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ภาคผน)ก

1 . สูตรอาหารท่ึทสัทนการวิจัย

1 . 1 สูตรอาหารน!)งสฯหรับการ เก็บรักษา แอและ Iตรียมเสัอราเพี่อกระคุ้นภารสร้าง

สบอร์

■โพเตไตเด็กที'โต'รสอาการ์ (potato dextrose agar,PDA) เสริมแร่ธาตุ(16) 

'ไนอาหาร 1 สิตร บระกอบด้วย

มันผร่ัง 300 กรัม

(ต้มทห้เดือดแล้วกรองเอาเฉพาะน้ฯไส)

เด็ก#ไตรส 20  กรัม

วุ้นผง 20 กรัม

อลูมิเนียมออกไชด์ (A1203 ) 0.5 กรัม

ทีงค์คลอไรด์ (ZnCl2 ) 0.5 กรัม

คอบเบอร์ทีลเฬต (CuS04 .5H20) 0.01 กรัม

ปีบฆ่าแอท่ีอทเหภูมิ 121°ซ ความดัน 15 บอนด์ต่อตารางน้ิว เรนเวลา 15 นาที

1.2  สูตรอาหารนช็งสฯหรับกระตุ้นการสร้างสปอร์ (peptone agar medium) (46) 

ไนอาหาร 1 สิตรบระกอบด้วย

ไพแทสเทียมไดไฮใดรเจนพอส เพต (KH2P04) 0.75 กรัม

แมกนีเทียมทีลเพต (MgS04 .7H20) 0.35 กรัม

ไพลีเบบทตน 0.25 กรัม

เด็กทีไตรส 0.5  กรัม

วุ้นผง 20  กรัม

บ'รับค่าความเรนกรดด่างไห้มีพีIอ« 6 .5 -7 .0  อบฆ่าเน้ิอท่ีอุผหภูมิ 121°ช ความดัน 15 

บอนด์ต่อตารางนิ้ว เ&นเวลา 15 นาที
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1.3 สูตรอาหาร เหลวลฯพรับเตรียมหัวเนิ้อ (minimum medium) 

ทนอาหาร 1 ลิตร บระกอบด้วย

นัฯตาลทราย 100 กรัม

แอมามเนียมข้ลเทต ((NH4 )2S04 ) 1.89 กรัม

กากกั่วเหลืองลกัดายมันแดัาบดละ เดียด 1.9 กรัม

(de fa tted  soybean meal)

ไพแทสเทียมาดาฮาดรเจนทอสเทต (KH2PO4) 5 กรัม

แมกนีเทียมข้ลเทต (MgS04 .7H20) 1 กรัม

อลูมิเนียมออกไซด์ (A1203) 0.1 กรัม

ปรับค่าความเรนกรดค่างทหมีพีเอซ 7.0 อบฆ่าIKอท่ีอุผหภูมิ 121°ซ ความดัน 15 บอนด์ต่อ 

ตารางนิ้ว เ!เนเวลา 15 นาที

1.4 สูตรอาหารเหลวลฯหรับผลิตจิบเบอเรลลิน (production  medium)(17) 

ทข้อาหารสูตรเดียวกับข้อ 1.3 แต่เพิ่มนัฯมันกาเหลืองร้อยละ 0.2  (v /v )

1.5 N u tr ie n t b ro th  (34)

ทนอาหาร 1 ลิตร บระกอบด้วย

yeast e x tra c t 4 กรัม

peptone 8 กรัม

อบฆ่าเน้ิอท๋ึอุผหคูมิ 121° ซ ความดัน 15 บอนคต่อตารางน้ิว เนีนเวลา 15 นาที

2 . การเตรียมสารเคมีที่ไข้ไนงานวิจัย

2.1 การเตรียม NTG

เตรียม NTG (น้ฯหนัก‘โมเลกุล 147.1) เข้มข้น 1 mg/1 หรือ 6.7980 mM. 

