   CHỌN GIỐNG VI SINH VẬT BẰNG PHƯƠNG PHÁP CẤY TRUYỀN 
                                          Phần I :  ĐẶT VẤN ĐỀ
        Trong công nghệ vi sinh, giống có vai trò rất quan trọng vì:

              - Giống quyết định đén chất lượng của sản phẩm công nghệ.Một giống tốt cho chất  lượng  sản phẩm tốt hơn những giống khác, tăng khả năng cạnh tranh trên thị trường. 

              - Giống quyết định đến năng suất nhà máy. Giống tốt sẽ cho sản phẩm vừa có chất lượng cao vừa vừa có số lượng lớn. Như vậy một giống tốt có đặt tính tốt sẽ có ý nghĩa cả về mặt kỉ thuật lẫn kinh tế.

              - Giống ảnh hưởng đén vốn đầu tư cho sản xuất. Một giống có nhiều đặt điểm nổi bật, phù hợp với nhu cầu sản xuất sẽ giúp giảm vốn đầu tư xây dưng và chi phí sản xuất

              - Giống quyết định giá thành sản phẩm. Với một giống tốt, cho năng suất cao và chất lượng sản phẩm tốt như vậy giá thành tất nhiên sẽ thấp hơn so với các sản phẩm có năng suất và chất lượng kém hơn.

        Như vậy, một giống tốt có ý nghĩ rất lớn đối với quá trình sản xuất trong cộng nghệ vi sinh.

        Trong công nghệ lên men hiện đại, người ta phải sử dụng các giống đã được biến đổi nguồn gốc di truyền và đưa vào quá trình sản xuất để nâng khả năng chuyển hóa vật chất của chúng, đồng thời nhằm mục đích ổn định chất lượng và năng suất sản phẩm sinh học.

        Do đó, giống sử dụng trong sản xuất phải đạt được những tiêu chuẩn nhất định. Dưới đây là những tiêu chuẩn cơ bản: 

             -  Giống phải tạo ra sản phẫm mà nhà sản xuất mong muốn.

             -  Giống cho năng suất sinh học cao, vì năng suất quyết định chi phí sản xuất và giá thành sản phẩm

             -  Giống có khả năng sử dụng các nguyên liệu rẻ tiền và dễ kiếm.

             -  Sản phẩm do giống vi sinh vật tạo ra phải dễ dành tách ra khỏi các sản phẩm môi trường vả các sản phẩm khác.

             - Các giống được sử dụng trong sản xuất phải ổn định về mặc di truyền, giống phải thuần kiết, không bị tạp nhiễm các vi sinh vật lạ.

             - Giống cần có tính thích nghi cao, đặc biệt phải thích nghi trong điều kiện sản xuất.    

             - Giống cần có tốc đọ tăng trưởng nhanh, phát triển mạnh trong môi trường sản xuất. Tính chất này rất quan trọng vì nó quyết định đến năng suất tạo ra sản phẩm của vi sinh vật.

             - Giống phải có khả năng trao đổi chất mạnh mẽ đẻ tạo ra sản phẩm mục tiêu với thời gian nhanh nhất, tăng số chu kì sản xuất.

             - Giống dễ bảo quản và ổn định trong suốt quá thời gian bảo quản.

         Để tạo ra giống vi sinh vật đàm bảo các tiêu chuẩn như vậy ta cần phải lựa chọn phương pháp chọn giống vi sinh vật thích hợp. Có nhiều phương pháp chọn giống, trong đó phương pháp chọn giống bằng kỉ thuật cấy truyền cho ta sản phẩm đảm bảo các tiêu chuẩn như trên, đặc biệt phương pháp này khá phổ biến và đơn giản và ít tốn kém.

                                               Phần II : QUI TRÌNH CÔNG NGHỆ

  Định nghĩa qui trình:

           Chon giống bằng phương pháp cấy truyền là phương pháp chuyển một loại vi sinh vật nhất định đang sống từ bình nuôi hoặc giống gốc sang môi trường thích hợp để các vi sinh vật này phát triển tốt hơn và tiếp tục được nhân lên. Cấy truyền đến khi vi sinh vật nhân lên với số lương nhiều thì ta lưa chọn những nhóm vi sinh vật đảm bảo các điều kiện tốt nhất của một giồng vi sinh vật. Để tránh tạp nhiễm người ta thường tiến hành cấy truyền trong các tủ cấy có thổi khí vô trùng với các thao tác quy định.

  Tóm tắc qui trình:

             Thu mẫu → pha lỏng mẫu → cấy truyền mẫu đã pha trong môi trường thích hợp → làm thuần vi sinh vật → kiểm tra độ ổn định di truyền, các đặc tính về phát triển, sinh trưởng … → phân loại định danh và kiểm tra độ an toàn của vi sinh vật cho người, động vật và cây trồng.

