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TůI óU HÓA CÁC YťU Tů ăNH HóĿNG ïťN  
KHă NõNG SINH TűNG HŁP ENZYME FIBRINOLYTIC  

CīA DÒNG VI KHUŝN Bacillus subtilis ML01 

Nghiên cłu îòļc thņc hiŤn vĸi mĨc tiêu tŪi òu hóa các yŠu tŪ þnh hòĺng îŠn khþ nông thu nhŚn 
enzyme fibrinolytic tŃ Bacillus subtilis ML01 sń dĨng phòðng pháp îáp łng bš mŐt (RSM) vĸi 
phòðng án cŖu trúc có tâm (CCD). ThiŠt kŠ thí nghiŤm Plackett - Burman îòļc sń dĨng îŢ sàng 
lĔc các yŠu tŪ chính tác îŮng îŠn quá trình sinh tŬng hļp enzyme fibrinolytic trong 10 yŠu tŪ 
îòļc chĔn, bao gūm: Glucose, maltose, sucrose, soya peptone, yeast extract, K2HPO4, MgSO4, 
CaCl2, pH và mŚt îŮ vi khuŘn ban îŗu. KŠt quþ cho thŖy, maltose, soya peptone, K2HPO4 và mŚt 
îŮ vi khuŘn là 4 yŠu tŪ có þnh hòĺng nhišu nhŖt (p-value < 0,05). Trên cð sĺ îó, khi sń dĨng 
phòðng pháp RSM - CCD îã tìm ra môi tròĹng thích hļp cho quá trình sinh tŬng hļp enzyme 
fibrinolytic vĸi các giá trĞ tŪi òu îòļc xác îĞnh là maltose 18,15 g/L, soya peptone 9,59 g/L, 
K2HPO4 2,33 g/L và mŚt îŮ vi khuŘn 2,6 x 106 tŠ bào/mL, sau 48 giĹ lên men ĺ 37°C cho hoĀt tính 
enzyme fibrinolytic cao nhŖt là 25,56 FU/mL, cao hðn tròĸc khi tŪi òu 2,9 lŗn (8,89 FU/mL). Ma 
trŚn Plackett - Burman kŠt hļp vĸi RSM - CCD îòļc îánh giá là công cĨ phù hļp îŢ tŪi òu hóa 
giá trĞ cĦa các yŠu tŪ có þnh hòĺng îŠn quá trình sinh tŬng hļp enzyme fibrinolytic. 

 Bacillus subtilis, enzyme fibrinolytic, RSM - CCD, sinh tŬng hļp, tŪi òu hóa.  

1. ïŕT VśN ïŦ3 

TŌc nghĉn mĀch do huyŠt khŪi dřn îŠn nhūi 
máu cð tim, îŮt quĲ và các rŪi loĀn tim mĀch khác 
là mŮt trong nhŅng nguyên nhân chính gây tń 
vong ĺ ngòĹi. Nôm 2012, khoþng 17,6 triŤu ngòĹi 
chŠt vì bŤnh tim mĀch (CVD), chiŠm 31,43% tŬng 
sŪ ca tń vong trên toàn cŗu [1]. HuyŠt khŪi îòļc 
hình thành do sņ tích tĨ fibrin thông qua quá trình 
îông máu bĺi nhišu yŠu tŪ, fibrin chĦ yŠu îòļc 
tĀo thành tŃ fibrinogen do tác îŮng cĦa thrombin 
[2]. Các liŤu pháp îišu trĞ sń dĨng thuŪc làm tan 
huyŠt khŪi îang îòļc sń dĨng rŮng rãi nhòng chi 
phí łng dĨng lâm sàng îŌt và có các tác dĨng phĨ 
không mong muŪn nhò xuŖt huyŠt tiêu hóa hay dĞ 
łng [3]. Do îó, viŤc tìm kiŠm các phòðng pháp 
mĸi làm tan huyŠt khŪi an toàn, tiŠt kiŤm và hiŤu 
quþ hðn îang îòļc tiŠn hành. Enzyme tŃ vi sinh 
vŚt îã îòļc lņa chĔn nghiên cłu rŮng rãi vì îây có 

                                         
1 Viện Công nghệ sinh học và Thực phẩm, Trường Đại học 
Cần Thơ 
2 Trường Cao đẳng Kinh tế - Kỹ thuật Cần Thơ 
*Email: ltnhan@ctec.edu.vn  

thŢ xem là nguūn nguyên liŤu rĈ tišn và an toàn 
[4]. 

