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PHƯƠNG PHÁP NUÔI CẨY PHÂN LẬP VI SINH VẬT

Trong công tác vi sinh vật khâu cẩy, khâu phân lập có tàm 
•quan trọng rát lớn trong công tác bảọ tòn giống, phấn lập ra 
những giống thuần chủng hay lạo ra các giống mới.

ở  các môi trựờngmới, vi sinh vật phát triền tốl, tăng nhanh 
vê số lượng lế bào, sau một thời gian dinh dựỡng của tễ hào 
cạn dần, hơn nữa sự tích lũy các sản ])hầm của quá Irình Irao 
đôi chất tăng lên gây lác dụng ức chế vi sinh vật phát triên thậm 
chí còn làm thay đôi đặc tính hoặc gây chểt lễ bào. Nẽiicần cấy 
truyền sang môi trường mới.

Qua phàn lập người ta có thễ sàng lọc ra được các chủng 
■loại vi sinh vậl riêng biệt. Trên co sở đó xác định được chủng 
loại vi sinh vật, có cơ sở đê nhận biết và thuần chủng các giống 
■theo yêu cằu của cori người. , .

A -  PHƯƠNG PHÁP PHÂIS LẬP

Dùng phương pháp cấy trên thạch đĩa nhằm tạo ra những 
khuần lạc riêng rẽ, thuận lợi cho việc nhận xét, phân biệt hay 
•chọn lọc cảc chủng loại vi sinh vật có trong mẫu đem phân Ịập. 
Phương pháp phân lập được tiến hànb theo các birớc như sau :

I-LẤ Y  MAU '
i

Tủy theo lóại mẫu đein phân lập mà có cách lấy lĩiẫu và 
khối lượng mẫu lấy khác nhau. Nhưng cần bảo đảm các đièú 
iciện chung !à: ' _

— Số lượng pliâi đu đê phân lập và tiến hành phảnlícK các 
chỉ tiêu khác nếu căn.

— Phâi ghi chú rõ ràng thởi gian và địa điềm láy mẫu 
phản lập.

— Thời gian lấy mẫu tiến hành trên thời gian ngắn thi tốt 
■nhất còn không thỉ phải có sự bảo quản mẫu cho tỗt, nhưngIhời 
gian đế kliông được kéo dài.

— Chú ý công lác vô trùng >và chọn lọc mẫu có tính đại
4Ỉiện. .
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II -  x ử  LỶ MẪU

Mầu Tắn; Bao gồm các mẫu đẵt, mẫu th ứ c ăn bột, mẫu thịt.. 
Cân chinh xác Ig  mẫu cho vào cối vô Irùng nghiên kỹ', sau đó 
pha loăng với 100 mi nước cít v'ô trùng. Lắc đêu Irong 1 phút, 
saa đó đê ỉắng 15 — 30 giày, hủt lấy 1 ml dịch mẫu đê làm bước 
pha loăng mẫu tiếp théo.

Mỗu ỉổng': Không cần xử lý trước, chĩ cằn hút lấy Iml dịch, 
mẫu đễ pha loãng. .

Phương pháp-pha loãng m ẫu: *
Chuàn bị dãy ống .nghiệm chứa nước cất yô trùng, sổ lưạng 

Ống tùy theo sự ước đoán số ví sinh vật trong mẫu nhiêu hay 
ít. Hút 1 ml cho vào ống 1, thổi lên xuống Yải ĩàn đễ trộn đều, 
sau đó hút 1 inl ợ ống l.cho vào ống 2, cũng làin như vậy đổi 
vởi cảc Ống tíễp theo ta sẽ được dãy ổng eó độ pha loãng k îác- 
nhãù, (heo sơ đồ sau : (Hình 12)
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ĨII -  PHƯƠNG PHÁP CẤY'PHÂN LẬP

Đề đảtn Ì;)ảo hiệu quả tốt Irbng phân lập một trong những,: 
công việc cần thiễt là Iđm thế nào đê sau khi cấy tạo đưọrc 
nhừng kbuần lạc mọc riêng rẽ trong môi trưởng. Muốn vậ.y ta 
eó thè dùng một Irong hai cách sau đây. *
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1. Phứo-ng pháp hỗn h ạ p :
Hỗn hợp đèu môi trượng vớĩ mẫủ định phân lập dã được 

|)ha loãng theo tỉ lệ khác nhau như trên. Phương pháp tiến hành 
cụ thê như sau :

— Dùng pipét đà khử trùng, hút láy 1 ml dịch mẫu cho vào 
hộp lồng dã được khử trùng Irước. Mỗi độ pha loãng của dịch 
mẫu làm 3 đĩa. Ghi rõ độ pha ioãng mẫu tương ứng trên từng 
hộp lòng.

— Mòi trường thạch dùng đê phân lập, sau khi hấp khử 
trùng xong đẽ cho nbiệt độ hậ xuống trên dưới 40*c thi dô vào 
mỗi hộp có dịch mẫu 12 — 15 ml môi trường, lắc nhẹ đề cho 
mẫu và môi trường hỗn hợp đều.

— Môi trườỉig đông cứng đem lật sấp đĩa và đê lủ'ấm nuôi
cấy ở nhiệt độ căn thiẽt. • .

Nói chung sau 24 giờ vi sinh Viật đã sinh trựợng và phát dục 
tốt, hình thành các khuần lạc trong môi trường, s l  đảm bảo cho 
vi sinh vật mọc hểl có thễ ấn định thời gian như sau; với vi 
khuần Iiuôi cấy trong khoảng thời gian 36 — 48 giờ. Với nấm 
men 48 — 72 giờ, với nấm mốc 96 — 120 giờ.

Phương pháp này còn 4ùng đễ tính số lượng tế bào vi sinh 
vật mà bài sau sẽ đè cập tới. Khi đó dung dịch pha loâng và-' 
mẫu càn phải định lượng thật chặl chẽ đê tiện cho việc tínhloán. 
Đặc biệt chú ý thao tác vô irùng và giữ Ihật sạch sẽ Irong khi 
hút mẫu và đô môi ti'ường.

2. Phương  pháp r i a  cấy :
Có nhiều phương pháp ria cáy trên thạch đìa, tùy theo giống 

vi sinh vật và mục đích yêu cầu của việc phân lập.
Thaồ tác chung khi rỉa cẩy như sau:
—Hơ quanh đĩa môi trường trên ngọn Ịửa đèn cồn. Tay trái 

Hỉăm.lấy đĩađưagăn vào ngọn lửa dèncồnm ởhé nắp (hình 13a).

ỉ/ĩnh íăa : Cảch risi cẫy trên thạch đĩa
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— Tay pbải câm que cấy, nung nỏng đỏ trên ngọn lửà đèn' 
cồn, đợi nguội lẩy mởt ít mẫti vào vòng bạch kim.
í ' — Đặt mẫu vào góc đĩa rồi tiễn hành ria cẵy nhẹ nhàng 

trên mặt thạch nhưng chú ý không làm vỡ mặt thạch. Có nhiều 
phương pháp ria cấy: (hình 13b).

— Ria ngang từng đường 
cho hết đĩa, hơ lửa que cẫy.

— Ria đến 1/3 đĩa dốt que 
cấy đễ nguội. Ria tiếp đến 2/3 
4ĩa, đốt que cáy. Ria tiếp đến 
hết đĩa.

— Ria ngang^ đẹn 1/2 đìa, 
quay ngược đàu ria tiếp đểri 
liết đĩa còn lại.

— Ria ngang ở một góc 
rihỏ của đĩa, đốt que cấy, xoay 
đĩa theo chiều kim .đòng hò ria 
ngang ở một góc nhỏ củá đĩa, 
Xia chòng lên một hai đường 
riã cuối cùa ỉàn ria thứ nhất. 
Tiếp, tục làm như vậy đễn lần 
ria thư 4 cho hết đĩa.

Cách ria như trêii nhưng 
xoay đĩa .theo chièu kim đồng 
hồ một góc 90* và ria cấy 3 lần 
(3 làn đốt que cấy).

Hình 13b: Các cách ria cắy 
phân ỉập khác nbati

1

— Ria đường ngang cho hết đĩá, đốt que cấy xoay đĩa góc - 
90* lại ria đường ngang cho hết đĩa.

— Đàu tiên rià như lrên, s'au'đó ria các đường theoiiai chiều
chéo góc với hình viỉÔBg. • ,

— Riá thành các đườiig gẫp khúc từ nhỏ đến to, trái sang 
phải chọ hết 1/2 đĩa, đổt que cấy. Ria tiẽp đường, gấp khúc fừ 
to đẽn nhỏ cho bết đĩa.

♦ - . ' ■

— Ria thành hoa tliỊ gấp khúc hình chữ M quanh đĩa, khôrig. 
đốt hoặc CÓ đố! c|ue cấy ở gỉữã 2 iầỉi ria cấy.

A
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B — CHƯƠNG PHÁP CẮY TRUYÈN

— Dùng phii(yng pliáp cSy tniycn đề nhàn vá giữ giống vi 
••>inh vạl, Hay íroiig phân lập Ihì đimg đè cáj' lách riéng lừng 
loại vi sinh vật sau klii đã dược phán lập Irong Ihạch đĩa. Nói 
chung thao tác cay triivcii còn dùng trong nliieii lĩiili vực khác 
vì' vi sinh vật nữa

I — PHƯƠNG PHÁP VÀ '1'HAO TÁC CẤY

'1'rước khi củ3' căn chiiần bị các dụnịí cụ Cĩìn Ih.ẻl như ỗn 
giống, niôỉ trứờiig, que cẩy, đèn còn và các thứ càn dùng khác 
cho đăy dủ. Rửa lay sạch sẽ xong iiến hành ria cấy. Phương 
pháp và thao lác cụ thê Iihư sau (hinh 14).

Tay trái cầm ống giống và ống môi trưởng. Đặl ống nằm 
írong lòng bàn tav, uáv ống được kẹp chật irong lòng bàn lay,, 
ngón trỏ và ngón giữa đờ Ihân ổng, ngón cái đè lên phía Irên 
các ống giữ chái.

— Dùng tay phải xoay lỏng nút bông của cảc ống, Cầm que 
cẫy ở tay phải trên 3 ngón tay (íígón cái, ngón trỏ, ngón giữa> 
nung đỏ trên ngọn lửa đèn còn. Đằii liên hơ ngang vài lượt đến 
hết que cáv, sau hơ thẳng dứng đến dỏ dây bạt-li kim.

— Dùng ngón tay út và mép diiới bàn tay và hai ngón tay 
Uiứ lự kẹp chặl nút bông, dưa găn miệng ống vào sát ngọn lửa 
đèn côn, mở núrra , hơ qua miệng ốnị{ trên ngọn lửa đèn cồn

— Đưa que cấy đẫ nguội vảo Irong ống giống lấy ra lĩiột ít 
giốiig vảo dâu que bạch kim, rúl que cẩy ra hơ qua miệng ống.
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— Đưa nhanh que cấv áang ổng mòi trường, lù}'̂  theo lửng 
loại mỏi Irường mà có thao lác ria cấy khác nhau (i.ein ở phan 
tiếp Uieo).

— Đốt que cáy và miộng các ống, (lút núl các ống lại. Dùng 
bút chì sáp viết rõ tên giống (hoặc mẫu) ngày tháng cấy. Đề vào 
tủ ám 37*c nuôi cẵy.

Khi cấy tùy điều kiện không có thiểt bị vô trùng (buồng căy 
hay lồng cấv đã được khử trùng) thi thiròng xuyèn (lặt miệng 
Ồng găn sát ngọn lửa dèn cồn và chú ý thao lác vô trùng.

ÍI -  PHƯƠNG PHÁP RIA CẤY TRẼN CÁC MỎI TRƯỞNG
KHÁC NHAU

1. Cấy trên  môi t rư ờ n g  lỏng.
Ngoải c-̂ c thao lác đă chỉ dẫn ở trên oẳn chú ý :
— Nếu mẫu hoặc giống là ỏ Ihề rắn thi khi cày phải mài 

vài làn vào thànhốngcủa^môi trường.clễ cho tan; nếu mẫu lỏng 
Ihi chỉ cần ngoáy vài lần trên mặt găii thành ống là được.

— Nếu cáy trên môi trường yếm khí Ihi đầu tiên phải làm 
(an Jứp (lâu trên mặt môi trường. Sau khi lấy mẫu đâm thẵng 
que cấy qua lớp dău Ihật nhanh xuống lới môi trường khoắng 
vài iàn rôi rút ra.

2. cáy t rê n  môi t rư ờ n g  rắ n .

Thao tác như trên nhưng chú ý khi cấv phải dưa từ đáy ống 
lên Iheo đường gáp khúc, đường xoắn ốc, hoặc đường thẳng 
chình 15). Trong khi cấy không được iàm rách mặl thạch.

Hình 15: Cấy trên inôi truòBg rắn. Thao lác và các (lưỞDf r'« cấy
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ọ  ti , Cay lr«ni môi Irương thạch meni.

Dùng que cay có dày cấy 
(lại cứUíí, chọc sâu vào giữa 
ốiig lliạch (lôn găn dảy rồi rút 
n li a n I) ra, ổn g đ ẽ d ứ lỊ g 
(lành 16).

ỉỉlnh 1(!: r.ấy trích fầụ trêtt 
mỏi triròng thạch nsèni.

c  —PHƯƠNG PHẤP NUÔI DƯỞNG VI SINH VẬT YẾM KHÍ

Nuôi clirỡnịỊ vi sinh vật vếni khí phải tiến hành Irong đièư 
kiện không có oxy tự do. Có thê sử dụng.cầc phương pháp- 
sau dây:

I — PHƯƠNG PHÁP VẬT LÝ

('.ó Ihễ dùng l)ịệii pháp ngăn cách môi Irường với không 
klii bằng các ngtivên liệu như parapin, sáp, varalin... San khi 
lảin môi trường xong đố một lớp dầu lên (l ên hề mặl mỏi trirừng, 
sau đồ có thè dùn^ parapin gắn kín sẽ lạo được trạng thái ỵí-m 
khí trong suốt quá trinh nuôi dưỡníỉ. Hoặc dùng (lụng cụ nuôi 
cấy đặc biệt dê nuôi cây. Sau kliiđưa môi truửng dãcav vi sinli 
vật vào trong dụng cụ thi dùng các biện pháp hút khòiig khí ở 
tvong ra (lới dưới lOmnr Hg)dem nuôi cẵyở nhiệldộ ihíchliợp.

Lượng dùng: Trong 100 cm  ̂không klií dùng Igaxit pỵrogallic 
và 18 ml (lung dịch NaOH bão hòa hoặc 0,2g Na-ÂO/, và 
Naíiibicacbonát.

Sau khi đẽ môi trưưngniiôi căy trong bỉnh kín phải tìm cách 
tạo diều kiện cho phản ứng giữa các chẫt hóa học-đein dùng 
xầy ra ngay sau đó phải chú ý không đê phẳn ứng hóa học và 
các cliấl hóa học ảnh hưởng lới môi trưởng và dụng cụ nuôicẵy
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II -  PHƯƠNG PHẢP SINH VẬT

Co‘ sở ciìa phản ứng irày Jà dựa vào sự hap Uiu oxy lự ù<> 
trong môi trườn<Ị do lác dựng của các lồ chức nội ỉạng iihư gan. 
tim, thận,.. Tron^ môi trường nuôi cấv người la cho vào mộl 
miẽng nhỏ của tô chức nội tạng như gan, tim, thận... Môi IrườníỊ 
được hấp khử trùng xong đợi nhiệt độ hạđem cáy và đem nuỏĩ 
cáv b  nhiệl độ Ihích hợp.

III -  PHƯƠ.NG PIỈÁP TỎNG HỢP

ỏ’ điồu kiện cho phép có tbẽ kêì hợp các phưoíig pháp vật 
Iv ,hóa học và sinh vật đă nói ở trên đê nuòi cấy vi sinh vật yếm 
khí, hiệu qiiả sẽ tốt hơn.

Trong việc xác định mức (lộ cân oxy hóa của vi khuần ngirời 
ta có thê dùng các phương pháp n h ư :

— Cấy hỗn hợp. mẫu (hoặc loại vi khuần nào dó) với môi 
trường thạch chưa đông. Sau khi môi trường đông cứng đem 
nuòi cấy. vSaii một Ihời gian quan sál sự phát triẽn của vi kliuần 
«7 các độ sâu khác nhau trong môi trường như vậy sẽ đoán bjết 
được nhu cầu oxy của nó.

— Dùng phương pháp cẩv irích sâu vào giữa môi trường 
thạch đứng rồi quan sảl sự phát Iriẽn của vi khuần đó theo 
vẽl cấý.

NỘI DUNG THỰC TẬP VÀ TƯỜNG TRÌNH

Thực lìành ria cẫ}'̂  trêii môi Irirởng thạch đĩa với mẫu bánh 
men thuốc bắc đă clược pha loãng trước. Sau dó đề ở lủ ấm 
32‘’C nuôi cấy. Tirờng trình quá trình xử lý mẫu bánh men trước 
khi ria cấy và ghi lại kếl quâ quan sál (ỉượo sau khi nuôi căy 
phân lập về loại hỉnh, số iượng vi sinh vật có trong mẫu (qua 
việc xem Kẻt kích Ihước. hình thái, màu sắc, bờ vièn... của 
khuần iạc).

