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ABSTRACT 

Studying on sour fermentation of dragon stem powder (Hylocerus undatus) by 

Bacillus spp. in anaerobic conditions was conducted with main ingredients 

including dragon stem powder combined powder of corn and rice bran flour. 

Treatments with three ingredients mixed at different ratio, as well as effect of 

time (1, 3, 5 and 7 days) and ratio of Bacillus spp. suspension solution (0, 3, 6 

and 9%) with starter including 107 CFU/mL were conducted for evaluation of 

a process of fermentation. The monitoring indicators are bacterial density, pH 

value, volatile fatty acid content, soluble protein and ammonia content. The 

results showed that three components including the ratio of stem dragon fruit 

powder: corn flour: rice bran powder was 70%: 15%: 15% were fermented 

sour by Bacillus spp. suspension solution with starter including 107 CFU/mL 

in anaerobic conditions at 37°C for 3 days. The results were also illustrated 

that the product of lactic fermentation included a bacterial density of 9.33log 

CFU/g, pH 4.7, the lactic acid content reaching 6.46 g/L, 204 mg/mL of 

soluble protein and 0,483 g/kg of ammonia content. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu lên men chua bột thân thanh long (Hylocerus undatus) ruột trắng 

bằng Bacillus spp. trong điều kiện kỵ khí được tiến hành với thành phần 

nguyên liệu chính là bột thân thanh long kết hợp với bột bắp và bột cám. Các 

nghiệm thức với thành phần nguyên liệu được phối trộn theo các tỷ lệ khác 

nhau; cũng như ảnh hưởng của thời gian (1, 3, 5, 7 ngày) và tỷ lệ dung dịch vi 

khuẩn Bacillus spp. (0, 3, 6 và 9%) với mật số vi khuẩn ban đầu của chế phẩm 

là 107 CFU/mL được bố trí để đánh giá quá trình lên men chua. Các chỉ tiêu 

theo dõi là tổng số vi khuẩn, pH, hàm lượng lactic acid, protein hòa tan và 

hàm lượng amoniac sinh ra. Hỗn hợp nguyên liệu bột thanh long, bột bắp và 

bột cám phối trộn theo tỷ lệ 70%:15%:15% được bổ sung 6% dung dịch 

Bacillus spp. để lên men lactic acid trong 3 ngày ở điều kiện kỵ khí và nhiệt 

độ 37oC đã tao tạo ra sản phẩm lên men chua với các giá trị dinh dưỡng bao 

gồm 9,33 Log CFU/g vi khuẩn, pH 4,7, 6,46 g/L lactic acid, 204 mg/mL protein 

hòa tan sinh ra và 0,483 g/kg ammonia sinh ra. 

Trích dẫn: Võ Văn Song Toàn, Tào Việt Hà, Nguyễn Thị Bảo Trân, Nguyễn Trương và Nguyễn Huỳnh Khánh 

Duy, 2020. Sử dụng bột thân thanh long (Hylocerus undatus) để lên men chua bằng vi khuẩn 

Bacillus spp. Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 56(4B): 61-70. 
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1 GIỚI THIỆU 

Chế phẩm probiotic được biết là những vi khuẩn 

đường ruột có lợi, tạo nên hàng rào chống lại những 

sinh vật gây bệnh. Những thực phẩm lên men này 

được sử dụng hàng ngày giúp vật chủ cải thiện khả 

năng tiêu hóa thức ăn, tăng cường sức khỏe, hạn chế 

một số bệnh đường tiêu hóa từ đó làm tăng năng suất 

và hiệu quả chăn nuôi (Heller, 2001). Lớp vi khuẩn 

Bacilli có mặt chủ yếu trong các chế phẩm vi sinh 

probiotic vì có những đặc tính có lợi như: làm sạch 

môi trường nhờ khả năng sinh các loại enzyme 

protease, amylase, cellulase, lipase phân hủy các 

hợp chất hữu cơ, kiểm soát sự phát triển quá mức 

của các vi sinh vật gây bệnh như Vibrio, giữ cho môi 

trường ở trạng thái cân bằng sinh học (Vũ Duy 

Giảng, 2009).  

Cây thanh long là một trong những cây ăn trái 

quan trọng hàng đầu của Việt Nam. Đặc biệt diện 

tích và sản lượng tăng mạnh ở 3 tỉnh trọng điểm là 

Bình Thuận, Long An, Tiền Giang nơi chiếm đến 

gần 95% sản lượng thanh long cả nước. Tuy nhiên, 

hiện nay chưa có nhiều nghiên cứu tận dụng cành 

thanh long thải bỏ để tạo thức ăn cho gia súc. Trong 

khi đó, phương pháp ủ chua để chế biến thức ăn gia 

súc, góp phần dự trữ thức ăn thô xanh đã được tiến 

hành cách đây hơn 100 năm. Ngày nay, thức ăn bổ 

sung dạng probiotic đã trở nên phổ biến như là thức 

ăn bổ sung hàng ngày. Thêm vào đó, doanh số giá 

trị kinh tế năm của chế phẩm probiotic theo xu 

hướng tăng dần từ 3,7 triệu USD trong năm 2016 và 

dự đoán tăng lên 17,4 triệu USD (tăng gấp khoảng 

4,7 lần) trong năm 2027. Vì vậy, việc ứng dụng công 

nghệ vi sinh để lên men chua nhanh bột thanh long 

để làm thức ăn bổ sung cho bò cần được quan tâm 

nghiên cứu. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1 Vật liệu  

Thân thanh long (ruột trắng) được thu ở huyện 

Tiểu Cần, tỉnh Trà Vinh.  

Bactozyme: Bột vi khuẩn bao gồm hai chủng ci 

khuẩn Bacillus subtilis và Lactobacillus do Công ty 

Cổ phần Sản xuất Kinh doanh Vật tư và Thuốc Thú 

y Vemedim sản xuất. Hai chủng vi khuẩn Bacillus 

subtilis S2O, Bacillus subtilis RC24 được lưu trữ tại 

Viện Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ Sinh học, 

Trường Đại học Cần Thơ.  

