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Bai s6 1
TRANG THIET BI CAN THIET TRONG NGHIEN CUU VI SINH VAT
Muc dich yéu céu:

+ Nam duoc nhitng may mdc, trang thiét bi can thiét trong nghién ctru vé
vi sinh vat.

+ Biét str dung thanh thao mot sé may méc thong dung ctia phong nghién ciru.

+ Hiéu dugc tdm quan trong ctia cong tac tiéu doc, khir triing.

+ Str dung thanh thao kinh hién vi

+ Phéan biét cdc dang hinh théi cia vi sinh vat
Noi dung :

+ Gidi thiéu nhitng trang thiét bj can thiét trong phong nghién ctru vi sinh vat.

+ Gi6i thiéu cdc dung cu va nguyén liéu can thiét dé nghién ctru vi sinh
vat: dung cu loc, khur trung, dung cu quang hoc, dung cu do luong, mdi truong
nudi cay.

+ Thao tdc van hanh va st dung cdc trang thiét bi trong phong nghién ctru
vi sinh vat

+ CAu tao va str dung, bao quan kinh hién vi

+ Quan sat hinh thai vi sinh vat
L. MAY MOC
1. Tt nudi cy vi sinh vat (Incubator)

T nudi cy hay con goi 1a tii dinh 6n 1 thiét bi quan trong diing trong cong
tdc nghién ctru vi sinh vat, vi nhiét do trong ta c6 thé thay d6i tr 0°—90°C tuy
theo y mudn cua nguoi nghién ctru va nhiét do trong ti sau khi da dugc xac dinh
thi luén ludn ¢ trang thai 6n dinh trong sudt thoi gian nudi cay.

1.1. Céu tao

CAu tao vo t nudi cy c6 2 16p: 16p trong 12 kim loai dan nhiét dé giir nhiét

do bén trong cua tu, 10p ngoai la kim loai day hon va dugc boc phia trong boi

mot chét cach nhiét (amiant). Gitra 16p trong va 16p ngoai la khoang tréng dé giir
cho nhiét do trong tu it bi bién doi.

Trong tu c6 by phan cam nhiét dé bao nhiét do 1én xuéng cho ro-le hoat
dong va quat gi6 dugc lap ¢ phan gilta than dé diéu hoa nhiét dd bén trong.

Phan ngoai ti nudi cé hé théng bang dién tu dé diéu chinh nhiét d6 theo
yéu cau cua nghién ctru. Phia trén tu dugc lap van an toan, néu nhiét do trong tu
vuot qué dao dong bién do, van an toan s¢€ tu ngat.
1.2. Cach svw dung

DPéng mach dién, bam ndt md cong tic ti (c6 thé giir vai gidy dén khi xuét
hién den bdo trén bang dién tu). Sau do bam nit dat nhiét do va thot gian (set
up) theo yéu cau nudi cdy, diéu chinh nhiét do va thoi gian bang an nit twong
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ung mili tén 1€n hoac Xuéng. Nhiét do trong tu am tang dan va dat t6i nhiét do da
xac dinh.

Nhiét d6 s& duoc duy tri trong sudt thoi gian nudi cay dd dinh sén. Trén
bang dién tir ludn xuat hién chi s6 bdo nhiét do thuc té trong td. Khi da thoi gian
nuoi cay, tu s€ phat ra tiéng bdo hiéu va ro le tu ngat dé tu dong tat ché do lam
viéc.

Néu mudn nudi ciy lién tyc lau dai c6 thé khong can dat ché do thoi gian,
chi dat nhiét d6. Khi nao mudn két thic thi bAm nit tit cong tic nguon.

1.3. Khi stz dung mdy cdn chii ¥ nhitng diém sau day

+ Hiéu chinh thiét bj trudc khi str dung.

+ Phai ndi tu véi diy dat va kiém tra dién thé ctia may véi dién thé & noi
dat may xem c6 giong nhau khong, truong hop khong giong nhau phai dung
bién thé.

+ Khi sir dung ti 4m lan dau, phai kiém tra b phan diéu chinh nhiét do
xem cO chinh x4dc khong, nhiét do trong tu cé déu khong.

+ Cura ta ludn ludn phai déng kin, trir khi 1ay hodc cho nguyén liéu vao
nuoi cay nhung cting khong dugc md cira ti rong va lau.

+ Lu6n ludn phai dam bao cho ti 4m dugc 'kho rdo, sach s€, phai cho tu

hoat dong thuong xuyén nhat 14 nhitng hom troi am. Khi lam d6 céc chat dich
nudi cdy hodc 1am ban trong ti, phai lau chii va sét tring ngay.

+ Nén dat trong tu 1 cbc nudce vo trang trong qué trinh nudi ciy dé gidp
cho quat gi6é hoat dong tot.
+ Khi khong ding, tit cong tic dién va rit phich cim dién ra.
2. Ti siy khé (Drying oven)
2.1. Tac dung
Dung ti sdy kho dé khir tring cdc dung cu thuy tinh, d6 s&t nhu dng nghiém,
xi lanh, hop 16ng, coc, phéu, coi chay str..., cic d6 kim khi nhu dao, kéo, panh va
cac dung cu khac khong c¢6 nudc khiac nhu bong, bang, vai... Trur vat ligu lam tu
cao su va moi truong nudi cay khong dugc khur truing bang tu say kho.
Nguyén 1y cau tao ctia ti sdy kho cling gan gidng nhu ti 4m, chi khéc 14 c6
thé tiét trung & nhiét d6 175 - 200°C.
2.2. Cdch sir dung tii sdy khé
Céc dung cu phai rtra sach, dé khd, bao 261 can than trudc khi cho vao tu, sau
khi sdp x€p céc thlr vao trong tu roi dong kin ctra va dong céc 10 thong khi. Bat cong
tac dién, dat ché do lam vi¢c cho ti (di€u chinh nhiét d§ va thoi gian giong nhu voi
tu dinh 6n). Thong thuong dung cu nudi cay va phan tich vi sinh vat dugc khir tring
& 160-180°C trong 2 gid. V&i cac dung cu, nhu: pipét, xi lanh,... khong dugc say
qué 60°C vi nhiét d6 cao lam gidn no thuy tinh dan dén mat do chinh xdc ctia dung
cu. Luu y khi sdy khong nén dat dung cu sat thanh ti vi & day nhiét d6 thuong cao
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hon nhiéu dé 1am chay glay g61 hoac nut bong, ciing khong nén Xep dung cu qué khit
nhau dé khong khi c6 thé luu thong duge va 1am néng déu cdc vat can khir tring.

Sau khi ngat machq dlre_:n, cho nh1e_:t’ do ha dan xuong bang nh1ct7do phong ttNﬁ
moi duge mo cua tu d€ lay dung cu say ra. Dung cu lay ra phai dé trén gid go,
trén gidy hodc vai, khong dugc d€ ¢ trén gach men, trén san gach hoac san xi
mang vi dung cu dang néng gap lanh s€ dé v& va lam anh hudng dén tinh vo trung
cua dung cu.

3. Néi hip hoi nwéc cao dp (Autoclave)
3.1. Nguyén ly

Nbi hap hoi nuée cao dp (hinh 1) 1am bang kim loai chiu duoc nhiét do cao
(it nhat 1a 135° C) ¢6 thé dung dién, dung cui hodc dung than dun cho nudc soi,
hoi nudc s€ nén dan lai ¢ trong ndi va néu tiép tuc dé cho nudc soi thi ap luc
trong ndi s& tang dan, 4p lyc cang tang thi nhiét do ciia hoi nudc trong ndi cang
cao, nhu vay gilta nhi¢t do t* ciia hoi nudc va ap luc P cuq no6 co6 lién quan vai
nhau, nhung khong phai theo mot ty 1¢ duong thang (xem do thi).

Khi 4p Iuc ké chi s6 0 c6 nghia 1a: dp luc P trong ndi hap = dp luc P khong khi.

Cho nén khi 4p luc ké chi l1kg/em® thi chinh la chi hiéu sO giita dp luc bén
trong vai ap luc khong khi ton tai trong noi.

lkg/cm® = P (trong noi) - P (khong khi trong noi)

Do d6 ép lyc P trong no6i khong phit hop véi P dp luc ké hay néi mot cach
khdc, nhiét d6 trong ndi khong tuong ung voi nhiét do cua dp luc ké. Vi vay
mubn cho nhiét do trong nodi pht hop véi dp luc ké thi phai loai bo hét khong khi
trong ndi ra (1kg/cm’” = latm = 1 phoud).

Bdng 1. So sanh méi lién quan giita dp suat ghi trén dp ké ciia néi hdp
biéu thi bang atmosphere va nhiét d trong néi di logi hét khong khi

Ap Nhiét Ap Nhiét Ap Nhiét Ap Nhiét

sudtt | do (°C) |sudt | do(°C) |suat [do (°C) |sudt | dd (°C)
(atm) (atm) (atm) (atm)
0,0 100,0 0,5 112,5 1,0 121,0 1,5 127,0
0,1 102,5 0,6 114,5 1,1 1299 1,6 128,0
0,2 105,0 0,7 116, 1,2 124,0 1,7 129,0
0,3 107,5 0,8 117,0 1,3 125,0 1,8 130,0
0,4 110,0 0,9 119,0 1,4 126,0 1,9 131,0
2,0 132,0
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Hinh 1. So do néi hdp dp luc

Pé loai bo hét khong khi trong ndi ra ¢6 2 cach:
‘ a) bong khoa thoat hoi dé tang 4p luc trong ndi 1én dén khoang 0,3 atm

roi xi cho thoat hét hoi ra, sau d6 khoéa lai va cho tang ap luec.

b) M¢ khéa thodt hoi va dun cho dén khi hoi nudc bét dau thodt ra thanh
mot luong hoi trang kha manh, kha déu thi dong lai va cho tang ap luc.
3.2. Cdch sir dung noi hép cao dp

- P nude vao ndi hép voi luong vira du (xem ¢ vach ngang ghi trén ong
thuy tinh hodc binh chira lap bén ngoai n6i hap). Cha y nudc phai ngép day may
so trong noi n€u la n6i hap x4ach tay.

- Céc dung cu dem hap phai dugc bao goi ky, d01 v6i céc binh va ong mdi

truong c6 ndt bong phai boc bang gidy dau hodc gidy nhém dé tranh hoi nude
dong lam udt nuit.

- Khi sdp xép dung cu vao ndi hap khong nén dé sat nhau qud, dé vat ndng
xuong dudi vat nhe 1€n trén.

- Pay nap, khoéa chat cac 6c theo tiing d6i déi xing nhau dé khoi vénh,
khéi ho, khi thdo khéa cling phai lam nhu vay. Péng van di€u 4p va van x4 hoi.

- M6 mach dién hodc dot nhién li€u dé cung cap nhiét cho noi, an nit mé
cong tac noi (nut on), dat ché do lam viéc (nhiét do va thoi gian hap) cho nodi
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bang cich diéu chinh mii tén 1én xuéng. Ché do lam viéc ludn thé hién trén
bang ghi dién tr. Sau khi hap du theo nhiét d6 va thoi gian dinh san, ro le s& tu
ngit, ndi phat ra tiéng kéu bdo hiéu qu4 trinh hap da két thuc.

Vi ndi hap xéch tay phai luén ludn c6 mat dé theo doi kim chi dp luc trén
dong ho dp luc ké trong khi hap, loai hét khong khi trong ndi theo 2 phuong
phap da néu trén. Khi dat téi muc can thiét thi diéu chinh nguén nhiét dé duy tri
ap luc khong d6i trong mot khoang thoi gian can thiét.

Nhiét d6 va thoi gian hap khir trung phu thudc vao vat dem khu trung va
muc dich nghién ctru. Nguoi ta thuong hap ¢ nhiét d6 121°C trong khoang 20
phiit thi nha bao ciia mot so loai vi khuan ciing sé& bi tiéu diét.

- Khi dat t61 thoi gian can thiét thi ngat dién (4n nut off) hodc rut hét
nhién liéu ra va doi cho dp luc ha dan xuéng 0° C, nhiét d6 trong no6i giam han
roi méi dugc md nap lay dung cu da khu trung ra. Chad y tranh ha 4p luc dot
ngot bang cach mo van xi hoi ra qua manh s€ lam ran nut hodc vo dung cu.
Ciing khong nén dé ndi hap nguoi lanh mai 1y dung cu ra, vi lic ny ndp noi s&
miit chit vao miéng dém cao su rat khé mo.

- Céc dung cu lay ra khong duoc dé & nén gach men, nén d4, nén xi mang (vi
dung cu dang néng gap lanh s€ v, nut) va dam bao tinh v tring cho dung cu.

4. T lanh (Freezer)

Tu lanh 12 mot thiét bi quan trong ding dé gitr va bao quan gidng vi khuan,
virus va bao quéan céc loai huyét thanh, cac loai vacxin, cic moi truong dung dé
nudi cay...

Tu lanh 0°- 4°C dung dé gitr gidng vi khuan.

Ta lanh -15° C dén -30° C dung dé giit giong virus.

5. May ly tam (Centrifugal machine)
5.1. Cong dung

- Tép trung & ddy 6ng céc phan tir can nghién ctru chira trong mot bénh pham
hay chat mang.

- Tap trung vi khuan nudi cdy trong moi truong long dé tich riéng vi
khuan.

- Lam trong mdt chat 16ng chira nhiéu phan tir dic van duc.

- T4ch hong cau riéng voi huyét tuong. ...

5.2. Cdach sw dung

May ly tam thong thuong c6 mot tryc quay tron, vé phia trén cua tryc co
mot hinh sao dé nhan céc 6ng chira chat long can ly tam. Cdc 6ng nay dugc moc
va0 sao bang mot céi quai. Khi quay cic ong s€ gian ra thang géc vai tryc quay
dung va cdc hat ling xuong theo duong truc cua ong va don vé phia ddy. Véi
kiéu méy nay, toc do t6i da 12 4500 - 6000 vong trong mot phit.
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Cac may ly tam gan day c6 bo phan thang bang tur dong, c6 mdy dé thoi
gian ty dong, c6 dong ho chi toc do v.v..., khi ly tim chi can van cic nit theo ¥
muon.

6. Nhirng thiét bi can thiét khac
- Mdy hut chan khong (vacuum gauge)
- M4y dém khuan lac (colony counting)
- Mdy do pH (pH meter) hay thang do pH (pH paper set)
- May cAt nudc (Deionizers)
- Mday danh mau (Mixers)
- My dém té bao (cell counting)
- M4y lic (shaker)
- Phong hodc budng vo triing (clean bench, laminars)
II. CAC DUNG CU VA THIET BI PHONG THI NGHIEM
1. Thiét bi quang hoc
- Kinh hién vi quang hoc (Microscopy)
- Kinh hién vi chup anh
- bén soi kinh hién vi
- Tu quang nén den
- Thudce do vat kinh va thudce do thi kinh
- Kinh ltp hai mit deo tran
- M4y projector
- Mdy Over head
- Méy anh
- Pén tr ngoai (UV lamp)
2. Thiét bj do luwong
- Can k¥ thuat (technical balance)
- Can tiéu ly c6 16ng kinh
- Can tiéu ly xdch tay
- Can ban
- Can phan tich di¢n
- Nhiét ké treo twong va céc loai nhiét ké do nhiét do khdc
- Pong ho dién tir dém phit, gidy
3. Cac loai dung cu khac

- Céc loai dung cuy thuy tinh: Phién kinh, hop long, 6ng nghiém, lo, binh,
phéu, coc dng dong, xi lanh, pipet, que gat, dén con..
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- Céc loai dung cu kim loai: Dao mo céc loai, kéo théng, kéo cong, panh,
que cay, den xi, hop tiéu doc, cua xuong...

- Céc loai dung cu d6 men, str: Khay men, cdi chay si, xoong ndi dé pha
ché moi truong.

- Céc loai dung cu cao su, vai, bong, bang: Gang tay dé mo va deé rira
dung cy, Gng, bong thim nudc, bong khong thim nudc, vai gac, vai loc, vai
man.

- Céc loai héa chat dé ché moi trudong, rira dung cu thay tinh va sét tring
tiéu doc.

- Céc loai thudc nhudém va thude thir phan tng sinh héa.

- Céc loai gidng vi khuan va virus, cdc loai khang huyét thanh dé chan
doan, cac loai khuan t6 dé chan doan.

IT1. KINH HIEN VI

Kinh hién vi 12 mot dung cu quang hoc rat can thiét dé nghién ciru hinh
thai vi sinh vat va nghién ctru nhitng vat hét sicc nho ma mat thuong khong thé
nhin thay dugc, ¢6 nhiéu loai kinh hién vi khac nhau.

* Céu tao kinh hién vi quang hoc

Kinh hién vi quang hoc gém ¢6 2 b0 phan:

1. Bo phan co hoc
1.1 Chén kinh hay dé kinh

Dung dé @& kinh hién vi & trang thai can b?mg, céu tao tr  kim khi dic biét.
1.2 Than kinh

N&i lién véi chan kinh, duoc tao tir loai kim khif dac biét. Than kinh dé gin
toan bo cic bg phan cua kinh hién vi.
1.3 Ong kinh

La mot 6ng kim khi rdng hinh tru lip trén try kinh, dau trén ciia 6ng kinh lap
thi kinh, phia dudi cua 6ng kinh la ban xoay dung d¢ lap cdc vat kinh. Téc dung
cua ong kinh 1a khi vat anh dugc phéng dai lan thir nhat boi vat kinh, thi dua vat
anh qua 6ng kinh t6i thi kinh d¢ phong vat anh lan tha 2. Nhu vay vat anh ta
quan sét thay chinh la anh ao.
1.4 Khay kinh hay dia kinh

C6 thé hinh vudng hay hinh tron 1a noi dit tiéu ban dé quan sat, & giira c6 16
thau quang d€ dua anh sang tir bo tu quang kinh 1én ti€u ban. Trén khay kinh c6
bd phan kep ti€u ban cho virng va bd phan goi 1a xa dé di chuyén ti€u ban theo
hai chiéu khdc nhau, tir trdi sang phai, tr trude ra sau va ngugce lai dé tim vat
anh. Ngoai ra, khay kinh con c6 th€ di chuyén theo cac chiu bang cach van hai
oc ¢ hai bén khay kinh.
1.5 Oc diéu chinh
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Gom ¢6 6¢ diéu chinh 16n (oc SO cap) va dc diéu chinh nho (oc vi cap) ¢ so cap
ding dé diéu chinh tiéu diém, 6c vi cip ding dé diéu chinh cho anh vt rd nét.

2. Bo phan quang hoc:
2.1. Gwong phdn chiéu
bit ¢ phia duoi khay kinh g6m c6 hai mat, mot mat phang va mot mit 1om,

dung dé 1y 4nh sang.
2.2. Tu quang kinh

Puoc lap vao phia dudi khay kinh boi mot 6¢ ¢ dinh, ding dé tap trung 4nh séng
vao tiéu ban.
2.3. Bj phén chin sdng

C6 hinh giépg nhu con nguoi dat ¢ phia dudi tu quang kinh c6 thé md rong
hay hep dung dé diéu hoa dnh sdng vao ti€u ban.
2.4. Vit kinh

La mot hé t’hfr)ng quang hoc rat quan trong va phirc tap, gdm mot s6 thau
kinh, né truc tiép phong dai anh that cia vat xem, kha nang phéng dai’cﬁa vat
kinh phy thudc vao ti€u cy tirc 1a phy thudc vao ban kinh cong cua thau kinh;

thau kinh cang cong, ti€u cu cang ngan thi kha nang phong dai cang l6n. Vat
kinh khi diing dugc 1ap vao ban xoay & phia duéi 6ng kinh. C6 hai loai vat kinh:

+ Vat kinh kho: 1a vat kinh c6 d6 phong dai thap x8; x20; x40; dung dé
xem tuoi, xem vi khuan di dong, xem khuén lac, hay xem ky sinh trung hodc
xem céc tiéu ban to chuec...

+ Vat kinh dau: 1a vat kinh c¢6 do phong dai cao x 90; x100; x 120..., n6
c6 mot vong khac mau ¢ dau vat kinh dé phéan biét vai vat kinh kho.

Vat kinh kho va vat kinh dau khac nhau & chat ma 4nh sing phai di qua
tiéu ban (phién kinh) va vat kinh. ¢ vat kinh kh6 chat di qua la khong khi ma chi
s6 khiic xa (chiét xuit) cua khong khi lan =1 rat khdc véi chi s6 khic xa cua
thity tinh n = 1,52; do d6 céc tia sang khi ra khoi tiéu ban s& bi phan xa va phan
ngoai cua chum dnh sdng khong 1ot duoc vao vat kinh.

O vat kinh ¢6 do phéng dal lon nguodi ta dung dau bach huong (huile de
cedre) c6 chi s6 khiic xa n =1,51 xap xi véi chi s6 khiic xa cta thily tinh n = 1,52
dat vao giita tiéu ban va vat kinh. Liic nay thuy tinh va dau bach huong 1a mot
mdi truong gan nhu déng nhat, nén 4nh sang khi di qua thuy tinh s& khong bi
khtc xa ma chiéu thang vao vat kinh.
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Tiéu diém

Tia sdng Tu quang kinh

2.5. Thi kinh

Gom 6 hai thau kinh 1dp vao hai dau ctia mt c4i ong nho 1ap trén dau dng
kinh, mot thau kinh hudng vé mat nguoi xem va mdt thau kinh hudng vé vat quan
sat, kinh trén 1a kinh phéng dai anh that do vt kmh thu duoc, kinh dudi 1a kinh thi
truong lam sang to thi trudng do dé ma ta nhin thay rd anh dugc phéng dai.

~ Thi kinh ¢6 d6 phong dai cang cao thi khoang cach gitra hai thau kinh cang
ngan (ti€u cy ,cﬁa thi kinh cang ngan) va nguoc lai. Do phéng dai cua thi kinh
thuong c6 4 so: x5 ; x7 ; x10 ; x15.

Muébn biét d6 phéng dai cua vat quan sat (40 phong dai cua kinh hién vi),
nguoi ta nhan d§) phong dai cua vat kinh véi do phong dai cua thi kinh. Vi du
dung vat kinh dau X9Q va thi kinh x15 thi d§ phéng dai cua vat quan sit hay do
phéng dai cua kinh hién vi s€ la:

90 x 15 = 1350 (lan)
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Hinh 2: Ciu tao kinh hién vi

1. B¢ kinh 8. Thi kinh

2. PBén chiéu 9. 6ng kinh

3. B0 tu quang kinh ~ 10. Than kinh

4. Vong bao hiém 11. 6c so cap

5. Khay kinh 12. dc vi cap

6. Vat kinh 13. Cong tic

7. Ban xoay 14. BO phan diéu chinh khay kinh

3. Céch sir dung kinh hién vi
3.1. Kiém tra kinh hién vi

Dit kinh vao vi tri 1am viéc, cim dién hodc quay guong phan chiéu vé
phia dnh sang, dat kinh trén ban cho ngay ngan o tu the c6 loi nhat cho nguoi quan
sat. Khi quan sét tiéu ban can st dung ca 2 mit, mat trdi dung quan sat, mét phai
ding dé ghi chép hoic v&, khong nén nheo mot mat lai dé xem, vi nhu thé rat dé
moi mét va dau ddu. Can luyén tip dé c6 thé xem kinh dugc bang ca hai mat.

3.1. Quan sdt tiéu bdn twoi voi vit kinh kho
Khong diing tu quang kinh va bo phan chan sing, nhat 1 d6i véi vat kinh
c6 do phéng dai thap (38), khi ngudn sdng hep thi dung guong phing véi vat
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kinh c6 do phéng dai thap, ding guong 16m véi vat kinh c¢6 do phéng dai cao
(340), khi ngudn sang rong thi dung guong nao cing dugc. Ha thap tot cung tu
quang kinh va it m¢ bd phan chan siang.

3.2. Quan sdt tiéu ban nhugm véi vit kinh dau

Lu6n ludn str dung tu quang kinh, néng cao tu quang cho sét vao ti€u ban.
Khi str dung tu quang kinh can chd y may diém:

Dit phién kinh 1én khay kinh va c6 dinh, ding vat kinh ¢6 d6 phéng dai
thap dé c6 anh trong thi trudng trude. Ha thap vat kinh cho sdt gan tiéu ban (khi
ha vat kinh mat nhin ngoai de tranh d¢ manh lam v& ti€u ban). Theo ddi trong
ong kinh, roi tir tir van 0c so cap 1én, dén khi trong thiy anh (thuong c6 hinh
chop) thi ngimg van ¢ so cap va bat dau str dung dc vi cip, van hét sirc cham
dén khi thay anh ro nét thi thoi (c6 thé van téi hodc vin lui). Sau khi di diéu
chinh tiéu diém véi vt kinh do phéng dai thap thi quay vat kinh d6 ra, nhd mot
giot dau bach huong vao diém dinh soi trén tiéu ban, khéng dé giot dau lan rong
ra, xoay dau vat kinh dau vao, va van vat kinh dau sat xuéng tiéu ban ngdm vao
giot dau, chii y mat nhin ngoai dé dirng van sat qud sé d& vo phién kinh, dén khi
thiy chdp anh, trc 12 anh d3 trong thdy nhung chua thiy 3, ldc nay diéu chinh
¢ vi cdp cho dén khi anh vat rd nét trong thi trudng.

4. Céach bao quan kinh hién vi

+ Khi 13y kinh tir trong hop kinh hién vi ra, ding tay phai nim chic, kéo
kinh ra theo huong nam ngang, khong dé dung vao thanh hop, sau d6 dung tay
trdi do chéan kinh de mang di (bao gio cling phai dung 2 tay khi di chuyén). Néu
mang di xa phai ¢ dinh chac chan dé tranh bi lac.

+ Khong duoc so tay vao dau vat kinh va thi kinh, néu ban c6 the dung
vai mem hoic gidy lau kinh dé lau. Vat kinh dau ding xong lay vai mém min
hay glay dai min lau sach dau bach huong o dau vat kinh, sau d6 tam xylon lau
cho hét dau (xylon ¢ tac dung lam tan dau bach huong). Cudi cung lau lai mot
1an nita bang vai mém, min hay gidy mém.

+ Khi dung xong phai xoay cic b phan cua kinh vé ding vi tri quy dinh,
khong dugc dé vat kinh nam trong truc kinh nhu lic quan sat ma phai dat dang
16 mii hodc xoay vat kinh ra hai bén va vin cho 4p sat xuong dia kinh, tu quang
ha thap xubng, guong phan chiéu xoay doc than kinh. Toan bo kinh déu coi nhu
¢ trang thai nghi.
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* Cau hoi 6n tap bai s 1:

1. Trang thiét bi, may méc chuyén dung cho nghién ctru VSV?

2. Nguyén 1y van hanh va céch st dung ndi hap hoi nudc cao dp (Autoclave)?
3. CAu tao va céch sir dung kinh hién vi?

4. Chu tao va céch st dung mdy dém khuén lac?

5 Trinh bay phuong phép va cdch tinh kich thudc té bao VSV?
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Bai s6 2
PHUONG PHAP CO PINH TIEU BAN VA NHUQM TE BAO VI SINH
Muc dich yéu céu:

+ Hudng dan hoc vién 1am tiéu ban vi sinh vt tir cdc mau vat.

+ Nim virng phuong phdp nhudém don, nhuém giemxa va phuong phép
nhudm Gram.

+ Nhan dang hinh thai vi sinh vat va phan biét vi khuin Gram duong,
Gram am
Noi dung:

+ Phuong phap lam ti€u ban vi sinh vat

+ Pha ché thudc nhudém va cdc phuong phdp nhuém: nhuém don, Gram,
Giem xa, Wright.

‘ + Quap sdt mot sO tiéu ban hinh thai vi sinh vat: cau khuan, truc khuén,

cau truc khuan
I. PHUONG PHAP LAM TIEU BAN VA NHUOM TE BAO VI SINH VAT
1. Muc dich ciia ¢6 dinh tiéu bin va nhudm té bao VSV

Té bao vi sinh vat gan nhu 1a khong mau, do d6 quan sat bang phuong
phdp xem tryc tiép rat khé, vi vay can phai 1am tiéu ban réi dem nhuém mau.
Nhuom vi sinh vat cé 4 muc dich:

- B¢ nghién ctru hinh théi, cau tao dac bi¢t cua vi sinh vat nhu gidp mo,
nha bao, ...

- Pé phan loai vi sinh vat can cir vao tinh chat bat mau Gram, tinh chét
khang con, khéang toan.

- Pé dé phan biét va quan sit duoc cic vi cau tao trong té bao VSV.

- Pé bao ton tidu ban trong mot thoi gian dai, dé chup anh.
2. Phwong phap lam tiéu ban vi sinh vit dé nhuém
2.1. Chudn bi phién kinh

- Chon phién kinh trong, sach, khong mo, khong c6 dau md, da dugc
ngam trong con, khi dung lau kho bang vai mém va ho qua trén ngon ltra den
con.

- Khoanh dién phét vi sinh vét bang cich ding bit chi m& khoanh mot
vong ¢ mat dudi phién kinh.
2.2. Phét mau vit

- Néu lay mau vat 1a vi sinh vat tir 6ng canh tring dich thé thi sau khi da
khur tring que cay va dé ngudi, lay mdt giot mdi truong nhd 1én phién kinh cho
da khoanh tron bang but chi md, réi dan mdng ra trong dién da khoanh.

Cén chii y thao tac khi lay vi sinh vat dé phét kinh: Tay phai cam que cdy,
nung dé que cdy bach kim va dua toan bd phan kim khi cua que cay qua ngon
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lra den con 2-3 lan, 1am trude khi 14y vi sinh vat va sau khi da phet kinh xong;
tay trdi cAm 6ng moi truong dé vao long ban tay va cam nghiéng 6ng bang 5
ngon tay. Dung ngon tay Gt cua ban tay phai mo nat bong, sau khi da quay nut
boéng mot vong trong miéng 6ng cho tron (kep nit bong vao gitra ngon tay ut va
ban tay, hay gitra ngén tay ut va ngon tay deo nhan) ho ong mdi truong trén
ngon ltra den con, va dau ong nghiém luén ludn dé sat ngon lira dén den con,
cho que ciy vao sdu trong 6ng moi truong lay ra mot giot moi truong, rat que
ciy ra, ho miéng ong nghiém va dong nit bong lai, cho 6ng nghiém vao gid, sau
d6 cAm phién kinh da chuéan bi sin, muén cam phlen kinh cho virng thi ngén tay
cdi gitt mot canh dai cia phién kinh, ba ngén tiép giir canh dbi dién, ngon ut de
& mat dudi phién kinh, giit cho phién kinh khong di chuyén trong khi phét.

- Néu 12 vi sinh vt tir canh tring ddc (mdi truong thach): thi dung que cly
bach kim lay mot it vi sinh vat & mot khuan lac, (khong nén 1ay nhiéu vi sinh vat
vi phét day qua s& khé xem va khé phan biét hinh théi cua vi sinh vat). Pat que
cay 1én phién kinh da c6 san mot giot nudc cat hay nude sinh 1y hodc nudc thit
vO trung dé lam huyén dich vi sinh vat, tron déu vi sinh vét trong giot nudc roi
dan mong ra.

