
บทที่ 3
อุปกรณและวิธีการทดลอง

1.  พืชทดลอง
คัดเลือกตนลําไยพันธุดอ อายุประมาณ 4 ป  มีทรงพุมกวางประมาณ 3 เมตร  จํานวน  

44  ตน ปลูกในพื้นที่ระดับความสูง 1,100 เมตร จากระดับน้ําทะเล ของเกษตรกรตําบลน้ําปว อําเภอ
เวียงสา  จังหวัดนาน     สภาพของตนลําไยที่ใชในการทดลอง แสดงไวในภาพที่  8

ภาพที่  8     การพนสารควบคุมการเจริญเติบโตแกผลลําไยพันธุดอ

2.  อุปกรณท่ีใชในการทดลอง
2.1 เครื่องชั่งอิเล็กทรอนิกส ทศนิยม 2 ตําแหนง รุน Precisa 1620C ของบริษัท Precisa 

Instruments AG  ประเทศสวิสเซอแลนด
2.2 เครื่องชั่งอิเล็กทรอนิกส ทศนิยม 4 ตําแหนง รุน I 1800 ของบริษัท ไซแอนติฟต 

ประเทศเยอรมัน
2.3 ตูอบ ยี่หอ binder รุน F240  No. 88085 ของบริษัท Binder ประเทศเยอรมัน
2.4 เครื่องบดตัวอยางพืช ยี่หอ KiKa-werke รุน MF 10 ของบริษัท KMBH & Co. KG 

ประเทศเยอรมัน พรอมตะแกรงรอน ขนาด 35 เมช
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2.5 เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดทั้งหมด (hand  refractometer) ยี่หอ N-1E
(0-32 brix) ของบริษัท Atago ประเทศญี่ปุน

2.6 เครื่องวัดความแนนเนื้อ  (firmness tester)  รุน KM ของบริษัท Fjiwa ประเทศ
ญี่ปุน ขนาด 1 กิโลกรัม หัววัดรูปทรงกระบอก (cylinder shape) ขนาดเสนผาศูนย
กลาง 5 มิลลิเมตร

2.7 เครื่องวัดสี (choma meter)  ของบริษัทMinolta รุน CR-300  ประเทศญี่ปุน หัววัด
CR-310 และใชแหลงกําเนิดแสง D65

2.8         เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer)   ยี่หอ Hitachi    รุน U-2001
ประเทศญี่ปุน

2.9 เครื่องเหวี่ยง ของบริษัท Hettich zentrifugen รุน D-78532  ประเทศสวิตเซอแลนด
2.10 หลอดหยด (dropper)  แทงแกว  กรวยกรอง  ปากคีบ
2.11 บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 250, 500 และ 1000  มิลลิลิตร
2.12 ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร
2.13 ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 5, 25, 50, 100, และ 500  มิลลิลิตร
2.14 กระดาษกรอง Whatman No. 1
2.15 ไมบรรทัด และเวอรเนียแคลิเปอร ( verneer caliper) ของบริษัท Naza  ประเทศจีน
2.16 ปายพลาสติก กระติกน้ําแข็ง ถุงพลาสติก 5 x 7 นิ้ว  ถุงกระดาษ
2.17 โถดูดความชื้น (desiccator)
2.18 โกรงบด
2.19 เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) รุน HI 9021 ของบริษัท Hanna
2.20 หมอปรับอุณหภูมิ (water bath)
2.21 ตูดูดควัน (fume hood)
2.22 magnetic stirer และ Vortex Genie – 2 รุน G-560E ของบริษัท Scientific 

Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา
2.23 ขวดพลาสติกขนาด 120 ซีซี
2.24 ขวดสีชา ขนาด 500 ซีซี
2.25 กลองถายรูปดจิติอล (digital camera)  ยีห่อ Olympus  รุน C-350 ZOOM  ประเทศจนี
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3. วิธีการทดลอง
3.1 การทดลองที่ 1

3.1.1  การวางแผนการทดลอง วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (completely 
randomized  design;  CRD) ทําการฉีดพนน้ําเปลา และ BRs ใหเปยกใบทั่วทั้งตนลําไยที่กําลังติดผล
เมือ่ผลอาย ุ100 วนัหลังตดิผล ใชตนลําไย 9 ตน การทดลองม ี3 กรรมวธีิ กรรมวธีิละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน
แตละซ้ําประกอบดวย 4 ชอ เก็บตวัอยางชอละ 10 ผล กําหนดกรรมวิธีตางๆ ไวดังนี้

