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MUÏC ÑÍCH VAØ YEÂU CAÀU 
 
I. MUÏC ÑÍCH. 
 Cuoán thöïc taäp vi sinh vaät hoïc ñöôïc bieân soaïn cho sinh vieân Ngaønh Coâng ngheä Moâi 
tröôøng, Tröôøng Ñaïi Hoïc Noâng Laâm – TP. Hoà Chí Minh vôùi muïc ñích giuùp sinh vieân laøm 
quen vôùi nhöõng kyõ naêng thao taùc trong phoøng thí nghieäm vi sinh vaät nhö : Pha cheá moâi 
tröôøng; Khöû truøng moâi tröôøng; Phaân laäp, Nuoâi caáy vaø Baûo quaûn vi sinh vaät…Noäi dung thöïc 
haønh ñöôïc chia laøm 2 phaàn: 
Phaàn I. Phaàn thöïc taäp vi sinh ñaïi cöông.  

Trong phaàn naøy sinh vieân thöïc haønh chuaån bò moâi tröôøng, thao taùc voâ truøng phöông 
phaùp laáy maãu vaø baûo quaûn, nhuoäm maøu vaø quan saùt vi sinh vaät. 
Phaàn II. Phaàn thöïc taäp vi sinh moâi tröôøng.  

Trong phaàn naøy sinh vieân tieán haønh nuoâi caáy vi sinh vaät ñeå phaùt hieän vaø ñònh löôïng 
chuùng. Moãi nhoùm coù theå choïn moät ñeà taøi nghieân cöùu veà chuûng vi sinh vaät coù trong hoaëc 
ngoaøi giaùo trình thöïc taäp ñeå tieán haønh phaân tích chuùng. 
 Keát quaû moãi phaàn thöïc taäp ñöôïc ñaùnh giaù döïa vaøo möùc ñoä chuyeân caàn, möùc ñoä 
hieåu bieát caùc nguyeân taéc, kyõ naêng thao taùc chính cuûa moãi baøi thöïc taäp. Keát quaû ñöôïc 
ñaùnh giaù qua baøi kieåm tra vieát vaø thöïc haønh cuûa moãi phaàn thöïc taäp. 
 
II. YEÂU CAÀU. 

 Sinh vieân phaûi thöïc hieän nghieâm tuùc moät soá quy taéc cô baûn sau: 

1. Khoâng aên uoáng trong phoøng thí nghieäm, khoâng ngaäm baát cöù vaät gì duøng ñeå thao taùc 
trong quaù trình thöïc haønh. 

2. Mang aùo blouse trong suoát thôøi gian thöïc haønh, khoâng mang noù ôû baát cöù moät nôi naøo 
khaùc. 

3. Mang gaêng tay vaø caùc thieát bò baûo hoä trong quaù trình tieáp xuùc vôùi caùc chaát ñoäc haïi. 
4. Luoân luoân söû duïng quaû boùp cao su khi thao taùc oáng huùt ñònh löôïng (pipette), khoâng 

huùt baèng mieäng. 
5. Söû duïng giaáy thaám coù taåm chaát khöû truøng ñeå lau saïch xung quanh khu vöïc ñang tieán 

haønh thí nghieäm. Neáu lôõ tay laøm ñoå, nhieãm dòch vi sinh vaät leân baøn thöïc taäp cuõng 
tieán haønh lau nhö treân sau ñoù khöû truøng laïi baøn thöïc taäp. 

6. Khi laøm vôõ caùc vaät duïng baèng thuyû tinh, phaûi mang gaêng tay ñeå thu gom chuùng vaøo 
moät tuùi raùc rieâng. 

7. Loaïi thaûi taát caû caùc chaát ñoäc haïi ñuùng nôi quy ñònh. 
8. Phaûi caån thaän khi thao taùc voâ truøng vôùi ñeøn coàn. Daäp taét löûa khi khoâng coù nhu caàu 

söû duïng trong thôøi gian daøi. 
9. Baùo caùo ngay vôùi caùn boä höôùng daãn khi coù nhöõng tình huoáng khaån caáp xaûy ra ñeå 

giaûi quyeát kòp thôøi. 
10. Lau chuøi saïch seõ caùc thieát bò, baøn thí nghieäm baèng chaát khöû truøng, röûa tay baèng xaø 

boâng khi hoaøn taát coâng vieäc. 
11. Tröôùc khi rôøi phoøng thí nghieäm, côûi aùo blouse cho vaøo tuùi nilon veà nhaø giaët ngay ñeå 

söû duïng vaøo laàn thí nghieäm tieáp theo.  
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CHUAÅN BÒ MOÂI TRÖÔØNG, THAO TAÙC VOÂ TRUØNG  
PHÖÔNG PHAÙP LAÁY MAÃU, PHAÂN LAÄP  

VAØ BAÛO QUAÛN VI SINH VAÄT 
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BAØI 1 
KYÕ THUAÄT THAO TAÙC VOÂ TRUØNG 
 

1. Nguyeân taéc 
Vi sinh vaät caàn ñöôïc nuoâi caáy ñeå ñònh danh, khaûo saùt tính naêng sinh tröôûng vaø 

phaùt trieån. Moät moâi tröôøng nuoâi caáy coù theå thích hôïp cho söï phaùt trieån cuûa nhieàu loaïi 
vi khuaån cho neân trong tieán trình thao taùc phaûi haïn cheá toái ña vieäc ñöa caùc loaïi vi 
khuaån khaùc vaøo. Kyõ thuaät thao taùc voâ truøng ñöôïc söû duïng trong quaù trình nuoâi caáy vi 
sinh vaät nhaèm loaïi tröø caùc vi sinh vaät gaây nhieãm. 

Moâi tröôøng, caùc vaät duïng caàn thieát cho vieäc nuoâi caáy phaûi ñöôïc khöû truøng thích hôïp 
vaø ôû traïng thaùi voâ truøng tröôùc khi ñöôïc söû duïng. 

Caùc thao taùc voâ truøng ñöôïc thöïc hieän trong moät khoâng gian voâ truøng ñöôïc taïo ra bôûi 
ngoïn löûa ñeøn coàn. Ngoïn löûa coù taùc duïng oxy hoaù khoâng khí taïo khoâng gian voâ truøng, ñoàng 
thôøi coøn ñöôïc duøng ñeå ñoát khöû truøng que caáy, mieäng chai loï, oáng nghieäm khi môû naép, nuùt 
boâng. 

Ñeå ñaûm baûo tính voâ truøng cao, ñeøn voâ truøng coøn ñöôïc ñaët trong moät khoâng gian 
caùch ly goïi laø tuû caáy voâ truøng. Khoâng khí trong tuû caáy voâ truøng seõ ñöôïc khöû truøng baèng tia 
cöïc tím vaø baèng maøng loïc. Thoâng thöôøng, tröôùc khi söû duïng caàn baät ñeøn cöïc tím tröôùc 30 – 
60 phuùt vaø baät quaït thoâng gioù khi tieán haønh thao taùc. 

Ñeå traùnh vieäc gaây nhieãm thoâng qua tieáp xuùc, ngöôøi  thao taùc caàn mang gaêng tay 
hoaëc ñöôïc saùt truøng tröôùc khi baét ñaàu thao taùc. 

Ngoaøi ra, caàn tieán haønh saùt truøng beà maët baøn thao taùc baèng caùc lau vôùi coàn 700 hoaëc 
caùc dung dòch dieät khuaån khaùc tröôùc khi thao taùc. 

2. Noäi dung thöïc haønh 
Sinh vieân thöïc hieän caùc böôùc chuaån bò tröôùc khi thao taùc voâ truøng vaø thöïc haønh caùc 

kyõ thuaät voâ truøng ñeå caáy vi sinh vaät. 

3. Vaät lieäu 
- Que caáy voøng, kim caáy 
- Ñeøn coàn 
- Oáng moâi tröôøng, oáng gioáng. 

4. Thöïc haønh 
- Baät ñeøn cöïc tím 15 phuùt sau ñoù taét ñeøn vaø chôø 10 phuùt tröôùc khi tieán haønh nuoâi caày. 
- Röûa tay baèng xaø boâng, lau khoâ sau ñoù khöû truøng tay baèng coàn 700. 
- Khöû truøng que caáy, ñuõa tam giaùc baèng ngoïn löûa ñeøn coàn. 
- Tröôùc khi caáy caàn ghi chuù caån thaän leân thaønh bình hoaëc oáng nghieäm hoaëc petri teân 

gioáng vi sinh vaät vaø ngaøy caáy. 
Phöông phaùp khöû truøng que caáy. 
Ñoát noùng ñoû ñaàu que caáy trong ngoïn löûa vaø ñoát nheï phaàn caùn seõ ñöa vaøo beân trong 

duïng cuï chöùa vi sinh vaät. Môû nuùt boâng vaø ñöa ngay que caáy ñaõ khöû truøng vaøo duïng cuï chöùa 
gioáng. Laøm nguoäi que caáy baèng caùch aùp ñaàu que caáy vaøo thaønh oáng nghieäm, bình chöùa 
thuyû tinh hoaëc ñaët nheï leân phaàn moâi tröôøng khoâng chöùa vi sinh vaät cho nguoäi tröôùc khi thu 
laáy moät löôïng nhoû sinh khoái vi sinh vaät 
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1. Caáy gioáng töø moâi tröôøng loûng sang oáng nghieäm chöùa moâi tröôøng loûng. 
2. Caáy gioáng töø oáng thaïch nghieâng (moâi tröôøng raén) sang moâi tröôøng loûng. 
3. Caáy gioáng töø moâi tröôøng loûng (dòch nuoâi caáy, huyeàn phuø teá baøo) leân beà maët thaïch 

nghieâng. 
 
BAØI 2  
CHUAÅN BÒ MOÂI TRÖÔØNG 

1. Nguyeân taéc 
 Ñeå phaân laäp, nuoâi caáy vaø baûo quaûn caùc loaïi vi sinh vaät ngöôøi ta phaûi söû duïng caùc 
moâi tröôøng dinh döôõng ñaëc hoaëc loûng. Moâi tröôøng dinh döôõng phaûi ñaûm baûo caùc thaønh phaàn 
dinh döôõng thích hôïp cho söï phaùt trieån cuûa vi sinh vaät. 
 Moâi tröôøng dinh döôõng thích hôïp khoâng nhöõng laø moâi tröôøng coù ñaày ñuû caùc thaønh 
phaàn voâ cô vaø höõu cô caàn thieát cho vi sinh vaät coù theå söû duïng ñöôïc maø coøn phaûi ñaûm baûo 
pH, theá oxy hoaù khöû thích hôïp, khoâng chöùa caùc ñoäc toá vaø hoaøn toaøn voâ truøng. 
 Vì vaäy, khi caàn thieát laäp moät moâi tröôøng dinh döôõng cho moät loaïi vi sinh vaät naøo ñoù 
thì caàn phaûi bieát roõ nhu caàu veà caùc chaát dinh döôõng vaø ñaëc ñieåm trao ñoåi chaát cuûa noù. Caàn 
phaûi löu yù veà noàng ñoä caùc chaát dinh döôõng ñeå duy trì söï caân baèng veà aùp suaát thaåm thaáu giöõa 
moâi tröôøng vaø teá baøo vi sinh vaät. 
 Ngöôøi ta thöôøng goïi teân caùc moâi tröôøng baèng caùch döïa vaøo teân ngöôøi tìm ra chuùng 
(vd : moâi tröôøng Czapek, Hansen, Pikovskaia…) hoaëc ghi theo nguoàn chaát dinh döôõng chính 
cuûa moâi tröôøng (vd : moâi tröôøng Glucose-peptone, potato-glucose-agar…) 
 Chuûng loaïi, thaønh phaàn vaø ñaëc tính cuûa moâi tröôøng ñöôïc pha cheá tuyø thuoäc vaøo moät 
soá yeáu toá sau: 

- Tuyø vaøo muïc ñích yeâu caàu thöïc taäp hay nghieân cöùu. 
- Tuyø nhu caàu dinh döôõng cuûa vi sinh vaät. 

