
CHƯƠNG III

NGHIÊN CỨU HÌNH THÁI TẾ BÀO VI SINH VẬT■

Bài 4. QUAN SÁT HÌNH THÁI TÈ BÀO VI SINH VẬT

A. M Ụ C T IÉ U

Sau khi học  x o n u  ch ư o i ìc  này sinh vicii cần ihànli thạo các  kĩ  nãnu sau:

+ Kĩ Iiaim iàin liẽii bán \ à  t|u;ui sál hình thái một  só loại v s v  thông 
ihiròrg dưới KHV qiiane hoc.

T Sư cliing thành thạo KHV I.|ii;ìne hoc c!c quan sát hình thái v s v .

+ Quan sát, phân biệt và vẽ clươc liìiih thái inôt số loại v s v  như vi khuẩn, 
Iiâin Iicn, nấm inốc, xạ khuân.

B. NỘI DUNG
I. I Ả!VI T IÊ l )  BẢN VI S IN H  VẬT SỎNC,

1.1. Làm tiêu bán  vi s inh vật sòiiịì khỏtiỊỉ nhuộm  màu

Các ticu bàii sốim tlniận tiện cho viẽc quan sát hình dạng tự nhicn CÌKI các 
v s v  sư sắp xếp các  lế  bào, khá nãnt; hìnli ihùnh bào tứ, sự chuyên dộng và sự 
sinh san cùa v s v . . .  Xem các tiêu bán v s v  sòiig tiên K H V , sử dụng vật kính 

(X 10 >20, x40,  x60) ,  các loại lièu biin nàv khòng giữ được lâu.

■ Chuẩn bị dịch hiiycn phù VSV;

- Nếu v s v  niiòi irên mòi Inàmo dặc: Dùntí C| 1 1 0  cây vòng lấy mỏl ít tè bào 
v s v  clưa vào lliành trong cúa ốnc  tmhiẹin chứa 5nil nước cất vó trùng, vừa mài 
ii1k- m'ìo thành ÓÌI" n gh iẹn i  vừa châm  vào niai nước đe phàn tán dcii các  tế bào vào  

Iiiróclạo ra dịcỉi liiivcii phù v s v .

Ciiiig c ó  t!ic !ạo  ( l ị ch  hi iyc i i  phu nliaiili h;mg ciich: L:iy m ọ l  g iọ l  IIƯỚC s ạ c h  vỏ  

liùn>: lén lam kính rổi dùng qiic cây \òiií: (Iưii mộl ít l ế h à o  v s v  vào giọt nước đó. 
Mài ihọ qiic cây trong giọl nước đê phàii hò (Icu v s v  trong giọt Iiước.

- Nếu v s v  nuòi troii” niỏi Irirờĩig dich llic chi cầii lác dcii dịch môi tnrÌTrng 
loiiíỉ có thỏ plia loãim băng ĩiướe cái \ ó  trùng IICU cIỊcli miỏi dạm  đặc).

Mòt sỏ phưtĩng pháp làm lièii biiii v s v  sỏn<: tlnrcTnig dìiim trong thực hành 
nhu 'iUi;

c. P h ia m g  pháp  làm  tiéu hàn "giot ép"

1 oai licii bàn này dùng đê xcin hìiih kích thirớc và sự sắp xếp các tế bào, 
kỉi.i laii” hình thành hào lỉr, chiiycii dòiii.' (.lia niõt số loai v s v .
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Cih h ticìỉ liùnlr
+ Dùiie lam kíiilì khô \à  sạch clãl Irẽn cau rua lionu chàu lưa.

+ Dùnu pipct lioãc t|iic càv làv lìiaii lên laiìi làni Ihàiìỉi niot clĩch 
huycii plùi v s v .

+ Đạy laiìien lên uiot dịch liuycn phù v s v .  tránh tao hol khí.

+ Tliani nhọ lớp dịch (rào ra XUIIII qiianli laiiìciì haim uià\ tliãni.

+  Quaii  sál l icu han ớ  hệ kính khỏ (X 10: x2(); x40;  x 6 0 ì .  N ẽu  cáiì SOI o ỉie

kínlì ciáu thì nho  Icn lá kíiili một  giot  dáii SCI. Khi can quan sát làu c ỏ  tliõ cỉiii\u

v a / ơ l i n  hỏi  x u n u  q u a n h  h ờ  k ính  dc  g iọ t  d ị c h  khỏn iz  hị  k h ò  nhanh.

b. P hương pháp  làm tieu bàn *'giọt treo*'

L oạ i  t icu bán lìàv dùni;  đ è  t h e o  d õ i  s ư  s in h  sàn ,  s ự  sãp  \ c p  lẽ  hào .  sự  n a \  Iiiaiìì,  

sự d i d ộ im ... của v s v .  K h i Cịiiaii sál V S V  bana t iò u  bàn iz iọ l treo  cấn c irờ n u  clo a iì li 

sánu  y ế u  hem bình  llnrcniii ( c h ú  V đ ó i m  bin m à n  c h ă n  s á n e  trỏii lụ quaii i i  k ín l ì )

Cái lì tic ỉi lỉà ỉỉli :

+ Dùim que cây hoăc pipcl nhó mộí íziọt dịch huvciì phù v s v  (kli(\inu 10 - 

2()|.im) lên mặl lanicn sạch vỏ trùng.

+ Lật ngưcic lá kíiih sao cho giọl dịch huyền phù v s v  Irco ơ Iiiậl dưới lanu iì

+ Úp lamcn vào lam đậc biệt, có  lò lõm ờ <ziửa, quanh lồ đã đươe hoi 
Va/oiin. Liic Iiày ta dirực ịỊÌọl dịch liuyén phù Irco lư lửim trorm khoang kính clo 
lanicn và phiến lỏin lam kính lạo ra.

* Chú ý: Ncu cán ihco clỏi các  v s v  t rong giọl Ireo Iihicu ngày llìi pha dicli 
liuycn phù v s v  bãiìg mỏi trường dinh d ư ỡ n c  vỏ trìiim. rãt cá các ĩhao íiic' làni 
tièu bản phái được liến hànlì Irong điều kiện vô trùng izáii naọn  dèn cỏn nliir dă 
Inrứng dẫn.

c. P hương pháp  làm tiêu hàn "'ép lam  ”

Tìùu bán này ílìirờng được dùng đê nghicn cLhi sự sãp \ c p  cua iẽ hào Iiiol Ciicli 
tự nhièn troim kluián lạc như hình dạng cuốim siiili hìu) lư, chiiỏi bào tứ cua x;i 
khuán hay nấm mốc. Có thè cp lam ihco Iiìột số  cách lliòni: clụiiị: sau:

PlỉitơníỊ pìỉÚỊ) Hcỉìỉ ici (lỉinlì 4.1 ):

+ N h ó  lèn laiiì vỏ  trùim 2nil m ỏi  Uitờuii  ihạcli  vỏ  Irùiìi:, clc I1 ÌZU(M.

+  Dìiim dao  vỏ  triinu cãt bỏ  một  nửa in ic im  Iiìòi trườìiíĩ rổi ciùiiu tỊUc c â y  

VÒIIÍĨ cáy Icn nấm mốc (hoạc xạ khiian) lciì mặl vừa cã! cua ĩìiôi trườnu.

+  D ù n g  k ẹ p  v ỏ  Irùni: úp la n ic n  v ỏ  Irùng  lòn í ic i i  bán.

+ Đặt íiêu hán lên quc ihiiý tinh bé cong trong cíĩa pclri vỏ irùim am.
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(Vicli chiiàn hị đìa petri \ o  ĩruiìu ;ini: \1iciiL! u ia \  loc đươc ihãni nước VÌI 

c l a U )  t h í v  h õ p .  I rò ĩ i  I1HC!1ÍZ í z iã y  clai  í i ì o t  i l ì i i i ìh i l ì i i \  t i i í l i  l x ‘ c o n i : ,  l l i a n l ì  n ì i i ì i :  t í  l ìo i  

,íp .u.àí ơ 1 2 1 0 '  iroiìu 3 0  plnìl.

+ (loi  đĩii Pctri vàt) túi nilon \(> Iiiinii. 1l' xao tu aiìi ơ nhiẹl đọ  và tliời uian 
ihi h liơp.

ìií\o tư CUÍI nam hoậc xạ kliuan klii sinh nưoỉiL’ sè lan saim inep lani. Khi
1 |IU| 1  'mÌI lay licii háii ni khoi tĩTa PclỊ ì. chit Icn bìin kinli \ à  t |uan sái dưới hẹ kínli khỏ.

Pliỉf’<rfiiỉ p h á p  \ 1’ r à n h  íliỢí h:

+ Cay hào tư cua v s v  lèiì niõi Iiưoìii: cliỉili dưỡnu dặc Ironi: cíĩa pctri bárm 
phuyne pháp câv / íc  /ãc,  hoặc trài dày hãiii: 1|UC lian'j.

+ DÌIIÌU clao vô írùim xc lììòl irinh lliạcli troiie đĩa Pelri.

-h Đạt lá kính vỏ trìini: Icii hờ cua rãiilì lliacli \ ìra \ c .

+ Đ ậy  đĩa Pelri và dê vào ui âin ơ nliiệl do \à  thời ỵian ihích h(ĩp.

(Y) ihế cai liên phưíTnm pháp trôỉi nlìir sau: Sau khi cấy hào lử v s v  trẽn bé
Iiur mõi  írưòìm. cài chéo  uỏc 45 ' niòt lá kínlì \ o  ỉíìini: vào niãí tliach. Đây í.na
I’ctri và đè v;io lu âm ờ  nhiệt độ  và thòi >ziaii thícli licrỊT.

Hìnli  dạ im  tự n h iê n  của  iKÍni m ố c  lioãc \ a  khuân c ũ n g  c ó  thc quan sát

IIư'; t i cp  khi niiòi  c â y  Irêii lứp m ó i  tnrờiiu đac Iiioim và k h ò n g  màu ớ dĩ;i í \' lri
ha\  ỎII” iiLíhiệm.

,--A \

1, Đổ mói trường vào hộp Petn 
vỏ trung thánh môt lớp mỏng 
f2mm) -  để nguỏi.

2. Dùng khoan nut chiìi (d “  5 - 3 Dùng ptnset hoặc que cây lấy 1
lOmm) kh(jan mỏi trương thanh khốt thạch lén phiến kính. Cấy VI
các khỏi th.ich nho sinh vàt xung quanh khói thach.

\ (

•ỉ Dung pinset vỏ trung úp mõt lá 5. Đrlt t;oij ban lẽn tfiuy 
k in 'i vo trung lèi'i khối thcỉch. íinl', bỏ ' ‘ 'Oỉr^ Ì'C)\J lõnr;

vo trung ani.

6 Gói hộp lồng vào lui nilon vò 
trung, đố vao tủ âm ở nhiòt đỏ, thởi 
gian thích hợp.

Hinh 4 1. Phương pháp la ín  t(èu ban ep theo Henrici 
1. MÒI trường Sabouraiind đâc nong chày. 2 Lay mòi !rifơn(j lẽn i:ỉm

3. cát bỏ mót nửa mòi trương bảng dao vo trung 4 Cày nniiì [7Ì0C banh mi lẻn mát vưa cát;

5 Đây lamen lèn mòi trường: Để hõp Petri vno nơ! co đo r : i')  Giử đĩa Petn trong tui nilòng.
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II. L A M  TIKU B A N  VI S IN H  V Ạ T N H I  Ọ M  M AI!
Đ ứ  lỊnmi s á t  h ình  th á i  cún c á c  tê  h ào  v s \  (ÍKỢr l õ  hơn Iiqười /t/ rlmoiii; (h)n o

I á c  pliiíơiiỊ^ p h á p  nlii iộì ii  dơ n  h o ặ c  Iiliiiộni kc/> tê h à o  Ihíii'^ íliìiò( nlniọin.  HiU hốt 
các thuốc nluiỏm là các loỊii imiói, trong dó có một ioii tn;ine inàii.

Nếu ioii mang màu là ion dircyiig của niiiói ihì thuốc nhộni dược 1:01 l;'t hi-iỏc 
nhiiôn kiéin. Ngưưc lại, ioii inàu là ion âni thì lên gọi là Ihiiốc Iiluiộni a\ i '  T a c  
thuòc nhuộm kiéni thiràig diing là xanh metylcn, tím gentian, tím kcì linh, (hi.íng 
thưítns lièn kết với các thành phần tiiang điệii tích âm của tế bào. ĨIOHÌ rnói 
iriròng trung tính, điệii tích' ciui tê bào vi khuán llnròng âm cho nên nó hã iviàii 
m ạnh  với các thuốc n h u ộ m  bazư. Bời vậy, trong thực hành v s v  lliiàriiL: Mt di.ing 
các thuốc nhuộm bazơ.

Các thuốc nhuộm axit thưcnig clùnc là cỏzin, erlrozin, nigro7.in, íiiclisiii 1\  it... 
thiríTna liên kct vứi các thành phần mang diện tích dương cùa tê bào.

N liiiộ n i ilư ii là  I iliiiộ n ì tè hào hâiiíỊ m ột lo (/i t liiió í n liiiộ ỉn . Toàn hộ ti' ì- )o  />; 
Ị)ắt inàii (íậni ( lia tliKÔc nhuộm dó. Bài vậ\', cácli Iihiiộni >ìủ\’ tliườii<ị (lùiií; (ỉe Lịi.nni 
sút l iì i i l t  d ạ iii’ tê hào vi sinh vặt.

Nliiiộiii kép là lìliiiộiìi rê hào hthiq hai hay nhiên loại tliiiõr Iiliiiọi/I. Pliừ.yiii) 
pháp Iilìiiộ/n kép rhịíờnQ, (líiiiiỊ rroiiiỊ Iiị>liién l ứii ( àii tạo tê hào vi sinh yạt.

2.1. Nhuộm màu tế bào sống
Tliườiig nhuộm tố bào bằng các dung dịch loãng như xanh mctylci Inay 

íuchsin (1 : lOU) hoặc dỏ c ỏ n sỏ  3%, hay đỏ trung tính (),001Ỹf.

C(í( li Iiliiiộ/n:

Nhỏ 1 giọt thuốc nhuộm lèn lam dùng quc cây đira vào dó niỏl it Vhv -> 
trộn đ ể u  - >  d ậ y  l a i n c n  —> g i ữ  k h o á n g  1 -  2  phút —> CỊuan sát.

Muốn nhuộm màu nấm mốc trước hết phái nhỏ 1 -  2 giọt l .aclóphcnõi lên 
tiéu bàn để thấm ướt sợi nấm —> nhỏ liếp 1 -  2 giọt thuốc nhuộm đậy lá kíih ->  
giữ 1 -  2 phút —> quan sát.

2.2. Làm  tiêu bản có định nhuộm màu
Thực chài đày là phircTiig pháp nhuộm tc bào sau khi đã "icl CỈIÒI chiíiiị. Líu 

dièin cùa phưmig pháp  này là v s v  đirợc cò định tại vùng nhàt địiih ircii phici k.ính 
nên ít bị rừa tròi klii rứa hoặc tấy màu. Uctn mìa, lê hào dã chết bắt màu Iiliaiih ,'à ro, 
thuận tiện klii soi ơ hệ kính dầu và có thể giữ được thời giaii lâu liưn tic!. loíni 
nhuộm sống. Quy Iiình nhuộm gồni các bước sau:

-  Bư(ý< ị : Làm  vết bôi vi sinh vật.

+ Chiián bị giọt huycii phù v s v  Irèii hini nhir đã lurứng dẫn ơ tròn.

+ Dùng que cày hoạc lá kính dàn mỏng iiiọt dịch hiivcn pliíi tliànl niioi 
vùng nhát định trên lam.
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- Biíức 2 : l ,àin khò vet hoi: l lona klio vct h(ìi l íonn kliõni: ktií. ỉ )ẽ  vêl hoi có
tho kho íihaiih troni: khoiiiĩ ktii. khi lani vcl hoi chi Iiôn là\' niul UU>1 iìlìc) ciỊcli

Imyóĩi phu (khuaim 30 -

-  Bỉíới .V' (V> clịiìh vcl hòi: llìut' 'ìu f() clinli h.iiii: cách htv ÍÌỈIỌ ircii nuoiì ik'U
côn: Đưa vèt bói nhanh lịiKì nuuii dcỉi con 2. ' 3 làii. IVánli h(U|iKÌ lìóii” \'i sc làm
hiên díUMi hìnỉi lliái và câu trúc L'ua Ic bào v s \  (liinh 4.2).

 ̂ Chỉ! V. T u \  v à o  tính chai cua llìí nehìci i ì  có  llìẽ co  cliiìlì vol hòi ba ii ‘j  niol  so  

c iíí. (.luiìu tlịcli hoa chiil lìlur troni; I crcuoi hài-

-  Bịùỷc 4 :  Nhuộm liêu han: [3ìinu pipcl nho Icii vcl bôi niôt vài <ziot lliuuc
ĩiluiòni. giữ  iroim khoane  I -  2 phúi.

-  Bìrớc 5 : Rira tiêu biiĩi: Dùim hìnlì rưa co \ò i  hoạc pipcl. ciội nước lừ Iiiot
dấu phiên kínli  chi) trôi qua l iêu ban đôn khi luritc rửa kliỏ im c ò n  lìiàii l lu ioc

riluiộm là dược.

-  fììfớc  6. ' l l iàm khỏ licii hán: Thìxm khô ỉiõu han hiini: giãy thám. Soi ùcu 
hãn (í hẹ k ín h  đriii.

Nêu ticLí hán lìhuộni cỉúng thì khi quan sát chi ihủy các (ẽ VÌH) v s v  bãl màu.

3 Dung que cáy boãc là kinh dan rr.ong 
1-iãy 1 Qiot nươc sach (50 -  100ịi/)dâí 2. Chuấn bi giol huyên phư VI smh vàt Ireii giũt dich huyén phu thanh mòl vuny nhãt 

lén phién kính phièn kinh nhưđã hương dàn ỏ trén đinh tren phién kinh

4 Hong khò vẻt bổi trong khong khí

7 Dùng binh rửa cò VỎI hoãc pipet dội 
nưác ti/ mòt đầu phiến kỉnh cho íròi qua 

!iéu ban đen kht nước rừa không con mau 
thuốc nhuỏm

s.  Cò dinf) vẽt bỏi bdf-(j ujJ) ho f)íie iiẽn
ngon đen cón, (lưa vét bòi nhanh (;U3 í^cn g Qung ptpet nhó lèn vẽt bối mốt vai giot
đen cốn 2-3 lán {Ho.ic bầng mói số cac 

ốung dich hũả chát như trong phân phu luc)
thuóc nhuòm. giử trong khoàng 1 - 2 phut

8 Thâm khô lièu bản 

Hình 4.2, Các bước có đinh vết bòi

9 Nhó 1 giot dấu set lén t;èu bỏn, 
soi kinh dảư
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3 . t .  Q u a n  sát hinh dạnịỊ của  n h ó m  vi k h u a n

Đ c  d c  dàiii: q uan  sát d ư ợ c  hìnỉ i  clạni! \ i  kluiãii  lìCíi clìiim phudnt!  plìiÌỊ') l ìhuoi ì ỉ  

tiêu báii cỏ dịnlì. () dày nêu ra nhicii loại v s v ,  tuy \hco  clicu kiện ơ đ ị a  pliưtvni: C() 

tlic c l i ọ n  dại d i ệ n  c u a  ùrim nl ión i .

3 .L I .  V ậ t liệu, d ụng  cụ hóa chất

Cc'n loài vi khiiàỉi:

-  Quan  sát cáu khiiàn; StrepĩOi occiis liU ĩis, S ĩiỉphxloí (h c ỉis.

-  Ọuan sát các trực khiián: Ai e tohacĩc ì\ B. snhíilis , l ĩ.  (o lỉ ,  Proĩư iis Vỉih^ans, 

Pscỉuloỉnoỉìcỉs, B. s iíl)ỉilis ,...

-  Quan sát các xoán khuân:  Spiỉ i l l i i ỉ ỉ i hoặc Vìl)ỉ io. ..

-  Quan sát hinỉì dạng các loại v s v  tronu cao rãiiíi: Kliu hệ vi khuan liDiìi: 

c a o  răiiii rát da dạng và p h ong  phú, dẻ  dàng  quan sát bang n liuọm liêu ban c ỏ  đinh.

D ụn^ I ụ:

-  Ọuc cấy vòng, lam kính, lamciì.

-  Bình nirức sạch.

-  Bình cỏn 7()‘’C.

“ ChiìLi rửa.

-  Các loại thuốc nhuộm: dỏ fucshin, xanh iiiclylcMi, tím ecntiaii.

3 ,L 2 . Phươììg  p háp  tiến hàn h

Đ c  d ẻ  d à n g  q u a n  sát d ư ợ c  h ình  d ạ n u  vi k h u â n  IICIỈ dùi iu  phưíyng pháp  i ìh u ọ m  

tiêu bàn cỏ dịnh  như ir ình bày ớ  phan 1.

Quan sát hình dạng các loại v s v  trong cao rãim:

Cách lủm :

-  Lấy một uiọl nước cho lên phich kính, dùng tãiii võ trùim !áy Iiiòt íl c;ií) 

răng  h o à  v à o  í iiọl nước

-  l .àm licu hãn theo phương plìáp nhuộm  licii hán cỏ dịnli.

-  Quan sál ờ hệ kính clấư.

Hình dạng cùa một số loài vi khuán thònc ihườim dược mõ lá ơ hìnlì 4.3.

III. H l  Ớ N ( ;  DẢN THỊÍC HIKN
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ế \

%

ỳ '
Chuỗi cầu khuẩn (Srrepíococcivs) 

v\A^

T itc :iu  khuẩn {Staphylococcus} Phay khuãn ( \//í)^0) Xoấn ihể (Spirochaete)

H inh  4 .3 . H inh (laỉìCỊ mõí sò ỉoai VI khuán thưrtỉig gâp (nguổn  từ  in ternet)

.'.2. Q u a n  sát  hình thái nàiii meii SaccharơinYces

Hình thái tè bìu) và kicii siiih S.III iui\ LÌioi cua nám Iiicn rất dẻ quan sát hãng 

lãt Cii các  p luan ig  pháp tron, Iiliất là pliiRíiií; pli;ip Iihiiỏni ticLi bán c ố  định.

ì

• í
S;'h'r̂ ínr(i/?Tirp'' { ' ÌP )

Hinti 4 4 Hinh dang tò bao nãnì n ien

3.3. Q u a n  sá t  h ình  thái nàiiì mốc và xa khiian

Nên tlìiiio phir(ínu pliáp cp lam tlé íỊuan s;it hc sơi dinh ciirỡiig và cơ quan sinh 
|i;'u) tư \ ó tính cùa các v s \  I i a \ .

J J . I .  Quan sót h ình thái num moc Aspergiỉus, Penicillium, M ucơr hoặc Rhizopus  

Yẽii cấu lliây rũ liẹ soi cua chúiitỉ (sir pliáii Iiháiilì. sơi cỏ  vách ngãn hay khòng 

có vách, Iigiiycn siiili cli.it co cluiséii đònu ha\ khỏiiư). cuống sinh bào tử (tc bào 

UCK' luíi xiuVt phát ciióni:. hiiili claiiu. kíeh thước cuoni: sinỉi bào tứ, có vách ngăn
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hay không có. có màu sắc hay tronu siiổt...). hình dạii" cùa tế bào sinh tác tư 

(hình dạng, xuất phát trực tiếp từ cuốim sinli bào tử hay từ bọng dinh giá hìiih 

d ạ n c  cú a  b ọ n g  đinh giá .  tê bào  sinh bào  tir I110C trực l iếp Irèii bọiii: dinli gií  l'i;iv 

qua một lóf|> cuốim (melatuc).  hình dạng bào tử, hc mạt bào tử...).

Đ ế  quan sát rõ hoín hình thái cuống sinh bào tử cìia AsperỊỊÌllns và Pc/in lli Iiin

có  thẽ làm như sau:

+ Lấy  lá kính đã chuẩn  bị bảng phLamg phíip cp  lam (hoặc  dùns: V.ỊU:' .^ay 

vòng lấy một khóm nam mốc có đủ hệ sơi cư cliất, hệ sơi khí sinh và cơ qiiai s inh 

bào tử dính lẽn phiên kính).

+ Nhỏ một vài giọt Lactòphenòl lẽn nấm mốc -> dùng qiic cây m ẹ , kT

cho bào tứ của nấm mốc tách ra khỏi cuống sinh hào tirciia chúng -> dậy lá kĩilii

soi ơ hệ kính khỏ (x40).

Cơ quan sính báo tử kín ở Mucor Cơ quan sinh bào tử trần ở Tnchodemrì

--

111,''■,0  ̂ í ;

Cơ quan sinh bào tử trấn ở Penicillium (x 400) Cơ quan sinh bào tử trấn ờ Aspegĩllus ( '  *00))

Hình 4.5. Hình dạng cơ quan sinh bào tử ở nấm mốc

3.3.2. Quan sát hình dạng xạ khuẩn

Yêu cẩu: Quan sát phân biệt được các sợi dinh dưỡng và các dạng cuònz ssiiih 

bào tỉr ciìa xạ khuân (cuống sinh bào tử thảng, lượn sónsĩ hay xoán, doi  hiiv 

chùm...),  bào tử xạ khuân (hình cầu, oval, hay trụ...) (hình 4.6).
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lý .
Minh ve mỏ tả cac dang cuông sinh báo t;'/c:ja <ạ khuẩn Dạng cuóng smh bào lửxoần

Dang cuòng Sinh bào tử thảng Streptomyces Bào từ dưới kính hiển vi đ'ện tử

Htnh 4 .6 Hình dang mót sô xa khuan

I . i ú t  V- ( 'Qng c ó  ỉhc c h o  sinỉì viên t |uan Sííỉ cac v s v  gây bệnỉì trẽn thực vặi

lio.ỉc quan sál hiiih ciang cấc  tc bào nguyên  siiìli iloĩii: vàt i rons  nước c ó  k h o  hanu  

in o í  troni^ c á c  pliiRnii: pháp Iròii.
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Bài 5. NGHIÊN cứu CÂU TẠO TÊ BÀO VI SINH VẬT

A. MỤC TIÊU
Sau khi h ọ c  x o im  h.ii :ia\ Miilì \ KMÌ can lliaiili íhao ki naiiu:

-  Sứ ciụiìg các  phưc'HỊ^ ọh:\ự. llìK‘1 ỉ̂ i ho (i(V dc cỊuaĩi sal cỊiiaii sál IIIOÍ so Làu í ao

le bào  v s v .  N á m  đirơL fvju\c[i Mc .Iia cac pliưdHu phfí|ì Iii^hicn cứu Ciiu tr 

b:ìo. C ó  thc sứ dụng nitư íhmìl: ^;ic |Miư(ì’ịìl: lìlì.ÍỊi ncu troni: hài clc tịiian saí i'iic

cau trúc moniĩ  Iiiuốn.

