
39 

 

ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมทีีใ่ช้ในการทดลอง 

1. อาหารเลีย้งเช้ือ ISP-2 (yeast extract – malt extract agar ) 

Bacto – yeast extract 4.0 กรัม 
Bacto – malt extract 10.0 กรัม 
Bacto – glucose 4.0 กรัม 
น ้ำกลัน่  1000 มิลลิลิตร         ส ำหรับเล้ียงเช้ือ รหสั  CP-PH 
 
Bacto – yeast extract 4.0 กรัม 
Bacto – malt extract 10.0 กรัม 
Bacto – Glucose 4.0 กรัม 
น ้ำทะเล+น ้ำกลัน่  200+800 มิลลิลิตร      ส ำหรับเล้ียงเช้ือ รหสั CH , A 
 

น ำส่วนผสมทั้งหมดละลำยในน ้ำ 1000 มิลลิลิตร ละลำยใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั บรรจุในขวด
รูปชมพูข่นำด 1000 และ 2000 มิลลิลิตร ตำมล ำดบั และส่วนท่ีท ำเป็นอำหำรแขง็เติม 1.5 % Agar ท ำ
กำรเทอำหำรเล้ียงเช้ือใส่ขวดท่ีเตรียมไว ้ แลว้น ำไปใส่หมอ้น่ึงฆ่ำเช้ือดว้ยแรงดนัไอน ้ ำ ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
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2. วธีิวเิคราะห์ฤทธ์ิก าจัดอนุมูลอสิระ DPPH  
2.1 วธีิเตรียมสารละลาย 

 0.2 mM DPPH ในเมทานอล ปริมาตร 50 มิลลลิติร (DPPH;  M.W. = 394.323 g/mol)  
- ชัง่น ้ำหนกัสำร DPPH 0.00394 กรัม ละลำยดว้ยเมทำนอล ในขวดปรับปริมำตรขนำด 

50 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นท่ีมืด อุณหภูมิ 4.0 องศสเซลเซียส สำรละลำยท่ีเตรียมเก็บไดไ้ม่
เกิน 3 วนั 

 2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid 
ชัง่น ้ำหนกั Ascorbic acid 0.002 กรัม (จดบนัทึกน ้ำหนกัท่ีแน่นอน) ละลำยดว้ยเมทำนอล 

1000  ไมโครลิตร  สำรละลำยท่ีไดเ้ป็นสำรละลำยมำตรฐำน stock ควำมเขม้ขน้ 2000 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร เจือจำงสำรละลำยมำตรฐำน stock ท่ีเตรียมไวด้ว้ยเมทำนอล ใหไ้ดส้ำรละลำยมำตรฐำนท่ี
มีควำมเขม้ขน้ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ท ำกำรทดสอบช่วง 0.781 – 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

2.3 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
ชัง่ตวัอยำ่งแอคติโนมยัซีท 0.008 กรัม (จดบนัทึกน ้ำหนกัท่ีแน่นอน)  ละลำยดว้ยเมทำนอล 

1000 ไมโครลิตร สำรละลำยท่ีไดเ้ป็นสำรละลำย stock ควำมเขม้ขน้ 8000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร      
เจือจำงสำรละลำยมำตรฐำน stock ท่ีเตรียมไวด้ว้ยเมทำนอล ใหไ้ดส้ำรละลำยมำตรฐำนท่ีมีควำม
เขม้ขน้ 800 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ท ำกำรทดสอบช่วง 3.13 – 400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

3. วธีิวเิคราะห์ฤทธ์ิก าจัดอนุมูลอสิระ ABTS+•  
 3.1.วธีิเตรียมสารละลายอนุมูล ABTS +• 

 - เตรียมสำรละลำย ABTS +• ใหมี้ควำมเชม้ชน้ 7 mM โดยชัง่ ABTS 0.0192 กรัม  ละลำย
และปรับปริมำตรใหเ้ป็น 5 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ำกลัน่ 
 - เตรียมสำรละลำยโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (K2S2O8)  ควำมเขม้ขน้ 140 mM โดยชัง่
โพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต 0.3784 กรัม ละลำยและปรับปริมำตรเป็น 10 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ำกลัน่  
 - ผสมสำรละลำย 7 mM ABTS  2 มิลลิลิตร และสำรละลำยโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต 
140 mM (K2S2O8) 35.5 ไมโครลิตร   (ซ่ึงท ำใหค้วำมเขม้ขน้สุดทำ้ยของโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต 
ประมำณ 2.45 mM)  ผสมใหเ้ขำ้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืด เป็นเวลำ 12-16 ชัว่โมงก่อน
น ำไปใชง้ำน 
 - เจือจำงสำรละลำยอนุมูล ABTS +• ดว้ยเมทำนอล โดยปิเปตสำรละลำย ABTS +• stock 
มำ 140 ไมโครลิตร กบัเมทำนอล 7 มิลลิลิตร วดัค่ำกำรดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง 0.70+0.02 ท่ีควำมยำว
คล่ืน 734 นำโนเมตร (วดัค่ำได ้0.714 นำโนเมตร) 
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 3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน โทรลอกซ์ (Trolox) 
- ชัง่น ้ำหนกั Trolox  0.002 กรัม (จดบนัทึกน ้ำหนกัท่ีแน่นอน) ละลำยดว้ยเมทำนอล 1000  

ไมโครลิตร สำรละลำยท่ีไดเ้ป็นสำรละลำยมำตรฐำน stock ควำมเขม้ขน้ 2000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

เจือจำงสำรละลำยมำตรฐำน stock ท่ีเตรียมไวด้ว้ยเมทำนอล ใหไ้ดส้ำรละลำยมำตรฐำนท่ีมีควำม

เขม้ขน้ 0.195 – 25.00 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 3.3 การเตรียมสารตัวอย่าง 
- ชัง่ตวัอยำ่งแอคติโนมยัซีท 0.002 กรัม (จดบนัทึกน ้ำหนกัท่ีแน่นอน) ละลำยดว้ยเมทำนอล 

1000 ไมโครลิตร สำรละลำยท่ีไดเ้ป็นสำรละลำย stock ควำมเขม้ขน้ 2000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

เจือจำงสำรละลำยตวัอยำ่ง stock ท่ีเตรียมไวด้ว้ยเมทำนอล ใหไ้ดส้ำรละลำยตวัอยำ่งท่ีมีควำมเขม้ขน้ 

3.13 – 400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 


