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C	#@���  � 

 

	
	�C	#@���  �  ��4.���
��#���������������B���"&��,����� �������
� 

��������� 
��4.���
��  (�
/�) 

MS MMS WPM VW LS 
6����������

      
CaCl2.H2O - - 96.00 - - 
CaCl2.2H2O 440.00 440.00 - - 440.00 
Ca(NO3)2.4H2O - - 556.00 425.00 - 
KH2PO4 170.00 85.00 170.00 250.00 170.00 
KNO3 1900.00 950.00 - 525.00 1900.00 
MgSO4.7H2O 370.00 370.00 - 250.00 370.00 
NaH2PO4.H2O - - - - - 
NH4NO3 1650.00 825.00 400.00 - 1650.00 
(NH4)2SO4 - - - 500.00 - 
6�����������      
CoCl2.6H2O 0.025 0.25 - - 0.025 
CuSO4.2H2O - - - - 0.025 
CuSO4.5H2O 0.025 0.25 6.25 - - 
H3BO3 6.20 6.20 6.20 - 6.20 
KI 0.83 0.83 - - 0.83 
MnSO4.H2O 16.9 22.30 16.90 7.50 16.90 
MnSO4.4H2O - - - - - 
K2SO4 - - 990.00 - - 
Na2MoO4.2H2O 0.25 25.00 0.25 - 0.25 
ZnSO4.7H2O 10.6 8.60 8.60 - 8.60 
Adenine sulphate - 0.10 - - - 
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	�C	#@���  �  (
'�) 
 

��������� 
��4.���
��  (�
/�) 

MS MMS WPM VW LS 
6������?
      
FeSO4.7H2O 27.80 13.90 27.80 27.80 27.80 
Na2EDTA 37.30 18.65 37.30 37.30 37.30 
����)�����.      
Myo-inosital 100.00 100.00 100.00 - 100.00 
Nicotinic acid 0.50 0.50 0.50 - - 
Pyridoxine HCl (B6) 0.50 0.50 0.50 - - 
Thiamine HCl (B1) 0.10 0.10 1.00 - 0.4 
Glycine 2.00 2.00 2.00 - - 
Coconut water - - - 150.00 - 
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C	#@���  ? 
 

�	
��	�)�,+/	�
��� �
!"�����!#$#�������	���",��!1��	
WX�&��	
	YZ� 

 

1. �	
�

�� �!���'����� 
 ��(�
��?���):��'��)4�4��
������#��	���"�5��
)���  ������H��-���.
��������% 0.5 w 
1.0  �7��)����  �,(��&���"��� A��������*���
78��#�����	�������
��*8� 
 

2. �	
['	�*��+  $��
��4	�*��+&��#��C	� 
 �A�&) �����,(&����	����'�"�#�	#��	��?
 (vial) ����������

�&) �����,(&  ��)�� A����

$�
�9�,�7��. (FAA)  (�������� FAA:  ���
��	���  ���6)����
�b��. 70%  90  �)��)�)��,  

�	��7)�)
  5  �)��)�)��,  =��.�����  5  �)��)�)��)  "������&) �����,(&  �,(���

$��9�,���4���
��&��)�#���7��.��������  2  �
�  *��&) ������#?���
�&����  7 - 10  �
������%�9��)���� 
 

3. �	
,3����	����	��*��+ 

 ����
���&�&) �����,(&"��������������4�%���
�)�����*�#����������� A�"��7��.�	�  :	�
"&������������"�,���=<�  78�����
��	���  � A�  ���6)����
�b��.  95  ����.�7?��.  ����)�6)�
���
�b��.  ,���=<�����.  "��
������� B 

�  	
���  

 
�A�	
���� � A�  

(�)��)�)��) 
95% ���6)����
�b��. 

(�)��)�)��) 
�)�6)����
�b��.

(�)��)�)��) 
��������&� 
(&
��:��) 

1 50 40 10 2 
2 30 50 20 2 
3 15 50 35 2 
4 5 40 55 2 
5 0 25 75 2 
6 �)�6)����
�b��.��)���6)�  24 
7 �)�6)����
�b��.��)���6)� 50 �)��)�)�� + ,���=<�����. 50 �)��)�)�� 24 
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4. �	
��	&���	
	YZ�$�
�*3 ���������� 

 ����,���=<���)���6)�  ���,���=<����"&�����  "��������%�9��)  60  ��-��7��7���  :	�
&�����
�A�,���=<����"&�����������"�#�	�����&) �����,(&���"��������%�9��)  60  ��-��7��7���  
���  6  &
��:��  �A�  3  4�
 �  '�
�
 �"&�,���=<���)���6)��,(��"��,���=<������*���
78��#����"�
��( ���(��,(&�	�	���
#8 �  :	��&����  2  &
��:��  �A�  2  4�
 � 
 

