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TÓM TẮT 

Mục tiêu của nghiên cứu này là tìm ra giá trị tối ưu của các yếu tố tác động trực tiếp đến quá trình sinh 

trưởng của vi khuẩn, làm tiền đề tạo chế phẩm ứng dụng vào thực tế sản xuất. Vi khuẩn Pseudomonas stutzeri 

KL15 sinh trưởng và phát triển tốt khi tỉ lệ nạp giống 2,5%, sau thời gian nuôi cấy 36 giờ ở nhiệt độ 30C. Sau đó, 

các nguồn nitơ và cacbon thích hợp được chọn làm cơ sở cho việc sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình 

thu sinh khối vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15 bằng thiết kế thí nghiệm Plackett - Burman. Thành phần môi 

trường lên men được tối ưu hóa bằng phương pháp đáp ứng bề mặt (RSM), với ma trận Box - Behnken được sử 

dụng, trong đó ba yếu tố như mật rỉ đường, cao nấm men và MgSO4 là ba yếu tố tác động nhiều nhất (P <0,05). 

Do đó, thành phần môi trường thích hợp cho quá trình thu sinh khối vi khuẩn Pseudomonas stutzeri KL15 gồm: 

mật rỉ đường 4,76 g/l, cao nấm men 18,99 g/l và MgSO4 0,99 g/l, mô hình dự đoán mật độ vi khuẩn Pseudomonas 

stutzeri KL15 tối đa đạt 2,45  10
11

 CFU/ml (11,591 Log10.CFU/ml) và thực tế thí nghiệm thu được mật số vi 

khuẩn là 2,37  10
11

 CFU/ml. 

Từ khóa: Tối ưu hóa, Pseudomonas stutzeri, RSM, Plackett - Burman, Box - Behnken. 

Optimization of the Medium Composition for Biomass Production  
of Pseudomonas stutzeri by Response Surface Methodology (RSM) 

ABSTRACT 

The objective of this study was to find the optimal value of the factors that directly affect the bacterial 

population multiplication process as a premise to create products that apply in reality with emphasis on 

Pseudomonas stutzeri KL15 strain. Pseudomonas stutzeri KL15 grew and developed well when the bacterial 

culture rate was 2.5%, after a culture time of 36 hours at 30C. After that, appropriate nitrogen and carbon sources 

were selected as the basis for screening factors affecting the biomass collection of Pseudomonas stutzeri KL15 by 

experimental design Plackett - Burman. The fermentation medium composition was optimized by the Response 

surface methodology (RSM) with Box - Behnken matrix, in which three factors, molasses, yeast extract and 

MgSO4 were the the most influential factors (P <0.05). Results showed that the suitable media composition to 

receive Pseudomonas stutzeri KL15 biomass included molasses 4.76 g/l, yeast extract 18.99 g/l and MgSO4  

0.99 g/l. The actual concentration of Pseudomonas stutzeri KL15 obtained was 2.37 × 10
11

 CFU/ml in  

comparison with the predicted maximum concentration of Pseudomonas stutzeri KL15 of 2.45 × 10
11

 CFU/ml 

(11,591 Log10.CFU/ml). 

Keywords: Optimization, Pseudomonas stutzeri, RSM, Plackett - Burman, Box - Behnken. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Hiện nay, să tích tý các hĉp chçt chĀa nitĄ 

tÿ thĀc ën tþĄi trong việc nuôi tôm hùm bìng 

lồng bè täi các vùng nuôi là một hiện tþĉng rçt 

phổ biến, mĀc độ tích lüy này phý thuộc vào să 

gia tëng cûa sinh khối vêt nuôi và lþĉng thĀc ën. 

Tôm hùm cæn nhu cæu protein rçt cao nhþng 

phæn lĆn thĀc ën không đþĉc sā dýng hết mà bài 

tiết ra môi trþąng dþĆi däng các hĉp chçt nitĄ 

gây ânh hþćng xçu đến să tëng trþćng và sĀc 

khóe hoặc gây chết cho tôm hùm. Do đò nhòm vi 

khuèn chuyển hóa ammonia, nitrite và nitrate 

đang rçt đþĉc quan tâm trong việc Āng dýng sân 

xuçt chế phèm sinh học giâm ô nhiễm môi 

trþąng nuôi thûy sân. Theo nghiên cĀu cûa Zang 

& cs. (2011) cho thçy chûng vi khuèn 

Pseudomonas stutzeri YZN - 001 không nhĂng 

có khâ nëng chuyển hóa ammonia mà còn 

chuyển hóa câ nitrite vĆi 275,08 mg/l NO2
- sau 24 

gią, chuyển hóa hoàn toàn 171,4 mg/l NO3
- sau 

18 gią. Ở Việt Nam, cho thçy Āng dýng thành 

công loài vi khuèn Pseudomonas stutzeri loäi bó 

N trong nþĆc ao cá tra nhiễm ammonia cao (Cao 

Ngoc Diep & cs., 2009) và ngoài ra vi khuèn 

Pseudomonas stutzeri còn loäi bó N trong nþĆc 

rác thâi hĂu cĄ (Cao Ngọc Điệp & Nguyễn Thð 

Hoàng Nam, 2012). Do đò chûng vi khuèn 

Pseudomonas stutzeri có nhiều tiềm nëng Āng 

dýng trong ao nuôi thûy sân nên là đối tþĉng 

đþĉc lăa chọn cho các nghiên cĀu về chế phèm 

sinh học hiện nay. Ngoài việc phân lêp nhĂng 

chûng vi khuèn có lĉi, thì thành phæn môi trþąng 

và các điều kiện lên men cüng quyết đðnh đến 

hiệu suçt thu hồi sinh khối dén đến việc sân xuçt 

chế phèm sinh học có hiệu quâ hĄn. Môi trþąng 

nuôi cçy tối þu cûa vi khuèn Pseudomonas 

putida Rs -198 đät đþĉc mêt số vi khuèn  

1013 CFU/ml, sinh IAA và hòa tan phosphate là 

bột bíp, khô đêu nành, K2HPO4, MnSO4, NaCl 

(Yanjie & cs., 2014) và chûng vi khuèn 

Pseudomonas putida CN3 đþĉc nuôi cçy ć nhiệt 

độ 30C, pH 8, thąi gian nuôi cçy 48 gią vĆi 

glucose 0,5% và cao nçm men 0,3% là nguồn 

cacbon và nitĄ tốt nhçt cho sân sinh uricase 

(Phäm Thanh Hà & cs., 2012). PhþĄng pháp đáp 

Āng bề mặt (RSM) là một công cý toán học hĂu 

ích đþĉc Āng dýng trong việc tối þu hóa quá trình 

lên men (Myers & cs., 1989). PhþĄng pháp này 

thþąng đþĉc sā dýng để tối þu hòa thành phæn 

môi trþąng để thu nhên enzyme (Park & cs., 

2002), thu nhên các sân phèm thĀ cçp khác 

(Huajanen & cs., 2001), thu nhên bào tā (Yu & 

cs., 1997). Do đò, tối þu hòa thành phæn môi 

trþąng lên men vi khuèn Pseudomonas stutzeri 

đþĉc nghiên cĀu nhìm sân xuçt sân phèm sinh 

học đät chçt lþĉng cao và giâm giá thành đáp 

Āng đþĉc nhu cæu cûa thð trþąng. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Chuẩn bị giống vi sinh vật 