2.2 Phương pháp 

2.2.1 Chuẩn bị nguyên liệu 

Bột thanh long: thân thanh long (ruột trắng) 

được cắt lát khoảng 0,5 - 1 cm cùng với bột bắp và 

bột cám được sấy ở 70oC trong thời gian 4 giờ, sau 

đó nghiền mịn tạo bột với kích thước rây 0,75 mm. 

Giống vi khuẩn (vk) Bacillus subtilis có nguồn 

gốc từ dịch dạ cỏ bò và được nuôi cấy trong môi 

trường Ryckeboer et al. (2003) với cơ chất là bột 

thanh long ở nhiệt độ 37oC trong 3 ngày. 

2.2.2 Phương pháp thí nghiệm  

a. Phân tích phân tích  

Bột thanh long, cám và bắp lần lượt được phân 

tích thành phần dinh dưỡng bao gồm hàm lượng vật 

chất khô (VCK): bột mẫu nguyên liệu được sấy khô 

ở nhiệt độ 70oC trong 2 ngày đến khối lượng không 

đổi (Horwitz, 2000). Đạm tổng (Kejdahl, 1883): 

hàm lượng đạm tổng x phần trăm vật chất khô. Lipid 

tổng (Horwitz, 2000): hàm lượng lipid tổng x phần 

trăm vật chất khô.  

Phương pháp đếm sống: rút 10 μL dịch vi khuẩn 

đã pha loãng nhỏ giọt lên đĩa môi trường, để khô, ủ 

nhiệt độ 35oC trong 24 giờ và đếm khuẩn lạc (Cao 

Ngọc Điệp và Nguyễn Hữu Hiệp, 2008). Mật số vi 

khuẩn được tính theo công thức: 

CFU g (mL) =
Số khuẩn lạc trung bình ×Độ pha loãng ×1000

Thể tích giọt mẫu (5 hay 10 μL)
⁄        

Phương pháp xác định hàm lượng acid tổng số: 

hỗn hợp 5 mL dung dịch lên men và 45 mL nước cất 

được định phân bằng NaOH 0,1N đến pH bằng 8,2. 

(Lê Thanh Mai và ctv., 2007). Độ acid toàn phần 

tính theo công thức: 

 X =
K×n×1000

v
  (g/L) 

n: số mL NaOH 0,1N sử dụng, v: số mL mẫu, K: 

hệ số loại acid: lactic acid K = 0,009.  

Phương pháp xác định hàm lượng protein hòa 

tan: dựng đường chuẩn bovine serum albumin 

(BSA) với dãy nồng độ từ 0 đến 300 μg/mL. Mỗi 

100 μL BSA và dung dịch lên men được phản ứng 

với 2 mL dung dịch comassie brilliant blue G250 và 

được đo ở bước sóng 595 nm (Bradford, 1976). 

Phương pháp xác định hàm lượng NH3: Hỗn hợp 

1 mL mẫu, 50 mL nước cất và 3 g MgO được đun 

sôi. Lượng NH3 sinh ra được hấp thu vào bình tam 

giác chứa 30 mL dung dịch thuốc thử acid boric, sau 

đó được định phân bằng H2SO4 0,05N. Hàm lượng 

ammoniac được tính theo công thức: 

Nitơ ammoniac (g l⁄ )hay (g kg)⁄ =
0,0007×(V−V0)×1000

m
=

0,7×(V−V0)

m
  

V: số mL H2SO4 0,05N chuẩn độ mẫu, V0: số 

mL H2SO4 0,05N chuẩn độ mẫu thử không, 0,0007: 
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số gram nitơ tương ứng với 1 mL H2SO4 0,05N, m: 

số mL mẫu (đối với mẫu nước) hay số gram mẫu 

khô, 1000: hệ số quy đổi từ mL sang lít hay từ gram 

sang kg (Horwitz, 2000). 

b. Khảo sát tỷ lệ bổ sung bột cám và bột bắp 

trong ủ chua bột thanh long 

Thí nghiệm được bố trí theo thể thức hoàn toàn 

ngẫu nhiên, 3 lần lặp lại, 7 nghiệm thức (NT), Trong 

đó, từ NT1 đến NT5 có bổ sung lần lược cùng một 

tỷ lệ vi khuẩn (có mật độ khoảng 107 CFU/mL) 

nhưng khác nhau về tỷ lệ bột cám và bột bắp, 

nghiệm thức đối chứng (ĐC) âm chỉ có bột thanh 

long, ĐC+ có bổ sung bột vi khuẩn Bactozyme 

(Bảng 1). 

Thành phần dung dịch đệm được chuẩn bị theo 

Ryckeboer et. al. (2003), ủ ổn nhiệt ở 37oC trong 15 

phút trước sử dụng. Mỗi đơn vị thí nghiệm là 10 g 

cơ chất theo tỷ lệ được trình bày trong Bảng 1. 

Chủng dung dịch vi khuẩn Bacillus spp. và 

Bactozyme có mật số 107 CFU/mL lần lượt vào các 

nghiệm thức từ NT1 đến NT5, ĐC+, riêng nghiệm 

thức ĐC- không chủng vi khuẩn và lên men kỵ khí 

3 ngày trong điều kiện 37oC.  

