CHUYÊN ĐỀ: 
MỘT SỐ ỨNG DỤNG CỦA VI SINH VẬT
TRONG QUÁ TRÌNH LÊN MEN

PHẦN I: ĐẶT VẤN ĐỀ

I. LÍ DO CHỌN ĐỀ TÀI

Phần kiến thức vi sinh vật trong chương trình giảng dạy cho HS chuyên sinh hiện nay còn một số hạn chế. Thứ nhất đó là chưa có tài liệu SGK chuyên phần vi sinh vật để giúp cho giáo viên và học sinh tham khảo. Thứ hai việc trình bày kiến thức phần vi sinh vật trong SGK Sinh học 10 và sinh học 10 nâng cao chưa có tính logic và một số nội dung chưa được để cập. Thứ ba lĩnh vực kiến thức phần vi sinh vật có rất nhiều ứng dụng thực tiễn vào đời sống hàng ngày. Tuy nhiên điều này chưa được các tác giả khai thác và cung cấp các tài liệu tham khảo cho HS. Từ những tồn tại này mà việc giảng dạy phần VSV của GV và việc tiếp thu kiến thức của học sinh gặp rất nhiều khó khăn. 

Xuất phát từ những vấn đề này chúng tôi xây dựng chuyên đề “Một số ứng dụng của vi sinh vật trong quá trình lên men” trong giảng dạy và bồi dưỡng học sinh giỏi cho HS Chuyên Sinh. 
II. MỤC ĐÍCH 

Xây dựng hệ thống kiến thức phần ứng dụng của vi sinh vật trong các quá trình lên men và các câu hỏi giúp học sinh lĩnh hội kiến thức phần ứng dụng trong các chuyên đề vi sinh vật. 
III. ĐỐI TƯỢNG, PHẠM VI ÁP DỤNG

 
Học sinh lớp 10 chuyên Sinh, đội tuyển ôn thi học sinh giỏi cấp tỉnh và đội tuyển 11, 12 ôn thi học sinh giỏi quốc gia.
PHẦN II: NỘI DUNG

I. CƠ SỞ KHOA HỌC, 
1. Lên men rượu


Lên men rượu là quá trình phân giải đường thành rượu và khí cacbonic dưới tác dụng của vi sinh vật. Trong tất cả các quá trình chuyển hóa glucid do vi sinh vật gây ra, sự lên men rượu được ứng dụng rộng rãi nhất trong công nghiệp, ứng dụng này đã có từ thời xưa sơ bộ để sản xuất rượu vang, bia và các nước uống giải khát lên men khác.

1.1. Cơ chế của quá trình lên men rượu
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Phương trình tổng quát của quá trình này như sau:

C6H12O6 + 2(P) + 2ADP = 2C2H5OH + 2CO2↑ + 2ATP

                (glucoza)                             (rượu etylic)

Đường và các chất dinh dưỡng khác của môi trường lên men, trước tiên được hấp thụ trên bề mặt và sau đó khuếch tán qua màng bán thấm và vào bên trong tế bào nấm men, sự phân hủy đường thành rượu trong tế bào nấm men xảy ra bằng hàng loạt các phản ứng với sự tham gia rất phức tạp của nhiều loại enzyme khác nhau, bước cuối cùng của quá trình lên men là sự chuyển hóa axit pyruvic thành rượu etylic và khí CO2.
Phương trình tổng quát nêu ở trên chỉ cho thấy nguyên liệu đầu và sản phẩm chính còn thực ra quá trình lên men rất phức tạp qua nhiều giai đoạn và tạo thành nhiều sản phẩm phụ: glyxerin, aldehyt axetic, các axit xucsinic, axetic, lactic và xitric, các este và rượu bậc cao.

Sự lên men thông thường: khi môi trường có pH từ 4 đến 5, nó chia thành từng thời kỳ khác nhau: 
· Thời kỳ cảm ứng: 

· Lượng acetaldehyt (CH3CH=O) được tạo thành còn ít. 

· Ion H+ được chuyển từ NADH2 đến glyxeraldehyt-3-photphat để tạo thành glyxerin 3-photphat.

· Sau đó glyxerin 3-photphat bị mất gốc photphat để tạo thành glyxerin.

                             NADH2    NAD+                                                   - P

Glyxeracetaldehyt–3–photphat              Glyxeryl–3–photphat            Glyxeryl

· Thời kỳ tĩnh: 

· Khi lượng acetaldehyt (CH3CH=O) tạo thành đạt được một lượng nhất định, 

· Axetaldehyt bị khử tạo thành rượu etylic.

Glyxerin chỉ được tạo thành từ thời kỳ cảm ứng do đó nó chỉ là sản phẩm phụ trong khi lên men trong môi trường axit.

Phương trình tổng quát của quá trình này như sau:

C6H12O6 + 2(P) + 2ADP = 2C2H5OH + 2CO2 + 2ATP

Sự lên men trong điều kiện kiềm yếu:

· Nếu tiến hành kiềm hoá môi trường bằng Na2CO3, K2CO3 hay (NH4)2CO3 thì axetaldehyt vừa bị khử vừa bị oxi hoá, vì vậy chất nhận H2 từ NADH là glyxeraldehit 3-photphat và kết quả sẽ tạo thành glyxerin. Như vậy trong môi trường kiềm ta thu được glyxerin, axit axetic và rượu etylic. 

Phương trình tổng quát như sau:

    CH2OH


2C6H12O6 + H2O ( CHOH + CH3COOH + C2H5OH + 2CO2

   CH2OH

 (glucoza)               (glyxerin)    (axit acetic)

· Nếu thêm NaHSO3 vào môi trường thì nó sẽ kết hợp với axetaldehyt thành acetaldehitbisulfitnatri khó tan. Khi đó không có axetaldehyt làm chất nhận H2, vì vậy lúc này chất nhận H2 là Dioxyacetonphotphat. Kết quả là tạo thành glyxerin .

