




�� �������	� �
� ��
�������� ��

���
��������� ���� ����
����� �������





���������	� �
� ��
�������� ��

���
��������� ���

����
����� �������

����������	
�	�

��������	
������
�

�����
���
	 ��	 ������������

����	����
	���
�
�
��

��������
�	 ��	������	�����

��������	
���������
����

(An Imprint of Laxmi Publications Pvt. Ltd.)

   

 

 

BANGALORE   ∑ CHENNAI  ∑ COCHIN ∑ GUWAHATI ∑ HYDERABAD

JALANDHAR  ∑ KOLKATA ∑ ∑LUCKNOW ∑

∑

MUMBAI ∑ RANCHI  NEW DELHI
INDIA USA            GHANA KENYA 



A HANDBOOK OF TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY

Copyright © by Laxmi Publications (P) Ltd. 
All rights reserved including those of translation into other languages. In accordance with the Copyright (Amendment) Act, 2012, 
no part of this publication may be reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted in any form or by any means, electronic, 
mechanical, photocopying, recording or otherwise. Any such act or scanning, uploading, and or electronic sharing of any part of this 
book without the permission of the publisher constitutes unlawful piracy and theft of the copyright holder’s intellectual property. 
If you would like to use material from the book (other than for review purposes), prior written permission must be obtained from 
the publishers.

Printed and bound in India 
Typeset at Shubham Composer

First Edition: 2015 
ISBN 978-93-83828-41-8

Limits of Liability/Disclaimer of Warranty: The publisher and the author make no representation or warranties with respect to the 
accuracy or completeness of the contents of this work and specifically disclaim all warranties. The advice, strategies, and activities 
contained herein may not be suitable for every situation. In performing activities adult supervision must be sought. Likewise, 
common sense and care are essential to the conduct of any and all activities, whether described in this book or otherwise. Neither 
the publisher nor the author shall be liable or assumes any responsibility for any injuries or damages arising herefrom. The fact that 
an organization or Website if referred to in this work as a citation and/or a potential source of further information does not mean 
that the author or the publisher endorses the information the organization or Website may provide or recommendations it may 
make. Further, readers must be aware that the Internet Websites listed in this work may have changed or disappeared between 
when this work was written and when it is read. 

All trademarks, logos or any other mark such as Vibgyor, USP, Amanda, Golden Bells, Firewall Media, Mercury, Trinity, Laxmi 
appearing in this work are trademarks and intellectual property owned by or licensed to Laxmi Publications, its subsidiaries or 
affiliates. Notwithstanding this disclaimer, all other names and marks mentioned in this work are the trade names, trademarks or 
service marks of their respective owners. 

Published n India by

UNIVERSITY SCIENCE PRESS
(An Imprint of Laxmi Publications Pvt.Ltd.)

113, GOLDEN HOUSE, DARYAGANJ, 
NEW DELHI - 110002, INDIA 
Telephone : 91-11-4353 2500, 4353 2501 
Fax : 91-11-2325 2572, 4353 2528	 C—
www.laxmipublications.com	 info@laxmipublications.com	 Printed at:

& Bangalore 080-26 75 69 30

& Chennai 044-24 34 47 26, 24 35 95 07

& Cochin 0484-237 70 04, 405 13 03

& Guwahati 0361-254 36 69, 251 38 81

& Hyderabad 040-27 55 53 83, 27 55 53 93

& Jalandhar 0181-222 12 72

& Kolkata 033-22 27 43 84

& Lucknow 0522-220 99 16

& Mumbai 022-24 91 54 15, 24 92 78 69

& Ranchi 0651-220 44 64

Br
an

ch
es

 



Dedicated

to

My Teachers, Family and Friends





�������	�
��	�
��������	�������
�����	����
��
������������	�
����
���
��������������
����
���
���

�����
��	��
��
�������	�����������������������
��	���	�
�����	���
��	�
������������
�������������	�

�����
����	� ��� 	��� 	�
�����������
����	� 	�� 	����� 	��
���������������
����������	� �������
��

�
���
������	����
����	���������
���
�����	��������
��	�����
	��
��	���������	
��������	�
������������

��
�������� ��
��	�����	
���
	�����������
��������	������������������	�
�����	
���������������

��	������	���	�������
����������!	��������������������������
�	�
������
�"#$�����
����
������������

��
���������������	�
�����	
�������	�������������	��� �����
����
	����	�
���������
�����
��	����

��	��������
��
�����������	������	����
������
��
�	������
�������	����������������	����%��	�����

��	�
�
	������ �������	������� 	�
����������	����
&� 	�� 	���������
������
&����'���
	�(����� ��

��
����)*+������������
��
��������������	��������� ��
��	��������������	�����	�
���������������
��		��

�������,�	���� ��� ��	����%��	������ ��	�
�
	����� ��� 
��-���	���� ��� ��	������ 	�� ����	�����

����
����
������,�����
�
�����
	����������	���'��	��
��������������
��	�����	������	��������	����

����������	�����	����%��	������������	����� ��	������ 	�����������	�
	������	����� �	� ��� �����	���� 	�

����
	���	�������������	������
����	��
���������������
������
�	�������	�������
	�
�����������	��	��

����	���
�	�����������
���&�����	��������	��	�������
��	��	���	�����	����	���������������������	���
��

��
�������
��������
��� ��
�������������
����
�	����������
����
���,�	�������

��

�����������

������
���������
��������	����	����	���������������
����,�	��������
�
���������
��

