
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

3.1 วัสดุในการทดลอง 
พันธุขาวเหนียวก่ําพนัธพื้นเมืองท่ีรวบรวมจากภาคเหนอื ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื ภาค

กลาง และภาคใต จํานวนท้ังหมด  31 พันธุ และพันธุขาวเปรียบเทียบ 2  พันธุ  (ตาราง 3.1) 
 
ตาราง 3.1 แสดงสายพันธุขาวเหนียวก่ําท้ัง 31 พันธุ และพันธุเปรียบเทียบ  2 พันธุ  
  

Varieties 
1. ก่ําเวยีงสา (Kum wiengsa) 18. ก่ํา 5153 (Kum 5153) 
2. ก่ําดอยมูเซอ (Kum doi moosoeur)  19. ก่ํา 88061 (Kum 88061) 
3. ก่ํานาน (Kum nan) 20. ก่ํา 87046 (Kum 87046)  
4. ก่ําดอยสะเก็ด (Kum doi saket)    21. ก่ําสุพรรณ (Kum Supan) 
5. ก่ํานา (Kum na) 22. ก่ําเวยีดนาม (Kum Vietnam) 
6. ก่ําพะเยา (Kum phayao)  23. ก่ําหกสาลี (Kum Hoksalee) 
7. ก่ําฝาง (Kum Fang)   24. ก่ําS0901 (S0901) 
8. ก่ํา 19959 (Kum 19959) 25. ก่ําS0902 (S0902) 
9. ก่ํา 19104 (Kum 19104)  26. ก่ําS0903 (S0903) 
10. ก่ํา 99151 (Kum 99151) 27. ก่ําS0904 (S0904) 
11. ก่ํา 7677 (Kum 7677) 28. ก่ําS0905 (S0905) 
12. ก่ํา 89038 (Kum 89038)  29. ก่ําS0906 (S0906) 
13. ก่ํา 87090 (Kum 87090)    30. ก่ําS0907 (S090) 
14. ก่ํา 89057 (Kum 89057)   31. ก่ําS090ค (S090ค) 
15. ก่ํา 87061 (Kum 87061)  32. ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105 ; Check) 
16. ก่ํา 88083 (Kum 88083) 33. กข 6 (RD6 ; Check) 
17. ก่ํา 88069 (Kum 88069)  
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3.2 สถานท่ีทดลอง 
  งานวิจยันี้ทําท่ีแปลงทดลอง สาชาวิชาพชืไร ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ  
แปลงวิจยัพืชไร ณ ศูนยวิจยั สาธิตและฝกอบรมการเกษตรแมเหียะ คณะเกษตรศาสตร
มหาวิทยาลัยเชียงใหม และหองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม เม่ือป 
พ.ศ. 2552-2553  
 
3.3 วิธีการทดลอง  
 3.3.1 การวางแผนการทดลอง  
 ทําการปลูกขาวเหนียวก่ําแตละพันธุจํานวน 31 พันธุ โดยมีขาวขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 
และ กข 6 เปนพันธุเปรียบเทียบ วางแผนการทดลองแบบ  Randomized Complete Block Design 
(RCBD)         จํานวน 3 ซํ้า   โดยเร่ิมปลูก เม่ือเดือนกรกฎาคม – ธันวาคม 2552  ปกดํากอละ 2-3 ตน 
ระยะปกดํา 25x25 เซนติเมตร ในการดูแลรักษาแปลงทดลองนั้น ใสปุยรองพื้นสูตร 16-20-0  หลัง
อายุขาวประมาณ 30 วัน คร้ังท่ี 2  ใสเม่ือตนขาวอายไุด 55 วัน หลังปกดํา 

การทดลองนี้ไดดําเนนิการทดลอง ท่ีแปลงทดลองสาขาพืชไร  ภาควิชาพืชศาสตรและ
ทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม ดูแลรักษา กําจดัวัชพชื  ปองกันโรค
และแมลงตามความเหมาะสม  