Phương trình tổng quát của quá trình này như sau:

      CH2OH          OH


C6H12O6 + NaHSO3 ( CHOH  +  CH3 - CH   + CO2↑

 

      CH2OH          SO3Na↓
Trong thực tế  người ta có thể thu được 40% glyxerin so với nguyên liệu ban đầu.
Nếu trong môi trường lên men có các axit amin thì rượu bậc cao (propanol, izobutanol và izoamylic) được tạo thành do các axit amin bị khử amin.

1.2.Vi sinh vật lên men rượu
a. Nấm men

Nấm men là tác nhân cơ bản gây nên quá trình lên men rượu, tuy nhiên không phải loài nào cũng lên men đường thành rượu được mà chỉ có một số loài có khả năng này. Trong sản xuất hiện nay người ta thường dùng một số loài thuộc họ Saccharomycesaceae.
Để sản xuất rượu công nghiệp, người ta cần tuyển chọ nấm men theo các tiêu chuẩn sau:

	Đặc điểm tốt
	Đặc điểm không tốt
	Đặc điểm lưu ý khác

	· Tạo được nhiều rượu

· Chịu được nồng độ rượu cao

· Hình thành các este

· Sản xuất glyxerol

· Thích nghi với nhiệt độ (quá cao hoặc thấp)

· Ít đòi hỏi các yếu tố dinh dưỡng
	· Sản sinh H2S

· Hình thành axit bay hơi

· Sản sinh SO2
· Tạo bọt

· Sản sinh quá nhiều rượu bậc cao

· Hình thành các hợp chất kết hợp với H​2S
	· Chống chịu với SO2
· Các yếu tố hủy diệt

· Phân giải axit malic


Theo đặc tính lên men người ta chia nấm men thành hai nhóm: nấm men lên men nổi và nấm men lên men chìm.

Nấm men nổi: là những nấm men có cường lực lên men rất nhanh và mạnh. Nhiệt độ thích hợp cho nấm men này sinh trưởng từ 20 ÷ 28oC, có tốc độ lên men rất lớn, lượng đường tiêu thụ rất nhiều. Do sinh ra nhiều khí CO2 nên các tế bào nấm men ở dưới sẽ theo CO2 nổi lên trên bề mặt, vì vậy nấm men hoạt động mạnh hơn và lên men cả các phân tử đường trên bề mặt. Người ta thường sử dụng để sản xuất cồn và bánh mì. Tiêu biểu là loài Saccharomyces cerevisiae. 

Nấm men chìm: là những nấm men có cường lực lên men yếu, nhiệt độ thích hợp từ 5 ÷ 10oC. Trong quá trình lên men lượng khí CO2 tạo ra ít và do nhiệt độ thấp nên nó được giữ lại trong dung dịch lên men. Nấm men tiếp xúc ít và sau khi lên men chúng tạo thành váng cặn dưới đáy thùng. Quá trình lên men chậm và xảy ra từ từ. Tiêu biểu là loài Saccharomyces ellipsoideus. Nấm men chìm thường dùng trong sản xuất bia, rượu vang, sâmpanh.
b. Nấm mốc

Nếu sản xuất rượu từ tinh bột thì chúng ta phải qua bước đường hoá tức là giai đoạn chuyển tinh bột thành đường. Ngày nay người ta thường sử dụng nấm mốc cho giai đoạn này. Nấm mốc cho enzyme amylase để chuyển tinh bột thành đường.

Hiện nay người ta thường sử dụng một số loài nấm mốc sau:

Aspergillus oryzae: là nấm mốc có màu vàng, bào tử hở. Đặc điểm của nó là có hệ enzyme amilase và protease. Được sử dụng rộng rãi trong sản xuất tương và nước chấm.

Aspergillus usamii: là nấm mốc có màu xám trắng, rất giàu enzyme amylase. Được sử dụng rất rộng rãi trong công nghiệp sản xuất rượu.

Aspergillus awamori: là nấm mốc có màu xám đen giàu enzyme amylase. Được ứng dụng rất rộng rãi trong công nghiệp sản xuất rượu. 

Mucor rouxii: thường có màu xám trắng, được sử dụng rộng rãi trong các nhà máy rượu sản xuất theo phương pháp amilo. Khác với cả 3 loài trên phải nuôi cấy trên môi trường đặc, Mucor phát triển tốt trong môi trường lỏng và tạo nhiều enzyme amylase.

c. Vi khuẩn
Một số vi khuẩn có khả năng lên men chuyển hóa đường thành rượu như: Sasina ventriculi, Zymononas mobylis, ngoài ra còn có vi khuẩn lactic dị hình, vi khuẩn đường ruột hay Clostridium cũng có khả năng lên men đường thành rượu etylic, butylic…Tuy nhiên, trong công nghiệp thực phẩm người ta chủ yếu sử dụng nấm men trong lên men rượu.

Trong sản xuất một số nhà máy sản xuất còn sử dụng vi khuẩn lactic để tạo pH môi trường thích hợp cho quá trình lên men rượu. Tức là sau khi đường hoá xong người ta cho vi khuẩn lactic vào môi trường, chúng sẽ phát triển và tạo lượng axit nhất định, độ axit này thích hợp nấm men phát triển và tiến hành lên men. Thường người ta sử dụng vi khuẩn Thermobacterium cereale và vi khuẩn Denbrue.

2. Lên men lactic 

2.1. Cơ chế lên men lactic

Lên men lactic là quá trình chuyển hóa đường thành axit lactic nhờ vi sinh vật, điển hình là vi khuẩn lactic. Lên men lactic là một trong những loại hình lên men phát triển nhất trong thiên nhiên, có hai kiểu lên men lactic chính là lên men đồng hình và lên men dị hình.
a. Lên men lactic đồng hình 
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Trong trường hợp này axit pyruvic được tạo thành theo sơ đồ Embden-Mayerhorf-Parnas (EMP). Sau đó axit pyruvic sẽ tạo thành axit lactic dưới tác dụng của enzyme lactatdehydrogenase. 
Lượng axit lactic tạo thành chiếm hơn 90%. Chỉ một lượng nhỏ pyruvat bị khử cacbon để tạo thành axit axetic, etanol, CO2 và axeton. Lượng sản phẩm phụ tạo thành phụ thuộc vào sự có mặt của oxy.

b. Lên men lactic dị hình

Xảy ra trong trường hợp vi khuẩn lactic không có các enzyme cơ bản của sơ đồ Embden – Mayerhorf – Parnas (aldolase và triozophotphatizomerase), vì vậy xilulose 5-photphat sẽ được tạo thành theo con đường pento-photphat (PP).
Trong trường hợp này chỉ có 50% lượng đường tạo thành axit lactic, ngoài ra còn có các sản phẩm phụ khác như: axic axetic, etanol, CO2. Các sản phẩm phụ tương tác với nhau tạo thành ester có mùi thơm.

