
บทที่ 3
อุปกรณและวิธีการวิจัย

อุปกรณ
1. วัสดุและอุปกรณ

1.1    ดอกกุหลาบที่ใชในการทดลอง คือ ดอกกุหลาบพันธุแกรนดกาลา ดอกกุหลาบ
ทั้งหมดนํามาจากสวนกุหลาบแมโจ อําเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม

1.2  กรรไกรตัดกิ่ง
1.3    เครื่องกรองแบบ suction pump
1.4    ตูเย็น
1.5    เครื่องวัดสี (chromameter) รุน CR-300 ของบริษัท Minolta
1.6    แผนเทียบสี ของบริษัท Minolta
1.7    กระดาษโครมาโตรกราฟ
1.8    กรรไกร
1.9    มดี
1.10   แผนพลาสติก
1.11   กระดาษกรอง Whatman No. 1
1.12   กระดาษกราฟ
1.13   แกวพลาสติก
1.14   แผนใหความรอน (hot plate)
1.15  ไมบรรทัด
1.16   เครื่องแกว

1.16.1 กรวยกรอง
1.16.2 ขวดปรับปริมาตร
1.16.3 บีกเกอร
1.16.4 กระบอกตวง
1.16.5 แทงแกวสําหรับคน
1.16.6 ขวดรูปชมพู
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1.16.7 หลอดทดลอง
1.17 spectrophotometer

2. การเตรียมสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร
2.1 เตรียมสารสกัดหยาบกวาวเครือแดง

โดยใชผงปนกวาวเครือแดง น้ําหนัก 200 กรัม กับตัวทําละลายสองชนิด คือ น้ํา 
และเอทธานอล 70 เปอรเซ็นต โดยใชในอัตราสวน 1 : 3 ในบีกเกอร ขนาด 500 มิลลิลิตร (มล)  
คนใหเขากันหมักทิ้งไว 1 คืน แลวนําไปกลั่นแบบสุญญากาศ ไดสารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดง
เขมขน

2.2 เตรียมสารสกัดหยาบกระชายเหลือง
โดยใชผงปนกระชายเหลืองน้ําหนัก 200 กรัม กับตัวทําละลายสองชนิด คือ        

น้ํา และ เอทธานอล 70 เปอรเซ็นต โดยใชในอัตราสวน  1 : 3 ในบีกเกอร ขนาด 500 มล คนใหเขา
กัน หมักทิ้งไว 1 คืน แลวนําไปกลั่นแบบสุญญากาศไดสารสกัดหยาบจากกระชายเหลืองเขมขน

2.3 เตรียมสารสกัดหยาบรางจืด
โดยใชผงปนรางจืดน้ําหนัก 200 กรัม กับตัวทําละลายสองชนิด คือ น้ํา และ 

เอทานอล 70 เปอรเซ็นต โดยใชในอัตราสวน  1 : 3 ในบีกเกอร ขนาด 500 มล คนใหเขากันหมักทิ้ง
ไว 1 คืน  แลวนําไปกลั่นแบบสุญญากาศไดสารสกัดหยาบจากรางจืดเขมขน

2.4 เตรียมสารสกัดหยาบพลูคาว
โดยใชผงปนพลูคาวน้ําหนัก 200 กรัม กับตัวทําละลายสองชนิด คือ น้ํา และ 

เอทธานอล 70 เปอรเซ็นต โดยใชในอัตราสวน 1 : 3 ในบีกเกอร ขนาด 500 มล คนใหเขากันหมักทิ้ง
ไว 1 คืน  แลวนําไปกลั่นแบบสุญญากาศไดสารสกัดหยาบจากพลูคาวเขมขน

2.5 เตรียมสารสกัดหยาบบอระเพ็ด
โดยใชผงปนบอระเพ็ดน้ําหนัก 200 กรัม กับตัวทําละลายสองชนิด คือ น้ํา และ 

เอทธานอล 70 เปอรเซ็นต โดยใชในอัตราสวน  1 : 3 ในบีกเกอร ขนาด 500 มล คนใหเขากันหมัก
ทิ้งไว 1 คืน  แลวนําไปกลั่นแบบสุญญากาศไดสารสกัดหยาบจากบอระเพ็ดเขมขน

3. สารเคมีและวิธีการเตรียม
3.1  สารเคมีท่ีใชหาปริมาณแอนโธไซยานิน

3.1.1 กรดไฮโดรคลอลกิ ความเขมขน  1.5  นอรมลั เตรยีมโดยใชกรดไฮโดรคลอลกิ
ปริมาตร 62.63 มล เติมลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ  500 มล
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            3.1.2 เอทาโนลิกไฮโดรคลอลิก (เอทธานอล : กรดไฮโดรคลอลิก)ใชเอทธานอล 95 
เปอรเซ็นต  กรดไฮโดรคลอลิก  1.5  นอรมัล  ผสมกันในอัตราสวน  85 : 15 แลวเก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิต่ํา (10 องศาเซลเซียส)