 
 3.3.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา ตามมาตรฐานสีตนขาวแบบบันทึก descriptors for rice 
ของ IBPGR-IRRI (1980) โดยบันทึกลักษณะดังนี ้
 1. ระยะแตกกอ 6   ลักษณะ คือ ไดแก สีแผนใบ (leaf blade) สีกาบใบ (leaf sheath)  สีเข้ียว
กันแมลง (auricle)  สีเยื่อกันน้ําฝน (ligule)   สีขอ (node) และสีปลอง (internode) 
 2. ระยะออกรวง 3  ลักษณะ คือ สีเกสรตัวเมีย (stigma)  สีปลายยอดดอก (apiculus)  และสี
กลีบรองดอก  (inner glumes) 
 3. ระยะเก็บเกีย่ว 3  ลักษณะ คือ สีเปลือกเมล็ด (husk)  สีเยื่อหุมเมล็ด  (pericap) และการ
ปรากฏของหาง (present of awn) 
 
 3.3.3 การศึกษาความแตกตางของการปริมาณสารโปรแอนโธไซยานิน (Proanthocyanin) 
 หาปริมาณสารโปรแอนโธไซยานินในเมล็ดขาวเหนียวก่าํกลองของแตละสายพันธุ  ตามวิธี
ของ Abdel-Aal  et al.  (1998)  
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เก็บตัวอยางเมล็ดทุกตนแลวทําการสุมตัวอยางเมล็ดในแตละพันธุ จากนําไปสกดัสารโปร-
แอนโธไซยานนิ โดยบดเมล็ดขาวเหนียวก่าํกลอง และช่ังขาวท่ีบดจํานวน 3 กรัม ใสใน centrifuge 
tube ขนาดความจุ 50 มิลลิลิตร เติมสาร acidified ethanol (ethanol และ HCl 1 N 85:15 v/v ) 
ปริมาตร 25  มิลลิลิตร แลวนาํไปเขยาดวยเคร่ืองเขยาสาร เปนเวลา 15 นาที  หลังจากนั้น ปรับคา pH 
ใหเปน 1 โดย 4  N HCl  แลวเขยาตออีก 15 นาที  หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวย ความเร็วรอบ 
27,200 g เปนเวลา 15 นาที  นําสารสกัดท่ีไดไปในขวดปรับปริมาตร ปรับปริมาตรดวยสาร 
acidified ethanol ใหมีปริมาตร เปน 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปวัดดวยเคร่ือง spectrophotometer 
โดยอานคา absorbance ท่ีความยาวคล่ืนแสง 535 นาโนเมตร  และทํากราฟมาตรฐานของสารไซยา-
นิดิน 3-กลูโคไซด ความเขมขน 0-48 ไมโครกรัม ในสาร ethanol 3 มิลลิลิตร นําไปวดัคา 
absorbance ท่ีความยาวคล่ืนแสง 535 นาโนเมตร  แลวนําไปคํานวณหาคาปริมาณสารโปรแอนโธ-
ไซยานินตามสมการดังนี ้

 
 C = (A/B x (vol/1,000) x MW x (1/sample wt ) x 106) 
 C = (A/25, 965) x (50/1,000) x 499 x (1/3) x 106 
 C = A x 288.21 mg/kg 
 

 เม่ือ C = concentration of  total anthocyanin (mg/kg) 
  B = molar absorptivity  (Cyanidin 3-glucoside = 25,965 cm-1 M-1 ) 
  Vol = total volume of anthocyanin extract  
  MW = molecular weight of cyanidin 3-glucoside = 449  
 
 3.3.4 การศึกษาความแตกตางของการสะสมสารไซยานิดนิ 3-กลูโคไซด 
 วิธีการวิเคราะหไซยานดิิน 3-กลูโคไซด 

เก็บตัวอยางเมล็ดขาวทุกตนแลว ทําการสุมตัวอยางเมล็ดในแตละพันธุจากนําไปสกดัไซยา-
นิดิน 3-กลูโคไซด ในสวนของเมล็ด โดยวิธีของ (Ryu et al., 1998) นําตัวอยางของขาวเหนยีวก่ํา
จํานวน  1 กรัม มาสกัดในสารสกัด 0.5%TFA- 95%EtOH ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นนาํเขา
เคร่ืองเขยาเปนเวลา 9 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง (ประมาณ 25 องศาเซลเซียส) ตัวอยางท่ีสกัดไดนํามา
กรองเอากากเบื้องตนโดยใชกระดาษกรองเบอร 4 จากนัน้กําจัดส่ิงปนเปอน ซํ้าอีกคร้ังโดยใช C18 

