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Thi nghiém vi sinh vt hoc ThS.Lé Xudn Phuwong

BAI 1: THUC HANH LAM MOI TRUONG DINH DUONG

I. Khai ni¢m:

- Céc chat dinh dudng 1a nhitng hop chit tham gia vao qua trinh trao doi
chat ndi bao.

- Mbi truong dinh dudng 12 hn hop gém céc chat dinh dudng va cac chét
c6 nhiém vu duy tri thé oxi hoa khtr, ap suét thAm thau cua té bao va su 6n dinh
doé pH cua moi truong.

- Yéu cau cua moi trudng dinh dudng: Co6 du cac chat dinh dudng can
thiét; Co do pH thich hop; C6 dd nhot nhat dinh; Khong chtra céac yéu t6 doc hai
; Hoan toan vo trung.

- Phén loai m6i truong dinh dudng: Nguoi ta dua trén cac co s¢ khac
nhau dé phan loai méi truong
II. Phwong phap lam méi truwong

Lam méi truong dé thuc hién viéc phan lap, nhan gidng, giit giéng vi sinh
vat, dong thoi dé nudi cay va nghién ciru cac dic diém sinh hoc cta ching.

2.1. Nguyén tic ciia viéc ché tao méi truwong

- Duya trén co s& nhu cau vé cac chét dinh dudng va kha ning dong hoa
cac chat dinh dudng cta timg loai sinh vat.

- Pé dam bao su can bang vé 4p suat tham thau gilta moi trudng va té bao
vi sinh vat nén can diéu chinh ty 1& va ndng do cac chat trong thanh phan moi
truong.

- Pam bao cac diéu kién hoa 1y can thiét cho cac hoat dong trao do6i chét
cua vi sinh vat.

2.2. Cdc budc ché tao méi truwong dinh dwéng:

1. Pha ché:

+ Can, dong that chinh x4c timg thanh phan moi truong va pha ché theo
dung trinh ty huéng dan trong tai lidu.

+ Moi truong 1ong: Can, dong céc cit rdi cho hoa tan vao nude.

+ M6i trudong dac:

= Cén agar roi ngdm vao nudc

» (Can hod chat roi hoa tan trong nudc.
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= V6t agar ra, vat kho, bé vao xoong moi truong dé dun.

2. Lam trong moi truong:

Viéc 1am trong méi truong s& gitp ta dé dang quan sat sy phat trién cua vi
sinh vat. C6 thé lam bang mot trong cac cach sau:
+ Céch 1: Loc bang bong, vai thua hay gidy loc
+ Cach 2: Loc bang long trang trimg ga.
= Ct 1 lit moi trudng dung 10ng trang ctia 1 qua trimg.
= Lay long trang tring + luong nudc bang lugng long tring danh
tan cho sui1 bot.

= D) hon hop tring va nude trén vao mdi truong.
= Tron déu, dun so61 10 - 15 phut.
= Pe¢ lang r61 mai loc.

3. Diéu chinh d6 pH cua moi trudng:

+ Mubn diéu chinh d6 pH ciia méi trudng ngudi ta dung HC1 10 % hay
NaCl 10 %. Ngoai ra c6 thé dung mot s6 hoa chat khac nhu: HsPO,, H,SO,,
KOH, NaHCOs3, Na,COs; ...

+ Mubn kiém tra d6 pH ciia méi truong ta nén dung may do pH (pH -
metre). Phuong phap nay nhanh nhay va cho d chinh xac cao. Trong phong thi
nghiém c6 thé dung chi thi mau xanh bromotomol hay gidy quy dé do pH.
Phuong phéap nay tién loi, nhanh nhung khong cho dé chinh xéc cao.

4. Phan phdi moi trudng vao dung cu:

Nguoi ta thuong phan phdi méi truong vao dng nghiém, dia pétri, binh
tam giac. Trinh ty phan phéi gdm cac budc sau:
+ Mdi truong can duge dun cho hod chat 1ong r6i d6 qua phéu thuy tinh
vao céac dung cu.
+ Tay trai gitt dung cu chtra méi1 truong.
+ Tay phai kep ntit bong va kéo ra.
+ Nhanh tay r6t moi truong vao dung cu va day nat bong lai.
*Chay:
= Pdi v6i 6ng nghiém: Néu ding mdi truong lam thach nghiéng thi
lrong mdi truong can duge phan phdi chiém 1/4 thé tich cua dng
nghiém.
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Néu lam thach démg thi luong méi trudng can dwoc phan phdi tir
1/2 - 1/3 thé tich 6ng nghi¢m.
= P6i voi binh cau hay binh tam giac, lugng mdi truong dugc phan
phoi chiém 1/2 - 1/3 thé tich cua binh.
= Cic thao tac phan phdi phai nhanh, gon, khéo 1éo dé méi truong
khong dinh 1én miéng dung cu hodc ntt bong va viéc phan phoi can
thuc hién xong trudc khi moi trudong bi dong dac.
- Khtr tring méi truong:
Tuy theo tinh chat va diéu kién cu thé cua timg loai méi truong ma cé ché
do va phuong phap khir trung khéac nhau.
6. Lam thach nghiéng, thach dumg, d6 thach vao dia pétri:

+ Lam thach nghiéng: Can tién hanh ngay sau khi khir tring méi trudng
vira két thiic va moi trudng chwa dong dic.
+ Lam thach démg: Pt cac dng nghiém d3 c6 méi trudng 1am thach dimg
vao gia ,dé yén cho dén khi méi trudng ngudi va dong dic.
+ P6 thach vao dia pétri:
= Toan bd quy trinh d6 thach vao dia pétri déu thuc hién trong ti ciy
vO trung
* Chu y:
= Thao tic do thach phai hét strc khan truong va khéo 1éo dé han ché
su nhiém khuén.
= Mit thach phai phang, nhin, c6 46 day khoang 2mm. Thong thuong
ctr 1/4 1it moi truong c6 thé phan phdi duge 22 - 25 dia pétri.
= Sau khi d6 méi truong vao dia pétri, 1 - 2 ngay sau khi kiém tra lai
xem moi trudng ¢d bi nhidm khuan khong rdi méi st dung dé cay
hai phan 1ap.
= Nh§ viét vao nhan: TN mMOi trEONE ........vveeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen.
Khtr trung ngay ......... thang ........... nam ............
» PE vao noi cét gilt moi truong dé tién cho viéc theo dai, st dung va
bao quan.
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Hinh 1.1. M{t s6 dang méi truong trong ong nghiém va hép pétri

7. Bao quan va kiém tra moi truong:

+ MBbi truong chua dung can dugce bao quan ¢ chd mat, han ché tac dung
ctia anh sang, nhiét d6 tir 0 - 5 °C va khong dé moi trudng bi kho.

+ Trude khi st dung, dé kiém tra do vo6 khuan ctua moi truong, nguoi ta
thudng dat ching vao ta 4m 37 °C, trong 48 - 72h. Sau liy ra quan sat, loai bo
cac 6ng c6 vi sinh vat phat trién va chi sir dung nhiing 6ng nghiém, nhiing dia
pétri c6 moi trudng dat yéu cau.
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BAI 2 : CAC PHUONG PHAP PHAN LAP VI SINH VAT

I. Khai niém :

Phan l4p vi sinh vat 12 qué trinh tach riéng cac loai vi sinh vat tir quan thé
ban dau va dua vé dang thuan khiét.

Pay 13 mot khau c6 y nghia rat quan trong trong viéc nghién ciru va Gmg
dung vi sinh vat.

Vi sinh vat & dang thuan khiét 1a giong vi sinh vat duoc tao ra tir 1 t& bao ban
dau.

- Trong thién nhién hodc trong cac vat pham nghién ctru, vi sinh vat
thuong ton tai & dang hdn hop gom nhiéu loai khac nhau. Mudn nghién ctru vé
hinh thai, sinh 1y, 1y ho4 hodc sit dung vao thyuc tién mot loai nao d6 thi can phai
dua chung vé dang thuan khiét.

- Nguyén tic: Tach roi cac té bao vi sinh vat; Nudi cay cac té bao trén
trong mdi truong dinh dudng dic trung dé cho khuan lac riéng ré, cach biét
nhau.

II.  Phwong phap phén lap vi sinh vt thuin khiét:

Qua trinh phan 18p vi sinh vat & dang thuan khiét: V&i hau hét cac loai mau
nghién ctru, qua trinh phéan l4p vi sinh vat & dang thuan khiét gém cac budc co ban
sau:

- Tao ra cac khuan lac riéng ré tur quﬁn thé vi sinh vét ban dau.

- Phén lap vi sinh vat thuan khiét.

- Kiém tra d9 tinh khiét cta cac khuan lac.

2.1. Tao ra cdc khuén lac riéng ré tiv quan thé vi sinh vat trén cdc moi
truwong phan lap

a. Yéu cau:

- Néu mAu ban du ¢ dang rin phai dua vé dang 1ong bang céach:

+ Nghién mau.
+ Hoa tan mAu trong nudc cat vo trung.
Sau thyc hién nhur mau 1a dang 1ong.
+ Tiép tuc pha lodng & ndng do can thiét.
+ Céy mau trén mdi truong dic trung cia no.

- Pé ¢6 duoc ching thuan, can tién hanh 1ap lai nhiéu 1an céc k¥ thuat pha
loang néu trén cho dén khi tat ca cac khuan lac xuit hién trén moi truong déu
d6ng nhat. Mtrc d6 thuan khiét ctia chiing c6 thé duoc kiém tra nhu sau:
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- Viéc tao hop ria tor mdt khuén lac don cuta chung thuan chi tao ra mot
loai khuan lac duy nhat trén bé mit méi trudng ¢ hinh thai gidng véi khuan lac
ctia chung ban dau.

- Mdi khuan lac don chi chira mot loai t& bao c6 hinh thai giong nhau
trong quan sat dudi kinh hién vi.

Trong thao tic tao khuan lac don can luu y han ché thap nhat nguy co bi
nhiém bang cach thuc hién nghiém tic cac yéu cau cua thao tac vo tring.

b. Phwong phdp tao khuén lgc don:

- C6 nhiéu ky thuat ria khac nhau dé thuc hién hop ria va tao khuén lac
don. Mot s6 k¥ thuét ria thuong dung: k¥ thuat ria chit T , k¥ thuét ria bon goc ,
ky thudt ria tia ,ky thuat ria lién tuc
- Thao tac k¥ thuét tao khuan lac don duoc thuc hién nhu sau:

1. Ky thudt hop ria:

- Dung que ciy vong thao tac vo trung thu gidng.

- Ria cac duong trén dia pétri chira moi truong thich hop (ria chit T va ria
bdn goc). Sau mdi dudng ria, d6t khir tring dau que cdy va 1am ngudi trude khi
thie hién dudng ria tiép theo.

- Bao g6i dia pétri, 0 & nhiét d6 va thoi gian thich hop trong ti 4m.

2. Ky thudt hop trai:

- Dung pipetman va dau tip vo trung, thao tac v tring chuyén 0,1 ml dich
chtra gidng vi sinh vét 1én bé mat moi truong trong dia pétri.

- Nhang dau thanh gat (que trai) thuy tinh vao con 70°, ho qua ngon lira
dé khtr tring. Dé dau thanh gat nguoi trong khong gian vo tring ctia ngon lira.

- M¢ dia pétri, dat nhe nhang thanh gat Ién bé mit thach cua dia petri.
Dung dau thanh gat xoay, trai déu dich gidng 1én bé mat thach. Trong khi trai,
thuc hién xoay dia mot vai lan, mdi lan khoang 1/2 chu vi dia tao diéu kién cho
thanh gat trai dich gidng déu khap bé mat moi trudng.

- Rut thanh gat khéi dia, day dia, goéi va u ¢ nhiét do va thoi gian thich
hop trong t 4m.

3. Ky thudt hop do:

- Dung pipetman va dau tip vo tring, thao tac vo trung chuyén 1 m dich

chtra giéng vi sinh vat 1én bé mit méi truong trong dia pétri.
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- B6 khoang 15 - 20 ml moéi trudng da dun chay va dé ngud dén 45 - 55°C
vao dia petri dd cay mau.

- Xoay nhe dia petri cung chiéu va nguoc chidu kim dong ho vai lan dé
dung dich giéng duogc tron déu trong moi truong cy.

- Pay nép dia pétri, dé dong tu nhién.

2.2.  Phdn lap cac vi sinh vdt trén moi truong dac o dia pétri

a. Phén Igp vi sinh vt hiéu khi:

+ Hut 0,1 ml dich mau di pha lodng cho vao dia pétri c6 moéi trudong thich
hop.

+ Dung que gat thity tinh phan phdi dich mau trai déu khap mit thach.

+ Tiép tuc st dung que gat nay gat mau cho déu khap mit thach dia pétri
thtr 2 rdi dia thir 3.

+ Pit cac dia pétri 1, 2, 3 trén vao ti 4m & nhiét d6 thich hop sau mot thoi
gian nhat dinh tuy giéng vi sinh vat ta s& nhan duoc cic khuan lac riéng ré tir cac
dia thir 2 va 3.

b. Phan lap vi sinh vt ki khi:

+ Dung moi truong dic trong 6ng nghiém dem chung cach thuy dé loai bo
khong khi trong moi trudng.

+ Pé ngudi mdi trudng con 45 - 50 °C.

+ Hut 0,1 ml dich nghién ctru cho vao 6ng moi truong, day nat lai, lac
tron quanh truc ng nghiém.

+ R6t nhanh méi trudng ¢ dng nghiém vao nap dudi cia dia pétri va day
that nhanh nap trén lai, sao cho gitra mat nip va moi truong khong con khong
khi.

+ Dung parafin han kin phan tiép xuc giira 2 nap ctia dia petri va 0 ¢ nhiét
do thich hop.

+ Sau khi vi sinh vat phét trién, chon cac khuan lac riéng & trong khéi
moi trudng, ding que cdy cat ca khdi méi trudng rdi cdy vao méi trudng 1ong
thich hop.

2.3.  Kiém tra dé tinh khiét ciia giong mdi phan lip

C6 nhiéu cach kiém tra:

1. Kiém tra vét cay:

Quan sat su sinh trudng cua vi sinh vat qua vét cdy trén moi truong dic.

+ Néu vét cay c6 bé mit va mau sic dong déu, thuan nhat ching té gidng
moi phan 1ap tinh khiét thi giir lai.
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+ Néu vét cdy khong thuan nhat thi loai bo.

2. Kiém tra lai d6 thuan chung cua cac loai khuan lac:

+ Chon cac khuan lac riéng r& trén moi truong thach nghiéng.

+ Tach cac khudn lac ndy ra va hoa tan, pha lodng & néng do can thiét
trong nudc cat vo trung.

+ Nho 1 giot dich trén vao dia pétri c6 moi truong.

+ Dung 1 que gat phan phdi giot dich déu khap mit thach dia pétri thu
nhat, roi dia tht 2, thir 3.

+ Dt cac dia pétri trén vao ta 4m v4i nhiét do va thoi gian thich hop tuy
loai vi sinh vat.

+ Sau 1ay ra quan sat cac khuan lac riéng r&. Su thuan khiét cia khuan lac
13 biéu hién su thuan khiét ctia gidng.
III. Thuc hanh phan lap vi sinh vat tir cac loai canh trwomg khac nhau
3.1. Phan lap vi khuan Bacillus subtilis:

- C6 kho cat nho, cho vao 1 binh tam giac.

- B6 sung thém:  + Mot chat phan

+ Nudc sach d6 ngap co.
- Pun s6i 15 phuat dé diét cac té bao sinh dudng va cac té bao khong sinh bao

- Pay nat bong, dé ta 4m & nhiét d6 25 - 26 °C trong 48 - 72 h.
- Két qua:

+ Xuét hién 16p vang xam c6 nhiéu vi khuan Bacillus sublitis vi co
khé bao gid cling ¢ bao tir ciia vi khuan nay.

+ Soi kinh hién vi : Té bao Bac. sublitis c6 hinh que, dai, bao tir hinh
dvan nam & xa tim hay gan tdm khuén lac. Té bao c6 kich thude (3 - 5 x 0,6) um.
3.2.  Phan lap nam moc Aspergillus oryzae, Aspergillus niger va Mucor:

- C6 thé phan 1ap cac loai ndm mdc ndy trén com ngudi, x6i 1lam méc
tuong, banh mi dé kho it ngay.
- Thong qua mau sac ciia moc dé nhan dién.

+ Modc c6 mau trang: C6 thé 13 Mucor hay Rhizopus.

+ Mbc ¢6 mau den 13 Aspergillus niger.

+ Mbc c6 mau xanh luc 14 Penicillium italicum.

Loai moc nay thuong co6 trén vé cam, chanh dé€ 1au ngay
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- Dung que cdy dau hinh thudc thg ldy mot it soi ndm cdy vao méi truong
thach nghiéng thich hop (Czapek).
3.3.  Phan lgp nim men:

- C6 thé phan 1ap ndm men dé dang tir cac mdi truong nhu:

+ Bé mit trai cay va dich ép mot sb trai cay nhu tdo, 1€, nho, dau, mo,
dua, ...

+ Trong ruou nép, trong cac banh men rugu, trong bia, trong nudc mia,
trong hat képhia.

