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LOI NOI DAU
Cong ngh¢ vi sinh vat (Microbial Technology) la mét b phdn quan trong trong
Cong nghé sinh hoc, 14 mét mén khoa hoc nghién ctru vé nhing hoat dong song cua vi
sinh vat, nham khai thac chiing tt nhat vao quy trinh san xuit & quy mo cong nghiép.

Trong gido trinh nay trinh bay cac nguyén ly co ban vé cong nghé vi sinh vit, cac
g dung cong nghé vi sinh vat trong san xuit cac nganh cong nghiép thuc pham, cong
nghiép, y duoc, bao vé moi trudng; cac kién thirc co ban v¢ hoat dong song ctia vi sinh
vat, tinh da dang cua chiing trong tu nhién va méi quan hé hitu co giira vi sinh vat véi
co thé séng khéc, ... nham can béng hé sinh thai hoc, tao ra nhiu cua cai cho xa hoi,
phat trién nén néng nghiép sinh thai sach, bén viing va chéng 6 nhiém méi truong

Gido trinh con 1a tai liéu tham khao cho gidng vién, sinh vién nganh Sinh hoc;
Cong nghé sinh hoc, Cong nghé thuc phim va nhitng ban c6 quan tim dén Cong nghé
vi sinh vat.

Véi myc dich dap tng nhu cau vé hoc tap cho sinh vién va nang cao chat luong
dao tao, truong Cao dang Luong thyc - Thuc pham da to chirc bién soan gido trinh
nay. Pay la gido trinh dugc bién soan dung lam tai liéu hoc tap cho sinh vién hé Cao
dang nganh Cong nghé sinh hoc va Cong nghé thyc phim cua trudng.

Tuy nhién, viéc bién soan chua that diy du, chin chan con nhiéu thiéu sot, rat
mong su dong gop v kién ciia cac dong nghiép va ban doc.

Xin tran trong cam on!

Pa Nang, ngay 01 thang 10 nam 2010
Céc tac gia



MUC LUC

Chuong 1. DPAI CUONG VE CONG NGHE VI SINH VAT

1. CONG NGHIEP VI SINH VAT VA CAC PHAM VI UNG DUNG
1.1. Khai niém vé cong nghé vi sinh vat

1.2. Lich str phat trién ctia nganh cong nghiép vi sinh vat

1.3. Pham vi ing dung cta cong nghé vi sinh vat

2. SO PO NGUYEN TAC CUA CAC QUA TRINH SAN XUAT
2.1. So d6 nguyén tic ciia qua trinh san xuat cong nghé vi sinh vat
2.2. Thuyét minh quy trinh san xuat cong nghé vi sinh vat

3. PHAN LOAI SAN PHAM CUA CONG NGHE VI SINH VAT
3.1. Sinh khdi (biomass)

3.2. Céc san pham trao doi chét

3.3. Cac san pham cia sy chuyén ho4 (transformation product)
Chuong 2. TUYEN CHON VA BAO QUAN GIONG VI SINH VAT
1. CHUNG VI SINH VAT DUNG TRONG SAN XUAT

1.1. Yéu ciu cua ching vi sinh vat diung trong san xuat

1.2. Cac nguyén ly diéu hoa trao ddi chat

1.3. Nhitng sai hong di truyén cta diéu hoa trao doi chat

1.4. Ky thuat phan tu

2. PHAN LAP VA CHON GIONG VI SINH VAT

2.1. Cac loai moi truong phan lap

2.2. Mot s6 moi trudng thuong ding

2.3. K¥ thuat phan lap gidng vi sinh vat

2.4. Cai bién di truyén chung giéng sir dung trong cong nghé 1én men
3. BAO QUAN GIONG VI SINH VAT

3.1. Phuong phép cdy chuyén dinh ky va bao quan lanh trén méi trudng thach nghiéng

3.2. Phuong phap bao quan gidng trong 16p dau khoang
3.3. Phuong phép bao quan giéng trong cat

3.4. Phuong phép bao quéan gidng trong dat

3.5. Phuong phéap bao quan giéng trén hat

3.6. Phuong phép lanh dong

3.7. Phuong phap dong kho

3.8. Bdo quan lanh sau trong nito 16ng

Chuong 3. DINH DUGNG VA MOI TRUONG NUOI CAY VI SINH VAT CONG

NGHIEP

TRANG

co o O O



1. QUA TRINH DINH DUGNG O TE BAO VI SINH VAT

1.1. Dinh dudng carbon

1.2. Dinh dudng nitrogen

1.3. Dinh dudng khoang

2. NHU CAU DINH DUGNG CUA VI SINH VAT VA MOI TRUONG NUOI CAY
2.1. Nhu ciu dinh dudng

2.2. Céch tinh thanh phan méi trudng nudi cay vi sinh vat

3. NGUYEN LIEU TRONG SAN XUAT

3.1. Céc hop chit cung cap ngudn carbon

3.2. Céc hop chat cung cip ngudn nitrogen

3.3. Cac ngudn chat khoang, chét sinh truong

3.4. Chat béo trong cong nghé vi sinh vat

3.5. Nudc dung trong cong nghé vi sinh

Chuong 4. KY THUAT VA PONG HQC QUA TRINH LEN MEN
1. CAC PHUONG PHAP LEN MEN VI SINH VAT

1.1. Lén men trén mdi trudng ran —xop

1.2. Lén men trong moi truong 16ng

1.3. Lén men gian doan, lén men ban lién tuc va Ién men lién tuc
1.4. Lén men thuong, 1én men hai pha, 1én men dinh hudng

2. CAC BUOC TRIEN KHAI LEN MEN CONG NGHIEP

2.1. Nhan gidng

2.2. Lén men

2.3. Cac yéu t6 chinh anh huéng dén qua trinh 1én men

3. BAO VE QUA TRINH LEN MEN

3.1. Khir triung thiét bi va hé thong dudng dng truyén dan (hé thong CIP)
3.2. Khir tring méi truong nudi cay bé mat

3.3. Khir tring moi trudng nudi cay bé sau

3.4. Khir tring dau m& pha bot

3.5. Khtr trung khong khi

3.6. Kiém tra an toan v¢ sinh (trang thai v tring)

4. PIEU KHIEN QUA TRINH LEN MEN

4.1. Khéng ché nhiét do, pH, oxy hoa tan

4.2. Kiém soat su tao thanh bot

4.3. May phuc vu do luong, tu dong hoa trong cong nghi¢p vi sinh
Chuong 5. CAC SAN PHAM CUA CONG NGHIEP VI SINH
1. SINH KHOI VI SINH VAT

35
35
41
44

46
47
47
47
o1
52
52
53
55
55
55
55
56
56
57
57
58
66
68
68
69
69
70
70
72
72
72
73
74

75
75



1.1. Sinh khéi nAm men

1.2. Sinh khdi vi khuan

1.3. Sinh khdi vi tdo

2. CAC SAN PHAM PO UONG LEN MEN
2.1. Lén men ruou

2.2. Lén men rugu vang

2.3. Lén men bia

3. CAC SAN PHAM ACID HUU CO

3.1. Lén men lactic acid

3.2. Lén men citric acid

3.3. Lén men acetic acid

4. CAC SAN PHAM VITAMIN VA ACID AMIN
4.1. Riboflavin (Vitamin B2)

4.2. Cobalamin (vitamin Bjy)

4.3. Glutamic acid

4.4. Lysine

5. CAC CHAT KHANG SINH

5.1. Penicillin

5.2. Streptomycin

6. CHAT KiCH THICH SINH TRUONG THUC VAT - GIBBERELLIN
6.1. Tac nhan vi sinh vat

6.2. Qua trinh Ién men

7.DOC TO NAM (MYCOTOCIN)

7.1. Mot sb chung vi sinh vat sinh doc to
7.2. Chu tric, hoat tinh sinh hoc

8. DEXTRAN-POLIMER SINH HOC

8.1. Tac nhan vi sinh vt

8.2. San xuét dextran

CHUONG 6. CONG NGHE VI SINH VAT UNG DUNG TRONG NONG NGHIEP

1. PHAN BON VI SINH VAT CO PINH PAM

1.1. PBinh nghia

12.Y nghia cda vi¢c st dung phan vi sinh vat ¢ dinh dam
1.3. Céc nhém vi sinh vat ¢ dinh dam

1.4. Co ché cua qua trinh ¢ dinh nitrogen phan tir

1.5. Quy trinh san xuét

2. PHAN VI SINH PHAN GIAI PHAN LAN KHO TAN (PHAN LAN VI SINH)

4

75
79

80

84

84

91

97

101
101
106
110
113
113
115
116
119
121
121
123
124
124
125
125
126
126
127
127
128
132
132
132
132
133
136
136
138



2.1. Pinh nghia

22.Y nghia cta vi¢c st dung phan vi sinh vat ¢ dinh dam

2.3. Cac nhoém vi sinh vat phan giai lan

2.4. Su chuyén hoa lan

2.5. Quy trinh san xuét

3. PHAN HU'U CO SINH HQC (COMPOST)

3.1. Dinh nghia

3.2. Phan hitu co sinh hoc vdi sy trg giup cua ché pham vi sinh vat

3.3. Phan hitu co sinh hoc c¢6 bd sung vi sinh vat tro luc va 1am giau dinh dudng (phan
hiru co vi sinh vat)

4. CHE PHAM VI SINH VAT CAI TAO PAT
5. SAN XUAT THUOC TRU SAU VI SINH VAT
5.1. Dinh nghia

5.2. Cac ché pham thudc trir siu vi sinh vt

138
138
139
140
141
141
141
142
142

142
143
143
143



Chwong 1. PAI CUONG VE CONG NGHE VI SINH VAT
1. CONG NGHE VI SINH VAT VA CAC PHAM VI UNG DUNG
1.1. Khai niém vé cong nghé vi sinh vat

Cong ngh¢ sinh hoc 1a mot linh vuc khoa hoc cong nghé rat rong, dua vao ddi
tugng sinh hoc cong nghé sinh hoc dugc chia thanh cac nganh:

- Cong ngh¢ vi sinh vat la cong nghé nhim khai thac t6t nhat kha ning ky diéu
cﬁa} vi sinh vat, tao di€u kién thuan lgi cho céic vi sinh vat hoat dong vai hi¢u suat cao
nhat.

- Cong ngh¢ té bao 1a cong nghé nhiam tao diéu kién cho cac té bao dong, thuc

vat phat trién tot trong cac moi trudng xac dinh va an toan, cha yéu la cong nghé nudi
cdy mo.

- Cong ngh¢ gen la cong nghé nén, cai bién ching gidng nhim nang cao hiéu suat
ctia chung giéng san xuét va da dang hoa san pham sinh hoc.

Trong céc linh vuc trén thi cdng nghé vi sinh vat trd thanh nén tang cho su phat
trién cua cong nghé sinh hoc theo ba giai doan: Cong nghé sinh hoc truyén théng — 1a
C4C qua trinh truyén thong nhim ché bién, bao quan cac loai thuc pham, xir Iy dat dai,
phan bén dé phuc vu no6ng nghiép; Cong ngh¢ sinh hoc can dai la qua trinh s dung
cac thiét bi 1én men dé san xuat & quy md lon; Cong nghé sinh hoc hién dai chia thanh
cac linh vyc nhu cong nghé di truyen cong nghé té bao, cong nghé protein-enzyme. .
gan lién véi cac co thé mang gen tai to hop.

Cong nghé vi sinh vat 12 nganh cong nghé nham khai thac cic qua trinh chuyén
ho4 tot nhat cta co thé vi sinh vat, trong do6 vi sinh vat dugc coi la cac nha may cuc ki
nhoé va cuc ki tinh vi. Nhiém vu cua cong ngh¢ vi sinh vat la tao ra diéu kién thuén loi
cho cac vi sinh vat hoat dong vdi hiéu suit cao nhit theo chiéu hudéng mong muén. DBé
6 thé thu nhan céac san phém 1én men c6 hi€u qua, cod chat lugng cao thi con nguoi
phai tim kiém, Iya chon cac méi truong va diéu kién nudi cay ciing nhu chung loai vi
sinh vat c6 kha nang 1én men tot nhat.

Cong nghé vi sinh vat (hay cong ngh¢ 1én men vi sinh vét) la cong ngh¢ nudi mot
hay mot sd ching vi sinh vat nhat dinh. Thong qua hoat dong song, trao 601 chat cla
cac vi sinh vat nay con nguoi co thé thu duoc cac san pham cong nghé can thiét hoic
thuc hién nhitng chuyén doi cong nghé mong mudn.

1.2. Lich sir phat trién ciia cong nghé vi sinh vat

Lich sir phat trién ctia cong nghé sinh hoc di tir sinh hoc mé ta dén sinh hoc thuc
nghi¢m, nhirng budce tién bo cua khoa hoc vé su séng ge"ln lién voi su tién bo cua vat
ly, hda hoc, co hoc, toan hoc va ca tin hoc. Sy ung dung cac phuong phap nghién ciru,
cac thiét bi, cong cu mdi da tao diéu kién cho con ngudi ¢6 kha nang nghién ciru, tim
hiéu sau hon vé thé gidi vo cing cta su séng.

Ngay nay, nganh cong nghiép vi sinh dya trén co s6 cua cac qua trinh 1én men
dang phat trién manh m&. San phidm cua nganh nay rat da dang va phong phua nhu: cac
loai rwou, bia, nude giai khat, amino acid, cac loai nudc chdm, banh mi, chit khang
sinh, ché pham enzyme...

Lich sir phét trién ctia nganh cong nghiép vi sinh c6 thé chia lam ba giai doan
chinh.



Giai doan 1: Tir thoi hoang so dén gilta thé ky 19. biac dlem cua giai doan nay la
con nguoi da biét 1am ra céc loai san phim nhu nuée udng cé con, 1am men banh mi,
1am dam #n... bang nhitng kinh nghiém dan gian. Ho thuc su chua biét gi vé thé gisi vi
sinh vat, chua c6 kién thire vé linh vyc khoa hoc nay.

Giai doan 2: Tir giita thé ky 19 dén dau thé ky 20. Budc ngodc 16n nhat trong giai
doan nay la viéc tim ra nguyén nhan su 1én men va mdt loat cac cong trinh khoa hoc vé
vi sinh vat hoc cuia Louis Pasteur. Ong l1a nguoi dau tién dat nén mong cho by mon
khoa hoc vi sinh vat. Nhiing cong trinh cua L. Pasteur cd y nghia v6 cung to 16n, tu
céc van d¢ 1y thuyét chung cua vi sinh vét dén phuong phép nghién ciru cic qua trinh
trong cong nghiép, trong y hoc va thu y.

Nam 1857, L. Pasteur da cong bb cong trinh 1én men rugu. Ong da chi ra rang,
nam men la nhing té bao c6 san ¢ trong thién nhién, nhat 13 & cac vo trai cay Chln
trong diéu kién day du khong khi ching ho hap binh thuong, sinh san va phat trién;
trong dicu kién thiéu khong khi ching chuyén sang con duong Ién men. Theo L.
Pasteur, qua trinh 1én men chinh 14 hoat dong ciia nAm men khi khong c6 khong khi.
Sau khi nghién ctru bénh chua ciia rugu vang va bia 6ng thay cac vi sinh vat la, cho
dun cac san pham 1én men nay t6i 60 — 65°C ngay sau khi chiét chai thi san pham giit
duogc 1au va on dinh chat luong. Phuong phap nay chinh 1a phuong phap thanh tring
Pasteur dugc ap dung rong rii cho dén ngay nay.
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Phong thi nghiém cta Louis Pasteur tai
Ecole Normale de Paris

Louis Pasteur (1822-1895)

Téng két cac phat minh ctia minh vé qua trinh 1én men, L. Pasteur phat biéu mot
nguyén ly ndi tiéng: "Lén men la sy song khong c6 oxy". Quan niém Ién men cia
Pasteur ¢ day gbm cac qua trinh 1én men rugu, 1én men glycerine, 1én men acetone-

butanol, ngay nay ching ta quan niém ddy 1 qué trinh 1én men c6 dién hay 1én men ky
khi.

Nim 1886, E.C. Hansen da str dung cac ching nam men thuan khiét trong san
xuat bia, c6 thé xem day la budc khéi dau trong cong nghié¢p 1én men hay cong nghiép
vi sinh.

Nam 1898, E. Buchner da nghién clru cac qua trinh sinh hda va enzyme tham gia
trong qua trinh 1én men ruou.

Giai doan 3: Nam 1929, Alexander Fleming da tim ra chat khang sinh penicillin
nhd moc mau xanh luc Penicillium notatum. Bén nam 1940 H.W Florey va E.Chain &
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truong dai hoc Oxford (Anh) dé tim dugc phuong phap 1€n men va tinh ché duogc chat
penicillin. D6 1a phuong phap 1én men hleu khi v6i ching nAm méc thuan khiét. Trong
qua trinh nudi cdy can phai syc khi ma van gitr dugce vo trung. Phuong phap san xuat
khang sinh nho vi sinh vat dugc hoan thién va nganh cong nghé vi sinh budc vao thoi
ky moi. Phuong phap nay da mo ra cho cong nghiép Ién men nhiing budce phat trién vii
bédo va tro thanh coéng nghiép hién dai, cho ching ta nhiing san pham quy nho vi sinh
vat: tir viéc chon, tao giong vi sinh vat, nghién ctru cac diéu kién nudi cay toi uu, k¥
thuat vé 1én men, tach va tinh ché san pham.

Ngay nay, cong ngh¢ 1én men la thanh phan chu yeu cua cong nghé sinh hoc,
ngay cang gdp phan tich cuc giai quyét nhitg van dé chién lugc toan cau cho xi hoi
loai nguoi.

1.3. Pham vi &rng dung cua cong ngh¢ vi sinh vat

Pham vi tng dung cta vi sinh vat va cac san pham cta no rat rong, bao gdm cac
linh vuc sau day:

1.3.1. Dwoc phdm va y té

Stre khoe cua nhén loai dang trong tinh trang dang lo ngai, hau nhu e ndo ciing
c6 khoang 1/3 dan sb toan cau & trang thai bat on. Cong ngh¢ vi sinh vat da dong gop
trong viéc tim kiém nhiéu loai duoc pham quan trong, chan doan va diéu tri nhiéu loai
bénh hiém nghéo cho con ngudi.

Bdng 1.1. Ung dung cdc san pham tir vi sinh vét trong dwoc pham va y té

San pham Ung dung Vi sinh vat
Chat khang sinh:
Penicillin Diéu trj cac bénh nhiém tring | Penicillium chrysogenum
Tetraxyclin do vi khuén, nam hoac virus | penicillium patulum
Streptomicin Streptomyces erythreus
Erytromicin Streptomyces griseus
Grizeofulvin
Alkaloid ciia ndm cua | Trong khoa san (giup vao | Claviceps purpurea
ga: viéc co tir cung) va dicu tri
Ecgotamin cac bénh mach mau, bénh
Ecgotoxin nhirc dau
Vitamin By, Diéu tri bénh thiéu méau 4c | Propionibacterium

tinh shermanii

Steroide c¢6 cau trac | Ché phim hocmon dé kim | CAc loai vi khuan, xa
duogc thay doi mot cach | ham sy rung trung, dé diéu tri | khuan va nam
dac hi¢u nho vi sinh vat | viém va thap khép

L - sorbose (tién chat dé | Tién chat cua vitamin C Acetobacter suboxydans
tong hop acid ascorbic)

Dextran Chét thay thé huyét twong Leuconostoc mesenteroides

- Vaccine: Trong qua trinh tim kiém cac bién phap, thudc phong va tri cac loai
bénh truyén nhi€ém cong ngh¢ vi sinh da tao ra vaccine, nhat 1a vaccine thé h¢ moi.
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Vaccine thé hé méi c6 nhitng wu diém: rat an toan cho ngudi sir dung vi khong san
xudt tir cac vi sinh vét gdy bénh, khong nudi cdy trén phdi thai ga hay cac t6 chirc dong
vat von rat phuc tap, ton kém nén gia thanh thap. Gom cac loai:

+ Vaccine ribosome: Cau tao tir ribosome cta loai vi khuin gy bénh (thuong
han, ta, dich hach), uu diém cua loai vaccine nay 1a it doc va c6 tinh mién dich cao.

+ Vaccine cdc manh cua virus: La vaccine ché tao tir glycoprotein cua vo virus
gay bénh nhu: virus cam...

+ Vaccine k¥ thuat gen: La vaccine ché tao tir vi khuan hay nim men tai t6 hop
c6 mang gen ma hoa viéc tong hop protein khang nguyén ctia mot virus hay vi khuin
gdy bénh nao do.

- Insulin: Viéc san xuat insulin & quy mo cong nghiép la mot thanh cong ruc ré
clia cong nghé gen. Insulin 14 mot protein dugc tiét ra tir tuyen tuy nham diéu hoa
lugng dudng trong mau. Thiéu hyt insulin trong mau s& lam rdi loan hau hét cac qua
trinh trao ddi chat & co thé dan dén nhiéu duong trong nudc tiéu. B¢ diéu tri bénh nay
nguoi bénh phai tiém insulin. Insulin diéu ché tur tuyen tuy cua gia suc hay dugc tong
hop bang con duong hoa hoc phai qua qué trinh rat phiic tap va ton kém.

Niam 1978, H. Boger di ché insulin thong qua ky thuat di truyén trén vi khuan E.
coli, cu thé ngudi ta da chuyen gen chi phéi tinh trang tao insulin cia ngudi sang cho
E. coli. V&i E. coli d3 tai to hop gen nay, qua nudi cay trong ndi 1én men c6 dung tich
1000 lit, sau mot thoi gian ngan c6 thé thu duoc 200 gam insulin tuong duong véi
luong insulin chiét rat tir 8.000 - 10.000 con bo.

- Interferon: Interferon c6 ban chét protein, giap cho co thé chéng lai duoc nhiéu
loai bénh. Pé c6 dugc interferon ngudi ta phai tich chiét ching tir huyét thanh cia
mau nén rat ton kém. Ciing nhu insulin, ngudi ta ché interferon thong qua con duong
vi sinh vat. Nam 1980, Gilbert da thanh cong trong viéc ché interferon tir E. coli, nam
1981 da thu nhan interferon tir nAm men Saccharomyces cerevisiae cho chat lugng
tang gép 10.000 1an so véi & té bao E. coli.

- Kich thich t6 sinh truong (HGH-Human Growth Homone): HGH dugc tuyén
yén tao nén, thong thuong mudn ché dugc HGH ngudi ta phai trich tir tuyén yén tir thi,
mdi tir thi cho 4- 6mg HGH, theo tinh toan muén chita khoi cho mot ngudi lun phai
can 100 — 150 tir thi. Nam 1983, sy thanh coéng cta cong nghé vi sinh di gilp con
nguoi ché dwge HGH tir vi sinh vat. Ctr 11it dich 1én men E. coli thu dugc lugng HGH
twong ung vai 60 tir thi.

- Chat khang sinh: Khang sinh ché tir vi sinh vat dugc con ngudi dau tu san xut
tir 1au. DPén nay ngudi ta di tim thiy co toi 2500 loai thude khang sinh véi ciu tric
phan tir da dang trong s6 d6 chii yéu c6 ngudn gdc tir vi sinh vat.

Ngoai ra con phai ké dén cac ché phdm enzyme c6 vai trd quan trong trong thuc
té. Thu nhat, enzyme duoc ding tryc tiép nhu nhitng thudc chira bénh, vi dy nhu L-
asparaginase c6 tic dung kim him sy sinh trudng cia nhitng khéi u nhét dinh, dugc sir
dung nhu mot loai thudc diéu tri khdi u. Th hai, cac enzyme dugc dung dé té)ng hop
dugc pham. Trong san xuat pinicillin ban téng hop thi enzyme pinicillinase dong vai
tro phan huy penicillin thanh aminopenicilanic acid la chat khdi dau cho su tong hop
vé sau. Thtr ba, phan tich bang enzyme, khong thé c6 mot sy chin doan 14m sang hién
dai trong phong thi nghiém ma lai thiéu su ho trg cua cac enzyme. Nho enzyme ta co
thé xac dinh mot cach rat chinh xac nhitng r6i loan vé ham lugng cac chét trao doi, qua
d6 chan doan dugc bénh.



1.3.2. Céng nghiép thwe phim

Ttr 1au, con ngudi di biét tng dung vi sinh vat va cic san pham cia vi sinh vt
vao ché bién thuc phém hodc lam thirc an nhu lam stra chua tir stra bo, lam banh mi,
lam phomat, mudi dua, 1am dim, niu ruou, ndu bia...

Bdng 1.2. Ung dung cdc san pham tir vi sinh vit trong thiee pham

San pham Ung dung Vi sinh vat
Protein don bao: Dinh dudng dong vit,
Nam men dinh dudng con ngudi | Candida utilis
Vi khuin duéi dang thyc phadm | \rethanomonas methanica
. nhan tao. - i
Tao lam Spirulina maxima
Cac tao khac Chlorella pyrenoidoza
Nam men banh mi Lam nd banh Saccharomyces cerevisiae
Bia Lam d6 udng Saccharomyces cerevisiae
Rugu vang va sdm banh Saccharomyces carlsbergensis
Mot s6 d6 ubng chua (Céc chung khéc)
ruou
Acid hiru co: Chﬁt gia ‘vi ’cho thuc
Acid acetic pham va d6 uong Acetobacter suboxydans
Acid citric Aspergillus niger
Acid lactic Lactobacillus bunlgaricus
Acid glutamic Corynerbacterium glutamicus
Vitamin: Chét gia vi c6 tinh chat | Eremothecium asbyii
Riboflavin (B,) vitamin va c6 tac dung
B - caroten tao mau cho thyc pham | gjoyesieq trispora
Amylase Thuy phan tinh bot Aspergillus niger
Invertase Thuy phan duong Saccharomyces cerevisiae
Protease Lam mém thit Bacillus subtilis

Nhirng nam gan day khi nén cong nghiép phat trién manh thi nganh cong nghiép
vi sinh ing dung da tr¢ thanh cong ngh¢ kha vimg manh, dat dugc nhiéu thanh tyu
dang ké trong linh vuc cong nghiép thuc pham D6 1a nhitng qui trinh san xuat thuc
pham 1én men truyén théng véi nhimg day chuyén thiét bi hién dai nhu cong nghé san
Xuat rugu vang, rugu sam banh, con thuc pham, cac loai rugu cao cap nhu
Uyski,Votka,... cong nghé san xuat bia, cong nghé san xuét cac loai acid thuc pham
nhu acetic acid, lactic acid, amino acid, citric acid, mi chinh.

Trong cong nghiép thyc pham, cac enzyme vi sinh vat ngay ccang dugc ung dung
nhiéu. Tai cac nha may bia, amylase va protease gy ra nhing bién ddi trong bot nhao
khién cho chat lugng san pham duoc nang cao 10 rét. Pectinase va cellulase cling dugc
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dung vao san xuat cic dich qua va san pham rau. Déi v6i cong nghiép duong thi
melibiase (o - galactosidase) dugc chi y, nhd enzyme nay ma saccharose chira trong
rafinose c6 thé thu nhan duoc dudi dang dudng cu cai két tinh. Viéc ing dung enzyme
s€ c6 y nghia to 16n hon nira trong cong nghiép ché bién néu nhu su phat trién cua
enzyme duogc cb dinh trén gia mang va lam bat dong dugce ddy manh hon.

1.3.3. Nong nghiép

Trong linh vuc trong trot, cong ngh¢ vi sinh da tao ra cac ché pham kich thich
sinh trudng, ché phim vi khudn, vi ndm duogc san xuat hang loat. Cac ché pham sinh
hoc phong trir dich hai, cic loai phan vi sinh vat chtra vi khuan Rhizobium (cé dinh
dam cong sinh) & cac loai cdy ho dau, Azotobacter (cé dinh dam tu do) duoc sir dung
lam phén bdn cho rau, dau, lua...

- San xuét phan bon vi sinh vat: Phan bon vi sinh vat 1a san phdm chira mot hay
nhiéu loai vi sinh vat séng da duoc tuyén chon c6 mat do dam bao cac tiéu chuan d&
ban hanh c6 tac dung tao ra cac chat dinh dudng hodc cac hoat chat sinh hoc cé tac
dung nang cao nang sut, chit luong nong san hodc cai tao dat. Cac loai phan bon vi
sinh vat ké dén 1 phan vi sinh vat ¢ dinh nitrogen - dam sinh hoc, phan vi sinh vat
phan giai hop chat phosphate khé tan — phan 1an vi sinh, ché phdm nam ré, ché pham
tao lam...

- San xuit phan hitu co sinh hoc: Mot loai san phém dugc tao thanh thong qua
qua trinh 1én men vi sinh vat cac hop chit hitu co c6 ngudn gde khac nhau (phé thai
néng, 1am nghiép, phé thai chin nudi, phé thai ché bién, phé thai d6 thi, phé thai sinh
hoat...), trong d6 cac hop chét hitu co phtrc tap dudi tac dong cuia vi sinh vat hodc cac
hoat chat sinh hoc cua ching duoc chuyén hoa thanh mun.

- San xuét chat kich thich sinh truéng (gibberellin, auxin...) tir vi sinh vat.
Giberellin san xuat bang con duong 1én men duoc tng dung phong phti trong nghé 1am
vuon, 1a mét loai hormone thuc vat anh hudng dén sy sinh trudng, ra hoa cua thuc vat.
Gibberellin duoc két hop véi cac nguyén t6 vi luong ¢ dang mudi tao thanh céc loai
phan bon 14 ¢6 tac dung tét voi nhicu loai cdy trong, kich thich ra hoa, két trai, 1am
tang nang suat.

- San xuat cac ché pham vi sinh vat dung trong bao vé thuc vat: Bt, Biopor,
Enterobacterin, Bathurin.... Vi khuan Bacillus thuringiensis gay bénh cho con tring
va cac chat trao doi co t1nh doc cua né dugc dung nhu nhiing chét diét con trang dic
hi¢u, img dung trong nghé tréng rau va lam nghiép. Cac virus gdy bénh cho con trung
dugc dung dé chéng cac sau hai trong nganh cay an qua. Mot s6 chét khang sinh dugc
dung dé chong cac bénh ndm cho cay trong. Su phat trién cua cac chat trir sdu hai c6
nguodn goc vi sinh vat mang y nghia ngay cang 16n.

- Cai tao gidng cay trong: Thong qua ky thuat di truyén véi sy hd tro cua vi sinh
vat, con nguoi da tao ra dugc giong cay tréng c6 nhiéu tinh wu viét d6 1a cho nang suat
cao, chat luong nong san tot, sic dé khang sau bénh cao.

Trong chan nudi, viée can d6i hop chat protein trong khau phan thic an cho vat
nudi 1a mot van dé rat quan trong. Dé giai quyét van dé nay nguoi ta da dya vao cong
nghé vi sinh vat dé san xuit ra protein don bao - sinh khdi ndm men duoc nudi trén

phu phim cua nganh cong nghiép thuc pham (ri duong), cong nghiép g0, glay (dlCh
thuy phan go, dich duong sulfide), dau khi (paraffin)... Trong sinh khéi ndm men rat
giau protein (tdi 50% chat kho), cAc vitamin nhém B, tién vitamin D va cac chat

11



khoang rat can cho dinh dudng dong vat. Cac amino acid, trude hét 1a lysine dong vai
trd rat 1én trong chin nudi. Hau hét, cac ngudn thirc dn thuc vat thiéu lysine, day la
amino acid khong thay thé, chi cin bd sung vao thirc an véi lidu luong 1kg lysine vao
mét tan thirc an thi tang trong dugc 10 + 30% va giam chi phi thirc an tor 10 + 20%.
Ché pham lysine 1a dich 1&n men cung sinh khéi vi khuan va lysine tao thanh duoc co
dic, siy phun dé thu dang ché pham bot.

Chat khang sinh con dung lam thirc in b sung cho gia stic. Mot luong 16n chat
khang sinh dugc san xuat cho dinh dudng dong vat nhu oxytetraxiclin va bacitraxin.
Nho bd sung chit khang sinh va céc chét sinh trudng nhu riboflavin, vitamin By, vao
thirc an gia stic ma c6 thé 1am ting hiéu qua sir dung thirc dn va kich thich sinh truéng
cua dong vat non.

1.3.4. Tuyén khodng va khai thédc nguyén li¢u

Trong tu nhién c6 nhiéu loai quing nghéo, dic biét 1a nhitng quing kim loai quy
nhu Ag, Au, Cu, U. Néu khai thac cac quing nay theo cac phuong phap truyén thong
thi s€ khong kinh té. Nguoi ta da dwa vao vi sinh vat va phuong phap 1am giau quang,
tuyén khoang bang phuong phap chit loc (leaching). Tac nhan gdy chit loc 1a cac
chung thudc giéng vi khuan Thiobacillus. Chiing nay oxy hoa céc hop chat luu huynh
thanh acid sulfuric. Acid nay hoa tan kim loai tir quing it ¢6 gia tri thanh mudi sulfate
c6 thé hoa tan vao dung dich. Phuong phap nay di dugc trién khai & qui mé 16n trong
viéc khai thac dong tir quing sulfite. Kha nang nay cta vi khuan co thé ap dung cho
viéc phan giai cac hop chat phosphate kho tan nhu quing apatide, bién thanh cac hop
chat d& tan thuc vat c6 thé tiéu hoa duoc. Van dé nay c6 thé dong goép cho viéc dung
phan 1an tir quing khong can ché bién thanh superphosphate hodc nung chay.

Vi sinh vét c¢6 kha ning hoa tan kim loai nhd céc chét tao phirc hiru co do chung
sinh ra va c6 thé tich liiy kim loai & cac gian bao cta chung. Nho d6 ma ta c6 thé thu
nhan duogc kim loai mot cach d& dang hon, trong d6 ké c6 vang, bac va ca bach kim.

Vi sinh vat con c¢6 kha nang 1€n men tr cac dich duong duoc thuy phan tu
cellulose, ngudén nguyén liéu phong phu c6 thé tai sinh thanh cac san phém ethanol,
2,3-butadiol, acetone va butanol hodc methane...Trong tuong lai cac san pham nay s&
dong vai trd quan trong trong giai quyét vin dé ning luong, tong ‘hop hitu co. Day
cling 12 mot hudng khai thac nguyén liéu trong twong lai c6 nhiéu trién vong tot.

1.3.5. Bdo vé moi truwong

Vi sinh vt déng vai tro quyét dinh trong viéc bao vé mdi truong, vi ching cé
nhiéu chirc niang then chét cia vong tuan hoan vat chét trong tu nhién. Di véi rac
thai, nudc thai tir cac nguén dong vat va thuc vat, vi sinh vat dé dang lam sach trong
qua trinh hoat dong sdng cua chung. Qua trinh 1am sach nay theo dang nguyén Iy cta
cong nghg 1én men d6 1a 1én men ky khi va 1én men hiéu khi. Diéu khac ¢ day 1a cac
tac nhén gay 1én men khong phai la mot chung thuan khiét ma 12 mot quan thé. Chung
c6 thé song & moi truong nudc ba thai, c6 hé enzyme thuy phan phong phu de phéan
giai cac co chat chu yéu c6 trong phé thai. Diéu quan trong ¢ day 1a chung ta can phai
dua ra cac bién phap ky thuat sao cho cac tap doan vi sinh vat phat trién va hoat dong
t6i uu dé rat ngan thoi gian phan hiy phé thai, sau d6 méi dua ra méi trudng ty nhién
bén ngoai.

Vén dé méi truong ddng quan tdm dic biét 1a cac chat duong nhu khong bi hodc
kho bi phan hiy cta nude thai cong nghiép, trude hét 1a cong nghiép hoa hoc. Bé loai
trir nhitng chét la nay can phai lwa chon cac chung c6 ning luc phan huy méi va manh,
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van dé nay doi hoi phai c6 mot thoi gian dai, vi d6 1a két qua ciia nhiéu dot bién. Nho
cac phuong phép di truyén hoc vi sinh vat nguoi ta c6 kha ning chon duoc nhimg
chung hodc nhitng quan thé hdn hop dé dua vao vao viéc giai doc moi truong. Trong
cac thiét bi 1am sach nudc thai cong nghiép cling cin phai c6 cac chung nay.

Dé lam sach nudc thai mot cach triét dé, cé thé sir dung tdo va vi khuan lam
trong viéc dong hoa cac chit v6 co sinh ra trong qua trinh phan huy chat hitu co. Viéc
phéi hop vi sinh vat trong qua trinh lam sach nudc thai gop phan lam tang hiu qua xur
Iy va hiéu qua kinh té ctia qua trinh xtr Iy nudc thai. Trong thyc té nguoti ta da su dung
kha nang khir nitrate thanh nitrogen phan tir cia mot s vi khuan dé loai bo nitrogen vo
co khoi nudc thai.

2. SO PO NGUYEN TAC CUA CAC QUA TRINH SAN XUAT CONG NGHE
VI SINH

2.1. So @0 nguyén tic ciia qua trinh san xuat cong nghé vi sinh

Nguyén liéu
A 4 v
Chuan bi mdi truong Chuan bi mai truong
nhan giong dinh dudng
A 4 v
Khtr trung Khtr trung
Theo doi,
A o« e A \ 4 v R
Giong vi sinh vat o] Nhin gid N J klem‘tra su
thuan ching an giong en men tao thanh san
pham
A 4

Tach va lam sach
san pham

Hinh 1.1. So d6 nguyén tic ciia qud trinh san xudt nho vi sinh vit

2.2. Thuyét minh qua trinh sin xuat cong ngh¢ vi sinh

* Nguyén liéu: Gom cac hop chat cé chira nguén carbon hiru co dé dam bao
ngudn nang lugng trong qua trinh hoat dong cua giéng vi sinh vat di dudng va lam b
khung carbon trong cac san pham 1én men. Ngoai ra, con can c6 ngudn nitrogen, cac
ngudn chat khoang da lugng hodc vi luong (P, K, Mg, Fe, Zn...) va cac chit sinh
truong (cac vitamin, purine, pirimidine,...).

* Moi truong: Thanh phan moi truong 1én men va moi truong nhan glong vi
sinh vét c6 thé dugc chuan bi co thé giéng hodc khac nhau (moi truong nhén gidng c6
thé tich it hon mdi trudng 1én men). Moi truong phai c6 day du cac chat dinh dudng,
chét khoang nhim thiic day qua trinh 1én men theo dinh huéng va dugc vo trung trude
khi nudi cay vi sinh vat.
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* Chung vi sinh vat san xuat thudng 14 cac giéng thuan ching da duogc chon loc
ky, duoc bao quan bang phuong phap thich hop. Tir mdi truong bao quan, glong duoc
cay chuyén sang méi truong dinh dudng, nudi ¢ diéu kién thich hop dé gidng phat
trién tro lai binh thuong, qua trinh nay goi la qua trinh hoat hoa giéng. Qua trinh hoat
hoa gidng duoc xem 1a két thuc khi ching vi sinh vit sinh truéng, phat trién binh
thuong va van duy tri dugc hoat tinh. Gidng sau khi hoat héa phai dugc kiém tra hoat
tinh va ciy chuyén sang ong nghiém moi truong long dé bat dau cho cac budc nhan
gidng tir phong thi nghiém dén san xuat.

* Lén men: Qua trinh 1én men tly thudc tinh chét cua chung san Xuét, san phém
cudi cung ta c6 thé thuc hién theo phuong phap nu6i cay hiéu khi hodc ky khi. Néu
truong hop 1én men hiéu khi thi phai c6 hé thong cung cap khi vo trung, cac thiét bi
1én men phai che tao sao cho viéc cap oxygen, nhu khudy trén, phan tan bot khi ...dap
g dugc nhu cau cia giéng nudi cdy. Cac binh hodc thing 1én men thuc chat 1a cac
binh phan trng sinh hoc (bioreactor), trong do cac phan ung hoa sinh dugc thuc hién
nho cac phie h¢ enzyme trong té bao vi sinh vat. Nghién ctru nhirng diéu kién 1én men
t6i wu, trong d6 c¢6 luu ¥ dén cac ngudn co chét ré tién trong thanh phan moi trudng
dinh dudng 1a qua trinh téi vu hoa phenotype.

* Thu nhan va lam sach san phém: Viéc thu nhan san phém cua qua trinh Ién
men 13 phirc tap, mdi loai hinh ¢6 nhiing déc thu riéng va qua trinh tach, lam sach san
pham c6 nhitng yéu cau cong ngh¢ riéng biét, dugc trang bi cac thiét bi phut hop véi
ting loai ctia san pham. D01 v6i san pham 1a cac dung moi hiru co hoa tan trong nudce
nhu ethanol, buthanol thi can phai c6 thap chung cat phan doan. Pdi véi san pham la
cac chat hoa tan trong dich nuéi cay thi can phai ly tam tach lay phan dich, r6i cho két
tua, lam sach, co thé cho két tinh tr¢ lai. Hodc san phdm nam trong té bao thi phai pha
VO vo té bao (nghién, 1am lanh déng cham, séng siéu am...) réi mai tién hanh tach va
1am sach tiép theo.

Thu nhan san pham thuong bat dau bang cach tach t& bao vi sinh vat ra khoi
dich nudi cdy. Néu sinh khéi vi sinh vat c6 hé soi thudng qua loc, con ddi v6i vi khudn
va nam men thi ly tim. Viéc xtr 1y tiép theo tuy thudc san pham 1én men nam & dich
hay trong té bao. Ciing c6 khi cé hai phén nay déu dugc xir 1y.

Ban chit hoa hoc cta san pham quy dinh céc bién phap xtr Iy tiép theo: chiét
rt, hdp phu, sang phan tir hoic két tua... Viéc hoan thanh san phim tuong d6i phuc
tap va thuong phai lam qua nhiéu budc véi cac thiét bi thich hgp. San pham dugc thu
nhén vé&i chat lugng va hiéu suit cao co v nghia quyét dinh vé mat kinh té ciia mot
phuong phap. Vi vay, viéc hoan thanh san pham phai chi y tir khi chon giéng, chon
moi truong dinh dudng. Viéc t6i ru hoa mot phuong phap con lién quan dén viée lam
sach nudc thai, sir dung phé liéu va phé pham.

3. PHAN LOAI SAN PHAM CUA CONG NGHE VI SINH VAT

Phén loai san pham cua coéng nghé vi sinh vat theo sinh ly trao d6i ché‘g la dua
vao san pham chinh cta qua trinh 1én men. Theo ki€u nay thi c6 3 nhom san pham:
3.1. Sinh khdi (biomass)

Qua trinh nuoi cdy chu yéu 1a sinh san, phat triép cac té bao cua gidng vi sinh
vat, cac chat dinh dudng dugc chuyén hoé thanh vat chat té bao. Tém tat qua trinh nhu
Sau:

Co chét » Tébao
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Viéc tong hop sinh khdi hay vat chat te bao dong nhét véi sy sinh truong va phat
trién (sinh san) cac té bao cua chung nu6i cdy. Sinh san 1a su tang sO luong cua té bao.
Sinh trudng 13 sy ting vé khdi luong té bao, doi hoi su tong hop tit ca cac chit cau
tric va thanh phan cua té bao, nhu acid nucleic, protein, lipid, polysaccharide cua
thanh té bao. Sinh truong phuc vu cho sy duy tri va sinh san cua vi sinh vat. Theo chirc
nang nay, trong qua trinh tién hoa cua té bao vi sinh vat da hinh thanh co ché diéu hoa
trao (101 chét, sao cho phan 16n cac chat /dinh dudng tiéu hao phuc vu cho viée tong
hop té bao chat. Trong diéu kién nudi cdy t6i wu véi cac ngudn carbonhydrate thich
hop thi c¢6 khoang 50% co chat duoc dung cho sinh trudng ting sinh khdi, 50% ding
dé trao doi nang lwong phuc vu cho qua trinh hé hap cia vi sinh vat, san pham cudi
cung cta hd hap 1a CO, va nudc.

Céc dang san pham loai nay thuong gip:

- Protein don bao & dang ndm men chin nudi, men banh mi. Nam men chin nudi
13 nhiing té bio ndAm men sau khi sy kho da chét giau protein va thudng goi 1a protein
don bao. Men banh mi 13 sinh khéi cua gibng nAm men Saccharomyces cerevisiae con
séng duoc 1am kho, khi tron voi bot nhao nAm men s& hoat dong va lén men rugu nhe
dé giai phong CO, lam no bénh.

- Céc ché pham vi sinh vat thuong 1a cac vi khuan ¢4 dinh nitrogen tir khong khi
(thuong 13 vi khuan c6 dinh dam). Chung song cong sinh ¢ cay dau tao nét san & ré
thudng goi 1a vi khuan ndt ré hoic cac loai song tu do trong dat. Trong c&c ché pham
hozc phan bon, cac vi khuan ndy con séng va c6 hoat tinh ¢ dinh dam.

- Cac ché pham hoac thudc trir sdu vi sinh thuong gap nhat 13 Bt, 1a sinh khéi caa
mot vai loai thude gidng Bacillus. Ching con sdng va c6 kha ning sinh tinh the doc
trong 6ng tiéu hod ciia con trung lam con trung bi chét. Hoic mot sé6 nam moc
(Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana) va virus diét con trung khac.

- CAc vaccine ciing 1a dang sinh khdi vi sinh vat gdm cé vaccine té bao chét va
vaccine t€ bao vi sinh vat nhugc doc (yéu vé hoat dong song va sinh doc tinh yeu)
dung tiém hodc udng dé co thé sinh khang the.

Céc san pham 1én men khong c6 chtrc nang nao déi voi té bao. Vi vay, trong qua
trinh nuoi cay can chon cac di€u kién sao cho cang nhiéu co chat dugc chuyén thanh té
bao cang tot.

3.2. Cac san pham trao doi chat

San pham ciia trao doi chat 1a dién hinh cua cong nghé 1én men. Qua trinh 1én

men dugc tom tat nhu sau:

Co chat » Sanphim + Tébao

San pham gom 4 loai chinh:

* Cac san pham cudi cung cta sy trao doi chat va ning luong, chinh 13 cac san
pham 1én men c¢6 dién nhu: ethanol, methanol, propanol, acid laclic, acetol-butanol,
methane...

Lén men la qua trinh ki khi cta su thu nhan nang lugng, trong dé hydrogen tach
ra duoc chuyén dén cac chit nhan hitu co. Cac hop chat hitu co nhan hydrogen la
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nhimg hop chat dugc hinh thanh trong qua trinh trao do6i chat di hoa. Sau khi nhan
hydrogen cac hop chét nay thai ra ngoai té bao gidng nhu cac san pham cudi cung cua
su ho hap Do vay, ma trong san xuét can chon céac dleu kién nubi sao cho cang nhiéu
co chit dugc chuyén thanh cc san pham 1én men cang tot.

Vi duy: trong san xuat ruou dé taing ham luong ruou thi can tang ham luong
duong va giam céc yéu td quan trong cho sinh trudng.

* Cac chét trao d6i bac 1

- La cac amino acid, nucleotide, vitamin, citric acid, lipid, carbonhydrate...

- C4c chat trao d6i bac mot 1a nhimg vién gach ciu tric co trong lwong phan tir
thip clia cdc cao phan tir sinh hoc té bao chat: amino acid, nucleotide, nucleoside,
duong, acid béo, vitamin...Ngoai ra, cac san pham trung gian ciia qué trinh trao doi
chat (cac acid hitu co trong chu trinh Krebs) ciing 14 cac chat trao d6i bac 1. Cac co
ché diéu hoa phét trién trong qua trinh tién hoa bao dam sao cho cac chat trao doi bac
1 chi duoc tong hop dén mirc do can thiét. Trong qua trinh nuoi cay cac chung vi sinh
vat hay cac qua trinh 1én men ¢ quy m6 cong nghiép, nguoi ta can diéu khlen cac diéu
kién sao cho cac chung vi sinh vat co kha nang tong hop thira hodc "siéu tong hop" cac
san pham dbi v6i yéu cau sinh truong cua ching. Sinh tong hop thira cac chat trao d6i
bac 1 1a do rdi loan trao d6i chat cta té bao vi sinh vat hodc ¢6 su thay doi trong qua
trinh diéu hoa c4c qua trinh nay.

* Cac chét trao d6i bac 2:

- L& céc chat khang sinh, cac alkaloid, cac chit kich thich hodc kim him sinh
truong (gibberellin, abscisic acid...), cac doc td tir vi sinh vat...

Céc chit trao ddi bac 2 1a nhitng hop chit c6 trong lwong phan tir thap, khong
gip & moi co thé. Chiing chi c6 & mot sé nhom vi sinh vat nhat dinh. Ching khong ¢
chtrc ning chung trong trao dbi chat cua té bao, nhung c6 ¥ nghia véi su sinh trudong
ctia cac co thé san sinh ra ching. Rat c6 thé ching c6 mot chirc nang nao d6 ddi véi
viéc duy tri loai trong diéu kién sinh thai nhat dinh. Céc chat khang sinh 1a tiéu bicu
cho nhitng hop chat nay. Mot s6 nam gdy bénh sinh ra cac chat kich thich sinh truong
hodc kim ham hay gdy doc ddi véi ciy chii. P6 ciing 12 nhiing chat trao doi bac 2. Cac
chung t6n tai trong ty nhién thudng chi tong hop ra it chat trao ddi béac 2 tich tu trong
té bao hoic tiét ra ngoai. Trong san xuat 1én men cong nghiép, ngudi ta chi co thé 1am
cho ching vi sinh vat c¢6 dic tinh "siéu tong hop" nhd nhitng diéu kién nudi ciy dic
biét va nhirng thé dot bién.

* Cac enzyme gom:

+ Enzyme ngoai bao: protease, amylase, cellulase, pectinase...

+ Enzyme ngi bao: asparaginase, penicilinase, lipase...

Té bao vi sinh vat c6 khoang trén 1000 enzyme khac nhau. Phan 16n cac enzyme
& trong té bao (enzyme ndi bao) va khi can thiét moi tiét enzyme ra ngoai té bao
(enzyme ngoai bao) dé phan hity nhiing co chét twong ung. Vi du amylase thuy phan
tinh bot, pectinase phan huy pectin...vi sinh vat c6 kha ning str dung co chat khac nhau
cho sinh truong va thich tmg véi cac diéu kién rat khac nhau. S¢ di nhu vay 1a do té
bao chi téng hop mot s6 enzyme trong nhirng diéu kién can thiét. Trong san xut
enzyme can diéu khién qua trinh 1én men, thuc chét 1a diéu khién su trao doi chit cua
té bao vi sinh vat sao cho enzyme tong hop dugc cang nhiéu cang tot.
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3.3. Cac san pham ciia sy chuyén hoa (transformation product)

Trong su chuyén héa chét, cac té bao vi sinh vat hoat dong nhu nhiing hé théng
xuc tac cho mot hodc nhiéu budc chuyén hoa chat. V& mit Iy thuyét nhitng phan tng
nay co thé xdy ra nhd xuc tac cua nhitng enzyme riéng biét dic hiéu, song kho thuc
hién tach dugc nhiing enzyme d6 1a diéu khé khan hodc khong kinh té. Trong qua trinh
chuyén hoa chét, tién san pham duoc tron voi sinh khéi vi sinh vat thu dugc sau khi
nuoi cdy c6 hoat tinh voi nhiimg enzyme c6 mat trong té bao s& cho nhiing san pham
mong mudn. Nhitng thanh tyu cia qué trinh nay dugc Ung dyng trong san Xuat cac
chat cortisol, ascorbic acid, gluconic acid...va cac dan xuat dung diéu tri cic ching
viém khop.

Té bao

Tién san pham » San pham

Vi du: su chuyén hoa steroid cua sy tao thanh cortisol, sy oxy hoa khéng hoan
toan thanh acetic acid, sy chuyén hoa trong sorbose trong san xuat ascorbic acid
(vitamin C).

Sy chuyén hoéa ethanol:

Nam men Vi khuan acetic

Glucose Ethanol - Acid acetic

Nguyén liéu Tién san pham " Sén pham

Cac vi khuin acetic tham gia chuyén hoa nhu Acetobacter, Acetomonas...

CAU HOI ON TAP
1. Néu d6i twong nghién ctru ciia cong nghé vi sinh vat.
2. Cac giai doan phat trién ctia cong nghé vi sinh vat.
3. Phan loai cac san pham cua cong nghé vi sinh vat.
4. Tai sao c6 Nguoi néi vi sinh vat vira 1 nguoi ban than thiét, vira 1a ké thi nguy hiém
cuia con nguoi?

~
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Chuong 2. TUYEN CHON VA BAO QUAN GIONG VI SINH VAT
1. CHUNG VI SINH VAT DUNG TRONG SAN XUAT
1.1. Yéu céu cia chiing vi sinh vat dung trong san xuét

Dé trién khai qua trinh 1én men san xuit mdi san phadm nhét dinh, budc dau tién
la phai lya chon ching vi sinh vat c6 hoat luc tich tu san phém cao va dap tng duogc
cac yéu cau cong ngh¢ lam tac nhan cho qua trinh. Viéc tuyén chon va tao chung cong
nghiép thudng duoc tién hanh dya vao qua trinh tuyén chon gidng thong thuong hoac
dura vao con dudng tao chung tai to hop. Tuy thugc vao mdi cong nghé cu thé c6 thé
cO cac dac thu riéng cho viéc lya chon, song yéu cau cua cac ching vi sinh vat dung
trong cong nghiép phai dam bao cac tiéu chuan sau day:

- Tao ra san phdm mong mudn voi ning suat cao, chat luong tot.

- Ton tai & dang thuan khiét, 6n dinh vé di truyén va c6 thé bao quan giong lau
dai dé dam bao cung cap gidng thudng xuyén, 6n dinh cho san xuét.

- Thich hop véi diéu kién 1én men sin xuat 16n, dé dang cdy chuyén va nhan
giéng nhanh va dua giéng cho san xuit.

- C6 tdc dd phat trién nhanh va tich tu san pham mong muén trong khoang thoi
gian nge“'ln

- Khong gy doc voi con nguoi, dong vat va thyuc vat (trong truong hop néu co
tich tu doc to thi doc tinh phai thap va doc t6 nay dé dang loai bo khoi san pham, dong
thoi n6 phai bi mat hoat tinh nhanh trong diéu kién mdi truong ngoai, dam bao an toan
cho con nguo1, dong vat, thyc vat va moi truong sinh thai).

- D& dang tach sinh khoi ctia chung ra khoi dich 1én men trong giai doan tinh ché
san phflm.

- C6 kha nang ap dung cac k¥ thuat tao giéng hién dai dé nang cao hoat tinh cia
chung hodc tao ra cac ching tai to hop c6 dic tinh vu viét hon.

1.2. C4c nguyén ly diéu hoa trao ddi chat

Cac dac thu chung cua vi sinh vat cong nghi¢p cling nhu cac vi s1nh vat khac la
co nguon enzyme rat phong phu (c6 té1 hang ngan enzyme) Vi dy, trong té bao E.coli,
nguoi ta da xac dinh dugc khoang 2000 enzyme va cé thé nhiéu hon nita néu nu01 no
trong moi truong thich hgp. Cac enzyme dong vai trd quan trong trong doi song vi
sinh vat, ching 1a chét xuc tac cho cac phan ung sinh hoa x4y ra trong va ngoai té bao
dé phan huy co chét va tong hop cac vat li¢u té bao nham bao vé cling nhu phat trién.
Chung con tham gia vao trong qua trinh chuyén hoéa vat chat trong sinh gioi.

Céac vi sinh vat ton tai trong tu nhién hinh thanh co ché diéu hoa phat trién sao
cho cac san pham trao doi chét sinh ra va cac thanh phan cua té bao chi & mirc d6 can
thiét cho su sinh san va duy tri loai. O ty nhién, trong qua trinh sinh truéng va phat
trién ctia vi sinh vat khong co su tao du thira cac chat trao doi chit bic mét, bac hai va
cac enzyme.

Sy trao ddi chét cua té bao co tinh kinh té ndy dugc bao dam 1a nhd ¢ vi sinh vat
tdn tai cac co ché diéu hoa trao dbi chat & mac d6 cao. Cac nha khoa hoc d3 tim ra ba
co ché diéu hoa qué trinh trao d6i chat & vi sinh vat:

- Piéu hoa céc hoat tinh enzyme nhd sy e ché nguoc bang san pham cudi clng
hay con goi 1a sy kim ham theo lién két nguoc.

18



-‘Diéu hoa tong hop enzyme nhd sy kiém ché bang san pham cudi cing va su
gidi kiém che.

- Diéu hoa sinh tong hop enzyme bing sy kiém ché di hoa.
1.2.1. Piéu hoa hoat tinh enzyme nho sw irc ché bang sin phdm cudi cing hay con
goi la kim hdam do lién két nguoc

San pham cuéi cung cua qua trinh sinh téng hop mot chat c6 kha nang gay ra sy
trc ché qua trinh tong hop cua chinh nd. San pham cudi cung du dugc té bao tong hop

nén hay thu nhén tor moéi truong bén ngoai, khi ¢ nong do du thira so voi nhu cau cua
co thé vi sinh vat s& anh huong dén enzyme dau tién trong chudi sinh téng hop

Ta c6 so d6 chudi cac phan tng sinh hda xay ra dé tong hop chat X nhu sau:

l

(2) (b) ()
A > B » C > X

Enzyme déu tién (a) la mot enzyme di lap thé, né thay doi cu hinh khong gian
khi c6 mat san pham cudi X nham giam bét hoat tinh xtc tac cua chinh minh. Enzyme
nay ngoai vi tri gan voi co chat A (trung tAm xuc tac), n6 con mot hay nhiéu vi tr gin
véi1 san pham cudi cung X goi 1a trung tam di 1ap the. Trung tam xuc tac va trung tam
di 1ap thé tach biét nhau vé khong gian va khac nhau vé cau truc. Néu su hién dién cua
X ¢ mirc du thira so voi nhu cu cua co thé thi s& xdy ra sy bao vy cua trung tim di
1ap thé, 1am cho trung tdm xuc tac bi bién doi cdu hinh khéng gian dén muc khién cho
enzyme a khong thé gan dugc co chat A ma chi gin voi X. Nhu vay, khdng coO su
chuyén hoa A thanh B, chu01 sinh tong hop X s& bi gian doan. Sy diéu hoa nay ¢ mirc
d6 enzyme. Qua trinh téng hop enzyme ciing duoc diéu hoa boi s cam tng va trc ché
qua trinh sinh tong hop enzyme nhd sy kiém ché bang san pham cudi cling va su giai
kiém ché.

1.2.2. Piéu hoa tong hop enzyme nho sw kiém ché bang sin phdm cudi cing va sw
gidi kiem ché

Trong co ché nay chung ta gap lai chat X 1a nhitng chat c6 phan tir lwong thap, 13
san pham cudi cung cua mot chudi sinh tong hop. Vi du X & day 1a amino acid. So d6
dugc bicu dién ¢ hinh 2.1.

Gen diéu khién: La doan DNA nam ké bén nhom gen céu tric, goi la operator
(ki hiéu 0). Nho tac dung gan vai chat (rc ché, O 1am viéc nhu mot “cong tic” phu
trach viéc “dong mo” hoat dong ciia nhom gen cau tric.

Gen khéi dpng: La doan DNA nam ké phia trude O goi 1a promoter (ki hiéu P),
la noi gin enzyme RNA polymerase, enzyme niy xiic tic cho qua trinh tong hgp RNA
thong tin ctia nhom gen cau trac. Khi chat (rc ché gin vao O thi phan tr RNA
polymerase bi can trd, khong di chuyén doc theo mach khuén DNA, dan dén cac gen
cau triic bi kiém ché va khong tao duoc protein ciing nhu enzyme tuong tng. Do vi tri
va chuc nang nhu vay nén dugc goi 1a gen promoter.

Gen diéu hoa: gen nay chiu trach nhiém ma hoa viéc tong hop nén mot protein
dac biét dong vai tro chat e ché. Thuong no chi tong hop voi mot lugng khong dang
ké trong té bao (khoang 10-20 phan tir/ té bao). Dic diém cua chit tc ché 1a mot
protein c6 dang oligomer c6 hai tim dic thu, hai tim nay 1am cho chét tc ché c6 kha
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nang hodc gan véi chat cam tmg hodc gan voi O. Néu chét we ché ¢o i luc 16n véi O
thi thuong gin vao O.

Trong so dd trén, X c6 tac dung dic hiéu véi chit Gc ché (chét do gen diéu hoa
tong hop nén). Khi trong moéi truong c6 du thura chat X so voi nhu cau cia té bao, X s&
gian véi chat tic ché, lam thay d6i cau hinh khong gian cta chat trc ché, khién cho chat
trc ché c6 kha nang gin voi operator, hay goi 1a hoat hoa chat @e ché. Do vay con goi
chat X 1a chét dong kim ham. Khi chat trc ché gin véi O s& 1am ngung tré qua trinh
phién ma, &c ché operon (nhém gen ciu triic, gen operator va gen promoter duoc to
hop lai thanh mot don vi goi 14 operon. M&i mdt Operon twong tng mot gen diéu hoa,
chiu su kiém soat nghiém ngit ciia gen nay), dua dén cic enzyme khong tong hop
duoc. Lién déi viée san xuét chat X bi gian doan.

Trong khi d6 té bao van tiép tuc sir dung chat X, khién cho s6 luong chat nay bi
giam dén mirc khong du dé dap ung nhu ciu cua té bao. Luc nay sé xay ra qua trinh
giai phong sy kiém ché operon néi trén. Tirc do thiéu chat X, chat tc ché luc nay sé
thiéu mat yéu t6 hoat hoa, do d6 khong c6 kha nang gan véi operator, diéu nay dua to1
giai phong operon, dan téi cac enzyme dugc tong hop va viéc san xuat X sé duoc tién
hanh trd lai. D6 13 hién twong giai kiém ché.

Chét (rc ché

g '€ khong hoat dong
= A, e =
2 Chat trc ché i l : :
S —  khong hoat dong i 7 ° Amino acid
8 | s ] G ok S
. et _ . .
o %‘ o Chat trc ché
hoat don
Q Q
. ‘ gl ——
& Su truyén thong tin = Khépg co su
= [ = [ truyén thong tin
] ]
oy L e L
g £
z a z b

Hinh 2.1. Bié:u hoa tong hop enzyme nho s kiém ché bang san pham cuéi ciing
va sy gidi kiem ché
a. Khdng c6 amino acid, enzyme duwoc tong hop.
b. C6 amino acid, enzyme khéng dwoc tong hop.
O: (Operator) gen diéu khién, P: (Promoter) gen khoi dong
1.2.3. Diéu hoa téong hop enzyme nho sw kiém ché di hod
_ Truong hop cac enzyme tham gia qua trinh di hoa duoc diéu hoa bang co ché
kiem ch@ di ho4, cac enzyme tham gia vao qua trinh d1 hod duoc goi 1a enzyme cam
tng. Chat ma enzyme tham gia phan huy goi la co chat cam tng. Cac co chat nay co
kha nang kich thich sy tong hop ra cac enzyme cam ung tuong Ung. Do do, cac
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enzyme tuong mg chi duoc tao ra khi trong moi trudng nudi cay c6 mit cac co chat
twong tng.

Thuc té, trong moi trudng nudi céy vi sinh vat khong chi tdn tai mot loai co chat
ma c6 rat nhidu co chat. Cac co chit nay déu co kha ning kich thich su tao ra enzyme
cam (mg, con qua trinh tong hop enzyme phu thudc hoan toan vao tinh chat cia co
chat. Co chat nao dé dang bi phan huy thi s& dé kich thich su tao ra enzyme cam Ung
tuong tng trude. Su tong hop cac enzyme xuc tac phan huy cac co chat khac bi e ché
boi sy kiém ché di hoa. Vi du: Trong mdi trudng nudi cdy c6 hai ngudn carbohydrate:
glucose va lactose, trudc tién vi sinh vat sé hinh thanh cic enzyme phéan giai glucose.
Sy cam tng dé tong hop enzyme phan giai lactose (B-galactosidase) bi trc ché boi sy
kiém ché di hoa, sy (e ché nay cho dén khi khong con glucose trong méi truong. Su
trc ché qua trinh tong hop cac loai enzyme khac boi glucose trong trudng hop nay goi
1a hi¢u g glucose.

Toan b qué trinh kiém ché di hoa c6 lién quan chat ch& dén qué trinh dich ma
trong co ché sinh téng hop protein. Trong tu nhién co6 rat nhiéu vi sinh vat diéu khién
qua trinh sinh tong hop theo co ché nay.

1.3. Nhiing sai hong di truyén ciia diéu hoa trao ddi chat

V6i nhimg co ché diéu hoa noi trén, qué trinh trao d6i chat & vi sinh vét thudng
tuan theo nguyén tac kinh té va hai hoa. Cac vi sinh vat khong khi nao tong hop ra
nhirng chat qua thira so véi nhu cau phat trién cua chung. Nhung trong thyuc té co su
téng hop thira, 'khong nhing thira ma con thira rat nhiéu so v&i nhu cau phét trlen cua
chung. San pham thira ndy cua vi sinh vat rat can thiét cho cic qua trinh san xuat cac
san pham 1én men tir vi sinh vat.

V6i nhing thanh tyu cua khoa hoc, hién nay con nguoi da cd ging tao ra duoc
rat nhiéu chung vi sinh vét c6 kha nang tong hop thira va siéu tong hop cac chat. Pay
1a két qua cua qua trinh chon loc nhan tao véi cac phuong phap gay dot bién. Nhiing
chung dot bién nay 6 nhitng sai hong di truyen rit dang dugc quan tim. Nhu vay,
muon cho vi sinh vat tong hop thira mot san pham nao do, c6 thé ding cac co ché giy
tong hop thira nhu sau:

- Tac dong vao trung tam di 1ap thé dé chung khong con kha nang hoat dong hoic
tac dong vao chat kiém ham lam ching khong c6 kha ning tuong tac voi trung tam di
1ap thé. Vi du: loi dung co ché diéu hoa hoat tinh enzyme nho sy trc ché béng san
pham cudi cing, con ngudi da tim cach gay dot bién, 1am hong trung tam di lap thé
cua enzyme (a), lam cho nd mat kha nang gan voi chat X nhung ban than enzyme (a)
van con hoat tinh xtc tac d6i voi co chat A. Do vay khi c6 mat chat X, san pham cudi
cung véi sé luong du thira so v6i nhu cau cia vi sinh vat, enzyme (a) van xtc tac
chuyén A thanh B ... dua dén chat X van duoc tiép tuc tong hop. Pay 1a diéu con
ngudi mong mudn.

- Tac dong lén gen diéu hoa (Regulator), gen chi ph01 tao nén chat wc ché, din
dén sy sai ‘hong cua chét trc ché hodc pha huy qua trinh téng hop chit tc ché. Hay co
khi dot bién “sai léch” gen diéu khién (Operator) lam cho gen nay mat kha ning gan
Vi chat trc ché. Két qua la ngay ca khi mot chat trc ché nao do co noéng do du thura so
v6i nhu ciu cia vi sinh vat, cac enzyme can thlet cho su tong hop cta chiing van dugc
hinh thanh va cac chat nay van duoc tiép tuc tong hop trong té bao.

- Pua vao bd gen cua vi sinh vat nhitng gen mdi lam tang sy téng hop thira cac
san pham mMa con ngudi mong mudn.
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1.4. Ky thuat phan tir

bé tim dugc céc chung vi sinh vat theo sy mong mudn, con nguoi da tim cach
tac dong vao bd gene cua vi sinh vat. Viéc tao nén cac chung dot bién nay dua trén co
s& hiéu biét vé cac quy luat di truyén va bién di, dua trén kinh nghiém cta cong tac lai
tao gidng.

