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ก.1 กจิกรรมของเอนไซม์ Peroxidase (POD) (ดัดแปลงจาก Wang, 1982) 
น ำส่วนกลำงของผลพริกท่ีเอำเมล็ดออกแลว้จ ำนวน 2 กรัม ตดัเป็นช้ินเล็กๆ บดในสำรละลำย 

phosphate buffer (pH 6.1 ท่ีเยน็) ควำมเขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ จ ำนวน 12 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 5 องศำ
เซลเซียส เติมสำรpolyvinyl pyrolidone 90 มิลลิกรัม และ sodium ascorbate 30 มิลลิกรัม แลว้บด
ต่อไปอีก หลงัจำกนั้นน ำไปป่ันเหวีย่งท่ีควำมเร็วรอบ 12000xg ดว้ยเคร่ืองเซนตริฟิวยีห่อ้ Sorvall® 

รุ่น RC5C plus ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที น ำสำรละลำยใสส่วนบน 
(supernatant) ท่ีไดม้ำหำกิจกรรมเอนไซม ์ POD และปริมำณโปรตีนโดยแต่ละทรีตเมนทมี์จ ำนวน
ตวัอยำ่งพริก 5 ซ ้ ำ 
  

การวดักจิกรรมของเอนไซม์ POD 

ดูดสำรละลำย guaiacol ควำมเขม้ขน้ 4 มิลลิโมลำร์ จ ำนวน 2 มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย 
hydrogen peroxide ควำมเขม้ขน้ 3 มิลลิโมลำร์ จ ำนวน 2 มิลลิลิตร แลว้เติม supernatant ท่ีได ้0.8 

มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขำ้กนั บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนำน 5 นำที แลว้จึงน ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงดว้ย
เคร่ืองspectrophotometer ยีห่อ้ Shimadza® รุ่น UV-1700 ท่ีช่วงควำมยำวคล่ืน 420 นำโนเมตร 
ส่วน blank เตรียมโดยใชส้ำรละลำยท่ีมีส่วนผสมของ phosphate buffer (pH 6.1) ควำมเขม้ขน้ 0.1 

โมลำร์ ปริมำตร 0.8 มิลลิลิตร hydrogen peroxide ปริมำตร 3 มิลลิลิตร และสำรละลำย guaiacol 
ควำมเขม้ขน้ 4 มิลลิโมลำร์ ปริมำตร 2 มิลลิลิตร น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีไดม้ำ
ค ำนวณเป็นค่ำกิจกรรมของเอนไซม ์POD มีหน่วย OD420/1 นำที/มิลลิกรัมโปรตีน 
 

การหาปริมาณโปรตีน (Bradford, 1976) 

ดูดสำรละลำย supernatant ท่ีไดจ้ำกขำ้งตน้ 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย coomassie blue 
จ ำนวน 4มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลำ 4 นำที แลว้วดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 595 นำโนเมตร น ำค่ำท่ีอ่ำน
ไดเ้ทียบกบักรำฟโปรตีนมำตรฐำน BSA เพื่อหำปริมำณโปรตีนในสำรละลำยตวัอยำ่ง 
 

การเตรียมสารละลาย coomassie blue 

ชัง่ coomassie blue จ ำนวน 100 มิลลิกรัม ละลำยในสำรละลำยเอทธำนอล ควำมเขม้ขน้ร้อยละ 95 
จ  ำนวน 50 มิลลิลิตร จนกระทัง่ coomassie blue ละลำยหมดแลว้จึงเติม phosphoric acid ควำม
เขม้ขน้ร้อยละ 85 ปริมำตร 100 มิลลิลิตร และปรับปริมำตรดว้ยน ้ำกลัน่ใหค้รบ 1 ลิตร จำกนั้นน ำไป
กรองดว้ยกระดำษกรอง Whatman เบอร์ 2 สำรละลำยท่ีกรองแลว้จะเก็บในขวดสีชำ 
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การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน 
ชัง่โปรตีนมำตรฐำน BSA (Bovine Serum Alumin, Sigma Co. Ltd.) จ ำนวน 2.5 มิลลิกรัม ละลำย
ในสำรละลำย phosphate buffer (pH 6.1) ควำมเขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ ปริมำตร 25 มิลลิลิตร จะได้
สำรละลำยโปรตีนควำมเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้น ำสำรละลำยโปรตีนท่ีไดม้ำเจือจำง
ดว้ย phosphate buffer จนไดร้ะดบัควำมเขม้ขน้เท่ำกบั 20, 40, 60, 80 และ 100 µg/ml จำกนั้น
น ำมำวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 595 นำโนเมตร น ำมำสร้ำงกรำฟมำตรฐำนและหำค่ำ slope ของกรำฟ 
เพื่อน ำมำใชใ้นกำรค ำนวณต่อไป (รูปท่ี ก.1) 

