
บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีการ 

พืชทดลอง 
 ล้ินจี่พันธุฮงฮวย (Litchi chinennsis Sonn. cv. Hong Huay)  
 
อุปกรณ 

1. ดิจิตอล เวอรเนียแคลิเปอร (digital verneer caliper) 
2. เคร่ืองวัดการสังเคราะหแสง (Portable Photo Synthesis) (รุน LCA-4 Portable 

Photosynthesis and Transpiration  Measurement System) 
3. เคร่ืองวัดการยอมใหกาซผานการทํางานของคลอโรฟลล (Chlorophyll fluorescence) 

(Hansatech  Instrument Ltd.,England) 
4. เคร่ือง Datalogger (Delta-T Devices Ltd, England) 
5. เคร่ืองกล่ันไนโตรเจน (Buchi 323, Switzerland) 
6. เตาเผา (Buchi 412, Switzerland) 
7. หลอดยอยตัวอยาง ขนาด 250 มิลลิลิตร (Buchi 430, Switzerland) 
8. เคร่ืองช่ังไฟฟา  4 ตําแหนง (Mettler Toledo®, Switzerland) 
9. เคร่ืองวัดการดดูกลืนแสง (Shimadzu® UV-1601, JAPAN) 
10. ไมโครปเปต ขนาด 200  และ 1,000 ไมโครลิตร  (Pipettman Gilson®, Germany) 
11. กระดาษช่ังตัวอยาง 
12. ขวดสีชาสําหรับเก็บสารเคมี (Duran®

, Germany) 
13. ตะแกรงวางหลอดทดลอง 
14. ถุงกระดาษ 
15. หลอดแกวทดลอง (test tube) 
16. หลอดสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร (centrifuge tube) 
17. Pipette Tip ขนาด 20 – 200  และ1,000 ไมโครลิตร (Excellence®) 
18. เคร่ืองปนเหวีย่ง (Hsiangtai, Taiwan) 
19. เคร่ือง Vortex (Scientifi Industries, USA) 
20. Erlenmeyer flask 
21. Cuvette แกว (Starna, England) 
22. Magnetic bar 
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23. Magnetic stirrer 
24. Scintillator (UltraGold, Perkin Elmer) 
25. Pasture pipette 
26. ขวดปรับปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตร (ISO LAB®, Germany) 
27. กรวยกรอง 
28. กระดาษกรองเบอร 1 (Whatman®, England) 
29. กระดาษอลูมิเนียม 
30. ขวดพลาสติก 60 มิลลิลิตร 
31. เคร่ือง Vortex (Scientifi Industries, USA) 
32. เคร่ืองช่ังไฟฟา  4 ตําแหนง (Mettler Toledo®, Switzerland) 
33. เคร่ืองทําตัวอยางแหงโดยความเยน็ (Dura-Stop®

, USA) 
34. เคร่ืองบดตัวอยาง (Philips HR 2021, China) 
35. เคร่ืองวัดการดดูกลืนแสง (Shimadzu® UV-1601, JAPAN) 
36. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH-meter)(Sartorius Professional Meter® PP-50, USA) 
37. ชอนตักสาร  
38. ตะแกรงวางหลอดทดลอง 
39. ตูเย็น 
40. โถดูดความช้ืน 
41. บิกเกอรขนาด 50 100 250 1000 และ 2000 มิลลิลิตร  
42. ไมโครปเปต ขนาด 200 1,000 และ5,000ไมโครลิตร (Pipettman Gilson®, Germany) 
43. ลูกยางดูดสาร  
44. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 
45. หลอดแกวทดลอง ขนาด 60 มิลลิลิตร 
46. ตูอบ (Memmert, Germany) 
47. G4 Glassinner-filter 
48. Handy step (Brand, Germany) 
49. Hotplate (CE Combination, Thailan) 
50. Para film (Parafilm , WI 54952) 
51. Speed vacuum concentrator  (JOUAN®, RC 1010, Germany) 
52. กรองแกว filter crucible 50 ml ( DURAN®,258513406, Germany) 
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53. โกรงบดตัวอยาง 
54. ขวดกนกลม (rotary flask) 
55. เคร่ือง Freeze dryer 
56. เคร่ือง rotary evaporator (BUCHI Rotavapor R-114, Switzerland) 
57. เคร่ือง ultrasonic bath (D.S.C. Group, Thailand) 
58. เคร่ืองบดตัวอยาง 
59. เคร่ืองปนเหวีย่ง 
60. ชอนตักสาร 
61. ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 
62. ถุงพลาสติกแบบปดปากได 
63. ถุงมือยาง (Sempermed, Thailand) 
64. ไนโตรเจนเหลว 
65. หนากากปดจมูก (Star, Thailand) 
66. หลอดปนเหวีย่ง ขนาด 50 มิลลิลิตร 

