
ภาคผนวก
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การวิเคราะหปริมาณกรดตามวิธีของ Helrich (1990)

การเตรียมสาร
1. สารละลาย sodium hydroxide 0.01 นอรมัล

NaOH       0.40   กรัม
น้ํากลั่น 1000.00  มิลลิลิตร
เก็บในขวดสีชา หรือหุมภาชนะบรรจุดวยกระดาษอลูมิเนียม

2. phenolphthalene
indicator       1.00   กรัม
ethanol     60.00   มิลลิลิตร
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร

การคํานวณปริมาณกรดจากการวิเคราะห

จากสูตร            Z    =   V × N × meq.Wt × 100
               Y

เมื่อ  Z      = เปอรเซ็นตของกรดในสารตัวอยาง (%)
       V      = ปริมาตรของโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรท
       N      = normality ของโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรท
        meq.Wt      = milliequivalent of acid (กรดซิตริก = 0.064 )

Y      = ปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่ใชÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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การวิเคราะหปริมาณวิตามินซีตามวิธีของ Lowry et al. (1945)

การเตรียมสาร
1. สารละลาย 2,6-dichlorophenol

2,6-dichlorophenol       0.25   กรัม
sodium bicarbonate       0.21   กรัม
น้ํากลั่น        250.00   มิลลิลิตร
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 1,000 มิลลิลิตร กรองและเก็บที่อุณหภูมิตูเย็น

2. สารละลาย meta-phospharic acid
meta-phospharic acid     15.00   กรัม
acetic acid           40.00   มิลลิลิตร
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิตูเย็นโดยเตรียมกอนใช 2 วัน

การคํานวณปริมาณวิตามินซีจากการวิเคราะห

จากสูตร    ปริมาณวิตามินซี      =      Y   ×   100
                   X

เมื่อ Y = จํานวนมิลลิลิตรของ 2,6 –dichlorophenol
X           = จํานวนมิลลิลิตรของ ascorbic acid (หาโดยใชขั้นตอน

เดียวกันแตเปล่ียนสารตัวอยางที่ใชเปน ascorbic acid    
มีคาเฉลี่ยเทากับ 6.65)ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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การวิเคราะหปริมาณเพคตินตามวิธีดัดแปลงของ
 international  federation of  fruit  juice  producer (ณรงค, 2546)

การเตรียมสาร
1. สารละลาย ethanol ความเขมขน 63 เปอรเซ็นต

ethanol    66.32 มิลลิลิตร
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร

2. สารละลาย sodium hydroxide ความเขมขน 1 โมลาร
NaOH       4.00   กรัม
น้ํากลั่น   100.00  มิลลิลิตร
เก็บในขวดสีชา หรือหุมภาชนะบรรจุดวยกระดาษอลูมิเนียม

3. สารละลาย ammonium oxalate ความเขมขน 0.75 เปอรเซ็นต
ammonium oxalate       0.75   กรัม
ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 มลิลิลิตร

4. สารละลาย carbazole ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต
carbazole             0.10   กรัม
ละลายและปรับปริมาตรดวย ethanol ใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยเตรียมใหมทุกครั้ง            

ที่ทําการวิเคราะห

5. การเตรียมกราฟมาตรฐาน
5.1 เตรียม stock solution ของสารละลาย D-galacturonic acid ปริมาณ 120.5 มิลลิกรัม   

แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหเกิดการขยาย
ตัวของสายโมเลกุล D-galacturonic acid monohydrate สารละลายที่เตรียมไดนี้        
มีความเขมขนเทากับ 100 ไมโครกรัม

5.2 นําสารละลาย D-galacturonic acid ที่เตรียมไดจากขอ 5.1 มาทําใหเจือจาง โดยใหมี
ความเขมขนเทากับ 10, 20, 40, 50, 60 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชปเปต
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ดูดสารละลาย stock solution มาครั้งละ 10, 20, 40, 50, 60 และ 80 มิลลิลิตร แลว
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 มิลลิกรัม