Cung vo1 sy phat trién coa sinh hoc phén tir, cong ngh¢ gene cho phép con
ngudi co thé chu dong tao cac ching giéng vi sinh vat theo mong mudn cta con ngudi
trong diéu kién in vitro.

K§ thuat phan tir cho phép chuyén cic doan gene tir sinh vat ndy sang sinh vat
khac, tao nén cac chung sinh vat mang cac dac tinh theo mong muon ctia con nguoi.

1.4.1. Vector chuyén gene

- Vector chuyén gen 1a cac phan tir DNA c6 kich thuéc nho, cho phep gin cac
gen can thiét, co kha nang tu tai ban khong phu thudc vao sy phan chia cua té bao, ton
tai doc l1ap trong té bao.

- Bac diém cua vector chuyén gene

+ Kich thudc vector cang nho cang t6t dé co thé gan DNA c6 kich thuéde tdi da,
de xam nhap vao t€ bao vi khuan va dugc sao chép nhanh.

+ C6 cac dic diém cho phép dé dang phat hién, nhan biét chiing trong té bao vat
chu, thuong la cac gen khang chat khang sinh hodc gen sinh tong hop chat mau, dé
phét hién trén moi truong thach.

+ Co vi tri nhan biét duy nhat ctia mot s6 lugng toi da cac enzyme gidi han.
- Cac loai vector chuyén gene

GOm nhiéu loai nhu plasmid, phage, cosmid, phagemid, nhiém séc thé nhan tao
0 nam men... Nhung pho bién nhat 1a plasmid va bacteriophage.

- Plasmid: O té bao Prokaryote, duéi kinh hién vi dién tir co thé quan sat chat
nhan la phan tor DNA nguyén ven dang vong. D6 1a nhlem sdc thé - noi chira nguyén
lidu di truyén cta té bao. Cung véi nhiém sic thé con c6 cau triic dang vong nho hon
nguoi ta goi la plasmid. La nhitng phan tot DNA c¢6 kich thudc nho (2 — 5kb), dang
vong, nam trong té bao chit cua té bao vi khuin. C6 kha ning tai ban doc 1ap, khong
phu thudc vao su tai ban ctia bo gene té bao.

O nhom Eukaryote, ngudi ta méi phat hién plasmid & nam men.
Plasmid c6 cac dic diém dap tng dugc yéu cau cia vector chuyén gene:
+ Tham gia vao co ché tai to hop noi bao

+ C6 kha ning di chuyén tir vi khuan nay sang vi khudn khéc.

+ C6 kha niang van chuyén gene

+ C6 kha nang sinh sdn cuc nhanh va c6 hoat tinh manh

- Bacteriophage (phage hay thuc khudn thé)

La virus cua vi khuan, thé hién tinh ddc doi voi vi khuan qua chu trinh sinh san
gay ddc cua phage. C6 kha nang xam nhap vao t€ bao vi khuan, dinh chi qua trinh trao
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doi chat cta vi khuan va lay nguyén li¢u tir vi khuan dé xay dung nén cac thanh phan
cua no ké ca nguyén li¢u di truyén.

Uu diém ctia phage khi sir dung lam vector chuyén gene:
+ Kich thuéc vo cung nho.
+ C6 kha ning xam nhap vao té bao vi khudn hiéu qua hon plasmid
+ C6 kha nang mang cac doan DNA c¢6 kich thudc 16n.
1.4.2. Qud trinh thudn héa gene va chuyén gene nho vi sinh vit

Thuan hoa gene 13 qua trinh bét gene phai 1am viéc theo ¥ muébn cta con ngudi.
Qua trinh nay rat phuc tap, doi hoi cé nhitng hi€u biét sau sac vé dic tinh cia gen va
ky thuat phan tir.

Trong k¥ thuat phan ti, thi vai trd cia cac enzyme 1a rat quan trong, gdm cic
loai enzyme: nuclease, ligase, polymerase (DNA polymerase va RNA polymerase).

* Enzyme nuclease: La cac enzyme phan cat DNA (RNA), chia thanh 2 nhém
exonuclease va endonuclease.

Endonuclease 1 nhitng enzyme cat DNA ¢ gitta phéan tir, con exonuclease cat
tir hai ddu mut cua phan tt DNA. Trong nhém endonuclease ¢ cac enzyme gii han
(RE — restriction enzyme), nhitng enzyme nay dugc cac nha khoa hoc dac biét quan
tam vi no c6 tinh dic hiéu cao, chi cit DNA mach kép & nhitng vi tri nhét dinh

Cac RE nhan biét DNA mach kép & nhiing trinh tu diém nhan va cit DNA ¢
ngay diém nay hoic diém ké can. Cac diém nay thudng c6 trinh tw 4 — 6 cip
nucleotide ddi ximg dao ngugc nhau, goi 1 palindrom. Mdi RE c6 trinh tw nhan biét
dac trung.

Do dac tinh co ban cta cac RE la ¢6 kha nang nhan biét va cat & mot trinh tu xac
dinh trén phan trt DNA, ma nguoi ta chia RE thanh céc loai sau:

+ Loai I[: Khi enzyme nhan biét duoc trinh tu, qé s€ tu di chuyén trén phan to
DNA dén cach do6 khoang 1000 — 5000 nucleotide va cat.

+ Loai II: Enzyme nhéan biét dugc trinh tu va cit ngay do.

+ Loai III: Enzyme nhan biét mot trinh tu va cit DNA & vi tri cach d6 khoang 20
nucleotide.

Trong 3 loai RE trén, thi loai IT duwoc quan tdm va sir dung nhiéu nhét trong linh
vuc phan tu.

* Enzyme ligase: La enzyme xtic tac hinh thanh cac lién két phosphodiester ndi
cac nucleotide voi nhau. DNA liagase xtc tac noi hai doan DNA, RNA ligase noi hai
doan RNA.

Céc loai enzyme ligase phd bién:

+ E.coli DNA ligase: Puoc trich ly tir tryc khuan E.coli va x(c tac phan ting nbi
hai trinh tr DNA c¢6 dau so le.
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+ T, DNA ligase: C6 ngudn gdc tir phage T, xam nhiém E.coli, enzyme nay co
cung chirc nang nhu E.coli DNA ligase, nhung dac biét 1a ¢6 kha nang noi hai trinh tu
DNA dau bang, nén dugc st dung nhicu.

+ T4 RNA ligase: Ciing c6 ngudn gbc tir phage T4 xdm nhiém E.coli, x(c tac qua
trinh no1 hai trinh ty RNA.

* Enzyme polymerase: La nhom céc enzyme xuc tac qua trinh tai ban DNA, tong
hop RNA trong qua trinh phién ma.

- DNA polymerase I (pol I): xtc tac su tong hop mot mach don DNA méi, xtc
tac cho sy gin cac nucleotide vao khoang tréng trén mach polynucleotide cia soi
DNA. Ngoai ra, enzyme nay con cé chirc nang nhu mot exonuclease c6 kha nang phan
giai cac lién két gitra cac nucleotide & ddu mach theo ca chiéu 5> dén 3’ va 3°dén 5°.

- Taq polymerase: dugc tach chiét tir vi khuép Thermus aquaticus, la
polymerase chiu nhiét dugc st dung trong nhan ban DNA bang k¥ thuat PCR.

- RNA polymerase: cac enzyme nay xuc tac sy phién ma tong hop RNA tir
mach khuon ctua phan td DNA theo chiéu tir 5°dén 3°.

* Céac budc chuyén gene:

- Thu nhan gene can chuyén: C6 thé thu nhan gene truc tiép tir bo gene bang cach
ly tdim hodc cdt bang RE, hoac tong hgp hda hoc theo trinh ty nucleotide da biét cua
gene.

- Tao vector tai to hop: Sau khi ¢6 cac doan DNA thuan khiét, gén nod vao cac
vector chuyén gen. Trudc tién cach cit vector chuyén gene va gene can chuyén cing
mot loai RE tai nhitng trinh ty nhan biét cua nd. Sau d6 tron 1an ching lai voi nhau,
cac dau dinh s& bat cip voi nhau. Két hop vdi enzyme ligase dé han dinh, thu nhan
dugc vector tai to hop.

- Chuyén vector vao té bao nhan, nhan ban gene vua tao nén trong té bao nhan,
chon ra dong té bao c6 chira gene mong muén. Budc tiép theo ciia qua trinh chuyén tai
gene 13 chuyén cac vector tai to hop da tao thanh trong diéu kién in vitro vao té bao
nhan thich hop. DPdi véi vector la plasmid thi day la qué trinh bién nap, duogc hd tro
bﬁng nhiéu cach khac nhau. Déi véi vector 1a phage, n6 c6 kha nang tu dong thuc hi¢n
tai nap voi hi¢u suét cao hon nhiéu. Tuy ddi tuong nhan gene va yéu cau cu thé ma lua
chon cac phuong phép khéc nhau.

2. PHAN LAP VA CHON GIONG VI SINH VAT
2.1. C4c loai méi truwong phéan lap

- Mdi truong ty nhién: gdbm cac hop chét ty nhién chua xac dinh rd thanh phan,
vi du méi truong don gian thudng dung méi trudng canh thang dé nudi cdy vi khuan
¢6 thanh phan nhu sau: cao thit 5g, pepton 10g, NaCl 5g va nu6e 1000ml.

- Mbi truong tong hop: 1a méi truong di biét thanh phan héa hoc. Vi du méi
truong dung dé nudi cdy Disulfo desulfuricans nhu sau: K,HPO, 1g, NH,CI 1g,
MgSO, 2g va nudc cat 1000ml. Mot vi du khac vé moéi truong xac dinh cac loai
Enterobacteria, méi trudng nay cho phép nghién ciru enzyme urease va cac tinh chat
indol tir tryptophan: urea 20g, L-tryptophan 3g, K,HPO, 1g, KH,PO, 1g, NaCl 5g, con
95% 10ml, phenol dé 25g, nudc cat 1000ml.
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Moi truong tong hop chi duge st dung dé nghién ciru nhu cau dinh dudng cua
mot sb vi sinh vat, dung trong phan loai hodc nghién ciru méi trudng tdi thiéu trong
nghién ctru chon loc cac thé di dudng hodc anh hudng cua cac tac nhan sinh trudng.

- Méi trudng ban tong hop: trong modi trudng nay c6 mot s6 hop chét c6 ngudn
gbc tir ty nhién va mot sd chat hoa hoc di biét thanh phan héa hoc. Pay 1a loai moi
truong dugc sir dung thuong xuyén trong nghién ctru vi sinh vét.

- M6i trudng “tuyén chon” 12 moi trudng cho phép phat trién mot loai vi sinh vat
ma ta nghién ctru, bang cach rc ché sinh truéng cia cac vi sinh vat khac. Loai moi
truong nay thuong c6 cac nhan t6 trc ché nhu cac loai mudi, cac chat khang sinh,...hay
cac chat & ndng do cao sé& rc ché cac vi sinh vat khac,.

- Moi truong lam “giau” vi sinh vat: 1a nhiing moi tru(‘mg (thuong 1a moéi truong
10ng) chira cac nhan t6 1am giau vi sinh vét can nghién ctru. Vi du méi truong Muller —
Kaufman, méi truong ndy cho phép lam gidu vi khuan Salmonella va tic ché cac vi
khuan Gram duong, Gram am khéc.

2.2. Mt s6 méi trudong thuwong diung
2.2.1. Méi trwong phdn ldp vi khudn

M0i treong cao thit peptone (g/l): M0i treong cho Lactobacillus (g/l):

Cao thit 10 Nudc ép ca chua 10
Peptone 10 Tryptone 10
NaCl 5 Cao nAim men 5
Agar 20 Nuéc cat 1000 ml
Nudc 1000 ml pH=7,2

2.2.2. Moi truwong phan ldgp ndm men va ndm moc

Moi truomg Hansen (g/1): (chii yéu diing M0i trwong Sabouraud(g/l):

cho ndm men) Peptone 10
Peptone 10 KoHPO, 3
Maltose 50 Glucose hoac maltose 40
MgS0O,.7H,0 2 Agar 20
K,HPO, 3 Nudc 1000 ml
Agar 20
Nudc 1000 ml
Moi truwomg Czapeck (g/l): (diing cho ndam méc)
NaNO; 3 KCI 0,5
MgSO,7H,0 0,5 FeSO, 0,01
K,HPO, 1 Saccharose 30
Agar 20 Nudc 1000 ml
pH 5-6
MOi trweomg Martin (g/1): M0i trudng Martin cai tién (g/1):
Peptone 5 Peptone 15
Agar 20 Agar 20
Glucose 10 KH,PO, 4
KH,PO, 1 MgSO47H20 0,5
MgSO,.7H,0 0,5 Dung dich Rose bengal 100 ml

Nudc cat 1000 ml Nudc cit 1000 ml



bé tc ché sy phat trién cua vi khuan chung ta c6 thé cho vao moi truong cac yéu
td chon loc nhu:

Rose bengal 10 ml
Streptomycine 30 mg/I
Penicillin 50 mg/I
Tetracycline 2 —-5mgl/l
Oxytetracycline 2-5mg/l
Neomycin 50 mg/I
Polymyxin 50 mg/I

Khi phan 1ap nAm men mudn Gc ché sy phét trién ciia nAm mdc nguoi ta thém
vao moi truong sodium propionate 2,5 g/l.
2.2.3. Méi trwong phén Igp xa khudn

M0Gi trweong Gause - 1 (g/l): MOi trwong tinh bot - dam sulfate (g/l):
Tinh bt 20 Tinh bot 10

MgSQO,.7H,0 0,5 MgSO, 1

NaCl 0,5 NaCl 1

Agar 20 Agar 20

Nuédc cat 1000 ml Nudc ct 1000 ml

K,HPO, 0,5 KH,PO, 1

KNO; 1 (NH,4),SO,4 1

FeSO, 0,1 pH 7,2

pH 72-74

2.2.4. Méi truwong nudi cdy tio
* Moi trwdng nudi cdy tao Chlorella (méi truong KUN)

Thanh phan co ban (g/200ml): Thanh phan vi lwong (g/1):

KNO; 20,22 H:BO; 0,061
NaH,PO, 12,42 ZnS0,.7H,0O 0,278
CaCl,.2H,0 0,294 (NH4)6M07044.4H,0 0,01235
Na,HPQO,.2H,0 1,78 MgCl,.4H,0 0,169
MgSO, 4,93 CuS0,.5H,0 0,024
FeEDTA 0,139

Céch pha ché nhu sau: Cén 0,005 g sodium acetate hoa tan trong 500ml nude cat.
Hut 10 ml tr dung ¢6 thanh phan co ban, 1 m} dung dich vi lugng. Dé toan bd vao 500
ml dung dich sodium acetate. Thém nudc cat cho da 1000 ml. Diéu chinh pH 5,5 —
7,5.

*M@i treong nudi cdy tao Spirulina

MOi trwong co ban (mdi truong - M@i treong bo sung 1 (g/1):
Zarrouk) (g/200ml): H;BO; 2,6
K,HPO, 0,1 ZnSQO,4.7H,0 0,04
NaNO; 0,5 CuS0,4.5H,0 0,08
MgS0O,.7H,0 0,04 MnCl,.4H,0 1,81
FeSO, 0,0002 MoC; 0,01
K,SO, 0,2 - M@i truomg bo sung 2 (g/1):

NacCl 0,2 chrz(SO4)24H20 960



Cach pha ché mdi truong nhu sau: Cén chinh xdc 16,8 gam NaHCO3 hoa tan
trong 500 ml nudc cat. HQt 10 ml dung dich co ban, cho 500 ml dung dich NaHCOg
vao. Hat 1 ml dung dich b6 sung 1 va 1 ml dung dich b6 sung 2, thém nudc cat cho du
1 lit.

2.3. K§ thuit phan lap giong vi sinh vat
2.3.1. Phén lp giong trong tw nhién

Thién nhién 12 ngudn cung cap giong vo tan cho cong nghé vi sinh vat. Cac vi
sinh vat sir dung trong cong nghiép thuc pham c6 the dé dang phan lap ching tir cac
loai thire an, nudc udng san xuat theo phuong phéap cb truyén: tir banh men thudc bic,
moc twong, sita chua ...Vi sinh vat sir dung trong cong nghé san xuat khang sinh
thudng dugc phan lap trong dat, nude ¢ nhitng ving khac nhau.

Piém dic tru’ng clia ngudn giong phan 1ap tir tu nhién:

- Phan lap glong trong tw nhién chung ta c6 thé nhan duoc cc ching vi sinh vat
gidng nhu mong mudn.

- Gibng vi sinh vat trong ty nhién it khi cho nang sut sinh hoc cao.

- Céc vi sinh vat trong ty nhién thudng chua thich nghi véi san xuat theo qui mo
cong nghiép, do vay phai qua mot giai doan huan luyén thich nghi, dap Gmg dugc yéu
cau dé ra.

Muc tiéu 16n nhat ma céc nha nghién cru phan lap glong trong tuy nhién 1a tim ra
nhimg chung dot bién tu nhién c6 nhirng tinh trang di truyen troi phu hop voi muyc tiéu
dé ra. Tuy nhién diy mdi 1a cong viéc dau tién 1a tao giéng ban dau, sau d6 thuc hién
nghién ctru cac budc tiép theo dé nang cao chét luong gidng.

Céc budc tién hanh phan 1ap giéng tir diéu kién ty nhién nhu sau:

- Tim vi tri dé phén lap giéng. Vi tri d& phan 1ap gidng phai 1 noi hay miu c6 su
tap trung kha cao vé mat do gidng vi sinh vat ma ta quan tam.

- Chuén bj cac dng nghiém chtra cic mdi trudng tap trung. Moi trudng tap trung
1a moi truong chira nhiéu chat dinh dudng c6 kha nang thich hop cho nhiéu vi sinh vat
cung loai. O d6 cac vi sinh vt trong cting mot loai s& phat trién rat manh, cac vi sinh
vat cua cac loai khac s€ khong phat trién hodc phat trién rat kém. Muc dich cua viée su
dung moi truong tap trung 1a loai dan nhimng vi sinh vat ma ta khong quan tam.

- Sau d6 lay mot gam miu hay mot ml mau (néu mau ¢ dang 1ong) dem pha
loang.

- Pha lodng t6i mirc d6 pha lodng nhat dinh miu can phan 14p va ta cdy chung
trong nhitng dng nghiém hodc vao hop petri c6 moi truong tap trung.
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- Song song d6 ta chuan bi mdi truong dic hiéu va sau khi cac vi sinh vat da phat
trién manh trén cac méi truong tap trung, ta chuyén ching sang moi trudng dic hiéu.
Moi truong ddc hi€u la moi truong chi cho phép cac vi sinh vat ma ta quan tadm phat
trién con cac vi sinh vat khac sé& bi trc ché khong phat trién dugc.

- Bué6c cubi cung 14 kiém tra nhitng ddc diém cua vi sinh vit ma ta quan tam.
Muc dich la tuyén chon tr nhitng vi sinh vat cung loai, nhiing ca thé c6 dic diém dic
trung ma ta mong mudn.

2.3.2. Phan lgp gié'ng trong diéu kign sin xudt

Khac véi glong dugc phan 1ap trong diéu kién ty nhién, cac giong vi sinh vat

phan 1ap trong diéu kién san xut c6 nhitng vu diém riéng:

- Gidng duoc phan lap trong diéu kién san xuit c6 nhing gidng da qua qua trinh
san xuat, da c6 kha nang thich nghi v4i diéu kién san xuét.

- Giéng dugc phan 1ap trong qua trinh san xuat thuong 1a nhimng giéng d duoc
qua bién dbi gen va c6 nhiing dic diém sinh hoa cao hon han nhiing chung nguyén
gbc. Do d6, viéc phan 1ap chung va tao 1ap duoc gidng tir day s& co ning sut va chat
lwong san pham sinh hoc cao.

- Trong diéu kién san xuét thuong ton tai kha tap trung nhing gidng vi sinh vat
ma ta quan tdm. Nhiing gidng ndy dang trong qua trinh san Xult va theo chét thai,
nudc thai ra ngoai. Do d6 kha nang thu nhan két qua kha quan hon cic miu vat phan
1ap tir nguon khac.

Qua trinh duoc tién hanh nhu sau:

* Chon vi tri vd mau vat phan lap: Trong qua trinh san Xuat, glong vi sinh vat co
thé bi thoai hoa, nhung khong phai tat ca, ma trong d6 c6 nhiing ca thé van giit dugc
nhitng dac tinh mong mudn.

Do d6 nhiém vu la tir tp hop vi sinh vat c6 trong qua trinh san Xuat d6 ta phan
1ap ra nhiing giong con gitr dugc nhimg déc di€ém ban dau. Dia diém va mau vat dem
phén 1ap ¢ dicu kién san xuat bao gdm:

+ Dich dang tién hanh 1én men

+ Nudc thai cia nha may

+ Chat thai cia nha mdy.

Trong d6 dich dang 1én men cho x4c suat thu nhan dugc két qua cao hon.

* Sau khi xac dinh dugc vi tri va vat pham dung dé phan 1ap, ta con thuc hién cac
budc sau giéng nhu cac budc trong phan lap gidng tir diéu kién ty nhién.

2.3.3 Phan lap gzong trong nhitng o ong giong da thoai hoa

Céc dng glong 1a tap hop céc té bao vi sinh vat c6 cung mot nguon goc di truyen
Tuy nhién, do diéu kién bao quan bat thuong ma 6ng gidng thay d6i mot s6 dac diém
sinh hoa, do vay ma kho u:ng dung trong san xuat.

Viéc ing dung cac 6ng gibng nay vao trong san xuét s€ lam giam néng suat va
chat lugng san pham Tuy nhién khong phai tat ca cac té bao ¢ trong 6ng giong do bi
thodi héa ma van con rat nhleu ca thé van bao tén dugc dic tinh ban dau. Do vay,
chung ta c6 thé phan 1ap gidng tir cac Ong gibng nay. Thuc chit cua viéc phan lap
gif}ng trong nhig gidng d4 thoai hda 1a qua trinh tuyén chon lai gidng tir cac dng
giong.
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Cong viéc ndy hoan toan khong phirc tap vi vi tri va vat pham phan lap 16 rang.
Cong vi€e nay 1a cong viéc thuong xuyén ¢ nhiéu phong thi nghiém va phong ky thuat
dé duy tri dugc glong t6t cho san xudt.

2.3.4. Thu nhdn giéng tiv cdc trung tim gift'gié'ng

Ngay nay c6 nhleu trung tdm gitr giéng vi sinh vat trén thé gidi cod thé cung cap
cho chung ta cac gidng phuc vu cho cong tac nghién ctru, giang day, san xuét. Mot sd
trung tam giir gibng nhu:

- My: ABBOTT, ATCC, NRRL

- Canada: CANAD- 212

- Nhat: FERM, HIR

-Uc: CC

- Trung Qudc: IMASP

- Viét Nam: VTCC
2.4. Cai bién di truyén chiing gidng sir dung trong cong nghé 1én men

Qua trinh trao doi chat cua co thé vi sinh vét dugc kiém soat boi chinh hé gen
clia co thé do. Thyc té da chirng minh, du thiét ké va ché tao noi 1én men c6 cai tién va
diéu kién nudi cdy toi wu co thé ning cao s6 luong san pham cua vi sinh vat, _nhung
cling bi gidi han; chi ¢6 cai bién di truyen tao cac chung vi sinh vat moi la nén tang
thanh cong ciia cong nghé 1én men. PGt bién va tai t6 hop di truyén 1a hai cach dat dén
muc tiéu cudi cing nay.

2.4.1. Tao khd ning thich nghi ciia giéng vi sinh vit véi diéu kién sin xudt cong
nghiép

Gidng tao ra trong qua trinh phan 1ap ¢ trén c6 nhimg déc tinh t6t theo mong
mudn. Tuy nhién chat luong giéng vi sinh vat 1a mot trong nhiing tiéu chi lu6n luén
phai dugc hoan thién. Mat khac, cac chung glong dugc phan lap tur ty nhién thuong
khong thich nghi ngay véi diéu kién san Xudt cong nghiép, do do viéc tao kha nang
thich nghi va nang cao chat luong giéng 13 diéu bat budc trong san xuit cong nghé vi
sinh vat.

* Nguyén tdc:

- Do co thé vi sinh vat 1a co thé don bao do vay ma kha nang thich nghi cia vi
sinh vat voi diéu kién moi trudng xung quanh rat cao. Mat khac, co thé vi sinh vat thyuc
hién nhiing qua trinh trao d6i chat, sinh san, phat trién rat nhanh trong mot chu ky

song rat ngan. Do d0, giai doan thich nghi phai dugc xay ra nhanh va manh trong mot
giai doan rat ngin so v&i chu ky phat trién va séng cta chung.

- Khi d3 tao duoc kha nang thich nghi ciia giong vi sinh vat d6i véi mot tac
dong moi truong nao do phai luon lubn duy tri tac dong do & mirc do da tao ra tinh
thich nghi. Sy thich nghi nay thwc chét 13 thudng bién, khong di truyén. Do vdy, néu
pha bo tac dong nay hodc lam thay (101 muc do tdc dong nay sé pha bo tinh thich nghi.

* Cdc budc tién hanh tao giong thich nghi dwoc thie hién nhw sau:

- Pau tién 1ap bang murc do tang dan (vi du nhu ndng do chat kho), hay giam
dan (nhu pH) cua yeu tb tac dong.

- Nuoi glong trong nhirng diéu kién tang dan hoic giam dan theo thang bac tang
dan hay giam dan. Qua mdi béc ting dan hay giam dan cta yéu t6 thich nghi, nhirng ca
thé nao khong thich nghi duoc mirc d6 ting din hay giam dan do6 s& chét. Nhirng ca
thé ndo thich tng dugc véi thang bac ting dan hay giam dan s& ton tai. Ta cir lam nhu
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vy va cubi cung thé nao ta ciing thu duoc nhimg ca thé mong muon Nhiéu co s san
xudt va co quan nghién ctru bang cach nay da tao duoc nhiéu gidng c6 chit luong tot.

- Sau Cung, duy tri gitr gidng trong dleu kién da tao dugc tinh thich nghi do.
Néu thay doi dleu kién va mirc do cua yeu t6 thich nghi, tinh thich nghi s& hoan toan
bién mat va gidng lai tro lai déc tinh ban dau.
Mot trong nhirng yéu cau quan trong cuia nguoi lam cong viéc nang cao chat luong
gidng bang phuong phap huin luyén thich nghi 13 phai c¢6 tinh kién tri. Kién tri trong
huén luyén thich nghi va kién tri ca trong qué trinh bao quan dé duy tri dic tinh thich
nghi do.

2.4.2. Dot bién

Sy thay ddi hé gen bang dot bién tir nhién 1a rat thap. Viéc gdy dot bién ching
vi sinh vat bang tia UV, birc xa ion hay hop chit hoa hoc nao do s€ lam tang dot bién.
Day cing 1a nhiém vu to 16n cua cac nha di truyén cong nghiép dé sang loc sb luong
16n cac thé dot bién ngau nhién va lya chon duoc cac thé dot bién c6 gia tri mong
mudn.

Qua trinh tong hop hang loat cac san pham cua qua trinh trao d6i chit té bao
duogc kiém soat béng “irc ché nguoc”. Khi mot hop chit dat dén murc do tich tu cu thé
nao dé, qua trinh tong hop chung s& dung lai. Qua trinh tong hop lai bat dau tro lai khi
mitc d6 cua chat do giam xudng dudi mirc dac hiéu. Néu mot the dot bién khong tao
dugc tin hi¢u te ché b sung nguoc thi san pham tiép tuc dugc tong hop thira hay siéu
tong hop. Bang ky thudt nhu vay, nguoi ta da tao duogc chung Corynerbacterium
glutamlcum san xuat lysine voi hiéu suat rat cao. Nhu vay, cac chung khong san sinh
va kiém soat duoc san pham cudi cuing d6 duge goi 1a chung di dudng.

2.4.3. Tdi té hop di truyén

Tai t6 hop di truyén duoc dinh nghia 1a cac qua trinh két hop gen tir cac ngudn
khac nhau. Mot ching Brevibacterium flavum 1a ching san xuét lysine cao nhung lai
bi giéi han 13 kha ning hip thy glucose kém. Mot chung vi khudn khac c6 kha ning
dong hoa glucose tot nhung khong san sinh dugc lysine. Su két hop hai ching nay voi
nhau bang phuong phap dung hop té bao tran tao thanh ching tai to hop vira co kha
nang sir dung glucose vira c¢6 hiéu suat sinh tong hop lysine cao.

Chung vi sinh vat tai to hop 14 cac chiing vi sinh vat d dugc bién do6i gen theo
muc dich cia con ngudi. Bang cac k¥ thuat sinh hoc phan tir, c6 thé gin thém mot
hodc mét s6 gen tur cac loai sinh vat khac (vi sinh véat, thuc vat, dong vat) tao nén cac
ching vi sinh vat tai td hop. Cac chung nay thuong dugc loai béd mot sb gen doc, gen
c6 hai, dugc tao dong thuan c6 d6 6n dinh cao va lau dai.

Tuy theo muc dich cila con ngudi ¢ thé tao nén cac chiing vi sinh vat téi to hop
1a vi khuan, vi ndm hodc virus. Cac ching vi sinh vt tai t6 hop dugc ung dung rong
rdi trong thyc tién ¢ nhiéu linh vyc khac nhau:

- Ung dung trong cong nghiép: san xudt enzyme (protease, amylase...); san
xudt acid hitu co (acetic acid, lactic acid...): san xuat cén va nhién liéu sinh hoc,..

- Ung dung trong y hoc bao vé stic khoe con ngudi: nhiéu chung vi sinh vat tai
t6 hop dugc sir dung dé san xuét cac protein dugc liéu str dung trong diéu tri bénh cho
con nguoi nhu insullin, hormone kich thich sinh truéng, interferon, interleukin....Mot
s6 ching virus tai t6 hop dugc st dung trong san xudt vaccine, hodc 1am vector liéu
phap gen trong diéu tri bénh cho con nguoi.
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- Ung dung trong k¥ thuat chuyén gen tao glong cay trong vat nudi méi. Vi du
chung Agrobacterlum tumefaciens duoc st dung dé chuyén cac gen khac nhau vao
nhiéu loai cay trong nhu thudc 14, ca chua, ngo, lua...co hi¢u qua cao.

- Ung dung, trong xtr Iy méi trudng: nhiéu chung vi khudn tai t6 hop c6 hoat
tinh enzyme phan giai hitu co manh, duoc sir dung tao ché pham xu ly phé thai ran,
nude thai, nudc ao hod thiy san cé hiéu qua gép phan lam giam thiéu 6 nhiém moi
truong, dong thoi ting gia tri san xuit ndong nghiép.

3. BAO QUAN GIONG VI SINH VAT

Bao quan ching giong 1au dai va gitt duoc hoat tinh cao c¢6 ¥ nghia quan trong
khéng nhitng trong nghién ciru vi sinh vit ma con ¢ ¥ nghia hét stic quan trong trong
qua trinh san xut cac chat co hoat tinh sinh hoc & mirc d6 cong nghiép ciing nhu trong
phong thi nghiém. Hoat tinh sinh hoc cua cac chung thuong khong phu thudce vao diéu
kién nudi cay ma phu thudc nhleu vao qua trinh bao quan. Trong quan thé, cac khuan
lac cua chung glong khi phét trién nhiéu khuan lac khong co hoat tinh. Sau khi phan
1ap, thuan khiét hay lya chon cic chung giéng c6 hoat tinh mong muén, ngudi ta
thuong sir dung cac phuong phap bao quan lau dai cac chung nay.

Co nhleu phuong phap bao quan gidng vi sinh vat, tuy theo trang thiét bi va loai
vi sinh vat can giit chiing ta c6 thé str dung cac phuong phap khac nhau. Trong cong
nghé vi sinh vat thuong st dung nhimg phuong phép sau day dé bao quan giong vi
sinh vat:

3.1. Phwong phap cdy chuyén dinh Ky va bao quan lanh trén méi trudong thach
nghiéng

Nguyén tic ciia phuwong phap nay 1a dya trén su trao doi chat theo mot khoang
thoi gian nhét dinh.

Hau hét cac co so san Xudt va rat nhiéu co so nghién ctu ap dung phuong phap
nay trong gitlr glong vi sinh vat. Phuong phap nay rat don gian va tién loi, tuy nhién
thoi gian gitr giong chi nén kéo dai trong mot thang, sau do phai ciy chuyen lai trén
moi truong moi. Do phai ciy chuyen nhiéu 1an nén tén nhiéu cong sirc va giéng cling
dé bi mét céc tinh di truyen ban dau.

Phuong phap tién hanh nhu sau: Thuin khiét lai ching vi sinh vat trén méi
truong agar ¢ dia petri, chon céc khuén lac dién hinh va cay 1én moi truong thach
nghleng thich hop, sau do nudi trong tu am de vi sinh vat phat trién binh thuong, lay
cac dng gidéng ra va cho vao tu lanh giit & 4°C, hang thang cay chuyen lai vao moi
truong moi. Dé khac phuc hién twong bi mat nudc, moi truong gitr giong bi kho lam
chét vi sinh vat nguoi ta co thé cho thém vao moi truong 1% dau thyc vat nhu dau lac,
dau dira...khi 1am mai truong.

3.2. Phuong phép bio quan giong dwéi 16p dau khoang

Nguyén tic cua phuong phap nay la cach ly vi sinh vat khoi 16p khong khi dé han

ché tbi da qua trinh hé hap cta vi sinh vat.

Cach tién hanh nhu sau: Cho méi truong agar thich hop cua tung loai vi sinh vét
vao 1/3 ong nghiém, thanh trung ¢ 121°C trong 20 — 30 phut, ldy ra de nghiéng thach
mét goc 45° cho thach dong, cy gidng vi sinh vat va nudi trong ta am dé vi sinh vat
phat trién tot Chuan bi paraffin 16ng chudn bi bing cach cho vao 6ng nghiém sach,
thanh tring ¢ 121 C trong 30 phit, ldy ra dé ngudi. Khi vi sinh vat trong cac ong
nghiém phat trién t6t (2 ngay — 1 tuan) bang cac thao tic vo trung ta do paraffin long
mot 16p day 2cm vao timg Ong gidng, dung paraffin dic dun chay do 1én nut bong.
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Gidng dugc chuan bi nhu vay dem bao quan trong phong & nhiét d6 thudng hoic trong
tu lanh.

Uu diém cua phuong phap nay 1a don gian khong can c6 trang thiét bi gi dic biét
nén phong thi nghiém nao cling co thé 1am duoc, thoi gian bao quan co thé kéo dai dén
12 thang, d& ton nhan cong cay chuyén va it c6 nguy co gidng bi thoai hod hodc nhiém
tap.

3.3. Phuong phz’lp bio quan gidng trong cat

Nguyén tac ciia phuong phap nay 1a 1am giam d6 am cua dat hodc cat sau khi vO
tring. Do am thap lam giam kha nang ho hap cia vi sinh vat va nhu vdy sé bao t6n
duogc tinh trang mong muon.

Phuong phap nay thuong dung dé gir giéng cac vi sinh vat c6 bao tir. Cach 1am
nhu sau:

- Chuén bj cat: Cat song dem rira sach bang nudc nhiéu lan, siy kho, sang qua
riy dé bo cac hat 1on, ngdm trong HCl dam dic sau d6 dem dun s6i 1 — 2 gio, ria
nhiéu 1an cho dén khi cat trung tinh (dung phenolphtalein lam chi thi mau), c6 thé
trung hoa bang NaOH hogc NaHCO3 néu thiy con acid, sy khé & 120°C trong 3 — 4
gid, chia cat kho vao cac dng nghiém va thanh tring trong ti siy ¢ 160 — 170°C trong
2 — 3 gi0, hodc thanh trung trong autoclave ¢ 130°C trong 90 phit. Trudce khi st dung
phai kiém tra do vO trung ban% cach cho mdi1 truong nude thit - peptone vao cat da vo
trung va dé vao tu am 28 — 30°C trong khoang 48 gid den 1 tuan. Quan sat hang ngay,
néu moi truong van trong nghia 1a cat da vo tring, con néu moi truong bi duc thi phai
dem cat thanh trung lai.

- Chuan bi bao tir: Cac chung vi sinh vat dem nudi trén méi truong agar thich
hop dé chung tao nhiéu bao tir, thoi gian thuong dbi véi mot s6 loai nhu sau: vi khuan
5 — 7 ngay trong 26 — 28°C, ndm mdc 8 — 10 ngay trong 24 — 26°C, xa khuin 14 ngay
trong 26 — 28°C.

- Tron bao tir vao cat: Bang thao tac v tring cho 1 — 2 gram cat dd vo trang vao
céc Ong giéng vi sinh vat da hinh thanh bao tir, ding que cdy vo tring tron déu bao tir
Vo1 cat, tranh 1am cat b1 udt qué von cuc, cho cat da c6 bao tr vao 6ng nghi¢m vo
triing, day nut bong va cho vao tu siy thuong gitt dudi 40°C hodc tu sdy chan khéng co
cac chat hut am nhu CaCl, hoic silicagen trong khoang 2 — 3 ngay cho dén khi thiy
cat that kho, dung paraffin dac dun néng chay phét 1én nat bong dé tranh truong hop
hat 4m tré lai, bao quan trong phong mat, hodc trong tu lanh 4°C, thoi gian bao quan
tir 1 dén nhiéu nam, gidng trudc khi dung cdy ria 1én moi trudng agar va chon khuan
lac dién hinh.

3.4. Phwong phap bao quan gidng trong dit

Phuong phap bao quan nay thich hop dbi voi nAm méc va xa khuan.

Céch lam: Dat vuon dem nghién nho, ray liy nhitng hat nho bang nhau ¢& 1 mm,
thém 1 — 2% CaCO; dé trung hoa cac loai dat chua, hoac thém 2% cat, hoac 2% than
hoat tinh dé lam cho dat dugc toi x6p. Cho vao cac 6ng nghiém vo tring 1 — 2 gram
dit, day nat bong va thanh tring trong ndi hap & 121°C trong 1 gid, thanh tring 2 1in
lién tiép mdi 1an cach nhau 24 gio. DAt da thanh tring dem kiém tra dé biét chic khong
con vi sinh vat la, sau do tron véi bao tir vi sinh vat va siy kho, bao quan nhu phuong
phap bao quan trong cat. Thoi gian bao quan c6 thé 10 nim, mot sé ching vi khuan ky
khi sinh buthanol ¢6 thé bao quan sau 21 nim.
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3.5. Phwong phap bio quan gidng trén hat

Phuong phap bao quén nay thich hop d6i véi nAm méc va xa khuan.

Céch lam: Chon hat t6t (1a, ngd, ké...), loai bo cac tap chat, rira sach cho vao
nude soi theo ty 1¢ 30ml nudc sdi cho 100 gram hat, khudy déu, ngam tiép 30 phut, loc
b6 nude, rai hat 1én khay sach dé rao nudc, cho vao binh tam giac khoang 15 — 16
gram/binh dung tich 250ml, ddy nat bong, thanh trung & 121°C trong 40 phat, thanh
tring 3 1an nhu vy mdi lan cach nhau 24 gio, bao tir hoac thé dinh dudng cua vi sinh
vat dem hoa vao nudc vo trung, dung pipette v tring cdy vao mdi binh 3ml, lic déu,
nu6i ¢ nhiét do thich hop cho tung chung trong thoi gian 8 — 10 ngay, hang ngay lac
nhe dé pha v& cac khoi hat bét lai, lam kho trong tu hut chan khong cho dén khi d6 am
con 8%. Kiém tra d6 thuan khiét va kha niang sOng cua giong trudc khi trang paraffin
lén nit bong va bao quan trong phong mat. Gidng trén hat ké c6 thé dung dan lam
nhiéu lan.

3.6. Phwong phap lanh dong

Phuong phap nay dua trén co sé su phat trién cta vi sinh folt bi 1'IC’ ché & nhiét d6
lanh sdu, day la phuong phap dang dugc sir dung kha rong réi dé gitr giong vi sinh vat.
Uu diém cua phuong phap nay 1a don gian, thoi gian gitt duoc lau.

Céach lam: Dé bao vé vi sinh vat khong bi chét & nhiét do }anh sau do cac tinh thé
nudc gy ra nguoi ta phai tron vi sinh vat vao mot trong cac chat bao vé sau:

- Glycerine 15%.

- Huyét thanh ngya (loai khong cho chat bao quan).

- Dung dich saccharose 10% + gelatin 1%, pH = 6,8 — 7.

- Dung dich glucose hodc lactose 10%.

Sau khi d3 tron déu vi sinh vat v4i chit bao vé, ta cho vao cac 6ng nghi¢m, day
nit lai va cho vao lam lanh tir tir, khi nhiét do dat -20°C — -25°C thi phai giir toc do
lam lanh cham 1 — 2°C/phit.

Thoi gian cdy chuyén nhu sau:

+ Néu giit & nhiét d6 -15°C — - 20°C thi 6 thang cdy chuyén va lam lai mot 1an.

+ Néu giit & nhiét d6 - 30°C thi 9 thang cdy chuyén va 1am lai mot 1an.

+ Néu giit & nhiét d6 - 40°C thi 1 nim cAy chuyén va lam lai mot lan.

+ Néu gitr ¢ nhiét d6 - 50°C — - 6 0°C thi 3 nam cAy chuyén va lam lai mét 1an.

+ Néu gitt & nhiét d6 - 70°C thi 10 ndm cAy chuyén va lam lai mot lan.

3.7. Phwong phap dong kho

C6 hai phuong phap dong khé chung giong: dong kho vi sinh vat va phuong
phap dong kho dich thé truc tiép.

- Phuong phap dong kho vi sinh vat: dong kho la qua trinh ma nuéc duoc liy ra
khoi mau khi cac mau dang & trang thai lanh sau. O day, vi sinh vat dugc huyén phu
trong moi truong thich hop va dugc lam lanh trong moéi truong chén khong. Thiét bi
dong kho s& hut nude va cudi cung mau duge 1am kho dén mirc nhat dinh. Mau dugc
han kin dé cho moéi trudng chira mau 1a chan khong. Py 1a phuong phap pho bién va
hiéu qua cao cho bao quan cac dbi twong vi sinh vat khac nhau nhu ndm soi, nAm men,
vi khuan va mét sb virus. Tuy nhién phuong phap nay it dugc Gng dung ddi voi tao,
dong vat nguyén sinh va té bao dong vat.

33



- Phuong phap dong kho dich thé tryc tiép (L- drying): khac voi phuong phap trén
1a dich huyen pht vi sinh vét dugce 1am kho nhanh & ché do chan khong thich hop ma
mau khong can 1am lanh trudc. Phuong phap nay déc biét co y nghia d01 vO1 nhom vi
khuan khong co kha nang song sot trong nhiét do thap cua giai doan tién dong. Cac
thong s can quan tdm khi thuc hién phuong phap nay 13 tudi cua vi sinh vat bao quan,
tbc do dong kho, nhiét do dong kho thap nhat, khoang thoi gian 1am kho méu va d6 4m
cudi cling ctia mau.

Ca hai phuong phap c6 nhiéu vu diém so v6i cac phuong phap khéc 1a thoi gian
bao quan lau tir 10 dén 20 nim; khong thay d6i dic tinh sinh 1y, sinh héa ciing nhu kha
ning sinh téng hop cac chét co hoat tinh sinh hoc tot nhat; tiét kiém dwoc cong stc,
giam sai sot nhin mac va tap nhidm. Tuy nhién, nhuoc diém 16n nhét cua phuong phap
nay la gia thanh thiét bi cao.

3.8. Bao quan lanh sau trong nitrogen léng

Phuong phap nay giéng nhu phuong phap bao quan lanh sau. Pdi v6i phuong
phap bao quan lanh sdu thi vi sinh vat duoc bao quan trong moi truong dich thé va
nude can cho hoat dong séng clia vi sinh vat bi bat hoat & nhiét d6 lanh sau (tr -196
dén — 80°C)

Vi phuong phap nay, té bao co thé bi pha v& trong qua trinh lam lanh va lam
tan mau Mot nguyén nhan dan dén lam v& té bao 1a viée tich luy cac chat dién giai
trong mau bao quan va hinh thanh céc tinh thé nudc trong té bao. Pé khic phyc nhugc
diém ndy, ngudi ta bo sung cac chat 1am han ché toc d6 lanh sau va lam tan nhanh nhu
glycerine, DMSO (dimethyl sulfoxid). Viéc bao quan theo phuong phap lanh sau nay
duogc thuc hién ¢ cac thang nhi¢t dd khéac nhau.

Phuong phap nay thich hop cho viéc bao quan nhiéu ddi tugng khac nhau nhu
vi khuan, vi nAm, virus, tdo, nguyén sinh dong vat va ca dong té bao dong vat. Tuy
nhién phuong phap bao quan lanh sau trong nitrogen cting doi hoi yéu cau cao vé thiét
bi, di€n, nitrogen 1éng va dé chay nd. Phuong phap nay khong phu hop vdi cac ching
vi sinh vat binh thuong, thuong dung vi cac chung vi sinh vat cé nhiing dic tinh quy
ma khong thich hgp vé1 phuong phép dong kho.

CAU HOI ON TAP

1. Trinh bay yéu cau cta ching giéng vi sinh vat ding trong san xuat.
2. Trinh bay cac nguyén 1y diéu hoa trao ddi chat cta vi sinh vat.
3. Hay phén tich cac k¥ thuat phan 1ap cac ching gidng vi sinh vat.
4. Trinh bay cac phuong phap cai bién di truyén ching giéng st dung trong cong nghé
Ién men.
5. Hay phén tich cac yéu t6 quan trong trong k¥ thuat phan ti.
6. Trinh bay cac phuong phap bao quan chung gidng vi sinh vat.
7. Hay giai thich tai sao trong thién nhién vi sinh vat ting 1én khong twong img véi toc
do sinh san v6 cung nhanh chong cua no.
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Chuwong 3. DINH DUONG VA MOI TRUONG
NUOI CAY VI SINH VAT CONG NGHIEP
1. QUA TRINH DINH DUONG O TE BAO VI SINH VAT

Trong qué trinh sdng, té bao vi sinh vat tién hanh trao dbi chat khong ngung voi
moi trudng xung quanh. Té bao vi sinh vét tuy nho, nhung vi héap thu cac chét dinh
dudng va thai cac san pham trao d6i chat qua toan bd bé mat té bao cho nén cudng do
trao d6i chat cua chung 13 rat 16n. Céac chat dinh dudng vao té bao qua mang va dugc
chuyén hoa dé tao thanh nhing chat riéng biét can thiét cho qua trinh xay dung té bao.
Nho qua trinh dong hoa céac té bao méi co thé sinh truong, phat trién va khoéng ngirng
tang sinh khdi, dong thoi tao ra cac san pham trao doi chat.

Su bién ddi cac chit dinh dudng bao gdm nhiéu phan Gmg héa sinh khac nhau
nhd hé enzyme theo nhimg con duong trao d6i chat dic biét dé tao ra nhirng thanh
phan ciia té bao; nang lugng sinh hoc can thiét cho cac hoat dong.

Qua qué trinh trao d6i chat vi sinh vt tich lily trong té bao hoic thai vao moi
truong xung quanh nhiing san pham clia qua trinh 1én men, ho hap, sinh tong hop. Su
tich lily ndy c6 nhiéu y nghia thyc té va da duoc tng dung vao san xuat & quy mé cong
nghiép.

Lén men co dién v6i cac san pham nhu rugu, bia, buthanol, propanol, acetone,
glycerine, acid lactic...Lén men hién dai véi cac san pham sinh tong hop 1a cac chat
hoat dong sinh hoc, c6 ciu tao héa hoc phirc tap nhu cac amino acid, vitamin, cht
khang sinh...Céac san pham nay di duoc Gng dung rong rai trong cong nghiép thuc
pham, y hoc, néng nghiép. ..

Cac chat dinh dudng cua vi sinh vat chu yéu lay tir méi trudong xung quanh. Cac
moi truong dinh dudng nhan tao can cung cap day du ning lugng, cac vat liGu xay
dung té bao va dam bao cho hi¢u suét sinh tong hop cao. Thanh phan moi trudong gom
¢6 cac ngudn thirc an carbon, nitrogen, chat khoang, cac nguyén t6 vi luong va cac
chat kich thich sinh truong. Viéc lya chon cic ngudn dinh dudng va ndng do cua
ching trong moi trudong phu thudc vao dic tinh sinh ly ctua tung chung, tung loai vi
sinh vat va diéu kién nudi ciy.

1.1. Dinh dwdng carbon

Carbon ¢ trong té bao chat, thanh té bao, trong tt ca cac phan tir enzyme, acid
nucleic va cac san pham trao d6i chat. Do chiém khoang 50% trong lugng chat kho
clia té bao, vi vay carbon c6 y nghia trong sy song cua sinh vat.

Ngudn carbon duoc vi sinh vat sir dung |2 rat 16n. Ngoai nhitng dang carbon vo
co thuan khiét (kim cuong, than chi) ra hau nhu khong c6 hop chat carbon nao ma
khong duoc mot nhém vi sinh vat nhat dinh sir dung.

Nguon thirc an carbon chu yéu cua vi sinh vat 13 carbonhydrate, dap tng dugc
cac yéu cdu cia té bao: san sinh nang luong; tao thanh nhiing tién chét; tao ra cac qua
trinh oxy hoa khir dé bién doi tlen chat nay thanh nhiing san pham trung gian hoic
san pham cubi cung dé xay dung té bao, dong thoi tich tu trong moi trudng mot hodc
vai san pham sinh tong hop.

Gia tri dinh dudng va kha nang hap thu cta cac ngudn carbon phu thudc vao:

+ Thanh phﬁn va cu tao héa hoc cla chung, dac biét 1a mirc d6 oxy hoa cua cac
nguyén tu carbon.

+ Pic diém sinh 1y cta cac vi sinh vt
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Cac hop chit cao phéan tir (tinh bot, protein,...) s& dugc thuy phan nhd céc
enzyme thanh cac hop chit phan tir thip ma vi sinh vat c6 thé ddng hoa duoc. Doi voi
cic hop chéat khong tan trong nudc (cellulose, lipid, paraffin) vi sinh vat hip phu
quanh bé mit cta ching va phan giai chiing dan déan.

Trong sb carbonhydrate trude hét phai ké dén glucose 14 mot ngudn carbon van
nang d6i véi vi sinh vat. Qua trinh bién ddi glucose trong té bao vi sinh vét xay ra theo
3 con duong: chu trinh Embden — Meyerhof — Parnas (EMP); chu trinh Pentose
phosphate (PP) va chu trinh Entner — Doudoroff (ED).

* Con duong EMP

Nam 1930, ba nha khoa hoc nguoi Ptuc 1a G. Embden, O. Meyerhof va Parnas
d3 tién hanh nhirng phan tng héa hoc riéng ré trong hang loat cic qua trinh 1én men va
xay dung dugc con duong dudng phan glucose. Sau nay nguoi ta goi la chu trinh
Embden — Meyerhof - Parnas (EMP) hay chu trinh dudng phan (glucosis). C6 thé chia
con duodng thanh hai giai doan:

Glucose

ATP
ADP
Glucose 6- phnsphale

Six-carbon stage

Fructose B phosphate

Aﬂj

Fructose 1,6- blsphnsphate

Aldnlase*\
Glyceraldehyde-3- @ -~ Dih{.rdrnx\,racetnne-@

MNAD
NADH +H Three-carbon stage

1, 3 blsphnsphnglycerate

j Substrate-level phosphorylation

3-ph nsphnglynerate

2- phnsphnglynerate

H,O0
Phosphoenolpyruvate
ADP
Substrate-level phosphaorylation
ATP

Pyruvate

Hinh 3.1. So d6 chu trinh EMP
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+ Giai doan dau: giai doan “dau tu ning lugng” bao gém 5 phan tng dau tién. O
giai doan nay dudng duoc hoat hda bai ATP tir phan tmg phosphoryl héa, dé tao
fructose -1,6 diphosphate. Pudong ndy sau d6 dugc cit thanh hai phan tir triose
phosphate.

+ Giai doan sau: 13 giai doan “phat sinh ning lugng” bao gdm 5 phan tng tiép
theo. O giai doan ndy céc triose — phosphate s& duoc hoat hoa tiép dé tao thanh hai hop
chit chua cac lién két phosphate cao ning la 1,3 - diphosphoglycerate va
phosphoenolpyruvate. Hai chit ndy s& chuyén phosphate cao ning ADP dé tao thanh
ATP.

Tir glucose qua con dudng EMP tao thanh 2 ATP, hiéu suét ciia con duong nay
khoang 51%.
*Con duong Hexomonophosphate (HMP)

ANADP"  3MNADPH + aH" ANADP"  3NADPH + 3H
Eglucnsa-ﬁ-@é-LF 3  B-phosphogluconate %’3 ribulm-ﬁ-@
A 3H.0 aco,
Ribose-5-(P) Xylulose-5- (P)

Transketolaze I

Glyceraldehyde-3- (P) Sedoheptulose-7-(P)

Transaldolase I

; Fructns!ﬁ-@ Eﬁhm}i“'@ WIUIGJ‘L'E'(@
Transketolaze I

N Fructose- ﬁ(@)

G:ﬁ:lraldlr‘.‘! Q)]
Frur.tnsa e @QL Fructose-1,6- blE@ _/ Pyruvate

Hinh 3.2. So do chu trinh Pentose phosphate
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bPuoc O. Warburg, F. Dickens, B.S. Horecker va E. Racker kham pha vao nhitng
nam 1940-1950, con dugc goi la con duong Pentose phosphate (PP). Pac trung cua
con dudng nay 1a tao ra NADP-H (nicotineamide adenine dinucleotide phosphate), két
qua tir mot phén tir glucose tao thanh 1 ATP, gdm hai giai doan chuyén hoa:

+ Giai doan oxy hoa: gdbm 3 phan tng, cac phan tng nay déu 1a qua trinh khir
NADP" thanh NADH. Phan tng dau tién c6 su tham gia cia enzyme glucose — 6 —
phosphate dehydrogenase. Khi d6 glucose — 6 — phosphate (G6P) s€ bi oxy hoa thanh
lacton, tiép tuc bi thuy phéan nho enzyme lactonase dac hi¢u dé tao thanh 6
phosphogluconate (6 —PG), 6-PG tiép tuc bi 6xy hoa tao thanh NADPH va pentose.

+ Giai doan khong oxy hoa: ribulose-5-phosphate tiép tuc dugc chuyén hoéa dé
tao thanh ribose 5 phosphate (Ri -5- P) nhd enzyme phospho-pentose-isomerase.

*Con duong Entner — Doudoroff (ED):

Glucose

Glucose dehydrogenase NAD(P)*
NAD(P)H +H-

Gluconate

Gluconate dehydratase l\’
H0

2-keto-3-deoxygluconate

KDG-Aldolase A

Pyruvate Glyceraldehyde

NADP+
Glyceraldehyde dehydrogenase

NADPH +H*

-

Glycerate

Glycerate kinase ATP

ADP

o

2-phosphoglycerate

Enolase
H.0
Phosphoenolpyruvate
Pyruvate kinase ADP
ATP
Pyruvate

Hinh 3.3. So do6 chu trinh ED



La con dudng phan giai hexose nay dugc kham phé lan dau tién ¢ vi khuin
Pseudomonas saccharophila. San pham dic trung cho qua trinh nay 13 2 keto-3 deoxy-
6 phosphogluconat, nén con dugc goi la con duong KDPG.

Con dudng ED duoc mét s it vi sinh vét sit dung, cha yéu 1a chi Pseudomonas.
M&i phén tir glucose qua con dudng ED chi tao ra duge 1 ATP, vi vy hiéu suét ning
lugng cua con duong nay cling vao khoang 25%.

Nhu vay, tir glucose qua cac con duong EMP hoac PP hodc ED céc vi sinh vat
chi thu duoc rat it niang luong 1-2ATP, phan ning luong chi yéu van con tich liy
trong cac NADH, NADPH, va nhit 13 trong pyruvate. Pic biét tir glucose dén
pyruvate, mdi chi c6 mot moi lién két carbon (C-C) dugc cit ra.

Pyruvate

CoA

NAD'

NADH + H’

CO,

Acetyl-CoA (2 carbons)
\
————
NADH + H- Oxaloacetate Citrate
HO
NAD’
Cis-aconitate
t-Malate HO
6 carbons
H
o Isocitrate
Fumarate
4 carbons R NAD’
FADH,
NADH + H'
FAD 5 carbons
Succinate
CoASH
Succinyl-CoA
GDP
PI

Hinh 3.4. So d6 chu trinh TCA
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Trong qua trinh oxy hda hoan toan, pyruvic acid tao dugc tir cac con duong trén
duogc cac vi sinh vat ho hip hiéu khi sir dung triét dé thong qua chu trinh tricarbocylic
acid (TCA) hay con goi 1a chu trinh Krebs.

Tuy thudc vao hé enzyme cua vi sinh vat, néu & vi sinh vat hiéu khi bit budc
thyc hién qua trinh oXy hoa hoan toan thi hop chat 3 carbon nay s& duoc oxy héa dén
cung dé tao ra CO, va H,O thdng qua chu trinh TCA. Trong truong hop oxy hoa
khong hoan toan, cac vi sinh vét cling tién hanh ho hip hiéu khi nhung san pham tiét
ra moi truong 1a nhitng chat hiru co chi duoc oxy hoéa mét phan nhu cac cetoacid,
acetic acid, gluconic acid, fumaric acid, citric acid, lactic acid va hang loat cac hop
chét hitu co khac. Céac san pham nay giéng voi san phim cta mot s6 qua trinh 1én men
nhu 1én men propionic, butyric, lactic... nén con dugc goi 1a “lén men oxy hoa”.

M6t phan ning lugng cé thé thu dugc tir sy phan giai glucose thanh pyruvate
qua cic con dudng néi trén nhung phan 16n niang luong lai duoc giai phong khi
pyruvate bi phan giai hiéu khi thanh CO, trong chu trinh TCA. Dua vao s lugng C
clia cac chat trung gian ¢ thé chia chu trinh TCA lam 3 giai doan:

- Phire hop da enzyme pyruvate dehydrogenase thuc hién qua trinh oxy hoa
pyruvate thanh CO, va acetyl — CoA, la mét phan tir cao néng bao gdbm coenzyme A
va acetic acid noi vdi nhau qua lién két cao nang thioester.

Acetyl — COA xuét hien tu sy phan giai cua cac chat khac nhau nhu
chét ddi véi chu trinh TCA 1a acetyl-CoA.

- Su két hop acetyl-CoA véi oxaloacetate (chat trung gian 4C) thanh citrat va
mo dau ching 6C. Citrat (chtta 3 gdc COOH) dugc sap xép lai tao thanh isocitrat. Sau
d6 isocitrat bi oxy hoa va loai carboxyl hai 1an tao ra - ketoglutarat rdi succinyl-CoA.
O giai doan nay 2NADH dugc tao thanh va 2C bi tach khoi chu trinh nhu CO,.

- Giai doan 4C trong d6 qua hai budc oxy hoa xuét hién mét FADH, va mot
NADH. Ngoai ra, GTP (mdt phan tir cao nang twong duong ATP) dugc tao thanh tir
succinyl — CoA nho phosphoryl héa & mirc d6 co chat. Cubi cung oxaloacetat dugc tai
tao va san sang két hop vi mot phan tir acetyl — CoA khéac. Tir hinh 3.4. nhan thay
chu trinh TCA tao ra 2 CO,, 3 NADH, 1 FADH, va 1GTP di v&i mdi phan tir acetyl-
CoA bi oxy hoa.

Trong cong nghi€p 1én men noi chung, trur truong hop thu nhén sinh khéi don
thuan, nguoi ta co tao diéu kién cho vi sinh vat co thé str dung nguodn dinh dudng

cacbon dé téng hop cac san pham can thiét nhiéu hon so véi viéc ting sinh khéi va tao
thanh CO..

Céc qua trinh ngoai bao

Tinh bot—% > Maltose 5> Glucose

o, p-amylase——  Té bao vi sinh vat o

glucosidase

Cac qua trinh ndi1 bao

Glucose
Céac enzyme Céac enzyme
CO,, rugu vacac COZ, ruou va cac
san pham trao doi 40 san pham trao d6i
chat ky khi khac chat hiéu khi khéc

Hinh 3.5. So' d6 dong héa tinh bét & vi sinh



Co chét dinh dudng 1am ngudn carbon trong qua trinh trao d6i chat va trong 1én
men la cac loai duong saccharose, maltose, lactose, glucose, cac duong hexose khac va
cac loai ngii cdc. Khong phai tat ca cac vi sinh vat déu c6 thé sir dung duoc cac ngudn
carbon nay, chi co cac té bao vi sinh vat h¢ enzyme chuyen hoa chung thanh glucose
méi c6 thé dong hoa. C6 mét s loai co h¢ enzyme chuyén hoa céc paraffin ciia dau
mo, cac dang khi d6t nhu methane 1am ngudn dinh dudng carbon.

1.2. Dinh dwdng nitrogen

Vi sinh vt cling nhu tat ca cic co thé song khac can nitrogen trong cac qué trinh
song dé xay dung té bao. Tat ca cac thanh phan quan trong cua té bao déu cé chua
nitrogen (protein, acid nucleic, enzyme...). Tat ca cac loai protein déu dugc ciu tao tir
cac amino acid. Cac amino acid co trong té bao vi sinh vét ¢ dang tu do 13 nguyén liéu
dé tong hop cac phan tur protein. Cac amin0 acid dugc tao thanh do qua trinh trao doi
carbon va nitrogen. Viéc tong ‘hop céac amino acid trai qua hang loat cac phan (mg
phtre tap voi sy xuc tac cua nhiéu enzyme khac nhau, gdm hai loai phan tmg co ban c6
trong té bao vi sinh vt 1a phan g amine hoa va phan ting chuyén amine.

Phan Gng amine héa gém hai giai doan: giai doan thir nhét 13 viéc tao thanh
iminoacid nho¢ 1ién két vdi NH3 khong c6 sy tham gia cia enzyme, giai doan thir hai 1a
giai doan khir nhém imine thanh amine dudi tac dung ctia dehydrogenase:

CH;—-CO-COOH + NHj; » CH;—C=(NH)-COOH + H,0
acid pyruvic
NADH,
Alanine-dehydrogenase

CH3;CH(NH2)COOH
alanine

Mot sb amino acid dugc tao thanh nho phan tng chuyén nhom amine cho o —
cetoacid:

COOH
?OOH COOH | ?OOH
coO
CH — NH; | > € . o Nh
| . coO < |
| CH,
?Hz R | R _ _
COOH a—cetoacid COOH Amino acid

. . Acid oxaloacetic
Acid aspartic

Cac amino acid tao thanh dugc hoat hoa s€ lién két véi RNA hoa tan r0i chuyen

vao ribosome, & ddy xay ra sy tong hop cic mach peptide va protein. Mot s6 amino
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acid duoc tong hop voi luong qua nhiéu so v6i nhu cau sinh 1y cua vi sinh vat s& du:orc
tiét vao méi truong nudi cay. Hién tuong nay goi 1a hién tuong “si€u tong hop” v
duoc ap dung vao cong nghiép 1én men cac amino acid.

Nitrogen trong khong khi rat phong phu, song né ciing rat bén ving Ve mat hoa
hoc, khé bi khir hoic bi oxy hoa, chi c6 mét sé vi sinh vat goi 1a vi khuan ¢ dinh dam
moi c6 kha niang ddng héa nito trong khong khi.

Trong tit ca cac moi truong nudi cy can thiét phai c6 cac loai hop chat nitrogen
ma vi sinh vat co the ddng hoa dugc. Viéc chon ngudn nitrogen 1a rat can thiét dé dam
bao dugc hiéu suit cao va ¢ loi v& mit kinh té trong san xudt vi sinh vat. Cac ngudn
nitrogen dung trong cong nghiép 1én men thudng 1a cac hop chat nitrogen hitu co va
vO CO.

Céc amino acid co thé dugc bod sung vao moi truong dang tinh khiét hodc & dang
hop chét protein. Cac amino acid ¢ day khong nhimg 13 ngudn nitrogen ma con la
nguon carbon.

Céac amino acid c6 mat trong moi truong thuong khong dugc vi sinh vat st dung
truc tiép ngay lam nguyén li¢u xay dung t€ bao. Muodn st dung dugc cac amino acid
nay vi sinh vat thuong phai tién hanh hai loai phan Gng trao doi chat: phan tmg khr
amine va phan tng khtr carboxyl.

Phan tmg khir amine xay ra trong diéu kién hiéu khi, NH; duoc tach ra khoi phan
tir amino acid va tao thanh cetoacid.

R-CH-COOH + 12 O, —» R-CH-COOH +  NH;
| |
NH3 @)

O day c6 sy tham gia ctia enzyme deaminase. Ving hoat dong ctia enzyme nay &
khoang pH 6,5 — 7,5. Hoat luc khir amine tuy thudc vao ching vi sinh vat va diéu kién
nudi cay chiing. Nhu vay chi ¢6 nhiing loai vi sinh vét nao c6 kha niang khir amine méi
¢6 kha ning st dung amino acid. Trong qua trinh nudi cdy cac vi sinh vat nay déu xay
ra cac phan tmg khir amine. O giai doan dau NH; dugc tao thanh tir cac amino acid ¢6
trong moi truong dinh dudng, ¢ giai doan cudi viéc khir amine thuc hién & nhiing
amino acid duoc tao thanh do hién tu:orng tu phéan cua té bao.

Khi pH méi truong chuyén vé vung acid s€ xdy ra cac phan ing khir carboxyl cac
acid amin va tao thanh cac amin: san pham decarboxyl ciia mot s6 acid amin c6 doc t6
cao nhu lysine — cadaverin, octinin — putrexin. O té bao xa khuan va vi khuin thuong
thay cac phan tng khir carboxyl cia acid glutamic.

Céc acid amin trong dang hop chat thuong la cac protein cua ddu tuong, kho lac
va pepton. Mudn dong hoa duoc cac hop chét nay vi sinh vat phai tiét vao moi truong
hé enzyme protease dé thiy phan protein thanh cdc amino acid. R4t nhiéu loai ndm
mdec, vi khuan, xa khudn c6 hoat tinh protease cao: Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Rhizopus, Actinomyces, Clostridium, Bacillus... Nhitng amino acid, purine va
pyrimidine 13 nhirng ngudn nitrogen thich hop hay duoc vi sinh vat st dung.

Urea dugc dung trong cong nghiép sinh tong hop c6 hai tac dung: 1am ngudn N
va lam chit diéu chinh pH, dudi tac dung cua enzyme urease, urea phan huy thanh
CO, va NHs.

(NHz)zco +H,O0O —/> 2NH3; + CO,
urease



Vi sinh vat thuong khong truc tiép dong hoéa duogc nitrate ma phai trai qua cac
qua trinh bién doi:
4AH; + HNO3 — NH3 + 3H,0

AH, 13 chat khir c6 trong moi truong.

