
บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีการ 

พืชทดลอง 
 ล้ินจี่พันธุฮงฮวย (Litchi chinennsis Sonn. cv. Hong Huay)  
 
อุปกรณ 

1. ดิจิตอล เวอรเนียแคลิเปอร (digital verneer caliper) 
2. เคร่ืองวัดการสังเคราะหแสง (Portable Photo Synthesis) (รุน LCA-4 Portable 

Photosynthesis and Transpiration  Measurement System) 
3. เคร่ืองวัดการยอมใหกาซผานการทํางานของคลอโรฟลล (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. หลอดยอยตัวอยาง ขนาด 250 มิลลิลิตร (Buchi 430, Switzerland) 
8. เคร่ืองช่ังไฟฟา  4 ตําแหนง (Mettler Toledo®, Switzerland) 
9. เคร่ืองวัดการดดูกลืนแสง (Shimadzu® UV-1601, JAPAN) 
10. ไมโครปเปต ขนาด 200  และ 1,000 ไมโครลิตร  (Pipettman Gilson®, Germany) 
11. กระดาษช่ังตัวอยาง 
12. ขวดสีชาสําหรับเก็บสารเคมี (Duran®

, Germany) 
13. ตะแกรงวางหลอดทดลอง 
14. ถุงกระดาษ 
15. หลอดแกวทดลอง (test tube) 
16. หลอดสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร (centrifuge tube) 
17. Pipette Tip ขนาด 20 – 200  และ1,000 ไมโครลิตร (Excellence®) 
18. เคร่ืองปนเหวีย่ง (Hsiangtai, Taiwan) 
19. เคร่ือง Vortex (Scientifi Industries, USA) 
20. Erlenmeyer flask 
21. Cuvette แกว (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. เคร่ืองช่ังไฟฟา  4 ตําแหนง (Mettler Toledo®, Switzerland) 
33. เคร่ืองทําตัวอยางแหงโดยความเยน็ (Dura-Stop®

, USA) 
34. เคร่ืองบดตัวอยาง (Philips HR 2021, China) 
35. เคร่ืองวัดการดดูกลืนแสง (Shimadzu® UV-1601, JAPAN) 
36. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH-meter)(Sartorius Professional Meter® PP-50, USA) 
37. ชอนตักสาร  
38. ตะแกรงวางหลอดทดลอง 
39. ตูเย็น 
40. โถดูดความช้ืน 
41. บิกเกอรขนาด 50 100 250 1000 และ 2000 มิลลิลิตร  
42. ไมโครปเปต ขนาด 200 1,000 และ5,000ไมโครลิตร (Pipettman Gilson®, Germany) 
43. ลูกยางดูดสาร  
44. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 
45. หลอดแกวทดลอง ขนาด 60 มิลลิลิตร 
46. ตูอบ (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. กรองแกว filter crucible 50 ml ( DURAN®,258513406, Germany) 
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53. โกรงบดตัวอยาง 
54. ขวดกนกลม (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. เคร่ืองบดตัวอยาง 
59. เคร่ืองปนเหวีย่ง 
60. ชอนตักสาร 
61. ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 
62. ถุงพลาสติกแบบปดปากได 
63. ถุงมือยาง (Sempermed, Thailand) 
64. ไนโตรเจนเหลว 
65. หนากากปดจมูก (Star, Thailand) 
66. หลอดปนเหวีย่ง 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 

แบงการทดลองออกเปน 2 การทดลองคือ  
การทดลองท่ี 1 ทําการทดลองท่ีระดับความสูง  750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล แบงการ

ทดลองได 2  กรรมวิธี คือ 
 กรรมวิธีท่ี  1  : กลุมควบคุม (ไมควัน่กิ่ง) จาํนวน 4 ตน 
 กรรมวิธีท่ี 2 : ควั่นกิ่ง ทําการควั่นกิ่งของตนล้ินจี่ จํานวน 4 ตน ทําการควั่นกิ่งในวนัท่ี     

1 ตุลาคม 2550 
การทดลองท่ี 2  ทําการทดลองท่ีระดับความสูง 1,200  เมตร เหนือระดับน้ําทะเล แบงการ