5.3 เตรียมตัวอยางเพื่อทําการวิเคราะหปริมาณเพคตินเชนเดียวกับในตัวอยาง จากนั้นนํา
ไปวัดคาการดูดกลืนแสง

นําคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย D-galacturonic acid ที่ความเขมขนตางๆ มาหาความ
สัมพันธเชิงเสนทําใหไดสมการเสนตรงและนํามาใชในการคํานวณหาปริมาณสารประกอบที่มีใน
ตัวอยาง

ขั้นตอนในการวิเคราะห
1. แยกตะกอนสารประกอบเพคตินทั้งหมด

1.1 ปเปตตัวอยางมาครั้งละ 15 มิลลิลิตร ใสในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร
1.2 เติมสารละลายเอธานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต ที่มีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส 

ปริมาณ 25 มิลลิลิตร ใสในหลอด  centrifuge คนใหเขากันดวยแทงแกวคน จากนั้น
นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ระหวางนั้น
ใชแทงแกวคนเปนบางครั้ง เมื่อครบเวลานําหลอด centrifuge ขึ้น ลางแทงแกวคน
ดวยเอธานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต

1.3 นําหลอด centrifuge มาแยกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง โดยใชอัตรา
เร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากนั้นคอยๆเทสวนของเหลวนั้น    
ทิ้งไป  นําตะกอนที่ไดมาสกัดตอ

1.4 ทําการสกัดซ้ําตาม ขอ 1.2 และ 1.3 โดยเติมเอธานอลความเขมขน 63 เปอรเซ็นต       
ที่มีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส คร้ังละ 40 มิลลิลิตร ทาํการสกัดเชนนี้ 2 คร้ัง ตะกอน
ที่ไดเปนตะกอนของสารประกอบเพคติน

2. การแยกสารประกอบเพคตินจากตัวทําละลาย 3 ชนิด  ดังนี้
2.1 การแยกสารประกอบเพคตินที่ละลายไดในน้ํา (water soluble pectin)

2.1.1 นําตะกอนของสารประกอบเพคตินที่แยกไดตามวิธีขางตน มาเติมน้ํากลั่น
ปริมาณ 35 มิลลิลิตร คนตะกอนใหเขากันดวยแทงกวนแมเหล็กไฟฟา 
เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปแยกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง
ความเร็วสูง โดยใชอัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที
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2.1.2 แยกของเหลวใสชั้นบนใสในขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร    
จากนั้นนําตะกอนที่ไดมาทําการสกัดซํ้าดวยน้ํากล่ันและแยกตะกอนตาม
ขั้นตอนขอ 2.1.1 อีกครั้ง

2.1.3 รวมของเหลวที่ไดจากการสกัดทั้งสองครั้งเขาดวยกัน แลวเติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร ปริมาณ  5 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันและปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตร สารละลาย     
ที่ไดนําไปทําการวิเคราะหหาปริมาณเพคตินที่ละลายไดในน้ํา (water 
soluble pectin) ตะกอนที่เหลือนําไปสกัดเอาเพคตินที่ละลายไดใน
แอมโมเนียมออกซาเลต

2.2 การแยกสารประกอบเพคตินที่ละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium 
oxalate soluble pectin)

2.2.1 นําตะกอนมาเติมสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต ปริมาณ 35 มิลลิลิตร 
คนตะกอนใหเขากันดวยแทงกวนแมเหล็กไฟฟา เปนเวลา 10 นาที       
จากนั้นนําไปแยกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง โดยใชอัตรา
เร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา    15 นาที

2.2.2 แยกของเหลวใสชั้นบนใสในขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร
จากนั้นนําตะกอนที่ไดมาทําการสกัดซํ้าดวยสารละลายแอมโมเนียม    
ออกซาเลต และแยกตะกอนตามขั้นตอนขอ 2.2.1 อีกครั้ง