Phương trình tổng quát:

C6H12O6 ( CH3CHOHCOOH+CH3COOH +C2H5OH+COOH(CH2)2COOH+CO2
Glucose        axit lactic (40%)     axit acetic       etanol
 axit sucxinic

Lượng sản phẩm phụ tạo thành hoàn toàn phụ thuộc vào giống vi sinh vật, vào môi trường dinh dưỡng và điều kiện ngoại cảnh, nói chung thì axit lactic thường chiếm 40% lượng đường đã được phân hủy, axit sucxinic 20%, rượu etylic chiếm 10%, axit axetic 10% và các loại khí gần 20%.

2.2. Vi khuẩn lên men lactic

a. Đặc điểm

Vi khuẩn lên men lactic thuộc họ Lactobacterium. Đây là những trực khuẩn, cầu khuẩn không tạo bào tử và hầu hết không di động, hô hấp tuỳ tiện. Chúng có khả năng lên men nhiều loại đường đơn và đường đôi nhưng không có khả năng lên men các loại glucid phức tạp và tinh bột. Sự phát triển của nó cần có sự có mặt của peptone, axit amin hay muối amôn. Chúng có yêu cầu đặc biệt về chất dinh dưỡng là giàu vitamin, axit amin và khoáng chất. Quá trình lên men xảy ra tốt nhất trong môi trường axit pH từ 5,5 ÷ 6, khi pH nhỏ hơn 5,5 quá trình lên men bị dừng lại. Nhiệt độ thích hợp cho quá trình lên men từ 15 ÷ 50oC. Tuy nhiên, mỗi loài có khoảng nhiệt độ thích hợp khác nhau, nếu nhiệt độ lớn hơn 80oC vi khuẩn lactic bị tiêu diệt hoàn toàn.
b. Phân loại

Người ta dựa vào quá trình lên men chia vi khuẩn lactic thành hai loại: vi khuẩn lactic lên men đồng hình và dị hình.

· Lên men đồng hình:

+ Lactobacterium casei: đây là những trực khuẩn rất ngắn gây chua sữa tự nhiên. Yếm khí tuỳ tiện, lên men tốt glucose, maltose, lactose tạo ra môi trường có từ 0,8 ÷ 1% axit lactic. Ở điều kiện bình thường gây chua sữa trong vòng 10 đến 12 giờ. Nguồn nitơ cho vi khuẩn này là peptone.  Nhiệt độ tối thiểu cho chúng phát triển là 10oC, tối ưu là 35oC và tối đa là 45oC, chúng thuỷ phân cazein và gelatin rất yếu.

+ Streptococcus cremoris: thường tạo thành chuỗi dài, thường phát triển ở nhiệt độ thấp hơn Lactobacterium casei, tối ưu từ 25oC ÷ 30oC, lên men glucose, galactose.

+ Lactobacterium bulgaricus: đây là trực khuẩn rất dài, nhiệt độ phát triển tối ưu là 20oC, có khả năng lên men glucose, lactose. Có khả năng tạo độ axit cao (3,7% axit lactic).

+ Lactobacterium delbruckii: thường gặp trên hạt đại mạch, đây là trực khuẩn lớn. Trong quá trình phát triển của mình chúng có khả năng tạo thành sợi. Nhiệt độ tối ưu cho chúng phát triển từ 45 ÷ 50oC, khác với các loài khác chúng không có khả năng lên men đường lactose vì vậy chúng không được dùng trong chế biến sữa. 

+ Lactobacterium cueumeris fermenti: thường tìm thấy chúng trong sữa ủ chua. Là trực khuẩn không chuyển động, thường tạo thành tế bào đơn và có khi tạo thành chuỗi. Thường chúng tạo thành chuỗi trong quá trình lên men. Khả năng tạo axit  tối đa trong môi trường từ 0,9 ÷ 1,2%.

· Lên men dị hình:

+ Streptobacterium hassice fermentatae: thường thấy chúng trong các dịch lên men chua rau cải. Chúng tồn tại từng tế bào riêng biệt hoặc ghép thành từng đôi, hoặc chuỗi ngắn có khi ghép thành từng chuỗi dài hình sợi. Khi lên men rau cải chua tạo thành axit lactic, axit axetic, rượu etylic và CO2. Lên men đường saccarose tốt hơn lên men đường lactose.

+ Lactobacterium lycopersici: là trực khuẩn gram dương, sinh hơi, tế bào tạo thành chuỗi hay đơn, có khi ghép thành đôi một. Khi lên men chúng tạo thành axit lactic, rượu êtylic, axit axetic và CO2. Chúng có khả năng tạo bào tử, tế bào sinh dưỡng thường chết ở nhiệt độ 80oC.

3. Lên men propionic

3. 1. Cơ chế lên men

Lên men propionic là quá trình chuyển hoá axit lactic và muối lactate thành axit propionic dưới tác dụng của vi sinh vật. Ngoài axit propionic còn có các sản phẩm khác như: axit axetic, khí cacbonic và nước.

Từ nguyên liệu đường: 


3C6H12O6 ( 4CH3CH2COOH + 2CH3COOH + 2CO2 + 2H2O + Q


Glucose 
axit propionic
axit axetic



Từ axit lactic:

3CH3CHOHCOOH( 2CH3CH2COOH + CH3COOH + CO2 + H2O + Q

Axit lactic
      axit propionic
   axit axetic


Theo quá trình này thì tỉ lệ giữa hai loại axit propionic và axit acetic là 2:1 (Trong thực tế thu được là 1,5:1).