— Tnực hành ria cấy Irên môi trường (hạch nghiêng với 
Ổng giống nám men. Sau khi nuôi cẵy quan sát sự phát Iriền

‘ của nám men trên môi trường.
— Quan sát sự phát triên trên môi triràng lỏng, biin lỏng 

của một nhóm vi kiiuằn nào đó. nói rõ đặc đièiii sinh Irirang 
của nó trên các mòi trưởní* nay.
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CHUẰN hỊ DỤNG c ụ  VÀ NGUYÊN UỆU

DụỉỉíỊ c ụ :

Cân 
Cối sứ 
Bèn còn 
Que căy 
Pipét
Ong nghiệm 
Que thủy linh 
Giá đễ ống nghiệm

Nguyên liệu;
Môi Irưừiig Hansen thạch đỉa 
Mòi trường Hansen thạch nghiêng.
Mẫu h;mh men.
Nước cát.
Ống giống nấm men thạch nghiêng.

BÀI 6

ĐỂM SỐ LƯỢNG 
VÀ ĐO Kíce THƯỚC TẾ BÀO VI SINH VẬT

Đem số lượng và đo kích Ihước tễ bào cỏ tằm quan Irọng 
ỉứn Iroiig công lác nghiên cứu vi sính vật. Đê Iheo dõi lốc độ 
sinh trương phát dục của mộl loại vi sinh vật nào đấy người ta 
cần phải xác dịnh được sỗ lưọ-ng vi sinh vật phát triền trong 
mộỉ: thời gian và trong một môi trường xác định. "I roiiíí phân 
ỉiỊp kiêm định và nuôi dưỡng vi sinh vật thuẳn khiết cai! fiến 
hành đo kích thưởc lé bào.

A — PHƯƠNG PHÁP ĐẾM Số LƯỢNG TẾ BÀO VI SINH VẬT

CÓ hai phưong pháp đỗm số lượng tế bào thường được sử 
'iiiio. đó là phương pháp đếm trực tiếp bằng buồníị' (lếm vả 

t^hương pháp đếm gián liếp trôn môi trường (hạch đĩit.
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Thường dùng đè dẽni tế bào vi sinh vật có kích thước lớn
nhir nấm nien, bào tử nấm mốc.

Người ta thường dùng hai loại budng đếm là buồng đếm
ĩĩơ-bao-ơ và buồng đễm Go-ri-a-ép. Nguyên lắc cấu tạo của hai

r—J— Ị— I— ■Iiiiịiniiiii'iiii!i— I— — I—  íoậ* buòng đfim này
như nhau. Lưới đểm
eủa buồng đếm gốc
có nhièu ô viiòng lớn,
mỗi ô vuông lớn lại chia
thành nhiều ò vuóng
nhỏ có diện tích mỗi ô
là 1/400 mm^ và chiều
cao mỗi ô là 0,1 mm

I - ĐỂM TRỰC TIẾP BẲNG P.UỒNG ĐẾM HỒNG CẦU

(Hình 17).

Hinh 17: Buồng đéâii 
Niu-bao-ơ 

c — I.uới ổếni và vị tri ô 
cần đểm

Công lác chuần b ị :
Cách lấv mẫu và xử lý mẫu giống lihư đã trinh bày ở bài 

Itước. Cản chú ỹ là nễu mẫu có nồng độ lớn thi phải pha loãng 
v,ởi nồng độ cần thiết đê đảm hảo cho tế bào phân bố trong lirới 
dếm đeu không dày quá. Khi pha loãng phâi ghi lấv hộ số pha 
loãng fủa mẫu.

Chuần bị buòng đếm : Đặt lá kinh ngay giữa buồng đếm. ở 
vị trí lưới đếm. Dùng đũa thủy tinh hoặc ống hút vô trùng lấy 
raộl giọl mẫu (suu khi đã lắc đèu dịch mẫu) nhỏ vào mép lá kính, 
đ;> mao dẵii giọt mẫu sẽ được dàn đều Irén lưới đèm. Nếu quan 
SỐI không thẩv bọt khí ở vùng lựéíi đếni là được. Đề yên li ong 
vii phút, dùníí kính hiên vi quang học có độ phống đại Ihích 
íiợp đê đém.

2. Cách đ ế m :

Đặt buồng đếm lên khay kính, điều chỉnh đê quan sál thấy 
rõ hrới đếni và tễ bào Irong lưới đếm. Tiên hành đếm tễ bào 
trt>ng 5 ỏ lớn chéo nhau. Cần chú ý là đẽm theo một qui lắc hợp'
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ỉv đẽ tránh nhầm lẫn, như có thê.đến) theo chịêu lử trện xuống  ̂
<iirứi, từ Irái qua phải. Khi đếm chỉ đếm số tế,bào nằm trọng iQ 
và cá.' tế bào nằm trên cạnh ô nhưng cộ phăn tẽ bào nẳni trorig , 
ò lớn. Sau khi đếm xong rửa sạch và sấy khô buong đếm.

3c Cách tinh
Trước hết tinh số lế bào bỉnh quân trong mộf ô Ịihỏ. Số 

ìượng tế bào đếm trong 5 ò lớn là sỗ Iượn^ tế bào ở so ô nhả.

Thê tích của inột ô nhỗ là — Vậy> số ỉượníỊ tế bào
4000 ^

1- 'Irone một ô nhỏ chính là lượng tẽ bào có trong —~  íĩíin^
^  ® . . 4 0 0 0

/ i==:— ----  ml ì dịch mẫu.
l  400.000 /

Vậv công thức đẽ lính số lượniị !ế bào .trong I m! địch inẫii 
hay 1 gam vạt chăt khô cìia mẫu là:

B =  A X 400.000 X N X K 
B; là số tế bào trong Im l dimịỊ địch mẫn h;'y Igam vật 

chát khô của mẫu.
A ; số lượng tè bào bình quân Irong mộl ô nhỏ.
N: llệ số pha loãng (10").
K: Hệ sỗ khô của mẫu. r

Mẫu lơniị K =  1

' Mẫu khô K = 100
100 — độ ârii % c.ỏa mảu

11 -  ĐẾM GIÁN TIẾP BẰNG DEM số  KHUẦN 
LẠC TRÊN MÔI TRƯỜNG THẠCH ĐÌA

Sò lượng tế bào cỏ trong mẫu được tính thec một công 
thức tinh flựa trên số khuàn lạc đẽm được khi cáy chiìng ở lrẻt> 
ỉhạch đĩa. Cách tiến hành như 3aii;

1. Công tác chnần b ị :

Lẩy mẫu và xử ỉý mẵu nhu đã trinh bầy ỏ bài pbưoog 
Ịpháp phân lập. Nhưng đặc biệt chủ V đến độ chinb xác khi ì iy
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tnằu và pha Ịoãng. Sáu đó ('ẩv trên môi trưởng đẩ được chmiv 
Ế)ị sẵn theo một trong !ỉai phuơng pháp như đẫ trinh bây ơ pli 
phưưn^Ị pháp cấy phàn lộp.

Với phương pháp cẩv hòn hợp Ihi hút chính xác 1 ml dịch 
mẫu. Với phương pháp ria cẫv thi hút chính xác 0.1 ml dịch ĨDÌU 
ria cấv đèu trên mặt thạch, ỏ’ mỗi độ Ị)ha loãng cấy đĩa vit 
cáy với 3 đò pha loãng íièn liễp (hin!ì 18). Ghi rõ ngày gi(V cẵy 
yà đỏ pha Ịọàngirện r\ạp hộp.

Hình Í 8 : Phương phảp ria cắỴ đẽ đểm 
số  lượng tế bào vl sinh vật

Đếm số khuần lạc mọc sau một thời gÌHii ÍTiòi cấv. Ví dụ dối- 
với vi khuàn Ihi sau 1 — 2 ngày, nám men sau 2 — 3 ngày, nám 
mốc sau 3 — 5 ngàv nuôi cấy.

2. Cách đếm.
Dùng.bút chia phía dưới đáy đĩa thành lụột số khu vực đe 

dẾm chf> ,dễ, nhớ đánh d^ii các khuần lạc đã mọc trong tùng 
khu vực. iSau khi đà dếm toàn bộ số khuẫn lạc ở 3 đĩa trong 
củng mộl độ pha loãng Ihi tính số khuần lạc bỉnh quân trcng 
cnộl đĩa^ .Pùaig Cv̂ ng Ihứe đẽ tinh số lẽ bàq có Irong mẫu.

3. Cách: tính.

CỏniỊ Ihửc B = A .N .  k
' a

B: lã số ỉượng tế bảo có trong Im l mầu hay trong 1 gam 
vậL chẵt khô của mẫu.

A: Số lượng khuẫn lạc binh quân trong một đìa.
N : Hệ số pha loãng (10”) 
si rLượng mẫu dùng dê nuôi cẫy. 
k : Hệ số khỏ của mau

m



B PHƯƠNG PHÁP ĐO KtGH THỮỚC TẾ BÀO Ví SINE VẬT
7 ,

Muốn đo kích thước tễ bào người la sử dụng loại Ihước đo 
đặc biộl: Thước đo Ihị kính và thước đo vật kíiih.

*

1 -  CẤU TẠO VÀ CÁCH SỬ DỤNG THỰỚC ĐO

1. Cấu tạo.

Tbước đo vật kính là một bản thủy tinh hay kim loại có kícb 
thước như inộrphiến kính, ở giữa có một vòng tròn (níu lè 
kim ioại thi ở giữa có một vòng tròn bằng kính). Trong đổ c6  
ichắc một thước lịmm chia^thành 100 khoảng bằng nhau, nh,ư 
vậy mỗi khoảng có độ dài lả 10{JI (micro) (hình 19). Khi dủng 
đặt ỉên khay kỉnh như xein một tiên bản.

©
(a)

ĩíìn h  1 9 : Thước đo vật kinh 
A — Nhin ngoài ,
B — Thước đo bên trong

Thước đo thị kính (hinh 20) khi dùng gẳn ở dău ống kính 
thay cho thị kính, vì vậy có thê xem thước này như một thị 
kính cổ cău tạo đặc biệt. Ngoài phần kẽt cấu giống thị kính nó- 
còn có íhêm thước đo và bỏ pỊiận điêu chỉnh. Có thễ nhìn thấy 
một hệ (hống đượè gắn trong thước đó. Đó ỉà mộl vạch thẳng 
được chia làm 8 phàn đèu nhau (đánh số từ 0 — 8) phàn Irên cớ 
một vạch-đôi và một hệ thống giao đièm gồm 2 vạch giao nhau 
v-à vuông góc với nhau. Toàn bộ hệ thống vạch này có thễ di 
động được từ írái sang phải và ngượe lại là dờ .niột ốc điều 
chỉnh ở bén ngoài gắn lỉềnvớỉ thước đo. Trên vành ngoài của
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ốc điẽu Chĩnh này được chia thành 100 khoảng đẽu nhau (đánh 
SỐ từ 0 — 100) mỗi một vòng quay của ốc tương ứng với một 
đơn vị độ dài eủa thước đo thị kính. Có nghía là nếu ta xoay từ 
điễm 0 theo một chiẽu và cho trở lại vị ti í 0 thỉ hệ thống vạch 
trong thước đo sẽ di cliuyễn được một vạch trêirthước lừ 0 đến 
,1 hoặc lừ 1 đến 2.

Hình 2Ớ: Thước đo tbị kính 1 — oáu tạo.bén Dgoài 
2 — thước đo ở trong

2 . C*ch sử  dụng.

Trước khi íiến hành đo kích 
thước tễ- bào vi sinh vật ở độ 
phóng đại nhăl phải xác định 
được hệ số đo của thước đo thị 
kính, có nghĩa là xác định đirực 
độ dài của một khoảng cách 
được chia trên thuỊÍrc tương ứng 
với từng độ phóng đại khác 
nhau, Hệ số đo củai.hước khác 
nhau khi sử dụng vậl kính khác 
nhau và với kính hiềií vi khác 
nhau.

lỉinh 2Í: Vị trí của thước đo thị Muỗn xác định được hệ sổ
kinh khi xác định hộ số đo. đo này. ta càn sử dụng thước đo

vật kính CÓ độ phóng đại đ â  
. bịếí. Gụ thễ tiến hành như saủ:
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Lắp thước đo vật kính vào 
khay kính, đièu chỉnh tiêu điễm 
đẻ xem rõ ảnh của thước trong 
thước đo vật kính. Lắp rhuởc 00
thị kỉnh vào thay cho thị kính
đieu chỉnh cho vạch đôi về điềm
0 của thước đo thị kính (hĩnh 
21a) sau đó đièu chỉnh cho một 
vạch nào đó Irên Ihước đo vật 
kính Irùng khít vói Irục tungcủa
trục tọa độ (lìình 22). ỉ^inh 22: Vị trí của thuớc đo-thị

kính và đo vật kính khi xấc
định' hộ số đo.

Vặn ốc điềÌ! chỉnh trên Ihước đo thị kính dê cho hệ thống
giao điẽm chuyẽn dịch đi một khoản^ỉ từ 0 — 0' có chièu dài 
được xác định bằng sổ vạch trên thước đo vật kinh. Nhử vậỵ 
độ dài trên thước đo (hị kítth cũng được xác định.

Căn cứ vào độ dài dà biết khi di chuyên Irên thước đo vật 
kí nh sẽ tính được độ dài của một đơn vị của thước đo thị kính 
Đó chính là hệ số đo. .

Ví dụ : Xác định hệ số đo với vật kính X 40 của một kính 
hiền vi nào đó.

Khi dịch chuyên hệ tfiống giao điễm của một đoạn 00' cố 
khoảng cách được xác định bửi.6 đơn vị cliia (lộ trên thước 
vật kính. Khi đó vạch dỏi cũng chuyến dịch lương ứng một 
4oạh dài 5 đơn v,ị độ cliiM trên thước đo Ihị kinh nhin Irêiì 
khẵc độ của núm đièu chỉnh Ihấy con số ô.'!. Vì vậy độ dài được 
dịch chuyên trên thước đo Ihị kính ià 5,65. 'l a đã biết rằng mỗi 
một đơn vị chia độ Irên ỉhước đo vật kính có độ dài là lOịX 
Vậy có hệ số đo của vặi kinh 40 là :

d =  =  jO,62
5,65

II -  CÁCH ĐO KÍCH THƯÓ c  l Ế BÀO

Khi đo kich thước tẽ bào tu phải đo kích Ihước của cả hai 
chièn đài và rộng. Các bước liến hành cụ thề như sau :

— Đặt liêu bản iên khav kinh, điẽù chỉnh đề thây rõ ảnh 
của tế bào vi sinh vật cần đo.
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— Đưa vạch đôi vè vị Irí 0 
trên thtrớc đo yà điều chỉnh đê 
đưa tế bào vảo nằm sát trục 
tung và cạnh ngang của tế bào 
nằm sát trục hoành của trục toạ 
độ, nhưng 2 đường vuông góc 
cắt dọc và cắl ngang tế bào 
phải song song với trục hoành và 
trục tung của toạ độ (hình 23).

— Đbcụiềudài:Vặnốcđièu 
chỉnh đê trục loạ độ di chuyền 
một đoạn oó’ có đò dài xác định 
bằng đúng chièu đài tế bào vi 
sinh vật (khi đổ trục tung của

.tọa độ nằm sát đàu kia của tể bào.
Quan sát vị tri của vạch đôi trên thưỏfc đo và khấc độ di 

chuyền trên vạch chia độ của núm điều chỉnh dề xác định sổ 
đơn vị Irên thước đo thị kính ứng với độ dài của tế bào. Cụ
thê số đơn vỊ được xác định là 4,50 (hinh 24a),/

Hình: ĨS Vị trí ban đầu đề 
• chuẫn bị đo tế bàỏ

%
'

0 I Ỉ Ì Ề 1 Ì

\  ^ /  ■

Hìnk  ?4a: Vị tri của tế bào và 
thttórc 'đo khi đo xoDg cliiễu dãi -  

tễ bào

Hỉah2ịb  í Vị Iri của thước đo khi 
đọ xons chiều rộng

tẽ bào

* —Đo chièu t ộng: Vặn núni đièu chỉnh đê đưa toạ độ vè vỊ 
trí ban đàu (hỉnh 23). Sau đỏ vận núm điều chỉnh đẽ trụctoạ độ 
di cbuyẽn một đoạn 00' có độ dàixảc định bằng đúng chiều rộng 
của lẽ bào (khi đó trục hoành của trục toạ độ nằm sát cạnh ngang 
kia cữạ tế bào. Xác dịnh 'số đơn VI trên Ibưởc đo thị kinh với dô  
rộng cua tể bào. Cụ thể"số đơn vị đirạc xác định là 2,65 (hinh 24b).



— Tính toán: Lẩy số đơn vị trẽn Ihước đo thị kinh ửng 
với chiêu dài vã chièu rộng của lẽ bào sau kfaỉ đo đem nhân, 
vời hệ số đo của vật kính đem dùng.

Ví d ụ : khi do chièu dâi và- chièu rộng của tế bào nấm men 
nào đó với vật kính X 40 đă được xác định hệ số đo (như kết 
-quả phàn trên) lẳ 10,62 thi chiều dài của lẽ bào đo được là 
4,25 đơn vị trên thước đo tlỉị kính và c.hiều rộng là 1,39 đon vỊ.

Vậy chiêu dài của tế bào là : 4,50 X 10,62 =  47,8fx.
Chiều rộng <;ủa >ể bào là: 2,65 X 10,62 == 28.1(J..

NỘI DUNG THỰC TẬP VÀ TƯỜNG TRỈNH
'S

\ Thực hành đễm số lượng tế bào nầm men Iheo 2 phương 
phập, phương pháp dùng buông đếrn hòng cẫu vá phương pháp 
•đếm khuấn lạc trên mổi trường thạch đĩa với mẫu đã pha 
loãng trước.

Ghi tóm tắt cách pTiạ loãng mẫu và kẽl quả đếm được thực 
hành do kích thước tể bào nấm men với kính X 40 vả X 90 đã 
4ượe xác định hệ số đo.