HNO; — HNO, — (HNO), — NH,OH — NH;3
Acid nitric Acid nitro Hyponitric ~ Hydroxylamine

Qua trinh nay duogc thuc hién nhd hé enzyme nitratreductase

Téng hop Amino acid
A . . . 2
. amlnf acid (sinh tong hop
degammase thira)

Tong hop protein

Amino acid
A T
prqtease _ _ _ Céac san pham
Amino acid bac hai khac
Protein
T _ protease
‘ Protein ‘

Qué trinh xdy ra | Qua trinh xay ra | Qua trinh xay ra

ngodi té bao trong t€ bao ngoai t€ bao

Hinh 3.5. Qud trinh chuyén héa nguén nitrogen hitu co ¢ vi sinh vit

Urea \

HNO /A . N
l ’ @ Tong hop > Amino acid

amin$ acid (sinh tong hop
HNO, 7 thtra)
Tong hop protein
ammon . Céc san pham

Amino acid " bac hai khac

T _ protease
Protein ‘

Qua trinh xay ra | Qua trinh x4y ra

ua trinh xay ra , e AN
Q y trong té bao ngoai t€ bao

ngoai t€ bao

Hinh 3.6. Qud trinh chuyén héa nguén nitrogen Vo co & vi sinh vit



Tat ca cac loai vi sinh vat déu dong hoa dugc mudi ammon. Viéc su dung ngudn
nito hiru co, ure va cac mudi ammon déu gan lién véi viéc tach NH; ra rdi hap thu vao
té bao. Nhu vy, NHj 13 trung tAm cua cac con duong dinh dudng nitrogen cua vi sinh
vat. Trong truong hop dung cac mudi ammon 1am ngudn nitrogen thi vi sinh vat sur
dung cac goc acid it hon goc ammon, vi vay moi truong s& chuyen vé phia acid. Pé 6n
dinh pH nguoi ta thuong bod sung vao méi truong CaCOs dé trung hoa cac acid vo co
va hitu co tao thanh trong qua trinh 1€n men.

Anh huéng ciia ngudn nitrogen dén kha ning sinh téng hop cua vi sinh vat khong
nhimg phu thudc vao chinh ban than ngubn nitrogen ma con phu thudc vao ca ty sb
C:N trong moi truong. Ty s6 nay c6 nhiéu y nghia, tao cho vi sinh vat kha nang trao
d6i chét thich hop, kha nang tich ty cao cac san pham sinh tong hop va tao thanh cac
hé enzyme dé tién hanh céc phan tng sinh héa theo hudng co loi.

1.3. Dinh duwdng khoang
1.3.1. Cdc hgp chit phosphorus (P)

Su c6 mat cua cac hop chit P va néng dd cua chung trong moi truong c6 anh
huong rat 1on dén qua trinh trao d6i chit trong té bao vi sinh vat. Thay d6i ndng do cac
hop chat P trong moi truong sé dan dén thay d6i cac qua trinh tong hop hang loat cac
hop phan cia té bao co chira P, té bao chat va chat nhan. Ngoai ra, P c6 Ltrong moi
truong con cé tac dung didu chinh hoat tinh hé enzyme dong hoa cac ngudn thic an
carbon.

Trong té bao vi sinh vat thudng gip cac hop chét polyphosphate, 1a cic hop
chat c6 méi lién két gidu ning lugng — P — O — P chtra khoang 10kcal/mol. Céc
polyphosphate chia lam hai nhém: nhém hoa tan trong acid va nhom khéng hoa tan
trong acid. Nhom thir nhat co trong té bao vi sinh vat ¢ trang thai ty do, khong lién két
v6i bat ky mot hop chét hitu co nao khac. Trong phan tir nhém nay chira tir 3 — 25 gbc
phosphate. Nhom thir hai 1a cac phirc chat polyphosphate — nucleic hodc 13 cac phirc
chét véi thanh phan khac cua té bao nhu protein. Cac polyphosphate chira nhiéu ning
luong va co thé so v6i ATP. O nhom P ciaa ATP duogc chuyén cho polyphosphate hoic
nguoc lai:

ATP + (PO3), —— > ADP + (PO3) nu1

Pé tong hop dugc polyphosphate trong méi truong can phai c6 ngudn P va
ngudn ning luong.

Chtrc nang cua polyphosphate la tham gia vao sy van chuyen glucose qua mang
té bao. Vai trd cua polyphosphate trong truong hop nay la chuyén cho glucose gbc
phosphate, sau do glucose dugc bién ddi theo con duong phosphoryl. Trong giai doan
nay mam ciia bao tir nAm mdc va khi budc vao pha tiém phét cta sy phat trién cia vi
khuan nguoi ta nhan thiy co su tong hop manh mé céc polyphosphate cao phan tr va
cac polyphosphate phan tur thap O giai doan nay rd rang ham lugng cac polyphosphate
hoa tan trong acid giam di rat nhidu & cac té bao vi sinh vat. Cac enzyme phan giai cac
polyphosphate khong hoa tan trong acid ¢ trang thai khong hoat dong. P trong moi
truong khong di vao thanh phan cua bao tir nam mdc. Vi vay, trong sy téng hop acid
nucleic cac polyphosphate la ngudn P. Khi t& bao vi sinh vat bat dau sinh truong
manh, phan cit manh mé& va khi tao thanh khuan ty ¢& ndm moc cic hop chat
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polyphosphate khong tan trong acid duoc s dung cho qua trinh sinh téng hop protein
va acid nucleic. Khi chuyén vao pha sinh trudng on dinh thi viéc st dung cac
polyphosphate vao cac muc dich nay s€ dung lai. Ty sd gilta polyphosphate hoa tan va
khong hoa tan trong acid c6 trong té bao phu thudc va diéu kién nudi cay va mdi diéu
kién nubi cay s& 1am cho cic enzyme depolymerase polyphosphate hoat dong & cac
muc do khac nhau.

Ngudn phosphate c6 mit trong mdi tredong nudi cdy vi sinh vat thudng 1a cac hop
chit P hitu co ¢c6 trong bot dau, cao ngd, ba rugu, kho dau...va cac hop chit P vo co
nhu cac mudi monophosphate, amon va superphosphate. Yéu cau vé P cta vi sinh vt
phu thudc vao chung loai, vao ty 1& moéi truong (ty 1&¢ C:N) va diéu kién nudi cy.
Nong do cac nguodn P qua cao cling lam cho vi sinh vat phat trién kém va giam hiéu
suét sinh tong hop.

Néu trong mdi trudng co6 calcicum carbonate khi thanh trung cac hop chat P vo
co s& két hop véi ion Ca™ va tao thanh két tiia. Vi sinh vat thuong st dung nhanh céc
hop chat P v6 co hoa tan, cac hop chat P vo co khong hoa tan trong moi truong thuong
dugc s dung it va cham. Anh hudng cac hop chat P hiru co dén qua trinh trao doi

carbonhydrat va céc qua trinh sinh tong hop 6 thé khac voi mudi phosphate. Khi dung
cao ngd, bot ddu twong....can phai chi ¥ dén hop chat hiru co chira P 1a phytine. Chat
nay la mudi Ca — Mg cua acid inozitphosphoric. Inozit 1a rugu mach vong 6 nguyén tir
carbon co cau tao giong véi glucose.
1.3.2. Cdc chit khodng khdc
Trong té bao vi sinh vat c6 hang loat cac chat khoang khac: Mg, Na, Fe, Al, Zn,
Mn, Pb,...Vi sinh vat lay cac chat khoang tir méi trudong dinh dudng. Cé truong hop
phai b6 sung vao mdi truong mot s6 cac dang muoi khoang hoac c6 khi ching c6 san
trong cac nguyén liéu pha moi truong (duong, bdt, cao ngd, ri duong, calcium
carbonate ....) va trong nudc.

Nhirng hop chat khodng ctia mdi truong cé nhiéu y nghia sinh 1y khac nhau. Mot
trong nhiing tinh chat cia chung 1a 1am thay doi trang thai keo cua té bao chat. Dudi
tadc dong ctia muoi vo co 16p bé mat t€ bao khong ngung thay doi va dan dén lam thay
doi toc do cac phan ing enzyme trong qua trinh trao doi chat.

Mudi dn ((NaCl) trong mdi truong 1én men cac chat khang sinh, ngoai tac dung la
nguon cung cap ion CI' con ¢6 tac dung lam thay d6i suc tham thau ctia mang té bao,
tao diéu kién cho viéc tiét chat khéang sinh tir cac soi méc, xa khuan vao moi truong dé
dang. Mot so kim loai (Zn, Fe, Mn, Mg...) la cac chat hoat héa enzyme. Chung tham
gia vao cau tir phan tir enzyme va cac enzyme nay dugc goi la metaloenzyme.

Co ché tac dung ctia cic cation kim loai trong cac phan (mg enzyme c6 thé 1a:

+ Kim loai 1a thinh phan ciia trung tim hoat dong

+ Kim loai lam dinh hinh va 6n dinh phan tr protein dé co tac dung xuc tac
enzyme

+ Kim loai tac dung lén co chét, 1am thay ddi cAu trac dién tir va dé dang tham
gia cac phan tng enzyme.

+ Kim loai gitip cho coenzyme két hop v&i apoenzyme

+ Kim loai thyc hién chuc nang la cau nbi gilra enzyme v&i co chit dé tao thanh
hop chat trung gian.
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Trong cong nghiép 1én men noi chung can nhiéu nudc dé pha moi truong. Trong
nuoc da co san nhleu nguyén tb khoang. Viéc chon ngudn nude thich hop cho dbi
tuong 1én men la can thiét. Trong nudc néu cd qua cao cac ion kim loai, dic biét 1a Fe,
s€ lam giam hi¢u suét 1én men. Ngoai Fe ra con mdt s6 kim loai nhu Zn, Cu, Mn, Mo,
B, K, Mg, Ca...cling c6 anh huong 16n dén hoat tinh sinh téng hop cua vi sinh vat.
Mot s6 kim loai duge sir dung voi mot luong rat it nén chung dwoc goi 1a cac nguyén
t6 vi luong, va chung thuong cé san trong cac nguyén liéu pha moi truong. Mot vai
moi truong khi pha can thém cac nguyén to vi lugng ¢ cadc dang muoi, hay dung la
mudi sulphate, v6i nong d6 phan triéu (viét tat 12 ppm).

Trong san xuit cong nghiép ngudi ta dung cao ngo, ri duong, nudc cham, cac
loai bot... Trong cac nguyén li¢u ndy co thay cac nguyén t Al, As, Bo, K, Cr, Co, Cu,
Fe, Mn, Ni, P, Zn,....Ham luong mot s6 kim loai (% trong luong khd) c6 trong cao
ngo6 nhu sau: Mn 0,004; K 0,5-1,5; Cu 0,001; Mg 0,5 -1,0; Zn 0,05.

Tac dung hon hop céc nguyén t kim loai co trong mo6i truong khac voi tac dung
clia ting nguyén td riéng biét. C6 thé sy c¢6 mit nguyén t6 ‘nay s€ lam giam tac dung
kim hdm hodc lam tang tac dung kich thich cua nguyén t6 kia. Song, ty 1¢ gitra cac
nguyén t6 khodng trong moi truong clng can phai xac dinh bang con duong thuc
nghiém. Vi du ty 18 cic chat khoang thich hop trong nudi cdy cic chung sinh
penicillin: K,HPO,: MgSO,4: NaNO; = 0,475: 0,05: 0,475.

Trong mot vai truong hop kim loai tham gia vao thanh phan phan tir cua hoat
chat sinh hoc. Vi du Co c6 trong thanh phan vitamin Bi,, Fe c6 trong cac chat khang
sinh, grisein. Trong cac truong hop ndy méi trudng can bd sung mudi Co hodc mudi
Fe trong qué trinh 1én men.

2. NHU CAU DINH DUONG CUA VI SINH VAT VA MOI TRUONG NUOI
CAY
2.1. Nhu ciu dinh dudng

Cac chat dinh dudng da lugng va vi luong c6 y nghia rat 16n trong qua trinh
nudi cay, Ién men cac chung vi sinh vat. Hiéu duoc cic nguyén t, ham luong ciu
thanh té bao, ngudn gbc cac chat dinh dudng ciing nhu vai tro cia chiing d6i voi té bao
vi sinh vat 1a rat can thiét trong nghién ctru t6i vu hoa moi trudng nudi cdy va 1én men
san xuét cac san pham trong cong nghiép.

Mot s6 loai co thé sir dung cac hop chat don gian lam ngudn dinh dudng cho tat
ca cac chat dinh dudng da lugng, vi lugng, nguyén t6 vét va tir d6 chung tong hop tat
ca cac phan tir hop chit can thiét cho sinh trudng. Nhitng sinh vét khac khong c6 kha
nang trao d6i chat rong va su sinh truéng ciia chung phu thudc vao cac phan tir hitu co
c6 sin ma chung khong c6 kha ning tong hop duoc. Do vay, chung phai thu nhan cac
hop chét nay tir mdi truong.

Tuy thudc vao nhu cau cac chét 12 nhan t6 sinh truéng (gdm cac vitamin, cic
amino acid, cac nucleic acid) vi sinh vat thuong chia lam hai nhom:

+ Nguyén dudng: 13 nhitng vi sinh vat khong nhat thiét can cac nhan td sinh
truong, nhitng yéu t6 cia moi nudi ciy 1a day du ddi véi chung. Vi du, loai méi trudng
toi thiéu ¢ cac thanh phén sau (g/l): glucose - 10,5; K;HPO, — 1; KH,PO,- 3,5;
MgSO,.7H,0 -0,05; Fe,S0O,.7H,0 — 0,005; NaCl.2H,0 -0,05, MnCl,.4H,0 -0,02 va
nude cat -1000ml.

+ Khuyét dudng 1a nhitng vi sinh vat doi hoi cac nhan t sinh trudng (cac chat
hitu co nhit dinh) cho sy sinh truéng cta chung.
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Trong qua trinh 1én men, mot moi trudng nudi cdy tot nhat phai 1a moi truong
dam bao cho qua trinh san xuit tot nhat v6i hiéu sudt cao nhit trong thdi gian ngin
nhat va gia thanh thip ddi véi cac ching vi sinh vat cho trudc.

2.2. Cach tinh thanh phin maéi trwdong nudi cay vi sinh vat
Ngay nay, nguoi ta kiém tra ty 1& carbon: nitrogen : phosphorus : kalicum c6

trong moi truong nudi cdy vi sinh vat trong duong véi ty 18 nay trong sinh khéi vi sinh
vat dé can dbi cac thanh phan dinh dudng hop 1y. Ty 1é cac chat nay trong sinh khéi vi
sinh vat nhu sau: C : N : P : K =50:10:4 : 1. Trong qua trinh nudi cdy vi sinh vét
hiéu khi, mot ntra ngudn C dong héa vao sinh khdi con mot ntra qua hé hap thanh CO,.
Do vay, trong méi truong 1én men hiéu khi, ty 16 cac chat1a C : N : P:K=100:10:4

: 1. Tuy nhién, trong diéu kién 1én men ky khi thi khoang 90% ngudn C phan huy duoc
dung vao trao doi ning luong. Do do, ty 1é cac ngudn tot nhat trong 1én men ky 1a C :
N:P:K=500:10:4:1.

Tuy nhién dé tinh chinh x4c ngudn C bd sung vao moi trudng 1én men phi hop,
Aiba (1965) tinh theo cach sau: Néu ta mudn san xuat dugc 40g/1 té bao kho cua vi
khuén hiéu khi chira nguyen t6 C béng 50% khéi lwong ciia nd va cé thé bién d6i duoc
50% C c6 trong co chét thi co chat do phai chira: [(40x50)/100]x (100/50) = 40g C.
Con neu lugng C d6 dugc cung cip dudi dang glucose thi cong thirc cia mdi moi
truong can [40x (180/72)] = 100g glucose

Phép tinh tuong tu cho phép ta xac dinh dugc khdi lugng hop chét nitrogen can
phai dua vao méi trudng. Tuy nhién sir dung dang ndo cta ngudn C va N 1a t6i wu
hoan toan phu thudc vao ban than vi sinh vat va chi co thé xac dinh chinh xéc bang
thuc nghiém.

Trong mdi truong nudi cdy ngudn C va ning luong duoc dua vao & pham vi 10 —
100g/1. O nhiéu ching vi sinh vat, néng d6 can thiét dé duy tri tbc do cuc dai 1a rat
nho, d6i voi duong thi chi khoang 1 — 10mg/l; amino acid va vitamin thi té bao chi
can ndng d6 1 — 100 pg/l.

Mot thanh phan can thiét cho sinh truéng ctia vi sinh vat hiéu khi 1a oxygen.
Johnson (1959) da dua ra cong thure cho phép tinh lugng oxygen can thiét cho sinh
truong ctia mot vi sinh vat hiéu khi, phat trién trong co chat gom cac carbonhydrat nhu
sau: milimol O,/phut = (3333 : y) — (40,8x G) trong d6 y — khéi lugng té bao vi khuan
khé tao thanh tir 100g glucose; G —tdc d6 phat trién tinh bang g/phut.

Nhu cau O, thay ddi & cac vi sinh vat khac nhau, nhu tdo, nim hay mot s6 vi
khuan hiéu khi hoan toan, nhét thiét doi hoi lugng O, hoa tan cao; nguoc lai nim men
hay vi khuan ky khi tity tién c6 thé phat trién trong diéu kién c6 O, hodc khong c6 O,.
3. NGUYEN LIEU TRONG SAN XUAT
3.1. Cac hop chit cung cip ngudn carbon
3.1.1. Céc nguyén ligu nguén tinh bjt

Céc loai ngii cHc va bot sén: trong cac loai bt ngii coe thuong dugc dung 1a bot
gao, bot ngd da tach phoi, khoai mi, bot dai mach....Ngoai thanh phan chu yéu 1a tinh
bot, cac loai bot nay con chira cac hop chit protein, cac chat xo (chu yéu 1a cellulose)
va cac chat khoang.

Khoai mi duoc coi 1a nguyén liéu chira tinh bt c6 nhiéu thanh phan dinh dudng
thuan loi cho nhiéu qua trinh 1én men. Trong khoai mi con c6 nhiéu chat khoang nhu
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K, Na, P, Mg va Fe. Vi sinh vét rat can cac chat khoang nay dé tao ra cac san pham thir
cap. Mit khac khi 1am ngudn thyc pham cho con ngudi lai 1a loai thyc pham thiéu dinh
dudng nén gia thanh khoai mi thuong rat ré va 1a loai dé trong nén duoc st dung 1am
nguyén liéu cho nhiéu qué trinh I8n men. Thanh phan hoa hoc ctia khoai mi bang 3.1.

Bang 3.1. Thanh phan héa hoc trung binh ciia khoai mi

STT | Thanh phan | Ponvi | S6 lwong | STT Thanh Pon vi S6
phan luwgng

1 | Protein % 11 8 |P mg/100g | 30,0
Lipid % 0,2 9 |Fe mg/100g 1,2

3 | Glucide tong % 36,4 10 | Vitamin B; | mg/100g | 0,03
SO

4 | Cellulose % 1,5 11 | Vitamin B, | mg/100g| 0,03

5 | Tro % 0,8 12 | Vitamin PP | mg/100g 0,6

6 |K mg/100g 394 13 | Vitamin C | mg/100g 34

7 |Ca mg/100g 25,0 14 | Acid folic | mg/100g 520

Ngb méanh 12 mot loai nguyén liéu rat thong dung trong cac qua trinh 1én men.
Ngb manh chira nhiéu glucide, protid va ca lipid. Uu diém cua ngd manh 13 vat liéu
101, tinh bt co trong ngd manh thuong khong tao khéi két dinh nén thuan loi dé 1am
moi truong ban ran trong nudi cay bé mat. Ngoai ra chung lai dé bao quan, dé mua va
ré tién. Thanh phan hoa hoc ciia ngd manh bang 3.2.

Bdng 3.2. Thanh phan héa hoc trung binh ciia ngé manh

STT Thanh Pon vi S6 STT | Thanh | Pon vi S6
phan lwong phan lwgng
1 Protein % 8,5 9 P mg/100g 190,0
2 Lipid % 3,2 10 Fe | mg/100g 2,3
3 Glucide % 71,8 11 Mg | mg/100g 85
4 Cellulose % 1,7 12 Zn mg/100g 1.4
5 Tro % 0,8 13 Cu | mg/100g 0,16
6 Ka Mg/100g | 310,6 14 Mn | mg/100g 0,5
7 Ca Mg/100g 30,0 15 Co | mg/100g 22,4
8 Na Mg/100g 10,4 16 Mo | mg/100g 35

Cam gao duoc sir dung nhiéu nhit trong nudi cy vi sinh vat. Trong cam gao
chtra day du cac chit phu hop cho sy phat trién cua vi sinh vat, trong d6 ndm soi phat
trién rat manh trong moéi trudng cam. Trong thanh phan hoa hoc cua cam, ham luong
tinh bot chiém khdi lugng 16n.

Tuy nhién tinh bdt ctia cdm 1a tinh bot cua gao nén rat d& tao ra su két dinh khi
ta tién hanh gia nhiét trong qué trinh thanh tring. Sy két dinh nay tao thanh mot khoi
chat ch€, ngan chéan sy van chuyén O, trong khdi moi truong. Chinh vi vay trong qua
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trinh san xuat str dung cam gao ngudi ta thudng cho vao mdi trudng khoang 25% triu
lam chat don tao kha nang xam nhép cia khong khi vao méi truong. Thanh phan hoa

hoc cia cdm gao bang 3.3.

Bdng 3.3. Thanh phdn héa hoc trung binh ciia cdm gao

STT | Thanh Ponvi | SO lwong
phan
1 Protein % 12,2
2 | Lipid % 22,7
3 | Glucide % 40,3
4 Cellulose % 6,3
5 Tro % 6,5
6 Ca mg/100g 30,0
7 P mg/100g 4,6
8 Fe mg/100g 14.0
9 Vitamin B, mg/100g 0,96

Céc nguyén liéu tinh bot c¢6 thé sir dung cho 1én men tryc tiép voi cac ching vi
sinh vat c6 kha nang sinh ra enzyme amylase ngoai bao, dac bi¢t la trong phuong phap
nuoi cay bé mat. Ngoai ra, ngudn nguyén liéu niy phai qua giai doan thiiy phan thanh
duong roi méi dung chuan bi méi truong dinh dudng.

Dé cung cap ngudn C chua yéu 13 dudong glucose thi bot sin, bot ngd, khoai tay
la nhitng nguén nguyén liéu tot nhat. Trong bot san chu yéu chira tinh bot, cac ham
lugng nitrogen hiru co, khoang, vitamin c6 véi lugng rat it.

Thuy phan cac loai tinh bot, hai cach:

+ Thity phan bang acid (HCI hodc H,SO,4) & nhiét d6 cao. Dich thily phan dugc
trung hoa béng Na,COj3; hoic NaOH, néu dung H,SO,4 lam tac nhan thuy phan thi co
thé ding CaCOj; hodc dung nudc voi dé trung hoa, sau d6 dem qua loc khung ban véi
than hoat tinh dé khir mau. Dich thay phin nay chira chii yéu 1a glucose, mot lugng
nho amino acid, cac chat khoang. St dung 1am méi trudng nudi ciy hoic co dic 60-
70% chét kho dé dung dan.

+ Thuy phan bang enzyme: str dung ché pham enzyme tir nAm mdc nudi cy bé
mat hodc nudi cay chim, gébm phuc h¢ enzyme o, p- amylase va glucoamylase. San
pham thu duoc la hdon hop maltose va glucose. Hoac phéi hop ché pham enzyme tir
nam moc va ché pham enzyme tir vi khuan (a- amylase chiu nhiét), hiéu qua ciia qua
trinh thuy phan cao hon.

3.1.2. Cac logi mdt ri

- Mat ri hydrol: dich thu ‘duqc sau khi két tinh glucose ¢ cac co sO san Xuét
glucose tur tinh bot thuy phan bang acid. Trong hydrol c6 t61 40-50% glucose va mot
ham lugong dang ké 1a NaCl.
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- Ri duong 1a mot hdn hop kha phirc tap. Bén canh ham lugng duong 1én men
duge kha cao, trong ri dudng con chira cac hop chat chira nitrogen, cac vitamin, cac
hop chit v6 co, mot s6 chat keo va vi sinh vat tap nhiém 1am bat loi cho qua trinh 1én
men sau nay. Vi vdy, tuy theo muc dich sir dung khac nhau can phai xtr 1y ri duong
trwée khi ding 1am méi truong nudi ciy vi sinh vat. Thanh phan héa hoc cua ri dudng
bang 3.4.

Ri duong mia 14 phé pham thu duoc cua cong nghiép san xuit duong. Ri duong
cli cai 1a nudc cot sinh ra trong san xuat duong tir ¢t cai dudng.

Badng 3.4. Thanh phan héa hoc trung binh ciia ri dwong cii cdi va mia

STT Thanh phén Pon vi Ham lwong ri duwong
Cu cai Du’(‘,mg
mia
1 | Puong tong sb % 48-52 48-56
2 | Chat hiru co khac % 12-17 9,0-12
3 | Protein % 6,0-10 2-4
4 |K % 2,0-7,0 1,5-5,0
5 |Ca % 0,1-0,5 0,4-0,8
6 | Mg % 0,09 0,06
7 |P % 0,02 -0,07 0,6-2,0
8 | Biotin mg/kg | 0,02-0,15 1,0-3,0
9 | Pantotenic acid mg/kg 50-110 15-55
10 | Inozitol mg/kg | 5000 -8000 | 2500-6000
11 | Thiamin mg/kg 1,3 1,8

Ngoai cac ngudn nguyén liéu trén trong cong nghiép lén men con su dung cac
ngudn nguyén liéu sau day dé lam ngudn C nudi cy vi sinh vat thu nhan con hoic
protein don bao:

+ Dich kiém sulfite: La mot loai phé pham cua cong nghiép san xuét cellulose.
Dich kiém sulfite c¢6 thanh phan: 80% chat kho 1a duong hexose (glucose, mannose,
galactose), phan con lai 13 dudng pentose. Ngoai ra trong dich kiém sulfite co chua
acid ligninsulfuric. Acid nay chua dugc vi sinh vat str dung, hién nay dang c6 huong
nghién ctiu dé vi sinh vat c6 thé sir dung acid nay trong cong ngh¢ 1én men. Luu ¥
kiém sulfite c6 dic tinh hap phu nhiéu O,, cho nén khi nudi cdy cac vi sinh vat hiéu
khi ¢ thé giam murc cung cap O, t6i 60% so v6i muc binh thuong.

+ Cellulose dugc st dung dudi dang rom, ra, giéy, mat cua...Cac loai nguyén li¢u
tuy theo ddi tugng vi sinh vat s& co cach xir 1y thich hop khac nhau. Hién nay str dung
tryc tiép cellulose con rat han ché.

+ Hydrocarbon: Ciing c6 thé la ngudn nguyén liéu ding trong cong nghiép 1én
men. Trong qua trinh tim kiém ngudn carbon cho méi truong nudi cay vi sinh vat ¢
quy md cong nghiép, con nguoi da phan lap duoc mot sO vi sinh vat ¢ kha nang sur
dung dugc ngudn hydrocarbon la dau mo va khi dét. Cac ngudn nguyén liéu nay rat
doi dao va ré tlen vi vay viéc st dung vi sinh vat nuoi cay trén moi trudng dau mo va
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khi thién nhién di va dang 1a van d& hap din cac nha nghién ciru cling nhu nha san
xuat.

+ Cac loai dau thyc vat (dau dira, dau lac, ddu dau twong, dau hat bong, dau
huong duong... ) dugc dung trong nudi cAy vi sinh vat v6i vai tro 1 ngudn dinh dudng
carbon, ngoai ra con 1a chat pha bot trong qué trinh 1én men. Trong qua trinh 1én men
vi sinh vat c6 kha ndng tiét ra enzyme lipase s€ phan huy cac chat dau nay thanh
glycerine va cac acid béo.

Bang 3.5. Thanh phdn héa hoc cia cde logi dau thuce vit

Céc loai du Acid béo (%)
Oleic Linoleic Palmitic Stearic Arachidic
Dau lac 50 — 70 13- 26 611 2-6 5-7
Dau bap <45 <48 <77 3,6 <0,4
Dau ddu tuong 25— 36 52 — 65 68 3-5 0,4—-10
Dau bong 30-35 40 - 45 20 — 22 2,0 0,1-0,6
Dau lanh 13-29 15-30 9-11 67 -

3.2. Cac hop chit cung cip ngudn nitrogen

Nitrogen tham gia trong cac thanh phan ciu trac nén té bao vi sinh vat, gitp té
bao hoan thién duoc moi chirc ndng cua hoat dong song, day la nguon dinh dudng
quan trong khong kém gi ngudn carbon. Nitrogen duoc cung cép cho té bao dudi nhidu
dang khac nhau:

* Dudi dang cac hop chit v co va hitu co kha thuan khiét nhu: NH,", NO;
peptone, cAc amino acid (st dung & quy mo phong thi nghiém).

* Trong Ién men cong nghiép, nguoi ta thuong s dung ngudn nitrogen dudi
dang san pham tho goi la nguon nitrogen k¥ thuat, bao gom cac loai sau:

+ Dich thuy phan nAm men: La mot dung dich rat gidu chat bd dudng, gom céc
amino aCId cac peptide, vitamin (dac biét la cac vitamin nhom B). Nguoi ta su dung
dich ndm men thuy phan véi muyc dich bd sung ngudn nito va cac chét kich thich sinh
truong vao moi trudng nudi ciy vi sinh vat.

. Co thé thu nhan dich thuy phan nim men bang nhiéu ghu:(rng phép khac nhau:
bang tac dong cuia enzyme; phuong phap tu phan & 45 — 50°C, pH 6,2... Thanh phan
hoa hoc ciia cac dich thuy phan nAm men phu thudc vao nguyén lidu va quy trinh san
Xuat.

+ Bot dau nanh: 13 phé thai sau khi tach ldy dau, day 1a nguyén liéu li tuong dung
trong cong nghé vi sinh. Loai bdt nay chua téi 40 — 50% protein, 30% carbohydrate,
ham luong dau con lai khoang 1%.

+ Cao ngd: Co dang 16ng sén sét mau nau thim duoc tao nén tir nude chiét ngdm
ngd thong qua qué trinh ¢ dic, luong chat kho chiém 40 — 50%. Trong thanh phan
chat kho chira 3 — 5% dam tong s, 1 — 3% dam amine. Trong cao ngd con chira mot it
protein, mot sb cac amino acid ti do va cac peptide c6 phén tir lwong thap.
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+ Kho lac hay banh dau phong: La xac b thu dugc sau khi ép ddu phong lay dau.
Thanh phan giau protein va mot sé acid béo. Ham luong dam tong sb6 va dam amine
gan giéng véi cao ngod.

+ Dich thay phén cac loai kho dau (dau tuong, lac, hat bong, hudng duong) va
thit, ca...giau N htru co, amino acid. Néu thuy phan bang acid thi nhiéu vitamin va
mot s6 amino acid bi pha huy (tryptophan, cysteine), con thiiy phan bang enzyme thi
lwong cac thanh phan nay day du hon. Cac dich thiy phan nay chinh 1a nuéc chim
(magi, xi dau) va nudc mam.

3.3. Cac ngudn chit khoang, chit sinh truéng
_ Trong cong ngh¢ 1én men, vai tro cua dinh dudng khoang rat 16n, anh hudng
nhi€u dén chat luong cua qua trinh 1én men.
Trong cac nguyén to khoang, ngudi ta dic biét luu y dén vai tro rat quan trong

cua phosphorus (P). Trong 1én men cong nghiép, nguoi ta bd sung P dudi dang bot
dau, bot bap, bi ruou, hay ¢ dang mudi phosphate vo co.

Céc chit khoang khac nhu: Mg, Na, Fe... vi sinh vat s& nhan tir méi truong dinh
dudng ¢ dang mudi v6 co hodc ngay trong nudc pha mdi truong dinh dudng. Vi vay,
thong thuong khi pha ché moéi truong nguoi ta thuong dung nude may, khdng dung
nudc cat dé pha ché moi truong.

Céc nguyén tb vi luong nhu: Mn, Mo, Co...thudng c6 mit trong nhitng nguyén
liéu tu nhién ban dau khi dua vao méi trudong 1én men nhu dich nudc trai cay, nudc
chiét thoc malt...

Ngoai ra, nguoi ta con st dung nude chiét cam, dich ép khoai tay, cac dich ép gia
dau, dich ép ca chua, bap cai hoac moét so rau qua khac c6 chira nhiéu vitamin va dung
lam nguon kich thich sinh truong trong nudi cay vi sinh vat.

Bang 3.6. Nhu cau ciia vi sinh vat doi véi mét sé loai mudi khoéng

Loai mudi Nong @6 can thiét (g/1)
khoang Poi véi Poi véi nam,
vi khuan xa khuan

K,HPO, 0,2-0,5 1-2
KH,PO, 0,2-05 1-2
MgSO,.7H,0 |0,1-0,2 0,2-0,5
MgS0,4.4H,0 | 0,005-0,050 |0,02-0,10
NaMoO, 0,001 —0,005 | 0,001 — 0,002
ZnS0,.7H,0 0,02 -0,10
CoCl, 0,03 0,05
CaCl, 0,01 - 0,03 0,02 -0,10
CaSO, 0,001 -0,003 | 0,001 - 0,050

3.4. Chit béo trong cong nghé vi sinh vat
Trong 1én men cac chung vi sinh vat hiéu khi vi can phai thoi khi va khudy lién
tuc, cho nén moi trurong tao thanh nhiéu bot. Khoi bot hinh thanh ngay cang nhiéu va
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c6 thé trao ra ngoai thung 1én men qua cac khe ho cta cac chi tiét gdy tap nhiém va
lam gidm su hi€u khi ctia moi truong.

C6 nhiéu bién phap dé chong bot. Mot trong cac bién phap 1a ding cac chét co
hoat tinh bé mat nhu dau thyc vat, md ca voi va mét s6 chat pha bot tong hop.

Céc loai dau thuc vat thuong dung la dau lac, dau ngo, dau dau tuong, dau lanh,
dau huong duong, dau bong.

Chat béo duogc bd sung vao méi trudng 1én men lam nhiéu 1an. S6 lugng chét béo
bo sung tuy thudc vao mic do tao bot ciia moi trrong. Néu lugng chat béo dung qua
nhi€u s€ lam cham qua trinh dong hoa hydratcarbon. Dudi tac dung lipase cua céac vi
sinh vat chat béo s& bi phan huy thanh glycerine va cac acid béo. Vi sinh vat c6 thé su
dung glycerine va cac acid béo nhu la nhirng nguon C.

Ngoai ra luong chat béo pha bot cao s¢ lam cho méi truong c6 do nhot 16n, tao
thanh cdc hat nhii twvong ctua cac loai xa phong, dac biét 1a trong moi truong cod
carbonat canxi, lam cho moi truong gidm mirc d§ hi€u khi va vi sinh vat sinh trudng
kém, giam hiu suat sinh tong hop.

Chat béo c6 mit trong moi truong voi tu cach 1a nguén dinh dudng carbon khi vi
sinh vat c6 kha nang tiét ra enzyme lypase s€ phan huy chat béo thanh glycerine va cac
acid beo, sau do dugc dong hoa tiép vao con duong EMP va két hop chuyén hoa véi
hop chat c6 COA rdi vao chu trinh Krebs.

3.5. Nuédc dung trong cong nghé vi sinh

Nudc 1a thanh phan co ban nhat va thuong duogc sir dung véi s6 luong rat nhicu
trong 1én men cong nghiép. Do d6 chat luong nudc phai duoc dam bao dé khong xay
ra nhitng phan tng hoa hoc khi tién hanh 1én men hodc khong dé xay ra nhiing tac
dong cua vi sinh vat la xdm nhap tir nudc vao qua trinh Ién men. Nudc trudc khi st
dung phai xir Iy & dam theo tiéu chuan qui dinh. Chat lwong nudc phai dugc xem xét
& cac chi so:

- b6 cung: duoc thé hién béng su ¢6 mat cua ion Ca®* va Mg2+ co trong nudc.
Mudi carbonate cua hai ion nay biéu hién do cung tam thoi. Con céc ion khac nhu ion
CI, SO,%, NO;™ 1a biéu hién do cung vinh ctru. Nudc dung trong 1én men phai c6 do
cung chung khong qua 7mg duong luong.

- Po oxy hoa ciia nude: cho biét mirc dd nhiém ban ciia nudc boi cac chat hitu
co. Chi s6 nay duoc biéu hién bang mg O,/lit,

- Chi s6 vi sinh vat, ddc biét 1a nhitng vi sinh vat giy bénh: 1a mot chi s6 quan
trong, nd biéu hién sy nhiém ban sinh hoc. Nudc chtra nhiéu vi sinh vat s& khong duogc
st dung trong cac qua trinh Ién men. Chi ti€u vi sinh vat trong nudc dung trong qua
trinh 1én men dugc xac dinh nhu sau:

+ Tong s6 vi sinh vat hiéu khi < 1000 té bao/lit
+ Chuan d6 Coli khéng qua 300 ml
+ Chi s6 Coli khong qua 1 té bao/lit
Ngoai ra, con mot so chi tiéu quan trong khac can xac dinh l:
+ Can kho: khong qua 1000 mg/lit
+ Can sulfate: khong qua 500 mg/lit
+ Cén clorua: khong qua 350 mg/lit.
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Nudc dung trong cac nghién ctru co ban va nghién ctu ky thuat & cac phong thi
nghiém thudng di qua chung cat. Nude chung cat dam bao tuyét doi vé chit luvong hoa
hoc ciing nhu chat lwong vi sinh vat.

Nudce dung trong cac qua trinh Ién men theo quy mé6 cong nghiép phai dam bao
dung tiéu chuan nudc udng. Nudc nay phai khong cé mau, mui, vi la, khong chira cac
kim loai nang (Hg, Ba, Pb...)va phai dam bao dung cac tiéu chuan ¢ trén. Bé dam bao
dung cac yéu cau nhu trén nude bt budc phai qua xir 1y.

Phuong phap xt Iy nudc bang cot trao doi ion dwgc st dung rong rii, phuong

phép nay s& 1am sach céac loai mubi vo co co trong nude.
CAU HOI ON TAP

1. Hay so sanh qua trinh phan giai glucose thong qua cac con duong EMP, PP,
ED.

2. Néu vai tro cua chu trinh Krebs.

3. Hay néu cac ngudn dinh dudng cua vi sinh vat.

4. Hay phan tich vai trd ctia cac ngudn nguyén liéu ding trong cong nghé vi sinh.

5. Hay néu céac chi tiéu ctia nguon nudc trong qua trinh san xuét.
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Chuong 4. KY THUAT VA PONG HQC QUA TRINH LEN MEN
1. CAC PHUONG PHAP LEN MEN VI SINH VAT

Dua vao ban chat va k¥ thudt van hanh qué trinh 1én men, ngudi ta c6 thé phan
chia cac phuong phéap 1én men vi sinh vat theo cac tiéu chi khac nhau nhu:

+ Can cir vao dic tinh co Iy ciia moi trudng 1én men, c¢6 thé phan biét 1én men
trén moi trudng ran — xop va 1én men trong moi trudng 1ong.

+ Can clr vao nhu cau cung cap oxygen cho qua trinh 1én men, c6 thé phan biét
1én men hiéu khi, 1én men ky khi.

+ Can clr vao ché d6 cong nghé 1én men dé phan biét: 1én men gian doan, 1én
men ban lién tyc, hay 1én men lién tyc.

+ Can ctr vao k¥ thuat diéu khién dudng hudng trao ddi chat cia vi sinh vat: 1én
men thuong, 1én men hai pha, 1én men dinh hudng
1.1. Lén men trén méi truong rin —xop

St dung dé nudi cdy cac vi sinh vat hiéu khi nhu: ndm mdc, xa khuan (nhtng
nhom vi sinh vat sinh truong thanh s¢i) va mot vai truong hop nu6i cdy vi khuan. Moi
truong nudi cay bé mat 1a moi trudng ran va xop. Nguyén liéu thuong dung pho bién
1a cac loai bot va hat nhu bot hay hat gao, my, ng6, khoai, san, hat bong, kho lac, cam
mi, cam gao... Khi can thiét nguoi ta co thé bo sung thém cac co chét tao d6 xop nhu
trdu, mun cua.. dé cai thién ning luc cung cip oxygen cho vi sinh vt trong toan khi
moi truong.

Qua trinh 1én men nay c6 thé duoc 1én men thanh khéi 16n song phd bién nhat 1a
thanh 16p trén cac khay det — gia xép trong phong nudi hay nudi trong thiét bi 1én men
kiéu thing quay. Véi trudng hop 1én men trén cac khay nguyén liéu sau khi phdi tron,
thanh tring lam ngudi duoc rai déu trén cac khay sach véi chiéu day tir 3 + 5cm va
nuodi ¢ nhiét do thich hop trong bu@)ng nudi cdy co6 do am 90%. Vi sinh vat phat trién
sir dung oxygen cua khong khi dé ho hap va lam tac nhan 6xy hoa trong cac qua trinh
blen d6i hoa sinh, dong thoi thai CO, ra moi truong xung quanh va toa nhiét. Do do
can phai thong gié, phun mu hodc lam am tryc tiép, 1at khoéi moi trudng nudi cay.
Bu@)ng nuodi cﬁy co cac gia ké khay, c6 bd phan gia nhiét va lam mat, by phan phun mu
bang nudc dé gitr d6 4m tuong dbi cua khong khi 13 90% dé tranh 1am khé moi trudng.

K§ thuat 1én men nay co lgi thé vé yéu cau thiét bi don gian, anh hudng nhiém
tap mang tinh cuc bo, d@ trién khai va vdn dau tu thép. Tuy nhién, vi¢c xac lap va diéu
chinh dam bao déng déu cac thong s6 Vo cung khoé khan, dac biét 1a xir ly mbi quan h¢
thong gié — diéu nhiét — d6 am. Bén canh d6 van dé kiém soat nhiém tap 1a khong kha
thi trong sudt qué trinh 1én men.

1.2. Lén men trong méi trwong long

Phuong phap ndy dung cho ca vi sinh vét ky khi va hiéu khi. Doi v6i nudi vi sinh
vat ky khi trong qua trinh nu6i khong can syc khi chi thinh thoang khuay tron, con voi
vi sinh vét hiéu khi phai suc khi lién tyc. Chung vi sinh vat duoc gico cdy vao mdi
truong phan tan khap moi diém va xung quanh bé mit té bao duge tiép xtc véi dich
dinh dudng. Pac diém nay doi héi trong sudt qué trinh nudi cdy phai khuay va cung
cAp oxygen bang cach suc khi lién tyc.

Phuong phap nay dugc dung phé bién trong cong nghiép vi sinh de san xuat men
banh mi, protein don bao tir nam men, cac Vvi sinh vat lam phén bén c¢b dinh dam, cac
enzyme, C4C amino acid, vitamin, cac chat khang sinh, cac chat kich thich sinh hoc...
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Phuong phap 1én men chim la ky thuat 1én men c6 yéu cau vé cong nghé, doi hoi
chi phi dau tur va ning luc kiém soat cong nghé cao nhat Song ciing mang lai nang luc
diéu chinh —giam sat cong ngh¢ thun tién va nang suat — hiéu qua kinh té tong thé cho
toan bo qua trinh cao nhat.

1.3. Lén men gian doan, 1én men ban lién tuc va Ién men lién tuc

Lén men gian doan la qua trinh 1én men tung me tach biét nhau. Theo ky thuét
nay, moi truong lén men dugc chuan bi, thanh trung va lam ngudi 10i ciy glong vi sinh
vat. Gibng vi sinh vat va cac cdu tir can thlet thuong chi duoc cip mot 1an vao trong
qua trinh 1én men; dong thoi ngudi ta sé tién hanh théo dich thu san phim chung mot
lan khi két thuc qua trinh. Nhu vdy qué trinh 1én men bt du tir khi cap gidng va két
thuc vao thoi diém thu dich 1én men. Viéc giam sat cic thong s cong nghé dugc didu
chinh theo quy luat v&i ndng do co chat giam dan va nong do san pham ting dan dén
thoi diém két thuc. Ky thuat nay khong cho phép diéu chinh khai thac dai thong s6
cong nghé t6i wu cho muyc tiéu sinh tong hop — tich tu san phim va hiéu qua khai thac
nang luc thiét bi cling nhu hiéu qua chuyén héa nguyén liéu thanh san pham théap.

Lén men béan lién tyc 12 k¥ thuét 1én men, trong d6 nguoi ta xac 1ap it nhat mot
hay vai thong s6 cong nghé dau vao hodc dau ra ¢ ché do lién tuc, nham duy tri va khai
thac tot hon dai thong s6 cong nghé 1én men t6i wu, vi du: bd sung lién tuc mot hoac
vai ciu tr dinh dudng hay thao thu san pham lién tuc. Ky thuat nay cho phép kiém
soat dong hoc ctia qua trinh 1én men tot hon va dat hiéu qua chuyén hoa co chat, san
pham cao hon, trong diéu kién khai thac nang luc thiét bi t6t hon. Tuy nhién, ky thuat
nay can trang bi thém cac thiét bj phu trg dé co thé xac 1ap va duy tri thong sé cong
ngh¢ Iya chon 6 6n dinh.

Lén men lién tuc l1a k¥ thuat van hanh qua trinh 1én men véi viée bod sung lién tuc
nguén dinh dudng va thu nhan san phém 1én men lién tyc, trong diéu kién xéc 1ap va
duy tri cac thong s6 k¥ thuat 1én men.

1.4. Lén men thuwong, 1én men hai pha, 1én men dinh huéng

Lén men thudng 13 qué trinh 1én men khéng c6 su can thiép dén dong hoc phat
trién va dic tinh tong hop — tich tu san pham cta ching vi sinh vat. Thong thudng, véi
qua trinh nay, hoat tinh sinh tong hop va tich ty san pham xay ra gan nhu dong thoi va
cung chiéu véi su sinh truong va phat trién ctia ching. Nghia 14 trong qua trinh Ién
men thuong, chi can xac lap ché d6 cong ngh¢ chung sinh truong va phat trién ty
nhién, thi nguoi ta di co thé thu duoc san pham mong mudn.

Lén men hai pha dung dé chi mét s6 qua trinh 1én men ma trong qué trinh nay
san pham chi dugc tao ra & nhitng diéu kién nhat dinh va khac biét véi diéu kién phat
trién binh thudng cta chung. Vi vdy, véi cac qua trinh 1én men dang nay, trong cong
ngh¢ nguoi ta dinh huong xac lap va diéu chinh ché do cong ngh¢ thanh hai giai doan
ndi tiép nhau: giai doan dau tich lity du lugng sinh khéi can thiét; khi da dii lwong sinh
khéi va trang thai sinh truong phu hop, nguoi ta lai diéu chinh ché d6 1én men sang
giai doan sau, theo hu’O’ng dé chung tong hop va tich tu nhiéu san pham.

Trong mot s6 truong hop vao cac thoi diém nhét dinh trong qua trinh 1én men,
ngudi ta co thé bd sung thém vao moi trudng mot lwgng nhod nhitng tic nhin nhét dinh
dé 1am thay d6i duong hudng trao doi chat cua vi sinh vat, qua do tao ra sy thay do6i
san pham tao thanh. Vi du: trong cong nghé sinh tong hop penicillin vao giai doan tich
tu khang sinh, nguoi ta bd sung vao moi trudng phenylacetate thi ndm soi Penicillium
chrysogenum s& tich tu chu yéu penicillin G, trong khi b6 sung phenoloxyacetate thi
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chat khang sinh duoc tich tu trong dich 1én men 14 penicillin V. Chat dugc bd sung
trong qua trinh 1én men nay goi la chat dinh huéng va qua trinh 1én men nay ciing
dugc goi 14 1én men dinh hudéng. K thuat nay cho phép kiém soat hiéu qua hon nita
dong hoc qué trinh sinh tong hop san pham, song ciing doi hoi yéu ciu giam sat cong
ngh¢ nghiém ngat.
2. CAC BUOC TRIEN KHAI LEN MEN CONG NGHIEP
2.1. Nhén gidng vi sinh vat

Mudn thue hién mot qua trinh 1én men ¢ quy m6 cong nghiép nguoi ta phai tién
hanh nhan glong, dam bao s6 lugng té bao voi tudi sinh 1y dang ¢ thoi ky hoat dong
manh nhat dé cy vao méi truong 1én men.

Cac chung vi sinh vat dung trong san xuat cong nghiép va cac ching vi sinh vat
noi chung duoc bao quan dudi nhiéu dang khac nhau. Tir moi truong bao quan, glong
dugc cay chuyen sang 6ng moi truong dinh dudng long hodc dac, r6i nudi trong dicu
kién thich hop dé gidng dan phat trién tro lai, qua trinh nay goi la hoat hoa giong vi
sinh vat. Tuy thudc vao dac tinh sinh hoc va ché do bao quan ap dung, qué trinh hoat
hoa gidng c6 thé khong can thiét hay xay ra nhanh sau 1-2 ngay, song co6 truong hop
kéo dai nhiéu ngay. Qua trinh hoat héa duoc xem 1a két thuc khi chung sinh trudng,
phat trién binh thuong va van duy tri duoc hoat tinh.

Glong sau khi hoat hoa duogc cay chuyen tiép sang ong nghiém moi truong long
dé bat dau cho cic budc nhan giong, bao goém tir nhan giéng nho trong phong thi
nghiém, cic cong doan nhan giéng trung gian, nhan gidng trudc san xuat va nhan
giong san xudt. Trong qué trinh nhan giéng, thuong khi gidng phat trién dén nira sau
hodc cudi nira sau cua giai doan phat trién lity tién thi s& duoc cdy chuyén khoang sang
moi truong nhan glong ké tiép, voi ty 18 5-10%. Tuy thu¢c vao quy mé san Xuit, qua
trinh nhan glong c6 thé kéo dai qua nhiéu chu ky cay chuyén cho dén khi du lugng
gidng cap cho mdi mé 1én men.
fermenteur

de production
e 100 m

ampoules de bactéries
i conservées par lyophilisation

&
préfermenteu
10m

culture de bactéries

controle de

Hinh 4.1. So' d6 quy trinh nhdn giong lén men cong nghiép

Yéu cau quan trong nhat ciia khau nhan gidng 1a dam bao lugng gidng can thiét,
v6i hoat luc, chat luong cao va thich Ung nhanh v6i méi treong 1én men san xuit. Dé
dat cac muc tiéu nay, ngudi ta cé thé st dung moi truong dinh dudng va diéu kién
nhan giéng hoan toan déng nhat véi diéu kién 4p dung cho san xuat thuc sau nay. Tuy
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nhién, trong nhiéu truong hop, khi lugng glong con it nguoi ta thuong s dung méi
treong dinh dudng va diéu kién nuéi tdi wu dé ching giéng phat trién nhanh hon. Sau
d6 méi ting budc thay do6i thanh phan dinh dudng va cac dleu kién nudi theo hudng
thich ing vo1 diéu kién 1én men san xuat dé sao cho khi cap giong vao thung 1én men
san xudt thi chung vi sinh vat c6 thé thich tng nhanh voi diéu kién ‘nay — thuong trong
2 - 3 chu ky nhén gidng cudi cung, viéc nhan gidng tién hanh & diéu kién 1én men san
XUuat.

Qua trinh nhan giéng rat ton kém vé thoi gian, nhan lyc va tiém an nhiéu rui ro
cong ngh¢, nén trong truong hop cho phép nguoi ta thuong sur dung cac thiét bi nhan
giong trung gian lam nguén cung cAp gidng thuong xuyén cho san xuat va chi dinh ky
nhan gidng cho thiét bi trung gian nay.

Muc dich cta viéc nhan giéng 1a dé ting s6 luong té bao vi sinh vat. Trong quy
trinh 1én men, thi ty vao timg ching vi sinh vat khac nhau ma str dung cac co chat va
moi truong nhan gidng khac nhau. Thudng c6 hai dang gidng: t& bao sinh dudng va
bao tu.

+ Truong hop gidng 1a té bao sinh dudng: Dé thu dugc luong té bao sinh dudng,
nguoi ta thudng chon moi truong nhan sinh khdi 13 méi truong dam bao cho vi sinh
vat ton tai thich hop nhét, dé véi thoi gian ngin nhét cho sinh khéi vi sinh vat 16n nhét.
Trong truong hop nay ngu:(‘ri ta thuong dung méi truong dich thé.

+ Truong hop gidng 1a bao tir: Thong thuong chon moéi truong ban ran (cam gao,
bot bap, thoc, trdu, mun cua...). Nudi cdy nam mdc va xa khuan thuong can thoi gia
dai dé tao bao tir. Bao tir duoc thu hdi bang nhiéu cach: Ding may huat hay choi 16ng
mém quét 1én trén bé mit cia moi trudng ban ran dé thu hoi gidng.

2.2. L&n men
2.2.1. Khdi niém vé lén men

Lén men theo nghia hep chi cac qué trinh 1én men ky khi, céc chat dé thu ning
luong, ma trong dé hydrogen duoc tach ra tir mot chat va chuyén dén chat nhan cubi
cung 12 mot hop chat hitu co. Lén men theo nghia rong 14 qua trinh phéan giai cac chat
nho hoat dong séng cua vi sinh vat.

Trong san xuat cong nghiép, 1én men 13 khau trung tdm cla toan bd qua trinh
cong nghé, ma trong qua trinh ndy xay ra déng thoi ca hai khau sinh trudng - phat trién
ctia chung vi sinh vat va khau tong hop — tich tu san pham.

2.2.2. Dong hoc sw phdt trién ciia vi sinh vit trong qud trinh lén men
* Sw phdt trién ciia vi sinh vt trong qud trinh 1én men gidn doan

Lén men gian doan 1a cac qua trinh 1én men dugc tién hanh theo ting mé tach
biét nhau. Qua trinh nay bat dau ké tir khi cdy gidng vi sinh vat vao trong dich 1én
men va c6 thé van hanh theo cac phuong 4n 13 trong moi trudng chi chira mot ngudn
thirc an hodc ciing c¢6 thé gdm nhiéu ngudn thirc dn khac nhau. Pong thoi, trong thoi
gian 1én men, ngoai viéc cung cép lién tuc oxy cho cic qua trinh 1én men hiéu khi, c6
thé ton tai hai kha ning 13 khong bd sung thém céc cau tir dinh dudng hoidc c6 thé bd
sung mot hodc mot vai cdu tr nhat dinh nao d6 vao moi tru:c‘mg

Trong truong hop moi truong chi chira mot ngudn thire an va khéng bd sung
thém vao trong sudt thoi gian 1én men, su phat trién cta vi sinh vat trong mdi trudng
c6 thé chia lam 4 giai doan 1a giai doan thich ung, giai doan phat trién liiy tién, giai
doan cin bang va giai doan chét dan.
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Giai doan thich tng 1a thoi ky ddu cua qué trinh 1én men, lic vi sinh vat vira
duge cdy vao moi truong, do diéu kién sbng thay d6i nén chung can c6 mot khoang
thoi gian nhét dinh dé diéu chinh hoat dong song cho thich nghi v6i méi trudng moi.
Trong giai doan nay, cuong do trao d6i chat cua vi sinh vat s¢ tang dan va vi sinh vat
s& tang dan Ve kich thudc, song gan nhu céc té bao chua tham gia vao qua trinh sinh
san. Vi vy sb luong té bao trong canh truong it bién d6i, nong do chat dinh dudng
giam nhe va san pham trao doi chat méi dugc tich tu trong méi trudng rat thap.

Giai doan phat trién Iy tién dugc bat dau khi vi sinh vat di thich nghi v6i méi
truong moi. Do do, trong giai doan nay cuong do trao déi chét cua vi sinh vat xay ra
manh m&. Hoat dong trao d6i chat cao di tré thanh ngudn cung cip ning lugng va vat
lidu ciu trac cho qua trinh sinh truong va phat trién manh mé cta chung. Két qua lam
cho mat do té bao trong mdi truong tang nhanh theo quy lut ham logarithm, nong do
dinh dudng giam nhanh, ndéng do cac san pham trao d6i chat so cip ciing tang nhanh.
Vao cudi giai doan nay do anh huong cua nong do thirc an giam, sy G ché ngay cang
ting cta cc san pham trao d6i chét, toc do sinh truong va phat trién sé giam dan va
qua trinh chuyén sang giai doan cin bang.

Sinh khéi

1 Ham lugng sinh khéi (BM)

. -

Néng d6 san phdm
(TDC thit cap)

<
-Q»
~—
o)
O

—
M,

o
Q-
o

Néng do co chat

>
>

Thai gian Ién men

Hinh 4.2. Pdc diém dong hoc moi truong lén men gian doan

Giai doan can br:?mg 1a khoang thoi gian 1én men ma mat do té bao vi sinh vat
trong canh truong hau nhu khong bién doi, nguyén nhan cua hi¢n tugng nay do ngudn
thirc an trong moéi truong da can va sy uc ché ctia cac san pham trao doi chat du 1ém,
1am cho sb luong cac t& bao mdi sinh ra din can bang véi sb té bao gia chét di. Khi
trong moi trudng thirc an di can kiét, qua trinh 1én men s& chuyén sang giai doan chét
dan. Nguyén nhan do anh hudng ctia ngudn thirc an bi can kiét va su e ché manh mé
clia cac san pham trao ddi chat, dan dén hau nhu khong c6 té bao méi sinh ra ma chi
c6 té bao chét di 1am cho mat do té bao giam dan.

Trong truong hop c6 hai ngudn thirc 3n khac nhau, vi sinh vat thuong c6 xu
huéng wu tién hip thu ngudn thic an d& dong hoéa trude. Khi ngudn thirc dn nay can

59



kiét, vi sinh vat mé&i diéu chinh hudng trao d6i chat dé sir dung co chat khé dong hoa
hon, 1am xuét hién thém cac giai doan thich nghi v6i ngudn thirc dn sau. Hiu tng nay
c6 thé xuat hién khi 1én men c6 bd sung dinh ky thém thirc 4n, néu viéc bo sung gay ra
su bién doi dang ké vé thanh phan moi truong.

Trong thyc té san xuat, giai doan thich img hau nhu khong tao ra san pham cong
ngh¢ song lai ko dai thoi gian Ién men, lam giam hi¢u qua khai thac nang lyc thiét bi
va tiém an rui ro nhlem tap. Vi vay néu khong c6 yéu cau cong ngh¢ riéng, trong cong
nghé 1én men can cb gang lam giam hiéu ing khong mong mudn nay.

* Sw phdt trién ciia vi sinh vit trong qud trinh lén men lién tuc

Lén men lién tuc 14 qua trinh 1én men van hanh lién tyc theo thoi gian, bang cach
ngudi ta lién tuc bd sung thém moi trudng 1én men méi ddng thoi 14y ra khoi thung 1én
men luong twong duong dé duy tri mire thé tich dich 1én men can bang 6n dinh trong
thiét bi. Dé thiét 1ap ché do 1én men lién tuc, dau tién hé théng dugc cap ngudn dinh
dudng, cay glong va van hanh nhu giai doan dau 1én men gian doan. Khi chung vi sinh
vat phét trién dén giai doan mong mudn va cac thong sd cong ngh¢ dat gia tri twong
g thi ngudi ta bit diu bd sung mdi truong maéi. Trong luc bod sung s& diéu chinh dan
tbc do dé xac 1ap cac ché d6 1én men. Dén khi cac thong s6 nay dat gia tri can thiét thi
dimg lai va kiém soat duy tri 6n dinh dong cac gia tri nay cho dén khi két thuc. Nhu
vay, toc d6 bd sung moi trudng 13 thong sd cong nghé ¢ anh hudng 16n va quyét dinh
ché do lam viéc trong thiét bi. Tac dong cua thong sb nay duoc biéu thi qua do pha
loang k, la ty 1¢ gitra thé tich moi truong bd sung véi thé tich dich 1én men. Pong hoc
su phat trién cta vi sinh vat theo su blen thién cta do pha loang c6 thé chia lam 3 giai
doan: viing can bang dong, ving bat 6n dinh va ving rira troi.

Sinh khéi

Vung can Ving bat N
bang dong &n %inh Vung rira troi

Mat do té€ bao . "
’ Nong do co chat

vi sinh vat —
" Nang suat “*.,
o chuyén hoa =)
o hé théng D

-
>

b6 pha loang k
Hinh 4.3. Pdc diém dong hoc moi trieong lén men lién tuc

+ Vung can bang dong: thoi ky dau trong qua trinh van hanh, gidng vi sinh vét
dugc cay vao s€ phat trién dat dén gid tri xac 1ap du kién nhat dinh, tuong ung voi
diém dau cia d6 pha lodng k = 0. Khi d6 pha lodng tang. dan, s& cung cip thém nguon
thirc dn (tir méi trudng méi bd sung vao) va 1lam giam ndng d6 cac san pham trao ddi
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chat. Hiéu ung nay tao diéu kién thuén lgi cho su sinh truong va phat trién cua vi sinh
vat, 1am cho toc d6 sinh trudng va phat trién ctia chung ciing ting dan theo. Luong cac
té bao mdi sinh ra trong thoi ky dau sé& du bu lai lwong sinh khbi mat di khi 1ay dich
1én men ra. Nhu vay, khi hé s6 k cang tang thi téc do sinh truong va phat trién cua vi
sinh vét trong méi trudng 1én men ciing ting theo. Két qua, trong mot khoang bién ddi
nhét dinh cta d6 pha loang trong thoi gian dau, mat d6 té bao vi sinh vat va néng do
co chét trong dich 1én men duoc duy tri ¢ trang thai cn bang dong, khong phu thudc
vao sy bién thién cta do pha lodng.

+ Ving bat on dinh: tuy nhién, tbc do sinh san ciia vi sinh vat trong méi trudng
1én men chi co thé tang dén mot gi61 han nhét dinh, phu thude vao chu ky té bao cua
tirng ching. Nghia 13, dén mot khoang gia tri nhat dinh cta do pha lodng, s6 luong té
bao moi sinh s€ dat gia tri cyc dai. Ké tir do, néu do6 pha loang tiép tuc tang lam cho
luong sinh khdi thao ra khoi thung 1én men ciing ting theo, vuot qua kha ning bu dip
ctia sO té bao méi sinh ra, 1am cho mat do té bao trong dich 1én men giam theo. Luong
vi sinh vat trong mo1 truong giam di s€ khong du de hap thu va chuyen hoa hét ‘nguodn
dinh dudng, lam cho néng do co chét tang dan va ndng d6 san pham trao ddi chat cling
giam dan. Két qua 13, trong ving bién d6i nhat dinh ciia do pha loang, su thay doi gia
tri do pha lodng s& gy ra su bién doi kéo theo ctia nhiéu thong sd cong nghé nhu: mat
d6 té bao, ndng do thirc an chua chuyén hoa, néng d6 san pham tao thanh. Mién bién
d6i nay cua do pha loang dugc goi la vung bat 6n dinh cta hé thong va vung nay kéo
dai cho dén khi mat d6 té bao vi sinh vat trong dich 1én men van con da dé hé thong
phuc héi trd lai trang thai can bang dong khi gia tri d6 pha lodng k giam di.

+ Vung rura troi: néu do pha loéng tiép tuc tang s& lam cho thoi gian luu cua dich
trong thiét bi tiép tuc giam dan to1 gia tri nho hon chu ky té bao cia vi sinh vat. Két
qua luong dich méi bd sung gan nhu chay nhanh qua thiét bi 1én men va dan kéo hét
lugng vi sinh vat trong moi trudng, gay ra hién tuong rira tréi. Tt vung dong hoc nay,
di c6 giam do pha lodng k cling khong thé xac 1ap sém lai trang thai cin bang dong
cho hé thong, do lwong vi sinh vét con sot lai trong méi trudng con qua nho. Vi vay,
trong cong nghé 1én men lién tyc vao gio ngudi ta ciing trién khai cac giai phap cong
nghé phu trg nham bao vé hé thong dé khong xay ra hién tuong rira troi.

2.2.3. Chudn bi méi trwong 1én men va thiét bi

Mdi trudng nhan giéng 16n va moi truong 1én men san xuat nhin chung thudng
khong duoc cong khai, duoc xem nhu 13 nhitng bi mat thuong mai ctia modi nha san
xuat. Thyc té nay cho thay viéc toi uu hoa thanh phan méi truong 1én men cé vai tro
rat quan trong, quyét dinh dén niang luc va hiéu qua cua qua trinh 1én men. Sy da dang
ctia thé giGi vi sinh vat cliing voi nhu cau da dang tuong ng vé nguon dinh dudng lam
cho thanh phan méi truong va nong do can thiét ctia cic cau tir trong moi trudng sé rat
da dang va khac nhau, tuy vao chung vi sinh vat va muc ti€éu cong ngh¢ lya chon.

Maéi truong 1€n men can dam bao cac ngudn thirc an carbon, ngudn nitrogen, cac
nguyén to khoang va nguyén t6 vi lugng nhung dong thoi phai thich hop voi cac myc
tiéu cong nghé theo hudng tao ra nhidu san pham véi hiéu suit chuyen hoa cao. Trong
phan 16n qua trinh 1én men, viéc thay d6i thanh phan méi truong, ndng do cac cau tir
va su bién thién ndng d6 cta chiing trong sudt qua trinh c¢6 quan hé chit ché véi phd
cac san pham tao thanh ctia qua trinh (4nh hudéng nay xuét hién ca voi cac ciu tir da
lugng cling nhu cac ciu tir vi lugng, cac ion khoang, vitamin,...). V&i mot s6 cong
nghé c6 yéu cau sir dung chat dinh hudéng hay chat phu gia k¥ thuat (chat pha bot, chat
cam tng, chat kim ham,....), thi viéc st dung cac cdu tir ndy ding thoi diém s& co y
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nghia rat quan trong dén chat luong va hiéu qua chung cua qua trinh 1én men. Vi san
Xudt 16n cong nghiép, viéc lua chon nguyén licu dé pha ché moi truong 1én men mot
mit gan chat Vo1 yéu ciu cong nghé, nhung ddng thoi dam bao dugc yéu cau song con
d6i v6i san xuat 1a: kha thi trong diéu kién thuc tién va dap tmg duoc cac chi tidu vé
hiéu qua kinh té, gép phan ha gia thanh san pham.

Tuy thugc vao yéu cau k¥ thuat va cong ngh¢ dac thu cua tung quy trinh, moi
treong 1én men c6 thé duoc pha ché chung rdi méi xtr 1y khir trung hoic pha ché theo
ting nhém thanh phan va khir tring rleng, sau d6 phdi tron lai v6i nhau. Dé khir tring
moi truong 1én men co thé ap dung céc phuong phap sau: thanh trung ¢ nhiét dg cao,
loc qua mang loc v khuén, st dung chét digt khuan hay su dung tia nang lugng.
Trong d6 v6i cic qua trinh 1én men khit khe vé khir khuan, ngudi ta ap dung phd bién
ky thudt thanh tring moi truong bang nhiét do cao (theo phwong phap gian doan
1210C, hay thanh trung lién tuc véi thot gian ngén hon & nhiét do 137- 1450C), hoac
loc qua mang siéu loc (thudng ap dung véi timg thanh phan riéng ré hay cac cau tir co
nhu cau vé luong thip). Viée xac dinh ché do thanh tring phu thudc vao nhiéu yéu to:
s6 lugng vi sinh vat ban dﬁu va kha nang chiu nhiét cua h¢ vi sinh vat trong moi
truong can thanh trung, yéu cau chat lugng thanh tring, hiéu qua truyen nhiét cua thiét
bi va cia moi truong can thanh trung, kha néng chiu nhiét cua cac cau tur trong moéi
truong ... Thyc tién cho thay, viéc xac dinh ché d6 thanh tring hop ly va viéc nang cao
hiéu qua qua trinh thanh trung la rat can thiét. Tuy nhién, yéu cau doi hoi vo trung
tuyét doi moi truong 1én men trong san Xudt cong nghiép, voi phan 16n cac truong hop,
1a khong thuc té va khong kinh té. Thay vao yéu cau v tring nghiém ngit moi truong,
trong cong nghé nguoi ta thuong st dung khai niém Ién men an toan. Theo do, néu goi
sb lwong vi sinh vat sot lai sau thanh trung 1a N té bao /ml, thi khi tinh toan dé xac
dinh ché do thanh tring méi trudng 1én men cho céng nghiép san xuat khong bat budc
phai dat N = 0, ma trén nguyén tic c6 thé ap dung la:

+ Chon N<1 véi cic quy trinh cong nghé c6 thoi gian 1én men ngin va cé thé
chap nhan rai ro do nhiém tap gay ra.

