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1. วิธีสกัดเอนไซม์พอลิพีเนอลออกซิเดลจากตัวอย่างพืขและการวิเคราะห์แอกติวิติของ

เอนไซม์ของข้าวโพดฝืกอ่อนพันธุ PA271 และ SG20

I

1.1 การสกัดเอนไซม์พอลิพันอลออกซิเดลจากตัวอย่างข้าวโพดฝืกอ่อนพันธุ

PA271 และ SG20 (Montgomery and Sgarbieri, 1975)

(a) เต ร ีย ม ส า รล ะล าย ท ี่ใ ข ้ส ก ัด  (e x tra c t io n  b u ffe r)  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย

- 100  m l, 0 .05  M  p o ta s s iu m  p h o s p h a te  b u f fe r  p H 7

- 6 .25  g P V P P

(b) น ำต ัวอ ย ่า งข ้า ว โพ ด ฝ ืก อ ่อ น  1.5 ก ร ัม  ใส ่โ ก ร ่ง ส ะอ าด  เต ิม ไน โต รเจน เห ล ว  

ท ันท ี บ ด จ น ต ัวอ ย ่า งล ะ เอ ีย ด เป ็น ผ ง  จ า ก น ั้น เต ิม ส า รล ะล า ย ท ี่ใ ข ้ส ก ัด  6 

ม ิล ล ิล ิต ร

' (c) ป ีน เห ว ี่ย ง ด ้ว ย ค ว าม เร ็ว  12 ,000  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เวล า  15 น าท ีท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ

4  องศาเซลเซ ียส

(d) เก ็บ ส ่ว น ท ี่เป ็น ส า รล ะล าย ใส  ( s u p e rn a ta n t )  ใส ่ e p p e n d o r f  t u b e  ให ม ่

เพ ื่อ น ำไป ใช ้ว ัด แอ ก ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไซ ม ์พ อ ล ิพ ีเน อ ล อ อ ก ซ ิเด ส  แ ล ะป ร ิม า ณ โ ป ร  

ต ีน ท ั้งห ม ด
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1.2 การวิเคราะห์แอกติวิตีของเอนไซม์พอลิหีเนอลออกซิเดลจากตัวอย่างข้าว

โพดฝึกอ่อนพันธุ PA271 และ SG20 (Montgomery and Sgarbieri, 1975)

Reference: Cuvette Sample: Cuvette
1 2 .9  m l 0 .0 5  KP i p H 7  (1 4 5 0  u l) 2 .87  m l  0 .05  KP i p H 7  (1 4 3 5  u l)

100  u l e n z y m e  (50  u l) 100 u l e n z y m e  (50  u l)

- 30  u l 1M  p y r o c a t e c o l  (15 u l)

**ใน ห ล อ ด  s a m p le  ค วรใส ่ p y r o c a t e c o l เป ็น อ ัน ด ับ ส ุด ท ้า ย

(a) ป ิเป ต  r e a c t io n  b u ffe r  แ ล ะ  e x t ra c t  ต าม ต า รางข ้า งบ น ล งใน ห ล อ ด  

c u v e t t e  โดยใส ่ p y r o c a t e c o l เป ็น อ ย ่า งส ุด ท ้าย

(b) อ ่า น ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส ง แ บ บ  k in e t ic  ท ุก  ๆ 15 ว ิน า ท ี เป ็น เวล า  3  น าท ี 

ท ีค ว าม ย า ว ค ล ื่น  4 2 0  ททา

(c) ค ำน วณ ค ่า แ อ ก ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไ ซ ม ์พ อ ล ิฟ ิน อ ล อ อ ก ซ ิเด ส เท ีย บ ก ับ ป ร ิม าณ  

โ ป รต ีน ท ั้ง ห ม ด
I

1.3 การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากตัวอย่างข้าวโพดฝึกอ่อนพันธุ

PA271 และ SG20 (ด ัด แ ป ล งว ิธ ีจ าก  B io -R a d  P ro te in  A ssa y )

(a) ป ร ิม า ณ โ ป รต ีน ส า ม า รถ ห าไ ด ้จ า ก  r e a c t io n  m ix e r  ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย

B io -R a d  D c p ro te in  a s s a y  re a g e n t 50 u l

E x ta rc t  (ท ี่ใช ใน ก ารว ิเค ราะห ์เอ น ไซ ม ์) 2 u l

D is t e l le d  w a te r 500 u l

(b) ผ ส ม ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่า ส า ร  ท ั้งท ิ้ง ไ ว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง เป ็น เวล า  5  น าท ี
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ว ัด ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  5 9 5  ททก เท ีย บ ก ับ ค ่าข อ งส า ร  