2.2.3 รวมของเหลวที่ไดจากการสกัดทั้งสองครั้งเขาดวยกัน แลวเติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร ปริมาณ  5 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันและปรับปริมาตรดวยสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลตใหครบ 
100 มิลลิลิตร สารละลายที่ไดนําไปทําการวิเคราะหหาปริมาณเพคติน     
ที่ละลายไดในสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium oxalate 
soluble pectin) ตะกอนที่เหลือนําไปสกัดเอาเพคตินที่ละลายไดในดาง    
ตอไป

2.3 การแยกสารประกอบเพคตินที่ละลายไดในดาง (alkaline soluble pectin)
2.3.1 นําตะกอนมาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ปริมาณ 35 มิลลิลิตร 

คนตะกอนใหเขากันดวยแทงกวนแมเหล็กไฟฟา เปนเวลา 10 นาที         
จากนั้นนําไปแยกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง โดยใชอัตรา
เร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา    15 นาที
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2.3.2 แยกของเหลวใสชั้นบนใสในขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร     
จากนั้นนําตะกอนที่ ไดมาทําการสกัดซ้ําดวยสารละลายโซเดียม                
ไฮดรอกไซด และแยกตะกอนตามขั้นตอนขอ 2.3.1  อีกครั้ง

2.3.3 รวมของเหลวที่ไดจากการสกัดทั้งสองครั้งเขาดวยกัน แลวเติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร ปริมาณ  5 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น ใหครบ 100 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 15 
นาที จากนั้นกรองตะกอนออกดวยกระดาษกรองเบอร 4 สารละลายที่ได
นําไปทําการวิเคราะหหาปริมาณเพคตินที่ละลายไดในดาง (alkaline 
soluble pectin)

3. วิธีวิเคราะหหาปริมาณเพคติน
นําสารละลายเพคตินในรูปของเพคตินในรูปของเพคตินที่ละลายไดในน้ํา (water soluble 

pectin) เพคตินที่ละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium oxalate soluble pectin)  เพคติน
ที่ละลายไดในดาง (alkaline soluble pectin) มาวิเคราะหปริมาณเพคตินตามขั้นตอนดังนี้

3.1 ใชหลอดทดลองขนาดใหญเตรียมตัวอยางเพื่อทําการวิเคราะหดังตอไปนี้
หลอด A เติมสารละลายเพคตินที่เตรยีมไดปริมาณ 1 มิลลิลิตร และ

สารละลาย carbazole 0.5 มิลลิลิตร
หลอด B เติมสารละลายเพคตินที่เตรียมไดปริมาณ 1 มิลลิลิตร และ

เอธานอล 0.5 มิลลิลิตร
หลอด C เติมน้ํากลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตร และสารละลาย carbazole       

0.5 มิลลิลิตร
หลอด D เติมน้ํากลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตร และเอธานอล 0.5 มิลลิลิตร

3.2 หลังจากเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหเรียบรอยแลว เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 
ปริมาณ 6 มิลลิลิตร โดยปลอยกรดซัลฟวริกลงมาตามขางหลอดชาๆ แตใหหมดภาย
ใน 7 วินาที

3.3 ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องเหวี่ยงผสม (vortex mixer) จากนั้นนําหลอดทดลองไปแช
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนําหลอดออกมา
ทิ้งไวใหเย็น เปนเวลา 15 นาที

3.4 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 525 นาโน
เมตร บันทึกคาการดูดกลืนแสง เพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบเพคตินที่มี
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ในตัวอยางเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ D-galacturonic acid      
โดยคํานวณจากสมการเสนตรงที่ไดจากกราฟมาตรฐาน

y = ax + b

เมื่อ   y   =     ปริมาณสารประกอบเพคติน มีหนวยเปนไมโครกรัมตอมิลลิตร
                                          a   =     คาความชันของเสนกราฟ

 x   =   คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางหลังหักลบดวย blank หรือเขียนได
วา     x  =   (คาการดูดกลืนแสงของหลอด A- คาการดูดกลืนแสง
ของหลอด B)  * (คาการดูดกลืนแสงของหลอด C - คาการดูด
กลืนแสงของหลอด D)

 b    =    คาคงที่ของสมการ

คํานวณคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง โดยแทนเปนคา x ในสมการขางตน เพื่อคํานวณหา
ปริมาณสารประกอบเพคตินที่มีในตัวอยางที่ทําการวิเคราะห ซ่ึงจําเปนตองนํามาคํานวณใหอยูใน
หนวยมิลลิกรัมของตัวอยางเริ่มตน
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การวิเคราะหรูปแบบไอโซไซมดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสตามวิธีดัดแปลงของ
  Hiratsuka et al. (ปนัดดา, 2541)