- Néu ding mdu dé phét kinh thi c¢6 thé 14y médu ¢ tinh mach ria tai (d6i
v6i dong vat song) hoac mau tim (doi véi dong vat moé kham). Dat giot miu 1€n
phién kinh, r6i dung dau mdt phién kinh khéc, ¢6 canh nhan va thang hodc canh
cia mot 14 kinh dat nghiéng mot géc 30 - 45° véi phién kinh dé giot mdu lan
khap canh roi day nhe va déu tdi dau kia cua tiéu ban, miu theo phién kinh cht
khong phai bi phién kinh day di, ti€u ban tot néu mau dugc dan déu trén phién
kinh thanh mot 16p mdng.

- Néu dung phu tang lach, gan, than, hach, phoi... thi cat mot miéng nho,
thAm bt nude bang bong hay giay tham, r0i chim nhe trén phién kinh d6 3 - 4
chd, khong de manh trén ph1en kinh, chi thim nhe nhang, hoic c6 thé kéo ludt
nhe miéng phii tang trén phién kinh thanh vét dai ciing dugc.

- Néu dung dom mu, tuy xwong phét kinh thi ldy que cay lay dom & chd c6
nhiéu mu nhat, réi dan mong ra trén phién kinh, néu mu kho thi trude khi dan, nho
mot giot nudc sinh 1y vo trung trén phién kinh, 1a twong ty voi tiy xuong.

2.3. Sdy khé tiéu ban : C6 2 céch

- Pé ty khd ¢ nhiét do phong thi nghiém.

- Ho cao trén ngon lira den con, khong dé sat tiéu ban vao ngon lira, nong
qua than vi sinh vat s€ co quap lai, protit trong nguyén sinh chat dong nhanh,
anh huong dén hinh thai té bao.

2.4. Co dinh tiéu ban
+ C6 dinh tiéu ban ¢6 3 muc dich:
- Giét chét vi sinh vat dé viéc sir dung khong gy nguy hiém.
- Lam cho vi sinh vat gén chat vao phién kinh, khi rira nuéc khong bi troi di.
- Lam cho vi sinh vat bit mau t6t hon.
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C6 thé cb dinh bang nhirg phuong phép sau dy:

+ C6 dinh bé“mg nhiét do: Ho phién kinh trén ngon den con béng céch,du:a di,
dua lai ¢ khoang cach 10-15 cm do 3 - 4 1an, néu ho nong qua s& lam bién dang
hinh théi vi khuan.

+ C6 dinh béng chit héa hoc:

- Nho vai giot con nguyén chat hay con 96° 5 - 10 phut
- Nho vai giot con métylic 2 - 3phit
- Ngam tiéu ban vao axéton 5 phut

+ Cb dinh bang hoi foocmalin 3 - 5 phit

I1. Phwong phap nhudm tiéu ban
2.1. Thuoc nhuépm don va cdc phwong phdp nhudm don
2.1.1. Dung dich fucxin (fuchsine) trong axit phénic

+ Chuan bi thuéc nhudom

Fucxin kiém lg
Con nguyén chat hay 96° 10 ml
Axit phénic két tinh 5S¢
Nuéc cét 100 ml

Nghién’ fucxin voi Sml con trong cbi sach, quiy Siéu, d6 tir tir 2/3 luong
nudc vao, quay déu, xong cho thém axit phénic, tron déu cho vao lo kin dé 24
gi0, dem loc qua gidy, trang coc bang 1/3 nudc cat va 1/2 con con lai, dung dich
nay la dung dich fucs,in déc‘, khi dung nhuo¢m don hodc nhu¢m Gram thi dem pha
loang dung dich nay gap 10 lan véi dung dich axit phénic 5%.
Dung dich fucxin 10 ml
Dung dich axit phénic 5% 90 ml
+ Phuong phap nhuom don
a) Nho thudc nhudm Ién tiéu ban da ¢6 dinh d¢ 1 - 2 phut, c6 khi dén 10
phit tuy theo loai thuoc nhuom.
b) Rira nude, dé voi nudc tir tir chdy xudng mot dau phién kinh cam hoi
nghiéng dén khi nudc trong 1a duogc.
¢) Tham khd bang gidy tham hay bang hoi néng.
d) Quan st trén kinh hién vi
2.1.2. Dung dich xanh métylen trong axit phénic
+ Chuan bi thuéc nhudém

Xanh métylen lg
Axit phénic két tinh lg
Con nguyén chét 100° 10 ml
Nuéc cit 10 ml
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Cach pha giéng nhu fucxin & trén.

+ Phuong phap nhudm ciing giéng nhudm fucsin.
2.2. Phuwong phdp nhuom Gram( nhugm kép)
2..2.1. Chudn bi thuéc nhuém

a) Dung dich tim gentian trong axit phénic

Tim gentian lg

Con 96° 10¢g

Axit phénic két tinh 5¢

Nuéc cat 100 ml
b) Dung dich fucxin trong axit phénic

Fucxin kiém lg

Con 96° 10 g

Axit phénic két tinh S5¢g

Nudc cat 10g
Cach pha 2 dung dich nay gidng nhu dung dich fucxin néi trén
c¢) Pha dung dich lugol

I6tdua kali (KI) lg

It tinh thé (I) 0,5¢

Nuéc cat 150 ml

Nghién i6tduakali voi mot it nudce cét‘, sau d6 cho i(f)t da tan nho vao lic
cho tan hét, cudi cung cho du ‘nuzérc c~ét, léc’déu, fié 24 ¢gio 161 dem loc. Pung vao
chai mau. Khong nén pha nhiéu vi dé bi bién chat.

d) Pha dung dich tdy mau con axéton.

Con nguyén chat 5 phan
Axéton 1 phan

Néu khong c6 axétdn thi ding cdn nguyén chit hodc 90° ciing dugc.
2.2.2. Phwong phdp nhuém Gram

1) Nho dung dich tim gentian I1€n ti€u ban 1 - 2 phuit.

2) Rira nudc nhanh, vay khd nudc.

3) Nho dung dich lugol dé 1 phuit (tiéu ban c6 mau nau den).

4) Rura nudc nhanh, Véy kho nudc.

5) Nho con axéton tir dau phién kinh, nghiéng phién kinh cho con chay
qua cho phét vi sinh vat.

6) Rura nudc nhanh.

7) Nho dung dich fucxin lodng dé 1 phiit.

8) Rura nuoc
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9) Tham kho - ho khé - xem kinh.
Vi khuan Gram duong bat mau tim, vi khudn Gram 4m bat mau hong.

* Can chii §: Budc tdy mau bang con axéton rat quan trong. Néu tay
khong ky thi de nham 1an vi khuan Gram am véi vi khuan Gram duong va
nguoc lai, néu tdy 1au qué thi vi khuin Gram dwong mat mau tim cho nén khi
nhudm mau do6 fucxin thi ciing bat mau do.

Quan sét trén kinh hién vi nhan thdy: hong ciu nhuém mau nau hong,
nhéan bach cau nhuém mau tim.

* Cau hoi on tip: Bai so 2

1. Trinh bay 3 phuong phép co ban trong nghién ctru vé VSV?
2. Thé nao 1a Gram? inh bay sy sai khéc gitra nhuém don va nhudn kép?
3. Cdc budc tién hanh ché tao tidu ban?
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Bai s6 3
CHUAN BI DUNG CU VA MOI TRUONG NUOI CAY VI SINH VAT

Muc dich, yéu cau:

+ Biét duoc va chuéan bi dung cu nudi c?iy VSV
+ Nam viing cdch pha ché mdi truong nudi cay VSV

, + Hiéu duoc phuong phdp khir tring céc loai dung cu va mdi truong nudi
cay VSV
Néi dung kién tip:

+ Chuén bj va rira dung cu can thiét dé pha ché moi trudng nudi cdy VSV
+ Hoc céch boc goi cac dung cu thong dung va nut bong cho 6ng nghi¢m,
p1pet, ...
+ Céch pha ché moi trudng thach nghiéng va dia thach
I. CHUAN BI DUNG CU
1. Cac dung cu thuwong dwoc s dung trong nghién ciru vi sinh vt
- Pia petri (hop 16ng)
- dng nghiém, binh tam gidc, binh cau, chai thuy tinh
- Pipét, xi lanh, que gat, que cay
- Lam kinh, lamen
2. Yéu ciu

C4c dung cu phai sach v& mit hod hoc va vi sinh vat hoc (céc dung cu phai
dugc vO trung).
3. Cdch xw ly dung cu trwoc khi rira

- P6i v6i dung cy thuy tinh méi chua s dung, can ngdm nudc 13 hodc
dung dich H,SO, lodng 24 gio. Rura lai bang xa phong va nudce nhiéu lan cho té1
khi dung dich rtra ¢6 pH trung tinh.

- Céc dyung cu dd qua sir dung, nhét 1a cdc VSV giy bénh trude khi ria
nhat thiét phai dugc khur truing bang hoi nudc ap luc dé€ giét chét cac té bao, dam
bao an toan cho nguoi rira, khong cho mam bénh cii nhiém vao moi trudong maoi.

- Pbi v6i cdc VSV khong giy bénh cho ngudi va dong thuc vat, chi can
thdo nut bong, xép vao ndi hodc chau nhdm chuyén dung, d6 nudc xa phong,
dim dung cu ngap kin nudc, dun séi 15-30 phit. Gom céc c@n ban vao tdi nilon,
budc kin ro61i moi do bo.

- Dich nu6i VSV trudc khi d6 bo can thém vai giot formalin, lic manh dé
giét chét té bao.

- Str dung dung dich sunfo-cromic dé ngdm tay cdc vét ban trén dung cu
thuy tinh.

4. Cdch rva dung cu
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Chon chdi rira thich hop véi timg loai dng hodc binh, phia dau nén dém
day chun dé phan 15i sat khong choc thung ddy 6ng nghiém hodc ddy binh.

Dung miéng nhdm thAm nudc rira hodc bong tham cdn lau sach cic ky
hiéu ghi trén thuy tinh.

Diing chdi hodc miéng rira da tham dung dich nudc rira co ki phia trong
dng hodc binh hay dia petri toi khi sach hét cdc vét ban. Dung khin mém co ki
phia ngoai. Xa nudc 1am sach chét tdy rira. Trang lai bang nudc cit. Dung ngugc
dung cu vao gid dung cho réc hét nude. Lam kho & nhiét d§ phong hodc phoi
nang hodc siy kho ¢ 80-105°C. ia Petri nén rira va xép theo bo dé dé lip lai véi
nhau.

Céc phién kinh va 14 kinh ding xong nén ngam riéng vao dung dich tay
rira hodc sét tring. Diing khan mém co rira, tring nudc cét, tham kho, hong lai
truwde khi cat. Céc 14 kinh rat dé v, can than trong hon va nén rira dudi voi nude
chay nhe.

Vi cdc pipet dung dé hiit dich VSV: sau khi sir dung can ngam ngay vao
ong nudc sat tring, khéu bo nit béng, ngam tiép vio dung dich tay rira 1 ngay
rdi chuyén sang binh rura pipet tw dong qua dém. Trang nudce cat, hong kho. Néu
rira tryc tiép dudi voi nudc, can diéu chinh sao cho dong nudc chay qua bén
trong pipet.

Vi céc pipet dung cho cac phan tng hod hoc, khong can ngdm nudc sat
trung, dat pipet dudi voi nude chay dé xa bét hod chat bam dinh bén trong,
ngdm vao 6ng nudc xa phong mot ngay, ria sach r0i trang nude cat. Pipet chi
nén hong kho & nhiét do phong. Néu say & nhiét do cao, thuy tinh gidn nd lam
sai 1énh thé tich.

* Pha dung dich rira
a) Dung dich sunfo-cromic:

Bicromat kali: 50 g
H,SO, dac: 500 ml
b) Dung dich kiém trong alcol:
NaOH vién: 120 g
Nudc cat: 120 ml
Alcol 95°: 1000 ml
5. Chudn bi dung cu dé khir tring
Dung cu trudc khi khir trQng phai dugc rua sach, lam kho va géi giéy dé
bao dam tinh vo trung sau khi say.

Moi pipet dugc goi trong dai gidy dai c6 chiéu rong 4 - Scm. Dau pipet
duoc dung dé hit bang miéng duoc dit nit bang mdt it bong, nit bong can vira
phai, néu chat qua s€ kho hit dich va kho 14y ra khi rira. Pipét dugc goi bit dau
tir phia dau nho giot, quan gidy dan dan vao theo kiéu xody tron ¢ cho dén khi
hét & phia dau c6 ndt bong. Phai quan gidy cho sat khit vao pipet. Sau khi quin
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gidy, ta phai giit cho khoi ban va khoi rach bang cch budc thanh tuing b6 cung
kich c& hoac cho vao ong dung pipet lam bang kim loai hay bang bia cting.

Cdc que gat cling dugc goi riéng tung cdi va sau do cing bo lai nhu pipét.
Céac dia Petri duoc g01 thanh tung chong, mdi chong khoang 4-5 bo.

~ Céc chai lo, 6ng nghiém va 6ng Burri ding dé nudi cdy vi sinh vat nhat
thiét phai dugc day nit (nit nhua hodc kim loai hay cao su nhén tao chiu nhiét
hodc bang nit bong). Néu 1am nit bong phai dung bong khong thAm nude (bong
md). Nut bong can lam ding kiéu cdch dé thuan tién khi thao tdc thi nghiém, ¢
thé 1am niit bong tran hodc niit bdng c6 boc vai man.
, Lay bong theo 16p, tuy vio kich c& miéng binh, chai lo va éng nghiém dé
lay lugng bong phu hgp. C6 2 cich 1am nut bong thong dung:

+ Nhoi bong vao giita, dan déu ra xung quanh thanh hinh tron, léy déy mot
ngoén tay dat vao gilra, cdc ngén cua ban tay kia gilr déu phia ngoai roi day sét
1én ngon tay dat gitra tao thanh nit bong.

+ Dat rmeng bong vira 1ay (theo hinh chir nhat) trén mat ban sach, cudn
tron lai theo chiéu dai dén hét, rdi gap lam d6i tao thanh nit bong.

Xoay déu nit vira tao ra vio miéng dng hodc binh, sdu khoang 2-3 cm, diéu
chinh sao cho khong tao thanh rinh trén nit bong dé ngin chin sy tap nhiém tir
khong khi, vudt déu ph?m con lai bén ngoai roi bén chit lai nhu hinh ngon lira.
Nt bong dat yéu cau can vira phai, khong chét qua, cting khong long qua, dé
dang Iy ra khi thuc hién cic thao tic nudi cdy VSV.

Véi cdc binh méi trudng thach c6 thé bao gidy bac thay cho niit bong.
6. Khir trung cdc dung cu thuy tinh

Phuong phép co ban de khu trung céc dung cu thuy tinh la phuong phép
khfr,trimg bang suc néng kho (bang nhiét). Céng viéc nay duoc thuc hién trong
tu say (Drying oven) ¢ nhi¢t d6 160 - 180°C trong vong 2 gio. Khi d6 c6 thé tiéu
diét c4 té bao dinh dudng lan céc bao tir cia VSV.

_ Cédc dung cu da khu trung dugc bao quan trong tui polyethylen cat gitt &

cho kin, tranh bui bam. Chi boc gidy ngay trude khi st dung. Sau khi khu trung,
cic que gat, que ciy chi nén st dung trong vong 24 gi0, hop petri trong vong 3

ngay, ong nghiém, binh nén khoang 7-10 ngay néu bao quan tot. Néu dé lau,
dung cu phal duoc khur trung lai trudc khi st dung

Mot s6 dung cu nhu que gat, que cay, dng nghiém, pipet c6 thé khir tring
bang hoi nudc & 4p lyc cao (sir dung ndi hap cao dp), théng thuong & 121°C/30°.
Khtr tring xong nén str dung ngay.

II. CHUAN BI CAC MOI TRUONG PE NUOI CAY VI SINH VAT

_ Cung nhu cdc sinh vat khic, dé sinh trudng va phat trién céc té bao vi sinh
vat can cac chat dinh dudng thich hop. Khi nu6i cay nhén tao, nguoi ta lam céc
loai “thtrc an” cung cap cho ting nhom vi sinh vat khac nhau. Dang “thirc an”
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nay dugc goi 1a mdi trudng nudi cay. Tuy timg giéng VSV khéc nhau ma c6 moi
truong nudi cay chuyén tinh khac nhau.
1. Cdc yéu cdu vé moi truwong nudi cdy

- Pay du céc chat dinh dudng phu hop vai tung kiéu trao doi chat cua

ting nhém vi sinh vat, khong chtra cdc yéu to doc hai, mdi truong nudi ciy phai
dugc dam bao cho su sinh trudng binh thuong cua vi sinh vat.

- Vb tring tuyét dof dé khi nudi cay chi phat trién mot loai VSV mong
muon.
2. Cdch goi tén moi truong

Moi trudng thuong dugc goi theo tén ngudi ché tao cong thire (vi du moi
truong Hansen, MacConkey...) hodc theo nguon dinh dudng chinh c6 trong moi
truong (moi truong tinh bot-thach, malt-thach, glucoza-pepton,...)
3. Phadn loai moi truong

Moi truong dugc phan loai theo thanh phén ho4 hoc, ché do dinh dudng
va cong dung
3.1. Phén logi theo thanh phan héa hoc
3.1.1. Méi truomg cé thanh phan xdc dinh (méi trwong téong hop) - defined
medium

Mai truong dugc ché tao tir cdc chat ¢ thanh phén dugc x4c dinh 10 rang.
Vi du moi truong A c6 chtra 5g glucoza, 1g (NH,),SO,, 2g K,HPO,, 1 lit nudec.
Néu nhu bd sung 1 lugng nhat dinh axit amin cu thé nao dé (Lyzin) vao thi moi
truong A van dugce goi 1a moi truong cé thanh phan xdc dinh.

Moi trudng c6 thanh phan xic dinh dugc sir dung dé nghién ciru cc nhu
cau dinh dudng hodc cic con duong sinh hod dic bi¢t cia vi sinh vat

Tuy nhién, khai niém méi truong xdc dinh cing chi ¢6 tinh chat tuong ddi
bdi vi cdc hod chat st dung de pha ché méi truong ngoai thanh phan chinh duoc
xéc dinh, con ¢6 cdc nguyén td vi lugng tap nhiém khong duge x4c dinh.

Ngudn nudc pha ché mdi truong ciing can duge chid trong. Vi loai moi
truong nay nhat thiét phai sir dung nudc cat tinh khiét dé pha ché.
3.1.2. Méi truwong thanh phan khéong xdc dinh
(mdi truong ty nhién hodc ban tong hop)- Undefined medium, complex medium
Moi trudong c6 chita cdc hop chat c6 thanh phan khong xdc dinh o rang
nhu céc chat chiét tr mé dong thuc vat hay t€ bao nam men.
Ngoai cdc chit chiét tw nhién, moi trudng cdn ¢ ca cic hod chit ¢6 thanh
phan xdc dinh. Vi du nhu mdi truong A ¢ trén dugc bd sung thém pepton.
3.2. Phén logi theo ché d¢ dinh dwing
3.2.1. Méi truwong toi thiéu (Minimal medium)
Loai mdi trudng cung cap nhu cau tdi thiéu ciia VSV, khong du thira. Vi
du néu mot loai VSV nao dé chura thong tin di truyén sinh tong hop tat ca cic
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loai axit amin can thiét ciia chiing thi khong can thém axit amin vio méi truong.
Hoic néu VSV binh thuong can 2 loai axit amin, chi can bd sung 2 loai d6 ma
khong can thém bét ky loai nao khéc.

Tuy tung truong hop, moi truong t6i thiéu cho tung loai VSV khac nhau
cling khac nhau. Nhiéu moi truong t6i thiéu chi diing dé nudi cay mot pham vi
tuong d6i hep céc VSV.

3.2.2. Moi trwong du hodc giau (All purpose hodc Rich medium)

Méi truong chira hang loat chat dinh dudng vuot xa nhu cau tdi thiéu cia
VSV. Mbi truong giau trg gidp sinh trudng cua nhi€u loai VSV. Trong moi truong
giau, VSV sinh trudng va phat trién nhanh va tot hon so v4i mdi truong toi thicu.
S¢ di nhu vay 1a vi cdc nguon dinh dudng ma VSV cén c6 thé lay dé dang tir cac
hop chat nhu axit amin, axit béo, vitamin, nucleic c¢6 sdn trong moi truong.

3.3. Phan logi méi truwong theo cong dung
3.3.1. Méi truwong chon loc hay méi truwong tuyén chon (Selective medium)

Moi truong nay dam bao cho su phat trién ciia cic VSV ma ta mong
muon va trc ché su phat trién cua cdc VSV ngoai y muon.

Moi trudng chon loc chu yéu dung dé phan 1ap cic ching VSV thuan
khiét tir ty nhién hodc ding dé nudi cdy tich luj(enrichment). C6 2 céch 1am
tdng tinh chon lgc clia moi trudng:

- Cho thém chat {rc ché cdc VSV khong mong mudn nhung khong anh
huong to1 sinh truong cua cdc loai VSV ta dinh nu6i cay hodc tuyén chon. Cac
chét (rc ché bao gom céc loai thuoc nhuom nhu tim két tinh (crystal violet), cac
chét khang sinh, cac chét chong nam NaNj... Nong d6 cao ctia mudi, duong tac

dong dén 4p sudt tham thau cua té bao duoc sir dung nhu mot nhan té dé chon
loc VSV.

- Loai bo mdt chat ma cic VSV khéc can téi khién chiing khong phat trién duoc.
3.3.2. Méi truwong phan biét (differental medium)

Mbi truong phan biét cho phép nhiéu loai VSV phat trién va phan biét
nhanh chong loai nay véi loai khic. Vi du moi truong cé chira bromceresol (chat
chi thi mau) tro' gidp sinh truong cua nhiéu loai VSV nhung dya vao kha ning

chuyén mau cta chat chi thi c6 thé nhan biét ngay loai nao c¢6 kha ning hinh
thanh axit tr duong.

3.3.3. Moi truwong chon loc - phdn biét (Selective - differental medium)

Moi trudng nay bao gom ca 2 chirc nang chon loc va phén biét. N6 giip
cho viéc chon loc mdt nhém nhé VSV dong thoi phan biét ching véi nhitng
nhom VSV khac.

3.4. Phan logi méi truwong theo trang thdi vat ly
3.4.1. Méi truwong long (dich thé) -Liquid medium

~ Thuodng dugc st dung dé nudi cdy VSV nham thu nhén sinh khéi, cic san
pham trao doi chat (enzim, khdng sinh, vitamin...) hay phat hi¢n cic dac diém

Truong Pai hoc Nong nghiép Ha Noi — Gido trinh thuc tdp vi sinh vdt chuyén nganh ............... 22



sinh hod va dé gitr gidng va bao quan nhiéu loai VSV khong phat trién duoc tot
trén cdc moi truong dac.
3.4.2. Méi truwong ddc (co thé) - Solid medium

Pé lam dong méi trudng, ngudi ta thudng st dung thach (agar) do1 khi sur
dung gelatin (keo da, xuwong dong vat) hoac su dung silicagel (ché tao tir thuy
tinh l6ng va HCI).

Moi truong dac dung dé phan lap giéng thuan khiét, Qém sO lugng VSV,
gilr giong VSV, nghién ctru hinh théi khuan lac, hoat dong doi khéng...

Thach 12 mét loai polysaccharit chiét tir mot loai tao bién. Vi khong bi
VSV phan giai nén thach la chat lam dong moi truong khad ly tuong. Trong
nude, thach néng chay & gan 100° C va dong dac 0 khoang 43°C. Thach thuong
duge bo sung vao moi truong véi s6 lwgng khoang 16-20g/1. Trong moi truong
trung tinh, hoi axit hodc hoi kiém, thach van giir duoc kha ning tao gel khd bén
ving. Trong moi truong axit pH <5,0 thach bi thuy phan trong qué trinh khur
tring, mat tinh tao gel sau khi dé ngudi.

3.4.3. Méi truong mém

Thuong st dung dé giit chung. Thach duoc bo sung véi s6 luong 6-10g/1
3.4.4. Moi trwong bdn long

Thém thach vao véi lugng 2-5 g/l. Do nong d6 oxi xdm nhép vao bén
trong moi truong ban 16ng chi & murc d¢ nhat dinh nén mdi truong nay dugce st
dung dé nudi céc vi khuan hao khi (microaerophilic).
3.4.5. Moi truwong xap

Moi trudng xdp duge tng dung trong san xuat (VSV hoc cong nghiép).
Chat x0p nhu trau, cdm... dugc trdn voi cac thanh phan dinh dudng khac.
4. Chudn bi méi truong

Cén doc k¥ cong thirc cau tao mdi truong, chuan bi cic hod chéat va dung
cu lién quan
4.1. Pha ché

Nhin vio cdc cong thirc moi truong, 1an luot can dong céc thanh phan.
béanh dau vao cong thic cic thanh phan da can hodac dong. Néu cong thirc co
thach thi nén dong nudc cho vao noi dung, can thach cho vao nudc dé thach
ngam dé tan khi dugc dun soi va lan lugt can dong céc thanh phéan khéc.

Néu méi truong phai dun nau, ngoai thé tich nudc theo cong thirc nén bd
sung mot lrgng nho nudce dé bu lai thé tich bay hoi khi dun (khoang 15-20ml/1)

MJi hod chat xic bang mot thia riéng khi can. Cho hoa chat hodc cic

thanh phan duoc cin 1én dia c¢6 gidy cAn mot cdch tir tir t6i khi vira du. Nam
viing cdch sur dung cdc loai can.
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Véi cac thanh phén c6 ham lugng nho nén pha dung dich me (stock
solution), tinh ham lugng ¢6 trong 1 don vi thé tich suy ra thé tich can lay dé bo
sung vao moi truong.

Céac loai bdt gao, ngd, cdm duogc can va cho vao nudc lanh, vira dun vira
khuay cho t6i khi bot chin.

Cdc thanh phan kém bén nhiét nhu chat khang sinh, vitamin...phai duoc
khur tring theo phuong phép riéng (thuong st dung mang loc khuan)

Poi khi mot s6 thanh phan dugc can riéng, khir tring riéng va chi duoc
tron lai v61 nhau sau khi da khtr tring dé trdnh phan mg tao thanh két tua khi
toan bo thanh phan dugc khur tring chung (xay ra khi c6 mat dong thoi cac muodi
photphat va MgSO,).

4.2. Dun maoi truwong

Moi truong dich thé: Néu cdc thanh phan tan déu trong nudc thi khong
can dun.

Moi truong dic: Pat ndi 1én bép vira dun vira khudy déu bang diia thuy
tinh. Khi moi truong sd6i mot lic, thach tan hét 1a dugc, tranh dun lau nudc bay
hoi s€ 1am can moi truong. H6t bot hodc loc trong néu can.

4.3. Diéu chinh pH

Néu mdi truong & dang dich thé trong sudt, khéng mau khong chira cic
chat dinh nhot nhu tinh bét, ¢6 thé do pH bang may do.

MBoi trudng c¢6 mau, chira cdc chit dinh nhét khong duoc do pH bang mdy
(dién cuc dé bi hong), nén su dung giay do pH. Ciing c¢6 thé nhan biét pH qua
mau sac cua moi tru:(‘)rng do céc chat chi thi mau tao nén.

Nhin chung, néu cic thanh phan mdi truong dugc can dong chinh xéc, cac
hod chat dat tiéu chuan, sau khi pha ché mdi trudng s& dat duoc gia tri pH can
6. Néu pH sai 1énh qud 16n can xem lai cdc khau va phai pha lai mdi truong.
Néu sai khac khong 16n, ¢6 thé diéu chinh bang dung dich kiém (KOH, NaOH)
hoac axit (HCI, CH;COOH) loang hodc cac mudi theo chi dan ¢ cong thirc. Viéc
diéu chinh pH can than trong dé sau khi chinh xong thé tich moi truong khong bi
thay d6i ngoai pham vi cho phép.

* Luu y: Khi pH mdi truong thap hon 6,0 - 6,5 thi s& xay ta viéc pepton
hod gelatin va sau khi khtr truing, méi truong s€ khong dong lai duge. Khi pH
thap hon 5,0 s xdy ra su thuy phan va thach mat kha nang tao gel.

Néu mdi truong c¢é phan ung kiém thi khi khir tring s& xuat hién két tia
sat, xuat hién viéc caramen hod duong va duong tré nén khong hap thu dugc doi
véi vi sinh vat. Bé tranh nhitng hién tugng nay, cdc moi truong dugc dung dé
nudi cay cac vi sinh vat ua axit hoac wa ki€ém phai dugc tién hanh khir tring &
pH trung tinh va sau khi hap 4p lyc mai axit hod hodac kiém hod modi truong.
Ngoai ra ¢6 nhiéu thanh phan cua méi truong thuong duge khir tring riéng &
nhitng ché do pH khong anh hudng t6i ching, sau d6 méi dua vao moi truong
mot cach vo trung véi sO lugng thich hop.
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Sau khi khr tring, pH moi trudng c6 thé bi thay doi déi khi phai kiém tra lai.
4.4. Phin phoi moi trwong vao cdc dung cu

Dung cu dugc ding phai v6 tring. Dé khtr tring tot, moi trudng chi duoc
rot to1 1/2 dung tich cua vat chira. Vi cac ong nghiém lam thach nghiéng chi rét
khoang 1/4 chi€u cao ong va 1/2 véi 6ng lam thach dirng.

L6p moi truong cang day viéce tiét tring cang khé, hon nita & dp luc cao
moi truong s€ s61 manh lam diy nut va phut ra ngoai.

Dbi v6i cdc binh ding dé nudi VSV hiéu khi trén mdy lac chi rét khoang
1/5 dung tich binh. P6i v&i binh dung nu6i ki khi, sau khi khtr truing don mdt so
binh lai voi nhau trong di€u kién vo trung dé dat dugc thé tich can thiét.
5. Khur trung moi truong dinh duong

Khir tring 12 mdt trong nhimng bién phdp can thiét va quan trong nhat
trong thuc nghi€m vi sinh vat hoc. Thuat ngtt " khtr trung" bat nguon tur tiéng La
tinh véi nghia 1a sy " 1am tuyét duc". Trong vi sinh vat hoc, khir tring dugc hiéu
l1a lam chét tat ca moi vi sinh vat. Tién hanh khtr trung moi truong, dung cu, thiét
bi va cac thr khac dé€ tranh sy phat trién lan 1on ctia cac hé vi sinh vat ngoai lai
vao giong dang nghién ctu. Viéc khir tring mdi trudong va dung cu la viée bat
budc phai lam khi thyc hién tat ca cac bai tap.
5.1. Phuwong phdp khur trung moi truong dinh dwo”’ng

M6i truong dinh dudng duoc khur trung chu yéu bang cach hap trong noi
hép dp luc. Phuong phédp nay duya trén nguyén tac lam gia nhiét cac vat bang hot
nude bio hoa dudi mot dp sudt 1on hon dp suét ctia khi quyén. Khi dp suét hoi
nudce tang 1€n thi nhi¢t d) cling tang theo.