- Ndm men nay khi quan sat trén kinh hién vi thuong c6 dang hinh cau
hay hinh trémg. Té bao c6 kich thuéc 16n, c6 kha ning nay chdi. Khuan lac cho
mau tring sira

- Chon cac khuan lac ndm men riéng ré va cdy vao mdi trudng thich hop
ng khoai tay - duong cdm hay méi truong Sabouraud).
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BAI 3 : CAC PHUONG PHAP NUOI CAY VA BAO QUAN VI
SINH VAT

I. Cic phuong phap gieo cay:
1.1  Cdy truyén tir 6ng nghiém nay sang éng nghiém khdc:
- Dan nhan ghi | Tén giéng vi sinh vat
{ Ngay cay
vao thanh dng nghiém, dudi nit béng mot chut.
- Tay trai cam 2 dng nghiém: 1 dng giéng
1 6ng méi trudng
- Tay phai cam que cdy va khtr tring trén ngon dén con cho dén khi nong
do6 day ciy
- Dung ngén Ut va ngdn ap ut kep nit bong vao long ban tay xoay nhe,
kéo nit dng gidng ra
- Ho néng dé khir trung khong khi & miéng 2 6ng nghiém
- Poi khi que cdy vira ngudi, khéo 1éo dua que cdy tiép xuc véi khuan lac
trong 6ng giong.
- Rut que cay ra, khong dé que cdy cham vao thanh 6ng nghiém va dua
ong vao moi truong dé thyc hién céc thao tac cdy truyén.
- Khtr trung lai phan khong khi noi miéng 2 dng nghiém rdi day niit bong
- Khtr tring lai que cdy sau khi da sir dung xong
-Chuy:
e Néu ong gidng 1a canh trudng 1ong co vi sinh vat thi ding pipet hit
canh trudng thay que ciy.
e Thao tac khir tring 6ng hut bat dau thyc hién & dau nho 6ng hit sau
khi d3 théo gidy bao goi.
e Sir dung xong cam 6ng hut vao dung dich cromic dé khir tring.
1.2. Phwong phdp cdy trén thach nghiéng:
Phuong phép nay dung dé cdy truyén cac vi sinh vat hiéu khi.
- Str dung que ciy dau tron tién hanh céc thao tac theo dung trinh ty nodi
trén
- Thuc hién viéc cdy gidng vao 6ng thach nghiéng bang cac thao tac tiép
theo:
+ Hoa giéng & dau que cdy vao giot nudc ¢ day dng nghiém.
+ Nhe nhang luét que ciy trén mat thach theo cac kiéu (hinh 3.1)
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= Hinh chir chi
* Hinh vong xodn

= Hinh vach ngang song song

Hinh 3.1 : M{t s6 kiéu cdy trén ong thach nghiéng

1.3 Phwong phdp cdy trén thach dirng: Phwong phdp nay diing dé cdy cdc
vi sinh vdt ki khi.

- Str dung que ciy hinh kim

- Sau khi lay gidng vi sinh vat, diung que cdy nay dam sau vao phan khoi
thach hinh tru.

Hinh 3.2 : Cdch sir dung Pipetmain (a) Cdy bang que cdy ddu nho (b)
Cdch cdy vi sinh vt ki khi bang que cdy hinh kim (c)

- Pam sat day 6ng nghiém va dam thanh 3 duong: 1 duong chinh gira, 2
duong sat thanh 6ng tuy yéu cau.

- Puodng cdy phai thang, nhe nhang dé khong gy nut, v mdi truong (hinh
3.2).
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1.4. Phwong phdp cdy trén dia pétri:
C6 thé cdy trén dia pétri theo 1 trong 2 cach sau:
* Dung que cay dau tron va thyc hién theo trinh ty sau:
- Pé dia pétri 1én ban.
- Dung que cdy lay canh trudng vi sinh vét theo thir tu va yéu cau ¢
phuong phap chung.
- Tay trai hé mo nap dia pétri vira da dé cho que cay vao.
- Nhe nhang va nhanh chong ludt que céy lén mat thach theo mot
trong céac kiéu sau:
+ Theo hinh chir chi trén toan by mat thach (hinh 3.3a)
+ Theo nhitng duong song song (hinh 3.3b)
+ Theo 4 hinh chir chi 4 goc (hinh 3.3¢)

Hinh 3.3 : Cdc kiéu cdy trén thach dia .
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Hinh 3.4 : Cach dc‘m‘vi sinh vt trén bé mdt moi truong.
A — Que gat Drigalxki; B — Dan bang que gat; C: Su sinh truong cua VSV sau khi

dan deu bang que gat; D : Su sinh truong cua VSV sau khi dan bang que cdy
* Dung pipet: Thuong ap dung dé dinh luong vi sinh vat va cdy mot lugng kha
nhiéu giong. Co 2 cach:

- Cach 1:

+ Tron dich céy vao thach béng cach hut 0,1 ml dich nghién ctru cho vao
6ng nghiém c6 moi truong thach ¢ nhiét do 50°C.

+ Pay nut bong lai, lac nhe cho vi sinh véat phan phdi déu trong moi
truong.

+ P6 thach nay vao dia pétri da khir tring.

+ Xoay tron dia pétri cho thach dan déu & day hop.

+bé yén cho thach dong dic lai va dat vao ta am & nhiét d6 thich hop.

- Cach 2:

+ Hut 0,1 ml dich cdy, nho vao dia pétri c6 mdi truong dic.

+ Dung que gat phan phdi giot dich déu khip mit thach dia.

+ Cat vao ti am voi nhiét do va thoi gian thich hop tuy loai vi sinh vat.
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III. Céac phwong phap nuéi vi sinh vat :

Pé dam bao su phat trién cta vi sinh vat, sau khi cay xong phai quan tdm
dén cac diéu kién nudi dudng ching. Cac diéu kién d6 bao gom:

- Nhiét do: Tuy loai vi sinh vat khac nhau, chon nhiét do tdi thich cho su
phat trién ctia ching va duy tri sy on dinh nhiét do do.

- DY am: Pé duy tri 46 am trong qua trinh nudi can:

- Bam bao du luong nudc khi lam méi trudong.

- Trong diéu kién can thiét c6 thé phun nuéc vo khuan vao phong nudi
hodc dé nudc bdc hoi trong ti 4m.

- Oxi (05):

- Doi véi vi sinh vat hiéu khi:

+ Cung cap thuong xuyén va dy du O,.

+ Lép moi trudong nudi ciy co do day vira phai.

+ Céc binh chira méi trudng duoc lic thuong xuyén trong qua trinh
nudi dé cung cap thém oxi cho vi sinh vat.

+ Néu nudi cay trong mdi truong c6 khdi lugng 16n phai tién hanh
suc khi thuong xuyén hay dinh ky.

- P6i voi vi sinh vat ki khi: Han ché sy tiép xuc v6i oxi bang cach; Do
1én bé mat moi trudng parafin, ddu vazolin; Cay trich sdu vao moi truong dic.
Nudi cay trong binh hut chan khong. Nudi trong éng nghiém dic biét sau khi
rat hét khong khi va han kin lai Pun s6i méi truong mot thoi gian dé loai hét
0,. Pé nguoi 45°C. Dung dng hut cy vi sinh vat vao ddy éng nghiém. Lam
ngudi that nhanh 101 d6 vazolin 1én bé mit dé han ché su tiép xuc voi1 O,.

- Két qua cua viéc nudi cay:

Sau khi nuoi ¢ thoi gian va nhiét do thich hop cho moi loai vi sinh vét ta

thay:
- Trong mdi trudng 10ng: Vi khuan phat trién sé lam duc mdi trudng.
- Trong moi truong dic & thach nghiéng:
+ N4m men, vi khuan phat trién s& tao nén vét ndi trén mit thach
trong hay trang duc.

+ Nam moc s€ tao nén nhiing s¢gi manh tir vét cay.
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- Trong méi trudng thach dimg: Cac vi khuan ki khi phat trién ¢ day cua
cOt moi truong.

]
{/ﬂa
¥ o D)

Hinh 3.5 : Cac dung cu nudi yém khi
a. Binh hut am chan khong
b. va c. Cac kiéu ong nghiém han kin

IV. BAO QUAN CAC CHUNG VI SINH VAT THUAN KHIET
4.1. Cac phwong phap bio quan gidng vi sinh vét

1. Phuong phap ciy truyén dinh kv 16n méi trudng méi:

- Phuong phép nay 4p dung dé bao quan tat ca cac loai vi sinh vat.
- Uu diém: Phuong phap nay don gian, d& 1am, thoi gian bao quan khong

A

lau.

- Nhuoc diém: Tén mdi trudng, cong stc va thoi gian. Pham chat ban dau
ctia gidng c6 thé bi thay d6i do nhiéu nguyén nhan khé xac dinh cu thé trong qua
trinh cdy truyén.

2. Phuong phap giit gidng trén moi trudng thach cé 16p dau khoang:

- Yéu cau ctia phuong phap nay 1a sir dung dau khoang nhu parafin 10ng
hay vazolin phai trung tinh, c6 d6 nhét cao, khong chira cac san pham doc véi vi
sinh vat va vo trung.

- Cach bao quan:

+ Khir trung dau khoang bang cach hap ¢ 121°C trong 2h. Sau d6 sdy kho
& tu say (170°C) trong 1 - 2h; dé ngudi

+ D061 vai vi sinh vat ki khi :
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+ Han ché su tiép xuc voi 0xi b'flng cach :

* P6 1én bé mat moi truong parafin, dau vazolin

* Céy trich sdu vao moi truong dic.

* Nuoi cdy trong binh hat chan khong (hinh 3.5)

* Nudi trong dng nghiém dic biét sau khi hut 1én khéng va han kin lai (hinh
3.5).

* Pun s6i moi trudng mot thoi gian dé loai hét O,. Pé ngudi 45°C. Ding
6ng hat cdy vi sinh vat vao day Ong nghiém. Lam ngudi that nhanh roi do
vazolin 1én bé mit dé han ché su tiép xuc voi O;.

+ D6 16n bé mit moi truong cb vi sinh vat phét trién tét mot luong dau cach mép
trén dng nghiém 1 cm.

+ Dung parafin dic han kin miéng ong, binh nudi VSV.

- Uu diém: Phuong phap nay don gian nhung hiéu qua cao nho kha ning
1am chdm qué trinh bién dudng va hd hip nén vi sinh vat phat trién cham lai.
Méi truong khong bi méat nude va kho.

3. Phuong phap giit gidng trén dt, cat, hat

* Trén ddt, cat: Dung dé bao quan cic chung tao bao tir tiém sinh (hoic
bao tir vo tinh) v6i thoi gian bao quan tir mot dén nhiéu nam.
- Cach bao quan:
+ Pat, cat dem rdy dé lay hat déu va ngam trong HCI hay H,SO,
dam dic 8 - 12h dé loai bo cac axit hitu co trong cat.
+ Rira k¥ va giir ¢ diéu kién vo tring.
+ Say kho va giit & diéu kién vo trung
+ Do day cat vao dng nghiém cé vi sinh vat phét trién trén moi
truong thach va lac that déu.
+ ROt toan bd cat 1an vi sinh vat vao 1 6ng nghi¢m khac.
+ Han kin miéng 6ng nghiém nay s& bao quan duoc rat 1au.
* Trén hat: Dung dé bao quan cac ching c6 dang hinh soi sinh bao tir
hozc khong. Thoi gian bao quan c6 thé téi 1 nam.
- Céch bao quan:
+ Hat ngii ce (Ita, bobo) dugc rira sach.
+ Nau cho hat vira ntt, dé rdo nuéc.
+ Cho vao cac dng nghiém cac hat ngii cdc noi trén.
+ Phu trén mit cac hat ndy mot 16p bong thdm nudc niu hat ngi
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+ Céy gidng vi sinh vat trén 16p bong cho moc that day.
+ Giit ¢ nhiét do 15 - 20°C.
4. Phuong phap dong kho:
Phuong phap nay lam cho té bao mét nudc & trang thai tu do. Pong thoi
lam giam, tham chi 1am ngimg han qua trinh phéan chia cua vi sinh vat. Nho d6

chuing c6 kha nang chiu duoc nhiéu tac dong cua ngoai canh.

- Phuong phép nay dung nhiéu trong san xuat, thdi gian bao quan 1én téi
vai chuc nam.

* Chu y:

Pé viéc bao quan vi sinh vat c6 két qua can phai dam bao chon gidng
thuan khiét, chua bj bién d6i cac dic tinh do dot bién ngau nhién dong thoi con
phai chon giai doan t6i uu trong chu trinh séng dé bao quan.
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BAI 4 : CAC PHUONG PHAP NHUOM MAU VA QUAN SAT
HINH THAI VI SINH VAT

I. Phwong phap lam tiéu ban tam thoi :
1.1. Cach lam tiéu ban giot ép

- Dung que cdy hoic dng hut 1y gidng vi sinh vat dé 1am vét boi.

- bat 14 kinh 1én giot canh truong that nhe nhang tranh khong tao thanh
bot khi. Mudn vay dé mdt mép la kinh ti€p xuc vaoi phién kinh roi tur tir ha 14
kinh xuong.

- Pua tiéu ban 1én quan sat trén kinh hién vi.

1.2. Cach lam tiéu ban giot treo

Loai ti€u ban nay dung dé theo ddi sy sinh san, sy hinh thanh bao tir, kha
nang di dong va phan tng ctia té bao vi sinh vat véi cac loai kich thich

- Dung phién kinh dic biét c6 phan 16m hinh tron & giira.

- B6i vazolin quanh phan 16m ctia phién kinh.

- Cho 1 giot canh trudong 1€n gitra 14 kinh.

- Than trong xoay nguoc 14 kinh cho giot canh trudng xudng phia dudi rdi
dat 1én phan 16m cua phién kinh.

1.3. Cach lam tiéu ban tam théi c6 nhu¢m mau

a. Nguyén tiic :

Phuong phap nay sir dung thubc nhuoém khong hodc it doc véi vi sinh vat
va dugc pha loang & ndng d6 dam bdo cho té bao vi sinh vat van song va hoat
dong sau khi nhudém mau.

b. Cach nhuom :

+ Nho 1 giot thudc nhudém xanh métylen 0,001% lén phién kinh.
+ Nho 1 giot canh truong vi sinh vat voi thudc nhudm.

+ Day 14 kinh 1én giot dich.

+ Quan sat tiéu ban ¢ vat kinh (x 10) rdi (x 40)

50



Thi nghiém vi sinh vt hoc ThS.Lé Xudn Phuwong

II.  Phuwong phap lam tié¢u ban c6 dinh :
2.1. Cac budec tién hanh lam tiéu ban c6 dinh

1. Lam vét boi :

2. Co dinh vét boi :

Céc cach cb dinh :

+ C6 dinh bang nhiét :

+ C6 dinh bang hod chat :

= Cich nay tuy phirc tap nhung khong giy bién dang té bao, khong
gay bién doi cau tric té bao va khong 1am dut cac tién mao.
= Nguoi ta thudng dung cac hod chét 1 ruogu va axétén dé cb dinh vét
boi.
» Céach ¢d dinh : C6 thé thuc hién mot trong nhirng cach sau :
0 Nhuang vét bdi vao rugu. Vi ruou 95° ngam vét boi tir 5 - 15
phut. Vo1 rugu métylic ngdm khoang 2 - 5 phut.
0 Ngam vét bdi vao dung dich axéton trong 5 phit.
o Nho vai giot rugu 90 - 95° 1én vét boi. D6t chay va dap tét
ngay. Lam nhu vay vai lan roi dé kho.
2.3. Nhudém mau ti¢u ban ¢ dinh

a. Nguyén tic :

- Str dung thudc nhudém c6 kha ning thim thdu qua mang té bao va két
hop v6i thanh phan khic nhau cua té bao thanh nhitng hop chit mau dic trung
bén viing.

- Tuy theo muc dich nghién ctru va kha ning bat mau khac nhau ciia cac
thanh phén té bao ma chon loai thudc nhudém va cadch nhudém cho phu hop.

- C6 2 cach nhudém chinh :

+ Nhuom don : Chi dung 1 loai thudc nhudm trén 1 tiéu ban.
+ Nhudm kép : Dung ddng thdi 2 hay nhiéu loai thubc nhudm trén
1 ti€u ban.

b. Cach nhuém :

- Pit tiéu ban 18n ciu thuy tinh (dit nam ngang miéng mot khay nhén,
hodc thuy tinh).

- Nho vao vét boi vai giot Fuchsin Ziehl, dé yén tir 1 - 2 phut.
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- Rira vét boi bang cach nghiéng phién kinh, ding binh xit cho dong nudc
chay nhe qua vét boi dén khi nudc chay ra khong con mau nira

- Dung gidy tham kho tiéu ban hodc ho nhe tiéu ban trén dén con

- Quan sat tiéu ban ¢ vat kinh (x 40) rdi chuyén sang vat kinh (x 100)
dung dau soi.
III. Quan sat dic diém sinh hoc ciia cic nhém vi sinh vat :
3.1. Quan sat dic diém sinh hoc ciia vi khuan (Bacteria).

Nguoi ta thuong 1am tiéu ban giot ép va giot treo dé quan sat hinh théi vi
khuan sau khi nuéi cdy ching ¢ nhiét d6 37°C sau 24 - 48h
3.2. Quan sat dic diém sinh hoc ciia xa khuén (Actinomycetes)

Cdc dic diém sinh hoc dic trung cin quan sdt

- Hinh dang bao tu

- Pic diém cudng sinh bao ti.

- Phuong thirc hinh thanh chudi bao tir

Cach quan sat

- Lam tiéu ban giot ép véi Streptomyces griseus ciy trén thach nghiéng.
3.3. Quan sat dic diém sinh hoc ciia nAm méc (Molds)

Cic dic diém sinh hoc dic trung cin quan sdt:

- Pic diém cia soi nAm: Mau sic, ¢ vach ngan hay khong ¢ vach ngan.

- Pic diém cua co quan sinh san: hinh dang, cach sap xép cac bo phan cua
co quan sinh san.

- Hinh dang, ciu tao, cach sap xép cta bao ti.
Cach quan sat:

- Lam tiéu ban ndm méc khéng nhuém mau

- V& hinh va nhan xét vé hinh dang chung cua soi nam; vi tri, hinh dang,
cach sap xép ctia bao tir, thé binh, cudng thé binh, cuéng bao tir dinh cta 2 gidng
nam mac trén.

- Thao tac sir dung kinh hién vi soi noi

- Lam tiéu ban ndm mdc nhudm mau:
3.4. Quan sat dic diém sinh hoc ciia nAm men (Yeasts)
Nhiing diic diém sinh hoc diic truwng cdn quan sdt.

