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TỐI ƯU HÓA THÀNH PHẦN MÔI TRƯỜNG LÊN MEN RẺ TIỀN 
CHỦNG Bacillus subtilis LH1 BẰNG PHƯƠNG PHÁP QUY HOẠCH 

THỰC NGHIỆM PHỤC VỤ SẢN XUẤT PROBIOTIC 
Optimization of low budget fermentation medium compositions Bacillus 

subtilis LH1 for probiotic production by using experimental design methods 
Đoàn Thị Tuyết Lê*, Phạm Vũ Bảo, Nguyễn Ngọc Tùng, Đỗ Minh Anh 
Khoa Kỹ thuật Hóa học và Môi trường; Trường Đại học Lạc Hồng, Đồng Nai, Việt Nam 

TÓM TẮT.Chất lượng và giá thành chế phẩm probiotic phụ thuộc nhiều vào giống vi sinh vật, thành phần môi trường lên 
men (các nguồn cacbon, nitơ, muối khoáng…) cũng như các yếu tố  khác ảnh hưởng đến quá trình lên men như nhiệt độ, pH, 
tốc độ lắc, hàm lượng oxy hòa tan. Nghiên cứu này được thực hiện nhằm lựa chọn thành phần môi trường lên men rẻ tiền, 
đồng thời tối ưu hàm lượng các yếu tố có ảnh hưởng trong môi trường lên men chủng Bacillus subtillis LH1. Các yếu tố trong 
môi trường lên men bao gồm nguồn cacbon, nitơ, nguồn khoáng được chọn theo phương pháp quy hoạch thực nghiệm, với 
hàm mục tiêu là sinh khối chủng Bacillus subtilis LH1. Kết quả cho thấy thành phần môi trường lên men tối ưu cho chủng 
Bacillus subtillis LH1gồm rỉ đường 10 g/l, (NH4)2SO4 15 g/l, nguồn khoáng: MgSO4 1 g/l, CaCl2 0.2 g/l, K2HPO4 2.13 
g/l, NaCl 7.5 g/l thu được sinh khối cao đạt mật độ tế bào 109 cfu/ml và giảm chi phí môi trường lên men ước tính rẻ hơn 7 
lần so với môi trường MRS. 
TỪ KHÓA: Bacillus subtilis, tối ưu hóa, probiotic, plackett-burman, phương pháp đáp ứng bề mặt 
ABSTRACT. Quality and the cost of probiotic productsare highly dependent on species andfer mentation medium 
compositions (carbon, nitrogen and mineral sources, etc.) as well as other factors like temperature, pH, rotation speed, 
dissolved oxygen content. This study was performed to select the low cost components simultaneously with optimizing 
content of the most influential factors of fermentation mediumfor Bacillus subtillis LH1. The fermentation medium factors 
including carbon sources, nitrogen sources and mineral sources was selected by applying experimental designs: Plackett-
Burman design and Box-Behken design with biomass as target funtion. It resulted from the above that we suggest the 
optimumfermentation condition for Bacillus subtilis LH1 which molass 10 g/l, (NH4)2SO4 15 g/l, mineral sources: MgSO4 
1 g/l, CaCl2 0.2 g/l, K2HPO4 2.13 g/l, NaCl 7.5 g/l with biomass archieved is about 109 cfu/ml and reducing the cost of 
fermentation media 7 times cheaper than MRS media. 
KEYWORDS: Bacillus subtilis; optimization; probiotic; plackett-burman; response surface methodology

1. MỞ ĐẦU 

Probiotic là hỗn hợp các chủng vi sinh vật có lợi đáp ứng 
lợi khuẩn đường ruột, tăng sức đề kháng cũng như khả năng 
tiêu hóa cho vật chủ. Ưu điểm vượt trội của probiotic là 
không gây tác dụng phụ ảnh hưởng đến chất lượng sản phẩm, 
sức khỏe người sử dụng như chất hóa học và chất kháng sinh 
(Krishnaprakash, 2009; Senthong và cs, 2012). Chủng lợi 
khuẩn Bacillus an toàn cho người và động vật, có khả năng 
sinh enzyme phân giải chất hữu cơ mạnh, tạo bào tử và thích 
nghi nhanh với các điều kiện bất lợi của môi trường nên đã 
trở thành lựa chọn cho các nghiên cứu về chế phẩm sinh học 
hiện nay (Rengpipat et al, 2000; Jorge et al, 2014) trong đó 
có chủng Bacillus subtilis. Ngoài việc phân lập những chủng 
vi khuẩn có tiềm năng probiotic, thìmôi trường lên men cũng 
quyết định đến hiệu suất thu hồi sinh khối dẫn đến việc sản 
xuất probiotic có hiệu quả hơn (Shahravy, 2012). Thành 
phần môi trường lên men rẻ tiền sẽ giảm chi phí sản xuất. 
Ước tính chi phí cho 1 lít môi trường lên men rẻ tiền khoảng 
62.000 vnđ/lít, thấp hơn 7 lần so với môi trường lên men 
thường dùng là MRS (khoảng 430.000 vnđ/lít sau khi quy 
đổi ra vnđ), giúp hạ giá thành sản phẩm. Từ đó đã thúc đẩy 
sự phát triển của ngành công nghiệp công nghệ sinh học,nỗ 
lực cải tiến môi trường nuôi cấy, tối đa hóa năng suất nhằm 
đáp ứng được nhu cầu của thị trường và giảm giá thành sản 
phẩm. Theo đó, bước tối ưu hóa môi trường nuôi cấy là khâu 
hết sức quan trọng đang được quan tâm nghiên cứu. Phương 