5. �	
WX��!���'�����&��	
	YZ� 
 ��,���=<���)���6)��������"��������%�9��)  60  ��-��7��7���  ���  24  &
��:��  ��"�

����
��	�$=���.  #��	
���� x ��� x ���  ����

� 2 x 2 x 1.5 �7��)����  "&��#?��#������=���
=����
�-����
)	#8 �"�,���=<���
"����	:	���?�  �

���������"������ A�"��,���=<�
	��������#?��
����#8 ��������% 1 "� 4 #��
����  �

������
�������:���   "&��#?��#���
����:4�����&) �����,(&������������"�
����  
������  1  &) �  "&��#?��#���	
�
�������="������  
�#���&) �����,(&"������"��A�������������
��  ������=����
�-��
'�

����"����	  '�
�
 �
�����"��,���=<��#?��
�����'8��
�
��	�$=���.��
  "&���	4��
��������,���=<�"���	�#��	���
����
�� 
 

6. �	

�,�!���'�����,���) "#
"
  

 �A�����,���=<����&(����)	

�����:	�"&�,���=<����������
��&(���  ����) ����'�
,���=<��#?��
��&(������

�  ����'8��������4�(�����:4�:��:	�"��"���	����
�'�4�  ��
���-�
4��������"���������  �����
���������"
���
�"���������  ����'8��A��������������,���=<����
�����������"��"�&����A���
�"���
������,(&#���4�(���  �A�
���
	&) �����,(&&�� B  ��
4������  
���  �
�"&�����	�
?���	
���
	  �����
�4������  ���"���	��������
��  "��������
���
	������
,��

�������)��)����*�
�
	��
��	���  �A��)��)������4������,���4����
�������
��	�$�
�
������������  �������� B ���4��"���)��)������
�
)���  �,��������	�
"�
���4�(�������  ��'�A�
"���)��)�#�	�������
���4�(��������	�  ��(���	��)��)�����������
��
?���������
�%.�,(���)	�)��)�
�����H�����	. 
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7. �	

!,�)�,+ 

 ����������4�����"&�"�
���)	���	.  2  &�)	  4(� 
1) =��.���)�  3%  (�������������
��) 
2) Haupt�s adhesive  �������	�'�
�������B  	
���  
3) ������:	������  plain knox gelatin  1  
�
�  "�� A�
�
��  100  �)��)�)��  �����%�9��) 

35 w 40 ��-��7��7���  ��(�����������  ��)���� plenol crystal  2  
�
�  ���  glycerin  15  
�)��)�)������  ��(�����������#��

�	�����
������������
?����"&��������� 
 �)6�
���)	�)��)������	.�A��	�:	�  ����H�����	.�������	  ������	��� Haupt�s 
adhesive  �����H�����	.  1 w 2 ��	  ����"&�,��

���"���
���H�����	.  ������	.��  slide 
warmer �����%�9��)  50 w 55 ��-��7��7���  *����%�9��)����
)����)��)�'��)	�H�����	.  ��(���H��
���	.����,���4����	=��.���)������������������H�����	."���
��  '�
�
 �"&�,��

�&��� A�����
����)��)�78���
	����&) � B "����4�����������%  3 "� 4 #���H�����	.  4��� B ���4���)��)�
��������H�����	.�����=��.���)�����  ���"���H���)��)������  ���7���

�  ��(���)��)�����"��

$%�
�������
������'8��A����������� slide warmer �����%�9��)  50  ��-��7��7���  ��������  7  �
�  
�,(��"���H�����	.����  ����'8��
?���� 
 

8. �	
��� �� 

 ������
�)������  2  ��  4(� safranin  ���  fastgreen  :	����)6�
��������  	
���  
1) safranin  ���������
��  	
���  

- safranin o  4 
�
� 
- methyl cellosolve 200 �)��)�)�� 
- 95% ethyl alcohol 100 �)��)�)�� 
- sodium acetate  4 
�
� 
- formalin  8 �)��)�)�� 

2) fastgreen  ���������
��  	
���  
- methyl cellosolve 50 �)��)�)�� 
- absolute alcohol  50 �)��)�)�� 
- clove oil  50 �)��)�)�� 
- �� safranin  0.5 
�
� 
�A�
��
�������
4�
 �
���
��"&���� 
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 �)6�
�������A�����H�H
�  	
���  
 
xylene I   xylene II  100%ETOH  I  100%ETOH  II 
        2 ����          2 ����   2 ����    2 ���� 
 
