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 كنترل صفحه براي متقاضي نگهداري ميكروارگانيسم در فريزر راهنماي

:تعاريف
 تقريباً همسان با فشار اسمزي سلولمحلول پايه براي تهيه سوسپانسيون ميكروبي با فشار اسمزي: محلول تهيه سوسپانسيون

ها: محلول نگهدارنده و آسيب رساندن به سلول هنگام فريز كردن سلول  مثل گليسرول محلول حاوي مواد نگهدارنده براي جلوگيري از ايجاد كريستال يخ
دم2ظروف پروپيلن درپيچدار به حجم: ويال كرايو )منجمد( اي پايين ميلي ليتر مخصوص نگهداري سوسپانسيون سلولي در
: مورد نيازو مواد وسايل

 ميكروارگانيسم تازه كشت-1
 پيپت پاستور استريل-2
 x 100 mm 7.5-6.5استريل يا لوله هاي استريل ml1.5يا ميكروتيوب استريلml2ويال كرايوتيوب-3
، فويل-4 )استريل( پنس، پنبه
ها-5 1محيط كشت مناسب براي رشد ميكروارگانيسم

6-Suspending medium :محيط استريلNutrient brothگليسرول%10-15محيط مايع اختصاصي سويه حاوييا%15شير بدون چربييا 
و تانك ازت-80فريزر با دماي بالاي-7

: روش كار
:تهيه سوسپانسيون سلولي-1

و بمدت:كشت مايع  سانتريفيوژ كنيد دردقيقه 5000تا 4500دقيقه با دور15كشت را درون ظروف سانتريفيوژ استريل منتقل كنيد
)هزار دور در دقيقه10-8( برخي سويه ها براي رسوب نياز به دورهاي بالاي سانتريفيوژ دارند:1يادآوري

.درون ظرف باقي بماندمايع رويي را با دقت خارج نماييد تا تنها رسوب سلولي
 در صورتيكه انتهاي لوله كشت، مايع جمع شده باشد با پيپت پاستور استريل قبل از تهيه سوسپانسيون آن را خارج نماييد:كشت جامد

 ييدبرداشت نما Suspending mediumبا استفاده از پيپت پاستور استريل در شرايط استريل ميزان مناسب براي تهيه سوسپانسيون-1-1
و با استفاده از پيپت پاستور پيپتاژ كنيد بطوريكه يك سوسپانسيون سلولي يكنواخت محيط مايع مربوط به تهيه سوسپانسيون-1-2 را روي سلول ها ريخته

.تهيه نماييد
، گليسرول: اضافه كردن نگهدارنده-2 غلظت(.سرول در سوسپانسيون حاصل شوداضافه نماييد تا ميزان مطلوب گلي%30به ميزان هم حجم سوسپانسيون سلول

)مي باشد%15تا10مورد نياز گليسرول در سوسپانسيون فريرزي حدود 
و يكنواخت پخش نماييد بطوريكه در هر آمپول هاي استريل ميكروتيوب يا سوسپانسيون حاصل را درون لوله هاي آمپول يا ويال هاي كرايو-3 بطور استريل

 ميكروليتر سوسپانسيون وارد شود 500تا 400حدود 
با:درپوش گزاري-4 و روي آنرا فويل در صورتيكه از لوله هاي آمپول استفاده كرده ايد با استفاده از پنس استريل سر لوله هارايك عدد پنبه استريل قرار دهيد

و آنرا با چسب نوار محكم نماييد  سوسپانسيون را پخش نموده ايد، درپيچ آنها را محكم كنيددر صورتيكه درون ويال هاي كرايو. استريل بپوشانيد
، كشت خطي دهيد تا از خالص بودن سوسپانسيون ميكروبـي اطمينـان عمومي آخرين قطره مربوط به سوسپانسيون ميكروبي را روي يك پليت حاوي محيط كشت:كنترل-5

.حاصل كنيد
.و تاريخ تهيه را نصب نماييدروي لوله ها يا ويال ها، ليبل داراي مشخصات آمپول-6
از براي تهيه كشت تازه از ذخاير منجمد-7 راهر بار فقط يكي و پس از ذوب بلافاصله ويالهاي منجمد  مايع يا جامد اختصاصيمحيط كشت دروناز فريزر خارج كرده

.و درون انكوباتور متناسب با شرايط كشت سويه مورد نظر قرار دهيد.تلقيح كنيد

.ضروري است ازمحيط كشت توصيه شده در وبگاه مركز كلكسيون استفاده كنيد.1
و باكتريهاي صنعتي ايران تماس بگيريد.2 :در صورت نياز به اطلاعات بيشتر با مركز منطقه اي كلكسيون قارچها

 021– 56275510: نمابر/ شماره تلفن
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مهر تضمين كيفيت
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