- Hinh thai, kich thudc t& bao nAm men.

- Su ndy choi cia nam men

52



Thi nghiém vi sinh vt hoc ThS.Lé Xudn Phuwong

- Hinh dang, ) lugng bao tur trong 1 tui bao tir.
Cach quan sat:

- Lam tiéu ban nhuém don ndm men cdy trong moi truong dich thé véi
xanh métylen Loeffler.

- Quan sat sy ndy chdi cia nam men.

IV. PHUONG PHAP NHUQM KEP - QUAN SAT CAU TAO TE BAO
VI SINH VAT

4.1 Cac phwong phap nhudm kép - Quan sat cau tao té bao sinh vat:

- Nhuom kép 1a phuong phdp nhudm trong d6 nguoi ta st dung 2 hay
nhiéu loai thudc nhudém trén 1 tiéu ban.

- Nguyén tic cua viéc nhudém kép

+ Céc céu tric khac nhau, thim chi cac phén khac nhau cia mot ciu trac
thuong co tinh chat 1y hoc, hoa hoc cling nhu kha ning bat mau khac nhau.

+ Viéc str dung dong thoi cac loai thubc nhudm trén cing mot tiéu ban
cho phép ta co6 thé quan sat va phan biét cac ciu trac dé& dang hon.

1.Phwong phiap nhu¢m Gram :

a. Nguyén tic :

- Dya trén kha ning bat mau cta té bao chat va mang té bao véi thude
nhudm tim két tinh va i6t ma hinh thanh nén hai loai phtic chit khac nhau.

+ Loai phtrc chat thir nhat van gitt nguyén mau cia thudc nhudm nén
khéng bi rira troi khi xtr 1y bang con. Vi sinh vat co phirc chit nay thudc loai
gram duong.

+ Loai phtrc chat thir hai khong con gilt duoc mau cta thuéec nhuém nén
mat mau khi xir Iy bang con va bat mau cia thuéc nhuom bo sung.

Vi sinh vt c6 phirc chat nay thudc loai gram am.

b. Céch tién hanh :

- Lam tiéu ban :

+ Dung que cdy ldy nudc vo trang dé lam 3 vét boi trén phién kinh (hai
dau va gitra phién kinh).

+ Dung que cdy lay mot chiit khuan lac ciia chiing lam vét boi theo thir tu sau:

= Bén trai phién kinh 13 Bacillus subtilis

= Bén phai phién kinh 1a Escherichia coli
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= O giita phién kinh 14 Bac.subtilis tron 13n véi E. coli

+ Pé kho vét bdi trong khong khi hodc ¢ dinh nhe trén ngon dén con.

- Nhuom tiéu ban

+ Pt 3 miéng gidy loc 1én 3 vét boi.

+ Nhudm tiéu ban bang thuéc nhudém tim két tinh qua gidy loc trong 1
phut (hinh 50)

+ Nhuom lugol trong 1 phut.

+ Rura nudc.

+ T4y bang con trong 30 gidy, dé nghiéng tiéu ban nho tir tir timg giot con
cho dén khi tan hét mau.

+ Rira nudc.

+ Nhuom bo sung Fuchsin hay Safranin tir 10 - 30 gidy

+ Lam kho va soi tiéu ban véi vat kinh dau.
- Két qua:

+ Vét boi ctia Bac. sublitis mau tim - gram duong.

+ Vét boi ciia Bac. sublitis + E.Coli ¢6 mau hong 1dn mau tim.

+ Vét boi ctia E.Coli mau hong - gram am.
4.2. Phwong phap nhudm bao tir ciia té bao vi khuan

- Su hinh thanh bao tir 1a mét hinh thirc d6i méi té bao khi gip nhiing diéu
kién khong thuan loi trong chu trinh song

- Nguyén tdc nhudm : Dua trén cAu tric dic biét cua mang bao tu : day,
chic, kho bat mau, chira nhiéu lipit. Trudc hét xir Iy dé té bao chat bao tir d& bat
mau bang nhiét va axit. Nhudém mau ca té bao chit cua bao tir va té bao bang
thudc nhuém cé hoat tinh manh. Téy mau té bao chat t& bao di va nhudm né
bang thudc nhudém khac bé sung. Nhd d6 té bao chét cua bao tir va té bao chat té
bao bat mau phan biét.

Phwong phdp Ogietska :

- Lam vét boi v6i Bac. subtilis d3 nudi cdy 2 tuan tudi trén Ong thach
nghiéng va dé vét boi kho ty nhién.

- Nho vai giot HCI 0,5% 1én vét boi, ho nong trén ngon dén con cho bdc
hoi, giir 2 phut r6i rira nude.

- Pat 1én vét boi miéng gidy loc roi nhoé Fuchsin Ziehl, ho néng cho dén
khi bdc hoi. Néu thubc nhudm can phai bd sung ngay va giit trong 5 phit.
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- Bo gidy ra va rira lai vét boi bang nudc.

- Tay mau bang cach nhung phién kinh vao dung dich H,SO, 1% trong 2
phut.

- Rura vét bdi bang nudc.

- Nhudm vét boi biang xanh métylen Loeffler trong 5 - 15 phit.

- Rira nuéc, dé kho tw nhién vét boi.

- Quan sat tiéu ban trén kinh hién vi vé6i vat kinh dau.

- Két qua : Bao tir mau do, té bao chit mau xanh.
4.3. Phuong phap nhudm nhan (chat nhan) ciia vi sinh vat

O cac vi sinh vat bac thap, nhan chua c6 cau tao dién hinh (chat nhan
chua dugc bao boc bdi mang nhan).

O céc vi sinh vat bac cao, nhan cé ciu tao dién hinh (c6 mang nhan bao
xung quanh chat nhan).

Thanh phén ho4 hoc ctia c4 nhan va chit nhan déu 1a ADN, chi & mét sb
rat it loai vi sinh vat la ARN.

- Nguyén tdc :

Do tinh chat bat mau cia ADN trong nhan va ARN trong té bao chat
tuong tu nhau.

Dung HCI dé lam tan ARN trong té bao chat réi méi tién hanh nhuom
mau ADN trong nhan.

- Cdch tién hanh :

+ Lam tiéu ban tir 6ng thach nghiéng cdy vi khuan sau 24h hoic cdy ndm
men sau 48h.

+ Pé kho tu nhién r6i ¢b dinh tiéu bénbﬁng hot dung dich axit osmic 2%
trong 2 - 3 phut (co6 thé thay axit nay bang axit axétic).

+ it tiéu ban vao cbc thiy tinh c6 HCI 1N, dun cdc axit nay & 60°C va
gilr trong 3 - 5 pht.

+ Rira ngay tiéu ban bang nudc cat.

+ Nho [én tiéu ban dung dich Formalin 1%, giir trong 1 - 2 phut.

+ Rira lai tiéu ban bang nudc cat.

+ Nhudm vét bdi bang dung dich 0,5 - 1% Fuchsin va gitt trong 1 - 2 phut.

+ Rura that sach 16p thudc nhudm trén tiéu ban béng nudce cat.

55



Thi nghiém vi sinh vt hoc ThS.Lé Xudn Phuwong

+ Pé kho, quan sat tiéu ban voi vat kinh dau trén kinh hién vi.
* Két qua :

- Nhan mau nau do tham, té bao chat mau hong.
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BAI 5 : CAC PHUONG PHAP XAC PINH SO LUQNG
TE BAO VI SINH VAT

Trong bat ky mot loai mau vat nao, mudn biét sb luong chung cua cac
nhom vi sinh vat ciing nhu s6 luong riéng ciia mdi nhom thanh phan, déu can
phai dém sd lugng té bao cua chung.

bé xac dinh s6 lugng vi sinh vat trong dét, nudc, khong khi va dich nudi
ciy ... nguoi ta ¢ thé sit dung nhiéu phuong phap khac nhau. Trong dé c6 2
phuong phéap duéi day duge dung nhiéu hon cé :

- Phuong phap xac dinh truc tiép s6 luong té bao bang phién kinh c6
khung dém Goriaep (phong dém hdng cau).

- Phuong phap xac dinh gian tiép so luong té bao bang cach dém sé lugng
khuén lac moc trén moi truong thach.

No6i chung ca 2 phuong phap trén déu phai tién hanh theo 2 budc sau day :

I.  Chuin bi miu :

Pé xac dinh gian tiép hoac truc tiép té bao vi sinh vat
1.1. Lay miu:

Tuy theo loai vat pham can xac dinh ma ta ldy mau dé nghién ctru véi sb
luong va khéi luong khac nhau cho pht hop. Yéu ciu cua viéc ldy méu.

- Léy mau co tinh chat dai dién.

- Lwong mau lay vira phai, di dé phan tich cc dic tinh 1y, hod, sinh hoc.

- Dung cu lay mau, chtra mAu phai vo tring.

- L4y mau xong phai phan tich ngay va khong duoc dé qua 24h.

- MAu lay phai c6 nhin ghi ky hiéu va ghi vao so nhimg dic diém cua
mau va noi thu mau.
1.2. Phaloing miu :

Chuan bj mot sd binh tam giac chtra 90ml nudc cat vo trung, mot $6 6ng
nghiém chtra 9ml nudc cat vo tring va mot sé dng hat (1ml) vo tring.

a. Méu 6 trang thdi long :

- Pha lodng mau theo ddy thap phan
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Hinh 5.1 : Phuong phdp pha lodng mau theo ddy thdp phén

b. Néu miu nghién ctru & trang thai dic (nhu dat, lvong thyc, thuc
pham)

- Chuén bi 2 binh hinh nén c¢6 dung tich 250 ml

+ Binh 1 chtra 90ml nudc cat vo tring

+ Binh 2 da vo trung va khong chura gi

- Khir trung cdi chay st bang cach cho mét it con vao va ddt 1én. Sau dé
deé nguoi.

- Can 1 g dat (hodc mau) cho vao cbi st va nghién nat mau.

- Dung toan bo nuéc ¢ binh 1 dé chuyén toan bé mau sang binh 2.

- Lac 5 phut, dé lang 30 gidy rdi tiép tuc pha loing miu nhu mau ¢ trang
thi I6ng.

- Tuy theo su udc doan sd lwong vi sinh vat trong mau ma pha lodng
nhiéu hay it
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Hinh 5.2 Ahudn fac

II. Phwong phap dinh lwgng vi sinh vat :

Su hién dién cta vi sinh vat c¢6 thé duogc dinh lugng béng nhiéu phuong
phap khac nhau nhu dém s lugng té bao truc tiép trén kinh hién vi, dinh luong
gian tiép thong qua muc do can anh sang (d6 duc) , dém sd khuan lac moc trén
mot mdi trudng xac dinh, dinh luong mot cach thong ké bang phuong phap pha
loang t&1 han ( phuong phéap MPN) ...

2.1 Phuong phap dinh lwong truc tiép :

Mat d6 vi sinh vat don bao c6 kich thudc 16n nhuw ndm men, tao ... co thé
duoc xac dinh bang cach dém truc tiép bang budng dém trén kinh hién vi .Quy
trinh dém truc tiép cho phép xac dinh nhanh chéng mat do vi sinh vét trong miu
nhung phuong phap ndy c6 mot s6 nhuoc diém 1a khong phan biét giita té bao séng
va té bao chét, d& nham 1an té bao vi sinh vat v&i cac hat vat thé khac trong mau,
khé dat duge do chinh xéac cao, khong thich hop cho huyén phu vi sinh vat co mét
do thap.

1. Pém truc tiép bing buong dém hong ciu :

Budng dém hong cau thuong 1a mot phién kinh day 2 - 3 mm c6 mét ving
dia dém nam giita phién kinh va duoc bao quanh bdi mot ranh. Dia dém thap hon
bé mit cua phién kinh khoang 1/10 mm, c6 hinh tron vi thé khi duoc phi 1én bang
moto 1a kinh thi do sdu cua dia dém s& dong déu nhau. Ving dia dém c6 dién tich
Imm” va duoc chia thinh 25 6 vudng 16n c6 dién tich mdi 6 1a 1/25 mm® va 400 6
vudng nhé hon, mdi 6 ¢6 dién tich 1/400 mm”.
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Khi thyc hién quan sat va dém vi sinh vat, cho thém vai giot formalin vao
trong mau, tron déu. Pha lodng mau can dém sao cho trong mdi 6 nhé cua budng
dém co khoang 5 - 10 té bao vi sinh vat. Pé dat duoc do pha loang nhu vay can
phai udc luong duge s luong vi sinh vat trong mau, dong thoi phai thir vai lan
trong qua trinh pha lodng. Mau phai duoc pha lodng bang dung dich pha loing
chtra 0,1% pepton va 0,1% laurylsulphate va 0,01% methyl blue. Tét ca cac dung
dich pha loang déu can phai dugc loc trudce khi sir dung. Pt mot giot mau duoc
pha lodng vao ving dém trén budng dém & khu vuc budéng dém. Chinh thi truong
sao cho mot thi truong chira tron mot 6 16n (4 x 4 = 16 6 nho). Pém sb té bao hién
dién trong 1 6 16n. Sau do, chinh thi truong tim 1 6 16n khac. Pém sb té bao cua it
nhét 5 6 16n. Lay tri s6 trung binh.

Céach tinh mat d6 t& bao nhu sau : thé tich ctia mot 6 16n 1a 1/25mm? x 1/10m
= 1/250mm’ hay 1/250 x 10°cm’ = 4 x 10-° ml. Nhu vay, mat do té bao cia huyén
pht miu 14 : N/ml = 0,25a x 10° t& bao/ml (trong d6 a 1 sb té bao binh quén trong
mot 6 16n
2.2. Phwong phap ciy gat :

a. Phuong phdp cdy gat (hop trdi)

- Tién hanh pha loang miu theo phuong phap d3 néu trén.

- Ghi vao day dia Petri c6 moi truong thach céc thong tin :

. Néng d¢ pha lodng.

. Ngay cdy.

- Dung pipet d3 vo khuan 14y 0,1 md dich huyén pht cho vao mdi dia
thach (twong duong véi 2 giot dich). S6 té bao cdy trén bé mit thach
phai dugc dan déu va khong nén vuot qua vai tram.

Luu y : ¢6 thé dung thé tich miu ciy tir 0,05 - 0,5 ml. Tuy nhién, thé tich

mAu cay cang nho thi sai s6 ¢ thé xdy ra cang 16n.

Khi tat ca cac thé tich 0,1 ml t& bao & cac d6 pha lodng khac nhau déu da
dugc chuyén 1én bé mit thach cta dia Petri, str dung que cdy gat bang thuy tinh dé
dan déu cac té bao trén bé mit thach. Luu ¥ rang que cdy gat thuy tinh phai duoc
v6 khuén trude khi duge dua vao dia Petri tiép theo, bang cach nhung vao trong
con, vay nhe dé loai di luong con du bam bang que cdy, dét chay phan con con lai
trén que cdy trén ngon ltra dén con. Lam ngudi que cdy bang cach nhe nd vao bé
mit thach, rdi dan déu luong chét long chira té bao trén d6. Néu thé tich chat long
dem cdy qud nhiéu, cac té bao sé troi dat trong chat 10ng, va sau khi té bao phan
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chia, hai khuén lac xuét phat tor mot té bao co thé hinh thanh. Céc dia thach duoc
chuan bi mot ngdy trude khi cdy thuong hap thu nhanh luong chit 1ong dem cay.
L&p chét 1ong trén thach cang mong, su hip thu xay ra cang nhanh.

Dudi day 14 phan thuc nghiém dinh luong sé té bao vi sinh vat ¢6 trong mau
bang phuong phap dém s6 khuan lac trén thach dia.

Céch tién hanh :

- Cho mét it gidng vi sinh vat vao dng nghiém chira 1 it nudc cat vo khuan
nhd que cdy vong dé tao huyén phu té bao. Can bd hudng dan cé thé chuan bi trude
cac dich huyén phu té bao c6 ndng d6 nam trong khoang xac dinh.

- Pha lodng dich huyén phu té bao & cac ndng d6 thich hop nhu : 107, 107,
107, 10™, 107 ... tién hanh cay mAu & cac do pha lodng khac nhau vao cac dia Petri
(lap ba, tic 13 cay miu & mdi d6 pha lodng vao 3 dia Petri) theo hai phuong phap
trén. Luu ¥ rang & phuong phap cdy gat, chi cdy 0,1 ml dich mau 1én méi trudng
thach ran di d6 san, con ddi v6i phuong phép do dia thi cdy 1 ml dich miu vao dia
trude khi thém moi truong thach 16ng da ngudi vao.

- Bat cac dia thach vura céy vao ti am cai & nhiét d6 30°C va u trong 48 gi0.

- Két thuc thoi gian 0, 1ay cac dia thach ra, tién hanh dém khuan lac va tinh
sO lwong té bao trong 1ml mau theo cong thirc da néu trén.

Mat d6 té bao vi sinh vat trong mau ban dau tinh tir s6 liéu cua do pha
loang D, dugc tinh theo cong thic 1a :
M; (CFU/ml) = A; x Dy/V
Trong dé : A 1a s6 khuan lac trung binh/ dia
D; 1a d6 pha loang
V 1a dung tich huyén phu té bao cho vao mdi dia (ml)

Mat d6 té bao trung binh M trong mau ban dau 13 trung binh cong ctia M;

& cac nong d6 pha loang khac nhau.
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2.3.  Phwong phdp dinh lwong bang cich théng ké VSV bang phwong phdp
pha lodng toi han:

Phuwong phap MPN (Most Probable Number)

Phuong phap MPN (phuong phap ¢ sb xac sudt cao nhat ; sb téi kha) con
dugc goi 1a phuong phap pha lodng toi han hay phuong phap chuan d6. Pay 1a
phuong phép ding dé danh gia s6 luong vi sinh vat theo s6 lwong vi sinh vat co
xéac suat 1on nhat hién dién trong mot don vi thé tich mau. Py 1a phuong phap
dinh luong dua trén két qua dinh tinh ctia mdt loat thi nghi¢m duoc 1dp lai & mét
s6 do pha lodng khac nhau. Thong thudng, viéc dinh luong nay duoc thuc hién
13p lai 3 1an & 3 d6 pha lodng bac 10 lién tiép, tong cong 3 x 3 =9 dng nghiém.

