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Tóm tắt – Trong nghiên cứu này, phương pháp
bề mặt đáp ứng (RSM) và thiết kế Box-Behnken
được sử dụng để khảo sát các yếu tố lên men
trong quá trình sản xuất sparkling thanh long
ruột đỏ (Hylocereus polyrhizus). Ba thông số thí
nghiệm gồm mật số Saccharomyces cerevisiae
(Lg10 (CFU/mL)), nồng độ chất khô hòa tan
(oBrix), nhiệt độ lên men (oC) đã được chọn để
tối ưu hóa. Hàm lượng betacyanin và hàm lượng
polyphenol tổng tối đa lần lượt là 366,65 (mg/L)
và 196,68 mgGAE/L, đạt được ở điều kiện mật số
nấm men Saccharomyces cerevisiae là 5,6 log10
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(CFU/mL) ở 19oBrix ở 23oC trong 4,4 ngày. Mô
hình RSM cho thấy sự tương đối phù hợp với dữ
liệu thực nghiệm về thời gian lên men, polyphenol
và betacyanin với R2 là 0,91, 0,989 và 0,98.

Từ khóa: betacyanin, bề mặt đáp ứng,
Box-Behnken, polyphenol, yếu tố lên men.

Abstract – In this study, response surface
methodology (RSM) and Box–Behnken design
was used to investigate fermentation factors of
sparkling red-fleshed dragon fruit juice produc-
tion (Hylocereus polyrhizus). Three experimental
parameters including saccharomyces cerevisiae
density (Lg10 (CFU/mL)); concentration of dry
matter (oBrix); temperature of fermentation (oC)
was selected for optimization. The maximum of
Betacyanin and total polyphenol content (TPC)
was respectively 366.65 (mg/L) and 196.68 mg-
GAE/L, achieved at conditions of Saccharomyces
cerevisiae density of 5.6 log10 (CFU/mL) in
19oBrix at 23oC for 4.4 days. The established
RSM model showed relatively good fit with the
experimental data regarding the fermentation
time, Polyphenol and Betacyanin with R2 was
0.91, 0.989, 0.98.

Keywords: betacyanin, Box–Behnken, fer-
mentation factors, polyphenol, response surface
methodology.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Trong những năm gần đây, việc tiêu thụ thanh
long ruột đỏ gặp nhiều khó khăn do thanh long
chỉ xuất khẩu trái tươi sang thị trường Trung
Quốc. Tuy nhiên, thị trường này cũng có nhiều
rủi ro về dịch bệnh và cùng thời gian với mùa vụ
ở Trung Quốc.

Trước tình trạng khó khăn khi tiêu thụ sản
phẩm, một số doanh nghiệp và tổ chức nông dân
(hợp tác xã) ở các tỉnh Bình Thuận, Long An,
Tiền Giang và Trà Vinh đã bước đầu nghiên cứu
và sản xuất đa dạng các sản phẩm thanh long
từ nguồn nguyên liệu sẵn có như nước ép thanh
long, thanh long sấy khô, thanh long sấy dẻo,
rượu vang thanh long, siro thanh long nhằm mở
rộng đầu ra cho loại quả này và đa dạng hóa sản
phẩm chế biến trên thị trường. Tuy nhiên, các
loại sản phẩm này vẫn chưa được phát triển rộng
rãi và chưa đáp ứng được yêu cầu thị trường, đặc
biệt là các sản phẩm lên men từ thanh long ruột
đỏ.

Sparkling là một dạng sản phẩm lên men từ
trái cây. Sản phẩm này vừa có cồn vừa có gas và
được giới trẻ rất yêu thích. Nghiên cứu sản xuất
sản phẩm này từ dịch trích thanh long ruột đỏ
không chỉ góp phần tiêu thụ sản phẩm trái thanh
long ruột đỏ tươi mà còn góp phần thúc đẩy loại
thức uống có nhiều hợp chất có lợi cho cơ thể
cho người tiêu dùng Việt Nam.

Phương pháp nghiên cứu thông thường cần bố
trí số lượng mẫu nhiều, đòi hỏi một lượng lớn
nguyên vật liệu và thời gian hoàn thành. Vấn đề
này được khắc phục bằng cách sử dụng phương
pháp bề mặt đáp ứng. Việc sử dụng phương pháp
bề mặt đáp ứng (Response surface methodology –
RSM) để tối ưu hóa số lượng mẫu là một phương
pháp cần thiết và hiệu quả trong việc nghiên cứu
[1].