ล ะล า ย โ ป รต ีน ม า ต รฐ า น  b o v in e  s e ru m  a lb u m in  (BSA)

2. วิธ ีการสกัดและวัดปริมาณสารประกอบพับอลทั้งหมดของข้าวโพดฝืกอ่อนพันธุ

PA271 และ SG20 ( Ja v a n m a rd i e t  a l ,  2 0 03 )

2.1 การสกัดสารประกอบพันอลทั้งหมดจากตัวอย่างข้าวโพดฝืกอ่อบพันธุ

PA271 และ SG20

(a) น ำต ัว อ ย ่า งข ้า ว โพ ด ป ัก อ ่อ น  3 .0  ก ร ัม  ใส ่โ ก ร ่ง ส ะอ าด  เต ิม ไน โต รเจน เห ล ว  

ท ันท ี บ ด จ น ต ัว อ ย ่า งล ะ เอ ีย ด เป ็น ผ ง  จ า ก น ั้น เต ิม  80%  e t h a n o l ป ร ิม า ต ร  

10 ม ิล ล ิล ิต ร

(b) ป ัน เห ว ี่ย ง ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  1 2 ,000  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เวล า  15 น าท ีท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

4  องศาเซล เซ ียส

(c) เก ็บ ส ่ว น ท ี่เป ็น ส า รล ะล าย ใส  ( s u p e rn a ta n t)  ใส, e p p e n d o r f  t u b e  ให ม ่ 

เพ ื่อ น ำ ไ ป ใช ้ว ัด ส า รป ร ะก อ บ พ ัน อ ล ท ั้ง ห ม ด

2.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบพันอลทั้งหมดของข้าวโพดปักอ่อนพันธุ

PA271 และ SG20

(a) น ำส ่วน ท ี่เป ็น ส า รล ะล าย ใส ท ี่ส ก ัด ได ้จ าก ข ้อ  2.1 ม าใส ่ใน  e p p e n d o r f

t u b e  ป ร ิม า ต ร  75 , 80 , 85  ห ร ือ  90  น1 (ฃ ี้น ก ับ ป ร ิม า ณ ส า รป ร ะ ก อ บ พ ัน อ ล  

ใน แ ต ่ล ะต ัว อ ย ่า ง ท ี่เม ื่อ ท ำป ฏ ิก ิร ิย า แ ล ้ว น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส ง  จ ะท ำ ให ้ 

ไ ด ้ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส งอ ย ู่ใ น ช ่ว ง  0.1 - 1)
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(b) เต ิม  2%  N a 2C 0 3 5 0 0  u l ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย  v o r t e x  m ix e r

(c) เต ิม  50%  25  uL  F o l in  p h e n o l re a g e n t  ผ ส ม ให ้เข ้าก ัน ด ้วย  v o r te x  

m ix e r

(d) บ ่ม ป ฏ ิก ิร ิย า ใบ ท ี่ม ืด เป ็น เว ล า  30  น าท ี

(e) ว ัด ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  7 5 0  กทท แ ล ะ เป ร ีย บ เท ีย บ ห า

ป ร ิม า ณ ข อ ง ส า รป ร ะ ก อ บ ท ีน อ ล ท ั้ง ห ม ด จ า ก  G a l l ic  s ta n d a rd  c u rv e

3. การคำนวณอัตราการหายใจของข้าวโพดฝืกอ่อน

จ า ก ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ  C 0 2 ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  gas c h r o m a to g ra p h y  ค ่าท ี่ไ ด ้ม ีห น ่วย เป ็น  

เป อ ร ์เซ น ด ้ฃ อ ง  c o 2 ใน อ าก าศ ท ี่ฉ ีด เข ้า ไป

ถ้าเคร่ืองแสดงว่ามืแก๊ส C02 เท่ากับ x%

ห ม า ย ค ว า ม ว ่า  อ าก าศ 100 ส ่วน ม ีแ ก ๊ส  C 0 2 X ส ่วน

ถ ้า โ ห ล ม ีป ร ิม า ต ร 750 มล. ม ีแ ก ๊ส  C 0 2
X X  7 5 0  

1 0 0
มล.