Quy trinh thyc hién dinh lugng theo phuong phdp nay la nhu sau :

Cho vao cac 6ng nghiém c6 chira moi truong thich hop cho sy ting
trudng cua ddi tuong vi sinh vat can dinh lugng mot thé tich chinh xac dung
dich mau & 3 ndng do pha lodng bac 10 lién tiép (vi du 1/10, 1/100, 1/1000). U &
nhiét 46 va thoi gian thich hop. Dua vao két qua biéu kién ching minh sy ting
trudng cla vi sinh vét can kiém dinh trong ting 6ng nghiém (thudng 13 cac hién
tugng nhu sinh hoi, d6i mau, duc ...), ghi nhan s6 luong cac éng nghiém duong
tinh & timg do pha lodng. Str dung céc s6 liéu ndy va dua vao bang Mac Crady
suy ra mat do vi sinh vat dugc trinh bay dudi dang s6 MPN/100ml hay s6
MPN/1g mau. Do chinh x4c cua tri s6 MPN phu thudc vao sb luong 6ng nghiém
lap lai trong mdi d6 pha lodng ;

Bing 5.1: Bdng tra mpn diing cho loat 3 éng nghiém & 3 nong dg

pha lodng lién tiép
S6 lrgng 6ng ; S6 lrgng ong A
, So , So
dwong tinh dwong tinh
- — MPN/100 7 = MPN/1
S0 mo mau st dung S0 mo mau s dung
ml 00 ml
10 1 0,1 10 1 0,1
0 0 0 - 2 0 0 9
0 0 1 3 2 0 1 14
0 0 2 6 2 0 2 20
0 0 3 9 2 0 3 26
0 1 0 3 2 1 0 15
0 1 1 6 2 1 1 20
0 1 2 9 2 1 2 27
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Bing 5.2 : Bang tra mpn ding cho loat 5 ong nghiém & 3 nong dé

pha lodng lién tiép
S6 lwong ong X S6 lwong ong X
dwong tinh 50 dwong tinh 50
e — MPN/100 z T MPN/1
S0 mo mau st dung S0 mo mau sir dung
ml 00 ml

10 1 0,1 10 1 0,1
0 0 0 0 4 0 2 20
0 0 | 2 4 0 3 25
0 0 2 4 4 1 0 17
0 1 0 2 4 1 | 20
0 1 | 4 4 1 2 25
0 1 2 6 4 2 0 20
0 2 0 4 4 2 | 25
0 2 | 6 4 2 2 30
0 3 0 6 4 3 0 25
| 0 0 2 4 3 1 35
| 0 | 4 4 3 2 40
| 0 2 6 4 4 0 35
1 0 3 8 4 4 1 40
| 1 0 4 4 4 2 45
| 1 | 6 4 5 0 40
1 1 2 8 4 5 1 50
| 2 0 6 4 5 2 55
1 2 1 8 4 0 3 25
| 2 2 10 5 0 4 30
1 3 0 8 5 0 0 45
| 3 | 10 5 0 3 60
| 4 0 11 5 0 4 75
2 0 0 5 5 1 0 35
2 0 | 7 5 1 1 45
2 0 2 9 5 1 2 65
2 0 3 12 5 1 3 85
2 1 0 7 5 1 4 115
2 1 | 9 5 2 0 50
2 1 2 12 5 2 1 70
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BAI 6 : XAC PINH KHA NANG PHAN GIAI CAC CHAT HU'U
CO KHONG CHUA NITO CUA VSV

I. XAC PINH KHA NANG LEN MEN (RUQU ETYLIC) CUA NAM MEN
1.1. Tién hanh qua trinh 1én men rwou

- Lam moi truong Ién men tr nude ép trai cay : nho, dau, dira, mo v.v...
hodc tir nudc mach nha.

- biéu chinh 6 pH=4 - 6

- Thanh trung dich ép trai cay theo phuong phap Tyndal hodc khur trung
bang ndi hap & ap suit 0,75 atm trong 20 phit.

- Pé moi trudng ngudi t6i 30°C thi cdy men gidng vao vai ti 16 2 - 5% thé
tich dich 1én men. Pay ntt binh 1én men.

- Pat binh ¢6 dich 1én men vao ti 4m ¢ 28 - 30°C, sau 1-2 ngay lay ra.
1.2. Xac dinh cac dac trung cua qua trinh.

a. Xdc dinh cdc doi twong vi sinh vit tham gia:

- Lam tiéu ban giot ép, giot treo hay nhuém don dé thiy duoc hinh dang
té bao nAm men

- Yéu ciu : quan sat tiéu ban & vat kinh (x40) trén kinh hién vi. Cha ¥
nhan biét cac ddu hiéu dic trung vé hinh thai ctia mdi loai.

b. Xdc dinh chit liong men giong trwde khi cho 1én men:

- Xéc dinh ti 1& t& bao nay chdi trong dich men gidng bang phuong phap
dém sé luong té bao nay chdi trén khung dém Goriaep.

- Xac dinh ti 18 té bao sdng va chét bang tiéu ban nhudém séng ndm men
(dé phan biét 2 loai té bao nay).

- Xac dinh s luong té bao/Iml dich men giéng bang phuong phap dém sb
luong té bao trén khung dém Goriaep.

c. Xdc dinh téc d¢ qud trinh Ién men théng qua lwong CO, tao thanh :

* Neuyén tdc :

- Dya vao phuong trinh tong quat ctia qua trinh 1én men :

CsH1,06 = 2C,H5OH + CO, + 27kcal

- Luong duong phan giai trong qua trinh 1én men cang nhiéu thi luong
CO; tao ra cang lon.

- Toc do qué trinh 1én men chinh 14 lugng CO, bay ra tir 1 thé tich moi
truong nhat dinh trong 1 khoang thoi gian xac dinh.
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* Cdch tién hanh :

- Pé xac dinh luong CO, tao ra trong qua trinh 1én men, ngudi ta st dung
mot dung cu ché tao theo nguyén tic ctia binh 1én men Smith

- Dung cu ndy gém cac bd phan sau :

+ Mot binh cau chia 50mlo dich 1én
men va 10ml dich men giéng.

+ Miéng hinh cau c6 day bang 1 nut
cao su.

+ Binh cau duoc ndi véi 1 1o thuy tinh
miéng rong qua 1 6ng thuy tinh udn cong.
Mot dau 6ng thuy tinh nam & phan trén dich

lén men trong binh ciu. dau kia cua 6ng
nhing vao 1 ong nghiém chtra day nudc ép ),
ngugc trong 1o thuy tinh (hinh 6.1).

- Pbat dung cu 1én men nay vao ta 4m c6 nhiét 4o 32 - 35°C.

- Sau mdt thoi gian, quan séat thdy bot khi CO, thoét ra theo dng thuy tinh
va day muc nudc trong ong nghiém xuong.

- Luong nudc bi diy xubng cang nhiéu chimg to luong CO, tao ra cang
16n.

- C6 thé xac dinh dugc thé tich luong CO, ndy bang cach thay 6ng
nghiém thuong bang 6ng nghiém cé vach chia tir 1 - 25ml.

- Cén ¢t vao thé tich muc nude ha Xuéng ta biét duogc thé tich CO, duoc
tao thanh trong qua trinh 1én men tai cic thoi diém can xéac dinh. (Sau khi 1én
men 24h, 48h...). Phuong phap nay dung dé dinh lugng CO, trong qua trinh 1én
men.

d. Dinh tinh CO, dwoc tao ra:

* Neuyén tdc :

- Dya trén phan ung khi cho CO, di qua dung dich Ba(OH), hoac nudc
voi trong s€ 1am cho dung dich nay bi duc.

* Céch tién hanh :

- Cho vao 6ng nghiém :

+ 5ml dich 1én men.

+ Iml dung dich Ba(OH), 10%
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- Dung kep g6 kep dng nghiém va dun nhe trén ngon dén con.
- Pé lang ta s& thay c6 két tia tring do BaCO; dugc tao thanh theo phan
ung:
CO, + Ba(OH), —» BaCO; + H,0
e. Cdac phdn wng dinh tinh ruou étylic:
* Neuyén tac chung :
Dua vao cac phan tng dic trung cia ruou étylic voi cac chat dé xac dinh
su ¢6 mat cua ruou trong qua trinh 1én men.
* Cach tién hanh :
- Phan rng tao thanh indoform:
+ Cho vao 6ng nghiém cic chat sau :
. Sml dich 1én men.
. 5Sml NaOH
. 0,1 g i6t tinh thé dang bot.
+ Pun noéng 6ng nghiém hay ngam 6ng nghiém vao ndi cach thuy & 60°C
cho dén khi 16t tan hét va mat mau.
+ Pé ngudi s& xuét hién tinh thé indoform mau vang (CHI;). Sy tao thanh
CHI; do su c6 mét cua rugu €tylic trong dich 1én men
- Phan ung voi K,Cr,0; :
+ Cho vao 6ng nghiém 1 (thi nghiém) :
. 2ml dich 1én men.
. Thém 1-2 ml H,SO,4 dam dac
. Nho timg giot K,Cr,07 1% cho dén khi xuat hién mau xanh luc.
+ Cho vao dng nghiém 2 (d6i chimg):
. 2ml dich chua 1én men
. 1-2ml H,SO,4 dam dac
. Nho tung giot K,Cr,0,1%
Quan sat su chuyén mau ctia 2 dng nghiém trén vao giai thich két qua.
* Cac budce phan tich :
Trong binh dinh mtc loai 100ml, ta cho
20ml dich nuéi cay da dugc tach bd cac t€ bao
bang cach dé lang, loc hoac ly tam. B6 sung nudc
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cat cho toi 100ml, khudy tron va lay ra 10ml cho

vao binh cau day tron loai c6 dung tich 50 - 75ml.

Trong binh nhén loai ¢6 3 chd phinh hinh cau, ta
rot 25ml dung dich bicromat va 10ml H,SO, dac.
P4y binh ciu bing nut cao su c6 gidngvsi mot

6ng dan ma dau cubi thot lai cia né phai cham téi
day cua binh nhan (hinh 6.2). Sau d6 trong 10 - 15
phut cat 2/3 dung tich binh. Dung dich bicromat
trong thoi gian d6 s& chuyén tir mau da cam sang

mau nau ban.

Sau khi cit, dé tranh cho cac chét dich tir binh nhan khong trao tr¢ lai, ta

thao binh nhan ra r61 méi bo den di.

Pem chit dich trong binh nhan chuyén vao mét binh dinh mirc

II. XAC PINH KHA NANG LEN MEN LACTIC CUA VI KHUAN LACTIC

2.1.

Tién hanh qua trinh 1én men lactic

*Cach 1:
- Nguyén liéu: Dua cai 0,5 kg
Nude mubi 3 - 3,5% 500 ml
bPuong 2 thia ca phé
- Céch lam:

+ Dua cai be dé héo, ria sach, cat khuc, dé réo.
+ Pha 500ml dung dich NaCl 3 - 3,5% va b6 sung thém vao d6 2 thia ca phé

duong.

+ Xép dua vao lo thuy tinh va ém chit.
+ Pé nude mudi tir tir cho ngap dua.
+ Lén men & nhiét d6 28 - 30°C trong 2 - 3 ngay.
+ Vi khuén lactic sdng trén bé mat rau qua 13 tic nhan ctia qua trinh nay.
* Cdch 2:
+ Cho vao binh tam gidc - 150 ml sita tuoi da khur trung.
- 3 thia ca phé sita chua da khudy cho that nhuyén
+ Lic binh dé men gidéng tan déu
+ Pé ti 4m 30 - 35°C trong 3 - 4h ta duoc sita (chua) d3 dong tu.
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2.2. Xac dinh cac diac trung cua qua trinh
a. Xdc dinh cdc doi twong vi sinh vit tham gia:
- Lam tiéu ban giot ép tir nuéc dua cai chua dé quan sat dugc hinh dang,
su sap xép té bao cuia cac vi khuan 1én men lactic.
- Lam tiéu ban giot treo dé quan sat sy chuyén dong cua nhiing vi khuan
lactic tur dich trong cuia sita chua.
- Yéu cau nhén biét duoc 2 dang ciu khuan va truc khuan cua céc vi
khuan 1én men lactic.
b. Xdc dinh sw c6 mdt cia axit lactic trong qud trinh Ién men bang cdc
phdn vrng dinh tinh
* Neuyén tic chung:
- Dua trén cac phan (mg mau dic trung cua axit lactic véi mot sé hop
chiy khac nhau dé xac dinh su ¢6 mit ciia ching trong qua trinh 1én men lactic.
* Cdch tién hanh:
- Phan (mg chuyén axit lactic thanh axétaldéhyt:
+ Cho vao 6ng nghiém:
= 5 ml dich 1én men.
* 1 ml H,SO4 10%.
* Pun s61
* Thém tung giot KMnO,4 2%
+ Truéc khi dun dé 1 miéng gidy loc tam dung dich AgNO; trong
amoOniac.
Néu trong dich nghién ctru c6 axit lactic thi axit nay s& dugc chuyén thanh
axétaldéhyt va lam den miéng gidy loc.
- Pinh luong axit lactic bang phuong phap chuan do:
+ Cho vio 6ng nghiém:
* 10 ml nuéc dua.
= 20 ml nudc cat
= ] -2 giot phénolphtaléin.
= Lic that k¥ dé tron déu cac chét.
+ Chuén d6 dung dich bang NaOH 0,1N.
+ Cach tinh:
Khéi lugng axit lactic (trong 10 ml dich 1én men)
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=S6 ml dung dich NaOH 0,1n (dung dé chuan do) x 0,009¢g
(1 ml dung dich NaOH tuong duong 0,009g axit lactic)
I11. XAC PINH QUA TRINH LEN MEN ACETIC CUA VI SINH VAT:
3.1. Tién hanh thi nghi¢m 1én men acetic
- Cho vao dung cu thuy tinh ¢ mi¢ng rong, thé tich 100ml.
+ 30 - 40 ml bia.
+0,5ml ruou étylic (chat giau ning lugng).
+ 3 - 5ml axit axétic IN dé axit hoa méi trudng.

- Pé dung cu nay ngoai khong khi vai gio rdi ddy bang vai man mong, cho
vao tii &m 25 - 30°C.

- Sau 2 - 3 ngay trén miéng dung cu sé& thdy xuat hién 1 16p vang vi khuan
axétic trén bé mat moi trudong.

3.2. Xac dinh cac dic trung cia qua trinh 1én men axétic

a. Xdc dinh thanh phan lodi vi sinh vét tham gia

- Lam tiéu ban dé quan sat vi khuan acetic tir 16p mang trang ctia dam.

- Tién hanh nhudém don tiéu ban bang xanh métylen hoic Fuchsin, Lugol.

- Quan sat tiéu ban bang vat kinh dau (x 100).

b. Cac phan ung dinh tinh axit axétic:

* Nguyén tic:

Dua vao nhitng phan tmg dic trung cta axit axétic v6i cac chat khac nhau
dé xac dinh sy c6 mat cta axit nay trong qua trinh 1én men.

* Cach tién hanh:

- Phan Ung tao thanh étyl axétat:

+ Cho vao 6ng nghiém céc chat sau:

= 5 ml dich 1én men.
= (0,5 ml rugu étylic 96%.
= 3 ml H,SO, dam dac.

+ Pun néng 6ng nghiém trén dén con va thdy mui thom bay ra do étyl
axétat tao thanh. Pi€u nay chung té trong thanh phan dich 1én men c6 axit
axeétic.

- Phan (g tao thanh sat axétat:

+ Cho vao ong nghiém cac chat sau:
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= 3 ml dich 1én men
= 1 ml NaOH 20%
= Vai giot dung dich FeCl; 5%

+ Lac déu 6ng nghiém va dun nong trén ngon dén con. Néu dung dich co
axit axétic thi s€ c6 mau do tham do sat axétat duoc tao thanh.
c. Phan ung dinh luvong axit axétic

+ Cho vao binh tam gidc c6 thé tich 100 ml

10 ml dich 1én men
1 - 2 giot dung dich phénolphtaléin 0,1%

+ Chuén do béng dung dich NaOH 0,IN

+ Tinh s6 gam axit axétic trong 10 ml dich 1én men (Biét rang 1ml NaOH
0,IN tuong duong voi 0,006g axit axétic).

IV. XAC PINH QUA TRINH PHAN GIAI XENLULOZA CUA VI SINH
VAT
4.1. Tién hanh qua trinh phan gii hiéu khi xenluldza

- Cho vao 6ng nghiém 4 - 5 ml méi trudng Vinogratxki ¢ thanh phan sau
(2):

KNO; 2,5g
KH,PO, 1,0g
MgSO, 0,5g

NaCl 0,5¢

FeSO, 0,01g
Mn,(SO,4); 0,01g

Nudc cat 200 ml

- Nhiing vao dung dich trong dng nghiém mét dai gidy loc (20 x 1,5 cm)

- Dung kep sat kep mot dau dai gidy vao mi¢ng ong nghi¢m.

- Cho vao ong nghi¢ém mot cuc dat nho (ngudn vi sinh vat) r6i dat ong
nghiém vao ti 4m, giit & 30°C trong 7 - 15 ngay.

- Céc vi sinh vat phan gidi xenlul6za phat trién, tiét ra men xenlulaza lam
cho giay bi phan huy, hod nhay c6 mau vang, hong, luc, chat nhay c6 mau sac
do6 chinh 1a khuan lac cua vi khuan.

- Xac dinh cac do6i tugng vi sinh vat tham gia quéd trinh phan giai
xenlul6za hi€u khi
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Pé quan sat hinh thai cic vi sinh vat hiéu khi tham gia vao qua trinh phan
giai ndy ta 1am tiéu ban tir cic chat nhay trén bé mit gidy loc

- Nhudém don vét boi bang Fuchsin.