-  Nu lì iè i ì  cứu n iộ l  S(> caii lao c o  ÍXUÌ. d;iL bicì là sư  cliiiìu c a c  phuívnu plKÌ|i 

nhu ot ì i  k é p  đ e  q u a n  s;il cac  L\U1 Imc dc ỉ liay cua v s \  . l .àiì ì  chrơc íicLi haiì Jc  quan  

sát đ ư ợ c  Iiiộl s ố  c ấ u  irúc  L iia Ic Ỉ \ 1(Ì \  s \  (()■ tlàv c lu  đò c â p  clcn m ỏ l  s o  c â u  trúc cK' 

quiin sát vứi  d i c u  k i ệ n  ỉ li í  iiLĩlìiciiit Itiaiilì tli.u) kĩ  Iiani! l ìh u o m  dcTiì, í ì luionì  kÓỊ  ̂ w  

bào v s v .  Phân biột tố bài> (ìr.ini aiii ((ì ì và (ìraiii cliurim { G ' i

B. NỘI DUNG
I. PHƯƠNG PHẤP M l l  ỎM (ỈRAM
1.1. Nguvên lí cúa  các hước nhuom ( ì r a m

Nluiộni G ram  là phtriíMu pháp Ịìluioỉiì kcp tlõ phân biệt hai nhóiìì vi khuàn Cỉ' 

và Ci do  Christian Ciraiĩi í Đan Maclu c!c \ironi: IKIIII 1X<S4 Khi cùiii: nhuom \ à  lãv 

Iiiàii tê bào  theo  một  phưong ph.ip; \  I klniáii G '  vủn t:iữ dược Iiiàii cua itiiKH 

nhiiộni  t ím, CÒI1 vi khu UI ( i  hi Iii.it màu. C'o S(í khoíi lioc cùa các  bước nlii iọm  

Grarn như sau:

-  Bước nhiiộni  Iiiàii C(< haii [tanu ihiioc Iiliiioiii l ím (ucii lial violct ho(ic Cristal 

violct). Tất cà các vi klm.in clcii h.il mau Imi.

-  N huộm  tăng ciròìii;; cuni; co màu biiiii; cliinu ciịch Lueol (KI * lliiKK 

n h u ộ i ì i  n à y  kct  h ơ p  v o i  :|ui(K Iiluioiii (iiMilial Molct  iliàiili phức l iợp bci! niài i  liưii »( 

các vi khiiiúi G*.

-  T á y  m à u ;  d ù n g  chã i  Ia\ màu (tliiròìi'^ là COII ‘)()'. ) lo  hơ p  ( ic i i l  ;il v io lc t  \ ’a 

d u n g  d ị c h  L.ugol .  í )  l l iànl i  ic bao ( i  thi l icn kcl i^iữa lò  h()'p i h u o c  nhiiri i i  n;'iv lóiii'  

l è o  htíii ở  vi k h u ủn  G '  Iicn tlẽ hi nr.i IIDI

-  N h u ộ m  phân  b iệ t  liãiii: t luioc Iihuoni kliiic ( ihưòìiỊ;  tlìiiii: lìi Saí 'ai i i i i ,  ciliiỉ.' 

c ỏ  thế  thay  b ằ n g  P u c h s i n  b;i/(í loãiii:) Iilìani Iihiiõiii c;ic tc b.'u) clã hị t;ì\ m à u  tliàiili 

m ộ t  m à u  tư(yii»: phán  \  Ó1 mau tím tlc tic phan bicl .
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1.2.  c ác vãt l iệu can thieĩ

Cliuan hị các \! kliiuui />* Mihỉiỉi.s ((i ). / < í>lì ((1 ) và oni: v s v  Iiiihicn cứu 

(cl iưa rỏ c r  lia\ ( i  ) co J u  i u o Ị  |S 24 i:ì(V niioi ca\ () moi trườiiu clich llic.

TỈIIÌOC nhuoiii;

+ Duiii: dịch tím kc! Iinli.

+ Duni: clịcli limol tlanli clio nhuoni ( ìiani.

-I- Diini: clịcli COIÌ í ,

+ Duni: dicli Salranin.

I.5i. C ách tiên hành nhiioiìi (\cni  liình 3.1.)

^'jhuộm bãng dung d|ch tim két 
íinh 0,5 -  1 phut cho nhuộm Gram từ 0.5 -  1 phut

r> Tày Hìau bàng còn 90°a trong 
1 0 - 2 0  giây

hlinh 5 1. Cac bước nhuỏin Gram

-  I.àiiì hai vẽi  hoi trôn ciiiii: nu)í laiìi: Vcì  tx‘n trái là hỏii tutị) B. snh ỉilis  (Cr)

va E C o li (Ci ) vcl bèn ['tli.ii h'i \ i kluián chưa rõ (i hay c r .

-  Cỏ địnli các \  ct hoi Iivii tieoii lưa (lòn còn.

-  N l n i ọ n i  bãiii:  climu clich tniì ucnl iai i  Ironu I plìiil và cluim d ịc h  k m o l  d à n h

cl ìc)  nhu ộ i i ì  ( i r a n i  từO.í ĩ  -  1 ọhú\ ->  rửa niróv.

-  Táy nìàii hãni: COII hoiiu 10 “  20 i!Ìã\ > rira sat:h cổii  bium nước.

-  N h u ô n i  h a im  SaỉVaniĩi l ioac lucsin .
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Khi I i l n i ộ i i i  tliinu, B. suhtiHs LÓ màu tím, E  i (>h c ó  I i i à i i  l i ỏ n ỉ i  d ỏ .  ciira NMd d o  

đỏ d ịnh loại v s v  dang nuiiicn cứu là c r  liiiv G '  dưa v;'i() sir b;ìl niàu của cli iniĩ  

(hìiili 5.2).

/ v  * %*t ^
' V‘' " *  

/ . *1 \. í

a E co!i b Sarcina

Hinh 5. 2. VI khuẩn nhuộm theo phương pháp Gídm (Nguồn: intenet)

n. NHliỘM MẢNG NHÀY
ĐẠc diciii cùa màng nhày là không bãt inàu với hát k'i ihiiốc nhiiộni nào. (K) 

chính là cơ sớ đc xây dimg các phưiíim pháp qium sát niàni; Iihày. Muốn sat 

in àn g  nhày  nen s ứ d ụ n t i  v s v  c ó  kVp m à n g  dày  (Min 1 (hnpstiU')  vứi kích ihưitc 1ỚI1 

hơii (),2|.i như nấni men, Aiotolnn t d  hay Klch.siclld piieiimonia.

2 .1. PhưornịỊ pháp !àm tiéu bán âm

+ Nhỏ một giọt huvcn phù v s v  lên lam —> thciiì v;'u) dỏ  một giot mực tím (có 

Ihc ihay nurc tàu báng các loại thuốc nhuộm ba/.ơ bão lioà rirưu etylic).

+ Đậy lainen ->  thâìn sạch dịch thuốc nhiiộni thừa tỊiiarih lanieii.

+ G iữ  1 -  2 phút -> nhỏ niộl giọt d;ìii lên tiêu biiii —> Cịiiaii sál ớ hệ kính dấii.

Ki' t  C/Iííi: M à n g  nhày  k h ò n g  m àu,  trong suốt,  tế  hào  niàii dcn,  ncn  ticii h;in 

màu ctcn (hình 5.3).

2.2. Nhuộm kép theo phưưng pháp Maneval

-  Dùiii; que cày dưa 5 - 6  VÒIIỈỈ thuốc nhiiỏni ( ’oni:ò clo !èii phiên kính.

-  Gió niột 2 Ìọl dịch hiiycn phù v s v  vào thuốc nhuộm -> trộn clều.

-  D ù n s  CỊUC cấy clàn m óng íỊÌọt hồn dịch này tiLMi liiin.

-  Đ ê  kliỏ tự nhiên tronc phòng. Khòng được cố định licii bàn trên ns^on lúa 

dèii cổn. Có ihê cò định liêu bàn bãns hơi phoocinoii 409f.
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-  N h u ô m  h;ìiiu thiiòc tìhuoni M.incv.ỉl IIOIIL: ỉ 4 p\n\\ -> rữa bãny niróc

thiỉm khó tiẽu bàn - > so\ clư(')'i lìc kínli (lím.

Kẽỉ i/iià: MàíiiZ nhày khoni: lìììui, ííOíií: >uol. tc hào Iiìàu nàii đo, nen íicii ban
ỉnàii Xíiiih l ioạc xanh đcii (lìình 3 3)

1. Aioĩohcìcter agile 2 Klebsiella pneumonia

\

3, Azotobũcter 4. 6. subtilis

Hình 5.3. Màng nhày của mot số  v s v

Màng nhày không mau. trong suốt và tế bão máu đen (mẫu 1 iàm tièu bản 
bằng mực tàu, các mẳu khac ciùng thuóc nhuộm)

III. N H U Ộ M  NỘI B À O  T l '  (  l A VI K H U ẨN

Nội bào tử vi khuấn là Iiiỏt hìiili tliức tièm siiili cua lê bào. niưỪTi” gạp ơ các 
VK họ B.K Ìiliacciic (B(U illits, Closíi idiiiiii) và mót vài loai VK khác.

BiU) !Ìr VK có dặc đieni là khó hãl màu híTii Ic bào dinh dưỡiiỉỉ, song khi bãl màu 
rồi lại rá: kli(í bị tây màu, lioiiị: khi dó IC bào (linh ciưryiit: s;iii khi bắt niàii rổi hii bị 
lây màu nhaiih chóng. Đây chíiili là cơ sớ của các pliirtĩim pháp nluiộiii nội bào tử.

* Đế dc dànu quan s;ít (.lươt bào tử nên cấy các VK trên mòi trưừim diiih 

duỡiií: C(' chứa 0,005'^/ MiiC’Ị, (5iii'j/l)

3 .1 .  Phát hiện bào tử tronỵ tẽ bào sốnịỊ

Bào lứ có dộ chict qii;m" c;io vì vạv khi nhìn duiVi KH V thì bào lư có  hiiih cẩu 

hay hìnl trái sán” lìơn các pliầii xuiií: (|iianh.
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3.2. P h á t  hiện bào  tứ  bàiìịí phưoriì" p h á p  n h u ộ m  dơn tè bào

K hi  i iluioi i i  lò hÌK) bãni: c á c  phươi ìu  pháp  n ln io i ì ì  tlơiì ,  lè h à o  ch.tl sè  hal m au

c ò n  b à o  tứ klion<j hãt niàu .  D ư ớ i  k ính  lìiciì \ i  c ó  l lìc Iiliâii l l ìày b a o  tu' k h o i ì^  hai

Iiìàu. Ironi! suò ĩ ,  nãni Iroim phan l ìuuyên sinh châ! bát màu.

Ca liai p l ìưo ìm  p h á p  Irêii c ó  ưu d ic n ì  là n l ìa nh ,  s o n u  Ciin phai  cai i  ihaii  khi

q u a n  sát  vì Iil iicu khi  c ó  s ự  n \ ú m  lan uiữa h à o  lir với  c á c  l l ìành phan k l io n u  hat

Iiìàu khi  I i ỉuiộm iìơn té h à o  ( n h ư  ííiọt n iờ ,  c á c  thè hòn. . . ) .

3.3. Q u a n  sát hào  tứ  bủng  phưưíiịỉ  p h á p  n h u ộ m  kép

Phưoỉỉ^  pl iúp Si hucịci vù PHIỉoN

P h ư ơ n e  p h á p  Ii l iuộin h à o  lử  t h e o  ScliactTcr và  Fnilton (h ìn h  3 . 4 )

-f Làm vòt boi VK trcii phiciì kính Cố định võt hôi Irêii ngon dòn.

+  Đ ậ t  phicn  kính lên Ciìii Iira hãc im a im  ircn nôi  n ư ớ c  d a im  sõi.  Đ ạ l  n ìò i  iiiicnL* 

c i ấ y  lọ c  léii  vét hoi  V K  n h ỏ  cluim d ịch  m a lak i l  x a n h  ( c ó  thể ihav  m alak i l  hiUiL’ 

x a n h  Ii ic tylcn)  lẽn lỉiàv lọc  uiữ ờ irạne  ihái  nhir v ậ y  5 phúl (khi  cạn  c ó  ihc n h o  

thcii i  d u n e  d ịch  5 /̂( \ ;u ih  nìa lak it )  rưa h ã n g  nước  —> Iihuộii ì  l iêp hãi ìu saỉrai i in  

h o ặ c  f i!cs in Iroiìg 3 0  -  6 0  g i â y  —> rứa h ầ n e  nước —> Ịhấni  k h ô  —> soi  kính clau.

TÌCIÌ háii n h u ô m  dúníz Ihì bào  íir sõ hra niàu xanh lá cày ,  tỏ bào cliãì h;ìt m au  

l ìỏng (hìỉih 5.3) .

« r í  í  '■LẸ
y

\ \

I

3 Láy tièu bàn ta oo 
giấy thấm

1. Làm vết bói \/SV > cố đinh vêt 
bòi trèn ngọn đen cón. Đạt phiến 
k i n h  l ẽ n  c ả u  r ử a  b ấ c  n g j i ì y  t f è n  
nót nước đang SỎI. Đật một miếng 
giày loc ỉén vét bòi vsv

5. Nhuộm tíép băng saíranin 
hoặc íuchsin trong 30 -  60 giày

2, Nhỏ dung dich 5% malakit 
xanh léii giây lục ► yiữ ỏ 
trang thái như vậy 5 phut (khi 
cạn có thể nhỏ thèm dung 
dich 5% xanh malakhit)

i'
4. Rửa bang fiưc.^c

6. Rửa bầng nước Thấm khò SOI kinh

H inh  5.4. Phương  pháp  nhuộm  bào  tử  th eo  S c h a e ffe r và Puỉíon
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ỉ

V

h

‘ ' t -  Ị

c. Clostndium (ánh Trân Thi Th

-.t^í í . ir Pi i ltrvn^

a dosỉndium  '■> c. Clostndium {ành Tràn Jh\ Thuy)

• 3. Nhuom bao p!nrar'̂ j phnp Schne í̂er Pulton)
(b va c Nhuôm bíii) t;,; bang phươíìi] phap nhuỏm đơn)

5 G Cac dang bao tử cua VỊ  khuãn bany phLrưỉ C) pháp Schaeffer và Fu!ton

I \  . M l l  Ô M  ( Á ( '  H A T  AN NHẠP

4 .1 .  Nhuọm hạt volutin (M etachromaiin)

i 'ơ sơ  cưa c á c  plìưoìm pháp nlìuoiiì liaí \ ( ì luúii  dưa trên đạc đicni  ci ia liạl này  

|ã b ã  ìiiàu khác với màu cua  tế  hào khi nhuoĩìì \(Vi thuoc nhuộin kiéiii.

'■'í (.lu: nêu Iihiiònì với \anli  niculcn llìi tc hào cliàl bãl màu \aiih còn lial 
\ o i  Ii íiì nl ìuòi i i  thàii li  l ì ìàu đ o  (ho i  \ ; | \  L'ó \c\) la ỉìạí cIị n h i c m  săc) .  Đ ê  q u a n  sát  liạl 

\o i i i i  1 1 1  c o  tlìo sử  clụiìu Aioỉohcỉí  ỉ c f . Bih i illu.s ht)ạc n;iiìì n icn

(i. \?IÌỌÌÌÌ te bào song (phươỉiíỊ phap LoỊler)

Mio Icti l a m  u iọ l  l ìuyc i i  plìỉi \  s \ '  > íhcni  \ a i  uiot x a n h  I i ìc lv lcn L()ft lcr

l ) â  v ỉ i i incn  - >  iháni khó  d ịch  thừa \U!1U quanh lanicn nho  lìiộl giot clau scĩ  lẽn

la n io i  tỊuan sát ơ  hộ kính dáu. ĨÌCII h;iii nlìiioni iltiMLĩ ihì hạt voliitin bàl !iiàu đ o  

IKIIÍII ronii tế hào châì Iiiàii xanh.

Ịf. ĩiẽỉi hdn cỏ đ ịnh

- Làm vcl hoi v s v  —> cò clịnli ÍIOỈI Iition tlcii con > nhuộm bâni: cliinu dịch \anl i  

Koillíi Ikìiìí: 3 phúl ^  rửa ticii h;in hiiiii! nưoc > ihãni klìo soi dưíVi hệ kính dáu.

- r ic i i  hàn sc I i l i ì i ì  rò  hon  IICU Ia\ hol UỲAU cua Ic’ bào hánu CÒII 3 -V^ hoặc l .̂Ý 
l ỉ (  'I 1 c  bào hãt niàu xanh nliat. Iini \tìhiliii niỉui do.

4 .^ .  \ h u o m  hạt ịỉlicỏịỉen h(»;ic lial »r;iniilo/a

lal elicõucn C('> han cliãì íiãn uionu \(Vi ;iiìì\lopcctìn Iihưim phân nhánh ỉiiạnh 
luVín. c ò n  lìạl ^aniiiLilô/a c ó  h.in chãi  u io n u  linli bộ i .  Klii n l ìuõi i i  với  iốt,  

i:liic(ụcii hãt Iiiàii nâu tỏi.  hal ụi:inul()/;i Iitaii \a i ih  hini tòi. Đ è  t|iiaii sát hạt 

l ĩliiCíiicn l ìoãc  haí izraiiulo/;i  í l ìườỉ iu cluim \(/ í  ( /iíỉ/-n/ìi\( (\s và d o s ĩ ì  iiinn)!.
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Nhuộm hạl j:licỏíion; Làm vết bôi cỏ  dịnli Iròii IIÌÌOII lửa đèn cỏn > Iilio 1 -

2 giọt lugol II giữ tix)ii” 2 -  3 phút rửa briiiii mrck' -> ihiVin khỏ -> soi kinh ci.iu. 

Két quá: Hạt iiriiiiulõ/.i bát inàu x;inh lam tối. tè bào màu vàiiy Iihat.

4.3. Nhuộm ị»iọt mỡ

Khi nuôi cày v s v  trẽn niòi tiưòỉng ỉiiàii ỵliixit hoãc khi tê hào đ;l lid.í <_• iìi, 

trong tẽ bào thiràig cò các i>iot mỡ. Giọt mỡ có ktiá nãii!: bãt màii mạnh với các  

thuốc nhuộm sudan III hoặc sudan đcii tron" khi các ihàiih phần khác của lé hn'u) 

hầu như khòna bat màu vứi các thuốc nhuộm nàv. Đc cịUiin sát iiiọt niữ có llió sir 

dụim nám mcn, Closn i(liii/iì, M \í  ohch !ci ÌUIII...

o. P hư ơng  pháp  nh u ộ m  tê bào sóng

Đưa một ciọt dịch hiiycii phù v s \^  lẽn lam ->  ihém inọt !ZÌọt ph(X)cmalin 4Ơ' f  -> 

giữ tron" 5 phút -> Ihcm một oiọt xanh inctylcii (1 ; 30) -> íỉiữ 10 pluíl —> thciri 1 

giọt suđan 111 -> giữ 5 phứt ->■ Đậy lanicn -> Qiiiiii sát ơ hệ kính dấii.

Kết quá; Giọt inữ bál màu vàng Ja c\im cua sudan III, tế bào chốt h;ìl miàu 

xanh cùa xanh mctylcn.

b. N h u ộ m  tiêu bàn cô định

Đưa lên lam iiiol dịch luiycii phù v s v  16 -  IS "iừ nuôi câv -> c ỏ  clịiili tréii 

nt;ọn lừa cỉèn cốn (hcr nh;iiih 2 liiii) -> ĩihó một giot sudan íll (hoiỊc suclíin dcii) -> 

g i ữ  15 pluít —> rira s ạ c h  b ă n g  ni tóc  —> I i l iuộm pLicsin I phúl  —> rửa b â n g  nư ớ c  - >  

lliấm khó -> soi kíiiii clàu.

Kêt quà: Tê bào bắt in.iu hổns. giọt mỡ biit màu vàiig d;i cam ciia siidan lll 
(hoặc màu đen cùa sudan) (hình 5.6).

í T

o ' ^
Hinh 5 6. Tẽ bào nấm men VỚI các thể ẩn nhập
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í . Shìiiộm p ha n  hiêt té hào soníỊ cỉiết {phương phap Racỉight)

r- l̂ìưonL' phiíp Iiluiộm nà> sư cliiíiL’ ĩluioc nhi iộm  erccnorcnsccn l  va 

Ị>n.piỉclinnii(HÌiclc.

K ê t  CỊIKÌ: Tc hào sònu hãt màu Inc. lẽ hào cl ícĩ  hrit màu đò.  cỏ thc sử clụnị! các 

chin  i: vi klniàiì. nàni nicn níiư: Bifỉ(í(ỉh{n fí'i IHỈH. S(Ị( í lìiỉìoĩììỴces.

V. P l l O N Í Ỉ  DẨN KIKM TRA, ĐẢNH (; iÁ  KI T QVẢ THÍ NGHIỆM

'VCLI Ci'iii s in h  v i c n  trình bàv kct C]uả c á c  thí  ỉ iul ì ic in q u a n  sál  đ ư ư c  \’í\o b án g ,  

ví  n h u  h a im  sau:
c<

Thí ị phưđng pháp sử  ; Kết quả Mò tả bằng 1 Nhận I
nghiệm dụng ! quan sát hinh vẽ j xét I

T r à  lòi cac cáu hôi:

1. Dưa vào nguyéii lí ciia các phương pliáp Iihuòni và kết quá thực nohiệm.  
i l icn vào  c h ồ  trỏng nhiTiis từ thích hợp dổnu thời eiái thích các  kết quà dó;

-  Trong thí nch iệm  nhu ộ m  Clraiiì:

Khi nhuộm Gram đúng, B. siihtillis có màu......E. i oli có  m à u .................... Ironẹ
vèì bôi tliứ nhâì. Ọiian sát niàu lé bào ó vết bôi thứ 2, ta có thể định loại đưực v s v  

d;iiiịi ngliicn cứu là G ~ hay

-  Trong thí nghiệm Iiluiộm niàiig nhày bãiig liêu ban âm:

K ct c/iuL Màim nhày..., lẽ hào in à i i ...............nén tiéu bán màu den.

-  Troiiịi thí nghiệm quan sát bào tử bàim phưmm pháp nhuộm dơii bằng Pucsin:

K c t  C / I i d :  n h ậ n  th à y  b à o  tir ..............  nãi iì  t ro n g  p h ầ n  n g u y ê n  s in h  ch ấ t  bát

III.III......................

-  Nỉniộni bào lử bãrm phirưiig pFiáp Stliacffcr và Pulton.

Tiêu bán nhuộm dúng thì bào tứ sẽ b;il màu ..................   tè bào châì bắt
m à u ...................

2. íliĩy gạch chân tèn các VK có khit Ii.lng sinh bào lứ trong số các VK sau dày: 

C losn idiiini hiitvridi/ỉi. Plcíiio.sííK iiid ui eae, Bacilliis Iiiesciìtei icns,
Psciulonioiias (lt'iiitrifi( (IIIS, Nitrosoiiionns nipde. Lncíohuí ilìiis (t( idopliiliis. 
L íh  toÌHH i l l i is  c u s e i ,  E s c l i e i  i( ìiiíi l o l i ,  V i h r i o  ( l i o l e r ơ ,  D e s i i l f o t o n i ( i c n l l i i n i

IIÌÌỊI ifii anis.
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VI. P H A  ( H Ể  T H l i Ổ í  N H IÌÔ M ,  H O Ả  ( HÂ 1

1. Dung dịch lugol nhuộm Gram
lòt:

KI:

N a,C O v  

Nước cất:

1g : Pucsin;

2g I Pe^CU;

3g : Axit axetic:

300ml I Phenon:

Nước cất:

2. Dung dịch Maneval

c Of3g 

"'3
C-Til

9m l

Eõrril

3. Dung dịch Lugol I

lôt tinh thể: 

KI:

Nước cất:

5. Dung dịch lugol II
lỏt tinh thể:

KI;

Nước cất:

7g
20g

300ml

2g
300ml

4. Dung dịch 0,5% Sudan 
(hoặc Sudan đen)

Xudan III (sudan đen): 

Cồn

(Hoặc axit lactic):

6. Dung dịch mực nho
Mực nho:

Nước cất:

95"
130'ml

55
I5 m l

Nghién nhỏ K! với 10ml nước cất trong cối 
sứ. Sau đó thém iốt vào tiếp tục nghiền cho  
tan hết (vi iốt không tan trong nước mà tan 
trong dung dịch nước KI).

Chuyển dung dịch trên sang cốc đong, 
dùng nước tráng hết phấn còn dính ở còi, sau 
đó thèm  nước cho đủ 300ml. Lọc dung dich và 
cất trong lọ màu nâu. Dung dịch chỉ nên dùng 
trong thơi hạn 30 ngày.

Mài mực nho trong nước cất, 3 u a y  
li tàm  dịch mực nho 1 5 - 2 0  phút õ ị l;àfn 
ỉắng các hạt cân lớn.

Nếu không có máy li tàm đé nnực 
nho tự lắng trong 15 ngày.

7. Dung dịch 10% nigrozin
Nigrozin:

Nước cất;

10g

100m!

8. Xanh metylen Loffer
Xanh Metylen 
bão hoà rượu:

Dung dỊCh KOH 0,1%: 

Nước cất:

S lO im í

1nl

1)0/m!

Đun sòi dung dịch trong 30 phút, để nguội 
rổi thèm  0,5m! Pocmalin lác đều. G iữ thuốc I  

nhuộm trong lọ nàu có nút màl. Ì
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CHƯƠNG IV

NGHIÊN CỨU MỘT s ò  HOẠT TÍNH CỦA 
VI SINH VẬT

Bài 6. NGHIÊN cứu KHẢ NĂNG SINH ENZIM 
VÀ CHẤT KHÁNG SINH ở  VI SINH VẬT

A. MỤC TIÊU
Sau kỉii h o c  x o n e  hài này siiUi viẽn pliai:

- c \ u m  c o  \ à  naim cao  các  khai nièiii \ c  klia naiii: siiìli c i i / i m  và kliái ig sinh  

c U.I \  i siiili  \ ậ i .

