Chuyên đề: VI SINH VẬT ỨNG DỤNG
                                            Trường THPT Chuyên Nguyễn Tất Thành – Yên Bái
A. PHẦN MỞ ĐẦU

1. Lý do chọn chuyên đề


Trong tự nhiên, vi sinh vật có vai trò quan trọng trong các quá trình phân giải chất hữu cơ. Từ xa xưa, người ta đã biết sử dụng các vi sinh vật có sẵn trong thiên nhiên để tiến hành các quá trình lên men: lên men rượu, muối dưa cà, làm nước mắm, làm tương…hoặc để ủ các loại sản phẩm chăn nuôi hoặc trồng trọt, ủ phân chuồng, phân xanh…

Ngày nay, trong thời đại công nghệ sinh học, công nghệ vi sinh được coi là một trong những ngành mũi nhọn có tác động to lớn đến đời sống con người do việc sử dụng vi sinh vật để tạo ra hàng loạt các sản phẩm như rượu, bia, axit hữu cơ, kháng sinh, vacxin…công nghệ vi sinh còn được dùng để xử lý phế thải và làm sạch môi trường. Vi sinh vật còn là công nghệ để chuyển gen lý tưởng tạo ra các sản phẩm có chất lượng cao, giá thành rẻ.


Chuyên đề này sẽ giới thiệu những vai trò quan trọng nhất của vi sinh vật với đời sống con người và việc bảo vệ môi trường sống.
2. Mục đích của chuyên đề


- Hệ thống lại các ứng dụng vi sinh vật quan trọng bao gồm: Các quá trình lên men truyền thống, ứng dụng vi sinh vật trong sản xuất: công nghiệp, nông nghiệp, y tế, kĩ thuật di truyền và bảo vệ môi trường sống.


-  Đưa ra một số câu hỏi củng cố kiến thức.
B. PHẦN NỘI DUNG

I. Các quá trình lên men truyền thống

1. Cơ sở khoa học

Lên men là quá trình phân giải không hoàn toàn chất hữu cơ, tạo nhiều sản phẩm hữu cơ trung gian.


Lên men gồm các giai đoạn: đường phân và lên men. 


Đường phân: Giống trong hô hấp hiếu khí, đòi hỏi cung cấp liên tục NAD+, việc tạo NAD+ rất cần để lặp lại đường phân từ đó sinh năng lượng ATP. Vì vậy, giai đoạn 2 (lên men) là sự mở rộng của đường phân. Dưới điều kiện kị khí, NADH nhường H+ cho chất nhận piruvic hoặc dẫn xuất của nó (axêtalđêhit) để tạo ra sản phẩm hữu cơ trung gian (axit Lactic hoặc rượu Etylic), đồng thời tái tạo NAD+.
VD: Sơ đồ quá trình lên men rượu và lên men Lactic
- Quá trình lên men rượu

- Quá trình lên men tạo axit Lactic


2. Các quá trình lên men truyền thống

2.1. Lên men rượu

- Lên men rượu là quá trình phân giải kị khí gluco thành rượu etilic với sự tham gia của nấm men hoặc một số vi sinh vật khác theo phương trình tổng quát:
C6H12O6 ( 2 C2H5OH + 2 CO2 + Q

a. Nguyên liệu:Tinh bột (gạo, ngô, sắn…), đường (mía, rỉ đường, dịch ép trái cây…)

b. Tác nhân lên men:

- Nấm sợi: thủy phân tinh bột thành đường.

- Nấm men: biến đường thành rượu.

c. Cơ chế lên men:

- Bước 1: đường hóa tinh bột: Gạo (ngô, sắn…) đồ chín, rắc bột bánh men vào ủ vài ngày

- Bước 2: lên men rượu

- Bước 3: Chế biến sản phẩm sơ cấp 2 thành rượu thành phẩm

Sơ đồ tóm tắt:


2.2. Lên men Lactic

- Là sự phân giải các chất đường để tạo axit Lactic dưới tác dụng của vi khuẩn Lactic.

- Lên men Lactic gồm: Lên men đồng hình và lên men dị hình.

a. Lên men đồng hình: 

- Là quá trình lên men đơn giản, chỉ thu được một sản phẩm là axit Lactic.

- Phương trình: C6H12O6 ( 2CH3CHOHCOOH + Q

b. Lên men dị hình:
- Phương trình: C6H12O6 ( CH3CHOHCOOH + CH3CHOH + CH3COOH +…+ CO2
c. Ứng dụng của lên men Lactic

- Làm sữa chua: Đun nước sôi, pha sữa ngọt vừa uống, để nguội khoảng 40oC, cho sữa chua tạo men vào, trộn đều, đổ ra cốc, ủ ở nhiệt độ 40oC (có thể để vào hộp xốp), đậy kín. Sau 3-5h sẽ thành sữa chua.

- Muối chua rau quả: (VD: muối dưa cải)

+ Rửa rau sạch, cắt rau thành các đoạn khoảng 3cm.

+ Cho rau vào vại, đổ ngập nước muối 5-6%, nén chặt, đậy kín, để nơi ấm 28-30oC.

- Ủ chua thức ăn cho gia súc: Nguyên tắc giống muối chua rau quả.

2.3. Làm tương
a. Bản chất của quá trình làm tương: là quá trình phân giải protein nguyên liệu thành các axit amin và protein hòa tan, đồng thời có quá trình phân giải tinh bột thành đường dưới tác dụng của vi sinh vật.
b. Các giai đoạn sản xuất tương thủ công:

- Giai đoạn 1: làm mốc tương (5-7 ngày)

+ Gạo nếp xôi chín, đổ ra nong, thúng cho nguội. Rải ra nong thành lớp 2-2,5cm. Vảy nước cho xôi tơi ra. Lấy vải phủ lên trên.

+ Để nơi râm, kín, tránh nắng hoặc gió quá làm mốc bị khô.

+ Vài ngày sau thấy mốc trắng mọc đều, sau ngả vàng hoa hòe, hoa cau, đến màu vàng hơi xanh là tốt.

- Giai đoạn 2: Muối mốc

+ Bóp mốc cho tơi, cho vào vại sành 1 lượt mốc, 1 lượt muối. Đổ nước sâm sấp, trộn đều cho muối tan. Hàng ngày trộn và phơi nắng. 
+ Các hạt mốc ngấm nước nở ra, enzim tiếp tục thủy phân tinh bột của gạo nếp thành đường, làm mốc ngọt và nhuyễn.

- Giai đoạn 3: Làm nước đỗ

+ Đỗ nhặt sạch, vo và ngâm trong nước 10 phút. Vớt ra để ráo một giờ, rồi rang chín, sẩy bỏ vỏ.

+ Xay nhỏ hoặc xát vỡ đôi hạt rồi đem ngâm nước đun sôi nguội trong chum, vại (1kg đổ 4-5l nước).

+ Sau khoảng 7 ngày, rõ mùi tương, nước trong, vàng đậm là được, đem ngả tương ngay.

- Giai đoạn 4: Ngả tương.

+ Trộn nước sôi và nước đỗ, cho thêm mốc và muối cho đủ tỉ lệ phối hợp.

+ Múc ra rá, xát nhỏ cho chảy vào chum sạch. Khi ủ chín, mang ra ban ngày ngày phơi nắng, ban đêm đậy lại. Tránh mưa, ruồi nhặng. Các enzim tiếp tục thủy phân tinh bột, protein và các sản phẩm trung gian làm cho tương ngọt đậm hơn. Sau khoảng 5-10 ngày là ăn được.
2.4. Sản xuất nước mắm
- Thực chất: phân giải protein của cá bằng enzim của các vi sinh vật có sẵn trong ruột cá và lên men tạo hương của một số nhóm vi sinh vật nước mắm.

- Các bước: Cá được cho vào cùng với muối, phối trộn, ủ 6-12 tháng ( mắm cá ( lọc thu được nước mắm. Tiếp tục lên men phụ tạo hương cho mắm. 

2.5. “Lên men” dấm

- Thực chất là quá trình oxi hóa rượu etilic thành axit axetic nhờ vi khuẩn.

- Phương trình: C2H5OH  + O2 
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 CH3COOH + H2O

Khi trong dung dịch không còn rượu thì vi khuẩn tiếp tục oxi hóa axit axetic:

CH3COOH ( CO2+ H2O
II. Ứng dụng vi sinh vật trong sản xuất công nghiệp
1. Trong công nghiệp chế biến thực phẩm:
1.1. Sản xuất rượu vang

- Lên men rượu để làm rượu vang theo cách thủ công có thể xảy ra ngẫu nhiên nhờ các nấm men dại có sẵn trên bề mặt quả nho, nhưng trong công nghiệp người ta sử dụng các chủng Saccharomyces cerevisiae thuần khiết để cho năng suất sinh rượu cao và hương thơm mong muốn.

- Quá trình sản xuất gồm các bước:


1.2. Sản xuất bia

- Chuẩn bị: 

+ Đại mạch nảy mầm và nguyên liệu phụ (gạo, ngô…) nghiền thành bột, nấu thành dịch nha. 

+ Hoa huplon: tạo hương thơm và vị đắng đặc trưng của bia.