 
สารเคมี 

1. Deionized distill water 1 Ω 
2. Potassium sulphate (K2SO4) (A17-1,Ajax Finechem)   
3. Copper (II) sulfate – pentahydrate (CuSO4.5H2O)  (Merck, A501690)  
4. Salicylic acid (HOC6H4COOH) (Ajacx, A1198) 
5. Selenium back (Se)  (Merck, 64271) 
6. Boric acid (H3BO3) (Merck, A779365) 
7. Methyl red (6913, Fluka) 
8. Bromocresol  green (Merck, B/4320/44) 
9. Ammonium molybdate ([(NH4)]6  Mo7O24 . 4H2O) (Ajax Finechem, A46) 
10. Anhydrous sodium carbonate  (Na2CO3 ) (Merck, A836892) 
11. Anhydrous sodium sulfate (Na2SO4 ) (Ajax Finechem, A503) 
12. Sulfuric acid 98% (H2SO4) (Lab Scan, A8301) 
13. D-Glucose anhydrous (C6H12O6) (Ajax Finechem, A783) 
14. Disodium hydrogen arsenate (Na2HAsO2 . 7H2O) 
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15. Sodium  potassium tartrate (KNaC4H4O6 . 4H2O) (Ajax Finechem, A416) 
16. Sodium bicarbonate  (NaHCO3 ) (Ajax Finechem, 476) 
17. Sodium hydroxide 97% (NaOH) (Lab-Scan, K2004) 
18. 3H-Hormone (tracer)  
19. Acetic acid (Labscan, A8401) 
20. Ammonium acetate (CH3COONH4) (Merck, 1.01116.1000) 
21. Ammonium solution 32% (Merck, 1.05426.1000) 
22. Ammonium sulphate (Sigma,50722)  
23. Calf serum 
24. DEAE-sephadex (Sigma, A25120) 
25. Ehereal diazometane 
26. Methanol (CH3OH) (Lab-Scan, A3513) 
27. Sodium chloride (NaCl)  (Merck, 1.06404.1000) 
28. Poly (vinylpolypyrrolidone) -  PVP (Sigma, P6755) 
29. Sep-Pak-C18  (Sep-Pak Classic, Ireland) 
30. Sulfuric acid 98% (H2SO4) (Lab-Scan, A8301) 
31. Diethyl ether (Labscan, A3509) 
32. Trimethylsilyl diazomethane sulution (C4H10N2Si) (Fluka, 92738) 

 
วิธีการทดลอง 
1. แผนการดําเนินงาน 

แบงการทดลองออกเปน 2 การทดลองคือ  
การทดลองท่ี 1 ทําการทดลองท่ีระดับความสูง  750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล แบงการ

ทดลองได 2  กรรมวิธี คือ 
 กรรมวิธีท่ี  1  : กลุมควบคุม (ไมควัน่กิ่ง) จาํนวน 4 ตน 
 กรรมวิธีท่ี 2 : ควั่นกิ่ง ทําการควั่นกิ่งของตนล้ินจี่ จํานวน 4 ตน ทําการควั่นกิ่งในวนัท่ี     

1 ตุลาคม 2550 
การทดลองท่ี 2  ทําการทดลองท่ีระดับความสูง 1,200  เมตร เหนือระดับน้ําทะเล แบงการ

ทดลองได 2  กรรมวิธี คือ 
 



 25

 กรรมวิธีท่ี 1  : กลุมควบคุม (ไมควั่นกิ่ง) จํานวน 4  ตน 
 กรรมวิธีท่ี 2 : ควั่นกิ่ง ทําการควั่นกิ่งของตนล้ินจี่ จํานวน 4 ตน ทําการควั่นกิ่งในวนัท่ี   

26 เมษายน 2551 
 แตละการทดลองเปรียบเทียบกรรมวิธีแบบ T-test ทําการทดลอง 4 ซํ้า (1 ตนตอ 1 ซํ้า)  
 

2. การเตรียมตนล้ินจ่ี 
 การทดลองท่ี 1 ท่ีระดับความสูง 750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล เลือกตนล้ินจี่ พันธุฮงฮวย 
ท่ีมีความสมบูรณ อายุ 25 ป จากแปลงเกษตรกร บานแมสาใหม ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม 
จํานวน 8 ตน แลวทําการตัดแตงกิ่งประมาณ 90 เปอรเซ็นต เพื่อเตรียมตน (ภาพท่ี 4) ในวันท่ี 12 
มิถุนายน 2550 
 การทดลองท่ี 2 ท่ีระดับความสูง 1,200  เมตร เหนือระดับน้ําทะเล เลือกตนล้ินจี่ พันธุ 
ฮงฮวยท่ีมีความสมบรูณ อายุ 25 ป จากแปลงเกษตรกร บานผากลอง ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม 
จํานวน 8 ตน  แลวทําการตัดแตงกิ่งประมาณ 90 เปอรเซ็นต เพื่อเตรียมตน (ภาพท่ี 4) ในวันท่ี 8 
สิงหาคม 2550 
 

 
   (ก)             (ข) 
ภาพท่ี 4    (ก) การตัดแตงกิ่งท่ีระดับความสูง 750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล และ (ข) การตัดแตงกิ่ง

ท่ีระดับความสูง 1,200 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล 
 
3. การบํารุงตน 

  ใสปุยคอกตนละ 1 กระสอบ (ประมาณ 15-20 กิโลกรัม) ตอตนหลังการตัดแตงกิ่ง และ
ใชปุยเคมีโดยแบงใส 2 ชวง คือ  
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 ชวงท่ี 1 : หลังการตัดแตงกิ่งใชปุยสูตร 15-15-15 ผสมกับปุยยูเรีย สูตร 46-0-0 อยางละ
คร่ึง แบงใสตนละ 5 กิโลกรัม  

 ชวงท่ี 2 : ใบชุดท่ี 1 แก ใชปุยสูตร 15-15-15 อยางเดียว แบงใสตนละ 5 กิโลกรัม 
 ใหน้ําทุก 1-2 สัปดาห จนถึงชวงกอนการออกดอกประมาณ 1-2 เดือน จึงงดใหน้ําและปุย 