3. 2. Vi sinh lên men propionic
Chủ yếu là các vi khuẩn propionic, trong đó loài hoạt động nhất là Bacterium acidipropionic, chúng thường sống chung với vi khuẩn lactic trong sữa. Chúng được tìm thấy nhiều trong sữa, trong đất và trong khoang miệng một số động vật nhai lại, tham gia quá trình tạo axit hữu cơ trong đó. Là loài trực khuẩn Gram dương, không chuyển động, không tạo bào tử, hô hấp kỵ khí bắt buộc, nhiệt độ thích hợp từ 14 ÷ 35oC, pH thích hợp trung tính. Vi khuẩn này lên men dễ dàng axit lactic, muối lactate, đường thành axit propionic. Trong quá trình sống chúng cần bổ sung thêm nitơ hữu cơ phức tạp dưới dạng protein.

II. ỨNG DỤNG 
1. Lên men rượu 

1.1. Sản xuất rượu vang 

Rượu vang theo nghĩa hẹp là từ dùng để chỉ rượu được lên men từ dịch ép của quả nho. Ngày nay rượu được lên men từ các dịch quả táo, dâu, mận, chuối… cũng được gọi là rượu vang kèm theo tên của loại quả lấy nước ép. Các loại quả ngoài đường lấy từ dịch quả còn phải chứa các axit hữu cơ, các chất màu, chất thơm…Các loại quả khác nhau có thành phần khác nhau sẽ được xử lí bằng những phương pháp khác nhau và có sự bổ sung hay không các chất khác nhau.

· Nguyên liệu:

Các loại quả  như nhom táo, dâu, cam, xoài,… thậm chí cả cóc, bưởi, mận đều có thể dùng làm nguyên liệu để chế biến lên men rượu vang. Tuy vậy, trong số đo có những loại quả có chất lượng nước quả để lên men rượu vang, lí tưởng nhất là nho.

Nho là nguyên liệu thích hợp nhất vì:

· Nho cho chất lượng rượu tốt nhất, hương vị đậm đà, có vị ngọt, nồng độ cồn etanol, cân đối với vị chua, chat của axit và tannin.

· Thành phần nước quả thích hợp với việc lên men.

· Nho cho sản lượng nước quả cao trên diện tích thâm canh tốt.

· Quá trình lên men: 
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Quy trình sản xuất rượu vang đỏ
Vào mùa nho chín người ta hái nho, đem nghiền nát và cho nấm men vào. Có trường hợp chỉ loại bot quả hư, dập, không cần rửa, quả được đem sử dụng ép lấy nước ngay sau khi thu hoạch, do người sản xuất muốn sử dụng ngay những tế bào nấm men trên vỏ quả làm men giống trong lên men sau này mà không cần cấy giống nấm men thuần khiết. 

Sau đó ủ ở nhiệt độ 25 ÷ 30oC, đường nho sẽ lên men thành rượu đồng thời các chất chát và sắc tố từ quả cũng trích ly vào dịch lên men tạo nên mùi, vị cho rượu vang. Nho có vỏ màu tím dùng làm vang đỏ, quả có vỏ màu xanh dùng làm vang trắng. 

Dịch chiết dùng NaHSO3 để xử lý các vi sinh vật tạp nhiễm. Nồng độ SO2 cho phép là 200ppm còn lại trong dịch sẽ ức chế các vi sinh vật khác nhưng không ức chế nấm men.
Thường dùng nấm men Saccharomyces ellipsoideus là loài tiêu biểu cho nấm men chìm. Dùng chủng có khả năng chịu nồng độ đường cao, CO2 cao và kháng SO2 ở nồng độ 200ppm.

Các giai đoạn lên men rượu vang:
· Giai đoạn lên men chính: dùng dịch nước hoa quả để lên men thành rượu, độ rượu từ 12 ÷ 15%. Sau đó chuyển sang giai đoạn ủ làm cho protein, pectin, tanin lắng xuống làm cho rượu trong hơn.
· Giai đoạn lên men thứ cấp (giai đoạn ủ): từ 3 đến 4 tháng đối với rượu vang và hàng năm đối với sâmpanh. Trong giai đoạn ủ sẽ tích tụ CO2 và chất thơm.

+  Ủ thông thường: sẽ tạo ra rượu vang non sau đó ủ trong thùng gỗ sồi để tạo ra hương thơm đặc trưng. 

+ Ủ chính trong thùng hay trong chai lượng CO2 cao tạo ra sâmpanh.

Rượu vang trong dùng để sản xuất rượu mạnh bằng phương pháp chưng cất.

1.2. Sản xuất rượu cần

Rượu cần là loại rượu truyền thống của các dân tộc ít người Tây Nguyên. Đây là loại rượu không qua chưng cất nên nồng độ rượu thấp, vị hơi ngọt, mùi thơm đặc trưng, còn mang nhiều dinh dưỡng. Rượu cần có điểm khác biệt so với các rượu lên men không qua chưng cất khác ở nguyên liệu và bánh men lá. Mỗi dân tộc, mỗi vùng lại có những cách lên men riêng biệt nên có mùi vị khác nhau. Ngày nay, có những cơ sở sản xuất bánh men làm sẵn nhưng chưa phát triển bởi tính truyền thống của sản phẩm

· Nguyên liệu

Nguyên liệu truyền thống để làm rượu cần là loại gạo nương (gạo từ lúa trồng trên cạn ở sườn đồi núi). Tùy theo cách làm và điều kiện lương thực của địa phương, người ta có thể bổ sung thêm các loại hoa màu khác như  khoai mì, sắn, bắp, hạt cào (một thứ cỏ mọc ở Tây Nguyên), hạt bo bo, kê….Chính sự khác nhau về nguồn nguyên liệu đã góp phần tạo nên hương vị đặc trưng ở mỗi vùng. Ở những vùng đồng bằng, người ta có thể dùng gạo lức (gạo chưa qua chà xát) để làm nguyên liệu.