+ Chon N<107 v6i quy trinh cong nghé thoi gian 18n men dai va yéu cau do an
toan cao.

Khi lya chon ché do thanh trung, phai bam sat yéu cau nghiém ngit vé mirc do
v0 trung cua cong nghg, gan lién voi tinh kha thi va hiéu qua kinh té chung cta toan
qua trinh trong thuc tién, c6 can ddi dén kha nang phai 1am lai méi trudng véi chi phi
b6 sung, so v4i phuong 4n ap dung ché do thanh tring nghiém ngit hon.

Dé han ché nhiém tap cho thiét bi va mdi truong 1én men, tiy thudc vao yéu cau
vé mirc do khtr tring, thoi gian gan day ndi thanh trung méi truong thuong duoc ghép
climg vé6i thiét bi 1én men thanh hé thdng kin va dugc thanh trung dong thoi (in situ
sterilization) hay sir dung thiét bi 1én men dé thanh tring méi trudng.

Véi cac qua trinh 1én men hiéu khi, cin phai c6 khong khi sach dé suc vao dich
Ién men. Ngoai ra, dé khir tring cac thiét bi, ty thudc vao yéu cau muic do vo trung,
tiy thudc vao loai thiét bi ma ngudi ta lya chon cac phuong phép cho phi hgp. Pong
thoi voi viée khir tring thiét bi, ciing ap dung ché do khtr trung nghiém ngat tuong ung
cho cac thiét bi phy trg khac nhu hé thong ong dan, van khop noi, bom vén chuyén, h¢
thong cung cip nguyén li¢u, hé thong xur 1y va cung cp khong khi sach, hé thong
thoat khi thai....

2.2.4. Xir Iy dich 1én men, tich va tinh ché thu sin phim
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Trong hau hét qua trinh 1én men vi sinh, nong d6 cac san pham trong dich 1én
men thudng rat thap, nén dé thu nhan duoc san pham voi do tinh sach can thiét, nguoi
ta phai ap dung hang loat cac cong doan tach va tinh ché ndi tiép nhau moi thu duoc
san pham mong muén. Viéc lwa chon giai phap k¥ thuat va cac thong sO cong ngh¢
tuong ing phu thu¢c vao déc tinh cua dich 1én men va cua san pham can tach, yéu cau
vé do tinh sach, kha nang trang thiét bi va nhan luc hién c6.. .trong diéu kién phai bao
vé dugc hoat tinh sinh hoc cho san pham. Nhin chung, qua trinh tach va tinh ché thu
san pham thuong chiém ty trong 16n trong phan bd chi phi san xuat. Vi vay, trong thuc
tién san xudt, twong tng voi mdi san pham ngudi ta ap dung quy trinh tach chiét va
tinh ché khac nhau. Trong d6 cac giai phap xur Iy dugc ap dung c6 thé bao gdom: lang,
loc, trich ly, két tua phan doan, hép phu, tach béng cac k¥ thuat sdc ky khac nhau, c6
chan khéng, két tinh, siy nhiét do thap, dong kho...

*Cac k¥ thuat xur 1y thanh té bao

Trong cong nghé 1én men vi sinh vat, vi tri phan bd san phém va xac dinh noi thu
san pham c6 y nghia quyét dinh dén viéc lua chon cac giai phap cong nghé xir 1y dich
1én men dau tién.

San pham ngoai bao la cac cAu tir tao thanh trong qua trinh ho6 hép vi sinh vat roi
duogc thai ra ngoai va ton tai tu do trong méi truong. Be thu nhan san pham nay, dau
tién nguoi ta phai phan ly loai bo hay c6 lap tach biét té bao ra khoi méi truong san
pham, thuong bang phuong phap lang, loc, ly tam hay tham tich. Cac dang san pham
nay co6 loi the 1a tong lugng san pham c6 thé tich tu vao moi truong lon va sau khi thu
san pham té bao vi sinh vat van con nguyén ven nén chiing van c6 thé tich tu san pham
hay nguoi ta van c6 thé tai sit dung sinh khéi nay cho muc tiéu tiép tuc tao san phém
Tuy nhién, trong c6ng ngh¢ 1én men, phan b chi phi cho qua trinh tach va tinh ché thu
san pham thuong chiém ty trong 16n. Trong khi do, nong d6 san pham ngoai bao
thudng ¢ mic thap hon tham chi thdp hon rat nhiéu so véi ndng do cac cau tir khac
trong moi truong nén ciing han ché 16n trong khau tach va tinh ché.

San pham ndi bao 1a cac ciu tir chi dugc tao ra va tich lily ngay trong té bao vi
sinh vat. Pé thu nhan san pham dang nay khau dau tién thuong duogc 1a ap dung cac
giai phap cong nghé tach thu sinh khéi; sau d6 sir dung cac k¥ thuét thich Gng dé pha
v& thanh té bao, rdi ly tam thu dich bao (voi san pham ndi bao tu do) hay thu xac té
bao (v6i dang san pham noi bao lién két)...Dé thu cac san phim ndi bao, ngudi ta co
thé ap dung cac giai phap cong nghé xir Iy thanh té bao — mang té bao chat thich g
ngay trong qua trinh 1én men dé cic san pham ndi bao van khuéch tan duoc vao moi
truong, hay xtr 1y dich sinh khéi sau ly tAm lam bién doi dic tinh thim thiu cta thanh
té bao dé thu san pham.

* C4c ky thuat phan ly ran — 10ng (hay long — 16ng)

La giai phap cong nghé dugc ap dung rat phd bién trong coéng nghé 1én men,
trong d6 cac k¥ thuat co gia tri tmg dung cao 1a: ling trong luc, ly tim va loc

+ K¥ thuét ling trong truong la ky thuat phan ly khai thac nguyén Iy cua lyc hut
trong trudng. Trong k§ thuat ling trong truong, dudi tac dung cua trong lyc, cac cAu tir
khac pha cé ty trong 16n hon s& dan chuyén dong xudng phia dudi, con cac ciu tir co
ty trong nhé hon s& dich chuyén theo huéng nguoc lai... dan dan phan tach duoc
thanh ting hop phan tach biét nhau. K§ thuat nay c6 vu thé vé mirc tiéu hao ning
luong thap va van hanh don gian.
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Tuy nhién trong nhiéu truong hop, khi cac cau tir can lang phan ly c6 kich thude
nho va khac biét khong dang ké vé ty trong, trong moi trudng c6 dac tinh keo thi tbe
d6 lang xdy ra vo cung cham hay c6 thé khong thé ling duoc. Do vay, ngudi ta c¢6 thé
bd sung vao méi trudng cac tac nhan co thé thay doi trang thai keo bén ciia dung dich,
lam cho cac céu tir can tach dé két tu véi nhau tao thanh dang bong 16n va cAu tric
chit ch& hon, do d6 chiing d& lang va tdc do ling nhanh hon.

+ Ky thuat ly tam: ky thuét phan ly trong lyc dugc xac dinh nho nguyén ly tu
nhién, song do gia tc trong truong nho nén téc d6 cham va khong thé phan ly cac cau
tur ¢ ty trong xap xi nhau. Pé tang toc do va hiéu qua cho qua trinh tach, lyc ly tim
dugc xac dinh dé tao ra dong luc cho qua trinh phén ly. Trong cac thiét bi phan ly ly
tam, nguoi ta co thé d& dang xéc lap dugc cac ché do ly tam rat rong v6i luc ly tm c6
thé diéu chinh dugc va dat ngudng cao gap hang van lan trong luc.

+ K¥ thuat loc: duoc ap dung pho bién trong cong nghiép 1én men, vi du tach cin
moi truong, loc tach sinh khédi khéi dich 1én men, loc ban thanh phém... Trong quéa
trinh loc, dich loc dugc cho chay qua 16p vat liéu loc sang phia bén kia bé mat loc.
Pong luc hoc cua qua trinh loc 1a su chénh 18ch ap suat thily tinh gitta hai bé mit loc.

Tuy thudc vao nhu cau img dung cu thé, ngudi ta phat trién ra nhiéu dang thiét bi
loc khac nhau: nhu thung loc bang day, may loc ¢p khung ban, thiét bi loc dia, cot loc
modul...Trong qua trinh loc, cac hop phan bi gitr lai trén bé mit loc s& 1am ting trd luc
loc va cudi cung bit kin bé mit loc. Pé han ché hiéu ¢ ung bat lgi nay, nguoi ta co thé bd
sung trudce vao dich loc cac loai vat li¢u tro loc. Cac chét tro loc nay s€ tuong tac, hép
phu cin loc thanh khéi két tu 16n hon, nho vay can loc xdp hon.

*K§ thuat 1am giau san pham

K§ thuat 1am giau san pham duoc 4p dung sém nhat trong lich sir 1a k¥ thuét bay
hoi, dudi dang phoi kho nguyén liéu, ban thanh pham hay thanh pham. Ngay nay trong
cong ngh¢ 1én men nguoi ta ap dung phd bién cac ~giai phap lam bay hoi dung moi
nhu: ¢6 dic hay sdy ¢ ap sut thuong; c6 dac hay sdy chén khong. Dong hoc cua qua
trinh nay 13 su chuyén dich phan bd cta nudce tir pha rin (trong siy) hay pha 1ong
(trong c6 ddc) sang pha khi. Tbc do va hiéu qua cua qua trinh nay phy thu¢c vao hang
loat cac yeu t6 khac nhau, trong d6 hai yeu td quan trong 1a nhiét d6 va ap suét hoi
riéng phan ctia cau tir tach. Mot diém can hét sirc chu v 1a viéc lya chon xac lap diéu
kién cong nghé phai dam bao bao vé dugc hoat tinh sinh hoc ctia cac san phrflm cudi
cung co trong vat liéu xu ly.

Giai phép lam giau san pham khac ciing dya trén dic tinh bay hoi ciia ciu tir can
tach 13 k¥ thuat chung cit. Trong k¥ thudt ndy, nho khai thac dic tinh vé bay hoi,
nguoi ta d& dang chung tach dugc cac ciu tir dé bay ra khoi cac cu tir kém bay hoi.
Khi lap lai qua trinh bay hoi —ngung tu - bay hoi — ngung tu nhiéu lan trén cac hé
thong chung cét, trong nhiéu truong hop nguoi ta co thé tach phan ly riéng duogc cac
cau tir khac nhau, vdi do tinh sach gan dat ngudng tinh khiét.

*K§ thuat tach va tinh ché thu san pham

Bao gdom céc giai phap lam tang d9 tinh sach va nong do cac céu tur tach, hay don
gian hon la phan ly cau tir tach ra khoi hon hop dau vao thoi gian dau. Mot s6 ky thuat
pho bién va dugc trién khai rong rai trong thuc tién:

+Trich ly r‘fm — long (hodc long — long) la ky thuat sir dung dung moi thich hgp

dé trich ly cac ciu tir tir trong nguyén liéu ran (trong d6 c6 ciu tir can tach) chuyen
sang pha 1ong; hay tir dung dich 1ong ban dau nay sang dung mdi long khac. Vé ban

64



chat, qua trinh trich ly 13 k¥ thuét khai thac dic tinh vé sy phan bd cia cac cau tir cin
tach trong hé di pha va qua trinh chuyén pha ciia cau tir nay tir pha nguyén liéu dau
vao sang dich thu hoi. Nang luc va hiu qua ciia qua trinh trich ly phy thudc vao hang
loat yéu t6 khac nhau nhu: ndng d6 cua céc cau tir trich ly trong nguyén liéu, 46 hoa
tan cua cau tir trich ly trong dung méi, dién tich va bé mat tiép xuc giita hai pha, diéu
kién méi trudng trich ly... Cin clr vao ban chét ty nhién cta nguyén liéu, dic tinh cua
cAu tir can tach, ngudi ta c6 thé lya chon cac dung moéi thich ung khac nhau, trong d6
ngudi ta thudng phan hai nhom 1a dung méi phan cue —trich ly cac ciu tir ¢ dic tinh
phan cuc; dung méi khong phan cuc — trich ly cac cdu tir khong phan cyc. Trong cac
nhom k¥ thuat nay, dung mai ré tién nhét va dugc khai thac pho bién nhat 1a nudc, cac
dung méi khac c6 thé 1a ethanol, butanol, eter, acetatethyl,... C4u tir can tach khi da
dugc trich ly sang pha dich thu hdi s& dugc xir 1y tiép tuc bang k§y thuat thich tng dén
dd tinh sach cao hon va xtr Iy hoan nguyén dung moi (trtr truong hop 1a nude) va do
d6 van dé cong nghé, kinh té, moi truong trong hoan nguyén dung méi ciing 14 cac chi
tiéu quan trong dé danh gia lua chon giai phap ap dung cac k¥ thuat nay.

+ Két tia: 13 k¥ thuat bo sung vao méi truong xu ly cac tac nhan nhat dinh giy ra
hi¢u img lam giam manh d¢ hoa tan cta cac cau tur can tach trong moi truong. Khi do
cAu tir chiu twong tac s& dan chuyén sang trang thai két tia roi lang xudng khoi dung
dich. Tuy thudc vao dic tinh hoa 1y ciia dung dich ma céc cdu tir can tach c6 thé bi két
tua trong diéu kién chon loc nhét dinh, hay két tha & dai néng do cao hay thép khac
nhau. Nho vay, khi thay d6i diéu kién két tua, ngudi ta c6 thé phan tich nhom céc cu
ttr két tha thanh cac phan doan tach biét nhau.

+ Két tinh 1a k¥ thuat chuyén trang thai ciu tir tir trang thai hoa tan sang dang
tinh thé khong hoa tan trong méi trudng. Ky thuat ndy thuong dugc ap dung trong céc
cong doan xir Iy dich sau khi da c¢6 dic lam giau. Trong thyc tién cong nghiép, ngudi
ta thuong bo sung vao maoi truong khi bat dau két tinh mot lwong nhat dinh bot min
nghién tir cac tinh thé, dé tao mam tinh thé, nhd d6 s& 1am ting toc do va hiéu qua qua
trinh..

+ Sac ky 1 cac k¥ thuat khai thac mdi tuong tic van dong cua cac ciu tur tach,
trong moi tuong tac voi pha tinh hay dung moi chay. Trong qua trinh sic ky, cac cu
tir tach s& chuyén dong qua 1p vt liéu ciu tric bang cac chat mang cia pha tinh. Tuy
thugc vao ban chét tuong tac chil dao gilra pha tinh vo1 cau tir duoc tach, nguoi ta
phan biét sic ky sang loc thuong, sic ky trao d01 ion, sic ky ai luc,... Cac phuong
phap sic ky co thé cho phép tach phan doan cac cau tir v6i do tinh sach cao va co thé
thu dugc cac ciu tir tach trong diéu kién c6 nong do thap hon nhiéu céc cau tir khac co
trong moi truong.

Tom lai, dé thu duge ciu tir san pham tir dich 1én men, nguoi ta thudng phai ap
dung phdi hop mét sd, hay nhiéu giai phap cong nghé khac nhau. Viéc khai thac hop
Iy cac didc tinh cong nghé cia giai phap k¥ thuat trién khai cho phép nha san xuat thu
dugc cac san pham véi do tinh sach cao nhét. Trén thuc té do tinh sach cua san pham
tang cling voi s6 cong doan cong nghé tach va tinh ché trién khai. Song qué trinh trién
khai bat ky mot cong doan nao ciing doi hoi trang thiét bi twong tng va tiéu ton ngudn
lyc van hanh dong thoi qua mdi cong doan déu phai chap nhan mot phan san pham bi
t6n hao.

* Hoan thién san pham 1a cac cong doan cudi ciing ctia moi qua trinh cong nghé.
Céc cong nghé nay thuong bao gom: lam khé va sy thanh pham di tinh sach, phdi
ché véi cac phu gia ky thuat ¢ dam bao 6n dinh va dong déu vé ngudng chat luong
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trong gidi han cong bd cua nha san xuat, cudi cing la dong goi va hoan thién bao bi
thanh san phim thuong mai, kiém dinh chit luong san pham cudi truée khi cung tng
vao thi truong.

*Vin dé xir 1y an toan chit thai bao vé méi truong 13 yéu cau bit budc chung cho
tat ca cac nha san xuat dic biét trong cac qua trinh sinh hoc trng dung, vi céac vt li¢u
sinh hoc phét tan trong moi trudng cd nguy co tac dong rat cao dén hé sinh théi va
trang thai cAn bang dong 6n dinh cua hé sinh thai. Yéu cau nay bit ddu ngay tir budc
cach ly nghiém ngit toan bd hé thong thiét bi 1én men dang van hanh véi moi truong
bén ngoai dén cac budc xir 1y chit thai. Cac cong doan xtr Iy dau tién véi tat ca cac
chét thai trong cong nghé 1én men déu phai xu 1y pha huy trude khi ap dung cac giai
phép xtr Iy vat liéu hitu co théng thuong (xtr Iy khir khudn va xir Iy pha v& cdu tric cac
vat li¢u sinh hoc khac nhu RNA, DNA...)

2.3. Céc yéu t6 chinh anh hwéng dén qua trinh 1én men
2.3.1. pH

pH moéi trudng anh huong rat 16n dén su phat trién va kha ning sinh tong hop cua
vi sinh vat, d6 1a do su tac dung truc tiép ctia ion H" hodc ion OH™ dén tinh chat keo
cta té bao, dén hoat luc cua cac hé enzyme va do tac dung gian tiép cua pH moi
truong dén té bao. pH dau tién tic dung dén sinh truong cta vi sinh vat va tao diéu
kién thich hop cho nhiing giai doan dau ciia qua trinh déng hoa, tich tu nhiing ban
thanh pham dé tong hop nhitng phén tir cac hop chét can thiét. pH c6 thé 1am thay ddi
han chiéu huéng ctia cac phan tng, vi du: qua trinh 1én men rugu trong moi truong
acid yéu (pH 4 — 5) tao thanh C,HsOH va CO,, nhung trong méi truong kiém lai tao
thanh glycerine. Ngoai ra, tri so6 pH con diéu chinh mic d6 phan ly cac hop chét cia
thanh phan mai truong, do d6 sy hép thu chiing vao té bao ciing thay doi.

MB&i loai vi sinh vat co pH t6i thich va pH cuc tiéu, cuc dai riéng. Noi chung vi
khuan Xa khuan nguyén sinh dong vat thich nghi & pH 6,5 — 7,5. Nam men va nam
mdc phat trién thich nghi & pH 3 — 6. Nhiéu vi sinh vt trong qu4 trinh hoat dong sdng
lai ¢6 kha ning tiét ra nhitng chat lam thay do6i pH méi trudng, 1am cho pH méi trudong
tir khong thich hop chuyén sang thich hop hodc nguoc lai. Vi du: vi khuan lactic lac
dau tién hanh 1én men dudng tao thanh acid lam moi truong thay d6i tir pH 6 — 7
chuyén sang pH 5 thich hgp cho hoat dong song ctia chung. Sau d6 vi acid qua nhiéu
pH giam qua thap 1am vi khuan lactic phat trién ngay cang kem. Vi vdy, trong qua
trinh san xuét phai ludn ludn theo ddi, kiém tra va diéu chinh pH thich hop cho hoat
dong ctia mdi loai vi sinh vat.

2.3.2. Nhiét dp

Nhiét do anh hudng rat 16n dén qua trinh sinh trudng va phat trién cua vi sinh
vat. Mdi loai vi sinh vat chi co kha nang hoat dong trong mdt gidi han nhiét do nhét
dinh, thuong chia l[am ba diém: nhiét d6 cuc tiéu, cuc dai va téi thich. Theo quan hé
cua vi sinh vat véi nhiét do c6 the chia lam ba loai: vi sinh vét ua lanh c6 nhiét do t6i
thich tir 5 — 15°C, cuc tiéu khoang 0°C, cuc dai khoang 15 — 20°C. Vi sinh vat va 4m
c6 nhiét do tdi thich tir 20 — 37°C, cuec tiéu khoang 10°C, cuc dai khoang 40 — 50°C, rat
phé bién nhu nAm mébc, nAm men.... Vi sinh vat ua néng c6 nhiét do tdi thich tir 45 —
60°C, cuc tiéu khoang 30°C, cuc dai khoang 70 — 80°C.

Nhiét d6 cao c6 anh hudng rat manh va truc tiép dén vi sinh vat, giy bién tinh
protein trong t& bao, do d6 té bao chit va enzyme bi dinh chi hoat dong. Tinh chiu
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nhiét ctia cac loai vi sinh vat rat khac nhau. Thuong ndm men, ndm mdc chét kha
nhanh & nhiét d6 50 — 60°C. Mot s vi khuan chju nhiét thi 80 — 90°C méi bi tiéu diét.

Nhiét do thép khong anh huong manh nhu nhi¢t do cao. Thuong nhiét do thép
khong thé ti€éu diét duoc vi sinh vat, chi gdy trc ché moi hoat dong song cua ching.
bicu nay lién quan té1 sy gidm ndng lugng hoat dong cua cic chat trong té bao, cac
phan img hoa sinh tién hanh kho khan hon.

Do d6 ddi véi timg qua trinh 1én men can phai khao sat anh hudng ciia nhiét do
dén su sinh trudng, phat trién va tdc do tao thanh san phim cua vi sinh vat.

2.3.3. Oxygen

Dua vao mbi quan hé v6i oxygen cua khong khi ¢ thé chia vi sinh vat thanh hai
nhoém: hiéu khi va ky khi. Pdi véi vi sinh vat ky kh1 thi sy c6 mat cua oxygen khong
khi s& anh huong xau dén su sinh trudng, phét trién ciing nhu qua trinh tich liy san
pham.

Doi v6i vi sinh vat hleu khi thi oxygen la mét trong cac yéu to co ban anh huong
dén sinh trudng va phat trién cling nhu qua trinh trao doi chat trong té bao. Vi sinh vat
chi str dung oxygen hoa tan trong moi truong long. Luong oxygen hoa tan trong nudc
thuong rat it. Té bao st dung oxygen dé ho hap va lam giam luong oxygen trong moi
truong. Vi vay khi str dung vi sinh vét hiéu khi dé 1én men phai cung cap oxygen mot
cach déu dan, thiéu oxygen nhat thoi tai mot thoi diém nao d6 trong moi truong sé lam
pha v& sy trao ddi chat trong té bao.

* Anh hudéng ctia oxygen dén sy sinh truong cua vi sinh vét: nhu cau oxygen
trong cac giai doan sinh truong khac nhau: trong thoi ky dau, sinh khéi con it, te do
hoa tan oxygen 16n va thong khi manh 1a khong can thiét. Mtc do  thong khi can tang
dan theo sy tich luy sinh khéi trong mo6i truong. Nhu vay nhu cau oxygen thay d6i
trong qua trinh nuoi cdy lién quan voi téc do sinh truong: dau tién no ting dan dén cuc
dai r6i lai giam xudng, thudng nhu cau oxygen cuc dai khi mtrc d6 sinh trudng cua vi
sinh vat con chua ngung lai, nhung tbc do sinh truong da bat dau giam. Luc nay luong
oxygen hoa tan trong dich nudi cay co thé giam xudng t6i so khong. Vi du: trong san
xudt sinh khéi nim men Saccharomyces cerevisiae, hiéu suat tong hop sinh khdi ting
dan khi murc thong khi 13 0,5 — 1 milimol Oy/lit/phut. Khi ting téi 4 milimol O,/lit/phut
thi sinh khdi giam chut it, nhung néu tiép tuc ting thong khi nita thi sinh khdi s& giam
nhiéu hon.

* Anh hudng cua oxygen dén qua trinh trao ddi chat va tich liy cac san pham
sinh tong hop cta vi sinh vat: sy anh huong nay khong glong nhau, phu thudc vao
ting qua trinh 1én men. Vi dy: khi nudi cay nam men trong diéu kién ky khi s& xay ra
qua trinh 1én men rugu, khi cung cdp oxygen thi nAm men s& phat trién ting sinh khoi
con 1én men ruou rat it hodc khong 1én men.

Tang cuong do thong khi s& 1am ting téc do sinh trudng va sb luong sinh khdi,
ddng thoi lam kha ning tich luy cac san pham trao d6i chat trong t& bao nhu: cac chit
khang sinh, vitamin, amino acid, enzyme, acid hitu co. Song khong phai moi truong
hop tang cuong do hiéu khi déu din dén viéc lam ting hiéu suat sinh tong hop ma néu
d6 thong khi qua murc d6 thich hop thi hidu suat s& giam.

Dbi véi cac qua trinh 1én men can phai nghién ctru anh huong cua cuong do
thong khi d6i v6i hiéu sut tao thanh san pham. Trong cong nghi€p vi sinh vét khong
khi dugc nén qua may nen, qua hé thong 1am ngudi, tach dau nuéc, qua loc dé loai hét
tap khuan rdi thoi vao thung 1én men.
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Ngoai ra con nhiéu yéu t6 khac anh huong dén qua trinh 1én men nhu: noéng do
céc chit dinh dudng trong moi trudng, ban chat cia mdi trudng, chung gidng vi sinh
vat...

2.3.4. Dj dm

Thanh phan nudc chiém tir 70 — 90% khdi lugng co thé vi sinh vat , tat ca cac
qua trinh phan hay thirc an va chuyén hoa cac chat trong té bao déu dién ra vai su c6
mat caua nude. Thiéu nudce, vi sinh vat khong phat trién duoc va lac nay chi tdn tai &
dang nghi hodc bao tu.

Nubi vi sinh vat trén méi trudng rin — xdp can quan tim dén luong nudc, thich
hop thuong 1a 60 — 70%. Pac biét trong qua trinh 1én men xur 1y rac thai, nhiét do u
déng tang 1én, lwong nudc bdc hoi nhanh dan dén tinh trang thiéu nudc nén phai bd
sung nude sao cho vi sinh vat phat trién binh thudng.
3. BAO VE QUA TRINH LEN MEN

Mudn cho qua trinh 1én men dugc két qua, ta can phai tao moi diéu kién thuan loi
cho chiing vi sinh vét nudi ciy duoc phat trlen va hoat dong t6i uvu. Mudn vay, trudce
tién phai ngan can sy xam nhép va phat trién cua cac vi sinh vat la. Trong nhiéu qua
trinh 1én men thi can phai vo trung. Mudn ¢6 diéu kién nudi ciy vo trung phai tién
hanh thanh trung moéi truong, th1et bi va toan b hé thng van, dudong 6ng, cac thiét b
phu tro trong day chuyén san xuét.

3.1. Khir trung thiét bj va hé thong dwong ong truyén din (hé thong CIP)

Moi truong, thiét bi va hé théng 6ng truyén dan phan 16n duoc khir tring bang
hoi & nhiét d6 105 — 120°C véi ap suét du 0,05 — 0,1 MPa. Mt ban dé ciy gibng, cac
miéng binh nhan gidng déu phai tréng rua béng con.

Trong phuong phap nudi cay bé mat can phai khir triung thiét bi, dung cu c6 lién
quan dén giéng vi sinh vat (thung nu6i cdy, khay, thung chira nudc, thung chuan bj
dich huyén phu gidng... Cac thlet bi nay co thé dung cac dich sat khuan dé ngam hodc
lau rira, xong SO, hodc dem sdy & nhiét do cao & 160°C it nhét 1a 1 gio.

Hinh 4.2. H¢ thong van, dwong ong
truyén dan



Trong phuong phap 1én men bé sau viéc khir trung thiét bi va hé théng ong
truyén dan 13 v6 ciing quan trong. Néu cong viéc nay khéng duge tién hanh nghiém
ngat thi qua trinh 1én men s&€ hoan toan bi pha hong, khong thu duoc két qua gi. Khir
trung ndi 1én men va hé thong éng truyen dan & 120°C va lam ngudi to1 60 — 80°C thi
cho méi trudng vao. Riéng duong ong din dau pha bot can phai khu tring ¢ 125 —
135°C trong 1,5 — 2 gid. Sau khi ndi 1én men dd c6 méi trudng, kiém tra do kin va thu
canh khudy thi cho tién hanh khir tring moi trudng ciing voi thiét bi.

Ngoai ra, cac bd phan, dung cu dé tiép gidng, tlep thém chat dinh dudng, chat
diéu chinh pH...déu phai khtr tring. Cac doan dudng dng c6 van chin can phai thém
van dubi, khi thanh tring mo van dudi cho hoi vao cac khe va xa nudc ngung. Céac dau
ong lay mau, 6ng tiép dich can phai co chup bao vé khong dé tiép xuc véi khong khi
bén ngoai va trudc khi st dung déu phai khir tring dau ong. Van dé vé sinh va khir
tring nha xudng phai dugc kiém soat thuong xuyén.

3.2. Khir triing méi truong nudi cay bé mit

Moi trudong nudi cay bé mit thudng 1a cac hop chat ran, x6p, gom cam, bot va
céc chat dinh dudng. Trong san xuat cong nghiép moi truong nay thuong duoc khu
tring bang hoi nong trong thiét bi chuyén dung véi ap suat du 0,05 MPa dé dat duoc
nhiét do 104 — 110°C. Pé tang hiéu qua khir tring nguoi ta cho vao méi truong trude
khi gia nhiét mot chat khang sinh 1a furaxine véi ti 18 1,5g cho 100g méi truong hodc
dung dich formaline 40% véi ti 1€ 0,2% trong nudc lam Am moi truong. Ngoai ra,
ngudi ta con diéu chinh pH méi trudng thich hop bang acid chlohydric, acid sulfuric
hoac acid lactic.

Khir tring bang hoi nong ¢6 thé qua hai giai doan:

+ Néng nhiét d6 t6i 100°C va dao khdi méi trudng lién tuc trong 15 — 20 phit.

+ Sau d6 nang nhiét to1 110°C trong khoang 60 — 90 phut va cur 15 phut lai dao
moi truong 3 — 5 phat.

Moi truong sau khi khir trung chia vao cac khay coi nhu méi truong vo trung,
duogc lam ngudi va duoc tiép giéng cho vao 1én men.

3.3. Khir triing méi trudong nudi ciy bé siu

Khtr tring méi trudng nudi cdy bé sdu (mdi trudng 1ong) cb thé thue hién theo
phuong phap gian doan hoac lién tuc.

Phuong phép gidn doan: thuong dung trong truong hop khéi dich moi truong
khong 16n, nhu dich dung trong cac binh 1én men thi nghiém, cac ndi nhan glong va o
cac noi 1én men khong qua 1on. Tién hanh 1én men ting mé ngay ¢ trong thiét bi theo
nguyén 1y thiét bi hp ap luc qua mot s6 giai doan sau:

+ Khir trung thiét bi 1én men va hé théng duong ng tiép xtc véi moi trudng
bang hoi néng truc tiép hodc gian tiép.

+ Cho dich mo61 truong déa pha ché vao thiét bi (lvong dich bang 3/4 thé tich cua
thiét bi va phai tinh thém phan nudc ngung khi cho hoi truc tiép vao moi truong).
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+ Gia nhiét to1 nhiét do thanh trung. C6 hai budc gia nhiét: cho hoi vao vo thiét
bi hodc dng xoén trao d6i nhiét khi dich t&i gin 100°C thi cho hoi vao thiét bi tryc tiép
v6i dich dé nang nhiét d6 toi nhiét d6 téi han.

+ Giit & nhiét d6 nay trong khoang thoi gian thanh trang can thiét.

+ Lam ngudi dich & ngay trong thiét bi bang cach cho nudc vao vo hodc dng
xodn trao d6i nhiét cing v6i hé théng khudy lam viéc.

Dé tranh bién ddi trong thanh phan dinh dudng ctia méi truong nén chi tién hanh
o ap suét du 0,05 — 0,1 MPa véi nhiét @6 110 — 120°C trong khoang 1 — 1,5 gio tur luc
dat dugc nhiét to1 han.

Uu diém cta phuong phép nay 13 tranh dugc tap nhiém do mdi trudng khong
phai van chuyén. Nhung nhuoc diém 1a thoi gian kéo dai. Hién nay, dé rit ngan thoi
gian 1én men ngudi ta dung mot thiét bi riéng dé thanh tring.

Phuong phap lién tuc: tién hanh & nhiét do cao hon (140 — 145°C ) va giit & thoi
gian ngan hon 5 — 15 phat ¢ nhiét d6 nay, phuong phap nay cho phép dam bao an toan
t6t nhat va khong 1am thay doi thanh phan cua moi truong. Thiét bi dung vao viéc nay
c6 3 b0 phan: bo phan khu khuan 1 cot duoc gia nhiét bang hoi khi méi truong long
chay qua, bo phan tiép theo 1a binh giit dich ¢ nhiét d6 xac dinh trong khoang thoi gian
gan bang thoi gian dé diét toi da sb vi sinh vat. Phan thiét bi nay co6 thé 1a thung hinh
tru hodc cdt cd cac vach ngan hodc cac téng dia dé phan tan nhiét cho déng déu ca
khéi moi trudng hoic ¢ dang dng xoén trao doi nhiét. Bo phan giir moi trudng va giir
nhiét nay lam viéc 6 ap suat du. Phan tht ba 1a bg phéan lam ngudi dich moéi truong co
hé trao doi nhiét voi nude lam viée voi ap suat du 0,03 — 0,05 MPa. Thudng bd phan
nay dugc cau tao theo kiéu 6ng 16ng dng.

3.4. Khir tring dau mé pha bot

Cac chat phé bot thuong 1a dau thuc vat, cac hop chat hoat dong bé mat... Vi cac
t€ bao vi khuan ¢ trong nhitng chat nay c6 d¢ bén nhiét cao gap 2 — 3 lan so voi 6
trong nudc, nén vi¢e thanh trung can phai than trong. Coéng viéc nay dugce tién hanh
trong mot thiét bi riéng ¢ gan thiét bi 1én men va theo phuong phap khu trung gian
doan voi ap suat du cua hoi 14 0,2 — 0,25 MPa. Hoi dugc dan qua vo kep hodc 6ng
X04n rudt ga. Nhiét do khur trung la 120 — 125°C trong khoang 1 — 1,5 gio. Dau va binh
chtra dau sau khi khtr trung lam nguoi duoc gitr ¢ diéu kién ap suat du 0,03 — 0,04
MPa bang khi nén vo6 trung. Khi ph4 bot dung khi nén vo trung day qua hé thong van
dudng ong ndi voi ndi 1én men.
3.5. Khir trung khong khi

Cung cép khi sach cho nuoi céy bé mat: 1a mot bo phan dat nhitng may diéu hoa
va lam sach khong khi thuong & trén hodc bén canh phong nu6i cay. Qua trinh lam
sach qua céc giai doan:

+ Khong khi qua loc so bd dé loai céac bui ban co hoc va ph'ém 16n cac vi sinh vat

+ Vao diéu hoa téng c6 diéu chinh nhiét (néu can)

+ Vao quat chung

+ Loc vi sinh vat

+ Cung cip cho cac may diéu hoa riéng, rdi cap cho budng nudi cdy.

Trong cac xi nghiép san xuét vi sinh theo phuong phap bé mit v6i quy mo6 1on
nguoi ta thiét k€ bd phan nay st dung dugc khi tuan hoan, khong khi dugc cap qua

70



phong nudi cdy duoc dua lai cdc may diéu hoa riéng tdi 90%, chi bay ra khi quyén
khoang 10%.

Cung cip khi sach cho nuéi cdy chim: 1a ca hé thong twong dbi phirc tap va qua
cac giai doan sau:

Khong khi

A 4

Qua cot hut

\ 4

Loc so bd

A 4

Nén khi

\ 4

Lam nguoi

A 4

Tach dau nudc

\ 4

Loc chung

A 4

Loc riéng

N

Thiét bi 1én men Budng nudi cdy vo trung

Hinh 4.3. So dé loc khéng khi

Loc so bd dugc cau tao boi hai 16p ludi thép inox dit & mat trude va mit sau hop
chit nhat hodc hinh try. Giita hai tim lué6i loc ndy dugc xép diy cac manh st hodc cac
vong kim loai. Cac manh st hodc cac vong kim loai dugc tam dau nhon dé céc loai bui
dé bam vao do.

Khong khi sau khi nén bi néng can 1am ngudi qua binh trao doi nhiét bang nudc,
sau d6 dua qua binh nho dé tach nhimng giot dau do khi nén cuén theo va nhiing hat
nuéc ngung do 1am ngudi khi. Khong khi nén duoc chira vao binh 16n véi 4p suit
trung binh 6 + 8 atm va sau d6 dua vao phin loc chung (téng loc) rdi chia 1am cac phin
loc riéng cua timg thiét bi 1én men. Phin loc khong khi dugc 1am bang thép thuong,
hinh tru c6 hai vo, bén trong duoc xép vat liéu loc bang bong thuy tinh, bong md, vai,
amianthus, tim loc tir cac loai soi dic biét...
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Khong khi sach v6 trung duge dua vao thiét bi 1én men qua cac bo phan phun tia
két hop voi khuay dao hodc ong hoi lwu dé ting thém do hoa tan cua oxygen vao dich,
nham cung cip t6i da nhu ciu oxygen cta ching nudi cdy dé dat duoc ning suat 1én
men ciing nhu hiéu suat chuyén ho4 cao.

3.6. Kiém tra an toan vé sinh (trang thai vo tring)

Kiém tra trang thai v tring ctia méi trudng cling nhu ca hé thdng thiét bi trudce
khi bat dau va trong qué trinh 1én men, dic biét 1a pha sinh trudng 13 viée rat can thiét.

Trong Ién men bé mit: can kiém tra vo trung moi truong sau khi khir trung va
nude 1am am bod sung vao moi trudng. LAy miu va cdy vao cac hop petri c6 moi
truong thach - thit - peptone hodc thach - malt. Sau d6 géi hop bang gidy sach va dé
vao ta 4m 30 + 37°C trong 24 gid, doc két qua.

Trong 1én men chim: kiém tra méi trudng sau khi khir tring, trude lc tiép giéng,
sau khi tiép giéng va sau khoang 4 + 5 gio lai 14y miu kiém tra, mau lay duoc dung
trong cac binh vo trung. Néu moi tru(‘)‘ng sau khi khir tring, trudc lic tiép gidng thi
chia vao cac binh tam giac dat trén may lic 30 + 37°C trong 24 + 36 gio, sau khi tlep
gidng thi duoc cdy trén moi trudng thit - peptone trong 6ng nghiém va dé trong ti 4m
30 + 37°C trong 24 + 36 gio. Poc két qua va danh gia trang thai cia moi truong cling
nhu qua trinh. Trong truong hop doc két qua cua moi truong da tiép gidng va dang 1én
men thiy chiing nudi cdy khong phat trién hodc bi giam do duc thi phai ldy mau cay
trén moi truong thach - thit - peptone. Néu thiy trén mat khuén lac cta «chung nuoi cay
c6 nhimg vét trong, chimg t6 cac t& bao bi dung giai, qua trinh c¢6 thé bi nhiém thyc
khuan thé, can kiém tra lai hodc dbi chiéu vao hién trang 1én men s€ cho ta két qua
chinh xac.

Tir két qua kiém tra vo tring chiing ta mdi yén tdm cho qua trinh tiép tuc hodc
phai xtr 1y. Néi chung, trong qué trinh 1én men chim nguoi ta ¢d gang lam sao cho ca
qud trinh lam viéc trong trang thai vo trung.

4. PIEU KHIEN QUA TRINH LEN MEN

Trong khi tién hanh 1én men, dé diéu khién qua trinh lam viéc & ché do téi vu véi
cac yéu cau cong ngh¢ la rat quan trong. Mudn cong viée diéu khién c6 két qua thi
truéc hét phai do cac thong sb dic trung cho qué trinh 1én men, do la nhiét do, pH,
oxygen hoa tan, sy tao thanh bot, thanh phan khi thoat ra, sy phat trién cua vi sinh vat
va tao san pham trong moi truong, cong sudt tiéu thy ctia may khudy, van tdc khudy.
Can phai do lién tuc va c6 hé thong.

4.1. Khong ché nhiét o, pH, oxygen hoa tan

* Po nhiét do va diéu chinh nhiét do: Tuy thudc sinh 1y cia chung nudi ciy trong
khi 1én men ta phai giit nhiét d6 thich ung trong khoang dao dong tir 0,1 + 0,2°C. Bé
dap ung dugc yéu cau d6 ngudi ta cho nudc nong hoic nudc di duge 1am lanh chay
trong mot vo kép hay trong bo phan trao doi nhiét thich hgp dat & bén trong hay bén
ngoai thiét bi 1én men.

Ngay nay, k¥ thuat diéu chinh nhiét do di c6 thé tu dong hoa bang cach lip may
diéu nhiét vao mot diém c6 nude chay tir vo kép hodc dng xodn cua thiét bi 1én men
chay qua, c6 nhiém vu chi huy théng qua mét role hai tiép diém hoic thiét bi dé dot
néng hay van diéu chinh nuéc lanh hodc nuéc néng tdi, nghia 1a co thé do nhiét do
thong qua hé thong vi tinh nhd cac dau do tu dong.
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* Do pH: Po pH bang dién cuc cam tryuc tiép vao mdi trudng va can thiét s& dicu
chinh bﬁng acid hodc kiém. Viéc tu dong cho dung dich acid hoac kiém dé gilt pH 1én
men & gia tri t6i wu dwoc thyc hién bang nhiing phuong phap da dung trong cong
nghiép hoa hoc, nhung phai dung cac dién cuc dic biét dé co thé chiu dugc khir tring
va dat truc tiép trong thiét bi 1én men.

Dé dam bao cach dién va kin cho thiét bi 1én men, nhiing dién cyc d6 duge dém
bang nhitng gioing teflon hoic silicon va lip trén mot tAm thép khong ri han vao thiét
bj 1én men. Trong nhirng thiét bi 1én men cong nghiép co dung tich 16n, toan bd cac
dién cyuc (dién cuc thuy tinh, dién cuc chuan va dién cuc bu trir nhiét do) duoc lap trén
mot mit bich bang thép khong ri, ghép bang buldng trén thanh dimg cua thiét bi 1én
men & chiéu cao thich hop va cach dién bing mot dém teflon. Toan bo cac dién cuc dé
do pH dugc ndi vao may ty ghi & hé thong may kiém soat ndi véi mot van dién tir didu
khién viéc cho acid hay kiém vao thiét bi 1én men.

* Po 6xy hoa tan: Trong qua trinh 1én men, nhu cau dxy ctia moi truong vi khuan
thay d6i theo thoi gian. Vi thé, ngudi ta chil y 1am thtr nhiéu mdy thi nghiém nham do
6xy hoa tan va diéu chinh théng s6 nay bang cach dung may tu dong thay doi luu
luong khong khi va téc d6 khudy dé giir lugng 6xy hoa tan.

4.2. Kiém soat su tao thanh bot

Khi tién hanh khuéy dado va suc khi manh lién tuc, trong cac thiét bi 1én men sé&
tao ra rat nhiéu bot. N6 ¢6 khuynh hudng trao ra khoi thiét bi va gy nhiém tap moi
truong 1én men. Ngoai ra bot khi ciing can tré su tiép xuc gitta t& bao voi moi trudng
dinh dudng.

Do viy trong qua trinh 1én men, nguoi ta kiém soat luong bot tao thanh va tim
cach pha huy chiing. Mudn phé bot, nguoi ta dung cac chat pha bot nhu: cac loai dau
thuc vat, md ca heo, nhiing alcol dong dang cao, cac chat hoat dong bé mit...

Hién nay, tat ca cac thiét bi 1én men déu duogc lép thiét bi tu dong, ngay khi bot
bat dau hinh thanh 1a may ty dong nap vao thiét bi mot lugng nhat dinh chat pha bot.
Cuc tham do, hay dién cuc phé bot 1a hai day dan bing kim loai cach dién véi nhau,
dat trén moi treong mot khoang cach nhat dinh. Khi bot cham t&i hai dau day dan né
s& ndi mach va nhd céc role s& 1am cho van dién tir hay bom hoat déng trong mot thoi
gian quy dinh bdi mot déng hd bao phit, ddm bao nap chat pha bot vo tring vao thiét
bj 1én men qua mot dng c6 dudng kinh nho.
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4.3. May phuc vu do lwong, tw dong hoa trong cong nghi€p vi sinh

Viéc do va phan tich khi thoat ra khoi thiét bi 1én men cho phép theo ddi sy tién
trién cta qua trinh 1én men va 1ap bang cin bang. Ngudi ta c6 thé st dung may phan
tich khi tw ghi c6 dién dit trén dudng ng thodt ciia thiét bi 1én men.

Mit khac, viéc do do nhét quan trong néu trong qua trinh phat trién cta vi sinh
vat, nhat 1a cac nam, moi trudng 1ong trd thanh nhét. Viée khudy tron va thong khi
moi truong nhu thé rat kho. Pai lugng d6 dugc do dat béng mot may quay co tde do
khong d6i & mot nhiét d6 x4c dinh, khi toc do giam thi d6 1a d nhot tang 1én.

Cubi cung, viéc xay dung duong cong phat trién ctia mot vi sinh vat d6i khi duoc
thue hién lién tuc bang cach dung quang ké dién do mat do quang hoc, mot trong hai
cdc ciia may so mau duoc ddy kin va co6 dong moi trudng vo khuan di qua roi trd vé
moi truong nho bom. Mat khéc, nguoi ta thir dung mady do do duc c6 bd phan quang
dién boc kin, dit ngay bén trong thiét bj 1én men dé do mat d6 quang. Ciing theo
nguyén tic do, viéc do luong lién tuc sé luong dudng do vi sinh vat tiéu thy trong qua
trinh phat trién duoc thuc hién béng khuc xa ké.

Tat ca nhimg phuong phap do va tu dong hoa d6 duoc tng dung trong k¥ thuat
1én men lién tyc, no 1a tuong lai ctia nganh cong nghi¢p vi sinh.

CAU HOI ON TAP
1. Phan loai cac phuong phap 1én men vi sinh vat.
2. So sanh qua trinh dong hoc phat trién cta vi sinh vat trong qua trinh 1én men gian
doan va lén men lién tuc.
3. Hay phén tich cac yéu t6 anh huong dén qua trinh 1én men
4. Trinh bay cac giai doan chinh cta qua trinh 1én men.
5. Hay néu cac phuong phap thu nhan san pham cta qué trinh 1én men.
6. Trinh bay cac phuong phap khir trung trong qua trinh 1én men.
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Chwong 5. CAC SAN PHAM CUA CONG NGHE VI SINH
1. SINH KHOI VI SINH VAT

Cong nghé 1én men thu nhan sinh khdi vi sinh vat 1a qua trinh nuéi cdy cac ching
thuan khiét hoac hon hop mot s6 chung vi sinh vat. Sinh khoi 1a nhtng té bao vi sinh
vat dung lam ngudn protein trong dinh dudng dong vat dugc goi la protein don bao
(SCP —single cell protein).

, Sinh khdi vi sinh vat dl;l'(_)fc su dung vao nhiéu muc dich khac nhau nhl; sinh khf)i
nam men dung trong san xuat banh my, duoc goi la men banh my; sinh khoi vi khuan
dung lam phan bg’m; sinh khoi vi khuan Bacillus thuringiensis st dung lam thuoc trur
sau; hay sinh khoi vi sinh vat c6 hé enzyme phan hay chat hiru co dung trong xur ly
nuoc thai, chat thai bao vé moi truong.

* Uu diém cua qua trinh san xuét protein don bao tir vi sinh vat:

- Khong glong qua trinh trong trot, chin nudi, san pham protein tir vi sinh vat
(sinh khéi) c6 thé thu hoach toan bo, dé dang, hiéu suét cao.

- Dién tich dé nudi cay vi sinh vat khong 16n.

- Tbc d6 sinh ‘sén cua vi sinh vat cao, tuong trng véi tdc d6 san sinh protein, co
thé gap 100 -1000 lan so voi gia stc

- Nubi cdy vi sinh vat khong phu thudc vao khi hau, thoi tiét cua dia phuong

- C6 thé phan 1ap va lya chon chung giéng thich hop cho timg quy trinh.

- San xuét protein tir cac vi sinh vat sir dung nguyén liéu phi protein — phé li¢u
hodc phu pham tir cong nghiép khac. Nguyén liéu s dung da dang, phong phu va r¢
tién: nhu ri duong, dich thity phan gd tap, rom ra, bd mia...gép phan khic phuc 6
nhiém moi trudng.

Hién nay, da sb protein san xuat tir vi sinh vat méi dugc st dung lam thirc dn
chan nudi, nuoi trong thuy san, chi mot lugng nho duoc sir dung lam thirc an cho
ngudi. Vi muén lam thic an cho con nguoi can phai c6 mét s6 nghién ctru tiép tuc
nhu: loai bé tap chét, tinh ché dé thu nhan ché pham protein tinh kl}let, c6 thanh phan
phu hop véi dinh dudng cia con nguoi va tao vi thom, ngon hgp khau vi hon.

1.1. Sinh khéi nAm men
1.1.1. Sdn xudt tir nguon carbohydrate

Nam men c6 thé tong hgp amino acid tir nitrogen, mudi amon va tir cic ngudn
carbon khac nhau: ri duong, tinh bdt, lactoserum, ba qua, dich kiém sulfite, dich thuy
ph&n nguyén li€u thyc vat va ba thai ruou.

Dich thuy phan ngudn nguyén liéu thyc vat hay dich klem sulfite déu duoc sir
dung dé san xuit nAm men lam thtrc an chin nudi. Loai ndAm men duoc sur dung 1&
Candida tropicalis va C. utilis. Dich thiy phén nguyén liéu thuc vat duge thu nhan
bang cach thuy phan nguyén li¢u nhu ba mia, go, rom...trong moi trudng acid sulfuric
ndng do 0,5% & nhiét do 170 -190° C. Phuong phap thuy phan bang cellulase c6 nhiéu
vu diém nhung chua dap ung yéu cau vé hiéu qua kinh te Dich kiém sulfite 1a phe thai
clia cong nghiép san xudt gidy, dugc tao thanh khi nau cellulose va khong thé thai
ngay vao ngudn nudc thai. Thanh phan héa hoc cua dich kiém sulfilte gdm lignin,
hemlce[Iquse, nhwa, chat béo, cac mudi khoang va monogaccharlde. Can phai xur 1y
dichq kiérr} sulfite, dich ‘ghﬁy phan nguyén li¢u ghuc vat dé loai bd céc tap ch@t, tap
khuan, bo sung cac muodi dinh dudng va dua vé pH thich hop cho sy phat trién cua
nam men.
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Ngudn ba ruou 1 nguyén liéu dé san xuat nam men gia suc. St dung chung nam
men Candida tropicalis va C. utilis, hi¢u suit 12 — 18g chit kho/lit. Dung nam moc
Tricoderma cutaneum dat hi¢u suat 24 — 25¢/l. Bi thai cia nha may san xuat ruou,
con chira 6 — 12% chat kho. Trong ba thai tir ri dwong chira (tinh theo % chat kho):
protein 11 — 12, duong khong 1én men 4 — 7, glycerine 7 — 9, acid 13 — 20, betaine 8 —
10, glutamate 6 — 9, cac amino acid 1 — 3, chét keo, melanoidine, glucoside, phenol,
lipid 10 — 15, tit ca cac chét hitu co chiém 68 — 72%, hop chat vo co 26 — 32%. Ngoai
ra, trong b rugu chira nhiéu vitamin (pg/g): riboflavin 8, acid pantothenic 39, acid
hicotinic 21, acid pirydoxyn 30, biotin 1,5 acid folic 0,3. Dé c6 thé sir dung ba ruou
1am moi truong nudi cdy ndm men can xir Iy qua cac cong doan: khtr trung, tach cdn
thach cao va lam ngudi. Khtr tring & nhiét do thip hon 98°C trong vong 1 gid. Trong
truong hop bi rugu c6 chira CaO nhiéu hon 0,8% thi can bo sung acid dé dat pH 4 —
4,5 va gilr 6 nhiét d6 80 — 85% trong vong 1 gio r0i sau d6 1am ngudi. Bo sung cac
mudi khoang dé dap tng nhu ciu cia nam men nhu acid phosphoric hoic
diammonphosphate hoac superphosphate, ammonium sulfate.

Céc carbohydrate khong phai 13 tinh bot ¢6 thé thuy phan bang enzyme cellulase
va hemicellulase tir Geotrichum candidum va Trichoderma viride. Nhiét d6 tdi thich 1a
50°C, pH 4,5 — 5,0. C4c enzyme nay thiy phan cac polysaccharide thanh glucose,
xylose, arabinose va cellobiose.

Nguyén li¢u thyc vat
(ba mia, rom ra, go vun...)

!

Furfurol va cac H,S0O, 0,5-0,6%
, K 4— 9 A 2 4 H ]
chit bay hoi Th“yfhan T Nhiétdo 175 -190°C
Trung hoa
Stra voi, KCl,_“ v
(NH4),SO, Loc va lam
l Nguén N, mudi .
: 5 khoéang, chinh pH, dau
Lam ngudi (30 -32°C) phat bot, thong khi
Y
Men gibng — |  Lén men
Y

Tach chiét va thu hoi sinh khbi

Hinh 5.1. So dé san xudat sinh khoi nam men tur cdc nguyén liéu thuc vat

1.1.2. Sdn xudt tic nguon carbohydrate dau mé

Tir nhitng nam thap ky 70 cua thé ky 20, thé gi6i cht y nhidu dén viée st dung
cac sam pham ctia ddu mo dé nudi ndm men nham muc dich thu nhan san pham giau
protein lam thurc an gia suc.
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Tir 1 tan paraffin c¢6 thé thu duge 0,38 tan protein nam men. Nhiéu nuoc trén
thé gi6i da ting cd cac nha may san xuét protein nam men tir ddu mo v6i cong suit 16n
nhu: Lién X6 cii 12000 tAn/ndm; Nhat 12000 tdn/ndm va Y 1000 tin/nam.

Qua trinh chuyén hoa carbohydrate c6 thé di theo cac con dudng sau:

carbohydrate — ruou bac 1 (hodc rugu bac2) —> Aldehyde — acid béo

* Phan huy n —alkan

n-alkan R
Ruou bac 1 hoac Ruou bac 2
A\ 4
' Aldehyde Y
Sap Methylcetone
\ 4
| Acid beo
Dauthd —* Lé&n men Lén men [« Paraffin
Y v
Tach nam men Tich nidm men
A 4 Y
Rira bang nudc Rira bang nudc
A 4 \ 4
Lam khé Lam kho
\ 4 Y
Xtr Iy bang dung moi Poéng goi
Thu hoi
dung moi v —Y
s ; Nam men
Rtra bang nude thanh phém
A 4
Lam khé
A 4
Dong goi
N4m men
thanh pham

Hinh 5.2. Quy trinh sdn xudt nam men tir cdc nguon carbohydrate
[/



Pong héa carbohydrate cua cac vi sinh vat la mot qua trinh phirc tap va phu
thudc vao cac didu kién: kha nang tham nhép vao té bao cla carbohydrate; sy ton tai
cac hé thong enzyme can thiét dé chuyén hoa carbohydrate; kha ning bén véi doc tinh
ctia carbohydrate khi & ndng do cao ctia cac chung vi sinh vat.

Cac chung ndm men c6 kha ning st dung carbohydrate tot nhu: Candida
tropicalis, C. maltosa, C. lipolytica, C. parasilopsis, C. intermedia, C. robusta, C.
pelliculose, C. scottii, C. rugosa. Ngoai ra con ¢ cac nAm men thudc gidng Torulopsis
va Rhodotorula nhu T. coliccolusa, T. dattila, T. famata, T. sake, R. glutinis, R.
gracillis; mot s6 chung thudc giéng Trichosporon, Brettanomyces va Cryptococcus.
1.1.3. San xuit men banh mi

* So d0 quy trinh san xuat men banh mi

Trong céng nghé san xuat banh mi, giai doan 1én men bot mi dong vai trd quyét
dinh dén chat lugng banh mi. Qua trinh 1én men dugc thuc hién béi ndm men. Khi d6
nam men s& chuyén hoa dudng co trong bot mi thanh con va CO,.

Chinh CO, s€ 1a tic nhan lam né banh mi. Khi CO, dugc tao thanh s€ bi gitr lai
trong cadc mang gluten c6 trong bot mi. Khi nudng banh & nhiét do cao, CO, s€ tang
thé tich, mang gluten s€ cang ra va tao thanh nhiing tii chira CO,. Khi nhiét do cao
hon, CO, s& dugc thoat ra khoi ti d6 va tao ra nhimng 16 x6p trong banh. Kha ning Ién
men cang manh, do xop ciia banh cang nhiéu.

Ri duong, muoi khoang Nam men giong

. .

NoOi nhan giong

Tron va nau

A 4

Thung chira

v

Thung 1én men 16n

A

: Ly tdm, tach rira men
Thung chira
g Bao quan lanh
] > ao quan lan
Men ép g quan %
v Say
Men kho

v

Bao quan nhiét do thuong

Hinh 5.3. So' d6 quy trinh cong nghé san xudt nam men bénh mi

Qua trinh san xuat nam men banh mi dugc thuc hién theo cac budc theo so do
trén. Nguyén li€u dé san xuat thuong dung 1a ri duong va mdt s6 muoi khoang. Sau khi
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xu 1y ri dudng qua cac budce nau trén va nu thanh tring, dich 1én men duoc dua vao
thung 1én men va cdy gidng nAim men Saccharomyces cerevisiae di nhan véi ty 18 1%.
Sau d6 thuc hién qua trinh 1én men c6 suc khi. Thoi gian 1én men 3 — 4 ngay, khi nAm
men phat trién manh va luong duong sot trong dich 1€én men con lai duéi 0,1 % thi ly
tam loai nudc. Sinh khoi ndam men dugc rira va bo sung phu gia can thiét duoc di say
khé hay dong thanh banh men ép.

* Phan loai cac dang nim men banh mi:

- Nam men dang 10ng: 1a dang san phim thu nhén ngay sau khi qué trinh 1én
men két thiic. Nguoi ta thu nhan dich 1én men c¢6 chira sinh khoi nam men dang phat
trién nay dé san xuat banh mi. Pac diém cua dang nay dé sir dung va hoat luc lam no
banh rat cao, tuy nhién néu dé nam men trong dich nu6i cay lau s€ lam bién do6i chat
lugng nam men, trong d6 hoat tinh enzyme zymase va maltase s€ gidm rat manh do do
kho bao quan, thoi gian st dung ngan.

- Nam men dang nhao (dang paste): khéi nam men dang long thu dugc dem ly
tam ta thu dugc nam men dang nhdo. Nam men dang nhao c6 do am khoang 70-75%.
Nam men dang nhao thuong c6 hoat lyc nd banh kém hon dang 16ng, nhung thoi gian
st dung lau hon va dé dang van chuyén hon.

- N4m men dang kho: tu nim men dang nhao, nguoi ta dem di séy O nhiét do <
40°C, @6 am < 10%. Dic diém ctia nam men dang khd c6 hoat lyc nd banh cao, bao
quan dugc lau va dé dang van chuyén.

1.2. Sinh khdi vi khuin
1.2.1. Vi khudn sir dung hydrogen (Hydrogenomonas)

Mot s6 vi khuan hiéu khi c6 kha ning san sinh ra ning lugng bang cach oxy
hoa hydrogen va carbon tir khi CO,. Cac loai vi khuan khac lai hoé hap ky khi, cling ¢6
thé st dung cac loai co chat trén nhung bat bude tu dudng quang nang. Kha nang sinh
san cua ching kha thap, khong c6 tinh canh tranh dé san xuat protein tir cac loai vi
sinh vat nay.

Tac nhan vi sinh vat 1a cac ching Hydrogenomonas eutropha, H. facilis, H.
ruhlandii. Ngoai ra con co6 cac loai thudc giong Actinomycetes.

Hinh 5.4. Vi khuan Hydrogenomonas

Thanh phan méi truong dinh dudng d6i v0i ching rat don gian, ching suir dung
dugc mudi ammone, muodi nitrate, urea lam ngudn nitrogen. Ngoai ra, cin bo sung vao
moi trudng nudi cay nhu cac ion K, Mg, Ca, Fe, Ni va cac anion phosphate va pH tdi
uu 12 6,5 - 7,5, nhiét d6 50°C.
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1.2.2. Vi khudn si¢ dung methane (Methalobacteria)

Methane 13 ngudn nguyén liéu san, ré tién va khong giy doc tryc tiép. Kha niang
it hoa tan trong nudc cho phép dé dang thu hoi khi vi sinh vat khong str dung hét
nguodn carbon nay.

Vi khuén sir dung methane c6 rat nhiéu trong dét, nude, bun va & ngoai bién.
Chung la vi khuan Gram am, hiéu khi bat budc, c6 chtra catalase va oxydase, thudc
nhom tu dudng vo co.

Bdng 5.1. Phén loqi vi khudn sir dung methane

Giong Hinh dang Tinh chuyén | Bao nhay
dong

Methalosinus Hinh que hay qua lé + +

Methalocycis Hinh que, hinh phay - -

Methalomonas | Hinh que - (4) +
Methalobacter | Hinh que, hinh cau - -
Methalococcus | Hinh cau - -

Loai hay gép nhat khi phan 1ap trong tu nhién 1a Methylomonas methanica, c6
khuén lac mau hong. Ngoai cac chung thudc loai Methylobacteria, co nhiéu ching vi
khuan nhu Pseudomonas va ca nim men c6 kha ning sir dung methane va methanol.

Qua4 trinh thu nhan sinh khéi s& dat hiéu qua cao nhét khi st dung hdn hop khi
thich hop: methane (10-98%), 0xy (20-45%) va CO, (0-20%). Tuy nhién c6 thé c6 mot
s6 loai vi khuan gay nhiém ciing c6 thé phat trlen trén moi truong carbohydrate. Pbi
v6i mot sb chung thi methanol c6 thé gay doc o nong do thap (0,1%). Mubi amone va
nitrate la nguon nitrogen thich hop cho cac nhoém vi khuan str dung methane, pH tdi
thich 6,8, nhiét do tbi thich chu yéu dbi véi cac chung 1a 15- 35°C, tuy nhién ciing co
cac chung va nhiét 45-55°C s& cho hiéu suit cao hon ca.

Su oxy héa methane dién ra nhu sau:

CH/~*»CH;OH — HCHO —* HCOOH — CO;,

Hinh 5.5. Vi khudn Methalomonas methanica
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1.3. Sinh khéi vi tio

Sinh khéi cta vi khuan lam va vi tao goi chung la vi tdo, c6 chira mot lugng 16n
cac chit co hoat tinh sinh hoc. Ham lugng protein cao, & vi tdo co thé dat t6i 40 — 60%
khéi Iwong khé, con ¢ vi khuan lam ham lugng cao hon 60 — 70%. Ham lugng amino
acid cua protein ¢ vi tao kha can ddi, trong d6 ham lugng amino acid khong thay thé
trong protein rat cao, 42%. Gié tri dinh dudng cua sinh khdi vi tao con cé gia tri do
trong chung con chira cac vitamin khac nhau nhu vitamin A, vitamin nhoém B, vitamin
K, mét s6 loai con c6 vitamin C, vitamin Bi,. Ngoai ra, chiing con chira cac sic tb tu
nhién, c6 thé khai thac dé thay thé cac chat mau tong hop dang dugc sir dung trong
cong nghiép thuc phdm, m§ pham.

1.3.1. Tac nhdn vi sinh vt

Céc ching gidng vi tao dugc chon dé st dung san xuit & quy mé 16n can dap tng
dugce cac dic diém sau day:

* Tdc do sinh trudng nhanh, ning suit quang hop cao, c6 kha niang chdng chiu
voi sy thay ddi cua diéu kién ngoai canh nhu nhiét do, do chiéu sdng cua anh sang mat
troi, néng d6 mudi cao, chéng chiu duoc mot s6 bénh.

* Sinh khdi ¢6 ham luong va chét lugng protein cao, khong chira doc t6

* T¢ bao ludn & trang thai huyén phu, dé thu hdi bang cach vét, loc hay ly tam.

Trong nudi trong hién nay, nguoi ta st dung phd bién mot sb loai vi tao nhu
Chlorella, Scenedesmus va vi khuan lam nhu Spirulina.

Chi Chlorella da dugc Beijerinski phat hién tir nam 1890, hién da duogc nghién
clru nuodi va tréng dai tra tr nhitng nam 1950 tai My va chau Au. La loai tao don bao,
kich thuéc nho (khoang 1pm), tu dudng; mot sb loai ¢ thé song khong can anh sang
va stir dung ngudn hitu co nhu glucose, acetate. C4c loai thuong sir dung trong nudi
trong dé thu sinh khdi 1a Chlorella elipsoidea, Chlorella vulgaris, Chlorella
pyrenoidosa.

Hinh 5.7. Scenedesmus acuminatus




Chi Scenedesmus ¢6 s6 luong loai it, 1a sinh vat ty dudng nhung cling c6 kha
nang phat trién khong can anh séng, trong bong t6i chung str dung cac hop chat hitu co
nhu duong don, acetat va giai phong CO, va H,O. Scenedesmus c6 kha nang san sinh
cac enzyme protease, amylase ngoai bao. Sinh khéi Scenedesmus C6 ham luong
protein cao, khoang 50 — 55% khbi lugng kho va dugce coi la ngudn SCP dang chuy dé
stt dung lam thtrc dn chin nudi. Mot sb loai thuong duoc sir dung trong nudi trong dé
thu sinh khéi 1a Scenedesmus acuminatus, Scenedesmus acutiformis va Scenedesmus
costulatus.

Gidng Spirulina cé cac loai sau ddy dugc sir dung phd bién trong nuéi tréng thu
sinh khéi 1a Spirulina platensis, Spirulina maxima.

Bt e i) ”;;'(/'u

Hinh 5.8. Spirulina maxima

_ Hién nay Spirulina dugc su dung nhiéu nhét trong céac loai vi tdo do cd cac uu
diém sau:
+ Ham lugng protein trong tao Spirulina dat 60 — 70% (Chlorella chi dat 40 —
50%).
+ Toc d9 sinh truéng cao, vong doi ngan 3 — 5 ngay
+ Co pinh dang soi 10 so xoan, kich thudc 16n (0,2 — 0,5 mm), ndi trén bé mit
nudc nén dé thu hoach.
+ Tao Spirulina c6 thanh té bao mong, dé& hap thu
+ Hiéu suat str dung ning lugng mit trdi cao 3 — 4,5% (trong khi 1ta 0,25%)
+ Hé sd str dung carbon cao (50 — 85%), tao Chlorella 30%.
1.3.2. Quy trinh cong nghé sin xuit
* Cac phuong phap nudi trong
Vi khuan lam va vi tao 14 co thé tr dudng sir dung nang luong anh sang mat troi
lam ngudn nang lugng va CO, lam nguon carbon. Tuy céac co thé ndy c6 kha ‘nang phat

trién trong diéu kién moi truong khic nghiét, nhung phai dam bao cac yéu t6 dinh
dudng can thiét.

