
ภาคผนวก

สารเคมีและการเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหรูปแบบไอโซไซม

1.    น้ํายาสกัดเอนไซม (extraction buffer)
สารที่ใชเปนน้ํายาสกัดเอนไซม  คือ Tris (hydroxymethyl) aminomethane หรือ Tris-buffer  

    0.2 M  pH  8.4
0.2 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane
0.2 M HCl

วิธีการเตรียมทําโดยการนํา 0.2 M Tris ปริมาตร 50  มิลลิลิตร ผสมกับ 0.2 M HCl ปริมาตร 
16.5  มิลลิลิตร และปรับ pH ดวย 0.2 M HCl  ใหได  pH  8.4   หลังจากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ใหได 200  มิลลิลิตร  ใสลงในขวดสีชา  เก็บไวที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส

2. สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ separating  gel  8.5 %
สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบแสดงไวในตารางขางลางนี้

ตารางภาคผนวก 1   สวนผสมสําหรับการเตรียม separating  gel  8.5 %

Stock  solution separating  gel  8.5 %
น้ํากลั่น 9.7    มิลลิลิตร

1.5  M  Tris – HCl  pH 8.8    5    มิลลิลิตร
acrylamide 30 %    5    มิลลิลิตร

APS 10 % (เตรียมกอนใช)   200   ไมโครลิตร
TEMED     10   ไมโครลิตร

เตรยีม  separating  gel  ปริมาตร 10  มลิลิลิตร  ผสมน้าํกลัน่ กบั 3 M Tris pH 8.8 และ acrylamide 
30 %  เขาดวยกนั แลวคอย ๆ  เตมิ APS 10 % และ TEMED คนใหเขากนั จากนัน้นาํมาเทลงระหวาง
แผนกระจกทีเ่ตรยีมไว  ระวงัอยาใหเกดิฟองอากาศ

3. สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ  sample  buffer  คือ  glycerol  10 % และ 
bromophenol  blue  0.5 %

100   มิลลิลิตร
100   มิลลิลิตร
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4. สารเคมีที่ใชเปน  running  buffer  คือ  Tris  3  กรัม และ Glycine  14.4   กรัม
เตรียมสารละลายโดยละลายสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 
500 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส

5. สารเคมีที่ใชในการยอมเอนไซม
5.1 Acid  phosphatase (ACP)

acetate  buffer pH 6.0 100     มิลลิลิตร
fast garnet GBC diasodium salt     50     มิลลิกรัม
disodium α - naphthyl  phosphate    25     มิลลิกรัม

5.2 Esterase (EST)
phosphate  buffer pH 6.0 100     มิลลิลิตร
fast  blue B - salt                                            0.15     กรัม
α - naphthyl  acetate                                     0.003    กรัม

5.3 Peroxidase (POX)
Tris-HCl  0.1 M pH 4.0     80     มิลลิลิตร
3 - amino - 9 - ethylcarbazole                      0.042     กรัม
β - naphthol                                                  0.029     กรัม
3 % H2O2                100    ไมโครลิตร

ตารางภาคผนวกที่ 2   ตารางแสดงคา Proximity Matrix  ของใบออน

Squared Euclidean Distance

    Case 1 2 3 4 5

1 0.000 6.000 6.000 6.000 6.000
2 6.000 0.000 2.000 2.000 2.000
3 6.000 2.000 0.000 0.000 0.000
4 6.000 2.000 0.000 0.000 0.000
5 6.000 2.000 0.000 0.000 0.000

                          This is a dissimilarity matrix
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ตารางภาคผนวกที่ 3   ตารางแสดงคา Proximity Matrix  ของใบที่เจริญเติบโตเต็มที่

Squared Euclidean Distance

     Case 1 2 3 4 5
  1 0.000 0.000 0.000 3.000 5.000
  2 0.000 0.000 0.000 3.000 5.000
  3 0.000 0.000 0.000 3.000 5.000
  4 3.000 3.000 3.000 0.000 2.000
  5 5.000 5.000 5.000 2.000 0.000

                   This is a dissimilarity matrix

ตารางภาคผนวกที่ 4   ผลการวิเคราะหความแปรปรวนของเปอรเซ็นตการติดฝก

SOV DF SS MS F P
Treatment 7  53,271.58 7610.22 4.06 0.008
Error 71 132,803.91 1870.47
Total 78 186,075.49

CV =   59.27 %
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ประวัติผูเขียน

ชื่อ - สกุล นางสาวจารุภัทร  ประราศรี

วัน เดือน ป เกิด 4  กันยายน 2522

ประวัติการศึกษา - ปการศกึษา 2540  สําเรจ็การศกึษามธัยมศกึษาตอนปลายโรงเรยีนศรรีาชา
อําเภอศรีราชา  จังหวัดชลบุรี

- ปการศกึษา 2544 สําเรจ็การศกึษาปรญิญาวทิยาศาสตรบณัฑติ  สาขาวชิา   
พชืศาสตร (พชืสวนประดบั) มหาวทิยาลัยแมโจ  อําเภอสนัทราย  จงัหวดั
เชยีงใหม

ท่ีอยูปจจุบัน 41/96  หมู 1  ตําบลสุรศักดิ์  อําเภอศรีราชา  จังหวัดชลบุรี  20110
โทรศัพท  0-3832-5264 ,  0-9094-2855
E-mail address : kung410@hotmail.com หรือ kung_410@yahoo.com
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