Bảng 1: Thành phần mỗi nghiệm thức 

Nghiệm thức 

(NT) 

Bột thanh 

long (%) 

Bột cám 

(%) 

Bột bắp 

(%) 

Dung dịch vi 

khuẩn (%) 

Bactozyme 

(%) 

ĐC- 100 - - - - 

ĐC+ 100 - - - 6 

NT 1 70 - 30 6 - 

NT 2 70 10 20 6 - 

NT 3 70 15 15 6 - 

NT 4 70 20 10 6 - 

NT 5 70 30 - 6 - 

c. Khảo sát ảnh hưởng của thời gian và tỷ lệ 

bổ sung vi khuẩn Bacillus spp. đến lên men chua 

bột thanh long 

Thí nghiệm được bố trí theo thể thức thừa số 2 

nhân tố là tỷ lệ thể tích dung dịch vi khuẩn (0, 3, 6 

và 9% dung dịch vi khuẩn) và thời gian lên men (1, 

3, 5 và 7 ngày), 3 lần lặp lại. Tổng đơn vị thí nghiệm 

là 48. Tỷ lệ thành phần bột thanh long, bột cám và 

bột bắp được chọn từ thí nghiệm trước. 

d. Các chỉ tiêu theo dõi  

Các chỉ tiêu theo dõi bao gồm mật số vi sinh vật 

bằng phương pháp đếm sống, hàm lượng acid béo 

bay hơi, hàm lượng protein hòa tan và hàm lượng 

NH3  

2.2.3 Phương pháp xử lý số liệu 

Các số liệu sẽ được tính toán và lưu trữ bằng 

phần mềm Microsoft Excel 2016. Số liệu thí nghiệm 

sẽ được phân tích phương sai một nhân tố ANOVA 

(One Way Anova) và hai nhân tố theo mô hình tuyến 

tính tổng quát (Proc GLM) của phần mềm Minitab 

16. Sự khác biệt thống kê giữa trung bình các 

nghiệm thức thí nghiệm sẽ được kiểm định bằng 

phương pháp Tukey với mức ý nghĩa là 0,05. 

3 KẾT QUẢ THẢO LUẬN 

3.1.1 Thành phần hóa học nguyên liệu 

Hàm lượng VCK của bột thanh long, bột cám, 

bột bắp lần lượt là 94,5%, là 89,0% và 89,6% (Bảng 

2). Kết quả tương tự với nghiên cứu của Danh Mô 

(2009) khảo sát về hàm lượng VCK trên bột cám là 

87,9% (13,1% ẩm độ), thấp hơn nhiều so với kết quả 

nghiên cứu của Nguyễn Hữu Văn và ctv. (2015) là 

98,3% (1,2% ẩm độ). Hàm lượng VCK của bột bột 

bắp cũng tương tự với nghiên cứu của Trương La và 

ctv. (2008), Nguyễn Hữu Văn và ctv. (2015) và Vũ 

Duy Giảng và ctv. (2008) lần lượt là 87,2% (12,8% 

ẩm độ), 89,3% (10,7% ẩm độ) và 87,7% (12,3% ẩm 

độ). 

Bảng 2: Thành phần hóa học nguyên liệu 

Nguyên liệu Ẩm độ (%) VCK (%) Protein tổng (%) Lipid (%) 

Bột thanh long  5,5 ± 0,024  94,5 ± 0,024 4,41 ± 0,340 3,74 ± 0,156  

Bột cám 11 ± 0,411 89,0 ± 0,411 2,63 ± 0,282 10,06 ± 0,398 

Bột bắp 10,4 ± 0,070 89,6 ± 0,070 3,09 ± 0182 2,28 ± 0,103 

* Số liệu trong bảng là giá trị của 3 lần lặp lại. 

Hàm lượng đạm tổng của bột thanh long, bột 

cám, bột bắp lần lượt là 4,41%, 2,63%, 3,09% (Bảng 

2). Đạm tổng số của bột cám (Bảng 2) nhỏ hơn so 

với nghiên cứu của Danh Mô (2009), Nguyễn Thị 
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Hồng Nhân (1999) và Nguyễn Hữu Văn và ctv. 

(2015) với kết quả lần lượt là 9,2%, 9,9% và 8,7%. 

Đạm tổng số của bột bắp (Bảng 2) cũng nhỏ hơn so 

với nghiên cứu của Nguyễn Hữu Văn và ctv. (2015), 

Trương La và ctv. (2008) và Vũ Duy Giảng và ctv. 

(2008) lần lượt là 7,2%, 8,2% và 9,1%. 

Hàm lượng lipid tổng số của bột thanh long, bột 

cám và bột bắp lần lượt là 3,74%, 10,06%, 2,28% 

(Bảng 2). Như vậy, bột cám có hàm lượng lipid tổng 

cao nhất (10,06%). Hàm lượng lipid tổng và cao hơn 

kết quả nghiên cứu của Danh Mô (2009), Nguyễn 

Hữu Văn và ctv. (2015) là 2,4 và 9,7%.  

Nguồn nitơ hữu cơ có vai trò quan trọng trong 

việc điều hòa tốc độ tăng trưởng và tỷ lệ tổng hợp 

acid của vi khuẩn. Hujanen and Linko (1996) đã cho 

thấy bột trích nấm men (yeast extract) và nitơ của 

một số loại ngũ cốc có ảnh hưởng đến quá trình sản 

sinh lactic acid của vi khuẩn Lactobacillus casei. 

Một số nguồn nitơ khác như urea, dung dịch trích 

bắp, mạch nha cũng cho thấy góp phần gia tăng sản 

lượng lactic acid rõ rệt (Busairi, 2010). Sản phẩm 

thủy phân casein bằng protease (Zhang et al., 2011) 

cũng đã làm tăng mạnh hàm lượng lactic acid trong 

quá trình lên men của S. thermophilusand và L. 

bulgaricus. Bắp, đậu nành cũng là một trong số 

nguồn quan trọng cung cấp tinh bộ, protein và chất 

béo. Mawgoud et al. (2016) đã cho thấy hai nguồn 

dinh dưỡng này được sử dụng để cung cấp dưỡng 

chất cần thiết thay thế cho bột trích nấm men trong 

lên men lactic acid của Lactobacillus bulgaricus Lb-

12 và góp phần tăng hiệu suất lên 322%, đồng thời 

tiết kiệm thời gian và năng lượng khoảng 27,7%. 

Bên cạnh đó, theo Sugihara and Line (1975), 

lipid là thành phần nhỏ của nguyên liệu lúa mì và 

bột mì nhưng có ảnh hưởng đến chất lượng bánh mì. 