Ba chûng vi khuèn Pseudomonas stutzeri 

KL11, P. stutzeri KL14, P. stutzeri KL15 có khâ 

nëng chuyển hóa NH4
+, NO2

-, NO3
- đþĉc phân 

lêp tÿ các méu bùn thu thêp ć vùng nuôi tôm 

hùm lồng bè Vðnh Xuån Đài, tînh Phú Yên, đðnh 

danh sinh hóa bìng kit API 20NE (The Global 

Health Network, 2013) và phþĄng pháp giâi 

trình tă vùng 16S - rRNA vĆi cặp mồi 27F 

(5'AGATTTGATCCTGGCTCAG 3') và 515 R(5’-

TACCGCGGC TGC TGG CAC-3’) (Tim & cs., 

2004) đang lþu trĂ täi Phòng Công nghệ vi sinh 

thuộc Viện nghiên cĀu Công nghệ Sinh học và 

Môi trþąng, Trþąng Đäi học Nông Lâm thành 

phố Hồ Chí Minh.  

2.2. Khâo sát khâ năng chuyển hóa NH4
+, 

NO2
-, NO3

- 

Các chûng vi khuèn P. stutzeri đã hoät hóa 

và tëng sinh trong TSB vĆi mêt số vi khuèn 107 

CFU/ml đþĉc bổ sung vào môi trþąng đðnh lþĉng 

Ammonia có chĀa NH4
+ 0,01 g/l, môi trþąng đðnh 

lþĉng nitrite có chĀa NO2
- 0,53 mg/l, môi trþąng 

Nitrate Broth vĆi hàm lþĉng NO3
- 13,34 mg/l, ć 

30C, 120 vòng/phút. Méu đþĉc thu täi các thąi 

điểm 1 ngày, 2 ngày, 3 ngày, 4 ngày, 5 ngày, 6 

ngày, 7 ngày và tÿ 12 gią đến 72 gią (đối vĆi khâo 

sát chuyển hóa NO3
-). 

Hàm lþĉng NH4
+ trong các méu đþĉc xác đðnh 

bìng phþĄng pháp Phenat (APHA, 2012). PhþĄng 

pháp này dăa trên nguyên tíc đo màu ć bþĆc sóng 

640nm cûa hĉp chçt màu xanh, indolphenol đþĉc 

täo thành giĂa ammoni hypoclorit và phenol, đþĉc 

xúc tác bći natri nitroprusit.  
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Hàm lþĉng NO2
- trong các méu đþĉc xác 

đðnh bìng phþĄng pháp Napthylamine. PhþĄng 

pháp này dăa trên nguyên tíc trong môi trþąng 

acid có pH trong khoâng 2-2,5, axit nitrite 

(HNO2) cò trong nþĆc sẽ kết hĉp vĆi axit 

sulfanilic (C6H7NO3S) cho sunfanilic dinitĄ. Chçt 

này kết hĉp vĆi napthylamine cho hĉp chçt 

ammino azoic có màu hồng đó (APHA, 2012). 

Hàm lþĉng NO3
- đþĉc xác đðnh bìng phþĄng 

pháp Salycilate, phþĄng pháp này dăa trên 

nguyên tíc là hĉp chçt nitrate trong méu Āng 

vĆi natrisalycilate trong môi trþąng acid täo ra 

một phĀc màu có màu vàng cûa muối axit 

nitrosalycilate (APHA, 2012). 

2.3. Ảnh hưởng của các điều kiện đến sinh 

khối của vi khuẩn  

Vi khuèn sau khi tëng sinh và điều chînh 

mêt độ đät 108 CFU/ml sẽ đþĉc cçy vào erlen 

250ml chĀa 50ml môi trþąng TSB đþĉc líc 150 

vòng/phút ć 30C trong thąi gian 48 gią, tiến 

hành khâo sát tî lệ näp giống, thąi gian nuôi cçy 

và nhiệt độ và nguồn cacbon và nitĄ.  

Mêt độ vi khuèn đþĉc xác đðnh dăa trên 

phþĄng pháp đo độ đýc cûa huyền phù vi khuèn 

ć OD610nm và phþĄng pháp đếm khuèn läc gián 

tiếp nhìm xây dăng đþąng tþĄng quan tuyến 

tính giĂa độ đýc và mêt độ tế bào. Tÿ độ đýc cûa 

một huyền phù vi khuèn, dăa vào đþąng tþĄng 

quan tuyến tính suy ra mêt độ vi khuèn cæn xác 

đðnh (Træn Linh ThþĆc, 2007).  

Chî tiêu theo dõi mỗi thí nghiệm khâo sát 

các yếu tố ânh hþćng là mêt số vi khuèn  

P. stutzeri (CFU/ml) bìng phþĄng pháp đếm 

khuèn läc gián tiếp trên thäch đïa và dùng hàm 

Log cĄ số 10 trong phæn mềm Microsoft Excel 

theo công thĀc lga = b vĆi a là mêt số vi sinh vêt 

(CFU/ml), b là hệ số quy đổi sang 10.lg nhìm xā 

lý thống kê theo phþĄng pháp phån tích 

ANOVA 1 yếu tố qua phæn mềm Minitab 

(Statistical Aspects of Microbiological Criteria 

Related to Foods, 2016). 

Ảnh hưởng của tỉ lệ nạp giống: læn lþĉt là 

1,0%, 2,5%, 3,5%, và 5,0%.  

Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy: 12, 24, 

36, 48 gią. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ: vĆi dãy nhiệt độ 

thay đổi 30oC, 33oC, 35oC, 37oC. 

Nguồn nitơ: Thành phæn môi trþąng 1 g/l 

MgSO4, 0,2 g/l CaCl2 và 2 g/l K2HPO4, glucose là 

10 g/l và nguồn nitĄ đþĉc thay đổi trong 4 chçt 

sau: (NH4)2SO4, cao nçm men, NaNO3 và 

peptone vĆi nồng độ 10 g/l. 

