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Bµi tãm t¾t 

 

Lªn men malolactic lµ qu¸ tr×nh chuyÓn ho¸ axit malic thµnh axit lactic vµ qua 

®ã t¹o cho vang mét tÝnh chÊt c¶m quan ®Æc tr−ng vµ sù æn ®Þnh sinh häc nhê chñng vi 

khuÈn Leuconostoc oenos.  Qu¸ tr×nh lªn men malolactic cã thÓ ®−îc thùc hiÖn nhê 

c¸c tÕ bµo vi khuÈn tù do hoÆc tÕ bµo ®−îc cè ®Þnh trong c¸c chÊt mang mµ th«ng 

dông nhÊt lµ Ca-alginat. 

§é trong cña r−îu vang lµ mét yªu cÇu chÊt l−îng thiÕt yÕu. C«ng nghÖ míi hiÖn 

nay ®−a ra kh¸i niÖm lµm trong r−îu vang dïng ®Ó chØ viÖc thªm chñ ®éng mét sè chÊt 

hÊp phô nµo ®ã ®Ó kÕt l¾ng hoÆc kÕt tña c¸c cÊu tö cã trong r−îu vang víi nång ®é cao 

v−ît qu¸ giíi h¹n ®Ó ®¶m b¶o ®é trong cho r−îu vang vµ gi÷ cho r−îu vang æn ®Þnh vÒ 

mÆt hãa lý. 

ViÖc nghiªn cøu ®Ó ®−a vµo øng dông trong s¶n xuÊt hai qu¸ tr×nh c«ng nghÖ 

trªn ®ãng vai trß rÊt quan träng trong viÖc n©ng cao chÊt l−îng cña r−îu vang ViÖt 

nam. 

Thùc hiÖn nghiªn cøu nµy chóng t«i ®· ®¹t ®−îc c¸c kÕt qu¶ sau ®©y: 

1. §· tuyÓn chän ®−îc 1 chñng vi khuÈn Leuconostoc oenos cã ho¹t ®é 

malolactic cao vµ x¸c ®Þnh ®−îc c¸c ®iÒu kiªn nu«i cÊy vµ m«i tr−êng thÝch hîp 

nhÊt víi chñng vi khuÈn nµy. 

2. Cè ®Þnh vi khuÈn trong gel Ca-alginat vµ x¸c ®Þnh ®−îc c¸c yÕu tè ¶nh h−ëng 

®Õn ho¹t ®é malolactic cña c¸c h¹t cè ®Þnh.  TiÕn hµnh lªn men malolactic nhê 

c¸c tÕ bµo cè ®Þnh t¹i quy m« phßng thÝ nghiÖm. 

3. X©y dùng quy tr×nh c«ng nghÖ lªn men malolactic nhê tÕ bµo vi khuÈn tù do vµ 

tiÕn hµnh thùc nghiÖm trªn thiÕt bÞ lªn men 3000 lÝt. ChÊt l−îng r−îu vang 

®−îc c¶i thiÖn ®¸ng kÓ: vÞ chua dÞu, hµi hoµ, ®−îc nhiÒu ng−êi −a thÝch. 

4. Nghiªn cøu sö dông c¸c chÊt lµm trong r−îu vang: PPVP, gelatin, bentonit vµ 

lùa chän ®−îc bentonit lµ thÝch hîp nhÊt. 

5. §· chuyÓn giao c«ng nghÖ s¶n xuÊt r−îu vang cho 2 c¬ së s¶n xuÊt lµ: C«ng ty 

cæ phÇn §−êng Biªn Hoµ vµ C«ng ty Bia va n−íc gi¶i kh¸t Qu¶ng Ninh. 
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PhÇn I.  Më ®Çu 

 

R−îu vang lµ s¶n phÈm lªn men kh«ng ch−ng cÊt tõ dÞch qu¶ nãi chung mµ chñ 

yÕu nhÊt lµ nho. §©y lµ mét lo¹i ®å uèng cã gi¸ trÞ dinh d−ìng cao do hÇu hÕt c¸c chÊt 

dinh d−ìng tõ qu¶ ®−îc chuyÓn vµo trong r−îu mµ kh«ng bÞ mÊt ®i do kh«ng qua giai 

®o¹n ch−ng cÊt. Ngoµi thµnh phÇn chÝnh lµ cån víi nång ®é võa ph¶i 10 -14%V trong 

vang cßn cã hÇu hÕt c¸c axit amin kh«ng thay thÕ nh− lisin, treonin, leusin, isoleusin, 

valin, arginin, histidin, phenylalanin...  c¸c vitamin B2, PP, P, c¸c chÊt vi l−îng Na, Ca, 

Mg, Fe, Mn, c¸c chÊt t¹o c¶m vÞ chua ch¸t nh−: axit lactic, malic, citric, tartric, c¸c 

polyphenol, c¸c chÊt mµu tù nhiªn vµ h×nh th¬m tinh tÕ hµi hßa ch¾t läc tõ qu¶.  

N−íc ta cã tiÒm n¨ng rÊt lín trong ngµnh s¶n xuÊt vang trªn c¶ hai ph−¬ng 

diÖn: nguån nguyªn liÖu vµ nhu cÇu tiªu thô cña thÞ tr−êng. ViÖt nam lµ n−íc cã khÝ 

hËu nhiÖt ®íi, cã nhiÒu chñng lo¹i qu¶ phong phó quanh n¨m víi s¶n l−îng lín, gi¸ 

thµnh rÎ. Xu h−íng gÇn ®©y, vang ®· trë thµnh mét lo¹i ®å uèng kh¸ th«ng dông.  

C«ng nghÖ s¶n xuÊt r−îu vang th−êng tr¶i qua hai giai ®o¹n lªn men: 

- Giai ®o¹n lªn men r−îu: chñ yÕu ®Ó lªn men t¹o ®é cån thÝch hîp nhê ho¹t ®éng cña 

nÊm men. 

- Giai ®o¹n lªn men malolactic: t¹o cho vang mét tÝnh chÊt c¶m quan ®Æc tr−ng vµ kh¶ 

n¨ng b¶o qu¶n l©u h¬n nhê chñng vi khuÈn Leuconostoc oenos.  

Cã thÓ nãi chÊt l−îng cña r−îu ®−îc c¶i thiÖn rÊt nhiÒu nhê giai ®o¹n thø hai 

nµy. ë ViÖt nam hÇu hÕt c¸c c¬ së s¶n xuÊt vang ch−a thùc hiÖn giai ®o¹n thø hai, qu¸ 

tr×nh lªn men phô chñ yÕu lµ ®Ó kÕt l¾ng nÊm men lµm trong r−îu mµ kh«ng cã giai 

®o¹n lªn men malolactic, do vËy chÊt l−îng r−îu bÞ h¹n chÕ ®¸ng kÓ nhÊt lµ víi c¸c 

lo¹i qu¶ cã chøa hµm l−îng axit malic cao. V× vËy viÖc nghiªn cøu qu¸ tr×nh lªn men 

malolactic lµ mét gi¶i ph¸p b−íc ®Çu ®Ó n©ng cao chÊt l−îng vang ViÖt nam.  

§é trong cña r−îu vang lµ mét yªu cÇu chÊt l−îng thiÕt yÕu. R−îu vang kh«ng 

chØ ph¶i trong ë thêi ®iÓm ®ãng chai mµ cßn ph¶i duy tr× ®é trong ®ã trong suèt qu¸ 

tr×nh tµng tr÷  vµ l−u th«ng trong mét thêi gian nhÊt ®Þnh bÊt cø ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 

nµo. R−îu vang non cã thµnh phÇn c¸c h¹t l¬ löng rÊt lín gåm cã b· nÊm men vµ c¸c 

m¶nh thÞt qu¶. C¸c h¹t l¬ löng hoÆc t¹o thµnh s−¬ng mï hoÆc ph©n t¸n trong dÞch láng 
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kh«ng chØ g©y nªn sù h− háng vÒ h×nh thøc mµ cßn ¶nh h−ëng ®Õn h−¬ng vÞ cña r−îu 

vang. §é trong thu nhËn ®−îc b»ng c¸ch l¾ng cÆn dÇn dÇn vµ sau ®ã ®−îc g¹n l¾ng 

dÇn ®Ó lo¹i bá c¸c chÊt cÆn. Ngoµi ra qu¸ tr×nh nhanh h¬n nh− läc vµ ly t©m còng ®−îc 

sö dông, tuy nhiªn ph−¬ng ph¸p nµy chØ mang l¹i ®é trong cho vang t¹i thêi ®iÓm läc 

nh−ng kh«ng duy tr× ®−îc sù æn ®Þnh cña nã. Theo truyÒn thèng, ®é trong æn ®Þnh thu 

®−îc sau mét thêi gian tµng tr÷ dµi. C«ng nghÖ míi hiÖn nay ®−a ra kh¸i niÖm lµm 

trong r−îu vang dïng ®Ó chØ viÖc thªm chñ ®éng mét chÊt hÊp phô nµo ®ã ®Ó kÕt l¾ng 

hoÆc kÕt tña c¸c cÊu tö cã kh¶ n¨ng hßa tan mét phÇn cã trong r−îu vang. C¸c chÊt 

dïng cho môc ®Ých nµy ®−îc gäi chung lµ chÊt lµm trong mÆc dï c¸c chÊt hßa tan 

trong r−îu vang mµ chóng hÊp phô vµ c¬ chÕ lo¹i bá c¸c chÊt nµy rÊt ®a d¹ng. Môc 

®Ých cña qu¸ tr×nh lµm trong trong c«ng nghÖ s¶n xuÊt r−îu vang lµ ®Ó lo¹i bá c¸c cÊu 

tö  cã trong thµnh phÇn cña r−îu vang víi nång ®é cao v−ît qu¸ giíi h¹n ®Ó ®¶m b¶o 

®é trong cho r−îu vang vµ gi÷ cho r−îu vang æn ®Þnh vÒ mÆt hãa lý. 

 

 §Ó ®¹t ®−îc c¸c môc tiªu trªn, chóng t«i thùc hiÖn nghiªn cøu mét sè vÊn ®Ò 

sau: 

1. C¸c ¶nh h−ëng cña c«ng nghÖ vµ m«i tr−êng ®Õn kh¶ n¨ng sinh tr−ëng vµ ph¸t 

triÓn còng nh− ph©n gi¶i axit malic cña c¸c chñng vi khuÈn vµ qua ®ã t×m ®−îc mét 

chñng cã c¸c ®Æc tÝnh phï hîp víi qu¸ tr×nh lªn men malolactic. 

2. Nghiªn cøu øng dông kü thuËt cè ®Þnh tÕ bµo trong lªn men malolactic. 

3. X©y dùng quy tr×nh lªn men malolactic nhê tÕ bµo vi khuÈn tù do 

4. TiÕn hµnh thùc nghiÖm lªn men vang cã tr¶i qua giai ®o¹n lªn men malolactic 

trªn thiÕt bÞ 3000 lÝt. 

5. Sö dông mét sè t¸c nh©n lµm trong trong qu¸ tr×nh tµng tr÷ vang. 

6. X¸c ®Þnh ®−îc ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é tµng tr÷ vang 
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PhÇn II: phÇn tæng quan 

2.1. Qu¸ tr×nh lªn men malolactic: 

Trong lªn men r−îu vang ng−êi ta gäi qu¸ tr×nh ph©n gi¶i axit malic vµ xitric 

d−íi t¸c dông cña enzim malolactic cña Leuconostoc oenos lµ qu¸ tr×nh lªn men 

malolactic, mét qu¸ tr×nh quan träng bËc nhÊt trong giai ®o¹n lªn men phô cña r−îu 

vang vµ s©m panh [4,7,8,12]. §Æc tr−ng c¬ b¶n nhÊt cña qu¸ tr×nh nµy lµ sù biÕn ®æi 

s©u s¾c c¸c axÝt h÷u c¬ trong ®ã quan träng nhÊt lµ axit malic. Axit malic vµ xitric chñ 

yÕu vµo dÞch lªn men tõ qu¶ vµ chØ mét l−îng nhá ®−îc t¹o ra tõ qu¸ tr×nh lªn men 

r−îu. Khi axit malic vµ xitric bÞ ph©n gi¶i sÏ lµm vang chua dÞu h¬n vµ vÞ hµi hoµ h¬n 

tøc lµm vang bít c¶m “gi¸c cøng” vµ ngon h¬n. Mét khi r−îu vang kh«ng cßn axit 

malic vµ xitric th× Ýt cã nguy c¬ biÕn ®æi ®é chua vµ kÕt qu¶ lµ chÊt l−îng vang æn ®Þnh 

h¬n. S¶n phÈm cña qu¸ tr×nh lªn men malolactic tõ axit malic lµ axit lactic, CO2, cßn 

tõ axit xitric lµ diaxetyl, axetoin, 2,3-butylen-glycol ®©y lµ nh÷ng chÊt tiÒn th©n t¹o 

nªn h×nh th¬m ®Æc tr−ng cho vang, ngoµi ra cßn t¹o thµnh axit axetic.  

Ph¶n øng h×nh thµnh axit lactic tõ axit malic theo ph−¬ng tr×nh tæng qu¸t nh− 

sau: 

                                               enzim malolactic 

HOOC -CH2-CHOH-COOH                                    H3C-CHOH-COOH   + CO2 

                                                   NAD, Mn2+ 

           axit L-malic                    Axit L-lactic 

 

B¶n chÊt enzym malolactic cña Leuconostoc oenos lµ mét protein cã t¸c dông 

xóc t¸c ph©n gi¶i axit L-malic thµnh axit L-lactic vµ CO2. HiÖn nay vÉn ch−a thÓ 

chøng minh ®−îc axit pyruvic vµ NADH lµ c¸c chÊt trung gian cña ph¶n øng chØ biÕt 

r¾ng NAD+ cÇn thiÕt cho ho¹t tÝnh cña enzim malolactic vµ NADH, axit pyruvic cã 

®−îc t¹o thµnh nh−ng chØ víi l−îng rÊt nhá [9]. 

 

2.1.1.Vai trß cña qu¸ tr×nh lªn men malolactic: 

Nh÷ng nghiªn cøu gÇn ®©y cho thÊy r−îu vang ®−îc cÊy chñng gièng lªn men 

malolactic cho chÊt l−îng cao h¬n h¼n khi kh«ng cÊy chñng vi khuÈn nµy ®Æc biÖt ®èi 
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víi c¸c lo¹i vang cã thµnh phÇn axit cao ®−îc s¶n xuÊt ë xø l¹nh nh− §øc, Ph¸p vµ 

miÒn ®«ng n−íc Mü [7,11,13]. Sù biÕn ®æi chÊt l−îng cña vang sau qu¸ tr×nh lªn men 

malolactic ®· ®−îc chØ ra lµ v× ba lý do chñ yÕu sau: 

• §Ó gi¶m ®é chua cña vang do diaxit (axit malic) ®−îc chuyÓn thµnh monoaxit (axit 

lactic) ®iÒu nµy lµm gi¶m ®é axit vµ t¨ng ®é pH  nhê ®ã mµ vang thay v× vÞ chua 

g¾t cña axit malic sÏ trë nªn dÞu h¬n vµ vÞ hµi hoµ h¬n [16,17,18].  

• Lµm t¨ng tÝnh æn ®Þnh sinh häc cña r−îu vang bëi v× sù ph¸t triÓn cña vi khuÈn sÏ 

lµm nghÌo nguån dinh d−ìng cña m«i tr−êng vµ lo¹i khái m«i tr−êng hai axit h÷u 

c¬ quan träng lµ axit malic vµ axit xitric ®Ó cã thÓ ®¶m b¶o gi¶m tèi thiÓu qu¸ tr×nh 

lªn men chËm cña vi khuÈn lactic khi b¶o qu¶n vang trong chai vµ sù ph¸t triÓn 

mét c¸ch tù ph¸t cña c¸c vi sinh vËt kh«ng mong muèn g©y nªn c¸c bÖnh cho vang 

[18,19,20,21]. 

• Lµm t¨ng tæ hîp th¬m cña vang v× c¸c hîp chÊt diaxetyl, axetoin vµ 2,3-butanediol 

t¹o ra tõ qu¸ tr×nh chuyÓn ho¸ axit xitric  bëi vi khuÈn lµ c¸c hîp phÇn t¹o nªn h×nh 

th¬m cho vang. Nh÷ng thµnh phÇn kh¸c cña h−¬ng vÞ còng t¨ng kh¸ nh− axit bay 

h¬i, diethyl succinat, mét sè este bay h¬i, ethyl axetat, n-propanol, 2-butanol, n-

hexanol, ethyl lactat,  vµ 2,3 butanediol. Mét sè thµnh phÇn kh¸c còng t¨ng nhÑ 

nh− 3-methyl-n-butyl axetat, n-hexyl axetat, 2-phenylethyl-axetat vµ 2-ethyl-n-

hexanoat [7,16,17]. 

Ngoµi ra qu¸ tr×nh lªn men malolactic ®−îc thùc hiÖn b»ng c¸ch chñ ®éng ®−a 

vi khuÈn Leuconostoc oenos vµo vang non sÏ gióp rót ng¾n thêi gian tµng tr÷ ®¸ng kÓ. 

V× vËy ®−a qu¸ tr×nh nµy vµo c«ng nghÖ s¶n xuÊt vang sÏ lµ mét gi¶i ph¸p rÊt tèt ®Ó 

n©ng cao chÊt l−îng vang vµ gi¶m gi¸ thµnh s¶n phÈm. 

 

2.1.2. C¸c kiÓu lªn men malolactic: 

2.1.2.1. Lªn men tù nhiªn: 

S¶n xuÊt vang theo truyÒn thèng th× lªn men malolactic diÔn ra tù ph¸t trong 

suèt qu¸ tr×nh b¶o qu¶n vang non trong thêi gian vµi th¸ng hoÆc nhiÒu n¨m. Vi khuÈn 

cã nguån gèc trªn vá qu¶ nho hoÆc ë thïng gç. Tuy nhiªn trong c«ng nghÖ s¶n xuÊt 

vang hiÖn ®¹i víi qu¸ tr×nh chÕ biÕn s¹ch h¬n vµ thêi gian b¶o qu¶n cÇn gi¶m tèi thiÓu 
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th× qu¸ tr×nh lªn men nh− vËy qu¸ chËm vµ kh«ng ®ñ ®é tin cËy. Leuconostoc oenos 

sinh tr−ëng cùc kú chËm ch¹p vµ ®«i khi kh«ng ph¸t triÓn ë vang cã pH 3,0-3,8; cån 

10-14%V; 10-100 ppm SO2 vµ hµm l−îng ®−êng sãt thÊp . Ngoµi ra trong lªn men 

malolactic tù ph¸t ngoµi t¸c nh©n lµ vi khuÈn Lcn.oenos cßn rÊt nhiÒu vi khuÈn lactic 

kh¸c v× thÕ lu«n lu«n cã nh÷ng rñi ro do viÖc trao ®æi chÊt kh«ng hoµn toµn cña axit 

malic hay s¶n phÈm cã mïi l¹ hoÆc sù h×nh thµnh  c¸c amine do vi khuÈn lactic 

decarboxyl ho¸ c¸c amino axit. §Æc biÖt Pediococcus ®−îc coi lµ yÕu tè quan träng 

nhÊt s¶n ra hitsamine. Do ®ã vang cã ®é pH cao thóc ®Èy sù sinh tr−ëng cña c¸c gièng 

nµy  trong qu¸ tr×nh lªn men malolactic th× ch¾c ch¾n chøa l−îng histamine kh«ng 

mong muèn.  

BiÖn ph¸p lªn men tù nhiªn còng cã nh÷ng −u ®iÓm lµ thuËn lîi vµ kh«ng ®¾t 

tiÒn, nã ®−îc ¸p dông kh¸ réng r·i ë Ph¸p. NhiÒu n¨m kinh nghiÖm ®· chØ ra r»ng 

thµnh phÇn vang vµ ®iÒu kiÖn m«i tr−êng ®· ®· thóc ®Èy sù sinh tr−ëng cña Lcn.oenos 

cã mÆt tù nhiªn trong vang vïng Bordeaux cña Ph¸p vµ th«ng th−êng lªn men 

malolactic b¾t ®Çu trong vßng 1-4 tuÇn sau khi lªn men r−îu kÕt thóc. Thµnh phÇn vµ 

®iÒu kiÖn ®ã bao gåm: SO2 tæng thÊp (< 40-50mg/l); duy tr× pH cña vang lín h¬n 3,2-

3,3; duy tr× nhiÖt ®é cña vang kho¶ng 16-25oC. Tuy nhiªn nh÷ng biÖn ph¸p ®Ó thóc 

®Èy sù sinh tr−ëng cña vi khuÈn tù nhiªn ®Ó lªn men malolactic thµnh c«ng hoµn toµn 

kh«ng ph¶i lu«n lu«n x¶y ra vµ c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c ®Ó thóc ®Èy lªn men malolactic 

trë nªn cÇn thiÕt [5]. 

Nh− vËy lªn men malolactic tù nhiªn tuy cã nh÷ng −u ®iÓm lµ thuËn lîi vµ rÎ 

tiÒn nh−ng nh−îc ®iÓm còng rÊt nhiÒu ®ã lµ khã khëi ®éng, diÔn ra rÊt chËm ch¹p vµ 

khã kiÓm so¸t ®−îc c¸c chñng vi khuÈn tham gia vµo qu¸ tr×nh dÉn ®Õn viÖc t¹o c¸c 

s¶n phÈm phô kh«ng mong ®îi. §Ó kh¾c phôc hiÖn nay ng−êi ta th−êng ¸p dông 

ph−¬ng ph¸p chñ ®éng ®−a vi khuÈn Lcn. oenos thuÇn chñng vµo m«i tr−êng ®Ó thùc 

hiÖn lªn men malolactic. ViÖc cÊy vi khuÈn cã thÓ diÔn ra trong qu¸ tr×nh lªn men r−îu 

(cã nghÜa lµ ®ång thêi víi nÊm men) hoÆc sau khi hoµn thµnh qu¸ tr×nh lªn men r−îu. 

2.1.2.2. Lªn men mét giai ®o¹n (hay lªn men hçn hîp): 

Lªn men mét giai ®o¹n cã nghÜa lµ ng−êi ta cÊy nÊm men vµ vi khuÈn ®ång thêi 

trong qu¸ tr×nh lªn men r−îu. Ph−¬ng ph¸p nµy cã nh÷ng −u ®iÓm lµ vi khuÈn sÏ cã 

 5



®iÒu kiÖn sinh tr−ëng tèt h¬n trong m«i tr−êng cã nång ®é cån thÊp vµ khi hµm l−îng 

cån t¨ng dÇn trong qu¸ tr×nh lªn men r−îu th× vi khuÈn sÏ ®−îc thÝch nghi dÇn víi m«i 

tr−êng chøa r−îu chø kh«ng bÞ sèc nh− khi ®ét ngét gÆp m«i tr−êng cã nång ®é cån 

cao. H¬n n÷a khi m«i tr−êng ®ang cßn rÊt giµu chÊt dinh d−ìng nªn thuËn lîi cho sù 

sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña vi khuÈn. Nu«i cÊy hçn hîp cßn t¹o ®iÒu kiÖn cho sù lªn 

men malolactic x¶y ra ®ång thêi víi lªn men r−îu, nÕu lªn men malolactic kh«ng x¶y 

ra tøc thêi th× cã thÓ do tû lÖ vi khuÈn trong dÞch lªn men qu¸ Ýt hoÆc do hµm l−îng 

SO2 qu¸ cao ®· øc chÕ vi khuÈn . 

Tuy nhiªn ph−¬ng ph¸p nµy cßn cã c¸c h¹n chÕ ®ã lµ sù c¹nh tranh nguån dinh 

d−âng vµ quan hÖ ®èi kh¸ng gi÷a c¸c chñng vi sinh vËt. Sù chuyÓn ho¸ ®−êng cña vi 

khuÈn lactic ®Ó sinh ra axÝt lactic vµ axetic g©y ¶nh h−ëng ®Õn hiÖu suÊt qu¸ tr×nh lªn 

men cån vµ chÊt l−îng vang. Ph−¬ng ph¸p nµy chØ nªn thùc hiÖn  khi c¸c chñng vi sinh 

vËt ®· ®−îc lùa chän kü, kh«ng cã tÝnh chÊt ®èi kh¸ng vµ l−îng tÕ bµo cÇn cã cña mçi 

chñng ®· ®−îc x¸c ®Þnh. 

2.1.2.3. Lªn men hai giai ®o¹n t¸ch riªng: 

Lªn men hai giai ®o¹n t¸ch riªng lµ tiÕn hµnh qu¸ tr×nh lªn men r−îu vµ lªn 

men malolactic riªng biÖt. Sau khi lªn men r−îu bëi nÊm men kÕt thóc ®−a vi khuÈn 

vµo thùc hiÖn giai ®o¹n lªn men phô (lªn men malolactic). 

Ph−¬ng ph¸p nµy cã nh÷ng −u ®iÓm sau: 

• Cho phÐp ®iÒu chØnh mét c¸ch ®Ô dµng c¸c yÕu tè m«i tr−êng thÝch hîp cho tõng 

loµi. §iÒu nµy gióp thêi gian lªn men cña mçi giai ®o¹n cã thÓ rót ng¾n. 

• Kh«ng ¶nh h−ëng ®Õn hiÖu suÊt lªn men cån v× nu«i cÊy hai chñng riªng  

• Cuèi qu¸ tr×nh lªn men do nång ®é ®−êng cßn rÊt thÊp nªn lóc nµy vi khuÈn lactic 

buéc ph¶i sö dông c¸c axit h÷u c¬ lµm nguån c¬ chÊt chÝnh ®Ó sinh tån. pH dÞch 

lªn men lóc nµy ®· gi¶m cßn kho¶ng 3,5-4, ®©y lµ kho¶ng pH thÝch hîp cho viÖc 

chuyÓn ho¸ axit malic, ho¹t lùc enzym malolactic lín nhÊt trong kho¶ng pH nµy  

• Nguy c¬ ®−êng bÞ chuyÓn ho¸ thµnh c¸c s¶n phÈm kh¸c nh− axit lactic, axit axetic 

gi¶m. 