�������	��

���
�������

��������������	�	����������
������

�������	�
��������	��	���������	�
�����������

�����������������
��� ��� ������
����
��� 	�
�������� ��
����� ��� ��	�����
���,�	���� .� /0����

���������	�
�����	
�� .�/(0������ ��
� ���
��������	���	� 
�
�� 	�
�����
����

������ ���
����

��	�����������	�����
���,�	����������������	������������
��
����
�����	�������	����
����,�	�������

�����
�������	������������
���
���
���
��
�����	����	���
������
�����
�����	����������������
���,���

��
��������	�
����
���	�����
����	��	���������
�������	�
��	�������������$1'�����"1'�����
����

	���������������
�����	�
����������������������
����
�!���	����2+����
���3���
����������
��	��	�	��


������
��
���� ������������������
��������
������ 	�����	��������
������
��
�� ��� 	��� 
�����

���
��� ���� 	��	� ���
	
���
������������ 
��	�������������� 	��� 
����

��
� 	�� �

���� ���� ���
�

����
��	�����/�����
���	������
��������
��������
��������	�	��	���������������
��
������	�

��������������	���	
����������
�����
������
��
�����
�����	������������3�������

�������
�	����

��	������
����

��
������������������������
���	�����
��	�������	�����	��������
�����	��������	��

���
	
���
���	������� 
�

��	�������������������� �	���
�����	��� 	��������� 
���
��������� 	
��	���

�������������������
	�����	�
�����������4��
�����	
������5���
���
����������$
��"�'��6��	�����

������
����

��
���������������	��	��
��
���������	��������
��
�����������������
�	���������&

	�	����7'�/'1$4889�8:��;(/1�<=; ��1�4�8(/;5� �">�'1$�58?;(=?'"�4�8?86>@���	����

������!	���������
���������������	�������
���
������
��������
��������
�	�
����������!��
����	�

������
�����	
����������
���
������������
�������� 	����	����	A������
�	���������� 	���
�����

�
�
	�
���6
��	�
�
�����������	�&����������
	����	���	���
�������������
���
�����
������
�������	�
��	

���	���
�

��	�
��	�!	�����
���������
���
���������������������
����
	�������
���	�
�����	������&

����������	������������
	
����������������	������-�
	���		�
���������������������������	�������

�������������
�	���
����
���;�
��
���	�
������	
���
����������
	�������	���	�
�����������������	��

����
����
�����	
��� �������	������
���!��
����	� ����
�
�����������
���� �����
������
��
�����

FOREWORD

�����



������	
�����
����
	��	����������	
���
��
	�
	���������
	�	��	���	��������	����	�����������	����	
�

����
���	�
���	�
��	��
	�����	���������������
�	��
���������������	
	����	������	������
��	

�
���������������	�
�
��������	
�������	�����	��
�����
��
�	
��	������
	�������	�
��	���
�����	


	�������������������
	�����	
��
	����������������
	���	�
���������
	���������
����	�������������

������������
���	���
���������
���	����
	������� !"#$�� ����	
��!����%�&��������
���"�����

$���	����
������	�����'	����	��
�����������������������������	��
	����
�����
�	
�����������
��

����	�
����	��������
����
��
��������������	�������������	��

����������
	�	���������	�����������

�����	
�	�


�����������������������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������5�$�

/�8�$���$��		�����$
���������B����� ��6��$��		������=��������
��
��#����
��
�����

'��
����
�#�=������������(������ '��
����
�#�=������������(������

=����
��	�����$���� =����
��	�����$����

1���$����%��+++C 1���$����%��+++C

viii Foreword



PREFACE

���������	� 	�
���
����������
�
����	����������	�
����	��� ��� 	����������
��� ���� ����� �
���
��

����
��&���������������
�����	
����������
������	����
�
	�
�������
	�����	������-�
	��'�	������
���
�����	
�� 
���	�	�	���������� 	��� ����
	��	� ���-�
	�� ��� 	��� �	����	D�� 
�

�
������ 	�
�������
	��
����������������������������
	�����
����	���������
�����	������	�	�	�����

8������	��������
���������
���
�������
��	�	������	��������
	��	����-�
	����	������
�	�����	
�����
	��
��
�����
	�
���
�����	�����
�����	
����
&�
���������������
��������	��������
���	����
�
	�
��

�

�
�����������
�����	
���	�����
�
����	����������������	�
����	������������������&�����������	
����
�
����	����������	�
����	������������������
��
�������� ����������
��� �
���
��������
�
��	�
��	��� ����� ��	�
��
�
��
� ��� 
����

������ �����	
����������&��
��������������
�	���������
��%	�%��	�� ����
��	���� ��� 	��� 
��
�
���� 	���
�� ��� �� �������� ��
��� ���� 
��
���������
�� �	
�		���	�� 	�� 
������ ����	����� ��� 	��� ���
���	���� �����
&���� ��� �� ���������
�� ���
����� 	��
���
��������������
�����	
���
���%���������������	�
����������������&�
��	��	�
���
��	�����
����
	�
������������� ������
�����	
�������
���
������������

���������� ���������������
��
������
����
�	�
����� �	���������	�� 	��� 
����
�	���������������
�
���
�� ��������� ��
� 	�
��������� 	���

�����	�������
����
&����������	�	����������
��	��	�
���
������	�)+E����	�����
�����	�
�������
��������4�
����
������5��	�
������$�
	�
����	����	����
����
��	�������������
��	����	�������
����
�����
��	������&�F�=����
��	�����$������G�����5��������������=����
��	���4���
���/�����=����
��	��
4�����&�����=����
��	���	
������	�!	����	������&���������������	
�	�����	�����������������%�������

