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آبآب
آب مورد استفاده در محيط سازي بايد داراي كيفيت مناسب باشد                  آب مورد استفاده در محيط سازي بايد داراي كيفيت مناسب باشد                  

يونهاي فلزي سمي مثل   يونهاي فلزي سمي مثل   ((يعني فاقد مواد مهار كنندة رشد ميكروبي               يعني فاقد مواد مهار كنندة رشد ميكروبي               
آب شير نامناسب است     آب شير نامناسب است     .   .   يا تأثيرگذار در رشد ميكروبي باشد           يا تأثيرگذار در رشد ميكروبي باشد           )  )  مس مس 

. . استاست) ) منيزيم، كلسيم، كلر، فلور   منيزيم، كلسيم، كلر، فلور   ((چون داراي ناخالصي هاي ذاتي        چون داراي ناخالصي هاي ذاتي        
براي  براي  . . آب خوب و تازه را با تقطير يا ديونيزاسيون تهيه كنيد         آب خوب و تازه را با تقطير يا ديونيزاسيون تهيه كنيد         

شيشة   شيشة   ((نگهداري آب مقطر از ظرفي استفاده كنيد كه از مواد خنثي                 نگهداري آب مقطر از ظرفي استفاده كنيد كه از مواد خنثي                 
ضريب هدايت آب بايد كمتر از            ضريب هدايت آب بايد كمتر از            .  .  تهيه شده باشد       تهيه شده باشد       ) ) خنثي، پلي اتيلن خنثي، پلي اتيلن 

µµss  1515   باشد    باشد   .  .pHpH       آب معمولاً كنترل نمي شود مگر آنكه در       آب معمولاً كنترل نمي شود مگر آنكه درpHpH  
 آب بايد بين    آب بايد بين   pHpH.  .  محيط هاي كشت تهيه شده، مشكلي بوجود آيد              محيط هاي كشت تهيه شده، مشكلي بوجود آيد              

 است آنرا گرم كنيد تا       است آنرا گرم كنيد تا      55//55 آب كمتر از    آب كمتر از   pHpHاگر   اگر   .  .   باشد   باشد  55//55  --    77//55
COCO22         از آن خارج شود و دوباره كنترل كنيد     از آن خارج شود و دوباره كنترل كنيد . .



توزين پودر محيط كشت     توزين پودر محيط كشت     

در تهية محيط كشت طبق دستورالعمل شركت سازنده كه بر روي            در تهية محيط كشت طبق دستورالعمل شركت سازنده كه بر روي            
. . قوطي نصب شده، مقدار مناسبي از پودر را با دقت وزن كنيد              قوطي نصب شده، مقدار مناسبي از پودر را با دقت وزن كنيد              
..ظرف محيط كشت را دور از كوران هوا و رطوبت باز كنيد      ظرف محيط كشت را دور از كوران هوا و رطوبت باز كنيد      

از استنشاق پودرها بخصوص آنهايي كه داراي مواد سمي هستند               از استنشاق پودرها بخصوص آنهايي كه داراي مواد سمي هستند               
. . و تماس طولاني مدت آنها با پوست اجتناب كنيد           و تماس طولاني مدت آنها با پوست اجتناب كنيد           

پودر را به سرعت، به دقت و بدون ايجاد توده اي از غبار وزن              پودر را به سرعت، به دقت و بدون ايجاد توده اي از غبار وزن              
. . هنگام كار از ماسك مناسب استفاده كنيد              هنگام كار از ماسك مناسب استفاده كنيد              . . كنيدكنيد

. . درب قوطي محيط كشت را هر چه سريعتر ببنديد       درب قوطي محيط كشت را هر چه سريعتر ببنديد       



افزودن آبافزودن آب

نصف حجم آب مورد نياز را داخل ظرف بريزيد، سپس مقدار                نصف حجم آب مورد نياز را داخل ظرف بريزيد، سپس مقدار                
توزين شدة محيط كشت را به آن اضافه نماييد و براي چند دقيقه                  توزين شدة محيط كشت را به آن اضافه نماييد و براي چند دقيقه                  

. . به تندي تكان دهيد      به تندي تكان دهيد      
باقيماندة آب را به ديواره هاي ظرف بريزيد تا ذرات محيط كشت                  باقيماندة آب را به ديواره هاي ظرف بريزيد تا ذرات محيط كشت                  

اين مرحله بسيار مهم است        اين مرحله بسيار مهم است        .  .  چسبيده به ديوار، وارد محلول شوند       چسبيده به ديوار، وارد محلول شوند       
چون ممكن است پودر خشك محيط كشت در بالاي سطح آب            چون ممكن است پودر خشك محيط كشت در بالاي سطح آب            

. . در اتوكلاو استريل نشود و منبع آلودگي بعدي گردد     در اتوكلاو استريل نشود و منبع آلودگي بعدي گردد     
آب را در ظرف مناسب، با حجم دو برابر حجم نهايي محيط           آب را در ظرف مناسب، با حجم دو برابر حجم نهايي محيط           
. . كشت بريزيد تا مخلوط كردن آن به خوبي امكان پذير باشد                كشت بريزيد تا مخلوط كردن آن به خوبي امكان پذير باشد                



