Trwong THPT Quang Trung
T6 Sinh hoc
Sinh 10

BAI 23: THUC HANH: MOQT SO PHUONG PHAP NGHIEN CUU VI SINH VAT
Hoc sinh xem truoc tai lieu nay dé nam thao tac cho buoi thuc hanh.
1. Quan sat vi sinh vat trén kinh hién vi

1.1. Phwong phap lam tiéu ban vi sinh vat
- Cach lam ti€u ban giot ép (ti€u ban tam thoi):
+ Dung que cay hodc 6ng hit 1ay giéng vi sinh vat dé 1am vét boi.
+ Dat 14 kinh 1€n giot canh trudng that nhe nhang tranh khong dé tao thanh bot khi.Mudn
vay dé mot mép 1a kinh tiép xtic voi phién kinh réi tir tir ha 14 kinh xuéng.
+ Pua tiéu ban 1én quan sat trén kinh hién vi.
- Cach lam tiéu ban giot treo:
Dung dé theo d&i sy sinh san, sy hinh thanh bao tir, kha nang di dong va phan tng
cua té bao vi sinh vat véi cac loai kich thich
+ Dung phién kinh dic biét c6 16m hinh tron & gira.
+ Bbi vazolin quanh phan 16m cua phién kinh.
+ Cho mdt giot canh truong 1én gitra 14 kinh.
+ Than trong xoay ngugc 1a kinh cho giot canh truong xudng phia duoi rdi dat 1én phan
16m ctia phién kinh.
- Cach lam tiéu ban tam thoi c6 nhuém mau:
a. Nguyén tic:
Phuong phép nay sir dung thudc nhuém khong hodc it doc voi vi sinh vat va duoc pha
lodng & nong do dam bao cho té bao vi sinh vt van sdng va hoat dong sau khi nhudém.
b. Cach nhuom:
+Nho 1 giot thudc nhuém xanh meetylen 0,001% lén phién kinh.
+Nho 1 giot canh truong vi sinh vat véi thudc nhudm.
+ Day 14 kinh 1én giot dich

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



1.2. Phuong phiap nhu¢m vi sinh vt

a. Nguyén tic:

- Sir dung thuc nhudm c6 kha ning thim thau qua mang té bao va két hop véi thanh phan
khac nhau cua té bao thanh cac hop chit mau dic trung bén viing.

- Ty theo muc dich nghién ctru va kha ning bat mau khic nhau ciia cac thanh phan té bao
ma chon thudc nhudém va cach nhudém cho phi hop.

- C6 2 cach nhuom chinh:

+ Nhudm don: Chi dung mdt loai thudc nhudm trén 1 tiéu ban

+ Nhudm kép: Dung dong thoi 2 hay nhiéu thuéc nhudm trén mét tiéu ban.

b. Cach nhuom don:

- Dit tiéu ban 1én cau thily tinh ( dat nAm ngang miéng mot khay nhan, hoac thuy tinh).

- Nho vao vét boi vai giot Fuchsin Ziel, dé yén tir 1 -2 phut.

- Rira vét boi bang cach nghién phién kinh, dung binh xit cho dong nudc chay nhe qua vét
bdi dén khi nudc chay ra khong con mau nira.

- Dung gidy thim khé tiéu ban hoic ho nhe tiéu ban trén dén con

- Quan sat tiéu ban & vat kinh (x40) r6i chuyén sang vét kinh (x100) dung dau soi.

c. Nhuom kép: Viéc sir dung ddng thdi cac loai thuéc nhudm trén cting mot tiéu ban cho
phép ta co thé quan sat va phan biét ciu tric d& dang hon.

- Phuong phap nhu¢m Gram :

+ Nguyén tic:Duya trén kha nang bat mau cta té bao chat va mang té bao véi thudc nhudém
tim két tinh va iot ma hinh thanh nén 2 loai phirc chat khac nhau.

e Loai phuc chat thir nhat van giit nguyén mau cta thuéc nhuém nén khong bi rira troi
khi xir Iy bang con. Vi sinh vat ¢6 phic chat nay thudc loai Gram duong.

e Loai phirc chat thir hai khong giit dugc mau cia thuée nhudm nén mat mau khi xur 1y
bang con va bat mau cua thude nhuém bo sung. Vi sinh vat ¢ phirc chat nay thudc
loai Gram am.