Bâng 1. Các biến trong ma trận Plackett - Burman 

Yếu tố Ký hiệu 
Mức 

Thấp (-1) Cao (+1) 

Mật rỉ đường (g/l) X1 2 6 

Cao nấm men (g/l) X2 9 25 

K2HPO4 (g/l) X3 1,25 5,00 

MgSO4 (g/l) X4 0,25 1,50 

NaCl (g/l) X5 1 5 

CaCl2 (g/l) X6 0,05 0,40 

Bâng 2. Các yếu tố sử dụng trong Box - Behnken 

Yếu tố Ký hiệu Đơn vị Khoảng biến thiên 
Mức 

Thấp (-1) Cơ sở (0) Cao (1) 

Mật rỉ đường A g/l 2-6  2 4 6 

Cao nấm men B g/l 9-25  9 17 25 

MgSO4 C g/l 0,5-1,5 0,5 1,0 1,5 
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Nguồn cacbon: Thành phæn môi trþąng 1 g/l 

MgSO4, 0,2 g/l CaCl2 và 2 g/l K2HPO4, vĆi nguồn 

nitĄ tốt nhçt ć thí nghiệm trên và thay đổi các 

nguồn cacbon vĆi nồng độ 10 g/lcûa 3 chçt là 

glucose, mêt rî đþąng, maltodextrin (Norrma & 

Wober, 1975; Chi Chung Lin, 1991). 

2.4. Tối ưu hóa các thành phần môi trường 

nhân sinh khối của P. stutzeri KL15 bằng 

phương pháp đáp ứng bề mặt  

2.4.1. Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng 

thiết kế Plackett - Burman (Plackett & 

Burman, 1946; Nguyễn Cânh, 2004) 

Nguồn cacbon và nguồn nitĄ đã đþĉc sàng 

lọc trong thí nghiệm trþĆc đþĉc thêm vào môi 

trþąng nuôi cçy đþĉc tối þu hòa. Thiết kế 

Plackett-Burman cho phép đánh giá các yếu tố, 

mỗi yếu tố đã đþĉc kiểm tra ć hai cçp độ: mĀc 

thçp (-1) và mĀc cao (+1). Các yếu tố đþĉc chọn 

cho nghiên cĀu này là mêt rî đþąng, cao nçm 

men, K2HPO4, MgSO4, NaCl và CaCl2. Các muối 

vô cĄ K2HPO4, MgSO4, NaCl và CaCl2 đþĉc sā 

dýng trong thí nghiệm dăa trên cĄ sć tÿ nghiên 

cĀu cûa các tác giâ Yanjie & cs. (2014), Træn 

Quốc Tuçn & cs. (2014), Đoàn Thð Tuyết Lê & 

cs. (2020) đã chĀng minh là nguồn dinh dþĈng 

ânh hþćng đến quá trình phát triển sinh khối vi 

sinh vêt. 

Các yếu tố đþĉc sàng lọc cho độ tin cêy cao 

(P <0,05) sẽ đþĉc đþa vào mô hình tối þu hòa sā 

dýng phþĄng pháp đáp Āng bề mặt theo phþĄng 

án cçu trúc RSM – BBD trình bày trong bâng 1. 

2.4.2. Tối ưu hóa các thành phần môi 

trường bằng thiết kế Box - Behnken (Box & 

Behnken, 1960) 

Sā dýng phþĄng pháp đáp Āng bề mặt và 

thiết kế Box - Behnken để täo mô hình kiểm 

tra các biến cæn thiết cho quá trình nhân sinh 

khối vi khuèn. Trong thí nghiệm có ba mĀc độ 

khâo sát là thçp (-1), cĄ sć (0) và cao (+1). Ba 

yếu tố ânh hþćng chính đến quá trình nhân 

sinh khối vi khuèn đþĉc chọn lọc tÿ thí nghiệm 

trþĆc sẽ đþĉc sā dýng trong ma trên Box - 

Behken, đþĉc ký hiệu læn lþĉt là A, B, C trình 

bày trong bâng 2. 

PhþĄng trình hồi quy có däng: 

Y = bo + b1A + b2B + b3C + b12AB + 

b13AC + b23BC + b11A2 + b22B2 + b33C2 

Trong đò: bo là hệ số hồi quy täi tâm, b1, 

b2, b3 là hệ số tuyến tính, b12, b13, b23 là hệ số 

tþĄng tác, b11, b22, b33 la hệ số bình phþĄng; 

A, B và C là các biến độc lêp. 

Mỗi hệ số b đặc trþng cho ânh hþćng cûa 

các yếu tố đến quá trình thu sinh khối cûa vi 

khuèn P. stutzeri KL15. 

2.4.3. Kiểm định thực tế mô hình tối ưu hóa  

Sau khi xác đðnh mêt độ vi khuèn P. 

stutzeri ć các nghiệm thĀc, nhêp mêt độ vi 

khuèn vào ma trên đþĉc täo tÿ phæn mềm 

Design Expert 11, đọc kết quâ ć mýc Analysis 

gồm ANOVA, Diagostics, Model Graphs và mýc 

Optimization để xác đðnh phþĄng trình hồi quy. 

Phæn mềm sẽ dă đoán hàm mýc tiêu là mêt độ 

vi khuèn P. stutzeri (Y, CFU/ml) đät giá trð cao 

nhçt ć các thông số tối þu. Sau đò thí nghiệm 

kiểm đðnh giá trð mô hình dă đoán bìng thăc 

nghiệm vĆi 3 læn lặp läi.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

3.1. Đánh giá khâ năng chuyển hóa NH4
+, 

NO2
-, NO3

- của các chủng vi khuẩn 

Tÿ bâng 3 cho thçy sau 7 ngày hæu hết các 

chûng vi khuèn đều có khâ nëng chuyển hóa 

NH4
+, đät hiệu suçt xā lý trên 77% và trong đò 

chûng vi khuèn P. stutzeri KL15 có hiệu suçt 

xā lý NH4
+ cao nhçt 83,87%. 

Các chûng vi khuèn P. stutzeri đþĉc nuôi 

cçy trong môi trþąng đðnh lþĉng nitrite vĆi hàm 

lþĉng NO2
- đþĉc bổ sung ban đæu là 0,53 mg/l 

(mêt độ ban đæu là 107 CFU/ml) đþĉc khâo sát 

trong 1, 2, 3, 4 ngày thể hiện trên bâng 4. Sau 4 

ngày, hiệu suçt xā lý cûa 2 chûng vi khuèn  

P. stutzeri KL14 và P. stutzeri KL15 là cao nhçt 

vĆi hiệu suçt xā lý trên 99%. Theo Ngô Thð Kim 

Toán (2012), 3 dòng vi khuèn B21.10, B23.2 và 

B21.1 đþĉc phân lêp tÿ nþĆc thâi cûa bể biogas ć 

Vïnh Lộc, Thanh Hóa có hiệu suçt chuyển hóa 

nitrite (80 mg/l) sau 5 ngày tþĄng Āng là 75,23%; 

69,07% và 7,26%. Chûng vi khuèn BLW2.2 phân 
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lêp täi ao tôm ć Bäc Liêu có hiệu suçt chuyển 

hóa nitrite là 96,5% vĆi nồng độ là 37,5 

mg/lNaNO2 trong 3 ngày và chuyển hóa nitrite 

97,2% vĆi trong 7 ngày (Nguyễn Thð Phi Oanh & 

Nguyễn Thð Trúc Mai, 2019). Tÿ đò cho thçy khâ 

nëng chuyển hóa nitrite các dòng vi khuèn đþĉc 

phân lêp tÿ các môi trþąng khác nhau sẽ không 

giống nhau và tùy thuộc vào loài vi khuèn.  