       3.2  สารเคมีท่ีใชในการหาคลอโรฟลล
      สารละลายอะซีโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชอะซิโตน 800 มล ใส

ลงในขวดปรับปริมาตร 1,000 มล  แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มล โดยใชน้ํากลั่น
3.3  สารละลายน้ําตาลซูโครส

           สารละลายน้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซน็ต เตรียมโดยใชน้ําตาลทราย 50 กรัม ใสใน
ขวดปรับปริมาตร 1,000 มล แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มล โดยใชน้ํากลั่น

 3.4  การเตรียมเอทิลแอลกอฮอล
        เอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต  

736.84  มล ใสในขวดปรับปริมาตร 1,000 มล  แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มล โดยใชน้ํากลั่น

การทดลองที่ 1 การศึกษาวิธีการสกัดสารออกฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร

พืชสมุนไพรที่ใชในการทดลองมี 5 ชนิด คือ กวาวเครือแดง กระชายเหลือง รางจืด พลูคาว
และบอระเพ็ด มาสกัดโดยใชตัวทําละลาย 2 ชนิด คือ น้ํา และเอทิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 1 : 3
คนใหเขากันหมักทิ้งไว 1 คืน นําไปกลั่นแบบสุญญากาศจะไดสารสกัดหยาบแลวตรวจสอบโดยใช
วิธีโครมาโตรกราฟแบบกระดาษ (paper chromatography) มีขั้นตอนดังนี้ (ภาพที่ 6)

1.      นํากระดาษโครมาโตรกราฟ มาตัดใหมีขนาดกวาง 2 เซนติเมตร × ยาว 14 เซนติเมตร

แลวนํามาแบงเปนชอง ๆ ดังภาพ ใหมีขนาดชองละ 2 × 2 เซนติเมตร แลวนําสารสกัดที่ไดจากการ
เตรียมในขางตน นํามาหยดเปนแถบๆ ละ 1 มล  สารตัวพาที่ใช คือ เอทธิลอะซิเตต

2. ปลอยใหสารวิ่งจนถึงเสนที่กําหนด แลวนํากระดาษมาตัดแบงเปนแถบ แยกสวนกัน
เปน Rf ตั้งแต Rf0- Rf4 ดังภาพ

3.    นํากระดาษที่ไดมาตัดใหมีขนาดเล็กที่สุด แลวนําไปแชในตัวทําละลายที่ใชสกัดสาร
คือ น้ํา และเอทิลแอลกอฮอล ทิ้งไว 1 คืน ในอัตราสวน สาร 1 แถบ ตอ น้ํา หรือเอทิลแอลกอฮอล
1 มล

4. นําสารที่ไดของพืชแตละชนิดไปทําการทดสอบประสิทธิภาพการยืดอายุการปกแจกัน
ของดอกกุหลาบพันธุแกรนดกาลาในการทดลองที่ 1.1-1.5 ตอไป
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                           ก     ข ค

ภาพที่ 6 แสดงขั้นตอนการเตรียมสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพรโดยวิธีโครมาโตรกราฟแบบ
กระดาษ (ก = การหยดสารสกัดหยาบ  ข = การเคลื่อนที่ของสารสกัดหยาบ และ ค = 
สารสกัดที่ได)

การทดลองที่ 1.1 ศึกษาประสิทธิภาพสารออกฤทธิ์ท่ีไดจากสารสกัดหยาบกวาวเครือแดง

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดง โดยมีกรรมวิธีเปนการใช 
สารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดงรวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสความเขมขน 5.0 % เปนสาร
ละลายปกแจกัน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมคือน้ํากล่ัน ดอกกุหลาบที่ใชในการทดลอง คือ 
ดอกกุหลาบพันธุแกรนดกาลา โดยคัดเลือกดอกกุหลาบใหมีขนาดของดอก และระยะการพัฒนา
ของดอกสม่ําเสมอกัน แลวทําการตัดกานดอกกุหลาบใหมีความยาว 25 ซม และตัดโคนกานดอกให
เฉียงเปนมุมประมาณ 45 องศา วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (completely randomized 
design) โดยมีปจจัย คือ กวาวเครือแดง สกัดดวยน้ํา มีทั้งหมด 5 เฟส คือ Rf0-Rf4 และกวาวเครือ
แดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล มีทั้งหมด 5 เฟส คือ Rf0-Rf4 มีทั้งหมด 11 กรรมวิธี กรรมวิธีละ      
5  ซํ้า  ๆ ละ 3 ดอกคือ

