CACH PHAN L AP VA XAC PINH NAM MEN RUQU
TRONG DAY THUC HANH SINH HQC
PGS.TS. Bén Vin Minh
Truong PHSP -Pai hoc HWé

Nam men (Yeasts), la iiimg rim c6 du tao don bao, nhan cé mang nhan, sirim s
cha yéy theo hir]h thc my choi. Té bao’rﬁm men cO6 nhéu h‘lnh dng khéc nhau, co ¢éh
hinh du, h‘mh lﬁg duc, hinh elip, hir]rﬁng... Kigh thrgc € bao thaydoi tor 1,5-12um
(micromet). Nu t€ bao dng i thi chiéu dai co th t6i 20um hay on nira, throng l1a i
nam gia gom nhiu &€ bao dinhdi véi nhau theo cku dai h@ac dang canh cay Gt cach
long ko.

ngQim men c6 riit khip moi noi, chling phan & nhiéu trongdat vuon, trong banh men
ruou, trén k& mit vo qua ciing nhr cac dch qu ép dra, 1€, tao, nho, m.. Trong bai Wt
nay chang téi mén gioi thiéu ve cach phanap va xacdinh im men wou trong ay
thuc hanh sinh éc.

1. Chuén bj

a. Dung au, thiét b

Budng dly v triing; can k thuat 1 cai; giaéng nghém 2 céi, ndi gid c6 106ng
nghiem; diia thiy tinh; que trang 1 cai; quey1 cai;den on 1 cai; gp di¢n 1 cai; soong
2 lit 1 cai; besher o 250 ml 1 cai; pipette b 1ml 2 cai;ong nghém 500ng; chai tam
giac laai 250 ml 3 chai; keoat giay 1cai;dia Petri 25 Bp; khin lau 2 cai; bt lta 1 cai;
ong nho giot 1 cai.

b. Nguyén Bu va nau wit

- Bong khong thm nréc 50g; mroc cit 2 lit; oon d6t 100 ml; bong thm nréc 20g;
giay tham 1 hop; giay dé goidia Petri; day boc bang nilon

- Bat vuon, trai cay chin, @i loai 30-50g. Cadng gibng rim men chén.

* M6i truong Hansen c6 thanh @it duong glucose 50g; KHPO, 3g; MgSQ.7H,0
30; peptone 10g; tich (agar-agar) 20g; pH=6,0;khrung 0,8 -1 atm/30 phut.

* Hoac méi tirong mach nha c6 thanh gh: mach nha 150g, #th 20g; pH=7,0; ki
trung 1 atm/30 phut.

2. CAc hréc tién hanh

a. Chudn bi méi truong Hansen tich dia, thach nghiéng. Cadia méi twong Hansen
haic mach nha co cia 0,03g/l streptomycin hay rosebengal (1/3000l0.

b. Thu mu, xr ly mau va pha loéng

- Thu miu: banh menuou, haic dt vuon, haic qua chin nho, tdo, m man...

- Can 1-2g riu trén thém 1-2gudng saccharose thém 2midt cit, tron déu u 3-5
ngay.

- L4y 1ml dich huyn phuo trén pha lodngt 10 dén 10%° 1an.

c. Phan Ap nam men ruwou

- Cdy dich huyn phu 1én méi ong ddic trong lp Petri

_+ Duing pipet vé tring rhiml dch huyn phida pha lo&ngy nong do nhét dinh 1én
bé mat cia mai tirong trong lp Petri.



+ Dung que trang dadéu giot dich huyn phl trén toan dbé miat moi tnrong hop
thach.

+ Pay hop Petri, g6i 4i va dat vao t 4m & nhiét 46 28 - 30C trong 48 - 72h.

- Trén dich miu pha lodng trong cac méitong thzch néng chy

Dung pipet vd tring nhiml dch huyn phida pha lodngy nong do nhit dinh vao
moi treong thach da ndng chy vadé ngwi den 45 - 56C trong binh nénat deu roi do
ra cac lbp Petri noi hop o 15ml. Géi cac bp Petri hi va dat vao tt am ¢ nhiét do 28 -
30°C trong 48 - 72h.

- Nudi rim men roc thanh khan lac. Up naroc cac lop Petri bi dat vao i 4m ¢
nhigt do 28 - 30C trong 48 - 72h. Saudhgian tréng bé mét thach dia  c6 cac khén
lac m@im men moc tach bét mat thuong quan satuoc.

- Thu nkin ching nim men #ou thuin khigt

+ Cay nam men tr khuan lac moc tach di vao dng mai twong thach nghiéng.

+ Nudi rim mené nhiét d6 va thdi gian thich kyp (nhr trén).

+ Lai bo cacéng ki nhiém, cton ra cadng co cac amg thuin khiét.

- Phwong phép kém trads thuin khiét cia mpt chiing nim men rdi phan bip

C6 nhéu cach kém tra:

1) Kiém trado thuin khiét~ cua cac khan lac: mau &c, b2 mat, hinh ding dic trung
giong nhr khuan lac ching mau.