Ngoài việc đảm bảo sản xuất được sản phẩm
sparkling thanh long ruột đỏ có giá trị cảm quan
cao, nghiên cứu này tập trung vào sự thay đổi
các hợp chất có hoạt tính sinh học (betacyanin,
polyphenol) bị ảnh hưởng bởi các điều kiện lên
men. Mục tiêu của nghiên cứu này là đánh giá
được sự ảnh hưởng của các điều kiện lên men
đối với betacyanin và polyphenol, từ đó xác định
các thông số thích hợp trong quá trình lên men
sparkling thanh long ruột đỏ nhằm hạn chế sự

tổn thất của betacyanin và polyphenol trong sản
phẩm.

II. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU
Thanh long ruột đỏ, còn được gọi là thanh long

nữ hoàng (Hylocereus polyrhizus), thuộc dòng
H14 có xuất xứ từ Colombia. Bên ngoài trái thanh
long có màu đỏ đậm tươi sáng. Bên trong trái
thanh long có màu đỏ thẫm, lạ mắt. Thanh long
ruột đỏ chứa đầy đủ các chất dinh dưỡng vi lượng
cần thiết cho cơ thể bao gồm nhiều loại vitamin
(các chỉ số vitamin C: 6 – 12, protein: 1,08 –
1,30, vitamin A, glucid) [2].

Thành phần betacyanin trong các dịch chiết
thực vật dễ bị phân hủy do ảnh hưởng của pH,
nhiệt độ, ánh sáng và hoạt độ nước. Các thực
phẩm chứa chất betacyanin dần dần bị phai màu
hay mất màu tùy theo điều kiện bảo quản. Việc
ổn định hàm lượng betacyanin trong quá trình
chế biến thanh long ruột đỏ là mục tiêu đã được
nhiều nhà nghiên cứu trong và ngoài nước quan
tâm.

Các yếu tố môi trường như pH, nhiệt độ lên
men, mật số nấm men, nồng độ chất khô và thời
gian lên men cũng ảnh hưởng rất lớn đến quá
trình lên men. Việc tìm ra giá trị tối ưu của các
yếu tố tác động trực tiếp đến quá trình lên men
dịch thanh long sao cho đạt giá trị tối ưu về cảm
quan cũng như ổn định các giá trị hoạt tính sinh
học của dịch trích thanh long ruột đỏ là một vấn
đề rất khó khăn trong nghiên cứu và sản xuất các
sản phẩm lên men từ nước thanh long ruột đỏ.

Việc ứng dụng phương pháp thiết kế bề mặt
đáp ứng với ma trận Box-Behnken không chỉ làm
giảm bớt các công việc nghiên cứu mà còn tìm
ra các giá trị tối ưu để biểu diễn một cách gần
đúng mối tương quan giữa biến tiêu chí Y và các
yếu tố Xi.

Wybraniec et al. [3] cho thấy rượu lên men từ
trái cây (với pH ban đầu là 4,29 và 23,07oBrix
(bổ sung Saccharose)) và lên men với 106 tế bào
nấm men/ml bao gồm hai chủng nấm men với tỉ
lệ 50% S. ovifomis, 50% S. vini, lên men ở nhiệt
độ 31 – 32oC trong 7 ngày sau đó lên men ở
nhiệt độ 13 – 16oC trong 23 ngày. Kết quả cho
thấy sản phẩm lên men có màu sắc, mùi vị, độ
trong tốt và có độ đồng nhất trong sản phẩm.

Bên cạnh đó, theo Choo et al. [4], trong quá
trình lên men tự nhiên nước thanh long ruột đỏ,
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hàm lượng betacyanin giảm 20% và còn giảm
tiếp trong quá trình bảo quản. Sau quá trình lên
men tự nhiên trong 8 tuần, dịch lên men trải qua
quá trình thanh trùng ở 75oC trong 15 giây và
được giữ lạnh ở 4oC, bảo quản ở nhiệt độ 25oC
trong 8 tuần.

