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TÓM TẮT
Bacillus subtilis và Saccharomyces cerevisiae là những vi sinh vật có lợi, thường được dùng như 

những probiotic để bổ sung cho người và động vật. Đồng thời, bã cơm dừa là nguồn phụ phẩm của 
ngành công nghiệp chế biến dừa và rất phổ biến ở khu vực Đồng Bằng Sông Cửu Long và có hàm 
lượng dinh dưỡng cao. Trong nghiên cứu này, ảnh hưởng của điều kiện lên men lên mật số của vi 
khuẩn và nấm men trên cơ chất là bã cơm dừa được khảo sát để từ đó xây dựng quy trình sản xuất 
probiotic trên cơ chất này. Kết quả cho thấy, ở mức phối trộn với bã cơm dừa bằng hỗn hợp cám bắp 
và cám gạo 25%, bổ sung 2% rỉ mật đường, 3% peptone, 0,1/0,3% (NH4)3PO4, pH 6,0, lên men 120h 
và ở điều kiện nhiệt độ lên men là 30oC, mật số vi khuẩn đạt trên 109, nấm men trên 108 CFU/g và 
đáp ứng yêu cầu về mật số của một chế phẩm probiotic.

Từ khóa: Probiotic, B. subtilis, S. cerevisiae, bã cơm dừa.
ABSTRACT

Effects of fermentation conditions on the growth of B. subtilis và S. cerevisiae on Corpa meal
B. subtilis and S. cerevisiae are beneficial microorganisms and are often used as probiotics to 

supplement humans and animals. Also, copra meal is a by-product of the coconut processing 
industry and is very popular in the Mekong Delta region. They also have high nutritional content. 
In this study, the effects of fermentation conditions on the growth of bacteria and yeast on the copra 
meal was investigated in order to develop a probiotic production process on this substrate. The 
results showed that, at the mixed level of copra meal by a mixture of corn bran and rice bran at 
25%, adding 2% molasses, 3% peptone, 0.1/0.3% (NH4)3PO4 with the fermentation conditions of pH 
6.0, 120h incubated and 30oC, the number of bacteria was more than 109 CFU/g, and the number of 
yeast greater than 108 CFU/g. This satisfies requirement in microbial number of a probiotic product.

Keywords: Probiotic, B. subtilis, S. cerevisiae, corpa meal.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Probiotics là một nhóm vi sinh vật không 

gây bệnh. Những vi sinh vật sống có lợi này, 
khi tiêu thụ một số lượng đầy đủ sẽ mang 
lại lợi ích cho người và các động vật sử dụng 
1 Trường Đại học Trà Vinh.
* Tác giả liên hệ: TS. Lưu Thị Thúy Hải, Khoa Nông nghiệp-
Thủy sản, Trường Đại học Trà Vinh; Điện thoại: 0836762488; 
Email: lthai@tvu.edu.vn.

chúng (Araya và ctv, 2002).  Để phát huy được 
tác dụng của probiotic, vi khuẩn dùng làm 
probiotic phải sống, với mật số cao, số lượng 
tế bào phải đạt từ 106-107 CFU/g chế phẩm trở 
lên (Sah, 2000).

B. subtilis thuộc chi Bacillus, là nhóm trực 
khuẩn Gram dương, có khả năng sinh bào 
tử và được sử dụng trong rất nhiều loại chế 
phẩm probiotic (Khochamit và ctv, 2015). 
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Chủng B. subtilis ATCC 6633 có rất nhiều lợi 
ích, chúng tạo ra các hợp chất kháng khuẩn và 
kháng nấm (Stein, 2005). Hoạt tính cao của các 
enzyme phân hủy các hợp chất polysaccharide 
khó phân hủy và các hợp chất khác cũng 
được tìm thấy ở chủng này như nannanase, 
protease, cellulase, β-glucanase, α-amlyase, 
lipase và phytase (Chatterjee và ctv, 2015; 
Sicuia và ctv, 2015; Japlin và Poernomo, 2016; 
Mingmongkolchai và Panbangred, 2017; 
Karakurt và ctv, 2019). Chúng thường được 
sử dụng như một chủng ĐC dương về hoạt 
tính enzyme, khả năng ức chế những vi sinh 
vật gây bệnh, tiềm năng probiotic (El-Naggar, 
2004; Sicuia và ctv, 2015; Elshaghabee và ctv, 
2017). Do đó, chủng B. subtilis ATCC6633 được 
chọn để sản xuất chế phẩm probiotic trên cơ 
chất bã cơm dừa.