Ghi tóm tắt cách xác định hệ số đo và kết quả kícb thước tế 
bào nấm men đă đo đưạe.

CHƯẦN BỊ DỤNG c ụ  VÀ NGUYÊN LIỆU

Dựng cụ; ■
. Kính hiễn vi
Buồng đểm hòng câu
Đèn c5n
Đũa thủy linh
Que cấy
Thước đo vật kính
Thước đo Ihị kính. ' ,

Nguyên l iệ u ;
Tiêu bản nấm men đă làm sằn
Dung dịch mẫu đã pha loãng sẵn '
Môi trường thạch đĩa Hạnsen.
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- . BÀI 7

PHƯƠNG PHÁP KIỀM TRA CÁC PHẢN ỨNG CHUYÊN HÓA 
VẬT CHẤT CỦA VI SINH VẬT

Vấn đề kiễm tra đặc tinh siiih hóa của vi sinh vật có một ý 
nghĩa quan Irọng trong công lác kiễm địiiii vi sinh vật. Căn cử 
vào kết quả kiễm tra nịịười ta sẽ xác đinh nhữiig vi sinh vậl 
hiện đang xét đoán là tiiiiộc nhóm vi sinh vật nào, Ihuộc chủng 
giống nào,

Người, la liến hành kiềm Ira đặc tínb sinh hóa của các chùng 
vi  sinh vật được nuôi cấy Ihuần, đệ kiêm Ira dộ thuần chủng 
của cậc chững,

Trotig công tác kiễm Ira ngtrời ta cũng chỉ liến hành lằni 
những nội dung càn thiếl cỏ liên quan đễn mục đích của việc 
làm mà thôi,

Nội dung và phương |>háp tiến hành cụ thè của yiệc kiêm 
Ira đặc tính sinh hóa gòm có.

I -  PHẢN ỨNG THỬ KHẢ NÂNG PHÂN GIẢI ĐƯỜNG
• Ị

Đễ thử khẳ năng pỉ ân giâi đường người ta dùng các môi' 
trưởng không chứa cacbon như môi trường nước pépton, môr 
trường nước giá đâu hav các môi trường tông hợp khác. Trong 
các môi trường này sẽ cho vào lưựng thích hợp các loại đường: 
cậB Ihử khả năng phân giải.

Thử lên men đ.»ờng với môi Irường nước pépton.
Pépton lOg
NaCl , 5g

, Nước cất lOỡg
Đitn sồi ở iOO*C cho tan hết, sửa độ pH=tí7,4. Lọc kỳ quíi- 

giẾy lọc 2 — 3 lằn. Hấp ươt khử Irùng ở 120*c trong 30 pliúl,
Trong khịthử cho thêm thuốc chỉ Ihị liiầu vào mồi tnrờng, 

có' Ihề dùng chỉ Ihị mău Andrade.
Púcsin ãxit 0,5g

' . N ước cẫt 100*ml
Dung dịch NàOH IN 16 ml
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Nghiên íúcsin axit trong cối sứ với nứớc cltò'taii hếl, cho 
NaOH IN vào từ lừ vừa cho vừa iắc nhẹ đễn khi nào hiătr 
cluiyễn lừ mầu đỏ tươi sang rrìầu nâu, sau đến vàng úa rồi đẽn 
vànglhẫm Ịà được (lượng NaOH IN dùng Irong khoảng 16tnl)i 
Sau 1 —2 giờ lẳng cận, lọc qua giấy. Hẵp ướt 120°c Irong 
15 — 30 phút.

Phương pháp tiến hành tĩìả.
— Cho thuốc chĩ Ihị mầu Andrade vào môi Irường Iheo tỉ 

lệ 1/ 10. ' . ■ ■ "
— Phận biệt cho từng loại đường vào các ống ớựng môi 

trường Iheo nồng độ 1% hoặc 2%.
— Hấp khử trùng cùng với ống lên men(Enhorn — Smith)hay

ỗng nghiệm 16 X 1,4cm, trong đó oó chứa ống thủy tinh nhỏ 
có đáy (gọi là ống Đurham) (hinh 25). ■

Khử trùng ướt ỏ 110*c trong 15 — 30 phứt hoặc hấp cách 
•quãng 100*c — 30, phút trong 3 ngày liền.

rV)Ì

I Hinh 25: Thừ lên men 
Các loại đơờng

Cẳn chú ý là: Sau khi khử trùng mỏi Irirờng có rnẩii vàng
• cỏ sáng. Nếu có mầu hdng phải dùng NaOH IN (tiều chỉnh. Chu 
Ỷ cãc loại đứờng bi biến đồi ở nhiệt độ cao khi khử liùng. '

— Phân môi trường Ỷào ống lên meìi hoặc ống* nghiệm cớ 
Ổng tìiirham. Đô môĩ trường nqập bên ống chia đô và lèn tới 
1/5 GÙa bên bầu tròn của ‘ống lên men Enhorn ~  Smith, hoặc đồ 

.3 —4 môi trường, vào ống nghiệm có ống Đurhaih.
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— Cáy giống vi sinh vật cẳn Ihử vào các õng môi trường đãr 
chuần bị dặt ở nơi có nhiệt độ 25 — 30®c nuôi cấy,

— Thưởng xuyên theo dõi két quả, được xảc định ở các 
dạng phân giải sau.

+  Phân giẫi đường sinh axít: Nễu vi sinh vật có khả năng 
phân giải đường sinh axít thi kẽt quả sẽ làm cho môi trường; 
chuyền từ inău '\àng  sang mâu đỏ. Ngược-lại sẽ khổng có sự 
chuyến mâu.

+  Phân giải đường sinh hơ i: Nẽu vi sinh vật phân giâit 
đttờng thỉ trong các ống tháy xuất hiện bọt khí.

Trongốnglên men Eulrorn —Smth sẽ thấy tẳng khí ở phần- 
cỏ chia độ và trong ống c6 ống Đurham bọt khí dầy ổng Đurham 
nôi lên.

Quá trình phân giậi ky khí các họp chất hữu cơ không có' 
ồhứa Nitơ dược gọi chung là quá trinh nèn men,

Các nhóm vi sinh vật có khả năng lên men đường khi tiến' 
hành lên men đứờng sẽ cho các sản phàm chứa ố xy hóa hoàn; 
toàn được tích lũy lại sau^iiá trình lên men khác nhau căn GÚ 
vào cảc sản phầm nàỵ ngựời ta đặt tên cho các quá Irinh lêỉí 
men. Sau đâý chúng ta sệ‘ xél đểố một số quá trình lên men. '

•  ’  í ' í  ‘ ■ t ; ,

1. Lên men rư ợ u  (ỆChylic).

Nhóm vi sinh vặt.ỉện men mạnh nhất Ịà nấm men ngoàỉ' 
rtl có đại diện của nấm :ịtiốc và VI khuần nhưng số lưọng rát 
ítJ Quá trinh lên menit.hệb phản ứng ehuyễn hóa sạu:

CeiíiaOe 2 CH3CH2OH +  2 0 0 , +  xKCal
Xảc định khả năng ,lên men rượu.
Cấy giống vi sinh vật cần xác định khả nàng lên men rượu' 

vàọ môi trưang lên mert đă được khử tnìng và phâh phối vào 
Ổng lén men hay ống nghiện cớ chứa ống Đurham (như đã chỉ 
dẫn ở phàn trên). Nuôi cấy ở nhiệt độ thích hợp và thường, 
xuyên theo dõi cột nước trong ống lên men hay ốn̂ g Đurham. 
Lượng CO2 sinh ra mạnh thi cột nước tụt xuống nhanh, chứng, 
tỏỉchả năng lên men rượn mạnh, Nếu cột nước không tụt xuống 
iầ không pó lên men.

 ̂ E>ê thấy rõ khả Iiăng lên men rượu, troiig Ihí nghiệm có - 
thể.sử dụng nẩm nem Saccharomyces Cerevisiac lrên môi trường' 
lèn ‘men có đường giùcox. '
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Kiim tra tạ hình thành rượụ. "
Đề kĩèm tra có sự xuất hiện rưạu trong quả IrỊnli lén inẽi» 

hay không cỏ thè dùng các phản ửng định tính sạu:
— Phản ứng tạo thành lodororm.
Trong môi Irườhg t'ó rtrợu ethylíc với sự có mặt của ló đ , 

a .)  và xút (NaOH) ử điêu kiện có sự tâng nhiệt thi sẽ CÓ phản 
ứng tạo Ihành lodororm tinh (hè mầu vàng.

CH3CH,0H + 1; =  CH3CH0 -h 2HỈ
CH3CI10 +  2l2 =  C I ,a iO + .3 H I  . .
Cl3CH0-|-Na()H =  CHIs+HeOONa -

(lodoĩorm) 
Lấy vào ốnT nghiộm f)ml dịch lèo men, cho Ihẻm vào klioảng

0,lg I2 va 5ml NaOH 2'I%. Đun nhẹ và giír ả nhiệt độ trOỊig 
khoảng 50 — fiO°C cho lan hốt vívmẫt máu. Đễ Jiguội và quan sát 
sự xuấl hiện của tinh )hè Iodoform.

— Phản ứng với KaCraO?.
Khi rlio KọCriOv váo Iroíig môi trirởng có ruợu elhylíc 

với sự cá mặl ciia axít sunruaríc (ỈỈ2S0 )̂ sẽ xiiál hiệu phản ứng 
cho màu vàng lục.
aKaCr^Oy +  SII^SO, +  3C H 3C H 2O H  ^  KCr(S0^)2 +  3 C H jC 0 ()H ..

Láy váo ống nc[hiẹni 5ml dịch lên men, cho vào 5ml axít 
s u n f ( t i ! r i e  đ ; ì G  r ồ i  I h ê m  v à o  n h ữ n g  g i ọ l  K a C i ^ O ;  1 %  t h e o  I h à n b  

ổng vào cho đến khi xiiăt hiện màu.
2. Lên men Lăctic.

Một số vi sinh vật có khu năng lên men cho axU lăclíc.. 
Trong đó có nhóm vi sinh vật lén men lăolíc dièn hình, khi: ■ 
lên men cho ra ehỉ là axíl lăclíc vạ nhóm \i sinh vật lên men 
ỉẵctíc không điễn hình thi sản pham ngoài axíl lăclíc I a còn cớ  
mộl lương các sản phầni khác như rượu êthyỉíc. axítXucxliiíc..-

-* CHsCHOHCOOH +  xKCal 
C e H „ 0 6 - .C H ,C H 0 H C 0 0 H + H 0 0 C  CIl^CH^COOH+  

CHaCHíOH 4: GH3COOH + CO2 +  H,
Xức định khả năng lên men Lăctíc.
Tiến hành bằng thí nghiệm ủ xanh thức ấiiv ủ chua thức 

án yà lẬm íữa chua.



— Thức ăn xanh rửa sạứí,"M !’ktiuè'hoặè’đễ'tìgu3’êri, sau 
khi kiêm trà và điọu chĩnlr độ âni fcòn khoậng 75%) Ihỉ cho 
vào dụngcụlhi nghiệmnènchặt, đậy kín.dê ò nhiệt độ..30—.34ọC 
trong thời gian 10—15 ngày.

■ — Thức ăn xanh nỉíư dưa, bắp cải... (hái nhỏ. phơi tái cho 
vàó nuớe muối 2% ngập thứcẳn, đậy kin đê ử nhiệt độ 30—32*c 
trong 2 — 3 ngày.

— Sữa tươi cho vào binh tam giác. đẬy kín đễ ỉr Iihiệt độ 
30 — 32*c trong một ngày.

Sau thòi gian Ihí nghiệm ỉậiv Ihức ăn ra kiềm đình vè trạng 
tliậi, mảu sắc. mùi vị, dòng tÍỊỜi láy tiêu bản phết kính kiêm 

*trà vi klniần laclic vả íiến hành định tính vả định lượng 
axít lăclic.

Phản ứng dịnh tinh axít lăctic.
Phản ứnfi với Ihuốc thử Tioghen. Lầy õml dịeh lên men 

cho vào ốỉiịí nghiệm, cho thêm 5nil H2SO4 đặc và 0,5m dung 
dịcli CụSQí bão hòa. Lắc đẽu và đun sỏi cich Ihỉiy trong 5 ị/hút. 
Sau đó láy la đe nguội và nhỏ vải giọt dung dịch thuốc Ihử

Tioghen '(r4H4S) 0.2%. Quan sát sự chuvên màu, nếu có 
Axít lăctíc thi xuát hiện màu mận chín.

Phản ứng v<Vi thuốc Ihử. Uphenmen.
Lấy õmỉ dịch iôn inea C:U» Vao ông nghiệm, cho (ừng giọl 

íhuốc íhử ựphenmeii. Quan sát'^ự chuyễn màu của Ihiiốc Ihíỉr.
 ̂ (Phân ứiig định luợng axít iăctíc xem ở giáơ trinh Ihực lập 

pbàa tích 1 hức ăn).
3. Lên men Axêtic,

Quá Irinh osy hỏa rượu thành axíl axèlíc (lược fịọi là quá 
trinh ỉên men iỉxéiíc‘hãy cồn gỡi là lẻn men dẫnĩ. Thự(! hiện 
<|uá trình lén men jiày Ịà do mộl nhóm vi khuần ấưực ghép 

'chung vào một giông riêng .biệt ià axeỉo bacler. Phản ứng tạo
• dẵm như sau :

CH,CH.,OH +  O2 ^  GH3COOH +  HjỌ +  KCal.
 ̂ Xác định khả nẫng lén men Axêiíc

— Cho bia vào bình tam giằc với lượng bằng một lìửa 
, dung tích của bỉnh, đậý bằng .nủt bông. Đề ỏr nhiệf đẬ 3ù*c

trong thời gian tử 5 — 7 ngày.
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-Síin lỊìời gian (hí nghiệrụ Ịặy ra kiẽm Ịrạ, in.àụ sắc mủi 
vỊ cùa môi trường, đòng Ihùi quan sỉit trẽti bè imặt cò xnát hiện 
vàng Irẳnghay  khống, kỗl ỉiợp ỉủm íièu i)ảu plỉẽtlchih đê kiẽm 
<ra vi khuãn axỀlịc.

Quan sál vi khuần axêtíc. Lẵy một giọ( tlịch trên bề mặt 
của dịch lên men đê Jàm liêu bản giọt ép. Đễ quan sát rõ cớ 
Uiê nhỏ thêm vào tiêu bản một giọt liigoI Vi kliuần axêlíc c6  
dạijg hình que lièii kết vói ivhau thành chuỏi €Ó (hè quan sál 
thấ>' iiinli dạng khác nhan n1)ir hinh ph/in nhánh.

Phản ứng định lính axít axelíc: cl'0 vào ống nghiệơi 5ml 
dịch lèn inen và l inl dung dịch NH4OH, nhỏ vào vải giọt dung 
dịch PeGls ữ%, đun nỏng. Quan sál sự chuvèn mau ciia duiig 
dịch. Nếi! trong diing dịch cố axU axelíc Ibì sẽ lạo Ihành sắt 
axetát, kễt quả sẽ làm cho dung dịch có màu đỏ xẫm. theo phản 
ứng sau: '

3 CílsCOONH, +  FeCl3 Fe(CHsCOO), +  3 NH4CI
Cỏ thề định lượng axít axetíc bẳníí plnrơng pháp chuần đ6 

nhir íiướiiịị dẫn ứ giáo Irình phân tích Ihức ăn.

II -  PHẢN ỬNG V. p. (VOGES -  PVOSKAUEH)

Thí nghiệm V. p. chủ ýếu dùng đê kiềm tra E. coli và A.ero- 
bacler. cả hai loại đèu có khả năng lên men glucoz lạo thành 
axít pvruvic. E. Coli chuyến hóa axil pyruvíc thành elanol. f<xít 
axetíc, Hj. CO2, axil lăctíc và axít xụ xinío. Còn Acrobacter 
chiiyên pvruvíc l]iànji axehl cỉícbinol {CH3(IO(CH)áCH3Ị
hay axetoin (CH3COCHOCH3). Trong môi Irường kiêm chúng bị 
oxy hó ỉ‘ thànlì đi ãxelyl sẽ kổl hựp với nỉnHn guaiiidỉn chứa, 
trong Acginin của pepton tạo thành hoỊ) chát màu đỏ (Phàn
ứng v .p  dương tính).

CỈLCOCHCHCH, — lí ĩ -  CH,COCOCH,
+  KOH (7 ir ,efy ì)

NH2 N = C-CH3

CH3COCOCH, + HN = c c
\ , \

NH2 N =  C ~ C H 3
gitanỉdin hợp chất niàu đỏ

+ 2 H2O
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1 — Môi trường thí nghiệm:'
Đè Ihử phẳn ứng v .p  ngừời ta thtrờng dũtig inòỉ tiưòng 

sau đây :
Pép lon - 0.5 g
GỈUC02 0.5 g
KH,PO, 0,5 g
Nước cẩl ỈOO mỉ

pH 7,5
Mối trưởng được phân ra ống nghiệm, aiỗi ống íừ 5 —lOml. 

tìáp  khử Irùng lư'»c — 15 phút, hoặc háp cách quãng 3 lân.
2 — Pliương pháp tiến hành.
Cấy vi sinh yậl cân xác định vào inôi, trường írển. Nuôi 

cấv ỏ tủ ấm 37*’G trong 4 ngày. Láỳra cho vào du ng địch KOH 10% 
tương đương với lirợhg môi Iruờng, đê ở nhiệt độ trong phòng 
sau 24 giờ xem kết quả. Nẽu có màu hồng Jà phân ứng dương 
tính, ngươc ]ại là phản ứng àm tính.

