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Ñaët vaán ñeà
TTX laø moät ñoäc toá sinh hoïc cöïc maïnh 

ñöôïc chieát xuaát chuû yeáu töø caù noùc ñoäc, 
ñoäng vaät bieån vaø moät soá chuûng vi sinh vaät. 
Trong nhöõng naêm gaàn ñaây, TTX ñaõ ñöôïc 
nghieân cöùu söû duïng laøm thuoác gaây teâ, 
gaây meâ... ôû nhieàu nöôùc nhö Canada, Myõ, 
Trung Quoác... ÔÛ nöôùc ta, Dö Ñình Ñoäng 
vaø coäng söï nghieân cöùu thaønh coâng vieäc 
söû duïng TTX keát hôïp vôùi baøi thuoác daân 
toäc coå truyeàn ñeå laøm thuoác cai nghieän, ñaõ 
ñöôïc tieán haønh thöû nghieäm treân caùc beänh 
nhaân cho keát quaû khaû quan (Ñaøo Caåm 
Tuù, 2009).

Nhöõng naêm tröôùc ñaây, ñeå ñaùp öùng nhu 
caàu cuûa thò tröôøng, moät soá nghieân cöùu ñaõ 
sinh toång hôïp TTX theo phöông phaùp hoaù 
hoïc. Tuy nhieân, giaù thaønh cuûa saûn phaåm 
TTX toång hôïp hoùa hoïc cao, ñoä tinh saïch 
thaáp, khoâng kinh teá baèng phöông phaùp 
taùch chieát TTX tröïc tieáp töø caù noùc ñoäc. Vì 
vaäy, TTX ñöôïc taùch chieát chuû yeáu töø caù 
noùc ñoäc hoaëc ñoäng vaät bieån, nhöng tröõ 
löôïng cuûa caùc loaøi caù noùc ñoäc ngaøy caøng 
giaûm, trong khi nhu caàu tieâu thuï TTX laïi 
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Summary
Optimizing tetrodotoxin (TTX) productivity of Shewanella 
baltica M37 has been conducted under the multivariate 

experimental planning method based on data recording the 
impact of each factor. In the optimization topic, all factors 

have been investigated simultaneously within the fixed 
intervals, including pH of medium, temperature, duration of 

cultivation, and concentration of supplemental substance. 
For the best growth of Shewanella baltica M37, optimal 

culture conditions are as follows: pH = 6.3, temperature = 
24.60C, duration = 3.7 days, concentration of supplemental 

substance = 7.3%, so that the TTX concentration will be 
obtained at the highest value (11.6% higher than the control 

conditions do).
Keywords: Tetrodotoxin, Shewanella baltica, optimization, 

pufferfishes, Vietnam.
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ngaøy caøng taêng (Yu Chun-Fai et al, 2004). 
Gaàn ñaây, caùc nghieân cöùu thu nhaän TTX töø vi sinh 

vaät ñaõ môû ra moät trieån voïng môùi trong coâng ngheä 
sinh hoïc. Höôùng nghieân cöùu cho pheùp chuû ñoäng 
saûn xuaát TTX trong phoøng thí nghieäm hoaëc ôû quy 
moâ coâng nghieäp, ñoä tinh saïch cao, giaûm ñöôïc giaù 
thaønh... Xuaát phaùt töø yù nghóa khoa hoïc vaø yù nghóa 
thöïc tieãn, ñeà taøi “Nghieân cöùu coâng ngheä nuoâi caáy vaø 
thu nhaän TTX töø moät soá chuûng vi khuaån phaân laäp töø 
caù noùc ñoäc Vieät Nam” ñöôïc trieån khai. Tuy nhieân, 
ñeå naâng cao khaû naêng sinh TTX cuûa vi khuaån, caàn 
nghieân cöùu toái öu hoùa caùc ñieàu kieän nuoâi caáy. Baøi 
baùo naøy laø keát quaû nghieân cöùu toái öu hoùa caùc ñieàu 
kieän nuoâi caáy vi khuaån Shewanella baltica sinh TTX.

