
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก หมายถงึ - วิธีการเตรียมกาซเอทิลีนมาตรฐาน 

- การวิเคราะห TNC TS RS 

- การวิเคราะหโปรตีนรวม 

ภาพภาคผนวก หมายถงึ - การคํานวณการวิเคราะหปริมาณเอทิลีน 

- การคํานวณการวิเคราะหปริมาณ TNC TS 

และ RS 

- กราฟมาตรฐานโปรตีน 
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ภาคผนวกที่ 1 วิธกีารเตีรยมกาซเอทลินีมาตรฐาน 
  

ในการเตรียมกาซเอทิลีนมาตรฐาน 0.1, 0.5, 1, 5 และ 10 สตล. มีวธิกีารเตรียมดังนี ้

 1. นําขวดที่ตัดกนออกและมีฝาจุกยางปดปากขวดวางลงในอางน้าํ ตะแคงใหน้าํเขา

ภายในขวดจนเต็ม ไมมีอากาศเหลือภายในขวด 

 2. นําขวดกาซเอทิลีนมาตรฐานที่สวม syringe adapter เพื่อใชสําหรับถายกาซเอทิลีน

จากกระปองไปยังขวดที่เตรียม เมื่อสอดสวนปลายของ syringe adapter ตรงตําแหนงกนขวดทีตั่ด

ปลายออกแลว จากนั้นกดดานบนของกระปองกาซเอทิลีนมาตรฐานจากกระปองจะออกมาแทนท่ี

น้ําและเขาไปอยูภายในขวดและลอยข้ึนไปสะสมอยูภายใตจุกยาง 

 3. นําเข็มฉีดยามาเสียบผานจุกยางที่ปดปากขวดจากนัน้นาํเข็มฉีดยามาดูดกาซเอทิลีน

ออกจากขวด 

 4. นาํเข็มฉีดยามาเสียบผาน syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่ปดจุกยางแลว โดยดูดมา 1 

มิลลิลิตร โดยกอนฉีดกาซเขาตองดูดกาซออกจาก syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร กอน 1 มิลลิลิตร 

แลวจึงฉีดกาซเอทิลีนเขาไป โดยคํานวนความเขมขนของปริมาณเอทิลีนดังนี ้  

  ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชในสําหรับเปนขวด stork ทีเ่ตรียมจาก

กาซเอทิลีนมาตรฐาน 95.5% สามารถคํานวณไดจากสูตร 

n1v1 = n2v2 

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

n2 = 19900 

โดยที ่ n1 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐาน 95.5% ซึ่งมีความเขมขน 

995,000 สวนตอลาน 

n2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork 

v1 คือ ปริมาตรของกาซเอทลีินมาตรฐานที่ดูดจากกาซเอทิลีนมาตรฐาน 

95.5% 

v2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork  
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5. ทําการลดความเขมขนของ stork โดยการนําเข็มฉีดยาดูดเอากาซเอทิลีนมาตรฐานจาก

ขอ 3 ซึ่งมีความเขมขน 19900 สตล. มาฉีดบริเวณจกุยางของ syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร โดย

คํานวนจาก 

 ปริมาตรของกาซที่ตองดูดมาจาก stock ความเขมขน 19900 สตล. สามารถ

คํานวณไดจากสูตร 

n1v1 = n2v2 

19900 สตล. (v1) = 500 (50 มิลลิลิตร) 

v1 =  1.25 มิลลิลิตร 

โดยที ่ n1 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐาน 95.5% ซึ่งมีความเขมขน 

995,000 สตล. 

n2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork 

v1 คือ ปริมาตรของกาซเอทลีินมาตรฐานที่ดูดจากกาซเอทิลีนมาตรฐาน 

v2 คือ ความเขมขนของกาซเอทิลีนมาตรฐานที่ใชเปน stork 

 

เมื่อได stock ความเขมขน 500 สตล.  แลวนาํมาเตรียมกาซเอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 