���
�����
���� ������
	�
��� 	����&�� 	��� ���-�
	� ����� 	������
�	���� ���� ��	�
��	���� 	�� 	��
�	����	����������&�������	��	������
����������������������	�!	���&��
�?������������
�	�
��������

�������&����	��
���
�����	�������
������4� 
���5� 
�����	�
���
���
��
����������
�����	
�������

=6(�������
�

�
�������	�
������������������������

�����
���
��
����
�
����

����
&�
�����������	�
����
�	���������������
����
���	�
�����������	���
���
&��������-�
	��������
�	����	�����������&���
�������	���
�����	�	����������
���	����
��������
�����	
���
��
����������	���
������������
�	�
�
������	��	��
��
��
��
�
���������
�	����	�����
�	����	�������
�������� 	���!����������������
������
�
������	�
�����������������
���������������	���
����	�	����
��
����������������������	���������	�
����
��	���	�
�����������������
���	���	����	���������	������%���
�����	�
����
�	������
�	����	������	���
��������	��	�	���
����
��������������
������������
&����&����������������
���
���������

4��&��
�	���� �����	��������� 	��&�� �����	� 	���&����6������
����'��"����/�����$���
	���	���
���
��
�������B����(���	����	�	�	���=����
��	�����$���������$
��'��	��9�	���������$
��9���	��6���	��
'���
��	���
������
��$
��'�����>�������
��
������$
��5�������
����/�����$���
	���	����������'����
G���������$
��B���&�4��������/�����$���
	���	����$
���������'��
����
�����=������������(�������
=����
��	�����$��������������
����	��������	�
�����������������
����	�������	���	�	���&�������������
�����
�������������	����������	�
��������
����
��������
����	������
���������&�������������	��
���	���
����
���	�
���������
���5���6���4�����������	�����
���������������	��������������	���&����	�
����	����������
��������������
�	����	��
���
�����������������	�������������	����	�������&�

�����������
����������	������
���	��
��
�������	����	����
���
	��
����
������	����	�������&
����
��
�	����&���	���
��������������
��	������
��	����	��

�������	��
�����

����





CONTENTS
 ���!��" ���

�����	� �


��	
 !� " � #����$����%�&������$ "'(

%  ���	�� ���?���
�	�
� �

% $8@� �

% $81@� �

��	
 !� ( � )�������������#�*������ +'"(

% �/�����?��� 2

% /��
���������(��
��	
�	���������/ 2

% '
��������4���� *

% �/�����
�	�
� H

% 4����
� ���	���� I

% �/�����?��� )

% ��	
�	����(�
��� �+

% $�	�
����	��������/�=���������
�	�
� ��

% ��	
�	����(�
�������'�����'
��� ��

��	
 !� + � 
�$��,�*����������,�*� �,���-��� "+'".

% (����:
�
	����	��� �2

% $����
��	����(��	
�����	��� �2

% $����	��6
�����	�(��	
�����	��� �*

��	
 !� . � ��������/��)�$ "0'(1

% (�������
�	�������(�
���	��
����
�5�	���� �C

% ����
�(�
���	��
���� �H

% ���%$���������������
�(�
���	��
���� �H

% '�
�������(�
���	��
���� �J

% 6
���	�	�����K$��
�������(�
���	��
���� �J

% �����?���
�(�
���	��
�����.�?(0 �I

% (������(�
���	��
���� �I

%  �,�%;!
�������(�
���	��
�����. ;(0 �)

% ���%;!
������(�
���	��
�����.�;(0 �)

% ��
	�	����(�
���	��
���� �+

% '�����	��(�
���	��
���� ��

% /������
��
���
��?������(�
���	��
�����./�?(0 ��

% 6���(�
���	��
�����.6(0 �C

.���



��	
 !� 0 � ��*�,�*������*�/$ (2'+3

% ;!	
�
	�������$1'��
���4������
��� ������ �J

% ������
����(�����"��
	����.�("0 �I

% "���
����
���

��	����."�0%�(" 2+

% '����
�	���������(" 22

% "��	
�
	����:
�����	�?���	��������
������.":?�0 2*

% ;��
	
����
���� 2C

%  ������$���
��� ����	�������

��������6���;��
	
����
�����. $ %�'6;0 2H

% ���	�
�����
���� 2J

% ������'���� 2I

% :� /�.:���
��
��
����� �	��/��
���,�	���0 2)

��	
 !� 1 � �*�����/� �,���-��� .4'..

%  ��	��
��4��		��� *+

% 3��	�
��4��		��� *�

% 1�
	��
��4��		��� *2

% ;��	�
��4��		��� **

��	
 !� 2 � ��*�,�*����*����/5��,��&�������6	� �,���*�/$5
���

����)�*������ �,���-��� .0'01

% (���F��	��/�
���	�
��(�������	 *C

% 6����;!�
������F��
���

��	���������
�����	��� *H

% "�
�������	�$1'���
��������."$�0K6����5�������	��� *)

% 5���
���
�(������ C�

��	
 !� 7 � #�-���,��/ 02'07

% 5�!��%6����
	�5�	��� CJ

%  ����
�5�	��� CI

��	
 !� 3 � ������,����,�*� �,���-��� 03'2(

% �����������"������� C)

% ����'�	����%'�	������"��
	��� C)