2.3    Thuyết minh qui trình:

2.3.1.  Thu mẫu : 

              Tìm vị trí và mẫu cần thu nhận. Trong tự nhiên thu nhận mẫu phải là nơi hay vật phẩm có sự tập trung khá cao về mật độ giống vi sinh vật mà ta quan tâm. Trong quá trình  sản xuất, có nhiều cá thể bị thoái hóa nhưng có nhiều cá thể vẩn còn giử được những đặc tính mà ta quan tâm,địa điểm và mẫu vật thu nhận ở điều kiện sản xuất bao gồm: dịch đang tiến hành lên men, nước thải của nhà máy, chất thải của nhà máy.

Pha lỏng mẫu:

               Sau khi thu mẫu ta tiến hành pha lõng mẫu đến nồng độ nhất định. Nồng đọ pha lõng phụ thuộc vào từng loại mẫu mà ta nhu nhận cũng như chủng vi sinh vạt của mẫu. Sao cho nồng độ pha lõng cuối cùng có số lượng vi sinh vật thích hợp thuận lợi cho bước cấy truyền.
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                                                         Hình 1.1: Sơ đò pha lõng bậc 10

2.3.3.     Cấy truyền:

2.3.3.1.  Cấy truyền trên môi trường lỏng:

           Chuẩn bị đủ phương tiện cần thiết như pipet nếu ống giống là lỏng, hoặc que cấy nếu ống  giống là môi trường thạch cứng.

           Đánh dấu ống môi trường cho phù hợp với ống giống (dán nhãn ghi tên vi khuẩn, ngày cấy truyền vào thành ống nghiệm dưới nút bông một chút)

           Cấy truyền bằng pipet pasteur
            -  Khử trùng pipet pasteur qua ngọn lửa đèn cồn

            - Tay trái cầm ống giống gốc, dùng ngón tay út phải mở nút bông của ống giống, hơ và xoay miệng ống giống qua ngọn lửa đèn cồn để sát khuẩn.

            - Cho pipet pasteur vào ống giống lỏng để lấy dịch vi khuẩn (dịch dâng lên trong pipet từ từ theo lực mao dẫn), nhanh chóng đặt ngón tay trỏ phải lên đầu pipet, rút pipet ra khỏi ống, đậy nút bông lại rồi đặt ống giống vào giá.

            - Cầm ống môi trường mới bằng tay trái, mở nút bằng ngón tay út phải, khử khuẩn miệng ống, cho pipet vào tới khi đầu pipet chạm vào môi trường và để chảy ra vài giọt dịch chứa vi khuẩn. Rút pipet ra, khử trùng miệng ống, đậy nút.

            - Đặt pipet vào bình đựng thuốc sát khuẩn.

             Cấy truyền bằng que cấy
            - Cầm que cấy thẳng đứng, đốt đầu que cấy trên ngọn lửa đèn cồn, đưa ngang phần kim loại trên đèn vài lần ta có que cấy đã vô trùng.

            - Lấy một vòng que cấy đầu tròn vi khuẩn từ ống giống thạch nghiêng trong điều kiện vô trùng (các thao tác như tiến hành như cấy truyền bằng pipet pasteur)

            - Khi đầu que cấy chạm vào môi trường thì lắc khẽ que cấy cho vi khuẩn tan trong môi trường.

            - Khử trùng que cấy bằng cách đốt trên ngọn lửa đèn cồn.

            - Sau khi cấy truyền xong đặt môi trường vào tủ ấm ở nhiệt độ, thời gian thích hợp tùy từng loài vi khuẩn.

2.3.3.2.  Cấy truyền trên môi trường đặc:

        a.    Cấy truyền trên môi trường thạch đĩa:

                 Có thể cấy truyền trên đĩa petri theo một trong các cách sau:

          - Cách 1:

     + Tay trái cầm đĩa môi trường, khử trùng nơi định mở trên ngọn lửa đèn cồn, dùng ngón tay cái và ngón giữa tay trái đẩy nắp hộp lồng lên.

     + Tay phải cầm que cấy lấy một vòng mẫu, ria cấy trên môi trường theo phương pháp cấy cạn dần (hình 1).

     + Đậy nắp môi trường, đốt đỏ que cấy trên ngọn lửa đèn cồn. 

[image: image2.png]Hinh 1: Cach céy truyén trén méi trueng thach dia: (1) Céch Idy giéng,
(2) Céch ria cdy, (3) Két qua sau 24 - 48 gié' nubi & nhiét do 28-30°C.



                                                                                                
                   - Cách 2:

         + Hút 0,1ml dịch cấy, nhỏ lên đĩa petri có môi trường dinh dưỡng đặc

         + Dùng que trang gạt phân phối giọt dịch đều khắp mặt thạch đĩa

                 - Cách 3:

          + Hút 0,1ml dịch cấy, nhỏ lên đĩa petri có môi trường dinh dưỡng đặc ở nhiệt độ 500C

          + Lay nhẹ đĩa thạch theo chiều đông-bắc,tây-nam cho vi khuẩn phân bố đều trong môi trường thạch còn nóng.

