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ก.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

 

1. อาหารแขง็ Inhibitory Mold Agar-2 (IMA-2) ปริมาตร 1 ลติร 

ส่วนประกอบ 

Glucose     5 กรัม 

Soluble starch    5 กรัม 

Beef extract    1 กรัม 

Yeast extract    1  กรัม 

Casein Enzyme Hydrolysate Type II 2 กรัม 

Sodium chloride    2 กรัม 

Calcium carbonate   1 กรัม 

Agar     15 กรัม 

 

วธีิการ 

ชั่งสารเคมีให้ได้ปริมาณท่ีต้องการ นําสารเคมีขา้งต้นมาละลายนํ้ า และปรับให้ได้ปริมาตร 1 ลิตร 

นาํไปเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือแรงดนัสูงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 ปอนด์/ตารางน้ิว เป็น

เวลา 15  นาที 

 

2. อาหารเหลว Inhibitory Mold Broth-2 (IMB-2) ปริมาตร 1 ลติร 

ส่วนประกอบ 

Glucose     5 กรัม 

Soluble starch    5 กรัม 

Beef extract    1 กรัม 

Yeast extract    1  กรัม 

Casein Enzyme Hydrolysate Type II 2 กรัม 

Sodium chloride    2 กรัม 

Calcium carbonate   1 กรัม 

 

วธีิการ 

ชัง่สารเคมีตามสูตรขา้งตน้มาละลายนํ้า และปรับให้ไดป้ริมาตร 1 ลิตร นาํไปเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือแรงดนั

สูงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 ปอนด/์ตารางน้ิว เป็นเวลา 15  นาที 
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3. อาหารแขง็ Potato Dextrose (PDA) ปริมาตร 1 ลติร  

ส่วนประกอบ 

 Potato Dextrose Agar   39 กรัม 

  

4. อาหารเหลว Potato Dextrose (PDB) ปริมาตร 1 ลติร 

 ส่วนประกอบ 

 มนัฝร่ัง     200  กรัม 

 นํ้าตาลกลูโคส    20 กรัม 

   

วธีิการ 

นาํมนัฝร่ังมาปลอกเปลือกแลว้หั่นเป็นช้ินขนาด 2 x 2 เซนติเมตร นาํไปตม้ในนํ้ ากลัน่ อตัราส่วนมนั

ฝร่ังหนัก 200 กรัม ต่อนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดนาน 15 นาที กรองแยกส่วนนํ้ า

ออกมา เติมกลูโคส 20 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยกลัน่ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปเขา้หมอ้น่ึง

ฆ่าเช้ือแรงดนัสูงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 ปอนด/์ตารางน้ิว เป็นเวลา 15  นาที 

 

5. อาหารแขง็ Nutrient Agar (NA) ปริมาตร 1 ลติร 

 ส่วนประกอบ 

 Nutrient Agar    28 กรัม 

 

6. อาหารแขง็ Chitin Selective Agar (Gomez และคณะ, 2004) ปริมาตร 1 ลติร 

 ส่วนประกอบ 

 Colloidal chitin    20 กรัม 

 Diammonium citrate   0.625 กรัม 

 Sodium chloride    0.250 กรัม 

 Potassium hydrogen phosphate  0.375 กรัม 

 Magnesium sulphate   0.125 กรัม 

 Sodium carbonate   0.375 กรัม 

 Agar     15 กรัม  
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การเตรียม Colloidal chitin (ดดัแปลงจาก Gomez และคณะ, 2004) 

นํา Chitin ผง หนัก 10 กรัม มาผสมกับ Phosphoric acid ความเข้มข้นร้อยละ 85 ต่อปริมาตร 100 

มิลลิลิตร จากนั้นนํ้ าไปแช่ในตูเ้ยน็ (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) คนตลอดเวลาดว้ยเคร่ือง Stirrer นาน 

24 ชัว่โมง แลว้นาํออกมาลา้งดว้ยนํ้ากลัน่จนได ้pH 6.5  

 

วธีิการ 

ชั่งสารเคมีให้ได้ปริมาณท่ีต้องการ นาํสารเคมีดงักล่าวมาละลายนํ้ าและปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร 

นาํไปเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือแรงดนัสูงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 ปอนด์/ตารางน้ิว เป็น

เวลา 15  นาที 

 

ก. 2 การเตรียมสารละลาย Benomyl 200 ppm. ปริมาตร 1 ลติร 

ชัง่ Benomyl หนกั 0.4 กรัม (ค่า active ingredient (a.i.) เท่ากบั 50 เปอร์เซ็นต)์ ละลายในนํ้ากลัน่

ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย Benomyl ความ

เขม้ขน้ 200 ppm. 

