
บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีการ 

 
พืชทดลอง 
  ลําไย (Dimocarpus longan Lour.) 
 
สารเคมี 

1. Acetonitri HPLC grade (LAB-SCAN®, Thailand) 
2. Acetic acid AR grade (LAB-SCAN®, Thailand) 
3. Ammonium acetate  AR grade (Fisher Scientific®,UK) 
4. Ammonium hydroxide, 28.0-30.00 % (JT-BAKER®, U.S.A) 
5. Diethyl ether (LAB-SCAN®, Thailand) 
6. di-Potassium hydrogen orthophosphate anhydrous AR grade (Fisher Scientific®,UK) 
7. Hydrogen peroxide 30% (Merck®, Germany) 
8. Methanol HPLC grade (LAB-SCAN®, Thailand) 
9. Methanol AR grade (LAB-SCAN®, Thailand) 
10. Potassium chlorate : KClO3 
11. Potassium dihydrogen orthophosphate AR grade (Fisher Scientific®,UK) 
12. Polyvinylpyrolidon : PVP (Sigma®, Germany) 
13. Sephadex (Fluka®, Switzerland) 
14. Triethanolamine (Ajax  Finechem®, Australia) 
15. 3-idolebutyric acid : IBA (Fluka®, Switzerland) 
16. Liquid nitrogen 
17. Nitrogen Gas 

 
อุปกรณ 

1. เครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography: HPLC, SIMADZU®, JAPAN, RF-10A XL, Fluorimeter detector และ SPD-
M10A VP, Diode Array detector ) 
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2. เครื่องกาซโครมาโทรกราฟ (Gas Chromatography: GC, SIMADSU®, 14B, JAPAN) 
Flame Ionized Detector (FID), Column Prontosil Hyper sort-b ODS 0.5 μm BISCHOFF 
Chromatography® 

3. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge, HERMLE®, Z200A, Germany) 
4. เครื่องหมุนเหวี่ยงอุณหภูมิต่ํา (micro centrifuge, KUBOTA®, 6930, JAPAN) 
5. เครื่องชั่งไฟฟา (Sartorius®, TE612-L, JAPAN) 
6. เครื่องระเหยสารภายใตสภาพแรงดันต่ํา (rotary evaporator, BUCHI®, Rota vapor R-

114, Switzerland) 

7. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH –meter, Sartorius PP-50®, TAIWAN) 

8. เครื่องทําตัวอยางใหแหงโดยความเย็น (freeze dry, FTS®) 
9. Vacuum pump (JOUAN®, RC 1010, Germany) 
10. Ultrasonic bath( D.S.C GROUP®,Germany) 
11. กรองแกว filter crucible 50 ml ( DURAN®,258513406, Germany) 
12. กลองถายรูป (Olympus®, BX51, JAPAN) 
 

วิธีการทดลอง 
1. การวางแผนการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) 4 ซํ้า โดยมี 4 กรรมวิธีดังตอไปนี้ 

1.1 ไมราดสาร KClO3 ตนลําไยในระยะใบออน  
1.2 ราดสาร KClO3 ในระยะใบออน  
1.3 ไมราดสาร KClO3 เมื่อตัดใบออนทิ้ง 
1.4 ราดสาร KClO3 เมื่อตัดใบออนทิ้ง  

 
2. การเตรียมตนลําไย 

2.1 การเลือกตน ทําการทดลองที่แปลงลําไยโครงการบานโปงอันเนื่องมาจากพระราชดําริ 
อําเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม โดยใชตนลําไยพันธุดอที่มีอายุ 4-5 ป เลือกตนที่มีขนาด
เสนผาศูนยกลางทรงพุม 5 เมตร และมีการแตกใบ 1 ชุดหลังการตัดแตงกิ่ง จํานวน 20 ตน (ภาพที่ 1) 

2.2 การบํารุงตน    
  ใสปุยคอก  500 กรัม และปุยเคมีเพื่อบํารุงตน 200 กรัมตอตน โดยการเตรียมจาก 
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− ปุยสูตร 25-7-7 จํานวน 67 กรัม  

− ปุยสูตร 46-0-0  จํานวน 67 กรัม 

− ปุยสูตร 0-0-60  จํานวน 33 กรัม 

− ปุยไมโครไซม เอ  33 กรัม 
ผสมปุยเคมีทั้ง 4 ชนิดใหเขากันหวานรอบโคนตน และใหน้ําโดยระบบมินิสปริงเกอร