Moâi tröôøng coù theå ñöôïc phaân loaïi döïa vaøo thaønh phaàn tính chaát hoaù – lyù hay coâng 
duïng cuûa moâi tröôøng. Döïa vaøo thaønh phaàn coù theå phaân bieät caùc loaïi moâi tröôøng nhö sau: 

- Moâi tröôøng dinh döôõng töï nhieân : duøng caùc saûn phaåm coù saün trong töï nhieân nhö söõa, 
huyeát thanh, khoai taây, caùm, ñöôøng,…Thaønh phaàn hoaù hoïc cuûa caùc saûn phaåm naøy 
khoâng oån ñònh vaø phöùc taïp. 

- Moâi tröôøng toång hôïp : duøng caùc hoaù chaát nhaát ñònh vôùi haøm löôïng xaùc ñònh ñeå pha 
cheá moâi tröôøng. 

- Moâi tröôøng baùn toång hôïp : keát hôïp vôùi vieäc duøng caùc saûn phaåm töï nhieân vaø caùc hoaù 
chaát toång hôïp. 

Döïa vaøo tính chaát vaät lyù coù theå phaân bieät caùc loaïi moâi tröôøng sau ñaây: 
- Moâi tröôøng loûng hay moâi tröôøng dòch theå 
- Moâi tröôøng raén laø moâi tröôøng chöùa 1,5 – 2% agar hoaëc 10 – 20% gelatin. 
- Moâi tröôøng raén meàm laø moâi tröôøng coù chöùa 0.35 – 0.7% agar. 

Döïa vaøo coâng duïng coù theå phaân bieät thaønh caùc moâi tröôøng sau : 
- Moâi tröôøng choïn loïc : laø moâi tröôøng ñaûm baûo söï phaùt trieån öu theá cuûa moät loaïi hoaëc 

moät nhoùm vi khuaån xaùc ñònh naøo ñoù. Ví duï : moâi tröôøng duøng ñeå phaân laäp hoaëc nuoâi 
caáy vi sinh vaät coá ñònh ñaïm, vi khuaån nitrat hoaù, vi khuaån phaân giaûi cellulose,… 

- Moâi tröôøng kieåm ñònh : laø moâi tröôøng cho pheùp phaân bieät ñöôïc moät soá ñaëc ñieåm cuûa 
moät soá loaïi vi khuaån caàn xaùc ñònh. Thöôøng ngöôøi ta cho vaøo caùc moâi tröôøng kieåm 



 5

ñònh moät soá chaát chæ thò maøu hoaëc moät soá hoaù chaát coù theå giuùp cho vieäc taïo ra nhöõng 
phaûn öùng maøu ñeå quan saùt thaáy. Ví duï : moâi tröôøng leân men ñöôøng, moâi tröôøng 
thaïch chì… 
Chuaån bò moâi tröôøng laø moät trong nhöõng khaâu quan troïng trong vieäc nghieân cöùu vi 

sinh vaät, caàn ñöôïc thöïc hieän caån thaän vaø chính xaùc. Trình töï thieát laäp moâi tröôøng nhö sau: 
- Caân, ñong chính xaùc töøng thaønh phaàn cuûa moâi tröôøng. 
- Vôùi moâi tröôøng loûng : caùc chaát ñöôïc hoaø tan vaøo nöôùc ngay sau khi caân ñong. Ñoái 

vôùi moâi tröôøng raén caàn boå sung theâm agar. 
- Moâi tröôøng caàn phaûi trong ñeå deã quan saùt neáu caàn thieát thì phaûi loïc qua giaáy loïc 
- Tuyø theo ñoái töôïng sinh vaät ñöôïc nuoâi caáy vaø tuyø theo yeâu caàu nghieân cöùu, moâi 

tröôøng ñöôïc ñieàu chænh pH baèng HCl 10% hoaëc NaOH 10%, hoaëc caùc dung dònh 
khaùc nhö H3PO4, H2SO4, KOH, Na2CO3…tröôùc khi ñöôïc khöû truøng. Vieäc ñieàu chænh 
naøy ñöôïc theo doõi baèng maùy ño pH. 

- Chæ söû duïng moät phaàn trong dung tích toång cuûa bình chöùa ñeå chöùa moâi tröôøng. Vôùi 
bình caàu thöôøng duøng khoaûng 1/3 – ½ dung tích bình; vôùi oáng nghieäm thöôøng duøng 
khoaûng 5ml/oáng khi laøm moâi tröôøng loûng vaø 5 – 7ml khi laøm moâi tröôøng thaïch 
nghieâng. 

2. Noäi dung thöïc haønh 
 Sinh vieân thöïc haønh chuaån bò pha cheá moät soá moâi tröôøng ñeå nuoâi caáy vi sinh vaät. 

3. Vaät lieäu. 
- Bình tam giaùc 100ml, oáng nghieäm, pheãu thuyû tinh 
- OÁng huùt 5ml, 10ml, oáng ñong 100ml 
- Caân, noài haáp aùp löïc 
- Thòt boø, luùa, agar 

4. Thöïc haønh 
Caùc böôùc chuaån bò moâi tröôøng nuoâi caáy vi sinh vaät : caân, ñong, ño chính xaùc töøng 

thaønh phaàn cuûa moâi tröôøng nuoâi caáy. 
Duøng coác thuyû tinh 500ml cho 200ml nöôùc caát vaøo trong coác, sau ñoù caân chính xaùc 

töøng thaønh phaàn hoaù chaát ñeå pha cheá moâi tröôøng cho vaøo trong coác ñaõ coù nöôùc, vöøa cho vaøo 
vöøa khuaáy ñeàu cho chuùng tan ra, neáu caàn thieát thì ñun noùng treân beáp ñieän coù taám löôùi 
amian. 

Sau ñoù ño pH cuûa dung dòch vöøa pha xong, cho vaøo bình tam giaùc 1000ml roài theâm 
nöôùc caát ñeán 500ml. Laøm nuùt boâng, goùi laïi ñem khöû truøng trong noài haáp aùp löïc. 

Phöông phaùp chuaån bò moät soá moâi tröôøng töï nhieân khi chuùng khoâng coù saün trong 
phoøng thí nghieäm. 
 
 
4.1. Nöôùc chieát thòt 
 1kg thòt boø naïc, loïc boû heát gaân vaø môõ, sau ñoù thaùi nhoû vaø cho vaøo coái xay thòt, xay 
nhoû. Cho vaøo xoong vaø cho 2 lít nöôùc ñeå tieán haønh chieát trong ñieàu kieän maùt laïnh (ñeå ôû 
trong tuû laïnh, ngaên laøm maùt) keùo daøi 24 giôø. Sau ñoù mang ñun nhoû löûa nhöng lieân tuïc cho 
ñeán khi soâi, duy trì nhieät ñoä soâi trong 30 phuùt. Loïc laáy nöôùc vaø tieáp tuïc boå sung nöôùc caát 
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cho ñuû 2 lít vaø phaân vaøo bình baûo quaûn, nhöng tröôùc ñoù phaûi khöû truøng ôû 1.5 – 2 atm trong 
thôøi gian 20 phuùt. 
4.2. Nöôùc chieát ñaát. 

Duøng ñeå phaùt trieån nhieàu nhoùm vi sinh vaät ñaát : laáy 1kg ñaát maøu môõ (hay ñaát ôû choã 
nghieân cöùu) cho 1 lít nöôùc saïch khöû truøng ôû 1200C thôøi gian 30 phuùt. Sau ñoù ñem loïc, dòch ôû 
daïng kieàm theâm K2HPO4 vaø khöû truøng. 
4.3. Nöôùc maïch nha. 
 Coù theå hoaøn toaøn chuû ñoäng laøm trong phoøng thí nghieäm. Ngaâm thoùc cho naåy maàm, 
ñoä daøi maàm toát nhaát 1 - 2cm. Taùch laáy maàm vaø saáy khoâ. Laáy 250mg maãu khoâ nghieàn nhoû 
vaø cho 1 lít nöôùc vaøo ngaâm, duy trì ôû nhieät ñoä 450C (ñeå ôû noài caùch thuyû, trong tuû aám hay 
ñun nhoû löûa treân beáp ñeàu ñöôïc). Khaáy lieân tuïc, thôøi gian 30 phuùt, sau thôøi gian naøy ñieàu 
chænh cho nhieät ñoä taêng leân 650C vaø duy trì 1 giôø. Trong thôøi gian naøy enzyme diastase seõ 
ñöôøng hoaù tinh boät, kieåm tra quaù trình ñöôøng hoaù tinh boät baèng caùch söû duïng dung dòch iod. 
Sau khi ñöôøng hoaù tinh boät xong ñem loïc laáy nöôùc, vaø coù theå laøm ñaëc laïi baèng caùch cho boác 
hôi nöôùc, tæ leä ñöôøng laø 10%.  
4.4. Pha cheá moät soá moâi tröôøng ñeå nuoâi caáy vi sinh vaät. 
4.4.1. Moâi tröôøng Gause 1 (g.l-1) : duøng ñeå nuoâi caáy xaï khuaån –Actinomycetes 
 
KNO3 1,0 
K2HPO4 0,5 
MgSO4.7 H2O  0,5 
NaCl  0,5 
FeSO 4.7H2O  0,01 
Agar  15,0 
Tinh Boät  20,0 
Nöôùc Caát  1lít  
pH 7,4 

4.4.2. Moâi tröôøng Czapek ( g.l-1 ) : duøng ñeå nuoâi caáy vi naám 

NaNO3  3,0 
K2HPO4 1,0 
KCl 0,5 
MgSO4.7H2O  0,5 
Sacarose 30,0 
FeSO4 0,01 
Agar 20,0 
Nöôùc caát  1lít  
* Laøm chua baèng 1,8ml acid lactic sau khi khöû truøng 
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4.4.3. Moâi tröôøng TPA + MN (nöôùc chieát thòt – pepton – agar + nöôùc maïch nha) duøng ñeå 
xaùc ñònh nhoùm vi khuaån amon hoaù hình thaønh baøo töû. 

Thaønh phaàn moâi tröôøng (g.l-1)  

Cao thòt  3 
Cao maïnh nha  3 
Pepton 5.0 
NaCl 2.5 
Agar 20.0 
pH 7 – 7.2 
 
3.4.4. Moâi tröôøng TAA ( tinh boät  + amon + agar ( thaïch )) duøng ñeå xaùc ñònh nhoùm vi khuaån 
söû duïng nitô khoaùng 

Thaønh phaàn moâi tröôøng (g.l-1)  

Tinh boät  10.0 
(NH4)2SO4 1.0 
K2HPO4  1.0 
MgSO4.H2O  1.0 
NaCl 1.0 
CaCO3 3.0 
Agar  15 
Nöôùc caát  1lít  
pH 7.0 
 
4.4.5. Moâi tröôøng Hutchinson ( g.l-1 ) : duøng ñeå xaùc ñònh vi sinh vaät phaân giaûi cellulose) 

KNO3  2.5 
K2HPO4  1.0 
MgSO4 0.3 
CaCl2  0.1 
NaCl 0.1 
FeCl3 0.01 
Agar 15.0 
Nöôùc caát  1lít  
pH 7.2 –7.3 Duøng NaCO3 20% ñeå ñieåu chænh pH 
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4.4.6. Moâi tröôøng pikovskaia (g.l-1) : duøng ñeå xaùc ñònh nhoùm vi sinh vaät phaân giaûi hôïp chaát 
phosphore khoù tan. 
 