หลังจากนั้นเปดโคลนตนเพื่อใหดินใตทรงพุมไดรับแสงชวยทําใหความช้ืนในดินลดลง 
 

4. การคว่ันก่ิง 
 ทําการควั่นกิ่งตนล้ินจี่ในระยะท่ีใบเพสลาดใกลแก (ภาพท่ี 5) โดยเลือกกิ่งท่ีแตกออกมา

จากก่ิงหลัก (limb) ท่ีมีสวนกลมมากท่ีสุด ขนาดเสนผาศูนยกลาง 3-8  นิ้ว ใชเล่ือยโคงเล่ือยกิ่งใหมี
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.0  มิลลิเมตร ใหฟนเล่ือยทะลุเปลือกไปถึงเนื้อเยื่อเจริญเทานั้น (ภาพท่ี 6 ) 
(อนันต, 2547)  

 

 
 

ภาพท่ี 5 ตนล้ินจี่ท่ีใบเพสลาดเร่ิมแกเหมาะสําหรับการควัน่กิ่ง 
 

 
 

ภาพท่ี 6 การควั่นกิ่งตนล้ินจีโ่ดยใชเล่ือยโคง 
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5. การเก็บตัวอยาง (Sample Collections) 
 วันท่ีเก็บตัวอยางของการทดลองท่ี 1 (ตารางท่ี 1) และวันท่ีเก็บตัวอยางของการทดลองท่ี 2 
(ตารางท่ี 2) ซ่ึงท้ัง 2 การทดลองจะมีวิธีการเก็บตัวอยางและการเก็บขอมูลเหมือนกันดังนี้ 

5.1 การเก็บใบเพื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน โดยเก็บใบแกจากใบประกอบคูท่ี 4 ลงมา 
(นับจากปลายยอด) (ภาพท่ี 7) จํานวน 20 ใบ หางกัน 2 สัปดาห  แลวนํามาอบแหงท่ีอุณหภูมิ 50-60 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 วัน บดใหละเอียดโดยใชเคร่ืองปนเสร็จแลวนํามาใสในถุงกระดาษเพ่ือ
รอการวิเคราะหโดยวิธี Macro-Kjeldahl  

5.2 การเก็บใบและก่ิงเพื่อวิเคราะหคารโบไฮเดรตท่ีไมใชโครงสราง โดยเก็บใบประกอบคู
ท่ี 3-4 จํานวน 20 ใบ (ภาพท่ี 7) สวนกิ่งตัดจากขอท่ี 3 ลงมาประมาณ 3 ขอ จํานวน 20 ปลองแลวใส
ไนโตรเจนเหลวเก็บใสในถุงกระดาษ สวนตัวอยางใบบดใหละเอียดพอประมาณเก็บใสในถุง
กระดาษ แชในตูเย็น -20 องศาเซลเซียส แลวนําไปทําใหแหงโดยใชความเย็นจากเคร่ือง freeze drier 
หลังจากนั้นนําตัวอยางใบบดใหละเอียดอีกคร้ังผานตะแกรงกรอง สวนตัวอยางกิ่งแยกเอาเปลือกของ
เนื้อไมและเปลือกไมออกจากกัน (ภาพที่ 8) บดใหละเอียดแลวทําการวิเคราะห TNC ตามวิธีของ 
(Hodge and Hofreiter, 1962 ) ท่ีดัดแปลงโดย (สุจริต, 2531)  
 

ตารางท่ี 1  วันท่ีเก็บตัวอยาง และจํานวนวันหลังการควั่นกิ่งจนถึงระยะออกดอก ท่ีระดับความสูง 
750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล 
 

วันท่ีเก็บตัวอยาง จํานวนวันหลังการคว่ันก่ิง 
1 ตุลาคม 2550* 0** 
17  ตุลาคม  2550 16 
31  ตุลาคม  2550 30 
14  พฤศจิกายน  2550 44 
28  พฤศจิกายน  2550 58 
12  ธันวาคม  2550*** 72 
26  ธันวาคม  2550 86 
9  มกราคม  2551 100 

    หมายเหตุ : * วันที่คว่ันก่ิง   **ไมไดเก็บตัวอยาง   ***วันที่ออกดอก 
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ตารางท่ี 2 วันท่ีเก็บตัวอยาง และจํานวนวันหลังการควั่นกิ่งจนถึงระยะออกดอก ท่ีระดับความสูง 
1,200 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล 

 

วันท่ีเก็บตัวอยาง จํานวนวันหลังการคว่ันก่ิง 
26 เมษายน 2551* 0 
10 พฤษภาคม 2551 14 
24  พฤษภาคม 2551 28 
7  มิถุนายน   2551 42 
14  มิถุนายน   2551 49 
21  มิถุนายน   2551** 56 
28  มิถุนายน   2551 64 

                             หมายเหตุ : * วันที่คว่ันก่ิง   **วันออกดอก 

 

 
ภาพที่ 7 ตําแหนงใบท่ีใชเก็บตัวอยาง (รูปวงกลมสีสมใชวิเคราะหปริมาณฮอรโมน รูปส่ีเหล่ียมสี  

น้ําเงินใชวิเคราะหปริมาณ TNC วงกลมสีมวงใชวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน;  ตัวเลขบง
บอกถึงตําแหนงของใบประกอบ) 