- ( V) kliíi nãnu  tư thực lìiệi i  c á c  íhi niilìiciìi  lìlìaiìi phát  hiệi i  hoạ i  tíiih Iiìộl s ố  

n i / i n i  và hoạt  tíiili klìáiìi i  siĩilì c u a  VI siiilì vãí.

B. NỘI DUNG
I. KHẢ NĂNG SINH K N /JM  ( l  A VI SINH VẬT

rroiig quá írìnlì s inh tnrớiiíĩ cua v s v ,  hàiii: loat L'ác quá trình c h u y ê n  hỏa sinh  

Ikk' cỉươc tiicii ra ỡ  bcn trong cù n u  như bén nuoài tò hàt) ci ia chúng.  Sứ dĩ  c á c  qiuí 

irìỉih Iiày \ à v  ra d ư ợ c  là nl iờ  c h ú n u  c ó  Iiìõt họ cn / i i i i  lict sức p h o n g  phú.  C'ác C ỉ ì / ịm  

lừ  v s v  c ó  thế  là c n / i n i  íiỏi b à o .  c i ì / i i i ì  ơ \ i\iV2 clui c l ìàl  h o ặ c  c i i / i m  n g o a i  bào .  

Dưới lác đỏiií: cua các  phiỉii ứnu sinli ho.i \ a \  ra nỉianh lum từ 10  ̂ -  10

lãn so  \ ớ i  hình thường. í í i i / i i i i  v s v  LÓ ưii íhc hivii CII/ÌIÌÌ t ừ d ộ n u  vật và thưc vàt vì 

v s v  klìOỉiiĩ nl ìưi ig là l ìuuoi ì  c i i / i i i i  phonu pliu !ìi;i cỉiiiiii: c ò i i  c ó  khà na i ìg  s in l i  m ỏ i  

ịưUìvi lớn  c n / i n i  troiiị; íhời  gini i  ĩiii.iii Iicii c á c  e o ’ c\vA\ rc l ic n ,  clẻ k ic n i .  H o ạ t  l ínl i  

fu;i chi ín” mạnh hơn. hoạt độnu  Ironu clai pll và Iilìiọl clỏ rộne hơn. Ikrii nữa, 

I i l i i c i i  lo ạ i e n / i i i ì  cúa  v s v  k l ìò n u  co  (T d o im  \ . | I  và i l i i r c  vậ l.  V ì  ihế .  c n / i n i  v s v  

í lưoc Siìii \ i ia t  lìhièii ờ  CỊIIV m ỏ  cỏiit: imliiộp \ à  co  ưììíi clu!ig rộiiu rài. Ni:ày nav clã 

r o  tlcii h()’n 3()(K) e n / i i i i  clưực tliôiìu h;u) \ à  clưoV ihiu cliiim Iroiiíi liDìì 3 0  nuàiih  

c òt iu n u h iệ p ,  trong  đ ó  clìii  y ê u  là c;íc C!Ì/II11 từ v s \ ' .  r ronu  bài này  c h ú i ì g  lô i  xiiì  

í lc  câp  đ è n  Iiìòt s ố  phirơiìg p h á p  \ ; í c  dịnh  kl ia lìanu sitìh c:ic loại  c i i / i i i i  q u e n  t h u ô c  

nliư  p r ỏ l c a / a ,  x c n k i l a / a ,  a in y la / í i .  catahi /; ) .  I irca/a CUA v s v  nhãni  c i i im  c ấ p  nhữĩi ịĩ  

kĩen tỉiức cơ  sơ vô pliinrim pliáp niiliiciì cihi cn/inì  lừ v s v .
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1.1. Vật liệu, hóii chát và d ụ n g  cụ

1.1.1. Vỉ sinh vật dù n g  đè ngh ién  cứu k lìấ  ìiớniỊ sinh e n iim

</. \ i kliiiãii: Bdí illns. H ( o h .  PsciidoiiKHìtis^

h. N iíỉn móc: Aspen^illiis. Tì ii hoiU'! I ih i. Penn ilỉ iim i...

c. Xụ khitùn (Sỉi I^píoiiivccs. T lìc i nnMH tiiio/iiỴ í Í'S).

1.1.2. M ộ t s ó m ò i  trưìmg chứa cư chất cho các loại en iim  nghiên  cứu (P hụ  lục 2)

(/. M ô i tníờn'^ có i liứu tinh  hột.

h. M ó i ti ườiî ,̂ ( liửn C M C  (C ni ho .\im erli) i \ưiiliil(y/Ái).

( . M ói tniờiii^ ( liứd Ịìi òtciiì (C(jzeiiì. Iioặí' l 'r  sữii. hoặc i^claíin).

d. Môi ỈI ICỜIĤ có chứa Uré.

1.2. Đật thí nghiệm phát hiện khá năng sinh prỏtea/.a, amila/.a và \enlula/a 
trẽn mòi trườnịỉ thạch

1.2.1. P hương pháp  cấy ch ấm  điểm

-  Chuẩn bị các mỏi trường thích hợp dùng clê nuôi cấy tìnm loại v s v  Iiàv 

như ớ phần phụ lục 2.1.

-  Đ ổ  môi trường vào cĩĩa Pctri vô trùng, đè nmiội.

-  Dùng que cấy vòng cấy châm lừ 1 -  3 điểm v s v  trên bề mật mòi Irưìnig 
thạch trong đĩa petri.

-  Đế  vào tú ấm ờ 30"C khoáng 3 - 7  ngày (tùy loại VSV).

Sau 3 - 7  ngày, lây các đĩa Petri ra để kiểm tra và đánh giá khã năng lạo thành
các enzim này (xem phriti 6.3).

Thí nghiệm dược coi là đạt vcu cầu nếu VvSV chi niọc giới hạn tại các điếm
chấm, không lan ra các vùim lân cận (các vùng khõng chàm VSV).

Băng phumig pháp Iiày ta chi phát hiện được khá nàng sinh cnzim ngoiii bào 
của v s v .  Để kiêni tia khá năng sinh cnzini nội bào cần dùns phương pháp khoan 
lỗ thạch.

1.2.2. Phương pháp khoan lỗ thạch

Phưoriig pháp này có thê phát hiện được cà en/jm ngoại bào và nội bào.

Trước hết cần nuôi cấy trước v s v  sinh enziin trên mỏi trirờrig dịch thc thích 
hợp. Sau đó li tâm, tách riêng dịch nuôi cấy và sinh khối. Dịch mòi trircnig đã li 
tâm dùng đẻ phát hiện enzim ngoại bào. Phán sinh khói được dùng để phát hiện 

hoat tính enzim nôi bào.
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CYich tiên hành:

-  CC\y các v s v  nulìién cứu (VI kliiiãii. \ a  khuân. Iiáni mòc. nãuì mcn)  Icn mòi 

ĩrưòìiu d ịch  tlìc lirơiiíĩ Lme trorm tlìdi uiaiì IU 24 -  12 iiùi ( tùy vào loại V SV ) .

-  Li tâm clịcli nuôi cáv à  3()(H) \oníz/phút lioim 20 phúí (hoặc lọc qua giấy 

loe), lách riciie dịch nổi và siiih khoi. Sinh khoi iưa sạch bằng nước cất (3 lẩn), 

đ c m  nízhicn nliõ, l l icni  lurớc' câl vo  Iiìini: (2 ; I ). kluiáy déu  và đê trong íủ lanh 

1 ” 2 uiừ. li tâm hoậc lọc lấy dịch loc. CQniĩ có íhe dùng trực tiếp sinh khối đã 

ngh icn  ntu) (tã trộn Ihcin nước cất vỏ Irìin” (I : 1).

-  Đố mòi trưítiig thaclì chứa cơ chàt thích h(T|') vào cĩìa Pctri vò trùng, để nsuội.

-  Dùiìíi khoan núl chai khoan tìr 1 -  3 lỗ irêii môi tnrờiis thạch trong dĩa Petri.

-  Dìirm pipcl nhò 0,1 inl dịch li tàm (hoặc 0. Ig sinh khối nghiền) vào các 
lỏ thaclì.

“ Gói cĩĩa Petri, dể vào tủ lạnh lừ 6 -  12 ÍZÌỜ đc en / im  từ các lỗ thạch khuếch 

lán ra các vùng cơ chát xung quanli.

-  Đc các đĩa Pclri vào tu áiiì từ 6 - 1 2  giờ.

-- Lấv các đĩa Petri ra và kiếm tra kêí qua (xcni phấn 1.2.3).

Sơ dó tóm íál ihí Iighiộni này như (V hình 6.1.

Hình 6.1. Sơ đó kiem tra hoạt tính enzim bằng phương pháp khoan !ỗ thạch
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Ì . 2 J ,  K iếm  tra kết quá th i  nỊỊhìệỉĩt sinh  e n à m
( Ị .  K i ê N i  í ỉ  cỉ k l i t i  I i íhỉ i^ p h ã ỉ i  i * i í ỉ i  Ị ì ì  ỏ ĩ c ì ì ì :

Protcin bị kcl lua h(Vi các chát nlur (N1Ỉ;).S();,  ỉ ỉuC'l-,coii  9fV'. Khi clổ lui Ix'
nu)! tliạch dã cày  cliàin cl iai i  v s v  ( lioặc chứa dịcl i  ĩiulìiõn cứu í l ico phưoi .u  ị̂]Áị^

dục lỏ) ,  nõu v s v  sinli ra prôtca /a  lliì xi i im quanh  kluiáii lac v s v  ( lìoac c á c  \\ )  se  

cỏ Iiìõl vòim tronu suốt do các prỏícin đà hị phân izi;ti khõnu còn pliaii ứim ku t ua 
với c á c  chất kết lua protc in .  C á c  v ù n u  c l iưa  bị phâi ì  uiai sẽ  c ó  m à u  Ua i iu  d i c  cii) 

protciii bị kct tủa.

Cỏ ihế clùnu niòt iroiiu số diiiií: dịch kêt liia sau dây de Iiliàn bict khii nãiiụ 'Ì 1 'V: 

dung dịch ( N H , ) ,S o / h à o h o à .

-  CỔII % \
-  Dunu dịch HuCK \ '̂( -  \{V( (nên hạn chè dùnu vì rái đòc).

-  Dung dịch \ /̂( C'BB R250 (Coniassic Brilliaiì Bluc R250).

Đ ổ  m ộ í  Ironu s ố  c á c  d u n g  d ị c h  trcn lêii  h c  m ặt  m õ i  lnrờĩii: đà  IILIÒÌ c à y  

đ ế  k h o à i i g  5 -  10 phút, d ổ  h ó  d ị c h ,  rứa lại b ă n g  n ư ớ c  ca l .  Nc i i  v s v  s i i ih p i ỏ c a i / a  

sõ tạo ihàiili vùim tmns: suốt \ i ini:  quanh khuan lạc (hình 6.2).

a. Hiện hình bầng dung dịch 1% HgCI,, b Hién hinh bang dung dich CBB R250

Hinh 6.2. Khả nâng phân giải protein của VI sinh vât

LiíH ỷ: Nèu v s v  dược cáy chấm  đicm (ròn mói irườim cliứa ì^( sữa ci:c llii 
hoạt lính phân uiâi prolcin cỏ thc nliận bióì trực ticp, khõnu Ciìn các chât kc  tiua 
protcin. Màu trănu dục cùa mỏi trưcnm sữa là do  sự có  mãt cũa chãt ca/ci i i  
sữa. Nếu v s v  sinh pmlca/a sc lạo Ihànlì vùim íronu SUỐI XIIIIU quaiilì kliuâi hạc, 
vìiim khỏiig bị phân giài vẫn có m àu  traim dục.

h. K ièììì tn ỉ k lỉíì ỉiãìii^ phàn íĩiã i .\cn lifló :ơ :

Xenlulô/Ơ bị nhuộm thàiìh m àu  tím hổnu  khi có  niặl củii KI + I. lìOiic inài do 
khi có  mặl cùa côngỏ  đỏ. Khi xcnlulòzư bị phân eiai íhàiilì các olii iosacarỊ Ithi 
khòim bãl inàu V(ýi các chất này.
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\ ’ | U ì c .  í ỉ i i n i :  í I ị c ! i k i  -t- 1 ho ; i L'  ÍỈIIIII! t Ỉ KỈ ì  I C O I Ì U O  do  ( C o i ì i ^ t ì  Red) (lươc

i l ư  Iiiĩ clc p l i a l  liKMi h o a t  l i ì i l i  \ c i i l u l i i / a ,

Klii clo diiiii: (Irìì  k i  1 Icỉi K'ĩiì.il inoi ỉiuniìu ( 'M ( ' (c;ich()nicllì\I \cỉiliilt>/(0 

h a \  \ c i i l i i i t ) / ( í  clá IIIIOI \ ' S \ \  \K'{\ c o  s ư  p l i . ì n  e i a i  c á c  CỈKIỊ n a y  t h ỉ  XUIIU

i | i i ; n i h  k l uKi i i  l a c  ( l o  k l i í Ki i i )  t ạ o  i h a n l i  XOHLI ỉ i o n u  siKìt  t l o  \ e l l i i l o / ( V  chì l'>i p h ù n  e i í i i .  

\  u  Iiíi c ỉ ì i i a  Ị ì l i a n  i:i;ii Cí> I i ì à i i  l í m  litMiL: nh i i l  í h m l ì  ).

N e u  c i ì i i ìu cl t i ỉ ig i I ị l I i  1 -  2^ ( c o i m o  tlí) tlì! s;ii! kl i ì  c lo c o i m ỏ  clo l ẽ n  h e  ÍÌKII I i ìói  

Ii t í t v n u  i i u o i  c a \  5  ịMiúl .  t l o  h o  c l i u m  c l ị d i  ! i à \ .  s ;ui  d o  cio i h c n i  c l un i :  t l ị c l ì  N a d  I VI,

1?  p h ú t ,  m i  rư<t h a ĩ ì u  n ư ớ c  s õ  l l i a \  MIIIU lì l iai ì  ui ;H k l i o i ì i :  m a u  ỉ r o i m  s u o i ,  p l ì ã i i  

l i i i n i  p h â n  I i i a i  h a l  l ì i à i i  c o n e ô  d o  (hi i i l ì  6  3) .

A

Hmh 6,3, Hoat tính xeỈLJỈaza hien hinh bang dung dich lugol (A va B) v à  bầng cởngỏ (!o (C)

í . K icn i Íỉ íỉ lioụ ỉ í iỉỉ li l i in i l i i ia  

' ỉ i iilì h o t  h i  h a l  l ì i à u  \ : i n h  ÍÍIÌÌ d â ỉ ì ì  k h i  t a c  d o n ụ  \  ('yị i o l  còn c a c  ( l i r ờ n e  ỏ ơ n  \'ì\ 

(>li U í ì s a c a i  il s ẽ  k h ó n i !  b ă í  I i i à i i -  Vì l i i c .  k h i  d o  c i i i uu cỉ icl i  KI +  1. l e n  h e  ĩ n a ỉ  m ô i
w w I- . . .

nurờnu Iiiioi cay \ ' S \ \  \ ũ n e  plian i:iai xunu qiiaiih kliuán lạc klionn nvM  ln>ỉiíz 

siiHX. COIÌ ptiãn cliua [>hãn ui:ii có  mau \anl i  dam (lìinli 6.4).

n) Phương phtip đuc ió b); C) Phương phnp cay châm điểm

Hinh 6 4 Khà nàng phàn g!d! tinh bỏt: Hiẻn htnh bang dung dich lugoi



(I. Đií/ ih í îá s ơ  h ộ  k h á  ;/<///" sìnIi Ctíi' ci iz ini

-  l.ột sáp các Pctri, dừrm tluróc do dường kính NÒiiị; phàn giiii (kí liicii D) và 

dirờng kính lỗ khoan (hoặc clộ lớn cỉia kluuìin hic VSV).  kí hiộii d.

-  Đaiih giá khả năng sinh eiưim; Tính ti lẹ D/ci hoạc D -  d. Hoại tính eii7Ìni 
cùa ciíc VSV' có tliể sơ bộ đánh giá nhờ íỉiá trị D -  ti hoiic D/d, các ciá trị nav càiii’ 
lớn ihì khá Iiãng sinh enziin cùa v s v  cànt; mạnh.

1.3. Phát hiện khà năng sinh urea/a

1.3.1. Mguyèn lí ch u n g

Mội sỏ v s v  có khà nãng sinh ra cnzim Iirea/,;i. phàn gi;ii Iirc lltàiih C'0.,  NH, 

\à  t i , 0 .  Đế có tliè’ phát hiện được hoạt tính phán giái Iirè cần miỏi v s v  trong Iiìỏi 
trường chứa Iirẽ có chất chỉ thị là phenol đỏ. Khi có sự phân giái urê, mói tiiròng 
sõ Iiờ nén kicm tính, màu vànc clỏ nhạt của pheiiol dỏ sc nhanh chỏng cliu\ểii  
sang màu tím hổng.

ỉ . 3.2. Vật liệu, hóa chất

-  Vi khuẩn (£'. < o//, B(H ilỉus, P seudom onds...)  đã nuỏi trong mòi trường dicli 

llu' 24 -  4X giờ.

-  5 ong mỏi irưòiií! urẽ dịch thê.

Đật th í ngiìiẹm

-  Cấv  vi k hu ẩn  v à o  c á c  ố n g  m ó i  tr ià íng  urè,  d ê  2 4  -  4 8  g iờ ,  Cịiian Siil s u  i lòi  

màu cua dịch nuôi, ghi nhộn xét. Các vi khiiiín có khá nâng sinh urea/.a sẽ l.im 

dicii nuoi có niàu hòng (hình 6.5).

1.4. Phát hiện huạt tính catala/a

ỉ . 4.1. N guyên  li c h u n g

Các v s v  có cn / im  chứa ílavoprotcin khư lạo ra các H,Oj hoặc o .  dâv là 

nhừng chàt oxi lióa cưc mạnh, phá hủv nhanh chóng cấu trúc của tế bào. Nhicii 
loài v s v  cỏ khả năng saii sinh ra các enziin chuyên hóa các chài Irẽn. Các cn/.ini 
Iiày cố thê là superoxidismuiaza (SOD), catalaza hoặc perỏxidaza nhir phưưiiị; 
triiih sau dãy:

20, + 2H, — o ,  + 2H3O 

2 1 1 ,0,  2H.O + CX

2YH fH ,0 - ■ 2H,0  + 2Y
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1.42. \ àt liẹu, hóa chất

d \ 'i Lỉiiid ir. E ẩ o U. BíH Ìlliis . . nuoi cav irèii moi trirừiiii clỊcii ihè hc'ãc mòi 
irưííiiụ itìiicli 24 -  4iS giờ.

lì. I ló i i  c liíì!: D un"  dịcii 3 ' í n  ()

, l ’ lìiío'n<; Ịìh^ìp-. Nlio Iiiỏl mul (.luiiL’ dicli y  : i ỉC) ,  vài) siiih kliòi của vi k l i iú i i i .  

Ncu 1 ỉiay Mii hot tiíi cliứne to tioii” sinh kliõi c;ital;i/;i (ca ta la /a  ( + )). Nèii khóiii.' 
siii hc l  !ln tront: siiih khoi khỏnt: co c:it;il;ư.i (t ;il;ila/a ( -  ) (liinli 6.h).

!reaza, Caiala,

Ì
Mít :M ịj Hoai tinh urea/cỉ; 

"ỈTƯ íren dich nuỏi cảy

ỉ ' * ' ' '  

M i n h  a  p, i - i r v i tMinh 6 6 Hoat tính cataỈ3za
a) Thừlrên dich nuôi V I  khuẩn
b) ĩíìưtiiHì Sinh khỏi cày tíẽn thdch ngh.iéng

II- HO Ạ I T ÍM Ỉ  ĐỐI KH ÁN(; ( I V  Vi SINH VẬT

r.-on^i thicn ĩilìiciì, inoi Cịiian hộ mứii các \ 'SV  rat đa dạng. !Vlôl trong sò c:áe 
ÍÌIOI cỊuan lìọ dó lÌ! tỊiìan hc doi klì;iĩiu (ỉìiôt loai v s \ ’ nào đó cỏ kha lìàng ức clỉc sư 
sinli t lư ơ ng  CIUI v s v  kiuicK C ơ  ctic etoi kháiiỊĩ cũiig lâ! da dansi: c ỏ  the d o  ìàĩu 

\í\nịi ỉiiìac íĩ ijni pỉ i  IIÌOÌ uườiii: khonu ọhii liơp cỉu> ^ự sinh trường cúa v s v  kh;ic, 
ki sinli huy d\c\ Ic bìu) v s v  kỉiác lìojc smli ra cac chãi dọc hại như M.O;, axií Uùu 

Mõi t |uan hệ tịUiỉn Iroim nỉìat là \  s v  sinh I.t c.u; c hat hoá hoc dãc hiệư ưc cliô 
tn)ạc ticu cliọi str SÍMI” i iia các loai v s v  klìát nio( t ách có  choĩi loc ĩìi;ay ơ nónu 
(lo ihap  (!;ọ- lá c;ic cliâí kh.íiiu CVu‘ v s \  n.iv đirơc i:<)i !*t các v s v  sinh

kliáni’ sinh. Đay l:i Iiioi íỊưaiì lìệ có ƯIIIÍ Ju im lớn Iioni- llurc iícn Moí quan hê này 
st' ỏược de cặp sâu troiìg bài thí lìghiciìì MÌIN.

2 . ỉ .  T u vên  chọn c á t  vi sinh vật sinh khánịí sinh

a. ỉ\fỊuyen  tấc

v s v  sinh khánu sinli là v s v  ỏo\ kli.ini! siiilì la các cíuVt dàe' hiệu úc chê hoặc 
11*11 ciiỌỉ sự sòng cùa Cik' loại v s v  khác UỈOI cach C(') chọn lọc nuav ơ Iiổim độ 
tháp. V'i tliẽ, lurớc đau liên tuyên choĩì cac v s v  sinh kháim sinh là Ị>hai phai hiện 
khá ĩuing dõi kiiáiii: cùa MÓ. Síiii dô Ịìli.u Í\L dinỉi h a n  châl dôi khaiìu này cỏ phải 
là d o  c lìãí kliáiiii siiili ha \  khỏiìi!
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b. C h uẩn  bị vật liệu, hóa  chat, dụng  cụ

-  Mỏi nhóm  cẩii có 3 tĩTa Pctri cliứa 3 loai moi tnrờnt:: Vloi Inrờni: MI’A clanli 
c h o  vi kliiián. niòi  trườnc P D A  clànti cl io Iiaiìi m ố c .  m oi  irưòiìi: l l a n x c n  dìiiiL! e liv>

nâni IIÌCIÌ.

-  Khoan luií cliai o  = 0,7 -  Iciìi

-  Q ii c  Irane  v õ  trùim

-  Pipet vỏ trìinu

-  C Y ỉ c  v s v  d ó i  k l ì á i ì í i  v à  v s v  k i c i n  đ ị ỉ i l i :  C i i á o  \ i c i i  c l n i ã n  h ị  UUÌA'  n h ư  

hiaViig dẫii dưíVi dày:

+ Chuân hi các v s v  dối kháiii:: Cac v s v  định niiliicn cứu \ e  kha Iiảiiii cloi 
k h á n s  clirực nuôi cay  ircn c á c  m ỏ i  Irườnu ll iích ìuíp  với ctuìiìu. Có thc lUioi Ciic 

v s v  n à v  trciì n ìỏ i  tnrời ìg  thạc h  t h e o  phirơiii: p h á p  trài clày h o ặ c  c à y  Ironu IMÍM 

irirctĩig d ị c h  thể  trong  tủ ấ m  ờ  nh iệt  đ ộ  và thời uian i h íc h  h(íp {naii ì  m ố c .  \ i khiKUi 2
-  4  nsày .  xạ khuân 5 - 7  nuày).  Sau thời gian này v s v  sc sinh lnrơnu dà \  đậc 
trên bc mặt m ỏ i  trưìyiig dành c h o  chiìnu dổni:  tliời s inh ra các  chàt ức chc  sir siiìlì 

trướng cùa các  v s v  khác.

+  C l ì i i á n  b ị  v s v  k i c n i  d ị n h :  v s v  k i ê n i  đ ị n h  l à  c á c  l o ạ i  v s v  d ù i m  d è  k i c i i i  I i a  

lính dối kháng cùa các v s v  đối khánu. Chúim cỏ thc là vi khuân, nàin nióc ha\ \a  
khuan liiỳ thiiõc vào mục dích ciia sự Iiivển chon v s v  đoi klìánu.

*  C á c  l o ạ i  v s v  ( h ư ờ n g  đ ư ợ c  s ĩ r d ụ n g  l à m  v s v  k i c ỉ V i  đ ị n h ;

-  Vi khuàn Grani clươny: B(ỉ( illỉ is  s iil) ĩillis . B. Sĩíỉplivloí (H ( ỈỈS
S dìcu ìiỉ hiíCíi.

~  V i  khuân Grani  â m ;  E. i oli, Pseiulotỉioỉuis (ỉcriỉíỊÌNosa. SíỉltNonclhỉ Ỉypluỉnin ỉiư/Ị

-  N á n i  mei i;  CiiỊuHíhỉ aỉỉ)U (tns, Toritlopsis ttsĩilis

-  N â m  Uìôc: 'Ị ì ii lioj}lỉ\ton, FiiSíỉỉ inỉn, À.spcì '^ỉllns...

*  (  a c l i  c h u a n  b ị  v s v  k i c m  đ ị n h :

Các v s v  tìr các ống uiốnu llìuán dược cãy chiiyeii sanii nuoi ơ Iiìôi (rirờiiu 
l ỏ n g  th íc h  i m g  c h o  m ỏ i  loại  (vi  khi ián Ircn m ỏ i  l iưìni i:  nư ớ c  thị! -  pcpto i i ,  n ã n i  

n i e n  ircn m ỏ i  trưíyiìg H a n x c n ,  n ấ m  Iiìóc !rcn m ỏ i  Irưìtiìi: C / a p c k  -  D ( ) \  viV xạ  

khuân  ircn mỏi  trưcnii: C /a p c k  -  Dox -  caiìxi) tĩoiiu 24 ụiờ ơ 3()' C'.

r. Đ ật th i  nqh iệm  p h á t  h iẹn  hoạ t tính doi kh áng

P l ì iừ / Ĩ ỊO  Ị)húi> k h ố i  ỉ l i ạ c l i

-  L ây  k h o a n  núl  c h a i  (íị) =  6  -  l O m m )  klìir trìinu Irèiì n u o n  đè i i .  k h o a n  ỉiìõi  

Inrìtiìi: đà iiLiỏi cây  v s v  đòi  k h á n e  như trình hàv (V Ircn thành c a c  khối lihih Irụ

102



- ( a \  các v s v  kièni địnlì lícn c ic moi liưonii ihach tiroim ứnu: tlìco plìưírní: 
ọU \ọ Iiai tiày hanu tỊiic traim hay ị>liư(»'niz pliitỊ'! !n>iì tronii niỏi  Iruờnu lliạcli.

