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Ĥèतावना 
 Ĥèतुत पèुतक वध[मान महावीर खलुा ͪवæवͪवɮयालय, कोटा के दरूèथ ͧश¢ा के अÛतग[त 
संचाͧलत बी.एससी. जवै Ĥोɮयोͬगकȧ (ɮͪवतीय वष[) के पाठयĐम के आधार पर तैयार कȧ गयी है। इस 
पèुतक मɅ पाठयĐम को Úयान मɅ रखते हु ए सरल व सुगम ͪवͬधयɉ से Ĥयोगा×मक काय[ को समझाने 
का Ĥयास ͩकया गया है। जैव Ĥोɮयोͬगकȧ अनĤुयÈुत ͪव£ान का ͪवषय है िजसे समझने के ͧलए 
Ĥायोͬगक काय[ कȧ सहायता आवæयक होती है। इस पèुतक मɅ Ĥ×येक इकाई के आरंभ मɅ Ĥèतावना 
तथा संͯ¢Üत सैƨांǓतक ͪ ववरण Ǒदया गया है जो ͪ वɮयाͬथ[यɉ को ͪ वषय के आधारभतू £ान से पǐरͬचत 
करायेगा।  
  
 इस पèुतक मɅ तकनीकȧ शÞदɉ को भारत सरकार ɮवारा Ĥकाͧशत पाǐरभाͪषक व£ैाǓनक 
शÞदावलȣ से ͧलया गया है। भाषा को और अͬधक सुĒाहा बनाने हेतु अंĒेजी शÞदɉ को तथा तकनीकȧ 
शÞदɉ को कोçठबƨ करने का Ĥयास ͩकया गया है। 
 
 Ĥ×येक इकाई के अतं मɅ Ǒदये गए मौͨखक Ĥæन ͪवɮयाͬथ[यɉ के Ĥायोͬगक £ान को अͬधक 
सामािजक व उपयोगी बनाने मɅ सहायता Ĥदान करɅगे। यɮयͪप इस पèुतक को यथासंभव सरल व सुगम 
बनाने का Ĥयास ͩ कया गया है तथाͪप मानवीय भूल से हु ई ğǑुटयɉ के ͧ लए लेखक मडंल ¢माĤाथȸ है। 
पèुतक को और अͬधक èतरȣय बनाने हेतु ͪवɮयाͬथ[यɉ तथा ͧश¢कɉ को सुझाव आमंǒğत है। 
 
 
 
 

लेखकगण  
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इकाई 1  
ͪवसंĐामक ͪवͬधयाँ एव ंपोषक माÚयम तैयार करना 

(Methods of Disinfection and Preparation of Nutrient 
Medium)  

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
1.0 उƧेæय 
1.1 Ĥèतावना 

1.1.1 भाप ɮवारा Ǔनज[मȸकरण 
1.1.2 गरम हवा ɮवारा Ǔनज[मȸकरण 
1.1.3 पराबɇगनी ͪवͩकरण ɮवारा Ǔनज[मȸकरण 
1.1.4 ͩफãटर ɮवारा Ǔनज[मȸकरण 
1.1.5 इथाइल एãकोहॉल ɮवारा Ǔनज[मȸकरण  
1.1.6 रसायनɉ ɮवारा Ǔनज[मȸकरण 

1.2 इथाइल एãकोहॉल कȧ ͪवसंĐामक ¢मता का अÚययन 
1.3 ͪवसĐंामक ͪवͬधयाँ: भौǓतक तथा रासायǓनक एव ंउनकȧ द¢ता 
1.4 संवध[न माÚयम तैयार करना, इसका Ǔनज[मȸकरण एव ंसंवध[न Üलेट तथा ɪयबू तैयार करना 
1.5 मौͨखक Ĥæन 
1.6 संदभ[ ĒÛथ 

1.0 उƧेæय (Objectives) :  
इस इकाई के अÚययन के बाद आप ͪ वͧभÛन Ĥाकर कȧ ͪ वसंĐमण ͪ वͬधयाँ तथा पोषक माÚयम तैयार 
करना सीख जायɅगे ।  

1.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
सूêमजैͪवकȧ Ĥयोगशाला मɅ सूêमजीवɉ का संवध[न असंĐमणीय ͪवͬधयɉ (Aseptic Methods)के 
ɮवारा ͩ कया जाता है । सूêमजीवɉ के संवध[न मɅ ĤयÈुत होने वाले संवध[न माÚयम, संवध[न ɪयबू, पेĚȣ 
ͫडश, ͬचमǑटया,ं संरोपण Ǔनडल व चारɉ तरफ के वातावरण को उपिèथत सभी Ĥकार के सूêमजीवɉ 
से मुÈत करना असंĐमणीय ͪवͬधयां (Aseptic methods) कहलाती है । 
सूêमजीवɉ के संवध[न हेतु सूêमजैͪवकȧ Ĥयोगशाला मɅ ͪवͧभÛन तरह कȧ ͪवͬधया Ĥयोग मɅ लȣ जाती 
है । ये Ǔनàन है - 
1. भाप ɮवारा Ǔनज[मीकरण (sterilization by steam) 
2. गरम हवा ɮवारा Ǔनज[मीकरण (sterilization by hot air) 
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3. पराबɇगनी ͪवͩकरणɉ ɮवारा Ǔनज[मीकरण (sterilization by ultra violet radiations) 
4. ͩफãटर ɮवारा Ǔनज[मीकरण (sterilization by filtration) 

ऐͬथल एãकोहॉल ɮवारा Ǔनज[मीकरण (sterilization by ethylalcohol) 
रसायनɉ ɮवारा Ǔनज[मीकरण (sterilization by chemicals) 

1. भाप ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Sterilization by Steam) : 
भाप ɮवारा Ǔनज[मीकरण ऑगेÈलेव ɮवारा ͩकया जाता है । सवंध[न माÚयम व Ĥयोग मɅ ĤयÈुत होने 
वाले सभी Ĥकार के काचं के उपकरण व ͪवलयनɉ को ऑटोÈलेव ɮवारा Ǔनज[मीकृत ͩकया जाता है । 
ऑटोÈलेव मɅ 121०C तापमान व 15 पाउÖड ( lb ) दाब कȧ भाप उपिèथत होती है, जो ͩक 15 ͧमǓनट 
मɅ वहाँ उपिèथत सभी सूêमजीवɉ व उनके बीजाणुओं (spores) को मार (kill) देती है । 
ऑटोÈलेव संवध[न माÚयम व तरल. ͪ वलयनɉ को असĐंͧमत करने कȧ बहु त Ĥभावी (effective)ͪवͬध 
है । भाप ɮवारा Ǔनज[मीकरण ͩकसी Ǔनधा[ǐरत तापमान पर, गरम हवा ɮवारा Ǔनज[मीकरण कȧ ͪवͬध 
से 2500 गनुा Ĥभावी (effective) है । 
2. गरम हवा ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Sterilization by Hot Air) : 
ओवन (oven), गरम हवा ɮवारा Ǔनज[मȸकरण करने का मह×वपणू[ उपकरण है । ओवन मɅ काचं के 
उपकरण मुÉयतया: पेĚȣͫडश (Petri plates)व धातओंु के बने उपकरणɉ को सूêमजीवɉ से मुÈत ͩकया 
जाता है । ओवन ɮवारा Ǔनज[मीकरण कȧ ĤͩĐया लगभग 160०C तापमान पर 2 घÖटे तक रखकर 
कȧ जाती है । ओवन ɮवारा Ǔनज[मीकरण कȧ ͪवͬध, ऑटोÈलेव ɮवारा Ǔनज[मीकरण कȧ ͪवͬध िजतनी 
Ĥभावी नहȣ ंहै । इस ͪवͬध मɅ ऑटोÈलेव ɮवारा Ǔनज[मीकरण कȧ ͪवͬध से अͬधक समय व अͬधक 
तापमान कȧ आवæयकता होती है । 
3. पराबɇगनी ͪवͩकरणɉ ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Sterilization by Ultra Violet Radiations) : 
पराबɇगनी ͪवͩकरण पानी (water) पर ͩĐया कर उससे अ×यͬधक सͩĐय मुÈत रेͫडकãस (free 
radicals) का Ǔनमा[ण करती है, जो ͩक DNA èĚेÖड को तोड़ देती है । इस कारण सूêमजीवɉ मɅ 
उ×पǐरवत[न के कारण वे मर जात ेहै । 265 nm कȧ पराबɇगनी ͪ वͩकरण बहु त अͬधक घातक (lethal) 
होती है । सूêमजैͪवकȧ Ĥयोगशालाओं मɅ लेमीनार एअर Ýलो को सूêमजीवɉ से मुÈत करने अथा[त ्
लैͧमनार एअर Ýलो के वातावरण को असंĐमणीय करने हेतु पराबɇगनी ͪवͩकरणɉ का उ×सज[न करने 
वाले ͪ वशेष ǽप से Ǔनͧम[त कम दाब वाले मक[ रȣ वेपर लेàपस (Mercury Vapour Lamps)को Ĥयोग 
मɅ ͧलया जाता है । उपरोÈत ͪवͬध असंĐͧमत वातावरण (aseptic environment) तैयार करने कȧ 
एक Ĥभावी (effective) ͪवͬध है  
4. ͩफãटर ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Sterilization by Filtration) : 
Ĥयोगशाला मɅ नाइĚो सेãयलुोज ͩ फãटर, ताप संवेदȣ (heat labile)रसायनɉ, एÛजाइàस, आͪवषो एव ं
DNA ͧमĮण (DNA solutions) को सूêमजीवɉ से मुÈत करने हेतु ĤयÈुत ͩकया जाता है । 
ͪवशेष Ĥकार के लगभग 0.45m Ǿम के Ǔछġɉ यÈुत नाइĚोसेãयलुोस ͩफãटर Ĥयोग मɅ ͧलए जात े
हɇ । ͩफãटर ɮवारा Ǔनज[मीकरण ऑटोÈलेव नहȣं हो सकने वाले पदाथɟ को Ǔनज[मीकृत करने कȧ अ×यͬधक 
Ĥभावी (most efficient) ͪवͬध है । 
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लेͧमनार एअर Ýलो के वातावरण को सूêमजीवɉ से मुÈता करने के ͧ लए हाई एͩफͧसएÛसी पारटȣकुलेट 
एअर ͩ फãटर (HEPA) Ĥयोग मɅ ͧ लए जात ेहै । ये लेͧमनार के बाहर कȧ हवा को सूêंमजीवɉ से मुÈत 
करके लेͧमनार एअर Ýलो के चेàबर मɅ असंĐͧमत हवा छोड़ते हɇ । 
5. इथाइल एãकोहॉल ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Sterilization by Ethyl Alcohol) : 
सामाÛयतया: 70-90% ऐͬथल एãकोहल हाथɉ को असĐंͧमत करने हेतु काम मɅ ͧलया जाता है । 
एãकोहल हाथɉ कȧ ×वचा मɅ उपिèथत सूêमजीवɉ को मतृ कर देता है । 50% से अͬधक साÛġता का 
इथाइल एãकोहल सूêमजीवɉ कȧ कोͧशका ͨझãलȣ मɅ उपिèथत ͧलͪपड को घोल देता है और कोͧशका 
के पçृठ तनाव को ख×म कर देता है । इसस कोͧशका ͨझãलȣ कȧ सामØय[ता (integrity) भी Ĥभाͪवत 
होती है । कोͧशका मɅ Ĥवेश करके यह ĤोटȣÛस को भी नकुसान पहु ँचाता है अथा[त ऐͬथल एãकोहल 
हाथो कȧ ×वचा के ͧलए एक Ĥभावी सĐंमणरोधी है । 
6. रसायनɉ ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Sterilization by Chemicals) : 
ͪवͧभÛन Ĥकार के रसायनɉ ɮवारा Ĥयोगशाला के काय[¢ेğ (laboratory work area) को सêूमजीवɉ 
से मÈुत ͩकया जाता है । 
सूêमजैͪवकȧ Ĥयोगशाला मɅ ĤयÈुत होने वाले काचं के उपकरणɉ, Ĥायोͬगक वातावरण आǑद को ͪ वͧभÛन 
रसायनɉ ɮवारा असंĐͧमत ͩकया जाता है । ये रसायन Ǔनàन है - 
1. लाइसोल (Lysol) 
2. हेÈसाÈलोरोͩफन (Hexachlorophene) 
3. इथाइलȣन ऑÈसाइड (Ethylene oxide) 
4. फॉमȶिãडहाइड (Ethylene oxide) 
5. आयोडीन व Èलोरȣन के यौͬगक (lodine / Chlorine Compounds)  

1.2 इथाइल एãकोहॉल कȧ ͪ वसंĐामक ¢मता का अÚययन (Study of 
Disinfecting Efficacy of Ethyl Alcohol) :  

सामĒी 
ÛयĚूȣएÛट अगार Üलेट (Nutrient Agar Plates), 70% ऐͬथल एãकोहल, एãकोहल èवेब (Alcohol 
Swab), छोटा बीकर (Small beaker), बÛुसन बन[र, वेÈस माͩकɍ ग पेिÛसल (Wax marking 
pencil) । 
काय[ͪ वͬध 
1. ÛयĚूȣएÛट अगार Üलेट को वेÈस माͩकɍ ग पेिÛसल कȧ सहायता से चार बराबर भागɉ मɅ व×ृत के चार 

Ǒहèसɉ (quadrants) कȧ तरह बांटते हɇ । 
2. सभी चारɉ भागɉ को A,B,C एव ंD ͧलखकर नामांͩकत (Label) करत ेहɇ । 
3. बायɅ हाथ का ǒबना घलुा हुआ (unwashed) अंगठुा 'A' ÈवाडरेÛĚ के अगार माÚयम पर ¢ͨणक 

ǽपर से दबाकर हटा लेते हɇ । 
4. ͩफर बायɅ हाथ के अंगठेु को 'B' ÈवाडरेÛĚ पर िèथर ÛयĚूȣएÛट अगार माÚयम पर दबाते हɇ । 
5. दायɅ हाथ के ǒबना घलेु हु ये (unwashed) अंगठेु को ÈवाडरेÛġ 'C' पर दबात ेहɇ । 
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6. ͩफर दायɅ हाथ के अंगठेु को 70% ऐͬथल एãकोहल मɅ 5 सेकÖड के ͧलए डुबोकर Ǔनकालते हɇ । 
7. दायɅ हाथ के अंगठेु को एãकोहल से मुÈत करने के ͧलए हवा मɅ सखुाते हɇ । 
8. उपरोÈत दायɅ हाथ के अंगठेु को Èवाडरेğ 'D' पर दबाकर हटा लेते हɇ । 
9. इस ÛयटूȣएÛट अगार माÚयम कȧ पेĚȣ Üलेट को 37०C पर 24 से 48 घÖटे के ͧलए रखत ेहɇ । 
10. 24 से 48 घÖटे बाद इन चारɉ Èवाडरेğस पर बÈैटȣǐरया कȧ कॉलोǓनयो कȧ गणना करते हɇ । 
पǐरणाम 
सभी Èवाडरेğ पर उपिèथत बÈैटȣǐरया कȧ कॉलोǓनयɉ को ͬगनत ेहɇ और उपरोÈत सूğ (formula) ɮवारा 
बÈैटȣǐरयल कॉलोǓनयो कȧ Ûयनूता ĤǓतशत (percent reduction) £ात करते हɇ । 

 
इस सूğ ɮवारा ĤाÜत Ûयनूता ĤǓतशत कȧ तुलना करने पर £ात होता है ͩक एãकोहॉल से उपचाǐरत 
अंगठेु के छाप वाले ÈवाडरेÛġ पर उपिèथत कॉलोǓनयɉ कȧ Ûयनूता ĤǓतशत लगभग 100% होती है। 
एãकोहल पणू[ Ǿप से अंगठेू कȧ ×वचा को असंĐͧमत कर देता है । इस कारण से Èवाडरेğ 'D' पर एक 
भी कॉलोनी ĤाÜत नहȣं होती है । यǑद एãकोहल कम साÛġता का उपयोग मɅ लɅगे तो Ûयनूता ĤǓतशत 
मɅ कमी आती जाएगी Èयɉͩक इससे ÈवाडरेÛġ पर बÈैटȣǐरयल कॉलोǓनया ँआ जाएगी अथा[त ्एãकोहल 
कȧ सामØय[ता (efficacy) कम हो जाएगी । 

1.3 ͪवसंĐामक ͪवͬधयाँ : भौǓतक तथा रासायǓनक एवं उनकȧ द¢ता 
(Methods of Disinfection : Physical and Chemical and 
Their Efficacy) :  

ͩकसी भी वèतु अथवा संवध[न माÚयम (culture medium) से सभी उपिèथत सूêमजीवɉ एव ंउनके 
बीजाणओंु को मारकर अथवा ͩफãटर ɮवारा हटा देने कȧ ĤͩĐया को Ǔनज[मीकरण (sterilization) कहते 
हɇ । 
Ǔनज[मीकरण (sterilization) कȧ ĤͩĐया दो Ĥकार कȧ होती है - 
(1) भौǓतक ͪवͬध (Physical Method) 
(2) रासायǓनक ͪवͬध (Chemical Method) 
(1) भौǓतक ͪवͬध (Physical Method) 
भौǓतक कारकɉ (physical agents) जैसे - भाप (steam),ͪवͩकरण (radiation),ͩफãटर करना 
(filtration)गम[ हवा (hot air)आǑद का Ĥयोग कर संवध[न माÚयम (culture medium)व Ĥायोͬगक 
परȣ¢ण मɅ काम आने वाले उपकरणɉ को सूêमजीवɉ से मुÈत करना भौǓतक ͪवͬध के अÛतग[त आत े
हɇ, कुछ Ĥमुख भौǓतक ͪवͬधयाँ Ǔनàन है - 
(a) लाल Ïवाला ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Red Heat Sterilization) : 
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सबसे पहले सरंोपण नीडल (inoculating loop) को िèपǐरट लैàप कȧ Ïवाला मɅ लाल होने तक गरम 
करत ेहɇ । िजससे कȧ सरंोपण नीडल पर उपिèथत सूêमजीव मर जात ेहɇ । इस नीडल को ठंडा करने 
के बाद उपयोग मɅ लेते हɇ । िèपǐरट लàैप के चारɉ तरफ कȧ हवा भी इसके Ïवाला के ताप से Ǔनज[मीकृत 
हो जाती है । 
(b) गम[ हवा ɮवारा Ǔनज[मीकरण (Sterilization by Dry Heat) : 
पĚैȣ ͫडश व अÛय काचं के उपकरणɉ को ओवन मɅ 140० C से 160० C पर 3 घÖटे के ͧलए रखने 
पर उन पर उपिèथत सभी सूêमजीव गम[ हवा (hot air) अथवा शुçक ताप (Dry Heat) ɮवारा मर 
जाते हɇ । ओवन कȧ ǒबजलȣ बदं कर सामाÛय तापĐम पर आने पर हȣ उपकरणɉ को उपयोग मɅ ͧलया 
जाता है । 
(c) भाप ɮवारा Ǔनज[मȸकरण (Sterilization by Moist Heat) : 
संवध[न माÚयम (culture medium) से भरे कोǓनकल Ýलाèक, संवध[न ɪयबू, पेĚȣ ͫ डश, ͬचमǑटया,ँ 
संरोपण नीडल आǑद सभी ऑटोÈलेव मɅ भाप ɮवारा Ǔनज[मीकृत ͩकए जाते हɇ । 
ऑटोÈलेव मɅ Ǔनज[मȸकरण कȧ ĤͩĐया 15 lb  दाब व 121०C तापमान पर 20 ͧमǓनट तक रखकर परूȣ 
कȧ जाती है । ऑटोÈलेव (autoclave) संवध[न माÚयम व तरल ͪवलयनɉ को Ǔनज[मीकृत करने कȧ 
बहु त Ĥभावी ͪवͬध है । 
ऑटोÈलेव Ĥेशर कुकर जसैा ͧ सͧलÛɮवरनमुा उपकरण होता है । इसके नीचे के Ǒहèसे मɅ पानी भरा होता 
है । पानी को गम[ करने के ͧ लए पानी मɅ एक ǒबजलȣ से चलने वालȣ इमश[न रोड (Immersion rod) 
लगी होती है । पानी के ऊपर तथा ͧ सͧलÖडर के मÚय भाग मɅ ताàबे का ǓछǑġत बत[न होता है िजसमɅ 
उन सामानɉ को रखते हɇ, िजनका Ǔनज[मȸकरण ͩ कया जाना है । ऊपर कȧ तरफ एक भारȣ ढÈकन होता 
है, िजसमɅ दाब गेज (pressure guage), सेÝटȣ वील (safety valve), Ǔनकास वॉãव (exhaust 
valve) हेçठल आǑद होते हɇ । 
(d) ͪवͩकरण ɮवारा Ǔनज[मȸकरण (Sterilization by Radiation) : 
पराबɇगनी (ultra violet) ͪवͩकरणɉ कȧ तरंग दैÚय[ 136 से 400 nm होती है । उपरोÈत पराबɇगनी 
Ĥकाश कȧ उपिèथǓत मɅ DNA का ͪवखÖडन हो जाता है । UV ͪवͩकरणɉ कȧ उपिèथǓत मɅ DNA 
का ɮͪवगणुन Ǿक जाता है व उ×पǐरतव[न हो जाता है । इससे सूêमजीव मर जाते हɇ । 
(e) ͩफãटर ɮवारा Ǔनज[मȸकरण (Sterilization by Filtration) : 
यह ͪ वͬध Ĥयोगशाला मɅ ऐसे पदाथɟ को Ǔनज[मीकृत करने के उपयोग मɅ लाई जाती है जो ͩक ऑटोÈलेव 
नहȣं ͩकये जा सकते हɇ । सेãयलुोज मेàबेन ͩफãटर जो ͩक बहु त हȣ बारȣक Ǔछġɉ (लगभग .45 
m) यÈुत होती है को Ĥयोग मɅ ͧ लया जाता है । हाई एͩफͧसएÛसी पारटȣकुलेट एअर (HEPA) ͩफãटर, 
लेमीनार एअर Ýलो चेàबर मɅ ǓनÊत[मीकृत वातावरण तैयार करने मɅ काम आत ेहɇ । 
(2) रासायǓनक ͪवͬध (Chemical Method) : 
Ĥयोगशाला मɅ Ĥमुख Ǿप से लेͧमनार एअर Ýलो कȧ सतह व काँच के उपकरणɉ को ऐͬथल एãकोहल 
(ethylalcohol) 90% से साफ करते हɇ । इससे सêृàजीव तो मर जाते हɇ परÛतु इनके बीजाणु नहȣ ं
मरत ेहɇ । 
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लाइसोल (Lysol) एक ͫडटरजेÛट के Ǿप मɅ काचँ के उपकरणɉ को पानी के साथ ͧमलाकर साफ करने 
मɅ काम आता है । इथाइलȣन ऑÈसाइड (ethylene oxide) सूêमजीवɉ व उनके बीजाणुओं के ऊगर 
अ×यͬधक Ĥभावी होती है : इसे कपड़े तथा कागज के पकेैɪस आǑद को Ǔनज[मीकृत करने हेतु उपयोग 
मɅ ͧलया जाता है । 
सोͫडयम हाइपोÈलोराइड (NaOCI) का 20% ͪ वलयन भी बीजɉ व जड़ɉ को सêूमजीवɉ से मुÈत करने 
के काम आता है । 

1.4 संवध[न माÚयम तैयार करना. इसका Ǔनज[मȸकरण एवं संवध[न Üलेट 
तथा ɪयूब तैयार करना (Preparing Culture Medium, its 
Sterilization and Preparing the Cultrure Plates and 
Tubes) :  

सêूमजीव ĤकृǓत मɅ चारɉ तरफ पाये जाते हɇ । लेͩकन Ĥयोगशाला मɅ इनके संवध[न के ͧलए संवध[न 
माÚयम कȧ आवæयकता पड़ती है । संवध[न माÚयम वह होता है जो ͩ क ͩ कसी भी सूêमजीव के संवध[न 
हेत ुआधारभूत पोषक त×व Ĥदान करता है । 
आधारभूत पोषक त×व संवध[न ͩकये जाने वाले सूêमजीव पर Ǔनभ[र करते हɇ अथा[त ्ͧभÛन-ͧभÛन 
सूêमजीवɉ के ͧलए ͧभÛन-ͧभÛन पोषक त×वɉ यÈुत संवध[न माÚयम आवæयक होता है । 
संवध[न माÚयम तीन Ĥकार के होत ेहɇ - 
(1) तरल संवध[न माÚयम (Liquid Culture Media) 
(2) ठोस संवध[न माÚयम (Solid Culture Media) 
(3) अƨ[ ठोस संवध[न माÚयम (Semi Solid Culture Media) 
(1) तरल संवध[न माÚयम (Liquid Culture Media) : 
इसे Ħोथ (Broth)भी कहते हɇ । अगार (Agar)रǑहत संवध[न माÚयम को तरल संवध[न माÚयम कहत े
हɇ । इस तरह का माÚयम बहु त अͬधक संÉया मɅ सूêमजीवɉ को संवͬध[त करने के काम आता है । 
कुछ Ĥमुख तरल सवंध[न माÚयम Ǔनàन हɇ - ÛयĚूȣएÛट बोथ (Nutrient broth), ͧसĚेट बोथ (Citrate 
broth), Êलकूोज बोथ (Glucose broth). 
(2) ठोस संवध[न माÚयम (Solid Culture Media) : 
ठोस संवध[न माÚयम मɅ आधारभूत पोषक त×वɉ के अǓतǐरÈत भी (1 से 2 ĤǓतशत कȧ माğा मɅ) होता 
है। अथा[त ्1 लȣटर माÚयम मɅ लगभग 15 Ēाम अगार ͧमलाया जाता है । यह माÚयम सूêम जीवɉ 
के ͧमͬĮत से, शुƨ संवध[ बनाने के उपयोग मɅ आता है । कुछ Ĥमुख ठोस संवध[न माÚयम Ǔनàन है 
- ÛयĚूȣएÛट अगार यम (Nutrient Agar Media), पोटेटो डेÈसĚोज अगार माÚयम 
(Potato-Dextrose Agar Media) 
ÛयĚूȣएÛट अगार माÚयम (Nutrient Agar Media) : 
जीवाणओंु (Bacteria) के संवध[न हेतु माÚयम – 
पेÜटोन (peptone) - 5 Ēाम 
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बीफ पाउडर (beef extract) - 3 Ēाम 
नमक्: (NaCI) - 5 Ēाम 
अगार (Agar) - 15 Ēाम 
आसुत जल (D.W.) - 1 लȣटर 
पोटेटो डेÈसĚोज अगार माÚयम (Potato- Dextrose Agar Media) : 
कवको के संवध[न हेत ुमाÚयम 
आलु (Ǔछला हुआ) (Potato) - 200 Ēाम 
डेÈसĚोज (Dextrose) - 20 Ēाम 
आसुत जल (D.W.) - 1 लȣटर 
अगार (Agar) - 15 Ēाम 
(3) अƨ[ तरल संवध[न माÚयम (Semi Solid Culture Media) : 
अƨ[ तरल संवध[न माÚयम, ठोस संवध[न माÚयम व तरल संवध[न माÚयम के बीच कȧ ĤकृǓत का होता 
है । इसमɅ अपे¢ाकृत बहु त कम माğा मɅ (लगभग 0.2 से 0.3 ĤǓतशत अगार) अगार ͧमलाया जाता 
है । यह संवध[न माÚयम सूêमजीवɉ कȧ गǓतशीलता (motility) के बारे मɅ जानने के ͧलए उपयोग मɅ 
ͧलया जाता है । 
सामĒी 
आल ू सुĐोज, डेÈसĚोज, पेÜटोन, सोͫडयम Èलोराइड (NaCl),सोͫडयम हाइĜोआÈसाइड 
(NaOH),हाइĜोÈलोǐरक अàल (HCl), एãकोहल, अगार (Agar),आसुत जल, बीफ पाउडर (Beef 
extract), कोǓनकल Ýलाèक, पेĚȣ Üलेɪस (Petri Plates),टेèट ɪयबू (test tube), मापक ͧसͧलÛडर 
(measuring cylinder), Ǿई (cotton), आटोÈलेव आǑद ।  
काय[ͪ वͬध 
Ĥयोगशाला मɅ बÈैटȣǐरया व कवकɉ का संवध[न और उनका संĒह करने के ͧ लए रोगाणुरǑहत वातावरण 
कȧ आवæयकता होती है । सूêमजीवɉ के संवध[न कȧ ĤͩĐया के Ǔनàन तीन चरण मुÉय होते हɇ - 
(1) संवध[न माÚयम बनाना (Preparation of Culture Media)  
(2) संवध[न माÚयम का Ǔनज[मीकरण (Sterilization of culture media) 
(3) संवध[न माÚयम यÈुत पेĚȣÜलेट, èलांट एव ंèटेब ɪयबू बनाना 
(1) संवध[न माÚयम बनाना (Preparation of Culture Media) : 
 ÛयĚूȣÛट अगार माÚयम बनाने के ͧ लए (एक लȣटर के कोǓनकल Ýलाèक मɅ) पेÜटोन (5 gm), बीफ 

पाउडर (3 Ēाम) व नमक (5 Ēाम) को आधा लȣटर आसतु जल मɅ घोलत ेहɇ तथा घोल को Ǒहलात े
हु ए गम[ करते हɇ िजससे ͩक सभी घटक आसुत जल मɅ घलु जायɅ तथा बाद मɅ इसको अǓतǐरÈत 
आसुत जल ͧमलाकर 1 लȣटर बना लेत ेहɇ । 

 संवध[न माÚयम कȧ Ph=7 करने के ͧलए इसमɅ आवæयकता अनसुार अèत (acid) या ¢ार 
(alkali)ͧमलाते हɇ ।  

 यǑद ठोस माÚयम बनाना है तो इसमɅ 15 Ēाम अगार ͧमलाते है । 
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 आलू डेÈसĚोज अगार माÚयम बनाने के ͧलए लगभग 200 Ēाम Ǔछला हुआ आलू लेकर पानी से 
साफ करत ेहɇ । इनके छोटे-छोटे टुकड़े करके इÛहɅ Ýलाèक मɅ 30 ͧमǓनट तक उबालते हɇ । 

 ठंडा होने के पæचात ्छान कर आल ूके Ǔनचोड़ मɅ 15 Ēाम अगार ͧमलाते हɇ और इस Ǔनचोड़ को 
काँच कȧ छड़ी से Ǒहलाते हु ए गरम करत ेहɇ एव ंइसमɅ ĜेÈसĚोज (20 Ēाम) ͧमलाते हɇ तथा माÚयम 
को आसुत जल से 1 लȣटर बना लेते हɇ । 

 अàल (Acid) या ¢ार (Alkali) को आवæयकतानसुार ͧमलाकर Ph=7 कर लेत ेहɇ । 
(2) संवध[न माÚयम का Ǔनज[मीकरण (Sterilization of Culture Media) : 
 उपरोÈत संवध[न माÚयमɉ को कोǓनकल Ýलाèक मɅ अथवा टेèट ɪयबूस मɅ Ǿई के ढÈकन 

(००त०◌ा191◌ंÖडD) लगाकर आटोÈलेव मɅ रख देते हɇ । 
 आटोÈलेव मɅ संवध[न माÚयम को 121०C तापĐम व 15 lb  दाब पर 20 ͧमǓनट तक रखते हɇ 

। िजससे उपिèथत सभी तरह के सूêमजीव व उनके बीजाणु (spores) मर जात ेहɇ व माÚयम 
Ǔनज[मȸकृत हो जाता है । 

 लगभग 20 ͧमǓनट के बाद आटोÈलेव से माÚयम को Ǔनकालकर, ठंडा करके सूêमजीवɉ के संवध[न 
हेतु उपयोग मɅ लेत ेहɇ । 

(3) संवध[न माÚयम यÈुत पेġȣÜलेट, èतांट एव ंèटेब ɪयबू बनाना : 
 कोǓनकल Ýलाèक मɅ संवध[न माÚयम को बनाकर उसे आटोÈलेव कर Ǔनज[मीकृत ͩकया जाता है 

एव ंͩफर लेͧमनार चेàबर मɅ Ǔनज[मȸकृत पेĚȣ Üलेɪस मɅ लगभग 20 से 25 .1 माÚयम को डालत े
हɇ । 

 पेĚȣ Üलेɪस मɅ संवध[न माÚयम डालते समय Ýलाèक कȧ Ǿई कȧ डांट (cotton plugs) को िèपǐरट 
लैàप कȧ Ïवाला के पास खोलते हɇ ताͩक यह सदंुͪ षत (contamination) ना हो। 

 पेĚȣ Üलेट का ढÈकन थोड़ा सा खोलकर संवध[न माÚयम डालत ेहै और ढÈकन को तुरÛत बदं कर 
देते है तथा ठंडी होने पर सूêमजीवɉ के संवध[न हेतु उपयोग मɅ लेते हɇ । 

 èलाट एव ंèटेब ɪयबू बनाने के ͧ लए टेèट ɪयबू को आधा संवध[न माÚयम से भर लेते हɇ और उस 
पर Ǿई का ढÈकन लगाकर ऑटोÈलेव मɅ 20 ͧमǓनट तक रख कर Ǔनज[मीकृत कर लेते हɇ । 

 ऑटोÈलेव करने के बाद आधी भरȣ संवध[न ɪयबू (Test-tube) को Ǔतरछा (tilt) करके माÚयम 
को (at an angle) जमने Ǒदया जाता है । इसे èलाÛट (slant) कहते हɇ । 

 èटेब हेत ुसंवध[न ɪयबू को सीधा खड़ा (vertical) रखकर ठंडा ͩकया जाता है लेͩकन èटेब बनाने 
के ͧलए संवध[न माÚयम अƨ[ ठोस ĤकृǓत का काम मɅ लेते हɇ । 

1.5 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. लेͧमनार एअर Ýलो मɅ ĤयÈुत ͩफãटर ͩकस Ĥकार के होते हɇ ? 
2. ͪवͧभÛन रसायनɉ के नाम बताइये जो ͩक Ǔनज[मȸकरण हेतु Ĥयोग मɅ ͧलए जात ेहɇ?  
3. Ǔनज[मीकरण कȧ सबसे Ĥभावी ͪवͬध £ानव। है ? 
4. ऑटोÈलेव ɮवारा Ǔनज[मीकृत नहȣं ͩ कये जा सकने वाले उपकरणɉ को ͩकस ͪ वͬध ɮवारा Ǔनज[मीकृत 

ͩकया जाता है ? 
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5. ओवन ɮवारा Ǔनज[मीकरण करने हेतु उपकरणɉ को ͩ कस तापĐम पर ͩकतने समय तक रखा जाता 
है ? 

6. जीवाणओंु के संवध[न हेतु कौनसा संवध[न माÚयम सबसे उपयु [Èत है ? 
7. तरल संवध[न माÚयम (Liquid Culture Media) बनाने हेतु अगार, Ĥयोग मɅ ͧलया जाता है 

अथवा नहȣ ं? 
8. यǑद ͧलया जाता है तो ͩकतना ĤǓतशत ? 
9. एक पेĚȣ Üलेट मɅ सामाÛयतया ͩकतने ml संवध[न माÚयम भरा जाता है ? 

1.6 संदभ[ ĒÛथ (Reference Books) :  
(1) बी. डी. ͧसहं, बायोटेÈमोलॉजी, कãयाणी पिÞलशस[, नई Ǒदãलȣ । 
(2) के. आर. अनेजा एÈसपेǐरमेÛɪस इन माइĐोबॉयोलाजी, ÜलाÛट पथैोलॉजी एÖड बायोटेÊनोलॉजी 

लेखक, Ûय ूएज इंटरनेशनल Ĥा. ͧल. पिÞलकेशÛस, नई Ǒदãलȣ । 
(3) आर. सी. दबेु एÖड डी. के. माहेæवरȣ, ĤेिÈटकल माइĐɉबायोलॉजी एस. चाँद एÖड कàपनी ͧ लͧमटेड, 

नई Ǒदãलȣ । 
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इकाई 2 
अनĤुयÈुत जÛत ुजवैĤौɮयोͬगकȧ  

(Applied Animal Biotechnology)  
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा 
2.0 उƧेæय 
2.1 Ĥèतावना 
2.2 Đèटेͧशयाई जीवɉ कȧ सूêमदशȸ पहचान - डिेÝनया व सेǐरयोडेͪपनया 
2.3 डेिÝतया का उ×पादन 
2.4 वमȸकãवर मɅ केचुओं का उपयोग 
2.5 संदभ[ ĒÛथ 
2.6 मौͨखक Ĥæन 

2.0 उƧेæय (Objective)  
इस इकाई का अÚययन करने के पæचात ्आप से अपे¢ा होगी ͩक आप Ǔनàन तØयɉ को भलȣ-भांǓत 
समझ लɅगे - 
1. डिेÝनया व सेǐरयोडेͪपनया नामक वशंɉ का सामाÛय पǐरचय तथा इनकȧ पहचान करने मɅ सहायक 

ल¢Z कौन से है? 
2. डेͪपनया व सेǐरयोडेͪपनया मɅ ͪवभेद ͩकस Ĥकार ͩकया जा सकता है ? 
3. डिेÝनया का आͬथ[क Ǻिçट से Èया मह××व है ? 
4. डिेÝनया का संवध[न या उ×पादन ͩकस Ĥकार ͩकया जाता है ? 
5. डिेÝनया का संवध[न करते समय ͩकन मह××वपणू[ बातɉ का Úयान रखना चाǑहए । 
6. वमȸकãवर तथा वमȸकàपोèट Èया हɇ तथा वमȸकãवर ͩकस Ĥकार कȧ जाती है । 

2.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
डेिÝतया व सेǐरयोडेͪपनया èवÍछ व िèथर जलȣय आवास मɅ पाए जाने वाले èवÍछ जलȣय जÛतु है। 
डेिÝतया आͬथ[क ġिुçट से उपयोगी है Èयɉͩक यह मछͧलयɉ के ͧलए आदश[ भोजन है । यह तो आप 
जानते हȣ हɇ ͩक मछलȣ पालन एक बड़ा उɮयोग है । मछͧलयɉ को चारे या भोजन (fish feed) के 
Ǿप मɅ जो सामĒी दȣ जाती है उसमे डिेÝनया Ĥमुख है । 
इस इकाई मɅ हम डिेÝनया व ͧसǐरयोडेͪपनया कȧ सूêमदशȸय पहचान करना सीखɅगे तथा इन दोनɉ वशंɉ 
के बीच वͬग[कȧय Ǻिçट से ͪ वभेदन करने के ल¢णɉ का अÚययन भी करɅगे । डेͪपनया का संवध[न ͩ कस 
Ĥकार ͩकया जाता है यह जानकारȣ भी इस इकाई मɅ दȣ गई है । 
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कɅ चुए अकशǽेकȧ जीवɉ के संघ एनेͧलडा के जीव हɇ । केचुओं को मदृा कȧ उव[रता बढ़ाने के ͧलए लàबे 
समय से जाना जाता रहा है तथा इसी कारण इÛहɅ ͩ कसानɉ का ͧ मğ कहा जाता है । इस इकाई मɅ हम 
कɅ चुओं का उपयोग एक लाभदायक खाद (vermicompost) बनाने मɅ ͩ कस Ĥकार ͩ कया जाता है यह 
जानɅगे । 

2.2.1 डिेÝनया (Daphnia) 

डेिÝतया èवÍछ जलȣय ĦिैÛĐयोपोड जÛतु है । जलȣय कृͪष (aqua culture) व èवÍछ जलȣय 
पाǐरिèथǓतकȧ कȧ Ǻिçट से यह एक मह××वपणू[ जÛतु है Èयɉͩक यह झींगɉ व मछͧलयɉ का Ĥमुख भोजन 
है । 
डिेÝनया कȧ पहचान करने व इसका सूêमदशȸय अÚययन करने हेत ुĤयोगशाला मɅ उपलÞध èलाइड 
को सूêमदशȸ के Üलेटफाम[ पर रखɅ । जीͪवत डिेÝनया का अÚययन करने हेतु ͩकसी èवÍछ जलȣय तालाब 
या पोखर से एक बीकर या बोतल मɅ जल का Ĥादश[ (sample) एकğ करɅ । कुछ अनभुव के बाद èवÍछ 
कांच के बीकर मɅ डिेÝनया कȧ उपिèथǓत को नगंी आखɉ से भी £ात ͩ कया जा सकता है Èयɉͩक इनके 
गमन करने का तरȣका ͪपèस ूकȧ तरह होता है तथा आकार भी आखɉ से देखे जा सकने योÊय होता 
है । जल Ĥादश[ कȧ कुछ बÛूदɅ èलाइड पर डाले तथा सूêमदशȸ मɅ इसका अवलोकन करɅ । कुछ समय 
से ठहरे जल के Ĥादश[ मɅ अनेक Ĥकार के Üलवक देखɅ जा सकते है । अपने ͧश¢क अथवा पèुतक कȧ 
सहायता से इनमɅ से डिेÝनया को पहचानना सीखɅ । डिेÝनया वशं कȧ अनेक जाǓतयां ͪ वæवभर के ͪ वͧभÛन 
िèथर èवÍछ जलȣय आवासɉ मɅ पाई जाती है । इनमɅ से डेͪपनया मैÊना (D. magna) सबसे ͪवशाल 
जाǓत है िजसकȧ लàबाई 5 mm तक हो सकती है । डेिÝनया कोरोनेटा (D. coronata), डिेÝनया 
Ǔनवेͧलस (D. nivalis), डिेÝनया ऑÈसीडÛेदेͧलस (D. occidentalis) आǑद अÛय जाǓतयां है । 
डिेÝनया का वगȸकरण (Classification of Daphnia) 
संघ आथȾपोडा (Phylum Arthropoda) 
यह जÛतु जगत का सबसे बड़ा, सवा[ͬधक åयापक एव ंसफल संघ है । इस Įेणी के जीवɉ के उपांग 
संͬधत (jointed) होते हɇ तथा शरȣर पर काइǑटन (chitin)नामक ͪवषम बहु शक[ रा 
(heteropolysaccharide) का आवरण पाया जाता है । 
वग[ - Đèटेͧशया (Class - Crustacea) 
इस वग[ के जीव सामाÛयत: जल मɅ या जल के Ǔनकट पाए जाते हɇ । दो जोड़ी Įृं ͬगकाओं कȧ उपिèथǓत 
इसका Ĥमुख ͪवभेदक ल¢ण है । इस वग[ के जीवɉ मɅ ͧसर व धड़ सामाÛयत: ͧशरोव¢ 
(cephalothorax) के Ǿप मɅ संगǑठत (fused) होता है तथा उपांग ɮͪवशाͨखत (biramous) होते 
हɇ । 
उपवग[ - ĦिैÈतयोपोडा (Sub-class-Branchiopoda) 
इस उपवग[ के जीव छोटे आकार के, गमनशील व जलȣय होत ेहɇ तथा इनके उपांग Èलोम (gills) का 
काय[ करते हɇ । 
गण - Èलेडोसीरा (Order-Cladocera) 
इस गण के जीवɉ कȧ देह व उपांग केरापेस से आवǐरत होती है ।  



19 
 

कुल - डेͩफडी (Family - Daphniidae) 
इस कुल के जीवɉ मɅ पाचं जोड़ी व¢ीय उपांग पाए जाते हɇ तथा नर के Ĥथम जोड़ी उपांगɉ पर अंकुश 
पाए जाते हɇ । अͬधकांश जीवɉ मɅ केरापेस का पçृठ-पæच भाग एक नकुȧले कंटक (spine) के Ǿप मɅ 
उभरा रहता है । 
डेͪपनया वशं कȧ जाǓतयɉ मɅ Ǔनàन ल¢ण सूêमदशȸय अÚययन ɮवारा देखे जा सकते हɇ - 
ल¢ण (Characteristics) 
1. डिेÝनया के जीव 0.2 mm से 5.0 mm तक लàबे हो सकते हɇ । 
2. इनका शरȣर पाæव[त: चपटा (laterally flatenned) तथा वÈृक के समान होता है िजसके एक 

ͧसरे पर ɮͪवशाͨखत Įृं ͬगकाएं तथा दसूरे ͧसरे पर एक शकू पाया जाता है । 
3. इसका शीष[ (head) देह कȧ ओर मुड़ा होता है तथा तुÖड या चɉच (rostrum or beak) के Ǿप 

मɅ उभार ͧलए होता है । 
4. देह काइǑटनी ÈयǑूटकल के कवच से ढ़कȧ होती है जो देह के पाæव[त: चपटे होने के कारण ɮͪवकपाटȣ 

(bivalved) Ĥतीत होती है । 
5. शीष[ तथा देह के बीच अधर सतह पर तुÖड के बीच एक खांच (notch) पाई जाती है । डेिÝतया 

कȧ कुछ जाǓतयɉ मɅ देह व शीष[ कȧ पçृठ सतह पर भी एक कोटर जैसी सरंचना पाई जाती है िजससे 
धड़ व शीष[ के बीच का अंतर èपçट होता है । इसे Ēवै कोटर (cervical sinus) कहा जाता है। 
इस Ēवै कोटर कȧ उपिèथǓत या अनपुिèथǓत एक मह××वपणू[ वͬग[कȧय ल¢ण (taxonomic 
character) है । 

6. शीष[ मɅ एक अचलायमान (sessile) संयÈुत नेğ (compound eye) पाया जाता है जो दो ¢ेğɉ 
के संगलन से बना होता है । 

7. संयÈुत नेğ के अǓतǐरÈत एक मÚयèथ नेǒğका (ocellus)भी पाई जाती है िजसे नॉिÜलयस नेğ 
(naupliuseye) भी कहा जाता है Èयɉͩक यह नॉिÜलयस नामक जÛतु के सवनृा नेğɉ के समान 
Ǒदखाई देती हɇ । 

 
ͬचğ 2.1 : डिेÝनया 
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8. शीष[ मɅ दो जोड़ी Įृं ͬगकाएं (antennae) पाई जाती हɇ । Ĥथम जोड़ी Įृं ͬगका छोटȣ होती है तथा 
तुÖड के पास Ǒदखाई देती है । ɮͪवतीय जोड़ी Įृं ͬगकाएं ɮͪवशाͨखत व बड़ी होती हɇ तथा ये डेिÝतया 
के Ĥमुख गमनाग हɇ । इÛहȣं के कारण यह जल मɅ एक Ýलȣ (flea) कȧ तरह झटके वालȣ गǓत 
करता है । हालांͩक Ýलȣ अलग वग[ का जीव है ͩ फर भी इस गǓत कȧ समानता के कारण डेͪपनया 
को वाटर Ýलȣ (water flea) भी कहा जाता है । 

9. केरापेस पारदशȸ या पारभासी होता है िजसके कारण इसके ɮवारा ढ़के गए अंग भी Ǒदखाई देत े
हɇ । 

10. धड़ पर पांच जोड़ी प×ती के समान छोटे उपांग (appendages)पाए जाते है । इÛहɅ धड़ोपांग 
(thorakopod) या पगȾपांग (phyllopod) भी कहा जाता है । ये गमन का काय[ नहȣं करत ेहɇ 
बिãक इनकȧ गǓत से केरापेस के अंदर जलधारा बाहर से Ĥवेश करती है िजससे भोजन के कण 
मुख तक पहु ंचाने मɅ व ऑÈसीजन यÈुत जल को Èलोमɉ (gills) तक पहु ंचाने मɅ सहायता ͧ मलती 
है । 

11. धड़ के पçृठ-अĒ भाग मɅ ǿदय पाया जाता है िजसे जीͪवत डेͪपनया मɅ तीĭ गǓत से धड़कते हु ए 
भी देखा जा सकता है । 

12. उदर पर उपांग नहȣं पाए जाते हɇ तथा यह ऊपर कȧ ओर उठा होता है । पçृठ उदर (post abdomen) 
पर दो बड़ ेनखर (claws) पाए जात ेहɇ जो केरापेस के मलबे कȧ सफाई करने मɅ उपयोगी होती 
हɇ । 

13. शीष[ मɅ मिèतçक, आÛğ का ǑहपोǑटक या गट डाइवǑट[कुलम (gut or hepatic diverticulum) 
जैसी संरचनाएं भी Ǒदखाई देती हɇ । 

14. धड़ के अĒ-अधर भाग मɅ कवच ĒिÛथ (shell gland) पाई जाती है । आहार नाल भी केरापेस 
से देखी जा सकती है । 

15. डेिÝतया मɅ नर व मादा पथृक होते हɇ । मादा के केरापेस के पçृठ भाग मɅ आ कोष पाया जाता 
है िजसमɅ अÖडे या ͪवकͧसत होत ेͧशश ु(juvenile) पाए जात ेहɇ । मादा मɅ इन कोçठɉ को बÛद 
करने वालȣ सरंचनाएं भी पाई जाती है । 

16. नर आकार मɅ मादा से बहु त छोटे होत ेहɇ । इनके धड़ के Ĥथम उपांग मɅ अंकुश समान सरंचना 
पाई जाती है जो मैथुन के समय मादा को पकड़ने का काय[ करती है । कुछ जाǓतयɉ मɅ Ĥथम जोड़ी 
Įृं ͬगका भी मैथुन मɅ सहायक होती है । नर के उदर के उपांग मादा के केरापेस को खोल कर उसमɅ 
èपमा[थीका (spermatheca) Ĥͪवçट कराने मɅ सहायता करता है । 

अÛय तØय  
1. डिेÝनया मɅ सामाÛयत: अǓनषेकजनन (parthenogenesis) ɮवारा Ĥजनन होता है । कुछ जाǓतयɉ 

मɅ तो नर पाए हȣ नहȣं जात ेहɇ तथा कुछ जाǓतयɉ मɅ ͪवपरȣत वातावरणीय पǐरिèथǓतयɉ मɅ नर 
उ×पÛन होते हɇ तथा लɇͬ गक जनन हेतु शुĐाणु उपलÞध करवाते हɇ ।  

2. डिेÝनया मɅ लावा[ या इÛèटार नहȣ ंपाए जात ेहɇ तथा ħणूीय ͪवकास सीधे या Ĥ×य¢ होता है । 
3. डिेÝनया मɅ तापमान बदलने के साथ आकाǐरकȧ मɅ पǐरवत[न आता है । तापमान बढ़ने पर केरापेस 

के अĒभाग मɅ एक सरंचना िजसे हेãमेट (helmet) कहा जाता है ͪवकͧसत हो जाती है तथा तापमान 
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सामाÛय होने पर यह घट कर धीरे-धीरे ͪवलÜुत हो जाती है । इस कायाÛतरण को चĐȧय कायाÛतरण 
(cyclomorphosis) कहा जाता है ।  

ͧसǐरयोडिेÝनया (Ceriodaphnia) 
वगȸकरण (Classification) 
संघ  आथȾपोडा 
वग[  Đèटेͧशया 
उपवग[  ĦिैÛकयोपोडा 
गण  Èलेडोसीरा 
कुल  डिेÝनया 
ल¢ण 
1. ͧसǐरयो डेͪपनया डेͪपनया के समान एक èवÍछ िèथर जलȣय जÛतु है िजसका आकार लगभग 0.2 

mm होता है । 
2. इसका शरȣर एक थलेै के समान आकृǓत का होता है िजसके शीष[èथ ͧसरे पर एक जोड़ी ɮͪवशाͨखत 

Įृं ͬगकाएं पाई जाती हɇ । 
3. ͧसǐरयोडिेÝनया का शीष[ डेͪपनया के मकुाबले छोटा होता है तथा तुÖड (rostrum) नहȣं पाया जाता 

है । 
4. इसकȧ देह काइǑटनी ÈयǑूटकल के कवच से ढ़कȧ होती है । 
5. शीष[ व देह के संͬध èथल पर पçृठ सतह पर एक खाचं पाई जाती है िजसे Ēवै कोटर (cervical 

sinus) कहत ेहɇ । यह Ēवै कोटर ͧसǐरयोडेिÝनया कȧ पहचान का एक Ĥमुख ल¢ण है । 
6. ͧसǐरयोडिेÝनया के शीष[ मɅ एक अचलायमान संयÈुत नेğ पाया जाता है जो दो नेğɉ के संगलन 

से बना होता है । 
7. शीष[ मɅ दो जोड़ी Įृं ͬगकाएं पाई जाती है । Ĥथम जोड़ी Įृं ͬगका छोटȣ होती है । ɮͪवतीयक जोड़ी 

बड़ी होती है तथा ͧसǐरयोडेिÝनया का Ĥमुख गमनांग (locomotory organ) होती है । 
8. ͧसǐरयोडेͪपनया का केरापेस पारदशȸ या पारभासी होता है िजसके कारण इसके ɮवारा ढके गए अंग 

Ǒदखाई देते हɇ । 
9. धड़ पर पाचं जोड़ी उपांग पाए जात ेहɇ । इनका Ĥमुख काय[ गमन न होकर केरापेस मɅ जलधारा 

उ×पÛन करना है िजससे जÛत ुको भोजन व æवसन मɅ सहायता ͧमलती है । जलधारा से ऑÈसीजन 
यÈुत जल ͬगलɉ तक पहु ंचता है तथा भोजन के कणɉ यÈुत जल मुख तक पहु ंचता है । 

10. उदरȣय उपांगɉ का अभाव होता है । डिेÝनया मɅ पाये जाने वाले गदुȣय कंटक ͧसǐरयोडेͪपनया मɅ 
अनपुिèथत होते हɇ । 
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ͬचğ 2.2 : ͧसǐरयोडिेÝनया 

ͧसǐरयोडेͪपनया तथा डिेÝनया मɅ ͪवभेदन करना  
ͧसǐरयोडेिÝतया तथा डिेÝनया दोनɉ एक हȣ कुल (family – Daphniidae) के जÛत ुहै । दोनɉ के 
अनेक ल¢ण समान हɇ तथा ये दोनɉ हȣ èवÍछ व िèथर जलȣय आवास के जÛत ुहै परÛत ुइनमɅ Ǔनàन 
ल¢णɉ के आधार पर ͪवभेदन ͩकया जा सकता है -  

ͧसǐरयोडिेÝनया डिेÝनया 
ͧसर छोटा होता है तथा तुÖड (rostrum) 
अनपुिèथत होता है । 

ͧसर बड़ा होता है तथा तुÖड (rostrum) पाया 
जाता है ।  

शरȣर के पæच भाग मɅ गदुȣय कंटक (caudal 
spine)नहȣं पाया जाता है । 

शरȣर के पæच भाग मɅ एक सुèपçट कंटक समान  
संरचना, गदुȣय कंटक (caudal spine) पाई जाती 
है ।  

ͧसर व धड़ के बीच पçृठभाग मɅ एक कोटर  
पाई जाती है िजसे Ēवै कोटर (cervical sinus) 
कहा जाता है ।  

Ēवै कोटर डिैÝनया वशं कȧ कुछ हȣ जǓतयɉ मɅ  
पाई जाती है । 
 

 

2.3 डिेÝनया का उ×पादन (Cultivation of Daphnia) :  
डिेÝनया मछͧलयɉ हेत ुआदश[ भोजन है । मछलȣ पालन मɅ अÍछȤ उपज के ͧलए आवæयक है ͩक मछͧलयɉ 
को उनका ĤाकृǓतक व èवाèØयवध[क भोजन ĤाÜत हɉ । डेͪपनया इस Ǻिçट से मह××वपणू[ है । यह 
एÈवेǐरयम कȧ मछͧलयɉ से लेकर औɮयोͬगक म×èय पालन के ͧलए मह××वपणू[ म×èय भोजन है । 
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इस इकाई मɅ हम यह जानɅगे ͩ क डेिÈमया का संवध[न व उ×पादन ͩ कस Ĥकार ͩ कया जाता है । डिेÝनया 
संवध[न हेतु Ǔनàन पदɉ के अनसुार तैयारȣ कȧ जा सकती है । 
(1) èथान का चुनाव 
डिेÝनया संवध[न खलेु या बदं दोनɉ èथानɉ पर ͩ कया जा सकता है परÛतु बदं èथान या भवन मɅ संवध[न 
करने से कृǒğम Ĥकाश के İोत कȧ आवæयकता पड़ती है अत: खुले मɅ संवध[न आͬथ[क Ǻिçट से उपयÈुत 
होता है । सवंधा[न èथल पर बहु त तेज व सीधी धूप नहȣं आनी चाǑहए तथा यह èथल बहु त गम[ या 
ठंडा नहȣं होना चाǑहए । 
(2) संवध[न टɇक 
संवध[न छोटȣ Üलािèटक कȧ बोतलɉ से लेकर बड़े टɇकɉ मɅ ͩकया जा सकता है, परÛतु Üलािèटक के बड़ े
टब िजनकȧ गहराई कम हो ͩकÛत ुसतहȣ ¢ेğफल Ïयादा हो अͬधक उपयोगी रहत ेहɇ Èयɉͩक इनमɅ पानी 
बदलना, इनसे डेिÝतया Ǔनकालना आसान होता है । बहु त छोटे या बड़े बत[नɉ या टɇकɉ को सàहालने 
मɅ परेशानी होती है । कांच के एÈवेǐरयम भी इस काम मɅ ͧलए जाते हɇ । 
(3) जल कȧ तैयारȣ 
संवध[न हेतु कंुए, तालाब या नल का जल काम ͧलया जा सकता है । नल के जल मɅ Èलोरȣन होती 
है अत: इसे कम से कम 24 घÛटे तक बत[न मɅ रखने के बाद हȣ डिेÝनया डालने चाǑहए । तालाब का 
जल अनेक जीवɉ यÈुत होता है जो डेिÝतया के ͧलए लाभदायक या हाǓनकारक हो सकता है । इसमɅ 
अवांǓछत जीवɉ कȧ वृͪ ƨ भी हो सकती है अत: £ात İोत से हȣ जल ͧलया जाना चाǑहए । जल कȧ 
लवणता व पी.एच. भी सामाÛय जल िजतनी होनी चाǑहए तथा इसमɅ Èलोरȣन, भारȣ धातुएं व कȧटनाशक 
न हɉ Èयɉͩक डेͪपनया इनके ĤǓत संवेदनशील होत ेहɇ ।  
(4) जल का वातन 
यǑद संवध[न छोटे पाğɉ मɅ ͩ कया जा रहा है तो एयरेटर (aerator) के माÚयम से जल का वातन ͩ कया 
जाना चाǑहए । एयरेटर ǒबजलȣ से चलने वाले ऐसे छोटे उपकरण हɇ जो नͧलयɉ के माÚयम से जल 
मɅ हवा के बलुबलेु छोड़ते हɇ । इससे जल मɅ ऑÈसीजन उपलÞध होती है । वातन मɅ èटोन का उपयोग 
नहȣं करना चाǑहए । यह हवा के बलुबलुɉ का आकार अ×यÛत छोटा करने हेतु नलȣ पर लगाया जाता 
है । ऐसा करने से डेͪपनया के केरापेस मɅ छोटे बलुबलेु फंस जाते हɇ जो उसे हãका बनाकर सतह पर 
हȣ रखते हɇ तथा डेͪपनया कȧ म×ृय ुहो जाती है । 
(5) डिेÝनया ĤाÜत करना 
जल संवध[न कȧ तैयारȣ पणू[ हो जाए तो डेिÝनया ĤाÜत करने चाǑहए । सामाÛयत: ͩकसी भरोसेमंद संवध[क 
से डिेÝनया ͧलए जात ेहɇ । यह ͪ वतरक या ͪ वĐेता शहर मɅ या शहर के बाहर हो सकता है । आप अपना 
संवध[न ĤाकृǓतक जल से èवय ंभी ͪ वकͧसत कर सकते हɇ परÛतु शुǾआत मɅ åयिÈत को इतना अनभुव 
नहȣं होता ͩक वह शुƨ डिेÝतया कãवर बना सकɅ  । डिेÝनया कहां से लेना है इसकȧ जानकारȣ ĤाÜत 
करने के ͧ लए आपको आपके ¢ेğ के मãम पालकɉ, मãम ͪ वभाग, दसूरे डेͪपनया कãवǐरèट, एÈवेǐरèट 
कȧ राय लेनी होगी । अनभुव होने या आप èवय ंभी ͪवĐेता बन सकत ेहɇ । 
(6) डिेÝनया कȧ जाचं, अनकूुलन व मोचन 
डेिÝतया के èटाट[र कãवर कȧ èवÍछ काचं के ͬगलास मɅ लेकर जांच कर लɅ । इसमɅ आपको सूêम 
डिेÝनया आएंगे । ये Ýलो कȧ तरह तरैत ेǑदखाई देने चाǑहए । िèथर या मतृ जीव कȧ तरह पɇदे मɅ बठै 
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रहे जीव उपयोगी नहȣ ंहोते हɇ । èटाट[र कãवर मɅ कुछ जीव ऐसे हो सकत ेहɇ परÛत ुशत-ĤǓतशत या 
अͬधकांश जीव ऐसे हɇ तो इसका आशय है ͩ क İोत ठȤक नहȣं है या पǐरवहन मɅ असावधानी बरती गई 
है । èटाट[र कãचर का तापमान यǑद टɇक के तापमान के बराबर न हो तो पहले èटाट[र कãवर को 
अनकूुͧलत करɅ । इसके ͧलए कãवर बगै को व 10-15 ͧमनट पानी पर तैरा कर रखɅ । उपयÈुत पǐरिèथǓत 
होने पर èटाट[र कãवर को जल मɅ धीरे-धीरे मोͬचत करɅ । यǑद डेͪपनया संवध[न के ͧलए तैयार टɇकɉ 
मɅ जाकर मरने लगɅ तो इसका आशय है ͩक तैयारȣ मɅ कमी रह गई है । ऐसे मɅ मोचन बदं करɅ व 
दसूरे टɇकɉ या टबɉ मɅ यहȣ ͩĐया दोहराएं । 
आवæयक पǐरिèथǓतयां व कारक 
डिेÝनया संवध[न हेतु आवæयक पǐरिèथǓतयां Ǔनàन Ĥकार है -  

कारक (Factor) उपयÈुत पारस (Optimal Range) 
पी.एच.(pH) 7 से 8.6 
तापमान (temp.) 20-250 C 
ͪवलȣन ऑÈसीजन 
(Dissolved oxygen) 

6 mg/Lb या अͬधक 

कठोरता (Hardness 160-180 mg CaCO3/L 
Ĥकाश (Light) लगभग 14 से 16 घÛटे ĤǓतǑदन 

(7) भोजन व पोषण 
डिेÝनया का ĤाकृǓतक भोजन सूêम शैवाल है । डेͪपनया हेत ुåयवसाǓयक Ǿप से भोजन या चारा बाजार 
मɅ उपलÞध है परÛतु इसके अपे¢ाकृत महंगे होने के कारण पालक अपना हȣ भोजन बनाते हɇ । इसके 
ͧलए अनेक ͪवͬधयां व पोषक पदाथ[ काम मɅ ͧलए जात ेहɇ । इनमɅ से कुछ का ͪववरण यहा ंͩकया जा 
रहा है - 
(i) ĤाकृǓतक ǽप से जल मɅ सूêम शैवाल ͪवकͧसत कȧ जाती है । इनसे यÈुत जल को 'Ēीन वाटर 

(green water) कहा जाता है । इसके ͧलए अलग से शैवाल यÈुत जल तैयार ͩकया जाता है 
िजसकȧ कुछ माğा डिेÝनया कãवर मɅ ͧमलाई जाती है । 

(ii) बेकरȣ का खमीर (yeast) भी डेिÝनया के ͧलए अÍछा भोजन है अत: यह भी जल मɅ ͧमलाया 
जाता है । इसकȧ थोड़ी माğा जल मɅ डालनी चाǑहए । यǑद जल दूͬ धया हो जाए तो इसका आशय 
है ͩक माğा अͬधक हो गई है । दस गलैन संवध[न माÚयम मɅ 0.3 से 0.5 औसं ĤǓत पाचंवɅ Ǒदन 
देना पया[Üत होता है । 

(iii) गोबर, खलȣ, आटा भी भोजन के Ǿप मɅ Ǒदया जाता है । 
(8) दैǓनक देखरेख 
उपयÈुत ͪवͬध से डेिÝनया èथानाÛतǐरत होने के उपराÛत संवध[न कȧ दैǓनक देख-रेख करनी होती है 
तथा डेिÝनया को भोजन उपलÞध करवाना होता है । 
डेिÝतया कãवर कȧ देखरेख के ͧलए Ǔनàन बातɉ का Úयान रखɅ 
(i) तापमान बहु त कम या अͬधक न हɉ । सीधे तेज धूप मɅ होने से तथा जल कȧ माğा कम होने 

से पानी का तापमान तेजी से बढ़ता है । यह अवांǓछत है ।  
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(ii) खुले मɅ संवध[न करने पर यह Úयान रखɅ ͩक जल मɅ पि×तयां आǑद न ͬगरे । यǑद ऊपर से 
पि×तया-ंटहǓनयां ͬगर जाएं तो इÛहɅ हटाएं । 