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ํา Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
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กรรมวิธีที่ 3 กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ํา Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย
น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 4 กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ํา Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย
น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 5 กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ํา Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย
น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 6 กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ํา Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย
น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 7 กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf0 ความเขมขน 5.0 %
รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 8 กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf1 ความเขมขน5.0 %
รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 9 กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf2 ความเขมขน 5.0 %
รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 10 กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf3 ความเขมขน 5.0 %
รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

กรรมวิธีที่ 11 กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf4 ความเขมขน 5.0 %
รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

การบันทึกผลการทดลอง
1. อายุการปกแจกัน (ภาพภาคผนวกที่ 8-11)

บันทึกอายุการปกแจกันโดยนับวันที่เร่ิมปกแจกันในกรรมวิธีตาง ๆ จนถึงวันที่เกิดการ
โคงงอของคอดอกและ/หรือการเหี่ยวของดอกมากกวา 50 % มีหนวยเปนวัน

2. สีของใบและกลีบดอกกุหลาบ โดยใชเครื่องวัดสี
สีของใบและกลีบดอกกุหลาบโดยใชเครื่องวัดสีอัตโนมัติ โดยสุมตัวอยาง

กลีบดอกกุหลาบ บันทึกคาในระบบ CIELAB ( L* , a*  , b* ) แลวคํานวณหาคา chroma และ
 hue angle จากสมการดังนี้

chroma  = (a* + b*)1/2

hue angle = arctangent (a*)
                                        b*
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หมายเหตุ :
คา L* เปนคาที่แสดงความมืดและความสวางของสี มีคาตั่งแต 0-100 ถาคา L* มีคาเขาใกล

0 แสดงวาวัตถุมีความสวางนอย หากมีคาใกล 100 แสดงวาวัตถุมีความสวางมาก
คา a* เปนคาเปนบวก แสดงวาผลิตผลมีสีออกแดง ถาคา a* มีคาเปนลบ แสดงวาผลิตผลมี

สีเขียว
คา b* เปนคาเปนบวก แสดงวาผลิตผลมีสีเหลือง ถาคา b* มีคาเปนลบ แสดงวาผลิตผลมีสี

ออกน้ําเงิน
ทั้งคา a* และ  b* หากมีคาเปน 0 แสดงวาวัตถุมีสีเทา
3.  การบานของดอก บันทึกการบานของดอกโดยการใหคะแนนดังนี้

0  = ดอกไมบาน (0-25%)
1 = ดอกบานเล็กนอย (26-50%)
3 = ดอกบานปานกลาง (51-75%)
5 = ดอกบานมาก (76-100%)

4.  การโคงงอของคอดอก บนัทกึการโคงงอของคอดอกโดยการใหคะแนนดงันี้
0   = คอดอกไมเกิดการโคงงอ (0-25%)
1   = คอดอกเกิดการโคงงอเล็กนอย  (26-50%)
3   = คอดอกเกิดการโคงงอปานกลาง  (51-75%)
5   = คอดอกเกิดการโคงงอมาก  (76-100%)

5. การเหีย่วของกลบีดอก  บนัทกึการเหีย่วของกลบีดอก  โดยการใหคะแนนดงันี้
0   = ดอกอยูในสภาพดีมาก (0-25%)
1   = ดอกเหี่ยวเล็กนอย  (26-50%)
3   = ดอกเหี่ยวปานกลาง  (51-75%)
5   = ดอกเหี่ยวมาก (76-100%)

6. การเกดิสีน้าํเงนิปนมวงของกลบีดอก โดยการใหคะแนนดงันี้
0   = กลีบดอกไมมีการเปลี่ยนสี (0-25%)
1   = กลีบดอกมีการเปลี่ยนสีเล็กนอย  (26-50%)
3   = กลีบดอกมีการเปลี่ยนสีปานกลาง (51-75%)
5   =  กลีบดอกมีการเปลี่ยนสีมาก (76-100%)
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การทดลองที่ 1.2  ศึกษาประสิทธิภาพสารออกฤทธิ์ท่ีไดจากสารสกัดหยาบกระชายเหลือง

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากกระชายเหลือง โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัด
หยาบจากกระชายเหลืองรวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสความเขมขน 5.0 % เปนสารละลาย 
ปกแจกัน กรรมวิธีการทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1 มีทั้งหมด 11 กรรมวิธี คือ

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 กระชายเหลืองสกัดดวยน้ํา Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 3 กระชายเหลืองสกัดดวยน้ํา Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 4 กระชายเหลืองสกัดดวยน้ํา Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 5 กระชายเหลืองสกัดดวยน้ํา Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 6 กระชายเหลืองสกัดดวยน้ํา Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 7 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทลิแอลกอฮอล Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวม

กับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 8 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวม

กับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 9 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวม

กับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 10 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวม

กับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 11 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวม

กับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1
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การทดลองที่ 1.3  ศึกษาประสิทธิภาพสารออกฤทธิ์ท่ีไดจากสารสกัดหยาบรางจืด

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากรางจืด โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัดหยาบ
จากรางจืดรวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสความเขมขน 5.0 % เปนสารละลายปกแจกัน กรรมวิธี
การทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1 มีทั้งหมด 11 กรรมวิธี คือ

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 รางจืดสกัดดวยน้ํา Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 3 รางจืดสกัดดวยน้ํา Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 4 รางจืดสกัดดวยน้ํา Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 5 รางจืดสกัดดวยน้ํา Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 6 รางจืดสกัดดวยน้ํา Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 7 รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 8 รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 9 รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 10 รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 11 รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

 การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1

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



54

การทดลองที่ 1.4 ศึกษาประสิทธิภาพสารออกฤทธิ์ท่ีไดจากสารสกัดหยาบพลูคาว

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากพลูคาว โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัดหยาบ
จากพลูคาว รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสความเขมขน 5.0 % เปนสารละลายปกแจกัน กรรมวิธี
การทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1 มีทั้งหมด 11 กรรมวิธี คือ

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 พลูคาวสกัดดวยน้ํา Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 3 พลูคาวสกัดดวยน้ํา Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 4 พลูคาวสกัดดวยน้ํา Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 5 พลูคาวสกัดดวยน้ํา Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 6 พลูคาวสกัดดวยน้ํา Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 7 พลูคาวสกัดดวยเอทลิแอลกอฮอล Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 8 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 9 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 10 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 11 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1
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การทดลองที่ 1.5  ศึกษาประสิทธิภาพสารออกฤทธิ์ท่ีไดจากสารสกัดหยาบบอระเพ็ด

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากบอระเพ็ด โดยมีกรรมวิธีการใชสารสกัดหยาบจาก
บอระเพด็ รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสความเขมขน 5.0 % เปนสารละลายปกแจกัน กรรมวิธี
การทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1 มีทั้งหมด 11 กรรมวิธี คือ

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ํา Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 3 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ํา Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 4 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ํา Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 5 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ํา Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 6 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ํา Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 7 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 8 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 9 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 10 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %
กรรมวิธีที่ 11 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับ

สารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5 .0 %

การบนัทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1
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การทดลองที่  2   การทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบ
การทดลองเปรียบเทียบสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพรในการยืดอายุ  

การปกแจกันของดอกกุหลาบ โดยมุงเนนที่จะทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบในดาน 
การเปนสารยับยั้งจุ ลินทรียในน้ํายาสูตรตางๆโดยเตรียมสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร  
ซ่ึงใชผงปนจากพืชสมุนไพรกับตัวทําละลาย คือ น้ํา และเอทธิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 1 : 3  
คนใหเขากันหมักทิ้งไว 1 คืน นําไปกลั่นแบบสุญญากาศ นําสารสกัดที่ไดมาทําการทดลองตอไป

การทดลองที่ 2.1 การทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดง
ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดง ในแงของผลที่มีตออายุ 

การปกแจกันของดอกกุหลาบสีแดงพันธุแกรนดกาลา วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ
(Completely Randomized Design) โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดงโดย
ใชความเขมขน 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 10.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 
5.0 % เปนสารละลายปกแจกัน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมคือ น้ํากลั่น โดยท่ีในแตละกรรมวิธี
มี 5 ซํ้า มีทั้งหมด 11 กรรมวิธีดังนี้

กรรมวิธีที่ 1    ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2   กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ําความเขมขน 0.5 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 3   กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ําความเขมขน 1.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 4    กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ําความเขมขน 2.5 % รวมกบัสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 5    กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ําความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 6   กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ําความเขมขน 10.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่7     กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 0.5 % รวมกับสาร

ละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่8  กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 1.0 % รวมกับ 

สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
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กรรมวิธีที่ 9   กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน  2.5 % รวมกับ 
 สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่10  กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 5.0 % รวมกับ 
  สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

              กรรมวิธีที่ 11  กวาวเครือแดงสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 10.0 % รวมกับ 
   สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1

การทดลองที่ 2.2 การทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากกระชายเหลือง

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากกระชายเหลือง ในแงของผลที่มีตอ
อายุการปกแจกันของดอกกุหลาบสีแดงพันธุแกรนดกาลา วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 
(completely randomized design) โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัดหยาบจากกระชายเหลืองโดย
ใชความเขมขน 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 10.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 
5.0 % เปนสารละลายปกแจกัน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมคือน้ํากลั่น โดยท่ีในแตละกรรมวิธีมี 
5  ซํ้า มีทั้งหมด 11 กรรมวิธีดังนี้