حل كردن پودر محيط كشت       حل كردن پودر محيط كشت       
..محيط هاي كشت فاقد آگار معمولا به راحتي در آب حل ميشوند        محيط هاي كشت فاقد آگار معمولا به راحتي در آب حل ميشوند        

محيط هاي كشت حاوي آگار را بايد قبل از حرارت دادن، چند دقيقه با              محيط هاي كشت حاوي آگار را بايد قبل از حرارت دادن، چند دقيقه با              
    ًًآب مخلوط نمود، سپس حرارت داد تا آگار قبل از اتوكلاو كردن كاملا      آب مخلوط نمود، سپس حرارت داد تا آگار قبل از اتوكلاو كردن كاملا      

جهت  جهت  . . محيط هاي كشت را بجوشانيد بدون آنكه بسوزند     محيط هاي كشت را بجوشانيد بدون آنكه بسوزند     . . حل شودحل شود
: : استريليزاسيون يا ذوب آگار استفاده از مايكروفر توصيه نمي شود چون          استريليزاسيون يا ذوب آگار استفاده از مايكروفر توصيه نمي شود چون          

.. ممكن است حرارت يكساني پخش نشود      ممكن است حرارت يكساني پخش نشود     --          
..ند ند  مراكز داغ مي توانند باعث ايجاد حرارت بسيار زياد و انفجار ظرف شو         مراكز داغ مي توانند باعث ايجاد حرارت بسيار زياد و انفجار ظرف شو        --          
اني  اني   استريليزاسيون مايكروفر فقط در رطوبت مؤثر است، بنابراين قسمت فوق             استريليزاسيون مايكروفر فقط در رطوبت مؤثر است، بنابراين قسمت فوق            --          

. .  استريل نشده، ميتواند منبع آلودگي بعدي باشد           استريل نشده، ميتواند منبع آلودگي بعدي باشد          ً ً سطح داخلي ظرفي كه قبلا   سطح داخلي ظرفي كه قبلا   
محيط هاي كشتي كه نبايد اتوكلاو شوند بعد از حل شدن آگار، براي          محيط هاي كشتي كه نبايد اتوكلاو شوند بعد از حل شدن آگار، براي          

اما اكثر محيط هاي كشت به       اما اكثر محيط هاي كشت به       . . توزيع در ظروف استريل آماده خواهند بود        توزيع در ظروف استريل آماده خواهند بود        
. . استريليزاسيون نهايي نياز دارند       استريليزاسيون نهايي نياز دارند       



استريليزاسيوناستريليزاسيون

::استريليزاسيون با حرارت مرطوب      استريليزاسيون با حرارت مرطوب      
.. انجام مي گيرد   انجام مي گيرد  CC121121̊˚ دقيقه و در دماي  دقيقه و در دماي 1515در اتوكلاو به مدت در اتوكلاو به مدت   
توصيه مي شود مقادير زياد محيط كشت را در حجم هاي كوچكترتقسيم      توصيه مي شود مقادير زياد محيط كشت را در حجم هاي كوچكترتقسيم        

.  .  نماييد نماييد 
: : استريليزاسيون با صافي غشايي       استريليزاسيون با صافي غشايي       

..     استريليزاسيون تحت شرايط خلأ يا افزايش فشار انجام مي گيرد               استريليزاسيون تحت شرايط خلأ يا افزايش فشار انجام مي گيرد          
..     براي استريليزاسيون مواد و تركيبات حساس به حرارت بكار ميرود                   براي استريليزاسيون مواد و تركيبات حساس به حرارت بكار ميرود              

.. استفاده كنيد      استفاده كنيد     µµmm  4545//00 يا  يا µµmm  2222//00     از غشاءها و صافي هاي با قطر منفذ              از غشاءها و صافي هاي با قطر منفذ         
. .      اين فيلترها قبل از استفاده بايد در اتوكلاو استريل شوند                   اين فيلترها قبل از استفاده بايد در اتوكلاو استريل شوند              



pHpHاندازه گيري و تنظيم   اندازه گيري و تنظيم   

    pHpHاگر محيط هاي كشت دهيدراته بطور مناسب تهيه شوند، نيازي به تنظيم           اگر محيط هاي كشت دهيدراته بطور مناسب تهيه شوند، نيازي به تنظيم           
نهايي محيط كشت استريل شده پس    نهايي محيط كشت استريل شده پس      pHpHبنابراين     بنابراين     . . توسط مصرف كننده نيست   توسط مصرف كننده نيست   

، با مقدار ذكر شده بر روي برچسب قوطي     ، با مقدار ذكر شده بر روي برچسب قوطي     CC2525̊˚از خنك شدن تا دماي  از خنك شدن تا دماي  
..مطابقت دارد مطابقت دارد 

pHpH         پس از استريليزاسيون و خنك شدن      پس از استريليزاسيون و خنك شدن      .  .   را قبل از استريليزاسيون تنظيم نكنيد          را قبل از استريليزاسيون تنظيم نكنيد
. . تنظيم كنيد تنظيم كنيد ))±±00//22((را در حد مورد نظر  را در حد مورد نظر    pHpH، مقدار   ، مقدار   CC2525̊˚محيط كشت تا دماي محيط كشت تا دماي 

pHpH        نهايي محصول استريل شده را مي توان روي پليت يا بطري اندازه گيري         نهايي محصول استريل شده را مي توان روي پليت يا بطري اندازه گيري 
بهتر است براي راحتي در       بهتر است براي راحتي در       . .  دور ريخت  دور ريخت pHpHكرد، اما بايد آن را پس از سنجش    كرد، اما بايد آن را پس از سنجش    