Téc dung phdi hop gitra nhiét d6 cao va 4p suat biao dam cho viéc khir tring
thue hién dugce tot. Khi hap dp luc s€ lam tiéu diét ca t€ bao dinh dudng lan bao
tlr cta vi sinh vét. Khi ghi ché do khu tring bang céc don vi ap suat 0,5 ; 1,0;
1,6; 2,0 atm c6 nghia la nguoi ta mudn néi dén cdc dp suit bd sung.Viée ting dp
suat hoi nudc dugce tao ra trong nhiing thiét bi day kin thanh day, déng kin céc
no1 hap ap luec.

5.2. Ché dé khir tritng moi trweong

Nhiét d6 va thoi gian khir tring bang cdch hap dp luc trudc hét duge quyét
dinh boi thanh phan cua moi tru:(‘mg dinh dudng. Cac co chat c6 chira nhiing
chét khong bén ddi véi nhiét do 120°C phai duoc khir tring ¢ 0,5 atm. Sira, dich
ty phdn nam men, nudc ndm men va cic moi truong chia gelatin dugc khur
tring & 0,5 atm trong 15 phiit. Cic mdi trudng c6 chira duong, chang han nhu
moi trrong mach nha, moéi truong nude ép thyc vat duge khir & 0,5 atm trong 20
-30 phit. Canh thit - pepton va thach - thit - pepton dugc khur truing & 1 atm
trong 20 -30 phut. M6i truong khoai tdy nudce chiét dat dugce khur tring ¢ 1,5 atm
trong 30 phut.
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Dé lya chon ché do khir tring phai tinh dén pH ctia moi truong. Khi moi
truong c6 phan ung axit, cac hop chat cao phéan tr trong d6 c6 thé bi thuy phan
khi hap ap luc.

* Vi cdc thanh phan moi trwong kém bén nhiét cé thé khir tring theo
cdc cdch sau:

- Phuong phép Pasteur: dun néng dung dich & 80°C/15 phiit roi 1am ngudi
ngay.

- Phuong phap Tyndal: dun s6i cach thuy dung dich trong 30 phuit, 1ap lai 3
lan moi lan céch nhau 24 gio.

Hai phuong phdp nay chi ¢ thé diét céc té bao dinh dudng, khong diét
duoc cdc bao tir khang nhiét.

- St dung mang loc vi khuan: thuong diing E'Ié khir tring cdc thanh phan
nhu chat khang sinh, vitamin....Kich thuéc cua 16 mang loc vao khoang 0,2 -
0,45am. Loc khuan khong loai dugc virus.

5.3. Cach lam dia thach vo trung

Tién hanh dé moi truong ra dia trong. diéu kién vo trung (sir dung phong
vo triing hodc ti cay vo tring da duoc lau con va khur trung bang tia tir ngoat).
Tay nguoi 1am ciing phai duge khir tring bang con hoic dung dich sat khuan.

Céc dia petri phai dugc méi khir trung trong vong 24 gio.

Binh moi trudng méi duoc khir tring, dé ngudi dén 50-60°C rdi méi do ra
dia. Khong d6 khi méi truong néng >60°C dé tranh hoi nudc dong trén nap dia
va mat thach s€ dan dén dé bi tap nhiém trong qud trinh nuoi cay. Trudc khi do
nén quay tron binh dé tron déu mdi truong, tranh lac manh sinh bot khi.

Sau khi d6 méi truong ra dia, néu thay cic bot khi phai ding que cdy nung
néng do cham v bot khi khi thach con néng, chua dong. D yén cho thach dong
trong dia va nguoi dan dén nhiét d§ phong. Xép cic dia mdi truong thanh ting
chong, bao kin bang gidy vo trung.

C6 thé 1am kho mat thach va kiém tra d6 vo tring bang cach mo hé nap
dia trong ti cay thoi khi vo trung hodc dat cac goi petri theo chi€u nguoc trong
tu am 2-3 ngay. Sau do, chon lua cdc dia khong nhi€ém VSV dé sir dung.

5.4. Cdach lam moi truwong thach nghiéng
Trudc tién can lau sach mat ban noi s& dit thach nghiéng, dat mot thudc

(go nhya) sach cao khoang 2-3 cm 1€n mat ban, khir truing mat ban va thudc
bang con. Trai mdt manh vai hoic gidy vo trung trim 1én mat ban va thudc go.

Sau khi khtr tring trong ndi hap dp luc, can 1am ngudi cdc 6ng moi trudng
& nhiét do phong hodc dudi quat mat mot liic dén khi chi con khoang 50-60°C dé
tranh hoi nuoc dong lai nhiéu trén bé mat thach.

Nhe nhang dat 6ng méi trudng nam trén 16p vai hodc gidy vé tring, dau c6
niit ké trén thudc, diéu chinh sao cho mép thach cich xa niit bong 3-4 cm. Pit céc
6ng thanh hang xit nhau, hét mot hang lai dat tiép hang sau gbi 1én hang trudc. Déi
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voi ong thach ding dé giir giong VSV chi can dat nghiéng vat mot chit dé moi
trudng gitt duoc do Am trong thoi gian dai.

Néu c6 du dung cy, co thé cho cic dng moi truong c6 cung kich ¢ vao gia
dung nhiéu hang, r61 dat ca gia 6ng nghiém nghiéng déu mot goc trén thude. Do
tinh chét dong déu cua cdc 6 trén gid s gitp cdc 6ng mdi truong dugc nghiéng déu
nhu ¥ mudn. Cich nay gitip thao tic dit nghiéng dugc nhanh va bé mit thach
nghiéng déu hon, c6 the dé dang thuc hién v6i mot sd lwong 16n moi trudng.

Trong qua trinh lam thach dong, khong dugc rung ban hay rung ong
thach. Sau khi thach dong, 6ng ngudi han moi géi cdc 6ng thach nghiéng bang
gidy vo tring, dit vao tia 4m 30-37°C dé kiém tra do vo tring va 1am kho mit
thach. Sau vai ngay lay ra quan sit k¥ bé mat thach phat hién cdc khuan lac
VSV. Soi 6ng nghiém dudi dnh den dé tim cdc khuan lac chim trong thach.
Nhing 6 6ng thach nghiéng vo trung (khong chira cac khuan lac VSV) duoc diing
dé 1am thi nghiém va giit gidng VSV.

* Cau hoi On tap: Bai so0 3

1. Thé nao 12 moi trudng chuyén tinh?

2. Trinh bay Su sai khdc co ban ctia mdi trudng 16ng, rén, ban ran?
3. Trinh bay cdc budc can thiét dé tién hanh ché tao moi truong?
4. C4c dung cuy, hoa chét can thiét dé ché tao moi truong?
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Bai s6 4
NUOI CAY VI SINH VAT
Muc dich, yéu cau:

+ Hiéu 10 yéu cau doéi vdi nghién ctu VSV 1a moi dung cu va di€u kién
lam viéc phai tuyét doi vo trung.

+ Biét duoc cac k¥ thuat nudi cay VSV thong dung.

+Biét duoc moi loai vi sinh vat yéu cau moi truong va diéu kién nudi cay
khac nhau.

Noi dung:

+ Thyc hanh thao tic nudi cdy vo trung trén dia thach va dng thach
ngiéng.

+ Phuong phép ria cdy phéan lap VSV

+ Xdc dinh mdi truong chuyén tinh thich hgp cho mot s6 loai VSV.
I. KY THUAT VO TRUNG

Trong phong thi nghi¢ém, VSV dugc nuoi cay nhim dé d& dang xdc dinh
va kiém tra kha ning sinh trudng ciing nhu trao ddi chat cua ching. VSV duoc
nhlem hodc dua vao trong vai dang moi truong nudi cay gilp gilt cho ching
song, hoat dong va dé nghién ciru sy sinh truéng cia chiing. Viéc nhiém VSV
phai dugc thuc hién trong diéu kién khong c6 cdc VSV khong mong mudn khac
hoic khong bi tap nhiém trong moi trudng nudi cdy. Ky thuat vo triing duoc sir
dung trong nghién ctru VSV nham loai trir cdc su tap nhiém.

Tat ca cdc mdi trudng nudi cdy duoc khir tring trude khi st dung. Viée
khir tring thuong duge thuc hién bang sir dung ndi hap dp luc. Cic dung cu
chtra moi trudong nhu 6ng nghiém hay dia Petri khong nén md ra cho t6i khi thyc
su lam viéc véi ching, va tham chi sau do6 cling vay.

Ca hai phuong phdp nudi cdy trén dia petri hay trong 6ng nghiém cung
cap s6 luong 16n VSV trong mot dién tich nho va dé dang cho viéc véan chuyén.
Thach nghiéng la cdc 6ng nghiém chira moi truong dac da dugc dat nghiéng
trong khi thach dong lai. Thach nghiéng gidng nhu dia Petri cung cAp mot bé
mit sinh truong cho VSV nhung éng thach nghiéng thi dé bao quan va véan
chuyén hon. Thach cho phép 1am dong ctng ¢ tan ddy dng nghiém tao ra mot
mdi truong thach sau. P9 sau thuong duoc s dung cho VSV can it oxy hon
luong dang c6 trén bé mit moi truong. Moi truong thach ban ran chi chira 0,5-
0,7% thach thay cho 1,5% thach c6 thé thuong sir dung dé xdc dinh liéu VSV ¢6
di dong dugc hay khong. Vi khuan di dong duoc sé& chuyén dong tir diém nudi
céy tao ra su Xuét hién cua “cay noen” dao nguoc.

Su cdy truyén va nhiém VSV thuong duoc thuc hién véi mot que cdy vo
trung, dugc phu mdt day Niken-crom khong bi @n mon, chiu nhiét. Trong do,
doan cubi cua day dugc udn cong thanh mot cdi méc vong, ndé duge goi 1a mot
que cdy tron, néu dau day kim loai thang thi goi 1a qua cdy thang. Pbi voi nhiing
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muc dich dic biét, sy nudi cdy cé thé ciing dugc ciy chuyén voi cic miéng gac
cotton, pipet, que gat thuy tinh hodc xilanh v6 trung. Nhitng k¥ thuat nay rat
thong dung trong nghién ctu VSV.

Mot que cdy tron hay thang dugc sir dung phu thudc vao dang (trang thdi)
cua mdi truong. Nguoi ta ¢6 thé quyét dinh trong khi lam thi nghiém tuy diéu kién
va muc dich thi nghiém.

1. Vit liéu thi nghiém

- Ong nghiém chira mdi truong nudc thit

- Ong mdi trudng thach nghiéng

- Ong mdi truong thach bén rin

- Que ciy dau tron, que cay dau thang

- Gia 6ng nghiém, thudc nhudém Gram

- Nubi cdy: dich vi khudn Lactococcus lactic, Pseudomonas
2. Ky thudt yéu cau

Tién hanh th{ nghiém theo thu tuc sau:

a) Thuc hién v6i chi mot loai dich vi khuén trong 1 1an, ngdn chin bat ky
sy tron lan hodc nhiém chéo. Bat dau vdi mot loai nude canh thang, nhe nhang
khod ddy va lac déu lang can.

b) Bé cay vao dung dich nudc thit, giir que ciy c6 gibng VSV trong tay
thuan, mot ong moi truong ¢ tay kia.

B1- Khtr tring dau que cdy tron bang cdch giit trén ngon lra (den gas
hodc dén con) cho dén khi n(’)ng do.

B2- Giir que ciy giéng nhu mot cai but, uén cong ngén tay it phoi hop

voi long ban tay nhe nhang rat nit ra khoi dng nghiém trong khi quay Ong.
Khong dugc dat nit 1ay ra xudng mat ban lam viéc.

B3- Gitr 6ng nghiém nghiéng mot géc, chuyén miéng ciia dng nghiém
huong vé ngon Itra. Ludn gitr 6ng nudi cly va ong mdi truong moi ¢ d6 nghiéng
dé giam thiéu luong bui ban c6 thé roi vao trong 6ng. Khong dé dau 6ng nghiém
qué xa hodc dung dich s& cay ro1 khoi nut.

B4- Nhung dau que cdy tron da khir tring, duoc lam ngudi vao dung dich
nudce thit de lay mot ‘vong strc cang bé mit dich nudi cdy. Pua que ciy ra ngoai,
trong khi cam que cdy d6t miéng 6ng nghiém va dut nit lai bang cdch quay 6ng
vao nit. Pat éng nghiém vio gia.

B5- Ly dau nit ra khoi mot ong nghiém chira moi truong nuéc thit da
khir triing, ho miéng 6ng trén ngon ltra. Nhung dau que cdy c6 giong VSV vao
mdi truong va sau d6 vé mot duong tir ddy ong. Ho miéng dng mdi trudng va
day nuat lai trude khi dat 1€n gia.

B6- Khtr trung lai dau que cy dén khi néng do roi dé nguoi. Nh1eu khi
nguoi ta hay cAm nhiéu 6ng nghiém trén tay trong cling mot 1an cay (hinh).
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Khong nam ngoai muc dich gitr va ciy chuyén giira cdc 6ng nghiém nhung phai
thue hién duoc k¥ thuét cdy chuyén vo tring.

¢) Béi véi mdi truong thach nghiéng, 13p lai budce 1-4 va cdy trén thach
nghiéng bang céch di chuyén dau que. cy nhe nhang ngang trén mat thach tir
ddy ong Ién phia dinh, phai can than dé khong choc thung mat thach. Ho miéng
ong nghiém trén ngon ltra va dut nut lai. Khur trung dau que ciy, dé ngudi, dan
nhan trén 6ng nudi cay.

d) Dbi v6i mdi truong thach ban ran, sir dung que cay thang, 1ap lai budce
1-4. Cy siu vao mdi truong bang cdch dam sdu dau que cay thang vao gitra, sau
d6 rat ra. Ho miéng ong nghiém trén ngon ltra va day nut lai. Dbt néng que cdy,
dé nguoi, ddn nhan 6 ong nudi cay

e) Nudi cic 6ng nudi ciy ¢ 35°C véi thoi gian thich hop.

g) Ghi nhan hi¢n tugng XuAt hién & moi 6ng nudi céiy, tham khao céc hinh mau.

h) Xem mii vi xuat hién ciia cdc dng nuodi ciy. Nhudém Gram va so sanh ching.
II. KY THUAT PHAN LAP VI SINH VAT BANG PHA LOANG

Trong ty nhién, hau hét VSV sinh truéng trong mdi truong c6 chira nhicu
loai VSV khdc nhau. Viéc nudi cdy hdn hop it duge st dung trong nghién ctru
VSV bai vi khé khan trong viée xac dinh riéng r€ ting loai vi khi dé ching cliing
cdc vi sinh vat khdc cling biéu 16 cdc hoat tinh. Nudi cay thuan khiét, chi chira
mdt loai VSV don 12 yéu cau trong cic khdi niém nghién ctru nhu dic tinh, bénh
phét sinh, trao d6i chat va kha nang khing khang sinh...

Trong nhirng nam 1970, Joseph Lister da dat V?in dé nudi ciy thuan khiét
bang céch tién hanh diy pha lodng t6i khi m01 mot 6 vé mit ly thuyet chi chtra
mdt vi khuan. Tuy nhién, su thanh cong la rdt gi6i han va sy tap nhiém (c6 mat
cdc VSV khong mong mudn) rat phd bién. Nam 1980, Robert Koch dit nén
méng cho méi trudng dic, nhd d6 cdc nha VSV hoc ¢6 thé tich roi VSV bang
pha lodng va thu nhdn ching trén méi truong dic. Mot vi khuan dugc phat hién
dya trén sy hinh thanh khuén lac ¢6 thé nhin thay dugc chi chita mot loai VSV.

Hién nay c6 3 phuong phap nudi cay thuong dugc su dung dé phan lap
VSV: ria dia, gat d~ fa va do dia. Trong ky thuat ria dia, mdt que cay tron duorc su
dung dé tao vét mau tron nhiéu 1an trén bé mat cua moi truong nudi cay ran
trong dia Petri. V& mat 1y thuyét, dung que cAy tron tao vét nhic lai cho bé mat
thach, VSV lan luot roi khoi que cay duoc phén bd ddng déu trén mit thach,
mdi té bao s& phat trién thanh mot khuan lac. Ciy ria dia 12 mot ki thuét phan 1ap
dang dugc s dung ngay nay.

Cay gat va d6 dia 1a ky thuat dinh lugng cho phép xac dinh so lugng VSV
trong mdt mau co chét. Trong k¥ thuat gat dia, mot s6 lvong nhd miu pha loang
xdc dinh dugc gat trén dia moi truong déc bang cdch stir dung mot que udn cong
(hinh dang giéng nhu mot chiéc gdy hockey). Trong k§y thuat d6 dia, mot luong
nho mau pha lodng duoc tron véi thach néng chay va d6 truc tiép vao dia Petri
vo tring con rong. Sau khi nudi, VSV sinh trudng c6 thé nhin thiy 1 cdc khuan
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lac trén hodc trong dia thach da db. Bé xac dinh s6 lvong VSV trong mot mau
ban dau, cdc dia v6i s6 khuan lac tir 25-250 duge lua chon. it hon 25 khuan lac
1a khong diing boi vi mot sy tap nhiém don gy ra it nhat 4% sai s6. Mot dia c6
16n hon 250 khuan lac thi khé dém. S6 luong VSV trong mau ban dau duoc tinh
theo phuong trinh sau:

S6 luong khuan lac

VSV/ml =
do pha loang
1. Vit liéu

Dia Petri chtra moi truong thach

Ong nghiém chtra thach néng chay

bP1ia Petri vo trung, binh nén 250 ml

Pipet 1 ml vo trung, pipet bop bong

Moi truong thach nghiéng

Dich nudi céy: 2 loai vi khuan
2. Thii tuc tién hanh

a. Ddn nhan vao ddy ctia 2 dia mdi trudng twong tmg voi 2 loai dich nudi ciy.

b. Khir tring que cay: ho néng d6 dau que ciy, 1am ngudi roi lay vo tring
mot vong que cdy dich VSV

c. Thao tac tao vét céy ¢6 thé thuc hién voi cdc dia Petri dit trén ban hodc
trén tay.

- Nhac mot mép cua dia petri 1én va cdy & phan dau tién bang cich tao céc
duong khong chong nhau (dudng rich rac). Khong dugc lam xudc mat thach
trong khi cay.

- Khtr tring que cdy, quay dia t1ep va ria qua mot khu vuc cua phan thir

hai sang phan thir ba hodc ria trén phan con lai cua bé mat thach, can can than
trdnh tao cdc duong cham vao cdc phan cdy trude dé.

- Khtr tring que cdy trude khi cam lai vao gid dung.

d. C6 thé ria c?iy trén nhiéu dia Véi‘ mot vai loai fiich VSV. Sau dé dan
nhan, ghi tén nguoi thuc hién, ngay va nguodn dich nudi cay.

e. Nudi céc dia vua céiy & 30- 35°C trong ti dinh 6n cho téi khi phét hién
céc khuan lac riéng ré phat trién (thuong tur 24-48 h). Chu y khi dat cac dia Petri
trong ti phai dé nguoc lai cho phan nip dia xubéng phia dudi.

g. Sau khi nudi cdy, ghi lai két qua

h. Tiép tuc cdy chuyén tir mot khuan lac don dong sang dia mdi truong
moi nhi€u lan cho dén khi thu dugc gidng thuan khiét. Sau d6 cay tir mot khuan
lac trén dia da thuan vao ong moi truong thach nghiéng dé gilt giong.
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I1I. MOI TRUONG CHUYEN TINH

MBoi trudng chuyén tinh dugc st dung dé phén 1ap cic VSV ma s6 luong 1a
gi6i han trong dich pha lodng c6 nhiéu VSV wu thé khéc nhau. Vi du néu dich dé
phan 1ap c6 1 tridu té bao vi khuan A va chi c6 1 té bao vi khuan B, vi khuan B c6
thé bi han ché trong phan ria cay thir nhét & dia phan lap. Dé gitp phan lap cac
VSV thiéu s, cic phuong phap nuoi cay lam giau va chon loc ¢6 thé lam ting
cuong sy sinh trudng ciia mot s6 VSV va han ché sy sinh truéng ciia cic VSV
khac. Mai truong chon loc chira cac hoa chat ngin chin su sinh trudng cia cac
VSV khong mong muén ma khong anh hudng t6i sy sinh trudng cua cic VSV can
phan 1ap. Méi trudng 1am giau chira cic hod chét kich thich su sinh truong ciia céc
VSV mong mubn. Céc VSV khic sé sinh truong nhung sy sinh truong cia cic
VSV mong mudn s& dwoc ting 1én.

Moi truong chuyén tinh 1a moi truong ma chi tao diéu kién cho sy phat
trién thuan loi cia VSV A ma khong tao diéu kién thuan lgi cho VSV B (hay
VSV B khéng phit trién hodc phat trién kém trén moi trudng nay).

Duya vao moi trvong chuyén tinh ma xdc dinh dugc VSV A thong qua
viéc hinh thanh khuan lac caa VSVS dé.

Mot loai moi truong hitu ich khac dé phan lap VSV 1a moi truong phan
bi¢t. Moi truong nay chira vai loai dinh dudng cho phép khao sat dé phan biét
mot loai VSV nay voéi cdc loai khic bang trao dbi chat hodc thay d6i méi trudng.

Do c6 nhiéu phuong phap va nhiéu loai moi truong nén phai chon thu tuc
phu hop voi loai VSV mong mudn. Vi du néu vi khuan B chiu dugc mudi c6
thé duoc thém viao mdi trudng nudi cdy. Cdc diéu kién vat 1y c6 thé duoc st
dung dé lua chon mot loai vi khuan. Néu vi khuan B c6 kha nang khang nhiét,
mau c6 thé dugc dun Ién trudc khi phan 1ap. Trong thi nghiém nay, s€ x4c dinh
ti€u chuan st dung dé chon mot mdi truong nudi cay. Hai loai mdi trudng s€
duoc so sanh.

1. Vit li¢u

bP1ia Petri chtra mé1 truong phenylethyl alcohol agar

Dia Petri chira moi truong trypton agar

Thube nhudm Gram

Hon hop dich nudi E. coli va Staphylococcus

2. Thii tuc tién hanh

Mobi truong trypton agar Moi truong phenylethyl alcohol agar
Trypton: 1,0% Trypton: 1,0%

Cao thit: 0,3 g Cao thit: 0,3 g

NaCl: 0,5 g Phenylethyl alcohol: 0,25

Agar: 15¢ NaCl: 0,5 g
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a. St dung mot céi bt ddnh d4u chia mdi dia thanh 3 phén bing cach
danh dau dudi ddy. Dan nhan mot phan trén moi dia cho mai loai dich VSV.

b. Ria mdi loai dich VSV trén mit thach nhu hinh vé.

c. bat nguoc cdc dia nudi trong ti dinh 6nq("y 30-35°C. Ghi lai két qua sau
24, 48 va 72h nudi géy. Nhudém Gram cac khuan lac xuat hién khac nhau va
quan sat dudi kinh hién vi. V& hinh quan sat dugc.

* Cau hoi on tip: Bai so 4

1. Céc loai dung cu héa chét can thiét dé ché tao moi truong?
2. Trinh bay khtr tring timg loai dung cu, méi trudng nudi cdy VSV?
3. Céc budc tién hanh va cach 1am phén lap, tuyén chon va cay truyén VSV?
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Bai s6 5
PHUONG PHAP LAY MAU PHAN TiCH VI SINH VAT
Muc dich:

+ Hiéu rd phuong phap va nguyén tic ldy mau co chat dé phan tich VSV.

+ Nam dugc cdc cdch bao quan va chuan bi mau co chat phén tich VSV.
Noi dung:

+ Phuong phép 1ay miu co chat trén thyc dia.

+ Bao quan mau

+ Chuan bi mau dé phan tich VSV.

Nguyén 1y:

Mbi mét bién phdp k thudt tdc dong vao dat hay co chat déu gy ra su
thay do1 sinh vat dat va hoat dong cua ching trong moéi truong. Muc do thay doi
hoat tinh phu thudc vao kich c& cﬁal mau co chat V?l viéc xtr Iy mau ti€p theo
(sang, phoi kho hoac lam lanh cdc mau co chat tuoi lay tur thuc dia).

1. Xac dinh s6 lwong miu va dung cu dé ldy miu
1.1 Xdc dinh s lwong mdu can lay:
- Phu thucf)(; VélON muyc tiéu, ndi dung nghién ciru ma dinh ra yéu cau sb luong
va vi tri 1ay mau phai dai dién.
- Phu thudc vao diéu kién cu thé ngoai thuc dia, hay khu vuc can léy mau
phan tich
Bi?;u quan trong nhét nguoi 1Ay mau phai thuc hién la lay m?u; sao cho dong
nhat va phai dai dién dugc khu vuc, khoanh dat hay co chat cho khu do,
ving do.
Vi du: sb luong tuong tng cdc mau co cht trong cdc dbng phé thai, rac

thai... dugc lay tir khu vyc da diéu tra va dugc tron 1dn dé tao thanh mot mau
dai dién.

1.2. Cdc vit ligu can chudan bj dé ldy méu

- Dung cu léy mau ( Dao, kéo, 161 tru, mai thuéng. ..)

- Con, bong vo tring

- X0 dung

- Ti dyng mau

- Thung lam lanh

1.3. Mau dai dién

Cac mau ngau nhién c6 thé chi dé tron déu néu chiing dugc 14y tir mot khu
vuc dong nhat va dai dién.
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Vi du: Néu léiy mau dat dé phan tich VSV dat (can dua vao yéu cAu clia muc
tiéu nghién ctru, d chinh x4c dén dau, 1ay bao nhiéu mau, dién tich rong hep cua tirmg
khoanh dat. ..)

- Dién tich

- Pia hinh

- P9 sau theo tang phau dién dat

- Loai hinh str dung dét (thdm chi 13y theo kiéu sir dung dat)

- Cay trong

- biéu kién d6 4m

Céc mau dat can duoc 14y khéc biét thuc sw. Nhimg khdc biét 16n trong viing
1an céan phai duoc loai trir khoi mau. Néu ching ¢6 tam quan trong dac biét thi mau
phai duoc lay riéng r€.

2. Phwong phap liy miu va vin chuyén miu
2.1 Nguyén tic ldy mdu

Pé dam bao mau dai dién, cic diém ldy mau phai dugc phan b ngau
nhién trong dién tich di€u tra. Diéu nay tot nhat dugc tién hanh theo phuong
phép 1dy diém theo dudng chéo néu dja hinh dong nhit va dién tich < 1000 m’
s€ lay 5 diém dai di¢n.

Lay mau khong nén gan bo rudng hodc dudng, vi sd luong VSV trong
mau dat do s¢€ khéng dai dién cho khoang dat ¢ chinh vung dé.

Khi 14y miu gat bo 16p r& co bé mit (néu c0), sau d6 cit vudng xubng
phia duéi. Cir nhu vay lay cang nhiéu diém cang tot. Lay dugc diém nao 1ap tirc
phai cho ngay vao tii dyng mau dé trach sy nhiém tap.

Néu dé tai yéu cau phan tich VSV theo phiu dién dat, thi dao phiu dién (nhu
phan hoc thd nhudng), sau d6 lay dat theo tirng tang riéng biét dé phan tich.

Néu rudng lay mau dang thdm canh céc loai ciy trong can, mit rudng
khong dong nha, thi phai xem xét cu thé thuc dia dé lay mau sao cho dong nhat
va chinh xdc. Vi du: luong khoai, ngo, san, dau, lac, rau...thi khong dugc lay dat
O trén mat ludong va ¢ dudi ranh luong, ma phai lay & suon luong, khong dugce
lay gan goc cay trong.

Lay mau dat dé phan tich tot nhat vao thoi gian dat twong dbi 6n dinh,
nghia 1a nguoi dan khong tdc dong nhiéu vao dat (thuong sau thu hoach)

LAy mau tir cdc co chat khdc, nhu: déng rdc thai, phé thai, ...ciing can
phai xem xét rat cy thé thuc dia sao cho ldy mau chuan nhat, dai dién nhat khu
vuc nghién ctru.

Trong luwong can 1ay khoang 200 gam/1 miu

LAy mau phén tich VSV phai dam bao nguyén tic 1a vo tring, trach su
nhiém tap, lay xong phéi cho mau vao phich lanh dung mau (vi sinh san cua
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VSV cuc nhanh, néu khdng bao quéan trong diéu kién lanh ngay s6 liéu phén tich
s€ khong chinh xac)
2.2 Vin chuyén mdu

Mau dé phan tich VSV, t6t nhat lay xong chuyén ngay vé phong phan tich
de bdo quan. Trong qua trinh van chuyen mau khong dugc lam thung tii dung

mau va ludn ludn gitr trong phich lanh (d¢ kim ham sinh truong va phit trién cta
VSV trong mau)

3. Bio quan miu
Tét nhat khi mau da vé toi phong thi nghiém can x{ Iy mAu va phén tich ngay

(cong vige xu ly mau phai dugc thyc hién trong phong vo tring dé trach tap khuan
vao mau phan tich)

Néu khong kip phn tich, thi phai bao quan mau & tu lanh, nhiét d6 < 3 °C.
Mau duoc bao quan khong qua 30 ngay, tot nhat phan tich cang sém cang tot.

* Cau hoi on tap: Bai so 5

1. Chuén bi dung cu trang thiét bi can thiét dé ldy mau phan tich VSV?
2. Céc budc tién hanh phan tich VSV trong mau co chét?

3. Trinh bay cdc van dé can luu tAm trong bao quan va phan tich VSV tir mau co
chat
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Bai s6 6
PHUONG PHAP PHAN TiCH VI SINH VAT
Muc dich:

- Gidp cho hoc vién biét va thyc hanh mot sé phuong phdp phéan tich VSV
trong co chat

- Nim duoc phuong phép phan tich VSV (nu6i ciy trong mdi truong dich
thé va trén moi trudng rian hodc ban rin)

Noi dung:
- Gi6i thiéu phuong phdp pha lodng (chuan bi dich ciy)
- Nudi cdy VSV trong méi trudng dung dich
- Nudi cdy VSV trén méi truong ran, ban ran
- Kiém tra két qua nudi cy
- Tinh s6 luong VSV trong 1 gam hay 1 ml dich mdi truong.
1. Cac buwéc phan tich
1.1 Dung cu phan tich:
- Binh tam giéc, binh cau, ong nghiém (dung tich: 10ml, 100ml, 250 ml),
Pipét chia d¢ 0,1 - 1,0 ml, 2ml, 5 ml, 10 ml), hop nhém, que cy, que gat, bi
thity tinh, gidy quy, khay men, cudc, khoan ....Tat ca cdc dung cu déu phai tiét
trung.
+ Mbi trudong nudi cdy VSV da khir tring (Bai 3)
1.2 Chudn bi binh nwéc vé trung lam ddy pha lodng:
Chuén bi 10 binh tam gidc hoac binh cau c6 dung tich 100ml hoac 2§O ml.
Cho vao mdi binh 90 ml nuéc mdy (thuong cho 92 ml, vi khi khtr tring boc hoi
khoang 2 rpl). Dem binh cdc binh da c6 nudc ti€t trung ,hoi 01 atm (}ZIOC) qua
30 phut. Lay ra d€ ngudi s€ dugc day pha loang, danh so thur tu tir 1 dén 10.
1.3 Xdc dinh dp Gm méu can phén tich:
Can 10 gam miu cor~ch§t tuoi cho vao hop nhom, c6 thé can ca trong luong
hopp nhom khi chua c6 mau phﬁn tich, sau d6 dem s{ly o tu say nhiét do 105 °C
qua 4 gio, dem hop nhom dé say ra cho vao binh hut am cho dén khi ngudi. Dem

can trong lugng, sau d6 sdy nhiéu 1an nhu vay dén khi trong luong khong thay doi,
thi tinh d6 am cta mau phan tich theo cong thic sau:

A-B

X: Do am %

A: Khéi luong hop + co chit con uot.