10 สตล. ซึ่งสามารถคํานวณไดจากสูตร n1v1 = n2v2 เชนกนั โดยตองดูดกาซเอทิลีนมาตรฐานจาก 

stock ความเขมขน 500 สตล. มา 1 มิลลิลิตร ฉีดลงใน  syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร  

สําหรับความเขมขนอ่ืน ๆ กเ็ตรียมเชนเดียวกัน โดยที่ความเขมขน 5 สตล.  ดูดมาจากกาซ

เอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 10 สตล. มา 25 มิลลิลิตร ฉีดใสลงใน syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร, 

ความเขมขน 1 สตล. ดูดมาจากกาซเอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 5 สตล. มา 10 มิลลิลิตร ฉีดใส

ลงใน syringe ขนาด 50 มลิลิลิตร, ความเขมขน 0.5 สตล. ดูดมาจากกาซเอทิลีนมาตรฐานความ

เขมขน 1 สตล. มา 25 มิลลิลิตร ฉีดใสลงใน syringe ขนาด 50 มิลลิลิตร, ความเขมขน 0.1 สตล. 

ดูดมาจากกาซเอทิลีนมาตรฐานความเขมขน 0.5 สตล. มา 10 มิลลิลิตร ฉีดใสลงใน syringe 

ขนาด 50 มิลลิลิตร        
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ภาคผนวกที่ 1.1 การคํานวณการวิเคราะหปริมาณเอทิลีน 
 

 

y = 3E-05x + 0.1607
R2 = 0.9993
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ภาพภาคผนวกที่ 1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของเอทิลีนที ่0.1, 0.5, 1, 5 และ 10 สตล. 

  

จากกราฟมาตรฐานโดยใชเอทิลีนมาตรฐานพบวามีความสัมพนัธเปนเสนตรงในชวงความ

เขมขนของเอทิลีน 0 – 10 สตล. จะไดสมการเสนตรงคือ  

Y = 0.00003 + 0.1607 (X) 

R2 = 0.9993 

โดยที ่ Y  คือ  ความเขมขนของเอทลีินมีหนวยเปน สตล. 

  X  คือ  พื้นที่ใตกราฟที่อานไดจากเคร่ือง gas chromatograph มีหนวยเปน

ตารางมิลลิเมตร ซึ่งมีคา X minimum = 3469 ตารางมิลลิเมตร และคา X maximum = 325809 

ตารางมิลลิเมตร (Y minimum = 0.1 และคา 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 ผสมกบัน้ํากล่ันและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

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

เขมขน 2 หยด คนใหละลาย 

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

เขยาใหเขากนั ในการใชแตละคร้ังควรเตรียมใหมใหพอดีสําหรับวเิคราะหแตละคร้ังและใชทันท ี

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

มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 21 มิลลิลิตร และเตรียม sodium dehydrogenarsenate 

(Na2HAsO4.7H2O) 3 กรัมผสมกับน้ํา 25 มิลลิลิตร นาํทัง้หมดมาผสมกนัเก็บไวในขวดสีชาที่

อุณหภูมิหอง 2 วัน กอนนาํมาใช สารละลายที่ใชไดตองมีสีเหลืองออนเทานั้น 

 
การสกัดตัวอยางการวเิคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง 

ทําการสกัดตัวอยางจากสวนตาง ๆ ตามวิธกีารของ Smith et al., (1964) โดยนาํสวนของ 

กิ่งยอดและใบลางดวยน้าํสะอาด 1 คร้ัง ผ่ึงใหแหง โดยกิ่งที่ใชจะวัดจากปลายกิง่แลวตัดชอผลทิ้ง

จากนั้นวัดจากที่ตัดชอผลมาอีก 15 เซนติเมตรแลวตัดนําเอากิง่สวนนี้ จํานวน 5 กิ่ง สวนใบจะใชใบ

คูที่ 2 และใบอยูตําแหนงที่ 2 นับจากปลายชอผล จํานวน 10 ใบยอยตอซ้ํา จากนัน้นํากิง่ยอดและ

ใบไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่งโมง บดแลวเกบ็ไวในตูดูดความชื้น เมื่อนํา

ตัวอยางมาวิเคราะหนําไปอบที่ 60 องศาเซลเซยีส นาน 2 ชั่งโมง ชัง่ตัวอยางพืช 0.05 กรัม ใสลงใน

ขวด erlenmeyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม H2SO4 0.2 N 40 มิลลิลิตร ปดดวยอะลูมิเนียม
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นําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ทิ้งไวใหเยน็ ปรับ pH ใหเปนกลางดวย 

NaOH ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้าํกล่ัน กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 

เก็บไวในขวดสําหรับการวิเคราะหตอไป 

 
การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง 
 ทําการวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง ดวยวธิีการของ Nelson’s 

reducing sugar procedure (A.O.A.C., 1990) การวิเคราะหเร่ิมจากดูดสารที่สกดัได 1 มิลลิลิตร

แลวเติม Nelson’s alkaline copper reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั ปดดวยแผน

อะลูมิเนยีมวางในน้ําเดือด 20 นาที จากน้ันนาํมาแชในน้าํเยน็ เติม arsenomolybolic acid 

reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวเติมน้าํกล่ันหลอดละ 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

นําไปวัดคา absorbance (A) ดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ 540 nm นําคา absorbance 

ของตัวอยางเปรียบเทียบกบัคาจาก standard curve ของ D-glucose  

 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 
 การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลในกิ่งยอดและใบ ดวยการสกัดตามวธิีการของ Dubois et 

al., (1956) ซึ่งอางโดย วรางคณา (2550) ดูดสารสกัดจากตัวอยางการวิเคราะหปริมาณ

คารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง 1 มิลลิลิตร ใส 0.1 N HCl 0.5 มิลลิลิตร นําไปตมทีอุ่ณหภูมิ 100 

องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ีจากนั้นนํามาแชในน้ําเยน็ จากนั้นเติม 0.1 NaOH 0.5 มิลลิลิตร ดูด

สารผสมนัน้ 1 มิลลิลิตร นําไปวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใชโครงสราง ดวยวิธกีารของ 

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

reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั ปดดวยแผนอะลูมิเนียมวางในน้ําเดือด 20 นาท ี

จากนั้นนํามาแชในน้ําเยน็ เติม arsenomolybolic acid reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขา

กันแลวเติมน้าํกล่ันหลอดละ 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคา absorbance (A) ดวยเคร่ือง 

spectrophotometer ที่ 540 nm นําคา absorbance ของตัวอยางเปรียบเทียบกับคาจาก 

standard curve ของ D-glucose  

 
การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซิง 
 การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซิงในกิ่งยอดและใบ ดวยการสกัดตามวิธกีารของ 

Yemm (1935) ซึ่งอางโดย วรางคณา (2550)  โดยช่ังตัวอยางที่อบและแหงสนิทแลว หนัก 0.05 

กรัม ใส erlenmeyer flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม ethanol 85 เปอรเซ็นต 20 มิลลิลิตร ปดดวย
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อะลูมิเนยีมนาํไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เขยา flask ทุกคร่ึงชั่วโมงเพื่อให

ปฏิกิริยาสมบูรณ จากนั้นวางไวที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน กรอง

ดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 จากนัน้นาํไปวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมใช

โครงสราง ดวยวิธกีารของ Nelson’s reducing sugar procedure (A.O.A.C., 1990) โดยเติม 

Nelson’s alkaline copper reagent หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ปดดวยแผนอะลูมิเนียม

วางในน้ําเดือด 20 นาท ีจากนัน้นาํมาแชในน้าํเยน็ เติม arsenomolybolic acid reagent หลอดละ 

1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัแลวเติมน้าํกล่ันหลอดละ 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาํไปวัดคา 

absorbance (A) ดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ 540 nm นําคา absorbance ของตัวอยาง

