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!�A���� �

��X$��	���A	��2.

1. ��	���A	��2.2� 	�B��0"B�� (A.O.A.C, 1990)

�������(������0��
1. �������9�����	1�! (soxhlet apparatus) �������.$
1$���� (�#�-��/�+�$�#�

����
), %�0��� (soxhlet), �������0$�(!+! (condenser) (�����/-.0$���.�!
2. �r2�����
� ������� (petroleum ether)

$�_����$��0���-�
1. ��1$�����#�-��-�	1�! /!��.��	hhd� ��3�/-.�
6!/!2'���0$��953! (��9��-�!3#�

-!����(!+!�!
2. 9���$�
+�������� 1-2 ��� �!�����������������!3#�-!� -+�/-.���9��(�.$/�+/!

-����#�-��/�+�$�
+�� 0����.$
/
(�.$ (�.$!#�	�/�+/!%�0���
3. �����$�#�����
�r2�����
� ������� ��/!1$�������	�."��1.� 1 (�.$$��	$.�!���

�#�-�����!
4. ������9�����	1�! (���#�������!!�! 14 9�$2�� 2�
�.�������-�+��
6!����

�$��
5. ��5��0���$�� !#�1$����/!1.� 3 �+�/!��.�� !�! 30 !��� ��3�/-.�
6!/!2'���

0$��953!(��9��-�!3#�-!����(!+!�!
6. 0#�!$�-�	1�!"������
������	1�!0���� !�.�
��2�
!3#�-!� =  X × 100

     Y
�#�-!�/-. X  05� !3#�-!�	1�!-����

Y  05� !3#�-!��$�
+��������.!
2. � 	�$�+�	F 0���	������2BJ �J-��X$ Kjeidhal (J�J@ ���� A.O.A.C., 1990)

�������
1. -���
+�
�$�
+��1!�� 2.5×31 �%!������
2. -������!�$�
+��1!�� 4.0×30 �%!������
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3. �0�5��� Kjeltech %&���������.$
 �0�5���
+�
 �0�5������! (���0�5���"�	����
����0��

1. sodium sulfate (Na2SO4)
2. �������
 mercury sulfate (HgSO4)
����
�� mercury oxide "#�!$! 10 ��� /! boric acid �1.�1.!"#�!$! 12 ��������� (�.$

����!3#�"!0�� 100 ���������
3. �������
��� sulfuric �1.�1.!
4. �������
 sodium hydroxide 60% 2�
!3#�-!� (w/w)
����
 sodium hydroxide 60 ��� (�� sodium thiosulfate (Na2SO3) 5 ��� /!!3#����!

������������ ! 100 ���������
5. �������
��� boric 4% 2�
!3#�-!� (w/w)
6. �������
��� hydrochloric 0.02 !�����
7. ��!���0�����
����
 methyl red 0.2 ��� (�� methyl blue 0.1 ��� /!�������
 ethanol 95% �������

100 ���������
$�_����$��0���-�

1. 9���$�
+�� 0.05 ��� /�+/!1$�
+�
2����! /9.!3#����!�� ! blank
2. ���� sodium sulfate 2 ��� (�� mercury sulfate 5 ���������
3. �����������
��� sulfuric �1.�1.! 20 ��������� !#�	�
+�
�!�0�5���
+�
 "!�$+�"�	�.

�������
/� /9.�$�������� 3 9�$2�� ��3�/-.�
6!������-)���-.��
4. !#�������	�."��1.� 3 	����!�.$
�0�5������! (��!#�1$����9���+������������
���

boric 4% ������� 5 ��������� ���!3#����! 5 ��������� -
���!���0����� 2 -
� 	�
��������������!	�."!�$+�"�����������$���+��� 100 ���������

5. !#�������	�."��1.� 4 ��	��������������
��� hydrochloric 0.02 !����� "��
���"�
�����+$�

���0#�!$�
������2����!�3�-�� = (A-B) ×N×14×100
(���������+�����) W
A 05� �������1���������
��� hydrochloric ���/9.	��������$�
+��
B 05� �������1���������
��� hydrochloric ���/9.	������� blank
W 05� !3#�-!��$�
+��
N 05� 0$���1.�1.!1���������
��� hydrochloric (!�����)
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3. ��	���A	��2.BOD (Biochemical Oxygen Demand ) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

$���(���������
1. 1$� BOD 1!��������� 300 ���������
2.  air incubator -�5� water bath %&��0$�0�����-)���	�.��� 20±1 �����%��%�
�
3.  �������
h���h��h�h���
����
 KH2PO4 8.5  ��� K2HPO4 21.75 ��� Na2HPO4.7H2O 33.4 ��� (�� NH4Cl 1.7

��� /!!3#����!������ 500 ��������� (�.$����!3#����!"!	�.�������0�� 1 ���� pH 1�����
����
!�30$�"������� 7.2 2�
	�+�.�����

4. �������
(��!��%�
�%��h� (����
 MgSO4.7H2O 22.5 ��� /!!3#����!(�.$�"5�"��
"!��������� ! 1 ����)

5. �������
(0��%�
�0��	��� (����
 CaCl2 �����(-.�(�.$ 27.5 ��� /!!3#����!(�.$
�"5�"��"!��������� ! 1 ����)

6. �������
�h�����00��	��� (����
 FeCl3.6H2O 0.25 ��� /!!3#����!(�.$�"5�"��"!
��������� ! 1 ����)

7. �������
���(���+�� 1 N (/9./!������ pH)
8. �������
2%���
�%�	h�� 0.025 N (����
 Na2SO3 �����(-.�(�.$ 1.575 ��� /!!3#�

���!(�.$�"5�"��"!��������� ! 1 ����)
$�_����$��0���-�

1. �������
�!3#��#�-��/9.�"5�"��
1.1 �$�!3#����!/-.����$+�����������"�/9. 1 ���� /�+/!)�9!������
1.2 �����������
h���h��h�h��� (��!��%�
�%��h� (0��%�
�0��	��� (���h�����0

0��	��� ����#��� /9.�������
(�+��9!�� 1 ��������� �+�!3#��"5�"�� 1 ����
1.3 ��f�������������� (�+�!�0�5�������) ��5����������%��"!/!!3#� �
+��!.�
 1 9�$2��

-�5�����!3#���	�/!1$� /-.��9+��$+��1.���! (�.$!#�	��1
+� -�5���"�r�"��1$��.$

�#��� (����6�	$.!�!�����!3#�"������$�.$
 DO

1.4 ������-)���1��!3#��"5�"���� ! 20 �����%��%�
� �+�!!#�	�����/!1$� BOD
2. �������
��$�
+��!3#����"�-�0+� BOD
2.1 $� pH 1���$�
+��!3#� -���� !���-�5��+�� �.����� pH /-.�� ! 7.0 (6.5-7.5) �.$
 1

N H2SO4 -�5� NaOH (������������	�+0$��"5�"���$�
+�����! 0.5%)
2.2 �$�
+��!3#���������������0����!��0.�� /-.�3���3�	$. 1-2 9�$2�� /!��������(��  ��5��

/-.0����!���
�$
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3. $�_�����#��"5�"��
3.1 ��5��������%6!���$�
+��/!����#��"5�"�����0��$+�"�/-.0+� BOD �
�+/!9+$�����#�-!�

(�.$��5��������%6!���������$+�(����#��$+�����
�+����! ��!3!"&�"#��� !�.����.0+�������
�+�! ����(�.$/9.������%6!���"5�"����!�3

Strong trade waste 0.1-1.0%
Raw and settled sewage 1.0-5.0%
Oxidized effluent 5.0-25.0%
Polluted river water 25.0-100.0%
�.��������-)���1���$�
+��!3#�/-.	�. 20 �����%��%�
��+�!�#�����"5�"��
3.2 ��!!3#��#�-���"5�"�� 300-500 ��������� ��/!�������$�1!�� 1000 ���������

�
�
���
+�/-.��h�������
3.3 �����$�
+��!3#�"#�!$!����.����� (�.$����!3#��#�-���"5�"��"!	�.��������� ! 1 ����
3.4 /9.(�+�(�.$0!/-.�1.��! �
+�/-.��h�������
3.5 0+�
,��!/�+1$� BOD 3 1$� �r�"������!3#�����$�`�"�� !#�	���6�/!��.��� 20 ����

�%��%�
� 2 1$� �+$!1$�����-�5�!#�	�-� DO �!�� ��5������0+� DO ���"��������.! (D1)
3.6 �#��9+!���
$�!�#�-��������%6!���$�
+���"5�"�������#��$+�(������$+�����#���
4. ���-�0+������� DO

/9.$�_� Azide Modification of the Iodometric Method
5. ����������3
�

��6� 2 1$�1��(�+��������%6!���$�
+���"5�"���������3
�/!��.�
6!�5����-)��� 20 ����
�%��%�
� �� !�$�� 5 $! "&�!#������-�������� DO (D2)
���0#�!$�-�0+� BOD

������95��'5�	�.!3! �.����0+� DO �-�5��
�+�
+��!.�
 1 ���������+����� (���.���������
������ DO ��	��
+��!.�
 2 ���������+�����1���$�
+������#�����"5�"�� "&�"��#�/-.0+� BOD ���
0#�!$������'���.��������

mg/l  BOD = D1 -  D2  
    P

��5�� D1  =  DO 1���$�
+��!3#����	�.�#�����"5�"��)�
-���������
� 15 !���
D2  =  DO 1���$�
+��!3#����	�.�#�����"5�"��)�
-������������3
� 5 $!
P    =  Decimal fraction 1���$�
+��!3#����/9.
      =  % sewage in diluted sample
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100
4. ��	���A	��2. COD (Chemical Oxygen Demand) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

$���(���������
1. Refluk appatus �������.$
 flask 1!�� 250 ��������� %&��0��#��.$
 ground glass

24/40 (�� condenser 300 ��������� Jacket Liebig %&����1.��+��#��.$
 ground glass
24/40 �9+!�!

2. Hot plate
3. ��$���1!�� 50 ���������
4. �������
����e�!2����%�
�	�20���� 0.25 N (0.0417 M)

����
 K2Cr2O7 (��/-.(-.���� 103 �����%��%�
� �� !�$�� 2 9�$2��) 12.259 ���/!
!3#����! ���� Sulfamic acid 0.12 ��� (��5���#�"����1�1$�����-��!5���"�� NO2

-) (�.$�"5�"��"!
��������� ! 1 ����

5. Sulfuric acid reagent
����
 Ag2SO4 22 ��� /!���%�h���0�1.�1.! ���"�1$�1!�� 9 ��!�� (2.65 ����)

�!5���"�� Ag2SO4 ����

����� ��"�.��/9.�$�� 1-2 $!"&�"�����
-�� ���� Ag2SO4 ��	�/!
���%�h���0�1.�1.! /!���� 5.5 ��� Ag2SO4 /kg H2SO4 )

6. �������
����e�!�h�����(��2��!�
%��h� 0.10 N
����
 Fe(NH4)2(SO4).6H2O 39 ��� /!!3#����! �������%�h���0�1.�1.! 20 ���������

�#�/-.�
6! (�.$����!3#����!"!0�� 1000 ��������� �������
!�3"��.��-�0$���1.�1.!���(!+!�!���
0�3����/9. 2�
	��������������
����e�! K2Cr2O7

7. �������
�h���2���!���0�����
����
 1-10 phenanthroline monohydrate (C12H8N2.H2O) 1.485 ��� (��

FeSO4.7H2O 0.695 ��� ����!3#�"!��������� ! 100 ���������
8. %���$���%��h��� (Ag2SO4) �� !��
9. �����0�$��0%��h� (HgSO4) 9!���� !��&�������_�j -�5��� !�� (/9.�� !�$�#�"��!�)�0

0��	��� (Cl-) /!�����+$! HgSO4 �+� Cl
- = 10 �+� 1���������)