V& quy mé san xuit thudng co ba loai:
- Nuoi trong 0 quy md thu cong don gian: vi tao dugc nudi ¢ cac ao ty nhién

hay cac bé xay bang xi ming hay trong cac thung g, thung nhua. Trong truong hop
nay, thong thudng ngudi ta khong thyc hién suc khi CO,, khong khuay dao.
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- Nudi trong & quy mo ban cong nghi€p: vi tdo dugc nubi trong cac bé xay hinh
duodng 6 ong, phia trén tlep xuc V01 anh sdng mat troi, cap CO, vao moi truong nudi va
moi truong dugce Van chuyén tuan hoan trong bé nho may bom, nhiét d6 moi truong
nudi khoang 25 — 26°C.

- Nudi tréng 0 quy m6 cong nghiép: co thé str dung hé théng nudi cdy kin hodc
hé thdng nudi cay mo. Trong ca hai h¢ thong déu cd qua trinh khuay tron, suc khi tao
diéu kién cho té bao tiép xtic v6i anh sang va khi CO, dé chung giéng thuc hién qua
trinh quang hop.

Hé thong kin: vi tdo dugc nudi trong cac bé 1én men chu yéu sir dung anh sang
nhan tao (4nh sang dén) c6 cudng d6 cao va hé théng suc khi CO, véi néng do tuy
theo timg quy trinh cu thé. Phuong phap nay co uu diém khong phu thudc vao anh
sang mdt troi, khong phu thudc vao thoi tiét khi hau, kiém soat dugc diéu kién nuodi
ciy, cho ning suét tao sinh khéi cao. Tuy nhién gia thanh san pham cao nén it duoc ap
dung rong rai.

Hé thong mo: st dung nang luong tir anh sang mit troi, sir dung cac bé nudi co
moi truong nudc cao khoang 15 — 20cm, khudy dao thudng xuyén dé vi tao co diéu
kién tiép xuc v4i anh sang mit troi, dam bao vi tao khong bi lang xubng ddy bé va moi
truong dinh dudng phan phbi déu cho toan bo té bao trong hé théng nubi.

-

CO,hoac Chét Nude Anh Tao

HCOSl khng l sfng giéIg

Thiét bi % —
khuay l Bé nuoi tao co pH 8,5 -10

Nhiét do 20 - 40°C T
\ 4 A 4
Loc Moi truong
A 4 A 4
Ly tam Thu hoi cac chat
co bot khoang con
A 4
Say kho
\ 4
Sinh khéi
Vi tao

Hinh 5.9. So' d6 cong nghé sdn xudt dai tra sinh khéi vi tdo

* MOi trudong nudi trong va cung cap CO,
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Tuong ty nhu moi trudng nudi céy vi sinh vat céng nghiép khac, thuong su
dung cac nguyén liéu tho, r¢ tién, dé kiém ma van dam bao duoc kha ning thu duoc
luong sinh khéi cao, chat luong tot. Cac ngudn nguyén liéu thuong duoc sit dung dé
tao moi trurong nudi cay dai tra:

- Nudc may: bo sung thém céc chat khoang & dang phan bon kho

- Nudc bién: bd sung thém mubi khoang

- Nudc thai tir cac khu vuc chan nu6i hodc tir nha may xur Iy nudc thai.

Ngoai ra, trong qué trinh nudi ciy ngudi ta cung cip CO, bang nhiéu hinh thirc
khac nhau:

- Suc khi CO, lay truc tiép tir cac nha may san xuit bia, ruou dé giam luong
NaHCO:s.

- Suc khong khi (c6 chira CO,) két hop voéi viée suc khi CO, ngat quang.

Pé dam bao cung cap khi CO, du trong qué trinh nuoi trong vi tao, viéc lya
chon dia diém nuoi trong 13 hét sitc quan trong. Co s& nudi trong nén gan cac nha may

¢6 nguén CO, nhu nha may bia, rugu hodc noi c¢6 ngudn nudc khoang néng giau
HCO;3; hay CO, tu do.

* Thu nhan san pham

C6 thé st dung nhiéu phuong phap khac nhau dé thu hoi sinh khéi nhu ly tam,

vét, lang két hoa hoc, ling ket dién truong, tu lang két. Cac vi tao c6 kich thude nhod
thi thu nhén sinh khéi chil yéu bang phuong phap ly tam.

Déi véi Spirulina c6 kich thude 16n hon, phuong phap thu héi str dung chu yéu
bang phuong phap loc. Sir dung mang loc nghiéng két hop voi hut chan khong dé thu
nhan Spirulina cho hi¢u qua thu hoi san pham cao.

Sau kl}i tach vi tao ra khéi moi truong, siqh khdi duoc co qdéc SO bgf) va duoc séy
kho bang say dong kho, say chan khong hodc say quay. San pham c6 thé sir dung truc
tiép hodc mang di ché bién.

2. CAC SAN PHAM PO UONG LEN MEN
2.1. Lén men rugu
2.1.1. Co ché ciia qud trinh

Su Ién men rugu (ethylic) 1a mot qua trinh sinh hoa phuc tap, c6 sy tham gia cta
nam men Saccharomyces, trai qua hang loat cac phan tmg phirc tap v6i sy tham gia
nhiéu enzyme xuc tac khac nhau. Phuong trinh tong quat cia 1én men ruou la:

C6H1206—> 2 C2H5OH + 2C02 + 27Kcal

* Theo 1y thuyét, su tao thanh rugu tir glucose trai qua cac giai doan sau:
+ Glucose qua chu trinh EMP tao thanh pyruvate

CeH1206 _EMP 2CH;COCOOH

+ Pyruvate bi decarboxyl dé tao thanh acetaldehyde

2CH3;COCOOH—* 2CH3CHO + CO;,
+ Sau cung acetaldehyd bi khir boi NADH,

2CH3;CHO + 2NADH, — > 2CH;CH,0OH + 2NAD



* San pham phu ctia 1én men ruou:
Trong qua trinh Ién men, ngoai san pham chinh la rugu ethylic va CO,, con cé

nhiéu chat khac dugc tao thanh. Bang phan tich sic ky khi ngudi ta phat hién trén 50
chét khac nhau xép thanh 4 nhém chinh: acid, ester, aldehyde va alcol cao phén tir.

- Sy tao thanh acid: Trong qua trinh Ién men rugu ludn tao céac acid hitu co nhu
acetic, lactic, citric, pyruvic va succinic nhung nhiéu nhat la acetic va lactic.

Acetic acid c6 thé dugc tao thanh tir phan Ung oxy héa khir gitra hai phén tir
aldehyde acetic, mot phan tir bi oxy hoa, phan tir con lai s€ bi khir:

CH3CHO + CH3CHO + H,O0 —* CH3COOH + C,Hs0OH

Lactic acid dugc tao thanh béi pyruvate dehydronase theo phan Uing:

CH3CO-COOH + NAD.H, — CH3CHOHCOOH + NAD
Citric acid dugc tao ra tir aldehyde acetic theo phan ung:

CHsCHO + H,0—— (CH,COOH),C(OH)COOH + C,HsOH

Succinic acid dugc tao thanh tir con duong dehydro va trung hop hai phan tir
acetic acid voi mot phan tir aldehyde acetic:

2CH3COOH + CH;CHO —* COOHCH,CH,;COOH + C;Hs0H

Hodc dugc tao thanh do deamine glutamic acid. Trong truong hop nay, alde hyde
glyceric tiép nhan hydrogen va tao ra ca glycerine. Phuong trinh téng quat tao succinic
acid cung véi glycerine tir glutamic acid dugc biéu dién nhu sau:

CgH1,06 + COOH-CH,-CH,-CHNH,COOH + H,0 ——*
COOH-CH,CH,COOH + 2C5HgO03 + NH;3 + CO

- Su tao thanh alcol cao phan tir: Mot trong nhiing san pham phu quan trong
dugc tao thanh trong qua trinh 1én men ruou 14 cac rugu c6 sb6 nguyén tir carbon 16n
hon 2. B0 la c&c ruou propylic, isobutylic, isoamylic, amylic.... Cac alcol nay cé tén
chung la dau fusel, chiém khoang 0,4 - 0,5% so v&i ruou ethylic s€ tao ra mui héi kho
chiu, gdy anh hudng xdu dén chat luong san pham. Vi c6 mui hoi nén con duge goi 1a
dau khét.

Nguyén nhan hinh thanh dau fusel 12 do ndm men st dung nitrogen ciia cac
amino acid. Phuong trinh tong quat:

R-CHNH,; -COOH + H,0 — RCH,0H + NH3 + CO,

Dau fusel 12 hdn hop ctia nhiéu alcol khac nhau nhung chu yéu 1a trong d6 chi
yéu la isoamylic va isobutylic.
Isoamylic dugc tao thanh tir isoleucine:

(CH3),CH — CH, — CHNH,—- COOH + H,0 >
(CH3),CH-CH,CH,0H + NH3 + CO,
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Isobutylic dugc tao thanh tir isovaline:

(CH3),CH — CHNH,— COOH + H,0 >

ac dung cua
eNZYME oo o, (?53)2CH. 9H2(?|:|+L\I Hs + CO; ... Ta cac ester

tuong tng. Phuong trinh tong quat nhu sau:
R,CH,OH + R,COOH —* R,COO - CH,R; + H,0
Hoac do tac dung cua hai phan tir aldehyde:
RiCHO + R,CHO — R;COO - CH;R;

2.1.2. Tac nhdn vi sinh vt

Saccharomyces cerevisiae: té bao hinh ovan, con goi 1a men banh my hay nim
men bia rugu. C6 kha nang 1én men 95% glucose theo con duong 1én men ky khi; 70%
glucose theo con dudng hiéu khi thong qua chu trinh dudng phan, pH thich hop 4,5 —
5. Chung c6 thé sir dung duoc cac loai duong glucose, galactose, maltose, saccharose,
khong dong hoéa truc tiép duoc lactose va nitrate (M. Bugnicouk,1995). C6 thé tich liiy
6 — 12% ruou trong moi truong lén men.

K

&

Hinh 5. 10. Nam men Saccharomyces cerevisiae

2.1.3. Cong ngh¢ lén men rugu etylic

Thong thuong nguyén liéu ding cho san xuit ruou 1a cac loai ngii cdc, san,
khoai tay, ri duong, cac loai hoa qua,...Ngoai san pham chu yéu 1a etylic trong qua
trinh 1én men con tao thanh khi CO,, glycerine, mot s6 con béc cao, aldehyd, acid hiru
co va sinh khdi ndm men. San xuét rugu bang phuong phéap 1én men gom 3 giai doan:

- Ché bién cac loai nguyén liéu thanh dich dudng

- Lén men duong thanh rugu

- Chung cat va tinh ché con

* Ché bién céc loai nguyén liéu thanh dich duong

Cac nguyén liéu 1én men, trir cac loai dudqg nhu cac loai chtra ~tinh bot,
cellulose,..can phai qua qua trinh duong hoa. Cac chat chira cellulose nhu g6, rom ra,
mun cua — thuong st dung cac loai acid hodc enzyme cellulase dé duong hoa. Cac
chat c6 tinh bot thuong dugce duong hoa bang enzyme amylase cua thoc mam hogc cua
nam moc. Nam moc dung trong duong hoa thuong la cac loai thudce chi Aspergillus va
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gan day con sir dung cac loai thudc chi gia nAm men Endomycopsis. Chiing san sinh
glucoamylase c6 tac dung chuyén tinh b6t thanh duémg

Hién nay san xuit ruou chu yéu dung hai nguon nguyén li¢u 1a tinh bot (gao,
ngd, khoai, san...) va ri duong. D c6 cac cong bd tao duoc chung nam men co kha
nang chuyén hoa tinh bot thanh duong bang cong nghé di truyén, co nghia 1a loai nam
men nay c6 kha nang 1én men rugu truc tlep tir tinh bot, nhung hiéu suat chua cao vi
vy van chua duoc tng dung trong san xuat rugu & mirc do cong nghiép.

Nguyén liéu chira tinh bot can phai ndu chin dé chuyén tinh bt sang dang d& hoa
tan giup cho qué trinh phan giai tinh bot nho enzyme amylase dugc dé dang hon.
Nguyén liéu thuong dwoc ndu chin ¢ 130 — 140°C duéi 4p luc, sau d6 mdi dudng hoa.

C6 nhiéu phuong phap dudng hoa, ¢ thé tom tit cac phwong phap nhu sau:

+ Phuong phap duong hoa bang acid: giai doan ndu va giai doan duong hoa xay
ra dong thoi. Acid thuong dung 1a HCI véi ty 1 8 — 10% hodc H,SO, 2 — 5%. Két qua
thu dugc dich duong glucose.

+ Phuong phap duong hoa bang banh men: 13 phuong phap san Xuat rugu thu
cong. Nam méc (c6 hé enzyme amylase phan giai tinh bot) dugc nudi cay va phat trién
trén moi truong co tinh bot. Tinh bot sau khi duoce chuyén sang dang dé tan dich ho
hoa khong nhét thiét thanh dang dung dich thi amylase ctia nAm moc s& dé dang phan
huy tinh bot. Nhuwoc diém cua phuong phép ndy 1a tinh bot khong ¢ dang dung dich
nén han ché tac dung cua amylase va viéc st dung banh men de gay nhiém khuan, nén
phuong phap nay tao ra nhiéu san pham trung gian va hiéu suat tong thu hoi thap.

+ Phuong phap maltase: sir dung cha yéu 14 cac enzyme o va p-amylase ctia malt
(thoc dai mach nay mam) dé thity phan tinh bot thanh cac dextrin va maltose. San
pham thu dugc chu yeu la maltose. Uu diém ctia phuong phap nay 1a: thoi gian ho hoa
tinh bot ngan chat lugng ruou khong bi anh huong ma thuong tao ra nhimg huong vi
dac trung dé chiu, it bi nhiém khuan. Tuy nhién, phuong phap nay cling c6 mot vai
nhuoc dlem hiéu suit duong hoa khong cao va khong triét dé vi phic hé amylase
trong mam thoc khong hoan chinh, ty 1& malt st dung so v6i ham lugng tinh bot co
trong nguyén liéu twong d6i cao (8 —20%), gia thanh san pham cao.

+ Phuong phap amylo: day la phuong phap cd dlen lan dau tién duoc Calmette
phan lap tir men thudc Bac ¢ Viét Nam 1892, loai nam mdc vira ¢6 kha ning duong
héa vira con hoa, luc dau goi la Amylomyces rouxii vé sau goi 1a Mucor rouxii. Uu
diém ctia phuong phap nay 1a dé co khi héa, k§ thut nudi gon; nhung nhuoc diém 1a
doi hoi vo trung tuyét dbi, thoi gian 1én men dai.

+ Phuong phap myco-malt: stir dung enzyme amylase (-amylase, glucoamylase,
dextrinase) tir cac chung ndim moc dé dudng hoa tinh bot va san pham 14 hdn hop cac
dextrin, maltose va chii yéu 13 glucose. Cac chiing ndm mdc nay thudc chi Aspergillus
nhu: A. niger, A. oryzae, A. awamori. Phuong phap nay cho phép rut ngan qua trinh
san xut, thoi gian duong hoa chi 1 — 3 gio. Chinh nho amylase cua nam moc nay
ngudi ta cé thé ding cac ngudn tinh bt khac nhau dé san xuat rugu. Day 1a phuong
phép nudi céy bé mat nén kho tu dong hoa, can dién tich rong va doi hoi nhiéu cong
nhan.

San xuét ruou tir ri duong hay cac loai dudng mia thi khong can giai doan dudng
hoa. NAm men dung 1én men ri dudng thanh ruou thudng dung loai khac vé6i 1én men
tir tinh bot. Dé tang cuong dinh dudng cho nAm men can phai bo sung vao méi truong
ri duong cac mudi phosphate va ammonium sulfate hodc dich nAm men tu phan.
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* Lén men bién dudng thanh ruou

Dbuong hoa xong, dich dudng dugc lam lanh t61 nhiét do 1én men va bom vao
thiing ciing v6i 10% men gidng. O day, nAm men s& phat trlen chuyen hoéa duong
thanh ruvou va CO, dong thoi dudi tac dung amylase, dextrin tiép tuc chuyén hoa thanh
duong lén men dugc: glucose va maltose.

Qua trinh Ién men dugc chia thanh 3 giai doan: 1én men so bg, 1én men chinh, Ién
men phy. Trong giai doan dau, thoi gian kéo dai gan 60 gid dic trung cho thoi ky tiém
phat, lugng dudng duoc 1én men rit it. Giai doan tht 2 kéo dai khoang tir gid thir 60
dén gi0 thu 120, sinh trudng cua ndm men va 1én men nhanh, dat t¢i cuc dai, dic trung
cho thoi ky 1én men chinh. Giai doan 3 dédc trung cho 1én men phu kéo dai, tdc do 1én
men rat chdm vi lugng duong trong dich con rét it, cac dextrin chua kip chuyén thanh
duong.

Trong diéu kién san xuit, lwong men gidng dua vao nhiéu (8 — 10%) nén tac
dong 1én men xay ra rat nhanh. Trung binh mdi gio & giai doan 1én men chinh néng do
duong giam 1%. Thoi gian tiém phat phu thudc vao ty 16 men giéng dua vao, thuong
chi 5 — 8 gio. Tiép d6 chuyén sang 1én men chinh, cudi ciing 14 1én men phu. Thoi gian
1én men phu dai hay ngan phy thudc chu yéu luong enzyme c6 kha niang phan cit lién
két 0-1,6 glucosid, do dextrin chi c6 thé 1én men sau khi da thily phan thanh glucose
hoic maltose. Diéu nay khong xay ra dbi voi 1én men ri duong.

* So' d0 san xuat rwou tir ri dwong va dich

So do san xuat rwgu tir tinh bot chiét tréi cy

Nguyén li¢u chira tinh bdt

Ri duong, dich trai cay

Xtwr ly nguyén li¢u Xu ly
r b) : 4 N
Qué trinh dich hod Lén men ruou |« NAm men
v Ché phém v
DPuong hoa «—— enzyme Chung cht
A 4 A 4
Lén men ruou  l«— N&m men Tinh ché
A 4
Chung cat Ruou thanh phim
A\ 4
Tinh ché
Ruou thanh phim
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Tbc dd 1én men chinh phu thude vao giéng, con tde do 1én men phu chi phu
thudc vao s6 a-1,6 glucoside va hoat dd enzyme thuy phan né. Thong thuong, thoi ky
tiém phat kéo dai khoang 2 gid, sau d6 1én men déu déu cho t6i khi 92% dudng duoc
bién thanh rugu va CO,. Tiép d6 toc d6 1én men giam rd rét. Thoi gian 1én men chinh
keo dai khoang 9 gio. Thoi gian 1én men phu keéo dai khoang 8 gio. Lén men voi sO
luong 16n men giong thi giai doan tlem phat hau nhu khong xay ra, 1én men chinh xay
ra rt nhanh va kéo dai 4 gid, sau d6 toc d6 1én men giam va chuyén sang 1én men phy.
Thoi gian ciing kéo dai 8 gio va bang so v6i truong hop dung it men gidng, mudn rat
ngan thoi gian 1én men phu thi can ting luong glucoamylase.

Lén men c6 thé tién hanh theo phuong phap gian doan hodc lién tuc.

+ Lén men gian doan: Tuy theo cong suat yéu cau, dung tich thing c6 thé 1én dén
200m?>. S6 lugng thung 1én déi véi dich dudng tinh bot nén 14 10 hodc 20 dé d& b tri
san xuét va thuan loi cho lam viéc cua cong nhan. Trudce tién thung phai dugc v¢ sinh
sach s&, cac duong 6ng va van phai dugc sat tring thuong xuyén. Sau d6 toan bo hé
thdng duoc thanh tring bang hoi nudc & 95 — 100°C kéo dai 50 — 60 phat. Thanh tring
xong, thung dugc lam lanh téi 30°C, thao hét nuée ngung rdi déng van day.

Men giéng va dich dudng ban dau c6 thé bom song song dé nAim men dugc hoa
déu ngay tir dau. Luong men gidng thudng chiém 10% so v6i thé tich thung 1én men,
nhung dich dudng khong duoc day thung ngay ma thoi gian d6 ddy mot thung 1én men
kéo dai 6 — 8 gid. Nho do, ty 1é men gidng luc dau ting va han ché dugc su phat trién
cta tap khuan.

Phuong phap 1én men gian doan thuc hién ¢ cac thung riéng biét c6 wu diém 1a
d& lam, khi nhiém dé& xir Iy nhung ning suét thu dugc thap.

+ Lén men lién tuc: dic diém cta 1én men lién tuc la dich dudng va men gidng
dugc cho vao thung dau goi 1a thung 1én men chinh, s6 té bao trong thing nay luon
vao khoang 100 — 120 tri¢uw/ml. Khi thung dau day thi dich 1én men sé& chay tiép sang
cac thung bén canh va cudi cing 13 thung chira gidm chin.

Lén men lién tuc 1a phuong phap tién b va cho hiéu qua cao. Tuy nhién khi ap
dung can tinh toan can than va co bién phap cong nghé phu hop, néu khong s& phan tac
dung, d& nhiém khuan hang loat din dén giam hiéu suét 1én men.

Gidng nim men S. cerevisiae trudce khi 1én men phai tién hanh nhan gidng. Trong
qué trinh nhan glong phai thyc hién nuéi cay trong diéu kién vo trung, qua trinh 1én
men trong san xuat khong can v tring tuyét d6i. Giong dugc chuyen tryc tiép vao
dich 1én men. Nhiét d6 1én men 28 — 30°C khoang 4 — 5 ngay lugng con tich tu trong
dich 7 — 8% c6 khi cao hon thi ding lai. Sau d6 chuyén dich vao hé thong chung cit.

Theo 1y thuyét, tir 100kg tinh bot s& thu duge 71,6 lit con. Tuy nhién trong thuc
té chi co khoang 63 lit, vi 0,5 — 1% tinh bdt con lai khéng bi niu chin, 2 — 4% khéng
1én men duoc va 6% tao san phém phu.

*Chung cat: dich 1én men c6 ca bi sau khi 1én men dua vao chung cit. Di véi
nau ruou thi cong thi céng doan chung cat tuong d6i don gian, chi can ndi kin dun
khéi dich sbi, hoi nuéc ciing véi con duge dan qua hé théng 1am ngudi bang nudce va
rugu thu duge ¢6 do cdn cao nhat khoang 55%.
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Trong cong nghi€p, ngudi ta chung cat con ¢ hai mirc: dich va ba 1én men dugc
dua vao thap cat thé gia nhiét bang hoi nudc, sau khi thu con thd dugc dua qua thap
cat dé cat thanh con nguyén lidu hodc con cong nghiép. Mubn cé con thuc pham phai
qua cit tinh luyén dé loai bo céac tap chét (dﬁu fulsel, aldehyde, cac loai rugu nang, nhe
va céc tap chat khac) va nang cao do con.

Phén loai tap chat: Theo quan diém tinh ché con nguoi ta chia tap chét thanh 3
loai: tap chit dau, tap chit trung gian va tap chat cudi

+ Tap chat ddu gdm céac chit dé bay hoi hon ethylic & ndong do bat ky, nghia 1a
hé s6 hoi 16n hon hé s6 bay hoi cua ruou. Cac chit c¢6 nhiét do soi thép hon ethanol
gom: aldehyde acetic, ethyl acetate, methyl acetate, aldehyde butyric...

+ Tap chat cudi gobm céc chat c6 nhiét 6 soi cao hon ethanol va kho bay hoi,
do 1a rugu cao phan tu: isoamylic, isobutylic, isopropylic, propylic.

+ Tap chat trung gian, tiy thudc vao noéng do ruou va tinh chat vat Iy cua cac
tap chdt ma no sé& bay hoi cing véi tap chat dau hay ¢ lai véi tap chat cudi. S6 tap chat
nay khoé tach khoi ethanol khi tinh ché, chang han: isobutyrate, ethyl isovalerianate.
2.1.4. Cdc yéu to anh hwong dén sinh truéng, phdt trién va lén men

- Anh hudng cua nhiét d6: Mdi vi sinh vat déu ¢ nhiét d6 téi wu cho su phat
trién cla chung. DPdi voi nAm men Saccharomyces, nhiét do t61 wu 1a 28 — 32°C. Tuy
nhién néu bat dau 1én men & nhiét do thap thi kha nang 1én men sé& cao va kéo dai hon.
Khi c6 diéu kién 1am lanh dich duong t6i 20 — 22°C s& han ché duoc phat trién cta tap
khuan. Sau 8 - 10 gi0, nhiét do 1én men s& tang dén 28 — BOOC, tiép d6 can lam lanh dé
6n dinh nhiét do trong gidi han t6i wu. O nhiét do cao, hoat tinh cia ndm men s& giam
nhanh, d& bi nhiém lactic va nAm men dai. O nhiét d6 3OOC, men dai phat trién nhanh
hon nidm men thuin 2 — 3 14n, con & nhiét d6 35 — 38°C nhanh gip 6 — 8 1an. Mt khac
khi 1én men & nhiét do cao s& tao nhiéu ester, aldehyd va gay ton that ruou.

- Anh huong pH: Nong do ion H' trong moi truong c6 kha nang lam thay do6i
dién tich cac chét cia vo té bao, lam ting hodc giam mirc d6 tham thau cac chit dinh
dudng ciing nhu chiéu hudng cta qua trinh 1én men. Trong diéu kién 1én men ruou,
pH téi wu dé tao ruou ethylic 1a 4,5 — 5,0. Pbi véi dich dudng tir nguyén liéu tinh bot
thuong khong ché pH 4,8 — 5,2, tao su két hop gilr cho amylase tiép tuc chuyén hoa
tinh bot va dextrin thanh duong Ién men dugc. Néu ting pH thi dé bi nhiém khuan
glycerlne s& tao nhiéu hcrn giam hiéu suat 1én men. Chinh vi vay, khi gdy men giéng
trong dleu kién san xudt nguoi ta hiéu chinh pH dén 3,8 — 4,0 dé cai thién chét luong
nhan giéng.

- Anh hudng cua noéng do dich Ién men: Nong d6 dich dudng qua cao s€ anh
dan dén lam tang ap suat va lam mat can bang trang thai sinh ly cua nam men. Rugu
dugc tao nhidu s& tc che khong nhirng cac tap khudn ma ca nim men. Mit khac,
duong nhiéu s& dan dén ton that hodc phai kéo dai thoi gian 1én men. Nguoc lai, nong
d6 dich duong thap s& giam ning suét thiét bi 1én men, giam hiéu qua kinh té. Nong do
chat kho cia dich dudng 1én men trung binh 1a 16 — 18%, twong duong 13 — 15%
duong, sau khi 1én men s€ nhan dugc nong do rugu trong gidm chin 12 8,5 — 9,5%. O
cac nha mdy rugu cua nudc ta chi khéng ché nong do chat kho cua dich duong 1a 13 —
14%, d6 rugu trong gidm chin chi dat 6,5 — 7,5%.

- Anh huéng cta hoat dong suc khi: Khi suc khi s& cung cip oxygen hoa tan
vao dich duong gitp cho ndm men phat trién nhanh hon. Tuy nhién theo mot sd
nghién ciru, hoat dong suc khi khong can thiét dbi voi dich duong tir nguyén lidu tinh
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bot. Suc khi s€ lam tang lugng rugu bay hoi, va khi du oxygen s& dan dén tao nhiéu
sinh khéi va aldehyde, 1am giam hi¢u suat 1én men rugu. Mot lwong nhd oxygen s&
dugc hoa tan trong thoi gian khudy va 1am lanh du dam bao cho sinh trudng phét trién
va Ién men.

2.2. L&n men rwou vang
Ruou vang 1a loai dd ué)ng co cén nhe, ¢6 gia tri dinh dudng, dugc 1én men tir
trai cay, khong qua qua trinh chung cat va duoc tang trir hang chyc nam tao nén rugu
vang c¢6 huong vi dac trung va hap dan.
Badng 5.2. Mot s6 tiéu chudn co ban ciia vang thanh pham

Loai vang Ham lugng ruou | Ham luong dudng Ham lugng acid
(ethylic-%V) (saccharose-g/100ml) | (acid malic-g/l)
Vang kho 9-14 <0,3 5-7
Vang ntra kho 9-14 0,5-2,5 5-7
Vang ntra ngot 9-12 3-5 5-7
Vang ngot 13-14 14-15 5-7
Vang trang miéng 14-17 10-16 S-7
Vang gas nhéan tao 10-12 0,5-8 5-7
Vang gas tu nhién 11-13 0,5-8 5-7
Vang nang 17-20 6-10 S-7

Ruou vang thudng dugc san xuét tir nho bang phuong phap 1én men ty nhién nho
hé vi sinh vat c6 san trong vo va thit qua nho chin. Chu yéu la ndm men
Saccharomyces vini 1én men duong c6 trong dich ép qua nho thanh ruou va CO,. Do
ruou trong 1én men rugu vang ty nhién thuong khoang 9 — 10% va la rugu khéng qua
chung cat.

C6 nhiéu cach phén loai ruou vang khac nhau: theo mau sic ctia san pham: vang
do, vang trang va vang hong; theo ham lugng duong: vang khd, vang diu, vang ngot;
theo ham lugng rugu va ham lugng acid; vang c6 gas va vang khong gas. Mot so tiéu
chuan co ban ctuia vang thanh pham bang 5.2.

2.2.1. Co ché ciia qud trinh

Lén men san xut regu vang bao gdm hang loat cic qué trinh bién ddi sinh hoc,
hoa hoc va hoa 1y khac nhau, trong d6 quan trong nhat la cac qua trinh bién doi sau:

- Lén men ruou:

CeH1206— 5 2 C,HsOH + 2CO, + 27Kcal

Qué trinh 1én men duong don glucose, fructose thanh ethanol va giai phong
CO; dugc thuc hién qua con duong EMP va ATC.

- Sy tao thanh san pham phu: Ciing chinh 1a cac san pham phu cta qua trinh 1én
men ethanol. Qua trinh chuyén hoa cac san pham phu ciing rat phirc tap: glycerine c6
thé chuyén héa thanh ethanol; acetic acid va ham luong glycerine ting 1én khi 1én men
& nhiét d6 thap; acid lactic c6 thé chuyén hoa thanh glycerine, ethanol va acetic acid.
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Mot sb rugu bac cao khac nhu propylic, amylic, isobutylic... cling duoc hinh
thanh tir mot s loai amino acid twong tmg c6 sin trong dich qua bang cach khir amine
va khir carboxyl, ham lugng rugu bac cao cé vai tro quan trong trong viéc tao huong
dic trung cho san pham.

Acetaldehyde 12 san pham trung gian trong qua trinh 1én men rugu va cé vai trd
quan trong trong viéc tang gia tri cdm quan cua rugu vang & ham luorng nhat dinh.
Trong san phim rugu méi 1én men thi ham lwong acetaldehyde thudng rat thap khoang
75mg/1, tuy nhién qua qua trinh tang trit do qua trinh oxy hoa cua ethyl alcohol hoac
do hoat tinh ctia mang ndm men ma luong acetaldehyde trong vang di ting dang ké.

Céc acid bay hoi nhu acetic, lactic, formic, butyric... dugc hinh thanh trong qua
trinh 1én men ruou ciing anh huéng nhiéu dén chat luong cua san phém Ham lugong
acid bay hoi trong rugu vang la mét chi ti€u danh gia chat luong san pham va theo tiéu
chuan cta mot sé qudc gia chau Au thi ham luong acid bay hoi c6 trong vang trang <
1,2g/1, d6i véi vang do < 1,4g/1.

Céc san pham phuy cta qué trinh 1én men rugu dong vai tro quan trong d6i vai
gia tri cam quan cta san pham. Tuy nhién qua trinh hinh thanh va ham luong cta céac
san phém phu lai phu thude rat nhiéu vao diéu kién 1én men nhu do pH, ham lugng
duong, ham lugng va chat luong men giéng, nhiét do. ..

- Sy chuyén hoéa L — malic acid va citric acid: Trong méi truong c6 malic acid
thi vi khuén lactic s& chuyén hoa malic acid thanh lactic acid theo phuong trinh tong

quat sau:
HOOCCH,CHOHCOO —* CH3;CHOHCOOH + CO;,

Qua trinh nay dugc goi l1a qua trinh 1én men malolactic dugc thuc hién nho la
enzyme malolactic (MLE), dang chu y la su ¢6 mat cia enzyme malatedecarboxydase
chuyén hoa L — malat thanh L — lactat va giai phong CO, 1am cho ruou vang c6 vi
chua diu.

Trong qua trinh Ién men malolactic thi citric acid c6 trong dich qua cling dugc
chuyén hoa thanh diacetyl, acetone va 2, 3 — butylen — glycol, ddy 1a cac chat tién than
tao huong thom déc trung cho ruou vang.

2.2.2. Tdac nhan vi sinh vt

- Saccharomyces vini (Saccharomyces ellipsoideus) dam chdi lién tuc hinh thanh
hé soi gia, ndAm men cua rugu vang nho c¢6 kha ning sinh invectase ngoai bao dé
chuyén héa saccharose thanh fructose va glucose. Vi vay, c6 thé st dung S.vini dé 1én
men ruou tur dich qua co bod sung thém saccharose & ham lugng cao. C6 kha nang hinh
thanh t6i 17 — 18% con, két ling nhanh sau khi két thic qua trinh 1én men.

- Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus: c6 hinh ellip, kich thudc tuong tu
Saccharomyces vini. Nhiéu cong trinh nghién ciru cho thay S. cerevisiae c6 kha nang
1én men dich c6 ham lugng duong cao va cé thé tao duoc 18 — 20% con, kha nang két
lang, tao hwong, vi dic trung cho ruou vang. Puoc str dung trong san xuit vang c6 do
con cao.

- Saccharomyces oviformis c6 kha ning chiu do con cao, khéng 1én men
galactose. San pham tao thanh c6 thé dat téi 18% con, c6 huong, vi kha tot, thuong
dugc st dung dé san xuat cac loai vang kho.

- Vi khuan lactic thudc céc giéng Pedicoccus va Leuconostoc, dac biét 1a chung
Leuconostoc 0enos c6 kha ning phat trién trong méi trudng ruou vang c6 do codn cao,
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pH thap < 3,5 va kha ning 1én men acid malic thanh acid lactic c6 thé dat tir 75 — 96%
(Davis va cong su, 1986). Qua trinh chuyén héa acid malic thanh acid lactic dugc thuc
hién boi vi khuén lactic gitip cho rwou vang c¢é vi chua diu hon va chat lwong t6t hon.

2.2.3. Cong nghé lén men rugu vang

*Nguyén liéu dé san xuat ruou vang

Nguyén li¢u dugce coi la yéu tb hang dau, quyet dinh dén chat luong cua rugu
vang. Tur lau, ngudn nguyén li¢u chu yéu dé san xuat rugu vang ¢ cac nuoc Van la dich
¢p qua nho chin. Cac giéng nho duoc dung cho san Xudt rugu vang duoc tuyén chon,

chi ding cho san xuat ruou vang va duoc trong & mot s6 vung nhat dinh v6i ché do
canh tac rleng biét dé san xuét duoc mot sb loai vang ndi tiéng.

Mot sb chi tiéu chat lugng ciia nguyén liéu ding trong san xudt ruou vang:

+ Ham luong dudng: 1a chi tiéu chinh danh gia chat lugng nguyén liéu, cac giéng
nho dugc lya chon dé san xuét vang cho dén nay hau hét déu c6 ham luong kha cao tir
18 — 25%. Trong dich ép qua nho ham lugng dudng khir c¢6 thé chiém 85 — 90%, con
saccharose chi c6 khoang 10%.

+ Thanh phan va ham luong acid: hai loai acid chu yéu cua nho 1a D-tartric va L-
malic, trong do tatric la acid manh, la chat dém dé gilr rugu & pH rat thép. Trong san
Xuat rwou vang ngudi ta wa dung loai qua c6 ham luong acid malic thip. Ngoai ra,
trong dich nho cling c6 mot Iwgng nho L — citric, acid oxalic, acid gluconic.

+ Pectin: trong mot s loai qua chin pectin chiém ty 18 trung binh tir 0,02 — 0,6%
chu yéu & dang keo va araban. Pectin c6 trong thanh phan dich 1én men va trong ruou
vang s& 1am ting d6 nhdt va bot ciia san pham, anh huong dén gia tri cam quan. Trong
qua trinh 1én men vang, khoang 30 — 90% pectin bi két tiia do hoat tinh pectolytic cua
nam men va con trong vang. Pé ting chét lugng cho vang, nguoi ta bd sung enzyme
pectinase dé phan giai pectln co trong dich qua trude khi tién hanh 1én men.

+ Tanine: ¢6 chil yéu & cudng, vo va hat qua. Su c6 mit cla tanine trong ruou
vang s& 1am cho ruou c6 vi chat va do trong dugc tot hon nhung khi ham lugng tanine
trong dich 1én men cang nhiéu s& trc ché hoat dong cua nhiéu loai enzyme 1am giam
qua trinh 1én men rugu. Vi vay dbi véi cac loai qua c6 ham luong tanine cao trudc khi
dua vao san xuat ruou vang ngudi ta phai sir dung gellatine, albumine hodc nudc voi
trong dé loai bo bat tanine trong dich 1én men.

+ Céc loai vitamin: 1a thanh phan chu yéu c6 trong dich qua va co vai tro rat quan
trong d6i voi su sinh san, phat trién ctia ndm men ciing nhu chat luong ctia ruou vang.
Trong dich qua nho c6 day du cac loai vitamin nhu vitamin C, biotine, vitamin K,
thiamine, riboflavin, pyridoxine, vitamin B6, vitamin PP... la ngudn dinh dudng rat
quan trong d6i véi nAm men va nhiéu loai vi khuan khac trong qua trinh 1én men vang,
ddng thoi cling 13 mot trong nhitng thanh phan dic trung nhit cta vang.

+ Cac loai enzyme: trong dich qua nho nguoi ta da phat hi¢n dugc cac enzyme:
peroxyase, polyphenoloxidase, tannase, invectase, pectinase, catalase, esterase,
dehydrase,.... c6 lién quan dén qua trinh chin, hinh thinh mau cia qua.

Qua sau khi thu hai dugc van chuyén ngay Ve noi san xuat, duoc ria ky bang
nugc dé 1am sach cac loai bui ban bam trén qua roi duoc chuyén sang thiét bi tach
cubng va nghién qua thu dich nho. Muc dich chinh cta viéc nghién nho 1a thu hoi
duoc dich nho nhung khong 1am v& hat va cuéng dé han ché lugng tanine trong dich.
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Sau khi nghién qua, toan bd hém nho gdm dich nho, thit qua va vo nho duoc bom
chuyén véo thiét bi 1én men chinh. Dich qua tiép tuc duogc xu ly bé'mg nhiét do cao
hogc SO, véi ham lugng 120 — 150mg/l dé Grc ché va tiéu diét cac loai vi khuan va
nam men dai khong c6 1gi cho qué trinh 1én men va chat luong san pham.

Qua nho ép dugc 85 — 95% dich qua chua glucose, fructose, acid malic, acid
citric, acid tatric, tanin, tinh dau, nhya, sic td...rat thich hop dé 1én men. Ruou vang
thanh pham thuong c6 d6 ruou 9 — 14%, ciing ¢o loai tiép tuc duoc 1én men phu ting
lugng CO, hoac bo sung CO; (rugu champagne), c6 loai bo sung thém rugu dé tao
thanh ruou c6 do rugu cao 21% (ruou Vermouth, ruou Fortified).

*Lén men san xuét vang

- Nhén gibng nim men

Qua trinh nhan giéng nAm men trong san xuat rugu vang & quy mo cong nghi¢p
dugc thuc hién ¢ diéu kién vo khuan. Moi truong s dung cho nhan gidng 1a dich ép
qua da duoc bd sung cac thanh phan can thiét nhu acid, khoang, nitrogen, oxy...va xir
1y vo khuan bang phuong phap thanh tring Pasteur hodc bang SO,. Ham luong 6xy
hoa tan trong dich nhan gidng dugc khuyén céo 13 6,0 — 7,0mg/l. Thong thuong thoi
gian nhan giong dién ra 24 — 30 gio, tuy theo chung nam men va moi truong nhan
gidng dé 1én men vang. Thoi gian dé bd sung ndm men thudng sau 2 gi0, sau khi tién
hanh bd sung SO, dé xir Iy men dai va vi khuan Ty 1é dich giébng nam men dé nhan
gidng khoang 3 — 7%, twong dwong 4 — 10° té bao/ml 14 phu hop véi qua trinh 1én men
ruou vang.

Nguyén liéu

Cén, nghién

Sulfite hoa
v
x «—F R ~
Ba Téach ba
v l Ao X
Xir Iy Lénmen | «— | Cay giong
\4
v < -
Lang can
Thttc an
chan nuoi v
Tach nAm

!

Tang trir, Ién men phu

!

Pong chai

Hinh 5.12. So' d6 cong nghé san xudt ruwou vang trding



- L&n men chinh: 1a qué trinh chuyén hoa dudng thanh ruou nhd hé enzyme cia
ndm men. Gom hai giai doan co ban la:

+ Giai doan oxy hoa dudng thanh CO,, H,O va ning luong dé ndm men ting
sinh khéi, 1am cho sd luogng té bao ting rat nhanh trong mét thdi gian ngan, do do
trong thoi ky dau cua giai doan 1én men, su c6 mit cta oxy hoa tan trong dich 1én men
1a hét sirc can thiét.

+ Giai doan chuyén hoa dudng thanh ruou va giai phong CO, nho hé enzyme cia
nam men thyc chat 1a qua trinh ho hap ki khi ctia ndm men, do d6 luong oxy hoa tan
cang it s€ cang ¢ lgi cho qua trinh 1én men. Trong giai doan nay chi c6 hydrogen tach
ra dugc chuyén dén cac chit nhan hiru co trong qué trinh bién d6i dudng thanh ruou
cling nhu su bién ddi ctia nhiéu loai acid c6 trong dich 1én men.

Su trich ly mau va tanine tir vd qua dugc xay ra ngay trong 1én men chinh nho
nhiét 6 cao va su ¢ mit ctia codn tao ra trong qua trinh Ién men. Hoat dong cua
enzyme pectinase cing v&i ham lugng con ting dan trong dich 1én men da lam giam
d6 nhot, dan dén lam két tia pectin cting mot s6 chat vo co xudng day thung. Nho vay,
sau qua trinh 1én men chinh viéc ép va loc dé loai bé v6 nho dé dang hon.

Lén men chinh két thuc sau 4 — 8 ngdy, tiy theo chung nAm men va diéu kién 1én
men. Ngoai ethylic 12 san pham chu yéu con c6 cac san pham trung gian dugc tao
thanh trong giai doan nay nhu glycerine, acetaldehyde, acetic acid, CO,, acetone...Két
thiic qua trinh 1én men chinh dich vang non duoc rit hoic bom chuyén sang thing 1én
men phu.

Nhiét d6 1én men dong vai trd quan trong toi hiéu suat 1én men va chat luong cua
san phflm, ddi véi ruou vang doé thi nhiét d§ nén gitr 1a 25 — 28°C, coOn vang tréng thi
giit & nhiét do 15 — 18°C s& giir duge huong vi tw nhién va dic trung cua nguyén lidu.

- Lén men phu 1a giai doan tiép theo cta 1én men chinh ma dic trung co ban la
qua trinh Ién men dién ra cham chap 2-3 thang & nhiét do thap 8 — 12 C, san pham
lac nay chua thét “chin”, vi vay mot sd qua trinh bién dbi tao acid, mudi, cac hop chét
tao chit thom ...tlep tuc dlen ra, dong thoi dién ra su tu phan va két lang cla nam men
cung véi mot sb can lo g xuat hién trong khi 1én men.

Cung voi cac qua trinh bién dbi trén thi 1én men malolactic nhd vi khuan lactic
cling duoc tién hanh trong giai doan nay, voi mot s6 loai rugu vang dugc san Xuét tir
cac loai qua c6 acid malic & ham lugng cao. Vi khudn lactic s& tién hanh qua trinh 1én
men malolactic dé chuyén héa acid malic c6 vi chua gay git thanh acid lactic c6 do
chua diu hon, dong thoi giai phong CO,.

Viéc tang cudng qua trinh 1én men malolactic bang cdy bo sung vi khuan lactic &
giai doan 1én men phu 1a rat can thiét d6i v6i vang lam tir cac loai c6 ham luong acid
malic qua cao, nhu dra va mét $6 giéng nho, s€ c6 tac dung tbt trong viéc 6n dinh va
nang gia tri cam quan cua san pham.

Qua trinh ling trong cia rugu vang cling bét dau trong giai doan 1én men phuy,
thoi gian lang trong va do trong ctia san pham phu thudc vao rat nhiéu yéu té nhu:
noéng do con, nhiét d6 tang trir, ham luong duong sot, ham lugng acid, d6 pH, ham
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lugng tanin, protem cO trong vang non. Vang c6 do con cao, pH thap, duong sot it,
tanin cang nhiéu va nhiét do cang thap thi ling trong cang nhanh, do trong cang tt.

+ Tang trir va tao huong, vi dac trung cho vang: con goi la giai doan u “chin”
vang, dugc dac trung bdi qua trinh hinh thanh huwong thom va vi dac trung ctia vang.
Ruou vang non duoc chuyén vao cic thung chira bang gd soi va duoc tang trit & nhiét
do thép Trong giai doan nay xdy ra cic qué trinh chuyén hoa: sy bién d6i vé thanh
phan amino acid, cac acid hitu co, ruou bac cao, qua trinh oxy hoéa khu, thuy phén,
ester, ngung két 1am cho chat luong cta san pham bién d6i rat sdu sic ca vé huong, vi
va mau sac cua vang.

Bdng 5.3. Suw thay doi ham luong cdc acid amine ciia vang trong qud trinh tang triv

Amino Vang non 1 thang 2 thang 3 thang
acid
Alanine 3,8 9,1 18,2 20,4
Arginine 2,3 3,5 5,7 6,7
Asparagine 4,0 10,0 23,0 26,0
Valine 4,8 8,7 19,8 21,0
Glutamic 21,0 46,0 93,0 59,0
Glycine 10,4 18,4 26,0 28,3
Histidine 2,5 54 9,7 8,7
Leucine 8,1 13,5 29,0 32,0
Lysine 1,7 10,0 24,0 29,3
Proline 18,0 17,9 21,6 21,4
Treonine 2,3 5,4 11,2 13,8

Thung chtra cang 16n thi thot gian chin cua vang cang kéo dai va trong giai doan
nay dé thic déy qua trinh chin cua rugu nguoi ta phai thuong xuyén tach can, gitt vang
& nhiét do thap. Quan trong nhat 1 chinh qua trinh oxy héa trong giai doan nay da lam
cho rugu vang non dugc blen thanh rugu vang truong thanh, ngudn oxy cua qua trinh
oxy hoa gan nhu di co sén trong chinh cac hop chit ciia rugu vang non hodc duoc bd
sung ngay trong qué trinh tach ba, bom chuyén tir thung 1én men vao cac thing gd soi
va khi loc ruou vang.

Tai cac co s6 san Xuat cong nghiép, ngudi ta thuong tién hanh két hop loc ruou
vang lan cubi trudce dong thoi véi chiét ruou vang vao chai va duoc dong kin bang nut
g0 x0p c6 do dan hdi tot, toan bd thao tac trén duge thuc hién trén day chuyen tu dong
va khép kin dé dam bao vé sinh va an toan chat lugng san pham trong qua trinh luu
gilr va tiéu thy. Cac két qua nghién ctru dé chi ra rang ngay ca khi dugc dong vao chai,
ruQu vang van co the tiép tuc c6 nhitng bién ddi. Vi vay, dé ruou ludn 6n dinh va giir
duoc chat luong tdt thi viée st dung chai c6 mau sam va gilt rugu vang ¢ nhiét do
khoang 15 — 20°C 1a phu hop.

2.2.4. Cdc yéu té anh hwéng dén qud trinh l1én men ruwou vang

- Nhiét do: Nam men c6 thé sinh trudng & dai nhiét do 4 — 45°C, nhung thich hop

nhat 1a 28 — 32°C. Nhiét do cang thip thi nAm men sinh san cang cham, thoi gian 1én
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men bi kéo dai, tuy nhién han ché duogc sy nhiém khuéan. Nguoc lai, nhi¢t d§ can cao
thi ndm men sinh san nhanh hon nén thoi gian 1én men ngin hon nhung kha ning
nhiém khuén sé rit cao. Nhiét do anh huong rat 1on dén chét lugng cua ruou vang, khi
1én men & diéu kién nhiét d6 lanh thi huong, vi ciia rugu vang s€ c6 mui vi trai cay va
tuoi hon, ham luwong acid bay hoi thip hon, ham luong glycerine s& ting hon, nguoc
lai khi 1én men & nhiét do cao thi chit luong rugu vang sé bi kém di 13 rét.

- pH mo6i trudng: Nam men c6 thé sinh truong va phat trién trong moi truong co
do pH tur 2,5 — 7,5, tuy nhién pH thich hop nhat v6i su sinh san cia ndm men dugc xac
dinh 13 4 — 6, nhiéu chung ndm men co6 thé sinh trudng va phat trién tét & pH 3 — 3,5.
Va dé han ché su nhidm tap va phu hop v6i pH tir nhién ciia nguyén liéu cac nha san
xudt luon duy tri @6 pH 3,2 — 4,0. Bé diéu chinh d6 pH cua dich 1én men, ngudi ta
thuong s dung NaHCO3, CaCO;, tartric acid, citric acid. D pH qua thap hay qué cao
s€ lam thay dbi cau tric protein 1am giam hoat tinh ctia nhiéu loai enzyme tham gia
tryc tiép trong qua trinh 1én men rugu vang.

- Nong d6 rugu: Trong qua trinh 1én men rugu, noéng do rugu tang dan gay uc
ché hoat dong ciia nAm men va kim ham hoat dong cua cac enzyme. Mdi giéng nam
men co6 kha nang chiu duoc nong d6 ruou khac nhau, mot sé nAm men dai chi co thé
chiu duoc dd ruou 3%; glong nam men Saccharomyces lai co thé chiu duge do rugu 9
— 12% va 1én men dat dén 14 — 16%. Kha ning séng sot cia nAm men phu thudc vao
nhiét d6 va ndng d6 ruou co trong dich 1én men, khi nhiét d¢ 1én men 50°C va nong do6
ruou dat 12 — 15% thi sau 2 phut tit ca cac té bao nam men s€ bi tiu diét. Ruou co
phan tir lwong cang cao thi kha nang hoat dong séng ciia nAm men cang bi trc ché.

- Ham luong duong: Ham luong duong phu hop cho qué trinh 1én men ruou vang
la 12 — 20% va khi dat dén 25% s& trc ché manh ‘qua trinh 1én men. Ty 1¢ cac loai
duong c6 trong dich 1én men cling anh hudng dén téc do va hiéu suat 1én men, glucose
1a loai duong phu hop nhat cho su sinh trudong va phét trién ctia nAm men ciing nhu
qua trinh 1én men ruou, tiép d6 1a duong fructose va saccharose... Vi vy, qua c6 chua
ham luong dudng khir cang cao thi cang c6 loi cho qué trinh 1én men ciing nhu dén
chat luong vang thanh pham.

- Acid hitu co: Anh hudng ciia acid hitu co d6i voi qua trinh 1én men khong phai
do ham luong tong s6 cua acid hitu co khong bay hoi ma do thanh phan va ham luong
ctia mot s6 acid hitu co bay hoi, cac acid béo c6 trong dich 1én men s¢ tdc dong phéi
hop dén su sinh truong va phét trién clia nAm men.

- Anh huéng cua chat kim ham chon loc: SO, 13 ¢6 kha ning kim ham su phat
trién cta cac loai vi khuan khac nhau, trong khi d6 mot sb ching nam men van c6 kha
nang phat trién va 1én men trong méi trudng cd ham lugng SO, cao. Do vdy, trong quéa
trinh 1én men rugu vang nguoi ta st dung SO, la chét (rc ché chon loc. Tuy nhién, SO,
c6 kha ning han ché qua trinh 1én men malolactic, lam ting luwong acetaldehyde,
glycerine. Viéc st dung SO, trong qua trinh 1én men rugu vang can phai tinh toan phu
hop véi cong nghé va thong thuong si dung SO, va1 ham lugng 75 — 100 pmm vira 1a
chat khang khuan, ciing nhu chat chéng oxy hoa 1a phu hop va cé hiéu qua.

2.3. Lén men bia

Bia 1a nudc giai khat xuit hién & Ai Cép tir 5,6 nghin nim truéec Cong nguyén.
Bia c6 d0 ruou nhe, chta CO,, c6 huong vi thom ngon va bd dudng vi bia c6 chura
nhiéu chat dam, vitamin (dic biét 12 vitamin nhoém B), duong hoa tan, dextrin. Bia la
loai nuéc giai khat c6 18 pho bién nhat trén thé gidi.
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2.3.1. Tac nhdn vi sinh vat

- Saccharomyces carlsbergensis (con c6 tén S. uvarum) 1a loai nAm men chim,
phat trién t6t & 6-8°C, khi tang trit & 0°C van c6 kha nang 1én men. Dic diém sinh hoa
cua loai nay la co kha nang tong hop enzyme melibiase nén co6 kha nang hap thu
duong raffinose. Chung két bong va lang xuong day thung 1én men & giai doan cuoi.

- S. CereVISlae 12 nAm men 1én men noi, phat trién t6t & nhiét do 14°C, néu nhiét
do thdp hon 10°C thi hoat luc 1én men yéu. Pic diém sinh hoa 1a khong c6 kha nang
tong hop enzyme melibiase nén chi hap thu 1/3 duodng raffinose Khi 1én men té bao
nam men lo ling trong dich 1én men va chung n6i 1én bé mit cua thung 1én men & giai
doan cubi ctia qua trinh 1én men.

2.3.2. Cong nghé lén men bia

*Nguyén liéu san xuat bia

+ Malt: 1a tén goi loai ngt cdc ndy mam ( mam cua lua dai mach, tiéu mach, thoc
gao, lua my, thoc nép...). Do hién nay trong san xuat bia, chil yéu nguoi ta ding dai
mach nay mam, nén tén malt cling dugc hiéu 1a mam dai mach. Hat dai mach 1a ngudn
cung cap tinh bot cho qua trinh duong hoa tao duong cho su lén men rugu sau nay.
Trong qué trinh ndy mam, trong hat s& tich lily nhiéu enzyme, dic biét 1a enzyme
amylase. Ngoai ra con c6 mat protease, maltase, phosphatase, lipase....

+ Hoa houblon 1a mét loai nguyén liéu dic biét dugc sir dung trong san xuét bia.
Cay houblon 12 mét loai cay leo, thudc ho Gai dau (Cannabaceae), chi phat trién &
cac nudc on doi nhu DPuc, Phap, Ba Lan, Tiép Khiéc...Hoa houblon tao cho bia ¢ vi
rat dic biét, dén nay van chua c6 loai nguyén liu ndo co thé thay thé duoc hoa
houblon trong san xut bia.

Trong thanh phan hoéa hoc cua hoa houblon cac hop chat ding, tinh dau phén hoa
dong vai tro quan trong nhét trong san xuat bia. Ngoai ra cac thanh phan khic nhu
tanine, protein, duong khir ... ciing c6 y nghia nhét dinh trong cic budc cong nghé.

Chat déng la thanh phén co gia tri nhét cua hoa, tao cho bia c6 vi déng dac trung
cho bia, tham gia vao su tao bot va giup cho bia bao quan duoc 1au. Cac hop chét ding
gém hai nhém 1a acid dang hamulong chiém 9 — 11% va nhya dang 7 — 8%. Nhuya
déng thuong duogc tao ra tur acid déng. Acid déng c6 cong thirc hoa hoc 1a Cy1H30s.
Chung c6 3 ddng phin quan trong 13 cohumlong, adhumulong va lupulong, 13 thanh
phan chinh tao ra vi dang cta bia. Pong thoi acid dang c6 mic d6 hoat dong bé mit
manh mé c6 kha nang tao bot va giir bot rat tot.

Trong hoa houblon c6 chira nhiéu tinh diu chiém tir 0,17 — 0,65% trong luong
hoa, chu yéu 1a cac cau tir thudc nhom tecpen (CsHg), va cac cdu tir c6 mang oxygen,
dai dién chinh 1a geraniol (CoH150). O diéu kién gia nhiét nhe tinh dau d& bj oxy hoa
tao ra mui khong phu hop cho bia

Tanine chiém khoang 4% trong lugng hoa houblon ciing cd ¥ nghia nhat dinh
trong san xuat bia. Tanine gitp cho dich dudng trong nhanh va két taa protein, 1am
tang d6 bén vitng cua bia.

* Lén men san xudt bia

- Ché bién dich dudng houblon hoéa:

+ Nghién malt: muyc dich cua qua trinh nay 1a dap nho hat malt thanh nhiéu manh
dé tang dién tich tiép xuc voi nude, lam cho sy xadm nhép cia nudc vao cac thanh phén
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n6i nhil nhanh hon, thiic day qua trinh dudng hoa va cic qué trinh thuy phan khéc
nhanh va triét dé hon.

+ Duong hoa nguyén liéu: nguyén liéu sau khi nghién s& duoc hoa tron véi nuée
trong hé thong duong hoa. Luong nudce phéi tron véi bot nghlen phu thudc vao chung
loai bia s& san xuat va cac dac tinh ky thuat cta hé thdng thiét bi. Trong moi truong
gidu nudc, cac hop chat phan tur thap phan tir ¢6 sin trong nguyén li¢u s€ hoa tan vao
nudce va trd thanh chat chiét cua dich dudng sau nay. Cac chét cao phan tir nhu: tinh
bot, protein, cac hop chit chira phosphorus... s& bi tac dong boi cic nhom enzyme
tuong Gng nhu amylase, protease, phosphatase. .. khi nhiét 46 cta khdi dich dugc nang
1én dén diém thich hop cho cac enzyme nay hoat dong. Duéi tic dung cua hé enzyme
thtty phan, cic hop chat cao phan tir bi phan cit thanh cac san phim thap phan tir va
hoa tan vao nudc tré thanh chét chiét cua dich duong.

Puong héa hoan thanh viéc chuyén cac dextrin, glucose, maltose va dextrin
mach ngin. o -amylase phéan cat dextrin thanh cac dextrin mach ngin, glucose, maltose
va maltriose. p - amylase cat ting cdp duong don theo mach dextrin tao ra chii yéu Ia
maltose va mot it maltotriose.

Céac duong don, maltose, maltotriose 1a co chit cho 1én men. Cac dextrin mach
ngan gop phan tao vi dam da cho bia. Cac dextrin dai va cac phan tir tinh bot gy tro
ngai cho 1én men va lam giam do bén ciia bia. Pé tranh hién twong nay, trong qué trinh
nau, ta ding phép thtr iodine dé kiém tra dién bién mau caa dich thuy phén.

A 1tA N,‘Zhiél’l N Nﬁu L()C - B N Lam lanh
Nguyén li¢u " (duomg héa) » Houblon héa dich
Men gidng Nhan giong LéflsTelnzgginh :
Rura
\ 4
< Lén men phu
Bamen |e 1-4°%C
A 4
\ 4
» Bdo hoa CO
Bia chai Thanh 2

thanh pham []  trung 7 Pong chai <_t_l

Bia hoi thanh pham

Hinh 5.13. So' d6 céng nghé san xudt bia

Dich duong thu dugc sau qua trinh duong hda goi 1a nudc nha duge dun soé1 voi
hoa houblon & nhiét d6 > 70°C trong 1,5 — 2 gid. Qua trinh nay cho phép trich ly chat
dang, tinh dau, polyphenol, cac hop chat chira nitrogen va cac thanh phan khac cta hoa
houblon vao dich duong ngot. Cac polyphenol cua hoa houblon khi hoa tan vao dich
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duong, ¢ nhiét do cao s& tac dung vai cac hop chat protein cao phan tir tao thanh cac
phtc chat dang mang nhﬁy Céc phuc chat nay dé két lang va kéo theo cac phan tir can
li ti trong dich duong két ling theo. Cac chét ding, polyphenol, cac hop chat chtra
nitrogen trong hoa houblon 1a nhiing chat tao sirc cang bé mit c6 hoat tinh rat cao, do
d6 ching tham gia vao qua trinh tao bot va gilr bot cho bia. Ngoai ra, khi dun soi sé
x4y ra phan tng melanoidine va caramel ho4 tao mau vang dep cho bia sau ndy. Dong
thot khi dun soi1 s€ ti€u dié€t cac tap trung, khir hoat tinh ctia enzyme, lam dong tu
protein va c6 dac dich nha thich hop cho tirng loai bia.
- Ndm men gidng trong san xuat:

+ Giur giong men bia: Nhiing noi men bia thuan khiét dugc tach ra tir mot té
bao, nudi cdy va bao quan sao cho gitr dugc nhig tinh chéat quy ban dau cia chung.
Trong bao quan, qua trinh séng cua men gidng xay ra rat cham va han ché su phat trién
cua chung. Gitr dugc trang thai tiém sinh nay c6 thé 4p dung cic phuong phap bao
quan 6 nhiét do thép 2 — 4°C, dong kho, & dang bao tir hodc ky khi. Bao quan glong
thuan khiét & 5 — 8°C trong bdo hoda CO, c6 thé giit dugc nhiing tinh chét quy ban dau,
nang cao kha nang 1én men va céi thién dugc mui vi cia bia.

+ Nudi cdy men giéng: Sau khi két thic giai doan nuoi cAy nam men tir ching
thuan khiét & phong thi nghiém v6i moi truong nhan g10ng thuong la dich chiét tir
malt bang phuong phap tang dan thé tich. Qua trinh nudi cay & diéu kién ban san xuat
phai tuan theo nguyén tic sau:

- Dich dudng hoa houblon duoc dung lam méi trudng cho ndm men sinh san
phai dugc tiét tring va lam lanh dén nhiét d6 6 — 10°C.

- Phai syc khi v6 trung vao canh truong trong cac thiét bi cua hé thong nhan
men dé dam bao sy phat trién manh ctia nAm men.

- Tuyét d6i khong dé dich 1én men tiép xtc v6i khong khi chua tiét trung.

Qua trinh tiét trang mdi truong nhan gidng dugc thuc hién ¢ ap suét thuong
(lOOOC) hodc & ap suét du (1060C) trong thoi gian 30 phut. Pong thoi voi qua trinh
1am nguoi, dich duong duogc bio hoa oxy bang khong khi vo trung.

+ Tai st dung men sita: Sau khi 1én men chinh, ndim men ling xuéng dudi day
thiét bi chia lam ba 16p: Lop dudi cling 1a céc té bao gia, c¢6 hoat lyc 1én men yéu; 16p
giita 1a c4c té bao tré hon c6 kha ning 1én men manh; 16p trén cing 14 nhiing té bao co
kich thudc nho, kha ning két ling kém cung voi nhiing can protein va hoa houblon.
Chi nén thu nhéan 16p men gitta c6 mau trang nga sau khi da xu ly. S lan tai sir dung
men sita khoang 5 — 7 lan tiy thudc vao chat lugng ctia ndm men. Phuong phap xir 1y:

Rira men: Phuong phép xir Iy men don gian nhat 1a cho dich men sita qua ray c6
kich thudc 16 0,2um dé loai bo cac tap chit 16n. Sau d6 tién hanh rira men bang nuéc
vo tring 1 — 2°C dé lang va loai bo cin ban va xac nAm men.

Hoat hoa men: Trude khi st dung dé ndm men phat trién t6t can tién hanh hoat
hoa gidng bang cach nudi cdy nAm men trong dich duong houblon hoéa voi ty 1¢ dich
duong : men sira 1a 4 : 1, suc khi vo trung dong thoi tang dan nhiét do t6i nhiét do 1én
men. Khi c6 nhiéu té bao phat trién va do con dat 0,3% thi két thuc qua trinh hoat hoa.

- Lén men va tang trit bia:

Qua trinh lén men dugc thuc hién qua hai giai doan: 1én men chinh va 1én men
phu. Toan bd qua trinh 1én men dugc thuc hién theo cong nghé hi¢n dai, cé h¢ théng
diéu chinh nhiét do.
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Qua trinh 1€n men chinh: duoc tién hanh trong thung kin hodc ho. Nhiét do thich
hop 1& 10 — 12°C. Thoi gian 1én men chinh phu thudc vao chét hoa tan ban diu cua
dich duong va ché d6 nhiét trong thoi gian do, thuong khoang 6 — 8 ngay. Trong giai
doan nay, téc do 1én men manh, dich sui bot nhiéu, nhiét do khéi dich tang, can phai
tién hanh thu hdi CO, va lam lanh cuc bd dé dich 1én men ha nhiét vé& nhiét d6 ban
dau. San pham trong qua trinh ndy ngoai rugu ethylic, CO,, con ¢ cac san pham phu
nhu glycerine, diacetyl, rugu bac cao, aldehyde, acid hiru co, ester, ... Pac biét
diacetyl c6 anh huéng rat xau dén hwong va vi cia bia chu yéu duogc tao thanh trong
giai doan nay, khoang < 0,1mg/l. Cudi giai doan ndy, sy 1én men giam xudng vi ham
luong chat hoa tan di tiéu hao gan hét, nAm men di ling xudng ddy thung. Ha nhiét do
ctia khdi dich dé chuyén sang qua trinh 1én men phu.

Qué trinh 1én men phu va tang trir: nhiét d6 1én men phu t6t nhéat 1a 1 — 3°C, &p
suét 2 — 4kg/cm? dé tang cudng qua trinh bdo hoa CO,. Duy tri nhiét d¢ va ap sut nay
trong subt qua 1én men. Trong giai doan nay, nim men trong bia non van tiép tuc lén
men duong con sét lai sau qua trinh 1én men chinh. Lugng CO, sinh ra dugc gitr lai
trong thung va hoa tan vao bia, acid hitu co tadc dung véi rugu tao thanh cac ester. Pac
biét, lwong diacetyl tao thanh trong qua trinh 1én men chinh duoc chinh nam men khtr
va chuyén thanh acetoine. Qua trinh khir diacetyl 1a mot trong céac chi tiéu hang dau dé
xem x¢t qua trinh Ién men phuy dat hay chua, tiéu chuén < 0,2mg/l. Ngoai ra, men bia
dan két lang v6i nhau & dang bong hodc bui kéo theo cac cin ban ling xudng day
thung 1én men lam cho bia trong va mau sang. Thoi gian 1én men tuy thugc vao tung
loai bia, c6 thé kéo dai tir 10 — 30 ngay. Qua trinh nay nham on dinh thanh phan va
tinh chat cam quan ctia san pham.

* Hoan thién san pham: dé trd thanh hang hoa thuong mai, bia can duoc can
duoc xtr 1y qua cac cong doan sau:

- Loc trong bia: 1am ting gia tri cAm quan, On dinh thanh phan co hoc, lam ting
dd bén sinh hoc va dd bén keo cua bia. Bia sau khi loc trong subt c6 mau vang hodc
mau nau. Nhiét do bia trude khi loc thich hop 14 0 — 4°C. Pidu kién nay co thé giam
b6t sy hao phi vé CO, ddng thoi tao trudce cho bia didu kién gy duc ¢ nhiét do thap,
nhu vay sau nay hién tuong nay s€ khong bi 1dp lai. Loc bia dugc tién hanh trong cac
thiét bi loc khung ban, loc dia, loc nén hoic ly tam.