เปรียบเทยีบกบัคาจาก standard curve ของ D-glucose   
 
ภาคผนวกที่ 2.1 การคํานวณการวิเคราะหปริมาณ TNC TS และ RS 
 
 TNC, TS, RS =    mg glucose equivalent x volume make 

    น้ําหนกัตัวอยาง x volume take 

 

y = 6.78x - 0.1519
R2 = 0.9992
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ภาพภาคผนวกที่ 2 ความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงที่ 540 กบัปริมาณกลูโคสมาตรฐานเพื่อ

หาคา TNC TS และ RS ของลําไยพันธุดอหลังไดรับบราสิโนสเตียรอยด 
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ภาคผนวกที่ 3 การวิเคราะหโปรตีนรวม 
 
1. สารเคมีทีใ่ชในการเตรยีม 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  เตรียมใหมทุกคร้ังที่ใช 
2. สารเคมีทีใ่ชในการเตรยีม Tris-HCl buffer 0.05 M pH 8.4 
 Tris        1.1057  กรัม 

 น้ํากล่ัน       100  กรัม 

 ปรับ pH ใหได 8.4 ดวย 1 N NaOH หรือ HCl 

 
3.  การเตรียมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปน 

กรด-ดาง7.5 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer saline (PBS) 
 ก. สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร เตรียมโดยช่ัง

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต (Merck) น้ําหนกั 7.8005 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันและ

ปรับปริมาณใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

 ข. สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร เตรียมโดยช่ัง

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (Merck) น้ําหนกั 8.8995 กรัม ละลายในน้ํากล่ันและปรับ

ปริมาณใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

 ค. สารละลายบัพเฟอรที่มคีวามเปนกรด-ดาง 7.5 เตรียมโดย นําสารละลาย ก. 100 

มิลลิลิตรมาปรับความเปนกรด – ดางดวยสารละลาย ข. โดยคอย ๆ เติมสารละลายผสมจนคา

ความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 

 ง. สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร เตรียมโดยช่ังโซเดียมคลอไรด 

(Merck) น้ําหนัก 11.7467 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันและปรับปริมาณใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํ

กล่ัน 
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 จ. สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปน กรด-ดาง7.5 

ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer saline (PBS) เตรียมโดยนําสารละลาย

บัฟเฟอร ความเปนกรด – ดาง 7.5 (สาร ค.) มา 10 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 

ความเขมขน 2.0 โมลาร (สาร ง.) ลงไป 5 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวย

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) ความเขมขน 85% ลงไป 25

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตรดวยน้าํกล่ัน ไดสารละลาย comassie brilliant blue G-

250 ความเขมขน 0.05% ในเอทานอล 5% และฟอสฟอริก 10% 

 
5. การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

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

แลวปรับปริมาตรใหเปน 25 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารละลายโปรตีนที่เตรียมได ปริมาตร 0.50

มิลลิลิตร ใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 25 มิลลิลิตร โดย

การเติมสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) จะไดสารละลายโปรตีนมาตรฐานความ

เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 

ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (BSA) ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลตร

ปริมาตร 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย 

PBS ลงในหลอดแตละหลอดโดยใหปริมาตรรวมในแตละหลอดเทากบั 300 ไมโครลิตร หลังจาก

นั้นเติมสารละลาย coomassie brilliant blue G-250 (วิธีการเตรียมตามภาคผนวก) ลงไปหลอด

ละ 3 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากนัแลวต้ังทิง้ไว 10 นาท ี แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง spectrophotometer รุน SPECTRO 22 ของบริษทั 

Labo MED, Inc. นําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายโปรตีน

มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง  
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ภาคผนวกที่ 5.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 

y = 0.1091x - 0.1131
R2 = 0.9991
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ภาพภาคผนวกที่ 3 ความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงที ่ 595 กับปริมาณโปรตีน
มาตรฐานเพือ่หาคาปริมาณโปรตีนรวมในกิ่งยอดและใบของลําไย
พันธุดอหลังไดรับ บราสิโนสเตียรอยด 
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