.  .   ته صاف استفاده كنيد       ته صاف استفاده كنيد      pHpH محيط آگاردار، از ميلة  محيط آگاردار، از ميلة pHpHاندازه گيري   اندازه گيري   
        HClHCl گرم در ليتر و يا با استفاده از          گرم در ليتر و يا با استفاده از         NaOHNaOH4040 معمولاً با استفاده از           معمولاً با استفاده از          pHpHتنظيم  تنظيم  

.. گرم در ليتر انجام مي شود     گرم در ليتر انجام مي شود    3636//55



آماده سازي جهت مصرف آماده سازي جهت مصرف 

    CC5050̊˚بعد از استريليزاسيون و پس از آنكه دماي محيط كشت به حدود            بعد از استريليزاسيون و پس از آنكه دماي محيط كشت به حدود            
..رسيد، با رعايت شرايط آسپتيك آنرا در ظروف نهايي استريل توزيع كنيد        رسيد، با رعايت شرايط آسپتيك آنرا در ظروف نهايي استريل توزيع كنيد        

بايد مكمل هاي حساس به حرارت را بعد از آنكه دماي محيط كشت به         بايد مكمل هاي حساس به حرارت را بعد از آنكه دماي محيط كشت به         
..  رسيد،  در شرايط آسپتيك به آن اضافه نمود         رسيد،  در شرايط آسپتيك به آن اضافه نمود       CC5050̊˚حدود حدود 

استريل  نيز بايد قبل از افزودن به محيط كشت به            استريل  نيز بايد قبل از افزودن به محيط كشت به            ) ) ساپلمنت   ساپلمنت   ( ( دماي مكمل دماي مكمل 
..دماي اتاق برسد   دماي اتاق برسد   

 ساعت انكوبه     ساعت انكوبه    2424آنها را براي   آنها را براي   % % 33--55جهت كنترل استريل بودن پليت ها،   جهت كنترل استريل بودن پليت ها،   
.     .     در طول انكوباسيون ممكن است رطوبت محيط آگار از بين برود             در طول انكوباسيون ممكن است رطوبت محيط آگار از بين برود             . . كنيد كنيد 

محتويات آب، ممكن است روي رشد     محتويات آب، ممكن است روي رشد     %  %  1515از دست دادن بيش از   از دست دادن بيش از   
..ميكروارگانيسم اثر نامطلوب بگذارد      ميكروارگانيسم اثر نامطلوب بگذارد      



ذخيره سازي ذخيره سازي 
محيط هاي كشت آماده شده را سريعاً مصرف نموده يا تحت شرايطي كه      محيط هاي كشت آماده شده را سريعاً مصرف نموده يا تحت شرايطي كه      

..يد يد محتوياتشان تغيير نكند يعني دور از نور و در دماي يخچال ذخيره نماي        محتوياتشان تغيير نكند يعني دور از نور و در دماي يخچال ذخيره نماي        
ور به  ور به  ذخيره سازي ساپلمنت ها پس از افزودن آب، توصيه نمي شود اما اگر مجب           ذخيره سازي ساپلمنت ها پس از افزودن آب، توصيه نمي شود اما اگر مجب           

 فريز  فريز ––  CC2020̊˚اين كار هستيد آنها را در مقاديركوچك تقسيم كرده و در دماي       اين كار هستيد آنها را در مقاديركوچك تقسيم كرده و در دماي       
پس از وارفتن يخ فقط يكبار مجاز به استفاده              پس از وارفتن يخ فقط يكبار مجاز به استفاده              .  .  كنيد تا براي چند ماه پايدار بمانند           كنيد تا براي چند ماه پايدار بمانند           

..از آنها هستيد از آنها هستيد 
ا  ا  در صورت بسته بندي پليت ها در كيسه هاي پلاستيكي، زمان نگهداري آنه       در صورت بسته بندي پليت ها در كيسه هاي پلاستيكي، زمان نگهداري آنه       

براي جلوگيري از تجمع رطوبت در پليت ها، آنها را قبل از قرار          براي جلوگيري از تجمع رطوبت در پليت ها، آنها را قبل از قرار          . . افزايش مي يابد افزايش مي يابد 
..دادن در كيسه، خنك كنيد   دادن در كيسه، خنك كنيد   

براي اين كار،     براي اين كار،     .  .  هنگام تلقيح محيط كشت، سطح پليت مربوطه را خشك كنيد        هنگام تلقيح محيط كشت، سطح پليت مربوطه را خشك كنيد        
ر كه ر كه درپوش پليت را برداشته و هر دو را به صورت واژگون در داخل انكوباتو        درپوش پليت را برداشته و هر دو را به صورت واژگون در داخل انكوباتو        