III -  PHẢN ỨNG M. R (ROUGE MEITIYL)

• Phản ứng M. R cũng chủ yểu dùng dê phân biệt Ecoli và 
ẠerobacLer. Như đã xét ở phàn phẳn ứng v.p, hai loại vi sinh 
vậl này phân giải đường thành pii uvíc. E. colí liếp tục pliân giải 
pyruvic Ihàhli Iihieu dạng axít làm cho pH mòi trirờng giảm, 
pH l'à 4,5 hay thấp hơn nữa, khi môi Ịrường cỏ thèm đỏ metyl 
sẽ có màu đỏ (phản ứng dứơni;ị tính). Còii Aerobacler pbàn giải 
pyruvíc thà«h axetyl ĩttetyl cacbinoỉ lảm cho môi trường có fjộ ' 
pH cao hơn trong môi trường có E. Coli (pH í=s: õ,4)

1. Môi t rư ờ n g  -và thuốc thử .

Môi trường như lrong'phản ứng V. P;
Thuốc Ihử: Dung dịch đỏ métyl chế như sau:

Độ Melyl 0,04 g
Cồn 95« ,60ml
Nước Gất 40 ml.

Nghiên nguyên liệu với cỏn cho t:in hếí, sau đó cFio nirac" 
cất yào.
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2. Pbirórng^pháp tiế a  h&tth»

Căv vi sinh vật cần xác định vảọ môi trừờng. Đễ 4 tô ấm 
37*c trong Ì.ngày.: Lấy ra cho; yàọ mồi ốhg 0,2 — 0,5inl d^og 
'dịnh đô metyl. Nếu cộ màti đỏ Jà phản ứng daong liõb. Ngược 
lại nễu có phẳn ứng màu vàng là phản ứng ầm tinh, côn gỉữa

\

<đô và vàng'là khả nghi.

IV -  PHẢN ửNG XẢC. BỊNH KHẢ NẲNG 
ĐỒNG HỒA xÍtRA T

1. Môi Irựờng thí nghiệm; Môi trường Simmòns: ‘

NH,H,FO,^ l,Og
MgSÒ, " ' ■  ̂ 0.2g
KaHPO* hỌg
NaỊCgHsO? . 2H2 0 '(xitralnatri) 23g 
NaCl 5g
Thạch , - 20 g -
Nirộrc cát . lOOiTil

Dụng (lịch AanlỊ broiìilyniol 0,5% trong cỏn 20 ml. Sau khi 
hỏn !iợp nguyên liệu với lliạcli, đun chẳy, điếii chỉnh pH =  6,8, 
cho vào ciiiugdịch chỉ í.hị màu. Phân vào ống nghiệm, mồi ốrtg 

m l; liẫp khử trong 120°c trong 30 phủt.

2. Phirorng pháp t iế n  h àn h

Cấy hai loại vi khiiần cân giảm định vàò inôi trương thạch 
nghiêng,trêiv Niiôi cấy ở nhiệt độ 37“C troiig Í8 — 20 giờ. Nếu 
Iihu' nhũ ng loại vi khuân có thề sử dụng được muối xitrat cìiún^ 
sỉỉ phát triền hinh Ihànli các khuâii lạc và mòi trường biến tư 
màu xanh lục sang màu xanh iàm^ do sự lợi dụng xitrat 
phốt phát NHị sẽ ìám sinh các hợp cbát kièiĩi. • : -

Cáclpậi vi khuân như Aerobacter* proleur VulgaTis... có thẽ 
sử dụng đửợc xitrat; các loại khác như E. Coli không phái tvíền 
•được. ■ ■
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y  -  PHẢN ỨNG PHẬN GIẬI TỊNH ẸỘT

Cấy'vi fetítJầh cần gianv định vào-môi trưởng thạch péptồn 
tìliìi bội. (Môi , trường có bồ sung tinh bộl 1—5% vậ được 
chă ờ dạng thạch đĩa). Tiến hành nuôi cấy ử (liỄu kiện thícÍỊ 
hợp 2 — 3 ngày.

Lăy ra nhô dung dịch lifgol vào, nếu nhir vi khuần có khii 
năng phùn gịải đựợc, linh bột thi xung qxianli chỗ khuằn lạc củạ 
chúng sẽ xuạỊ lìiện những vòiig tròn khôno màu. Căn cứ vào 
dẬ rộng hẹp eủa vòng tròn này quãiih kiuiần iạc ngưừi ta sẽ 
iấe  4ịHli đượckhẫ nắng phân giẵi tinn bộỊ của lừng loại. Nhữiig 
prhàn tinh tộ t  không được sử ftạhg sẽ biến thành màu xanh 
ỉhẫm.

 ̂ ' ' '
%

V I -  PHẢN ỨNG XÁC BỊNH KHẢ NĂMG TẠO THÀNH IIọS 
'. i'

Một số vi khiiần cố khả năng jihàn giải một sộ axít amincó-
cỉiứa gốc lưu huỳụh trong môi trường sẵn sinh ra H^s, NỄU cẫy
(rong môi’ írường có chứa axelat chi [Pb(CHjCOO)ij] 10% sẽ làin
Kuál hiện màu ỊÌấu đen, phản ứng xẳv ra ohự sạu :

H2S +  Pb(GH,COO), — PbS +  2 GH,COOH
axelat chi sunĩuacbi (màu đen)

1. Môi trườ iỊ^  th i nghiệm .

Đề xác định khả năng tạo thành HjS ngưòi ta Ihường cấ)' 
VL khuân giám định trẻn môi Irưởng €Ó axelát chi (liav gọi lả 
liiạ(;h chỉ).

Môi trường tbạch — nirớc thịt — pépton — 2OO1Ĩ1I. '

axeưil chi Ì0% Iml.
Đun môi trường chò thạch chảy, cho vào NagS^O, khử Irùng 

ơ̂ '120®c trohg 20 phút. Lấ\ ra đề nguội bô suiig axulát cl)i vố 
tcủing. Phân ra các ống ỉighiệin ở dạng thạch đứng.

2. P h ự ơ ạg  pháp  t iế n .^ à n h .  , 1

•Dùng que cấy đầu nhọn, oáy trích sâu lừ 2 — 4 đường sát 
Ịnẻpỏng. Nụòi cáy ở nhiệt độ Hiich họp trong khoảng 24 — ềSgiở. 
Nêu < ó HỉS sinh ra thỉ dọc theọ vế( cấy có riiàu ntâu đen.

70 >



v n  -  PHẢN ỬNG XÁC ĐỊNII KHẢ NĂNG SINH INDỌL

Một SỐ loại vi khuần có khả năng phân giải Triptophan 
■lạo thànlt indol, kbi cho Ihude thử vào la sè thấy phảtì ứng 
iniiu sinh ra do indol kễt họp với một hợp chấ,t trong thuốc
»» ■> r __  * : - . 1 /  ̂ V4hử (xem công thức saụ).

í '%
NH

'PrvaícC'

V
II

m

/

ĩnd^ỉ p ~  DlTOetílaniino — 
Ben^aỉđebít

I *Vỉ.
Ọi •

V v  v y
IIH '

Rosinđoỉ (màu đỏ)

1, Hôi trvờng vả thuốc ỉhử phản ứng. 
Môi trưởng thườnìi dùng íằ 1)irởc peplôn. 

Peplôn Ig.
.SaCl 0,5g.
Nước cất lOOml.

n



' Hỗn hợ|> các chất lại, &ửa độ pHí?Ịí7,.'». Hấp khừ trìii^ ò ' 

í â ^ C  4fí)ng ÌM) phút.
! Thuốc thử: Gớ thễ sử dụng hai loại Ihuốc thử kiiác nbau 

lài (huổc (hừ Kovac (Kowacs) yà Ihuổc thử Bo-mơ.
Tiiuổc thử Kôvac:
p. Điinelylamino benzaldehyl; ãg.
Ị^ượu amylic hny Bụl5'líc 75nil.
HCÌ dặc ' 25ml.
Hỗn hợp p  — điinclvlamio ben/,al(lẹhvL với cồn, (.lề vàO' 

nưởC'ầm 50 — 60°c. Lắc đèu cho -íaíi hocín loàn, đợi iiíỊ iộir. 
nhỏ.HCỊ vào từng giọl một, vừa nhỏ vừa lấc.

Thuốc Ihíỉr Bô-mơ.
a) p — dinietyỊamino benzalđchyt 4g.

Còn 95“ ’ 380Ìti1.
MCI , 80.

b) Dung dịch persunĩat kali 1% trong nước càt.

2. P hư ơ ng  pháp tiến  hành.4 <

— Cáy vi khiiẳn giám định vào ống inôi liirừng mróc 
péptôn, đê íủ ẩm 3"°c trong 1 ngày.

— Lầv ra nhổ lên Irèn mặt 4 — 5 giọt diihg clỊcli Kovac !ắc
đcu. Nếu xuốt hiện .vòng miiii đỏ ti ên mặt môi h ường là phàn 
ứng cỏ sinh incLol (phản ứng du ong tính, ngược lại Ịà phản 
ứng âm lính). ;

tioặc có Ihẽ làm theo phuưrig pháp sau :
— Cấv vi khuẫn vào môi trường xong đặt ở trong tủ ám 

37*c troỉig 4 ngày.
— Lẫy ra cho vào'mỗi ống môi Irường lĩíil ête, lắc đèii 

đề vài phủi, sau cỊio váo mỏi ong Iml dung dịch (a)̂  thuốc Ihử 
Bô-mơ, aềù thẵy xuăl hiện niàu đỏ là phản ứng đương Uiih. 
Trong trường hợp ehưa thấy niàu đỏ (hi cho vào' mỗỈ ỗiig Iml 
diing dịch (b) liơng Uiuốc thư. Nễu có niảu đỏ xuát hiện Jà 
phân ứng,dương lính, ngược lại là phản ứng âm linh.

VIII -  PHẢN ỨNG THỬ KHẢ NĂNG, KHỬ NITRÁT

Mộ* sổ loại vi khuằn có khả năng khử 'Nilrât thánỉí Nitrít, 
NH3 hoặc Nj. Nễu tròng môi trưòng có Nịtrát bị khử (hành 
Nitríi thì nó .sẽ kệí ỉiợp vơi axit suní'anilfc và a — naftilamin 
trong thuổc thử tbắnh một họp chái mầu đỏ'(sắc^phảo).



HNO,2 +
Ằ
y 
803^

A

I.S( -̂

a  — naítỉỉamỉn Hợp chát cỏ màu đỏ

1. Môỉ trươ*ng và thuốc th ử : ìr' -
Môi trường;

Pép ton lOg.
KNO3 1 -  2g.

'  ̂ Nước cất lOOOml.
Thuốc thử; gòm 2 dung dịch:
Dung dịch 1 ; a  — naftilàmin 0,5g.

axít axêtic 5N lOOml.
Dung dịch 2: sunfanilic axít

axít axêtic 5N • lOOml.
2. Phưtyng pháp t iế n  h à n h :
Cầy vi khuấn vào môi trường nuôi cấy ở nhiệt độ thícỊr 

hợp. Sau một thời gian lấy ra cho ỵào dung dịch thuốc thử theo 
ắhứ tự lừ dung dịch 1 dến dung dịch 2. Nếu có màu hồng là 
phản ứng dương tính. Nếu không xuất hiện màu hồng thi phản 
xrng ở mọt trong trường hợp sau đâý. ' ■

— Vi sinh vậl không có khẫ năng khử Nitrat thành Nitríl.
— Có khả năng khử Nitrat lihưng Kitrít lại bị khử tiẽp 

thành NH, và N2. Đề xác định rỗ người ta cho kẽm vào và kẽm 
sẽ khử Nitrát thành Nilríl, khi thử với thuốc thử sẽ có màu 
Ihồng và điẽu đó chứng lỏ Nilrat trong môi Irường vẫn cỏn 
chưa bị khử.
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— Vi sinh vật có khả năng khử Nitrát nhưng không phát 
triền dược Irên môi trường này.

IX -  PHẢN ỨNƠ' THỬ KHẢ NĂNG, TẠO THÀNH NH,

Nhiêu loại vi sinh vật trong đất cũng như trong nước phân 
gĩải hợp chất tạo thành NH3. Đễ xác định khả năng lạo thành 
NHị cùa chúng, người ta tiễn hành theo phương pháp sau :

— Cấy vi sinh vậl càn xác định vào môi trường nước (hịt 
péptôn, hav môi trường nước péptôn. Đem nuôi Gấy ở nhiệt 
độ thích hợp trong thời giàn nhất định.

— Sau khi cấy vi sinh vật vào môi trường, đậy chặt nút bông, 
không cho khí bav ra. Trong ống có.gài những miếng giấy tầm 
thuốc thử dàì'khoảiig 8 — 9cm và rộng khoảng 0,5cm. Thuốc 
thử có thẽ sử dụn^ mấy loại sau đày:

a\ Giắy litmes có máu đỏ:
Khi gặp NH, rnàu đỏ sẽ chuyên fh4.nh màu xanh lam. Phải 

dùng loại giấy lốt. -
b) Thuốc thử Nessler:

/• Gặp NH, xuẫt hiền màu nâu (3Ọg Todua kali được hòa tan 
trong nướe cát thành 20 ml dung dịch, Đem hòa 22,õg lod cho 
tan hẽt trong dung dịch này rôi cho thêm 50 g HgCỈ2 vào, lắc kỹ.

' Nễu Ihử với tinh bộl thấy chưa làm hiện màu phải thêm vài 
giọt KI đỏ làm hiện màu. Dùng nước cất pha loâng đến 200 ml 
Irộn đèu rôi Ihêm từ từ 975ml NaOH 10%).

c) Thuốc thử Crup:
Gặp NH3 thuốc thử từ màu vàngchuyền Uiànhđỏ tươi. (Dung 

dịch íuosin băo hòa trong cồn pha với nước cát theo tỉ lệ 1/99, 
Đem hỗn hợp hai phàn dung dịch này với một phăn dpng dịcli

X -  PHẢN ỨNG THỪ KHẢ NĂNG PHẲN GIẢI GÈLATIN '

Cỏ ihột số loại vi sinh vật có khả năng phân giải được 
gêlatin. Đề xácdịnh khả năng phân giảr này người ta dùng nbỉềa 
cách. Một trong những cách <ỉó như s a u :

Đun chảy dung dịch gêlatín 5% đô vào các ống nghiêm tạo 
thànb môi Irườnggêỉat in nghiêng yà đứng. Đễ ở tủ lạnh bảo qúản.
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Cấy dung dịch có nuôi cấy vi sinh vật càn thử lên m.ôi t rường 
lỊêlatin. Cấv ria trên môi trirờng gêlatin nghiêng và cẫy ,trích sâu 
vào môi Irường gêlatin đứng. .

Nuôi cáv ở 22*c trong 2 — 20 giờ hoặc lâu họ'n nữa. Láy CHfi 
Ống trên ra cho vào đó hỗn hợp dung dịch focmalin với dung 
dịch bão hòa HgCl2 theo tỉ lệ 1/9. Sau 20 — ?0 phút lấy ra rửa 
bằng nước rồi lìhuộm bằng dung dịch fucsin cacbonic pha loãng 
trong nirớc (1 %).

Nểii vi sinh vật có khả năng phân giải gêlalin thì chung 
quanh chỗ cấv vi sinh vật sẽ xuất hiện những vết trong suốt.

ơ  ống môi trường đứng, nễu vi sinh vật có khả năng phân 
giải gêlalin thỉ chung quanh chĩỗ cấy thẩv có hiện tượng gêlatin 
bị dịch hóa, clio vào tủ lạnh một lúc vẫn không trỏr lại trạng 
thái cũ. \

NỘI DUNG THỰC TẬP VÀ TƯỞNG TRÌNH

. Nắm vững phương pháp và thạo tác kỉèiiỊ tra các phản 
ứng chuyền hóa v-ật chẫt của vi sinh vật. •

— Thực hành kiềm tra các phản ửng lên men đường, lên 
Mien rượu, lên men lẳctíc, lên men axêtic, quan sát kết quả thu 
được thử các phản ứng VP và MR, phẫn ứng phân giải tinh’ bột, 
phản ứng lạo thàiih HíS, Inđol... và các Jjhản lítng khác.

Tường Irinh phải ghi kếl quả của các phản ứng và giải thích 
các hiện lượng đă quan sát được của phản ứng.

Vè và miêu tả rõ các nhổm vi sinh vật đã quan sát d.ược 
trong các mồi trường ỉên men.

CHUẦN BỊ DỤNG CỤ‘VÀ NGUYÊN LIỆU
V ' ■ *

Dụng cụ.
Ống lên men (Enhorn smilb) hoặc ống Durham.
Binh tam giác 250 ml.
Ống nghiệm.
Bocan có nắp 10x20.
Đ èn ^ỊỊ . ’
Que cỉfỳ.
Ống hut kẻ độ> 5 nll.
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Phiến kính và lá kỉnh. ,
Kinh hiền vi và dầu soi kỉnh,
Dao. .
Nguyên liệu.
— Môi trưộng nước péptôn và Ihuốc thử Aiĩđrade,
— Cảc loại đường.'
— lod tỉnh thề.
— Dung dịch NaơH 20%.
— Axit sunfuric (H2SO4) đặc.
— Dung dịch K2Cr207 1%.
— Thuốc thử Tiophen.
Tiopìhen 0,2g.
Còn 96 lOOml.
— Thuốc thử Uphenman.'

Phẹnol 5% lOml.
PeClg 5% 2ml.

— Nước cất.
Dung địch CuSOặ bão hòa.

— Dung dịch NH^OH.
^ — Đung định PeCls 5%.