 
5.3 การเก็บปลายยอดและใบเพื่อวิเคราะหปริมาณฮอรโมน โดยสุมเก็บตายอดคร้ังละ 25 

ยอดตอตน ใสลงในไนโตรเจนเหลวทันที จากนั้น นําตัวอยางเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แลว
นําไปทําใหแหงโดยใชความเย็นโดยเคร่ือง freeze drier  แลวนําตัวอยางเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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อีกคร้ัง เพื่อรอการวิเคราะหปริมาณฮอรโมนไอเอเอ และไซโตไคนินดวยวิธี  Radioimmunoassay 
(RIA)  
 
                              

    
    (ก)                                            (ข)                       (ค) 
ภาพท่ี 8   (ก) กิ่งล้ินจี่ หลัง freeze dry (ข) แยกเนื้อไม และ (ค) แยกสวนเปลือก ออกจากกันเพื่อทํา  

การวิเคราะหปริมาณ TNC 
 

6. วัดการเจริญทางดานสรีระวิทยา 
 วัดการเจริญทางดานสรีระวิทยาหลังการควั่นกิ่งโดยวัดอัตราการสังเคราะหแสง  คาการยอม
ใหกาซผานของปากใบ และอัตราการคายนํ้าของใบ โดยใชเคร่ือง Portable Photo Synthesis  (ภาพท่ี 9) 
และเคร่ืองวัดประสิทธิภาพการทํางานของคลอโรฟลลโดยใชเคร่ือง Chlorophyll fluorescence (ภาพ
ท่ี 10) สุมวัดใบที่เจริญเต็มท่ี ของใบประกอบคูท่ี 3 ตนละ 8 ใบ ทําการวัดทุก 2 สัปดาหในชวงเวลา 
10.00-12.00 น. จนถึงระยะออกดอก  
 

  
 

         (ก)             (ข) 
ภาพท่ี 9   (ก) เคร่ืองวัดอัตราการสังเคราะหแสง (Portable Photo Synthesis) และ(ข) การวัดอัตรา

การสังเคราะหแสงของใบล้ินจี่ 
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          (ก)             (ข) 

ภาพท่ี 10  (ก) เคร่ือง Chlorophyll fluorescence และ (ข) การใชเคร่ือง Chlorophyll fluorescence วัด 
 ใบล้ินจี ่
 

7. การเก็บขอมูลทางกายภาพไดแก 
7.1 จํานวนคร้ังในการแตกใบออน และจํานวนวันท่ีตายอดผลิจนถึงวันท่ีใบเร่ิมแก 
7.2 วันท่ีออกดอก และเร่ิมติดผล 
7.3 เปอรเซ็นตการออกดอกตอตนรอบทรงพุม 
7.4 วัดขนาดชอดอก โดยวัดความยาว และความกวางของชอดอก 
7.5 บันทึกสัดสวนของเพศดอก 
7.6 วัดการเจริญเติบโตของผลทุกๆ 2 สัปดาหโดยใช ดิจิตอล เวอรเนียแคลิปเปอร(digital 

verneer caliper) วัดสวนท่ีกวางท่ีสุดของผลในแตละชอดอกเม่ือผลมีขนาดเทาหัวไมขีดไฟ 
 

8. การวิเคราะหไนโตรเจนในใบพืช 
8.1 การยอยตัวอยาง 

1) ช่ังตัวอยางพืช 0.50 กรัม ใสหลอดสําหรับยอยตัวอยาง เติมสารเรงการยอย 
(Mixcatalyze) จํานวน 1.1 กรัม ซ่ึงสารเรงการยอยประกอบดวย 
  K2SO4   100 g 
  CuSO4.5H2O  10 g 
  Salicylic acid  10 g 
  Se   1  g 

2) เติมกรดซัลฟูริกเขมขน จํานวน 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดยอยตัวอยางนําไปต้ัง
บนเตายอยท่ีอุณหภูมิ 360-400 องศาเซลเซียส โดยการปรับเพิ่มอุณหภูมิ (ตารางท่ี 3) จนกระท่ังการ
ยอยเสร็จสมบูรณใชระยะเวลาประมาณ 5-6 ช่ัวโมง (ควรเปล่ียนเปนสารละลายใส)  

3) ต้ังท้ิงใหเย็นเพื่อวิเคราะหตอไป  
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8.2 การกล่ันไนโตรเจน   
1) การเตรียมสารละลาย 2% boric acid – indicator (2% H3BO3)  เตรียมโดยช่ัง 

H3BO3 จํานวน 20 กรัม ใสในบิกเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจํานวน 200 มิลลิลิตรนําไป
อุนเพื่อให H3BO3 ละลายจนหมด จากนั้นเติมน้ํากล่ันอีก 600 มิลลิลิตร ปลอยไวใหเย็น เติม mixed 
indicator 
 
ตารางท่ี 3 การปรับอุณหภูมิเตายอยตัวอยาง 

 
หมายเลข 2* นาน 2 ช่ัวโมง 
หมายเลข 4 นาน 2 ช่ัวโมง 
หมายเลข 6 นาน 1 ช่ัวโมง 
หมายเลข 8 นาน 1 ช่ัวโมง 

                   หมายเหตุ : *การปรับหมายเลขอุณหภูมิไมสามารถอานคาอุณหภูมิไดแตเปนการปรับเพ่ือเพ่ิมอุณหภูมิ 
 