Nh−îc ®iÓm lín nhÊt cña ph−¬ng ph¸p nµy lµ khi kÕt thóc lªn men r−îu nång 

®é cån trong m«i tr−êng cao kho¶ng 12-15%V, do ®ã khi cÊy vi khuÈn vµo m«i tr−êng 
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do gÆp nång ®é cån cao ®ét ngét nªn vi khuÈn bÞ sèc, sè l−îng gi¶m ®¸ng kÓ do ®ã sÏ 

lµm chËm qu¸ tr×nh lªn men malolactic. Do vËy mµ ph¶i chän ®−îc c¸c chñng vi 

khuÈn cã kh¶ n¨ng chÞu ®−îc ®é cån cao vµ dïng ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy tr−íc tøc lµ 

nu«i vi khuÈn trong c¸c m«i tr−êng giµu dinh d−ìng cã bæ sung cån ë kho¶ng pH 4,5 

trong 5-7 ngµy ®Ó vi khuÈn thÝch øng dÇn sau ®ã míi ®−a vµo vang non, qua ®ã cã thÓ 

kh¾c phôc t×nh tr¹ng chÕt cña vi khuÈn mét c¸ch ®¸ng kÓ. 

Trong thùc tÕ kh«ng cã mét ph−¬ng ph¸p nµo chung cho  viÖc khëi ®éng qu¸ 

tr×nh lªn men malolactic, v× vËy khi ®−a mét chñng vi khuÈn nµo vµo thùc hiÖn qu¸ 

tr×nh nµy cÇn thiÕt ph¶i x¸c ®Þnh thêi ®iÓm bæ sung thÝch hîp víi chñng gièng nµy. 

 

2.1.3.C¸c kü thuËt thóc ®Èy qu¸ tr×nh lªn men malolactic: 

2.1.3.1. Sö dông chÕ phÈm malolactic: 

Khi cÊy trùc tiÕp vi khuÈn vµo vang non th× sÏ g©y hiÖn t−îng sè l−îng tÕ bµo vi 

khuÈn tö vong cao do nång ®é cån trong m«i tr−êng cao. §Ó kh¾c phôc t×nh tr¹ng nµy 

cã thÓ sö dông c¸c chÕ phÈm malolactic. ë ®©y ng−êi ta tiÕn hµnh nu«i Leuconostoc 

oenos trªn c¸c m«i tr−êng cã thµnh phÇn rÊt gÇn víi thµnh phÇn cña r−îu vang nh− c¸c 

m«i tr−êng c¬ b¶n cã thªm n−íc Ðp nho hoÆc  vang  cã bæ sung dinh d−ìng b»ng n−íc 

chiÕt nÊm men nh»m t¹o ®iÒu kiÖn thuËn lîi nhÊt cho vi khuÈn ph¸t triÓn tèi ®a nh»m 

thu lÊy sinh khèi tÕ bµo, b¶o qu¶n chóng b»ng c¸c biÖn ph¸p h÷u hiÖu ë nhiÖt ®é l¹nh 

hoÆc ®«ng kh«. Tr−íc khi c¸c chÕ phÈm ®−îc tiÕp vµo vang ®ang ë giai ®o¹n lªn men 

phô cÇn qua mét giai ®o¹n t¸i ho¹t ho¸. Giai ®o¹n t¸i ho¹t ho¸ kh«ng nh÷ng cho l−îng 

sinh khèi vi khuÈn ®ñ ®Ó tiÕn hµnh nhanh qu¸ tr×nh lªn men malolactic (víi nång ®é tÕ 

bµo kh«ng thÊp h¬n 106 tÕ bµo/ml) mµ cßn ®−a c¸c tÕ bµo vi khuÈn ®Õn giai ®o¹n sinh 

lý biÓu hiÖn ®Æc tr−ng cña enzym malolactic [6,10].  

Trªn thÞ tr−êng cã rÊt nhiÒu lo¹i  chÕ phÈm malolactic cã thÓ lÊy vÝ dô nh− 

Leuconostoc oenos GM lµ lo¹i ®«ng l¹nh, 80% l−îng vi khuÈn sÏ mÊt sù sèng nÕu cÊy 

trùc tiÕp vµo vang nh−ng nÕu cho cÊy tr−íc trong n−íc nho chøa 0,5% n−íc chiÕt nÊm 

men ë pH 4,5 th× kh¶ n¨ng sèng tèt h¬n nhiÒu. Trong m«i tr−êng nµy mËt ®é tÕ bµo 

ban ®Çu lµ 106 tÕ bµo/ml th× lªn tíi 109 tÕ bµo/ml sau 6 ngµy nu«i cÊy.  
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NhiÒu t¸c gi¶ cho r»ng nªn kÝch thÝch qu¸ tr×nh lªn men malolactic trong hoÆc 

sau qu¸ tr×nh lªn men r−îu lµ lóc m«i tr−êng thuËn lîi cho sinh s¶n vµ ho¹t ®éng cña 

vi khuÈn. Tuy nhiªn c¸c t¸c gi¶ kh¸c l¹i cho r»ng nÕu nu«i cÊy ®ång thêi 

Sacharomyces cerevisiae vµ Leuconostoc oenos th× qu¸ tr×nh lªn men malolactic sÏ 

x¶y ra thuËn lîi sau 15-20 ngµy. 

 

2.1.3.2. Sö dông tÕ bµo cè ®Þnh: 

Theo [4] ngay tõ n¨m 1976 Divies vµ Siess ®· thùc hiÖn qu¸ tr×nh chuyÓn ho¸ 

liªn tôc axit malic nhê c¸c tÕ bµo Lactobacillus casei cè ®Þnh trong gel polyacrylamid.  

Spettoli vµ céng sù [14,15 ] ®· cè ®Þnh Lcn. oenos trªn gel alginate (1,67%) vµ thö kh¶ 

n¨ng chuyÓn ho¸ axit L-malic trong vang ®á cã nång ®é cån 10,2%V, 7,98 g/l axit cã 

thª chuÈn ®é, pH 3,15, 21mg/l SO2 tæng vµ 1,5g/l axit malic. Lªn men gi¸n ®o¹n trong 

16 giê ®· cã 56% axit L-malic chuyÓn ho¸ thµnh axit L-lactic. Gestrelius ®· cè ®Þnh 

Lcn.oenos trong alginat vµ tiÕn hµnh lªn men malolactic ë quy m« thùc nghiÖm mét 

c¸ch liªn tôc trong 2000 giê vµ thÊy r»ng ho¹t ®é malolactic (H§ML) gi¶m dÇn tõ 

100% xuèng 35% trong 500 giê ®Çu tiªn, sau ®ã cho n−íc nho ch¶y qua th× H§ML l¹i 

t¨ng lªn 60% sau kho¶ng 300 giê ph¶n øng. NÕu cho vang vµo th× H§ML l¹i gi¶m tõ 

tõ råi l¹i t¨ng trë l¹i nÕu dïng dÞch nho [6]. 

Mét sè t¸c gi¶ ®· so s¸nh kh¶ n¨ng ph©n gi¶i axit malic trong vang cña c¸c tÕ 

bµo Lcn.oenos ®−îc cè ®Þnh trong alginate víi nh÷ng tÕ bµo tù do ®−îc bæ sung vµo 

vang trong 24 giê vµ ë 25oC. Thµnh phÇn vang trong kho¶ng pH tõ 2-4,5; cån tõ 8-

16%V; vµ 0-100mg/l SO2 tæng sè. C¸c t¸c gi¶ nhËn thÊy c¸c tÕ bµo cè ®Þnh cã thÓ duy 

tr× ho¹t ®éng gi¶m axit malic  ngay c¶ ë ®é cån cao, ®é pH thÊp vµ nång ®é SO2 cao 

trong khi ®ã ë ®iÒu kiÖn nµy ho¹t ®éng cña c¸c tÕ bµo tù do bÞ gi¶m tíi møc kh«ng 

®¸ng kÓ.  

C¸c tÕ bµo ®−îc cè ®Þnh cã thÓ mang l¹i nhiÒu lîi thÕ cho viÖc gi¶m ®é axit 

trong vang cã ®é cån cao, nång ®é SO2 vµ pH thÊp vµ kh«ng cã ¶nh h−ëng cña sinh 

tr−ëng vi khuÈn trong vang nh−ng còng cã nh÷ng bÊt lîi nh− kh¶ n¨ng nhiÔm vi sinh 

vËt lµm háng vang, mÊt kh¶ n¨ng ho¹t ®éng kÐo dµi vµ viÖc c¸c tÕ bµo cè ®Þnh hoÆc 

c¸c hîp chÊt cè ®Þnh ®i vµo trong vang. GÇn ®©y ng−êi ta ®· sö dông nhiÒu chÊt mang 
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kh¸c hoÆc lµ ®¬n lÎ hoÆc lµ phèi hîp víi nhau vµ cè ®Þnh tÕ bµo trong hai líp vá. §iÒu 

®ã ®· c¶i thiÖn rÊt nhiÒu chÊt l−îng chÊt mang vµ lµm cho kü thuËt cè ®Þnh tÕ bµo cã 

thÓ øng dông vµo s¶n xuÊt quy m« lín kh«ng chØ ë giai ®o¹n lªn men phô mµ ë c¶ giai 

®o¹n lªn men chÝnh n÷a. 

 

2.1.4. Vi khuÈn Leuconostoc oenos - t¸c nh©n cña qu¸ tr×nh lªn men malolactic 

2.1.4.1. §Æc tÝnh sinh häc: [1,22,23] 

Leuconostoc oenos lµ mét lo¹i liªn cÇu khuÈn Gram d−¬ng (Gr +) n»m trong hÖ 

vi khuÈn sinh axit lactic chÞu ®−îc ®é cån vµ axit t−¬ng ®èi cao (pH t−¬ng ®èi thÊp) 

nh− ë r−îu vang vµ s©m-panh. Cã nhiÒu lo¹i Leuconostoc nh−ng chØ cã Lcn.oenos lµ 

cã gi¸ trÞ øng dông trong c«ng nghiÖp ®Æc biÖt lµ c«ng nghiÖp s¶n xuÊt r−îu vang v× nã 

cã enzim malolactic ®−îc sinh ra d−íi t¸c dông c¶m øng cña axit malic. 

Leuconostoc oenos cã kÝch th−íc nhá nhÊt trong c¸c loµi vi khuÈn lactic cã 

trong vang, ®−êng kÝnh tÕ bµo cña chóng th−êng nhá h¬n 0,7 micromet. Leuconostoc 

oenos t¹o ra c¸c khuÈn l¹c rÊt bÐ mµu trong mê sau 5 ngµy nu«i cÊy trªn m«i tr−êng 

®Æc. Ng−îc l¹i c¸c loµi Leuconostoc kh«ng ph¶i  oenos t¹o ra khuÈn l¹c trong thêi 

gian nhanh h¬n nhiÒu chØ kho¶ng 3 ngµy. Sù ph©n biÖt nµy cµng thÊy râ khi nu«i cÊy 

trªn m«i tr−êng láng. Trong khi Leuconostoc kh¸c loµi  oenos vµ trùc khuÈn, cÇu 

khuÈn ph¸t triÓn rÊt nhanh trªn m«i tr−êng láng (sau 48 giê cã OD ≥ 1,5 ÷ 3,0 ®o ë λ 

= 600nm) th× Leuconostoc oenos m·i sau 120 giê míi ®¹t OD ≥ 0,6 ÷ 1,2 . 

Leuconostoc oenos th−êng ph¸t triÓn thÝch hîp trªn c¸c m«i tr−êng axit nh−ng rÊt khã 

nu«i cÊy trªn c¸c m«i tr−êng nh©n t¹o. 

Trong cïng loµi Leuconostoc oenos kh¶ n¨ng lªn men ®−êng cña mçi chñng 

mçi kh¸c. Cã chñng lªn men ®−îc hoµn toµn L-arabinoza vµ D-fructoza ë c¸c pH 4,5,7 

nh−ng cã chñng l¹i kh«ng lªn men ®−îc L-arabinoza vµ chØ lªn men yÕu ít D-fructoza. 

§èi víi c¸c lo¹i ®−êng kh¸c th× t¸c dông cña Leuconostoc oenos rÊt yÕu hoÆc kh«ng 

x¸c ®Þnh ®−îc. Nh×n chung ng−êi ta cã thÓ dùa vµo kh¶ n¨ng lªn men D-glucoza vµ sù 

t¹o thµnh D-lactic ®Ó ph©n biÖt Leuconostoc víi c¸c loµi kh¸c. Trong khi trªn m«i 

tr−êng thùc nghiÖm dïng D-glucoza kh«ng chøa fructoza vµ axit malic Leuconostoc 

oenos cÇn cã kho¶ng thêi gian 15 ngµy ®Ó chuyÓn ho¸ glucoza råi ngõng ph¸t triÓn th× 
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c¸c loµi vi khuÈn lactic kh¸c chØ cÇn cã 2 ngµy mµ th«i. ë ®©y l−îng axit D-lactic t¹o 

thµnh so víi l−îng lactic tæng ë loµi Leuconostoc oenos ®¹t tõ 95% trë lªn, cßn ë c¸c 

loµi kh¸c chØ ®¹t 25-44%.  

S¬ ®å chuyÓn ho¸ glucoza ë Leuconostoc oenos nh− sau: 

Glucoza                    Ethanol + axit lactic + CO2 + axetat 

 

2.1.4.2. Enzim trong Leuconostoc oenos: 

Leuconostoc oenos cã nhiÒu lo¹i enzym. Ho¹t tÝnh enzym cña loµi nµy gÇn 

t−¬ng tù nh− ho¹t tÝnh enzym cña trùc khuÈn vµ cÇu khuÈn. ThÕ nh−ng ho¹t tÝnh mét 

sè lo¹i enzym cña c¸c chñng trong loµi Leuconostoc oenos l¹i cã sù kh¸c nhau kh¸ râ. 

Ng−êi ta nhËn thÊy ho¹t lùc enzym glucosidaza ë c¸c chñng thuéc loµi Leuconostoc 

oenos ®Òu rÊt m¹nh, ®Æc biÖt lµ α- D-galactosidaza, α- D-arabinoza, α vµ β-D-

glucosidaza, β-D-xylosidaza. C¸c enzym β-glucosidaza  t¸c dông ng−îc lªn trªn c¸c 

c¬ chÊt vµ thuû ph©n c¸c antocyanin cã trong n−íc Ðp nho hoÆc trong vang ®á. Do vËy 

vang ®á th−êng bÞ gi¶m mµu vµ cã sù tÝch luü kh«ng æn ®Þnh glucoza vµ fructoza trong 

qu¸ tr×nh lªn men malolactic. [1] 

C¸c enzym esteraza ë loµi Leuconostoc oenos thuû ph©n ®−îc c¸c este cña  axit 

bÐo tõ C4 ®Õn C9 vµ C18 nh−ng l¹i kh«ng thuû ph©n d−îc este cña axit bÐo tõ C10 g©y øc 

chÕ qu¸ tr×nh sinh tr−ëng vµ ho¹t ®éng cña Leuconostoc oenos [24]. Leuconostoc 

oenos cã kh¶ n¨ng chèng chÞu tèt ®èi víi mét sè lo¹i kh¸ng sinh nh− streptomycin, 

gentamycin, lincomycin  vµ neomycin, ®èi víi c¸c kh¸ng sinh kh¸c th× kh¶ n¨ng 

chèng chÞu cña chóng kh«ng râ rµng. §¸ng chó ý lµ vi khuÈn Leuconostoc oenos 

chèng chÞu ®−îc c¸c chÊt kh¸ng sinh rÊt ®Æc tr−ng ®èi víi c¸c vi khuÈn yÕm khÝ tuyÖt 

®èi hay yÕm khÝ tuú tiÖn. 

TÊt c¶ c¸c lo¹i vi khuÈn thuéc loµi Leuconostoc oenos ®Òu kh«ng cã kh¶ n¨ng 

t¹o dextran do vËy kh«ng lµm nhít m«i tr−êng v× thÕ r−îu vang l¾ng trong ®−îc mét 

c¸ch dÔ dµng.  

Ho¹t ®é enzym malolactic cña Leuconostoc oenos cã mét ý nghÜa cùc kú quan 

träng v× nã cã vai trß lín trong viÖc t¹o nªn chÊt l−îng c¶m quan cña r−îu vang. Nhê 
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cã enzym nµy mµ axit malic chuyÓn thµnh axit lactic vµ CO2 t¹o cho r−îu vang cã ®é 

chua thÝch hîp còng nh− cã vÞ ®¾ng dÞu. MÆt kh¸c còng nhê enzym nµy mµ axit xitric 

®−îc chuyÓn ho¸ thµnh c¸c chÊt kh¸c cã vai trß tæ hîp nªn h×nh th¬m ®Æc tr−ng cho 

vang. Ho¹t ®é malolactic cña Leuconostoc oenos cã gi¸ trÞ cao nhÊt ë pH 3 vµ thÊp 

dÇn theo chiÒu t¨ng cña pH. Ho¹t ®é nµy phô thuéc rÊt nhiÒu vµo nång ®é axit malic v× 

axit malic lµ chÊt c¶m øng cho sù h×nh thµnh enzim malolactic. Khi nång ®é axit malic 

b»ng hoÆc lín h¬n 10g/l th× ho¹t ®é malolactic cña Leuconostoc oenos lµ cao nhÊt. 

Ng−îc l¹i nÕu nång ®é axit malic nhá h¬n 10g/l th× ho¹t ®é malolactic thÊp dÇn. 

 

2.1.5. ¶nh h−ëng cña ®iÒu kiÖn c«ng nghÖ vµ m«i tr−êng ®Õn qu¸ tr×nh lªn men 

malolactic. 

2.1.5.1.¶nh h−ëng cña pH: 

pH cã ¶nh h−ëng rÊt s©u s¾c ®Õn sinh tr−ëng, ph¸t triÓn, còng nh− kh¶ n¨ng 

ph©n gi¶i axit malic cña Leuconostoc oenos. §©y lµ yÕu tè quyÕt ®Þnh ®Õn tiÕn tr×nh 

lªn men malolactic. Kho¶ng pH tèi −u cho sù ph¸t triÓn còng nh− ph©n gi¶i axit malic 

cña c¸c chñng vi khuÈn lµ rÊt kh¸c nhau ngay c¶ trong cïng mét loµi. Vi khuÈn 

Leuconostoc oenos cã thÓ ph¸t triÓn ®−îc b¾t ®Çu tõ pH=2,9 nh−ng pH tèi thÝch cho sù 

ph¸t triÓn cña chñng vi khuÈn nµy l¹i lµ  4,5-6,5.  

Së dÜ vi khuÈn Lcn.oenos chuyÓn ho¸ ®−îc axit malic thµnh axit lactic v× trong 

tÕ bµo cña nã cã chøa enzym malolactic. Do b¶n chÊt cña enzym lµ protein nªn ho¹t 

lùc cña nã chØ phï hîp víi mét sè kho¶ng pH nhÊt ®Þnh, nÕu kh«ng sÏ x¶y ra hiÖn 

t−îng keo tô hoÆc biÕn tÝnh protein vµ sÏ dÉn tíi mÊt ho¹t lùc enzym. C¸c nghiªn cøu 

chØ ra r»ng pH tèi thÝch cho sù chuyÓn ho¸ axit malic thµnh axit lactic lµ ë pH < 3. 

Theo kÕt qu¶ nghiªn cøu cña TiÕn sÜ Liªn Thanh [1] th× pH 4,5 lµ thÝch hîp nhÊt cho 

qu¸ tr×nh chuyÓn ho¸ c¬ chÊt ®Ó t¹o thµnh sinh khèi cña chñng Lcn.oenos ®· ®−îc sö 

dông trong c¸c thÝ nghiÖm cßn pH 3,1 l¹i lµ pH tèi thÝch cho sù ph©n gi¶i axit malic 

cña c¸c chñng vi khuÈn nµy.  

Qua c¸c kÕt qu¶ trªn cho thÊy m«i tr−êng vang non lµ rÊt thÝch hîp cho sù ph©n 

huû axit malic v× c¸c chñng vi khuÈn cã ho¹t ®é malolactic cao trong kho¶ng pH cña 

vang non, tuy nhiªn l¹i kh«ng thÝch hîp cho sù sinh tr−ëng cña chóng. §©y còng lµ 
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mét ®iÓm g©y khã kh¨n cho viÖc khëi ®éng qu¸ tr×nh lªn men malolactic. Tuy nhiªn 

vÉn hoµn toµn cã thÓ kh¾c phôc ®−îc ®iÓm nµy nhê c¸c biÖn ph¸p kü thuËt. 

2.1.5.2. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é: 

Th«ng th−êng nhiÖt ®é 20oC lµ nhiÖt ®é tèi −u ®Ó lªn men malolactic, tuy nhiªn 

trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt chØ cã ë c¸c c¬ së cã hÖ thèng cÊp l¹nh míi cã thÓ ®iÒu chØnh 

®−îc t−¬ng ®èi chÝnh x¸c nhiÖt ®é nµy. ChØ mét sè Ýt chñng vi khuÈn cã kh¶ n¨ng lªn 

men malolactic ë 15oC, cßn d−íi 15oC th× qu¸ tr×nh lªn men malolactic rÊt khã x¶y ra.  

 

2.1.5.3.¶nh h−ëng cña nång ®é cån: 

Th«ng th−êng nÕu nång ®é ethanol v−ît qu¸ 10%V th× qu¸ tr×nh lªn men 

malolactic sÏ bÞ øc chÕ mét c¸ch m¹nh mÏ. Nh−ng Leuconostoc vµ Pediococcus th× l¹i 

chÞu ®−îc nång ®é cån 12-14%V. Khi nång ®é cån v−ît qu¸ 15%V th× sù ph¸t triÓn 

cña vi khuÈn kh«ng diÔn ra n÷a, tuy nhiªn qu¸ tr×nh lªn men malolactic vÉn cã thÓ x¶y 

ra. Nh− vËy cån ¶nh h−ëng ®Õn sù ph¸t triÓn cña vi khuÈn m¹nh h¬n lµ vµo chÝnh qu¸ 

tr×nh lªn men malolactic, so víi pH vµ nhiÖt ®é th× ¶nh h−ëng cña nång ®é cån ®Õn 

qu¸ tr×nh lªn men malolactic lµ Ýt s©u s¾c h¬n. KÕt qu¶ nghiªn cøu cña TS Liªn Thanh 

còng cho thÊy khi nång ®é cån lµ 11%V th× vi khuÈn vÉn cßn ph¸t triÓn yÕu, ®Õn 

13%V th× vi khuÈn hoµn toµn kh«ng ph¸t triÓn sè l−îng vi khuÈn gi¶m dÇn ngay tõ 

ngµy ®Çu, ®Õn 15%V th× vi khuÈn bÞ tiªu diÖt sau 5 ngµy. 

2.1.5.4. ¶nh h−ëng cña SO2: 

Trong s¶n xuÊt r−îu vang ng−êi ta sö dông SO2 ®Ó chèng oxy ho¸ vµ kh¸ng 

khuÈn v× SO2 cã t¸c dông øc chÕ mét vµi lo¹i enzym oxy ho¸-khö vµ øc chÕ sù ph¸t 

triÓn cña mét sè lo¹i vi khuÈn lactic hay vi khuÈn axetic bÊt lîi. Mét phÇn SO2 ë d¹ng 

tù do cßn mét phÇn chóng kÕt hîp víi c¸c cÊu tö kh¸c cã trong r−îu vang. Trong qu¸ 

tr×nh lªn men cån, SO2 kÕt hîp víi nhiÒu chÊt kh¸c, sau qu¸ tr×nh nµy ¶nh h−ëng cña 

SO2 lªn vi khuÈn cã gi¶m ®i nh−ng vÉn cßn cã nh÷ng t¸c dông nhÊt ®Þnh.  

Nh×n chung trong vang hµm l−îng SO2 tæng sè kho¶ng 100-150mg/l tøc lµ 

kho¶ng 1-10mg SO2 d−íi d¹ng tù do/l lµ ®ñ ®Ó h¹n chÕ sù ph¸t triÓn cña vi khuÈn cã 

trong vang. T¹i vïng Bordeaux cña Ph¸p nhiÒu n¨m kinh nghiÖm cho thÊy ®iÒu kiÖn 
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®Ó qu¸ tr×nh lªn men malolactic cã thÓ tiÕn hµnh tèt ®Ñp lµ nång ®é SO2 tæng sè kh«ng 

lín h¬n 40-50 mg/l (tøc kho¶ng 5mg/l SO2 tù do).  

Nh− vËy cã thÓ nãi r»ng ngoµi nh÷ng t¸c dông quan träng trong qu¸ tr×nh chÕ 

biÕn vang th× SO2 còng l¹i lµ mét chÊt øc chÕ ®¸ng kÓ qu¸ tr×nh lªn men malolactic sau 

nµy. V× vËy ®Ó qu¸ tr×nh lªn men malolactic thùc hiÖn ®−îc mét c¸ch tèt ®Ñp th× cÇn 

ph¶i sunfit ho¸ n−íc nho mét c¸ch võa ph¶i ®Ó c¸c vi khuÈn cã lîi cã thÓ sinh tr−ëng 

vµ ph¸t triÓn ®−îc.  

2.I.5.5.¶nh h−ëng cña c¸c lo¹i ®−êng: 

§−êng còng lµ mét c¬ chÊt quan träng trong qu¸ tr×nh ph¸t triÓn cña vi khuÈn 

Lcn.oenos. Tuy ®−êng kh«ng ph¶i lµ c¬ chÊt chÝnh trong qu¸ tr×nh lªn men malolactic 

nh−ng thµnh phÇn ®−êng trong m«i tr−êng còng cã nh÷ng ¶nh h−ëng ®¸ng kÓ ®Õn sù 

sinh tr−ëng, ph¸t triÓn cña vi khuÈn. Theo kÕt qu¶ nghiªn cøu cña TiÕn sÜ Liªn Thanh 

th× khi trong m«i tr−êng chØ cã fructoza hoÆc glucoza lµm c¬ chÊt th× nhËn thÊy 

fructoza cã t¸c dông kÝch thÝch sinh tr−ëng m¹nh h¬n ®−êng glucoza [1]. Nh− vËy 

nhËn thÊy r»ng ®−êng d¹ng xetoza nh− fructoza kÝch thÝch sinh tr−ëng m¹nh h¬n 

®−êng d¹ng andoza nh− glucoza vµ tèc ®é chuyÓn ho¸ ®−êng xetoza nhanh h¬n tèc ®é 

chuyÓn ho¸ andoza. 

2.1.5.6.¶nh h−ëng cña nguån nit¬: 

Nguån nit¬ cã ¶nh h−ëng kh¸ nhiÒu ®Õn sù ph¸t triÓn cña Leuconostoc oenos. 

