóm enzym  myl se  ũng  ó hi n 

tượng giảm khi có mặt cac h t nano kim lo i 

ZnO và MoO3. Enzym cellulase chịu tá  động 

th y đổi nhiều nhất với ho t tính giảm từ 7-30% 

ở hai nồng độ 0,5 và 10 (µg/ml) có mặt các h t 

nano kim lo i ZnO v  Cu  đồng thời ho t tính 

tăng l n so với đ i chứng khi có mặt nano 

MoO3. 

3.3. Ảnh hưởng của nồng độ nano kim loại khác 

nhau có trong phân bón đến sự phát triển của 

chủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 52 

Cá  lo i h t n no kim lo i  ó trong phân 

bón ở tất  ả  á  nồng độ với phương pháp 

khuế h tán tr n đĩ  th  h kh ng  ho thấy khả 

năng ứ   hế s  phát triển  ủ   hủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52. Kết quả thu đượ   ủ  

 húng t i khá  với một s  nghi n  ứu  quá trình 

ứ   hế s  phát triển  ủ   ủ   á  d ng h t n no 

đ i với  hủng vi khuẩn t o th nh  á  vòng 

kháng đượ  thể hi n trong nghi n  ứu  ủ  

Rishikesh (2014) [6] tr n  hủng Escherichia 

coli và Staphylococcus aureus  đường k nh 

vòng kháng to h y nhỏ phụ thuộ  v o d ng 

n no kim lo i. 

 

 

Hình 1. Ảnh hưởng  ủ   á  h t nano kim lo i  ó 

trong phân bón ở nồng độ 100 ug/ml đến s  phát 

triển  ủ   hủng Pseudomonas sp. 52 ở điều ki n 

mu i lắ  150 vòng/phút nhi t độ 30C. 

Kết quả thử kiểm tr  tr n m i trường đĩ  

th  h  ho thấy không có s  ứ   hế  ủ  một s  

lo i n no kim lo i đến sinh trưởng  ủ   hủng 
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Pseudomonas sp. 52. Tuy nhiên, khi kiểm tr  

tr n m i trường dị h thể ở  á  nồng độ  á  h t 

n no kim lo i  ó trong phân bón ở 10 và 100 

ug/ml (Hình 1)   ho thấy có s  ảnh hưởng đến 

sinh trưởng  ủ  Pseudomonas sp. 52 trong thời 

gian 3 giờ đầu, s  lượng vi khuẩn đều giảm so 

với thời điểm b n đầu.   u đó s  lượng tế b o 

 ó xu hướng tăng l n  giá trị OD600 nm đo t i 

thời điểm 10 giờ tất  ả  á  mẫu th  nghi m đều 

có giá khá tương đương nhau (1,7-1,8) trừ  á  

mẫu  ó bổ sung phân bón n no MoO3 và ZnO 

có giá trị thấp hơn (1 34 v  1 45) l  thấp hơn 

mẫu đ i  hứng (1 89). Kết quả thu đượ  phù 

hợp với nghi n  ứu  ủ  Krishna (2011) [12] và 

Navale1 (2015) [8]. 

3.4. Ảnh hưởng của nano kim loại ở nồng độ 10 

µg/ml có trong phân bón và tỉ lệ tiếp gi ng đến 

khả năng phát triển của chủng Pseudomonas 

sp. 52 

Khi th y đổi tỉ l  tiếp gi ng tr n m i trường 

 ó  hứ  n no kim lo i 10 µg/µl thì s u 3 giờ  

giá trị OD600 nm tăng dần theo tỉ l  tiếp gi ng. 

 

 

Hình 2. Ảnh hưởng  ủ  tỉ l  tiếp gi ng (%) v  nano 

Cu ở nồng độ 10 ug/ml có trong phân bón đến s  

phát triển  ủ   hủng Pseudomonas sp. 52 ở điều 

ki n nu i lắ  150 vòng/phút nhi t độ 30C. 