2) การเตรียม mixed indicator เตรียมโดยช่ัง methyl red 0.0660 กรัม และ 
bromcresol  green 0.0990 กรัม ละลายใน ethanol จํานวน 100 มิลลิลิตร จํานวน 20 มิลลิลิตร ปรับ 
pH ของสารละลายใหเปน 5.0 โดยใช NaOH 0.1 N หรือ HCl 0.1 N จะไดสีของสารละลายเปนสี
มวงแดง  ทดสอบวาสีของสารละลายใชไดหรือไม โดยการนําสารละลาย boric acid – indicator 
จํานวน 10 มิลลิลิตรใสในกระบอกตวงแลวเติมน้ํากล่ันลงไป 10 มิลลิลิตร สีของสารละลายจะ
เปล่ียนจากสีมวงแดงเปนสีเขียวทันที  แลวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร (เนาวรัตน, 2527) 

3) การกล่ันวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (Bremner, 1996) ใช volumetric 
pipette ขนาด 25 มิลลิลิตร ดูดสารละลายท่ียอยไดนํามาใสในหลอดกล่ันแลวนํามาตอเขากับเคร่ือง
กล่ันไนโตรเจนเทสารละลาย boric acid – indicator (สีมวงแดง) จํานวน 15 มิลลิลิตร ลงใน 
Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร มารองรับของเหลวที่ไดรับจากการกล่ัน ประมาณ 75 
มิลลิลิตร ใต condenser ของเคร่ืองกล่ันไนโตรเจน โดยใหปลายทอของเคร่ืองกล่ันไนโตรเจนสัมผัส
กับ สารละลาย boric acid – indicator (ภาพท่ี 11ก) เคร่ืองกล่ันไนโตรเจนจะดูดสารละลาย 40% 
NaOH  จากถังขางนอก 20 มิลลิลิตร ผานเขาไปยังตัวอยางท่ีอยูในหลอดทดลอง สารละลายท่ีไดจะ
ทําปฏิกิริยากับ boric acid – indicator จะไดสารละลายที่มีสีเขียว (ภาพท่ี 11ข) นํามาไตเตรตกับ 
standard H2SO4  0.005 N จนกระท่ังสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง (ภาพท่ี 11ค) บันทึก
ปริมาตรของ H2SO4  ท่ีใชในการ ไตเตรตและนํามาคํานวณหาปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด จาก
สมการดังนี้ 
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Total N (%)  =   (Vs-Vb) x N x 14 x Vd x 100 
         1000 x Va x W 
 

Vs = ปริมาตร standard  H2SO4  ท่ีใชไตเตรตตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
Vb = ปริมาตร standard  H2SO4  ท่ีใชไตเตรต blank (มิลลิลิตร) 
Vd = ปริมาตรสารละลายท้ังหมดท่ีไดจากการยอยพืช (มิลลิลิตร) 
Va = ปริมาตรสารละลายตัวอยางท่ีใชวิเคราะห (มิลลิลิตร)  
W = น้ําหนักตัวอยางพืชท่ีใชวิเคราะห (กรัม) 
 

     
        (ก)                                                 (ข)                                             (ค) 

ภาพท่ี 11  (ก) การกล่ันไนโตรเจน (ข) สารละลายที่ไดจากการกล่ันกอนนํามาไตรเตรทกับ H2SO4      
และ (ค) สารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดงหลังจากท่ีนํามาไตรเตรทกับ H2SO4 

 
9. การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตท่ีไมใชโครงสรางจากใบ (total non-structural 
carbohydrate; TNC) 

9.1 วิธีการสกัด 
 การสกัด TNC จากตัวอยางพืชจะใชสารละลายกรดเจือจาง (0.2N H2SO4) ตามวิธีการ
ของ Smith et al. (1964) โดยนําตัวอยางพืชท่ีบดละเอียดและปราศจากความช้ืนไปชั่งน้ําหนัก 0.05 
กรัม ใสลงไปในหลอดทดลองแกว ขนาด 60 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริก 0.2 N ลงไป 40 มิลลิลิตร 
แลวนํากระดาษอลูมิเนียมปดปากหลอดทดลอง กอนนําไปอบท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง จากน้ันนําตัวอยางมาแชในน้ําเพื่อลดอุณหภูมิ แลวปรับ pH ใหเปนกลาง (pH = 7.0) ดวย 
NaOH ความเขมขน 1M และ 0.1M หรือ  H2SO4 ความเขมขน 0.2 N จากนั้นปรับปริมาตรใหได 50 
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มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันในกรวยปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1  เก็บ
สารละลายท่ีไดไวในขวดพลาสติกขนาด 60  มิลลิลิตรและนําไปแชตูเย็น เพื่อรอวิเคราะหตอไป 

9.2 การเตรียมสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน 
สารละลายน้ําตาลมาตรฐานเตรียมโดยดูดสารละลาย D-Glucose เขมขน 0.25 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตรมา 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร ใสหลอดทดสอบขนาด 10 
มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร ซ่ึงจะไดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานท่ีมีความ
เขมขน 0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150, 0.175, 0.200, 0.225 และ 0.250 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (วิทยา, 2537)  

9.3 วิธีการวิเคราะห  
1) การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยนําสารละลายนํ้าตาลมาตรฐาน