Enzyme fibrinolytic là enzyme phân hĦy huyŠt 
khŪi îòļc sþn xuŖt tŃ nhišu loĀi vi sinh vŚt khác 
nhau trong îó có chi Bacillus là mŮt chi lĸn cĦa vi 
khuŘn có khþ nông sinh enzyme hiŤu quþ trong 
viŤc làm tan huyŠt khŪi [5]. ïišu kiŤn nuôi cŖy và 
thu nhŚn enzyme tŃ chi Bacillus îðn giþn, chŠ 
phŘm enzyme có îŮ bšn cao, hoĀt îŮng trong 
khoþng nhiŤt îŮ và pH phù hļp łng dĨng trong 
công nghiŤp [6]. 

ViŤc sń dĨng thŪng kê trong thiŠt kŠ thí 
nghiŤm sàng lĔc các yŠu tŪ þnh hòĺng îŠn môi 
tròĹng nuôi cŖy vi khuŘn nhò nguūn nitð, các bon, 
nguūn khoáng và tŪi òu hóa các yŠu tŪ îòļc chĔn 
nhōm tìm ra môi tròĹng tŪi òu îŢ thu nhŚn 
enzyme fibrinolytic îĀt nông suŖt cao là hòĸng tiŠp 
cŚn cĦa các nghiên cłu gŗn îây [7 - 10]. Trong îó, 
tŪi òu îa yŠu tŪ theo ma trŚn cĦa Plackett và 
Burman (1946) [11] là phòðng pháp giúp tiŠt kiŤm 
thĹi gian nghiên cłu và sŪ lòļng thí nghiŤm cŗn 
thņc hiŤn [9] nhĹ vào khþ nông phát hiŤn các yŠu 
tŪ quan trĔng trong các thành phŗn îòļc khþo sát 
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[10]. Trong nghiên cłu này, các yŠu tŪ þnh hòĺng 
cĦa quá trình nuôi cŖy Bacillus sp. îòļc sàng lĔc 
theo ma trŚn Plackett - Burman và tŪi òu hóa theo 
phòðng pháp îáp łng bš mŐt (RSM) - phòðng án 
cŖu trúc có tâm (CCD), vĸi mĨc tiêu tìm ra giá trĞ 
tŪi òu cĦa các yŠu tŪ tác îŮng trņc tiŠp îŠn quá 
trình tŬng hļp enzyme fibrinolytic, làm tišn îš tĀo 
sinh phŘm łng dĨng vào thņc tŠ sþn xuŖt. 

2. VşT LIũU VÀ PHóñNG PHÁP NGHIÊN CŇU 

GiŪng vi khuŘn: Dòng vi khuŘn Bacillus 
subtillis ML01 îòļc phân lŚp, îĞnh danh và lòu trŅ 
tĀi Phòng thí nghiŤm Vi sinh vŚt công nghiŤp, ViŤn 
Công nghŤ sinh hĔc và Thņc phŘm, TròĹng ïĀi 
hĔc Cŗn Thð [12]. Vi khuŘn Bacillus subtillis 
ML01 îòļc nuôi cŖy tông mŚt îŮ vi khuŘn trên 
môi tròĹng NB (Nutrient Broth, Merck). MŚt îŮ vi 
khuŘn îòļc xác îĞnh bōng phòðng pháp îŠm trņc 
tiŠp trên buūng îŠm hūng cŗu (Neubauer - 
Improved, Bright - line), dòĸi kính hiŢn vi quang 
hĔc ĺ îŮ phóng îĀi 100X.  

Hóa chŖt: Fibrinogen, thrombin, sodium 
tetraborate decahydrate, trichloroacetic acid - TCA 
(Sigma - Aldrich, Merck).

Môi tròĹng lên men tròĸc tŪi òu: Glucose 2 
g/L, maltose 20 g/L, soya peptone 10 g/L, yeast 
extract 10 g/L, K2HPO4 2 g/L, MgSO4 1 g/L [7]. 

2.2.1. Phòðng pháp lên men 
Cho 99 mL môi tròĹng lên men lĒng có thành 

phŗn nhò trên vào bình tam giác 250 mL, dùng nút 
bông không thŖm nòĸc îŚy kín miŤng bình tam 
giác (phía trên îŚy nŌp giŖy) và tiŠn hành khń 
trùng ĺ 121°C trong 20 phút. Sau khi îŢ nguŮi 
hoàn toàn, bŬ sung 1 mL dĞch tông sinh vi khuŘn 
vĸi mŚt îŮ 1 × 106 tŠ bào/mL (tb/mL) vào môi 
tròĹng. TŖt cþ các mřu îòļc Ħ lŌc liên tĨc vĸi tŪc 
îŮ 150 vòng/phút ĺ 37°C. Sau 48 giĹ lên men, các 
mřu îòļc îem ly tâm 10.000 vòng/phút ĺ 4˚C 
trong 10 phút, thu lŖy phŗn dĞch lĒng îem phân 
tích hoĀt tính enzyme. 

ChĜ tiêu phân tích: HoĀt tính enzyme 
fibrinolytic (FE) theo phòðng pháp Japan Bio 

Science Laboratory Co., Ltd. (JBSL) (Japan 
Nattokinase Association, 2000). 