 تنظيم شده، قرار دهيد تا قطرات آب از سطح محيط كشت    تنظيم شده، قرار دهيد تا قطرات آب از سطح محيط كشت   CC5050  ––  2525̊˚در دماي  در دماي  
..ناپديد شود  ناپديد شود  



بررسي خطاها و اشتباهات در تهية             بررسي خطاها و اشتباهات در تهية             
  محيط هاي كشت و علل ممكن          محيط هاي كشت و علل ممكن          



رنگ يا تيرگي غيرطبيعي      رنگ يا تيرگي غيرطبيعي      

آب ناخالص   آب ناخالص   
ظروف شيشه اي كثيف    ظروف شيشه اي كثيف    

كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         
حرارت زياد در طي استريليزاسيون      حرارت زياد در طي استريليزاسيون      

pHpH نادرست  نادرست 
حل نشدن كامل آگار و محيط كشت        حل نشدن كامل آگار و محيط كشت        

CC5050̊˚ذخيرة طولاني در دماي       ذخيرة طولاني در دماي       
مخلوط نشدن به حد كافي      مخلوط نشدن به حد كافي      



رگه رگه شدنرگه رگه شدن

..آگار نيم سوز شده استآگار نيم سوز شده است: : رگه رگة سياه رگه رگة سياه 

وقتي مكمل ها اضافه شده اند كه آگار    وقتي مكمل ها اضافه شده اند كه آگار    : : رگه رگة روشن رگه رگة روشن 
. . سرد شده بوده استسرد شده بوده است



pHpHنادرست نادرست 
كيفيت پايين آب يا ظروف شيشه اي        كيفيت پايين آب يا ظروف شيشه اي        

حرارت بيش از حد، ذوب مجدد يا ذخيرة طولاني مدت محيط كشت                     حرارت بيش از حد، ذوب مجدد يا ذخيرة طولاني مدت محيط كشت                     
CC5050̊˚در دماي     در دماي     

آلودگي شيميايي  آلودگي شيميايي  
 متر  متر pHpHكاليبراسيون نادرست    كاليبراسيون نادرست    

حل نشدن كامل آگار و محيط كشت        حل نشدن كامل آگار و محيط كشت        
كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         

CC2525̊˚ در دماي بالاي       در دماي بالاي      pHpHاندازه گيري    اندازه گيري    
ذخيره سازي نامناسب محيط كشت دهيدراته يا بيش از مدت نيمه عمر                    ذخيره سازي نامناسب محيط كشت دهيدراته يا بيش از مدت نيمه عمر                    



رسوب، كدورت    رسوب، كدورت    

حرارت بيش از حد    حرارت بيش از حد    
) ) CC5050̊˚دماي    دماي    ( ( در حالت مذاب      در حالت مذاب      ) )  ساعت    ساعت   44بيش از   بيش از   ((ذخيرة طولاني   ذخيرة طولاني   

كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         
pHpH نادرست  نادرست 

آب ناخالص يا ظروف شيشه اي كثيف         آب ناخالص يا ظروف شيشه اي كثيف         
حل نشدن كامل آگار و محيط كشت        حل نشدن كامل آگار و محيط كشت        

وقتي مكمل ها اضافه شده اند كه محيط كشت خيلي داغ بوده                     وقتي مكمل ها اضافه شده اند كه محيط كشت خيلي داغ بوده                     
كيفيت پايين آب يا ظروف      كيفيت پايين آب يا ظروف      



رشد باكتريايي ضعيف يا اثر روي خواص     رشد باكتريايي ضعيف يا اثر روي خواص     
افتراقي  افتراقي  / / انتخابيانتخابي

مخلوط كردن نامناسب    مخلوط كردن نامناسب    /  /  توزينتوزين
آب يا ظروف شيشه اي آلوده       آب يا ظروف شيشه اي آلوده       

وجود مواد مهار كننده در آب يا ظروف           وجود مواد مهار كننده در آب يا ظروف           
كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         كيفيت پايين محيط كشت دهيدراته         

وقتي مكمل ها اضافه شده اند كه محيط كشت خيلي داغ بوده                    وقتي مكمل ها اضافه شده اند كه محيط كشت خيلي داغ بوده                    
محيط هنگام كشت نمونه بر روي آن، خيلي داغ بوده        محيط هنگام كشت نمونه بر روي آن، خيلي داغ بوده        

ذخيرة طولاني و بيش از حد خشك شدن محيط كشت            ذخيرة طولاني و بيش از حد خشك شدن محيط كشت            
 محيط كشت  محيط كشت pHpHحل نشدن كامل آگار و محيط كشت، تغيير          حل نشدن كامل آگار و محيط كشت، تغيير          

حرارت طولاني مدت و مفرط        حرارت طولاني مدت و مفرط        



شل و نيم بند   شل و نيم بند   )  )  ژل ژل ((آگار آگار 

)) پايين  پايين pHpHبه خصوص در    به خصوص در    ((حرارت بيش از حد     حرارت بيش از حد     
 پايين   پايين  pHpHهيدروليز اسيد در آگار در محيط هاي كشت با            هيدروليز اسيد در آگار در محيط هاي كشت با            

مخلوط كردن نادرست    مخلوط كردن نادرست    /  /  توزينتوزين  
حل نشدن كامل آگار      حل نشدن كامل آگار      

