
ภาคผนวก

1.  การวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
     ประยุกตวิธีของ Nakamura and Ikawa (1993)
การเตรียมกราฟมาตรฐานไนไทรต

1. เตรียมหลอดทดลองที่มีไนไทรต 0.02,0.04,0.06, 0.08 และ 0.1µmoles ในสาร
ละลายปริมาตร 1 ml โดยใชสารละลาย 0.2 mM KNO2

2.  เติม 1 %( w/v) sulfanilamide in 1.5 M HCl  0.5 ml
3.  ทํ าใหเกิดสีโดยเติม 0.02%(w/v)N-(1-napthyl)ethylenediamine.2HCl เขยา

ใหเขากัน  วางไว 20 นาที
     4.  อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร

การวัดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
incubation medium  ประกอบดวย

สวนประกอบ 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 ใชเวลาในการทํ าปฏิกิริยา   10, 20,
30 และ  40 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง

2. หยุดปฎิกิริยาโดยเติม 1 %( w/v) sulfanilamide ใน1.5 M HCl  0.5 ml
3. ทํ าใหเกิดสีโดยเติม 0.02%(w/v) N-(1-napthyl)ethylenediamine.2HCl  เขยาให

เขากัน  วางไว 20 นาที
4. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
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2.  การหาคาปริมาณโปรตีน
     ประยุกตวิธีของ Lowry  และคณะ (1951)   โดยใช bovine serum albumin เปนโปรตีน
มาตรฐาน ความเขมขน 2 mg/ml  นํ ามาใสหลอดทดลองใหไดปริมาณโปรตีน 20 , 40, 60,
80 และ 100 µg ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 0.1 ml/หลอด
การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน

สวนประกอบ 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

เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที เติม สารละลาย Folin Ciocalteu’s
 phenol reagent ในนํ้ ากลั่น(1:1) 0.3 ml เขยาใหเขากันวางทิ้งไว 30 นาที  นํ าไปอานคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร
การหาปริมาณโปรตีนจากสารตัวอยาง

เจือจางโปรตีนในสารตัวอยางดวยนํ้ ากลั่นใหไดปริมาณโปรตีนอยูในชวง 20-100
µg/0.1ml นํ ามาใสหลอดทดลองแลวหาปริมาณโปรตีนเชนเดียวกับการวัดปริมาณโปรตีน
มาตรฐาน
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 3. การวัดปริมาณไนเทรต
    โดยประยุกตวิธีของ Cataldo et. al. (1975)
 การเตรียมกราฟมาตรฐาน ไนเทรต

เตรียมหลอดทดลองที่มี KNO3 เขมขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ,0.5 และ 0.6 µmol/0.2mL
จากสารละลาย 5 mM KNO3

สวนประกอบ Assay(ml) blank(ml)
น้ํ ากลั่น - 0.2
KNO3 ความเขมขนตางๆ 0.2 -
5%Salicylic acid ใน conc.
H2SO4

0.8 0.8

     
ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที  จากนั้นเติม  4 N NaOH 9.5 ml เขยาใหเขากัน  ตั้ง

ท้ิงไวจนกวาสารละลายในหลอดจะเย็นลง    นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น
410 นาโนเมตร
การวัดปริมาณไนเทรตในสารละลายตัวอยาง

นํ าสารละลายตัวอยางที่ตองการวัดมาเจือจางดวยนํ้ ากลั่นที่กํ าจัดไอออนแลวให
ไดปริมาณไนเทรตอยูในชวง 0.1-0.5 µmol/0.2ml นํ ามาใสหลอดทดลองแลวหาปริมาณ
ไนเทรตเชนเดียวกับการทํ ากราฟมาตรฐาน ไนเทรต
                                                                           NO2

                                 OH                                                              OH
                                       +  HNO3            H2SO4                                                     +  H2O
                                 COOH                                                        COOH

        รปูที่ 35  แสดงปฏิกิริยาการเกิดไนโตรซาลิซิลิก (สมศักดิ์  มณีพงษ, 2537)

122



4.  การปลูกขาวดวยระบบไฮโดรโพนิคในหองทดลอง
สภาพทั่วไป

หองทดลองขนาด 3x6 ตารางเมตร ติดพัดลมระบายอากาศที่ผนังหองเพื่อใหมีการ
หมุนเวียนอากาศ  และยังชวยไมใหอุณหภูมิในหองสูงกวาภายนอกเกินไป โดยอุณหภูมิหอง
เปน 35 องศาเซลเซียสในตอนกลางวัน และ 23 องศาในตอนกลางคืน ใชกระดาษสีดํ าปด
กระจกเพื่อกั้นไมใหแสงจากภายนอกหองเขามารบกวน
แหลงกํ าเนิดแสง

แหลงกํ าเนิดแสงไดจากหลอดฟลูออเรสเซนส (Philips TL 20W /54, Philips TL
40W /33, Mazdafluor TF 40W /AVIVA) ซ่ึงใหความเขมแสงประมาณ 6,000 lux หรือ
ประมาณ 270 µmoles/m2/s ใช timer ควบคุมการเปดปดแสงโดยใหพืชไดรับแสงนาน 12
ช่ัวโมงตอวัน
การเตรียมตนกลา
        นํ าเมล็ดขาวมาฟอกฆาเชื้อท่ีผิวดวยนํ้ ายาไฮเตอร 20 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที และ
10 เปอรเซ็นต นาน 20 นาที ลางเมล็ดดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้ง  แลวแชเมล็ดในนํ้ ากลั่น 1 คืน
จากนั้นนํ ามาเพาะใหงอกบนกระดาษนุมท่ีชุมดวยนํ้ ากลั่น   ตั้งไวในที่มืด  คอยเติมน้ํ ากลั่นให
กระดาษชุมอยูเสมอ  ประมาณ 4 วัน ตนกลาขาวจะงอกไดความสูงประมาณ 2-4 เซนติเมตร
จึงนํ าไปใชปลูก
สูตรอาหารสํ าหรับปลูกขาว

ใชอาหารสูตรของ Hoagland and Arnon (1950)  ท่ีมีความเขมขนลดลง 4 เทา  ใน
ระหวางการปลูกจะมีการปรับปริมาตรของสารละลายธาตุอาหารโดยการเติมน้ํ ากลั่นวันละ
ครั้ง รักษาระดับความเขมขนของแรธาตุ  และ ปรับพีเอชของสารละลายดวย  HCl และ
NaOH ใหอยูในชวง  6.5 + 0.3  โดยปรับทุกๆ 1-2 วัน และเปลี่ยนอาหารใหม  4 วันตอครั้ง
ยกเวนบางการทดลองที่เตรียมอาหารเพียงครั้งเดียว
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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
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    รูปที่ 36   การปลูกขาวในสารละลายธาตุอาหารในหองทดลอง
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