ท่ีเตรียมไวใสหลอดทดสอบปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline copper reagent  ปริมาณ      
1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีแลว ปดดวยกระดาษอะลูมิเนียม นําหลอดแชใน water bath อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวทําใหเย็นทันทีโดยวางลงในน้ําเย็น เม่ือหลอดเย็นแลวเติม
สารละลาย arsenomolybdic acid ลงหลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาเพื่อใหตกตะกอนของ copper sulfate 
(CuSO4) ละลายจนหมด เติมน้ํากล่ัน 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันอีกคร้ัง จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไป
อานคาการดูดกลืนคล่ืนแสง (absorbance) โดยใช spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
แลวนําคาท่ีไดมาเขียนเปนกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใชความสัมพันธระหวาง ความ
เขมขนของ glucose (แกน X) กับคา absorbance (แกนY) (ภาพท่ี 12) 

2) การวิเคราะหปริมาณTNC ในตัวอยางนําสารละลายที่สกัดไดจากตัวอยางใส
หลอดทดสอบ 1 มิลลิลิตร ทําเชนเดียวกับการเตรียมกราฟมาตรฐาน นําคาการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี
ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีทําไวแลวคํานวณปริมาตรเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ         
D-glucose ตอน้ําหนักแหงของตัวอยาง 

3) วิธีคํานวณ 
              mg glucose equivalent x vol make 

        

                   Wt. of sample  x  vol  take  
  

vol make = ปริมาตรสุดทายหลังจากปรับ pH ใหเปนกลาง ( 50 มิลลิลิตร) 
vol take  = ปริมาตรของสารละลายท่ีใชทดสอบคาการดดูกลืนคล่ืนแสง ( 1 มิลลิลิตร) 
mg glucose equivalent =คํานวณไดมาจากกราฟมาตรฐาน  

TNC    = 
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y = 6.78x - 0.1519
R2 = 0.9992
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ภาพท่ี 12 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณ TNC 

 
10. การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืช 

10.1 การสกัดตัวอยางพชื  (plant sample extraction) 
1) นําตัวอยางพืชท่ีเก็บไวไปทําใหแหงดวยความเย็นภายใตสภาพสุญญากาศ ดวย

เคร่ือง freeze dryer ช่ังน้ําหนักตัวอยางพืชโดยตัวอยางใบใช 0.3 กรัม สวนตัวอยางยอดใช 0.06-0.08 
กรัม (ภาพท่ี 13) เสร็จแลวบดตัวอยางพืชใหละเอียดดวยโกรง โดยเติมไนโตรเจนเหลวขณะทําการ
บด เพื่อรักษาสภาพความเย็น (ภาพท่ี 14) 

2) เติมเมทธานอลเย็น (เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) ความเขมขน 80 
เปอรเซ็นต จํานวน 50 มิลลิลิตร  

3) เก็บสารสกัดใสขวดปดฝาไวในท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 
ช่ัวโมง กรองสารสกัดดวย grassinter-filter ลงในขวดกนกลม (rotary flask) นําสารละลายไประเหย
แหงดวย Rotary evaporator (<40oC) จนสารละลายเหลือประมาณ 5 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 15) 

4) ลางสารสกัดในขวดกนกลมดวย ammonium acetate 0.01 M จํานวน 3 คร้ัง ๆ 
ละ 4 มิลลิลิตร โดยใช ultrasonic bath 

5) เก็บสารละลาย ammonium acetate ท่ีไดท้ัง 18 มิลลิลิตรรวมกันในหลอดปน
เหวี่ยง เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 ช่ัวโมง 

6) นําสารสกัดตัวอยางท่ี -20 oC มาละลายใหเปนของเหลว แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 16,500 รอบตอนาทีนาน 30 นาที ณ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  จากน้ันเทสวนใส 
(supernatant) ลงในขวดแกว ขนาด 30 มิลลิลิตร 
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7) นําสารสกัด เทผานคอลัมนและ Sep-Pak-C18  ซ่ึงเปนการทําสารสกัดพืชให
บริสุทธ์ิ (Jiménez and Bangerth, 2001)  โดยวิธีการเตรียมดังตอไปนี้ 
 

          
                 (ก)                                                             (ข) 
ภาพท่ี  13 (ก) ตัวอยางยอดหลังจากท่ี freeze dry แลว (ข) เลือกเอาเฉพาะตายอดเพ่ือใชในการ

วิเคราะหฮอรโมน 
 

       

ภาพท่ี 14 การบดและการสกัดตัวอยางพืช 
 

 
ภาพท่ี 15  การกรองและการระเหยแหงสารสกัดตัวอยางพืช 
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10.2 การเตรียมคอลัมน 
  คอลัมนประกอบดวย 3 สวนคือ  
   1)   หลอดบรรจุสารละลาย (reservoir)  

2) หลอดบรรจุ PVP (Polyvinylpyrrolidone) 
3) หลอดบรรจุ DEAE-sephadex (anion exchange)   
4) Sep-Pak-C18  

 โดยระหวางหลอดจะมีวาลวบังคับการไหลของสารละลาย (ภาพท่ี 16) เร่ิมตนโดยเติม 
PVP 10 มิลลิลิตร ใชกับตัวอยางใบ และเติม PVP 20 มิลลิลิตร ใชกับตัวอยางยอด เนื่องจากในยอดมี
สารAntioxidant มากกวาในใบ สวนในหลอดท่ี 2 และเติม DEAE-sephadex 4 มิลลิลิตร ในหลอดท่ี 
3  ท้ิงไว 30 นาที นําหลอดท่ี 1, 2 และ 3 มาตอกัน (ยังไมใช Sep-Pak-C18 cartridge) จากน้ันเติม 0.1 
M ammonium acetate pH 8.5  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว ใหสารละลายไหล
ผาน PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE-sephadex ในหลอดท่ี 3 และปลอยสารละลายท้ิงไปจนหมด ปด
วาลว (ระวังอยาให PVP และ DEAE-sephadex แหง) จากนั้นเติม 0.01 M ammonium acetate pH 
7.5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว ใหสายละลายไหลลงผาน PVP ในหลอดท่ี 2 
และ DEAE-sephadex ในหลอดท่ี 3 และปลอยสารละลายท้ิงไปจนหมด ปดวาลว (ระวังอยาให 
PVP และ DEAE-sephadex แหง)  
 