حجم نادرست آب، رقيق سازي زياد با مايع تلقيح يا مكمل هاي                   حجم نادرست آب، رقيق سازي زياد با مايع تلقيح يا مكمل هاي                   
محيط كشت  محيط كشت  

CC5050̊˚ذخيرة طولاني محيط كشت در دماي        ذخيرة طولاني محيط كشت در دماي        
حرارت طولاني مدت و مفرط        حرارت طولاني مدت و مفرط        



تهية محيط هاي كشت دهيدراتهتهية محيط هاي كشت دهيدراته
 و استريليزاسيون آنها و استريليزاسيون آنها

محيط هاي دهيدراته رطوبت گرا هستند و به گرما، نور و رطوبت               محيط هاي دهيدراته رطوبت گرا هستند و به گرما، نور و رطوبت               
بنابراين تغيير شديد دما در شبانه روز در فصل             بنابراين تغيير شديد دما در شبانه روز در فصل             . . حساس هستند   حساس هستند   

.   .   زمستان در آزمايشگاه آنها را به شدت تحت تأثير قرار مي دهد                  زمستان در آزمايشگاه آنها را به شدت تحت تأثير قرار مي دهد                  
 بر روي برچسب قوطي درج              بر روي برچسب قوطي درج             ًًشرايط ذخيره سازي معمولا        شرايط ذخيره سازي معمولا        

 نگهداري در       نگهداري در      ًًاين شرايط معمولا     اين شرايط معمولا     . . طبق دستور عمل كنيد   طبق دستور عمل كنيد   .   .   مي گردد   مي گردد   
، در جاي خشك، دور از نور مستقيم         ، در جاي خشك، دور از نور مستقيم         C C   ̊˚2525دماي كمتر از    دماي كمتر از    

هر جا    هر جا    . . خورشيد، دور از اتوكلاو، اون يا منابع حرارتي ديگر است              خورشيد، دور از اتوكلاو، اون يا منابع حرارتي ديگر است              
. .  ذخيره كنيد    ذخيره كنيد   CC  ̊˚88--22ذكر شده در دماي          ذكر شده در دماي          

بر روي برچسب قوطي، تاريخ ورود آن به آزمايشگاه و تاريخ باز                 بر روي برچسب قوطي، تاريخ ورود آن به آزمايشگاه و تاريخ باز                 
..كردن درب قوطي را يادداشت كنيد        كردن درب قوطي را يادداشت كنيد        



ادامهادامه... ... 

محيط كشت را در سايز مناسب و متناسب با ميزان مصرف              محيط كشت را در سايز مناسب و متناسب با ميزان مصرف              
سفارش دهيد زيرا از كيفيت محيط كشت در مدت ذخيره سازي                 سفارش دهيد زيرا از كيفيت محيط كشت در مدت ذخيره سازي                 

. . در ظرفي كه درب آن به دفعات زياد باز شده، كاسته مي شود                 در ظرفي كه درب آن به دفعات زياد باز شده، كاسته مي شود                 
روش كار بر اساس دستورالعمل موجود بر روي قوطي حاوي         روش كار بر اساس دستورالعمل موجود بر روي قوطي حاوي         

. . انواع محيط كشت مي باشد    انواع محيط كشت مي باشد    
روش استريليزاسيون نيز بر روي برچسب دستورالعمل تهية محيط        روش استريليزاسيون نيز بر روي برچسب دستورالعمل تهية محيط        

..كشت درج گرديده است       كشت درج گرديده است       
اين دستورالعمل ها بر حسب نوع محيط كشت و شركت توليد            اين دستورالعمل ها بر حسب نوع محيط كشت و شركت توليد            

..كننده، متفاوت است      كننده، متفاوت است      



روش تهية محيط كشت ژلاتين     روش تهية محيط كشت ژلاتين     

    gg55: : پپتونپپتون
Beef ExtractBeef Extract : :gg  33

gg  120120::ژلاتين ژلاتين 
mlml  10001000:  :  آب مقطر  آب مقطر  

    مواد فوق را به آب مقطر اضافه كرده، در بن ماري در حال جوش                      مواد فوق را به آب مقطر اضافه كرده، در بن ماري در حال جوش                  
از حرارت مستقيم آن بر روي شعله       از حرارت مستقيم آن بر روي شعله       ((قرار دهيد تا كاملاً حل شوند          قرار دهيد تا كاملاً حل شوند          

 برسانيد، سپس در لوله       برسانيد، سپس در لوله      66//88 محيط كشت را به    محيط كشت را به   pHpH).  ).  بپرهيزيد بپرهيزيد 
. .  استريل نماييد     استريل نماييد    CC121121̊˚ دقيقه در دماي        دقيقه در دماي       1515تقسيم كرده وبه مدت        تقسيم كرده وبه مدت        



روش تهية محيط كشت     روش تهية محيط كشت     
) ) APWAPW( (  آب پپتونة قليايي      آب پپتونة قليايي     

gg1010: : پپتونپپتون
    gg1010: : كلريد سديم     كلريد سديم     

    mlml  10001000:  :  آب مقطر  آب مقطر  
pHpH    برسانيد، سپس در لوله تقسيم        برسانيد، سپس در لوله تقسيم      88/ / 66--99 محيط كشت را به     محيط كشت را به  