- Quan sat tiéu ban dudi kinh hién vi véi vat kinh dau (x 100).
4.2. Tién hanh qua trinh phan giai ky khi xenluloza

- Cho vao 6ng nghiém 10ml moéi trudng cé thanh phan nhu sau (%):

KNH/PO, - 0,2%
KH,PO, - 0,1%
CaCl, - 0,03%
Pepton - 0,1%
MgSO, - 0,05%
CaCO;s - 0,5%

- Cho mdt dai gidy loc (10 cm x 1,5 cm) ngap trong ng nghiém c6 mdi
truong.

- Pun s6i nhe dng nghiém va bo vao mot cuc dat nho dé cdy ngudn vi sinh
vat c6 bao tu.

- bé tu 4m & 30°C va 60°C trong 1 - 2 tuan.

- Vi khuan phan giai Xenluloza ki khi phat trién & 60°C s& 1am cho moi
truong duc 1én, phién gidy loc c6 mau vang, nhay va nat vun dan ra.

- X4c dinh thanh phan loai vi sinh vét phan giai Xenluloza ki khi

- Lam tiéu ban tir chd nhay cioa gidy va
nhudém don bang Fuchsin.

- Quan sat tiéu ban dudi kinh hién vi véi
vat kinh dau (x 100).
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BAI 7 : XAC PINH KHA NANG PHAN GIAI CAC CHAT HU'U
CO CHUA NITO CUA VI SINH VAT

I. Xac dinh kha nang phan giii protein cia vi sinh vat.
1.1. Thuc hién qua trinh amé6n hoa protit
- Cho vao binh tam giac ¢ thé tich 100 - 150ml
+ 3 - 5¢g thit
+20 - 30ml nudc cat
+ Mot cuc dat nho da nghién ra dé cung cap ngudn vi sinh vat.

- Pbun néng binh tam gidc ¢ nhiét do 80 - 90°C dé diét cac té bao sinh
dudng va gilr lai nhitng t€ bao mang bao tir.

- Pé binh vao ti 4m & nhiét d6 27 - 28°C trong 7 ngay.

- Kep mot miéng gidy quy do trén miéng 6ng nghiém dé xac nhan NH;
duoc gidi phong ra trong qua trinh phan giai protit.

1.2. Xdc dinh cac dac trung cua qua trinh

a. Xac dinh thanh phan loai vi sinh vat tham gia:

- Lam ti€u ban tr dich phan giai protit sau 2 - 4 ngay.

- Nhuom Gram hay nhu¢m don vét boi.

- Quan sat tiéu ban bang vt kinh dau (x 100) trén kinh hién vi.

b. Cdc phan vmg dinh tinh mét s6 san phdam chii yéu cia qud trinh phan
giai protit

* Nguyén tic:

Duya trén nhitng phan Gmg mau, phan tng két tia dic trung ciia cac san
pham trong qua trinh phan giai protit véi cac hoa chat khac nhau dé xac nhan su
c6 mat cua chung trong cac qua trinh nay.

* Céch tién hanh:

- X4c dinh sy c6 mit clia protit trong qua trinh amon hoa prétit bang phan
ung mau:

+ Cho vao 6ng nghiém:

= 5ml dung dich 1én men thoi.
* Iml dung dich NaOH 30%
= (0,5ml dung dich CuSO, 1%

+ Pun nhe 6ng nghiém cho téi soi
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+ Két qua: Dung dich c6 mau xanh tim néu trong dé c6 protit. Dung dich
c6 mau hoi dé néu trong do co6 pepton.

- Phéan ng dinh tinh NH;

C6 thé phat hién NH; theo cach sau:

e Cho dich 1én men théi vao 1 binh tam giac.

e Dit gidy quy da tAm nudc 1én miéng binh nhung khong dugc dé gidy quy
cham vao dich 1én men.

e Pay nit vao miéng binh va dung nilon bao ngoai cho kin phan nut lai.

* Két qua: Néu c6 NH; bay ra thi gidy quy do s& chuyén thanh mau xanh.
nguoc lai néu dung dich 1€n men khong c6 NH; bay ra thi gidy quy van gilt
nguyén mau do cua no.

- Phan tng dinh tinh indol:

Indol 13 san pham dugc hinh thanh khi vi sinh vat phan huy cac axit amin
cO vong benzen (nhu triptophan).

C6 thé phat hién indol bang cach sau:

Cho vao dng nghiém:

3 - 4 ml dich 1én men sau 24 - 48h.
Nho vai giot thude thir Ehrlich vao.

* Két qua: Dung dich tao thanh c6 mau dé cua Rosindol do su c6 mit ciia
indol trong dich Ién men.

+ Céach 2:

Cho vao 6ng nghiém:

5ml dich 1én men

0,5ml H,SO,4 10%
Lac k¥ roi cho thém:

0,5ml KNO, 0,01%

* Két qua: Mau do cua Nitritindol dugc tao thanh do trong dich 1én men
c6 mat indol.

- Phan rng dinh tinh H,S:

H,S dugc hinh thanh khi vi sinh vat phan prétit c6 chtra luu huynh.

C6 thé thtr kha ning tao H,S bang 1 trong céc cach sau:

+ Céch 1:
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Cho vao 6ng nghiém hay binh tam giac dich 1én men.

Kep vao miéng binh (hay miéng 6ng nghiém) 1 to gidy 16¢ tim
axétat chi).

Két qua: Gidy loc chuyén sang mau den do trong dich 1én men c6
mat H,S.

+ Cach 2:

D6 vao 6ng nghiém moi truong thach chi (méi truong thach c6
0,1% axétat chi) va dé & dang 6ng thach dung.

Dung que cdy nhon lay sinh khdi vi khuan amon hoa protit va cay
trich sau vao méi trudng thach tir 2 - 3 duong cy.

Nubi cac vi khuan ndy & nhiét do thich hop trong 20 - 41h.

Sau d6 lay 6ng nghiém ra quan sat:

Néu cac duong cdy c6 mau den ching to c6 H,S sinh ra trong moi
truong.

Néu cac duong cdy c6 mau khong thay d6i chimg t6 khong c6 H,S
sinh ra trong moi truong.
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BAI 8 : PHUONG PHAP XAC PINH KHA NANG TAO SAN
PHAM BAC HAI O VI SINH VAT

I. Xac dinh kha nang sinh khang sinh cua vi sinh vat
1.1. Phan lgp giong vi sinh vit

- Can 1g dat

- Nghién dat trong cdi st

- Hoa dét véi 10ml nuée vo khuan

- Cho vao binh tam giac dung tich 200ml v6i 90ml nuéc vo khuan

- Tién hanh pha lodng cho t6i khi tach duoc timg té bao riéng biét.

- Tach té bao trén méi truong thach dia bang phuong phap ciy gat - U
thach dia & 37°C trong 1-2 ngay

- Khi khuan lac nhé hinh thanh, phan 1ap va nuodi trén moi trudng thach
nghiéng.

- Dung céac giéng da phan 1ap, nudi chung trong mdi trudng 16ng & may lic,
nhiét do phong.

- X4c dinh hoat tinh chét khang sinh

- Xé4c dinh hoat tinh chét khang sinh duogc tao ra trong dung dich 1én men
nhu trinh bay dudi day.

1.2.  Xdc dinh hoat tinh chit khdng sinh

a/ Phwong phdp kiém tra so bg (phwong phéap Kolmen va Boerner)

- Trén mdi trudng thach dia , cdy vi sinh vat kiém tra theo mot duong
thang.

-U trong diéu kién nhiét d6 binh thuong

- Sau d6 cay vi khuin c6 kha ning bj Gc ché bai khang sinh nghién ctru

- Pem u ¢ nhiét dJ tuong ty nhu trén

- Sau 3-4 ngay, nhan xét va ghi két qua. Néu vi sinh vat c6 kha ning wrc ché
thi s& xuét hién ving v6 khuan — viing khong c6 sy phat trién cia vi sinh vat.

b/ Phwong phap thoi thach

- Nudi ciy vi sinh vat vao thach dia

- Dung cai dot nut cao su, an nhe 1én thoi thach va léy thoi thach ra.

- Dung kep vo khuan 4n thoi thach vao dia thach da nudi vi sinh vat kiém
dinh va dit thoi thach vao chd cii. Nudi chiing trong diéu kién phong thi nghi¢m,
sau d6 1ay ra do vong vo khuan xung quanh 15 duc.
¢/ Phuwrong phdp diing ong thép khéng gi
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- Céy vi sinh vat kiém dinh vao dia petri v6i méi truong thach dinh dudng
theo phuong phap d6 dia

- Khi thach d6ng, dung kep vo khuan gip 6 6ng thép khong gi dat nhe
nhang vao 6 vi tri déu nhau trén mit thach. Oung thép khong gi co chiéu
ca0GO0,lmm, dudng kinh bén ngoai 8mm, duong kinh trong 6mm. Néu khong co
6ng thép khong gi ¢6 thé sir dung dng bang st hodc thuy tinh.

- Dung mdt 6ng nho giot ¢6 chira chat khang sinh cho vao 6ng thép.

- it cac dia thach vao ti 4m trong thoi gian 3-4 gio.

- X4ac dinh d6 16n vong vo khuan.
d/ Phwong phdp ding khoanh gidy loc

- Dung gidy loc va cat ching ra thanh nhitng hinh tron ¢6 duong kinh 6mm

- Khir tring gidy loc (bang nhiét kho)

- Tam dung dich chta chat khang sinh cin nghién ctru

- Say miéng gidy nay & 40°C trong 1 gio.

- Dung kep vo tring dit miéng gidy nay vao dia petri da nuoi sin vi sinh
vat kiém dinh sao cho nhitng miéng gidy nay c6 mot khoang cach déu nhau.

- it dia petri c6 nhitng miéng gidy trén vao ti 4m 37°C trong thoi gian 16-
18 gio.

- L4y ra do vong v6 khuan.
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BAI 9 : PHUONG PHAP THU NHAN VA XAC PINH HOAT
TINH ENZYM TU VI SINH VAT

I. THU NHAN CHE PHAM ENZYM VI SINH VAT THO TU PHUONG
PHAP NUOI CAY BE MAT
1.1. Nguyén tic

Trong qua trinh phat trién ctia vi sinh vét, enzym ludn luén dugc tong hop
deé tham gia vao qua trinh dong hoa va qua trinh di hoa.
Dudi ddy 13 phan thuc nghiém duoc tién hanh dé thu nhan ché pham enzym tho.
1.2. Nguyén liéu va hoa chat

1. Gidng vi sinh vat duoc dung trong thi nghiém 13 ndm soi Aspergillus
oryzae. Nam sQi nay co6 thé sinh tong hgp enzym amylase, protease va ca
cellulase tuy theo co chat cdm ing ma ta dua vao.

2. M6i trudng ban ran co ban gom:

- Cam 70%

- Trau 25%

- Cac nguyén liéu chira co chat cam tmg dé tong hop ra enzym tuong tng
5%

- P am moi trudng 14 60 - 65%

3. Thiét bi tiét trung

4. Cac dung cuy thuy tinh ding trong nudi cdy gom dia Petri, binh tam giac
250 ml, binh tam gidc 1000 ml.

5. Khay hoic cac dung cu dan bang tre.

6. T 4m
1.3. Céch tién hanh

1. Chuén bi 50g méi truong co ban trén trong mdi binh tam giac c6 dung
tich 250 ml, hoac 10g mo1 truong trén vao cac hdp Petri. Néu can c¢6 ham lugng
protease cao, cho thém 5% bot ddu nanh, néu can c6 ham lugng pectinase cao
cho thém 5% bot ca rdt, ... dé lam co chat cam Ung.

2. Dung nudc may tao ra do am mdi truong tir 60 - 65%, dem tiét tring &
121°C trong 30 phit.

3. Chuan bi 3 - 5 6ng nghiém nudc v6 khuan.
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4. Bang thao tac vo trung, thuc hién trong tu cdy vo trung, d6 10ml nude
v tring ndy vao cic dng nghiém giéng.

5. Dung diia thuy tinh v khuan khudy nhe dé bao tir nAm soi Aspégilles
hoa déu trong nudc.

6. Dung pipet v khuan hut 1ay 2 ml cho vao dia Petri c6 chira mdi truong
da duoc vo khuan va dé nguoi, hodc do toan bo 10 ml nudc da hoa déu bao tir
vao binh tam giac ¢6 moi truong da thanh trung va lam ngudi.

7. Lac déu dé moi trudng trong binh tam gidc tron déu véi bao tir hodc
xoay déu dé moi truong trong dia Petri tron déu véi bao tir.

8. Bao goi dia Petri hodc day nut bong binh tam gidc va dé vao ta 4m co
nhiét 6 6n dinh 37°C. Nubi trong thoi gian 36 gio.

9. Néu thi nghiém dugc thuc hién vé1 muc dich kiém tra kha nang sinh
téng hop enzym thi sau 36 gio nudi cay, ta thu duge ché pham enzym thd.

10. Néu thi nghiém dugc thuc hién véi muc dich thu nhan lugng ché
pham tho nhiéu hon ta c6 thé nudi chiing trong nhiing binh tam giac 1000 ml véi
lugng mai truong 1a 200 - 250g. Hodc ta s& nudi chiing trong nhitng khay bang
nhom hoac cac dung cu dugc dan béng tre, nira. Chiéu day ctia méi truong khi
nudi trén khay khoang 3 - 5 cm 1a tot nht.

11. Khi ndm soi bat ddu chém tao ra bao tir 13 thoi gian enzym dugc tao ra
nhiéu nhat. Ta nén thu nhan ché pham tho & giai doan nay.

12. Ché pham th sau khi thu nhan duoc dem sdy ¢ nhiét 46 dudi 40°C co
quat thong gié dé bao quan va dung lau dai.

1.4. Panh gia chit lwong ché pham enzym thd

Ché pham enzym thd duoc xac dinh hoat tinh chung va hoat tinh riéng
theo nhitng phuong phép tuong tng véi timg loai enzym duoc trinh bay & cudi
chuong nay.

II. THU NHAN CHE PHAM ENZYM VI SINH VAT THO TU
PHUONG PHAP NUOI CAY CHIM

2.1. Nguyén tic

Phuong phap nudi cdy chim 1a phuong phap vi sinh vat phét trién, sinh
san va trao d6i chat trong 1ong moi truong. Moi trudng dung trong nudi cay
chim thuong 1a moéi trudong 1ong.
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2.2. Nguyén liéu, dung cu va hoa chat

- Gidng vi sinh vat dugc sir dung 13 vi khuan Bacillus sublitis c6 kha nang
sinh tong hop enzym protease va amylase.

- Mbi trudng nudi cdy 13 moi truong Edwards: M40.

- Binh tam giac 250 ml.

- Céc hoa chat can thiét dé kiém tra hoat tinh protease (xem phuong phap
xéac dinh hoat tinh protease & cudi chuong).

2.3. Cich tién hanh

- Chuén bi 50 ml méi trudng trong binh tam giac 250 ml. Pem tiét tring &
121°C trong 30 phuat va dé ngudi.

- Chuan bi 6ng nghiém c6 10 ml nudc cat vo khuan di 1am ngudi.

- Cho 10 ml nudc cat di vé khuan va lam ngudi nay vao trong Ong
nghiém giéng. Dung que thuy tinh khudy nhe dé cic té bao va bao tir Bacillus
sublitis hoa 13n trong nudc. Tt ca cac thao tac ndy duoc thyc hién trong ti cay
vO trung.

- 6 toan bo 10 ml dich trong 6ng nghiém ndy vao trong binh tam giac
250 ml ¢6 50 ml méi truong da khir tring va dé ngudi. Thao tac nay ciing phai
duoc thuc hién trong ti cay vo tring.

- Pit cac binh tam giac vao may lic ¢ téc d6 160 - 300 rpm. Nudi ¢ nhiét
do phong.

- Sau khi nuéi xong, dem ly tam, thu léy dich. Dich thu dugc goi 1a ché
pham enzym th.

2.4. Danh gia chat lwgng ché pham enzym

Ché pham enzym thoé duoc xac dinh hoat tinh enzym chung va hoat tinh enzym
riéng theo nhitng phuong phap xac dinh hoat tinh emzym duoc trinh bay & cudi
chuong nay.

III. THU NHAN CHE PHAM ENZYME BAN TINH KHIET

3.1. Nguyén tic:

Trong nhiéu truong hop tmg dung, nguoi ta diung ché pham enzym tho va
trong nhiéu truong hop nguoi ta ding ché pham enzyme ban tinh khiét va ché
pham enzyme tinh khiét.Ché pham ban tinh khiét 12 ché pham trong d6 nguoi ta
da loai ra dugc nudc, cac thanh pham moi truong, snh khéi vi sinh vat va cac
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chat hoa tan. Trong d6 ché pham nay con chira 1 lugng protein khong hoat dong
va 1 s6 thanh phan rat nho khac.

Pé thu nhan duoc ché phidm enzyme ban tinh khiét (con goi 1a ché pham
enzyme dang tia), nguoi ta thuong dung cac tdc nhan gay ta protein.

Nhu vay, thanh phan tia thu duoc gdm cé ca protein khong hoat dong va
protein enzyme. Trong protein enzyme chita enzyme ta cin thu nhan va ca
enzyme khong can thu nhan.

3.2 Nguyén liéu, dung cu va ho4 chit:

- Ché pham enzyme tho (thu dugc tir nudi ciy theo phuong phap bé mat
va nudi cay theo phuwong phap chim).

- Cén 96%.

- Céc dung cu dé nghién ché phém tho, loc.

- Tu lanh.

- Biia, thuy tinh, ce thuy tinh, phéu loc.

- Lo séy.

3.3  Cich tién hanh:

1. Bé két tiia enzyme, nguoi ta co thé dung cac loai dung moi nhu con,
aceton, mudi trung tinh (nhuw ammonium sulpate),.... Trong thi nghiém nay, ta
dung con nhu 1 tac nhan tao tia vi con dé kiém va ciing cho két qua rat tot. Con
duogc gitt trong tu lanh 4°C trude khi 1am két tia enzyme.