(iii) जल के वातन का उͬचत ĤबÛध हो । एयरेटर के बलुबलेु बहु त छोटे न हɉ । 
(iv) जल मɅ ͩकसी Ĥकार का Ĥदषूक जैसे Èलोरȣन, बोǐरक पाउडर, तेल, केरोसीन, ͫडटजȶÛट, साबनु 

का घोल, डीजल, कȧटनाशक, चूहे मारने कȧ दवा, भारȣ धातु यÈुत रसायन ͧमलने कȧ गुजंाइश 
न हɉ । 

(v) साबनु या ͫडटजȶÛट से हाथ धोने के बाद इसे संवध[न माÚयम मɅ न डालɅ । पहले सादे साफ पानी 
से बार-बार धो लɅ । 

(vi) संवध[न माÚयम मɅ आवæयकता से अͬधक पोषक पदाथ[ न ͧ मलाएं । यǑद पानी का रंग गहरा होता 
जाए तो इसका आशय है ͩक शैवालɉ कȧ संÉया बढ़ रहȣ है । सूêम शैवाल डिेÝनया का भोजन 
है अत: ये उपयोगी है परÛत ुएलाल चूम याǓन शैवालɉ कȧ अ×यͬधक वृͪ ƨ संवध[न को खराब कर 
देती है Èयɉͩक इससे जल कȧ pH बढ़ती है तथा जल कȧ यह बढ़ȣ हु ई pH जल मɅ उपिèथत अमोǓनया 
के साथ डेिजया के ͧलए ͪवष (ammonia toxicity) का काम करती है । 

(vii) यǑद संवध[न घरɉ के अंदर ͩकया जा रहा हो तो Ĥकाश का उͬचत ĤबÛध होना चाǑहए । इससे 
डेिãपया के ĤाकृǓतक भोजन सूêम शैवालɉ कȧ वृͪ ƨ सुि×तिæचत कȧ जा सकती है । यह भी देखने 
मɅ आया है ͩक लगातार कुछ Ǒदन अधेंरे मɅ रहने पर डिेÝनया अलɇͬ गक Ĥजनन बदं कर देते हɇ 
तथा एक ͪवͧशçट ͪवͬध से जनन करते हɇ िजसमɅ एͩफͪपया (ephippia) बनते हɇ जो अगले मौसम 
(बसÛत या वषा[) से पवू[ पनु: सͩĐय नहȣं होते हɇ । 

(viii) वहृत शैवालɉ कȧ वृͪ ƨ डेͪपनया के ͧलए हाǓनकारक है इससे बचने के ͧलए संवध[न के जल को 
Ǔनयͧमत Ǿप से ताजा करना चाǑहए । इसके ͧलए एक चौथाई से तीन चौथाई जल को समय-समय 
पर बदलते रहना चाǑहए । वहृत शैवालɉ को ǓनयिÛğत करने हेतु कुछ संवध[क (culturist) घɉघे 
भी इसी माÚयम मɅ डाल देत ेहɇ जो Ĥमखु Ǿप से वहृत . शैवालɉ को हȣ खाते हɇ । 

(ix) जल के रासायǓनक गणुɉ कȧ, जांच के ͧलए ͪवलȣन ऑÈसीजन, आͪवलता (turbidity), कठोरता 
(hardness), pH आǑद कȧ जाचं भी समय-समय पर कȧ जा सकती है । िजस İोत से संÈÈस[ 
Ĥारàभ करने व जल को बदलने के ͧलए पानी ͧलया जाए उसकȧ रासायǓनक जांच Ĥारàभ मɅ हȣ 
कर लȣ जानी चाǑहए । 

(9) संवध[न मɅ वृͪ ƨ तथा फसल ĤाÜत करना 
उͬचत पǐरिèथǓतयɉ मɅ डिेÝनया तजेी से वृͪ ƨ करते हɇ । डेिÝनया कȧ आय ुपǐरिèथǓत व जाǓत के अनसुार 
40 से 56 Ǒदन होती है तथा इनमɅ सामाÛयत: मादाएं हȣ पाई जाती है जो अलɇͬ गक ͪवͬध से Ĥजनन 
करती है । आदश[ पǐरिèथǓत मɅ ये 4 से 7 Ǒदन कȧ आय ुमɅ अÖडे देने लग जाती है । Ĥ×येक मादा 
डेढ़ से दो Ǒदन मɅ Ĥजनन कर 4 से 22 ħणू उ×पÛन करती है । इस तरह एक मादा अपने जीवनकाल 
मɅ 2 से 6 बार तक सÛतǓतयां उ×पÛन करती है । 
डेͪपनया के शरȣर के जलͪवहȣन भार का 50% भाग Ĥोटȣन होता है तथा 20 से 27% भाग वसा का 
होता है । इस माğा के कारण ये पोषक पदाथ[ है तथा इनका उपयोग मछͧलयɉ व झीगɉ के चारे के 
Ǿप मɅ बहु तायत से ͩकया जाता है । 
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तीĭ वृͪ ƨ के कारण 5-6 Ǒदन मɅ संवध[न से डिेÝनया पकड़े जा सकते हɇ । इसके ͧलए ÜलɅÈटान नेट 
का उपयोगͩकया जाता है । यह नेट वयèक डिेÝनया को रोक लेत ेहɇ तथा ͩकशोर डिेÝनया को पार 
जाने देते हɇ । मछͧलयɉको ͨखलाने से पहले डिेÝनया को जल मɅ धोया जाता है ताͩक अवांǓछत पदाथ[ 
हट जाएं । डेिÝतया का उपयोग नए संवध[न बनाने के ͧलए भी ͩकया जाता है । इÛहɅ ͩĥज मɅ भी रखाजा 
सकता है तथा इÛहɅ सुखाकर भी ͩफश फूड के Ǿप मɅ काम ͧलया जाता है ।  

2.4 वमȸकãवर मɅ कɅ चुओं का उपयोग (Use of Earthworms in 
Vermiculture) :  

कɅ चुए मदृा मɅ पाए जाने वाले कृͧम है जो संघ एनेͧलडा के जÛतु है । ये काब[Ǔनक पदाथ[ यÈुत मदृा 
का भ¢णकरते हɇ तथा अपͬचत भाग को अपने मल के Ǿप मɅ Ǔनçकाͧसत करते हɇ िजसे कृͧम मल 
(worm casting) कहाजाता है । यह मल पादपɉ के ͧलए खाद का काम करता है । कɅ चुए ͧम͠ी मɅ 
ǒबल बनाकर वाय ुका वातन भी करते हɇ कɅ चओंु कȧ कृͪष या ͩकसानɉ के ͧलए उपयोͬगता के कारण 
इÛहɅ ͩकसानɉ का ͧमğ कहा जाता है । 
कɅ चुओं कȧ उपयोͬगता के कारण इनका संवध[न ͩकया जाता है िजसे वमȸकãवर (Vermiculture) कृͧम 
संवध[न कहा जाता है । जब केचुओं का Ĥयोग काब[Ǔनक पदाथɟ से खाद बनाने के ͧलए ͩकया जाता 
है तो उ×पाǑदत खाद को वमȸकàपोèट (vermicompost) कहा जाता है तथा इसे बनाने कȧ ĤͩĐया 
को वमȸकàपोिèटंग (vermicomposting) कहा जाता है । 
वमȸ कãवर हेतु कɅ चुओं कȧ अनेक जाǓतयɉ का Ĥयोग ͩकया जाता है । परÛत ुसबसे Ĥचͧलत जाǓत 
रेड ͪवगलर (Red wigglers) है िजसका व£ैाǓनक नाम एइसǓनया फेǑटडा (Eisenia foetida) है 
। इनके अǓतǐरÈत लिàĦकस ǽबेलस व फेरेǑटमा ĤजाǓतयां (Lumbricus rubellus and 
Pheretima spp.) का उपयोग भी ͩकया जाता है ।भारत मɅ पेǐरयोǓनÈस एÈसकेवेटा (Perionyx 
excavata) तथा आÈटोकȧटोना ͧ सरेटा (Ochtochaetona serrata)का उपयोग भी ͩकया जाता है। 
वमȸकàपोèट बनाने कȧ ͪवͬध 
वमȸकàपोèट बनाने व वमȸकãवर कȧ कई ͪवͬधयां Ĥचाͧलत है परÛत ुइनका मलू ͧसƨाÛत एक हȣ है। 
इसमɅ केचुओं को उͬचत संवध[न माÚयम Ĥदान ͩकया जाता है िजससे वे संÉया×मक वृͪ ƨ कर सकɅ  तथा 
अपने मल से उपजाऊ खाद उ×पÛन कर सकɅ  । 
बेड या Èयारȣ तैयार करना (Preparation of Vermibed) 
वम[ बेड बनाने हेत ुएक Èयारȣ खोदȣ जाती है िजसका आकार छोटा या बडा हो सकता है सामाÛयत: 
2.5 मीटर लàबी व 1 मीटर चौड़ी तथा लगभग 0.5 मीटर गहरȣ Èयारȣ तैयार कȧ जाती है । इसके 
तले पर घास, नाǐरयल के रेश,े मोटȣ मदृा, रेत, कंकर या Ƀट के टुकड़ ेडाले जात ेहɇ । इसका उƧेæय 
यह होता है ͩक जल ǐरसकर नीचे चला जाए तथा वम[ बेड आवæयकता से अͬधक गीला न हो । 
इस पर पानी डालकर इसे नमी दȣ जाती है तथा इसके ऊपर Ǔनàन पदाथ[ डाले जात ेहɇ िजनका उपयोग 
कɅ चुए करत ेहɇ  
(i) रसोईघर कȧ åयथ[ सामĒी (जसेै Ǔछलके, रेशे आǑद) 
(ii) बगीचे का मलबा या खेतɉ का åयथ[ पदाथ[ (एĒीवेèट) 
(iii) अÛय शहरȣ åयथ[ जो जैव अपघटनीय हो 
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(iv) गोबर 
इÛहɅ पतलȣ परत के Ǿप मɅ बार-बार या आवæयकता या उपलÞधता के अनसुार ǒबछाया जाता है तथा 
इनमɅ कुछ केचुए भी ͧमला Ǒदए जाते हɇ । बडै या Èयारȣ खुले मɅ बनाई जाती है परÛतु इसे सीधी धूप 
से नÈुसान न हो इसके ͧलए इसके ऊपर शेड बनाई जाती है अथवा बोǐरया ढ़कȧ जाती है । यह Èयारȣ 
सदैव नम बनी रहनी चाǑहए अÛयथा कɅ चुओं कȧ म×ृय ुहो सकती है अथवा वे Èयारȣ छोड़ कर जा सकते 
हɇ । कɅ चुए इस सामĒी का भोजन कर इसे अपने मल के Ǿप मɅ Ǔनकालते रहते हɇ । लगभग एक से 
डेढ़ माह मɅ यह पदाथ[ उपयोगी खाद मɅ बदल जाता है िजसे वमȸकàपोèट कहते हɇ ।  

 
ͬचğ 3 : वमȸकàपोèट हेत ुबनाए बेड का सेसान 

वमȸकàपोèट के लाभ 
वमȸकàपोèट एक पया[वरण Ǒहतैषी खाद है । रासायǓनक खाद से पया[वरण व मदृा को ¢Ǔत पहुचंती 
है । वमȸकàपोèट का मदृा पर ͪ वपरȣत Ĥभाव नहȣं होता है । यह मदृा कȧ जलधारण ¢मता को बढ़ाती 
है । यह फसलɉ के उ×पाद मɅ वृͪ ƨ करती है । नीचे दȣ गई ताͧलका से èपçट होता है ͩ क वमȸकàपोèट 
मɅ फसलɉ कȧ वृͪ ƨ के ͧलए आवæयक नाइĚोजन साधारण कàपोèट के मकुाबले कहȣं अͬधक होती है- 
ताͧलका : वमȸ कàपोèट व साधारण कàपोèट कȧ तुलना  

पोषक(Nutrient) वमȸ कàपोèट साधारण कàपोèट 
नाइĚोजन (%) 1.6 0.5 
PO (%) 0.7 0.2 
KO (%) 0.8 0.5 

Ca (%) 0.5 0.9 
Mg (%) 0.2 0.2 
Fe (ppm) 175.00 146.5 
C:N ratio 15.5 31.3 
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2.5 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) : 
1. डेͪपनया व ͧसǐरयाडिेÝनया ͩकस Ĥकार के आवास मɅ पाए जाते हɇ ? 
2. Èलेडोसीरा वग[क कȧ Èया ͪवशेषता है ? 
3. डिेÝनया मɅ ͩकतने जोड़ी नेğ व Įृं ͬगकाएं पाई जाती हɇ ? 
4. चĐȧय कायाÛतरण या साइÈलोमॉफȾͧसस Èया है ? 
5. डिेÝनया के धड़ व उदर मɅ ͩकतने जोड़ी उपांग पाए जात ेहɇ ? 
6. ͩकस वग[क के जÛतओंु मɅ उपांग Èलोमɉ का काय[ करते हɇ ? 
7. ͩकस वग[क के जÛतओंु मɅ Įृं ͬगकाएं ɮͪवशाखी होती है ? 
8. डिेÝनया के Ĥमुख ल¢ण बताइये । 
9. ͧसǐरयोडेͪपनया व डिेÝनया मɅ ͩकन ल¢णɉ के आधार पर ͪवभेदन ͩकया जा सकता है ? 
10. डेिÝतया का भोजन Èया है ? 
11. डिेÝनया का संवध[न करने हेतु आदश[ तापमान व pH कौन से हɇ ? 
12. डिेÝनया के संवध[न माÚयम मɅ शैवालɉ कȧ अͬधकता होने से Èया Ĥभाव हɉगे । 
13. डिेÝनया कãचर हेतु संवध[न माÚयम या जल कȧ तैयारȣ कैसे कȧ जानी चाǑहए । 
14. वमȸकãवर व वमȸकàपोèट मɅ Èया अंतर है ? 
15. वमȸकãवर कैसे कȧ जा सकती है ? 
16. वमȸकàपोèट के Èया ? 

2.6 संदभ[ ĒÛथ (Reference Books) : 
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2. माश[ल, ए.जे. एव ंͪवͧलयàस, डÏय.ूडी., टेÈèट बकु ऑफ जलूोजी - इÛवटȹĦेɪस, मेकͧमलन Ĥेस  
3. गãैटसोफ, पी.एस. कãचर मेथɬस फॉर इÛदटȹĦेट एǓनमãस, इथाका, Ûययूाक[  
4. बरेैट, टȣ.जे.. हǓन[ͧ सगं Ǒद अथ[वम[, Ħसू हàĥȧस, बोèटन 
5. केलेमेन डÞãय.ूटȣ. Ǒद लाइफ ऑफ Đèटेͧशया, मेØयएून एÖड कàपनी, लंदन 
6. Ēीन जे., ए बायोलोजी ऑफ Đèटेͧशया, ͪवदरबी ͧलͧमटेड, लंदन 
7. नेशनल इÛèटȣɪयटू ऑफ इÖडिèĚयल ǐरसच[ : द कàपलȣट टेÈमोलॉजी बकु ऑन वमȸकãचर एÖड 

वमȸकàपोèट ।  
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इकाई 3 
जÛतु कोͧशका संवध[न 

(Animal Cell Culture)  
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
3.0 उƧेæय 
3.1 Ĥèतावना 
3.2 जÛतु कोͧशका एव ंऊतक संवध[न का Ĥदश[न 
3.3 फेज काÛĚाèट / फलरेूसेÛट सूêमदशȸ का उपयोग करत ेहु ए जीͪवत कोͧशका का अवलोकन 
3.4 कवच रǑहत मुगȸ आ संवध[न 
3.5 मुगȸ के ħणू के माÚयम से Ĥ×यारोपण Ĥयोग 
3.6 मौͨखक Ĥæन 
3.7 संदभ[ ĒÛथ 

3.0 उƧेæय (Objective) :  
इस इकाई के अÚययन के बाद आप जÛत ुकोͧशका संवध[न के Ĥायोͬगक तØयɉ को जान पायɅगे । साथ 
हȣ फेज काÛĚाèट / पलूरेसेÛट सêूमदशȸ का उपयोग करते हु ए जीͪवत कोͧशका का अवलोकन करना 
सीख पायɅगे । 

3.1 Ĥèतावना (Introduction) : 
अͬधकांश जÛतुओं कȧ शारȣǐरक रचना बहुकोͧशकȧय होती है अथा[त ्वे ͪ वͧभÛन कोͧशकाओं के बने होत े
हɇ । बहु कोͧशकȧयता के साथ कोͧशकाओं मɅ ͪवͧशçट ल¢ण बनने लगते हɇ । कोͧशकाएँ ऊतक, ऊतक-अंग, 
अंग-तंğ और ͪवͧभÛन अंग तंğɉ का समहू एक Ĥाणी कȧ रचना करता है । 
Ĥ×येक कोͧशका अपनी Ǔनिæचत काय[ Ĥणालȣ के अनसुार ͪ वͧभÛन जैव रासायǓनक व काǓय[कȧय ͩĐयाएँ 
करती है । कोͧशकाओं कȧ ͪ वͧभÛन काय[ Ĥणाͧलयɉ का शारȣǐरक संगठन मɅ अÚययन को इन-ͪवĚो तंğ 
कहते हɇ । परÛतु यǑद कुछ इस Ĥकार के अÚययन ͩ कये जाये िजसमɅ ͩ क कोͧशकाओं को शरȣर संगठन 
से बाहर Ǔनकालकर ͩकसी संवͬध[त माÚयम मɅ सहȣ Ĥकार जीͪवत रखकर यǑद अÚययन ͩकया जाता 
है तो इस अÚययन को इन-ͪवĚो तंğ कहते हɇ । 
सामाÛयतया ऊतक, अंग आǑद के शारȣǐरक संगठन के अÚययन को ऊतक संवध[न कहा जाता है । 
परÛतु ͪवͧभÛन ͪवकͧसत तकनीͩकयɉ मɅ रचना के संवध[न के अनसुार इनका नामकरण ͩकया गया है 
। जसेै ͩक कोͧशकाओं के संवध[न को कोͧशका संवध[न, ऊतकɉ के संवध[न को ऊतक संवध[न, अंगɉ के 
संवध[न को अंग संवध[न तथा सàपणू[ भणू के संवध[न को ħणू संवध[न कहते हɇ । 
कोͧशका संवध[न एक नई तकनीक नहȣ ंहै, आज से लगभग 123 वष[ पवू[ Ĥͧसƨ ħणू व£ैाǓनक सेÈस 
ने मुगȶ के ħणू कȧ मÚयाशं Üलेट को गनुगनेु नमक के तन ुͪवलयन मɅ कई Ǒदनɉ तक जीͪवत रखा 
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। व£ैाǓनक रॉकस का यह Ĥयोग ऊतक संवध[न के ¢ेğ मɅ एक सफल ऐǓतहाͧसक Ĥायोͬगक कदम के 
नाम से जाना जाता है । 
इन ͪवĚो तंğ ɮवारा ना केवल कोͧशकाओं को संवध[न माÚयम मɅ रखकर उनकȧ ͪवͧभÛन जैव रासायǓनक 
का काय[Ĥणाͧलयɉ का अÚययन ͩकया जाता है । साथ हȣ ͪवͧभÛन हाǓनकारक रसायन जैसे ͩक ǑटरेटोजÛस 
व काͧस[नोजÛस िजनका ͩक शारȣǐरक संगठन के साथ अÚययन खतरनाक होता है, इनके Ĥभाव का 
भी इन ͪवĚो तğंl मɅ अÚययन ͩकया जा सकता है । िजन कोͧशकाओं के ɮवारा पनुयȾजी-DNA तकनीक 
के ɮवारा औषͬधयɉ आǑद का Ǔनमा[ण करना होता है । उनके ͧ लए भी इन-ͪवĚो तंğ अ×यͬधक लाभकारȣ 
होता है । 
जब कोͧशकाएं ͪवभेदन करती है तथा अंग-Ǔनमा[ण करती है तो इन Ĥावèथाओं का अÚययन कोͧशका 
या ऊतकɉ को संववͬध[त ħूण पर Ĥ×यारोपण करके अÚययन ͩकया जा सकता है । 
इस Ĥायोͬगक इकाई मɅ हम कोͧशका संवध[न के साथ-साथ ħणू पर ऊतक Ĥ×यारोपण के Ĥयोग का 
भी अÚययन करɅगे ।  
जब कोͧशकाओं को संवͬध[त माÚयम मɅ जीͪवत रखा जाता है तो सवंध[न कȧ गणुव×ता को जानने के 
ͧलए ͪवͧभÛन मापदÖड होते हɇ िजनमɅ Ĥमुख है जीͪवत कोͧशकाओं का सूêमदशȸ ɮवारा अÚययन िजसके 
ͧलए फेज-काÛĚाèट सूêमदशȸ का Ĥयोग ͩकया जाता है । यǑद कोͧशका कोई ͪवशेष रसायन बनाती 
है तथा उसको परखने के ͧलए कोई पलूओरोसेÛट 'अͧभरंजक उपलÞध होता है तो ऐसी कोͧशकाओं या 
ऊतकɉ का ÝलओूरोसेÛट अͧभरंजन के पæचात ्ÝलओूरोसेÛट सूêमदशȸ ɮवारा अÚययन ͩकया जा सकता 
है । यǑद अÖडे से आ व पæच ħणू Ĥावèथाओं का इन-ͪवĚो तंğ ɮवारा अÚययन करना हो तो मुगȸ 
के अÖडे का कवच रǑहत पǐरवध[न ħूण संवध[न का उपयोगी Ĥयोग हɇ, िजसमɅ ͩक आ पर ͪवͧभÛन रसायनɉ 
के Ĥभावɉ आǑद का अÚययन ͩकया जा सकता है । 

3.2 जÛतु कोͧशका तथा ऊतक संवध[न का Ĥदश[न (Demonstration 
of Animal Cell and Tissue culture) : 

कोͧशका तथा ऊतक को उनके अनकूुल संवध[न माÚयम मɅ शारȣǐरक संगठन के बाहर अÚययन करने 
के ͧलए जो Ĥमुख ͧसƨाÛत है वह है ͩक कोͧशका व ऊतकɉ को जीͪवत रहने व वृͪ ƨ करने के ͧलये 
आवæयक आधार Ĥदान करना तथा संवध[न माÚयम मɅ वह सभी मूलभूत आवæयकताएं सिàमͧलत करना 
जो ͩक Ĥाय: शारȣǐरक संगठन मɅ उपलÞध होती है । 
िजनमɅ Ĥमखु है लवणɉ कȧ साÛġता, ऑÈसीजन व काब[न-डाई-ऑÈसाइड कȧ आवæयक माğा तथा 
अनकूुल पी. एच. (pH), इन सभी आवæयकताओं के साथ यǑद कोͧशकाओं व ऊतकɉ को शारȣǐरक संगठन 
के बाहर संवͬध[त ͩकया जाए तो उनकȧ जैव रासायǓनकȧ एव ंकाǓय[कȧ ͩĐयाएँ, शारȣǐरक संगठन के समान 
हȣ होती है । 
आवæयक सामĒी 
संवध[न माÚयम [50:50,DMEM : F12 ħूणणीय बोवाइन सीरम], 100 ml ǑĚपͧसन, पेĚȣ Üलेɪस, 
ͬचमǑटया,ँ ͪपपेɪस अपकेÛġȣकरण नͧलका, संवध[न Ýलाèक  
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ͬचğ 3.1 : (अ) मुगȸ का ħूण (96) घटें. (ब) कɇ ची. (स) पेġȣÜलेट मɅ कोͧशकाओं को अलग करना 

(द) एÛजाइमी अपघटन, (य) संवͬध[त कोͧशकाएँ 
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ͬचğ 3.1 : (र) कोͧशका संवध[न इÛवयबेूटर, (ल) Ûयबूोर क¢, (व) संवͬध[त कोͧशकाओंम का समूह। 
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ͪवͬध : कोͧशका संवध[न 
(i) सव[Ĥथम िजस Ĥाणी कȧ कोͧशका का संवध[न करना होता है उसे èवÍछ वातावरण मɅ Ǔनजमȸकृत 

अवèथा मɅ Ĥयोगशाला क¢ मɅ लाया जाता है । इस इकाई मɅ हम मुगȸ के आ कȧ मीजोडम[ल 
कोͧशकाओं के संवध[न का अÚययन करɅगे । 

(ii) मुगȸ के ħूण को 72 घÖटे तक सेͬचत करने के पæचात ्उसे उसके कवच को तोड़कर एक चàमच 
कȧ सहायता से अÖड ेसे पथृक कर ͧ लया जाता है तथा भूण को 0.9% गनुगनेु सोͫडयम Èलोराइड 
के घोल अथवा BSS माÚयम मɇ रखा जाता है । 

(iii) एक Ǔनजमȸकृत कɇ ची कȧ सहायता से आ कȧ पाद कͧलका को अलग कर उसकȧ अͬधचम[ को दो 
नकुȧलȣ सुईयɉ कȧ सहायता से अलग कर ͧलया जाता है । 

(iv) मीजोडम[ ऊतक जो ͩ क अͪवभेǑदत कोͧशकाओं का बना होता है को एक परखनलȣ मɅ Essential 
Medium (DMEM) मɅ रखा जाता है । 

(v) इसे 0.25% ǑĚपͧसन के साथ 10 ͧमनट सामाÛय तापĐम पर रखते हɇ िजससे ͩक ऊतक से 
कोͧशकाएँ अलग हो जायɅ इस ĤͩĐया को ǑĚपͧसनाइजेशन या एÛजाइमी अपघटन कहते हɇ । यǑद 
ǑĚपͧसन यÈुत माÚयम मे उपिèथत कोͧशकाओं को Ǒहला Ǒदया जायɅ या यांǒğक आघात Ǒदया जायɅ 
तो कोͧशकाएं ठȤक Ĥकार से अलग हो जाती है । 

(vi) कम घणू[न सेÛĚȣफयगेूशन (अपकेÛġक) ɮवारा ऊतकɉ के बड़े टुकड़ɉ को अलग कर ͧलया जाता है 
तथा सुपरनेटेÛट को एक अलग परखनलȣ मɅ अलग कर ͧलया जाता है । 

(vii) सुपरनेटेÛट कȧ 0.1 mm3 माğा को हȣमोसाइटोमीटर कैपीलरȣ ɪयबू मɅ लेकर हȣमोसाइटोमीटर 
क¢ मɅ डालकर (ͬचğ 3.1(र)) ĤǓत Èयǒूबक ͧमलȣमीटर कोͧशकाओ कȧ संÉया कȧ गणना कȧ 
जाती है । 

(viii) लगभग 100-300 कोͧशकाएँ ĤǓत Èयǒूबक ͧमलȣमीटर एक आदश[ कोͧशका संवध[न िèथǓत होती 
है । यǑद कोͧशका कȧ संÉया अͬधक होती है तो संवध[न माÚयम से उÛहɅ तन ुकर ͧलया जाता 
है । 

(ix) ǑĚपͧसन कȧ ĤͩĐया को समाÜत करने हेतु ǑĚपͧसन के अनपुात मɅ संवध[न माÚयम कȧ साÛġता 
बढ़ा देते हɇ ।  

(x) ǓनिçĐय ǑĚपͧसन यÈुत संवध[न माÚयम िजसमɅ ͩक एक Ǔनिæचत माğा मɅ कोͧशकाएँ Ǔनलिàबत 
होती है, मɅ 20% ħणूीय बोवाइन सीरम आवæयकतानसुार एÛटȣबायोǑटÈस व काब[नडाईऑÈसाइड 
तथा pH ǓनयिÛğत करने हेत ुHEPS Buffer डालकर इस कोͧशका सǑहत संवध[न माÚयम को 
कोͧशका संवध[न बोतलɉ मɅ डाल Ǒदया जाता है । इन बोतलɉ को 370C तापĐम पर 5% 
काब[नडाईऑÈसाइड तथा 60% आपेͯ¢क आġ[ता यÈुत काब[नडाईऑÈसाइड इÛÈयूबेतर मɅ रख Ǒदया 
जाता है । 

ऊतक संवध[न 
ऊतक संवध[न इन ͪ वĚो तंğ का वह भाग है िजसमɅ संवध[न माÚयम मɅ ऊतकɉ का संवध[न ͩ कया जाता 
है । ऊतक संवध[न मɅ उपरोÈत वͨण[त (i) से (x) चरण नीǑहत होते हɇ, केवल ǑĚͪपͧसनाइजेशन (चरण 
संÉया (v)) तथा चरण संÉया (vi)) सिàमͧलत नहȣं होती है । 
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मुगȸ के 72 घÖटे सेͬचत ħणू कȧ पाद कͧलका कȧ उपकला को दो सुईयɉ से अलग कर उÛहɅ संवͬध[त 
माÚयम मɅ पेĚȣ Üलेɪस मɅ Ǔनलिàबत ǽप मɅ रखा जाता है । पेĚȣ Üलेट को ढक कर काब[नडाईऑÈसाइड 
इÛवयबेूटर मɅ रख Ǒदया जाता है । ͪ वͧभÛन पæच संवध[न समय काल पर लेͧमनार वाय ुĤवाह मɅ इनका 
अÚययन ͩकया जाता है । (ͬचğ संÉया 3.1) 
Ĥे¢ण 
कोͧशका संवध[न यकुा बोतलɉ को सामाÛय अथवा इÛदटȶड सूêमदशȸ ɮवारा देखने पर वे मोनोलेयर के 
ǽप मɅ Ǒदखाई देती है । (ͬचğ संÉया 3.1(व), यǑद संवध[न माÚयम मɅ ͪवभेदनकारȣ रसायनɉ को 
सिàमͧलत ͩकया जाता है तो मीजोडम[ कोͧशकाएँ कोÛġोसाइɪस व मीजोÞलाèट मɅ ͪवभेǑदत हो जाती 
है । ऊतक संवध[न मɅ भी ऊतक व उसके आस-पास मɅ तैरती हु ई कोͧशकाएँ Ǒदखाई देती है । 
पǐरणाम 
कोͧशका व ऊतक संवध[न के पæचात ्उÛहɅ जीͪवत अवèथा मɅ अÚययन करने के ͧलये फेज कॉÛĚाèट 
सूêमदशȸ ɮवारा अवलोͩकत ͩकया जाता है । ͩकसी ͪ वशेष रसायन जो ͩक कोͧशका या ऊतक से संवध[न 
के समय बनाये है, उनको िèथरȣकरण के पæचात ्ÝलओूरोसेÛट अͧभरंजक ɮवारा पलूओरोसेÛट सूêमदशȸ 
कȧ सहायता से अÚययन करते हɇ िजसे 3.2 मɅ दशा[या गया है । 

3.3 फेज काÛĚाèट / फलूरेसेÛट सूêमदशȸ का उपयोग करते हु ए जीͪवत 
कोͧशका का अवलोकन (Observation of Living Cell Using 
Phase Contrast / Fluorescent) : 

फेज काÛĚाèट सूêमदशȸ भी एक संयÈुत Ĥकाश सूêमदशȸ है िजसमɅ ͪवͧशçट Ĥकार के अͧभǺæयक 
लेÛस से Ǔनकलने वालȣ Ĥकाश ͩकरणɅ जब जीͪवत कोͧशकाओं पर पड़ती है तो Ĥावèथा ͪ वभेदन के कारण 
कोͧशका के ͪवͧभÛन कोͧशकागɉ केÛġक, ǐरिÈतका आǑद èपçट ǽप से Ǒदखाई देते हɇ । 
वͬध[त माÚयम मɅ कोͧशका व ऊतकɉ को जीͪवत अवèथा मɅ अÚययन करने हेतु फेज काÛĚाèट सूêमदशȸ 
(ͬचğ3.2(अ)) ɮवारा अÚययन करना अ×यÛत उपयोगी होता है । 
ͪवͬध 
1) कोͧशका संवध[न माÚयम यÈुत संवध[न बोतल से लेͧमनार वाय ुĤवाह मɅ Ǔनजमȸकृत अवèथा मɅ 

संवध[न माÚयम को Ǔनथार कर अलग कर ͧलया जाता है । त×पæचात ्िजस तरफ कोͧशकाएँ 
मोनोलेयर बनाती है उÛहɅ अͧभǺæयक लɅस के समीप रखकर फोकस कर ͧलया जाता है । 

2) ऊतक संवध[न पेĚȣ Üलेट मɅ रखे हु ए ऊतकɉ के वृͪ ƨ कर रहे भागɉ को Ǔनलिàबत अवèथा मɅ पेĚȣ 
Üलेट का कवर हटा कर फेज काğाèट यÈुत सूêमदशȸ कȧ èटेज पर रखकर ऊतकɉ कȧ वृͪ ƨ व 
ͪवभेदȣकरण का अÚययन ͩकया जाता है । (ͬचğ संÉया 3.2(ब)) 

पǐरणाम 
कोͧशका व ऊतक संवध[न यÈुत संवध[न बोतलɉ व पेĚȣ Üलेटɉ मɅ संवध[न माÚयम का रंग गलुाबी है तथा 
संवध[न माÚयम मɅ ͩकसी भी Ĥकार कȧ फफंूद व बÈैटȣǐरया नहȣं Ǒदखाई देत ेहɇ । 
कोͧशका संवध[न मɅ कोͧशकाओं कȧ एक मोनोलेयर Ǒदखाई देती है तथा ऊतक संवध[न मɅ ऊतक के चारɉ 
तरफ वृͪ ƨ व èफुǑटत होकर माÚयम मɅ तरैती कोͧशकाएं Ǒदखाई देती है । 
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ͬचğ 3.2 : (अ) फेज काÛĚाèट सूêमदशȸ, (ब) फेज काÛĚाèट सêूमदशȸ कȧ सहायता के देखी गई संवͬध[त 

ऊतक कोͧशकाएँ (Ûयनूतम आवध[न पर), (स) ÝलूओरोसेÛस सूêमदशȸ (द) ÝलूओरोसेÛस 
सूêमदशȸ कȧ सहायता से Ĥेͯ¢त कोͧशकाएँ 

ÝलूरेसेÛट सूêमदशȸ 
ÝलरेूसेÛट सूêमदशȸ एक साधारण Ĥकाश सूêमदशȸ से कई यािÛğकȧय ͪवͧशषताओं के कारण अलग 
होता है । इसमɅ Ĥकाश èğोत के èथान पर UV (पराबɇगनी) Ĥकाश का Ĥयोग होता है तथा लɅस भी 
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इस ͪ वͧशçट Ĥकाश के अनǽुप बने हु ए होते हɇ तथा अͧभनेğ तथा अͧभǺæयक लɅस के बीच मɅ एक UV 
शीãड होती है जो ͩक अͧभनेğ लेस मɅ UV Ĥकाश को जाने से रोकती है, तथा एक उ×तेजक ͩफãटर 
होता है जो ͩ क केवल उन तरंग दैÚयȾ को उ×सिज[त / पारगͧमत करता है िजसका तरंग दैÚय[ कोͧशका 
मɅ ͪवͧशçट चमक उ×पÛन करता है । 
वे अͧभरंजक िजÛहɅ Ýलरेूसीन संबधंी एÛटȣबॉडी जो ͩकसी ͪवͧशçट Ĥोटȣन के ͧलए होती है, उÛहɅ ÝलरूोĐोम 
कहते हɇ । 
ये ÝलरूोĐोम जब कोͧशकाएं अͧभरंिजत करते हɇ तो कोͧशका के उÛहȣं भागɉ ने ͪवͧशçट पलोरोसेÛस 
चमक Ǒदखाई देती है िजससे ͩक ÝलरूोĐोम बधं बनात ेहɇ । अͧभनेğ से पहले िèथत अवरोधी ͩफãटर 
अͧभनेğ मɅ केवल उन तरंगदैÚयɉ को जाने देत ेहɇ, जो ͩक अͧभरंिजत कोͧशका या उ×तेिजत होकर आयी 
है । 
ÝलरेूसेÛट सूêमदशȸ का Ĥमुख ͧसƨाÛत है ͩक जब भी UV ͩकरणɅ ͩकसी ऐसे रसायन से टकराती है 
जो ͩ क इस Ĥकाश के सàपक[  मɅ आने पर एक ͪ वͧशçट चमक उ×पÛन करते हɇ तो कोͧशकाओं के अंदर 
व सतह पर पाये जाने वाले ͪ वͧशçट Ĥकार के अणुओं का इस सêूमदशȸ ɮवारा अÚययन ͩकया जा सकता 
है । 
ͪवͬध  
(i) कोͧशका संवध[न बोतलɉ से कैिãसयम, मैÊनीͧशयम मुÈत संवध[न माÚयम अथवा यािÛğकȧ आघातɉ 

ɮवार आधार से ͬचपकȧ कोͧशकाओं को अलग करके उÛहɅ Êलास èलाइड पर आरोͪपत (माउÛट) 
कर ͧलय जाता है । 

(ii) कोͧशका संवध[न बोतल मɅ यǑद काचँ कȧ कवर िèलप आधार पर रख दȣ जाए तो कोͧशकाएँ कवर 
िèलप कȧ सतह पर मोनोलेयर बना लेती है । इस कवर िèलप को संवͬध[त माÚयम से बाहर 
Ǔनकालकर आसुत जल से 2 से 3 बार धोकर धमू िèथरȣकरण अथवा 4% फामȶͧलन ɮवारा िèथरȣकृत 
कर Ǒदया जाता है । त×पæचात ्िजस रसायन का अवलोकन ͩकया जाता है, उसके ͧलये बने ͪ वͧशçट 
ÝलरेूसेÛट अͧभरंजक ɮवारा अͧभरंिजत कर कवर िèलप से ढ़क कर ÝलरेूसेÛट सूêमदशȸ के èटेज 
पर रखकर उसका अÚययन ͩकया जाता है । 

(iii) परैा फामȶिãडहाइड से यǑद संवͬध[त कोͧशकाओं को आधार सǑहत Ǔनलिàबत ͩकया जाए तथा माउÛट 
करके ÝलरेूसेÛट सूêमदशȸ ɮवारा देखा जाएं तो कोͧशका के कुछ ͪवͧशçट ¢ेğ ͪवͧशçट Ĥकाश 
Ĥदͧश[त करत ेहɇ । (ͬचğ 3.2 (द)) 

पǐरणाम 
संवͬध[त कोͧशका व ऊतक ÝलरेूसेÛट सूêमदशȸ कȧ सहायता से ͪवͧभÛन Ĥकार के Ĥकाश कȧ उƧीपन 
करते हɇ, िजससे ͩ क कोͧशका व ऊतकɉ मɅ नीǑहत ͪ वͧभÛन रचनाओं का ठȤक Ĥकार से अÚययन ͩ कया 
जा सकता है ।  

3.4 कवच रǑहत मुगȸ ħूण संवध[न (Shell Less Chick Embryo 
Culture) : 

Ǔनजमȸकृत अवèथाओं कȧ उपिèथǓत मɅ मुगȸ के ħणू का ͩ फंगर बाउल मɅ सवंध[न ͩकया जाता है । इसमɅ 
संवध[न । माÚयम के ǽप मɅ मुÉयत: पतलȣ तन ुएãबुͧ मन तथा अãप संवध[न माÚयम ĤयÈुत ͩकये 
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जाते हɇ । Ǔनषेͬचत अÖड ेसे ͩ फंगर बाउल मɅ ħणू को èथानाÛतǐरत करके इसको सेͬचत करने के ͧ लये 
38.5०C तापमान पर रखा जाता है, इस ͪ वͬध को जम[न व£ैाǓनक ऑरबेक ने खोजा इसͧलए इस ͪ वͬध 
को ऑरबेक मुगȸ ħणू संवध[न Ĥयोग भी कहते हɇ । 
आवæयकताएं 
(i) ताजा Ǔनषेͬचत अÖडा 
(ii) कुछ अǓनषेͬचत अÖड े
(iii) ͩफंगर बाउãस 
(iv) ͬ चमǑटया ँ
(v) एãकोहॉल 
(vi) एãयूͧ मǓनयम परत 
(vii) ǽई इ×याǑद । 
इसके साथ हȣ मुगȸ ħणू के ͪवकास के ͧलये एक Ǔनयत तापमान (38.5०C) पर रखने के ͧलये इÛÈयबेूतर 
कȧ भी आवæयकता होती है । 
ͪवͬध 
(i) सव[Ĥथम ͩफंगर बाउãस लेकर उनको साफ करके, धूल रǑहत वातावरण मɅ सखूने के ͧलये रखा 

जाता है । 
(ii) इसके बाद इनको ͩकसी साफ एव ंèवÍछ कागज से ढ़क Ǒदया जाता है । 
(iii) इस कागज से बँधे हु ए ͩ फंगर बाउãस को ऑटोÈलेव मɅ Ǔनिæचत तापमान एव ंदाब (121०C तापमान 

व 15 ĤǓत वग[ इचं दाब) पर 15 ͧमनट के ͧलये रखा जाता है । 
(iv) ऑटोÈलेव होने के बाद इनको पणू[ ǽपेण सूखने के बाद हȣ काम मɅ लेना चाǑहये अÛयथा इनमɅ 

संदषूण होने के अवसर बढ़ जाते हɇ । 
(v) साथ हȣ ͬचमǑटयां तथा अÛय औजारɉ को गम[ उबलते पानी से Ǔनजमȸकृत कर लेना चाǑहए तथा 

दोनɉ हाथɉ को एãकोहॉल से साफ कर लेना चाǑहए । 
(vi) मुगȸ के ħणू का èथानाÛतरण लेͧमनार हवा Ĥवाह मɅ ͩ कया जाता है िजससे ͩ क संदषूण के अवसर 

Ûयनूतम हो जायɅ । 
(vii) अÖडे के èथानाÛतरण से पहले ͩ फंगर बाउãस कȧ 10-12 इचं के ǒğÏया के ¢ेğ मɅ दो िèĤट लैàप 

जला लेने चाǑहए । 
अÖडे के èथानाÛतरण 
(i) सबसे पहले संवध[न बाउãस से पेपर को हटाकर उसे Ïवाला के पास रख देना चाǑहए । 
(ii) अब अǓनषेͬचत तथा Ǔनषेͬचत अÖडे लेकर उनकȧ बाéम सतह को एãकोहॉल से Ǔनजमȸकृत करना 

चाǑहए ।  
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ͬचğ 3.3 : (अ) एक ĤाǾͪपक Ǔनषेͬचत मुगȸ का अÖडाप, (ब) अÖड ेको उसके चौड़ ेͧसरे से पकड़ना, 

(स) अÖडे को Ǔनजमȸकृत ͬ चमटȣ से तोड़ना, (द) योक का èपçट Ǿप से Ǒदखाई देना, (य) 
तन ुएãÞयूͧ मन तथा योक का èथानाÛतरण, (र) योक का बाउल मɅ ĤǓतèथापन, (ल) 76 
घÖटे का मुगȸ का ħणू, (व) पǐरवͬध[त मुगȸ का ħणू ।  
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(iii) सावधानीपवू[क अǓनषेͬचत अÖड ेके चौड़े ͧ सरे वाले भाग को हãका सा ͬ चमटȣ कȧ सहायता से तोड़ा 
जाता है । इसमɅ से तन ुएãबुͧ मन धीरे-धीरे एकǒğत कȧ जाती है तथा सांġ एãबुͧ मन को फेक Ǒदया 
जाता है, साथ हȣ योक को भी फɅ का जाता है । 

(iv) इसी Ĥकार सावधानीपवू[क Ǔनषेͬचत अÖडे के चौड़ ेभाग को पकड़कर इसको तोड़कर उसमɅ से तन ु
एãबुͧ मन को ͩफंगर बाउãस मɅ एकǒğत ͩकया जाता है तथा साÛġ एãबुͧ मन को ͩकसी दसूरे पाğ 
मɅ फɅ का जाता है । 

(v) इस Ĥकार इस Ĥयोग को तब तक ͩकया जाता है जब तक Þलाèटोडम[ के साथ Ûयनूतम माğा मɅ 
एãबुͧ मन रहɅ । 

(vi) अब अÖडे मɅ कवच के तीखे ͧसरɉ सावधानी से समतल ͩकया जाता है िजससे ͩक योक को डालत े
समय मɅ तीखे ͧसरे योक को हाǓन न पहु ँचाये, योक को तन ुएãबुͧ मन वाले पाğ मɅ èथानाÛतǐरत 
कर Ǒदया जाता है, कुछ समय बाद èवत: Þलाèटोडम[ ऊपरȣ सतह पर èपçट हो जाती है । 

(vii) संवध[न माÚयम को सावधानीपवू[क देख लेना चाǑहए ͩक उसमɅ कोई शैल कवच या अÛय कोई 
भाग उपिèथत न हɉ । 

(viii) अब एक एãयूͧ मǓनयम परत लेकर और उसे Ïवाला के ऊपर से 2-3 बार गजुार कर इससे संवͬध[त 
ͩफंगर बाउãस को ढक देना चाǑहए । 

(ix) सावधानी से ǒबना Ǒहलाये इसे इÛÈयबेूटर मɅ 38.5०C पर रखा जाता है इसके साथ हȣ एक पाğ 
मɅ कुछ पानी भी रखा जाता है, जो ͩक इÛÈयबेूटर मɅ नमी को बनाये रखने का काम आता है । 

पǐरणाम 
ĤǓतǑदन तथा Ǔनयत समय पर मुगȸ-ħूण को हम देख सकत ेहɇ । इस Ĥणालȣ कȧ सहायता से हमɅ 
मुगȸ-ħणू मɅ ǿदय, पाद तथा पूछं तथा अǓतǐरÈत ħणूीय ͨ झिãलयɉ को आसानी से देख सकते हɇ तथा 
उनके संवध[न एव ंपǐरवध[न के ͪवͧभÛन चरणɉ का अÚययन भी कर सकते हɇ । 

3.5 मुगȸ के ħूण के माÚयम से Ĥ×यारोपण Ĥयोग (Transplantation 
Experiment using Chick Embryo) :  

ͧसƨाÛत 
मुगȸ ħूण का कोǐरयो-एलेÛटोइस भाग मɅ ǽͬधर कȧ अ×यͬधक माğा उपिèथत होने के कारण यह भाग 
Ĥ×यारोपण के ͧलये Ĥयोग मɅ ͧलया जा सकता है । 
कोǐरयो एलेÛटोइस भाग मɅ िèथत ǽͬधर नͧलकाओं को एक सुई कȧ सहायता से छेदने के पæचात ्उसमɅ 
से Ǔनकलने वाले रÈत से èकÛदन के पæचात ͩ कसी भी छोटे ऊतक के टुकड़े को Ĥ×यारोͪपत कर उसका 
अÚययन ͩकया जा सकता है । 
सव[Ĥथम व£ैाǓनक ͪवलर ने सन ्1924 मɅ, कोǐरयो एलेÛटोइस भाग कȧ Ĥ×यारोपण ɮवारा èवत: ͪवभेदन 
¢मता का अÚययन ͩकया । इÛहɉने ħणू के ͪवͧभÛन भागɉ को कोǐरयो-एलेÛटोइक भाग मɅ ͪवͧभÛन 
भागɉ पर Ĥ×यारोͪपत ͩकया तथा लगभग ये 8-10 Ǒदनɉ तक वृͪ ƨ कराने के पæचात ्इनका अÚययन 
ͩकया ।  
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ͬचğ 3.4 : (अ) Ǔनषेͬचत अÖडे से ĚासंÜलाट को अलग करना, (ब) दसूरे Ǔनषेͬचत अÖडे पर ĚासÜलाट 

Ĥ×यारोͪपत करना, (स) पǐरवͬध[त होते हु ए ħणू पर ġासंÜलाट कȧ िèथǓत । 
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आवæयक सामĒी 
Ǔनषेͬचत अÖड,े ͩफंगर-बाउãस ͬचमǑटया,ँ िèĤट लेàप, ǽई आǑद । 
ͪवͬध 
शैल रǑहत आ संवध[न तकनीक (ͬचğ 3.3) ɮवारा ħणू संवध[न तैयार कर ͧलया जाता है । इस ħणू 
को जब तक सेͬचत ͩकया जाता है जब तक ͩक उसमɅ ǽͬधर वाǑहनी का Ǔनमा[ण नहȣं हो जाता (लगभग 
4-6 Ǒदन), यह ħणू Ĥ×यारोपण हेतु पोषक का काय[ करता है । 
दाता कȧ तैयारȣ 
पोषक के 5वɅ या 6वɅ Ǒदन के इÛÈयबेूशन (सेचन) के बाद दाता को भी सेͬचत ͩकया जाता है अथा[त ्
पोषक लगभग 4-6 Ǒदन का तथा दाता कोͧशका 72 या 96 घटें के सेचन का होना चाǑहए । 
पोषक कȧ ĒाÝट के ͧलये तैयारȣ 
पोषक अÖडे मɅ ĒाÝट करने के ͧलए सव[Ĥथम पेिÛसल कȧ सहायता से Ǔनशान लगा लेना चाǑहए । 
Ǔनजमȸकृत अवèथाओं मɅ, पोषक अÖड ेकȧ बाहरȣ सतह पर एक बारȣक पतला Ǔछġ ͬचमटȣ कȧ सहायता 
से बनाते हɇ । 
ĚांसÜलाÛट कȧ तैयारȣ 
ĚांसÜलाÛट के ͧ लए हम Ǔनषेͬचत अÖडा जो 96 घÖटे या उससे अͬधक परुाना हो, लेते हɇ । अब इसको 
ͩफंगर बाउल िजसमɅ लगभग 100 ml मुगȸ ǐरगंर ͪवलयन या 9% नाम[ल सलाइन उपिèथत हो मɅ 
èथानाÛतǐरत कर देते हɇ । माÚयम का तापĐम लगभग 25-30०C रखते हɇ । 
ͪवÍछेदन सूêमदशȸ कȧ सहायता से इसमɅ पखं तथा पाद कͧलका कȧ िèथǓत èपçट कर लेते हɇ । अब 
ħूण पर तीखे Þलेड कȧ सहायता से एक अनĤुèथ काट लगात ेहɇ, िजसमɅ पहला काट गद[न èतर पर 
तथा दसूरा पखं कͧलका तथा पाद कͧलका के मÚय मɅ इसके बाद Ĥ×येक उपांग कͧलका को इस Ĥकार 
अलग-अलग कर Ǒदया जाता है । 
शरȣर मɅ समानÛतर, कͧलका के पाद के आधार से काटा जाता है । लेͩकन साथ हȣ शरȣर के कुछ सोमाइɪस 
को भी ͧलया जाता है । इसके बाद (पहले काट के लàबवत)् कͧलका मɅ अĒèथ तथा पæचèथ भाग 
सीͧमत ͩकये जाते हɇ । इसके पहले वाले काट के समानÛतर एक काट और लगाया जाता है, तथा कͧलका 
भाग को एक आयताकार ǽप Ĥदान ͩकया जाता है । 
पाद कͧलका का Ĥ×यारोपण 
96 घÖटे के ħणू से अलग ͩकये गये पाद कͧलका को Ǔनजमȸकृत ͬचमटȣ कȧ सहायता से लेͧमनार 
वाय ुĤवाह मɅ पकड़कर उसे पोषक अÖड ेकȧ सतह पर Ĥ×यारोͪपत ͩकया जाता है (ͬचğ 3.4ब) । 
बारȣक नͧलका से Ǔछġ करके रÈत èğावण ͩ कया जाता है । जब èकÛदन के पæचात ्रÈत èğवण बदं 
हो जाता है तो उस पर पाद कͧलका को Ĥ×यारोͪपत ͩकया जाता है । Ĥ×यारोपण होने के बाद ħूण को 
सावधानीपवू[क सोͬचत होने के ͧलये Ǔनजमȸकृत अवèथाओं मɅ मुगȸ के इÛÈयबेूटर मɅ रख Ǒदया जाता 
है 38.50C तापमान पर ।  
Ĥे¢ण 
अलग-अलग समयांतराल के अनसुार Ĥ×यारोͪपत भाग पǐरवͬध[त होने लगता है तथा धीरे-धीरे सàपणू[ 
भाग पǐरवͬध[त हो जाता है । 
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पǐरवध[न के अÚययन के ͧलए इसका एक सàपणू[ ǐरकाड[ होता है िजसमɅ Ĥायोͬगक तैयारȣ, Ǒदनांक, 
ĚांसÜलाÛट Ĥ×यारोपण Ǒदनांक आǑद मह××वपणू[ जानकाǐरयाँ होती है । 
पǐरवͬध[त होते ħणू का अÚययन हम सामाÛय Ĥकाश सूêमदशȸ कȧ सहायता से कर सकते है । 
पǐरणाम 
पाद कͧलका ͪवͧभनन पाद भागɉ मɅ ͪवभािजत होना Ĥारàभ करती है, िजसमɅ उसके आकारकȧय पǐरवत[नɉ 
ɮवारा देख जा सकता है । 
सावधाǓनयाँ 
(i) Ĥ×यारोपण का सàपणू[ काम लेͧमनार वाय ुĤवाह मɅ करना चाǑहये । 
(ii) सारे उपकरण भलȣ भाँǓत Ĥकार से Ǔनजमȸकृत होने चाǑहये । 

3.6 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) : 
1. कोͧशका व ऊतक संवध[न तकनीक Èया है ? 
2. संवध[न के ͧलए माÚयम कȧ Èया आवæयकता है ? 
3. संवध[न तकनीͩकयɉ के समय Ǔनज[मȸकरण Èयɉ आवæयक है ? 
4. मुगȸ के अÖडे के -कवच का Èया काय[ है ? 
5. कवच रǑहत संवध[न के Èया लाभ है ? 
6. ऊतक Ĥ×यारोपण Èया है ? 
7. ऊतक Ĥ×यारोपण मɅ ऊतक को ͩकस जगह Ĥ×यारोͪपत ͩकया जाता है ? 
8. संवध[न व Ĥ×यारोपण तकनीकɉ के Èया मह××व है ? 

3.7 संदभ[ ĒÛथ (Reference Books) : 
1. आर. इआन ĥेशने, कãचर ऑफ एनीमल सेãस : ए मेनअूल ऑफ बेͧसक टैÈमीÈस, एलन.आर. 

ͧलस Ûययूॉक[  । 
2. जान पाल, सेल एÖड Ǒटशु कãचर, चͬच[ल ͧलͪवगएटोन, एͫडनबग[ । 
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इकाई 4 
पादप ऊतक संवध[न कȧ आधारभूत तकनीक 

(Fundamental Techniques of Plant Tissue Culture) 
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा 
4.0 उƧेæय 
4.1 Ĥèतावना  
4.2 पादप ऊतक संवध[न हेतु पोषक माÚयम तैयार करना  

4.2.1 मुराͧशगे तथा èकूग माÚयम के ͪवरचन का अßयास 
4.2.2 åहाइट माÚयम के ͪवरचन का अßयास 

4.3 कैलस तथा Ǔनलंǒबत संवध[नɉ को तैयार करना 
4.3.1 कैलस तथा कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न का Ĥायोͬगक अßयास 

4.4शीष[ Ĥरोह तथा पव[संͬध खÖड संवध[न 
4.4.1 èतàभ शीष[ संवध[न का Ĥायोͬगक अßयास 
4.4.2 पव[संͬध खÖड संवध[न का Ĥायोͬगक अßयास 

4.5 मौͨखक Ĥæन 
4.7 सÛदभ[ ĒÛथ 

4.0 उƧेæय (Objectives) :  
इस इकाई के अÚययन एव ंइसके अÛतग[त Ǒदये गये अßयास काय[ कȧ सहायता से आप पादप ऊतक 
संवध[न कȧ तकनीक के Ǔनàनͧलͨखत Ĥायोͬगक तØयɉ से पǐरͬचत हो जायɅगे । 
 पादप ऊतक संवध[न हेतु Ĥयोग मɅ लाये जाने वाले पोषक माÚयमɉ (nutrient media); 

उदाहरणèवǾप - एम.एस. तथा åहाइट माÚयमɉ (MS and White's Media) कȧ उपयोͬगता 
एव ंइनकȧ ͪवरचन ͪवͬध को सीखना । 

 कैलस तथा Ǔनलंǒबत संवध[नɉ का उ×पादन करना । 
 ऊतक संवध[न तकनीक का उपयोग करते हु ये, शीष[ Ĥरोह व पव[संͬध खÖड संवध[न कȧ सहायता 

से पादप उ×पादन करना। 

4.1 Ĥèतावना (Introduction) : 
पादप ऊतक संवध[न जैव Ĥौɮयोͬगकȧ कȧ एक अ×यÛत उपयोगी तकनीक है । इस तकनीक कȧ सहायता 
से Ĥयोगशाला के कृǒğम वातावरण मɅ पौधे तैयार ͩकये जाते हɇ । वत[मान समय मɅ अनेक पादप ĤजाǓतयɉ 
का संवध[न इस तकनीक कȧ सहायता से ͩकया जा रहा है । Ĥायोͬगक Ǻिçट से यह तकनीक जǑटल 
एव ंअनेक छोटȣ-छोटȣ ͪवͬधयɉ का समावेश है । 
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जैसा ͩ क पादप ऊतक संवध[न के सैƨािÛतक पाठ मɅ बताया गया है ͩक पादप ऊतक संवध[न मɅ कतȾ×तक 
(explant) को कृǒğम माÚयम पर संवͬध[त ͩकया जाता है । अत: पोषक माÚयम इस तकनीक का 
सवा[ͬधक मह×वपणू[ घटक है । वाèतव मɅ पोषक माÚयम हȣ यह Ǔनधा[ǐरत करता है ͩक पादप ऊतक 
संवध[न के पǐरणाम आशानǾुप हɉगे अथवा नहȣं । समय-समय पर अनेक ͪवशेष£ɉ ने पादप ऊतकɉ 
कȧ पोषण आवæयकता को Úयान मɅ रखत ेहु ये अनेक पोषक माÚयमɉ का ͪवकास ͩकया । सन ्1962 
मɅ मुराͧशगे तथा èकूग (Murashige and Skoog, 1962) के ɮवारा ĤǓतपाǑदत पोषक माÚयम 
सवा[ͬधक Ĥचͧलत है । यɮयͪप åहाइट (1963) के ɮवारा Ǒदया गया पोषक माÚयम भी पादप ऊतक 
संवध[न मɅ Ĥयोग ͩकया जाता है परÛतु मुराͧशगे व èकूग माÚयम जो ͪवशेष Ǿप से तàबाकू के ऊतक 
संवध[न हेत ुͪ वकͧसत ͩकया गया था, अनेक पादप ĤजाǓतयɉ के ͧलये अनकूुल ͧसƨ हुआ है । इस अÚयाय 
मɅ इन दोनɉ पोषक माÚयमɉ के रासायǓनक संघटन व इनकȧ ͪवरचन ͪवͬध का अßयास करɅगे । 
कैलस व Ǔनलिàबत संवध[न तकनीक एक बहु उपयोगी तकनीक है जो पादप ͪवकास से संबंͬ धत अनेक 
गǓतͪवͬधयɉ के अÚययन हेतु Ĥयोग कȧ जाती है । कैलस ऐसी अͪवभेǑदत कोͧ शकाओं का समहू होता 
है िजनमɅ संरचना व काय[ के अनसुार ͪ वभेदन नहȣं हुआ होता है । सव[Ĥथम हेबरलैÖट (1902) ने अपने 
Ĥयोगɉ कȧ सहायता से पि×तयɉ कȧ ͪवलͬगत कोͧशकाओं (isolated cells) को तरल नोप ͪवलयन 
(Knop's solution) पर संवͬध[त करके इस तकनीक के Ĥारिàभक अÚययन ͩकये । बाद मɅ èकूग 
तथा ͧमलर (Skoog and Miller, 1957) ने तàबाकू मɅ नव अंगोƫवन (de novo 
organogenesis) का Ĥदश[न ͩ कया । इस अÚयाय मɅ आप Ĥायोͬगक अßयास कȧ सहायता से कैलस 
संवधा[न व Ǔनलंǒबत कोͧशका संवध[न कȧ तकनीक को सीखɅगे ।  

4.2 पादप ऊतक संवध[न हेतु पोषक माÚयम तैयार करना (Preparation 
of Nutrient Medium for Plant Tissue Culture) 

पादप ऊतक संवध[न मɅ Ĥयोग ͩकये जाने वाले पोषक माÚयम अनेक काब[Ǔनक व अकाब[Ǔनक यौͬगकɉ 
का ͧमĮण होत ेहɇ । इनका ͪवरचन अ×यÛत सावधानीपवू[क व ͪवͬधवत ्ͩकया जाना चाǑहये । 

4.2.1 Ĥायोͬगक काय[ का उƧेæय 

पादप ऊतक संवध[न हेतु मरुाͧशगे व èकूग पोषक माÚयम का ͪवरचन करना । 
ͧसƨाÛत 
पादपɉ तथा सवंध[न हेतु Ĥयोग कȧ जा रहȣ पादप कोͧशकाओं कȧ पोषण संबधंी आवæयकता लगभग 
समान होती है । पोषक माÚयम का सघंटन तथा पादप ĤजाǓत, पादप ऊतक संवध[न कȧ सफलता को 
सुǓनिæचत करता है । मुराͧशगे तथा èकूग पोषक माÚयम को अनेक काब[Ǔनक व अकाब[Ǔनक यौͬगकɉ 
को आवæयक माğा मɅ ͧमलाकर तैयार ͩकया गया है । सारणी 4.1 मɅ मरुाͧशगे व èकूग माÚयम का 
रासायǓनक संघटन Ĥèततु ͩ कया गया है । इस माÚयम मɅ काब[न, हाइĜोजन, ऑÈसीजन के अǓतǐरÈत 
अÛय लवणɉ जैसे - पोटेͧशयम (K), नाइĚोजन (N), कैिãशयम (Ca), मैÊनीͧशयम (Mg),  
फॉèफोरस (P) तथा सãफर (S), बोरोन (B), कॉपर (Cu), िजंक (Zn), आयोडीन (I), कोबाãट (Co) 
का Ĥयोग ͩकया गया है । 
èटॉक ͪवलयन तैयार करना 
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पादप ऊतक संवध[न मɅ Ĥयोग ͩकया जाने वाला पोषक माÚयम अनेक रासायǓनक यौͬगकɉ का ͧमĮण 
होता है । अत: हर बार पोषक माÚयम तैयार करने हेत ुआवæयक यौͬगकɉ को उͬचत माğा मɅ तौलकर 
Ĥयोग करना एक दçुकर काय[ है । अत: आवæयक रसायनɉ का साÛġ ͪवलयन तैयार करके èटॉक के 
Ǿप मɅ सरुͯ¢त रखकर आवæयकतानǾुप Ĥयोग करना सुगम होता है । अत: पोषक माÚयम के ͪ वरचन 
से पवू[ èटॉक ͪवलयन को तैयार करने का अßयास सीखना Ĥायोͬगक Ǻिçट से लाभदायक होगा । 
आवæयक सामĒी 
मुराͧशगे तथा èकूग माÚयम के अनसुार आवæयक रसायन, आसुत जल, मापन ͧसͧलÖडर, बीकर, 
अͧभकम[ बोतल, èपेɪयलूा, भार मापन हेतु तुला तथा संĒहण हेतु रेͩĥजरेटेर आǑद । 
ͪवͬध  
मुराͧशगे तथा èकूग पोषक माÚयम के ͧ लये आवæयक èटॉक ͪ वलयनɉ को Ǔनàन चरणɉ मɅ तैयार ͩ कया 
जा सकता है- 
वहृदपोषक त××वɉ का èटॉक ͪवलयन 
Ĥाय: वहृद पोषक त××वɉ का èटॉक ͪ वलयन दस गनुा साÛġता (10xconcentration) मɅ तैयार ͩ कया 
जाता है । इस ͪवलयन को बनाने के ͧलये कैिãशयम Èलोराइड (CaCI2) को छोड़कर अÛय यौͬगकɉ 
को एक- एक करके आसुत जल मɅ घोल लɅ । कैिãशयम Èलोराइड का èटॉक ͪवलयन अलग से तैयार 
करना चाǑहये । 
सूêम पोषक त××वɉ का èटॉक ͪवलयन 
सामाÛयत: सभी सूêम पोषक त××वɉ का èटॉक ͪ वलयन 100 गनुा (100x) अͬधक साÛġता के अनपुात 
मɅ तैयार ͩकया जाता है । चूँͩक कȧपर तथा कोबाãट (Copper and Cobalt) कȧ अǓतसूêम माğा 
मɅ आवæयकता होती है अत: इन दो लवण यौͬगकɉ का èटॉक ͪ वलयन पवू[ मɅ अलग बनाकर इÛहɅ अÛय 
सूêम पोषक त××वɉ के ͪवलयन के साथ आवæयक साÛġता मɅ ͧमलाकर तैयार ͩकया जाना चाǑहये । 
इन पोषक त××वɉ के ͪवलयनɉ को अͧभकम[क बोतल मɅ बदं करके कम तापमान पर सरुͯ¢त रखा जा 
सकता है । 
आयरन - ई.डी.टȣ.ए. (lron-EDTA) का èटॉक ͪवलयन 100 गनुा अͬधक साÛġता मɅ तैयार ͩकया 
जा सकता है अथवा इसे माÚयम तैयार करत ेसमय भी बनाया जा सकता है । 
ͪवटाͧमन तथा वृͪ ƨ Ǔनयğंकɉ का èटॉक ͪवलयन 
ये सरल èटॉक ͪ वलयन होते हɇ इÛहɅ तैयार करने के ͧ लये पहले आवæयक माğा को ͪ वलायक (solvent) 
कȧ सूêम माğा लेकर उसमɅ घोल लेना चाǑहये । इसके पæचात ्आवæयक माğा मɅ आसतु जल ͧमलाकर 
ͪवलयन तैयार कर लेते हɇ । यौͬगकɉ कȧ साÛġता को ͧमलȣĒाम ĤǓत लȣटर अथवा मोलर साÛġता मɅ 
तैयार करते हɇ । 
सारणी 4.1 मɅ मुराͧशगे व èकूग माÚयम के èटॉक ͪ वलयन व इनकȧ आवæयक माğा का ͪ ववरण Ǒदया 
गया है । 
èटॉक ͪवलयनɉ को बनाने के पæचात ्आइये मुराͧशगे व èकूग पोषक माÚयम के ͪवरचन का अßयास 
करते हɇ । इस माÚयम को Ǔनàन सोपानɉ मɅ तैयार ͩकया जा सकता है - 
 सव[Ĥथम एक 1000 ͧमलȣ. लȣ. ¢मता वाले मापन ͧसलेÖडर मɅ लगभग 600 ͧमलȣ.लȣ आसुत 

जल लेकर इसमɅ Ǔनàनͧलͨखत माğा मɅ èटॉक ͪवलयन ͧमलायɅ - 
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वहृद पोषक त××वɉ का èटॉक ͪवलयन 100 ͧमलȣ.लȣ. 
सूêम पोषक त××वɉ का èटॉक ͪवलयन 10 ͧमलȣ.लȣ 
आयरन ई.डी.टȣ.ए. èटॉक ͪवलयन 05 ͧमलȣ.लȣ. 
ͪवटाͧमन èटॉक ͪवलयन 10 ͧमलȣ.लȣ. 
 इसके पæचात ्एक बीकर मɅ लगभग 150 ͧमलȣ.लȣ आसुत जल लेकर इसमɅ 30 Ēाम सĐुोज 

(sucrose) का घोल बनाकर मापन ͧसलेÖडर मɅ ͧमला दɅ । यह Úयान रखɅ ͩक शक[ रा ͪवलयन 
को Ǿई से छानकर ͧमएलाना चाǑहये ताͩक अशुͪƨयाँ दरू हो जायɅ । 

 इसके पæचात ्आसुत जल ͧमलाकर ͧमĮण का अिÛतम आयतन लगभग 1000 ͧमलȣ.लȣ. कर 
लɅ । 

 पोषक माÚयम का pH सामाÛयत: 5.8 Ǔनधा[ǐरत करते हɇ । 1 नाम[ल NaOH तथा 1 नाम[ल 
HCI ͪवलयनɉ का Ĥयोग करते हु ये पोषक माÚयम का pH 5.8 Ǔनधा[ǐरत करɅ । 

 पोषक माÚयम का अंǓतम आयतन पनु: जाचँ लɅ । यǑद 1 लȣ. से कम हो तो आसुत जल ͧमलाकर 
1 लȣ. कर लɅ । 

 पोषक माÚयम को ͪवसंĐͧमत करने से पवू[ इसमɅ 8-1० Ēाम / लȣ. के अनपुात मɅ अगार-अगार 
(agaragar) ͧमलायɅ । इससे पोषक माÚयम ठोस अथवा अƨ[ठोस अवèथा मɅ तैयार ͩकया जा 
सकता है । 

 उपरोÈत समèत अवयवɉ को एक बड़े कोǓनकल Ýलाèक मɅ डालकर ऑटोÈलेव कȧ सहायता से 
Ǔनज[मȸकृत कर लɅ । सामाÛयत: 121०C तापमान तथा 15 पɉड दाब पर 20 ͧमनट तक ऑटोÈलेव 
करने पर पोषक माÚयम Ǔनज[मȸकृत हो जाता है । 

 आटोÈलेव से Ǔनकालकर पोषक माÚयम को Ĥयोगशाला कȧ बɅच पर ठंडा होने के ͧलये रख दɅ । 
लगभग 6-10 घÖटɉ के पæचात ्पोषक माÚयम ठोस अवèथा अƨ[ठोस अवèथा मɅ आ जायेगा । 

सारणी 4.1 मुराͧशगे तथा èकूग पोषक माÚयम का संघटन एव ंइसके èटॉक ͪवलयन कȧ सांġता का 
ͪववरण  

Đमाकं संघटक मुराͧशगे व èकूग 
माÚयम मɅ साÛġता 
(ͧमलȣ.Ēा / लȣ.) 

