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T I U HÓA CÁC Y U T  NH H NG N  
KH  N NG SINH T NG H P ENZYME FIBRINOLYTIC  

C A DÒNG VI KHU N Bacillus subtilis ML01 

Nghiên c u c th c hi n v i m c tiêu t i u hóa các y u t  nh h ng n kh  n ng thu nh n 
enzyme fibrinolytic t  Bacillus subtilis ML01 s  d ng ph ng pháp áp ng b  m t (RSM) v i 
ph ng án c u trúc có tâm (CCD). Thi t k  thí nghi m Plackett - Burman c s  d ng  sàng 
l c các y u t  chính tác ng n quá trình sinh t ng h p enzyme fibrinolytic trong 10 y u t  

c ch n, bao g m: Glucose, maltose, sucrose, soya peptone, yeast extract, K2HPO4, MgSO4, 
CaCl2, pH và m t  vi khu n ban u. K t qu  cho th y, maltose, soya peptone, K2HPO4 và m t 

 vi khu n là 4 y u t  có nh h ng nhi u nh t (p-value < 0,05). Trên c  s  ó, khi s  d ng 
ph ng pháp RSM - CCD ã tìm ra môi tr ng thích h p cho quá trình sinh t ng h p enzyme 
fibrinolytic v i các giá tr  t i u c xác nh là maltose 18,15 g/L, soya peptone 9,59 g/L, 
K2HPO4 2,33 g/L và m t  vi khu n 2,6 x 106 t  bào/mL, sau 48 gi  lên men  37°C cho ho t tính 
enzyme fibrinolytic cao nh t là 25,56 FU/mL, cao h n tr c khi t i u 2,9 l n (8,89 FU/mL). Ma 
tr n Plackett - Burman k t h p v i RSM - CCD c ánh giá là công c  phù h p  t i u hóa 
giá tr  c a các y u t  có nh h ng n quá trình sinh t ng h p enzyme fibrinolytic. 

 Bacillus subtilis, enzyme fibrinolytic, RSM - CCD, sinh t ng h p, t i u hóa.  

1. T V N 3 

T c ngh n m ch do huy t kh i d n n nh i 
máu c  tim, t qu  và các r i lo n tim m ch khác 
là m t trong nh ng nguyên nhân chính gây t  
vong  ng i. N m 2012, kho ng 17,6 tri u ng i 
ch t vì b nh tim m ch (CVD), chi m 31,43% t ng 
s  ca t  vong trên toàn c u [1]. Huy t kh i c 
hình thành do s  tích t  fibrin thông qua quá trình 

ông máu b i nhi u y u t , fibrin ch  y u c 
t o thành t  fibrinogen do tác ng c a thrombin 
[2]. Các li u pháp i u tr  s  d ng thu c làm tan 
huy t kh i ang c s  d ng r ng rãi nh ng chi 
phí ng d ng lâm sàng t và có các tác d ng ph  
không mong mu n nh  xu t huy t tiêu hóa hay d  

ng [3]. Do ó, vi c tìm ki m các ph ng pháp 
m i làm tan huy t kh i an toàn, ti t ki m và hi u 
qu  h n ang c ti n hành. Enzyme t  vi sinh 
v t ã c l a ch n nghiên c u r ng rãi vì ây có 
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th  xem là ngu n nguyên li u r  ti n và an toàn 
[4]. 

Enzyme fibrinolytic là enzyme phân h y huy t 
kh i c s n xu t t  nhi u lo i vi sinh v t khác 
nhau trong ó có chi Bacillus là m t chi l n c a vi 
khu n có kh  n ng sinh enzyme hi u qu  trong 
vi c làm tan huy t kh i [5]. i u ki n nuôi c y và 
thu nh n enzyme t  chi Bacillus n gi n, ch  
ph m enzyme có  b n cao, ho t ng trong 
kho ng nhi t  và pH phù h p ng d ng trong 
công nghi p [6]. 