— Cồn 96»
. — Dung dịcb lugol. >

— Môi trường đã cẵy vi sinh vật khác nhau và thuốc thử 
đề tiến liành các phản ứng VP và MB, các phẫn ứng xác địnb 
khả năng đồng hóa tinh bột, Nitral, các phản ứng xác định khẵ 
năạg tạo thành Ịnđol, NH3, HjS và các phẫn ứng khác.

— Muối. ■
— Bổng. - ,
— .Các Ống vi sinh vậl càn dủng íronig thí nghiêm.
— Các loại rau đưa.

• — Sữa lươi.
— Bia và các nguyên ỉiệu khác cần dùxig tron^^^iní nghiệm 

lên mèn axêiíc.
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BÀI 8

ẢNH HƯỞNG 'CỦA CÁC NHÂN Tổ VẬT LỶ HÓA HỌC 
VÀ SINH VẬT ĐỂN VI SINH VẬT

Ảnh hưởng của các nhàn tố ngoại cảnh đến yi sinh vật 
răt lớn. Cảc điền kiện thích hợp sẽ xủc tiến quá trình phát 
íriền của vi sinh vậl. Ngược lại, cầc đièu kiện khổng thích hợp 
sẽ gây ức chế quá trinh sinh Irưỏng và Ihậm chí có thề gây 
chết. Lợi dụng mặt này người ta tìm ra những biện pháp lích 
cực nhẵt đễ nhằm ức chế Hoặc tiêu diệt (tỉhững vi sinh vật gây 
hại, đổ là phương pháp tiêu độc khử trùng và lạo những 
biện pháp tăụg cường sự phát triên của vi sinh vật trong nuôi 

/.dưỡng chúng. '

I -  ẢNH HƯỞNG CỦA NHÂN Tố VẬT LÝ

1. Ảnh harửng của a h ỉệ t  độ.
w  ♦ ♦ I

Trong phàn này cũng như phằn sau chúng ta xét đến hiệu 
quả của việc ức chể, tiêu diệt các vi sinh vật do tác độiigqủa 
•điều kiện ngoại cảnh khác nhau. ■

' a) Phương pháp khử trùng bằng nhiệt độ am:
— Kiềm tra hiệu quả tiêu độc của phương pháp liêu độc 

Pasteur (xem phàn kiêm nghiêm sữá).
— Kiềm Ira hiệu quả íiêu độc bằng đun sôi Jẩy hại ống

môi trường canh thịt có nuôĩ cấy<vi khuần có nha báo dã biết. 
Cho vào nồỉ đua sôi cách Ihủv (100°G) Irong lu phủt. Sau khi 
lãy ra đê nguội cấy vào*môi trường canh Ihịt mới,và môitriỉơng 
thạch nghiêng đă qua khử trùng. Đễ Irong tủ ẳm nuôi cấy^|’à 
.quan sáu ' \

— Kiẽm tra hiệu quả tiêu dộc bằng khí chưng cao áp. •
Láy 2 Ống môi trường có chứa vi khuằn như trèn, đậl IrCỊÌig

nòi chưng cao áp, khử trủng ở nhiệt độ 420°c troiig 30 phúl, 
lấy ra đê ngưội, cấy vào hai loại môi trường riêng biệt, đó ià 
môi trường canh Ihịt và môi trường thạch nghiêng. Quan sát 
Jkểt q'uẫ sau khi đẵ nuôi cãy và so sánh với kễt quả phướng 
pháp tiêu độc trên.
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b) Phương pháp khử trùng bằng nhiệt khở :
LẫỊrcâc Ổng nghiệm sạch, đặt trong một miễng bông đậy 

chặt. Hấp trong nồi ụấp nhiệt khô 170®c trong 1 — 2giờ. Lấy 
ra đê nguội, gắp miếng bôhg ra và cấy trên ,môi trường thạch 
nghiêng. Đem'nuôi cáy. Quan sát kết quả và so sảnh với môi' 
trường khi căy miễng bông chưa qua khử trùng.

2. Ẩ nh h ư ả n g  của t ia  nắng  và t.ia tử  ngoại.

a) Ấnh hưởng của tia n&ng :
Gẵy hỗii hợp trếh (hạch đĩa loại vi sinh vật đã biết. Cắt 3 

lĩriễíig giấy đen đánh số 1, 2, 3 và được khử trùng.
Đặt miếng giấy số 1 vào một góc của môi trường trễn đem 

phơi nắng trực tiếf) trong 30 phút tiễp đến lại gắp miếng gỉấy 
thứ 2 đặt vào một góc khác đem phơi nắng 30 phút. Sau đó 
đặt tiếp miếng giấy thứ 3 đem phơỊ nắng 30 phút. Lấy tất cả 
các miếng giáy ra đê ở điẽu .kiện thích hợp nuôi cáy một thời 
giần. Theo dõi kết quả đối chửng.

b) Ẵnh hưòng cảa lia tử ngoại:
. JL.ẩy 0,1 ml dung dịch có chứa vi khuần đê lên mặt môi. 

trường thạch J)ằng, lẩy đũa thủy tinh dàn đèu. Mỏf npiột nửa 
nẵp đĩa cho chiếu sáng bằng tia tử, ngoại trong 20 phút. f íủ ô i , 
cấy ỏr tủ ám 37®c trolig một thời gian. Theo dõi kếl quả.

3. Ẩnh hưỏrng của nhân  tổ hóa học và s in h  vật.

Cấy bằng phương pháp Ịỉỗn hợp trên thạch đĩạ những loại 
vi khuẫn đă biễt. Dùng kẹp gắp những miếng'giấy có tầm các 
loại hóa chất và kháng sinh sau: (Hinh 26.)

íTinAăể: Cách thử in h  
bư&ng bủa các nhân tố 
fa6a học và sinh vật.

1 -  Cồn 75*
2 — Credin 2%
3 -  lốt 3%
4 — Axil phêAÍc ỉ% .
5 — Nước vôi sổng 10%
6 — Peniculin.
7 — Nước tỏi.
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Đặt thử tự trêiì mặt môi trưởng, rồi đem nuôi cẩy sau iụột 
ithởi gian lấy ra quan sát kết quả,

Khi đặt cảc hóa chát lên mặt môi trường chú ý tránh lây 
lan sang bên cạnh và. có ghi chú rõ rệt.

NỘI DUNG THỰC TẬP VÀ TƯỜNG TRÌNH
Ị

— Thực hành xác định sự !xnh hưởng của nhân tố vật lý, 
hóa học và sinh vật đối với vài nhóm vi sinh vật khác nhau 
ghi rõ kết quả.

— Tường trình, qui trình thực hành, kễl quả thu được và 
ghi rõ  nhận xét đối với kếl quả đã ỉhu được.

CHUẦN BỊ DỤNG c ụ  VÀ NGUYÊN LỈỆU

Dụng c ụ :
— Pince.
— Đũa Ihủv tinh.
— ống nghiệm.
— Ống hút (Pipette) 1 —5mL
— Đèn côn.
— Que cấy.
— Tủ ám.
— Đèn lử ngoại.

Nguyên l iệ u :
— Cồn 75«.
— Crêdin 2 %.
— lét 3%.
— Axit phenic 1%.
— Nước vôi sống 10%.
— PenieilỊin.
— Tỏi.
— Nước cết.
—- Môi trường Ihạch đĩa đă khử trùng.
— Các miễng giấy đã cắt sằn có hinh khác nhau.
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BÀI 9

CHẾ TẠÒ CHỂ PHẰM LẮCTÍC DÙNG TRONG 
ì CHÉ BIẾN THỨC ẰN

Vi khuẫn lắclíc có thễ làm ìên men thức ăn xanh liav thức 
ăn Ihực vật sinh ra axít lắcHc, làm hạ độ pH của inói Irườngt 
gây trạng thái ức chẽ sự sinh trưởng của các vi sinh vậl khác 
trong môi trường iàm.cho thức ăn không bị thối hỏng. Trong 
thực tể người ta đă áp dụng nguýên lý này vào việc ù xanh tạo 
thức ăn ủ xanh và thức ăn lên men khác. Trong Ịhức ăn xanh 
thường đã có sẵn một lọài vi khuần lắctíc, do đó không càn cấy 
vào vi khuần lắctíc Ihuần Ihi quá trình.lên men vẫn cứ xầy ra 
bỉnh thường được. Nhưng đễ đảm bẳo thức ăn lên Itìen đạt chất 
lơợng tốt. Người ta thường cẫy vào thức ăn loại vi khuần lắctíc 
thuần qua việc chễ thành chế phầm lắclíc đê xúc tiến quá trinh, 
lên men, làm tăng pUầm chất Ihức ăn lên rõ rệt.

I -  HÌKH THẢI VÀ ĐẶC TÍNH SINH LÝ CỦA 
y i  KHUẰN LẮCTÍC

Vi khuàn lên men [ắciíc trong tự nhiên có nhiẽu, ntiưng • 
muốn biết loại nào tốt phải qua kiêm nghiệm.

Vi khuần lẳctíc ià inột loại trực khuần không nha bào, hình 
thải không lớn lắm. Thươnơ đứng riêng, rẽ, hoặc liên kểt tỉiành 
đôi. Nhuộm màu gram dưon;Ị. Trên thạch bằng khuẫn lạc mọc
thành những hinh tròn rihổ. Làm dung giãi CaC.Os có trong môi
trường tạo thành nhữngvòng trong suốt quanh khuằnIạtí(HìnJi 27>

Vi khuần lắctic thuộc loại hình vi sinh vật yễm khi kiém. 
tính, ở  môi trường kiêm lính sự 
phát Iriên càng mạnh, nó làm lên 
men các hợp chất Hydralcaebon 
sinh ra lirọng iớn axit lắclíc Iiliưng 
kbồng sinh h<»i.

Nhiệt độ cần cho sự sinh 
-trưởng tốỉ nhiĩt là khoảng trên 
dưới 34°c. Sống thích hợp Irong
mồi trường toan tinh, ở độ pH =
3 - 15 vần có Ihê sinh Irirởng 
được.

1 1 ^  '  V ' í  \1 ỗ . . . ' A

Hỉnh 27: Vi khuằn Lẳctiic- 
phòDg đại 1000 làn



1. ớhnần'^bỊ giổng.
: cải hoặc raộl loại rau xanh nào dó (luơìig lùy Iheo

yêu cầu) được rửa sạch, cắt nhỏ, 'ép lấy nước. Dùng inrớc sạch 
pha lọăng theo lỷ lệ 1:1, đem iọc. Cho vào theo tỷ lệ các chất 
sau : 1% GaCOg, 2% đirờíig Saccarox, 1,8 % (hạch chế ihành mồỊ 
trường Ihạch dĩa. Hẵp khử ỉrùng ỗ 120°c trong 15 phịíí.

, Lấv một ít dịch dà pha loãng cỏa thức ần lên men hoặc 
thức ăn ủ xanh, ria cẵỵ trên’ mỏi trirởng Ihạcli dĩa đà ché sấa 
ở Irên, nuôi cấv ỏ nhiệt độ 34*c Irong 2 -  .'í ngày. Chọn trên  
đĩa thạch Ììhững khuần lạc có vòng phàn giải CaCỌ^- liêu 
bản đễ quai.i sát hỉnh thái đẽ xác định. Cáy các khuần lạc đựợc 
xáe định lã <;ủa của vi khuần lắclíc lên môi trường niới, la sẽ 
có vỉ khuần lắctíc thiiâu chủng. Muốn t“hảc chắn ta phân lập 
iại. Cằn ghi rõ (ỉậc lính hình thái vả sinh lý của'các vi khuần 
lắcííc nàý. - ' '

2 . Nhân giống
Môi Irườiig nỉìãn giốug như ô írên, nhưng lượng CaCQs cố 

ấhễ tăng lên 2% và không cho ihạch. Phân chia mối Irườí.g 
vào các binh laíĩi giác 250ml. mỗi bình khoảng 200mí. Tiêu độc 
xong đem cíy mội ổng giống vào nuôi cáy ở 34*c Saụ 2 ngày 
kièm Ira, nHuộn mầuT Nẽu bảo đẫm tbuản chủng cỏ Ihế cây 
ti.ép*saiig in.ội trirởng sản xuẫl.

3. Tạo thành chế phầm men.
Dùng môi trưởng pha chế nliư trên đè tiếp tục nbân giổng 

iân Ihứ hai. Qua làn nhàn giống nảy được giỔAg cẫp hai hav 
gọi lu chẽ phầih lẳctỉc.

Dung tích nuôi cẩy ờ giai đoạn này ỉớn hon và cấy giống 
theo lỹ lệ 1: 4. Sau khi nuôỉ cây 2 ngày kiềm dịch. Nếu đạL

■ yêu cầu Ihỉ sử đựng.
Có thê dũng các nguyên liệu khác như nước khoai tảy, 

nước niần thỏc và câc nguyên liệu có hàm iượng đường cao 
sằn có khấc chẽ môi trường.

4. P h ư v o g  pbAp sử dụng. '
Chế phầm lắcỊíc đúng đề lên ttien Ibức ăn hoặc ủ xanh. 

4liực ăii. Tỷ lộ dùng tó 100kg Ihứtí ăn cây vàớ 10 Odil ch6 
lắưlíc.

Qúá Irỉnli làm càii đạc biệt cliũ ý Ihao lác vỏ trùng.

. II -  PHƯƠNG PHÁP CHẾ TẠO CHẾ PHẦM LẮCTÍG
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NỘI DUNG THỰC TẬP VÀ TƯỜNG TRÌNH

— Nẳm vững hỉnh Ihái đặc tính sinh lý của vi khuần 
Ịẳclíc và cách chễ tạo chế phằm lẳctíc.

— Tường Irình kểt quả về phần thực tập chễ tạo chế phầtn 
lẳctíc từ khầu nhân giống. Tưởng trình lại quálrình  làm và 
kêl quả thu được.

(quan sát Ivinli thải vi khuần, trạng thái của địch, lên men.,.)

CÍĨUẦN BỊ DỤNG CỤ VẤ NGUYÊN LIỆU
/■

Dụrỉg c ụ ;
— Kinh hiên vị, dầu soi kính.
— Đèn cỏn.
— Que cáv.
— Bỉnh lam giác 25Òml.
— ống nghiệm.
— Dao.
•ỉ—Phiến kính.
— C6i, chày.
— Phễu, và vải lọc.
Ngu}'êii liệu.
— Bắp cải (rau xanh khác).
- C a C O g l^ .
— Đường Saccaroz 2%.

: r-T^ạch agai;,
r-r Thqốc nhuộm đưn.

BÀI 10

N Ẩ M  M E N  V À  P H Ơ Ơ N G  P H Ả P  ủ  M E N  THỨC Ẫ N

Nấm men bản thần c<i hàm lượng protitpli.ongpHiá, có chửa 
ậihièii axitainiii quan trọng và vilamin cũng như mộl số chất 

'dinh dirỜỊỊg khác. Nấm lĩiẹp cồn ìcỏ tác đồtìg Irong sự biẽn đôi 
cậc (hành phăn dinh dư&ng của thức ăni như hợp. chẵt có cỉiớạ 
nitơ Ŷ̂  cỉẶc hợp chất: cácbọiỊ. Vỉ vậy việc sự dụng nấm meìi
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♦
sẽ đem lại những ỉọỉ ích đáng kề. Trong nuôi dưỡng gia súc ở 
m ột sỗ nước hiện nay, nấm men được sử dụng làm thức ăn bô 
suĩig prolil, vitamin trbng khầu phăn. ở  nước ta nấm men được 
sử  đụng trong chỗ biến thức ăn nhằm nâng cao phẳm chất Ihửc 
ăn  trong khầu phẳn, đó là sự ủ men thức ăn. ủ  men thức Ăn là 
phương pháp cãy trực tiếp nẫm men vào thức ăn và đễ nuôi 
cãy một thời giaii đem cho gia súc ăn. Thức ăn sau khi ủ men 
được gọi là Ihức ăn ủ men hay nhiêu người quen gọì lắt là thức 
ăn men, '

I -H ÌN H  THÁI VÀ ĐẶC TÍNH SINH LÝ CỦA NẤM MEN

Nấm men có nhiều hỉnh thái khác nhau'nhưng thưỜRg thấy 
cỏ hỉnh bầu dục, hinh trứng, hình tròn, ngoài ra còn cố các hinh 
như bàu dục dài không qúy tắc hoặc vuông ở 2 đấu. Chúng 
thường độc lập lồn tại hoặc liên kết thành đôi, thànlị chuỗi hay 
có phân lihánh Ợiinh 28).

&ìn7i3Ẵ:Hlnh thái DÌin ven

Tế bào nám men lương đối lớn, có ỉhê tháy dễ dàng khỉ 
quan sát với vật kính bội số cao. Trong tể bào có thề phát hiện' 
Ihấy không bào và các hạt. Khuần lặc thường hinh tròn , mảư 
trắng hay vàrig nhạt, mặt thường Iihản bống hoặc khô dạng phấn, 
nôi vồng cao lên, kích thước to như hạt sương.

Tể bào nấm men thuộc loại hôhấphỉếu khí kiêm lính. Trolig: 
điéu kiện sống hiểu kbí thi tế bào nấm men phát triễn nhạnh 
mạnh, lảm tăng nhanh về số lượng. Trong dièu kiện yếm khí
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lirơBg đối Ihỉ lẽ Mọ phát Ịriên Tất chlậra nhưng té bàọ tăng 
nhanh sự phân giải ctiíờng thành rượu. Diồu kiện khác nhàu vế 
hô hẩp^của nấm men sè lạo ra cảc sản phầm khác nhau, đó là 
điềm vuál phái cùa các phương pháp sử dụng nám meii nhir 
hiện nay la thăy.

f ■

II -  MỎI TRƯỜNG VÀ PHƯƠNG PHẤP GIỮ GIỐNG THUẦN

r. Môi trirò-ng. ^
Có nhiều loại môi trường giữ giílng, teong đó có thễ sử dụng 

môi Irườiiịị liaaSeíầ thành phân và cách chế tạo như bài thirc 
tập Irirởc đã chỉ dản. Ngoài ra có Ihê sử dụng môi trường khác 
như môi Irườn^ sabouraud, môi trường HenneỊ?erg và các môi

■ trường có chửa các chấl dinh dưỡng nguòn gốe lừ4hực vậl,

'2 .  Phưcrng pháp g iữ  giông

— Chuần bị giống; Lẫy cảc giống ở các cơ quan cung cấp 
giống hay là các giống đã <*ó sẵn.