Các acid béo chưa bảo hòa của bột mì thường bị oxi 

hóa trong quá trình bảo quản và sinh ra những hợp 

chất có mùi khi bị oxi hóa (Hansen and Schieberle, 

2005), và những hợp chất mùi này giảm rõ rệt trong 

quá trình lên men bột chua (Czerny and Schieberle, 

2002). Vermeulen et al. (2006a) đã cho thấy hai 

chủng vi khuẩn L. sanfrancisco và L. reuteri đã góp 

phần làm giảm những hợp chất có mùi trong suốt 

giai đoạn lên men chua. 

3.2 Ảnh hưởng tỷ lệ bột cám và bột bắp 

trong lên men bột thanh long 

 Kết quả phân tích thống kê ảnh hưởng của tỷ 

lệ bột cám và bột bắp đến mật số vi khuẩn, pH của 

sản phẩm lên men, hàm lượng acid lactic, protein 

hòa tan, ammoniac của sản phẩm lên men bột thanh 

long được trình bày trong Bảng 3.

Bảng 3: Ảnh hưởng tỷ lệ bột cám và bột bắp trong lên men bột thanh long 

Nghiệm 

thức 

Chỉ tiêu đánh giá 

Mật số vi khuẩn  

(log CFU/g) 

pH 

 

Acid lactic 

 (g/L) 

Protein hòa tan 

 (mg/mL) 

Ammoniac 

(NH3)  (g/Kg) 

ĐC- 8,96±0,357 6,40±0,000c 0,84±0,104c 366±16,5a 0,599±0,075 

ĐC+ 9,01±0,216 6,20±0,000c 1,08±0,00c 338±19,4ab 0,589±0,039 

NT1 9,12±0,304 5,0±0,350a 2,88±0,649ab 230±29,8d 0,521±0,050 

NT2 8,99±0,049 5,03±0,060a 3,00±0,209ab 260±3,1cd 0,504±0,032 

NT3 8,95±0,183 5,03±0,060a 3,15±0,238a 301±19,8bc 0,555±0,009 

NT4 8,90±0,262 5,30±0,100ab 2,79±0,27ab 353±34,2ab 0,502±0,012 

NT5 9,01±0,212 5,70 ±0,170b 2,13±0,462b 395±12,7a 0,589±0,029 

CV (%) 2,71 2,79 15,8 6,7 7,43 

*VK: bổ sung 6% dung dịch vi khuẩn Bacillus spp., ĐC-: đối chứng âm, không bổ sung vi khuẩn, ĐC+: bổ sung 6% bột 

bactozyme. NT1 đến NT5: phần trăm thanh long, bột cám, và bắp lần lượt thay đổi theo tỷ lệ như sau: 70:0:30, 

70:10:20, 70:15:15, 70:20:10, và 70:30:0. Trong cùng một cột, các giá trị theo sau bởi một chữ cái giống nhau thì khác 

biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức P<0,05 theo phép thử Tukey 

3.2.1 Mật số vi khuẩn 

Mật số vi khuẩn được thể hiện đồng thời ở Bảng 

3 đã cho thấy dao động trong khoảng 8,90 đến 9,12 

log CFU/g và khác biệt không có ý nghĩa thống kê. 

Sự hiện diện của các thành phần dinh dưỡng bao 

gồm vật chất khô, đạm tổng, lipid tổng của nguyên 

liệu đã cung cấp nguồn năng lượng cho quá trình 

phát triển, tăng mật số của vi khuẩn trong các 

nghiệm thức. Nguồn dinh dưỡng nitơ cần thiết cho 

quá trình chuyển hóa thành protein, enzyme của tế 

bào vi khuẩn. Trong khi đó, lipid là nguồn cung cấp 

năng lượng cho tế bào vi khuẩn để tham gia vào quá 

trình chuyển hóa thành các acid béo bay hơi.  

3.2.2 pH 

Việc bổ sung cám và bắp đã dẫn đến sự thay đổi 

giá trị pH của sản phẩm lên men trong các nghiệm 

thức và khác biệt có ý nghĩa thống kê được thể hiện 

đồng thời ở Bảng 3. Nghiệm thức đối chứng âm 
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(100% bột thanh long) và nghiệm thức ĐC+ (100-0-

0/Bactozyme) đều có mật số vi khuẩn cao (8,96 và 

9,01 logCFU/g) và khác biệt không ý nghĩa không 

có ý nghĩa thống kê. Tuy nhiên, giá trị pH vẫn duy 

trì cao (6,4 và 6,2) vả khác biệt có ý nghĩa thống kê 

so với nhóm nghiệm thức NT1 (70-0-30/vk), NT2 

(70-10-20/vk), NT3 (70-15-15/vk) lần lượt dịch lên 

men có giá trị pH là 5,0, 5,03 và 5,03 tương ứng với 

các nghiệm thức có bổ sung cám 0, 15 và 20% và bổ 

sung bắp trong khoảng 30, 20,15% và 6% thể tích 

dung dịch vi khuẩn Bacillus spp. có mật số 107 

CFU/mL. Mặt khác, khi bổ sung tăng hàm lượng bột 

cám lên 20 và 30%, và giảm bột bắp 10 và 0% tương 

ứng với nghiệm thức NT4 (70-20-10/vk) và NT5 

(70-30-0/vk), thì giá trị pH sản phẩm lên men tăng 

lên và lần lượt là 5,3 và 5,7. Như vậy, bổ sung 6% 

thể tích dung dịch Bacillus spp. đã góp phần làm 

giảm pH trong các nghiệm thức so với nghiệm thức 

ĐC- và ĐC+ (100-0-0/Bactozyme). Bên cạnh đó, sự 

điều chỉnh tỷ lệ bổ sung 0 - 15% bột cám và 30 - 

15% bột bắp cũng đã cho thấy sự hiệu quả trong quá 

trình lên men chua bột thanh long khi pH của các 

nghiệm thức NT1 (70-0-30/vk), NT2 (70-10-20/vk), 

và NT3 (70-15-15/vk) được duy trì trong khoảng 5 

đến 5,03.  