èटॉक ͪवलयन मɅ 
साÛġता 

(ͧमलȣ.Ēा. / लȣ.) 

1 लȣ. माÚयम 
मɅ वांǓछत 

माğा (ͧमलȣ.लȣ.) 
1. वहृद पोषक त××व (10X) STOCK-I 

NH4NO3 1650 16500 100 
KNO3 1900 19000  

MgSO4.7H2O 370 3700  
KH2PO4 170 1700  

2. वहृद पोषक त×व (10x) STOCK-II 
CaCl2.2H2O 440 4400 100 

3. सूêम पोषक त××व (100x) STOCK-III 
H3BO3 6.2 620 10 
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MnSO44H2O 22.3 2230  
ZnSO4.7H2O 8.6 860  

KI 0.83 83  
Na2MoO4.2H2O 0.25 25  
CuSO4.5H2O 0.025 2.5  
CoCl2.6H2O 0.025 2.5  

Fe EDTA-Na Salt 40 तुरंत तैयार करके 
ͧमलायɅ 

 

4. ͪवटाͧमन (200X) STOCK-IV 
Nicotinic acid 0.5 100 05 
Thiamine HCI 0.1 20  
Pyridoxine HCI 0.5 100  
Meso-inositol 100 20000  

Glycine 2.0 400  
अÛय - 
सुĐोज   30 Ēा./ͧल. 
अगार   8 Ēा./ ͧल. 
pH   5.8 

4.2.2 Ĥायोͬगक काय[ का उƧेæय (Objective of Expermental Work) 

पादप ऊतक संवध[न हेतु åहाइट पोषक माÚयम (White’s Nutrient Medium) तैयार करना । 
ͧसƨाÛत 
åहाइट के ɮवारा ĤǓतपाǑदत पोषक माÚयम अपे¢ाकृत सुगम व कम यौͬगकɉ का ͧ मĮण है । मुराͧशगे 
तथा èकूग मɅ Ĥयोग ͩ कये गये अनेक पोषक त××वɉ को åहाइट माÚयम मɅ सिàमͧलत नहȣं ͩ कया गया 
है । इस माÚयम मɅ Ĥयोग ͩकये गये Ĥमुख वहृद पɋषेकं त××व मैÊनोͧशयम (Mg), फाèफोरस (P), 
पोटेͧशयम (K), सोͫडयम (Na), कैिãशयम (Ca) आǑद है । इसके अǓतǐरÈत आयोडीन (I), िजंक (Zn), 
बोरोन (B), आयरन (Fe) आǑद को सूêम पोषक त×वɉ के Ǿप मɅ सिàमͧलत ͩकया गया है । 
èटॉक ͪवलयन तैयार करना 
पवू[ मɅ वͨण[त ͪवͬध के अनसुार åहाइट माÚयम मɅ ĤयÈुत समèत यौͬगकɉ को सुͪवधानसुार Ǔनàनͧलͨखत 
èटॉक ͪवलयनɉ के Ǿप मɅ तैयार कर ͧलया जाता है - 
आवæयक सामĒी 
åहाइट माÚयम के अनसुार आवæयक रसायन, आसुत जल, मापन ͧसͧलÖडर, बीकर, अͧभकम[क बोतल, 
मापन ͧसͧलÖडर, बीकर, èपेɪयलूा, भार मापन हेतु तलुा एव ंसंĒहण हेतु रेͩĥजरेटर आǑद । 
ͪवͬध  
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सव[Ĥथम Ǔनàनͧलͨखत ͪवͬध के अनसुार åहाइट माÚयम के सभी संघटकɉ को èटॉक ͪवलयनɉ के Ǿप 
मɅ तैयार कर ͧलया जाता है - 
वहृद पोषक त×वɉ का èटॉक ͪवलयन 
Ĥाय: वहृद पोषक त××वɉ का èटॉक ͪ वलयन 10 गनुा (10X) अͬधक साÛġता मɅ तैयार ͩकया जा सकता 
है । इस ͪवलयन को बनाने के ͧलये सभी यौͬगकɉ को एक-एक करके आसुत जल मɅ घोल लɅ । परूȣ 
तरह घलु जाने पर èटॉक ͪवलयन को èवÍछ अͧभकम[क बोतल मɅ रख लɅ । 
सूêम पोषक त××वɉ का èटॉक ͪवलयन 
सामाÛयत: सभी सूêम पोषक त××वɉ का èटॉक ͪ वलयन 100 गनुा (100X) अͬधक साÛġता के अनपुात 
मɅ तैयार ͩकया जाता है । उͬचत माğा मɅ सूêम त××व लेकर आसुत जल मɅ सावधानीपवू[क घोल लɅ 
। पणू[त: पारदशȸ ͪवलयन बन जाने पर अͧभकम[क बोतल मɅ भरकर कम तापमान पर रखɅ । 
ͪवटाͧमनɉ का èटॉक ͪवलयन 
åहाइट माÚयम मɅ कुछ ͪ वटाͧमन भी ͧमलाये जात ेहɇ । ये सामाÛयत: सरल èटॉक ͪ वलयन होते हɇ िजÛहɅ 
आसुत जल मɅ घोलकर तैयार ͩकया जाता है । 
सारणी 4.2 मɅ åहाइंट माÚयम के आवæयक अवयव, उनकȧ वांǓछत माğा व èटॉक ͪ वयलन कȧ साÛġता 
का ͪववरण Ǒदया गया है । 
èटॉक ͪवलयनɉ को बनाने के पæचात ्आइये åहाइट माÚयम के ͪवरचन का अßयास करते हɇ । इस 
अÚययन को Ǔनàन सोपानɉ मɅ तैयार ͩकया जा सकता है - 
 सव[Ĥथम एक 1000 ͧमलȣ. लȣ. ¢मता वाले मापन ͧसͧलडंर मɅ लगभग 500 ͧमलȣ.लȣ. आसुत 

जल लेकर èटॉक ͪवलयनɉ को Ǔनàन अनपुात मɅ ͧमलायɅ - 
वहृद पोषक त××वɉ का èटॉक ͪवलयन 100 ͧमलȣ.लȣ. 
सूêम पोषक त××वɉ का èटॉक ͪवलयन 10 ͧमलȣ.लȣ. 
ͪवटाͧमनɉ का èटॉक ͪवलयन 10 ͧमलȣ.लȣ. 

 इसके पæचात ्बीकर मɅ लगभग 200 ͧमलȣ. आसतु जल लेकर इसमɅ 20 Ēाम शक[ रा (sucrose) 
का घोल बनाकर मापन ͧसलेÖडर मɅ ͧमला दɅ । शक[ रा के ͪ वलयन को Ǿई से छानकर èटॉक ͪवलयन 
मɅ ͧमलाना चाǑहये । 

 इसके पæचात ्आसुत जल ͧमलाकर ͧमĮण का अंǓतम आयतन लगभग 1 लȣ. कर लɅ । 
 पोषक माÚयम का pH सामाÛयत: 5.0-6.0 के मÚय åयविèथत करते हɇ । IN सोͫडयम 

हाइĜॉÈसाइड तथा IN हाइɬÈलोǐरक अàल का उपयोग करत ेहु ये पोषक माÚयम का pH Ǔनधा[ǐरत 
कȧिजये । 

 पोषक माÚयम का अंǓतम आयतन पनु: जाचँ लɅ । यǑद 1 लȣ. से कम हो तो आसुत जल ͧमलाकर 
1000 ͧमलȣ. लȣ. कर लɅ । 

 पोषक माÚयम को Ǔनज[मȸकृत करने से पवू[ इसमɅ 8-10 Ēाम / लȣ. के अनपुात मɅ अगार-अगार 
ͧमलायɅ । अगार का Ĥयोग करके पोषक माÚयम को ठोस अथवा अƨ[ठोस अवèथा मɅ तैयार ͩ कया 
जा सकता है । 
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 उपरोÈत समèत अवयवɉ को एक बड़े कोǓनकल Ýलाèक मɅ डालकर ऑटोÈलेव कȧ सहायता से 
Ǔनज[मȸकृत कर लɅ । सामाÛयत: 121 ͫ डĒी सेÛटȣĒेड तापमान पर 20 ͧमनट तक ऑटोÈलेव करने 
पर पोषक माÚयम Ǔनज[मीकृत हो जाता है । 

 आटोÈलेव से Ǔनकालकर पोषक माÚयम को Ĥयोगशाला मɅ रख दɅ । लगभग 6-10 घÖटɉ के पæचात ्
पोषक माÚयम ठंडा होकर ठोस अथवा अƨ[ठोस अवèथा मɅ आ जायेगा । 

सारणी 4.2 : åहाइट माÚयम (White’s Medium) के संघटक तथा इनके èटॉक ͪवलयन कȧ साÛġता 
का ͪववरण । 
Đमाकं संघटक åहाइट माÚयम मɅ साÛġता 

(ͧमलȣ.Ēा./लȣ.) 
 

èटॉक ͪवलयन मɅ 
साÛġता 

(ͧमलȣ.Ēा. लȣ.) 

1 लȣ. माÚयम मɅ वांǓछत 
माğा (ͧमलȣ.लȣ.) 

 
1. वहृद पोषक त××व STOCK(10X) 

KCI 65 650 100 
MgSO4.7H2O 720 7200  

KNO3 80 800  
Na2SO4 200 2000  

Ca(NO3)2.4H2O 300 3000  
2. सूêम पोषक त××व STOCK-II (100X) 
NaH2PO4.H2O 16.5 1650 10 
MnSO4.H2O 7 700  

KI 0.75 75  
ZnSO4.7H2O 3 300  

H3BO3 1.5 150  
Fe2(SO4)3 2.5 250  

3. ͪवटाͧमन STOCK (200X)  
Thiamine HCl 0.1 20 05 
Pyridoxine HCI 0.1 20  
Nicotinic Acid 0.5 100  

Glycine 3 600  
Cysteine 1.0 200  

अÛय   
सुĐोज़   20 Ēा./ͧल. 
pH   5.0-6.0 
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4.3 कैलस तथा Ǔनलंǒबत संवध[नɉ को तैयार करना (Production of 
Callus and Suspension Cultures) : 

अंगोƫवन (organogenesis) पादप ऊतक संवध[न कȧ एक अ×यÛत उपयोगी तकनीक है िजसमɅ 
कृǒğम माÚयम पर कतȾ×तकɉ का संवध[न कराया जाता है । इस तकनीक मɅ पादप पनुराƫवन (plant 
regeneration) के ͧलये कैलस कȧ उ×पि×त कराई जाती है िजसे -बाद मɅ Ǔनलंǒबत संवध[न के Ǿप 
मɅ तैयार करके पादप तैयार ͩकये जाते हɇ । इस Ĥकार Ĥेǐरत ͩकया जाने वाला अंगोƫवन नव अंगोƫवन 
(de novo organogenesis) कहलाता है अथा[त ्जब अगोƫवन ͩकÛहȣ ंऐसी कोͧशकाओं से होता 
है जो इस काय[ के ͧ लये पणू[ Ǔनयोिजत नहȣं होती हɇ तो इसे नव अंगोदभवन या अपèथाǓनक अंगोƫवन 
कहते हɇ । उदाहरणèवǾप - कैलस कȧ कोͧशकाओं से पादप पनुǽƫवन । 
अंगोƫवन का Ĥायोͬगक Ĥदश[न सव[Ĥथम तàबाकू मɅ èकूग तथा ͧमलर (SKoog and Miller) ने 
1957 मɅ ͩ कया । इस तकनीक मɅ कैलस अथवा कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न तैयार ͩकये जाते हɇ जो पादप 
संवध[न मɅ उपयोग मɅ लाये जाते हɇ । कैलस अͪवभेǑदत कोͧशकाओं का एक समूह होता है । पादप संवध[न 
के दौरान कैलस कȧ कोͧशकायɅ पनु[ͪ वभेǑदत होकर èतàभ कͧलका (shoot bud) का Ǔनमा[ण करती 
है । यह ĤͩĐया अनेक जǑटल अवèथाओं के माÚयायम से सàपÛन होती है । इस ĤͩĐया मɅ कैलस 
कȧ कोͧशकाओं को तरल माÚयम पर संवͬध[त ͩकया जाता है । 
तàबाकू व अÛय पादप ĤजाǓतयɉ मɅ अंगोƫवन का Ĥेरण आिÈसन कȧ तुलना मɅ साइटोकाइǓनन कȧ उÍच 
सांġता के Ĥभाव मɅ ͩकया जा सकता है । तàबाकू मɅ पादपɉ का Ǔनमा[ण एक हȣ पोषक माÚयम पर 
ĤाÜत ͩकया जा सकता है । 

4.3.1 Ĥायोͬगक काय[ का उƧेæय (Objective of Experimental Work) 

कैलस तथा कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न तकनीक के उƧेæय को Ǔनàन ǒबÛदओंु मɅ èपçट ͩ कया जा सकता 
है - 
 तàबाकू के कतȾ×तक का उपयोग करते हु ये कैलस संवध[न को Ĥेǐरत करना । 
 तàबाकू मɅ कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न तैयार करना तथा Ǔनलंǒबत संवध[न से कैलस ĤाÜत करना। 
 तàबाकू के कैलस से अपèथाǓनक èतàभ व मलू (shoot and root) को Ĥेǐरत करवाना तथा 

कैलस से तàबाकू के पादपɉ का पनुरोदभवन करवाना । 
आवæयक सामĒी 
कैलस उतेरण तथा Ǔनलंǒबत संवध[न को अलग-अलग अवèथाओं मɅ ĤाÜत ͩकया जा सकता है । इस 
Ĥायोͬगक अßयास हेतु Ǔनàनͧलͨखत सामĒी कȧ आवæयकता होती है - 
पादप सामĒी 
Ĥायोͬगक अßयास हेतु तàबाकू (Nicotiana tabacum) के पौधɉ कȧ आवæयकता होगी । तàबाकू 
के पौधे तैयार करने के ͧ लये सव[Ĥथम बीजɉ को Ǔनज[मȸकृत करके अंत: पाğे िèथǓत मɅ अंकुǐरत कराया 
जा सकता है । बीजɉ को पवू[ मɅ बताई गई ͪवͬध के अनसुार Ǔनज[मȸकृत करके उÛहɅ अकुंǐरत करवा 
लɅ । इसके अǓतǐरÈत åयवसाǓयक आपǓूत[क×ताओं से भी तàबाकू के अंतःपाğे िèथǓतयɉ मɅ तैयार ͩ कये 
गये पादपɉ अथवा कैलस संवध[नɉ को Đय करके Ĥयोग ͩकया जा सकता है । 
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उपकरण 
आटोÈलेव लेͧमनार एयर Ýलो, काँच के पाğ यथा - बीकर, मापन ͧ सलेÖडर, कोǓनकल Ýलाèक, ͪपपेट, 
ओवन, Ĥयोगशाला शकेर ǽई, िèĤट, माͬचस आǑद । 
पोषक माÚयम 
कैलस संवध[न तथा कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न हेतु Ǔनàनͧलͨखत पोषक माÚयमɉ कȧ आवæयकता होती 
है - 
 मुराͧशगे तथा èकूग माÚयम िजसमɅ सुĐोज 30 Ēाम / लȣ. तथा अगार 8 Ēाम / लȣ. के अनपुात 

मɅ हो । इस माÚयम का उपयोग अतंःपाğे िèथǓतयɉ मɅ बीज अंकुरण Ĥेǐरत करने के ͧलये ͩकया 
जाता है । 

 मुराͧशगे तथा èकूग माÚयम िजसमɅ सĐुोज 30 Ēा. / लȣ., अगार 8 Ēाम / लȣ., पादप वृͪ ƨ हारमोन 
नÈैयलȣन एͧसǑटक अàल (NAA), 2 ͧमलȣ.Ēा. / लȣ. तथा काइनेǑटन (Kn) 0.2 ͧमलȣ.Ēा. / लȣ. 
के अनपुात मɅ ͧमलाया गया हो । 

 मुराͧशगे तथा èकूग माÚयम िजसमɅ सĐुोज 30 Ēा. / लȣ., अगार 8 Ēा. / लȣ. तथा बɅजाइलएͫडनीन 
(BA) 0.5 ͧम.लȣ. Ēा. / लȣ. के अनपुात मɅ Ĥयोग ͩकया गया हो । 

ͪवͬध 
Ĥायोͬगक अßयास 4.2.1 मɅ बताई गई ͪवͬध के अनसुार मरुाͧशगे तथा èकूग माÚयम पĚैȣ Üलेट मɅ 
तैयार कर लɅ । पोषक माÚयम को 125 ͧमलȣ.लȣ. ¢मता वाले कोǓनकल Ýलाèक मɅ भी तैयार ͩकया 
जा सकता है । 
कोͧशका संवध[न हेतु तरल माÚयम बनाने के ͧ लये ͪ वशेष Úयान देने योÊय बात यह है ͩ क इसमɅ अगार 
का Ĥयोग नहȣं ͩकया जाता है । 
कैलस तथा कोͧशका संवध[न को Ǔनàनͧलͨखत उपͪवͬधयɉ कȧ सहायता से सàपÛन ͩकया जा सकता 
है - 
1. कैलस Ĥेरण तथा इसका दȣघ[कालȣन èथापन (Callus induction and its long tern 

maintenance) 
 ͪवसंĐͧमत अवèथा मɅ अंकुǐरत कराये गये पौधे कैलस Ĥेरण के ͧलये सवा[ͬधक उपयÈुत होत ेहɇ। 

जब पौधे के बीजपğ परूȣ तरह अलग-अलग हो जायɅ तथा एͪपकोटाइल (epicoty) Ǔनकलना Ĥारàभ 
हो जाये तब कतȾ×तक (explants) Ǔनकलना Ĥारàभ हो जाये तब कतȾ×तक (explants) चयन 
करने का उपयÈुत समय होता है । सामाÛयत: यह अवèथा 7-14 Ǒदन के अÛदर आ जाती है । 
एक Ǔनज[मȸकृत पĚैȣÜलेट मɅ कतȾ×तक तैयार करने के ͧलये इसके दोनɉ बीजपğ काट लɅ । इन 
बीजपğɉ को मरुाͧशगे तथा èकूग माÚयम पर सàवध[न हेतु èथानाÛतǐरत कर दɅ । इस पोषक माÚयम 
मɅ पादप वृͪ ƨ हॉमȾन, नेÝथलȣन एͧसǑटक अàल (NAA) 2 ͧमलȣ.Ēा. /लȣ. तथा काइनेǑटन (Kn) 
0.2 ͧम.Ēा. / लȣ. कȧ साÛġता मɅ ͧमलाये जाने चाǑहए । यह पोषक माÚयम कैलस Ĥेरण के ͧलए 
उपयÈुत है । 

 बीजपğɉ के अǓतǐरÈत अंकुǐरत बीजɉ से अधोबीजपğ (hytocotyl)को भी कतȾ×तक के ǽप मɅ 
सàवध[न माÚयायम पर èथानाÛतǐरत करके कैलस कȧ ĤािÜत कȧ जा सकती है । 
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 सàवध[न पाğ (culture flask) को अÍछȤ तरह ǽई कȧ डाट लगाकर (Cotton plug) लगभग 
चार सÜताह के ͧलये सàवध[न क¢ (culture room) मɅ रख दɅ । 

 समवध[न क¢ का तापमान लगभग 250 सेÛटȣĒेड पर िèथर होना चाǑहए । कतȾ×तकɉ कȧ अनकूुल 
वृͪ ƨ हेतु समवध[न क¢ का दȣÜतकाल (Photo period) 16 घटें कȧ अवͬध का होना चाǑहए । 

 समवध[न क¢ मɅ रखे गये पाğɉ का Ǔनरȣ¢ण Ĥ×येक सÜताह करते रहɅ तथा कैलस कȧ उ×पि×त 
तथा इसकȧ वृͪ ƨ को ǐरकाड[ कर लɅ । 

 कैलस दȣघ[ अवͬध के ͧ लये बनाये रखने हेत ुइसे समय-समय पर पोषक माÚयम पर पनुस[àवͬध[त 
करते रहना चाǑहए । इसके ͧलये कैलस के छोटे-छोटे खÖड (लगभग 0.3-0.5 Ēा.) लेकर उÛहɅ समान 
संघटन वाले पोषक माÚयम पर लगभग चार सÜताह के अतंराल पर èथानाÛतǐरत करते रहना 
चाǑहये। 

2. कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न का आरàमन तथा दȣघ[ अवͬध èथापन (Cell suspension culture 
initiation and long term maintenance) 

 बनुसेन बन[र अथवा िèĤट लɇप का उपयोग करत ेहु ये सव[Ĥथम एक कोǓनकल Ýलाèक के मु ंह को 
Ǔनज[मȸकृत कर लɅ । इस Ýलाèक मɅ पवू[ मɅ हȣ लगभग 15 ͧमलȣ.लȣ. तरल मरुाͧशगे तथा èकूग 
माÚयम तैयार कर लɅ । 

 एक Ǔनज[मȸकृत पĚैȣÜलेट मɅ कैलस को एकğ कर लɅ । सावधानीपवू[क धीरे-धीरे ͬ चमटȣ का उपयोग 
करते हु ये कैलस को छोटे-छोटे खÖडɉ मɅ तोड़ लɅ । लगभग 2 सेमी. åयास के कैलस ͪपÖड से 20-30 
सूêम खÖड तैयार ͩकये जा सकत ेहɇ । 

 Ǔनज[मȸ तकनीकɉ का सावधानीपवू[क उपयोग करत ेहु ये कैलस के इन छोटे-छोटे खÖडɉ को ͬचमटȣ 
कȧ सहायता से तरल माÚयम मɅ èथानाÛतǐरत कर दɅ । 
पनु: कोǓनकल Ýलाèक के मुहँ को Ïवाला के सàमुख Ǔनज[म[ करके इसे ǽई कȧ डाट (cotton plug) 
से बदं कर दɅ । 

 अÛय कोǓनकल Ýलाèक मɅ भी कैलस को इसी Ĥकार èथानाÛतǐरत करके तैयार कर लɅ । 
 सभी Ýलाèक को लगभग एक सÜताह तक 125 घणू[न ĤǓत ͧ मनट कȧ दर से शेकर पर पǐरवͬध[त 

करने पर कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न Ĥारàभ हो जाता है । 
 कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न को Ĥ×येक सÜताह तरुÛत तैयार ͩकये हु ये पोषक माÚयम पर èथानांतǐरत 

करके इसकȧ माğा बढ़ात ेरहɅ । कुछ सÜताह तक एक Ǔनज[म[ ͪ पपेट कȧ सहायता से पोषक माÚयम 
के लगभग आधे भाग को Ǔनकालकर उसी माğा मɅ तुरंत तयैार ͩकया हुआ माÚयम ͧमलाते रहɅ।  

 जब कोͧशकाओं का ġåयमान लगभग दो गनुा हो जाये, संवध[न अवयवɉ को दो भागɉ मɅ ͪ वभािजत 
करके इसमɅ उसी माğा मɅ तरंुत तैयार ͩ कया हुआ पोषक माÚयम ͧ मला दɅ । जब Ǔनलंǒबत संवध[न 
मɅ कोͧशका समूह के छोटे-छोटे ͪ पÖड ǒबखरे हु ये Ǒदखाई देने लगɅ तो यह Ǔनçकष[ Ǔनकाला जा सकता 
है ͩ क अब कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न Ĥयोग हेतु उपयÈुत है । सामाÛयत: यह अवèथा पनुसɍवध[न 
के 7- 10 Ǒदनɉ के पæचात ्आ जाती है । 

 एक Ǔनज[म[ छलनी (sterile mesh) का उपयोग करते हु ये बड़-ेबड़े कोͧशका समूहɉ (cell 
aggregates) को अलग कर लɅ । 
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3. कोͧशका Ǔनलंǒबत संवध[न से कैलस कȧ पनुĤा[िÜत (Recovery of callus from cell 
suspension) 

 अगार ͧमͬĮत मुराͧशगे तथा èकूग माÚयम (िजसमɅ नÝैथालȣन एͧसǑटक अàल (NAA) 2 ͧमलȣ.Ēा. 
/ लȣ. तथा काइनेǑटन (kn) 0.5 ͧमलȣ.Ēा. / लȣ. के अनपुात मɅ ͧमलाया गया हो) कȧ पĚैȣ Üलेट 
पर ͪ पपेट कȧ सहायता से Ǔनज[म[ अवèथा मɅ 1 -2 ͧमलȣ. Ǔनलिàबत संवध[न को èथानाÛतǐरत कर 
दɅ । यह सुǓनिæचत कर लɅ ͩक Ǔनलंबन पĚैȣÜलेट मɅ माÚयम कȧ परूȣ सतह पर एक समान फैल 
गया है । 

 पĚैȣÜलेɪस को परैाͩफãम से सीलबदं कर के संवध[न क¢ मɅ पǐरवध[न हेत ुरख दɅ । 4,6 तथा 8 
सÜताह कȧ अवͬध पर Ĥे¢ण ǐरकाड[ करɅ । Ĥ×येक माह कैलस के कुछ भाग को ĥेश पोषक माÚयम 
पर èथानाÛतǐरत करके पनु: Ĥयोग हेतु èथाͪपत करते रहɅ ।  

4. कैलस से èतàभ कȧ उ×पि×त (Origin of shoots from callus) 
 कैलस के èटॉक मɅ से कुछ खÖड लेकर उनसे पादप èतàभ (shoots) को Ĥेǐरत करायɅ । इसके 

ͧलये कैलस के छोटे-छोटे ͪपÖड लेकर उÛहɅ Ǔनज[म[ अवèथा मɅ पĚैȣÜलेɪस पर èथानाÛतǐरत कर 
दɅ । èतàभ उ×Ĥेरण हेतु िजस पोषक माÚयम का उपयोग करɅगे उसमɅ मुराͧशगे तथा èकूग के 
संघटकɉ के अǓतǐरÈत बेजाइलएͫडनीन (BA)0.5 ͧमलȣ.Ēा. / लȣ. के अनपुात मɅ ͧ मलाया गया होना 
चाǑहये । सामाÛयत: एक पĚैȣ Üलेट मɅ 0.5 Ēा. भार के चार कैलस खÖड हȣ èथानाÛतǐरत करɅ। 

 लगभग 4-6 सÜताह के पæचात ्कैलस के खÖडɉ से अǓतसूêम èतàभ कͧलकाये बनना Ĥारàभ हो 
जाती है । 

 यǑद कैलस से èतàभ कͧलकायɅ बनने कȧ संÉया कम हो तो इस ĤͩĐया को पमु: दोहरायɅ । पोषक 
माÚयायम मɅ आͧशक पǐरवत[न करके भी कैलस से èतàभ कͧलकाओं को ĤाÜत ͩकया जा सकता 
है । 

 संवध[न माÚयम पर ĤाÜत कȧ गई èतàभ कͧलकाओं का माप अ×यÛत सूêम होता है िजÛहɅ सूêमदशȸ 
कȧ सहायता से Ĥेͯ¢त ͩ कया जा सकता है । इन कͧलकाओं से èतàभ को ͪ वकͧसत करने के ͧ लये 
इÛहɅ मरुाͧशगे तथा èकूग माÚयम पर èथानाÛतǐरत करɅ । इस पोषक माÚयम पर èतàभ कȧ लàबाई 
मɅ वृͪ ƨ तथा अपèथाǓनक मलू तंğ दोनɉ कȧ ĤािÜत कȧ जा सकती है । 

 पणू[ ͪवकͧसत èवèथ व अÍछे मलू तंğ युÈत पादपɉ को भूͧम मɅ èथानाÛतǐरत करके इनको पǐरपÈव 
पादपɉ मɅ पǐरवǓत[त कराया जा सकता है । 
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ͬचğ 4.1 : पादप ऊतक संवध[न तकनीक का चरणबƨ Ĥदश[न 
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4.4 शीष[ Ĥरोह तथा पव[सिÛध खÖड संवध[न (Shoot tip and nodal 
Segment culture) : 

सूêम Ĥवध[न पादप ऊतक संवध[न कȧ एक अ×यͬधक उपयोगी तकनीक है । इस तकनीक मɅ पादपɉ 
के अǓतसूêम कतȾ×तकɉ को पोषक माÚयम पर संवͬध[त कराया जाता है । शीष[ Ĥरोह एक ऐसा कतȾ×तक 
है िजसका उपयोग ͪवषाणु रǑहत पादपɉ के उ×पादन मɅ ͩकया जाता है । अͬधकाशं पçुपीय पादपɉ तथा 
वनीय फसलɉ के पादपɉ मɅ कवक, ͪ वषाण,ु जीवाणु तथा सूğकृͧम (nematodes) के ɮवारा ͪवͧभÛन 
Ĥकार के रोग उ×पÛन ͩकये जाते हɇ िजनके कारण उ×पादन व गणुव×ता Ĥभाͪवत होती है । 
शीष[ Ĥरोह संवध[न तकनीक इस समèया को हल करने मɅ अ×यͬधक सहायक ͧ सƨ हु ई है । ऐसा माना 
जाता है ͩक शीष[ Ĥरोह सĐंͧमत पादपɉ मɅ सामाÛयत: ͪवषाणमुुका होत ेहɇ । अत: रोगमुÈत पादपɉ के 
उ×पादन के ͧलये यह तकनीक उͬचत है । सव[Ĥथम इस तकनीक का Ĥायाͬगक Ĥदश[न होàस 
(Holmes)ने 1948 मɅ डहेͧलया (Dahlia) मɅ ͩकया । माǑट[न (Martin 1952) ने पादप ऊतक संवध[न 
तकनीक का उपयोग पादपɉ मɅ ͪवषाणु संĐमण को समाÜत करने के ͧलये ͩकया । 
पव[संͬध खÖड (nodal segment) भी पादप ऊतक संवध[न मɅ एक उपयोगी कतȾ×तक के Ǿप मɅ Ĥयोग 
ͩकये जाते हɇ । यह कतȾ×तक पादपɉ मɅ पाæव[ Ĥरोह (Iateral meristem) का Ĥमुख èथान होता है 
अत: अतंःपाğे िèथǓतयɉ मɅ पादप संवध[न हेतु अपèथाǓनक कͧलकाओं (adventitious buds) का 
Ǔनमा[ण करता है । 
चूँकȧ अͬधकांश फल पादप तथा पçुपीय पादप ͪवषमयÊुमजी (heterozygous) होते हɇ अत: ऐसे पादपɉ 
मɅ बीजɉ से. बनने वाले पौधे एक जैसे नहȣं होते हɇ । अलɇͬ गक Ĥजनन से उ×पÛन होने वाले पादपɉ मɅ 
आनवुांͧशक समǾपता पाई जाती है अथा[त ्ये अपने ͪपत ृपादप (parent plant) के समान हȣ होत े
हɇ । ͩ कसी पादप मɅ अलɇͬ गक Ĥजनन ͪ वͬध से आनवुांͧशक समǾप ĤǓतकृǓतयɉ का Ǔनमा[ण हȣ Èलोनीय 
Ĥजनन (clonal propagation) कहलाता है । संĐͧमत पादपɉ मɅ Èलोनीय Ĥजनन Ĥेǐरत करवाने 
हेतु पव[संͬध खÖड सवा[ͬधक उपयÈुत कतȾ×तक होते हɇ । 

4.4.1 Ĥायोͬगक काय[ का उƧेæय (Objectives of Experimental Work) 

 पादप ऊतक संवध[न तकनीक का उपयोग करते हु ये èतàभ शीष[ के संवध[न का अßयास करना। 
 पव[संͬध खÖड संवध[न तकनीक से रोगमुÈत पादपɉ का Ǔनमा[ण करना तथा Èलोनीय Ĥजनन तकनीक 

का अßयास करना । 
 अंत: पाğे पादपɉ मɅ से èतàभ शीष[ को ͪवÍछेǑदत करके इनसे पादप पनुउ×पादन करना । 
आवæयक सामĒी 
 इस तकनीक मɅ Ĥयोग मɅ आने वाले उपकरण वहȣं हɉगे जो पादप ऊतक संवध[न कȧ आधारभूत 

तकनीक के ͧलये आवæयक होते हɇ । इसके अǓतǐरÈत पोषक माÚयमयÈुत संवध[न नͧलकायɅ 
(culture tubes) तथा संवध[न Ýलाèक (Culture flasks) । 

 Ǔनज[म[ पĚैȣ Üलेट, चाकू Þलेड, ͬचमटȣ तथा èटȣल कȧ ͪ वÍछेदन सुइयाँ । Ǔनज[म[ आसतु -जल तथा 
कतȾतक Ǔनज[मȸकरण हेतु आवæयक रसायन । 

पादप ĤजाǓत 
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जरबेरा (Gerbera), कानȶशन (Carnation) अथवा गलुदाउदȣ (Chrysanthenum) । पव[संͬध 
संवध[न ĤͩĐया के Ĥदश[न हेत ुइÛहȣ ंअथवा ͩकसी अÛय ĤजाǓत जसेै आल ू(Potato) के पादपɉ का 
उपयोग भी ͩकया जा सकता है ।  
ͪवͬध 
èतàभ शीष[ संवध[न तकनीक से ͪवषाण ुरǑहत पादपɉ का Ǔनमा[ण Ǔनàनͧलͨखत चरणɉ मɅ ͩकया जा सकता 
है 
 उपरोÈत पादप ĤजाǓतयɉ के ͧलये बीजɉ से तǽण पादप तैयार कर लɅ । इसके ͧलये बीजɉ का 

Ǔनज[मȸकरण तथा अकुंरण पवू[ मɅ बताई गई ͪवͬध के अनसुार हȣ करɅ । 
 उपकरणɉ जैसे - चाकु सुईया,ँ ͬचमटȣ आǑद को 70% एãकोहल मɅ डुबोकर त×पæचात ्Ïवाला के 

साथ Ǔनज[मȸकरण कर लɅ । सूêमदशȸ को भी 70% एãकोहल से Ǔनज[मȸकृत कर लɅ । 
 तǽण पादपɉ से èतàभ शीष[ ͪ वÍछेǑदत कर लɅ । इसके ͧ लये एक तेजधार वाले चाकू से 3-5 सेमी. 

माप के खÖड ͪवÍछेǑदत कर लɅ । 
 एक ͬचमटȣ कȧ सहायता से ͪवसĐंͧमत èतàभ शीष[ को पकड़े रहɅ तथा दसूरे हाथ से चाकू कȧ सहायता 

से बायातम चĐ कȧ पि×तयɉ को हटा दɅ । अ×यͬधक छोटȣ पि×तयɉ को केवल ͬ चमटȣ कȧ सहायता 
से हर Ǔनकाल दɅ । ये पि×तयां सामाÛयत: आधार से èवत: हȣ टूट जाती है । 

 जब ͪवभÏयो×तक शंक (meristem dome) Ǒदखाई देने लगे तो इसके आधार पर एक दसूरे के 
समकोणीय चार काट लगायɅ । अ (अǓतम अनĤुèथ काट से ͪ वभÏयो×तक अलग हो जायेगा । इस 
ͪवभÏयो×तक का माप 0.2 से 0.3 ͧमलȣ.मी. तक होता है । इसे शीē हȣ पोषक माÚयम पर 
èथानाÛतǐरत कर देना चाǑहये । 

 सामाÛयत: कृǒğम पǐरिèथǓतयɉ मɅ वृͪ ƨ हेत ुमरुाͧशगे तथा èकूग पोषक माÚयम सवा[ͬधक उपयÈुत 
होता है । इस माÚयम मɅ ऑÈसीजन (auxin) तथा अãप माğा मɅ साइटोकाइǓनन (cytokinin) 
ͧमलाने से कोͧशकाओं कȧ संÉया मɅ तीĭ वृͪ ƨ होती है । अ¢ कȧ लàबाई मɅ वृͪ ƨ हेतु िजबरेͧलन 
आवæयक होता है । 

 कतȾ×तक èथानाÛतरण के पæचात ्संवध[न नͧलकाओं को संवध[न क¢ मɅ रख दɅ । इस क¢ कȧ 
ताप तथा दȣÜतकाल िèथǓतयाँ पवू[ मɅ बताये गये अनसुार हȣ रखɅ । पǐरवध[न अवͬध 4-6 सÜताह 
तक उͬचत है । 

 जब ͧशशु पादप तैयार हो जायɅ तो उÛहɅ संवध[न नͧलकाओं से सावधानीपवू[क बाहर ǓनकालɅ । मलूतंğ 
से अगार को धोकर हटा दɅ । 

 अंत मɅ इन पादपɉ को ͧ म͠ी मɅ èथानाÛतǐरत करके पǐरपÈव होने तक वृͪ ƨ होने दɅ । पणू[ ͪ वकͧसत 
पादप रोगमुÈत व ͪवषाणु रǑहत है अथवा नहȣ,ं यह Ĥे¢ण करके सुǓनिæचत करɅ । 

4.4.2 Ĥायोͬगक काय[ का उƧेæय (Objective of the practical exercise) 

 पव[संͬध खÖड के संवध[न से पादपɉ का Ǔनमा[ण करना । 
 पद[संͬध मɅ ͪवभाजन तथा कोͧशका शÈतता का परȣ¢ण करना । 
 Èलोनीय Ĥजनन (clonal propagation) का अंत: पाğे िèथǓत मɅ अÚययन करना । 
पादप व अÛय आवæयक सामĒी 
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पव[संͬध खÖड संवध[न हेतु Ǔनàन सामĒी कȧ आवæयकता होती है 
 पादप - आलू का पौधा (Solanum tuberosum) 
 पोषक माÚयम - मुराͧशगे तथा èकूग माÚयम िजसमɅ बɅजाइलअमीनोÜयरूȣन अथवा काइनेǑटन 

(BAP or Kn) 1 -2 ͧमलȣ.Ēा. /लȣ. के अनपुात मɅ ͧमला है ।  
 उपकरण - अßयास 4.4.1 मɅ बताये गये अनसुार ।  

 
ͬचğ 4.2 : ͪवभÏयोतक / Ĥरोह शीष[ संवध[न का ͬचğीय Ǔनǽपण 

ͪवͬध  
पव[संͬध संवध[न तकनीक से पादपɉ का Ǔनमा[ण Ǔनàन चरणɉ मɅ ͩकया जा सकता है - 
 अंत: पाğे िèथǓतयɉ मɅ पादप कȧ लगभग 6-8 पव[ संͬधयɉ तक वृͪ ƨ होने दɅ । 
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 लेͧमनार एयरÝलो हु ड के अंदर एक Ǔनज[म[ पĚैȣÜलेट मɅ बड़ी ͬचमटȣ कȧ सहायता से पादप को बाहर 
Ǔनकाल लɅ ।  

 मुÉय तने को Ĥ×येक पव[संͬध के ऊपर तथा नीचे से छोटे-छोटे खÖडɉ मɅ काट लɅ । इन खÖडɉ कȧ 
लàबाई लगभग 1 -2 सेमी. होनी चाǑहये । 

 अब Ĥ×येक पव[संͬध खÖड को संवध[न माÚयम पर èथानाÛतǐरत कर दɅ । 
 संवध[न हेत ुवृͪ ƨ क¢ मɅ रख दɅ । वृͪ ƨ क¢ कȧ वातावरण िèथǓतया ँपवू[ मɅ बताये गये अनसुार 

रखɅ । 
 लगभग 4-6 सÜताह पæचात ्Ĥे¢ण करɅ ͩ क पव[संͬध खÖड से अनेक èतàभ कͧलकाओं का Ǔनमा[ण 

हुआ है अथवा नहȣ ं। 
 इन èतàभ कͧलकाओं को पनु: पोषक माÚयम पर èथानाÛतǐरत कराकर पणू[ पादप के Ǿप मɅ 

ͪवकͧसत करा लɅ । 
 ͪवकͧसत पादप को ͧम͠ी मɅ èथानांतǐरत करके पǐरपÈव होने दɅ । 

4.5 मौͨखक Ĥæन (Viva Questions) : 
1. पादप ऊतक संवध[न हे ͧलये उपयÈुत पोषक माÚयम का नाम बताइये । 
2. अÛतःपाğे िèथǓत मɅ èतàभ कͧलका बनने कȧ ĤͩĐया Èया कहलाती है ' 
3. पादप ऊतक संवध[न के ͪपतामह का नाम बताइये । 
4. अͪवभेǑदत कोͧशकाओं के समहू को Èया कहत ेहɇ? 
5. पोषक माÚयम मɅ ĤयÈुत ͩकÛहȣं दो वहृद पोषक त××वɉ के नाम बताइये । 
6. पोषम माÚयम मɅ उपयोग मɅ आने वाले ͩकÛहȣं दो सूêम पोषक त××वɉ के नाम बताइये । 
7. पोषक माÚयम मɅ सामाÛयत: कौन-कौन से ͪवटाͧमन Ĥयोग मɅ ͧलये जाते हɇ । 
8. पोषक माÚयम का Ǔनज[मȸकरण ͩकस उपकरण के उपयोग से ͩकया जाता हे ? 
9. पोषक माÚयम का pH सामाÛयत: ͩकतना रखत ेहɇ तथा इसे åयविèथत करने के ͧ लये ͩकन बफरɉ 

का Ĥयोग करते हɇ ? 
10. पोषक माÚयम को ठोस अवèथा मɅ तैयार करने के ͧलये इसमɅ Èया ͧमलाया जाता है? 
11. पादप ऊतक को पोषक माÚयम पर èथानाÛतǐरत करने हेतु Ǔनज[म[ वातावरण कहȣं ĤाÜत होता है? 
12. ͪ वषाणु रǑहत पादप तैयार करने के ͧलये ͩकस कतȾ×तम का संवध[न ͩकया जाता है? 
13. Èलोनीय Ĥजनन के ͧलये पादप ऊतक संवĢन तकनीक Èया कहलाती है? 

4.7 सÛदभ[ ĒÛथ (Reference Books) : 
1. एस. एस. परुोǑहत. बायोटेÈटनोलॉजी फÖडामेÛटलस एÖड एÜलȣकेशÛस èटूडेÛट एͫडशन, जोधपरु। 
2. एच. एस. चावला, ÜलाÛट बायोटेÈमोलॉजी, लेबोरेĚȣ मेÛयअूल, ऑÈसफोड[ एÖड आई. बी. एच. पिÞल 

कं. Ĥा. ͧल., नई Ǒदãलȣ । 
3. ओ. एल. गेàबग[ तथा जी. सी. ͩफͧलÜस, ÜलाÛट सेल, Ǒटæय ूएÖड ऑग[न कãवर, फÖडामेÛटल 
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इकाई 5 
परागकोष संवध[न तथा कृǒğम बीज तयैार करना 

(Anther Culture and preparation of Synthetic Seeds) 
 

 इकाई कȧ Ǿपरेखा 
5.0 उƧेæय 
5.1 Ĥèतावना 
5.2 परागकोष संवध[न 
5.3 कृǒğम बीज तैयार करना 
5.4 मौͨखक Ĥæन 
5.4 संदभ[ ĒÛथ 

5.0 उƧेæय (Objectives)  
1. इस इकाई के अÚययन से आप परागकोष का संवध[न करना सीख जायɅगे । 
2. इस इकाई से आपको £ात होगा ͩक ͩकस Ĥकार कृǒğम बीज तैयार ͩकए जा सकते हɇ । 

5.1 Ĥèतावना (Introduction): 
इस ĤͩĐया को ĤयÈुत करते हु ए अगुͨ णत पादपको (haploid plantlets) को ĤाÜत ͩ कया जा सकता 
है । ɮͪवगुͨ णत पौधɉ को यǑद कॉãवीसीन (colchicine) ɮवारा उपचाǐरत ͩकया जायɅ, तब भी अगुͨ णत 
पादप ĤाÜत ͩकए जा सकत ेहɇ । सव[Ĥथम एक जापानी व£ैाǓनक ͧशमाकुरा (Shimakura)ने 1934 
मɅ Ĥयोगशाला मɅ परागकोष संवध[न के ͧलए Ĥयोग ͩकए । भारत मɅ गहुा एव ंमाहेæवरȣ (Guha and 
Maheswari) ने 1964 मɅ धतरूा कȧ ĤजाǓत डतरूा इनोिÈसया (Datura innoxia) मɅ परागकोष 
संवध[न तकनीक ɮवारा अगुͨ णत पादप ĤाÜत ͩकए । वे पादप िजनका उपयोग परागकोष संवध[न सàबÛधी 
Ĥयोगɉ मɅ ͩकया जाता है, उनको ताप, आġ[ता एव ंĤकाश कȧ Ǔनयǒंğत एव ंउपयोगी पǐरिèथǓतयɉ 
(controlled conditions) मɅ उगाया जाना चाǑहए । 
कृǒğम बीज से ता×पय[ उन काǓयक ħणूɉ से हɇ, िजÛहɅ पादपɉ के वाͨणिÏयक Ĥवध[न (commercial 
propagation) के ͧलए तैयार ͩकया जाता है । आम तौर पर Èलोनल Ĥपोगेशन के ͧलए, काǓयक 
ħणूोƫवन (somatic embryogenesis) हेतु बीजɉ को ĤयÈुत ͩकया जाता है । 
इस तरȣके के ͧलए बीजɉ को यांǒğक (mechanical) तरȣके से बोया जाता है । वहृɮ èतर पर पौध 
तैयार करने के ͧलए नÊन ħणूɉ (naked embryos) का उपयोग ͩकया जा सकता है, लेͩकन इन 
ħूणɉ को सरु¢ा×मक èतर से सुरͯ¢त कर पहले इÛहɅ सæंलेͪषत / कृǒğम बीज (synthetic seed) 
के Ǿप मɅ पǐरवǓत[त ͩकया जाता है । 
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5.2 परागकोष संवध[न तकनीक (Anther Culture Technique) : 
आवæयक सामĒी 
1. धतूरे के परागकोष यÈुत पादप । 
2. इथेनॉल अथवा Èलोरȣन जल अथवा सोͫडयम हाइपोÈलोराइड । 
3. नाǐरयल का दधू (coconut milk) ɮवारा सàपǐूरत संवध[न माÚयम । 
4. परखनͧलया,ँ पĚैȣ-ͫडश, ͬचमटȣ, सूई एव ंǾई । 
ͪवͬध  
पाğे संवध[न (in virtro culture) मɅ परागकणɉ से अगुͨ णत पादप ͪवकͧसत करने के ͧलए पçुप से 
सàपणू[ परागकोष को लेना चाǑहए । इस काय[ हेतु Ǔनधा[ǐरत आय ुके उपयÈुत परागकोष का चयन करना 
आवæयक है । सामाÛयतया संवध[न काय[ के ͧलए परागकण कȧ एककोͧशकȧय अवèथा को सव[था उपयÈुत 
माना जाता है । ऐसे परागकोषो यÈुत पçुप कͧलका (bub) को पादप से अलग कर ͧलया जाता है । 
ऐसी पçुप कͧलका मɅ -उपिèथत परागकोषɉ को Ǔनज[मȸकृत करने के ͧलए इनकȧ सतह को इथेनॉल या 
Èलोरȣन जल से धोया जाता है । इसके पæचात ्चुने गये परागकोषɉ को संवध[न माÚयम (culture 
medium) (सारणी 1) मɅ Ǔनज[मीकृत ͬचमटȣ से èथानाÛतǐरत कर Ǒदया जाता है । संवध[न माÚयम 
के घटक ताͧलका मɅ Ǒदए गए हɇ । संवध[न पाğɉ को 12 से 14 घÖटे Ĥकाश अवͬध के ͧलए 280C 
तापमान पर एव ं6 से 12 घटें अधंकार मɅ 220C तापमान पर रखा जाता है । कुछ Ǒदनɉ पæचात ्लगभग 
3 से 4 सÜताह कȧ अवͬध मɅ परागकोष ͧभि×त टूट जाती है एव ंपादपक (plantlets) बाहर Ǔनकलने 
लगते हɇ । 
ͩकसी पादप ĤजाǓत के Ĥ×येक परागकोष ɮवारा ͪ वकͧसत अगुͨ णत पादपको कȧ संÉया, परागकणɉ कȧ 
अवèथा, संवध[न माÚयम, तापĐम एव ंकुछ अÛय कारकɉ पर Ǔनभ[र करती है । परागकोष संवध[न कȧ 
ĤͩĐया मɅ कभी-कभी परागकण सीधे हȣ ͪवशेष Ĥकार कȧ संरचनाओं ħणूाभɉ (embryoids) के Ǿप 
मɅ ͪ वकͧसत हो जाते हɇ तथा ये आगे चलकर ͪ वभÏयोतकȧ कोͧशकाओं का समूह कैलस (callus) बनाते 
हɇ । ये कैलस हȣ ͪवकͧसत और ͪवभेǑदत होकर नये पादपको का Ǔनमा[ण करते हɇ । Ĥ×येक पादपक 
का पǐरमाप 3-5 सेमी. होने पर, इसे कैलस से अलग कर अÛय पोषक माÚयम मɅ èथानाÛतǐरत कर 
Ǒदया जाता है । िजसके फलèवǾप पादपको मɅ मलू तंğ (root system) पया[Üत Ǿप मɅ ͪवकͧसत 
हो जाता है । मलू तंğ युÈत पया[Üत Ǿप से ͪवकͧसत पादपɉ को अब Ǔनयǒंğत पǐरिèथǓतयɉ मɅ छोटे 
गमलɉ मɅ तथा कुछ Ǒदनɉ पæचात ्सामाÛय गमलɉ मɅ èथानाÛतǐरत कर Ǒदया जाता है । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
उपरोÈत ĤͩĐया को सावधानीपवू[क सàपÛन करने पर एक पुçप के एकल परागकोष (single anther) 
से अनेक अगुͨ णत पादपक ĤाÜत ͩकए जा सकते हɇ । सामाÛयतया ये पादप पçुपन अवèथा (flowering 
stage) ĤाÜत कर लेने तक अÛय पादपɉ कȧ हȣ तरह वृͪ ƨ करते हɇ, लेͩकन समजात गणुसूğɉ 
(homologous chromosomes) के अभाव मɅ, इनके अƨ[सूğी ͪ वभाजन मɅ असमानता उ×पÛन हो 
जाती है । िजसके फलèवǾप जीवन¢म (viable) यÊुमकɉ का Ǔनमा[ण नहȣ ंहोता । अत: उव[र समजात 
ɮͪवगुͨ णतको (diploids)को ĤाÜत करने हेतु इन अगुͨ णतको (haploids) के गणुसूğ समरूक 
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(chromosome complement) का ɮͪवगणुन ͩकया बनाता है । इस काय[ के ͧलए कोãवीसीन 
(colchicine) को ĤयÈुत ͩकया जाता है । 
'सारणी 1 : परागकोष संवध[न मɅ ĤयÈुत पोषक माÚयम के घटक 
Constituent Nitsch Medium 

(mg/ List) 
Modified White’s 
Medium (Mg/Lt) 

अकाब[Ǔनक   
3KNO  950 80 

4 3NH NO  825 - 
3 2 2( ) .4Ca NO H O  - 260 

2CaCI  166 - 
KCI  65 - 

4 2.7MgSO H O  185 360 
2 4Na SO  200 - 

2 4 2.2NaH PO H O  - 165 
2 4KH PO  68 3 

4 2.4MnSO H O  25 0.5 
3 3H BO  10 0.05 

2 4 2 4 2.2 .4Na MOO H OZnSO H O  0.25 0.5 
4 2.5CuSO H O  10 0.05 
2 2.6COCI H O  0.025 0.5 

6 5 7 2( ).3Fe C H O H O  - 0.025 
4 2.7FeSO H O  - 10 

2Na EDTA  27.8 - 
काब[Ǔनक   
Ǔनयाͧसन 37.3 - 
Êलायसीन 5 1.25 
पायरȣडॉिÈसन-HCI 2 7.5 
ͬथयामीन- HCI 0.25 0.25 
फॉͧलक अàल 0.5 0.25 
बायोǑटन 0.5 - 
फैिãसयम पेÛटोǓयनेट 0.05 - 
मायो-इनोͧसटोल - 0.25 
सĐुोज 100 - 
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नाǐरयम दÊुध 20,000 20,000 
साइटोकाइǓनन सूêम माğा (0.5) सूêम माğा (0.25) 
सावधाǓनया ँ
1. ͩकसी भी Ĥकार के संदषूण (contamination) को रोकने के ͧ लए बदं पçुप कͧलकाओं कȧ सतह 

को अÍछȤ तरह Ǔनज[मȸकृत ͩकया जाता है । 
2. परागकोषɉ को संवध[न माÚयम मɅ रोͪपत करते समय आस-पास का वातावरण भी Ǔनज[मȸकृत होना 

चाǑहए । 
3. उपयÈुत तापĐम, Ĥकाश एव ंआġ[ता पǐरिèथǓतयɉ को सचंाͧलत करने के ͧलए पणू[ सावधानी बरतनी 

चाǑहए ।  

 
ͬचğ 5.1 : धतरेु मɅ परागकोष संवध[न 

 5.3 कृǒğम बीज तैयार करना (Preparation of Synthetie Seed) :  
कृǒğम बीज तैयार करने के ͧलए Ǔनàन ǒबÛदओंु को Úयान मɅ रखना आवæयक है - 
(1) ĤयÈुत ħूण पणू[ / साबतु होना चाǑहए । 
(2) ħूण को आवǐरत करने वाला कोǑटगं मटैȣǐरयल (Coating material) ऐसा होना चाǑहए जो ħूण 

को सरुͯ¢त भी रखɅ और आसानी से अकुंǐरत होने मɅ मदद करɅ । 
(3) कृǒğम बीज ऐसे होने चाǑहए िजÛहɅ आसानी से खेतɉ मɅ उगाया जा सकɅ  । 
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ͧसƨाÛत 
सव[Ĥथम 1982 मɅ ͩक͠ो एव ंजैǓनक (kitto and Janick) ने गाजर के कृǒğम बीज तैयार ͩकए । 
कृǒğम बीजɉ को सामाÛय पादप बीजɉ के ͪवकãप के Ǿप मɅ ĤयÈुत ͩकया जाता है । कृǒğम बीजɉ का 
उ×पादन उन पादपɉ के ͧलए उपयोगी है, िजनसे जनन¢म बीज नहȣं बन पात ेहɇ । अत: इन बीजɉ को 
ऐसे पादपɉ के Ĥवध[न के ͧलए काम मɅ ͧलया जाता है । कृǒğम बीज, अपे¢ाकृत छोटे होते हɇ, इनका 
संĒहण ͩकया जा सकता है, तथा इÛहɅ आसानी से èथानाÛतǐरत ͩकया जा सकता है । 
ऐसी आधाğी (matrix) जो एक पादप Ĥवध[क को एक सàपणू[ पादप के Ǿप मɅ ͪवकͧसत होने हेत ु
आवæयक वातावरण Ĥदान करɅ, मɅ पादप Ĥवध[क को सàपटु कर कृǒğम बीज बनाये जा सकते हɇ । 
पादप Ĥवध[क के Ǿप मɅ Ĥरोह कͧलका (shoot bud) अथवा काǓयक ħणू (Somatic embryo) को 
ĤयÈुत ͩकया जा सकता है । इन पादप Ĥवत[कɉ को संवͬध[त करने पर एक नये पादप के Ǿप मɅ ͪ वकͧसत 
ͩकया जा सकता है । कुछ पादपɉ जसेै केला, इलायची, चंदन, शहतूत तथा चावल के कृǒğम बीज तैयार 
ͩकये जा चुके हɇ । 
आवæयक सामĒी 
अÍछȤ ͩकèम के बीज (िजनसे काǓयक ħणू Ǔनकालने हɇ), सोͫडयम एãजीनेट (Na-alginate), पĚैȣ 
Üलेट, कोǓनकल Ýलाèक, बीकर, 10 ml ͪपपेट 0.5 M कैिãशयम Èलोराइड का शीतल ͪवलयन, 
आसͪवत जल, लेͧमनार एयर-Ýलो, रेͩĥजरेटर । 
ͪवͬध  
ͪवÊना साड़नेिÛसस (Vigna sinensis) / मूँग के काǓयक ħणू से कृǒğम बीज तैयार करने के ͧलए 
Ǔनàनͧलͨखत ĤͩĐयाओं से होकर गजुरना पड़ेगा - 
1. सव[Ĥथम ͪवÊना साइनेिÛसस के काǓयक ħणू को पथृक कर ऊतक संवध[न तकनीक ɮवारा 

पनुǾƫͪवत ͩकया जाता है । 
2. आसͪवत जल मɅ सोͫडयम-आãलȣनेट का 100 ml ͪवलयन बनाया जाता है [1 Ēाम सोͫडयम 

आãजीनेट को 75 ml आसुत जल मɅ धोकर कुल आयतन 100 ml कर ͧलया जाता है ।] 
3. काǓयक ħणूɉ को सोͫडयम आãजीनेट ͪवलयन मɅ ͧमÈस कर ͧलया जाता है । 
4. कैãशीयम Èलोराइड का 0.5 M ͪवलयन आसͪवत जल मɅ तयैार कर 4.50C पर रेͩĥजरेटर मɅ 

ठंडा होने के ͧलए रखा जाता है । 
5. अब 10 ml ͪपपेट ɮवारा सोͫडयम आãलȣनेट ͪवलयन हो लेकर कैिãशयम Èलोराइड के ठंड े

(chilled) ͪवलयन मɅ डाला जाता है । Ĥ×येक drop मɅ एक काǓयक ħूण तैयार हो जाते हɇ । 
6. 30 ͧमǓनट पæचात ्सàपǑुटत (encapsulated) ħूण तैयार हो जाते हɇ । 
7. अǓतǐरÈत कैिãशयम Èलोराइड को आसͪवत जल से धोकर पथृक कर Ǒदया जाता है । 
8. लàबे समय तक संĒहण के ͧलए बीजɉ को 40C पर संĒह ͩकया जाता है । 
सावधǓनया ं
1. पणू[ ĤͩĐया के ͧलए Ǔनज[मȸकृत वातावरण का होना आवæयक है । 
2. बीजɉ से ħणू पथृक करते हु ए ये Úयान रखना आवæयक है, ͩक उसका समहू Ǿप सुरͯ¢त रहɅ । 
3. कृǒğम बीजɉ का संĒह करने के ͧलए Ǔनधा[ǐरत तापĐम आवæयक है । 
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5.4 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. कृǒğम बीज ͩकस Ĥकार उपयोगी है? 
2. ĤाकृǓतक बीज एव ंकृǒğक बीजɉ मɅ Èया अतंर है? 
3. कृǒğम बीजɉ का औɮयोͬगक मह×व बताइये । 
4. कृǒğक बीजɉ के संĒहण के ͧलए आवæयक पǐरिèथǓतयाँ बताइये । 
5. परागकोष संवध[न के ͧलए कौनसा माÚयम ĤयÈुत ͩकया जाता है ? 
6. अगुͨ णत पादपक Èया होते है ?  
7. कॉãवीसीन उपचार का मह××व समझाइये । 
8. परागकोष संवध[न सव[Ĥथम ͩकस व£ैाǓनक ने ĤǓतपाǑदत ͩकया ? 