Bâng 5 cho thçy hiệu suçt xā lý NO3
- cûa 

các nhóm Pseudomonas stutzeri đþĉc nuôi cçy 

trong môi trþąng Nitrate Broth vĆi hàm lþĉng 

NO3
- đþĉc bổ sung ban đæu là 13,34 mg/l (mêt 

độ ban đæu là 107 CFU/ml) sau 12, 24, 36, 48, 

60, 72 gią khâo sát, hiệu suçt xā lý NO3
- cûa vi 

khuèn P. stutzeri KL15 là 98,07% cao hĄn hîn 

so vĆi hiệu suçt xā lý NO3
- cûa 2 chûng vi kuèn 

P. stutzeri KL11 và KL14.  

Vi khuèn P. stutzeri KL15 là chûng vi 

khuèn có hiệu suçt chuyển hóa NH4
+ là 83,87% 

vĆi thąi gian 7 ngày, hiệu suçt xā lý NO2
- 99,06% 

trong thąi gian 4 ngày và hiệu suçt xā lý NO3
- 

98,07% vĆi 3 ngày. Do đò chûng vi khuèn P. 

stutzeri KL15 có khâ nëng chuyển NH4
+, NO2

-, 

NO3
- nhanh hĄn so vĆi hai chûng P. stutzeri 

KL11, P. stutzeri KL14, vì thế chûng vi khuèn  

P. stutzeri KL15 đþĉc lăa chọn để khâo sát các 

yếu tố ânh hþćng nhân sinh khối và tối þu hòa 

môi trþąng lên men để thu sinh khối vi khuèn 

bìng phþĄng pháp đáp Āng bề mặt, nhìm Āng 

dýng trong việc sân xuçt chế phèm vi sinh trong 

xā lċ nþĆc nuôi trồng thûy sân. Kết quâ thí 

nghiệm khá tþĄng đồng vĆi kết quâ cûa tác giâ 

Trðnh Hoài Vü (2014) phån lêp đþĉc 3 chûng vi 

khuèn P. stutzeri có khâ nëng xā lý NH4
+, NO2

-, 

NO3
- vĆi thąi gian là 96 gią trong ao nuôi cá tra. 

3.2. Khâo sát các yếu tố ânh hưởng đến 

việc nhân sinh khối vi khuẩn  

3.2.1. Ảnh hưởng của tỉ lệ nạp giống đến sự 

tăng sinh khối của vi khuẩn  

Dðch tëng sinh vi khuèn P. stutzeri KL15 

sau 24 gią, pha loãng 10 læn đät 108 CFU/ml sẽ 

đþĉc cçy vào 50ml môi trþąng TSB vĆi tî lệ näp 

giống læn lþĉt là 1%, 2,5%, 3,5% và 5%, líc sinh 

khối vi khuèn vĆi tốc độ 150 vòng/phút, sau 48 

gią tiến hành xác đðnh mêt độ vi khuèn. 

Bâng 3. Hiệu suất xử lý NH4
+ của các chủng vi khuẩn P. stutzeri 

Vi khuẩn 
P.stutzer 

Hiệu suất (%) 

1 ngày 2 ngày 3 ngày 4 ngày 5 ngày 6 ngày 7 ngày 

KL11 11,57 20,84 27,29 34,46 76,40 64,87 77,93 

KL14 15,62 17,46 35,07 37,94 57,25 62,83 79,62 

KL15 10,34 19,10 37,79 39,07 71,53 75.63 83,87 

Bâng 4. Hiệu suất xử lý NO2
- của các chủng vi khuẩn P. stutzeri 

Vi khuẩn P. stutzeri 
Hiệu suất (%) 

1 ngày 2 ngày 3 ngày 4 ngày 

KL11 6,66 19,76 45,11 62,61 

KL14 34,85 68,87 99,37 99,86 

KL15 5,46 24,02 94,18 99,06 

Bâng 5. Kết quâ hiệu suất xử lý NO3
- của các chủng vi khuẩn P. stutzeri 

Vi khuẩn P. stutzeri 
Hiệu suất (%) 

12 (giờ) 24 (giờ) 36 (giờ) 48 (giờ) 60 (giờ) 72 (giờ) 

KL11 2,76 5,65 10,27 30,76 56,87 72,56 

KL14 2,52 4,94 8,93 14,50 34,37  52,76 

KL15 4,41 9,67 21,23 44,35 90,50  98,07 
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Kết quâ bâng 6 cho thçy mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15 đät giá trð cao nhçt là 1,19  

1010 CFU/ml (10,07 Log10. CFU/ml) khi nuôi 

cçy vĆi tî lệ näp giống 2,5% và có să khác biệt có 

ċ nghïa vĆi các tî lệ näp giống còn läi (P <0,05). 

Do đò chọn tî lệ näp giống 2,5% cho các thí 

nghiệm tiếp theo. 

3.2.2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy 

đến sự tăng sinh khối của vi khuẩn 

Tÿ kết quâ cûa thí nghiệm tî lệ näp giống 

vĆi tî lệ tốt nhçt, tiến hành cçy dðch tëng sinh vi 

khuèn P. stutzeri KL15 sau 24 gią, mêt độ vi 

khuèn là 108 CFU/ml vĆi tî lệ näp giống 2,5% 

vào 50ml môi trþąng TSB, líc 150 vòng/phút ć 

30C. Sau các thąi gian 12 gią, 24 gią, 36 gią và 

48 gią tiến hành xác đðnh mêt độ vi khuèn. 

Kết quâ bâng 7 cho thçy mêt độ vi khuèn 

đät giá trð cao nhçt sau 36 gią nuôi cçy vĆi mêt 

độ 1,64  1010 CFU/ml (10,19 Log10. CFU/ml) và 

có khác biệt cò ċ nghïa so vĆi các khoâng thąi 

gian khác (P <0,05). Mêt độ vi khuèn P. stuzeri 

KL15 tëng dæn trong khoâng thąi gian nuôi cçy 

tÿ 12 gią đến 24 gią và đät mêt độ cao nhçt sau 

36 gią nuôi cçy, nhþng sau 48 gią mêt độ vi 

khuèn läi giâm. Do đò chọn thąi gian nuôi cçy vi 

khuèn là 36 gią cho các thí nghiệm tiếp theo.  