50%ETOH  II  50%ETOH  I  95%ETOH  II  95%ETOH  I 
              2 ����   2 ����   2 ���� 
2 ���� 
         safranin 
�&�"��� 
  4  �
� 
����� A�
�
�� I  ����� A�
�
�� II  50%ETOH  I  50%ETOH  II 
  2  ����   2  ����   2 ����    2 ���� 
 
100%ETOH  II  100%ETOH  I  95%ETOH  II  95%ETOH  I 
              2 ����   2 ����   2 ���� 
2 ���� 
used clove oil fast green   fastgreen    new clove oil 
        1 ����          30 �)����       1 ���� 
 
  mount slide  xylene II        xylene I 

 

 

9. �	
.Z,$@'��)�,+ (mounting) 
 ����#
 ������	����#��
���A����	.*���  ��
�'�

����������( ���(������'8��A�
���<	�
�
	���
��'
�<	���	. (cover slip) :	���-
��
�
����A���
��8	�<	�H�����	. (mounting media) 
�,(��"���)	����*���  ����
�
����A���
��<	���	.����)��  �	��
� Canada balsam  ��� permount  
:	��<		���
��'
�<	���	.  ����) ����  2 w 3 �
�  �,(��"������  ����'8��A����&?	�A�4�������	�H��
���	.	��� clove oil ��(� xylene 

2 ���� 2 ���� 
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C	#@���  # 

 
�!1��	


��������)* +",�&����#�!#)�"*)* + (Isozyme) 

 

�	
�

�� �	
���	� 
1. Stock solutions 

- Acrylamide 30%T, 2.7% C  
- Tris-HCl  4����#��#�� 1.5 M, pH 8.8 (Trisbase 36.3 
�
� � A�
�
�� 175 �)��)�)�� 

��
� pH 8.8 ��
���)���� 200 �)��)�)��) 
- Tris-HCl  4����#��#�� 0.5 M, pH 6.8 (Trisbase 6.04 
�
� � A�
�
�� 90 �)��)�)�� 

��
� pH 6.8 ��
���)���� 100 �)��)�)��) 
- Extraction buffer (� A�
�
�� 100  �)��)�)��  Trisbase 4����#��#�� 0.5 M pH 7.5 

6.05 
�
�  2% PVP(polyvinylpyrrolidone K90) 2.0 
�
�  ��� Na2EDTA 0.074 

�
�) 

 
2. Catalyst 

-  Ammonium persulfate (APS) 4����#��#��  10 ����.�7?��. 
-  TEMED ( N,N,N/,N/-tetramethyl ethylenediamine)  

 
2. Electrode buffer 

- "��������� 1 �)�� ���
��	��� Trisbase 3.0 
�
�,  Glycine 14.4 
�
� ���
��
���)����	���� A�
�
��  ��
� pH 8.3 
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�	
�

�� ��� 

 ���������
��&�	�H���
���A���
��A��H���'� (�&?		������
�b��. 70 %) ���������
��������#���'�	
������ 
 

�������� �'�������� �'������  

� A�
�
�� 4.435 ��. 2.265 ��. 
1.5 M Tris-HCL pH 8.8 1.450 ��. - 
0.5 M Tris-HCL pH 6.8 - 0.375 ��. 
30% Acrylamide 3.0 ��. 0.3 ��. 
*10% APS (Amonium persulfate) 0.225 ��. 0.120 ��. 
TEMED 0.005 ��. 0.005 ��. 

��� 9.115 ��. 3.065 ��. 
 
�	
�

�� �	

����'	� 
1) ������ Extraction buffer :	���)� 2-mercaptoethanol 4����#��#�� 1 ����.�7?��.  
2) �	�
������ 

� Extraction buffer "��
������� 1 : 5 "�:
�����?� �A����������
�������>��

�
��
�����4�����?� 12,000 ���/���� �����%�9��) 4°C �������� 15 ���� 	�	������������"�
�������"��"�&����'�  ��(��&���?��
��� 

 

�	
��	�!��#"

"Y
�*!� 

 "&��
������ 15 ��:4��)��  H��

� bromophenol blue 2 ��:4��)��  (����� 
bromophenol blue 125 �)��)
�
�  ��� Xylene cynol FF 125 �)��)
�
� "� Glycerol 15 �)��)�)�� 
��
���)�������� 50 �)��)�)�� �
?������%�9��) 4°C)  ���	"������������H���'�������������  "�
���������)��4:��	�
=�=��.  9��"��
�����==o�4���� 100 :���. �������� 90 ����   
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�	
��� �����)* + 