สัปดาหละ 1 คร้ัง คร้ังละ 1-2 ช่ัวโมง 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

    ภาพที่ 6 ตนลําไยอายุ 5 ปทีใ่ชในการทดลอง 
 

3. การตัดใบออนและการราดสารโพแทสเซียมคลอเรต 
3.1 การตัดใบออนตนลําไย หลังการแตกใบออนชุดที่ 2 ทําการตัดใบออนทั้งตน (1 สัปดาห

หลังแตกใบออน) ดวยกรรไกรตัดกิ่งทั้งตน แตคงเหลือสวนของยอดไว จํานวน 10 ตน (ภาพที่ 8 ) 
3.2 การราดสารโพแทสเซียมคลอเรต ทําการราดสารโพแทสเซียมคลอเรต ตนที่ตัดใบออน

จํานวน 5 ตน และตนที่ไมตัดใบออนจํานวน 5 ตน โดยราดสารบริเวณรอบทรงพุม อัตรา 8 กรัมตอ
ตารางเมตรของพื้นที่ทรงพุม (ประมาณ 200 กรัมตอตน) จากนั้นใหน้ําตามเปนเวลาประมาณ           
1 ช่ัวโมง 
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  ภาพที่ 7 ลักษณะใบออนของตนลําไยพันธุดอขณะพรอมทําการทดลอง 

 
 

 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 
           ภาพที่ 8 การตัดใบออนของตนลําไย  
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4. การเก็บตัวอยาง (Sample Collections) 

เก็บตัวอยางในวันที่ 0, 7, 11, 14, 17, 21, 24, 32 และ 38 หลังกรรมวิธี 
4.1 การเก็บตัวอยาง leaf diffusates  และ shoot diffusates  เตรียมสารละลายฟอสเฟส

บัฟเฟอร pH 6.2 โดยใชปเปตดูดสารละลายลงในถาดหลุมพลาสติก หลุมละ 2.5 มิลลิลิตร 12 หลุม
ตอถาด ปดฝาโดยบนฝาเจาะรูเพื่อสอดกานใบและยอดลงในสารละลายฟอสเฟสบัพเฟอร สุมเก็บ
ยอดลําไยจํานวน 5 ยอดตอหนึ่งกรรมวิธี ตัดใบประกอบตําแหนงที่ติดกับตายอด ตัดใบยอยคูที่สอง
จุมกานใบลงในถาดหลุม (multi plate) หนึ่งคูใบตอหลุม และตัดปลายยอดยาวประมาณ                  
3 เซนติเมตร จุมลงในถาดหลุม หนึ่งยอดตอหลุม จากนั้นเก็บไวในกลองพลาสติก โดยรักษา
ความชื้นภายในกลอง ดวยการรองกระดาษทิชชูที่กนกลองและใสน้ําใหกระดาษทิชชูเปยกชุม ปด
ฝากลองพลาสติก ปดรอยตอของฝากลองดวยเทปกาวเพื่อรักษาความชื้นสัมพัทธใหอยูระหวาง 80-
100 เปอรเซ็นต เก็บรักษาในที่มืด อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 ช่ัวโมง นําบัฟเฟอรที่ได 
บรรจุลงในขวด เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะห ปริมาณ IAA ดวย
เครื่องโครมาโทรกราฟฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

4.2 การเก็บปลายยอด เก็บตัวอยางทุกกรรมวิธี โดยสุมเก็บตายอดครั้งละ 15 ยอดตอ
กรรมวิธี ใสลงในไนโตรเจนเหลวทันที จากนั้น นําตัวอยางเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อ
รอการวิเคราะหปริมาณ IAA  และไซโตไคนินดวยเครื่องโครมาโตกราฟฟของเหลวแบบสมรรถนะ
สูง  

4.3 การเก็บใบสําหรับวิเคราะหปริมาณเอทิลีน โดยการสุมเก็บตัวอยางใบยอยลําไยจํานวน 
12 ใบยอย น้ําหนักประมาณ 14-15 กรัม/ซํ้า  บรรจุใบในกระบอกฉีดยา ปริมาตร 50 มล. แลวปด
ปลายกระบอกฉีดยาดวยซิลิโคนเพื่อปองกันการรั่วไหล เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง จึงนําไป
วิเคราะหปริมาณเอทิลีนดวยเครื่องกาซโครมาโทกราฟฟ   
 
5. การเก็บขอมูลทางกายภาพ  
 หลังการราดสารโพแทสเซียมคลอเรตและการตัดใบออน เก็บขอมูลการออกดอกไดแก จํานวน
วันที่เกิดการแทงชอดอก เปอรเซ็นตการออกดอก ความกวาง และความยาวชอดอก  
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 ภาพที่ 9 แสดงการตัดใบลําไย (A), การปกใบลําไยในฟอสเฟตบัฟเฟอร (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ภาพที่ 10 ลักษณะยอดลําไยที่เก็บตัวอยาง (A), การปกยอดลําไยในฟอสเฟตบัฟเฟอร (B) 

 

 

B A 

≈ 3 cm. 