+ Dịch nha được nấu với hoa bia, làm nguội để lên men.

- Lên men: tương tự như lên men rượu vang.


+ Bia hơi: Lấy thẳng từ thùng lên men phụ mà không cần lọc, nên không để được lâu.

1.3. Rượu etilic

- Sản xuất rượu theo phương pháp truyền thống người ta phải nuôi nấm mốc để thu nhận amilaza cho giai đoạn đường hóa tinh bột. Ngày nay, dùng amilaza thương mại.
- Nguyên liệu sản xuất rượu rất phong phú, ví dụ:

+ Whisky: sản xuất từ các loại ngũ cốc.

+ Rum: sản xuất từ dịch mía hoặc rỉ đường.

+ Vodka Nga: từ củ cải đường. Vodka Việt Nam: từ gạo.

+ Brandy/Conhac: từ rượu vang chưng cất.

1.4. Sản xuất bánh mì
- Thành phần: Nấm men, nước và bột mì.

- Các bước: trộn 3 thành phần trên theo tỉ lệ thích hợp. 

+ Lúc đầu nấm men hô hấp tạo CO2 và nước.

+ Khi O2 cạn kiệt thì tiến hành lên men tạo CO2 và rượu etilic.

+ CO2 làm bánh phồng lên, khi nướng etilic sẽ bay hơi.
1.5. Sản xuất axit hữu cơ

a. Sản xuất axit Lactic

- Axit Lactic có nhiều ứng dụng quan trọng trong các ngành sản xuất khác nhau: đồ nhựa, công nghệ nhuộm, thuộc da, y dược…este của axit lactic được dùng để sản xuất mực, chất dẻo và sơn, đặc biệt dùng nhiều trong công nghiệp thực phẩm: sản xuất bánh kẹo, mứt xiro, nước giải khát, các đồ hộp rau quả, thịt cá…

- Axit lactic được sản xuất từ sữa, rỉ đường, tinh bột.

- Ứng dụng của lên men lactic trong ngành sữa:

* Sản xuất sữa chua:
* Sản xuất phomat:

- Nguyên liệu: sữa, vi khuẩn lactic, enzim renin (thành phần chính là chimotripxin), CaCl2.

- Các bước:

+ Thanh trùng sữa ở 72oC trong 15 giây.

+ Cấy 0,5-5% vi khuẩn Lactic, lên men làm đông sữa.

+ Bổ sung enzim renin, làm protein đông vón, thành khối bán lỏng, mềm, vón cục. Thêm CaCl2 để tăng kết tủa.

+ Cắt cục vón, để 15-30 phút, nâng nhiệt độ lên 49-50oC trong 2 giờ.

+ Rửa cục vón để loại bỏ dịch đường sữa.

+ Khuấy cho đến khi cục vón chắc lại, cho vào khuôn nén, làm chín. Sau vài tuần hoặc vài tháng, vài năm thu được phomat (tùy loại phomat mềm hay cứng).
b. Sản xuất axit axetic:
- axit axetic được dùng bảo quản và chế biến thực phẩm.

- axit axetic được dùng rộng rãi trong việc sản xuất chất màu dung môi hữu cơ, các loại thuốc, hương liệu và chất dẻo tổng hợp.
c. Sản xuất axit xitric

- axit xitric có vị ngon nên được dùng nhiều trong công nghệ thực phẩm: kẹo bánh, sản xuất rượu vang, chế biến nước giải khát, đồ hộp,,,

- Vi sinh vật: có thể dùng nhiều loại nấm mốc nhưng tốt nhất là các chủng loại Aspergillus niger
C6H12O6 + 3/2O2 ( C6H8O7 + H2O + Q
d. sản xuất axit amin

- axit amin được sử dụng rộng rãi. Nhiều axit amin sử dụng làm chất dinh dưỡng bổ sung, chất điều vị, chất phụ gia, chất chống oxi hóa, thành phần của dịch truyền…
- Ví dụ: sản xuất axit glutamic để làm mì chính.
- axit glutamic được sản xuất bằng con đường lên men nhờ chủng đột biến của Corynebacterium glutamicum trong môi trường có nguồn:
+ Cacbon: từ rỉ đường hoặc gluco nhờ thủy phân từ bột sắn.

+ Nitơ: từ muối amon và các chất khoáng.

+ Biotin.

- Lên men ở nhiệt độ 30-35oC, pH = 7-8.

2. Trong công nghiệp sản xuất nguồn năng lượng

2.1. Sản xuất cồn nhiên liệu

- Nhiên liệu hóa thạch ngày càng cạn kiệt, do vậy cần phải có nguồn nhiên liệu thay thế. Một trong những nhiên liệu sinh học sạch là cồn.

- Từ rỉ đường, từ phế thải nông lâm nghiệp có thể lên men cồn.

- Về lâu dài, cồn nhiên liệu được sản xuất từ lignoxenlulozo.

Lignoxenlulozo 
đường đơn 
        Cồn.
2.2. Sản xuất khí đốt biogas

- Lên men kị khí các chất hữu cơ thành khí đốt (chủ yếu là dùng chất thải của vật nuôi) ( tạo khí đốt biogas. 

- Vừa bổ sung cho nguồn năng lượng là khí đốt, vừa có tác dụng góp phần bảo vệ môi trường.
III. Ứng dụng vi sinh vật trong sản xuất nông nghiệp
1. Sản xuất sinh khối vi sinh vật

- Sinh khối vi sinh vật (xác tế bào vi sinh vật) là sản phẩm giàu protein và vitamin nên là nguồn thức ăn có giá trị dinh dưỡng để bổ sung vào khẩu phần thức ăn gia súc hoặc dùng để chế biến thức ăn cho người.
- Nguyên lý sản xuất: Nuôi các vi sinh vật giàu protein (Nấm men, nấm ăn, tảo…) trên những nguyên liệu rẻ tiền, trong những điều kiện nhất định để thu lấy sinh khối của chúng, làm thức ăn cho gia súc, gia cầm, thủy sản…

- Ưu điểm của sản xuất sinh khối so với chăn nuôi, trồng trọt:

+ Tốn ít diện tích, có thể dùng nhiều nguyên liệu khác nhau.

+ Chủ động được về năng suất, chất lượng sản phẩm.

+ Không phụ thuộc vào thời tiết, mùa vụ, có thể sản xuất quanh năm.

+ Tốc độ sinh trưởng cao.
+ Năng suất trên một đơn vị diện tích cao.

2. Sản xuất các chất kích thích sinh trưởng sử dụng trong trồng trọt

2.1. Auxin

- Auxin kích thích sinh trưởng ở thực vật.
- Auxin được tạo thành trong quá trình đồng hóa của nhiều vi sinh vật và thực vật bậc cao.

2.2. Giberelin

- Giberelin (GA) được chế với các nguyên tố vi lượng, hình thành các loại phân bón lá có tác dụng với nhiều loại cây trồng.

- Người ta có thể sản xuất GA từ nấm Fusarium monilifotme phân lập từ rễ cây lúa von và một số cây khác.
3. Sản xuất phân bón vi sinh vật

- Việt Nam là nước nông nghiệp nên phân bón và giống có thể xem là 2 yếu tố có tính quyết định đến năng suất và chất lượng. Nhiều nơi, do sử dụng quá mức cần thiết các loại phân bón và thuốc trừ sâu hoá học làm cho đất canh tác bị bạc màu đi rất nhanh chóng. Mặt khác,mưa nhiều và tập trung làm cho đất trở nên xói mòn,  rửa trôi khá nhanh, đất dễ bị suy thoái, cạn kiệt dinh dưỡng. Vậy làm thế nào để trả lại độ phì nhiêu cho đất? Đó là sử dụng sản phẩm phân bón vi sinh vật đa chủng chế biến từ các nguồn khác nhau. Phân bón vi sinh dựa vào các chủng vi sinh vật sẽ phân giải các chất hữu cơ trong bùn, phế thải, rác thải, phế phẩm công nông nghiệp,…. tạo ra sinh khổi,sinh khối này rất tốt cho cây cũng như cho đất,giúp cải tạo làm đất tơi xốp. Dùng phân vi sinh có thể thay thế được từ 50 - 100% lượng phân đạm hóa học (tùy từng loại cây trồng bón phân vi sinh có thể tiết kiệm được nhiều chi phí do giá phân hạ, giảm lượng phân bón, giảm số lần phun và lượng thuốc BVTV)…Do bón vi sinh nên sản phẩm rất an toàn, lượng nitrat giảm đáng kể, đất không bị ô nhiễm, khả năng giữ ẩm tốt hơn, tăng cường khả năng cải tạo đất do các hệ sinh vật có ích hoạt động mạnh làm cho đất tơi xốp hơn, cây dễ hút thu dinh dưỡng hơn.
a. Khái niệm: Phân bón vi sinh vật là loại phân bón chứa một lượng lớn các vi sinh vật có tác dụng làm giàu thêm nguồn N, P, K cung cấp cho cây trồng.

b. Các loại phổ biến:
	
	Phân vi sinh vật cố định đạm
	Phân vi sinh vật chuyển hóa lân
	Phân vi sinh vật phân giải chất hữu cơ

	Khái niệm
	Là loại phân có chứa nhóm vi sinh vật cố định nitơ.
	Là loại phân chứa nhóm VSV chuyển hóa lân.
	Là loại phân chứa nhóm VSV phân giải chất hữu cơ.