ถ ้าข ้า ว โพ ด ฝ ืก อ ่อ น ม ี,น าห น ัก  พ  ก ิโล กร ัม

ผล ิตกาฃ  c o 2
X X  750

แสด งว ่า น าห น ัก พ กก.
100

ะ’
ผล ิตกาซ  c o 2

X X  750
ถ้า น าห น ก 1 กก.

มล.

มล.
1 0 0  X  พ
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จ า ก ก ฎ ข อ งบ อ ย ส ์ (P V  = nR T) แส ด งให ้เห ็น ว ่าท ี,อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5  องศาเซ ล เซ ียส

แก ๊ส  c o 2 ป ร ิม า ต ร 2 4 ,4 5 3 มล. ม ีน ำห น ัก 4 4 ,0 0 0  มก.

ถ ้าแ ก ๊ส  c o 2 ป ร ิม า ต ร
X  X  7 5 0

ม ล .ม ีน ํ้า ห น ัก
4 4 , 0 0 0  X  พ  X  1 0 0

1 0 0  X  พ X  X  7 5 0  X  2 4 , 4 5 3  ม แ '

ด ัง น ั้น เม ื่อ  X = ค ่าท ีไ่ด ้จ าก เค ร ื่อ ง gas c h r o m a to g ra p h y  แ ล ะ พ  = น ํ้าห น ัก ข อ งข ้า ว โพ ด ฝ ืก อ ่อ น

แ ล ้ว อ ัต รา ก า รห า ย ใจ ข อ งข ้า ว โพ ด ฝ ืก อ ่อ น จ ะ เท ่า ก ับ  ------- —-----------
X

4. วิธ ีการสกัดและวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีของข้าวโพดฝืกอ่อบ

4.1 วิธีการสกัดวิตามินซีจากตัวอย่างข้าวโพดฝืกอ่อนพันธุ PA271 และ SG20

(M o n tg o m e r y  a n d  Sg a rb ie r i, 1975)

(a) เต ร ีย ม ส า รล ะล าย ท ี่ใ ช ้ส ก ัด  (e x tra c t io n  b u ffe r)  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย

- 0 .2  N h y d r o c h lo r ic  a c id  (H C l)

- 0 .2 M  p o ta s s iu m  p h o s p h a te  b u f fe r  (pH  5.6)

- 0 .2 M  K O H

- 0 .5 M  d is o d iu m  h y d ro g e n  p h o s p h a te  -  C it r ic  a c id  b u ffe r  

(pH  6.5)

- A s c o rb a te  o x id a s e

- 1 0 0  กกM  D T T  ( d i t h io t h r e i t o l)

- 0 .5%  N E M  (N -e th y lm a le im id e )

(b) น ำต ัว อ ย ่า งข ้า ว โพ ด ฝ ืก อ ่อ น  1 ก ร ัม  ใส ่โ ก ร ่ง ส ะอ าด  เต ิม ไน โต รเจ น เห ล ว  

ท ันท ี บ ด จ น ต ัว อ ย ่า งล ะ เอ ีย ด เป ็น ผ ง  จ า ก น ั้น เต ิม  0 .2  N h y d r o c h lo r ic  

a c id  แ ซ ่เย ็น ป ร ิม าต ร  5 ม ิล ล ิล ิต ร
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(c) ป ีน เห ว ี่ย ง ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  8 ,0 00  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เวล า  2 0  น าท ีท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

4  องศาเซ ล เซ ียส

(d) เก ็บ ส ่ว น ท ี่เป ็น ส า รล ะล าย ใส  ( s u p e rn a ta n t )  ป ร ิม า ต ร  4 0 0  น1 ใส ่ 

e p p e n d o r f  t u b e  เต ิม  0 .2 N p o ta s s iu m  p h o s p h a te  b u ffe r  pH

5.6  ป ร ิม า ต ร  too u l แ ล ะ ป ร ับ  pH  ใ ห ้อ ย ู่ร ะ ห ว ่า ง  5 - 6  โด ย ก า ร เต ิม  0 .2  

K O H  ป ร ิม า ต ร  5 0 0  u l ท ำก า รว ัด  p H  ด ้ว ย ก ร ะด า ษ ว ัด  pH

4.2 การวิเคราะห้ปริมาณวิตามินซีวิธีการสกัดวิตามินซีจากตัวอย่างข้าวโพดฝืก

อ่อนพันธุ PA271 และ SG20 (Every, 1996)