กรรมวิธีที่ 1 พนดวยน้ํา (กรรมวิธีควบคุม)
กรรมวิธีที่ 2 พนดวย BRs ระดับความเขมขน 0.004 มก/ล
กรรมวิธีที่ 3 พนดวย BRs ระดับความเขมขน 0.01 มก/ล

3.1.2 การบันทึกขอมูล
บันทึกการเจริญเติบโตและคุณภาพของผล ดังนี้

3.1.2.1 การเจริญเติบโตของผลลําไย โดยวัดการเจริญเติบโตทุก 10 วัน ดังนี้
3.1.2.1.1 ขนาดของผล โดยการวัดความกวาง  ความยาว ความหนา ของผล

 มีหนวยเปนเซนติเมตร เร่ิมเมื่อผลอายุ 10 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.2 ขนาดของเมล็ด  โดยการวัดความกวาง  และความยาว  ของเมล็ด

  มีหนวยเปนเซนติเมตร เร่ิมเมื่อผลอายุ 50 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.3 ความหนาของเปลือก  โดยการวัดมีหนวยเปนเซนติเมตร

 เร่ิมเมื่อผลอายุ 50 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.4 ความหนาของเนื้อ  โดยการวัดมีหนวยเปนเซนติเมตร

 เร่ิมเมื่อผลอายุ 50 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.5 น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของผล  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม

 เร่ิมเมื่อผลอายุ 10 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.6 น้ําหนักแหงของเปลือก  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม

 เร่ิมเมื่อผลอายุ 90 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.7 น้ําหนักแหงของเนื้อ  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม

 เร่ิมเมื่อผลอายุ 90 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.8 น้ําหนักแหงของเมล็ด  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม

 เร่ิมเมื่อผลอายุ 90 วัน หลังติดผล
3.1.2.1.9 น้ําหนักแหงของรก  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม

เมื่อผลอายุ 140 วัน หลังติดผล
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3.1.2.2 วเิคราะหปรมิาณของแขง็ทีล่ะลายน้าํไดทัง้หมด (Total Soluble Solids; TSS)   
ใชน้ําคั้นจากผลที่สุมได กรรมวิธีละ 12 ผล จํานวน 4 ผลตอซํ้า นําไปวัดจาก

เครื่อง  hand  refractometer โดยการวัดมีหนวยเปนเปอรเซ็นตบริกซ  เมื่อผลอายุ 140 วัน หลังติดผล
3.1.2.3 ความหนาแนนเนื้อ

โดยการวัดจากการใชเครื่องวัดความแนนเนื้อ (fruit hardness tester) หัววัด
รูปทรงกระบอก  (cylinder shape)  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร กดลงไปบนเนื้อลําไย 2 คร้ัง
ตอผล กรรมวิธีละ 12 ผล จํานวน 4 ผลตอซํ้า มีหนวยเปน กก/ซม2   เมื่อผลอายุ 140 วัน หลังติดผล

นํากรรมวิธีที่ไดผลดีที่สุดของการทดลองที่ 1  ไปใชในการทดลองที่ 2  ตอไป

3.2 การทดลองที่ 2
3.2.1 การวางแผนการทดลอง  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  (completely  

randomized  design;  CRD)  ทําการฉีดพนบราสิโนสเตียรอยด  จิบเบอเรลลิน  และเอ็นเอเอ  ให
เปยกใบทั่วทั้งตนของลําไยที่กําลังติดผลเมื่อผลอายุ 105 วันหลังติดผล ใชตนลําไย 35 ตน การ
ทดลองมี 7 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซํ้า ซํ้าละ 1 ตน แตละซ้ําประกอบดวย 4 ชอ เก็บตัวอยางชอละ 
10 ผล กําหนดกรรมวิธีตางๆ ไวดังนี้

กรรมวิธีที่ 1 พนดวยน้ํา (กรรมวิธีควบคุม)
กรรมวิธีที่ 2 พนดวย NAA ระดับความเขมขน 100 มก/ล
กรรมวิธีที่ 3 พนดวย GA3   ระดับความเขมขน 50 มก/ล
กรรมวิธีที่ 4 พนดวย BRs   ระดับความเขมขน 0.01 มก/ล
กรรมวิธีที่ 5 พนดวย GA3   ระดับความเขมขน 50 มก/ล