	Các loại
	+ Nitragin: Cộng sinh với cây họ đậu.

+ Azogin: Hội sinh với cây lúa và một số cây trồng khác.
	+ Photphobacterin: Chuyển hóa lân hữu cơ thành lân vô cơ.

+ Phân lân hữu cơ vô sinh: Chuyển hóa lân khó tan thành lân dễ tan
	+ Estrasol (Nga)
+ Mana (Nhật)

	Thành phần
	Than bùn, vi sinh vật cố định đạm, chất khoáng và nguyên tố vi lượng.
	Than bùn, VSV chuyển hóa lân (VD: Aspergillus niger, Pseudomonas sp, Bacillus sp,…), bột photphorit hoặc apatit, các nguyên tố khoáng và vi lượng.
	Than bùn, VSV phân giải và chuyển hóa chất hữu cơ (VD: Aspergillus niger, Trichoderma reesei, Penicilium sp,…), các nguyên tố khoáng và vi lượng.

	Cách sử dụng
	- tẩm hạt giống trước khi gieo trồng.

- Bón trực tiếp vào đất.
	- tẩm hạt giống trước khi gieo.
- Bón trực tiếp vào đất.
	- Bón trực tiếp vào đất.


4. Sản xuất các chế phẩm vi sinh vật để diệt trừ sâu bọ, vi sinh vật có hại
* ưu điểm: 
- Không độc đối với người, động vật, cây trồng, không gây ô nhiễm môi trường.

- Diệt trừ sâu bệnh có chọn lọc, không có hại với côn trùng có ích.
- Hạn chế hiện tượng nhờn thuốc, kháng thuốc ở sâu bọ có hại.

- Bào tử VSV có thể tồn tại lâu trong thiên nhiên nên có thể bảo vệ thực vật lâu dài.

- Nguyên liệu nuôi cấy thường rẻ tiền, dễ kiếm.

* Hạn chế:

- Tác động chậm hơn các hóa chất bảo vệ thực vật.

- Không tiêu diệt đồng loạt các sâu bệnh.

- Hiệu quả diệt sâu bệnh phụ thuộc điều kiện ngoại cảnh (mưa, nắng…)

4.1. Chế phẩm vi sinh vật diệt vi sinh vật gây bệnh

- Hàng năm các loại bệnh do vi khuẩn, nấm sợi, virut… làm mất đi 20% tổng sản lượng nông nghiệp thế giới. Ở Việt Nam, các VSV gây bệnh rất phát triển, gây các bệnh thối thân, thối rễ, héo lá…cho các loại cây trồng. Nhiều loại VSV gồm cả vi khuẩn, nấm sợi, virut có thể chống lại các VSV gây bệnh.

- Chế phẩm từ vi khuẩn: Nhiều loại vi khuẩn như Pseudomonas fluorescenes, Agrobacterium radiobacter…có khả năng ức chế cạnh tranh với nấm bệnh. Các vi khuẩn được nuôi cấy, sau đó trộn với than bùn hoặc bột đá mịn tan.
- Chế phẩm từ nấm: Trichoderma là loại nấm đối kháng có tác dụng cao trong việc thúc đẩy quá trình phân huỷ chất hữu cơ và có nhiều tác dụng, được dùng cho các loại cây trồng.
+ Chống được các loại nấm bệnh cây trồng gây bệnh thối rễ, chết yểu, xì mủ,… do các nấm bệnh gây nên (Fusarium, Sclerotium, …)
+ Tạo điều kiện tốt cho vi sinh vật cố định đạm sống trong đất phát triển.
+ Sinh tổng hợp các enzyme cellulaza, chitinaza, proteaza, pectinaza, amlylaza nên có khả năng phân giải tốt các chất xơ, chitin, lignin, pectin trong phế thải hữu cơ thành các đơn chất dinh dưỡng, tạo điều kiện cho cây hấp thu được dễ dàng
+ Kết hợp với phân hữu cơ có tác dụng cải tạo đất xốp hơn, chất mùn nhiều hơn, đất trồng có độ phì cao hơn. 
- Chế phẩm từ xạ khuẩn: sử dụng các chủng xạ khuẩn Streptomyces để sản xuất kháng sinh chống các bệnh khô vằn, đạo ôn
4.2. Chế phẩm diệt sâu hại

	
	Thuốc trừ sâu BT
	Chế phẩm từ virut
	Chế phẩm từ nấm sợi

	Nguồn gốc
	Được sản xuất từ Bacillus thuringiensis có khả năng tạo bào tử và tinh thể độc
	Virut được dùng để sản xuất chế phẩm diệt sâu là baculo


	Từ nấm Metarhizium, Beauveria…

	Tác động
	+ Khi sâu ăn phải lá có vi khuẩn BT và tinh thể độc, vi khuẩn sẽ sinh sản là cho côn trùng chết. Tinh thể độc vào ruột giữa, phân giải thành tiền độc tố, proteaza trong ruột của sâu phân cắt tiền độc tố thành độc tố. Độc tố đâm xuyên qua biểu mô ruột làm cho sâu chết nhanh hơn.

+ Chế phẩm BT diệt nhiều loại sâu, đặc biệt ấu trùng bộ Cánh vảy.
	Ở cuối giai đoạn nhân lên, một số virut được bao bọc bởi một vỏ protein đặc biệt gọi là thể bọc, giúp virut tồn tại lâu dài trong tự nhiên. Khi sâu ăn phải virut, trong môi trường ruột giữa, thể bọc bị phân rã để giải phóng virut, chúng xâm nhập, nhân lên và làm chết côn trùng.


	Nấm xâm nhập vào côn trùng qua tầng cutin ở khớp nối giữa các đốt. Khi gặp độ ẩm cao, bào tử nấm sẽ nảy mầm, tạo sợi đâm xuyên vào cơ thể, sinh trưởng mạnh cho đến khi nội quan bị phá hủy, chui ra mọc kín trên bề mặt côn trùng. Đồng thời nấm cũng tiết ra độc tố để diệt côn trùng nhanh hơn.

	Phương pháp sản xuất
	Chủng giống ( nhân giống ( lên men ( Li tâm thu sinh khối ( sấy phun hoàn thiện sản phẩm.
	Virut sống kí sinh nên khi sản xuất, virut phải được nuôi trên sâu. Sau khi sâu chết, nghiền nát sâu, thêm nước rồi lọc qua vải, loại xác, li tâm dịch lọc, bỏ cặn, kiểm tra hoạt lực, thêm phụ gia, chất bảo quản, đóng chai.
	- Sản xuất chế phẩm từ Beauveria.
+ Beauveria được cấy vào các bình nón đựng môi trường mạch nha – men bia, trong vòng 24-28h. 

+ Cấy giống vào nồi lên men, nuôi 3-4 ngày.

+ Cuối giai đoạn lên men, enzim được tạo thành sẽ thủy phân sợi nấm, thúc đẩy việc tạo thành bào tử.

+ Ly tâm để thu được chế phẩm thô, đưa đi phun sấy làm khô.

- Sản xuất Metarhizium: 

+ Cơm hấp cho vào túi nilon hoặc rải ra khay, cấy giống, sau 15-20 h bào tử mọc xanh kín.

+ Lấy ra hong khô, cho qua rây để thu bào tử


IV. Ứng dụng vi sinh vật trong y tế
1. Sản xuất vacxin

- Khái niệm vacxin: là chế phẩm kháng nguyên mà khi đưa vào cơ thể người hoặc động vật máu nóng sẽ kích thích cơ thể tạo kháng thể chống lại kháng nguyên đó.

- Nguồn gốc: sản xuất từ vi khuẩn hoặc virut gây bệnh bị làm yếu hoặc giết chết để chúng mất khả năng gây bệnh, nhưng vẫn bảo tồn tính kháng nguyên.

a. Phương pháp cổ điển

	
	Vacxin bất hoạt hay vacxin chết
	Vacxin giảm độc lực hay vacxin sống

	Đặc điểm
	là vacxin chết từ tế bào nguyên vẹn đã làm chết hoặc làm bất hoạt độc tố.
	được chế từ tác nhân gây bệnh chỉ làm yếu, mất khả năng gây bệnh, khi đưa vào cơ thể chúng vẫn có khả năng nhân lên và tạo miễn dịch cao.

	Ưu điểm
	sản xuất đơn giản, giá thành thấp, dễ bảo quản.
	dễ sản xuất, giá thành hạ, dễ sử dụng.