ทดลองได 2  กรรมวิธี คือ 
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 กรรมวิธีท่ี 1  : กลุมควบคุม (ไมควั่นกิ่ง) จํานวน 4  ตน 
 กรรมวิธีท่ี 2 : ควั่นกิ่ง ทําการควั่นกิ่งของตนล้ินจี่ จํานวน 4 ตน ทําการควั่นกิ่งในวนัท่ี   

26 เมษายน 2551 
 แตละการทดลองเปรียบเทียบกรรมวิธีแบบ T-test ทําการทดลอง 4 ซํ้า (1 ตนตอ 1 ซํ้า)  
 

2. การเตรียมตนล้ินจ่ี 
 การทดลองท่ี 1 ท่ีระดับความสูง 750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล เลือกตนล้ินจี่ พันธุฮงฮวย 
ท่ีมีความสมบูรณ อายุ 25 ป จากแปลงเกษตรกร บานแมสาใหม ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม 
จํานวน 8 ตน แลวทําการตัดแตงกิ่งประมาณ 90 เปอรเซ็นต เพื่อเตรียมตน (ภาพท่ี 4) ในวันท่ี 12 
มิถุนายน 2550 
 การทดลองท่ี 2 ท่ีระดับความสูง 1,200  เมตร เหนือระดับน้ําทะเล เลือกตนล้ินจี่ พันธุ 
ฮงฮวยท่ีมีความสมบรูณ อายุ 25 ป จากแปลงเกษตรกร บานผากลอง ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม 
จํานวน 8 ตน  แลวทําการตัดแตงกิ่งประมาณ 90 เปอรเซ็นต เพื่อเตรียมตน (ภาพท่ี 4) ในวันท่ี 8 
สิงหาคม 2550 
 

 
   (ก)             (ข) 
ภาพท่ี 4    (ก) การตัดแตงกิ่งท่ีระดับความสูง 750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล และ (ข) การตัดแตงกิ่ง

ท่ีระดับความสูง 1,200 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล 
 
3. การบํารุงตน 

  ใสปุยคอกตนละ 1 กระสอบ (ประมาณ 15-20 กิโลกรัม) ตอตนหลังการตัดแตงกิ่ง และ
ใชปุยเคมีโดยแบงใส 2 ชวง คือ  
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 ชวงท่ี 1 : หลังการตัดแตงกิ่งใชปุยสูตร 15-15-15 ผสมกับปุยยูเรีย สูตร 46-0-0 อยางละ
คร่ึง แบงใสตนละ 5 กิโลกรัม  

 ชวงท่ี 2 : ใบชุดท่ี 1 แก ใชปุยสูตร 15-15-15 อยางเดียว แบงใสตนละ 5 กิโลกรัม 
 ใหน้ําทุก 1-2 สัปดาห จนถึงชวงกอนการออกดอกประมาณ 1-2 เดือน จึงงดใหน้ําและปุย 

หลังจากนั้นเปดโคลนตนเพื่อใหดินใตทรงพุมไดรับแสงชวยทําใหความช้ืนในดินลดลง 
 

4. การคว่ันก่ิง 
 ทําการควั่นกิ่งตนล้ินจี่ในระยะท่ีใบเพสลาดใกลแก (ภาพท่ี 5) โดยเลือกกิ่งท่ีแตกออกมา

จากก่ิงหลัก (limb) ท่ีมีสวนกลมมากท่ีสุด ขนาดเสนผาศูนยกลาง 3-8  นิ้ว ใชเล่ือยโคงเล่ือยกิ่งใหมี
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.0  มิลลิเมตร ใหฟนเล่ือยทะลุเปลือกไปถึงเนื้อเยื่อเจริญเทานั้น (ภาพท่ี 6 ) 
(อนันต, 2547)  

 

 
 

ภาพท่ี 5 ตนล้ินจี่ท่ีใบเพสลาดเร่ิมแกเหมาะสําหรับการควัน่กิ่ง 
 

 
 