 
ͬचğ 5 .2 : कृǒğम बीज सæंलेषण 

5.5 संदभ[ Ēंथ (Reference Books) :  
1. पीं.के. गÜुता, - एलȣमेÖɪस ऑफ बायोटेÈमोलॉजी, रèतोगी पिÞलकेशÛस, मेरठ । 
2. एस.एस. भोजवानी एव ंएम. के. राजदान, ÜलाÖट Ǒटश ुकãवर (ͬथयोरȣ एÖड ĤेिÈटस), एãमेवेयर 

इंͫडया Ĥा. ͧल., नई Ǒदãलȣ । 
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इकाई 6  
Ĥायोͬगक सूêमजैͪ वकȧ I 

(Experimental Microbiology)  
  

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
 6.0 उƧेæय 
6.1 Ĥèतावना 
6.2 सूêममापक का अंश-शोधन एव ंकोͧशकाओं का मापन 
6.3 कोͧशका गͨणğ ɮवारा कोͧशकाओं कȧ गणना 
6.4 यीèट / कवक का साधारण अͧभरंजन 
6.5 सूêमजीवɉ कȧ सव[åयापकता का Ĥदश[न 
6.6 मौͨखक Ĥæन 
6.7 संदभ[ ĒÛथ 

6.0 उƧेæय (Objective) :  
इस इकाई मɅ Ǒदये गये Ĥयोगɉ के माÚयम से आप Ǔनàन जानकारȣ ĤाÜत करɅगे - 
1. सूêमजीव सव[åयापक होते हɇ अथा[त ्ये जल, मदृा, वाय ुआǑद सभी जगहɉ पर उपिèथत होते हɇ। 
2. कवकɉ कȧ सरंचना के Ĥे¢ण हेतु अͧभरंजन तकनीक कȧ जानकारȣ । 
3. इसी सवध[न / Ǔनलबंन मɅ सूêमजीवɉ कȧ माğा कȧ कोͧशका गͨणğ ɮवारा गणना । 
4. सूêमजीवɉ कȧ आकाǐरकȧ एव ंआमाप का सêूममापक ɮवारा मापन । 

6.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
सूêमजीव सव[åयापी होत ेहɇ अथा[त ्लगभग सभी èथानɉ पर जसेै, ͪवͧभÛन Ĥकार के जलाशयɉ, सामाÛय 
जल, मदृा एव ंवायमुंडल मɅ पाये जात ेहɇ । इनके अÚययन के ͧलए इÛहɅ अͧभरंिजत ͩकया जाता है 
तथा आकृǓत, आकार एव ंसंरचना का Ĥे¢ण ͩकया जाता है । माÚयम मɅ इनकȧ संÉया मह××वपणू[ होती 
है । सामाÛयत: इनकȧ बहु त अͬधक अथवा कम संÉया होने पर वृͪ ƨ दर कम हो जाती है । इनकȧ 
संÉया कȧ गणना कोͧशका गͨणğ (haemocytometer) ɮवारा कȧ जाती है । 

6.2 सुêममापक का अंश-शोधन एवं कोͧशकाओं का मापन 
(Calibration of an Ocular Micrometer and Measurement 
of Cells) : 

 आवæयक सामĒी : 
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संयÈुत सूêमदशȸ (Compound microscope), नेǒğका सêूममापी (coular micrometer), मचं 
सूêममापी (stage micrometr), कवक अथवा जीवाणु कȧ èलाइड । 
ͧसƨांत 
सूêमजीवɉ के मापन को सूêमͧमǓत (micrometry) कहते हɇ । सूêमजीव आकार मɅ अ×यͬधक छोटे 
होते हɇ एव ंउÛहɅ माइĐोमीटर (m) मɅ मापा जाता है जो 1 ͧममी का एक हजारवा Ǒहèसा (10-3) 

तथा एक मीटर का 10-6 Ǒहèसा होता हɇ । ͪवषाणुओं को ननैोमीटर (10-10 मीटर) अथवा एनाèĚॉम 
(1A = 10-9 मीटर) मɅ मापा जाता है । 
सूêमजीवɉ को नेǒğका सूêममापी कȧ मदद से मापा जा सकता है नेǒğका सूêममापक एक पारदशȸ काचं 
से बनी व×ृताकार ͫडèक होती है िजस पर बराबर दरूȣ पर 100 लाइनɅ उ×कȧͨण[त (etched) होती हɇ 
। ये 100 लाइने बराबर दरूȣ पर 0 से 10 तक अंͩकत होती हɇ (ͬचğ 1) । इन लाइनɉ के मÚय दरूȣ 
सूêमदशȸ कȧ आवध[न ¢मता एव ंअͧभǺæयक लɇस (objective lens) के आधार पर ͧ भÛन हो सकती 
है । उस दरूȣ का अंश-शोधन (calibration)मंच सूêममापक (stage micrometer) कȧ £ात दरूȣ 
से तलुना के आधार पर ͩ कया जाता है । मंच सूêममापक काचं से Ǔनͧम[त एक ͪ वशेष Ĥकार कȧ èलाइड 
होती है िजसके केÛġȣय भाग मɅ 1 ͧममी. कȧ दरूȣ को 100 बराबर भागɉ मɅ बांटा व उ×कȧͨण[त ͩकया 
जाता है । यह ¢ेğ कवर Êलास से ढका रहता है । 

मंच सूêममापक के Ǔनकटतम दो अंशɉ के मÚय दरूȣ 1 0.01 10
100
mm mm m    

नेǒğका सूêममापी को सूêमदशȸ के नेǒğका मɅ रखकर मचं सूêममापक पर अंͩकत दरूȣ से तलुना करके 
अंशाकन ͩ कया जाता है । अंशाकन गणुांक £ात कर उसी के आधार पर कोͧशका का मापन ͩकया जाता 
है । 
ͪवͬध 
1. सूêमदशȸ कȧ काय नͧलका (body tube) के ऊपरȣ छोर से नेǒğका लसै (eye piece) ǓनकालɅ, 

पɅच खोलकर बीच मɅ नेǒğका सूêममापी इस Ĥकार रखɅ ͩक उ×कȧͨण[त Ǔनशान नीचे कȧ ओर हɉ 
। पɅच घमुाकर नेǒğका लɇस को बदं करɅ तथा काय नͧलका मɅ लगा दɅ । 

2. मंच सूêममापक को सूêमदशȸ के मचं पर इस Ĥकार रखɅ ͩक उसका èकेल सूêमदशȸ के नेǒğका 
से èपçट Ǒदखाई दɅ । 

3. अब नेǒğका सूêममापक मɅ Ǒदखने वालȣ लाइनɉ व मचं सूêम मापक कȧ लाइनɉ को इस Ĥकार 
åयविèथत करɅ ͩक वे समांतर हो जाएं । 

4. मंच सूêममापक को थोड़ा Ǒहलाकर åयविèथत करɅ ͩक बायीं ओर दोनɉ कȧ लाइनɅ संपाती 
(coincide) हो जायɅ । अब दायीं ओर इसी Ĥकार दोनɉ कȧ संपाती लाइनɅ ढंूढे । 

5. अब इन संपाती लाइनɉ के बीच मɅ मंच सूêममापक एव ंनेǒğका सूêममापक दोनɉ के अशंɉ 
(divisions) अथवा लाइनɉ को गणना करɅ । 

6. इसे याǺिÍछक ǽप से 3-5 चरेणɉ को दोहरात ेहु ए - कम से कम छ: Ĥे¢ण (observation) लɅ 
एव ं' इनके माÚय (mean) मान ǓनकालɅ । 
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7. इस Ĥकार के Ĥे¢ण Ǔनàन आवध[क अͧभǺæयक (10x) तथा उÍच आवध[क अͧभǺæयक (40x) 
दोनɉ के ͧलएअलग-अलग करɅ । माÚय मान तथा अंशाकन गणुांक (calibration factor) £ात 
करɅ । 

 
ͬचğ 1 : मचं सूêममापक एव ं'नेǒğका सêूममापक ɮवारा कोͧशकाओं का मापन 

8. मंच सूêममापक को हटा दɅ । 
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9. आपके ɮवारा बनाई गई अथवा दȣ गई सूêमजीव कȧ èलाइड लगायɅ । नेǒğका मɅ से देखते हु ए 
èलाइड इस Ĥकार åयविèथत करɅ ͩ क नेǒğका सूêममापक कȧ अंशाͩकत लाइनɅ कुछ सूêमजीवɉ कȧ 
कोͧशकाओं / बीजाणु पर आवɅ । 

10. एक कोͧशका कȧ लàबाई तक आने वाले नेǒğका सूêममापक अशंɉ (divisions of ocular 
micrometer) को ͬगनɅ । इस Ĥकार अलग-अलग कोͧशकाओं के ͧलए 10 Ĥे¢ण करɅ । 

11. इसी तरह से कोͧशकाओं के सवा[ͬधक चौड़े भाग से इस कȧ चौड़ाई (width) के ͧलए 10 Ĥे¢ण 
करɅ । 

12. गोलाकार बीजाण ुपरागकण आǑद के ͧलए केवल åयास का मापन करɅ । 
13. अशाकन गणुाकं के आधार पर सूêमजीव का माप £ात करɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम  
 
Đ. सं. 

X 10 आवध[न X40 आवध[न सूêमजीव का åयास 
– नेǒğका सूêममापक 

के अशं 
(x10 आवध[न) 

संपाती लाइनɉ के मÚय दरूȣ संपाती लाइनɉ केमÚय दरूȣ 
नेǒğका 

सूêममापक 
मɅ 

मंच 
सूêममापक मɅ 

नेǒğका 
सूêममापक मɅ 

मंच  
सूêममापक मɅ 

1      
2      
3      
4      
5      
6      
7      
8      
9      
10      
 मÚयमान-A B X Y Z 
गणना 
X10 आवध[न हेत ु

नेǒğका सूêममापक के Aअंश = मंच सूêममापकु के B अंश 

1 अंश 10B m
A

   

(मंच सूêममापक का 1 अशं = 10 m  
x 40 आवध[न हेत ु

नेǒğका सूêममापी का 1 अशं 10Y m
X
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सूêमजीव का åयास (x 40 आवध[न पर) 10BZ m
A

    

सावधाǓनया ं
1. संपाती लाइनɉ का Ĥे¢ण एव ंउनके मÚय अंशɉ कȧ गणना बहु त सावधानीपवू[क करɅ । 
2. उÍच आवध[न (x 40) पर मंच सूêममापी कȧ लाइनɅ मोटȣ Ǒदखाई देती हɇ अत: उनके बायɅ ͩ कनारे 

से संपाती लाइनɉ कȧ गणना करɅ । 

6.3 कोͧशका गͨणğ ɮवारा कोͧशकाओं कȧ गणना करना (Counting 
the Number of Cells Using Counting Chamber or 
Haemocytometer) : 

आवæयक सामĒी 
कोͧशका गͨणğ अथवा हȣमोसायटोमीटर, कोͧशका Ǔनलंबन (cell suspension), ͪपपेट, सूêमदशȸ। 
ͧसƨाÛत 
कोͧशका गͨणğ अथवा हȣमोसायटोमीटर Ĥथमत: रÈत कोͧशकाओं कȧ गणना के ͧलए ͪवकͧसत ͩकया 
था अत: हȣमोसायटोमीटर कहलाया । अब यह कोͧशका Ǔनलंबन मɅ कोͧशकाओं (बीजाणु एकल कोͧशकाएं 
आǑद) कȧ गणना करने के ͧलए उपयोग ͩकया जाता है । यह ͪवशेष Ĥकार कȧ èलाइड होती है िजसमɅ 
गणना क¢ कȧ गहराई 0.1mm होती है । इसमɅ कुल 9 वग[ होते हɇ िजनकȧ Ĥ×येक भुजा 1 mm होती 
है अत: इस वगा[कार ¢ेğ मɅ तरल का आयतन 1 x 1 x 0.1 = 0.1 cumm.- होता है । सूêमदशȸ 
से x 100 आवध[न पर 9 मɅ से एक क¢ हȣ परूा Ǒदखाई देता है । Ĥ×येक 1 mm वगा[कार क¢ 25 
छोटे क¢ɉ मɅ अथा[त ्0.2 mm x 0.2 mm आकार के वगȾ मɅ बटंा होता है । इनमɅ से Ĥ×येक 16 
वगɟ मɅ बटंा हुआ होता है (ͬचğ 20) । 
मÚयम आकार का वग[ (0.2 x 0.2)तीन लाइनɉ से Ǔघरा रहता है िजसमɅ से-बीच वालȣ लाइन उस कȧ 
पǐरͬध मानी जाती है । जीवाणुओं कȧ गणना के ͧलए Ûयबूोर क¢ (Neubauer chamber) का उपयोग 
ͩकया जाता है िजसकȧ गहराई 0.02 mm, होती है ।  

बड़े वगा[कार ¢ेğ का आयतन 3 4 31 1 1 10
10 10 100

cm cm     

मÚयम वगा[कार ¢ेğ का आयतन  30.02 0.02 0.01cm    

    
6 64 10 3 4 10cm ml      

सबसे छोटे वग[ का आयतन 6 6 74 10 0.25 10 2.5 10
10

ml         

ͪवͬध 
1. कोͧशकाओं अथवा बीजाणु आǑद को Ǔनलंबन लɅ जो ͩक मलमल के कपड़े मɅ से छाना गया हो (ताͩक 

बड़ ेकोͧशका समूह न हɉ) । इस Ǔनलंबन कȧ एक बूदं हȣमोसायटोमीटर (haemocytometer) 
कȧ उ×कȧͨण[त जाल अथवा ͬĒड पर डालɅ । 1-2 ͧमनट कोͧशकाओं के तलȣ पर िèथर होने का इंतजार 
करɅ । 
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2. हȣमोसायटोमीटर के साथ Ǒदये गये कवरÊलास को धीरे से इस Ĥकार रखɅ ͩक कवर Êलास एव ंèलाइड 
के बीच कोई बलुबलुा Ĥͪवçट न हो सकɅ  । 

3. कवर Êलास को आगे पीछे तब तक ͨखसकात ेरहɅ जब तक ͩक कवर Êलास एव ंèलाइड कȧ सतह 
Ǔनकट आने पर आपको रंगीन वलय नजर न आने लगɅ । 

4. यǑद कोͧशकाएं बड़े आकार कȧ हɇ तो उनकȧ गणना ͬचğ मɅ Ǒदखाए गए चारɉ कोनɉ पर तथा बीच 
मɅ िèथत बड़ ेवगɟ (I, II,III,IV एव ंV) मɅ करɅ । उनकȧ कुल संÉया लगभग 200-250 के मÚय 
होनी चाǑहये । छोटे आकार कȧ कोͧशकाओं के ͧ लए बीच वाले वग[ मɅ उनकȧ संÉया ͬ गनɅ (इस वग[ 
मɅ 16 छोटे-छोटे वगɟ के 25 समूह हɇ) अथवा मÚयम आकार के (0.2 x 0.2 mm2) 5 वगɟ मɅ 
(चार कोने व एक बीच मɅ) गणना करके जोड़ ेतथा उÛहɅ 5 x 104 से गणुा करके कोͧशकाओं कȧ 
संÉया ĤǓत ͧमलȣ £ात करɅ । 

Ĥे¢ण  
Đ.स.  कोͧशकाओं कȧ संÉया  माÚय संÉया 

5
I II III IV V X   

  

कोͧशका संÉया  
X104/ml I  II III IV V 
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ͬचğ 2 : A- हȣमोसायटोमीटर, B- गणना क¢ (9) तथा गणना हेतु 5 क¢ ( I II III IV V    ),C 

- केÛġȣय क¢ एव ंD - मÚयम आकार के वग[ मɅ कोͧशकाओं कȧ गणना - नीचे एव ंदायी ं
लाइन छूने वालȣ कोͧशकाओं कȧ ͬगनती नहȣ ंकरɅ । 

सावधाǓनया ं
1. गणना क¢ को बहु त अͬधक अथवा कम न भरɅ। 
2. वग[ मɅ गणना करते समय बीच वालȣ लाइन को छूने वालȣ कोͧशकाओं मɅ से बायीं तथा ऊपरȣ ओर 

उपिèथत कोͧशकाओं को हȣ ͬगनɅ तथा दायीं एव ंǓनचलȣ ओर छूने वालȣ कोͧशकाओं को न ͬगनɅ। 
(नोट - समकोण पर उपिèथत ͩकÛहȣं दो लाइनɉ को छूने वालȣ कोͧशकाओं कȧ हȣ ͬ गनती करɅ अÛय 
दो कȧ नहȣ ं। 

6.4 यीèट 'कवक का साधारण अͧभरंजन (General Staining of 
Yeast / Fungi) :  

आवæयक सामĒी 
यीèट संवध[न / यीèट पाउडर से तैयार ͩकया Ǔनलंबन (suspension) (2-3 घटें रखा गया), कवक 
संवƨ[, आयोडीन ͪवलयन, लैÈटोफȧनोल कॉटन Þल ू(Iactophenol –cotton blue stain), èलाइड, 
कवर िèलप, ÞलाǑटगं पेपर, सुई (needle), सूêमदशȸ, जल, ͬचमटȣ (forceps) । 
ͧसƨांत 
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कवकɉ कȧ कोͧशका काइǑटन मुÉय घटक होता है जो एǓनलȣन Þल ूअͧभरंजक अथवा कॉटन Þल ूɮवारा 
अͧभरंिजत ͩ कया जाता है । सामाÛयत: रंगहȣन अथवा हãके रंग के कवकɉ को उनसे अͧभरंिजत ͩ कया 
जाता है । 
गहरे भूरे एव ंकाले रंग के बीजाणु एव ंगहरे रंग के कवक जाल यÈुत कवकɉ को सीधे हȣ लैÈटोफȧनोल 
मɅ देखा जा सकता है । कुछ कवक जसेै ऊमाइͧसटȣज वग[ के सदèयɉ कȧ कोͧशका ͧभि×त मे काइǑटन 
कȧ अपे¢ा सेलुलोज होता है अत: उÛहɅ सĥेैǓनन से अͧभरंिजत ͩकया जाता है । 
ͪवͬध  
1. साफ èलाइड लɅ एव ंकेÛġ मɅ लैÈटोफȧनोल कॉटन Þल ूकȧ एक बूदं रखɅ । 
2. यीèट Ǔनलंबन कȧ एक बूदं उसमɅ डाले तथा सईु से इसे ͧमलायɅ । 
3. सुई कȧ सहायता से कवर िèलप इस Ĥकार रखɅ ͩक कोई वाय ुका बलुबलुा न आये । 
4. इसी Ĥकार यीèट को तन ुआयोडीन ͪवलयन से भी अͧभरंिजत ͩकया जा सकता है । 
5. कवक जाल यÈुत कवकɉ के ͧलए (जसेै पेनीͧसͧलयम Ýयसेूǐरयम आǑद) भी अͧभरंजक (stain) 

कȧ एक बूदं èलाइड पर रखɅ Ǔनज[ͧम[त बारȣक ͬ चमटȣ अथवा सुई कȧ सहायता से बीजाणु सǑहत 
कवक जाल का एक Ǒहèसा इस बूदं मɅ रखɅ । 

6. सुईयɉ कȧ सहायता से इसे अÍछȤ तरह फैलायɅ तथा अͧभरंजक को धीरे-धीरे इसमɅ ͧमलायɅ । 
7. सुई कȧ सहायता से कवर िÈलप इस Ĥकार रखɅ ͩक वाय ुका बलुबलुा इसमɅ Ĥͪवçट न हो पायɅ । 
8. सूêमदशȸ मɅ Ǔनàन एव ंउÍच आवध[न पर Ĥे¢ण करɅ । कभी-कभी कवर िèलप को हãका दबाने 

से तंतु अलग हो जाते हɇ । 
Ĥे¢ण 
यीèट कȧ कोͧशका तथा अÛय कवकɉ मɅ कवक तंतु एव ंबीजाणु आǑद का Ĥे¢ण करɅ । 

 
ͬचğ 2 : A - यीèट कोͧशका एव ंमकुुलन से Ǔनͧम[त Įृंखला, B - पेनीसीͧलयम - कोǓनͫडयमधर 

एव ंकोǓनͫडया 
(A) यीèट [सैकेरोमाइͧसस ĤजाǓत (Sacharomyces sp.)] 
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Ĥभाग (Division)   यमूाइकोटा (Eumycota) 
उपĤभाग(Subdivision)   एèकोमाइकोǑटना(Ascomycotina) 
संवग[(Class)   हेमीएèकोमाइͧसटȣज(Hemiascomycetes) 
गण (Order)   एÛडोमाइͧसटेलस(Endomycetales) 
कुल(Family)   सैकेरोमाइͧसटेसी(Saccharomycetaceae) 

1. यह गोलाकार अथवा अंडाकार एक कोͧशकȧय एव ंरंगहȣन संरचना के Ǿप मɅ Ǒदखाई देता है। 
2. कभी-कभी मुकुलन के कारण बनी कुछ कोͧशकाएँ एक साथ ͧमलकर Įृंखला के समान सरंचना 

भी बनाते हɇ । 
3. कोͧशकाġåय बाéय जीवġåय (एक पतलȣ परत के Ǿप मɅ) तथा कͨणकȧय अतं: जीवġåय मɅ 

ͪवभेǑदत होता है । 
4. कोͧशका मɅ एक बड़ी ǐरिÈतका होती है िजसके पाæव[ मɅ एक केÛġक होता है । 
5. जीवġåय मɅ माइटोकॉिÛĜया, गॉãलȣकाय, राइबोसोम आǑद कोͧशकांग होते हɇ । 

(B) पेनीसीͧलयम (Penicillium) 
Ĥभाग (Division)  यमूाइकोटा (Eumycota) 
उपĤभाग(Subdivision)  एèकोमाइकोǑटना(Ascomycotina) 
संवग[(Class)  पलेÈटोमाइͧसटȣज(Plectomycetes) 
गण (Order)  यरूोͧशएãस(Eurotiaceae) 
कुल(Family)  यरूोͧशऐसी(Eurotiaceae) 

1. सूकाय (thallus) सुͪवकͧसत तÛतुओं (hyphae) से बना कवकजाल (mycelium) होता है। 
2. कवक सूğ (hyphae) पतले, शाͨखत, पटयÈुत काचाभ (colourless) अथवा हãकȧ रंगत के 

होते हɇ । 
3. कोͧशकाएं पतलȣ ͧभि×त यÈुत बहु केÛġकȧ होती है । 
4. अलɇͬ गक (asexual) Ĥजनन कोनीͫडया (conidia) ɮवारा होता है जो कोǓनͫडयमधरɉ 

(conidiophores) पर बनते हɇ एव ंरंगीन होत ेहɇ । 
5. कोǓनͫडयमधर Ħश के समान Ĥतीत होता है तथा शाͨखत होता है िजससे Đमश: रेमस (ramus), 

मेदलुȣ (metulae) बनते है । 
6. मेटुलȣ पर तु ंǒबका अथवा Ĥांगलु (phialides) बनते हɇ । 
7. Ĥांगलु से तालाͧभसारȣ (basipetalous) Đम मɅ कोǓनͫडया बनते हɇ । 
8. अͬधकांश ये कोǓनͫडया पीले, नीलाभ हरे, हरे एव ंसफेद भी होते हɇ । 
9. कोǓनͫडया गोलाकार, एककेÛġकȧ होते है । 
सावधाǓनया ं
1. कवर िèलप लगाते समय वाय ुका बलुबलुा नहȣ ंआना चाǑहये ।  
2. कवर िèलप से बाहर Ǔनकलने वाले ġव को ÞलाǑटगं पेपर से सोख लɅ । 
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6.5 सूêमजीवɉ कȧ सव[åयापकता का Ĥदश[न करना (Demonstration 
of Ubiquity of Microorganisms) :  

आवæयक सामĒी 
मदृा, जल के नमूने (जल, तालाब का पानी), पादप कȧ पि×तया,ँ मूल आǑद िèपǐरट लɇप, ऑटोÈलेव 
(autoclave), लɇͧ मनर वाय ुĤवाह केǒबनेट (laminar airflow cabinet), Ǔनज[ͧम[त पĚैȣÜलेट, 
परखनͧलया,ँ ͪपपेट, Ǔनज[ͧमत आसुत जल, संवध[न माÚयम, मलमल का कपड़ा, कोǓनकल Ýलाèक, 
कॉटन Üलग, ͪवèतारक (glass spreader) 
पोषक अगार (Nutrient 
agar) 

सैबोरॉड अगार (Sabaurad 
agar) 

पोटेटो डÈैĚोस अगार 
(PDA) 

पÜैटोन – 5.0 g  पÜैटोन – 10.0 g Ǔछले आलू - 200 g 
बीफ Ǔनèसार – 3.0 g डÈैĚोस Êलकूोज – 40.0g डÈैĚोस Êलकूोज – 20.0 g 
अगार – 15.0 g  अगार – 15.0 g  अगार – 20.0 g 
आसुत जल - 1000 ml  आसुत जल - 1000 ml आसुत जल - 1000 ml 
ͧसƨांत 
सूêमजीव सव[åयापी होते हɇ अथा[त ्वे वाय ुमदृा, जल, समुġ भोजन सामĒी, पादप, जंतु अपघटनशील 
काब[Ǔनक पदाथ[ आǑद लगभग सभी जगह पाये जाते हɇ । इन सूêमजीवɉ मɅ कवक, शैवाल, जीवाण ु
ͪवषाणु एिÈटनोमाइͧसटȣज माइकोÜलाÏया आǑद समाǑहत हɇ । अनेक सूêमजीव हमारे शरȣर मɅ तथा 
इसकȧ सतह पर भी पाये जाते हɇ । इन सूêमजीवɉ कȧ उपिèथǓत उपयÈुत माÚयम पर संवͬध[त करके 
Ĥदͧश[त कȧ जा सकती है । सामाÛयत: जीवाणओंु को पोषक अगार माÚयम पर तथा कवकɉ को सैबोराड 
अथवा PDA माÚयमɉ पर संवͬध[त ͩकया जा सकता है । ͪवषाणु माइकोÜलाÏया, एिÈटनोमाइͧसटȣज 
आǑद के ͧलए ͪवͧशçट संवध[न माÚयम कȧ आवæयकता होती है । बहु धा कवकɉ के संवध[न माÚयम 
मɅ ĤǓतजैͪवक भी डाले जाते है ताͩक जीवाणुओं कȧ वृͪ ƨ को रोका जा सकɅ  । 
ͪवͬध 
1. पोषक अगार एव ंसैबोराड अगार के ͧ लए अगार को 400 ml गरम जल मɅ अलग घोले तथा अÛय 

सामĒी अलग घोलɅ । कुल आयतन 1000 ml करɅ । Ýलाèक मɅ डालकर कॉटन Üलग लगायɅ व 
आटोÈलेव मɅ Ǔनज[ͧम[त करɅ । 

2. PDA के ͧलए Ǔछले हु ए आल ूके छोटे-छोटे टुकड़ ेकरɅ तथा 500 ml जल मɅ तब तक गरम करɅ 
जब तक ͩक वे नरम न पड़ जायɅ । इसे मलमल के कपड़े से छाने व डÈैसĚोस Êलूकोज डालɅ । 
400 ml गरम जल मɅ अगार घोलɅ तथा दोनɉ ͪवलयनɉ को ͧमलाकर कुल आयतन 1000 ml 
करɅ । Ýलाèक मɅ डालकर Ǔनज[ͧम[त करɅ । 

3. लैͧमनर वाय ुĤवाह कैǒबनेट मɅ पĚैȣÜलेटɉ मɅ पोषक अगार माÚयम (NA) तथा 8 Üलेटɉ मɅ PDA 
अथवा सैबोराड अगार (SA) डालɅ एव ंठंडा होने के ͧ लए रखɅ व माÚयम का नाम ͧलखɅ । इन Üलेटɉ 
को ͧम͠ी, जल, तालाब (जल), वाय ुप×ती, मूल एव ं×वचा ͧलखकर नामांͩकत (label) करɅ । 
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4. 5 g ͧम͠ी के नमूने को 50 ml Ǔनज[ͧमत जल मɅ डालɅ व अÍछȤ तरह ͧमलायɅ । इसमɅ से Ǔनज[ͧम[त 
ͪपपेट कȧ सहायता से 2-3 बूदंɅ ͧम͠ी नामांͩकत ANA' एव ंNA अथवा SA कȧ Üलेटɉ मɅ डालɅ 
तथा कांच के Ǔनज[ͧम[त ͪवèतारक (spreader) कȧ सहायता से परूȣ सतह पर फैला दɅ । 

5. इसी Ĥकार नल के जल कȧ 2-3 बूदें Ǔनज[ͧम[त ͪ पपेट कȧ सहायता से लेवल कȧ गई Üलेटɉ मɅ डाले 
व फैलायɅ । यहȣ ĤͩĐया तालाब के पानी के èलइए अपनायɅ । 

6. वाय ुनामांͩकत Üलेटɉ को ढÈकन हटाकर हवा मɅ 5- 10 ͧमनट घमुाये तथा वापस ढÈकन लगा 
दɅ । 

7. पादप कȧ प×ती एव ंमलू को अगार सतह रख दɅ व ढक दɅ । 
8. नम Ǔनज[ͧम[त कॉटन (िजसे Ǔनज[ͧम[त जल से हलका नम ͩकया गया हो) को ×वचा कȧ सतह पर 

रगड़े तथा उसे अगार कȧ सतह पर घमुा दɅ । 
9. सभी Üलेटɉ को जीवाणओंु के ͧलए 350C पर 48 घटें तथा कवक के ͧलए 250C पर 4-6 Ǒदन 

तक संवͬध[त करने के बाद Ĥे¢ण करɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
ͪवͧभÛन नामांͩकत पĚैȣÜलेटɉ मɅ कवक, जीवाणु आǑद कȧ Ǔनबहɉ कȧ उपिèथǓत सूêमजीवɉ कȧ 
सव[åयापकता दशा[ती है । अनामांͩकत Üलेट मɅ कोई वृͪ ƨ Ǒदखाई नहȣं देती । 
सावधाǓनया ं
1. तनकुरण के समय ġव को अÍछȤ तरह ͧमलायɅ । 
2. संरोपण (inoculation) के ͧलए Ĥ×येक बार अलग Ǔनज[ͧमत ͪपपेट का Ĥयोग करɅ । 
3. संरोपण के समय अजम[ पǐरिèथǓत (aseptic conditions) बनाये रखने के ͧ लए बहु त सावधानी 

रखɅ । 

6.6 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) : 
1. कोͧशकाओं का आकार का मापन ͩकससे ͩकया जाता है? 
2. कोͧशका आमापन कȧ सामाÛय इकाई Èया है? 
3. सूêममापी अंशाकन Èयɉ ͩकया जाता है? 
4. ͩकसी Ǔनलंबन मɅ कोͧशकाओं कȧ संÉया कैसे £ात कȧ जाती है? 
5. कोͧशकाओं कȧ गणना करते समय Èया सावधानी आवæयक है? 
6. कवकɉ के ͧलए ͩकस अͧभरंजक का Ĥयोग सामाÛयत: ͩकया जाता है? 
7. कवकɉ के दो मुÉय ल¢ण बताइये । 
8. सूêमजीवɉ कȧ सव[åयापकता से Èया ता×पय[ है ? 
9. सूêमजीवɉ के ͧलए कौनसा संवध[न माÚयम उपयोगी है?  

6.7 संदभ[ ĒÛथ (Reference Books) :  
(1) के.आर. अनेजा एÈसपेǐरमेÛɪस इन माइĐोबॉयोलाजी, ÜलाÛट पथैोलॉजी एÖड बायोटेÊनोलॉजी 

लेखक, Ûय ूएज इंटरनेशनल Ĥा.ͧल. पिÞलकेशÛस, नई Ǒदãलȣ । 
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 इकाई 7  
 Ĥायोͬगक सूêमजैͪ वकȧ II  

(Experimental Microbiology II)  
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
7.0 उƧेæय 
7.1 Ĥèतावना 
7.2 जीवाणओंु कȧ गणना हेतु Đͧमक तनकुरण तकनीक 
7.3 ͩकसी जीवाणु कȧ वृͪ ƨ दर का Ǔनधा[रण करना 
7.4 मौͨखक Ĥæन 
7.5 संदभ[ ĒÛथ 

7.0 उƧेæय (Objective) : 
इस इकाई के अÚययन से जीवाणओंु कȧ वृͪ ƨ दर £ात करने कȧ तकनीक कȧ जानकारȣ ͧमलेगी तथा 
संवͬध[त Ǔनलंबन मɅ जीवाणु कȧ सांġता £ात करने कȧ ͪवͬध कȧ जानकारȣ ͧमलेगी । 

7.1 Ĥèतावना (Introduciton) :  
जब ͩकसी माÚयम पर जीवाणुओं को संवध[न हेतु सरंोͪपत ͩकया जाता है तब संरोÜय तरल मɅ जीवाणुओं 
कȧ उपयÈुत संÉया होनी चाǑहये ताͩक वृͪ ƨ ठȤक Ĥकार हो । यह संÉया £ात करने के ͧलए Đͧमक 
तनकुरण तकनीक सवȾ×तम तकनीक है । Ĥ×येक तनकृुत ͪवलयन मɅ जीवाणुओं कȧ संÉया £ात कȧ 
जाती है इसके ͧलए कोͧशका गͨणğ अथवा उपयÈुत माÚयम पर संवध[न तकनीक का Ĥयोग ͩकया जाता 
है । जीवाणुओं कȧ वृͪ ƨ, माÚयायम के संघटन, पया[वरण पǐरिèथǓत तथा संरोÜय मɅ जीवाणु सांġता 
पर Ǔनभ[र करती है । वृͪ ƨ दर £ात करने के ͧलए वृͪ ƨ कȧ ͪवͧभÛन Ĥावèथाओं मɅ से लॉग अवèथा 
सवȾ×तम होती है Èयɉͩक इस अवèथा वृͪ ƨ के ͧलए आवæयक सभी घटक उपयÈुत माğा मɅ होते हɇ। 
जीवाणओंु कȧ संÉया दगुनुी होने मɅ लगा समय जननकाल कहलाता है जो वृͪ ƨ दर का मापक है। 

7.2 जीवाणुओं कȧ गणना हेतु Đͧमक तनुकरण तकनीक (Counting of 
Bacteria by Serial DilutionTechnique):  

आवæयक सामĒी 
तरल जीवाण ुसंवƨ[ (Ǔनलंबन संवƨ[), Ǔनज[ͧम[त पĚैȣÜलेट (12 या 15) के जोड़ ेǓनज[ͧम[त ͪ पपेट - 1 ml 
(8),पोषक अगार माÚयम (लगभग 500 ml), आटोÈलेव टैèट ɪयबू-7 ǽई से बने Üलग (cotton plug), 
अथवा èकूकैप वालȣ 7 टैèट टयबू, हȣट Üलेट (Hot plate) अथवा हȣटर (पोषक माÚयम के ͧलए - 
पÜैटोन 5.0 g, बीफ (गोमासं) सार - 3.0 g, NaCl – 5.0g, आसुत जल – 1000 ml अगार - 15 
g), लैͧमनर वाय ुĤवाह कैǒबनेट / कȧटाणरुǑहत èथानाÛतरण क¢ (Transfer Chamber)  
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ͧसƨांत 
Đͧमक तनकुरण ͪ वͬध मɅ Ĥयोग के अंत मɅ जीवाणुओं से ͪ वकͧसत कॉलोǓनयो (colonies) या Ǔनबहɉ 
कȧ गणना कȧ जाती है तथा ͩकसी Ǔनलंबन मɅ जीवाणुओं कȧ संÉया अथवा सांġता £ात करने कȧ यह 
सामाÛय ͪ वͬध है । इस ͪ वͬध का मुÉय आधार है ͩ क जब जीवाणु यÈुत तरल को ठोस पोषक माÚयम 
पर संवͪƨ[त ͩकया जाता है तब Ĥ×येक जीͪवत कोͧशका से एक Ǔनबह ͪवकͧसत होती है अत: Ǔनबहɉ 
कȧ गणना के आधार पर संबंͬ धत तरल अथवा Ǔनलंबन मɅ जीवाणु कोͧशकाओं कȧ संÉया लात कȧ जा 
सकती है । इस ͪवͬध मɅ Ǒदये गए Ǔनलंबन के एक अशं को Ǔनज[ͧम[त जल अथवा लवणीय जल कȧ 
Ǔनिæचत माğा मɅ ͧ मलाकर उसका तनकुरण ͩ कया जाता है । ͩ फर इस तनकृुत Ǔनलंबनो से इसी Ĥकार 
एक अंश (1 ml or 0.1 ml) को Ǔनज[ͧमत जल अथवा लवणीय जल (9 ml or 0.9 ml) मɅ ͧ मलाया 
जाता है । यह ĤͩĐया 5-6 बार दोहरायी जाती है तथा उÛहȣ ंतनकृुत Ǔनलंबनɉ से पोषक माÚयायम 
मɅ 1 ml ͧमलाकर संवͬध[त करके 24-48 घटें बाद Ǔनबहɉ कȧ गणना कȧ जाती है । Ǔनàन सूğ ɮवारा 
Ǒदये गये तरल सवंƨ[ मɅ जीवाणुओं कȧ संÉया कȧ गणना कȧ जाती है । 

जीवाणओंु कȧ संÉया ĤǓत ͧमलȣ = 
 Ǔनवहɉ कȧ संÉया (୳୫ୠୣ୰ ୭ େ୭୪୭୬୧ୣୱ)

तनकृुत ͪवलयन कȧ माğा जो सवंͪƨत कȧ गयी ୶ तनतुा
(୫୭୳୬୲ ୭ ୢ୧୪୳୲ୣୢ ୗ୳ୱ୮ୣ୬ୱ୧୭୬ େ୳୪୲୳୰ୣୢ ୶ ୈ୧୪୳୲୧୭୬)

 

ͪवͬध 
1. Ĥ×येक टैèट ɪयबू मɅ 9 ml आसुत जल डालɅ व कैप लगाये अथवा राई से बनाकर कॉटन Üलग 

लगायɅ । इÛहɅ ऑटोÈलेव मɅ Ǔनज[ͧम[त करɅ तथा उÛहɅ 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 
लेबल लगाकर रखɅ । 

2. 500 ml पोषक अगार माÚयम बनाने के ͧलए बताई गई माğा का 1/4 भाग लɅ तथा 250 ml 
मɅ ͧ मला दɅ । अगार भी 7.5 g लɅ व 200 गरम जल मɅ दानɅ घलुने तक ͧ मलायɅ व कुल आयतन 
500 ml करɅ । Ýलाèक मɅ डालɅ व कॉटन Üलग लगा कर ऑटोÈलेव मɅ Ǔनज[ͬग[त करɅ । 

3. परखनलȣ टैèट ɪयबू के ठंडा होने पर लैͧमनर वाय ुĤवाह कैǒबनेट मɅ Ǒदये गये तरल संवध[ से 
Ǔनज[ͧमत ͪ पपेट ɮवारा 1 ml संवƨ[ को 10-1 लेबल ͩकये टेèट ɪयबू मɅ अजम[ पǐरिèथǓत मɅ कॉटन 
Üलग हटाकर डाल दɅ व कॉटन Üलग लगा दɅ । 

4. दोनɉ हथेͧलयɉ के बीच टैèट ɪयबू को आगे पीछे करते हु ए ͧमĮण को अÍछȤ तरह ͧमलायɅ । 
5. अब इस ĤͩĐया को 10-1' परखनलȣ से 10-2 लेबल कȧ गई परखनलȣ मɅ 1 ml ͧमĮण èथानांतǐरत 

करɅ व ͧमĮण को अÍछȤ तरह ͧमलाएं । 
6. चौथे चरण के समान अब इस ĤͩĐया को दोहरात ेहु ए 10-7 तक तनकुरण करते जाएं । 
7. 10-2 लेबल कȧ गई परखनलȣ से 1 ml तरल Ǔनज[ͧम[त पĚैȣÜलेट मɅ अजम[ पǐरिèथǓत मɅ ͪपपेट 

ɮवारा डालɅ । इस के ͧ लए उसी ͪ पपेट का उपयोग करे िजसका उपयोग 10-2 से 10-3 मɅ तनकुरण 
के ͧलए ͩकया था । इस तरह तीन पĚैȣÜलेटɉ मɅ 1-1 ml तरल èथानांतǐरत करɅ । 

8. अब इसमɅ लगभग ͪपघला एव ं450C तक ठंडा ͩकया हुआ पोषक अगार माÚयम (लगभग 15 
ml) अजम[ पǐरिèथǓत मɅ डालɅ व धीरे से गोल घमुात ेहु ए ͧमĮण को ͧमलाएं पĚैȣÜलेट को 10-2 
लेबल लगायɅ । 
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ͬचğ 7.1: Đͧमक तनकुरण तकनीक - A - ͪ पपेट एव ंपरखनͧलयɉ के ͧ सरे को लȣ मɅ Ǔनज[ͧमत करना, 

B - 1 ml संवƨ[ का परखनलȣ व मɅ èथानातंरण, C - ͧमĮण को ͧमलाना, D - Ĥ×येक 
तनतुा èतर के ͧलए 1 ml तरल का èथानांतरण, E - ठोस माÚयम पर संवध[न - (i) अͬधक 
सांġ Ǔनलंबन, (ii) उपयÈुत सांġ Ǔनलंबन (iii) अ×यͬधक तन ुǓनलंबन से ĤाÜत Ǔनवह (संÉया 
नोट करे) 

9. Ĥ×येक तनतुा èतर (10-3, 10-4 .................) के ͧलए इसी Ĥकार तीन पĚैȣ Üलेटɉ मɅ 1 ml 
तरल èथानातंǐरत करɅ एव ंउसमɅ पोषक अगार माÚयम डालɅ व ͧमलायɅ व लेबल लगायɅ । 

10. अगार माÚयम के जमने के पæचात ्उÛहɅ उलटकर लगभग 48 घटें तक 350C पर संवͬध[त करɅ। 
11. 48 घटें बाद जीवाणओंु कȧ Ǔनबह का Ĥे¢ण करɅ तथा Ĥ×येक Üलेट मɅ Ǔनबहɉ कȧ संÉया ͬगनɅ । 

िजनमɅ Ǔनवहɉ कȧ संÉया 25-300 के मÚय हो, उÛहɅ नोट करɅ । (Ǔनवह कȧ संÉया Èयबूकै Ǔनवह 
गणक ɮवारा सरलता से कȧ जा सकती है । 
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Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम  
Đ.स. तनतुा Üलेट मɅ Ǔनबह सÉंया माÚयसÉंया 

I+II+III /3 I II III 

1 10-2     

2 10-3     
3 10-4     
4 10-5     
5 10-6     
6 10-7     

संवƨ[ Ǔनलंबन मɅ जीवाणुओं कȧ गणना Ǔनàन सूğ से करɅ 

  जावाण ु/mL = 
Ǔनबहो कȧ माÚय संÉया (୴ୣ୰ୟୣ ୳୫ୠୣ୰ ୭ େ୭୪୭୬୧ୣୱ)

ଵ ୫ ୶ तनुता (ଵ ୫ ୶ ୢ୧୪୳୲୧୭୦୬)
 

यǑद 10-4 तनतुा पर 75 Ǔनबह होते है तब 

जीवाण ु/mL 5
4

75 7.5 10
1 10  


 जीवाण/ु mL 

सावधाǓनया ं
1. तनकुरण के ͧलए Ĥ×येक बार अलग ͪपपेट का उपयोग करɅ । 
2. Ǔनबहɉ कȧ संÉया सावधानीपवू[क ͬगनɅ । 

7.3 ͩकसी जीवाणु कȧ वृͪ ƨ दर का Ǔनधा[रण करना (To Determine 
the Growth Rate of Bacteria) : 

आवæयक सामĒी 
यीèट अथवा तरल जीवाणु संवƨ[, पोषक संवध[न माÚयम, छोटे कोǓनकल Ýलाèक अथवा अल[नमेयर 
Ýलाèक èपÈैटोफोटोमीटर, ͪपपेट 
ͧसƨांत 
ͩकसी जीव के आकार, आयतन अथवा भार मɅ अåय×ुĐमणीय (irreversible) बढ़ो×तरȣ वृͪ ƨ कहलाती 
है । सूêमजीवɉ मɅ सामाÛयत: कोͧशका आकार मɅ बहु त अͬधक वृͪ ƨ नहȣं होती । कवक आǑद मɅ वृͪ ƨ 
शुक भार मɅ वृͪ ƨ के ǽप मɅ नापी जा सकती है । अͬधकांश एककोͧशकȧय सूêमजीवɉ (जसेै यीèट, जीवाण ु
आǑद) मɅ कोͧशकाओं कȧ संÉया मɅ वृͪ ƨ के ǽप मɅ मापी जाती है । पोषक माÚयम कȧ अͬधकता मɅ 
जीवाणु तजेी से वृͪ ƨ एव ंͪवभाजन करते हɇ । सरोपण के पæचात ्Ĥारंͧभक अवèथा मɅ सामाÛयत: जीवाण ु
ͪवभाजन नहȣं करते । यह अवèथा मंद वृͪ ƨकाल अथावा लैग अवèथा (lag phase) कहलाती है । 
इसके पæचात ्वे अ×यÛत तीĭ गǓत से वृͪ ƨ करते हɇ यह अवèथा अͬधकतम वृͪ ƨ काल अथवा लॉग 
अवèथा (log phase) कहलाती है । सामाÛयत: वृͪ ƨ दर से ता×पय[ इस अवèथा मɅ वृͪ ƨ दर से होता 
है । अ×यͬधक वृͪ ƨ के फलèवǾप पोषण धीरे-धीरे कम होने लगता है O2 कȧ कमी होने लगती है, 
उपापचयी अपͧशçट कȧ माğा बटं जाती हɇ तथा कुछ समय तक जैव भार अथवा कोͧशकाओं कȧ संÉया 
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िèथर रहती है । यह अवèथा िèथर काल अथवा èटेशनरȣ फेज (stationary phase) कहलाती है 
। इस अवèथा मɅ कोͧशकाओं कȧ ͪवभाजन दर कम होती जाती है । इसके बाद धीरे-धीरे कोͧशका ͪवभाजन 
कȧ ĤͩĐया लगभग बदं हो जाती है तथा कोͧशकाएं धीरे-धीरे मतृह होने लगती है । यह अवèथा जीण[काल 
अथवा éमस अवèथा (death or density) कहलाती है । 
जीवाण ुके अͬधकतम वृͪ ƨ के समय वे तीĭ गǓत से बार-बार ͪवभाजन करत ेहै । एक ͪवभाजन मɅ 
लगने वाला समय जनन काल (generation time) कहलाता है । जननकाल िजतना कम होता है 
वृͪ ƨ दर उतनी हȣ अͬधक होती हɇ तथा माÚयम मɅ कोͧशकाओं का घन×व (density) बढ़ती जाती है 
। इसे èपÈैटोफोटोमीटर मɅ Ĥकाͧशक घन×व (optical density) अथवा अवशोषणाक (absorbance) 
के माÚयम से मापा जा सकता है । यह वृͪ ƨ का अĤ×य¢ मापक है । अÛय ͪवͬध मɅ Ǔनयͧमत समायातंराल 
पर हȣमोसायटोमीटर ɮवारा कोͧशकाओं को गणना / सांġता £ात करके भी वृͪ ƨ दर मापी जा सकती 
है । 
ͪवͬध 
1. पोषक माÚयम (अगार रǑहत) (100 ml) को Ǔनज[ͧम[त ͪपपेट ɮवारा 1 ml Ǔनलबक संवध[न से 

सरोͪपत करɅ तथा 350C पर संवध[न हेतु रखɅ । इसे घणू[क मशीन (rotator machine) पर रखɅ 
ताͩक कोͧशकाओं के गÍुछे न बनɅ । 

2. संवध[न हेतु रखने से पवू[ अजम[ पǐरिèथǓत मɅ इसमɅ से 5 ml आयतन èपÈैĚोफोटोमीटर 
(spectrophotometer) कȧ परखनलȣ अथवा ġोͨणका (cuvette) मɅ डालɅ तथा O.D. लɅ । चू ंͩक 
माÚयम रंगहȣन है अत: 420 nm पर OD लɅ । पीले माÚयम के ͧलए 540 तथा भूरे माÚयम 
के ͧलए 600 nm पर OD लɅ । 

3. Ĥ×येक 1/2 घटें के पæचात ्अजम[ पǐरिèथǓत मɅ इस जीवाणु संवƨ[ (bacterial culture)मɅ से 
5 ml तरल Ǔनकाल कर O.D. £ात करɅ । 

4. Ēाफ पेपर लɅ, X अ¢ पर समय तथा Y अ¢ पर OD लेकर Ēाफ बनायɅ । 
5. लॉग अवèथा के Ēाफ O.D. के दगुनुा होने मɅ लगे समयातराल (time पीǐरयड) को £ात करɅ। 

यह समयातराल £ात करके ĤǓत घटंा कोͧशका ͪवभाजन दर £ात कȧ जा सकती है । 
6. अÛय ͪवͬध मɅ Ĥ×येक 1/2 घटें के पæचात ्हȣमोसायटोमीटर से कोͧशका सांġता £ात करɅ । 

आवæयकता पड़ने पर तनकुरण कर सकते हɇ । कोͧशका सांġता तथा समय के मÚय अध[ लॉग 
Ēाफ (semi log graph) पर Ēाफ बनाये । कोͧशका सांġता दगुनुा होने मɅ लगा समय जननकाल 
है । इससे वृͪ ƨ दर का आकंलन करɅ ।  

 
ͬचğ 7.2 : वृͪ ƨ कȧ ͪवͧभÛन अवèथा दशा[त ेहु ए Ēाफ 
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a. मंद वृͪ ƨ काल, b. अͬधकतम वृͪ ƨ काल, c. िèथर काल एव ंd. जीण[ अथवा ıास काल 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
Ĥे¢ण मɅ Ēाफ बनायɅ । 
जीवाण ुकȧ वृͪ ƨ दर = ............. ͪवभाजन / घटंा 
सावधाǓनया ं
1. OD सावधानीपवू[क £ात करɅ । 
2. संवध[न ͪवलयन को अजम[ पǐरिèथǓतयɉ मɅ हȣ ǓनकालɅ । 
3. हȣमोसायटोमीटर मɅ कोͧशकाओं कȧ गणना Úयानपवू[क करɅ । 

7.4 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. ͩकसी Ǔनलàबन संवƨ[ का तनकुरण कहा ंͩकया जा सकता है ? 
2. वृͪ ƨ से आप Èया समझते है ? 
3. वृͪ ƨ कȧ ͪवͧभÛन अवèथाएं कौनसी है? 
4. जनन Èया होता है? इससे जीवाणुओं कȧ वृͪ ƨ दर ͩकस Ĥकार £ात कȧ जाती है? 
5. तनकुरण के समय Èया सावधानी रखनी चाǑहये ? 

7.5 संदभ[ ĒÛथ (Reference Books) :  
1. के.आर. अनेजा एÈसपेǐरमेÛɪस इन माइĐोबॉयोलाजी, ÜलाÛट पथैोलॉजी एÖड बायोटेÊनोलॉजी 

लेखक, Ûय ूएज इंटरनेशनल Ĥाͧल पिÞलकेशÛस, नई Ǒदãलȣ । 
2. आर.सी. दबेु एÖड डी.के. माहेæवरȣ, ĤेिÈटकल माइĐोबायोलॉजी, एस. चाँद एÖड कàपनी ͧ लͧमटेड, 

नई Ǒदãलȣ । 
3. ए.एच. पटेल, इÖडिèĚयल माइĐोबायोलॉजी, मेक ͧमलन इंͫडया ͧल., नई Ǒदãलȣ । 
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इकाई-8 
एÛजाइम सͩĐयता एव ंͩकÖवन (Enzyme Activity and 

Fermentation) 
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
8.0 उƧेæय 
8.1 Ĥèतावना 
8.2 सेललुोज कȧ सͩĐयता का Ĥदश[न करना 
8.3 एमाइलेज सͩĐयता का Ĥदश[न करना  
8.4 यीèट ɮवारा ͩकÖवन का Ĥदश[न 
8.5 मौͨखक Ĥæन 
8.6 संदभ[ ĒÛथ 

8.0 उƧेæय (Objective) : 
इस इकाई के अÚययन से कुछ सूêमजीवɉ ɮवारा कुछ ͪवकरɉ अथवा एÛजाइमɉ (enzymes) èğवण 
एव ंसͩĐयता के बारे मɅ जानकारȣ ĤाÜत होगी । 

8.1 Ĥèतावना (Intorduction) :  
अͬधकांश सूêमजीव परपोͪषत (heterophic) होते हɇ एव ंमतृ अथवा जीͪवत काब[Ǔनक èğोतɉ से अपना 
पोषण ĤाÜत करत ेहɇ । ये सूêमजीव काब[Ǔनक (substrate) के अनसुार ͪ वͧभÛन एÛजाइमɉ का èğवण 
करत ेहɇ जो जǑटल काब[Ǔनक पदाथɟ जैसे सेलुलोज, हेमीसेललुोज मंड आǑद को सरल पदाथɟ मɅ ͪ वघǑटत 
कर देते है तथा ये सूêमजीव उÛहɅ अवशोͪषत कर लेते हɇ । सेलुलेज, हेमीसेललेुज एमाइलेज, Ĥोटȣएज 
इसी Ĥकार के कुछ एÛजाइम है । सेललेुज एव ं पेÈटȣनेज आǑद एÛजाइम ͪवशेषकर परजीवी 
(pathogenic) सूêमजीवɉ कȧ परपोषी (host) मɅ Ĥवेश करने मɅ सहायक होते हɇ । कुछ सूêमजीव 
जैसे यीèट, कुछ जीवाणु मंड एव ंशक[ रा आǑद का अवायवीय पǐरिèथǓत मɅ ऑÈसीकरण कर एãकोहल 
अथवा अèत बनाते हɇ । यह ĤͩĐया ͩकÖवन (fermentation) कहलाती है । 

8.2 सेलुलेज कȧ सͩĐयता का Ĥदश[न करना (Demonstration of 
Cellulase Activity) :  

आवæयक सामĒी 
परȣ¢ण सूêमजीव का सवंƨ[, काबȾÈसी ͧमथाइल सेललुोज (CMC) हैÈसाडसेाइलĚाइͧमथाइल 
अमोǓनयम Ħोमाइड (Hexadecyltrimethyl ammonium bormide- 1% ͪवलयन),Ǔनजͧम[त 
पĚैȣÜलेट, संरोपण लूप (inoculation loop), िèपǐरट लɇप, माͩक[ ग पेिÛसल / पनै, काचँ कȧ छड़, 
ǽपाÛतǐरत जैपेक लवण अगार माÚयम (modified Zepek salt agar medium) के ͧलए - 
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सोͫडयम नाइĚेट (2.0g), मैÊनीͧशयम सãफेट (0.5 g), पोटाͧशयम फाèफेट (1.0 g), पोटाͧशयम 
Èलोराइड (.05 g), पÜैटोन (2.0 g), अगार (20 g), आसुत जल एव ंकाबȾÈसीͧमथाइल सेलुलोज 
(5.0g)। 
ͧसƨांत 
सेललुोज ͪवͧभÛन पादपɉ एव ंपादप उ×पादɉ का मुÉय घटक होता है जो Êलूकोज कȧ लगभग 500 से 
10,000 इकाइयɉ से Ǔनͧम[त हो सकता है । ये इकाइयां β14 बÛधɉ से जुड़ी रहती हɇ एव ंलंबी Įृंखला 
बनाती हɇ । ĤकृǓत मɅ अनेक मतृोपजीवी (saprophytes) एव ंपरजीवी (parasites) सूêमजीव, 
एिÈटनोमाइͧसटȣज सेललुोज का अपघटन कर उसे सरल त×वɉ मɅ बदल देते हɇ । ये सूêमजीव सेललेुज 
ͪवकर का èğवण करते हɇ जो सेलुलोज को अपघǑटत करता है । सेललेुज वाèतव मɅ तीन ͪवकरɉ 
एÛडोÊलूकानेज (endoglucanase), एÈसोÊलूकानेज (exoglucanase) तथा β Êलूकोसाइडेज 
(β-glucosidase) का ͧमĮण होता है । एÛडोÊलूकानेज सेललुोज Įृंखला को अनापचयी (non 
reducing) छोर से काटता है । β Êलकूोसाइडेज को सलैोबायेज भी कहते हɇ तथा यह सलैोबायोज से 
Êलूकोज अणओंु को अलग करता है । 

 
ͬचğ 81. सेललेुज के ͪवͧभÛन घटकɉ के कǑटगं ͪवèथल 

इस Ĥयोग मɅ उपयÈुत माÚयम मɅ काबȾÈसीͧमथाइल सेललुोज को सेलुलोज के èथान पर उपयोग ͩ कया 
जाता है । हैÈसाडसेाइलĚाइͧमथाइल अमोǓनयम Ħोमाइड से उपचाǐरत करने पर यह अव¢ेͪपत हो जाता 
है । सूêमजीव के ɮवारा CMC का अपघटन ͩ कये जाने पर CMC कȧ अनपुिèथǓत मɅ अव¢ेपण नहȣं 
हो पाता तथा वह ¢ेğ अव¢ेपरǑहत एव ंसाफ (clear) Ǒदखता है । 
ͪवͬध 
1. सव[Ĥथम ǽपाÛतǐरत लवण अगार माÚयम बनाने के ͧलए आवæयक सामĒी मɅ से अगार एव ं

पोटाͧशयम फाèफेट को छोड़कर सभी को 50 ml आसतु जल मɅ ͪवलयन बनायɅ । 
2. अगार को लगभग 400 ml गरम आसुत जल मɅ थोड़ा-थोड़ा डालते हु ए ͧमलायɅ व Ǒहलात ेरहे । 

यह परूा घलु जाना चाǑहये । 
3. CMC को गरम करत ेहु ए 200 ml जल मɅ घोले आवæयकता हो तो ͧमÈसर कȧ सहायता लɅ । 
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4. पोटाͧशयम फाèफेट का 100 ml जल मɅ ͪवलयन बनायɅ । 
5. 1-3 तक के ͪवलयन ͧमलायɅ, ͩफर पोटाͧशयम फाèफेट भी ͧमलायɅ व कुल आयत 1000 mL 

कर लɅ । 
6. pH मान देखɅ आवæयकता हɉ तो तन ुअàल अथवा एãकलȣ कȧ सहायता से समायोिजत कर 6.5 

रखɅ । 
7. 250 ml कोǓनकल Ýलाèक मɅ डालɅ, कॉटन Üलग लगायɅ तथा ऑटोÈलेव / Ĥेशर कुकर मɅ 15 

lb/in पर 15-20 ͧमनट तक Ǔनज[ͧमत करɅ । 
8. ठंडा होने दɅ तथा 450C पर लैͧमनर वाय ुĤवाह केबीनेट मɅ अजम[ िèथǓत मɅ Ǔनज[ͧमत पेĚȣÜलेट 

मɅ डालɅ (लगभग 10-15 ml) तथा ढक कर छोड़ दɅ । 
9. जब अगार जम जाये तब वांǓछत सूêमजीव के संवƨ[ से सरंोͪपत करɅ, Üलेट कȧ लेबल करɅ तथा 

Üलेटɉ को उãटा रखकर 350C पर 4-5 Ǒदन के ͧलए रखɅ । 
10. संवͬध[त Üलेटɉ पर हैÈसाडेèपइल Ěाइͧमथाइल अमोǓनयम Ħोमाइड के 1% ͪवलयन से èĤे करɅ । 
Ĥे¢ण 
संवͬध[त सूêमजीव मɅ सेललेुज ͪवकर èğाͪवत करने कȧ ¢मता है । 
पǐरणाम 
संवͬध[त सूêमजीव मɅ सेललेुज ͪवकर èğाͪवत करने कȧ ¢मता है ।  
सावधाǓनया ं
1. अगार को अÍछȤ तरह घोलɅ उसमɅ दाने नहȣं Ǒदखने चाǑहये । 
2. पोटाͧशयम फाèफेट को माÚयम मɅ सबसे अतं मɅ ͧमलाना चाǑहये । 
3. संरोपण के समय उͬचत सावधानी बरतɅ अथा[त ्हाथɉ को िèपǐरट से Ĥ¢ाͧलत करɅ व हाथ मɅ सुखाका 

ͩफर काम करɅ, सरोपण लूप को भी Ǔनजͧम[त करɅ एव ंहवा मɅ ठडा करके संरोपण के ͧ लए उपयोग 
करɅ ।  

8.3 एमाइलेज सͩĐयता का Ĥदश[न करना (Demonstration of 
Amylase Activity) :  

आवæयक सामĒी 
Ǔनजͧम[त पेĚȣÜलेट, Ĝापर, संरोपण लूप / सुई, मंड, पÜैटोन, बीफ Ǔनèसार, NaCl, NaNO3, आयोडीन, 
पोटाͧशयम आयोडाइड, अगार आसुत जल, Ýलाèक (250 mL), ǽई, लैͧमनर वाय ुĤवाह कैǒबनेट, 
ऑटोÈलेव, पोषक अगार पर सचंͬध[त सूêमजीव Ǔनबह (colony) (जीवाणु 24-48 घटें, कवक 4-5 
Ǒदन संवͬध[त Ǔनबह) । 
ͧसƨांत 
मंड जǑटल काबȾहाइĜेट है जो एमाइलोज एव ंएमाइलोपिैÈटन दो घटकɉ से Ǔनͧम[त होता है । एमाइलोज 
लगभग 200-1000 Êलूकोज इकाइयɉ से Ǔनͧम[त सीधी Įृंखला यÈुत अणु है िजसमɅ Êलकूोज 1-4 
Êलाइकोͧसͫडक बÛध से जुड़ ेरहते हɇ । एमाइलोपिैÈटन शाͨखत Įृंखलामय अणु है इसमɅ 1-4 एव ं1-6 
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Êलाइकोͧसͫडक बÛध होते हɇ । एमाइलोज गरम जल मɅ ͪवलेय है ͩकंतु एमाइलोपिैÈटन गरम जल मɅ 
भी नहȣं घलुता । 
अनेक सूêमजीवɉ मɅ मंड को जल अपघटन करने कȧ ¢मता होती है । ये सूêमजीव एमाइलेज ͪवकर 
का èğवण करते हɇ जो α एमाइलेज एव ंβ एमाइलेज का ͧमĮण होते हɇ । α एव ंβ एमाइलेज का ͧमĮण 
होते हɇ α एव ंβ एमाइलेज एमाइलोपिैÈटन को माãटोज मɅ पǐरवǓत[त कर देते हɇ िजसे बाद मɅ β 
Êलूकोसाइडेज ɮवारा Êलकूोज अणओंु मɅ पǐरवǓत[त ͩकया जाता है । अनेकɉ कवक एव ंकुछ जीवाण ु(जैसे 
बेͧसलस सबǑटͧलस जÛैथोमोनास एèपिज[लस आǑद) एमाइलेज का èğवण करते हɇ ।  

 
ͬचğ 8.2 : एमाइलेज èğवण एव ंसͩĐयता का Ĥदश[न 

ͪवͬध 
1. पोषक अगार माÚयम बनाने के ͧलए बीफ Ǔनèसार (3g), पÜैटोन (5g , NaCl (5g), NaNO3 

(5g), अगार (20g) । 
2. अगार को 400 ml आसुत जल (गरम) मɅ घोलɅ । 
3. उपरोÈत सामĒी को 400 ml आसुत जल मɅ घोलɅ । 
4. 10 g मंड को 100 ml गरम जल मɅ घोलɅ । 
5. तीनɉ को ͧमलाएं एव ंकुल आयतन 1 ͧलटर करɅ pH 7.0 रखɅ । 
6. माÚयम को Ýलाèक (250 ml) मɅ डालɅ, कॉटन Üलग लगायɅ एव ंऑटोÈलेव मɅ 15 lb/in2 दाब 

पर 15 ͧमनट तक Ǔनज[ͧमत करɅ । धीरे-धीरे ठंडा होने एव ंवायमुंडलȣय दाब पर आने पर खोलɅ 
व Ǔनज[ͧमत माÚयम को ǓनकालɅ व ठंडा (40-450 तक) होने दɅ । 

7. लैͧमनर वाय ुĤवाह कैǒबनेट मɅ अजम[ पǐरिèथǓत मɅ पĚैȣÜलेट मɅ माÚयम डालɅ तथा ठंडा होने दɅ। 
8. पोषक अगार माÚयम पर संवͬध[त सूêमजीव को पटैȣÜलेट मɅ मंड अगार माÚयम पर सरोपण लूप 

कȧ सहायता से सरोͪपत करɅ एव ंलेबल लगायɅ । 
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9. Üलेट को उãटा रखकर कवक के ͧलए 250Cपर 4-5 Ǒदन तथा जीवाणुओं के ͧलए 350C पर 2 
Ǒदन तक संवͬध[त करɅ । 

10. 1g आयोडीन, 2g पोटाͧशयम आयोडाइड को 300 ml आसुत जल मɅ घोलकर आयोडीन ͪ वलयन 
तैयार करɅ ।  

11. संवͬध[त Üलेट पर आयोडीन को èĤे करɅ व Ĥे¢ण करɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
संवͬध[त Ǔनवह के चारɉ ओर रंगहȣन साफ ¢ेğ तथा शेष मɅ गहरा नीला रंग सबंंͬ धत सूêमजीव ɮवारा 
एमाइलेज èğवण को दशा[ता है । 
सावधाǓनया ं
1. संरोपण सावधानीपवू[क अजम[ पǐरिèथǓत मɅ करɅ ।  

8.4 यीèट ɮवारा ͩकÖवन का Ĥदश[न (Demonstration of 
Fermenatation By Yeast) :  

आवæयक सामĒी 
पɇÜटोन (10 g), सोͫडयम Èलोराइड (15 g), फȧनोल रैड (0.018 g), काबȾहाइĜेट (Êलकूोज, ĥÈटोज, 
सुĐोस, मंड Ĥ×येक 1.25 g) डरहम ɪयबू, संवध[न परखनͧलया ं(12) Ǔनजͧम[त जल कȧ वायल (5 ml) 
यीèट पाउडर, Ǔनजͧम[त टैèट ɪयबू, Ǔनजͧम[त ͪ पपेट = 1 ml ऑटोÈलेव, लैͧमनर वाय ुĤवाह कैǒबनेट 
कोǓनकल Ýलाèक (500 ml -4), मापक ͧसͧलडंर आǑद । 
ͧसƨांत 
अवायबीय (anaerobic) पǐरिèथǓत मɅ सूêमजीवɉ ɮवारा काबȾहाइĜेट का अपघटन (Breakdown) 
ͩकÖवन कहलाता है । शक[ राओं के ͩकÖवन से एãकोहल अथवा अèत एव ंCO2 गसै ĤाÜत होते हɇ । 
अनेक सूêमजीवɉ के समान यीèट मɅ भी ͩकÖवन ¢मता होती है । ͩकÖवन के दौरान Ǔनͧम[त CO2 
गसै संवध[न ɪयबू मɅ उãटȣ रखी डरहम ɪयबू मɅ बलुबलेु के ǽप मɅ देखी जा सकती है तथा काब[Ǔनक 
अàल बनने कȧ ĤͩĐया pH सचूक (indicatior) ɮवारा रंग मɅ पǐरवत[न (pH मɅ पǐरवत[न के कारण) 
पहचाना जा सकता है । यह उदासीन pH (7.0) पर लाल तथा 6.8 से कम (अàलȣय pH) pH पर 
पीला हो जाता है । 