	Nhược điểm
	Không được nhân lên nên phải tiêm nhắc lại nhiều lần.
	đôi khi chúng phục hồi khả năng gây bệnh.


b. Phương pháp công nghệ gen (vacxin thế hệ mới)
- Vacxin thế hệ mới không chứa tác nhân gây bệnh mà chỉ chứa một thành phần kháng nguyên của chúng, do các VSV rất an toàn như E.coli hoặc nấm men tổng hợp nên.
- Ví dụ: quy trình sản xuất vacxin viêm gan B tái tổ hợp

Tách gen mã hóa HbsAg từ virut viêm gan B

(
Khuếch đại bằng kĩ thuật PCR

(
Gắn gen vào plasmit tạo ADN tái tổ hợp

(
Biến nạp ADN tái tổ hợp vào nấm men

(
Thu sinh khối

(
Chiết, tinh chế HbsAg để tạo vacxin
2. Sản xuất kháng sinh

- Chất kháng sinh là các chất hữu cơ do vi sinh vật hình thành nên mà ngay ở nồng độ thấp cũng có khả năng ức chế hoặc tiêu diệt các vi sinh vật khác một cách chọn lọc.
- Chất kháng sinh có thể do nhiều loại VSV sinh ra nhưng chủ yếu là xạ khuẩn (chi Streptomyces), vi khuẩn (chi Bacillus), nấm (chi Penicilium.
- Quy trình sản xuất: thực hiện lên men 2 pha:

+ Pha 1: pha sinh trưởng, tính từ khi cấy giống vào thùng lên men đến khi sinh khối bắt đầu ngừng tăng lên.

+ Pha 2: pha sinh tổng hợp, sinh trưởng chậm lại, đẩy mạnh sinh tổng hợp và tích tụ chất kháng sinh.

+ tách chiết: tùy thuộc chất kháng sinh được tiết ra môi trường hoặc tích lũy trong tế bào và tùy thuộc vào bản chất hóa học của chất kháng sinh mà lựa chọn các phương pháp tách chiết phù hợp.

3. Sản xuất men tiêu hóa
- Là một ứng dụng trực tiếp các VSV có lợi cho hệ tiêu hóa để kích thích tiêu hóa cho con người. 
- Hầu hết các men tiêu hóa hiện nay dùng cho con người trên thị trường đều có chứa các vi sinh vật thuộc nhóm Bacillus subtilis.

V. Ứng dụng vi sinh vật trong kĩ thuật di truyền (KTDT)
1. Khái niệm kĩ thuật di truyền
- Khái niệm: KTDT là kĩ thuật tạo ADN tái tổ hợp giúp chuyển gen từ tế bào này sang tế bào khác.

- Chuẩn bị: + thể truyền: Plasmit hoặc phagơ (đều có khả năng nhân lên độc lập với tế bào nhận)


      + Gen cần chuyển: VD: gen sản xuất insulin của người.


      + Tế bào nhận: chủ yếu sử dụng vi khuẩn hoặc nấm men

- Phương pháp: Tạo ADN tái tổ hợp (gồm thể truyền và gen cần chuyển) để chuyển gen vào trong tế bào vi khuẩn nhằm mục đích nhân nhanh số lượng gen mong muốn => sản xuất những sản phẩm mong muốn phục vụ y học, nông nghiệp…

- Các bước:

Bước 1: Tạo ADN tái tổ hợp: 

- Tách thể truyền và gen cần chuyển ra khỏi tế bào.

- Cắt và nối thể truyền và gen cần chuyển ( AND tái tổ hợp 

Bước 2: Chuyển AND tái tổ hợp vào tế bào nhận bằng 3 hình thức: biến nạp, tải nạp, tiếp hợp

- biến nạp: quá trình chuyển ADN trực tiếp từ bên ngoài vào bên trong tế bào qua màng sinh chất. 

- tải nạp: là quá trình chuyển ADN vào tế bào nhận thông qua phagơ.

- tiếp hợp: là sự chuyển ADN qua tiếp xúc trực tiếp giữa 2 tế bào vi khuẩn.

Bước 3: Phân lập dòng tế bào nhận chứa AND tái tổ hợp ( sản xuất tạo sản phẩm

2. Một số thành tựu

- sx hormor thích sinh trưởng ở người (HGH)

- sx hormor thích sinh trưởng ở bò (BST)

- sx interferon, insulin

- sx vacxin thế hệ mới, kháng sinh

- tạo TV mang gen cố định N, diệt sâu bọ, chống chịu với thuốc trừ cỏ

VI. Ứng dụng vi sinh vật trong bảo vệ môi trường
Vi sinh vật đóng vai trò quan trọng trong sự phân giải các chất thải, nên các biện pháp xử lý chất thải nhờ VSV luôn đạt hiệu quả cao.
1. Xử lý rác thải
- Nếu không có vi sinh vật thì mặt đất sẽ không còn chỗ đặt chân do bị phủ kín bởi rác thải. Xã hội ngày càng phát triển thì rác thải càng nhiều. Tùy theo loại rác thải mà người ta chọn lựa các nhóm VSV khác nhau để phân hủy chúng.
- Để xử lý rác thải sinh hoạt bằng biện pháp VSV thì cần phải phân loại rác để tách riêng rác hữu cơ khỏi các loại khác. Chỉ rác hữu cơ mới được xử lý bằng biện pháp VSV.
* Các bước xử lý rác hữu cơ quy mô nhà máy.
Bước 1: phân loại rác

Bước 2: Cấy vi sinh vật (vi khuẩn, xạ khuẩn, nấm sợi…)

Bước 3: Ủ lên men. Nạp rác vào hầm ủ để cho lên men có thổi khí định kì, thời gian khoảng 25 ngày. Nếu rác khô phải tưới nước.

Bước 4: ủ chín. Sau khi lên men, rác được đưa đi đánh luống để ủ chín (21 ngày) để rác phân hủy thành mùn triệt để hơn.

Bước 5: Nghiền, phân loại, phần thô có thể đưa vào ẩm ủ lại.

Bước 6: Đóng bao.

* Xử lý rác và phế thải nông nghiệp ở quy mô gia đình nông thôn theo phương pháp ủ đống có đảo trộn, thu được phân hữu cơ, dùng để bón trở lại cho đất.
Bước 1: Chuẩn bị nguyên liệu (thân cây, các loại vỏ, các loại mùn, phân gia súc, gia cầm…)

Bước 2: Chọn nơi ủ

Bước 3: Ủ đống

+ Lấy chế phẩm vi sinh hòa vào thùng nước, khuấy đều rồi cho vào bình o-doa

+ Xúc rác thành lớp cao 25-30 cm rồi tưới dịch VSV cho ướt đều. lặp lại cho đến khi hết rác.

Bước 4: Đậy đống ủ bằng bạt cũ, lá cọ…để giữ nhiệt và tránh bay hơi nước.

Bước 5: Chăm sóc. Nếu thấy đống ủ khô thì cần tưới thêm nước và đảo trộn.

2. Xử lý nước thải.
Nước thải được xử lý qua 3 cấp: Cấp 1 (lí học), cấp 2 (sinh học), cấp 3 (hóa học).
- Xử lý cấp 1: loại bỏ chất rắn

+ Loại bỏ vật kích thước lớn, sàng lọc vật kích thước nhỏ, đưa qua bể lắng sơ cấp, các hạt nhỏ sẽ lắng xuống đáy, tạo bùn. Bùn sẽ được đưa đi xử lý kị khí hoặc dùng làm phân bón.

- Xử lý cấp 2: Có thể chọn 1 trong các phương pháp:

+ Lọc trích: Nước thải được phun qua một lớp đệm đã phủ một lớp sinh khối dùng chứa vi khuẩn được gọi là Zoogloea. Zoogloea sẽ phân giải các thành phần của nước thải.

+ Bùn hoạt tính: Nước thải thông khí sẽ tạo thành các hạt chứa đầy các VSV phân giải hiếu khí, sau qua bể lắng thứ cấp để loại bỏ các chất rắn sinh học. Các chất này lắng xuống cùng với VSV tạo thành bùn hoạt tính.
+ Hồ oxi hóa: Trong các bể nông, các loài tảo sẽ tiêu thụ các chất dinh dưỡng của nước thải và sinh oxi cho sự phân giải hiếu khí.

+ Bể phân giải bùn: Phân giải các chất rắn đã được tích lũy qua xử lý sơ cấp. Các VSV kị khí sẽ phân giải bùn trong bể khí tạo CH4, CO2.

- Xử lý cấp 3: Loại bỏ các chất ô nhiễm còn lại, có thể gồm một hay nhiều công đoạn sau:

+ Dùng keo tụ để lắng các hạt rắn.

+ Lọc cuối cùng để thu được bùn, bùn được phơi khô có thể làm phân bón…

+ Làm giảm lượng photphat và nitrat bằng các phản ứng hóa học.

+ Tẩy trùng bằng clo để diệt vi sinh vật gây bệnh, sau đó sẽ loại clo trước khi đưa vào thủy vực.
3. Khử mùi hôi thối trong môi trường sống:

- Mùi hôi của rác thải, của chuồng trại chăn nuôi là do một nhóm vi sinh vật tạo ra. Người ta sử dụng một số nhóm VSV khác để ức chế sự hoạt động của các VSV này. 

- Hiện nay, chế phẩm vi sinh EM được sử dụng để phun vào các bãi rác hoặc chuồng trại chăn nuôi có thể làm giảm tới 70-90% mùi hôi thối,

VI. Câu hỏi củng cố

Câu 1.
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, ly tâm, thu sinh khối, làm khô và đóng gói. Đây có phải là quá trình lên men không? Tại sao?