 ����������7�."��'�	���������  4  ����	
���  
1. ����.��
7)�	� (peroxydase) 
����4�� Stock A 

1) 3-Amino-9-ethylcarbazole    210  �)��)
�
� 
2) β wNapthol      145  �)��)
�
� 
3) Acetone       100  �)��)�)�� 

 ��������#�� 1)  ��� 2)  "�#�� 3)  "��������( ��	���

�  �
?�"�#�	��&� 
����4�� Stock B 

1) Tris-HCl      1.5  
�
� 
2) Acetic acid      1.7  �)��)�)�� 
3) � A�
�
��       1.0  �)�� 

 ��������#�� 1)  ��� 2) "�#�� 3) "��������( ��	���

� 
����4�� Stock C  
 Hydrogen peroxide 3% (H2O2)    1.0  �)��)�)�� 
�)6�H�� : H��Stock A : B : C "��
������� 20 : 80 : 1 ���� "��������( ��	���

� 
�)6����� : �#�������"�����(	�������� 30-60 ���� �����%�9��)���� 
 
2. ��������� (Esterase) 
����4�� 

1) Phosphate buffer 0.1 M pH 6.0    100 �)��)�)�� 
����4�� Stock A : Solution of monobasic sodium 
 Phosphate 0.1 M      43.8 �)��)�)�� 
����4�� Stock B : Solution of dibasic sodium 
 Phosphate 0.1 M      6.15 �)��)�)�� 
�A� Stock A H��

� Stock B ��
���)�������� 100 �)��)�)��  �����
� pH 6.0 
2) Fast blue B Salt      150  �)��)
�
� 
3) α-Napthyl acetate in absolute alcohol   3.0  �)��)�)�� 

�)6�H�� : ��������#�� 2) "�#�� 1) "��������( ��	���

�  
���"�����(	  �����)�#�� 3)  ��(��'������� 
�)6����� : �#�������"�����(	  '�
����'�'��)	��  �����%�9��)���� 
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3. �����	��b:	�'���� (Malate dehydrogenase) 
����4�� 

1) Tris-HCl 0.1 M pH 7.5       100  �)��)�)�� 
2) DL-Malate 1.0 M pH 7.5       3.0  �)��)�)�� 
3) β-Nicotinamide adenine dinucleotide Monohydrate(NAD+)   30  �)��)
�
� 
4) Methyhthiazolydiphenyl tetrazolium bromide (MTT)   20  �)��)
�
� 
5) N-methylphenszonium methyl sulfate(PMS)    4.0  �)��)
�
� 

�)6�H�� : ��������#�� 3) *8�#�� 5) "�#�� 1) "��������( ��	���

�  ������)����#�� 2) ��(��'�������
�'� 
�)6����� : �#�������"�����(	�������� 30-60 ����  �����%�9��)���� 

 
4. ��7)	=��=���� (Acid phosphatase)  
����4�� 

1) Na acetate 50 mM pH 5.5    100  �)��)�)�� 
2) MgCl2.6H2O 1.0 M     1.0 �)��)
�
� 
3) Fast black K salt ��(� Fast garnet GBC salt  100 �)��)
�
� 
4) 1% α-Napthyl acid phosphate (in 50% acetone)  3.0 �)��)�)�� 

�)6�H�� : ��������#�� 3) "�#�� 1) "��������( ��	���

�  �����)����#�� 2)  ��� 4)  ��(��'�������
�'� 
�)6����� : �#�������"�����(	�������� 1-5 &
��:�� �����%�9��)���� 

 
 9����
��A��'����������
 �  4  ����  ����'8�����	���������������  '���?��*�&
	�'�'8�
����	���� A�
�
�� 
 
�	
�	
�	$��'�?��$/��� 
 �A������#���*������'������*�
	�	�'�
4��  Rf (Relative mobilities)  78��������"�
��
4A���%  	
���  
    Rf = ds/dy 
 :	���� ds = ��������������7�.�4�(�������	� 
  dy = ���������� tracking dye �4�(�������	� 
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C	#@���  � 
 

�!1��	


�����".