Ñoái töôïng vaø phöông phaùp nghieân cöùu
Ñoái töôïng
Chuûng vi khuaån Shewanella baltica M37 coù khaû 

naêng sinh TTX ñöôïc phaân laäp töø caù noùc Takifugu 
oblongus.

Phöông phaùp nghieân cöùu
Phöông phaùp xaùc ñònh TTX baèng HPLC: phaân 

tích ñoäc toá TTX baèng saéc kyù loûng cao aùp (HPLC) vôùi 
caùc ñieàu kieän sau (Masaaki Kodama, Shigeru Sato, 
2005): Detector huyønh quang, coät C18, pha ñoäng laø 
HFBA 0,06 M/Amoni acetat 0,05 M (bôm 1), toác ñoä 
doøng laø 0,4 ml/phuùt, NaOH 4N (bôm 2), reaction coil: 
0,5 mm x 2 m/130oC, böôùc soùng: kích thích 365 nm; 
phaùt xaï: 510 nm.

Toái öu hoùa ñieàu kieän nuoâi vi khuaån sinh TTX theo 
ñöôøng doác cuûa Box - Wilson: sau khi khaûo saùt caùc 
yeáu toá aûnh höôûng ñeán quaù trình leân men vi khuaån, 
tieán haønh nghieân cöùu toái öu hoùa ñieàu kieän nuoâi vi 
khuaån ñeå taêng haøm löôïng TTX. Thí nghieäm ñöôïc tieán 
haønh theo phöông phaùp quy hoaïch tröïc giao caáp 2, 
toái öu hoùa khaû naêng sinh ñoäc toá cuûa chuûng vi khuaån 
Shewanella baltica M37 theo phöông phaùp leân doác 
cuûa Box - Wilson (Nguyeãn Doaõn YÙ, 2009). Caùc yeáu 
toá bieán ñoåi caàn toái öu goàm: pH, nhieät ñoä, thôøi gian vaø 
noàng ñoä chaát boå sung. 

Taïi caùc ñieàu kieän toái öu ñaõ xaùc ñònh theo moâ hình 
lyù thuyeát, tieán haønh thí nghieäm nuoâi vi khuaån sinh 
TTX. Kieåm tra haøm löôïng TTX töø dòch nuoâi vi khuaån 
baèng HPLC. So saùnh vôùi haøm löôïng TTX töø moâ hình 
toái öu hoùa ñeå tính ñöôïc hieäu suaát thöïc teá.

Keát quaû vaø thaûo luaän
Choïn mieàn khaûo saùt
Ñeå toái öu hoùa khaû naêng sinh TTX cuûa chuûng 

Shewanella baltica M37 theo phöông phaùp quy 
hoaïch thöïc nghieäm nhieàu yeáu toá, söû duïng keát quaû 

khaûo saùt aûnh höôûng cuûa caùc yeáu toá ñôn leû (Buøi Thò 
Thu Hieàn vaø cs, 2012). Trong baøi toaùn toái öu, caùc 
yeáu toá ñöôïc khaûo saùt ñoàng thôøi ôû caùc khoaûng bieán 
thieân nhaát ñònh, goàm: pH moâi tröôøng, nhieät ñoä nuoâi 
caáy, thôøi gian nuoâi caáy, noàng ñoä chaát boå sung. Haøm 
muïc tieâu laø khaû naêng sinh ñoäc toá TTX cuûa chuûng 
Shewanella baltica M37 trong quaù trình nuoâi caáy. Ma 
traän thöïc nghieäm ñöôïc boá trí nhö sau:

Caùc yeáu toá aûnh höôûng tôùi khaû naêng sinh TTX cuûa 
chuûng Shewanella baltica ñöôïc moâ taû theo sô ñoà:
   Caùc yeáu toá aûnh höôûng                  Haøm muïc tieâu

Vôùi 4 yeáu toá caàn toái öu (k = 4), soá thí nghieäm caàn 
tieán haønh laø 

N = 2k-p + 2k + 1 = 24 + 8 + 1 = 25
Thieát laäp moâ hình
Ñöa theâm vaøo ma traän treân coät bieán aûo x0 = +1 ta 

coù baûng ma traän thöïc nghieäm vôùi bieán aûo (baûng 1).