- Đây không phải là quá trình lên men.
- Giải thích

Vì lên men xảy ra trong điều kiện kị khí, trong đó chất nhận  điện tử cuối cùng là chất hữu cơ. Khi đó, nấm men sẽ tiến hành lên men, tạo rượu êtilic. Trong trường 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 lên men.
Câu 2.

Một học sinh đã viết 2 quá trình lên men của vi sinh vật ở trạng thái kị khí như sau:

C12H22O11 ( CH3CHOHCOOH.

CH3CH2OH + O2 ( CH3COOH + H2O + Q

Theo em, bạn đó đã viết đúg chưa? Tại sao? Căn cứ vào sản phẩm tạo ra em hãy cho biết tác nhân gây ra hiện tượng trên

- Bạn học sinh đó có sự nhầm lẫn:


+ Phản ứng 1 là phản ứng lên men lactic (lên men kị khí) do đó cơ chất phải là đường đơn (đường glucô) chứ không phải là đường đôi như đã viết.


+ Phản ứng 2 là quá trình ôxi hóa vì có sự tham gia của ôxi không thể coi là sự lên men kị khí được.
- Tác nhân:

+ Phản ứng 1: chất tạo ra là axit lactic nên tác nhân là vi khuẩn lactic


+ Phản ứng 2: vi khuẩn axetic.
Câu 3.
a. Tại sao dưa để lâu sẽ bị khú?

b. So sánh quá trình lên men rượu và lên men lactic.

a. - Ban đầu, vi khuẩn lactic và các vi khuẩn thối có thể cùng phát triển.
- Sau một thời gian, lượng axit lăctic tăng lên làm giảm độ pH ức chế sự phát triển của vi khuẩn thối.
    - pH giảm đến mức độ nhất định  ức chế sự phát triển của chính vi khuẩn lăctic
    - Một loại nấm men xuất hiện và phát triển trong độ pH thấp, oxi hoá axit lăctic, làm giảm độ chua của dung dịch. Khi đó, vi khuẩn thối lại phát triển làm cho dưa bị khú.
b. So sánh quá trình lên men rượu và lên men lactic.

· Giống nhau: Đều do tác động của vi sinh vật; Nguyên liệu phân giải là đường C6H12O6; Đều qua giai đoạn đường phân; Cùng xảy ra trong môi trường không có oxi.
· Khác nhau:

	Lên men rượu từ đường
	Lên men lactic

	- Tác nhân: Nấm men.
	- Tác nhân: Vi khuẩn lactic.

	- Sản phẩm: Rượu êtylic, CO2.
	- Sản phẩm: Axit lactic

	- Thời gian: Lâu
	- Thời gian: Nhanh hơn

	 - Phảm ứng: C6H12O6 ( 2C2H5OH + CO2( 
	- Phảm ứng: C6H12O6 ( 2CH3 – CHOH - COOH


Câu 4.

Làm mắm tép thực chất là sử dụng quá trình phân giải nào của vi sinh vật? Việc bổ sung thêm thính (bột gạo rang) có ý nghĩa gì?

- Phân giải Prôtein thành axit amin 

- Thính có thành phần chính là tinh bột khi bổ sung vào có tác dụng:

+ Vi sinh vật sử dụng tinh bột làm nguồn cung cấp năng lượng không phân giải axít amin (không xỷa ra lên men thối) giữ được hàm lượng đạm cao cho sản phẩm. 

+ Tạo hương thơm và vị chua do lên men

Câu 5.
a) Rượu nhẹ hoặc bia để lâu có váng trắng và có vị chua gắt,để lâu nữa có mùi thối ủng.Hãy giải thích hiện tượng trên ?

           b)Xirô quả ( Nước quả đậm đặc đường) trong bình nhựa kín thì sau một thời gian bình sẽ căng phồng.Vì sao? 

a) Rượu nhẹ hoặc bia để lâu bị chuyển hoá thành axit axetic tạo thành giấm nên có vị chua. Nếu để lâu nữa axit axetic bị oxi hoá tạo thành CO2và nước làm cho giấm nhạt dần.                                                                                   

b) Bình nhựa đựng xiro quả sau một thời gian có thể bị phồng lên vì vi sinh vật phân bố trên bề mặt vỏ quả đã tiến hành lên men giải phóng một lượng khí CO2 làm căng phồng bình dù hàm lượng đường trong dịch sirô quả rất cao.

Câu 6 

Khi muối dưa người ta thường cho thêm một ít nước dưa cũ,1-2 thìa đường để nhằm mục đích gì? Tại sao khi muối dưa cần phải đổ ngập nước và nén chặt rau quả?


- Khi muối dưa thường cho thêm một ít nước dưa chua để cung cấp các vi khuẩn lăctic và làm giảm độ pH của môi trường tạo điều kiện cho vi khuẩn lăctic phát triển.                                                                                                                                                                                                                                   


- Thêm một ít đường để cung cấp thức ăn ban đầu cho vi khuẩn lắc tic nhất là đối với loại rau quả dùng để muối dưa có hàm lượng đường thấp            


- Khi muối dưa cần đổ ngập nước và nén chặt rau quả để tạo điều kiện yếm khí cho vi khuẩn lăc tic phát triển đồng thời hạn chế sự phát triển của vi khuẩn lên men thối.    

Câu 7
Để dưa ngon, khi muối dưa chúng ta phải chú ý điều gì? Vì sao? Vì sao không nên để dưa quá lâu?

Để dưa ngon, khi muối chúng ta phải chú ý: 

- Phải phơi rau ở nơi nắng nhẹ hoặc thoáng mát để giảm lượng nước trong dưa (có nghĩa tăng lượng đường trong dưa). Nếu trời lạnh thì cho nước ấm, bổ sung thêm đường để làm thức ăn ban đầu cho vi khuẩn lactic (đảm bảo lượng đường trong rau trên 5-6%).   

- Thêm một ít nước dưa cũ thì dưa nhanh chua hơn vì nước dưa cũ cung cấp các vi khuẩn lactic và làm giảm độ pH của môi trường tạo điều kiện thuận lợi cho vi khuẩn lactic phát triển. Bổ sung thêm hành (tỏi, giềng) vào cùng nguyên liệu ban đầu tạo điều kiện lên men lactic được nhanh hơn. 

- Tạo điều kiện yếm khí cho dưa bằng cách cho ngập toàn bộ dưa trong nước muối để vi khuẩn lactic phát triển đồng thời hạn chế phát triển của vi khuẩn lên men thối. 

Không nên để dưa quá lâu vì:

-Dưa sẽ bị khú do hàm lượng axit lactic tăng dần đến một mức độ nào đó sẽ ức chế sự phát triển của vi khuẩn lactic. Lúc đó một loại nấm men có thể phát triển được trong môi trường có độ pH thấp, làm giảm hàm lượng lactic. Hàm lượng axit lactic giảm đến mức độ nhất định thì vi khuẩn lên men thối sẽ phát triển được do đó làm khú dưa
Câu 8.

Tại sao trong sản xuất  bánh mì các vi sinh vật lên men rượu được sử dụng còn các sinh vật lên men lactic thì không? 

- Vi sinh vật lên men rượu giải phóng CO2 làm nở bánh mì.

- Vi sinh vật lên men lactic không giải phóng CO2
Câu 9. 

Các nhận định sau đúng hay sai, giải thích. 

a) Rượu nhẹ hoặc bia để lâu có váng trắng và vị chua gắt, để quá lâu thì độ chua giảm dần. 

b) Trong sữa chua hầu như không có vi khuẩn ký sinh gây bệnh. 

c)  Rượu vang nếu không được thanh trùng đúng cách rất dễ bị vi khuẩn lắc tích dị hình làm chua, do đó không để được lâu. 

d)  Thuật ngữ vi sinh vật khuyết dưỡng dùng để chỉ các vi sinh vật có khả năng phát triển với CO2 là nguồn cacbon duy nhất. 

a) Đúng. Rượu nhẹ hoặc bia để lâu bị chuyển hoá thành axit axêtic tạo dấm lên có vị chua. Váng trắng do các đám vi khuẩn axetic liên  kết nhau. Để quá lâu axit axetic bị ô xi hoá tạo CO2, H2O

b) Đúng:  Vì trong sữa chua lên men tốt, vi khuẩn lactic đã tạo môi trường axit, pH thấp ức chế mọi vi khuẩn kí sinh gây bệnh, những vi khuẩn này thường sống trong điều kiện pH trung tính

c) Đúng. Trong quá trình lên men, rượu vang rất dễ bị nhiễm vi khuẩn lắctíc dị hình. Nếu rượu vang không được thanh trùng đúng cách, vi khuẩn này còn trong rượu vang sẽ biến đổi phần dư glucôzơ thành axit lăctíc, CO2, êtamol, axit axitaxetic... do đó rượu vang sẽ có bọt và bị chua

d) Sai. Thuật ngữ vi sinh vật khuyết dưỡng để chỉ các vi sinh vật  cần 1 hoặc nhiều nhân tố sinh trưởng có mặt trong môi trường để chúng sinh trưởng 

Câu 10.
a. Vì sao vi khuẩn kị khí bắt buộc chỉ phát triển trong điều kiện không có ôxi?

b. Một cốc rượu nhạt (5%->6% etanol) hoặc bia, cho thêm một ít chuối, đậy cốc bằng vải màn, để nơi ấm, sau vài ngày sẽ có váng trắng phủ trên bề mặt môi trường. Rượu đã biến thành giấm.