Vi c s  d ng th ng kê trong thi t k  thí 
nghi m sàng l c các y u t  nh h ng n môi 
tr ng nuôi c y vi khu n nh  ngu n nit , các bon, 
ngu n khoáng và t i u hóa các y u t  c ch n 
nh m tìm ra môi tr ng t i u  thu nh n 
enzyme fibrinolytic t n ng su t cao là h ng ti p 
c n c a các nghiên c u g n ây [7 - 10]. Trong ó, 
t i u a y u t  theo ma tr n c a Plackett và 
Burman (1946) [11] là ph ng pháp giúp ti t ki m 
th i gian nghiên c u và s  l ng thí nghi m c n 
th c hi n [9] nh  vào kh  n ng phát hi n các y u 
t  quan tr ng trong các thành ph n c kh o sát 
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[10]. Trong nghiên c u này, các y u t  nh h ng 
c a quá trình nuôi c y Bacillus sp. c sàng l c 
theo ma tr n Plackett - Burman và t i u hóa theo 
ph ng pháp áp ng b  m t (RSM) - ph ng án 
c u trúc có tâm (CCD), v i m c tiêu tìm ra giá tr  
t i u c a các y u t  tác ng tr c ti p n quá 
trình t ng h p enzyme fibrinolytic, làm ti n  t o 
sinh ph m ng d ng vào th c t  s n xu t. 

2. V T LI U VÀ PH NG PHÁP NGHIÊN C U 

Gi ng vi khu n: Dòng vi khu n Bacillus 
subtillis ML01 c phân l p, nh danh và l u tr  
t i Phòng thí nghi m Vi sinh v t công nghi p, Vi n 
Công ngh  sinh h c và Th c ph m, Tr ng i 
h c C n Th  [12]. Vi khu n Bacillus subtillis 
ML01 c nuôi c y t ng m t  vi khu n trên 
môi tr ng NB (Nutrient Broth, Merck). M t  vi 
khu n c xác nh b ng ph ng pháp m tr c 
ti p trên bu ng m h ng c u (Neubauer - 
Improved, Bright - line), d i kính hi n vi quang 
h c   phóng i 100X.  

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

Môi tr ng lên men tr c t i u: 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. Ph ng pháp lên men 
Cho 99 mL môi tr ng lên men l ng có thành 

ph n nh  trên vào bình tam giác 250 mL, dùng nút 
bông không th m n c y kín mi ng bình tam 
giác (phía trên y n p gi y) và ti n hành kh  
trùng  121°C trong 20 phút. Sau khi  ngu i 
hoàn toàn, b  sung 1 mL d ch t ng sinh vi khu n 
v i m t  1 × 106 t  bào/mL (tb/mL) vào môi 
tr ng. T t c  các m u c  l c liên t c v i t c 

 150 vòng/phút  37°C. Sau 48 gi  lên men, các 
m u c em ly tâm 10.000 vòng/phút  4˚C 
trong 10 phút, thu l y ph n d ch l ng em phân 
tích ho t tính enzyme. 

Ch  tiêu phân tích: Ho t tính enzyme 
fibrinolytic (FE) theo ph ng pháp Japan Bio 

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

2.2.2. Ph ng pháp xác nh ho t tính enzyme 
fibrinolytic s  d ng ph ng pháp nh l ng theo 
s  th y phân fibrin 

Thí nghi m c ti n hành trong các ng 
nghi m, m i m u enzyme có m t m u i ch ng 
(m u ch a enzyme b t ho t) và l p l i 3 l n. Cho 
0,4 mL dung d ch fibrinogen 0,72% và 1,4 mL m 
borate vào ng nghi m,  trong b  cách th y 37 ± 
0,3°C trong 5 phút. Thêm 0,1 mL dung d ch 
thrombin 20 U/mL, l c u. Sau 10 phút, ti n hành 
cho 0,1 mL enzyme thu nh n,  37 ± 0,3°C. Sau 20 
phút và 40 phút k  t  th i i m ph n ng b t u 
(khi cho m u th  vào), l c u ng nghi m. Sau 60 
phút, thêm 2 mL dung d ch TCA 0,2 M (  ng ng 
ph n ng), ti p t c  trong b  cách th y 37 ± 0,3°C 
thêm ít nh t 20 phút n a. Ly tâm 15.000 vòng 
trong 10 phút, thu nh n d ch trong. o  h p th  
c a d ch trong  b c sóng 275 nm. M t n v  (1 
FU - fibrinolytic unit) c nh ngh a là l ng 
enzyme làm t ng s  h p th  c a d ch sau ph n 

ng enzyme t i b c sóng 275 nm b ng 0,01 trong 
th i gian m t phút d i các i u ki n ph n ng. 

