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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหารส ูตร Potato Dextrose Agar

ภาคผนวก ก

มันฝรั่ง 200 กรัม

นํ้าตาลกลูโคส 20 กรัม

ว ุ้น 15 กรัม

น ํ้ากล ั่น 1000 มิลลิล ิตร

ปอกเปล ือกม ันฝรั่งและห ั่นเป ็นช ื้นเล ็กๆ เป็นสีเหลี่ยมลูกเต๋า แล ้วนำไปต ้มก ับน ํ้ากล ั่นจน 

ม ันฝรั่งเป ีอย และกรองเอาแต ่น ํ้าหล ังจากน ั้นนำมาเต ิมน ํ้าตาลและผงว ุ้น ป ร ับป !มาต รให ้เป ็น 1 

ล ิตร และนำไปนึ่งฆ ่าเช ื้อด ้วยเครื่องน ึ่งความดันไอส ูง (autoclave) ที1อุณหภูม ิส ูง 121 องศา 

เซลเซียส ความด ัน 15 ปอนด ์ต ่อตารางน ิ้วเป ็นเวลา 15 นาที

2. อาหารส ูตร Potato Dextrose Broth

มันฝรั่ง 200 กรัม

นํ้าตาลกลูโคส 20 กรัม

น ํ้ากล ั่น 1 00 มิลลิล ิตร

ว ิธ ีการเตร ียมเช ่นเด ียวก ับอาหารส ูตร PDA แต่ไม ่ม ีการเต ิมผงวุ้น แล ้วนำไปทำการนึ่งฆ ่า 

เช ื้อด ้วยเครื่องนึ่งความดันไอสูง (autoclave) ที่อ ุณหภูมิส ูง 121 องศาเซลเซียส ความด ัน 15 

ปอนด ์ต ่อตารางน ิ้วเป ็นเวลา 15 นาที



3. อาหารส ูตร Production medium

G lucose 4.0 กรัม

Yeast extract 0.5 กรัม

Peptone 0.5 กรัม

k h 2p o 4 0.04 กรัม

«2 H P 0 4 0.1 กรัม

M g S 04.7H20 0.05 กรัม

อาหารส ูตร wastewater medium

G lucose 10 กรัม

NH4CI 1.2 กรัม

นํ้าเส ีย 1000 ม ิลล ิล ิตร
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การเตรียมสารเคม ี

1.0 การเตรียมสารเคม ีลำหรับการสก ัด DNA

1.1 Tris-HCL Buffer (50 ม ิลล ิโมลาร์ pH 7.5)

TrisBase 6.1 กรัม

นํ้ากรอง 800 ม ิลล ิล ิตร

ปรับ pH ให้ได้ 7.5 ด้วย กรดไฮโดรคลอริกเข้มร้น และปรับปริมาตรให ้ได ้ 1 ล ิตรด ้วยน ํ้า

กลั่น

1.2 2X CTAB lysis buffer

CTAB 4 กรัม

1 M Tris-HCI (pH 8.0) 20 มิลล ิล ิตร

0.5 M EDTA (pH 8.0) 8 มลลลตร

NaCI 16.36 กรัม

2-mercaptoethanol 1 ม ิลล ิล ิตร

เต ิมน ํ้ากล ั่นท ี่ฆ ่าเช ื้อแล ้วจนได้ปริมาตรเป ็น 200 ม ิลล ิล ิตร ผสมให้เข้ากันเก็บไว้ที่

อ ุณหภูม ิห ้อง

1.3 TE buffer (Tris-EDTA buffer)

Tris-CI (pH 8) 1 M 10 มลลลตร

EDTA (pH 8) 0.5 M 2 มลลลตร

นํ้ากล ั่น 1 ลตร

เต ิมนํ้ากล ั่นลงในลํวนผสมของ Tris-CI และ EDTA นำไปฆ่าเช ื้อในหม้อนึ่งความดันไอนํ้าท ี่

อ ุณหภ ูม ิ 121 องศเซลเซียส ความด ัน 15 ปอนด ์ต ่อตารางน ิ้ว เป ็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ที่ 

อ ุณหภูม ิห ้อง



1.4 สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS

50 ม ิลล ิกร ัม 

ม ิลล ิล ิตร

MTT

PBS 10

ละลาย MTT ใน PBS กรองผ ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่หลอดไมโคร 

ทิวป ๋ปลอดเชื้อขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตรหลอดละ 1 ม ิลล ิล ิตร ห ุ้มแผ ่นฟลอยด์เก ็บรักษาท ี่อ ุณหภูม ิ 4 

องศาเซลเชียล

1.5 ลารละลาย 0.04 N HCI ใน isopropanol

เติม HCI 0.331 ม ิลล ิล ิตร ลงใน 80 ม ิลล ิล ิตร isopropanol ปรับปริมาตรให ้ได ้ 100 