Glucoza 10.0 
Ca3(PO4)2 5.0 
(NH4)2 SO4 0.5 
NaCl 0.2 
MgSO4 0.1 
KCl 0.2 
Cao naám men  0.5 
MnSO4 Veát  
FeSO4.7H2O  Veát  
Agar 20g 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 7.0 
 

4.4.7. Moâi tröôøng Ashby (g.l-1) : duøng ñeå xaùc ñònh nhoùm vi sinh vaät coá ñònh nitô soáng töï do 
trong ñaát. 

Matitol ( Glucose )  20.0 
K2HPO4 0.2 
MgSO4.7H2O 0.2 
NaCl 0.2 
CaSO4 0.1 
CaCO3 5.0 
Agar  20.0 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 6.5 – 7.0  
 
4.4.8. Moâi tröôøng dòch theå Vinograsdski (g.l-1) : duøng ñeå xaùc ñònh Clostridium pasteurianum 
– laø vi khuaån coá ñònh nitô töï do soáng trong ñieàu kieän yeám khí. 
 
Glucose 10.0 
K2HPO4 1.0 
MgSO4.7H2O 0.5 
NaCl 0.5 
FeSO4 Veát  
MnSO4 Veát 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 6.8 – 7.2 

 
 
 
 



 9

BAØI 3 
PHÖÔNG PHAÙP KHÖÛ TRUØNG 
 

1. Nguyeân taéc. 
Coù theå khöû truøng baèng moät soá taùc nhaân lyù hoaù nhö nhieät ñoä, böùc xaï, loïc vaø hoaù chaát.  
Nhieät ñoä cao coù theå tieâu dieät vi sinh vaät baèng caùch laøm bieán tính enzyme, maát nöôùc 

vaø oxy hoùa caùc thaønh phaàn cuûa teá baøo; nhieät ñoä thaáp öùc cheá söï taêng tröôûng cuûa chuùng. Coù 
theå khöû truøng baèng phöông phaùp nhieät khoâ (saáy 1700C trong 2 giôø; ñoát) hoaëc nhieät aåm (ñun 
ôû 630C trong 30 phuùt hoaëc 720C trong 15 phuùt ñeå dieät vi sinh gaây beänh hoaëc vi sinh gaây 
hoûng thöïc phaåm; ñun soâi ôû 1000C trong 10 phuùt ñeå dieät teá baøo sinh döôõng vaø haáp baèng hôi 
nöôùc ôû 1atm, 1210C trong 15 – 30 phuùt ñeå tieät truøng hoaøn toaøn). 

Naêng löôïng chieáu xaï ôû böôùc soùng ngaén (tia X, tia gamma) coù khaû naêng ion hoaù 
phaân töû nöôùc taïo goác töï do taùc duïng phaù huyû DNA, maøng lipid, protein trong teá baøo; tia xaï 
coù böôùc soùng daøi hôn nhö tia töû ngoaïi khoâng coù taùc duïng ion hoaù nhöng coù theå caûm öùng 
vieäc taïo thaønh lieân keát giöõa caùc base T trong nucleic acid taïo neân ñoät bieán, coù theå gaây cheát 
teá baøo. 

 Caùc dòch loûng coù theå ñöôïc khöû truøng baèng caùch loïc qua maøng coù kích thöôùc giôùi haïn 
(0.2μm), cho pheùp dòch loûng ñi qua vaø giöõ laïi taát caû vi khuaån vaø caùc vi sinh vaät coù kích 
thöôùc lôùn hôn. 

 Nhieàu hoaù chaát coù theå kieåm soaùt söï taêng tröôûng cuûa vi sinh vaät. Ethylen oxide, 
triethyl glycol, chaát dieät khuaån, khaùng sinh,…ñöôïc söû duïng ñeå khöû truøng, öùc cheá söï soáng vaø 
taêng tröôûng cuûa vi sinh vaät. 

 Taùc nhaân khöû truøng ñöôïc tuyø choïn tuyø vaøo muïc ñích vaø vaät lieäu caàn khöû truøng. 
Tröôøng hôïp caàn khöû truøng moâi tröôøng nuoâi caây vi sinh vaät, phöông phaùp nhieät aåm 
baèng noài aùp suaát (1amt, 1210C) thöôøng ñöôïc söû duïng ñeå caùc thaønh phaàn höõu cô cuûa 
moâi tröôøng khoâng bò chaùy, bieán tính vaø maát nöôùc. 

 Tröôøng hôïp moâi tröôøng chöùa caùc chaát phaân töû löôïng nhoû nhö vitamin, amino acid, 
hoaëc huyeát thanh chöùa caùc protein laø nhaân toá taêng tröôûng, phöông phaùp nhieät aåm coù theå 
laøm bieán tính caùc thaønh phaàn naøy, neân caùc thaønh phaàn naøy thöôøng ñöôïc khöû truøng rieâng 
baèng phöông phaùp loïc qua maøng. 

 Caùc duïng cuï thuyû tinh beàn vôùi nhieät neân thöôøng ñöôïc khöû truøng baèng phöông phaùp 
nhieät khoâ trong tuû saáy. Caùc thanh gaït thuyû tinh ñöôïc khöû truøng baèng caùch ñoát vôùi coàn 700 vaø 
caùc que caáy kim loaïi ñöôïc khöû truøng baèng caùch ñoát tröïc tieáp trong ngoïn löûa. 

1.1. Khöû truøng moâi tröôøng baèng noài haáp aùp löïc. 
Phöông phaùp khöû truøng naøy coøn ñöôïc goïi laø phöông phaùp nhieät aåm. Khi nhieät ñoä 

taêng cao thì aùp suaát cuõng taêng leân. Phöông phaùp naøy cho pheùp dieät caû teá baøo sinh döôõng laãn 
baøo töû cuûa vi sinh vaät. 

Quaù trình ñöôïc tieán haønh qua caùc böôùc: 
- Kieåm tra vaø boå sung nöôùc trong noài haáp vaïch quy ñònh. 
- Xeáp duïng cuï vaø vaät lieäu caàn khöû truøng vaøo giaù ñaët, khoâng neân xeáp quaù chaët ñeå hôi 

nöôùc löu thoâng deå daøng. 
- Ñaäy kín naép noài, neáu noài coù oác vaën thì phaûi vaën theo töøng caëp ñoái xöùng nhau. 
- Baät coâng taéc ñieän baét ñaàu ñun noài haáp. 
- Khi aùp suaát trong noài leân ñeán aùp suaát caàn haáp thì baét ñaàu tính thôøi gian. 
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- Khi ñuû thôøi gian khöû truøng, taét ñieän, chôø nhieät ñoä vaø aùp suaát haï xuoáng giaù trò 0 môùi 
môû naép ñeå traùnh gaây tai naïn hoaëc traùnh aùp suaát thay ñoåi ñoät ngoät laøm hoûng moâi 
tröôøng. 
Caùc bình tam giaùc, chai loï, oáng nghieäm chöùa moâi tröôøng tröôùc khi ñöôïc khöû truøng 

baèng phöông phaùp nhieät aåm caàn ñöôïc ñaäy chaët nhöng baûo ñaûm cho pheùp khoâng khí vaø hôi 
nöôùc thoâng qua baèng caùch duøng nuùt boâng khoâng thaám nöôùc, nuùt silicon. 

Thoâng thöôøng, caùc hoäp petri hoaëc nuùt boâng coøn ñöôïc bao goùi baèng giaáy hoaëc giaáy 
nhoâm ñeå traùnh nguy cô nhieãm sau khi khöû truøng 

Sau khi haáp, caùc hoäp petri caàn ñöôïc saáy khoâ tröôùc khi duøng. 
1.2. Khöû truøng duïng cuï thuyû tinh baèng phöông phaùp nhieät khoâ. 

Caùc hoäp petri, oáng huùt thuyû tinh beàn vôùi nhieät coù theå ñöôïc khöû truøng baèng 
phöông phaùp saáy ôû 1700C trong 2 giôø trong tuû saáy. Trong tröôøng hôïp naøy, caùc oáng huùt 
caàn ñöôïc nheùt nuùt boâng khoâng thaám nöôùc ôû ñaàu huùt. Hoäp petri, oáng huùt, caùc duïng cuï 
caàn khöû truøng khaùc ñöôïc goùi kín baèng giaáy hoaëc baèng nhoâm tröôùc khi saáy. 

2. Noäi dung thöïc haønh 
Sinh vieân thöïc taäp laøm nuùt boâng, goùi petri vaø haáp khöû truøng treân caùc thieát bò saáy vaø 

noài haáp aùp löïc. 

3. Vaät lieäu 
- Bình tam giaùc, oáng nghieäm, hoäp petri, oáng huùt 
- Boâng khoâng thaám, giaáy goùi 
- Tuû saáy, noài haáp aùp suaát. 

4. Thöïc haønh 
- Laøm nuùt boâng oáng nghieäm, bình tam giaùc, ñaàu oáng huùt. 
- Goùi hoäp petri 
- Saáy vaø haáp khöû truøng. 

 
BAØI 4. 
KYÕ THUAÄT TAÏO KHUAÅN LAÏC ÑÔN. 
 

1. Nguyeân taéc 
Vi sinh vaät hieän dieän trong töï nhieân laø taäp hôïp cuûa nhieàu quaàn theå. Vieäc nghieân cöùu 

moät quaàn theå vi sinh vaät nhaát ñònh trong quaàn xaõ seõ phuï thuoäc nhieàu vaøo khaû naêng phaân laäp 
ñeå taïo chuûng thuaàn. 

Haàu heát caùc phöông phaùp taïo chuûng thuaàn ñeàu döïa treân moät soá kyõ thuaät pha loaõng 
keát hôïp vôùi ñieàu kieän nuoâi caáy choïn loïc taïo öu theá taêng tröôûng cho chuûng quan taâm. Coù 
moät soá phöông phaùp pha loaõng sau: 

- Phöông phaùp hoäp ria : laø phöông phaùp pha loaõng höõu hieäu vaø deå thöïc hieän nhaát. 
Hoãn hôïp vi sinh vaät ñöôïc traõi vaø ria treân beà maët moâi tröôøng sao cho caùc teá baøo rieâng 
bieät taùch nhau ra. Sau khi ñöôïc uû trong tuû aáp moät khoaûng thôøi gian nhaát ñònh (tuyø 
theo chuûng vi sinh vaät maø chuùng ta tieán haønh phaân laäp), moãi teá baøo phaùt trieån thaønh 
khuaån laïc ñôn. 
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- Phöông phaùp hoäp traûi : laø phöông phaùp pha loaõng baäc 10 dòch chöùa vi sinh vaät thaønh 
caùc möùc pha loaõng khaùc nhau sau ñoù traõi ñeàu treân moâi tröôøng nuoâi caáy baèng que 
ñaåy (ñuõa tam giaùc) 

Möùc ñoä thuaàn khieát cuûa chuûng coù theá ñöôïc kieåm tra nhö sau: 
- Vieäc taïo ra hoäp ria töø khuaån laïc ñôn cuûa chuûng thuaàn chæ taïo ra moät loaïi khuaån laïc 

duy nhaát treân beà maët moâi tröôøng coù hình thaùi gioáng vôùi khuaån laïc cuûa chuûng ban 
ñaàu. 