2.2.3. S  d ng thi t k  thí nghi m Plackett - 
Burman  sàng l c các y u t  nh h ng n kh  
n ng sinh t ng h p enzyme fibrinolytic 

Thí nghi m c thi t k  theo ma tr n 
Plackett - Burman  sàng l c các y u t  nh 
h ng chính trong các y u t  nh h ng c a quá 
trình t i u, m i y u t  nh h ng c ki m tra  
hai c p : M c th p (-1) và m c cao (+1). Các y u 
t  c ch n trong nghiên c u này là glucose, 
maltose, sucrose, soya peptone, yeast extract, 
K2HPO4, MgSO4, CaCl2, pH và m t  t  bào vi 
khu n (tb/mL) c th  hi n trong b ng 1. Do s  
l n ch y hay nghi m th c (n) trong thi t k  
Plackett - Burman luôn là b i s  c a 4 và s  l ng 
các y u t  nh h ng (k) có th  ít h n m t s  so 
v i s  l n ch y (k ≤ n -1) [11], nên t  10 y u t  nh 
h ng c ch n s  cho 12 nghi m th c  sàng 
l c y u t  quan tr ng có nh h ng n kh  n ng 
sinh ho t tính enzyme fibrinolytic c a vi khu n 
Bacillus subtilis ML01 (B ng 2). K t thúc quá 
trình lên men, xác nh ho t tính enzyme 
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fibrinolytic (FU/mL). X  lý s  li u b ng ph n 
m m Design - Expert 7.0  xác nh các nhân t  

tác ng ý ngh a n quá trình lên men. 

M c 
STT Y u t  n v  

-1 (Th p) +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 M t  tb/mL 104 107 

STT Glucose Maltose Sucrose Soya 
peptone 

Yeast 
extract 

K2HPO4 MgSO4 CaCl2 pH M t 
 

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. T i u hóa các y u t  nh h ng n 
kh  n ng sinh t ng h p enzyme fibrinolytic và 
ki m nh th c nghi m mô hình t i u hóa ã 
ch n 

Các y u t  có nh h ng nh t n k t qu  
kh o sát s  c ch n  ti n hành thí nghi m 
theo RSM - CCD  xác nh giá tr  t i u [13]. T  
k t qu  x  lý th ng kê d a trên mô hình Plackett -
Burman, các nhân t  có tác ng ý ngh a n quá 
trình lên men c t i u hóa theo RSM - CCD b i 
ph n m m Design - Expert 7.0. M i nhân t  c 
xác nh v i 5 giá tr  (-a, -1, 0, +1, +a) và th c hi n 
3 l n l p l i. Cu i cùng, d a vào k t qu  th c 
nghi m thu c t  thí nghi m theo RSM - CCD, 
ph n m m Design - Expert 7.0 ã phân tích và  
xu t các nghi m th c  thu c ho t tính 
enzyme fibrinolytic cao nh t d a trên các y u t  
kh o sát. Sau ó, thí nghi m ki m nh mô hình 

c th c hi n v i 3 l n l p l i  xác nh n l i các 

i u ki n t i u v i 3 nghi m th c d  oán k t qu  
cao nh t. 

Ph n m m Design - Expert (phiên b n 7.0, Stat - 
Ease Inc., USA) c s  d ng  phân tích ph ng 
sai (ANOVA), tính toán h  s  c a ph ng trình h i 
quy và  xu t gi i pháp cho mô hình t i u hóa. 

3. K T QU  NGHIÊN C U VÀ TH O LU N 

Nh m sàng l c các y u t  quan tr ng có nh 
h ng n kh  n ng sinh ho t tính enzyme 
fibrinolytic c a vi khu n Bacillus subtilis ML01, 
ma tr n Plackett - Burman [11, 14] ã c thi t 
k  v i 12 nghi m th c d a trên 10 y u t  c 
ch n. K t qu  ho t tính enzyme fibrinolytic c 
th  hi n  b ng 3.  