3.2.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự tăng 

sinh khối của vi khuẩn 

Tÿ kết quâ cûa thí nghiệm tî lệ giống và 

thąi gian nuôi cçy, tiến hành cçy dðch tëng sinh 

vi khuèn sau 24 gią, mêt độ vi khuèn là 108 

CFU/ml vào 50ml môi trþąng TSB vĆi tî lệ näp 

giống 2,5%. Líc 150 vòng/phút vĆi thąi gian 

nuôi cçy 36 gią læn lþĉt trong 30C, 33C, 35C 

và 37C. 

Kết quâ bâng 8 cho thçy mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15 đät giá trð cao nhçt là 1,75  

1010 CFU/ml (10,23 Log10. CFU/ml) khi nuôi cçy 

ć nhiệt độ 37C. Khi nuôi cçy vi khuèn ć nhiệt độ 

tÿ 30C đến 37C, mêt độ vi khuèn tëng dæn. 

Tuy nhiên, mêt độ vi khuèn khi nuôi cçy ć 37C 

không có khác biệt cò ċ nghïa so vĆi các nhiệt độ 

khác (P >0,05). Do đò, nhiệt độ nhân sinh khối vi 

khuèn là 30oC (nhiệt độ phñng) đþĉc lăa chọn cho 

các thí nghiệm tiếp theo nhìm giâm chi phí cho 

quá trình lên men nhân sinh khối P. stutzeri. 

Bâng 6. Kết quâ sự ânh hưởng của tỷ lệ nạp giống  

đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn P. stutzeri KL15 

Nghiệm thức 
Tỷ lệ nạp giống (%) 

1,0 2,5 3,5 5,0 

Mật độ vi khuẩn (Log 10. CFU/ml) 9,84
b
 ± 0,18 10,07

a
 ± 0,11 9,78

b
 ± 0,06 9,73

b
 ± 0,07 

Ghi chú: Trong cùng một hàng giá trị trung bình mang chữ cái giống nhau thì không có sự khác biệt ý nghĩa 

thống kê ở P = 0,05. 

Bâng 7. Kết quâ sự ânh hưởng của thời gian nuôi cấy  

đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn P. stutzeri KL15 

Nghiệm thức 
Thời gian nuôi cấy (giờ) 

12 24 36 48 

Mật độ vi khuẩn (Log 10. CFU/ml) 9,75
b
 ± 0,11 10,13

a
 ± 0,16 10,19

a
 ± 0,18 10,07

a
 ± 0,18 

Ghi chú: Trong cùng một hàng giá trị trung bình mang chữ cái giống nhau thì không có sự khác biệt ý nghĩa 

thống kê ở P = 0,05. 

Bâng 8. Kết quâ sự ânh hưởng của nhiệt độ  

đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn P. stutzeri KL15 

Nghiệm thức 
Nhiệt độ (

o
C) 

30 33 35 37 

Mật độ vi khuẩn (Log 10. CFU/ml) 9,87 ± 0,28 9,88 ± 0,11 9,96 ± 0,05 10,23 ± 0,13 
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Bâng 9. Kết quâ sự ânh hưởng của các nguồn nitơ  

đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn P. stutzeri KL15 

Nghiệm thức 
Nguồn nitơ 

(NH4)2SO4 Cao nấm men NaNO3 Pepton 

Mật độ vi khuẩn (Log 10. CFU/ml) 8,20
b
 ± 0,13 10,08

a
 ± 0,20 8,03

b
 ± 0,04 10,00

a
 ± 0,05 

Ghi chú: Trong cùng một hàng giá trị trung bình mang chữ cái giống nhau thì không có sự khác biệt ý nghĩa 

thống kê ở P = 0,05. 

Bâng 10. Kết quâ sự ânh hưởng của nguồn cacbon  

đến quá trình nhân sinh khối vi khuẩn P. stutzeri KL15 

Nghiệm thức Nguồn cacbon 

Glucose Maltodextrin Mật rỉ đường 

Mật độ vi khuẩn (Log 10. CFU/ml) 9,24
b
 ± 0,05 9,28

b
 ± 0,02 9,41

a
 ± 0,06 

Ghi chú: Trong cùng một hàng giá trị trung bình mang chữ cái giống nhau thì không có sự khác biệt ý nghĩa 

thống kê ở P = 0,05. 

3.2.4. Ảnh hưởng của nguồn nitơ 

Dðch tëng sinh P. stutzeri KL15 sau 24 gią, 

đät 108 CFU/ml đþĉc cçy vào môi trþąng có 

nguồn nitĄ læn lþĉt là (NH4)2SO4, cao nçm men, 

NaNO3 và peptone. Vi khuèn đþĉc nuôi cçy ć 

các điều kiện tối þu đþĉc xác đðnh tÿ các thí 

nghiệm trþĆc bao gồm tî lệ giống 2,5%, thąi gian 

nuôi cçy 36 gią, líc 150 vòng/phút ć nhiệt độ 

phòng 30C. 

Trong các nguồn nitĄ đþĉc khâo sát nhên 

thçy cao nçm men có ânh hþćng lĆn nhçt đến 

mêt độ vi khuèn P. stutzeri KL15, đät giá trð 

1,31  1010 CFU/ml (10,08 Log10. CFU/ml). 

Nguồn nitĄ hĂu cĄ khác là peptone cho giá trð 

mêt độ vi khuèn thçp hĄn, khoâng 7% so vĆi 

nguồn cao nçm men. Mêt độ vi khuèn khi nuôi 

cçy trong môi trþąng chĀa cao nçm men có khác 

biệt cò ċ nghïa so vĆi các nguồn nitĄ khác  

(P < 0,05), do đó cao nçm men đþĉc chọn làm 

nguồn nitĄ thích hĉp cho quá trình thu sinh 

khối vi khuèn P. stutzeti KL15. 

3.2.5. Ảnh hưởng của nguồn cacbon  

Kết quâ khâo sát các nguồn cacbon cho thçy 

mêt rî đþąng cho giá trð mêt độ vi khuèn cao 

nhçt, đät 2,56  109 CFU/ml (9,41 Log10. 

CFU/ml), sau đò đến glucose và maltodextrin 

(Bâng 10). 

Xét về giá trð kinh tế, mêt rî đþąng là 

nguồn cacbon rçt thích hĉp cho quá trình lên 

men thu nhên sinh khối vi khuèn. Kết quâ xā lý 

thống kê cho thçy mêt độ vi khuèn nuôi cçy 

trong môi trþąng chĀa mêt rî đþąng có khác biệt 

cò ċ nghïa vĆi các nguồn cacbon khác (P <0,05). 

Do đò, chọn mêt rî đþąng làm nguồn cacbon tối 

þu nhçt cho thành phæn môi trþąng. 