รูปท่ี ก. 1 กรำฟมำตรฐำนระหวำ่งควำมเขม้ขน้ของ BSA กบัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 595 
นำโนเมตร 
ก.2 กิจกรรมของเอนไซม์ Phenylalanine ammonia lyase ของผลพริก (PAL) (Camm และ 
Tower, 1973) 
กำรเตรียม acetone powder จำกตวัอยำ่งผลพริกชัง่ตวัอยำ่งผลพริกปริมำณ 10 กรัม แลว้ใส่ 
acetone ร้อยละ 95 (acetone ร้อยละ 95 ท่ีใชต้อ้งน ำไปแช่ไวใ้น deep freezer นำนประมำณ 1 

วนั) ลงไปใหท้่วม ท ำกำรป่ันใหล้ะเอียดดว้ย homogenizer นำน ประมำณ 5 นำที แลว้น ำมำกรอง
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ดว้ยกระดำษกรอง whatman เบอร์ 1 โดยใช ้ vacuum pump ท่ีแรงดูดประมำณ 10 – 15 ปอนด์/
ตำรำงน้ิว ขณะท่ีกรองใหค้นเบำๆ ตลอดเวลำ และเติม acetone ท่ีผำ่นกำรแช่ 

ใน deep freezer ลงไปดว้ย น ำกำกของผลพริกท่ีไดจ้ำกกำรกรองมำผสมดว้ย ethanol ร้อยละ 95 
ให้ท่วมและป่ันดว้ย homogenizer ให้ละเอียดอีกคร้ังแลว้น ำไปกรองดว้ยกระดำษกรอง whatman 

เบอร์ 2 โดยใช ้ vacuum pump น ำส่วนของกำกท่ีไดป้ล่อยทิ้งไวใ้ห้แห้ง แลว้จึงน ำไปบดดว้ยโกร่ง 
ซ่ึงจะไดเ้ป็น acetone powder ของผลพริก น ำ acetone powder ท่ีไดไ้ปใส่ไวใ้น aluminium foil 
แลว้น ำไปเก็บไวใ้นdessicator เพื่อเตรียมน ำไปวเิครำะห์ต่อไป 
 

การวดักจิกรรมเอนไซม์ PAL 
ชัง่ acetone powder มำ 500 มิลลิกรัม เติม sodium borate buffer ควำมเขม้ขน้ 0.2 โมลำร์ pH 

8.8 ท่ีเยน็ลงไป 50 มิลลิลิตร ท ำกำรป่ันเบำๆ ดว้ยเคร่ืองกวนแม่เหล็กท่ีอุณหภูมิประมำณ 4 องศำ
เซลเซียส นำนประมำณ 30 นำที น ำตวัอยำ่งสำรแขวนลอยมำป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ดว้ยแรงเหวี่ยง 14000xg นำน 25 นำที จำกนั้นจึงค่อยๆ รินส่วนใสท่ีได ้
(ส่วนของเอนไซมท่ี์สกดัได)้ น ำไปวเิครำะห์เพื่อหำกิจกรรมของเอนไซม ์PAL ต่อไปทนัที โดยท ำกำร
แบ่งออกเป็น 2 หลอดทดลอง หลอดท่ี 1 (blank) เติม sodium borate buffer ควำมเขม้ขน้ 0.2 โม
ลำร์ pH 8.8 จ ำนวน 1.5 มิลลิลิตร สำรละลำยท่ีสกดัไดป้ริมำณ 1 มิลลิลิตร และน ้ ำกลัน่ 3 มิลลิลิตร 
หลอดท่ี 2 เติม sodium borate buffer ควำมเขม้ขน้ 0.2 โมลำร์ pH 8.8 จ ำนวน 1.5 มิลลิลิตร 