Nấm men S. cerevisiae được sử dụng như 
nguồn sinh khối bổ sung thức ăn trong chăn 
nuôi, nhằm cung cấp nguồn dinh dưỡng như 
protein, các vitamin, các axít amin thiết yếu, 
giúp vật nuôi tăng tốc độ tăng trưởng và nâng 
cao sức khỏe cho đường ruột của động vật (Al-
Manhel và Niamah, 2017; Suarez và Guevara, 
2018). Thành tế bào nấm men chứa hàm lượng 
cao của Mannan Oligosaccharides (MOS) và 
β-D-glucan (Maru và ctv, 2015; Al-Manhel 
và Niamah, 2017). Các hợp chất quý này là 
những prebiotic để kích thích sự tăng trưởng 
của nhóm lợi khuẩn trong đường ruột, đồng 
thời giúp ức chế các hại khuẩn như Escherichia 
coli và Salmonella, kích thích hoạt động miễn 
dịch của cơ thể động vật (Konca và ctv, 2009; 
Xu và ctv, 2017). 

Bã cơm dừa là một phụ phẩm phổ biến 
và được sử dụng làm thức ăn trong chăn 
nuôi. Chúng chứa hàm chất xơ cao, trong đó 
β-mannan (61%), galactomannan chiếm hàm 
lượng cao (Stein và ctv, 2015). Thủy phân các 
hợp chất β-mannan, galactomannan nhờ en-
zyme thủy phân được tiết ra bởi các vi sinh vật 
được sẽ tạo ra các prebiotic. Bã cơm dừa còn 
có hàm lượng protein tương đối cao, các axít 
amin và các chất chống oxi hóa (Sundu và ctv, 
2006; Ghosh và ctv, 2014). Tuy nhiên, bã cơm 
dừa thô lại có giá trị thức ăn thấp do chúng 

có hàm lượng chất xơ cao và thành phần dinh 
dưỡng không cân bằng. Đồng thời đặc điểm 
vật lý như có mật độ khối thấp và có khả năng 
giữ nước cao cũng làm hạn chế giá trị thức ăn 
của chúng (Sundu và ctv, 2009). Nhiều nghiên 
cứu chỉ ra rằng sử dụng enzyme giúp làm 
tăng giá trị thức ăn của bã cơm dừa (Sundu và 
ctv, 2005; Sundu và ctv, 2009). Vì vậy, bã cơm 
dừa là loại cơ chất có tiềm năng để sản xuất 
chế phẩm probiotic cung cấp trong chăn nuôi.

Giả thuyết rằng các enzyme được tiết ra 
bởi vi khuẩn và nấm men có thể giúp phân 
giải các hợp chất khó phân hủy trong bã cơm 
dừa và tạo nên dạng dinh dưỡng dễ được hấp 
thu bởi vật nuôi. Do đó, bước đầu khảo sát 
ảnh hưởng của điều kiện nuôi cấy lên mật số 
của B. subtilis và S. cerevisiae trên bã cơm dừa 
được thực hiện để từ đó xây dựng quy trình 
sản xuất chế phẩm probiotic trên cơ chất này.

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu, địa điểm và thời gian 
Bã cơm dừa được thu gom từ các cơ sở 

sản xuất các sản phẩm từ cơm dừa, được sấy 
khô và được bảo quản trong các túi polymer 
sạch. Chủng vi khuẩn Bacillus subtilis ATCC 
6633 và chủng nấm men Pháp Saccharomyces 
cerevisiae được mua ở dạng đông khô. 