ภาพท่ี 6 การควั่นกิ่งตนล้ินจีโ่ดยใชเล่ือยโคง 
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5. การเก็บตัวอยาง (Sample Collections) 
 วันท่ีเก็บตัวอยางของการทดลองท่ี 1 (ตารางท่ี 1) และวันท่ีเก็บตัวอยางของการทดลองท่ี 2 
(ตารางท่ี 2) ซ่ึงท้ัง 2 การทดลองจะมีวิธีการเก็บตัวอยางและการเก็บขอมูลเหมือนกันดังนี้ 

5.1 การเก็บใบเพื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน โดยเก็บใบแกจากใบประกอบคูท่ี 4 ลงมา 
(นับจากปลายยอด) (ภาพท่ี 7) จํานวน 20 ใบ หางกัน 2 สัปดาห  แลวนํามาอบแหงท่ีอุณหภูมิ 50-60 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 วัน บดใหละเอียดโดยใชเคร่ืองปนเสร็จแลวนํามาใสในถุงกระดาษเพ่ือ
รอการวิเคราะหโดยวิธี Macro-Kjeldahl  

5.2 การเก็บใบและก่ิงเพื่อวิเคราะหคารโบไฮเดรตท่ีไมใชโครงสราง โดยเก็บใบประกอบคู
ท่ี 3-4 จํานวน 20 ใบ (ภาพท่ี 7) สวนกิ่งตัดจากขอท่ี 3 ลงมาประมาณ 3 ขอ จํานวน 20 ปลองแลวใส
ไนโตรเจนเหลวเก็บใสในถุงกระดาษ สวนตัวอยางใบบดใหละเอียดพอประมาณเก็บใสในถุง
กระดาษ แชในตูเย็น -20 องศาเซลเซียส แลวนําไปทําใหแหงโดยใชความเย็นจากเคร่ือง freeze drier 
หลังจากนั้นนําตัวอยางใบบดใหละเอียดอีกคร้ังผานตะแกรงกรอง สวนตัวอยางกิ่งแยกเอาเปลือกของ
เนื้อไมและเปลือกไมออกจากกัน (ภาพที่ 8) บดใหละเอียดแลวทําการวิเคราะห TNC ตามวิธีของ 
(Hodge and Hofreiter, 1962 ) ท่ีดัดแปลงโดย (สุจริต, 2531)  
 

ตารางท่ี 1  วันท่ีเก็บตัวอยาง และจํานวนวันหลังการควั่นกิ่งจนถึงระยะออกดอก ท่ีระดับความสูง 
750 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล 
 

วันท่ีเก็บตัวอยาง 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   **ไมไดเก็บตัวอยาง   ***วันที่ออกดอก 
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ตารางท่ี 2 วันท่ีเก็บตัวอยาง และจํานวนวันหลังการควั่นกิ่งจนถึงระยะออกดอก ท่ีระดับความสูง 
1,200 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล 

 

วันท่ีเก็บตัวอยาง 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 ตําแหนงใบท่ีใชเก็บตัวอยาง (รูปวงกลมสีสมใชวิเคราะหปริมาณฮอรโมน รูปส่ีเหล่ียมสี  

น้ําเงินใชวิเคราะหปริมาณ TNC วงกลมสีมวงใชวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน;  ตัวเลขบง
บอกถึงตําแหนงของใบประกอบ) 

 
5.3 การเก็บปลายยอดและใบเพื่อวิเคราะหปริมาณฮอรโมน โดยสุมเก็บตายอดคร้ังละ 25 

ยอดตอตน ใสลงในไนโตรเจนเหลวทันที จากนั้น นําตัวอยางเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แลว
นําไปทําใหแหงโดยใชความเย็นโดยเคร่ือง freeze drier  แลวนําตัวอยางเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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อีกคร้ัง เพื่อรอการวิเคราะหปริมาณฮอรโมนไอเอเอ และไซโตไคนินดวยวิธี  Radioimmunoassay 
(RIA)  
 
                              

    
    (ก)                                            (ข)                       (ค) 
ภาพท่ี 8   (ก) กิ่งล้ินจี่ หลัง freeze dry (ข) แยกเนื้อไม และ (ค) แยกสวนเปลือก ออกจากกันเพื่อทํา  