การเตรียมสาร
1. การเตรียมสารสกัด (extraction buffer)

0.2 M sodium phosphate buffer pH 7.5    100.00   มิลลิลิตร
PVP-40        5.00   กรัม
polyvinyl-polypyrolidone (PVPP)        3.00   กรัม
tween 20    125.00   ไมโครลิตร
mercaptoehanol        1.00   มิลลิลิตร

2. การเตรียม 0.2 M sodium phosphate buffer pH 7.5
stock A :  0.2 M  NaH2PO4    0.556   กรัมตอน้ํากลั่น   20 มิลลิลิตร
stock B :  0.2 M  Na2HPO4    5.365   กรัมตอน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร
นําสารละลายจาก stock A  16 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลายจาก stock B  84  มิลลิลิตร       

จากนั้น ปรับ pH ใหได 7.5 ดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 200 
มิลลิลิตร

3. การเตรียม electrode buffer (10x)
 Tris (HCl) aminomethane          6.00  กรัม

glycine                                                                             28.80  กรัม
เตรียมสารละลายโดยการละลาย Tris 6.00 กรัม และ glycine 28.80 กรัม ในน้ํากลั่น 200

มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 8.3 ดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl จากนั้นปรบัปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ
1,000 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อจะใชใหนํามาปรับปริมาตร
ในอัตราสวน 1 ตอ 9  คือสารละลาย electrode buffer 100 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร

4. การเตรียม marker dye solution
bromophenol blue         0.05  กรัม
glycerol                                                                            1.00  มิลลิลิตร
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5. การเตรียมเจล
stock A : acrylamide stock 30 เปอรเซ็นต

  acrylamide 29.20  กรัม
  N,N’-methylene bis acrylamide   0.80  กรัม

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นกรองและเก็บไวในขวดสีชา          
ที่อุณหภูมิตูเย็น

stock B :  0.1 M Tris-HCl  buffer  pH 8.8
  สาร X : Tris HCl             1.41  กรัมตอน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร
  สาร Y : 0.1 M HCl             0.83  มิลลิลิตรตอน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร

นําสารละลาย  X   50.00  มิลลิลิตร มาผสมกับสาละลาย  Y   8.10  มิลลิลิตร จากน้ันปรับ 
pH ใหได 8.8 ดวย NaOH หรือ HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 200 มิลลิลิตร           
กรองและเก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิตูเย็น

stock C : 10%  ammonium persulfate
  ammonium  persulfate    0.10  กรัม
  น้ํากลั่น    1.00  มิลลิลิตร

อัตราสวนในการเตรียมเจล (สําหรับ 4 เจล)

separating gel
stock slution

       7.5 %        8.5 %
A (มิลลิลิตร)
B (มิลลิลิตร)
C (ไมโครลิตร)
น้ํากลั่น (มิลลิลิตร)
TEMED (ไมโครลิตร)

       5.00
       5.00
   200.00
       9.70
     10.00

       5.66
       5.00
   150.00
       9.04
     10.00

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



253

6. การเตรียม acetate buffer 0.5 M pH 5.0
stock A : 0.5 M  acetic acid             2.89 มิลลิลิตรตอน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร
stock B : 0.5 M  sodium acetate             6.80  กรัมตอน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร
นําสารละลายจาก stock A 14.80 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลายจาก stock B 35.20  

มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ใหได 5.0 ดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันให
ครบ 100 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิตูเย็น