3.3. Tối ưu hóa thành phần môi trường lên 

men thu sinh khối vi khuẩn P. stutzeri KL15 

3.3.1. Sàng lọc các yếu tố có ý nghĩa bằng 

ma trận Plackett - Burman (Plackett & 

Burman, 1946) 

Dðch tëng sinh vi khuèn vĆi các điều kiện 

khâo sát tÿ các thí nghiệm trên sau khi điều 

chînh đät mêt độ vi khuèn 108 CFU/ml đþĉc cçy 

vào môi trþąng gồm 6 thành phæn là mêt rî 

đþąng, cao nçm men, K2HPO4, MgSO4, CaCl2 và 

NaCl đã đþĉc bố trí theo ma trên Plackett - 

Burman. Vi khuèn đþĉc nuôi cçy ć điều kiện 

thích hĉp đã đþĉc khâo sát tÿ các thí nghiệm 

trþĆc. Xác đðnh mêt độ vi khuèn và nhêp vào 

phæn mềm Design Expert 11 để xā lý số liệu. 

Kết quâ đþĉc trình bày ć bâng 11. 

Sau khi xā lċ thu đþĉc kết quâ nhþ sau: tÿ 

6 yếu tố chọn đþĉc 3 yếu tố có ânh hþćng lĆn 

nhçt đến mêt độ vi khuèn P. stutzeri KL15 đều 
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là các giá trð có ânh hþćng + vĆi mĀc ċ nghïa  

P = 0,05 (P <0,05), bao gồm: mêt rî đþąng, cao 

nçm men và MgSO4. Trong khi đò 3 yếu tố gồm 

K2HPO4, CaCl2 và NaCl có ânh hþćng thçp, 

đồng thąi giá trð P >0,05 nên không cò ċ nghïa 

về mặt thống kê, do đò bð loäi bó. 

Dăa vào hệ số ânh hþćng cho thçy mêt rî 

đþąng cò tác động lĆn nhçt đến mêt độ vi khuèn 

P. stutzeri KL15 (0,55 g/l), sau đò là cao nçm 

men (0,32 g/l) và cuối cùng là MgSO4 (0,25 g/l). 

Dăa vào kết quâ bâng 12 cho thçy giĂa giá 

trð mô hình và thăc nghiệm có să chênh lệch 

không đáng kể. Ba yếu tố bao gồm mêt rî đþąng, 

cao nçm men và MgSO4 là nhĂng yếu tố có ânh 

hþćng và tác động nhiều nhçt đến quá trình 

nhân sinh khối vi khuèn P. stutzeri KL15. Do 

đò chọn ba yếu tố này cho thiết kế thí nghiệm 

theo ma trên Box - Behnken để xác đðnh să 

tþĄng tác giĂa các yếu tố cüng nhþ xác đðnh các 

thông số tối þu ânh hþćng đến quá trình nhân 

sinh khối vi khuèn P. stutzeri KL15. 

3.3.2. Tối ưu hóa thành phần môi trường  

Tÿ ba yếu tố đã đþĉc sàng lọc bìng ma trên 

Plackett - Burman bao gồm mêt rî đþąng, cao 

nçm men và MgSO4, tiến hành thăc hiện thí 

nghiệm tối þu hòa. Dðch tëng sinh vi khuèn sau 

24 gią, mêt độ 108 CFU/ml sẽ đþĉc cçy vào môi 

trþąng có thành phæn đþĉc bố trí theo ma trên 

Box - Behnken (Box & Behnken, 1960; Ferreira 

& cs., 2007). 

Bâng 11. Các biến trong ma trận Plackett - Burman và ânh hưởng của chúng 

Ký hiệu Yếu tố Đơn vị 
Mức Mức độ ảnh hưởng 

Thấp (-1) Cao (-1) Ảnh hưởng Prob>F 

A Mật rỉ đường g/l 2 6 0,55
a
 0,0002 

B Cao nấm men g/l 9 25 0,32
a
 0,0029 

C K2HPO4 g/l 1,25 5,00 0,03
b
 0,6502 

D MgSO4 g/l 0,25 1,50 0,25
a
 0,0079 

E CaCl2 g/l 0,05 0,40 0,09
b
 0,1933 

F NaCl g/l 1 5 -0,15
b
 0,0568 

 

Ghi chú: a: có ý nghĩa ở độ tin cậy P = 0,05; b: không có ý nghĩa ở độ tin cậy P = 0,05 

Bâng 12. Ma trận thiết kế Plackett - Burman 

Nghiệm 
thức 

Các biến Mật độ vi khuẩn (Log10. CFU/ml) 

A B C D E F Thực nghiệm Mô hình 

1 1 1 -1 -1 -1 1 10,19 10,10 

2 -1 1 -1 1 1 -1 10,01 10,04 

3 1 -1 1 1 -1 1 10,05 10,06 

4 1 1 -1 1 1 1 10,36 10,44 

5 -1 1 1 -1 1 1 9,69 9,67 

6 1 1 1 -1 -1 -1 10,16 10,27 

7 -1 -1 1 -1 1 1 9,33 9,35 

8 -1 1 1 1 -1 -1 10,08 9,98 

9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 9,31 9,38 

10 -1 -1 -1 1 -1 1 9,48 9,49 

11 1 -1 -1 -1 1 -1 10,10 10,01 

12 1 -1 1 1 1 -1 10,31 10,29 
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Bâng 13. Các yếu tố trong ma trận Box - Behnken 

Yếu tố Ký hiệu Đơn vị Khoảng biến thiên 
Mức 

Thấp (-1) Cơ sở (0) Cao (1) 

Mật rỉ đường A g/l 2 - 6 2 4 6 

Cao nấm men B g/l 9-25 9 17 25 

MgSO4 C g/\ 0,5-1,5 0,5 1,0 1,5 

Bâng 14. Thiết kế ma trận Box - Behnken 

Nghiệm thức Mật rỉ đường (A) Cao nấm men (B) MgSO4 (C) 
Mật độ vi khuẩn (Log10.CFU/ml) 

Thực nghiệm Mô hình 

1 1 0 -1 11,37 11,38 

2 0 0 0 11,54 11,55 

3 1 1 0 11,53 11,51 

4 0 -1 1 11,36 11,35 

5 -1 0 -1 11,04 11,05 

6 -1 0 1 11,20 11,19 

7 0 -1 -1 11,28 11,25 

8 0 0 0 11,54 11,55 

9 0 1 -1 11,31 11,32 

10 0 0 0 11,57 11,55 

11 0 1 1 11,43 11,46 

12 1 0 1 11,48 11,47 

13 -1 1 0 11,17 11,15 

14 1 -1 0 11,36 11,38 

15 -1 -1 0 11,09 11,11 

 

Kết quâ bâng 14 cho thçy mêt độ vi khuèn 

P. stutzeri KL15 nìm trong khoâng tÿ 11,04 

Log10. CFU/ml đến 11,57 Log10. CFU/ml. Mêt 

độ vi khuèn đät cao nhçt khi nồng độ thành 

phæn môi trþąng nhþ sau: mêt rî đþąng 4 g/l, 

cao nçm men 17 g/l và MgSO4 1 g/l. Trong khi 

đò khi nồng độ các thành phæn môi trþąng gồm 

mêt rî đþąng 2 g/l, cao nçm men 17 g/l và 

MgSO4 0,5 g/l thì mêt độ vi khuèn đät thçp 

nhçt. Tÿ kết quâ phân tích ANOVA ânh hþćng 

cûa 3 yếu tố đến hàm mýc tiêu đþĉc trình bày ć 

Bâng 14, các giá trð cûa các nhân tố tuyến tính 

(A, B, C) và giá trð bêc hai (A2, B2, C2) đều thể 

hiện mĀc độ ċ nghïa tin cêy cao (P-value <0,05) 

khi tham gia mô hình ngoäi trÿ ba tþĄng tác 

AB, AC và BC (P-value >0,05). Gía trð F-value 

cûa mô hình là 54,25 và giá trð P-value = 0,0002 

đã chĀng tó mô hình thí nghiệm đþĉc thiết lêp 

cò ċ nghïa thống kê cao. 