Nghiên cứu được thực hiện từ tháng 12 
năm 2020 đến tháng 8 năm 2021, tại Trường 
Đại học Trà Vinh, tỉnh Trà Vinh.
2.2. Phương pháp 

Điều kiện lên men: Hỗn hợp môi trường 
(50g) gồm (bã cơm dừa, cám, bắp trộn theo 
tỷ lệ), được trộn đều với độ ẩm 65%; pH 6,0 
(ngoại trừ thí nghiệm đánh giá ảnh hưởng 
của pH lên quá trình lên men; Hỗn hợp được 
tiệt trùng 121oC, trong thời gian 15 phút. Sau 
đó, mỗi mẫu được ủ với: 1% (w/v) nấm men 
Saccharomyces cerevisia mật số là 109 tế bào/g, 
vi khuẩn Bacillus subtilis 108 nha bào/ml, đếm 
mật số sau 120h (ngoại trừ thí nghiệm theo 
dõi thời gian lên men); Nhiệt độ lên men: 30oC 
(ngoại trừ thí nghiệm xác định nhiệt độ lên 
men tối ưu cho vi khuẩn và nấm men), thực 
hiện trong điều kiện vô trùng.
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Chủng vi khuẩn Bacillus subtilis ATCC 
6633 được hoạt hóa và sử dụng ở dạng dịch nha 
bào: Cho chủng vi khuẩn mọc qua đêm trên 
ống thạch nghiêng môi trường số 1 (Antibiotic 
Agar No. 1, Merk) ở 37oC. Thu vi khuẩn đã 
phát triển trên mặt thạch bằng nước muối sinh 
lý, rồi chuyển sang một bề mặt thạch rộng hơn 
(như trong bình Roux) của môi trường số 1, 
trong môi trường này đã thêm vào dung dịch 
0,001% (kl/tt) mangan sulfat (MnSO4) để giúp 
thúc đẩy sự hình thành nha bào. Nhũ dịch 
vi sinh vật được trải cho phủ kín bề mặt môi 
trường bằng cách cho vào bề mặt thạch một 
vài viên bi thuỷ tinh vô khuẩn. Đem ủ ở 37oC 
trong 7 ngày. Dùng nước cất vô khuẩn rửa 
vi khuẩn đã mọc (chủ yếu là nha bào) đem 
hoà loãng tới nồng độ thích hợp, dung dịch 
khoảng 108 nha bào/g bảo quản 4oC trước khi 
sử dụng để bổ sung vào môi trường lên men.

Mật số S. cerevisia được xác định trước khi 
bố trí và sau khi thu mẫu được thực hiện bằng 
phương pháp pha loãng và đếm trên đĩa petri 
chứa môi trường Sabouraud Dextrose Agar 
(Merk) ở nhiệt độ 25oC trong thời gian 48h. 
Ghi nhận hình dạng và kích thước khuẩn lạc 
các chủng nấm men trên đĩa. Làm tiêu bản các 
chủng nấm men quan sát dưới kính hiển vi 
để xác định hình dạng, kích thước của tế bào. 
Xác định thêm một số đặc điểm sinh lý, sinh 
hóa của nấm men: Khả năng phân giải đường 
glucose, khả năng phân giải urea, khả năng 
phân giải gelatin để khẳng định thêm tính 
chính xác từ việc quan sát hình thái.

 Mật số B. subtilis được xác định trước 
khi bố trí và sau khi thu mẫu được thực hiện 
bằng phương pháp pha loãng và đếm trên 
đĩa petri chứa môi trường số 1 ở 37oC trong 
thời gian 48h. Ghi nhận hình dạng và kích 
thước khuẩn lạc các chủng vi khuẩn trên đĩa. 
Làm tiêu bản các chủng vi khuẩn quan sát 
dưới kính hiển vi để xác định hình dạng, kích 
thước của tế bào. Đồng thời, xác định một số 
đặc điểm sinh lý, sinh hóa của vi khuẩn: Thử 
nghiệm indol (-), VP (+), nitrate (+), catalase 
(+) để khẳng định thêm tính chính xác từ việc 
quan sát hình thái.

2.3. Ảnh hưởng của điều kiện lên men đến 
mật số của B. subtilis và S. cerevisiae