Trong sản xuất rượu cần, người ta dùng giống vi sinh tự nhiên từ bánh men lá. Nguyên liệu để làm bánh men là gạo và một số loại cây lá đặc trưng ở mỗi dân tộc như cây đòng và cây me kà zút (tên gọi của người dân tộc K’Ho) hay cây “Bơ hinh ho", "khi mắc cái", củ riềng, lá trầu không, quả ớt (dân tộc Thái); vỏ, lá cây Blakda (dân tộc Banna)…Các loại lá cây này có tính kháng khuẩn, chứa tinh dầu tao hương vị cho rượu.
· Giống vi sinh vật
Sự hiện diện của vi sinh vật trong bánh men là do nhiễm từ không khí hay đã có sẵn trên các loại lá cây. Qua điều tra của Nguyễn Thị Kim Huệ, 1996, từ bánh men của người dân tộc K’Ho, đã phân lập được:

· Hai chủng nấm mốc thuộc chi Mucor và Rhizopus. Hai chủng này có khả năng đường hóa.
· Hai chủng nấm men (chưa định danh), một trong hai chủng này vừa có khả năng đường hóa, vừa có khả năng rượu hóa.

· Một số chủng vi khuẩn tạp nhiễm (chưa định danh) và chưa rõ chức năng.

Với nguồn vi sinh từ tự nhiên như trên nên thành phần vi sinh vật trong bánh men hoàn toàn không ổn định, ảnh hưởng lớn đến chất lượng của rượu được tạo thành. Quá trình làm bánh men còn phụ thuộc vào mùa trong năm, có mùa thích hợp cho việc thu hái lá cây, có mùa lại không thu hái được vì chúng không mọc. Vì vây mà đồng bào dân tộc miền núi có làm dự trữ lượng men để có thể dùng trong năm.

· Qui trình lên men rượu:


Xử lý


Nấu chín


Để nguội


Trộn với trấu


                        Lên men             bánh men


Tạo hương


                                                                                                       

Quy trình sản xuất rượu cần
Trong  quá trình lên men sẽ có hai giai đoạn chính: lúc đầu ta cho hỗn hợp vào gùi ủ qua đêm. Mục đích giai đoạn này là để cho hệ vi sinh phát triển sinh khối, đồng thời giúp nấm mốc chuyển hóa một phần tinh bột thành đường trong điều kiện hiếu khí. 
Sau đó ta sẽ trãi cơm từ gùi ra để làm nguội (vì quá trình lên men sau một đêm nhiệt tăng độ lên khá cao) rồi cho vào ché, đậy kín để tiếp tục lên men. Dưới đáy ché sẽ là lớp trấu, rồi sẽ đến một lớp hỗn hợp nguyên liệu, rồi lại đến một lớp trấu,…trên cùng sẽ là một lớp trấu. Lớp trấu có vai trò làm thoáng khí và lọc rượu. Trong giai đoạn lên men trong ché sẽ tiếp tục diễn ra quá trình chuyển tinh bột thành đường nhờ nấm mốc sử dụng lượng không khí còn lại, đồng thời với quá trình chuyển đường thành cồn. Quá trình lên men trong ché léo dài khoảng 1 tháng. lúc này lượng cơm rượu trong ché chỉ còn khoảng ½ ché

Sau giai đoạn lên men ta có thể  cho nước vào để sử dụng. Nhưng để ngon hơn ta có thể cho ché rượu trãi qua giai đoạn tạo hương. Đây có thể coi như là quá trình lên men phụ. Thời gian kéo dài càng lâu thì chất lượng rượu càng ngon. 
2. Lên men lactic
a. Sản xuất sữa chua

Sữa chua là sản phaảm lên men dân gian mà con người phát hiện được trong quá trình sử dụng và bảo quản sữa.

· Nguyên liệu: 

Nguyên liệu duy nhất là sữa, là nguyên liệu rất giàu chất bổ dưỡng. Sữa dùng trong snr xuất sữa chua cí thể gồm nhiều loại:

· Sữa tươi nguyên hay sữa đã tách béo.

· Sữa khô nguyên hay sữa sấy phun không béo.

· Sữa đặc nguyên hay sữa đặc không đường.

Các loại sữa nói trên muốn đưa vào sử dụng trong lên men cần được xử
lí qua các khâu: 

· Phục hồi sữa nếu là sữa khô, bằng cách hòa sữa vào nước ở 45oC – 65oC; khuấy, lọc qua rây, làm nguội đến 8 – 10oC.

· Bình thườnig hóa sữa: điều chỉnh hàm lượng lipid cho thích hợp.
· Tiệt trùng sữa: diệt vi sinh vật gây bệnh.

· Đồng thể hóa sữa: sữa dùng trong lên men phải ở trong trạng thái là một thể đồng nhất.

· Quá trình lên men tạo sữa chua

Nguyên tắc làm sữa chua là do sự phát triển của vi khuẩn lactic làm pH giảm mạnh, cazein trong sữa bị đông tụ. Sữa từ dạng lỏng chuyển sang dạng keo sệt và có mùi vị thơm ngon. Quá trình làm sữa chua người ta phải sử dụng hai chủng vi khuẩn lactic đồng hình và dị hình. Vi khuẩn lactic đồng hình lên men nhanh làm giảm pH, vi khuẩn lactic dị hình lên men chậm và tạo thành mùi thơm đặc trưng của sữa chua. 
Quy trình sản xuất sữa chua trải qua hai giai đoạn:

· Giai đoạn làm đông tụ sữa chua: Sữa các loại sau khi được xử lí qua các khâu nói trên được khử trùng Pasteur sau đó cấy giống vào. Sau đó khuấy trộn đều giống vào trong sữa. Ở giai đoạn này quá trình lên men được tiến hành ở 29 – 35 oC. Lúc này casein sữa bị kết tủa ở điểm pH đẳng điện, sữa được đông tụ, đạt độ chua cần thiết.
· Giai đoạn giữ sữa chín: Kết thúc giai đoạn trên, dịch lên men được chuyển sang điều kiện 6 – 8oC. Trong giai đoạn này quá trình lên men lactic vẫn còn nhưng chỉ xảy ra ở mức độ yếu, sữa tiếp tục đông tụ.
b. Muối chua rau quả

Muối chua rau quả nhằm hai mục đích cơ bản sau đây: bảo quản nguyên liệu và làm tăng giá trị dinh dưỡng, giá trị cảm quan của rau quả. Nguyên tắc để muối chua rau quả là tạo điều kiện để phát triển vi khuẩn lactic đồng thời hạn chế tác dụng của vi khuẩn gây thối rữa.