 

ก. 3 การทํา Serial dilutions plate count 

นาํตวัอย่างเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces sp. ไอโซเลท F3 ท่ีอ่านค่าการดูดกลืนแสงได้ท่ี 0.5 

และเส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. ท่ีเตรียมไดจ้าก นาํช้ินวุน้ท่ีมีเส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia sp. จาํนวน 

10 ช้ิน มาเล้ียงในอาหาร PDB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ทาํการบ่มภายใตส้ภาวะเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า

ควบคุมอุณหภูมิ ยี่ห้อ New Brunswick Scientific รุ่น Innova 43R (Germany) ท่ีความเร็วรอบ 150 

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้ นทาํการป่ันเส้นใยด้วยเคร่ือง 

Homogenizer ยี่ห้อ Heidolph รุ่น Silent Crusher M (Germany) ท่ีความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 นาที นํามาทาํ serial dilution plate count ดงัรูปท่ี ก. 1 ใช้อาหาร IMA-2 สําหรับเล้ียงเช้ือ

แบคทีเรียปฏิปักษ์ Streptomyces sp. และอาหาร PDA สําหรับเล้ียงเช้ือรา Rhizoctonia sp. จากนั้นนาํ

จานอาหารเล้ียงเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วนั นาํมาคาํนวณหาค่าความ

เขม้ขน้เซลลเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Streptomyces sp. และเช้ือรา Rhizoctonia sp. ดงัสูตรต่อไปน้ี 

 

Number of Microbial (cfu/ml for bacteria and colony/ml for fungi) 

 = Number of colonies x Dilutions of sample 
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รูปที่  ก. 1 การทํา Serial dilutions plate count สําห รับหาความเข้มข้น เซลล์ของเช้ือแบคที เรีย                

Streptomyces sp. และเช้ือรา Rhizoctonia sp.  

                 (Online :http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/microbiology/learning 

center/theory/introduction.html)  

 

ก. 4 การเตรียมสารสําหรับวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ Chitinase ในนํา้เลีย้ง

เซลล์เช้ือแบคทีเรีย Streptomyces spp. และในใบกวางตุ้ง 

Colloidal chitin (ดดัแปลงจาก Gomez และคณะ, 2004) 

นาํผง Chitin จาํนวน 10 กรัม ในบีกเกอร์ จากนั้นเติม Phosphoric acid ความเขม้ขน้ 85 เปอร์เซ็นต1์00 

มิลลิลิตร จากนั้นนํ้ าไปแช่ในตู้เย็น (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส)โดยคนตลอดเวลาด้วยเคร่ืองกวน

สารละลาย นาน 24 ชั่วโมง แลว้นาํ chitin ท่ีได้ซ่ึงจะมีลกัษณะหนืดและขน้ นาํมาเติมนํ้ าปริมาตร 2 

ลิตร ลงในบีกเกอร์จะได ้chitin ท่ีมีลกัษณะเป็นของเหลวขุ่น (colloidal chitin) นาํมากรองดว้ยผา้ขาว

บา้งและลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่จนได ้pH 6.5 จากนั้นนาํไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แลว้นาํมา

ป่ันดว้ย Blender ให ้Chitin มีลกัษณะเป็นผงละเอียด   

 

สารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) 

นํา Sodium hydroxide จาํนวน 1.6 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Dinitrosalicylic 

acid จาํนวน 0.9 กรัม ละลายให้เขา้กันแล้วเติม Potassium sodium tartate จาํนวน 28.22 กรัม คนให้



90 
 

สารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นปรับปริมาตรของสารละลายดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ได ้100 มิลลิลิตร เก็บ

ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

สารละลาย Citrate buffer (pH 6.0) 

เตรียมสารละลายกรดซิตริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ จ ํานวน 95 มิลลิลิตร (สารละลาย A) และ

สารละลาย Sodium phosphate monobasic ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ จาํนวน 415 มิลลิลิตร (สารละลาย 

B) จากนั้นนาํสารละลาย A และสารละลาย B มาผสมให้เขา้กนั ปรับปริมาตรของสารละลายดว้ยนํ้ า

กลัน่ให้ได ้1,000 มิลลิลิตร และปรับ pH ของสารละลายให้ได ้6.0 ดว้ยสารละลาย Sodium hydroxide 

10 โมลาร์ จากนั้นเก็บสารละลายไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

ก. 5 การเตรียมสารสําหรับวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ Phenylalanine 

ammonialyase (PAL) (ดดัแปลงจาก Zucker, 1968) 

สารละลาย Sodium borate buffer pH 8.0 

เตรียมสารละลาย Boric acid ความเขม้ขน้ 0.02 โมลาร์ (สารละลาย A) จาํนวน 1,000 มิลลิลิตร และ