 
ͬचğ 8.3 यीèट ɮवारा ͩकÖवन का Ĥदश[न 
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ͪवͬध 
1. काबȾहाइĜेट के अǓतǐरÈत सभी पदाथɟ को आसुत जल मɅ ͧमलायɅ तथा आयतन 1000 mL कर 

लɅ। 
2. अब इसे चार भागɉ मɅ बांट लɅ व Ĥ×येक मɅ 1.25 g काबȾहाइĜेट (Ĥ×येक मɅ एक शक[ रा) डालɅ व 

ͧमलायɅ । 
3. Ĥ×येक काबȾहाइĜेट के ͧलए चार संवध[न परखनͧलया लɅ एव ंसभी मɅ डरहम ɪयबू उãटा डालɅ (इसका 

आधार ऊपर कȧ ओर रहेगा) अब इसमɅ लगभग 20ml काबȾहाइĜटे यÈुत संवध[न माÚयम डालɅ। 
4. इसी Ĥकार सभी काबȾहाइĜेट के ͧलए चार परखनͧलयो के सेट बना लɅ व उÛहɅ लेबल कर दɅ । 
5. सभी को ऑटोÈलेव मɅ Ǔनजͧम[त कर लɅ । 20 ͧमनट तक 15 lb/in दाब पर Ǔनज[ͧमत करने के 

बाद ठंडा करɅ व ǓनकालɅ । 
6. 5 ml Ǔनज[ͧमत जल के वायल कȧ अजम[ पǐरिèथǓत मɅ ऊपर का कैप तोड़े तथा इस जल मɅ यीèट 

पाउडर ͧमला कर Ǔनलंबन बना लɅ । 
7. अजम[ पǐरिèथǓत मɅ (लैͧमनर वाय ुĤवाह केǒबनेट मɅ) इस Ǔनलंबन कȧ 2-3 बूदंɅ Ǔनज[ͧमत ͪपपेट 

ɮवारा Ĥ×येक सैट कȧ तीन परखनͧलयɉ मɅ डालɅ तथा एक को तुलना के ͧलए रख लɅ । 
8. इÛहɅ 250C तापमान पर लगभग 48 घटें रखɅ तथा Ĥे¢ण करɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम  
परȣ¢ण संवध[न परखनͧलयɉ मɅ उलट डरहम नͧलका मɅ बलुबलेु CO2, उ×पादन दशा[ते हɇ तथा ͪ वलयन 
का पीला रंग अàल के Ǔनमा[ण के कारण हु ए pH मɅ पǐरवत[न को Ĥदͧश[त करता है । ये दोनɉ पǐरवत[न 
यीèट ɮवारा ͩकÖवन को Ĥदͧश[त करते हɇ । 
सावधाǓनया ं
1. परखनͧलयो मɅ ͪवलयन 'का èतर उलटȣ हु ई नͧलकाओं से ऊपर होना चाǑहये । 
2. उलटȣ हु ई डरहम नͧलका मɅ पहले से कोई बलुबलुा नहȣं होना चाǑहये । 

8.5 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. सेललुोज का अपघटन ͩकन सूêमजीवɉ ɮवारा ͩकया जाता है? 
2. सेललुोज ͩकस का बहु लक है?  
3. सेललेुज के अपघटन मɅ कौन से ͪवकर उपयोगी है ' 
4. सेललेुज कȧ सͩĐयता कȧ जाँच के ͧलए कौनसा ͩĐयाधार उपयोग मɅ ͧलया जाता है? 
5. मंड Èया होता है? 
6. एमाइलोज एव ंएमाइलोपिैÈटन मɅ Èया अंतर है? 
7. एमाइलेज सͩĐय कुछ सूêमजीवɉ के नाम बताइये । 
8. ͩकÖवन Èया होता है? 
9. ͩकसी एक मह××वपणू[ कवक का नाम बताइये जो अͬधकाशंत: ͩकÖवन के लए उपयोग मɅ लȣ जाती 

है? 
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इकाई 9 
ĐोमेटोĒाफȧ तथा एãकोहॉल का आकलन 

(CHROMATOGRAPHY AND ESTIMATION OF 
ALCOHOLS) 

 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
9.0 उƧेæय 
9.1 Ĥèतावना 
9.2 ĐोमेटोĒाफȧ 

9.2.1 ͪवतरण गणुाकं (Kd) एव ंअवधारणा गणुाकं (Rf) 
9.2.2 ĐोमेटोĒाफȧ के ͪवͧभÛन Ĥकार 

9.3 पेपर ĐोमेटोĒाफȧ 
9.4 ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ 

9.4.1 ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ ɮवारा शक[ राओं को पथृÈकरण एव ंउनकȧ पहचान 
9.4.2 ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ के ɮवारा अमीनɉ अàलɉ का पथृÈकरण एव ंउनकȧ पहचान 

9.5 ͪवͧशçट गǽु×व ͪवͬध से एãकोहॉल का आकलन 
9.6 मौͨखक Ĥæन 
9.7 संदभ[ Ēथं  

9.0 उƧेæय (Objective) :  
(i) इस इकाई को पढ़कर £ात होगा ͩक ͩकस Ĥकार अमीनो अàलɉ व शक[ राओं को T.L.C(thin layer 

chromatography) के ɮवारा अलग (saperate) करके पहचान (identify)कर सकɅ गे । 
(ii) इस इकाई को पढ़कर £ात होगा ͩक ͩकस Ĥकार ĐोमेटोĒाफȧ के ɮवारा साधारण èवǾप ͧसƨाÛत 

को समझ कर उसका उपयोग Ĥायोͬगक काय[ मɅ करɅ । 
(iii) इस इकाई को पढ़कर £ात होगा ͩ क ͩ कस तरह से ͪ वͧशçट गǾु×व ͪ वͬध से एãकोहल का आकलन 

होता है । 

9.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
ĐोमेटोĒाफȧ एक ऐसी जैव रासायǓनक तकनीक / ͪवͬध िजसमɅ दो Ĥावèथाएं मुÉय Ǿप से होती है । 
एक Ĥावèथा जो चलायमान (mobile) रहती है जबͩक दसूरȣ Ĥावèथा èथायी (stationary) रहती है 
। इस तकनीक मɅ चलायमान अवèथा के अणुओं के ɮवारा èथायी अवèथा के अणओंु को अलग 
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(saperate) ͩकया जाता है । इन पथृक हु ए पदाथȾ को उनके अवधारण कारण (Retention factor, 
Rf) Rf value के ɮवारा पहचानते हɇ । इस Rf मान ͪवͧभÛन कारकɉ पर Ǔनभ[र करता है । 
ĐोमेटोĒाफȧ को Ĥमुखतया दो भागɉ मɅ ͪवभािजत ͩकया गया है (1) ͪवलयन ĐोमेटोĒाफȧ (2) गसै 
ĐोमेटोĒाफȧ । इÛहɅ आगे पनु: ͪवभािजत ͩकया गया है । 
पेपर ĐोमेटोĒाफȧ मɅ, पेपर को एक ĐोमेटोĒाम के Ǿप मɅ काम लेते हɇ । ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ मɅ 
ͧसͧलका जेल को ͧसͧलका Üलेɪस बनाने मɅ काम मɅ ͧलया जाता है । यह आरोहȣ या अवरोहȣ Ĥकार 
कȧ हो सकती है अथवा ͪवलायक कȧ Ǒदशा के आधार पर एक Ǒदशीय अथवा ɮͪव-Ǒदशीय ĐोमेटोĒाफȧ 
मɅ ͪवभÈत कȧ जा सकती है । 
साधारणतया एãकोहलȣ ġव मɅ ऐथेनॉल कȧ माğा (content) को £ात करने या Ǔनिæचत (determine) 
करने के ͧलए बहु तसारे तरȣके (methods) Ǒदये गए है । ये सभी तरȣकोͪवͬधयाँ घन×व (density), 
अपवत[नांक (refractive index), ऑÈसीकरण अंक (oxidation index) Èवथनांक (boiling 
point) आǑद पर आधाǐरत है । इन सभी मɅ सबसे आसान (simplest) ͪवͬध एथेनाल-जल ͧमĮण 
के घन×व पर आधाǐरत है । इस घन×व का मान एथेनॉल कȧ माğा के बढ़ने के साथ घटता है Èयɉͩक 
एथेनॉल का घन×व जल से कम होता है । बहु त सारे देशɉ ने इस तकनीक के ͧलए 150C को मानक 
तापĐम (standard reference temperature) मान ͧलया है । 
काय[¢ेğ या उƧेæय 
(i) इस मानक मɅ दो टेबल, टेबल-I व टेबल-II आती है । दोनɉ टेबल 150C ताप पर एथेनॉल के आयतन 

को t0C पर, एथेनॉल-पानी के ͧमĮण से शताशी हाइĜोमीटर (centesimal hydrometer) के 
ɮवारा £ात करत ेहɇ । 

(ii) टेबल-I (इस पèुतक मɅ सारणी 9.4) मɅ तापĐम शुͪƨकरण आकड़े (temperature correction 
data) तथा टेबल-II (इस पèुतक मɅ सारणी 9.5) मɅ (150C पर Ǔनवा[त मɅ) ͪवͧशçट गǽु×व, Ǔनवा[त 
मɅ घन×व, हवा मɅ घन×व, ġव के ͧलए लȣटर मɅ आयतन जो (100 kg हवा मɅ) Ǒदये गये है । 

पाǐरभाͪषक शÞद 
(i) Ĥेͯ¢त कोǑट / ͫडĒी (Observed degree) 
हाइĜोमीटर का वह पाɫयाकं (reading) जब उसे एãकोहलȣ ͪवलयन मɅ डुबाया जाता है । 
(ii) Ĥेͯ¢त आयतन (Observed volume) 
ġव का वाèतͪवक तापĐम पर आयतन । यह आयतन लȣटर मɅ एक तापĐम ͪवशेष पर दशा[या जाता 
है जैसे 250C पर 1025.3 लȣटर । 
(iii) एथेनाल कȧ माğा - ͩकसी ġव कȧ t0C तापĐम पर 
एथेनॉल आयतन के भागɉ कȧ संÉया 150C तापĐम पर, जो ͩ क ġव के आयतन के 100 भाग मɅ t0C 
ताप पर पायी जाती है । 

9.2 ĐोमेटोĒाफȧ (Chromatography) :  
आधुǓनक समय मɅ ĐोमेटोĒाफȧ ने पादप ͪ व£ान व रसायन ͪ व£ान के ¢ेğ मɅ मह×वपणू[ èथान ले ͧलया 
है । इस ͪ वͬध का उपयोग ͧमĮण मɅ से इसके संघटकɉ (constituents) को अलग करने के ͧ लए ͩकया 
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जाता है । इन ͪवͧभÛन Ĥकार कȧ ͪवलगन ͪवͬधयɉ (separation methods) मɅ ĐोमेटोĒाफȧ 
(Chromatography) का ͪवͧशçट èथान है । ĐोमेटोĒाफȧ एक Ēीक शÞद है जो Đोमेटोस = रंग 
(Khromatos = Colour) एव ंĒाफोस = ͧलखना (graphos = written) से बना है । माइकल 
सेमेनाͪवच Ǒटवेट (Michale Semonovich Tswett) से बना है । माइकल सेमेनोͪवच Ǒटवेट 
(Michale Semonovich Tswett) ने 1906 मɅ एक ͧमĮण से ͪवͧभÛन वण[कɉ (Èलोरोͩफल एव ं
जैथोͩफल को पथृक-पथृक करने के ͧलए ͩकया । उÛहɉने अपने Ĥयोग मɅ, प×ती के पĚैोͧलयम ईथर 
के सार (extract) को CaCO3 के एक कालम से गजुारा । शुƨ ईथर को कालम से गजुारने पर 
Èलोरोͩफल के ͪवͧभÛन वण[क अलग-अलग Įेणी मɅ अलग-अलग रंगɉ मɅ Ǔनिæचत ¢ेğɉ (Zones) मɅ 
ͪवलग हो गये । इस ͪ वͬध मɅ कठोर अͬधशोषी (solid absorbent) पर जो धÞबे (spots / zones) 
बनते हɇ उÛहɅ ĐोमेटोĒाम (chromatogram) कहते है । 

9.2.1 ͪवतरण गणुाकं (Kd) एव ंअवधारण गणुांक (Rf) 

ĐोमेटोĒाफȧ मɅ एक ͧमĮण को ͩकसी ǓछǑġत सतह के एक ͧसरे पर लगाया जाता है इसे हम िèथर 
Ĥावèथा कहते हɇ (यह ठोस अथवा ġव कुछ भी हो सकता है) जबͩक चलायमान अवèथा (mobile 
phase) (ġव अवèथा) । इस िèथर अवèथा पर गǓत करती है ये ͪवͧभÛन ͧमĮण के घटक ͪवͧभÛन 
दǐूरयɉ पर एक दसूरे से पथृक होते जाते है । अत : पाǑट[शन या ͪवतरण गणुांक (distribution 
cofficient)Kd को Ǔनàन Ĥकार पǐरभाͪषत ͩकया जा सकता है - 

Kd =
पदाथ[ कȧ ͪवलायक (solvent)A मे सांġता
पदाथ[ कȧ ͪवलायक(solvent) B मे सांġता 

 

अत: ͩकसी पदाथ[ कȧ यǑद बधंुता (Affinity) चलायमान पदाथ[ से अͬधक है तो वह अͬधक दरूȣ तय 
करेगा जबͩक इसके ͪवपरȣत िजसकȧ बधंुता कम है वह कम दरूȣ तय करेगा । 
इस ĐोमेटोĒाफȧ ͪ वͬध मɅ ͪ वͧभÛन पथृक हु ए पदाथɟ को उनके अवधारण कारक (Retention factor, 
Rf) Rf मानक (Rf value) के ɮवारा पहचानते (identify) करते हɇ । 

Rf =
Ĥारिàभक/आधारȣ रेखा से पदाथ[ ɮवारा तय कȧ गई दरूȣ
Ĥारिàभक/आधारȣ रेखा से ͪवलायकɮवारा तय कȧ गई दरूȣ

 

इस Rf मानक को ͪवलयन का संगठन (composition), ताप, pH, ͩफãटर पेपर कȧ Ǔछġता 
(porosity) आǑद कारक Ĥभाͪवत करते हɇ । 

9.2.2 ĐोमैटोĒाफȧ के ͪवͧभÛन Ĥकार 

ĐोमेटोĒाफȧ Ĥमुखतया दो Ĥकार कȧ होती है - 
(1) ͪवलयन ĐोमेटोĒाफो (Solution Chromatography) 
(2) गसै ĐोमेटोĒाफȧ (Gas Chromatography) 
(1) ͪवलयन ĐोमेटोĒाफȧ 
ͪवलयन ĐोमेटोĒाफȧ पनु: Ǔनàन Ĥकार वगȸकृत होती है - 
(i) अͬधशोषण ĐोमेटोĒाफȧ (Adsorption Chromatography) 
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(ii) पाǑटɍशन ĐोमेटोĒाफȧ (Partition Chromatography) 
(iii) एÈसÏयजून ĐोमेटोĒाफȧ (Exclusion Chromatography) 
(iv) कॉलम ĐोमेटोĒाफȧ (Column Chromatography) 
(v) आयन आदान-Ĥदान ĐोमेटोĒाफȧ (Ion Exchange Chromatography) 
(vi) ǐरवस[ फेज ĐोमेटोĒाफȧ (Reverse Phase Chromatography) 
(vii) इलेÈĚोफौरेǑटक ĐोमेटोĒाफȧ (Electrophoretic Chromatography) 
(2) गसै ĐोमेटोĒाफȧ 
इस तकनीक को सव[Ĥथम जेàस व माǑट[न (A.T. James and J.P. Martin) ने 1952 मɅ लàबी 
Įृंखला वाले वसा अàलɉ को पथृक करने के काम ͧलया था । 
ĐोमेटोĒाफȧ मɅ एक ͧ मĮण से ͪ वͧभÛन ͧ मͬĮत घट को या पदाथɟ का पथृÈकरण उन पदाथȾ के गमन 
मɅ ͧभÛनता (differential migration) के कारण होता है । इस तकनीक मɅ दो अवèथाएं, िèथर 
अवèथा (stationary Phase)एव ंचलायमान अवèथा (mobile phase) होती है । िèथर अवèथा 
ठोस, जैल, ġव या एक ठोस या ġव ͧमĮण हो सकता है । परÛत ुचलायमान अवèथा ġव या गसै 
का Ĥवाह होती है जो ͩ क िèथर अवèथा मɅ से ĤवाǑहत होती है । चलायमान अवèथा मɅ िèथर अवèथा 
कȧ साथ-साथ गǓत इस बात पर Ǔनभ[र करती है ͩ क वह उस चलायमान अवèथा मɅ ͩ कतना घलुनशील 
है । ĐोमेटोĒाफȧ कȧ Ǔनàन Ĥचͧलत ͪवͬधयां है - 
(i) पेपर ĐोमेटोĒाफȧ(Paper Chromatography) 
(ii) ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ(Thin Layer Chromatography) 
(iii) गसै-ġव ĐोमेटोĒाफȧ(Gas Liquid Chromatography) 
(iv) कॉलम ĐोमेटोĒाफȧ(Column Chromatography) 
िèथर अवèथा व चलायमान अवèथा के आधार पर पनु: ĐोमेटोĒाफȧ तÛğ (system) को चार भागɉ 
मɅ बांटा जा सकता है - 
(A) 'ġव-ठोस 
इसमɅ अͬधशोषी ĐोमेटोĒाफȧ (adsorption Chromatography), T.L.C. एव ंआयन ͪवǓनमय 
(ion exchange) Ĥकार कȧ ͪवͬधयाँ आती है । 
(B) गसै-ठोस 
इसमɅ गसै-ठोस ĐोमेटोĒाफȧ (gas solid Chromatography) आती है । 
(C) ġव-ġव (Liquid - Liquid Chromatography)ĐोमेटोĒाफȧ इसमɅ पाǑट[शन ĐोमेटोĒाफȧ, पेपर 

ĐोमेटोĒाफȧ को सिàमͧलत ͩकया गया है । 
(D) गसै-ġव ĐोमेटोĒाफȧ eg. गसै-ġव ĐोमेटोĒाफȧ केͧशका×व कालम ĐोमेटोĒाफȧ (Capillary - 

column Chromatography) 

9.3 पेपर ĐोमेटोĒाफȧ (Paper Chromatography) :  
सव[Ĥथम शओ्नबेन (Schonbein,1961)ने पेपर ĐोमेटोĒाफȧ को कोͧशका ͪवæलेषण (Capillary 
analys)के नाम से Ĥèतुत ͩकया था । परÛतु इसकȧ वाèतͪवक खोज 1938 मɅ दो Ǿसी व£ैाǓनकɉ 
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इजमाइलोव एव ंèकाइबेर (Izmailov and Schraiber, 1938)ने कȧ थी । इस तकनीक को मुÉयतया 
अमीनɉ अàलɉ को पथृक करने के काम मɅ ͧलया जाता है । 
इस ͪ वͬध मɅ िèथर अवèथा एक ͪ वͧशçट Ĥकार का पेपर होता है तथा चलायमान अवèथा पानी अथवा 
काब[Ǔनक ͪवलायक मɅ ͧमͬĮत होने योÊय ͪवलायक होती है । इसमɅ चलायमान अवèथा का गमन उÚवा[धर 
या ऊपर से नीचे कȧ ओर दोनɉ तरह हो सकता है िजसे Đमश: आरोहȣ पǐरचालन (Ascending 
development) व अवरोहȣ पǐरचालन (Descending devlopment)कहते हɇ ।  

9.4 ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ (Thin Layers Chromatography) :  
यह तकनीक पेपर ĐोमेटोĒाफȧ से समानता रखती है परÛतु इसकȧ तलुना मɅ यह अͬधक सुͪवधाजनक 
व कम समय मɅ सàपÛन होने वालȣ तकनीक है । 
इस ͪ वͬध मɅ पेपर के èथान पर काचँ कȧ Üलेट (glass plate),Üलािèटक कȧ शीट (Plastic sheet) 
या धातु कȧ पतलȣ Üलेट काम मɅ लȣ जाती है । इस Üलेट पर एक पतलȣ èथायी अͩĐय पदाथ[ कȧ परत 
चढ़ाई जाती है । इस परत कȧ मोटाई ͪ वæलेषणा×मक पथृÈकरण (analytical separations)के ͧ लए 
250 µm Ĥारिàभक पथृÈकरण (preparative) के ͧ लए 2-5 mm हो सकती है । इसमɅ अͩĐय पदाथ[ 
जो Üलेट पर चढ़ाया जाता है यह ͧसͧलका (Silica gel ‘G’) का होता है । परÛतु इसके साथ कैिãसयम 
सãफेट या िजÜसम ͧमलाया जाता है िजससे यह Üलेट पर अͬधक Ǻढ़ता से ͬचपक सकɅ  । 
पेपर ĐोमेटोĒाफȧ व ͬ थन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ लगभग एक जसैी हȣ ͪ वͬधयाँ है परÛतु ͩ फर भी ͬ थन लेयर 
ĐोमेटोĒाफȧ अͬधक Ĥभावी है Èयɉͩक - 
(i) इस ͪवͬध मɅ, ͧमĮण मɅ पदाथ[ के घटकɉ का पथृÈकरण, Ĥयोग मɅ काम ͧलए गए ĐोमेटोĒाͩफक 

माÚयम कȧ ĤकृǓत पर Ǔनभ[र करता है । 
(ii) इस ͪवͬध कȧ पथृÈकरण गǓत बहु त तीĭ है तथा इस पथृÈकरण मɅ लगभग एक घटंा लगता है। 
(iii) इस ͪवͬध से ͧमĮण मɅ कम सांġता वाले पदाथȾ को भी आसानी से पथृक ͩकया जा सकता है । 
(iv) इस ͪ वͬध मɅ उÍच तापĐम व कुछ सं¢ारकɉ जैसे H2SO4 आǑद को भी पथृÈकरण मɅ काम ͧ लया 

जा सकता है जो पेपर ĐोमेटोĒाफȧ मɅ संभव नहȣ ंहै । 
जब ͩकसी नमूने के ͪवलयन (sample solution) कȧ एक बूदं, तैयार कȧ गई काचं कȧ Üलेट के 
Ĥारिàभक रेखा पर लगाई जाती है तो चलायमान अवèथा (Mobile Phase) के कारण इसका गमन 
होता है इसे डवलपर (developer) कहा जाता है । यह Üलेट कȧ सतह पर उपिèथत अͩĐय पदाथ[ 
मɅ केͧशका बलɉ(capillary forces) के कारण होता है । इस चलायमान अवèथा का गमन दो Ĥकार 
से हो सकता है - 
(i) आरोहȣ पǐरचालन (Ascending development) 
(ii) अवरोहȣ पǐरचालन (Descending development) 
जब चलायमान अवèथा (ͪवलायक) का गमन नीचे से ऊपर (उÚवा[धर) कȧ Ǒदशा मɅ हो तो इसे आते 
हȣ पǐरचालन (Ascending development) कहत ेहɇ । यह गǓत गǾु×वाकष[ण बल के ͪ वपरȣत Ǒदशा 
मɅ होती है । ͪ वलायक के गमन कȧ गǓत ऊंचाई बढ़ने के साथ-साथ कम होती जाती है या इसके गमन 
कȧ गǓत मंद हो जाती है । इसी कारण दोनɉ अवèथाओं को ͪवलग / पथृक होने का समय ͧमल जाता 
है । 
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जब चलायमान अवèथा का गमन ऊपर से नीचे कȧ ओर होता है तब इस अवèथा को अवरोहȣ पǐरचालन 
(descenfing developmrnt) कहते है । इन ͪवͬधयɉ मɅ ͪवलायक एक हȣ Ǒदशा मɅ गमन करता 
है अत: इसे एकǑदशीय ĐोमेटोĒाफȧ (one- dimentional Chromatography) कहते है जबͩक 
ɮͪव-Ǒदशीय ĐोमेटोĒाफȧ (two- dimentional Chromatography) मɅ यह गǓत एक से अͬधक 
Ǒदशाओं मɅ होती है । 
अत: तीĭ गǓत, द¢ता (efficiency) व संवेदनशीलता ने T.L.C. को अͬधक Ĥभावी व मह×वपणू[ 
तकनीक बना Ǒदया है । वसाओं (èटȣरोल) को एलूͧमना पर T.L.C. ͪवͬध के ɮवारा आसानी से 
अलग-अलग ͩकया जा सकता है । 
ĐोमेटोĒाफȧ मɅ ͪवͧभÛन आिÖवक भार वाले पदाथȾ कȧ गǓत ͪवलायक के सापे¢ अलग-अलग होती है 
। अत: इस ͪ वͬध ɮवारा उनका पथृÈकरण ͩ कया जा सकता है । ͪ वͧभÛन पदाथɟ कȧ िèथǓत अवधारण 
कारक (Retention factor, Rf) ɮवारा Ǔनधा[ǐरत कȧ जाती है । 

Rf =
Ĥारिàभक रेखा से पदाथ[ ɮवारा तय कȧ गई दरूȣ

Ĥारिàभक रेखा से ͪवलायक ɮवारा तय कȧ गई दरूȣ
 

9.4.1 ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ ɮवारा शक[ राओं को पथृÈकरण एव ंउनकȧ पहचान (Separation 
and Identification Sugars by thin Layer Chromatography) 

अͧभकम[क 
A. ͪवलायक तÛğ 
इथाईल एͧसटेट. आइसोĤोपेनॉल : आसुत जल ͪपरȣडीन (26 : 14 : 7 : 2, v/v) का एक ͧमĮण । 
B. मानक शक[ रा ͪवलयन 
Êलूकोज, राइबोज, लेÈटोस आǑद शक[ राओं का 1% मानक ͪवलयन 10% iso-Ĥोपनाल (v/v) मɅ बनाऐ। 
उस ͧमĮण मɅ िजसमɅ शक[ रा को पहचानना है समान माğा मɅ शक[ रा ͪवलयन ͧमला दɅ । 
C. ऐनेͧलन डाइफेǓनलएमाइन अͧभकम[क 
5 भार (volume) 1% ऐनेͧलन व 5 भार 1% डाइफेǓनलएमाइन को ऐͧसटोन मɅ बनाकर 1 भार 85% 
फाèफोǐरक अàल के साथ ͧमलाकर तैयार करɅ । 
ͪवͬध  
ĐोमेटोĒाम को तैयार करना 
1. कॉच कȧ Üलेɪस (20   20 cm) को सहȣ तरह से साफ करके सुखाए त×पæचात ्उͬचत बफर 

(Buffer) मɅ èथाई अवèथा (Silica Gel G)को èĤेडर कȧ सहायता से इन काचँ कȧ Üलेɪस पर 
समान मोटाई (250 µm) मɅ फैला दɅ ।  

2. इन Üलेɪस को अब सͩĐयत करने के ͧ लए 1050C पर 3० ͧ मǓनɪस के ͧ लए रख दɅ । इन Üलेɪस 
को अब Ǔनकाल कर डेसीकेटर (desiccator) मɅ काम लेने से पहले रख देते हɇ । 

3. एक ͪपन कȧ सहायता से अब Üलेट के एक ͧसरे पर ͩकनाने से 2 cm दरूȣ पर एक रेखा बनाए 
। Úयान रहɅ ͩक रेखा ͨखचंत ेसमय ͧसͧलका कȧ परत खरुच (scratch) न जाए । 
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4. इस आधार रेखा पर सावधानी से अब åयिÈतगत मानक शक[ राऐं (Individual standard 
sugars) तथा अÛय बनाए गए ͬचÛह पर नमूने (sample) का एãकोहल मɅ बना ͪ वलयन केͧशका 
नलȣ (capillary) कȧ सहायता से लगा दɅ । 

5. इस Üलेट को अब ĐोमेटोĒाͩफक टɅक मɅ (पहले से संतÜृत) रख दɅगे । Üलेट को टɅक मɅ रखते समय 
Úयान रहɅ ͩक इसका Ǔनचला ͧसरा बनायी गई रेखा तक हȣ ͪवलायक मɅ डूबे । 

6. इस टɇक को अब वायरुोͬधत करके बदं कर दɅगे । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरकलन 
ĐोमेटोĒाͩफक टɇक मɅ ͬचिÛहत कȧ गई रेखा (marked line) से ऊपर कȧ ओर ͪवलायक गǓत करता 
है इस ĤͩĐया मɅ लगभग 90 ͧमनट लगते हɇ । Üलेɪस को बाहर Ǔनकाल कर कमरे के ताप पर सुखने 
दɅ । इन T.L.C. Üलेɪस पर सुखने के बाद ताजा बने ऐलेǓनन-डाइͩफनाइल-एमाइन नाम अͧभकम[क 
को èपेयर कȧ सहायता से èटे करɅ । 

 
शक[ राओं का T.L.C. ɮवारा पथृÈकरण 

पǐरणाम  
1. Ǒदये गए नमूने मɅ से ͪवͧभÛन शक[ राओं का TLC ͪवͬध ɮवारा पथृÈकरण ͩकया गया । 
2. इस नमूने मɅ ͪवͧभÛन शक[ राओं एव ंउनका मे मान Ǔनàन Ĥकार पाया गया - 

शक[ राए उपिèथत     Rf का मान 
(i) ....................................    .................................... 
(ii) ....................................    .................................... 
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(iii) ....................................    .................................... 
(iv) ....................................    .................................... 
(v) ....................................   .................................... 
(vi) ....................................   .................................... 
इन TLC Üलेɪस को अब गम[ ओवन (hot oven) मɅ 1000C पर 10 ͧमनट के ͧ लए रखɅ । इन TLC 
Üलेɪस पर नीले रंग के धबे जो सफेद आभा (white background) ͧलए है, वे शक[ रा कȧ उपिèथǓत 
का दशा[तɅ हɇ । 
अब Ĥारिàभक रेखा से इन रंगीन धÞबɉ (coloured spots) के ɮवारा तय कȧ गई दरूȣ नापकर Rf 
मान Ǔनकाल ले । इस Rf मान को शक[ राओं के मानक Rf मान से तुलना करके उस नमूने कȧ शक[ रा 
को पहचानɅ । 
दȣ गई शक[ रा के ͧलए Rf मानक कȧ गणना 
Đ.सं. शक[ रा का 

का नाम 
 

ͪवलायक ɮवारा 
तय कȧ गयी 
दरूȣ (mm) 

(A) 

शक[ रा ɮवारा 
तय कȧ गयी 
दरूȣ (mm) 

(B) 

Rf=
۰
ۯ
 ǒबÛद ुका 

रंग 
 

संभाͪवत शक[ रा 
का नाम 

 

मानक शक[ रा      
1. Êलूकोज      
2. राइबोस      
3. लेÈटोस      
4. सुĐोस      

शक[ रा सार      
1. A      
2. B      
3. C      
4. D      
5. E      
6. F      
7. G      

सावधाǓनया ँ
1. शक[ राओं का सार (Extract) साÛġ बनाना चाǑहए । 
2. ǒबÛद ुलगाते समय Úयान रखɅ ͩक जब तक पहला ǒबÛद ू(spot) ना सूख जाए दसूरा ǒबÛद ूना 

लगाए । 
3. ĐोमेटोĒाफȧ जार का मु ँह ढक देना चाǑहये । 
4. Êलास Üलेɪस सहȣ ढंग से साफ होनी चाǑहए । 
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5. Üलेɪस को काम लेने से पवू[ 1050C पर सͩĐयत (activated) होना चाǑहए । 

9.4.2 ͬथन लेयर ĐोमेटोĒाफȧ के ɮवारा अमीनɉ अàलɉ का पथृÈकरण एव ं उनकȧ पहचान 
(Separation and Idenfication of Amino Acid by Thin Layer 
Chromatography) 

ͧसƨाÛत 
अमीनɉ अàल ͩकसी ͧमĮण मɅ से उनकȧ चलायमान अवèथा (mobile phase) के साथ बधंुता व 
घलुनशीलता के आधार पर पथृक होते हɇ । िजन अमीनɉ अàलɉ कȧ बधंुता (affinity) िèथर अवèथा 
से अͬधक होती है वे धीमी गǓत से गमन करत ेहै तथा िजनकȧ बधंुता चलायमान अवèथा के साथ 
अͬधक होती है वे तीĭ गǓत से गमन करते हɇ । ये सभी पथृक हु ए अमीनɉ अèत, जब सुखे हु ए ĐेमेटोĒाम 
पर ǓननहाइͫĜन (ninhydrin) का èĤे ͩकया जाता है तो नीला-बɇगनी रंग देत ेहɇ । केवल Ĥोलȣन व 
हाइĜोिÈसĤोलȣन ऐसे अमीनɉ अàल है जो Ǔनन हाइͫĜन से ͩĐया करके पीले रंग का उ×पाद (yellow 
product) देते हɇ  

 
आवæयक सामĒी 
खरल (Pastle & Mortor) : T.L.C. ĐोमेटोĒाͩफक टɅक, कॉच कȧ Üलेɪस (20   20 cm), èवेडर 
(sprerader), माइĐोͪपपेट, ओवन िजसका तापĐम 1050C पर Ǔनधा[ǐरत ͩकया हो, हेयर Ĝायर (Hair 
drier), èĤेअर (sprayer) या ओटोमाइजर (Atomizer), वाटर बाथ, केͧशका नलȣ, आसुत जल, 
पेिÛसल / ͪपन, बीकर, हॉट Üलेट, अंकुǐरत बीज या पानी मɅ ͧभगोये (water socked) बीज आǑद। 
अͧभकम[क 
1. ͪवलायक ͪवलयन (Developing Solution) 
n-Þयटेूनॉल + एͧसǑटक अàल + आसुत जल को 3 : 1 : 1 अनपुात मɅ लेकर बनायɅ । 
2. एãकोहल (80%) 
3. ǓननहाइͫĜन èĤे अͧभकम[क : ताजा ͪवलयन बनाने के ͧलए 0.2 Ēाम ǓननहाइͫĜन को 100 ml 

ऐͧसटोन मɅ घोलɅ । 
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4. मानक अमीनɉ अàलɉ (Standard Amino Acids) : मानक अमीनɉ अèत जैसे ͧमथायोǓनन 
ǑĚÜटोफेन, एलेǓनन, Êलाइͧसन, ãयसूीन आǑद का ͪवलयन बनायɅ (1 mg/mlजो 10% iso-Ĥोपेनाल 
मɅ बनायɅ) 

5. एक नमूना (sample) िजसमɅ अमीनɉ अàलɉ का ͧमĮण हɉ । 
ͪवͬध 
(A) अमीनɉ अàलɉ का सार बनाना 
(i) 1g भीगे हु ए अथवा अकुंǐरत (germinated) बीजɉ को खरल (mortor) मɅ लेकर 5 ml एãकोहल 

(80%) मɅ पीसे । इस को अब ͩफãटर पेपर से छाने । छǓनत को एक टेèट ɪयबू मɅ ले तथा सàपणू[ 
एãकोहल को वािçपत होने दɅ ताͩक इसका पेèट बन जायɅ । यǑद आवæयकता हो तो इस छǓनत 
को वाटर बाथ पर रखकर वािçपत करɅ तथा पेèट को सुखा लɅ । 

(ii) अब शçुक पेèट को 1 ml आसुत जल मɅ घोलɅ । ĤाÜत ͪवलयन हȣ अमीनɉ अàलɉ का सार (extract) 
है । 

(B) ĐोमेटोĒाम तैयार करना 
1. काँच कȧ Üलेट (20   20 cm) को सहȣ ढंग से साफ करके सुखाए त×पæचात ्उͬचत बफर मɅ 

èथाई अवèथा (silica Gel G) को सेĤेडर कȧ सहायता से इस कॉच कȧ Üलेɪस पर समान मोटाई 
(250 µm) मɅ फैला दɅ । 

2. इन Üलेɪस को अब सͩĐयत करने के ͧलए 1050C पर 30 ͧमनɪस के ͧलए ओवन मɅ रख दɅ । 
इन Üलेɪस को अब Ǔनकाल कर डेसीकेटर (Desiccator) मɅ काम लेने से पहले रख देते हɇ । 

3. एक ͪपन / पɅͧसल कȧ सहायता से Üलेट के एक ͧसरे पर ͩकनारे से 2 cm दरूȣ पर रेखा बनाए। 
4. इस रेखा पर अब मानक अमीनɉ अàल व अ£ात अमीनɉ अàलɉ के ͧमĮण को लगाए । 
(C) ͪ वलायक का बनाना 
n Þयटेूनॉल, ऐͧसǑटक अàल व आसतु जल को 3 : 1 : 1 अनपुात मɅ ͧमलाकर उͬचत माğा मɅ ͪ वलायक 
बनायɅ । 
(D) अमीनɉ अàलɉ का -पथृÈकरण 
(i) ĐोमेटोĒाफȧ जार मɅ 2 cm ऊंचाई तक ͪवलायक भरɅ तथा इसे 15-20 ͧमनट के ͧलए ढÈकन 

बदं कर देवɅ । इस ढÈकन को बदं करने से जार ͪवलायक से संतÜृत (saturated) हो जाएगा । 
(ii) अब T.L.C. Üलेट को जार मɅ इस तरह से रखɅगे ͩक ǒबÛद ु(spot) लगा हुआ ͧसरा ͪवलायक कȧ 

सतह को छूता हुआ हो । TLC Üलेट को रखकर जार के ढÈकन को पनु: ढंग से बदं कर देवɅ । 
(iii) इस T.L.C. Üलेट (ĐोमेटोĒाम) को लगभग 1 घÖटे इसी जार मɅ रहने दɅ त×पæचात ्जार से बाहर 

Ǔनकाल कर हवा मɅ सुखा लेवɅ । 
(iv) सूखे हु ए ĐोमेटोĒाम पर èĤेअर के ɮवारा ǓननहाइͫĜन का समान Ǿप से (uniform) Ǔछड़काव करɅ। 

इसे पनु: हवा मɅ सुखाकर 1050C पर ओवन मɅ 5 से 10 ͧमनट रखɅ ।  
Ĥे¢ण एव ंपǐरकलन 
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ĐोमेटोĒाम पर जहा-ँजहाँ ǒबÛद ूǑदखायी देते हɇ इनकȧ गोलाई एक पेिÛसल ɮवारा अंͩकत करɅ तथा इनका 
नामकरण A,B,C ,D,E,F करɅ । 
ͪवलायक ɮवारा गमन ͩकये गए ऊपर कȧ छोर कȧ तरफ पɅͧसल से रेखा खीचɅ तथा Ĥारàभ से तय कȧ 
गई दरूȣ नोट करɅ । 
मानक अàलɉ कȧ दरूȣ भी £ात कर लेवɅ । 
सभी के ͧलए Rf के मान कȧ गणना करɅ । Ǒदये गए नमूने मɅ अमीनɉ अàल पहचानɅ । 
पथृक ͩकए गए अमीनो अàलɉ के Rf मान कȧ गणना  

Đ.सं. अमीनो 
अàल 

का नाम 
 

ͪवलायक ɮवारातय कȧ गयी 
दरूȣ (mm)(s) 

अमीनो अàल 
तय कȧ गयी 

दरूȣ 
(mm)(d) 

Rf=
ୢ
ୱ
 

ǒबÛद ु
का 
रंग 
 

संभाͪवत 
अमीनो 
अàल का 
नाम 

मानक अमीनो अàल (Standards) : Ǔनàन या अÛय 
1.  Êलासीन      
2.  वेलȣन      
3.  ãयसूीन      
4.  एलेनीन      
5.  ͧसèटȣन      
6.  ͬĠओनीन      
अमीनɉ अàल सार (Extract) 
1.  A       
2.  B       
3.  C       
4.  D       
5.  E       
6.  F       
पǐरणाम 
(i) Ǒदये गए नमूने मɅ से ͪ वͧभÛन अमीनɉ अàलɉ का ͬ थन लेयर, क़ɋमेटोĒाफȧ ɮवारा पथृÈकरण ͩ कया 

गया ।  
(ii) इस नमूने मɅ ͪवͧभÛन अमीनɉ अàलɉ एव ंउनका Rf मान Ǔनàन पाया गया - 

अमीनɉ अàल कȧ उपिèथǓत    Rf का मान  
(i) ..................................................  .............................................. 
(ii)  ................................................  ................................................ 
(iii)  ................................................  ................................................ 
(iv)  .................................................  ............................................... 
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(v) .....................................................  ........................................... 
सावधाǓनया ँ
(i) अमीनɉ अàलɉ का ͧमĮण (सार) साÛġ होना चाǑहए । 
(ii) ͪवलायक मɅ ĐोमेटोĒाम रखने के बाद जार का मु ँह ढक देना चाǑहए । 
(iii) एक बार सूखने के बाद हȣ दसूरा ǒबÛद ूलगाना चाǑहये । 
(iv) T.L.C. Üलेɪस को काम लेने से पवू[ 1050C पर ओवन मɅ रखकर सͩĐयत (activated) कर 

लेना चाǑहए । 
(v) Êलास Üलेɪस सहȣ ढंग से साफ होनी चाǑहए । 

9.5 ͪवͧशçट गुǽ×व ͪवͬध से एãकोहल का आकलन (Estimation of 
Alcohol by Specific Gravity Method) : 

एãकोहॉल आकलन मɅ शताशंी हाइĜोमीटर काम मɅ ͧ लया जाता है । यह शताशंी हाइĜोमीटर 00से 1040 
अंशाͩकत (graduated) होना चाǑहए । यह 0.1 तक भागɉ मɅ ͪवभÈत एव ं150C पर मानकȧकृत 
(standardized) होना चाǑहए । ताͩक टेबल-I व टेबल-II के ɮवारा 150 तापĐम पर एथेनॉल कȧ माğा 
ĤाÜत कȧ जा सकɅ  । यह हाइĜोमीटर साधारण िèपǐरट (एथेनॉल व पानी का ͧमĮण) मɅ एथेनॉल कȧ 
माğा को Ǔनिæचत (determine) करने के काम आता है । 
काय[ͪ वͬध 
एãकोहलȣ ġव को काचँ के ͧसलेÖडर मɅ इसके मु ंह से 5 cm नीचे तक भरɅ । अब इस ͧसलेÖडर मɅ 
तापमापी को मु ंह (rim) के साथ Èलेàप के ɮवारा जोड़ दɅ । अब हाइĜोमीटर को धीरे-धीरे इसमɅ डुबोए 
जब तक कȧ साàयावèथा तक ना आ जायɅ । यह Úयान रखɅ ͩक हाइĜोमीटर का कोई Ǒहèसा तापमापी 
अथवा काचँ के ͧ सलैÖडर के सàपक[  मɅ ना आयɅ । आँखɉ को ġव सतह के समानाÛतर रखकर हाइĜोमीटर 
एव ंतापमापी का पाठयांक लɅ । 
ͪवͧशçट गǾु×व एव ंघन×व आकड़ɉ का ͪवæलेषण 
(i) टेबल न.ं II मɅ Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǾु×व, Ǔनवा[त मɅ घन×व, हवा मɅ घन×व एव ंġव का आयतन 

(लȣटर मɅ) ĤǓत 100 kg (हवा मɅ) आकड़ ेǑदये गए है । ये एक दसूरे से सàबिÛधत है तथा हाइĜोमीटर 
के 0.10 पर Ĥेͯ¢त ͩकये गये है । (ताͧलका 9.4) 
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(ii) यह टेबल II मɅ कालम 2, पानी के ͧलए ġवɉ कȧ ͪवͧशçट गǾु×व 150C तापĐम पर एव ं150C 
Ǔनवा[त मɅ दशा[ता है । जैसे उदाहरणाथ[ 50.000 के ͧलए टेबल के कालम 2 मɅ मान 0. 93437 
Ǒदया गया है िजसका मतलब यह है ͩक 

ġव का घन×व (Density of liquid) 
पानी का घन×व (ݎ݁ݐܽݓ ݂ ݕݐ݅ݏ݊݁ܦ)

= 0.93437 

उपरोÈत दोनɉ घन×व के मान Ǔनवा[त मɅ 150C तापĐम पर Ǔनधा[ǐरत होती है । (ताͧलका 9.5) 
(iii) कालम 2 के मान से 150C पर Ǔनवा[त मɅ घन×व का मान 0.999126 के साथ गणुा करके ĤाÜत 

ͩकया जा सकता है अथवा उसकȧ गणना कȧ जा सकती है जो ͩ क 150C पर Ǔनवा[त मɅ पानी का 
घन×व है । कालम 3 मɅ 50.000 एव ं0.93437 से सàबिÛधत मान 0.93355 है । 

(iv) हवा मɅ घन×व का मान (कालम 4) Ǔनवा[त मɅ घन×व के मान (कालम 3) के ɮवारा Ǔनàनͧलͨखत 
सूğ (formula) से £ात करते हɇ - 

M = (m − a)
r

r − a
= (m − a)  1.0001679 

यहाँ पर 
M = हवा मɅ घन×व, g/ml (150C तापĐम पर) 
m = Ǔनवा[त मɅ घन×व, g/ml (150C तापĐम पर) 
a = हवा का घन×व (150C एव ं760 mm दाब पर, 150C) 
(इसका मान 150C पर 0.0012255 150C के बराबर है) 
r= ढलवा लोहɅ (Cast iron) का औसत (average) घन×व है जो ͩक 7.3 150C (150C 

पर) पर ͧलया गया है । 
उदाहरण 
हाइĜोमीटर 150C पर 50.000 पर ͬ चिÛहत (marked) करता है । सàबिÛधत ͪ वͧशçट गǽु×व (कालम 
2) का मान 0.934 37 है । Ǔनवा[त मɅ घन×ूव का मान (कालम 3) का मान 0.93437   0.999126 
= 0.9335534 or 0.93355 (पांच दशलव तक सहȣ करɅ) है । हवा मɅ घन×व का मान - 
   (0. 9335534 - 0.0012255)1.0001679 
     = 0.932484 
     = 0.93248 (पाँच दशमलव तक) 
हवा मɅ सàबिÛधत आयतन 100 kg वजन के ͧलए होगा - 

=
100

0.93248
 

= 107.241 liters 
=107.24 liters (2 दशमलव तक सहȣ) 
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ͪपÈनोमीटर ͪवͬध : मादक पदाथ[ से एथेनाल कȧ माğा का Ǔनधा[रण ͪपÈनोमीटर से करना 
ͩकसी मादक (spirituous) से एथेनाल कȧ माğा को Ǔनिæचत करने के ͧ लए ͪ वͧशçट गǽु×व ͪ वͬध काम 
मɅ लȣ जाती' है । इसके ͧ लए पहले मादक ġव को सभी घलुनशील व अघलुनशील पदाथȾ से मुÈत होना 
चाǑहए केवल इसमɅ जल कȧ माğा हȣ होनी चाǑहए । यǑद ये अशुͪƨयाँ वाçपशील है या एमाइÛस है तो 
सव[Ĥथम इनको अèत या ¢ार के ɮवारा उदासीन करɅ । यǑद मुÈत आयोडीन अशुͪƨ के ǽप मɅ है तो 
इसे सोͫडयम आयोडाइड मɅ बदलने के ͧलए इसकȧ ͩĐया सोͫडयम थायोसãफेट से करवायɅ । यǑद 
वाçपशील तले,ͪवलेय आǑद है तो इनको एक, दो, तीन या चतुथ[ पǐरमाण ͪवͬध (Bulk Method) 
से अलग कर देते हɇ । 
सभी तरȣके काम मɅ लेने के बाद एक Ǔनिæचत आयतन को आसवन ͪवͬध से ĤाÜत कर ͪपÈनोमीटर 
(pyknometer) ͪवͬध के ɮवारा ͪवͧशçट गǽु×व ͪवͬध का Ǔनधा[रण करत ेहɇ । टेबल-Iव टेबल-II के 
ɮवारा एथेनॉल कȧ माğा का Ǔनधा[रण इस मादक पदाथ[ से करते हɇ । इसका ͪवèतार से वण[न Ǔनàन 
है - 
उपकरण 
(i) आसवन संयोजन 
ͬचğानसुार इस उपकरण को इस तरह से åयविèथत करते हɇ ͩक संघनक (confenser) का नीचे का 
ͧसरा 50 ml कȧ ͪपपेट से रबर कȧ नलȣ के ɮवारा जुड़ सकɅ  । इस पीपेट का नीचे का ͧसरा इस तरह 
से मुड़ा होता है ͩक संĒाहक (receiver) के Ǔनचले भाग या पेदɅ (bottom) मɅ पहु ंच सकɅ  व उसमɅ 
रखे आसुत जल (distilled water) मɅ कम से कम माğा मɅ डूबा रहɅ । 
(ii) संĒाहक 
100 ml ¢मता का एक गोल पɅदे (round bottom) का Ýलाèक । 
(iii) ͪपÈनोमीटर 
50 ml ¢मता वाला, जो 150C पर मानकȧकृत (standardized) हो । (ͬचğ मɅ दशा[येनसुार) 
(iv) तापमापी 
जो 00C से 500C तक तापĐम माप सकता हो तथा िजसमɅ कम से कम 0.50 का उप ͪ वभाजन (Sub 
divisions) हɉ।  
अͧभकम[क 
(i) साधारण नमक (common salt) 
(ii) पेĚोͧलयम हाइĜोकाब[न ͪवलायक (petrolium hydrocarbon solvent) 60/80. 
ͪवͬध 
यǑद तैयार मादक (spirituous preparations) मɅ वाçपशील (non-volatile) घटक पदाथ[ 
(ingradients) हो तो उसके ͧलए ͧसफ[  Ĥ×य¢ आसवन (direct distillation) ͩकया जा सकता है 
जबͩक यǑद तैयार मादक मɅ वाçपशील (volatile) घटक हो उस िèथǓत मɅ Ĥ×य¢ आसवन सभंव नहȣ ं
है । इसके ͧलए Ǔनàन तरȣका काम लेते हɇ - 
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(i) वाçपशील मादक कȧ 25 ml माğा लɅ तथा इसका हवा-तापĐम (air temperature) माप 
(measure) लɅ । 

(ii) मानक (sample) को पथृÈकरण Ýलाèक (separator flask) मɅ डालकर धोत ेहै व इसका 
आयतन 100 से 125 ml तक बनात ेहै । अब इसमɅ पया[Üत माğा मɅ सतंÜृत होने तक साधारण 
नमक (common salt) ͧमलाते हɇ तथा इसमɅ 50 से 80 ml पĚैोͧलयम हाइĜोकाब[न ͪवलायक 
ͧमलाकर 5 ͧमनट तक तेजी से Ǒहलात ेहɇ । 

(iii) अब इसे 15-20 ͧमनट तक ऐसे हȣ छोड़े ताͩक जो तैलȣय पदाथ[ है वे ͪवलायक मɅ आसानी से 
घलु जायɅ । अब नीचे कȧ लवणीय परत (saline layer) को लेकर आसवन संयोजन (distillation 
assembly) मɅ डालते है । ͪवलायक यÈुत ऊपरȣ परत को भी बार-बार सतंÜृत लवण से धोकर 
लवणीय पदाथ[ को आसवन संयोजन मɅ डाल दɅ । अब इसको आसͪवत करɅ तथा 100 ml आसͪवत 
को 10C पर संĒǑहत (collect) करɅ । 

 
ͬचğ 9.1: आसवन संयोजन 
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ͬचğ 9.2 : ͪपÈनोमीटर केͧशका अवरोधक 

ͪवͧशçट गǽु×व का Ǔनधा[रण 
इस हेत ुͪपÈनोमीटर काम मɅ ͧलया जाता है । इसके ͧलए ͪपÈनोमीटर को ए×कोहलȣ ġव से भर लɅ 
। अब थमा[मीटर डालकर ġव का सहȣ'-सहȣ तापĐम, Ǔछġवाला (perforated) èटोपर लगाने से पहले 
£ात कर लɅ । (यह ĤͩĐया बार-बार दोहराने पर हर बार ͪ पÈनोमीटर को सावधानी से धो लɅ ताͩक पहले 
कȧ कोई ġव अवशेष (residue) कȧ माğा उसमɅ न रहे । 
अब ͪपÈनोमीटर का एãकोहलȣ ġव के साथ 10C पर वजन (weight) £ात कर लɅ । अब खालȣ 
ͪपÈनोमीटर का वजन, एãकोहलȣ ġव व ͪपÈनोमीटर के वजन (10C पर) मɅ से घटाने पर एãकोहलȣ 
ġव का वाèतͪवक वजन Ēाम मɅ आ जाएगा।  
जल तुãयाकं (water equivalent) को £ात करने के ͧलए वजन को ͪवभािजत करɅ । जो ͩक हवा 
मɅ 50 ml जल का तथा 150C पर इसी का ͪपÈनोमीटर मɅ वजन है । यह ͩकसी एãकोहलȣ ġव का 
हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व को t0C/150C दशा[येगा । 
t0C तापĐम को लगभग 0.500C तक के उप ͪ वभाजन तक £ात करना चाǑहए । अत: Ǒदये गये मादक 
पदाथ[ मɅ इथेनॉल कȧ माğा को ताͧलका-I व ताͧलका-II से £ात कर सकते हɇ । 
ताͧलका-I 
(i) टेबल-I ͪवͧशçट गǽु×व ǽपाÛतरण कȧ टेबल है जो t0C/150C से 150C/150C तक ǽपाÛतरण मɅ 

सहायक है । 
(ii) यह टेबल Ǔनवा[त (vacuum) मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व को ͪ वͧभÛन तापĐमɉ पर (100C से 400C तक 

िजसमɅ मÚयाÛतर या उपͪवभाजन (कम से कम 0.50C) जो जल के सàबÛध मɅ (150C पर) एथेनॉल 
के ͪवͧभÛन ĤǓतशतɉ पर (आयतन के आधार पर 150C) बताती है । 

(iii) इस टेबल कȧ सहायता से ͪवͧशçट गǽु×व को ͪवशेष तापĐम t0C/150C पर जो ͩक ͪपÈनोमीटर 
के ɮवारा £ात ͩकया गया है, उसे सàबिÛधत (corresponding) ͪवͧशçट गǽु×व मɅ तापĐम 
150C/150C मɅ बदल / ǽपाÛतǐरत ͩकया जा सकता है । 

ताͧलका-II 
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(i) ͪवͧशçट गǽु×व आकड़ɉ (data) को एथेनॉल कȧ माğा (content) मɅ, ͪवशेष तापĐम पर ǽपाÛतरण 
के ͧलए यह टैबल काम मɅ लȣ जाती है । 

(ii) यह टेबल Ǔनवा[त मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व एवं हवा मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व (150C तापĐम पर Ĥ×येक 0.1% 
एथेनॉल content आयतन कȧ 150C/150C तापĐम पर) के आकड़ɉ को दशा[ती है । 

टेबलɉ को काम मɅ लेना (Use of tables) : 
(i) टेबल कȧ Ĥथम उदĒ (vertical) पिंÈत मɅ ͪवͧशçट गǽु×व को ͪवशेष तापĐम 150C/150C पर 

ͪवͧभÛन एथेनॉल कȧ ĤǓतशत माğा मɅ (आयतन के Ǿप मɅ) दशा[ती है जसेै 
76.9 ĤǓतशत के ͧलए ͪवͧशçट गǽु×व एथेनॉल 260C/150C = 0.86360 है । ताͧलका 9.1 Ĥथम 
¢ैǓतज (horizontal) पिंÈत मɅ मानक (value) 76.9% एथेनॉल के सàबÛध मɅ मान 0.87260 ĤाÜत 
हुआ । अत: Ĥेͯ¢त (observed) ͪवͧशçट 
गǽु×व का मान 76.9% एथेनॉल 260C /150C तापĐम पर 0.86360 है जबͩक सàबिÛधत 
(corresponding) ͪवͧशçट-गǽु×व का मान 150C /150C पर 0.87260 है । 
ताͧलका- II मɅ Ĥथम कालम 150C एथेनॉल माğा (content), ĤǓतशत आयतन को दशा[ता है । 
जबͩक ɮͪवतीय कालम 150C/150C तापĐम पर Ǔनवा[त मɅ एãकोहलȣ ġåयɉ कȧ ͪवͧशçट गǽु×व को 
दशा[ता है । जसेै Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǽु×व 50% एथेनॉल 150C/150C पर = 0.93437 होगा । 
इस ताͧलका का तीसरा कालम हवा मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व का मान 150C पर जो ͩ क एãकोहलȣ ġåय हवा 
मɅ व Ǔनवा[त मɅ 150C पर दशा[ती है । 
ͪवͧशçट गǽु×व मानक 0.86965 (हवा मɅ 150C पर) को जब 0.999126 से गणुा ͩ कया जाता है, जो 
Ǔनवा[त मɅ (150C पर) पानी का घन×व है, तब 0.86889 एãकोहलȣ ġव (150C) का घन×व ĤाÜत होता 
है । ताͧलका- II के ɮवारा यह पाया गया ͩक 0.86965 के ͧलए ͪवͧशçट गǽु×व का मान ͪपÈनोमीटर 
के ɮवारा (150C पर) 0.87073 होगा । 
150C पर हवा मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व के मान को Ǔनवा[त मɅ ͪ वͧशçट गǾु×व के मान मɅ आसानी से Ǔनàन 
सूğ (formula) के ɮवारा बदला जा सकता है 

 
( ) ( ) ( )m a rM r m a m a k
r a r a


      
 

 

यहाँ पर 
M = हवा मɅ घन×व 
m = Ǔनवा[त मɅ घन×व 
a =150C तापĐम पर हवा का घन×व, 760 mm दाब पर (यह मान 0.0012255 के बराबर है) 
r= ढ़लवा लोहे का भार का औसत घन×व जो 7.3 पर ͧलया हो 
150C ताप पर हवा मɅ घन×व = हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व 150C × 0.999126 
Ǔनवा[त मɅ 150C पर घन×व = Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǽु×व Ĥ 0.999126 

r k
r a




 एक Ǔनयतांक जो बराबर है  
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 7.3 1.0001679
7.3 0.001255




 के 

अत: M=(m-a) × 1.0001679 
हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व × 0.999126 = (Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǾु×व × 0.999126 - 0.0012255) 
× 1.0001679 

Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǽु×व = 
हवा मɅ ͪवͧशçट गुǽ×व 0.999126 0.0012255 1.0001679    

1.0001679 0.999126
 

हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व 0.999126 0.0012257   

0.9992937
 

अÛय शÞदɉ मɅ, हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व 

= 
 Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गुǽ×व 0.9992937 0.0012257 

0.99126
 

उपरोÈत सूğ से, ͪपÈनोमीटर के ɮवारा कोई भी हवा मɅ ͪवͧशçट गरुा×व को, Ǔनवा[त मɅ सàबिÛधत ͪवͧशçट 
गǽु×व मɅ बदलता जा सकता है या इसके ͪ वपरȣत Ǔनवा[त कȧ ͪ वͧशçट गǽु×व को हवा के ͪ वͧशçट गǽु×व 
मɅ बदला जा सकता है जैसे - 
150C पर ͪवͧशçट गरुा×व िजसमɅ 78.2 ĤǓतशत एथेनॉल कȧ माğा है (ͪपÈनोमीटर से Ǔनिæचत)= 
0.86803 (ताͧलका 9.2) 

Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǽु×व =
0.86803 0.999126 0.0012257 

0.9992937
 

   =0.86911 
   (same value as given in column 2 of table II) 
उदाहरण-1 
76.5 ĤǓतशत एथेनॉल कȧ माğा, Ĥेͯ¢त ͪवͧशçट गǽु×व पर 220C/150C का मान= 0.86802 
यह ͪवͧशçट गǽु×व ͪपÈनोमीटर के ɮवारा हवा मɅ Ĥेͯ¢त ͩकया गया है । हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व मɅ 
Ǔनवा[त मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व मɅ पǐरवǓत[त करने के ͧलए ताͧलका-II का उपयोग कर मानक मान 0.86911 
ĤाÜत ͩकया गया िजसका मान हवा मɅ 0.86802 है (Ǒदया गया) । 
ताͧलका-I, ¢ैǓतज रेखा मɅ मान 0.86911 Ĥेͯ¢त ͩकया जो तापĐम 220C के नीचे िèथत है (उदĒ 
रेखा मɅ) इस ǒबÛद ुपर जहा ंदोनɉ (तापĐम व ¢ैǓतज रेखा का मान) ͧमलते हɇ हमɅ मान 0.87474 
ĤाÜत होता है । 
150C/150C ताप पर Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǽु×व का मान 0.87474 है जबͩक सàबिÛधत ͪवͧशçट 
गǽु×व का हवा मɅ मान 220C/150C का मान 0.86803 है । 
ताͧलका-II मɅ, ͪवͧशçट गǽु×व (Ǔनवा[त मɅ) 0.87474 है जो 150C एथेनॉल कȧ माğा 76.1 ĤǓतशत 
से सàबिÛधत है । जबͩक ताͧलका-I मɅ 220C ताप पर 76.1 एथेनॉल कȧ माğा के नीचे कॉलम मɅ 
मान 73.40 है । यह 73.40 मान ĤǓतशत आयतन (1150C पर एथेनॉल का) है, जो एãकोहलȣ ġव 
मɅ 220C पर ͪवͧशçट गǽु×व का मान 220C /150C है ।  
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अत: इसका अथ[ यह हुआ ͩ क Ĥेͯ¢त आयतन 100 लȣटर (एãकोहलȣ ġव का 220C) मɅ 73.40 लȣटर 
एãकोहल का आयतन का 150C पर है । 
Ǔनयͧमत काम के ͧलए हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व को मान जब Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǽु×व को जानने के 
ͧलए (150C) पर ͩकया जाता है तो सशंोधन गणुांक (correction factor) का उपयोग ͩकया जाता 
है जो नीचे Ǒदये गए है - 

हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व Correction factor जो जोड़ना है 
1.000 to 0.96000 0.00106 
0.9601 to 0.90000 0.00107 
0.9001 to 0.8200 0.00108 
Below 0.8200 0.00109 

उदाहरण 2 : 
280C/150C पर ͪवͧशçट गǽु×व =0.98318 
(Specific gravity at 280C/150C =0.98318) 
यह ͪ वͧशçट गǽु×व हवा मɅ है । ताͧलका-II मɅ Ǔनवा[त मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व का मान हवा मɅ ͪ वͧशçट गǽु×व 
के मान 0.98318 के ͧ लए 0.98424 है । (टेबल मɅ यह मान 0.98316 है िजसे Correction factor 
जोड़ने पर 0.98318 +0.00106 = 0.9824 होगा) । 
ताͧलका-I मɅ जहाँ पर 280C के नीचे कȧ ओर जहा ँ0.98424 ͧमलते हɇ । 150C उस ǒबÛद ुपर 0.98711 
मान Ĥापत होता है, जो 150C/150C पर Ǔनवा[त मɅ ͪवͧशçट गǽु×व का मान हɇ जो 280C/150C पर 
हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व 0.98318 का सàबिÛधत मान है । 
ताͧलका-II से यह पता चलता है ͩ क ͪ वͧशçट गǽु×व (Ǔनवा[त मɅ) का मान 0.98711 का सàबÛध 9.5% 
एथेनॉल कȧ माğा को आयतन 150C पर है । 
ताͧलका-I मɅ 280C पर जहा ंपर 9.5% एथेनॉल कȧ माğा के मान ͧमलत ेहै मान 7.25 (150C पर) 
ĤाÜत होता है । यह मान हवा मɅ ͪवͧशçट गǽु×व मान 0.98318 से सàबिÛधत 280C/150C का है 
। अत: इसका अथ[ यह है ͩक एãकोहलȣ ġव 100 लȣटर के ͧलए Ĥेͯ¢त आयतन (280C पर) 7.25 
लȣटर एथेनॉल (आयतन) रखता है । 
पǐरमाण ͪवͬध 
ɮͪवगुͨ णत, ǒğगुͨ णत या चार गनुा पǐरणाम ͪवͬध 
ये ͪवͬधयाँ ͪपÈनोमीटर ͪवͬध से एथेनॉल का ͪवͧशçट गǽु×व का Ǔनधा[रण करने के ͧलए आसवन से 
Ǔनिæचत माğा मɅ ġव कȧ ĤािÜत के ͧलए काम मɅ लȣ जाती है । अंत मɅ 150C पर एथेनॉल कȧ वाèतͪवक 
माğा को £ात करने के ͧ लए वाèतͪवक एथेनॉल कȧ ĤǓतशतता को 2,3 या 4 से (ɮͪवगुͨ णत, ǒğगुͨ णत 
या चारगुͨ णत ͪवͬध के अनसुार) गणुा करते हɇ । 
सावधाǓनया ँ
1. ͪपÈनोमीटर को हर बार काम लेने के बाद सहȣ ढंग से धो (ringe) लेना चाǑहए । 
2. तापमापी मɅ ͪवभाजन कम से कम 0.50C का होना चाǑहए । 
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3. उपकरण को सावधानी से जोड़ना (assemble) व Ĥयोगा×मक काय[ Úयान से करना चाǑहए । 