7. การเตรียม phosphate buffer 0.2 M pH 6.0
stock A : 0.2 M  monobasic sodium phosphate 2.72  กรัมตอน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร
stock B : 0.2 M dibasic sodium phosphate 3.48  กรัมตอน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร
นําสารละลายจาก stock A  87.70 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลายจาก stock B  12.30  

มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ใหได 6.0 ดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น  
ใหครบ 200 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิตูเย็น

8. การเตรียม Tris buffer 0.1 M  pH 4.0
Tris-hydroxymethyl aminomethane 0.3024  กรัม
acetic acid 0.3240  มิลลิลิตร
ละลายดวยน้ํากลั่นแลวปรับ pH ใหได 4.0 ดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl จากนั้นปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ  200 มิลลิลิตร   เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิตูเย็น

9. การเตรียม Tris 0.05 M pH 8.0
Tris-HCl 0.6057  กรัม
ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับ pH ใหได 8.0 ดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl  จากนั้นปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิตูเย็น

10. การเตรียมสียอมเอนไซม (สําหรับ 4 เจล)
10.1 acid phosphatase (ACP)

Fast Garnet GBC     0.10  กรัม
α - napthyl acid phosphate     0.05  กรัม
acetate buffer 0.5 M pH 5.0 100.00  มิลลิลิตร
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10.2 esterase (EST)
stock A : α - napthyl acetate     0.03  กรัม

  absolute alcohol     3.00  มิลลิลิตร
stock B : fast blue-B salt                                                            0.10  กรัม

  phosphate buffer 0.2 M pH 6.0 100.00  มิลลิลิตร

10.3 peroxidase (POX)
stock A : 3 amino-9 ethylcarbazole   42.00  มิลลิกรัม
                β-napthol   29.00  มิลลิกรัม
                acetone   20.00  มิลลิลิตร
stock B : Tris buffer 0.1 M pH 4.0   80.00  มิลลิลิตร
stock C : H2O2  3 เปอรเซ็นต (เตรียมใหมทุกครั้ง) 100.00  ไมโครลิตร

เตรียมจาก H2O2  30 เปอรเซ็นต   10.0  มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร

10.4 superoxide dismutase (SOD)
Riboflavin     8.00  มิลลิกรัม
EDTA     4.00  มิลลิกรัม
Nitro blue tetrazolium (NBT) 10%ในน้ํา 200.00 ไมโครลิตร
Tris-HCl  0.05 M pH 8.0 100.00  มิลลิลิตร
(เก็บไวในที่มืดประมาณ 30 นาที แลวนํามาไวในที่มีแสง)

11. น้ํายาเก็บรักษาเจลและลางสีสวนเกิน
glacial aetic acid   35.00  มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 465.00  มิลลิลิตร
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ขั้นตอนในการศึกษารูปแบบไอโซไซม
1.  การเตรียมตัวอยางพืช

เตรียมตัวอยางตามวิธีของ  Hiratsuka et al. (ปนัดดา, 2541) คือเก็บตัวอยางใบที่เจริญเต็มที่
ของฝรั่งแตละสายพันธุ ลางดวยน้ํากลั่นใหสะอาด เช็ดใบใหแหง ตัดใบใหเปนชิ้นเล็ก นําไปชั่ง    
ตัวอยางละ 1 กรัม เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใหใบแข็งตัวเปนผลึกน้ําแข็ง 
บดตัวอยางใบในโกรงพรอมกับเติมไนโตรเจนเหลว  เพื่อใหการบดงายขึ้น  ใส extraction buffer    
3 มิลลิลิตร  บดใหละเอียด  นําไปปนใหตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็ว  15,000 รอบตอ
นาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  รินเอาเฉพาะสวนใส (supernatant) เก็บไวใน
หลอด eppendrof  สําหรับใชทดสอบในลําดับตอไป  เมื่อจะทําการวิเคราะหจึงผสม supernatant    
90 เปอรเซ็นต กับ marker 10 เปอรเซ็นต  เขยาใหเขากัน