- Moãi khuaån laïc ñôn chæ chöùa moät loaïi teá baøo coù hình thaùi hieån vi gioáng nhau 
Trong thao taùc taïo khuaån laïc ñôn caàn löu yù haïn cheá thaáp nhaát nguy cô bò nhieãm 

2. Noäi dung thöïc haønh 
Sinh vieân thöïc haønh taïo khuaån laïc ñôn baèng hoäp ria vaø hoäp traõi. 
- Taïo hoäp ria : Duøng que caáy voøng laáy maãu vi sinh vaät töø moät khuaån laïc ñaõ xuaát 

hieän ñóa peptri sau ñoù ria treân beà maët moâi tröôøng thaïch theo caùc ñöôøng hình sinh hoaëc zich 
zaéc. 

- Taïo hoäp traõi : laáy 0.1ml hoaëc 1m dung dòch vi sinh vaät töø dòch loûng cho vaøo ñóa 
peptri ñaõ coù saün moâi tröôøng nuoâi caáy. Sau ñoù duøng ñuõa tam giaùc daøn ñeàu gioït dòch treân beà 
maët ñóa peptri. 
Ghi chuù : Sau khi caáy xong nhôù laät uùp ñóa peptri laïi sao cho beà maët coù moâi tröôøng naèm 
phía beân treân. Vieäc naøy giuùp traùnh ñöôïc hieän töôïng ñoïng hôi nöôùc treân moâi tröôøng nuoâi caáy 
coù theå gaây nhieãm. Ghi ngaøy thaùng, kyù hieäu maãu vaø teân ngöôøi caáy leân ñóa peptri hoaëc oáng 
nghieäm 

3. Vaät lieäu 
- Que caáy voøng, ñuõa tam giaùc, hoäp petri moâi tröôøng thaïch 
- Ñeøn coàn, coác thuyû tinh chöùa coàn 
- Pipetman vaø ñaàu tip 0.2ml voâ truøng 
- Oáng gioáng E. coli 

4. Thöïc haønh 
4.1. Kyõ thuaät hoäp ria 
- Duøng que caáy thao taùc voâ truøng 
- Ria caùc ñöôøng treân hoäp petri. Sau moãi ñöôøng ria, ñoát khöû truøng que caáy vaø laøm 

nguoäi tröôùc khi thöïc hieän ñöôøng ria tieáp theo. 
- Goùi hoäp petri, uû ôû 370C trong tuû aám 2 ngaøy. 
4.2. Kyõ thuaät hoäp traûi 
- Duøng pipetman vaø ñaàu tip voâ truøng, thao taùc voâ truøng, chuyeån 0.1ml dòch chöùa hoãn 

hôïp vi sinh vaät leân beà maët moâi tröôøng trong hoäp petri. 
- Duøng ñuõa tam giaùc ñaõ khöû truøng, traûi ñeàu vi sinh vaät leân treân beà maët moâi tröôøng. 
- Goùi hoäp petri, uû ôû 370C trong tuû aám 2 ngaøy. 
4.3. Kyõ thuaät caáy vaøo oáng thaïch nghieâng 
- Duøng que caáy voøng ñaõ khöû truøng, laáy moät ít vi sinh vaät töø moät khuaån laïc coù treân ñóa 

peptri, sau ñoù caáy theo ñöôøng hình sin töø döôùi leân, ñaäy nuùt boâng laïi vaø giöõ trong tuû 
aám. Tröôùc vaø sau khi caáy caàn phaûi khöû truøng mieäng oáng nghieäm. 
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BAØI 5 
PHÖÔNG PHAÙP THU MAÃU, BAÛO QUAÛN MAÃU. 
PHÖÔNG PHAÙP BAÛO QUAÛN GIOÁNG VI SINH VAÄT, QUAN SAÙT VI 
SINH VAÄT. 
 
I. PHÖÔNG PHAÙP THU MAÃU 

1. Laáy maãu ñaát ñeå phaân tích 
1.1. Nguyeân taéc 
 Moïi duïng cuï laáy maãu ñeàu phaûi voâ truøng, maãu laáy veà phaûi ñöôïc baûo quaûn ngay trong 
ñieàu kieän nhieät ñoä 40C ôû tuû laïnh, vaø phaûi phaân tích chaäm nhaát sau 1 tuaàn baûo quaûn. Tröôùc 
khi phaân tích phaûi ñaët maãu vaøo ñieàu kieän thuaän lôïi veà nhieät ñoä ñeå vi sinh vaät coù trong maãu 
ñaát hoaït ñoäng trôû laïi bình thöôøng (ñeå maãu ôû 28 – 300C trong tuû aám töø ñeâm hoâm tröôùc neáu 
nhö hoâm sau phaân tích). Toát nhaát laø phaân tích ngay trong phoøng thí nghieäm sau khi laáy maãu 
veà. 
1.2. Caùc phöông phaùp laáy maãu ñaát. 
 Neáu nghieân cöùu vi sinh vaät theo ñoä saâu cuûa ñaát thì phaûi laáy theo ñoä saâu cuûa phaãu 
dieän ñaát, laáy theo taàng phaùt sinh. Trong taát caû moïi tröôøng hôïp phaûi loaïi boû lôùp ñaát treân maët 
(1-3cm) vì lôùp ñaát naøy ñaõ bò xaâm chieám bôûi caùc vi sinh vaät beân ngoaøi. Maãu ñöôïc laáy baèng 
duïng cuï voâ truøng (hô duïng cuï vaøo löûa hoaëc lau baèng coàn tröôùc khi laáy maãu). Cuõng coù theå 
khöû truøng baèng chính lôùp ñaát ôû taàng caàn laáy maãu, sau ñoù laáy maãu ñaát ngay ôû taàng ñoù. 
 Khi laáy maãu treân dieän roäng thì phaûi laáy nhieàu maãu theo ñöôøng cheùo cuûa khu ñaát, 
moãi maãu chöøng 0.5-1kg, caùc maãu ñöôïc troän ñeàu vôùi nhau sau ñoù laáy 0.5-1kg cho vaøo vaät 
chöùa voâ truøng. Treân dieän tích 100-200m2 caàn laáy töø 8-10 maãu, sau ñoù laáy trung bình. Phaûi 
ghi roõ ñòa ñieåm, ngaøy thaùng, thôøi gian, ñaëc ñieåm nôi laáy maãu. 
1.3. Chuaån bò maãu ñeå phaân tích. 

Maãu phaûi ñöôïc troän ñeàu, caân 10g ñaát cho vaøo bình tam giaùc hoaëc oáng ñong chöùa 
90ml nöôùc caát voâ truøng (ta ñöôïc dung dòch coù ñoä pha loaõng 10-1), sau ñoù tieán haønh pha 
loaõng dòch huyeàn phuø.  

- Laáy 1 ml dung dòch 10-1 cho vaøo 9 ml nöôùc caát ta ñöôïc dung dòch 10-2 
- Laáy 1 ml dung dòch 10-2 cho vaøo 9 ml nöôùc caát ta ñöôïc dung dòch 10-3 
- Vaø cöù tieáp tuïc laøm nhö vaäy cho ñeán dung möùc pha loaõng caàn thieát  
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1.4. Phöông phaùp ñeám soá löôïng vi khuaån. 

- Coù theå ñeám tröïc tieáp trong buoàng ñeám döôùi kính hieån vi. 
- Hoaëc ñeám khuaån laïc ñöôïc taïo thaønh (CFU – Colony Forming Unit – ñôn vò hình 

thaønh khuaån laïc). Ñoä pha loaõng ñöôïc coi laø toát nhaát ñeå caáy treân moâi tröôøng ñaëc khi 
moâi tröôøng ñaëc phaùt hieän töø 30-300 khuaån laïc. Neáu soá löôïng khuaån laïc naøy nhoû hôn 
10 thì keát quaû phaûi loaïi boû. Soá löôïng teá baøo vi sinh vaät coù trong 1g ñaát khoâ (hoaëc cô 
chaát) ñöôïc tính theo coâng thöùc: 

 
 
 
 

 
Trong ñoù :  
B : Soá löôïng CFU/g ñaát khoâ (hay cô chaát) 
A : Soá löôïng CFU trung bình ôû ñoä pha loaõng toát nhaát (30-300 CFU/hoäp petri) 

           A.DF 
B =  
  W
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DF : Ñoä pha loaõng 
W : Troïng löôïng khoâ cuûa 1g ñaát (cô chaát) khi phaân tích. 
1.5. Phöông phaùp xaùc ñònh soá löôïng vi sinh vaät nuoâi caáy trong moâi tröôøng loûng. 

Moâi tröôøng loûng ñöôïc phaân vaøo caùc oáng nghieäm, sau ñoù ñem khöû truøng. Caáy dòch ôû 
caùc ñoä pha loaõng khaùc nhau cuûa maãu nghieân cöùu vaøo oáng nghieäm, moãi ñoä pha loaõng laëp laïi 
töø 3 – 5 laàn vaø nuoâi trong tuû aám ôû nhieät ñoä thích hôïp. Sau thôøi gian nuoâi trong tuû aám mang 
ra xaùc ñònh soá löôïng vi sinh vaät theo baûng MPN (Most probable numbers – Soá löôïng coù 
khaû naêng nhaát). 

Caùc tra baûng : ghi cuï theå söï xuaát hieän vi sinh vaät ôû moãi ñoä pha loaõng cuûa maãu. Ví 
duï : moãi ñoä pha loaõng caáu laëp laïi 5 laàn, sau khi nuoâi caáy xaùc ñònh soá oáng coù xuaát hieän vi 
sinh vaät. 

Ñoä pha loaõng Soá oáng nghieäm phaùt hieän 
coù vi sinh vaät 

Chæ soá 

10-2 5  
10-3 5 1 
10-4 4 2 
10-5 2 3 
10-6 0  

Nhö vaäy chæ soá xuaát hieän laø 5, 4, 2 ôû ñoä pha loaõng trung bình laø 10-4. Töø ñoù tra baûng 
coù soá 2,2. Caùc tra baûng : tìm chæ soá N1 = 5, N2 = 4, hai chæ soá naøy thaúng haøng ngang tìm N3 
= 2, chieáu thaúng goùc chæ soá 2 ôû N3 vôùi chæ soá 5, 4 ôû baûng ngang ta ñöôïc 2,2. Chæ soá naøy laø 
chæ soá soá luowngj coù khaû naêng nhaát cuûa vi sinh vaät ñöôïc nuoâi caáy ôû ñoä pha loaõng trung bình 
cuûa dòch nuoâi caáy (10-4). Vaäy ôû ñoä pha loaõng  10-4 coù soá löôïng vi sinh vaät laø 22.000 CFU/g 
ñaát (hoaëc cô chaát) (2,2 x 10.000 = 22.000). Neáu bieát ñöôïc ñoä aåm cuûa maãu thì coù theå tính 
ñöôïc soá löôïng cuûa vi sinh vaät coù trong 1g ñaát khoâ hoaëc coù chaát. 
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Baûng xaùc ñònh soá löôïng coù khaû naêng nhaát 
(Table of Most Probable Numbers – MPN) 

Soá chæ soá N3 
N1 N2 0 1 2 3 4 5 
0 0 - 0.018 0.036 0.054 0.072 0.090 
0 1 0.018 0.036 0.055 0.073 0.091 0.11 
0 2 0.037 0.055 0.074 0.092 0.11 0.13 
0 3 0.056 0.074 0.093 0.11 0.13 0.15 
0 4 0.075 0.094 0.11 0.13 0.15 0.17 
0 5 0.094 0.11 0.13 0.15 0.17 0.19 
        

1 0 0.020 0.040 0.060 0.080 0.10 0.12 
1 1 0.040 0.061 0.081 0.10 0.12 0.14 
1 2 0.061 0.082 0.10 0.12 0.15 0.17 
1 3 0.083 0.10 0.13 0.15 0.17 0.19 
1 4 0.11 0.13 0.15 0.17 0.19 0.22 
1 5 0.13 0.15 0.17 0.19 0.22 0.24 
        