2. Ché pham enzyme thod tir canh trudng nudi cdy theo phuong phap bé
mit dugc nghién min trong méay nghién bi. Néu khong ¢6 may nghién bi nguoi
ta c¢6 thé gia bﬁng cdi, chay s véi su trg gitp cua cat thach anh hoac bot thuy
tinh. Cat thach anh hodc bdt thuy tinh dugc rira sach va séy that kho trudce khi st
dung, cho vao gid cung voi canh truong nudi cdy bé mat. Cat hay bot thuy tinh
1am ting kha ning pha vé té bao cta vi sinh vat ma khong 1am thay ddi ban chat
enzyme nén thuong st dung trong céc thi nghi¢m thu nhan enzyme tir canh
truong ndm soi. Sau khi nghién canh trudong nudi cay bé mit, cho vao do 1
luong nude gip 4-5 1an khéi lugng canh trudng trén dé hoa tan protein - enzyme
tir khdi canh truong. Tién hanh loc va thu dich loc. Bao quan dich loc trong tu
lanh 4°C.

4, Léy con tUr ta lanh d6 tir tir vao dich loc enzyme da lam lanh, khuéy rat
nhe dé con hoa déu véi dich enzyme. Sau d6, dé hén hop nay vao ti lanh. Lugng
con dung dé két tia enzyme thuong gip 2 - 2,5 lan lugng dich enzyme. Sau 15 -
24 gio, hdn hop s& phan thanh 2 16p. Pem ly tdm hodc loc dé thu protein -
enzyme dang tia. Protein - enzyme dang tia nay con chira nhiéu nud. Nudc
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ton tai trong d6 s& 1am giam hoat tinh enzyme. Do d0, can phai loai nudc bang
cach siy kho & nhiét 46 < 40°C. Khong nén siy ¢ nhiét cao hon 1am nhu vay,
enzyme rat dé mat hoat tinh.

3.4. Panh gia chat lwong ché pham enzyme:

Ché phém enzyme ban tinh khiét duoc xac dinh hoat tinh chung va hoat
tinh riéng theo phuong phap xac dinh hoat tinh enzyme trinh bay ¢ cubi chuong
nay.

IV. CAC PHUONG PHAP KIEM TRA HOAT TiNH ENZYME
VI SINH VAT.
4.1 PHUONG PHAP KIEM TRA HOAT TiNH AMYLASE

Phuwong phap Wolhgemuth:

Phuong phéap nay xac dinh luong enzyme it nhat c6 thé phan giai hoan
toan lugng tinh bt véi chét chi thi mau iodine.

Mot don vi Wolhgemuth 14 luong enzyme it nhat ma sau 30phat & 30°C,
khi ¢6 ion clrine, c6 thé phan giai 1mg tinh bot dén cac san pham khong tao mau voi
1odine.

Hoat tinh cta enzyme dugc biéu dién bang sé don vi Wolhgemuth trén
1ml dich méi truong hodc 1ml dung dich chiét enzyme .

a. Thiét bi, vt liéu va hod chat:

- Binh tam giac hay binh cau.

- Ong nghiém.

- May ly tam hay may loc .

- Pipet tu dong.

- Dung dich enzyme : nghién can than phan méi trudng thach c6 chira vi
sinh vat,cAn 20 - 100g cho vao binh tam giac hay binh ciu, thém 500 - 1000ml
dung dich NaCl 1%, ldc lién tuc tur 1-2 gi0 trén may lic & nhiét do phong. Loc
hay ly tdim dé thu dugc dich chiét trong subt. Néu mdi truong nudi ciy 1a dich
thé, chi can ly tdm sinh khéi roi sir dung phan chét 16ng trong suét thu dugc dé
phén tich.

- Dung dich tinh b6t 0,1% (R48).

- Dung dich NaCl 0,02% (R49).

b. Céch tién hanh:

Chuén bj 10 6ng nghiém, cho vao moi éng Iml dung dich NaCl 0,1%.
Thém vao 6ng thtt nhat 1 ml enzyme r6i lic déu, lay 1ml chuyén sang ong tht 2,
lai lac déu va lay 1ml chuyén sang 6ng thr 3 ...Ct thé cho dén 6ng thir 10. Sau
cung, lay 1ml ¢ éng thtr 10 bo di. Cho vao mdi dng 2ml dung dich tinh bot
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0,1%, lic déu, gilt & 30°C trong 30 phat. Lam lanh, cho vao 1 giot dung dich
iodine 0,02N. Ghi nhan 6ng c6 d6 pha lodng ciia dung dich enzyme trong dng
thir 4, 2 1 s6 mg tinh bot trong mdi 6ng nghiém.

4.2 PHUONG PHAP KIEM TRA HOAT TiNH PROTEASE

1. Xdc dinh hoat dp ciia ché pham protease tir vi sinh vit (phwong phdp
anson cdi tién)

Hoat d6 riéng cua ché pham dugc biéu dién bang don vi hoat dong thuy
phén cta ché pham trén 1mmg protein.

a. Thiét bi, vit léu va hod chdt

- May do mat d¢ quang.

- May lac dng nghiém (vortex mixer).

- Ong nghiém.

- Dung dich Na,CO; 6%.

- Dung dich acid trichloracetic 5%.

- Dung dich hemoglobin bién tinh 2% (R54)hodc dung dich casein2%
(R55).

- Thudc thir Folin - Ciocalteu (R56).

- Dung dich tyrosine chuan 1 (mol/ml (R57).

b. Cach tién hanh:

1. Chuén bi cac dung dich tyrosine co néng do tr 0,01 dén 0,05 (mol/ ml
bang cach pha loing dung dich tyrosine chuéan bi 1 (mol/ml véi dung dich HCL
0,2N. Lap do thi duodng chuén biéu dién su phu thudc cua su hép thu theo lugng
tyrosine (tinh bang ( mol) nhu sau: cho Iml dung dich tyrosine da pha lodng
vao cac 6ng nghiém (s6 dng nghiém bang s6 dung dich tyrosine di pha lodng ),
thém 4ml dung dich Na,CO; 6%, lac déu, thém Iml thudc thir Folin da pha
lodng 5 1an, lic déu , dé 30 phat nhiét do phong rdi dem so mau & budc song
750nm. Str dung cuvette day lem.

2. Chuan bi 2 6ng nghiém sach: 6ng thi nghiém va 6ng kiém tra.

- Cho véo bng thi nghiém 2ml dung dich hemoglobin 2% hay casein 2%,
dé yén tir 5 - 10 phat dé dung dich nay dat 30°C. Cho vao éng 1ml dung dich
enzyme c6 nhiét d6 30°C. Giir 6ng & 30°C trong 10 phut. Khi da ding 10 phit,
cho ngay vao 5ml acid trichloracetic 5%, lic déu, giitu 30 phut ¢ 30°C . Loc.Lay
1ml dung dich loc cho véo 1 6ng nghiém khac, thém 4ml dung dich Na,CO; 6%,
lac déu, thém Iml thudc thir Foliln dd pha lodng 5 lan , lic déu, dé 30 phat &
nhiét phong rdi dem so mau véi bude song 750nm. Sir dung cuvette day lem.
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- P6i véi 6ng kiém tra: cho vao nghiém 2ml dung dich hemoglobin 2%
hay casein 2% (sit dung dung loai co chat véi dng thi nghiém), cho 5ml acid
trichloracetic 5% vao ngay, lic déu rdi méi cho 1ml enzyme vao.Tién hanh céc
bude tiép theo twong ty nhu trén.

Lay hiéu sb cta gia tri d0 hap thu quang giita mau thi nghiém va mau
kiém tra , d6i chiéu v6i @6 thi chuan, tinh ra s6 (mol tyrosine tuong Gng.

Tinh s6 don vi hoat dong thuy phan (HP) ciia 1ml dung dich enzyme da
dem phan tich dé xac dinh hoat dong theo cong thuc:

HP/ml=(sd ( mol tyrosine x 8)/t (don vi )

Trong d6, 8 13 thé tich toan bd hdn hop phan vmg (2ml dung dich co chat,
Iml dung dich enzyme va 5 mldung dich acid trichloracetic), con t 1a thoi gian
enzyme voi co chat (10 phut).

Tinh hoat 6 thuy phan ctia ché pham:

HP/glucoamylase ché pham = (HP/ml x 1000)/ a (don vi)

Trong d6 : a - s6 mg ché pham dem phan tich.

2. Phwong phap chuén dé formol

Phuong phédp nay can ctr vao sy tdng cuia 1 trong cdc nhom carboxyl hay
amyl ty do trong dung dich thuy phéan protein. Protein bi thuy phan cang nhiéu
thi s6 nhom carrboxyl hay amyltuwj do trong dung dich cang ting.

Trong phuong phap nay, formol duoc sir dung dé khod cac nhom amyi, con
cac nhom carboxyl dugc chuan do bang dung dich kiém cé né)ng do xac dinh.
Tir d6 tinh ra s6 mg dam amyl twong Gng trén co s¢ luong kiém da st dung.

Hoat d6 ctia enzyme dugc tinh béng sb mg dam amyl dugc tao thanh sau
1h ¢ diéu kién nhiét d6 va pH thich hop.

a. Vat liéu, hod chat:

- Bé diéu nhiét hay u 4m (400C).

- Binh tam giac dung tich 100ml.

- Dung dich dém c6 pH thich hgp cho hoat dong ctia enzyme .

- Dung dich gelatin 2% (R60).

- Hon hop formol (R61).

- Dung dich NaOH 0,1 N.

b. Cach tién hanh:

- Chuan bj hai binh tam giac sach dung tich 100ml.

- Cho vao binh thir nhat (binh thi nghiém) 10 ml dung dich gelatin 2%
trong dung dich dém c6 pH thich hop, 5 ml dung dich enzyme , lic déu, giir ¢
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40°C trong 1h trong bé diéu nhiét, liy binh ra, thém 10 ml hdn hop formol va
chuan do béng dung dich NaOH 0,1 N cho dén khi xuat hién mau xanh da troi.

- Cho vao binh thtr hai (binh kiém tra) twong tu nhu trén nhung cho hdn
hop formol vao véi gelatin, lic déu rdi méi cho dung dich enzyme vao. O diéu
kién nay, enzyme bi kiém hdm hoan toan.

Tién hanh chuan do song song v4i binh thi nghiém cho dén khi xuat hién
mau xanh da troi.

Hoat do phan giai protein cua Iml dung dich enzyme duogc tinh nhu sau:

H=[(a-b)x 1,42]/t x v don vi

Trong do:

a - s6 ml dung dich NaOH 0,1 N dung dé chuan d6 binh thi nghiém;

b - s6 ml dung dich NaOH 0,1 N dung dé chuan dd binh kiém tra;

t - thoi gian tadc dung enzyme (h);

v - thé tich dung dich enzyme d3 sir dung (ml) ;

1,42 - 6 mg dam amyl twong ing v&i Iml dung dich NaOH 0,1 N .

43 PHUONG PHAP KIEM TRA HOAT TiNH CELULASE

Cellulase 13 enzyme xtc tac cho qua trinh chuyén hoa Cellulase thanh cac
san pham hoa tan. Hai enzyme chinh ciia phirc hé enzyme phan giai Cellulase 1a
enzyme C; enzyme C,.

1. Xac dinh hoat d¢ cua cellulase dua vao lwgng dwong khir tao thanh

Tuy theo yéu cdu cua timg thi nghiém va mirc 46 hoat dong cuia enzyme
ma c6 thé st dung cac phuong phap dinh luong duong khir khac nhau.

Hoat dong cua enzyme dugc tinh bang don vi/ml méi trudng hodc g ché
pham. Mot don vi hoat dong 13 luong enzyme phan giai co chat tao thanh 1mg
glucose sau 1h tac dung & nhiét do 40°C, pH = 5,0.

a. Hod chat:

- Ong nghiém.

- T 4m hay bé diéu nhiét, 40°C.

- Dung dich Na - CM - cellulose (3 ml dung dich chtra 50mg Na - CM -
cellulose ).

- So1 bong hay cellulose .

- Dung dich dém acetate 0,5 M, pH =5,0.

- Dung dich dém acetate 0,2 M, pH =5,6.

- Mecthilate.
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- Cac thiét bi, vat liéu va hoa chat st dung dinh lugng duong khir theo
phuong phéap Nelson.

b. Céch tién hanh:

V61 enzyme CX: cho 3 ml dung dich c6 chtra 50 mg Na - CM - cellulose
vao 6ng nghiém thém 1ml dung dich acetate 0,5 M, pH =5,0 va Iml dung dich
enzyme , nang nhiét 1én dén 40°C va giit trong 1 h. Liy ra 1ml cho vao bng
nghiém kho, sach, thém ngay cac hod chat dé dinh luong duong khir theo
phuong phap Nelson. Tién hanh mau kiém tra theo cach twong tu, nhung sau khi
tron 13n enzyme véi co chat, 1dy ngay 1ml dé xac dinh duong khtr.

Hoat dong enzyme dugc tinh bang sé lugng duong khir (tinh theo
glucose)giita binh thi nghiém va binh kiém tra. Tir d6 tinh ra don vi hoat dong
ctia Iml dich mdi truong hodc 1 g ché pham.

Luu y: phuong phap nay s& khong chinh xac néu luong dugc khir tao
thanh trong 5 ml hon hop phan tng vuot qua 0,7mg.

Véi enzyme Cl: cho vao 6ng nghiém (dudong kinh khoang 3cm) 150mg
soi bong da loai tap chat (hoac100mg cellulose ), thém 5ml dung dich enzyme ,
10ml dung dich dém acetate 0,2 M pH = 5,6 5ml nudc cat. 50ppm mecthiolate,
giit 24h & 40°C trén may lic, ly tam, tach 1ay glucose con lai. LAy 1ml dich loc
dé dinh luong dudng khir theo phuong phap Nelson. Mau kiém tra ciing duoc
giit cung diéu kién nhu trén.

2. Xac dinh hoat d§ cellulose bang cach do dwong kinh vong thuy
ngan

Khi enzyme cellulase tic dung 1én co chat cellulose trong mdi trudong
thach, co chét bi phan gidi lam cho d0 duc ctia moéi truong bi gidm di, moi
truong tré nén trong subt. Do trong subt duoc tao ra ciia moi truong ti 1€ v do
hoat dong cua enzyme .

a. Thiét bi, vt liéu va hod chat:

- Ta 4m, Pia Petri.,Na -CM — cellulose, Thuée do mm, Thach.

- Dung dich dém citrate phossphate, pH = 5,0.

b. Céch tién hanh:Chuan bi mdi trudng cé chia 2% thach, 0,5% Na -CM
- cellulose trong dung dich dém citrate phossphate, pH = 5,0r6i phan phdi vao
dia Petri. Sau khi thach dong, khoét nhiing 16 nho trén mat thach, cho vao 0,1 —
0,5 ml dung dich enzyme , giit & 40°C. Sau 24gid, do dudong kinh phan méi
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truong trong sudt & chd enzyme tac dung.Biéu dién hoat d6 clia enzyme bang sb
mm duong kinh vong thuy phan.

V. THU NHAN SINH KHOI NAM MEN BANH Mi
5.1. Cach thyc hién

- Chuan bj 3 éng nghiém nuéc dudng c6 ham luong dudng 4%. Tiét
trung, dé ngudi. Mdi dng chtra 10ml méi trudng.

- Dung que cdy vo trung liy que cAdy nim men tir ong giébng chuyén qua
cac dng nghiém nudc dudng trén va nudi trén may lic co téc dd quay 160rpm.

- Chuan bj 3 binh ciu day bang dung tich 150ml chira 100ml dung dich
moi trudng nudc duong chira 4% duong bd sung 0,15% urea va 0,25%DAP.

- Chuyén toan bo s6 dung dich trong ting dng nghiém vao céc binh cau
day bang. Dt cac binh nay trén may lic c6 téc d6 vong quay 300rpm. Nudi &
30°C trong thoi gian 16-18 gio.

- Sau thoi gian nay tién hanh kiém tra chat lugng nAm men banh mi.

5.2. Kiém tra chit hwong nAm men banh mi

Panh gia chat lugng nAm men banh mi theo cac chi tiéu sau :

a/ Tong sb té bao/ml b/ Ty 16 té bao nAm men nay choi

c/ Ty 18 té bao chét/té bao séng d/ Hoat tinh enzyme amylase

e/ Hoat luc lam nd banh

Cac chi tiéu tu a-d dugce xac dinh theo cac phuong phap da trinh bay trong
cac chuong trudc va chuong 9. Riéng chi ti€u xac dinh hoat lyc 1am né banh
(hay hoat luc 1én men) c6 thé thuc hién theo phwong phép sau :

- Ly tam dich nuéi cay nAm men banh mi, thu nhan sinh khéi dang paste

- Chuan bi mét ly nude dudng co6 ham luong dudong 10%

- Tao mét vién sinh khdi nAm men nay co kich thudc giéng nhu mot hat
dau nanh.

- Tha vién sinh khdi ndy vao ly nudc duong, xac dinh thoi gian ban dau,
thoi gian két thuc dugc tinh khi vién sinh khdi nay ndi trén dung dich nudc
duodng.

- Hoat lyc 1am nd banh cang manh khi thoi gian 1am vién sinh khdi noi
trén bé mit dung dich nudc dudng cang ngin.
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BAI 10 : PHUONG PHAP XAC PINH TONG VI KHUAN
HIEU KHi VA COLIFORM

I. XAC PINH TONG SO VI KHUAN HIEU KHi
1.1.  MBoi truong va hoa chat

- Moéi1 truong st dung 1a Plate Count Agar (PCA) c¢6 pH 7,0 + 0,2. Méi1
truong duoc pha ché , phan phdi vao trong cac binh thuy tinh hay trong cac 6ng
nghiém va hap khur trung ¢ 121°C trong 15 phiit. Cac binh hodc dng nghiém
chtra moi trudng chua st dung duoc bao quan trong ta lanh 2-8°C. Trude khi sir
dung moi trudng phai duge dun chay va lam ngudi 45°C trong bé diéu nhiét.
Ngoai méi truong trén, con co thé sir dung ca moi trudng khac nhu Tryptose
Glucose Agar, Nutrient Agar.