- B&o hoa CO,: trong qua trinh 1én men, bia dugc carbonic hoa ¢ nhiéu thoi diém
khac nhau nhu trong 1én men chinh, 1én men phuy va tang trir. Trong thuc té san xuat,
viéc bao hoa CO, vio bia theo phuong phap tu nhién c6 thé dat dén nong do can thiét,
do vay can phai bd sung CO, cho bia sau khi loc va trude khi chiét vao lon, chai Ia tac

§h1ép cong nghé khong thé bo qua. Nhiét do bia thich hop nhat cho bdo hoa CO, la
0°C. Ham lugng CO, bao hoa can dat 4,5 — 5,0g/I.

- Chiét bia: Qua trinh cudi ciing cia cong nghé bia 1 giai doan chiét bia vao lon
hodc vao chai. Trong qua trinh ndy, khong dé dugc dé bia tiép xuc voi khong khi va
oxy hoa tan dé tranh anh huong dén huong vi va do bén keo ctia bia. Chiét bia phai
chiét theo phuong phap dang ap, nghia 13 ap suat dbi khang & trong lon va trong chai
phai bang ap suat bé mat trong thung chira bia. Nhu vay, méi dam bao rét duoc day
thé tich lon hodc chai, khong c6 hién tuong sui bot va hao phi bia it nhat.

3. CAC SAN PHAM ACID HU'U CO
3.1. Lén men lactic acid
3.1.1. Co ché ciia qud trinh
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Lén men lactic acid 1a qua trinh chuyén hoa sinh hoc ky khi cac hop chat duong
thanh lactic acid va mot sé san pham khac nhd vi khuén lactic. Duéi tac dung cla céc
tac nhan vi sinh vat khac nhau san phim tao thanh trong qua trinh 1én men khac nhau.
Duya vao dac trung cua san phém tao thanh nguoi ta chia lam hai loai: 1én men lactic
ddng hinh va 1én men lactic di hinh. Hinh 5.14.

*Lén men lactic dong hinh: 13 qua trinh 1én men lactic v&i san pham tao thanh
cha yéu 1a lactic acid, c6 thé dat t6i 90 — 98% san pham cta qua trinh 1én men. Qua
trinh nay xay ra khi vi khuan phan hily mot phan tir glucose theo con duong EMP dé
tao thanh hai phan tir glyceraldehyde phosphate (AIPG) va sau d6 thanh lactic acid.

*Lén men lactic di hinh 13 qua trinh 1én men ma san pham tao thanh ngoai lactic
acid (40%) con c6 cac san pham khac nhu succinic acid, ruou ethylic, acetic acid, cac
chat khi con lai. Qua trinh nay do vi khuén lactic thiéu hai enzyme cha yéu cta con
duong EMP la aldolase va triozophosphat — isomerase nén khong thé di theo con
duong EMP ma qua trinh phan gidi glucose xay ra theo con duong pentose phosphate
(PP).

Lén men lactic dong hinh Lén men lactic di hinh
Glucose Glucose
Glucose -6 —P Glucose -6 —P

v '

6 — phosphogluconate

Fructose -6 - P

| v CO,
Ribulose -5 -P
Fructose —1,6 —di P ¢
l l Xilulose —5—-P
Dihydroacetone — P Glyceraldehyde - 3-P Acetyl — P » Acetic acid
1,3 di — P — glycerate Acetyl — CoA
3 — P glycerate Acetaldehyde

v

2 — P glycerate

v

Phosphoenolpyruvat

v

Pyruvate

'

| actate 102

'

Lactic acid
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3.1.2. Tac nhén vi sinh vit

Vi khuan 1én men lactic gdm nhiéu giéng khac nhau, duoc xép vao ho
Lactobacteriaceae. Co hai hinh dang chinh 1a hinh cu va hinh que, phu thuc vao méi
truong nudi cy hay diéu kién ngoai canh khac nhau thi hinh dang cua chiing c6 thé bj
thay doi.

Dic diém sinh 1y chung cia vi khudn lactic: nhuém mau Gram duong, khong
sinh bao tir, khong sinh tong hop enzyme catalase va oxydase, khong co kha nang khir
nitrate va hau hét cc vi khuan lactic déu khong chuyén dong. Mot s6 chi vi khudn
lactic thuong gap la:

Lactobacillus: gom 52 loai tryc khuan phd bién nhat, c6 dang hinh dang thay d6i
tir hinh bau duc dén hinh que dai. Vi du loai Lactobacillus plantarum té bao hinh que,
kich thuéc (0,7 — 1)x(3 — 8)um xép thanh chudi hodc ding riéng 1é, trong khi
Lactobacillus bulgaricus lai c6 dang hinh que dai, manh c¢6 kich thude (0,7 — 0,9)x(5 —
20)um ding riéng 1¢, cap doi hay tao thanh chudi ngan.

Streptococcus: 14 loai vi khudn co té bao hinh tron hodc hinh ovan, dudng kinh
0,5 — 1um, tao thanh chudi hodc xép d6i, it khi dimg riéng 1¢, c6 kha ning 1én men céc
loai duong nhu glucose, fructose, galactose, lactose...phan b6 nhiéu trong sita va sira
chua. C6 kha nang tich tu 0,8 — 1% acid lactic.

103

LEnh C 17 Ct+rantnrnrniie tharmmanhilliie LDnh E 10 CHtrantAnrAnrciice RRALIPANTIAA



Leucongstoc: té bao co dang hinh hoi dai hodc hinh ovan, duong kinh khoang 0,,5
— 0,8um, chiéu dai khoang 1,6um. Nhung d6i khi ching lai c6 dang hinh hoi tron, sap
x€p thanh chuoi va khong tao thanh dam.

Hinh 5.19. Leuconostoc Hinh 5.20. Leuconostoc citreum

*Mot s6 vi khuan 1én men lactic déng hinh: Lactococcus lactic, Enterococcus
fecalis, Streptococcus salivarius, S. thermophilus, S. diacetylactis, Pediococcus
cerevisiae, Lactobacillus lactis, L. helveticus, L. acidophilus, L.bulgaricus, L.
delbruckii, L.casei, L. plantarum.

*MOt s6 vi khuan 1én men di hinh: Leuconostoc mesenteroides, L. cremoris,
L.brevis, L. fermentum, L. viridescens, Bifidobacterbifidum.

3.1.3. Cong nghé lén men sdin xudt lactic acid

Nguyén liéu dé san xuat lactic acid 13 nguyén liéu c6 chtra dudng hodc ri dudng
dugc pha lodng dén nong do thich hop. Néu nguyén liéu 1a tinh bot nhu khoai, san,
ngd, khoai tay... thi trudc hét phai duoc thuy phan thanh dung dich dudng. Trude khi
1én men, dung dich duoc pha loing dén nong d6 10 — 20 % va thanh trung & nhiét do
120°C. C6 thé ding nguyén liéu 14 huyét thanh sita dé san xuét.

Nguyén liéu nén dap Gmg vai nhu cau vé do tinh sach vi cac nhu ciu nay 1a nhan
t6 quyét dinh cho cac quy trinh tinh sach can thiét cua lactic acid dugc san xuat. Su lya
chon cua nguyén liéu phu thuéc manh mé vao cac ng dung du dinh va gia tri riéng
ctia sy tinh sach san pham.

Trong san xuat lactic acid ngudi ta thuong dung ri duong, vi day la ngudn lidu ré
tién va dé kiém. Trude tién, ri duong can phai duoc xir Iy dé tdy mau va tach cac chat
keo c6 trong mat ri. Bé xir Iy mau, nguoi ta thuong ding than hoat tinh, dau tién, ri
duong dugc lam loang theo ty 1€ 1: 3, sau do6 cho chay qua cét than hoat tinh. Than
hoat tinh s& hip phu cac chit mau, khi 6 dung dich ri dudng s& sang mau hon. Sau do,
lam lodng ri dudng dén ndng do chit khd 15% va ding H,SO, 5% theo khdi lwong
dich dé acid héa méi truong. H,SO, nhu mot chat diéu hoa pH, pha v hé keo va
chuyén hoa dudng saccharose thanh dudng nghich dao gitip qué trinh 1én men sau nay
t6t hon. Tiép tuc pha loing dung dich xubng con 5 — 10% duong va diéu chinh pH
nguoc lai dén 6,3 — 6,5. Sau d6, lam ngudi dung dich duong xudng 50°C va bom
chung vao thung 1én men dé tién hanh qua trinh 1én men.
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* Phuong phap 1én men va thu nhan san pham:

+ Phuong phap truyén thng:

Vi khuan lactic da dugc nudi cdy riéng & phan xuong nhan gidng. Khi lugng
gidng dam bao vé sb luong té bao, nguoi ta chuyén vao thung 1én men voi ty 18 giong
la 2,5 — 3%. Trong san xuat lactic acid, ngudi ta thuong sir dung vi khuan lactic dong
hinh, trong d6 vi khuan LaCtObaCiIIUS delbruckii dugc str dung hon ca. Boi voi vi
khuan nay, thuong duy tri nhiét d6 trong su6t qua trinh Ién men la 50°C, pH 5 -6, thoi
gian 18n men 7 — 10 ngay. Tuy nhién, diéu kién 1én men c6 thé thay d6i tuy theo giéng
vi khuan lactic ma ta str dung trong san xuat.

Trong qué trinh 1én men, ngudi ta thudng sit dung voi min dé trung hoa lugng
acid dugc tao thanh nham tranh hién tuong acid hoa dung dich 1én men va tao ra
calcium lactat. Luong v6i min sir dung khoang 3 — 4 1an/1 ngdy. S6 lugng CaCOj; cho
vao tuy thudc vao luong acid lactic tao thanh.

Sau khi 1én men xong, dung dich 1én men dugc dun néng dén 80 — 90°C. Nguoi
ta dung CaCOj3 diéu chinh pH cua dich 1én men dén 10 — 11. Gitt yén pH nay trong
khoang thoi gian 3 — 5 gio. Trong thoi gian nay, cac chat lang va sinh khoi vi khuan s&
lang xudng ddy. Nguoi ta loai chat ling ndy. Sau d6 dich trong duoc loc bang may loc
khung ban & nhiét 4o 70 — 80°C. Sau khi loc xong, toan bo dich 1én men dugc chuyén
qua thiét bi tao két tua calcium lactate. Qué trinh tao két tia nay khoang tir 10 — 16
gid. Két thuc qua trinh két tiia, ngudi ta cling dem loc bang mdy loc khung ban. Dé
riéng két tia va dich loc. Dich loc dugc dem di ¢ dic lai va tién hanh két tia lai mot
lan nita dé thu hoi toan bo luong lactic acid c6 trong dich 1én men. Phan két tia nay
duoc tron chung véi phan trude va dem sang thiét bi thu nhan lactic acid. Dé thu nhan
lactic acid, cho H,SO,4 vao phan két tia. Khi d6 phan tng xay ra va tao thanh CaSO,
két tua va dung dich chira lactic acid (C3HgOs). Dung dich lactic acid duoc dem di khir
mau bang than hoat tinh va dem c6 dic chan khong dé thu nhén lactic acid tinh khiét.

+ Phuong phap hién dai:

Nhu céu sir dung lactic acid ngay cang tang, do do6 nhiéu cong ty sinh hoc trén
thé giéi di c6 gang tim ra nhiing cong ngh¢ mdi, tao ra nhimg ching gidng thuan
chung c6 hoat lyc cao nham nang cao hiéu suit va ning suat san xuat dong thoi giam
gia thanh san pham Trong phuong phap nay, nguoi ta da thay ddi gidng va méi trudng
1én men va thay d6i phuong phap thu nhan san pham.

Trong moi truong 1én men st dung dung dich chira duong 40 — 100g duong trong
1000m| ngoai ra con bo sung 1% dau ngd, 1 — 4 % nudc chiét ngd, nhidu loai nguyén
t6 khoang vi luong.

Diéu kién 1én men & nhiét d6 40 — 50°C, diu chinh pH trong sudt qua trinh 1én
men la 4,8 — 5,7 bang NaOH. Glong dung trong quéa trinh 1én men la Lactobacillus
acidophilus. Luong giéng cho vao dé 1én men 13 5% so véi dung dich 1én men.

Sau khi 1én men xong, nguoi ta ding Na,CO; dua pH dung dich 1én men dén 6,5
va thyc hién cac diéu kién cho viéc tao thanh sodium lactate nhu phuong phap truyen
thong Toan bd dung dich, ca phan mubi lactate va sinh khéi duoc dua vao thiét bi
tham tich dé thu nhan sodium lactate & dang long va sinh khéi vi sinh vat. Sinh khéi vi
sinh vat c6 kha ning 1én men s& dugc chuyén nguoc lai dé 1én men ké tiép. Sodium
lactate dwgc c6 dic chan khéng va dugc chuyén sang may tham tich trich ly dé thu
nhan lactic acid tinh khiét. Dung dich lactic acid s& duoc dua qua hai cot trao ddi ion
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dé tach cac cation Na* va céac cation khac. O cot trao ddi ion thtr hai s& tach anion
S0,*". Lactic acid sau khi qua hai cot loc nay s& c6 d tinh khiét rit cao khoang 99%.
3.1.4. Mt s6 yéu té anh huwéng dén vi khudn lactic

- Anh huodng cua nhiét d6: Nhiét do anh hudng rat 1on dén hoat dong cua vi
khuan lactic. Khoang nhiét d6 phat trién cta vi khudn lactic kha rong, da sé vi khuén
lactic o thé phat trién trong khodng nhiét o tu 15 — 40°C. Dic biét mot s6 loai c6 thé
phat trién & 55°C trong khi mét sé loai khac c6 thé phat trién duge ¢ 5°C.

- Anh hudng ctia pH: pH moi truong tic dong dén hé enzyme cta vi khuan
lactic anh huong dén qua trinh trao d6i chat ctia té bao. Cac giéng vi khuan lactic khac
nhau c6 pH tdi thich khac nhau: Lactobacillus 1a 5,5 — 6,2; Pediococcus 5,5 — 6,5;
Leuconostoc 6,3 - 6,5.

- Anh huéng ciia oxygen: Vi khuan lactic c6 thé séng & diéu kién moi truong ky
khi dén vi hiéu khi, do chung khong c6 hé enzyme oxy hoa khir xitocrom va catalase
trong t& bao. Anh hudng ciia oxygen con phu thudc vao cac diéu kién khac ciia moi
truomg nhu nhiét do, vi du loai Lactobacillus brevis phat trién t6t & nhiét do 30°C trong
diéu kién ky khi va hiéu khi, tuy nhién & 37°C né chi phat trién trong diéu kién hiéu
Khi.

3.1.5. Ung dung ciia vi khudn lactic

- San xuat lactic acid: Lactic acid 1a nguyén li¢u rat can thiét ciia nhiéu nganh
cong nghiép thudc da, cong nghiép dét, trong in 4n va ché tao chit déo, son. Lactic
acid c6 vi chua dé chiu nén dugc dung trong thyc pham nhu mot chat gia vi d6i voi
cac loai d6 udng nhe, dich qua, mut, syroup va trong d6 hop rau qua. Ngoai ra, mudi
lactat v6i cac nguyén t6 vi lwong duge dung trong duge phdm nham bd sung cho co
thé duéi dang dé hip thy.

- San xuét sita chua: Qua trinh 1én men sita chua 1a do vi khuan lactic phat trién
va tich tu mot lugng lactic acid gay dong tu casein cua sira va tao huong vi dac trung
cho san pham. Chung vi khuan thuong st dung la Lactobacillus Bulgaricus,
Streptococcus thermophilus. Lén men trong diéu kién ky khi, nhiét do duy tri 40 —
50°C. San phflm ¢6 mau tring nga, hoi chua, ngot nhe, c6 mui thom dic trung.

- San xuét ph6 mai: Pho mai la san pham thu dugc tir casein sita dong tu, roi
dugc 1én men tiép tuc nho vi khuan lactic va vi khuan propionic hoic nim soi
Penicillium camenberti. Giéng vi khuén lactic thudng sir dung 1a Streptococcus lactic,
Lactobacillus...

- Tao céc chat khang khuan: Vi khuan lactic c¢6 kha ning tao ra cac san pham c6
thé rc ché mot s6 vi sinh vat c6 hai. Cac san pham sau khi 1én men nhu acid hitu co,
diacetyl, hydrogen peroxyde va dac bict la bacterlocm c6 kha nang we ché su phat trién
cua cac vi sinh vat gay thdi, hong va mang mam bénh trong cac san pham thuc pham.
Pay 13 van dé dang duoc cac nha khoa hoc va cac nha cong nghiép thuc phadm quan
tam, chiing dugc sir dung trong ché bién va bao quan thuc pham.

Ngoai ra, trong linh vyc y té va cham séc sic khoe, ngudi ta s dung ché pham
sinh hoc tir vi khuan lactic dé b6 sung vao khau phén thirc dn ctia ngudi gia, em bé va
ngudi bénh nhim bd sung vi khuén lactic trong dudng rudt dé kich thich qua trinh tiéu
hoa, tiéu diét cac vi sinh vat nhiém trung, chita bénh day hoi va rdi loan tiéu hoéa.
Nhing vi khuan c6 kha nang sinh chit e ché sinh hoc con duge st dung lam dugc
pham dé chita cac ching bénh vé dudng rudt nhu tiéu chay, nhidm tring, vi chiing c6
kha ning tiéu diét cac vi khudn gdy bénh nhu Salmonella, Sarcina, Bacillus.
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3.2. Lén men citric acid

Citric acid hay limonic acid (CsHgO7) c6 nhiéu trong thién nhién, dic biét trong
cac loai cdy an qua c6 mui (ho Rutaceae) duoc dung chi yéu trong ché bién thyc phim
va duoc phim. Trudce day citric acid duoc thu tir cac loai qua, tir ndm 1927 thi acid
nay duoc san xuit & mac do cong nghiép bang con duong 1én men nhd ndm mbc s&
chuyén héa duong thanh acid citric.
3.2.1. Co ché ciia qud trinh

Qua trinh sinh tong hop citric acid & vi sinh vat c6 thé biéu dién bang phuong
trinh t6ng quat nhu sau:

2C6H1206 + 302 — 2C6H807 + 4H20

Co ché cua sy chuyén hoa nay c6 thé dugc bifu dién nhu sau: Puong glucose
qua chu trinh EMP tao thanh pyruvic acid, két hop véi sy ¢6 mat caa CO, va acetic
acid chuyén tiép tao thanh oxaloacetic acid va citric acid.

C6H1206

A 4

CH3;COCOOH

< CO,

A 4

HOOCCH,COCOOH
(oxaloacetic acid)

< CH;COOH

A 4

CH,COOHCOHCOOHCH,COOH
(citric acid)

Hinh 5.20. So do co ché tao thanh citric acid tir glucose

Trong san xuat cac acid hitu co thuc pham thi citric acid dugc dic biét cha y vi
¢ vi ngon va c6 nhiing tinh chét 1y hoa dic biét nén acid nay duoc sir dung rong rai
trong linh vuc cong nghiép thuc pham: céng nghiép banh keo, cong nghiép san xut
ruou vang, cong nghiép ché bién nude giai khat khong chira ruou, cong nghiép duoc,
cong nghiép dét, cong nghiép da, cong nghiép luyén kim va 1a thanh phan quan trong
cua nhua hoa hoc.

3.2.2. TAc nhan vi sinh vt
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Dé san xuét citric acid nguoi ta thudng dung nhitng vi sinh vat nhu Aspergillus
niger, A. clavarus, Penicillium luteum, P. citrinum, Mucor piriformis va nhiéu loai
thudc nam soi thudc chi Mucor. Trong s6 do A. niger c6 hoat Iuc cao hon ca va dugc
dung rdng rai trong cong nghi¢p lén men citric.

3.2.3. Cong nghé lén men acid citric

Nguyén liéu ding trong san xuét 14 ri duong va tinh bot. Ri duong 1a nguyén licu
thuong dung va kinh té hon ca. Ciing c6 thé str dung tinh bot tan, nhung nguoi ta hay
dung dich duong thuy phan tir tinh bot. Gan day, co cong ngh¢ san xut acid citric
bang cach cay moc trén co chat bot san thu duoc hiéu suat cao va hiéu qua cac qua
trinh 1a rat kinh té.

Nhiét d6 thich hop cho phat trién va 1én men 1a 30 — 32°C. Ngudn carbon tét nhét
d6i voi A. niger 1a saccharose. Nong d6 dudng trong méi trudng 10 — 20% 1a thich hop
hon ca. Ngudn nitrogen v6 co ding trong 1én men acid citric tt nhat 13 nitrate, con
nitrogen hiru co 12 nuéc chiét dau tuong. Ngoai ra, trong méi trudng 1én men can bo
sung cac nguyén to khoang P, Mg, K, Fe va Zn.

Acid citric ¢6 thé san xuat bang phuong phap nu6i cay bé mat hodc bang phuong
phap 1én men chim. Trong qua trinh nudi cay bé mit, nam moc tao thanh mang trén
moi truong dinh dudng con trong nuodi cay chim soi nAm ndm toan bo trong dich 1én
men. Phuong phap 1én men chim c6 nhiéu uu diém hon phuong phap 1én men bé mit:
c6 thé 1én men véi lugng 16n hon, hiéu suat 1én men cao hon, dam bao v tring trong
qua trinh nudi, rat ngan dugc thoi gian 1én men, dé tu dong hoa va giam dugc ngudn
lao dong. Do vay, hién nay nguoi ta san xuat acid citric chu yéu bang phuong phap
nudi cdy chim.

Qua trinh 1én men san xuat acid citric gdm céc cong doan sau:

*Hoat hoa gidng va nhan gidng san xuat

Glong dugc hoat hoa trong phong thi nghiém va thu nhan mét lugng 16n bao tu
nudi cdy trén moi truodng bé mit. Sau d6 chuin bi méi truong nhan giong bang cach
cho ri dudng 3 — 4%, bd sung dung dich cac chat dinh dudng vio ndi nhan giéng, ciy
giong vao moi truong voi luong 3g giong kho trong 2 — 3 lit dung dich duong. Sau d6
cung cap khi vo tring va ddo tron, duy tri 4p suét trong ndi 0,1 — 0,2atm, nhiét d6 34 —
35°C, thoi gian nudi 28 — 36 gio.

*Chuan bj mdi truong 1én men

Trude hét, dung hoi néng cao ap dé tiét trung thiét bi va duong dng. Sau d6 cho
dung dich ri duong voi ham luong 3 — 4% va cac chét dinh dudng khac vao ndi, khudy
déu. Sau khi thanh tring, cay giong tu ndi nhan giéng vao ndi 1én ‘men. Trong qua
trinh chuan bi mdi truong, can chuan bi dich ri duong v tring véi nong do 25 — 28%
dé bo sung vao ndi 1én men trong qua trinh nudi.

*L_én men
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Trong qua trinh 1én men, lugng duong giam dan, dung dung dich ri duong cd
nong do 25 — 28% dé bo sung gidn doan vao noi 1én men. Thoi ky dau duy tri nhiét d
33— 34°C, sau khi qua trinh Ién men tao acid manh thi giit ¢ nhiét do 31 — 32°C.

*Tach nAm mdc

Trude khi két thuc qua trinh 1én men can kiém tra dich 1én men cach 4-6 gio. Néu
ham luong acid khong thay doéi thi coi nhu két thuc qua trinh 1€én men. Dich 1én men
dwoc dun néng 1én 60 — 65°C va chuyén vao thing trung gian dé tach sinh khéi. Sinh
khoi nam mdce dugce tach bang thiét bi loc chan khong.

*Tao calcium citrate

Trong dung dich da Ién men la cac hop chat: acid citric, acid gluconic, acid
oxalic, duong khong lén men va cac loai mudi khoang. Acid citric dugc tdch bang
cach cho chung lién két voi Ca** dé tao thanh mudi calcium citrate it tan.

Qua trinh tao mudi duoc tién hanh nhu sau: dich 1én men d3 tach sinh khdi duoc
cho vao ndi trung hoa bang sira voi (c6 khuay) va dun séi. Qua trinh trung héda két thuc
khi pH=6,8 — 7,5. Sau d6 dung thiét bi loc chan khong dé tach cac chat két tia la canxi
citrat va canxi oxalat, sau d6 dem say kho.

*Tach acid citric

Str dung H,SO,4 dé tach acid citric tir mudi calcium citrate. Pau tién hoa tan acid
citric trong muoi calcium citrate bang nudc, khuay tron va cho H,SO,, dun s6i khoang
10 — 15 phat.

Ca3(C6Hgo7) + 3H,S04, —» 2C4zHgO; + 3CaS0O,

Pé tach calcium oxalate c6 m,ét trong acid citric, st dung mot luong du acid
sulfuric khi @6 calcium oxalate sé két tua v6i thach cao dugc tao thanh va trong dung
dich chi con acid citric. Loc chan khong dé loai két tua c6 chira thach cao, calcium
oxalate, than hoat tinh, cac sulfur cta cac kim loai nang.

C6 dung dich acid citric trong thiét bi c6 chan khéng. Giai doan dau dat ty trong
1,24 — 1,26, giai doan hai dat ty trong 1,32 -1,36 twong trng voi nong do 80% acid
citric.

* Két tinh va sdy kho acid citric

Ha nhiét d6 dén 35 — 37°C thi cho mam két tinh (citric acid) vao dé két tinh va
tiép tuc lam lanh dén 8 — 10°C va cho k}}uéy lién tyc trong 30 phut. Sau d6 cho sang
thiét bi co ly tam dé tach tinh thé dua di sdy kho, thu nhan san pham.

3.2.4. Cdc yéu té quyét dinh dén qud trinh sdn xudt citric acid
- Méi truong dinh dudng bao gom duong, cac hop chat hiru co, vo co. Dé nudi
cay Asp. niger sir dung moi truong c6 thanh phan (g/l):

Saccharose — 140; NH4N3; — 2,23; KH,PO,4 — 1; MgS0O,.7H,0 - 0,23.

- M6i truong 1én men bao gdm:

Nudc 1000 ml + duong 150g + NH,CI 1,9g va bd sung ZnSO, 1am ting kha ning
tich liiy citric acid.

- pH moi truong:

+ Pé ndm mdc phat trién tot duy tri pH 6
+ Dé 1én men tot pH3,4-3,5
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+ Piéu chinh pH thuong dung acid HCI

Vi diéu kién moi truong dé ndm mbc phét trién va thu acid 13 khac nhau nén
trong san xuat phai chuan bi moi truong cho nam moc phat trién day du, sau doé diéu
chinh méi truong thich hop dé 1€én men citric.

- Su thoang khi: Tat ca hé soi ctia nAm mdc 13 loai hiéu khi dién hinh, rit can
oxygen tu do. Trong san xuat c¢6 thé dung quat gié vo trung vao phong 1én men hodc
thoi khi vo trung vao dich 1én men.

- Anh huéng coa nhiét do: Nhiét do thich hop khoang 31 — 37°C. Sinh khéi ndm
moc phat trién manh ¢ 34 — 37°C. bé tao ra nhiéu acid can duy tri & nhiét do thap hon
31-32°C.

- Thoi gian nudi cdy 7 — 10 ngay.

3.3. L&n men acetic acid

Acetic acid 1a hoa chat thong dung dugc st dung trong nhiéu nganh cong
nghi¢p dé san xuat: chat déo, sg1 tong hgp, phim anh, san xuat bdt son, thuc phém, hoa
duogc, cac loai dung moi, diéu ché cac ester c6 mui hoa qua, di€u ché acetone..

Acetic acid c6 thé thu dugc bang phuong _phap tong hop hoa hoc tir ruou
methylic, ruou ethylic, tir khi thién nhién hay khi tong hop...hodc bang phuong phap
I&n men.

3.3.1. Co ché ciia qud trinh

Bén chat sinh hoa ctia qué trinh 1én men acetic 12 qué trinh oxy héa rugu thanh
acetic acid, nho vi khuan acetic, trong diéu kién hi€u khi. Phuong trinh tong quat:

C,HsOH + O, CH5;COOH + H,0 + 117kcal
Qua trinh nay gdm hai phan tng dehydrogen véi enzyme cua vi khudn acetic
xuc tac:
Ngoai viéc oxy héa rugu ethylic, vi khuan nay con c6 kha ning oxy hoa cac

rugu khac thanh cac acid tuong tng. Vi du: oxy hoa rugu propylic thanh propionic
acid, ruou butylic thanh butyric acid, glycerine thanh dioxy — acetone.
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CH3CH,OH

<+— Aldehyde — dehydrogenase

\ 4

CH;CHO

+«—H,0

\ 4

CH;CHOHOH

<+— Aldehyde — dehydrogenase

\ 4

CH3;COOH

Hinh 5.24. So do co ché chuyén héa ruou ethylic thanh acetic acid

3.3.2. Tdac nhdn vi sinh vt

Vi khuan Acetobacter 13 tac nhan chinh ctia qua trinh 1én men acetic, voi hon
20 loai. Nhitng vi khuan nay dé tim thiy trong khong khi, dat va nuée. Vi vay khi cac
dich nudc qua, bia, rugu thip, dich dudng... dé ho tiép xtc voi khong khi dé bj van
duc nhe, trén bé mit tao thanh mot 16p mang méng min mau trang xam hodc vang
trang. D6 1a do cac vi khuéan acetic phat trién.

Acetobacter xylinum:Truc khuan hinh que, kich thudc khoang 2pum, dung riéng
1¢ hoac xép thanh timg chudi, Gram am khong sinh bao tir, khong di dong. Khi nudi
cay trong moi truong dich long sé tao trén bé mit mdi truong mot 16p mang cellulose,
d6 1a tap hop cac té bao vi khuan lién két v6i cac phan tir cellulose. Mang nay s& bét
mau xanh khi nhudém véi thube nhudm iode va dung dich sulfuric acid 60%.

Hinh 5.25. Acetobacter xylinum Hinh 2.26. Acetobacter aceti

Acetobacter aceti: Tryc khuan ngan hinh que, khong sinh bao tir, thuong két
hop v6i nhau tao thanh chudi dai, kich thuéc 0,4 — 0,8 x 1,0 — 1,2 um, khong di dong,
bat mau Gram am, bit mau vang véi thude nhudm iode. Giéng nay co thé phat trién &
ndéng d6 rugu 11% va tich tu trong moi truong 6% acetic acid. Nhiét do tdi thich cho
sinh truéng 1 34°C, méi trudng bia thich hop cho sy phat trién cia loai nay.

Acetobacter orleanense: Truc khudn dai vira phai, khong di dong, khi gip nhiét
d6 cao co thé sinh ra cac té bao di hinh: t& bao kéo dai hay phinh to hon. Hai dau té
bao hoi nhon, phét trién thanh mang mong nhung chic trén bé mat dich nudi cay.
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Gidng nay c6 thé phat trién & dung dich 10 — 12% rugu va tao thanh dugc 9,5% acetic
acid, nhiét do thich hop 25 — 30°C.

Acetobacter schiitzenbachii: Té bao hinh que, kich thuéc 0,3 — 0,4 x 1,0 — 3,6
um, c6 thé két hop thanh chudi dung riéng le hoac xép thanh d6i, Gram 4m khong sinh
bao tu, khong chuyen dong. Cac té bao gia tao thanh mang day nhung khéng chic.
Gibng nay co the tich ity trong moi trudong khoang 11,5 — 12% acetic acid, c6 thé
dung dé san xuat bang phuong phap 1én men chim.

Acetobacter pasteurianum: Truc khuin ngin, hinh thai gan gidng voi
Acetobacter aceti, bit mau xanh véi thuéc nhudém iode, tao vang khé va nhin nheo. Té
bao xép roi nhau thanh timg chudi, doi khi c6 dang chuy, phong l1én. Nhiét do thich
hop khoang 30°C, chiu dugc ndng d6 ruou thip hon Acetobacter aceti va tao dugc 5 —
6% acetic acid.

Acetobacter suboxydans: C6 dang hinh que ngan, khong c6 kha nang di dong,
dung riéng l¢ hay x&p thanh chudi ngan, tao thanh vang mong dé v&. Co kha ning
chuyén hoéa glucose thanh gluconic acid, sorbic thanh sorbose. Vi khuan nay duoc sir
dung trong cong nghiép dé san xuat ascorbic acid (vitamin C). Gidng nay c6 thé phat
trién & dung dich 12 — 13% ruou va tao thanh dugc 13% acetic acid, nhiét do thich hop
28 - 30°C.

3.3.3. Cong nghé sin xudt acetic acid va lén men gidm

Giam 1a mot dung dich acetic acid lodng, tiy nguyén liéu khac nhau ta thu dugc
cac loai gidm khac nhau: gidm vang, gidm dai mach, hoa qua va ruou nguyén. Sau khi
1én men gidm thu duoc dung dich acetic acid 5 — 10% qua chung cét thu dugc acetic
acid c6 nong do 40 — 90%.

* Nguyén liéu diung dé san Xuét 1a cac loai nudc qua, rugu va bia kém pham
chat, cac loai dich dudng nhung chu yeu van 1a cac loai ruou. Trong d6 nudc nho va
ruou nho 13 nguyén liéu san xudt gidm co chat luong cao. Ruou ethylic 1a ngudn
nguyén lidu duoc dung phd bién trong cong nghiép 1én men acetic. Cac loai qua chin
duogc ép lay nude va cac loai dich dudng c6 1an ndm men ruou s& xdy ra qua trinh 1én
men ruou, bién céc loai duong thanh ruou ethylic va thu duoc dich rugu nhe. Ciing cé
truong hop ngudi ta bd sung nAm men Saccharomyces vao cac loai dich trudce khi 1én
men giam.

Trong moi truong dinh dudng, ngoai rugu ethylic can phai c6 day du cac chét
dam bao cho hoat dong sdng cua vi khudn acetic, gdm carbon, nitrogen, cac chat
khoang: K, Mg, Ca, Fe, P, S....

* Phuong phap 1én men

- Phuong phap cham con goi 1a phuong phap Orlean hoac phuong phap Phép.
Phuong phap nay dung nudc hoa qua lam nguyén liéu voi giong Acetobacter
orleaneuse. Phuong phap cho hi¢u suit thap, thoi gian keéo dai nhung thich hop cho
cong viéc lam gidm & gia dinh hodc san xuat giam & quy mo nho trong cac xi nghiép
dung “ruou lai”, dich duong, nudc hoa qua hodc bia hong, ruou vang kém chat
lugng... cho nén 1én men thu dugc giam thom ngon. Pay 1a phwong phap tha cong co
tir 1au, chu yéu 1a san xudt gidm tir rugu vang. Trude hét, ruou vang dugc pha lodng va
acid hoa bang acetic acid, ty 1¢ acetic : rugu 1a 2: 4 hodc 3 : 3. Acetic acid pha trudc co
tac dung tao diéu kién cho vi khuan acetic phat trién, dong thoi ngan chin nhing vi
sinh vat c6 hai.

Dich 1én men pha xong dugc d6 vao cac thung gb va dat trong khong khi. Trén
bé mat dich 1én men s& nhanh chéng tao thanh nhimng mang vi khuan acetic. Do ‘mang
vi khuan chi hinh thanh & bé mat nén qué trinh oxy héa tién hanh cham va chi két thuc
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sau vai tuan. Khi rugu con mot lugng nho (0,3 — 0,5%) thi lay glam ra va cho dich 1én
men mai vao. Dé gidm tao thanh v6i mang vi khuan 1au ngay sé& dan dén viéc vi khuan
acetic sé tiép tuc oxy héa gidm thanh CO, va H,0. Két thuc qua trinh thu dugc gidm
c6 ndéng do 5 — 6%. Pé giit dugc 1au can thanh trung Pasteur. San xuat theo phuong
phép nay gidm c6 wu diém rat thom ngon.

- Phuong phap nhanh con goi la phuong phap Duc hién nay duoc ap dung chu
yéu trong cong nghlep san xuat giam an trén thé gidi voi cac thung lén men bang gb
hinh tru t6i 10m® hodc 16n hon trong d6 dat cac phoi bao gd gié. Gibng duge ding &
day la Acetobacter schiitzenbachii duoc nhiém vao phoi bao. Cho dich 1én men chay
qua cac phoi bao nhiéu lan, vi khuan acetic tiép xtic véi moi truong 1én men va oxy
héa rugu thanh acid. Nho phoi bao dong méi truong chay cham, quanh co, dién tiép
xuc v6i vi khuén rat 16n. Dé ting hiéu qua oxy héa ngudi ta phun méi trudng thanh bui
va thoi khong khi vao thung 1én men qua cac 16p phoi bao tir dudi 1én trén. Mdi lan
moi trudng qua 16p phoi biao bi néng 1én vi phan (mg oxy héa va vi khuan ho hap toa
nhiét. Vi vay, trudc khi cho méi trudng phun thanh bui 1an ké theo can phai lam lanh.
MBoi trudong c6 thé qua 16p phoi bao nhiéu lan dé cho vi khuén tiép xtic va oxy héa hau
hét rwou thanh trong d6 thanh gidm. Nhiét do 1én men trong khoang 24 — 37°C, thoi
gian khoang 3 — 7 ngay.

Ngoai hai phuong phap nhanh va chdm ngudi ta con chii y dén phwong phép 1én
men chim, 1a phuong phap hién dai, ngay cang c6 ¥ nghia 16n. Cac ndi 1én men duoc
thong khi manh, khi thay thé timg phan dich dinh dudng ciing dugc thong khi day di.
Sau khi ethanol duoc chuyén thanh acetic acid thi ciing rat bt phan 16n va bo sung
dich méi vao ndi 1én men tiép tuc. Vi phuong phap 1én men nhu vay gan nhu 1a 1én
men ban lién tuc. Cac chung Acetobacter suboxydans thich hop v6i phuong phép 1én
men nay, ching cé thé chuyén hoa toan bo ethanol thanh acetic acid voi diéu kién
noéng do ruou 12% trong moi trudng cd thém it glucose va suc khi rit manh. Lén men
& 28 — 32°C, thoi gian khoang 2 ngay.

3.3.4. Cdc yéu t6 anh hwéng dén qud trinh oxy héa

- Nong d6 acetic acid va ruou: Acetic acid sinh ra c¢6 tac dung @rc ché hoat dong
ctia vi khuan acetic. Nong do acid thich hop cho vi khuan hoat dong 1a 9 — 11%. Nong
d6 ruou cao nhat dé oxy héa 1a 6 — 15% tuy ting loai vi khuén, trung binh 13 11 —
13%. Khi khong c6 rugu ethylic trong mdi truong, vi khudn s& oxy hoa acetic acid
thanh CO, va H,0. Qua trinh ndy goi 1a qua trinh oxy héa co hai cho san xuat gidm, vi
vay trong dich I1én men luén dam bao con 0,3 — 0,5% rugu.

- Anh huong cua nhiét d§: Nhiét dd thich hop cho sy phat trién va 1én men thay
ddi tiry loai vi khuén, trong thyc té san xuat nhiét do thuong ding 1a 28 — 34°C.

- Su thoang khi: Khong khi 1a diéu kién tdi can thiét cho vi khuan va su oxy
hoa. Qua trinh oxy hoa chi xay ra khi vi khudn tiép xtc truc tiép v6i oxygen tu do.
Trong san xuat gidm, diéu kién hiéu khi cang tot, qua trinh oxy hoa cang nhanh.

- Moi truong dinh dudng: Pé dam bao hoat dong sdng binh thuong cua vi
khuan acetic, trong mdi truong dinh dudng ngoai nudc, rugu con phai c6 mudi vo co,
carbonhydrate va hop chat nitrogen dé hap thu. Trong san xuat ngudi ta thuong ding
moi trudng co thanh phan nhu sau: cir 1001 con tuyét d6i thém 259 superphosphate,
25g ammonsunphate, 0,9¢g kalicarbonate, 500g glucose hodc dich dudong thuy phan tir
tinh bot tinh twong duong véi luong glucose, bd sung thém nude thanh 10001 méi
truong.

3.3.5. Ung dung ciia vi khudn Acetobacter
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- Ché tao ché pham EM (Effective Microorganisms): EM c6 tac dung voi nhiéu
linh vie c6ng nghiép, nong nghi€p, bao vé moéi truong. .. Bac biét trong linh vye xu ly
rac, EM giup khir mui hoéi giam chi phi 10 lan so véi dét rac.

- San xuat vitamin C: Gom nhiéu qua trinh hoa hoc va sinh hoc. Nguyén liéu dé
san xuét vitamin C 1a L — sorbose dugc thu tir qua trinh chuyén héa héa hoc glucose
thanh D — sorbic, dudi tac dung cua enzyme sorbic dehydrogenase cua vi khuén
Acetobacter suboxydans chuyén hoa D — sorbic thanh L — sorbose.

- San xuét calcium gluconate: Ung dung kha ning bién d6i dudng thanh
glucose thanh gluconic acid, tir gluconic acid ngudi ta ché tao ra calcium gluconate,
dugc sir dung trong dugce pham bd sung calcium cho con ngudi.

- Tao mang sinh hoc trj bong: Mang cellulose do vi khuan Acetobacter xylinum
tao thanh duoc tim diu mu u co tac dung sinh hoc trong diéu tri tho gay bong thuc
nghi¢m. Céc vét bong duoc diéu tri dan dan thu hep dién tich, sach, kho va khong bi
nhiém tring. San phim mang sinh hoc diéu tri bong va cac ton thuong vé da c6 hiéu
qua cao va c6 gia tri kinh té.

- San xuét thach dira: La qua trinh oxy héa véi su tham gia ctia vi khuan acetic
trén moi trudng nude dira gia hodc nudce cdt dira trong diéu kién hiéu khi.

Nguyén liéu trong san xuét thach dira gdm: nuéc dira gia chtra nhiéu chit dinh
dudng nhu: duong, protein, lipid, vitamin, va khoang nhung voi nong do thap; chung
gidng 1a Acetobacter xylinum . Tién hanh nhan giéng, c6 thé qua mot cip hodc hai cap
hozc nhiéu hon tiy theo quy mé san xuat.

4. CAC SAN PHAM VITAMIN VA ACID AMIN
4.1. Riboflavin (Vitamin B2)

Lan du tién riboflavin dugc Kulm chiét tach tir tring vao nam 1933, 6ng dat tén
la ovoflavin. Sau d6 cac nha khoa hoc Booher, Ellinger, Koschara tach dugc riboflavin
tur casein. Cong thirc hda hoc cua riboflavin: Cy7H,0N4Og

Riboflavin dugc tong hop bang ca hai con duong hoéa hoc va vi sinh vat.
Riboflavin 1a hop chat me cua flavin, FAD va FMN tuc la cua cac coenzyme giir vai
tro quan trong trong cac enzyme tham gia vao cac phan ing oxy hoa — khir trong hau
hét moi sinh vat.

4.1.1. Ciu tao héa hoc va tinh chit ciia vitamin B,
Riboflavin c6 phan tir luong 1a 376
Tinh thé nho, hinh kim, mau vang
Diém nong chay 1a 292°C
C6 vi dang, c6 kha nang hoa tan trong nudc va cac loai dung méi
Riboflavin 6n dinh & nhiét do thuong nén rat dé bao quan
Riboflavin tham gia vao thanh phan cua enzyme flavinase

4.1.2. Tac nhdn vi sinh vt

Riboflavin duoc tong hop bdi nhiéu vi sinh vat, gdbm ca vi khuan, nAm men va
nam soi nhu Mycobacterium sp., Clostridium sp., Mycocandida sp., Cadida sp., Ashby
sp., Eremothecium sp., trong d6 dang cha y la giong nam Eremothecium ashbyii va
Ashbya gossypii.

*Eremothecium ashbyii

- Khuén ty c6 phan nhanh, kich thuéc ctia khuan ty 2 — 4 x 60 — 80um. Khi con
non khuén ty c6 mau tring, vé gia chuyén sang mau vang.
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- C6 kha ning dong hoa glucose, saccharose, mannose, levulose.

- C6 thé str dung ngudn nitrogen vo co va hiru co, dac biét la tir cazlin, globuline,
glycerine co y nghla rat 1on cho su phat trién cia chung

- Phat trién manh va tong hop nhiéu vitamin B, néu trong moi truong cé mit cac
chat kich thich sinh trudng nhu thiamin, biotine, inozid.

*Ashbya gossypii

- C6 cau tao khuan ty phan nhanh.

- C6 kha nang tao bao tu, s6 luong bao tir khoang 4 — 32. Bao tir cia chung ¢
dang giong véi vi khuan Clostridium.

Hinh 5.27. Ashbya gossypii Hinh 5.28. Eremothecium ashbyii

4.1.3. Qua trinh I1én men

C6 thé nudi cdy nAm dé san xuét vitamin B, theo phuong phap nudi cdy bé mat
hodc nudi cdy chim.

Trong phuong phap nudi cdy bé mit cé thé sir dung cac ngudn nguyén liéu nhu
kho lac, kho dau tuong, cac loai cam, mam théc, mém dai mach... Ham luong vitamin
B, dugc tao thanh trén mot s6 moi trudng nudi cay bé mat nhu sau (don vi y/g): ba mia
130, kho hat bong 1000, kho dau twong 2200, kho lac 3500, mam dai mach 6000, mam
thoc 5000, ba dau 3000.

Trong cong nghiép thuong st dung phwong phap nudi ciy chim dé san xuét.
Thanh phan méi trudng nhu sau: saccharose 5%, dich thuy phan protein 3%, phdi lta
mi 1%, cao thit 0,3%, KH,PO, 0,3%, NaCl 0,25%, pH ban dau 6.

Luong giéng dugc cho vao thung 1én men ty 18 1 — 1,5%, nhiét d6 1én men 1a 28
— 30°C, théi khi lién tuc, thoi gian 7 ngy. Néu bd sung chit béo ning suit thu nhén
riboflavin s& rét cao.

Riboflavin duoc tong hop trong té bao nim va duoc thoat ra ngoai moi trudng
nuoi céy Tuy nhién khong phai tat ca riboflavin déu thoat ra méi trudng bén ngoai ma
trong t& bao con mot lugng 16n riboflavin. Ty 1¢ riboflavin ngoai bao va néi bao phu
thudc nhiéu vao kha niang sinh truong ctia gidng st dung.

Trong qué trinh 1én men sy thay d6i pH rat phuc tap, hai ngay dau pH giam rd
rét, sau d6 pH ting nhanh cung véi su tao thanh riboflavin. Sir dung 0,2% dau dau
nanh lam chit phé bot trong qué trinh 1én men. Ning suat 1én men thuong dat tir 800 —
1700y/ml riboflavin.

Dich 1én men dugc tién hanh c¢6 chan khong va sy thanh pham bang thiét bi sdy
hinh trdng, san pham thu dwuoc c6 d6 am < 8% dong goi va bao quan. Co thé thu
riboflavin tinh khiét tir nhitng ché pham thd.
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4.2. Cobalamine (vitamin By,)

Nam 1955 danh dau su hiéu biét vé& ciu tao hoa hoc cua vitamin By,. Vitamin
B, c6 ¥ nghia rat quan trong trong qua trinh trao d01 chat: néu thiéu vitamin By, trong
co thé con ngudi va dong vat s& gay ra hién tugng rdi loan trao d6i chat carbonhydrate
va acid béo.

Vitamin By tham gia vao viéc sinh tong hop enzyme metyl malomyeCoA-
mutase va rat nhiéu enzyme quan trong khéc. Cac enzyme nay tham gia vao cac phan
g chuyén methyl va qua trinh tong hop methionine, colin, thimine.

Ngoai ra, vitamin By, tham gia vao viéc dam bao hoat dong cia cac co quan tao
mau va lam tang cudng phan ung bao vé co theé .
4.2.1. Céu tao héa hoc va tinh chit ciia vitamin B,

Vitamin By, ¢6 cong thirc hoa hoc 1a CgzHggN1404PCo

Thuong ¢ dang két tinh, kich thudc nho, mau do sim, khong c6 mui, vi.

Hoa tan trong nudce, trong cac dung dich trung tinh, trong con.

Vitamin B, khi tiép xtic v6i kim loai ning rat dé mit hoat tinh, chung khong
bén trong pH kiém.

Vitamin By, c6 ¢ trong gan va cac by phan khac cia dong vat, nhung lai khong
tim thay chung trong céc to chtic ciia thyc vét bac cao.

4.2.2. Tac nhdn vi sinh vt
Tham gia trong qua trinh sinh tong hop vitamin By, ¢6 nhiéu loai vi sinh vat
khac nhau:

* Vi khuan Propionibacterium: dai dién la Propionibacterium shermanii la
glong c¢6 nhiéu wu diém va c6 thé dwa vao st dung san xuit cong nghiép. Mot sd dic
diém quan trong cta loai vi khuan nay:

ot La truc khuan co kich thude nho, xép thanh timg d6i hodc tao thanh chudi
ngan trong tu nhién
+ Thuoc loai ho hép hiéu khi, co kha nang lén men acid lactic, glycerol,
glucose, fructose, manit, lactose.
+ Khoang pH hoat dong 4,5 — 7,5; pH t6i wu cho viéc sinh téng hop vitamin B,
la5,8-75.
+ Nhiét do cho su sinh trudng va tong hop vitamin By, 12 28 — 30°C.

Hinh 5.29. Actinomyces Hinh 5.30. Propionibacterium
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* Xa khuan Actinomyces: dai dién 1a giong Actlnomyces olivaceus c6 kha nang
téng hop vitamin By,. Cac dic diém cia chung xa khudn nay:

+ Thuoc loai hiéu khi

+ Ching phat trién va sinh nhiéu vitamin B;, trong moi truong chira glucose,
tinh bot, mat ri va ba rugu. Trong thanh phan moéi truong nay can bod sung thém céc
mudi ammon, mudi coban va CaCOa.

+ Sinh tong hop vitamin By, manh sau 24 gid nudi ciy.

+ Nhiét do cho sy sinh truong va tong hop vitamin By, 13 28 — 30°C.
4.2.3. Qua trinh I1én men

Qua trinh 1én men béng vi khuan, d}rqc thuc hién‘é pH ban dau ctia moi truong
14 6,8 — 7. Trong qua trinh 1én men phai diéu chinh pH bang NH,OH.

Qua trinh Ién men cua xa khuan xay ra hai pha o rét: pha tao sinh khéi, pha tao
san pham vitamin By,. pH ban dau ciia qué trinh 1én men 1a 7. O pha thir nhat pH giam
xudng con khoang 6,5 va budc sang pha thtr 2 pH tang dan lén 8,2 — 8,7. Trong qua
trinh 1én men ludn ludn syc khi, khong diéu chinh pH.

Thoi gian 1én men thuong la 5 — 7 ngay. Do6i v6i xa khuan thoi gian 1én men
thuong ngan hon so voi vi khuan. Dich sau khi nu6i s€ dugc ly tim ¢ may ly tdm cao
toc. Sinh kho1 sau khi thu nhan dugc dem say kho6 lam ché pham thé cho gia suc hoac
dem sinh khoi chiét rat va tinh ché thu nhan vitamin By, tinh khiét.

4.3. Glutamic acid
4.3.1. Co ché sinh tong hop glutamic acid

Glutamic acid san xuat bang phuong phap 1én men vi khuan. Qua trinh nay dugc
xuc tic nho hé enzyme c6 san trong vi khuan, chuyen hoa qua nhiéu giai doan trung
gian voi nhiéu phan tng khac nhau tao ra nhiéu san pham phu, va cudi cung la san
pham glutamic acid. Thyc chat ctia qua trinh nay 1a chuyén hoa duong (qua trinh
duong phan theo Embden-Meyerhoff), rdi sau d6 thong qua chu trinh Krebs ciia qua
trinh ho hap hiéu khi ctia vi khuan, san pham acid glutamic dwoc tao thanh.

Glucose

l

Acid a-Cetoglutaric
COOH-(IZI-(CHZ)Z-COOH

O
Amine hoa tryc tiép Chuyén amine

Acid L-glutamic COOH-(CHz)z-Clﬁ-COOH
NH,

Hinh 5.31. So' d6 chuyén hda glucose thanh glutamic acid



4.3.2. Tac nhdn vi sinh vit

Hinh 5.32. Corynebacterium glutamicum Hinh 5.33. Brevibacterium

Chung vi sinh thuong st dung 1a: Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium
lactofermentus, Micrococcus glutamicus. Chu yéu dung chung Corynebacterium
glutamicum (loai vi khuan nay dwoc nha vi sinh vat Nhat Ban 13 Kinosita phat hién tir
nim 1956 c6 kha ning 1én men tir tinh bot, ngd, khoai, khoai mi dé tao ra glutamic
acid).

Gidng vi khuén thuan khiét nay duoc léy tir 6ng thach nghiéng tai cac co s giir
gidng, sau d6 dugc ciy truyén, nhan sinh khdi trong moi trudng long da thanh tring va
dua vao thiét bi I1én men. Khi tuyén chon chung vi khuan phai c6 kha nang tao ra nhiéu
glutamic acid, téc do sinh trudng phat trién nhanh, c6 tinh 6n dinh cao trong thoi gian
dai, chiu dugc ndng d6 acid cao, méi trudng nudi cdy don gian, d& ap dung trong thuc
té.

4.3.3. Qua trinh 1én men

Thanh phén moi truong lén men phu thudc vao dac diém cua chung san XUAL.
Ngudn carbon thuong ding 1a glucose, saccharose, dich thiy phéan tinh bot, ri duong,
dich thuy phan cellulose, cac acid hiru co. Nong d6 dudng trong mdi trudng tinh theo
sacchose 1a 8 — 25%. Ngudn nitrogen thudong bo sung vai ty 18 1,5 — 2%, c6 thé ding
urea, mudi urea. Ngoai ra con bo sung cac mudi khoang, chat kich thich sinh truong
nhu biotine, vitamin B...

Thoi gian 1én men phu thudc vao ham lugng dudng cé trong moi truong, phuong
phap bd sung duong vao mdi truong mot 1an hay nhiéu l1an, mic d6 thong khi phu
thudc vao dic tinh sinh 1y, sinh hoa cta chung giéng san xuét.

Lén men san xuét glutamic acid 1a nudi cdy theo mé va yéu cau V0 trung. Giéng
sau khi hoat hoa thong qua binh tam giac nu6i trén may lic hay trong ndi lén men. M01
mot cap do nudi cay thuong kéo dai tir 18 — 24 gio, gidong cady vao moi tru’()’ng mdi cap
khoang 5 — 6% thé tich moi truong va thoi gian 1én men kéo dai 2 - 3 ngay.

So d6 qué trinh 1én men san xuat acid glutamic tuan thu theo qua trinh 1én men
chung: nhan gi6ng, chuan bi méi truong, thanh trung, lam lanh, ciy giéng, 1én men,
tach va tinh ché glutamic acid, chuyén sang mono — glutamate, say khé va déng goi.

Cac phuong phap tinh sach, két tinh glutamic acid tir dich 1én men nhu sau:
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- Phuong phap sir dung diém dang dién.

- Phuong phap tao hydrochlorite cua glutamic acid.

- Phuong phap ding dung méi hiru co dé hoa tan glutamic acid rdi tach.

- Phuong phép trao dbi ion.

- Phuong phép chuyén glutamic acid thanh cac mubi kim loai khé tan roi tach.

- Phuong phap dién tham tich chuyén glutamic acid vé phia cuc duong.

Trong do, phuong phap st dung diém dang dién 1a don gian duoc mg dung
nhiéu & cic nha may san xuit mi chinh, phuong phap nay chia lam 5 budc:

_ *+ Co dac dung dich 1én men ¢ nhi¢t d6 50 — 60°C, dén 1/3 — 1/2 dung tich ban
dau.

+ Tay mau

+ Dung HCI1 dua pH dén diém dang dién 14 3,2

+ Két tinh trong diéu kién lanh

+ Ly tam dé tach glutamic acid.

Nhuoc diém ciia phuong phap nay 1a hiéu suét thu hoi thap, thuong chi dat 50 —
60% glutamic acid c6 trong dich 1én men.

Trién vong nhét va dugc nhiéu noi tng dung 1a phuong phap dung nhua trao doi
rezin. Nhya trao doi rezin c6 hai loai: rezin duong tinh (mang tinh acid) va rezin &m
tinh (mang tinh ki€ém). Dich 1én men c6 chira glutamic acid va tap chat cho chay qua
cOt nhya (c6 chua rezin) tir dudi 1én v6i toc do 150 — 180 lit/phit, thoi gian chdy qua
cot 1a 150 — 180 phut. Song song, nguoi ta cho dong nudce chay qua cot cung chiéu véi
dung dich 1én men dé rira cac vi khuan bam vao bé mat rezin. Giir nhiét d6 trong cot
trao d6i ion 14 60 — 65°C. Sau khi ke"c thiic qua trinh trao ddi ion, ding NaOH 4 — 5%
de tach glutamic acid ra khai cot (toc dd chay NaOH 1a 5 — 6 m/gio, luu Iugng 100
lit/phat.

4.4. Lysine

L-lysine 1a mot amino acid khong thay thé, rat can cho hoat dong song ctia ngudi

va dong vat. Cong thirc hda hoc nhu sau:

CH,-CH;-CH;—- CH,—- CH - COOH

| |
NH, NH,

4.4.1. Co ché sinh tong hop lysine

Tu so d6 hinh 5.34 cho ta mot nhan xét can quan tam: mudn vi khuan tao ra
nhiéu lysine thi sy chuyén hoa phai theo nhanh (3). O day, cac chung dot bién mat
enzyme homocerin dehydrogenase, do dé sé khong tao ra treonine. Mat khac, enzyme
dihydropicolinatsynthetase khong man cam di 1ap thé nén su tc ché khong con. Két
qua 1a lysine s& dugc tong hop thira.

Qua trinh tong hop lysine xay ra theo so dd sau:

Glucose
l <«— Con duong EMP

Pyruvate

!

Nvalnarotata



4.4.2. Tac nhan vi sinh vt
Thuong str dung trong cong nghi€p san xudt lysine cac ching vi khuan dot bién
khong c6 kha nang tong hop enzyme homocerin — dehydrogenase, nhu:
Corynebacterium glutamicum: 14 loai vi khuan 1én men duoc saccharose,
fructose, glucose, maltose; khong 1én men dugc lactose, galactose va cac duong
pentose.

Brevibacterium lactofermentum: khuan lac mau vang nhat hodc vang, c6 kha
nang Ién men cac loai duong nhu Corynebacterium glutamicum.

Brevibacterium flavum: khuan lac mau vang nhat, va c6 cac dic diém twong tu
Brevibacterium lactofermentum.

Ngoai ra c6 thé st dung cac chung S. cerevisiae, Torulopsis utilis, Bacterium
megatherum, Brevibacterium sp., Streptomyces coroniformis, Bacillus subtilis,
Corynebacterium acetophilum, C. glutamicum; tir paraffin Alcaligens marshallii,
Pseudomonas fluorescens, Nocardia sp.

4.4.3. Qua trinh Ién men

Trong qua trinh 1én men, ngudi ta thuong chuan bi méi trudng c6 ndong do duong
khoang 10 — 12%. Trong thyuc t& san xuit, ngudi ta thuong str dung dung dich dudng
tir qué trinh thuy phan bot ngd, bot san, va mat ri. Ngoai ra bo sung ngudn nitorogen
nhu urea, cic loai mudi ammon hodc dung dich amoniac; cac mudi khoang: thudng sir
dung & dang mudi phosphorus nong d6 khoang 0,008 — 0,02 mg/l. MgSO,.7H,0 véi
ham luong 0,03 — 0,5%.

Nhiét do trong qua trinh 1én men 1a 28 — 30°C, pH 7 - 7,6
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Qua trinh 1én men phai dugc thyc hién trong cac thiét bi 1én men c6 canh khudy
va thoi khi lién tuc.

Quaé trinh 1én men xay ra hai pha la pha tao thanh sinh khéi va pha tao thanh
lysine. Su tao thanh sinh khoi ¢ pha dau tién thuong xay ra rat manh trong thoi gian 12
— 1 \8 gio sau khi bat dau nudi cay. Sau d(’)otéc do tao thg‘mh sinh }(héi s¢ cham lai,
trong thoi gian nay ham lugng lysine dugc tong hop bat dau tang dan. Pha tao lysine
kéo dai khoang 40 — 60 gio. Nang suat lysine sau khi 1én men dat 50 — 60 g/l.

Sau khi 1én men, ndng do chit kho trong dich 1én men khoang 10 — 13%. Dich
sau lén men rat dé bi hong do qué trinh ty phan ctia vi khuan va do qué trinh dé bi
nhiém bo1 céac vi sinh vat khac. Do do, nguoi ta thuong giai quyét theo hai cach sau:

+ Pem dich sau 1én men di thu nhén va tinh ché lysine ngay.

+ Dung HCl acid hoa dung dich 1én men dén pH 5. Pong thoi, nguoi ta bd sung
NaHSO; véi liéu lugng 0,4% so véi dich 1én men dé€ bao quan dung dich 1én men.

*Qua trinh thu nhan lysine tiép tuc duoc thuc hién nhu sau:

- Dung dich 1én men duoc bom vao ndi ¢6 chan khong, tién hanh c6 cho dén khi
cho dén khi nong do chat kho trong dung dich dat 35 — 40%. Ta thu duoc ché pham
tho dau tién. Ché pham nay c6 chira khoang 15 — 20% lysine & dang monochlohydrate,
15 — 17% protein, 4% amino acid, 10 — 13% betaine, 20 — 25% tro va cac thanh phan
dinh dudng khac. Ta c6 thé sir dung ngay ché pham nay cho chan nuéi gia suc. Dang
ché pham nay c6 thé bao quan trong thoi gian 4 thang. Do do, mudn bao quan lau hon,
ngudi ta phai tao ra nhitng san pham c6 d6 4m thip bang phuong phap siy khé.

- Pé thu nhan lysine tinh khiét thuong thuc hién cac budc sau:

Dich 1én men dugc tién hanh ly tdm dé loai bo sinh khéi va cac thanh phan khong
tan. Dich sau ly tam s& dugc dua qua hé thdng trao d6i ion cationit. Sau d6 cot duoc
rira nhiéu 1an cho hét mau va tién hanh qua trinh nha hap phu bang 0,5 — 5% dung dich
ammoniac. Bun néng dung dich chira lysine dé dudi ammoniac. Sau d6 dung HCI ha
pH cua dung dich xudng 4,9 — 5. Tién hanh c6 chan khong dé néng do chat kho trong
dung dich dat 30 — 50%. Du¢i tic dung cua HCI, lysine sé& chuyén thanh dang
monochlohydrate lysine. Tién hanh 1am lanh toan bo dén nhiét d6 10 — 12°C. Khi d6
thay xuat hién nhiing tinh thé c6 mau vang nhat. Ngudi ta tién hanh ly tim dé thu nhan
tinh thé. Dich sau ly tdm s& tai két tinh dé thu nhan triét dé lysine co trong dich 1én
men.

Mubn tinh thé sach hon, ngudi ta hoa tan tinh thé trong con va tai két tinh lai.
Lam lai nhiéu 1an nhu vay ta s& c6 lysine tinh thé sach, d6 tinh khiét khoang 97%, d6
am 0,5%, tro 0,3%, san phém duoc dung trong thuc phém va y hoc.

5. CAC CHAT KHANG SINH

Nam 1929, nha vi sinh vat hoc ngudi Anh, Alexander Fleming nhén thiy mot
hién twong ky la trén dia thach ma 6ng da cay tu cau vang (Staphylococcus aureus)
tinh c& nhidm mot loai ndm ma xung quanh khuan lac cta nd 1a mot vung trong, vi
khuan khéng phat trién dugc. Ong di tach chiét, phan 14p va nghién ciru hoat tinh
khang khuin ctia nd va nidm nay thudc chi Penicillium, do viy 6ng goi tén no la
penicillin. P4y 1a chat khang sinh dau tién duoc tim thay.

Cho dén chién tranh Thé gidi 11, voi sy hop tac cua cac nha vi sinh vat Anh va
MY, chét khang sinh cta Fleming méi dugc bat dau san xuat & mic d6 10n va tré thanh
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loai thudc “than ky” ctru séng nhiéu nguoi. Pén nim 1945, A. Fleming, E. Chain, H.
Florey cing dwoc nhan giai Nobel vé cong trinh penicillin.
5.1. Penicillin
5.1.1. Tac nhan vi sinh vt

Cac chung vi sinh vat thudc chi Penicillium va Aspergillus c6 kha nang sinh
penicillin. Tuy nhién chi cé cac loai Penicillium notatum va P. chrysogenum cé hoat
tinh khang sinh cao va duoc ding trong cong nghiép khang sinh. Nhitng chung dau
tién duoc sir dung trong san xuat chi dat 10 — 15 dv/ml trong mdi trudng 1én men bé
mat. Hién nay, trong cong nghiép san xuét penicillin bang phuong phap 1én men chim,
ngudi ta chi stir dung P. chrysogenum trong san xuit cong nghiép.

Hinh 5.35. Ndm méc Penicillium chrysogenum

5.1.2. Qua trinh Ién men

Qua trinh 1én men penicillin thudc vao loai 1én men hai pha: pha sinh truéng va
pha tao san pham penicillin. Ngudn carbon trong 1én men penicillin boi ndm P.
chrysogenum cé thé 1a glucose, saccharose, lactose, tinh bot, dextrin, cac acid hitu co
(lactic, acetic, formic), cac amino acid... Tuy nhién, duong lactose cd hi¢u suét
penicillin cao nhat va thudng duoc dung trong cong nghiép. Nhung do nim st dung
duong lactose cham, vi vay trong thuc té lactose duogc dung phdi hop cing véi duong
khéc (glucose, saccharose...) trong moi truong dinh dudng.

Trong pha 1én men thir nhit giéng phét trién manh, str dung glucose va acid lactic
cua cao ngd. Sau do, lactose md1 duge str dung (chu yeu trong pha thtr hai tao thanh
penicillin). Khi trong moi truong can lactose va khong bd sung céac chat dinh dudng hé
soi nam s& bat dau tu phan, néu tiép tuc 1én men ndng do6 penicillin s& giam, trong thuc
té san xuat can phai két thuc 1én men trudc thoi diém nay.

Trong cong nghiép san xuat penicillin dya trén ndm méc P. chrysogenum cé kha
nang sinh penicillin cao, theo hai phuong phap:

- Lén men bé mit: Phuong phap nay duogc ap dung trong thoi gian dau cua cong
nghiép khang sinh. M6i truong nudi cay bé mit co thé 1a cac co chat ran hoic long. Co
chét rin co thé 1a cam hodc cac loai hat, cam dugc lam w6t r0i trai 1én khay mot 16p
day khoang 2 cm, glong nam moc dugc tron vao moi trudng ¢ do 4 am 50 — 60% da vo
trang dé& ngudi toi 30°C. Thoi gian 1én men 6 — 7 ngay ¢ 24 — 28°C trong cac budng
duoc didu chinh nhiét do, do 4 am va thong gi6. Noi chung, phuong phap nay giéng nhu
1én men céc enzyme bang ndm mdc.

