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1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา  Potato Dextrose Agar (PDA)
ละลาย PDA 39 กรัม  ในนํ ้ากลั่นปริมาตร 1 ลิตร  แลวนํ าไป autoclave ที่ 121 oC  ภายใต

ความดนัไอนํ ้านาน 15 นาที  ทิ้งไวใหเย็นลงประมาณ 50– 60  oC   กอนเทใสจานเลี้ยงเชื้อจานละ
ประมาณ 8 มิลลิลิตร

2. การเตรียมอาหารเหลว (Henninger) เลี้ยงเชื้อรา P. palmivora
ชัง่ 0.5 KH2PO4 ,0.25 กรัม MgSO4 ⋅7H2O, 1 กรัม Asparagine, 1 มลิลิกรัม thiamine,

0.5 กรัม yeast extract และ  25 กรัม glucose น ําสารทั้งหมดละลายในนํ้ า 1 ลิตร แลวแบงใสขวด
duran ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เทใสขวดละ 150 มิลลิลิตร      จากนั้นนํ าไป autoclave ที่ 121 oC
ภายใตความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 20 นาที  ทิ้งไวใหเย็นลง  กอนตัดชิ้นเชื้อรา P.
palmivora ลงในอาหาร

3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา V8

          นํ า V8 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมกับ แคลเซียมคารบอเนตปริมาณ 3 กรัม เติมผงวุน 20
กรัม ใชนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนํ าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121  oC  เปนเวลา 15
นาท ีทิ้งไวใหอุณหภูมิลดลงประมาณ 50-60 oC  และเทใสจานแกวปราศจากเชื้อเสนผาศูนยกลาง
9 เซนติเมตร จานละ 10 มิลลิลิตร

4. การเตรียมสารละลายแบรดฟอรด
ละลาย Coomassie brilliant blue G-250 จ ํานวน 100 มิลลิกรัมใน 95%

ethanol  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  จากนั้นเติม 85%  phosphoric acid  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  คน
ใหเขากนัแลวเจือจางสารละลายดวยนํ้ ากลั่นใหมีปริมาตร 1 ลิตร  กรองกอนนํ าไปใช

5. การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด
หาปรมิาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวิธีของ Bradford (1976) โดยใชสาร

ตัวอยางปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท ําปฏิกิริยากับสารละลายแบรดฟอรด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากันตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที   จากนัน้น ํามาวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร  คํ านวณหาความเขมขนของโปรตีนในสารตัวอยาง  โดยนํ าคาการดูดกลืนแสงของ
สารตวัอยางไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA
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6. การเตรียมบัฟเฟอรตัวอยางสํ าหรับ Tris-Tricine (Tris-Tricine sample buffer)
      เตรยีมบัฟเฟอรตัวอยางโดยการใช 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 ผสม Glycerol 2.4 มิลลิลิตร, 
10% SDS 1 มิลลิลิตร, β-mercaptoethanol 0.2 มลิลิลิตร และ 0.5% Coomassie brilliant blue 
G-250 ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร  สุดทายปรับปริมาตรใหได 10 มิลลิลิตร โดยการใชนํ้ ากลั่นปลอด
ไออน (deionized water) 4 มิลลิลิตร

7. การเตรียมสารตัวอยาง Tricine-SDS-PAGE
     โดยการน ําสารตัวอยาง 3 สวนผสมกับบัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวนที่ไดจาก
การเตรียมในขอ 6  จนไดสารละลายที่มีความเขมขนของโปรตีนตามที่ตองการ กอนทํ าอิเล็กโทรฟอ
รีซสิตองนํ าสารตัวอยางไปตมในนํ้ าเดือดนาน 5 นาที

8. การเตรยีมโปรตีนมาตรฐานที่มีมวลโมเลกุลต่ํ า (low molecular weight)
      น ําโปรตนีมาตรฐานที่มีมวลโมเลกุลต่ํ ามาเจือจางกับ  Tris-Tricine sample buffer ใน
อัตราสวน 1:20  ตอมานํ าไปตมที่อุณหภูมิ 95  oC  เปนเวลา 5 นาที ทิ้งไวใหเย็น และนํ าไปใชคร้ัง
ละ 10 ไมโครลิตรตอ 1 ชองเจล

9. การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน (BSA)
ละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) จํ านวน 1 มิลลิกรัม ในนํ้ ากลั่นปริมาตร 1 

มิลลิลิตร หลังจากนั้นนํ ามาเจือจางดวยนํ้ ากลั่นใหมีความเขมขน 5, 10, 15, 20, และ 25 
ไมโครกรัม ตอ 100 ไมโครลิตร

10.  การเตรียมสคอพอลิตินมาตรฐาน
  ละลายสคอพอลิติน (Scp) จ ํานวน 96.1 มิลลิกรัม ใน 95% เอทานอล 10 มิลลิลิตร จะ

ไดสคอพอลิตินที่มีความเขมขน 50 mM จากนั้นเจือจางสารละลายสคอพอลิตินแบบ serial 
dilution ใหไดสารละลายที่มีความเขมขนของสคอพอลิตินเทากับ 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 
0.05 µM ตามล ําดบั แลวจึงนํ าสารละลายไปวัดคาการเรืองแสงดวยเครื่อง spectrofruorometer ที่
ความยาวคลื่นกระตุน (λ excitation) 340 นาโนเมตร และความยาวคลื่นปลดปลอย (λ emission) 
440 นาโนเมตร ซึ่งเปนความยาวคลื่นเฉพาะตัวของสคอพอลิติน (Scp) (ไฟโตอเล็กซินที่พบในใบ
ยางพารา) กราฟมาตรฐานสคอพอลิติน   โดยใชความเขมขนของสคอพอลิตินเปน 0.5, 1.0, 1.5, 
2.0 และ 2.5 µM    อานคาการเรืองแสงที่ความยาวคลื่นกระตุน 340 นาโนเมตร (λ excitation) 
และความยาวปลดปลอย 440 นาโนเมตร (λ emission) ซึง่เปนความยาวคลื่นเฉพาะตัวของสคอ
พอลิติน



118

กราฟมาตรฐานสคอพอลิติน โดยใชความเขมขนของสคอพอลิตินเปน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 
2.5  µM อานคาการเรืองแสงที่ความยาวคลื่นกระตุน 340 นาโนเมตร (λ excitation) และ
ความยาวคลื่นปลดปลอย (λ emission) ซึ่งเปนความยาวคลื่นเฉพาะตัวของสคอพอลิติน

11. การเตรียมลามินาริน
     ละลายลามินารินจํ านวน 0.1 กรัมใน 0.1 โมลารโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร pH 5.0 ปริมาตร
25 มลิลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 oC  จะไดสารสับสเตรตที่มีความเขมขน 4 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร

12. การเตรียมสารละลาย dinitrosalicylic acid (DNS)
     ละลาย DNS 5 กรัมใน 2 M โซเดียมไฮดรอกไซดปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 80-90
องศาเซลเซียส แลวเติมสารละลายโซเดียมโปตัสเซียมทารเตรต (จํ านวน 150 กรัมซึ่งละลายในนํ้ า
กลัน่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร) ลงไปในขณะที่ยังรอนอยูคนใหเขากันแลวเติมนํ้ าใหครบ 500
มลิลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิหอง (Burner, R. L. 1964 )

13. การเตรยีมกราฟมาตรฐานนํ้ าตาลกลูโคส
    ละลายนํ ้าตาลกลูโคสจํ านวน 1.94 กรัมใน 0.1 M โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร pH 5.0
ปริมาตร 100 มลิลิลิตร จะได 0.1 M ของนํ้ าตาลกลูโคส หลังจากนั้นนํ ามาเจือจางใหไดความเขม
ขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 ไมโครโมลตอ 100 ไมโครลิตร ตามลํ าดับ นํ า 100 ไมโครลิตรของ
แตละความเขมขนไปเติมสารละลาย DNS 0.2 มิลลิลิตร และ 0.1 M โซเดียมอะซิเตต pH 5.0
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรแลวนํ าไปตมในอางนํ้ าเดือด 5 นาที เติมนํ้ ากลั่นอีก 0.9 มิลลิลิตร กอนนํ าไป
วดัการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร

y = 114.27x + 4.3891
R2 = 0.998
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