ม ิลล ิล ิตรด ้วย isopropanol เก็บที่อ ุณหภูมิห ้อง

1.6 Washing buffer

PVP (Polyvinylpyrrolidone) 2 กรัม

Ascorb ic acid 1.76 กรัม

1 M Tris-HCI (pH 8.0) 20 มิลล ิล ิตร

2-mercaptoethanol 4 มลลิลตร

เติมนํ้ากลั่นท ี่ฆ ่าเช ื้อแล้ว (Autoclaved water) จนได ้ปริมาตรเป ็น 200 ม ิลล ิล ิตร ผสมให้

เข้ากัน เก็บไว้ที,อ ุณหภูม ิ 4 องศาเชียเชียส

1.7 Choloroform?isoamyl alcohol (24: 1 v/v)

Choloroform 192 มิลล ิล ิตร

Isoamyl alcohol 8 ม ิลล ิล ิตร

1.8 Polyethylene glycol (PEG) 20%

โพลเอธลีน'ไกลคอน (Polyethylene glycol, PEG) 20 กรัม

โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 14.61 กรัม

น ํ้ากล ั่น 200 มิลล ิล ิตร

ละลาย PEG และ NaCI ด ้วยนำกล ั่นปราศจากเช ื้อปริมาตร 200 ม ิลล ิล ิตร เก็บไว้ท ี่อ ุณหภูมิห ้อง
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2.0 สารเคม ีในการทำปฏ ิก ิร ิยา Polymerase Chain Reaction (PCR) และ อิเลคโทรโฟเรซิส 

(Electrophoreses)

2.1 10XTBE buffer (1 ox Tris-boric acid EDTA)

ทริส-เบส (Tris-base) 54 กรัม

บอริก (H2B 0 3) 27.5 กรัม

EDTA 4.65 กรัม

น ํ้ากล ั่น 500 มลลลตร

ละลายส ่วนผสมท ั้งหมดในน ํ้ากล ั่นปราศจากเช ื้อปร ิมาตร 500 ม ิลล ิล ิตร เก็บไว้ท ี่อ ุณหภูมิห ้อง

2.2 Ethidium bromind, 10 mg/ ml

เต ิมน ํ้ากล ั่นปราศจากเช ื้อปริมาตร 20 ม ิลล ิล ิตร ลงในเอทิเดียมโบรไมต็ (C21H20BrN3) 0.2 กรัม 

ผสมให้เข ้ากัน เก็บไว้ในขวดสีชาที่อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส

2.3 Agarose gel 1.5% (พ/พ)

อะกาโรล (agarose) 1.65 กรัม

TBE 110 มลลลตร

เอทิเดียมโบรไมด์ (C21H 20 BrN3) 4 ไมโครลิตร

3.0 การตรวจวัดค ่าก ิจกรรมของแลคเคส 

ม ีข ั้นตอนด ังน ี้

1. การเตรียม reaction mixture ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ประกอบไปด ้วย

30 mM ABTS ปร ิมาตร 0.1 ม ิลล ิล ิตร

0.1 M Sodium acetate buffer ปร ิมาตร 0.7 ม ิลล ิล ิตร

แลคเคล ปร ิมาตร 0.2 ม ิลล ิล ิตร

2. นำ reaction mixture ซ ึ่งประกอบด ้วยสารละลายในข ้อ 1. มาผสมก ันใน corvette 

แล ้วนำสารละลายไปวัดค ่าการด ูดกล ืนแสงด ้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความ
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ยาวคล ื่น 420 นาโนเมตร เป ็นเวลา 1 นาที โดยมีแบลงค์เป ็นสารละลายดังกล ่าวท ี่ไม ่ม ี 

การเติมแลคเคส

3. การคำนวณหา ค่าหน่วยของแลคเคล

1 หน่วยของแลคเคส คือ ปริมาณของแลคเคลที่สามารถ ออกซิไดซ์ 1 ไมโครโมล ของ 

ABTS ไน 1 นาที เมื่อได้ค่าการดูดกลืนแลงที่ 420 นาโนเมตร นำมาแทนค ่าตามส ูตร 

จากส ูตร Volume Activity (บ/ml) = A  A/min * Volume reaction mixture * 1000

36,000 *1 * Volume enzyme solution 

8  420 นาโนเมตร = 36,000 M '1.cm 1

4.0 สารละลายในการตรวจหาปริมาณโปรต ีน

4.1 การเตรียมสารละลาย BSA มาตรฐาน เข้มข้น 2 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร แล้วนำไป 

ละลายด ้วยน ํ้ากล ั่น

4.2 การเตร ียมสารละลายท ีเนอลร ีเอเจนท ์นำมาผสมก ับน ํ้ากล ั่นในอ ัตราล ่วน 1:1

4.3 การเตรียมรีเอเจนท ์ในการหาปริมาณโปรต ีน

4.3.1 1 ม ิลล ิล ิต รของ2 เปอร์เซ ็นต์โซเดียมโปรเตสเซียมทาร์เทรต

4.3.21 ม ิลล ิล ิตรของ 1 เปอร์เซ ็นต์ คอปเปอร์ซัลเฟต 

4 .3 .3 1 0 0 ม ิลล ิล ิต รของ2 เปอร ์เซ ็นต ์โซ เด ียมคาร ์บอร ์เนตใน0.1 นอร์มอล 