MOoi truong long dung ngudn carbon la lactose, cao ngd va mot sé nguyén tb
khoang. Giéng dugc cay vao moi trudng rdi 1én men & 24°C khoang 6 — 7 ngay. Ngay
nay phuong phap 1én men chim di thay thé phuong phéap 1én men bé mat.
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- Lén men chim: Thanh phan méi truong gém cé cao ngd, glucose, lactose va cac
mudi khoang. Gidng dung trong cong nghiép thuong ¢ dang bao tir. Bao tr dugc nubi
trén cac thung nhan giong co khudy va suc khi 36 —50 m /glo’ dé hé soi ndm phat trlen
sau d6 chuyén vao cac thung 1én men. Qua trinh 1én men penicillin bang ndm méc P.
chrysogenum & 26 + 1°C trong khoang 120 — 125 gid.

Trong qua trinh 1én men ¢ pha tht nhat nim phat trién hé soi manh, sinh kh01
ting nhanh, cac ngudn carbon d& déng hoa (glucose, saccharose) cung cac ngudn
nitrogen dugc tiéu hao nhanh, cuong do ho hap tang dan dén cuc dai, pH ting va
penicillin dugc tao thanh it. Sang pha thir hai hé soi ndm phat trién cham, lactose dugc
tiéu hao dan, pH tang dén khoang 7 — 7,5 va penicillin duoc tao thanh chu yeu trong
pha nay. Néu nguon carbon trong mdi truong can va sinh khéi nAm méc bit dau ty
phan thi pH c6 thé ting téi 8 hodc hon, lugng penicillin dugc tao thanh trong moi
truong s& giam. Vi vy, qua trinh 1én men can duogc két thuc trude thoi diém hé soi
ném moc bét dau ty phan. Nﬁm mdc sinh penicillin rat hiéu khi, cho nén qua trinh nudi
ciy (nhan g1ong va lén men) can phai suc khi va khuay moi trudong dé dam bao do hoa
tan O, can bang voi nhu cau sinh 1y cta chung. Néu khong du O, hiéu suat penicillin
c6 thé giam tdi hai lan.

Céc phuong phap thu nhan va tinh ché penicillin: trich ly bang dung méi hitu co,
hép thu, trao d6i ion. Trong d6, phuong phap chiét bang dung mdi hiru co duoc su
dung nhiéu hon ca. Phuong phéap nay dya trén nhitng dic diém la: mudi cia penicillin
rat d& hoa tan trong nude, acid penicillic rat dé hoa tan trong dung méi hitu co. Qua
trinh nay dugc thyc hién qua hai giai doan:

+ Giai doan thir nhat: Tron nudc va dung moi dé ting bé mit tiép xtic. Lam nhu
vy dé cac phan tir khang sinh tiép xtc chit ché véi dung moi. Tién hanh khudy lién
tuc dé dam bao qua trinh tiép xuc nay dat mirc do cao nhat.

+ Giai doan thir hai: Sau khi tiép xtic gitra khang sinh va dung moi s€ tao ra két
tha. Pé tach két tia khoi dung dich nguoi ta tién hanh ly tim.

5.2. Streptomycin
5.2.1. Tac nhan vi sinh

Nam 1944, Waksman va Schatz da phat hién ra streptomycin tr dich nu6i ciy
mdt chung xa khuan Streptomyces griseus (con goi la Actinomyces streptomycin).

Co6 kha nang déng hoa manh cac nguén carbon nhu glucose, tinh bot, dextrilg,
fructose, galactose, mannose. Do d6 nguoi ta st dung tinh bot va glucose cho san xuat
streptomycin.

Streptomycin 1a mot khang sinh dung pho bién trong y hoc, thi y va bao vé thuc
vat.
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5.2.2. Qua trinh 1én men

San xuat streptomycin chil yéu bang phuwong phap nudi cdy chim, gdm hai pha:

- Pha th{r nhat (pha sinh truédng manh). Céc bao tir ndy chdi va moc thanh soi sau
6 — 8 gid, mdi bao tir moc mot choi, khuan ty thuong thing va phin nhanh rat yéu, té
bao chét wa kiém.

- Pha thir hai (khuan ty khong phat trién). Cudi ngay thir ba soi xa khuan bi chia
nho va bit dau ty phan.

Nhiing giéng sinh streptomycin rat khong on dinh. Do d6, trong tuong lai can c6
su can thiép cua k¥ thuat di truyén dé tao ra nhiing giéng ¢6 hoat luc cao va 6n dinh dé
dua vao san xuat. Gift bao tir & dang dong khé trong khoang 5 nim c6 thé con 96 —
99% hoat luc, trong cat thach anh t&1 3 ndm, trén moi truong thach nude dau o 5°C toi
1 nam.

Qua trinh 1én men nay cling gidng nhu 1én men céc loai khang sinh khac, bao
gom cac giai doan: nhan gidng, 1én men chinh, thu nhan ché pham tho, tinh ché san
pham.

- Nhan gléng Gidng xa khuan dugc bao quan ¢ dang bao tir. Cay bao tir vao moi
truong nhén giong trong binh tam giac lac 180 — 220 vong/phut & 26 — 28°C/30 70
gi0, sau do cho tiép vao cac ndi nhan giéng (c6 suc khi va khudy), nudi tiép cho phat
trién sinh khdi 20 — 40 gid. Nhiém vu chinh trong giai doan nhan glong 1a tao ra mdt
khdi lwong 16n khudn ty xa khuan ua kiém c6 kha ning phat trién manh trong giai
doan 1én men chinh va tao thanh mot lwong 16n khang sinh.

- Lén men streptomycin 14 qua trinh 1én men hai pha dién hinh. Nhiét d6 1én men
khoang 26 — 28°C, thoi gian 1én men 96 gio. Trong thoi gian 1én men cin phai thong
khi va khuay tron moi truong. Luong khong khi thoi qua moi truong trung binh la 1
thé tich/1 thé tich moi truong. Khudy méi truong lién tyc trong sudt ca qua trinh Ién
men (ke ca khi nhan giong) néu ngimg khudy chi trong mét thoi gian ngan s& lam giam
hiéu suat streptomycin. pH trong nhitng gio dau ¢ giam chut it sau d6 tang dan.

6. CHAT KiCH THiCH SINH TRUONG THUC VAT - GIBBERELLIN

Gibberellin 1a chit kich thich sinh trudong dugc tong hop boi vi sinh vét va ca &
thuc vat bac cao.

Hién nay nguoi ta da phat hién ra trén 50 loai gibberellin va ky hi¢u Aj, Ay,
Ag,... Asp. Trong do gibberellin Az (GA;) la gibberellic acid c6 tic dung sinh ly manh
nhat. Nguoi ta d3 tim duoc gibberellin & nhiéu ngudn khac nhau nhu ¢ cac loai nam o
thue vat bac thip va thuc vat bic cao. Tuy nhién viéc san xuat gibberellin chu yéu tir
vi sinh vit.

Gibberellic acid (GA3)

Hinh 5.37. Cong thitc héa hoc ciia gibberelic acid



*Vai tro cua gibberellin:

+ Kich thich manh mé sy sinh truéng kéo dai cua than, chiéu dai cua canh, su
vuon dai ctua long cay ho hoa thdo. Hiéu qua nay c6 dugc do anh hudng kich thich dac
trung ctia GA 1én pha gian cta té bao theo chiéu doc.

+ Kich thich sy ndy mam cua hat va ct, do d6 n6 c6 tac dung dic trung trong
viéc phd bo trang thai ngu nghi cta hat va cu.

+ Kich thich cay ngay dai ra hoa trong diéu kién ngay ngan va lam ting hiéu
qua ctia xuan hoa, co thé bién cay hai ndm thanh cdy mot nam.

+ GA anh huong dén sy phan hoa gidi tinh: trc ché sy phat trién ctia hoa cai va
kich thich su phat trién ctia hoa duc.

+ GA lam ting kich thudc cia qua va tao qua khong hat trong mot sd trudng
hop. Hiéu qua nay cang ro rét khi phoi hop tac dung véi auxin.
6.1. Tac nhan vi sinh vat

Gibberellin dugc hai chung ndm sgi Fusarium moniliforme va Fusarium
oxysporum tong hop, trong d6 Fusarium moniliforme duoc sir dung trong san xuat.

Dic diém cua chung nay nhu sau:

+ Thudc ndm bét toan, sinh san br?mg bao tur

+ Co0 kha nang tao khang sinh, chét we ché thuc vat

+ CQ kha nang déng héa cac loai duong glucgse, saccharose, tinh bot,
glycerine, dau thuc vat; cac ngudn nitrogen v6 co, hitu co déu thich hop.

+ pH tbi wu cho sinh trudng phat trién 1a 5,0 — 5,4; nhiét do 26 — 28°C.

Hinh 5.38. Fusarium oxysporum Hinh 5.39. Fusarium monlllforme

6.2. Qua trinh Ién men

*Phuong phap 1én men bé mit
7 St dung méi trudng cam c6 bd sung 0,5 cao ngd, 0,01% hdn hop vi lugng, do
am moi truong 55 — 60%.

Méi truong dugc thanh trung ¢ latm trong 30 phut Lam ngudi moi truong va

ciy gidng voi ty 16 0,3 — 0,5%, nhiét do6 nudi 28°C trong 3 — 4 ngay. Khi nim
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Fusarium tao nhiéu bao tir, chung dugc chuyén ra nudi trong cac khay véi méi truong
tuong tu.

Két thuc qué trinh nudi, ngudi ta thu nhian ché pham gibberelin dang thd, dem
trich ly bang cac dung moi va thu nhan dung dich co6 chira gibberellin.

*Phuong phap 1én men chim

Moi trudong st dung 1a méi truong Rolen — Tom, c¢6 cac thanh phan trong 1 lit
moi trudong nhu sau: saccharose 40 — 60 g; tactarat ammon 7¢; KH,PO, 2g;
MgSO4.7~H20 0,2g; K;SO,4 0,29; pH 5,5. Trong khiqlén men thuong bd sung 0,5 cao
ngd va hon hgp vi lugng s€ lam ting kha nang sinh tong hop gibberellin.

Mo1 truong dugc thanh trung va tién hanh 1én men trong cac thiét bi 1én men c6
canh khudy va hé théng théi khi. Nhiét d 1én men 26 — 28°C, pH duy tri 5,0 — 5,5,
thoi gian 1én men 160 — 190 gio.

Qua trinh 1én men gdm hai pha:

+ Pha thtr nhat 1a pha tao ra h¢ so1 hay pha tang sinh, keo dai 45 — 90 gio dau
cua qua trinh 1én men. ) pha nay, chat dinh dudng giam rat nhanh, pH d6t nhién tang
Ién sau d6 tré vé pH ban dau. Cudi pha nay lugng gibberellin dugc tao ra rat it.

+ Pha thtr hai: hé so1 khong tang, pH tang nhanh, giberelin dugc tao ra rat
nhiéu. Trong nhiéu co s& san xuat, ngudi ta thudng bd sung ngudn carbon trong pha
nay.

Tuy thudc vao dic diém sinh 1y cia ching san xudt ma hoat dong diéu khién
qua trinh 1én men khong giong nhau dac biét 1a thoi gian 1én men.

Dich sau khi 1én men duogc ly tim dé tach sinh khdi va nhitng thanh phép cé
kich thudc 16m, khong ra khéi dung dich. Dung dich sau ly tam dem di lam sach dé thu
nhén gibberellin.

7.POC TO NAM (MYCOTOCIN)

Mycotocin la mot thuat nglr chung dung de mifu ta cac doc t6 dugc tao thanh
trong qua trinh sinh trudng cia ndm mdc. Poc t ndm 1a mot Van dé khong con moi
mé va viéc ngd doc bai thuc pham va thire an gia suc bi nhiém nAim méc di dugc biét
dén tir nhiéu thé ky nay, song viéc phat hién ra aflatoxin B1 (AFB1) nhu 13 mét trong
nhing nhan t gy ung thu ¢ hiéu luc cao nhét gip trong ty nhién vao dau nhiing nim
60 da thic ddy manh mé& cac nghién ciru trén linh vyc nay.

7.1. Mt s6 chiing vi sinh vét sinh djc to

Céc nam sinh ngoai doc td duoc tim théy & cadc nhom nadm nang Ascomycetes voi
cac nhom thudc gidng bét toan Fusarium, Neurospora, ciing nhu cac loai ciia nhom
Adelomycetes nhu Pythomyces, Stachybotrus, Trichotherium....nhung nhiéu hon ca
van 1a cac loai thudc ndm mébe Mucor, Aspergillus va Penicillium.

7.2. CAu tric, hoat tinh sinh hoc ciia djc to

Céac doc té nam 1a loai san phém béc hai dién hinh gap trong tu nhién, co ciu tao
da dang ciia hop chat di vong co cac gdc phosphate, tecpen, cumarin, piron, quinon,
antraquinon....

Tén cia cac doc t6 thuong bat ngudn tir tén ndm sinh ra no, vi dy: aflatoxin do
ndm méc Aspergillus flavus; clavacin #r A. clavarus; islanditocin tr ndm mbc
Penicillium islandicum...
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+ Aflatoxin

Aflatoxin 14 doc t6 vi nAm san sinh ty nhién béi mot sb loai thudce chi Aspegilus.
Aflatoxin 1a doc t6 va 13 tic nhan gy ung thu. Sau khi tham nhép vao co thé, cac
aflatoxin c6 thé dugc gan chuyén hoa thanh dang trung gian epoxit hoat héa hoic duoc
thuy phan va tré thanh M; it doc hon.

Céc loai sinh aflatoxin thudc chi Aspergillus phan bé rat rong trong tu nhién.
Chung c6 thé tao khuan lac va gdy nhiém vao hat truéc khi thu hoach va trong qua
trinh bao quan. Cay chu dé bi gay nhiém béi Aspergillus sau khi phoi nhiém kéo dai
trong moi truong co6 do am cao hodc bi ton thuong cac diéu kién xau nhu han han.

Cac moi truong song ban dia cua Aspergillus 1a trong dét, thuc vat muc nat va
ngil coc dang bi giam strc dé khang vi sinh vat va né xam nhap tat ca cac loai chat hitu
co mdi khi ¢ diéu kién duge thuan loi cho su phat trién cta nd. Diéu kién thuan loi
bao gdm d6 am cao (it nhat 12 17%) va nhiét do cao.

Céc loai nong san thuong bi nhiém aflatoxin 1a ngii cde (ngo, ke, laa,...), cac hat
c¢6 dau (lac, dau twong, hat hudng dwong, hat bong), gia vi (Ot, tiéu den, rau mui, nghé,
girng) va cac loai qua hodc hat khac nhu hat dé, dira... Aflatoxin ciing c6 thé xuat hién
trong sita ctia dong vt duoc cho in bang thirc dn nhiém aflatoxin.

Co6 it nhat 13 dang aflatoxin khac nhau co6 trong tu nhién. Aflatoxin B; dugc coi
1a dang doc nhat va duoc san sinh bai Aspergillus flavus va A. parasaticus. Aflatoxin
G; va G, chi dugc sinh ra tir A. parasiticus. Sy c6 mat cua Aspergillus trong cac san
pham thyc pham khong phai luc nao ciing 1a chi thi vé muc aflatoxin c6 hai ma nd
biéu thi cho rai ro dang ké khi str dung thyc pham.

Aflatoxin My, M, thuong dugc phat hién trong sira cua bo dugce cho an boi cac
loai hat bj nhiém nim mdc. Cac doc to nay 1a san pham ctia mot qua trinh chuyén hoa
trong gan dong vat. Tuy nhién, aflatoxin M; cling c6 mit trong san phdm 1én men
bdi Aspergillus parasiticus.

+ Céc alkaloid ctia nAm cya ga

Alkaloid do mot loai nAm soi (Claviceps purpurea) séng ky sinh trong cac bong
lUa san sinh, & d6 chung tao thanh cac phén xo cung thudng duoc goi 1a cua gi. Bang
cach do, chung thdm nhap vao cac ngii coc dung lam banh mi va géy nén cac dich ngd
doc gap ¢ Chau Au tir thoi Trung co. Cac nghién ctru hoa hoc trong vong trén 100 nam
gan ddy di 1am sang t6 duoc hai nhém doc t6 ndm - d6 1a cac alkaloid cua ndm cua ga
(ergotamin) va cac ergocrom (acid secalonic)
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8. DEXTRAN - POLYMER SINH HOC

Dextran 1a mot polysaccharide do cac vi khuan lactic tao thanh, c6 phan tir lugng
la 15.000 — 50.000.000, lién két giira cac gdc glucose v6i nhau 1a 1,6 — glucoside. Nho
cac mbi lién két 1,3 va 1,4 — glucoside lam phan tir ctia nd ¢ su phan nhanh va co sy
két hop giita cac chudi v6i nhau.
8.1. Tac nhan vi sinh vat

Cac chung Leuconostoc mesenteroides, L. dextranicus, L. citrovorum...c6 kha
nang tao thanh céc polysaccharide.

Hinh 5.44. Leuconostoc citrovorum Hinh 5.45. Leuconostoc mesenteroides

8.2. San xuat dextran

Nguyén liéu san xuat dextran la dudng saccharose & dang két tinh hodc syroup.
Trong thuc té san xuit sir dung nudc mia bd sung duong saccharose, trong nude mia
Nngoai nguon carbon 1a saccharose con co cac chat sinh trudng kich thich sinh truéng
ctia vi khuan ciing nhu sinh téng hop dextran,

Pa s6 céac polysaccharide ngoai bao tir vi sinh vét déu la san pham cta su chuyén
hoa noi bao co chat thanh cac san pham trung gian, va cubi cung thanh polymer.
Dextran khac cac polysaccharide nay, co chét khong tham nhap vao té bao vi sinh vat
ma né duoc chuyén héa bén ngoai té bao thanh D — glucan phan nhanh, tirc 13 dextran.
Chi c6 saccharose dugc dung lam co chat cho phan tmg nay. Nhu vay, polysaccharide
c6 thé dugc san xudt boi cac té bao nguyén ven trong méi trudng nudi hodc cb thé
duogc tao ra tir cic ché pham phi té bao chira phirc hé enzyme dextransaccharase (o —
1,6 — glucan : D — fructose 2 — glucosyltransferase). Enzyme nay giai phong fructose
va chuyén gdc glucose 1én mot phén tir chat nhan ciing da duoc lién két voi enzyme:

(1,6 — o — D — g lucosyl)n + saccharose (1,6 — o — D — glucosyl)n +1 + fructose

Ning luong tr do cua 1én két glucoside trong phan tir disaccaride nim vao
khoang 23 kJ trong khi nang lugng tu do cua lién két glucoside bén trong dextran thap
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hon mét chut (12-17 kJ). Do vy phan tmg dién ra theo chiéu tir trai sang phai di kém
vo1 mot su gidm nang luong tu do.

Trong qué trinh polymer hoa chudi destran dang dai ra van lién két chit ch& véi
enzyme, mic do polymer hoa ting cho dén khi phan tir chit nhn (trong trudng hop
don gian nhat 1a mot phan tir co chat) giai phong chudi polymer khoi enzyme.

Céc thanh vién thip nhit cia cac oligosaccharide khong phai 1a cic phan tir chat
nhan c6 hi¢u qua, ai lyc ddi voi enzyme tang dan theo do dai chudi. Tuy nhién, su han
ché vé d6 khuéch tan ciing ting theo trong lugng phan ti.

Boi vay, dudi cac diéu kién thong thuong, cac dextran c¢6 trong luong phan tur rat
cao s& duogc tao thanh, dic biét & cac nong do co chat thip.

Dé san xuat cac dextran co trong lwong phan tir trung binh, can phai tién hanh
thuy phéan céc san pham c6 trong lugng phan tir cao (bang acid hodc bang enzyme) va
phai phan doan san pham dudi nhiing diéu kién kiém soat rat can than. Trong khi do,
cac polymer trong luong phan tir thip va doéng nhat c6 thé dugc ldy ra dung lam
nguyén liéu ban dau cho mot phan Gmg khac dé san xuat cac dextran c¢6 muc do tring
hop mong mudn.

Céc ndng d6 saccharose cao va co thé ca maltose khi duge ding lam nguyén liéu
ban dau s& tao nén cac diéu kién thuan loi dé téng hop cac dextran moi trong luong
phan tir thdp va dong nhét kiéu do.

Dextran dwoc san xudt boi hang loat loai vi khudn, nhu Streptobacterium
dextranicum, Streptococcus mutans va cac loai khac. Streptococcus mutans gitr mot
vai tro quan trong trong bénh sau rang. San pham phu thudc ca vao chung lan vao cac
diéu kién su dung cho sinh truéng va téng hop polymer. O mét sb chung,
dextransaccharase nam ¢ dang hoa tan trong khi ¢ cac chung khac, no lién két mot
phan hay hau nhu hoan toan vé&i té bdao. San xuat dextran coéng nghiép ding
Leuconostoc mesenteroides dé tao ra mot polymer chira khoang 95% lién két o — 1,6
(phan con lai 13 lién két o — 1,3) va mot trong lwong phén tir 1a 4 — 5 x 107 dalton.

Cac dextran duoc st dung trong nganh dugce dé 1am chat dan mau (chat thay thé
huyét twong). Tuy nhién nhitng dextran nay phai co trong luong phan tir thap.

Céc san pham voi trong luong phan tir thap hon dugc loai khoi hé tuan hoan qua
nhanh nén khong c6 gia tri diéu tri day du trong khi cac san pham c6 trong lugng phan
tir qua cao lai tham gia vao sy ngung két mau.

Céc dung dich chira 6% loai dextran nay cé gia tri vé do nhét va tap tinh keo -
tham thau rat gidng véi huyét tvong ctia ngudi. Vi cac dextran khong bi phan giai boi
cac amylase trong co thé nguoi nén kha ning pha hoai gan thap hon so véi cac chat
thay thé huyét twong khéc. Céac dextran dugc mé co thé hap thy rat tot, do vay co thé
dugc str dung cho nhiéu loai dugc pham, chang han sit trong khi diéu tri bénh thiéu
mau.

Gan day, nguoi ta cho rang dextran c6 thé dugc st dung dé tao nén mot 16p ua
nudc & trén bé mit cac vét bong rong va hip thy cac chit tiét tir cac vét thuong.

Trong viéc san Xuat cac dextran, viéc duy tri cung cap oxygen gilt mt vai trd
quan trong dic biét vi trong qua trinh 1én men dung dich trd nén rat nhét.

Hién nay ngudi ta chua c6 kha ning tinh toan mdi twong quan giita ning luong
khudy tron dwa vao va téc d6 chuyén dong cua oxygen trong dung dich véi tip tinh phi
Newton ciia dich 1ong nén trong da s6 trudng hop ngudi k§ su sinh hoc chi con biét
dua vao kinh nghiém cta ban than minh.
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M0i truong 1én men chura céc mudi vo co, 2% cao ngd va saccharose. Sat va
mangan la nhimg nguyén t6 vét rat quan trong. Dung dich duoc khur trung bang strc
néng, dugc chuyén sang bé 1én men va cay giong sau khi da lam lanh.

Lén men duoc tién hanh & 25°C, trong qua trinh nay, chu yéu do su tao thanh
lactic acid , gi4 tri pH giam tir 6,5 — 7,0 xudng con 4,0. Dung dich 1én men dugc khudy
lién tuc va thong khi.

Khi dextran duoc tao thanh, dung dich tré nén ddm dic cho dén khi qua trinh két
thic sau 3 hay 4 ngay, mot khéi dang keo s& dugc tao thanh. Dich 1én men chira chu
yéu la dextran, fructose tu do, acid lactic, etanol va cac vi sinh vat. Dextran sau do sé
duogc két tia béng methanol. Dich trong dugc chét lai va methanol dugc thu hdi bang
phuong phap cét.

Néu 1én men dan dén viéc tao thanh cac dextran c6 trong luong phan tir cao thi
chung s& duoc thuy phan bang acid chlohydric & 100 — 105°C.

Su hoan tat thuy phan duoc xac dinh boi d6 nhot. Sau mot giai doan phan tng
nhat dinh, phan tng lic dau duoclam cham lai bang cach 1am lanh sau d6 dung lai
hoan toan bang cach bo sung natrihydroxygenate.

Dung dich duoc tron voi cac yéu té hip phu va loc qua kizengua. Cubi cung
dextran duoc két tua phan doan v6i methanol, cac phan doan mong muodn s€ dugc tai
hoa tan, loc, c6 ddc va siy phun. Vi rang viéc thity phan bang acid kho kiém soat va
viéc phan doan thuong khong thu duoc cac phan co thanh phian mong muén, nén
ngudi ta da tim cach tong hop truc tiép cac dextran c6 trong lugng phan tir thap. Dé
lam diéu nay can c6 kién thirc chac chan vé dong hoc ciia phan ung.

Trong lugng phan tir bi anh hudng bai:

+ Néng do cua saccharose,
+ Chét nhan glucose,
+ Nhiét @6 phan trng.

Chéng han khi Véng mit mot chat nhan, mot dung dich saccharose 10%, s& thu
duge mot san phdm véi mot trong luong phan tir 16n hon 108 dalton. & ndng do 70%
saccharose, cac phan tir dextran chu yéu co trong lugng phan tir thép s€ duoc tao
thanh. Néu cac dextran trong luong phan tir thap dugc dua vao 1am mdi thi enzyme s&
c6 nhiéu diém khoi dau va cac polime twong ddi dong nhat s& duoc tao thanh. Diéu
quan trong 13 cc té bao vi khuan khong chira cac vét ciia cac dextran c6 trong luong
phan tir cao. Vi vdy nguyén liéu cdy phai dugc rira vai lan bang dung dich mudi dé loai
cac dextran bam vao.

Nhu vay, mot hdn hop 2% (w/v) mot chit nhan co trong lugng phan t thép
(1000-25000) v6i mot ndng d6 dwong 1a 10% & 15°C va pH 5,0 s& cho mot san phdm
ma 50% cé trong lugng phan tir trong pham vi mong mudn gitta 50000 va 100000
dalton. Céc dextran ndy dugc sir dung trong bénh vién va khong bi phan giai bang thuy
phan.

Theo tinh toan san lugng dextran vao nim 1980 ¢ Tay Au I 1000 tin, va trén thé
gidi 1a 200.000 tan. Trong khi hau hét cic polysaccharide ngoai bao duogc sir dung
du6i dang khong bi bién ddi vé mit hoa hoc thi dextran dung cho nganh duoc va nhiéu
muc dich khac lai dwgc chuyén hoa thanh cac phan doan c6 trong luong phan tir twong
d6i thap gitra 40000 va 70000 dalton nhd cac quy trinh thuy phéan thich hop (thuy phan
bang acid loang).
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Thi trudng cha yéu ciia cac dan xuat dextran dudi dang cac ché pham lién két
chéo chira cdu triic khong gian ba chiéu ma cac nhom chire ning dugce gin vao d6 nho
cac lién két ete véi cac gdc glucose chinh 1a cac phong thi nghiém sinh hoa hoc.

Dé san xuit cac loai gel cho muc dich sinh hoa, dextran c6 trong lugng phén tir
tuong d6i cao duoc dung dé tong hop cic san pham cé tinh thu hdi nude cao. Phan
Ung voi dextran trong dung dich kiém di dung epichlorohydrin dé thu nhan gel, gel
nay sau d6 dugc nghién va trung hoa. Vi phan ung gitta epichlorohydrin va
polysaccharide la phan ung toa nhiét, can ch y dé nhiét toa ra dugc loai bo khoi hé
théng.

Diéu nay 1 dic biét quan trong vi gel duoc tao thanh trong phan tmg c6 tinh dan
nhiét thap. Vi cac gbc duong khir tan cing cta cic phan tir dextran cé tinh phan tng
capo va dé bi phan giai trong phan tng polime nén chung bi khir thanh sorbitol va
borohydride trong dung dich kiém trudc khi b6 sung epichlorohydrin.

Mic dau céc gel lién két chéo thudc loai sephadex ban than ching dé cuc ky co
ich trong viéc phan doan cac nguyén li¢u hoat dong vé mat sinh hoc, song su chuyén
hoa chung thanh cac din xuét ete s& lam ting gid tri tiém tang cta ching. Céc ete
carboxymethyl hay dimethylaminoethyl 12 nhitng san pham kiéu d6. Nhiing hop chat
nay khac biét nhiéu vdi cac dextran lién két chéo vé tap tinh truong cta ching trong
dich 1ong. Céc san pham co6 d lién két chéo khac nhau sé& cho ra cac chat hap phu c6
16 khac nhau va gi6i han phan doan khac nhau.

Viéc dua cac nhom hoa hoc khac vao cac phan tir sé cho ra cac chat hap phu
mang dic diém ua lipid. Chiing c¢6 thé duoc dung dé phan doan cac lipid, v.v. va c6 thé
dung trong dung mdi 1ong ciing nhu trong cac dung méi hitu co phan cuc. Mot sb
dextran khéac duoc dung 1am cac chit mang trong cac quy trinh nudi cy té bao. Dudi
dang nay (c6 tén thwong mai do hang dugc phém AB cua Thuy Pién dit ra 1a
sephadex), dextran dugc Umg dung rat rong rai dé tach va thuan khiét cac phan tir sinh
hoc khac nhau vé dién tich, vé kich thudc phan tir v.v.. Protein khong bi bién tinh bai
mang ludi polymer ua nude va su hap phu khong dic hiéu 1a rat thap.

CAU HOI ON TAP

1. Hay so sanh cac déc diém cia qua trinh 1én men thu nhan sinh khéi v6i qua

trinh 1én men san xuat ruou.
2. Hay so sanh cac déc diém cua qua trinh 1én men san xuit regu vang va san

xuat bia.

3. Hay so sanh cac ddc diém cia qua trinh 1én men acid lactid va acid citric.

4. Trinh bay tac nhan vi sinh vat va cong nghé 1én men san xuét vitamin B,
vitamin By,.

5. Trinh bay quy trinh 1én men san xuat va vai tro cta acid glutamic, lysine.

6. Hay néu ung dung va tac nhan vi sinh vét tham gia san xuit cac chat khang
sinh, cac doc to, gibberrellin, dextran.
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CHUONG 6. CONG NGHE VI SINH
UNG DUNG TRONG NONG NGHIEP
1. PHAN BON VI SINH VAT CO PINH PAM
1.1. Dinh nghia

Phan boén vi sinh vat ¢b dinh nitrogen (Biological nitrogen fixing fertilzer) (tn
thuong goi: phan vi sinh vat ¢ dinh dam, phan dam vi sinh) 13 san pham chtra mét hay
nhleu chung vi sinh vat sdng (tu do, hoi sinh, cong sinh, ky khi hoac hiéu khi) d3 duoc
tuyen chon véi mat do dat tiéu chuan hién hanh, c6 kha nang c¢d dinh nitrogen cung
cap cac hop chat chira nitrogen cho dit va cay trong; tao diéu kién nang cao ning suat
ciy trong va chét luong néng san, tang d6 mau m& cua dat. Phan bon vi sinh vat ¢
dinh nitrogen khong gdy anh huong xau dén nguoi, dong thuc vat, méi trudng sinh
thai va chat luong nong san.

1.2. Y nghia ciia viéc sir dung phan vi sinh vit c6 dinh dam
Trudc day viéc st dung tran lan phan bon va thudc hoa hoc khong nhimg lam

cho dét bi chai cimg ma con lam h¢ vi sinh vat co ich trong dat trong bi thay d01 dan
dén khong c6 su diéu hoa trong dit trong, giy nhiéu bénh nguy hiém cho cay trong.

Trong thyc té, viéc thu hoach sinh khéi thyc vat hang nim da ldy di cua dat nhiéu
nitrogen. Quy trinh bd sung nitrogen trong tu nhién xay ra qua cham. Biang cach bon
phan héa hoc 1am ting nang suat cho cay trong tic thoi, nhung dé lai hau qua la dat bi
chua dan, do ctng co 1y ting dan,...1am cho dat bac mau va dleu nguy hiém 1a cac du
thira cua phan hoa hoc tich tu trong dat hozc thai vao cac ngudn nudc trong dat lam
cho dat, nudc bi 6 nhiém, anh hudng xau dén hé sinh thai va moi trudng song.

N,
Nitrogen khong khi
/
Protein ctia
cac sinh vat

/

A
K\/

NOy
Vi sinh vat 3

NH,NO;

Hinh 6.1. Vong tuan hoan nitrogen trong tw nhién
1. Qua trinh co dinh nitrogen phdn tr 3. Qua trinh nitrat hoa
2. Qua trinh ammon hoa 4. Qua trinh phan nitrat hoa

Nitrogen la nguyén t6 dinh dudng quan trong khong chi d01 v6i cay trong, ma
ngay ca dbi véi vi sinh vat. Nguon du trir nitrogen trong tu nhién rat 16n, chi tinh riéng
trong khong khi nitrogen chiém khoang 78,16% thé tich. Nguoi ta udc tinh trong bau
khéng khi bao trum 1én mét ha dat dai chua khoang 8 tri¢u tan nitrogen, lugng
nitrogen nay co thé cung cép dinh dudng cho cdy trong hang chyc triéu nam néu nhu
ciy trong dong hoéa duoc chung. Thong qua hoat dong séng cua cac loai vi sinh vat,
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nitrogen nam trong cic dang khac nhau dugc chuyén hoa thanh dé& hap thu cho cay
tréng.

Déng thoi, trong co thé cac loai sinh vat trén trai dat chia khoang 10 - 25.109 tan
nito. Trong cac vat tram tich chtra khoang 4.1015 ty tin nito. T4t ca ngudn nitrogen trén
cay trong déu khong ty dong hoa duoc ma phai nhd vi sinh vat.

Nhu vdy, hang ndm cdy trong lay di tir ¢at hang trim triéu tan nitrogen. Bang
cach bon phan con nguoi tra lai cho dat duoc khoang > 40%, luong thiéu hut con lai
co ban duoc bd sung bang nitrogen do hoat dong song cia vi sinh vat. Vi vay viéc
nghién ctru, st dung ngudn dam sinh hoc nay dugc xem 13 mot giai phap quan trong
trong néng nghiép, dic biét trong su phat trién nén ndng nghiép bén viing cia thé ky
21. Nguoi ta goi qua trinh chuyén hoa nitrogen phan tir trong khong khi thanh dam 13
qua trinh ¢6 dinh nito phén tu.

1.3. Cac nhém vi sinh vét ¢6 dinh dam

Qua trinh ¢ dinh nito phan tir 1a qua trinh dong hoéa nitrogen cua khong khi
thanh dam ammon du¢i tdc dung cua mot s6 nhom vi sinh vat c6 hoat tinh nitrogenase.
Chi c6 mot sb vi khuan méi c6 kha nang thuc hién phan ing phuc tap nay thudc cac
nhom sinh vat séng tu do va hoi sinh; nhom vi sinh vat cong sinh.

1.3.1. Vi sinh vit tw do trong dit

*Vi khuan Azotobacter: khi nudi ciy & mdi truong nhan tao thuong biéu hién
tinh da hinh, khi con non c6 tién mao, c6 kha nang di dong dugc nho tién mao
(Flagellum). La vi khuan hinh cau (song cau khuan), Gram am khong sinh bao tir, hiéu
khi, c6 kich thudc té bao dao dong 1,5 - 5,5um, khuén lac dang S mau tring trong, 16i,
nhan. Khuén lac ¢6 mau vang lyc hoic mau niu tham, té bao dugc bao boc 16p vo day
va tao thanh nang xac, gap diéu kién thuan loi nang xac nay s€ nut ra vJ tao thanh céc
té bao méi.

Hinh 6.2. Vi khudn Azotobacter

Vi khudn Azotobacter thich tng & pH 7,2-8,2, & nhiét d6 28-30°C, do Am 40-
60%. Azotobacter dong hoa tét cac loai duong don va duong kép, ctr tiéu hao 1 gam
duong glucose ¢ kha nang c¢d dinh dugc 8 - 18 mg N. Ngoai ra, Azotobacter con co
kha ning tiét ra mot sd vitamin thudc nhom B nhu B, Bg...; mot s6 acid hiru co nhu:
acid nicotinic, acid pantotenic, biotin, auxin. Cac loa_u chat khéng sinh thud¢c nhom
Anixomyxin.
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Thudc vé giong Azotobacter c6 rat nhiéu loai khac nhau: Azotobacter
chroococcum; Azotobacter acidum; Azotobacter araxii; Azotobacte nigricans;
Azotobacter galophilum; Azotobacter unicapsulare...

*Vi khudn Beijerinskii: ¢6 hinh cau, hinh bau duc hodc hinh que, gram am khong
sinh nha bao, hao khi, mdt so loai c¢6 tién mao c6 kha nang di dong dugc. Kich thude
té bao dao dong 0,5 - 2,0 x 1,0 - 4,5um, khuan lac thugc nhém S, rat nhay, 161 khong
mau hoac mau nau toi khi gia, khong tao nang xac.

C6 kha ning dong hoa tét cac loai duong don, duong kép, cr tiéu ton 1 gam
duong glucose né co kha nang c6 dinh duoc 5 - 10 mgN.

Khac vé6i vi khuan Azotobacter, vi khuan Beijerinskii co tinh chéng chiu cao véi
acid, n6 c6 thé phat trién & moi truong pH = 3, nhung van phat trién ¢ pH trung tinh
hoic kiém yéu, vi khuan Beijerinskii thich hop & do 4m 70 - 80% & nhiét d¢ 25-28°C.
Vi khuan Beijerinskii phan bo rong trong ty nhién, nhat 16 ¢ vung nhiét déi va a nhiét
doi.

*Vi khudn Clostridium: 12 loai truc khuan Gram duong, sinh bao tir, kich thude
té¢ bao dao dong 0,7-1,3 X 2,5-7,5 pm, khuan lac thuoc nhom S, mau trang duc, 10i
nhan. Vi khuan Clostridium it man cam véi moi treong, nhat la moi truong thira P, K,
Ca va c6 tinh 6n dinh v6i pH, n6 c6 thé phat trién & pH 4,5- 9, @6 am thich hgp 60 -
80%, nhiét do 25 - 30°C. Vi khuan Clostridium dong hoa tot tat ca cac ngudn thirc dn
nito vo co va hitu co, ctr 1 gam duong glucose thi dong hoa duoc 5 - 12 mgN.

- B = |
'.. N 4 » l
20 7Q Kunkel Miérascopy, Ine:

Hinh 6.3. Vi khudn Clostridium

Vi khuin Clostridium c6 rit nhiéu loai khac nhau: Clostridium butyrium;
Clostridium beijerinskii; Clostridium pectinovorum...
1.3.2. Vi sinh vt cong sinh

Niam 1886, Hellriegel va Uynfac dd kham pha ra ban chat cua qua trinh cb dinh
nito phan tir. Ho da ching minh dugc kha ning cua cdy ho dau liy dugc nito khi
quyén 1a nho vi khuan ndt san (VKNS) sdng ¢ ving 1& cdy ho dau. Ho dit tén cho loai
vi sinh vat nay 1a Bacillus radicicola. Nam 1889, Pramovskii dd doi tén vi sinh vét
nay la Bacterium radicicola. Cudi nim 1889 Frank dé nghi ddi tén 1a Rhizobium.

Rhizobium 1a loai trirc khuan Gram am khong sinh bao ttr, hiéu khi. Kich thudc té
baoo dao dong 0,5 — 1,2 x 2,0 — 3,5um, khuan lac thuéc nhém S, nhin 16i, mau tring
trong hodc tring duc, Vi khuan Rhizobium c6 tién mao, c6 kha ning di dong duoc,
chung thich hop ¢ pH tir 6,5 — 7,5, nhiét do 25 — 280C, d6 am 50 — 70%. Khi gia co
mét s loai tao duoc nang xac, khuén lac s& chuyén sang mau nau nhat. Vi khuén
Rhizobium gdém nhiéu loai khac nhau: Rh. leguminosarum; Rh. phaseoli; Rh. trifolii;
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Rh. lupini; Rh. japonicum; Rh. meliloti; Rh. cicer; Rh. simplese; Rh. vigna; Rh.
robinii; Rh. lotus...

Hinh 6.4. Nét san va vi khudn Rhizobium

Hién nay nguoi ta tam chia vi khuan ndt san thanh 4 nhom 16n:

+ Sinorhizobiumfredy Ia nhing lodi ma trong hoat dong séng ciia chiing san sinh
ra acid, hay chang lam acid héa mdi truong.

+ Bradyrhizobium 12 nhing loai ma trong hoat dong séng ctia chiing san sinh ra
chat kiém, hay 1a ching lam kiém hoéa méi truong.

+ Agrobacterium va Phyllobacterium, hai giéng ndy 1a vi khuan ndt san nhung
khong cong sinh & cay ho dau, ma cong sinh & ré - than - k& 14 cdy rirng va nhitng cay
thiy hai san. Hai giéng ndy khong c6 ¥ nghia nhiéu trong néng nghiép.

1.3.3. CAc vi sinh vit cé dinh nito phan tir khdc

Ngoal nhiing glong vi sinh vat co dinh nitrogen phan tir néi trén, con vo sd
nhimg giong khac déu c6 kha ning ¢ dinh nitrogen phan tir, chung c6 nhiéu y nghia
trong san xuat nong 1am, ngu nghiép.

* Vi khudn:

+ Nhom vi khuan c6 dinh nitrogen phan tir hiéu khi: Azotomonas insolita;
Azotomonas fluorescens; Pseudomonas azotogenis; Azospirillum...

+ Nhom vi khuan cb dinh nitrogen phan tir hiéu khi khong bat budc: Klebsiella
pneumoniae; Aerobacter aerogenes...

+ Nhém vi khuan cd dinh nitrogen phan ttr ki khi, tu dudng: Rhodospirillum
rubrum; Chromatium sp.; Chlorobium sp.; Rhodomicribium sp.,...

+ Nhom vi khuan c¢6 dinh nitrogen phan tir ki khi, di dudng: Desulfovibrio
desulfuricans; Methanobacterium sp.

* Xa khuan: Mot s6 loai thuoc gibng: Streptomyces; Actinomyces; Frankia;
Nocardia; Actinopolyspora; Actinosynoema...

* Nam: Thodotorula...

* Tao - Vi khuan lam: Glococapsa sp.; Lyngbyaps; Plectonema; Boyryanum;
Anabaena azollae; Anabaena ambigua; Anabaena cycadae; Anabaena cylindrica;
Anabaena fartilissima; Calothrix brevissima; Calothrix elenkii; Nostoccaloicola
commune; Nostoccaloicola cycadae; Nostoccaloicola entophytum; Nostoccaloicola
muscorum; Nostoccaloicola paludosum...
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1.4. Co ché ciia qua trinh c6 dinh nitrogen phan tir

Trong mot thoi gian dai, co ché ctia qua trinh ¢b dinh nitrogen phéan tir 1a mot bi
an day hap dan ddi véi cac

Trong khi con ngudi phai str dung nhitng diéu kién k¥ thuat cao, rat ton kém
(nhiét do 400 — 500°C, 200 — 1000atm v&i cac chit xdc tac dat tién) dé pha v& mdi lién
két 3 cua nitrogen phan tir dé c6 duoc phan dam hoa hoc, bang cach tong hop tir:

NH; + CO, — CO(NHZ)Z

Trong khi d6 vi sinh vat voi sy tro' giup cua enzyme nitrogenase lai pha v mé‘i
lién ket 3 cua nitrogen phan tir mot cach dé dang ngay trong di€u kién binh thuong ve
nhiét do va ap suat.

C6 thé ndi qua trinh ¢b dinh nitrogen phan tir 1a qua trinh khtr N, thanh NH; ¢6
xUc tdc cila enzyme nitrogenase, khi c6 mat cua ATP.

N, + AH, + ATP— NH3; + A+ ADP +P
(AH, 13 chét cho electron)

Céc budc cua qua trinh c6 dinh nitrogen phan tir nhu sau:

N, —»NH =NH —— H;N —NH; — NH;

1.5. Quy trinh san xuat

Chuan bi méi trudng

Giong goc lén men cap 1

N

Cay gidng

\ 4

Lén men cap 1

A 4

Chuan bi mo1

- Lén men cép 2 | o 18
Chat mang B truong 1én men
cap 2
A 4
1 Sinh khéi | Kiém tra
Phoi tron [ vi sinh vat
— . .| Ché pham
Ché pham trén Xu ly "l dang long
nén chat mang / -
Dang kho Dang dong kho

Hinh 6.5. So' d6 sdn xudt phdn vi sinh
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1.5.1. Phén ldp tuyén chon chiing

Mudn c6 ché phadm dam sinh hoc t6t phai c6 chung vi sinh vét co cuong do ¢b
dinh nitrogen cao, suc canh tranh 16n, thich tng ¢ pH rong, phat huy dugc ¢ nhleu
vung sinh thai khac nhau. Vi vdy, cong tac phan 1ap tuyén chon chung vi sinh vt cb
dinh dam va danh gia dac tinh sinh hoc cua cac chung khuén 13 viéc lam khong thé
thiéu duoc trong quy trinh san xuat ché pham dam sinh hoc.

Mot sd chi tiéu danh gia: Thoi gian moc; kich thudc khuan lac va kich thude té
bao vi sinh vat; diéu kién sinh truéng phat trién (nhu cau dinh dudng, nhu ciu oxygen,
pH va nhiét d9 thich hop); kha nang canh tranh va cuong d6 c6 dinh nitrogen phan tur.
Chung gidng vi sinh vat sau khi tuyen chon dugc bao quan phu hop voi yéu cau cua
ting loai va str dung cho san xuat ché pham dudi dang ching giéng goc.

1.5.2. Nhin sinh khoi

Tir ching vi sinh vat tuyén chon ngudi ta tién hanh nhan sinh khi vi sinh vat
theo phuong phap 1én men chim hodc 1én men x6p. Sinh khéi vi sinh vat ¢d dinh
nitrogen dugc nhan qua cap 1, 2, 3 trong cac diéu kién phu hop véi ting chung loai vi
sinh vat va myc dich san xudt. Cac san phadm phén vi sinh vat san xuat tir vi khuan
duogc tao ra chi yéu bang phuong phap 1én men chim (Submerged culture). Cac cong
doan chinh trong san xuat duoc tom tat theo hinh 6.5. Trong san xuat cong nghiép moi
truong dinh dudng chuan khong duge su dung vi gia thanh qua cao. Cac nha san Xuat
da phai tim moi truong thay thé tir cac nguon vat liéu san c6 d6 1a: Tinh bot ngd, san,
ri mat, nude chiét ngd, thay cho ngudn dinh dudng carbon, nudc chiét men, nude chiét
dau tuong, ammoniac thay cho ngudn dinh dudng nitrogen.

Trong qua trinh san xuat viéc kiém tra va diéu chinh cac yeu t6 moi truong (pH,
lidu luong, téc do khi, 4p suét, nhiét do...) 1a hét stc can thiét. Cac yéu to ndy theo
Walter (1996) nén dugc diéu chinh tu dong. Cac hé thong 1én men hién nay da duoc
trang bi hién dai c6 cong suat tir hang chuc dén hang trim ngan lit.

1.5.3. Xuz Iy sinh khoi, tao sdn phim

Sinh khéi vi sinh vat dugc phéi trén voi chat mang vo trung (hodc khong vo
tring) dé tao ra ché pham trén nén chat mang vo trung (hoac khong vo trung), hay
dugc bo sung cac chat phu gia, chét dinh (dudng, bao quan dé tao ra ché pham dang
long hodc ¢6 dic, 1am khé dé tao ra ché pham dang dong kho hoic kho.

1.5.4. Cong tdc kiém tra chit liwong va yéu cau chit lwo’ng

- bé dam bao chat lugng trong qua trinh san xuét ché pham vi sinh vat ¢ dinh
nitrogen can phal kiém tra chat lu’orng & cac cong doan san xuat sau:

+ Gidng gbc va 1én men cép 1;

+ Lua chon chat mang va chuin hoa chat mang;

+ X1r Iy va phdi tron sinh khéi;

+ Pong goi va bao quan.

- Yéu cau chat luong d6i v6i ché pham vi sinh vat ¢d dinh nitrogen noi riéng va
phan bén vi sinh n6i chung 1a phai c6 hiéu qua ddi véi dat va cdy trong, nghia 1a co
anh hudng tich cuc dén sinh truong phat trién ciia ciy trong, dén ning suat hodc chat
lwong noéng pham hoic d6 phi cua dat. Mt do vi sinh chuyén tinh trong san pham phai
dam béao cac tiéu chuan ban hanh. Tuy theo diéu kién ciia tmg qudc gia, mat do vi sinh

chuyén tinh trong 1g hodc 1ml ché pham dao dong tir 10.000.000 — 1.000.000.000 (j01
v6i ché pham trén nén chat mang khir trung va 100.000 — 1.000.000 do6i véi ché pham
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trén nén chat mang khong khtr tring. Theo tiéu chuan Viét Nam mat d¢ vi sinh chuyén
tinh trong ché phim phai dat 10° d6i v6i ché phim trén nén chit mang khir tring va
10° d6i v6i ché pham trén nén chat mang khong khir trung.

2. PHAN VI SINH PHAN GIAI PHAN LAN KHO TAN (PHAN LAN VI SINH)
2.1. Dinh nghia

Phan vi sinh vat phan giai phosphate kho tan 13 san pham c6 chira mot hay nhiéu
chung vi sinh vit con sbéng dat tiéu chudn di ban hanh c6 kha nang chuyén hoa cac
hop chat phosphorus kho tan thanh dé tan cho cay trong sir dung, gop phan nang cao
nang suit va chat lwong nong pham. Phéan lan vi sinh vat khong gay hai dén stic khoe
ctia ngudi, dong thue vat va khong anh huong xau dén moi truong sinh thai.

2.2. Y nghia ciia viéc sir dung phén vi sinh vit ¢6 dinh dam

Lan 1a mot trong nhitng yéu t6 quan trong dbi voi cay trong. Lan dé tiéu trong dat
thuong khong dap Gmg dwoc nhu cau cua cy nhit 14 nhitng cdy trong ¢ ning suat cao.
Bon phén Ian va tang cuong do hoa tan cac dang lan kho tan 1a bién phap quan trong
trong san xuat néng nghiép. Bon phan hiru co, vii xac dong vat vao dat & mic do nhat
dinh 12 bién phéap tang ham lrong 1an cho dat.

Lan hiru co ¢6 trong co thé dong vat, thyuc vat, vi sinh vat thuong gap & cac hop
chat chu yéu nhu phytine, phospholipid, acid nucleic. Trong khong bao nguvi ta con
thay 1an vo co & dang octhophosphate lam nhiém vu dém va chét dy trir. Cay trong, vi
sinh vat khong thé truc tlep dong hod 1an hiru co. Mudn dong hoa chiing phai dugc
chuyen hoa thanh dang muoi HsPO, .

Lan vo co thuong ¢ trong cac dang khoang nhu apatis, phosphoric, phosphate
sat, phosphate nhom... Mubn cay trong sir dung duoc phai qua ché bién, dé tré thanh
dang dé tan.

Ciing nhu cac yéu t6 khac, P luon ludn tuan hoan chuyén hod. Nho vi sinh vat lan
hitu co dugc v6 co hod bién thanh mudi cua acid phosphoric. Cac dang 1an ndy mot
phan duogc st dung, bién thanh 1an hitu co, mot phan bi ¢b dinh dudi dang 1an khoé tan
nhu: Cas(PO,),, FePO,, AIPO,. Nhitng dang kho tan nay trong nhitrng méi truong co
pH thich hop sé& chuyén hoa thanh dang dé& tan. Vi sinh vat giit vai trd quan trong trong
qua trinh nay. Hinh 6.6.

Phan vi sinh vat phan giai phosphate kho tan khong chi c6 tdc dung nang cao
hiéu qua cua phan bén lan khoang nhd hoat tinh phan giai va chuyén hoa cia cac
chung vi sinh vit ma con cé tac dung tin dung ngudn photphate dja phwong c6 ham
luong lan thap, khong du diéu kién san xuit phan 1an khoang & quy mé cong nghiép.
2.3. Cac nhom vi sinh vat phan giai lan

* Vi khuan phén giai nhitng hop chat 1an vo co kho tan:

- Thudng gip cac giong: Pseudomonas, Alcaligenes, Achromobacter,
Agrobacterium, Aerobacter, Brevibacterium, Micrococcus, Flavobacterium...

- Bén canh cac vi khuan va xa khuan thi ndm ciing c6 tac dung trong qua trinh
hoa tan hop chat 1an kho tan: Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Sclerotium.

* Vi khuan phén giai nhitng hop chat 1an hiru khé tan:

- Gibng Bacillus: B. megaterium, B. subtilis, B. malaberensis.

B. megaterium khéng nhiing c6 kha niang phéan giai hop chat 1an v co ma con c6
kha niang phan giai hop chit 1an hitu co. Nguoi ta, con dung B. megaterium 1am phan
vi sinh vat.
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- Ngoai ra con cac giéng Serratia, Proteus, Arthrobscter...
- Nam: Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Cunnighamella...
- Xa khuan: Streptomyces.

A 4

ay xanh . Do at
Cay xa PO, trong dung dich dat ong ve
/v PO,* bi hap phu \
Quaé trinh khoang Hoa tan Qua trinh ¢ dinh

Phosphorus vo6 co
C6 dinh tam thoi

Chat hiru co tuoi1 va té bao vi sinh vat

Chat hiru co mun hoa

Hinh 6.6. Vong tudn hoan phosphorus trong ti nhién

2.4. Sw chuyén hoéa lan
* Sir chuyén hoa 14n vo co - Co ché hoa tan phosphorus
Lan v6 co thudng ton tai dudi dang bicalcium phosphate (Caz(PO4),)

Nhiéu nghién ctru cho thiy su phan giai Cag(PO,), c6 lién quan mat thiét voi su
sinh acid trong qua trinh sdng cua vi sinh vat. Trong d6 carbonic acid rt quan trong,

chinh H,CO3 gitp cho Cas(PO4), phan giai.
Qua trinh phan giai theo phuong trinh sau:

Cas(PO,); + H,CO; + H,0 —> Ca(PO,),H,0 + Ca(HCO5),

Trong dét, vi khuan nitrat hoa va vi khuan chuyén hoa S ciing c6 tac dung quan
trong trong phan giai Caz(PO,),.

Qua trinh hoa tan cac hop chat 1an kho tan c6 thé theo co ché: Lan kho tan duoc
tam tb(‘)’i‘ dong hoa vi sinh ‘V@t, sau do lan duoc giai phong khoéi vi sinh vat duéi dang
c6 thé dong hoa cho cay trong.

* Syr chuyén hoéa lan hitu co

Trong dat 1an hitu co thudng gip dudi dang: phytin, nucleic acid, nucleoprotein,
phospholipid.

Nhiéu vi sinh vat dit c6 enzyme dephosphorylase phan giai 1an hiru co nhu

sau: i . . )
nucleoprotein™ nuclein = nucleic acid — nucleotide ™ H;PO,
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Nucleoprotein

!

Protein

\ 4

Nucleic acid

[ l l Voo

4CsH1005 CeHsOs CsHs0:50 CsHs50:50 C4Hs050 4H;PO,

v
Amino acid

vy ’ ’ ’

NH; co, H,0 H,S Chét khac

Hinh 6.7. So' do chuyén héa lan hivu co

2.5. Quy trinh san xuat
2.5.1. Phdn Idp tuyén chon chiing vi sinh vt phén gidi lan (VSVPGL)

Phan 1ap tuyén chon ching VSVPGL tir dat hodc tir ving ré cdy trong trén cac
loai dat hay co chét giau hitu co theo phuong phap nudi cdy pha loang trén méi truong
dac Pikovskaya. Khi do cac chung vi sinh vat phan giai lan s€ tao vong phan giai, tirc
la vong tron trong sudt bao quanh khuan lac. Vong phan giai dugc hinh thanh nho kha
ning hoa tan hop chat phosphorus khong tan dugc bd sung vao méi trudng nudi cy.
Can ctr vao duong kinh vOng phan giai, thoi gian hinh thanh va d¢ trong cta vong
phan giai nguoi ta c6 thé danh gia dinh tinh kha ning phan giai manh hay yéu cta céac
cac ching vi sinh vat phan 1ap. Dé danh gia chinh xac mutc do phan giai cac hop chat
phosphorus kho tan cua vi sinh vat, nguoi ta phai xac dinh dinh Iuwgng hoat tinh phén
gidi cua chung bang cach phan tich ham luong lan dé tan trong moi truong nudi cay co
chira loai phosphate khong tan. Ty 1¢ (%) gitta ham lugng lan tan va lan téng sb trong
moi truong dugc goi la hiGu qua phéan giai. Thong thuong dé san xuat phan lan vi sinh
vat nguoi ta cb gang tuyen chon céc ching vi sinh vat c6 kha niang phan hity nhiéu loai
hop chat phosphorus va vo co khac nhau. Chiing vi sinh vat ¢6 kha ning phan giai hop
chat phosphorus cao chua han 1a ¢6 anh huong t6t dén ciy trong. Vi ngoai hoat tinh
phén giai lan, nhiéu chung vi sinh vét con c6 cac hoat tinh sinh hoc khac gy anh
huong xau dén sinh trudng, phat trién va nang suét cay trong Do vy, sau khi danh gia
kha nang phan giai lan, cac chung vi sinh vét dung dé san xuat phan 1an vi sinh can
dugc danh gia anh hudng dén ddi tuong cay trong sir dung. Chi sir dung ching vi sinh
vét vira c6 hoat tinh phan giai 14n cao vira khong gay anh hudng xau dén cay trong va
mOi truong sinh thai.

Ngoai nhitng chi tiéu quan trong trén, con phai danh gia dac tinh sinh hoc nhu
khi chon chung vi sinh vét ¢ dinh dam d6 1a: thoi gian moc; kich thudc té bao, khuan
lac; kha nang thich tng & pH; kha nidng canh tranh...
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2.5.2. Nhin sinh kha’i, xi# ly sinh khéi, tao sin phim

Tir cac chung giéng vi sinh dugc lwa chon (chung gdc) nguoi ta tién hanh nhan
sinh khéi vi sinh vat, xu ly sinh khéi vi sinh vat va tao san pham phan 1an vi sinh. Céc
cong doan san xuit phan 1an vi sinh dugc tién hanh tuong ty nhu trong quy trinh san
Xudt phan bén vi sinh vét c¢b dinh nitrogen. Théng thuong dé san xuét phéan lan vi sinh
tur vi khuan nguoi ta sir dung phuong phap Ién men chim trong cac ndi Ién men va san
xudt phan 1an vi sinh tir nAm nguoi ta su dung phuong phap 1én men XOp San pham
tao ra cia phuong phap 1én men x6p 1a ché pham dang soi hodc ché pham bao tir. Ché
phém lan vi sinh vt c6 thé duoc st dung nhu mot loai phan bon vi sinh vét hoac dugc
bd sung vao phan hitu co dudi dang ché pham vi sinh vat 1am giau phan 1, qua d6
nang cao chat lugng ctia phéan .

Tai Viét Nam, trong san xudt phan 1an vi sinh vét trén nén chit mang khong khur
tring cac nha san xuat thuong st dung bot quang phosphorid bd sung vao chit mang.
Viéc lam nay tan dung dugc ngudn quang ty nhién san c6 cua dia phuong lam phan
bon qua do giam chi phi trong qua trinh san xuat. Tuy nhién, dé phan bon c6 hiéu qua
can phai klem tra danh gia kha nang phan giai quang cua chung vi sinh vat sir dung va
kha ning ton tai ctia ching trong chat mang dugc bo sung quing.

2.5.3. Céng tdc kiém tra chit lwong va yéu cdu chit lwong

Yéu cau chat luong ddi voi phan 1an vi sinh ciing twong tu nhu yéu cau chit
lwong dbi v6i phan vi sinh vat ¢d dinh nitrogen, nghia 13 phan lan vi sinh vat dugc xem
la c6 chat luong tot khi 6 chira mot hay nhiéu loai vi sinh vat c6 hoat tinh phan giai
lan cao, c6 anh hudng tot dén cay trong v6i mat do 10® - 10° VSV/g, ml phin bon d6i
voi loai phan bén trén nén chit mang khir tring va 10° VSV/g, ml déi véi phan bon
trén nén chit mang khong khir trung. Pé phan bon vi sinh vt c6 chat Iu(mg cao can
tién hanh kiém tra chat lwong san pham tao ra sau mdi cong doan san xuit tuong tu
nhu cong tac kiém tra chat lwong trong san xuat phan vi sinh vat ¢ dinh nitrogen.

3. PHAN HU'U CO SINH HQC (COMPOST)
3.1. Dinh nghia

La loai san pham phan bon dugc tao thanh théng qua qua trinh 1én men vi sinh
vat cac hop chat hitu co c6 ngudn gdc khac nhau (phé thai nong, 1am nghiép, phé thai
chin nudi, phé thai ché bién, phé thai d6 thi, phé thai sinh hoat...), trong d6 cac hop
chét hitu co phuc tap dudi tac dong cua vi sinh vat hodc cac hoat chét sinh hoc dugc
chuyén hoa thanh man.

Nguyén liéu san xudt phan hitu co sinh hoc 1a phé thai cua nguoi, dong vat, gia
suc, gia cam bao gom phé thai ché bién thuy hai, stc san, ton du ciy trong nong, lam
nghiép (than 14, 1, canh cdy), phé thai sinh hoat, phé thai d6 thi, phé thai ché bién
nong, 1am san va than bun. Thong thuong t6n du cta cac ciy ngil coc chia 0,5% nito,
0,6% P,05 va 1,5% K,0. T6n du cac cay b dau chira ham luong nitrogen cao hon
nhiéu so véi cay ngil coc.

Tir cac nguyén lidu hitu co trén ngudi ndng dan tir xa xua di biét u va ché bién
thanh phan chudng, phin rac bon cho dit va cdy trong. Trudc ddy phén rac, phan
chudng 14 ngudn phan boén chinh duge sir dung cho moi loai hinh canh tic & nudc ta.
Phéan chudng, phan rac 1a mot loai phan hitu co sinh hoc dugc ché bién bang cach tan
dung vi sinh vt sin c6 trong nguyén liéu. Vi phuong phap ché bién truyén thong dé
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tao duoc phan hitu co dam bao do hoai chin can thiét, thoi gian u kéo dai tir 4 — 6
thang.

Ung dung cong nghé vi sinh vat ché bién phan hitu co sinh hoc khéng chi rat
ngan thoi gian & ma con nang cao gié tri dinh dudng cta san pham tao ra.

3.2. Phéan hiru co sinh hoc véi sy tro gitip ciia ché pham vi sinh vat

Vi sinh vat trg gitp qua trinh ché bién phan 1 13 c4c vi sinh vat lya chon c6 kha
ning thuc ddy nhanh qua trinh chuyén hoa phé thai hiru co thanh phan bén. Théng
thuong 13 cac loai vi sinh vat chuyén héa cellulose va lignocellulose, d6 1a cac loai
Aspergillus niger, Trichoderma reesei, Aspergillus sp., Penicillium sp., Paeceilomyces
sp., Trichurus spiralis, Chetomium sp.... Dé ché bién, cac phé thai hitu co duogc cit
ng’fm khoang 5 — 8cm 1am 4m va dua vao cac hd t c¢6 bd sung 5 kg urea, 5 kg lan cho 1
tan nguyén liéu. 750ml sinh khdi vi sinh vat sau 10 ngay nudi cay duoc hoa vao 30 lit
nudc va tron déu voi khdi nguyén liéu. Do am cudi cung ctia khdi nguyén liéu dugc
diéu chinh bang nude sach dé dat 60%. Dé dam bao oXygen cho vi sinh vat hoat dong
Va qué trinh ché bién duoc nhanh chéng nén dao tron khdi t 20 ngay 1 lan. Thoi gian
ché bién kéo dai khoang 1 — 4 thang tly thanh phan cua loai nguyén liéu.

3.3. Phan hiru co sinh hoc ¢é bd sung vi sinh vét tre lre va lam giau dinh dudng
(phan hiru co vi sinh vit)

Phén hitu co sinh hoc dang nay dugc ché bién twong ty nhu phan hiru co sinh
hoc véi su trg gitip ctia ché pham vi sinh vat, sau d6 khi nhiét do khéi u 6n dinh & mirc
30°C nguoi ta bd sung vi sinh vat ¢ ich khac vao khdi u. D6 1a vi khuin cb dinh
nitrogen tu do (Azotobacter), vi khuin hoic nidm soi phan giai phosphate khd tan
(Bacillus polymixa, Pseudomonas striata, Apergillus awamori...). Ngoai ra, c6 thé bd
sung 1% quing phosphate vao khoi 0 cing véi sinh khéi vi sinh vat. San phadm phén
hitu co sinh hoc loai nay khong chi ¢c6 ham lugng mun tong sé ma con c6 ham luong
nitrogen tong s cao hon loai phan hitu co ché bién bang phuong phép truyén théng 40
— 45%. K¥ thuat ché bién phan 0 tir phé thai hitu co duoc trinh bay k¥ hon trong phan
cong nghé vi sinh vat trong xtr Iy 6 nhiém moi trudng.

4. CHE PHAM VI SINH VAT CAI TAO PAT

Pit c6 tinh dém va loc vi vay cé vai trd quan trong trong vi¢c ngan chan sy phan
tan cua cac chat 6 nhidm. Tuy nhién, v6i sy phat trién ctia cong nghiép hoa hoc va cac
nganh cong nghiép nhu: khai khoang, ché tao may, cong nghiép son... sy phat tan cua
cac chat 6 nhiém da ‘vuot qua kha nang tu can bang cua dat giy nén hién tuong tich tu
va lam anh hudng x4u dén hé sinh thai.

Trong sd cac chit giy 6 nhidm dat trong ngudi ta quan tim nhiéu dén cac kim
loai ning, cac thuéc hod hoc bao vé thyc vat hitu co. Tai sinh dat 6 nhiém bang
phuong phép sinh hoc khong chi giai quyet vé mit moi truong ma con co tac dung
nang cao ning sut va chit luong cay trong Chung ta déu biét, cac acid hitu co c6 thé
hoa tan va lam linh dong hon cac hop chat kim loai ning khong tan. Trong tu nhién
mot s6 vi sinh vat ving 1é cdy trong c6 kha ning san sinh ra cac acid hitu co va tao
phirc v6i kim loai ndng hodc cac kim loai doc hai voi cay trong (Al, Fe...), mot s6 khac
c¢6 kha nang phan huy hop chit hod hoc ngudn gdc hitu co.

Cong nghé vi sinh vat trong cai tao d4t bi 6 nhiém la st dung cac loai vi sinh vat
c6 kha nang phan giai hoac chuyén hoa cac chat gy 6 nhiém trong dit qua do tao lai
cho dét strc song moi. Ngoai ra, cdc vi sinh vat sir dung con c6 kha nang phan huy cac
phé thai hitu co cung cip cac chét dinh dudng cho ciy trong, dong thoi gitp cay chong
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lai cac tac nhan gay bénh nguon goc tir dat, tao ra cac chat kich thich sinh trudng thuc
vat 1am 6n dinh ciu trac dat ¢ ving ré ciy trong.

Céc vi sinh vat thuong dung trong cai tao dt thoai hoa, dat c6 van dé do 6 nhiém
c6 thé ké dén 12 nim ré nodi cong sinh (VAM-Vascular abuscular mycorhiza) va vi
khuan Pseudomonas.
5. SAN XUAT THUOC TRU SAU VI SINH VAT
5.1. Dinh nghia

Thudc trir sdu vi sinh vat 1a nhirng ché phém sinh hoc dugc san xuét ra tir cac
chung vi sinh vat dugc nuéi ciy trén méi trudong dinh dudng khac nhau theo phwong
phap thu cong, ban thu cong hodac phuwong phap 1én men cong nghiép dé tao ra nhimg
ché pham co chat lugng cao c6 kha ning phong trir dugc cac loai sdu hai cdy trong
ndng, lam nghiép.