สำรละลำยท่ีสกดัได ้ 1 มิลลิลิตร และน ้ ำกลัน่ 2 มิลลิลิตร และฟีนิลอะลำนิน (10 มิลลิกรัมต่อน ้ ำ 1 
มิลลิลิตร) จ ำนวน 1 มิลลิลิตร จำกนั้นเขยำ่ส่วนผสมในแต่ละหลอดทดลองดว้ยเคร่ืองเขยำ่แลว้น ำไป
บ่มในน ้ ำอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส นำน 1 ชัว่โมง หลงัจำกนั้นหยุดปฏิกิริยำโดยกำรเติมกรด
ไฮโดรคลอริกควำมเขม้ขน้ 5 นอร์มลั ปริมำณ 0.5 มิลลิลิตรต่อหลอด จำกนั้นน ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืน
แสงท่ีควำมยำวคล่ืน 290 นำโนเมตร ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ะแสดงออกมำในรูปอตัรำปฎิกิริยำของ
เอนไซม ์PAL เม่ือเปรียบเทียบกบั blank โดย 1 หน่วยปฎิกริยำ คือ ปริมำณของเอนไซม์ PAL ท่ีท ำให้
เกิด cinnamic acid 1 โมล ในเวลำ 1 ชัว่โมง 
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วธีิการเตรียม Sodium borate buffer pH 8.8 
1. เตรียม boric acid ควำมเขม้ขน้ 0.2 โมลำร์ (สำรละลำย A) โดยชัง่ boric acid จ ำนวน 12.4 กรัม 
ละลำยดว้ยน ้ ำกลัน่แลว้ค่อยๆ คนจนสำรละลำยหมด ท ำกำรปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่ให้ครบ 1 ลิตร 
โดยใช ้volumetric flask 
2. เตรียม sodium borate ชนิด dibasic ควำมเขม้ขน้ 0.2 โมลำร์ (สำรละลำย B) โดยชัง่ sodium 

borateจ ำนวน 36.28 กรัม ละลำยดว้ยน ้ ำกลัน่แลว้ค่อยๆ คนจนสำรละลำยหมด ท ำกำรปรับปริมำตร
ดว้ยน ้ำกลัน่ ใหค้รบ 1 ลิตร โดยใช ้volumetric flask 

3. น ำสำรละลำย A ปริมำตร 50 มิลลิลิตร ผสมกบั สำรละลำย B ปริมำตร 30 มิลลิลิตร จะได ้
sodium borate buffer pH 8.8 หรือท ำกำรปรับ pH ดว้ย NaOH หรือ HCl แลว้น ำไปเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 

ก.3 กจิกรรมของเอนไซม์ β-1,3-glucanase (Salles และคณะ, 2002) 

กำรเตรียมสำรเคมี 
1. Somogyi’s reagent 

Somogyi I: ละลำยโซเดียมซลัเฟต 288 กรัม ในน ้ ำกลัน่ท่ีผำ่นกำรตม้ให้เดือดแลว้ปริมำตร 
1,000 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมทำร์เทรต 24 กรัม Na2CO3 48 กรัม และ NaHCO3 32 
กรัม ลงไป เจือจำงดว้ยน ้ ำกลัน่ท่ีผำ่นกำรตม้แลว้ ปรับปริมำตรเป็น 1,600 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นขวดสี
ชำ 

Somogyi II: ละลำยโซเดียมซลัเฟต 72 กรัม ในน ้ ำกลัน่ท่ีผำ่นกำรตม้ให้เดือดแลว้ปริมำตร 
300 มิลลิลิตร เติมคอร์เปอร์ซลัเฟต 8 กรัม ปรับปริมำตรเป็น 400 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ำกลัน่ท่ีผำ่นกำรตม้
ใหเ้ดือดแลว้ เก็บไวใ้นขวดสีชำ  

ก่อนใชผ้สม Somogyi I และ Somogyi II ในอตัรำส่วน 4:1 โดยปริมำตร 
2. Nelson’s reagent 
แอมโมเนียมโมลิปเดท 100 กรัม ในน ้ ำกลัน่ 1,800 มิลลิลิตร เติมกรดซลัฟูริคเขม้ขน้ (conc. 