% $������������/���
�����	���	��.$�/0 H�

% 5�	�������
�"�������'�	������� H2

% 5�

�������5��
�	����������	�������	 H2

% ?��&�
�	��5��
�	����������	�������	 HC

% �������:�
�����(�����'���� HC

% ������������ HH

% (�������
�	������������������� HJ

% 5��
���� ������"��������������������� HJ

% 8�
�	�
�����$��������������������� HI

% ���������
	
����
���� HI

% (���	�

�

��	�;��
	
����
���� J+

xii Contents



% "�����������������."�'0 J+

% ;�,����?��&�����������
���	�'������.;?� '0 J�

% ����������
��
��
� J�

% ������	�
������	
� J�

��	
 !� "4� #)�,���)��������$ 2+'27

% ��	
���
	��� J2

% ����4��
�?����
	�?�� J2

% =B�����B������� ��
	
����	���	
� JC

% �
�	����$�	�
����	���F�?��
�D��5�	��� JJ

% 4�����
	@��5�	��� JI

��	
 !� ""� 8*�����,��,��#)�,����,�)$ 23'7+

% ��	
���
	��� J)

% ��	����	�����:���
��
��
������(��
��	
�	��� I+

% '����
�	���� I+

% :����(�	���	
� I�

% :���
��
��
��'
	���	���(���� �
	����.:'( 0 I2

��	
 !� "(� 
�����$���������������)������� 7.'77

% ����8!�����;��
	
��� IC

% /����8!����	� IJ

��	
 !� "+� !�9$��� 73'3"

% ;�,����������	��� I)

��	
 !� ".� %�)��� 3('3.

% <���	�	�	����'�����������?����� )2

��	
 !� "0� ���&��$������ 30'37

% 8�	�
���'
	���	� )H

��	
 !� "1� ��**����&����� 33'"44

% ;!��
����	 �++

����� "4"L"4(

xiii Contents





  

1

1
������� 	
� ���
���
��

SAFETY IN LABORATORY

����������	
�����	
��	������	����	
������	���	���	��
�������	
��	��	��	����	��	
������������	��

���	��	����	��������	���	����	��	
������	������
	�������	��	���	����	����
���	��	���	
�����	��	�	����	��

���	�����
	��	��	��������	���	��	���
	��
�	���������	���	��	��������
	��	����	������	�����������


���	��	��������
	�����
	��	�����	��	����	���	���	�
��
	����	��	��	�����	��	���	���������	������


���	 ��	����	����	 ��	��	 ��	��
�
	��	�
��������	������	 
�������	����	 ��	�	���	 �����������	 ��	 �


�
�������	��	���	��
�����	����	���	������	��	���	���
	���	���	��������	��	���	
�����	� ���
����	!��

��
�����	��	���	�
�������	�"��
�	����	����
	���	�"������
���
	
�����	��	�����	
�	����	�����������

������	���	��	�����	��	���	�����	��	�����	!��	
���	���
	���	��
	���	�����	���	���	
�����	���	�����������


�����	��
�	��	�������	
�	����	���
�	
������
	���	��	������	���	��	��
�	��	��	�
��������	����������

������
	
�
�	��
�	����	���	
������	��	
�����	
���
	���	
�
���
	
�	����	���	��	�������	�����������

!���	
�
�	��
�	����	���	����������	#�$
	���	#��%�
�

DO`S

&� '���	�	���	����	���	�����������	���	�����������	����	
�����	
��������
�	������
	��	����	
������

(� )�')*+	�
�	���	�����������	�����
	��������	��������	���
����
	��	��������
	
��
�����
�

,� -���	����	�������	����	�����	���	����	���	����	��	��������	�����	��	
�������
	�

���������

.� )�')*+	����	������	���������	��	/0!	����	����	����	���������

1� '�
�	����
	�����	�
���	���	
��
�����
	��������
	��	�������	��	�������	���	����������	���

������	��
�����	���	�������

2� )�')*+	����	�����	����	�����
�	����	�"������
���	���	���
�	���	���	���	�������

3� )�')*+	����	����	�
�������	�
����	�����	���	�

�
���	������

4� )�')*+	����	������	���

����	���	
����
	
�������	���
	�����	��
��	���	��
��
�	��	���


��	���	�����������	���������
�



2 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

DON`T

&� #�	/0!	����	����	��������
	
��
�����
	�������	�	
�����	���
��	�����	���
����

(� #�	/0!	����	�����	��	

���	��	���	����������	�����	���	�����

�����
�

,� #�	/0!	�������	��	
�����

.� #�	/0!	�����	� ���
���	�
���	������	��
	��	�����������	��	���������	�������	��
�������	�
5+�����	6������7	���
�

1� )�')*+	��
���	���	�����	��
�
	���	
������	����	�������	����
�

2� #�	/0!	�����	
������
	����	����	�����
������	�����
�

3� #�	/0!	����	
���	����	188	
�	��	�	���

����	
������	��	�
�	��	���	���	��
�	��	���	������

4� #�	/0!	�
�	��	
����	
���	���������	
��
�����
	��	���	���	����	��	0"����	#��������	����������

����

���
�



   

3

2
��� ���� �	

��� 
��	����


pH AND LIFE

�������	
�	��
�������
������������
�����
����
�����������
�����
��
��
��	�����		
��������������������

��		
��������������
���
�������

�����	��

��������������
������������������
���������
�����
����	

��

��������������������������� �!�
������������ ������������	���
�����
��	����
������� ������� ���"����


���
 ���� �
������
 ������� ���"����
����������������
�����
�����������
 �� �	���
���������������
�

�
��� �����
���
�����
�����
������	 ����������� �� ���
 ������
�� ��� ����#�
�����
����������� ������

����$ ��������
���������
����������
$ ����������$���� ��
�������������������� �����
�
��
�������
�

��
��������
�%�&����'%�

HYDROGEN ION CONCENTRATION AND pH

���'()($�*��
�������������
����
��
�
�������������
��
��������	�
���
������������
����������
�+

�����������������������
���
��	���
�
���

���
�
����,�
�������
����������
����������	�
���

�������������
���


���������������
	��
�������
��
�����
���������
��	���
�������
��������������$����

����������
���
�������
����������
�����������������������
��������������������������
���

������


���������
��
�������������������������������,�
�����
��	���������������
��

�������
����
��	���
��

����������������
���


�������������
����������
��������-

.���
���/�0 )�1(2�¥�')34

.���
�����0 3�����5)�1(2�¥�')346�0�4�7

Dissociation of water

8
����������	�9�-�:��
��������������

����


���$����
�������

�������� ����
��
����
����

����;
���������%<�=���
�����
����������	�������
���������������')34��
��>����
�

�%?�́ �/�/�?�3

,�
�
!��������
����������	�����
���������������	����
��������
����-



4   A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

9�0
+ -

�

@� A@?� A

@� ?A

B�����
�����
����������	����
������������
��������������
�������������$�����
���������
-

9��0 @�/A�@?�3A

,�
����������������	����
�����%<�=����')3'7$�����������
�����	����
����
�����%<�=����4�

@�/A�0 @?�3A�0�')34

���0 3����')@�
/A�0�4

��������	��
���

���#�����
���

�
�����
�$���
��������
����������������4�����
�9������
������

�

�
�����
��C�
�����
���������
�����

�
�����
�	��
�14����7)�=�����
�����2D�����
��
����������
�

��������������������������������������
����	��������

�
�����
�
���������
������	���������������

�����
�����������������

��
������
����������
����������
���������

ACIDS AND BASES

����������������
�������
����	��������������
���
�
���
�����������
������E������
	��
����������

���������������������
���������������
�������C�����������
�
	��
����������"����
����
�

#����´ ���
�/��/

#�������
�
������
��	�����
���������������
���������������������������������

9?��Æ 9/�/�?�3

*�

�
��
��
���	��������������
�-

�����
 ���

���� ����	��
�
 ����

��� ´ ��������

���
� ´ ��������

��	 Æ ������	�

������� ´ ������������


��
� ´ �����
��

����� ´ ���������
�

����
� ´ ��������

�

�	
������ �
� ������������
�
�����
����������������	��������������� ���
�
���!��
��� �������		"

��	��
��������������
��#��
��������$�%����#��!	� � �����������������
����"������� �����#��
����

�"������������&���
�'$

���
��´ �/�/��%?

#
������
�-���

���������
��
�������������������������������
�$����������
���
����
������
��
��

Dissociation of acids and bases

*������������������
����
���
��
�
�������;
�������������$�����������
�����
����������	�	�

��/�����?�3

�����
���

������
�����
����������	���
������������
��,�
�
���
���������
���
��
�
������������
�

���������
�������������
����"����
����
�������$�����������
�������
����������
��������������
���



���������	���
�������,�
�����	���������������������
���������
���
���
������



pH and Buffer Solutions 5

*�����������5B����������6��B?1�Æ��/�/�B?1
3

*���������
�5*����
���������
6�B�?��Æ�B�/�/�?�3

)�)'�
��>����
��=�$����0 3���')5')3%6�0�%

)�'�
��>����
��=�$����0 3���')5')3'6�0�'

)�)'�
��>����
�B�?�$�@�/A�0
-

-

-
= =

(�
(�

� �

9 �)
�)

@?� A �)

�

���0 3����')5')3'%6�0�'%

Weak acids

F
��������������
�����������
�������������
��
��
��
���������
�����
����������	�	�

��/�����?�3

�
�
���������
�����
��	���
��������������������������

F
��������5:��
�������6��=??���� �/�/�=??�3

,�
��
��
����+����
������
!������-�F
�����������
�������������������;
�����������������������



!��������
����
��������
���
��

����
������������
����"����
����
���	��#��
��
�
�������
�������$

��
�-

�#�́ �/�/�#3

#��������������
������	�
����������$�9����
��������������������������������
	��
����-

9��0
�@� A@# A

@�#A

+

��� @�/A�0 �9 @�#A

@# A-

,�������
�����
���������
�$

3���')�@�
/A�0

-�� � ��

�@�#A
3 ��� 9 / 3 ���

@# A

���0
-

� ��

�@# A
�9 / ���

@�#A

����
�
�����
�
�$ ���0 � ��

@=��"����
����
A
�9 / ���

@#���A

,�
���������
���	�#3������#���
�����������������$��������������
��
������
���
���#3������#���

����
����������
�
���,���$

���0
�� �

�
�� ��

=
�9 / ��� ���

=

�

�

-

+

F�
�
� ��
� ����������	
���
��
�������
�
���
�
�����������������	
��

���
�������

������ ��

� ��������


����������	������
���
������
�
��
�������
�
���
�
����
����
���
�	��	��
���������
�� ���
	!�������
�

�������	
��������
�������
��������� ¢��

���" �
�

��

#
�) $ ��	

#
¢



6   A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

,���� �
����������� ������������ ��
��
��
����+����
������
!����������� �����������
�� ��
���

����
�73')���
�
���
�������
������������������������������������
������	�������������
������������

����
���������

�
�
����������
��
�����
���������
��	���
�����������������������������	����
���������#����
�������	

�
	�������9�������
���������������
�����
�����������	���
�����������������"����
����
���
�
!���������


��������������
������������	�������
��

���0 �9��/�����'

�� ���0 �9�

����������5#�����
6�=&�<B�%�/��/���=&�<B�1
/

������������������

�$��
��
���������!�
����

������������
�
$���
����
������	���������������
����

�
	
��������
���������
���

pH INDICATORS

#���������
��
���
���	���
�����	�����������������
�������
��������������������,�
�
���
��������

��
��������	�����������������
���������������
�����������
�
��
����������
�����	���
����������

�������������
����������
������������������������
� ��� ���������� �������������
�����������
�� 	��

�
�
�
��������
�
����������	�������������

����������0 ���������3�/��/

#����������
��
��
����+����
������
!������$

���0
�

%� ��

&%�
��
��� '
�) $ ��	

&%�
��
���'

,�
�����	��
���	���
��������������
���		
�
����������������
���������������	���
�����������
�
���

�������
��9���������������
�
������������
�����������������
��9����C��
��
-��	�����������������

����
���&���
�����
���
���������
���������9����	�&�%������
��
������������������
��E�
����������	

�������������������
$����������������������
����������
�������
��������
$������������������������

���
�����������
��
�������������	��������
��
�$���
��������������
��		
��
����������;������
���$

�
���������
���$����������
�����������������
����?�������
����!���������	�����������������
�������


������������
��
��
�������$����
����
���
�����+���
�
!��������
��	���
��
������������
����
����+

����
��������
���������
���#������
�������

����
��������

��
�������

����
����
�
�
�	���	��

����
����������
���	��

��	��
����
	
�
��
�
�
�����
$���
��
�����������$�������������
�
�����
��
���+

���
����������
�������

,�
�������
�
�����
�����������	����
�������������������)�'

�����������������������������������


�	�������
�������
�������
���
���������������������	��=��5)�'
��>����
6�����
��
�������
��������
����


����������
�+����
���������
�
�
�����
$�����������
�
�����
����������
��������#����
����������
�
���
�

���������
�������������	���
�������������
�
���������
�����	���
��������������������������


��
��

,�������
������ ������� �
�������		
��
����������$�����
��$���������;���������
���������
���$� ��� ��



�
�����
������
���
����������
�����
����	�

�����,�
�������
�
�����
������
��
���������������������
�

�����	��
���������
�

���������������������
��
�
��������
	
�
��
�
�
�����
���������������
������
���

������
��������,�
�������
�
�����
��������
���������
�������
�5')&�3�')2�W6$���������
����

��
��	

������������
�
�
��
�����

�
�����

����
���
����
�������B�������$����

��
�����
���
����������

�
	
�
��
�
�
�����
����
���
�������
������



pH and Buffer Solutions 7
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Fig. 2.1. The electrode system for measurement of pH
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DENSITY GRADIENT CENTRIFUGATION
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PAPER CHROMATOGRAPHY
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Fig. 4.1. Two-Dimensional Paper Chromatography

ASCENDING CHROMATOGRAPHY
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Fig. 4.2. Ascending Paper Chromatography
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Fig. 4.3. Descending Paper Chromatography

THIN LAYER CHROMATOGRAPHY (TLC)
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Fig. 4.4. Ion Exchange Chromatography
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AFFINITY CHROMATOGRAPHY
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Fig. 4.5.  Affinity Chromatography
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Fig. 5.2. PCR Tubes Fig. 5.3. A Thermo cycler (PCR machine)

<�	������
���������������	
������������1*/ ������������E�������
���E��	������
�������������
�

	
�����
����������#�$���
������������
��
�
���	
�
�
������%��������������
�������	
	����������� ������


���	
	�� �������%�������2�	
���� ��������%
�	
	��� �������%�������:�	
���� �������	
	����%��������������;

	
����������
�
�#�����1*/���
��	�� �������	���������E����
����������	��
��
�����E���E��������

��
����E,C�</-#�+�������$
���������
�����������
�����
������!������
�#���������	���	���'���
�

1*/�����������
������������������%�
��%��	��������
����������������	���
��#

3

3’ 5’
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Target DNA

DNA Denatures at 94°C

Primers anneal to single
stranded DNA ~55°C

Thermostable Taq
polymerase extends
primers at ~72°C

Target DNA is doubled.
Cycle is then repeated.

Fig. 5.4. Cycles of PCR
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template DNA

1st cycle

2nd cycle

3th cycle

4th cycle
Wanted gene

35th cycle

2
36

= 68 billion cycle32 copies16 copies
2

3
=

8 copies
2

2
=

4 copies

(Andy Vierstraete 1999)

Exponential amplification

Fig. 5.5. Various cycles of PCR showing exponential amplification of the target gene

3kb

1kb

500

300

383

929
1058

1857

ladder PCR fragments

Verification of PCR product on
agarose or separide gel

Fig. 5.6. Lane 1: PCR fragment is approximately 1850 bases long. Lane 2 and 4: the fragments are
approximately 800 bases long. Lane 3: no product is formed, so the PCR failed. Lane 5:
multiple bands are formed because one of the primers fits on different places.
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Sybr green 1 dye fluoresces when bond to double-stranded DNA

When DNA is denatured, the SYBR Green 1 dye is released
and flusorescence is diastically reduced.

During extension phase, primers anneal and PCR product
is generated.

Polymerization is complete and SYBR Green 1 dye binds, resulting
in a net increase in fluorescence.