Theo nghiªn cøu cña TiÕn sÜ Liªn Thanh th× cao nÊm men cã t¸c dông kÝch thÝch sinh 

tr−ëng cña Leuconostoc oenos tèt nhÊt, sau ®ã lµ cao thÞt, cßn pepton th× hÇu nh− 

kh«ng cã t¸c dông kÝch thÝch sinh tr−ëng cña chñng vi khuÈn nµy nh−ng m«i tr−êng tæ 

hîp cña c¶ ba lo¹i vÉn cho kÕt qu¶ tèt nhÊt. [1] 

Tuy nhiªn trong qu¸ tr×nh lªn men malolactic th× nguån dinh d−ìng nit¬ trong 

m«i tr−êng rÊt dåi dµo do sau khi kÕt thóc qu¸ tr×nh lªn men r−îu l−îng nÊm men cßn 

l¹i trong vang non sÏ tù ph©n (do trong tÕ bµo cña chóng cã chøa hÖ enzym thuû ph©n 

protein), nguån nit¬ tù ph©n cña nÊm men lµ mét nguån ®¹m rÊt lý t−ëng cho sù ph¸t 

triÓn cña Lcn.oenos.  
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2.1.5.7. ¶nh h−ëng cña axit malic vµ c¸c axit h÷u c¬ kh¸c: 

*Axit malic: lµ chÊt c¶m øng cho sù h×nh thµnh enzym malolactic, v× vËy trong 

m«i tr−êng buéc ph¶i cã thµnh phÇn nµy. NÕu chØ xÐt vÒ mÆt sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn 

th× axit malic hÇu nh− kh«ng cã t¸c dông g× trong viÖc kÝch thÝch sù sinh tr−ëng vµ 

ph¸t triÓn cña vi khuÈn Lcn.oenos kÓ c¶ hai d¹ng D vµ L, thËm chÝ cßn cã t¸c dông øc 

chÕ khi nång ®é v−ît qu¸ 10g/l. Nh− vËy sù cã mÆt cña axit malic lµ cÇn thiÕt ®Ó lµm 

chÊt c¶m øng nh»m thu ®−îc vi khuÈn Lcn.oenos cã ho¹t lùc malolactic cao nh−ng chØ 

trong giíi h¹n nång ®é cho phÐp ®Ó kh«ng g©y øc chÕ cho qu¸ tr×nh sinh tr−ëng vµ 

ph¸t triÓn cña chóng, c¸c nghiªn cøu cho thÊy nång ®é axit malic cho ho¹t ®é 

malolactic cña vi khuÈn cao nhÊt lµ 10g/l ®èi víi d¹ng DL vµ 5g/l ®èi víi d¹ng L. 

*Axit lactic: øc chÕ sù ph¸t triÓn cña Lcn.oenos. Khi nång ®é axit nµy lµ 0,5 g/l 

th× sinh khèi gi¶m rÊt nhanh chØ cßn kho¶ng 50% so víi mÉu ®èi chøng; t¨ng nång ®é 

axit lªn gÊp ®«i th× sinh khèi gi¶m 57,5%; t¨ng gÊp 6 lÇn th× sinh khèi gi¶m 79,2% vµ 

khi nång ®é axit lactic lµ 5g/l th× Lcn.oenos hoµn toµn kh«ng ph¸t triÓn ®−îc n÷a.  

Sù tiªu hao ®−êng glucoza phô thuéc vµo nång ®é axit lactic cã trong m«i 

tr−êng, khi nång ®é axit lactic t¨ng lªn th× l−îng ®−êng glucoza tiªu hao sÏ gi¶m, vµ 

sù tiªu hao ®−êng sÏ chÊm døt khi nång ®é axit lactic 5g/l. Tuy nhiªn t¸c dông øc chÕ 

cña axit lactic sÏ gi¶m ®i nÕu m«i tr−êng cã mÆt ®ång thêi c¶ axit malic. V× vËy trong 

lªn men malolactic th× dï nång ®é axit malic cã t¨ng lªn th× sinh khèi Lcn.oenos còng 

vÉn t¨ng do trong vang lu«n cã mét l−îng axit malic do nguyªn liÖu ®−a vµo hoÆc 

®−îc h×nh thµnh trong qu¸ tr×nh lªn men r−îu. 
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*Axit xitric  vµ axit tartric: Hai axit nµy cã trong qu¶ vµ ®i vµo dÞch lªn men 

vang. Khi m«i tr−êng cã fructoza th× axit xitric  cã t¸c dông kÝch thÝch sù ph¸t triÓn 

cña Lcn.oenos ë c¸c nång ®é tõ 2-7,5 g/l. Khi m«i tr−êng cã mÆt glucoza th× axit xitric 

hÇu nh− kh«ng cã t¸c dông kÝch thÝch sinh tr−ëng. §iÒu t−¬ng tù còng ®óng ®èi víi 

axit tartric. Ng−êi ta còng nhËn thÊy r»ng ngay c¶ khi cã mÆt axit malic vµ hexoza th× 

axit tartric còng kh«ng cã t¸c dông kÝch thÝch sinh tr−ëng. Trong giai ®o¹n lªn men 

phô Lcn.oenos kh«ng cã kh¶ n¨ng chuyÓn ho¸ axit tartric, ®©y lµ ®iÓm cã lîi v× vang 

sÏ tr¸nh bÞ “trë chua” do biÕn ®æi cña axit nµy. 

Ngoµi ra axit oxalic øc chÕ hoµn toµn ho¹t ®é enzym malolactic. Axit maleic, 

axit pyruvic kh«ng øc chÕ malolactic néi bµo. 

2.1.5.8.¶nh h−ëng qua l¹i cña nÊm men vµ Lcn.oenos: 

Theo kÕt qu¶ nghiªn cøu cña TiÕn sÜ Liªn Thanh [1] th× khi tiÕp gièng ®ång thêi 

Saccharomyces víi l−îng tÕ bµo 5x105/ml vµ L.oenos víi l−îng tÕ bµo 106/ml th× sau 3 

ngµy nu«i cÊy l−îng tÕ bµo nÊm men t¨ng tõ 5x105 lªn 7x107, trong khi ®ã l−îng vi 

khuÈn sèng sãt gi¶m 10%, nguyªn nh©n lµ do sù c¹nh tranh c¸c yÕu tè dinh d−ìng cã 

trong m«i tr−êng. §Õn ngµy thø 4 khi nÊm men ®· dõng ph¸t triÓn vµ ®é cån ®· ®¹t 

cao th× vi khuÈn b¾t ®Çu ph¸t triÓn vµ t¨ng lªn tíi 5x107/ml. Lªn men r−îu kÕt thóc sau 

12 ngµy vµ axit malic hoµn toµn bÞ tho¸i biÕn sau 22 ngµy. 

Vi khuÈn tiÕp tôc t¨ng vµ l−îng tÕ bµo ®¹t trªn 108/ml nhê sö dông axit xitric 

sau khi nguån ®−êng vµ axit malic ®· c¹n kiÖt, tøc lµ sù tiªu hao axit xitric cèt lµ ®Ó 

t¨ng sinh khèi cña Lcn.oenos chø kh«ng ph¶i ®Ó t¹o axit axetic. Axit axetic ®−îc chñ 

yÕu t¹o thµnh trong giai ®o¹n lªn men chÝnh.  

NÕu tiÕp vi khuÈn vµo ngµy thø ba th× sù sinh tr−ëng cña vi khuÈn bÞ øc chÕ 

m¹nh mÏ v× lóc nµy nÊm men cßn ph¸t triÓn m¹nh vµ cån ®· t¨ng cao. NÕu tiÕp sau 

ngµy thø 9 th× sù sinh tr−ëng Ýt bÞ ¶nh h−ëng v× lóc nµy nÊm men ®· ngõng ho¹t ®éng 

vµ sè l−îng lín tÕ bµo ®· chÕt vµ gi¶i phãng chÊt dinh d−ìng vµo m«i tr−êng t¹o ®iÒu 

kiªn thuËn lîi cho vi khuÈn ph¸t triÓn. 

Tuy nhiªn nh×n chung c¸c chñng nÊm men vµ vi khuÈn Lcn.oenos  kh¸c nhau 

th× ¶nh h−ëng gi÷a chóng còng kh¸c nhau khi nu«i cÊy hçn hîp. NhiÒu chñng nÊm 

men khi nu«i cÊy chung víi Lcn.oenos th× thêi gian lªn men r−îu bÞ kÐo dµi 5-7 ngµy 

 15



so víi mÉu ®èi chøng nh−ng cã chñng l¹i kh«ng bÞ ¶nh h−ëng g× thËm chÝ cßn lµm 

gi¶m thêi gian lªn men chÝnh, trong tr−êng hîp nµy lªn men r−îu cã thÓ kÕt thóc sím 

3-5 ngµy.  

Theo Beelman vµ Kunkee [25,26] thÊy r»ng viÖc cÊy ®ång thêi nÊm men vµ vi 

khuÈn cã kÕt qu¶ tèt, viÖc lªn men r−îu vµ lªn men malolactic ®¹t ®−îc ®ång thêi. 

Nh−ng mét sè c«ng tr×nh kh¸c ®· quan s¸t thÊy sù kÐm sinh tr−ëng cña vi khuÈn còng 

nh− viÖc gi¶m chËm cña axit malic khi chóng ®−îc cÊy ®ång thêi víi men gièng. §iÒu 

nµy cho thÊy tÇm quan träng cña nÊm men tù ph©n trong viÖc cung cÊp c¸c chÊt dinh 

d−ìng chÝnh cho sù sinh tr−ëng cña vi khuÈn. 

Nh− vËy ¶nh h−ëng qua l¹i gi÷a nÊm men vµ vi khuÈn lµ rÊt phøc t¹p phô thuéc 

vµo ®Æc ®iÓm riªng cña tõng chñng gièng mçi lo¹i. V× vËy bÊt cø mét nghiªn cøu nµo 

còng nªn tiÕn hµnh nghiªn cøu ¶nh h−ëng qua l¹i gi÷a hai chñng nÊm men vµ vi khuÈn 

®−îc sö dông trong nghiªn cøu ®Ó cã thÓ t×m ®−îc thêi ®iÓm bæ sung vi khuÈn thÝch 

hîp tr¸nh sù øc chÕ lÉn nhau gi÷a c¸c chñng.  

 

2.2. Qu¸ tr×nh lµm trong r−îu vang 

2.2.1.Môc ®Ých cña qu¸ tr×nh lµm trong r−îu vang: 

§é trong lµ mét trong nh÷ng ®ßi hái sè mét vÒ chÊt l−îng cña r−îu vang ®èi 

víi ng−êi tiªu dïng. HiÖn t−îng ®ôc lµ mét dung dÞch cã mÆt c¸c tiÓu phÇn vµ c¸c chÊt 

l¬ löng mµ nã lµm chÖch ¸nh s¸ng tõ h−íng ®i th«ng th−êng, nã lµ mét nh©n tè g©y 

¶nh h−ëng kh«ng tèt khi ®¸nh gi¸ chÊt l−îng r−îu vang. Do ®ã viÖc ®o ®é trong cã 

liªn quan tíi viÖc x¸c ®Þnh ®é ®ôc, nã phô thuéc vµo sè l−îng vµ kÝch cì cña c¸c tiÓu 

phÇn trong dung dÞch l¬ löng. NhiÒu c«ng tr×nh nghiªn cøu ®· kÕt luËn r»ng r−îu vang 

cã thÓ ®−îc lµm trong trong thêi gian ng¾n b»ng viÖc lo¹i bá c¸c tiÓu phÇn nµy. Môc 

®Ých chÝnh cña qu¸ tr×nh æn ®Þnh r−îu vang lµ ®Ó ®¶m b¶o ®é trong ®−îc l©u dµi vµ 

ng¨n chÆn qu¸ tr×nh l¾ng cÆn. Qu¸ tr×nh æn ®Þnh vang bÞ ¶nh h−ëng bëi c¸c ®iÒu kiÖn 

nh−: nhiÖt ®é, sù «xi ho¸ hay ¸nh s¸ng n¬i mµ r−îu vang ®−îc tµng tr÷. C¸c c¬ chÕ 

ho¸ vµ sinh häc g©y ra ®ôc hay l¾ng cÆn vµ c¸c qu¸ tr×nh xö lÝ hiÖu qu¶ ®Ó lµm æn ®Þnh 

r−îu vang tr−íc khi ®ãng chai còng ®· ®−îc nhiÒu nhµ khoa häc nghiªn cøu. 
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 Qu¸ tr×nh l¾ng cÆn tù nhiªn lµ qu¸ tr×nh kÕt l¾ng cña c¸c tiÓu phÇn trong dung 

dÞch l¬ löng vµ sù hÊp phô cña chóng trªn c¸c v¸ch cña c¸c thïng chøa r−îu vang b»ng 

träng lùc. Sau khi qu¸ tr×nh lªn men malolactic, r−îu vang ®á cã chøa c¸c tiÓu phÇn tõ 

dÞch qu¶ nho, nÊm men vµ vi khuÈn, c¸c muèi, c¸c chÊt keo vµ c¸c chÊt kh«ng kÕt tinh 

kh¸c. C¸c yÕu tè bªn ngoµi nh− nhiÖt ®é, «xy, c¸c chÊt tanin tõ gç såi còng sÏ lµm 

thóc ®Èy hoÆc h¹n chÕ qu¸ tr×nh kÕt l¾ng. ViÖc lµm trong r−îu vang còng cã thÓ thùc 

hiÖn b»ng t¸ch cÆn, nhÊt lµ khi r−îu vang ®−îc tµng tr÷ trong c¸c thïng chøa cã kÝch 

cì nhá. Qu¸ tr×nh l¾ng tù nhiªn th−êng x¶y ra rÊt nhanh trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt vang 

®á vµ vang tr¾ng kh«, nh−ng l¹i chËm h¬n trong c¸c lo¹i vang tr¾ng ngät. 

Cßn qu¸ tr×nh lµm trong lµ viÖc bæ sung mét chÊt víi môc ®Ých ®Ó t¹o ra hiÖn 

t−îng kÕt b«ng vµ l¾ng cÆn trong vang non ch−a æn ®Þnh keo [28]. §Ó ®¹t ®−îc ®é 

trong cÇn thiÕt æn ®Þnh vÒ mÆt ho¸ lý, ng−êi ta th−êng bæ sung cã chñ ®Þnh c¸c chÊt cã 

kh¶ n¨ng hÊp phô, c¸c chÊt nµy cã thÓ kÕt tña mét phÇn  c¸c thµnh phÇn hoµ tan cã 

mÆt trong r−îu vang, vµ th−êng ®−îc gäi lµ c¸c t¸c nh©n lµm trong [27]. C¸c chÊt nµy 

sÏ “giam gi÷” c¸c tiÓu phÇn g©y ®ôc vµ kh«ng æn ®Þnh trong vang, do vËy mµ r−îu sÏ 

æn ®Þnh vµ trong h¬n. B»ng c¶m quan ng−êi ta cã thÓ thÊy r»ng qu¸ tr×nh lµm trong cã 

c¶ thay ®æi tèt vµ xÊu, tuú thuéc vµo chñng lo¹i vµ chÊt l−îng c¸c t¸c nh©n lµm trong 

sö dông th× r−îu vang sÏ cã vÞ ªm dÞu h¬n hay sÏ cã t¸c dông ng−îc l¹i. 

 Mét sè thÝ dô ®iÓn h×nh vÒ ho¹t tÝnh cña mét sè t¸c nh©n lµm trong: 

(1) Sù lo¹i bá tannin vµ c¸c hîp chÊt polyphenol g©y n©u hãa b»ng c¸c chÊt lµm trong 

cã b¶n chÊt protein nh− casein, isinglass, albumin vµ gelatin. 

(2) HÊp phô protein r−îu vang b»ng ®Êt trao ®æi vÝ dô nh− bentonit. 

(3) Sù lo¹i bá c¸c hîp chÊt mono- vµ poly-  phenol ph©n tö nhá b»ng c¸c vËt liÖu 

polyamide nh− lµ polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) vµ nylon.  

(4) Sù lo¹i bá c¸c mïi kh«ng mong ®îi cña vang b»ng sunphat ®ång hoÆc mét sè chÊt 

kh¸c. 

(5) Sù lo¹i bá c¸c h¹t keo vµ c¸c kÕt tña míi h×nh thµnh b»ng c¸c vËt liÖu gelatin. 
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2.2.2. Mét sè t¸c nh©n lµm trong: 

C¸c t¸c nh©n lµm trong cã thÓ ®−îc ph©n lo¹i thµnh mét trong c¸c nhãm d−íi 

®©y. C¸c nhãm bao gåm c¸c chÊt protein (casein, albumin, isinglass vµ gelatin), ®Êt 

ho¹t tÝnh (c¸c d¹ng bentonit vµ c¸c lo¹i ®Êt kh¸c),  c¸c polyme víi c¸c thµnh phÇn tr¬ 

hoÆc pirridone (nilon vµ PVPP) vµ c¸c chÊt keo cã kh¶ n¨ng hoµ tan h¹n chÕ 

(polysaccharide tù nhiªn vµ c¸c chÊt kÕt tña ferroxyanide cïng c¸c muèi cña nã).  

 

2.2.2.1.C¸c chÊt trî l¾ng cã b¶n chÊt protein: 

         Môc ®Ých cña viÖc bæ sung c¸c chÕ phÈm cã b¶n chÊt protein vµo r−îu vang 

nh»m lµm dÞu vµ gi¶m tÝnh chÊt se l−ìi cña r−îu vang, nã cßn lµm gi¶m mµu b»ng 

c¸ch hÊp phô vµ kÕt tña c¸c thµnh phÇn phenol vµ tanin. TÊt c¶ c¸c lo¹i protein nµy ®Òu 

cã b¶n chÊt tù nhiªn vµ th−êng sö dông trong thùc tÕ lµ c¸c d¹ng tinh khiÕt. Bèn lo¹i 

th«ng dông nhÊt hay ®−îc ¸p dông trong r−îu vang lµ casein, gelatin, albumin vµ 

isinglass.[27]  

Gelatin lµ s¶n phÈm thuû ph©n c¸c g©n vµ da cña ®éng vËt. Nã ®−îc ph©n lo¹i 

nh− mét dÉn xuÊt colagen vµ cã träng l−îng ph©n tö lín [27]. C¸c gelatin tinh thÓ 

®−îc hoµ tan trong n−íc nãng víi nhiÖt ®é 40-500C, víi xö lÝ cho r−îu vang ®á th× 

l−îng sö dông th−êng thay ®æi tõ 3-10g/l [28] 

Casein lµ mét hçn hîp c¸c protein trong s÷a khi kÕt tña b»ng axÝt, phÇn lín ë 

d¹ng α vµ β. [27]. Bét casein th−êng kh«ng hoµ tan trong n−íc tinh khiÕt nh−ng hoµ 

tan tèt trong m«i tr−êng kiÒm, l−îng sö dông th−êng tõ 10-20 g/hl, ®«i khi lªn tíi 

50g/hl [28] 

Albumin lµ hçn hîp cña c¸c protein cña lßng tr¾ng trøng: ovalbumin vµ 

conalbumin. Hµm l−îng ovalbumin chiÕm 50% trong protein cña lßng tr¾ng trøng cßn 

conalbumin chØ chiÕm kho¶ng 15%. Albumin lµ mét nhãm c¸c protein cã kh¶ n¨ng 

hoµ tan trong n−íc, bao gåm albumin huyÕt thanh bß(BSA) [27]. .§èi víi lßng tr¾ng 

trøng t−¬i th× l−îng sö dông kho¶ng 3-8g /225lÝt r−îu (mét c¸i lßng tr¾ng trøng t−¬ng 

øng kho¶ng 4 g chÊt kh«). Cßn víi lßng tr¾ng trøng ®«ng l¹nh th× khi ®Ó hÕt ®«ng ë 

nhiÖt ®é th−êng th× sö dông ngay lËp tøc víi l−îng 75-200ml/hl [28]. 
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Isinglass lµ protein d¹ng keo tõ thµnh phÇn cña bong bãng c¸, cã träng l−îng 

ph©n tö vµ c¸c ®Æc tÝnh t−¬ng tù nh− gelatin. Kh¶ n¨ng hoµ tan trong n−íc l¹nh cña 

isinglass tèt h¬n gelatin. C¸c t¸c nh©n lµm trong th−êng hoµ tan tõ 1 ®Õn 5 % trong 

n−íc tuú thuéc vµo b¶n chÊt cña chÊt lµm trong. Trong mét sè tr−êng hîp nhÊt ®Þnh th× 

hoµ tan trong dung dÞch muèi (NaCl hoÆc KCl) hoÆc ë pH kiÒm (b»ng NH4OH). §Æc 

®iÓm chung cña tÊt c¶ c¸c protein nµy lµ chóng cã ®iÓm ®¼ng ®iÖn gÇn víi d·y pH cña 

r−îu vang (Haurowitz 1963). Do vËy, c¸c chÊt trî l¾ng  chØ cã kh¶ n¨ng hoµ tan giíi 

h¹n trong r−îu vang vµ c¸c ph©n tö cña chóng vËn chuyÓn toµn bé c¸c ®iÖn tÝch d−¬ng, 

v× vËy víi bÊt k× l−îng protein ®−îc bæ sung vµo mµ d−  thõa th× sÏ bÞ lo¹i bá b»ng t¸c 

nh©n cã b¶n chÊt lµ bentonit. §iÓm ®¼ng ®iÖn cña protein còng cã t¸c ®éng ®Õn c¸c 

phøc hÖ protein- tanin t−¬ng øng sÏ ®−îc h×nh thµnh( Oh vµ Hoff 1987). C¸c d¹ng chÊt 

tanin h×nh thµnh phøc hÖ hiÖu qu¶ ë gi¸ trÞ pH t−¬ng ®−¬ng ®iÓm ®¼ng ®iÖn cña 

protein nh−ng kÐm hiÖu qu¶ t¹i gi¸ trÞ pH cao h¬n. 

 

2.2.2.2.§Êt ho¹t tÝnh: 

Bentonit ®−îc sö dông réng r·i ®Ó hÊp phô c¸c thµnh phÇn cã b¶n chÊt lµ 

protein cña r−îu vang. Bentonit th−êng ®−îc sö dông ®Ó lµm trong r−îu vang vµ dÊm. 

Betonit lµ mét lo¹i ®Êt tù nhiªn víi c¸c d¹ng cÊu t¹o nh−: Mg, Ca, Al2O3.5 SiO3. 

n H2O (Siddiqui1968). Nguån cña ®Êt ho¹t tÝnh bentonit cã t¸c ®éng kh«ng ®¸ng kÓ  

®Õn c¸c ®Æc tÝnh cña nã, vµ sù kh¸c biÖt chñ yÕu ®ã lµ c¸c tû lÖ cña c¸c ion Mg++, Ca++, 

vµ Na+ trong c¸c l−íi ph©n tö. Bentonit ®−îc s¶n xuÊt ë §øc vµ B¾c Phi  th−êng ®−îc 

sö dông t¹i c¸c n−íc Ch©u ¢u cã c¸c d¹ng Ca++ tréi h¬n vµ kÌm theo lµ hoµ tan trong  

n−íc kÐm h¬n vµ kh¶ n¨ng tiÕp nhËn protein kÐm h¬n tÝnh theo mét ®¬n vÞ träng 

l−îng. Bentonit ®−îc s¶n xuÊt tõ Wyoming th−êng ®−îc sö dông t¹i Mü ë d¹ng Na+, 

hoµ  tan trong n−íc tèt h¬n vµ kh¶ n¨ng tiÕp nhËn protein tèt h¬n so víi d¹ng Ca++ 

(Blande vµ Boulton 1988 ).  

          Bentonit cã cÊu tróc mµ cã thÓ tr−¬ng në sau khi tiÕp xóc víi n−íc. Sau 2 ngµy 

ng©m trong n−íc, dung dÞch bentonit sÏ cã kh¶ n¨ng hÊp thô tèt nhÊt. Bentonit cã b¶n 

chÊt lµ mét chÊt tr¬ víi c¸c hîp chÊt phenol trong r−îu vang ngo¹i trõ c¸c anthocyanin 

mang ®iÖn tÝch d−¬ng. C¸c ®Êt ho¹t tÝnh d¹ng Na++ cã kh¶ n¨ng hÊp phô protein gÊp 
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®«i d¹ng Ca++ ®−îc sö dông lµ  c¸c t¸c nh©n lµm trong trong r−îu vang( Sudraud vµ 

Caye 1985). §· cã nhiÒu c«ng tr×nh nghiªn cøu ®Ó so s¸nh vÒ hai d¹ng hîp chÊt nµy( 

Rankine vµ Emerson 1963,  Jacob 1965), tuy nhiªn víi d¹ng Na+ th× kh¶ n¨ng hÊp phô 

trªn mçi ®¬n vÞ cÆn l¾ng cao h¬n. Kh¶ n¨ng hÊp phô cña ®Êt ho¹t tÝnh betonit ë 

pH=3,0 cao gÊp ba lÇn ë pH = 4,5 ( Kakob 1968). C¬ chÕ trao ®æi cation phô thuéc 

vµo d¹ng ion, c¸c ion Na+ ( hoÆc lµ Ca++) tõ bentonit ®i vµo r−îu vang, khi ®ã nã hÊp 

phô c¸c protein trong qu¸ tr×nh trao ®æi.  