sulfuric acid) ปริมำตร 84 มิลลิลิตร หลงัจำกนั้นเติมสำรละลำยของโซเดียมไฮโดรเจนอำซิเนท 12 

กรัม ท่ีละลำยในน ้ำกลัน่ 100 มิลลิลิตร ลงไป เก็บสำรละลำยน้ีไวใ้นขวดสีชำเป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
3. สำรละลำย Laminarin 

สำรละลำย Laminarin ควำมเขม้ขน้ 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมโดยละลำย Laminarin 
(Sigma) 0.075 กรัม ในน ้ ำกลัน่จ  ำนวน 30 มิลลิลิตร จำกนั้นปรับปริมำตรให้ครบ 50 มิลลิลิตร ดว้ย
น ้ำกลัน่ โดยใช ้volumetric flask 
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การวเิคราะห์เอนไซม์ β-1,3-glucanase 
น ำสำรตวัอยำ่ง (crude protein) 0.3 มิลลิลิตร ในหลอดแกว้ เติมสำรละลำย Laminarin 1.2 มิลลิลิตร 

น ำหลอดแกว้บ่มในอ่ำงน ้ ำท่ีควบคุมอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เพื่อให้เกิดปฏิกิริยำของเอนไซมเ์ป็น
เวลำ 20นำที หยดุปฏิกิริยำโดยน ำไปตม้ในน ้ ำเดือด 5 นำที ป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็วรอบ 2,000xg นำน 5 
นำที น ำสำรละลำยส่วนใส (ส่วนบน) มำหำกิจกรรมของเอนไซม์ β-1,3-glucanase โดยน ำ
สำรละลำยส่วนใสจ ำนวน 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดแกว้ เติมสำรละลำย Somogyi’s reagent 1 
มิลลิลิตร น ำหลอดแกว้ไปตม้ในน ้ ำเดือด 20 นำที ท ำให้เยน็โดยแช่ในน ้ ำเยน็อุณหภูมิ 10-15 องศำ
เซลเซียส เติมสำรละลำย Nelson’s reagent ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขำ้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องนำน 15 นำที เติมน ้ ำกลัน่ 2 มิลลิลิตรผสมให้เขำ้กนั วดักำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 

520 โดยเปรียบเทียบค่ำท่ีได ้ ในสำรละลำยตวัอยำ่งกบักรำฟมำตรฐำน โดยใช้น ้ ำตำลกลูโคสเป็น
สำรละล ำ ยมำตรฐำน  (รูป ท่ี  ก .2) เ พื่ อห ำป ริม ำณของ เอนไซม์  
β-1,3-glucanase 1 หน่วยของกิจกรรมเอนไซม ์ คือ ปริมำณเอนไซมท่ี์สำมำรถท ำให้เกิดน ้ ำตำล
กลูโคส 1ไมโครกรัม ใน 1 นำที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 

 
รูปท่ี ก. 2 กรำฟมำตรฐำนระหวำ่งควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำล D-glucose กบัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำม
ยำวคล่ืน 520 นำโนเมตร 
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ก.4 กจิกรรมของเอนไซม์ Chitinase (Gupta และคณะ, 1995) 
น ำส่วนกลำงของผลพริกท่ีเอำเมล็ดออกแลว้จ ำนวน 1 กรัม บดในสำรละลำย acetate buffer (pH 

5.2)ควำมเขม้ขน้ 0.5 โมลำร์ จ ำนวน 5 มิลลิลิตร ผสมกบั mercaptoethanol 15 มิลลิโมลำร์ จ ำนวน 

3 มิลลิลิตร แลว้บดต่อไปอีก หลงัจำกนั้นน ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็วรอบ 16,000xg ดว้ยเคร่ืองเซนตริ
ฟิว ยี่ห้อ Sorvall® รุ่น RC5C plus ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที น ำสำรละลำยใส
ส่วนบน (supernatant) ท่ีไดม้ำหำกิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสต่อไป 
 

การเตรียมสารเคมี 
1. สำรละลำย acetate buffer (pH 5.2) โดยเตรียมสำรละลำยกรดอะซิตริก 0.2 โมลำร์ จ ำนวน 210
มิลลิลิตร (สำรละลำย A) ผสมกบัสำรละลำย sodium acetate ควำมเขม้ขน้ 0.2 โมลำร์ จ ำนวน 790