รวมกับ BRs  ระดับความเขมขน 0.01 มก/ล
กรรมวิธีที่ 6 พนดวย GA3   ระดับความเขมขน 50 มก/ล

รวมกับ NAA ระดับความเขมขน 100 มก/ล
กรรมวิธีที่ 7 พนดวย NAA ระดับความเขมขน 100 มก/ล

รวมกับ BRs  ระดับความเขมขน 0.01 มก/ล
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3.2.2 บันทึกผลการทดลอง
บันทึกขนาด น้ําหนัก และคุณภาพของผล ดังนี้

3.2.2.1 วัดการเปลี่ยนแปลงของขนาดและน้ําหนักของผลลําไย โดยเริ่มทําการบันทึก
ขนาดและน้ําหนักของผล เมื่อผลอายุ 112 วัน หลังติดผล โดยทําการบันทึกทุก 7 วัน ดังนี้

3.2.2.1.1 ขนาดของผล โดยการวัดความกวาง ความยาว ความหนา ของผล
มี หนวยเปนเซนติเมตร

3.2.2.1.2 ขนาดของเมล็ด  โดยการวัดความกวาง  ความยาว  ความหนา ของเมล็ด
มีหนวยเปนเซนติเมตร

3.2.2.1.3 ความหนาของเปลือก  โดยการวัดมีหนวยเปนเซนติเมตร
3.2.2.1.4 ความหนาของเนื้อ  โดยการวัดมีหนวยเปนเซนติเมตร
3.2.2.1.5 น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของผล  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม
3.2.2.1.6 น้ําหนักแหงของเปลือก  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม
3.2.2.1.7 น้ําหนักแหงของเนื้อ  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม
3.2.2.1.8 น้ําหนักแหงของเมล็ด  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม
3.2.2.1.9 น้ําหนักแหงของรก  โดยการชั่ง  มีหนวยเปนกรัม

3.2.2.2 สีของเปลือกผล
ใชเครื่องวัดสีอัตโนมัติ (chroma meter) วัดสีเปลือกลําไย ซ่ึงคาที่ไดแสดงใน

รูปของคา L*  a*  และ  b* ซ่ึงแสดงรายละเอียดดังตอไปนี้ ใชประกอบกับภาพที่ 9
L*      = the lightness factor (value)
a*, b* = the chromaticity coordinates (hue, chroma)
เมื่อคา L* เปนคาที่แสดงความมืดและความสวางของสี มีคาตั่งแต 0-100 ถา 

คา L* มีคาเขาใกล 0 แสดงวาวัตถุมีความสวางนอย หากมีคาใกล 100 แสดงวา วัตถุมีความสวางมาก
คา a* เปนคาที่แสดงสีเขียวและสีแดง ถาคา a* มคีาเปนลบ แสดงวาวัตถุมีสีเขียว หากมีคาเปนบวก
แสดงวาวัตถุมีสีแดง และคา b* เปนคาที่แสดงสีน้ําเงินและสีเหลือง ถาคา b* มีคาเปนลบ แสดงวา
วัตถุมีสีน้ําเงิน หากมีคาเปนบวกแสดงวาวัตถุมีสีเหลือง ทั้งคา a* และ  b* หากมีคาเปน 0 แสดงวา
วัตถุมีสีเทา

นําคา L*, a* และ b* มาหาคา Chroma และ Hue จากสมการ
C* = chroma C*= [a*2 + b*2]1/2

Hue angle (h*) =  tan-1(b*/a*)  
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เมื่อ  C* มีคาเขาใกลศูนยหมายถึง วัตถุมีสีซีดจาง (เทา) หากมีคาสูงเขาใกล 60 วัตถุมีสีเขม
เมื่อ Theta คือคาเฉดสี  ในเมื่อคา a และ b มีคาดังนี้

ถา a  > 0  และ b  >  0 ดังนั้นคา  Hue  =  Theta
ถา a  < 0  และ b  >  0 ดังนั้นคา  Hue  =  Theta  +  180
ถา a  < 0  และ b  <  0 ดังนั้นคา  Hue  =  Theta  +  180
ถา a  > 0  และ b  <  0 ดังนั้นคา  Hue  =  Theta  +  360