        Bentonit còng ®−îc coi lµ c¸c chÊt trî l¾ng ®Ó lµm trong dÞch qu¶ vµ lµm gi¶m 

møc ®é c¸c chÊt kh¸c h¬n lµ protein (Mobius vµ Gortges 1976). Chóng cã kh¶ n¨ng 

hÊp phô ®¸ng kÓ c¸c amino axÝt vµ c¸c thµnh phÇn kh¸c trong n−íc qu¶. C¸c ®Æc ®iÓm 

kh«ng mong muèn cña bentonit lµ sù kÕt chÆt kÐm cña c¸c cÆn l¾ng cña bentonit, ®iÒu 

nµy cã thÓ ®−îc kh¾c phôc b»ng viÖc sö dông trî läc diatomit ®Ó lµm trong r−îu vang 

sau khi xö lÝ. Bentonit th−êng tr−¬ng në ë trong n−íc víi nång ®é 5-15%, Betonit 

tr−¬ng në tèt h¬n trong n−íc Êm (50-600C). [28] 

 

2.2.2.3.C¸c chÊt cao ph©n tö tæng hîp: 

     C¸c nguyªn liÖu nh− polyglyxin, polyamit (nilon) vµ polyvinyl polypyrrolidone 

(PVPP) lµ c¸c s¶n phÈm tæng hîp víi c¸c nguyªn tö cacbon vµ oxy cã trªn bÒ mÆt mµ 

chóng t¸c dông nh− c¸c chÊt hÊp phô. C¶ nylon vµ PVPP lµ c¸c chÊt bét mµu tr¾ng 

kh«ng cã kh¶ n¨ng hoµ tan mµ th−êng ®−îc sö dông trong r−îu vang.  Do PVPP cã 

kh¶ n¨ng hÊp phô hiÖu qu¶ h¬n, nªn nã th−êng ®−îc −u tiªn sö dông h¬n lµ nylon 

(Caputi vµ Peterson 1965, Rossi vµ Singleton 1966; Fuller vµ Berg1965). C¸c chÊt nµy 

th−êng ®−îc ®−a vµo khi xö lÝ c¸c mÎ, sau ®ã ®−îc ®Ó l¾ng vµ läc t¸ch ra khái r−îu 

vang vµ th¶i bá [27]. PVPP cã ¸i lùc m¹nh ®èi víi c¸c hîp chÊt polyphenol[28], ë 

ph¸p th−êng sö dông víi hµm l−îng cao nhÊt lµ 80g/hl. PPVP cßn ®−îc sö dông ®Ó 

lµm mÊt mµu trùc tiÕp trong vang tr¾ng hay ®Ó lo¹i bá c¸c chÊt mµu kh«ng mong 

muèn, nã th−êng sö dông ®Ó lµm gi¶m vÞ se l−ìi vµ lµm mÒm c¸c lo¹i r−îu vang cã 

l−îng tanin cao. §iÓm ®¸ng quan t©m trong thùc tÕ ®èi víi c¸c t¸c nh©n lµm trong nµy 

®−îc thÓ hiÖn trong kh¶ n¨ng hÊp phô c¸c chÊt  phenol ®¬n ph©n nh−: catechin (hay 

c¸c flavonoid) chiÕm −u thÕ h¬n so víi c¸c chÊt phenol l−ìng ph©n ( Rossi vµ 
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Singleton 1966). Cßn ®èi víi c¸c hîp chÊt m¹ch dµi th× kh¶ n¨ng hÊp  phô hiÖu qu¶ 

h¬n khi sö dông c¸c chÊt trî l¾ng cã b¶n chÊt protein. C¸c catechin th−êng liªn quan 

tíi qu¸ tr×nh n©u ho¸ ho¸ trong r−îu vang tr¾ng vµ ®−îc xem lµ c¸c chÊt ®¾ng ®Æc thï 

trong tù nhiªn h¬n h¬n c¶ ng−ìng c¶m nhËn lµ 20 mg/L ( Singleton vµ Noble 1976). 

Trªn ®©y lµ c¸c t¸c nh©n lµm trong th−êng sö dông nhÊt, ngoµi ra ng−êi ta cßn 

sö dông mét sè t¸c nh©n kh¸c cã b¶n chÊt keo nh−: c¸c Polysaccharit tù nhiªn  

( agar, alginat...), than ho¹t tÝnh., huyÒn phï silicagen... 

 

2.2.3.C¸c ph¶n øng gi÷a protein vµ tanin: 

C¸c t¸c ®éng kÞ n−íc  th−êng x¶y ra gi÷a tanin vµ c¸c vïng kh«ng cã cùc cña 

protein ( Martin cµ céng sù , 1990, Haslam, 1993). Mét sè t¸c gi¶ kh¸c nh− Oh vµ 

céng (sù 1980) cho r»ng ®©y lµ mét kiÓu t−¬ng t¸c −u tiªn do b¶n chÊt kÞ n−íc cña 

tanin, ®−îc m« t¶ bëi sô hÊp phô cña chóng lªn c¸c nhùa polyester. C¸c ph¶n øng nµy 

chÝnh lµ nguån gèc cña c¸c phøc hîp ®−îc t¨ng c−êng bëi c¸c liªn kÕt hydro. Nh÷ng 

hiÖn t−îng bÒ mÆt nµy kh«ng chØ phô thuéc  vµo sè l−îng c¸c nhãm phenol trªn bÒ 

mÆt ph©n tö ( Haslam vµ Lilley, 1985) mµ cßn phô thuéc vµo c¸c tØ lÖ c©n xøng cña 

mçi nhãm. H¬n n÷a ë hµm l−îng protein thÊp th× c¸c polyphenol sÏ liªn kÕt víi bÒ mÆt 

cña protein ë mét hoÆc nhiÒu vÞ trÝ, h×nh thµnh mét líp mµ kh¶ n¨ng hót n−íc kÐm h¬n 

lµ khi chØ cã mét m×nh protein. §iÒu nµy dÉn ®Õn qu¸ tr×nh kÕt tô l¹i vµ l¾ng xuèng. 

Cßn khi hµm l−îng protein cao, th× c¸c hiÖn t−îng t−¬ng tù x¶y ra víi sù h×nh thµnh 

cña c¸c liªn kÕt chÐo gi÷a c¸c ph©n tö protein.  

 Sù t−¬ng t¸c cña protein phô thuéc vµo c¸c ®Æc tÝnh cña tanin nh−: kÝch cì, cÊu 

tróc, ®iÖn tÝch... C¸c t−¬ng t¸c nµy còng biÕn ®æi tuú theo thµnh phÇn cña tanin: c¸c 

tanin ®−îc h×nh thµnh tõ procyanidin ®−îc liªn kÕt bëi liªn kÕt chÐo ethyl, hay c¸c 

tanin ®−îc liªn kÕt víi c¸c anthocyanin, hay phøc hîp tanin víi polysaccharit. ë 

pH=3,5, c¸c ph©n tö nµy cã ®iÖn tÝch kh¸c nhau phô thuéc vµo nguån gèc cña nã. 

Còng nh− tanin, c¸c ®Æc tÝnh cña protein (thµnh phÇn, cÊu tróc, kÝch cì, ®iÖn tÝch  c¸c 

amino axÝt) ®ãng vai trß chñ yÕu trong c¸c ph¶n øng nµy. H¬n n÷a, c¸c protein mµ cã 

hµm l−îng proline cao th× cã ¸i lùc lín ®èi víi c¸c chÊt tanin (Hagerman vµ Butler, 
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1980a, Mehansho vµ céng sù, 1988). C¸c chÊt lµm trong cã b¶n chÊt lµ protein mang 

®iÖn tÝch d−¬ng ë pH=3,5. 

 

2.2.4.¶nh h−ëng cña m«i tr−êng ®Õn sù t−¬ng t¸c gi÷a tanin vµ protein: 

- Th«ng th−êng l−îng protein ®−îc bæ sung vµo cµng lín th× l−îng tanin ®−îc lo¹i bá 

cµng nhiÒu. Tuy nhiªn ph¶n øng nµy cßn phô thuéc vµo lo¹i protein, vµ c¸c nhµ khoa 

häc ch−a thÊy cã sù t−¬ng quan trùc tiÕp gi÷a l−îng protein ®−îc bæ sung vµo vµ l−îng 

tanin bÞ lo¹i bá. §é ®ôc, còng nh− chñng lo¹i vµ l−îng cÆn l¾ng phøc hîp protein vµ 

tanin phô thuéc vµo hµm l−îng cña rÊt nhiÒu chÊt (Calderon vµ céng sù, 1968). 

- ë pH tõ 2 - 4 th× qu¸ tr×nh kÕt b«ng gi÷a tanin vµ protein x¶y ra nhanh h¬n, vµ c¸c 

tiÓu phÇn l¾ng cÆn tèt h¬n ë ®é chua thÊp ( RibÐreau-Gayon vµ céng sù, 1977). Víi 

cïng mét l−îng t¸c nh©n lµm trong bæ sung vµo th× sè l−îng tanin ®−îc lo¹i bá sÏ t¨ng 

phô thuéc vµo pH cña r−îu vang. §èi víi r−îu vang ®á th× l−îng tanin sÏ t¨ng thªm 

gÊp ®«i gi÷a pH 3,4-3, 9. 

- Sù cã mÆt c¸c cation Na+, K+, Ca2+, Mg2+, ®Æc biÖt lµ Fe3+ lµ kh«ng thÓ thiÕu trong 

qu¸ tr×nh kÕt b«ng vµ l¾ng c¸c phøc hîp protein vµ tanin (RibÐreau-Gayon, 1934). C¸c 

phøc chÊt tanin vµ s¾t mang ®iÖn tÝch ©m ph¶n øng víi c¸c protein mang ®iÖn tÝch 

d−¬ng (RibÐreau-Gayon vµ céng sù, 1977). ¤xy hoµ tan còng thóc ®Èy qu¸ tr×nh kÕt 

b«ng vµ lµm dÔ dµng h×nh thµnh ion s¾t hãa trÞ 3.  

- C¸c lo¹i polysaccharit cã c¸c ¶nh h−ëng kh¸c nhau. C¸c chÊt cao ph©n tö (nh− 

glucan) cã ho¹t ®éng “b¶o vÖ” ®Ó ng¨n c¶n qu¸ tr×nh kÕt b«ng vµ kÕt l¾ng, nghÜa lµ 

ng¨n c¶n qu¸ tr×nh lµm trong. C¸c polysaccharit còng cã t¸c ®éng “ho¹t ho¸”, sù cã 

mÆt cña pectin, arabinogalactan vµ axÝt polygalacturonic sÏ lµm t¨ng c−êng ®é ®ôc vµ 

rÊt thÝch hîp cho qu¸ tr×nh lµm trong, trong khi ®ã c¸c polysaccharit trung tÝnh kh«ng 

cã ¶nh h−ëng. 

- Calderon vµ céng sù (1968) ®· kÕt luËn r»ng ¸i lùc cña tanin ®èi víi gelatin trong 

m«i tr−êng cã nång ®é cån cao sÏ bÞ gi¶m, vµ phøc hîp sau khi h×nh thµnh th× l¹i bÞ 

hoµ tan. Víi nång ®é cån tõ 11-13% th× kh«ng ¶nh h−ëng. 
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- ë nhiÖt ®é thÊp (150C) lµm t¨ng qu¸ tr×nh kÕt l¾ng vµ lµm trong lµ do sù chuyÓn ®éng 

c¸c chÊt lµm n©u ho¸ gi¶m, sÏ lµm t¨ng kh¶ n¨ng kÕt b«ng c¸c chÊt keo, do vËy mµ 

ng−êi ta th−êng tiÕn hµnh qu¸ tr×nh lµm trong vµo mïa ®«ng. 

 

2.2.5. ¶nh h−ëng cña qu¸ tr×nh lµm trong lªn c¸c hîp chÊt phenol vµ c¸c chÊt 

h−¬ng trong r−îu vang:  

Qu¸ tr×nh l¾ng trong vang ®á víi gelatin ®Ó lµm trong vµ æn ®Þnh r−îu vang 

b»ng viÖc lo¹i bá c¸c chÊt mµu keo kh«ng æn ®Þnh th× sù gi¶m c−êng ®é mµu vµ hµm 

l−îng c¸c chÊt phenol kh«ng qu¸ lín, nh−ng chñ yÕu ¶nh h−ëng tíi  c¸c anthocyanin 

liªn kÕt (chØ sè PVP) vµ chñ yÕu lµ c¸c ph©n tö tanin lín (chØ sè thÈm t¸ch vµ EtOH) 

vµ c¸c ph©n tö tanin trïng hîp (chØ sè HCl). KÕt qu¶ lµ c¸c chØ sè nµy gi¶m t−¬ng øng 

víi viÖc r−îu vang cã h−¬ng dÞu h¬n. C¸c flavanol  ®¬n ph©n tö vµ c¸c procyanidin hai 

vµ ba ph©n tö còng kh«ng bÞ ¶nh h−ëng bëi qu¸ tr×nh lµm trong. 

 Sù mÊt m¸t c¸c hîp chÊt bay h¬i trong suèt qu¸ tr×nh lµm trong rÊt Ýt vµ hÇu nh− 

kh«ng thÓ nhËn thÊy ®−îc, phô thuéc vµo r−îu vang vµ lo¹i t¸c nh©n lµm trong vµ 

l−îng sö dông. Mçi lo¹i chÊt lµm trong cã ¸i lùc víi nh÷ng hîp chÊt th¬m nhÊt ®Þnh. 

Qu¸ tr×nh lµm trong cã thÓ còng g©y ra sù gi¶m c−êng ®é c¸c chÊt t¹o h−¬ng.[28]

 23



phÇn III : nguyªn liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

 
3.1.Gièng vi sinh vËt vµ ®iÒu kiÖn nu«i d−ìng :  

Sö dông 04 chñng Leuconostoc oenos cña Ph¸p LF 01 (chñng th−¬ng m¹i cña 

h·ng Martin Vilatte) vµ ba chñng LF 02, LF 03 vµ LF 04 lµ nh÷ng chñng trong s−u tËp 

gièng cña ViÖn nghiªn cøu vang t¹i Ph¸p. C¸c chñng nµy ®−îc b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é -

18oC vµ ph©n lËp theo ph−¬ng ph¸p pha lo·ng trong n−íc muèi sinh lÝ vµ ph©n phèi 

trªn ®Üa th¹ch m«i tr−êng MRS, nu«i ë nhiÖt ®é 25 oC. 

Sö dông hai chñng nÊm men Saccharomyces cerevisiae kÝ hiÖu lµ SLS vµ LV7 

cña Bé s−u tËp gièng cña Bé m«n c«ng nghÖ ®åuèng - ViÖn C«ng nghiÖp thùc phÈm. 

 

3.2. M«i tr−êng vµ ho¸ chÊt: 

3.2.1.M«i tr−êng th¹ch:   

CÊy truyÒn vµ b¶o qu¶n trªn m«i tr−êng th¹ch MRS cña DE MAN vµ céng sù, 

®Ò xuÊt n¨m 1960. M«i tr−êng nµy cã thµnh phÇn nh− sau : Pepton 10 g , cao nÊm men 

5 g , n−íc thÞt 10g , axetat natri 5 g , xitrat amon 0,1 g , glucoza 20 g, Tween 80 1ml , 

K2HPO4 2 g, MgSO4 0,1g , MnSO4 0,05 , n−íc cÊt ®iÒn ®ñ 1 lÝt , pH 5,4 -6,2 . 

3.2.2. M«i tr−êng nh©n gièng thu sinh khèi:   

Tû lÖ gièng gi÷a c¸c cÊp lµ 10%. M«i tr−êng sö dông lµ m«i tr−êng láng 

PL10JR cña CAVIN vµ céng sù, ®Ò xuÊt n¨m 1988. M«i tr−êng PL10JR cã c¸c thµnh 

phÇn sau: pepton 10g , n−íc chiÕt nÊm men 5g, xitrat amon 0,1g, axetat natri 2g, 

Tween 80 1ml , K2HPO4 2g, MgSO4 0,1g, MnSO4 0,05 , n−íc nho 100 ml, n−íc cÊt 

võa ®ñ 1 lÝt , pH 4,5 . 

3.2.3. M«i tr−êng thö ho¹t ®é malolactic (H§ML) : 

Axit D,L - malic kho¶ng 20g/l pha trong ®Öm CH3COOH - CH3COONa, 

MgSO4  1,2 g/l, MnSO4 1,2 g/l. 

 

 3.3. Cè ®Þnh tÕ bµo :  [2] 

Li t©m dÞch lªn men chøa c¸c tÕ bµo Leuconostoc oenos  trªn m¸y Hettich 

Zentrifugen Universal 16A 4000 v/ph trong 30 phót lÊy sinh khèi röa 2 lÇn b»ng n−íc 
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muèi sinh lÝ vµ tiÕn hµnh  cè ®Þnh trong  chÊt mang Ca-alginat theo (4). Nång ®é Ca-

alginat lµ 3%, CaCl2 2%, nång ®é tÕ bµo Èm (25% chÊt kh«) trong Ca-alginat thay ®æi 

theo yªu cÇu nghiªn cøu tõ 5 - 20 %. TÕ bµo cè ®Þnh cã d¹ng h×nh cÇu, ®−êng kÝnh 

trung b×nh 2-3 mm ; ë ®©y d−íi ¸p suÊt 1kg/cm2 dung dÞch tÕ bµo/ Na-alginat ch¶y 

vµo chËu ®ùng CaCl2 cã nång ®é ®· ®Þnh vµ gel ho¸ ngay lËp tøc. C¸c h¹t h×nh thµnh 

sÏ ®−îc l−u l¹i trong dung dÞch (khuÊy liªn tôc) trong thêi gian nhÊt ®Þnh ®Ó cã ®é bÒn 

c¬ häc mong muèn. Sau ®ã sö dông ngay hoÆc b¶o qu¶n trong dung dÞch CaCl2 0,5% 

trong tñ l¹nh  2 - 40C . NÕu thay ®æi tèc ®é giã thæi ®ång trôc víi kim t¹o h¹t, ta cã thÓ 

nhËn ®−îc c¸c h¹t Ca-alginat víi ®−êng kÝnh to nhá tuú ý. 

 

3.4. Lªn men malolatic r−îu vang nhê c¸c tÕ bµo vi khuÈn tù do hoÆc cè ®Þnh:  

   Lªn men gi¸n ®o¹n nhê c¸c tÕ bµo tù do trong b×nh tam gi¸c 1000 ml. ë ®©y 

sinh khèi vi khuÈn ®−îc bæ sung vµo vang non ë cuèi giai ®o¹n lªn men cån (sau 10 

ngµy kÓ tõ khi lªn men b¾t ®Çu).  

  Lªn men liªn tôc nhê c¸c tÕ bµo cè ®Þnh ®−îc thùc hiÖn trong thiÕt bÞ lªn men 

Bioflo cña h·ng New Brunswick Scientific dung tÝch 1,2 lÝt. 

 

3.5.Ph©n tÝch: 

3.5.1. Theo dâi sù ph¸t triÓn cña vi khuÈn:  

- §é ®ôc (OD) cña c¸c dÞch nu«i vi khuÈn ®−îc ®o trªn m¸y so mµu: dÞch lªn men pha 

lo·ng 5 lÇn, ®o ë b−íc sãng 600 nm. 

- X¸c ®Þnh sinh khèi −ít  b»ng c¸ch li t©m 100 ml dÞch men nhê m¸y li t©m 4000 v/ph 

trong 30 phót , c©n träng l−îng nhê c©n ph©n tÝch,  kÕt qu¶ ®−îc nh©n vãi 10 cho gi¸ 

trÞ sinh khèi Èm cña vi khuÈn trong 1 lÝt dÞch men. 

- X¸c ®Þnh sinh khèi vi khuÈn b»ng c¸ch sÊy kh« ®Õn träng l−îng kh«ng ®æi ë nhiÖt ®é 

105 oC (li t©m 100 ml dÞch men lÊy sinh khèi, röa 2 lÇn b»ng n−íc cÊt råi sÊy kh«). 

KÕt qu¶ thu ®−îc nh©n víi 10 th× sÏ ®−îc trong l−îng kh« cña vi khuÈn trong 1 lÝt dÞch 

men. 

3.5.2. §o pH: ®o b»ng m¸y ®o pH Mettler-Toledo 320 cña Anh. 

3.5.3. Nång ®é cån: x¸c ®Þnh b»ng thiÕt bÞ cña h·ng Dujarin-Salleron ( Ph¸p) 
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3.5.4. Axit tæng: chuÈn ®é b»ng NaOH  0,1 N 

3.5.5. X¸c ®Þnh axit D, L - malic vµ ho¹t ®é malolactic (H§ML) : 

 - §Þnh l−îng axit D,L-malic : Dùa theo ph−¬ng ph¸p cña Alan E.Goodban vµ 

J.Benjamin Stark (3). §Çu tiªn sö dông cét ion ©m hÊp thô hÕt ion d−¬ng trong dÞch, 

sau ®ã hÊp thô c¸c axit, kÓ c¶ axit malic trªn cét ion d−¬ng. ë ®©y c¸c chÊt trung tÝnh 

ch¶y ra ngoµi theo dÞch th¶i. B−íc tiÕp theo lµ dïng dung dÞch kiÒm yÕu ®Ó t¸ch c¸c 

axit yÕu nh− lactic, glycolic vµ glyceric ra khái nhùa. Cuèi cïng dïng dung dÞch kiÒm 

m¹nh ®Ó t¸ch axit malic. Ng−êi ta thªm 2,7- naphthalenediol vµ axit H2SO4 vµo dung 

dÞch chøa axit malic vµ ®un nãng. Ph¶n øng ®Çu tiªn  t¹o ra axit malonaldehydic. Ph¶n 

øng tiÕp theo ph©n huû CO2 vµ n−íc. Cã lÏ axit malonaldehydic t¸c dông víi ho¸ chÊt  

t¹o thµnh hydroxynaphthalene-α-pyrone theo ph¶n øng Pechman. PhÇn lín c¸c axit 

kh¸c cã thÓ ¶nh h−ëng tíi kÕt qu¶ ph©n tÝch ®· bÞ t¸ch khi gi¶i hÊp lÇn mét hoÆc t¹o 

nªn chÊt mµu kh«ng cã ®é hÊp thô thÝch hîp ë b−íc sãng λ = 390 nm. Toµn bé qu¸ 

tr×nh ®−îc tiÕn hµnh nh− sau : Dïng cét buret thø nhÊt dµi kho¶ng 20 cm, cho b«ng 

thuû tinh xuèng ®¸y ®Ó gi÷ cho nhùa kh«ng ch¶y ra ngoµi vµ ®æ ®Çy nhùa IRA-400 

d¹ng cacbonat sao cho thÓ tÝch nhùa ®¹t kho¶ng 10ml. §èi víi cét thø hai còng vËy, 

dµi kho¶ng 20cm, ®æ ®Çy nhùa Dowex-50 d¹ng hydro sao cho thÓ tÝch nhùa lµ 10ml vµ 

®Ó cét thø nhÊt lªn trªn cét thø hai sao cho dÞch ë cét thø nhÊt cã thÓ ch¶y trùc tiÕp vµo 

cét thø hai. 

HÊp thu axit h÷u c¬ : DÞch mÉu ph©n tÝch ph¶i cã nång ®é axit tæng kh«ng qu¸ 

h¬n 3 meq (®−¬ng l−îng milimol) hoÆc kh«ng chøa Ýt h¬n 0,008 meq axit malic. §Ó 

hÊp phô axit h÷u c¬ ng−êi ta cho mÉu vµo cét thø nhÊt vµ cho ch¶y tù do qua c¶ hai 

cét, röa cét thø nhÊt ba lÇn, mçi lÇn b»ng 10ml n−íc cÊt. Sau ®ã bá cét thø nhÊt ra vµ 

b¾t ®Çu röa cét thø hai ( lµm t−¬ng tù nh− khi röa cét thø nhÊt). ViÖc röa cét thø hai cã 

thÓ kh«ng cÇn thiÕt nÕu kh«ng x¸c ®Þnh axit lactic hoÆc axit glycolic. 

T¸ch axit h÷u c¬ : §Çu tiªn cho n¨m lÇn, mçi lÇn 10ml 0,25N ( NH4)2CO3 ch¶y 

qua cét thø hai. Dung dÞch høng ®−îc chØ chøa axit lactic, glycolic vµ axit glyceric. 

Nh÷ng axit nµy sÏ ¶nh h−ëng ®Õn mµu sau nµy nªn bá riªng vµ kh«ng dïng tíi.  TiÕn 

hµnh t¸ch ®ît hai trong n¨m lÇn liªn tiÕp,  mçi lÇn b»ng 10ml 1N  (NH4)2CO3 . Sè 
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l−îng dÞch thu ®−îc trong n¨m lÇn nµy ®ùng trong cïng mét b×nh tam gi¸c chøa axit 

malic vµ dïng ®Ó ph©n tÝch. 

  T¹o mÇu : Ng−êi ta t¹o mÇu b»ng c¸ch cho 1ml dÞch võa thu håi ( chøa kho¶ng 

5-80 γ axit-malic) vµo trong èng nghiÖm ( 25 x 200 nm), thËn träng nhá tõ tõ 6ml axit-

H2SO4 ( ch¶y theo thµnh), võa cho axit võa l¾c nhÑ èng nghiÖm, sau ®ã cho thªm 

0,1ml dung dÞch 2,7-naphthalenediol vµ lµm nãng 20 phót trong bÕp c¸ch thuû. Sau 

khi ®ã lµm l¹nh, so mµu t¹i m¸y so mÇu b−íc sãng λ = 390 nm, ®äc trÞ sè OD thu 

®−îc. Dùa vµo ®å thÞ chuÈn ta tÝnh ®−îc nång ®é axit malic trong dÞch thu håi vµ tõ ®ã 

tÝnh ®−îc d− l−îng axit malic cña mÉu cÇn ph©n tÝch. Trong kho¶ng tõ  5-80 γ axit 

malic ®å thÞ chuÈn sÏ cã d¹ng ®−êng th¼ng ( nång ®é axit malic tû lÖ thuËn víi OD). 

- X¸c ®Þnh Ho¹t ®é malolactic ( H§ML ):  H§ML lµ kh¶ n¨ng ph©n gi¶i axit 

D,L-malic cña  mét gam sinh khèi vi khuÈn Èm ë d¹ng cè ®Þnh hay tù do trong mét 

giê, x¸c ®Þnh theo Rossi vµ Clementi ( 78) : cho 50 gam h¹t cè ®Þnh vµo 50 ml dung 

dÞch axit D,L-malic (3.2.3) lªn men ë  25 oC ( hoÆc nhiÖt ®é thÝ nghiÖm) trong thêi 

gian nhÊt ®Þnh, th−êng lµ 16, 24 giê hoÆc l©u h¬n. TÝnh H§ML theo c«ng thøc:  

                     H§ML = M/ 5CT ( g/g.h) 

Trong ®ã:     M=hiÖu sè nång ®é axit D,L-malic gi÷a hai thêi ®iÓm ph©n tÝch (g/l) 

                     C  = l−îng sinh khèi vi khuÈn Èm sau li t©m tham gia ph¶n øng ( g ) 

  T  = Thêi gian ph¶n øng ( h) 

 

3.5.6. §Þnh l−îng nång ®é aldehyt,  este vµ cån bËc cao 

Nhê m¸y s¾c ký khÝ Shimadzu LZC8A cña NhËt: 

 Cét CW-1500 ; Detecter FID, mÊy ghi CR3A 

 ¸p suÊt khÝ nit¬ 1,2 kg/cm2 ;  ¸p suÊt khÝ hydro 0,5 kg/cm2 

          ¸p suÊt khÝ 0,3 kg/cm2;  NhiÖt ®é b¬m mÉu vµo dector 1500C 

 NhiÖt ®é cét t¸ch 700C.  