Phan Thị Thanh Quế và cộng sự [5] đã công
bố ảnh hưởng của các điều kiện chế biến và bảo
quản đến sự ổn định betacyanin trong nước ép
thanh long ruột đỏ. Song song đó, nghiên cứu
của Vũ Thu Trang và cộng sự [6] về ảnh hưởng
của một số yếu tố công nghệ tới sự ổn định của
betacyanin trong nước quả thanh long ruột đỏ có
pH 4 – 5 là khoảng tối ưu cho sự ổn định màu
của dịch quả. Wong et al. [7] nghiên cứu sự ảnh
hưởng từ các điều kiện quy trình chế biến khác
nhau lên hàm lượng betacyanin của nước thanh
long ruột đỏ trong quá trình cô đặc. Kết quả cho
thấy, việc bổ sung Ascorbic acid (0,25% w/w)
vào nước thanh long ruột đỏ đã được điều chỉnh
đến pH 4,0 và được thanh trùng 65°C cho 30
phút với tốc độ khuấy 220 vòng/phút. Điều kiện
chế biến này được cho là tối ưu để duy trì tối đa
hàm lượng betacyanin trong nước siro thanh long
ruột đỏ.

Thống kê đáp ứng bề mặt cũng được ứng dụng
rất nhiều trong các nghiên cứu về nông nghiệp.
Trương Phước Thiên Hoàng và cộng sự [8] tìm
ra giá trị tối ưu của các yếu tố tác động trực tiếp
đến quá trình sinh trưởng của vi khuẩn. Đây là
tiền đề tạo chế phẩm ứng dụng vào thực tế sản
xuất. Thành phần môi trường lên men được tối ưu
hóa bằng phương pháp đáp ứng bề mặt (RSM),
với ma trận Box-Behnken được sử dụng, trong
đó, mật rỉ đường, cao nấm men và MgSO4 là ba
yếu tố có tác động tới sản xuất sinh khối (P <
0,05).

Theo Adebo et al. [9], theo thời gian lên
men, hàm lượng polyphenol giảm. Ngoài ra,
theo nghiên cứu của Hou et al. [10], hàm lượng
phenolic tổng giảm đáng kể trong quá trình lên
men. Vì vậy, nghiên cứu tìm ra những điều kiện
phù hợp cho quá trình lên men sparkling thanh
long ruột đỏ nhằm hạn chế được sự hao hụt
các hợp chất có hoạt tính sinh học (betacyanin,
polyphenol) của dịch quả thanh long ruột đỏ
trong quá trình lên men.

III. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

A. Nguyên liệu cho nghiên cứu

- Thanh long ruột đỏ (Hylocereus polyrhizus)
được thu trực tiếp từ tỉnh Trà Vinh. Nguyên liệu
được lựa chọn thu mua theo các tiêu chí: không
bị hư hỏng, sâu bệnh, vỏ quả phải còn nguyên
vẹn, không trầy xước, không bầm dập.

- Nấm men: Chủng nấm men Saccharomyces
cerevisiae RV002 được cung cấp bởi Công ty ICF
Việt Nam.

B. Phương pháp thí nghiệm

Quy trình lên men dịch quả thanh long ruột
đỏ

Thanh long ruột đỏ sau khi đem về được rửa
sạch, lột vỏ, cấp đông trong 24 giờ, sau đó đem
đi trích li lấy dịch quả.

Dịch quả thu được từ thanh long ruột đỏ được
điều chỉnh nồng độ chất khô hòa tan (oBrix) theo
bố trí thí nghiệm. Sau đó, hỗn hợp được thanh
trùng với NaHSO3 122 mg/L trong 120 phút [11].
Hỗn hợp được cho vào bình bổ sung mật số nấm
men và lên men ở các nhiệt độ (Bảng 2).

Tất cả các mẫu sẽ được theo dõi thời gian
lên men cho đến khi đạt được độ cồn 5% vol,
sau đó được phân tích hàm lượng polyphenol và
betacyanin.

Thiết kế thí nghiệm
Phương pháp bề mặt đáp ứng (RSM) được lựa

chọn để ước tính tác động của các nhân tố đối
với thời gian lên men, hàm lượng polyphenol và
betacyanin khi dịch quả thanh long ruột đỏ đạt
độ cồn mục tiêu 5% vol. Ba nhân tố độc lập được
chọn là nồng độ chất khô hòa tan (X1), mật số
nấm men (X2), nhiệt độ lên men (X3). Thiết kế
Box-behnken được sử dụng cho nghiên cứu này
gồm 17 nghiệm thức với 5 điểm trung tâm (Bảng
2).