3.2.3 Lactic acid 

Giá trị pH ảnh hưởng nhiều đến hàm lượng acid 

béo bay hơi trong sản phẩm lên men. Giá trị pH càng 

thấp thì hàm lượng acid càng cao. Bảng 3 cho thấy 

hàm lượng acid béo bay hơi tăng lên từ 2,88 - 3,00 

và 3,15 g/L khi bổ sung 6% thể tích dung dịch vi 

khuẩn Bacillus spp. có mật số 107 CFU/mL vào các 

nghiệm thức NT1 (70-0-30/vk), NT2 (70-10-20/vk), 

và NT3 (70-15-15/vk) đồng thời với việc bổ sung 

tăng hàm lượng bột cám từ 0 - 10 - 20%; giảm hàm 

lượng bột bắp 30-20-15 và khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với nghiệm thức ĐC- (0,84 g/L) và 

nghiệm thức ĐC+ (1,08 g/L).  

Bảng 3 cũng đồng thời cho thấy việc điều chỉnh 

tăng hàm lượng bột cám lên 20%, giảm hàm lượng 

bột bắp còn 10% (NT4) có khuynh hướng tăng giá 

trị pH lên 5,30 và giảm hàm lượng acid lactic còn 

2,79 g/L mặc dù hàm lượng acid lactic giảm của 

nghiệm thức này khác biệt không có ý nghĩa thống 

kê so với nhóm nghiệm thức NT1 (70-0-30/vk), 

NT2 (70-10-20/vk), và NT3 (70-15-15/vk). Tuy 

nhiên, khi tiếp tục bổ sung tăng tỷ lệ cám lên 30% 

và giảm tỷ lệ bột bắp về 0% thì hàm lượng lactic 

acid giảm đến mức 2,17 g/L và khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm nghiệm thức NT1, NT2, và 

NT3 trong đó nghiệm thức NT3 (70-15-15/vk) có bổ 

sung 15% bột cám, 15% bột bắp và 6% thể tích dung 

dịch vi khuẩn Bacillus spp. đạt hàm lượng lactic acid 

cao nhất 3,15 (g/L).  

3.2.4 Protein hòa tan 

Bảng 3 cũng cho thấy nghiệm thức ĐC - (100-0-

0) chỉ có bột thanh long, không bổ sung vi khuẩn 

Bacillus spp., không bổ sung bột cám và bột bắp 

nhưng hàm lượng protein cao nhất (366 mg/mL), 

mật số vi khuẩn cao đạt 8,96 logCFU/g, tuy nhiên 

giá trị pH đo được của sản phẩm lên men cao (pH 

6,4) và hàm lượng acid lactic rất thấp (0,84 g/L). 

Tương tự, nghiệm thức ĐC + (100-0-0/Bactozyme) 

cũng thu được hàm lượng protein hòa tan cao (338 

mg/mL), mật số vi khuẩn cao đạt 9,01 logCFU/g, 

tuy nhiên giá trị pH đo được của sản phẩm lên men 

cao (pH 6,2) và hàm lượng acid lactic rất thấp (1,08 

g/L). Điều này cho thấy quá trình lên men chua 

lactic ở cả hai nghiệm thức đối chứng âm và đối 

chứng dương rất yếu mặc dù vi khuẩn vẫn phát triển 

với mật số cao.  

Việc bổ sung thêm 6% thể tích dung dịch vi 

khuẩn Bacillus spp. có mật số 107 CFU/mL vào các 

nghiệm thức NT1 (70-0-30/vk), và NT2 (70-10-

20/vk), đồng thời với việc bổ sung tăng tỷ lệ bột cám 

từ 0 - 10%, giảm tỷ lệ bột bắp 30 - 20% đã cho thấy 

sự sụt giảm về hàm lượng protein hòa tan trong dịch 

men lần lượt là 230 và 260 mg/mL (Bảng 3) kèm 

theo đó là sự gia tăng hàm lượng acid lactic lên 2,88 

và 3 g/L và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 

nghiệm thức đối chứng âm và đối chứng dương. Bên 

cạnh đó, pH dung dịch lên men giảm xuống còn 5 

và 5,03 trong khi mật số vi khuẩn vẫn được duy trì 

ở mật số cao 9,12 và 8,99 logCFU/g. Như vậy, bên 

cạnh việc bổ sung tỷ lệ cám, bắp vào nghiệm thức 

cùng với vi khuẩn Bacillus spp., quá trình lên men 

chua lactic trong điều kiện kỵ khí đã diễn ra nhanh 

chóng trong 3 ngày ở 37oC.  

Hàm lượng protein tiếp tục tăng 301, 353, 395 

mg/mL (Bảng 3) theo chiều hướng điều chỉnh tăng 

tỷ lệ bổ sung bột cám từ 15-20-30 và giảm tỷ lệ bột 

bắp 15-10-0 tương ứng của các nghiệm thức NT3 

(70-15-15/vk), NT4 (70-20-10/vk), và NT5 (70-30-

0/vk). Như vậy việc bổ sung tăng tỷ lệ bột cám và 

giảm tỷ lệ bột bắp đã ảnh hưởng nhiều đến quá trình 

lên men chua; tuy có tăng hàm lượng protein hòa 

tan, nhưng hàm lượng acid lactic sinh ra giảm từ 

3,15 đến 2,13 g/L và kéo theo pH sản phẩm lên men 

tăng lên từ 5,03 đến 5,70. 

3.2.5 Ammoniac sinh ra  

Hàm lượng ammoniac trong sản phẩm lên men 

của các nghiệm thức (Bảng 3) dao động trong 

khoảng 504 đến 599 g/kg sau 3 ngày lên men nhưng 

khác biệt không có ý nghĩa thống kê. Ammoniac là 
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nguồn đạm quan trọng để tế bào vi khuẩn có thể sử 

dụng cho quá trình chuyển hóa bên trong tế bào và 

cung cấp nguồn đạm cho quá trình tiêu hóa ở động 

vật nhai lại. Detsch and Jörg (2003) cho thấy 

Bacillus subtilis có thể hấp thu ammonia nhờ protein 

vận chuyển NrgA, protein màng NrgB có nhiệm vụ 

đáp ứng cung cấp nitơ cho tế bào và được mã hóa 

bởi hệ điều hành operon nrgAB của Bacillus subtilis 

khi môi trường thiếu hụt glutamine. 