pháp tối ưu hóa truyền thống dựa trên việc tối ưu từng nhân 
tố (one-factor-at-a-time) là đơn giản, dễ thực hiện và những 
ảnh hưởng của các thành phần được trình bày trên đồ thị mà 
không cần phải phân tích thống kê. Tuy nhiên, kết quả mô 
hình thường xuyên thất bại trong việc xác định vị trí tại khu 
vực đáp ứng tối ưu vì những tác động chung của các yếu tố 
trên bề mặt đáp ứng không thấy được, điều này có ý nghĩa 
trong lên men quy mô lớn. Hiện nay, với việc sử dụng 
phương pháp toán học quy hoạch thực nghiệm, cho phép xác 
định được điều kiện tối ưu của đa yếu tố một cách chính xác 
và mức độ ảnh hưởng của các yếu tố đến quá trình thu nhận 
sinh khối vi khuẩn trong cùng một thời điểm. Hơn nữa, 
phương pháp này còn cho thấy vai trò tác động qua lại giữa 
các yếu tố trong cùng một thời gian nuôi cấy với số lần thí 
nghiệm ít, đánh giá được sai số trong mỗi lần thực nghiệm 
theo các tiêu chuẩn thống kê, xem xét ảnh hưởng của các yếu 
tố với mức độ tin cậy cần thiết, tiết kiệm được thời gian, chi 
phí mà vẫn đem lại hiệu quả mong muốn. Do đó, nghiên cứu 
đã sử dụng thiết kế Plackett-Burman là một cách hiệu quả để 
sàng lọc các thông số chính trong một số lượng lớn các yếu 
tố của quá trình tối ưu (Plackett and  Burman, 1946). 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
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2.1 Vật liệu 

Chủng vi khuẩn Bacillus subtillis LH1 (Trường Đại học 
Lạc Hồng, Đồng Nai) có khả năng chịu nhiệt, chịu được điều 
kiện khô hạn, chịu mặn và tạo bào tử (Đoàn Thị Tuyết Lê và 
cs, 2016). 

2.2 Nội dung nghiên cứu 

Khảo sát đơn yếu tố chọn được nguồn cacbon và nitơ thích 
hợp dựa vào kết quả OD610nm. Tiếp theo kết hợp nguồn 
cacbon và nitơ đã được chọn với 4 nguồn khoáng cố định để 
thực hiện sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng chính bằng Plackett-
Burman, 3 yếu tố ảnh hưởng chính này tiếp tục tham gia vào 
thiết kế Box-Behnken để xác định nồng độ tối ưu. Từ đó xác 
định thành phần môi trường lên men tốt nhất cho chủng B. 
subtilis LH1. 

2.3 Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1 Khảo sát đơn yếu tố chọn lọc nguồn cacbon và nitơ 

Khảo sát 5 nguồn cacbon và 5 nguồn nitơ trong thành phần 
môi trường lên men chứa các nguồn khoáng CaCl2 0.2(g/l), 
K2HPO42(g/l), MgSO4 1(g/l). Khảo sát 5 nguồn cacbon với 
nồng độ 10(g/l) gồm: glucose, rỉ đường, lactose, tinh bột sắn, 
tinh bột bắp,yếu tố cố định gồm  nguồn nitơ là pepton 10(g/l) 
và các nguồn khoáng ban đầu; nuôi ở nhiệt độ 37 oC, pH 7.2, 
sau 24 giờ ghi nhận kết quả OD tại bước sóng 610nm. Khảo 
sát 5 nguồn nitơ với nồng độ 10 (g/l)gồm: cao nấm men, 
tryptone, đậu nành, peptone, (NH4)2SO4; yếu tố cố định gồm: 
nguồn cacbon X (từ kết quả khảo sát nguồn cacbon) 10(g/l) 
và các nguồn khoáng ban đầu; nuôi ở nhiệt độ 37 oC, pH 7.2, 
sau 24 giờ ghi nhận kết quả OD tại bước sóng 610nm (Chen 
P.T và cs, 2007; Trần Vũ Đình Nguyên, 2013; Trần Quốc 
Tuấn và cs, 2014). 