 ỉ l  tiếp gi ng   ng   o mứ  độ tá  động 

đến quá trình phát triển  ủ   hủng 

Pseudomonas sp. 52   ng giảm (Hình 2)  so với 

đ i  hứng kh ng bổ sung phân bón n no kim 

lo i mứ  độ giảm thể hi n ở th  nghi m  ó mứ  

độ tiếp gi ng thấp (0 01% v  0 05%) với mứ  

giảm 20-50% tùy theo từng lo i phân bón. 

 rong  á  lo i phân bón  giảm m nh nhất l  

lo i phân bón n no  ó  hứ   á  kim lo i ZnO 

v  Cu (45 v  49%) v    o hơn nhiều so với  á  

lo i phân bón n no đượ   hế t o từ  á  h t 

n no kim lo i Fe  Mn v  MoO3 (23; 27 và 

31%).  á  động đến quá trình phát triển  ủ  vi 

sinh v t bởi một n no kim lo i phụ thuộ  nhiều 

v o k  h thướ   ủ  h t  độ bền  ủ   á  h t trong 

m i trường  thời gi n v  điều ki n tương tá   

điều n y  ũng đượ  thể hi n trong nghi n  ứu 

 ủ  Krishn  (2011) [8] v  N v le1 (2015) [9]. 

3.5. Ảnh hưởng của nano kim loại ở nồng độ 10 

µg/ml có trong phân bón và pH môi trường đến 

sự phát triển của chủng vi khuẩn Pseudomonas 

sp. 52 

Kết quả thể hi n ở  ho thấy  ở m i trường 

pH thấp (pH4)   á  h t n no kim lo i tá  động 

m nh đến s  tồn t i  ủ   hủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52 hơn so với ở m i trường 

pH 10 và 7. 

 

 

Hình 3. Ảnh hưởng  ủ  n no MnO2 có trong phân 

bón và pH 10 đến khả năng phát triển  ủ   hủng vi 

khuẩn Pseudomonas sp. 52  

Ở m i pH 4  ngo i s  th y đổi nồng độ ion 

H
+ 
 òn  ó  á  phân bón n no kim lo i ở d ng 

ion (+), vi khuẩn gram (-) có chứa lớp 

lipopolysaccharide (LPS), với một lớp 

peptidoglycan nằm xen kẽ ở phía trong có khả 

năng lo i trừ  á  đ i phân tử và các hợp chất ư  

nước, lớp LP  đóng một vai trò quan tr ng 

trong vi c bảo v  vi khuẩn, cung cấp đi n tích 

âm và ổn định đi n tích thành tế b o  do đó vi 

khuẩn gram (-) ít nh y cảm với các chất mang 

đi n t  h dương như  á  h t nano kim lo i, dẫn 

đến mứ  độ tá  động cuả phân bón nano trở lên 
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kém hi u quả hơn  v  l m  ho s  lượng vi 

khuẩn Pseudomonas sp. 52 không giảm nhiều 

so với đ i chứng  kết quả khá phù hợp với 

nghiên  ứu Paredes 2014) [5]. 

3.6. Ảnh hưởng của nano kim loại có trong 

phân bón đến hình thái tế bào chủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52 

 Nghi n  ứu  ho thấy  s  giảm khả năng 

phát triển  ủ   hủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 

52 khi  ó mặt  á  h t nano kim lo i  ó trong 

phân bón ở nồng độ 10 µg/ml (Hình 1) trong 

thời gi n 3 giờ đầu   hứng tỏ  á  h t n no kim 

lo i  ó trong phân bón đã  ó những tá  động 

đến vi khuẩn làm cho  hủng vi khuẩn kh ng 

phát triển đượ . Kết quả  hụp  EM hình thái tế 

b o đã phát hi n  á  điểm thủng (dấu kho nh 

tròn trên Hình 4), ngoài ra trên th nh tế b o  òn 

phát hi n  ó s  d nh bám nhiều  á  h t n no 

kim lo i. Các h t n no kim lo i với k  h thướ  

nhỏ bé khi ở tr ng thái k  h th  h (điều ki n 

nu i lắ )  đã xuy n thủng th nh tế b o, dính 

bám b n ngo i th nh  dẫn đến l m th y đổi  á  

ho t động sinh lý  sinh hó   ủ   hủng vi khuẩn 

Pseudomonas sp. 52. Kết quả  ủ   húng t i 

tương t  như trong nghi n  ứu Vidi  (2013) 