Fig. 5.7. SYBR Green PCR amplification
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Hybridises with the target amplicon
Is 3’ terminally blocked (cannot be extended by the polymerase)
Has two fluorescent dyes attatched:

1. Reporter (R)
2. Quencher (Q)

Fig. 5.8. Hydrolyses Taqman Probe

R Q

R
Q

Q

R

∑

∑

When intact, the fluorescence of the reporter

is quenched due to its proximity to the quencher

Probe hybridizes to the target

∑ dsDNA-specific 5'–3’ exonuclease

activity of Taq  cleaves off the reporter

∑

∑

∑

Reporter is separated from the quencher.

Fluorescent signal

Signal is proportional to the amount of

amplified product in the sample

Fig. 5.9. Taqman probe
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Threshold is the point
of detection

Cycle-Threshold
(Ct) cycle at which
sample crosses
threshold

Cycle #

• The Threshold line is  the level of detection
or the point at which a reaction reaches a
fluorescence intensity above background.

• The threshold line is  set in the exponential
phase of the amplification for the most
accurate reading.

• The cycle at which the sample reaches this
level is called the Cycle Threshold, C .T

Fig. 5.10. Threshold Cycle (Ct)
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APPLICATIONS OF PCR
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to 65°C and pour
into mold

4. Gel solidified at
room temperature.

Comb inserted into
mold to make wells

Comb removed;
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Fig. 5.11. Procedure of preparing the agarose gel
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Fig. 5.12. placing of gel and providing high voltage power supply
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Final gel structure

Fig. 5.13. Solidification of agarose gel
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Fig. 5.14. Electrophoresis and separation of mixture of macromolecules
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Fig. 5.15.  Mouse liver showing an apoptic cell stained with TUNEL
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FISH (FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION)
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Fig. 6.1. Microarray analysis
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Fig. 6.2. Southern Blotting of DNA fragments separated by Agarose gel electrophoresis
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Cellulose nitrate paper
Gel

Plastic strips that support the edges
of the cellulose paper and the towels

Wad of thick paper that dips

into the tray of 20 SSC¥

Glass plate

Tray of 20 SSC¥

Fig. 6.3. Basic  Blotting procedure
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Fig. 7.1. Transcription and translation

GENE EXPRESSION: TRANSCRIPTION AND TRANSLATION
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Fig. 7.2. Chromosomal mutation
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Target DNA

Restriction
digest of
target DNA

Insert DNA with sticky
ends cut with the same
restriction endonuclease
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sticky ends

Restriction
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plasmid DNA
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Unstable
annealed
construct

Recombinant
plasmid with
target DNA

Fig. 7.3. Basic steps of Recombinant DNA technology
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METHODS FOR RAISING ANTIBODIES

(���
��������
�������"�	
�"������
����"�	
����"�������"���
�"�������
�
���	����
������������
���	

	
������
�����	
��,���
������	�"�
����
�
�����
�������
�������

������	
�������
���
������	�
��

	��������	�
�������������
� �
�����
�����	
��#
������
�
���
���
	�����������������������
���	

������	�����

�����	��������	�����(
���
��"�
������"���	����"����
���"���	���������������������	���

�"��	�
��"

���	��"���	��	���	���"�:1<����
���
����
�
�:1<���
�����
	���
��

��������
���#
������
	���������������������
����������
�������������������������	������
������

�������
������;	���
*�����������

���
����C��
����:������
������������������	�
�����(���	�����=��

��������������
���
���
	��	����
���	�
������
�
�
��	�
������
�����
		��
���	������
	�������,�	��

���
	
��
���������
�
�
����	�
�
��?/1D%�

��������
����(�������:1���E����������
����� �
�� �
�����������;	���
*�����������

���
����;�	��

����������
�
� 	���
��
� ���������� ������������:F���

�� ���	
������
	��� ��� ��
�����,�	���������
��


������� ��������� ���	
��	�����
����
�
� ���	
������������/1"� /:"� //�

���G��=���

����� ���� �
��

���������"�	
������
	�����
���	������
	�������,�	
����
	
��
"������
�
�
����	�
�
��?/1D%�

��������
�����/?:1����
�������
�������
����6�����
��������


�
����:�������:1<����
���
����
�


����
����������������������
������:1<���
�����
	���
������������&1�0?1�2���'��	

�
�������

����

�����9���������2�=�
�
�F�=�������	������
�����	��
������
���������
�
�����������
����	
������
	��

���	
������
��
�������������(���	�0������"����	����������������	
������������������&:���E��'������
��


�������
	����������������
	���
���
	�������(���	����������	
������
	�����
"���	
����
	
��
"������



�
����	�
�
��?/1D%�

MACROPHAGE MIGRATION INHIBITION TEST

��	��	���>�8�	��������)��
�
��
��������	����������������������
��)������������������������
��

�����
��
��	��	�
��� 
������"� 	���
���
������	�����������
	���
�
��	�� �������������������
�

*�����������!��4
�	���
������	
����������������&44�'��
���	�������������������	�
����
���	��
�


����
��
�������	���
��
��	����������������������
����������
�
���
������
����
��
��
	
����	���

�������������%4���������
���
�������
�����
������	
��
���
����������
�����������	�����
���
������

&
������	������
�	���
����
�
� �����������'���� ����
���
��
�
��
������ ���������� ����
����
	���

������
� ��� ��
���	�� ����
��������	����
�9
��H���
�
���
��
��� ��������� &9$,,'������
������

��
�	����
���������	��	
��
����������
�������������
���	�������
	�
�������	
���������
�	���
���

�	��������
����
	�� ������ �������	����
�������
��
������� ����	��	
��
���
���	�� ��� 	���	
�
�
���	

�����
����������
��07D%����	�
���	��
����������������	����
������	
��������������������
����
��


�	�������
	�
�������	
������������	���
�������
���������
���	��

�����	�����	
��"�
�������������	������"��
��	
�����

"��	
���������"�����	�����"������
��	�����



��07D%"���	������
�
����
���"����
	
�����������"�������	��
�
���	����"�����������
�����	�����������"

���	����
���"�@
����	���������"����
���	����
����
	������������	������������
�
�������"�@�	�������
���	�"

����	���������	������ ��
��
	
����"���
�������
�"�����������
�"�9
��*���
�
���
��
������������&9$,,'

����
������2������E���������
	���
�
�/1�I�E�������
�����"�������	���
��� ��	��"�2<���
	����

��	���
��

(�����
���
	��
	������������
�
�
����	�����
����
�����
�����



64 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

Method:

:� :1������� ���	���� �� ��
��
	
����� ��� �������
� ���	
��	�����
���� 
����� ���� ����
� 
��
���� 	
��

��	����
�����6=��	������	�����������

/� G������

�������������	����������	
��������������
�����	�
�
�������
�
�
������
����
�
���������
��
	
�������	����	����
�
�
�������� ��������	
������
	��
������
�	����	�������
�������

0� $���
����
	
����	�������
���
������
	
�
��������	����������������������
�
�����

6� /1�������9$,,�����������
������������	�����
���
����"�
���	������������
�
����������71<����
����

2� ������	�����������
���
��
��������	�2���������
�
�������	�����
���
���������
	
��������

��	�����
�
����	�
������
����
	
������������

F� (����������

��
�������������
�
��
�
�
��������������������
���������
������
��
�	����
	��	����	�����

7� (�����	�:2������
�������


�
���������������	�����
���
�����
�
�������	�����
���
��������
��������
�������������
�����	���
��
���������
���	�
�

=� �����
�����������������
	
������������
	�������
��	���������	
��	����	���
	���:2��������

�
���������	��
��	����9$,,����
	
���
����������������
�����	������������

J� ����������
	������	�����
�
��J11�	�����	�2���������
�� 	���������	
��	��
�
� ����������� ��
�
���
������������9$,,�

:1� �������
������������������
�
����9$,,�
�
�

�����
��������
���:2�¥�:1F��%����E���

::� =1�m���
����
	����
	�������
���������������������"�������
�
��������
��������
�)�
�����
��
�

����	�����
�
��211�	�����	�6��������

:/� ����@�	�������
���	��
	���

����	����)��	����������	�������������2<���
	�������	���
�

�
������
	�����

:0� �����
����
	����
	������
���������������
�����	�
���
�
�
�����
���������������
�����:�2����@�	����
��
���	�

:6� ������
���	��
	������
�
����������
������9$,,���	����
������2<�������	���
�����	���

:2� ;�����
���	��
	�������
��������	����
�9$,,����������
��������
�������


�
��&����
�������
���
����������������
������������������
��
�������������
��
	���	���	�������������������	�����
�
�
�	���
���������	�
��
���
��'�

:F� ������
���	��
	�������
�����
�
��������������	������
������
	�����
�	���������������
�����
��
���	�

:7� ������
���	��
	�������
��
����
�����
���
���	�
��07D%���	�/1��	��
�
�����
	�
�������	
����
�������	���
�������
��
���������
���	�����	���	
�
����
����������	��	
������������������
�

���
��
��	
�����

�
�
�����
	�
�������	
���������
����
��


:=� <�4��	
����������������A�
&
	�
�������	
��������
������'

:11 :11
&
	�
�������	
������������	��'

- ¥

A b

1

2
3

4

Leukocytes
Migrating
into collagen

Collagen Gel

Activated
Migration inhibited

Control
Normal Migration

1

2

3

4

A B

 Fig. 9.6. Leukocyte migration inhibition test



Immunochemical Techniques 65

LEUKOCYTE MIGRATION INHIBITION TEST
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PLAQUE FORMING CELLS ASSAY
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Fig. 9.8. Single Radial Immunodiffusion showing dependence of the diameter of the precipitin
rings on the Ag concentration

OUCHTERLONY DOUBLE IMMUNODIFFUSION
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COUNTERCURRENT ELECTROPHORESIS
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RADIOIMMUNOASSAYS (RIA)
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ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAYS (ELISA)
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Fig. 10.1. The absorption of light by a solution according to Beer-Lambert law
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Concentration

A

Fig. 10.2. The relationship between the absorption of light and the concentration of
absorbing solution
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Fig. 10.3. The relationship between the absorption of light and the path
length of absorbing solution
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PROTEIN DETERMINATION: LOWRY’S METHOD
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Fig. 11.2. A diagram of the arrangement of a Flourimeter

INTENSITY OF FLUORESCENCE AND CONCENTRATION
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Fig. 11.3. Diagram showing cells population passing through Flow Cytometer
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Cells exhibiting low levels of
fluorescence; and thus low levels
of current output

High-performing cells exhibiting
enhanced levels of fluorescence

Shewie cells labeled with a
redox-sensitive fluorescent dye. The
cells are individually encapsulated in
alginate beads
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Fig. 11.4. Graph obtained by Fluorescence associated cell sorter (FACS)
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Fig. 13.1. Competitive, non-competitive and mixed inhibition
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