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

                                     CH3CH2OH + O2     -> …………………+ H2O + Q

· Váng trắng do vi sinh vật nào tạo ra? Ở đáy cốc có loại vi sinh vật này không? Tại sao?

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

· Nếu để cốc giấm cùng với váng trắng quá lâu thì độ chua  của giấm sẽ như thế nào? Tại sao?

Vì vi khuẩn kị khí bắt buộc không có enzim catalaza, SOD do đó không loại bỏ được các sản phẩm độc hại cho tế bào trong điều kiện có O2 như: H2O2, ion superoxid.

- Chất được tạo thành là giấm

CH3CH2OH + O2 -> CH3COOH + H2O + Q

- Váng trắng là do các đám vi khuẩn axetic 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.

- Khi nhỏ 1 giọt H2O2 vào giọt nuôi cấy vi khuẩn axetic sẽ thấy bọt nhỏ li ti hình thành do O2 thoát ra do dưới tác dụng của catalaza, H2O2 bị phân hủy thành H2O và O2
- Khi để giấm lâu ngày độ chua của giấm giảm do vi khuẩn Axetobacter có khả năng tiếp tục biến giấm thành CO2 và H2O làm pH tăng lên, giấm mất dần độ chua.
Câu 11. 

Cho dòng vi khuẩn lắc tíc đồng hình vào bình A, dòng vi khuẩn lắc tíc dị hình vào bình B (bình A, B đều chứa dung dịch Glucôzơ).


a. Nhận xét kết quả ở 2 bình trên.


b. Khi ứng dụng lên men lactic trong muối dưa rau quả, một học sinh nhận xét như sau:

- Vi khuẩn lactic phá vỡ tế bào làm cho rau quả tóp lại

- Các loại rau quả đều có thể muối dưa

- Muối dưa càng để lâu càng ngon

- Muối rau quả phải cho một lượng muối để diệt vi khuẩn lên men thối (lượng muối từ 4-6% khối lượng khô của rau)

Nhận xét trên đúng hay sai? Hãy giải thích?

- Bình A có quá trình lên men lactic đồng hình là quá trình lên men đơn giản, chỉ tạo thành axit lactic, không có CO2.

- Bình B có quá trình lên men lactic dị hình là quá trình lên men phức tạp, ngoài tạo ra axit lactic còn có rượu etylic, axit axetic, CO2.

Giải thích

- Sai: VK lactic không phá hoại tế bào và chất nguyên sinh của rau quả mà có tác dụng chuyển glucôzơ ở dung dịch muối rau quả thành axit lactic

- Sai: Các loại rau quả dùng để lên men lactic phải có một lượng đường tối thiểu để sau khi muối có thể hình thành một lượng axit lactic 1-2% (độ pH=4-4.5%)

- Sai: Khi để lâu dưa quá chua vi khuẩn lactic cũng bị ức chế. Nấm men, nấm sợi phát triển làm giảm chua -> vi khuẩn thối phát triển làm hỏng dưa.

- Sai: Muối có tác dụng tạo áp suất thẩm thấu, rút lượng nước và đường trong rau quả ra dung dịch cho vi khuẩn lactic sử dụng, đồng thời ức chế sự phát triển của vi khuẩn lên men thối.

Câu 12.
Hệ vi sinh vật trong muối chua rau quả thay đổi theo thời gian như thế nào? 

- Ban đầu vi khuẩn lactic và vi khuẩn gây thối có thể cùng phát triển. Vi khuẩn lactic lên men axit lactic làm giảm độ pH của dung dịch, ức chế hoạt động của vi khuẩn thối.

- Dưa chua dần lên, độ pH tiếp tục giảm, ức chế  hoạt động của vi khuẩn lactic.

- Nấm men phát triển vì có thể sinh trưởng trong môi trường có độ pH thấp -> xuất hiện lớp váng trắng. Nấm men ôxi hóa axit lactic thành CO2 và nước làm dưa giảm dần độ chua.

- Vi khuẩn gây thối lại bắt đầu phát triển làm cho dưa bị hỏng.

Câu 13. 
Chuyển hóa vật chất và năng lượng ở VSV 

a. So sánh quá trình lên men rượu từ đường và lên men lactic.

b. Ăn xôi và đậu tương không thấy ngọt nhưng ăn tương thì ngọt. Vị ngọt của tương có từ đâu? Cơ sở khoa học của nó?

a. Giống nhau: 

· đều nhờ tác dụng của VSV

· nguyên liệu phân giải là đường đơn – gluco

· đều qua giai đoạn đường phân.

· Điều kiện kị khí.

Khác nhau

	Tiêu chí
	Lên men rượu từ đường
	Lên men lăctic

	Tác nhân
	Nấm men
	Vi khuẩn lăctic

	Sản phẩm
	Rượu etylic, CO2
	Axit lactic

	Phản ứng
	C6H12O6(2C2H5OH+ 2CO2+Q
	C6H12O6(2CH3CHOH-COOH + Q

	Chất nhận e
	Axetaldehit
	Axit piruvic

	Mùi
	Mùi rượu
	Mùi chua

	Thời gian
	Lâu hơn
	Nhanh hơn


b. Vị ngọt có từ đường gluco và axit amin
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Câu 14.


Hãy giải thích các câu sau:


a. Vì sao rượu chưng cất bằng phương pháp thủ công ở một số vùng dễ làm người uống bị đau đầu ?


b. Vì sao các thức ăn nhiều nước rất dễ bị nhiễm vi khuẩn ?


c. Vì sao trong sữa chua hầu như không có vi khuẩn kí sinh gây bệnh ?


d. Vì sao virut được xem là một dạng sống đặc biệt ?

a. Do chưng cất bằng phương pháp thủ công nên andehit không được khử hết, ngoài ra  có thể còn điaxêtil, các hợp chất này tác động mạnh lên hệ thần kinh => người uống nhiều sẽ gây đau đầu.

b. Do vi khuẩn sinh trưởng tốt trong môi trường có độ ẩm cao. 

c. Vì trong sữa chua lên men tốt, vi khuẩn lactic đã tạo ra môi trường axit pH thấp, ức chế các vi khuẩn kí sinh gây bệnh. 

d. Vì virut chưa có cấu tạo tế bào, chỉ được cấu tạo từ 2 phần:

Phần vỏ là prôtêin giữ chức năng bảo vệ, phần lõi là axit nucleic giữ chức năng di truyền

Virut không có enzim nên sống kí sinh bắt buộc.
Câu 15.


Vì sao rượu vang nếu không được thanh trùng đúng cách rất dễ bị vi khuẩn lactic dị hình làm chua, nên không để được lâu ?

Do vi khuẩn lactic dị hình còn trong rượu vang sẽ biến đổi phần dư glucôzơ thành các sản phẩm : axit lactic, CO2, etanol, axit axêtic… Vì vậy rượu sẽ có bọt, vị chua
Câu 16.
Các loại vi sinh vật tham gia vào quá trình lên men rượu từ tinh bột. Vai trò và điều kiện hoạt động của các vi sinh vật đó?

* Vi sinh vật tham gia: Nấm mốc, nấm men

* Vai trò:

- Nấm mốc tiết enzim amilaza để thủy phân tinh bột thành đường.

- Nấm men lên men đường thành rượu.

* Điều kiện hoạt động:

- Nấm mốc : Môi trường có ôxy

- Nấm men: Môi trường không có ôxy.
Câu 17.
a. Bình đựng nước thịt và bình đựng nước đường để lâu ngày khi mở nắp có mùi giống nhau không ? Vì sao?

b. Theo em, làm tương và làm nước mắm người ta có sử dụng cùng một loại vi sinh vật hay không? Axit amin trong tương và nước mắm từ đâu ra?

a. Có mùi khác nhau

Bình đựng nước thịt: mùi thối. Protein trong thịt bị vsv phân giải tạo các chất khí gây mùi như H2S, NH3.

Bình đựng nước đường: mùi chua. Vi khuẩn lactic trong không khí chuyển hóa đường thành axit lactic theo con đường lên men lactic đồng hình hoặc dị hình.

b. Không cùng loại vsv

Làm tương chủ yếu dùng nấm sợi.
Làm nước mắm sử dụng vi khuẩn kị khí trong ruột cá.

Axit amin trong tương và nước mắm là do enzim proteaza phân giải Protein có trong đậu và thịt cá.

Câu 18.
a, Vì sao trong quá trình lên men rượu có những mẻ rượu bị nhạt, có những mẻ rượu bị chua?

b, Nếu chuyển những tế bào nấm men sống nhờ glucôzơ từ môi trường hiếu khí sang môi trường kị khí thì tốc độ tiêu thụ glucôzơ phải thay đổi như thế nào để tế bào vẫn tạo ra ATP với tốc độ như cũ?

TL: 

a.- Nấm men là sinh vật kị khí không bắt buộc, hô hấp hiếu khí trong môi trường có O2 và lên men etylic trong môi trường không có O2.