การวิเคราะหปริมาณ TNC 
 

6. วัดการเจริญทางดานสรีระวิทยา 
 วัดการเจริญทางดานสรีระวิทยาหลังการควั่นกิ่งโดยวัดอัตราการสังเคราะหแสง  คาการยอม
ใหกาซผานของปากใบ และอัตราการคายนํ้าของใบ โดยใชเคร่ือง Portable Photo Synthesis  (ภาพท่ี 9) 
และเคร่ืองวัดประสิทธิภาพการทํางานของคลอโรฟลลโดยใชเคร่ือง Chlorophyll fluorescence (ภาพ
ท่ี 10) สุมวัดใบที่เจริญเต็มท่ี ของใบประกอบคูท่ี 3 ตนละ 8 ใบ ทําการวัดทุก 2 สัปดาหในชวงเวลา 
10.00-12.00 น. จนถึงระยะออกดอก  
 

  
 

         (ก)             (ข) 
ภาพท่ี 9   (ก) เคร่ืองวัดอัตราการสังเคราะหแสง (Portable Photo Synthesis) และ(ข) การวัดอัตรา

การสังเคราะหแสงของใบล้ินจี่ 
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          (ก)             (ข) 

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

7. การเก็บขอมูลทางกายภาพไดแก 
7.1 จํานวนคร้ังในการแตกใบออน และจํานวนวันท่ีตายอดผลิจนถึงวันท่ีใบเร่ิมแก 
7.2 วันท่ีออกดอก และเร่ิมติดผล 
7.3 เปอรเซ็นตการออกดอกตอตนรอบทรงพุม 
7.4 วัดขนาดชอดอก โดยวัดความยาว และความกวางของชอดอก 
7.5 บันทึกสัดสวนของเพศดอก 
7.6 วัดการเจริญเติบโตของผลทุกๆ 2 สัปดาหโดยใช ดิจิตอล เวอรเนียแคลิปเปอร(digital 

verneer caliper) วัดสวนท่ีกวางท่ีสุดของผลในแตละชอดอกเม่ือผลมีขนาดเทาหัวไมขีดไฟ 
 

8. การวิเคราะหไนโตรเจนในใบพืช 
8.1 การยอยตัวอยาง 

1) ช่ังตัวอยางพืช 0.50 กรัม ใสหลอดสําหรับยอยตัวอยาง เติมสารเรงการยอย 
(Mixcatalyze) จํานวน 1.1 กรัม ซ่ึงสารเรงการยอยประกอบดวย 
  K2SO4   100 g 
  CuSO4.5H2O  10 g 
  Salicylic acid  10 g 
  Se   1  g 

2) เติมกรดซัลฟูริกเขมขน จํานวน 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดยอยตัวอยางนําไปต้ัง
บนเตายอยท่ีอุณหภูมิ 360-400 องศาเซลเซียส โดยการปรับเพิ่มอุณหภูมิ (ตารางท่ี 3) จนกระท่ังการ
ยอยเสร็จสมบูรณใชระยะเวลาประมาณ 5-6 ช่ัวโมง (ควรเปล่ียนเปนสารละลายใส)  

3) ต้ังท้ิงใหเย็นเพื่อวิเคราะหตอไป  
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8.2 การกล่ันไนโตรเจน   
1) การเตรียมสารละลาย 2% boric acid – indicator (2% H3BO3)  เตรียมโดยช่ัง 

H3BO3 จํานวน 20 กรัม ใสในบิกเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจํานวน 200 มิลลิลิตรนําไป
อุนเพื่อให H3BO3 ละลายจนหมด จากนั้นเติมน้ํากล่ันอีก 600 มิลลิลิตร ปลอยไวใหเย็น เติม mixed 
indicator 
 
ตารางท่ี 3 การปรับอุณหภูมิเตายอยตัวอยาง 

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

                   หมายเหตุ : *การปรับหมายเลขอุณหภูมิไมสามารถอานคาอุณหภูมิไดแตเปนการปรับเพ่ือเพ่ิมอุณหภูมิ 
 

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 ของสารละลายใหเปน 5.0 โดยใช NaOH 0.1 N หรือ HCl 0.1 N จะไดสีของสารละลายเปนสี
มวงแดง  ทดสอบวาสีของสารละลายใชไดหรือไม โดยการนําสารละลาย boric acid – indicator 
จํานวน 10 มิลลิลิตรใสในกระบอกตวงแลวเติมน้ํากล่ันลงไป 10 มิลลิลิตร สีของสารละลายจะ
เปล่ียนจากสีมวงแดงเปนสีเขียวทันที  แลวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร (เนาวรัตน, 2527) 