B: Khdi lugng hop + co chat da siy kho.
C: Khéi lugng hop.
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Tinh hé sb kho kiét k:

1.4. Chudn bi day pha lodng

Mudn dém dugc s6 luong vi sinh vét d& dang, khi phan tich can pha loang
co chat dén mot do nhat dinh. Can luu ¥ rdng lam dan mat do VSV phai pha
loang ty 1€ ludn luén = 1/10

- Can 10g co chit cho vao binh thir nhat da ¢6 90 ml nu6e vo tring, lac 15
- 20 phut, trén may lac 150 lan/ phat. Nhu vay chidng ta da ¢6 dung dich pha
lodng 10", nghia Ia ty 1& 1:10.

- Dung pipet 10ml hit 10 ml dung dich ¢ nong do 10" cho vao 90 ml
nuéc ¢ 6ng binh thir 2, lac déu, chiing ta c6 nong do pha loang 107, ty 1& 1:100.

- Tiép tyc 1am nhu vy ddi v6i cdc binh tha 3, 4...dén khi ching ta ¢6
dugc ddy pha lodng can thiét, ty 1¢ 107, 107,10

Chi y: cdc pipet déu phai khir tring, mdi mot nong do pha lodng phai
dung 1 pipet riéng.

C6 thé chuan bi ddy pha lodng bang dng nghiém c6 chira 9 ml nudce, hodac
binh tam gidc ¢6 chira 45 ml nudce vo trung .... roi dem khur trung nhu lam voi
binh tam gidc. Néu lam bang 6ng nghi¢m, thi chi can 1 gam co chat kho, hodc 5
gam co chat kho. Nghia la ta van tao dugc day pha loang ty 1¢ 1:10. D€ phén tan
déu dich co chat trong 6ng nghiém dung pipet hut dich dua 1€n dua xudng nhiu
lan nhung khong thoi khi.

2. Nudi ciy

Khi dd c¢6 dung dich pha loang roi, ding pipét 0,1 ml léyth‘r binh pha
loang nao do trong day pha loang cay vao trong moi truong da chuan bi san cho
tung nhém hogc ting giong VSV dinh phén tich. Moi néng d6 it nhat phai cay 3
- 5 lan nhac lai (s6 1an nhac lai cang nhiu, thi két qua c6 do tin cay cang cao).
Cén cay it nhét ¢ 3 nong d6 pha lodng lién tiép. Cay xong dung que gat thuy tinh
vo tring dan déu dich cay trén mat ‘moi truong (néu mdi trudng ran hodc ban ran
trén dia moi truong thach). Con cdy vao trong moi truong dung dich trong céc
ong nghiém hoac binh dung dich dinh dudng chi can lac nhe la xong.

Chu y tat ca cac hop 10ng hodc cdc binh modi trudng thi nghiém déu phai
danh s thir ty theo nguyén tac sau: s6 mau nghién ciru nong d6 pha loang - s6
lan nhac lai.

, Viduy: 5.4.3 - nghia la mau phan tich s6 5; cdy 0 ndng do6 pha lodng thir 4;
cay ¢ dia moi truong c6 so 1an nhac lai thu 3.
Sau khi cdy xong cho di ia, hoac binh nudi cdy vao trong ti nudi, nudi & nhiét

do thich hop cho timg chung giéng VSV khic nhau trong thoi gian nhét dinh (c6 thé
tir 48 - 72 gid, 6 giéng phai nudi lau hon méi hinh thanh khuén lac)
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Cung mét dung dich co chét pha loang c6 the phan tich nhiéu mat nhu
nam, xa khuan va céc loai vi khuan ... bang cich cay vao moi truong thich hop.
Moi truong c6 thé 1a dich thé, c6 the la thach bang va tir nhitng khuan lac da
moc trén mdi truong thach bang va nhiing dic trung ciia moi truong dich the,
ching ta c6 thé tinh s6 lugng cua vi sinh vat.

3. Tinh s6 lwong vi sinh vt
3.1. Phuwong phdp thach bang ( trén méi truwong thach )

- MOi té bao vi sinh vat trén mdi truong thich hop s& phat trién va cho
ching ta mot khuan lac. Do dé so lugng khuan lac cho ta bi€t s6 lugng vi sinh
vat trong mOt gam co chat.

- Sau khi VSV da moc trén méi trudng thach dia (hop 16ng), dem dém so
luong khuén lac dugc hinh thanh bang may dém khuén lac, hodc dém tryc tiép
theo phuong phép chia 6 trén dia moi truong.

Két qua dugc tinh theo cong thirc sau:
S=Tx10xNxK

S: SO lugng vi sinh vat trong mot gam co chat.

T: S6 khuén lac trung binh trong mét hop petri

10: S6 khuan lac qui ra 1 ml ( vi lic nudi ciy trong hop 16ng chiing ta
dung 0,1 ml dung dich co chat )

N: S6 nghich dao ctia nong do pha lodng

K: hé s6 kho kiét (Néu khong quy déi tir kho sang tuoi)
3.2 Tinh s6 lwong vi sinh vit trong moi trwong long ( phwong phdp dinh tinh )

C6 nhing loai vi khuan khong thé dung mét thuong quan sat khl}én lac
hodc san pham sinh ra cting khong c6 mau gi dac bi¢t dé danh gid vi khuan hoat
dong. Trong truong hop nay phai dung phan ing mau dé xac dinh. Cir moi 6ng
nghiém c6 phan tmg mau goi 1a 6ng ( + ). Dua vao cdc 6ng duong tinh, can ctr
vao bang Mc.Crady chung ta tinh ra s6 lugng vi sinh vat.

Vi du:
Do pha 10* | 10 10° 10”7 10 10”°
loang
S6 ong 3* 3* 3* 2t 1 0
duong

- Tim s0 chi tiéu: 321

SO chi ti€u la con s6 c6 3 hang s6. Hang s6 dau 1a so biéu hién ¢ nong do
loang nhat cdc ong nghi¢m déu duong. Hai s6 ti€p theo la s6 6ng duong & 2
nong do ti€p theo sau.

- Pem s6 chi tiéu nay tra bang Mc.Crady ta s& c6 s lugng vi khuan tuong
ung: 15
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- Tir con sd nay ta tinh ra sb luong vi khuan trong mot gam co chét theo
cong thuec:
S=tx10xnxk
S: S6 luong vi sinh vat.
S6 lugng vi khuan tra bang
10:  S4 lwong vi khuan qui ra 1 ml
n: S6 nghich dao ctia ndong do pha loang
k:  Heé s kho kiét

S=15x10x 10° x 1,52 =2,28 . 10° té bao/lg

* Cau hoi 6n tap: Bai s6 6

1. Trinh bay phuong phép pha loang?
2. Nhitng dung cu can thiét dé 1am day pha lodng 1a gi?
3. Nguyén tic co ban nhat ciia phuwong phép pha loang dé nudi cdy VSV 1a gi?

4. Phuong phdp va cdch tinh sb lugng VSV trén méi trudng dic, méi truong
long?
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Bai s6 7
PANH GIA PAC TINH SINH HQC CUA VI SINH VAT

Muc dich:
- Gitip cho hoc vién hiéu rd tdm quan trong phai d4nh gid dic tinh sinh
hoc cua cac VSV
- Biét duoc céc phuong phdp co ban dé danh gid dic tinh sinh hoc cia VSV
No6i dung:
- Pénh gid thoi gian moc cta ching giéng can nghién ciru
- Panh gia duong kinh khuan lcac cia ching gidng can nghién ciru
- Xdc dinh kha ning thich mg ¢ moi truong pH ctia ching giéng can
nghién clru
- Kha ning canh tranh ctia ching giéng can nghién ciru
- Hoat tinh cua chung gidng can nghién ctru
1. Dung cu va nguyén vat liéu
1.1 Dung cu:

Dia Petri, con 76, nudc vo tring, binh tam gidc hodc binh cau 100, 250,
500, 1000 ml. Binh tia, lam kinh, dén con, thudéc nhud¢m, kinh hién vi. ...

MBoi trudng nudi cdy ching gidng VSV nghién ctru
2. Panh gia dac tinh sinh hoc theo ting chi tiéu:

Viéc danh gia dac tinh sinh hoc cta céc vi sinh vat doc tuyén chon dua vao cac

chi tiéu sau:
2.1. Xdc dinh thoi gian moc cua cdac VSV

Theo phuong phép nudi cdy trén mdi truong thach bang hoic trong moi
truong dung dich (tuy ting gidng VSV) & ti dinh 6n nhiét do tir 28 - 60°c (ty
thudc vao dic diém cua tung loai vi sinh vat).

Theo doi ¢ tung thoi gian khic nhau tu 24, 48 ,72, 96, 120, 144, 168
gio....

Tung thoi gian trén quan sat khi VSV da moc dugc trong thoi gian nudi & tu
dinh on, thi tinh gio. Xdc dinh xem chung giéng d6 thudc nhém moc nhanh hay
moc cham (< 72 gi¢o thugc nhdm moc nhanh; > 72 gio thugc nhém moc cham)
2.2. Xdc dinh kich thuéc khuén lac do truc tiép bang thwde (mm).

Do nhiéu khuan lac sau d6 tinh trung binh trung (tSt nhat nudi 5 ngay
moi do)
2.3. Xdc dinh kich thwéc té bao bing phwong phdp do truc tiép bang kinh
hién vi (am)
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C6 dinh tiéu ban, nhudém té bao sau dé do bang dung cu do chuyén dung dudi
kinh hién vi
2.4. Xdc dinh khd ndng thich wng ¢ moi truwong pH khdc nhau
Bang phuong phéap nudi ciy truc tiép & cac mic pH khéc nhau, cu thé la:
pH=4,0; pH =5,0; pH = 6,0; pH = 7,0; pH = 8,0. (pHyc1)
Céch lam nhu sau:

- Pha dung dich dém Sorensen 1:
+ Can chinh xac 9,078 g KH,PO, 1/15 M.
+ Can chinh xéac 11,876g Na,HPO,. 2H,O hoa vao 1 lit nudc cht duoc
dung dich Na,HPO, 1/25 M.

Sau d6 pha 2 dung dich nay theo ty & nh sau: (d6i voi 1000ml moi truong).

pH Ty 1€ trong dung dich (ml)

Na,HPO, KH,PO,
4,0 0 100
5,0 5 95
6,0 30 70
7,0 80 20
8,0 99 1

pH chinh x4c cua moi truong dugc tao ra nho sy gidp do cua dung dich
dém photphat doc bd sung vao moi trudng vo tring voi sd luong 10% so voi thé
tich ciia méi truong.

- Chuan bi méi truong chuyén tinh clia cdc chung vi sinh vat sau d6 pha mdi
trudng véi cic nong do pH khac nhau, dem hip khtr tring (1at, 20 phut), d6 ra dia
pettri (15 - 20 ml/1 dia pettri).

Thi nghiém dugc nhéc lai 4 14n & 5 muc pH khéc nhau.

- Méi trudng dich thé duoc cho vao céc binh tam gide 100 ml ( 50 ml mbi
truong dich thé/ 1 binh tam gic). Cay 1 ml dich khuan chuyén tinh ciia timg
chung vi sinh vat vao céc binh tam gidc da chuan bi ¢ trén roi dua 1én may lic
(150 vong/ phut, trong vong 48 gid). Sau d6 1y 0,05 ml dich vi khuan d6 cay
vao mdi truong thach b?mg (da dugc chuan bi & trén), dung que gat (da khu
trung) gat déu dich vi khuan trén bé mit thach. Sau d6 dem nudi trong tu dinh 6n
(nhiét do tir 28 - 30%). Sau 48 gid nudi cay dua ra dém sb lwong khuédn lac moc
& timg ndéng d6 pH khic nhau.
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2.5. Xdc dinh khd nang khdng khdang sinh (khd nang canh tranh)

Theo phuong phap nudi cay tryc tiép trén moi trudng cé Steptomixin véi
cac néng dd khac nhau: 300, 500, 600, 800, 1000 mg/llit moéi trudng
(Obtin,1971).

Cach lam nhu sau:

Pha thudc khdng sinh theo ndng dd di dinh sén cho vio mdi truong
chuyén tinh cua tirng chung vi sinh vat ( moi truong da duge khu trung & 1at,
30'). Sau d6 chia ra céc dia pettri r0i dé ngudi. Cay 0,05 ml dich khuan chuyén
tinh cua tung chung vi sinh vat dia pettri, dem nudi trong tu dinh 6n (nhiét do tir
28 - 30°c). Sau 3 ngay nudi cdy dua ra dém va quan st s6 lugng khuan lac moc
& timg nong d6 khang sinh khac nhau.

2.6. Pdnh gid hoat tinh ciia cdc chiing giong VSV

Chi tiéu nay phu thudc vao trng VSV khdc nhau, ma ddnh gié hoat tinh
ctia chiing khic nhau. Vi dy: Nghién ctru vé hoat tinh phan hily celluld, hoat
tinh ¢ dinh nito, hoat tinh phan huye chuyén héa phospho khé tan. ..

Thi nghiém vé x4c dinh hoat tinh phan huy chuyén héa lan, thi: x4c dinh cuong
do phan giai lan kho tan

Dung vi sinh vat: Ty, Tb.

Nguyén li¢u: Apatit, photphorit, canxiphotphat.

Viéc ddnh gid cong do phén gidi 1an kho tan theo 2 phong phép sau:

Do duong kinh vong phan gidi cua vi sinh vat, cdch lam nhu sau:

Can 10g céc chét trén 1an lugt cho vao ting loai mdi truong chuyén tinh.
Pem khur trung (& 1at, 45') roi d6 ra dia pettri (khoang 20 - 25 ml/1 dia) sau dé
dé ngudi.

Céc chiing vi sinh vat dugc hoa tan thanh dich huyén phit bang nudc cat
vO tring. Ding que cdy lay dich d6 cdy diém vao méi trudong thach bang c6
apatit, photphorit, canxiphotphat - Ca3;(PO,),. Pem nudi trong ti dinh 6n (nhiét
do tir 28 - 30%). Theo ddi sau 3 ngay/ 1 1an do duong kinh vong phan giai cua
tung chung vi sinh vat. o

Xéc dinh cuong do phan gidi 1an khé tan trén moi truong dich thé bang

phuong phép Oniani trén mdy so mau.

Can 20g cdc chat trén 1an luot cho vao ting loai moi truong dich thé, khir

tring (& lat, trong vong 45"), sau d6 dé nguoi.
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Cay giong vi sinh vat vao tirng moi truong chuyén tinh ¢ trén va dua 1én may lac

(150 vong/phiit). Ci sau 3, 7, 15, 21, 30 ngay thi do 1 lan trén may so mau.

* Cau hoéi on tap: Bai so 7

1. Trinh bay nhiing chi tiéu co ban dé danh gid dac tinh sinh hoc clia céc chung
gidong VSV can nghién ctru?

2. Phuong phap chon va danh gid timg déc tinh sinh hoc cua VSV dé tuyén chon
lam giong cho hoc tap va nghién ctru?
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Baiso 8
PHAN LAP TUYEN CHON VI KHUAN AZOTOBACTER TU PAT

Muc dich:
- Giéi thiéu cho hoc vién biét cich phan lap tuyen chon chung gidéng VSV
thuan khiét tr dt, ma cu thé trong bai 1a gidng vi khuan Azotobacter.

Noi dung: i
- Phuong phdp phan 1ap vi khuan Azotobacter.

- Moi truong dinh dudng dé phan 13p vi khuan Azorobacter.
- bPanh gia dég tinh sinh hoc cua vi khuan Azotobacter.
- Béo quén giong vi khuan Azorobacter.
1. Chuén bi dung cu, nguyén vt liéu va méi truwong phan lap
1.1. Dung cu, nguyén liéu

Pfia Petri, cOn 760, nudc vo trtlng‘, binh tam gidc hodc biqh cau 100, 250,
500, 1000 ml. Binh tia, lam kinh, dén con, thudéc nhud¢m, kinh hién vi.

Mau dat da sang qua riy 2mm.
Binh chtra 45 hoac 90 ml nudc vo trung
1.2. Moi trwong phdn ldp: sw dung moi trwong Asby

Glucd 10g K,HPO, 0,5g
MgSO, 0,2g NaCl 0,2g
K>SO, 0,1g CaCO; S5g
Thach 15 - 20g Nuéc cat 1000ml

Can mo6i truong, dun tan thach cho vao binh thuy tinh ¢6 nat mai, khir trung
60,6 -0,8 atm (105- 110 0C) trong 30 phut. Pé am (SO—QOOC) phan vao dia Petri
20-25 ml/ dia (duwong kinh 9 cm), cong viéc nay dugc tién hanh hoan toan trong
phong vo trung.

2. Céac buée phan lap vi khuan Azotobacter

Can 5g mAu dat cho vao binh tam gidc 100 ml da c6 sin 45 ml nuéc vo
trung, cho 1€n mdy lac trong 20 phit ¢ toc do 150 -200 lan/phuit.

Dung que ciy lay dung dich lac ria cay 1én méi truong thach bang. Cay
thanh nhiéu dudng thang song song hoic cay ria 3 pha véi luong dich giam dén.
Sau d6 dem nuo6i trong ti dinh 6n ¢ 25 q28 C trong 2 - 3 ngay ddi véi vi khuan
moc nhanh. P€ 5 - 7 ngay d6i véi vi khuan moc cham.

Khuan lac Azotobacter ¢6 mau tréng trong, 16i nhay khi con non, khi gia co
mau vang luc hoac mau niu sam, bién khuan lac déu. Vi khuan gram am, khong sinh
bao tir, di dong nho ti€n mao.
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3. Xéc dinh hinh thai khuan lac, té bao va kha niing di dong ciia Azotobacter

- Quan sit cdc khuan lac VSV da moc trong dia petri. Nhan xét mi€u ta va vé
hinh dang cdc khuan lac ding riéng ré. Khi mi€u ta cic khuan lac khong mé nap
dia petri. Ghi chép céc dac di€ém cua khuan lac vao bang theo mau sau:

Khuin | Hinh | Puong | Do Mau | Bé | Nhin Mép | Cédu | D6 | Huynh | Hinh

lac dang | kinh, sdng, sic | mat | nghiéng tric | chat | quang | v€

s mm do khuén
trong lac

- Lam tiéu ban giot treo quan sat sy di dong ciia Azotobacter. V& dang di chuyén.
- Lam tiéu ban kho, nhuom Gram, quan sét hinh thai cta vi khuan. V& hinh.

bé phan lap dugc gibng Azotobacter thuan khiét, dung phuong phap loai
dan tryc tlep trén dia moi truong Ashy. Néu quan sit khuan lac khong thuan
hodc bi nhiém tap ta loai ngay.

4. Tuyén chon chiing giong Azotobacter

Khi da phan lap dugc chung gidng Azotobacter thuan khiét roi, cong viéc
tiép theo budc phai tién hanh danh gid dic tinh sinh hoc cua chung gidng méi
duoc phan 1ap.

Diénh gid dic tinh sinh hoc bing céc chi tiéu sau: (trong bai thyc hanh vé
danh gia ddc tinh sinh hoc ciia VSV)
- Thoi gian moc
- Kich thuéc khuan lac
- Kha nang moc ¢ moi truong pH rong
- Kha nang canh tranh (Khang khang sinh)
- Hoat tinh ¢b dinh nito phan tu
- Kha nang phit trién trén moi trudng tao cic enzym............
5. Bao quan chiing gidng Azotobacter
Cong tic bao quan chiing giong VSV 1a viéc 1am rat can thiét va dién ra
thuong xuyén.
Khi da phan 1ap tuyén chon dugc chung giéng VSV nhu y mudn rdi, thi
viéc thuan héa, bao quan 1 rat quan trong.

Phai ciy truyén va nudi nhic lai rat nhiéu lén dé nhan duoc gidng chung
thuan khiét. Sau d6 phai thuc hién diing nguyén tic trong cong tic bao quan
gidng VSV tai phong thi nghiém. (s€ gidi thi¢u trong bai thuc hanh vé bao quan
va gitr gibng VSV)
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* Cau hoéi on tap: Bai so 8

1. Trinh bay céc tiéu tri dé phan lap, tuyén chon ching gidng Azotobacter trong
dat? Moi truong nudi cay?
2. Néu dic tinh sinh hoc ctia ching giéng Azotobacte can tuyén chon?
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Bai 69
PHUONG PHAP LAY MAU VA PHAN LAP TUYEN CHQN VI KHUAN
NOT SAN (VKNS) - RHIZOBIUM

Muc dich:

- Gidi thidu cho hoc vién biét phuong phép 1dy mau not san ré cdy ho dau
dé phan 1ap ching gidng vi khuan Rhizobium (vi khuan c6 dinh nito
phan tr cOng sinh)

Noi dung:

- Hiéu dugc céc bude phan 1ap tuyén chon vi khuan Rhizobium

- Xic dinh duoc chung gidng vi khuan Rhizobium méi phan 1ap

- Danh gia dic tinh sinh hoc cta chung giéng Rhizobium méi phan lap

- Béo quan va sir dung chiing giong Rhizobium méi phan 1ap
1. Dung cu va nguyén vat liéu
a. Dung cu:

Dao, kéo, kep sat, kéo, hop léng, con 760, 95 ° nuée vo tring, bing tam gidc
hodc binh cau 100, 250, 500, 1000ml, dung dich HgCl, 0,1%. binh tia, lam kinh,
den cdn, thude nhuom, kinh hién vi,

b. Moi truwong Pochon

Manit hay gluco  10g K,HPO, 0.5¢
MgSO, 0,2g NaCl 0,2g
Nudc men bia 100ml CaCO; g
Congd do 1% 10ml Thach 15 -20g
Nude cét 880ml

Can moi truong cho vao binh thuy tinh c6 ndt mai, khtr trung ¢ 0,6 - 0,8 at.m
(105- 110 °C) qua 30 phit. D¢ 4m phan vao hop 16ng 25- 30ml/ hop, cong viéc
nay duogc tién hanh hoan toan trong phong vo trung.

2. Phan lap vi khuin Rhizobium

Lay ré cay dau d6 c6 ndt san to, nhiéu ké soc tring, mau hong o thot ky
ciy ra hoa, mang vé phong thi nghiém phéan lap. Bén ngoai ndt san co nhleu tap
khuan, , phai tiét trung trudc khi phan lap. Rura sach not san, 14y kéo cit ndt san ra
khéi ré. Chi y khong lam ndt san x4y xat. Cho nét san vao nudc trong rira that
sach, cho vao con 95° trong 3 phiit, cho tlep vao dung dich HgCl, 0,1% trong 5
phut, rira bang nudc vo tring 5 - 6 lan, mol lan 3 - 5 phit. Cho ndt san vao hop
10ng c6 mot it nude vo tring. Ding kep sat [bdp ndt va lam thanh dung dich not san
(co thé diing dao lam da khir trung cat ndt san). Dung que cay lay dung dich nét san
cay 1én moi truong thach phang. Cay thanh nhiéu du’orng thang song song véi lugng
dich giam dan. Sau d6 dem nudi & ti nudi 6 25 - 28°C trong 2 - 3 ngay d01 VOl Vi
khuan moc nhanh. Pé 5 - 7 ngay d01 v6i vi khuan moc cham. Khuan lac nét san c6
mau trong sudt hodc 1/2 trong sudt. Bién khuan lac déu. Néu c6 congd do hay
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violet gentian khuan lac van khong bi nhuém mau. Vi khuan gram am, khong
bao tir, di dong nho ti€n mao.
3. Xac dinh kha ning c6 dinh nito
3. 1. Thi nghiém tréng cdy trong ong thach:

~ Phuong phéap nay cho phép nhan biét c6 kha nang cd dinh nito cia vi
khuan not ré.
Moi truong ding dé trong cdy gy nhiém:

Mai truong Jenhsen (1942) hodc moi truong Thornton (1930)

Mbi truong Jenhsen Moi truong Thornton
CaHPO, 1,0g CaHPO, 2,0g
K,HPO, 0,2g K,HPO, 0,5g
MgS0,.7H,0 0,2¢g MgS0,.7H,0 0,2g
FeCl; 0,1g NaCl 0,1g
Nude 1000ml Nude 1000ml
Thach 8- 15¢g Thach 8- 15¢g
pH=6,5-7,0 pH=65-7,0

C6 thé ding dng méi trudng thach nghiéng hodc dimg.
Dung dung dich dinh dudng Gibson (1963) 1ml/lit mdi truong.

Thanh phin dung dich vi lvong nh sau:

H;PO; 0,05g; (NH4),MoO, 0,05¢

KCl 0,005¢g NaBr 0,005¢g
ZnSO, 0,003¢g Al(SO,).18H,0 0,003¢g
MnSO, 0,002g Nudc cat 1000ml

Chuan bi 6ng moi truong:

6ng nghiém 150 x 20mm cho hat d4u nho
dng nghiém 200 x 30mm cho hat dau 16n
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Luong moi truong cho vao theo bang sau:

C& 6ng nghiém Thach dung Thach nghiéng
(mm) (ml) (ml)
150 x 20 8 12
150 x 25 12 18
150 x 30 18 30
200 x 30 25 40

Cho méi truong trong ciy theo bang huong dan trén. Nut bong va khu
tring & lat trong 20 phit. Sau d6 dit nghiéng néu can trong cdy trén dng thach
nghiéng.

Chuén bi hat gidng:

Chon hat giéng sach khong bi ton thuong. Khir tring bang etanol 95%.
Ngam trong 3 phit hodc 0,2% HgCl, dugc axit héa (50ml/lit HCI). Hat dugc
khu trung phai dugc rira sach bang nudc vo trung it nhat 1a 5 1an. Sau dem u cho
nay mam (U trén gidy loc 4m vo tring hodc @ trén moi trudng thach dia hodc trén
cat vO trung).

Nhiém khuén:
Nhirng hat da nay mam duoc dua ra mot dia vo trung. Cho dich vi khuan

vao. Hat dugc nhlem khuéan c6 thé trong ngay vao ong thach vo tring hoic dé
sau 7 ngdy rdi méi trong (tot hon 12 dé sau 7 ngay) vao 6ng nghiém.

3. 2. Gieo trong cdy vao ong nghiém

Nhing 6ng nghiém da duoc khir triing dem dat Ién gid sat, thay cho nut
bong dau ong nghiém moi trudng bang boc gidy den, glay thiéc hodc tot hon 1a
bang nit gd mém c6 16 khoan doc theo chiéu dai ctia nut g6. Cong viéc nay phai
tién hanh trong dleu kién vo tring. Puc mot 15 trén glay boc miéng dng nghiém.
Cho hat déu nay mam da duoc nhiém khuan cdy vao 6ng nghiém qua 16 thiing.
Co the trong 2 hat, nhung vé sau chi dé 1 cay. Cay mam lic dau moc & ' phia trén
dinh ong thach dimg hodc thach nghiéng. Vé sau ddy vao vi tri & 6ng thach
dung, nam trén bé mit mdi truong. Néu 12 6ng thach nghiéng, thi day cAy nam &
khoang 1/3 mat thach vé phia dau éng nghiém. ¢ ong thach dung, ré cay s€ phat
trién trén bé mit thach, con dng thach nghiéng ré s& phat trién doc theo mat
thach. Trong cay xong de vao gid sat trong phong c6 chiéu sang thich hop. C6
thé chiéu sang tir trén xudng hodc tir 2 bén vao.

3.3. Piéu kién
+ Chiéu séng:

Tuy tirng glong dau khic nhau, tudi cua ciy khac nhau, mirc do phat trién
khac nhau, ma can cuong d6 chiéu sang khac nhau ( ¢6 thé diung béng den né-
ong 60w)

+ Nhiét do va do am:
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Nhiét d6 tir 20 - 30°C, d6 am tét nhat 1a 60 - 70%.
+ Cham soéc:

Thuong xuyén quan sat sy khac nhau gitra 6ng ddi chimg va dng duoc
nhiém khuan.

q Néu bo sung dam dé nudi cay voi noéng d6 70ppm (0,05% KNOs), thi cé
thé cho vao méi truong thach trong ong nghiém trude khi gieo hat hodc vao ltic
cay da moc. Tot nhat 1a bon khi ciy trong doc 5 - 7 ngay.

Néu quan sdt thdy ciy x4u, khong du xanh (ca d6i chung 1an nhiém
khuan) thi phai bo xung thém dam ngay, nhung Iuong bén khdong dugc cao hon
0,07% KNOs, néu cao hon c6 thé bi doc cho cdy va vi khuan.

3.4. Pdnh gid két qua
o 6ng nghiém nhiém Rhizobium s& tao dugc n(*)‘t san 6 ré cy, sau trong 3 -
6 tuan, con ¢ cong thirc doi chung s€ khong tao not san.
Pénh gia mbi lién quan giita thoi gian va su phat trién cua cdy theo cong
thirc sau:
log W, - logW,
Rw=———
-1

Rw = mdi lién quan giita su phat trién va thoi gian
Wi ,W, = Trong lugng kho cua cay ¢ thoi gian t; vat,
Pénh gid mdi lién quan giita cd dinh dam ciia cdy va vi khuan qua céc
thoi gian theo cong thtrc:
logN, - logN;

Rn =
L-t
Rn = lién quan ¢ dinh dam
N; va N, = dam téng sb cua cay ¢ thoi diém t;vat,
4. Panh gia dac tinh sinh hoc

B?mg céc chi tiéu sau: (Trong bai thyc hanh vé ddnh gid ddc tinh sinh hoc ctua
VSV)

- Thoi gian moc

- Kich thuéc khuan lac

- Kha nang moc & moi truong pH rong

- Kha nang canh tranh (Khdng khang sinh)

- Hoat tinh ¢4 dinh nito phén ttr

- Kha nang phit trién trén moi trudng tao cic enzym............
5. Bao quan chiing giong Rhizobium
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Cong tic bao quan chung giébng VSV 1a viéc 1am rat can thiét va dién ra
thuong xuyén.

Khi dd phén 1ap tuyén chon dugc chung gidng VSV nhu y mudn roi, thi
viéc thuan héa, bao quan 12 rat quén trong.