— cẩỵ truyèn: Đễ đảm bảo giống không bị thoái hỏa và đỏ
cung cẵp cho nh« cằu eùa sản xuẵt phảMuôn Jụôii cấy Iruyèn 
giốríg. - .

Chuằn bị lốt nh&ng môi ,trường giữ giốiig. Chọn nhữnggiống 
càn cấy, liến hành ria cấy, trên những ống môi trường đã chuân 
bị. Cấy xọng đem nuôi cấỹ ở nliiệt độ thlch hợp lừ 24 —32®c. 
Sau 24 — 36 giở,
... Các khnần lạc đã mọc tốt Irèa môi IrưỜHg, quan sál tháy 

khuằn lạc ồn định và băo đảm độ thuằn khiết khi kiếm tra thì 
có Ihễ đem báo quản sử dụng.

— Bảo quản: Cần tiến hành các biện pháp kiếm Ira độíhuân 
của giống4à được cấy truyền có Ihê trực tiễp qtian sát hinh thái, 
trạng thái của khũan lạc, kết cấu của tế bào nấm men đề xác 
định. Nếu nầư lâì cả đèu phù hợpyởi khuần lạc và tể bào nấm 
men điễn hình, hưn nữa trong môi trường không phát hỉện tháy 
Có khuần lạc lậ, các đảin vi kuuần khậc hoặc nấm mộc.coi nhự 
giổng dượQj)ảo đảin. Đê ở tu lạnh dưới nhiệl độ thẩp bảo.quặn 
Định'kỳ phâ* Vấv iruyền nhự trên dê dU}rtrì giống.
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•Mục đ k h  cũa công tác nhâiỉ giổng là làm cho sỗ lirợng tế 
“bào lừ một lirợng líhỏ giống cấy vào được nhận lên nhỉều lỉfn 
khi cấy sang mội môi trivờng trung gian khác (đơn giản hơn, dễ 
kiếm hơn và kinh tễ hơn). Rõ ràiĩg trong bứốc này sẽ đeiTỉ lại 
,1'ợi ích về kinh tế và mở rộng phạm vi sử đụng nấm men.

Trong nhân giống ngirời la tim ra nhiều loại môi trường 
phù hợp với yêu càu sản xuál vậ phù hợp với điiìii kiệii có thề 
-cho phép. Có thẽ sư dụng hai nì ôi trường đê nhân giống là mối 
trường lỏng và môi trường đặc.

ỉ .  Môi t r ư à n g  nlỊân g iển g  iỏag.
Hiện nay người ta sử đụng dạng môi trưởng lỏng có ngudn 

gốc thành phần các chất 4inh dư&ógkhác nhaù. Nguồn ngụyêlỊ 
ìaệu thường lù dễ kiếiư, giảm tiện nhưng vẫn bảo đảm ctmg cẵp 
đày đủ »'hu cầu Yê N — c  vji các chẩt khác cho sự phát triẽn 
•của năm men.

a) Môi trướng :
Cổ nhiều công thức chể môi Irường nhân giống nấm lĩien, 

có thê sử dụng một trong nhừng môi tnrờng đó là :
Khoỉti tây 3G0g
Gảm gạo' '  lOOg

' Đường
Nirớc lOOOml

Cỏ Ih? thay thế khoai lây bằng giá đỗ, củ cải, SII hàò, bắjp 
'0'âi hoặc đạm, lân vô cơ Irong môi (rường. ,

b) Chế môi trirờng: ' -
Khoai tây t' ái'nhỏ đun vối 500ml"Bước, lọc lấ}' nựớe. Cám 

gạo đ,un với 500ml nước còn lại, Ibe láy nưác Irong. Hỗn hợp 
hai loại voi nhau và cho đường vào hòa tan. ĐiỄu. ehĩrih 
pII=:5,6 - 6,0. Néu môi trưởng quả áxit cố thê dùng NaOH í% 
laoặc nước vôi trong đê đièu chỉnh. Phân vào các dụng cụ nuỡi 
cấv hiếu khí hoặc bình tam giác. Hẩp icỉiử trũng-ả lt5®c trong 
30 phút hay có thê hấp cách quãng, ba lần"ợ nhiột độ lOÔ G.

c) Cắy.
-Môi Irirờng lấy ra đợi nhiệt độ hạ, đem cấy meu ở ộng giống 

vảo. Lượng giống cáy bằng 5 —10% so với môi trường, nhựỉig 
nói chung men giống phải bẫo đảm nòng độ lế bào là 3x10* 
i riệu tễ bào/ral.

U I—M ôi TRƯỜNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NHÂN QỊỐNG



3 ) Nitòỉ càỵ ĩ :
Cáy xong đem đế trong phòng riêng đề nuôi cấy, đảm bảo- 

nhỉột độ 27 —32®G cách 1—2 glờ lắc nhẹ một làn, Sau 2 ngà)’ c6 - 
tra. Nếu đạt yêu càu có thê sử. dụng.

• ,e) Kữm trai
Có thè xét trèn -2 mặt ià độ thuần khiẽt và sổ lượng tế bào^

. .Kiềm tra độ Ihuàn khiễtbằngcáeh làm thành tiêu bản kính 
đề, kiềm tra hình thái kềt cậu của lế bào nấm men. Tiêu bản 
giột-ép: Lăy một phi^ri kíntí sạch, dùng que cấỵ láy một ít dịcb 
men chấm vào giữa pliiến kính, đậy nhẹ lá kính lên trên giọt 
dịch .men, không nên lẵỵ dịch men quá nhièu đè trứoh khi đậy 
ỉá.kinh lèn dịch men trồo ra ngoài, khó quan sát.

Tiêu bẳn giọl lreo: Lấy một phiễn kính lõm (lame Creuse)^. 
dùng vaselin bôi quanh chỗ lõm một lớp mỏng. Nhỏ một giọt 
dịch men vào giữá lá kính đã chuần bị sẵn. Lật ngượG lâ kinh 
ìặi đậy vào chính giừa chỗ lõm của phiến kính, di nhẹ cho lá 
kính khít vào phiến kính, không được nhỏ dịch men bị chầy lan- 
ra boặc rơi mất. . . .

Cổ thề dùng vật kính có bội số cao đê quan sát. Qua quaiỉ. 
sát tháy được hlnhitháí, sự vận động và các hoạt động sinh lỷ 
khảc của lễ bào nậm men sốặg.

Tiêu bản nhuộtn: cổ thề nhuộm đơn hoặc nhuộm kép đề- 
quan sát rõ-han bằng vật kính dăii Ihấy rõ kễt cáu bên írong 
eủa ỉé bào nám men,

Kiềm Ira sỗ lượng tế bào : Đếm số lượng tế bào bằỉig buồng, 
đễm hồng càu,

g) Tịêu chuằn đánh giá:
,  Men giổng đạt yêu cầu khi nó đẳ đạt tiêu chuần sau ; Độ thuần 

"khiết có thễ lính trên 100 —200 lỂ bào, nếu có 80% lẽ bào m en. 
trong đớ.

SỐ lượng tể bào đạt khoảng 3x10* triệu tế bào troog Im l 
men giổng. Tùy theo những chủng nấm raensửdụngmàsốlượhg; 
tể bào cơ thề thấp hoặc cao hơn. , .

2. Môi t rư v n g  n hân  g iổng đặc.
Cũng như môi trường trên ptiối đảm bảo, về yêu câu dỉiìỉr 

đưang và bảo dễ sư dụng. Cổ nhiêu loại nguyên liệu cớ  ' 
tbê sử dụng làm môi trưởng. Ngoài ra còn chú ý các nguyôn liệiỊ 
cíiính (iễ chề môi triỊỞng phâ i lạo được yèu câu nhát địnht 
klii chễ môi trưởng.
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Ví dụ: Mòi trường nhâa giống à dạng khô như; cảm, ngổ» 
llróc nghiền, hạt rnì nghiền có bỗ sung đạm lân. ,

a) Môi irư&ìíg:
Cám gạo loại 1, thom mịn, không có tạp chất, bô sung thêm 

đạm 0,4 — 0,6%, lân 0,2 — 0,4%. Môi Irường có thê dùng bột 
Dgô, bột gạo hoặc hỗn hợp nhiều ỉoại bột vớỉ nhau.

b) Chế môi trường :
Cám trộn với nirởc sạch có độ pH găn nhir trung tính. 

Bộ ầm của cám được xác định ở 45 — 50% là thích hợp. cùng 
c 6 thề xác định một cách đơn giản sau: dùng tay nắm cám 
không thành nẳm coi như là thiếu nước, hoặc nắm được mà 
không bóp rà được và đồng Ihời có nước thấm ra là thừa nưởf. 
Nẽu cám nắm thành nắtii mà lại bỏp rời ra được niột cách dễ  
■dàng Ịà nước vừa ,đủ. Cho đạm và lân vảo t rộ n ‘đều.

Tiễn hành hấp khử trùng ở nhiệt độ 120*’C. Hoặc có Ihẽ 
•dùng phương pháp hẵp cách quãng.

c) Cđy:
Môi trường hẵp khứ  ỉrủng xong, đợi nguội cấy lĩien giống 

-vào Iheo lỷ lệ 10 — 15% (với số lượng tỗ bàọ là 3 X 10® triệu 
lế  bào/ml men giống). '

d) Nuôi cấy: '
Tãi đểu (không nén) vảo trongcác (lụng cụ thuy tinh, sành 

-«ứ hay gõ. Độ-dày bảo đảm lừ 5 — lOcm Irong mùạ hè, Ịừ 
20 — 30cm trong mùa đông, Chú ý giữ điều kiẻn thích hợp cho 
<Ịuả trinh phát triêii của nấm rriẽn vồ- nhiệt dồj Saú 1 — 2 ngày 
sẽ thăy mùi Uiơm rượu, Irạng thái cám khô ráọ, líổ '^  ầm ihi 

■•có thề lấy ra đề kiềm Ira. ; ' "
e) Kỉìm tra:
Tiến hịành kiêm tra như đối với'm en Ịộiig, kết hợp với 

Iciềm tra bằng cảm quan yè màu sắc, mtìiì vị, khả Băng mốc 
4 ạp đễ đánh giả. 

g)Tiêuehuhn đảnh giái
Men giống phẵi đảm bảo điều kiện saiỊ mới đạt yêu càu; 
Trạng thái men khô ráo. iriậu sắc hợi ỴàỊjĵ 'Ịihạt, mùi thơm

c ủ a  rirợu.
Số lượng tế bào trong 1 gam men khô là 3 X 10* triệu Ịế bào. 
Không có mốc tạp. Số lượng các vi kbuàiỊ lạp khệng được 
t ííiiả ^rượt t|uá 15%.



3-, Phư<rn^ pitáp sjr dạng
. Trong sản xuát có thề tiến hành nhân giống qua nhiều líÌRi 

đ.Ị. làm lãng nhanh khối lượng men cản dủng.
Khỉ dùng có thê ủ men vào thức ăn tinh tcong khằu phần> 

theo tỷ lệ lừ 4 — 10%. Kièm Ira đạt vêu cầu ỊỊiì cho ăỉi.

NỘỊ ĐUNG THỰC TẬP VÀ TƯỜNG TRÌNH

— Thực hành nhần gióng nám raén qua mối trường Jỏng 
fyầ tnôi lrường-đặf. Tưởng trình iại quá-Irinh làm.và kẽt quả
th.eo dõi phằm chái men giống về sổ iượng lẽ bào trong thaf> 
tâc của men giống sau khi nhân giống.

- Quan sát và miêu tả rõ rriộỉ số đỉễm đặp trirng ve khuần 
' ỉạc củạ nấm men. Quau sá,t và vẽ hình thải củà một số ehủng

nấm men sử dụng ở phần Ihực lập.
V ^

t .

CHDẦN BỊ DỰNG CỤ VẢ NGUYÊN LỈỆU
• Ì . ■ ^ ♦

Dụng c ụ : .
— Buồng đễpi hồng càu.
— Chậu thủy linh <6 30 —,3õcm.
— Bọcai o  10 X 20cm.
— Đèn cồh.
— Kiiìh h iỉn  vi và dâu soi kính.
— Que cấy.
— TOiỐn kỉnh.
— Cổc lỊấii 2õ0ml.
— Đùa -thííy tin h.
—  S ó o n ^  n ĩ i ô ì n .

— •‘hễu thôy lihh
— Nhiệí kể lOOT..
— •‘hễu thôy lihh 2u —̂ c m .
— Nhiệí kể lOOT..

'N puyên l i ệ u :
— Cám, ngô, jmi nghiền.

—  Phân đạm và phâii lán.
— Đườhg.
— NơỌrc <-áí và nước sạch.
— Itóng ihấnì nirốc.
— Vải xỏ.

8 ^



BÌI n

lạ Ễ M  NGHIỆM VI SINH VẬT HỌC SỮA

Sữa tươi là một loại thức ăn giẫu chẫt dinh dưỡng do đó  
rất dễ bị nhiễm khuần, Sự tồn tại của các ỉọại h inh 'v i sinh vật 
trong sữa và số lượng của chiúng có quan hệ lớn đễn trạng thái 
an toàn và phầm chất'sữa. Do đó, kiêm tra vi sinlí vậl học sữa 
ià một biện pháp bẫo đảm độ an toàn và Iiâng cao phầm 
chãt sữa.

Đế tiển hành kiêm nghiệm người ta sử dụng phương pháp 
vi sinh vật học kết hạp với phương pháp cảm quan. Nội dung 
kiễn tra được tiến hành trên hai loại sữa — siĩa tựơi chưa 
iiêu độc và sữa đă qua tiêu độc.

\
I -K IỀ M  NGHIỆM SữA CHƯA TIÊU ĐỘC

1. K iềm  đ ịn h  cảm qnan!

Sữa lươi chưa tiệu độc được xác định là tốt, biiih thường 
ở  dạng lỏng thuân nhất, ĩnàu trắng hơi ngả vàng, mùi thơm và
cỏ yi ngọt. Không phát hiện có mầu sẳc mùỊ vỊ gì lạ ^  với
một mẫu sữa tiéu' Chuần.

Nhưng dọ các, nguyên nhân nuôi dưỡng, quấn lý kém hoặc 
do tác động của vi sinh vật mà làm ihay đôi trạng thái mẳu sắc, 
mùi vị củá sữa. Qua cảm quan cỏ tbễ tháy được.

'* —Thề trạng; Nhầy, vón cục, sủi bọt, loãHg,
— Màu . : Xanh có mang mủ, màu độ hoặc màu vàng.
— Mùi : Có các mùi lạ nhir miìi hôi, lanh, thối,
— VỊ : Chuả, đắng. mận. chát.
Dùng mắt quan sát trạng thái, mầu sắc, mũi ngửi mùi v| 

và lẩý lưỡi nễm vị sữa. Chú ý, đối với sữa hỏng chĩ dùng đầụ 
lưỡi đế nếm chứ không được nuốt vì cổ thệ gây hại.

2. Chi sế hóa học.

Khác với các loại thứe ăn gỉầu chẩt dinh duởng khác, aữạ 
hỏng iỏr giai đoạn đầu thưòng bị biếiỊ chứa nguyên nhân  là do 
sự hoạt động của vi khuần lăc tíc là nhóm vi khuân thường 
Ihăy trong sữa. Đo đó xác địrih độ chua của sữa là mệt ehỉ tiêu 
dễ đánh-giá phầm chất sữa.
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Cổ thề xác định độ chua của sữa bẳug nhiêu phương pháp' 
đề đánh giá phầm chất sữa. Phương pháp chuần độ: Dùngpipét 
cỏ bầu lOml hút ỈOml sữa Xừơi cho vào bình tam giác lừ tử 
khổng đề dính vào thành bỉnh, làm sai lượng mẫu.

Cho thèm 3 giọt ch! Ihị mầụ Phenolphtalein (dung dịch 1 % 
trong cồn). ChuầiT độ bằng ĩfaOH (Natrí hyđroxyt) N/Ìo cho đẽn 
khỉ xuẫt hiệnmàu hồng, bả£) đẫm không dôi mầu trong một phút.-

Kếl quả biễu diễn Bằng độ Thorner (Độ Thórner của một 
mẫu sữa là sổ mlNarOHN/lO dùng đề chuần độ lớOml mẫu sữa)"

Sữa đủ tiêu chuần phải có độ chua dưới 20 độ Thorner.
Sữa có trên 25 độ Thorher sẽ lự đông vón.

3. Kiềni t r a  vi s in h  vật học tro n g  sữa.

'Thời gian bảo quản, vận chuyên, điều kiện sản xuất hoặc 
phường tiện vận chtivền. chế độ nuôi dưỡng, quản lý đêu có 
ảnh hừởng Irực tiếp đến niửc độ vệ sinh trọng sữa. Qua .sổ 
lượng vi sinh vật trong sữa có thễ đánh giá cụ thế về mặt này. 
Phương pháp kiềni Ira được tiến hành như saur

a) Lắg m ấu ;
' Sữa được đảo đều. Dùng ống thủy linh hoặc bằng kim , 

íoại đã được khử trùng, lẩy ĨXIỘI ít mẫu cho vào dụng cụ vô 
trùngi Đề rõ hgày lẩy mẫu và các ký hiệu khảc. Nều chưa kỉềm 
ira ngay có thê đè ở 0 — 5®c bảo qŨẳii nhưng thời gian không 
<Ịtfá 4 giờ.