-  ị ) { \nn  1 |UC c â \  là \ c á c  klicìi ili.iL h c o  cliira \  s v  d ố i k lìá iii! dạl lòii h ẽ  m ạt cù a

moi Iiiròììi: cliihi các \ ’SV kiòiiì tlịiili (là LÌiiKin bi () hước 2. Đậy dìa Pctri. đc lroiìíz
IIỈ lanh 6 -  iS Hìií clìi) các chai siiilì la kluiccli í;in \ à o  niỏi Irirờim có v s v  kiẽiii
ílịiilì. S.IU c!ó (lẽ vào lu ãni 2S -  30 ( ’ lioiiii 2 “  3 n u à \ .

/V///V///1,' />//í//j í </v í7/(//// ilii Ni: C’av cliaiiì cliẽin v s v  Iiehiòii cứu Icn be Iiìặl
lìKíi iriroìii: cl;ì c à \  v s v  kiẽiiì  dịiìlì

' Plìỉto/r^ pháỊ) klỉOiỉH lổ  ĩlun li:  Ticii ỈKuili Iihir phaii xác dịnli hoạt tính Cỉi/ini.

' Pliifo'ỉỉo plỉÚỊ) khoiỉỉìh  i,'/í/v !(h : Mìo dịch lìuõi cấy v s v  imhicn cứu lên các 
Klioaiili e iáv  lo c  ( 0 ,5  -  l c t n )  v o  trìiỉiu. dó k h ô  tư n h iê n  h o ặ c  s ấ y  ứ 4()"C. sau  đ ó  đặt  

lòii b c  Iiìãt m o i  trườim đà c ó  \ ' S V  k iên i  địnl i  ơ  trẽn. Đ ê  tro im lú á m  ớ  đ i c u  k iệ n  

l l i ích hợp  với sự  siiili  IrirtViiu của  từnu loại  v s v  kicn i  đ ịnh .

(L X ét n g h iệm  kết qiià

( )̂iian sáí sự lao ihàiih VÒIÌÍI \ o ktìuáii

Ụiiaii sát các đìa Petri dã dạt ihí nehiẹiii: Ncii các v s v  nghicn cứu có  klui 
Iiano đòi kluínu với các v s v  kiòiii định itíi \uiiiz t|iianh khối ihạch sẽ không có  
sư sinh irirơng cLÌaVSV kiciii dịnh (lao ihành \òna  vỏ khuán), dc dàiig lìlììn tliàv 
Inuiu mãt ihường.

t )á i ih  s ơ  h ộ  khá Iiãng đòi  kliánu ciựa vào đo  lớn CLia vòng  vỏ  khiián: D ù n g  

lliUík' kc do dườnu kính vòim vo khiiaii (D) \à  clưòiii: kính của khối thạch hay lổ 
khoan (d). Tínli íziá Irị D -  d hoac D/d. Klia nãiii! đối klìáng cùa v s v  càng mạnh 
ih ì v ò im  vỏ k lì iià n  (D )  càng lớ ii.

2.2. Xác (lịnh bán chát cua sư doi kháiìịi là Chat khánịỊ sinh

í/. ĩ ủ c :

Sau k h i có  tlirơ c  các v s v  co kh;i ĩiiU ii: d o i k lia n i:.  la cà iì loạ i bo các yòu tỏ  

khoim phai lìi các clìãt khánu siĩìli lìlurdò pll (clo v s v  đối kliáiiu sinh ra C|iiá kiẽni 
[loac quá axil dối với VvSV kicỉiì clịnlì), liav sir lao thành H X ) . ,các  chài nav thườnu 
uc c lic  k lìỏ i i i :  c liọ n  loc  các v s v  kicMì đ ịn li.

I). ( 'ủi lị ÍÌCỈI h(i f ìh:

-  Niioi các  chu im  c ó  khiì p.aiiu cloi kliáni: lỉciì lìioi Irirònu llìícli li(í|-) với chúiìu.

- Kiciìi tra khã nãne siiìli 11 (),  cua ctiuiii! nuhièii cứu. nõii noiìi: clo \\ o .  lớn 
iKti i  \ ^ (  ỉlìì phiù l o a i  h o  H > 0 -  \  I t l a  so vs \ '  h |  cl icl  b t) i H  X). ơ  i iDi i i :  t l o  n a \ .

' Kicni Ira clỏ p \ ỉ  cua clịcli IUH» c a \ .  ỉ ) i c u  cliinh d ò  p ỉ ỉ  cua (lịch lìuoi \ é  pH  
IỉiK'h ho'p c h o  su' sinli trưoìií: cu;i \ ' S \  kicni tímli.
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-  Tiến hành xác đ ịn h  k h ii nã im  (ỉố i k h á im  CÚ.I các c iịc li tlã  đ irơc  xư  l í  (í trcn  

bãĩis phươrm pháp khoan lò thạcli nlur phaỉi  tliir línỉi cn/iii ì .

N ê u  d ịc h  n u ỏ i  c à y  sau  khi  loai  bt> H ; . 0 .  và clicii clì ii i l i  p ị ị  vần ih e  l ì i ẹn  hoai  

l ỉnh dổ i  khárm tlù c ỏ  thế  v s v  dà  siiili  c h ấ t  k h á n u  sinlì .

V i ệ c  ngh iên  cihi  sâu hơn v é  cliãt kháim sinlì  k ỉ ìỏ im licìi hành ơ  hài ihirc Ịiàiilì na\  

M ộ t  s ỏ  hìnl i  anh  m in l i  l ioa ve  hoạt  l ínl i  đ ò i  k h á n u  c u a  v s \  dươc  litii lai (V 

hình  6 .7 .

a, Hoat tính kháng sinh chống nấm (phương pháp khố! thach)

b. Hoạt lính kháng khuẩn (phương pháp khoanh giày lọc)

c. Hoạt tính kháng khuẩn và hoạt tinh kháng nấm. (Phương pháp đực lỗ) 

Hình 6.7. Một số hinh ảnh về khả nàng đói kháng của VI sinh vât
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2.3. IIư(irnịỊ dản kiéin tra, đánh ” iá kct qiiii thí nỊihiẽm

- Cỉiáo vicii kióm Ira tìmg thí tua (..ie Iilióm. tháo liiáii với siiili vicii
\ c  nỈKÌii bicì \ à  đánh ẹiá kết qua thí n<jliK'm.

- Sinh viêii cần nhận xét kcl (-Iiia nuhicn cứu cua Iiiìiih, glii vùd baim, nliir ví 
<lii ớ baiit: sau:

: Thí ! VI sinh vâ. ì “i hoặcvsvnghiệm ! nghiên cứu .ỵ ' .
I 1 1 kièm dịnh

H oattính  I Asperg illus  I 1%Case^in 
prỏteaza

D -  d 1 ' Ị
______ Nhận xét : Kêt luận

. . 7  . m m  ỉ ‘
kièm d nh ii Ị

: V òng phàn giải i Hoạt tính I
I i _____ i '

! :i 1 !
! Ì Ì

2 i Hoai tính I Ví du: Nấm [  V/ du: E.coH 
1 đối kháng mốc Ị

32

32

10

trong suõí I mạnh

Vòng phàn giải 
mờ

?

ỉ

9 ̂ Vòng phàn giải Ị 
trong suổt I

; Vòng vô khuẩn ị Hcat tinh Ị1 í ■

30

10

0

í ro 1 kháng £.
i I col icùa  I
' I 1; 1 nầrn ị
! ỉ manh j

! Vòng vô khuẩn 1 ? ỉ
i rõ

[ Vòng vồ khuẩn I ?
Ị mờ, có sự phát I '
I tr iể n  yêu của vi I
Ị khuẩn kiểm I
I định trong yò n g  I I
Ị vô khuẩn 1 1

ị 0 ì Không có
hoạt tính

2.4. Một  sỏ câu hòi

1. 'ỈYá lời cúc  o dáiih dấu cliàìn ỈÌOI ( 1  haiii: trcn.

2. Tại sao nlìữim phưcnm pháp ircii i l a v  chi lìi các phưctiig Ị>liáp (lỊnli tính va sơ 

bộ xác dinh lioat tính?

Giai  th ích  V n u h ìa  c ủ a  từĩiu biíớc í iu n u  c a c  ihí  n g ỉ ì i c n i  ơ  hài này.

105



Phụ Lục 2: CHUẨN bị m ò i t r ư ờ n g  c h o  b à i 6

2.1. Chuán bị mỏi trưìrnịỉ kiéni tra hoat tính t‘ii/ini: \cnlula/a. protca/a va 
amyla/.a bằnịĩ phư(mg pháp cáv chám điém

Đầu ticii plia chè c;ic các mòi trườiit: ĩuiói cay cơ sớ clio tìrnti loai v s \  ilico 

baim sau:

Mòi trường nuôi cấy cơ sỏ
Vỉ khuẩn Nấm mốc Xạ khuẩn

Peptỏn: 5g Môi trường C zapek Mòi trường Czapek
Cao nấm men: 2,5g pH = 5.5 Glucózơ -  CaCO^
Gtucòzơ: 1g pH ^ 6.8 -  7,2
Nước: lOOOml
pH = 7 , 0 - 7 , 2

Sau đỏ thèm vào mòi trirìniị: cư sơ các chát cán Iii i l i iẽn cứu Iiliir bánu s;ui

Enzim cần nghiên cứu Thành phần mòi trường

Xenlu!aza MỎI trường cơ sở + 0,3 đến 0.5%  chất xenlulòzơ (CMC. 
xenlulòzơ axetat hoặc xen lu lỏzơ bột)

Prỏteaza Mỏi trường cơ sở + 20m l sửa đậc hoặc 1,0% gelatin hay 
cazein

Amiiaza Môi trường cơ sở + 1,0% tinh bột tan

* Nếu thử băng phưtmí: pháp khoan lổ thạch tliì chi cấn mỏi trirờiiti chứa 1,5 - 

ihiich v;'i ihcm các cư chài tưcmg ứii<z, khòim can diinc mỏi Irườii" ctí so V(Í|
dầy dù các tliành phần như ớ h;'intz Irêii,

2.2. Pha chê các thiiôc thứ

(lịch íliuỏí ílìừH 'Ạ  L /9f 

HgCK: Ig HCl; 2()ml

Nước cất dù tới lOOnil

* Diiii<̂  (lị( li I i l i i i ộ ỉ i i  CBB 250:

0.1'; CBBR250:  (),5g

40^7 nicthaiiol; 2()0ml

1 ‘̂/c axclic axit: 

ỈLO khứ ion:

5()nil 

2601111

" D iiitíỉ ( l ị i i i  H(FÂ ịN H _,ìS O f hào hoà: Pha 62,5tz (NHj),SO, troiic lOOt: H , ( )  u 

Iihièt clỏ 3()"c.
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CHƯƠNG V

Sự CHUYỂN HÓA CÁC HỢP CHẤT HỮU cơ  
KHÒNG CHỨA NITƠ BẰNG VI SINH VẬT

Bài 7. MỘT SỐ QUÁ TRÌNH LÊN MEN

A. VIỤCTIÊU

- ('iinu co các kicii llìức và kĩ Iiaiiu íhưc hànlì đẽ hicii rõ vc niọí sỏ cỊuá uìnli 

unlìlìt)a clo v s v  (hực hiện và V nuhĩa tlìuv lìcn CIKI cliúiii:.

Siiilì \  icn  ca ii:

- Nãni círclie cua các CỊU;Í Irìiilì sinh UÓA cló.

-  I1cn liàiih thành  c õ n g  c á c  ih í  I iuhiộin \ à  \ c l  Iii ihicni  kèì cỊLià c á c  quá trình thí

niili thận Ironu de hiẽu rò ý niihìa cua lừni: huoc llií imhiệm.

Vic kẽ l t|ua t ln i dươc k liỏ n u  c li i c iin i:  co các' k iê n  tliứ c  vc các quá I r ì iih  trao  

( I r . i  ; liã i và nã iie  lư ơ im  o' v s v  ỉ iià  con na iìi: cao lir  t i i iy  và khá  Iiã n iĩ làm  \  iệc vớ i 

cá<c hí lìeliiệiii nuhicii cứu lươiiụ tư kliiic \ c  lit)al dõim sống của v s v  và ý nghĩa 

I ii a - In í im  I r o n i:  đ ờ i s ò n i:  \ à  h a o  M ' ỉ i io i  s in h .

B.. ^ộ\ DUNG

I. KÁ(’ ĐINH KHA NĂ N(;  LI;N MKN Kl O l  I 1 Y U C

i .  l . B à n  c h á t :  Khi pỉìàn í!Ìâi clơtrnu ínxit: (licii kit u kị klií. v sv  chuyên Inclrc) lừ 

N. \ . ) H  đên a x c la lc lc liy d  clc tá i lạ o  N A D \  Siin p lìan i ch ín h  là lạo  llìà iih  rượu c lv l ic .

: ; ỉ i , ( ) ,  - > c n x ' o c o o H  ('H.C HO > ( H . o n  -f a x  + 113.4 K.I ( I)

1.-2. Vi s in h  và t  len m e n :  Ọ uá  tiiíilì Icii incn lutni chu vôu là do  cac nam nicn

c h ii s<n í l i ( j ì ( ) ỉ ỉ i \ ' í  i ' S ( S .  ( c r c v i s i í ỉ ơ .  s .  ( ‘l i Ị ì . s o i d c i t s )  hay S i h i : ( ) s ( n  i h ( ỉ r ( ) f f i \ í  i ' s .  

N o(ài l a. niol so loài M ỉu o r  (M . ro iiM  ì ha\  S(/ỉ ( lỉ iiỉ \ cníỉ i í i í l i  cũnu có klia năiìu 

Icĩĩì ììcn ctvlic.
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1.3. ì ' ién hành thí ngh iêm  xác dinh khá nãnự lên men rượu

u . l .  Vạt ỉiẹii

(ỉ.  C ì t ĩ i Ũ Ị Ị  /:*/ ( l Ị i  l ì  l ê n  t ì ì i n ì :  Đ è  quá I r ìn li lòn n icn  \ : i y  ra to t nhai clìinu tlỉc li ỉcn 

ĨIÌOII c ỏ  t lìành phán: I59 í  nirởc d ư ờ n g ,  (),5^í P c p l ỏ n ,  K H - P O j  \ a  0 . 1 ' .

MgSO^. Cũnụ có ihc ciùnu dunc dịch \(Y7( dườiiLí liOiic dimu tlịch lÔ .í đưoiiLi ht) 
suniĩ 19Í- ( N í ỉ 4).SO.. Đuii sỏi dỏ ncuội.

h. N(un ỉnetr. Dùng 109r dịch nuôi cay nàìn nicn .s. ccìcvÌMat/ tluiaii, liv>ac 
bánh nicii ihiỉỏc bắc tấn nhó.

í - Dụniỉ í ụ: Bìnỉi lén lìien Sniilh; nếii khõnií có có the dùnu chai bia có ĩiút kiV:. 

il. Hóii ( lií/ỉ: clium dịch 10% Ba{OFỈ),: tlung dịch 20^/( NaOII; lỏi liiilì \ÌK (i 
daiiL: boi; ỊỊ s o .  (ìàĩH đặc; cliiiìg dịch kalihicrỏniat (K.Cr.O ),

1.3.2. Tiến hà n h  lèn m en

('ách  I . L.ẽìì nieỉi ĩro ỉ iịỉ h iỉtli SỉNỉĩli íliìn h  7.1)

~ Cho  d ị c h  Icn nioiỉ  ViKi Kiiih ịcu Iiìon, dãy  hănu  nút c a o  su nối với ối iụ  tliuy  

tiiilì Iiỏn cony. nìột ỎM đirơc nhúiiii chnii \à() oni! Iiẹhiêm chứa dáy lìirức úp Iiyirov:.

-  Đ ặ l  c á c  bì ĩ ìh  tlì í  n g l i i ẹ i ĩ i  ơ  2 5  -  30"C, ^aư vaỉ 'J.\ờ i cn  in e n  ihi C O -  thái ra st' 

d ã y  c ọ í  ỈIUỚC trong  ô n g  I iy h ic m  tụl x u ố n g .

( \ í (  li 2: C'ho ( i ịcl ì  Icn i n c n  \ à o  cha i  bia,  niil kín lạt, đ ẽ  2 4  ^(^ uiò'. klii ivur

nút cliai ilìáy bol khí  c o ,  Iioi m anh  lên.

J.3.3. Pỉĩán (ích kết q u á  th i  ìiỊịhiệm

“ Xác dịiih cường độ len nien rượu: Cường dộ len men niơu có itic xac (liiìli 
dựa vào lượng c o ,  thoái ra hoặc hàm lươHị: v,i:uìt>I được tạo ĩl;ànli lừ lìiol ihó ticii 
m õ i tr irờ n g  xác đ ịn h  tro n g  inệ>l ih ờ i g ian  lìh á t elỊiih. n iô n u  ihưcnm  i'ií_Mrời la t lìu ì^  

phưttim phiip xác định lỉieo hàm  lưcriitĩ c o ,  vì nó clẻ dànỵ \ ; k  đinlì hơn liai.i lưívn^ 
rượu clylic.

#

1. Lèn men trong binh Smith 2. Tế báo nấm men Sacchnromyces cerQvisiae

Hinh 7.1. Thí nghiệm lén men rượu
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- Định tínli c o , :

+  Ph;in ứi i” với  B a ( O H )  : ( 'h o  ^nil (liiii>j (Ik Ii Ic!i m e n  v à o  òniz n c h i ệ m ,  thòm  

liT'il (.liinụ tiỊch 10''í B a ( O H )  DỈIII'.: kcp uo kc|i  oiiị: I iu h iệm  rồi cliin SÕI nl iẹ  trcn

đèn CỎ!1 rỏi (Ic hìng. Ncu Ci) in.ii (.11:1 c o  sẽ lao ihành kél lua màu tning do 
sự tạo thành Ba(X);thco pliaii ứiii::

CO, + B a ( O H ) ,  -> Ha( X)  ̂ - H O

+ NCmỉ clăl ihí nuhiõiiì Irone hinlì Siiiitlì t!ì'i dánh <S\{\ mức dỏ thài c o .  baiií: 
nu .'c tụt ciia côt nước troiit: ốni: I1Ì.’Ì1IC111

-  Định lính nrmi etylie:

+ Đinh línli rưoii Ltvlic bãiii: phan inig t;ui màu với diing dịch kali bicroniat 
( K . r r . o . ) .

l . ấ y  v à o  ỐIÌC n c h i è m  1 -  2 m l  d i i n c  cÌỊc!i d ã  lẽi i  m e i i ,  1 -  2 m l  H , S O j  đ ậ m  đ ặ c  

lổi ttiêin tìnie 2 Ìọt diuiẹ dịch Ki K (>X)-, lãc tlcii. Nèii trong dung  dịch phản imỵ 
có  mặt Iưựii c t \ l ic  sẽ xuàt hiện Iiiàii xanh laiii, cli) phan i'mg của nạni ctylic với 
K ; C r - 0 ,  I h e o  p h ư o i m  trình:

2 K , C r A  + ^ H :S 0 ,+  C i l ,C l l / ) H  ^  KCj(SOj,  + CH,COOH + 11H ,0

Oiig dối chứnẹ:  Làm urơn^ iư nlur trên íilurni! tha> 1 -  2ml dịch lên incn 
hai  iì; ! -  2 n i l  ( l ị ch  c h ư a  l ẽ n  nicii .  So  sáiil i  sư  lluiy đ o i  Iiìàu ở  hai  ốns:  thí  n g h i ọ n i  

và d o i  c l iứ i i e .

+ Phát hiện etylic bàiig phiKĩiií: pháp chiriic cát: l l iay ống thuý tinh bẻ cong 
cỉi;ii bình Icn nicn Smilh bầne ốim ihiiý tinh Ihãim đíniu rỏi đun trên ngọn đèn cồn 
chC) sôi lăn tăn. Rirơu ctylic sẽ h(K !i(íi ihoat ra nuoài. Dùng diém cháin lửa lên đầu 
ông ỉ  th i iỷ  t inh,  nèi i  c ó  rưựii e t v l i c  b;i\ ra sẽ  c h á \  l liành n g ọ n  lửa Xiinh.

- X á c  dị i ih s ự  c ó  mặt  c u a  Iiám Iiicii; D ì inu  Cịuc c â y  lâv n iộ t  v ò n e  d ịch  lêii in c n  

laii i liêu ban han'j phiroriig pháp nhuuni đon ic hào. lẽ  SíH c lìuiODIXI es có hình 
cấui  h;iy ovi in,  n;i\ c i i ỏ i  ( H ì n h  7 1 I

1.4.. Mội so ứng d ụ n g  cùa  q uá  tr ình len men ruiyii

Ọuá trình lèn incn rượu dirợc ứim dụn<j đc san nrựii, các đổ uôno có chứa
rirợm ihco phirưnu pháp liuvcii Uiỏiii; và CỎIIU njihiệp.

1.4..1. Lẻn  m en rượu nép  cái:

Rượu Iiòp Ciii là loại sán pliaiiì Icn incn nrơu eiia iỉ.u) nếp hoặc gạo nèp câm.  
Sám phấm tlược dìing cá bã sau khi lòn nien.

a. ( 'ách lủm ì ì cựu nep (ái I (I( /)//;/'('///í,' pháp ló  tni\i'ii

L.âv Ikg  g ạ o  n ế p  xát h ò  \ ' 0  trán. ii.Vu lIií ii  (dỏ  sõi h o á c  náu CƯIII c h ín ) ,  sau  đ ó  rái 

ra imct clio hạ nhiệt đèn 40  -  4 5 ’('. |,àv 20 -  30 ịíam bátih men dân gian, nghiền
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nliò,  rủv lây phấn hõl  Mìịn, rãc đ c u  lêii só i  n é p  \'à \ ê p  \ à o  ro rá c ó  lót lớp la v luioị  

l ìoãc  lá H)im. Đ ặ l  niẹt lẽn n iộ l  Iiòi clc nroii hìiili th;'iiilì c ó  tlic ch . iy  xi iônu .  t ) a \  kin 

b ã n e  m ộ t  tiìni ni loi i ,  h o ặ c  lớp c h á n .  íziữ áiìi troiiL! 2 “  3 nuav  sC' c o  riiou ncọ  c.ii

/í. I a i ỉ ỉ i  ỉ Ị (Ợi i  í i i ỉ i  i l i í i  ( ' I m  -  R u  ()' I a u h  D o ỉ r ^

Rươu can cua imười CI111 -  Ru đưoc làni lừ niòt loại inon đac bict. clo \ì\ lliứ 
m e n  đirọv c h c  b i c n  lừ 3 loại  c â y  rừim. r r o n u  loại  c â v  đ ư ợ c  izoi 1.1 Iiìcn "cluv". kcỊ 

Inrp với càv K/ul là lìicn “cái". Sau khi cỏ  đu 5 loai cày. Iiuirời la dciiì pluvi inciì 
■‘đ ự c ” c h o  h é o .  rói đ c n i  b ă m  n h o ,  h o  \'ì\o c ố i  iziã c h o  dòn  khi  ihàiilì  b o l .  S.UI d ó  

phơi nãni: cho khò.

Bấy ÍZÌỜ nmrời la dciii íiạo ra imâin nưức niọl dcm. \Ó1 ra đõ clìo ráo. \o \ ‘̂ lã 
thài ih h ộ t ,  nặiì  íhài ih iừim k h ó i  b ã n u  n á m  lay  l ìav v o  Iròn nh ư  LỊiia l iú ì m  “  ỉ ) a v  là 

in c n  d c  làìiì  rươii. M e n  này  c h i  s ử  diiiìii  lànì  rươu sau  m ộ t  thá im .  IIÕU d c n i  cliỉiìu 

s(Viìì quá  nrợu hị clìiuu còn nèii đê láu hơn 6 llìáni: ihì men sẽ màl íác ciụiìg.

L4.2 . lẨ n  m en đưòVỊỊ hoặc len m en  nước hoa quà

Diiiii: dịch dườní: lÔ .í hoạc nước t|iiã ép. đun  nlìọ ơ 70 c  t ronu 20 phút đc 
lo ạ i hò  v i k h iiá i i,  ho  s iin u  nân i m cn  c h u a ii S ( / í  h a r o ỉ n y i  c s  ( ' c r c v ỉ S ĩ n e ,  e!c c l iỏ  ã iii 

3 0  -  3 5 ”C  tronu 2 n y à y .  sau d ó  đ c  Iroiiii lu  lạnli  ơ  1()’C IrDim 1 nizà\  s ẽ  l l iu c lưoc  

nước iiiái khái lên IÌ1CI1.

y. s à n  xuất cóm bò (Ỉìnlỉ dưỡng
N á n i  m e n  Síỉí íiiỉi ()f}i\i Í'S I ưrcvisiac  d ư ợ c  n hàn  u i o n g .  ihu siiilì  k hỏ i  Iiãni IIICII. 

Saii dỏ  có  itìc dựim tác lìhâiì lự phãii là muối an hoạc lõkicn lác độiii: V(VÌ imic clíclì 
ihii lìlìận mức cao nliâĩ các chât diiìh dưỡim có trong tẽ bào nàm nicn. đưa ra nn>i 
trưínii: dịch thè. Hàp !liii các clìâi dinh duỡnu  này Iciì tinh hột,  clườnt:. niàu íliirc 
plìáni và liưưni: liệu, đóiìi: khuôn,  sáy khỏ, đỏiig iiói sán phani.