10. %�h���0(�%�0 (sulfamic acid) /9./!�������"��#�"�	!	������+�!3!
11. Potassium hydrogen phthalate (KHP) standard ����
�2�
!#� KHP �����
+��-
��,

(���#�/-.(-.�2�
����� 120 �����%��%�
� "!!3#�-!�0���� ����
 KHP 0.425 ���
/!!3#����! (�.$�"5�"��"!	�.0�� 1 ����

$�_����$��0���-�
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1. ���� 0.4 ��� HgSO4  (/!��������� Cl
- ) ��/!1$� reflux �����$�
+����	� 20

��������� -�5��+$!1���$�
+������"5�"���.$
!3#����!/-.�� ! 20 ��������� �������
����
����e�! K2Cr2O7 (0.25 N) ������� 20 ��������� (�� glass beads (%&��/-.
0$���.�!��� 600 �����%��%�
� �� !�$�� 1 9�$2��) 3-5 ��6� 0+�
, ���� Sulfuric acid
reagent 30 ��������� �1
+�/-.�1.��!1��������������5������
 HgSO4 �+�!/-.0$��
�.�!�1
+����0�3� (��5��������� ��r� cooling �.$
��5���d���!��/-.���������7���
�$�
���������-
	�.)

2. ���!/!�0�5��� refluk ������ 2 9�$2�� (�r� condenser ���
��r��.$
����������6�,)
��+�
/-.�
6! (�.$c���.���0�5���0$�(!+! �.$
!3#����!�+�!'�� flat-bottle flask

3. ����!3#����!��	�"!	�.������� ������ 150 ��������� ��+�
/-.�
6!��+����-)���-.��
4. 	������������
 K2Cr2O7 ������!���.$
�������
����e�!�h�����(��2��!�
�

%��h� /9.�h���2���! �� !��!���0����� ����/9.������ 2-3 -
� (-�5� 0.10-0.15
���������) ��5��'&�"��
��� ��"������
!"�� !3#����!�1�
$ 	��� ! ����� ('&�(�.$+���5����3�	$.��
!3#����!�1�
$��"���������6���)

5. �#� blank 2�
/9.!3#����! 20 ��������� (�!�$�
+��!3#�(���#��9+!���
$���$�
+��!3#�
���������

���0#�!$�
mg/l O2  COD = (a-b)×N×8×1000

�$�
+��(���������)
��5�� a = ���������1�� Fe(NH4)2(SO4) ���/9./!���	����� blank

b = ���������1�� Fe(NH4)2(SO4) ���/9./!���	������$�
+��!3#�
N = !���������31�� Fe(NH4)2(SO4)

5. ��	���A	��2."�@"L���2BJ (Total solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

$����������
1. Desiccator ��.���.$
������0$��953!
2. Oven ���0$�0�����-)���	�.��� 103 �����%��%�
�
3. Platinum -�5� porcelain crucible
4. �0�5���9��9!�������
�
5. Water bath

$�_����$��0���-�
1. !#� crucible ���.��/-.����� ��/-.(-.�/!��.����� 103 �����%��%�
� �� !�$�� 1 9�$

2�� �#�/-.�
6!/! desiccator (�.$9��
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2. �$��$�
+�� 50 ��������� -�5�!.�
�$+�!�3/�+��/! crucible �������!3#�-!�(!+!�!
3. !#�	����-
/-.(-.��! water bath
4. ����1.���/-.(-.���� 103 �����%��%�
� �� !�$�� 1 9�$2��
5. �#�/-.�
6!/! desiccator ������ 45 !���
6. 9��

���0#�!$�
mg/l  total solid = mg  solids × 1000

     ml  sample
6. ��	���A	��2."�@"L@"����- (Total Suspended Solids) (APHA, AWWA and WPCF,

1985)

$����������
1. Glass fibre filter disks (Whatmn GF/C, 5.5 �%!������)
2. Filter holder ��"/9. Membrane filter holder -�5� gooch crucible
3. �0�5��������77����
4. ��.�����0$����-)���	�.��� 103 �����%��%�
�
5. ���������0$�0�����-)���	�.��� 550 �����%��%�
�
6. Desiccator
7. �0�5���9��9!�������
�

$�_�$��0���-�
1. �������
� gooch crucible $��������������/! gooch crucible �+�!!3#����!��	�

/9.�0�5��������������/-.(-.� !#�	���/-.(-.���� 103 �����%��%�
� 1 9�$2�� '.�	�+
�.�����-�0+� volatile solids �6�#� gooch /-.�
6!��+����-)���-.��/! desiccator 9�� '.�
"�-�0+� volatile solids �.$
/-.��� gooch !�3	����/-.�.�!/!��������� 550 ����
�%��%�
� 15 !��� /�+/! desiccator "!�
6!��+����-)���-.�� 9��

2. �#�-���$�
+����������-.�
(1$!����#�/-.����	�.9.� /-.��5���������1���$�
+�����
"�/9.%&��"���+��� 14 ���������/������%!������ 1������������

3. ��� gooch %&������
�/�+/!����#�-���������� �#�����������/-.��k
��.$
!3#����!
��r��0�5������ $���������$�
+��2�
/9.�r������
�$.�� -�5� volumetric flask -�5�
�������$� (�.$���� �.�� 3 0�3��.$
!3#����!0�3��� 10 ��������� /9.�0�5�����������
���"!(-.�!#�	���/-.(-.���� 103 �����%��%�
� 1 9�$2�� �#�/-.�
6!/! desiccator 9��

���0#�!$�
mg/l  total suspended solids  =   mg  suspended  solids × 1000
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ml  sample

7. ��	���A	��2."�@"L0B#����-���� (Settleable Solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

$����������
Imhoff cone

$�_�$��0���-�
1. 2�
������� �1
+��$�
+��/-.�1.��!����/! Imhoff cone "!'&�1�� 1 ���� �3���3�	$. 45

!��� "��������1��1��(16����!�!�.!/!��$
 ��
��!���� !���������/����
2. 2�
!3#�-!�
2.1 -�0+�1��(16�(1$!��
 (��������/����) 1���$�
+��!3#�
2.2 �1
+��$�
+��/-.�1+��!�� ����/!)�9!������ !(�.$%&������.!�+���!
�����	�+!.�
�$+� 9

�%!������ ����/9.�$�
+���
+��!.�
 1 ���� ��5��/-.��0$���&� 20 �%!������ �3���3�	$.
1 9�$2�� �������$�
+��"��"����!
�����1��)�9!����"��0�&�������-$+����$1��
����!���������!(����$1��1���-�$ -�0+� 1��(16�(1$!��
 (��������/����)
1���+$!!�3 %&���� ! nonsettleable matter

���0#�!$�
mg/l  settleable solids  =  mg/l suspended matter � nonsettleable matter

8. ��	���A	��2."�@"L����-���� (Dissolved solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

Dissolved solids = Total solid � suspended solids
9. ��	���A	��2.�������	$J��I.J��-��X$ Somogyi-Nelson (Nelson, 1954)

Reaction mixture �������.$
�$�
+�� 0.1 ��������� ��!3#����! 0.9 ��������� ����
Somogyi reagent 1 ��������� !#�	��.�/!!3#���5���� !�$�� 10 !��� �#�/-.�
6! (�.$���� Nelson
reagent 1 ��������� �3���3�	$. 20 !��� ����!3#����!��	�"!	�.������� 25 ��������� �+�!0+�0$���1.�
���.$
�0�5��� spectrophotometer ���0$��
�$0�5�! 520 !�2!���� 2�
/9.!3#��� ! blank ����������
!3#����2�
���
�"�����h����e�!���/9.!3#����	%2��(�����20�

Solution I : �������.$

Sodium potassium tartrate 12 ���
(Rochelle salt)
Na2CO3 (anhydrous) 24 ���
NaHCO3 16 ���
Na2SO4 (anhydrous) 144 ���
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!3#����!
����
���1.���.!/!!3#����! "��!3!"&�����!3#����!"!	�.������� 800 ���������

Solution II : �������.$

CuSO4.5H2O 4 ���
Na2SO4 36 ���
!3#����! 200 ���
����
� Somogyi reagent 2�
��� Solution I 4 ��� � ���  Solution II 1

��� �

���� ���� � Nelson reagent (Nelson, 1954)   
1. ����
 ammonium molybdate (NH4)6Mo7O24.4H2O 50 ��� /!!3#����! 900 ���������

���� conc. H2SO4 42 ��������� ���/-.�1.��!��
2. ����
 Sodium arsenate (Na2NAsO4) 3.5762 ��� -�5� (Na2NAsO4.7H2O 3 ���) /!