(a) ก า ร เป ล ี่ย น อ น ุพ ัน ธ ์ D H A  ให ้อ ย ู่ใน ร ูป  A H A  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย

- ส า รส ก ัด ท ี่ไ ด ้จ าก ข ้อ  3.1 (d) ป ร ิม า ต ร  2 0  น1

- 0.5 M  d is o d iu m  h y d ro g e n  p h o s p h a te  -  C it r ic  a c id  b u f fe r  (pH

6.5) ป ร ิม า ต ร  140 u l

- 100 ทาM  D T T  ป ร ิม า ต ร  10 u l

- บ ่ม ป ฏ ิก ิร ิย า ใน ท ี่ม ีด เป ็น เว ล า  10 น าท ี

- เม ื่อ ค รบ เวล า เต ิม  0.5%  N E M  ป ร ิม า ต ร  10 นเ ท ันท ี (ป ร ิม าต ร เท ่า ก ับ  

D T T  ท ี่ได ้เต ิม ล งไป ใน ป ฏ ิก ิร ิย า )

1 (b) ด ูด ส า รท ี่ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย าท ี่ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า แ ล ้วท ั้ง ห ม ด  180  น1 จ าก ข ้อ  (a)

ม า ว ัด ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส ง เร ิ่ม ต ้น  (As) ท ี่ค ว าม ย า ว ค ล ื่น  2 6 5  ran

(c) เต ิม  a s c o rb a te  o x id a s e  (A O X ) 5 u n it  ป ร ิม า ต ร  2 0  u l จ ับ เวล า  1 นาท ี

จ า ก น น ว ัด ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส งส ุด ท ้า ย  (Af)
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4.3 การคำนวณปริมาณวิตามินฃีวิธีการสกัดวิตามินซีจากตัวอย่างข้าวโพดฝืกอ่อบ

พันธุ PA271 และ SG20

ป ร ิม า ณ ว ิต า ม ิน ซ ี (A SA  /  § o f  s a m p le )  ค ำน วณ ได ้จ าก ส ูต ร

nmol ASA/ml assay Extraction volume (ml)
X X Dilution factor

Extract (ml) used in assay Sample (g) in extraction

5. วิธีการสกัดและวิเคราะห์ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีละลายน้ําได้ของข้าวโพดฝืกอ่อน

พันธุ PA271 และ SG20 (ฉัตรวรุณ พจนการุณ, 2548 )

5.1 วิธีการสกัดน้ําตาลท้ังหมดท่ีละลายน้ําได้จากตัวอย่างข้าวโพดฝืกอ่อนพันธุ
I

PA271 และ SG20

(a) บ ด ต ัวอ ย ่า งข ้า ว โพ ด ฝ ืก อ ่อ น อ บ แ ห ้ง  0 .05  ก ร ัม  ใน  e p p e n d o r f  t u b e  ด ้วย  

s m a l l  p la s t ic  p e s t le  ให ้ล ะ เอ ีย ด

(b) เติม 95%  e th a n o l ป ร ิม า ต ร  5 0 0  u l ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่าส า ร

(c) ป ่น เห ว ี่ย ง ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  9 ,0 00  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เวล า  2 0  น าท ี

(d) เก ็บ ส ่ว น ท ี่เป ็น ส า รล ะล าย ใส ใส ่ e p p e n d o r f  t u b e  ไ ว ้

' (e) ทำ'ซ ํ้า'ข ้อ (b) ถ ึง (d) อ ีก  2 ค ร ั้ง  โด ย เต ิม  70%  e t h a n o l 5 0 0  u l แทน

(0  น ำส ่ว น ท ี่เป ็น ส า รล ะล า ย ใส จ า ก ก า รส ก ัด ท ั้ง  3 ค ร ั้ง ม าผ ส ม ก ัน



8 6

5.2 1 การวิเคราะห์'ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีละลาย'นาได้จากตัวอย่างข้าวโพดฝืก 

อ่อนพันธุ PA271 และ SG20

(a) ใส ่ส า รส ก ัด จ า ก ข ้อ  5.2 (f) ป ร ิม า ต ร  10 นเ ใ น  e p p e n c o r f  t u b e

(b) เต ิม  a n th r o n e  re a g e n t  3 0 0  u l ( a n th ro n e  150 m g  ใน  s u lfu r ic  a c id  

72%  พ / พ  100 m l)  ผ ส ม ให ้เข ้า ก ับ ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่าส า ร