2 0 0.045 0.068 0.091 0.12 0.14 0.16 
2 1 0.068 0.091 0.12 0.14 0.17 0.19 
2 2 0.093 0.12 0.14 0.17 0.19 0.22 
2 3 0.12 0.14 0.17 0.20 0.22 0.25 
2 4 0.15 0.17 0.20 0.22 0.25 0.28 
2 5 0.17 0.20 0.23 0.26 0.29 0.32 
        

3 0 0.078 0.11 0.13 0.16 0.20 0.23 
3 1 0.11 0.14 0.17 0.20 0.23 0.27 
3 2 0.14 0.17 0.20 0.24 0.27 0.31 
3 3 0.17 0.21 0.24 0.28 0.31 0.35 
3 4 0.21 0.24 0.28 0.32 0.36 0.40 
3 5 0.25 0.29 0.32 0.37 0.41 0.45 
        

4 0 0.13 0.17 0.21 0.25 0.30 0.36 
4 1 0.17 0.21 0.26 0.31 0.36 0.42 
4 2 0.22 0.26 0.32 0.38 0.44 0.50 
4 3 0.27 0.33 0.39 0.45 0.52 0.59 
4 4 0.34 0.40 0.47 0.54 0.62 0.69 
4 5 0.41 0.48 0.56 0.64 0.72 0.81 
        

5 0 0.23 0.31 0.43 0.58 0.76 0.95 
5 1 0.33 0.46 0.64 0.84 1.1 1.3 
5 2 0.49 0.70 0.95 1.2 1.5 1.8 
5 3 0.79 1.1 1.4 1.8 2.1 2.5 
5 4 1.3 1.7 2.2 2.8 3.5 4.3 
5 5 2.4 3.5 5.4 9.2 16 - 

 
II. BAÛO QUAÛN GIOÁNG VI SINH VAÄT  

1. Nguyeân taéc. 
Sau khi ñaõ taïo ñöôïc chuûng thuaàn, chuûng caàn ñöôïc baûo quaûn baèng caùc phöông phaùp 

thích hôïp cho nhöõng nghieân cöùu tieáp theo. Phöông phaùp baûo quaûn caàn ñaûm baûo ñöôïc söùc 



 16

soáng vaø ngaên ngöøa nhöõng thay ñoåi veà di truyeàn, sinh lyù cuûa gioáng. Coù moät soá phöông phaùp 
baûo quaûn gioáng nhö : caáy chuyeàn, giöõ laïnh hoaëc laïnh saâu vaø laøm khoâ. 

Caáy chuyeàn laø phöông phaùp giöõ gioáng ñôn giaûn nhaát. Vi sinh vaät ñöôïc caáy chuyeàn 
vaø giöõ trong oáng thaïch nghieâng. Vi sinh vaät kî khí thì caáy saâu vaøo trong thaïch taïo ñieàu kieän 
khoâng coù oxy. 

Nhöôïc ñieåm cuûa phöông phaùp caáy chuyeàn laø coù nguy cô laøm thay ñoåi di truyeàn vaø 
sinh lyù cao, ñoàng thôøi laøm maát thôøi gian, ñaëc bieät laø khi caàn baûo quaûn vôùi soá löôïng lôùn. 
Phöông phaùp naøy chæ duøng ñeå giöõ gioáng trong thôøi gian ngaén, phaûi caáy chuyeàn caùch vaøi 
tuaàn. Neáu giöõ ôû nhieät ñoä thaáp hôn coù theå baûo quaûn laâu hôn keùo daøi 3-5 thaùng. 

Neáu duøng tuû laïnh saâu hoaëc nitrogen loûng nhöng phaûi laøm laïnh nhanh ñeå traùnh söï 
hình thaønh tinh theå nöôùc trong teá baøo laøm cheát teá baøo. Ngoaøi ra, ngöôøi ta coøn söû duïng 
glycerol ñeå baûo veä teá baøo khi baûo quaûn laïnh saâu. 

2. Noäi dung thöïc haønh 
Sinh vieân thöïc haønh baûo quaûn gioáng baèng phöông phaùp caáy chuyeàn vaø baûo quaûn vi 

sinh vaät trong tuû laïnh saâu. 

3. Vaät lieäu 
- Que caáy voøng, ñeøn coàn 
- Oáng thaïch nghieâng nöôùc pepton 

4. Thöïc haønh. 
Tieán haønh caáy chuyeàn vi sinh vaät töø moâi tröôøng raén sang loûng, raén sang raén, loûng 

sang raén. 
 
III. PHÖÔNG PHAÙP QUAN SAÙT VI SINH VAÄT 

1.  Nguyeân taéc  
Tuyø theo kích thöôùc, vi sinh vaät coù theå ñöôïc quan saùt baèng maét thöôøng, hoaëc caàn 

ñeán nhöõng thieát bò ñaëc bieät nhö kính luùp, kính hieån vi… 
Kính hieån vi laø coâng cuï quan troïng trong nghieân cöùu hình thaùi vaø nhaän dieän vi sinh 

vaät. Kính hieån vi ñöôïc thieát keá nhaèm ñaùp öùng nhöõng yeâu caàu cho pheùp phoùng ñaïi vaø quan 
saùt roõ, thaät caùc ñoái töôïng vi sinh vaät. Moät soá kính hieån vi thöôøng gaëp 

- Kính hieån vi soi noãi : laø daïng kính luùp coù ñoä phoùng ñaïi töø 10-60 laàn ñeå quan saùt 
nhöõng ñoái töôïng coù kích thöôùc lôùn hoaëc quan saùt khuaån laïc treân moâi tröôøng thaïch. 
Nguoàn saùng ñöôïc chieáu töø treân xuoáng (moät vaøi tröôøng hôïp chieáu töø döôùi leân) vaø 
phaûn xaï vaøo kính, nhôø theá ta coù theå quan saùt vaät theå ôû traïng thaùi khoâng gian 3 chieàu. 

- Kính hieån vi quang hoïc : ñoä phoùng ñaïi coù theå leân ñeán 2000 laàn, duøng ñeå quan saùt vi 
sinh vaät coù kích thöôùc nhoû. Aùnh saùng chuû yeáu ñöôïc chieáu töø döôùi leân. 

- Kính hieån vi ñoái pha : ñeå quan saùt vi sinh vaät soáng khoâng nhuoäm maøu. 
- Kính hieån vi huyønh quang : kính ñöôïc trang bò boä nguoàn caùc aùnh saùng kích thích coù 

ñoä daøi soùng khaùc nhau ñeå kích thích taïo huyønh quang. Phaàn lôùn caùc sinh vaät khoâng 
coù khaû naêng phaùt huyønh quang hoaëc coù raát yeáu. Vì theá, ngöôøi ta thöôøng nhuoäm teá 
baøo baèng caùc phaåm nhuoäm huyønh quang khaùc nhau ñeå quan saùt. Lôïi ñieåm cuûa kính 
naøy laø coù theå quan saùt, theo doõi söï chuyeân bieät caùc baøo quan hoaëc phaân töû ñang 
quan taâm trong khi teá baøo vaãn soáng, taêng tröôûng. 
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2. Noäi dung thöïc haønh 
Sinh vieân thöïc haønh caùc phöông phaùp söû duïng kính hieån vi ñeå quan saùt : vi khuaån, 

xaï khuaån, naám men, naàm moác…ôû traïng thaùi soáng vaø traïng thaùi nhuoäm maøu. 
Nhuoäm maøu ñeå quan saùt  
-  Nhuoäm baèng thuoác nhuoäm xang methylen hay fucshin 1%. 
- Nhuoäm baèng thuoác nhoämlactofucshin (100ml acid lactic : 0.05 gram fucshin). 
Nhuoäm maøu Gram 
1. Coá ñònh maãu baèng ngoïn löûa ñeøn coàn 
2. Nhuoäm maøu baèng dung dòch tím tinh theå (crystal violet) trong 1 phuùt, sau ñoù röûa 

baèng nöôùc caát. 
3. Nhuoäm maøu baèng dung dòch iod (dung dòch lugol) trong 1 phuùt, sau ñoù röûa baèng 

nöôùc caát. 
4. Nhoû coàn 950 cho ñeán maát maøu, sau ñoù röûa baèng nöôùc caát. 
5. Nhuoäm maøu baèng thuoác nhuoäm ñoû (safranin hay fuchsin Ziehl) trong 30-60 giaây, 

sau ñoù röûa baêng nöôùc caát vaø quan saùt. 

3. Vaät lieäu 
- Thuoác nhuoäm Gram 
- Phaåm nhuoäm xanh methylen hay fuchsin (1%) 
- Lame, lamelle, pipette, giaáy loïc, giaáy thaám, que caáy 
- Ñeøn coàn 
- Kính hieån vi quang hoïc, soi noãi 
- Naám : naám men; vi khuaån, xaï khuaån 

4. Thöïc haønh 
4.4. Quan saùt naám men, vi khuaån baèng kính hieån vi 
a. Caùch söû duïng kính hieån vi quang hoïc : Baät nguoàn saùng vaø chænh nguoàn saùng ñeå coù 

ñöôïc aùnh saùng xuyeân qua maãu vaät. Luùc ñaàu ñeå vaät kính 10 roài ñieàu chænh nuùm sô 
caáp vaø vi caáp ñeå thaáy ñöôïc hình töôïng cuûa maãu vaät sau ñoù chuyeån qua vaät kính 40 
ñeå quan saùt roõ hôn. Chuù yù khi ñaõ chænh qua vaät kính 40 thì chæ duøng vi caáp ñeå ñieàu 
chænh kính. 

b. Quan saùt traïng thaùi soáng : cho 1 gioït nöôùc vaø laeâ kính loõm, sau ñoù cho maãu vi sinh 
vaät vaøo gioït nöôùc roài duøng lamelle ñeå ñaäy treân beà maët lame loõm, ñaët vaøo kính hieån 
vi ñeå quan saùt. 

c. Quan saùt traïng thaùi nhuùng chìm : ÔÛ traïng thaùi naøy chuùng ta coù theå cho moät gioït 
thuoác nhuoäm xanh methylen hay fucshin leân treân beà maët lame, sau ñoù cho maãu vi 
sinh vaät vaøo traõi ñeàu treân gioït thuoác nhuoäm baèng que caáy voøng, ñaët lamelle leân beà 
maët lame ñaõ coù vi sinh vaät ñöôïc nhuoäm maøu, duøng giaáy thaám huùt thuoác nhuoäm ra, 
ñaët leân kính ñeå quan saùt. 