1.1 การเตรียม slab gel
ทําความสะอาดแผนกระจกโดยการเช็ดดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต  ประกอบ

ชุดแผนแกวสําหรับทํา slab gel  ดูดสารละลาย separating gel  ลงระหวางแผนแกวทั้งสอง
ดานอยางชาๆ  เพื่อไมใหเกิดฟองอากาศ  สอดหวีเสียบลงในเจล       ทิ้งไวใหเจลแข็งตัว ใช
เวลาประมาณ 30 นาที เมื่อเจลแข็งตัวดึงหวีเสียบออกจากเจล
1.2 การประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส

ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสเขาดวยกัน เติม electrode buffer ลงใน chamber
1.3 การหยอดตัวอยาง

ใชหลอดใสสารปรับปริมาตรดูดตัวอยางพืชลงบนเจลแตละชอง ชองละ 20 
ไมโครลิตร  โดยใส 1 ชองตอ 1 ตัวอยาง  ระวังอยาใหฟุงกระจาย  และเกิดฟองอากาศ
1.4 การผานกระแสไฟฟา

ตอข้ัวบวกและขั้วลบเขากับ chamber ดานซายและขวา  เปดสวิตชของเครื่องจาย
กระแสไฟฟา  กําหนดกระแสไฟฟาเปน 60 มิลลิแอมแปร  ใชเวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง  
หรือดูจากสีของ bromophenol blue เมื่อหางจากขอบกระจกดานลางประมาณ 1 เซนติเมตร  
ปดสวิตชของเครื่องจายกระแสไฟฟา  นําแผนกระจกออกจาก chamber ทําเครื่องหมายโดย
ตัดขอบเจลดานลางเพื่อเปนสญัลักษณใหทราบวาตัวอยางเอนไซมเร่ิมตนที่ใด

2.  การยอมสี
คอยๆแกะเจลออกจากแผนกระจก นําเจลมาวางบนกลองพลาสติกที่มีสียอมเอนไซมแตละ

ชนิดอยู
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3.  การบันทึกขอมูล
บันทึกภาพถายของแถบสีที่ปรากฏบนเจล ศึกษารูปแบบของไอโซไซมจากตําแหนง  

จํานวนและความหนาแถบสีที่เกิดขึ้น  เขียนไซโมแกรมคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rm) ตามสูตร  
ของอาภัสรา (2537)

คาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rm) =              ระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบสี
                                                              ระยะการเคลื่อนที่ของ bromophenol blue
4.  การวิเคราะหกลุมพืช

นําคาการมีแถบสีและไมมีแถบสีของแตละตัวอยางมาวิเคราะหกลุมพืช (cluster analysis) 
โดยกําหนดใหตัวอยางพืชเปน operational taxonomic unit (OTU) และแถบสีเปนลักษณะ     
(Sokal and Sneath, 1973) นําคาที่ไดมาวิเคราะหความแตกตางของสายพันธุฝร่ังดวย                
เครื่องคอมพิวเตอร  โดยใชโปรแกรม SPSS release 6.0
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ตารางภาคผนวกที่ 1 การออกดอกของตนฝรั่งลูกผสม 12 พันธุ ที่ปลูกทดสอบในแปลงของ
หนวยวิจัยขุนหวยแหง ป พ.ศ. 2543

จํานวนดอกของฝรั่งลูกผสม
ตนที่

ACA AKS AWT BAF BBK BCA BKS BWT CAF CBM CKS CWT
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

1
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
2
0
4
0
0
0
0
5
0
0
5
0
0
0
-

46
28
23
6
48
20
57
15
17
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

0
0
0
0
0
0
0
3
0
0
1
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
0
-

4
7

102
33
27
101
86
44
103

7
4
25
3
0
3
15
0
3
27
0
0
30
73
18
2
-

29
67
53
82
67
68
3
4

15
8

17
4

37
33
50
49
4

44
63
54
62
57
19
23
19
-

10
1

33
3
0
6
0
0
5
7

45
31
7

12
50
22
26
41
0

11
5

55
33
5
-
-

8
34
33
15
43
9
4

26
5

44
6

37
38
31
24
20
17
22
11
42
15
24
18
39
4

16

0
2
6
1

31
18
16
10
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5
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2