Kết quả phân tích ảnh hưởng của tỷ lệ bột cám 

và bột bắp cho thấy ở nghiệm thức ĐC- mặc dù có 

mật số vi khuẩn cao nhất nhưng làm cho pH giảm đi 

ít nhất và hàm lượng acid lactic không cao. Ở các 

nghiệm thức còn lại, nghiệm thức NT3 (70-15-

15/vk) cho kết quả lên men tốt nhất với mật số vi 

khuẩn đạt 8,95 log CFU/g, với giá trị pH đạt 5,03, 

hàm lượng acid lactic đạt 3,15 g/L, hàm lượng 

protein hòa tan là 301 mg/mL và hàm lượng 

ammonia sinh ra là 0,555 g/Kg. 

Theo kết quả đó, với tỷ lệ bột thanh long, bột 

cám và bột bắp lần lượt là 70%, 15% và 15%, người 

chăn nuôi có thể thay thế đến 70% thức ăn truyền 

thống cho bò (cỏ, rơm, …) bằng nguyên liệu thân 

thanh long. Kết quả thay thế thức ăn cũng cao hơn 

so với nghiên cứu của Oliver et al. (2004) khi kết 

hợp nguồn thức ăn gồm 40% thức ăn ngô ủ chua 

không bổ sung vi khuẩn, 10% cỏ linh lăng và 50% 

thức ăn hỗn hợp khi nghiên cứu trên bò sữa Holstein.  

Theo Kunji et al. (1996), vi khuẩn lactic chủ yếu 

sử dụng peptide để đáp ứng nhu cầu nitơ phức tạp 

của tế bào. Kết quả phân tích peptide và amino acid 

trong bột mì xác định rằng chủng vi khuẩn L. 

sanfranciscensis LTH 2581 có xu hướng sử dụng 

peptide cho quá trình phát triển trong khối bột chua 

(Thiele et al., 2004) nhờ enzyme nội bào peptidases 

thủy phân các phân tử protein. L. plantarum và L. 

sanfranciscensis được phát hiện có hệ thống vận 

chuyển oligo and dipeptides (Vermeulen et al., 

2005) vào bên trong tế bào. Kết quả phân tích sự 

điều hòa hệ thống hấp thụ peptide và enzyme 

peptidases của L. sanfranciscensis DSM20451 cho 

thấy gen mã hóa hệ thống hấp thụ peptide Opp and 

DtpT được biểu hiện suốt thời gian phát triển trong 

khối bột chua (Vermeulen et al., 2005). 

3.3 Ảnh hưởng thời gian và tỷ lệ vi khuẩn 

đến lên men bột thanh long 

3.3.1 Mật số vi khuẩn 

Kết quả phân tích ảnh hưởng của nhân tố thời 

gian và tỷ lệ vi khuẩn đã cho thấy mật số vi khuẩn 

kể cả nghiệm thức đối chứng (0% vk) không bổ sung 

vi khuẩn cũng như nghiệm thức còn lại có bổ sung 

vi khuẩn 3, 6 và 9% đều đạt mật số khoảng 109 

CFU/g sau 1 ngày lện men và tiếp tục duy trì mật số 

vi khuẩn cao trong 5 ngày lên men. Bước vào ngày 

thứ 7 của quá trình lên men, mật số vi khuẩn có giảm 

so với thời điểm 5 ngày nhưng khác biệt không có ý 

nghĩa thống kê (Bảng 4). 

Bảng 4: Ảnh hưởng của thời gian và tỷ lệ vi khuẩn đến tổng số vi khuẩn trong sản phẩm lên men  

Nghiệm thức 
Mật số vi khuẩn (log CFU/g) 

1 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 

0% vk 8,86±0,491 9,06±0,081 9,34±0,018 9,20±0,495 

3% vk 8,98±0,110 9,12±0,507 9,15±0,287 8,81±0,175 

6% vk 9,06±0,116 8,98±0,229 9,33±0,133 9,03±0,307 

9% vk 9,22±0,155 9,26±0,157 9,06±0,571 8,97±0,094 

* VK: vi khuẩn Bacillus spp.. Số liệu trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. Các giá trị theo sau bởi một chữ 

cái giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức P<0,05 theo phép thử Tukey. CV% = 3,29  

3.3.2 Giá trị pH 

Kết quả phân tích ảnh hưởng của hai nhân tố thời 

gian và tỷ lệ vi khuẩn đã cho thấy giá trị pH đo được 

trong sản phẩm lên men ngày thứ 1 của nghiệm thức 

có bổ sung 3, 6 và 9% dung dịch vi khuẩn Bacillus 

spp. có sự giảm nhẹ pH so với nghiệm thức đối 

chứng không bổ sung vi khuẩn nhưng khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê. Tuy nhiên, kể từ sau 3 

ngày lên men, giá trị pH đều giảm nhanh về giá trị 

khoảng 4,7 ở các nghiệm thức có bổ sung vi khuẩn 

cũng như nghiệm thức không bổ sung vi khuẩn và 

khác biệt có ý nghĩa thống kê so với giá trị pH ngày 

thứ 1 (pH 6,60) của nghiệm thức đối chứng không 

bổ sung vi khuẩn (Bảng 5). Theo McDonald (1995), 

chất lượng thức ăn ủ chua tốt khi pH nhỏ hơn 5, hàm 

lượng butyric acid thấp và lactic acid. 

  



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ   Tập 56, Số 4B (2020): 61-70 

67 

Bảng 5: Ảnh hưởng của thời gian và tỷ lệ vi khuẩn đến giá trị pH trong sản phẩm lên men  

Nghiệm thức 
Giá trị pH 

1 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 

0% vk 6,60±0,1bc 4,87±0,21a 4,7a 4,7 a 

3% vk 6,63±0,01c 4,77±0,06a 4,7a 4,7 a 

6% vk 6,33±0,23b 4,70±0,1a 4,7a 4,7 a 

9% vk 6.57±0,06bc 4,70±0,0a 4,7 a 4,7 a 

VK: Vi khuẩn Bacillus spp.. số liệu trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. Các giá trị theo sau bởi một chữ 

cái giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức P<0,05 theo phép thử Tukey. CV% = 1,27. 