4.5. Quan saùt naám moác vaø xaï khuaån 
a. Caùch söû duïng kính hieån vi soi noåi 
b. Quan saùt thoâ 
c. Quan saùt moät soá tieâu baûn naám moác thöôøng gaëp 
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PHAÀN 2 : VI SINH MOÂI TRÖÔØNG 

 

PHAÙT HIEÄN VAØ ÑÒNH LÖÔÏNG VI SINH VAÄT 
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Baøi 6 
XAÙC ÑÒNH SOÁ LÖÔÏNG VI KHUAÅN  (Bacteria) 
 
- Laáy maãu vaø chuaån bò phaân tích nhö ôû phaàn I. Maãu chöa phaân tích ñöôïc ngay nhaát thieát 

phaûi baûo quaûn ôû 40C vaø phaûi phaân tích chaäm nhaát sau 1 tuaàn baûo quaûn . 
- Moâi tröôøng nuoâi caáy : Asparagin- manitol- agar . (g.l-1)  
 

K2HPO4 1.0 
KNO3 0.5 
MgSO4.6H2O 0.2 
CaCl2.6H2O 0.1 
NaCl 0.1 
FeCl3.6H2 O 0.005 (veát ) 
Asparagin  0.5 
Manitol 1.0 
Agar 10.0 
Nöôùc caát  1 lít 
pH 7.4 
               

Nuoâi caáy ôû nhieät ñoä 280 C, trong thôøi gian 7 ngaøy, chæ tính keát quaû ôû caùc hoäp petri 
coù soá löôïng khuaån laïc 30- 300/hoäp .Tính keát quaû theo coâng thöùc tính ôû phaàn 1 

I.  Xaùc ñònh soá löôïng cuûa xaï khuaån (Actinomycetes)  
Caùc böôùc chuaån bò maãu ñaát ñeå phaân tích nhö phaàn I  
Moâi tröôøng nuoâi caáy 1: Glycerol – Agar  

Thaønh phaàn moâi tröôøng ( g.l-1)  
 

Glycerol 10.0 
Asparaginat  natri 1.0 
K2HPO4 1.0 
Agar 15.0 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 7.4 
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Moâi tröôøng 2: Moâi tröôøng Gause 1 
Thaønh phaàn moâi tröôøng (g .l-1)  

KNO3 1.0 
K2HPO4 0.5 
MgSO4.7 H2O  0.5 
NaCl 0.5 
FeSO 4.7H2O  0.01 
Agar  15.0 
Tinh Boät  20.0 
Nöôùc Caát  1lít  
pH 7.4 
 
Moâi tröôøng 3 : Glucose – asparagin  

Thaønh phaàn moâi tröôøng (g .l-1)  

Glucose  10.0 
Aparagin 0.5 
K2HPO4 0.5 
Agar 15.0 
Tinh boät  20.0 
Nöôùc caát  1lít 
pH 6.8  
 

Moâi tröôøng 4: moâi tröôøng tinh boät tan  

Thaønh phaàn moâi tröôøng ( g.l-1) : 

Tinh boät  10.0 
NaNO3 1.0 
K2HPO4 0.3 
NaCl 0.5 
MgCO3 1.0 
Agar 15.0 
Nöôùc caát  1lít  
 

Nuoâi trong tuû aám nhieät ñoâ 270 C, sau 7- 10 ngaøy xaùc ñònh, khuaån laïc cuûa xaï khuaån 
nhoû vaø baùm chaët vaøo moâi tröôøng nuoâi caáy, vì vaäy khi ñeám phaûi duøng que caáy gaït nheï treân 
beà maët moâi tröôøng môùi phaùt hieän ñöôïc . 

Tính toaùn soá löôïng xaï khuaån theo coâng thöùc tính ôû phaàn I. 

 

II. Xaùc ñònh soá löôïng cuûa vi naám ôû trong ñaát ( Fungi )  
Phöông phaùp laáy maãu vaø chuaån bò maãu ñaát ñeå phaân tích nhö phaàn chuaån bò cho phaân 

tích vi khuaån vaø xaï khuaån  

*Moâi tröôøng 1: pepton – glucose - agar + rose benga lvaø streptomycin (g .l-1)  
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KH2PO4  1.0 
MgSO4- 7H2O  0.5 
Pepton  5.0 
Glucose  10.0 
Agar 20.0 
Rose bengal  1ml ôû ñoä pha loaõng .1: 300 cho 100ml moâi tröôøng 
Streptomycin  30 microgam/ml moâi tröôøng  
Nöôùc caát  1 lít  

Pha rose bengal vaø streptomycin ñeàu pha loaõng trong nöôùc caát, pha 1g rose-bengal 
trong 300ml nöôùc caát. Söû duïng 1ml dung dòch naøy (1:300) cho 100ml moâi tröôøng. 

Chuaån bò dung dòch streptomycin : laáy 0,3 g streptomycin cho vaøo bình ñònh möùc 
100ml vaø leân theå tích baèng nöôùc caát, khöû truøng dung dòch, caát baûo quaûn trong tuû laïnh khi söû 
duïng laáy 1ml cho vaøo 100ml moâi tröôøng. Nhö vaäy ta ñöôïc 30 microgam streptomycin/ml 
moâi tröôøng . 

Moâi tröôøng 2 : moâi tröôøng Czapek ( g.l-1 ) :  

NaNO3  3.0 
K2HPO4 1.0 
KCl  0.5 
MgSO4.7H2O  0.5 
Sacarose 30.0 
FeSO4 0.01 
Agar 20.0 
Nöôùc caát  1lít  
 

Sau khi khöû truøng, moâi tröôøng ñöôïc laøm chua baèng caùch cho 1.8 ml acid lactic. Sau 
2- 3 ngaøy ñeám sô boä khuaån laïc vaø vi naám  

Sau  5- 7 ngaøy thì phaân bieät ñöôïc roõ ñeán gioáng : penicillium, Aspergillus, Fusarium, 
Alterharia… 
 

Moâi tröôøng 3: pepton – glucose – agar (g.l-1)  

Glucose  10.0 
Pepton 5.0 
KH2PO4 1.0 
MgSO4.7H2O  0.5 
Agar 20.0 
Nöôùc caát  1lít  

 
Khi söû duïng xong nhieät ñoä moâi tröôøng oå ñònh ôû 480C thí neân theâm 1ml H2SO4 

0,5N/100ml moâi tröôøng vaø söû duïng ngay. 
Moâi tröôøng 4 : khoai taây – glucose - agar ( g.l-1)  
 200g khoai  taây vaø 500ml nöôùc caát cho vaøo bình tam giaùc khöû truøng 1h loïc qua vaûi 
maøn laáy nöôùc vaø theâm 20g glucose + 15g agar boå xung nöôùc caát cho ñuû 1 lít, khöû truøng vaø 
söû duïng  
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Ñeå öùc cheá söï phaùt trieån cuûa vi khuaån ngoaøi vieäc söû duïng rose bengal vaø 
streptomycin coøn coù theå söû duïng caùc chaát khaùc nhö NaCNS (0,25- 0,4 g/lít) oxytetracylin , 
clotetracylin  (2- 5mg/lít ), neomycin, polymycin,…(50mg/lít)  
Sau thôøi gian nuoâi caáy trong tuû aám ,choïn nhöõng hoäp petricoù naám phaùt trieån töø 10-100 CFU 
/hoäp petri ñeå xaùc ñònh. 

Tính toaùn keát quaû soá löôïng naám/g ñaát khoâ cuõng töông töï nhö ñoái vôùi vi khuaån vaø xaï 
khuaån  

III.  Xaùc ñònh vi sinh vaät toång soá treân moâi tröôøng TPA : nöôùc chieát thòt 
( T) pepton (P) – agar (A-thaïch )  

Ñaây laø moâi tröôøng giaøu chaát dinh döôõng cho pheùp phaùt trieån nhieàu loïai vi sinh vaät dò 
döôõng, coù nhieàu nhoùm sinh lyù vaø nhoùm phaân loïai khaùc nhau cuûa vi sinh vaät phaùt trieån treân 
moâi tröôøng naøy. Caùc vi khuaån gram aâm khoâng sinh noäi baøo töû thuoäc caùc gioáng 
Pseudomonas vaø Achromobacter, caùc tröïc khuaån gram döông sinh baøo töû thuoäc loïai gioáng 
Bacillus, caàu khuaån thuoäc caùc gioáng Micrococcus vaø Sarcina, caùc loïai vi khuaån phaân nhaùnh 
(gioáng Mycobacterrium) moät soá xaï khuaån baäc cao (gioáng Actinomyces,  streptomyces) vaø 
caùc naám khuaån ty nhö :Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Alternaria .  

Thaønh phaàn moâi tröôøng TPA (g.l –1)   

Cao thòt  3.0  
Pepton 10.0 
NaCl 5.0 
Agar 20.0 
pH 7.4 – 7.6 ñieàu chænh baèng NaOH 10% 
 

Caùc böôùc tieán haønh chuaån bò nuoâi caáy nhö ñaõ trình baøy ôû phaàn I. Nhieät ñoä nuoâi caáy 
27- 300C, ñeám caùc keát quaû vaøo ngaøy thöù 3 vaø thöù  4.  
 Sau khi xaùc ñònh toång soá vi sinh vaät, tieán haønh xaùc ñònh soá löôïng rieâng bieät cuûa caùc 
nhoùm vi sinh vaät hình thaønh baøo töû vaø khoâng hình thaønh baøo töû. 

PHAÀN THÖÏC HAØNH. 
Sinh vieân tieán haønh phaân laäp nuoâi caáy vi khuaån treân 2 moâi tröôøng sau: 

1. Moâi tröôøng Gause (duøng ñeå nuoâi caáy xaï khuaån) 
2. Moâi tröôøng Czapek (duøng ñeå nuoâi caáy vi naám) 

Vieát baùo caùo caùc keát quaû ñaït ñöôïc. 
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Baøi 7 
NHOÙM VI KHUAÅN AMON HOAÙ  
VAØ VI KHUAÅN SÖÛ DUÏNG NITÔ KHOAÙNG 

I. Xaùc ñònh soá löôïng nhoùm vi khuaån amon hoùa hình thaønh baøo töû 
(Bacillus )  
 Dòch nuoâi caáy sau khi ñaõ pha loaõng ôû caùc ñoä pha loaõng, khaùc nhau caàn phaûi dieät caùc 
vi khuaån khoâng ñònh hình thaønh baøo töû baèng caùch ñaët caùc oáng thí nghieäm coù chöùa dung dòch 
pha loaõng vaøo nöôùc noùng ôû 800C trong thôøi gian 10 phuùt, sau thôøi gian khöû truøng thì dòch 
nuoâi caáy chæ coøn laïi vi sinh vaät hình thaønh baøo töû. 
Moâi tröôøng 1: TPA + MN (nöôùc chieát thòt – pepton – agar + nöôùc maïch nha) 

Thaønh phaàn moâi tröôøng (g.l-1)  

Cao thòt  3.0 
Cao maïnh nha  3.0 
Pepton 5.0 
NaCl 2.5 
Agar 20.0 
pH 7 – 7.2 
 

Cao thòt vaø cao maïch nha theo tæ leä 1:1 
 Nhieät ñoä nuoâi caáy : 27 – 300C, xaùc ñònh sau 48 giôø, ñeám khuaån laïc laïc sô boä, sau ñoù 
ñeå ra ngoaøi tuû aám trong ñieàu kieän nhieät ñoä trong phoøng ñeå caùc nhoùm vi sinh vaät töï phaân ly 
ñeán loaøi.  
- B. mycodes : khuaån laïc  nhaün , phaùt trieån lan boø treân khaép beà maët cuûa moâi tröôøng  
- B. cereus : khuaån laïc nhaün, phaân chia hình soùng ôû meùp ngoøai cuûa khuaån laïc . 
- B. magatherium : khuaån laïc nhaün, nhaøy  
- B. aglomeratus : khuaån laïc nhoû, maøu traéng hay xaùm traéng, ñoâi khi coù maøu xanh xaùm ôû 

xung quanh khuaån laïc. 
- B. idosus : khuaån laïc coù maøu vaøng xaùm, khoâ taïo thaønh maøng treân moâi tröôøng nuoâi caáy. 
- B. mensentericus, B. subtilis : khuaån laïc nhaên nheo, khoâ maøu xaùm saùng hay maøu vaøng 

cafe 
 

Moâi tröôøng 2 : Vi khuaån hình thaønh baøo töû haùo khí (g.l-1) :  

Agar 20.0 
Pepton 1.0 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 6.8 – 7.0 duøng NaOH 10% ñeå ñieàu chænh  
 

Dòch nuoâi caáy phaûi dieät vi sinh vaät khoâng hình thaønh baøo töû. Nuoâi trong tuû aám ôû 
nhieät ñoä 300 C . Sau 4 ngaøy xaùc ñònh. 
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II. Xaùc ñònh nhoùm vi khuaån söû duïng nitô khoaùng  
Moâi tröôøng TAA ( tinh boät  - amon - agar ( thaïch )  

Thaønh phaàn moâi tröôøng (g.l-1)  

Tinh boät  10.0 
(NH4)2SO4 1.0 
K2HPO4  1.0 
MgSO4.H2O  1.0 
NaCl 1.0 
CaCO3 3.0 
Nöôùc caát  1lít  
pH 7.0 
 
 
Phaàn thöïc haønh 
Sinh vieân tieán haønh vieäc phaân laäp vaø nuoâi caáy vi khuaån treân 2 moâi tröôøng sau: 

1. Moâi tröôøng TPA + MN (duøng ñeå xaùc ñònh nhoùm vi khuaån amon hoùa hình thaønh baøo 
töû 

2. Moâi tröôøng TAA (duøng ñeå xaùc ñònh nhoùm vi khuaån söû duïng nitô khoaùng) 
Vieát baùo caùo caùc keát quaû ñaït ñöôïc. 
 