Phai ciy truyén va nudi nhac lai rat nhiéu l?m dé nhan dugc gidng chung
thuan khiét. Sau d6 phai thuc hién ding nguyén tic trong cong tic bao quan
gidng VSV tai phong thi nghiém. (s€ gioi thiu trong bai thyc hanh vé bao quan
va giit giong VSV)

* Cau héi on tap: Bai s0 9

1. Trinh bay cic tiéu trf & phan lap, tuyén chon ching gidng Rhizobium 1& ciy
ho dau? Moi truong nudi cay?
2. Néu dic tinh sinh hoc ctia chung giéng Rhizobium can tuyén chon?
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Baisé 10
PHUONG PHAP XAC PINH NHANH TRAO POI CHAT O VSV

Muc dich yéu cau:

+ Hiéu rd cdc thuat ngii: trao doi chat, hydratcacbon, enzym thuy phan.
+ X4c dinh sy thuy phan hydratcacbon va gelatin.

Noéi dung kién tip:
+ Thuyc hi¢n test thur sy thuy phan tinh bét.

+ Thyc hién va giai thich test thi trén sira gidy quy.
Nguyén 1y chung:

Leewenhoek da nhin thidy VSV trong ruou vang, Pasteur da chimg minh
rang VSV 1a cdc t chirc séng. Nam 1972, Pasteur da viét:

“Khong thé tuéng twong ndi 12 vat chat hitu co cta cdc men méi hinh
thanh (vi sinh vat) chira mot nguyén tir cacbon don ma né khong cé ngudn gbc
tir co chat 1én men”.

Céc phan mg hod hoc dugc quan sat boi Pasteur va céc phan ing hod hoc xay
ra trong tat ca cdc to chtrc sdng duogc goi 1 trao ddi chat. C4c qud trinh trao d6i chat
doi hoi phai c¢6 enzim, c6 ban chit 1a protein xdc tic cho cdc phan tmg sinh hoc.
Phan 16n cic enzim thyc hién chirc nang bén trong mot té bao goi 1a enzim ndi
(endoenzymes). Nhiéu VSV tiét ra enzim goi 1a enzim ngoai bao, ching dugc giai
phéng ra tir té bao dé xic tic cdc phan Gng xay ra bén ngoai té bao.

Mbét s6 VSV st dung céc con dudng trao ddi chét dic biét voi sy cé mat
cua oxy (hdao khi) va cic con duong khac khi khong cé mat oxy (yém khi).
Pasteur da néi tiép:

“T6i ¢6 thé ching minh rang tir cic men nay (VSV) soéng s6t véi su c6 mit
cua oxy ty do, chung mat kha nang 1én men ctia minh ty I¢ v6i nong do cua khi”

Boi vi nhiéu VSV ¢6 hinh théi té bao va khuén lac giéng nhau, thém vao
do céc yéu to nhu trao doi chat dugc sir dung dé mo ta va phan loai ching. Trén
co sO cac co chat, mot phan VSV sur dung va trao doi chat tao ra cdc dang cua
no, cdc test thur trong phong thi nghiém da duogc thiét ké dé xdc dinh cic enzim
cua VSV.

1. Trao d6i Cacbon

Céc phan tng hod hoc giai phong ra nang lugng tir sy phan giai cac phan
tor hitu co phuce tap dugc goi la di hod. Hau hét VSV chuyén hod hydratcacbon
gidi phéng CO, va nang luong. Hydratcacbon la cac phan tir hitu co c6 chua
cacbon, hydro va oxy theo ti 1€ (CH,O)n. Hydratcacbon ¢6 thé chia thanh 3

nhém dya vao sd lugng: monosaccharit, disaccharit va polysaccharit,
Monosaccharit 1a loai duwong don ¢6 chira tir 3-7 nguyén tir cacbon, disaccharit
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dugc tao nén tir 2 don phéan tir monosaccharit, va polysaccharit bao gébm 8 hodc
nhiéu hon cdc phan tir monosaccharit.

Enzim ngoai bao 13 enzim thuy phan chinh bén ngoai té bao, va phd v&
céc vat chét 16n khi c6 thém nudc thanh cdc thanh phan nho hon ma chiing c6
thé chuyén van vao trong té bao. Enzim ngoai bio Amilaza thuy phan
polysaccharit, tinh bot thanh cidc hydratcacbon nhé hon. Glucoza, mot loai
monosaccharit ¢6 thé dugc tao ra do thuy phén. Trong phong thi nghiém, su c6
mat cua céc enzim ngoai bao dugc xac dinh bang céch quan sdt sy thay d6i co
chit bén ngoai khuén lac vi sinh vét.

Glucoza c6 thé vao bén trong té bao va dugc di hod; mot sb vi khuan di
hod oxy hod glucoza tao thanh oxit cacbon va nudc. Di hod oxi hod doi héi phai
c6 mat phan tr oxy (O,). Tuy nhién, hau hét vi khuan 1én men glucoza ma
khong st dung oxy. Di hod Ién men khong yéu cau oxy nhung c6 thé xdy ra
trong di€u kién c6 oxy. San pham trao do6i chat cudi cung cua qué trinh 1€n men
l1a céc phan tir hitu co nho, thuong 1a céc axit hitu co. Mot s6 vi khuan vura oxy
hod vtra 1én men, mot s6 khac khong thuc hién ca oxy hod va 1én men nhung lai
lay cacbon va nang lugng tir cic phuong thirc khéc.

Mot sinh vat bi oxy hod hodc 1én men c6 thé duoc xdc dinh bang céch sir
dung moi truong co ban OF cua Rudolph Hugh va Einar Leifson voi loai
hydratcacbon mong mudn dugc thém vao. Moi truong OF la mdi truong dinh
dudng thach sdu ban ran chtra nong do hydratcacbon cao va ndng do pepton
thap. Pepton sé& hd trg mot phan sy sinh truong cia cic vi khuan khong oxy hod
va khong 1én men. Hai 6ng nghiém duoc st dung: mot 6ng mo dé 1ay khong khi
va mot ong bit kin dé gitr khong cé oxy. Moi truong OF chura chi thi xanh
bromthymol, s€ tr¢ thanh mau vang khi ¢6 mat axit, ching t6 xay ra di hoa
cacbon. Trong di€u kién c6 alkan, s€ su dung pepton va khong dung
hydratcacbon duoc biéu 16 bang mau xanh sim. Neu hydratcacbon dugc chuyén
hod trong ca 2 dng, su 1én men di xay ra. Mot s6 vi khuén sinh ra khi trong qud
trinh 1€n men cac hydratcacbon. Mot co thé chi sir dung oxy hod hydratcacbon
s€ chi sinh ra axit trong 6ng nghiém m¢. Moi truong OF duoc st dung dé xéc
dinh su di hoa cacbon cua vi khuan Gram am Bacillus. Su di hoa cacbon s& duoc
chirng minh trong bai tap nay. Cdc test thur s€ rat quan trong trong vi¢c xac dinh
vi khuan.

1.1. Vit liéu

b1ia Petri chtra m6i1 truong dinh dudng thach - tinh bot

Moi truong thach sau gluco-OF

Dau khodng

Thube nhudm Gram
1.2. Dich nuéi cdy

Bacillus subtilis

Escherichia coli
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Pseudomonas aeruginosa
1.3. Thii tuc ky thugt yéu cdu
1.3.1. Thuy phan tinh bt

a. Peo khau trang, chia moi trudng thach-tinh bot thanh 3 phan bang cach
danh dau dudi ddy dia.

b. Céy ria mot duong don vi khuén Bacillus, Escherichia, Pseudomonas
trén moi phan.

c. bat nguoc cac dia nudi ¢ 35°C/24h. Sau khi su sinh truéng dién ra, céc
dia c6 thé dugc cat trir trong ti lanh ¢ 5°C tdi giai doan thi nghiém ti€p theo.

d. Ghi lai bat ky sy phét trién ndo cua vi sinh vat, sau d6 d6 tran Indon
Gram lén dia. Khu vyc thuy phan tinh bot s€ hién r6, trong khi khu vyc tinh bot
khong chuyén ho4 s& nhuém mau xanh sam.

1.3.2. Moi truong OF

a. Sur dung que cay thang, nhiém 2 6ng moi truong glucoza-OF véi dich
nuoi cay vi khuan da chi dinh (Escherichia, Pseudomonas hoac Alcaligenes).

b. Nho khoang 5ml dich diu khoéng trén 1 6ng mdi truong. Day niit lai.

c. Nudi tat ca cdc dng & 35°C cho t6i giai doan thi nghiém tiép theo.

d. So sdnh cdc dng méi trudng nhiém va khong nhim VSV. Ghi lai két
qua nhu sau: khuan lac ¢6 moc hay khong, liéu glucoza da duoc su dung? Va
loai trao doi chat?

Sy di dong cuia vi khuan c6 thé xdc dinh tir cdc dng méi trudng OF.

e. Quan st va ghi lai két qua cac loai VSV ma ban khong nudi cdy (nhin mau sic
dia nudi cay).

2. Trao ddi Protein

Protein 1a céc phan tir htru co chira cacbon, hydro, oxy va nito; mdt vai
loai protein cling chtra luu huynh. Céc don vi phu tao nén protein duoc goi la
amino axit. Amino axit gan chat voi nhau boi lién két peptit, hinh thanh nén mot
chuoi nho (peptit) hoac mot phan tur 16n (polypeptit).

VSV ¢6 thé thuy phan peptit hodc polypeptit dé giai phéng ra cdc amino
axit. Ching st dyng cdc amino axit 1a ngudén cacbon va nang luong khi
hydratcacbon khong c¢6 san. Tuy nhién, amino axit dugc st dung trudc tién
trong cic phan trng dong hoa.

Cac phan tu protein 16n nhu gelatin, dugc thuy phan bdi enzim ngoai bao
va cdc san pham nho hon cua sy thuy phan duge chuyén van vao trong té bao.
Su thuy phan gelatin c6 thé dugc chirng minh bang su sinh trudng cua vi khuan
trong dinh dudng gelatin. Dinh dudng gelatin dugc lam tan trong nudc am
(50°C), dong lai (tao gel) khi dugc lam lanh duéi 25°C va hod 16ng (tao sol) khi
gia nhiét dén khoang 25°C. Khi mot enzim ngoai bao thuy phan gelatin s& lam
hod 16ng va khong dong lai duoc thAm chi khi duoc 1am ngudi dudi 20°C.
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Mot s vi khuan c6 thé thuy phén protein trong stra duoc goi 1a cazein. Su
thuy phan cazein c6 thé duogc xdc dinh trong stra c6 gidy quy. Sira gidy quy chira
dyc vang stra va chi thi gidy quy. M6i truong bi mo duc, do cazein ¢ dang keo
huyén phii va gidy quy c¢6 mau xanh. Sau khi pepton hod (su thuy phan cic
protein sita), mdi truong trd nén trong 1a két qua cua sy thuy phan cazein thanh
cdc amino axit hod tan va cdc manh peptit. Két ‘qua cua sy di hod cdc amino axit
s€ tao ra mot phan umg alkan (mau tia). Stra gidy quy cung duoc su dung dé xic
dinh qua trinh 1én men lactoza, trong d6 gidy quy chuyén mau hong trong sy c6
mat cua axit. Luong axit thua s€ gy ra sy hod dong (su hinh thanh sira dong)
stra. Thém vao do, mot so vi khuén c6 thé lam bién d6i gidy quy lam cho chi thi
gidy quy tro thanh mau trang & dudi ddy cua 6ng nghiém.

Ure 1a mot san pham loai thai khé tiéu ho4 protein trong hau hét cdc dong
vat ¢c6 xuong song va dugc bai tiét & dang urin. Sy c6 mit cua enzim ureaza
(giai phong NH; tir ure) 1a mot thtr nghiém chan dodn dé xdc dinh vi khpén.
Thach-ure chtra pepton, glucoza, ure va do phenol. pH ctia mdi truong chuan bi
l1a 6,8 (d6 phenol chuyén thanh vang). Trong khi nudi cay, vi khuan chuyén hoa
ure s€ sinh ra NH; lam tang pH cia méi truong, chuyén mau chi thi fuchine
(hong dam) ¢ pH 8.,4.

Chung ta ¢ thé khao sét hoat dong cta vi khuan trén dinh dudng gelatin,
stra giay quy va thach-ure trong bai tap nay.

2.1. Vat liéu

6ng nghiém chua dinh dudng gelatin.

6ng nghiém chua sita gidy quy

6ng nghiém thach nghiéng chira thach -ure
2.2. Dich nuéi ciy

Pseudomonas aeruginosa

Proteus vulgaris
2.3. Thii tuc, ky thudt yéu ciu

a. Dan nhian mdi moi trudng 1 dng nghiém 14 Pseudomonas va 1 dng khéc
l1a Proteus.

b. Su thuy phan gelatin. Xac dinh dinh dudng gelatin, & dang ran hay
long? Nhiét do ctia phong thi nghiém 12 bao nhiéu? Néu gelatin ¢ dang ran can
phai lam hod 16ng. Sau d6 lai lam hod dong.

) - Sir dung que ciy thang nhiém vio mot 6ng nghiém Pseudomonas va mot
ong khéc 1a Proteus.

- Nudi ¢ nhiét d6 phong va ghi lai sy quan sat ¢ 2-4 ngay va 4-7 ngay.
Khong lac manh ong nghiém khi gelatin & dang 1ong.

- Néu gelatin da hod long, dat dng nghiém trong mot cdi cép d4 nghién vai
phut. Ghi lai két qua chi ro su hod 1ong hodc sy thuy phan bang dau (+).

c. Sita gidy quy. Miéu ta su xudt hién cua sita gidy quy.
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- Nhiém Pseudomonas vao mdt éng méi trudng, Proteus vao mot dng moi
trurong khéc.
- Nudi ¢ 35°C trong 24-48h va ghi Tai két qua. Gidy quy cO mau hong

trong diéu kién c6 axit, mau tim trong dleu kién kiém va mau trang khi bi bién
d6i. So sdnh két qua voi nhitng dng sita gidy quy khong nhiém VSV.

d. Test thtr ure

- Nhiém Pseudomonas vio mot 6ng mdi trrdng thach nghiéng ure-agar va
Proteus vao ong khéc.

- Nudi ¢ 35°C trong 24-48h. Ghi lai két qua: (+) cho su c6 mat cua ureaza
(mau do) va (-) cho cac 6ng khdng c6 ureaza.

- Str dung do6 phenol va fuschine dé xdc dinh pH mdi truong sau nudi cay
chirng t6 hoat dong cua vi khuén c6 kha nang chuyén ho4 ure.

* Cau héi on tap: Bai so 10

1. Trdnh bay coc tidu tré dé xdc dinh nhanh kha ndng chuyon hia coc hop chét
clla VSV?

2. Coc loai thude thlr, coc test cho tirng loai co' chat ma VSV chuyén hda?

Bai s6 11
VI SINH VAT TRONG MOI TRUONG

Muc dich yéu cau:

+ Thay duoc sy da dang ciia VSV trong mdi trudng.
+ Hiéu dugc vai trd ctia VSV trong cdc mdi truong khéc nhau.
Néi dung kién tip:

+ Miéu ta hinh thdi khuan lac VSV st dung cdc thuat ngit dién ta duogc
chap nhan.

+ So sanh sy sinh trudng ctia VSV trén mdi truong dac va moi truong 16ng.
1. Quan h¢ giira vi sinh vat va moéi truong

Vi sinh vat ¢c6 mat & khip moi noi, chiing dugc tim thay trong nudc chiing
ta ubng, trong khong khi chung ta tho va trén mat dat ching ta bude di. Ching
song trong va trén co thé ching ta. VSV sdng & moi ngéc ngéch cua hé sinh
thdi, trén tat ca cdc dang cua cudc song va trong hau hét moi trudong. Trong da sb
truong hop, VSV ton tai & khdp moi noi 1a khéng doc hai. Tuy nhién, trong
nghién ctru VSV, cong viéc phai dugc tién hanh hét strc can than dé tranh nhiém
ban moi truong vo trung va nguyén vat licu boi cac VSV nay.
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Vi sinh vat ludn hién dién trong méi trudng song ciia ching ta. Tuy nhién,
su c6 mat mot s6 loai vi sinh vat trong cac noi nao do chang han trong nudc
hodc thuc pham c6 thé 1a khoéng mong mudn. Nguoi ta st dung cac VSV gay
bénh dé xé4c dinh su 6 nhiém nudc. Sy cé mat va sé lugng vi khuan trong thyc
pham c6 thé biéu thi thuc pham d6 da bi tap nhiém trong qua trinh san xuat, cic
vi khuan nay c6 thé dwa dén két qua 1a 1am hu hong thtc an, giy ngd doc cho
nguoi st dung.

Cac phuong phap thur dé xdc dinh chit lugng vi sinh vét hoc ctia nudc da
du:oc phét trién dé ngin chan sy chuyen giao cua nuoc chira VSV gy bénh tir
ngudn phan. Tuy nhién, viéc nhin thiy cdc VSV giy bénh trong ngudn nudc
cung cép 1a khong thyc té boi vi cac mam bénh xay ra ¢ s6 luong nho nén chiing
c6 thé khong gip dugc & trong mau. Hon ntra, khi cac bénh dugc xdc dinh thi
thuong 13 qui mudn dé ngin chin sy xuat hién ciia bénh tat. Vi thé, su c6 mat
cua cdc VSV chi thi dugc stir dung dé x4c dinh su nhiém ban phan cua nudc.

Bénh tat va ngd doc thirc an Ia Kkét qua cua su sinh truéong cua VSV trong
thuc pham. Kiém sodt sy an toan, chat lugng ctia thyc pham can dugc quan tim
véi cdc test klem tra sy c6 mdt cac VSV gy bénh trong thyc pham Trong qua
trinh san xuat (nghién, rira va déng go1), thuc pham c6 thé bi nhiém ban cic
VSV tir dat va dong vat, ngudi san xuat hodc may méc.

Cdc vi sinh vat ¢6 hai chi 1a mot phan nho trong toan bo quan thé VSV.
Hoat dong cua hau hét céc VSV 1a ¢6 loi trong thyuc té. Céc hoat dong cua VSV
dat 12 tiém nang dé duy tri sy song trén trai dat. Qua trinh cb dinh nito phan tir
dugc md ta lan dau tién tir nam 1893 boi Sergei Vinogradski, 6ng da budc vao
nghién ctru cdc vong tuan hoan sinh hod xay ra trong dat bai vi 6ng da:

“ Cam kich vi nhitng phat hién ruc r& khong thé so sanh duoc cta Pasteur.
To6i da bat dau nghién ciru ti mi van dé tuyét hay ciia qua trinh ¢ dinh nito
khong khi. T6i dd thanh cong ma khong gip qué nhiéu khé khin trong viée phan
1ap mot loai vi khuan ky khi hinh que duoc goi 1a Clostridium c6 thé thyc hién
dugc chtic nang nay”.

Vinogradskii dat t€n vi sinh vat 1a Clostridium pasteurianum dé tuong
nh¢ Pasteur. Mot s6 VSV khdc lai ¢6 thé phan rd céc chat 6 nhiém nguy hiém
trong moi truong.

Trong thi nghiém nay, ching ta thir nudi cdy mot vai loai VSV. Mai
truong nuoi céy ¢6 thé duge chuan bi & vai dang phu thudc vao mong mudn st
dung. Dia petri chira moi truong dinh dudng dic cung cdp mot dién tich bé mat
16n dé danh gid cac khuén lac. VSV s& dugc nhiém hodc ¢b y dua vao trén dinh
dudng thach hodc dinh dudng canh thang. C4c vi khuan dwgc nhiém vio moi
truong nudi ciy sé ting sé lugng trong giai doan nuodi ciy. Sau khi nuéi ¢ diéu
kién phu hop, moéi truong 1ong tré nén van duc do VSV sinh truong. Trén moi
truong dac, khuan lac s& nhin thay duoc bang mat thuong. Mot khuan lac 1a mot
tap hop té bao dugc phat sinh tir mot té bao VSV don dong. Mic dii nhiéu loai
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vi khuén c6 su phat trién cdc khuan lac hinh thanh tuong ty nhau, mdi khuan lac
xuat hién khéac nhau thuong 1a mgt loai khéc biét.
2. Vat liéu, dung cu

Dia petri chtra moi truong dinh dudng thach

6ng nghiém chtra moi truong dinh dudng canh thang

dng nghiém c6 nidt bong vo trang

dng nghiém c6 nudc vo tring
3. Thii tuc tién hanh
3.1. Giai doan 1

a. Thiét ké thi nghiém ctia ban. Muc dich 12 1dy mau tr mdi truong va co
thé ban. Hay sir dung tri tudng twong cia minh. Sau diy 1a mot s6 goi y:

- C6 thé sir dung phong thi nghiém, phong tam hodc bat ky noi nao trong
khu vyc 1a méi truong tién hanh.

- M6t dia petri c6 thé dugc mé trong khdng khi tir 30-60 phuit.

- Nhiém mot dia tir 1 bé mdt mdi trudng chang han nhu san nha hay ghé
lam viéc bang mot mi€ng gac trong nudc vO trung, lau bé mat moi truong sau do
lau 1én bé mat dia thach.

Sau khi xtr 1y, miéng gac nén duoc bo vao thing c6 chit tiy ué.

b. Nuéi 2 dia trén. Dung 1 miéng gac nhu miéu ta ¢ trén dé xtr 1y 1 ong
dinh dudng canh thang. Sau khi lau trén bé mat dia thach, dat miéng gac trong
dinh dudng canh thang va dé lai trong qud trinh nuoi cay.

c. C4c dia va 6ng nghiém nén nudi ¢ nhiét do xap xi nhu khi ldy mau moi
truong.

d. Nhiém 2 dia tir co thé ban, ban c6 thé:

- Bat mot soi téc trén mat thach

- Tién hanh xir Iy bang miéng gac 4m sau khi ding lau mot phan co thé
(xem budc 1c¢).

- Cham cédc ngdn tay ban vao dia thach.

e. Nudi VSV tir co thé ban ¢ nhiét d nhu nhiét d¢ co the.

g. Pit nguoc céc dia nudi cdy dé nudc s& tu lai trén nap thay cho trén bé
mat moi trueong thach, tranh anh hudng dén két qua.

3.2. Giai doan 2

a. Quan sét va miéu ta két qua VSV sinh trudng trén dia. Ghi chid mdi loai
khuan lac khac nhau xuat hién va mo6 ta hinh thai khuan lac, sir dung cic dac
trung dua ra & hinh bén. Xac dinh s6 luong tuong déi cua cic loai khuan lac.
Khi nhiéu khuan lac hién dién, ghi lai nhitng loai qud nhiéu.

b. Miéu ta sy xuat hién trong dinh dudng canh thang. N6 van hay duc
dong déu? So sdnh vé1 6ng khong xtr 1y. Xem sy tao thanh cac khoi té bao VSV
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(goi 1a két bong). C6 mang hay 16p mang Xuat hién ngang trén bé mat moi
truong? Nhin xem lidu té bao VSV c6 lang xudng ddy 6ng nghiém hinh thanh
nén can hay khong?

C6 thé gitr lai cdc 6ng canh thang cho thi nghiém khdc.

* Cau hoi on tap: Bai s6 11

1 Trinh bay mdi quan hé gitta VSV va méi trudng?

2. Sy sai khdc co ban theo quan sit bang mét thuong trong timg cic TN don
gian dé so bo budc dau danh gid VSV chi thi méi truong?

Bai s0 12
PHUONG PHAP XAC PINH NAM MEN, NAM MOC, NGUYEN SINH
DPONG VAT, TAO VA VI KHUAN LAM

Muc dich yéu cau:

+ Phan bi¢t dugc nam men, ndm moc, tdo, vi khuan lam va nguyén sinh
dong vat.

+ Hiéu rd cac dac trung phan loai cua cdc nhém VSV nay.
Noi dung kién tap:

+ Nudi cdy va quan sat hinh thdi ciia nAm men, nam mdc, tdo va nguyén
sinh dOng vat

+ So sanh su sai khéc gitra cdc nhém VSV trén.

+ Giai thich hién twong ludng hinh & nam méc.

1. Nguyén ly chung

Sinh vat thuoc nhom Eukaryota bao gdm: tao, nguyén sinh dong vat, nam
va cdc dong thuc vat bac cao. Té bao Eukaryota cO quy md dién hinh va cau triic
phirc tap hon té bao Prokaryota. Hé gen cua mot té bao Eukaryota dugc bao boc
trong mot mang nhan giéi han. Hon nira, té bao Eukaryota chira mang bao boc
céc co quan tir, c6 cau tric dac biét va thuc hién cic chirc nang dac trung.

Vi sinh vat nghién ctru trong phan nay 12 cic loai di dudng hod ning song
tu do ngoai trur tdo va vi khuan lam (céc loai ty dudng quang nang).

NAm men 1a nhitng vi sinh vat duogc biét kha ro. Ching dugc st dung
rong rai trong cdc quy trinh thuong mai va c6 thé mua dugc trong cic si€u thi
dé nudng banh. Nam men la loai nam don bao. Leeuwenhoek 1an dau ti€n quan
sat dugc nam men trong qua trinh 1é€n men bia.
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Nhiéu loai tao chi nhin thy duoc duéi kinh hién vi, trong khi nhitng loai
khac c6 thé dai vai mét. Tao 1a “nha” san xut oxy va thic dn quan trong cho
dong vat nguyén sinh va cédc sinh vat khic. Mgt vai loai tdo don bao, nhu tic
nhan cua “thuy triéu do” Gonyaulax catanella va céc loai ho hang lai doc cho
dong vat, ké ca con ngudi khi an phai voi luong 16n.

Nguyén sinh dong vat, bt ngudn tir tén goi “l6p mao tring” dugc quan
tam nghién ctru sém. Tur nam 1778, Friedrich von Gleichen da nghién ctru thirc
an khong bao bang cdch nudi nhudém do céc tring mao.

2. NAm men (Yeasts)

Nam thudc loai té bao eukaryota va co thé ton tai dudi dang don hoac da
bao. Ching la loai di dudng va lay dinh dudng nho hap thu cic vat chat hitu co
hoa tan thong qua vach t& bao va mang nguyén sinh chat. Nam (ngoai trir nAm
men) Ia VSV hao khi. Nam men don bao, nAm mdc da bao va cic 10a1 vi mo nhu
nam mi thudc gidi nam. Nim thuong ua diéu kién axit, chiu ap suét cao va do
am thap hon vi khuan. Ching c6 kich thuéc té bao va hinh théi chi tiét 16n hon
vi khuan. Nguoc lai véi cdc dac trung cua vi khuén, céc dic trung co s& nhu chi
tiét hinh théi va té bao dugc s dung dé phan loai ndm, véi su tham du chit it
ctia cic dic trung thir cp nhu trao d6i chat va thanh phan khang nguyén. Nam
¢6 céu trdc phic tap hon vi khuan nhung lai trao d6i chét thay ddi it hon.

Nam men 1a loai nAm don bao, khong c6 thé hinh soi, ¢6 dang hinh cau
hodc ovan dién hinh. Ndm men dugc phin b rong rdi trong tu nhién, thuong
tim thiy trén hoa qua va 14 cAy nhu 16p pht ngoai dang bot mau trang. Nam
men sinh san vO tinh bang nay chdi, 1a qué trinh trong d6 mot té bao méi hinh
thanh mot u 1 (nay ch01) tur té bao ‘me. Trong nhiéu truong hop, cic choi khong
thé ty tach ra, mot chudi ngan cic té bao dugc goi 1a dang gia khuan ty. Khi nAm
men sinh san hitu tinh, ching cé thé sinh ra mot hodc vai loai bao tur gidi tinh.
Loai bao tir gidi tinh dugc san xuét bdi mot loai nAm men dugc sir dung dé phan
loai nhu sy phan chia (nganh). Hoat dong trao ddi chat cling duoc su dung dé
xdc dinh cdc giébng nam men.

N4m men 12 loai yém khi khong bat budc. Hoat dong trao ddi chat cua
ching thuong duoc st dung trong nhiéu qué trinh 1én men coéng nghiép. Nam
men thuong dugc dung dé chuan bi nhiéu loai thtrc an gém ¢6 banh mi, do uéng
nhu rugu vang va bia.

Trong phong thi nghiém, moi truong lya chon thach Sabouraud thudong
duoc str dung dé phan 14p ndm men. Thach Sabouraud c6 céc chit dinh dudng
don gian (glucoza va pepton) va pH thap, han ché sy sinh truong cua hau hét cac
sinh vat khdc. Rt nhiéu k¥ thuat hitu ich v6i vi khuan c6 thé dp dung v6i ndm
men.
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2.1. Vat liéu
6ng 1én men glucoza
6ng 1én men saccharoza
P1ia Petri chtra méi truong Sabouraud
Chai chira moi trudng cao ndm men -glucoza
Gac bong khtr triing, lam kinh, dng nghiém, xanh methylen, binh cau, hoa qua
hodc 14 cay.
2.2. Dich nuéi ciy
Men banh mi
Rhodotorula rubra
Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae
2.3. Thii tuc tién hanh
2.3.1. Ném men

a. Nhe nhang hoa mot it men banh mi trong mdt it nudc 4m trong ong
nghiém dé tao ra dung dich trang duc.

b. Mdi cip sinh vién s& sir dung mdt loai dich nudi céy nim men va dich
men banh mi

- Chia mot dia mdi truong Sabouraud thanh hai ntra. Ria céy dich nAm
men da biét trén nira mdi trudong va men banh mi ¢ ntra con lai.

- Nhiém mdi loai dich VSV vao mot 6ng 1én men glucoza va mot 6ng 1én
men saccharoza.

c. Nudi tat ca cdc méi truong ¢ 35°C tGi khi xuat hién ddu hiéu sinh
truong.

d. Nhé mot giot xanh methylen vao mot it mdi loai dich nuoi c?iy. Ghi lai
két qua quan sat dugc.

e. Sau khi ndm men sinh truéng, ghi lai két qua. Kiém tra dich nAm men
khong nudi cdy va xac dinh két qua.
2.3.2. Phén lgp ndm men

a- Cat hoa qua va 14 cdy thanh cdc miéng nho. Pat ching trong chai moi
truong cao naim men- glucoza Day miéng chai bang mdt qué bong. Nudi ¢ nhiét
do phong toi khi xuat hién sy sinh truéng. Ghi lai sy xuat hién cia ca hai loai
mau sau khi nuéi cay

b- Chia dia mdi truong Sabouraud thanh 2 nira. M&i loai mau nudi ciy trén
mot nira dia.

+ Lau bé mit cdi kéo cat mau bang miéng gac vo trung. Pat miéng gac
trén nira dia mdi truong. Mot s6 vi khuan s& moc trén moi trudng nay.
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+ St dung que cdy v trung cdy ria mot vong que ciy dich chiét tir chai
vira chuan bi & phan a.

c. bat dia céy ddo nguoc, nudi ¢ nhiét do phong cho téi khi su sinh
truong xuét hién. Chuan bi dich thtr véi xanh methylen tir cic khuén lac khdc
nhau. Ghi lai két qua.