9.6 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. ĐोमेटोĒाफȧ Èया है? इसकȧ सव[Ĥथम खोज ͩकसने कȧ? 
2. अवधारण गणुाकं (retention factor,R) Èया है? इसका मह××व बताइये । 
3. पेपर ĐोमेटोĒाफȧ को समझाइए इसकȧ खोज ͩकसने कȧ? 
4. ĐोमेटोĒाफȧ मɅ शक[ राओं कȧ पहचान के ͧलए कौनसे रसायन को TLC Üलेɪस पर èĤे करत ेहɇ? 
5. ĐोमेटोĒाफȧ मɅ अमीनɉ अàलɉ कȧ पहचान के ͧलए कौनसे रसायन को TLC Üलेɪस पर से करत े

हɇ ? 
6. TLC Üलेɪस को सͩĐयत करने Èया करना चाǑहए? 
7. ͩकसी मादक मɅ एãकोहॉल के आंकलन का अÚययन कहलाता है? 
8. एãकोहॉल ͧमǓत के ͧलए मानक तापĐम Èया तय ͩकया गया है? 
9. यǑद मादक मɅ अशुͪƨ वाçपशील तले, ͪवलेय आǑद कȧ है तो कौनसी ͪ वͬध से अलग कȧ जा सकती 

है?  
10. एãकोहॉल ͧमǓत मɅ काम ͧलये जाने वाले अͧभकम[कɉ के नाम बताओ । 
11. शताशंी हाइĜोमीटर के बारे मɅ आप Èया जानत ेहɇ? इसका Èया उपयोग है? 
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इकाई 10  
मूलĒंͬथका, मूलͪपǑटका तथा कवकमलू का Ĥायोͬगक अÚययन 
(Practical Study of Root Nodules, Root Galls and 

Mycorrhiaza)  
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
10.0 उƧेæय 
10.1 Ĥèतावना 
10.2 मूलĒंͬ थका का èथूलदशȸ ͪववरण 
10.3 मूलĒंͬ थका का Ǔनमा[ण व सूêमदशȸ ͪववरण  
10.4 मूलͪपǑटका का èथलूदशȸ ͪववरण 
10.5 मूलͪपǑटका का Ǔनमा[ण व सूêमदशȸ ͪववरण  
10.6 कवक मूल का अवलोकन 
10.7 वेसीÈयलूर आरबसकूलर माइकोराइजा का अͧभरंजन 
10.8 मौͨखक Ĥæन 
10.9 संदभ[ ĒÛथ 

10.0 उƧेæय (Objective) : 
इस इकाई से आप यह जान सकɅ गे ͩक मूलĒंͬ थका तथा मूलͪपǑटका मɅ Èया अÛतर है । इसमɅ हम 
सूêमदशȸ व èथलूदशȸ दोनɉ तरह के ͪवभेदन कȧ जानकारȣ हाͧसल करɅगे । िजन पादपɉ मɅ ये बनते 
हɇ उनको Èया फायदे और नकुसान होते हɇ इसका £ान ĤाÜत करɅगे । साथ हȣ हम इसी इकाई मɅ 
माइकोराइजा का अवलोकन करɅगे । ये उÍचवगȸय पौधɉ कȧ जड़ɉ (कवक मूल) मɅ सहजीवी गठबधंन 
बनाती है । हम सूêमदशȸ कȧ सहायता से इनको कैसे देख सकते हɇ और इनकȧ संरचना का £ान ĤाÜत 
कर सकते हɇ तथा अÚययन कर सकत ेहै ͩक ये कैसे काय[ करती है । 

10.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
मूल Ēंͬ थका एक सधी हु ई सरंचना है जो लेÊयमू पौधɉ कȧ जड़ɉ मɅ पाई जाती है । इनका Ǔनमा[ण 
राइजोǒबयम जीवाणु ɮवारा पौधɉ कȧ पाæव[ जड़ɉ के वेधन से होता है । कुल लेÊयमुीनोसी 
(leguminosae), उÍचवगȸय पçुपधारȣ पौधɉ का एक अपे¢ाकृत बड़ा कुल है । इसके सदèय पादप 
ͪवशेषकर इनकȧ जड़े कुछ मदृा जीवाणुओं के साहचय[ या सहजीवी गठबधंन ɮवारा नाइĚोजन िèथरȣकरण 
कȧ ¢मता रखती है । इन लेÊयमू पौधɉ कȧ जड़ɉ मɅ एक ͪवशेष जीवाण ु ĤजाǓत राइजोǒबयम 
लेÊयमूीनोसोरम (Rhizobium leguminosorum syn. Bacillus radicicola) सहजीवी के Ǿप 
मɅ पाई जाती है । इस सहजीवी गठबधंन के दोनɉ सदèयɉ Đमश: जीवाणु एव ंलेÊयमू पौधɅ मɅ से कोई 
भी सदèय अकेले हȣ नाइĚोजन िèथरȣकरण करने का काय[ नहȣं कर सकता है । थलैोमाइसीटस 
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(Thallomycetous genus) जीनस का जीवाणु ĥेकȧया (Frankia) भी मूल Ēंͬ थका का Ǔनमा[ण 
करते हɇ व नाइĚोजन िèथरȣकरण का काय[ भी करते हɇ कुछ काçठȤय ɮͪवबीजपğी के पादपɉ मɅ मलू 
Ēंͬ थका का Ǔनमा[ण Ħेडीराइजोǒबयम (Bradyrhizobium) एव ंएजोराइजोǒबयम (Azorhizobium) 
भी करत ेहɇ । जहा ँएक तरफ मलूĒंͬ थका सहजीवी नाइĚोजन िèथरȣकरण का काय[ करती हɇ अथा[त ्
पौधɉ को लाभ पहु ँचाती हɇ उसके ǒबãकुल ͪवपरȣत मलूͪपǑटका (root gall) पौधɉ को हाǓन पहु ँचाती 
है । ये एक बीमारȣ के पǐरणामèवǾप पौधɉ मɅ Ǔनͧम[त होती है । ये बीमारȣ पौधɉ मɅ कवक, जीवाणु 
कȧट व कȧड़ा (Nematode) के संĐमण से पदैा होती है । कुछ बीमाǐरयɉ मɅ काçठȤय èतàभɉ व मलूɉ 
पर भी उ×पÛन हो जाती है छोटे आकार कȧ ͪपǑटकायɅ मèसा (wart) अथवा ɪयबूरकल (Tubercle) 
कहलाती है उदाहरण आल ूका मèसा रोग (wart disease of potato) बड़ ेआकार कȧ ͪपǑटकाएँ 
(gall) कहलाती है उदाहरणाथ[ - धǓनये कȧ èतàभ ͪ पǑटका (Stem Gall of Coriander) एव ंĐाउन 
गोल रोग (Crown gall disease) जो एĒोबÈैटȣǐरयम ɪयमेूफेͧसएÛस (Agrobacterium 
tumofaciens) नामक जीवाणु ɮवारा होती है । इसी तरह सिÞजयɉ मɅ मूलĒंͬ थ रोग (Root knot 
disease of vegetables) जो मेलेडोगाइन नामक सूğकृͧम कȧ ͪवͧभÛन ĤजाǓतयɉ (Meloidogyne 
Spp.) ɮवारा होती है, इसकȧ ͪवèततृ जानकारȣ हम आगे पढ़Ʌगे । 
कवकमलू (Mycorrhize) यह एक ͪवशेष Ĥकार का सहजीवी गठबधंन है, जो उÍचवगȸय पौधɉ कȧ 
जड़ɉ एव ंकुछ कवक ĤजाǓतयɉ के कवक सğूɉ के बीच èथाͪपत होता है । इस गठबधंन मɅ भागीदारȣ 
करने वाले कवकɉ के सदèय को कवकमूल कवक (Mycorrhizal fungi) कहत ेहɇ । इनका सव[Ĥथम 
अÚययन एक जम[न वनèपǓत£ ĥेÛĐ (Frank 1885) ɮवारा ͩकया गया था । आकारȣ एव ंसरंचना 
के आधार पर ये कवकमलू का गठबधंन तीन Ĥकार से होता है िजसकȧ जानकारȣ हम आगे ĤाÜत करɅगे। 

10.2 मूलĒंͬथका का èथूलदशȸ ͪ ववरण (Macroscopic Description of 
Root Nodule) :  

1) मूलĒंͬ थका (Root Nodule) का Ǔनमा[ण राइजोǒबयम जीवाणओंु के लेÊयमू पौधɉ कȧ जड़ɉ मɅ Ĥवेश 
ɮवारा होता है।  

2) पौधɉ कȧ जड़े एव ंजीवाणुओं के साहचय[ या सहजीवी गठबधंन ɮवारा नाइĚोजन िèथरȣकरण कȧ 
¢मता पौधɉ मɅ ͪवकͧसत होती है । 

3) Ēंͬ थकाएं (nodules) पौधɉ मɅ मसूला मूल (taproot) व पाæवȸय मूल (lateral root) दोनɉ पर 
पाए जाते हɇ (ͬचğ 10.1)।  

4) इनका आकार (size) 1 mm से 2-3 cm होती है । 
5) ये गोल (round) अथवा बेलनाकार (cylindrical) होते है ।  
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ͬचğ 10.1 (A) èवèथ सोयाबीन मलू पर जीवाणु मूल Ēंͬ थका 
  (B) सोयाबीन मलूĒंͬ थका का अनĤुèथ काट 
  (C) संĐͧमत भाग, जहाँ जीवाणु पाये जाते हɇ 
  (D) नाइĚोजन िèथारक मलूĒंͬथका मɅ सĐंͧमत व असंĐͧमत कोͧशकाएँ 
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6) ये बड़े आकार के होते हɇ कभी-कभी इनका आकार मूल के åयास के बराबर होता है और कभी इससे 
भी Ïयादा होता है । 

7) इनकȧ संÉया व आकार मɅ अतंर का आधार जीवाणु का कौन सा strain है व सĐंमण कȧ आय ु
पर Ǔनभ[र करता है । ͧभÛन-ͧभÛन पादपɉ मɅ इनकȧ संÉया व आकार ͧभÛन-ͧभÛन होते हɇ । 

8) शाकȧय (Herbaceous) पादपɉ मɅ ये भगंरू (fragile) होते हɇ इनकȧ आय ुकम होती है । इसके 
ͪवपरȣत काçठȤय पादपɉ मɅ ये काफȧ वष[ तक रहते हɇ । 

9) मूलĒंͬ थका जीवाण ु राइजोǒबयम (Rhizobium), Ħेͫडराइजोǒबयम (Bradyrhizobium), 
एजोराइजोǒबयम (Azorhizobium) व ĥɅ ͩकया (Frankia) होते हɇ । 

10) जीवाण ुकȧ आकार (size) व आकृǓत (shape) आय ुपर Ǔनभ[र करती है, वसेै Ïयादातर ये छड़नमुा 
(rod shape) (1.2-3.0 × 0.5-0.9 mllimeter) । कभी-कभी मुÊदराकार (club shaped) 
अथवा Ǔनराकार होते हɇ । 

11) इनके कशाͧभका (flagella) नहȣं होता व ये Ēाम ऋणा×मक (gram (-ve) negative) होते हɇ 
। 

12) ĥɅ ͩकया (Frankia) जीवाणु Ēाम धना×मक (gram, (+ve) positive) होते हɇ ।  

10.3 मूलĒंͬथका का Ǔनमा[ण व सूêमदशȸ ͪववरण (Formation of Root 
Nodule & its Microscopic Description) :  

1) सव[Ĥथम लेÊयमू पौधɉ या अÛय पौधɉ कȧ जड़ɉ के आसपास मदृा जीवाणु एकğ हो जाते है । इसका 
Ĥमुख कारण यह है ͩक इन पौधɉ कȧ जड़ɉ ɮवारा कुछ वृͪ ƨ कारक पदाथɟ (growth factors) 
का İाव मदृा मɅ ͩकया जाता है । ये पदाथ[ जीवाणओंु के बहु गणुन (multiplication) को अͧभĤेǐरत 
करते हɇ । 

2) जड़ɉ के आसपास इस Ĥकार एकğ मदृा जीवाणु धीरे-धीरे जड़ɉ के कोमल या ¢ǓतĒèत भागɉ को 
भेदकर इन जड़ɉ के भीतर एक संĐमन सूğ (infection thread) के Ǿप मɅ वृͪ ƨ करते हɇ । अंत 
मɅ ये सूğ जड़ɉ के वãकुट (cortex) को भेदते हु ए अंतæ×वचा (endodermis) एव ंपǐरàभ 
(pericycle) ¢ेğ तक पहु ँच जाते हɇ तथा वहा ँपहु ँच कर फट जात ेहै (ͬचğ 10.2) । इसके 
पǐरणामèवǾप अब ये जीवाणु परपोषी कȧ कोͧशकाओं मɅ èवतğं हो जात ेहɇ । इसकȧ वजह से जड़ 
के इस ¢ेğ कȧ कोͧशकाओं मɅ तीĭ गǓत से कोͧशका ͪवभाजन होता है । मूल Ēंͬ थ या नोɬयलू 
कȧ वृͪ ƨभी बहु त तेजी से होती है । ͪवफ तथा कूपर, 1938 ɮवारा ͩकए गये अÚययन के अनसुार 
मूल Ēंͬ थयɉ कȧ कोͧशकाओं मɅ गणुसूğɉ कȧ संÉया सामाÛय कोͧशकाओं कȧ तलुना मɅ दो गनुी होती 
है । इस Ĥकार मूल Ēंͬ थयɉ कȧ कोͧशकाएँ चतçुकगुͨ णत (tetraploid) होती है । उÛहɉने यह भी 
बताया ͩ क मटर के पौधɅ मɅ मलू Ēंͬ थयɉ का Ǔनमा[ण तभी सभंव होता है जबͩक राइजोǒबयम जीवाण ु
चतçुकगुͨ णत कोͧशकाओं मɅ Ĥवेश करते हɇ । इन चतçुकगुͨ णत (4n) कोͧशकाओं मɅ जीवाणुओं के 
Ĥवेश से सͩĐयता उ×पÛन हो जाती है । इसके ͪवपरȣत यह भी पाया गया है ͩक यǑद जड़ के उस 
¢ेğ मɅ जहाँ जीवाणु अंतवȶधन कर के भीतर Ĥवेश करते हɇ, वहाँ यǑद चतçुकगुͨ णत कोͧशकाओं 
का अभाव होता हो तो मलू Ēंͬ थयɉ का Ǔनमा[ण नहȣं होता है । इस ĤͩĐया के अंतग[त राइजोǒबयम 
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जीवाणु एक पादप हॉमȾन, इंडोल ऐͧसǑटक अàल (Indole acetic acid) IAA का सæंलेषण करता 
है जो मूल Ēंͬ थयɉ के Ǔनमा[ण मɅ उ×पेरक का काय[ करता है । 

3) मूलĒंͬ थका बनने कȧ ĤͩĐया के ͧलए Ēंͬ थकारȣ जीन (nodulation genes) जैसे nod ABC, 
जीवाणु मɅ पाई जाती हɇ । ये ऐसे सभी जीवाणुओं मɅ पाई जाती है जो मलूĒंͬ थका का Ǔनमा[ण करत े
हɇ । 

4) एक पǐरपÈव मूल Ēंͬ थ कȧ सरंचना काफȧ जǑटल होती है । इनकȧ सरंचना मɅ अĒèथ ͪ वभÏयोतक 
(apical meristem) एव ंसुͪवकͧसत संवहन èĚेÖड (vascular strand) पाया जाता है । Ēंͬ थ 
या गǑुटका के केÛġȣय भाग मɅ उपिèथत सĐंͧमत ¢ेğ वãकुट उ×तक ɮवारा Ǔघरा रहता है । इस 
संĐͧमत ¢ेğ कȧ कोͧशकाएँ बड़ी एव ंǐरिÈतका यÈुत होती है । लेÊयमू पौधɉ कȧ मलू Ēंͬ थयɉ कȧ 
आंतǐरक सरंचना के अÚययन के दौरान यह देखा गया है ͩक इनकȧ कोͧशकाओं मɅ एक लाल रंग 
का वण[क पाया जाता है, िजसके ल¢ण Ĥाय: लाल रÈत कͨणकाओं मɅ उपिèथत हȣमोÊलोǒबन के 
समान होते हɇ । इसके वण[क लेगहȣमोÊलोǒबन (Leghaemoglobin) कहा जाता है । 
लेगहȣमोÊलोǒबन का संæलेषण जीवाण ुतथा परपोषी कोͧशकाओं ɮवारा वण[क के Ĥोटȣन भाग का 
अंशदान ͩकया जाता है, जबͩक लोह या हȣम (haeme) घटक का Ǔनमा[ण जीवाणु ɮवारा होता 
है (ͬचğ 10.2) । नाइĚोजन िèथरȣकरण के ͧलए लेÊयमू मूल Ēंͬ थयɉ मɅ वण[क कȧ अनपुिèथǓत 
मɅ मदृा मɅ उपिèथत राइजोǒबयम जीवाणु नाइĚोजन िèथरȣकरण करने मɅ अ¢म होते हɇ । इस Ĥकार 
जब राइजोǒबयम जीवाण ुलेÊयमू पौधɉ कȧ जड़ɉ मɅ Ĥͪवçट होत ेहै, तभी दोनɉ सहजीवी भागीदारɉ 
के सहचय[ से इस वण[क का Ǔनमा[ण होता है । इसके Ǔनमा[ण के पæचात हȣ जीवाणुमलू सहजीवी 
तंğ नाइĚोजन िèथरȣकरण कȧ ¢मता ĤाÜत करने मɅ सफल होता है । इनकȧ कोͧशकाओं मɅ एक 
ͪवशेष Ĥकार का एÛजाइम नाइĚोिजनेस (nitrogenase) पाया जाता है । मलू Ēंͬ थयɉ मɅ उपिèथत 
लेगहȣमोÊलोǒबन वण[क सभंवत: ऑÈसीजन के अͬधĒहण का काय[ करता है, िजसकȧ माğा मदृा 
मɅ अपे¢ाकृत बहु त हȣ कम होती है । इसके अǓतǐरÈत यह वण[क नाइĚोिजनेस एÛजाइम को मुÈत 
ऑÈसीजन (free oxygen) से सरुͯ¢त रखने का काय[ भी करते हɇ । Èयɉͩक यह मÈुत ऑÈसीजन 
एÛजाइम को ǓनिçĐय कर देती है । उपरोÈत तØय के आधार पर यह कहा जा सकता है ͩ क वण[क 
लेगहȣमोÊलोǒबन का Ĥमुख काय[ नाइĚोिजनेस एÛजाइम को सͩĐय रखते हु ए æवसन ͩĐया का 
अनकूुलतम èतर बनाये रखने का होता है । इसके पǐरणामèवǾप आवæयक माğा मɅ A.T.P अणुओं 
का Ǔनमा[ण सभंव होता है लेÊयमू मलू Ēंͬ थयɉ मɅ नाइĚोजन िèथरȣकरण के ͧलए ATP अण ु
अ×यावæयक होत ेहɇ, Èयɉͩक इस काय[ मɅ ऊजा[ ĤयÈुत कȧ जाती है । 
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ͬचğ 10.2 : ͧशàबी पादपɉ मɅ मलू Ēंͬ थका Ǔनमा[ण A. मूलरोम, मदृाकरण तथा जीवाणु । B. मलूरोम 

का जीवाण ुɮवारा सĐंमण, C. मूलरोम तथा वãकुट मɅ संĐमण रेशा, D. मलू गǑुटका 
का पǐरवध[न।  

5) आंतǐरक सरंचना मɅ हम देखते है ͩक मूलĒंͬ थका के अनĤुèथ काट मɅ बीचɉ बीच बहु त सारे 
Bacteroids का सĐंमण हो जाता है िजससे ये Ǒहèसा बड़ा हो जाता है, ये Bacteroids अपने 
को एक आवरण से ढ़क लेते हɇ । आय ुबढ़ने के साथ अगर ये आवरण टूटने लगता है तो धीरे-धीरे 
ये जीवाणु बाहर मदृा मɅ आ जात ेहɇ और इनकȧ नाइĚोजन िèथरȣकरण कȧ ¢मता समाÜत हो जाती 
है । यह कहना उͬचत होगा ͩक मूलĒंͬ थका कȧ नाइĚोजन िèथरȣकरण कȧ ¢मता उतनी बढ़ेगी 
िजतनी उसमɅ आवरण यÈुत bacteroids कȧ संÉया बढ़ेगी (ͬचğ 10.2) । 

10.4 मूलͪपǑटका का èथूलदशȸ ͪववरण (Macroscopic Description of 
Gall) : 

(1) ͪपǑटकाएँ (Galls) ये पौधɅ के शाकȧय भागɉ मɅ असामाÛय वृͪ ƨ के कारण ͪ वकͧसत गोल, दȣघȸकृत 
अथवा अǓनयͧमत आकार कȧ ͪवकृǓतयाँ (Malformations) होती है जो माँसल अथवा काçठȤय 
हो जाती हɇ । कुछ बीमाǐरयɉ मɅ काçठȤय èतàभɉ व मूलɉ पर भी उ×पÛन हो जाती है (ͬचğ 10.3)। 
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ͬचğ 10.3 : मलूͪपǑटका Ǔनमेटोड ɮवारा संĐͧमत मूलͪपǑटकाएं एव ंदसूरे ल¢ण (A) टमाटर पर, (B) 

गाजर पर. (C) आल ूपर. (D) मूगंफलȣ पर  
(2) मूलͪपǑटका ͪवकͧसत करने का मुÉय कारण मलू Ēंͬ थ रोग (Root knot Disease) है जो 

Ǔनमेटोड ɮवारा होता है । यह मेलेडोगाइन इÛकोगनेटा (Meloidogyne incognita), मेलेकोगाइन 
जेͪवǓनका (Meloidogyne javanica), मेलेडोगाइन हेपला (Meloidogyne hapla) व 
मेलेडोगाइन ऐरेनेǐरया (Meloidogyne arenaria) ɮवारा ͪवͧभğ पौधɉ मɅ होता है । 

(3) मूलͪपǑटकाएँ मसूला मूल व पाæवȸय मूल दोनɉ पर पाई जाती है । ये अÛतरा कोͧशकȧय होती है। 
(4) मूल मɅ जहाँ भी कोͧशका मɅ असामाÛय वɮृͪव होती है और कोͧशका कȧ अǓनयͧमत ͪवभाजन से 

संÉया मɅ वɮृͪव होती है वहाँ वह Ǒहèसा ͪपǑटका का ǽप ले लेता है । 
(5) जब मेलेडोगाइन का तǽण लारवा मलू को अपने शुͩकका (Stylet) से भेदता है तो परपोषी (Host) 

अपने मलू मɅ से साथ Ǔनकालते हɇ और लारवा कोͧशका मɅ Ĥवेश कर लेता है । 
(6) उसके लारवा (salive) के Ĥभाव से परपोषी कȧ कोͧशकाएँ मɅ असामाÛय वɮृͪव होती है व उनकȧ 

संÉया बढ़ जाती है और जगह-जगह मूल पर ͪपǑटकाएँ बन जाती है । 
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(7) इसके Ĥभाव से परपोषी पौधɅ कȧ वɮृͪव ǽक जाती है । उनमɅ हरे वण[क के èथान पर पीले वण[क 
उ×पğ होने के कारण उनका रंग पीला पड़ जाता है । इस Ĥकार के पीलेपन को हǐरमाहȣनता 
(chlorosis) कहते हɇ । 

(8) Ïयादातर पि×तयाँ आकार मɅ छोटȣ हो जाती है व रोग के Ĥभाव से पि×तयɉ मɅ हǐरमाहȣनता 
(chlorosis) हो जाती है िजससे उनका हरा रंग पणू[ ǽप से या आंͧशक ǽप से सफेद हो जाता 
है । 

(9) फलɉ का आकार घट जाता है व संÉया कम हो जाती है, साथ-साथ वे भार मɅ हãके होते हɇ । 
(10) इस Ĥकार हम देखते हɇ ͩ क रोग के ल¢ण पि×तयɉ, èतàभ, शाखाओं तथा फलɉ पर Ĥभाव डालत े

हɇ। 
(11) मूलतÛğ कȧ ¢Ǔत ɮवारा रोगजनक जल संवहन वाǑहǓनयɉ या वाǑहकाओं पर भी Ĥभाव डालता 

है । 
(12) मूल पर संĐमण िजतना तीêण होगा उतनी हȣ मलूͪपǑटका कȧ संÉया बढ़ जाएगी । 

10.5 मूलͪपǑटका का Ǔनमा[ण व सूêमदशȸ ͪ ववरण (Formation and 
Microscopic Description of Gall) : 

(1) अनĤुèथ काट कर जब हम मलूͪपǑटका देखɅगे तो उसमɅ बाहरȣ सतह पर अͬधचम[ (epidermis) 
दटुȣ हु ई Ǒदखाई देगी जगह-जगह पर । 

(2) वãकुट (Cortex) मɅ हम अǓतवɮृͪव (Hypertrophy) व अǓतवध[न (Hyperplasia) का Ĥभाव 
देखɅगे । याǓन कोͧशका मɅ असामाÛय वɮृͪव तथा कोͧशका मɅ अǓनयͧमत ͪवभाजन होने से उनकȧ 
संÉया मे वɮृͪव होना । 

(3) इसमɅ जब Ǔनमेटोड लारवा (Nematode larva) मूल को भेद कर कोͧशका तक पहु ँच जाता है 
तो अपने मु ँह से एक İाव Ǔनकालता है (saliva) िजसके फलèवǽप परपोषी कोͧशकाओं के ĐेÛġक 
मɅ लगातार ͪ वभाजन होता है पर Cell wall नहȣं बनती िजसकȧ वजह से कोͧशकाएँ बहु केÛġकȧय 
(multi nucleate) हो जाती हɇ ऐसी कोͧशकाओं को वहृद कोͧशका (giant cells) कहते है इनसे 
ɮͪवतीय Ĥावèथा तǽण लारवा (2nd stage juvenile (L2S)) अपना पोषण ĤाÜत करता है । 

(4) धीरे-धीरे ɮͪवतीय Ĥावèथा लारवा जो सĐंͧमत अवèथा (stage) है अब ǓनमȾक (moult) होकर 
ततृीय Ĥावèथा (3'rd stage) लारवा (L3S) मɅ पǐरवǓत[त होती है । इस Ĥकार इनकȧ सÉंया बढ़ने 
से मलूͪपǑटका का आकार बढ़ने लगता है।  

(5) L3S ǓनमȾक (moult) होकर L4S stage मɅ आता है ये ǓनमȾक (moult) होकर वयèक (adult) 
मादा या नर बनाते हɇ । 
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ͬचğ 10.4: मूलͪपǑटका Ǔनमेटोड के जीवन चĐ के ͪवͧभÛन चरण 

(A) Ǔनमेटोड अंड, दसूरे चरण के तǾण लावा[ के साथ 
(B) दसूरे चरण का तǾण लावा[ मलू ऊतक को भेदते हु ए 
(C) मादा मूलͪपǑटका Ǔनमेटोड पादप मूल मɅ, वहृद कोͧशका खाती हु ई 
(D) अनĤुèथ काट : मादा Ǔनमेटोड वहृɮ कोͧशका से पोषण ĤाÜत करतीहु ई  
(E) मादा Ǔनमेटोड, मूलͪपǑटका के बाहर अÖडे देती हु ई 

(6) अगर पोषण भरपरू है तो सारे L4S मादा बनाएँगे अगर पोषण कȧ कमी है तो ये नर (male) 
बनɅगे तथा पौधɅ मɅ से Ǔनकलकर मदृा मɅ चले जात ेहɇ अथा[त ्नकुसान नहȣं पहु ँचाते हɇ । 

(7) संĐमण Ïयादा जब बढ़ता है जब मादा कȧ संÉया Ïयादा होती है । मादा अपनी पीठ पर अडं कोष 
(egg sac) लेकर चलती है िजसे अंड संǑहता (eggmass) कहते हɇ । यह अडं संǑहता (egg 
mass) करȣब-करȣब 500 अÖड ेͧलए होता है इÛहȣ ंअÖडɉ से पहले moult के बाद ɮͪवतीय Ĥावèथा 
(2nd stage) लारवा Ǔनकलता है जो सĐंͧमत कड़ी है इस बीमारȣ कȧ । 
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(8) जब मलूͪपǑटका को गौर से देखते हɇ तो ये अंड सǑहता (egg mass) हमɅ उसके ऊपर लगे हु ए 
Ǒदखाई देते हɇ । मादा का यह पीछे का भाग कोͧशका चीर कर बाहर कȧ और Ǔनकला रहता है । 
उसका मु ँह अÛतर कोͧशका मɅ रहता है जहाँ वो वहृद कोͧशकाओं (giant cells) से अपना पोषण 
ĤाÜत करती रहती है । 

(9) इस Ĥकार अनĤुèथ काट मɅ हम अÖडे, तǽण लारवा ɮͪवतीय Ĥावèथा (2nd stage juvenile) 
(L2S), L3S, L4S मादा व असंÉय वहृद कोͧशकाएँ (giant cells) भी वãकुट व मÏजा (pith) 
मɅ देख सकते हɇ । 

(10) इस संĐमण कȧ वजह से परपोषी कुपोषण का ͧ शकार होते हɇ । उनकȧ कोͧशकाओं मɅ पोषण त×वɉ 
कȧ कमी हो जाती है । 

(11) पÍचीस Ǒदन मɅ ͧमलोइडोगाइन èपीशश (Meloidogyne spp.) अपना जीवन चĐ परूा कर लेती 
है 

 
ͬचğ 10.5 : मेलेडोगाइन Ǔनमेटोड ɮवारा सĐंͧमत मलूͪपǑटका रोग का रोग चĐ 

10.6 कवकमूल (माइकोराइजा) का अवलोकन (Observation of 
Mycorrhiza) :  

आकाǐरकȧ एव ंसंरचना के आधार पर ये कवकमलू गठबधंन तीन Ĥकार के होते हɇ । 
1. बǑह[पोषी कवकमलू (Ectotrophic mycorrhiza) 
इनमɅ कवक सूğी खोल (mantle) से Ǔघरे हु ए पणू[तया सुͪवकͧसत एव ंससुंहत (compact) अवशोषण 
अंग पाये जात ेहɇ । इस संरचना को हǑट[ग जाल (Harting net) कहते हɇ । मेÛटल से ͪवकͧसत होने 
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वाले कवक सğू जसेै हȣ संĐͧमत जड़ मɅ Ĥवेश करते हɇ, तो जड़ कȧ वृͪ ƨ ǽक जाती है तथा Ĥमखु उदाहरणɉ 
मɅ वग[ बेसीͫडयोमाइͧसटȣज वग[ के सदèयɉ जसेै अमाǓनटा (Amanita), बोलǑटस (Boletus), 
एÛटोलामा (Entolama) इ×याǑद का उãलेख ͩ कया जा सकता है, जो पाइनेसी (Pinaceae), फेगेसी 
(Fagaceae) एव ंसेलȣकेसी (Salicaceae) इ×याǑद कुलɉ के पौधɉ पर बǑह[पोषी कवक मलू के ǽप 
मɅ पाये जाते हɇ । वनèपǓतशािèğयɉ के अनसुार इन उÍचवगȸय पौधɉ कȧ सामाÛय वɮृͪव के ͧ लए इनकȧ 
जड़ɉ मɅ कवकमलू कȧ उपिèथǓत अǓतआवæयक हɇ (ͬचğ 10.6) । 

 
ͬचğ 10.6 : माइकोराइजा (कवकमलू) 

2. अÛतःपोषी कवकमूल (Endophytic mycorrhiza) 
ये कवकमलू संरचनाएँ पटयÈुत अथवा पटͪवǑहन कवक सदèयɉ एव ंपरपोषी पौधे के गठबधंन को 
Ǔनǽͪपत करती है परपोषी के भूͧमगत ĤकÛद के भीतरȣ Ǒहèसे को सĐंͧमत करती है । यह सĐंमण 
आंतǐरक भागɉ मɅ होने के साथ-साथ परपोषी कोͧशकाओं के भीतर (intracellular) भी हो सकता है 
। इसके Ĥमुख उदाहरणɉ के ǽप मɅ बेसीͫडयोमाइͧसटȣज वग[ के कुछ सदèय जैसे राइजाबेÈटेǐरया एव ं
संवग[ जाइगोमाइͧसटȣज के पटहȣन कवकɉ का उãलेख ͩकया जा सकता है । राइजोÈटोǓनया 
(Rhizoctonia) कुछ शंकुधारȣ व¢ृɉ (conifers) एव ंआͩक[ ɬस (orchids) को सĐंͧमत कर अतंःपोषी 
कवकमलू के Ǿप मɅ पाया जाता है । जबͩक संवग[ जाइगोमाइͧसटȣज वग[ के पटहȣन कवक सदèयɉ को 
जो कवकमूल के Ǿप मɅ पाये जाते हɇ वेसीÈयलूर आरबèकुलर माइकोराइजा या वामफंजाई (Vesicular 
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Arbuscular Mycorrhiza VAM Fungi) भी कहते हɇ । ये कवक परपोषी पौधɉ कȧ वãकुट 
कोͧशकाओं मɅ अपने चूषकागं, बड़ी पǑुटकाओं (Vesicles) या शाͨखत आरबèÈयलूस (arbuscules) 
के Ǿप मɅ उ×पÛन करते हɇ (ͬचğ 10.7) ।  
3. बǑहअÛत[:पोषी कवकमलू (Ecto-endophytic mycorrhiza) 
इस Ĥकार कȧ कवक ĤजाǓतया ँपरपोषी जड़ɉ के बाहरȣ एव ंभीतरȣ दोनɉ भागɉ मɅ सĐंमण करती है । 
ये अतंरकोͧशकȧय (intercellular) अथवा अंतराकोͧशकȧय (intercellular) दोनɉ Ĥकार कȧ होती है, 
तथा बाहरȣ भाग मɅ हǑट[ग जाल (Harting net) बनाती है ।  

10.7 वेसीÈयूलर आरबèकुलर माइकोराइजा का अͧभरंजन (Staining of 
Vesicular Arbuscular Mycorrhiza (VAM)):  

1) कवकमलू एक ͪवशेष Ĥकार का सहजीवी गठबधंन है जो पौधɉ कȧ जड़ɉ एव ंकुछ कवक ĤजाǓतयɉ 
के कवक सूğɉ के बीच èथाͪपत होता है । इस गठबधंन मɅ भागीदारȣ करने वाले कवकɉ के सदèयɉ 
को कवकमलू कवक (Mycorrhizal fungi) कहते हɇ । माक[  (Mark,1991) ने इनको सात Ĥकार 
का बताया है वाम फंजाई (Vesicular arbuscular mycorrhiza) (VAM), बाɮयकवकमलू 
(ectomycorrhiza), अÛत: बाéयकवकमलू (ectendo mycorrhiza), आरबटुोइड 
(arbutoid), मोनोĚोपोइड (monotropoid), इǐरकोइड (ericoid) and आरकȧड कवकमलू 
(orchid mycorrhizae). 

 
ͬचğ 10.7 वेसीÈयलूर आरबसकुलर माइकोÜलाÏमा सूêमदशȸ ͪववरण 



128 
 

2) गण एÖडोगोनेãस (VAM Endogonales) (=Glomales) का सदèय है इसमɅ हाइफे पटहȣन 
होते हɇ । इनके हाèटोǐरया ɮͪवशाͨखत होत ेहɇ जो आरबसÈयलू (चूषकांग) (arbuscules) कहलात े
हɇ । इसके साथ-साथ ये मोटे पट वाले, सूजे हु ए व×ृताकार पǑुटकाएँ (vesicles) भी बनात ेहै (ͬचğ 
10.7) । 

3) VAM सĐंमण साफ मूल मɅ देखा जाता है इसͧलए पहले उसे संरͯ¢त (preserve) करत ेहɇ ͩ फर 
अͧभरंिजत करत ेहɇ । 

आवæयक सामĒी 
i) ताजा इÈ͡ी कȧ गई पादप मूल 
ii) FA-A 'फारमीलȣन एसीटȣक अàल इथेनोल (Formaline Acetic acid-ethanol) 

5 : 5 : 90, v/v 
iii) KOH (10%) 
iv) 1% Ěाइपेन Þल ू(Trypan Blue) 
v) माउÛटȣंग ġåय – लेÈटोिÊलसरोल (Mounting fluid- Lactoglycerol) 

लेÈटȣक अàल : Êलȣसरोल : आसुत जल (Lactic Acid : Glycerol : Distilled water) 
1 : 2 : 1 (v/v/v) 

vi) वाटर बाथ (Water Bath) 
vii) èलाइड (Slides) 
viii) बीकर (Beaker) 
ͪवͬध 
i) एक ऐसा पादप िजसकȧ जड़ मɅ कवकमूल èथाͪपत हो धीरे से उखाड़ना । 
ii) बड़े Úयान से मूल को धोकर उस पर ͬचपके मदृा के कणɉ को हटाकर 1cm लंबे दकुड़े काट लɅ। 
iii) इनकɉ रात भर F.A.A मɅ पड़े रहने दɅ । 
iv) अब इन टुकड़ɉ को 10% KOH मɅ water bath पर उबाल लɅ 5-10 ͧमनट तक । 
v) अब इनको 3-4 बार नल के पानी से घोलɅ ताͩक आयोडीन साफ हो जाए । 
vi) अब इनको अͧभरंजक ͪवलयन याǓन .1% Ěाइपन Þल ू (Trypan Blue) मɅ लेÈटोिÊलसरोल 

(लेÈटȣक अàल : िÊलसरोल : आसुत जल – 1: 2 : 1 v/v/v) मɅ डाल कर 90C पर गम[ करɅ 1 
घÖटे तक । 

vii) अब मूल के दकुड़ो को हटाकर लेÈटोिÊलसरोल (Lactoglycerol) मɅ डालकर संĒǑहत (store) 
कर लɅ । 

viii) अब साफ कांच कȧ èलाइड (glass slide) लेकर उस पर एक टुकड़ा जो अͧभरंिजत है रखकर 
उस पर माउÛटȣंग ġåय - लेÈटोिÊलसरोल (Mounting fluid- Lactoglycerol) कȧ 2 बूदंɅ डाल 
कर कवर िèलप (Cover slip) लगा दɅ । 

ix) अब धीरे से अँगठेू से कवर िèलप (cover slip) को दबा दɅ ताͩक मलू ͪपस (squash) जाए 
ͩफर हम सूêमदशȸ कȧ सहायता से उसका अवलोकन कर सकते हɇ । 
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पǐरणाम 
जैसा ͬचğ- मɅ ͬचǒğत है ठȤक वसैा हȣ सूêमदशȸ से देख सकते हɇ । हम वाम (VAM) के बीजाणु वेसीकल 
तथा आरबसकुलस अÍछे से देख सकत ेहɇ । Êलोमस फासीकुलेटम (Glomus fasciculatum) मɅ 
अÖडाकार बीजाण ुǑदखत ेहɇ व Êलोमस मोजी (Glomus mosseae) मɅ बीजाण ुगोलाकार होते हɇ ।  

10.8 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) : 
1) मूलĒंͬ थका ͩकसे कहत ेहɇ? 
2) मूलͪपǑटका Èया होती है? 
3) मूलĒंͬ थका व मलूͪपǑटका मɅ अंतर बताइए । 
4) कवकमलू Èया होती है? 
5) कवक मूल ͩकतने Ĥकार कȧ होती है? 
6) वाम फंजाई Èया होती है? 
7) वाम का अͧभरंजन ͩकस Ĥकार करɅगे । 
8) मूलͪपǑटाका रोग का रोगकारक बताइए । 
9) वहृद कोͧशकाएं Èया होती है? 
10) अंड संǑहता ͩकसे कहते हɇ?  

10.9 संदभ[ ĒÛथ (Reference books) :  
1) एगरȣओस, ÜलाÛट पथैोलोजी, एãसेवेयर इंͫडया Ĥा. ͧल., नई Ǒदãलȣ । 
2) आर.एस. ͧसहं, ÜलाÛट पथैोजÛस ऑÈसफोड[ आई.बी.एच. पिÞल कं. Ĥा. ͧल., नई Ǒदãलȣ । 
3) के.आर अनेजा, एÈसपेǐरमेÛɪस इन माइĐोबॉयोलाजी ÜलाÛट पथैोलॉजी एÖड बायोटेÊनोलॉजी 

लेखक, Ûय ूएज इंटरनेशनल Ĥा.ͧल. पिÞलकेशÛस, नई Ǒदãलȣ । 
4) आर.सी. महरोğा, एन इÛĚोडÈशन टू माइकोलॉजी, Ûय ूऐज इंटरनेशनल पिÞलकेशÛस, नई Ǒदãलȣ। 
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इकाई 11 
सूêमजीवɉ कȧ ĤǓतजैͪ वक गǓतͪवͬध एव ंELISA का Ĥदश[न  
(DEMONSTRATION OF ANTIBIOTIC ACTIVITY OF 
MICRO ORGANISMS AND DEMONSTRATION OF 

ELISA)  
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
11.0 उƧेæय 
11.1 Ĥèतावना 
11.2 ͩĐयाͪवɮǓय 
11.3 जीवाणओंु ɮवारा दशा[यी गई ĤǓतजैͪवकता का Ĥदश[न  
11.4 कवकɉ ɮवारा दशा[यी गई ĤǓतजैͪवकता का Ĥदश[न  
11.5 ELISA का Ĥदश[न 
11.6 मौͨखक Ĥæन 
11.7 अßयासाथ[ Ĥæन 

11.0 उƧेæय (Objective) :  
(A)  
(i) इस इकाई को पढ़कर £ात होगा ͩक ͩकसी सूêम जीव के ɮवारा èğाͪवत ĤǓतजैͪवक (antibiotics) 

दसूरे सूêम जीव कȧ वृͪ ƨ को रोक (inhibit) देती है । 
(ii) Ĥायोͬगक ͪवͬध से एक सूêम जीव के ɮवारा दसूरे कȧ वृͪ ƨ को रोका जाता है ।  
(B)  
(i) इस इकाई को पढ़कर £ात होगा ͩक ĤǓतजन (antigen) व ĤǓतर¢ी (antibiotics) एक-दसूरे 

कȧ ͩकस Ĥकार पहचान (identify) करते हɇ? 
(ii) Ĥ×य¢ व अĤ×य¢ ELISA ͪवͬध एक दसूरे से ͩकस Ĥकार ͧभÛन है? 
(iii) Ĥायोͬगक ǽप से ͩकस Ĥकार ELISA मɅ ͪवͧभÛन ǾपाÛतरण ͩकये गए है? 

11.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
ĤǓतजैͪवक, ĤǓत (anit=against) + जैͪवक (bios = life) शÞदɉ से ͧमलकर बना है । ĤǓतजैͪवक 
ऐसे पदाथ[ है जो ͩकसी सूêमजीव (microorganism) के ɮवारा èğाͪवत होते है तथा अÛय सूêम 
जीवɉ कȧ वृͪ ƨ को Ǔनरोͬधत (inhibit) करते हɇ । इस तरह का ĤǓतजैͪवक गणु जो सूêमजीवɉ मɅ पाया 
जाता है सव[Ĥथम लईुस पाæचर के ɮवारा 1887 मɅ खोजा गया । इÛहɉने एÛĠेÈस के जीवाणु पर काय[ 
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करते हु ए इसका नाम जीवन कȧ लड़ाई (struggle for existing) नाम Ǒदया । इसी ĤǓतजैͪवक को 
मेɪǓनकाफ ने इस तरह समझाया ͩ क मानव कȧ आँत मɅ पाये जाने वाला लेिÈटक ऐͧसड जीवाणु अÛय 
हाǓनकारक जीवाणुओं को नçट कर देता है । 
सव[Ĥथम मेनासीन व पोलोटेÞनोव (V.Manassein and A. Polotebnov) ने 1871-72मɅ 
पेǓनͧसलȣयम (Penicillium) नामक कवक को रोगोपचारक (therapeutic) के Ǿप मɅ काम ͧलया 
। जीवाणु से उ×पÛन ĤǓतजैͪवक को सव[Ĥथम पǓूतरोधी (antisptc) कȧ तरह काम इमहǐरच तथा लो 
(R.Emmerich and O.Low) नाम व£ैाǓनक ने ͧलया िजसका नाम उÛहɉने पायोसाइनेज 
(Pyocyanase) नाम Ǒदया । 
टारटाकोͪवèकȧ (M.Tartakvsky) ने 1904 मɅ मुगȸ मɅ होने वालȣ ǒबमाǐरयɉ के इलाज के ͧलए हरȣ 
फफंूद (green mold) को काम मɅ ͧलया । लाशचेनकोव (Lashchenkov) ने 1909 व Ýलेͧमगं 
(Fleming) ने 1922 मɅ लाइसोजाइम नामक एÛजाइम पथृक (isolate) ͩकया जो बहु त से सूêमजीवɉ 
कȧ वृͪ ƨ को Ǔनरोͬधत (inhibit) कर सकता है । ͩफर भी ĤǓतजैͪवकɉ का सहȣ ǽप से अÚययन 1929 
मɅ शुǾ हुआ जब Ýलेͧमगं ने यह बताया ͩक पेǓनͧसͧलयम नोटेटम (Penicillium notatum) के सोरबा 
संवध[न (broth culture) के छǓनत (filtrate) मे ĤǓतजीवाणु (antibacterial) गणु पाये जात ेहɇ 
। जो Ēाम के Ēाम धना×मक (Gram’s positive) जीवाणओंु पर Ĥभावी है । सन ्1940 मɅ चेन व 
Ýलोरȣ (E.Chain and H.Florey) ने पेǓनͧसलȣन को तैयार ͩकया । 
ĤǓतजैͪवकɉ को उनके ͩĐया×मक गणु (character of action) (काय[Ĥणालȣ) के आधार पर जीवाण ु
èथौǓतक (bacteriostatic) जैसे ĚेटासाइिÈलन, ÈलोरàफेǓनकाल आǑद तथा जीवाणुनाशी 
(bactericdidal) जैसे पेǓनͧसलȣन, ǐरèटोमाइͧसन (ristomycin) आǑद मɅ ͪवभÈत करते है । 

11.2 ͩĐयाͪवͬध (Mechanism) :  
सभी ĤǓतजैͪवकɉ कȧ ĤǓतजैͪवकता कȧ ͩĐयाͪवͬध अलग-अलग है । पेǓनͧसͧलन नामक ĤǓतजैͪवक 
जीवाणु कȧ कोͧशका ͧभि×त को बनाने वाले बहु लकɉ (polymers) के सæंलेषण को रोकता है, िजसके 
कारण जीवाणु गणुन (multiplication) कȧ ͩĐया नहȣ ंकर पाता है । कभी-कभी पेǓनͧलͧसन के उपयोग 
से कोͧशका ͧभि×त नहȣं बनने के कारण L-Ĥकार (L-form) जीवाण ुभी बनत ेहɇ । अत: पेǓनͧसलȣन 
केवल उपिèथत जनसंÉया के ͧलए हȣ घातक (Lethal) नहȣं है वरन ्यह बीजाण ु(spores) बनने 
के ͧलए भी घातक है । पेǓनͧसलȣन के Ǔनरोधी Ĥवत[क गणु के कारण जीवाणु कोͧशका Ĥोटȣन घटक 
(अमीनɉ अàलɉ) के अवशोषण व सàबिÛधत एÛजाइमɉ कȧ ͩĐयाͪवͬध का Ǔनरोͬधत करती है । 
इसी तरह èĚेÜटोमाइसीन (streptomycin) नामक ĤǓतजैͪवक उन अमीनɉ को जुडने से रोकते हɇ जो 
Ĥोटȣन संæलेषण के ͧलए आवæयक होते हɇ । यह ĤǓतजैͪवक बेसीलस फाम[ के ͧलए Ïयादा घातक है। 
ÈलोरेàफेǓनकाल (chloramphenicol) नामक ĤǓतजैͪवक जीवाणु मɅ Ĥोटȣन सरंलेषण को रोकता है। 
यह एमीनɉ अàलɉ के बीच बनने वाले पेÜटाइɬल बÛध को बनने से रोकता (block) है ।  
टेĚासाइÈलȣन (Tetracycline), ͧलनकोमाइसीन (lincomycin), इरȣĠोमाइसीन (Erythromycin), 
केनामाइसीन (Kanamycin), Ǔनयोमाइसीन (neomycin), èपेÈटȣनोमाइसीन (Spectinomycin) 
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आǑद ĤǓतजैͪवक जीवाणु कȧ Ĥोटȣन सæंलेषण को राइबोसोमल बÛधन के समय (Ribosomal level) 
हȣ रोक देती है । 
ताͧलका 11.1 - सूêमजीवɉ से ĤाÜत ĤǓतजैͪवक एव ंउनकȧ Ĥभाͪवता  
सूêमजीव का नाम 
(Name of the microorganism) 

ĤǓतजैͪवक 
(Antibiotics) 

िजसके ͪवǾƨ Ĥभाͪवत 
(Effective against) 

कवको से ĤाÜत ĤǓतजैͪवक 
1. पेǓनͧसͧलयमनोटेटम (Penicillium 

notatum) पे. Đाइसोजीनम 
(P.chrysogenum) 

पेǓनͧसͧलन 
(Penicillin) 
 

Ēाम Ēाहȣ जीवाणु 
(Gram+ve bacteria) 
एिÈटनोमाइͧसǑटज 

2. पेǓनͧसͧलन से (Penicillium) एàपीͧसͧलन 
(Ampicillin) 

Ēाम Ēाहȣ एव ंअĒाहȣ जीवाण ु
(Gram+ve and-ve 
bacteria 

3. Èलेडोèपोǐरयम 
(Cladosporium sp.) 

ͧसफेलोèपोǐरऑन 
(Cephalosporion) 

Ēाम Ēाहȣ एव ंअĒाहȣ जीवाण ु

4. पे. ͬĒͧसओफलवम 
(p.griseofulvum) 

ͬĒͧसओफािãवन 
(Griseofulvin) 

अÛय कवक 

जीवाणओंु से ĤाÜत ĤǓतजैͪवक 
5. बैͧ सलस Ħेͪवस 

(Bacillus brevis) 
Ēाͧमͧसͫडन(Gramici
din) 

अÛय Ēाम Ēाहȣ जीवाण ु

6. ब.ै पोͧलͧम¢ा (B. polymyxa) पोͧलͧमिÈसन-बी 
(Polymyxin-B) 

Ēाम अĒाहȣ जीवाण ु

7. ब.ै सबǑटͧलस 
(B.subtilis) 

बेͧसĚेͧसन 
(Bacitracin) 

अÛय Ēाम Ēाहȣ जीवाण ु

8. ब.ै Ħेͪवस 
(B.brevis) 

टाइरोͧसͫडन 
(Tyrocidine) 

अÛय Ēाम Ēाहȣ जीवाण ु

एिÈटनोमाइसीन से ĤाÜत ĤǓतजैͪ वक 
9. èĚेÜटोमाइͧसस वǓैनजुएलȣ 

(Streptomyces venezuelae) 
ÈलोरेàफेǓनकोल 
(Chloramphenica) 

Ēाम Ēाहȣ एव ंअĒाहȣ जीवाण ु
ǐरकेǑटसया, कालȣ ख़ासी, 
टाइफाइड,एÛटअमीबा 

10. èĚे. ͬĒͧसअस 
(S.griseus) 

 

èĚेÜटोमाइͧसन 
(Streptomycin) 
 

Ēाम Ēाहȣ एव ंअĒाहȣ जीवाण ु
माइकोबिैÈटरȣयम 
ɪयबूरकुलोͧसस 
(Mycobacterium 
tuberculosis) 

11. èĚे. ĥेͫडएइ नोओमाइͧसन Ēाम Ēाहȣ एव ंअĒाहȣ जीवाण ु
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(S.fradiae) (Neomycin) मा. ɪयबूरकुलोͧसस 

12. èĚे. ऑǐरओफेͧसएÛस 
(S.aurefaciens) 

ऑǐरओमाइͧसन 
(Aureomycin) 

Ēाम Ēाहȣ एव ंअĒाहȣ 
जीवाण,ुǐरकेटͧसया 

13. èĚे. ǐरमोसस (S.rimosus) टेरमाइͧसन 
(Terramycin) 

Ēाम Ēाहȣ एव ंअĒाहȣ जीवाण ु
ǐरकेटͧसया 

14. èĚे. इरȣͬĠअस 
(S.erythreus) 

इरȣĠोओमाइͧसन 
(Erythomycin) 

Ēाम Ēाहȣ जीवाण ुǐरकेटͧसया 

15. èĚे. कनामाइͧसǑटकस 
(S. kanhamyceticus) 

कनामाइͧसन 
(Kanamycin) 

Ēाम अĒाहȣ जीवाण ु

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) नामक शÞद का Ĥयोग सव[Ĥथम इनÊवल 
तथा परलेमन (Eangval and Perlaman) ने 1971 मɅ अपनी एÛजाइम पर आधाǐरत तकनीक 
के ͧलए ͩकया था । ͪपछले 2 दशक से यह तकनीक बहु त तीĭ गǓत से ͪवकͧसत हु ई है तथा ͪवͧभÛन 
शोध कायɟ मɅ काम लȣ जा रहȣ है । ĤǓतजन (antigen) व ĤǓतर¢ी (antibidy) को जाँचने (detect) 
करने के ͧ लए यह तकनीक बहु त कारगर (successful) ͧसƨ हु ई है । इस ELISA तकनीक मɅ बहु त 
सारे ǾपाÛतरण (modifications) ͩकए गए है िजनको सामूǑहक (collectively) ǽप से EIA 
(Enzyme Immuno Assay) कहते हɇ ।  

11.3 जीवाणुओं ɮवारा दशा[यी गई ĤǓतजैͪवकता का Ĥदश[न 
(Demonstration of Bacterial Anatagonism) :  

जीवाणु ĤǓतजैͪवकता एकं ऐसी घटना है िजसमɅ एक जीवाणु A कȧ वृͪ ƨ को दसूरे जीवाणु B के ɮवारा 
रोक अथवा कम कर Ǒदया जाता है । साधारणतया ये जीव कुछ ऐसे वृͪ ƨ Ǔनरोधक (inhibitory) पदाथ[ 
èğाͪवत करते हɇ िजसके कारण दसूरे जीवाणु कȧ वृͪ ƨ ǽक जाती है । कभी-कभी यह देखा गया है ͩक 
यह ĤǓतजैͪवकता (antagonism) ऑÈसीजन या पोषक पदाथɟ के ͧलए भी होती है । िजस जीवाणु 
के ɮवारा ĤǓतजैͪवकता कȧ जाचँ करते हɇ उसे एÛटागोǓनèट (antagonist) कहते है, जो दसूरे जीवाणु 
कȧ वृͪ ƨ को संदͧमत करता है । 
आवæयक सामĒी 
i) ĤǓतजैͪवक (antagonist) जीवाण ु के शुƨ संवध[न (Pure culture) eg. èयडूोमोनास 

(Pseudomonas) Strain-1, strain-2 या बेसीलस (Bacillus) 
ii) जाँच जीवाणु (test bacterium) eg. E.coli Xanthomonas. 
iii) ÛयĚेूÛट अगार-अगार माÚयम (Nutrient Agar medium) 
iv) आरोपण सुई (Inoculation niddle) 
v) इÛÈयवेूटर (Incubator) 
vi) ÛयĚेूÛट Ħोथ (Nutrient Broth) 
ͪवͬध  
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ĤǓतजैͪवक जीवाण ुèयूडोमोनास (Pseudomonas) िजसके ɮवारा सͩĐयता कȧ जाचँ करनी है उसे 
ÛयĚेूÛट माÚयम पर वृͪ ƨ करावɅ । 
जाँच ͩकये जाने वाले (test bacterium eg. E. coli) कȧ वृͪ ƨ ÛयĚेूÛट Ħोथ पर करावɅ । 
ÛयĚेूÛट अगार माÚयम बनाने के ͧ लए - 5 g पेÜटोन (prptone), 3.0 g बीफ सार (Beef extract) 
व 15 g अगार-अगार पाउडर को 1000 ml मɅ घोल लेते हɇ । इसको अब 1210C पर 20 ͧमनट के 
ͧलए आटोÈलेव (autoclave) करɅ । 
ÛयĚेूÛट अगार माÚयम को आटोÈलेव से बाहर Ǔनकाल कर उसे 40-450C तक ठंडा करɅ उसके बाद 
सहȣ माğा मɅ (E.coli) को ÛयĚेूÛट Ħोथ से लेकर माÚयम मɅ सरंोͪपत (inoculate) करके उसे 10 
ͧमनट के ͧलए 370C पर रखɅ िजससे जीवाणु E. coli अÍछȤ तरह वृͪ ƨ कर सकɅ  । 
अब उपरोÈत माÚयम मɅ एक लूप भरकर (loopful) रयडूोमोनास के दोनɉ Ĥभेदɉ को ͬ चğानसुार (ͬचğ 
9.1) अलग-अलग èथानɉ पर लगावɅ । इन पेĚȣ Üलेɪस को अब 24 h के ͧलए 370C पर उçमायन 
(incubate) के ͧलए रख दɅ । 
Ĥे¢ण 
èयडूोमोनास जीवाणु के èĚेन GRC1 (A) व GRA2, (B) के चारɉ ओर एक वृͪ ƨरोधक (Inhibitory) 
आभा (halo) या ¢ेğ (zone) Ǒदखाई देता है । 
पǐरणाम 
िजस जगह पर दोनɉ जीवाणु E. coli व Pseudomonas ͧमलते है उस जंÈशन पर जीवाणु E. coli 
कȧ वृͪ ƨ नहȣ ंǑदखती, उस èथान पर केवल èयडूोमोनास के Ǔनरोधन Ĥभाव के कारण आभा (halo) 
Ǒदखाई देती है जो Pseudomonas कȧ ĤǓतजैͪवक ͩĐया दशा[ती है । 

 
ͬचğ 11.1 : जीवाणु E. coli व Pseudomonas (strain-1) = A व Pseudomonas 

(strain-2) = B के मÚय ĤǓतजैͪवकता दशा[यी गई है जो आभा के ǽप मɅ Ǒदखाई दे 
रहȣ है । 



135 
 

सावधाǓनया ँ
1. जीवाण ुE. coli' व Pseudomonas दोनɉ कȧ वृͪ ƨ अÍछȤ तरह होने दɅ । 
2. Ǔनज[मीकरण के बाद संवध[न माÚयम (culture medium) को संदूͪ षत (contaminate) न होने 

दɅ । 

11.4 कवक ɮवारा दशा[यी गई ĤǓतजैͪवक का Ĥदश[न (Demonstration 
of Fungal Antagonism) :  

कवक ɮवारा दशा[यी गई ĤǓतजैͪवकता एक ऐसी घटना है िजसमɅ एक कवक दसूरȣ कवक कȧ वृͪ ƨ को 
संदͧमत (inhibit) कर देती है । यह ĤͩĐया इस कवक के ɮवारा èğाͪवत कुछ ͪ वशेष रसायन के कारण 
होता है । 
आवæयक सामĒी 
1. कवक ĤǓतजैͪवक (fungal antagonist) जैसे पेǓनͧसͧलयम, Ěाइकोडमा[ आǑद । 
2. जाँच कवक (test fungi) कोई भी कवक जो परजीवी या मतृोपजीवी हɉ जैसे आãटरनेǐरया 

(Alternaria), करवलूɅǐरया (Curvularia) आǑद ।  
3. काक[  बोरर (cork borer) । 
4. पोटेटो ĜेÈĚोस अगार माÚयम (PDA medium) । 
ͪवͬध 
(i) ĤǓतजैͪवक कवक िजसकȧ सͩĐयता जाचँ करनी है तथा दसूरȣ परजीवी या मतृजीवी कवक िजस 

पर जाचं करनी है उनके PDA पर शुƨ संवध[न कुÑचत (Pure culture) तैयार करɅ । 
(ii) PDA कȧ अलग से Üलेɪस बनावɅ । 
(iii) इन ताजा बनी PDA कȧ Üलेɪस पर कवक कȧ शुƨ संवध[न वालȣ Üलेɪस मɅ से काक[  बोरर कȧ 

सहायता से लगभग 8 mm साइज कȧ ĤǓतजैͪवक कवक ͫडèक काट लɅ । इन ͫडèको को शुƨ 
ताजा बने PDA Üलेɪस पर पǐरधी कȧ Ǒदशा मɅ लगावɅ (ͬचğानसुार) । इसके ͪवपरȣत Ǒदशा मɅ 
परȣजीवी/मतृजीवी कवक कȧ ͫडèक को लगावɅ (ͬचğानसुार) । 

इन Üलेɪस को अब 250C पर लगभग 4-5 Ǒदन के ͧलए BOD इनÈयबेूटर (BOD incubator) मɅ 
इÛययबेूट कर दɅ ।  

 
ͬचğ 11.2 : कवक (पेǓनͧसͧलयम) व आãटरनेǐरया के मÚय बनी Ǔनरोधन रेखा व पेǓनͧसͧलयम के 

ɮवारा दशा[यी गई ĤǓतजैͪवकता । 
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Ĥे¢ण 
पेǓनͧसͧलयम के कारण आãटरनेǐरया /करवलेूǐरया नामक कवक वृͪ ƨ नहȣं कर पाती तथा इनकȧ वृͪ ƨ 
सीͧमत (localised) हो जाती है । 
पǐरणाम 
अत: िजस èथान पर दोनɉ कवक वृͪ ƨ करके ͧमलती है (junction) वहाँ पर एक Ǔनरोधन रेखा 
(inhibition line) Ǒदखाई देता है । यह Ǔनरोधन रेखा èपçट करती है ͩ क ĤǓतजैͪवक कवक के कारण 
ͩकस तरह दसूरȣ कवक कȧ वृͪ ƨ Ǿक जाती है । 
सावधाǓनया ँ

1. कवक पेǓनͧसͧलयम व ऑãटरनेǐरया दोनɉ के संवध[न (culture) शुƨ व 24 घÖटे से अͬधक 
परुाने हɉ । 

2. काक[  बोरर को काम लेने से पवू[ पणू[तया Ǔनज[ͧमत (sterlized) कर लेना चाǑहए । 

11.5 ELISA का Ĥदश[न (Demonstration of ELISA) :  
इस तकनीक का मुÉय ͧसƨाÛत है ͩक इसमɅ एक उͬचत (appropriate) एÛजाइम ͩकसी ĤǓतर¢ी 
(antibody) से संयिुÊमत (conjugate) होता है । अब इसको जाँच करने वाले मानक (test samply) 
के साथ अथवा पहले से उपचाǐरत (treated) ĤǓतर¢ी अब Ǔनिæचत ĤǓतजन से जुड़ते हɇ िजसे आसानी 
से पहचाना जा सकता है । ͬचिÛहत (labelled) ĤǓतर¢ी, ͪवशेश Ǿप से जो ĤǓतजन से जुड़ी होती 
है या ĤǓतर¢ी - ĤǓतजन कȧ Ĥाथͧमक सकुंल (complex) बना हो, के ɮवारा पहचानत ेहै । एÛजाइम 
से ͬचिÛहत (enzyme labelled), अबिÛधत (unbound) ĤǓतरͯ¢यɉ को धोकर (washing) हटा 
देते हɇ । अब इन एÛटȣजनɉ को आसानी से ĤǓतर¢ी के ɮवारा पहचान कर सकते हɇ । 
ELISA एक बहु त हȣ सवेंदनशील (sensitive) तकनीक है िजससे Ĥिजर¢ी या ĤǓतजन कȧ बहु त कम 
साÛġता (i.e 0.001 ug/ml) का भी पता ͩकया जा सकता है । इस तकनीक मɅ रंगहȣन ͩĐया कारक 
काम मɅ ͧलये जाते हɇ जो ͩĐया के अतं मɅ रंगीन उ×पाद का Ǔनमा[ण करते हɇ । इस तकनीक मɅ बहु त 
तरह के एÛजाइम काम मɅ ͧ लये जाते है जसेै ¢ारȣय फािèफटेज (alkaline phosphatase), horse 
radish peroxidase, p-nitropheny phosphatase' आǑद । इस ͪवͬध से £ात (Know) 
साÛġता के ĤǓतर¢ी व ĤǓतजन के ɮवारा एक साÛġता वĐ (concentration curve) बनाया जाता 
है िजससे बाद मɅ अ£ात ĤǓतर¢ी या ĤǓतजन कȧ साÛġता £ात कȧ जाती है । इसमɅ एक microtitre 
Üलेट काम मɅ लȣ जाती है िजसमɅ बहु त सार गहरे कंुए (wells) होते हɇ । ELISA तकनीक AIDS 
कȧ जाचँ के ͧलए एक उपयोगी तकनीक साǒबत हुई है । 
साधारणतया Ĥायोͬगक ǽप से ELISA को दो भागɉ मɅ वगȸकृत (categorised) ͩकया जा सकता 
है । 
(i) Ĥ×य¢ ELISA (Direct ELISA) । 
(ii) अĤ×य¢ ELISA (Indirect ELISA) । 
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Ĥ×य¢ ELISA मɅ ͬचिÛहत एÛजाइम (labelled enzyme) ͩकसी ĤǓतजन या ĤǓतर¢ी के साथ 
संयिुÊमत (conjugated) होता है या एक ĤǓतर¢ी एक ĤǓतजन ͪवशेष के ͧलए होती है । यह ͪवͬध 
ĤǓतजन को पहचान के ͧलए काम मɅ लȣ जाती है । 
जबͩक अĤ×य¢ ELISA मɅ एÛजाइम एक ĤǓतर¢ी से जुड़ा होता है जो एक ĤǓतजन के ͧ लए Ĥाथͧमक 
ĤǓतर¢ी के ͪवǾƨ पदैा ͩकया जाता है । यह ͪवͬध/तरȣका ͩकसी मानक मɅ ĤǓतर¢ी को मापने 
(measure) के काम आता है । 