ละลายทน 0.5 ไมลาร์ T ris -m a le ic  acid พีเอTl 8 นฯไบาข้ทันที การเตรียม NTG เตรียม 

ทนแต่ละครั้งชองการทดลอง ต้องข้งไนท่ีลมลงบ ไส์กุงมือและผ้า!)ดปากและจมูก วางกระดาษรอง
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ระหว่างเครื่องที่งกับภาชนะบรรจุฟ้องกันการบนเร้อนสารเคมี NTG ไนห้องชรบัติการ วัสดุอุบกรผ์

การทดลองที่บนIร้อน NTG ไห้นๆมาแส์ไนสารละลาย 1 ไมลาร์ ไซเคียมไฮดรอกไซด์ ภายไนตู้ควัน 

ท่ีดูคอากาศออกนาน 6-8  ท่ี'วใมง

2.2  การเตรียมสารละลายกรดไคไนไตรซาสิาซสิก ( d in i t r o s a l ic y l ic  ac id ) 

ละลาย 1 กวัม ชองกรดไดไนไตรซาสิไซสิกไนสารละลายไซเคียมไฮดรอกไซด์

เฃ้มชัน 2 ไมลาร์ 20 มล. เคีมน้ฯกกันลงไบ 50 มล. เติมไปแดสเ3ยมทาเตรท 30 กรัม ปรับ 

บริมาตรสุดท้ายเป็น 100  มล. ด้วยน้ากลน

2.3  การ Iตรียมสารละลายที๋ไชัไนการวิ เคราะห์บรีมา«กลุไคล

นๆพี1จี'ไอเอนไซม์ 1 แคปซูล ที่งบ'ระกอบด้วยกลูไคลออก!i เดส (glucose

oxidase) 500 หน่วย เบอร์ออm hดล (peroxidase) 100  หน่วย มาละลายไนสารละลาย 

าบตัสเสิยมบอลเทตพันฬอร์ 0.1 ไมลาร์ ที:อช 7 จฯนาน 60 มล. เติมสารละลายชอง

ไอไดอะพ)ตีน (o -d ia n is id in e )  ร้อยละ 1 ไนเอทานอลร้อยละ 95 บรีมาตร 0.5 มล. ทา 

ไห้เรน 100 มล. ด้วยสารละลายใบด้ลเ3ยมฬอลเฬตบัฬเบอร์ 0.1 ไมลาร์ พีเอซ 7
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3. กราพาดรฐานสฯหรับหาปริมา™ GA 3 ได«วิธี HPLC มีพาราIชดามอa Iรนสารมาดรฐาน 

เปรียบเทียบภาย‘ไน

เตรียม GA3 มาตรฐาน เข้มข้น 3 มก.ต่อสิตร ใดยข้ง GA3 มาตรฐาน ความบริสุทธิ

97.5 เบอร์เซนต์ จฯนวน 0.0768 กรัม ละลายใน 35% เมทานอลในกรดปอสปอริก ทีเอซ 3 

ภายใน vo lum etric  fla s k  ขนาด 25 มล. เจือจางสารมาตรฐาน GA3 ‘ไห้มีความเข้มข้น 

ต้ังแต่ 0 . 2 - 1.0  มก.ต่อมล. ด้วยอาหารเสิยงเสิอสฯหรับเตรียมหัวเfa  นฯสารมาตรฐานที่ 

เตรียมได้ ความเข้มข้นละ 3 มล. มาสกัดตามวิธีในข้อ 5.2

รูบท่ี 13 แสดงกราปมาตรฐานลฯหรับวิเคราะห์ปริมา™ GA3 าคยวิธี HPLC ในน้ฯหมักท่ี

ผ่านการสกัดแล้ว

จากรูปท่ี 15 ได้สมการเรน Y = 2.66X + 0.01

มีค่าล้มประสิทธิสหล้มพันธ์ (c o rre la t io n  c o e ff ic ie n t )  เรน 0.998 

าดย Y คือ อัตราส่วนพนท๋ีใต้กราป GA3 ต่อ ทาราเซตามอล 

X คือ ปริมา™ GA3 ในหน่าย มิลสิกรัมต่อลิตร



85

รูบท่ี 14 ลักษณะใครมาใดแกรมของ GA3 ท่ีผสิตใดย G ibbere lla  fu . iik u ro i สาย'พนธุ 

N9-34 เ มื่อใสัพารา เ ซตามออ เ รนสารมาตรฐานมาตรฐาน I บรียบ เทียบภายใน

วิเคราะห์ด้ายเครื่อง HPLC ทนวันท่ี 13 ของการเพาะเลิ้ยง 

t R ของ GA3 เท่ากับ 9.91

t R ของ พาราเซตามอล เท่ากับ 4.56

CD
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