3. Nim méc (Molds)

Céc ndm da bao dang soi dugc goi la nam mdc. Do su da dang vé hinh
thai ném méc nén hinh dang rét hitu ich dé phan loai cdc nam nay. Mot khuan
lac nAm mdc 16n (dang vi md) goi la tan va duoc tao thanh tu mot khéi céc soi
goi 1a hé soi. Mdi soi 12 mot sgi ndm véi soi sinh dudng phat trlen trén bé mat
mdi truong. Soi lo lung trong khong khi goi 14 soi sinh san, ¢ ngudn gbc tir soi
sinh dudng va sinh ra mot loai bao tir sinh san vé tinh. Soi cia hau hét cic ndm
mdc duge tao thanh tir cdc té bao phan tich do vach ngang hodc véach ngan. Céc
soi nay duoc goi la soi c6 vach ngan. Mot s6 nAm trong d6 c6 Rhizopus c6 soi
khong c6 véach ngin va 1a mot khi té bao chét duy tri nhiéu nhan. Ching dugc
goi 1a soi nam da nhan.

Nam dugc dac trung va phan loai boi su Xuat hién khuén lac (mau sac,
kich c@, vv...), to chtrc sgi (vach ngan hay da nhan), cau trdc va td chuc ctia bao
tr sinh san. Do tam quan trong cua sy hinh thanh va t6 chirc khuan lac, cic k¥
thuat nudi cdy nAm mdc va kiém tra kinh hién vi rat quan trong.

Nam, dic biét 1a nAm mdbc rat quan trong trong cong nghiép va phuong
dién 1am sang. Cic bao tir trong khong khi ciing 12 ngudn tap nhiém pho bién
nhat trong phong thi nghiém. Moi truong Sabouraud 1a moi truong lya chon phd
bién dé phan lap nam.

Mot s6 nam bénh c6 biéu hién ludng hinh, chiing ¢6 2 dang phat trién. &
nam bénh, su ludng hinh thuong phu thugc vao nhiét do. Trong bai tap nay,
ching ta s€ xac dinh cdc nam mdc khac nhau va chimg minh sy ludng hinh. Su
ludng hinh ctia Mucor khdong phu thudc vao nhiét do, né sé biéu hién nguoc lai
khi quyét dinh diéu kién vat Iy nao d6 anh hudng téi su sinh trudng ctia Mucor.

3.1. Vit liéu
a. Nudi cdy ndm méc
Dia Petri chtra moi truong Sabouraud
Moi truong Sabouraud néng chay
Dich parafin (mdt nura 1a dau, mot ntra la parafin)
bia Petri, lamen, que gat thuy tinh, pipet
b. Sw bién doi lwong hinh
Maoi treong Sabouraud: Sml néng chay ¢ 48°C
6ng plastic 5ml hodc coc gidy nho
Ludi dao lam, bang dinh
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3.2. Giong VSV

Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Mucor
3.3. Thii tuc tién hanh
3.3.1. Giai doagn 1

a. Lam nhiém 1 dia thach Sabouraud theo bat cir cdch nao ban muéq. bé
m¢ dia trong khong khi (ngoai troi, & hanh lang, phong thi nghiém hodc bat ctr
noi dau) 15-30 phit. Nudi ¢ nhiét d§ phong tir 5-7 ngay.

b. Nhiém vao 1 dia Sabouraud khdc loai nAm mdc da nudi céy. Tao 1
duong ¢ trung tam dia. Nudi ¢ nhiét do phong 5-7 ngay.

c¢. Thuc hién nuoi c?iy trén lam kinh loai nAm mdc da chon.

- Rtra sach lam kinh va lam kho

- Nho 1 giot mdi truong thach Sabouraud 1€n lam kinh. Lam phang trén
mot phan lam va doi dong lai.

- Diing que cdy vd tring can than nao bo 1 nira vong thach, dé lai 1 mép thang.

- Lic nhe dich ndm mdc dé tao lai dich huyén phu, va nhiém 1 vong que
cay trén mép thang moi truong thach mai tao ra.

- Pbat mét lamen trén miéng thach nhiém nam moc.

- Duing pipet va parafin néng chay dé dan 3 mép con lai. Khong dan mép
xtr ly nam moc.

- it 1 miéng khin gidy am & dudi ddy cua dia Petri. Dat lam kinh nudi
cay trén que gat thuy tinh ¢ phia trén khan va day dia petri lai. Nudi cay ¢ nhiét
do phong 2-5 ngay. Khong ddt nguoc dia.

- Quan sat su biéu hién ctia cdc bao tir vo tinh trén lam nudi céy.

* Swr thay d6i lwdng hinh

a. GO nhe dng nudi cay ném mdc dé tao dang huyén phii. Nhiém 2 hodc 3
vong que cdy dich Mucor. Tron 6 6ng bang céch lan trong tay va nhanh chéng do

toan bd vao mot coc rong trudc khi moi truong ran lai. Coe dong khong can phai
khtr trung trude do.

'b. bét mot miéng khin gidy am trong mot cai cbc dong khic, 16n nguoc lai
trén coc dung thach. Dan bang dinh hoach gidy parafin xung quanh mép 2 céc.

c. Nudi ¢ nhiét do phong dén khi sy sinh trudng xay ra (5-7 ngay).
3.3.2. Giai doagn 2

a. Kiém tra dia nuoi cay mdi loai nam moc, miéu ta sy xuat hién va mau
sdc cua ching. Sau d6 kiém tra dudi kinh hién vi, xem ¢ phid dinh va mat bén
dudi.

b. Kiém tra sy Jam nhiém dia thach Sabouraud va mo ta két qua.

c. Kiém tra lam nu6i cay ciia moi loai nam moc dudi kinh hién vi . Ghi lai
Su quan sat.
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e. Dé kiém tra sy bién d6i ludng hinh, bo bang dén va ding dao lam cit
ro1 2 coc.

g. Dung dao lam cit mdt miéng mong 16p thach xu 1y theo chiéu thang
ding. Can than dat 1én lam kinh va day lamen 1€én trén.

h. Quan sat dudi ngudn sang manh v yéu. Xem ti mi miéng thach tir phia
day dén dinh, nhi€éu mat phang thang gbc sé€ hién dién.

i. Loai bo phan thira trong cbc va tay ué dung cu theo chi dan.

4. T4o (Algae) va vi khuan lam (Cyanobacter)

Thudc vé su quan tam dau tién cua cdc nha vi sinh vét hoc 12 vi khuan
lam. Vi khuan lam c6 té bao tién nhan va thudc giéi Monera, cung v61 cac vi
khuan khac.

Tao la tn goi thong thuong cua nhom sinh vat nhan that c6 kha néng
quang hop nhung chua phén than, ¢, 1. Tao duoc dat trong gidi Protista. Tao ¢6
thé tim thay trong dai dwong, nudc sach, vo thuc vat am va dat. Tao c6 thé 1a
don bao, dang soi hay da bao. Chting c6 hinh thai rat da dang tir tao ‘nau hodc tao
be va tao do phon phot khong 16 dén cac khuan lac tao lam hinh ciu. Tao duoc
phan loai dya theo sic td, san pham dy trit, thanh phan hod hoc cta thanh té bao
va tién mao.

Trong khi su sinh truong clia céc loai quang nang c6 tiém nang cung cap
oxy va thtrc an cho céc loai sinh vat khac, mot so tao dang s¢i nhu Spirogyra, la
mot moi gay phién todi cho con nguoi boi vi ching can tré qud trinh loc trong
hé thdng nude. Cdc loai quang nang cé thé duogc sir dung dé xédc dinh chat luong
nudc. Nudce bi & nhiém chira cdc dinh dudng thira tir nudc thai hodc cac nguon
khéc c6 nhiéu vi khuan lam va it tdo cdt hon nude sach. Hon thé nita, s6 luong té
bao tdo cho biét chat lugng nude. Néu cé hon 1000 té bao tdo/ml biéu thi rang
su thtra dinh dudng dang hién di¢n.

4.1. Vit liéu

Mau nuéc hd

A. Nubi ¢ diéu kién sdng 4 tuan.

B. Nuoi trong diéu kién tdi 4 tuan.

C. Thém nitrat va photpho, nudi trong diéu kién sing 4 tuan.

D. Thém sulphat dong, nudi trong diéu kién séng 4 tuan.

4.2. Thii tuc tién hanh

a. Chuan bi tiéu ban giot treo tir mot mau nudc hd. Lay giot mau tir ddy
cua binh chura.

b. Dung vét kinh kho kiém tra tiéu ban & do phéng dai cao va thap. Xac
dinh sy c6 mat cua tdo va vi khuan lam trong nuédc ho. Tham khdo mau sac cho
su xdc dinh. V€ hinh céc loai tdo ma ban khong thé xac dinh. Ghi lai méi lién
quan gitra s0 lugng cua moi loai tao tir 4+(phong phi) tdi + (chi thay 1 dai dién).
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c. Lap lai sy quan sat va thu ) liéu véi cdc mau nude hd con lai.
5. Nguyén sinh dfng vat

Nguyén sinh dong vat la cic sinh vat c6 nhan hoan chinh don bao, thudc
gidi Protista. Ching dugc tim thiy trong cic khu vuc c6 ngudn nude 16n. Nhidu
loai nguyén sinh dong vat séng trong dat va nudc, va mot sd 12 khu hé vi sinh vat
binh thuong cua dong vat. Mot vai loai nguyén sinh dong vat 1a dong vat ky sinh.

Nguyén sinh dong vt 1a cdc loai di dudng hao khi. Ching séng nhd vao
an céc vi sinh vat khdc va cdc hat vat chat nho. Nguyén sinh dong vat khong c6
thanh té bao, mot sb (trung roi va trung 16ng mao) phia ngoai dugc bao boc mot
16p mang day c6 tinh dan hodi goi 1a 16p da mong. Té bao c6 16p da mong doi hoi
cau tric dic biét dé léy thirc an. Khong bao co rit c6 thé xdc dinh duoc trong
mot s6 mau. Sy 1am ddy co quan tir ndy bang nude sach va sau d6 nguoc lai bai
tiét nude tir trong té bao, gidp cho sinh vat sdng dugc trong mdi truong cé ndng
d6 chat hoa tan thap.

Nguyén sinh dong vat c6 thé phan loai trén co s¢ phuong thirc chuyén
dong cua ching. Trong thi nghiém nay, ching ta s€ xac dinh cdc thanh vién song
tu do cua hai nganh Protista. Nganh truing mao gom cdc nguyén sinh dong vat di
dong bang st dung chan gia hodc tién mao. Mot s6 loai sir dung ca 2 hinh thuc
di chuyen nay. Trung amip di chuyén bai kéo dai phan 16i ra cua te bao chat
giong nhu cdc chan goi 1a chan gia. Céac chan gia bét ngudn tir cudi té bao, phan
con lai cia té bao ding dé phéng cac chan gia vé phia trudc.

C4c trung roi ¢ mot tién mao hoac nhiéu hon. Mic du trung roi la céc
loai di dudng, cdc sinh vét sir dung trong bai tip nay 1a di dudng khong bét
budc. Ching phét trién nhd quang hop khi ¢6 dnh sdng va nho di dudng trong
diéu kién toi.

Cac thanh vién cua nganh trung mao c6 nhiéu 16ng mao moc tir té bao.
Trong mot sO triing mao, 16ng mao Xudt ‘hién thanh cdc hang trén toan bo bé mat
ctia té bao. Trong céc tring mao séng gan véi cdc bé mit ran, 16ng mao chi xuat
hién xung quanh dudng ranh miéng. Thitc an dugc dua vao duong ranh miéng
thong qua 16 thd té bao (miéng) va vao trong hau, noi khong bao chua thirc an
hinh thanh.

5.1. Vit liéu

Methylxellulo 1,5%

Axit axetic 5%

Pipet

Tam nhon
5.2. Dich nuéi ciy

Amip, tring mat, Paramecium (trong dich nAm men - congo do6)
5.3. Thii tuc tién hanh
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a. Chuan bi giot treo Amip. Pat 1 giot 14y tir ddy canh tring 1én lam kinh.
Pit 1 mép cia lamen vao trong giot nudc va dé cho chat 1ong chay doc theo
lamen. Nhe nhang dat lamen trén giot canh trung. Quan sdt sy di chuyén cua
amip, v& duong di chuyén. Viing nao cua té bao chét c6 nhiéu hat nho hon: bén
trong hay bén ngoai nguyén sinh chét?

b. Chuan bi giot treo tring mat. Lam twong ty nhu trén va vé& lai su di
chuyén cua trung mat. C6 thé nhin thay dugc mau do ¢ trung mat (di€m mat)
hay khong?

Cho 1 giot axit axetic thAm qua lamen. Quan sat biéu hién cua tring mat.

c. Chuan bj giot treo cila tring mao va quan sét sy di chuyén ciia né.

d. Cho 1 giot methylxellulo 1€n lam kinh. Tao 1 giot treo canh thang trung
mao dugc nudi trén dich nam men - congo dd. Trung mao s€ chuyén dong cham
hon trong methylxellulo nhét dinh. Quan sat truing mao an cac t€ bao nam men
nhuom do. Congo do 1a 1 chi thi pH. Khi khong bao chtra thire an dugc lam day,
chi thi s€ chuyén thanh mau xanh. C6 phai do sdn pham trao doi chat s€ tao ra
diéu kié¢n axit trong khong bao hay khong?

Pém s6 lugng cic khong bao xanh va d6 trong mot tring mao. V& hinh 1
tring mao va xac dinh céc vi tri ciia khong bao.

* Cau héi on tap: Bai so 12

1 Trinh bay nhitng nguyén tic co ban de so bo nhan danh ndm men, ndm moc,
Tao, NSV trén moi trudng nudi cdy rin, ban ran?

2. Trinh bay mét s phuong pghép thir nhanh dé danh gid so bo tirng nhém VSV
trong moi truong?
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Bai s0 13
QUA TRINH CHUYEN HOA NITO DUGI TAC DUNG CUA VSV
(AMON HOA, PHAN NITORAT HOA, CO PINH N,)

Muc dich va yéu cau:

+ Hiéu ro vong tuan hoan Nito trong dat, thdy dugc su thay d6i ho hoc
xdy ra & moi budc trong chu trinh.

+ Giai thich duoc tim quan trong ctia vong tuan hoan Nito.
+ Phan biét qua trinh ¢ dinh Nito phan tr cdng sinh va tu do

Noi dung:
- Céc phuong phdp phén tich VSV trong qua trinh chuyén héa céc hop
chat chtra nito trong moi truong
- Thuc hanh tryc tiép céc thi nghiém vé qu4 trinh chuyén héa nito trong
moi truong
Nguyén 1y:

Tién hanh céc test thir chiing minh sy c6 mat cua vi khuén amon ho4,
phan nitrat hod va c6 dinh nito phan tir cong sinh trong dat.

Vong tudn hoan Nito 12 mot khia canh nghién ctru rong rdi va ing dung
quan trong ctia vi sinh vat dat. Tat ca cédc sinh vat déu can Nito dé tong hop
protein, axit nucleic va cdc hogp chat chira nito khdc. Su phuc héi nito béi cic
sinh vat khac nhau dugc goi 1a vong tuan hoan nito. Vi sinh vat déng mot vai tro
co ban, khong thé thay thé dugc trong vong tuan hoan nito do chung tham gia
rat nhi€u phan Ung trao doi chat khdc nhau nhdm chuyén hod cac hop chat chtra
nito. Khi cay trong, dong vat va vi sinh vat chét di, cdc vi sinh vt s€ phan huy
ching bdi sy thuy phan protein va amon hoa.

Thuy phan protein 1a sy thuy phan cdc protein thanh dang amino axit.
Amon hod giai phéng amonia do khir amin hod cidc amino axit hodc dong hoa
ure thanh NHj. Trong hau hét moi truong dat, amonia hoa tan trong nudc tao
thanh ion amon:

NH,+H,0 —> NH,OH —— NH, +OH]

Mot s ion amdn s€ dugce cdy trong va vi sinh vat st dung tryc tiép dé
tong hop cdc axit amin.

Budc tiép theo trong vong tudn hoan nito 13 sy oxy hod cdc ion amdn
trong qud trinh nitrat hod. Hai giong vi khuan c6 kha nang oxy hoa NH," trong
hai giai doan lién tiép dugc chi rd nhu sau:

2NH4+ + 302 Nitrosomonas 2N02—
2N02— + 02 Nitrobacter 2NO3_
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Nhirng phan tmg nay dugc st dung dé sinh ra ning lugng (ATP) cho té
bao. Vi khuan nitrat hod 1a cic loai di dudng hod nang va nhiéu loai bi trc ché
bai vat chat hitu co. Nitrat 12 mot ngudn nito quan trong cho ciy trong.

Vi khuan phan nitrat hod chuyén hod nitrat va loai bé ching khoi vong
tuan hoan nito. Phan nitrat hod 1a qua trinh bién do6i nitrat thanh nitrit va khi
nito. Su chuyén hod nay c6 thé dugc trinh bay nhu sau:

| NO;,— " NO, > N,0 > N, |
Phén nitrat hod con dugc goi 1a ho hap yém khi. Nhiéu giong vi khuan
gom c6 Pseudomonas va Bacillus c6 kha nang phan nitrat hod trong di€u kién
yém khi.

Nito khong khi c¢6 thé quay tro lai dat boi sy bién doi khi nito thanh
amonia, m0t qud trinh dugc goi 1a sy c¢6 dinh nito. C4c t€ bao vi sinh vat cé
enzym nitrogenaza c6 thé cd dinh nito trong diéu ki¢n yém khi nhu sau:

| N, +6H" +6e — > 2NH; |

Mot s0 sinh vat tién nhan song tu do, vi du nhu Azotobacter, Clostridium va vi
khuan lam c6 kha nang c6 dinh nito. Nhiéu loai vi khuan c6 dinh nito song lién két
chat véi ré cac loai co trong dat viung ré, noi ma 16ng hut tiép xuc voi dat.

Vi khuan cong sinh cung cap mot vai trd quan trong hon trong qud trinh
¢ dinh nito phén tir. Mot dién hinh 12 méi quan hé cong sinh gitra Rhizobium va
ré ciy ho dau (nhu dau twong, dau xanh, dau Ha lan, co Alfalfa va co ba 14), c6
dén hang nghin loai dau dd khic nhau. Nong dan da trong dau tuong va Alfalfa
dé tdi tao Nito trong cic canh déng ctia ho. Nhiéu loai dau dd hoang dai c6 thé
sinh truong trén nhirng vung dat ngheo dinh dudng tim thay ¢ rimg ram nhiét
doi hodc sa mac kho can. Loai Rhizobium la déc trung cho tung loai cay chu ma
ching nhiém vao. Khi 16ng hiit va vi khuan Rhizobia tiép xiic trong dat, not san
1€ dugc hinh thanh trén cay chu. N6t san cung cap moi trudng yém khi can thiét
cho qué trinh ¢ dinh nito.

Qud trinh ¢6 dinh nito phan tir cong sinh cling xay ra trén 1é clia cic ciy
khong thudc ho dau. Xa khuan Frankia hinh thanh nét san trén cy téng quan sui.

Bat ky su pha v& nao trong vong tuan hoan nito cling c6 thé anh huong
quyét dinh dén su ton tai ctia sy song.

1. Qua trinh amo6n hoa
1.1. Vit liéu
6ng moi truong canh thang pepton
Dét am
Thudc thir Nesler
NH,OH
Ban sit 16 tron
1.2. Thii tuc tién hanh
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, - Hoa dit vao nude vo tring tao dung dich. Liy 1 vong que ciy nhiém vao
ong moi truong canh thanh pepton.

- Nu6i ¢ nhi¢t do phong va lam test thir amonia ¢ sau 2 va 7 ngay.

- Test thir amonia: nho 1 giot dung dich thuéc thir Nesler vio 16 ban s
Thém vao 1 vong que cay canh thang pepton da cay dich dat, tron déu. Mau
vang dén mau nau chi ra rang c6 amonia. So sanh két qua v6i 6 c¢6 nho dung
dich thudc thu voi NH,OH. St dung 6ng nghiém canh thang pepton khong
nhiém dich dat lam do6i chung.

2. Qua trinh phan nitrat
2.1. Vit liéu

6ng nghiém chira moi truong nude thit - mudi nitrat

Dat 4m

Thudc thit nitrat A va B

Bui kém
2.2. Thii tuc tién hanh

- Xur 1y mot ong mdi truong nudc thit - mudi nitrat bang dung dich dat
nhu trén. Nhiém vao 6ng khic P. aeruginosa.

- Nubi ca 2 dng & nhiét d6 phong trong 1 tudn.

- Kiém tra sy chuyén hod nitrat. Thém 5 giot nitrat A va 5 giot nitrat B
vao mdi ong nudi ciy va ng khong xur 1y, lac nhe. Mau dé xuat hién trong vong
30 gidy la test thu duong tinh. Néu 6ng kiém tra khong chuyén mau do, thém 1
luong nhé byi kém, dng thir chuyén sang mau do 1 test thir &m tinh, néu khong
chuyén mau thi d6 cling 1a két qua duong tinh.

3. Qua trinh c6 dinh nito phan tir
3.1. Vit liéu

Pia petri chira mdi truong thach nAm men-manitol

Xanh methylen, dao lam, cay ho dau
3.2. Thii tuc tién hanh

- Cat 1 ndt san tir ré cAy dau dd va rira sach dudi voi nudc chay. Quan sat
not san.

- Cit ndt san thanh 2 nira bang dao lam. Quan sdt bén trong. Nghién nét
san gitra 2 lam kinh va tao vét boi bang cach quay 2 lam kinh v6i nhau.

- Céy ria 1 vong que cay dich nghién trén mdi trudng thach. Nudi & nhiét
doé phong khoang 7 ngay.

- Lam khd trong khong khi lam kinh c6 vét bdi va cb dinh lai bang nhiét.
Nhuom ti€u ban trong 1 phut bang xanh methylen. Rira va quan sat dudi vat
kinh dau.

Truong Dai hoc Nong nghiép Ha Noi — Gido trinh thuc tdp vi sinh vdt chuyén nganh ............... 70



- Quan sdt sy sinh truong cta vi khuan trén dia. Nhuém don bé“mg xanh
methylen. So sanh hinh thai vi khuan trén tiéu ban véi tiéu ban da chuan bi sin
tir ndt san.

* CaAu hoi on tap: Bai s6 13

1 Co ché cua ting qud trinh ¢b dinh, chuyén héa nito?

2. Phuong phép 1ap 1ap, ddnh gid hiéu qua cua qué trinh chuyén héa nito dudi
tdc dung cua VSV?

3. Két qua phén tich, tinh to4n hiéu qua cta qud trinh chuyén héa nito duéi tic
dung cua VSV?

Bai s6 14
CHUYEN HOA LUU HUYNH DUOI TAC DUNG CUA VI SINH VAT

Muc dich va yéu cau:

+ Hiéu duoc vai trd ctia VSV trong viéc dam bao vong tuan hoan lwu huynh.
+ V& biéu do vong tuan hoan Iuu huynh xay ra trong ¢t Vinogradskii.
Noéi dung kién tip:

+ Quan sét sy sinh truéng cta vi khuan chuyén hod Iuu huynh trong cot
Vinogradskii.
1. Nguyén ly chung

Mot trong nhitng hudng nghién ctru vi sinh vat dat 1a vong tudn hoan luu
huynh. Vi khuan lam va mau tia tham gia vao vong tuan hoan sinh hoa luu
huynh. Mac du sac t6 quang hop cua vi khuan lam dugc quyét dinh boi sac t6 vi
khuan , ching van c¢6 thé xuit hién mau nau do su c¢6 mit thém cua sdc to quang
hop mau do goi la carotenoit. Vi khuan quang hop mau tia xuét hién mau tia

hodc do béi vi c6 sb luong 16n carotenoit. Vi khuan mau tia ciing c6 sic td vi
khuan.

Vi khuan quang hop sir dung sac t6 dé sinh ra dién tir cho tong hop ATP
va str dung Iuu huynh, cdc hop chét chira Iuu huynh, khi hydro hodc cic phan tur
hitu co 12 ngudn cung cép dién tr. Phuong trinh tong quit cho quang hop & vi
khuan Ia:

C02 + HzS Bacteriocholorophyll > C6H1206 + S-2

Mot sb vi khuan du trir céc hat luu huynh trong hodc trén té bao nhu 1a két
qua cua su san xuat ion sulfit. Luu huynh dy trit c6 thé dugc dung lam nguodn
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cung cap dién tir trong qud trinh quang hop, két qua 1 tao ra sulphat. Trong tur
nhién, sunfit hydro dugc sinh ra tir sy bién dbi sulphat trong hd hap yem khi va
su phan 1a cac amino axit ¢6 chira Iuu huynh. Sunphat c6 thé bi bién d6i thanh
sunphit hydro bai 5 giong vi khuan chuyén hod sunphat (ro nhat 1a
Desulfovibrio). CO, ma vi khuan quang hop su dung dugc cung cap boi qud
trinh 1én men hydratcacbon trong méi trudng yém khi.

K¥ thuat nudi cdy 1am gidu bao gdm phuong thirc tdi tao mdi truong duoc
goi la ¢t Vinogradsky s€ dugc dung cho bai tp nay. Ching ta s€ su dung n6 dé
tang cuong sy sinh truong cua vi khuén chuyen hod luu huynh trong diéu kién
yém khi. Mot vai ~loal vi sinh vat dugc nudi cay phu thudc vao su phan tng voi
anh sang va oxy san c6 cua chung.

2. Vat liéu

Hon hop bun (biin, CaCOs, c6 kho hay gidy va CaSO,)

6ng nghiém to hodc 6ng dong

Que gat

Bun dét

bém Vinogradsky (NH,Cl, Na,S, KH,PO,, K;HPO,)

Gidy nhom, ngudn sdng
3. Dich nuéi cay

Pseudomonas aecruginosa
4. Thi tuc tién hanh
, a. Xé'p’ chat h5r} hop bﬁp dén 2/3 chiéq cao cua mot 6ng nghiém 16n hoac
ong dong. Xép chat dé han ché bot khi trong ong.

~ b. Cén than xép mot 16p méng bun dat 1én trén ciing ctia 16p hon hop bin

dau tién.

c. Nhe nhang do6 dung dich dém xuéng canh cua éng dong, chud y khong
lam xdo tron bé mat bun. Do day 6ng dong dén muc cé the.

d. bay miéng ong bang gidy nhom va dat ¢ phia trudc mot ngudn sang.

Ngudi huéng dan c6 thé an dinh cdc ngudn sang khic nhau (vi du nhu dnh sing
néng, huynh quang, do hoac xanh).

e. Quan sdt 6ng thi nghiém mdi tudn mot 1an trong 4 tuan. Ghi lai sy Xudt
hién cdc khu vyc mau sac. Bun hao khi s& c6 mau hoi nau va bun yém khi c6
mau den. (Hinh...).

g. Sau 4 tudn, chuan bj tiéu ban giot treo tir cdc vét xanh hodc tim trong
6ng. Quan sat duoi kinh hién vi sy xuét hién cta vi khuan va xem c6 cdc hat luu
huynh hay khong?
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* CAu hoi 6n tap: Bai so 14

1 Co ché cua timg qud trinh ¢ dinh, chuyén héa luu huynh?
2. Phuong phdp 1ap lap, danh gia hiéu qua cta qua trinh chuyén héa luu huynh
dudi tdc dung cua VSV?

3. Két qua phan tich, tinh toan hiéu qua cta qu4 trinh chuyén héa S dudi tic
dung cua VSV?

Bai s6 15
VI SINH VAT PHAN GIAI LAN (PHOSPHO)

Muc dich va yéu cau:

+ Phuong phap phén lap, tuyén chon gidng VSV phan huy chuyén héa lan.
+ Thay duoc tic dung vi sinh vat trong qu4 trinh phan giai Phospho khé tan.
+ Nhan biét duoc cudng do phan giai 1an dudi tic dung cua VSV.

Noi dung kién tip:

+ Phan 1ap ching gidng VSV phan giai 1an.

+ Phuong phap b tri thi nghiém.
1. Vi khuén phan giai 1an hiru co

Lén hitu co ¢6 thé dugc phén gidi béi nhidu loai vi sinh vat. C6 thé ding
moi truong cé thanh phan sau dé phan 1ap.

1.1. Moj truong phin lip

Loxitin 0,05¢ MgSO, 0,3g
(NH,4),SO, 0,3g FeSO, vét
CaCOs; Sg Gluco 10g
NaCl 0,3g Nudc 1000ml
MnSOy, vet Thach 15-18g

Lan hiru co c6 thé dung Loxitin hoac axit nucleic.
1..2 Dung cu nguyén liéu

dng nghiém c6 9ml nudc vo tring

6ng hiit 1ml va 10ml

Hop 1ong da tiét tring

6ng nghiém c6 thach nghiéng
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1.3 Cdc bwdrc thuc hién

Can dat 10g. Cho vao binh tam gidc ¢6 90ml nudc vo trang. Lic 10 phit.
Pha lodng mau 107 - 10”. Trong diéu kién khong c6 axit nucléic hodc loxitin thi
dung long do trang ga. Dung dung dich NaClO 2% tiét trung trang. Dung nudc
cat roi nudc vo trung rura sach NaClO. Lugc trung. Lay long do nghlen nho.
Ngam codn gan nudc con. Lam nhu thé nhiéu lan. Loc. Ding axéton két tua.
Ding ruou va axétdon dé hoa tan va két tiia. Cubi ciing ding rugu hoa tan nhu
thé c¢6 thé dung dugc.

Cho mdi truong vao ong nghiém 1,8 x 18cm mdi éng 15ml. Tiét tring
120°C/15 phiit.

Nau chdy méi truong, dé nguoi 50°C. P6 vao hop 16ng mdi hop 15ml.
Cho moi tru:0’ng dong lal Dung ong hit da tiét trung lay 0,1ml dung dich dat &
nong d6 10 hodc 10, Ciy 1én trén mit médi trudng. Ding que thuy tinh dan
déu khap méi trudng. Dé 28 - 30°C trong 3 - 4 ngay.

1.4. Kiém tra két qud

Trén mat moi truong s€ Xuét hién khuén lac mau tréng duc c¢6 hinh tron,
¢6 nép nhin. Pay 1a khuan lac cta vi khuan phan giai l4n hitu co.

Dung que cdy ldy vi khuan 1am tiéu ban - nhuém don. Xem kinh. Vi
khuan hinh que, hai dau tron, dimg riéng r& hodc lién lai thanh chudi. Lay vi
khuan nay tiép tuc thuan hod.

* Cha y: C6 thé dung 1ong do trimg truc tiép, khong qua rira ruou va két
tia bang axéton. Céch lam nhu sau:

Rira sach vo trimg bang NaClO 2% hoic bang con 95%. Ding nudc cat
roi nudc vo tring rira sach NaClO va con. Cho 1ong do trimg vao binh tam gidc
da tiét tring. Cho vao 50ml nudc vo tring danh vao cho déu. Cho vao mdi hop
16ng 1ml nudc long do trimg. D6 moi truong vao. Lic nhe tron déu va dé dong
lai. Léy 6ng hidt cho dung dich can phan lap vao. MB&i hop 16ng cdy 0,5ml dung
dich dat Pé 2 - 3 hop lam ddi ching. Pé ¢ 28 - 30°C trong 24 gi0. Thoi gian
nudi cdy khong dugc qué 1au vi dé tap vi khuan. Khuan lac moc. Liy vi khuin
lam tiéu ban, xem kinh. Néu ding nhu vi khuan phan giai 1an dd miéu ta trén thi
tiép tuc cdy vao thach nghiéng nhiéu lan dé thuan ho4.