STT G M S SP YE K2HPO4 MgSO4 CaCl2 pH M t 
 

Ho t 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: n v  c a glucose (G), maltose (M), sucrose (S), soya peptone (SP), yeast extract (YE), 
K2HPO4, MgSO4, CaCl2 là g/Lít; n v  m t  vi khu n là t  bào/mL. 

Y u t  
T ng bình 

ph ng 
B c t  do 

(df) 
Trung bình 

bình ph ng Giá tr  F 
Giá tr  P 

Pro > F 

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

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-M t  vi khu n 7,41 1 7,41 293,97 0,0371  

Ph n d  0,025 1 0,025    

T ng t ng quan 88,30 11     

B ng 4 cho th y, mô hình có ý ngh a th ng kê 
v i giá tr  c a p-value: 0,0416 < 0,05. i u này 
ch ng minh các y u t  c ch n c a thí nghi m 

có tác ng m nh n s  sinh t ng h p enzyme 
fibrinolytic. 

M c M c  nh h ng 
Kí hi u Y u t  

-1 +1 H  s  nh h ng 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 M t  104 107 0,79 0,0371 
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H  s  nh h ng c a t ng y u t  c tính 
toán b ng ph n m m Design - Expert 7.0 (B ng 5). 
N u h  s  nh h ng c a m t y u t  là s  d ng, 
có ngh a là y u t  ó nh h ng nhi u h n  m c 
cao và ng c l i, giá tr  nh h ng là s  âm thì y u 
t  ó nh h ng nhi u h n  m c th p n k t 
qu  kh o sát [9]. C n c  vào h  s  nh h ng 
(ch n các h  s  có giá tr  tuy t i l n h n), xác 

nh c 4 y u t  có tác ng m nh nh t n s  
sinh t ng h p enzyme fibrinolytic v i  tin c y 
trên 95% (p-value < 0,05) là: Maltose (-1,07), soya 
peptone (-1,16), K2HPO4 (1,43), m t  (0,79). Do 

ó, 4 y u t  maltose, soya peptone, K2HPO4, m t 
 vi khu n c ch n cho thi t k  thí nghi m 

RSM - CCD. 

D a trên k t qu  thí nghi m theo ma tr n 
Plackett - Burman, thí nghi m RSM - CCD v i 4 
y u t  c ch n (B ng 6) ã c ti n hành  
xác nh giá tr  t i u c a môi tr ng lên men và 
s  li u c x  lý b ng ph n m m Design - Expert 
7.0. 

M c 
STT Y u t  n v  

-1 (Th p) +1 (Cao) 

1 Maltose g/L 10 30 

2 Soya peptone g/L 5 15 

3 K2HPO4 g/L 1 3 

4 M t  tb/mL 104 107 

Ph n m m th ng kê Design - Expert 7.0 ánh 
giá s  phù h p và có ý ngh a c a mô hình thí 
nghi m qua phân tích ph ng sai (ANOVA) và các 
ch  s  t ng quan. M c  ý ngh a c a các h  s  
h i quy c ki m nh v i các giá tr  p-value < 
0,05 cho bi t các h  s  h i quy có ý ngh a. K t qu  
phân tích ANOVA c trình bày trong b ng 7, v i 
p-value c a mô hình là 0,0038 < 0,05 (có ý ngh a 
th ng kê), i u ó cho th y mô hình hoàn toàn có 
ý ngh a th ng kê v i  tin c y > 95%. 