(c) ต ้ม ใบ อ ่า ง น ํ้า ร ้อ น ด ้ว ย อ ุณ ห ภ ูม ิ 100 องศาเซ ล เซ ียส  น า น  3 .5 น าท ี

(d) แซ ่ใน 'น าผ สมน ํ้าแข ็งท ันท ี

(e) ว ัด ก า รด ูด ก ล ืน แ ส งท ี,ค ว า ม ย า วค ล ื่น  6 2 5  กกก

(0  ว ิเค รา ะห ์ป ร ิม าณ 'น าต าล ท ั้งห ม ด ท ี่ล ะล าย 'น ํ้า ไ ด ้ข อ งข ้า ว โพ ด ฝ ัก อ ่อ น โด ย

ค ำ น วณ เท ีย บ ก ับ ก รา ฟ ม า ต รฐ าน น ํ้า ต า ล ก ล ูโ ค ส
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ป ร ะ ว ัต ิผ ู้เ ข ีย น ว ิท ย า น ิพ น ธ ์

น า ง ล า ว ป ร ิย ก ร  เพ ืซ ร ร ัต น ์ เก ิด ว ัน ท ี่ 11 พ ฤ ษ ภ าค ม  พ .ศ . 2 5 3 2  ท ี่จ ัง ห ว ัด ห น อ ง ค า ย  ส ำ เร ็จ  

ก า ร ศ ึก ษ า ว ิท ย า ศ า ล ต ร บ ัณ ฑ ิต  ส า ข า พ ฤ ก ษ ศ า ส ต ร ์ จ า ก ภ า ค ว ิซ า พ ฤ ก ษ ศ า ส ต ร ์ ค ณ ะ ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ 

จ ุฬ า ล ง ก รณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย  ใ น ป ีก า ร ศ ึก ษ า  2 5 5 3  แ ล ะ เข ้า ศ ึก ษ า ใ น ห ล ัก ส ูต ร ว ิท ย า ศ า ส ต ร ม ห า บ ัณ ฑ ิต  

ส าข าพ ฤ ก ษ ศ าส ต ร ์ ท ี่จ ุฬ าล งก รณ ์ม ห า ว ิท ย าล ัย  เม ื่อ  พ .ศ. 2 5 5 4

ก า รน ำ เส น อ ผ ล ง าน

น ำ เ ส น อ ผ ล ง า น แ บ บ บ ร ร ย า ย ใ น ห ัว ข ้อ เ ร ื่อ ง  ก า ร ใ ช ้ฟ ิล ์ม พ อ ล ิพ ร อ พ ิล ีน ด ัด แ ป ร เพ ื่อ ร ัก ษ า  

ค ุณ ภ าพ ห ล ัง ก า ร เก ็บ เก ี่ย ว ข อ งข ้า ว โพ ด ฝ ิก อ ่อ น  Z e a  m a y s  L. พ ัน ธ ์ P A 2 7 1  ท ี่ง า บ ป ร ะ ช ุม ว ิช า ก า ร แ ล ะ  

เ ส น อ ผ ล ง า น ว ิจ ัย พ ืช เ ข ต ร ้อ น แ ล ะ ก ึ่ง ร ้อ น ค ร ั้ง ท ี่ 7 ว ัน ท ี่ 1 -2  ส ิง ห า ค ม  2 5 5 6  ณ  อ า ค า ร ส ัม ม น า  

ม ห า ว ิท ย าล ัย เท ค โ น โ ล ย ีพ ร ะจ อ ม เก ล ้า ธ น บ ุร ี ก ร ุง เท พ ม ห าน ค ร

ก า รต ีพ ืม พ ับ ท ค ว า ม ว ิช า ก า ร

ป ร ิย ก ร  เพ ็ข ร ร ัต น ์,  ร ัต น ว ร ร ณ  ม ก ร พ ัน ธ ์ แ ล ะ  ก น ก ว ร ร ณ  เส ร ีภ า พ . 2 5 5 6 . ก า รใช ้ฟ ิล ์ม พ อ ล ิ 

พ ร อ พ ืล ีน ด ัด แ ป ร เพ ื่อ ร ัก ษ า ค ุณ ภ า พ ห ล ัง ก า ร เก ็บ เก ี่ย ว ข อ ง ข ้า ว โ พ ด ฝ ืก อ ่อ น  Z e a  m a y s  L. พ ัน ธ ุ 

PA 27 1 . ว า รส า ร ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์เก ษ ต ร  4 4  (2) (พ ิเศษ)
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