!3#����! 100 ���������
3. �����������
"��1.� 2 ��/!�������
"��1.� 1 (�����/-.�1.��!��
4. �+�/!��.�+���������-)��� 37 �����%��%�
� �� !�$�� 24-48 9�$2��
5. ��6�	$./!1$���9�

10. ��	�	����	-��-����	��	�Z�J-��X$ disc diffusion (Naclerio et  al., 1993)

1.!#� Bacillus sp. (��
�������0���5��	�.�����3
�/!��-���-�$ TSB (�� YM �� !�$�� 24
9�$2�� (�.$��-��!�-$��
���5��(
��%������"����-�����3
��953����0$����6$ 10,000 ����+�!���
���-)��� 20 �����%��%�
� ��6��+$!/�	�.������-)��� 4 �����%��%�
�

2. ����+$!/����	�.�� 20 	�20����� -
��!������������������953� (��.!�+�!��!
�����
8 ���������) $���!"�!�����953��������������
�953� V. harveyi (�� V. parahaemolyticus (��0$��1�+!
1���%�����+��� 0.5 (�� 0.6 McFarland) �+�������-)��� 37 �����%��%�
� �����$�/� (clear zone)
�������1&3!-��"���+�!�! 18-24 9�$2��
11. ��	���A	��2. 	�B���BLJ��
�J���2BJ (Total haemocyte count)

����0��
1. �������
��������
 trypan blue 0.15 ������%6!��

1. 9�� trypan blue 0.15 ��� ����
/!�������
���5�(���1.� 2.6 ������%6!��
�4a!/-.����
2�
/9. magnetic stir ��3�	$.������ 12 9�$2��

2. !#���-��!�-$��
���5��(
�����! ���0$����6$ 10,000 �+�!��� �+$!/����	�.!#�
�������.$
(�+!����1!�� 0.22 	�20�����

3. ���/�+ microtube -����� 450 	�20����� ��6���� -20 �����%��%�
�
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11.1  $�_����!���������6���5��
/9.�16�c��
�1!�� 26 G  0$��
�$ 12 ��������� �"����5����.����20!1����!0�+��� 3 /-.	�.��5��

������ 0.5 ��������� ����� 50 	�20����� /�+/!�������
 trypan blue !���������6���5���3�
-�� 2�
/9.F���	%2�������� (haemacytometer)  (��!�)�
/�.��.��"������!� 2�
�������%���
��6���5�����!�	�.0#�!$��� ! �%���/��������� 0#�!$�"������
11.2   �������1��F���	%2��������

=  �$.��×
�$×���
=  1mm×1mm×0.1mm
= 0.1(mm)3

�������%�����6���5���3�-�� =  (�������%�����6���5�����!�	�./2) ×5×10(dilution)
0.1 (mm) 3

=  �������%�����6���5�����!�	�. × 104  �%���/���������
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!�A���� "

��2�	��$�-�,
���$�+,��J��

1. ��2�	@"L�	� ���I�- (Tryptic soy agar) 1 ����
����2�! (Tryptone) 17.0 ���
�����'�$�-�5��  (Soytone) 3.0 ���
���%�2�� (Dextrose) 2.5 ���
2%���
�0��	���  (NaCl) 15.0 ���
	�2�(���%�
�	F2���"!h���h� (K2HPO4) 2.5 ���
$�.!�� 15.0 ���
�������9�� ! 7.3 ± 0.2

