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การเตรียมสารเคมี

1. การเตรียมสารละลายซิเตรต–ฟอสเฟตบัฟเฟอร (Citrate–phosphate buffer) (Stoll 
and Blanchard, 1990)

สารละลาย  A:  0.1 M citric acid  (C6H8O7• H2O 19.2 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตร
เปน 1 ลิตร

สารละลาย  B:  0.2 M dibasic sodium phosphate  (Na2HPO4•  7H2O 53.65 กรัม ละลายใน
น้ํ ากลั่นปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร หรือ Na2HPO4• 12H2O 71.7 กรัม ละลายในนํ้ า
กลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร)

ผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ตองการแลว ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยนํ้ า
กลั่น

พีเอช ปริมาตรสารละลาย A
(มิลลิลิตร)
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2. การเตรียมสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร  (Tris–HCI buffer) (Stoll and 
Blanchard, 1990)

สารละลาย  A:  0.2 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane (6.05 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่น 
ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร)

สารละลาย  B:  0.2 M HCI
ผสมสารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ดวยสารละลาย B ตามพีเอชที่ตองการแลว ปรับ

ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ ากลั่น

พีเอช ปริมาตรสารละลาย B
(มิลลิลิตร)
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3.การเตรียมสารละลายคารบอเนต–ไบคารบอเนตบัฟเฟอร (Carbonate–bicarbonate 
buffer) (Stoll and blanchard, 1990)

สารละลาย A:  0.2 M anhydrous sodium carbonate  (21.2 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่น ปรับ
ปริมาตรเปน 1 ลิตร)

สารละลาย  B:   0.2 M sodium bicarbonate (16.8 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 
ลิตร)

ผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตรดวยนํ้ า
กลั่น

พีเอช ปริมาตรสารละลาย  A
(มิลลิลิตร)

ปริมาตรสารละลาย B
(มิลลิลิตร)
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4. การเตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร (Sodium acetate buffer) (Stoll and
    blanchard, 1990)
สารละลาย  A:  0.2 M acetic acid (11.55 มิลลิลิตร ในนํ้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร)
สารละลาย B: 0.2 M sodium acetate (C2H3O2Na 16.4 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นปรับปริมาตร

เปน 1000 มิลลิลิตร หรือ C2H3O2• 3H2O 27.2 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร)

ผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ตองการดังตารางแลว ปรับปริมาตรใหได 100 
มิลลิลิตร ดวยนํ้ ากลั่น

พีเอช ปริมาตรสารละลาย A
(มิลลิลิตร)

ปริมาตรสารละลาย B
(มิลลิลิตร)
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5. การเตรียมสารละลาย Ammediol บัฟเฟอร (2–Amino–2–methyl–1,3–propanediol)
(Stoll and Blanchard, 1990)

สารละลาย  A:  0.2 M 2–amino –2–methyl–1,3–propanediol (21.03 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่น 
ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร)

สารละลาย  B:  0.2 M HCI
ผสมสารละลาย A 50 มลิลิลิตร และสารละลาย B ตามพีเอชที่ตองการ ปรับปริมาตรเปน 

200 มิลลิลิตร ดวยนํ้ ากลั่น

พีเอช ปริมาตรสารละลาย B
(มิลลิลิตร)
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6. สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
บัฟเฟอรท่ีใชในการหยุดปฏิกิริยา (stop buffer) เตรียมโดยใช tris-chloroacetic acid 

0.1 M (1.6339 กรัม ละลายนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร) sodium acetate 
0.22M (ช่ังโซเดียมคลอไรด 12.87 กรัม เติมกรดอะซิติก 1.32 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร) และ acetic acid 0.33 M  ผสมสารละลายทั้ง 3 ชนิด ในอัตราสวน 1 : 1 : 1

7. สารเคมีในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส
   7.1 การเตรียมสับสเตรตในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส

ช่ัง soluble starch 0.2 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร และนํ าไปให
ความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
   7.2 การเตรียมสารละลายไอโอดีน