- Dung dich nudc mudi pepton SPW (Saline Pepton Water) dung pha lodng
chura 8,5g NaCl va 1g pepton trong 100ml nude. Dung dich ndy dugc chira trong
cac binh chtra 0,5-1,0 lit, hép khtr trung va dugc phan phéi thanh cac thé tich
chinh xac 9ml vao trong cac 6ng nghiém vo tring.

1.2.  Quy trinh phéan tich
1.2.1. Chudn bi mdu nwéc triweée khi phén tich

Trude khi tién hanh phan tich, thuc hién vi¢c déng nhit mau nhu sau : d6i
v6i mau dang ran dung cac dung cu nhu kéo, kep dd duoc khir trung can chinh
xac 10g (hay 25g) mau vao trong bao PE. Tét ca thao tac tiép theo can phai tién
hanh trong diéu kién vo tring. Thém vao luong mau ndy 90ml (hay 225ml) dung
dich pha lodng SPW. Thyc hién dong nhat mau bang may dap mau (stomacher).
Thoi gian dap mau phu thudc vao tinh chat co 1y ctia mau, nhung khong qua 2.5
phut. Trong truong hop khong c6 may dap mau thuc hién thao tac dong nhat
mau nhu sau : xat nhuyén mau trong diéu kién vo trung. Can chinh xac trong
diéu kién v trung (225ml) nudc SPW d3 duoc hdp khir trung. Lic déu trong
mot thoi gian nhat dinh (it nhat 1a 2 phat). Péi véi mau dang 16ng, hat 10ml
(hodc 25ml) cho vao binh tam giac chira 90ml (hay 225ml) nudc SPW da duogc
héap khtr tring, lic déu. Sau khi duoc 1am dong nhat bang mot trong cac phuong
phap nhu trén, dung dich miu thu dugce co6 d6 pha lodng 1a 10 lan so véi ban
dau.

Dich mau ddng nhat duoc tiép tuc pha lodng theo diy thip phan bang
cach dung pipet vo trung (hodc pipetman véi dau tip vo trang) chuyén 1ml dich
mau vao Ong nghiém chtia 9ml dung dich pha lodng. Tron miu trong Ong
nghiém cho déng nhat bang may rung (vortex) hay dung pipet hut dao dich mau
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1én xubng 5-10 lan. Dung dich mau nay c6 d6 pha loang 1a 107 Sau d6 sir dung
cung pipet hodc pipetman cé dau tip chuyén 1ml dich maii nay vao 6ng nghiém
thr 2 chira dung dich pha lodng va thao tac twong tu dé c6 dich mau véi d6 pha
loang 10°. Tiép tuc thuc hién tuong tu dé co cac do pha loang thap phan theo
cho dén do pha lodng can thiét. Luu ¥ néu pipet hodc ddu tip pipetman nguy co
bi nhiém trong qué trinh thao tic (cham tay, cham mat ngoai 6ng nghiém, mait
ngoai binh chira...), can phai thay pipet hodc dau tip v6 trung khac.

1.2.2. Ciy mdu

Chon 2 hay 3 d6 pha lodng lién tiép du kién chtra 25-250 té bao vi sinh
vat trong 1ml dé cdy 1én dia petri. Dung pipet vo tring hodc pipetman véi dau
tip vo trung chuyén 1ml dich mau pha lodng di chon vao giita dia petri vo tring.
Tuong tmg véi mdi dd pha lodng cay it nhat 2-3 dia (ttrc 1a thuc hién 2-3 1an lip
lai). Sau khi cdy d6 vao mdi dia 10-15 ml méi truong PCA da duoc dun chay va
6n dinh & 45°C. Tron déu dich mau véi méi trudng bang cach xoay tron dia petri
xudi va nguoce chiéu kim déng hd, mdi chiéu 3-5 lan ngay sau khi d6 moi
truong. it cac dia trén mat phang ngang cho thach dong dic. Lat nguoc va
cac dia trong ti 4m & nhiét d6 30 +10°C trong 72 gio. Nhiét d6 va thoi gian @ c¢6
thé thay doi theo quy dinh cua tiéu chuén.
1.2.3. Cach tinh két qua

Pém tt ca sd cac khuan lac xuit hién trén cac dia sau khi u. Chon céc dia
c6 sb dém tir 25-250 dé tinh két qua. Mat do tong vi khuan hiéu khi trong 1g hay

1ml mau duoc tinh nhu sau :

A (CFU/g hay CFU/ml) = N

nVf +..+nlf
Trong d6 : A : s6 t& bao (don vi hinh thanh khuén lac) vi khuan trong 1g hay
1ml mau

N: téng s6 khuan lac dém duoc trén cac dia da chon
Ni : s6 luong dia cdy tai do pha lodng thir i
V : thé tich dich mau (ml) cdy vao trong mdi dia
Fi : d0 pha loang tuong tng
Vi du : trong 1 truong hop phén tich 1g miu cu thé nhan duoc két qua nhu sau :

Nong d6 pha loing 107 107
Két qua Pia 1 235 26
Dia 2 246 21
2354246 +26 ~2.4 XlOS(CFU/g)

B 2x1x0,001+1x1x0,0001
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Céc két qua tong sb vi khuan hiéu khi thudng duoc biéu dién dudi dang sb
mil cua co sb thap phan. Truong hop co khuén lac vi sinh vat moc loang, moi
vét loang dugc tinh 1a mdt khuan lac. Néu sb khuan lac chiém hon 1/3 dia thi
phai ghi nhan diéu nay va danh dau két qua nhan duoc. Néu ¢ d6 pha lodng cao
nhat, sb khuan lac dém duoc trén dia > 250, vi du & néng do 107 s dém duoc
16n hon 250, két qua duge ghi : >2,5 x10” CFU/g. Néu ¢ do pha lodng thap nhat,
s6 khuan lac dém duoc trén 1 dia <25, vidu & néng do 10" s6 dém nho hon
25, két qua dugce ghi : < 2.5 x 10° CFU/g

Quy trinh dinh luong tong vi khuan hiéu khi trong thuc pham dugc tom tat

Chuén bj dich ddng nhét hoic pha loang miu dé ¢é do
pha loang 10", 102, 1073...

v

Chon 2 ndng d6 pha loang thich hgp, chuyén 1ml miu
vao dia petri vo tring (mdi ndng do cdy 2 dia)

v

Rt vao mdi dia 10-15ml méi tridng PCA da duge 1am
ngudi dén 45°C, lic cho mAiu phan tan déu vao moi
trudng , U 6 30°C trong 72 gid

I

Chon cac dia ¢6 s6 khuén lac trong khoang
25-250 khuan lac /dia d&€ dém

v

Tinh két qua : tdng vi sinh vit hiéu khi trong
maiu (CFU/g hoic CFU/ml)

II. COLIFORMS VA ESCHERICHIA COLI

2.1. Dinh nghia Coliforms, Coliforms chiu nhiét, Coliforms phan va E.coli
- Coliforms 14 nhiing truc khuan gram 4m khong sinh bao tir, hiéu khi hozc

ky khi tuy ¥, ¢6 kha nang 1én men lactose sinh acid va sinh hoi & 37°C trong 24-

48 gio. Trong thuc té phan tich, Coliforms con dugc dinh nghia 1a cac vi khuan

¢6 kha nang 1én men sinh hoi trong khoang 48 gi¢ khi dugc i ¢ 37°C trong méi

truong canh Lauryl Sulphate va canh Brilliant Green Lactose Bile Salt. Nhém
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Coliforms duogc xem 1a nhom vi sinh vat chi thi : sd luong hién dién ctua ching
trong thuc pham, nuéc hay cic loai miu méi trudng duoc dung dé chi thi kha
nang hién dién cta cac vi sinh vat gy bénh khac. Nhiéu nghién ctru cho thay
rang khi s6 Coliforms ctia thuc pham cao thi kha ning hién dién ciia cac vi sinh
vat gdy bénh khéac ciing cao. Tuy nhién mdi quan hé giita vi sinh vat gdy bénh va
vi sinh vt chi thi ndy van con nhiéu tranh cdi. Nhom Coliforms gdm 4 giéng 13 :
Escherichia véi 1 loai duy nhat 1a E. coli, Citrobacter, Klebsiella va
Enterobacter. Tinh chét sinh hoa dic trung cia nhom nay dugc thé hién qua cac
thir nghi€ém Indol (I), Methyl Red (MR), Voges-Proskauer (VP) va Citrate (iC)
thuong duoc goi tom tat chung 13 IMViC.

- Coliforms chiu nhiét 1a nhitng Coliforms c6 kha nang 1én men lactose
sinh hoi trong khoang thoi gian 24 gid khi dugce G & 44°C trong méi trudng canh
EC.

- Coliforms phan (Faeceal Coliforms hay E. coli gia dinh) 1a Coliforms
chiu nhiét c6 kha nang sinh indole khi dugc U khoang 24 gio ¢ 44,5°C trong
canh Trypton. Coliforms phan 1 mot thanh phan cua hé vi sinh rudt dudng &
nguoi va cac dong vat mau nong khac va dugc st dung dé chi thi mac do vé
sinh trong qua trinh ché bién, bao quan, van chuyén thuc pham, nudc ubng ciing
nhu dé chi thi sy 6 nhiém trong mau moi trudong

- E. coli 1a Coliforms phan cho két qua thir nghiém IMViC 14 ++-- (Indol +,
Methyl Red +, Voges-Proskauer -, Citrate -).

2.2. Dinh luwgng Coliforms, Coliforms chiu nhiét, Coliforms phan va E.
coli bang phwong phap MPN.

2.2.1. Nguyén tic :

S6 luong Coliforms, Coliforms chiu nhiét, Coliforms phan va E. coli trong
mau nudc, thuc phém chira mat do thép ctia nhém vi khuan nay co thé duoc xac
dinh bang phuong phap MPN (Most Probale Number). Phuong phap nay dua
vao nguyén tic miu duoc pha lodng thanh mot ddy thap phan (hai nong d6 ké
tiép nhau khac nhau 10 lan); 3 hodc 5 mau c6 d6 pha lodng thap phan lién tiép
duoc U trong Ong nghiém chtra moi trudng thich hop c6 6ng biy khi Durham.
Mdi nong d6 pha loang duoc i tir 3 dén 5 dng ldp lai. Theo di sy sinh hoi va
d6i mau dé dinh tinh sy hién dién trong ting ong thir nghiém ; dy 1a cac ong
duong tinh. Ghi nhan sé dng nghiém cho phan ung duong tinh & mdi ndng do
pha lodng va dya vao bang MPN dé suy ra sb luong vi sinh vat trong tmg hién
dién trong 1g (hodc 1ml) mAu ban dau.
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2.2.2. Méi trwong va hod chit

- M6i truong 1ong Lauryl Sulphate Broth LSB (canh Lauryl Sulphate)

- Méi truong 1ong Brilliant Green Lactoase Bila Salt (canh BGBL)

- Moi truong long E. coli (E. coli medium, canh EC)

Céac mdi truong 1ong trén duoc chuan bi trong cac 6ng nghiém chira 6ng
Durham ap ngugc. Sau khi khir tring, chi thi st dung cac 6ng nghiém khong c6
bot khi bén trong dng Durham.

- Canh Tryptone

- M6i truong ran Simmon Citrate Agar (Thach simmon Citrate)

- Dung dich nuéc mudi pepton SPW (Saline Pepton Water)

- Thudc khir Kovac’s

- Canh MR-VP

- Thubc thar Methyl Red

- Thudc thir a-napthol

2.2.3. Quy trinh phdn tich

Chuan bj d6ng nhat mau hoic pha loing miu dé ¢ dich mau c6 do pha lodng
107,

a. Dinh luong Coliforms

Tuan tu cay 1ml dich mau d3 pha lodng 10" vao 3 dng nghiém giéng nhau,
mdi 6ng chira 10ml canh LSB. Thuc hién tuong ty véi dich mau pha lodng 107
va 10”. Pay 1a truong hop xac dinh MPN bang hé sé 3 d6 nong do va 3 dng
nghiém lip lai (hé 3 x 3 hay 9 6ng nghiém). Néu nghi ngd sb luong Coliforms
trong mau qua cao, phai str dung cac mau c6 do pha lodng cao hon. U céac dng
nghiém & 37°C trong 48 gid. Ghi nhén : 6ng c6 sinh hoi. Dung que ciy vong
(khuyén cdy) cdy chuyén dich mau cac dng LSB (+) sang cac dng chira canh
BGBL va u ¢ 37°C trong 48 gid. Ghi nhan sb dng cho két qua (+) (co sinh hoi)
g v&i mdi pha lodng.

b. Dinh luong Coliforms chiu nhiét

Dung que cdy vong chuyén mot vong dich mau tir cac dng canh LSB sang
moi trudng canh EC, u & 44,5°C + 0,2°C trong 24 gio. Pém s luong cac dng
cho két qua (+) (sinh hoi) & mdi d6 pha lodng.

c. Pinh luwong Coliforms phdn

Dung que cdy vong ria dich mau tir cac éng (+) trén mdi truong canh EC
sang mdi truong thach dia EMB. U cac dia nay ¢ 37°C trong 24 gio. Cac khuan
lac tron, det hinh dia va c6 anh kim tim 13 khuén lac cta Coliforms phan hay E.
coli gia dinh. Chon khuan lac dudng kinh 16n honlmm va ciy vao canh Trypton,
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Ul 0 44,5 + 0,2°C trong 24 gid. Nho thude thir Kovac’s vao cac ong nghiém. Ong
nghiém c6 sy xuat hién mau dé trong moi trudng trong vai phut 1 éng (+). Thuc
hién tuwong tu cho cic ong (-) trén méi truong EC. Ghi nhan s luong cac ong
cho két qua (+) trén moi trudong Trypton twong tmg v6i mdi do pha lodng.

d. Dinh luong E.coli

Trudc tién thuc hién tuong tu nhu truong hop dinh lugng Coliforms phan
nhu trén. Dung que cdy vong ria dich mau tir cac éng (+) trén mdi truong canh
EC sang méi truong thach dia EMB. U céac dia nay o 37°C trong 24 gio dé tim
céc khuéan lac E. coli gia dinh (tron, det hinh dia va c6 anh kim tim). Chon khuan
lac duong kinh 16n hon Imm va cay vao cdc moi truong MRVP, Simmom
Citrate Aga dé thuc hién cac thir nghi¢ém IMViC. Khuan lac E.coli gid dinh cho
két qua thir nghiém IMVIC tuén ty 14 ++-- chinh 13 E. coli. Ong nghiém cho két
qua (+) trong mdi truong EC va khuéan lac E.coli gia dinh trén méi truong EMB
cho két qua thir nghiém IMViC nhu trén 13 6ng nghiém E.coli (+). Thyuc hién
tuong tu cho tit ca cac 6ng nghiém cho két qua (+) trong méi truong EC va tao
duoc khuén lac E.coli gid dinh trén moéi truong EMB. Ghi nhan s6 luong céc
dng nghiém c6 E.coli (+) & mdi do pha lodng ctia mau.

2.2.4. Cach doc két qua

O tat ca cac trudong hop néu trén, tir sd luong cac 6ng nghiém co E.coli (+)
& mdi do pha lodng ciia mau dung bang MPN thich hop (bang 3x3 tic 9 dng
nghiém) dé tinh ra mat do vi sinh vét trong mau va biéu dién dudi dang tri sb
MPN/g hay MPN/ml mau ban dau chua pha lodng.

2.3. Pinh lwong Coliforms, Coliforms phan bing phwong phap dém khuén lac
2.3.1. Nguyén tic

MaAu di dugc déng nhat hoa duoc céy mot luong nhét dinh 1én moi truong
thach chon lgc thich hop chira lactose. Pém sb khuan lac 1én men lactose va sinh
acid sau khi 0 & 37+ 1°C trong 24-48 gid. Ngoai lactose moi trudng chon loc
cho Coliforms con chira mudi mat tc ché vi khuan gram dwong va chat chi thi
pH nhu neutra red, crystal violet. Trén moi truong nay khuan lac Coliforms co
mau d6 dén mau do d¢am, dudng kinh 16n hon 0,5mm, xung quanh khuén lac c6
vung tua cua mudi mat. Viéc khéng dinh duoc thuc hién béng cach nuoi1 céy trén
moi truong canh chon loc nhu BGBL. bé dinh lugng Coliforms phan, thyc hién
tuong tu nhung thay ddi nhiét d6 u 1a 44°C. Mat do Coliforms hay Coliforms
phan dugc tinh dya trén s6 luong khuan lac dién hinh dém duoc, ty 1¢ khéng
dinh va do pha lodng mau trudce khi cdy vao dia.
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pé phat hién dugc bo phan té bao Coliforms bi tdn thuong hay bi giam strc
song do qué trinh ché bién hay bao quan thuc pham, bo phan nay c6 thé khong
tang trudng dugc trong mdi trudng chon loc, trude tién mau duoc cdy vao trong
moi truong khong chon loc nhu TSA, trude khi bd sung moi truong chon loc.

2.3.2. Méi trwong va hod chit

- Méi trudng Trypton Soya Agar (TSA) dugce chuan bi trong céc binh hay
chai thuy tinh, hdp khtr tring va bao quan & 4-8°C. Trudc khi st dung méi
truong duoc dun chay va lam ngudi ¢ 45°C trong bé diéu nhiét.

- Violet Red Bile Agar (VRB) dugc chuan bi trong cac chai thuy tinh, dugc
dun chay va 1am ngudi ¢ 45°C trong bé diéu nhiét trude khi sir dung. Co thé sir
dung moi truong Desoxycholate Agar thay cho VRB.