Baûng 1: baûng ma traän thöïc nghieäm vôùi bieán X

Khaû naêng sinh TTX
cuûa chuûng Shewanella

baltica
- Moâi tröôøng ORI
- Ñeäm phosphate
- Nuoâi laéc
- Chaát boå sung: moâ tröùng caù

pH X1: 5-8

Nhieät ñoä X2: 20-300C

Thôøi gian X3: 2-5 ngaøy

Haøm löôïng
TTX

(µM)

Chaát boå sung X4: 3-10%

N X0 X1 X2 X3 X4 Y

1 1 -1 -1 -1 -1 0,387
2 1 1 -1 -1 -1 0,436
3 1 -1 1 -1 -1 0,474
4 1 1 1 -1 -1 0,451
5 1 -1 -1 1 -1 0,537
6 1 1 -1 1 -1 0,495
7 1 -1 1 1 -1 0,578
8 1 1 1 1 -1 0,521
9 1 -1 -1 -1 1 0,645
10 1 1 -1 -1 1 0,585
11 1 -1 1 -1 1 0,645
12 1 1 1 -1 1 0,609
13 1 -1 -1 1 1 0,738
14 1 1 -1 1 1 0,697
15 1 -1 1 1 1 0,789
16 1 1 1 1 1 0,730
17 1 0 0 0 0 0,725
18 1 1,41 0 0 0 0,178
19 1 -1,41 0 0 0 0,465
20 1 0 1,41 0 0 0,212
21 1 0 -1,41 0 0 0,716
22 1 0 0 1,41 0 0,778
23 1 0 0 -1,41 0 0,724
24 1 0 0 0 1,41 0,771
25 1 0 0 0 -1,41 0,726
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Tính caùc heä soá cuûa phöông trình hoài quy:
b0 = 0,584;  b1 = -0,034; b2 = -0,022; b3 = 0,047	

b4 = 0,081 

Phöông trình hoài quy tuyeán tính daïng ruùt goïn laø:

Y = 0,584 - 0,034X1 - 0,022X2 + 0,047X3 + 
0,081X4

Ñeå vieát phöông trình hoài quy ñaày ñuû, caàn xaùc 
ñònh caùc hieäu öùng töông taùc ñoâi vaø ba giöõa caùc yeáu 
toá vaø tính caùc heä soá b11; b12; b13;…

b11 = - 0,136;	 b12= - 0,005;	 b13 = 0,008; 
b14 = - 0,015; b22 = - 0,065; 	 b23 = 0,002; b24 = - 
0,004; b33 = 0,079; b34 = 0,005; b44 = 0,078

Kieåm ñònh tính yù nghóa cuûa caùc heä soá trong 
phöông trình hoài quy: boá trí 3 thí nghieäm song song 
trong cuøng moät ñieàu kieän, theo caùc ñieàu kieän ôû taâm 
phöông aùn. Keát quaû theå hieän ôû baûng 2.

