
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก หมายถงึ - วิธีการเตรียมกาซเอทิลีนมาตรฐาน 

- การวิเคราะห TNC TS RS 

- การวิเคราะหโปรตีนรวม 

ภาพภาคผนวก หมายถงึ - การคํานวณการวิเคราะหปริมาณเอทิลีน 

- การคํานวณการวิเคราะหปริมาณ TNC TS 

และ RS 

- กราฟมาตรฐานโปรตีน 
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ภาคผนวกที่ 1 วิธกีารเตีรยมกาซเอทลินีมาตรฐาน 
  

ในการเตรียมกาซเอทิลีนมาตรฐาน 0.1, 0.5, 1, 5 และ 10 สตล. มีวธิกีารเตรียมดังนี ้

 1. นําขวดที่ตัดกนออกและมีฝาจุกยางปดปากขวดวางลงในอางน้าํ ตะแคงใหน้าํเขา

ภายในขวดจนเต็ม ไมมีอากาศเหลือภายในขวด 

 2. นําขวดกาซเอทิลีนมาตรฐานที่สวม syringe adapter เพื่อใชสําหรับถายกาซเอทิลีน

จากกระปองไปยังขวดที่เตรียม เมื่อสอดสวนปลายของ syringe adapter ตรงตําแหนงกนขวดทีตั่ด

ปลายออกแลว จากนั้นกดดานบนของกระปองกาซเอทิลีนมาตรฐานจากกระปองจะออกมาแทนท่ี

น้ําและเขาไปอยูภายในขวดและลอยข้ึนไปสะสมอยูภายใตจุกยาง 

 3. นําเข็มฉีดยามาเสียบผานจุกยางที่ปดปากขวดจากนัน้นาํเข็มฉีดยามาดูดกาซเอทิลีน

ออกจากขวด 

 4. นาํเข็มฉีดยามาเสียบผาน syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่ปดจุกยางแลว โดยดูดมา 1 

มิลลิลิตร โดยกอนฉีดกาซเขาตองดูดกาซออกจาก syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร กอน 1 มิลลิลิตร 

แลวจึงฉีดกาซเอทิลีนเขาไป โดยคํานวนความเขมขนของปริมาณเอทิลีนดังนี ้  

  ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชในสําหรับเปนขวด stork ทีเ่ตรียมจาก

กาซเอทิลีนมาตรฐาน 95.5% สามารถคํานวณไดจากสูตร 

n1v1 = n2v2 

995,000 สตล. ( 1 มิลลิลิตร) = n2 (50 มิลลิลิตร) 

n2 = 19900 

โดยที ่ n1 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐาน 95.5% ซึ่งมีความเขมขน 

995,000 สวนตอลาน 

n2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork 

v1 คือ ปริมาตรของกาซเอทลีินมาตรฐานที่ดูดจากกาซเอทิลีนมาตรฐาน 

95.5% 

v2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork  
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5. ทําการลดความเขมขนของ stork โดยการนําเข็มฉีดยาดูดเอากาซเอทิลีนมาตรฐานจาก

ขอ 3 ซึ่งมีความเขมขน 19900 สตล. มาฉีดบริเวณจกุยางของ syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร โดย

คํานวนจาก 

 ปริมาตรของกาซที่ตองดูดมาจาก stock ความเขมขน 19900 สตล. สามารถ

คํานวณไดจากสูตร 

n1v1 = n2v2 

19900 สตล. (v1) = 500 (50 มิลลิลิตร) 

v1 =  1.25 มิลลิลิตร 

โดยที ่ n1 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐาน 95.5% ซึ่งมีความเขมขน 

995,000 สตล. 

n2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork 

v1 คือ ปริมาตรของกาซเอทลีินมาตรฐานที่ดูดจากกาซเอทิลีนมาตรฐาน 

v2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork 

 

เมื่อได stock ความเขมขน 500 สตล.  แลวนาํมาเตรียมกาซเอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 

10 สตล. ซึ่งสามารถคํานวณไดจากสูตร n1v1 = n2v2 เชนกนั โดยตองดูดกาซเอทิลีนมาตรฐานจาก 

stock ความเขมขน 500 สตล. มา 1 มิลลิลิตร ฉีดลงใน  syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร  

สําหรับความเขมขนอ่ืน ๆ กเ็ตรียมเชนเดียวกัน โดยที่ความเขมขน 5 สตล.  ดูดมาจากกาซ

เอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 10 สตล. มา 25 มิลลิลิตร ฉีดใสลงใน syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร, 

ความเขมขน 1 สตล. ดูดมาจากกาซเอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 5 สตล. มา 10 มิลลิลิตร ฉีดใส

ลงใน syringe ขนาด 50 มลิลิลิตร, ความเขมขน 0.5 สตล. ดูดมาจากกาซเอทิลีนมาตรฐานความ

เขมขน 1 สตล. มา 25 มิลลิลิตร ฉีดใสลงใน syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร, ความเขมขน 0.1 สตล. 

ดูดมาจากกาซเอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 0.5 สตล. มา 10 มิลลิลิตร ฉีดใสลงใน syringe 

ขนาด 50 มิลลิลิตร        
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ภาคผนวกที่ 1.1 การคํานวณการวิเคราะหปริมาณเอทิลีน 
 

 

y = 3E-05x + 0.1607
R2 = 0.9993
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ภาพภาคผนวกที่ 1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของเอทิลีนที ่0.1, 0.5, 1, 5 และ 10 สตล. 

  

จากกราฟมาตรฐานโดยใชเอทิลีนมาตรฐานพบวามีความสัมพนัธเปนเสนตรงในชวงความ

เขมขนของเอทิลีน 0 – 10 สตล. จะไดสมการเสนตรงคือ  

Y = 0.00003 + 0.1607 (X) 

R2 = 0.9993 

โดยที ่ Y  คือ  ความเขมขนของเอทลีินมีหนวยเปน สตล. 

  X  คือ  พื้นที่ใตกราฟที่อานไดจากเคร่ือง gas chromatograph มีหนวยเปน

ตารางมิลลิเมตร ซึ่งมีคา X minimum = 3469 ตารางมิลลิเมตร และคา X maximum = 325809 

ตารางมิลลิเมตร (Y minimum = 0.1 และคา X maximum = 10 สตล.) 
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ภาคผนวกที ่ 2 การเตรยีม reagent สําหรบัการวิเคราะห TNC TS และ RS โดยวธิี 
Nelson’s reducing procedure (A.O.A.C., 1990) 
 
Nelson’s reagent A 
 เตรียม anhydrous sodium carbonate (Na2CO3) 25 กรัม ผสมกบั sodium potassium 

tartrate 25 กรัม sodium biocarbonate (NaOHCO3) 25 กรัม และ anhydrous sodium Sulfate 

(Na2SO4) 200 กรัม ผสมกบัน้ํากล่ันและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

 
Nelson’s reagent B 
 เตรียม copper sulfate (CuSO4 5H2O) 15 กรัม ผสมน้ํา 100 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริก

เขมขน 2 หยด คนใหละลาย 

 
Nelson’s alkaline copper reagent 
 ผสม Nelson’s reagent A ปริมาตร 20 มิลลิลิตร กับ Nelson’s reagent B 0.8 มิลลิลิตร 

เขยาใหเขากนั ในการใชแตละคร้ังควรเตรียมใหมใหพอดีสําหรับวเิคราะหแตละคร้ังและใชทันท ี

 
arsenomolybolic acid reagent 
 เตรียม ammoniummolybdate ((NH4)6MO7O24.4H2O) 25 กรัม    ละลายในน้ํากล่ัน 450  

มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 21 มิลลิลิตร และเตรียม sodium dehydrogenarsenate 

(Na2HAsO4.7H2O) 3 กรัมผสมกับน้ํา 25 มิลลิลิตร นาํทัง้หมดมาผสมกนัเก็บไวในขวดสีชาที่

อุณหภูมิหอง 2 วัน กอนนาํมาใช สารละลายที่ใชไดตองมีสีเหลืองออนเทานั้น 

 
การสกัดตัวอยางการวเิคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง 

ทําการสกัดตัวอยางจากสวนตาง ๆ ตามวิธกีารของ Smith et al., (1964) โดยนาํสวนของ 

กิ่งยอดและใบลางดวยน้าํสะอาด 1 คร้ัง ผ่ึงใหแหง โดยกิ่งที่ใชจะวัดจากปลายกิง่แลวตัดชอผลทิ้ง

จากนั้นวัดจากที่ตัดชอผลมาอีก 15 เซนติเมตรแลวตัดนําเอากิง่สวนนี้ จํานวน 5 กิ่ง สวนใบจะใชใบ

คูที่ 2 และใบอยูตําแหนงที่ 2 นับจากปลายชอผล จํานวน 10 ใบยอยตอซ้ํา จากนัน้นํากิง่ยอดและ

ใบไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่งโมง บดแลวเกบ็ไวในตูดูดความชื้น เมื่อนํา

ตัวอยางมาวิเคราะหนําไปอบที่ 60 องศาเซลเซยีส นาน 2 ชั่งโมง ชัง่ตัวอยางพืช 0.05 กรัม ใสลงใน

ขวด erlenmeyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม H2SO4 0.2 N 40 มิลลิลิตร ปดดวยอะลูมิเนียม
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นําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ทิ้งไวใหเยน็ ปรับ pH ใหเปนกลางดวย 

NaOH ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้าํกล่ัน กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 

เก็บไวในขวดสําหรับการวิเคราะหตอไป 

 
การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง 
 ทําการวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง ดวยวธิีการของ Nelson’s 

reducing sugar procedure (A.O.A.C., 1990) การวิเคราะหเร่ิมจากดูดสารที่สกดัได 1 มิลลิลิตร

แลวเติม Nelson’s alkaline copper reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั ปดดวยแผน

อะลูมิเนยีมวางในน้ําเดือด 20 นาที จากน้ันนาํมาแชในน้าํเยน็ เติม arsenomolybolic acid 

reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวเติมน้าํกล่ันหลอดละ 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

นําไปวัดคา absorbance (A) ดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ 540 nm นําคา absorbance 

ของตัวอยางเปรียบเทียบกบัคาจาก standard curve ของ D-glucose  

 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 
 การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลในกิ่งยอดและใบ ดวยการสกัดตามวธิีการของ Dubois et 

al., (1956) ซึ่งอางโดย วรางคณา (2550) ดูดสารสกัดจากตัวอยางการวิเคราะหปริมาณ

คารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง 1 มิลลิลิตร ใส 0.1 N HCl 0.5 มิลลิลิตร นําไปตมทีอุ่ณหภูมิ 100 

องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ีจากนั้นนํามาแชในน้ําเยน็ จากนั้นเติม 0.1 NaOH 0.5 มิลลิลิตร ดูด

สารผสมนัน้ 1 มิลลิลิตร นําไปวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง ดวยวิธกีารของ 

Nelson’s reducing sugar procedure (A.O.A.C., 1990) โดยเติม Nelson’s alkaline copper 

reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั ปดดวยแผนอะลูมิเนียมวางในน้ําเดือด 20 นาท ี

จากนั้นนํามาแชในน้ําเยน็ เติม arsenomolybolic acid reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขา

กันแลวเติมน้าํกล่ันหลอดละ 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคา absorbance (A) ดวยเคร่ือง 

spectrophotometer ที่ 540 nm นําคา absorbance ของตัวอยางเปรียบเทียบกับคาจาก 

standard curve ของ D-glucose  

 
การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซิง 
 การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซิงในกิ่งยอดและใบ ดวยการสกัดตามวิธกีารของ 

Yemm (1935) ซึ่งอางโดย วรางคณา (2550)  โดยช่ังตัวอยางที่อบและแหงสนิทแลว หนัก 0.05 

กรัม ใส erlenmeyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม ethanol 85 เปอรเซ็นต 20 มิลลิลิตร ปดดวย
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อะลูมิเนยีมนาํไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เขยา flask ทุกคร่ึงชั่วโมงเพื่อให

ปฏิกิริยาสมบูรณ จากนั้นวางไวที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน กรอง

ดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 จากนัน้นาํไปวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใช

โครงสราง ดวยวิธกีารของ Nelson’s reducing sugar procedure (A.O.A.C., 1990) โดยเติม 

Nelson’s alkaline copper reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ปดดวยแผนอะลูมิเนียม

วางในน้ําเดือด 20 นาท ีจากนัน้นาํมาแชในน้าํเยน็ เติม arsenomolybolic acid reagent หลอดละ 

1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัแลวเติมน้าํกล่ันหลอดละ 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาํไปวัดคา 

absorbance (A) ดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ 540 nm นําคา absorbance ของตัวอยาง

เปรียบเทยีบกบัคาจาก standard curve ของ D-glucose   
 
ภาคผนวกที่ 2.1 การคํานวณการวิเคราะหปริมาณ TNC TS และ RS 
 
 TNC, TS, RS =    mg glucose equivalent x volume make 

    น้ําหนกัตัวอยาง x volume take 

 

y = 6.78x - 0.1519
R2 = 0.9992
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ภาพภาคผนวกที่ 2 ความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงที่ 540 กบัปริมาณกลูโคสมาตรฐานเพื่อ