2.3.2 Sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng chính bằng phương 
pháp quy hoạch thực nghiệm theo thiết kế Plackett-
Burman 

Sử dụng thiết kế Plackett-Burman là một cách hiệu quả để 
sàng lọc các thông số chính trong một số lượng lớn các yếu 
tố của quá trình tối ưu (Plackett and Burman, 1946). Nguồn 
cacbon và nguồn nitơ đã được sàng lọc trong thí nghiệm 
trước được thêm vào môi trường lên men để tối ưu hóa. Thiết 
kế Plackett-Burman cho phép đánh giá các yếu tố có mức 
ảnh hưởng cao đến thu nhận sinh khối, mỗi yếu tố đã được 
kiểm tra ở hai cấp độ: mức thấp (-1) và mức cao (+1). Các 
yếu tố được chọn cho nghiên cứu này là cacbon X, nitơ Y, 
MgSO4, K2HPO4,NaCl, CaCl2 được liệt kê trong Bảng 1. 

Bảng 1. Các biến trong ma trận Plackett-Burman 
 

Yếu tố 
 

Đơn vị 
Mức 

Thấp (-1) Cao (+1) 
Cacbon X g/l - - 

Nitơ Y g/l - - 
MgSO4 g/l 0.25 1.5 

K2HPO4 g/l 1.25 3 
NaCl g/l 2.5 7.5 
CaCl2 g/l 0.05 0.4 

Bảng 2. Mã hóa ký hiệu các yếu tố sử dụng 

Yếu tố Đơn vị Ký hiệu Mức 
-1 0 +1 

A g/l X1    
B g/l X2    
C g/l X3    
Từ kết quả ở Bảng 1, chọn và mã hóa 3 yếu tố A, B và C 

có ảnh hưởng lớn nhất lên sinh khối chủng B. subtilis LH1, 

ký hiệu lần lượt là X1, X2, X3 đưa vào sử dụng trong thiết 
kế Box-Behnken để xác định hàm lượng tối ưu với các mức 
khảo sát thấp (-1), cơ sở (0), cao (+1) (Trần Quốc Tuấn và 
cs., 2014) như trình bày ở Bảng 2. 

2.3.3 Tối ưu hóa bằng phương pháp quy hoạch thực 
nghiệm theo thiết kế Box-Behken 

Phương pháp quy hoạch thực nghiệm là một kỹ thuật mô 
hình thực nghiệm được sử dụng để đánh giá mối quan hệ 
giữa một tập hợp của các yếu tố thử nghiệm kiểm soát. Dựa 
trên kết quả kiểm tra biến, mô hình kiểm tra các biến thử 
nghiệm cần thiết cho hiệu quả thu sinh khối tối ưu bằng cách 
sử dụng thiết kế Box-Behnken và phương pháp bề mặt đáp 
ứng (Nguyễn Cảnh, 2004; Plackett and Burman, 1946). 
Trong nghiên cứu này, xác định giá trị tối ưu của ba yếu tố 
chính từ kết quả sàng lọc thu được và được nghiên cứu ở 3 
mức (-1, 0 và +1) như Bảng 2, với 17 thí nghiệm trong đó có 
5 thí nghiệm ở tâm. Hàm đáp ứng được chọn là sinh khối 
chủng Bacillus subtillis LH1 (OD 610nm), mô hình hóa được 
biểu diễn bằng phương trình bậc hai: Y = B0 + B1X1 + B2X2 
+ B3X3 + B12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3 + B11X12 + B22X22 
+ B33X32. Trong đó,B1, B2, B3 là các hệ số bậc 1; B11, B22 và 
B33 là hệ số bậc 2; B12, B23 và B13 là các hệ số tương tác của 
từng cặp yếu tố; X1, X2, X3, X11, X22, X33, X12, X23 và X13 là 
các biến độc lập..  

2.4 Phương pháp xử lý số liệu 

Tất cả các thí nghiệm được thực hiện 3 lần lặp lại để tính 
giá trị trung bình, xử lý thống kê bằngphầm mềm Excel 97-
2003, phần mềm Design Expert® 7.0" Stat-Ease, Inc., 
Minneapolis, Hoa Kỳ. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Ảnh hưởng của nguồn cacbon và nitơ lên môi trường 
thu sinh khối chủng Bacillus subtillis LH1 

 Nguồn cacbon 

 
Hình 1. Kết quả khảo sát OD nguồn cacbon chủng Bacillus 

subtilis LH1 
Trong các nguồn cacbon khảo sát như thể hiện trong Hình 

1 nhận thấy, glucose có ảnh hưởng lớn nhất đến hiệu quả thu 
sinh khối chủng Bacillus subtillis LH1, đạt giá trị OD=0.246. 
Các nguồn cacbon khác nhau như lactose, rỉ đường, bột sắn, 
bột bắp có đều có giá trị thấp hơn glucose. Tuy nhiên với 
mục tiêu là xây dựng môi trường lên men rẻ tiền hướng tới 
quy mô sản xuất công nghiệp, đề tài đã chủ động chọn nguồn 
cacbon là rỉ đường vì giá thành rỉ đường (12.000 vnđ/kg - 
công ty Cổ phần Hóa Phát Đồng Nai) thấp hơn rất nhiều so 
với glucose (khoản 1,7 triệu vnđ – công ty Sigma-Aldrich), 
đồng thời thí nghiệm trên góp phần chứng minh cho hiệu quả 
năng suất của rỉ đường trong việc thu sinh khối chủng 
Bacillus subtillis LH1 rất khả quan nếu so sánh với các 
nguồn cacbon rẻ tiền khác. Kết quả nghiên cứu này phù hợp 
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2.1 Vật liệu 

Chủng vi khuẩn Bacillus subtillis LH1 (Trường Đại học 
Lạc Hồng, Đồng Nai) có khả năng chịu nhiệt, chịu được điều 
kiện khô hạn, chịu mặn và tạo bào tử (Đoàn Thị Tuyết Lê và 
cs, 2016). 