โซเดียม'โฮดรอก,ไซม์

โดยทำการเตรียมใหม่ท ุกครั้งโดยนำสารละลายในข้อ 4.3.1 ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ผสมกับ 

สารละลายในข้อ 4.3.2 ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ผสมให้เข้ากัน และหลังจากน ั้นทำการผสม 

สารละลายในข้อ 4.3.3 ปร ิมาตร 98 มิลลิล ิตร



127

กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานของปริมาณ BSA ท่ี 10-100 ไมโครลิตร

ภาคผนวก ค

ภาพที่ ค.1 กราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมต ่อม ิลล ิล ิตร 

ว ิธ ีการทำกราฟมาตรฐาน BSA

1. เตรียมสารละลายไบยูเรต ช ื่งประกอบด ้วย 1 เปอร์เซ ็นต ์คอปเปอร์ซ ัลเฟต ปริมาตร 1 

ม ิลล ิล ิตร 2 เปอร์เซ ็นต์ โซเดียมโปรเตลเชียมทาร์เทรต ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร 2 

เปอร์เซ ็นต ์โซเด ียมคาร์บอเนต ใน 0.1 นอร์มอล ปริมาตร 98 ม ิลล ิล ิตร

2. เตรียมสารละลาย BSA ท ี่ความเข้มข้น 2 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และทำการเจือจาง 

ปริมาณโปรตีนให้ได้ 10-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิล ิตร โดยทำการเจ ือจางในนํ้ากลั่นด ัง 

ตารางที่ ค. 1

3. นำสารละลายไบย ูเรตปริมาตร 3 ม ิลล ิล ิตร ด ูดลงในหลอดทดลองแต่ละหลอดที่ม ี 

โปรตีน BSA อยู่ บ ่มเป ็นเวลา 10 นาที ท ี่อ ุณหภูม ิห ้องทำการทดลอง 3 ซํ้า แล้วนำไป 

หาค ่าเบ ี่ยงเบนมาตรฐาน (รอ)



128

4. เตรียมสารละลายโฟลินทีเนอลรีเอเจนต์ โดยทำการเตรียมลารละลายโฟลินรีเอเจนต ์ 1 

ส ่วน และนํ้ากล ั่น 1 ส ่วน และใช้ท ันทีปริมาตร 0.3 ม ิลล ิล ิตร ในหลอดทดลองในข้อ 3 

ครบเวลา 30 นาที โดยผสมให้เข ้าก ันอย่างรวดเร็ว และทำการบ ่มต ่ออ ีกเป ็นเวลา 30 

นาที ที่อ ุณหภูมิห้อง

5. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร และ แบลงค ์ (Blank) ค ือน ํ้ากล ั่น 100 

ไมโครลิตร แทน ปร ิมาณ  BSA

ตารางที่ ค. 1 ปริมาณสารท ี่ใช ้ในการทำกราฟโปรต ีนมาตรฐานของ BSA ท่ี 10-100 ไมโครกรัมต่อ 

มลลลตร

ปริมาณ BSA 

(มิลลิลิตร)

BSA ที่ความเข้มข้น 

2 มิลลิกรัมต่อมิลลิล ิตร

ปริมาตรของน ํ้ากล ั่น 

(ไมโครล ิตร)

0 0 0.1

0.01 20 0.09

0.02 40 0.08

0.03 60 0.07

0.04 80 0.06

0.05 100 0.05

0.06 120 0.04

0.08 160 0.02

0.10 200 -
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ตารางท่ี ค. 2 แสดงปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมลงในสารละลายที่ความเข้มข้นต่างๆ

M illig ra m * ๗  s o lid  am m onium  su lfa te  to  add to  1 mt o l so lu tio n  to  acN ev» desired sa tu ra tion  a t 0* c

In itia l %

ร ๊ร ิร ั& ,  
s u lfa ta s ) 20 25 30

F ina l con ce n tra tio n  o f am m onium  su lfa te  เท so lu tion  

35 40 45 SO 55 60 65 70 75 so 85 SO 95 100
0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 5S9 603 630 697
5 79 108 137 166 197 229 282 298 331 368 405 444 484 526 570 615 662

to 53 81 109 139 169 200 233 286 301 337 374 412 452 493 538 581 627
ts 29 54 82 111 141 172 204 237 271 316 343 381 420 460 503 547 592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 365 395 436 468 522
30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 182 212 258 296 335 378 418
45 0 29 59 90 123 158 190 226 263 302 342 383
50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 346
55 0 30 61 93 127 181 197 235 273 313
60 0 31 62 95 129 164 201 239 279
65 0 31 63 97 132 168 205 244
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 174
80 0 33 67 103 139
65 0 34 68 105
90 0 34 70
«5 0 35

to o 0
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