2.2.2. Phòðng pháp xác îĞnh hoĀt tính enzyme 
fibrinolytic sń dĨng phòðng pháp îĞnh lòļng theo 
sņ thĦy phân fibrin 

Thí nghiŤm îòļc tiŠn hành trong các Ūng 
nghiŤm, mŭi mřu enzyme có mŮt mřu îŪi chłng 
(mřu chła enzyme bŖt hoĀt) và lŐp lĀi 3 lŗn. Cho 
0,4 mL dung dĞch fibrinogen 0,72% và 1,4 mL îŤm 
borate vào Ūng nghiŤm, Ħ trong bŢ cách thĦy 37 ± 
0,3°C trong 5 phút. Thêm 0,1 mL dung dĞch 
thrombin 20 U/mL, lŌc îšu. Sau 10 phút, tiŠn hành 
cho 0,1 mL enzyme thu nhŚn, Ħ 37 ± 0,3°C. Sau 20 
phút và 40 phút kŢ tŃ thĹi îiŢm phþn łng bŌt îŗu 
(khi cho mřu thń vào), lŌc îšu Ūng nghiŤm. Sau 60 
phút, thêm 2 mL dung dĞch TCA 0,2 M (îŢ ngŃng 
phþn łng), tiŠp tĨc Ħ trong bŢ cách thĦy 37 ± 0,3°C 
thêm ít nhŖt 20 phút nŅa. Ly tâm 15.000 vòng 
trong 10 phút, thu nhŚn dĞch trong. ïo îŮ hŖp thĨ 
cĦa dĞch trong ĺ bòĸc sóng 275 nm. MŮt îðn vĞ (1 
FU - fibrinolytic unit) îòļc îĞnh nghĝa là lòļng 
enzyme làm tông sņ hŖp thĨ cĦa dĞch sau phþn 
łng enzyme tĀi bòĸc sóng 275 nm bōng 0,01 trong 
thĹi gian mŮt phút dòĸi các îišu kiŤn phþn łng. 

2.2.3. Sń dĨng thiŠt kŠ thí nghiŤm Plackett - 
Burman îŢ sàng lĔc các yŠu tŪ þnh hòĺng îŠn khþ 
nông sinh tŬng hļp enzyme fibrinolytic 

Thí nghiŤm îòļc thiŠt kŠ theo ma trŚn 
Plackett - Burman îŢ sàng lĔc các yŠu tŪ þnh 
hòĺng chính trong các yŠu tŪ þnh hòĺng cĦa quá 
trình tŪi òu, mŭi yŠu tŪ þnh hòĺng îòļc kiŢm tra ĺ 
hai cŖp îŮ: Młc thŖp (-1) và młc cao (+1). Các yŠu 
tŪ îòļc chĔn trong nghiên cłu này là glucose, 
maltose, sucrose, soya peptone, yeast extract, 
K2HPO4, MgSO4, CaCl2, pH và mŚt îŮ tŠ bào vi 
khuŘn (tb/mL) îòļc thŢ hiŤn trong bþng 1. Do sŪ 
lŗn chĀy hay nghiŤm thłc (n) trong thiŠt kŠ 
Plackett - Burman luôn là bŮi sŪ cĦa 4 và sŪ lòļng 
các yŠu tŪ þnh hòĺng (k) có thŢ ít hðn mŮt sŪ so 
vĸi sŪ lŗn chĀy (k ≤ n -1) [11], nên tŃ 10 yŠu tŪ þnh 
hòĺng îòļc chĔn sĉ cho 12 nghiŤm thłc îŢ sàng 
lĔc yŠu tŪ quan trĔng có þnh hòĺng îŠn khþ nông 
sinh hoĀt tính enzyme fibrinolytic cĦa vi khuŘn 
Bacillus subtilis ML01 (Bþng 2). KŠt thúc quá 
trình lên men, xác îĞnh hoĀt tính enzyme 
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fibrinolytic (FU/mL). Xń lý sŪ liŤu bōng phŗn 
mšm Design - Expert 7.0 îŢ xác îĞnh các nhân tŪ 

tác îŮng ý nghĝa îŠn quá trình lên men. 