มิลลิลิตร (สำรละลำย B) ปรับปริมำตรของสำรละลำยให้ได ้ 2,000 มิลลิลิตรและปรับ pH ของ
สำรละลำยใหไ้ด ้5.2 จำกนั้นเก็บรักษำท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
2. สำรละลำย DNS (dinitrosalicylic acid) เตรียมโดยละลำย sodium hydroxide จ ำนวน 1.6 กรัม 

ในน ้ ำกลัน่ 50 มิลลิลิตร เติม 3,5-dinitrosalicylic acid จ ำนวน 0.9 กรัม คนให้ละลำย แลว้จึงเติม 
potassium sodium tartate จ ำนวน 28.22 กรัม คนให้ละลำย ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่ให้ได ้ 100 

มิลลิลิตร เก็บไวใ้น ขวดสีชำท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
3. สำรละลำย citrate buffer (pH 6.0) ควำมเขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ โดยใชส้ำรละลำยกรดซิตริกควำม
เขม้ขน้ 0.1โมลำร์ จ ำนวน 95 มิลลิลิตร (สำรละลำย A) และ dibasic sodium phosphate ควำม
เขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ จ ำนวน 415 มิลลิลิตร (สำรละลำย B) ปรับปริมำตรให้ได ้1,000 มิลลิลิตร (ใชน้ ้ ำ
กลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ) และปรับ pH ของสำรละลำยให้ได้ 6.0 ดว้ยสำรละลำย sodium hydroxide ควำม
เขม้ขน้ 10 โมลำร์ จำกนั้นเก็บรักษำท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 

ขั้นตอนการวเิคราะห์เอนไซม์ไคติเนส 

เน่ืองจำกกิจกรรมของเอนไซมท่ี์ท ำกำรวิเครำะห์จะอยูใ่นรูปของน ้ ำตำล ดงันั้นในพริกหรือผลิตผลซ่ึง
ปรกติจะมีน ้ำตำลอยูแ่ลว้ จึงตอ้งท ำกำรวดัปริมำณน ้ำตำลเร่ิมตน้เพื่อท่ีจะไดน้ ำค่ำท่ีไดล้บออกจำกกรณี
สำรตวัอยำ่ง จึงแบ่งวธีิกำรทดลองไดด้งัต่อไปน้ี 
กรณีสำรตวัอยำ่ง 
1. ชัง่ colloidal chitin 0.2 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง 
2. เติม citrate buffer ควำมเขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ (pH 6.0) ปริมำณ 2 มิลลิลิตร 
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3. เติมตวัอยำ่ง (crude protein) ท่ีมีควำมเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์เหมำะสม 1 มิลลิลิตร 
4. บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที 

5. ปิเปตส่วนใสมำ 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ซ ้ ำละ 2 หลอด 
6. เติมสำรละลำย DNS 0.5 มิลลิลิตร 

7. หลอดแรกน ำไปตม้ในน ้ ำเดือดเป็นเวลำ 15 นำที (หำปริมำณน ้ ำตำลเม่ือส้ินสุดปฏิกริยำ) ส่วน
หลอดท่ีสองไม่ตม้ในน ้ำเดือด (หำปริมำณน ้ำตำลเร่ิมตน้) 
8. หยดุปฏิกิริยำของทั้งสองหลอดพร้อมกนัโดยกำรแช่ในน ้ำแขง็ 
9. เติมน ้ำกลัน่ 5 มิลลิลิตร 
10. วดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 570 นำโนเมตร อ่ำนค่ำควำมเขม้ขน้ของปริมำณผลิตภณัฑ์
ท่ีไดจ้ำกกำรยอ่ยสลำยเทียบจำกกรำฟมำตรฐำน N-acetylglucosamine ควำมเขม้ขน้ 0 – 3 กรัมต่อ
ลิตร (รูปท่ี 3.2) 