Các ước tính cho thời gian lên men, hàm lượng
polyphenol, betacyanin và nghiên cứu tuân theo
cùng một phương trình hồi quy bậc hai, được
biểu thị như sau:

Yi = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X12 +
β22X22 + β33X32 + β12X1X2 + β13X1X3 +
β23X2X3 (1)

Trong đó:
Yi: Biến tiêu chí (thời gian lên men, hàm lượng

polyphenol, betacyanin)
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X1: Nồng độ chất khô hòa tan (oBrix)
X2: Mật số nấm men (log10(CFU/mL))
X3: Nhiệt độ lên men (oC)

Bảng 1: Các nhân tố và mức độ khảo sát
trong thí nghiệm theo mô hình Box-Behnken

Bảng 2: Bố trí nghiệm thức theo thể thức
Box-Behnken bằng phần mềm Statgraphics 19

Phương pháp lên men
Nghiên cứu này được thực hiện với chủng nấm

men Saccharomyces cerevisiae RV002 thương
mại cung cấp từ Công ty TNHH IC Food Việt
Nam. Trước khi sử dụng, nấm men được trữ ở
4oC. Nấm men được tăng sinh trong môi trường
PDA lỏng (môi trường khoai tây lỏng) trong 24
giờ ở 28 – 30oC. Trước khi bổ sung vào dịch
lên men, nấm men được hoạt hóa trong 02 giờ ở
nhiệt độ phòng.

Khi lên men, sử dụng bình có thể tích 02 lít,
trong đó chứa 1,5 lít dịch lên men. Điều chỉnh
pH môi trường về 4,5 và nồng độ chất khô hòa
tan theo bố trí thí nghiệm. Môi trường được thanh
trùng bằng NaHSO3 122 mg/L [11] trong 02 giờ.
Lên men ở điều kiện tĩnh.

Phương pháp phân tích
- Xác định hàm lượng polyphenol tổng bằng

phương pháp đo màu dùng thuốc thử Folin-
Ciocalteu [12, 13]. Nguyên tắc của phương pháp
đo màu dùng thuốc thử Folin-Ciocalteu: Trong
quá trình phản ứng, những nhóm hydroxyl của
phenol phản ứng với thuốc thử Folin-Ciocalteu
tạo ra phức phosphotungstic-phosphomolybdic
màu xanh và có thể phát hiện nhờ quang phổ
hấp thụ ở bước sóng 765 nm.

Cách tiến hành: Cho 1 mL dịch chiết phản ứng
với 2,5 mL FC 10%, để yên 05 phút và thêm 02
mL Na2CO3 2%. Hỗn hợp để yên trong bóng tối
45 phút và đo độ hấp thu ở bước sóng 765 nm.
Dựa vào đường chuẩn để xác định hàm lượng
polyphenol trong mẫu thí nghiệm. Hàm lượng
phenolic tổng số được tính theo công thức:

P =
C×V

m
× k

Trong đó:
P: Hàm lượng phenolic tổng số (mg GAE/L)
C: Hàm lượng của acid galic (mg/L) (được suy

ra từ phương trình đường chuẩn)
m: Khối lượng mẫu thử đem đi định lượng (g)
V: Thể tích dung dịch mẫu (mL)
K: Hệ số pha loãng
- Xác định hàm lượng betacyanin theo phương

pháp vật lí dựa trên độ hấp thu ánh sáng [7].
Nguyên tắc của phương pháp dựa trên định luật
Lambert-Beer với độ hấp thu ở 538 nm. Độ hấp
thu quang của một dung dịch đối với một chùm
sáng đơn sắc tỉ lệ thuận với độ dày truyền quang
và nồng độ chất tan trong dung dịch.

Cách tiến hành: Mẫu được pha loãng trong
dung dịch đệm 0,1 M acid citric (30 mL) và
0,2 M natri phosphate (70 mL) (pH 6,5). Tất cả
mẫu thí nghiệm được đo độ hấp thu bằng máy
đo quang phổ ở bước sóng 538 nm. Hàm lượng
betacyanin tổng số được tính theo công thức:

BC =
Abs∗DF ∗MW ∗1000

ε
(mg/L)

Trong đó:
BC: hàm lượng betacyanin tổng số (mg/L)
Abs: giá trị hấp thu tại bước sóng 538 nm
DF: hệ số pha loãng
MW: khối lượng phân tử của betacyanin (550

g/mol)
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ε: độ hấp thụ phân tử của betacyanin trong
nước (60.000 L/mol.cm)

Tỉ lệ betacyanin còn lại sau khi lên men và
sau thời gian bảo quản được tính toán theo công
thức [14]:

Tỉ lệ betacianin còn lại (%) =
BC1

BC0
×100

- Xác định độ cồn theo phương pháp chưng
cất, dựa trên nguyên lí bay hơi và ngưng tụ.