Baûng 2: ma traän thöïc nghieäm ôû taâm phöông aùn

No Y0 (TTX) Y 0 Y0 - Y 0

26 0,681 0,719 -0,038
27 0,758 0,719 0,038
28 0,691 0,719 -0,028
29 0,747 0,719 0,027

Phöông sai taùi hieän: S2
th = 0,0015

⇒Sth = 0,038; Sb0 = 0,0078; Sbj = 0,087; Sbij  = 
0,0097; Sbjj  = 0,0137           

Tra baûng tieâu chuaån student vôùi α = 0,05, baäc 
töï do f = 4 ta coù: t3

0,95 = 2,35. ÖÙng vôùi ñoä tin caäy laø 
95%, caùc heä soá töông taùc cuûa caùc yeáu toá bò loaïi khoûi 
phöông trình hoài quy. Phöông trình hoài quy tuyeán 
tính ñaày ñuû coù daïng:

Y = 0,584 - 0,034X1  - 0,022X2 + 0,047X3+ 0,081X4 
- 0,136X1

2 - 0,065X2
2 + 0,079X3

2 + 0,078X4
2 (*)

Kieåm ñònh söï töông thích cuûa phöông trình hoài quy 
(*) theo tieâu chuaån Fisher:

Ta coù: Sdu
2 = 0,012, Sth

2 = 0,0015 vaäy F = 7,998

Tra baûng tieâu chuaån Fisher vôùi p = 0,05; f1 = 16; 
f2 = 3 coù: F(0,05; 16; 3) = 8,6 > F = 7,998.

Nhìn vaøo phöông trình hoài quy (*) ta coù:

- Heä soá b1 = - 0,034, b2 = - 0,022 < 0, trong vuøng 
quy hoaïch, pH vaø nhieät ñoä cuûa moâi tröôøng nuoâi caáy 
tyû leä nghòch vôùi haøm löôïng TTX, khi nhieät ñoä vaø pH 
cuûa moâi tröôøng nuoâi caáy taêng cao, khaû naêng sinh 
TTX cuûa chuûng M37 seõ giaûm. Do pH moâi tröôøng 

taêng cao, moâi tröôøng coù tính kieàm seõ haïn cheá khaû 
naêng hoaït ñoäng cuûa chuûng M37; nhieät ñoä caøng taêng, 
khaû naêng hoaït ñoäng cuûa M37 giaûm, khaû naêng sinh 
toång hôïp TTX giaûm.

- Heä soá b3 = 0,047, b4 = 0,081 > 0: trong vuøng 
quy hoaïch, caùc yeáu toá thôøi gian nuoâi caáy, noàng ñoä 
chaát boå sung taêng tyû leä thuaän vôùi khaû naêng sinh 
toång hôïp TTX cuûa chuûng M37. Khi taêng haøm löôïng 
chaát boå sung, khaû naêng hoaït ñoäng cuûa chuûng seõ 
maïnh, löôïng ñoäc toá TTX sinh ra caøng nhieàu. Keùo 
daøi thôøi gian nuoâi caáy, ñoàng thôøi taêng noàng ñoä chaát 
boå sung thích hôïp laøm taêng khaû naêng sinh toång hôïp 
TTX cuûa chuûng M37, haøm löôïng TTX thu ñöôïc taêng 
theo thôøi gian nuoâi caáy.

Trong 4 yeáu toá aûnh höôûng ñeán khaû naêng sinh 
TTX, yeáu toá noàng ñoä chaát boå sung coù aûnh höôûng 
maïnh nhaát, tieáp theo laø yeáu toá thôøi gian, nhieät ñoä vaø 
pH moâi tröôøng nuoâi caáy. Tuy nhieân, taêng noàng ñoä 
chaát boå sung seõ aûnh höôûng ñeán hieäu quaû kinh teá 
cuûa quaù trình leân men thu TTX cuûa chuûng M37.

Toái öu hoùa khaû naêng sinh ñoäc toá TTX cuûa chuûng 
Shewanella baltica M37 theo phöông phaùp leân doác 
cuûa Box - Wilson

Ñeå thöïc hieän ñöôïc quaù trình toái öu hoùa theo Box 
- Wilson, caàn tính ñöôïc caùc giaù trò lbiΔil vaø tìm ra giaù 
trò lôùn nhaát: lb1Δ1l = 0,051; lb2 Δ2l = 0,109; lb3Δ3l = 
0,07; lb4Δ4l = 0,284 (ñaït giaù trò lôùn nhaát). Choïn X4 
laøm bieán cô sôû vaø choïn cho bieán cô sôû moät böôùc 
nhaûy thích hôïp laø δ4 = 0,2%. Böôùc chuyeån ñoäng cuûa 
caùc yeáu toá coøn laïi ñöôïc tính theo coâng thöùc:

δi  =  biΔi * δcs/bcsΔcs

Boá trí caùc maãu nuoâi caáy vôùi caùc ñieàu kieän ôû möùc 
cô sôû vaø caùc böôùc nhaûy ñaõ tính vaø choïn ôû treân ta thu 
ñöôïc keát quaû ghi trong baûng 3.

Baûng 3: toái öu hoùa theo ñöôøng doác cuûa Box - Wilson
Teân pH X1 Nhieät ñoä

X2 (0C)

Thôøi gian

X3 (ngaøy)

Noàng ñoä moâ 
tröùng caù noùc 
ñoäc X4 (%)

TTX

(µM)

Möùc cô sôû 6,5 25 3,5 6,5
Heä soá bj -0,034 -0,022 0,047 0,081
Khoaûng bieán thieân 1,5 5 1,5 3,5
bj.#j -0,051 -0,109 0,070 0,284
Böôùc #j -0,0356 -0,0764 0,0491 0,2
Laøm troøn -0,05 -0,1 0,05 0,2
TN 30 6,45 24,9 3,55 6,7 0,703a

TN 31 6,4 24,8 3,6 6,9 0,734b

TN 32 6,35 24,7 3,65 7,1 0,785c

TN 33 6,3 24,6 3,7 7,3 0,787c

TN 34 6,25 24,5 3,75 7,5 0,750d

TN 35 6,2 24,4 3,8 7,7 0,723e

TN 36 6,15 24,3 3,85 7,9 0,693f
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Keát quaû baûng 3 cho thaáy, coù söï sai khaùc ñaùng keå 
giöõa caùc maãu khi toái öu theo ñöôøng doác. Phaân tích 
ANOVA cho thaáy giöõa caëp maãu TN32 - TN33 khoâng 
coù söï khaùc bieät veà haøm löôïng TTX thu ñöôïc töø ñieàu 
kieän nuoâi caáy. Caùc thí nghieäm coøn laïi coù söï khaùc 
bieät ñaùng keå veà haøm löôïng TTX thu ñöôïc töø caùc moâi 
tröôøng nuoâi caáy.

Vôùi haøm muïc tieâu laø khaû naêng sinh TTX cuûa 
chuûng Shewanella baltica, ñieàu kieän nuoâi caáy toái öu 
ñöôïc xaùc ñònh nhö sau: pH = 6,3; nhieät ñoä 24,60C; 
thôøi gian 89 giôø; noàng ñoä moâ caù noùc ñoäc boå sung 
laø 7,3% thì haøm löôïng TTX thu ñöôïc cao nhaát, theo 
moâ hình lyù thuyeát coù theå taêng 25,9% so vôùi khi chöa 
toái öu hoùa ñieàu kieän nuoâi, töø 0,548 µM leân 0,690 µM 
(ñaõ tröø ñi haøm löôïng TTX boå sung töø moâ tröùng caù 
noùc). 

Kieåm ñònh moâ hình toái öu khaû naêng sinh TTX 
cuûa chuûng M37 baèng thöïc nghieäm

Chuùng toâi tieán haønh kieåm ñònh khaû naêng sinh TTX 
cuûa chuûng M37 vôùi caùc thí nghieäm trong thieát bò leân 
men 5 lít/meû. Caùc thoâng soá coâng ngheä: moâi tröôøng 
ORI, pH = 6,3 oån ñònh baèng ñeäm phosphat, nhieät 
ñoä nuoâi caáy 24,60C, thôøi gian nuoâi 89 giôø, noàng ñoä 
moâ tröùng caù noùc boå sung 7,3% (khoaûng 31,05 µg/lít 
TTX), toác ñoä khuaáy 200 v/phuùt, tyû leä caáp gioáng 2%. 
Sau moãi 10 giôø leân men laáy maãu phaân tích haøm 
löôïng TTX.