3.5.7. §Þnh l−îng axit h÷u c¬ b»ng s¾c ký láng cao ¸p:   

Nhê  m¸y s¾c ký láng cao ¸p SHIMADZU cña NhËt: Cét CW-1500 (4mm,3m); 

m¸y b¬m LC-8A, ¸p lùc 5-15 at; Detector SPD-6AV; M¸y tÝch hîp   C-R5A; ChÊt 

mang lµ Acetonitrin CH3CN. 
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3.6. Ph−¬ng ph¸p c¶m quan:  

Thµnh lËp Héi ®ång c¶m quan theo ph−¬ng ph¸p so s¸nh cÆp ®«i. Hai mÉu r−îu 

vang ®−îc chuÈn bÞ, mét mÉu lµ r−îu vang ch−a qua giai ®o¹n lªn men malolactic vµ 

mét mÉu ®· qua lªn men malolactic.  C¸c thµnh viªn héi ®ång ®−îc mêi tr¶ lêi c©u hái 

liÖu hai mÉu r−îu cã kh¸c nhau vÒ  ®é chua vµ h−¬ng vÞ tæng thÓ.  KÕt qu¶ c¶m quan 

dùa trªn c¸c phiÕu tr¶ lêi cña c¸c thµnh viªn héi ®ång. 

 

3.7. ChuÈn bÞ c¸c chÊt lµm trong: 

*Polyclar 10: phadung dÞch 10% trong n−íc, khuÊy ®Òu trong 60 phót. 

*Bentonit: pha thµnh dung dÞch 10% trong n−íc. 

*Gelatin:  Pha thµnh dung dÞch 5% trong n−íc nãng 800C. 
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PhÇn IV : kÕt qu¶ vµ bµn luËn 

 
4.1.Lùa chän gièng vi khuÈn cã ho¹t ®é malolactic cao:  

Nu«i cÊy c¶ 4 chñng gièng vi khuÈn vµo c¸c b×nh tam gi¸c 500 ml chøa 

m«i tr−êng PL10JR nu«i ë nhiÖt ®é 25 oC vµ theo dâi sù ph¸t triÓn cña chóng 

theo thêi gian. §o OD, x¸c ®Þnh nång ®é sinh khèi vµ H§ML t−¬ng ®èi cña sinh 

khèi vi khuÈn.  

KÕt qu¶ b¶ng 1 vµ 2 cho thÊy trong sè 4 chñng vi khuÈn th× LF01 ph¸t 

triÓn nhanh h¬n c¶, chØ sau 3 ngµy nu«i cÊy trªn m«i tr−êng láng OD ®· ®¹t gi¸ 

trÞ cùc ®¹i vµ gi¸ trÞ cùc ®¹i nµy còng cao h¬n cña 3 chñng cßn l¹i. Nång ®é sinh 

khèi thu ®−îc cña 4 chñng sau 3 ngµy nu«i cÊy còng chØ ra kÕt qu¶ t−¬ng tù, 

LF01 cã nång ®é sinh khèi cao nhÊt (4,99 g/l), v−ît tréi gi¸ trÞ nµy cña 3 chñng 

LF02, LF04 vµ ®Æc biÖt lµ LF03 (3,88 g/l). Bªn c¹nh kh¶ n¨ng sinh tr−ëng vµ ph¸t 

triÓn tèt  chñng LF01  cßn cã H§ML tuyÖt ®èi cao h¬n c¸c chñng kh¸c, nÕu coi 

H§ML cña LF01 lµ 100,0 (%) th× cña c¸c chñng cßn l¹i lÇn l−ît lµ : 89,3; 90,5; 

vµ 85,2. 

 

B¶ng 1: ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i ®Õn OD cña 4 chñng vi khuÈn 

trªn m«i tr−êng PL10JR 

 

OD Thêi gian 

( ngµy) LF01 LF02 LF03 LF04 

0 0,080 0,090 0,060 0,080 

1 0,5320 0,4972 0,4254 0,4370 

2 0,8886 0,8103 0,7156 0,7985 

3 1,1006 1,0097 0,8532 0,8671 

4 0,9845 0,9103 1,0007 1,0054 

5 0,7820 0,7268 0,8015 0,7950 
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B¶ng2. H§ML t−¬ng ®èi  cña sinh khèi c¸c lo¹i vi khuÈn   sau 3 ngµy 

nu«i trong tam gi¸c 500 ml 

 

Lo¹i gièng Leuconostoc oenos  

ChØ tiªu ph©n tÝch LF01 LF02 LF03 LF04 

Sinh khèi Èm ( g/l ) 4,99 4,3 3,88 4,104 

OD (600 nm) 1,1006 1,0097 0,8532 0,8671 

H§ML tuyÖt ®èi ( g/gtbÈm./h) 0,240 0,214 0,217 0,204 

H§ML t−¬ng ®èi (%) 100,0 89,3 90,5 85,2 

 

Nh− vËy c¸c kÕt qu¶ trªn ®· cho thÊy r»ng chñng LF01 lµ tèt nhÊt trong sè 

4 chñng vi khuÈn, kh«ng nh÷ng ph¸t triÓn nhanh trªn m«i tr−êng láng mµ cßn cã 

H§ML cao nhÊt. V× thÕ chän chñng LF01 ®Ó tiÕn hµnh c¸c nghiªn cøu tiÕp theo. 

 

4.2. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña ®iÒu kiÖn m«i tr−êng tíi sù sinh tr−ëng ph¸t 

triÓn cña chñng vi khuÈn LF01 

 

Trong phÇn nµy chóng t«i tiÕn hµnh kh¶o s¸t mét sè c¸c yÕu tè ¶nh h−ëng 

®Õn kh¶ n¨ng sinh tr−ëng cña chñng vi khuÈn LF01 nh»m t×m ra  m«i tr−êng vµ 

®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp ®Ó thu nhËn sinh khèi.  

Trong c¸c thÝ nghiÖm ë phÇn nµy chóng t«i sö dông m«i tr−êng c¬ b¶n cã 

thay ®æi mét sè thµnh phÇn theo môc ®Ých cña tõng thÝ nghiÖm.  

 

4.2.1. ¶nh h−ëng cña nång ®é cån tíi sinh tr−ëng cña LF01:  

Do nång ®é cån etylic trong vang th−êng lµ 12 -15%V nªn trong lo¹t thÝ 

nghiÖm kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña cån tíi sinh tr−ëng cña chñng LF01 chóng t«i sö 

dông m«i tr−êng c¬ b¶n cã bæ sung cån theo nång ®é lÇn l−ît lµ: 0, 5, 10, 12, 15 

(%V).  

 KÕt qu¶ ghi l¹i trªn b¶ng 3.  
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C¸c sè liÖu cho thÊy t¹i nång ®é cån thÊp ( 0 - 5%V ) gi¸ trÞ OD cña LF01 

®Òu ®¹t cùc ®¹i sau 4 ngµy nu«i cÊy, cßn t¹i c¸c nång ®é cån cao ( 10; 12; 15%V) 

th× gi¸ trÞ OD vµ sinh khèi sau 5 ngµy míi ®¹t cùc ®¹i. Nh− vËy râ rµng nång ®é 

cån cao ®· kÐo dµi giai ®o¹n tiÒm ph¸t cña vi khuÈn. H¬n thÕ, gi¸ trÞ OD cùc ®¹i 

ë nång ®é cån thÊp cao h¬n rÊt nhiÒu so víi nång ®é cån cao (OD 1,0330 ë 5%V 

vµ 0,6415 ë 10%V). Râ rµng lµ nång ®é cån kh«ng nh÷ng lµm cho vi khuÈn ph¸t 

triÓn chËm mµ cßn øc chÕ kh¶ n¨ng ph¸t triÓn tèi ®a cña chóng. 

 

B¶ng 3: ¶nh h−ëng cña nång ®é cån  ®Õn OD cña LF 01 
 

Nång ®é cån (%V) Thêi gian 

(ngµy) 0 5 10 12 15 

0 0,0600 0,0400 0,0300 0,0400 0,0250 

1 0,8145 0,7785 0,3455 0,2525 0,2390 

2 1,0020 0,9455 0,5650 0,4050 0,3700 

3 1,0190 1,0090 0,6010 0,5011 0,4445 

4 1,1030 1,0330 0,6230 0,5710 0,4650 

5 0,9841 0,9581 0,6415 0,5910 0,4930 

6   0,5650 0,5240 0,4425 

 
Qua kÕt qu¶ trªn cã thÓ thÊy r»ng cån cã t¸c dông øc chÕ kh¶ n¨ng t¹o 

sinh khèi cña LF01. V× vËy muèn thu sinh khèi tèt nhÊt th× trong m«i tr−êng dinh 

d−ìng kh«ng nªn cã cån víi nång ®é v−ît qu¸ 5%V. 

 

4.2.2. ¶nh h−ëng cña chñng lo¹i vµ nång ®é ®−êng: 

§−êng nho chñ yÕu lµ fructoza vµ glucoza, trong ®ã glucoza chiÕm 56,67-

65,60g/l vµ fructoza 48,52-58,87g/l. V× thÕ chóng t«i ®· kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña  

nång ®é ®−êng còng nh− ¶nh h−ëng cña tõng lo¹i ®−êng hoÆc hçn hîp hai lo¹i 

®−êng trªn tíi sù ph¸t triÓn cña LF01 nh»m t×m ra mét m«i tr−êng cã thµnh phÇn 

vµ nång ®é ®−êng phï hîp nhÊt cho viÖc thu sinh khèi cña chñng nµy.  
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ThÝ nghiÖm ®Çu tiªn lµ t×m ¶nh h−ëng cña chñng lo¹i ®−êng, chóng t«i sö 

dông m«i tr−êng c¬ b¶n cã thay thÕ lÇn l−ît: glucoza 10g/l; fructoza 10g/l vµ hçn 

hîp hai lo¹i ®−êng mçi lo¹i 5g/l. ThÝ nghiÖm thø hai t×m ¶nh h−ëng cña nång ®é 

®−êng, m«i tr−êng c¬ b¶n cã nång ®é ®−êng lÇn l−ît: 0; 5; 10; 15; 20g/l.  KÕt qu¶ 

thÓ hiÖn ë b¶ng 4 vµ h×nh 2.  

Sè liÖu cho thÊy khi m«i tr−êng kh«ng cã ®−êng th× vi khuÈn hÇu nh− 

kh«ng ph¸t triÓn; Cã ®−êng nång ®é 5g/l th× vi khuÈn ph¸t triÓn tèt nhÊt; nh−ng 

khi nång ®é ®−êng t¨ng cao th× l¹i øc chÕ sù ph¸t triÓn cña chóng, nhÊt lµ ë 20g/l. 

MÆt kh¸c vi khuÈn ph¸t triÓn trong m«i tr−êng cã ®−êng fructoza tèt h¬n 

m«i tr−êng cã glucoza (OD cùc ®¹i víi fructoza 0,9016 vµ víi glucoza lµ 0,8833). 

Nh− vËy vi khuÈn ®ång ho¸ ®−êng fructoza tèt  h¬n ®−êng glucoza. Khi m«i 

tr−êng chØ cã riªng rÏ tõng lo¹i ®−êng th× OD sau 5 ngµy míi ®¹t cùc ®¹i; Ng−îc 

l¹i khi cã c¶ hai lo¹i ®−êng th× chØ sau 4 ngµy ®· ®¹t cùc ®¹i vµ ®¹t cao h¬n h¼n 

c¸c tr−êng hîp kh¸c (OD 0,9016 khi chØ cã tõng lo¹i ®−êng vµ 0,9680 khi cã hçn 

hîp c¶ hai lo¹i ®−êng). Nh− vËy m«i tr−êng ®−êng hçn hîp cã ¶nh h−ëng kÝch 

thÝch sinh tr−ëng cña chñng vi khuÈn  nµy c¶ vÒ thêi gian vµ kh¶ n¨ng ph¸t triÓn 

tèi ®a.                   

0
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0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1

0 1 2 3 4 5 6
Ngµy

O
D

Nång ®é
®−êng 20g/l

Nång ®é
®−êng 15g/l

Nång ®é
®−êng 10g/l

Nång ®é
®−êng 5g/l

Kh«ng
®−êng

H×nh 2 : ¶nh h−ëng cña nång ®é ®−êng tíi OD cña chñng LF01 
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B¶ng 4:  ¶nh h−ëng cña thµnh phÇn ®−êng ®Õn OD cña LF 01 

 

Thêi gian 

(ngµy) 

Kh«ng 

®−êng 

Glucoza (G) 

10g/l 

Fructoza (F) 

10g/l 

Hçn hîp(G +F)  

5g/l + 5g/l 

0 0.0025 0.0200 0.0250 0.0275 

1 0.1430 0.4233 0.4800 0.8400 

2 0.1850 0.7716 0.8000 0.9330 

3 0.1898 0.8550 0.8750 0.9415 

4 0.1921 0.8650 0.8816 0.9680 

5 0.2055 0.8833 0.9016 0.8895 

6 0.2001 0.8500 0.8516  

        

Nh− vËy m«i tr−êng thÝch hîp nhÊt cho sù sinh tr−ëng cña LF01 lµ m«i tr−êng cã 

hçn hîp hai lo¹i ®−êng glucoza vµ fructoza víi nång ®é ®−êng kh«ng v−ît qu¸ 

10g/l. 

 

4.2.3. ¶nh h−ëng cña c¸c nguån nit¬ h÷u c¬ : 

 Nguån nit¬ h÷u c¬ còng lµ mét thµnh phÇn m«i tr−êng kh¸ quan träng ¶nh 

h−ëng ®Õn sù sinh tr−ëng, ph¸t triÓn cña c¸c chñng vi khuÈn, ®Ó nghiªn cøu ¶nh 

h−ëng cña thµnh phÇn nµy ®Õn sinh tr−ëng cña LF01 chóng t«i sö dông m«i 

tr−êng c¬ b¶n ®−îc bæ sung lÇn l−ît c¸c nguån nit¬ nh− cao nÊm men 15g/l, 

pepton 15g/l, cao thÞt 15g/l, hçn hîp c¸c lo¹i trªn mçi lo¹i 5g/l. DÔ dµng 

nhËn thÊy r»ng trong tÊt c¶ c¸c thÝ nghiÖm OD cña vi khuÈn ®¹t cùc ®¹i sau 4 

ngµy. Nh− vËy c¸c lo¹i nit¬ ®−a vµo thÝ nghiÖm kh«ng kh¸c nhau vÒ møc ®é ¶nh 

h−ëng ®Õn thêi gian ph¸t triÓn. Trong c¸c m«i riªng rÏ tõng lo¹i nit¬ vi khuÈn ®Òu 

ph¸t triÓn kh¸, kh¸ nhÊt lµ cao nÊm men, sau ®ã lµ cao thÞt vµ cuèi cïng lµ pepton 

(OD lÇn l−ît lµ 0,6735; 0,4095 vµ 0,5325). Song tèt nhÊt vÉn lµ m«i tr−êng cã 

hçn hîp c¶ 3 lo¹i nit¬ ( OD cao nhÊt 1,008). 
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 B¶ng 5: ¶nh h−ëng cña nguån nit¬ tíi OD cña LF 01 

 
Thêi gian 

(ngµy) 

Cao nÊm men Pepton Cao thÞt Hçn hîp 3 lo¹i

0 0.0890 0.0269 0.0276 0.0600 

1 0.4935 0.2055 0.3150 0.6300 

2 0.5940 0.351 0.4515 0.8049 

3 0.6615 0.4035 0.5115 0.9650 

4 0.6735 0.4095 0.5325 1.0080 

5 0.6120 0.3720 0.4875 0.9950 

 

Nh− vËy nguån nit¬  h÷u c¬ ®· cã ¶nh h−ëng ®¸ng kÓ  ®Õn kh¶ n¨ng ph¸t 

triÓn cùc ®¹i cña vi khuÈn LF01. §Ó  thu sinh khèi tèt nhÊt trong m«i tr−êng nªn 

cã c¶ 3 lo¹i ni¬ h÷u c¬ lµ cao nÊm men, pepton, cao thÞt. 

 

4.2.4. ¶nh h−ëng cña axit D,L-malic:  

Chóng ta  ®· biÕt axit malic lµ mét chÊt c¶m øng cho qu¸ tr×nh t¹o enzim 

malolactic cña vi khuÈn Leuconostoc oenos, v× vËy ®©y lµ mét thµnh phÇn cÇn 

thiÕt trong m«i tr−êng dinh d−ìng, tuy nhiªn cÇn kh¶o s¸t ®Ó t×m ®−îc nång ®é 

thÝch hîp cña axit malic trong m«i tr−êng ®Ó kh«ng g©y øc chÕ qu¸ tr×nh sinh 

tr−ëng cña vi khuÈn. Lo¹t thÝ nghiÖm trong phÇn nµy ®−îc thùc hiÖn víi môc ®Ých 

trªn. 

M«i tr−êng c¬ b¶n ®−îc bæ sung axit D,L-malic víi c¸c nång ®é: 0; 5g/l; 

10g/l; 20g/l. TiÕn hµnh nh©n gièng vµ ph©n tÝch c¸c chØ tiªu. KÕt qu¶ thÓ hiÖn ë 

b¶ng 6.  

Khi nång ®é D,L-malic cao th× thêi gian ph¸t triÓn ®Ó ®¹t ®−îc OD cùc ®¹i 

bÞ kÐo dµi (5 ngµy ®èi víi D,L-malic <10g/l vµ 8 ngµy khi D,L-malic >10g/l). 

Nh− vËy nång ®é axit D,L- malic cao ®· lµm kÐo dµi giai ®o¹n tiÒm ph¸t cña vi 

khuÈn. OD cùc ®¹i trong m«i tr−êng kh«ng cã vµ cã axit D,L - malic víi hµm 

l−îng 5g/l kh«ng cã sù kh¸c biÖt ®¸ng kÓ. §iÒu nµy cho thÊy axit D,L-malic 
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kh«ng kÝch thÝch sinh tr−ëng mµ h¬n thÕ, khi nång ®é qu¸ cao cßn øc chÕ sù ph¸t 

triÓn tèi ®a  cña vi khuÈn (OD cùc ®¹i m«i tr−êng axit D,L-malic 5g/l lµ 0,8526; 

10g/l lµ 0,8501; 20g/l lµ 0,5295). Nh− vËy râ rµng lµ  tuy axit D,L-malic lµ mét 

chÊt c¶m øng cho qu¸ tr×nh t¹o enzim malolactic nªn rÊt cÇn thiÕt trong thµnh 

phÇn m«i tr−êng dinh d−ìng nh−ng nång ®é qu¸ cao l¹i lµm øc chÕ kh¶ n¨ng ph¸t 

triÓn c¶ vÒ thêi gian vµ kh¶ n¨ng ph¸t triÓn tèi ®a cña LF01.  Cã thÓ thÊy r»ng ®Ó 

thu sinh khèi vi khuÈn tèt nhÊt nªn chän nång ®é axit malic trong m«i tr−êng 

kh«ng qu¸ 10g/l. 

            
B¶ng 6: ¶nh h−ëng cña nång ®é axit D,L- malic tíi OD cña LF 01 

 
 

Thêi gian 
(ngµy) 

Kh«ng cã 
axit malic 

D,L- Malic  
5 g/l 

D,L -Malic 
10 g/l 

D,L- Malic 
20 g/l 

0 0.0200 0.0200 0.0250 0.0100 

1 0.5655 0.5310 0.4500 0.2625 

2 0.6900 0.6525 0.6750 0.3765 

3 0.7590 0.7500 0.7552 0.4103 

4 0.8010 0.8250 0.8137 0.4500 

5 0.8624 0.8526 0.8250 0.4800 

6 0.7951 0.8025 0.8325 0.4950 

7   0.8475 0.5130 

8   0.8501 0.5295 

 

4.2.5 ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é nu«i cÊy:  

 

NhiÖt ®é  lµ mét yÕu tè quan träng ¶nh h−ëng ®Õn kh¶ n¨ng ph¸t triÓn cña 

vi khuÈn. §Ó t×m ®−îc nhiÖt ®é thÝch hîp cho qu¸ tr×nh lªn men malolactic chóng 

t«i ®· tiÕn hµnh kh¶o s¸t kho¶ng nhiÖt ®é 15-30oC (Leuconostoc oenos th−êng 

thÝch nghi tèt ë m«i tr−êng nhiÖt ®é kh«ng cao qu¸). 
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B¶ng 7: ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é tíi sù ph¸t triÓn cña lf 01 

 Thêi gian (ngµy) 15 oC 20 oC 25 oC 30oC 

0 0.082 0.082 0.082 0.082 

1 0.342 0.438 0.600 0.6735 

2 0.468 0.579 0.6765 0.789 

3 0.615 0.7815 0.885 0.849 

4 0.798 0.840 0.8865 0.855 

5 0.7965 0.7935 0.8400 0.843 

6 0.7395 0.7845 0.834 0.840 

KÕt qu¶ cho thÊy nhiÖt ®é nu«i cÊy ¶nh h−ëng kh¸ lín ®Õn sù sinh 

tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña vi khuÈn thÓ hiÖn ë gi¸ trÞ cùc ®¹i cña OD. T¹i 

nhiÖt ®é 25oC sù ph¸t triÓn  cña vi khuÈn lµ tèt nhÊt.  V× vËy cã thÓ chän 

nhiÖt ®é 25 0C lµm nhiÖt ®é nu«i cÊy thu sinh khèi còng nh− thùc hiÖn qu¸ 

tr×nh lªn men malolactic. 

4.2.6. ¶nh h−ëng cña pH m«i tr−êng tíi sù ph¸t triÓn cña LF01:  

pH m«i tr−êng ¶nh h−ëng nhiÒu ®Õn kh¶ n¨ng sèng sãt vµ ho¹t lùc enzim 

cña vi sinh vËt. §Ó t×m ®−îc kho¶ng pH thÝch hîp nhÊt cho thu sinh khèi chóng 

t«i tiÕn hµnh ®iÒu chØnh pH m«i tr−êng vÒ c¸c gi¸ trÞ kh¸c nhau: 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 

5,5 nh©n gièng vµ theo dâi sù ph¸t triÓn OD dÞch gièng. 

B¶ng 8: ¶nh h−ëng cña pH tíi sù ph¸t triÓn cña LF 01 

Gi¸ trÞ pH Thêi gian 

(ngµy) 3 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 

0 0.082 0.082 0.082 0.082 0.082 0.082 

1 0.051 0.205 0.275 0.400 0.616 0.586 

2 0.054 0.26 9 0.4110 0.451 0.712 0.621 

3 0.06 0.343 0.522 0.590 0.819 0.665 

4 0.082 0.25 0.537 0.591 0.855 0.745 

5 0.082 0.245 0.539 0.560 0.840 0.710 

6 0.075 0.233 0.532 0.556 0.840 0.706 
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Chñng LF01 ph¸t triÓn tèt nhÊt t¹i pH 5, t−¬ng ®èi kh¸ t¹i pH 5,5; kÐm 

nhÊt t¹i pH 3 vµ 3,5. Nh− vËy cã thÓ thÊy m«i tr−êng vang kh«ng thuËn lîi l¾m 

cho sù ph¸t triÓn cña lo¹i vi khuÈn nµy.  Chän pH m«i tr−êng nh©n gièng lµ 5 ®Ó 

cã thÓ thu ®−îc sinh khèi tèt nhÊt. 

Tãm l¹i , ®iÒu kiÖn tèt nhÊt cho qu¸ tr×nh sinh tr−ëng ph¸t triÓn cña vi 

khuÈn lµ nu«i  4-5 ngµy ë 25 oC vµ mét lÝt m«i tr−êng ngoµi c¸c yÕu tè vi l−îng 

nh− m«i tr−êng c¬ b¶n cßn cã c¸c thµnh phÇn chñ yÕu sau : fructoza 5g , glucoza 

5g, pepton 5g, cao nÊm men 5g, cao thÞt 5g vµ axit D,L-malic 10 g, pH 5,0. 

Chóng t«i ®· dïng m«i tr−êng nµy nu«i LF01 lÊy sinh khèi ®Ó cè ®Þnh tÕ 

bµo vµ nh©n gièng c¸c cÊp ë quy m« phßng thÝ nghiÖm trong lªn men malolactic 

nhê tÕ bµo tù do. 

 

4.3.Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña m«i tr−êng ®Õn ho¹t ®é malolactic cña c¸c tÕ 

bµo Leuconostoc oenos LF01 cè ®Þnh trong h¹t Ca-alginat. 

  

Ph−¬ng ph¸p lªn men malolactic nhê tÕ bµo vi khuÈn cè ®Þnh cã nhiÒu −u 

®iÓm nh−  gióp cho qu¸ tr×nh lªn men malolactic kh«ng ¶nh h−ëng ®Õn giai ®o¹n 

lµm trong cña vang do c¸c tÕ bµo ®−îc nhèt trong c¸c h¹t gel vµ dÔ dµng t¸ch ra 

khái dÞch sau khi qu¸ tr×nh ®−îc hoµn thµnh, ®Æc biÖt kh¶ n¨ng t¸i sö dông cña 

c¸c h¹t tÕ bµo cè ®Þnh sÏ mang l¹i hiÖu qu¶ kinh tÕ do gi¶m bít c«ng ®o¹n nh©n 

gièng vi khuÈn. Do ®ã chóng t«i thùc hiÖn nghiªn cøu nµy nh»m x¸c ®Þnh c¸c yÕu 

tè ¶nh h−ëng ®Õn ho¹t ®é malolactic cña vi khuÈn ®−îc cè ®Þnh trong Ca-alginat 

®Ó tõ ®ã nh»m x¸c ®Þnh quy tr×nh lªn men malolactic nhê tÕ bµo cè ®Þnh ë quy 

m« phßng thÝ nghiÖm. 