2. Vi sinh vat phan gidi 1an v6 co khé tan

2.1 Moi truong
Saccard 10g MnSO, 0.03¢g
(NH,)SO, 0.5g Fe,(SO,); .7 H,O 0.03g
NaCl 0.3g Caz(POy), 10g
KCl 0,3g Thach 20g
MgSO, 0,3¢g Nudc cit 1000ml

Truong Dai hoc Nong nghiép Ha Noi — Gido trinh thuc tdp vi sinh vdt chuyén nganh ............... 74



2.2 Dung cu va nguyén li¢u

Binh tam giac Hop 1ong

ong nghiém (NH,)¢Mo,0,4.2H,0 dung dich
HCI dam dac va 0,1N

Binh dinh mirc 50cc

Dung dich dat pha lodng Beo dau
2.3. Cac buoc

D0 mdi trudng vao cdc hop 1ong da tiét tring. Ding dung dich dat 0,1ml

d6 vao san déu trén bé mat moi truong. Dé ¢ 28 - 30°C.
2.4. Ddnh gid két qud

Sau 5 - 7 ngay quan sat khuén lac va hinh théi vi khuan. Khuan lac trong
nho, 161, duong bién thang. Xung quanh khuén lac ¢6 vong phan giai trong sudt.
Vong nay 16n hay bé tiy vi khuan. Thuong thi vong phan giai bé va mudn xem
phai lat nguoc dia petri.

, Mudn danh gid chic chian hon nén két hop chat ché gitra quan sat bang
mat thuong va dung dung dich Sulfomolybdatamon dé€ kiém tra két qua co lan
dé tiu khong. Néu c6 lan s¢ két hop voi Sulfomolybdatamon thanh hop chat
photpho molybdatamon mau vang két tua.

Quan sét vi khuan: Tir khuan lac ¢6 vong phan giai, lay mot it vi khuan.
Lam tiéu ban va quan sat duéi kinh hién vi. Vi khuan phan giai hop chat 1an khé
tan thanh ‘de tan hinh que. Dau tron ¢6 vo nhgly bé, co bao tir, Gram duong.
Muon thuén khiét thi cay vao thach nghiéng nhi€u lan. Mai lan cay déu kiém tra
dudi kinh hién vi.

Dé phan lap vi khuan phan giai hop chét 1an v6 co khé tan thanh dé tan c6 thé
dung beo du. ¢ canh beo dau va ré dién thanh ¢6 nhiéu vi khuan phan giai 1an khé tan
thanh dé tan.

Lay cénh beo dau. Rira qua nudc mdy cho sach, nghlen nho trong mot it
nuoc voO trung dé tao thanh dung dich. L4y dich beo dau cay trén moi truong
thach phang. Bé 028 - 30°C trong 5 - 7 ngay, quan sat khuan lac va té bao vi
khuan dudi kinh hién vi.

Chu y:

- Nghién beo dau thanh dich dé cho dé cdy vio méi trudng.

- Pé xdc dinh cuong d6 phén giai cta vi khudn ta dinh lwong l4n dé tiéu trén
mdy so mau.
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* Cau hoi on tap: Bai so 15

1 Co ché cua timg qud trinh c6 dinh, chuyén héa phospho dudi tic dung cua
VSv?

2. Phuong phép 1ap 1ap, danh gid hiéu qua ciia qud trinh chuyén héa phospho
dudi tdc dung cua VSV?

3. Két qua phan tich, tinh todn hiéu qua cta qud trinh chuyén héa phospho duéi
tdc dung cua VSV?
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Bai s6 16
ENZYM TRONG TRAO DPOI NITQ, CACBON, PHOTPHO VA LUU
HUYNH

Muc dich:
- Gidi thi€u cho hoc vién vé kha nang sinh enzim cua cdc chung giong vi
sinh vat

- Biét cdch xédc dinh enzim cia mt s giong vi sinh vat thuong gap

Noi dung:
- Huéng dan cho hoc vién cdc phuong phap xdc dinh enzim hay hoat tinh
cua VSV
- Ném chéc dugc mot s phuong phép xdc dinh hoat tinh sinh enzim cta
VSV

I. ENZYM TRONG TRAO POI NITO (Nitrat reductaza)

Protein 1a thanh phan quan trong cua ca hat va ré cay trong Ching Ia
thanh phan chirc nang va cau tric co ban cua thanh te bao cdy va chiém 1/3 nito
tong s trong dat. Protein cung cdp cho dat 1y tir tit ca xdc cdc sinh vat, dong
thuc vat. Protein trong dt duoc phan huy nhanh chéng nhd nhiéu loai vi khuan
va ndm. Trong qua trinh phan giai, proteaza ngoai bao thyc hién viéc cit dut cic
lién két peptit dé tao ra cic polypeptit va oligopeptit, két qua 1a sau d6 giai
phéng ra céc hop chét c6 phén tir luong thap va dugc tich luy bai VSV. Nho vao
proteaza duoc giai phong tir cdc té bao VSV, céc enzym trong dat nay duoc hap
thu vao céc keo dat hodc gan hod tri vao vat chat hiru co dat. Cac enzym c6 dinh
nay chi r6 kha ning dé khang cao ddi voi sy phan giai protein. Nguoc lai,
proteaza bi trc ché boi su 1am kho.

Nhiéu phuong phdp di dugc st dung dé phén tich hoat dong cua proteaza,
ureaza, amidaza,... 0 trong dat. Mic du nhleu loai enzym tham gia vao trao ddi
nito da duoc xac dmh, van c6 it thong tin vé nitrat reductaza. Trong diéu kién
yém khi, nitrat duoc bién doi thanh NO,, N,O, N,. Trong qud trinh phan nitrat
hod, men di ho4 nitrat reductaza xuc tac giai doan dau tién bién ddi NO; thanh
NO, trong diéu kién yém khi. Nghién ctru ctia Cooper va Smith (1963) di chi ro
rang ti 1& giéi han qua trinh phan nitrat hod trong dét axit 1a sy bién doi NOy,
trong dat kiém 1a sy bién do6i NO,". Trong bai tap nay, mot phuong phap chinh
xdc, don gian va nhay dugc sir dung dé xdc dinh nitrat reductaza trong dét (theo
Abdelmagid va Tabatabai).

Dung KNO; la chat nén, miu dat dugc nudi & 25°C ‘trong 24h duoi diéu
kién am trong Ong nghiém. Nitrit reductaza bi uc ché do thém vao 2,4
dinitrophenol. Sau khi nudi cAy, nitrit giai phéng ra duoc chiét xuat bang dung
dich KCl va x4c dinh bang mdy so mau ¢ budc séng 520 nm.
1. Vit liéu, hoa chat

- dng nghiém 180x18mm.
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- 2,4 dinitrophenol 0,9 mM (166,6 mg/1)

- Dung dich chat nén: KNO;25mM (2,53g/1)

- KC14M (298,24¢/1)

- Bém NH,CI 0,19M, pH=8,5 (10g/900ml, diéu chinh pH bing KOH
8,5%, 1én the tich dén 1000ml)

- Thudc thir mau: Hoa 2g sunphanil amin va 0,1 g N-(l-naphthyl)-
etylendiamin hydroclorit trong 150 ml nudc cat, thém 20 ml H;PO, déc, lam
ngudi ¢ nhiét do phong va pha loang dén 200 ml nudce cat trong binh dinh murec.
Dung dich khong mau va chi dung trong ngay.

- Dung dich tiéu chuan me: NO, 1000ag/ml (4,9257g NaNO,/1), gilt &
4°C

- Dung dich do chuan (NO, 10ag/ml) : pha loing dung dich me
(5ml1/500ml)

- Day hiéu gia chuan: 0; 0,2: 0,4: 0,8: 1 ag NO,/ml . Pha cho mdi 14n do.
2. Thii tuc tién hanh

- Can 5¢g QQt am vao 5 6ng nghiém. Dung pipet thém 4ml dung dich 2-4
DNP, 1ml dich nén, tron nhanh réi day nép lai.

- U 2 éng & 25°C/24h va 1 6ng & -20°C/24h (dng d6i chung), sau khi o
lam tan ¢ nhiét d¢ phong.

- Thém 10ml KCI vao ca 2 miu va ddi chung, lac nhe rdi loc ngay.

- Dé so mau cho 5ml dich loc, 3ml dém NH,CI va 2ml thudc thir mau vao
ong nghiém, tron déu va dé dang 15 phit ¢ nhi¢t 4o phong.

- Po miu va d6i chimg ¢ 520nm dya vao phan mg dbi chimg t}réng.’So
sédnh v&i duong cong hi€u chinh chuin (xr 1y Sml day hi€u chinh chuin giong
nhu dich loc).

3. Tinh két qua
Tinh lugng ag N ciia dung dich thir tir dudng cong chuan
(S-C).20.100
— =ugN.g'dm2h"
5.5. % dm
Trong do:
S: Gi4 tri mau (ug N)
C: Pbi chimg (ug N)
20: Luong chiét xuat (ml)
5: uéc sb dich loc (ml)
5: Luong mau am ban dau (2)

100.%'dm: Heé sd cho dat kho
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II. ENZYM TRONG TRAO POI CACBON (CMXellulaza - CMCaza)

Xellulo, mdt hop chit hitu co quan trong nhat trong tu nhién dugc quan
tam rat nhiéu. Thyc vat c6 chira 4-70% xellulo. Su phan giai xellulo bo1 VSV sur
dung it nhat 3 hé théng enzym khédc nhau (enzym noi bao pl1-4- glucanaza,
enzym ngoai bao 31-4- glucanaza, p1-4- glucosidaza). Nam (vi du Chaetomium,
Fusarium, Polyporaceae, Poriaceae), vi khuan (Pseudomonas,...), xa khuan
(Actinomycetes...) 1a cac loai hao khi phan giai xellulo quan trong nhat. Trong
didu kién yém khi, xelluloza bi thuy phan boi vi khuan thudc gidng
Clostridium. Su phan giai ciia xelluloza ngoai bao két thic véi xellobioza.

Trong enzym dét, viéc xdc dinh hoat dong cua xellulaza tr xellulo tu
nhién khong hoa tan trong nudc 1a rit khé. Cacboxy methyl xelluloza (CM-
xelluloza) xur Iy trude d6 vi thé thuong duoc str dung. Gidng nhu xdc dinh hoat
tinh cua xylanaza va invertaza, hoat tinh xellulaza dugc xac dinh tr cac duong
duoc giai phong.

St dung CM-xelluloza 1a chat nén, mau dat duoc G & 50°C/24h va
pH=5,5. Viéc giam lugng duong dugc gidi phong ra trong qua trinh U gay ra su
bién doi Kali hexacyanoferrate (III) trong dung dich kiém. Kali
hexacyanoferrate (II) phan Ung véi ferric (NH4),SO, trong dung dich axit tao
thanh phurc hop feric hexacyanoferrate (II) (phé mau xanh) dugc xac dinh béng
may so mau (theo Schinner va von Mersi, 1990).

1. Vit liéu, hoa chat
- bém axetat 2M, pH=5,5: Hoa tan 164,06g CH;COONa khan/l, pha

loang 60ml axit axetic déng bang trong 500 ml. Tron 1000 ml CH;COONa voi
190ml axit axetic pha loang, diéu chinh dén pH = 5,5.

- Dung dich nén (0,7% theo khoi lurgng): 7g CMC-Na/1000ml dém axetat,
khuay trén mdy khuay tr & 45°C/2h.
- Thudc thir A: 16g Na,CO5 va 0,9¢ KCN/1000ml.
- Thube thir B: 0,5g Kali hexacyanoferrate (II1)/1000ml, giit trong lo t6i mau.

- Thuéc’thl"r C: 1,5¢g ferric amonium sulfat + 1g Natri dodecyl sulfat trong
909nﬂ nu’g’yc cat, thém 4,2ml H,SO, dac, hoa tan ¢ 50°C. Sau khi lam ngu6i, 1én
thé tich dén 1000 ml.

- Dung dich tiéu chuan dam dic (250 ag glucoza/ml): 0,25g glucoza
khan/1000ml
_ - Dung dich tiéu chuan 1am viéc (25 ag glucoza/ml): 10 ml dung dich tiéu
chuan me/100 ml.
2. Thii tuc tién hanh
- Can 10g dat am vao 3 binh nén 100ml. Thém 15ml dung dich chét nén

va 15 ml dém Jaxetat vao 2 binh (m?u;), cho 15ml dém axetat vao binh con lai
(d6i chirng). Lac nhe cdc binh, ddnh dau, day nit va u & 50°C/24h.
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- Sau khi 1, nhé 15ml huyén dich cht nén vao binh déi chimg, lic nhe,
loc cdc binh mau va déi chimg ngay. Pha loang 0,5ml dich loc t61 20ml trong
ong nghiém.

- D¢ so mau, nhd 1ml dich nén, 1ml thudc thir A va Iml thude thir B vao
ong nghiém, danh dau, trdn déu va u 15 phiit trong chau nudc soi.

- Sau khi lam ngudi trong chdu nudc ¢ nhi¢t d6 phong 5 phiit, thém 5ml
thude thtr C, tron va dé 1ang 60 phit ¢ nhiét do phong cho phat trién mau. Trong
vong sau 30 phut, do 6 690 nm trén mdy quang phd hap phu dya vao phan tng
d6i chimg trang.

- Pé chuan bi dudng cong hiéu gia chuan hut 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 va
0,6 ml dung dich lam viéc ti€u chuan vao 7 6ng thir va pha lodng dén 1ml bang
nuée cat. X 1y cdc dung dich nay gidng nhu loc dat. Céc dung dich chuan hiéu
chinh chtra 0; 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 va 15 ag glucoza.
3. Tinh két qua

Hoat tinh CM-xellulaza duoc chi ra la twong duong ag glucoza trén 1g vat
chét kho va thoi gian u. Luong glucoza duoc tinh tir duong cong chuan.

(S-C).30.40.100

=ug GE.g"' dm.24h’

10.% dm
S: Gi4 tri do mau (ug GE)
C: Péi chimg (ug GE)
30: Luong hon hop u (ml)
40: Hé s6 pha loang dich loc (ml)
10: Luong dét ban dau (2)

100%"'dm: Hg¢ s6 dat khd
III. ENZYM TRONG TRAO POI PHOTPHO

Télm quan trong cua photphataza dbi v6i dinh dudng cta cdy trong da
dugc nhan manh nhiéu lan (Cosgrove 1967, Hayman 1975, Speir 1978, Dick va
Tabatabai 1987,...). Trong hau hét cic loai dat, sy phan chia photpho hiru co
cao hon photpho v6 co. Trong cdc este cua axit photpho hitu co, sy phan chia
l6n nhat ¢ trong dat la axit phytanic hoac phytin. Photpho dugc hap thu boi cay
trong doi hoi sy khodng hod photpho hiru co boi men photphataza thanh
photphat mach thang. Photphataza bao gom cac enzym dugc sinh ra nhiéu trong
diéu kién lan dé tiéu thap. Photphataza dugc bai tiét ra tur ré cdy trong va VSV.
Photphataza cia VSV trdi hon & trong dat.

Tén photphataza miéu ta mot nhom enzym thuy phan este cing nhu
andehit ctia axit photphoric. Cé nhiéu loai photphataza & trong dat.

Dé xdc dinh hoat tinh photphataza, c6 thé st dung hodc photphat duoc
sinh ra trong qua trinh khodng hod cdc este photphat hitu co ty nhién hoac céc
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thanh phén hitu co sau khi khodng hod cic vat chat hitu co nhan tao (vi du
Bnaphtylphotphat, phenylphotphat,...)

Enzym photphomonoesteraza (con goi la photphataza) khac nhau trong
céc co chat dic trung va pH t6i thich ctia né. Vi vay, mot trong nhiing su khéc
biét 1a gitra photphataza kiém va axit trong dat. Photphodiesteraza phan huy cic
axit nucleic va dwoc tim thiy & trong cy trong, dong vat va vi sinh vat. Hoat
dong cua Photphotriesteraza chi mdi dugc phdt hién ndm 1976, nhung chua
duoc quan tAm nhiéu. Hoat dong cua polyphophataza duoc quan tim dic biét
khi dugc ngung ty, photphat v6 co dugc sir dung nhu phan bon cung cap lan.

Sau khi thém vao dung dich phenylphotphat (mubi Natri), mau dat duoc u
& 37°C/3h. Phenol duogc giai phéng chuyén mau véi 2,6 dibromchinone clorit va
dugc xdc dinh & budc séng 614nm (theo phuong phép cai tién tir phuong phép
cua Hoffmann, 1986).

1. Vit liéu, hoa chat

- Dung dich nén 0,1 M: 27g Natri phenyl photphat/1000ml nuéc cat

- Bém axetat (pH=5):

+ Dung dich 1: 60ml axit axetic déng bang/1000ml nudc cat

+ Dung dich 2: 136g Natri axetat/1000ml nudc cat

Tron dung dich 1 va 2 theo ti 1€ 1:2 va diéu chinh pH dén 5

- Pém xitrat (pH=7): 300g trinatri xitrat/1000 ml, diéu chinh pH bang HCI

- Pém boric (pH=10): 12,4 g H;BOy/100ml NaOH 1M, 1én thé tich 1000ml.

- Thudc thtr mau: 200mg 2,6 dibromchinone clorit/100ml etanol (60%v/v)

- Dung dich chuan me (1mg phenol/ml): 1g phenol/1000ml, giit trong lo mau.

- Dung dich chuan 1am viéc (10pg phenol/ml): pha lodng 10ml dich
me/1000ml

- Dy dung dich chuan hiéu gia: Hut 0; 5;10; 15 va 20 ml dung dich chuén
(10pg phenol/ml) vao 5 binh n6n 100ml, thém 5ml dung dich d¢ém mong muon
Iml thuudc ther mau va 25ml nude cat. Sau 30 phit, 1én thé tich voi nudc cét,
tron déu. Day chuén chira 0,50, 100, 150 va 200 ug phenol.

2. Thii tuc tién hanh

- Cho 5g dat Am vao 4 binh nén 50ml, hidt vao 10ml dém axetat, citrat
hoic boric vao mdi binh.

- Thém Sml dqng dich chit nén vao 3 binh (mau), léy 5ml cho vao binh
con lai (d6i chirng), lac nhe, day ndt va u & 37°C/3h.

- Sau khi 1, 1én thé tich, lac déu va loc vao cdc 6ng nghiém.

- Hiit 2 ml dich loc (phu thudc vao hoat tinh cta dét, lugng dich loc c6 thé
thay do6i tir 1-4ml) vao binh dinh mirc 100ml chtra 5ml dém boric. Thém 1ml
thude thr mau va 25ml nudc cat, tron déu va dé€ yén 30 phit. Day hi¢u gid chuan
cling dugc xur 1y twong tu.
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Sau d6, 1én thé tich va tron déu. Po mat d6 mau cia diy chuin, mau va
doi chung trén may quang phd hap phu ¢ 614nm dya vao phan ng doi ching
trang trong vong 24h.

3. Tinh két qua

Hoat tinh photphataza dugc biéu thi 1a pg phenol trén 1g chat kho va thoi

gian U. Nong d¢ phenol cia mau va doi chirng duogc tinh tir dwong cong chuan.

(S-C).50.100
= ug phenol.g” dm.3h™
ml.5.% dm

S: Gi4 tri do mau (ug phenol)
C: Déi chimg (ug phenol)
50: Luong chiét xuat (ml)
ml: udce s6 dich loc (ml)
5: Luong dét ban dau (g2)

100%'dm: Hé s dat kho
IV. ENZYM TRONG TRAO DPOI LUU HUYNH

Sulphataza rit quan trong cho sy khodng hod céc hop chit chtra luu huynh
trong dat. Chung thuy phan cac sulfat hitu co, va nhd d6 cung cap luu huynh dé
tiéu cho cay trong Sulphataza c6 ngudn goc chi yéu 1a tir vi sinh vat. Trong dat,
chiing ciing xuat hién cic enzym ngoai bao cé quan hé chit véi cac vat chat hiru
co. Trong tu nhién, nhiéu loai sulphataza khic nhau c6 mat: arylsulphataza,
alkylsulphataza, steroidsulphataza, glucosulphataza,... Arylsulphataza la nh6m
enzym duoc phét hién sém nhat va da dugc diéu tra nghién ctru nhiéu. Chiing
xdc tdc sy thuy phdn anion arylsulphat phd v& lién két O-S. Arylsulphataza
trong dat dugc xac dinh 1an dau tién boi Tabatabai va Bremner (1970).

Dimetylsulphit (DMS) déng mdt vai trd quan trong trong vong tudn hoan
Iuu huynh va dugce sinh ra chi yéu béi vi sinh vat phit du ¢ bién. Céc vat chat dé
bién ddi nay bi oxy hod quang ning trong khi quyén thanh dimetylsulphoxit
(DMSO). DMSO bi hoa tan trong nudc va dugc chuyén dén cdc hé sinh thai dat
va nudc thong qua sy két lang. Trong dat, vi sinh vat bién d6i DMSO thanh
DMS.NADH va DMS.NADPH duoc ding dé giam ho4 tri trong cic phan tng
trong té bao.

DPén 95% VSV c6 thé chuyén hod DSMO da goi ¥ cho viéc ding phan
g nay 12 mot chi tiéu dé danh gid hoat tinh cia VSV dat.

Pé xic dinh hoat tinh cua arylsulphataza, sau khi thém dung dich p-
nitrophenylsulphat, mau dat duoc u & 37°C trong 1h. Nitrophenol duoc giai
phéng ra bai hoat dong ctia arylsulphataza duoc chiét Xuat va so mau v61 NaOH
va xé4c dinh trén mdy do do sang (theo phwong phép cai tién tir phuong phép cua
Tabatabai va Bremner, 1970).
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1. Vit liéu, hoa chat

- Bém axetat (0,5M; pH=5,8): 64g Natri axetat trihydrat/700ml, diéu
chinh pH t6i1 5,8 bang khoang 2ml axit axetic, 1€n thé tich 1000ml.

- Dung dich nén (0,02M): 0,515g Kali-p-nitrophenylsulphat trong 100ml
dém axetat, dung dich nay chi dung trong ngay.

- Dung dich NaOH 0,5M: 20g NaOH/1000ml nudc ct.

- Dung dich tiéu chudn gbc (Img p-nitrophenol/ml): 1lg p-
nitrophenol/1000ml, gitr ¢ 4°C.
- Dung dich tiéu chuan (0,1mg p-nitrophenol/ml): 10ml dung dich chuan
g6¢/100ml.

- Day tiéu ‘chuén hiéu gia: Hut 0; 1; 2; 3; 4 va 5 ml dung dich tiéu chuan
V%lO coc dong, giéu chinh dén Sm! bang nudc c‘ét, thém vao moi coc 25 ml nudc
cat. Hut 6ml hon hop nay vao 6 ong nghiém roi thém 4ml NaOH. Day hi¢u gia
chuan co6 chura 0; 20; 40; 60; 80 va 100 pg p-nitrophenol.

2. Thii tuc tién hanh

- Can 1g dé:.t ém cho vao binh ginh mirc 50ml. Thém 4ml dém axetat va
Iml d}lng dich ch@t nén Vé}o 3 binh (mau), hit chi 4ml dém axetat vao 2 binh con
lai (d6i chirng). Lac nhe roi 0 cdc binh ¢ 37°C/1h.

- Sau khi 4, cho thém 25ml nudc cat vao cé binh miu va ddi chimg, hiit
thém 1ml dich chat nén vao binh do6i chiing. Lac nhe, loc dung dich mau va doi
chirng ngay.

- Tron 6ml dich loc voi 4ml NaOH. Do ¢ 420nm trén mdy quang phd hap

phu dua vao phan ung d6i chimg trang. Dé c6 duong cong chudn, xtu 1y diy tiéu
chuan twong tu nhu dich loc mau.

3. Tinh két qua
Tinh néng do p-nitrophenol (pNP) tir dudng cong chuan
(S-C).30.100
=g pNP.g"' dm.h”
6.% dm
S: Gi4 tri do mau (ug phenol)
C: Gid tri d6i chung (ug phenol)
30: Luong chiét xuat (ml)
6: udce s6 dich loc (ml)

100%'dm: Hé s dat kho
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* Cau hoi 6n tap: Bai so 16

1 Céc loai enzym do VSV san sinh ra trong timg méi truong chuyén héa?
2. Tinh todn két qua thi nghiém cua timg loai san phdm nudi ciy VSV va luong
enzym tuong ng duoc san sinh?

Bai s6 17
XAC PINH SINH KHOI VI SINH VAT PAT
Muc dich:
- Gidi thiéu cho hoc vién hiéu duoc kha nang tao sinh khdi cua VSV
- Céc phuong phdp xdc dinh sinh khéi VSV
Noi dung:
- Hiéu duoc sinh khéi vi sinh vat va dnh huong clia mdi truong dén kha
nang tao sinh khoi
- B;é’t duoc phuwong phap nudi cdy VSV tao sinh khéi va nhiing tic dong
dén qua trinh tao sinh khoi VSV
1. Nguyén ly chung
Trong dat, vi sinh vat xuat hién voi mat do va chung loai rat 16n. Trong
d6, vi khuan va nam la cac loai vi sinh vét phong pha nhat, nguyén sinh dong
vat va tao xuat hién vé6i sé lwong it hon. Phan sinh khdi cacbon trong dat duoc
tim thdy c¢6 1-3% cacbon httu co (Sparling 1985). Khao st trén dat canh tdc cho
thay ty 1¢ sinh khoi vi sinh vat do hoat dong trao doi chat 1a 1-5 va 2-8% vat chat
hitu co tuong tng trong dat trong cdy va dat dong co (Beck va cong su, 1992).

Sinh khdi duoc xéc dinh dya trén sy phan tich toan hoc cac duong cong hod hap
cho thay chi ¢6 2-30% tong sinh khéi 1a hoat dong trao d6i chat.

Hoat dong cua vi sinh vat dét tao nén do phi cho d4t va thuc hién céc chirc
nang trong h¢ sinh thai:
- Hoat dong phén giai: Khoang hoa co thé vi sinh vat, dong thuc vat va

céc chat hiru co tong hop, huy dong cic chat dinh dudng v6 co va cic nguyén tb
vi lugng.

- Hoat dong tong hop: San xuét sinh khéi vi sinh vat, dong tong hop céc
hop chat mun va chat keo dinh, c6 dinh cac chat dinh dudng.

Sinh khéi vi sinh vat dat 1a khoi luong céc té bao vi sinh vat nguyén ven
trong luong dat da cho.

Céc phuong phép khéc nhau duoc st dung dé xdc dinh sinh khéi vi sinh vat:
- Dém dudi kinh hién vi
- Bém trén dia méi trudng dic hodc trong moi trudng dich thé.
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- K¥ thuét u- x6ng hoi, chiét xuat-x6ng hoi va do hd hip cam tmg chat nén.

- Xdac dinh ATP, axit muramic, D-alanin, kitin hodc cdc glucozamin khéc,
axit nucleic, photpholipit, lipopolysacharit,...

- Po ti 1& tong hop AND véi [H] thymidin, ti 18 hop nhat cua H,’PO, va
[CM] axetat.

- Phén tich pho sinh khéi véi chat dong vi bén viing.

Xéc dinh sinh khéi trong dat gap mot s6 kho khan. Cdc phuong phap nu6i
ciy va dém truc tiép dudi kinh hién vi c6 gid tri gioi han. Ching dém chi véi
mot lugng nho, mot phan nho chua biét cua tong sinh khdi vi sinh vat do hinh
thanh cic khéi té bao, cuong do hap phu khéc nhau cua céc sinh vt toi hat dat
va nhiéu loai sinh vat khdc nhau c6 thé sinh truéng trén moi truong nuoi cay.
Pém truc tiép dudi kinh hién vi khong phan biét dugc gitra sinh khéi séng va
chét. Cac phuong phap vat 1y ¢6 su lap lai tét hon dém trén dia moi truong va
phu hop cho céac nghién ciru so sanh. Su chuyen d6i céc don vi do sinh khoi nén
duge thyc hién can trong va doi hoi cc diéu tra sdu hon. Su suy luan tir sinh
khéi hoat dong do dugc trong phong thi nghiém dén hoat dong trao do6i chat
trong dat - khong khai pha la khong thé duoc. Ca phuong phap dém VSV song
trén dia lan phuong phap vat ly déu khong tinh todn dén phan 16n sinh khéi tiém
tang trong diéu kién tu nhién.

Nhitng nam gan day, cic phuong phdp xac dinh sinh khéi vi sinh vat gian
tiép lai quan trong hon. Cic phuong phdp nay doi hoi thoi gian it, va c6 su lip
lai cao. Tuy nhién, khong thé phan biét duoc sinh khdi tiém tang va hoat dong
ctia vi sinh vét trong dét. Sinh khdi vi khuén va ném ciing khong thé phan biét
dugc. Mot trong nhitng phuong phap duge st dung phd bién 13 phuwong phéap
chiét-xong hoi. Phuong phép nay cho phép ddnh gid sinh khdi vi sinh vt cia dat
bang cich do toan bo lugng vat liéu sinh khéi hitu co ¢6 thé chiét dugc tir céc vi
sinh vat méi bi giét. Phuong phap chiét xong hoi sir dung cho dét kho va dat uot
(ngap ung, rudng lda nudc) voi tat ca céc gia tri pH cua dat. Sinh khéi duogc xdc
dinh trong dit c6 chta céc chat nén phan huy manh va dat bdo hoa dung dich
kalisunphat.

2. Xéc dinh sinh khoi cacbon ciia vi sinh vat dat

* Nguyén tic

Bang cdch xong hoi mau dét, cic té bao nguyén ven duoc hoa tan va chat
hitu co vi sinh vat dugc gidi phong. Chat hitu co ctua dat khong & thé song thi
khong chiu anh hudng cua viéc xong hoi. Cac mau dat duge xOng hoi cloroform
trong 24h. Cacbon hitu co chiét bang dung dich kalisunphat 0.5mol/l dugc x4c
dinh cho mau x0ng hoi va khong x6ng hoi va hi€u s6 cua cacbon hitu co chiét
duoc sur dung dé xdc dinh lugng cacbon sinh khoi vi sinh vat.

Su x6ng hoi bang cloroform ciing anh hudng t6i hé dong vat dat. Phan
dong gbp cacbon cua cic co thé loai nay thudong nho (<5%) va c6 thé bo qua.
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2.1. Vit ligu, hod chit va thuéc thir

- Néu yéu cau cdc mau dat can phai dong nhat thi sang céc mau & kha
nang gitr nudc (KNGN) 1a 40%. Ham luong nudc cua mau phai cao hon kha
nang gitr nudc 30% dé dam bao do phan tan déu cua cloroform va dé cho sy
x0ng hot ¢6 hi€u qua. Can chu y tranh lam dat w6t dong khoi va 6 ban. Mau lay
tur dat ngap nudce khong phai say khod trude khi phan tich.

