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ภาคผนวก 
 
 

1.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา Potato Dextrose Agar (PDA) 
      ละลาย PDA 39 กรัม ในน้าํกลัน่ปริมาตร 1 ลิตร แลวนาํไป autoclave ที่ 121 ๐C ภายใต
ความดันไอน้ํานาน 15 นาที  ทิง้ไวใหเยน็ลงประมาณ 50-60 ๐C กอนเทใสจานเลี้ยงเชื้อจานละ
ประมาณ 8 มลิลิลิตร 
 
2.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา  V8 
      นาํ V8 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมกับแคลเซียมคารบอเนตปริมาณ3 กรัม เติมผงวุน 20 กรัม 
ใชน้ํากลัน่ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  แลวนาํไป autoclave ที่ 121 ๐C ภายใตความดันไอน้ํา เปน
เวลานาน 15 นาท ี ทิง้ไวใหอุณหภูมิลดลงประมาณ 50-60 ๐C และเทใสจานปราศจากเชื้อ
เสนผาศนูยกลาง 9 เซนติเมตร จานละ 10 มิลลิลิตร 
 
3.  การเตรียมสารละลายแบรดฟอรด  
     ละลาย Coomassie brilliant blue G-250 จํานวน 100 มิลลิกรัม ใน 95 % เอทานอล ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 85% phosphoric acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนใหเขากันแลวเจือจาง
สารละลายดวยน้ํากลั่นใหมปีริมาตร 1 ลิตร กรองกอนนาํไปใช 
 
4.  การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน (BSA) 
     ละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) จํานวน 1 มิลลิกรัม ในน้าํกลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
หลังจากนั้นนาํมาเจือจางดวยน้าํกลัน่ใหมีความเขมขน 5, 10, 15, 20 และ 25 ไมโครกรัมตอ 100 
ไมโครลิตร 
 
5.  การหาปรมิาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด  
      หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวธิีของ Bradford  (1976) โดยใชสารตัวอยางปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลายแบรดฟอรด ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตัง้ทิง้ไว
ที่อุณหภูมหิองนาน 10 นาที จากนั้นนํามาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
คํานวนหาความเขมขนของโปรตีนในสารตัวอยาง โดยนําคาการดดูกลืนแสงของสารตัวอยางไป
เปรียบเทยีบกบักราฟมาตรฐาน BSA 
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6.  การเตรียมสคอพอลิตินมาตรฐาน  
      ละลายสคอพอลิติน (Scp) จํานวน 96.1 มิลลิกรัมใน 95 % เอทานอล 10 มิลลิลิตร จะได   
สคอพอลิตินทีม่ีความเขมขน 50 mM จากนั้นเจือจางสารละลายสคอพอลิตินแบบ serial dilution 
ใหไดสารละลายทีม่ีความเขมขนของสคอพอลิตินเทากบั 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 ไมโครโม
ลาร  ตามลาํดับ แลวจงึนําสารละลายไปวัดคาการเรอืงแสงดวยเครื่อง spectrofluorometer ที่
ความยาวคลืน่กระตุน (λ excitation) 340 นาโนเมตรและความยาวคลื่นปลดปลอย (λ emission)  
440 นาโนเมตร ซึ่งเปนความยาวคลืน่เฉพาะตวัของสคอพอลิติน (Scp) (ไฟโตอเลก็ซินที่พบในใบ
ยางพารา)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 44    กราฟมาตรฐานสคอพอลิติน  โดยใชความเขมขนของสคอพอลิตินเปน 0, 0.5, 1.0,  1.5, 
    2.0 และ 2.5 ไมโครโมลาร อานคาการเรืองแสงที่ความยาวคลื่นกระตุน  340 นาโนเมตร 
    (λ excitation) และความยาวคลื่นปลดปลอย 440 นาโนเมตร (λ emission)  ซึ่งเปน
     ความยาวคลื่นเฉพาะตัวของสคอพอลิติน 
 
7.  การหาความวองไวของเอนไซมฟนลิอะลานีนแอมโมเนียไลเอส  (PAL)  จากกราฟ  
    มาตรฐานของ trans-cinnamic acid  
      ละลาย trans-cinnamic acid 0.015 กรัม ในน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร จะได trans-cinnamic 
acid ที่มีความเขมขน 0.01 โมลาร จากนัน้นาํมาเจือจาง 10 เทา ใหไดความเขมขน 1 มิลลิโมลาร 
แลวเตรียมหลอดทดลองและเติมสารตางๆ ดังตารางตอไปนี้ 
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ตารางที่ 26   ปริมาตรของสารตางๆ ที่ตองใชในปฏิกิริยาการทาํกราฟมาตรฐานของ 
                     trans-cinnamic acid 
 

หมายเลขทดลอง สารที่เติม 
(มล.) 1 2 3 4 5 6 

1mM trans-cinnamic acid 0 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 
0.1 M L-phenylalanine ใน 
0.1 M Tris-HCl, pH 8.5 

2,950 2,900 2,850 2,750 2,650 2,550 

0.6 N HCl 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 
 
ผสมใหเขากนัแลววัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 290 นาโนเมตร โดยใชหลอดที ่ 1 เปน 
Blank นํามาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางความยาวคลื่น 290 นาโนเมตรกับไมโครโมลของ    
trans-cinnamic acid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 45    กราฟกราฟมาตรฐานระหวางความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร กับไมโครโมลของ  trans-

      cinnamic acid  
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8.  การคํานวณคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
    การคํานวณคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส ในหนวย International Unit ตอ 
มิลลิลิตรของสารสกัด  ดังสมการตอไปนี ้
 
ปริมาณคาความวองไว = Vt x OD x 1000     ยูนิต/มล. 
          E.D.V 
โดยที่   Vt = ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มล.) 
 V = ปริมาตรของสารสกัดเอนไซมที่ใช (มล.) 
 OD= คาการดดูกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลง 1 นาท ี
 1000 = คาคงที ่
 E = สัมประสิทธการดูดกลืนแสงโมลาร (Molar extinction coefficient : εM)  
        (ลิตร/มิลลิโมล/เซนติเมตร) 
 D = ระยะทางที่แสงผาน 1 เซนติเมตร 
 
ตัวอยางเชน    
ในปฏิกิริยารวมปริมาตร  3 มล. 
สารสกัดที่ตองการวัดคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส ปริมาตร 0.025 มล. 
คาสัมประสิทธการดูดกลืนแสงโมลารของ o-dianisidine เทากับ 11.3 mM-1cm-1 
คาการดูดกลนืแสงที่เปลี่ยนแปลงในเวลา 1 นาที เทากับ 0.65 OD/min 
นําคาตางๆ ขางตนนี ้มาแทนในสมการหาปริมาณความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
ปริมาณคาความวองไว  =      (3มล.)(0.65 OD/min)(1000) 
      (11.3mM-1cm-1)(1 cm)(0.025มล.) 
   = 6,902 mmole/min/1000ml 
   = 6.092  mmole/min/ml 
µmole/min เทากบั ยนูิต   
ดังนัน้ คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส เมื่อใช o-dianisidine เทากับ 6,902 ยูนิต/มล. 
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ผลงานตีพิมพเผยแพรจากวิทยานิพนธ 
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