.  .   استريل نماييد    استريل نماييد   CC121121̊˚ دقيقه در دماي         دقيقه در دماي        1515كرده و به مدت        كرده و به مدت        
.. نرمال استفاده كنيد         نرمال استفاده كنيد        11 از سود   از سود  pHpH     براي تنظيم        براي تنظيم   



روش تهية محيط كشت      روش تهية محيط كشت      
6.5% 6.5% NaClNaCl))آگارآگار/ / براثبراث ( (

اين   اين   .  .  يا آگار است    يا آگار است    /  /  محيط پايه، همان برين هارت اينفيوژن براث            محيط پايه، همان برين هارت اينفيوژن براث            
نمك كلريد      نمك كلريد      % % 66نمك است، بنابراين     نمك است، بنابراين     % % 00/ / 55محيط كشت حاوي    محيط كشت حاوي    

نمك   نمك   % % 66//55سديم به اين محيط پايه اضافه مي شود تا مقدار نهايي                        سديم به اين محيط پايه اضافه مي شود تا مقدار نهايي                        
سپس محلول حاصل را در لوله تقسيم كرده و به              سپس محلول حاصل را در لوله تقسيم كرده و به              . . حاصل شود  حاصل شود  

.  .  استريل نماييد   استريل نماييد   CC121121̊˚ دقيقه در دماي        دقيقه در دماي       1515مدت    مدت    



روش تهية انواع قندها  روش تهية انواع قندها  

. . تهيه نماييد    تهيه نماييد    % % 1010از قند مورد نظر، محلول    از قند مورد نظر، محلول    
در صورت امكان محلول هاي قندي را به روش فيلتراسيون          در صورت امكان محلول هاي قندي را به روش فيلتراسيون          

. . استريل نماييد   استريل نماييد   
در غير اين صورت، انواع لاكتوز، مالتوز، زايلوز، ساكاروز،            در غير اين صورت، انواع لاكتوز، مالتوز، زايلوز، ساكاروز،            

 به    به   lblb  1515، فشار    ، فشار    CC121121̊˚ترهالوز، آرابينوز و ساليسين را در دماي        ترهالوز، آرابينوز و ساليسين را در دماي        
    CC118118--  116116̊˚ساير قندها را دردماي         ساير قندها را دردماي         .  .   دقيقه استريل نماييد      دقيقه استريل نماييد     33مدت    مدت    
. .  دقيقه استريل نماييد      دقيقه استريل نماييد     1515 به مدت     به مدت    lblb  1212--1010فشار  فشار  



MRMRمعرف  معرف  روش تهية روش تهية 

    gg  11 / /00:  :  پودر متيل رد پودر متيل رد 
mlml  300300: : اتانول اتانول 

     پودر متيل رد را در اتانول حل كرده، با آب مقطر حجم آن را به                    پودر متيل رد را در اتانول حل كرده، با آب مقطر حجم آن را به               
mlml  500500برسانيد برسانيد  . .

. . معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد          معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد          



VPVPمعرف هاي  معرف هاي  روش تهية روش تهية 

    ):):AAمعرف معرف ( (  نفتول  نفتول ααتهية    تهية    
gg نفتول نفتولαα پودر   پودر   ::55    
mlml  100100: :  اتانول  اتانول 

  
  ):):BBمعرف معرف  ( (KOHKOH    تهية  تهية  

gg ::KOHKOH4040        
    gg  33//00:  :   كراتين  كراتين 

      mlml  100100:  :   آب مقطر   آب مقطر  
.. معرفها را در ظروف تيره و در يخچال نگهداري كنيد               معرفها را در ظروف تيره و در يخچال نگهداري كنيد              



معرف كواكس  معرف كواكس  روش تهية روش تهية 

PP--   دي متيل آمينو بنزآلدئيد    دي متيل آمينو بنزآلدئيد   :  :gg1010    
    mlml  150150  ::ايزوآميل الكل    ايزوآميل الكل    

    mlml  5050:  :  اسيد كلريدريك غليظ و تازه        اسيد كلريدريك غليظ و تازه        
  P   P   --              دي متيل آمينو بنزآلدئيد را به آميل الكل اضافه نموده و به               دي متيل آمينو بنزآلدئيد را به آميل الكل اضافه نموده و به 

. . آرامي اسيد كلريدريك را به آنها اضافه نماييد              آرامي اسيد كلريدريك را به آنها اضافه نماييد              
. .      براي تهية اين معرف از هود استفاده نماييد                  براي تهية اين معرف از هود استفاده نماييد             

. . معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد          معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد          



معرف كلرور فريك  معرف كلرور فريك  روش تهية روش تهية 
::روش غير اسيدي  روش غير اسيدي  

      gg1010:  :  كلرور فريك كلرور فريك 
    mlml  100100:  :  آب مقطر  آب مقطر  

::روش اسيدي روش اسيدي 
    gg1212:  :   كلرور فريك  كلرور فريك 

    mlml  55 / /22:  :  اسيد كلريدريك غليظ     اسيد كلريدريك غليظ     
    mlml  100100:  :  آب مقطر  آب مقطر  

. . معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد          معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد          



معرف هاي نيترات  معرف هاي نيترات  روش تهية روش تهية 
::AAمعرف  معرف  تهية تهية 
N ,NN ,N        سرطان زا  سرطان زا  ( ( دي متيل آلفا نفتيل آمين        دي متيل آلفا نفتيل آمين:(:(gg66

  NN  55 )  ) 3030 :(% :(%mlml  10001000اسيد استيك گلاسيال         اسيد استيك گلاسيال         
اسيد استيك       اسيد استيك         mlml    10001000دي متيل آلفا نفتيل آمين را در كمتر از           دي متيل آلفا نفتيل آمين را در كمتر از           N ,NN ,N      پودر           پودر     

حل كرده، كمي حرارت دهيد تا حل شود، حجم را به يك ليتر رسانده،        حل كرده، كمي حرارت دهيد تا حل شود، حجم را به يك ليتر رسانده،        
. . محلول را از صافي رد كنيد  محلول را از صافي رد كنيد  

    ::BBمعرف  معرف  تهية تهية 
  gg88: : ) )  آمينو بنزن سولفونيك اسيد        آمينو بنزن سولفونيك اسيد       --PP( ( سولفانيليك اسيد       سولفانيليك اسيد       

  NN  55 )  ) 3030 : (% : (%mlml  10001000اسيد استيك گلاسيال         اسيد استيك گلاسيال         
اسيد استيك حل كرده، سپس       اسيد استيك حل كرده، سپس           mlml  10001000     پودر سولفانيليك اسيد را در كمتر از                   پودر سولفانيليك اسيد را در كمتر از              

. . حجم را به يك ليتر برسانيد      حجم را به يك ليتر برسانيد      
..معرفها را در ظروف تيره و در يخچال نگهداري كنيدمعرفها را در ظروف تيره و در يخچال نگهداري كنيد



معرف نين هيدرين  معرف نين هيدرين  روش تهية روش تهية 

    gg55 / /33:  :  پودر نين هيدرين  پودر نين هيدرين  
    mlml  5050: : استناستن

    mlml  5050:  :  بوتانولبوتانول
و بوتانول را مخلوط كرده و سپس پودر نين هيدرين را اضافه              و بوتانول را مخلوط كرده و سپس پودر نين هيدرين را اضافه                   استن      استن 
. . نماييد  نماييد  

..معرف را در ظرف تيره و در دماي اتاق نگهداري كنيد              معرف را در ظرف تيره و در دماي اتاق نگهداري كنيد              



KK11    روش تهية ويتامين روش تهية ويتامين 

    KK11 : :gg22 / /00پودر ويتامين    پودر ويتامين    
      mlml  2020: : اتانول اتانول 

 را روي قطعة كوچكي از فويل آلومينيومي     را روي قطعة كوچكي از فويل آلومينيومي    KK11    پودر ويتامين        پودر ويتامين    
استريل وزن كرده و در شرايط آسپتيك به اتانول در يك بطري              استريل وزن كرده و در شرايط آسپتيك به اتانول در يك بطري              

.. است  است mg/mlmg/ml  1010غلظت محلول ذخيره     غلظت محلول ذخيره     .  .  استريل اضافه كنيد     استريل اضافه كنيد     
 و براي    و براي   µµg/mlg/ml  11 / /00    غلظت نهايي محلول براي محيط هاي مايع                غلظت نهايي محلول براي محيط هاي مايع            

 از محلول     از محلول    mlml0101 / /00يعني يعني (( است   است  µµg/mlg/ml  1010محيط هاي آگاردار       محيط هاي آگاردار       
 از محلول ذخيره در يك ليتر           از محلول ذخيره در يك ليتر          mlml  11ذخيره در يك ليتر براث و        ذخيره در يك ليتر براث و        

..براي رقيق سازي بيشتر از آب مقطر استفاده كنيد         براي رقيق سازي بيشتر از آب مقطر استفاده كنيد         ) . ) . آگارآگار
..محلول ذخيره را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد              محلول ذخيره را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد              



) ) HemineHemine( ( روش تهية همين    روش تهية همين    

HemineHemine : :gg55 / /00
    mlml  1010: :  نرمال   نرمال  11سود سود 

 نرمال حل كرده، سپس با آب مقطر به              نرمال حل كرده، سپس با آب مقطر به             11را در سود   را در سود       پودرهمين      پودرهمين  
. .  برسانيد برسانيدmlml  100100حجم  حجم  

. . استريل نماييد   استريل نماييد   CC121121̊˚ دقيقه در دماي        دقيقه در دماي       1515    به مدت         به مدت     
 است، ولي هنگام مصرف به         است، ولي هنگام مصرف به        mg/mlmg/ml  55    غلظت محلول ذخيره        غلظت محلول ذخيره    

. .  باشد    باشد   µµg/mlg/ml    55عنوان ساپلمنت بايد داراي غلظت نهايي          عنوان ساپلمنت بايد داراي غلظت نهايي          
..محلول ذخيره را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد              محلول ذخيره را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد              