Vỉ trường K^p không kiềm Ira được phải nói rõ nguyèn 
nhân thời gian kéo dài. . , '

b) Xác định ững sổ vỉ khnòn trong sữa.
Có nhiều phương pháp đẽ xác định. Cụ thê xét hai phương 

pháp $au đây:
— Xác định (rên thị trưởng kính dâu : Phương phầp Ẹridơ. 

Ti:ước hết phải xác địfah điện tích thị trường của vật kírih 
dầu. Đặt thưởc đo vật kính lên khung kính, qiiáh sál bằĐg 
vật kíiih dầu. Đp độ dài đường kinh của Ihị trường. Tính diện 
tích của thị trường, saũ đó chia cho Icm* đễ fìm hệ .số tỷ lệ.

Làm tiêu b ản : Dùng pipét đã khử tràng hút O.Olmỉ mẫu 
sữa đã lắc đều cho vào khuôn vuông của phiến kỉiih đặc chế. 
Nếụ không cố, có (hễ dùng ạầỘt phỉễn kính thttờpg trên đỏ vẽ 
bằng, bút chi sảp một hinh vuông cớ cạnh là lcỊH, Ẹ;hi cho sữa
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vào không, đễ sữa chầy ra .ngoài khuốn bình vuông. Lấỷ que 
'dàn đều trên bề mặt khuôn vuông của phiển kính. Hơ nhẹ qua 
trên ngọn lửa đèọ cồn hoặc đặt -trong binli hút ẫiii làm khô 
thời gian khổng quá 10 phút Nhúng phỉến kính vào hưòrẹ 
benzen 1 ^  2 phút đẽ khử mnr. Lấỹ ra, đợi khô cho vào cồn 
05® trong 1 —2 phứt đẽ khử benzen thừa. Đợi khô nhuộn xanh 
Methylen. Đẽm sốlượnglếbào tiong ÍO —50 thị trirởng kính dẫu.

Cách, tính; Tinh số Jượng tế bào vi sinh vật binh quản
trong một Ihị trường kính. Nhâii kết quả với hệ số tv lệ đẵ
tim được thi sẽ được số lượng vi khuần có trong O.Olml mẫu 
sữà. SỔ lượng vi khuần Irong iml sữa sẽ bằng kết quả nói trên 
nhân ▼ới 100. .

— Phương pháp tính trên dĩa thạch bằng.
Phương pháp liễn hành như phàn ((Đểm số lượng tế bảo» 

của bài 6 đã' chỉ dẫn. Nhưng chú ý đến độ pha loăng Ihích 
hợp đễ số khuần lacmoc không đày cũng không thưa quá. Đối 
với sữa dự tính có phầm chất xấu phải pha loăng cao hơn. 
Thường pha loãng Iheo tỷ lệ thập phâiì từ N/10 đễn N/ĨƠ.OOO.

Kết quả số lượng vi sinti vật đễm được sẽ xáo định được 
cấp sữa theo tiêu chuần qui định sau :

' Sữà cấp 1 (Sữa tốt) lượng tế bào không lởn hcrn 50 vạjạ 
^ Sữa căp 2 (sữa kém) lượng tế bào không lởn hơn 4 triệu I 

. Sữa cấp 3 (sữa xấu) lượng tế bào không lớn hơn 20 t riệu.
Sữa cấp 4 (sữa loại) lượng tể bào lớn hơn 20 triệu.
— Phản ứng khử Mêthylen (Đo Reductaxa của vi khuẫn),
Methylen mẳU' xanh sau khi bị khử sẽ biển thànb không 

mảu. Ỵi sinh vật trong quá irinh sinh trưởng đã sinh ra men 
Reductaza, men này khử măt màu xanh của Melhylen. Sự mát 
mầu nhanh hay chậin cố liên quan đến số lượng vi sinh vật. 
Nhưng gầrt đây người ta cho rằng sở dĩ có sự' mất mẫu Methylen 
là do, vi sinh vật trong sữa đă lấy hết dưỡng khí cho sự sinh 
trưởng. Số lượng tế bào vi khuẫn càng lớn.i thỉ càng lảm mất 
màu xanh Methyỉen trọng môi trường càng nhành. Do đó cắii 
cứ'vào sự mất mầu xanh mệlhylen trong sữa đã xác định được 
số lượng vi khuần có trong sữa.

Dung dịch xđnh Methýlen.
Dung dịch xaiih 'Methylen bão hòa Irong c ồ n 95» 

195ml —5ml nữớc cát.
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Hỗn hợp với nhau lắc đèii. Đựng ở chai Itỉàii, tránh cổ ánh 
isáng và chỉ pha khi nào căn đủng.

Cách tiẽn hành; Lấy 20 ml mẫu sữa và 0,3 ttìl dung.dịch xanh 
Metylen, đậy nút chặt, lắc đèu, đề, ở tủ ám 37"C hoặc đuií cách 
thủy ỏ 38“G (Nhừng phải Ihật chínhi xác, nhiệt độ không chênh 
lệch q u ả+  Ỡ,5»C). Cứ 15 phút quan sát sự mẵt màu. Ghủ ý khi 
quah sál không được lắc. Nếu như 1/3 bên Irên ống còn xanh íf 
thì còi như phản ứng hoàa thánh, ghi lấy Ihời gian mát màu. 
Níu như sau 2 giờ mà khỗng có hiện tưọng gì thi ngừng

— Phán đoản kết q u ả : Đl xác định số lượng tế bào trong 
mẫu sữa có ihễ dựa vào bảng ước lượng số vi khuần đối chiếu 
với thời gian xanh Methỳlen mẵt màu :

Phân cắp sửa Thời gỉan 
xanh Methylen

ư ớc lirợDg số vi khuầD 
. trong 1 ITIỈ sữa

Cấp 4 (.'ữà loại) dười 15 phút 20 000 000 ^

Cáp 3 (sữa xấu> 15 phủt 120 phút 4000 0 0 0 -2 0  000 000

Cốp 2 (sữa kẻm) 2 giò* —5 giờ 500 0 9 0 - 4  000000

' Cấp 1 ^sữa tỐl) Trẻn 5giừ 500 ooô f

4,. Xác địnỉi số ỉưọ*ng bạch  cầu  tro n g  s ữ a :

Sữa của bò viềm vú thường chứa một lượng bạch càu nhiều 
hớn binh lhưửng (mẫu sữã bỉnh thường có số lượng bạch cầu 
không vượt quá 500 000 trong 1 cm^) và công thức bạch càu cũng 
thay đỗi (hàm lưạng bạch cầu đa nhân trúhg tính, lăng, chiếiìa 
hon 7Ố%'tỗng số bạch' cầu). Ngoài ra sữa khòng bình thường 
còn chứa các t í  bào hông càu, lễ bào TÚ.,.

Lấy lO*!!!! sữa' cho vào ống ly lâm đetti quay ly tâm vời 
đ ộ  1200 vòng phút trong thời giàn 5 phút,'lấy chẩt kễt tủa ở đáy 
ỉàm tiêu bẳn, nhtiộm mầu, quan sát dưốỉ kỉnh hiền vi các t ĩ  bào 
^ạch cầu, hồng cầu và các ỈỂ bào kỉiácv Xác định tòng ỉượng 
bạch cầu, công thửc bạch cầu và các tế bùo khác.
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II -  KIỀM NGHIỆM SỮA ĐÃ QUA TIÊU BỘC

Sữa tươi đẫ qua tiêu độc, đại bộ phận vi sinh vật bị tiêu 
tdiệt, song vẫn tồn tại.một số vi^inh vật. Nhưng cõng có khi do 
quá trinh khử trùng chưa chặf chẽ, triệt đề hoặe sữa bỉ tạp sau 
khi khử trùng hoặc do thời gian vặn chuyên không hỹp lý mà
■ Số lượng vĩ sinh vậl trong sữa sau liêu độc vẫn khá lưu. Do (Jó 
vấn đề kiếm nghiệm sữa tiêu độc là bảo đảm ííntí chất an toàn

■ của sữa tới,người tiéii dùng. ’ , '
Có thễ tiến h'ảnh kiễm Ira vè số lượng vi khuầii và số Ịượng 

Bact—Coli Irong sữa.
1. T ỉn h  sổ ỉưọ’ng tế  bào trọ n g  sũra :
Phương pháp lăy mẫu và cách lính số lượng vi khuần bằng 

'Cách đễm Irênđỉa thạch bắng đã đuợe chĩ dẫn ởtrẻn. Số iượnệ 
vi khuần được xác định Irong 1 ml sữa đă qua khử trùng (cụ 
thế'ở bảng sau).

2. Phưcrng pháp  xác đÌDh chi số Bact —Coỉi
Trong sữa chưa khử trùng thường có một lượng Bact—Coli 

nhẵt định, nhưng nó khòng có ý nghĩa vè vệ sinh học, và nộ 
cũng không quan trọng lẳm như sự có mặt của Bact—Coli trong 
nước.

Quả trình tiêu độc có thê tiêu diệt hoàn toàn hoặc đại Ịỉộ 
phận. IMhưng nễu như sau tiêu độc sữa còn lại lừỢng Bact—Golí 
vượt quá mức độ cho phép Ihì phải có biện pháp xử lý kịp thởi 
vẽ qui trinh sản xùất vì nỏ thê hiện sự khử trùng chưa triệt đề 
hoặc có nhiễm phân người hay động vật vào sữa. Đó chinh àl 
nguy cợ<gây bệnh đường ruột cho người.

a)Môi trường:
Môi Irường dùng đê xác định phải có những yếu tố.ức chễ 

sự phát Iriền của vi khuẫn iăctíc vì sự có mặt cỏa^i khuần nảỵ 
«ẽ gà)' khó khăn trong khi kiềm tra. Đế đạt được mục đích nậy 
người tạ thường cho vào đó một số chăt như dịch mật bò hay
thuốc nhuộm màu (gentian violet).

Môi trirừhg Kesle (Xuinaeton)
DỊcb mật hộ t ươi sb ml
Pépíon IQg
Đường mantoz 2,5 g
Nước cất cho đỗ đến W00 ml
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Đun qua địch mậỊ.vâ đem lọc!,'Hỗn liợp với pepton trong: 
một phàn naớc. Đun sôi, lọc sạch, sau cho đường lactoz 'vào. ChO' 
nứởc vừa đồ'đến 1000 ml. Điều chỉnh đ,ộ pH từ 7,4— 7.6. Chp 
vảố môi t.rườìig,2 ml geổtian Violet 1%, khử trùngợ 11G®C trong 
15 phút. .

b) c ìg  vá nụôi căụ:
Láy 6 Ống môi Irirờng. Trong đớ cho vào 3 ống mỗi ống,

1 ml sữa. Còil 3 ống kia cho vào mối ống 0,5 ml sừa. Lắc dềư Yà 
đè ỏ nhiệt độ 43®c nuôi cáy 24 — 48giờ xem kết quả.

, c) Xác định chuềặ độ Bact—Céli:
Có Ihê căn cứ vào tiêu chuần sau đê xác đ ịn h :

Tất cả các .ống 4ệu khổQg có hiện tượng sinh hơi thi chi 
sổ là trên 3 ml.

— Nễu 1 trong 3 Ốog,(có chứa 1 ml sữa) có 41100 tượng sinh 
hơỉ thì chĩ số là 3 ml.

— Nều hai ống chứa 1 ml sữa hoặc một ống trong các ổng:
cỉiứạ0,5ml sữa có hiện- tượng sinh tìơi thì phỉ số là 0,3rai.

— Kếu hai ống chứa 0.5 ml sữa và toàn bộ ống chứa 1 tnỉ
sữa có hiện lương sinh hơi thì chỉ số là dưới 0,3 ml.

\ Đựft Tào «6 TỈ k h a à n  cò mặt Tà eh i Bồ B«ct*Golĩ n g v ờ ĩ  tm ch ia
làm 4  cáp-

Cấp sữa Số Ti khuẫn cỏ trong 
1 ml sữa

Chuần độ 
Bact-coll

Sữi' đỏng binh ơốp 1 75.000 3

Sữa đóDg bình cáp l i 150.000 0,3

Sữa đổnế binh e ỉp  ỉ ĩ l 400.000
Sữa đồng thùng 500.000 --

NỘI DUNG THỢC TẬP VÀ TƯỜNG TRÌMi

— Nắiii vững nội dung và thao tác tiến hành kiệm ngbiệitn 
một mẫu sữa. (Jụ <hễ a  bài này, tiẽn hành kiêm righiệnri mẫu sữa 
chưa tiêú độc.

— Ghi kết quả cụ thễkhi kỉêm nghiệm. Cuối cùng nhận định
. tống hợp. phằm chất củá mẫu sữa. Kiêm nghiệm đối chiễu TỚi i 

tiêu chuấn đã qui ổtịnh.
— Quan sát và miều tả cáe nhóm vị khụần piiál. hiện^ược-

troitg một mẫu sữa bị chua. : V .



CHUẦN BỊ I>ỤN<1 GỤ VÀ NGU YÊN LIỆU-

D ụng cụ :
Cốc nẩu , , 100 mj
Bỉnh tam giác 100 ml
Đèn cốn.
<Jue cáy.
Phiến kính, lá kính, 
ồng  nghiệm.
Kính hĩễn vi và .dầu soi kínb.
Bữa Ihủy tinh, chậu thủy tinh.
•Ống hút khắc độ ơ .lm l; 0,2 ml,
Bút chì sáp.
Tỷ trọng kế. .
Máy đo pH hoặc hộp so mằu, .
Bòng liô. ị
Nguyên l iệ u :
Cồn dổt và cồn 95®.
NaOH N/10.
^anh melylen.
ÌPhenolỊựilalein.
Thuốc nhuộm.
Benzen.
Sữa tươi.
Bông không thằm nướic.
<}iấy đo pH.

BÀI 12

KIỀM TRA VI SINH VẬT HỌC TRỨNG VÀ T H |T

Đế đánh giá vè phầm chSt của trứiig và thịt người'ta dùhg 
'biện pháp lỉiêm tra vi sinh vật học. Qua kết quả xác định phầm 
chất của chúng c6 thề đánh giá hiệu quả của công tác bảo quản, 
xác định được đíặu kiện vệ sinh trong sản xuất, đièu Mện vận 

-chuyền có hợp lý hay không. Qua đó có biện phốp sử lý kịp tííời.
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V  I  -  lẾIỀM TRA VI SINH VẬT HỌC CỦA TRỨNG

1* K iếm  oghiệm  t rú ^ g  tưv i':

Kiêm tra chủ yếu trên hai mặl i ầ : cảm quan và kỉềm nghiệmỉ 
vi sinh vát lioc.
, a) Kiìỉn ặịiih cẵm quan.

Dùng mẳt’và tay quan sảt độ dày vỏ, mầu sẵc và độ lảng 
bóng, độ to nhỏ và hình dạng của vỏ và phát hiện các tạp chất 
trên vỏ.

Dùng đèn đê quan sát bên trong của trứng về kết cấu chung, 
cịĩa lông đỏ, íòng trắng, dáy chẳng'và độ thấu quang của bộ phận 
bên Irong của trứng.

■ Bỉnh thường trứng cỏ vỏ dày vừa phải, mặt làng bóng, không; 
cổ chẫt bạn trên bề mặt hoặc các chấm mốc trên vỏ, Trứng có 
hinii dạng cân đối hinh bầu dục, một đàu to, một đàu nhỏ. Tùy 
theo loại gia càm mà có trọng lượng, to nhỏ khác nhau.

Qua chiếu đèn cho thấyì ở trứng bình thương có độ thấu 
quang tốt, lòng đỏ gọn lách rời khỏi lòng Irắng, dây chằng rõ 
rệt, buòng hơi có độ to nhỏ vừa phải.

b) Kiềm nghiệm ui sinh vật i
Tiễn lỊành iciêra nghiêm bằng hai cách; xem trên kính và 

nuôi cốy kiềm định.
' .  — Nuỗi cáy kiễni địìHỉ: •

Lẫy một quả frứng rửa sạch bêri ngoậi bằng xà phòng vồ 
bàn chải. Cho trứng vào dutig dịch Credin 1/500 troQg 15--20 pbút, -

Đùng rứợu còn rửa sạch và đốt qua ngọn lửa đèn cồn đê 
làm baỷ hẽt cồn côn lại,

. Lây kẹp (pince) đục thủng một lỗ ở đỉnh quả trứng đường 
kính 1,5 cm.

ử p  đầu trứng thủng vào một bÌDbtam giác chứa môi trường; 
keo thịt lOD ml và hii thủy tinh. Trọng lượng của bỉnh đã đượic 
xáe định. ' '

i)ốt lửạ ờ đàu ụ ên eủạ trứng đê đầỵ hễt phàn ruột bên trong: 
của trứng vào bìrih. Gàn trọng IiỊợngí Lắc dẽu cho tan trửng và 
hỗn hợp đềụ với mồi trường. Nhưng chú ý khởng lắe mạnh lậro-. 
bẳ-o-nút. •
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Dùng pipél đăkhư  trùng, hút 1 ml tnôi trường Irên cho vào 
đĩa pelri đề chuằn bị nuôi cấy. Hút 1 ml khác cho vào ỗng nghiệm 
vô Irùiig đ ê làm  liêu bẳn.

Đun chảv môi írường canh thịt phô Ihông. Đợi nhiệt độ hạ 
xuống 45“G thi đồ vào đĩà petri trên.