cartridge (กรองสารสกัดเกบ็ไวประมาณ 10 มิลลิลิตร) นําสารสกัดท่ีไดไปวิเคราะหในเคร่ือง HPLC 
(high performance liquid chromatography) ยี่หอ Shimadzu เพื่อวัดปริมาณสารไซยานิดิน โดยใช 
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คอลัมน Allure C18 5μM ความยาวคอลัมน 250 มิลลิเมตร เสนผาศูนยกลาง 4.6 มิลลิเมตร ตรวจวัดท่ี
ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ท่ี mobile phase A คือ 0.1%TFA-H2O และ mobile phase B คือ  
0.1%TFA-MeOH เปล่ียน mobile phase A ไปเปน B โดยใชสมการเสนตรงจาก 0.1%TFA-H2O ไป
เปน  0.1%TFA-MeOH  ใชเวลา 30 นาที ท่ีอัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที จากนัน้นําไปวิเคราะห
และเปรียบเทยีบไซยาน-ิดินมาตรฐานตอไป  
 
 3.3.5  การศึกษาความแตกตางของการสะสมสารฟนอลิกท้ังหมด  
 วิเคราะหปริมาณสารฟนอลิกท้ังหมด ตามวิธีของ Folin and Ciocalteu, 1927  
     เก็บตัวอยางเมล็ดทุกตนแลวทําการสุมตัวอยางเมล็ดขาวเหนียวก่ําแตละพันธุ จากนําไป
สกัดโดยทําการเจือจางสารสกัด  นําตัวอยางของขาวเหนียวก่ําพนัธุพื้นเมือง 1 กรัม มาสกัดในสาร 
เอทานอล 85%- HCl ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้น ใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสม ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย  Folin Ciocalteu reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (เจือจางอัตราสวน 1:1 
ระหวางสารละลายและนํ้ากล่ัน) รวมกับ 10% Na2CO3  1 มิลลิลิตร และนํ้ากล่ัน 1 มิลลิลิตร จากน้ัน
บมท้ิงไวในท่ีมืด อุณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง วดัปฏิกริิยาดวยการวดัคาดูดกลืนแสงท่ี 760 นาโน
เมตร หลังจากนั้นนําคาท่ีไดจากน้ํากล่ัน และสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิคความเขมขนตางๆ 
มาทํากราฟมาตรฐานเพ่ือใชเปรียบเทียบกบัคาท่ีวัดไดจาการสกัด และคํานวณความเขมขนของสาร
สกัดในรูปของมิลลิกรัมของกรดแกลลิคสมมูลตอ 100 กรัม 
 
 3.3.6การศึกษาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging activity) 
 วิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ ตามวิธีของ Brand-William et al., 1995 
 เตรียมสารละลายของ DPPH ท่ีความเขมขน 0.08 มิลลิโมล  ในสารละลายเอทานอล 100% 
หลังจากนัน้ผสมสารละลาย DPPH, tris buffer solution และ 80% เอทานอล ในอัตราสวน 1: 1: 1 
เพื่อใหไดสารผสมปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมสารสกัดจากตัวอยางปริมาตร 0.6 
มิลลิลิตร (ในกรณีของสารมาตรฐานใหเติมสารมาตรฐานความเขมขนตางๆ ลงไปแทนสารสกัดจาก
ตัวอยาง โดยใช Trolox เปนสารมาตรฐาน) ปริมาตรสุดทายเทากับ 2.4 มิลลิลิตร บมปฏิกิริยาไวนาน 
30 นาที ในท่ีมืด วัดปฏิกิริยาโดยวดัคาดูดกลืนแสงท่ี 525 นาโนเมตร หนวยวัดมีคาเทากับ ไมโคร 
โมลาร Trolox ตอกรัมตัวอยาง  (μM TE/g sample) 
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 3.3.5 การศึกษาความสัมพนัธของปริมาณสารโปรแอนโธไซยานิน ไซยานิดนิ 3-กลูโคไซด 
สารฟนอลิกท้ังหมด และความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ 
 ทําการวิเคราะหหาความสัมพันธของปริมาณสารโปรแอนโธไซยานิน ปริมาณไซยานิดนิ 
3-กลูโคไซด  ปริมาณสารฟนอลิกท้ังหมด และความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ  
 
3.4 การวิเคราะหขอมูล 
 วิเคราะหผลทางสถิติโดยการวิเคราะหหาความแปรปรวน (Analysis of variance) แตละ
ขอมูลโดยเปรียบเทียบกับพนัธุขาวดอกมะลิ 105 และ กข 6 และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียโดยวิธี Least Significant Difference (LSD) ท่ี P< 0.05  
 