17
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29
16
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0

12
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0
-

6
15
2
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1
3
1
1
0
1
7
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0
0
0
0
0
0
0
3
0
0
0
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4
-
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3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
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2
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7
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2
0
0
4
0
0
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0
0
0
0
0
0
0
0
2
3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
3
0
0
0
0
-

0
0
0
0
0
5
0
0
0
0
0

11
8
0
0
0
3
0
2
0
0
0
0
0
0
-

รวม 18 260 7 717 931 408 585 228 77 29 8 29

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



258

                awl          cordate                deltoid                elliptic              falcate

                  hastate         lanceolate            linear           acicular         obcordate

            oblanceolate         oblong          obovate               oval                   ovate

                       peltate              perfoliate                 reniform                 sagittate     spatulate

ภาพภาคผนวกที่ 1 ลักษณะรูปรางใบ (Ramingwong, 2001)
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                                 ciliate       crenate     crenulate    dentate    denticulate  double serrate    entire           revolute

                                serrate         serrulate      sinuate              undulate           pinnately cleft              palmately cleft

                                  pinnately incised           palmately incised      pinnately lobed                     palmately lobed

                        pinnately parted         palmately parted            pinnately divied                        palmately divided

ภาพภาคผนวกที่ 2 ลักษณะขอบใบ (Ramingwong, 2001)
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                   acuminate    broadly acute  narrowly acute          apiculate              aristate          cuspidate

                  emarginate         mucronate           obcordate              obtuse            rounded         truncate

ภาพภาคผนวกที่ 3 ลักษณะปลายใบ (Ramingwong, 2001)

                       acute           attenuate      auriculate          clasping                   cordate                decurrent

                       hastate                oblique    perfoliate     rounded      sagittate         truncate

ภาพภาคผนวกที่ 4 ลักษณะฐานใบ (Ramingwong, 2001)
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A     B

C

ภาพภาคผนวกที่ 5 ขั้นตอนการผลิตตนฝรั่งลูกผสม
A การผสมเกสรขามระหวางพันธุ
B ตนกลาของฝรั่งลูกผสมที่ไดจากการเพาะเมล็ด
C ปลูกตนพันธุในแปลงทดสอบพันธุ
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                                   A          B

ภาพภาคผนวกที่ 6 ตนฝรั่งลูกผสม ที่ปลูกในแปลงทดสอบพันธุของหนวยวิจัยขุนหวยแหง
A ตนฝรั่งลูกผสมอายุประมาณ 4 เดือน
B ตนฝรั่งลูกผสมที่ไดรับการตัดแตงกิ่ง อายุประมาณ 8 เดือน
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A

B

ภาพภาคผนวกที่ 7 ตนฝรั่งลูกผสมที่ปลูกในแปลงทดสอบพันธุของสถานีเกษตรหลวงปางดะ
A แปลงทดสอบพันธุตนฝรั่งลูกผสม
B ตนฝรั่งลูกผสมที่ไดรับการตัดแตงกิ่ง อายุประมาณ 1 ป
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ประวัติผูเขียน

ชื่อ-สกุล นางสาวปานจิตต   พัวพันธรักษกุล

วัน เดือน ปเกิด 6  กรกฎาคม  2521

ประวัติการศึกษา
วุฒิ           ชื่อสถาบัน             ปท่ีจบการศึกษา

   ประถมศึกษา  โรงเรียนปยมิตรวิทยา       2532
   มัธยมศึกษาตอนตน  โรงเรียนเชียงคําวิทยาคม       2535
   มัธยมศึกษาตอนปลาย  โรงเรียนยุพราชวิทยาลัย เชียงใหม       2538
   ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต   มหาวิทยาลัยเชียงใหม       2542

ท่ีอยูท่ีสามารถติดตอได 96   หมู 10  ตําบลเชียงบาน  อําเภอเชียงคํา จังหวัดพะเยา  56110
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