Đặt bình trên và đĩỉi thạch ở nhiệt độ 32 —37’C và nuôi ( ấy
trong 3 — 5 1'gàv. ' .

Láy bình và đìa ra quan sảt đếm số lượng kluiẫn lạc lrệi>
đĩa thạch. Phết kính xem hỉnh thái le bào vi khuâri (SO sính với
kẽl quả khi xem trực tiếp). 'ì

Tính sổ vi khuần trong một gam iòiig Irứng íheo công 
sau : . ■

o * 100- p„ , 100 -  p 
B =  A X

B : số vi khuân trong Igam lỏng Irứng. 
A : số khuần lạc.
P : trọng lượng của lòng Irửng.
— Xem trực liệp :— Aem Irực liệp :
Lấv mảu đã chuân bị ò ống nghiệm trên làm liêu bản kính^ 

nhuộm đơn hoặc rihuộm kép. Quan s4l bằng vật kính (lầu.

2. Kiềm nghiệm  trứng hỏng.

a) Quan sát bên ngoài:
Xeiti xél màu sắc, 3ự biễn đôi của vỏ. Xem xét sự xuẵt hiện 

của các nấm mốc, vSự xuãt hiện các mùi lạ.
b) Dừng đèn qiian sát:
Dùỉig đèn sói trứng quan sát độ thấu quang và kết cáu bên 

trong cùa Irứngcó biến đôi gi không; có thẵv xtiăl hiện các diễm  ̂
mốc hay khổĩíg.

c) Quan sát trực tiềp:
Đập vỡ trứng vào đĩaí petri, quan sát màu sắc, kết cấu, mùi 

vị của chúng.
Làm tiêu bản kinh, nhuộm mẩu quan sát các loại hình vị 

sinh vặl gây ra hỏng trứng- Có Ihê soi tươi bằng vật kính bội 
số cao đẽ soi năm xxiốò.
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I I - K I ầ M  NGHIỆM VI SINH VẬT THỊT

Trong Ihịt tươi có vi sinh vật tòn (ạí, nhưng không nhiều 
lẳm. Số iượng ở bên trong nhiều hơn i)ên Iigọàỉ. r<'n ngoài có 
thề phát hiện thấy cầu khuần dơn Ihẽ và li'ực khiiẫn. B^n (f(.ng 
SỐ lượng nhiều hơn và có nhiêu loại hinlỉ phức iạp hơn bèn 
ngoài. Bẳng mắt thirờng cổ thồ (Ịuan sát thấy nậm mốc nổu có.

1. x*c đ ịn h  k h u  hệ  vi s inh  vậl tronịỊĩ eor |h ề  g ia  súc.

Mo khám quan sát bằng mắt và íáy có Ihẽ ihẵy được trong 
«ơ thê gia súc fơ  quan nào đang mắc bệnh.

Cách liễn hành: Dùng dao vố khuần cẳl đôi rác cơ quan 
trong cơ thễ gia súc, sau đó làm tiêii bản Iheo phương pháp in 
vết. Tiển hàiỊỈi nhuộm mầu bằng xanh Melhyỉen soi vật kinh bội 
số cao đễ quan sál vi .sinh vật trong từng cơ quan mộl.

2. Xác địnỉ] t r ạ n g  th á ị  cảm qu an .

Quan sảl bằiig inẳt và tay có tbễ tháy và phân biệl được 
thịt Virơi với thịt kém tirơi boặc thịl ôỊ.

ở  thịt tươi biên h iện :
-í Trạng thậi bên ngọài: Màng rìgoài khô, mỡ cỏ raặu írắng. 

độ rắn và mùi vị bình thường. Gân trong, độ đàn hòi binh thường. 
Mặt khớp lánií và troug. Dịch hoại trong.

— Ckỗ v e tcắ t:  Màu sắc bjnli thường, sáng khô.
— Bộ rắn và đàu h ô i: Rắn chắc\ Độ đàn hồi oao. Nếu lẫy 

tay ấn iríạiih không đè lại dấu vếl gì khi bỏ-lay ra.
— Tuy bám chặt vào Ihànli ổng tìíy, Irong và đàn hồi.
— Nưófc canh (ĩiin sôi đẽ lắng: Irong, có vị Ihơm ngon. írên 

mặt nồi lên một lưp mỡ, VỐI, mõ lo.
Ổ’ thịt kỏm lựni lioăc Ihịl ôi cổ những bièu hiện ngược lại 

với frên.
— Trạngthải bên ngoái: Biẽu hiện khác lỉìtrừng, nhớf! mău 

mỡ tối, dộ rắn giảm sút, gân kém Irong- Mặt khứp nhớt, dịch 
hoại đục.

— Thịt kém đàn hòi. Nếu ẵn lay vào bỗ tay ra còn đẽ lạỉ vết.
— Tủy rốc ra khỏi xưong, inùi ôi. mău sắc íối.
— Nước carìh đục, mùi vị ôi. lớp mỡ trên lĩiặt tách ra thành 

những vảng mỡ nhộ hoặc không còri váng mỡ.
— Các hiện tuợng trên lùy (heo inửc độ ôi củá thịt.
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3. Chỉ sổ h ó a  học.

a )  Xác định độ pH': Thịt băm lOg. Nirớc cấl lOOml. ngâm 
ttrong 10 phút, ba phủt lậc một lăn. Xác định độ pH nước (;hiết lllịt 
Ibằng phương pháp clìuằn độ hay so .màu hoặc đo bầriíí máy đo pH

Vởi mẫu lh ịt’tươi có pH: 5.8—6,4.
Thịl của động vật ốm hoặc kém tươi có độ pH lớn hon
b) Xác định so bộ lirợng N H ị : Phản ửiig Éll)C-r
Thuốc thir: Axit H('.l lOOin!

Cồn 96* 300in!
Ête -lOOư.l

Cách tiễn hành: Cho 3ml thuốc Ihử vào mội lọ thề tích lOOHn;!. 
Bênlrong treo io iửng một miếng Ihịl Sg. nếu chung*quanh miế'iig 
thịt xuãl hiộỉi IỚ]I «mày)) trắng, liơi amonii;Jorua dảv đặc, lưựng 
N H 3 cao, biễu hiÌMi Ihịl kém Urơi. Nếu không có inâỳ Irắng quaíih 
miếng thịt hoặc có rầl íl, chửng lỏ lậthịl tươi.

c) Phảii ứng định tinh HịS.
Đẽ vào nắp dưới một hộp lồng (Pe^ri) khoảng 10—20 gam 

thịt. Dán vào phia dưới nẳp li ên mộl miẽng giấv có tầm axẻtát 
chì 10%. Đóng nấp hộp lồng lại-

Sau 30 phúl nếu giãy biốu thíinh mằu đen ỉà có H„s trong, 
thịt. Chứnp tỏ Ihịt (lã ôi. Thịl tưưi {ịhản ứng àm (ính. Muổn cho 
phản ứníĩ nhanh hơn nên cho thêm một íl giọt axít phõlphoríc 
5% lẻn Ihịt. .

d) Píiảnứnịi tim peroxydaz(iĩ Peroxyđaza cỏ nhiều trong mờ 
bẩo Uiịt <lộng vật khỏe, có hoạt tính ôxy hớa khử cao. ở  Ihịt 
xău, thịt cũa động vật ốm men này kém hoại dộug hoặc bị phá 
hũy. Ngirời ta dùng benzidin và H,Oj đễ phát hiện Peroxỵda/«^ 
căn cứ vàongu3'ên tắc khi ôxy gặp benzidin sẽ ôxy hóa nố íhành 
paraquinóndieinít hợp vớí phân tử benzidín tạo ra mội phức 
cl’í’i! có niảu xanh hiền, chất này bị ôxy lác động sẽ chuyễn dẳn 
sang mầu đỏ nâu.

; ',ho vao một ống nghiệm 2ràl nước chiếl và 4 —5 giọl dung 
dị(“'i l>enzidiii 0,2 % pha trong cồn và 4 — 5 giọt (lung dỊịcli HjOj 
ì%. rheo dõi sự thay đỗi mâu. Có Ihê nhỏ trực tiếp ở hai nơi 
trén miếỉig Ihịt mới cắl 5 giọl benzidin và 2 giọt tÌ20j. Nếu llỉịt 
xầH thi không biến mảirhoậc rất lâu mớỊ đôi màu. Trai lại ní^ũ 
Ihịl tươi sẽ xuấl hiện máu xanh đục lục,, màu xanh lá mạ chuyễii 
sang màu nâu sau vài phụt.
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đ) Phàn ứng protít sa lẵng:
Một số prôlít như globulin-không hòa tan irong nước mà 

hòa tan trong kiềm hoặc trong dung dịch muỗi, Irong quá Irỉnh 
phàn hủvcủa Ihịt thưởng sản sinh ra nhiẽu muối amônium kièm 
liòá taii prôtíí, vì Ihỗ nước chiễí của Ihịt không tươi chứa nhiod 
prỏíít hơn thịt tirơi. Đê phát hiện hiện lượng nny người la dùiig 
những chấl là íĩi sa lắng prôtít như sunỉát đồng và CH3COOH.

( Cho vào Ống nghiệìn 2jnl niTỞc chiết Ihịl và 5 giọt dung địch 
CiiSO^ lí^^-Nước chiểt thịt kém tươi hơi đục, thịt ôi sè đục và > 
•có vần do prỏtít sa lắng. Trái lại nước thịt tươi sẽ trong.

Hoặc cho vào ống nghiệm 2ml nước chiết íhịt và 2 giọỉ dung 
■dịch GH3COOH 1% đem đun cách thủy ở 80*c trọng 5 phút. Đọc 

. kẽt quẵ như trèn.

4. Kiềm ngh iệm  vi s in h  v ệ t  học.

Mặt thịl thường bị ổ .nhiễm một số vi sinh vật nhấí định )ir 
nước vầ không khỉ. Ngoài ra còn cảm nhiễm trong quá trinh 
^iết mồ do đièu kiện vệ sinh Irong lò mô không tốt.

Lirợrig vi sinh vậl nhiêu hay ít là biều hiện lình trạng vệ 
sinh mô gíếl, chuvên chở... Do đó kiêm tra vi sinh vật củá thịt 
có ý nghĩa quan trọng.

Tiế^i hànhr kiếm tra vi sinh vật ở hai phản của thịt lí! Irôn 
bề mặl và írong bề sầu.

a) Kihn l ra. trên tíè mặt thịt: Uiìng dao vô khuân cắl một 
mầu Ihịt nhỏ như hạl đậuxanli phếl lên phiẽii kính đê khó. cố 
định, nliuộm gram soi kính hien vi:

Mỗi phiến kinh' nên kiễm tra 5 khoảng nhìn sau dỏ lirih 
. SỐ cầu k-huạn và trực khuần gằ'aivi âm, gram ddơng và lĩíy số 
íruiig bình.

b) Kỉền tra; bề sán thịt: Đùtig còn đốt mặt lliịt một khoàng , 
khả rộng. Hoặc dùng dao đốl nóng áp vào mật lỉiỊI với nụic đích 
băiíđảm vô klìiiần.

Dùtìg dao từ chỗ đã vò trùng khoét sâu vào lẵy một mieng 
Ih ịtnhỏởđộ  sâu2 — 2.õcm và mộl^miếngIhịl ở độ sâu 3 —3,5cm.

Làm các tiêu bân kính, cố định nhuộm gram và soi kính. 
Mỏi phiốn kinh ',sẽ ]ciềm tra 5 khoảqg rilùii (tliị 'Irirờng kínli) rồi 
lấ \  số bình quân.
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c) Nhận định kết quả:
Có thề căn cứ vảo tiêu chuầB dưới đâv đẽ. đánh giái phẫm 

cbất thịt. '
— Thịt tươi: trên phiển kính không thấy vi sinh vậl hoặc 

(roriíỊ một Ihị trường kính cỏ Ihê nhìn thẫy 1 — 2 cằu khuần 
hay Irực khiiấn gram ( -f). Hoàn toàn không ỉim MÌẵỵ cảc thớ 
thịt thối rữa. ■

— Thịt kém lưưi trên nhiến kinh có khoảng 20 - 30 cău 
khuầii và Irực khuần, lác đác có các ttìớ Hiịt bị Ihối rữa.

Thường khi quan sát bên ngoài mặt Ihít qua kinh hiếíi vì 
la Ihẵy Iượpg VI sinh vật có nhiều. Nhưng iió chỉ có giá trị kẽt 
•luận về tinh hình vệ sinh trong,quá trỉnh mô giẽt vận chuyên*..

Đễ kết luận thịt tươi hiay không thì phAi xét đến tình trạng 
vi sinh vật ở bè sàu của thịt, ở  Irêii là »iêu chuẳn khi kiễm trạ 
bè sâu của thịi.

NỘI DUNG THỰC TẬP VÀ TƯỜNG- TKL\H

— 1 iẽn hành kiễm định cảm quan và kiêm clỊnh vi ẴÌnh 
rậl của trứng bằng phương phảp soi đễm trực tiếp trên tiêu Ỉỉản. 
Pirờng trình lại quá trinh lỏm và kếl quả kiềni dịnh, qua đố 
Iihạn định phầm cỊiát của trứng kiễm định. Phát hiện và niiêu 
la các nhóm vi sinh vật'CÓ t rên  tiêu bản.

hành kiêm dinh cảm' quan, xác ctịnli chỉ số hóa học 
và kiem định vi sinh vật đối với hai mẫu thịt tirơì và tliịí kém 
p1iam chíit. Ghi rõ kết quả kiêm dịnb, chú ý miểu tẫ các nhọín 
vi sinh vậl phát Iriền Ihấp.

Giai thích các hiện tượng đã quaif sát đirợc khỉ cik' phíín 
-irng hóa học kiềm nghiêm thịt hring.

CHUAN BỊ DỤNG c ụ  vA NGUVRN I.IỆU

Dụng cụ :

— Phiến kinh đễ nhuộm liêu bản.
— Chậu 1 hủy tinh đễ ỉàm tiêu băn.
— Bình đựng nước rửa.
— Dao.
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— Kéo.
— Khiiy men,
— Gối chày thủy tinh (hoặe l)ằng dông).
— Giáy đo pH.
— Hộp lồng.
— Kẹp,
— Kính hiễn vi quaníị' học.
— Ống nghiệm.
— Giã đựng ống nghiệm.
— Cỗc nẵu.
Nguyên l i ệ u : ,
— Gia súc đã niô sẵn.
— Tlật làm đốí chứng.

Trứng gia càm.
— Thuốc Ihử phân ứng Eber.
— Dung dịch Nesle.
— Bcnzidin 0,2%.
- H A  :  ̂ : m -

Avelát chì
— Sunphát đồng (CuSOí) 1%.
— Axítaxetíc • •’ í%.
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MỤC LỤC 

Trang

Bài 1 — Phưohg pháp sư dụnị>* kínỉi tiiền vi quan sát hình iliỂyi
vi ^inh vặl 5

Bài 2 — Phương pbáp Uun và ahuỏĩĩi mẫu tiêu bẫn \  ; 13

Bàĩ 3 — Cách sử dụng mộl số I iìả / ỉĩiớc. Cách sử lý và 1)10 gỏi \
dụng cụ thny tinh ( 27

Rài 4 — Môi trường nuôi cấy vi sính vặt
tiài 5*—Pitựang pháp nuổl cẵy phâa ỉảp V! sinh vật ; ;

Bài 6 ~ Đ j m  s6 lirọ'ng và đo kích thưửj íể bào vi sinh vjt ^53
Rài 7 — Phương* pháp kiêm tra các phủĩ) ứng chuyền hỏa 'V ật chăt i ,

của vi sinb vỵt  ̂ * Ộ2

Bài 8 — Ảữh hư(Wii? cảỉi các nhân tố vật lý hộa liợc và sinh vỏt [
% (tểtt vi sinh vật 77

ì

i ^  \ầ ̂  L A  ÌF &  ấJ J.x V K

Bài 9 — Che tạ í) ch 5 phíìMi lắctíc :dÙM̂ ' trong cliẹ biến thức án ;
Bài 10 — Nấai men và phưo'ỉig pbáp u men thiVo ăa

80

82

íiài 11 — Kiẽiĩi lầ^hiệm yí siah vủt họe sữa S9
Bàl 12 — Kỉềm tra vi : inỉi vủl học trử:ìg vù thịt 95

--^ ---------------------------------------------------- --------------------- ------ —
In tại Nhà in Trưồ*ng (]ại*Nông Bghlệp ]. sổ lưọng 20ỢỌ cuồn 
khS 1 5 x  22, XoHií ngày iõ-11-1982 nộp lưu ehieữ t^Ịĩig 12-1982.
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ĐÍNH CHÍNH

Trang ! Dòng
■

In sai Sửa lại

3 — 7 tx
Ị

Cliúníí cìa... 1ị c.húng tỏl đã

6 10 tx ■ rồng rỗng

10 15 đl . tưới tươi

18t 15 dl ụhuộn nhuộm
26 3 tx *  ■ Sự Xử

26 14 rx Xử , . Sử
31 M ix . báo. bào

49 8 tx Ổn ống.
5Ố 11 tx

1
< môi nuôi

59 '4 5  tx đà " : dài

64 11 tx Euỉrorn — Smth Euhorn-^ Stĩilth

‘ 66 16 tx 0,5m . 0>5 ml
- 6ậ ‘ 5 dí Độ » Đỏ

6» 11 dl Khử trong Khử trùn*;
71 ' Ì5  dl đề đS

• 7« 2 đl Penlculin Penicillin
89^ 17 dl nbuộn nhnộm
91 16 tx ỉacmoc lạc tnọc

7 lỗi Dhà in 
tl iòM gĩa
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