II. XÁC' ĐINH K H A  N Ă N í ; LKN MKN LA(  T I (

2 . 1 .  B à n  c h á t ;  khi  phàn g iã i  đ ư ờ i m  íro im d i c u  k iện  kị kl ií .  vi k hu ân  lact ic  c l n i y c n  

hydro  lừ NA D H  saỉiu axil pyruvic dè tái tạo N A I) ' ,  lạo thành axií lactic;

c;n,X)„ C’H.,COCOOH -> CH. -  CHOH -  CX)OH + Q 
( 'ã n  cứ  vào sâ ii p lìân i s in li ra, C|uá t r ìn l i  lên  lììCM la cũ c  d irợc  ch ia  l l ià i i l i  hai 

kici i:  Đ ổ ĩ ì g  h ình  và dị hình

2.2. Vi khuán  lén men: Sĩì cỊìĩín occỉis iS. ( Ỉ CỈÌỈOÌ ỈS, s. luí ỉis, s.ỉlicỉ ỉỉiophílliỉ.s) và 
LacĩolHỊcil l ì is {L. hnli^aì ii iis. L Ui idopl ì i l lns.  L. i innỉNư/ ris. L I)l(inỉ(ỉfnỉfi. -.).

L .  h f a s i i ' ( ỉ r f c f  ỉ ỉ i e ỉ i ỉ í ỉ ĩ i ỉ c ,  L ư ỉ n  OỈ Ì OSĨ OÍ  ỉ ỉ i e . s e n í c r o i d e s . E .  ( o l i . . .
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Quá liìnli Icn nicn lacỉie 1 . 0  iiliiLỉi ứiìL’ diiiiu tii)ỉì'_: ilòi sonu liàne niià) (iiiiiỏi 
(lư.i. ĩiuioi c;». làm Iiìaiìi elìua. IICIÌÌ cliu.i, sứ;i cluuỉì \ a Iroim conu Iiuliiộp clc s;in 
V.IMI .»\il laclic. s;ui \tial plioina!,

2.3. t)ạt thi n^hiẹni Icn men lactic

2 .^ . l .  Vaĩ Ỉieỉi, hóa chat

Kan cai cliia. sữa lUDi (li(\R sứ;i híìl. sử.i cl.iL co đườiiu). Muoi ăn. dirờiit: 
saL;irô/a. l()‘'f a \ i l  Ị |  s o . ,  tliiiii: clicli KMiiO,: d i in” dịch A ^^so  lioni: 
N l ỉ  NO;, cliini: Jịcli  D.IN NaOII.  ('cic loai Ia ỉ( ỉohiii i l l iís  thuaiì lií)jc sửa chua cúa 
lluríiiii: pháin.

2.^.2. Len m en  rau quà

-  k a i i  c . i i  ( h ă p  c a i ,  s u  h à o .  c a . . .  ì l ư a  s a t h .  ọ h ơ ì  ơ  c h ỏ  d à n i  d c  l o ạ i  bcVl n i r ớ c .

-  Đ ổ  d i in u  d ịc h  nư ớ c  6^ ( n iuo i  \ i\o \  ai (sáiiti sứ h o ạ c  ih u y  í inh) ,  c ỏ  thế  h ổ  

s i i im  đườii i:  hiiìi nui iõ i i  cacbo i i  đc  lìãị') íhu liic chiu c h o  c á c  vi khuân lact ic .

-  r i ì í )  rau \  à() vại .  néii  lau cíi ìni  háii iKìiii: cluiiu d ị c h  trcii. Đ ẽ  (Vclìỏ âni  h o ặ c. K. V. •

in am  3 0  -  3 3  '(' IroMii 2 - 3  i iuàN. Vi  siiìlì \a i  c ó  niậl  írôii rau, cii  sè  lên nici i  

tlưcriiii ch ict  rúl lừ  lo hào .  làm chuii laii C|IKI. \  1 \ à \ . n c u  quá  Irìnli l ên  Iiìcn lact i c  

xay ra lót llìì dưa klìôiii: bị nát. có IIÌÌIU \àniz. iliivm clác irưnu cùa dưa Iiiuối.

2.3.3. ỉxni m en  sữa thành  sừa chua

Sửa iirơi là c (y c h ấ t  th ích  liợp nhai cln) Iciì nicii  lact ic  vì Iroim sữa tươi dã  c ó  lừ  

10 -  2 0 T  ax i ĩ  lact ic  { /  'T  -  líMỉ  /í/(Y/í ), lao tlióu k iện  ihuai i  lợi c h o  c á c  vi

kluiai i  lact ic  phát  triôii và Icn ĩiìcn.

-  R ó l  sữa tươi  v à o  c ò c  t lo im -■> diin SOI nlìc do t lianl i tnì i i i :  (<S3 -  S 7 ' C  tronu  

> -  10 phút hoậc 90  -  92"(' íroiii: 2 - 3  pluit).

-- H6 suiìíi li lệ 10^^ i:ioniz \ i  kluKHì hicíic thiiaii cl iủ im (.V. í i c ỉN o n s ,  s .  I(ỉ( ỉi.s,
s .  iliíỉí t'í\'l(i( cíii . L. (ỉ( dã ntiãii uionu  ()' l ì ìò i  trườni; sữa) ,  h o ặ c  sửa

c lu ỉa  l l iành phâiì i  loại tỏt > khuây  ílcu -> cl;i\ h;ỉ!i!j Iiiloii sạc l i  b u ộ c  kĩ  -> clc (V

nh iô í  đ o  (ừ 3 0  -- 3 5  ’C’ kl ioai ii :  5 -  7 1!ÌÒ, sữit hai tl;m đoi ìi !  tụ.
> - 1. c •

( ỉiữ  ơ ơ 5 -  1{)’( '  troĩm 10 -  12 uiìv clio piotciiỉ Iroim sữa uiăn nơ. uinni độ
;|I11 tưcio làiiì s;ui pliàni Iro lìéiì iniiì.

2.4.  IMiiin tích ket ( |uá thí n^hiem

( i  ỉ ) ị n h  í i n l ỉ  S i / i  ó  n i ã ỉ  I H ( i  ( Ỉ \ Ị Í  l i Ị i  ỉ i i

Phan lìn;^ Ịạo (ỉ.\cí(ỉl(lcỉi\{l. ( ’l io lOiiìl (.lịch leii Iiicn dư;i c h u a  v à o  c õ c  đ o i ì ” 

cluỉìu tícli 5()iiiL íhcii i  \ à ()  đ o  lii il  tluỉiii (licli l í ) ' í  axi t  H , S ( ) , .  2ni l  diiiiL! d ị c h  

K M n O .  5 ^ 'ỉ. 'ỈVini cluni: tlíLÌì A u N O  íiDni: N U  N O  vàtì  l ì ìõí  Iiiiên.i: .uiâv loc .



dậy lẽn niiỌng cốc và diin sỏi trcii n>zọn dèii CÙ!1. Quan sát sư cluiyèii màu cua oiãv
loc. Nếu có niạl cua axit lactic, phan ini” sc xav ra và tao thành cixelaklchycl
Axctalclelivd tác dụng v(Vi liòn lnrỊi AíiNO, tionc N H 4NO., I;u> ra cliâl làm den e iàv  
loc. Phirong Irình plian ứng:

2KMnO, + 311,SO, = K;SO, + 2 M n S 0 ,  + 3H X) + 5 0  (1)

5CH-,CHOHCO()H + 5 0  = 5 C H ,C H 0  + 5CO, + 511X) (2)

l>ì Quan SÚ! VI U ìitâ ìi la d ic :  Làm vèt bói lừ dịch Iiưóc dưa chua liay sữa chua -> 

cỏ dịnli Irêii Iigọn dèn cỏn nhiiỏni dơii quan sat ớ vật kính claii.

i.acidophilus L. bulgahcus

a) Một sò hinh dạng vi khuẩn lactic (nguón Internet).

L. lactis

b) Vi khuẩn iactic trong sửa chua (ảnh Trán Thị Thuý).

Hình 7.2. Hình dạng của một số  vi khuẩn lactic

III.  XÁC ĐINH K H Ả  NẢN(Ỉ  “ LKN MEN ' A X E T I C

3 .1 .  lỉán chát

Sự o \ i  hoá riạni thàiih axit axetic (còn dược gọi là lén mcii giâm) xày r;i như sam: 

C H ,CH X)H  4 - 0 , -> C H ,C O O H  + H , 0  + 4Sk.í
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3 .2 .  \  i s ì i i h  v ậ t  men*’' n x e t i c

(,)iiá Innh  clirơc xa\ ra nhờ  gioiìLỉ M khuân ỈIICU kli’ . ru)/»(^í7<7 {A. w lif iu n i. 

A Ị)ÌỈSU’HÌ Uỉỉiiíỉỉi. /A (t< ế'n. /-\. oỉ U íUii IU //'-í.. \i linl:cfih(ỉí kii ì. IVont! “lèn men" 

;ixciif tự nhiên,  tác nhân chừ vcu l;ỉ -\ , r(}h(hỉ('f v,'i ( / lin  oỉìolhỉ. ỉưì-. Khỏíìíỉ nên 

nhan i lan si: o x i Ịioa rư ơ ii ih iin h  ax;t , i \ l ! ! c  b ơ ]  I :!C : \ í  i ' ĩ o l h ỉ (  ĨCÌ và sư lêp m en k ị 

klì) t-io t!^ì:ì!'i axcĩic i iìiì cac  loài ( 'ỉ(>\fn:ỉ;Ịiiìì.

3.3. ị)í}ị thí nj>hiÌMỉ>

- f'ho 30  -■ niỏ! írưíriìư leri íììcn {h\A lìoậc tluỉm dịch góni 10 -- Ỉ59Í 

rượu eíylic' và 3 -  5 ‘y clườiìg sacarõ/a i  \ ao hMiỉì noỉi uuĩỉi: lích !50ml.  Axit hoá 

ĨIÌOI irư o iig  b;uìũ a \ r  ; ì \c í ìc  Ì M  đến p ỉ i ~ 1.:' -  5.0.

- Oí) Síín^ĩ !í.í' í Ac 6 ính(ỉ(-ĩf‘r 'rn \:-  líỊch lẽn rnen e i ím  (cũn:- có  ihẽ 

kỈK>n;.: củn Uìôni c!ịch í ' iòng nny 'ịt^í i ' j  n icn mon giătn vẫn xáv ra, song chậm  và 

(k' nhicin lic/ii).

-- l ỉ ị t in iộ i ig  b ình  b ă n g  vái  m à n  dò Iráíìh niổi  c iấ ín  \'ĩ\ d ể  vào  tủ ấiĩì ở  3 0 ‘( \  

Sau 5 - 7  n g à v ,  trên bé niãt  c u a  ino! Íiơnníi  NC xLiáí h iện  m à n u  g i ấ m  tron g ,  m à u  

trãỉìu n h a i ,  (\ó c h ính  là c á c  !c b a o  vi khu.ìn a \ c t ! c  l iên kế t  với nhau n h ờ  m à n g  n h à y  

c ó  Hản c h ấ t  g á n  u i ố n g  n h ư  xelulô/c^í.

3.4. K iêm  t r a  kỏt t ịuá

3.4 .Ị. Đ ịn h  tính ax it axetic

-- Phàn img tạo etyl axelat: Láy V:S3 ỏ'nu nghiệm 5ml dung dịch Icn mcn  

lliêm 0,5 lĩil cổn 95% và 3ml H_,SƠ4 dac trộn dcu - ■> đun sôi trên ngọn dèn cồn. 

Phán ứng sc tạo thành elvl axclat cỏ nìù: dau chuoi.

CH^COOH + C H ,C H /) Í Í  > C I i r O O C H . C H ,  f H p

-  Phân img tụo màu với clorua sãt 1 .:Vv 3niỉ tlịch lèn mcn thèm vài giọt 

(lưng dịch 5%  FeCI, > lác đcu —> du!i sõi trcn nsoỉì  dcn cổn. Phán ứng sẽ tạo 

IhóUìh axctat sãt màu đò thẫm theo phưíHig trình.

C H .C O O H  + N a O H  ->  CH.COONa r ] ị p

3 C H ,C O O N a  + FcCI, -V1 o i C l i C O O ) .  f  3NaCl

3.4.2, Q u a n  sá t vi k h u ẩ n  axetic:  Lấy dich lẽn ĩìien làm vcì bôi cố  định vết bôi

iròn ngọn lừa đèn cồn -> nhuộm  đơn -> ỌiKỉĩi s ít hè kínỉì ciáu (hình 7.3).
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Hiíìíi ỉ  Vi sưih v<ìí le ii tnnn ,ÌX(ÍÍK'-

IV.  XAC ĐI N H  K H A  NẢN( ;  LKN MKN IU TY RK
4.1. Ban chát

Khi phân liiiỵ íiliicó/o' tioiiL! tiicii kicn kị klií. \ i khu;iii sinh bào lir eày r;'. sư 
biẽii đổi như sau:

C „H |P„  ->  C1Ỉ,CH,CỈ1 ('OOH + 2 ( 0 ,  + 211, + 65kJ

4.2. Vi k h u á n  lén men
C á c  vi k h u â n  tham  e ia  chu  ycii  \;'k) C|iiá ti ìnl i  Icn m c n  B u tyr ic  là nl ióni  

C l o s t i  i d i ỉ i i n  I i l i ir :  c . p d s í c i i ì  u i i i ì i i i i . ( ị ư l s i ì i c i i í n .  c  h u ĩ M  i c i m ì . c . ( I ( ' i ' t ( >hi i t \ ' / i t  : i i n

4.3. Đặt thí nịỉhiịMii lẻn men liutyric 
4 J . I .  Vật liẹií, lioá chất:

Khoai tày, CaCO„ dung dicli l c( K 5 ' í

4.3.2. Cách tiến hà n h
-  K h o a i  tây  rứa s ạ c h  k l iò im  go i  vo,  c;il tliàiili Iiiaiili n h o  k íc l i  thướ c  dài  

be Iiuang m ỗi  ch ic i i  (),5ciii.

-  Cho các niiẽng khoai tãv vào oni; nnliicMii ciầv klio;iiiíz 1/3 ihé tích ống imliiọni.
-  Tlicni vào ô n g  nghiệm 0 . lu CaCO; đó kicm lioá moi trưíTng. clổ Iiirớc vira Iiíiập.

- Đun cácli lliuv ở nlìiọl ili) s o  (' iK^nu 15 20 plìiìt. sau dó cló ơ nliiội clo
2(S -  30'’C' tionu 3 - 4  ngiiv

4.4. Phán tích két quá thí iiỊỉhiem
4.4.1. P hán  ứiìỊỉ tạo thành  e t \ ì  hiitvrat

( 'h o  vào oim nuhiệni  5nil ilimi: clich Icii nicn clã trung lioà háni: Cii(OH)^, lliôin 
v à o  đ ó  0 ,5  m l  IƯOII c tv l i c  \ a  2inl 11 S ( )j  diìin chic. Đ u n  IIÓIIU và lủc nht ‘, t;i 
Iieửi  tháy  c ỏ  inìii  thcnii c ủ a  c s io  c l \  I hi ilynit.  Pliiiii inii! \ a v  ra n h ư  sau.

C’a(CH ,C H X 'l ỉ ,C '( ) ( ) ) ,  r 2 C H X ) I I  ->

2 ( ’H ( ’H ( ' H , ( ’0 ( ) C \ H .  + C a ( O H )
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■4.4.2. P han  ứnỊỊ tạo thành S í i t  hĩ'txrni

Clio \-.K) ònt: Iiiiliioiii 5nil diiiit. (la ii K'II niC!i (lã Irui)” hoà hani; ( ’;i(()H), tliêm 
\c ' -o c l ó  2i i : !  f ' c ( ' l :  5 ' ( .  Đ u n  IIIIII.: I I . I I  i i ' j o n  l ư a  ( I cn  c o n  s ẽ  x u a l  l i i ẹ i i  m à u  đ o  n ã i i  

ci.;i s;il bul>i,il. Pliaii ứne \ . 1 \ la nhu .ÍIII

2CH., ( 'H:Cll :( ' ( )OII  -  ( ,i<OII) > C a l C H C H . a L C O O ) ,  + 2 H , 0  

3( a(CH,CH (11 , (O O )  * : ỉ v ( 1  > 21 e(CII ,CH.('lrCOO),  + 3CaCl.

4. 4.3. Oiian sát vi sinh Víit

i.àiii licii hàn nluiộm đ(Vii baii” cliiim tlỊch luuol lioậc bằnu ckiim dịch íiichsin.

Hinti 7.4 Vi khuẩn lẽn men bLityric (thi nghiẽm VỚI khoai tày -  ảnh Trần Thị Thuý)

V. SỊ i  PH ÀN (ỈIAI  X K M . l  LÕZ()

5.B. Sự phán ịỊÌái các chaĩ \enlulo/() ki khí

5.ỈỊ .1. B àn  chát

C ác  vi kluian pliáii íziai \cn lul( ) / ( í  kị klií clii ( 'lnstiiíliiiin trong đát, h o ặ c  trong phân  

cliuổiis:, pliàii xaiili ( ( ’ thcìHKh clliiiii. ( íhcì Iiìocvlỉidosciini, c .  t clliilosin' oiiieli(tii.skỉi) 
lio.ật' các  \  i kliiKUi so im  tioiii! cl.i co  ciia Iraii Ix) {Rii/IIIIKH <H í HS v</ B(H teioicỉcs) phãn  

liii ỷ \ c n lu l ò / ,ơ  iliàiili iLXÌl axclic .  ( ' ( )  (hoac C’l 1 )  và [ 1 . 0  như phirưiig trình s;ui;

(C;n, (),), + iiH o > n(' II () - R - í ’|i CT)()H + ro ,  + HX)
R ( '11 ,C(30H + CH, + H P

5 .ỉ ' .2. Đ ật th i  nghiẹm

CluKÌn bị niỏi mrờim pliaii UKII kị klii: 3()()ml lurớc- thịt Pcptòn; 7()()nil nước; 
Ig ( N l l , ) ,n r ’(),; Ig K , l l l ’( ) ;  \ 1.:S();, ()..Sg Na('|; 2.()g CaCO,; 2 giot dung
CÌỊC h 0 ,1 'í  F'cS(); kliỏnti caii kliư

Đ ổ  mói trườiiti dêii 2/3 OII” nuliÌLiii. lliciii 0.5 -  li: đất vưìm, nhúng chìm vài
(lái niâv lọc trong niỏi Iiườiií:. Diiii soi moi Irưòni: 3 -  10 phút, nút kín tạo điéu
kiỌ ii kị khí và (Ic vào Iu áni () 30 -  3^ (' iKMii: 2 - 3  tiiầii. Nòii có  sự phân huý
\CI ihilò/(t, íiiàv loc sõ li(';í mau \.inu, (lan tlan Iiál VUII và tan lliành dịch lóim.
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5 J ,3 ,  Kiếm ĩra kế t qnd

Quan sáí ClosĩỊ id iitỉìr. L.àni vêĩ bỏ! ĩừ ílt Jì pliàn huy co dịiih. i! 
n h iiộ n ì đ tíii hiìạc n liu ỏ in  hào lứ  (quan  sdl ò' lic  ívinn à .iií (IVmh "7 5)

'vĩ' ,«■-.'•■1

: b: \ị} - >

Hinh 7 5. Vi khuẩn phân giải xellulozơ kị khi (ảnh Trần Thị Thuý)

5.2. Phân giải xenluíỏzư hiếu khí

5.2 1. Bdỉt rỉìất

K.hi có o , ,  xcnliilỏzơ bị v s v  phân huý thành CG^ và

(C,H,„0,)„ + nH;0 -> C,H,„0. - > R -  CHCOOH -̂ > c o ,  + lỊX)

5.2.2. Vi sinh vát p h â n  giài x e n lu ló tơ  ỉtịếii k h í

Nám mỏc (A i)c rq illi(s , P e n ic illiiin i. C ỉdù '>spoì!unì. B otrxtis , F iisa riin )i. 
7'r/i •' ndơr/iiư...), vi khiiàn {Bnc iHus, Cellivihi lo, Ct!!ful'n ttlci. CvtopliiKỊii). xạ 
khuân (.'yrcptoi/iỵces...).

5.2.3. Đặt th í nghiệm
~ Oiiiẩn hị mỏi tnrờng Getchinson; Ig KH,F*0,: 0,1 CaCU; 3g MgSC).,; (),lg NaCl;

0,01 FeC!;,.6H-,0; 2.5 NaNO^; lOOOinl nước; pj-i = 7,0 -  7,3. Khòng cần khử trùng.

-  Đổ inõi ít inởi Iiưừiig Getchiiison vào bình nóii duim tích 15()ml (dày 
khoáng 2 cm). thèm 0,5^ đát trỏng và mót máu phân nhỏ (bãiií; hạt đâu xanh). ÍKÍp 
một miếng giấy lọc thành hình nón hoặc hinh gàp nếp d>it vào mõi tiưòiig liong 
binh lam giác sao cho một phần giấy lọc chìm troiig moi trường, phán còn lại nãm 
(rong không khí. đậy nút bông lên miệng bình và để ở 2 (fc  -  2 5 'c trong 10 -  15 
neày. Sự phân huỷ giấy lọc sẽ xảy ra mạnh ở vùng tiếp xúc giữa không khí và mõi 
trường. Có thể nhìn thấy các khuẩn lạc v s v  mọc íại vùng này.

5.2.4. Kiểm tra kết quả
-  Quan s:ít sự phân huỷ của giấy lọc tại vùng có các khuẩn lạc v sv .
-  l i im  ticu bàn v s v  từ các khuẩn lạc mọc trẽn víing giấy lọc và quan sát.
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Cellv:b.'io

í
CỵịQphagà

H inh 7.6. M òt sỏ VI khucỉn phân gidi xen lu iozơ  hiếu khi

Ví. KIÍ M TRA ĐÁNH  (;IẢ KK I QUA

Troiìị: m ồ i  thí ngh iện ì  s inh \ iên Ciiiì:

-- {Jãt ihí  im hiẹni  và ĩ ièn hàiih \ c í  neli iệi ìì  điỉìỉi ĩmh  xcm các quá irình đó c ó  

Xiiy ra !iav k l i ô n e ,  iỉhi lại nhận xc l ,  í'iin lí  d o  ỉhiinh c ô im ,  ihất bại c ủ a  th í  n g h iệ n i .

-  Làm  t ic i!  hân quan  sát các loa i \ 'S V  co tron i: các quá trìn h  c h iiv è n  hoá, 

mạt sơ bộ  nhữỉiiz v sv  nào ĩrone hổn dịch \ 'SV  I]uan sáỉ dươc là rác ĩihân

t h ụ c  l ì icĩ i  q u á  t r ì n h  c l i Li vcn  h o á  đ ó .

-  ÍYiiìh b à y  lại kế ĩ  q u á  thí  nh ư  bãnu sau:

Ị Phương pháp I Phương pháp 
7h,  nghiêm Ị  línli

KỂIquàđinh I  " “ 9
í cac V3V  đã

tinh, n h â n  xé t
Ị quan sát

VII. MÒ í SÒ CẢU HOI

1. ITiườiit: thì c á c  lê b à o  S(n luuo!i/yc)’\  cii i  l ó  khá năntỊ lén m e n  d i à m a  d o n  

l ìuậc đ i à t n s  d õ i .  H ã y  g iá i  thích Uii sao  nháii tlãii ta lai có thế sán xuất  nrợii lìr tinh  

bòt bãim b á n h  m e n  dán  gian'.'

2. L j i i i  Ihc' nào đè cỏ thè phân b iộ l nh:mh h;ii t|u;í ir ì i ih  Icn m c ii lactic  đònu 

h ì n h  vii l ê n  n i c n  l a c t i c  (ÌỊ l ì ì i ih l i o n t :  ( i iei i  k iọ i i  p h o i i u  l l i í  I i s l i i ệ m ?

3. Ncirời  la c h o  nl ĩ ig .  c á c  v s v  I i o n s  dii c o  cua đ o i ig  vạr nhai  lại c ỏ  vai irò 

s o i m  c ò n  với c á c  d ỏ i i ” vát Ii.'tv. H ãy  chihit; ininh.
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CHƯƠNG VI

S ự  TUẦN HOÀN C Ủ A  NITƠ T R O N G  T ự  NHIÊN 

NHỜ VI SINH V Ậ T

V i  s in h  \ àl l liani  ịzi:i k h ó p  k ín  cli ii  í i ì n h  tuán lìoini c u a  n m i y c n  to n i lo  iKMii: lu 

nh iê n :  C á c  v sv  aiiìỏi ì  h o á  sõ  phãiì  l iuv  c á c  h ợ p  cl iàt  n i l ơ  liừu L'ơ l a o  la  N l l ! . { 'O

và ! ! . 0 .  Hơp chái N H j  này lại hị các  v s v  nilrat lìoá chuvcii  tlìànlì 'SO \ à  ^au 

đo  niòl phiin NO, lại bị các  v s v  phán niírat hoá kliìr llìàiilì N.. Niío’ phan lií lai 

d ư ơ c  c á c  n h ó m  vi khuâii  c ố  đ ị n h  d ạ m  U\o t hành  NH'. . C á c  Iiuiối Iiitc)' cliira \ ị \  , 

N O ,  d o  v s v  lạo ra sẽ là IIUUỎII l ì i lơ clui  thựe vật và v s v  sử cIuiìl: tạo tliànlì các 

hợp  chât nitơ hữu cơ. Chu trình Iiilơ được khép kín.

Bài 8. sự  CHUYỂN HOÁ CÁC HỢP CHẤT HỮU cơ  
CHỨA NITƠ

A. MỤC TIÊU
-  CÚIIU c ỏ  c á c  k i ế n  thức  vc  m ộ t  s ỏ  i.|Liá trình c h u y ê n  hoá  c á c  h ợ p  chiit 1. l iứa 

nitư ciìa v s v .

-  S inh  v iên  cãii:

+  N á m  vữim c ư  c l i ê  c ủ a  c á c  q u á  trình v s v  c h u y ê n  h o á  Iiilcy tir l iơp cl iãt  nitcr 

hữ u  c ơ  s a i ig  hcTỊi chât  n i lơ  v ỏ  cơ  và  N^.

+  T i ê n  hành thành c ô n g  c á c  th í  n g h i ệ n i  vổ c á c  CỊIUÍ trình c h i i v c n  ỉ ioá này .

+  Biê t  límg d ụ n g  m ộ t  s ò  q u á  trình c h i i y è n  h o á  n à y  v à o  ihirc lic'1 1 .

B. NỘI DUNG
I. Q U Ả  T R ÌN H  A M Ỏ N  H O Á

Bán chất cùa quá trình am ỏn  hoií là sự tạo thành NU ' lừ các licTỊ-) CÌKÌÌ nit(í hữu 

cơ (protein. Liré, ;ixit niiclcic...) dưới tác độnu ciiii các v s v .