روش تهية معرف اكسيداز    روش تهية معرف اكسيداز    
 محلول بي رنگ، حساستر با سميت كمتر       محلول بي رنگ، حساستر با سميت كمتر      ::KovacsKovacsمعرف معرف 

  gg11: :  فنيلن دي آمين هيدروكلرايد      فنيلن دي آمين هيدروكلرايد     --PP  --تترا متيل  تترا متيل  
mlml  100100: : آب مقطرآب مقطر

 محلول ارغواني، پايدارتر  محلول ارغواني، پايدارتر ::Gordon & McLeodGordon & McLeodمعرف معرف 
gg11: :  فنيلن دي آمين هيدروكلرايد      فنيلن دي آمين هيدروكلرايد     --PP  --دي متيل  دي متيل  
mlml  100100: : آب مقطرآب مقطر

 آب مقطر حل كنيد، به آرامي     آب مقطر حل كنيد، به آرامي    mlml  100100     پودر مورد نظر را در كمتر از             پودر مورد نظر را در كمتر از        
.. دقيقه ثابت نگه داريد       دقيقه ثابت نگه داريد      1515. .  برسانيد  برسانيد mlml  100100حرارت دهيد، حجم را به    حرارت دهيد، حجم را به    

..معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد    معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد    



روش تهية معرف كاتالاز  روش تهية معرف كاتالاز  
 )  ) 3%3%  HH22OO22 ,, ( (

آب مقطر   آب مقطر    با   با  1:101:10را به نسبت      را به نسبت      % % 3030محلول آب اكسيژنة  محلول آب اكسيژنة  
..حاصل شودحاصل شود% % 33رقيق كنيد تا محلول آب اكسيژنة       رقيق كنيد تا محلول آب اكسيژنة       

..معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد           معرف را در ظرف تيره و در يخچال نگهداري كنيد           



روش تهية كريستال ويوله و روش تهية كريستال ويوله و 
 اگزالات آمونيم   اگزالات آمونيم  

::كريستال ويولة ذخيره كريستال ويولة ذخيره تهية تهية 
  gg2020: : پودر كريستال ويولهپودر كريستال ويوله

mlml  100100:  :  اتانولاتانول

    : : تهية اگزالات آمونيم تهية اگزالات آمونيم 
                  gg11:   :   پودر اگزالات آمونيم پودر اگزالات آمونيم 

  mlml  100100: : آب مقطرآب مقطر
آب مقطر رقيق آب مقطر رقيق  با   با  11: : 1010كريستال ويولة ذخيره را به نسبت     كريستال ويولة ذخيره را به نسبت          هنگام مصرف محلول          هنگام مصرف محلول     

.. حجم از محلول اگزالات آمونيم رقيق كنيد       حجم از محلول اگزالات آمونيم رقيق كنيد      44كنيد، سپس محلول حاصل را با     كنيد، سپس محلول حاصل را با     
در ظروف تيره و در دماي اتاق نگهداري     در ظروف تيره و در دماي اتاق نگهداري     كريستال ويوله را  كريستال ويوله را  محلول ذخيره و مصرفي  محلول ذخيره و مصرفي  

..كنيد كنيد 



روش تهية لوگل  روش تهية لوگل  

gg11:  :  يد يد 
gg22: : يدور پتاسيم   يدور پتاسيم   

mlml  6060 % :   % :  55محلول آبي بيكربنات سديم     محلول آبي بيكربنات سديم     
mlml  240240:  :  آب مقطر  آب مقطر  

                   در مقدار كمي از آب مقطر، يد و يدور پتاسيم را كاملاً حل                              در مقدار كمي از آب مقطر، يد و يدور پتاسيم را كاملاً حل                         
mlml  6060.  .   برسانيد برسانيدmlml  240240كرده، حجم را با آب مقطر به          كرده، حجم را با آب مقطر به          

. . بي كربنات سديم را نيز به آن اضافه نماييد         بي كربنات سديم را نيز به آن اضافه نماييد          %   %  55     محلول        محلول   
. .  محلول را در ظرف تيره و در دماي اتاق نگهداري كنيد               محلول را در ظرف تيره و در دماي اتاق نگهداري كنيد              



 استن استن--روش تهية محلول الكل  روش تهية محلول الكل  

  mlml  250250: : اتانولاتانول
mlml  250250: : استن استن 

  
..   حجم مساوي از اتانول را با استن مخلوط نماييد     حجم مساوي از اتانول را با استن مخلوط نماييد  



روش تهية فوشين يا سافرانين ذخيره  روش تهية فوشين يا سافرانين ذخيره  
gg22::پودر فوشينپودر فوشين

    mlml  100100: : اتانول اتانول 
    و يا     و يا 

gg55//22::پودر سافرانين پودر سافرانين 
mlml  100100: : اتانول اتانول 

          11:  :  1010 را به نسبت را به نسبتسافرانين   سافرانين     يا    يا  فوشينفوشينذخيرة  ذخيرة       هنگام مصرف محلول            هنگام مصرف محلول       
..آب مقطر رقيق كنيد   آب مقطر رقيق كنيد   با با 

در ظروف تيره و در دماي اتاق            در ظروف تيره و در دماي اتاق            را  را  محلول هاي ذخيره و مصرفي       محلول هاي ذخيره و مصرفي       
. . نگهداري كنيد  نگهداري كنيد  
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