* Hỗn hợp cám bắp và cám gạo: Cám bắp và 
cám gạo là 2 loại nguyên liệu có nguồn gốc 
tự nhiên thường được sử dụng nhiều trong 
nuôi cấy vi sinh vật. Trong cám và bắp có đầy 
đủ các chất dinh dưỡng cần thiết cho vi sinh 
vật phát triển. Mặt khác, khi tạo môi trường, 
chúng thường có tính chất vật lý rất thích hợp 
để vừa đảm bảo khối kết dính cần thiết, vừa 
đảm bảo lượng không khí lưu chuyển trong 
khối nguyên liệu (Nguyễn Đức Lượng, 2002). 
Vì vậy, trong TN này, hôn hợp cám bắp và cám 
gạo được sử dụng phối trộn với bã cơm dừa để 
nhân mật số của vi khuẩn và nấm men. Hỗn 
hợp cám bắp được và cám gạo tỷ lệ (1:1) được 
phối trộn với bã cơm dừa ở các hàm lượng 
khác nhau: 0, 10, 15, 20, 25 và 30%. Sau đó tìm 
ra nghiệm thức tối ưu (NTTU) từ TN này để 
bố trí TN thứ 2, kí hiệu là NTTU1. Thí nghiệm 
gồm 1 nhân tố, 6 NT, mỗi NT lặp lại 3 lần, mỗi 
lần là 1 bình lên men. Chỉ tiêu theo dõi: Mật số 
của vi khuẩn và nấm men sau 120h lên men.

* Rỉ mật đường. NTTU1 được bổ sung rỉ 
đường ở các hàm lượng khác nhau: 0, 2, 4, 6, 8 
và 10%. Tương tự TN 2.2.1, NTTU2 được tìm 
ra từ TN này sẽ được sử dụng để bố trí TN 
tiếp theo. Thí nghiệm này gồm 1 nhân tố, 6 
NT, mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần, mỗi lần là 
một bình lên men. Chỉ tiêu theo dõi: Mật số 
của vi khuẩn và nấm men sau 120h lên men.

* Nitơ-pepton và (NH4)3PO4. NTTU2 được 
bổ sung kết hợp 2 nguồn nitơ hữu cơ và nitơ 
vô cơ ở các hàm lượng khác nhau. Peptone: 1, 
2, 3, 4% và (NH4)3PO4: 0,1; 0,3; 0,5; 0,7% của 
(NH4)3PO4. NTĐC: không bổ sung nguồn nitơ. 
NT tối ưu từ TN này được sử dụng để bố trí 
TN tiếp theo, kí hiệu NTTU3. Thí nghiệm này 
gồm 1 nhân tố, 17 NT (gồm 1 NTĐC), mỗi NT 
lặp lại 3 lần, mỗi lần là một bình lên men. Chỉ 
tiêu theo dõi: Mật số của vi khuẩn và nấm 
men sau 120h lên men.

* Thời gian lên men. NTTU3 được sử dụng 
như môi trường có thành phần lên men tối 
ưu để thực hiện các TN khảo sát ảnh hưởng 
của thời gian lên men tối ưu để nhân mật số 
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của B. subtilis và S. cerevisiae. Thời gian lên 
men khảo sát bao gồm 24, 72, 120 và 168h. 
Thí nghiệm này gồm 1 nhân tố, 4 NT, mỗi NT 
lặp lại 3 lần, mỗi lần là một bình lên men. 
Chỉ tiêu theo dõi mật số của vi khuẩn và nấm 
men sau các khoảng thời gian lên men như 
được mô tả ở trên.

* Nhiệt độ. NTTU3 được sử dụng như môi 
trường có thành phần lên men tối ưu để thực 
hiện các thí nghiệm khảo sát ảnh hưởng của 
nhiệt độ lên men tối ưu để nhân mật số của B. 
subtilis và S. cerevisiae. Các mức nhiệt độ được 
khảo sát là 25, 30, 35 và 40oC. Thí nghiệm này 
gồm 1 nhân tố, 4 NT, mỗi NT lặp lại 3 lần, mỗi 
lần là một bình lên men. Chỉ tiêu theo dõi mật 
số của vi khuẩn và nấm men sau 120h lên men.

* Độ pH. NTTU3 được sử dụng như môi 
trường có thành phần lên men tối ưu để thực 
hiện các TN khảo sát ảnh hưởng của thời gian, 
nhiệt độ và pH lên men tối ưu để nhân mật 
số của B. subtilis và S. cerevisiae. Các mức pH 
khác nhau được khảo sát 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 
và 8,0. Thí nghiệm này gồm 1 nhân tố, 6 NT, 
mỗi NT lặp lại 3 lần, mỗi lần là một bình lên 
men. Chỉ tiêu theo dõi mật số của vi khuẩn và 
nấm men sau 120h lên men.
2.4. Xử lý số liệu

Dữ liệu được phân tích bằng phương 
pháp phân tích thống kê ANOVA 1 nhân 
tố thông qua phần mềm SPSS vs. 22. Trong 
trường hợp dữ liệu không đồng nhất, chuyển 
dạng dữ liệu hoặc kiểm định Welch’test sẽ 
được sử dụng. Kết quả phân tích được biểu 
thị trên dạng Mean±SE.