 
Baøi 8 
VI SINH VAÄT PHAÂN GIAÛI CELLULOSE  
VAØ VI SINH VAÄT PHAÂN GIAÛI HÔÏP CHAÁT PHOSPHORE 
 

I. Xaùc ñònh vi sinh vaät phaân giaûi cellulose 
- Laáy maãu vaø chuaån bò phaân tích nhö ôû phaàn I 
- Thieát bò vaø duïng cuï : thoâng thöôøng nhö chuaån bò ñeå phaân tích caùc nhoùm sinh vaät khaùc 

trong phoøng thí nghieäm  
- Caàn phaûi chuaån bò : giaáy loïc coù ñöôøng kính töông ñöông vôùi ñöôøng kính cuûa hoäp petri 

Moâi tröôøng : moâi tröôøng Hutchinson  

Thaønh phaàn moâi tröôøng ( g.l-1 )  

KNO3  2.5 
K2HPO4  1.0 
MgSO4 0.3 
CaCl2  0.1 
NaCl 0.1 
FeCL3 0.01 
Agar 15.0 
Nöôùc caát  1lít  
PH 7.2 –7.3 Duøng NaCO3 20% ñeån ñieåu chænh pH 
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Khöû truøng trong noài haáp vôùi aùp suaát 1 atm trong thôøi gian 30 phuùt. Ñoå moâi tröôøng 

vaøp hoäp loàng ñaõ chuaån bò trong khi moâi tröôøng coøn ôû daïng loûng (450C) trong ñieàu kieän voâ 
truøng, vieäc caáy gheùp dòch huyeàn phuø ôû moãi ñoä pha loaõng thích hôïp vaøo hoäp petri, ñöôïc tieán 
haønh nhö ôû phaàn I, sau khi ñaõ caáy dòch huyeàn phuø vaøo hoäp petri, ta duøng keïp saét voâ truøng 
gaép moät giaáy loïc troøn (töông ñöông vôùi ñoä roäng cuûa hoäp petri) ñaõ voâ truøng ñaët leân beà maët 
thaïch cuûa hoäp vaø duøng que caáy vi sinh vaät ñeàu treân giaáy loïc sao cho giaáy loïc phaûi eùp saùt 
vaøo beà maët thaïch cuûa hoäp laø ñöôïc. Ñaët vaøo trong tuû aám, nuoâi caáy ôû nhieät ñoä 28 – 300 C sau 
10 - 14 ngaøy ñeâm xaùc ñònh keát quaû.  

Ñaùnh giaù keát quaû : vi sinh vaät phaân giaûi cellulose ñöôïc tính laø caùc khuaån laïc moïc 
treân khoang giaáy loïc, vaø soá löôïng vi sinh vaät  (B) trong 1g ñaát khoâ (cô chaát) ñöôïc tính theo 
coâng thöùc  
   
  
     

 
Trong ñoù :   A : Soá löôïng khuaån laïc trung bình /hoäp petri  
 DF : Ñoä pha loaõng  

W : Troïng löôïng khoâ cuûa 1g maãu ñaát (cô chaát) khi phaân tích  
Coâng thöùc tính ñoä aåm cuûa ñaát 
 

100%
2

21 x
m

mm
A

−
=  

m1 : khoái löôïng ñaát tröôùc khi saáy 
m2 : khoái löôïng ñaát sau khi saáy 

 
Coâng thöùc tính soá löôïng teá baøo vi sinh vaät coù trong 1 gam ñaát khoâ tuyeät ñoái 
 

D
XY

−
=

100
100.  

Y : soá löôïng teá baøo vi sinh vaät coù trong 1 gam ñaát khoâ tuyeät ñoái 
X : Soá löôïng teá baøo vi sinh vaät coù trong 1 gam ñaát ban ñaàu 
D : Ñoä aåm cuûa ñaát (%) 

Chuù yù  
Soá löôïng khuaån laïc trung bình ñöôïc tính laø trung bình coäng soá khuaån laïc cuûa caùc 

hoäp ñöôïc caáy töø cuøng ñoä pha loaõng, trong ñoù chæ tính caùc hoäp loàng chöùa töø 15 – 300 khuaån 
laïc. 
- Soá löôïng khuaån laïc trung bình cuõng coù theå ñöôïc tính töø trung bình coäng soá khuaån laïc 

cuûa caùc hoäp ñöôïc caáy töø ñoä pha loaõng keá tieáp nhau baèng caùch tính soá khuaån laïc trung 
bình cuûa moãi ñoä pha loaõng trong ñoù soá khuaån laïc ôû ñoä pha loaõng cao hôn ñöôïc nhaân 
vôùi 10, sau ñoù laáy trung bình coäng cuûa 2 hai giaù trò neâu treân neáu tæ soá giöõa giaù trò lôn vaø 
giaù trò nhoû khoâng lôùn hôn 2. Neáu tæ soá naøy lôùn hôn hai thì laáy giaù trò nhoû laøm keát quaû. 

- Soá löôïng vi sinh vaät /g ñaát ( ml dòch ) ñöôïc bieåu thò baèng moät soá giöõa 1.00 vaø 9.99 nhaân 
vôùi 10n , n laø soá muû thích hôïp cuûa 10.  

           A.DF 
B =  

 W
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II. Xaùc ñònh soá  löôïng nhoùm vi sinh vaät phaân giaûi hôïp chaát phosphore khoù 
tan  
- Vieäc kieåm tra ñaùnh giaù söï coù  maët cuûa nhoùm vi sinh vaät phaân giaûi caùc hôïp chaát laân khoù 

hoaø tan trong ñaát, ñöôïc tieán haønh caùc thuû tuïc laáy maãu vaø chuaån bò maãu ñeå phaân tích 
nhö ôû phaàn I. 

- Moâi tröôøng söû duïng ñeå xaùc ñònh soá löôïng vi sinh vaät phaân giaûi caùc hôïp chaát phosphore 
khoù tan :  

Moâi tröôøng pikovskaia 

Thaønh phaàn moâi tröôøng (g.l-1)  

Glucose 10.0 
Ca3(PO4)2 5.0 
(NH4)2 SO4 0.5 
NaCl 0.2 
MgSO4 0.1 
KCl 0.2 
Cao naáu men  0.5 
MnSO4 Veát  
FeSO4.7H2O  Veát  
Agar 20g 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 7.0 

 
Khöû truøng moâi tröôøng ôû 1atm (1210C) trong 30 phuùt. Kieåm tra ñoä voâ truøng cuûa moâi 

tröôøng sau 2 ngaøy ñeå trong tuû aám, nhieät ñoä 280 - 300C, thuû tuïc caáy tieán haønh nhö phaàn I.  
Tính keát quaû :  
Chæ ñeám caùc vi sinh vaät coù voøng phaân giaûi bao quanh khuaån laïc, coøn caùc vi khuaån 

khoâng coù voøng bao quanh khuaån laïc laø vi sinh vaät taïp, loaïi boû . 
Chæ tính keát quaû caùc ôû hoäp petri coù chöùa 20 – 300 khuaån laïc. Soá vi sinh vaät /g (ml) 

ñaát hay cô chaát ñöôïc tính theo coâng thöùc nhö phaàn I. 
 
PHAÀN THÖÏC HAØNH 
Sinh vieân tieán haønh phaân laäp, nuoâi caáy vaø tính toaùn soá löôïng vi sinh vaät treân 2 moâi tröôøng 
sau: 

1. Moâi tröôøng Hutchinson (duøng ñeå xaùc ñònh vi sinh vaät phaân giaûi cellulose) 
2. Moâi tröôøng pikovskaia (duøng ñeå xaùc ñònh nhoùm vi sinh vaät phaân giaûi hôïp chaát 

phosphore khoù tan) 
Vieát baùo caùo caùc keát quaû ñaït ñöôïc 
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Baøi 9 
PHÖÔNG PHAÙP XAÙC ÑÒNH MOÄT SOÁ NHOÙM VI SINH VAÄT COÁ ÑÒNH 
NITÔ SOÁNG TÖÏ DO TRONG ÑAÁT 

I. Azotobacter  
Laø vi sinh vaät coá ñònh nitô töï do trong ñieàu kieän hieáu khí ôû trong ñaát, thöôøng gaëp 

nhaát laø: A. chrococum, A. agile, A. vinelandii. Sau ñaây laø moät soá moâi tröôøng ñeå xaùc ñònh soá 
löôïng vaø phaân laäp Azotobacter. 

Moâi tröôøng 1 : moâi tröôøng (g.l-1)  

Matitol (Glucose)  20..0 
K2HPO4 0.2 
MgSO4.7H2O 0.2 
NaCl 0.2 
CaSO4 0.1 
CaCO3 5.0 
Agar  20.0 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 6.5 – 7.0  

Moâi tröôøng 2 (g.l-1 )  
Matitol ( Glucose) 10.0 
K2HPO4 0.5 
MgSO4.7H2O 0.2 
NaCl 0.1 
Cao naám men  1.0 
Agar  20.0 
Nöôùc caát  1 lít  
pH 6.8 
Coâng goâ ñoû  1% 2.5 ml 

 
Moâi tröôøng 3 : Moâi tröôøng Beijerinsk  (g.l-1): 
 

Matitol ( Glucose) 20.0 
K2HPO4 0.2 
CaCO3 5.0 
Agar 15.0 
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Moâi tröôøng 4 : moâi tröôøng vinogradski (g.l-1) 
 

Nöôùc caát  1 lít  
Manitol ( sacaroza)  20.0 
K2HPO4 0.5 
MgSO4.7H2O 0.3 
NaCl 0.3 
MnSO4 Veát  
(NH4)2MoO4 Veát 
FeSO4.7H2O Veát 
CaCO3 3.0 
Agar 20.0 

Moâi tröôøng 5: Moâi tröôøng Burk (g.l-1) 

Nöôùc caát  1lít  
Sacarose 20.0 
K2HPO4 0.64 
KH2PO4 0.16 
MgSO4.7H2O 0.2 
NaCl 0.2 
Na2MoO4 Veát  
CaSO4.2H2O 0.05 
FeSO4.7H2O 0.03 
Agar 20.0 
Khöû truøng moâi tröôøng ôû ñieàu kieän 1 at (1210C) trong 30 phuùt, phaân chia moâi truôøng 

vaøo caùc hoäp petri ñaõ khöû truøng. Kieåm tra ñoä saïch cuûa moâi tröôøng sau 2 ngaøy ñeå trong tuû aám 
ôû nhieät ñoä 280- 300C. Chæ söû duïng caùc hoäp petri chöùa moâi tröôøng khoâng phaùt hieän thaáy taïp 
nhieãm. Moïi thao taùc chuaån bò maãu phaân tích ñöôïc tieán haønh theo phaàn I. 