- C)ng thuy tinh (400 x 290 mm) cO phéu loc, chai nhu:a 1000ml c6 nép, binh
ly tdm plastic hoac tdi nylon, gidy loc tho, oxit nhdm, hat chong trao, dia petri.

- Cloroform khong ¢6 rugu etylic: Loc 70ml Cloroform qua 6ng thuy tinh
voi 50g oxit nhom. Loc 25ml dau tién cho giai doan 2. Dung dich cloroform
khong c6 etylic ¢6 thé gittr dugc 14 ngay trong chai toi mau. Khi cé dnh sang,
cloroform khong c6 rugu etylic phan huy nhanh tao thanh khi phosgen (COCl,)
khong mui va rat ddc.

- Dung dich BaCl, 1M: 20,8g/100ml.

- Axit HCI 0,1M; NaOH 0,1M

- K,SO4 0,5M: 87.135¢/1

- Dung dich chi thi: 0,1g phenolphtalein/100ml etanol (60%v/v)

- Phong u ¢6 kha nang duy tri nhiét do (25 +2)°C.

- Binh hdt 4m d’u’(yc‘ bao vé chéng nd, hé tao chan khépg (bom tia nudc
hoac bom dién), mdy lac nam ngang hodc dung, tu da (-15°C dén -20°C)

2.2. Thii tuc tién hanh
2.2.1. Chié t- xong hoi

o Xéng hoi: Lét hut binl} émrb?mg gidy loc am dé xdng hoi miu daitt. Ca:m
it nhat ba mau dat am trong c6c dot thuy tinh (hodc trong dia perti), mo6i mau
chtra kh01 lugng twong duong voi 25 dén 50g dat kho kiét. Sau d6 dit ching vao
binh hit 4m cung voi coc dot chira 25ml cloroform khong chira rugu etylic, cho
mot it hat chgng trao vao cbc cloroform va cdc dbt chira voi. Tao chan khong
cho binh hit am cho t6i khi cloroform bén trong binh sdi manh khoang 2 phut.
Doéng khod chan khong cua binh hit &m va d€ ¢ phong u (25°C + 2 °C) trong
boéng toi khoang 22 - 24h.

, Néu nhu khong c6 du m?ug dat thi dung mau nhé hon nhung gitr cho ti 1¢

khoi lugng dat va dung mdi chiét khong doi (1: 4). Trong dat c6 chura chat hitu
co nhiéu hO‘Il 20% thi tér}g ti 1€ dat : dung moi trén 1: 4 (g:ho toi toi darlé 1:30
doi voi dat Chl:I’E} 95% chat hitu co, vi dy tang tham muc) dé thu dugc chat chiét.
Ghi lai lugng dat da su dung.
7 Sau khi x6ng hoi ket thic, 1y cOc cloroform va gidy loc ra khoi binh hiit
am. Sau do tién hanh tach hoi cloroform trong mau dat bang cach hut chan
khong binh hut am (ldp lai 6 lan, moi 1an 2 phut) va mau dat c6 thé mang di
chiét duoc.
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Cho ba mau dbi ching 4m khong x6ng hoi (50g khdi luong kho) vao chai
nhya PE va ding 200ml dung dich kalisunphat dé chiét ngay

v* Chiét: Dé chiét tach cacbon hitu co, chuyen mgu dat vao chai n}}ua PE
that can than, cho thém 200ml dung dich kalisunphat, lac chai trén mdy lac nam
ngang ¢ téc do 200 vong/phut trong 30 phut hodc mdy lac ding ¢ toc do 60
vong/phut trong 45 phut va loc dung moi qua giay loc. Chiét doi chimg khong
x0ng hoi va loc dung mdi chiét cling nhu vay.

Néu nhu khéng phan tich ngay, bao quan dich chié} cia mau dat xong hoi
va khong x6ng hoi ¢ tu déd va gilt ¢ nhi¢t do tr -15°C den -20°C. Trude khi st
dung lam tan dich chiét dén nhiét do phong va dong nhat chiing.

* Chii thich:

1. Trong khi bao quan dung méi chiét thuong xuat hién két taa tring (dic
biét khi gitt & nhiét do dong lqnh) bdi vi ching thuong duge bao hoa voi
canxisunphat (CaSO,). Khong can hoa tan lugng canxisunphat du nay vi nd
khong tac dung vai bat ky hod chat nao trong qué trinh tién hanh theo phuong
phédp nay.

2. Céc mang té bao cuia cic ré non, song ciing bi anh huong qua qua trinh
x6ng hoi bang cloroform. Néu nhu dat c6 chira nhiéu ré cAy séng can phai tién
hanh thém mét qui trinh xir 1y trude khi chiét theo phu lyc.

* Xdc dinh cacbon trong dich chiét

Ham lugng cacbon cta vi sinh vat trong mau dat duoc xédc dinh béng cach
phan tich va ham luong nay c6 thé sir dung dé so sanh cdc mau dét khic nhau.
Néu nhu can sb liéu vé sinh khdi vi sinh vat hién tai, thi lic d6 cdc phan tich
nhu vay dugc nhan voi hé 5O chuyén d6i duoc rit ra tir cdc thuyc nghiém, tuong
quan gitra khi luong té bao da biét véi lugng cacbon sau khi xdng hoi va chiét
tach. Tat ca cdc hé so chuyén d6i da s dung déu twong quan theo hé sb ban dau
nay.

Xéc dinh ham lwgng cacbon trong dich chiét bang phuong phdp oxy hod
dicromat hodc phuong phép phan tich trén may.

2.2.2. Xdc dinh cacbon sinh khoi vi sinh vdt bang phwong phdp oxy hod
dicromat

Trong mdi trudng axit manh chét hitu co bi oxy hod va Cr (VI) bi kht
thanh Cr(III). Lugng dicromat con lai dugc chuan do nguoc.

- Thubc thir bd sung:

+ Kglidicromat K,Cr,0O; 0.0667 M (19.’6125g kalidicromat kho/lit nudce).
Do ban chat nguy hai cua kalidicromat, phai rat can than khi stir dung va thai bo.

+ Axit photphoric H;PO, (p = 1.71 g/ml)

+ Axit sunfuric H,SO, (p = 1.84 g/ml)
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+ St (IT) amoni sunphat, dung dich chuin do [(NH4)2Fe(SO4)2 6H,0] =
0.04M: Sat (II) amoni sunphat (15 69g)h0a tan trong nudc cat, thém 20 ml axit
sunfuric, sau d6 cho tiép nudc cit dén mirc 1000ml.

+ Dung dich phtic sunphat 1.10 — phenanthrolin 0.025 mol/I.

+ Hon hop axit: Hai thé tich axit sunfuric tron véi mot thé tich axit
photphoric

- Thiét bi bo sung:

+ Sinh han Liebig (Lam lanh béng nudc)

+ Binh day tron 250ml, Buret 10ml, chia d§ 0.05ml, Pipet 2ml

- Céch tién hanh:

Dung pipet léy’2ml dung dich kali dicromat (Pp) va 15 ml hon hgp 2 axit
cho vao 8ml digh chiét da dugc loc (Ps) trong binh ddy tron 250 ml. Pun hoéi luu
nhe toan b hon hop trong vong 30 phut, sau d6 lam lanh va pha loang voi
khoang 20 ml dén 25ml nudc qua duong sinh han dé trang.

Ciing tién hanh tuong tu nhu viy voi mau tring, ¢6 chira 8 ml dung dich
K,SO,.

Xéc dinh luong dicromat thura bang cdch chuan d6 nguoc voi mudi kép
sunphat sat (II) amoni dung mot vai giot dung dich phure 1, 10-phenanthrolin-
sunphat sat (IT) Iam chi thi.

2.2.3. Tinh todn két qud
Tinh lugng cacbon hitu co chiét ra duoc b?mg cong thtc (1) va (2)
C(g/ml) = [(Vu-Vs)/Velx MPp x E x 1000/P;...(1)
Trong dé:
Vg Thé tich dung dich chuan d6 da dung dé chuan mau (ml)
Vy: Thé tich dung dich chuan d6 da ding dé chuan mau trang hoi luu

Ve Thé tich dung dich chuan d6 da ding dé chuan mau trang khong hoi

M: K,Cr,O; (mol /lit)

P,:  Thé tich dung dich K,CR,0, b sung (ml)

P,;  Thé tich dung dich mau bd sung (ml)

E: 3 (chuyén dbi tir cacbon hitu co C[C]thanh CO,[C (+ IV)])

C(g/ g dat kho) = C(g/ml) x (Px/ Dy+Sy)  ...(2)
Trong dé:
Px: Khdi lugng dung moi chiét (g)
D,: Khéi luong dat kho (g)
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Sw:  Nudc trong dit (g nude/ g dat kho) .
Tinh lugng cacbon sinh khdi B, theo cong thirc (3):
B. =E/ kgc ...(3)
Trong do6:
= (khdi lwgng cacbon hitu co chiét dugc tir dat xong hoi) — (khdi lugng
cacbon hitu co chiét dugc tir dat khong xong hoi)

Kgc= 0.38. Hé s0 kgc duoc tinh todn tir mdi lién quan gitta két qua cia
nhitng phuong phédp U - x6ng hoi va phuong phdp chiét-xong hoi (12 loai dat).
2.2.4. Xdc dinh cacbon? sinh khoi vi sinh vat bang phdn tich cacbon theo
phwong phdp quang pho

* Nguyén tac

,V('yi sy ¢6 mat cua kali persunphat (K,S,0g), cacbon hitu co chiét du:(yg
cua dat bi oxy hod thanh cacbon dioxit va lugng cacbon dioxit dugc do bang phd
(IR) va (UV).

- Thudc thir bd sung

+ Kali persunphat (K;,S,0g).

+ Axit photphoric.

+ Natri polyphosphat [(NaPOs),,], rat tinh khiét

- Thubc thir Kali persunphat: Hoa tan 20 g kali sunphat trong 90 ml nudc
cét, dung axit phosphoric diéu chinh pH cta dung dich bang 2 va sau dé cho
nude cat vira da dén 1000ml.

- Th}lOC thur natri polyphosphat: Hoa tan 50 g natri polyphosphat trong 90
ml nude cat, dung axit phosphoric di€u chinh pH cua dung dich trén dén 2 sau
do thém nude cat dén 1000ml

- Thiét bi bd sung

o+ Mady phan tich ce}cbon tu dong voi bo phat hién héng ngoai hodc voi hé

thong dong lién tuc vdi dau do so mau.

Trong tiéu chuan nay viéc xdc dinh cacbon sinh khéi vi sinh vat dua trén
co sO oxy hod cacbon hitu co bang persunphat dugc hoat hod tia cuc tim.

- C4ch tién hanh

Dbi voi phuong phap oxy hod ty dong bang persunphat — tia cyc tim, tron
5ml phan chiét tir dat bang dung dich kali sunphat v6i 5 ml thudc thir natri
polyphosphat. Bat ky két tiia ndo cua CaSO, déu duoc hoa tan trong qud trinh
nay. Thu6c thir kali persunphat duoc dua mot cach ty dong vao budng oxy hod
UV, ¢ day su OXy hoa ’thémh CQZ duoc thuc hi@n bang tia cuc tim. CO, duoc tao
thanh dugc do bang hap thu hong ngoai hay bang quang ph6 UV.
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2.2.5. Tinh todn két qua

- Tinh luong cacbon hitu co chiét duoc (C) theo cong thirc (4):

C (g/g dat khd) = [(V x Dy) — (B x Dy)] x (P/ Dy, + Sy) ...(4)
Trong do:

V:  (C(g/ ml) cua mau

B:  C(g/ ml) cia miu tring

Dy: Do pha lodng ciia mau bang natri phosphat (ml)

Dg: D06 pha lodng ctia miu tring bang natri phosphat (ml)

Px: Khéi luong dung mdi chiét (g)

Dy: Khéi luong dat kho (g)

Sw: Nudc trong dit (g nude/ g dat kho)

- Tinh luong sinh khdi Be sir dung cong thic:

Be = Ec/kgc (5)

Trong do:

Ec = (cécbon hitu co chiét duoc tir dét xong hoi) — (cdcbon hitu co chiét
duogc tur dat khong xong hoi)

Kge =0,35

Hé s Kgc duoc tinh tur mdi lién quan gitra két qua cua phuong phap u
x0ng hoi va két qua ctia phuong phédp chiét — xong hoi (23 loai dat)

C6 thé str dung phuong phap chiét - xong h01 két hop véi phuong phap
nghién ctru phan huy ctia cdc chat hitu co danh dau '*C.

* Qui trinh chiét so b véi dat cé chira nhiéu ré cay song

Cho dét 4m (25 dén 50 g khdi lwong khd) vao binh thuy tinh 250 ml ¢6
chtra 100 ml dung dich kali sunphat d€ chiét trong vong 20 phut trén mdy lac va
sang (do1 voi dat canh tac kich thude 16 1a 2mm, con do6i voi dat dong co 1a
3mm). Rirqa that sach ré cﬁy (va hat d4 nho) trén sang bang 75 ml dung digh kali
sunphat b6 sung thém va say kho, can ching. Ly tam  khoang 500 g huyén phu
gom dat va dung dich kali sunphat trong binh thuy tinh trong 15 phut. Sau d6
chdt nudc loc phia trén. Cho thém 3 giot cloroform vao dat dé xong hoi. Qui
trinh nhu trén.

Néu c6 céc ré cay séng trong dat thi nhat thiét phai str dung qui trinh trén.
Hon nitra, qui trinh nay tao cho viéc do nito sinh khoi vi sinh vat dé¢ dang hon
bang viéc giam nito vO co nén c6 trong dat. No con giam nhiing kho khan khi do
sinh khoi vi sinh Vét,trong dat kho \{21 vi vay rat tién lgi cho viéc gio su dao dong
cua cacbon sinh 1,<h6i vi sinh V;ﬁt’ dé@ va nito trong qém. Sinh khéi vi sinh vat do
dugc khong bi chiét tdch ra khoi dat bang qui trinh chiét so bo nay.
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3. X4c dinh sinh khdi nite ciia vi sinh vat dét

Sau khi x6ng hoi bang cloroform, mau dat dugc chiét bang dung dich kali
sunphat. Nito téng sd trong dich loc dugc xdc dinh va bién d6i sang nito sinh
khéi (Brookes va cs, 1985). Nito tong s6 dugc xic dinh theo phuong phép
Kjeldahl.
3.1. Vit li¢u, hod chdt va thuéc thiv

C’éc vat liéu, hod chat, dung cu va thudc thir chuan bi nhu xéc dinh cacbon
sinh khoi vi sinh vat ¢ trén.
3.2. Thii tuc tién hanh
3.2.1. Chiét - xong hoi

Xong hoi 150-200g mau dat am bang cloroform trong 24h glong nhu
phan tich cacbon sinh khdi & trén. Sau d6 (nguoc voi ky thuat chiét-xong hoi
trén, cloroform khong duoc tach ra khoi mau), tron dgt x6ng hoi voi dung dich
kali sunphat theo ti 1¢ 1 i4’ lg“lc 30 phat va loc lam méu‘ phan tich (3 lan 13p lai).
Tién hanh twong tu véi mau doi chirng khong x6ng hoi (3 1an 1ap lai).

Tién hanh phan tich luong nito tong s trong dich loc ngay theo phuong
phép Kjeldahl. C6 thé cat giir dich loc ¢ 4°C cho dén khi phén tich.
3.2.2. Phan tich nito theo phwong phdp kjeldahl

- Dung cy, hoa chat b sung:

+ Binh Kjeldahl (250ml), b cat dam Kjeldahl

+ Axit sunfuric H,SO, (p = 1.84 g/ml)

+ H,S0, 0,05M

+ Hon hop xic tic: 100g K>SO, + 10g CuSO, + 1g Se, nghién nho

+ NaOH 32% (w/v)

+ Axit boric 2% (w/v)

+ Dung dich chi thi (vi du xanh bromcresol, do metyl)

- Tién hanh: Cho 0,5¢g hon hop xtc tac va 20m{ H,SO, dac vao binh dich
loc, cong pha cho dén khi thu dugc dung dich trong, d€ ngudi ¢ nhié¢t do phong.

Cho 10ml axit boric va vai giot chi thi vao binh himg dich chung cat. Sau
khi thém xut du tién hanh chung cat 3-20 phut dé chuyén hoan toan NH; vao
binh chira axit boric va chi thi.

Xdc dinh N-NH, bang chuan do véi H,SO4 0,05M (diém chuén d9 1a dung
dich chuyén tir xanh sang hong. Luong nito trong mau duoc tinh theo cong thirc sau:

(S-C).1,4.100.100

= %N
A. SW.1000

Trong dé:
S: Luong axit H,SO, 0,05M dung cho mau (ml)
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C: Luong axit H,SO, 0,05M diing cho d6i chimg (ml)
1,4: Hé sb chuyén d6i (1ml H,SO, 0,05M tuong Gng véi 1,4 mgN)

100: Luong dich tiéu thu (ml)
A: uéc s dich tidu thy (ml)
SW: Luong dat ban dau

100.1000": Hé s chuyén doi (%, w/w)
3.3. Tinh két qud
Nito sinh khéi vi sinh vat dugc tinh theo phuong trinh:
(5-C)
=ug N.g"' dm
0,54
Trong do:
S: Gid trji cia mau (ug N-NH,.g"'dm)
C:  Gid tri di chtng (ug N-NH,.g"'dm)
0,54: He s Kpy (mbi quan hé giita nito sinh khéi VSV va nito tong s6
trong dat).

* Cau hoi On tap: Bai sb 17

1 Sinh kh61 VSV ¢6 m6i quan hé mat thiét véi san pham nu6i cay va moi truong
Ién men?

2. Cé4c phuong phép thtr va cic loai thude thir, cdc cong thirc tinh cho timg nhém
VSv?

2. Tinh todn két qua thi nghiém cua ting loai sinh khdi cho timg nhém VSV
chuyén tinh?
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Bai so 18
SINH TRUONG CUA VI SINH VAT

Muc dich yéu cau:

 + Xdc dinh céc diéu kién nudi ciy cho mdi loai VSV: hao khi, yém khi
bat budc, yém khi khong bat budc.
+ Hiéu 16 3 phuong phap nudi cay vi khuan yém khi.
+ Xdc dinh 4 pha ctia dudng cong sinh trudng ctia mot vi khuan dién hinh.
Noi dung kién tip:

+ Nudi cay vi khuan yém khi.

+ Po dd duc sinh truong cua vi khuan. Giai thich s6 liéu sinh truong cua
vi khuan trén do thi.

+ X4c dinh anh hudng ctua nhiét do dén su sinh truong cua VSV.
1. Nguyén ly chung

Vi sinh vat ¢6 nhirg yéu cau vé dinh dudng, 1y hoc, hod hoc va moi
truong phai dugce dap mg d€ sinh truong va phat trién. Kieén thirc vé cdc diéu
kién can thiét cho sinh trudng cia VSV ¢6 thé gidp dé& dang nudi cdy cic VSV
va diéu khién cic VSV khong mong mudn.

Nam 1861, Jean Baptiste Dumas da trinh bay mdt bdo cdo téi vién han
1am Pasteur. Trong bai bdo nay, dng bat dau:

“ Sy ton tai clia 16p trung mao co cdc dac trung cua cic men la dang chu
¥y, nhung mot ddc trung can dugc quan tam nhleu hon 1a cdc dong vat nho trung
mao nay séng va nhan 1én vo han trong su vang mat ctia luong khong khi nho
nhét hodc oxy tu do...

Khi chiing ta néi khong khi 12 mot yéu cau sinh trudng, chung ta can xem
xét lugng oxy trong khong khi. Hon thé nita, khi chiing ta nhac den oxy, ching
ta thudong mudn néi dén oxy phén tir (O,) déng vai trd 12 mot ngudn cung cap
dién tir trong ho hip hao khi.

Cic diéu kién vat Iy trong moi truong anh huong dén sy sinh trudng cia
VSV la nhiét d9, 4p suat tham thau va pH.
2. Oxy va su sinh truéng cia vi sinh vat

Su ¢6 mat hay vang mit phan tir oxy (O,) c6 thé 1a vo cling quan trong d6i
vOi1 su sinh truong caa VSV. Mot s6 VSV goi 1a VSV hao khi doi hoi cé oxy,
trong khi cdc VSV khdc goi 12 VSV yém khi lai khong st dung oxy. Mot 1y do
khién VSV yém khi bat buoc khong thé chiu duge su c6 mit ctia oxy 1a ching
thiéu catalaza va két qua 12 su tich lu§ hydro peroxyt giy chét té bao. Cac loai
hao khi chiu khi c6 thé khong sir dung oxy nhung chiu dugc né kha tét, mic di
su sinh truong cua ching c6 thé duogc tang cuong trong diéu kién vi hao khi hau
hét cdc VSV niy trao ddi chit theo kiéu 1én men.
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Mot $6 loai vi khuén chiu khi mot phén sinh truong tdt nhét trong khi
quyén c6 nong do CO, tang (7-10%) va noéng do O, thap hon. Ching s¢ sinh
truong trong moi truong ddc ¢ d6 sdu ma mot lugng nho oxy co thé tan man
vao. Dé nudi ciy céc VSV chiu khi mot phan trén dia petri va moi truong khong
ngheo di, mot binh ciy nén dugc s dung. Céc dia va 6ng nghiém xir 1y duoc dit
trong binh 16n véi mét cdy nén sang. Sau khi day nit, tat nén di khi nong do oxy
giam. Cac VSV c¢6 khd ndng song trong di€u kién c¢6 hodc khong c6 oxy goi la
VSV yém khi khong bat budc.

4 gibng vi khuan thiéu catalaza 1a Streptococcus, Leucconostoc,
Lactobacillus va Clostridium. Trong d6 Clostridium 1a yém khi bat budc, con 3
giong kia yém khi chiu khi. 3 loai nay khong c¢6 hé thong xytocrom dé san sinh
ra hydro peroxyt, do d6 khong can catalaza. Viéc xac dinh sy c6 hay khong c6
mat catalaza la rat hiru ich trong dinh loai vi khuan. Khi mdt vai giot hydro
peroxyt 3% dugc cho vao khuan lac va catalaza hién dién, phén tir oxy dugc giai
phong ra dudi dang bot khi.

Trong phong thi nghiém, chiing ta c6 thé nudi ciy vi khuan yém khi bit
budc hodc khong bat bq(f)c bang cach loai trir oxy tu do tor mdi truong hoac su
dung mdi truong bién doi. Nhiéu phuong phdp nudi cady VSV yém khi giai quyét
duoc cd 2 qua trinh nay. Tat ca cdc phuong phdp nudi cady VSV yém khi chi hiéu
qud néu nhu mau hay cdc VSV nudi cay dugc thu thap va chuyén di theo cach
lam gidm thiéu su bi€u 1o cua oxy.

2.1. Vat liéu

Dia petri chtra moi truong dinh dudng

6ng nghiém chtra moi truong Thioglycolat c6 chi thi

Binh 0 yém khi

Hydro peroxyt 3%

2.2. Dich nuéi ciy

Alcaligenes

Clostridium

Enterococus

Escherichia coli
2.3. Thii tuc tién hanh

- Khong lac 6ng Thioglycolat.

- Dé4n nhan 4 6ng canh thang va nhiém mdi 6ng mot vong que ciy mot
loai vi khuan trong diéu kién vo trung.

- Nuéi ¢ 35°C

- Ghi lai su xuat hién sinh truéng & mdi éng.

- Dung bit danh gléu dué6i ddy chia mdi dia thach thanh 4 phan. Dan nhan
1 dia hao khi va 1 dia yém khi.
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- Ria cay 1 duong don cdc vi khuédn trén mdi phan dia.

- Pit nguoc dia hao khi nudi ¢ 35°C. Pia yém khi duoc dat ngugc trong
binh 1.

- Nguoi huéng dan s& chimg minh lam thé nao dé binh tré thanh yém khi.
10 ml nudc dugc thém vao tdi diéu chinh khi Gas-Pak (xuc tac hydro két hop
oxy tao thanh nudc, phan (mg s& dung lai khi thém nude vao) dat trong binh voi
chi thi xanh methylen. Khi ¢6 mat cua oxy chi thi ¢6 mau xanh, chuyén thanh
trang khi oxy giam di.

- Nudi binh ¢ 35°C

- Sau khi nudi cdy, ghi lai sy sinh truéng ctia vi khuan trén mdi dia.

- Thuc hién kiém tra thur catalaza b?mg cach cho thém vai giot HO, 3%
vao cac khuan 1@19 khac nhqu trén dia thagh. Tesg catalaza duong tinh s€ sinh ra
bot bong béng trang. C6 thé dung kinh hién vi dé x4c dinh 0 hon céc bot bong.
Test thtr catalaza cling c6 thé duogc tl}uc hién trén lam kinh. Vi khuan sinh
trudng trén moi truong thach mau cé thé st dung phuong phédp nay.

3. Xéc dinh dwong cong sinh truéng ciia vi khuin: anh hwéng caa diéu kién
nhiét do

Céc pha sinh truong ciia VSV ¢6 thé dugc xdc dinh bang cich do duc ciia
dich nudi cay. Po duc khong phai 1a don vi do luong truc ti€p so luong VSV,
nhung do duc tang da chi ra sy sinh truong cua VSV. Tur sy hién dién cua 1 trigu
té bao/ml c6 thé phan biét d§ duc bang mat, may do quang phd dugc su dung dé
do xéc dinh do duc vai lugng VSV nhé hon.

Pa sb VSV sinh truong trong mot khoang nhiét do nhét dinh. Nhiét do
sinh trudng t61 thi€u la nhiét do thap nhat ma loai VSV do6 s€ phat trién. Céc loai
VSV sinh truong nhanh nhat & nhi¢t do sinh truéng t61 vu cua ching. Va nhiét
dd cao nhat ma chung c6 thé sinh trudng 1a nhiét d§ sinh trudng to1 da.

Vi sinh vat dugc chia thanh 3 nhém chinh dya theo nhiét d§ sinh truéng
cta chung. Nhiét do toi wu cua VSV ua lanh 1a 15°C, ctia VSV wa am la 25°C -
40°C. Nhiét do toi thich ctia nhiéu loai wa nhiét 1a 45-65°C, mac du mot vai loai
¢6 kha nang sinh truong ¢ trén 90°C. Khoang nhiét do wa thich cia VSV do di
truyén quyét dinh.

Trong bai tap nay, ching ta s¢ vé biéu d6 dudng cong sinh trudng ctia mot

loai vi khuan & cdc nhiét d6 khac nhau dé dua ra khoang nhiét do thich hop cua
loai nay.

3.1. Vit liéu
Binh nén chira dich dinh dudng + NaCl 1,5%
6ng nghiém do quang phd
Pipet 5 ml, 10ml v trung
Miy do quang phd
3.2. Dich nuéi ciy
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Vibrio natriegenes
3.3. Thii tuc tién hanh
- Cho 4 ml dich dinh dudng v trung vao 1 6ng do quang phd. dng nay 1a
doi chimg dé chuan hod may do.
- Nhiém 10ml vi khuan Vibrio vao mét binh nén chira dich dinh dudng.

- Xoay binh dé’trén 14n dung dich. Chuyén 4 ml tr binh vao dng do quang
pho thtr 2, va do sy hap phu (Abs.) trén mdy quang pho.

- Ghi lai céc két qua do dugc.

- Bé binh nén ¢ nhiét 6 mong mudn.

- Ghi lai sy hép phu sau mdi 10 phit cho dén 60 va 90 phiit. Lay binh ra
khoi chau nudc cho thoi gian toi thi€u c6 thé dé lay mau. Khi lay mau, dung
pipet vO trung hit 4 ml cho vao 6ng do quang pho thu 2.

- V& @6 thi tir s6 liéu thu duoc dé c6 dudng cong sinh trudng cua VSV
theo nhiét do.

* Cau hoi 6n tap: Bai s6 18

1 Trinh bay thuyét sinh trudng va phat trién caa VSV?
2. Tinh todn két qua thi nghiém theo sinh khéi VSV va cdc diéu kién can va du
cua tung thi nghiém?

Bai s6 19
THAM QUAN KIEN TAP MON HQC
Muc dich va yéu ciu:

+ Nham trang thiét bi kién thirc thuc té cho sinh vién vé ung dung cong
nghé VSV trong ndng nghiép va xur 1y 6 nhiém moi truong.

+ Yéu cau sinh vién tham gia ddy dil céc budi hoc ngoai khéa theo chuong
trinh mon hoc.

+ Sau khi hoc xong sinh vién phai viét tiéu luan vé bai hoc ngoai khoa.
Dia diém hoc ngoai khéa:

+ Cdc phong thi nghiém VSV hién dai chuyén phuc vu trong giang day &
nghién ctru vé linh vuc ndng nghiép.

+ Céc loai ché pham, phan VSV dang dugc san xuét va 4p dung trong
ndng nghiép.

+ Trung tdm VSV Ung dung Truong Dai hoc Khoa hoc ty nhién.

+ Phong nghién ctru VSV nong nghi¢p Truong Pai hoc Nong nghiép L.
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+ Vién Sinh hoc Vién khoa hoc Viét Nam.

+ Nha mdy (phan xudng) phan hitu co vi sinh vat (Song Gianh tinh Nghé
An, Tién Nong tinh Thanh Héa, Van Dién Ha Noi, Viét Tri tinh Phu Tho ...va &
cac tinh trén toan quoc).

+ Vién chan nudi thi y, xuéng san xuét thiic dn gia stic, gia cam, thudc thd y
O céc tinh

+ Céc trang trai, cdc cong ty nudi trong thuy, hai san trén toan qudc.

+ Xi nghiép xtr Iy phé thai do thi & cdc thanh phd va céc tinh.
Noi dung:

+ Xem cich thiét ké phong nghién ctru va img dung vi sinh vat.

+ Quan st va tim hiéu cdc quy trinh san xuét hodc xtr 1y 6 nhiém méi
truong trén co s¢ ing dung cong ngh¢ vi sinh vat.

+ Tién hanh 1dy miu dé kiém tra chit luong san pham ciing nhu ché pham
VSV.

Bai so 19
THAM QUAN KIEN TAP MON HQC
* Cau hoi on tap:

Viét thu hoach dot kién tap tai cac co sé tham quan, kién tap?
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PHU LUC

BANG 1: PHA DUNG DICH PEM SORENSEN I VA DUNG DICH
Na,HPO, 1/15M VA KH,PO, 1/15M - SO LUONG DUNG DICH (M1)

pH Na,HPO, 1/15 | KH,PO, 1/15M
M
4,53 0,00 10,00
4,48 0,10 9,90
5,29 0,25 9,75
5,59 0,50 9,50
5,91 1,00 9,00
6,24 2,00 8,00
6,47 3,00 7,00
6,64 4,00 6,00
6,81 5,00 5,00
6,98 6,00 4,00
7,17 7,00 3,00
7,38 8,00 2,00
7,73 9,00 1,00
8,04 9,50 0,50
8,34 9,75 0,25
8,67 9,90 0,10
9,18 10,00 0,00
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