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Ảnh hưởng của hỗn hợp cám bắp và cám 
gạo lên mật số của B. subtilis và S. cerevisiae 

Việc phối trộn với bã cơm dừa bằng hỗn 
hợp cám bắp và cám gạo ở các tỷ lệ khác nhau 
cho thấy ảnh hưởng của chúng lên mật số của 
vi khuẩn B. subtilis và nấm men S. cerevisiae 
(Bảng 1). Tỷ lệ phối trộn với bã cơm dừa bằng 
hỗn hợp cám bắp và cám gạo càng cao thì mật 
số của vi khuẩn và nấm men càng tăng, và đạt 
mật số cao nhất ở mức phối trộn là 25 và 30%. 

Mật số vi khuẩn và nấm men ở tất cả các NT 
có cám bắp và cám gạo thì đều cao hơn ở mức 
có ý nghĩa thông kê so với mật số của chúng 
ở NT 100% BCD. Điều này có thể giải thích 
rằng, do cám bắp và cám gạo đều chứa hàm 
lượng chất dinh dưỡng cao như đường khử, 
tinh bột, protein, chất béo, các axít amin và 
vitamin (Sharma và ctv, 2004; Afangide và ctv, 
2018), vì vậy đây là nguồn dinh dưỡng cung 
cấp cho vi sinh vật phát triển. 
Bảng 1. Ảnh hưởng của hỗn hợp cám (CFU/g)

Nghiệm thức B. subtilis S. cerevisiae
100%BCD 1,37×105±6,67×103a 1,33×104±8,81×102a

90%BCD+10%C 1,60×106±1,15×105b 1,57×105±8,81×103b

85%BCD+15%C 1,73×106±8,81×104b 5,97×105±9,52×104c

80%BCD+20%C 2,37×107±8,81×105c 2,27×106±8,81×104d

75%BCD+25%C 7,23×107±1,04×107d 6,90×106±8,14×105e

70%BCD+30%C 6,87×107±9,70×106d 7,07×106±6,96×105e

F(5, 12) 698,46 627,34
Sig. P<0,001 P<0,001

Ghi chú: Các giá trị Mean trong cùng cột có chữ cái 
giống nhau thì khác biệt không ý nghĩa thống kê 
(P>0,05) qua phép thử Tukey HSD; Mean: giá trị trung 
bình; SE: sai số chuẩn; BCD: bã cơm dừa; C: hỗn hợp 
cám bắp và cám gạo.

Mặc dù mật số vi khuẩn và nấm men ở các 
NT phối trộn với bã cơm dừa bằng hỗn hợp 
cám gạo và bắp ở mức 25 và 30% không khác 
biệt có ý nghĩa thống kê. Tuy nhiên, ở mức phối 
trộn là 25%, mật số của vi khuẩn là cao nhất, và 
việc bổ sung ít hỗn hợp cám hơn sẽ giúp tiết 
kiệm được chi phí sản xuất. Do đó, trong TN 
này NT tối ưu được chọn là 75%BCD+25%C.
3.2. Ảnh hưởng của rỉ mật đường lên mật số 
của B. subtilis và S. cerevisiae

Rỉ đường là sản phẩm phụ của quá trình 
sản xuất và tinh sạch đường, rỉ đường chứa 
hàm lượng dinh dưỡng cao, được sử dụng 
như nguồn cung cấp cacbon dễ sử dụng cho 
vi sinh vật phát triển (Clarke, 2003). Kết quả 
thí nghiệm được trình bày ở bảng 2 cho thấy 
bổ sung hàm lượng rỉ đường ở mức 2% cho 
kết quả tốt nhất (mật số vi khuẩn đạt 6,77×108 