+ Céch tién hanh:

e [am tiéu ban:



* Dung que ciy lay nudc vo tring dé 1am 3 vét boi trén phién kinh ( hai dau va giira
phién kinh).
* Dung que cdy ldy mot chit khuan lac cta chiing 1am vét bi theo thir tu sau:Bén trai
phién kinh 1a Bac. Subtilis bén phai phién kinh 1a E. Coli, ¢ giita phién kinh la Bac.
Subtilis tron 1an véi E. Coli.
* Pé kho vét boi trong khong khi hoac ¢ dinh nhe trén ngon deén con.
e Nhudm tiéu ban:
* Pat 3 miéng gidy loc 1én ba vét boi.
* Nhudm tiéu ban bang thudc nhudém tim két tinh qua gidy loc trong mot phut
* Nhudm lugol trong mdt phut
* Rura nudc
* T4y bang con trong 30 gidy, dé nghiéng tiéu ban, nho tir tir tig giot con cho dén khi
tan hét mau.
* Rura nude
* Nhuom bo sung Fuchsin hay saframin tir 10-30 gidy
* Rura nude
* Lam kho va soi tiéu ban véi vat kinh dau.
o Két qua:
* Vét boi ctia Bac. Subtilis mau tim — gram duong
* Vét boi tron Bac. Subtilis voi E. Coli ¢6 mau hong 1dn mau tim
* Vét boi ctia E. Coli c6 mau hong — gram am.
2. Chuin bi dung cu va méi trwong nudi cy vi sinh vat
2.1. Chuin bi dung cu
Qua trinh chuan bi dung cu nudi cdy bao gém cac budc sau:
- Xt ly dung cu
- Bao goi dung cu
- Khtr trung dung cu
2.2. Cong thirc va cach chuin bi mdt s6 méi trwomg thong dung

a. Moi truong nude thit — pepton (nudi cay vi khuan)



- Cong thuc:
Nude chiét thit:  1000ml
Pepton:  10g
NaCl: S¢g
- Céch ché tao nudc thit:
+ Thit bo tuoi loc sach gan, md, dem xay hodc thai nho. Ct 500g thit thém 1000 ml
nudc.
+ Pun nong tur tr gitr & 50°C trong vong 1 gid, sau d6 dun sb6i 30 phut.
+ Pé ngudi va lang trong dung dich.
+ Loc bang vai hay gidy loc.
+ Phan phbi moi truong vao cac dung cy dé khir tring.

b. Mbi trudng khoai tdy — duong cadm (nudi cdy nim men):

Khoai tay: 300g
Cam: 100g
Duong kinh: 50g
Nudc: 1000ml

- Céach ché tao:
+ Khoai tdy got vo, rira, can 300g, thai nho hat lyu. Thém 500 ml nuéc réi dun s6i 30
phut.
+ Loc lay nudc trong.
+ Can 100g cam dun s6i v6i 500 ml nudc trong 30 phit rdi loc trong.
+ Tron 2 dich lgc trén véi nhau va thém 50 g duong.
+ B6 sung nude cho dii 1000ml.
+ Néu lam moéi truong dic thém 20 g cam.
Chu y: ciing c6 thé khong dung cam.
3. Phén lap mdt s6 giong vi sinh vt trong thue té
3.1. Phan 1ap vi khuin Bacillus subtilis:
- C6 kho cat nho, cho vao 1 binh tam giac

- B6 sung thém : + Mot chat phan



+ Nuée sach d6 ngap co.
- Pun s6i 15 phit dé diét cac té bao sinh dudng va cac té bao khang sinh bao ti.
- Pay nat bong, dé ti 4m & nhiét do 25- 26°C trong 48- 72 h.
- Két qua:
Xuat hién céc 16p vang xam c6 nhiéu vi khuan Bacillus subtilis vi co kho bao gid ciing c6
bao tir ctia vi khuan nay.
+ Trén kinh hién vi: Té bao Bacillus subtilis ¢4 hinh que, dai, bao tir hinh 6van nam & xa
tam hay gan tdm khuan lac. Té bao c6 kich thudc ( 3 -5 x0,6) pm.
3.2. Phan 1ap nam moc Aspergillus oryzae, Aspergillus niger va Mucor
- C6 thé phan 1ap ndm mdc nay trén com ngudi, xo6i 1am mdc twong, banh mi dé kho it
ngay.
- Thong qua mau sac ciia mbc dé nhan dién.
+ Mdc ¢6 mau trang: C6 thé 1a Mucor hay Rhizopus.
+ Mbc c6 mau den 1a Aspergillus niger
+ Mébc ¢6 mau xanh luc 13 Penicilium italicum
- Loai mdc nay thudng co trén vé cam, chanh dé lau ngay
- Dung que cay dau hinh thudc tho lay 1 it sgi ndm cdy vao méi trudng thach nghiéng thich
hop.
3.3. Phan 1ap nam men Saccharomyces:
- C6 thé phan 1ap nam men dé& dang tir cac méi truong nhu
+ Bé mit trai cay va dich ép mot sb trai cay nhu tdo, 1€, nho, dau, mo, dua...
+ Trong ruou nép, trong cac banh men rugu, trong bia, trong nudc mia dé vai hom, trong
hat Kephir.
- Ndm men nay khi quan sat trén kinh hién vi thudng c6 dang hinh cu hay hinh tring. Té
bao ¢o kich thudc 16n, co kha ning nay chdi, khuan lac ¢6 mau tring sita
- Chon cac khuan lac ndm men riéng 1& va cdy vao méi truong thich hop (mdi trudng khoai

tady - duong cam)