3) การกล่ันวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (Bremner, 1996) ใช volumetric 
pipette ขนาด 25 มิลลิลิตร ดูดสารละลายท่ียอยไดนํามาใสในหลอดกล่ันแลวนํามาตอเขากับเคร่ือง
กล่ันไนโตรเจนเทสารละลาย boric acid – indicator (สีมวงแดง) จํานวน 15 มิลลิลิตร ลงใน 
Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร มารองรับของเหลวที่ไดรับจากการกล่ัน ประมาณ 75 
มิลลิลิตร ใต condenser ของเคร่ืองกล่ันไนโตรเจน โดยใหปลายทอของเคร่ืองกล่ันไนโตรเจนสัมผัส
กับ สารละลาย boric acid – indicator (ภาพท่ี 11ก) เคร่ืองกล่ันไนโตรเจนจะดูดสารละลาย 40% 
NaOH  จากถังขางนอก 20 มิลลิลิตร ผานเขาไปยังตัวอยางท่ีอยูในหลอดทดลอง สารละลายท่ีไดจะ
ทําปฏิกิริยากับ boric acid – indicator จะไดสารละลายที่มีสีเขียว (ภาพท่ี 11ข) นํามาไตเตรตกับ 
standard H2SO4  0.005 N จนกระท่ังสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง (ภาพท่ี 11ค) บันทึก
ปริมาตรของ H2SO4  ท่ีใชในการ 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  ท่ีใชไตเตรตตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
Vb = ปริมาตร standard  H2SO4  ท่ีใชไตเตรต blank (มิลลิลิตร) 
Vd = ปริมาตรสารละลายท้ังหมดท่ีไดจากการยอยพืช (มิลลิลิตร) 
Va = ปริมาตรสารละลายตัวอยางท่ีใชวิเคราะห (มิลลิลิตร)  
W = น้ําหนักตัวอยางพืชท่ีใชวิเคราะห (กรัม) 
 

     
        (ก)                                                 (ข)                                             (ค) 

ภาพท่ี 11  (ก) การกล่ันไนโตรเจน (ข) สารละลายที่ไดจากการกล่ันกอนนํามาไตรเตรทกับ H2SO4      
และ (ค) สารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดงหลังจากท่ีนํามาไตรเตรทกับ H2SO4 

 
9. การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตท่ีไมใชโครงสรางจากใบ (total non-structural 
carbohydrate; TNC) 

9.1 วิธีการสกัด 
 การสกัด TNC จากตัวอยางพืชจะใชสารละลายกรดเจือจาง (0.2N H2SO4) ตามวิธีการ
ของ Smith et al. (1964) โดยนําตัวอยางพืชท่ีบดละเอียดและปราศจากความช้ืนไปชั่งน้ําหนัก 0.05 
กรัม ใสลงไปในหลอดทดลองแกว ขนาด 60 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริก 0.2 N ลงไป 40 มิลลิลิตร 
แลวนํากระดาษอลูมิเนียมปดปากหลอดทดลอง กอนนําไปอบท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง จากน้ันนําตัวอยางมาแชในน้ําเพื่อลดอุณหภูมิ แลวปรับ pH ใหเปนกลาง (pH = 7.0) ดวย 
NaOH ความเขมขน 1M และ 0.1M หรือ  H2SO4 ความเขมขน 0.2 N จากนั้นปรับปริมาตรใหได 50 
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มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันในกรวยปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1  เก็บ
สารละลายท่ีไดไวในขวดพลาสติกขนาด 60  มิลลิลิตรและนําไปแชตูเย็น เพื่อรอวิเคราะหตอไป 

9.2 การเตรียมสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน 
สารละลายน้ําตาลมาตรฐานเตรียมโดยดูดสารละลาย D-Glucose เขมขน 0.25 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตรมา 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร ใสหลอดทดสอบขนาด 10 
มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร ซ่ึงจะไดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานท่ีมีความ
เขมขน 0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150, 0.175, 0.200, 0.225 และ 0.250 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (วิทยา, 2537)  