CFU/g và nấm men đạt 7,53×107), khác biệt 
có ý nghĩa thống kê so với mật số của chúng 
ở tất cả các nghiệm thức còn lại, bao gồm cả 
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nghiệm thức không bổ sung mật rỉ đường. Khi 
hàm lượng bổ sung càng cao thì mật số của vi 
khuẩn và nấm men đều giảm. Điều này có thể 
liên quan đến tác dụng ức chế sinh trưởng của 
thành phần đường trong mật rỉ, ảnh hưởng 
gây giảm tốc độ thủy phân của đường hoặc 
ảnh hưởng của đường lên áp suất thẩm thấu 
của tế bào ở nồng độ cao (Shasaltaneh và ctv, 
2013). Vì vậy ở TN này, NT tốt nhất được chọn 
ra là NT có bổ sung rỉ đường ở mức 2%.
Bảng 2. Ảnh hưởng của rỉ mật đường (CFU/g)

NT B. subtilis S. cerevisiae
0% 7,40×107±9,29×106a 6,96×106±7,51×105a

2% 6,77×108±8,37×107b 7,53×107±6,49×106b

4% 5,60×107±2,65×106a 1,47×107±8,82×105c

6% 1,37×107±8,82×105c 1,23×107±8,82×105c

8% 1,23×106±8,82×104d 6,67×105±8,82×104d

10% 9,67×104±8,82×103e 9,67×104±8,82×103e

F(5, 12) 1109,14 611,38
Sig. P<0,001 P<0,001

3.3. Ảnh hưởng của Nitơ-pepton và (NH4)3PO4 
lên mật số của B. subtilis và S. cerevisiae

Cacbon và nitơ là hai nguồn dinh dưỡng 
chính cho sự phát triển của vi sinh vật (Lin và 
ctv, 2019). Vi sinh vật có thể sử dụng cả nguồn 
nitơ hữu cơ và nitơ vô cơ (Clarke, 2013). Kết 
quả của nghiên cứu đã chỉ ra rằng khi bổ sung 
nguồn nitơ hữu cơ (pepton) càng cao thì giúp 
gia tăng mật số của cả vi khuẩn và nấm men, 
ngược lại khi hàm lượng nitơ vô cơ (NH4)3PO4 
bổ sung càng cao thì mật số vi khuẩn và nấm 
men đều giảm (Bảng 3). Mật số vi khuẩn và 
nấm men đạt cao nhất 109 và 108 CFU/g, tương 
ứng ở các nghiệm thức bổ sung 3% và 4% 
pepton kết hợp với 0,1% và 0,3% (NH4)3PO4, 
mật số vi khuẩn và nấm men giữa các nghiệm 
thức này không khác biệt có ý nghĩa thống 
kê với nhau, nhưng đều cao hơn ở mức có 
ý nghĩa thống kê so với mật số của chúng ở 
tất cả các nghiệm thức còn lại. Ở các nghiệm 
thức có hàm lượng bổ sung (NH4)3PO4 cao hơn 
0,3% thì mật số vi khuẩn và nấm men giảm 
mạnh, có thể là do (NH4)3PO4 ở hàm lượng cao 
đã có độc tính lên vi sinh vật và ức chế lại sự 
phát triển của vi khuẩn và nấm men (Geng và 
ctv, 2017). Pepton sử dụng ở hàm lượng cao 

thì mật số vi sinh vật tăng lên, tuy nhiên do 
pepton là nguồn nitơ hữu cơ có giá trị thương 
mại cao, vì vậy đối với thí nghiệm này nghiệm 
thức tối ưu được chúng tôi lựa chọn là nghiệm 
thức chứa 3% pepton+0,1 hoặc 0,3% (NH4)3PO4

. 

Trong các thí nghiệm tiếp theo, (NH4)3PO4 ở 
mức 0,1% được sử dụng.
Bảng 3. Ảnh hưởng của Pepton và (NH4)3PO4

Pepton 
(%)

(NH4)3PO4 (%)
B. subtilis 
(CFU/g)