C6H12O6 + O2  →  CO2 + H2O + 38 ATP

C6H12O6 →  2C2H5OH + 2CO2 + 2 ATP

 - Rượu bị nhạt: Quá trình lên men không đảm bảo điều kiện kị khí. O2 xâm nhập vào → nấm men chuyển sang hô hấp hiếu khí → nồng độ rượu etylic giảm. 

- Rượu bị chua: Ở những mẻ rượu bị nhạt, nồng độ etylic giảm, nếu bị nhiễm vi khuẩn lên men giấm (vi khuẩn  Acetobacter) thì vi khuẩn này sẽ lên men rượu thành giấm (ôxi hoá không hoàn toàn) làm rượu bị chua

C2H5OH + O2  →   CH3COOH + H2O + Q

b. Nấm men chuyển từ hô hấp hiếu khí sang lên men rượu

Hô hấp hiếu khí tạo ra khoảng 38 ATP, lên men rượu tạo ra 2 ATP → tế bào phải tiêu thụ lượng glucôzơ với tốc độ gấp khoảng 19 lần so với khi sống trong môi trường hiếu khí.

Câu 19.
a. Từ nguồn nguyên liệu là rỉ đường hãy viết sơ đồ các bước chính quá trình tạo thành giấm và các VSV tham gia tương ứng?

b. Từ nguồn nguyên liệu là rỉ đường, người ta nuôi cấy nấm mốc Apergilus niger thì sản phẩm thu được là gì? Giải thích?

TL: a. Từ nguồn nguyên liệu là rỉ đường hãy viết sơ đồ các bước chính quá trình tạo thành giấm và các VSV tham gia tương ứng?

- Rỉ đường    ---------------->  rượu etylic nhờ nấm men trong điều kiện không có oxi.

- Rượu etyic--------> axit axeitc nhờ vi khuẩn axetic trong điều kiện có oxi.

b. Từ nguồn nguyên liệu là rỉ đường, người ta nuôi cấy nấm mốc Apergilus niger thì sản phẩm thu được là axit xitric.

Giải thích: Nấm mốc là VSV hiếu khí sẽ phân giải đường theo con đường đường phân và chu trình Creps, nhưng do rỉ đường thiếu một số nguyên tố vi lượng cần thiết cho hoạt động của các enzym của chu trình Creps nên chu trình Creps bị đình trệ dừng lại ở phản ứng tạo axit xitric.
Câu 20.

Tại sao rượu nhẹ hoặc bia để lâu có váng trắng và có vị chua gắt? Hiện tượng gì xảy ra khi lấy váng trắng đó và nhỏ lên một vài giọt ôxi già? Giải thích.

 - Rượu nhẹ hoặc bia để lâu có váng trắng và có vị chua gắt là do:

 Vi khuẩn axêtic từ không khí lọt vào tiến hành ôxi hóa rượu thành axêtic và tạo ra năng lượng. 

            C2H5OH + O2 ( CH3COOH + H2O + Q

+ Năng lượng giúp cho vi khuẩn sinh trưởng tạo váng.

+ Axit axêtic làm cho dung dịch có vị chua gắt.

- Khi nhỏ ôxi già sẽ thấy có bọt khí bay lên vì: vi khuẩn hiếu khí nên trong tế bào của nó có enzim catalaza, do đó khi nhỏ nước ôxi già thì nước ôxi già sẽ bị phân hủy thành nước và O2 bay lên.
Câu 21.

Ba bạn HS làm sữa chua theo 3 cách như sau:

- Cách 1: Pha sữa bằng nước nóng, sau đó bổ sung ngay một thìa sữa chua Vinamil ->  ủ ấm từ 6-8h.

- Cách 2: Pha sữa bằng nước nóng, sau đó để nguội bớt đến khoảng 400C, bổ  sung một thìa sữa chua Vinamil , cho thêm lyzozym-> ủ ấm 6-8h.

- Cách 3: Pha sữa bằng nước nóng, sau đó để nguội bớt đến khoảng 400C, bổ  sung một thìa sữa chua Vinamil , ủ ấm từ 6- 8h.

Theo em, bạn HS làm theo cách nào sẽ có sữa chua để ăn? Giải thích các cách làm tại sao thành công và không thành công?

TL:

- Bạn HS làm theo cách 3 sẽ có sữa chua để ăn

- Cách 1: không thành công do sữa đang nóng bổ sung vi khuẩn lactic vào ngay làm vi khuẩn bị chết bởi nhiệt-> không có tác nhân lên men.

- Cách 2: không thành công do cho lyzozym vào, lyzozym là tác nhân phá thành TB vi khuẩn-> vi khuẩn mất thành dễ bị chết-> không có tác nhân lên men.

- Cách 3: thành công do các yếu tố đều thuận lợi cho vi  khuẩn phát triển.
Câu 22. 

a. Trình bày quá trình làm giấm: nguyên liệu, tác nhân, cơ chế, điều kiện.

b. Sản xuất giấm có phải là quá trình lên men không? Tại sao?

TL:

a.  - Nguyên liệu: Rượu, bia (nồng độ khoảng 5- 6%)

     - Tác nhân: VK axetic.

     - Cơ chế: CH3CH2OH + O2 ( CH3COOH+ H2O+ Q

     - Điều kiện:

+ Bề mặt thoáng, đủ oxi và thêm 1 quả chuối chín.

+ Khi giấm vừa ngon (nồng độ axit axetic 3- 5%) cần chất lọc và hấp khử trùng để giữ được lâu.

b. Sản xuất giấm không phải là quá trình lên men vì:

- Lên men là 1 quá trình chuyển hóa không có sự tham gia của oxi.

- Thực chất sản xuất giấm là quá trình oxh rượu etylic thành axit axetic.
Câu 23.
a. Hai bình A và B đều chứa 1hỗn hợp giống hệt nhau gồm nấm mem rượu trộn đều với dung dịch glucozơ nồng độ 10g/l. Cả hai bình được nuôi cấy ở nhiệt độ thích hợp, tuy nhiên bình A để mở nắp và được làm sủi bọt liên tục nhờ 1 dòng không khí đi qua, bình B bị đóng kín miệng và để yên. Sau một thời gian cho biết sự khác biệt có thể có về mùi vị, độ đục, lượng đường còn lại của hai bình A và B, giải thích. 

b. Nấm men rượu trong khi lên men đường glucôzơ nếu có ôxi phân tử gia nhập thì có hiệu ứng paxtơ. Hiệu ứng paxtơ là gì?

Tl:

a. Sự khác biệt về mùi vị, độ đục, lượng đường còn lại của hai bình A và B 

+ Bình A: Không có mùi rượu, độ đục cao hơn bìnhB, lượng đường còn  lại nhiều hơn vì: có O2 (thổi khí) nấm men hô hấp hiếu khí tạo CO2, H2O, thu nhiều năng lượng ( 38 ATP/1 mol glucozơ) ( nấm men sinh trưởng nhanh, nảy chồi nhiều. 

+ Bình B: Có mùi rượu, độ đục thấp hơn bình A, lượng đường còn lại ít hơn vì: Trong điều kiện không có O2 (đậy kín nắp) ( nấm men lên men etilic tạo rượu etilic, thu được ít năng lượng ( 2ATP/ 1 mol glucozơ) ( cầu nhiều nguyên liệu hơn, nấm men sinh trường chậm, ít nảy chồi. 

b.  Hiệu ứng paxtơ là hiện tượng ôxi phân tử cảm ứng quá trình hô hấp hiếu khí và ức chế quá trình lên men rượu của nấm men.

+ Khi có mặt ôxi phân tử, phần lớn NADH đi vào hô hấp hiếu khí, alcolđêhiđrôgenaza bị bất hoạt ( giảm lượng rượu do axetanđêhyl  không thể nhận hiđrô từ NADH, nhưng nấm mem qua hô hấp hiếu khí thu nhiều năng lượng hơn nên sinh khối tăng 

Câu 24.
Tại sao làm rượu phải qua 2 giai đoạn: giai đoạn 1 rắc bánh men rượu vào xôi (hoặc cơm, hoặc ngô hấp... ) cho chúng phát triển vài ngày trong thúng và giai đoạn 2 đổ thêm nước, đậy kín.

-Giai đoạn đầu : có không khí, có nhiệt độ, độ ẩm phù hợp khi đó nấm men sẽ hô hấp hiếu khí tạo ra nhiều ATP (36-38 ATP) dẫn đến sinh trưởng , sinh sản nhanh tạo ra số lượng lớn nấm men

-Gai đoạn sau: cho vào chum cho thêm nước, đậy kín tạo điều kiện cho quá trình lên men tạo rượu.
Câu 25.
Một cốc rượu nhạt (khoảng 5 – 6% độ etanol) hoặc bia, có thể cho thêm một ít chuối chín, 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 cho biết tên, công thức cấu tạo của chất A theo sơ đồ sau là chất gì?

      CH3CH3OH (rượu etylic) + O2 -> A + H2O + Q (năng lượng)

b. Váng trắng do vi sinh vật nào tạo ra? Ở đáy cốc có loại vi sinh vật này không? Tại sao?