Hiện nay có rất nhiều sản phẩm rau quả muối chua được sử dụng rộng rãi ở Việt Nam cũng như trên thế giới. 
Quá trình muối chua rau quả được tiến hành như sau: 
· Lựa chon rau quả: rau quả phải ngon, không được dập, hư hoặc quá chín.

· Phơi nắng: làm giảm lượng nước trong nguyên liệu.
- Cho thêm đường, muối: tạo áp suất thẩm thấu, nguyên liệu dễ nén chặt, không bị nát và trở nên giòn; làm tăng nhanh quá trình lên men. Muối ăn có nồng độ 2,5 – 3% khi muối dưa sẽ cho môi trường ưu trương, đường và các chất từ tế bào rau quả một phần sẽ khuếch tán ra môi trường. 
- Lên men: Nhiệt độ thích hợp cho quá trình lên men là 26 – 35oC. Tuy nhiên ở nhiệt độ này vi khuẩn butyric có thể phát triển mạnh nên trên thực tế người ta không chế ở nhiệt độ trong khoảng 20 - 25oC. Thông thường vi khuẩn lactic chịu được nhiệt độ thấp hơn so với vi khuẩn khác, vì vậy trong muối chua cần tăng nhanh độ axit để loại trừ khả năng nhiễm của một số loài. Đây là giai đoạn quyết định, nếu không tạo được ưu thế của vi khuẩn lactic thì các vi khuẩn khác sẽ phát triển làm rau quả hư bởi các nguyên nhân sau:

+ Rau quả rửa không kỹ, làm dập nát, có nhiều tạp khuẩn.


+ Nếu nồng độ muối quá 5 -6% sẽ ức chế cả vi khuẩn lactic , nếu dưới 3% thì nhiều tạp khuẩn sẽ phát triển lấn át.

+  Không đậy, nén kỹ, không tạo điều kiện kị khí cho vi khuẩn lactic phát triển.


+ pH là yếu tố quan trọng, nếu vi khuẩn lactic phát triển ưu thế thì pH sẽ là 3 – 3,5, còn nếu không thì vi sinh vật khác sẽ phát triển.
Thông thường vi khuẩn lactic chịu được nhiệt độ thấp hơn so với vi khuẩn khác, vì vậy trong muối chua cần tăng nhanh độ axit để loại trừ khả năng nhiễm của một số loài vi sinh vật khác.

c. Ủ chua thức ăn gia súc

Từ lâu người ta đã biết sử dụng quá trình lên men lactic để ủ chua thức ăn gia súc. Phương pháp ủ chua thức ăn gia súc đặc biệt cần thiết đối với các trại chăn nuôi gia súc.

Nguyên liệu dùng làm thức ăn cho gia súc nếu đem phơi khô sẽ làm giảm 50% giá trị của chúng. Nhưng nếu ta đem ủ chua thì chỉ giảm khoảng 10% giá trị. Đặc biệt bằng phương pháp ủ chua sẽ tăng nhiều chỉ số dinh dưỡng khác của thức ăn.

Một trong những phương pháp phổ biến là ủ chua thức ăn thủ công. Các loại thức ăn gia súc là thực vật được băm nhỏ rồi cho vào vật chứa, cho thêm một ít nước vo gạo. Sau đó ủ kín 1 đến 2 ngày và cho gia súc ăn. 
Quá trình ủ chua thức ăn gia súc thường qua 3 giai đoạn sau:
· Giai đoạn 1: là giai đoạn phát triển hỗn hợp nhiều loài vi sinh vật khác nhau có trong thành phần của nguyên liệu, từ nước hoặc từ không khí.
· Giai đoạn 2: quá trình lên men lactic đồng hình xảy ra mạnh. Các loài vi khuẩn lactic chỉ phát triển trong điều kiện yếm khí, nếu có oxy vi khuẩn gây thối phát triển sẽ tạo thành mùi khó chịu và ảnh hưởng đến thức ăn ủ chua. Chất lượng khối ủ phụ thuộc rất nhiều vào sự phát triển của vi khuẩn lactic.
· Giai đoạn 3: khi ủ tới thời kỳ chín thì chính vi khuẩn lactic cũng bị tiêu diệt do lượng axit lactic tạo thành nhiều trong môi trường. Trong giai đoạn này nếu khối ủ không sạch mà bị lẫn đất cát, vi khuẩn butyric sẽ phát triển, gây cho khối ủ có vị đắng và mùi khó chịu. Nhiệt độ thích hợp cho khối ủ là 25 ÷ 30oC. Hiện nay trong quá trình ủ chua người ta còn còn cho thêm muối với nồng độ từ 0,1 ÷ 0,5% so với nguyên liệu. Cho thêm muối để làm tăng khả năng trích ly các chất và tăng cường khả năng trao đổi chất của vi sinh vật.
3. Lên men propionic -  Sản xuất phomat

Phomat là sản phẩm lên men được chế biến từ sữa với sự tham gia của một số nhóm vi sinh vật.
Để sản xuất phomat người ta dùng enzyme đông kết thu cazein trong sữa, sau đó tiếp tục cho lên men với nồng độ muối loãng. Tuỳ loại phomat mà trong quá trình ủ chín người ta sử dụng các loài vi sinh vật khác nhau. Các loại vi sinh vật thường được sử dụng để làm chín phomat là: vi khuẩn propionic, nấm mốc… 

Quy trình sản xuất phomat gồm 4 giai đoạn sau đây:

· Sản xuất phomat khối: cho men chua vào sữa chua đã thanh trùng Pasteur, khi đó sẽ có quá trình lên men và tích tụ một lượng axit latic khá lớn. Casein của sữa bị biến đổi thành paracazein lắng xuống và ta thu được phomat khối.
· Tách đường: là giai đoạn tách sữa trong, đun nóng ở nhiệt độ từ 55 ÷ 58oC trong 30 phút để phá huỷ enzyme rồi đem ép khối phomat trong vòng 20 ÷ 24h ở nhiệt độ từ 25 ÷ 30oC, trong thời gian này quá trình lên men vẫn tiếp tục.
· Muối phomat: phomat sau khi tách đường đem muối với dung dịch muối ăn 24% trong vài ngày. Khối phomat muối này được chuyển vào hầm lên men ở nhiệt độ 18 ÷ 20oC, độ ẩm 80 ÷ 90%. Trong khi ép tách sữa trong hầu như đường lactose không còn nên quá trình lên men lactic không xảy ra. Lúc này trong khối phomat vi khuẩn propionic bắt đầu hoạt động mạnh và chuyển axit lactic thành axit propionic và axit axetic, khí cacbonic. Hai axit này làm cho phomat có vị chua và hăng đặc biệt, khí cabonic làm cho phomat xốp. Sự lên men kết thúc sau 2 ÷ 2,5 tháng. Mục đích của giai đoạn này là tăng vị mặn cho phomat, tạo sự đồng nhất về thành phần khối phomat, ngăn chặn sự phát triển của vi sinh vật có hại.
· Ủ chín phomat: sau khi muối phomat được chuyển vào các hầm lên men nhiệt độ 18 ÷ 22oC, độ ẩm 80 ÷ 90%. Trong thời gian này cazein tiếp tục được phân giải dưới tác dụng của men đông tụ và vi khuẩn lactic Lactobaterium casei, khi phomat chín thì có 2/3 cazein phân giải thành peptone, aminoaxit và một ít ammoniac.
III. Hệ thống các câu hỏi ôn tập phần ứng dụng vi sinh vật trong các quá trình lên men. 
Câu 1: Một cốc rượu nhạt (khoảng 5 - 6% độ êtanol) hoặc bia, có thể cho thêm một ít chuối, đậy cốc bằng vải màn, để ở nơi ấm sau vài ngày sẽ có váng trắng phủ trên mặt môi trường. Rượu đã biến thành giấm.

a. Hãy điền hợp chất được hình thành vào sơ đồ sau:

CH3CH2OH + O2 (……………+H2O + Q

rượu êtylic
năng lượng

b. Váng trắng do vi sinh vật nào tạo ra? ở đáy cốc có loại vi sinh vật này không, vì sao?

c. Nhỏ một giọt dịch nuôi cấy vi sinh vật này lên lam kính, rồi nhỏ bổ sung một giọt H2O2 vào giọt trên sẽ thấy hiện tượng gì?

d. Có người nói đây là quá trình lên men giấm, cần hiểu chữ lên men ở đây như thế nào?

e. Nếu để cốc giấm cùng với váng trắng quá lâu thì độ chua của giấm sẽ giảm dần, vì sao?

HD:
a. Chất được hình thành là giấm (axit axêtic)

CH3CH2OH + O2  ( CH3COOH + H2O + Q

rượu êtylic
axit axêtic
           năng lượng


b. Váng trắng do các đám vi khuẩn axêtic liên kết với nhau tạo ra. ở đáy cốc không có loại vi khuẩn này, vì chúng là những vi sinh vật hiếu khí bắt buộc.

c. Khi nhỏ một giọt H2O2 bổ sung vào một giọt dịch nuôi cấy vi khuẩn axêtic sẽ thấy bọt nhỏ liti hình thành, đó là oxi thoát ra do: 


enzim Catalaza có ở các vi sinh vật hiếu khí bắt buộc.

d. Cần hiểu là lên men ôxi hóa không hoàn toàn biến rượu êtylic thành giấm. Thuật ngữ lên men ở đây đã được mở rộng. Trong kỹ thuật nuôi cấy khi có vi sinh vật tham gia.

e. Khi để giấm lâu ngày, vi khuẩn Acetobacter có khả năng tiếp tục biến axit axêtic thành CO2 và H2O, làm pH tăng lên, giấm mất dần vị chua.

Câu 2: Để sản xuất một loại prôtêin làm thức ăn chăn nuôi, người ta nuôi nấm men trong thùng với các điều kiện: độ pH phù hợp, nhiệt độ thích hợp, đầy đủ chất dinh dưỡng và thổi khí liên tục. Sau mấy ngày lấy ra, li tâm, thu sinh khối, làm khô và đóng gói. Đây có phải là quá trình lên men không? Tại sao.
HD: 

- Vì lên men là hô hấp kị khí, trong đó chất nhận điện tử cuối cùng là chất hữu cơ. Khi không có ôxi, nấm men sẽ tiến hành lên men tạo cồn êtilic

- Trong truờng hợp trên, khi có ôxi thổi khí chúng chỉ sinh trưởng cho sinh khối mà không lên men. Do đó quá trình này không phải là quá trình lên men.

Câu 3: Vi khuẩn lăctic đồng hình (Steptococus mutans) rất phổ biến trong khoang miệng, nhất là ở trẻ em. Chúng là liên cầu khuẩn Gram dương, bất động, có thể sống hiếu khí và kị khí.

a. Vi khuẩn lăctic đồng hình là gì?

b. Ở những con bò sau khi chữa bệnh bằng pênixilin vắt sữa ngay thì trong sữa còn tồn dư kháng sinh. Vi khuẩn nêu trên có khả năng lên men sữa này hay không? Vì sao?

c. Các bà mẹ thường khuyên con nhỏ ăn kẹo xong phải súc miệng, nếu không rất dễ bị sâu răng, lời khuyên đó dựa trên cơ sở khoa học nào?

d. Vì sao trong sữa chua hầu như không có vi khuẩn gây bệnh?
HD:

a. Vi khuẩn lăctic đồng hình là vi khuẩn chuyển hoá đường thành axit lăctic . sản phẩm chính là axit lăctic

b. Nếu trong sữa còn dư lượng pênixilin thì vi khuẩn lăctic đồng hình không thể phát triển được, không thể biến lăctozơ thành axit lăctic được vì pênixilin ức chế sự hình thành mạch peptit trong murêin của vi khuẩn. Đặc biệt, vi khuẩn trên là vi khuẩn Gram dương có thành murêin rất dày nên rất mẫn cảm với pênixilin.

c. Có cơ sở khoa học vì vi khuẩn lăctic biến đường thành axit lăctic, hợp chất này ăn mòn chân răng tạo điều kiện cho các vi khuẩn khác tới tuỷ răng gây sâu răng và viêm thối

d. Vì trong sữa chua lên men tốt, vi khuẩn lăctic đã tạo ra môi trường axit, pH thấp ức chế mọi vi khuẩn kí sinh gây bệnh vì những vi khuẩn này thường sống trong điều kiện pH trung tính. 