Moät phöông phaùp khaùc ñeå xaùc ñònh söï coù maët cuûa Azotobacter trong ñaát, ñoù laø 
phöông phaùp caáy nuùm ñaát treân beà maët moâi tröôøng (xem hình döôùi) 
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Nguyeân taéc cuûa phöông phaùp : ñeám söï xuaát hieän cuûa Azotobacter ôû caùc nuùm ñaát 

ñöôïc caáy treân moâi tröôøng thaïch cöùng, töø ñoù ñaùnh giaù tæ leä % xuaát hieän, keát luaän ñöôïc möùc 
ñoä giaøu, ngheøo Azotobacter coù trong ñaát nghieân cöùu.  

Böôùc tieán haønh : Caân 1g ñaát nghieân cöùu cho vaøo ñóa kính khuaáy nhaõo thaønh chaát seàn 
seät. Duøng que caáy 50 nuùm ñaát treân moâi tröôøng thaïch cöùng trong hoäp petri ôû caùc vò trí ñeàu 
nhau cuûa hoäp petri, nuoâi trong tuû aám 28- 300C . Sau 7 ngaøy xaùc ñònh % nuùm ñaát coù khuaån 
laïc Azotobacter phaùt trieån (taïo thaønh nuùm nhaày vaø maøu naâu). 

II. Xaùc ñònh Clostridium Pasteurianum. 
  Laø vi khuaån coá  ñònh nitô töï do soáng trong ñieàu kieän yeám khí, phaân boá roäng trong 
ñaát. 

Moâi tröôøng kieåm tra : moâi tröôøng dòch theå Vinograsdski (g.l-1) 
 

Glucose  10,0 
K2HPO4 1,0 
MgSO4.7H2O 0,5 
NaCl 0,5 
FeSO4 Veät  
MnSO4 Veät  
Nöôùc caát  1 lít  

Cho vaøo moät oáng nghieäm moät löôïng nhoû CaCO3, sau cho vaøo moâi tröôøng vaø khöû 
truøng, sau khi khöû truøng caáy dòch theå nghieân cöùu vaøo .Nuoâi trong tuû aám 28- 300C, sau 4-7 
ngaøy xaùc ñònh. Trong tröôøng hôïp phaùt hieän thaáy C. pasteurianum thì oáng nghieäm coù boït 
vaùn. 

Tính keát quaû theo baûng MPN ( Most Probable Numbers )  

III. Phöông phaùp laáy maãu phaân tích vi sinh vaät vuøng reã. 
Vi sinh vaät phaùt trieån xung quanh heä thoáng reã caây troàng ñöôïc goïi laø vi sinh vaät vuøng 

reã vaø ñöôïc phaân chia laøm 3 vuøng phaùt trieån : 
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1. Vuøng ngay reã: Vi sinh vaät phaùt trieån trieån tröïc tieáp ngay treân beà maët reã vaø trong reã 
cuûa caây troàng. 

2. Vuøng caïnh reã : vi sinh vaät ôû vuøng naøy phaùt trieån ôû trong ñaát, tröïc tieáp caïnh reã  (ñaát 
baùm treân reã). 

3. Vuøng xung quanh reã : vi sinh vaät phaùt trieån trong ñaát ôû xung quanh reã cuûa caây troàng, 
caùch reã 1cm.  
Do quy ñònh nhö vaäy maø vieäc laáy maãu phaân tích phaûi heát söùc caån thaän  
Caùch laáy maãu ñöôïc tieán haønh nhö sau : duøng tay xaén vaøo ñaát (neáu laø ñaát luùa, cuõng 

coù theå duøng xeûng, dao …) xung quanh caây troàng theo côõ 15 x15 hoaëc 20x20 x15 –20 cm, laáy 
caû ñaát vaø caây leân. Duøng nilon goùi phaàn phaàn ñaát vaø reã caây mang veà phoøng thí nghieäm xuû lyù 
(thöôøng phaûi xöû lyù ngay trong ngaøy laáy maãu)  

Cho khoái ñaát coù reã caây ngaâm moät vaøi giôø vaøo bình ñöïng nöôùc sau ñoù nhaác nheï 
nhaøng caây ra khoûi ñaát, vaø röûa baèng nöôùc saïch moät vaøi laàn. Sau ñoù nhaët caùc reã cheát vöùc ñi 
vaø chuyeån caây sang bình saïch vaø roäng hôn, röûa baèng nöôùc voâ truøng, sau ñoù duøng keùo, dao 
ñaõ voâ truøng caét nhoû thaønh töøng ñoaïn ñeå treân giaáy loïc. Töø nhöõng ñoaïn reã naøy caân 1g cho vaøo 
ñóa thuyû tinh vaø chuyeån sang nghieàn ôû coái söù ñaõ voâ truøng, vaø chuyeån dòch vaøo bình coù chöùa 
100ml nöôùc caát voâ truøng, laéc 6 phuùt, sau ñoù laéng khoaûng 1 phuùt vaø chuaån bò dòch pha loaõng 
(1:100;1:1000..) ñeå xaùc ñònh vi sinh vaät ôû reã. 

Ñeå xaùc ñònh vi sinh vaät ôû ñaát caïnh reã ta laøm nhö sau : Khi ñaõ ñeå caây vaø ñaát vaøo bình 
moät vaøi giôø, ta laáy caây ra vaø keùo theo ñaát baùm ôû phaàn reã, ñaët vaøo moät bình khaùc coù nöôùc voâ 
truøng , laéc nheï trong thôøi gian 6 phuùt, sau ñoù nhaän ñöôïc dòch ñaát vaø ñeå laéng, laáy caën phaân 
tích vi sinh vaät vaø ñoä aåm, hoaëc nheï nhaøng duøng duïng cuï ñaõ voâ truøng gaït laáy ñaát baùm vaøo reã 
cuõng ñöôïc. 

Xaùc ñònh vi sinh vaät ôû vuøng ñaát xung quanh reã, chæ vieäc laáy ñaát ôû vuøng xa reã, khoâng 
tieáp giaùp vôùi reã, caùc böôùc tieán haønh chuaån bò maãu ñeå phaân tích nhö ôû phaàn I. 

Nuoâi caáy vi sinh vaät vuøng reã thöôøng ñöôïc tieán haønh treân moâi tröôøng sau : TPA, TAA. 
Treân moâi tröôøng TPA thöôøng xaùc ñònh ñöôïc nhoùm vi khuaån huyønh quang vaø mang 

saéc toá (vaøng, khuaån laïc maøu ñoû saùng), treân moâi tröôøng TAA thöôøng phaùt hieän thaáy vi khuaån 
mang saéc toá maøu vaøng vaø xaï khuaån. 
 
Phaàn thöïc haønh 
Sinh vieân tieán haønh phaân laäp vaø nuoâi caáy vi khuaån treân 2 moâi tröôøng sau: 

1. Moâi tröôøng Ashby (duøng ñeå xaùc ñònh nhoùm vi sinh vaät coá ñònh nitô soáng töï do trong 
ñaát). 

2. Moâi tröôøng dòch theå Vinograsdski (duøng ñeå xaùc ñònh Clostridium pasteurianum soáng 
trong ñaát ôû ñieàu kieän yeám khí) 

Vieát baùo caùo caùc keát quaû ñaït ñöôïc 
 
 
 
 
 
 
 
Baøi 10. 
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PHÖÔNG PHAÙP PHAÂN LAÄP ESCHERICHIA COLI (E. coli) 
 

E.coli laø daïng coliform coù nguoàn goác töø phaân phaùt trieån ñöôïc ôû 44±0.5oC, sinh indol, 
sinh nhieàu acid, khoâng sinh aceoin vaø khoâng duøng citrate laøm nguoàn carbon duy nhaát. 

Nguyeân taéc: E.coli ñöôïc phaùt hieän do khaû naêng leân men lactose sinh hôi ôû 44±0.5oC 
vaø coù keát quaû nghieäm phaùp IMVIC phuø hôïp. 

1. Vaät lieäu 
- Pipette khaéc vaïch 10 ml – 1 ml voâ truøng 
- Que caáy, ñeøn coàn  

 - Nöôùc muoái sinh lyù 8.5% ñoùng oáng 9 ml voâ truøng 
 - Canh thang Lactose loaõng ñoùng oáng coù oáng sinh hôi 
 - Canh thang BGBL (Brilliant Green Bile Lactose 2%) 
 - Thaïch EMB Agar 

2. Moâi tröôøng nuoâi caáy 
 + Canh thang lactose broth (g.l-) 
  

Nöôùc chieát thòt 3g 
Bacto pepton 5g 
Lactose 5g 
Nöôùc caát 1000ml 
pH 6.9 

 + Moâi tröôøng taêng sinh: BGBL (g.l-) 
  

Pepton  10g 
Lactose  10g 
Maät boø 20g 
Vebrilliant green  0.0133g 
pH 7.2 

  
 
+ Moâi tröôøng EMB Agar (g.l-)  
 

Bacto pepton  10g 
Lactose 10g 
K2HPO4   2g 
Agar 13.5g 
Saccarose  5g 
Eurin 0.4g 
Methylen Blue 0.065g 
Nöôùc caát 1000ml 
pH 7.1 

Phaàn thöïc haønh 
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- Chuaån bò maãu: choïn ñoä nuoâi caáy tuøy theo loaïi nöôùc  
- Duøng pipette huùt maãu vaø pha loaõng ôû caùc noàng ñoä khaùc nhau  
- Caáy chuyeån vaøo caùc oáng nghieäm lactose theo caùc möùc pha loaõng  
- Ñeå tuû aám 37oC trong 24-48h  
- Duøng que caáy caáy chuyeån caùc oáng döông tính vaøo moâi tröôøng BGBL 
- Ñeå tuû aám 37oC trong 24-48h 
- Caáy chuyeån vaøo moâi tröôøng thaïch EMBA caùc oáng döông tính. 
- Ñeå tuû aám 37oC trong 24h laáy ra ñoïc keát quaû. Treân maët thaïch xuaát hieän caùc 

khuaån laïc aùnh kim.  
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Quy trình nuoâi caáy 
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Baûng tính soá löôïng vi khuaån döïa vaøo caùc keát quaû kieåm nghieäm 
 

Soá löôïng caùc oáng coù sinh khí 95% caùc giôùi haïn tin töôûng 
3 oáng coù 10 ml 3 oáng coù 1 ml 3 oáng coù 0.1 ml

Soá löôïng coù 
theå /100 ml Caän döôùi Caän treân 

0 0 1 3 <0.5 9 
0 1 0 3 <0.5 13 
1 0 0 4 <0.5 20 
1 0 1 7 1 21 
1 1 0 7 1 23 
1 1 1 11 3 36 
1 2 0 11 3 36 
2 0 0 9 1 36 
2 0 1 14 3 37 
2 1 0 15 3 44 
2 1 1 20 7 89 
2 2 0 21 4 47 
2 2 1 28 10 150 
3 0 0 23 4 120 
3 0 1 39 7 130 
3 0 2 64 15 380 
3 1 0 43 7 210 
3 1 1 75 14 230 
3 1 2 120 30 380 
3 2 0 93 15 380 
3 2 1 150 30 440 
3 2 2 210 35 470 
3 3 0 240 36 1300 
3 3 1 460 71 2400 
3 3 2 1100 150 4800 

 
Vieát baùo caùo caùc keát quaû ñaït ñöôïc. 
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