 
ͬचğ 11.3 : Ĥ×य¢ ELISA (direct ELISA) 

 
ͬचğ 114. अĤ×य¢ ELISA (indirect ELISA) 

Ĥ×य¢ ĤǓतजन आवरण ELISA (Direct Antigen Coating ELISA - DAC) 
इस ͪवͬध मɅ िजस ĤǓतजन के बारे मɅ £ात करना है उसे सव[Ĥथम (microtire plate) माइĐोटाइटर 
Üलेट पर Ǔनæचलȣकृत (immoblized) कर Ǒदया जाता है जो ĤǓतजन से ͩ Đया करता है । वे ĤǓतर¢ी 
जो ͩĐया नहȣं करते उÛहɅ धोकर (wash) अलग कर देते हɇ ताͩक केवल Ab-Ag संकुल हȣ Üलेट मɅ 
रह जायɅ । यह ĤǓतजन ͪवशेष ĤǓतर¢ी, साधारण (normal) या अͬचिÛहत (unlabelled) कहलाता 
है तथा इस ͩĐया को Ĥाथͧमक ͩĐया (primary reaction) कहते हɇ । 
ɮͪवतीय अͧभͩĐया के ͧलए एक ĤǓत इàयनूोÊलोबुͧ लन (antiimmunoglobulin) (एक ĤǓतर¢ी जो 
सभी ĤǓतर¢ी से ͩĐया कर सकɅ ) को कुएँ (wells) मɅ ͩĐया करने के ͧलए छोड़ देते हɇ ताͩक यह Ag-Ab 
संकुल से ͩĐया कर सकɅ  । यह Anti-Ig, जो अब एक एÛजाइम से ͬ चिÛहत है इस Ag-Ab complex 
से ͩĐया करने के ͧलए कुएं मɅ डालते हɇ । अǓतǐरÈत Anti-Ig को धोकर अलग कर देते हɇ । अतं मɅ 
उस पदाथ[ को एÛजाइम के आवæयक अͧभकम[कɉ (reagents) के साथ कंुए मɅ डालते है िजसमɅ ͩ Đया 
के कारण रंग उ×पÛन होना है । यह रंग उ×पÛन होने कȧ तीĭता (intensity) ĤǓतजन या ĤǓतर¢ी 
कȧ उपिèथत माğा के समानपुाती (propostional) होती है । आजकल इसकȧ जाचँ के ͧलए 
कàÜयटूǐरकृत ELISA पढ़ने (computerized ELISA reader) को काम मɅ ͧलया जाता है । इस 
ELISA कȧ संवेदनशीलता को नेनोĒाम (10-9g/m) मɅ मापते है । इसी ͪवͬध को Ĥ×य¢ ĤǓतजन आवरण 
[direct antigen coating (DAC)] ELISA कहते हɇ। यह ͪवͬध HIV, Salmonella, Yersinia, 
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Brucella, Treponema व Streptococci कȧ ĤǓतर¢ी को जांचने (detect) करने मɅ काम आती 
है । 
दोहरा ĤǓतर¢ी सɅडͪवच ELISA (Double Antibody Sandwitch ELISA-DAS) 
इस ͪवͬध मɅ ĤǓतर¢ी को पहले microtitre Üलेट पर Ǔनæचलȣकृत (immoblised) ͩकया जाता है । 
अब एक ĤǓतजन (immobalised) ĤǓतर¢ी से ͩĐया करने हेतु कंुए मɅ डाला जाता है िजसकȧ ͩĐया 
से Ag-Ab सकुंल बनता है । एक दसूरȣ ĤǓतर¢ी ͪ वशेष ĤǓतजन को ͪ वशेष एÛजाइम से ͬ चिÛहत करके 
कंुए मɅ डालत ेहै ताͩक वहा Ag-Ab संकुल से ͩĐया कर सकɅ  । अब अǓतǐरÈत व अͩĐयाशील ĤǓतरͯ¢यɉ 
को धोकर अलग कर दɅगे तथा बाद मɅ एÛजाइम पदाथ[ को कंुए मɅ डालते हɇ िजससे रंग उ×पÛन होगा 
। इसे माप लेते हɇ । इस ͪवͬध मɅ एक िèथर (immobilised) ĤǓतर¢ी व दसूरȣ ͬचिÛहत ĤǓतर¢ी 
होती है िजनके बीच ĤǓतजन (antigene) सैÖडवीच कȧ तरह रहता है । अत: इसे double antibody 
sandiwitch (DAS) ELISA कहते हɇ ।  

 
ͬचğ 11:5 : ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbant Assay) का रेखीय ͬचğ ɮवारा 
Ĥदश[न । A.DAC (Direct Antigen Coating) ELISA.B.DAS (Double Antibody 

Sandwitch) ELISA. 
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यह ͪवͬध ͪवͧभÛन Ĥकार के सूêमजीवɉ के ɮवारा èğाͪवत आͪवष (toxins) जैसे Vibrio cholera, 
E. coli, Staphylococcus enterotoxin-A तथा rotavirus के ĤǓतजनɉ को जांचने (detect) 
करने मɅ काम मɅ आती है । 
ELISA मɅ बहु त सारे पǐरवत[न आजकल ͩकये जा चकेु है िजसके कारण इसका नाम capture ELISA, 
sandwitch ELISA, competitive ELISA, dot ELISA, ELOSA (Enzyme linked 
oligonucleotide sorbent assay), immunoblotting व immunoperoxidase test Ǒदये 
गए है। 

11.6 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. सव[Ĥथम कौनसी कवक को रोगापचारक (therapeutic) के Ǿप मɅ काम ͧलया जाता है ? 
2. ͩकÛहȣं दो जीवाणुनाशी (bactericidal) ĤǓतजैͪवकɉ के नाम बताओ । 
3. संवध[न माÚयम (culture medium) को Ǔनज[ͧमत (stertire) करने के ͧलए साधारणतया कौनसी 

ͪवͬध काम मɅ लȣ जाती है? 
4. ͩकÛहȣं दो कवकɉ के नाम बताओं जो ĤǓतजैͪवकता Ĥदͧश[त करती है? 
5. ELISA तकनीक का परूा नाम बताइये । यह तकनीक सव[Ĥथम ͩकसने खोजी थी ? 
6. ELISA मɅ काम आने वाले ͩकÛहȣं दो एÛजाइमɉ के नाम बताओ । 
7. ELISA के Ĥकारɉ को समझाइए । 
8. ELISA तकनीक को ͩकन-ͩकन रोगɉ कȧ जाँच मɅ काम ͧलया जाता है ? 
9. सैÖडवीच ELISA Èया है ? 
10. ĤǓतजैͪवकता को पǐरभाͪषत कȧिजए । 
11. ĤǓतजैͪवकता का उपयोग ͬचͩक×सा ͪव£ान (Medical Science) मɅ समझाइए । 

11.7 संदभ[ ĒÛथ (Reference Book) :  
1) एच.एस. चावला, इÛĚोडÈेशन टू Üलांट बायोटेÈनोलॉजी, ऑÈसफोड[ आई.बी.एच. पिÞल. कं. Ĥा. ͧल., 

नई Ǒदãलȣ । 
2) बी. डी. ͧसहं, बायोटेÈनोलॉजी, कãयाणी पिÞलशस[, नई Ǒदãलȣ । 
3) के.आर. अनेजा, एÈसपेǐरमेÛɪस इन माइĐोबॉयोलाजी, ÜलाÛट पथैोलॉजी एÖड बायोटेÊनोलॉजी, 

लेखक, Ûय ूएज इंटरनेशनल Ĥा.ͧल. पिÞलकेशÛस, नई Ǒदãलȣ । 
4) आर.सी. दबेु एÖड डी.के. माहेæवरȣ, ĤेिÈटकल माइĐɉबायोलॉजी, एस. चाँद एÖड कàपनी ͧ लͧमटेड, 

नई Ǒदãलȣ । 
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इकाई 12 
कोͧशकाओ ंऔर ͪवकरɉ का Ǔनæचलन 

(Immobilization of Cells & Enzymes) 
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
12.0 उƧेæय 
12.1 Ĥèतावना 
12.2 Ǔनæचलन तकनीक 
12.3 Ǔनæचलन का मह×व 
12.4 शैवाल कोͧशकाओं का Ǔनæचलन 
12.5 यीèट कोͧशकाओं का Ǔनæचलन 
12.6 इÛवटȶज ͪवकर का Ǔनæचलन 
12.7 Ǔनæचͧलत इÛवटȶज का Êलुकोज उ×पादन हेत ुअÚययन 
12.8 मौͨखक Ĥæन 
12.9 संदभ[ ĒÛथ 

12.0 उƧेæय (Objectives) :  
इस इकाई का उƧेæय है- 
1. Ǔनæचलन तकनीक कȧ जानकारȣ । 
2. Ǔनæचलन तंğ का औɮयोͬगक Ĥौɮयोͬगकȧ मɅ मह××व । 
3. शैवाल कोͧशकाओं का संवध[न, पथृÈकरण एव ंǓनæचलन तथा Ǔनæचͧलत शवैाल कȧ जैͪवकता कȧ 

जाँच । 
4. यीèट कोͧशकाओं का संवध[न एव ंǓनæचलन । 
5. इÛवटȶज ͪवकर का यीèट कोͧशका से पथृÈकरण एवम ्Ǔनæचलन । 
6. Ǔनæचͧलत इÛवटȶज का Êलुकोज उ×पादन हेत ुअÚययन । 

12.1 Ĥèतावना (Introduction) : 
ͩकसी ͪव कर, कोͧशका, कोͧशकांग, सूêम जीवɉ आǑद को उनकȧ मूल Ĥावèथा से ͧभÛन Ĥावèथा मɅ 
पǐरǽध करना Ǔनæचलन कहलाता है । Ǔनæचलन के ͧलये ĤयÈुत होने वाले पदाथɟ को वाहक मैǑĚÈस 
कहते हɇ । साधारणतया ये अकाब[Ǔनक पदाथ[ या ǓनिçĐय बहु लक होते है । Ǔनæचͧलत ͪवकर, कोͧशकाओं 
आǑद का अÚययन Ĥयोगा×मक Ǻिçट से बहु त मह××व रखता है । औɮयोͬगकȧ मɅ Ǔनæचͧलत तंğ का 
उपयोग उ×पादन ¢मता को बढ़ाने के ͧलया ͩकया जाता है ।  
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12.2 Ǔनæचलन तकनीक (Immobilization Technique) : 
Ǔनæचलन कȧ अनेक ͪवͬधयाँ है - अͬधशोषण, ͪवपाशन, सहसंयोजी बÛधन एव ंͨझãलȣ पǐरǾƨन ्। 
अͬधशोषण (Adsorption) 
इस ͪवͬध मɅ ͪवकर, कोͧशका आǑद का वाहक मैǑĚÈस कȧ सतह पर जलरोधी Ĥभाव और लवण बÛधɉ 
कȧ सहायता से आसंजन हो जाता है । अͬधशोषण मɅ सामाÛयता रÛĢीय काब[न (porous carbon), 
मदृा, काचँ, बहु लक ऐरोमेǑटक रेजीन आǑद को वाहक मैǑटÈस के ǽप मɅ उपयोग मɅ लाया जाता है । 
ͪवपाशन (Entrapment) 
इस ĤͩĐया मɅ ͪ वकरɉ, कोͧशकाओं आǑद को जैल अथवा रेशɉ के ɮवारा ͪ वपाͧशत ͩ कया जाता है । इस 
अवèथा मɅ सहसयंोजी बधं बन भी सकत ेहɇ और नहȣं भी । ͪवपाशन हेतु सेãयलूोज ऐसीटेट, ऐͩĐलऐमाइड 
ऐãजीनेट आǑद का वाहक मैǑĚÈस के ͧलए उपयोग होता है । 
सहसंयोजी बÛधन (Covalent Binding) 
Ǔनæचलन कȧ इस ͪवͬध मɅ ͪवकर, कोͧशका आǑद वाहक मैǑĚÈस के साथ सहसंयोजी बÛध बना लेते 
हɇ । यह बधंन ͪ वकर कȧ अमीनो अàल कȧ पाæव[ Įृंखला और वाहक मैǑĚÈस के मÚय बनता है । ͪ वकर 
कȧ ͩ Đयाशीलता उसकȧ Įृंखला पर उपिèथत आवेश के समूह पर Ǔनभ[र करती है । इस ͪ वͬध मɅ ऐĒोज, 
सेãयलूोज, पॉलȣऐͩĐलऐमाइड़ आǑद वाहक मैǑĚÈस के ǽप मɅ काय[ करते हɇ । 
ͨझãलȣ पǐरǽधन ्(Membrane Confinement) 
इस ĤͩĐया मे ͪवकरɉ, सूêमजीवɉ, कोͧशकाओं आǑद को बहु लक मैǑĚÈस कȧ लेǑटस के अंदर पǐरǽध ्
ͩकया जाता है । इस तकनीक मɅ ͪ वकर कोͧशका आǑद जलै मैǑĚÈस अथवा ͨ झãलȣ के साथ कोई बÛध 
नहȣं बनाते । Ǔनæचलन के ͧ लये ĤयÈुत होने वाले पदाथɟ के आधार पर इस तकनीक को जलै पǐरǽधन,् 
सूêमकोश पǐरǽधन,् रेशा पǐरǽधन ्मɅ उपͪवभािजत ͩकया जाता है । 

12.3 Ǔनæचलन तकनीक (Immobilization Technique) : 
Ǔनæचलन तकनीक का औɮयोͬगकȧ मɅ Ĥचुरता से उपयोग ͩकया जाता है । औɮयोͬगक Ĥौɮयोͬगकȧ 
मɅ Ǔनæचलȣकृत तंğ को èवतंğ तğं कȧ अपे¢ाकृत अͬधक Ĥमुखता दȣ जाती है Èयɉͩक - 
1. ये कई बार पनु: उपयोग मɅ लाये जा सकते है तथा बार-बार उपयोग मɅ लाये जाने के बाद भी सͩĐय 

रहते हɇ । 
2. Ǔनæचलन, ͪ वकर/कोͧशका कȧ ͩ Đयाशीलता को असामाÛय पǐरिèथǓतयɉ से सरु¢ा Ĥदान करता है। 
3. Ǔनæचͧलत ͪवकर/कोͧशका आǑद पथृक करना और पनु : ĤाÜत करना सरल एव ंसुͪवधाजनक होता 

है । 
4. Ǔनæचलन ͪ वकर/कोͧशका आǑद को èथाǓय×व Ĥदान करता है एव ंͩ Đया करने हेतु èथाई वातावरण 

Ĥदान करता है। 
5. Ǔनæचलन तंğ उ×पाद को ͪवकर अथवा कोͧशका के संदषूण (contamination) से बचाता है । 
6. Ǔनæचͧलत तंğ ͪ वͧभÛन ǐरऐÈटरɉ मɅ आसानी से सचंाͧलत ͩ कये जा सकते हɇ जैसे ͩ क इनकȧ pH, 

तापमान, गसै èथानाÛतरण आǑद को ǓनयिÛğत ͩकया जा सकता है । 
7. Ǔनæचͧलत तंğ का उपयोग अͬधक उ×पाद देते हु ये उ×पादन कȧ लागत को कम करता है । 
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8. इनकȧ लàबी अƨ[ आय ुव कम ¢य दर होती है ।  

12.4 शैवाल कोͧशकाओं का Ǔनæचलन (Immobilization of Algal 
Cells) :  

Ĥायोͬगक अßयास का उƧेæय (Objective of the Practical Exercise) 
(a) शैवाल कोͧशकाओं को Ǔनæचͧलत करना 
ͧसƨाÛत 
औɮयोͬगक Ǻिçट से मह××वपणू[ उ×पादɉ के ͧलये बहु त से शैवालɉ का दोहन ͩकया जाता है । शैवालɉ 
का उपयोग waste waste से N,P, भारȣ त××वɉ और जीनोबायोǑटक यौͬगकɉ के Ǔनèपदंन हेतु भी 
ͩकया जाता है । परÛतु èवतÛğ शैवाल का उपयोग अͬधक खचȸला होता है । इस संदभ[ मɅ Ǔनæचͧलत 
शैवाल का उपयोग अͬधक बेहतर है । 
ऐãजीनेट एक पॉलȣसकैराइड़ है जो दो घटकɉ ÊलकूोरॉǓनक अàल तथा मÛयरुॉǓनक अàल से ͧमलकर 
बना होता है । इसमɅ Ĥ×येक शक[ रा के साथ काबȾिÈसल समूह जुड़ा होता है । कैिãशयम या ͩ कसी दसूरे 
बहु सयंोजी धनायन कȧ उपिèथǓत मɅ ऐãजीनेट, जैल मɅ पǐरवǓत[त हो जाता है । यह ऐãजीनेट जैल ͩकसी 
भी कोͧशका, ͪवकर आǑद को पǐरǽƨ करने मɅ स¢म होता है । Ĥाय: कैिãशयम ऐãजीनेट का Ĥयोग 
कोͧशका Ǔनæचलन हेतु ͩकया जाता है । 
आवæयक रसायन व सामĒी 
बरȣèटोल माÚयम, 4% (w/v) सोͫडयम ऐलजीनेट, 2.5% (w/v), कैिãशयम Èलोराइड 
(CaCl2),ͪवआयनीकृत जल (Deionized waer), 0.2M सोͫडयम ͧसĚेट, Ýलाèक, बीकर, कãचर 
ɪयबू, Ĝापर, उपकेÛġण यÛğ । 
ͪवͬध 
1. हǐरत ्शैवाल Èलोरेला वãगǐरस को जल èğोत से पथृक करɅ । 
2. पथृकृत शैवाल को औɮयोͬगक बरȣèटोल माÚयम (èटार, 1960) पर संरोͪपत कर, 27 1 C   

तापमान एवम ्1000 लÈस Ĥकाश मɅ 16h light/8h dark ĤदȣÜतीकाल के साथ 10 Ǒदन तक 
ऊçमाǓयत करɅ । 

3. संवͬध[त शैवाल को 2500 rpm पर 10 ͧमनट तक अपकेÛġȣकरण कर पथृक करɅ । 
4. शुƨ शैवाल ĤाÜत करने हेत ुउपरोÈत ĤͩĐया को ͪवआयǓनत जल के साथ दोहरायɅ । 
5. ĤाÜत शैवाल कोͧशकाओं को 4% सोͫडयम ऐलजीनेट (1:1 v/v) के साथ ͧमͬĮत करɅ । 
6. 2.5% ठÖडे CaCl2 ͪ वलयन को िèटर[ पर ǑहलायɅ । इस Ǒहलते हु ये CaCl2 ͪवलयन मɅ उपरोÈत 

तैयार शैवाल-ऐलिजनेट ͧमĮण को बूँद-बूँद कर डालɅ । 
7. फलèवǾप ĤाÜत शैवाल - ऐलजीनेट गोल मͨणकाओं को ͪवआयनीकृत जल से धोकर 2 घÖटे के 

ͧलये सुखायɅ । 
8. त×पæचात ्इÛहɅ ͪ वआयनीकृत जल से कई बार धोकर 1% पोलȣइथायͧलन ऐमीन pH-5 के 50ml 

ͪवलयन मɅ 15 ͧमनट तक रखकर èथायीकृत करɅ । 
9. इन शैवाल ऐलजीनेट मͨणकाओं को 4०C पर संĒǑहत कर रखɅ । 
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(b) शैवाल - ऐलजीनेट मͨणकाओं (Ǔनæचͧलत शैवाल) कȧ जीवन ¢मता का Ǔनधा[रण । (Viability 
Test of Immobilized Algae) 

1. 10 ऐलजीनेट मͨणकाओं को 1 m1 Ǔनज[ͧमत 0.2M सोͫडयम ͧ सĚेट माÚयम मɅ ͪ वलय करɅ तथा 
Ǔनज[ͧमत बरȣèटोल माÚयम कȧ सहायता से तनतुा कȧ सीरȣज A(.1, .2, .3........1 m1) तैयार 
करɅ । 

2. साथ हȣ साथ èवतÛğ शैवाल कोͧशकाओं कȧ भी तनतुा कȧ सीǐरज 'B' तैयार करɅ । 
3. Ĥ×येक सीǐरज A एव ंB से 0.1 ml संरोप (innoculum) लेकर बरȣèटोल माÚयम पर संरोͪपत 

करɅ । 
4. उपरोÈत पेĚȣÜलेटɉ को 1000 लÈस Ĥकाश मɅ 16h Ĥकाश / 8h अंधेरा ĤदȣÜतीकाल के साथ 

ऊçमाǓयत करɅ ।  
5. Ǔनͧम[त कोͧशका कॉलोǓनयɉ कȧ सूêमदशȸ कȧ सहायता से गणना एव ंअÚययन करɅ । 
पǐरणाम 
शैवाल, ऐलजीनेट भͨणकाओं के भीतर पǐरǽƨ होकर Ǔनæचͧलत हो जाती है । Ĥ×येक शैवाल - ऐलजीनेट 
मͨणका (लगभग 2.5 mm åयास) मɅ 3x106 कोͧशका घन×व पाया जाता है । 

12.5 यीèट कोͧशकाओं का Ǔनæचलन (Immobilization of Yeast 
Cells) :  

Ĥायोͬगक अßयास का उƧेæय 
यीèट कोͧशकाओं को संवͬध[त कर, èवतÛğ कोͧशकाओं का Ǔनæचलन करना । 
ͧसƨाÛत 
Ǔनæचलन, Ĥौɮयोͬगकȧ कȧ ऐसी तकनीक है िजसमɅ कोͧशकाओं, ͪवकरɉ आǑद को भौǓतक और रासायǓनक 
ͪवͬध से ͩकसी ठोस आधार पर अथवा वाहक मैǑĚÈस पर िèथर ͩकया जाता है । ͪवपाशन ͪवͬध मɅ 
इÛहɅ ͩकसी बहु लक मैǑĚÈस के ɮवारा आबिÛधत ͩकया जाना है। एगार, ऐलिजनेट, काराजीनन, 
सेãयलुोज, कोलजन, िजलेǑटन, इपॉÈसीरेजीन, पॉलȣऐͩĐल एमाइड आǑद को वाहक मैǑĚÈस के ǽप मɅ 
उपयोग मɅ लाया जाता है । 
Ǔनæचͧलत कोͧशकाओं को एÛटȣबायोǑटक उ×पादन, काब[Ǔनक अàलɉ के उ×पादन, ͪवकरɉ के उ×पादन, 
ऐãकोहल उ×पादन, ͩकÖवन तकनीक आǑद मɅ ͩकया जाता है । 
आवæयक रसायन व सामĒी 
औɮयोͬगक बेकर यीèट कोͧशका, Êलुकोज, YNB माÚयम, कैसअमीनो अàल, Èलोराइड, जैÛथम गम, 
सोͫडयम ऐलिजनेट टȣपोल, आसुत जल, संवध[न ɪयबू, बीकर, Ĝापर, िèĚर, उपकेÛġण यÛğ । 
ͪवͬध 
1. 0.5 बेकर यीèट (सकैरोमाइͧसस ͧसरेͪवसी : Saccharamyces cerevisiae) को हãके गनुगनेु 

आसुत जल मɅ ͪवलय करɅ । 
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2. उपरोÈत तैयार यीèट सरंोप (Innoculum) को संवध[न माÚयम (20g/l Êलकुोज, 6.67 g/l अमीनो 
अàल रǑहत बÈैटो यीèट नाइĚोजन आधार ''YNB'' and 5 g/l कैसअमीनो अàल) पर सरंोͪपत 
कर 30०C पर 24-48 hrs. के ͧलये ऊçमाǓयत करɅ । 

3. 15 ml यीèट Ǔनलàबन को परखनलȣ मɅ लेकर 3000 rpm पर 10 ͧमनट तक अपकेÛġȣत करɅ। 
4. अͬधÜलावी (supernatant) को अलग करɅ । 
5. ĤाÜत यीèट कोͧशका अव¢ेप मɅ 100 ml 1.3% (w/v) CaCl और 0.26% (w/v) जैÛथम गम 

के ͪवलयन को ͧमलायɅ। 
6. 0.6% (w/v) सोͫडयम ऐलिजनेट मɅ 0.1% (v/v) 5 ml टवीन 20 को ͧ मलाकर 200 ml ͪ वलयन 

बनायɅ और इसे िèटर[ पर ǑहलायɅ । 
7. इस Ǒहलते हु ये सोͫडयम ऐलिजनेट ͪवलयन मɅ यीèट कोͧशका- CaCl2 ͪवलयन को Ĝापर कȧ 

सहायता से बूँद-बूँद कर ͧमलायɅ । 
8. गोल मͨणकायɅ बनाने हेतु इस ͧमĮण को 10 ͧमनट तक Ǒहलने दɅ । 
9. इन मͨणकाओं को ऐलजीनेट ͧमĮण से पथृक कर आसुत जल से 10 ͧमनट तक Ĥ¢ाͧलत करɅ। 
10. सÉत होने के ͧलये इÛहɅ 1.3% w/v CaCl2 ͪवलयन मɅ 20 ͧमनट तक Ǒहलाते हु ये रखɅ । 
11. त×पæचात ्यीèट ऐलजीनेट मͨणकाओं को संĒǑहत कर संवध[न माÚयम मɅ सरोͪपत कर 30०C पर 

शेͩकंग इनÈयबेुटर मɅ उçमाǓयत करɅ । मͨणकाओं को फूलने से बचाने हेत ुसंवध[न माÚयम मɅ 0.5% 
w/v CaCl2 ͪवलयन ͧमलायɅ । 

12. उपयोग मɅ न आने पर इन यीèट ऐललȣनेट मͨणकाओं को 4०C पर संĒǑहत कर रखɅ । 
पǐरणाम 
ऐãजीनेट से ͪवपाशन के फलèवǾप Ǔनæचͧलत यीèट कोͧशकायɅ 0.01 cm3 कȧ मͨणकाओं के ǽप मɅ 
ĤाÜत होती है । 
सावधाǓनया ँ
1. Úयान रखɅ ͩक कैिãशयम ऐलिजनेट मͨणकायɅ पणु[तय: गोल हो । Èयɉͩक मͨणका मɅ पÍुछ का 

Ǔनमा[ण होने से वह शीē ͪ वघǑटत हो जाती है और मͨणका मɅ से कोͧशकायɅ èवतÛğ होकर माÚयम 
को बाͬधत करती है । 

2. कोͧशका को ͧमĮण को सावधानीपवू[क धीरे-धीरे Ǒहलते हु ये एãलȣनेट ͪवलयन मɅ ͧमलायɅ । 

12.6 इÛवटȶज ͪवकर का Ǔनæचलन (Immobilization of Invertase 
Enzyme) : 

Ĥायोͬगक अßयास का उƧेæय 
इÛवटȶज ͪवकर को Ǔनæचͧलत करना 
ͧसƨाÛत 
इÛवटȶज ( -फǽÈटोÝयरुनोसाइडेज, E.C. 3.2.1.26) को मोलेसस पर संवͬध[त औɮयोͬगक यीèट èĚेन 

से ĤाÜत ͩ कया जाता है । इसका उपयोग सुĐोज को जल अपघǑटत कर Ĥतीप शक[ रा (invert sugar) 
ĤाÜत करने हेतु ͩकया जाता है जो ͩक सुĐोज से कम ͩĐèटͧलकृत होती है । Ĥतीप शक[ रा के कÛफेÈशनरȣ 
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मɅ उपयोग से उ×पाद लàबे समय तक ताजे एव ंनरम रहत ेहɇ । यह पेय पदाथɟ और बेकरȣ मɅ भी उपयोग 
मɅ लाई जाती है । घलुनशील इÛवटȶज का उपयोग शहद बनाने मɅ होता है । 
आवæयक रसायन व सामĒी 
सुĐोज, बेकर यीèट, सोͫडयम ऐलजीनेट, कैिãशयम Èलोराइड, 0.1 फॉèफेट बफर (6 pH), उपकेÛġण 
यÛğ, बीकर, Ýलाèक, परखनलȣ, Ĝापर 
ͪवͬध 
(a) इÛवटȶज ͪवकर का पथृÈकरण 
1. 1 gm सुĐोज को 25 ml हãके गनुगनेु पानी मɅ ͧमलाकर ͪवलयन बनायɅ । 
2. 1 gm बेकर यीèट को उपरोÈत तैयार ͪवलयन मɅ डालकर 30 min. तक 30०C पर ऊçमाǓयत 

करɅ । 
3. ͩफर इसे 2000 rpm पर 10 ͧमनट तक अपकेिÛġत करɅ । 
4. यीèट कोͧशकाओं के अव¢ेप मɅ 0.1M फॉèफेट बफर pH-6 ͧमलाकर 35०C पर 30 ͧमनट तक 

उçमाǓयत करɅ ।  
5. त×पæचात ्इसमɅ काँच कȧ मͨणकायɅ डालकर तेजी से Ǒहलाये (10.15 ͧमनट तक) । ͩफर इसे 4000 

rpm पर 15min. तक अपकेÛġȣत करɅ ।  
अथवा 
औɮयोͬगक इÛवटȶज (sigma chemical company) से ĤाÜत करɅ । 

(b) इÛवटȶज का ऐलिजनट जलै मɅ Ǔनæचलन 
1. उपरोÈत ĤाÜत इÛवटȶज ͪवलयन को 2.5% (w/v) सोͫडयम ऐलजीनेट ͪवलयन मɅ 1 : 1 (v/v) 

के अनपुात मɅ ͧमलायɅ। 
2. 2% (w/v) CaCl2 ͪवलयन को िèटर[ पर ǑहलायɅ । 
3. इÛवटȶज-ऐलजीनेट ͪवलयन को इस Ǒहलत ेहु ये CaCl2 ͪ वलयन मɅ Ĝापर कȧ सहायता से बूदँ-बूँद 

कर डालɅ ।  
4. फलèवǾप ĤाÜत इÛवटȶज-ऐलिजनेट मͨणकाओं को सÉत होने के ͧलये 2 घÖटे तक Ǒहलते हु ये 

CaCl2 ͪवलयन मɅ रहने दɅ ।  
5. त×पæचात ्इन मͨणकाओं को पथृक कर आसुत जल से 3-4 बार Ĥ¢ाͧलत करɅ । 
6. इन मͨणकाओं को 4०C पर संĒǑहत करɅ । 
7. उपयोग मɅ लाने से पहले इन मͨणकाओं को 0.1M एͧसटेट बफर pH 4.8 मɅ डालɅ । 
पǐरणाम 
Ǔनæचͧलत इÛवटȶज ͪवकर ऐलजीनेट कȧ मͨणकाओं के Ǿप मɅ ĤाÜत होते हɇ । 

12.7 Ǔनæचͧलत इÛवटȶज ͪवकर का Êलुकोज उ×पादन हेतु अÚययन 
(Study of Immobilized Invertase for Production of 
Glucose) :  

Ĥायोͬगक अßयास का उƧेæय 
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Ǔनæचͧलत इÛवटȶज और èवतÛğ इÛवटȶज कȧ ͩĐयाशीलता का Êलकुोज उ×पादन ɮवारा मापन । 
(Determination of reducing sugars by Nelson-Somagyi’s Methods) 
ͧसƨाÛत 
इÛवटȶज ͪवकर सुĐोज को जल अपघǑटत कर Êलुकोज व ĥÈटोज मɅ पǐरवǓत[त कर देता है । इस ͪवलयन 
मɅ ¢ारȣय कांपर अͧभकम[क ͧमलाकर गम[ करने पर अपचǓयत कांपर बनता है जो ͩ क आसȶनोमॉͧलçडेट 
अͧभकम[क के साथ ͩĐया कर मॉलȣबडेनम ्Þलय ूबनाता है । पǐरणामèवǾप बɇगनी रंग उ×पÛन होता 
है । िजसका èपÈĚोफोटोमीटर कȧ सहायता से 500 nm तरंगदैÚय[ पर आंकलन करते हɇ । 
One international unit of activity of the invertase is defined as the amount of 
enzyme that is reqired to form 1 mol of glucose per minute. 
आवæयक सामĒी व रसायन 
1. 0.1M ऐसीटेट बफर (pH-4.8)  
2. 5% ZnSO4 
3. 0.3N Ba(OH)2  
4. ¢ारȣय कांपर अͧभकम[क 
ͪवलयन A:25 gm anhyd. Na2CO3, 25 gm Na-K टाट[रेट, 20 gm NaHCO3 और 200 
gm anhyd. Na2SO4 को 800 ml आसुत जल मɅ ͪवलय कर, ͪवलयन को आसुत जल से 1000 
ml तक परूा करɅ । 
ͪवलयन B : 15% w/v CuSO4.5H2O+2 drops of Conc. H2SO4 
5. आसȶनोमोलȣबड़टे ͪवलयन 
25 gm अमोǓनयम मोलȣबड़टे + 450 ml आसतु जल +21 ml Conc. H2SO4 
3 gm डाइसोͫडयम हाइĜोजन आसȶनट को 25 ml पानी मɅ ͧमलाकर अàलȣय मॉलȣबडेट ͪवलयन मɅ 
ͧमलायɅ । इसे 37०C पर 24-28 घÖटे तक रखɅ । 
6. Êलूकोज èटॉक 
1gm Êलुकोज को 10-15ml बेÛजोइक अàल मɅ ͧ मलाकर माप आसुत जल से 100 ml तक कर लɅ। 
ͪवͬध 
(a)  
1. 100ml सुĐोज ͪवलयन (200 gm/1 ऐसीटेट बफर pH4.8) को अलग-अलग दो बीकर मɅ लɅ। 
2. एक बीकर मɅ 10 इÛवटȶज-ऐलिजनेट मͨणकायɅ (Ǔनæचͧलत इÛवटȶज) ͧमलायɅ एवम ्दसूरे बीकर मɅ 

5 ml èवतÛğ इÛवटȶज (1.005% w/v) ͧमलाकर 15 min तक 50०C पर ऊçमाǓयत करɅ । 
3. ͪवकर ͩĐया को, इÛवȶटज मͨणकाओं को Ǔनकाल कर अथवा ͪ वलयन को 100०C पर 5 min. तक 

गम[ कर रोकɅ  । 
4. इÛवटȶज के ɮवारा सĐुोज के जल अपघटन से उ×पाǑदत अपचǓयत शक[ रा कȧ माğा को, 

èपÈैĚोफोटोमीटर कȧ सहायता से £ात करɅ । 
(b) इÛवटȶज अपचǓयत शक[ रा का आंकलन 
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1. 1 ml Ĥादश[ (sample) दोनɉ बीकर मɅ से अलग-अलग परखनलȣ मɅ लɅ । 
2. इसमɅ 0.3 N Ba(OH)2 कȧ 0.2 ml माğा ͧमलाकर अÍछȤ तरह ǑहलायɅ । ͩफर इसमɅ 0.2 ml 

5% ZnSO4 ͧमलाकर 10 ͧमनट तक रखɅ । इस ͪवलयन को वाहटमैन ͩफãटर पेपर न.ं 1 से 
छान लɅ । 

3. 1 ml छǓनत मɅ 1 ml ¢ारȣय कांपर अͧभकम[क ͧमलाकर, परखनलȣ के मुहँ पर काँच कȧ गोलȣ 
रखकर इÛहɅ 20 ͧमनट तक जल मɅ ऊçमाǓयत करɅ । त×पæचात ्परखनलȣ को ठंडा कर इनमɅ 1 
ml आसȶनमोलȣबडेट ͪवलयन ͧमलायɅ । 

4. ͪवलयन का रंग बɇगनी उ×पÛन होने पर इसका 500 nm तरंगदैÚय[ पर अवशोषण £ात करɅ । 
संदभ[ (Reference) के ͧ लये 1 ml Ĥादश[ के èथान पर 1 ml आसुत जल लेकर उपरोÈत ͪ वͬध 
से मानक ͪवलयन तैयार कर लɅ । 

5. Êलूकोज ͪवलयन कȧ 0-50  g कȧ Įेͨणयाँ (series) बनाकर उपरोÈत ͪवͬध से सभी रसायन 

व अͧभकम[क ͧमलाकर इनका भी 500 nm तरंगदैÚय[ पर अवशोषण जान कर मानक Ēाफ 
(standard curve) बनायɅ । 

गणना 

Êलुकोज कȧ माğा (a) = 500A Ĥादश[

500A मानक
 x Êलूकोज ( g ) कȧ माğा मानक ͪवलयन मɅ 

gm Êलकुोज (b)= ୟ
610
 

% Êलुकोज = ୠ ୶ ୢ୧୪୳୲୧୭୬ ୟୡ୲୭୰ ୶ ଵ
Ĥादश[ का भार ୫

? 

12.8 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. Ǔनæचलन ͩकसे कहत ेहɇ ? 
2. वाहक मैǑĚÈस ͩकसे कहते है ? 
3. Ǔनæचलन तंğ का औɮयोͬगक Ĥौɮयोͬगकȧ मɅ Èया मह×व है ? 
4. ͪवकर अथवा कोͧशकाओं का Ǔनæचलन Èयɉ ͩकया जाता है? 
5. Ǔनæचͧलत शैवाल कोͧशकाओं का Èया उपयोग होता है ? 
6. ऐãजीनेट Èया है ? 
7. ऐãलȣनेट से कोͧशका/ͪवकरो का Ǔनæचलन कैसे होता है ? 
8. Ǔनæचͧलत यीèट कोͧशकाओं का कहां उपयोग होता है? 
9. इनवटȶज ͪवकर का Èया काय[ है ? 
10. इनवटȶज ͪवकर को कौनसी यीèट से ĤाÜत करते हɇ ? 
11. इनवटȶज ɮवारा Êलूकोज उ×पादन का कैसे आंकलन करते हɇ? 

12.9 संदभ[ ĒÛथ (Reference Book) :  
1) एस.के. साहनी, एÖड रणधीर ͧसहं, नरोसा पिÞल. हाऊस, नई Ǒदãलȣ । 
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इकाई 13  
ͧसǑĚक अàल, एमाइलेज, योगट[ तथा सुरा का सêूमजैͪ वक 

उ×पादन (Microbial Production of Citric 
Acid,Amylase,Alcohol and Yoghurt)  

 

इकाई कȧ Ǿपरेखा 
13.0 उƧेæय 
13.1 Ĥèतावना 
13.2 एèपरिज[लस ɮवारा ͧसǑĚक अàल उ×पादन 
13.3 ͧसǑĚक अàल आंकलन 
13.4 एमाइलेज उ×पादक जीवाणुओं का पवूȶ¢ण 
13.5 योगट[ उ×पादन 
13.6 सुरा उ×पादन 
13.7 मौͨखक Ĥæन 
13.8 संदभ[ ĒÛथ 

13.0 उƧेæय (Objectives) :  
इस इकाई का उƧेæय है 
1. सूêमजीवɉ का औɮयोͬगक सूêमजीवी एव ंजैव-Ĥौɮयोͬगकȧ मɅ उपयोग तथा जानकारȣ । 
2. सूêमजीवɉ ɮवारा बनाये जाने वाले उ×पाद । 
3. एèपिज[लस ɮवारा ͧसǑĚक अàल का उ×पादन । 
4. ͧसǑĚक अàल का आंकलन । 
5. एमाइलेज उ×पादक सूêमजीवɉ का पवूȶ¢ण । 
6. योगट[ का उ×पादन । 
7. सुरा का उ×पादन । 

13.1 Ĥèतावना (Introduction) : 
सूêमजीवɉ के उपयोग ɮवारा जैव Ĥौɮयोͬगकȧ मɅ ͪवͧभÛन Ĥकार के उपयोगी उ×पाद या पदाथ[ तैयार 
ͩकये जात ेहɇ जो आͬथ[क Ǿप से बहु त हȣ कम लागत से तैयार होत ेहɇ । जैव Ĥौɮयोͬगकȧ मɅ ͩकÖवन 
ͩकया के उपयोग से बहुत से ऐसे उ×पाद तैयार ͩकये जाते हɇ िजनका उपयोग Ĥाय: खाध पदाथɟ या 
अÛय Ǿप मɅ हम अपने दैǓनक जीवन मɅ करते हɇ । इन उ×पादɉ को तैयार करने मे ͪ वͧभÛन सूêमजीवɉ 
जैसे बÈैटȣǐरया, वायरस, एािÈटनोमाइͧसǑटज यीèट, कवक, शैवाल आǑद को काम मɅ लेते हɇ । अपनी 
ͪवͧभÛन उपापचयी ¢मताओं ɮवारा ये सूêमजीवी ͪ वͧभÛन Ĥकार के पदाथ[ या उ×पाद बनाते हɇ । इनकȧ 
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इÛहȣं ¢मताओं का दोहन एव ंइनका संवध[न करके आज मानव असीͧमत लाभ कमा रहा है । जहाँ एक 
ओर सूêमजीव ͪवͧभÛन पादपɉ, पशुओं और मानव मɅ कई सĐंͧमत बीमाǐरयɉ के कारण होते हɇ वहȣ 
इÛहȣं èवजीवɉ कȧ ¢मताओं का दोहन करके मानव ने इÛहȣं बीमाǐरयɉ के इलाज हेत ुͪवͧभÛन Ĥकार 
कȧ औषͬधया,ँ एंटȣबायोǑटÈस के Ǿप मɅ ͪ वकͧसत कȧ है । जहाँ एक ओर सूêमजीव हमारे दैǓनक जीवन 
के खाɮय पदाथɟ को खराब करने का कारण होते हɇ । जसेै ÈलॉèĚȣͫडयम बॉटूͧलनम जो फूड पॉयजǓनगं 
करता है, वहȣं यहȣ सêूमजीव आज खाɮय एव ंडेयरȣ उɮयोग का मुÉय आधार है । 
आज ͩकÖवन तकनीक को आधार बनाकर सूêमजीवɉ कȧ समुͬचत ¢मताओं का उपयोग ͩ कया जा रहा 
है िजससे बहु त से पदाथɟ का उ×पादन ͩ कया जा रहा है । वसेै ͩ कÖवन ͩ Đया मɅ काबȾहाइĜेɪस को अàल 
या एãकोहॉल मɅ पǐरवǓत[त ͩकया जाता है परÛत ुऔɮयोͬगक èतर पर ͪवशाल पमैाने पर उ×पाद को 
बनाना ͩकÖवन ͩĐया कहलाती है । 
फाम[èयǑूटकल उɮयोग, खाɮय उɮयोग, डेयरȣ उɮयोग, चम[ उɮयोग, कपड़ा उɮयोग, पेय पदाथ[ बनाने 
वाले उɮयोग, पेपर उɮयोग आǑद बहुत से अÛय उɮयोगɉ मɅ सूêमजीवी से ͩ कÖवन तकनीक ɮवारा बहु त 
सारे उ×पाद बनाये जाते हɇ जसेै :- 
(i) एंटȣबायोǑटÈस - पेनीͧसलȣन, èĚÜटोमाइͧसन आǑद । 
(ii) पेय पदाथ[ - बीयर, सुरा, िåहèकȧ आǑद । 
(iii) एÛजाइम - एमाइलेज, Ĥोटȣऐज, पेÜटȣनेज । 
(iv) खाɮय पदाथ[ - योगट[, चीज, सॉअरĐाट । 
(v) काब[Ǔनक अàल - ͧसǑĚक अàल, लेिÈटक अàल, एͧसǑटक अàल । 
(vi) ͪ वटाͧमÛस - ͪवटाͧमन B12,B2, ͪवटाͧमन सी । 
(vii) अमीनो अàल - Êलुटाͧमक अàल, लाइͧसन आǑद । 

13.2 एèपिज[लस ɮवारा ͧसǑĚक अàल का उ×पादन (Production of 
Citric Acid by Aspergillus) : 

Ĥयोगशाला का उƧेæय 
एèपिज[लस ɮवारा ͧसǑĚक अàल का उ×पादन । 
ͧसƨाÛत 
ͧसǑĚक अàल का उपयोग अनेक ¢ेğɉ मɅ होता है । औɮयोͬगक Ǿप से इसका उपयोग - 
 अàलकारक के Ǿप मɅ खाɮय पदाथɟ मɅ, पǐररͯ¢त खाɮय, फलɉ के पेय और औषͬध उɮयोग मɅ। 
 चम[ उɮयोग मɅ जानवरɉ कȧ खाल कȧ टेǓनगं (tanning) करने मɅ । 
 काबȾनेटेड पेय पदाथ[ बनाने मɅ । 
ͩकÖवन तकनीक के ͪवकास से पवू[ ͧसǑĚक अàल को ͧसĚस फलɉ के सत ्(extract) से ĤाÜत ͩकया 
जाता था; पर आज åयवसाǓयक Ǿप से इसका उ×पादन सूêमजीवɉ कȧ ͩकÖवन ͪवͬध ɮवारा बड़े èतर 
पर ͩ कया जाता है । इसके उ×पादन हेतु कवक कȧ कई ĤजाǓतयाँ उपयोग मɅ लेते हɇ जसेै - एèपिज[लस 
नाइजर, ए. Èलेबेटस, पेǓनͧसͧलयम ãयǑूटयम, पेǓनͧसͧलयम ͧसǑĚनम, àयकूर ͪपǐरफॉͧम[स आǑद । 
परÛतु एèपिज[लस नाड़जर को सबसे Ïयादा उपयोग मɅ लेते है Èयɉͩक  
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 इससे अͬधक उ×पादन ĤाÜत होता है । 
 आसानी से संवͬध[त कर सकते हɇ । 
आवæयक रसायन एव ंसामĒी 
 बीट मोलासेस (beet molasses), Sucrose, 4 3 ,NH NO 2 4 ,KH PO 2 4Mg SO . 27 ,H O

HCI 
 कोǓनकल Ýलाèक, आसतु जल, परखनलȣ, एèपिज[लस नाइजर संवध[ । 
ͪवͬध 
 सबसे पहले ͧसǑĚक अàल के उ×पादन हेतु माÚयम तैयार ͩकया जाता है िजसे संवध[न माÚयम 

कहते हɇ । 
 माÚयम तैयार करने के ͧलये एक Ýलाèक मɅ Ǔनàन सामĒी को ͧमलायɅ । 

मोलासेस  
सुĐोस   125-150 gm/litre 

4 3NH PO    2.0-2.5 gm/litre 
2 4KH PO    0.75-1.0 gm/litre 
2 4Mg SO . 27 ,H O    0.20-0.25 gm/litre 

pH   3.4-3.5 
(Ref.-Currie,1917)  

 उपरोÈत माÚयम को 1 लȣटर Ýलाèक मɅ डालɅ । 
 Ýलाèक मɅ glass beads डालɅ । 
 Ýलाèक का मु ँह Ǿई (cotton plug) से बदं करके Ǔनज[मीकृत करɅ । 
 अब तैयार Ǔनज[मीकृत माÚयम मɅ 1 ml एèपिज[लस नाइजर का संवध[ ͧमलावɅ । 
 अब Ýलाèक को रोटेटरȣ शेकर incubator मɅ 200 rpm पर ऊçमायन के ͧ लये 30०C पर 144 

घटें के ͧलये रखɅ। पǐरपाक काल पणू[ होने पर Ýलाèक मɅ से ऊपरȣ उ×पाद कȧ परत को Ǔनतार 
कर अलग करɅ एव ंpH कȧ जाचँ करɅ । 

Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
ĤाÜत उ×पाद कȧ pH कȧ जाचँ करɅ । 
Ǔनçकष[  
ĤाÜत उ×पाद कȧ pH जाचँ तथा अनमुापन ͪ वͬध से ͧ सǑĚक अàल कȧ साÛġता का आंकलन कर सकत े
हɇ ।  

13.3 अनुमापन ͪवͬध से ͧसǑĚक अàल का आंकलन (Evaluation of 
Citric Acid by Titration Method) :  
Ĥयोगशाला का उƧेæय 
अनमुापन ͪवͬध से ͧसǑĚक अàल का आंकलन करना । 
ͧसƨाÛत 
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ͧसǑĚक अàल का एक मह××वपणू[ रसायन है िजसका औषͬधयɉ मɅ, èयाहȣ बनाने मɅ, डाई बनाने मɅ 
एव ंअÛय कई उɮयोगɉ मɅ उपयोग होता है । इसके उ×पादन हेत ुåयवसाǓयक Ǿप से एèपिज[लस नाइजर 
कवक का उपयोग होता है । एèपिज[लस नाइजर कवक कȧ बीट मोलासेज पर ͩ कÖवन ͩ Đया ɮवारा बने 
उ×पाद मɅ ͧ सǑĚक अàल का आंकलन अनमुापन ͪ वͬध से कर सकत ेहɇ िजसमɅ Ǔनàन रासायǓनक ͩ Đया 
होती है - 

3 6 5 7 2 6 5 7 33 3 ( )H C H O NaOH H O Na C H O    
  ͧसǑĚक अàल 
आवæयक रसायन एव ंसामĒी 
ͩकÖवन ͩĐया ɮवारा उ×पाǑदत उ×पाद या ͧसǑĚक अàल िजसकȧ सांġता अ£ात हो, ०.1MNaOH, 
ͩफनोÝथैलȣन सचूक, Ýलाèक, बीकर, Þयरेूट, èटेÖड आǑद । 
ͪवͬध  
 सव[Ĥथम Þयरेूट को Þयरेूट èटेÖड मɅ èथाͪपत करɅ । 
 ĤाÜत उ×पाद का ͧसǑĚक अàल को Þयरेूट मɅ भरɅ । 
 एक कोǓनकल Ýलाèक या बीकर मɅ 10 ml 0.1M NaOH डालɅ । 
 1-2 बूँद ͩफनाãÝथलैȣन सचूक कȧ NaOH मɅ ͧमलायɅ । 
 सचूक डालने से NaOH का रंग गलुाबी हो जाता है । 
 अब बूँद-बूँद करके Þयरेूट मɅ भरे Ĥादश[ (sample) को NaOH मɅ ͧमलावɅ जब तक ͩक NaOH 

रंगहȣन न हो जायɅ । 
 रंगहȣन करने वालȣ अंǓतम बूँद पर Þयरेूट मɅ रȣͫडगं नोट करɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
ͩफनॉãÝथलैȣन एक सूचक है जो अàल मे रंगहȣन तथा ¢ार मɅ गलुाबी रंग देता है । NaOH मɅ ͧमलाने 
पर गलुाबी हु ये ͪवलयन मɅ बूँद-बूँद करके ͧसǑĚक अàल ͧमलाने पर ͪवलयन रंगहȣन हो जाता है । ͪवलयन 
को रंगहȣन करने वालȣ अंǓतम बूँद पर अ£ात Ĥादश[ या ͧसǑĚक अàल का volume ले लेत ेहɇ एव ं
Ǔनàन गणना ɮवारा ĤाÜत उ×पाद मɅ ͧसǑĚक अàल कȧ जाचँ कर सकत ेहɇ । 
गणना 

1 1 2 2N V N V  
यहा ं N1 = (0.1M) NaOH 
 V1 = Volume of NaOH 
 V2 = Þयरेूट मɅ से उपयोग मɅ ͧलया गया Ĥादश[ ml 
 N2 =  

1 1
2

2

N VN
V

  

Ǔनçकष[ 
गणना ɮवारा ĤाÜत उ×पाद मɅ ͧसǑĚक अàल कȧ सांġता.............................ml है । 
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13.4 एमाइलेज उ×पादक सूêमजीवɉ का पूव[वे¢ण (Prospecting 
Amylase Producing Microorganism) : 

Ĥयोगशाला का उƧेæय 
एमाइलेज उ×पाद सूêमजीवɉ का पवू[वे¢ण एव ंएमाइलेज उ×पादन का Ĥदश[न । 
ͧसƨाÛत 
एमाइलेज एक ͪ वकर है जो èटाच[ को अपघǑटत करता है । एमाइलेज का उ×पादन बहु त से जीवɉ ɮवारा 
ͩकया जाता है जसेै - जीवाणुओं, कवकɉ, पादपɉ, मानव आǑद । जीवाणु तथा कवक एमाइलेज का रğवण 
बाहय कोͧशका पाचन हेतु कोͧशका से बाहर करत ेहɇ । जब वे अघलुनशील èटाच[ को अपघǑटत करते 
हɇ तो पǐरणामèवǾप अंǓतम उ×पाद के Ǿप मɅ Êलुकोज एव ंमाãटोज बनते हɇ, िजÛहɅ वे अवशोͪषत कर 
लेते हɇ । 
एमाइलेज एÛजाइम समूह को Ǔनàन Ĥकार से वगȸकृत कर सकते हɇ । 
(i) एãफा-एमाइलेज : ये èटाच[ को अपघǑटत करके Êलुकोस मɅ पǐरवǓत[त करत ेहɇ । 
(ii) बीटा-एमाइलेज : ये Êलकुोस-Êलुकोस बधं को तोड़कर माãटोज बनाते हɇ । 
(iii) एमाइलोÊलूकोसाइडजे : ये Êलुकोज बनात ेहɇ । 
औɮयोͬगक èतर पर एमाइलेज उ×पादन करने वाले सूêमजीव होते है जैसे - 
बेसीलस सबǑटͧलज, बेसीलस लाइकेनीफाͧम[स, बेसीलस एमाइलोͧलिÈवफेͧसयÛस, एèपिज[लस नाइजर, 
सेकेरोमाइͧसज केÜसलेूǐरया, बेसीलस कोएगलूɇस, बेसीलस मेगाटेǐरयम। 
उपरोÈत सभी सूêमजीव एãफा-एमाइलेज एÛजाइम उ×पाǑदत करते हɇ िजसका बहु त से उɮयोगɉ मɅ परो¢ 
और अपरो¢ Ǿप से मह××वपणू[ योगदान है जसेै एãफा एमाइलेज का उपयोग èटाच[ के सैकरȣकरण 
मɅ, शक[ रा-ͧसरप उɮयोग मɅ, खाɮय उɮयोग मɅ, ͩकÖवन तकनीक मɅ, टेÈसटाइल उɮयोग मɅ और पेपर 
उɮयोग मɅ मुÉय Ǿप से होता है । 
बहु त से अनसुधंान से यह भी £ात हुआ है ͩ क इस एÛजाइम के उÍच तापĐम पर भी èथाǓय×व बनाये 
रखने कȧ ¢मता के कारण अÛय बहु त से उɮयोगो मɅ इसको उ×पÛन करने वाले सूêमजीवɉ का उपयोग 
हो सकता है । 
आवæयक रसायन एव ंसामĒी 
èटाच[ अगर माÚयम (èटाच[ 10 gm/litre, पेÜटोन 5 gm/litre, अगर-अगर 15-18 gm/litre, pH 
7.2-77.4) 
बेसीलस सबǑटͧलस 24 घÖटे परुाना तैयार संवध[, पेĚȣ ͫडश, संरोͪपत लूप (inoculation), आयोडीन 
ͪवलयन आǑद । 
ͪवͬध 
 èटाच[ अगर माÚयम तैयार करɅ । 
 माÚयम को एव ंअÛय Êलास उपकरणɉ को Ǔनज[मीकृत करɅ । 
 लेͧमनार पर उपरोÈत माÚयम को पेĚȣ ͫडश मɅ ड़ालɅ । 
 माÚयम के ठंडा एव ंठोस होने पर (लगभग 1 घटंा), लूप कȧ सहायता से माÚयम कȧ सतह पर 

बेसीलस सबǑटͧलस कȧ रेखांकन (streaking) करɅ । 
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 अब पेĚȣ ͫडश को 24 घटे के ͧलये ऊçमायन हेतु रखɅ 37०C पर । 
 24 घटें पणू[ होने पर पेĚȣ ͫडश का Ĥे¢ण करɅ तथा पेĚȣ ͫडश मɅ आयोडीन ͪवलयन डालɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
24 घटें पæचात पेĚȣ ͫडश मɅ कȧ गई रेखाकंन (Streaking) के चारɉ तरफ एक पारदशȸ ¢ेğ बनता 
है जो ͩक आयोडीन ͪवलयन से नीला या काला रंग नहȣं देता है । 
Ǔनçकष[ 
उपरोÈत Ĥे¢ण से यह Ǔनçकष[ Ǔनकलता है ͩक पेĚȣ Üलेट मɅ बेसीलस सबǑटͧलस जीवाणु के रेखांकन 
से जीवाणु एãफा एमाइलेज एÛजाइम उ×पÛन करता है जो माÚयम मɅ मौजूद èटाच[ को अपघǑटत करता 
है िजससे पारदशȸ ¢ेğ बनता है। 

13.5 योगट[ का उ×पादन (Production of Yoghurt) :  
Ĥयोगशाला का उƧेæय 
सूêमजीवɉ ɮवारा योगट[ का उ×पादन करना । 
ͧसƨाÛत 
योगट[ एक मुÉय डेयरȣ उ×पाद है जो मानव ɮवारा बहु तायत से खाɮय के Ǿप मɅ उपयोग ͩकया जाता 
है । मानव ɮवारा Ǔनͧम[त यह एक मुÉय डेयरȣ उ×पाद है िजसे बनाने हेतु लेÈटोबेसीलस बãगेǐरकस 
एव ंèĚेÜटोकोकस थमȾͩफलस जीवाणु का उपयोग ͩकया जाता है । इसे बनाने हेतु èटैÖडड[ दधू, संघǓनत 
दधू पाउडर आǑद का उपयोग करते हɇ िजसमɅ वसा का èतर 1-3.25% तक होता है । वसा के साथ 
इस उ×पाद को और अͬधक पोषक व èवाǑदçट बनाने हेतु इसमɅ ͪवͧभÛन Ĥकार के पोषक काबȾहाइĜेɪस, 
रंग, फलɉ के सत ्(extract) आǑद Additives के Ǿप मɅ ͩकये जाते हɇ । 
आवæयक रसायन एव ंसामĒी 
èटैÖडड[ दधू, लेÈटोबेसीलस बãगेǐरकस एव ंèĚेÜटोकोकस थमȾͩफलस का 18-24 घटें परुाना संवध[ 
(culture) बीकर, परखनलȣ, आसतु जल, pH मीटर, incubator (ऊçमायन), लेͧमनार, आटोÈलेव। 
ͪवͬध 
योगट[ का उ×पादन Ǔनàन चरणɉ मɅ ͩकया जाता है - 
 दधू को 85०C तापĐम तक गम[ करɅ जब गम[ हो जायɅ तो इसे 60-65०C तक बफ[  मɅ रखकर 

ठंडा करɅ । 
 गम[ करने से पवू[ कÍचे दधू का pH लेवɅ । 
 जब तापमान 60०C हो जायɅ तब इसे बफ[  मɅ से हटा लेवɅ तथा 45०C या कमरे के तापĐम तक 

ठंडा होने देवɅ ।  
 अब लेÈटोबेͧसलस बãगेǐरकस और थमȾͩफलस के संवध[ को 1 : 1 अनपुात मɅ ठंडे ͩ कये गये दधू 

मɅ ͧमलावɅ । 
 रंग, ͧमठास आǑद हेतु Additives डालकर अÍछȤ तरह से ͧमलावɅ । 
 बीकर के मुहँ को फॉयल पेपर से बाधं कर 18-24 घटें के ͧलये ऊçमायन (incubate) करɅ । 
 24 घटें बाद Ĥे¢ण करɅ एव ंउ×पाद कȧ pH जाचँ करɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
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24 घटें के ऊçमायन के पæचात ्बीकर मɅ कुछ ख͠ा, ठोस सा सफेद/पीलापन ͧलये हु ये उ×पाद ĤाÜत 
होता है । 
Ǔनçकष[ 
Ĥे¢ण के आधार पर यह Ǔनçकष[ Ǔनकाल सकते हɇ ͩक बनने वाला उ×पाद पवू[ कȧ तुलना मɅ ख͠ा एव ं
हãका पीलापन ͧलये तथा ठोस (जमा हुआ) होता है िजसका pH मापने पर 3.5 के लगभग होता है 
। उपरोÈत उ×पाद हȣ योगट[ होता है । 

13.6 सुरा का उ×पादन (Production of Wine) : 
Ĥयोगशाला का उƧेæय 
सूêमजीवɉ ɮवारा सुरा (wine) का उ×पादन करना । 
ͧसƨाÛत 
सुरा एक परàपरागत एãकोहलȣय पेय पदाथ[ है जो अगंरूɉ के ͩकÖवनीकरण ɮवारा ĤाÜत ͩकया जाता 
है । औɮयाͬगक Ǿप से सुरा एक ͩकÖवक उ×पाद है जो अगंरूɉ के रस एव ंयीèट-सैकेरोमाइͧसज ͧसरैͪवसी 
ɮवारा तैयार ͩकया जाता है । अंगरूɉ से ĤाÜत सरुा दो Ĥकार कȧ होती है लाल सुरा एव ंसफेद सरुा । 
लाल सरुा काले अंगरूɉ को पीसकर उसके सत ्(extract) पर ͩकÖवन ͩĐया ɮवारा तैयार कȧ जाती है 
जबͩक सफेद सुरा सफेद अथवा हरे अंगरूɉ से तैयार कȧ जाती है । 
सुरा उ×पादन के दौरान यीèट अंगरू के रस मɅ मौजूद शक[ रा (Êलकूोस व ĥÈटोज) को पहले एͧसटेिãडहाइड 
और ͩफर एͬथल एãकोहल मɅ पǐरवǓत[त करती है । 

 
सुरा उ×पादन मɅ अंगरूɉ को महȣने पीस कर, उसमɅ से रस को अलग करके सबèĚेट तैयार करते हɇ िजसे 
मèट (must) कहते हɇ । मèत को पहले पाæचुरȣकरण ɮवारा Ǔनज[मीकृत करत ेहɇ िजसमɅ पोटेͧशयम 
मेटा सãफाइट ͧ मलाते हɇ । पोटेͧशयम मेटा सãफाइट, सबèĚेट मɅ एͧसǑटक एͧसड, जीवाणु तथा अÛय 
यीèट कȧ वृͪ ƨ करने से रोकता है । 
आवæयक रसायन एव ंसामĒी 
5% NaCI ͪवलयन  
Saccharomyces ellipsoideus का तैयार संवध (broth culture) 
 250 gm पीसे हु ये काले अगंरू, सुĐोस 60 gm 
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 पोटेͧशयम मेटासãकाइट 
 भूरȣ काचँ कȧ बोतल, बीकर, परखनलȣ, रबर èटॉपर ।  
ͪवͬध 
अंगरूɉ को अÍछȤ तरह साफ करके धो लेवɅ । 
 अंगरɉ को 5% NaCl ͪवलयन मɅ 10-20 ͧमनट के ͧलये ͧभगोवɅ तथा आसुत जाल से धɉवे। 
 250 gm अंगरू तथा 25 gm शक[ रा ͧमलाकर ÞलɅडर मɅ अÍछȤ तरह से महȣन पीस लेवɅ । 
 पीसे हुये गदेू (pulp) मɅ 200 ml जल ͧमलाकर भूरȣ बोतल मɅ भरɅ । 
 5-10 यीèट कण लेकर उÛहɅ 5 ml जल मɅ ͧमलावɅ तथा उसे अंगरुɉ के तैयार सत ्(extract) मɅ 

संरोप (inoculum) कȧ तरह डालɅ । 
अब बोतल को अÍछȤ तरह बदं करके परूȣ रात के ͧलये 37०C पर ऊçमायन (incubate) करɅ। 
 शेष बचे अगंरूɉ के 50 ml शक[ रा ͧमलाकर अÍछȤ तरह पीसे, इसमे 300 ml जल ͧमलाकर उसे 