Dăa vào kết quâ phån tích, phþĄng trình 

hồi quy đa biến cho kết quâ trên đþĉc thể hiện 

nhþ sau: Y = 11,55 + 0,1550A + 0,0437B + 

0,0588C + 0,0225AB - 0,0125AC + 0,0100BC - 

0,1675A2 - 0,0950B2 - 0,1100C2. 

Trong đò: Y là mêt độ vi khuèn (Log10. 

CFU/ml), A mêt rî đþąng (g/l), B là cao nçm 

men (g/l), C là MgSO4 (g/l). 

Hệ số xác đðnh tþĄng quan R2 là yếu tố xác 

đðnh să phù hĉp cûa mô hình đþĉc kiểm chĀng. 

Khi hệ số xác đðnh tþĄng quan R2 lĆn hĄn 0,8 thì 

mô hình cò độ tþĄng quan tốt (Guan & Yao, 

2008). Mô hình tþĄng quan đþĉc xây dăng tÿ thí 
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nghiệm phâi thoâ mãn điều kiện vĆi giá trð R2 

cao (R2 = 0,9899) tĀc có 98,99% số liệu thăc 

nghiệm tþĄng thích vĆi số liệu mô hình. Điều 

này cüng chĀng tó rìng mô hình phù hĉp vĆi các 

đäi diện đæy đû cûa các mối quan hệ thăc să 

giĂa các biến đþĉc lăa chọn. Theo Montgomery 

(1984), giá trð P-value cûa Lack of Fit là  

0,2125 (>0,05) phân ánh độ rąi räc cûa dĂ liệu 

phâi không cò ċ nghïa về mặt thống kê. Kết quâ 

phân tích ANOVA cho thçy să thay đổi cûa mêt 

rî đþąng (P-value <0,0001) và cao nçm men  

(P-value = 0,0075) trong khoâng khâo sát cûa 

hai yếu tố này có ânh hþćng mänh, tuy nhiên să 

tþĄng tác giĂa hai yếu tố mêt rî đþąng và cao 

nçm men (AB, P-value = 0,1758) ít cò tác động 

đến mêt độ vi khuèn P. stutzeri KL15. Bên cänh 

đò, să thay đổi cûa MgSO4 (P-value = 0,0021) 

cüng ânh hþćng lĆn tĆi mêt độ vi khuèn. Mặt 

khác, să tþĄng tác giĂa cao nçm men và MgSO4 

(BC, P-value = 0,5148) và să tþĄng tác giĂa mêt 

rî đþąng và MgSO4 (AC, P-value = 0,4213) đều 

ânh hþćng không nhiều đến mêt độ vi khuèn. 

Hệ số xác đðnh tþĄng quan R2 = 0,9899 cho thçy 

98,99% phþĄng sai cûa mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15 có thể đþĉc giâi thích bći ba 

yếu tố trên. Đồng thąi, R2 hiệu chînh cûa mô 

hình cao, (R2Adj = 0,9716) cho thçy mô hình thể 

hiện thăc tế khá chính xác và R2 dă đoán 

(R2pred = 0,8583) phù hĉp vĆi R2 hiệu chînh (sai 

khác phù hĉp là nhó hĄn 0,20) cho thçy mô hình 

đã đæy đû. Adeq Precision (độ chính xác đæy đû) 

= 21,6113 thể hiện một tî lệ tín hiệu trên nhiễu 

tốt (yêu cæu > 4), điều này cho thçy mô hình 

phù hĉp để đþa vào thăc tế. Để xác đðnh mĀc độ 

tối þu cûa mỗi yếu tố đối vĆi mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15 và să tþĄng tác cûa tÿng cặp 

yếu tố, đồ thð bề mặt 3D - đáp Āng bề mặt đþĉc 

xây dăng vĆi trýc Z là mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15 và 2 yếu tố độc lêp bçt kĊ, 

trong khi duy trì yếu tố còn läi ć mĀc tối þu. 

Bâng 15. Kết quâ phân tích ANOVA 

Nguồn biến thiên Tổng bình phương Bậc tự do Trung bình phương F-value P-value 

Model 0,3979 9 0,0442 54,25 0,0002 

A - Mật rỉ đường  0,1922 1 0,1922 235,83 <0,0001 

B - Cao nấm men 0,0153 1 0,0153 18,79 0,0075 

C - MgSO4 0,0276 1 0,0276 33,88 0,0021 

AB  0,002 1 0,002 2,48 0,1758 

AC 0,0006 1 0,0006 0,77 0,4213 

BC 0,0004 1 0,0004 0,49 0,5148 

A
2
 0,1036 1 0,1036 127,11 0,0001 

B
2
 0,0333 1 0,0333 40,89 0,0014 

C
2
 0,0447 1 0,0447 54,82 0,0007 

Phần dư 0,0041 5 0,0008   

Sự thiếu phù hợp 0,0035 3 0,0012 3,86 0,2125 

Sai số 0,0006 2 0,0003   

Tổng 0,402 14 0,0442   

R
2
 R

2
Adj R

2
Pred C.V.% Adeq precision  

0,9899 0,9716 0,8583 0,2515 21,6113  

Bâng 16. Kết quâ kiểm định mô hình thực tế  

Lần lặp lại Lần 1 Lần 2 Lần 3 Trung Bình 

Mật số vi khuẩn (CFU/ml) 2,2.10
11

 2,5.10
11

 2,4.10
11

 2,37.10
11
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  (a)  (b) (c) 