 Chóng ta ®· biÕt H§ML chÞu ¶nh h−ëng cña rÊt nhiÒu yÕu tè nh−: ®iÒu 

kiÖn m«i tr−êng lªn men, nång ®é tÕ bµo trong h¹t. Trong phÇn nµy chóng t«i tiÕn 

hµnh c¸c thÝ nghiÖm  x¸c ®Þnh c¸c ®iÒu kiÖn cÇn thiÕt ®Ó h¹t cè ®Þnh cho H§ML 

cao.                 
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4.3.1. ¶nh h−ëng cña pH m«i tr−êng ®Õn H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh: 

 Cho c¸c h¹t cè ®Þnh LF01 vµo dung dÞch axit D,L-malic  thö  H§ML cã 

c¸c gi¸ trÞ pH lÇn l−ît lµ 3,1; 3,5; 4,0; 4,5 lªn men trong thêi gian 4 ngµy, ph©n 

tÝch d− l−îng axit D,L-malic trong dÞch ë c¸c thêi ®iÓm kh¸c nhau  thu ®−îc kÕt 

qu¶ thÓ hiÖn trong b¶ng 9, 10.  

Sè liÖu cho thÊy t¹i tÊt c¶c c¸c pH nång ®é axit D,L-malic gi¶m rÊt nhanh 

trong ngµy ®Çu tiªn, sau ®ã gi¶m rÊt chËm. Nguyªn nh©n cña viÖc gi¶m chËm nµy 

cã thÓ rÊt nhiÒu nh−ng cã lÏ chñ yÕu lµ do pH cña dung dÞch ®· thay ®æi theo 

chiÒu bÊt lîi cho ho¹t ®éng cña enzim ph©n gi¶i axit  D,L-malic. Trong kho¶ng 

pH thÝ nghiÖm, pH 4,5 lµ thÝch hîp nhÊt cho H§ML cña c¸c h¹t tÕ bµo cè ®Þnh. 

NÕu coi H§ML trong ngµy ®Çu tiªn t¹i  pH 4,5 lµ 100  th× H§ML t¹i c¸c pH kh¸c 

tõ cao xuèng thÊp lÇn l−ît lµ 94,1 ; 90,3 vµ 89,1 (%). Xu h−íng râ nÐt lµ tèi thÝch 

cña sinh tr−ëng còng l©n cËn víi pH tèi thÝch cña H§ML. V× pH cña vang th−êng 

kh«ng cao h¬n 4,5 nªn chóng t«i kh«ng kh¶o s¸t tiÕp c¸c gi¸ trÞ pH cao h¬n. 

Trong thÝ nghiÖm cña chóng t«i, H§ML tuyÖt ®èi t−¬ng øng lµ 0,0631; 0,0594; 

0,0570 vµ 0,0561 g D,L- malic/g tb.Èm/ h. Nh− vËy trong kho¶ng pH nghiªn cøu 

th× pH 4,5 cho H§ML cao nhÊt. 

 

B¶ng 9:   D− l−îng axit D,L-malic (g/l) sau thêi gian ph¶n øng  

t¹i c¸c pH kh¸c nhau 

 

pH Thêi gian ph¶n 

øng(ngµy) 3,1 3,5 4,0 4,5 

0 

1 

2 

3 

4 

 

24 

7,18 

6,85 

6,72 

6,38 

24 

6,9 

5,47 

5,06 

5,16 

24 

6,17 

4,56 

4,29 

4,39 

24 

5,06 

4,39 

4,39 

4,49 
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B¶ng 10: H§ML trong 16 giê ®Çu  tiªn ë c¸c pH kh¸c nhau 

 
pH            Ho¹t ®é malolactic 

                     (H§ML) 3,1 3,5 4,0 4,5 

H§ML tuyÖt ®èi (g axit malic/ g tÕ 

bµo Èm x giê) 

 

H§ML t−¬ng ®èi (%) 

 

0,0561 

 

89,1 

 

0,0570 

 

90,3 

 

0,0594 

 

94,1 

 

0,0631 

 

100 

 

4.3.3.¶nh h−ëng cña nång ®é cån tíi H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh:  

 

Cån lµ mét t¸c nh©n øc chÕ  sinh tr−ëng cña LF01 lµm cho sinh khèi thu 

®−îc Ýt vµ do vËy ¶nh h−ëng lín tíi kh¶ n¨ng ph©n gi¶i axit D,L-malic cña dÞch 

men. Nh−ng  cån ¶nh h−ëng nh− thÕ nµo ®èi víi kh¶ n¨ng ph©n gi¶i axit malic 

cña tÕ bµo cè ®Þnh th× ta ch−a  râ. §Ó lµm râ vÊn ®Ò nµy chóng t«i ®· cho tÕ bµo 

cè ®Þnh vµo dung dÞch axit D,L-malic thö ho¹t ®é bæ sung cån víi c¸c nång ®é  

kh¸c nhau: 5; 10; 15; 20 %V, lªn men trong 24 giê vµ ph©n tÝch d− l−îng axit 

D,L-malic  t¹i thêi ®iÓm 16 vµ 24 giê.  

 

B¶ng 11: D− l−îng axit D,L-malic (g/l) vµ tr¹ng th¸i dung dÞch 

 sau khi ph¶n øng 

Nång ®é cån (%V) Thêi gian 

ph¶n øng ( h) 5  10  15  20  

0 18,5 18,5 18,5 18,5 

16 6,38 7,83 8,87 8,21 

24 5,45 6,09 6,84 6,38 

§é trong cña dÞch trong trong cã vÈn h¬i ®ôc 

TÕ bµo vi khuÈn kh«ng kh«ng kh«ng kh«ng 
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Sè liÖu b¶ng 11 cho thÊy, nång ®é cån trong dÞch cã ¶nh h−ëng tíi kh¶ 

n¨ng ph©n gi¶i axit D,L-malic cña LF01 cè ®Þnh trong Ca-alginat, ®Æc biÖt lµ ®èi 

víi cån nång ®é cao tõ 15%V trë lªn. ë ®©y cã nhËn xÐt lµ t¹i c¸c dung dÞch cã 

nång ®é cån cao dÞch h¬i bÞ ®ôc tuy h¹t kh«ng bÞ vì vµ kh«ng cã tÕ bµo vi khuÈn 

nµo lät ra ngoµi. LÝ do cña hiÖn t−îng nµy chóng t«i ch−a lÝ gi¶i ®−îc vµ dù ®o¸n 

r»ng cã thÓ cån ®· cã t¸c ®éng nµo ®ã ®Õn cÊu tróc cña h¹t vµ thêi gian cßn ch−a 

®ñ dµi ®Ó h¹t bÞ ph¸ vì. 

 

4.3.4. ¶nh h−ëng cña nång ®é tÕ bµo trong h¹t cè ®Þnh:  

Nång ®é tÕ bµo trong h¹t cè ®Þnh  cã ý nghÜa rÊt lín ®Õn H§ML cña c¸c tÕ 

bµo cè ®Þnh trong h¹t. NÕu nh− H§ML tû lÖ thuËn víi nång ®é tÕ bµo trong h¹t 

th× nång ®é gièng cµng cao cµng cã ý nghÜa kinh tÕ vµ kÜ thuËt. §Ó lµm râ vÊn ®Ò 

nµy chóng t«i ®· tiÕn hµnh c¸c thÝ nghiÖm thay ®æi nång ®é gièng Èm tõ 5% ®Õn 

15% so víi dung dÞch alginat vµ tiÕn hµnh thö H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh víi 

nång ®é gièng kh¸c nhau,  x¸c ®Þnh d− l−îng axit D,L-malic. Sè liÖu thu ®−îc thÓ 

hiÖn ë b¶ng 12, 13. 

B¶ng 12: ¶nh h−ëng cña nång ®é gièng trong h¹t tíi d− l−îng 

axit D,L-malic trong dung dÞch 

Nång ®é gièng (%) Thêi gian ph¶n øng  

(h) 5 10 15 

0 20,0 20,0 20,5 

16 7,39 5,12 4,41 

24 6,05 4,44 4,10 

48 4,65 4,36 4,07 

72 4,71 4,13 4,02 

96 4,48 4,13 3,99 

pH 3,42 3,18 3,17 

§é trong cña dÞch trong trong trong 

TÕ bµo vi khuÈn kh«ng kh«ng kh«ng 
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B¶ng 13: H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh víi c¸c nång ®é tÕ bµo kh¸c 

nhau sau 16 giê ph¶n øng 

 

Nång ®é tÕ bµo trong h¹t (%)  

ChØ tiªu ®¸nh gi¸ sau 16h 5 10 15 

L−îng axit malic tiªu hao  (g/l) 12,61 14,88 15,59 

L−îng tÕ bµo tham gia ph¶n øng (g) 2,5 5,0 7,5 

H§ML tuyÖt ®ãi(gmalic/gtb Èm/h) 0,06305 0,0372 0,0260 

H§ML t−¬ng ®èi (%) 100,00 59,00 41,23 

 

Sè liÖu b¶ng 13 cho thÊy H§ML bÞ ¶nh h−ëng rÊt nhiÒu bëi nång ®é gièng 

trong h¹t. MÆc dï trong cïng mét ®¬n vÞ thêi gian l−îng axit D,L-malic tiªu hao 

ë c¸c mÉu cã h¹t cè ®Þnh víi nång ®é gièng cao nhiÒu h¬n lµ ë mÉu h¹t cã nång 

®é gièng thÊp, nh−ng mèi quan hÖ nµy kh«ng tû lÖ thuËn. Trong thÝ nghiÖm cña 

chóng t«i H§ML tuyÖt ®èi cña c¸c mÉu s¾p xÕp theo chiÒu t¨ng cña nång ®é tÕ 

bµo trong h¹t lÇn l−ît lµ 0,06303 ; 0,0372; 0,0260 vµ H§ML t−¬ng ®èi t−¬ng øng 

lµ 100,0 ; 59,0 vµ 41,23. Nh− vËy H§ML cña h¹t cã nång ®é tÕ bµo 15 %  chØ 

b»ng h¬n 40% so víi h¹t cã 5%. V× vËy cã thÓ thÊy r»ng tuy t¹i c¸c thêi ®iÓm h¹t 

cè ®Þnh víi nång ®é gièng cao cho d− l−îng axit D,L-malic thÊp h¬n nh−ng xÐt 

vÒ H§ML tuyÖt ®èi th× l¹i thÊp h¬n  nhiÒu h¹t cè ®Þnh víi nång ®é gièng thÊp, do 

®ã dïng h¹t cè ®Þnh víi nång ®é gièng thÊp cã lîi h¬n vÒ mÆt kinh tÕ v× ®Ó t¹o 

mét l−îng sinh khèi lín dïng cho cè ®Þnh còng rÊt tèn kÐm. V× vËy  chóng t«i 

tiÕp tôc c¸c  thÝ nghiÖm tiÕp sau víi h¹t cã nång ®é gièng 5% . 

 

4.3.5. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é lªn men ®Õn H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh  

NhiÖt ®é lu«n lu«n lµ yÕu tè kÝch thÝch cã giíi h¹n sinh tr−ëng vµ ho¹t ®é 

c¸c lo¹i enzim cña vi sinh vËt. Qua c¸c thÝ nghiÖm ë trªn ta ®· thÊy ®Ó cã nhiÒu 

sinh khèi ta ph¶i nu«i LF01 ë nhiÖt ®é 25 oC . Song ngoµi khÝa c¹nh sinh khèi th× 

mét c©u hái ®Æt ra lµ liÖu nhiÖt ®é t¸c ®éng tíi H§ML cña h¹t cè ®Þnh nh− thÕ 
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nµo.  §Ó tr¶ lêi vÊn ®Ò nµy chóng t«i ®· tiÕn hµnh c¸c thÝ nghiÖm kh¶o s¸t t¹i ba 

thang nhiÖt ®é kh¸c nhau lµ 16, 25 vµ 35 oC. H¹t ®−îc cè ®Þnh víi nång ®é gièng 

5 %, thö H§ML trong m«i tr−êng thö ho¹t lùc vµ ph©n tÝch d− l−îng axit D,L-

malic vµ tÝnh H§ML. 

Sè liÖu b¶ng 14, 15 cho thÊy H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh cã gi¸ trÞ cao nhÊt 

t¹i nhiÖt ®é 25 oC vµ ®¹t 0,0632 g/gtb Èm/h, t¹i nhiÖt ®é 16 oC hay 35 oC H§ML 

cña c¸c h¹t cè ®Þnh chØ b»ng h¬n 80% H§ML t¹i 25 oC. §iÒu ®¸ng mõng lµ 

enzim malolactic cña LF01 ho¹t ®éng tèt trong kho¶ng nhiÖt ®é kh¸ réng, tõ 16-

35oC, ®iÒu nµy kh«ng g©y c¶n trë cho viÖc thùc hiÖn qu¸ tr×nh lªn men malolactic 

t¹i nh÷ng n−íc cã khÝ hËu thay ®æi nhiÒu nh− n−íc ta. 

B¶ng 14 : D− l−îng axit D,L-malic  sau thêi gian ph¶n øng t¹i c¸c 

nhiÖt ®é kh¸c nhau cña c¸c h¹t cè ®Þnh LF01 

NhiÖt ®é ph¶n øng (oC) Thêi gian ph¶n øng 

( h) 16 25 35 

0 18,14 18,14 18,14 

16 7,515 5,50 7,006 

24 6,676 4,15 5,595 

§é trong cña dÞch trong trong trong 

TÕ bµo vi khuÈn kh«ng cã kh«ng cã kh«ng cã 

 

B¶ng 15 : ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ®Õn H§ML cña c¸c h¹t cè 

®Þnh LF01 

NhiÖt ®é ph¶n øng (oC) ChØ tiªu ph©n tÝch 

hoÆc tÝnh to¸n sau 16 h 16 25 35 

L−îng axit D,L-malic tiªu hao (g/l) 10,625 12,64 11,13 

L−îng tÕ bµo tham gia ph¶n øng ( g) 2,5 2,5 2,5 

H§ML tuyÖt ®èi ( gmalic/gtb Èm/h) 0,0531 0,0632 0,0556 

H§ML t−¬ng ®èi (%) 84,02 100,00 87,97 
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4.3.6. ¶nh h−ëng cña nång ®é ®−êng tíi H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh:  

 

Khi lªn men vang ng−êi ta th−êng dïng m«i tr−êng cã nång ®é ®−êng 

kho¶ng 20 %. NÕu  ®−a vi khuÈn Leuconostoc oenos vµo ®Ó thùc hiÖn lªn men 

malolactic ngay tõ ®Çu th× vi khuÈn ph¶i chÞu søc Ðp cña nång ®é ®−êng cao. NÕu 

chê ®Õn khi qua giai ®o¹n lªn men r−îu ( nång ®é ®−êng xuèng thÊp) th× vi khuÈn 

l¹i ph¶i chÞu søc Ðp cña m«i tr−êng cån nång ®é cao. §Ó cã thÓ chñ ®éng sö dông 

vi khuÈn malolactic, nhÊt lµ d−íi d¹ng h¹t cè ®Þnh, chóng t«i tiÕn hµnh thÝ nghiÖm 

xem xÐt mèi quan hÖ gi÷a nång ®é ®−êng vµ H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh. KÕt hîp 

víi c¸c thÝ nghiÖm phÇn 4.3.3 ®Ó c©n nh¾c t×m ra mét thêi ®iÓm tèt nhÊt cho viÖc 

tiÕp gièng vi khuÈn sao cho H§ML ®¹t ®−îc cao nhÊt.  Sö dông m«i tr−êng thö 

ho¹t lùc cã bæ sung ®−êng víi c¸c nång ®é 5; 10; 15; 20%. KÕt qu¶ thu ®−îc ghi 

l¹i ë b¶ng 16, 17 . 

 

Theo c¸c sè liÖu, sau 16 giê lªn men nång ®é ®−êng trong dÞch cã ¶nh 

h−ëng kh«ng ®¸ng kÓ tíi H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh.T¹i nång ®é 5% H§ML lµ 

0,063 g malic/g tb.Èm/h vµ  t¹i nång ®é 20% (cao h¬n 4 lÇn) H§ML vÉn cßn 

0,0605 g malic/g tb.Èm/h vµ b»ng 96,03% so víi H§ML t¹i nång ®é ®−êng 5%.  

B¶ng 16 : ¶nh h−ëng cña nång ®é ®−êng tíi H§ML  

cña c¸c h¹t cè ®Þnh LF01 

Nång ®é ®−êng (%) Thêi gian ph¶n øng 

(h) 5 10 15 20 

0 18,756 18.756 18.756 18,756 

16 6,1419 6,3199 6,5106 6,6632 

24 5,94 6,27 6,42 6,62 

§é trong cña dÞch trong trong trong trong 

TÕ bµo vi khuÈn kh«ng cã kh«ng cã kh«ng cã kh«ng cã
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B¶ng 17 : ¶nh h−ëng cña nång ®é ®−êng tíi H§ML  

cña c¸c h¹t cè ®Þnh LF01 

 

Nång ®é ®−êng (%) ChØ tiªu ph©n tÝch 

hoÆc tÝnh to¸n sau 16 h 5 10 15 20 

L−îng axit D,L-malic tiªu hao (g/l) 12,614 12,436 12,246 12,093

L−îng tÕ bµo tham gia ph¶n øng ( g) 2,5 2,5 2,5 2,5 

H§ML tuyÖt ®èi ( gmalic/gtb.Èm/h) 0,0630 0,0622 0,0612 0,0605

H§ML t−¬ng ®èi (%) 100,00 98,73 97,14 96,03 

 

4.3.7. Lªn men malolactic nhê c¸c tÕ bµo L. oenos LF01 cè ®Þnh trong h¹t Ca-

alginat 

Chóng t«i ®· thÝ nghiÖm theo hai c¸ch:  

- C¸ch thø nhÊt cho 50 gam h¹t xóc t¸c vµo 50 ml vang sau lªn men r−îu 

®· läc trong, gi÷ ë 25 oC trong 16 giê råi ph©n tÝch  sù thay ®æi nång ®é cña hai 

axit h÷u c¬ chÝnh lµ D,L-malic vµ axit lactic. 

  - C¸ch thø hai cho 800 g h¹t cè ®Þnh LF01 (H§ML trung b×nh kho¶ng 

0,05 g/g tÕ bµo Èm/h) vµo b×nh 1200 lÝt cña Bioflo råi b¬m vang non ( chøa 

2,75g/l D,L-malic) vµo b×nh ®Ó chuyÓn ho¸ axit D,L-malic theo ph−¬ng ph¸p lªn 

men liªn tôc; nhiÖt ®é lªn men 25 oC ; nång ®é tÕ bµo Èm trong h¹t lµ 5%, 5 giê 

®Çu tiªn kh«ng bæ sung, sau ®ã bæ sung vang non víi tèc ®é  2,65 ml/ph ( theo 

tÝnh to¸n tèc ®é thÝch hîp dùa trªn tæng l−îng tÕ bµo tham gia ph¶n øng, nång ®é 

axit D,L-malic trong vang non vµ thêi gian tiÕp xóc dù kiÕn lµ 5 giê). LÊy mÉu 

ph©n tÝch vµo c¸c thêi ®iÓm 0, 5, 10, 16, 24 ,48,72 ,96... KÕt qu¶ ghi ë b¶ng 18 vµ 

19. 
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B¶ng 18:  Thµnh phÇn vang tr−íc vµ sau khi ph¶n øng víi LF01 

 cè ®Þnh trong h¹t Ca-alginat ( thÝ nghiÖm thø nhÊt) 

 

C¸c chØ tiªu ph©n tÝch Tr−íc ph¶n øng Sau ph¶n øng 

Cån (% ) 11,8 12,0 

Axit D,L-malic (g/l ) 4,0 kh«ng 

Axit lactic 1,0 3,95 

pH 3,89 4,05 

VÞ cña vang chua g¾t chua dÞu 

 

Sè liÖu b¶ng 18 chØ ra r»ng h¹t cè ®Þnh LF01 ph¶n øng rÊt tèt ®èi víi axit 

D,L-malic trong vang non : chØ sau 16 giê tiÕp xóc vang non ®· kh«ng cßn dÊu 

vÕt cña axit malic, vÞ dÞu. Tõ kÕt qu¶ nµy chóng t«i nghÜ r»ng cã thÓ dïng nh÷ng 

h¹t cè ®Þnh nµy ®Ó ph©n gi¶i axit  D,L-malic theo kiÓu lªn men liªn tôc. V× vËy 

chóng t«i ®· tiÕn hµnh tiÕp thÝ nghiÖm thø hai nh− ®· nªu ë trªn. 

 

B¶ng 19 : BiÕn ®æi  pH vµ D,L-malic cña vang sau thêi gian lªn men 

liªn tôc nhê c¸c h¹t cè ®Þnh LF01 t¹i thiÕt bÞ Bioflo ( thÝ nghiÖm 2) 

 

Thêi gian (h) pH D,L-malic (g/l) 

0 3,56 2,75 

5 3,95 0,13 

10 3,76 0,12 

16 3,73 0,12 

24 3,75 0,13 

48 3,78 0,14 

72 3,69 0,14 

96 3,72 0,13 

120 3,78 0,12 
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Nh÷ng sè liÖu ghi ë b¶ng 19 ®· x¸c nhËn dù ®o¸n trªn lµ ®óng. Trong qu¸ 

tr×nh lªn men liªn tôc, tèc ®é bæ sung vang non 2,65 ml/ph (hay tèc ®é pha lo·ng 

0,159 l/l/h ) theo tÝnh to¸n lµ phï hîp lµm cho nång ®é axit D,L-malic trong vang 

non  tõ 2,75 g/l ban ®Çu xuèng cßn kho¶ng 0,1 g/l. Nh− vËy b−íc ®Çu ®· cã thÓ 

kh¼ng ®Þnh r»ng cã thÓ thùc hiÖn qu¸ tr×nh lªn men malolactic theo ph−¬ng ph¸p 

liªn tôc nhê c¸c tÕ bµo vi khuÈn cè ®Þnh. Tuy nhiªn vÉn ®ßi hái ph¶i cã c¸c 

nghiªn cóu tiÕp theo ®Ó lµm sao duy tr× ®−îc H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh trong 

qu¸ tr×nh lªn men. 

 
4.3.8. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña thêi gian sö dông ®Õn H§ML cña c¸c h¹t cè 

®Þnh. 

 
Chóng t«i tiÕn hµnh c¸c thÝ nghiÖm nµy víi môc ®Ých t×m hiÓu H§ML  

còng nh− nång ®é tÕ bµo trong c¸c h¹t cè ®Þnh thay ®æi nh− thÕ nµo theo thêi gian 

sö dông. Dïng 50 g h¹t cè ®Þnh víi nång ®é tÕ bµo Èm 5% cho vµo 50 ml vang 

non ( sau lªn men cån 10 ngµy), lªn men trong 16 h. Sau khi kÕt thóc h¹t ®−îc 

röa s¹ch vµ tiÕp tôc lµm nh− trªn. Sè lÇn lÆp l¹i lµ 7 lÇn, sau mçi lÇn dÞch vang 

®−îc ph©n tÝch c¸c chØ tiªu nh−: pH, chuÈn ®é axit tæng, d− l−îng axit D,L-malic, 

lµm tiªu b¶n ®Ó xem cã tÕ bµo kh«ng. §Õm sè tÕ bµo trong 1 g  h¹t  sau mçi lÇn 

t¸i sö dông.  

KÕt  qu¶ cña thÝ nghiÖm  chØ ra mét xu h−íng chung râ nÐt lµ theo chiÒu 

t¨ng cña sè lÇn t¸i sö dông h¹t cè ®Þnh th× pH dÞch vang sau lªn men gi¶m dÇn vµ 

gÇn trë vÒ pH tr−íc khi lªn men, chuÈn ®é axit tæng t¨ng dÇn gÇn ®¹t gi¸ trÞ ban 

®Çu. §Æc biÖt lµ d− l−îng axit D,L-malic cã sù kh¸c biÖt ®¸ng kÓ sau mçi lÇn t¸i 

sö dông ( lÇn 1: 1,477, lÇn 7: 3,5732 ). Râ rµng lµ H§ML cña c¸c h¹t cè ®Þnh ®· 

bÞ gi¶m ®¸ng kÓ sau mçi lÇn t¸i sö dông. Mét ®iÒu rÊt ®¸ng chó ý lµ sau mçi lÇn 

t¸i sö dông th×  nång ®é tÕ bµo sèng trong h¹t l¹i gi¶m ®i ®¸ng kÓ  (1012 tÕ bµo/ 1g 

h¹t tr−íc khi sö dông chØ cßn 106 tÕ bµo/1 g h¹t sau khi lªn men 7 lÇn). Tuy nhiªn 

trong dÞch vang sau lªn men kh«ng thÊy tÕ bµo vi khuÈn, ®iÒu nµy cho thÊy r»ng 

c¸c tÕ bµo vi khuÈn trong h¹t ®· bÞ chÕt dÇn trong qu¸ tr×nh sö dông  chø kh«ng 

ph¶i tho¸t ra ngoµi. §iÒu nµy cã thÓ phÇn nµo lÝ gi¶i nguyªn nh©n gi¶m ho¹t lùc 
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cña c¸c h¹t cè ®Þnh theo thêi gian sö dông, cã lÏ trong m«i tr−êng kh¾c nghiÖt víi 

nång ®é cån cao c¸c tÕ bµo vi khuÈn ®· chÕt dÇn, tuy nhiªn H§ML vÉn cßn duy 

tr× trong mét kho¶ng thêi gian nhÊt ®Þnh do hÖ enzim malolactic cã trong tÕ bµo.  