2) Quan sat 4m men: 1am tiéu 4n tir dich 18n men, nhim don bing xanhmethylen,
réi quan sat &i vat kinh x100 (ét kinh ding du). Té bao mm menS.cerevisiaed hinh
cau hay dvan, c6 6t sd dango giai doan ray choi.
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Hinh 1: (a) Khuan lac ; (b) Hinh dang té bao ndm men S.cerevisiae dudi kinh hién vi quang hoc;
(c) So do cau tao té bao nam men (1.Thanh té bao; Z.Thé bién; 3.Mang sinh chat; 4.Nhan té bao; 5.Hach
nhan; 6.Mang nhan; 7.Khéng bao; 8. Mang lwéi ndi chat; 9.Hat du triv; 10.Ti th; 11.Chét té bao).

3. Lam nét s thi nghém xacdinh rim men wou

a. Chuan bi dich 1én men nrgu

R6t 150ml dung th 10% glucose vao binh tam giac dung tich 250 dnirang bi
ciy khaing 1,5-5ml dch rim men (gbng da hait héa 24 g¥). bat vao t 4m 30C trong
1- 2 gb.



1) Do thé tich khi CQ

Dé danh gia ki ning 1én menwou c6 thé xacdinh cac én phim hinh thanh nin CO,,
acetaldehyte hm sin prim cwi cing la ethanol. Trondé cachdo thé tich CQ duoc
hinh thanh laton gian hon c.

Giit khi CQ, trong éng phao hac binh Smith (xem hinhudi). Méi trudong Hansen
dich thé vo trungdugc phan vadng nghém codng phao 1/2 cu cao hay binh Smith
khoang 1/2 Bu tron king pipet vo trang. & gidng rim men khang 1mlda hat hoa 24
gio, nat chit miéng binh 6i dat vao & c6 nhét do thich lyp. Khi CQ sinh ra 8 ddy cot
mai trudng t xudng {,;3‘[11 Tinh tté tich khiduoc hi
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Hinh 2:(a, b) Cach gF khi CQ trongaéng phao va (c,d,e) trong binh I18n men Smith

2) Phin #ng wi Ba(OH): (Xacdinh ar c6 mat caa CQ trong dch 1én men)

- Cho vaobng nghém 5ml dch 1&én men, thém 1ml dungath Ba(OH) 10%. Ding
kep ¢d cip 6ng nghém vadun nke trén ngn lira dén én. Bé ling. Neu c6 niit cia CG
3 tao thanh Kt tia mau ting do & tao thanh BaC@theo plntng :

CO, + Ba(OH} - BaCGy| + H,0O

3) Phun i#ng wi kali bicromat: (Xac dinh sr cO mit cia nrou ethylic trong ¢ch 1é€n
men)

- Cho vaodng nghém 2ml dch I&8n menwou, thém 2 ml HSO, dam dic, thém vai
tinh the K,Cr,O; lic déu chodén khi xuit hién mau xanhuc.

Phrong trinh pln tng dén ra nhr sau:

2 K,Cr,0O; + 8 SO, + 3CHCH,OH -  4KCr(SQ), + 3CHCOOH + 11 HO
ong déi chieng: Lam wrong tr nhu trén, song thayidh I1&én men bng dch chra lén
men. So sanhysioi maug haidng thi nghém vadai chang.

4. Thu nhan nhanh nAm men regu trong thuc té

Bén anh phrong phap phanp nhr trén,’tuydiéu kién tirng tnrong ching ta cé thiu
thu nHin nhanh cac aimg mim mendé lamdoi twong cay thuc hanh sinh dc nhr sau:

a. Hat hoa men & bot my: 50 ml dung ith duong glucose 10% thém 1g Nadin
s6i, dé ngwi thém 1g men banh ymdang bit. Chian bi truéc khi thi nghém 2-3h.
b. Pha lodngigh chét tir com t men ou sau 2-3 ngay.



c. Pha lodng men ép land mot my (0,1g men ép hoda lodng trong 9mide cit vo
trung).

d. Pha loéng igh trai cay (nho, tao, cby sim...) ngamduong (10g ga chin + 10g
duong + 5Sml nege dun sdidé ngwi) sau 5-7 ngayai lay 1ml dich qui ngadmduong trén
pha lodng trong 9mhric cat vo trung.

* Cau hai

1) Trinh bay plrong phap pharmip rim men wou thuan khiét.

2) Thé nao 1a cling im men wou thuiin khiét (chang sich)?

3) Vi sao khi phanap rim men mou ngroi ta throng thém streptomycin hay
rosebengal vao trong moirtrng. Hay gai thich.

5. Nhirtng diém can luu y

Khi phan Bp nim men tou can luu y: cac Bp thach moi twong phii vo triing c6 B
mat kho nréc va cédd ran chic, khdng @ ghe, gidp cac khan lac mam men noc roi
nhau rabé phong & nhiem tap do khdéng khi &n, cac thao tac ghtuyét doi vo trung.

Céc ching sau khi lamzeh din dugc kiém tra hi bang cach quan sét hinlardy € bao
dudi kinh hién vi cing nhr xacdinh li cac pfan ung dinh tinh nlr kha nang sinh khi
CO,, kha nang Ién men sinhuou ethylic.

Viéc tao ra mdt chang rim men thén khiét ciing nhr bao quin khoi bi tap nhém la
viéc lam cé y ngta rat 16n trong e tp, nghién ¢u ding nhr san xuat.(d

Tai liéu tham khao
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