1.1. Q u á  t r ìn h  am ỏn  hoá p ro te in  

/ . / . / .  B ản chất
Ọ i i á  trình a i i ión  hoá  p r o tc in  h a y  c ò n  g ợ i  là q u á  trình khoáii i :  h o á  p r o lc in .  C|1 1 .Í 

tr ình thố i  rữa hay tịiiá trình l ẽn  m e n  thố i .  Ọ u á  Irình a m õ n  l ioá x a y  r;i ơ  kliiip t i iọi
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\ \ ơ ] ,  X ì \  c ir n iio  co c.íc liơ p  c lia l ịMoỉciii IH'M- Ị|CU k u n  h icu kh í như kị
Klii ( nl ìicl  d o  loi iru Ici 2.*̂  -  M) i \

M uon phan iiìAì |')rotcin. \ i  Miili \M p\]A\ IK’! Ỉ.I c:k piolCiise  l ìuoai  b à o  làm  

i \) 1i(ì;í |ÌU>ÍCÌI1 í liàiìlì  c;ic pliaii ur nho liDii Ini  ̂ 1  ̂ .[Mi ai ’i in.  Mot phi\n c á c  axit  

nl\\ clirơc \ i  s in l i  \ ã t  SII' clnii!^ |̂iia liiỉilì MỊ.Ii ui i ìu h o p  protoin c u a

L li.ÌỊ ;.:. Iiiot pl ìăn k h a c  clirov t icp  tuc pluiiì uiai ilìoti ii dười ig  k hác  n hau  clẽ

V|Ị - li !a M  1 ( ' ( ) . ,  1 LS  và n l i i cu  s.ni Ịìlì/ìiiì ỉi Iiiii: 'Jiaii klìac

" ì o n i :  d i c i i  k i ẹ n  t h o a n i :  k h í  i h ì  l ì i o k i n  d i í o v  p l i a n  ai  \ à  q u á  i r ì i i h  o x i  h o á

ih i r ờ ie  clươc ticn hàiili clen SÌHÌ phani CIIOI CÌIIIU là N l l  . ( ' í );, H . o ,  u^s.  Nmrợc lại. 

Itoi iL (liõu kiệi i  kị kl ií  ihi  plìáiì  ui;u pnìioi ỉ ì  i lìuoìiu e o  s ir iỊj l i  l iiỹ kliá ĩ ihicii  c á c  sán  

Ị>liâr,' ỉiiinu Iiian nlur iiicỉol, sk;Ut)l. c;Kla\c!iii. aciìiatni. lìis'ariiiii.

u  .2. V i sinh rạt phan íỊÌa i protein

Ràt nhióii loai v s v  kliác nliau thiini L!Ìii \;i(> qiKi Iiìnlì amỏii lìoá trong tụ 
Iili IC:i- đ á n u  c l u i  ý  I i hâ l  l à  c á c  l o à i  s a u  c l a \ :

~ Vi  kl ìuãn; B(i( illiis (R. ỉnvi'(fi(lcs. /> incM’fiỉci u If.\. /) sulìĩilis. B I CỈ CIỈS, B.
ỉỉic ỉlicỉ iiiỉtì...). Fscif(l(>ỉfìOfi(is (P.  iifrỊỊ'^iỉi()\iỉ. I \  llno! í-si cns .  p  pìi tnfn.  ỉis. . .),

Pỉ  )ĩ:ỉis vnl^dỉ  is. í o l i .  Closĩri í l i Ịi ì ì ỉ  i C  Ị)iiĩn/ii UỈỈI. ( ’. Oị^cnes, c . \\ t'h lìii. ..).

-  Xa khuân: SĩrcỊ)ĩoỉỊi\ccs ịS. ;';7.sí'/rs. .s I UNO.MIS. s. l íhìuỉưỊ
-  Nâ i i i  n i ỏ c ;  A s p c ì  í Ị Ì l l ns  ( A .  o ỉ  vi íU' .  :\ ị l í n  ns .  / \ ,  /í' /7 i í \ ) l a ,  A .  n i i Ị c ỉ , A .  s í ỉ i t s i ,

, \ .  í / i  (ỉnioỉ li...).

L I  ỉ)ã t  th í niỊhiệtn

í l (// licn , li()(ỉ cha)

-  'Iliịt. lôiiì, cá.

'  l ỉinli  ĩani  u iá c  5 0  -  lOOiiìl.  <ziay C|U\ honu

-  Du i i i :  d ị c h  1 0 ^ í ch' i  a x c t a l .  cliiiii: d i c l ì  N c s s l o i .  cl i inu cl Ịch y  '( K N O > ,  d ư n u  

(IỊl Iì ^O^ N ^ l l . i l i u i g c l ị c h  IS  (uSO^^

'nìiiốc tlur [ìhiiicli. axii axclic.

/ .  7 ’/<7/ lìaỉìlì ĩhỉ n^^liirnỉ

i .áy 3 -  l li ịl .  c á  (cãt  n h o ) ,  c l io  \ jtì hiiili laiiì ui;ÌL\ l l icĩ ii  Ig  dât trổni: và 2 0  -  

3()uìì íiut'yc. Troỉi ị í  trườiìi: l iợ p  niUDii \ ;h  tlinli kliu lic M khuai i  c ó  hìuì lử tliì c á n  

clinii -ôi Iilic cluni: clịclì l ên  tKMiii \ iu  Ịihiii ỉ ) c  ircn inicnu ^Vinli c á c  í iiày clì i  tliị sau  

(lẽ \ ; c  đ ịnh  Iiiôl s ỏ  sáii  pl iàni  pliãii l iu\ :

- 1 (lài Iiiày cịUV liõnu l ia\  i:ia\ liÌỊii (iunu dịch Ncssh;r dù xác địnlì sư c ó  mặt  

c u ;a  N l 1

- 1 clai uiày tani cliinu clỊclì \ {y < clì! .I\el.i( đc \iíc dịnh su có  Iiìãl cua U.S.
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{)fìy ĩiiiỉ bòuiỊ và clc b ình  la m  g i á c  ờ  2S  -  Ironi: 4 - 7  n g à y  N c u  ìnr.ỏn

sát vi s in h  vạt kị kh í  !lìì mìọi ii !  b ình  tam  íĩiác c a n  h ọ c  kín hãnự ni loi i  h >ac-

” ãn banc paraíin licn luít bòng.

í . Xác (ÍỊỉỉh ( úc  Sciỉỉ plìàììì lèn ffìefỉ

-  Xlic (ỈỊỉỉIì sỉ/ có ìììậĩ i ùíỉ NHị.  G i ấ y  q u ỳ  l ìổ im  b iế n  thành lìiàu x anh ,  i2 Ìá'v 1 'ini 

ciuim d ịch  N c s s l e r  c h u v è n  lừ m à u  Iiáníz s a n o  m à u  v à n c  nci i  c ó  niặt cùa  N H v

-  Xc'ĩí' d ịỉiỉì sự có f/:ựí ( /iơ H S :  Một sỏ loại axil aiììin có chứa s  nhơ \ i s : in ,  
x i s t e in ,  m e t h i o n i n . . .  khi  vi k h u a n  phân g i ả i  s ẽ  g ia i  p h ó n g  ra H , s  là m  g i à \  íaĩii 

dui ig  d ị c h  chì  cỉxelat c h u y ế n  l ừ  m à u  trai ìg s a n g  m à u  đ e n  c ủ a  PbS,

-  Xííí' (ÌịỉỊÌì c á c  .Ví/// phàĩ ì ỉ  trnníỊ qiíỉ/ì c ú a  p r o t e i ỉ i

H , s  +  P b ( C H , C O O ) ,  ^  P b S ị  +  2 C H ; , C 0 0 l l

Chì axctat (trắng) Chì su líua (nâu den)

-  Phản ítììíỊ kế t tÍK/ protcin:  c h o  v à o  ố n g  n s h i ệ m  5 in l  d ư n g  d ịch  l èn  m e n  Iliối,  

c h o  v à o  đ ó  5 -  6  g i ọ t  ax it  a x e t i c .  Đ u n  sỏ i  n h ẹ  ố n g  n ạ h i ệ m  vù d ể  ỉáiig s ẽ  c ó  k c t  lu.i 

niàii trãiig do protcin bị kết túa.

-  Phản ứiìiỊ niàii ( líd pi oteiiì

Ch-, '.ào ó n g  n g h i ệ m  5 n i l  d u n g  d ị c h  l èn  m e n  thó i ,  Ini l  d u n g  d ị c h  30 %  

NaO H  và 0,5ml dung  dịch 1% CL1 SO 4 . Đ u n  sỏi nhẹ ống nghiệm. Khi c ó  mật 
protcin tliì d u n g  d ị c h  c ó  m à u  Xitnli t ím ,  n ế u  c ó  P c p t ò n  d u n g  d ị c h  c ó  m à u  hưi  d ỏ .

H ai  phản  ih ig n à y  n ê u  dưcm g t ính c h ứ n í í  tỏ  t rong  m ỏ i  trưí ĩng l én  n ic i i  c ò n  

protein chưa phàn giải hết.

~ Xáv (ỉịiilt kliớ iiătiíỊ tạo tlìàìili iììdol:
T riptophan  là m ộ t  ax i t  a m i n  đ ư ợ c  s in h  ra tron g  q u á  trình phân  g ià i  p ro tc in .  Vi  

khu ẩn  Proteits vuỉữ,aris và m ộ t  s ô  vi k h u ẩ n  k h á c  c ó  khả  n ă n g  s in h  t r ip t o p h a n a s e  Ciì 
thê’ phân giái triptophan thành indol và skatol có  mùi hòi thối.

+  L ấ y  3 -  4 m l  d u n g  d ị c h  lèn  m e n  sau  2 4  -  4 8  g i ừ  c h o  vào  ỏiií: n g l i iộn i .  

Nhỏ vài giọt thuốc thử Ehrlich vào ống nghiệm.  Nếu có indol sinh ra thì chỏ  ticp 
x ú c  b é  inặt c ó  m à u  đ ỏ  c ủ a  r o s in d o l .

+  C h o  v à o  ố n g  n g h i ệ m  5 m l  d u n g  d ị c h  Icn m e n  i h ố i ,  ( ) ,5ni l  t lu n e  d ị c h  10%

H,SO, và 0,5nil  dung  dịch 0 ,01%  KNO,.  Đ u n  sòi nhẹ, nếu có indol thì diinj: dịch 
sẽ xuất hiện m àu  hổng của nitri tindol.

-  Qiiaii sát vi sinlì vật

Lấy dung dịch lên m en  thôi 2 - 4  ngày (hoặc 6 - 7  ngàv) làm tiêu hãn nlmọni  
đơii hay n h uộm  grani đ ể  xác  định khu hệ vi s inh vật trong các  thời clicni !èii IIICII 

khác nhau.
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Hlnh 9.1. Một số VI khuẩn trong nươc thit lẽn men thối (ảnh Trấn Thị Thủy)

1.2. Ung d ụ n g  

J.2.1. Làm nước mắm
Nirik  niáni là sán phẩm phàn gi;ii prolcin cua độn g  vật dưới dạng  nước. 

'f h ìmh pl iân c h ù  yêu c ỉ ia  c h ú n g  !à tiuiiụ dicl i  các p o l ip cp t i t ,  d ip c p t i t  và ítxit an i in .

N g u y ê n  liị-Li làm  nước  m a in  c ó  ihc í iùi ig b;ìì kì n g u ồ n  d ộ n g  vật n à o  Iihư c á ,  

t ỏ n i ,  c u a ,  Ihịt... N h ư n g  t h ò n g  tliiííínt: nhát là dìin<z cá, tòm ,

Q ích  làm đơn gián và ờ quy inò nhỏ như sau:

Có 2 si ai đoạn;

-  ( ì id i (loạn I  (Giai đoạn làm lliối rữ;i prolein). Cá. tôin đè nguvòii con, rửa 

s;ie;h c h o  VÌIO lh ù i i 2  izồ, vại sành ,  c lnini  T l iuờng  ncườ i  i:t trộn lẫn ihí i ih.  m ố c  tư ơ i i s

121



hoạc  h;ính incii rươu, cu  rici i” tíiri nho  \ ớ i  11 Ic 2 -  5 ‘ <. ràc mol Í1 Iiiuoi Icn tivn 

Đ c  h ì n h  ơ  !1(Í1 c ó  Iiãii>: 3 0  -  4 5  ( '  t r o i i "  4  -  ?  I i>:à\  l . ú c  n à \  h ọ  c n / \ n i c  | i i o i c a / ; i  

cua niõc Iiroìii:. nicii IƯOII \ à lic \ i klnuìn troiii: Iiio! loni, c;l sC' làm llioi rửa pivili iii 

tao nên niìii thỏi CIKI indol ,  skalol .  TYoiiii coni;  imhẹ liiẹii đai Iiiiuòi la ili.KíiiL: LÌUI 

đóni: đưa cii/ ini prolciise vào clc pliãn tiiái piotcin cho nliaiili.

-  ( ỉ id i (loạii 2 (Cìiai clo;in làni chín (ihcíiii) niiíVc niam). Cho imioi aii ila! Ii le 

2 0  -  2 5 ' r  s o  với lưựnt: l ỏ m ,  cá .  Đ ậ y  kín h o ạ c  ciìinti vo i  \'ữ;i Irát kíii bình  \ à dc  bìiili 

piuí i  i m o à i  nã im  từ 3 -  6  t l iáiig .  l . i ìc  này  tliỊt. cá  t icp  lục  hị pliãii uiai t a o  nõn t ilc 

c s l c  t lu nn  làm  c l io  c;íc loạ i  lurớc niăni  c ó  nliữiiL; l iưínm \  Ị l ic im.  L o c  r ic im  ta đuơ(  

nước m á m  chict  (chãt)  c ó  inàii vàiií: sẫni,  trone.  C ó  tlié dìini: bình có  VÒI ờ d ; i y  ma 

tròn dỏ  có một l(Vp trâu, cát,  soi sạch trước khi cho tôm. cá vào, Sau 3 -  6  Ihání.’ 

tháo vòi tạ dược nước inãni chiòt đã dược lọc tronii.

Sau khi  láy turức n i ă m  cli iõt  c ò n  lại là c h ư ư p  cá .  Niiirời t;i c h o  mrớc m i i ỏ i  c o  li 

lệ 20 -  25^r đun lẫn V(ýi chúim với ti Ic 1 phần chượp và 5. 7. 10 phần mrớc IIIUÒI 

tiiv c h á i  hrợiii: chưtTTỊ-) s a o  c h o  nư ớ c  m ã n i  c ó  d ộ  d ạ m  từ 10 -  25'^,í. CY) tlic tao niiUi 

nước máiii bãns: lá chiiỏi khò  rant: cháy hoặc kẹo đãne.

Có thc làm nưức niiìm cá lẽii men thối tự nliiêii bãim cách xếp mót lưoi c;i, 

niộl lưm muối (ti lệ 3 cá/1 muôi)  và phơi nắng 2 - 4  tháng, sau dó chiết banu  nước 

Iiliư loai nước inãin Phan 'Iliiết, Phú Ọiiổc...

ỉ.2.2. Làm mắm tóm
-  M á n i  t ó m  dỏ:  T ô m  COII ( tép)  g iã  d ậ p ,  c h o  m ộ t  ít m ố c  tưcTiig hoặc  I1 KM1  I ƯƠII, 

thinh llico li lệ KV/c. imiối theo ti lộ 15 -  2() 'ý . Đê bìnli Iiưi ám 30 -  40  C'. Sau 7 - 

10 n y à y  tò m  hoá  d ỏ ,  c ỏ  m ù i  tlicmi. C ó  thê i lù im niãi ii  ãii s õ n g  h o ặ c  cliicMi với  niỡ.  

hành, gìni” , cà chua.

-  Mãin tõm xanh; Cũng hiiii tương lir như Iròii Iilìưiig lúc dầu cho mol ÍI 
muôi. Sau 5 - 7  ngày mới cho thêni muôi ti lệ iO -  159Í. Dạng này chi đô ;ìn sônu 

lioặc làm chượp nâu nước niãin.

1.3. Q u á  tr ìn h  am ỏn  h oá  u rê

1.3.1. Bàn chất
Urẽ là hợp chàt hữu cư  chứa niiư, cỏ Ironi: nước tiiai của imưừi và độim vặt. 1 . 1  

sán pháiìi cuối cìiiig cùa  quá trình chuyến hoá các  h(yp cliất chứa nitey. I  rê CÒII 

dirực tổiii: h( r̂p ứ  c á c  n h à  n iáv  phàn  đạni  h o á  h ọ c .  Urc  c ó  c h ứ a  4 7 ' f  n i to ,  Iihưnt.’ 

nếu khỏiig được vi sinh vặt phán tỉiái thành Níl,, thì cãv trổng khôiiii sử duny; điroc
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( ) ỉ i  \ n i i ì l ì  p l i à i i  ui i ỉ i  i i i c  \ a >  r a  ĨIIMI t , ,KÍi  ( Idi ì  Vt'i ' t! \ I K '  KÍC c n ; t  u r c a s c  c u a  

\ 1 s n n  \ â l .

C O í M Ỉ  ) + 2 Ỉ 1 . 0  > ( M I  ! ( ( )

( N í l ; )  ( X )  ít bcu \u \ ]ụ  t l i '  t lo tỉc i l .niu plhi i i  - Mí ỉ i cp  

í NÍ T)  C O  > 2 M1  -  ( () - H O

Ị  ĩ  2. V i sình vạt phan iỊÌai ure

\  1 k h u a ỉ i  p h a n  u i a i  u r c  lhi i ( t ! iu Ki \ i  k h n a i ì  lỉicii  klii.  so  íl l à  kị  k h í .  c ó  i hõ  si i i l i

Iiưtínu niaiìlì (V p l l  Imin: i inh hoac lioi kicni (p l l  " S). cl ìúim phàn hò khá lỏ im

lai Iroiìu th'il. Nliữiìi: h>ai đáiìu cliu \ h’i;

- ( a u  khuã ii; F l i / ỉ i . ' ) M n  I ỉ ỉ i i í  M u  ì O i O i  i Ị i s  ị i ỉ  i \ ỉ i \  .Sí//'í7//í/ l i í i n s ư m i

-  I miv khuân : Biỉi i l ln s  (B- Ịh i.sỉcnìii ỉ i í j \  l  '/(>hiỉi iHns Ị>iỉsĩ('nf í i, B. Ị re i i ìc re i í  h i i ,

H B. p.\ỉ( liỉ (H (Ỉỉi'f lí /rs. /> (Ịf)ì\lin-(>ì liì!!.- r u  ihỉolkỉí ÍCỈÌHỈN u rco li í i I  u m ,

(  ' h ỉ  f f / ỉ i ( > h i ỉ í  ĩ c ỉ  ì i i f ỉ i  Ị ) ỉ  ( n l i i ^ i ( K \ H ỉ ỉ i ,  F f  o ĩ c i i s  v i i l ' ^ í ỉ i  i s  ._

- Miicii loài nãni ĨIÌOC \ à  xa kliiiãn sonu íronu tfal có khà nãiìi: phàn eiái 

IIIC inạnli inè.

l . 3 J .  f)<ĩi th í ĩìỊỊhiẹm

/ -V V / . l 'ụĩ l i ( ’U, hoá ( lỉd ỉ

-  N ư ớ c  l iê u ,  h o ã c  n iõ i  Irưòiiị! Kubci ic l ì i c l i .  lìo.K 1 1 H>1 nưòiì i :  Z c n g h e i i

- ( ì i â y  laiii  duni i  d ị c h  N c s s l c r .  uiav quỲ hoiìL:

" Oiii! ni:hiẹnì ,  hình laiiì uiác 5 0 -  lOOnil

I -ỉ 2. I'iữn /ỉủnh th i ni^hiựỉN

I a \  3()nìl diiiiu dịch -  Moi ínitvni: Iiuok llnl + Pcptỏn -f urc 5̂ /(

lì(),u -  \ Ịo i  lỊỊỊíi Ị̂ìi’ KilliỊ ‘LỈrai i h ú a  5^( uré 

M oi IrưoiiL’ Riihrĩìi hich clìứa 5'r urê 

Moi trưcíiiu íìiííVt. Iicuc

C l i o x à o  h ì i ì l i  t a m  n \ í \c  (ỈÌÌÍV o i i e  I i u l i i c i n )  l O n i l  lỉìDi ỉnioìi ' -! l ò n  n i c i i .  ' l l i c i n  \ à o đ ó  

íl cl.íi tioiiu. Đạl mội chú quv  liòiìi: h.i\ VIA) I.IIÌÌ (liiỉìi: tiicli Ncsslci  írciì l ì iiệim hình

{h;iv onu niiliịệni) và đây núl hoiiL! I.II. IX' () nliict clo 2,  ̂ .^0 ( ’ troim 3 -  5 imàv.

/ ' -V.V .\Í7 ỉr^liiựỉN kưí í/ iií i

,V í/í ( l i ỉ i l i  S I ( 'C Ó  ỉ ì ì ặ ĩ  ( ! i ( í  \ f l  \ i ỉ  \ f r

\ h i r c |u á  trìnli anión h(KÍ Ịiroiciỉì
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lĩ. Qiiiiiì sát ri sinh vợ!

B;mt2 thao  lác  v ò  trìini:, !ây m ộ t  tziọt íliiHi: ílịclỉ 1 'liân huv  h'i!n t iêu b;'',n n 

doi i .  soi  kíiili clầu đ c  q u a n  sát  vi s inl i  vật;

-  M'n ! OCOCCIÍS t i reae:  đíTii ta i i  khuân liiiy .song c;ui kliuàn.

-  Uiohíii iiliis pdsrciii ii: t ế  b;'\o itVii, c l iu ni;io,  nộ i  b à o  íứ.

-  Plaiìosan iììu ni cae:  4  -  8  tê bào  hì i ih c;ui.

I.3.4. ứníỊ dung
-  Kẽt  hợ p  ủ với  phán  c h u ổ n s  ( x e m  phần  nitrat h o á )

-- N u ò i  c i a  súc ,  g i a  c ấ m  ăn c ò ,  rơm;

T r on g  tlạ c ó  ci'ia g i a  s ú c  c ó  s ừ n g  và  m a n h  tràng c ù a  thó ,  niỊỎMSỊ, izà t;ìy. . 

thưcmg có vi khuân phân giái xenlulòzơ, xylan, peclin... c lu ìns  phái triếii ỚI > 0  

lưííng rất lớii để phân giải các  chất trên.

Để  cung cấp thêm nguỏn  đạm  cho vị khuẩn phát triêri, có  thê trộn tỉiẽin dưiiíi

d ị c h  urc v à o  c ỏ ,  rơm, thức  ăn Ì1 x a n h . . .  với  ti l ệ  1 -  3 %  trước khi  c h o  g ia  SIC, g ia

c ầ m  ăn.  T r o n s  q u á  trình t ièu  hoá ,  n h ờ  c ó  vi khi ián p hàn  g iá i  néii  lạo  l ỉiài i i  m o t  

lượng protein và axit  amin  không ihav thế  cho  gia súc. Mặt khác, klii vi diuí in 

phát triến, c á c  c ơ  chấ t  x c n ỉ u l ô z ơ ,  x v l a n ,  pec t in . . .  d ư ợ c  phàn  giiii n han h  :hu)iig 

thành CÍÍC axi t  hữii c ư  c á n  th iế t  c h o  hoạt  độ i i ỉ í  s ò n "  c i ia  c ơ  thế  c á c  t lộng  vạt ãi c ó.

II. Q U Á  T R ÌN H  N IT R A T  H Ó A

2.1. Bán chát

T r ò n g  t h iê n  n h i ê n ,  N H ,  h o ặ c  N H !  t ạ o  ra t r o n g  q u á  trình a m ỏ n  h o á ,  tr o n g

đ i ề u  k i ệ n  h i ế u  k h í  c h ú n g  n h a n h  c h ó n g  c h i i y e n  t hành  nitrat.  P h â n  d ạ m  ( N l i . t . s o , ,  

NHjCI, (N H ị) 2 CO  sau khi bón  vào ruộim nẽii n\òi (rường thoáng khi c tiiig 

c h u y ể n  thành lũtrat dưới tác d ụ n g  của vi khuân Iiitrat tư dưỡn g  hoặc  iiuV Stố vi 

sinh vật dị ciưững.

Q u á  trình ni lrat h o á  x ả y  ra t h e o  hai g ia i  d o ạ n  và d o  hai  n h ỏ m  vi khuai  k.hiíc 

nhau thực hiện:

-  G ia i  đ o ạ n  nitrit h ó a  d o  I ihóni  vi khi ián  Nitì osotiioiiíis

2 N H ,  + 3 0 ,  2 H N O ,  + 2 H , 0  + 275k.I ( I )

-  G ia i  đ o ạ n  nitrat h o á  d o  I ihóni  vi k h u ẩ n  Nitrohiii ter

2 H N O ,  +  o ,  2 H N O ,  +  75kJ  (2 )
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2 .2 ,  \  at l i ệ u ,  l i ỏ a  c h á t

~ ỉ i á i i  \ ứ  l õ n ì .  ố n c  t i c l i i c ì ì K t i n . ì i  l a i n  pA'ÁL' >í í  l íHl í t ì l .

tỊiuốc llur r io n in ì  alor-r. ( iỉ ISS 1 f  11. D i p h c n y l a n n i ì .

-  -};>ÍÌU cÌỊch 3 3 ' í  H \s c ) ; ,  ị \̂

-  ;Vloi inr íme ViDouratxki I v:ị \' iĩU)ưratxki 2 (nitrat hoá)-

2.3, 1 ien hành thí nghiệm

- l.ity 5nil moi ĩỉưòììi.; ỉìiiiií !ìo;ị 1 \'no õniz ni!tiiv;;n !

ỉ.a) 3íìii !ìici ĩrườim n\\y\[ hn;i vào im <2 lìíihir-ĩn 2 hoặc lấv 10 -  2()ml mòi 

irưòĩíg vào hinlì ĩi\vã uiác 50 “  lỌOnil.

-  ' l l ỉèn i  0 .  l u  dàt  t íó i ig  v.'io ỉ ììôi  ÒỈÌU npỉ ì ièni  !ìav bình  tam  e iá c  ( c h o  n g i iổ n  vị 

sui lì  vât),  đ ẽ  ớ  tủ Aiìi 2(S -  3()"(' l ĩ o n e  thời gi;ỉí1 5 - 7  nuày.