Đặt vào tủ ấm ở nhiệt độ thích hợp 28-300C, thời gian 24 – 48giờ.

         b. Cấy truyền trên môi trường thạch ống:

                Khi cấy truyền thì tay trái cầm ống nghiệm, phần dưới ống nghiệm nằm trong lòng ngón tay và bàn tay. Mỗi lần cầm nhiều nhất là 3 ống, trong đó 1 ống giống và 2 ống có môi trường chưa cấy. Tay phải cầm que cấy đốt đỏ sợi kim loại để khử trùng. Dùng tay phải mở nút bông bằng cách kẹp giữa ngón tay rồi hơ và xoay tròn miệng ống nghiệm trên ngọn lửa đèn cồn cho đến khi nóng bỏng mới thôi. Dí đầu que cấy đã nguội vào ống giống và gạt nhẹ chỗ có giống mọc tốt đem vạch lên ống thạch mới từ dưới lên theo đường hình chữ chi hoặc vòng xoắn (hình 2: d, g, h).… sao cho đầu que cấy không chạm vào ống nghiệm còn nóng. Khi 2 ống đã cấy xong thì ta hơ miệng ống nghiệm qua ngọn lửa đèn cồn rồi đậy nút bông lại. Các que cấy đã cấy xong cần được đốt cho vô trùng. Muốn cấy vi khuẩn kỵ khí ta dùng que cấy hình kim tiêm sâu vào môi trường. Các bình, dụng cụ chứa môi trường có vi khuẩn mới cấy cần được đưa ngay vào tủ ấm có bộ phận điều nhiệt và điều chỉnh nhiệt độ thích hợp cho sự phát triển của chúng. Thông thường duy trì nhiệt độ thích hợp là 20-300C, thời gian 24 – 48giờ.

                                     [image: image3.png])

>

,ﬁ
G

b c

a
«a

h i

Hinh 2: M6t sé dung cu va Ky thuat gieo cay vi khuan
a) Que cdy véng, b) que cdy hinh kim, c) pipet pasteur ; Mét sb kiéu céy (d, g, h);
i) Céy vi khuén ky khi bdng que cdy hinh kim




        c. Những điểm cần lưu ý:

    - Môi trường đặc phải có bề mặt khô, phẳng. Nếu ống môi trường còn đọng nước cần dựng ống mới cấy vào giá ống nghiệm, tránh nước làm hoen vết cấy.

    - Khi tiến hành cấy truyền tránh chạm đầu que cấy dùng để lấy vi khuẩn vào bất cứ vật gì.

    - Nếu dịch vi khuẩn cấy truyền rơi xuống mặt bàn cần lau ngay bằng panh kẹp bông thấm cồn hoặc nước sát trùng.

    - Nếu bình nuôi quá to cần có người phụ giúp trong việc kéo, dậy nút bông…

    -  Khi cấy truyền vi khuẩn người ta dùng tay trái cầm hai ống nghiệm; ống có vi sinh vật ở xa và ống môi trường ở gần người thao tác. Trước và sau khi cấy truyền xong phải hơ que cấy trên ngọn lửa đèn cồn để vô trùng que cấy.

2.3.4.   Kiểm tra độ ổn định di truyền, các đặc tính sinh học:

             Kiểm tra những đặc tính của vi sinh vật mà ta quan tâm. Mục đích là tuyển chọn từ những vi sinh vật cùng loại những cá thể có đặc điểm đặc trương mà ta mong muốn.

              Song song với việc kiểm tra những đặc tính sinh học của vi sinh vật ta cần kiểm tra độ an toàn của giống vi sinh vật với môi trường, thực vật, động vật và cả với con người. Sau đó đành giá mức độ an toàn của giống vi sinh vật mà ta chọn. Cuối cùng ta phân loại và định danh giống vi sinh vật ta vừa chọn.

                                      Phần  III :  KẾT LUẬN
              Chọn giống bằng phương pháp cấy chuyền có những ưu điểm vược trôi so với các phương pháp khác như: ít tốn kém, đơn giản, dễ thao tác, áp dụng cho nhiều chủng vi sinh vật khác nhau. Bên cạnh những ưu điểm trên phương pháp còn bộc lộ những hạn chế đó là dễ bị tạp nhiễm, không thay đổi được đặc điểm kiều gen củng như kiểu hình của chủng vi sinh vật.

              Để đảm bảo chất lượng giống tốt, yêu cầu trong quá trình thao tác ta cần thưc hiện trong môi trường vô trùng, các thao tác cần độ chính sác cao và cẩn thận, dụng cụ tiến hành phải đảm bảo chất lượng và phải vô trùng trước khi thao tác.

               Phương pháp chọn giống bằng kỉ thuật cấy truyền cho ta đươc những giống vi sinh vật đảm bảo đầy đủ các yêu cầu của một giống chất lượng. phương pháp góp phần vào việc tạo ra các chủng giống tốt và chất lượng phục vụ tốt cho cuộc sống và sản xuất.
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