500 ml को बोतल मɅ भरɅ िजससे एक रबर काक[  लगा हो । 
 0.5 gm पोटेͧशयम मेटासãफाइट इस ͪवलयन मɅ डालɅ । 
 अब तैयार ͩकये गये यीèट के सवंध[ (culfure) को इसमɅ डालकर अÍछȤ तरह ͧमलावɅ । 
 अब एक परखनलȣ को उãटा करके इस बोतल मɅ डालɅ, परखनलȣ डालने से पवू[ परखनलȣ मɅ थोड़ा 

जल जǾर डालɅ । 
 अब बोतल को 37०C पर 7 Ǒदनɉ के ͧलये उçमायन (incubate) करɅ । 
Ĥे¢ण एव ंपǐरणाम 
बोतल मɅ डालȣ गई परखनलȣ मɅ गसै बलुबलुा बनता है तथा सूखाने पर कुछ एãकोहलȣय गधं आती 
है । 
Ǔनçकष[ 
यीèट कोͧशका कȧ ͩकÖवन ͩĐया के पǐरणामèवǾप अगंरू मɅ मौजूद शक[ रा का अपचयन CO2 तथा 
एͬथल एãकोहल मɅ होता है । CO2 का बनना हम परखनलȣ मɅ बलुबलेु के Ǿप मɅ देख सकत ेहɇ । 
7-10 Ǒदनɉ के बाद ×यार सरुा कȧ गधं, अàलता तथा इसमɅ मौजूद एãकोहॉल कȧ ĤǓतशतता कȧ जाँच 
करनी चाǑहये । 

3.7 मौͨखक Ĥæन (Vive Voce) : 
1. सूêमजीवɉ के उपयोग से मानव उपयोगी कौन-कौन से उ×पाद बनाये जाते हɇ? 
2. ͩकÖवन ͩकसे कहते हɇ, औɮयोͬगक सूêमजीवी मɅ Èया उपयोग है? 
3. ͧसǑĚक अàल का उ×पादन मɅ कौन-कौन से सूêमजीव उपयोग मɅ ͧलये जाते हɇ? 
4. एमाइलेज एÛजाइम समूह Èया है?  
5. एमाइलेज उ×पादन करने वाले सूêमजीवɉ का अÛय ͩकन उɮयोगɉ मे उपयोग ͩकये जाते हɇ? 
6. योगट[ उ×पादन मे ͩकन जीवाणओंु का उपयोग करते है? 
7. पाæचरुȣकरण Èया होता है? 
8. सुरा उ×पादन मɅ कौनसा सूêमजीव उपयोग मɅ लेते है? 
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इकाई 14 
Ĥायोͬगक आिÖवक जैͪ वकȧ 

(Experimental Molecular Biology) 
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा  
14.0 उƧेæय 
14.1 Ĥèतावना 
14.2 पोलȣएͩĐलेमाइड जेल इलेÈĚोफोरेͧसस कȧ सहायता से Ĥोटȣन का पथृÈकरण 
14.3 पादप कोͧशका से डी.एन.ए. का Ǔनçकष[ण 
14.4 डी.एन.ए. का रेिèĚÈशन डाइजेशन तथा उसका एगेरोज जेल इलेÈĚोफोरेͧसस 
14.5 मौͨखक Ĥæन 
14.6 संदभ[ ĒÛथ  

14.0 उƧेæय (Objective) :  
इस इकाई के अÚययन के बाद आप Ǔनàन Ĥायोͬगक तकनीकɉ के बारे मɅ जान जाएगɅ । 
 पोलȣएͩĐलेमाइड जेल इलेÈĚोफोरेͧसस कȧ सहायता से Ĥोटȣनो का पथृÈकरण । 
 पादप कोͧशका से डी.एन.ए. का Ǔनçकष[ण 
 डी.एन.ए. का रेिèĚÈशन डाइजेशन तथा उसका एगेरोज जेल इलेÈĚोफोरेͧसस  

14.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
पोलȣएͩĐलेमाइड, एͩĐलेमाइड व ͧमथाइलȣन ǒबसएͩĐलेमाइड का बहु लक है तथा जब इसे बनाया जाता 
है तब यह पारदशȸ, अंनआयǓनक व तापèथायी होती है । Ĥोटȣन ͧमĮण को जेल मɅ लोड ͩकया जाता 
है तथा इसके घटक èथायी वोãटेज के ͪवɮयतु धारा के अÛतग[त पथृक होते हɇ । ͪवͧभÛन घटकɉ का 
एक èथान से दसूरे èथान पर जाना उनके आिÖवक भार व आदेश पर Ǔनभ[र करता है । इसी Ĥकार 
ऊतक के लवणीय ͪवलयन मɅ एãकोहॉल डालकर डी.एन.ए. का अव¢ेपण ͩकया जा सकता है । 
जीवाणओंु को अͬधकतर जीवाणुभोजी से हमले का खतरा होता है । अत: कई Ĥकार के जीवाणु अपनी 
सुर¢ा के ͧलए एÛजाइम एÖडोÛयिुÈलएज ͪवकͧसत कर लेते हɇ । जो ͩकसी भी बाहरȣ डी.एन.ए. से जीवाणु 
कȧ सरु¢ा करता है । चू ंͩक ये एÛजाइम डी.एन.ए. अणुओं को ͪवͧशçट ¢ारक Đम वाले èथलɉ मɅ या 
èथलɉ के समीप ͪवदͧलत करत ेहै; ऐसे एÛजाइमɉ को रेिèĚÈशन एÖडोÛयिूÈलएज कहत ेहɇ । ये एक 
तरह कȧ आिÖवक कɇ ची होते है िजनसे ͩक èवय ंजीवाण ुको भी खतरा होता है । इसͧलए जीवाणु अपने 
डी.एन.ए. के एडेǓनन व साइटोͧसन ¢ारकɉ का मेͬथͧलकरण कर देते हɇ । ये रेिèĚÈशन एÛजाइम कȧ 
ͩĐया को रोक देते हɇ । जीवाणुभोजी डी.एन.ए. मɅ इस Ĥकार के ͧमथाइल समूह नहȣं पाये जाते अत: 
रेिèĚÈशन एÛजाइम बाहरȣ डी.एन.ए. को नçट कर देते हɇ । Ĥ×येक रेिèĚÈशन एÛजाइम का एक नाम 
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होता है जो ͩक इस बात पर Ǔनभ[र करता है ͩक यह कौनसे जीवाण ुके जीनस या èपीशीज मɅ आता 
है । इसके बाद इसमɅ नàबर ͧलखे जाते हɇ जो ͩक इनकȧ खोज के अनसुार ͧलखे होते हɇ । 

14.2 पोलȣएͩĐलेमाइड जेल इलेÈĚोफोरेͧसस कȧ सहायता से Ĥोटȣन का 
पथृÈकरण (Separation of Proteins Using Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis) :  

इलेÈĚोफोरेͧसस एक ऐसी ͪवͬध है िजसमɅ बाéया ͪवɮयतु ¢ेğ मɅ उभयआवेशी अणओंु का पथृÈकरण 
होता है । अणुओं का पथृÈकरण Ǔनàन दो कारकɉ पर Ǔनभ[र करता है -  
1) अणुओं पर आदेश  
2) अणुओं का ġåयमान 
पÈृकरण माÚयम जेल या पेपर कोई भी हो सकता है । जेल èटाच[, एगरोज या एͩĐलामाइड कȧ हो 
सकती है । पेज मɅ पोलȣएͩĐलामाइड जेल उपयोग मɅ लाया जाता है । 
आवæयक सामĒी 
एͩĐलामाइड, ͧमथाइलȣन ǒबस एͩĐलामाइड, अमोǓनयम परसãफेट, कोमेसी ǒĦͧलयटं Þãय ूR-250, 
एͧसǑटक अàल, Ǒटͧमड, Ħोमोͩफनोल Þãय ू(BPB), मकȶ Üटोइथेनोल, पĚैȣ Üलेɪस, कोǓनकल Ýलाèक, 
हȣटर, तुला इ×याǑद । 
एͩĐलामाइड 
यह जेल कȧ पोरोͧसǐर (ǓछǑġलता) को ǓनयिÛğत करता है । एͩĐलामाइड कȧ साÛġता 5-30% होती 
है । 
टेमेड 
यह उ×Ĥेरक का काय[ करता है । 
मकȶ Üटोइथेनोल 
यह Ĥोटȣन मɅ उपिèथत सãफाइड बÛध को तोड़ने का काय[ करता है । 
आवæक ͪवलयन 
(a) रǓनगं जेल 
ͪवलयन ''A''  
 INHCI   41 ml 
 ǑĚस (ǑĚस हाइĜोÈसी ͧमथाइल अमीनो मेथेन)   36.6 gm, 
 Ǒटͧमड (TEMED)   0.32 ml 
 इन सबको ͧमलाकर आसुत जल से 100 ml ͪवलयन बनाते हɇ । 
ͪवलयन ''B''   
 एͩĐलामाइड  28 gm 
 N,N'- ͧमथाइलȣन ǒबस एͩĐलामाइड  0.735 gm 
ͪवलयन ''C''   
 अमोǓनयम परसãफेट   0.14 gm / 100 ml आसुत जल 
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 (Ĥ×येक बार ताजा बनाना चाǑहए)   

(B) èटेͩकंग जेल   

ͪवलयन ''D''  
अमोǓनयम परसèफेट   0.56 gm / 100 ml आसुत जल 
ͪवलयन ''E''   

 INHCI  48 ml 
 ǑĚस (ǑĚस हाइĜोÈसी ͧमथाइल अमीनो मेथेन)  5.98 gm 
 Ǒटͧमड (TEMED)   48 ml 
इन सबको ͧमलाकर आसुत जल से 100 ml तक ͪवलयन बनाते हɇ । 
ͪवलयन ''F''   
 एͩĐलामाइड  10.5 gm 
 N,N'-ͧमथाइलȣन ǒबस एͩĐलामाइड   2.5 gm 
 इन दोनɉ को 100 ml आसुत जल मɅ ͧमलाते है । 
ͪवलयन ''G''  

 IM सुĐोज   34.2 gm/100 ml आसुत जल 
इन सभी ͪवलयनɉ को ͩफãटर पेपर से छानकर गहरे भरेू रंग कȧ बोतलɉ मɅ 40C तापमान पर ͩĥज 
मɅ रखेगɅ । 
ͪवलयनɉ को उपयोग मɅ लेने से पहले ͩफज से Ǔनकालेगे तथा कमरे के तापĐम तक उसको रखेगे । 
पोलȣएͩĐलामाइड जेल इलेÈĚोफोरेͧसस मɅ जेल का Ǔनमा[ण दो सतहो मɅ ͩकया जाता है । एक चौथाई 
उपर का भाग èटेͩकंग जेल तथा तीन चौथाई नीचे का भाग रǓनगं जेल कहलाता है । 
रǓनगं जेल 10% एͩĐलामाइड 
Ĥयोग के समय हȣ इसको तैयार करेगɅ । ͪ वलयन A,B,C कȧ बराबर माğा Ĥ×येक 5 ml को ͧ मलाएगɅ 
। सबसे पहले ͪवलयन A तथा B को ͧमलाकर इसमɅ ͪवलयन C लगातार Ǒहलाते हु ए ͧमलाएगɅ । 
जेल Üलेट का Ǔनमा[ण 
दो काच कȧ Üलेट जो बराबर आकार कȧ हो उनको लेगɅ । Üलेɪस को िèĤट से साफ करत ेहै । अब 
दो èपेसस[ दोनɉ Üलेट के ͩ कनारɉ के बीच मे रखेगे । Üलेट के दोनɉ ͩ कनारɉ को सील कर देते है । Üलेट 
के नीचे वालȣ सतह को 1% अगार जो 8x ͪवलयन A मɅ बना हो, से सील कर देते है । अब तैयार 
ͩकये गये रǓनगं जेल को जेल Üलेट के बीच मɅ घीरे-घीरे तीन चौथाई Ǒहèसे तक डालेगे िजससे बीच 
मɅ हवा के बलुबलेु न आये । अब इसके उपर आइसो Þयटेुनॉल कȧ 1-2mm कȧ परत बयनायेगे िजससे 
मेǓनèकस Ǔनमा[ण न हो । अब इस जेल का Ǔनमा[ण होने के ͧलए 45 ͧमनट के ͧलए समान रोशनी 
वाले ¢ेğ मे रख देगे । 45 ͧमनट के बाद आइसो Þयटेूनॉल को हटा कर जेल कȧ सतह को आसुत जल 
से साफ करेगɅ (ͬचğ 14.1) ।  
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ͬचğ 14.1 : जेल कािèटंग उपकरण 

èटेͩकंग जेल (2.6% एͩĐलामाइड) 
ͪवलयन D   0.5 ml 
ͪवलयन E   0.5 ml 
ͪवलयन F   1 ml 
ͪवलयन G   2 ml 

जेल Üलेट के एक चौथाई भाग तक इन सभी ͪ वलयनɉ को ͧ मलाकर रǓनगं जेल के ऊपर घीरे-घीरे डालेगɅ 
िजससे बलुबलुɉ का Ǔनमा[ण न हो । अब इसमɅ टेÝलॉन कॉàब इÛसट[ करेगɅ िजससे ͩक जेल बनने के 
बाद वेल का Ǔनमा[ण होता है । 
सेàपल का Ǔनमा[ण  
1 gm पादप पदाथ[ को 1 ml. ml फॉèफेट बफर (PH-7.0) मɅ होमोिजनाइज करेगɅ । अब इसको 
2c पर 20,000*g पर 20 ͧमनट अव¢ेͪपत करेगɅ । सुपरनेटेÛट मɅ समान माğा मɅ ͪवलयन G तथा 
एक बÛूद Ħोमोͩफनोल Þãय ू(1%) ͧमलाकर सेàपल तैयार करेगɅ । 
इलेÈĚॉड बफर का Ǔनमा[ण 
ǑĚस- Êलाइसीन बफर (PH-8.3)  
ǑĚस (ǑĚस हाइĜॉÈसी ͧमथाइल अमीनो मेथेन)   6.0 gm. 
Êलाइसीन  28.8 gm 
इसमɅ 1 लȣटर आसुत जल डालकर ͩफज मɅ रख दंगे । काम मɅ लेते समय इसको 10 गणुा तक तन ु
करेगɅ । 
जेल रन करना  
वǑट[कल इलेÈĚोफोरेͧसस उपकरण मे जेल वालȣ काँच कȧ Üलेटो को कर उसके उपरȣ तथा नीचे के Ǒहèसे 
मɅ इलेÈĚॉड बफर भर देगɅ तथा घीरे से कॉàब को ऊपर कȧ तरफ खीच कर बाहर Ǔनकाल देगɅ (ͬचğ 
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14.2) । कॉàब Ǔनकालने से जेल मɅ गɭढो (वेल) का Ǔनमा[ण हो जाता है । इन वेल मɅ माइĐोͪपपेट 
कȧ सहायता से 100-200 ml सेàपल लोड करेगɅ । इलेÈĚोफोरेͧसस को 200v का करंट सÜलाई शकु 
ͩकया जाता है जब तक ͩक Ěेͩकंग डाई (BPB) èटेͩकंग जेल तक पहु चे । इसके बाद वोãटेज 150v 
कर देगɅ जब तक ͩक डाई जेल के अÛत तक पहु चɅ । रन करने के बाद जेल को Êलास Üलेट के बीच 
मɅ से Úयानपवू[क हटाएगɅ तथा उपयु [Èत अͧभरिजत ͪवलयन मɅ èथानाÛतǐरत कर दɅगे िजससे Ĥोटȣन 
बेÛड का अͧभरंजन होता है । 

 
ͬचğ 14.2 : इलेÈĚोफोरेͧसस उपकरण 

जेल का अͧभरजंन करना 
अͧभरजंन ͪवलयन बनाने के ͧलए 0.2 gm कोम[सी ǒĦͧलयटं Þãय ूR-250,50 ml एथेनॉल, 7 ml 
एͧसǑटक अàल तथा 43 ml आसुत जल ͧमलाकर अिÛतम आयतन 100 ml बना लेत ेहै । जेल को 
परूȣ रात भर अͧभरंजक ͪवलयन मɅ रखेगɅ, उसके बाद आवæयकता से Ïयादा डाई को 3-4 बार 
ͪवअͧभरजंक ͪवलयन से घोकर Ǔनकाल देगɅ । ͪवअͧभरंजन ĤͩĐया तब तक जारȣ रखेगɅ जब तक ͩक 
Ĥोटȣन बेÖड साफ नहȣं Ǒदखे । 
पǐरणाम 
जेल को Êलास Üलेट पर रख कर Ěांसइãयुͧ मनेटर कȧ सहायता से अथवा बेक Ēाउंड मɅ लाइट कȧ सहायता 
से देखने पर Ĥोटȣन के कई बेÖड Ǒदखाई देते है । िजसका फोटोĒाफ ͧलया जा सकता है (ͬचğ 14.3)। 
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ͬचğ 14.3 : अͧभरंिजत जेल 

सावधाǓनया ँ
एͩĐलामाइड खतरनाक जहर है िजससे प¢ाघात तक हो सकता है । अत: इस रसायन को काम मɅ 
लेते समय हाथɉ मɅ दèताने अवæय पहनɅ तथा मुहं से ͪपपेट का उपयोग कभी भी नहȣं करɅ ।  

14.3 पादप कोͧशका से डी.एन.ए. का Ǔनçकष[ण (Extraction of DNA 
from Plant Cell) :  

फलɉ के लवणीय ͪ वलयन मɅ यǑद एãकोहॉल डाला जाए तो डी. एन. ए का अव¢ेप बन जाता है िजससे 
डी.एन.ए. को लवणीय जल तथा एãकोहॉल के मÚय मɅ आसानी से देखा जा सकता है । 
आवæयक सामĒी 
कȧवी फल, ġåय अपमाज[क, बीकर, खरल, परखनलȣ तथा इथाइल एãकोहॉल । 
ͪवͬध : 
(i) सबसे पहले Ǔनçकष[ण ͪ वलयन बनात ेहै । एक बीकर मे 10 ml ġåय अपमाज[क, 100 ml आसुत 

जल व 3 gm लवण लेकर सबको एक साथ ͧमलाते है । 
(ii) कȧवी फल का Ǔछलका चालू कȧ सहायता से उतारेगɅ व खरल मे इसको पीसेगɅ । अब इस कȧवी 

फल (ͪपसा हुआ) को Ǔनçकष[ण ͪवलयन वाले बीकर मɅ डालेगɅ तथा बीकर को उबलते हु ए पानी 
मɅ रखते है । अब इस ͪवलयन को छलनी कȧ सहायता से छानेगɅ और 10 ml छǓनत को एक 
साफ परखनलȣ मɅ लेते है । 

(iii) अब एक ͪपपेट कȧ सहायता से 10 ml एãकोहल को इस परखनलȣ मे डालेगɅ । Úयान रहे ͩक 
एãकोहल को घीरे-घीरे ͧमलात ेहै िजससे ͩक दोनो ͪवलयन आपस मɅ घलु नहȣ सके । 

(iv) अब इस परखनलȣ को 5 ͧमनट के ͧलए रख देते हɇ । 
पǐरणाम 
5 ͧमनट बाद हम देखते है ͩक जहा ंपर दोनॉ ͪवलयन ͧमलत ेहै इस सतह पर हमɅ डी.एन.ए. के तÛत ु
èपçट Ǒदखाई देते है (ͬचğ 14.4) । 
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ͬचğ 14.4 : डी.एन.ए. का Ǔनçकष[ण 

सावधाǓनया ं
(i) डी.एन.ए. सूğɉ को सावधानीपवू[क परखनलȣ मɅ से Ǔनकालना चाǑहए । 
(ii) एãकोहल तथा Ǔनçकष[ण ͪवलयन को कभी भी आपस मɅ नहȣ ͧमलाना चाǑहए । 
(iii) काँच के उपकरण èवÍछ होने चाǑहए । 

14.4 डी.एन.ए. का रेिèĚÈशन डाइजेशन तथा उसका एगरोज जेल 
इलेÈĚोफोरेͧसस(Restriction Digestion of DNA and Its 
Agarose Gel Electrophoresis) :  

रेिèĚÈशन एÛजाइम कई तरह के आिÖवक Ĥयोगɉ मɅ उपयोग मɅ लाये जात ेहै जसेै ͩक - 
 डी.एन.ए. ¢ारकɉ का Đम पता लगाने मɅ, 
 डी.एन.ए. अणओंु को पनुåय[विèथत करने मɅ , 
 उ×पǐरवत[न करवाने मɅ ।  
टाइप-II रेिèĚÈशन एÛजाइम डी.एन.ए. अणओंु को ͪवͧशçट ¢ारक Đम वाले èथलɉ को पहचानते है 
तथा डी.एन. ए. अणु को उसी èथल पर या उसके ǒबãकुल समीप वालȣ जगह पर काटते है । ये ͪ वͧशçट 
èथल पेͧलĜंोͧमक ĤकृǓत के होते है । पɅͧ लĜोमी Đम मɅ Ĥ×येक डी.एन.ए. अणु के पहले आधे भाग का 
¢ारक Đम उसके दसूरे आधे भाग का दप[ण ĤǓतǒबàब होता है । ͪवदलन के ͧलए इन एÛजाइमɉ को 
Mg2+ आयनɉ कȧ आवæयकता होती है । ͪवͧशçट Đमɉ के पेͧलĜंोमी होने के कारण एक हȣ एÛजाइम 
ɮवारा उ×पÛन ͩकनारे एक-दसूरे के परूक होते है, अत: इÛहɅ अनलुगनी (sticky) छोर कहते है । 
उदाहरण के ͧलए EcoRI G तथा A ¢ारɉ के बीच मɅ ͪवदलन करता है िजससे बǑह:साǐरत छोर का 
Ǔनमा[ण होता है (ͬचğ 14.5A) । 
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ͬचğ 14.5 : (A) EcoRI कȧ साइट, (B) Hind III कȧ साइट 

इसी तरह Hind III Ǔनàन Đमɉ को पहचानता है तथा A व A के बीच मɅ ͪवदलन करता है (ͬचğ 
14.5B) । 
इस Ĥकार िजन अनलुगनी छोर का Ǔनमा[ण होता है वे ͩ कसी अÛय डी.एन.ए. अणु के साथ परूक ¢ारक 
Đम बनात ेहै तथा पनुयȾगज (Recombinant) डी.एन.ए. अणु का Ǔनमा[ण होता है । 
ͩकट ͪववरण 
ͩकट कȧ सहायता से हम  डी.एन.ए. का पाचन EcoR I तथा Hind III से करɅगे ।   डी.एन.ए. 
एक ɮͪव-तÛतुक डी.एन.ए. है, िजसमɅ 48502 ¢ारक Đम पाये जाते हɇ । इसको -जीवाणभुोजी से पथृक 
ͩकया जाता है । इसमɅ कई रेिèĚÈशन एÛजाइम के ͧलए अͧभ£ान èथल पाये जाते है तथा इसको 
डी.एन.ए. के जेल ͪ वæलेषण मɅ आिÖवक भार के माक[ र के ǽप मɅ ĤयÈुत ͩकया जाता है तथा रेिèĚÈशन 
एÛजाइम कȧ ͩĐयाशीलता के ͪवæलेषण मɅ सबèĚेट के Ǿप मɅ ĤयÈुत ͩकया जाता है । इस ͩकट मɅ 
पाये जाने वाले EcoR I तथा Hind III,  डी.एन.ए. मɅ 5 तथा 7 अͧभ£ान èथल कȧ पहचान करते 
हɇ । EcoR I तथा Hind III से  डी.एन.ए. मɅ 5 तथा 7 अͧभ£ान èथल कȧ पहचान करत ेहɇ । 
EcoRI तथा Hind III से   डी.एन.ए. के पाचन पर Đमश: 6 तथा 8 ͪवͧभÛन आकार के खÖड 
बनते हɇ । एगरोज जेल इलेÈĚोफोरेͧसस कȧ सहायता से रेिèĚÈशन एÛजाइम का पटैन[ पता लगाया 
जाता है । इसके साथ-साथ एगरोज जेल मɅ  /Mlu,I जो ͩक एक आिÖवक भार का माक[ र है उसको 
भी डाला जाता है तथा ͪवͧभÛन खÖडɉ के आकार का पता लगाया जाता है । 
बाजार मɅ कई Ĥकार के ͩकट पाये जाते हɇ । Ĥ×येक ͩकट मɅ Ǔनàन सामĒी पायी जाती है । 
a) ऐसे बफर (Assay buffer) f) एगरोज 
b) लेडर डीएनए (Laddere DNA) g) अͧभरंजन डाई 
c) जेल लोͫडगं बफर h) TAEबफर 

d)   डी.एन.ए. i) वायãस(vials) 
e) रेिèĚÈशन एÛजाइम   

(EcoRI, Hind III)  
अÛय आवæयक सामĒी 
Ĝाई बाथ, जेल रोकर (एिÍछक), बीकर, कॉǓनकल Ýलाèक, अͧभरंजन Ěे, आसुत जल, जीन कूलर, 
ǑटÜस, माइĐोपीपेट।  
ͪवͬध  
िजन वायल मɅ रेिèĚÈशन एÛजाइम पाये जाते है उÛहɅ बफ[  पर रͨखए । 
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i) अब इन वायãस को, िजनमɅ   डी.एन.ए. तथा ऐसे बफर है उसको Ĥयोग से पहले सामाÛय तापमान 
पर लाते हɇ । 

ii) अब 20 ml   डी.एन.ए. को Ĥ×येक एÛजाइम वाले वायल मɅ डालɅगे । 
iii) अब 25  l 2× बफर को एÛजाइम तथा DNA वाले ͧमĮण मɅ डालɅगɅ तथा उनको ͧमͬĮत करɅगे। 
iv) अब इन वायल को 370C पर 1 घटें के ͧलए रखɅगे । 
v) इसी बीच नीचे ͧलखे ͪवͬध के अनसुार 1% एगरोज जेल इलेÈĚोफोरेͧसस के ͧलए बनाएगɅ । 
vi) 1 घटें बाद 5  l जेल लोͫडगं बफर को Ĥ×येक एÛजाइम वायल मɅ डालɅगे । 
vii) एक वायल िजसमɅ 1.5 ml है उसको '5' से दशा[येगɅ व उसमɅ 10  l सबèĚेट ͧमलाएगɅ तथा I 

 l जेल लोͫडगं बफर डालɅगे । 
viii) तथा दसूरȣ वायल (1.5 ml) को 'M' से दशा[येगे व उसमɅ 10  l माक[ र तथा I  l जेल लोͫडगं 

बफर डालेगे । 
ix) सबèĚेट, पͬचत सेàपल व माक[ र को जेल पर लोड करɅगे तथा लोͫडगं ऑड[र नोट करɅगे । 
x) सेàपल को 50-100 V पर 1-2 घÖटे के ͧलए इलेÈĚोफोरेͧसस करɅगे ।  
xi) एगरɉज जेल को I × अͧभरंजक डाई से अͧभरंिजत करɅगे । 
xii) अब DNA बÖैड देखने के ͧलए ͪवअͧभरंिजत करɅगे । 
1% एगरोज जेल का Ǔनमा[ण तथा इलेÈĚोफोरेͧसस 
खÖडɉ को उनके आिÖवक भार के अनसुार एगरोज जेल इलेÈĚोफोरेͧसस से पथृक ͩ कया जाता है । इस 
तकनीक मɅ Ǔनàन पद होते है - 
i) एगरोज जेल का Ǔनमा[ण 
ii) डी.एन.ए. खÖडɉ का इलेÈĚोफोरेͧसस 
iii) डी.एन.ए. खÖडɉ को देखना । 
 50 X TAE बफर को आसुत जल से तन ुकर 1 X TAE बनाया जाता है । 
 50 ml, 1 X TAE को एक Ýलाèक मɅ लेगɅ तथा 0.5 gm एगरोज इसमɅ ͧ मलाएगɅ, अब इसको 

तब तक उबालɅगे जब तक ͩ क एगरोज परूा न ͧमल जाए तथा एक ǒबãकुल साफ ͪ वलयन बन जाए 
। अब इसे ठंडा करɅगे ।  

 कॉàब को इलेÈĚोफोरेǑटक सेट पर एडजèट करɅगे ताͩक यह कैथोड से 2 cm दरू रहɅ । 
 जब जेल का तापमान 600C हो जाये तब इसको जेल टɇक मɅ इस तरह डालɅगे ͩ क कोई भी बलुबलुा 

ना आए । इसको इसी अवèथा मɅ रखɅगे जब तक जेल ठोस अवèथा मɅ नहȣं आ जाए । 
 ठोस होने के बाद जेल मɅ 1 X TAE बफर डालɅगे जब तक ͩक बफर कȧ सतह जेल के ऊपर 0.5-0.8 

cm तक न हो जाए । 
 अब कॉàब को इस तरह ǓनकालɅगे ताͩक कॉàब से बने वलै नहȣं टूटे । 
 अब वेल मɅ सबèĚेट, पͬचत सेàपल तथा माक[ र लोड करɅगे । 
 इलेÈĚोफोरेǑटक सेट तथा पॉवर सÜलाई के बीच तार लगाएगɅ । पावर को िèवच ऑफ हȣ रखɅगे 

जब ͩक ͩक डाई (Ħोमोͩफनोल) वेल से 3/4 तक जेल तक पहु ंचती है । 
Ǔनçकष[ 
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EcoRI तथा Hind III से पाचन पर बेÖड पटैन[ Ǒदखत ेहै । ECORI तथा Hind III से पाचन पर 
ǒबãकुल ͧभÛन रेिèĚÈशन पटैन[ ĤाÜत ͩकए गए । इससे ͧ सƨ होता है ͩ क Ĥ×येक एÛजाइम कुछ ͪ वͧशçट 
¢ार Đम को पहचानता है तथा उÛहȣ ंपर काटता है (ͬचğ 14G) । 
सावधाǓनया ँ
i) Èयɉͩक एÛजाइम ताप संवेदȣ होत ेहɇ अत: इÛहɅ बफ[  पर हȣ रखना चाǑहए । 
ii) एÛजाइम व सबèĚेट एक वायल मɅ डालने के बाद तेजी से ͧमÈस करना चाǑहए ।  
iii) बफर लेवल ǒबãकुल सहȣ होना चाǑहए । 
iv) Ĝाई बाथ को 370C पर रखना चाǑहए, इससे पहले ͩक हम परȣ¢ण शुǾ करɅ । 

 
ͬचğ 14.6 : डी.एन.ए. जेल 

14.5 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. इलेÈĚोफोरेͧसस से आप Èया समझते है? 
2. इलेÈĚोफोरेͧसस मɅ मकȶ Üटोइथेनॉल का Èया काय[ है? 
3. रेिèĚÈशन एÛजाइम से आप Èया समझते है? 
4. रेिèĚÈशन एÛजाइम के ͪवͧभÛन उपयोगɉ के बारे मɅ बताइये ।  
5. रेिèĚÈशन एÛजाइमɉ को बफ[  पर Èयɉ रखते हɇ? 
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इकाई 15 
Ĥायोͬगक जवैरासायǓनकȧ 

(EXPERIMENTAL BIOCHEMISTRY) 
 

इकाई कȧ Ǿपरेखा 
15.0 उƧेæय 
15.1 Ĥèतावना 
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15.0 उƧेæय (Objective) : 
इस इकाई के अÚययन के बाद आप Ǔनàन Ĥायोͬगक परȣ¢णɉ के बारे मɅ जान जायɅगे - 
1. Êलूकोज, èटाच[, Ĥोटȣन, वसा, टेǓनन तथा एèकोǒब[क अàल के ͧलए पादप रासायǓनक परȣ¢ण 
2. डी.एन.ए. का माğा×मक आकलन 
3. आर.एन.ए. का माğा×मक आकलन 

15.1 Ĥèतावना (Introduction) :  
साÛġ सãÝयǐूरक अàल, Êलाइकोͧसͫडक बÛधɉ को जल अपघǑटत कर देता है िजससे मोनोसेकेराइɬस 
का Ǔनमा[ण होता है जो ͩक बाद मɅ परÝयरेुल व इसके åय×ुपÛनɉ को बनाता है । ये उ×पाद बाद मɅ 
सãफोनेटेड  -नेÝथाल से ͧमलकर बɇगनी जǑटल यौͬगक का Ǔनमा[ण करते हɇ । यह काबȾहाइĜेट कȧ 
उपिèथǓत को दशा[नी वालȣ एक सामाÛय ͩĐया है । 
बेनेͫडÈट ने वाèतͪवक फेͧलगं परȣ¢ण को नवीनीकृत कर नया परȣ¢ण Ǒदया िजसमɅ केवल एक ͪवलयन 
का Ǔनमा[ण ͩकया व यह फेͧलगं परȣ¢ण से Ïयादा èथायी है । 
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आयोडीन, पोलȣसेकेराइड के साथ ͩĐया कर रंगीन अͬधशोषक जǑटल यौͬगक का Ǔनमा[ण करती है जो 
èटाच[ कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 
Ĥोटȣन के परȣ¢ण मɅ अमीनो अàल के  -अमीनɉ Ēपु तथा ǓननहाइͫĜन के मÚय अͧभͩĐया होती है। 
ǓननहाइͫĜन एक ऑÈसीकारक है व इसकȧ उपिèथǓत मɅ अमीनɉ अàलɉ मɅ ऑÈसीकृत ͪवअमीनीकरण 
होता है तथा अमोǓनया, CO2, मुÈत होती है । साथ हȣ ǓननहाइͫĜन का अपचǓयत Ǿप भी मुÈत होता 
है । अमोǓनया, ǓननहाइͫĜन से अͧभͩĐया करती है तथा हाइͫĜन डेǑटनं बनती है जो नीला रंग देती 
है । Ĥोटȣन चमकȧला पीला रंग देता है । एèपािज[न भूरा रंग देता है । 
टायरोͧसन ͩफनाइलएलेǓनन, ǑĚÜटोफान जैसे एरोमेǑटक वलय यÈुत अमीनो अàल, साÛġ HNO3 के 
साथ ͧमलकर पीले नाइĚो उ×पाद बनाते हɇ । 

टायरोͧसन + साÛġ HNO3  ऑथȾनाइĚोटायरोͧसन (पीला रंग) 
अमीनɉ अàल और यौͬगक जो ͩक हाइĜॉÈसी बेÛजीन यÈुत होते हɇ वे ͧ मलन अͧभकम[क से ͩĐया करत े
है, (ͧमलन अͧभकम[क मÈयु [ǐरक धातु तथा साÛġ HNO3 से बना होता है) तथा लाल रंग देते है । 
यह टायरोसीन के ͧलए ͪवशेषतया परȣ¢ण है । 
साÛġ सãÝयǐुरक अàल कȧ उपिèथǓत मɅ ǑĚÜटोफान का इÖडोल समूह ÊलाइऑिÈसͧलक अàल से ͩ Đया 
करता है । ÊलाइऑÈसेͧलक अàल, ऑÈसेͧलक अàल को सोͫडयम अमलगम से अपचǓयत कर बनाया 
जाता है । 
िजन यौͬगकɉ मɅ पेÜटाइड बधं पाया जाता है यह परȣ¢ण उन यौͬगकɉ के ͧलए है । एãकेलाइन कॉपर 
सãफेट, ऐसे यौͬगकɉ िजनमɅ 2 या Ïयादा पेÜटाइड बधं होते है, से ͩĐया कर बɇगनी या गलुाबी रंग 
देता है । 
सेपोǓनͩफकेशन 
जब वसा तथा तलेɉ को एãकेलाइन के साथ गम[ ͩकया जाता है तो मुÈत वसीय अàल तथा Êलȣसरोल 
Ǔनकलते है । इस ͩĐया को सेपोǓनͩफकेशन कहा जाता है । 
सोप का Ǔनमा[ण 
Ïयादा माğा मɅ एãकेलाई उपिèथत होने पर यह मुÈत वसीय अàल से ͩ Đया करता है िजससे पोटेͧशयम 
या सोͫडयम लवण बनते हɇ जो ͩक एक ऐसा ͪवलयन बनाते है । िजसमɅ सोप Ĥकट होता है । सोप 
जल मɅ तो ͪवलेय होते हɇ परÛतु अͬधक माğा मɅ NaCl होने पर अव¢ेप बनाते हɇ । इसके ͪवपरȣत 
मैÊनीͧशयम तथा कैिãशयम लवण अͪवलेय होते है तथा जब सोप को कठोर जल मɅ ͧमलाया जाता 
है तो इनसे झाग बनते हɇ । 
ये Êलुकोसाइडल ĤकृǓत के काब[Ǔनक यौͬगक है । 
 इनमɅ अàलȣय अͧभͩĐया होती है । 
 टेǓनÛस ×वचा ĤोटȣÛस के साथ जड़ुते है तथा मजबतू व लचीलȣ परत बनाते हɇ । 
 इनको फामा[èयǑुटकल उɮयोग मɅ भी उपयोग मɅ ͧलया जाता है । 
 टेǓनÛस दो Ĥकार के होते है 
जलअपघटनीय टेǓनÛस 
इनको जल के ɮवारा तोड़कर एãकोहल तथा अàल मɅ पǐरवǓत[त ͩकया जा सकता है । e.g. ͧमराǒबͧलस, 
सुमेक । 
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संपीͫडत टेǓनन 
इनको आसानी से जल के ɮवारा नहȣं तोड़ा जा सकता है तथा ये संघǓनत अवèथा मɅ हȣ रहत ेहै । 
e.g. कटेचु पाइन, साइĤस इ×याǑद । 
2,6-डाईÈलोरोͩफनोल इडोͩफनोल एèकोǒब[क अàल को ऑÈसीकृत कर डीहाइĜो एèकोǒब[क अàल मɅ 
बदलता है । इसी समय डाई एक रंगहȣन यौͬगक मɅ पǐरवǓत[त हो जाती है । रंजक, एरकोǒब[क अàल 
के अलावा अÛय यौͬगकɉ के ɮवारा भी रंगहȣन हो सकता है परÛत ुअàलȣय ͪवलयन मɅ दसूरे यौͬगकɉ 
का असर कम हो जाता है । 
जब डीऑÈसीराइबोÛयिूÈलक अàल को, अàलȣय माÚयम मɅ डाइͩफनाइल एमाइन से ͩĐया कराते हɇ 
तो एक नीले रंग का यौͬगक बनता है । सामाÛयत: यह ͩĐया 2- डीऑÈसीपɅटोसेस ɮवारा दȣ जाती 
है तथा यह डीऑÈसीराइबोÛयिूÈलक अàल के ͧ लए कोई ͪ वͧशçट अͧभͩĐया नहȣ ंहै । अàलȣय माÚयम 
मɅ, डीऑÈसीपɅटोसेस कȧ सीधी Įृंखला,  - -हाइĜॉÈसीलेåयूͧ लनेिãडहाइड मɅ बदल जाती है जो 

डाइͩफनाइल एमाइन से ͩĐया कर नीला रंग देती है । डी. एन. ए मɅ केवल, Üयरूȣन ÛयिूÈलओटाइड 
कȧ डीऑÈसीराइबोस हȣ ͩ Đया करती है, अत: जो भी मान ĤाÜत होता है वह कुल डीऑÈसीराइबोस का 
आधा Ǒहèसा Ĥदͧश[त करती है । 
यह पɅटोसेस के ͧलए सामाÛयत: अͧभͩĐया है तथा यह फरÝयटेूल Ǔनमा[ण पर Ǔनभ[र करता है, जब 
पɅटोस को सांġ HCI। के साथ गम[ करत ेहɇ तो फरÝयरेूल का Ǔनमा[ण होता है । फेǐरक Èलोराइड कȧ 
उपिèथǓत मɅ आͧस[नॉल, फरÝयरेूल से ͩ Đया करता है तथा हरे रंग का Ǔनमा[ण होता है । केवल Üयरूȣन 
ÛयिूÈलओटाइड यह अͧभͩĐया देती है । 

15.2 Êलूकोज. èटाच[, Ĥोटȣन, वसा, टेǓनन तथा एèकोǒब[क अàल के ͧलए 
पादप रासायǓनक जाँच (Phytochemical Test for Glucose, 
Starch, Protein, Lipids, Tanins and Ascorbic Acid) : 

15.2.1 Êलूकोस के ͧलए पादप रासायǓनक जाचँ 

A) मॉͧलश परȣ¢ण 
सामĒी 
साÛġ सãÝयǐूरक अàल,  -नेÈथॉल, परखनलȣ, परȣ¢ण ͪवलयन (काबȾहाइĜेट + आसुत जल) (1 
gm/l,10 gm/l) 
ͪवͬध 
परȣ¢ण ͪ वलयन मɅ कुछ बूदंɅ  -नेÈथॉल कȧ डालɅगे तथा परखनलȣ कȧ दȣवार के सहारे कुछ बूदंɅ साÛġ 
सãÝयǐूरक अàल कȧ डालɅगे । 
Ǔनçकष[ 
बɇगनी रंग कȧ वलय का Ǔनमा[ण, काबȾहाइĜेट कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 
B) बेनेͫडÈट परȣ¢ण : 
परȣ¢ण अͧभकम[क 
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बेनेͫडÈट अͧभकम[क (173 gm) सोͫडयम ͧसĚेट तथा 100 gm सोͫडयम काबȾनेट को 800 ml गम[ 
जल मɅ ͧमलाएगɅ । इसमɅ से 100 ml छǓनत को लेकर 850 ml तक आसतु जल से तन ुकर देगɅ । 
इसी बीच 17.3 gm कॉपर सãफेट को 100 ml जल मɅ ͧमलाएगɅ तथा 150 ml तक आसतु जल से 
बना लɅगे । अब पहले ͪ वलयन को एक 2 लȣटर के बीकर मɅ लɅगे तथा इसमɅ Ǒहलाते हु ए धीरे-धीरे कॉपर 
सãफेट ͪवलयन डालɅगे । 
ͪवͬध 
अब 2 ml बेनेͫडÈट ͪ वलयन को एक परखनलȣ मɅ लेगɅ तथा इसमɅ 5 बूदंɅ परȣ¢ण ͪ वलयन कȧ डालɅगे। 
अब इसको दो ͧमनट तक उबालɅगे । 
Ǔनçकष[ 
इसमɅ नीला, हरा रंग, लाल रंग मɅ पǐरवǓत[त हो जाता है जो Êलकुोज कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 

15.2.2 èटाच[ के ͧलए पादप रासायǓनक जाचँ 

आवæयक सामĒी 
परखनलȣ, आयोडीन ͪवलयन (5 mmol/litre पोटेͧशयम आयोडाइड (KI) [30 gm/It.] in 100 ml) 
èटाच[ (10 gm / litre)= 200 ml) 
तन ुहाइĜोÈलोǐरक अàल 
ͪवͬध 
एक परखनलȣ मɅ परȣ¢ण ͪवलयन लेकर इसको तन ुहाइĜोÈलोǐरक अàल से अàलȣकृत करɅगे । अब 
इसको एक परखनलȣ मɅ लɅगे तथा इसमɅ दो बूदं आयोडीन ͪवलयन कȧ डालɅगे । 
Ǔनçकष[ 
नीले रंग कȧ उपिèथǓत Ǒदए गए पदाथ[ मɅ èटाच[ कȧ उपिèथǓत दशा[ती है । 
सावधाǓनया ं
i) कांच के सभी उपकरण साफ तथा सखेू होने चाǑहए । 
ii) रंग मɅ पǐरवत[न Úयानपवू[क देखना चाǑहए । 
iii) अàलɉ जसेै ͩक सांġ सãÝयǐूरक अàल तथा सांġ नाइǑĚक अàल को सावधानीपवू[क काम मɅ लेना 

चाǑहए । 

15.2.3 Ĥोटȣन के ͧलए पादप रासायǓनक जाचँ 

मटर का पाउडर लɅ । अब इसको 80% एãकोहल मɅ 30 ͧमनट तक उबालɅ । अब इसको 100 ml आसुत 
जल से बना लɅ । इसको छानने के बाद नीचे के ठोस भाग को फɅ क दɅ तथा छǓनत को ͪ वͧभÛन परȣ¢णɉ 
के ͧलए उपयोग मɅ लɅ । अÖडे के एãÞयुͧ मन को भी इन परȣ¢णɉ के ͧलए उपयोग मɅ लाया जा सकता 
है । 
आवæयक सामĒी 
परखनलȣ, वॉटर बाथ, कॉǓनकल Ýलाèक, साÛġ HNO3, साÛġ सãÝयǐुरक अàल, ǓननहाइͫĜन, कॉपर 
सãफेट (CuSO4), सोͫडयम हाइĜॉÈसाइड, फैǐरक Èलोराइड, एãकोहल इ×याǑद । 
A) ǓननहाइǒĦन परȣ¢ण 
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i) 2-5 बूदं ǓननहाइͫĜन ͪवलयन कȧ 1 ml परȣ¢ण ͪवलयन मɅ डालɅगे । 
ii) इसको ͧमलाने के बाद 5 ͧमनट तक ऐसे हȣ वॉटर बाथ पर रखɅ । 
Ǔनçकष[ 
गलुाबी /बɇगनी /पीले रंग का Ǔनमा[ण, Ĥोटȣन कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 
B) जɇथोĤोǑटक परȣ¢ण : 
i) 1ml परȣ¢ण ͪवलयन मɅ 1 ml साÛġ HNO3 ͧमलाएं । 
ii) इसे ठंडा करɅ व धीरे-धीरे ͪपपेट से NaOH डालɅ जब तक ͩक यह एãकेलाइन नहȣं हो जाए । 
Ǔनçकष[ 
नारंगी लाल रंग कȧ उपिèथǓत एरोमैǑटक अमीनɉ अàल कȧ उपिèथǓत दशा[ती है । 
C) ͧमलन परȣ¢ण : 
सामĒी तथा अͧभकम[क 
i) वॉटर बाथ 
ii) ͧमलन अͧभकम[क 10 gm मÈयु [ǐरक धातु को 20 ml साÛġ HNO3 मɅ ͧमलाएं । जब छãले 

Ǔनकलने बदं हो जाए तब इसको 100 ml तक आसुत जल कȧ सहायता से तन ुकर दɅ । 
ͪवͬध 
i) 2-5 बूदं ͧमलन अͧभकम[क को 1 ml परȣ¢ण ͪवलयन मɅ ͧमलाएं । 
ii) इसको अÍछȤ तरह से Ǒहलाएं तथा परखनलȣ को वॉटर बाथ मɅ रखɅ । 
Ǔनçकष[ 
लाल रंग का Ǔनमा[ण, टायरोसीन कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 
D) होपͩकÛस परȣ¢ण : 
परȣ¢ण अͧभकम[क 
10 gm मÊैनीͧशयम पाउडर, इसमɅ इतना आसतु जल डालɅगे ͩ क यह डूब जाए । अब इसमɅ 250 ml 
संतÜृत ऑÈसेͧलक अàल डालɅगे । इसको ठÖडा करके छानɅगे तथा छǓनत मɅ 25 ml एͧसǑटक अàल 
डालकर 1 लȣटर आसुत जल से तन ुकरɅगे ।  
ͪवͬध 
i) 1ml परȣ¢ण ͪवलयन मɅ 1 ml होपͩकÛस अͧभकम[क डालɅगे । 
ii) इसको ͧमलाकर ͪपपेट कȧ सहायता से परखनलȣ कȧ Ǒदवार के सहारे सांġ H2SO4 डालɅगे । 
Ǔनçकष[ 
नीले बɇगनी रंग कȧ वलय का दो ͪवलयनɉ के बीच Ǔनमा[ण ǑĚÜटोफान कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 
E) बाइयरेुट परȣ¢ण 
i) 5 ml 40% NaOH को 1 ml परȣ¢ण ͪवलयन मɅ डालɅगे । 
ii) इसको ͧमलाकर 2-5 बूदें 1% कॉपर सãफेट कȧ डालɅगे । 
Ǔनçकष[ 
गलुाबी या बɇगनी रंग का Ǔनमा[ण Ĥोटȣन कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 
सावधाǓनया ं
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i) कांच के उपकरण साफ तथा सूखे होने चाǑहए । 
ii) परȣ¢ण अͧभकम[क को बनाने मɅ सावधानीपवू[क पमैाना लेना चाǑहए । 
iii) रंगɉ मɅ पǐरवत[न Úयानपवू[क देखना चाǑहए । 

15.2.4 बसा के ͧलए पादप रासायǓनक जाचँ 

आवæयक सामĒी 
वनèपǓत तले, मÉखन, वसीय अàल (िèटयǐरक अàल), एãकोहͧलक पौटेͧशयम हाइĜॉÈसाइड, साÛġ 
हाइĜोÈलोǐरक अàल, ͩफनाÝथेलȣन, सोͫडयम हाइĜॉÈसाइड, कैिãशयम Èलोराइड, मैिÊनͧशयम 
Èलोराइड, लेड एͧसटेट । 
ͪवͬध 
एक परखनलȣ मɅ 0.5 cm तक वसा को लेगɅ । इसमɅ एãकोहͧलक KOH डालɅगे ताͩक यह ढक जाएं। 
अब इसको Úयानपवू[क 1 ͧमनट तक उबालɅगे । अब इसमɅ 10 ml आसुत जल ͧमलाकर 1 ͧमनट उबालɅगे 
व ठंडा करɅगे । अब इसमɅ सांġ हाइĜोÈलोǐरक अàल डालɅगे िजससे ͩक ͪवलयन अàलȣकृत हो जाए । 
अब ġåय कȧ सतह से वसीय अàल को एक अलग परखनलȣ मɅ लɅगे । वसीय अàल को गम[ करɅगे 
जल के साथ तथा इसमɅ धीरे-धीरे एãकेलाई तब तक ͧमलाएगɅ जब तक ͩक यह एक साफ ͪवलयन 
नहȣं बन जाए । इस एãकेलाई ͪवलयन को सोप Ǔनमा[ण परȣ¢ण मɅ उपयोग लायɅगे । 
सोप का Ǔनमा[ण 
िèटयǐरक अàल को तन ुएãकेलाई के साथ गम[ करɅगे तथा सोपी ͪ वलयन कȧ उपिèथǓत देखɅगे । इसको 
HCI के साथ अàलȣकृत करɅगे । 
परȣ¢ण न.ं1 
अब ͪवलयन को NaCI के साथ सतंÜृत करɅगे िजससे सोͫडयम सोप का पथृÈकरण हो जाएगा । 
परȣ¢ण न.ं 2 
इस ͪ वलयन को 3 अलग-अलग परखनलȣ मɅ लɅगे तथा एक परखनलȣ मɅ कुछ बूदंɅ कैिãशयम Èलोराइड 
कȧ दसूरȣ मɅ कुछ बूदें मैिÊनͧशयम Èलोराइड कȧ तथा तीसरȣ परखनलȣ मɅ कुछ बूदंɅ लेड एͧसटेट कȧ 
डालɅगे । अͪवलेय लवण का अव¢ेप हर परखनलȣ मɅ देखने को ͧमलता है । 
Ǔनçकष[ 
NaCl को परȣ¢ण यौͬगक के साथ ͧमलाने पर सोͫडयम सोप का पथृÈकरण हो जाता है तथा 
CaCl2,MgCl2 तथा लेड एͧसटेट के साथ अͪवलेय लवण का Ǔनमा[ण होता है तथा वसा कȧ पिुçट करत े
हɇ । 
वसीय अàल के ͧलए परȣ¢ण 
तन ुएãकेलाई ͪवलयन को ͩफनॉÝथेलȣन ͪवलयन के साथ ͩĐया तब तक कराएगɅ जब तक ͩक एक 
èथायी गलुाबी रंग का Ǔनमा[ण नहȣ ंहो जाए । अब परȣ¢ण पदाथ[ जो ͩ क ईथर मɅ बनाया गया है इसमɅ 
उसको बूदं-बूदं कर डालɅगे । 
पǐरणाम 
ͪवलयन का रंगहȣन होना वसीय अàल कȧ उपिèथǓत दशा[ता है । 
सावधाǓनया ं
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i) कांच के उपकरण शुƨ होने चाǑहए । 
ii) सभी ͪवलयन सहȣ पमैाने से बनाने चाǑहए । 

15.2.5 टेǓनन के ͧलए पादप रासायǓनक जाचँ 

आवæयक सामĒी 
पोटेͧशयम डाइĐोमेट, FeCl3 ͪवलयन, एͧसǑटक अàल, आयोडीन ͪवलयन, साÛġ नाइǑĚक अàल, 
पौटेͧशयम फेरोसायनाइड, 1% एãकोहͧलक FeCl3,NaOH ͪवलयन, फेहͧलगं A व B, परखनलȣ, 
बीकर, होãडर, वॉटर बाथ इ×याǑद । 
टेǓनÛस के ͧलए परȣ¢ण 
परȣ¢ण पदाथ[ तैयार करना । 

 
परȣ¢ण न.ं 1 
1 या 2 बूदं आयोडीन ͪवलयन डालɅगे । पारदशȸ लाल रंग Ǒदखता है । 
परȣ¢ण न.ं 2 
2 बूदं एͧसǑटक अàल डालɅगे । गाढ़ा लाल रंग Ǒदखता है । 
परȣ¢ण न.ं 3 
कुछ बूदें FeCl3 कȧ डालɅगे । नीला रंग Ǒदखता है । 
परȣ¢ण न.ं 4 
कुछ बूदंɅ सांġ नाइǑĚक अàल कȧ डालɅगे । पीला रंग Ĥकट होता है । 
परȣ¢ण न.ं 5 
थोड़ी माğा मɅ अमोǓनयम हाइĜॉÈसाइड तथा पोटेͧशयम फेरोसायनाइड लɅगे । लाल रंग Ĥकट होता है। 
Ǔनçकष[ 
सभी परȣ¢णɉ से पता चलता है ͩक Ǒदए गए पदाथ[ मɅ टेǓनन उपिèथत है । 



176 
 

सावधाǓनया ं
i) Ĥयोग मɅ लाने वाले सभी रसायन शुƨ होने चाǑहए । 
ii) H2SO4 तथा HNO3 जैसे अàलɉ को सावधानीपवू[क Ĥयोग मɅ लाना चाǑहए । 
iii) कांच के सभी उपकरण साफ होने चाǑहए । 

15.2.6 एèकोǒब[क अàल के ͧलए पादप रासायǓनक जाचँ 

आवæयक सामĒी 
परखनलȣ, अͧभकम[क, होãडर इ×याǑद । 
ͪवͬध 
100 mg पदाथ[ को 1 ml मेटाफॉèफोǐरक अàल (2%) मɅ ͧमलाएगɅ अब इसको पीसकर 1 घÖटे के 
ͧलए रखɅगे । अब इसको कम गǓत पर सेÛĚȣÝयजु करɅगे तथा सुपरनेटेÛट को एèकोǒब[क अàल परȣ¢ण 
के ͧलए उपयोग मɅ लɅगे । 
अब 1 ml सुपरनेटेÛट को 2 ml 5% फॉèफोǐरक अàल मɅ ͧमलाएगɅ । अब इसको ǒबना Ǒहलाए 30 
ͧमनट के ͧलए रखɅगे । अब इसमɅ 5 ml n-एमाइल एãकोहल ͧ मलाएगɅ तथा 32 ml रंजक ͧमलाएगɅ। 
Ǔनçकष[ 
इससे एक गलुाबी रंग कȧ वलय का Ǔनमा[ण होता है जो Ǒहलाने पर रंगहȣन हो जाता है िजससे एèकोǒब[क 
अàल कȧ पिुçट होती है ।  
सावधाǓनया ं
i) सभी काचं के उपकरण साफ होने चाǑहए । 
ii) रंग पǐरवत[न Úयानपवू[क देखना चाǑहए ।  

15.3 डी.एन.ए. का माğा×मक आकलन (Quantitative Estimation of 
DNA) :  

आवæयक सामĒी 
1) डीऑÈसीराइबोÛयिूÈलक अàल 
2) ͪपग èपलȣन डी.एन.ए. ͪवलयन बनाना । 
3) बफर सलाइन (0.15 mol/l सोͫडयम Èलोराइड, 0.015 mol/l सोͫडयम ͧसĚेट pH 7.0) 
4) डाइͩफनाइल एमाइन (10 Ēाम शुƨ डाइͩफनाइलएमाइन को 1 लȣटर एͧसड मɅ ͧ मलाएगɅ अब इसमɅ 

25 ml सांġ सãÝयǐूरक अàल डालɅगे यह ͪवलयन हमेशा शƨु बनाना चाǑहए । 
5) वॉटर बाथ 
ͪपग èपलȣन डी.एन.ए. ͪवलयन बनाना 
50 Ēाम èपलȣन (ͪपग) को छोटे-छोटे टुकड़ɉ मɅ पीसɅगे तथा 200 ͧमलȣ बफर सलाइन मɅ 1 ͧमनट 
के ͧलए ͧमलायɅगे । अब इस सèपɅशन को 5000 × g पर 15 ͧमनट के ͧलए सɅĚȣÝयजू करɅगे । अब 
इसमɅ दबुारा से 200 ͧमलȣ. बफर सलाइन मɅ ͧ मलायɅगे अब इसके सुपरनेटɅट को फɅ क दɅगे तथा सेडीमɅट 
को 2 mol/lt मɅ ͧ मलाएंगे तथा इसको 1 लȣटर तक बनायɅगɅ । अब इसे सɅĚȣÝयजू करके अÛय सेडीमɅट 
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को हटा दɅगे तथा ͪवलयन को काचं कȧ छड़ से Ǒहलाते हु ए आसुत जल डालɅगे । रेशेदार Ĥेͧसͪपटेट को 
कांच कȧ छड़ कȧ सहायता से बाहर ǓनकालɅगे तथा इसे एक बीकर मɅ 30 ͧमनट के ͧलए रखेगे । इसी 
दौरान एक Èलॉट बनेगा तथा ġåय को ͩफãटर पेपर कȧ सहायता से हटा दɅगे । 
अब डी.एन.ए. को 100 ml, सोͫडयम Èलोराइड (2 मोला / लȣ.) मɅ ͧमलाएंगे तथा Èलोरोफॉम[ तथा 
एãकोहल कȧ बराबर माğा (100 ml) डालɅगे [(6:1) Èलोरोफॉम[ : एमाइल एãकोहल)] तथा 30 ͧमनट 
के ͧ लए छोड़ दɅगे । अब इस इमãशन को 5000 × g पर 10-15 ͧमनट के ͧ लए सɅĚȣÝयजू करɅगे तथा 
ऊपरȣ सतह िजसमɅ ͩक डी.एन.ए. होता है उसको एक अलग कंटेनर मɅ ले लɅगे । 
डी.एन.ए. को Ĥेͧसͪपपेट करने के ͧलए सुपरनेटɅट मɅ एथेनॉल डालɅगे तथा अब इन रेशɉ को काचं कȧ 
छड़ पर ले लɅगे । अब काचं कȧ छड़ को सावधानी से ǓनकालɅगे तथा डी.एन.ए. को बीकर कȧ सहायता 
से दबाब डालत ेहु ए Ǔनकालगें । अब इस काचं कȧ छड़ को िजसपर डी.एन.ए. मौजूद है, को 4 तरह 
के ͪ वलायकɉ मɅ ͫ डप करɅगे 70% एथेनॉल, 80%' एथेनॉल, एथेनॉल तथा ईथर । अब ईथर को भी अंतत: 
हटा दɅगे तथा डी.एन.ए. को एक Ýयमू कप बोड[ मɅ रखɅगे िजससे डी.एन.ए. हमɅ शुãक अवèथा मɅ ĤाÜत 
होता है । 
शुãक डी.एन.ए. का भार लɅगे तथा इसको बफर सलाइन मɅ ͧ मलाएंगे । इसको ͩ ĥज मɅ उपयोग मɅ लेने 
तक रखɅगे । 
आर.एन.ए. का यीèट कोͧशका से पथृÈकरण 
अब अपने उ×पाद कȧ, कमͧश[यल उ×पाद के साथ तुलना करɅगे । अपने उ×पाद के पɅटोस, फॉèफोरस 
तथा डी.एन. ए. को मापɅगे तथा ऑिÜटकल डɅͧसǑट (O.D) लɅगे तथा दोनɉ मɅ तुलना करɅगे । अपने उ×पाद 
को आगे के Ĥयोगɉ के ͧलए एकǒğत करके रखɅगे । 
ͪवͬध  
10 ͧमलȣĒाम ÛयिूÈलक अàल को 50 ͧमलȣ बफर सलाइन मɅ डालɅगे । इसमɅ से 2 ͧमलȣ ǓनकालɅगे 
तथा इसमɅ 4 ͧमलȣ. डाइͩफनाइल अमाइन अͧभकम[क डालɅगे । एक वॉटर बाथ पर 10 ͧमनट के ͧलए 
गम[ करɅगे, ठंडा करɅगे तथा एÈसǑटÈंशन को 595 nm पर देखɅगे । परȣ¢ण तथा èटैÖडड[ का एÈसǑटÈंशन 
देखɅगे तथा आसुत जल को Þलɇक कȧ तरह उपयोग मɅ लाएंगे । अब पथृÈकǐरत ÛयिूÈलक अàल तथा 
कमͧश[यल डी.एन.ए. के सेàपल का परȣ¢ण करɅगे । 
सावधाǓनया ं
1. कांच के उपकरण साफ होने चाǑहए । 
2. O.D. Úयानपवू[क लेनी चाǑहए । 
3. डी.एन.ए. को कांच कȧ छड़ पर Úयान से लेना चाǑहए । 

15.4 आर.एन.ए. का माğा×मक आकलन (Quantitative Estimation of 
RNA) : 

आवæयक सामĒी 
1) आर.एन.ए. ͪवलयन (0.2 mg /ml) । 
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2) ऑͧस[नॉल अͧभकम[क : 1 Ēाम फेǐरक Èलोराइड को 1 lt. con. HCI मɅ ͧ मलाएंगे तथा 35 ml, 
6% ऑͧस[नॉल (6% आͧस[नॉल को एथेनॉल मɅ ͧमलाकर बनाया जाता है) । 

3) वाटर बॉथ । 
30 Ēाम शçुक यीèट को 120 ͧमलȣ जल मɅ डालकर 370C तक गम[ करɅगे । अब इस सèपɅशन को 
कमरे के ताप पर 30 ͧमनट के ͧलए ǑहलायɅगे । अब इसको 3000 × g पर 15 ͧमनट के ͧलए सɅĚȣÝयटू 
करɅग ताͩक इमãशन टूट जाए । अब ऊपरȣ जलȣय सतह को हटा दɅगे तथा ͪवकृत Ĥोटȣनɉ को पथृक 
करने के ͧलए रेͩĥजरेटेड सɅĚȣÝयजू से 10,000 g पर 5 ͧमनट के ͧलए सɅĚȣÝयजू करɅगे । अब सुपरनेटɅट 
मɅ पोटेͧशयम एसीटेट ͧमलाएंगे तथा आर.एन. ए. को एथेनॉल से Ĥेͧसͪपटेट करɅगे । अब इस ͪवलयन 
को बफ[  पर ठंडा करɅगे तथा 1 घटें के ͧलए छोड़ दɅगे । Ĥेͧसͪपटेट को 2000 × g पर 5 ͧमनट के 
ͧलए सɅĚȣÝयजू करके एकǒğत करɅगे । अब आर.एन.ए. को एथेनॉल-जल (3 : 1), एथेनॉल तथा अंत 
मɅ ईथर मɅ डालकर शçुक करɅगे ͩफर इसका भार लɅगे । 
ͪवͬध  
2 ͧमलȣ ÛयिूÈलक अàल को, 3 ml ऑͧस[नॉल अͧभकम[क के साथ ͧमलाएंगे । इसको वॉटर बाथ पर 
20 ͧमनट तक गम[ करɅगे, ठंडा करɅगे तथा 665 nm पर ऑͧस[नॉल से Þलɇक सेट करके इस ͪवलयन 
कȧ O.D. लɅगे । 
सावधाǓनया ं
i) कांच के उपकरण साफ होने चाǑहए । 
ii) O.D. Úयानपवू[क लेनी चाǑहए । 
iii) सभी ͪवलयन Úयानपवू[क बनाने चाǑहए । 

15.5 मौͨखक Ĥæन (Viva Voce) :  
1. काबȾहाइĜेɪस के परȣ¢ण के ͧलये ͩकये जाने वाले Ĥयोगɉ के नाम बताइये । 
2. èटाच[ के पादप èğोतɉ के नाम बताइये । 
3. Ĥोटȣन कȧ उपिèथǓत को £ात करने के ͧ लये ͩ कये जाने वाले ͩ कÛहȣ ंदो परȣ¢णɉ के नाम बताइये। 
4. ͩकस परȣ¢ण मɅ कॉपर सãफेट कȧ कुछ बूँदɅ ͧमलाने पर Ĥोटȣन ͧमĮण गलुाबी अथवा बɇगनी रंग 

Ĥदान करता है? 
5. सेपोǓनͩफकेशन से आप Èया समझते है? 
6. ‘सेपोǓनͩफकेशन परȣ¢ण' ͩकस पदाथ[ कȧ उपिèथǓत £ात करने के ͧलए ͩकया जाता है? 
7. टेǓनन के पादप èğोतɉ के नाम बताइये । 
8. एèकोǒब[क अàल का उपयोग बताइये । 
9. DNA का परȣ¢ण ͩकस ͪवͬध से करते हɇ? 
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