 ho thấy s  phá hủy th nh tế b o  ủ   hủng vi 

khuẩn Bacillus subtilis dưới tá  động  ủ  h t 

nano ZnMgO ở nồng độ 1mg/ml [7]  Ling 

(2014)  ũng  ho kết quả phá hủy th nh tế b o 

 ủ  h t n no ZnO l n  á   hủng vi khuẩn 

Staphyloccus aureus và P. aeruginosa.  

 

 
Mn            ZnO 

Hình 4. Ảnh  EM hình thái vi khuẩn Pseudomonas 

sp. 52 sau 3 giờ lắ  150 vòng/phút dưới tá  động  ủ  

 ủ   á  h t n no kim lo i (Mn và ZnO) có trong 

phân bón. 

4. Kết luận  

 Cá  h t n no kim lo i ở nồng độ 10 µg/ml 

có trong phân bón đã kh ng gây ảnh hưởng đến 

ho t t nh enzym amylase, protease và celulase 

ngo i   hủng Pseudomonas sp. 52. 

Cá  h t n no kim lo i ở nồng độ 10 - 200 

ug/ml có trong phân bón đã kh ng t o r  vòng 

ứ   hế phát triển khi đánh giá bằng phương 

pháp khuế h tán tr n th  h. 

 rong điều ki n nu i lắ  150 vòng/phút ở 

nhi t độ 30C ở nồng độ  á  h t n no kim lo i 

có trong phân bón là 10 v  100 ug/ml đã ứ   hế 

quá trình phát triển  ủ   hủng trong 3 giờ đầu; 

ở pH 4 tá  động  ủ  phân bón n no đến quá 

trình phát triển  ủ  vi khuẩn m nh hơn ở pH 7 

và và pH 10.  

Kết quả  hụp  EM hình thái tế b o 

Pseudomonas sp. 52 khi nu i lắ  150 vòng/phút 

trong m i trường  ó  hứ  phân bón n no  đã 

phát hi n  á  tổn thương tr n th nh tế b o. 
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Abstract: Today, research on the use of micro-material in fertilizer production for agriculture and 

less toxic cytotoxicity in humans and other microorganisms has become a trend. In this paper we 

present some results of the influence of metallic nanoparticles (Cu, ZnO, MnO2, B2O3, Fe and MoO3) 

on the growth of strain Pseudomonas sp. 52. Metallic nano-foliar fertilizers did not affect protease, 

amylase and cellulase protease activity of Pseudomonas sp. 52  t    on entr tion of 10 μg/ml enzyme. 

Metallic nanoparticles do not inhibit the growth of Pseudomonas sp. 52 concentrations at 10-200 

μg/ml used  g r diffusion pl te method. Strain Pseudomonas sp. 52 at culture conditions of 150 rpm 

 nd temper ture of 30°C  with met lli  n nop rti les fertilizer  on entr tion of 10  nd 100 μg/ml 

inhibited of growth during the first 3 hours; At pH 4, Strain Pseudomonas sp. 52 is more powerful 

inhibited is at pH = 7 and pH = 10. Transmission electron microscopy analysis showed that 

Pseudomonas sp. 52 cells were damaged after contact with metallic nanoparticles fertilizer, causing 

cell contents to leak out. 

Keywords: Nano fertilizers, metallic nano, Pseudomonas, Cu, ZnO, MnO2, B2O3, Fe, MoO3.  