S. cerevisiae 
(CFU/g)

0 0 6,50×107±5,51×106a 6,40×106±2,64×105a

1

0,1 7,33×107±8,82×105a 7,37×106±2,33×105a

0,3 7,57×107±8,82×105a 7,03×106±8,82×104a

0,5 6,60×106±1,00×105a 6,23×105±1,45×104b

0,7 6,17×106±1,20×105a 5,50×106±1,73×104b

2

0,1 7,27×108±1,45×107b 7,63×107±8,82×105c

0,3 7,60×108±1,15×107b 7,53×107±8,82×105c

0,5 6,23×108±1,45×107c 6,97×105±8,82×103b

0,7 5,73×108±1,45×107c 6,23×105±1,85×104b

3

0,1 8,37×109±1,86×108d 8,43×108±1,76×107d

0,3 8,13×109±8,81×107d 8,33×108±1,76×107d

0,5 7,57×107±1,20×106a 7,57×106±1,20×105a

0,7 7,00×107±1,15×106a 6,87×106±8,82×104a

4

0,1 8,43×109±2,33×108d 8,30×108±1,73×107d

0,3 8,17×109±8,82×107d 8,27×10 ±1,20×107d

0,5 7,17×107±1,67×106a 7,53×106±1,20×105a

0,7 5,77×107±8,82×105a 6,83×106±1,76×105a

F FWelch(16,12,4)=1830,53 FWelch(16,12,5=1552,18
Sig. P<0,001 P<0,001

3.4. Ảnh hưởng của thời gian lên men lên 
mật số của B. subtilis và S. cerevisiae

Thời gian lên mên ảnh hưởng lớn lên sự 
thay đổi mật số của B. subtilis và S. cerevisiae 
được chỉ ra trong bảng 4. Mật số của vi khuẩn 
và nấm men ở NT lên men 120h đạt cao nhất 
(vi khuẩn đạt 7,33×109 CFU/g và của nấm men 
là 7,83×108 CFU/g) và khác biệt có ý nghĩa 
thống kê so với mật độ của chúng ở tất cả các 
nghiệm thức còn lại.
Bảng 4. Ảnh hưởng của thời gian lên men (CFU/g)

Thời gian B. subtilis S. cerevisiae
24h 4,72×107±2,04×107a 7,47×106±6,39×105a

72h 8,03×107±5,90×106a 7,53×107±5,23×106b

120h 7,33×109±8,10×108b 7,83×108±7,12×107c

168h 6,67×107±9,65×106a 7,03×106±9,53×105a

F FWelch (3, 4)=21,04 F(5, 8)=507,05
Sig. P=0,007 P<0,001
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3.5. Ảnh hưởng của nhiệt độ lên mật số của 
B. subtilis và S. cerevisiae

Nhiệt độ môi trường lên men ảnh hưởng 
lên sự thay đổi mật số của B. subtilis và S. 
cerevisiae được chỉ ra trong bảng 5. Nhiệt độ 
thích hợp để nhân mật số của cả vi khuẩn và 
nấm men là 30oC. Phân tích thông kê cũng cho 
thấy, mật số của chúng ở nghiệm thức 30oC 
cao hơn ở mức có ý nghĩa so với các nghiệm 
thức còn lại, ngoại trừ mật số của vi khuẩn lên 
men ở 30oC và 35oC không có sự khác biệt có 
ý nghĩa. Có thể thấy rằng cả B. subtilis và S. 
cerevisiae đều có thể sinh trưởng được trong 
một biên độ nhiệt rộng, nhưng tùy thuộc vào 
từng loài, từng chủng cụ thể thì chúng sẽ có 
các mức nhiệt độ sinh trưởng tối ưu khác 
nhau, điều này cũng được chỉ ra trong nhiều 
nghiên cứu (Salvadó và ctv, 2011; Sidorova và 
ctv, 2020). Trong nghiên cứu này, mức nhiệt độ 
30oC sẽ được lựa chọn như mức nhiệt độ tối 
ưu để thực hiện lên men cho cả hai chủng vi 
khuẩn và nấm men của thí nghiệm.