Ngoài ra,  xác nh m c  phù h p c a 
mô hình thì h  s  xác nh R2 là m t th c o 
quan tr ng và giá tr  này càng g n v i 1 thì m i 
t ng quan gi a giá tr  th c nghi m và giá tr  d  

oán càng t t [15]. Trong mô hình này, giá tr  R2 
là 0,8024, tuy nhiên R2 không hoàn toàn quy t 

nh giá tr  nghiên c u c a mô hình vì còn ph  
thu c vào nhi u giá tr  khác. Bên c nh ch  s  R2 
thì ch  s  R2 hi u ch nh th ng c s  d ng vì 
giá tr  này ph n ánh sát h n m c  phù h p c a 
mô hình h i quy. B ng 7 cho th y, R2 hi u ch nh 
là 0,6181, i u này có ngh a là các nhân t  kh o 
sát gi i thích c 61,81% s  bi n thiên c a ho t 
tính enzyme fibrinolytic và 39,19% còn l i nh 
h ng b i các nhân t  khác ngoài mô hình c ng 
nh  sai s  ng u nhiên. M t khác,  chính xác 
phù h p (Adeq Precision) c a mô hình này b ng 
5,420 c cho là t t nh t khi ≥ 4 vì nó th  hi n t  
l  tín hi u nhi u và R2 d  oán có giá tr  “âm” ã 
th  hi n giá tr  trung bình t ng th  là m t d  

oán ph n h i t t h n so v i mô hình hi n t i 
[16]. 
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Y u t  T ng bình 
ph ng 

B c t  do 
(df) 

Trung bình bình 
ph ng 

Giá tr  F 
Giá tr  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-M t  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 

Ph n d  108,92 15 7,26   

S  thi u phù h p 

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

Sai s  4,19 5 0,84   

T ng t ng quan 551,35 29    
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 l ch chu n 2,69 R2 0,8024 

Trung bình 15,48 R2 hi u ch nh 0,6181 

 bi n ng (CV %) 17,41 R2 d  oán -0,1051 

B ng 7 cho th y, maltose×K2HPO4, maltose × 
m t , maltose × maltose, soya peptone × soya 
peptone là tác ng có ý ngh a n kh  n ng sinh 
enzyme, v i giá tr  P-value l n l t là 0,0285; 
0,0019; 0,0004; 0,0009 ( u nh  h n 0,05). Bên 

c nh ó, k t qu  s  t ng tác gi a maltose và soya 
peptone, K2HPO4 và m t  vi khu n c ng c 
th  hi n trong bi u  b  m t áp ng ho t tính 
enzyme fibrinolytic theo các y u t  nh h ng 

c trình bày  hình 1. 

D a trên các k t qu  phân tích, s  t ng quan 
c a các y u t  kh o sát c th  hi n qua ph ng 
trình h i quy c xây d ng b ng ph n m m 
Design - Expert 7.0 nh  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 ó: A, B, C, D l n 
l t là các giá tr  maltose, soya peptone, K2HPO4 và 
m t  vi khu n. M t khác, d a vào các nghi m 
th c c thi t k  s n t  mô hình t i u hóa CCD, 
ph n m m ã x  lý và cho k t qu  các thành ph n 

t i u hóa v i 30 nghi m th c. Trong 30 nghi m 
th c ph n m m  xu t, 4 t  h p maltose, soya 
peptone, K2HPO4 và m t  vi khu n t i 3 nghi m 
th c có s  th  t  là 4, 9, 21 cho ho t tính enzyme 
fibrinolytic cao h n so v i các nghi m th c còn l i. 
Tuy nhiên,  xác nh n tính úng n c a mô 
hình t i u ho t tính enzyme fibrinolytic c sinh 
ra b i dòng vi khu n Bacillus subtilis ML01, c n 
ti n hành các thí nghi m ki m ch ng 3 nghi m 
th c t i u mô hình a ra (B ng 8). T  ó, ch n 
ra nghi m th c cho k t qu  ho t tính enzyme 
mong i t i u nh t. 

STT 
mô 

hình 

Maltose 
(g/L) 

Soya 
peptone 
(g/L) 

K2HPO4 

(g/L) 

M t  vi 
khu n 

(tb/mL) 

Ho t tính FE 
theo thu t toán 

(FU/mL) 

Ho t tính FE 
theo th c t  

(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: S  li u  c t trong b ng là trung bình c a 3 l n l p l i.  
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B ng 8 cho th y, ho t tính enzyme fibrinolytic 
thu c t  th c t  cao h n so v i thu t toán. i u 
này ch ng t  s  tính toán c a mô hình và th c 
nghi m t ng i th ng nh t, mô hình t i u 
t ng thích v i th c nghi m. 

