
ภาคผนวก

1.  การวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
     ประยุกตวิธีของ Nakamura and Ikawa (1993)
การเตรียมกราฟมาตรฐานไนไทรต

1. เตรียมหลอดทดลองที่มีไนไทรต 0.02,0.04,0.06, 0.08 และ 0.1µmoles ในสาร
ละลายปริมาตร 1 ml โดยใชสารละลาย 0.2 mM KNO2

2.  เติม 1 %( w/v) sulfanilamide in 1.5 M HCl  0.5 ml
3.  ทํ าใหเกิดสีโดยเติม 0.02%(w/v)N-(1-napthyl)ethylenediamine.2HCl เขยา

ใหเขากัน  วางไว 20 นาที
     4.  อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร

การวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
incubation medium  ประกอบดวย

สวนประกอบ Assay (ml) Blank (ml)
น้ํ ากลั่น  0.4 0.7
1 M Tris-HCl buffer pH
7.5

0.1 0.1

0.1 M KNO3 0.1 0.1
Sample 0.3 -

1. เริ่มปฏิกิริยาโดยเติม 1 mM NADH 0.1 ml ใชเวลาในการทํ าปฏิกิริยา   10, 20,
30 และ  40 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง

2. หยุดปฎิกิริยาโดยเติม 1 %( w/v) sulfanilamide ใน1.5 M HCl  0.5 ml
3. ทํ าใหเกิดสีโดยเติม 0.02%(w/v) N-(1-napthyl)ethylenediamine.2HCl  เขยาให

เขากัน  วางไว 20 นาที
4. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
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2.  การหาคาปริมาณโปรตีน
     ประยุกตวิธีของ Lowry  และคณะ (1951)   โดยใช bovine serum albumin เปนโปรตีน
มาตรฐาน ความเขมขน 2 mg/ml  นํ ามาใสหลอดทดลองใหไดปริมาณโปรตีน 20 , 40, 60,
80 และ 100 µg ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 0.1 ml/หลอด
การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน

สวนประกอบ Assay (ml) Blank (ml)
น้ํ ากลั่น - 0.1
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 0.1 -
10% Deoxycholate 0.4 0.4
2% Na2CO3 in 0.1 N NaOH 3.0 3.0
1%CuSO4+2%Na/K tartrate (1:1) 0.1 0.1

เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที เติม สารละลาย Folin Ciocalteu’s
 phenol reagent ในนํ้ ากลั่น(1:1) 0.3 ml เขยาใหเขากันวางทิ้งไว 30 นาที  นํ าไปอานคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร
การหาปริมาณโปรตีนจากสารตัวอยาง

เจือจางโปรตีนในสารตัวอยางดวยนํ้ ากลั่นใหไดปริมาณโปรตีนอยูในชวง 20-100
µg/0.1ml นํ ามาใสหลอดทดลองแลวหาปริมาณโปรตีนเชนเดียวกับการวัดปริมาณโปรตีน
มาตรฐาน
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 3. การวัดปริมาณไนเทรต
    โดยประยุกตวิธีของ Cataldo et. al. (1975)
 การเตรียมกราฟมาตรฐาน ไนเทรต

เตรียมหลอดทดลองที่มี KNO3 เขมขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ,0.5 และ 0.6 µmol/0.2mL
จากสารละลาย 5 mM KNO3

สวนประกอบ Assay(ml) blank(ml)
น้ํ ากลั่น - 0.2
KNO3 ความเขมขนตางๆ 0.2 -
5%Salicylic acid ใน conc.
H2SO4

0.8 0.8

     
ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที  จากนั้นเติม  4 N NaOH 9.5 ml เขยาใหเขากัน  ตั้ง

ท้ิงไวจนกวาสารละลายในหลอดจะเย็นลง    นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น
410 นาโนเมตร
การวัดปริมาณไนเทรตในสารละลายตัวอยาง

นํ าสารละลายตัวอยางที่ตองการวัดมาเจือจางดวยนํ้ ากลั่นที่กํ าจัดไอออนแลวให
ไดปริมาณไนเทรตอยูในชวง 0.1-0.5 µmol/0.2ml นํ ามาใสหลอดทดลองแลวหาปริมาณ
ไนเทรตเชนเดียวกับการทํ ากราฟมาตรฐาน ไนเทรต
                                                                           NO2