2. ��2�	�2���	� ���I�- (Tryptic soy broth) 1 ����
����2�! (Tryptone) 17.0 ���
�����'�$�-�5��  (Soytone) 3.0 ���
���%�2�� (Dextrose) 2.5 ���
2%���
�0��	���  (NaCl) 15.0 ���
	�2�(���%�
�	F2���"!h���h� (K2HPO4) 2.5 ���
�������9�� ! 7.3 ± 0.2

3. ��2�	�2��@�A����I��0� ��LB ��	. ��� (Lactobacilli MRS broth) 1 ����
2����2�����2�! ����� 3 (Proteose peptone No.3) 10 ���
�����"���!53� (Beef extract) 10 ���
�����"��
���� (Yeast extract) 5.0 ���
���%�2�� (Dextrose) 20.0 ���
�$�! 80 (Tween 80) 1.0 ���
2%���
�0��	���  (NaCl) 15 ���
(��2!�!�
�%����� (HOC(COONH4)(CH2COONH4)2) 2.0 ���
2%���
���%����� (CH3COONa) 5.0 ���
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(��!��%�
�%��h� (MgSO4.7H2O) 0.1 ���
(����!��%��h� ( MnSO4.4H2O) 0.04 ���
	�2�(���%�
�	F2���"!h���h� (K2HPO4) 2.0 ���
�������9�� ! 6.5 ± 0.2

4. ��2�	�B�1	#�B����- (Skim milk agar) 1 ����
!�����+���!�!
 (Skim milk) 2.0 ���
���20� 1.0 ���
	�2�(���%�
�	F2���"!h���h� (K2HPO4) 0.2 ���
(��!��%�
�%��h� (MgSO4.7H2O) 0.2 ���
�h���%��h� (FeSO4.7H2O) ��6�!.�

$�.!�� 15.0 ���
����+$!�������+��, ��/!!3#� 900 ��. �1.��.$
�!
��$.!!�����+���!�!
 !#�	�!&��

�+��953� ��3�	$./-.�
6!"!���-)��� 50 �����%��%�
� "&�!#��������!�����+���!�!
 2% �������
100 ��. ���(
��+��953��+��-��������-)��� 110 �����%��%�
� !�! 10 !���
5. ��2�	@ Y (Starch agar) 1 ����

(�d� (Soluble starch) 2.0 ���
�����"��
���� (Yeast extract) 3.0 ���
���2�! (Peptone) 5.0 ���
$�.!�� 15.0 ���
�������9�� ! 7.0 ± 0.2
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!�A���� A

�$-��B@����	�AB$�$�+,�+���	�J��

1. ��	����-@�	B0���J$� (Gram, s iodine solution)

	�2���!0������ 1 ���
2�(���%�
�	�2�	��� (KI) 2.0 ���
!3#����! 300.0 ��.
����
	�2���!(��2�(���%�
�	�2�	���/!!3#����!������!.�
,�+�! (�.$����!3#�/-.

0����6�	$./!1$���9�
2. ��	����-@�B����$-B���I����A	�����0�����L� (Amonium oxalate crytal violet solution)

�������
 �
0������	$2���� (Crytal violet) 3.0 ���
��_��(����F��� 95% 20.0 ��.

�������
 1
(��2!�!�
����%���� (Amonium oxalate) 0.8 ���
!3#����! 50.0 ��.

����������
 � (�� 1 �1.��.$
�! �����+�!!#�	�/9.
3. ��	����-��I$���@����r��. (Acetone alcohol solution)

��_��(����F��� 95% 400.0 ��.
��%�2�! (Acetone) 300.0 ��.
���/-.�1.��!��6�	$./!1$��r�`�/-.(!+!

4. ��	����-I�G���� (Safranin solution)

%�h�!�! (Safranin) 0.25 ���
��_��(����F��� 95% 10.0 ��.
!3#����! 100.0 ��.
����
%�h�!�!�.$
��_��(����F���� ����!3#����!��	����/-.�1.��! �����+�!!#�	�/9.