ช่ังไอโอดีน 0.5% ใน 5.0% ของสารละลายโปแตสเซียมไอโอไดด เติมน้ํ าจนไดปริมาตร 
100 มิลลิลิตร เตรียมเปน stock solution เมื่อนํ ามาใชจะทํ าการเจือจาง stock solution 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอน้ํ าที่ผานการกํ าจัดอิออน (deionized water) แลวซึ่งประกอบไปดวยสาร
ละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 5 นอรมอล ปริมาตร 500 มิลลิลิตร

8. สารเคมีในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส
   8.1 การเตรียม colloidal chitin ตามวิธีการของ (West and Cowell, 1984 อางโดย   
ทัศนัย วาหะ, 2537)

ละลายไคตินผง 20 กรัม ในสารละลายกรดซัลฟูริก (H2SO4) ปริมาตร 600 มิลลิลิตร นํ า
สวนผสมที่ไดเติมลงในนํ้ าที่ผานการขจัดไอออน (deionized water) ท่ีเย็นจัด ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายใหเปนกลางดวย 10 N NaOH เปนผลใหเกิดตะกอนขึ้น ตั้ง
สวนผสมที่ไดท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํ าสวนผสมทั้งหมด
ไปเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนที่ไดดวยนํ้ า
กลั่น โดยการเหวี่ยงแยกที่ความเร็วและเวลาเดียวกันกับขางตน 3 ครั้ง สุดทายปรับความเขมขน
ของตะกอนใหได 10% (w/v)



  8.2 การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะหนํ้ าตาลรีดิวซ (reducing sugar) ตามวิธีการของ
Somogyi-Nelson method (วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด, 2536)

สารละลาย copper reagent
ประกอบดวย

1. สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 •  5H2O)
ละลายคอปเปอรซัลเฟต 10 กรัม ในนํ้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร

2. สารละลาย ฟอสเฟต-ทารเทรต (phosphate-tartrate solution)
ละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 28 กรัม หรือ Na2HPO4• 12H2O 

70.5495 กรัม ในนํ้ ากลั่น 700 มิลลิลิตร เติม โซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต (sodium 
potassium tartrate) 40 กรัม ทํ าใหละลาย แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขม
ขน 1 นอรมอล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตามดวย โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4 anhydrous) 120 
กรัม เมื่อละลายดีแลว ปรับปริมาตรใหได 900 มิลลิลิตร ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 2 วัน ถามี
ตะกอนใหกรองเอาตะกอนออกดวยกระดาษกรอง Whatman number 4

ผสมสารละลายในขอ 1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และขอ 2 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร เขาดวย
กัน จะเรียกสารละลายนี้วา copper reagent

สารละลาย Nelson's Arsenomolybdate color reagent
ประกอบดวย

1. ละลาย Ammoniummolybdate ((NH4)6Mo7O24 • 4H2O) 25 กรัม ในนํ้ ากลั่น 450 มิลลิลิตร 
เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน ปริมาตร 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

2. ละลาย Disodium Arsenate (Na2HAsO4 •  7H2O) 3 กรัม ในนํ้ ากลั่น 25 มิลลิลิตร
ผสมสารละลายในขอ 1 และ ขอ 2 เขาดวยกัน เก็บไวท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 

48 ช่ัวโมง แลวจึงนํ ามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองและควรเก็บสารละลายนี้ไวในขวดสีชา



9. สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรมไฮยาลูโรนิเดส
สารละลาย 10% p-DMAB

ช่ัง p-DMAB (p-dimethylaminobenzaldehyde) 10 กรัม ละลายในสารละลายกรดอะ
ซิติก (gracial acetic acid) 100 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดวย 12.5% (v/v) ของสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริก (HCl) สารละลายที่เตรียมไดควรเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนํ ามาใช
ใหเจือจางกับกรดอะซิติก ในอัตราสวน 1: 9 (v/v) และควรเจือจางใหมๆกอนใช
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