V i các giá tr  maltose, soya peptone, K2HPO4 

và m t  vi khu n dao ng trong các kho ng giá 
tr  phù h p (B ng 8), k t qu  th c t  cho th y, 
ho t tính enzyme fibrinolytic cao, dao ng t  
24,44 - 25,56 FU/mL. Trong ó, nghi m th c s  21 
v i các giá tr  maltose 18,15 g/L; soya peptone 9,59 
g/L; K2HPO4 2,33 g/L và m t  vi khu n 2,6 x 106 
tb/mL cho ho t tính enzyme fibrinolytic cao nh t 
là 25,56 FU/mL. Nghi m th c s  21 v i các giá tr  
maltose 18,15 g/L phù h p v i k t qu  nghiên c u 
c a Ngô Th  T ng Châu và cs (2017) khi s  d ng 

maltose trong môi tr ng lên men v i hàm l ng 
15 g/L [17]. Hàm l ng soya peptone 9,59 g/L 
c ng  m c phù h p v i k t qu  nghiên c u c a 
Tr n Qu c Tu n và cs (2014), khi s  d ng soya 
peptone v i hàm l ng 10 g/L  t i u vi c s n 
xu t nattokinase b ng ph ng pháp áp ng b  
m t ph ng án c u trúc có tâm [8]. Bên c nh ó, 
vi c b  sung khoáng K2HPO4 v i hàm l ng 2,33 
g/L c ng có tác ng n ho t tính c a enzyme 
fibrinolytic, k t qu  này phù h p v i k t qu  
nghiên c u c a Tuan và Huong (2014) [18] khi s  
d ng 2,125 g/L K2HPO4 trong môi tr ng lên men 
s n xu t enzyme nattokinase. T  k t qu  trên cho 
th y, ây là nghi m th c t i u nh t cho kh  n ng 
lên men sinh t ng h p enzyme fibrinolytic c a 
dòng vi khu n Bacillus subtilis ML01.  

Th  
nghi m 

Ngu n các bon 

(g/L) 

Ngu n nit  

(g/L) 

Ngu n khoáng 

(g/L) 

M t  

(tb/mL) 

Ho t tính FE 

(FU/mL) 

Tr c t i 
u 

Maltose: 20 

Glucose: 2 

Soya peptone: 10 

Yeast extract: 10 

K2HPO4: 2 

MgSO4: 1 
1 × 106 8,89 

Sau t i u Maltose: 18,15 Soya peptone: 9,59 K2HPO4: 2,33 2,6 × 106 25,56 

So sánh v i khi ch a t i u thì vi c t i u hóa 
thành ph n môi tr ng lên men ã góp ph n làm 
t ng ho t tính c a enzyme fibrinolytic t  8,89 
FU/mL (tr c t i u) lên 25,56 FU/mL (sau t i 

u), t ng kho ng 2,9 l n (B ng 9). K t qu  này 
ch ng t  vi c t i u hóa s  d ng ph ng pháp áp 

ng b  m t theo ph ng án c u trúc có tâm có ý 
ngh a th c ti n trong nghiên c u. 

4. K T LU N 

B ng ph ng pháp s  d ng ma tr n Plackett - 
Burman và t i u hóa theo ph ng pháp áp ng 
b  m t (RSM) v i ph ng án c u trúc có tâm 
(CCD), thành ph n môi tr ng lên men t i u cho 
kh  n ng sinh t ng h p enzyme fibrinolytic c a 
ch ng B. subtillis ML01 c xác nh v i các 
thông s  bao g m: Hàm l ng maltose 18,15 g/L, 
soya peptone 9,59 g/L, K2HPO4 2,33 g/L, m t  vi 
khu n 2,6 × 106 tb/mL cho ho t tính enzyme 

fibrinolytic cao nh t là 25,56 FU/mL. K t qu  này 
làm ti n  cho nghiên c u s n xu t enzyme 
fibrinolytic t o ch  ph m ng d ng trong công 
nghi p th c ph m và d c ph m. 
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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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