2.2 Nội dung nghiên cứu 

Khảo sát đơn yếu tố chọn được nguồn cacbon và nitơ thích 
hợp dựa vào kết quả OD610nm. Tiếp theo kết hợp nguồn 
cacbon và nitơ đã được chọn với 4 nguồn khoáng cố định để 
thực hiện sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng chính bằng Plackett-
Burman, 3 yếu tố ảnh hưởng chính này tiếp tục tham gia vào 
thiết kế Box-Behnken để xác định nồng độ tối ưu. Từ đó xác 
định thành phần môi trường lên men tốt nhất cho chủng B. 
subtilis LH1. 

2.3 Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1 Khảo sát đơn yếu tố chọn lọc nguồn cacbon và nitơ 

Khảo sát 5 nguồn cacbon và 5 nguồn nitơ trong thành phần 
môi trường lên men chứa các nguồn khoáng CaCl2 0.2(g/l), 
K2HPO42(g/l), MgSO4 1(g/l). Khảo sát 5 nguồn cacbon với 
nồng độ 10(g/l) gồm: glucose, rỉ đường, lactose, tinh bột sắn, 
tinh bột bắp,yếu tố cố định gồm  nguồn nitơ là pepton 10(g/l) 
và các nguồn khoáng ban đầu; nuôi ở nhiệt độ 37 oC, pH 7.2, 
sau 24 giờ ghi nhận kết quả OD tại bước sóng 610nm. Khảo 
sát 5 nguồn nitơ với nồng độ 10 (g/l)gồm: cao nấm men, 
tryptone, đậu nành, peptone, (NH4)2SO4; yếu tố cố định gồm: 
nguồn cacbon X (từ kết quả khảo sát nguồn cacbon) 10(g/l) 
và các nguồn khoáng ban đầu; nuôi ở nhiệt độ 37 oC, pH 7.2, 
sau 24 giờ ghi nhận kết quả OD tại bước sóng 610nm (Chen 
P.T và cs, 2007; Trần Vũ Đình Nguyên, 2013; Trần Quốc 
Tuấn và cs, 2014). 

2.3.2 Sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng chính bằng phương 
pháp quy hoạch thực nghiệm theo thiết kế Plackett-
Burman 

Sử dụng thiết kế Plackett-Burman là một cách hiệu quả để 
sàng lọc các thông số chính trong một số lượng lớn các yếu 
tố của quá trình tối ưu (Plackett and Burman, 1946). Nguồn 
cacbon và nguồn nitơ đã được sàng lọc trong thí nghiệm 
trước được thêm vào môi trường lên men để tối ưu hóa. Thiết 
kế Plackett-Burman cho phép đánh giá các yếu tố có mức 
ảnh hưởng cao đến thu nhận sinh khối, mỗi yếu tố đã được 
kiểm tra ở hai cấp độ: mức thấp (-1) và mức cao (+1). Các 
yếu tố được chọn cho nghiên cứu này là cacbon X, nitơ Y, 
MgSO4, K2HPO4,NaCl, CaCl2 được liệt kê trong Bảng 1. 

Bảng 1. Các biến trong ma trận Plackett-Burman 
 

Yếu tố 
 

Đơn vị 
Mức 

Thấp (-1) Cao (+1) 
Cacbon X g/l - - 

Nitơ Y g/l - - 
MgSO4 g/l 0.25 1.5 

K2HPO4 g/l 1.25 3 
NaCl g/l 2.5 7.5 
CaCl2 g/l 0.05 0.4 

Bảng 2. Mã hóa ký hiệu các yếu tố sử dụng 

Yếu tố Đơn vị Ký hiệu Mức 
-1 0 +1 

A g/l X1    
B g/l X2    
C g/l X3    
Từ kết quả ở Bảng 1, chọn và mã hóa 3 yếu tố A, B và C 

có ảnh hưởng lớn nhất lên sinh khối chủng B. subtilis LH1, 

ký hiệu lần lượt là X1, X2, X3 đưa vào sử dụng trong thiết 
kế Box-Behnken để xác định hàm lượng tối ưu với các mức 
khảo sát thấp (-1), cơ sở (0), cao (+1) (Trần Quốc Tuấn và 
cs., 2014) như trình bày ở Bảng 2. 