Baûng 4: thöû nghieäm leân men sinh toång TTX

Keát quaû baûng 4 cho thaáy, taïi ñieàu kieän toái öu, 
chuûng M37 sinh toång hôïp TTX baét ñaàu taêng maïnh 
taïi thôøi gian 20 giôø vaø ñaït noàng ñoä cao nhaát laø 90 
giôø leân men, sau ñoù oån ñònh khoâng taêng. Vì pH luoân 
ñöôïc oån ñònh trong quaù trình leân men neân khoâng 
aûnh höôûng tôùi söï chuyeån hoùa caùc daãn xuaát cuûa 
TTX. Khaû naêng tích luõy haøm löôïng TTX caøng nhieàu 

khi caøng keùo daøi thôøi gian leân men. Tuy nhieân, ñeå 
quaù trình leân men ñaït hieäu quaû cao, caàn döøng thí 
nghieäm taïi thôøi ñieåm haøm löôïng TTX cao nhaát ñeå 
giaûm chi phí leân men. Haøm löôïng TTX thu ñöôïc sau 
89 giôø leân men laø 226,12 - 31,05 = 195,07 µg/lít. 

Hieäu quaû toái öu hoùa ñieàu kieän nuoâi chuûng M37 thu 
ñöôïc haøm löôïng TTX cao hôn 20,27 µg/lít (195,07 
µg/l - 174,8 µg/l = 20,27 µg/l) so vôùi thí nghieäm nuoâi 
caáy chuûng chöa toái öu hoùa. Sau toái öu hoùa, haøm 
löôïng TTX töø dòch nuoâi chuûng M37 taêng 11,6% so 
vôùi khi chöa toái öu hoùa. Tuy nhieân, haøm löôïng TTX 
thu ñöôïc trong moâ hình toái öu hoùa thöïc nghieäm chæ 
ñaït 88,7% so vôùi moâ hình lyù thuyeát (thöïc nghieäm 
195,07 µg/l, lyù thuyeát 220 µg/l).

Keát luaän
Sau quaù trình quy hoaïch thöïc nghieäm, caùc ñieàu 

kieän toái öu hoùa nuoâi caáy cuûa chuûng Shewanella 
baltica M37 ñöôïc xaùc ñònh nhö sau: pH = 6,3; nhieät 
ñoä 24,60C; thôøi gian 89 giôø; noàng ñoä moâ caù noùc ñoäc 
boå sung laø 7,3%, toác ñoä khuaáy 200 v/phuùt, tyû leä caáp 
gioáng 2% thì haøm löôïng TTX thu ñöôïc cao nhaát. 
Theo moâ hình lyù thuyeát coù theå taêng 25,9% so vôùi 
khi chöa toái öu hoùa ñieàu kieän nuoâi. Tuy nhieân, khi 
kieåm ñònh moâ hình lyù thuyeát, moâ hình toái öu hoùa thöïc 
nghieäm ñaït 88,7%, nghóa laø taêng 11,6% haøm löôïng 
TTX so vôùi khi chöa toái öu n
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Thôøi gian 
leân men 

(giôø)

Haøm löôïng ñoäc toá (µg/lít)

TTX Epi - TTX Anhy - TTX Toång TTX

0 30,92 0,02 0,11 31,05
10 54,85 0,13 0,25 55,23
20 98,81 0,19 0,31 99,31
30 125,14 0,28 0,55 125,97
40 137,97 0,32 0,61 138,9
50 155,82 1,19 0,77 157,78
60 163,78 2,38 1,02 167,18
70 170,97 3,19 2,08 176,24
80 184,48 3,33 2,21 190,02
90 219,92 3,65 2,55 226,12

100 219,52 3,68 3,03 226,23


