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ภาคผนวก 
 
 

1.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา Potato Dextrose Agar (PDA) 
      ละลาย PDA 39 กรัม ในน้าํกลัน่ปริมาตร 1 ลิตร แลวนาํไป autoclave ที่ 121 ๐C ภายใต
ความดันไอน้ํานาน 15 นาที  ทิง้ไวใหเยน็ลงประมาณ 50-60 ๐C กอนเทใสจานเลี้ยงเชื้อจานละ
ประมาณ 8 มลิลิลิตร 
 
2.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา  V8 
      นาํ V8 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมกับแคลเซียมคารบอเนตปริมาณ3 กรัม เติมผงวุน 20 กรัม 
ใชน้ํากลัน่ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  แลวนาํไป autoclave ที่ 121 ๐C ภายใตความดันไอน้ํา เปน
เวลานาน 15 นาท ี ทิง้ไวใหอุณหภูมิลดลงประมาณ 50-60 ๐C และเทใสจานปราศจากเชื้อ
เสนผาศนูยกลาง 9 เซนติเมตร จานละ 10 มิลลิลิตร 
 
3.  การเตรียมสารละลายแบรดฟอรด  
     ละลาย Coomassie brilliant blue G-250 จํานวน 100 มิลลิกรัม ใน 95 % เอทานอล ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 85% phosphoric acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนใหเขากันแลวเจือจาง
สารละลายดวยน้ํากลั่นใหมปีริมาตร 1 ลิตร กรองกอนนาํไปใช 
 
4.  การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน (BSA) 
     ละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) จํานวน 1 มิลลิกรัม ในน้าํกลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
หลังจากนั้นนาํมาเจือจางดวยน้าํกลัน่ใหมีความเขมขน 5, 10, 15, 20 และ 25 ไมโครกรัมตอ 100 
ไมโครลิตร 
 
5.  การหาปรมิาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด  
      หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวธิีของ Bradford  (1976) โดยใชสารตัวอยางปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลายแบรดฟอรด ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตัง้ทิง้ไว
ที่อุณหภูมหิองนาน 10 นาที จากนั้นนํามาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
คํานวนหาความเขมขนของโปรตีนในสารตัวอยาง โดยนําคาการดดูกลืนแสงของสารตัวอยางไป
เปรียบเทยีบกบักราฟมาตรฐาน BSA 
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6.  การเตรียมสคอพอลิตินมาตรฐาน  
      ละลายสคอพอลิติน (Scp) จํานวน 96.1 มิลลิกรัมใน 95 % เอทานอล 10 มิลลิลิตร จะได   
สคอพอลิตินทีม่ีความเขมขน 50 mM จากนั้นเจือจางสารละลายสคอพอลิตินแบบ serial dilution 
ใหไดสารละลายทีม่ีความเขมขนของสคอพอลิตินเทากบั 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 ไมโครโม
ลาร  ตามลาํดับ แลวจงึนําสารละลายไปวัดคาการเรอืงแสงดวยเครื่อง spectrofluorometer ที่
ความยาวคลืน่กระตุน (λ excitation) 340 นาโนเมตรและความยาวคลื่นปลดปลอย (λ emission)  
440 นาโนเมตร ซึ่งเปนความยาวคลืน่เฉพาะตวัของสคอพอลิติน (Scp) (ไฟโตอเลก็ซินที่พบในใบ
ยางพารา)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 44    กราฟมาตรฐานสคอพอลิติน  โดยใชความเขมขนของสคอพอลิตินเปน 0, 0.5, 1.0,  1.5, 
    2.0 และ 2.5 ไมโครโมลาร อานคาการเรืองแสงที่ความยาวคลื่นกระตุน  340 นาโนเมตร 
    (λ excitation) และความยาวคลื่นปลดปลอย 440 นาโนเมตร (λ emission)  ซึ่งเปน
     ความยาวคลื่นเฉพาะตัวของสคอพอลิติน 
 
7.  การหาความวองไวของเอนไซมฟนลิอะลานีนแอมโมเนียไลเอส  (PAL)  จากกราฟ  
    มาตรฐานของ trans-cinnamic acid  
      ละลาย trans-cinnamic acid 0.015 กรัม ในน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร จะได trans-cinnamic 
acid ที่มีความเขมขน 0.01 โมลาร จากนัน้นาํมาเจือจาง 10 เทา ใหไดความเขมขน 1 มิลลิโมลาร 
แลวเตรียมหลอดทดลองและเติมสารตางๆ ดังตารางตอไปนี้ 
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ตารางที่ 26   ปริมาตรของสารตางๆ ที่ตองใชในปฏิกิริยาการทาํกราฟมาตรฐานของ 
                     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 
 
ผสมใหเขากนัแลววัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 290 นาโนเมตร โดยใชหลอดที ่ 1 เปน 
Blank นํามาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางความยาวคลื่น 290 นาโนเมตรกับไมโครโมลของ    
trans-cinnamic acid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 45    กราฟกราฟมาตรฐานระหวางความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร กับไมโครโมลของ  trans-

      cinnamic acid  
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8.  การคํานวณคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
    การคํานวณคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส ในหนวย International Unit ตอ 
มิลลิลิตรของสารสกัด  ดังสมการตอไปนี ้
 
ปริมาณคาความวองไว = Vt x OD x 1000     ยูนิต/มล. 
          E.D.V 
โดยที่   Vt = ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มล.) 
 V = ปริมาตรของสารสกัดเอนไซมที่ใช (มล.) 
 OD= คาการดดูกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลง 1 นาท ี
 1000 = คาคงที ่
 E = สัมประสิทธการดูดกลืนแสงโมลาร (Molar extinction coefficient : εM)  
        (ลิตร/มิลลิโมล/เซนติเมตร) 
 D = ระยะทางที่แสงผาน 1 เซนติเมตร 
 
ตัวอยางเชน    
ในปฏิกิริยารวมปริมาตร  3 มล. 
สารสกัดที่ตองการวัดคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส ปริมาตร 0.025 มล. 
คาสัมประสิทธการดูดกลืนแสงโมลารของ o-dianisidine เทากับ 11.3 mM-1cm-1 
คาการดูดกลนืแสงที่เปลี่ยนแปลงในเวลา 1 นาที เทากับ 0.65 OD/min 
นําคาตางๆ ขางตนนี ้มาแทนในสมการหาปริมาณความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
ปริมาณคาความวองไว  =      (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 เทากบั ยนูิต   
ดังนัน้ คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส เมื่อใช o-dianisidine เทากับ 6,902 ยูนิต/มล. 
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ผลงานตีพิมพเผยแพรจากวิทยานิพนธ 
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