 

B¶ng 20: C¸c chØ tiªu ph©n tÝch dÞch vang thö ho¹t lùc h¹t cè ®Þnh  

theo thêi gian sö dông  

 
LÇn sö 

dông 

pH ChuÈn ®é (sè 

ml NaOH 

0,1N) 

D− l−îng 

D,L-malic 

(g/l) 

TÕ bµo 

trong dÞch 

Nång ®é tÕ bµo 

sèng trong 1g 

h¹t 

0 2,79 1,1 4,016 - 1012 

1 3,22 0,5 1,1749 kh«ng cã 2 x1010 

2 3,09 0,7 2,0193 kh«ng cã - 

3 3,04 0,9 2,6780 kh«ng cã 109 

4 3,00 1 2,82044 kh«ng cã - 

5 2,97 1 3,0722 kh«ng cã 4x107 

6 2,90 1 3,1384 kh«ng cã - 

7 2,86 1 3,2223 kh«ng cã 106 

 

MÆt kh¸c ®Ó t×m hiÓu b¶n chÊt cña hiÖn t−îng H§ML bÞ gi¶m chóng t«i ®· 

ho¹t ho¸ h¹t cè ®Þnh sau lÇn sö dông thø 7 trong m«i tr−êng dinh d−ìng (m«i 

tr−êng vÉn ®−îc dïng ®Ó thu sinh khèi vi khuÈn nh− ®· nªu trªn), ®Õm sè l−îng tÕ 

bµo cã trong 1 g h¹t sau khi ho¹t ho¸, tiÕp tôc thö ho¹t lùc nh− trªn: 50 g h¹t ®· 

ho¹t ho¸ trong 50 ml vang non cã nång ®é axit D,L-malic 4,016g/l, lªn men trong 

16 h, sau khi kÕt thóc ®o pH, chuÈn ®é axit tæng, d− l−îng axit D,L-malic . KÕt 

qu¶  ®−îc ghi trong b¶ng 21. 
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B¶ng 21: C¸c chØ tiªu ph©n tÝch dÞch vang thö ho¹t lùc h¹t cè ®Þnh vi 

khuÈn LF01 sau 16 h lªn men tr−íc vµ  sau khi ho¹t ho¸ 

 

 Nång ®é tÕ bµo sèng  

trong 1 g h¹t 

pH ChuÈn ®é (ml 

NaOH 0,1N) 

D− l−îng 

D,L-malic 

(g/l) 

Tr−íc ho¹t ho¸ 106 2,86 1 3,2223 

Sau ho¹t ho¸ 1011 3,08 0,6 2,0905 

 

Tõ kÕt qu¶ trªn thÊy r»ng nång ®é tÕ bµo sau khi ho¹t ho¸ ®· t¨ng lªn ®¸ng 

kÓ (tõ 106 tÕ bµo/1g h¹t sau 7 lÇn sö dông lªn 1011 tÕ bµo/1g h¹t sau khi ho¹t ho¸), 

c¸c chØ sè ph©n tÝch dÞch vang thö ho¹t lùc sau 16 giê lªn men cña h¹t cè ®Þnh ®· 

cã sù thay ®æi lín: pH ®èi víi h¹t tr−íc  ho¹t ho¸ lµ 2,86 th× sau ho¹t ho¸ lµ 3,08; 

chuÈn ®é axit tæng lµ 1 ®èi víi h¹t ch−a ho¹t ho¸ vµ 0,6 ®èi víi h¹t sau ho¹t ho¸, 

®Æc biÖt d− l−îng axit D,L malic ®· cã sù kh¸c biÖt ®¸ng kÓ (3,2223 g/l ®èi víi 

h¹t ch−a ho¹t ho¸ vµ 2,0905 ®èi víi h¹t cè ®Þnh sau ho¹t ho¸). Nh− vËy cã thÓ 

thÊy H§ML cña h¹t ®· qua mét thêi gian sö dông  ®−îc c¶i thiÖn ®¸ng kÓ sau khi 

®−îc ho¹t ho¸. §iÒu nµy cã thÓ gi¶i thÝch  lµ do trong m«i tr−êng dinh d−ìng ®Çy 

®ñ c¸c tÕ bµo vi khuÈn trong h¹t  ®· sinh tr−ëng ph¸t triÓn t¨ng vÒ sè l−îng, t¨ng 

H§ML vµ  lµm râ nhËn xÐt ®· nªu trªn, muèn duy tr× H§ML trong h¹t cè ®Þnh 

theo thêi gian sö dông th× ph¶i duy tr× ®−îc sù sèng cña c¸c tÕ bµo trong h¹t. 
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4.3.9. Quy tr×nh lªn men malolactic nhê tÕ bµo cè ®Þnh 

Víi c¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu trªn chóng t«i ®· ®Þnh ra mét s¬ ®å lªn men 

malolactic theo ph−¬ng ph¸p cè ®Þnh tÕ bµo nh− sau: 

 
       Vi khuÈn LF01      Qu¶ 

 
 
  Ho¹t ho¸    Lùa chän 
 
 
  Nh©n gièng          Xö lý qu¶ 
 
 
   Li t©m t¸ch sinh khèi        Lªn men r−îu 
 

 
Na-alginat          Cè ®Þnh tÕ bµo    Lªn men malolactic nhê  
CaCl2                  tÕ bµo cè ®Þnh 
 

         
        Läc trong 

 
 
       §iÒu chØnh c¸c chØ tiªu 
 
 
        §ãng chai, d¸n nh·n 
 
 
               Thµnh phÈm 

 

H×nh 3 : S¬ ®å l−u tr×nh c«ng nghÖ lªn men malolactic nhê vi khuÈn 
cè ®Þnh trong Ca-alginat 

  
 

4.4. Lªn men malolactic nhê tÕ bµo tù do: 

Víi ®iÒu kiÖn hiÖn nay ë ViÖt nam th× c«ng nghÖ cè ®Þnh tÕ bµo vÉn ch−a 

thùc sù dÔ dµng ¸p dông trong s¶n xuÊt ®¹i trµ v× thÕ chóng t«i tiÕp tôc nghiªn cøu 

c«ng nghÖ lªn men malolactic nhê tÕ bµo tù do ®Ó cã thÓ ¸p dông vµo thùc 

nghiÖm ë quy m« pilot. 
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4.4.1. Nghiªn cøu thêi ®iÓm thÝch hîp ®Ó bæ sung vi khuÈn: 

TiÕn hµnh lªn men vµ bæ sung vi khuÈn t¹i c¸c thêi ®iÓm kh¸c nhau: Nång 

®é nh©n gièng nÊm men lµ 10%, nång ®é vi khuÈn lµ 5 g sinh khèi Èm (hµm Èm 

80%)/ lÝt m«i tr−êng. 

M1: MÉu ®èi chøng kh«ng bæ sung vi khuÈn 

M2: Bæ sung ®ång thêi nÊm men vµ vi khuÈn 

M3: Bæ sung vi khuÈn vµo thêi ®iÓm nÊm men ph¸t triÓn ë pha logarit 

(ngµy thø 3 cña qu¸ tr×nh lªn men cån) 

M4: Bæ sung sau khi kÕt thóc lªn men chÝnh. 

Vi khuÈn ®−îc nh©n gièng trong m«i tr−êng thu sinh khèi sau ®ã ®−îc ly 

t©m ®Ó t¸ch sinh khèi vµ bæ sung vµo c¸c thêi ®iÓm lªn men.Trong qu¸ tr×nh lªn 

men theo dâi biÕn ®æi cña c¸c chØ tiªu: ®−êng, pH, axit tÝnh theo sè ml NaOH 0.1 

N chuÈn ®é 1 ml dÞch lªn men, axit malic (g/l). 

KÕt qu¶ ®−îc chØ ra trong b¶ng 22 vµ h×nh 4. 

0
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0 6 15 24 33 42
Thoi gian (ngay)
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H×nh 4. BiÕn ®æi axit malic theo thêi gian cña c¸c mÉu bæ sung vi 

khuÈn t¹i c¸c thêi ®iÓm kh¸c nhau 
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B¶ng 22: Theo dâi ®éng häc qu¸ tr×nh lªn men cã bæ sung vi khuÈn Leuconostoc oenos 
 

MÉu 

M1    M2 M3 M4

Thêi 
gian 
(ngµy) 

§−êng 
(%) 

pH        Axit
(ml 

NaOH 
0.1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

§−êng 
(%) 

pH Axit
(ml 

NaOH 
0.1N)

Axit 
malic 
(g/l) 

§−êng 
(%) 

pH Axit
(g/l) 

Axit 
malic 
(g/l) 

§−êng 
(%) 

pH Axit
(g/l) 

Axit 
malic 
(g/l) 

0                23.5 3.93 0.53 2.51 23.5 3.93 0.53 2.51 23.5 3.93 0.53 2.51 23.5 3.93 0.53 2,51

1                18.7 3.89 0.55 - 18.3 3.89 0.56 - 18.9 3.88 0.56 - 18.5 3.89 0.55 -

3                11.67 3.84 0.6 - 11.5 3.75 0.63 - 11.85 3.84 0.6 - 11.72 3.83 0.61 -

6                6.09 3.69 0.66 2.52 5.78 3.64 0.72 2.48 6.3 3.70 0.67 2.53 6.34 3.70 0.67 2.52

9                4.17 3.68 0.68 - 4.04 3.61 0.73 - 4.27 3.69 0.68 - 4.21 3.69 0.69 -

12                1.90 3.67 0.7 - 1.58 3.62 0.73 - 1.88 3.69 0.69 - 2.0 3.69 0.7 -

15                - 3.68 0.69 2.49 - 3.60 0.73 2.15 - 3.69 0.70 2.43 - 3.68 0.69 2.50

18                - 3.67 0.68 - - 3.63 0.72 - - 3.70 0.68 - - 3.68 0.69 -

21                - 3.68 0.68 - - 3.67 0.67 - - 3.69 0.68 - - 3.71 0.67 -

24                - 3.68 0.67 2.45 - 3.73 0.63 1.44 - 3.68 0.69 2.40 - 3.72 0.65 1,92

27                - 3.67 0.66 - - 3.75 0.61 - - 3.70 0.69 - - 3.75 0.63 -

30                - 3.69 0.66 - - 3.80 0.59 - - 3.70 0.67 - - 3.80 0.60 -

33                - 3.68 0.67 2.43 - 3.86 0.57 0.41 - 3.70 0.67 2.38 - 3.86 0.57 0,75

36                - 3.68 0.66 - - 3.90 0.56 - - 3.70 0.66 - - 3.89 0.55 -

39                - 3.69 0.65 - - 3.93 0.54 - - 3.71 0.66 - - 3.92 0.54 -

42                - 3.67 0.66 2.42 - 3.93 0.54 0.15 - 3.71 0.66 2.29 - 3.93 0.53 0.20

45                - 3.68 0.66 - - 3.93 0.54 - - 3.72 0.65 - - 3.95 0.52 -



KÕt qu¶ b¶ng 22 vµ h×nh 4 cho thÊy r»ng: 

- Qu¸ tr×nh lªn men khi cã vµ kh«ng bæ sung vi khuÈn kh«ng cã g× kh¸c biÖt ®¸ng 

kÓ, ®iÒu nµy chØ ra r»ng vi khuÈn ®· kh«ng g©y ra sù ®èi kh¸ng  ®èi víi nÊm men. 

Khi lªn men bæ sung vi khuÈn ®ång thêi víi nÊm men axit t¹o thµnh trong qu¸ 

tr×nh lªn men cã cao h¬n mét chót so víi khi lªn men kh«ng bæ sung vi khuÈn, 

®iÒu nµy cho thÊy vi khuÈn Leuconostoc trong m«i tr−êng giµu ®−êng cã sö dông 

c¬ chÊt ®−êng ®Ó lªn men t¹o axit lactic, tuy nhiªn kh«ng nhiÒu nh−ng còng g©y 

nguy c¬ lµm t¨ng ®é chua cña vang. Qu¸ tr×nh ph©n gi¶i axit malic diÔn ra rÊt tèt, 

tèc ®é ph©n gi¶i nhanh nhÊt so víi c¸c thêi ®iÓm bæ sung kh¸c.  Sau 42 ngµy tõ 

khi b¾t ®Çu qu¸ tr×nh lªn men vang th× axit malic gÇn nh− ®· bÞ ph©n huû hÕt. 

- Khi bæ sung vi khuÈn t¹i thêi ®iÓm nÊm men ®¹t pha logarit th× kh¶ n¨ng ph©n 

gi¶i axit malic trong qu¸ tr×nh lªn men malolactic sau ®ã lµ kh«ng ®¸ng kÓ, nh− 

vËy qu¸ tr×nh lªn men malolactic khi bæ sung vi khuÈn ë thêi ®iÓm nµy lµ kh«ng 

cã hiÖu qu¶. §iÒu nµy cã thÓ ®−îc lý gi¶i lµ do thêi ®iÓm nµy nÊm men ®ang ph¸t 

triÓn m¹nh nªn cã thÓ ®· c¹nh tranh nguån dinh víi vi khuÈn, øc chÕ sù ph¸t triÓn 

cña vi khuÈn nªn dÉn tíi qu¸ tr×nh lªn men malolactic diÔn ra qu¸ chËm ch¹p . 

- Bæ sung vi khuÈn vµo thêi ®iÓm kÕt thóc qu¸ tr×nh lªn men tuy cã nh−îc ®iÓm lµ 

lóc nµy nång ®é cån kh¸ cao nh−ng bï l¹i qu¸ tr×nh lªn men cån kh«ng bÞ ¶nh 

h−ëng g×, chñng vi khuÈn ®· ®−îc tuyÓn chän cã kh¶ n¨ng chÞu cån nªn tèc ®é 

ph©n huû axit malic còng kh¸ cao, cã kÐm h¬n mét chót so víi khi bæ sung vi 

khuÈn tõ ®Çu nh−ng bï l¹i kh«ng g©y nªn nguy c¬ rñi ro nµo. 

- Víi sù c©n nh¾c lîi h¹i, ®Ó gi¶m bít rñi ro vµ vÉn ®¶m b¶o thêi gian ph©n huû 

axit malic nhanh chóng t«i lùa chän thêi ®iÓm bæ sung vi khuÈn thÝch hîp nhÊt 

cho qu¸ tr×nh lªn men malolactic lµ khi kÕt thóc qu¸ tr×nh lªn men r−îu. H¬n thÕ 

n÷a thêi ®iÓm bæ sung nµy rÊt dÔ dµng thao t¸c, dÔ khèng chÕ c¸c ®iÒu kiÖn m«i 

tr−êng thÝch hîp cho mçi loµi ®Æc biÖt khi cã sö dông SO2 ®Ó b¶o qu¶n dÞch qu¶ 

th× thêi ®iÓm bæ sung nµy gióp cho kh¶ n¨ng øc chÕ cña SO2 ®èi víi vi khuÈn 

còng gi¶m bít do sau khi kÕt thóc lªn men r−îu nång ®é SO2 trong m«i ®· gi¶m 

h¬n ®¸ng kÓ so víi ban ®Çu. Cã thÓ kh¾c phôc nång ®é cån cao g©y øc chÕ vi 

khuÈn b»ng c¸ch t¨ng l−îng sinh khèi bæ sung ban ®Çu. 

 52



4.4.2. Nghiªn cøu lùa chän nång ®é vi khuÈn thÝch hîp cho lªn men 

malolactic 

Sau khi ®· lùa chän ®−îc thêi ®iÓm bæ sung vi khuÈn sau khi kÕt thóc qu¸ 

tr×nh lªn men r−îu, ®Ó kh¾c phôc nh−îc ®iÓm lµ nång ®é cån cao cã thÓ sÏ diÖt 

mét sè l−îng tÕ bµo vi khuÈn, chóng t«i tiÕn hµnh nghiªn cøu x¸c ®Þnh nång ®é vi 

khuÈn thÝch hîp ®−a vµo m«i tr−êng lªn men ®Ó khëi ®éng qu¸ tr×nh lªn men 

malolactic ®Ó qu¸ tr×nh diÔn ra tèt nhÊt. 

Sö dông c¸c nång ®é vi khuÈn ®−a vµo m«i tr−êng lµ 5, 10, 15 g sinh khèi 

Èm / lÝt vang non. C¸c mÉu ®−îc ký hiÖu lµ M1, M2, M3, M4 t−¬ng øng víi mÉu 

®èi chøng vµ c¸c nång ®é vi khuÈn bæ sung nh− trªn. 

Theo dâi ®éng häc qu¸ tr×nh lªn men malolactic qua c¸c chØ tiªu ®é axit 

(ml NaOH 0.1N), pH, axit malic (g/l). 

KÕt qu¶ chØ ra trong b¶ng 23 vµ h×nh 5. 

KÕt qu¶ nµy cho thÊy r»ng khi t¨ng nång ®é vi khuÈn th× tèc ®é qu¸ tr×nh 

lªn men malolactic t¨ng lªn ®¸ng kÓ thÓ hiÖn qua hµm l−îng axit malic gi¶m 

m¹nh h¬n. Tuy nhiªn cã thÓ nhËn thÊy khi t¨ng nång ®é axit malic lªn 15 g sinh 

khèi Èm/ l vang non th× tuy tèc ®é gi¶m malic cã t¨ng lªn so víi mÉu bæ sung vi 

khuÈn nång ®é 10gsinh khèi Èm /lÝt nh−ng kh«ng nhiÒu, còng sau 27 ngµy lªn 

men malolactic th× nång ®é axit malic cña hai mÉu cßn l¹i gÇn nh− nhau, trong 

khi ®ã trong s¶n xuÊt viÖc t¨ng gÊp r−ìi l−îng sinh khèi vi khuÈn bæ sung sÏ kh¸ 

tèn kÐm, do ®ã tÝnh vÒ lîi Ých kinh tÕ chóng t«i chän nång ®é vi khuÈn bæ sung 

cho lªn men malolactic lµ 10 g sinh khèi Èm/lÝt vang non. 
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B¶ng 23: Qu¸ tr×nh lªn men malolactic víi c¸c nång ®é vi khuÈn bæ sung kh¸c nhau 
 
C¸c chØ tiªu 

M1   M2 M3 M4
Thêi 
gian 

(ngµy) pH        Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

pH Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

pH Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

pH Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

1 3.67            0.69 2.54 3.67 0.69 2.54 3.67 0.69 2.54 3.67 0.69 2.54

3 3.67            0.69 - 3.68 0.69 - 3.69 0.68 - 3.70 0.68 -

6 3.69            0.68 - 3.70 0.68 - 3.70 0.67 - 3.73 0.65 -

9 3.68            0.66 2.52 3.71 0.66 2,04 3.76 0.64 1.75 3.79 0.62 1.66

12 3.67            0.67 - 3.75 0.64 - 3.79 0.61 - 3.85 0.58 -

15 3.69            0.66 - 3.82 0.59 - 3.84 0.58 - 3.89 0.56 -

18 3.68            0.65 2.49 3.86 0.56 0,82 3.89 0.55 0.52 3.92 0.54 0.41

21 3.68            0.66 - 3.90 0.54 - 3.94 0.52 - 3.93 0.53 -

24 3.67            0.66 - 3.93 0.53 - 3.95 0.51 - 3.94 0.52 -

27 3.69            0.65 2.48 3.95 0.52 0.28 3.96 0.52 0.15 3.95 0.51 0.12

30 3.70            0.65 - 3.96 0.52 - 3.96 0.52 - 3.95 0.50 -

 
 
Ngµy 1: Ngµy b¾t ®Çu qu¸ tr×nh lªn men malolactic 
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khuÈn bæ sung kh¸c nhau 

 

4.4.3. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña nång ®é SO2 trong qu¸ tr×nh xö lý dÞch qu¶ 

ban ®Çu ®Õn qu¸ tr×nh lªn men malolactic 

 

Chóng ta biÕt r»ng kh¶ n¨ng chèng chÞu víi SO2 cña vi khuÈn vµ nÊm men 

rÊt kh¸c nhau, vi khuÈn th−êng nh¹y c¶m h¬n víi SO2 . V× thÕ nÕu sö dông SO2 

trong b¶o qu¶n dÞch qu¶ th× liÖu nång ®é b¶o qu¶n nh− thÕ nµo lµ thÝch hîp ®Ó 

kh«ng g©y trë ng¹i cho qu¸ tr×nh lªn men malolactic. §Ó tr¶ lêi cho c©u hái nµy 

chóng t«i tiÕn hµnh lªn men vang víi dÞch qu¶ cã nång ®é SO2  tæng sè tr−íc khi 

lªn men lµ  60, 80, 100 mg/l. Sau khi kÕt thóc lªn men chÝnh th× bæ sung vi khuÈn 

víi nång ®é 10g sinh khèi Èm/lÝt. 

Theo dâi qu¸ tr×nh lªn men malolactic víi c¸c chØ tiªu pH, ®é axit, axit 

malic. 

KÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy trong b¶ng 24 vµ h×nh 6. 
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B¶ng 24: ¶nh h−ëng cña nång ®é SO2 trong dÞch qu¶ ban ®Çu tíi qu¸ tr×nh lªn men malolactic 
 
C¸c chØ tiªu 

M1   M2 M3 M4
Thêi 
gian 

(ngµy) pH        Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

pH Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

pH Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

pH Axit (ml
NaOH 
0,1N) 

Axit 
malic 
(g/l) 

1 3.65            0.70 2.51 3.65 0.71 2.54 3.64 0.72 2.50 3.64 0.72 2.51

3 3.67            0.68 - 3.66 0.70 - 3.64 0.71 - 3.65 0.72 -

6 3.70            0.67 - 3.70 0.68 - 3.65 0.70 - 3.67 0.71 -

9 3.74            0.64 1,89 3.73 0.65 1.92 3.67 0.68 2.0 3.68 0.70 2.18

12 3.83            0.59 - 3.77 0.62 - 3.69 0.66 - 3.70 0.68 -

15 3.87            0.56 - 3.80 0.60 - 3.72 0.65 - 3.71 0.67 -

18 3.91            0.54 0,73 3.84 0.58 0.81 3.76 0.63 1.17 3.74 0.65 1.58

21 3.92            0.53 - 3.88 0.56 - 3.81 0.59 - 3.75 0.64 -

24 3.94            0.52 - 3.92 0.54 - 3.84 0.58 - 3.79 0.61 -

27 3.95            0.52 0.22 3.93 0.54 0.29 3.86 0.57 0.69 3.82 0.59 0.93

30 3.96            0.52 - 3.93 0.53 - 3.88 0.56 - 3.84 0.58 -

33 3.96            0.51 - 3.94 0.52 - 3.89 0.54 - 3.86 0.56 -

36 3.96            0.51 0,12 3.94 0.51 0.18 3.92 0.53 0.31 3.87 0.56 0.54

39 -            - - - - - 3.92 0.53 - 3.90 0.55 -

42 -            - - - - - 3.94 0.52 - 3.91 0.55 -

45 -            - - - - - 3.94 0.52 0.20 3.92 0.54 0.41

Ngµy 1: Ngµy b¾t ®Çu qu¸ tr×nh lªn men malolactic 
 



KÕt qu¶ cho thÊy khi t¨ng nång ®é SO2 trong dÞch lªn men ban ®Çu th× qu¸ 

tr×nh lªn men malolactic sau ®ã bÞ ¶nh h−ëng ®¸ng kÓ thÓ hiÖn qua tèc ®é ph©n 

gi¶i axit malic bÞ gi¶m ®i râ rÖt, thêi gian lªn men malolactic bÞ kÐo dµi thªm. 

Tuy nhiªn ë nång ®é SO2 ban ®Çu 100 mg/l tuy qu¸ tr×nh bÞ kÐo dµi nh−ng vÉn cã 

kh¶ n¨ng kÕt thóc ®−îc qu¸ tr×nh lªn men malolactic, nh− vËy nång ®é nµy chØ cã 

thÓ øc chÕ chø ch−a tiªu diÖt ®−îc chñng vi khuÈn nµy. Do ®ã ®Ó hiÖu qu¶ cña 

qu¸ tr×nh lªn men malolactic ®−îc tèt vµ tiÕt kiÖm thêi gian nªn khèng chÕ nång 

®é SO2 ban ®Çu d−íi 100 mg/l. 

Qua c¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu trªn cã thÓ thÊy r»ng c¸c ®iÒu kiÖn c«ng nghÖ 

thÝch hîp cho qu¸ tr×nh lªn men malolactic lµ: 

NhiÖt ®é lªn men : 25 oC 

Thêi ®iÓm bæ sung vi khuÈn: KÕt thóc lªn men r−îu 

Nång ®é SO2 tæng sè trong dÞch qu¶ ban ®Çu: <100 mg/l 

Nång ®é vi khuÈn: 5 ÷10 g sinh khèi Èm/ lÝt (§é Èm 80%) t−¬ng ®−¬ng 

víi nång ®é gièng láng tõ 10-20% thÓ tÝch lªn men (nång ®é tÕ bµo trong gièng 

lµ 109TB/ml). 
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Chóng t«i ®−a ra s¬ ®å c«ng nghÖ cho qu¸ tr×nh lªn men malolactic nh− 

sau: 

                 Qu¶ 

 
 
Vi khuÈn       Lùa chän 
 
 
Ho¹t ho¸          Ðp lÊy dÞch vµ bæ sung ®−êng 
 
 
Nh©n gièng                                    Lªn men r−îu 

                                           
                                              10-20% thÓ tÝch  

                               ( nång ®é 109 TB/ml )                 Lªn men malolactic  
  Li t©m t¸ch sinh khèi               25oC; thêi gian kho¶ng 30 
ngµy  
                                            (5-10 g sinh khèi Èm/lÝt)                       
 

        Tµng tr÷  
 

      
Läc trong 

 
 

       §ãng chai, d¸n nh·n 
 
 
              Thµnh phÈm 

 

H×nh 7 : S¬ ®å l−u tr×nh c«ng nghÖ lªn men malolactic nhê tÕ bµo tù do 
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4.5. Lªn men malolactic ®Ó n©ng cao chÊt l−îng vang quy m« pilot. 

Chóng t«i ¸p dông quy tr×nh lªn men malolactic ®Ó thùc nghiÖm trªn thiÕt 

bÞ 3000 lÝt, t¹i x−ëng thùc nghiÖm ViÖn C«ng nghiÖp thùc phÈm. 

NÊm men ®−îc nh©n gièng vµ tiÕn hµnh lªn men ë nhiÖt ®é 25oC 

Vi khuÈn ®−îc nh©n gièng qua c¸c cÊp vµ bæ sung vµo dÞch vang non víi 

nång ®é gièng t−¬ng ®−¬ng 5 g sinh khèi Èm/ lÝt vang non. Sau khi kÕt thóc lªn 

men chÝnh, qu¸ tr×nh lªn men malolactic ®−îc tiÕn hµnh ë ®iÒu kiÖn 25oC, trong 

qu¸ tr×nh lªn men theo dâi c¸c chØ tiªu pH, ®é axit (ml NaOH 0.1N) vµ sau khi 

kÕt thóc qu¸ tr×nh lªn men malolactic h¹ nhiÖt ®é xuèng 10oC, tµng tr÷  thªm 

kho¶ng 1 th¸ng, sau ®ã läc trong, ®¸nh gi¸ chÊt l−îng s¶n phÈm thùc nghiÖm. 