2.3.3 Tối ưu hóa bằng phương pháp quy hoạch thực 
nghiệm theo thiết kế Box-Behken 

Phương pháp quy hoạch thực nghiệm là một kỹ thuật mô 
hình thực nghiệm được sử dụng để đánh giá mối quan hệ 
giữa một tập hợp của các yếu tố thử nghiệm kiểm soát. Dựa 
trên kết quả kiểm tra biến, mô hình kiểm tra các biến thử 
nghiệm cần thiết cho hiệu quả thu sinh khối tối ưu bằng cách 
sử dụng thiết kế Box-Behnken và phương pháp bề mặt đáp 
ứng (Nguyễn Cảnh, 2004; Plackett and Burman, 1946). 
Trong nghiên cứu này, xác định giá trị tối ưu của ba yếu tố 
chính từ kết quả sàng lọc thu được và được nghiên cứu ở 3 
mức (-1, 0 và +1) như Bảng 2, với 17 thí nghiệm trong đó có 
5 thí nghiệm ở tâm. Hàm đáp ứng được chọn là sinh khối 
chủng Bacillus subtillis LH1 (OD 610nm), mô hình hóa được 
biểu diễn bằng phương trình bậc hai: Y = B0 + B1X1 + B2X2 
+ B3X3 + B12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3 + B11X12 + B22X22 
+ B33X32. Trong đó,B1, B2, B3 là các hệ số bậc 1; B11, B22 và 
B33 là hệ số bậc 2; B12, B23 và B13 là các hệ số tương tác của 
từng cặp yếu tố; X1, X2, X3, X11, X22, X33, X12, X23 và X13 là 
các biến độc lập..  

2.4 Phương pháp xử lý số liệu 

Tất cả các thí nghiệm được thực hiện 3 lần lặp lại để tính 
giá trị trung bình, xử lý thống kê bằngphầm mềm Excel 97-
2003, phần mềm Design Expert® 7.0" Stat-Ease, Inc., 
Minneapolis, Hoa Kỳ. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Ảnh hưởng của nguồn cacbon và nitơ lên môi trường 
thu sinh khối chủng Bacillus subtillis LH1 

 Nguồn cacbon 

 
Hình 1. Kết quả khảo sát OD nguồn cacbon chủng Bacillus 

subtilis LH1 
Trong các nguồn cacbon khảo sát như thể hiện trong Hình 

1 nhận thấy, glucose có ảnh hưởng lớn nhất đến hiệu quả thu 
sinh khối chủng Bacillus subtillis LH1, đạt giá trị OD=0.246. 
Các nguồn cacbon khác nhau như lactose, rỉ đường, bột sắn, 
bột bắp có đều có giá trị thấp hơn glucose. Tuy nhiên với 
mục tiêu là xây dựng môi trường lên men rẻ tiền hướng tới 
quy mô sản xuất công nghiệp, đề tài đã chủ động chọn nguồn 
cacbon là rỉ đường vì giá thành rỉ đường (12.000 vnđ/kg - 
công ty Cổ phần Hóa Phát Đồng Nai) thấp hơn rất nhiều so 
với glucose (khoản 1,7 triệu vnđ – công ty Sigma-Aldrich), 
đồng thời thí nghiệm trên góp phần chứng minh cho hiệu quả 
năng suất của rỉ đường trong việc thu sinh khối chủng 
Bacillus subtillis LH1 rất khả quan nếu so sánh với các 
nguồn cacbon rẻ tiền khác. Kết quả nghiên cứu này phù hợp 

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

BC.Glucose BC.Lactose BC.RĐ BC.BS BC.BB

M
ật

 đ
ộ 

qu
an

g 
(O

D
61

0n
m

)

Tối ưu hóa thành phần môi trường lên men rẻ tiền chủng bacillus subtilis LH1 bằng phương pháp quy hoạch thực nghiệm phục vụ sản xuất probiotic 

với nghiên cứu của Chen và cộng sự (2007), Trần Vũ Đình 
Nguyên (2013) cũng như Trần Quốc Tuấn và cộng sự (2014). 

 Nguồn nitơ 

 
Hình 2. Kết quả khảo sát OD nguồn nitơ chủng  

Bacillus subtillis LH1 
Từ kết quả ảnh hưởng các nguồn nitơ như Hình 2 nhận thấy 

peptone có ảnh hưởng lớn nhất đến hiệu quả thu sinh khối 
chủng Bacillus subtillis LH1, đạt giá trị OD=0.228. Các 
nguồn nitơ khác có sự chênh lệch về mức độ ảnh hưởng nhỏ, 
và với mục đích ưu tiên chọn nguồn nguyên liệu rẻ tiền và 
chất lượng ổn định, đề tài ưu tiên chọn (NH4)2SO4 để tiến 
hành các bước tiếp theo. Kết quả này phù hợp với kết quả 
nghiên cứu của S.D. Todorov, L.M.T. Dicks (2006) cũng 
như kết quả nghiên cứu của Laxmi và cs (2011). 