Câu 4: Rượu vang nếu không được thanh trùng đúng cách rất dễ bị vi khuẩn lăctic dị hình làm chua, do đó không để được lâu. Hãy giải thích vì sao?

HD: Trong quá trình lên men, rượu vang rất dễ bị nhiễm vi khuẩn lăctic dị hình ( Leuconostoc oenos). Nếu rượu vang không được thanh trùng đúng cách, vi khuẩn này còn trong rượu vang sẽ biến đổi phần dư glucozơ thành axit lăctic, CO2 , etanol, axit axêtic …do đó làm rượu vang có bọt và bị chua.

Câu 5: Một học sinh đã viết hai quá trình lên men của vi sinh vật ở trạng thái kị khí (hiếm khí) như sau:

C12H22O11 → CH3CHOHCOOH     (1)

CH3CH2OH + O2 → CH3COOH + H2O + Q    (2)

Theo em thì học sinh đó viết đúng chưa? Hãy chỉ ra chỗ sai của hai phản ứng trên? Căn cứ vào sản phẩm tạo thành em hãy cho biết tắc nhân gây ra hiện tượng trên? Hoạt động sống của tác nhân đó?

HD: 
Bạn học sinh đó đã nhầm lẫn:

- Ở (1) là quá trình lên men lăctic (lên men kị khí) do đó cơ chất phải là đường đơn (C6H12O6) chứ không phải đường đôi như đã viết.

+ Chất tạo thành là axit lăctic 

+ Do vi khuẩn lăctic

- Ở (2) là quá trình oxi hóa, không thể coi là sự lên men kị khí được, do đó đặt vào đây là không phù hợp với đề 

+ Cơ chất ở đây là rượu êtylic 

+ Chất tạo thành là axit axêtic

+ Do vi khuẩn axêtic

Câu 6: a. So sánh quá trình lên men rượu và lên men lăctic

b. Nêu ứng dụng của quá trình lên men để sản xuất rượu từ nguyên liệu gao?

HD: 
a. So sánh quá trình lên men rượu từ đường và lên men lăctic:

- giống nhau:

+ Đều do tác động của vi sinh vật

+ Nguyên liệu phân giải là đường đơn

+ Đều qua giai đoạn đường phân

+ Cùng điều kiện kị khí

- Khác nhau

	Lên men rượu từ đường
	Lên men lăctic

	- Tác nhân: nấm men
	- Vi khuẩn lăctic

	- Sản phẩm: Rượu êtylic, CO2 
	- Axit lăctic

	- Thời gian lâu
	- Thời gian nhanh hơn

	- Phản ứng: C6H12O6 → 2C2H5OH + 2CO2 
	- C6H12O6 → 2CH3CHOHCOOH


 b. Sản xuất rượu từ nguyên liệu gạo:

- Giai đoạn đồ xôi gạo và rắc bánh men lên xôi gạo

- Giai đoạn chuyển hóa tinh bột chín thành đường

+ Tác nhân nấm sợi

+ Điều kiện: hiếu khí

+ Phản ứng: (C6H10O5)n + nH2O → nC6H12O6 

- Giai đoạn chuyển hóa đường

+ Tác nhân: nấm men

+ Điều kiện kị khí

+ Phản ứng: C6H12O6 → 2C2H5OH + 2CO2 

Câu 7: Vi khuẩn Axêtic có khả năng oxi hóa rượu etylic thành axit Axêtic để thu nhận năng lượng theo phương trình:

C2H5OH + O2 → CH3COOH + H2O + Q

a) Xét về kiểu dinh dưỡng; nhu cầu oxi thì vi khuẩn Axêtic thuộc nhóm vi sinh vật nào?

b) Quá trình oxi hóa rượu thành axit Axêtic của vi khuẩn Axêtic khác với quá trình lên men và khác với quá trình hô hấp hiếu khí ở điểm nào?

HD: 
a)

Xét về kiểu dinh dưỡng: vi khuẩn Axêtic thuộc nhóm Hóa dị dưỡng.

Xét về nhu cầu oxi: vi khuẩn Axêtic thuộc nhóm vi sinh vật hiếu khí.

b)

+ Khác với lên men:

- Nguyên liệu là etylic, không phải glucozơ

- Diễn ra trong điều kiện hiếu khí

- Chất nhận electron cuối cùng là oxi

- Hiệu quả năng lượng cao hơn 

+ Khác với hô hấp:

- Nguyên liệu là etylic, không phải glucozơ.

- Chất hữu cơ được phân giải không hoàn toàn, tạo ra sản phẩm là chất hữu cơ.

- Hiệu quả năng lượng thấp hơn.

PHẦN III: KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ
I. KẾT LUẬN

Chuyên đề đã đề cập đến:

· Hệ thống lí thuyết cơ bản về một số ứng dụng của vi sinh vật trong quá trình lên men:

+ Tác nhân, cơ chế quá trình lên men rượu, lên men lactic và lên men propionic.
+ Ứng dụng của vi sinh vật trong sản xuất rượu vang, rượu cần, sữa chua, muối chua rau quả, ủ chua thức ăn gia súc, sản xuất pho mát.
·  Sưu tầm hệ thống câu hỏi nhằm ôn tập, củng cố kiến thức cơ bản và các câu hỏi vận dụng, mang tính tư duy cao làm tư liệu ôn thi học sinh giỏi.

II. ĐỀ NGHỊ

Để hoàn thiện chuyên đề rất mong có sự đóng góp của đồng nghiệp, cần có hệ thống nhiều câu hỏi ứng dụng hơn và nhiều nội dụng kiến thức về ứng dụng của vi sinh vật trong các lĩnh vực khác; rất mong có sự chia sẻ của các thầy, cô, anh chi và các bạn
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