Cách tiến hành: Mẫu rượu được chưng cất
bằng hệ thống chưng cất rượu [15]. Rượu sau khi
chưng cất dùng nhiệt kế đo đạt 20oC thì dùng cồn
kế đo độ rượu. Giá trị đọc được trên cồn kế là
độ rượu của mẫu.

Xử lí số liệu
Kết quả được xử lí theo phương pháp phân

tích phương sai bằng phần mềm Statgraphics
Centurion XIX.

IV. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

A. Mô hình tương quan giữa ba nhân tố đối
với thời gian lên men, hàm lượng polyphenol và
betacyanin của dịch thanh long ruột đỏ

Nhằm xác định tác động tổng hợp của các biến
độc lập (Brix, mật số nấm men, nhiệt độ lên men)
về thời gian lên men, hàm lượng betacyanin và
polyphenol của dịch quả thanh long ruột đỏ, kết
quả từ thiết kế mô hình Box-Behnken cho 17
nghiệm thức. Kết quả thực nghiệm được trình
bày cụ thể ở Bảng 3 (kết quả trung bình của ba
lần lặp lại thí nghiệm).

Kết quả Bảng 3 cho thấy, thời gian thấp nhất
để đạt được độ cồn mục tiêu 5% vol là 02 ngày
và cao nhất là 06 ngày. Hàm lượng polyphenol
trong dịch lên men dao động từ 153 đến 198
mgGAE/L và hàm lượng betacyanin dao động từ
341 đến 368 mg/L.

Các nghiệm thức được thực hiện theo phương
trình bậc hai, bao gồm tác động tuyến tính của
từng biến độc lập và biến tương tác. Bảng 4 trình
bày các giá trị tham số của mô hình thu được từ
phân tích hồi quy tuyến tính.

Kết quả cho thấy, ở cả ba mô hình (thời gian
lên men, hàm lượng polyphenol và betacyanin),
giá trị p của các biến độc lập (X1, X2, X3) đều
nhỏ hơn mức ý nghĩa 95%. Điều này có nghĩa
các biến độc lập có sự tác động mạnh đến các

biến tiêu chí. Bảng kết quả còn cho thấy giá trị
Lack of fit của cả ba mô hình đều lớn hơn 0,05.
Kết quả lần lượt là 0,75, 18,845 và 10,960. Nếu
giá trị của Lack of fit càng lớn thì mức độ phù
hợp của mô hình càng cao. Từ đó, nghiên cứu có
thể khẳng định rằng mô hình phù hợp với dữ liệu
thu được.

Độ phù hợp của mô hình còn được biểu thị
bằng hệ số R2. Nếu hệ số R2 càng cao thì mô
hình càng phù hợp. Trong nghiên cứu, các giá
trị R2 được dùng để dự đoán thời gian lên men,
hàm lượng polyphenol và betacyanin. Khi đã xác
định mô hình có độ tin cậy cao, các dự đoán
về thời gian lên men, hàm lượng polyphenol và
betacyanin trong dịch quả thanh long ruột đỏ có
thể thu được thông qua các phương trình hồi quy.

B. Tối ưu hóa thời gian lên men

Kết quả ở Bảng 4 cho thấy các biến độc lập có
sự tác động mạnh mẽ đến biến tiêu chí (thời gian
lên men). Tuy nhiên, giá trị p của các biến bậc
hai (X12, X22, X32) và các biến tương tác (X12,
X13, X23) có giá trị lớn hơn 0,05. Kết quả này
cho thấy sự tác động không có ảnh hưởng đối với
biến tiêu chí. Ngoài ra, mô hình còn có hệ số R2
là 0,91 và giá trị Lack of fit > 0,05. Kết quả này
cho thấy cách bố trí phù hợp với mô hình và có
độ tin cậy cao. Phương trình hồi quy biểu diễn
mối quan hệ giữa thời gian lên men và ba biến
phụ thuộc (nồng độ chất khô, mật số nấm men,
nhiệt độ) cho mô hình bậc hai bề mặt đáp ứng
Box-behnken được trình bày dưới đây:

Y1 = 24,2483 − 0,523333 ∗ X1 − 0,691667 ∗
X2 − 0,721667 ∗ X3 + 0,00166667 ∗ X12 +
0,0333333 ∗ X1 ∗ X2 + 0,00666667 ∗ X1 ∗ X3 −
0,0416667 ∗X22 + 0,0166667 ∗X2 ∗X3 + 0,005 ∗
X32

Ảnh hưởng của độ Brix, mật số nấm men, nhiệt
độ lên men đối với thời gian lên men có thể quan
sát trong Hình 1(a), 1(b), 1(c). Trong cùng điều
kiện độ Brix và nhiệt độ lên men, hàm lượng
rượu tạo thành phụ thuộc chủ yếu vào mật số
nấm men sử dụng. Kết quả cho thấy khi mật số
nấm men càng cao, thời gian lên men để đạt được
độ cồn càng ngắn. Mật số nấm men là tác nhân
quan trọng của quá trình lên men, mật số thấp thì
nguồn carbon được sử dụng nhiều để tăng sinh
khối. Vì vậy, lượng rượu tạo thành thấp, thời gian
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Bảng 3: Ảnh hưởng của độ Brix, MSNM và nhiệt độ lên men đến thời gian lên men, hàm lượng
betacyanin, hàm lượng polyphenol của dịch thanh long ruột đỏ

Bảng 4: Phân tích anova của các mô hình đa thức bậc hai

để đạt được độ cồn mục tiêu dài. Tuy nhiên, khi
lượng men giống nhiều sẽ xảy ra sự cạnh tranh
nguồn dinh dưỡng, ảnh hưởng đến quá trình lên
men [16].

Trong cùng điều kiện độ Brix và mật số nấm
men, thời gian lên men phụ thuộc chủ yếu vào
nhiệt độ lên men. Hình 1(a) và 1(c) cho thấy
nếu nhiệt độ càng cao thì thời gian lên men càng
ngắn. Thời gian lên men ở nhiệt độ thấp thường
dài do nhiệt độ thấp ảnh hưởng đến khả năng

lên men của nấm men. Tuy nhiên, việc lên men
ở nhiệt độ quá cao sẽ làm tổn thất sản phẩm và
ảnh hưởng đến mùi vị sản phẩm. Điều này phù
hợp với công bố của Lương Đức Phẩm [16].

Khi lên men ở cùng điều kiện mật số nấm
men và nhiệt độ, hàm lượng rượu tăng đáng kể.
Thời gian để đạt được độ cồn mục tiêu càng ngắn
khi dịch lên men có nồng độ chất khô tăng dần.
Carbohydrate cung cấp nhu cầu dinh dưỡng cho
nấm men sinh trưởng và trao đổi chất. Đường
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là cơ chất cần thiết cho quá trình lên men. Nấm
men có khả năng lên men đường thành rượu. Do
đó, độ rượu cao hay thấp sẽ phụ thuộc vào hàm
lượng đường được sử dụng trong dịch lên men.

Hình 1: Biểu đồ bề mặt đáp ứng biểu thị tác
động của nồng độ chất khô hòa tan và nhiệt độ
đến thời gian lên men (ngày) của sản phẩm ở

mật số nấm men ban đầu: (a) 5 log10
(CFU/mL); (b) 6 log10 (CFU/mL); (c) 7 log10

(CFU/mL)

C. Tối ưu hóa betacyanin

Kết quả phân tích ở Bảng 4 cho thấy, ngoài sự
tác động của các biến độc lập (X1, X2, X3), các
biến bậc hai (X12, X22, X32) và các biến tương tác
(X12, X13, X23) cũng thể hiện sự tác động mạnh
mẽ đối với biến tiêu chí (hàm lượng betacyanin).
Ngoài ra, theo Bảng 4, mô hình có độ tin cậy cao
khi hệ số R2 là 0,984. Phương trình hồi quy biểu
diễn mối quan hệ giữa hàm lượng betacyanin và
ba biến phụ thuộc (nồng độ chất khô, mật số nấm
men, nhiệt độ) được trình bày cụ thể như sau:

Y2 = 162,086 + 3,9618 ∗ X1 − 0,831583 ∗
X2 +13,1349∗X3 −0,161163∗X12 +0,877167∗
X1 ∗ X2 − 0,1026 ∗ X1 ∗ X3 − 3,25908 ∗ X22 +
0,817333∗X2 ∗X3 −0,305063∗X32

Quá trình oxy hóa là nguyên nhân làm mất
màu betacyanin trong quả thanh long [17]. Hàm
lượng betacyanin bị ảnh hưởng bởi nồng độ chất
khô, mật số nấm men và nhiệt độ trong quá trình
lên men. Điều này được thể hiện ở Hình 2(a),
2(b), 2(c).