A B 
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A B 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11  แสดงลักษณะกลองพลาสติกปดสนิท ปดทับดวยเทปกาวเพือ่รักษาความชืน้สัมพัทธ 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 12   การเก็บยอดลําไย (A) และการใสลําไยในไนโตรเจนเหลว (B) 
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A B 

 

ภาพที่ 13 ใบลําไยสําหรับวเิคราะหหาปริมาณเอทิลีนประมาณ 12 ใบ (A) และการใสในกระบอก 
                  ฉีดยาปริมาตร 50 มิลลิลิตร (B) 

 
6. การวิเคราะหปริมาณ diffusible IAA จากใบและปลายยอด 

6.1 การทําใหบริสุทธ์ิ (Purification) ละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรใหเปนของเหลว 
เติม internal standard (3-indolebutyric acid: IBA) ความเขมขน 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 
100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน เติม Polyvinylpyrrolidon (PVP) 10 กรัม เขยา 3 นาทีแลวตั้งทิ้งไว     
2 นาที เทสารละลายสวนที่ใส นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4000 รอบตอนาที ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง 
นาน 10 นาที เทสารละลายสวนที่ใสมาปรับ pH ใหอยูระหวาง 2.5-3.0 ดวย acetic acid ความเขมขน 
4 M แลวเติม diethyl ether  คร่ึงสวนของปริมาตรตัวอยาง เขยา 2 นาที ตั้งทิ้งไว 5 นาที จะเห็นการ
แยกชั้นของสารละลาย ดูดสารละลายสวนบนออก เติม diethyl ether ปริมาณเทากัน ทําซ้ําอีกหนึ่ง
คร้ัง นําสารละลายสวนบนที่ไดทั้งสองครั้งรวมกันแลวนําไประเหยแหงดวยกาซไนโตรเจน 
หลังจากนั้นเติมเมทธานอล (HPLC grade) ความเขมขน 100 เปอรเซ็นต ปริมาณ 200 ไมโครลิตร
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดวยเครื่อง 
microcentrifuge  เทสารละลายสวนที่ใสใสหลอดเก็บตัวอยาง เพื่อรอการวิเคราะหดวยเครื่องโครมา
โทรกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

6.2 การวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงดัดแปลงจาก
กรรมวิธีของ Koshita and Takahara (2004) ฉีดตัวอยางที่สกัดปริมาณ 20 ไมโครลิตร โดยตั้งคา
เครื่องดังนี้ 
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 Column  :  SC-150 (150PU.O mm) 

     Prontosil 120-5-C18 ace-EPS 5.0 μm, 
     BISCHOFF Chromatography® 
 Mobile phase : A = 0.1 M acetic acid in water  
      B = 0.1 M acetic acid in methanol 
 Time Program : Time  Event  value 
      00.01  B.conc  45.0 
      12.50  B.conc  85.0 
      14.00  B.conc  100.0 
      16.00  B.conc  45.0 
      22.00  B.conc  00.0 
 Flow rate  : 1 ml/min 
 Detector  : Fluorimeter    
      

7. การวิเคราะหปริมาณ cytokinins จากเนื้อเยื่อสวนปลายยอด 
7.1 การสกัดตัวอยางยอด นําตัวอยางยอดที่เก็บไวไปทําใหแหงดวยความเย็นภายใตสภาพ