                                 OH                                                              OH
                                       +  HNO3            H2SO4                                                     +  H2O
                                 COOH                                                        COOH

        รปูที่ 35  แสดงปฏิกิริยาการเกิดไนโตรซาลิซิลิก (สมศักดิ์  มณีพงษ, 2537)
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4.  การปลูกขาวดวยระบบไฮโดรโพนิคในหองทดลอง
สภาพทั่วไป

หองทดลองขนาด 3x6 ตารางเมตร ติดพัดลมระบายอากาศที่ผนังหองเพื่อใหมีการ
หมุนเวียนอากาศ  และยังชวยไมใหอุณหภูมิในหองสูงกวาภายนอกเกินไป โดยอุณหภูมิหอง
เปน 35 องศาเซลเซียสในตอนกลางวัน และ 23 องศาในตอนกลางคืน ใชกระดาษสีดํ าปด
กระจกเพื่อกั้นไมใหแสงจากภายนอกหองเขามารบกวน
แหลงกํ าเนิดแสง

แหลงกํ าเนิดแสงไดจากหลอดฟลูออเรสเซนส (Philips TL 20W /54, Philips TL
40W /33, Mazdafluor TF 40W /AVIVA) ซ่ึงใหความเขมแสงประมาณ 6,000 lux หรือ
ประมาณ 270 µmoles/m2/s ใช timer ควบคุมการเปดปดแสงโดยใหพืชไดรับแสงนาน 12
ช่ัวโมงตอวัน
การเตรียมตนกลา
        นํ าเมล็ดขาวมาฟอกฆาเชื้อท่ีผิวดวยนํ้ ายาไฮเตอร 20 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที และ
10 เปอรเซ็นต นาน 20 นาที ลางเมล็ดดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้ง  แลวแชเมล็ดในนํ้ ากลั่น 1 คืน
จากนั้นนํ ามาเพาะใหงอกบนกระดาษนุมท่ีชุมดวยนํ้ ากลั่น   ตั้งไวในที่มืด  คอยเติมน้ํ ากลั่นให
กระดาษชุมอยูเสมอ  ประมาณ 4 วัน ตนกลาขาวจะงอกไดความสูงประมาณ 2-4 เซนติเมตร
จึงนํ าไปใชปลูก
สูตรอาหารสํ าหรับปลูกขาว

ใชอาหารสูตรของ Hoagland and Arnon (1950)  ท่ีมีความเขมขนลดลง 4 เทา  ใน
ระหวางการปลูกจะมีการปรับปริมาตรของสารละลายธาตุอาหารโดยการเติมน้ํ ากลั่นวันละ
ครั้ง รักษาระดับความเขมขนของแรธาตุ  และ ปรับพีเอชของสารละลายดวย  HCl และ
NaOH ใหอยูในชวง  6.5 + 0.3  โดยปรับทุกๆ 1-2 วัน และเปลี่ยนอาหารใหม  4 วันตอครั้ง
ยกเวนบางการทดลองที่เตรียมอาหารเพียงครั้งเดียว
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ตารางที่ 6  สูตรอาหาร Hoagland and Arnon, (1950)

สารเคมี นํ ้าหนักสูตร ปริมาณสาร
mol/10 L

G/10L รวม (mol/10L)

NH4H2PO4 115.0 0.01 1.15 NH4=0.01
KNO3 101.11 0.06 6.06 PO4

2-=0.01
Ca(NO3)2 236.15 0.028 6.61 K=0.06
MgSO4.7H2O 246.48 0.019 4.68 NO3

-=0.116
Fe-EDTA 0.4 Ca=0.028
      FeSO4 69.50 0.17 Mg=0.019
      EDTA 93.01 0.23 SO4

2-=0.019
H3BO3 61.83 4.6x10-4 2.8x10-2

MnCl2.4H2O 197.91 0.9x10-5 1.78x10-2

ZnSO4.7H2O 287.54 7.6x10-6 2.2x10-3

CuSO4.5H2O 249.68 3.2x10-6 7.9x10-4

H2MoO4.H2O 2.0x10-4

124



    รูปที่ 36   การปลูกขาวในสารละลายธาตุอาหารในหองทดลอง
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