Trong cùng điều kiện nồng độ chất khô và mật
số nấm men, hàm lượng betacyanin thay đổi phụ
thuộc vào nhiệt độ lên men. Hình 2(a), 2(b), 2(c)

cho thấy nếu nhiệt độ càng cao thì hàm lượng
betacyanin trong quá trình lên men càng hao hụt.
Hàm lượng betacyanin ổn định ở nhiệt độ thấp
hơn. Điều này phù hợp với công bố của Priatni S
et al. [18]. Ngoài ra, nghiên cứu của Nguyễn Thị
Hương Giang cũng cho thấy việc lên men ở 25oC
là tốt nhất để giữ betalain tổng số (betaxathin và
betacyanin). Quá trình lên men ở nhiệt độ cao
(30oC) cho thấy rượu bị xuống màu nghiêm trọng
[19].

Ở cùng điều kiện mật số nấm men và nhiệt độ
lên men, hàm lượng betacyanin có sự thay đổi
đáng kể khi gia tăng nồng độ chất khô. Kết quả
các nghiệm thức có nồng độ chất khô cao cho
thấy hàm lượng betacyanin hao hụt ít hơn so với
nghiệm thức có nồng độ chất khô thấp (Bảng 3).

So sánh các mẫu có cùng nồng độ chất khô và
nhiệt độ lên men cho thấy hàm lượng betacyanin
hao hụt tỉ lệ thuận với mật số nấm men. Nếu mật
số nấm men càng cao thì hàm lượng betacyanin
càng giảm. Hàm lượng betacyanin giảm do bị ảnh
hưởng trong quá trình lên men.

Hình 2: Biểu đồ bề mặt đáp ứng biểu thị tác
động của nồng độ chất khô hòa tan và nhiệt độ
đến hàm lượng betacyanin (mg/L) của sản phẩm

ở mật số nấm men ban đầu: (a) 5 log10
(CFU/mL); (b) 6 log10 (CFU/mL); (c) 7 log10

(CFU/mL)

D. Tối ưu hóa polyphenol

Trong số các chất chống oxy hóa tự nhiên trong
rau quả, polyphenol là nhóm chất rất được quan
tâm bởi vì polyphenol thể hiện những đặc tính
sinh học quý giá, đặc biệt là khả năng kháng
oxy hóa, kháng u, chống viêm, chống dị ứng và
khả năng kháng khuẩn [20, 21]. Việc tối ưu hàm
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lượng polyphenol trong sản phẩm là cần thiết để
hướng đến sản phẩm có giá trị dinh dưỡng cao.

Từ kết quả phân tích anova (Bảng 4), hàm
lượng polyphenol bị ảnh hưởng bởi cả ba biến
phụ thuộc. Tuy nhiên, biến tương tác giữa nồng
độ chất khô và nhiệt độ lên men không có sự
tác động đối với hàm lượng polyphenol (p >
0,05). Mô hình có giá trị R2 = 0,989 và giá trị
Lack of fit > 0,05 cho thấy cách bố trí phù hợp
với mô hình và có độ tin cậy cao. Phương trình
hồi quy biểu diễn mối quan hệ giữa hàm lượng
polyphenol và ba biến phụ thuộc (nồng độ chất
khô, mật số nấm men, nhiệt độ) được trình bày
theo phương trình đa thức bậc hai và hệ số hồi
quy của hàm lượng polyphenol như sau:

Y3 =−492,26+16,3373∗X1+108,136∗X2+
16,0082 ∗X3 − 0,43589 ∗X12 + 0,394 ∗X1 ∗X2 −
0,0425467 ∗ X1 ∗ X3 − 13,8994 ∗ X22 + 1,9715 ∗
X2 ∗X3 −0,526257∗X32