Bảng 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ (CFU/g) 

Nhiệt độ B. subtilis S. cerevisiae
25 (oC) 7,77×108±9,02× 107a 7,77×107±8,19×106a

30 (oC) 7,50×109±8,89×108b 7,07×108±1,04×108b

35 (oC) 7,83×109±8,01×108b 7,70×107±8,72×106a

40 (oC) 6,77×107±5,24×106c 6,67×106±8,41×105a

F(3, 8) 425,39 39,32
Sig. P<0,001 P<0,001

3.6. Ảnh hưởng của pH lên mật số của B. 
subtilis và S. cerevisiae

Ảnh hưởng của pH lên mật số của B. 
subtilis và S. cerevisiae được trình bày ở bảng 
6 cho thấy, ở giá trị pH lớn hơn 6,0 thì mật số 
của cả vi khuẩn và nấm men đều giảm. Ở pH 
6,0, mật số vi khuẩn đạt cao nhất là 8,37×109 

CFU/g và nấm men 8,07×108 CFU/g. Mật số 
của vi sinh vật ở pH 6,0 cao hơn có ý nghĩa 
thống kê so với các nghiệm thức còn lại (Bảng 
6). Điều này là hoàn toàn phù hợp, bởi nấm 
men là nhóm sinh vật ưa axít vì vậy pH tối 
ưu cho sự phát triển là 4-6 (Narendranath và 
Power, 2005), tương tự Bacillus subtilis cũng có 
khả năng phát triển tốt trên một khoảng giá 
trị pH rộng, mỗi chủng sẽ có giá trị pH tối ưu 
khác nhau (Sidorova và ctv, 2020).

Bảng 6. Ảnh hưởng của pH (CFU/g)

pH B. subtilis S. cerevisiae
5,5 8,27×108±6,49×107a 7,90×107±8,33×106a

6,0 8,37×109±6,77×108b 8,07×108±6,43×107b

6,5 1,33×107±8,82×105c 6,23×107±4,88×107a

7,0 1,87×106±6,67×104d 1,93×105±8,82×103a

7,5 1,43×105±3,33×103e 1,70×104±1,00×103a

8,0 1,00×105±5,77×103f 1,03×104±8,82×102a

F F(5, 12 )=5951,54 FWelch (5, 5,2)=90,88
Sig. P<0,001 P<0,001

Theo đánh giá cảm quan của nhóm 
nghiên cứu thì sản phẩm lên men cuối cùng 
kết hợp các điều kiện tối ưu như: mức độ phối 
trộn hỗn hợp cám bắp và cám gạo với bã cơm 
dừa ở mức 25%, bổ sung 2% rỉ mật đường, 
3% peptone, 0,1% (NH4)3PO4, pH 6,0, lên men 
120h và ở điều kiện nhiệt độ lên men là 30oC 
có mùi thơm dễ chịu, sản phẩm sấy khô giòn 
mịn, đạt mật số theo tiêu chuẩn của một chế 
phẩm probiotic (Sah, 2000). Điều này cho thấy, 
có thể rằng các thành phần polysaccharitde 
khó phân hủy của bã cơm dừa đã được vi sinh 
vật phân giải một phần, đồng thời sản phầm 
có mùi thơm, vì vậy có thể sẽ phù hợp để làm 
thức ăn trong chăn nuôi. 

4. KẾT LUẬN
Nghiên cứu ảnh hưởng của điều kiện 

lên men lên mật số của Bacillus subtilis và 
Saccharomyces cerevisiae cho thấy mức phối trộn 
hỗn hợp cám bắp và cám gạo (1:1) với bã cơm 
dừa ở 25% cho kết quả tốt nhất và phù hợp với 
chi phí sản xuất để nhân mật số của vi khuẩn và 
nấm men (đạt 7,23×107 và 6,90×106, tương ứng).

Nguồn cacbon và nitơ bổ sung cho thấy 
chúng giúp mật số của vi khuẩn tăng lên, hàm 
lượng tối ưu được chỉ ra là 2% rỉ mật đường, 
3% Pepton và 0,1/0,3% (NH4)3PO4. Đồng thời, 
mật số của vi khuẩn đạt cao nhất ở pH lên 
men là 6,0, nhiệt độ lên men 30oC và thời gian 
lên men là 120h.

Nhìn chung, kết hợp tất cả các điều kiện 
tối ưu về chất dinh dưỡng, thời gian, pH lên 
men và nhiệt độ môi trường phù hợp để nhân 
mật số của các vi sinh vật có lợi B. subtilis và 
Saccharomyces cerevisiae, cụ thể là mật số vi 
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khuẩn đạt trên 109 CFU/g và nấm men đạt trên 
108 CFU/g đáp ứng yêu cầu về mật số vi sinh 
vật của một chế phẩm probiotic.
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