3.2 Kết quả sàng lọc các yếu tố ảnh hưởng bằng Plackett-
Burman 

Bảng 3. Mức độ ảnh hưởng của các yếu tố lên sinh khối chủng 
B. subtilis LH1 theo thiết kế Plackett-Burman  

 
Yếu tố 

 
Đơn 

vị 

Mức Mức độ ảnh 
hưởng 

Thấp 
(-1) 

Cao 
(+1) 

Ảnh 
hưởng 

Prob>F 

Rỉ đường g/l 1.25 10 1.05b 0.3520 
(NH4)2SO4 g/l 5 15 11.06a 0.0209 

MgSO4 g/l 0.25 1.5 1.54b 0.2692 
K2HPO4 g/l 1.25 3 2.85b 0.1523 

NaCl g/l 2.5 7.5 2.33b 0.1871 
CaCl2 g/l 0.05 0.4 0.13b 0.7376 

aCó độ tin cậy anpha = 0.05; bKhông có ý nghĩa ở độ tin cậy anpha = 0,05 

Từ kết quả ở Bảng 3 cho thấy 3 yếu tố có ảnh hưởng lớn 
nhất đến hiệu suất thu sinh khối chủng B. subtilis LH1 là 
(NH4)2SO4, K2HPO4 và NaCl, các yếu tố này được chọn  đưa 
vào Box-Behnken để xác định hàm lượng tối ưu. 

3.3 Tối ưu hóa giá trị các yếu tố ảnh hưởng đến lên men 
thu sinh khối chủng B. subtillis LH1 

Các thí nghiệm lên men thu nhận sinh khối chủng B. 
subtillis LH1 được thực hiện trên ba yếu tố ở ba mức gồm 17 
công thức trong đó 5 lần lặp lại của các điểm trung tâm được 
thể hiện trong Bảng 3 với các giá trị hàm đáp ứng. 

Từ kết quả phân tích xác định mức tối ưu của các yếu tố 
khảo sát cho sinh khối ở thí nghiệm 6. Kết quả phân tích 
ANOVA theo phầm mềm Design Expert® 7.0" được trình 
bày trong Bảng 5 cho thấy, mô hình có ý nghĩa thống kê với 
độ tin cậy p < 0,05, hệ số hồi quy R2 = 0.8611>0.75 chứng 
tỏ mô hình tương thích với thực nghiệm. 

Bảng 4. Kết quả thực nghiệm và mô hình theothiết kế Box-
Behnken chủng B. subtilis LH1 

Thí 
nghiệm 

Các biến OD 610nm 

X1 X2 X3 Thực 
nghiệm Mô hình 

1 10 3 2.5 0.176 0.156 

2 15 3 5 0.161 0.181 

3 15 1.25 5 0.165 0.171 

4 5 1.25 5 0.114 0.143 

5 5 2.13 7.5 0.084 0.141 

6 15 2.13 7.5 0.189 0.193 
7 5 2.13 2.5 0.199 0.147 

8 10 1.25 2.5 0.179 0.150 

9 10 3 7.5 0.163 0.170 

10 15 2.13 2.5 0.139 0.159 

11 10 1.25 7.5 0.170 0.164 

12 5 3 5 0.079 0.145 

13 10 2.13 5 0.161 0.160 

14 10 2.13 5 0.170 0.160 

15 10 2.13 5 0.213 0.160 

16 10 2.13 5 0.186 0.160 

17 10 2.13 5 0.169 0.160 

Bảng 5. Kết quả phân tích ANOVA 

Source 
Tổng 
bình 

phương 

Bậc 
tự do 

Sai số 
chuẩn 

Ảnh 
hưởng F-Value Prob>F 

Model 0.019 9 0.009 0.18 4.82 0.025 

X1 0.003 1 0.007 0.022 9.21 0.019 

X2 0.0003 1 0.007 -0.006 0.7 0.4311 

X3 0.0009 1 0.007 -0.011 2.2 0.1816 

X1X2 0.0002 1 0.01 0.008 0.56 0.4792 

X1X3 0.007 1 0.01 0.041 15.82 0.0053 

X2X3 4x10-6 1 0.01 -0.001 0.009 0.9259 

X12 0.005 1 0.01 -0.035 11.75 0.011 

X22 0.001 1 0.01 -0.015 2.32 0.1714 

X32 0.0002 1 0.01 0.008 0.57 0.4766 

Sai số 0.003 7 0.094    

Tổng 0.022 16     

R2 = 0.8611; C.V%= 12.98  %; R2-điều chỉnh = 0.6825; 
R2-dự đoán = -0.0858 

Từ kết quả phân tích ANOVA nhận được phương trình hồi 
quy như sau: Y = 0.16 + 0.016X1 +0.003X2 +0.007X3 
+0.002X1X2 +0.01X1X3 -0.0002X2X3 +0.0001X1

2 + 9x10-

6X2
2 + 5x10-5X3

2
. 