Młc 
STT YŠu tŪ ïðn vĞ 

-1 (ThŖp) +1 (Cao) 

1 Glucose g/L 13 33 

2 Maltose g/L 10 30 

3 Sucrose g/L 25 45 

4 Soya peptone g/L 5 15 

5 Yeast extract g/L 10 20 

6 K2HPO4 g/L 1 3 

7 MgSO4 g/L 0,25 0,75 

8 CaCl2 g/L 0,25 1,25 

9 pH  5 9 

10 MŚt îŮ tb/mL 104 107 

STT Glucose Maltose Sucrose Soya 
peptone 

Yeast 
extract 

K2HPO4 MgSO4 CaCl2 pH MŚt 
îŮ 

1 13 30 45 15 10 1 0,25 1,25 5 107 

2 13 30 45 5 20 3 0,75 0,25 5 104 

3 33 30 25 5 10 3 0,25 1,25 9 104 

4 33 10 45 15 10 3 0,75 1,25 5 104 

5 33 30 45 5 10 1 0,75 0,25 9 107 

6 33 30 25 15 20 3 0,25 0,25 5 107 
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7 13 10 45 5 20 3 0,25 1,25 9 107 

8 13 30 25 15 20 1 0,75 1,25 9 104 

9 13 10 25 15 10 3 0,75 0,25 9 107 

10 33 10 45 15 20 1 0,25 0,25 9 104 

11 13 10 25 5 10 1 0,25 0,25 5 104 

12 33 10 25 5 20 1 0,75 1,25 5 107 

2.2.4. TŪi òu hóa các yŠu tŪ þnh hòĺng îŠn 
khþ nông sinh tŬng hļp enzyme fibrinolytic và 
kiŢm îĞnh thņc nghiŤm mô hình tŪi òu hóa îã 
chĔn 

Các yŠu tŪ có þnh hòĺng nhŖt îŠn kŠt quþ 
khþo sát sĉ îòļc chĔn îŢ tiŠn hành thí nghiŤm 
theo RSM - CCD îŢ xác îĞnh giá trĞ tŪi òu [13]. TŃ 
kŠt quþ xń lý thŪng kê dņa trên mô hình Plackett -
Burman, các nhân tŪ có tác îŮng ý nghĝa îŠn quá 
trình lên men îòļc tŪi òu hóa theo RSM - CCD bĺi 
phŗn mšm Design - Expert 7.0. Mŭi nhân tŪ îòļc 
xác îĞnh vĸi 5 giá trĞ (-a, -1, 0, +1, +a) và thņc hiŤn 
3 lŗn lŐp lĀi. CuŪi cùng, dņa vào kŠt quþ thņc 
nghiŤm thu îòļc tŃ thí nghiŤm theo RSM - CCD, 
phŗn mšm Design - Expert 7.0 îã phân tích và îš 
xuŖt các nghiŤm thłc îŢ thu îòļc hoĀt tính 
enzyme fibrinolytic cao nhŖt dņa trên các yŠu tŪ 
khþo sát. Sau îó, thí nghiŤm kiŢm îĞnh mô hình 
îòļc thņc hiŤn vĸi 3 lŗn lŐp lĀi îŢ xác nhŚn lĀi các 

îišu kiŤn tŪi òu vĸi 3 nghiŤm thłc dņ îoán kŠt quþ 
cao nhŖt. 

Phŗn mšm Design - Expert (phiên bþn 7.0, Stat - 
Ease Inc., USA) îòļc sń dĨng îŢ phân tích phòðng 
sai (ANOVA), tính toán hŤ sŪ cĦa phòðng trình hūi 
quy và îš xuŖt giþi pháp cho mô hình tŪi òu hóa. 

3. KťT QUă NGHIÊN CŇU VÀ THăO LUşN 

Nhōm sàng lĔc các yŠu tŪ quan trĔng có þnh 
hòĺng îŠn khþ nông sinh hoĀt tính enzyme 
fibrinolytic cĦa vi khuŘn Bacillus subtilis ML01, 
ma trŚn Plackett - Burman [11, 14] îã îòļc thiŠt 
kŠ vĸi 12 nghiŤm thłc dņa trên 10 yŠu tŪ îòļc 
chĔn. KŠt quþ hoĀt tính enzyme fibrinolytic îòļc 
thŢ hiŤn ĺ bþng 3.  

STT G M S SP YE K2HPO4 MgSO4 CaCl2 pH MŚt 
îŮ 

HoĀt tính enzyme 
fibrinolytic 
(FU/mL) 

1 13 30 45 15 10 1 0,25 1,25 5 107 12,22 

2 13 30 45 5 20 3 0,75 0,25 5 104 16,11 

3 33 30 25 5 10 3 0,25 1,25 9 104 14,22 
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4 33 10 45 15 10 3 0,75 1,25 5 104 12,78 

5 33 30 45 5 10 1 0,75 0,25 9 107 13,89 

6 33 30 25 15 20 3 0,25 0,25 5 107 14,44 

7 13 10 45 5 20 3 0,25 1,25 9 107 19,44 

8 13 30 25 15 20 1 0,75 1,25 9 104 8,89 

9 13 10 25 15 10 3 0,75 0,25 9 107 17,78 

10 33 10 45 15 20 1 0,25 0,25 9 104 12,78 

11 13 10 25 5 10 1 0,25 0,25 5 104 16,67 

12 33 10 25 5 20 1 0,75 1,25 5 107 12,78 

CV (%)           1,11 

Ghi chú: ïðn vĞ cĦa glucose (G), maltose (M), sucrose (S), soya peptone (SP), yeast extract (YE), 
K2HPO4, MgSO4, CaCl2 là g/Lít; îðn vĞ mŚt îŮ vi khuŘn là tŠ bào/mL. 