สุญญากาศ ดวยเครื่อง freeze dryer บดตัวอยางยอดแหงของลําไยน้ําหนักประมาณ 0.1-0.3 กรัม ให
ละเอียดดวยโกรง โดยเติมไนโตรเจนเหลวขณะทําการบดเพื่อรักษาสภาพความเย็น เติมเมทธานอล
เย็น (เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร เก็บสารสกัดใส
ขวดปดฝาไวในที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง กรองสารสกัดดวย grassinter-
filter ลงในขวดกนกลม (rotary flask) นําสารละลายไประเหยแหงดวย Rotary evaporator ลางสาร
สกัดในขวดกนกลมดวย ammonium acetate 0.01 M  3 คร้ัง ๆ ละ 4 มิลลิลิตร โดยใช ultrasonic 
bath เก็บสารละลายที่ไดทั้ง 12 มิลลิลิตรรวมกัน เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 
ช่ัวโมงจากนั้นนําตัวอยางมาละลายใหเปนของเหลวแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 16,500 รอบตอ
นาทีนาน 10 นาที แยกสารละลายสวนใสไปผานคอลัมน ที่ประกอบไปดวยหลอดใสสารละลาย 
(reservoir), polyvinylpyrolidone (PVP), Sephasex  และ C18 Sep-Pak cartridge (ภาพที่ 14) เมื่อผาน
สารละลายลงในคอลัมนเสร็จแลว หลังจากนั้น นํา C18 Sep-Pak cartridge มาชะ (Elute) ฮอรโมน  
ไซโตไคนินดวยสารละลายเมทธานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นตในกรดอะซิติก 0.1 โมล หลังจาก
นั้นนํา C18 Sep-Pak cartridge ช้ินใหมตอเขากับระบบคอลัมน ถอดสวนของ PVP ออก แลวผาน
สารละลายกรดเขมขน 3 M acetic acid 15 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน Sephadex เมื่อผานสารละลายลง
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 Reservoir 

Sephadex 

C18 Sep-Pak cartridge  

PVP 

    Valve 

    Valve 

ในคอลัมนแลว ชะฮอรโมน IAA จาก C18 Sep-Pak ดวยสารละลายเมทธานอลความเขมขน 40 
เปอรเซ็นตในกรดอะซิติก 0.1 โมล นําสารละลายฮอรโมนที่ชะไดไประเหยแหงภายใตสุญญากาศ 
ดวยเครื่อง Vacuum pump จากนั้นละลายสวนที่แหงดวยเมทธานอลความเขมขน 100 เปอรเซ็นต
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร โดยใช ultrasonic bath เก็บสารละลายฮอรโมน เพื่อรอการวิเคราะหดวย
เครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7.2 การวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงดัดแปลงจาก
กรรมวิธีของ Koshita and Takahara (2004) ฉีดตัวอยางที่สกัดปริมาณ 20 ไมโครลิตร โดยตั้งคา
เครื่องสําหรับการวิเคราะห IAA ดังที่กลาวมาขางตน สําหรับการวิเคราะหปริมาณไซโตไคนินตั้งคา
เครื่องดังนี้ 

 Column    :  Prontosil Hyper sort-b ODS 0.5 μm 
      BISCHOFF Chromatography® 
 Mobile phase :  A= 0.1 M acetic acid in water    
           (ปรับpH 3.4 ดวย Triethanolamine) + 50 ml ACN 
      B = Acetonitrile  
 Flow rate  :  1 ml/min 
 
 

ภาพที่ 14  สวนประกอบของคอลัมนที่ใชในการทําสารใหบริสุทธิ์ (Purification) 
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 Time Program : Time  Event  value 
      00.01  B.conc  10.0 
      20.00  B.conc  40.0 
      25.00  B.conc  70.0 
      27.00  B.conc  10.0 
      30.00  B.conc  10.0 
 Flow rate  : 1 ml/min 
 Detector  :  Diode Array  = 265 nm. 
 

8. การวิเคราะหปริมาณเอทิลีน 
8.1 การวิเคราะหปริมาณเอทิลีน วัดดวยเครื่องกาซโครมาโตกราฟ ตามกรรมวิธีของ 

Sanyal and Bangerth (1998) โดยดูดกาซจากหลอดตัวอยางที่เก็บในที่มืด อุณหภูมิหองนาน            
4 ช่ัวโมง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาเครื่องกาซโครมาโทกราฟ โดยตั้งคาเครื่องดังนี้  

 
 Column   :  Parapak N 80/100 
 Condition  :  Injector temperature   150 °C 
      Detector temperature   150 °C 
      Oven temperature   55 °C 
 Carrier gas  :  N2 

 Flow rate  : 70 ml/min 
 Detector  :  Flame Ionized Detector (FID) 

 
9. ระยะเวลาในการทําการทดลอง 
 พฤศจิกายน 2549 – ตุลาคม 2550 
 