��",��!1� SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gels 

Electrophoresis ) (,�,$.���	� Laemmli 1970) 

 

�	
�

�� �	
���	� 

 

1. Stock solutions 
- Acrylamide 30%T, 2.7% C  
-  Tris-HCl  4����#��#�� 1.5 M pH 8.8 (Trisbase 36.3 
�
� � A�
�
�� 175 �)��)�)�� 

��
� pH 8.8 ��
���)���� 200 �)��)�)��) 
-  Tris-HCl  4����#��#�� 0.5 M pH 6.8 (Trisbase 6.04 
�
� � A�
�
�� 90 �)��)�)�� 

��
� pH 6.8 ��
���)���� 100 �)��)�)��) 
-  Sodium dodecyl sulfate (SDS) 4����#��#�� 10 ����.�7?��. 
-  Stock sample buffer [� A�
�
�� 4.8  �)��)�)��  Tris-HCL 4����#��#�� 0.5 M pH 

6.8 1.2  ml  SDS 4����#��#�� 10%  2.0 �)��)�)�� Glycerol 1.0  �)��)�)��  ���  
Bromophenol Blue 4����#��#�� 0.5% (w/v) 0.5  �)��)�)��] 

 
2. Catalyst 

- Ammonium persulfate (APS) 4����#��#��  10 ����.�7?��. 
- TEMED ( N,N,N/,N/-tetramethyl ethylenediamine)  
 

3. Electrode buffer 
- "��������� 1 �)�� ���
��	��� Trisbase 3.0 
�
�  Glycine 14.4 
�
�  SDS  

4����#��#�� 10 % 10 �)��)�)��  �����
���)����	���� A�
�
��  ��
� pH 8.3 
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4. &�	:���������@�� 
 

LMW HMW 

:����� 
� A���

:���
�� 

(MW) 
:����� 

� A���

:���
�� 
(MW) 

Phosphorylase b 94,000 Myosin 212,000 
Bovine Serum Albumin 67,000 α- Macroglobulin 170,000 
Ovalbumin 43,000 β- Galactosidase 116,000 
Carbonic Anhydrase 30,000 Transferrin 76,000 
Soybean Trypsin Inhibitor 20,100 Glutamic Dehydrogenase 53,000 
α- Lactalbumin 14,400   
 

�	
�

�� ��� 
 ���������
��&�	�H���
���A���
��A��H���'� (�&?		������
�b��. 70 %) ���������
��������#���'�	
������ 
 

�������� �'�������� �'������  

� A�
�
�� 4.85  ��. 6.1  ��. 
1.5 M Tris-HCL pH 8.8 2.5  ��. - 
0.5 M Tris-HCL pH 6.8 - 2.5  ��. 
10% SDS 0.1  ��. 0.1  ��. 
30% Acrylamide 2.5  ��. 1.3  ��. 
10% APS (Amonium persulfate) 0.05 ��.   0.05  ��. 
TEMED 0.005 ��. 0.01  ��. 

��� 10.005  ��. 10.06  ��. 
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1) ������ SDS-reducing buffer :	���)� 2-mercaptoethanol 4����#��#�� 1 ����.�7?��. ��"� 
Stock sample buffer ������������ 

2) �	�
������ 

� Sample buffer "��
������� 1:4 �������������� 95°C �������� 5 ���� 

����A���"��"�&����'� ��(��&���?��
��� ������:���������@���&���	���

� 

 

�	
��	�!��#"

"Y
�*!� 
 "&��
������ 15 ��:4��)��  H��

� loding buffer 2 ��:4��)��  ���	"������������H��
�'�������������  "����������)��?
:���
=�=��.  9��"��
�����==o�4���� 100 :���. �������� 90 
����   
 

�	
��� ��".

��&���� 

 ������:�����"��'�:	��)6� Coomassie brilliant blue R-250  ���4�(����#������4�����?� 50 
����������  ��������  30  ����  ����'8�����	�������������������B 4�
 �'���?��*���� A���)�#��
:����������&
	�'�   
 
 

*������ ������������ 
����4�� 

��)���� ��)����  
Coomassie R-250 0.5 
. - 
methanol 200 ��. 400 ��. 
acetic acid 50 ��. 100 ��. 
� A�
�
�� 250 ��. 500 ��. 
��� 500 ��. 1000 ��. 
� 	���
0 

 * ��(��������� 
���	���
��	�$
��� 
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�� 

 � A���

:���
��#��:��������	�:	������������

�
���4�(������ (mobilities) #��:�����
�
 � B 

�:���������@���������� A���

:���
������A��)��4:��:=��7)���,���� B 

�  ���)6�
��
	
���  

1. ��
�'�
������  ���
A�'
	�������
)�'�
�'�����  �
	�������'�
#�� resolving gel 
*8�����
���#��������*�:����� 

2. ��4�� Rf �	�:	��������������:�����������
��4�(�������	�	����������#�� tracking 
dye 

3. �A� semilogarithmic plot #�� Log � A���

:���
��#��:���������@��

�4�� Rf 
4. ����4��� A���

:���
��#��:������������
��'�

��= 