Bảng 3 cho thấy, hàm lượng polyphenol dao
động 152 – 191 mgGAE/L. Hàm lượng polyphe-
nol thay đổi sau quá trình lên men do sự ảnh
hưởng bởi nồng độ chất khô, mật số nấm men và
nhiệt độ lên men. Trong cùng điều kiện lên men
(nồng độ chất khô, nhiệt độ), sự thay đổi hàm
lượng polyphenol xảy ra do sự tác động mạnh
mẽ của mật số nấm men (p < 0,05). Hình 3(a),
3(b), 3(c) cho thấy, mật số nấm men càng tăng,
sự gia tăng hàm lượng polyphenol càng nhiều do
thời gian lên men ngắn. Tuy nhiên, nếu mật số
nấm men quá cao (107) thì sự hao hụt của hàm
lượng polyphenol tăng. Tương tự nghiên cứu của
Adebo et al. [9], kết quả cho thấy, hàm lượng
phenolic tổng số giảm theo thời gian lên men.
Tuy nhiên, thời gian lên men tăng sẽ làm giảm
hàm lượng phenolic tổng số [10]. Việc so sánh
với các nghiên cứu trên cho thấy kết quả của
nghiên cứu đang thực hiện là phù hợp.

Hình 3(a), 3(b), 3(c) còn cho thấy, nếu các
nghiệm thức có cùng điều kiện (nồng độ chất
khô, mật số nấm men) lên men thì sự thay đổi
của hàm lượng polyphenol sẽ bị nhiệt độ tác động
chủ yếu, nhiệt độ cao thời gian lên men ngắn,
hàm lượng polyphenol cao hơn so với nhiệt độ
thấp. Tuy nhiên, nhiệt độ quá cao sẽ làm ảnh
hưởng đến hàm lượng polyphenol trong dịch lên
men thanh long ruột đỏ. Sự gia tăng hàm lượng
phenolic tổng số trong quá trình lên men là do
các hoạt động của vi sinh vật có thể giải phóng

liên kết phenolic thành dạng tự do [22, 23].

Hình 3: Biểu đồ bề mặt đáp ứng biểu thị tác
động của nồng độ chất khô hòa tan và nhiệt độ
đến thời gian lên men (ngày) của sản phẩm ở

mật số nấm men ban đầu: (a) 5 log10
(CFU/mL); (b) 6 log10 (CFU/mL); (c) 7 log10

(CFU/mL)

E. Kiểm định mô hình tối ưu hoá

Kết quả tối ưu hóa cho thấy, tại điều kiện nồng
độ chất khô 19oC Brix, mật số nấm men 5,6
log10 (CFU/mL), nhiệt độ lên men 23oC cho dịch
quả sau lên men có hàm lượng polyphenol 196,68
mgGAE/L, betacyanin 366,65 mg/L và thời gian
để đạt được độ cồn mục tiêu là 4,4 ngày. Kiểm
chứng mô hình thí nghiệm kết quả cho thấy khác
biệt không có ý nghĩa giữa giá trị mô hình và giá
trị thực nghiệm, kết quả được trình bày cụ thể ở
Bảng 5.

V. KẾT LUẬN

Trong quá trình lên men thanh long ruột đỏ,
thời gian lên men, hàm lượng polyphenol và
betacyanin bị ảnh hưởng bởi nồng độ chất khô,
mật số nấm men và nhiệt độ lên men. Kết quả
thực nghiệm cho thấy, nếu điều kiện lên men có
nồng độ chất khô 17oC Brix, mật số nấm men 6
log10 (CFU/mL), nhiệt độ lên men 25oC thì sau
04 ngày đạt độ cồn mục tiêu, dịch quả có hàm
lượng polyphenol 195,95 mgGAE/L, betacyanin
365,99 mg/L.

Trong khi đó, phương pháp thiết kế bề mặt đáp
ứng với ma trận Box-behnken đã xác định được
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Bảng 5: Giá trị tối ưu đạt được từ mô hình so với thực nghiệm

các điều kiện tối ưu (nồng độ chất khô 19oC Brix,
mật số nấm men 5,6 log10 (CFU/mL)), nhiệt độ
lên men 23oC cho quá trình lên men. Tại các
điều kiện tối ưu, dịch quả thanh long ruột đỏ sau
khi đạt độ cồn mục tiêu 5% vol sẽ có hàm lượng
polyphenol 196,68 mgGAE/L, betacyanin 366,65
mg/L và thời gian để đạt được độ cồn mục tiêu
là 4,4 ngày.
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