10.3  การปรับสภาพของ Sep-Pak-C18cartridge กอนการใชงาน 
  Cytokinins 

- ผานเมทานอล (100%) ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
- ผาน 0.01 M ammonium acetate pH 7.5 ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 

  IAA 
- ผานเมทานอล (100%) ใน 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
- ผาน 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 

 
10.4 การทําใหบริสุทธ์ิของสารละลายตัวอยาง 

1) นํา cytokinin Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว ตอเขาท่ีปลายคอลัมน นําสารสกัดท่ีได
จากการปนเหวี่ยงเรียบรอยแลว เติมลงในหลอดท่ี 1 (reservoir)  เปดวาลวใหสารสกัดไหลลงผาน
คอลัมนจนหมด แลว ลางขวดสารสกัดตัวอยางซํ้าอีก 3 คร้ัง ดวย 0.01 M ammonium acetate pH 7.5 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ผานลงในคอลัมนปลอยสารละลายไหลผานจนหมด (ระวังไมใหสารละลาย
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ในระบบแหง) เม่ือถึงข้ันตอนนี้ ฮอรโมนกรด IAA  จะถูกจับอยูท่ี DEAE-sephadex สวน cytokinin 
จะถูกจับอยูใน Sep-Pak-C18 
 

                  
 

ภาพท่ี 16 สวนประกอบของคอลัมนในการวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืช  
 

2) ถอด cytokinin Sep-Pak-C18 ออกจากคอลัมน ปดปลายคอลัมนหลอดท่ี  3  ดวย 
septum ถอดเอาหลอดท่ี 2 (PVP) ออกไป จัดคอลัมนใหมเหลือเฉพาะ หลอดท่ี 1 (reservoir) และ
หลอดท่ี 3 (DEAE-sephadex) ตอกัน IAA Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว ตอเขาท่ีปลายคอลัมนในหลอดท่ี 
3  ชะ IAA จาก DEAE-sephadex ลงสู Sep-Pak-C18 ดวย 2 M acetic acid ปริมาณ 15 มิลลิลิตร 

3) การชะฮอรโมนออกจาก Sep-Pak-C18 ทําโดย 
- ลาง Sep-Pak-C18 ดวยสารลายเมทานอลใน 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4  
มิลลิลิตร 
- ลางดวย 15 % Methanol in acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 
- จากนั้นลางเอาฮอรโมนออกจาก Sep-Pak-C18 ท่ีความเขมขนตางๆ กัน ดังนี้ 

Reservoir 

Valve 

Valve 

PVP 

DEAE Sephadex 

Sep-Pak - C18 

1 

2 

3 

4 
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   Z/ZR   30 % methanol in 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร  
  i-Ado/i-Ade  80 % methanol in 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร  
  IAA   40 % methanol in 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร  
  เม่ือชะเอาฮอรโมนออกเรียบรอยแลวจึงลาง Sep-Pak-C18 ใหสะอาดเพื่อนํามาใชงาน
คร้ังตอไปดังนี้ 

- ลางดวย 100 % Methanol  ปริมาณ 4 มิลลิลิตร จํานวน  2  คร้ัง 
- และลางดวย Diethyl ether ปริมาณ 4 มิลลิลิตรจํานวน  1  คร้ัง 

เม่ือเสร็จส้ินขบวนการจะไดสารละลายฮอรโมนชนิดตางๆ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําหลอดตัวอยางไประเหยแหงในเคร่ือง  speed vacuum concentrator  เพื่อรอการวิเคราะห
ปริมาณโดยวิธี  Radioimmunoassay (RIA)  ตอไป 

 
10.5 การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืชดวยวิธี Radioimmunoassay (RIA)  

10.5.1 ตัวอยางท่ีตองการตรวจวัด 
1) เตรียมหลอดแกวขนาดความยาว 60 มิลลิลิตร เรียงลงใน rack นําสาร

ตัวอยางท่ีไดจากการสกัดนํามา aliquot ลงในหลอดแกว ปริมาตร 100-500 ไมโครลิตร (ข้ึนอยูกับ
ฮอรโมนแตละชนิด) โดยทํา 3 ซํ้า (triplicate) ในแตละปริมาตร นําหลอดตัวอยางไประเหยแหงใน
เคร่ือง speed vacuum concentrator  

2) สําหรับฮอรโมนกรด (IAA) ตองนํามาทํา methylation โดยเติม 
Trimethylsilyl diazomethane 30  ไมโครลิตร ปดฝาหลอดบมในท่ีมืด 30   นาที จากนั้นนําไปใสใน
โถดูดความช้ืนซ่ึงตอเขากับทอน้ําจากนั้นเปดฝาหลอดแลวปดฝาโถดูดความช้ืนเปดวาลวน้ําเพื่อให
น้ําเปนตัวพาใหสาร Trimethylsilyl diazomethane ระเหยออกไป ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 30 นาที 
(ตองทําในตูดูดควันเทานั้นเนื่องจากสาร Trimethylsilyl diazomethane เปนสารกอมะเร็งท่ีมีฤทธ์ิ
รุนแรง) 