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

TL:

a. Chất A là axit axetic (giấm) CH3COOH.

b. Váng trắng do đám vi khuẩn axetic liên kết với nhau tạo ra. 

Ở đáy cốc không có loại VK này, vì chúng là VK hiếu khí bắt buộc.

c. Vì, vi khuẩn axetic có khả năng tiếp tục biến axit axetic thành CO2, H2O, giấm mất dần vị chua.

Câu 26.

a. Trong muối dưa, nếu dưa bị hỏng ngay trong giai đoạn đầu thì có thể do những nguyên nhân nào ?


b. Tại sao dưa chua để lâu sẽ bị khú ?


c. Hãy nêu những điểm khác nhau trong làm tương và làm nước mắm

a. Do vi khuẩn lactic không chiếm ưu thế với các vi khuẩn khác. Nguyên nhân là do :

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

- Hàm lượng muối không đúng, nếu 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, do đó không tạo được điều kiện kị khí cho vi khuẩn lactic phát triển.

b. Trong quá trình muối dưa - tạo điều kiện cho vi khuẩn lactic hoạt động, hàm lượng axit lactic tăng dần đến một mức độ nào đó sẽ ức chế sự phát triển của vi khuẩn lactic lúc đó một loại nấm men có thể phát triển được trong môi trường có độ pH thấp làm giảm hàm lượng axit lactic. Khi hàm lượng axit lactic giảm đến mức độ nhất định thì vi khuẩn lên men thối sẽ phát triển được làm khú dưa
	Điểm khác
	Làm tương
	Làm nước mắm

	Nguyên liệu
	Giầu tinh bột, giầu protein thực vật như gạo nếp, đậu nành ...
	Giầu protein động vật như cá nước ngọt hoặc cá nước mặn.

	Tác nhân
	Nấm vàng hoa cau (Aspergillus oryzae) và vi khuẩn (được nuôi cấy trên môi trường riêng rồi cấy và nguyên liệu).
	Vi khuẩn kị khí trong ruột cá là chủ yếu (tận dụng vi sinh vật có sẵn trong nguyên liệu).

	Enzim ngoại bào
	Amilaza và proteaza
	Proteaza

	Sản phẩm
	Tương thành phẩm (aa nguồn gốc thực vật, đường ...)
	Nước mắm giầu aa nguồn gốc động vật


Câu 27.
Dựa vào kiến thức của mình, hãy cho biết những điều sau đây là đúng hay sai ?

a, Tương có vị ngọt là do có mốc tương.

b, Bột nở của bánh mỳ có bản chất là vi khuẩn sấy khô.

c, Dưa cải bị teo lại khi muối là do muối trong nước dùng để muối dưa.

d, Ủ sữa chua ko cần phải tạo môi trường kỵ khí.

a. Sai. Vị ngọt có trong tương là từ đường được tạo ra trong quá trình ủ gạo nếp đã được nấu thành xôi với mốc tương. Trong điều kiện kỵ khí, mốc tương biến đổi tinh bột thành đường nhờ enzim amilaza do mốc tương tiết ra.

b. Sai. Bột nở bánh mỳ có bản chất là nấm men. Khi được trộn vào bột mỳ đã được nhào, nấm men này hô hấp tạo ra [image: image5.png]COo,



 làm cho bột bánh nở ra.

c. Đúng. Do muối ở trong nước dùng để muối dưa là cho nước muối dưa có áp suất thẩm thấu lớn hơn dịch bào của tế bào, nên dịch tế bào của tế bào dưa cải bị rút ra ngoài nước muối dưa, mang theo đường và các chất làm cơ chất cho vi khuẩn  lên men lactic. Khi đó, dưa cải bị teo lại.

d. Sai. Do việc ủ sữa chua hay lên men sữa chua là việc cho vi khuẩn lactic lên men đường thành axit lactic làm đông kết các protein có trong sữa. Quá trình này chỉ có thể xảy ra trong điều kiện kỵ khí.

Câu 28.
       Trong công nghiệp sản xuất dược phẩm tạo chất kháng sinh, trong đó hai chất kháng sinh là penicillin và streptomycin. Hãy phân biệt hai loài sinh vật tổng hợp hai loại sản phẩm sản phẩm trên?

Penicilin do nấm tạo nên và streptomycin do xạ khuẩn tổng hợp nên, giữa hai loài này có sự khác nhau:

	Xạ khuẩn
	Nấm

	- Sinh vật nhân sơ

- Thành tế bào là hợp chất peptidoglican

- Chưa có các bào quan ti thể, bộ máy gôngi
	- Sinh vật nhân chuẩn

- Thành tế bào chủ yếu là xenlulôzơ glucan hoặc xenlulôzơ kitin

- Có đầy đủ các bào quan ti thể, bộ máy gôngi

	Trên khuẩn lạc

	- Khuẩn ti có kích thước nhỏ

- Khuẩn lạc xuất hiện cấu trúc phóng xạ với các vòng tỏa từ tâm

- Thường ít màu sắc
	- Có kích thước lớn

- Có cấu trúc sợi phân nhánh

- Nhiều màu sắc hơn

	Hình thức sinh sản

	- Chủ yếu là sinh sản vô tính
	- Đa dạng: có thể vô tính, hứu tính, sinh sản bào tử


Câu 29.
       Cho các hỗn hợp sản phẩm sau:

- CO2 + C2H5OH 




(1)

- CH3CHOHCOOH



(2)

- CH3CHOHCOOH + CO2 + C2H5OH
(3)

a. Viết tên các vi sinh vật tiêu biểu có khả năng tạo thành các hỗn hợp sản phẩm đó nhờ lên men glucose?

b. Ở người có quá trình tạo (2) không? Nếu có chúng tạo thành trong trường hợp nào?

c. Ứng dụng của quá trình tạo (2), (3) trong đời sống?

a.

              (1): nấm men rượu 


    (2): vi khuẩn lactic đồng hình


    (3): vi khuẩn lactic dị hình

b. 

- (2) là quá trình lên men lactic đồng hình, ở người có quá trình này.
- Quá trình tạo axit lactic xảy ra khi cơ bắp hoạt động quá nhiều cần nhiều năng lượng  mà hô hấp hiếu khí không đáp ứng đủ (do thiếu oxi, hệ tuần hoàn không cung ứng kịp thời)          len men lactic xảy ra cung cấp thêm năng lượng giúp cơ hoạt động.
c. Ứng dụng của quá trình tạo (2), (3) trong đời sống:

- Muối dưa cà và các loại rau củ khác.

- Ủ chua thức ăn gia súc.

- Làm sữa chua, nem chua.

C. PHẦN KẾT LUẬN

1. Kết luận

Với mong muốn hoàn thiện những nội dung cơ bản về vi sinh vật ứng dụng để phục vụ cho giảng dạy đội tuyển học sinh giỏi, tôi đã hệ thống lại những vấn đề quan trọng, nổi bật như: Các quá trình lên men truyền thống, ứng dụng vi sinh vật trong sản xuất: công nghiệp, nông nghiệp, y tế, kĩ thuật di truyền và bảo vệ môi trường sống, đồng thời đưa ra một số câu hỏi củng cố kiến thức về phần này. Chuyên đề giúp cho học sinh có thể khái quát được toàn bộ nội dung, chủ động vận dụng kiến thức giải quyết các tình huống khác nhau trong đề thi và trong thực tế.
2. Kiến nghị

Chuyên đề chắc chắn không tránh khỏi còn nhiều hạn chế. Kính mong các thầy cô giáo và các em học sinh góp ý kiến cho chuyên đề có hiệu quả trong dạy học của thầy và trò. 
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6. Các đề thi học sinh giỏi.
C6H12O6 (Glucôzơ) 





2 C2H5OH


(Rượu etylic)





 2CH3CHO


(Axêtalđêhit)





2CH3COCOOH (Axit piruvic) 





 2 CO2





2 NAD+





2 NADH 





C6H12O6


(Glucôzơ) 





2 CH3 CHOHCOOH


(Axit lactic)





2CH3COCOOH


(Axit piruvic)





2 NAD+





2 NADH





Tinh bột





C6H12O6





2 C2H5OH + 2 CO2 + Q





Nấm mốc, hiếu khí





Nấm men, kị khí





Rượu cần





Rượu trắng





Cồn





Rượu vang





bổ sung thêm nước





Chưng cất





Gạn lọc (nếu lên men bằng dịch quả) 





Dịch ép quả





Lên men chính 25-30oC, 3-5 ngày, gạn lọc





Rượu vang





Lên men phụ, 4-5oC, thời gian dài





Rượu vang thành phẩm





Khử trùng, đóng chai





Dịch lên men





Bổ sung nấm men, lên men chính, 8-12oC





7-10 ngày, lọc bỏ bã





Dịch bia





Lên men phụ, 1-4oC, 2 tuần hoặc 2-3 tháng





Lọc, bơm CO2, đóng chai, lon





Bia





Lên men





Thủy phân





Nấm sợi thủy phân





Amilaza 





Tinh bột


(gạo nếp)





Glucozo 





Vi khuẩn thủy phân





Proteaza 





Protein


(đậu tương)





Axit amin
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