    Kết quả từ Hình 3 (A) cho ta thấy giá trị OD tăng cực đại 
khi gia tăng lượng (NH4)2SO4 và K2HPO4. Trong khi đó 
Hình 3 (B) và 3 (C) chỉ ra giá trị OD không bị ảnh hưởng 
nhiều bởi lượng NaCl sử dụng. Từ các dữ liệu trên và phương 
trình hồi quy nhận được, thông số tối ưu cho các biến được 
các định ở Bảng 4 như sau:  (NH4)2SO4 15 g/l, NaCl 7.5 g/l 
và  K2HPO4 2.13 g/l. Giá trị OD tối đa nhận được là 0.189 ở 
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bước sóng 610nm. Kết quả trên phù hợp với nghiên cứu của 
Trần Quốc Tuấn và cộng sự (2014). 

 
(B) 

 
 

(C) 

 
Hình 3. Mặt đáp ứng sinh khối theo hai yếu tố: (A). (NH4)2SO4 (X1) 
– K2HPO4 (X2) với NaCl ở nồng độ 7.5 g/l; (B). (NH4)2SO4 (X1) – 
NaCl với K2HPO4 ở nồng độ 2.13 g/l; (C) K2HPO4 (X2) – NaCl với 
(NH4)2SO4 ở nồng độ 15 g/l. 

4. KẾT LUẬN 

Bước khảo sát đơn yếu tố đã chọn được nguồn cacbon là rỉ 
đường và nguồn nitơ là (NH4)2SO4. Sau đó thông qua thiết 
kế Plackett-Burman chọn ra được 3 yếu tố có ảnh hưởng lớn 

nhất là (NH4)2SO4, K2HPO4 và NaCl. Thiết kế Box-Behken 
có ý nghĩa với p-value < 0.05 ở mức độ tin cậy 95%. Giá trị 
sinh khối OD tối đa đạt được là 0.189, phương trình hồi quy 
Y = 0.16 + 0.016X1 +0.003X2 +0.007X3 +0.002X1X2 
+0.01X1X3 -0.0002X2X3 +0.0001X1

2 + 9x10-6X2
2 + 5x10-

5X3
2 với Y là sinh khối chùng Bacillus subtilis LH1. Thành 

phần môi trường tối ưu lên men chủng Bacillus subtilis 
LH1với rỉ đường 10 g/l, (NH4)2SO4 15 g/l, nguồn khoáng: 
NaCl 7.5 g/l,  K2HPO4 2.13 g/l, CaCl2 0.2 g/l, MgSO4 1g/l.  
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XÁC ĐỊNH NGUỒN DINH DƯỠNG BỔ SUNG PHÙ HỢP CHO QUÁ 
TRÌNH Ủ PHÂN HỮU CƠ TỪ RÁC CÂY XANH ĐÔ THỊ 

Determining suitable added nutrient source for composting from urban 
green-tree waste 

Mai Cẩm Vi*, Trần Lê Nguyên, Phan Thị Phẩm 
Khoa Kỹ thuật Hóa học và Môi Trường, Trường Đại học Lạc Hồng, Đồng Nai, Việt Nam 

TÓM TẮT. Rác cây xanh đô thị là một trong những vấn đề đáng quan tâm trong thu gom, xử lý và tái chế rác sinh hoạt. Trong 
nghiên cứu này, rác cây xanh đô thị được dùng làm nguồn nguyên liệu sản xuất phân hữu cơ kết hợp với bùn thải thủy sản 
hoặc phân bò tươi. Nghiên cứu cho thấy bùn thải thủy sản thích hợp làm nguồn dinh dưỡng bổ sung hơn phân bò. Để đạt tỷ 
lệ khối lượng C:N đầu vào tối ưu cho quá trình ủ phân là 30:1, tỷ lệ khối lượng phối trộn của rác cây xanh đô thị và bùn thải 
thủy sản tương ứng là 6:4. Sau 20 ngày ủ, nghiên cứu đã thu được phân hữu cơ có các chỉ tiêu pH, tỷ lệ C:N đều đạt chất 
lượng theo Thông tư 41/2014 và Tiêu chuẩn ngành 10TCN 562-2002 của Bộ Nông nghiệp – Phát triển Nông thôn. Ngoài ra, 
khả năng nảy mầm của hạt (GI) lớn hơn 100% cho thấy sự biến mất của độc tố thực vật trong phân hữu cơ, có thể sử dụng 
cho cây trồng và phân mang đặc tính kích thích cho hạt nảy mầm. 

TỪ KHÓA: phân hữu cơ, rác cây xanh đô thị, bùn thải thủy sản, phân bò tươi, tỷ lệ C:N 

ABSTRACT. Urban green-tree waste is one of the matters for collecting, treating and recycling household waste. In this study, 
urban green-tree waste was used as raw material for compost production that was added with sludge from aquatic processing 
wastewater treatment plant (SA) or cow dung. The result showed that SA is a better added nutrients than cow dung. To obtain 
the optimum input C:N ratio 30:1 (w/w) for composting, urban green-tree waste and SA was mixed at ratio 6:4 (w/w). After 
20 days of incubation, compost quality met Circular 41/2014 standard and Sector Standard 10TCN562-2002 of the Ministry 
of Agriculture and Rural Development for pH and C: N ratio. In addition, germination index (GI) was more than 100%, prove 
that the toxicants for plant in compost was removed and this compost could stimulate seed germination. 