คา h° เปนคาที่แสดงชวงของสวีัตถุดัง ดังนี้
0-45 องศาแสดงสีมวงแดงถึงสีสมแดง 180-225 องศาแสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงินเขียว
45-90 องศาแสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง 225-270 องศาแสดงสีน้ําเงินเขียวถึงสีน้ําเงิน
90-135 องศาแสดงสีเหลืองถึงสีเหลืองเขียว 270-315 องศาแสดงสีน้ําเงินถึงสีมวง
35-180 องศาแสดงสีเหลืองเขียวถึงสีเขียว 315-360 องศาแสดงสีมวงถึงมวงแดง

ภาพที่ 9     แผนภาพของสีที่อานคาเปนคา L* a* และ b*
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3.2.2.3 ความหนาแนนเนื้อ
โดยการวัดจากการใชเครื่องวัดความแนนเนื้อ  (fruit hardness tester)  หัววัด

รูปทรงกระบอก (cylinder shape) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร กดลงไปบนเนื้อลําไย 2 คร้ัง
ตอผล กรรมวิธีละ 20 ผล จํานวน 4 ผลตอซํ้า มีหนวยเปน กก/ซม2

3.2.2.4 วิเคราะหปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดทั้งหมด (Total Soluble Solids; TSS)   
ใชน้ําคั้นจากผลที่สุมได กรรมวิธีละ 20 ผล จํานวน 4 ผลตอซํ้า นําไปวัดจาก

เครื่อง  hand  refractometer โดยการวัดมีหนวยเปนเปอรเซ็นตบริกซ เมื่อผลอายุ 112 วัน หลังติดผล

3.2.2.4 วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด (Total Phenolic Compounds)
ในเปลือก

การสกัดสารจากเปลือกทําตามวิธีของ  Ketsa  and  Atantee  (1998)  โดยนํา
เปลือกผลลําไยที่หั่นละเอียดจํานวน 3 กรัมจากผลลําไยจํานวน 4 ซํ้าๆละ 4 ผล ใสในโกรงบดที่แช
เย็น เติมเอทธานอล 80 เปอร็เซ็นต ที่เย็นลงไปปริมาตร 12 มิลลิลิตร บดใหเขากันดีแลวนําไปปน
ดวยเครื่องปนความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายหลัง
การปนนําเฉพาะสวนที่เปนของเหลวใสไปวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดตามวิธี
ของ Singleton and Rossi (1965) ดังนี้

นําสารละลายในที่สกัดไดมาเจือจางลง  100  เทา   และนําสารละลายที่เจือจาง
แลวมา 2 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพู เติมสารละลายของ Folin – Ciocalteau  reagent 10 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูนี้ ผสมใหเขากันแลวนํามาวางไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 8 นาที หลังจากนั้น เติมสารละลายของ Na2CO3 7.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ผสมให
เขากันวางไวที่อุณหภูมิหองนาน  2  ชั่วโมง   นําสารละลายที่ไดนี้ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่  765 
นาโนเมตร โดยปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดเมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐานมีหนวยเปน 
มิลลิกรัมตอ100กรัมน้ําหนักเปลือกสด  ดังสูตร

ปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด (มก/100ก น้ําหนักสด) = 20Y
กําหนดให Y = ปริมาณ gallic acid ที่อานไดเมื่อเทียบกบักราฟมาตรฐาน (µg)

(ภาคผนวกภาพที่ 15)
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3.2.2.6 วิเคราะหปริมาณแอนโธไซยานินในเปลือก
หาปริมาณแอนโธไซยานินดัดแปลงจากวิธีของ Ranganna (1977) โดยนํา

เปลือกผลลําไยสดจากผลลําไยจํานวน 4  ซํ้าตอกรรมวิธีมาหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ช่ังมา 0.25 กรัมใสลงใน
ขวดรูปชมพูที่มีสารละลาย ethanolic HCL (95% ethanol:1.5 N HCl =85 :15) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
เขยาใหเขากันสักครู ปดฝาขวดรูปชมพูดวยแผนฟอยลแลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงนํามากรองเอาเปลือกลําไยออกดวยสําลี และนําสารละลายที่ไดทั้งหมด
มาปรับปริมาตรดวย  ethanolic HCl  ใหมีปริมาตรทั้งหมด 25 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืน
แสง ที่ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตรใช ethanolic HCl เปนตัวปรับศูนย (blank) จากนั้นนําคา การ
ดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาปริมาณรงควัตถุแอนโธไซยานินทั้งหมดตามสูตร