B¶ng 25. §éng häc qu¸ tr×nh lªn men r−îu vµ lªn men malolactic t¹i 

thiÕt bÞ 3000 lÝt 

Thêi gian 

(ngµy) 

oBx §−êng 

tæng (%)

OD (pha 

lo·ng 10 lÇn)

pH Axit (ml 

NaOH 0.1 N) 

Axit malic 

(g/l) 

Cån 

(%V) 

0 22 18.77 0.111 3.57 0.52 2.35  

1 20.5 15.93 0.207 3.54 0.53 -  

2 19.0 13.23 0.237 3.54 0.54 -  

3 17..2 10.53 0.241 3.53 0.55 -  

TiÕp ®−êng 

4 16.5 10.38 0.255 3.49 0.58 -  

5 14. 2 9.31 0.272 3.47 0.61 -  

6 13.2 7.852 0.296 3.45 0.63 -  

7 12. 0 6.746 0.287 3.45 0.63 -  

8 11.0 5.76 0.281 3.45 0.63 -  

9 10.5 4.42 0.269 3.46 0.61 -  

10 10.2 3.66 0.252 3.46 0.62 -  

11 10.0 3.51 0.230 3.45 0.61 -  

12 9.8 3.288 0.221 3.46 0.61 - 14. 2 

TiÕp vi khuÈn 

13 9.0 2.222 0.246 3.48 0.60 2.37  

14 9.0 1.73 0.179 3.49 0.60 2.31  

15 8.2 1.32 0.186 3.51 0.59 2.26  
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18 8.0 1.15 0.178 3.58 0.57 1.94  

21 - - 0.167 3.60 0.54 1.59  

24 - - 0.162 3.63 0.52 1.27  

27 - - 0.162 3.64 0.51 0.93  

30 - - 0.160 3.67 0.50 0.74  

33 - - 0.155 3.69 0.49 0.56  

36 - - 0.149 3.71 0.48 0.48  

39 - - 0.093 3.73 0.48 0.35  

42 - - 0.090 3.74 0.47 0.26  

45 - - 0.085 3.74 0.47 0.20  

48 - - 0.08 3.74 0.47 0.20 14.0 

H¹ nhiÖt ®é xuèng 10oC 

 

 

B¶ng26. Thµnh phÇn hãa lý vµ ®¸nh gi¸ c¶m quan vang sau lªn men 

malolactic 

 

ChØ tiªu Vang tr−íc khi lªn men 
malolactic 

Vang sau khi lªn men 
malolactic 

pH 3.46 3.74 

Axit (ml NaOH 0.1 N) 0.61 0.47 

Axit malic (g/l) 2.37 0.2 

§é cån (%V) 14.2 14.0 

§−êng sãt (%) 3.3 vÕt 

C¶m quan VÞ chua g¾t VÞ chua dÞu, hµi hßa 

 

§éng häc qu¸ tr×nh thùc nghiÖm t¹i thiÕt bÞ 3000 lÝt diÔn ra b×nh th−êng, 

chØ sau 12 ngµy qu¸ tr×nh lªn men chÝnh kÕt thóc, ®¹t nång ®é cån kh¸ cao (14,2 

%V). Qu¸ tr×nh lªn men malolactic ®−îc tiÕp nèi vµ sau kho¶ng 33 ngµy lªn men 

malolactic th× hÇu nh− toµn bé axit malic ®· bÞ chuyÓn hãa thµnh axit lactic, pH 

dÞch vang t¨ng lªn ®¸ng kÓ vµ axit chuÈn ®é gi¶m xuèng c¶m quan ®¸nh gi¸ thÊy 

vang cã h−¬ng vÞ hµi hoµ h¬n, vÞ chua dÞu vµ h−¬ng th¬m tèt. Nh− vËy cã thÓ thÊy 
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r»ng qu¸ tr×nh lªn men malolactic ®· cã ¶nh h−ëng rÊt tèt tíi chÊt l−îng cña vang, 

chØ sau kho¶ng 45 ngµy lªn men malolactic ®· gióp cho h−¬ng vÞ vang non trë 

nªn hµi hoµ c©n ®èi h¬n. 

Chóng t«i ®· göi mÉu (mÉu r−îu vang cã lªn men malolactic vµ mÉu ®èi 

chøng kh«ng qua lªn men malolactic) ®i ph©n tÝch thµnh phÇn mét sè s¶n phÈm 

phô nh−  este, aldehyt, r−îu bËc cao... b»ng ph−¬ng ph¸p thö theo  TCVN 1273 – 

86 AOAC.97 t¹i ViÖn Dinh D−ìng. KÕt qu¶ chØ ra trong b¶ng sau. 

 

B¶ng 27. Hµm l−îng c¸c s¶n phÈm phô cña r−îu vang lªn men 

malolactic vµ mÉu ®èi chøng 

 
STT C¸c chØ tiªu MÉu kh«ng MLF MÉu cã MLF 

1 Acetaldehyt  (mg/l 1000) 95 110 

2 Etylacetat     (mg/l 1000) 115 65 

3 Propanol       (mg/l 1000) 52 41 

4 Iso- Butanol  (mg/l 1000) 210 74 

5 Iso- Amylic   (mg/l 1000) 520 930 

6 N- Butanol    (mg/l 1000) 315 298 

7 Formaldehyt (mg/l 1000) 56 - 

8 Propanal       (mg/l 1000) 80 - 

9 Axeton         (mg/l 1000) 92 - 

10 Methylacetat (mg/l 1000) 56 - 

11 Iso-Propanol (mg/l 1000) 35 - 

 

C¨n cø kÕt qu¶ trªn cho thÊy khi cã lªn men malolactic, c¸c r−îu bËc cao 

kh«ng cã lîi nh− iso-butanol, iso-propanol, propanal gi¶m h¼n hoÆc biÕn mÊt 

hoµn toµn. Thªm n÷a, c¸c aldehyt vµ xeton kh«ng mong ®îi  nh−  formaldehyt, 

axeton còng kh«ng cßn. Tû lÖ c¸c chÊt th¬m t¹o nªn h×nh th¬m cña vang còng 

c©n ®èi, hµi hßa h¬n. 
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4.6. Nghiªn cøu sö dông mét sè chÊt trî l¾ng lµm trong r−îu vang 
 
 

§Ó rót ng¾n giai ®o¹n lµm trong r−îu vang vµ gãp phÇn lµm æn ®Þnh ®é 

trong cña r−îu vang trong qu¸ tr×nh l−u th«ng chóng t«i ®· nghiªn cøu sö dông 

mét sè chÊt lµm trong cã b¶n chÊt ho¸ häc kh¸c nhau nh− ®Êt trî l¾ng bentonit, 

polyme tæng hîp Polyclar 10, gelatin bæ sung vµo giai ®o¹n lµm trong r−îu vang 

®Ó lùa chän ®−îc chÊt lµm trong phï hîp. 

 

4.6.1.Nghiªn cøu sö dông chÊt trî l¾ng Polyclar 10 ®Ó lµm trong vang: 

 

 Polyclar 10 ®−îc xö lÝ råi ®−îc ®−a vµ r−îu vang sau khi lªn men 

malolactic víi c¸c hµm l−îng kh¸c nhau tõ  0 - 1000mg/l, c¸c mÉu r−îu ®−îc 

tµng tr÷ ë nhiÖt ®é 100C. TiÕn hµnh ®o OD cña dÞch r−îu vang hµng ngµy ë b−íc 

sãng 620nm. KÕt qu¶ chØ ra ë b¶ng 28 vµ 29. 

 B¶ng 28: ¶nh h−ëng cña hµm l−îng Polyclar 10 

  tíi  hiÖu qu¶ l¾ng trong r−îu vang 

Hµm l−îng Polyclar 10 (mg/l)     
Ngµy 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

0 0,873 0,913 0,972 0,984 0,993 1,024 1,135 1,160 1,191 1,207 1,302

1 0,770 0,727 0.725 0,707 0,692 0,680 0,656 0,640 0,636 0,610 0,599

2 0,711 0,664 0,658 0,610 0,609 0,607 0,584 0,573 0,559 0,544 0,527

3 0,670 0,625 0,607 0,573 0,571 0,555 0,544 0,526 0,514 0,495 0,477

4 0,665 0,618 0,593 0,568 0,562 0,544 0,526 0,514 0,495 0,477 0,465

5 0,661 0,600 0,571 0,547 0,537 0,517 0,498 0,479 0,458 0,444 0,433

6 0,649 0,589 0,562 0,544 0,519 0,500 0,485 0,468 0,455 0,434 0,423

7 0,645 0,586 0,558 0,537 0,495 0,480 0,465 0,450 0,442 0,431 0,421

8 0,641 0,583 0,554 0,531 0,490 0,472 0,452 0,442 0,439 0,429 0,419
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 B¶ng 29: ¶nh h−ëng cña hµm l−îng Polyclar 10 

  tíi  chÊt l−îng c¶m quan cña r−îu vang 

C¸c chØ tiªu c¶m quan Nång ®é polyclar 
(mg/l) Mµu s¾c H−¬ng  vÞ 

0 ®á ®Ëm chua dÞu, vÞ h¬i ®¾ng 

100 ®á nh¹t vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

200 ®á nh¹t vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

300 ®á nh¹t vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

400 hång vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

500 hång vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

600 hång vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

700 hång vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

800 hång vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

900 hång vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

1000 hång vÞ chua h¬n, Ýt ®¾ng h¬n 

 

KÕt qu¶ trªn cho thÊy khi t¨ng nång ®é chÊt lµm trong polyclar 10 th× ®é 

trong cña vang t¨ng dÇn thÓ hiÖn ë chØ sè OD gi¶m dÇn. Nång ®é Polyclar 10 

cµng cao th× cã gi¸ trÞ OD cµng thÊp.  Tuy nhiªn Polyclar 10 ¶nh h−ëng lín ®Õn 

chÊt l−îng c¶m quan cña vang. VÒ mµu s¾c c¸c mÉu cã bæ sung Polyclar 10 tuy 

cã mµu s¾c t−¬i s¸ng h¬n, nh−ng mÊt mµu ®á ban ®Çu cña r−îu vµ mµu nh¹t dÇn 

theo chiÒu t¨ng cña l−îng Polyclar 10 bæ sung. §ã lµ do b¶n chÊt cña polyme nµy 

hÊp phô m¹nh c¸c hîp chÊt polyphenol vµ c¸c chÊt tiÒn th©n t¹o sù n©u ho¸ trong 

vang ®á. H¬n n÷a tuy c¸c mÉu bæ sung polyclar 10 lµm gi¶m vÞ ®¾ng cña vang 

nh−ng l¹i lµm cho vang cã vÞ chua g¾t. Chóng t«i nhËn thÊy Polyclar 10 cã ¶nh 

h−ëng rÊt lín ®Õn chÊt l−îng c¶m quan cña vang ®á, do vËy mµ chóng t«i kh«ng 

lùa chän sö dông lµm trong cho r−îu vang ®á. 
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4.6.2.Nghiªn cøu sö dông chÊt trî l¾ng gelatin ®Ó lµm trong vang: 

 

 Gelatin ®−îc xö lÝ råi ®−îc ®−a vµ r−îu vang sau khi lªn men phô víi c¸c 

hµm l−îng kh¸c nhau tõ  0 - 500mg/l, c¸c mÉu r−îu ®−îc tµng tr÷ ë nhiÖt ®é 

100C. TiÕn hµnh ®o OD cña dÞch r−îu vang hµng ngµy ë b−íc sãng 620nm. KÕt 

qu¶ chØ ra ë b¶ng 30. 

 

 B¶ng 30: ¶nh h−ëng cña hµm l−îng gelatin 

  tíi  hiÖu qu¶ l¾ng trong r−îu vang 

 
Hµm l−îng gelatin (mg/l) Ngµy 

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 

0 0,873 1,345 1,398 1,403 1,415 1,423 1,501 1,514 1,589 1,641 1,675 

1 0,770 1,298 1,291 1,285 1,274 0,841 0,766 0,616 0,540 0,532 0,530 

2 0,711 1,156 1,149 1,100 0,870 0,569 0,535 0,458 0,411 0,389 0,389 

3 0,670 0,985 0,912 0,899 0,743 0,504 0,472 0,420 0,372 0,357 0,356 

4 0,665 0,945 0,876 0,811 0,680 0,494 0,470 0,396 0,357 0,347 0,357 

5 0,661 0,851 0,822 0,798 0,590 0,436 0,413 0,362 0,336 0,335 0,332 

6 0,649 0,763 0,758 0,714 0,571 0,429 0,406 0,357 0,329 0,328 0,322 

7 0,645 0,642 0,626 0,611 0,500 0,410 0,389 0,349 0,329 0,325 0,322 

8 0,641 0,635 0,621 0,598 0,471 0,389 0,376 0,345 0,329 0,323 0,321 

 

KÕt qu¶ cho thÊy víi viÖc ®−a gelatin vµo r−îu vang còng t−¬ng tù nh− víi 

Polyclar 10. Cïng víi sù t¨ng nång ®é gelatin bæ sung, ®é trong cña vang t¨ng 

dÇn thÓ hiÖn ë chØ sè OD gi¶m m¹nh so víi mÉu ®èi chøng. Tuy nhiªn chÊt l−îng 

c¶m quan l¹i  bÞ ¶nh h−ëng rÊt râ rÖt. Do gelatin hÊp phô c¸c hîp chÊt phenol 

khiÕn dÞch vang trë nªn t−¬i s¸ng h¬n, nh−ng còng nh− c¸c chÊt trî l¾ng cã b¶n 

chÊt protein kh¸c sÏ lo¹i bá c¸c hîp chÊt phenol ph©n tö l−îng cao, c¸c s¾c tè tÝa 
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vµ anthoxyanyl ®· bÞ polyme ho¸ ra khái vang do ®ã mµu ®á tÝa cña vang bÞ nh¹t 

®i mét c¸ch râ rÖt khi bæ sung gelatin kÓ c¶ víi hµm l−îng bæ sung nhá nhÊt lµ 

50mg/l. MÆt kh¸c c¸c mÉu bæ sung gelatin bÞ mÊt h−¬ng th¬m ®Æc tr−ng cña 

nguyªn liÖu qu¶ so víi mÉu ®èi chøng, cã vÞ chua g¾t vµ lµm gi¶m m¹nh vÞ ch¸t 

cña vang, vÞ trë nªn  ®¾ng h¬n h¼n mÉu ®èi chøng. Do vËy chóng t«i kh«ng lùa 

chän sö dông gelatin cho qu¸ tr×nh l¾ng trong vang ®á. 

 

 B¶ng 31: ¶nh h−ëng cña hµm l−îng gelatin 

  tíi  chÊt l−îng c¶m quan cña r−îu vang 

C¸c chØ tiªu c¶m quan Nång ®é gelatin 
(mg/l) Mµu s¾c H−¬ng  vÞ 

0 ®á ®Ëm chua dÞu, vÞ h¬i ®¾ng 

50 ®á nh¹t vÞ chua h¬n, ®¾ng h¬n 

100 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

150 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

200 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

250 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

300 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

350 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

400 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

450 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

500 hång vÞ chua h¬n, Ýt ch¸t, ®¾ng h¬n 

 

 

4.6.3. Nghiªn cøu sö dông chÊt trî l¾ng bentonit ®Ó lµm trong vang: 

  

Bentonit ®−îc xö lÝ råi ®−a vµ r−îu vang sau khi lªn men phô víi c¸c hµm 

l−îng kh¸c nhau tõ  0 - 4 g/l, c¸c mÉu r−îu ®−îc tµng tr÷ ë nhiÖt ®é 100C. TiÕn 

hµnh ®o OD cña dÞch r−îu vang hµng ngµy ë b−íc sãng 620nm. KÕt qu¶ chØ ra ë 

b¶ng 32. 
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 B¶ng 32: ¶nh h−ëng cña hµm l−îng bentonit 

 tíi  hiÖu qu¶ l¾ng trong r−îu vang 

 
Hµm l−îng betonit (g/l) Ngµy 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 
0 0,873 1,357 1,820 1,866 * * * * * 
1 0,770 0,710 0,697 0,542 0,518 0,518 0,497 0,490 0,489 
2 0,711 0,677 0,652 0,538 0,515 0,515 0,497 0,490 0,411 
3 0,670 0,623 0,620 0,520 0,500 0,449 0,487 0,487 0,487 
4 0,665 0,618 0,611 0,520 0,500 0,499 0,485 0,481 0,481 
5 0,661 0,603 0,595 0,516 0,496 0,495 0,480 0,473 0,473 
6 0,649 0,591 0,581 0,507 0,486 0,484 0,471 0,467 0,466 
7 0,645 0,589 0,580 0,507 0,483 0,480 0,470 0,467 0,466 
8 0,641 0,584 0,579 0,507 0,482 0,478 0,470 0,467 0,466 

*Gi¸ trÞ OD>2 

Khi t¨ng hµm l−îng bentonit bæ xung th× vang trong dÇn, thÓ hiÖn ë 

chØ sè OD gi¶m dÇn. Song khi t¨ng hµm l−îng bentonit lªn qu¸ 2g/l th× chØ 

sè OD gi¶m kh«ng ®¸ng kÓ. Thêi gian xö lÝ bentonit lªn qu¸ 6 ngµy th× chØ 

sè OD gi¶m kh«ng ®¸ng kÓ, ®iÒu ®ã chøng tá víi thêi gian t¸c ®éng 6 ngµy 

lµ ®ñ ®Ó bentonit hÊp phô hÕt c¸c c¬ chÊt cña chóng vµ l¾ng xuèng ®¸y 

thïng. ViÖc sö dông bentonit  ®Ó lµm t¸c nh©n lµm trong cho r−îu vang 

kh«ng g©y ¶nh h−ëng xÊu ®¸ng kÓ ®Õn chÊt l−îng c¶m quan cña vang. 

Ngoµi kh¶ n¨ng lo¹i bá protein, bentonit cßn lo¹i bá c¸c hîp chÊt tÝch ®iÖn 

d−¬ng nh− anthocyanyl  vµ lo¹i bá mét c¸ch gi¸n tiÕp c¸c hîp chÊt phenol 

kh¸c. TÊt c¶ c¸c mÉu cã bæ sung bentonit ®Òu cho mµu s¾c t−¬i t¾n h¬n 

mÉu ®èi chøng do gi¶m ®−îc sù oxy ho¸ trong vang. Do lo¹i bá 

anthocyanyl nªn  s¾c tÝa trong c¸c mÉu bæ sung bentonnit bÞ gi¶m ®«i chót, 

víi hµm l−îng bentonit bæ xung tõ 0,5-2 g/l th× sù nh¹t mµu kh«ng ®¸ng kÓ, 

c¸c mÉu cã mµu t−¬ng tù mÉu ®èi chøng. Khi bæ xung bentonit víi hµm 

l−îng 2,5-4 g/l th× mµu cña vang nh¹t ®i ®«i chót. Sö dông bentonit cßn cã 

−u ®iÓm h¬n lµ c¶i thiÖn vÒ h−¬ng vÞ cña vang, t¹o cho vang cã h−¬ng t−¬i 

h¬n vµ vÞ ®¾ng gi¶m ®i ®«i chót khiÕn vÞ cña vang trë nªn hµi hoµ h¬n. 
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 B¶ng 33:  ¶nh h−ëng cña hµm l−îng Bentonit 

  tíi  chÊt l−îng c¶m quan cña r−îu vang 

 
C¸c chØ tiªu c¶m quan Hµm l−îng 

Bentonit (g/l) Mµu s¾c H−¬ng vÞ 

0 ®á ®Ëm vÞ h¬i ®¾ng 

0,5 ®á  vÞ Ýt ®¾ng h¬n 

1 ®á vÞ Ýt ®¾ng h¬n 

1,5 ®á, mµu s¸ng  Ýt ®¾ng h¬n, vÞ hµi hoµ 

2 ®á, mµu s¸ng  Ýt ®¾ng h¬n, vÞ hµi hoµ 

2,5 ®á nh¹t, mµu s¸ng  Ýt ®¾ng h¬n, vÞ hµi hoµ 

3 ®á nh¹t , mµu s¸ng  Ýt ®¾ng h¬n, vÞ hµi hoµ 

3,5 ®á nh¹t, mµu s¸ng  Ýt ®¾ng h¬n, vÞ hµi hoµ 

4 ®á nh¹t, mµu s¸ng  Ýt ®¾ng h¬n, vÞ hµi hoµ 

 

Tõ tÊt c¶ c¸c nhËn xÐt trªn, chóng t«i quyÕt ®Þnh sö dông bentonit víi hµm 

l−îng 2 g/l ®Ó l¾ng trong vang ®á, thêi gian xö lÝ lµ 6 ngµy. 

R−îu vang ®−îc xö lý b»ng bentonit cho ®é trong rÊt æn ®Þnh, ®Õn thêi 

®iÓm hiÖn nay sau khi ®−îc ®ãng chai h¬n 1 n¨m r−îu vang vÉn trong suèt, mµu 

®á t−¬i t¾n ®Æc tr−ng cña nguyªn liÖu. 

 

4.7. Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é tíi hiÖu qu¶ vµ tèc ®é l¾ng trong

  

ë thÝ nghiÖm nµy chóng t«i tiÕn hµnh nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é 

tíi qu¸ tr×nh l¾ng trong r−îu vang. Sö dông hai mÉu nghiªn cøu nh− sau: mÉu ®èi 

chøng (r−îu vang l¾ng trong tù nhiªn, ký hiÖu §C) vµ mÉu r−îu vang cã sö dông 

chÊt lµm trong Bentonit (ký hiÖu lµ B) víi hµm l−îng bæ sung lµ 2g/l. KÕt qu¶ OD 

ë b−íc sãng 620 nm ®−îc thÓ hiÖn ë b¶ng 34. 
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B¶ng 34:  Nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña nhiªt ®é 

®Õn tèc ®é vµ hiÖu qu¶ l¾ng trong 

 
50C 100C 150C 200C 250C Ngµy 

§C B §C B §C B §C B §C B 

0 0,873 1,866 0,873 1,866 0,873 1,866 0,873 1,866 0,873 1,866 

1 0,768 0,516 0,770 0,518 0,777 0,521 0,782 0,525 0,792 0,528 

2 0,710 0,515 0,711 0,515 0,721 0,518 0,725 0,521 0,734 0,526 

3 0,661 0,499 0,670 0,500 0,674 0,505 0,678 0,509 0,684 0,518 

4 0,652 0,497 0,665 0,500 0,669 0,501 0,673 0,504 0,678 0,516 

5 0,645 0,494 0,661 0,496 0,665 0,498 0,668 0,499 0,671 0,511 

6 0,639 0,482 0,649 0,486 0,653 0,491 0,657 0,494 0,663 0,498 

7 0,637 0,480 0,645 0,483 0,651 0,489 0,655 0,493 0,659 0,495 

8 0,636 0,478 0,641 0,480 0,648 0,488 0,654 0,491 0,657 0,497 

 

Qua sù biÕn ®æi chØ sè OD ta thÊy nhiÖt ®é cã ¶nh tíi tèc ®é vµ hiÖu qu¶ 

l¾ng trong song kh«ng nhiÒu, ë nhiÖt ®é cµng thÊp th× tèc ®é l¾ng trong cã diÔn ra 

nhanh h¬n nh−ng kh«ng ®¸ng kÓ. Qua c¶m quan h−¬ng vµ vÞ cña vang l¾ng trong 

ë c¸c nhiªt ®é kh¸c nhau, chóng t«i nhËn thÊy nhiÖt ®é l¾ng trong cã ¶nh h−ëng 

rÊt lín tíi chÊt l−îng c¶m quan cña vang. Vang ®−îc tµng tr÷ ë 50C vµ 100C cã 

h−¬ng t−¬i, vÞ ªm dÞu vµ hµi hoµ. Tµng tr÷ ë 150C khi uèng cho c¶m gi¸c h¬i sèc, 

®Æc biÖt khi vang ®−îc tµng tr÷ ë 200C vµ 250C  khi uèng cho c¶m gi¸c rÊt sèc vµ 

h−¬ng rÊt nång. Do ®ã nhiÖt ®é tµng tr÷ vang kh«ng nªn v−ît qu¸ 10oC. 
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PhÇn V: KÕt luËn 
 

1. §· tuyÓn chän ®−îc 1 chñng vi khuÈn Leuconostoc oenos cã ho¹t ®é 

malolactic cao vµ x¸c ®Þnh ®−îc c¸c ®iÒu kiªn nu«i cÊy vµ m«i tr−êng 

thÝch hîp nhÊt víi chñng vi khuÈn nµy: fructoza 5g/l, glucoza 5g/l, pepton 

5g/l, cao nÊm men 5g/l, cao thÞt 5g/l, axit D,L-malic 10g/l, pH 5, nhiÖt ®é 

nu«i cÊy 25oC. 

2. Cè ®Þnh vi khuÈn trong gel Ca-alginat vµ x¸c ®Þnh ®−îc c¸c yÕu tè ¶nh 

h−ëng ®Õn ho¹t ®é malolactic cña c¸c h¹t cè ®Þnh.  TiÕn hµnh lªn men 

malolactic nhê c¸c tÕ bµo cè ®Þnh t¹i quy m« phßng thÝ nghiÖm, sau 

kho¶ng 20 ngµy th× l−îng axit malic trong r−îu vang ®−îc chuyÓn ho¸ hÕt. 

3. X©y dùng quy tr×nh c«ng nghÖ lªn men malolactic nhê tÕ bµo vi khuÈn tù 

do: nhiÖt ®é lªn men : 25 oC, thêi ®iÓm bæ sung vi khuÈn: kÕt thóc lªn men 

r−îu, nång ®é SO2 tæng sè trong dÞch qu¶ ban ®Çu: <100 mg/l, nång ®é vi 

khuÈn: 5÷10 g sinh khèi Èm/ lÝt (§é Èm 80%) t−¬ng ®−¬ng víi nång ®é 

gièng láng tõ 10-20% thÓ tÝch lªn men (nång ®é tÕ bµo trong gièng lµ 

109TB/ml).  

4. Thùc nghiÖm s¶n xuÊt r−îu vang tr¶i qua qu¸ tr×nh lªn men malolactic trªn 

thiÕt bÞ 3000 lÝt. ChÊt l−îng r−îu vang ®−îc c¶i thiÖn ®¸ng kÓ: vÞ chua dÞu, 

hµi hoµ, ®−îc nhiÒu ng−êi −a thÝch. 

5. Nghiªn cøu sö dông c¸c chÊt lµm trong r−îu vang: PPVP, gelatin, bentonit 

vµ lùa chän ®−îc bentonit lµ thÝch hîp nhÊt víi nång ®é xö lý lµ 2g/l, thêi 

gian ph¶n øng lµ 6 ngµy. NhiÖt ®é tµng tr÷ thÝch hîp nhÊt lµ 5-10 C. o

6. §· chuyÓn giao c«ng nghÖ s¶n xuÊt r−îu vang cho 2 c¬ së s¶n xuÊt lµ: 

C«ng ty cæ phÇn §−êng Biªn Hoµ vµ C«ng ty Bia va n−íc gi¶i kh¸t Qu¶ng 

Ninh. 
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