10.5.2 การเติมสารตางๆ เพื่อเปนตัวควบคุมทางเทคนิค 
Bo  NSB  Bx  To 

Buffer   +   +   +   - 
Calf serum  +   +   +   - 
H-Hormone  +   +   +   + 
Antibody   +   -   +   -  
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Bx: bound activity in presence of sample   Bo: maximum bound activity 
NSB: non specific binding   To: total radioactivity added 

- การคํานวณเปอรเซ็นตการเกาะเกีย่วของแอนติบอดีกับสารรังสี  (% Binding) 
 

    % bound radioactivity = 100(Bx-NSB) 
                 (Bo-NSB) 
 

10.5.3 ข้ันตอนการตรวจวดั 
1) เติม phosphate buffer ลงในหลอดแกวท้ังหมดท่ีวางเรียงในท่ีวางหลอด

ทดลอง และเขยาท่ี 1,200 rpm 
2) เติม serum, 3H-Hormone และ antibody ตามตารางขอ 3 เขยาท่ี 1,200 rpm 

บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 นาที ในระหวางบม เขยาท่ี 1,200 rpm อีก 1 คร้ัง(หลังจากคร้ังแรก 15 นาที) 
3) เติม ammonium sulfate 90% ปริมาตร 750 μl เขยา ต้ังท้ิงไว 30 นาที 

เพื่อใหโปรตีนตกตะกอน 
4) นําหลอดแกวไปหมุนเหวี่ยงท่ี 4000 rpm 40 นาที 
5) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปาก

หลอดแกวโดยคว่ํา rack ลงบนกระดาษชําระ 
6) เติม ammonium sulfate 50% ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นําหลอดแกวไป

หมุนเหวี่ยงท่ี 4,000 rpm 30 นาที 
7) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปาก

หลอดแกวโดยคว่ําท่ีวางหลอดทดลองลงบนกระดาษชําระ 
8) เติมน้ํากล่ัน 200 ไมโครลิตร แลวเขยา 
9) เติม scintillator (UltraGold, Perkin Elmer) ปดฝาหลอดแกวใหแนน ดวย 

plastic stoppers 
10) เขยาใหสารละลายผสมกัน นําไปวัดคากัมมันตรังสี 
11) คํานวณคาจากกราฟมาตรฐาน ของฮอรโมนแตละชนิด (หัวขอท่ี 10.5.4 

(ภาพท่ี 14 15 และภาพท่ี 16)) 
10.5.4 กราฟมาตรฐานในการตรวจวัดฮอรโมน IAA  iP/iPA  และ Z/ZR ดวยวิธี RIA 

1) กราฟมาตรฐานในตรวจวัดฮอรโมน IAA 
จากกราฟมาตรฐาน  IAA ท่ีไดคา 50  % binding เทากับ 0.5   นาโนกรัม และ

ชวงท่ีสามารถตรวจวัด IAA ไดแมนยําอยูในชวง 0.05-5.0  นาโนกรัม  
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ภาพท่ี 17  กราฟมาตรฐาน IAAโดยใชแอนติบอดีจากซีร่ัมกระตาย  

 

2) กราฟมาตรฐานในตรวจวัดฮอรโมน iPA 
จากกราฟมาตรฐาน iPA ท่ีไดคา 50  % binding เทากับ 0.2 นาโนกรัม และชวง

ท่ีสามารถตรวจวัด iPA ไดแมนยําอยูในชวง 0. 01-10.0 นาโนกรัม  
 

 
ภาพท่ี 18  กราฟมาตรฐาน iPA โดยใชแอนติบอดีจากซีร่ัมกระตาย 

 
3) กราฟมาตรฐานในตรวจวัดฮอรโมน Zeatin riboside (ZR) 
จากกราฟมาตรฐาน ZR ท่ีไดคา 50  % binding เทากับ 0.45 นาโนกรัม และ

ชวงท่ีสามารถตรวจวัด ZR ไดแมนยําอยูในชวง 0.1-1.0 นาโนกรัม  
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ภาพท่ี 19  กราฟมาตรฐาน ZRโดยใชแอนติบอดีจากซีร่ัมกระตาย  

 
11. เก็บขอมูลสภาพอากาศ 
  ในชวงท่ีทําการทดลองติดต้ังเคร่ือง Datalogger รุน DL2e ท้ังท่ีระดับความสูง 750 และ
1,200 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล (ภาพท่ี 20)โดยบันทึกขอมูลสภาพอากาศไดแก อุณหภูมิ ความช้ืน-
สัมพัทธ แสง ลม และปริมาณนํ้าฝน 

      
     (ก)       (ข)          (ค) 
ภาพท่ี 20  (ก) เคร่ือง Datalogger รุน DL2e (ข) การติดต้ังเครื่อง Datalogger ท่ีระดับความสูง 750 

เมตร เหนือระดับน้ําทะเล และ (ค) การติดต้ังเคร่ือง Datalogger ท่ีระดับความสูง 1,200 
เมตร เหนือระดับน้ําทะเล  

 
ระยะเวลาในการทําการทดลอง 
 มิถุนายน 2550 – ธันวาคม 2551 