        คาการดูดกลืนแสงที่ 535 nm × ปริมาตรสุดทาย ×100
คาการดูดกลืนแสง  =

        
ปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด (มก

3.2.2.7 วิเคราะหปริมาณคารโบ
Carbohydrate; TNC)
                                   นาํเนือ้ลําไยสดไปอบจ
นอย 72 ชัว่โมง) และบดใหละเอยีด รอนผาน
กระดาษแลวเกบ็รกัษาในโถดดูความชืน้ (des
นาํตวัอยางพชืทีเ่ตรยีมไวไปอบอกีครัง้หนึง่ทีอ่
ใหเยน็ในโถดดูความชืน้กอน แลวจงึนาํมาชัง่
รูปของ total  nonstructural  carbohydrate (
ปรมิาณ TNC โดยใชวธีิ Nelson’s reducing su

การวิเคราะหปริมาณค
structural carbohydrate; TNC)  ในเนื้อผล ชั่ง
0.2 N H2SO4 40 มิลลิลิตร ปดปากภาชนะดว
เปนเวลา 2 ชั่วโมง  หลังจากนั้นนําออกจากต
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pH ใหเปนกลาง ดวย 0.1, 1, 3, 5, 7 และ 10 N  NaOH  และ 50% HCl โดยใช magnetic stirrer  แลว
จึงปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น กรองดวยกระดาษ Whatman No.1 ใสขวดพลาสติก 
100 มิลลิลิตร นําไปวิเคราะหหาปริมาณ TNC ตอไป ตามวิธีการของ Nelson’s reducing sugar 
(Hodge and Hofreiter, 1962) แสดงไวในภาคผนวก (ภาพที่ 16-20)

3.2.2.8   วิเคราะหน้ําตาลทั้งหมด (Total Sugar; TS) ในเนื้อ   ตามวิธีการของ Dubois
et  al. (1956) ดูดสารละลายที่สกัดไดจากการวิเคราะหปริมาณ TNC (ตามขอ 3.2.2.7) 1 มิลลิลิตร 
ใส 0.1 N HCl 0.5 มิลลิลิตร นําไปตมใน water bath อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แลว
นําหลอดทดลองมาแชในน้ําเย็น เติม 0.1 NaOH 0.5 มิลลิลิตร ดูดสารผสมนั้น 1 มิลลิลิตร นําไปหา
น้ําตาล ตามวิธีของ Nelson’s reducing sugar (Hodge and Hofrreiter, 1962) แสดงไวในภาคผนวก 
(ภาพที่ 21-25)

3.2.2.9 วิเคราะหน้ําตาลรีดิวซิง (Reducing Sugar; RS) ในเนื้อผล ดัดแปลงวิธีการของ
Khalafalla และ PalzKill (1990) นําตัวอยางแหงบดละเอียดจากขอ  3.2.2.7 ชั่งน้ําหนัก  0.05 กรัม 
เติม ethanol 50% จํานวน 20 มลิลิลิตร ปดปากภาชนะดวยอลูมนิมัฟอยด แลวนาํอบทีอุ่ณหภมู ิ 70 
องศาเซลลเซยีส นาน 2 ชัว่โมง เขยาขวดรูปชมพูทุกๆ 30 นาที  เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ ตั้งทิ้งไว
ใหเย็น กรองดวยกระดาษ Whatman No.1  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดูดสารละลายสกัดนี้ 1 
มิลลิลิตร ไปวิเคราะหน้ําตาล reducing ดวยวิธี Nelson’s reducing sugar (Hodge and Hofrreiter, 
1962) แสดงไวในภาคผนวก (ภาพที่ 26-30)

4.   การวิเคราะหทางสถิติ
วิเคราะหสถิติดวยโปรแกรม SPSS V.6.00 (2001) for Windows โดยวิเคราะห Analysis of 

Variance, Coefficient of Variation (C.V.); linear regression และ correlation และเปรียบเทียบคา
เฉลี่ยโดย LSD

สถานที่ท่ีใชในการดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล
1. สวนลําไยของเกษตรกร หมูบานน้ําปว อ. เวียงสา จ. นาน
2. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม
3. หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม

ระยะเวลาที่ใชในการดําเนินการวิจัย
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