3.3.3 Lactic acid 

Kết quả phân tích ảnh hưởng của hai nhân tố thời 

gian và tỷ lệ vi khuẩn đến hàm lượng lactic acid sinh 

ra đã cho thấy hàm lượng lactic acid sinh ra sau 1 

ngày lên men của các nghiệm thức có bổ sung vi 

khuẩn có tăng lên so với nghiệm thức đối chứng 

nhưng vẫn chưa cho thấy khác biệt có ý nghĩa thống 

kê. Tuy nhiên, hàm lượng lactic acid của các nghiệm 

thức có bổ sung vi khuẩn tăng lên nhanh sau 3 ngày 

lên men trong đó nghiệm thức 70-15-15/6% vk và 

70-15-15/9% vk có hàm lượng acid lactic đo được 

cao lần lượt là 4,50; 4,68 và khác biệt so với nghiệm 

thức đối chứng tại thời điểm sau 1 và 3 ngày lên men 

(Bảng 6). 

Bảng 6 cũng chỉ ra rằng nếu nghiệm thức có bổ 

sung 3% thể tích dung dịch vi khuẩn Bacillus spp., 

thì hàm lượng lactic acid tăng dần trong các ngày 3 

(4,23 g/L), 5 (4,56 g/L), và đạt cao nhất vào ngày 

thứ 7 (4,68 g/L) của quá trình lên men kỵ khí. Nếu 

tỷ lệ vi khuẩn được bổ sung tăng lên 6%, thì hàm 

lượng lactic acid nhanh chóng đạt 4,5 g/L sau 3 ngày 

lên men và duy trì trong khoảng 7 ngày (4,5 g/L) lên 

men và khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa 3 

nghiệm thức này. Tuy nhiên, nếu tỷ lệ vi khuẩn được 

bổ sung tăng lên 9%, thì chỉ sau 3 ngày là hàm lượng 

lactic acid tăng lên 4,68 g/L; Sau đó, giảm dần ở thời 

điểm 5 ngày (4,14 g/L) và 7 ngày (4,17 g/L). 

Như vậy, việc bổ sung 6% thể tích dung dịch vi 

khuẩn Bacillus spp. vào nghiệm thức lên men là 

thích hợp đảm bảo cho vi khuẩn tăng nhanh mật số 

sau 1 ngày, lên men nhanh trong 3 ngày và tiếp tục 

duy trì mật số cũng như sản phẩm lên men có hàm 

lượng lactic acid cao. 

Bảng 6: Ảnh hưởng của thời gian và tỷ lệ vi khuẩn đến hàm lượng lactic acid sinh ra trong sản phẩm 

lên men 

Nghiệm thức 
Hàm lượng lactic acid (g/L) 

1 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 

0% vk 0,51±0,05d 3,90±0,27c 4,14±0,18bc 4,62±0,10ab 

3% vk 0,54±0,00d 4,23±0,16abc 4,56±0,20ab 4,68±0,18a 

6% vk 0,81±0,16d 4,50±0,36ab 4,23±0,09abc 4,50±0,18ab 

9% vk 0,66±0,05d 4,68±0,00a 4,14±0,00bc 4,17±0,05bc 

* VK: Vi khuẩn Bacillus spp.. Số liệu trong bảng là giá trị của 3 lần lặp lại. Các giá trị theo sau bởi một chữ cái giống 

nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức P<0,05 theo phép thử Tukey. CV% = 0,57. 

3.3.4 Protein hòa tan  

Kết quả phân tích ảnh hưởng của hai nhân tố thời 

gian và tỷ lệ vi khuẩn đến hàm lượng protein (Bảng 

7) cho thấy hàm lượng protein sinh ra trong các 

nghiệm thức đối chứng không bổ sung dung dịch vi 

khuẩn Bacillus spp. (70-15-15/0% vk) cũng như có 

bổ sung dung dịch vi khuẩn Bacillus spp. (70-15-

15/3% vk - 1 ngày, 70-15-15/6% vk - 1 ngày, 70-15-

15/9% vk - 1 ngày) đều cao lần lượt là 400, 374, 363, 

352 mg/mL sau 1 ngày lên men. Tuy hàm lượng 

protein sinh ra trong các nghiệm thức có bổ sung vi 

khuẩn Bacillus spp. thấp hơn so với đối chứng, 

nhưng không có ý nghĩa thống kê. Tuy nhiên xu thế 

này thể hiện rõ ở các thời điểm lên men tiếp theo bao 

gồm 3, 5 và 7 ngày. Các nghiệm thức có bổ sung vi 

khuẩn có sự sụt giảm nhanh chóng từ ngày thứ 3 đến 

ngày thứ 7; hàm lượng protein đo được là thấp nhất 

trong khoảng từ 137 đến 151 mg/mL và khác biệt có 

ý nghĩa thống kê so với nghiệm thức đối chứng sau 

1 ngày lên men. Điều này đã cho thấy quá trình lên 

men diễn ra mạnh sau 3 ngày lên men đã tạo ra xu 

hướng giảm nhanh hàm lượng protein sinh ra (Bảng 

7) song song với quá trình giảm pH sản phẩm lên 

men (Bảng 5) đồng thời góp phần tăng nhanh hàm 

lượng lactic acid sinh ra (Bảng 6). 
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Bảng 7: Ảnh hưởng của thời gian và tỷ lệ vi khuẩn đến hàm lượng protein sinh ra trong sản phẩm lên men 

Nghiệm thức 
Hàm lượng protein sinh ra (mg/mL) 