สารละลาย Sodium borate ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ (สารละลาย B) จาํนวน 1,000 มิลลิลิตร นํา

สารละลาย B ใส่ในสารละลาย A ปรับให้ได ้pH 8.0 ดว้ยเคร่ือง pH meter แลว้นาํไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 

 

สารละลาย Phenylalanine ความเขม้ขน้ 10 โมลาร์ 

ชัง่ phenylalanine จาํนวน 161.5 กรัมละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรดว้ย

นํ้ากลัน่ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 

 

ก. 6 การเตรียมสารสําหรับวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ β-1,3-Glucanase 

(Salles และคณะ, 2002) 

สารละลาย Somogyi’s reagent 

สารละลาย I: ชั่ง Sodium sulphate จํานวน 228 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

จากนั้ น เติม Potassium sodium tartrate จํานวน 24 กรัม Sodium carbonate จํานวน 48 กรัม และ 

Sodium hydrogen carbonate จาํนวน 32 กรัม ละลายให้เขา้กนั จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยนํ้ าตม้ให้ได ้

1600 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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สารละลาย II: ชัง่ Sodiumsulphate จาํนวน 72 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั้น

เติม Copper sulphate จาํนวน 8 กรัม ละลายใหส้ารละลายทั้งหมดเขา้กนั จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยนํ้า

ตม้ใหไ้ด ้400 มิลลิลิตร  

การนาํไปใช:้ ผสมสารละลาย I และ สารละลาย II ในอตัราส่วน 4:1 

 

สารละลาย Nelson’s reagent 

ชัง่ Ammonium molypdate จาํนวน 100 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1,800 มิลลิลิตร เติม sulfuric 

acid (conc.) จาํนวน 84 มิลลิลิตร จากนั้ นเติมสารละลาย Sodium hydrogen arcinate ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร (ละลาย Sodium hydrogen arcinate จาํนวน 12 กรัมในนํ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตรแลว้ปรับปริมาตร

ให้ได้ 100 มิลลิลิตร) ละลายส่วนผสมให้เข้ากันแล้วเก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้อง (ไม่ควรเก็บ

สารละลาย Nelson’s ไวเ้กิน 68 ชัว่โมง) 

 

สารละลาย Laminarin ความเขม้ขน้ 1.5 มิลลิโมลาร์ 

ชัง่ Laminarin จาํนวน 0.075 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่ 25 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ให้

ได ้50 มิลลิลิตร 

 

ก. 7 การเตรียมสารสําหรับวเิคราะห์ปริมาณโปรตนี 

Coomassie Brilliant blue (Bradford, 1976) 

ชัง่ Coomassie Brilliant Blue G250 จาํนวน 100 มิลลิกรัม ละลายในสารละลาย 95% Ethanol  จาํนวน 

50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายกรด 85% Phosphoric acid 100 มิลลิลิตร คนใหส้ารละลายเป็นเน้ือ

เดียวกนั จากนั้นนําสารละลาย Coomassie Brilliant Blue G250 จาํนวน 150 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร

ดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ได ้1,000 มิลลิลิตร นาํสารละลายท่ีได้ไปกรอกด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 

เก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    

 

การหาปริมาณโปรตีน (Bradford, 1976)  

ดูดสารละลายตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการสกดัจาํนวน 1 มิลลิลิตร มาผสมกบัสารละลาย Coomassie Brilliant 

Blue G250 จาํนวน 4 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้ววดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร นาํค่าท่ีไดเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานโปรตีน BSA เพื่อหาปริมาณโปรตีน

สาํหรับการคาํนวณกิจกรรมของเอนไซม ์PAL 
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การเตรียมโปรตีนมาตรฐานสาํหรับวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซม ์Chhtinase, β-1,3-Glucanase และ PAL 

ชั่งโป รตีน ม าตรฐาน  BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma) จําน วน  25 มิ ล ลิ ก รัม  ล ะล ายใน

สารละลาย Sodium borate buffer pH 8 ป ริมาตร 25 มิลลิ ลิตร จะได้สารละลายท่ี มี  BSA 1000 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนาํสารละลายมาทาํให้เจือจางดว้ย Sodium borate buffer จนไดร้ะดบั

ความเขม้ขน้เท่ากบั 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนาํมาวดัค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

 

ความเขม้ขน้ของ BSA         

ท่ีตอ้งการ (µg/ml) 

ปริมาตร BSA ท่ีใชจ้าก 

stock 1000 µg/ml (ml) 

ปริมาตรนํ้ากลัน่ท่ีใช ้

(ml) 

ปริมาตรรวม 

(ml) 

0 0 25 25 

20 0.5 24.5 25 

40 1 24 25 

60 1.5 23.5 25 

80 2 23 25 

100 2.5 22.5 25 

 

 

 