YŠu tŪ 
TŬng bình 

phòðng 
BŚc tņ do 

(df) 
Trung bình 

bình phòðng Giá trĞ F 
Giá trĞ P 

Pro > F 

Mô hình 88,28 10 8,83 350,20 0,0416 Có ý nghĝa 

A-Glucose 9,28 1 9,28 367,94 0,0332  

B-Maltose 13,63 1 13,63 540,77 0,0274  

C-Sucrose 0,64 1 0,64 25,36 0,1248  

D-Soya peptone 16,08 1 16,08 637,79 0,0252  

E- Yeast extract 0,65 1 0,65 25,73 0,1239  
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F-K2HPO4 24,68 1 24,68 979,12 0,0203  

G-MgSO4 4,33 1 4,33 171,85 0,0485  

H-CaCl2 11,35 1 11,35 450,21 0,0300  

J-pH 0,23 1 0,23 9,22 0,2025  

K-MŚt îŮ vi khuŘn 7,41 1 7,41 293,97 0,0371  

Phŗn dò 0,025 1 0,025    

TŬng tòðng quan 88,30 11     

Bþng 4 cho thŖy, mô hình có ý nghĝa thŪng kê 
vĸi giá trĞ cĦa p-value: 0,0416 < 0,05. ïišu này 
chłng minh các yŠu tŪ îòļc chĔn cĦa thí nghiŤm 

có tác îŮng mĀnh îŠn sņ sinh tŬng hļp enzyme 
fibrinolytic. 

Młc Młc îŮ þnh hòĺng 
Kí hiŤu YŠu tŪ 

-1 +1 HŤ sŪ þnh hòĺng P- value 

A Glucose 13 33 -0,88 0,0332 

B Maltose 10 30 -1,07 0,0274 

C Sucrose 25 45 0,23 0,1248 

D Soya peptone 5 15 -1,16 0,0252 

E Yeast extract 10 20 -0,23 0,1239 

F K2HPO4 1 3 1,43 0,0203 

G MgSO4 0,25 0,75 -0,60 0,0485 

H CaCl2 0,25 1,25 -0,97 0,0300 

J pH 5 9 0,14 0,2025 

K MŚt îŮ 104 107 0,79 0,0371 
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HŤ sŪ þnh hòĺng cĦa tŃng yŠu tŪ îòļc tính 
toán bōng phŗn mšm Design - Expert 7.0 (Bþng 5). 
NŠu hŤ sŪ þnh hòĺng cĦa mŮt yŠu tŪ là sŪ dòðng, 
có nghĝa là yŠu tŪ îó þnh hòĺng nhišu hðn ĺ młc 
cao và ngòļc lĀi, giá trĞ þnh hòĺng là sŪ âm thì yŠu 
tŪ îó þnh hòĺng nhišu hðn ĺ młc thŖp îŠn kŠt 
quþ khþo sát [9]. Côn cł vào hŤ sŪ þnh hòĺng 
(chĔn các hŤ sŪ có giá trĞ tuyŤt îŪi lĸn hðn), xác 
îĞnh îòļc 4 yŠu tŪ có tác îŮng mĀnh nhŖt îŠn sņ 
sinh tŬng hļp enzyme fibrinolytic vĸi îŮ tin cŚy 
trên 95% (p-value < 0,05) là: Maltose (-1,07), soya 
peptone (-1,16), K2HPO4 (1,43), mŚt îŮ (0,79). Do 

îó, 4 yŠu tŪ maltose, soya peptone, K2HPO4, mŚt 
îŮ vi khuŘn îòļc chĔn cho thiŠt kŠ thí nghiŤm 
RSM - CCD. 

Dņa trên kŠt quþ thí nghiŤm theo ma trŚn 
Plackett - Burman, thí nghiŤm RSM - CCD vĸi 4 
yŠu tŪ îòļc chĔn (Bþng 6) îã îòļc tiŠn hành îŢ 
xác îĞnh giá trĞ tŪi òu cĦa môi tròĹng lên men và 
sŪ liŤu îòļc xń lý bōng phŗn mšm Design - Expert 
7.0. 