2.4, K iếm  t r a  kè t q u à

2.4.1. Định tính
t ỉ .  ( j Ìu ỉ  r l o ạ n  ì ì i ĩ r i t  h o i i

-  Piian ứĩMj vứi  d u n g  d ị c h  IVoniin.sdoi  r. D ì i im  pipiM láy  l ên  ban sứ  l ỏ m  3 g iọ t  

íiunịi dich  T ronm isd orT ,  1 g iut  ciuììg dịch  33^,Y i l . S O t ,  i h ẽ m  m ộ t  g iọ t  c a n h  Irirờno 

!òĩ) in c n  từ b ì n h  nitrit ỉ ioá,  k h u ấ y  dẻu  b ăng  dủa  Miuy l inh ( k h ô n g  d ù n g  q u e  c ấ y ) .  

N c u  c ó  mặt N O .  , d u i ì g  d ịc l ì  s ẽ  c h u y c n  m à u  (lc!i

+ Phàn ứiig lạo m àu  với dung  dịcli Grissl  f  ỈI: Nhò 1 ~  2 giọt dịch nuôi cấy 

U:\\ báĩi sứ lõm, thêm một ị^iọt duniz dịch Griss 1 va 1 giọt dung dịch Griss II. Nếu 

o ỏ  m ậ t  n i t r i í ,  d ị c h  n u ô i  c ấ y  c ó  m à i i  d o  p h á i )

+ Phàn ứng với dun g  dịch Diphenvlamiii: Trẽn ban sứ lõm cho 1 2 giọt dịch

Iiuôi cáy, thèm 1 ” 2 giọt DiplìCiìvhiriìin. Ncu Cú niat NO.  ̂ thì dung dịch có màu 

íran »̂. hoãc  x a n h  nhạt .

I) G ia i (ỈOỢÌI ỉ i i t ra í hoá

( ' í m g  là m  t ư ơ n e  tự  n h ư  ejai đoạn  nitriĩ: N ế u  N O ,  trong  m ỏ i  trirờim lèn m e n

tlã c lu iy c n  hối  rhành NO^ thi khi  phàn ứní^ với thuoc  íhư;

+ Tromrnsdorf:  Khỏng có màu den 

+ Griss  1 -I- II: Khôim có inàu đơ 

+ Diphenylamin:  c ỏ  inàii xanh lam
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I.áv 5 m l  d u n g  clỊch lèn IIICĨI nilrat. l l ì cni  0 .  lị! px róna lo l .  lãc lìliẹ. tlìiĩi'J pi|X't 

(n l iú ím dau pipet  v à o  cliiiìi: d ị c h )  íhcti i  Ini l H>S() i  clậm ciãc llìêiii N.iC I 

Ì)U ! 1  sõ i  Iilìc. N õ u  c ó  Iiiạl N O .  sẽ  l l iâ \  xuâ l  h iện  n iọ l  \ ò n i :  clo IKI.

2.4.2. Q u a n  sát  V/ s inh  vật

Làv  Iiìôt uiol  diiiii: clịcli Iinỏi c à y  làiìi ticii hiìn. nhi iò i ì ì  dan.  soi  kínti dui i .  qiuin  

sál vi s inh \ ặ t .

í/. (Ỉiíỉi (ỉoạn ỉiiíỉ iỉ Ììoá.

-  Niĩ ỉ  osoỉHotỉ í is:  \  i khiiàn hình báu clục nho hc (0 .4  -  0 .6 )  X (1 -  0.\ )Ị , ini ,  

k h ô im  sinh h à o  tử, c ó  t i ê m  m a o  khá  clài. c ó  khà  l ìã ng  t ích l i i \  Iihicu c h a t  n l ià \  

C|iiantì íc bào,  c l i ú i m  t h u ộ c  loai  lự ( lưõ ìm hàt h u ò c .

-  /V. c inopca:  I^rani àni ,  ít di  tiòiii i ,  c h ị u  dirơc l ìhiệl  d ọ  4()'C’ l ioni:  5 pliúi \ à  

c h ị u  đ ư ợ c  N a C l  y / i :  N .  ị i ỉ vơ ỉ i cNs is :  lè  h à o  n h ỏ  h ư i i ,  c ó  t i c i i  m a o  d à i  h ơ n  ỈOiii lUìị 

Ircn; ;V. o l i ' ^ o a h o ^ ^ í ' f i c s \  ízrani ciưítiie, hay d i clộne, ké in  cliỊLi nh iệ l và ch ịu  n ìà ii, W\  

cl iè l  (V m ô i  Irirờng c ỏ  n ỏ n g  d ộ  NaCI íìr 1,4* /̂ irớ lên .

-  Niỉrosoí (h í lis: l ố  h à o  h ình  caii ,  íiraĩii à in.  ctưìniii kínl i 1.5 -  2 p n i .  (' lura  

phân lạp dược  lliuáiì  k h iè ì .

-  NìtrosoỊyịra:  Ic h à o  hìnl i  g ậ v  clài và hơi  x o ă n  tròníi  ĩircTiii: Iir lìliư Ỉ.cpỉospiỉ  íỉ. 

Có  thè dài  íứi 15 -  2()(.inì, uraiiì âm . Troiìt! n iỏ i  trườiiii  luiỏi  c â y  lâu c ln ì i i í ’ c ó  !tìc 

bị cãl  n h o  ra thành n h ữ n g  hạt h ình  cẩu

"  N i n  o s o i  y s ỉ i s :  t r ê n  b â n  s i l i c a e c í i  l ạ o  t h à n h  n l ì ữ i m  k h u à n  l ạ c  l õi  v à  kViì.

-  Niĩrosolohiis:  d â y  là g i ỏ ì m  m ớ i  d ư ợ c  m i ê u  lả i:ẩn d à y .  tè b à o  c ó  h ìn h  n l i i cu  

thi iv  ( lohular) .

I). Cfini (íoạn n irríỉí lỉoá

Loại  vị k luián ni lral l ìoá d i ê n  h ình là c á c  loài  ih i iô c  giôi i í :  Nỉírohacrcr.  Clnìni :

là những lè hào lììiìh hấu dục, kíclì Ihước kluMiìg (O.Sx 1 )ụni, ma!!i âii), khoii” sinh 
b à o  tử, trên hàn s i l i c a g c n  h o ặ c  tròn t liạclì  (c l ìứa  ni(rit)  l ạ o  ihàntì  nl iữnu klnuin liic 

troim suốt  và rất n h ỏ  b é  (d ià t i ìg  k ính  k h o à n g  ( ) ,2n im ) .  C h ú i iu  ih u ọ c  loại lư  dư('rng 

bát h u ộ c  và k h ô n g  s in h  b à o  tir. Hai  loài  Nitì  oh(ỉ( ÍCÌ c h ù  v è u  l;'i /V. vi/toi^Ị lul.KkiỊ 
(khỏrm  tli d ộ n g )  và  N. (ỉi^ilis (di  đ ộ n g ) .

V i  klìLián Iiitrat hoá  c ò n  b a o  g ồ m  cá  m ộ t  s ố  ít c á c  u i ố n g  khác  Iihư Níĩroi oci  ity. 
cáu  khiiai i ,  e r a m  â m ,  c ó  n h i c u  t icn m a o ,  loà i  d i c n  lìì iih là NiítOí (>íCHS Niol)ilis: 
Niĩt cH Xsỉis: khưan  lạc lổ i ,  dư ừ im  kính  k h o á n g  3 m m ,  l a o  thành t7iõt khối  c h ã i  nh àv ;  

Niĩìospiìu' ,  hì i ih q u e  m à n h ,  g r a m  áiiì, k h ỏ n g  di  dỏn<z, c h ư a  c ó  màii i:  đ i c n  h ìn l i ,  

loài đ i c n  hình  là Nitì  ospira í^ìíH Ìlis.
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Nlrosomoỉiás

hfinh 9,3. V i khuản N iín t hoa và N itrd t bccì larìh  Trán Thị Thúy)

2 .5 .  { nịi ciụn^ỉ

Ị^lìàn c u a  Iiia súc  c ó  sìrnu c o  niõt  lươni: loìì \ c i ì lu lo /o ỉ ,  x y l a n ,  p c c l in . . .  clura 

t i u u v  p h a n  l u ỉ Ỵ.  c h ú i m  c ấ í i  đ u o v  LÌ ì UNc n  h o ả  t h à i i ỉ i  c a c  a \ i í  m ù n  dưới  ỉác cl i i i i ”  c ủ a  

Ciu: \ ' S V .  \ ' i  vày.  1!Í)I1‘J Cịiiá tiiiìlì II pliàn chuoiìv: nnuni ta thirờne bổ sunn  1 -  .Vr 

iiU' và 3 -  phan lan đ c  làiìì pliíít í i i c n  klui hc \  s \ '  phàn bón .  Đ c  làm  u iám  quá  

In i ì l i  p h â n  e i a í  l i iẽi i  k h í  c u a  p h ã i ì  c l i i i õn i : .  s ư  n i â t  d ạ m  v à  n â n g  c a o  c h â t

lư o im  pliàiì.  I ieười la c ó  thè tưới lìLiov t icii  \ à o  piiàii bon c h o  áni đ é u  ỡ  g ia i  t loạn

(tàu t ưa íỊiiá Irìiih u phàn c l iuõnu .

III. QUẢ T R ÌN H  PH ẢN M T R A T  HOA 

} . ì ,  lỉan  ch á t

T ĩo i ìu  đã ì ,  troi iu l ìước h o ạ c  ì ỉonn  phan c l ìu o n u  Ilìi niỉrat và nitrit c ó  kl ìâ iKum 

hị ktnr tliàiìlì N , .  Q u á  Irìiilì nà\' UOI là cỊua ni i i l ì  phan mUM hoá .  Đ â y  là quá  trình c ỏ  

liại \ ì  n ó  izâv lon  thãt I ihicu thức an đ.iiiì ci ia  IHMII:. CY) quá  truili plìiiii niíral  

lu)á l ioc va t | iiá l i ìn h  pl ian ỉiiliiil luM siiili hoL.

-  Q u á  t i ìnỉi  pluiii lìiirai ho;i l ioc ihưòìiu  \ . ỉ \  i;i Iionti c á c  l ì ìỏi  trirờiiu llì iciì  

nhiê i i  c ó  pH  thàp  hơn 5 .3

R  -- N U ,  +  U N O ,  > N ,  +  R O l l  +  II ( )

Ọiui íiìn h  pỈKin Iiiira ỉ luKÌ sinh lioc \a \  r.i Iroíìu đk'u kiện kị khí, n iò t sô v s v  

| ìhvin I i i l ra l  h o á  ciìiiiị: n i l i a t  l à m  c l ì á í  I i ỉ ìãn  N \ ,  k h u  ỉ ii írat  clcii n i i ư  p h à n  ỉ ứ  (N>).

4  4N O . > f>C’0 .  + 61IX) ^ 2N f \  kcal

[ l a i  t | iui  I r ì n l i  pl ì ai i  Ii i í ii i t  h o a  \  à  a n i o i ì  h o a  n i l n i ỉ  c ó  cliLins: íziai đ o a i ì  d a u  l i c n :
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Amòn hoá nitrat

/

NH^OH -> NH;, 1 
(Hydroxilamin) (anioniủc)

NO; -> NO, NO 
(Nitrat) (Nitrit) (Oxit nitơ)

(Dinitơ oxit) (nltơ phân tử)

Phản nitrat

3.2. Đặt thí nghiệm

3.2.1. Vạt liệu, hoá chất
-  Ban s ứ  l õ m ,  ỗ n g  n g h i ệ m .

-  G i ấ y  q u ỳ  h ổ n s ,  g i ấ y  tẩm  ( lung d ịc h  N c s s l c r .

-  C á c  d ư n g  d ị c h  n u ô i  c â y  vi  khuáii  p han  nitrat hoá;  nitrat  -  d ư ờ n g  kính,  

Giltai,  Beijerink.

3.2.2. Tiến hành thí nghiêm
C h o  vào  ốn<: n g l i i ẹ m  10 -  15ml inỏi  trirctng nuô i  c ấ y  vi k h u á n  phàn nitrat. Đ ể  

nuôi cây VK phán nitrat hoá có thể sư dạng  môi Irirờng nitrat -  đườnt’ kính, niíral - 

Pcptôn, Giitai .. Nuôi cấy vi khuẩn lim huỳnh có kha năng phàn nitral hoá sư dung 

mòi irưcmg Beijcrink. Đun  sôi nhẹ, đê nguội và cho một ít đât vào (cho ngiiổn VSV).

-  Đ ê  x á c  d ịn h  s ự  c ó  m ặ l  N H , :  Đ ặ t  trên i n i ệ n q  b ìn h  1 dài  g i ấ y  q u ỳ  h ổ n g  V:i 
một dai giây tẩni dung  dịch Nessler

-- Đ ê  tạo  m ỏ i  trưừiig y ế m  k h í  c ó  thể c h o  1 l ớ p  d ầ u  v a z ơ l i n ,  paraí in  Icn bc mặt  

mỏi trường. Sau khi đậy nút bông  dùng nilon và (lày cao su bọc kín niiện<> ống 

nghiệm lại. Nuôi cấy ờ 30  -  35'’c  trong 5 - 6  ngày.

3.2.3. Xác định các sản phẩm lên men
-  Xác định sự có  mặt  cùa  NH,:  Nếu giấy quỳ hồng  biến thành màu xanh, giày 

tẩm dung dịch Nessler  m àu  trắng chuyển sang m àu vàng chứng tò có NH-, bay ra.

-  X á c  đ ịnh  s ự  c ó  m ặ t  c ủ a  N H j : N h ỏ  v à o  bản  s ứ  l õ m  m ộ t  g iọ t  dui i ỉí  ( iịch lêii 

men, thêm một giọt d ung  dịch Nessler. Nếu có mặt  N H '  tliì dung dịch chuyên tìr 

màu vàng trong sanc m à u  vànỉỉ sẫm.

28



- Xác đinh sir có  1 1 1 .it I, ti.t \  ; OiKiii sái OIIU ĩiutiicĩn lõĩi Iiicn ironc 2 - 4  nuày 
cl IU. c o  s ư  s u i  h o t  ( C O , .  N ì

-  K ic m  IIa XCIIÌ ỏunn  (!| J i  1, (' I.HÌ ihaiili  N ( ) l ia\  k l ìonu banu íh u oc  tlìir ( ir i ss .  

cV) k lurhc l  N O ;  hay  klioiìLĩ b.ìUỊi ỉ tìuoc ihư DiịMkmin lani in  ( \CI 1 1  phân nitrat hoá) .

\ ớ /  »7* s i n h  va t

L'ả\ d ich  lUioi c a y  làm ÍỈOII ban Iihiioiiì dtrn. SOI kính dau vả quan sát vsv . Vi  

kíìiiâii phan lìitral ln)á ihưòìii: là M kliuàn kị khí  klioĩit: bãt bi iỏc. cliiìim bao g ổ n i  nhicii  

Uỉíu Iroiie c á c  iziong P.scu(l(^ni(>Nij.\: liiiili í:ày. eiai iì  ăiiì. khò im  sinh bào tử. c ó  licn m a o  

Otiiiih như p. ỊluoìƯSI CỈỈ.S, ỉ \  iliiìiĩìilìi íiN.s, p  iỊcni'^ỉỊì0Síỉ. p  Síiưicri...: Bacícri i im như  

B  ( l i ' f ì i ĩ r i f ỉ i  CUÌS, B .  s t i t ĩZ i ' ỉ  i :  : \ ( ' l i ro f ì i (> l hn  ĩ c r  s ĩ ỉ i ĩ z c n :  B a c i H u s  l i c h c n i / o n n i s . . .

Một s o  \ i  k l iu àn  lưu huviih thưc lìiọii q u á  trình phân Iiilrat l ioá nh ư  

7 h i o h d i  í c ỉ  i i í ỷỉ ì  i ì e ỉ ì i t r ị ị u  ( ỈUS.  S i ỉ l f ( ) f / i (>niJS i ì c f i ị ĩ r ị f i c a f ì s . . .

Pseudomonas (nguốn Internet) Archromobacter {nguồn Internet)

Hinh 9,3. Vi khuẩn phản Nitrat hoá

3.3. l ín g  dụnịĩ
Bón phân clii iònu vào dát nhăiii e iiii>Ị cáp Iiiột UụiTiig dạm dc tièii cho cây trổng 

clirới clạnị! N ỉ l j , N O,  và mọt liunii; axil mìiii làm cho đất có cấu tưcíiig lốt.

-  Đ ò  c h ò n g  q u á  trình pliaii ni l iat  hoá  (mát  d ạ m )  c ù a  phân c h u ồ n g ,  n g ư ờ i  ta 

caii tliict pluii dưa phán hoii xiioiii; tang khư cua d;U (lẩiig dè cày) bang cách: khi 
sap càv lãt dât, rac phân clniòiit: + vòi + phàn lâii vào ruộng rồi liến hành cày lật 
điVt nuav, sau đỏ  niới tháo mr(Vc vào m óng \'à càỵ bừa licp.

-  Khi b ó n  c á c  loại plián đa in  hoá học n h ư  ( N H , ) , S 0 4 . urê v à o  ruộng  d ê  c h ó n g  

t|iiá Irình phán  nitrat hoá  ” ây mát điiĩii ,  imưíti  (a t ln à n ig  rài phân v à o  buổ i  ch ié i i  

tói.  s;ui đ ó  phai làm co .  sụt huii imav. . .  đc plián d am  dươc dưa Iigay xi iònu láng

S.UI cua  dát ( tần g  clê c ày ) .  KhóiiL! c ó  k h ỏ im  khí .  N H *  k h ỏ n g  c h i iy c n  hoá  thành

N ' 0 ,  VÌI q u á  trình phán  nitnit  l idá khòni:  x á v  ra.

-  C á c h  k h á c ,  n gư ờ i  la t r o n  phân l ioá h ọ c  vào  hì in ,  vê  thành v icn  n h ỏ ,  dú i  v à o  

u õ c  lúa. " ố c  c â v . . .
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Bài 9. VI SINH VẬT c ò  ĐỊNH NITƠ (N2)

'n ìực  vật l lnùnm xuycn phái clìỊu sir ihiêu  nìuui nit(Tí. rtiy nliicn. ỉìito' lai ỉliưòri:

x i iy c n  d ư ợ c  b ổ  s u n g  c h o  dất n h ừ  quá liìnli  c ố  dịiili  n\\ơ  Iroiií! khoi iu k h í  n h ờ  v s v

như vi khuáii, náni sơi sốim cỏim sinlì vxVi ílurc' vât ÌK)ac sonu urdt) Uonn dàl.. . .

A. MỤC TIÊU
-  C u n g  c ò  c á c  k i ế n  thức vổ quá  trình c h i i y c n  hoá  tự d o  tliànli c á c  h o p  ch.il  

chứa nitơ của v s v .

-  S in h  v iên  cần:

+  N ắ m  v ĩ m g  c ư  c h ế  c u a  c á c  quá  trình v s v  c h i i y c n  h o á  nitcí iư clo k l iỏ i iu  c ó  giá  

trị d i n h  d ư ỡ n g  s a n g  hc;p chất  n i l ơ  v ỏ  ccy l iên kết.

+  T i ế n  hành  thành  c ô n g  c á c  thí  n g h i ẹ n i  v é  c á c  q u á  Irìiih c l i u v è n  h o á  này .

+  Biế t  im g  d ụ n g  q u á  trình c h u y ê n  hoá  n à y  v à o  thưc  t icn.

B. NỘI DUNG

I. VI K H IIẤ N  C Ố  Đ ỊN H  N IT O  S Ố N (; TỤ 1 )0

1.1. Vi k h u ẩ n

T r o n g  s ố  n h ữ i m  v s v  s ò n g  tự d o  t r o n g  dất  thì  n h ữ n g  vi kl iuái i  t l i i iỏc  ch i  

A zo to ln u  ter  và  vi k h u á n  Closti  idiiiiii pctsteiii idiiiiiH c ỏ  k h á  n ả n ” c ỏ  đ ị n h  ni tư  

c a o  nh ất .

Nhỏm vi khuẩn hiếu khí
-  A io to ín u  ter  là vi k h u á n  g r a m  ãiii h ic i i  k h í  hãt b i i o c .  d ì i i i” n i lơ  p h â n  tư c u a  

k h ô n g  k h í  l à m  I i í í u ổ n  n i t ơ  CÒII I i í i u ổ n  c á c b o n  l à  n h ữ n t :  a x i t  h ữ u  c ơ ,  c á c  í i l i i x i l  v à  

các chức  rượu. Azoroh(H tei nhạy  cám  V(ýi độ  ám cùa  clà! và hàm lưcyiig cùa  những 

ng u y ên  tố  khoáng  trong đó  có p, K, Mo, B... Những loài Azot()h(n tc r  có  thế cỏ 
đ ịnh  được 15 -  20m g nitư khi sử dụng  hết Ig chất hữu C(y ơ pll  = 3,5 -  7,2. 
Trong  chi AzotohiH te r thì các loài sau dãy  là phổ bicii nhàt:  /\. ( liio o c o i ( Iini, /l. 

(lụ ile , A .v iiie U iiu lii, A .iiK Ỉií IIIH. Troiig chu trình sóng, A io íoh iU  tc r  thưừiìíi tạo bao 
tứ  n g h i  ( C y s t ) .

-  A i o t o h a v t e r  í lu OOCOÍ ( u m :  T r o i m  d ị c h  n i i ò i  m ứ i  c â y  th ì  t ê  h à o  c ó  d ạ n i ĩ  h ì ĩ i h  

que,  chuyên  động,  có kích thirớc từ 3 -  7 | jm.  Trong canh trương cũ thì cỏ hình 

cáu,  kết thành tìmg đòi  hay thành từng khỏi,  n i ư í m g  thì chúnu ciưoc bao bãiiiỉ vo
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Iilia\ 'Ironu ỉc b à o  tlìì c ó  I ihicu lia! \o l i i t in .  Ircii  ỈÌKII Irưoììii  đ ã c  thì c ỏ  kl ìi ian lac  

n t ia \ ,  klìoiit: m à u  liay c ó  l ìiàu Iir Iiaii tlcii đèn (tcn Sac l ò  khỏĩìi :  k h u ẽ c h  láii v à o

n ì ( > i  I ị ư ờ i ì ì : .

"  A i o ĩ o h i ỉ i  ĨỰỊ' í ỉ ^ i l í '  ( t c i i  kl i i i c:  .1, ( r ^ i ỉ i \ .  . \ : . o í (>ì ) ì i ) ỉ i as  i ỉ ^ i l c ) :  l ù  b à o  l i ì n l ì  

cã i i  ha\'  dưont :  kí i ih 3 “  5i ỉ ! ì i .  tlưni: riciiL: rẽ từ im  Ic b à o  h a v  kôt th à n h

lừiiu d o i  k h u â n  lac  bãnií  phãn u -  sáiitz. ( 'hui i i:  l i c í  \ à o  n i ỏ i  trườiii: sác  l ố  m à u  

vàiit: l iav m à u  x a n h ,

Ntioà i  ÁZ(>t(>lhn tt’i . niỏt  s ỏ  vi khuân  hiẽii  khí  khác  n h ư  Azoiii(»iiis ( tư(nig lự  

n h ư  .■\:orolhi( íe/ s o im  k h õ n e  c ó  h à o  tư nuli i) ,  I X ' i \ i a  và Bc i jer in k ia  c ĩ i im  c ó  khá  

năiit’ c o  đ ịnh  nitư.

1.1.2. Nhóm vi khuẩn kị khí
Í 'I(ISII íilinni /xisĩeni Kiiiiiiii d ì i i ie  Iiliữne i ỉ luxi l  và axit  hữu c ơ  làm  n g u ồ n  

c;K b o n  ( ' lu ì im  c ó  l lic c ó  d ị n h  d ư ơ c  10 -  12iiiíz o  pH =  4 , 7  -  8 , 5  khi  sử  d ụ n g  hết

1 u. cliât liữu C(y.

C'h>síi idiiiin /ìí/síciiridỉitini là vi khi iáii  kị klií. lò bào hình  q ue ,  c h u y ế n  d ộ n g  và  

c ó  kíeh  thước 3 -  Vpni . Đ ứ n g  riẽni: rẽ hiiy kél l iưp l liành d ô i  h o ặ c  thành c ln iồ i  imăn.  

Bào  tir c ó  hình ovai i  Iiãni ơ  2 Ìửa Ic hào  làm cIk) tc bào  m a n g  b à o  tứ c ó  tiìnli thoi.  

K ích  tlnrớc cua b à o  từ k h o a n g  (1 ,3  -  l , 6 ) | j n i .  Kliiiaii lạc trăng,  p hán g  và sáng. . .

1.2. Viit liêu, hoá  chã t

- Oii" im h i ệ in ,  bì iih ta m  tỉiác 5 0  -  lOOnil, h ó p  lõ im  o  =  lOcm.

- Mỏi irưíiTii” Ashby, Pedorop.  Viiiogralxki.

-  Diiiii; d i c h  l()^f f'eCI;.

1 .3 .1 'ieii hành  th í  nị>hiệm

u . l .  Mõi trường dịch thẻ
Phân m ó i  trưừiig A s h b y  h o ặ c  í'ccl()ti)p v à o  bìnli  tam í ỉiác thành kVp d à y  1 .5 c m .  

Đ un sỏi  dc Iigiiỏi. ihcni một  ít clât trỏiìu VÌU) (dưa ii” iion vi s inh vật)

Cỉấp xôp  m ộ t  m i ế n g  u ià y  lo c  Ihàiih hình nón và (!ãl v à o  m ò i  t iư ò im.  Đ ê  b ình  

l;>ni g i á t  vào  tu à m  2 8  -  3 0 " c ,  sau 5 - 7  ni íày  sẻ  xiiát h iện  vá i ig  nl iày trẽn bé mặt  

IIIÕI tnrờiií:,  trèii thành  b ình  và trcĩi bé niat ti iày loc .  d ó  c h í n h  là vi khuaii  h i c u  k h í  

Azt'tí'l)in t i ' i . c ò n  ơ  cláy bìii íi  là Closli  iiliiíin kị klií.