KEYWORDS: compost, urban green-tree waste, sludge, cow dung, C:N ratio 

1. GIỚI THIỆU   

Rác thải đô thị hiện đang là một trong những vấn đề môi 
trường thu hút nhiều sự quan tâm của xã hội. Hằng năm, chi 
phí xử lí rác rất lớn vì đơn giá của 1 tấn rác thải rắn sinh hoạt 
khoảng từ 300 – 700 nghìn đồng tùy vào đối tượng (Quyết 
định số 111/QC-UBND, 2017; Thông tư số 07/2017/TT-
BXD, 2017). Trong khi đó, lượng rác thải sinh hoạt vẫn ngày 
càng tăng nhanh do sự gia tăng dân số và chất lượng cuộc 
sống ngày càng cao (Báo cáo hiện trạng môi trường quốc gia 
giai đoạn 2011 – 2015, 2016). 

Trong rác thải đô thị, ngoài thành phần rác phát sinh từ 
sinh hoạt hằng ngày của người dân, còn có một lượng đáng 
kể rác cây xanh đô thị (RC). Theo tiêu chuẩn quốc gia TCVN 
9257:2012 về Quy hoạch cây xanh sử dụng công cộng trong 
các đô thị, tiêu chuẩn diện tích cây xanh 8 – 15 m2/người tùy 
vào loại đô thị. Để giảm khả năng xảy ra bệnh tật do sâu 
bệnh, vi khuẩn và đảm bảo an toàn của người dân, Bộ Xây 
dựng cũng đã ban hành Thông tư 20/2005/TT-BXD, hướng 
dẫn về việc quản lý cây xanh đô thị. Theo đó, tần suất cắt tỉa 
được thực hiện theo đặc điểm khí hậu của từng vùng, ít nhất 
trung bình 2 lần/năm, đặc biệt trước mùa mưa bão. Hầu hết 
RC không có giá trị gỗ cao nên ít được tận dụng và bị thải 
bỏ, thu gom cùng với rác sinh hoạt. Vì vậy, RC cũng chiếm 
phần quan trọng trong tổng lượng rác đô thị, góp phần gây 
ảnh hưởng đến việc thu gom cũng như áp dụng các biện pháp 
xử lý rác. Trong khi đó, RC được cấu thành từ lignocellulose 
nên chứa thành phần cacbonhydrat (Moretti et al. 2015). Do 
đó, đây có thể là nguồn nguyên liệu mới cho ủ phân hữu cơ. 
Ngoài ra, việc tách riêng RC để làm phân hữu cơ được xem 
là giải pháp mang lại hiệu quả hơn về mặt kinh tế lẫn môi 
trường đối với vấn đề rác thải đô thị. 

Tuy nhiên, nếu chỉ sử dụng RC để sản xuất phân bón hữu 
cơ thì phân sau quá trình ủ khó đạt được chất lượng theo yêu 
cầu vì thành phần chủ yếu của RC là cacbonhydrat như đã đề 
cập. Do đó, để đảm bảo chất lượng phân sau quá trình ủ đòi 
hỏi phải phối trộn thêm nguồn nguyên liệu giàu chất dinh 
dưỡng. Việc kết hợp này giúp giải quyết vấn đề về RC và 
chất thải từ một số quá trình sản xuất khác như bùn thải từ 
quá trình xử lý nước thải chế biến thủy sản hoặc phân gia 
súc.  

Theo Cục Chế biến, Thương mại nông lâm thủy sản và 
nghề muối, năm 2015 cả nước có trên 1.300 cơ sở chế biến 
thủy sản, lượng bùn thải ước tính cả nước là 2.600 tấn/ngày. 
Với lượng bùn thải sinh ra từ các nhà máy chế biến thủy sản 
ngày càng nhiều mà việc đổ bỏ trực tiếp bùn thải ra môi 
trường về lâu dài sẽ gây hại đến môi trường (Thomas, K. R. 
and Rahman, P. K. S. M. 2006), đặc biệt là phát sinh mùi hôi 
thối gây tình trạng mất vệ sinh. Ngoài ra, sự hiện diện một 
số vi sinh vật gây bệnh trong bùn thải gây hậu quả và ảnh 
hưởng nghiêm trọng đến môi trường đất, nước và sức khỏe 
cộng đồng xung quanh (Thomas, K. R. and Rahman, P. K. S. 
M. 2006). Theo các nghiên cứu thì bùn thải này có hàm lượng 
chất hữu cơ cao (Kanagachandran, K. and Jayaratne, R. 
2006; Võ Thị Kiều Thanh và ctv, 2012), đặc điểm bùn thải 
của hệ thống xử lý sinh học chứa nhiều chất dinh dưỡng thích 
hợp cho cây trồng: 5,1% N, 1,6% P2O5, 0,4% K2O (Nguyễn 
Đức Lượng và Nguyễn Thị Thùy Dương, 2003). Vì vậy, 
Tổng cục Môi trường khuyến cáo nên sử dụng bùn thải từ 
quá trình xử lý nước thải chế biến thủy sản làm phân hữu cơ. 
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