Młc 
STT YŠu tŪ ïðn vĞ 

-1 (ThŖp) +1 (Cao) 

1 Maltose g/L 10 30 

2 Soya peptone g/L 5 15 

3 K2HPO4 g/L 1 3 

4 MŚt îŮ tb/mL 104 107 

Phŗn mšm thŪng kê Design - Expert 7.0 îánh 
giá sņ phù hļp và có ý nghĝa cĦa mô hình thí 
nghiŤm qua phân tích phòðng sai (ANOVA) và các 
chĜ sŪ tòðng quan. Młc îŮ ý nghĝa cĦa các hŤ sŪ 
hūi quy îòļc kiŢm îĞnh vĸi các giá trĞ p-value < 
0,05 cho biŠt các hŤ sŪ hūi quy có ý nghĝa. KŠt quþ 
phân tích ANOVA îòļc trình bày trong bþng 7, vĸi 
p-value cĦa mô hình là 0,0038 < 0,05 (có ý nghĝa 
thŪng kê), îišu îó cho thŖy mô hình hoàn toàn có 
ý nghĝa thŪng kê vĸi îŮ tin cŚy > 95%. 

Ngoài ra, îŢ xác îĞnh młc îŮ phù hļp cĦa 
mô hình thì hŤ sŪ xác îĞnh R2 là mŮt thòĸc îo 
quan trĔng và giá trĞ này càng gŗn vĸi 1 thì mŪi 
tòðng quan giŅa giá trĞ thņc nghiŤm và giá trĞ dņ 
îoán càng tŪt [15]. Trong mô hình này, giá trĞ R2 
là 0,8024, tuy nhiên R2 không hoàn toàn quyŠt 

îĞnh giá trĞ nghiên cłu cĦa mô hình vì còn phĨ 
thuŮc vào nhišu giá trĞ khác. Bên cĀnh chĜ sŪ R2 
thì chĜ sŪ R2 hiŤu chĜnh thòĹng îòļc sń dĨng vì 
giá trĞ này phþn ánh sát hðn młc îŮ phù hļp cĦa 
mô hình hūi quy. Bþng 7 cho thŖy, R2 hiŤu chĜnh 
là 0,6181, îišu này có nghĝa là các nhân tŪ khþo 
sát giþi thích îòļc 61,81% sņ biŠn thiên cĦa hoĀt 
tính enzyme fibrinolytic và 39,19% còn lĀi þnh 
hòĺng bĺi các nhân tŪ khác ngoài mô hình cħng 
nhò sai sŪ ngřu nhiên. MŐt khác, îŮ chính xác 
phù hļp (Adeq Precision) cĦa mô hình này bōng 
5,420 îòļc cho là tŪt nhŖt khi ≥ 4 vì nó thŢ hiŤn tİ 
lŤ tín hiŤu nhiţu và R2 dņ îoán có giá trĞ “âm” îã 
thŢ hiŤn giá trĞ trung bình tŬng thŢ là mŮt dņ 
îoán phþn hūi tŪt hðn so vĸi mô hình hiŤn tĀi 
[16]. 
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YŠu tŪ TŬng bình 
phòðng 

BŚc tņ do 
(df) 

Trung bình bình 
phòðng 

Giá trĞ F 
Giá trĞ P 

Prob>F 

Mô hình 442,43 14 31,60 4,35 0,0038 

A-Maltose 0,63 1 0,63 0,087 0,7723 

B- Soya Peptone 2,89 1 2,89 0,40 0,5375 

C-K2HPO4 19,60 1 19,60 2,70 0,1212 

D-MŚt îŮ 3,71 1 3,71 0,51 0,4860 

AB 0,019 1 0,019 2,604E-003 0,9600 

AC 42,61 1 42,61 5,87 0,0285 

AD 102,87 1 102,87 14,17 0,0019 

BC 4,32 1 4,32 0,59 0,4527 

BD 2,33 1 2,33 0,32 0,5792 

CD 14,08 1 14,08 1,94 0,1841 

A2 149,29 1 149,29 20,56 0,0004 

B2 123,77 1 123,77 17,74 0,0009 

C2 17,74 1 17,74 2,44 0,1389 

D2 0,045 1 0,045 6,202E-003 0,9383 

Phŗn dò 108,92 15 7,26   

Sņ thiŠu phù hļp 

(Lack of Fit) 
104,73 10 10,47 12,50 0,0061 

Sai sŪ 4,19 5 0,84   

TŬng tòðng quan 551,35 29    
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ïŮ lŤch chuŘn 2,69 R2 0,8024 

Trung bình 15,48 R2 hiŤu chĜnh 0,6181 

ïŮ biŠn îŮng (CV %) 17,41 R2 dņ îoán -0,1051 

Bþng 7 cho thŖy, maltose×K2HPO4, maltose × 
mŚt îŮ, maltose × maltose, soya peptone × soya 
peptone là tác îŮng có ý nghĝa îŠn khþ nông sinh 
enzyme, vĸi giá trĞ P-value lŗn lòļt là 0,0285; 
0,0019; 0,0004; 0,0009 (îšu nhĒ hðn 0,05). Bên 

cĀnh îó, kŠt quþ sņ tòðng tác giŅa maltose và soya 
peptone, K2HPO4 và mŚt îŮ vi khuŘn cħng îòļc 
thŢ hiŤn trong biŢu îū bš mŐt îáp łng hoĀt tính 
enzyme fibrinolytic theo các yŠu tŪ þnh hòĺng 
îòļc trình bày ĺ hình 1. 