หาคา TNC TS และ RS ของลําไยพันธุดอหลังไดรับบราสิโนสเตียรอยด 
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ภาคผนวกที่ 3 การวิเคราะหโปรตีนรวม 
 
1. สารเคมีทีใ่ชในการเตรยีม extraction buffer 
 Tris-HCl 0.05 M pH 8.4     100  มิลลิลิตร 

 Sodium Chloride 150 mM     1.7533   กรัม 

 Cysteine 10 mM      0.1212  กรัม 

 Asorbic acid 1 mM      0.0352   กรัม 

 Calcium Chloride 1mM     0.0294  กรัม 

 Sodium EDTA 1mM     0.7444  กรัม 

 Nicotine 2 %      2.00  กรัม  

 หมายเหตุ  เตรียมใหมทุกคร้ังที่ใช 
2. สารเคมีทีใ่ชในการเตรยีม Tris-HCl buffer 0.05 M pH 8.4 
 Tris        1.1057  กรัม 

 น้ํากล่ัน       100  กรัม 

 ปรับ pH ใหได 8.4 ดวย 1 N NaOH หรือ HCl 

 
3.  การเตรียมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปน 

กรด-ดาง7.5 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer saline (PBS) 
 ก. สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร เตรียมโดยช่ัง

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต (Merck) น้ําหนกั 7.8005 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันและ

ปรับปริมาณใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

 ข. สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร เตรียมโดยช่ัง

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (Merck) น้ําหนกั 8.8995 กรัม ละลายในน้ํากล่ันและปรับ

ปริมาณใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

 ค. สารละลายบัพเฟอรที่มคีวามเปนกรด-ดาง 7.5 เตรียมโดย นําสารละลาย ก. 100 

มิลลิลิตรมาปรับความเปนกรด – ดางดวยสารละลาย ข. โดยคอย ๆ เติมสารละลายผสมจนคา

ความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 

 ง. สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร เตรียมโดยช่ังโซเดียมคลอไรด 

(Merck) น้ําหนัก 11.7467 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันและปรับปริมาณใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํ

กล่ัน 
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 จ. สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปน กรด-ดาง7.5 

ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer saline (PBS) เตรียมโดยนําสารละลาย

บัฟเฟอร ความเปนกรด – ดาง 7.5 (สาร ค.) มา 10 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 

ความเขมขน 2.0 โมลาร (สาร ง.) ลงไป 5 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวย

น้ํากล่ัน 
 
4. การเตรียมสารละลาย comassie brilliant blue G-250 
 ชั่ง comassie brilliant blue G-250 (BIO-RED) น้ําหนัก 0.0125 กรัม ละลายในเอทา

นอลปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟอสฟอริก (Merck) ความเขมขน 85% ลงไป 25

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตรดวยน้าํกล่ัน ไดสารละลาย comassie brilliant blue G-

250 ความเขมขน 0.05% ในเอทานอล 5% และฟอสฟอริก 10% 

 
5. การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

ชั่งโปรตีน BSA (Bovine Serum Albumin, Fluka) มา 0.2500 กรัม ละลายในน้าํกล่ัน

แลวปรับปริมาตรใหเปน 25 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารละลายโปรตีนที่เตรียมได ปริมาตร 0.50

มิลลิลิตร ใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 25 มิลลิลิตร โดย

การเติมสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) จะไดสารละลายโปรตีนมาตรฐานความ

เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 

ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (BSA) ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลตร

ปริมาตร 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย 

PBS ลงในหลอดแตละหลอดโดยใหปริมาตรรวมในแตละหลอดเทากบั 300 ไมโครลิตร หลังจาก

นั้นเติมสารละลาย coomassie brilliant blue G-250 (วิธีการเตรียมตามภาคผนวก) ลงไปหลอด

ละ 3 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากนัแลวต้ังทิง้ไว 10 นาท ี แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง spectrophotometer รุน SPECTRO 22 ของบริษทั 

Labo MED, Inc. นําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายโปรตีน

มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง  
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ภาคผนวกที่ 5.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 

y = 0.1091x - 0.1131
R2 = 0.9991
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ภาพภาคผนวกที่ 3 ความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงที ่ 595 กับปริมาณโปรตีน
มาตรฐานเพือ่หาคาปริมาณโปรตีนรวมในกิ่งยอดและใบของลําไย
พันธุดอหลังไดรับ บราสิโนสเตียรอยด 
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