- Méi truong canh Brilliant Green Bile Lactose Broth (BGBL) dugc phan
phéi 10ml vao mdi dng nghiém vo6 trung chira mot ng durham up nguoc. Hap
khtr tring. Sau khi hap kiém tra cac dng dé dam bao khéng co6 bot khi trong ng
durham.

- Mbi truong canh EC Broth dugc chuan bi twong ty nhu truong hop moi
truong BGBL.

- Moi trudng canh Trypton Broth duoc phan phdi Sml vao mdi 6ng nghiém
hap khir tring.

- Thudc thir Kovac’s hay Indol

2.3.3. Quy trinh phdn tich

Mau dugce dong nhat hoa va pha lodng twong ty nhu phan dinh luong tong
sO vi khuan hiéu khi sao cho chtra <100 té bao Coliforms trong 1ml dung dich
pha loang. Chuyén 1ml dich pha lodng mau di chon vao dia petri. B4 sung vao
mdi dia dd cdy mau khoang 5ml méi truong TSA da dugce dun chay va on dinh
trong bé diéu nhiét ¢ 45°C. Lic tron dia petri xudi va nguoc chiéu kim ddng ho,
mdi chiéu 3-5 1an dé tron déu dich mau v6i moi truong. Pé & nhiét d6 phong
trong 1-2 gid dé hoéi phuc cac té bao bi ton thuong. B6 sung vao mdi dia 10-
15ml moéi truong thach VRB ¢ nhiét do 45°C 1én trén méi truong TSA. Cho cho
moi trudng trong dia dong dic, 1at nguoc dia va t ¢ 37° + 1°C trong 24 -48 gio.
Thue hién trén mau ¢ 2 néng d6 pha lodng lién tiép sao cho mdi dia s& xuét hién
tir 10-100 khuén lac va lip lai it nht 2 dfa Gng voi nong do pha lodng.

- Thir nghiém khang dinh Coliforms

Trong trudng hop mau cé chira cdc ngudn carbon khac khong phai

lactose, dé tranh céc truong hop vi sinh vat st dung cac ngudn carbon trong
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mau 1én men va tao khuan lac c6 hinh dang tuong tu Coliforms can thuc hién
thém budc khang dinh nhu sau : chon it nhat 5 khuan lac nghi ngd, dung que cay
vong cdy chuyén sang cac ong nghiém chira méi truong BGBL (trudng hop
khang dinh Coliforms tong sd) hodc méi truong EC (truong hop khang dinh
Coliforms phan). U cac dng BGBL ¢ 37 + 10C va cac ong EC & 44°C trong 24-
48 gio. Két qua khang dinh 1a (+) khi vi khuan ting lam duc méi trudng va sinh
hoi trong dng Durham. Tinh ty 1é khang dinh 1a ty s giira s6 khuan lac cho két
qua (+) voi s6 khuan lac dugc dung trong thir nghiém khang dinh Coliforms
phan, céc khuén lac cho két qua (+) trén EC can duge thuc hién thu nghi¢m
indol & 44°C. Thir nghiém khang dinh Coliforms phan chi duoc xem 13 (+)trén
thir nghiém Indol.
2.3.4. Cach tinh két qua

Dua vao sb6 khuan lac dém dugc va ty 1€ khéng dinh, tinh mat d cua

Coliforms va Coliforms phan theo cong thirc sau :

A (CFU/g hay CFU/ml) = N

nVf +..+nlf

Trong d6 : A : s6 té bao (don vi hinh thanh khuan lac) vi khuan trong 1g
hay 1ml mau

N: téng s6 khuan lac dém duoc

Ni: sb lugng dia cé s6 khuan lac dugc chon tai mdi do pha loang

V : dung dich miu (ml) ciy vao trong mdi dia

Fi: dg pha loang c6 sb khuan lac dugc chon tai cac dia dém

R : ty 18 khang dinh
2.4. Pinh lwong E.coli bing phwong phap dém khuin lac
2.4.1. Nguyén tic

Mau di duoc dong nhat hoa dugc cay mot lwong nhat dinh 1én moi trudng

thach chon loc thich hgp chtra lactose, U & 44°C trong 24 gio, dém céac khuén lac
c6 hinh dac trung cia Coliforms. Khéng dinh cac khuan lac di dém 1a E.coli
bang cac thir nghiém IMViC.
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2.4.2. Moi trwong hod chit

- Moi truong canh Trypton Soya Agar (VRB) duoc chuan bi twong tu phan
dinh luong Coliforms

- Méi trudng canh Escherichia coli Broth (EC Broth) duoc phan phdi 10ml
trong mdi 6ng nghiém chira dng Durham Gp nguoc, hip khir tring dé ngudi va
kiém tra khong c6 su hién dién ctia bot khi trong dng Durham. Cac éng EC nay
dugc bao quan ¢ 2-80C cho dén khi sir dung .

- Moi truong canh Lactose Trypton Lauryl Sulphate Broth (LST Broth)
duogc chuan bi twong ty nhu moi trudng canh EC.

- Mo6i truong canh Trypton Broth dugce chuan bi twong ty phan dinh luong
Coliforms.

- M6i truong canh MR-VP Broth duoc phan phdi 5ml vao mdi ong
nghiém, hap khir tring, dé nguoi va bao quan & 1J80C cho dén khi sir dung.

- Moi truong thach Simmon Citrate dugc chuén bj duéi dang céc 6ng thach
nghiéng c6é mau xanh luc.

- Thudc thir Kovac’s.

2.4.3. Quy trinh phdn tich.

Mau dugc déng nhat, pha loing va dinh luong twong tu nhu phin
Coliforms phan véi budc khéng dinh duoc tién hanh nhu sau: chon 5 khuan lac
nghi ngd, ding que ciy vong cdy chuyén sang moi trudng canh EC, 0 ¢ 44 +
0,5°C trong 24 gid. Chon cac dng cho két qua (+) (sinh hoi) va ding que cdy
vong cdy chuyén sang cac mdi trudng sau: canh trypton, canh MR-VP, thach
simmon Citrate. U cac moi truong trén ¢ 44 + 0,5°C trong 24 giod. Thuc hién thu
nghiém Indol, Mrthyl Red, Voges Proskauer, Citrate (xem chuong IV). Ghi
nhén s6 khuén lac cho thir nghiém khang dinh E.coli (+) IMViC 13 + + - -).

2.4.4. Cdch tinh két qua.
Tinh ty 1& khang dinh va tinh mat do E.coli (CFU/ml hay CFU/mg) theo
cong thure tuong tu trén.
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Tom tt cac budce cla qui trinh dinh luong cac loai Coliforms va E.Coli.

Chuén bi dich ddng nhat hoic pha loang dé cé do
pha loang 10", 107, 107 ...

Chuyén 1ml dung dich 10", 102, 107 vao éng
10ml canh LSB, mbi néng d6 3 6ng lip lai, 4 6 37°C

Ghinhan cdc 6ng LSB (+) 6 mdi ndng do pha loang

v

CAy vao 6ng canh BGBL, U 6
37+ 1°C , 48 gid

v

v

Cay vao 6ng canh EC, 11 § 44,5+
0,2°C , 24 gid

S6 6ng (+) ¢ mbi do pha loang

v

S6 6ng (+) & m|6i do pha loang

v
Cay lén thach EMB, 1 §
370('3 .24 016
v
Chon khuén lac dién hinh, (’?h()r} khuan lac dién hinh,
cdy vao canh Trypton, Ui & céy vao canh Trypton, MR-
445+ 0 20C 24 g16 VP, SC Citrate ﬁ 6 44,5i
- 0.2°C 24 oid
Thi nghiém Indol Thi nghiém IMViC
Pém s6 6ng canh EC (+) Pém s6 dng canh EC (+)
va Indol (+), tra bang va IMViC ++--, tra bang
v \ 4 \ ¢
Coliforms Coliforms Coliforms E.Coli
chiu nhiét phan
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Chuan bi dich déng nhit hosc pha loang dé c6 do pha loang
101,107,107 ...

v

C4y 1ml dung dich mu vao dia petri, bé sung 5ml
moéi trudng TSA, lic déu, d€ yén 1-2 gid

v

R6t vao mdi dia 10-15ml méi trudng thach VRB, dé dong, 1 &
37°C trong 24 -48 gid.

v

/( 4 /\? N\ ;( A 14 N
Dém cac khuan lac mau do dén dé dam, c¢d vong tda

mudi mat, dudng kinh >

v v

C4y vao 6ng canh BGBL, 1 6 C4ay vao 6ng canh EC, 4 6
37°C . 24 - 48¢i0 44°C . 24 - 484i6
Pém sb 6ng canh (+) (sinh Chon dng canh (+)
hoi); tinh ty 1& khing dinh (sinh hoi)
Mait do Thi nghiém Cay vao 6ng canh Trypton, MR-VP,
Coliforms Indol thach SC Citrate, u 6 44°C . 24gi0
Pém s6 dng canh (+) (sinh Thii nghiém IMViC
hoi); tinh ty 1& khing dinh 1

Pém s6 ong canh EC(+) va
Mat do Coliforms phan IMViC ++--, tinh ty 1 khing
dinh E.coli dinhColiforms

Mit 6 E.Coli

Quy trinh dinh lugng Coliforms, Coliforms chiu nhiét, Coliforms
phan va E. coli bing phuong phap dém khuan lac
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IV. XAC PINH TONG NAM MEN, NAM MOC
4.1. Pinh nghia va nguyén tic

NAm men va ndm mdc 1a nhém vi sinh vat rat da dang, cho dén nay co
hon 400.000 loai nAm men va ndm moc da dugc mo ta. bay la nhém vi sinh vat
nhan that, co vach té bao 1a 16p vo chitin, c6 nhan va cac bao quan khac. Tat ca
cac loai men va mdc déu thuéc nhéom vi sinh vat di dudng, chung can ngudn
carbon hitu co dé cung cép ning luong tir moi trudng bén ngoai. Vi thé vi sinh
vat nay thuong xuyén duoc phan lap tir thuc phadm hay cic ngudn gidu dinh
dudng khac. C6 thé phan biét duoc ndm men va nim mdc theo khai niém don
gian nhu sau: nAm méc 13 vi nAm dang soi, sinh san bang bao tir hay khuan ty;
nam men 14 nhiing t& bao don tinh phat trién theo kiéu nay chdi, thinh thoang c6
thé ton tai & dang khuan ty gia trong d6 cac té bao két nhau thanh chudi. Pon vi
hinh thanh khuan lac ciia nAm mdc va nAm men 1a mam dé tao nén 1 khuén lac
khi nudi cdy trong moi trudng. Mam co6 thé 1a 1 bao tir, 1 té bao hay 1 doan cua
khuan ty.

Qua trinh ting truéng ctia nAm men va nAm méc phu thudc vao rat nhicu
yéu t tir méi truong. Hau hét nAm mdc, ndm men déu thudc nhom vi sinh vét wa
mat, nhiét do thich hop cho sy phat trién cua ching trong khoang 20 — 28°C, 1
s6 it trong s6 nay wa lanh hay ua néng. Nudc hoat tinh cling 1a nhan t6 anh
hudng rat quan trong dén ting truong. Hau hét cic loai nAm men va ndm méc
phat trién tét trong co chat c6 nude hoat tinh khoang 85% hay 16n hon, 1 sé it
loai c6 thé ting trudng trong co chat co6 nudc hoat tinh thap hon khoang 60 —
70%. Nam méc va ndm men tang truéng duoc ving pH tir 2 -9, trong pH thich
hop nhat nam trong khoang 4 — 6,5. Hau hét nAm méc , ndm men déu thudc
nhom hiéu khi bat budc, 1 s6 co thé phat trién trong diéu kién vi hiéu khi. Mot
s6 ¢6 thé tiép nhan oxy nguyén tir tir co chat ctia chung nhung du ¢ dang ndo ,
oxy van la nguyén t6 can thiét cho qua trinh phat trién cia nim men va ndm
moc.

Trong thyc pham, nAm men va ndm mdc hién dién co thé tang trudng lam
thay ddi mau cua thuc phém, 1 s6 c6 thé tao doc td gay ngd doc thuc phém.

Mat d6 ndm men va ndm mdc trong mau duoc xac dinh chung dudi dang
tong nAm men nam moc bang k¥ thuit pha lodng, trai va dé khuan lac trén moi
truong Dichloran Glycerol Agar (DG18)hay Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol Agar (DRBC). Moéi truong DG18 dugc st dung cho céc loai
mau thuc phdm c6 ham luong nude thip nhu cac loai thuc pham kho, gao, ngil
cdc, tiéu, cac loai thuc c6 dau, c6 ham luong dudng hay mudi cao. Mbi truong
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DRBC duogc st dung cho cac mau c6 ham lugng nudc cao nhu sita va cac san
pham cua sita, cac loai rau qué va trdi cdy tuoi, cac loai dd hop....Déi vdi mau
c6 mat do nAm mdc thép, vi dy nhu m¥§ phém, moi truong dugc st dung 1a moi
truong Malt Extract Agar (MEA) hay Potato Dextrose Agar (PDA) chira 40ppm
Chloramphenicol hay chlotetracyline.

4.2. M0di trwong va hoa chat

- Dung dich pha loang (nudc pepton 1%)

- Méi truong thach Dichloran Rose Bengal Chlorampleicol Agar (DBRC)

- Moi truong thach Malt Extract Agar (MEA)

- Méi truong thach Potato Dextrose Agar (PDA)

- .Moi truong thach Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

- Méi trudong canh Sabouraud Dextrose Agar (SDB)

Céc loai moi truong thach dugc chuan bi trong dia petri, 1am kho bé mat
trong diéu kén vo trung, tranh anh sang trudc khi st dung.Moi truong thach
Sabouraud Dextrose Agar con duoc chuan bi dudi dang cac dng thach nghiéng.
4.3. Quy trinh phan tich dinh tinh

Péi voi mau ¢o nguy co nhiém va mat do nhiém nidm mdc qua thép, viéc
phan tich thuong dugc hién 1 cach dinh tinh theo quy trinh nhu sau: Mau dugc
pha loang 10" va doéng nhat trong méi truong SDB. Dich déng nhat dugc U
30°C, theo dbi timg ngay dén 7 ngay. Néu trong canh truong cd su xuat hién cta
nam moc, tién hanh chuyén Ién cac dia thach SDA, MEA hay PDA, i ¢ 30°C
trong 7 ngay. Cac khuan lac nAm mdc xuét hién trén cac dia méi trudng nay
dugc cay chuyén 1én bé mat 6ng thach nghiéng SDA dé dinh danh khi can thiét.
4.4. Quy trinh phan tich dinh lwgng

Can 10g miu trong tui PE v6 tring, b sung 90ml dung dich pha lodng.
Truong hop mau dang kho, ngdm mau trong dung dich khoang 30 phut trudc khi
d6ng nhat miu. Mau dugc dong nhit bang may dap mau trong 2 phut va duoc
pha lodng thanh cac diy ndéng d6 thap phan lién tiép thich hop. Hut vo trang
0,1ml dich mau 1én cac dia moi trudong DBRC hoic DG18. Néu mat do trong
ndm men va ndm moc thap, c6 thé cay 1ml mau. Diung que gat thuy tinh trai
dich mau déu trén bé mit dia moi truong cho dén kho. Pat ngta dia trong bao
nylon, dé ho miéng bao, u ¢ nhiét do 25°C trong 5-7 ngay. Pia da dugc dat ngtra
dé tao do am cho su phat trién cua ndm men mdc va han ché lam kho thach.
Thuc hién 3 dia cho mdi né)ng do pha loang. Pém va sb luong khuan lac nAm
mdc va ndm men trén tit ca cac dia cy. Khi can thiét phai quan sat bang kinh
hién vi soi ndi hay kinh lap dé phan biét khuan lac nAm men hay ndim méc. Két
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qua dugc gghi bang don vi CPU/g. Néu c¢6 yéu cau phan loai hay dinh danh cac
loai nghi ngd sinh doc t6, cac khuan lac nAm mdc duge cay chuyén vao trong
céc Ong thach nghiéng SDA dé goi dén cac phong thi nghiém chuyén dinh danh
va phén loai ndm.

Can luu ¥ rang trong thdi gian 0 nAm méc c6 thé tao bao tir va phat tan
vao trong moi trudong nudi cdy tao nén cac khuan lac méi. Dé han ché hién
tuong nay, trong subt thoi gian 1, khong dugc cham tay hoac di chuyén cac dia
cho dén khi dém két qua. Mit khac, khi tién hanh dém khuén lac cAn han ché
viéc mé dia dé han ché sy phat tan ctia bao tir vao trong khong khi, gay nhiém
vao trong miu hay méi trudng nudi ciy khac.

Poi véi my phém, viéc dinh lugng duoc thuc hién trén cac dia moi
truong. Moi trudng thach MEA hay thach PDA. Cac dia duogc 6 6 30° C trong 7
ngay trudc khi tién hanh dém riéng 1¢ s6 khuan lac nAm men, ndm méc xuét
hién trén dia.

Dong nhit miu trong SDB thanh do pha loang 10" 4 &
30°C, 1 - 7 ngay

.

Cay canh trudng c¢6 mdc moc 1én dia SDA, MEA, hay
PDA, 11 6 30°C trong 7 ngay

I

Két luan: co/ khong co nam moc

Ouy trinh dinh tinh ndm méc
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DPong nhat va pha loang mau thanh cdc d6 pha loang 107,

10% 10°
M3u thuc pham v v MAu m§ phdm
Trai 0,1ml mau 1én dia DRBC hoic Trai 0,1ml mau lén dia MEA hoidcPDA,
DG138, U ngtia dia 6 25°C, 5-7 ngay Ui ngtia dia 6 30°C, 7 ngay

v v

Pém khuan lac ndm médc, nAm men, tinh d6 mat (CPU/g)

v v

CAy lén 6ng thach nghiéng SDA, 1i 6 30°C, 7 ngay

v v

Dinh danh

Quy trinh dinh luong tong nam men ndm moc
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