Đ ế  phân lập c  Ịxisrciii n/iinin.  imoài  m ô i  trườnỵ H cdorop  c ó  thc sư  dụiií:  m ó i  

trưiVii'j V in o y r a t x k i .
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Việc phân làp thuan khict ( ỊHisreiii id iì iiin  kh ô n e  pliai là viòc đ(íii Uci 1 . Vi 
khưán này t ln ràm  sống cộng  sinh chiit cliõ với loại trực khuán hicu khi C( 1-icU' tú 
BiH ÌUns i lo s t e ro i í ỉ e s .  c  /Misìciirid/Iiiin cu i i i ;  c ; ì p  t h ứ c  a n  d ạ m  c h o  / í  i ltiM I i lulcs .  

ngirưc lại, vi kh iián này làv hết ox i trong m ói trưènig và c iiim  cáp cho (■ Ị h i . s ĩ c i  I i .  n i K i i i  

một sỏ viiamin cần thièt.

Người ta cỏ thc cho  vào môi  triùínụ V inoe ia txk i  iml  diiim dịcli l>Siì liơp 
nciiycn lố vi lượiig (xcm mỏi irirờng Pcdoiop),  1 ” axit ascorhic và linl 1 ị j 1 i tir 
phán nám mcn. Hoậc cho  thêin vào niòi trường Ig  E.D.T.A (Trilon B). Các .'hái bổ 
Minu này có thc làm hạn c h ế  sự phát tricn cùa các  loài vi khiiãn ihưừiiL! SOIO kèiii 
VỚI c . pastcu! iíiiìiiìii.

Khi c .  pasteiii iaiìiuìt xuãt  h i ệ n  bào  tư, lấy m ộ t  ít c ặ n  C a C O ,  ơ đáv o n g  rel i ic i i i .  

đáy bình tani giác (nơi có  nhiểii c . pasteiu iu iiiit) i)  cày Icn bố mật tliạch cĩĩ; s:;iii tló 
dưa vào điéu kiện kị khí  đè vị khuán  phát triến thành khuân lạc trcn mặt tliạui, củim 
c ó  thể cày  vào  thạch  khi  sãp  sửa d ỏ n g  (nh iệ t  đ ộ  k h o á n g  4 5 ' C ) ,  ni iòi  c â y  ở  d c i i  k iện  

kị khí ,  khuẩn lạc sẽ  xuất  h i ệ n  trong lớp thạch  s a u  vài  n g à y  ni iỏi c ã \ .

ỉ  .3.2. M òi trường đặc

Cấy các cục đất t rồng lẽn môi trường thạch  đĩa  Ashby .  Pedorop dặc. 0 ( :  liộp 
l ồ n g  ớ  2S -  3 0 " c  t r o n g  5 - 7  n g à y .  X u n g  q u a n h  c á c  c ụ c  đất  s ẽ  xuất  hịệ ' 1 1  ư\c đ á m  

vi khuán màu trắng ngà.  nhày nhớt, có  sác tố  n;ìLi, dó  chính là các vi khuin liiôii 
k h í  c ố  đ ịnh  nitơ.

1.4. Xét nghiệm  kế t q u ả

1.4.1. Xác định các sấn phẩm lén men trẽn môi trường dịch thê
Sau 5 - 7  n g à y ,  trên b ề  m ặ t  m ô i  trường  h ì n h  t hành  i n à n g  cLia A:of()hi( r.ci c ó  

m à u  nâu.  D ị c h  ờ  t ron g  b ì n h  nổ i  bọt  và b ố c  m ù i  c ù a  ax i t  b u ly r ic .  Sự h ình  ihinln a \ i l  

butyric trong môi trường có  thế nhận biết bãnp phàn ứiiịi;

-  Lây  5ni l  d ị c h  n u ò i  c ấ y  c h o  v à o  ố n g  n g h i ệ m .

-  Cho 2ml dung  d ịch  10% FeCl,.

-  Đ u n  s ò i  n h ẹ  ố n g  n g h i ệ m ,  đ ể  n g u ộ i ,  d u n g  d ị c h  tron g  ố n g  n g h i ộ i n  :ó riiàii 

nâu dỏ.

Cũng có thê làm phán ứng es ter  (xem phần lên m en  Butyric).

1.4.2. Quan sát vi sinh vật

-  Đ ế  n g h i ê n  c ứ u  h ì n h  thái  vi k h u â n  trên m ò i  trưònií: d ị c h  thế cần  l à n  12 l ièii  

bàn.  M ột  t iêu bán từ m à n g  b ề  m ật  m ỏ i  t rư ờ ng  d ể  q u a n  sát Aiolơhac !er. r é i i i  ban  

này dược nhuộm m àu n hư  nhuộm  vỏ nhày. Tiêu  hàn thứ 2 dược làm từ tiỊ.h nuôi
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Cti\. Ironi: hiiìli Iiuhicii ciai lioac ỈĨOMLI oii ĵ (ỈKkli diiii','. ‘li.icli cĩìa clc nuhiciì cứu 
( '  Ịhỉsĩt Ị ị ỉ  ỉ ( i f Ị i i f n .  l’iéii h.íĩi ilư<íc nlìiuHii dmiu lỈK Ỉi liav líĩii ucntiaii.

-  ỈÌVII l ì iôi  trưoiii^ thtc c h o n  ch(> klin.tiì l.ic ni.ui tí.ỉíìí: nizà. Iilìày nl iót ,  c ó  -sac 

tiì lìaii lani licii h.iiì, Iilìiioĩìì (.lo‘!K (U> ỉ ìk s in  ỈUÌ.K líin uciiíian...  sc ítiày vi khuãiì  c o  

n iiin u  Iih^i\ loìK d(íii. so iii: hoac lir  cau k lìua ii c Ii.t \ f > ! n Ị } ( Ị (  Ỉ C Ỉ .

A. Chroococcum A. Vinelũndit

c. pasteunanum

4 . V •

Aroro6acíer(x400) 
(ảrh Trán Thị Thuy)

%

Azotobncter ()(.^000) 
(ảnn Tràn Thị Thuy)

c  pasteuhanum

Hinh 9.4 Vi ktìuấn cỏ đinh lìitơ tu do
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Lòng hut

Dãv XHÍĨÌ nháp

Vung chưa cac 
VI khuẩn nỏt SHíi

Cac té bao lanh

1. Rẻ cáy bộ đậu với các 
nót sần chừa Rhizobium

1. X'

2. Sơ đó lát cầt nốt sấn

Lát cát ngang nốt sán

Hinh 9.5. Vi khuẩn nốt sấn

I I I .  ÚNG DỤNCỈ

3.1. S àn  xuá t  p h â n  N it ra g in

Lây dât màu hay than bùn làm ám dên 30 -  4(.y/( rỏi cho  vào nhiniii chai có 

dung  tích 0,5 lít. Khử trùng 2 giờ  ớ  2 ;Um dê giết hết nhữiig vi khuân L'ó bào lừ.

Song song với việc làm trên thì nuòi cây vi khuán nốt sầii Irong Iihĩmg óng 

Iigliiệrn hay bình (am giác có niòi trirừng nước đậu. Đặt vào lii àni ờ nhiệt clộ 25 -  

28"c. Những vi khuẩn sinh trưởng chậm  (ừ rẻ cây dậu vũ pliiến -  Liipinus, lạc) fhì 

thời gian nuôi cây này từ 1 0  -  1 2  ngày, còn những vi khiiấn sinh trưcViig nhanh (ờ 

rẻ cày đậu tương, đậu Hà Lan,  đậu  ba lá) thì thời gian nuòi cày từ 4 - 6  ngày.

Đưa canh trưÍTìig vi khuàn  nốt sần đã được nuỏi cày như trcii cho  vào nhữiig 

chai có giá thê vô trùng (đất,  than bùn) dã đirơc chuân  bi. Đật  những chai này vào 

tủ ấm đê vi khuẩn sinh sán với thời gian và nhiệt độ  như đã nói ơ trôn. Trèn nhãn 

dán  ờ  mỗi chai cần ghi rõ nitrazin dùng cho loại đậu nào, imày tháng sàn xuất và 

nêii có thế thì cá sò thứ tự cứa chúng  vi khuẩn nốt sán dó.
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Niira/i i i  lol pli;»i chứii klioiit: it lion '■() IIKMI \c ỈMO \1  khiián IU>1 sãii ironu 1ÍZ 

cl ic  pliàm (đòi  V(VÌ nhữiiíi vi khiiãn Iioi 'vMỉi !̂iìl) lỊiicii-' Ji;iĩiì như rc ca \  l . i ipinus ,  

ci;iu. I.K ) \ à  khonu íl hơn  3 0 0  Iriou lo ỉ';ií> doỊ \(Vi \i  klìuàii noỊ san siiili trươiii: 

Iih.inli \ơ  rc c a \  dait linviiu. cliiu t là 1.J11}. riitVỊ 1\!1' ÌIIKUI n i ỉra / in  là l l iáim.

L av  lirơim m lr a / i i i  câi i  ih iê l  c h o  \ a o  nio!  cai ch.it!, e l ìo  nước vào chậi i  đ(S (5 lít

c l i o  iOOku lial clàii n h o  \ à  1 lít c l i o  HHíki: l u ĩ  Dỉinn tliìa haim e ỏ  h a y  cỉìinu

IIÌICIIL’ uo  nhàn  ÍIÕII elêu I ii tra/ in \()'i iiuVvc (3 plmi I. k l ion g  d ê  hum cạii ,  rót ntzav

Viiiì h;ii uỉoiiì: và tròn đẽ i i .  V i ọ c  \ i r  lí lì.ìi uu'n'j b,uiu l ì i n a / i n  ỉốt  nhàt là đ ư ơ c  thưc

hici ỉ  \  n e à y  V.ICO c â y .  Sau cl() phai  bao  cliimL: klioi ánh nãnu.  V i ệ c  trộn hạĩ  

(.lau \tV[ từni: loai  c l i c  p ỉ ìãm  n i tra / i i i  Hĩơun miu Ỉriỉov klii u i c o  hạt d e  c h ú  đ ộ n e  

nhtcn i  \  i kliLian noi  sài ì  \'i\o rò ctàu. klii hal cỉati lìiiìli l l iành l ỏ n g  hiil đè  n iau  c h ón i :  

\M) ihai ih Iiol san.  Bánii  h i ệ n  p háp  l ìàv c o  tlu' taiìi: nani: suát hạt clậu lừ  10 -  3()^r.

3.2. \ u o i  bèo hoa  (lau

Hco l ìoa tlâii phát  triẽn hối  sức nhanh clìoiii: m à  kỉ iỏi ig  cấn  sử  d u n g  d ê n  c á c  

ỈO.II ilnK án nitíVCiì lroniz ruõi iu.  l ỉ ò o  lioa dau ncu chai iì  sóc  tốt Ihì Iiìỏị h e c t a  trunu  

h m lì  ct> ihô cho  ta 3 0  -  4 0  lân b è o  tươi m o i  ỉhiini: í chứa  5 4 0  -  72 ( )kg protcin) .

ìico hoả (làu thirờĩic phát  Iricn nỉ ianh \ à  liclì luỳ nl ìicu n i lơ  lừ klìỏnt: k h í  t rong  

c;ic đici i  k iện  th íc h  h ơ p  saư dày:

- \ l i i c l  đ o 2 ( ) - 2 S " r .

“ Đ o  àiiì k l iõ i ig  k h í  (S5 -  .

- o ỏ  c h i c L i  s á n g :  2() . ()()()  -  4 ( ) 0 ( )  l u \ .

Bon đu pliãii p h o l p h a l  và pliâiì kali.

Bón clu VÒI clc Ining lioà dat.

- N^aiì  b c o  \ à  saii  b c o  k\p  lhò '1 tlc K'(> liioii s.il nià k h ỏ im  đò lỏn nhau.

D a m  bải) v iẹc  l i i c l  d è  |)1k)iìì: liii  Ciie loai s.ni lỉ.n Ivo .
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HƯỚNG DẪN THỰC HIỆN VÀ ĐÁNH GIÁ KẾT QUẢ 

BÀI THỰC HÀNH CHƯƠNG VI

1. M ụ c  t iéu c ủ a  c h ư ơ n g  n à y  là rèn l u y ệ n  k ĩ  nãn<z phát h i ệ n  khá  nãiii: e l i i n ô r  lio;i 

c á c  h ự p  c h à i  c h ứ a  n i tơ  c ù a  v ò n g  tuần h o à n  N  troiií: tư Iiliiòn bơi  v s v .  N o i  JunLỉ 

c i ia  c h ư ơ n g  đ ư ợ c  c h i a  là m  2 b u ố i .

-  Buổi I : Đ ặ t  c á c  thí  n g h i ệ m  a m ò n  hoá ,  phán  nitrat h o á  và c á c  thí  ní il i iẹn xác  

d ịn h  v s v  s ố n g  tự d o  c ỏ  d ịn h  n i tơ  trên m ỏ i  triÙTrm: th ạc h  (.ĩĩa và m õ i  triàrm: clicli hi.-.

-  Biiổi 2:
+  Đ ị n h  t ín h  c á c  sán  p h á m  c i ia  q u á  t i ìn h  tiian h o à n  ni tơ  troiiii tư nỉiK-n: 

a n i ò n  h o á ,  nitrat h o á ,  p h á n  nitrat h o á  và  c ò  d ị n h  Iiit(í c u a  c . piistei iaimin  trcri n io i  

t r ià m g  d ị c h  thế.

+  Q u a n  sát  c á c  v s v  c ủ a  c á c  q u á  trình a m ò n  h o á ,  nitrat h o á ,  phiiii Iiitial 

h o á  và  c á c  V K  c ò  đ ị n h  n i tư  s ó n g  tự  clo và  s ô n g  c ó n g  s in h  trong  nốt  sần  h o  Đâu .

2.  Hư('nig d ẫ n  k i ế m  tra, đ á n h  g i á  kế t  q u á  bài 1, 2  tro im chircYiic VI

-  Đ ặ t  th í  n e h i ê m  và đ á n h  g i á  t ì m s  s á n  p h á m  lẽn  m e n  c ù a  c á c  iZÌ;ii J(Ktn 

c h u y ể n  h o á  n i t ơ  tron g  v ò n g  tuần h o à n  nitơ;  a i n ô n  h o á ,  nitrat hoá ,  phán  nitral hoá  

và  c ỏ  đ ịn h  ni tơ.

-  L à m  t iêu  bán và  LỊiian sát  c á c  v s v  c i ia  tìniỉi q u á  Irình c h i i y c n  l ioá nit((.

3 .  Trá lời c á c  c â u  hoi;

1 -  T r o n g  c á c h  dặt  th í  n g h i ệ m  c ú a  C|uá trình a n i ò n  h o á  p r o l c m  b ă n e  c á c h  lam  

c ơ  bán như: c h o  3 -  5 g  thịt v à  1 ít dât  v à o  2 0  -  3 0 i i i l  n ư ớ c  d c  lẽi i  n icn  từ 4  -  7 

n g à y  ( m ỏ i  t rư ờ ng  1), khu  h ệ  v s v  sẽ  phát  tr iến,  c á c  sán  p h à m  lén  inci i  sẽ  I;u) ra 

n h ư  thè  nì io?

-  N è u  ta c h o  tlicii i  v a o  m ò i  t rư ờ ng  trên 3 -  5 g  đ i r à i g  (ti  lộ 1 : 1) và li lệ dưưim  

nhiều hơn, sán phẩm lên m en  và khu hệ v s v  sẽ như thố nào? Giài thích.

2  -  H ã y  c h o  b iế t  vai  trò c ù a  c á c  v s v  p h à n  g iá i  p r o te in  trong  q u á  trình I phàn  

x a n h ,  phân  c h u ồ n g ?

3 -  L à m  thê  n à o  đ ể  h ạ n  c h ế  s ự  rnất đ ạ m  t r o n g  q u á  trình ủ phàn và  b ó n  pKàii

4  -  H ã y  c h o  b iế t  lợi  í ch  c ù a  v i ệ c  n u ò i  b è o  h o a  d â u ?

5 -  H ã y  c h o  b iế t  tác  d ụ n g  c ủ a  v i ệ c  t rồn g  c â y  h ọ  Đ ậ u  ờ  v ù n g  đ ồ i  míi  Vi trổi ig  

x e n  c a n h  g iữ a  c à y  t r ồ n g  h ọ  Đ ậ u  v à  n g ỏ ,  lúa?

6  -  M u ô n  b ổ  s u n g  chá t  d ạ m  c h o  c â y  rừng ngirời  ta là m  n h ư  thè n à o ?
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Phụ lục bàl 7, 8, 9: PHA CHẾTHUỐC THỬ HOÁ CHẤT 

VÀ MỘT s ó  MÒI TRƯỜNG

I. I luiot thứ

Ấ.I. Tliiioc thứKhrlich
-  [í -  c l i m c t h y l a i n i n o  h c i i / i i k i o h y t :  5iz

R ư ơ u  hi ityric: 7 5 n i l

-  IICI đ à m  đặc:  2 5 n i l

1.2. Thuoc thử Trommdor/
~ / n C l  ,: 2 0 -

-  Tiiili  hot: 4 u

-  y.n\{. 2<z (iiôu không  có Z n l ,  thì thay bána  KI)

-  H o à  t;m t inh h ò l  v à o  15( )ml IIƯỚC và di in  c h o  tan hCM

-  Hoà  ZnCl  , v à o  l(K)nil nưík; cất đun  sỏ i ,  sau d ó  đ ổ  v à o  c ố c  tinh bột k h u â y  đéu.

-  I l o à  Z n l ,  tront: 3(K)ml mrức cất  c h o  tan rổi đ ổ  v à o  h ỗ n  hi;p trèn,  thcn i  nirớc  

clu)  du 1 líi và uiĩr tro im lọ  m à u  đ c  nơ i  tỏi.

Thitoc th ừ G r ís s

-  Diiiig dịch thiiòc thử Griss  I

+  A x i t  s i in fa i i i l i c :  ( ) ,5g

+  D u n g  ciịcli 5 N  ax i t  a x c t i c ;  ISOniI

- D u n g  d ịc l i  t h u ò c  thử  Cìriss II

+  (X -  N a p h t y l a n i n :  ( ) ,5g

+  D u i i g  d ị c h  5 N  ax i t  a x e t i c :  15()ml

+  N ư ớ c  cất: 5 0 m l

1.4. Thuốc thứNitron
-  Nitroi i:  lOg

-  D u n g  d ị c h  ax i t  a x e t i c  5% :  l (X)ml

H o à  n itron  v à o  d u n g  d ị c h  ax i t  a x e t i c  59c, l o c  q u a  m à n g  t h u ỷ  t inh và  b á o  q u à n  

Itoiiti  lo m à u .
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ỉ.5. Thuốc thứDiphen\'lanin
-  Dipheiiylanin: Ig

-H,SO,,; lOOnil

-Nướcc;Vl: 2()nil

Hoà Diphcnyhinin vào nước cát, lliẽni dăn axit siiiifuric.

1.6. Thuốc thừNessỉer
-  Diiim ciỊch A

+ KI:

+ HgCI,; 5()iz

+ Nước cát: 200nil

-  Dưng dicli B •

+ NaOH: 5()g
+ Nước cất: 250ml

H o à  riêng  d u n g  d ị c h  A  v à o  d u n g  d ịc h  B,  sau  d ỏ  đ ổ  2 di ini i  d ịch  t icn  v à o  l ì n h  

tam  g i á c  d u n g  t ích 5(K)nil,  lác  đ é u  trong 5 -  10 phút ,  s a u  d ó  t h ê m  Iiước tới 5 ơ ( n i l .  

Đe lắng trong tú lạnh 1 tuần rồi gạn láy phần trong, cho vào lo màu và bào cLian 
trong lù lạnh triRýc khi dùng.

2. T h à n h  phán  m ột sò mòi trưímịỊ

2.7. Mói trường nước thịt + Pcptòn chứa 59f urẽ (vi kliiiấn anion lioá Iiiẽ)

2.2. Môi trườììg Kali tactrat chứa y/( UIC

-  Kali  tiictrat: 5 g  -  Lírê: 5 0 g

-K ,H PO ,: 0.5g -N ư ớ c: lOOUml
-  pH = 7 - 7 . 2

2.3. Môi trường Zenghen chứa 59^ urc

-  Muối malal hay xitral, lactial: 5g

-  Llrè: 50g -  K ,H PO ,;  0.23 -  ().5g

- N ư ớ c :  l(K)Oml -  p H  =  7 -  7 .2

Khi  c ầ n  thay  m a la l  b ằ n g  N a  -  xitrat.

2.4. Môi trường Rubentchich chứa 59f LIIC

-  T inh  b(M tan: lOg -  Urê:  5()ii

- K , P O , : ‘ lOg - N a C l :  Ig

-M gS O ,:  (),5g - F e C l , .ố H ,0 ( v ế t ) ; ( U g

- N ư ớ c :  lOOOml -  pH = 7 -  7,2
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2.5 .  M ói truờiìỊỉ ViuoỊịratxki /  (M kl i i ian Iiiliit

(N 11 , ) ,S (X :  K I I P O  l;_’

- \ 1 u S ( ) , 7 l l  (): (),5íi 2;-!

- [ cS O .  ( \ c l ): (I.li: ( . i('() lia\ M eC O  : le

-  Nirớc cal: lOOOml - pỊ i = 7

2.6. M oi trnòiiỊỊ \  inoíỊratxki 2 (VI k h u â n  iHlia! li(ni)

- N i i N O , :  Ig  - K H P O ; :  () .5g

-  M g S O , . 7 H . O :  () .3g  -  Na (■(),: Ig

- N a C l :  ( ) .5g -  I cSO,:  o . l g

- N ư ớ c c a t :  lOOOii i l  -  | i l l  =  7

C ó  thó (.lìiiii: n io i  trườiiụ V i n o t ; i a t \k i  1 \ a  thay 2ii ( N H 4 ),SO_| b ằ n g  2«; N a N O ,  

clc nuỏ i  c á \  \ i khi ian nitral  híxi.

2.7. M oi trướriíỊ ISitrat -  đường kính  (VI k l i i i an pl ian I i i trat  h o á )

-  Đ ư ư n g  kính; 3 0 g  -  N a N O , :  2 g

-  K , H P O , ;  I g  - M g S 0 , . 7 H , 0 :  ( ).5g

-  KCI: ( U g  -  F c S ( ) , ( v ò t ) :  o . l g

- N ư ( k - :  lOOOml -  pH =  7

2.8. Mói trưìmg Gilíai
-  D uiiì: d ị c h  1:

+  A s p a r a g in ;  0 ,5«’ + ( i l i i c o s c :  lOg

+  K \ 0 , :  2 g  + Nưoc:  50C)ml

-  Diint: clịch 2;

+  Natri xilrat: 2,5*: +  KII í ’( ),:  2u

+ M g S O , . 7 H p ;  2 g  +  CaC'1 6 1 1 ,0 :  ( ) ,2g

+  í - o ( ’l , . 4 H , 0 :  o . l g

rròn 2 cliinu d ịc h  với  Iihau, clùim di ii iu clich N a H C O i  b ã o  h o à  d c  d ic i i  c h i n h  

pl 1 đ e n  7.

2.9. Mòi trưòitg Beiịerink (vi khiián lưu hiiỲiili. phan Iiilnit hoá)

-  lArii luiỳi ih:  l()iz -  K N O  : 0 , 5 g

~ N ; i X ' 0 . :  ( ) .3g - ( ' a ( ' C ) /  ( ) .3g

-  M ì: ( ' I , . 6 H , ( )  ( v c t ): ( ) . l i z -  NưỚL a o  h ồ :  lOOOni l

-  pỉ  1 =  7
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2.10. Môi trườttg Ashhy (vi khiián cỏ dịnli nitơ sỏniạ tự do)
-  GIIICDSC, saccharosc, nuiiiiiit: 2()g -  K-HPO,; ().2uc
-  MgSO,; 0.2 ù -  NaCl: 0,:^

-  K,SO,: o .lg -  CaC’0 ,: 5

-  Nước cất: lOOOinl -  pH = 7

2.1 Ị. Moi trưòiìg Phedorop
-  Mannit; 2Ug -  K:HPO,: C-
-  CaHPO,: 0.2g -  MaSO 7H,0: O.Iii
-  K,SO,: 0 . 2 g -  NaCI ().5ì;
-  FcCl J6H ,0  (vết): o .lg -  CaCO,;

-  HỎII hcrp các Iiíiuvên tó vi liRnm: Iml -  Nước cát: lOOOml
-  pH = 7

Trong đó: Hỗn ht;p các Iisuycn tỏ vi lươiii::
-  H,BO,; c* -  (NH,),SO,;
-  Kỉ: 0.5g -  NaBr: 0 .5  tz

-  ZnSO ,.7H p: (),2g -  A1;(S0J,.1.SH,0: ().3u
-  Nước cất: lOOOml -  pH = 7

2.12. Môi trưòng Vinogratxki (vi khiian Cl. pastciii iaiiuiìi)
-  G l u c o s e ; 2()g -  K,HPO,: luc
-  M gS0,.2H ,0; 0,5«: -  NaCl (vcì): o .lg
-  M n S 0 , .5 H p  (vết): u ,lg - F c S 0 , .7 l ỉ ,0 ( v c l ) :  o . lg
-  CaCO,: 4()g" -  Nư(Vc cãì: lOOOml

2.13. Môi triùmg thuần khiết vi khuẩn nốt sân họ đậu
-  Nước đậu (nước chiết dâu) : lOODml -  Saccliarosc: l();i
-  K,HPO,: Ig -  MgSC),.7H,0: c
-  Tliạcli: 2()g -  pH = 7

C á ch  ( lic nư ớc ( liiỡt d ạ n :

L ấ y  5Ơ<I d ậ u  tUíĩng h a y  lOO” g iá  đậu  và 1 lít nước  d u n  sỏ i  13 -  3 0  plui l .  l o c  

l â y  nirức' trong.  Đ i c u  c h í n h  m ô i  tnrừiig d c n  phán iViig k i ề m  y ế u .  D ì i im  Iiưức cliii. t 

d ậ u  n à y  d è  d i c u  c h ê  m ò i  trư ìmg h o ặ c  pl iàn v à o  c á c  b ình  và kl iử  Irùng ờ  1.5 atrii 
t rong  3 0  phút i lê  h á o  q uán .

Cá( li í hí' IIIfớ( ( l iiẽt â ấ t:

L â y  IkịỊ dât vườii  t h c m  1 ít nư ớ c  m á y .  H à p  ớ  áp lực  l a t m  trong 3 0  phút (,!c 

l ắ n g  rồi chá i  n ư ớ c  troni:,  l ọ c  q u a  g i â y  lọc .  T run g  hoà  n ư ớ c  lọc ,  b ổ  siint: n ư ớ c  ch o 

đii lOOOml rổi d ù n g  d ế  c h ê  m ỏ i  trưmii’ n gay .
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