5.1.1. Uu diém ciia thuéc triv sdu vi sinh vit

- Khong gay doc hai cho ngudi va gia suc, khong nhiém ban moi truong séng
khong anh hudng dén dat trong trot va khong khi moi truong

- Khong anh hu(’mg dén chat luong nong san thyc pham.

- Khong 1am mat di tinh da dang sinh vat nghia la khong gay chét nhitng ngudn

tai nguyén sinh vat co ich (ky sinh, thién dich bat moi an thit va cac vi sinh vat ¢ loi
véi con nguoi trong ty nhién)

- Chua tao nén tinh khang thudc cua sau hai cu thé 13 cc thudc trir sau vi sinh

vat.

- St dung hop 1y dang phuong phép, dung k¥ thuat trong diéu kién khi hau thich
hop s€ mang lai tinh hi€¢u qua k¥ thuat cao.

- Hiéu qua ciia thudc trir sau vi sinh vat thuong kéo dai vi ching khong chi tiéu
diét dugc Itra sau dang pha hai ma con lan truyén cho thé hé tiép theo. Vi du: 16p tring
nd ra lra sdu non méi néu nhu gdp va tiép xtc voi sau hai bi chét boi thude vi sinh thi
chung ciing bi chét do lay nhiém, nhu vay hiéu qua phong trr cua thudc cao va hiéu
qua thuong kéo dai lién tuc va dong thoi véi thoi gian phat trién cia cy.

5.1.2. Nhwoc diém ciia thuéc triv sau vi sinh vit

- Thudc trir sau vi sinh vét khi 1y nhjém chung phai co6 thoi gian u bénh nén hi¢u
lyc trir sdu cham, hay noi cach khac 1a thude tdc dong cham véi sau hai.

- Hiéu luc ban dau cta thude chua cao.

- Pho tac dong cf{a thude hep, thudc trr su virus chuyén tinh, thudc virus siu
xanh duc qua chi c6 thé phong trir cho sau xanh duc qua, thude trir sdu khoang chi co
thé phong tror dugc sau khoang...

- Mot Vai loai thudc trir sdu chju dnh huong boi dicu kién thoi tiét: d& bi phan
huy dudi anh sang mat troi va dé bi rira tréi khi gap mua, néu phun khéng dung ky
thuat, phun trong di€u kién khong thich hop s€ kho dat hi¢u qua cao.

- Hién tai, thudc trir siu vi sinh co cong nghé san xuét thu cong voi ) lugng it
nén gié thanh con cao.

- Trinh d6 dan tri nong dép con thép, chga qhén thire d}r(_)’c wu diém cta thudc trir
s@u vi sinh vat cling nhu do di€u kién kinh té thap nén thudc trir sdu vi sinh vat chua
dén tay nguoi nong dan
5.2. Cac ché pham thudc trir siu vi sinh vat
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5.2.1. Thudc triv sdu vi sinh sdin xudt ti vi khudn

Vi khuan ¢6 quan hé véi con tring rat da dang va dugc chia thanh 2 nhom: Vi
khuan hinh thanh bao tir gdm tat ca vi khuan gy bénh bat budc va cac loai gdy bénh
khong bit budc. Phan 16n cac loai giy bénh khong bit budc c6 tinh thé doc; Vi khuan
khong hinh thanh bao tir bao gdm mot lodi giy bénh hoan toan khong bat budc va tat
ca nhitng loai vi khudn c6 tiém niang giy bénh cho con trung

Vi khuin giy bénh bat budc 1 vi khuan ludn lién quan véi mot loai bénh nhat
dinh & con trung. Trong tu nhién, vi khuan gay bénh bat budc thudng chi thich nghi
v6i mot phd ky chu hep.

Vi khuin giy bénh khong bét budc c6 thé 1am ton hai hoic Xam nhiém vao
nhirng mé cua co thé con trung man cam véi chung, nhung khdng thé xép ching vao
nhém vi khuan giy bénh bat budc. Trude khi xAm nhap vdo xoang mau vi khuan giy
bénh khong bét budc thuong sinh san trong rudt con tring.

Vi khuan c6 tiém ning gy bénh, binh thuong khong sinh san & trong rudt con
tring, nhung ching c6 thé xam nhap vdo xoang mau. Nhimng vi khuan ndy phat trién
dugc trén moi trudong thire an nhan tao, khong chuyén tinh véi ting nhom con trung
riéng biét.

Vi khuan sir dung trong bién phéap sinh hoc trir dich hai thudc bo Eubacterlales
dic biét 1a thudc ho Enterobacteriaceae, Microccaceae, Bacillaceae va mot sé gidng
thudc ho Pseudomonadeceae (b Pseudomonadales).

Ho Pseudomonadeceae gdm cac loai vi khuan hinh que, Gram &m, khéng hinh
thanh bao tir. Cac loai Pseudomonas aeruginosa, P. chlororaphis, P. fluorescens,... la
nhing vi khuan c6 tiém ning gay bénh cho con tring.

Ho Enterobacteriaceae gom céc lodi vi khudn song & rudt con tring. Ching c6
dang hinh que, Gram am, khdng hinh thanh bao tir. Phat trién tot trén moi trudng dinh
dudng binh thuong. Vi khuan thudc ho nay c6 loi 1a ky sinh bt budc, khong bit budc
va hoai sinh.

Ho Bacillaceae gdm vi khudn hinh thanh bao t&r, Gram dwong, hinh que. Co
nghia trong bién phap sinh hoc 1 cac loai thudc gidng Bacillus, Clostridium.

* Mot s6 vi khuin dwoe ing dung trong phong chéng con tring

- Vi khuan Coccobacillus acridiorum

Pay 14 vi khuan gay bénh cho con tring dau tién duoc D' Herelle nghién ciru va
mo ta vao nam 1911 tai Mexico. Vi khudn c6 dang hinh que nhé, Gram am va duoc
go1 tén ban dau 1a C. acridiorum gdy bénh nhiém trung mau cho chau chau, c6 thé phat
trién trén moi truong nhan tao. San pham tir vi khuan Coccobacillus acridiorum duoc
ap dung twong d6i thanh cong & Mexico, Colombia, Argentia. Theo hé thong phan loai
hién dai vi khun c6 thé 1a loai Enterobacter cloacae var. acridiorum.

- Vi khuén gay bénh sita cho 4u tring bo hung

Bénh sita dugc phat hi¢n dau tién & 4u trung bo hung & Nhat Ban Popillia
japonica tir nam 1921 gdm 2 dang co ban 13 dang A va B. Vi khuan gay nén 2 dang
bénh nay dugc mo ta vai tén Bacillus popolliae (dang bénh A) va B. lentimormus
(dang bénh B). Trong 2 loai vi khuan nay thi loai B. popolliae phd bién hon chiém
88% truong hop va dugc ch ¥ nghién ciru hon. Loai B. popolliae 13 vi khuan ky sinh
béat bude, Gram duong; bao tir ¢ tinh khang cao vdi cac diéu kién bt loi ciia méi
truong, 1ay nhiém bénh cho bo hung qua duodng tiéu hoa. Sau khi xAm nhap vao vat
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cht 3 — 4 ngay thi vi khuan bat dau sinh bao tir, toi ngay thir 13 — 16 thi bao tir cua vi
khuan dat t61 muc toi da. Trén moi truong thire an nhan tao vi khuan khong hinh thanh
bao tir, vi vy phai nudi nhan vi khuan nay trén au trung bo hung Nhat Ban. Sau 20
ngay u bénh, mot au trung bo hung Nhat Ban tich ldy t&i 20 ty bao tir. Tiur cac sau bi
bénh c6 thé gom vi khuan va san xuat thanh ché pham dang bot chtra 100 tri€u bao tir
trong 1 gam ché pham.

- Vi khuan Serratia marcescens

Day 1a mot vi khuan hinh que, Gram am, khong hinh thanh bao ttr, ky sinh khong
bat budc trén con trung. Tinh gay bénh cho con tring ctia vi khuan nay duoc ghi nhan
trong tai liéu tir nam 1886 (Masera, 1936). Vi khuan S. marcescens da gay dich cho bo
hung Melolontha melolontha, tam va dugc s dung thanh cong trir sau duc than ngd.
Vi khuan c6 tinh gay bénh cao cho chau chau Melanoplus bivittatus, mot so rép sap
Pseudococcus, sau non Pieris brassicae, Lymantria dispar, Euproctis chrysorrhoea,
Agrotis segertum, bo xit Eurygaster...

- Vi khuan Bacillus cereus

La vi khuan rat pho bién trong tu nhién, Gram dwong, hinh thanh bao tir nhung
khong tao thanh tinh thé doc. Tinh gay bénh cho cbn trung cua vi khuan nay rat khac
nhau. Nguoi ta cho rang tinh gay bénh cta B.cereus chu yéu lién quan tdi su tao thanh
men phospholipase va mét loai ngoai doc to nhu cua Bacillus thuringiensis.

- Vi khuén Bacillus thuringiensis (Bt)

La tryc khuan sinh bao ttr, hiéu khi hoic hiéu khi khong bét budc, bat mau thudce
nhu¢m Gram duong, kich thude 3 — 6pm, c6 phu tiém mao khoéng day, té€ bao dung
riéng r€ hay xép thanh tirng chuoi. Bacillus thuringiensis khéng 1én men sinh acid doi
vai arabinose, cilose va maltose, khir NO3 thanh NO,’, ¢6 phan ng v&i long do trimg,
phét trién trén moi truong thach ky khi va trén moi truong chira 0,001% lizozym

Bacillus thuringiensis chira tinh thé doc c6 ban chat protein, ¢ kha ning diét sau.
Nhiét do sinh truong toi da Bt la 40 — 45°C, toi thiéu 15 — 45°C, toi uu 29 — 30°C.

Bao tir Bt ¢6 dang hinh ovan, hinh trimg dai 1,2 — 1,6 um, c6 thé ndy mam té bao
sinh dudng khi gép di€u kién thuan lgi. Tinh thé protein dugc goi 1a “thé kém bao ti”,
hinh tram tdm mat, co6 kich thudc khoang 0,6 X 2um.
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Hinh 6.8. Vi khudn Bacillus thurigiensis

+ Céc loai doc t cua Bt: ¢o 4 loai
- Ngoai doc t6 a (a-exotoxin) hay 13 phospholipase C, tac dong cua enzyme nay
c6 lién quan dén sy phén huy mang tinh canh mg cta phospholipid trong mé cua con
trung lam cho con trung bi chét (Krulov & Manakov, 1987).
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- Ngoai doc td B (B-exotoxin) hay la loai doc t5 bén nhiét. Ngoai doc td nay &
nhiét do 120 — 121°C trong 10-15 phut van con hoat tinh. Mot sb Bt khong sinh tinh
thé doc nhung co thé sinh p-exotoxin. Hoat tinh ciia p-exotoxin bat dau xuét hién trong
giai doan vi khuan phat trién manh, truéc khi hinh thanh bao tir. Tac dong cta no 1a
Kim ham nucleotid va DNA — polymerase phu thugc DNA, cdc enzyme nay gin véi
ATP dan dén viéc ngung téng hop RNA. Ngoai doc t6 B - exotoxin con tac dung cong
huong v6i ndi doc td -endotoxin, sau khi noi doc td & - endotOXIn co tac dung gay dap
v3, pha huy hoan toan biéu mé rudt giira cta cbn tring man cam, ngoai doc td B -
exotoxin da nhanh chong xam nhap vao huyet trong va mau dén cac co quan giy thay
d6i sinh 1y va dan dén cai chét nhanh chong d6i véi Au tring.

Ngoai doc t6 B - exotoxin rat hiéu qua trong viéc phong trir sau non cua cac loai
con tring man cam. Gy ra nhiing tri tré trong viéc chuyen hoa 16t xac cua sau hai va
c6 tac dong dbi véi ca con truong thanh dugc phat trién tir cac Au trung an phai doc t6
dudi ngudng.

- Ngoai doc to v (v - exotoxin) hay con goi 1a doc t6 tan trong nudc. Doc t6 co
chira cac peptid voi khéi luong phan tr thap (200 —2000) va mét s6 amino acid ty do.
Poc td nay tana trong nuac, khong on dinh, man cam vai khong khi, 4nh sang, Oxy va
nhiét do (bi mét hoat luc tr 60°C tré 1én trong vong 10 — 15 phut). Poc t6 ndy thude
nhom phospholipase tac dong 1én phospholipid va giai phong ra acid béo, lam pha huy
cac mo té bao ciia siu hai khi bi nhiém Bt.

- Noi doc t6 & (5 - endotoxin) hay con goi la tinh thé doc. La mot protein két tinh
gdm 1180 amino acid. Cac amino acid chu yeu Ia glutamic, asparaginic, chiém trén
20% tong sb amino acid trong phan tu va 1a nguyén nhan gay diém dang dién thap.
Luong amino acid cystine chiém thap nhat < 2% tong sd amino acid, quy dinh sy
khong hoa tan cia tinh thé. Ngoai protein, tinh thé con chira cac thanh phan khac nhu
carbonhydrate (5,6%); cac nguyén té nhu Ca, Mg, Fe, Si... va mot luong nho Ni, Ti,
Zn, Al, Cu, Mn..., hiu nhu khong c6 P.

Bacillus thuringiensis

Hinh 6.9. Bdo ti va ndi doc t6 6 cia Bacillus thurigiensis

+ Piac diém cua tinh thé doc: Tinh thé doc cua Bt ¢ dang hinh thoi hodc hinh
qua trdam mang chat protein va cd doc tinh cao vdi nhi€u loai con trung. Kich thude
cua tinh thé 1um x 0,5um, chi€ém 30% trong lugng kho cua té bao. Tinh thé ddc rat
bén virng vdi nhiét dJ, cd khoi lugng phan tir 1a 5.000, khong phai bao tr nao cling
chtra tinh thé doc.

+ C4u tao cua tinh thé doc: gdm 3 ving chirc ning

- Vung I 1a mdt bo g@)m 7 chudi xodn o. Mot vai hodc tit ca cac chudi co thé cai
vao mang t€ bao rudt, tao ra cac 10, tir d6 cac ion c6 thé qua lai tu do.
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- Vung II chtra 3 dai 8 khong song song twong tu nhu vung gan khang nguyén
ctia globulin mién dich. Ving ndy c6 vai trd gin véi thu thé trén bé mat té bao biéu mo
rudt.

- Vung III c6 nhiém vu bao vé doc t6 d3 duoc hoat hoa khong bi phan huy béi
protease O rudt.

+ Tac dong cua tinh thé doc: Co 'kha nang diét cac loai sau hai cay trong, chu yéu
1a cac loai sdu non thudc bd canh vy Lepldoptera mot hai kho nong san, b canh
cimg Coleoptera; va cic loai cung quing, au trung cia mudi thudc bo hai canh
Diptera.

Trong 4 doc t trén quan trong nhit 1a ndi doc td & - endotoxin vi né quyét dinh
hoat tinh diét con trung cua Bt. Hién nay, trén thé gidi con c6 kha ché tao va nghién
ciru sur dung thudc trir sau vi sinh Bt tong hop, hodc hai tong hop hai chung Bt voi
nhau, hodc tong hop Bt v4i thude trir siu virus dé 1am ting hiéu qua trir su theo co
ché dong tac dong.
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Hinh 6.10. Lepidoptera  Hinh 6.11. Coleoptera Hinh 6.12. Diptera

+ Chu trinh séng va co ché 1ay nhiém doc cua Bt
Chu trinh séng cta vi khuan Bt chia ra ba giai doan: thé sinh dudng, nang bao
tlr, bao tir va tinh thé:
- Thé sinh dudng
Thé sinh dudng dang que, kich thudc 1,2 — 1,8um x 3 — Sum, bit mau Gram
duong. Long moc xung quanh hoi dong hodc khong dong. Ching thudng ton tai mot
ca thé hodc hai ca thé lién nhau. Thé dinh dudng sinh san theo kiéu phéan chia ngang.
Trong thoi ky sinh san thuong co6 2, 4, 8... thé dinh dudng lién nhau thanh chuoi. Lic
nay vi khuan sinh truéng nhanh, trao do6i chat nhiéu dé nudi cay trén moi truong.
- Nang bao tu
Khi vi khuan gia, mot trong hai dau trong co thé hinh thanh bao tir hinh bau duc,
con dau kia hinh thanh thé hinh thoi. D¢ 14 giai doan nang bao ttr, ¢ giai doan nay nang
bao tir hinh trimg dai, to hon thé sinh dudng.
- Bao tir va tinh thé
Khi nang bao tir phat trién dén mot giai doan nao d6, ching s& nut ra, giai phong
bao tr va tinh thé. Kich thudc bao tr 0,8-0,9um x 2um. Bao tir & dang ngu co6 thé dé
khang véi cac diéu kién moi trudong bat 1gi. Ché pham vi khuan thuong dugc bdo quan
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& dang bao tir. Tinh thé thuong c6 kich thudc thay doi khoang 0,6 x 2um, hinh thoi,
cling c6 loai hinh tron, hinh bau duc tuy theo loai va loai méi trudng. Tinh thé 1a mdt
loai protein (chat di¢t sau) c6 hié¢u qua chu yéu.

Hinh 6.13. T¢ bao vi khudn Bt véi
tinh thé (crystal) va bao tur (spore)

Co ché gay doc cua tinh thé doc cung vdi bao tir xdm nhap vao co thé sdu bang
con dudng tiéu hoa khi sau an phai 14 ¢6 vi khuan. Trong diéu kién binh thudng, tinh
thé doc khong hoa tan. Khi di vao rudt giita cta sau, noi c6 pH kiém cao (>9,5) lam
cho tinh thé doc tan ra. Tuy nhién dang hoa tan nay chua phai dang hoat dong. Dang
tién doc t6 (co kich thude tir 135 — 140 kDa) nay duoc protease trong rudt giita ctia siu
hoat hoa thanh dang hoat tinh (60 — 66 kDa) ddc t6 &. Pdc td nay lién két véi té bao
mo thanh rudt, dam qua mang tao thanh 16 xuyén mang, lam mat can béng ion ndi bao
ctia té bao biéu mo va lam ching bi phan giai, sdu ngung an va bi chét d6i, pH trong
rudt bi giam xubng bang v4i pH ndi moi trong huyet tuong. PO pH thap cho phép bao
tr ndy mam, xam nhap vat chu va cudi cing gy chét.

* Quy trinh san xuit ché pham thudc trir siu Bt

- Nguyén li¢u

+ Ngqén carbon la tinh bot, maltose, glucose. Néu 1a tinh bot thuong dung la
gao, ngod, san ,....Tinh bot qua giai doan thuy phan tao duong don va duong doi st
dung amylase hoac H,SO, trong diéu ki¢n nhi¢t dd cao dé€ thuy phan.

+ Nguén N: thuong st dung 1a bot ca, bdt ngo, bot banh lac, bdt banh dau, cao
thit bo, peptone, bdt men,....

+ Mudi vo co thuong bo sung vao la cac mudi sau: K,HPO,, MgSQO,, CaCO;

MOoi truong sau khi tron 1an cac thanh phén trén trai qua giai doan dich hoa

Sau khi‘chuén bi moi truong xong nén di khur trung véi géc ché d¢ khir trang sau:
Khtr trung bang phu:0’ng phép glan doan: tién hanh ¢ ap suat du 0,05 — 0,1Mpa véi

nhiét d6 tir 110 — 120°C trong vong 1 — 1,5 gi0; hodc khtr trung lién tyc: tién hanh &
nhiét d6 cao hon 140 — 145°C va thoi gian ngén hon 5 — 15 pht.

- Lén men: Tién hanh trong ndi 1én men co dung tich 5001, 10001, 20001 , & diéu
kién nhiét do tu 27 — 3ZOQ diéu chinh pH 7,5 trong khoang thoi gian tir 48 — 72gi0.
Trong qua trinh 1én men tién hanh thoi khi.

- Ché d¢ thoi khi: Py la chi tiéu cho qua trinh hinh thanh bo tir va tinh the doc.
Ngudng thdi khi tét nhat trong qua trinh 1én men 13 0,5 — 0,6m> méi trudong/m® khong
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khi. Néu ché @6 thoi khi & mirc thap thi bao tir phat trién yéu, mat do thua, néu ché do
th6i khi & murc cao bao tir phat trién nhanh thoi gian 1én men ngén, tinh thé doc té nho,
hiéu qua diét sau khong cao, nén ché do thoi khi nhu trén 13 hop 1y nhat.

- Thu nhén san phim: Sau khi 1én men duoc 48 — 72 gid ta tién hanh tach san
pham bang cach loc va ly tim lanh 4000 vong/phit, thu két tia. Sau d6 bd sung thém
mot sd chat dinh hinh va bao quan roi dem di sdy kho trong diéu kién thudng hodc
chan khong ¢ nhiét d6 50 — 65°C trong 1h, 70 — 80°C trong vong 20 phut, d6 4m giam
xudng tir 3 — 5% thi dat.

- Hoan thién san pham, san phdm s& dugc dong goi, ché thanh cic dang ché
pham khéac nhau. Hiéu qua phong trir bang ché pham Bt khong hoan toan quyét dinh
bai thanh phan hoat tinh cta ché pham ma dang ché pham ciing 13 mot nhéan t6 quan
trong.

Gidng gbc Chuan bj moéi truong
San xuit giéng —— Théi khi
chp 1 Khtr trung
v A 4 A 4
San xuét gibng ,| Lénmen 48— 72 gio,
z pH=7, nhiét d6 30°C
cap 2

|

Loc va ly tam

A 4

Thu sinh khdi

A 4
Hoan thién ché pham

- Nghién loc bd sung phu gia
- Say kho

- Bong g6i bao quan

Hinh 6.14. Quy trinh sin xudt ché pham Bt

- Cac dang ché pham Bt

+ Thudc Bt dang 16ng: Sau khi két thiic qua trinh 1én men thu hoi sinh khéi, phoi
tron Vg')ri cac chat phu gia, chat bam dgnh, chat chong thoi dé tao ra ché pham Bt. Kiém
tra chat lugng, cuoi cung dong chai d€ bao quan.

+ Thuég Bt dang stra: Thu sinh khéi, str dung phuong phap ly tam thu nhan bao
tir va tinh thé doc, sau do tién hanh nhii tuong hoéa. Ché pham thu dugc ¢ dang nhao
nhot.

+ Thubc Bt dang bot: phd bién va tién loi, d& str dung, d& bao quan. Thu nhin
bao tur va tinh thé ddc bang ly tdm, sau d6 dugc lam khd bang phuong phap dong lanh
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hodc sy kho trong may sdy phun. bé tang d6 bam dinh cua thudc tron véi cac chat
phu gia nhu bot my, dextrin, ...cudi cing kiém tra chit lvong, dong goi va bao quan dé
st dung.

- Cac yéu td anh huong dén sy hinh thanh tinh thé doc cua Bt: Tinh thé doc co
lién quan mat thiét dén doc tinh cua Bt, vi vdy cac yéu t6 anh huong dén sy sinh
truéng va phat trién ciia Bt déu dnh huéng dén qua trinh hinh thanh tinh thé doc.

+ Vi khuan Bt sinh truong thich hop trong khoang nhiét do tur 25 — 350C, nhiét 3
t6i wu 1a 30°C.

+ D0 pH thich hop cho Bt phat trién 1a 7, néu pH qua cao hodc qua thap déu lam
bién tinh tinh thé.

+ Nong d6 oxygen c6 anh hudng 16n dén sy hinh thanh bao tir va tinh thé doc cua
Bt theo tirng giai doan. Néu giai doan dau sinh truéng ma thiéu oxygen thi sy tich lity
sinh khoi s& bi giam manh. Nguoc lai trong giai doan hinh thanh bao tir va tinh thé
doc, thira oxygen thi su hinh thanh bao tir va tinh thé doc s& bi giam di, s6 lugng ngoai
doc t6 sé tang.

5.2.2. Thuéc trir sdu vi sinh sdn xudt tir nim

Ciing nhu vi khuén, nhiéu loai nam c6 quan hé cong sinh hodc hoai sinh véi con
trung, trong do c6 nhiéu lodi nim thyc su 1a ky sinh, gdy hién tugng bénh ly va dan
dén hay diét con tring. Nam gy bénh cho con trung c6 y nghia rat 16n vi c6 thé gay
chét thuong xuyén voi ty 1¢ chét cao cho nhiéu lodi con trung hai va la nhing tac nhan
diéu hoa ty nhién rat hiéu qua. Con trung chét do ndm rat dé nhan biét bang mat
thudng, vi cac soi ndAm moc qua vo co thé Va bao phii todn bo bé mit ngoai cua co thé
con trung. Co thé con trung bi chét do nam khong bi tan 1, ma thudng gitt nguyén
hinh dang ban dau, todn bod bén trong co thé chira déy soi nAm.

Nam gdy bénh cho con tring thudc nhiéu nhém nam khac nhau: tir nhém ndm
nguyén thiy sdng dudi nude dén nhém nam béac cao sdng trén can. Nam gy bénh cho
con trung ¢6 mit & trong ca 4 16p nim:

Nam bac thidp Phycomycetes, nim tai Ascomycetes, nim dam Basidiomycetes va
nam bat toan Deuteromycetes.

- Lép ndm bac thap Phycomycetes: Trong 16p nam nay, cac loai ky sinh trén con
trang tap trung ¢ ba bg: Chytridiales, Blastocladiales va Entomophthorales. Pac biét
c6 nhitng ho ndm goém tat ca cac loai déu la ky sinh trén con trung nhu
Entomophthoraceae va Coelomomycetaceae. Nhitng giébng nidm ky sinh con tring
quan trong cua 16p nim bac thap la: Coelosporidum, Chytridiopsis (b6 Chytridiales),
Coelomonyces (b¢ Blastocladiales) va Entomophthora (bd Entomoph thorales).

- Lép ndm ti Ascomycetes: Trong 16p ndm tai c6 b Laboulbiniales la nhitng
nam ngoai ky sinh con tring c6 chuyén tinh cao, con cac loai nam tai khac déu 1a noi
ky sinh ctia con trung. Nhimg gidng nim quan trong giy bénh cho con trung la:
Cordyceps, Aschersonia (bd Hypocreales).

- Lép ndm dam Basidiomycetes: Trong 16p ndm dam chi ¢ 2 gibng c6 cac loai
gy bénh trén con tring. D6 1a gidng Septobasidium va Uredinella.

- L6p nédm bét toan Deuteromycetes: Phan 16n cac loai nAm bt toan Ky sinh con
trung déu thudc bo Moniliales. Nhitng giéng Beauveria, Paecilomyces, Spicaria,
Metarhizium, Cephalosporium va Sorosporella chira cac loai khi xAm nhiém vao con
tring da tao thanh doc t6 va gy chét vat chu trong khoang thoi gian nhat dinh.
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* Co' ché xam nhﬁp va lay nhiém ciia ndm

Hau hét cac loai nAm gay bénh cho con trung déu xam nhap Vao co thé vat chu
khong qua duong miéng, ma qua 16p vo co thé, nghia 13 phai c6 sy tiép xtc cua nguon
nam véi bé mat co thé vat chu. Bao tir nAm bam vao bé mit co thé vat chu, trong diéu
kién du do 4m bao tir moc mam va xam nhiém vao bén trong co thé con tring qua lop
chitin nho ap luc co giéi hodc hoat dong men ciia nAm. Nam tlet ra loai men lam mém
16p vo chitin va tao thanh mot 15 thung tai noi bao tir moc mam, qua 16 thing d6 mam
bao tir xAm nhap vao bén trong co thé con triung. Do kha ning xdm nhap vao bén trong
co thé con tring qua 16p vo co thé nén ndm cé thé ky sinh duwoc con tring chich hut va
ca nhitng pha phat trién cia con trung nhu trimg, nhong ma cac vi sinh vat khac khong
ky sinh dugc.

Néam ciing c¢6 thé xdm nhap vao bén trong co thé con tring qua duong miéng. Tur
miéng, bdo tir di tGi rudt va qua thanh rudt xAm nhiém vao cac té bao ndi quan dé giy
bénh. X4m nhap kiéu ndy chu yéu 1a blo tir cia cac lodi ndm & nude. Dudi tac dong
ctia doc td do bao tir nAm tiét ra c6 thé dan t&i hién tuong ngung nhu dong rudt cua vat
chu. Thi dy, trudng hop bao tir nam Aspergillus trong rudt ong mat. Bao tir nAm con co
thé xdm nhap qua 16 thé hodc co quan sinh duc dé vao bén trong co thé con tring,
nhung rét it.

Su xaAm nhiém va phat trién ciia nAm trong co thé con trung 1a mot qua trinh phic
tap, gom ba giai doan chinh sau day:

+ Giai doan xam nhéap: tir khi bao tur nidm moc mam dén lic hoan thanh viéc xam
nhap vao trong xoang co thé con trung.

+ Giai doan phat trién cia nam trong co thé con trung dén khi con trung chét:
day 1a giai doan song ky sinh ctia ndm. Trong giai doan ndy ndm thuong tao ra rat
nhiéu nhimng soi nAm ngan. Nhimng soi ndm ngan ndy duoc phan tan khip co thé theo
dich mau. V& phia vat chi c6 phan Gng tu vé nhu su thyuce bao, xuit hién té bao bach
huyet Phan Gng ty vé ndy chi trong mot thoi gian ngan kim ham sy xam nhap cua
nam vao cic ndi quan. Khi cac sgi ndm xam nhap vao tit ca cac bo phan thi ching
dong thoi gay chét vat chu.

+ Giai doan sinh truéng phat trién ctia nam sau khi vat chu chét: day 15 giai doan
hoai sinh cua nam ky sinh cén tring. Trong giai doan nay nam hinh thanh cac bao tir,
hozc ndm moc thanh s01 ra bén ngodi bé mit co thé vat chu. Sau dé cac bao tir duoc
tao thanh trén 16p soi nim & bé mait co thé vat chu.

Céac ndm gay bénh cho con trung chi sinh truong phat trién dé hoan thanh mot
chu ky song ctia chung: tir moc mam bao tir dén hinh thanh bao tir mgi. Nam gay bénh
con trung cé tinh chuyén tinh hep, chi ky sinh mot vat chu hoac mdt giai doan nhét
dinh cua vat chi, nhiéu truong hop chung 13 Ky sinh c6 tinh chuyén ho4 thirc 3n rong,
6 thé ky sinh nhiéu loai con trung thudc cac gié)ng, ho, b khac nhau.

* Mot s6 nam chinh giy bénh con tring

- Nam xanh Metarhizium anisopliae

Nam nay dugc Metschinikov phat hién dau tién vao nam 1878 trén bo hung hai

lda mi bi bénh. Nidm xanh thuong gay bénh cho con trung song trong dat, thudc hé vi

sinh vat dat trong tyr nhién. Bao tir cua nam xanh sau 24 gio tiép xac v6i bé mit co thé

con trung thi bit ddu moc mam va xam nhdp vao bén trong. Trong co thé con tring soi

nam phat trién xam nhap vao cac bd phan ndi quan. Sau khi vat chu chét, sgi nAm moc
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ra ngoai co thé con trung tao thanh 16p nAm mau trang hoi hong nhat. Trén d6 tao
thanh cac bao tir mau xanh xam. Qua trinh phat trién cua bénh trong co thé con tring
a4-6 ngay tuy thudc loai va tudi wvat chu cting nhu ngudn bénh ban dau. Vao giai
doan cubi cling ctia qua trinh phat trién bénh 1y thi con tring chét.

Nam M. anisopliae c¢6 2 dang: M. anisopliae var. major c6 bao tir dai va M.
anisopliae var. anisopliae cé bao tir ngan. Nam xanh sinh ra cac doc to0 destruxin A va
B.

Nam xanh ky sinh trén 200 loai cén tring, thudc cac bo: Orthoptera (11 loai),
Dermaptera (1 loai), Hemiptera (21 loai), Lepidoptera (27 loai), Diptera (4 loai),
Hymenoptera (6 loai) va Coloptera (134 loai). Nam xanh c6 thé nudi cdy trén moi
truong thirc dn nhan tao.

Nhiéu loai trong chi Metarhizium c6 kha nang diét con tring thugc Elaleridae va
Curculionidae (Coleoptera), au truing muoi Aedes aegypti. Anopheles stephensi vad
Clex pipiens thudc Diptera, con trung hai lia Scotinophara coarctata thudc ho
Heminoptera, chau chau Schistocera gragaria thudc ho Testigolidae, loai moi
Nasutitermes exitiosus (Hill) thudc ho Termitidae.

M. anisoplige v6i bao tir dang try va khuan lac xanh den hodc doi khi mau tdi
hoac hong vo qué. Khuan lac moc cham, trén moi truong OA sau 10 ngdy nudi cay o
20°C ¢ duong kinh 2cm. M. anisopliae la ching gdy bénh manh nhét cho con tring
thudc bo Coleoptera. Hon 204 loai con trung thude ho Elaridae va Curculionidae bi
nhiem bénh boi M. anisopliae. Nam nay phan bo rong trong tu nhién.

Pic diém sinh 1y, sinh hoa cua M. anisopliae:

+ Khong thé sinh trudng tt trén nén co chat khong c6 chitin.

+ Song dugc & nhiét do thap (8 C), bién d6 cua d6 4m rong, & noi tich luy nhiéu
CO, va thiéu O, chung co thé song sot to1 445 ngay. Khi hoai sinh trong dat, bao tir bi
trc ché nay mam bai khu hé ndm dat, trong d6 c6 ching Aeromonas.

+ O nhiét d6 dudi 10°C va trén 35°C thi su hinh thanh bao tir khong thé xay ra.

+ Nhiét do t&t nhit cho sy ndy mam bao tir 1a 25 — 30°C va chét & 49°C trong 10
phut.

+ Nhiét do tot nhat cho su sinh trudng 1a 25°C va pH 3,3 - 8,5.

+ M. anisopliae c6 kha nang phan giai tinh bdt, cellulosa va chitin (16ng va da
con trung).

- Nam chdu chau Entomophaga grylli

Nam E. grylli chuyén tinh trén cac loai chau chéu, c6 y nghia thuc tién rat 16n.
Sau dich do nam nay gay ra, quan thé chau chau giam di 80 - 90%. No ciing c6 thé gay
thanh dich 16n cho nhiéu loai con trung canh thang.

Trong qua trinh phat trién cua bénh, nam E. grylli phan huy toan bo cac mé cua
co thé vat chi. Sgi nam xam nhap vao tat ca cac bd phan, ké ca chan con trung, chi trur
trimg va buong trimg 1a khong bi ndm xdm nhép. Chau chau bi bénh thudng bo 1én
phia ngon cay c6 bam chic va chét ¢ d6 véi tu thé dau hudng 1€n phia trén. Xac chét
ndy ton tai trén ngon co kha lau. Sau khi con trung chét, trén bé mit xac chét tao thanh
bao ttr. Chau chau khoe ty tap quanh xac chét sau mot dém 12 bi nhlem bao tir cia nAm
ndy. Nam E. grylli kho nudi cdy trén quy md 16n, vi céc loai nam Entomophaga noi
chung khong nuoéi ciy trén moi truong thirc dn nhan tao, ma chi nudi cay qua vat chu
séng. Cac bao tir ctia ndm nay ton tai lau trong diéu kién tu nhién.
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- Nam bach cuong Beauveria bassiana

Beauveria bassiana thugc ho Moiliales. Nam Beauveria bassiana sinh ra nhiing
bao tir don bao, khong mau, hinh cau hodc hinh trimg, duong kinh tir 1 — 4pm, soi ndm
c6 dudng ndm ngang kich thudc khoang 3 — Sum, phat trién manh trén moi trudng nhan
tao hodc trén co thé con trung, chung mang nhiéu gia sinh bao tir, phong to & phia dudi
v6i 3 — 5 x 3 — 6um. Cac gia bao tir tran thudng tao thanh cic nhanh Y phan ngon hoc
truc tlep tao thanh nhanh cua gia, phan ngon cua bao tur c6 dang cubng hinh dich déc
khong déu. Trén co thé con trung, ndm c6 dang phéan trang, khi khé nga mau vang stra.
Nam c6 kha ning sinh doc t6 beauvericin, co ban chat depsipeptide vong, rat doc ddi
v61 cOn trung.

Trén moi truong thach dia hodc thach nghiéng, nam B.bassiana phat trién soi tir
mau trang sang mau kem c6 pha mot it mau do, da cam doi khi pha mét it mau lye, ¢6
thé t1et vao moi truong sdc t0 mau vang, mau do nhat. Soi nAm x6p, c6 vach ngin, bao
tir cudng tran ding riéng ré hodc tu thanh dam, phan nhanh hozc khong phan nhanh.
Trén co thé tim va cac con triung khéac, soi nAm moc rat nhanh va bao phu kin khip co
thé con trung, soi nam c6 dang phan trang khi kho bién thanh mau vang sira.

Hinh 6.15. Hinh dang cua Beauveria bassiana

+ Chu trinh séng cia nAm Beauveria bassiana chia 1am hai giai doan chinh: Giai
doan thé sinh dudng, giai doan bao ti.

Giai doan sinh dudng ném Beauveria bassiana co dang s¢i phan nhanh, ¢6 vach
ngan ngang, rat manh, mau trang. Chung phat trién trén co thé con trung thanh hé soi
nam, phat trién rat nhanh, tao thanh khéi x6p mau trang, khi kho soi nam chuyén tir
mau tring sang mau tring nga d6i khi ¢ pha it mau do, da cam.

Giai doan bao tir: Khi gip diéu kién khac nghiét hay moi truong dinh dudng can
kiét nAm hinh thanh bao ti. Dang bao tu trin, don bao, khong mau, c6 dang hinh ciu
hay hinh trimg..

+ Co ché 1ay nhiém doc cua Beauveria bassiana:

- Xam nhap vao co thé con trung khong qua duong miéng ma qua ting chitin, tai
khép nbi gitra cac d6t cua con tring.

- Chung thuong xam nhap vao co thé con trung khi con tring d6 dang & giai doan
4u trung va khong c6 tac dong qua lai v6i cac vi sinh vét khac.

- Nam sinh truéng rat nhanh khi nhidm vao co thé con trang. Dang bao tir c¢6 thé
ton tai 1au dai trong ty nhién ma hoat tinh di€t con trung khong thay ddi.

- C6 tinh didc hiéu cao dbi vdi mot sb loai con trung nhét dinh.
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Trong tu nhién khi bao tir nAm Beauveria baSSIana roi vao co thé con trung, gap
diéu kién thich hop chi sau 12 — 24 gio thi bao tu niam ndy chdi. Soi ndm dam xuyen
vao co thé con tring. Nam ciing tiét ra cac enzyme nhu protease, chitinase va lipase dé
gitip cho qua trinh phan huy da con tring, dong thoi tiét doc t6 nhu beaverin,
dextruxin dé ha guc nhanh chong cén trung. Véi cac chung khong sinh doc t6, con
trung cting bi diét do soi ném phat trién rat manh va day dic bén trong co thé, pha huy
céc ndi quan. Soi ndm tiép tuc phat trlen cho dén khi toan bo noi quan bi pha huy, sau
d6 chui ra, moc kin bé mit con trung, roi hinh thanh bao tir. Bao tur tlep tuc xam nhap
vao co thé con trung khac va tiép tuc chu trinh sdng, cir nhu vy nim s& gdy bénh tir
con tring nay qua con trung khac va phat trién thanh dich lam con trung chét hang
loat.

* Quy trinh san xuat thudc trir sau vi sin

- Nhan gidng: gidng tir mdi truong thach nghiéng duge chuyén vao binh tam giac
250ml, nuéi lic trong khoang thoi gian 24gi(‘7 & diéu kién nhiét do 25 — 28°C.

- Lén men: Cay 2-10% glong vao ndi 1én men. Mbi truong 1én men giéng nhu
moi trudng nhan gidng, bao gdm 2% nim men chin nudi, 1% tinh bot, 0,2% NaCl,
0,01% MgCl,, 0,05% KCI, pH 5 — 5,6. Nuoi & 25 — 28°C trong 3 — 4 ngay, vira khudy
vira thoi khi. Lugng khi thoi vao khoang 2 — 2.5 lit khong khi/1 lit méi trudng/1phut
va két hop khudy tron 500 vong/phut. Trong qué trinh 1én men, néu thiéu vitamin s&
lam giam tdc d6 sinh trudng va kha ning hinh thanh dinh bao tir, ndng d6 vitamin
thuong dung 12 10 — 15mg. Néu thira thi s& hinh thanh chi yéu ndi bao tir (gonidi) thay
vi dinh bao tir (conidi). Cubi giai doan 1én men mot luong 16n enzyme duge tao thanh
dé thuy phan soi nim va thac ddy viéc tao thanh nodi bao tir. Luong bao tir duoc hinh
thanh thuong dat 0,3 — 1,3 x 10%ml, trong d6 90 — 92% Ia dinh bao tir, khong qua 3 —
5% la ndi bao tr va hoan toan khéng con soi.

- Cho dich nudi vao may ly tam lanh 3000vong/phut trong vong 40 phut va tach
nudc, thu bao tir dang sét c6 do am 70 — 80% va luong bao tr 6 — 8 X 109/g , sau do
dugc dua di phun sdy dé 1am kho.

- Sau khi ly tAm song ta bd sung véi cac chat phu gia nhu caolin va chit bam
dinh. Cudi cuing dem di dong géi va bao qua san phim & nhiét do tir 5 — 10°C va kiém
tra chit lugng. Bao tir kho phai c6 dang bot min, d6 4m 10% chira 8.10° bao ta/ml

Beauverin ciing c6 thé duoc san xuit bang phuong phap nudi cdy bé mit trong
moi truong dich thé, hoic moi truong dac, c6 hoac khong khir trung, c6 hodc khong
khudy tron va thoi khi.

* Mot s6 yéu t6 anh huong dén sy phat trién cia ndm con tring
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- Moi truong nudi cay La yéu td quan trong cho nam sinh truong va phat trién,
neu moi truong khong t6t nam khong phat trlen hozc cham phat trién. Trong qua trinh
nay nam dé hinh thanh bao tir nAm can nguén C, N. Méi trudng thich hop cho nam
phat trién 12 moi truong cé chira chitin va glucose.

- Nhiét d6 va d6 4m: Quyét dinh su phét trién cia nim, nhiét do thich hop 25 —
30°C, do 4m la 80 — 90%.

- Anh sang: Nam c6n tring phat trién tot trong diéu kién 4anh sang yéu, chi can
mot lugng anh sang nho trong ngay véi thoi gian 6 — 8 gio. Tuy nhién phong nudi nam
can tranh anh sang mat tro1 dé€ han ché tia tir ngoai.

- Do thoang khi: Hau hét cac loai nim con tring thudc loai hiéu khi, trong qua
trinh nudi can cung cap lugng oxygen thich hop cho su phat trién ctia nam.

- pH moéi trudong: pH thich hop cho nam phat trién 1a 5 — 6.

Ong giéng nudi 5 — 7 ngay

Nhan gidng trong binh tam gic trén may lac 200 vong/ phut
Nhiét do 28 — 30°C trong 24 gid

Lén men trong hé thong ty dong khoang 7-81 méi trudng
Khuéy 550 vong/phut, t° 28 — 30°C, trong 72 gio.

Sinh khéi + chét phu gia

L
Ly tam lanh 3000 vong/phtt trong vong 40 phut

Sy kho, dong bao nhin, bao quan & 5-10°C
Kiém tra chat luong va sir dung

Hinh 6.17. Quy trinh I&n men chim ché phdam Beauverin bassiana

5.2.3. Thudc triv sdu vi sinh sin xudt ti virus Baculovirus (NPV)

Virus gy bénh con trung 1a mot nhom vi sinh vat co nhiéu trién vong trong cong
tac phong chong con trung hai cay trong. Virus c6 kich thudc nho chi c6 kha ning
song, phat trién ¢ trong cic mo, t& bao sbng ma khong thé nudi cay trén cac moi
truong dinh dudng nhan tao. Virus gdy bénh con tring c6 dic diém ndi bat khac véi
cac nhom virus khac 1a: kha ning chuyén tinh rat hep, chi gay bénh & nhirng mé nhat
dinh cta vat chi. Virus con tring co6 vo protein (vo capside) bao boc phan 15i 1a
nucleic acid virus tao nén cac thé vui da dién hay dang hat. Tuy vay, khong phai tit ca
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virus gdy bénh con tring déu tao thanh thé vui. Vi vy, nguoi ta chia virus gay bénh
con trung thanh hai nhém 16n, @6 1a:

- Virus tao thanh thé vui bao gém virus da dién ¢ nhan (NPV - Nuclear
polyhedrosis virus), virus da dién ¢ dich té bao (CPV - Cytoplasm polyhedrosis virus),
virus hat (GV - Granulovirus), virus thugc nhém Entomopoxvirus (EPV).

- Virus khong tao thanh thé vui nhu Iridovirus, Densovirus.

Hién nay nguoi ta d@ mo ta dugc hon 700 bénh virus trén 800 loai cn trung. Cac
virus gdy bénh con trung dugc xép thanh 7 ho sau: Baculoviridae, Reoviridae,
Iridoviridae, Parvoviridae, Picaviridae, Poxviridae va Rhabdoviridae. Hai ho
Baculoviridae va Reoviridae c6 nhicu loai la nhiing tac nhan rat trién vong trong viéc
phat trién bién phap sinh hoc trir sau hai.

Ho Baculoviridae: rat nhiéu loai virus gy bénh con tring d phat hién duoc
thudoc ho nay. Khoang hon 500/700 virus gay bénh cho con trung da bict hién nay la
thuoc ho Baculoviridae, trong d6 quan trong la nhitng loai virus da dién ¢ nhén va
virus hat. Nhiéu loai da dugc nghién ctru str dung dé trir sau hai.

Ho Reoviridae véi dién hinh 1a c4c virus da dién & dich té bao.

* C4c nhém virus chinh gay bénh con trung

- Nhém virus da dién nhan (NPV)

Nhom NPV gdém nhirng virus gy bénh con trung thugc ho Baculoviridae, c6 thé
vui 1a hinh khoéi da dién va chiing ky sinh trong nhan t€ bao vat chu. Thé vui cia NPV
& tam gom 17 loai amino acid. Trong thé vui chira nhiéu hat virus (virion) hinh que.

NPV chira nhiéu hat virus (virion) trong mdi thé vui da dién nhan, chia lam 2
nhom SNPV (single nuclear polyhedrovirus) la chi ¢6 1 nucleocapsid trong moi hat
virus; MNPV (multiple nuclear polyhedrovirus) la co6 nhiéu nucleocapsid trong moi hat
virus.

Sau bi bénh do NPV t‘r(”y nén it hoat dong, ngung an; co thé ching c6 mau sdc
sang hon sau khoé; cang phong, truong phu, chira toan nude. Khi ¢6 tac dong co gioi
Ién bé mat co thé dé dang bi pha v& va giai phong dich virus. Cac sau bi chét bénh do
NPV déu bi treo ngugc trén cay. Néu sau bi chét do NPV & t€ bao thanh rudt thi phan
dau lai bAm chat vao cac bd phan cua cay.

NPV c0 tinh chuyén hoa cao ding thir 2 sau GV. Thuong NPV cua loai con
trang nao thi gdy bénh cho loai d6. Riéng NPV cua sau xanh Baculovirus heliothis thi
c6 thé gay bénh cho 7 loai sdu xanh Heliothis trén thé gigi. Mot sé6 NPV khac co thé
gdy bénh cho 2 hogc vai loai con tring. Cac virus NPV thuong ky sinh trong té bao ha
bi, thé md, khi quan, dich huyét twong va biéu mo rudt gitra. NPV co thé gay bénh cho
cép trung thudc 7 bo: canh ctng, hai canh, canh mang, canh vay, canh mach, canh
thang va canh nura.

- Nhom virus hat (GV)

GVVirUS, thudc ho Baculoviridae, c6 thé vui dang hat. Mdi thé vui chi chira c6
mot virion, hiém khi chira hai virion. Virion cta virus hat cling c¢6 dang que.

Sau bi bénh do GV thudng coi, cham 10n, co thé phéan dbt rat rd rang, tang biéu
bi co thé tr& nén sang mau, doi khi c6 phét mau hong, huyét tuong c6 mau tring sira.
Virus hat c6 tinh chuyén hoa cao nhat trong cac virus gy bénh con triung. Virus hat
gdy bénh cho siu xdm mua dong Agrotis segetum ma khong gy bénh cho céc loai sau
xam khac gan giii v4i sdu xam mua dong. Virus hat chi gy bénh cho con trung thudc
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bd canh vay. Chua thiy con trang thudc bo khac bi bénh do GV. Virus hat thudng xam
nhiém moé mé, 16p ha bi va huyét twong. Ngudi ta di nghién ctru duoc siéu cu trac

cua GV ¢ 9 loai con trung.
=

MNPV SNPV

0 nucleocapsid

() | Thé vai

‘Il

GV

Hinh 6.18 . M6 hinh cdu tao ciia NPV va GV

- Nhém virus da dién & dich té bao (CPV)

Virus da dién ¢ dich té bao thudc ho Reoviridae ky sinh trong chit dich té bao &
cac té bao biéu mo rudt gitra ctia con tring. Virus CPV ciing tao thanh thé vui. Trong
thé vui ctia CPV chtra cac virion hinh cau gém 2 soi RNA. Sau bi nhiém CPV sé& cham
16n, d6i khi dau qua to so vdi co thé. O giai doan cudi cua sy phat trién bénh 1y, mau
sdc co thé sdu c6 mau sang gidng nhu phan tring, dic biét 1a & mat bung co thé. Néu
s&u non bi nhiém CPV thi dén pha truéng thanh sé& bi chét vai ty 1é kha cao. Con tring
bi nhiém CPV thudng tao thanh khdi u.

Bénh do CPV duoc phat hién ¢ con trung thude 5 bg: canh cing, hai canh, canh
mang, canh vay, canh mach. Virus CPV c6 phd ky chii rong, su lan truyén cia bénh
tang 1én con nhd qua nhiéu ky chii khac loai. Cac mau CPV phan 1ap tir cac ky chu
khac nhau thi co tinh doc khac nhau. Nguoi ta dd nghién ciru duoc siéu ciu tric cia
CPV ¢ 12 loai ¢on trung. Nhom CPV it dugc st dung trong bién phap sinh hoc hon so
vo1 NPV va GV,

Doc to ciia virus ¢on tring: La cac thé vui tiy ting loai siu ma cac thé vii co
khac nhau, cu thé 13 v&i sdu ¢ virus da dién nhan (NPV) thi cac thé vui 1a PIB. Nhiing
loai sdu GV thi thé vuii cia n6 1a OB (Oclusion Body)

* Pic diém cia virus Baculovirus
- Nhom Baculovirus: Thuoc ho Baculoviridae, c6 dang hinh que, hinh gay,
kich thudc 40 — 70 x 250 — 400nm. Cac virus tap hop lai trong mot thé c6 dang da
dién, c6 kich thudc khic nhau tir cac nhoém nho. Virus ¢c6 mdt protein nam trong 13i
DNA dugc bao boc boi 1 16p vo lipoprotein trong d6 c¢d cac virion. Cac virion nay
dugc bao quanh béi 1 tinh thé protein ludi mét cdo cac nha khoa hoc goi 1a thé vui
Polyhedrosis Inclustion Body (PIB).
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Pic diém cau tric va hé gen ctia nhom virus con trung Baculovirus: Baculovirus
chtra DNA kép, khép kin. Kich thudc hé gen tir 80 — 180 kb. Nguoi ta di tim thay 120
— 160 khung doc trén trinh tu gidi ma b gen cua virus. Trén hé gen, ngoai céc trinh tu
ma héa con ¢6 nhiéu trinh tu ngan 1ap lai (goi 13 cic vung twong ddng) trai khap hé
gen. Nhiing vung nay giip tang cuong kha nang phién mé sém cua gen, ddng thoi
hoat dong nhu nhimg vung khoi dau phién mi. Nhidu gen trong hé gen cia
Baculovirus c6 gen gbi nhau cho phép ma hoa duoc nhiéu gen trong khi chung c6 hé
gen véi kich thudc nho.

- Nhom Baculovirus bao gom 4 loai nhu sau:

+ Virus da dién nhan: L4 virus da dién nhan c6 hinh da giac bén trong chira nhiéu
hat virion hay goi 1 cac thé vui PIB, loai virus ndy c6 thé 1ay bénh rat manh véi nhiéu
loai con trung thudc bd canh vay Lepidoptera tap trung & 2 ho chu yéu ngai dém
Noctindae, ngai sang Pyralidae.

+ Virus hat: La virus dang hat c6 hinh ovan, hinh elip, loai virus nay chi xam
nhap chu yéu vao té bao ha bi cia m6 mé& va huyét twong, c6 kha ning diét sau cao.

+ Virus ¢ thé protein khac nhau bén trong c6 chita cac virion ciing khac nhau c6
kha ning diét sau hai nhung ti 1 thip hon GV

+ Virus khong tao thé viii: C6 kha ning diét sau nhung ti 1é rat thap.

- Chu trinh séng va co ché 1ay nhiém gay doc ciia Baculovirus

+ Chu trinh sdng;

Baculovirus c¢6 hinh que dién hinh, c6 duong kinh 30 — 60nm, dai 250 -
300nm. Trong qua trinh sdng ctia chung tap hop lai trong mot thé boc c¢6 dang da dién,
c¢6 kich thudce khac nhau tity cac nhém nho. Dang thé boc nay dugc quan sat 16 dudi
kinh hién vi quang hoc.

Céc thé boc cua virus dugc tao ra trong giai doan mudn trong chu ky lay nhiém
cua virus va dugc goi boc trong 16p giau protein, giip cho virus lay nhiém sang cac
vat chu mai va cho phép chung chong lai diéu kién ngoai ty nhién, do do c6 thé ton tai
trong thoi gian dai ngoai co thé vat chu. Ngoai dang ton tai nay, Baculovirus con cé
mot dang hinh thai nita, dugc thiy khi virus da 1y nhidém vao co thé con trung, hodc
nudi dudng trong moi truong dinh dudng thich hop. Dang nay dugc goi 1a virus nay
chdi, chi mang duy nhat mét nucleocapssid va duoc bao boc 1a mang té bao chat cia
vat chi. Chinh nhiing protein c6 mat trén 16p vo nay nhu protein GP64 dong vai tro
cuc ky quan trong trong viée giup virus 1ay nhidm trén té bao vat chu.

+ Co ché lay nhiém gay doc:

Khi bi bénh virus, siu non thudng hoat dong yéu giam an, co thé bi blen mau.
Sau 2 — 3 ngay cac d6t chan va than cing phong mong nudc co thé c6 mau tring duc,
da sdu mong dan va dé bi v& sau 3 — 5 ngdy thi dich tring chay ra. O ngoai rudng sau
bi chét nhiin va treo nguoc 1én canh cay, dau chic xuéng dudi, ngudi ta thuong goi
sdu chét do virus 12 sau bi bénh thdi nhiin.

Khi sdu non &n thic dn vao rudt cd chira virus 1an trong thtc #n ciing nhu vi
khuan Bt bang con dudng tiéu hod virus xAm nhiém vao co thé con tring di thuc hién
mot qua trinh pha huy toan b chirc nang trong dich rudt cta sau.

Co ché gay bénh dugc mé ta nhu sau: Khi virus di vao rudt ctia con tring cc thé
vui cua PIB cua virus s€ giai phong ra virion, dudi tac dung cua dich ti€u hoa qua b1eu
bi mé rudt giira cac virion xam nhap vao dich huyét tuong, chung tiép xtic véi cac té
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bao mau va xam nhap vao bén trong co thé dé thyc hién 1 chu trinh gay bénh 1én con
tring, qua trinh nay trai qua 3 giai doan:

- Giai doan tiém 4n: Thuong kéo dai tir 6 — 1 gid, day la giai doan cac thé vui
PIB x4m nhép vao trong té bao, cac virion duoc phong thich ra va ty dinh vao cac vi
tri thich hop trén mang nhan cia té bao thanh rudt cén tring.

- Giai doan tang truong: Kéo dai 16 — 48 gio, day la giai doan tdng nhanh cta
virus trong té bao vat chi, xuat hién qua trinh téng hop protein va cac nucleic acid
virus, dué6i su diéu khién cua nucleic acid virus dé hinh thanh nhitng ciu trac gidng
nhu dang ludi. Sau 32 gid thi trong nhan té bao vét chu chira cac nucleic acid virus
dang tran.

- Giai doan cudi: day 1a giai doan tao thanh céc hat virus do sy ldp rap phan 15
nucleic acid virus véi phan vo capside protein dé tao thanh cic virion. Cac virion
nayhoanf thién dan va tao cac hat virus hoan chinh. Virus hoan thién duoc giai phong
ra khoi té bao bang cach pha hily mang té bao trén nhiéu vi tri va nhanh chong giai
phong céc hat virus lam cho té bao ky chi nhanh chong bi ti€u diét, mot sb loai khac
s& giai phong tir tir khoi té bao chi.

Thoi ky t bénh cua sau thuong kéo dai tir 3 — 7 ngdy phu thudc vao tudi siu, diéu
kién nhiét do, am do, luong thirc an.

* Sw lay truy("%n ngudn bénh virus é con trung

- Lay truyén ngang: Nguon bénh lay lan gitra cac ca thé trong cung mot thé hé
trong diéu kién bénh phat thanh dich, ngudn virus c6 thé bam bén ngoai vo trung cua
vat chi. Khi nd, du tring gam vo trung chui ra va bi nhiém ngudn bénh.

+ LAy truyén doc: La su truyén ngudn bénh qua tring (qua phoi). Khong chi co
virus NPV, GV méi truyen qua tring, ma ca virus khong tao thanh thé wvui
(Iridoviridae) ciing c6 thé truyen qua tring.

Ngoai ra trong mot sd truong hop virus cé thé xam nhiém tryc tiép vao dich mau
qua cac vét thuong trén co thé (qua vét choc dé trimg cuiia ong ky sinh, 16 xAm nhiém
clia mot sb 4u trung ky sinh vao bén trong vat chi).

Trong quan thé ty nhién ctia con trung thuong quan sat thdy su nhidém bénh hdn
hop cua 2 lodi virus tré 1én nhu nhiém hon hop giita NPV va GV trén sau xam muia
dong hoic NPV véi CPV. Tac dong qua lai gifta cac virus trong su nhiém bénh hon
hop biéu hién 3 kiéu: dong tac dong, tac dong khong phu thudc vao nhau va tac dong
gay nhiéu cho nhau. Khi c6 hién tuong dong tac dong cua virus trong cung mot vat
chu s€ lam tang tylé chét cua vat chi, rat ngan thoi gian dé giy chét 50% sb lugng vat
chu. Piéu ndy rat c6 y nghia trong bién phap sinh hoc. Hién tuong tac dong nhiéu 1am
giam hiéu luc gay bénh cua virus va hiéu qua st dung virus trir sau hai trong truong
hop ndy rét thép Vi vay, khi san xudt ché pham virus can loai trr nhimng virus co tac
dong nhidu. Ché pham NPV khong dugc dung khi trong quan thé ty nhién c6 bénh
virus do CPV, vi giita 2 nhém nay thudng co tac dong nhiéu.

Céc thé viii clia virus c6 thé bao vé cac virion chdng lai cac tac dong cliia moi
truong. Pay 1a diéu kién dé virus c6 thé vui ton tai lau trong nhiéu nim & ngoai tu
nhién. Thi du, thé vii ciia NPV gy bénh tim nghé khdng hoa tan trong con, acetone
va cac dung méi hitu co khac, khong théi trong thoi gian bao quan 1au dai.

Thé vui da dién cua virus gay bénh cho ong xé hai ciy van sam Picea c6 thé bao

\ , / Y v A 0 o ’
ton strc song trong xac chét kho cua vat chu ¢ dicu kién 4 — 5 C trong 10 ndm. Co
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nhing thé viii c6 thé ton tai trén 16p dat canh tac khoang 5 nim, mot sd truong hop téi
25 nam.
* Quy trinh san xuit ché pham virus trir siu

Nubi sau gidng > Nuodi sau hang loat
A
\ 4
Ché bién thrc | Nhiém bénh virus
an nhan tao g cho sau

\ 4
- Thu sau chét

- Nghién loc

- L1 tam loai bé can ba

A 4

Tron phu gia (chat mang, chat bam
dinh, chét chdng théi..)

A 4

Lam kho

A 4

Kiém tra chat luong
PIB/ml, thir sinh hoc

A 4

Pong goi ché pham

Hinh 6.19. Quy trinh san xudt ché pham NPV dang bét

- Qua trinh nuod1 sau giong trai qua 2 budce sau:

Budce 1: ghép cap budém mai vii héa ra 1 — 2 ngay khoang 15 — 20 con duc + 15 —
20 con cai trong 1 10ng, tiiy theo kich thudc cua 16ng ma co thé cho nhiéu hon, trong
10ng phai c6 cay dé 1am noi cho budém dau. Phai dam bao diéu kién nhu ¢ ngoai tu
nhién va nuoi thirc an cho budém la dung dich duong 3% (duong an: sacharose). Sau
khi giao phdi 1 — 2 ngay thi méi thu trimg, thu trimg dé riéng timg ngay va thu trong
35 ngay roi loai.

Budc 2: dé riéng trimg timg ngdy vao trong diéu kién (ta dinh 6n) roi theo doi dé
tring no ra sau. Nudi sau non mdi né bang thire an nhan tao ngay tu dau riéng sau
xanh bong ¢ tudi nho 1 — 2 thi nudi tap thé, tu01 3 phai tach ra dé tranh can 1dn nhau,
khi sau tudi 4 c6 thé nhiém virus hodc nudi tiép thanh nhong. Qua trinh nudi sau non
phai cht y nhat khau vé sinh phai dam bao thirc n tuoi méi trong diéu kién thich hop,
chu ¥ thu ting dot, ngudi ta lai tiép tuc chu trinh méi nhu budce 1, trung binh vong doi
ctia sdu trong 30 — 35 ngay. Tuy diéu kién trong qué trinh nudi phai cai tién phuong
phéap dé tranh tap nhiém nham dat hiéu sut cao, 1am cho siu khong c6 hién tuong coi
coc.
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- Sau khi nuoi sau giéng xong ta tién hanh lay nhiém virus nhu sau:
Tlen hanh nudi sau glong dén mot giai doan phat trién nhat dinh thuong 1a giai

doan 4u trung thi ta bt dau cdy dich huyén phu virus vao thirc dn cua su nham lay
nhiém cho sau.

Lay nhiém NPV cho sau: Pha dich virus 1 luong nhét dinh sau d6 tron vao thuc
an nhan tao cho sau an, sau d6 dem sau da nhiém di vao nudi trong vai ngay va theo
doi thay sau chét thi thu lai. Thu hang ngay, dé riéng.

- Sau khi ldy nhiém virus ta tién hanh nuéi siu trong khoang tur 7 — 9 ngay va
theo ddi thdy sau chét thi thu lai. Thu hang ngay, dé riéng vao lo t6i.

- Qua trinh nghién va ly tam:

Sau khi dua lo virus da duoc u bénh ra dung nudc cat dé nghién loc bo ba. Thu
dich virus NPV dua vao may ly tim & toc d6 thap 500-1000 vong/ phat, ly tam trong 5
phut, thu phan dich ¢ phia trén. Sau d6 lai tiép tuc ly tAm & tbc do cao 5000 vong/ phat
trong 15-20 phat. Nguoi ta chi thu phan dudi. Sau khi ly tAm xong chung ta thém céc
chét phu gia va sy nhe (néu ¢ dang bot) & 35°C cho dén khi kho.

- Qua trinh phdi ché:

+ Dich thé: trudce khi tao thude trir sdu phai kiém tra va dém sb luong thé vui.
Thém chat phuy gia, bam dinh (Casein), chdng théi, chong tia tir ngoai. Péng chai mau
t61 dé bao quan va sir dung

+ Dang bot: dem sdy phun, dong kho, phdi ché dé tao ra thudc dang bot doi hoi
diéu kién ham am trong ché pham 7-10 %.

Thudc dang bot bao quan lau hon so véi dang long.

- Qua trinh kiém tra chét luong va dong goi:

+ Dbi véi dang dich thé: chung ta phai kiém tra lai cac chi s6 nhu do6 duc, pH,
hoat tinh,...

+ Déi voi dang bét: chung ta kiém tra lai @0 am, hoat tinh...

+ Tinh 6n dinh cta thudc trir sdu virus: dugc thong qua mot sé chi tidu

* Mot s0 ché pham NPV

- Ché pham virus NPV sau xanh: San xuét theo quy trinh cong nghé trén duoc
thir nghiém va 4p dung trén dong rudng trir sdu xanh trén bong va thudc 14 & Son La,
Ha Noi, Pong Nai, Song Bé, Ninh Thudn, v.v... déu cho két qua phong trir t6t va bao
vé dugc ning suat cdy trong. Ché pham virus siu xanh cing v6i ong mat d6 12 nhiing
tac nhan sinh hoc quan trong trong hé thong phong trir tong hop (PTTH) sdu hai bong.
Ché pham c6 gia thanh cao va ngudi nong dan chua quen st dung nén pham vi 4p
dung con han ché.

- Ché pham virus NPV sau do xanh day: Cho dén nay chua tim dugc méi truong
thirc &n nhan tao nudi sau néy Do d6, dé c6 sau vat chil nhan virus phai nu6i bang
thirc an tu nhién. Vi vay, ché pham virus sau do day dugc san xuat bang phuong phap
thu cong nhu sau: dung ngudn NPV cua sau do day phun 1én ddng day noi c6 nhiéu
sdu, thu gom sdu chét bénh lai dé nghién loc lay dich virus. Sau d6 lai dem phun lén
dong day. Cr nhu vay co thé tao ra ché pham virus tai chd dé trir sdu do day. Viéc san
xudt va str dung ché pham virus sau do day tai chd 1a mot bién phap c6 trién vong vi ré
tién, c6 hiéu qua kinh té nén nguoi nong dan ving trong day c6 thé chap nhan duoc.
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- Ché pham virus NPV sau rém thong: Che pham virus phong trir sau roém thong
cling bang phuong phap thu cong nhu san xuét ché pham virus sau do xanh day. Hi¢u
qua diét sdu rom thong ciia ché pham virus dat 55,2 — 83,3%. St dung ché pham Vlrus
sau rom thong da han ché sir dung thudc hoa hoc va ty 18 ky sinh ty nhién ctia mot s6
ong ky sinh sdu rém thong tang lén.

Ngoai cac ché pham ké trén con c6 ché phém virus NPV sau keo da lang ciing
dugc san xuét theo phuong phap thu cong. Che phim nay duoc st dung rong rai ¢
Ninh Thuan, Lam Dong mang lai hi¢u qua kinh té xa hoi cao.

CAU HOI ON TAP
1. Hay néu cac uu diém cua viéc sir dung phén vi sinh.
2. Hay phan biét cac dang phan hitu co sinh hoc.
3. Hay ké tén cac nhom vi sinh vat tham gia vao qua trinh san xuat phan vi sinh vat.
4. Néu cac wu, nhuge diém cua thude trir sdu vi sinh vét.
5. So sanh cac dic diém cua qua trinh san xuét cac ché pham thudc trir sdu tir vi khuan
Bacillus thuringiensis, nam Beauveria bassiana, virus Baculovirus
6. Hay phan tich va so sanh cac qua trinh 1ay nhidém doc t ciia cac tic nhan vi sinh vt
cho con trung.
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