Dņa trên các kŠt quþ phân tích, sņ tòðng quan 
cĦa các yŠu tŪ khþo sát îòļc thŢ hiŤn qua phòðng 
trình hūi quy îòļc xây dņng bōng phŗn mšm 
Design - Expert 7.0 nhò sau: HOAT TINH = +19,72 
+ 0,16 * A + 0,35 * B + 0,90 * C + 0,39 * D - 0,034 * 
A * B -1,63 * A * C + 2,54 * A * D + 0,52 * B * C + 
0,38 * B * D - 0,94 * C * D - 2,33 * A2 - 2,12 * B2 - 
0,80 * C2 - 0,041 * D2. Trong îó: A, B, C, D lŗn 
lòļt là các giá trĞ maltose, soya peptone, K2HPO4 và 
mŚt îŮ vi khuŘn. MŐt khác, dņa vào các nghiŤm 
thłc îòļc thiŠt kŠ sŏn tŃ mô hình tŪi òu hóa CCD, 
phŗn mšm îã xń lý và cho kŠt quþ các thành phŗn 

tŪi òu hóa vĸi 30 nghiŤm thłc. Trong 30 nghiŤm 
thłc phŗn mšm îš xuŖt, 4 tŬ hļp maltose, soya 
peptone, K2HPO4 và mŚt îŮ vi khuŘn tĀi 3 nghiŤm 
thłc có sŪ thł tņ là 4, 9, 21 cho hoĀt tính enzyme 
fibrinolytic cao hðn so vĸi các nghiŤm thłc còn lĀi. 
Tuy nhiên, îŢ xác nhŚn tính îúng îŌn cĦa mô 
hình tŪi òu hoĀt tính enzyme fibrinolytic îòļc sinh 
ra bĺi dòng vi khuŘn Bacillus subtilis ML01, cŗn 
tiŠn hành các thí nghiŤm kiŢm chłng 3 nghiŤm 
thłc tŪi òu mô hình îòa ra (Bþng 8). TŃ îó, chĔn 
ra nghiŤm thłc cho kŠt quþ hoĀt tính enzyme 
mong îļi tŪi òu nhŖt. 

STT 
mô 

hình 

Maltose 
(g/L) 

Soya 
peptone 
(g/L) 

K2HPO4 

(g/L) 

MŚt îŮ vi 
khuŘn 

(tb/mL) 

HoĀt tính FE 
theo thuŚt toán 

(FU/mL) 

HoĀt tính FE 
theo thņc tŠ 

(FU/mL) 

4 16,83 11,39 2,42 3,1 × 106 20,86 24,44 

9 18,35 10,45 2,19 3,1 × 106 20,41 25,00 

21 18,15 9,59 2,33 2,6 × 106 20,95 25,56 

Ghi chú: SŪ liŤu ĺ cŮt trong bþng là trung bình cĦa 3 lŗn lŐp lĀi.  
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Bþng 8 cho thŖy, hoĀt tính enzyme fibrinolytic 
thu îòļc tŃ thņc tŠ cao hðn so vĸi thuŚt toán. ïišu 
này chłng tĒ sņ tính toán cĦa mô hình và thņc 
nghiŤm tòðng îŪi thŪng nhŖt, mô hình tŪi òu 
tòðng thích vĸi thņc nghiŤm. 

Vĸi các giá trĞ maltose, soya peptone, K2HPO4 

và mŚt îŮ vi khuŘn dao îŮng trong các khoþng giá 
trĞ phù hļp (Bþng 8), kŠt quþ thņc tŠ cho thŖy, 
hoĀt tính enzyme fibrinolytic cao, dao îŮng tŃ 
24,44 - 25,56 FU/mL. Trong îó, nghiŤm thłc sŪ 21 
vĸi các giá trĞ maltose 18,15 g/L; soya peptone 9,59 
g/L; K2HPO4 2,33 g/L và mŚt îŮ vi khuŘn 2,6 x 106 
tb/mL cho hoĀt tính enzyme fibrinolytic cao nhŖt 
là 25,56 FU/mL. NghiŤm thłc sŪ 21 vĸi các giá trĞ 
maltose 18,15 g/L phù hļp vĸi kŠt quþ nghiên cłu 
cĦa Ngô ThĞ TòĹng Châu và cs (2017) khi sń dĨng 