5. �$-��B� �	. (Endospore stain)

����	0�� ���! (malachite green) 5.0 ���
!3#����! 100.0 ��.
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����
��/!!3#����! -��������!�.�������+�!���/9.���0�3�
��	��	$-B��	�AB$���2	�����A	��2.GH������I��J�@�A�����$�

1. M-199

/9. 1 %������
/!!3#����! deionize sterilized 500 ��������� ���� NaHCO3 2.2 g ��� pH
/-.	�.������ 7.6 !#�	�����(�.$��6�/!��.�
6!
2. K-199 +� 100 B�������	  	����J��-

- M-199 50 ���������
- salt mixture 10 ���������
- CaCl2.2H2O 10 ���������
- NaCl 10 ���������
- L-glutamine 1 ���������
- Hepes 0.238 ���������
����!3#����! deionize sterilized ���/-.	�.������� 100 ��������� "��!3!��� pH /-.	�.

7.6 �����.$
����������1!�� 0.22 	�20�����
3. Cacodylate buffer (CAC buffer) : +� 500 B�������	  	����J��-

- Na Cacodylate 1.07 ���
- CaCl2 0.37 ���
- MgCl2 5.08 ���
����
 Cacodylate buffer /!!3#����! deionize sterilized (�.$���� CaCl2 �4a!/-.����
(�.$

���� MgCl2 ��5������
(�.$��� pH /-.	�. 7.0 	�+�.��������6�	$./!��.�
6!
* CAC buffer ���/9.����
���� ��5��!#������"����.�
6! 0$��3�	$./-.��+������-)���-.��

�+�!
4. Stock solution

salt mixture : /! 100 ��������� �������.$

- KCl 0.4 ���
- MgSO4.7H2O 3 ���
- MgCl2.6H2O 3.3 ���
- NaH2PO4.2H2O 0.05 ���
CaCl2.2H2O : 9�� 0.9 ��� ����
/!!3#����! deionize sterilized 100 ���������
NaCl ����
/!!3#����! deionize sterilized 100 ���������
L-glutamine 9�� 0.015 ��� /�+/! microtube ����
/!!3#����! deionize sterilized 1

��������� (�+�/�+-���-����� 1 ��������� (9+(16�	$. (�.$(�+���/9.����.�����
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5. L-cysteine 3%

9�� 0.03 ��� /�+������������
/! K-199 1 ��������� ��� pH /-.	�. 7.6 (�.$�����.$

����������1!�� 0.22 	�0��! (9+�
6!	$.
6. Trypsin

9�� 0.001 ��� /�+/!-�������� ����
�.$
 CAC buffer 1 ��������� �1
+�"!�$+�����

"!-�� �����.$
����������1!�� 0.22 	�0��! (9+�
6!	$.
7. L-DOPA

9�� 0.003 ��� /�+/!-�������� ����
�.$
 CAC buffer 1 ��������� �1
+�"!�$+�����

"!-�� (�!5���"������

�� "&�0$�(�+�������
0�3�!.�
,) �����.$
����������1!�� 0.22
	�0��! (9+�
6!	$.
8. Folin Reagent

!#����"5�"�� 1: 10 ��6�	$./!��.�
6!
9. Working Alkaline Copper solution  	����J��-

- 0.5% CuSO4.5H2O 1 �+$!
- 1% NaKtatrate 1 �+$!
- 1% Na2CO3 /! 0.5 N NaOH 50 �+$!
0.5% CuSO4.5H2O : ����
�2�
9�� CuSO4.5H2O �� 0.015 ��� ����
/!!3#����! deionize

sterilized 3 ���������
1% NaKtatrate : ����
�2�
9�� NaKtatrate �� 0.03 ��� ����
/!!3#����! deionize

sterilized 3 ���������
1% Na2CO3 /! 0.5 N NaOH : ����
�2�
�.�!3#����! deionize sterilized 100 ��������� (�.$

$����3�	$./-.�
6!�!�� (�.$/�+ NaOH 2 ��� ��5������
(�.$"&����� Na2CO3 ��	� 1 ��� �4a!-�5�0!
/-.����
"!-��

����������
�3� 3 �
+���$��!������+$! "�	�. Working Alkaline Copper solution
��6�	$./9.	�.