กรรมวิธีที่ 1       ชุดควบคุม (น้ํากล่ัน)
กรรมวิธีที่2   กระชายเหลืองสกัดดวยน้าํความเขมขน 0.5 % รวมกับสารละลายน้าํตาล 

  ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่3         กระชายเหลืองสกัดดวยน้ําความเขมขน 1.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่4        กระชายเหลืองสกัดดวยน้ําความเขมขน 2.5 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่5     กระชายเหลืองสกัดดวยน้ําความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่6  กระชายเหลืองสกัดดวยน้ําความเขมขน 10.0 % รวมกับสารละลาย             

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
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กรรมวิธีที่ 7     กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 0.5 %  รวมกับ 
สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่8  กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 1.0 % รวมกับ 
  สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่9   กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน  2.5 % รวมกับ 
   สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่10 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 5.0 % รวมกับ 
  สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

                กรรมวิธีที่ 11 กระชายเหลืองสกดัดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 10.0 % รวมกับ 
   สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1

การทดลองที่ 2.3 การทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากรางจืด

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากรางจืด  ในแงของผลที่มีตอ อายุ 
การปกแจกันของดอกกุหลาบสีแดงพันธุแกรนดกาลา วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ
(completely randomized design) โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัดหยาบจากรางจืด โดยใช 
ความเขมขน 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 10.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 
5.0 % เปนสารละลายปกแจกัน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คือ น้ํากลั่น โดยท่ีในแตละกรรมวิธี
มี 5 ซํ้า มีทั้งหมด 11 กรรมวิธีดังนี้

กรรมวิธีที่  1            ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2    รางจืดสกัดดวยน้ําความเขมขน  0.5  % รวมกับสารละลายน้ําตาล
                                        ซูโครส  5.0  %
กรรมวิธีที่ 3  รางจืดสกัดดวยน้ําความเขมขน 1.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
           ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 4  รางจืดสกัดดวยน้ําความเขมขน 2.5 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
        ซูโครส 5.0 %
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กรรมวิธีที่ 5 รางจืดสกัดดวยน้ําความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
      ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 6 รางจืดสกัดดวยน้ําความเขมขน 10.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
        ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 7  รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 0.5 % รวมกับสารละลาย  

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 8 รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 1.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
     กรรมวิธีที่ 9  รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 2.5 % รวมกับสารละลาย 

  น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 10  รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

  น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 11 รางจืดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 10.0 %รวมกับสารละลาย     

น้ําตาลซูโครส 5.0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1

การทดลองที่ 2.4 การทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากพลูคาว

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากพลูคาว  ในแงของผลที่มีตอ อายุ
การปกแจกันของดอกกุหลาบสีแดงพันธุแกรนดกาลา วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ
(completely randomized design) โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัดหยาบจากพลูคาวโดยใชความ
เขมขน 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 10.0 %  รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน 5.0 % 
เปนสารละลายปกแจกัน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คือ น้ํากลั่น โดยที่ในแตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า 
มีทั้งหมด 11 กรรมวิธีดังนี้

กรรมวิธีที่   1          ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2  พลูคาวสกัดดวยน้ําความเขมขน 0.5% รวมกับสารละลายน้ําตาล 
           ซูโครส 5.0 %
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กรรมวิธีที่ 3 พลูคาวสกัดดวยน้ําความเขมขน 1.0% รวมกับสารละลายน้ําตาล 
       ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 4 พลูคาวสกัดดวยน้ําความเขมขน 2.5% รวมกับสารละลายน้ําตาล 
      ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 5 พลูคาวสกัดดวยน้ําความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
     ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 6 พลูคาวสกัดดวยน้ําความเขมขน 10.0% รวมกับสารละลายน้ําตาล 
     ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่7 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 0.5% รวมกับสารละลาย 

 น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่8 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 1.0 % รวมกับสารละลาย  

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่9 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 2.5 % รวมกับสารละลาย  

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่10 พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย  

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่11  พลูคาวสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน10.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครส 5.0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1

การทดลองที่ 2.5 การทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากบอระเพ็ด

ทดสอบศักยภาพของสารสกัดหยาบจากบอระเพ็ด  ในแงของผลที่มีตอ อายุ
การปกแจกันของดอกกุหลาบสีแดงพันธุแกรนดกาลา วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ
(completely randomized design) โดยมีกรรมวิธีเปนการใชสารสกัดหยาบจากบอระเพ็ดโดยใช
ความเขมขน 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 10.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครสเขมขน  
5.0 % เปนสารละลายปกแจกัน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คือน้ํากลั่น โดยท่ีในแตละกรรมวิธี
มี 5  ซํ้า มีทั้งหมด 11 กรรมวิธีดังนี้
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กรรมวิธีที่   1        ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ําความเขมขน 0.5 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
     ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 3 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ําความเขมขน 1.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
     ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่4   บอระเพ็ดสกัดดวยน้ําความเขมขน 2.5 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
     ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่5   บอระเพ็ดสกัดดวยน้ําความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
     ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 6 บอระเพ็ดสกัดดวยน้ําความเขมขน 10.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 
     ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 7 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 0.5 % รวมกับ 

สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
 กรรมวิธีที่ 8 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 1.0 % รวมกับ 

สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
 กรรมวิธีที่ 9 บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 2.5 % รวมกับ 

สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่10  บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 5.0 % รวมกับ 

  สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่11  บอระเพ็ดสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 10.0 % รวมกับ 

  สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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การทดลองที่ 3 ผลของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรตออายุการปกแจกันของดอกกุหลาบ

การทดลองที่ 3.1 ผลของสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 3 ชนิด ตออายุการปกแจกันของดอก
กุหลาบ

นําพืชสมุนไพรที่ใชในการทดลองมี 3 ชนิด คือ กวาวเครือแดง กระชายเหลือง และ พลูคาว  
 มาสกัดโดยใชตัวทําละลาย 2 ชนิด คือ น้ํา และเอธิลแอลกอฮอล แลวนําไปตรวจสอบโดยใชวิธี 
โครมาโตกราฟแบบกระดาษ (paper chromatography) โดยใชสารตัวพา คือ น้ําและเอทานอล

ดอกกุหลาบที่ใชในการทดลอง คือ ดอกกุหลาบพันธุแกรนดกาลา โดยคัดเลือกดอกกุหลาบ
ใหมีขนาดของดอก และระยะการพัฒนาของดอกสม่ําเสมอกันแลวทําการตัดกานดอกกุหลาบใหมี
ความยาว 25 เซนติเมตร และตัดโคนกานดอกใหเฉียงเปนมุมประมาณ 45 องศา วางแผนการทดลอง
แบบ (completely randomized design) โดยทํากรรมวิธีละ 5 ซํ้า ๆ ละ 2 ดอก การทดลอง 
ประกอบดวย กวาวเครือแดงสกัดดวยน้ํา กระชายเหลือง และพลูคาวสกัดดวยแอลกอฮอล 
ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 % ทั้งหมด 17 กรรมวิธี คือ

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 กระชายเหลือง Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 3 กระชายเหลือง Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 4 กระชายเหลือง Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 5 กระชายเหลือง Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 6 กระชายเหลือง Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลาย

น้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 7 พลูคาว Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 8 พลูคาว Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล

ซูโครส 5.0 %
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กรรมวิธีที่ 9 พลูคาว Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 10 พลูคาว Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 11 พลูคาว Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 12 กวาวเครือแดง Rf0 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 13 กวาวเครือแดง Rf1 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 14 กวาวเครือแดง Rf2 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 15 กวาวเครือแดง Rf3 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 16 กวาวเครือแดง Rf4 ความเขมขน 5.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล
ซูโครส 5.0 %

กรรมวิธีที่ 17 สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.1 และเก็บบันทึกความสดของใบ โดยการ

ใหคะแนนดังนี้
0   =  ใบไมเหลือง  และไมเหี่ยว  (0-25%)
1   =  ใบเหลือง  และเหี่ยวเล็กนอย  (26-50%)
3   = ใบเหลือง  และเหี่ยวปานกลาง  (51-75%)
5   =  ใบเหลือง  และเหี่ยวมาก  (76-100%)
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การทดลองที่ 3.2  ผลของสารสกัดหยาบจากกระชายเหลืองตออายุการปกแจกันของดอก
กุหลาบ

คัดเลือกกรรมวิธีที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 3 ใชดอกกุหลาบพันธุแกรนดกาลา โดยคัดเลือก
ดอกกุหลาบใหมีขนาดของดอกและระยะการพัฒนาของดอกสม่ําเสมอกัน แลวทําการตัดกานดอก
กุหลาบใหมีความยาว  25 ซม และตัดโคนกานดอกใหเฉียงเปนมุมประมาณ 45 องศา  
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (completely randomized design) โดยทําการทดลองกรรมวิธี
ละ 5 ซํ้า  ๆ  ละ 5 ดอก ประกอบดวย กระชายเหลือง (Rf2) สกัดดวยเอทิลแอลกอฮอล ความเขมขน 
3.0, 4.0,  5.0, 6.0 และ 7.0 % รวมกับสารละลายน้ําตาล 5.0 % เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คือ 
น้ํากลั่น  มีทั้งหมด  7  กรรมวิธี ดังนี้

กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (น้ํากลั่น)
กรรมวิธีที่ 2 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 3.0 % + สาร

ละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 3 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 4.0 % + สาร

ละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 4 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 5.0 % + สาร

ละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 5 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 6.0 % + สาร

ละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
กรรมวิธีที่ 6 กระชายเหลืองสกัดดวยเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 7.0 % + สาร

ละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %
              กรรมวิธีที่ 7       สารละลายน้ําตาลซูโครส 5.0 %

การบันทึกผลการทดลอง
ทําการบันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองที่ 3 และบันทึกอัตราการดูดน้ํา, ปริมาณ 

แอนโธไซยานินของดอกกุหลาบ และปริมาณคลอโรฟลลของใบกุหลาบ
1. บันทึกอัตราการดูดน้ําของดอกกุหลาบระหวางปกแจกัน โดยวัดปริมาณน้ําที่

ดอกกุหลาบดูดไปใชในแตละวันตอดอก มีหนวยเปน มล/ดอก/วัน
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2. การหาปริมาณแอนโธไซยานินของดอกกุหลาบ ตามวิธี Rangana (1977) อางโดย
(เอกวิทย, 2540;  วรินธร, 2545) มีดังนี้

กลีบดอกกุหลาบ 0.5 กรัม หั่นใหละเอียด

เติม ethanolic HCl ปริมาตร 25 มล
           เก็บที่อุณหภูมิ 4 °C 1 คืน

                            กรองดวยกระดาษกรอง Whatman NO.1
          แลวปรับปริมาตรดวย ethanolic HCl ใหไดปริมาตร 100 มล

                        วัดคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตร
                              โดยใชสารละลาย  ethanolic HCl  เปน blank

นําคา OD ที่ไดไปแทนคาในสูตรหาปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมดมีหนวยเปน
มิลลิกรัม/100 น้ําหนักสด

สูตรการคํานวณ คือ

Total absorbance    = OD 535 × V × 100
                                                             W

Total anthocyanin content  = Total absorbance
                                                            98.2

โดยที่  V   คือ  ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานิน
          W   คือ  น้ําหนักของกลีบดอกกุหลาบที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานิน
          OD   คอื  คาการดดูกลนืแสงทีอ่านไดจากเครือ่งสเปคโตรนคิ ตามความยาวคลืน่ที ่กาํหนด
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3. การหาปริมาณคลอโรฟลลของใบกุหลาบ ตามวิธีของ Whitham et al. (1971) อางโดย
(วิภาดา, 2546;  ชวลิต, 2540)

ใบกุหลาบหนัก 1 กรัม บดในโกรงบด ขณะบดเติมอะซีโตน 80 เปอรเซ็นต ลงไป 
เล็กนอย เมื่อบดละเอียดใหกรองผานกระดาษกรอง Whatman NO.1 ดวยเครื่องกรองแบบ  
suction pump ลางและปรับปริมาตรดวยอะซีโตนใหไดปริมาตร 50 มลในกระบอกตวง นําสาร
ละลายที่กรองแลวไปวัดคาดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร บันทึกคาที่
ไดแลวนําไปคํานวณตามสูตร มีหนวยเปนมิลลิกรัม/100 น้ําหนักสด

สูตรคํานวณ คือ
Chlorophyll a    = (12.7(OD 663)-2.69(OD645) ×     V
                           1,000×W
Chlorophyll b    = (22.9(OD 645)-4.68 (OD663) ×       V
                           1,000×W
Total chlorophyll  = (20.2(OD 645)-8.02(OD663) ×     V
                           1,000×W
โดยที่ V  คือ ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณคลอโรฟลล
         W  คือ น้ําหนักของใบกุหลาบที่นํามาหาปริมาณคลอโรฟลล
        OD  คอื คาดดูกลนืแสงทีอ่านไดจากเครือ่งสเปคโตรนคิตามความยาวคลืน่ทีก่าํหนด
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การทดลองที่ 4  การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา

การทดลองนี้เปนการศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อกุหลาบที่ระบุไวใน 
การทดลองที่ 2 เพื่อดูการอุดตันภายในทอลําเลียงของกุหลาบ โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อพืชบริเวณคอ
ดอกกุหลาบที่ตัดตามขวางตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ  paraffin  embedding  ของ  Johansen 
(1940) และ Sass (1966)

4.1 วัสดุและอุปกรณ
4.1.1  พืชทดลอง

         พืชทดลองคือ คอดอกกุหลาบพันธุแกรนดกาลา
4.1.2 เครื่องมือและอุปกรณในการศึกษาเนื้อเยื่อ

4.1.2.1  เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน (rotary microtome)
                                                4.1.2.2  กลองจุลทรรศนแบบ  dissecting   microscope   และ  stereo
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ

4.1.2.3  ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน  56  ซ
4.1.2.4  แผนใหความรอน (hot plate)
4.1.2.5  เครื่องอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมิเปน  40  ซ
4.1.2.6  แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด  1.5 x 1.5 x 1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร

ที่ตมใหอ่ิมตัวในพาราฟน
4.1.2.7 แผนสไลด (slide)  และแผนปดสไลด (cover slip)
4.1.2.8  อุปกรณเครื่องแกว ไดแก ขวดสําหรับใสชิ้นสวนเนื้อเยื่อพืช

บีกเกอร  และขวดยอมสี
4.1.1.9 อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล พูกันขนออน

ปากคีบ  และปายติดกาว
4.1.3  สารเคมีที่ใชในการเตรียมชิ้นสวนพืชและสไลดถาวร

4.1.3.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixative)  ไดแก FAA (formalin –
acetic acid – alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสมดังนี้

95%  ethyl  alcohol            50         มล
glacial  acetic  acid               5         มล
formalin                              10         มล
น้ํากลั่น                                35         มล
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4.1.3.2 น้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) ซ่ึง
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางที่  3

ตารางที่ 3  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล

ปริมาณ
แอลกอฮอลใน
น้ํายาที่ใชดึงน้ํา
ออกจากเซลล

(%)

ethyl  alcohol
95 %

           (มล)

ethyl  alcohol
100 %

           (มล)

TBA
(มล)

น้ํากลั่น
(มล)

50 40 - 10 50
70 50 - 20 30
85 50 - 35 15
95 45 - 55 -
100 - 25 75 -

4.1.3.3 สารตัวกลางใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก
paraplast

                               4.1.3.4   น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) เตรียมน้ํายา
เขมขนจากสวนผสมของ

ไขขาว 1         มล
น้ํากลั่น           49          มล

เมื่อจะใชนําน้ํายาเขมขนมาเจือจาง โดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํากลั่นใหปริมาตร
รวมเปน  50  มล

4.1.3.5  สียอมเนื้อเยื่อใชสี Dalafield,s hematoxylin เตรียมสีโดยใช
สวนผสมดังนี้

aluminium  sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]       400    มล
   hematoxylin  (C16H14O6)                                 4    กรัม

95%  ethyl  alcohol                                       25    มล
methyl  alcohol                                           100    มล
glycerol                                                       100    มล
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4.1.3.6 น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด ( clearing  reagent ) คือ  xylene
4.1.3.7 สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด (mounting media) คือ

Canada  balsam

4.2 วิธีการ
4.2.1  เก็บตัวอยางของคอดอกกุหลาบแชในน้ํายา FAA ที่บรรจุในขวดแกว

แลวนําขวดแกวเหลานั้นใสในเครื่องดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ หลังจากนั้นปดฝา
ขวดแลวนํามาเก็บไวที่อุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ชั่วโมงกอนนําไปผานขั้นตอนตอไป

4.2.2 นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหเนื้อเยื่อผาน
น้ํายาดึงน้ําออกจากเซลล จากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50% ไปจนถึงระดับ
100% แลวจึงนําเนื้อเยื่อไปผาน TBA 100% ตามดวยน้ํายาที่ประกอบดวย TBA และพาราฟนเหลว
อัตราสวน 1:1 นานขั้นตอนละ 24 ชั่วโมง แลวนําเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขา
ไปในเนื้อเยื่อ (infiltration)

4.2.3  ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวที่บรรจุ Paraplast ที่หลอมแลวนําขวดแกว
ไปเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ 56 ซ นานประมาณ 1 สัปดาห หรือมากกวาเพื่อใหพาราฟนแทรกเขาไป
ในเนื้อเยื่อไดเต็มที่

4.2.4 นําเนื้อเยื่อพืชมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบที่ตองการ

4.2.5 นําแทงพาราฟนที่ไดไปตัดแตงใหเปนรูปสี่เหล่ียมผืนผา ใหช้ินสวนพืช
อยูตรงกลางแลวนํามาติดกับแทงไม จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุนโดยตัด
เนื้อเยื่อตามขวางใหหนา 15- 18 ไมครอน

4.2.6 นําแถบชิ้นสวนพืช (paraffin  ribbon) ติดลงบนแผนสไลดดวยน้ํายายึด
เนื้อเยื่อพืช   วางแผนสไลดบนเครื่องอุนสไลด   จนแถบชิ้นสวนแหงและติดกับแผนสไลด

4.2.7 นําแผนสไลดที่ละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวนําไปยอมสี ปด
แผนสไลดดวยแผนปดสไลดโดยใช Canada balsam  ยึด

4.2.8 เมื่อแผนสไลดแหงสนิท นําแผนสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อภายใตกลอง
จุลทรรศน และบันทึกภาพ
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สถานที่ท่ีใชในการดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล
1. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม
2. หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม

ระยะเวลาที่ใชในการดําเนินการวิจัย
เดือนเมษายน พ.ศ. 2546 – ตุลาคม พ.ศ. 2547
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