11. ค ำนวณหำค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส (ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน) ตำมสูตรท่ีแสดงไว้
ดำ้นล่ำง น ำค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสของน ้ ำตำลเร่ิมตน้ (ตวัอยำ่งท่ีไม่ตม้ในน ้ ำเดือด) ลบดว้ย
ค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสเม่ือส้ินสุดปฏิกริยำ (ตวัอยำ่งท่ีตม้ในน ้ ำเดือด) จะไดค้่ำกิจกรรมของ
เอนไซมไ์คติเนสท่ีแทจ้ริง 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ก. 3 กรำฟมำตรฐำนระหวำ่งควำมเขม้ขน้ของ N-acetylglucosamine กบัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี
ควำมยำวคล่ืน 570 นำโนเมตร 
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กรณี blank 
1. ชัง่ colloidal chitin 0.2 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง 
2. เติม citrate buffer (pH 6.0) ควำมเขม้ขน้ 0.1 โมลำร์ จ ำนวน 2 มิลลิลิตร 
3. เติมน ้ำกลัน่ 1 มิลลิลิตร 

4. บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที 

5. ปิเปตส่วนใสมำ 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองใหม่สองหลอด 
6. เติมสำรละลำย DNS 0.5 มิลลิลิตร และท ำกำรทดลองเช่นเดียวกบัในกรณีสำรตวัอยำ่งตำมขั้นตอน
ท่ี 7-11 
 

วธีิค ำนวณ 
ค่ำกิจกรรมของไคติเนส (ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน) =    

 

A = ปริมำณ N-acetylglucosamine (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร); (OD570 x 1/slope x 1000) 
B = มวลโมเลกุลของ N-acetylglucosamine (MW = 221.2) 

C = ปริมำณของสำรละลำยทั้งหมดท่ีท ำปฏิกิริยำ (มิลลิลิตร); (3 มิลลิลิตร) 
D = เวลำท่ีใชใ้นกำรท ำปฏิกิริยำ (นำที); (60 นำที) 

E = ปริมำตรสำรตวัอยำ่ง (มิลลิลิตร); (1 มิลลิลิตร) 

dilution factor    =    ควำมเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์เจือจำงให้มีควำมเขม้ขน้ท่ีเหมำะสม(สำรละลำย
ตวัอยำ่ง)     ในกำรตรวจวดักิจกรรม 

slope                 =    0.1993 (slope ไดจ้ำกสมกำรกรำฟในรูปท่ี 3.2 โดย y = 0.1993x – 0.0032) 
 

ก.5 อตัราการหายใจและการผลติเอทลินิ (Gemma และคณะ, 1994) 

กำรวดัอตัรำกำรหำยใจและกำรผลิตเอทิลีน ท ำโดยน ำพริกจ ำนวน 5 ผล มำชัง่น ้ำหนกั และบรรจุใน
ขวดแกว้ท่ีปิดสนิท ซ่ึงมีปริมำตร 50 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 ชัว่โมง 
จำกนั้นสุ่มตวัอยำ่งก๊ำซภำยในขวดแกว้ดว้ยกระบอกฉีดยำท่ีเป็นสูญญำกำศปริมำตร 1 มิลลิลิตร มำท ำ
กำรวเิครำะห์ดว้ยเคร่ือง gas chromatograph ยีห่อ้ Shimadzu® รุ่น GC 8A ส ำหรับวเิครำะห์ก๊ำซ
คำร์บอนไดออกไซด์ ใช ้ column ชนิด porapack Q (Mesh 80/100) และรุ่น GC 14B ส ำหรับ
วเิครำะห์ก๊ำซเอทิลีน ใช ้column ชนิด porapack Q (Mesh 60/80) โดยใชส้ภำพของกำรวดัดงัน้ี 
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สภำพกำรวดัอตัรำกำรหำยใจและกำรผลิตเอทิลีนดว้ยเคร่ือง gas chromatograph ยี่ห้อ Shimadzu 
รุ่น GC 8A 

 

น ำค่ำท่ีไดไ้ปค ำนวณอตัรำกำรผลิตเอทิลีน หน่วยเป็นไมโครลิตรเอทิลีนต่อกิโลกรัมต่อชัว่โมง 
(μl C2H4/kg.hr) 
อตัรำกำรผลิตเอทิลีน =  ควำมเขม้ขน้ของก๊ำซเอทิลีนท่ีไดx้ (ปริมำตรภำชนะ (ml) – น ้ำหนกัตวัอยำ่ง (g)) 
                                                        น ้ำหนกัตวัอยำ่ง (g) x เวลำในกำรจบัเวลำ 


