
ภาคผนวก 
 

สารเคมีและการเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหรูปแบบไอโซไซม 
 

1.  น้ํายาสกัดเอนไซม (extraction buffer) 

ตารางภาคผนวกท่ี 1  สารท่ีใชในการเตรียมน้ํายาสกัด (extraction buffer) 
 

Stock Solution ปริมาตรท่ีใช 
                    0.2 M  Tris-buffer  pH 8.4                               5     มล 
                  0.5 M EDTA                         0.06      มล 
                  PVPP-10                           0.5     กรัม 
                  0.5 M DTT                         0.12      มล 
                  14.3 M β-Mercaptoethanol                            21     ไมโครลิตร 

 

วิธีการเตรียมทําโดยการผสมสารตามตารางภาคผนวกท่ี 1 เขาดวยกัน  แลวเติมน้ํากล่ัน 
ปรับปริมาตรใหได 30 มล   ใสลงในขวดสีชา   เก็บไวท่ีอุณหภูมิ  4    ํซ   

 

2.  สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ separating  gel  7.5%  
สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบแสดงไวในตารางภาคผนวก 1 
เตรียมโดยผสมน้ํากล่ันกับ  1.5  M tris pH  8.8  และ  acrylamide  30%  เขาดวยกัน  แลว

คอย ๆ เติม 10% APS และ TEMED คนใหเขากัน จากนั้นนํามาเทลงระหวางแผนกระจกท่ีเตรียมไว 
 

3. สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ loading dye คือ 10% glycerol และ 0.5% bromophenol blue 
 

4. สารเคมีท่ีใชเปน running buffer คือ tris 3 กรัม และ glycine 14.4 กรัม 
 เตรียมสารละลายโดยละลายสวนผสมท้ังหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรให 
ได 500 มล เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4  ํซ 
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5. สารเคมีท่ีใชในการยอมสีเอนไซม 
 5.1  Acid phosphatase (ACP) 
  acetate buffer  pH 6.0       100     มล 
  fast garnet GBC diasodium salt        50     มล 
  disodium α - naphthyl phosphate             25     มล 
 5.2  Diaphorase (DIA) 
  Tris-HCl  0.1 M pH 7.5        25   มล 
  NADH          10   มิลลิกรัม (มก) 
  DCIP  1 % in water        1   ไมโครลิตร 
  MTT  10 %  in water        10   ไมโครลิตร 
 5.3  Esterase (EST) 
  phosphate buffer  pH 6.0      100     มล 
  fast blue B-salt       0.15     กรัม 
  α-naphthyl acetate    0.003     กรัม 
 5.4  Glucose  dehydrogenase (GDH) 
  Tris-HCl  0.1 M pH 7.5         25    มล 
  α-D  guclose           4    กรัม 
  NAD+  10 %  in water/methanol     100    ไมโครลิตร 
  NBT   10 %  in water        50    ไมโครลิตร 
  PMS          10    ไมโครลิตร 
 5.5  Aspatate  amino  tranferase (GOT) 
  Tris-HCl  0.1 M pH 8.0          25    มล 
  α-ketoglutaric  acid        25    มก 
  Aspartic  acid         50    มก 
  Piridoxal 5-phosphate  10 %  in water     10    ไมโครลิตร 

Fast Blue BB        50    มก 
 5.6  Lucine  aminopeptidase (LAP) 
  Na phosphate  1 M pH 6       25    มล  
  Mgcl2  1 M       0.5    มล 
  L-leucine  β-naphyl  acid     100    มก 
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  O-Dianisidine        20    มก 
 5.7  Malate  dehydrogenase (MDH) 
  tris-HCl  0.1 M  pH 7.5         25     มล 
  L-malic  acid         50    มก 
  NAD  10 % in water      100    ไมโครลิตร 
  NBT   10 % in methanol        50    ไมโครลิตร 
  PMS   10 %         10    ไมโครลิตร 

แชในท่ีมืด ท่ีมีอุณหภูมิ  37   ํซ   
 5.8  Peroxidase (POX) 
  tris-HCl  0.1 M  pH 4.0         80     มล 
  3-amino-9-ethylcarbazole   0.042     กรัม 
  β-naphthol     0.029     กรัม 
  3 %  H2O2        100     ไมโครลิตร 
 5.9  Shikimate  dehydrogenase (SKD) 
  tris-HCl  0.1 M  pH 8.0         25     มล 
  Shikimic  acid         15     มก 
  NADP+  10 %  in water      100    ไมโครลิตร 
  NBT   10 %  in water/methanol       50    ไมโครลิตร 
  PMS   10 %  in water        10    ไมโครลิตร 
 5.10 Superoxide dismutase (SOD) 
  Na phosphate buffer 0.05 M pH 7.5     25    มล 
  MTT         5    มก 

(เก็บในท่ีมืดท่ีมีอุณหภูมิ 37    ํซ  ประมาณ 20 นาที) 
  Na phosphate buffer 0.05 M pH 7.5     25    มล 
  TEMED       0.1    มล 
  Riboflavin     0.25    มก 

(เก็บไวในท่ีมีแสง) 
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ประวัติผูเขียน 
 

ชื่อ-สกุล นางสาวหทัยรัตน  ไทยนุรักษ 
 
วัน เดือน ป เกิด 2  มกราคม  2524 
 
ประวัติการศึกษา 

- ปการศึกษา 2535 สําเร็จการศึกษาระดับประถมศึกษาโรงเรียนไชย
โรจน  วิทยา เชียงใหม  

- ปการศึกษา 2541 สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาโรงเรียนวัฒโนทัย
พายัพ เชียงใหม  

- ปการศกึษา 2545 สําเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต พืช
ศาสตร สถาบันเทคโนโลยีราชมงคล วิทยาเขตลําปาง 

 
ท่ีอยูท่ีสามารถติดตอได 8/6 ซอยอินทนิล  ถนนมหิดล  ตําบลสุเทพ  อําเภอเมืองเชียงใหม   

จังหวดัเชียงใหม  50200 
 โทรศัพท   0-5380-8466      
 
 
 
 