1 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 

0% vk 400±14,1a 236±36,9b 203±13,2bcd 164±6,9cde 

3% vk 374±35,9a 210±15,2bc 184±7,9bcde 151±8,3de 

6% vk 363±14,3a 188±31,6bcde 184±1,8bcde 145±14,0e 

9% vk 352±18,3a 204±1,8bcd 183±6,9bcde 137±12,4e 

VK: Vi khuẩn Bacillus spp.. Số liệu trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. Các giá trị theo sau bởi một chữ 

cái giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức P<0,05 theo phép thử Tukey. CV% = 7,95 

3.3.5 Ammonia  

Sự tương tác của thời gian và tỷ lệ bổ sung vi 

khuẩn Bacillus spp. ảnh hưởng đến hàm lượng 

ammonia sinh ra (Bảng 8). Nghiệm thức đối chứng 

không bổ sung vi khuẩn có hàm lượng ammonia 

sinh ra cao ở thời điểm 1 ngày và duy trì trong các 

ngày lên men tiếp theo. Hàm lượng ammonia sinh 

ra của các nghiệm thức có bổ sung vi khuẩn Bacillus 

spp. cũng cao ngay từ ngày thứ 1 và phần lớn các 

nghiệm thức có sự khác biệt không có ý nghĩa thống 

kê so với nghiệm thức đối chứng; ngoại trừ nghiệm 

thức có bổ sung 6% thể tích dung dịch vi khuẩn (6% 

vk) trong ngày thứ 1 và 3. Theo Leejeerajumnean et 

al. (2000), nồng độ muối amon cũng ảnh hưởng đến 

sự phát triển của chủng vi khuẩn Bacillus. Trong 

trường hợp này, vẫn chưa thấy ảnh hưởng rõ về tác 

động của nồng độ muối amon trong sản phẩm lên 

men; Bởi vì theo kết quả Bảng 4, vi khuẩn trong các 

nghiệm thức từ ngày lên men thứ 1 đến ngày thứ 7 

đều hiện diện ở trạng thái mật số cao trong khoảng 

109 CFU/g sản phẩm lên men. 

Bảng 8: Ảnh hưởng của thời gian và tỷ lệ vi khuẩn đến hàm lượng ammoniac sinh ra trong sản phẩm 

lên men 

Nghiệm thức 
Hàm lượng ammoniac (g/kg) 

1 ngày 3 ngày 5 ngày 7 ngày 

0% vk 0,532±0,029abc 0,550±0,041a 0,531±0,017abc 0,547±0,010a 

3% vk 0,542±0,014ab 0,516±0,015a-d 0,512±0,026a-d 0,536± 0,01abc 

6% vk 0,469±0,006d 0,484±0,021bcd 0,520±0,018a-d 0,514±0,014a-d 

9% vk 0,497±0,020a-d 0,483±0,022cd 0,478±0,005cd 0,517±0,008a-d 

VK: Vi khuẩn Bacillus spp.. Số liệu trong bảng là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại. Các giá trị theo sau bởi một chữ 

cái giống nhau thì khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức P<0,05 theo phép thử Tukey. CV% = 3,8 

Hai nhân tố thời gian và tỷ lệ bổ sung vi khuẩn 

vào bình lên men có mối liên hệ chặt chẽ với nhau. 

Qua phân tích mật số vi khuẩn (Bảng 4), giá trị pH 

dung dịch lên men (Bảng 5), hàm lượng lactic acid 

sinh ra (Bảng 6), hàm lượng protein sinh ra (Bảng 

7) và hàm lượng ammoniac sinh ra (Bảng 8) cho 

thấy nghiệm thức 6% vk và 9% vk sau 3 ngày lên 

men đều đạt mật số cao 8,98 logCFU/g và 9,26 

logCFU/g; pH sản phẩm lên men đạt 4,70. Hàm 

lượng lactic acid sinh ra lần lượt đạt 4,50 và 4,68 

g/L. Hàm lượng protein hòa tan sinh ra 188 và 204 

mg/mL. Hàm lượng ammoniac sinh ra 0,484 và 

0,483 g/kg. Những kết quả này khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với nghiệm thức đối chứng không bổ 

sung vi khuẩn, nhưng giữa hai nghiệm thức thì khác 

biệt không có ý nghĩa thống kê. Vì vậy, tỷ lệ bổ sung 

6% thể tích dung dịch Bacillus spp. được chọn để 

lên men chua nhanh bột thanh long. 

Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Phượng 

Thị Hương và Vũ Văn Hạnh (2018) khi nghiên cứu 

lựa chọn điều kiện lên men cho sự sinh trưởng chủng 

Bacillus subtilis BSVN15 với kết quả là khi chủng 

vi khuẩn với tỷ lệ giống 7% cho mật độ tế bào chủng 

B. subtilis BSVN15 cao nhất. Bên cạnh đó, mật độ 

tế bào đạt cao nhất sau 24 giờ lên men với 18,37x109 

CFU/mL và giảm dần khi kéo dài thời gian lên men 

tới 4 ngày nhưng không có sự sai khác ở mức ý 

nghĩa 0,05. Theo nghiên cứu của Danh Mô (2009), 

tỷ lệ tiêu hóa chất hữu cơ in vitro từ của 0 - 24 giờ 

khác biệt không có ý nghĩa thống kê trong khi thời 

gian ủ từ 48 - 72 giờ khác biệt có ý nghĩa thống kê 

ở các mức nhiệt độ ủ 37oC, 40oC và 43oC. Điều này 

cho thấy thời gian ủ từ 48 - 72 giờ sẽ tạo điều kiện 

cho vi khuẩn phân giải xơ nhiều hơn. 

4 KẾT LUẬN 

Bột thân thanh long (Hylocerus undatus) ruột 

trắng có thể được sử dụng làm nguyên liệu chính 

phối trộn cùng với bột cám và bột bắp lên men chua 

làm thức ăn bổ sung vật nuôi.  
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Hai chủng vi khuẩn Bacillus subtilis S2O, 

Bacillus subtilis RC24 đã cho thấy có vai trò tích 

cực trong quá trình lên men chua nhanh khối bột hỗn 

hợp thanh long, cám và bắp trong 3 ngày ở điều kiện 

nhiệt độ 37oC. 
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