Hình 1. Mặt đáp ứng giữa các yếu tố (a) Mặt đáp ứng tương tác giữa cao nấm men  

và mật rỉ đường, (b) Mặt đáp ứng tương tác giữa mật rỉ đường và MgSO4,  

(c) Mặt đáp ứng tương tác giữa cao nấm men và MgSO4 

Hình 1a và 1b cho thçy mêt rî đþąng là yếu 

tố có ânh hþćng lĆn đến mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15. Đồ thð mặt đáp Āng cho thçy, 

nồng độ mêt rî đþąng trong môi trþąng nuôi cçy 

vi khuèn tî lệ thuên vĆi mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15, nhþng đến giĆi hän nhçt đðnh 

mêt độ vi khuèn giâm dæn do nồng độ mêt rî 

đþąng cao sẽ làm thay đổi áp suçt thèm thçu 

cûa môi trþąng gây Āc chế să sinh trþćng cûa vi 

khuèn. Các loài vi khuèn nìm trong chi 

Pseudomonas thþąng sinh trþćng và phát triển 

tối þu khi môi trþąng có tî lệ C:N là 20:60 

(Peekate & Gideon, 2017). Khi nồng độ mêt rî 

đþąng quá cao làm tëng tî lệ C trong môi trþąng 

nuôi cçy, khiến tî lệ C: N bð chênh lệch, tÿ đò 

làm mêt độ vi sinh vêt giâm. TþĄng tă, nồng độ 

cao nçm men trong môi trþąng cüng cò ânh 

hþćng đáng kể đến mêt độ vi khuèn. Khi nồng 

độ cao nçm men thay đổi, tî lệ N thay đổi làm 

ânh hþćng đến mêt độ vi khuèn. Tuy nhiên, tÿ 

kết quâ ć hình 1a và hình 1c cho thçy nồng độ 

cao nçm men ânh hþćng không nhiều bìng 

nồng độ mêt rî đþąng trong quá trình nhân sinh 

khối P. stutzeri KL15. Bên cänh đò, nồng độ 

MgSO4 trong môi trþąng nuôi cçy cüng ânh 

hþćng tþĄng đối khá đến quá trình nhân sinh 

khối P. stutzeri KL15 nhþng să tác động cûa 

yếu tố này có vẻ không nhiều bìng mêt rî đþąng 

và cao nçm men.  

3.4. Kiểm định thực tế mô hình tối ưu hóa  

Tÿ các dĂ liệu thu đþĉc và phþĄng tình hồi 

quy, các thông số tối þu cûa mỗi thành phæn 

môi trþąng đþĉc xác đðnh nhþ sau: mêt rî đþąng 

4,95 g/l, cao nçm men 19,08 g/l và MgSO4  

1,13 g/l, mô hình dă đoán mêt độ vi khuèn  

P. stutzeri KL15 tối đa đät 2,45  1011 CFU/ml 

(11,60 Log10. CFU/ml). Để kiểm chĀng mô hình, 

thí nghiệm kiểm đðnh đþĉc thăc hiện vĆi 3 læn 

lặp läi vĆi thành phæn môi trþąng tối þu nhþ 

trên và kết quâ đþĉc trình bày trong bâng 15. 

Mêt số vi khuèn P. stutzeri KL15 sau 36 

gią nuôi cçy, nhiệt độ 33C, tî lệ näp giống là 

2,5% là 2,37  1011 CFU/ml, tþĄng thích vĆi 

mêt số vi khuèn mà mô hình đã dă đoán. 

Yanjie & cs. (2014) đã tối þu hòa thành phæn 

cûa môi trþąng lên men giá rẻ để thu sinh khối 

P. putida R-198 và sân xuçt axetic acid hòa 

tan (IAA) bìng phþĄng pháp đáp Āng bề mặt 

(RSM). Nồng độ IAA tối đa (18,73 mg/l) đþĉc 

dă đoán trong môi trþąng chĀa 52,41 g/l bột 

ngô, bột đêu nành 15,82 g/l, 2,40 g/l K2HPO4, 

0,17 g/l MnSO4 và 5,00 g/l NaCl, mêt độ vi 

khuèn đät tối đa 1013 CFU/ml. Tác giâ Ana & 

cs. (2017) đã nghiên cĀu thành phæn tối þu cûa 

môi trþąng nuôi cçy 2 dòng vi khuèn  

P. stutzeri là glucose, KNO3 và peptone khác 

hoàn toàn vĆi môi trþąng tối þu cûa dòng vi 

khuèn P. stutzeri KL15, có thể các dòng vi 

khuèn tuy cùng loài P. stutzeri nhþng khi đþĉc 

phân lêp ć các điều kiện sinh thái khác nhau 

thì sẽ phát triển các môi trþąng lên men khác 

nhau. Tÿ các nghiên cĀu cho thçy nguồn nitĄ, 

cacbon, các muối vô cĄ ânh hþćng khá nhiều 

đến việc nhân sinh khối các dòng vi khuèn và 

các tác giâ cüng nhím tĆi việc lăa chọn nguồn 

nghiên liệu rẻ tiền để có thể lên men vi khuèn 

ć qui mô lĆn.  

https://www.researchgate.net/profile/Gideon-Abu
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4. KẾT LUẬN 

Vi khuèn P. stutzeri KL15 là chûng vi 

khuèn có hiệu suçt chuyển hóa NH4
+ là 83,87% 

vĆi thąi gian 7 ngày, hiệu suçt xā lý NO2
- 

99,06% trong thąi gian 4 ngày và hiệu suçt xā lý 

NO3
- 98,07% vĆi 3 ngày.  

Sáu yếu tố bao gồm mêt rî đþąng, cao nçm 

men, K2HPO4, MgSO4, CaCl2, và NaCl đþĉc tiến 

hành thí nghiệm sàng lọc bìng ma trên Plackett 

- Burman, tÿ đò đã chọn ra ba yếu tố chính ânh 

hþćng đến mêt độ vi khuèn P. stutzeri KL15 là 

mêt rî đþąng, cao nçm men và MgSO4.  

Thông qua thí nghiệm tối þu hòa thành 

phæn môi trþąng lên men thu đþĉc phþĄng trình 

hồi quy có däng: Y = 11,55 + 0,1550A + 0,0437B 

+ 0,0588C + 0,0225AB - 0,0125AC + 0,0100BC - 

0,1675A2 - 0,0950B2 - 0,1100C2 vĆi Y là sinh 

khối vi khuèn P. stutzeri KL15. Mêt độ vi 

khuèn P. stutzeri KL15 đþĉc mô hình dă đoán 

cao nhçt vĆi giá trð đät 2,45  1011 CFU/ml vĆi 

thành phæn môi trþąng gồm mêt rî đþąng  

4,76 g/l, cao nçm men 18,99 g/l, MgSO4 0,99 g/l 

thăc hiện trong điều kiện nhiệt độ 30oC, thąi 

gian nuôi cçy 36 gią, tî lệ näp giống là 2,5% và 

thăc tế thí nghiệm thu đþĉc mêt số vi khuèn là 

2,37  1011 CFU/ml. Kết quâ đáp Āng đþĉc mýc 

tiêu nghiên cĀu, xây dăng đþĉc quy trình tối þu 

thành phæn môi trþąng lên men thu sinh khối vi 

khuèn P. stutzeri KL15. 
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