maltose trong môi tròĹng lên men vĸi hàm lòļng 
15 g/L [17]. Hàm lòļng soya peptone 9,59 g/L 
cħng ĺ młc phù hļp vĸi kŠt quþ nghiên cłu cĦa 
Trŗn QuŪc TuŖn và cs (2014), khi sń dĨng soya 
peptone vĸi hàm lòļng 10 g/L îŢ tŪi òu viŤc sþn 
xuŖt nattokinase bōng phòðng pháp îáp łng bš 
mŐt phòðng án cŖu trúc có tâm [8]. Bên cĀnh îó, 
viŤc bŬ sung khoáng K2HPO4 vĸi hàm lòļng 2,33 
g/L cħng có tác îŮng îŠn hoĀt tính cĦa enzyme 
fibrinolytic, kŠt quþ này phù hļp vĸi kŠt quþ 
nghiên cłu cĦa Tuan và Huong (2014) [18] khi sń 
dĨng 2,125 g/L K2HPO4 trong môi tròĹng lên men 
sþn xuŖt enzyme nattokinase. TŃ kŠt quþ trên cho 
thŖy, îây là nghiŤm thłc tŪi òu nhŖt cho khþ nông 
lên men sinh tŬng hļp enzyme fibrinolytic cĦa 
dòng vi khuŘn Bacillus subtilis ML01.  

Thń 
nghiŤm 

Nguūn các bon 

(g/L) 

Nguūn nitð 

(g/L) 

Nguūn khoáng 

(g/L) 

MŚt îŮ 

(tb/mL) 

HoĀt tính FE 

(FU/mL) 

Tròĸc tŪi 
òu 

Maltose: 20 

Glucose: 2 

Soya peptone: 10 

Yeast extract: 10 

K2HPO4: 2 

MgSO4: 1 
1 × 106 8,89 

Sau tŪi òu Maltose: 18,15 Soya peptone: 9,59 K2HPO4: 2,33 2,6 × 106 25,56 

So sánh vĸi khi chòa tŪi òu thì viŤc tŪi òu hóa 
thành phŗn môi tròĹng lên men îã góp phŗn làm 
tông hoĀt tính cĦa enzyme fibrinolytic tŃ 8,89 
FU/mL (tròĸc tŪi òu) lên 25,56 FU/mL (sau tŪi 
òu), tông khoþng 2,9 lŗn (Bþng 9). KŠt quþ này 
chłng tĒ viŤc tŪi òu hóa sń dĨng phòðng pháp îáp 
łng bš mŐt theo phòðng án cŖu trúc có tâm có ý 
nghĝa thņc tiţn trong nghiên cłu. 

4. KťT LUşN 

Bōng phòðng pháp sń dĨng ma trŚn Plackett - 
Burman và tŪi òu hóa theo phòðng pháp îáp łng 
bš mŐt (RSM) vĸi phòðng án cŖu trúc có tâm 
(CCD), thành phŗn môi tròĹng lên men tŪi òu cho 
khþ nông sinh tŬng hļp enzyme fibrinolytic cĦa 
chĦng B. subtillis ML01 îòļc xác îĞnh vĸi các 
thông sŪ bao gūm: Hàm lòļng maltose 18,15 g/L, 
soya peptone 9,59 g/L, K2HPO4 2,33 g/L, mŚt îŮ vi 
khuŘn 2,6 × 106 tb/mL cho hoĀt tính enzyme 

fibrinolytic cao nhŖt là 25,56 FU/mL. KŠt quþ này 
làm tišn îš cho nghiên cłu sþn xuŖt enzyme 
fibrinolytic tĀo chŠ phŘm łng dĨng trong công 
nghiŤp thņc phŘm và dòļc phŘm. 
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The purpose of this study was to optimize the composition of the culture medium to obtain 
fibrinolytic enzymes from Bacillus subtilis ML01 using Response Surface Methodology (RSM) 
with Central Composite Design (CCD). The Plackett - Burman experimental design was used to 
screen the main factors affecting the biosynthesis of fibrinolytic enzymes among 10 selected 
factors, including glucose, maltose, sucrose, soya peptone, yeast extract, K2HPO4, MgSO4, CaCl2, 
pH and initial bacterial density. As the results, maltose, soya peptone, K2HPO4 and initial bacterial 
density were identified as significant factors (p-value < 0.05). On this basis, when using the RSM - 
CCD method, a suitable environment was found for the biosynthesis of fibrinolytic enzymes with 
the optimal values determined to be maltose 18.15 g/L, soya peptone 9.59 g/L, K2HPO4 2.33 g/L 
and bacterial density of 2.6 x 106 cells/mL at 37oC for 48 hours of fermentation, which gave the 
highest fibrinolytic enzyme activity of 25.56 FU/mL, which 2.9 times higher than the pre-
optimized medium (8.89 FU/mL). The Plackett - Burman matrix combined with the RSM - CCD 
is therefore a useful tool for identifying optimal values of different factors affecting the 
biosynthesis of fibrinolytic enzymes. 

 Bacillus subtilis, biosynthesis, fibrinolytic enzyme, optimize, RSM - CCD. 
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