9.3 วิธีการวิเคราะห  
1) การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยนําสารละลายนํ้าตาลมาตรฐาน

ท่ีเตรียมไวใสหลอดทดสอบปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline copper reagent  ปริมาณ      
1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีแลว ปดดวยกระดาษอะลูมิเนียม นําหลอดแชใน water bath อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวทําใหเย็นทันทีโดยวางลงในน้ําเย็น เม่ือหลอดเย็นแลวเติม
สารละลาย arsenomolybdic acid ลงหลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยาเพื่อใหตกตะกอนของ copper sulfate 
(CuSO4) ละลายจนหมด เติมน้ํากล่ัน 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันอีกคร้ัง จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไป
อานคาการดูดกลืนคล่ืนแสง (absorbance) โดยใช spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
แลวนําคาท่ีไดมาเขียนเปนกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใชความสัมพันธระหวาง ความ
เขมขนของ glucose (แกน X) กับคา absorbance (แกนY) (ภาพท่ี 12) 

2) การวิเคราะหปริมาณTNC ในตัวอยางนําสารละลายที่สกัดไดจากตัวอยางใส
หลอดทดสอบ 1 มิลลิลิตร ทําเชนเดียวกับการเตรียมกราฟมาตรฐาน นําคาการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี
ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีทําไวแลวคํานวณปริมาตรเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ         
D-glucose ตอน้ําหนักแหงของตัวอยาง 

3) วิธีคํานวณ 
              mg glucose equivalent x vol make 

        

                   Wt. of sample  x  vol  take  
  

vol make = ปริมาตรสุดทายหลังจากปรับ pH ใหเปนกลาง ( 50 มิลลิลิตร) 
vol take  = ปริมาตรของสารละลายท่ีใชทดสอบคาการดดูกลืนคล่ืนแสง ( 1 มิลลิลิตร) 
mg glucose equivalent =คํานวณไดมาจากกราฟมาตรฐาน  

TNC    = 
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y = 6.78x - 0.1519
R2 = 0.9992
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ภาพท่ี 12 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณ TNC 

 
10. การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืช 

10.1 การสกัดตัวอยางพชื  (plant sample extraction) 
1) นําตัวอยางพืชท่ีเก็บไวไปทําใหแหงดวยความเย็นภายใตสภาพสุญญากาศ ดวย

เคร่ือง freeze dryer ช่ังน้ําหนักตัวอยางพืชโดยตัวอยางใบใช 0.3 กรัม สวนตัวอยางยอดใช 0.06-0.08 
กรัม (ภาพท่ี 13) เสร็จแลวบดตัวอยางพืชใหละเอียดดวยโกรง โดยเติมไนโตรเจนเหลวขณะทําการ
บด เพื่อรักษาสภาพความเย็น (ภาพท่ี 14) 

2) เติมเมทธานอลเย็น (เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) ความเขมขน 80 
เปอรเซ็นต จํานวน 50 มิลลิลิตร  

3) เก็บสารสกัดใสขวดปดฝาไวในท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 
ช่ัวโมง กรองสารสกัดดวย grassinter-filter ลงในขวดกนกลม (rotary flask) นําสารละลายไประเหย
แหงดวย Rotary evaporator (<40oC) จนสารละลายเหลือประมาณ 5 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 15) 

4) ลางสารสกัดในขวดกนกลมดวย ammonium acetate 0.01 M จํานวน 3 คร้ัง ๆ 
ละ 4 มิลลิลิตร โดยใช ultrasonic bath 

5) เก็บสารละลาย ammonium acetate ท่ีไดท้ัง 18 มิลลิลิตรรวมกันในหลอดปน
เหวี่ยง เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 ช่ัวโมง 

6) นําสารสกัดตัวอยางท่ี -20 oC มาละลายใหเปนของเหลว แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 16,500 รอบตอนาทีนาน 30 นาที ณ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  จากน้ันเทสวนใส 
(supernatant) ลงในขวดแกว ขนาด 30 มิลลิลิตร 
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7) นําสารสกัด เทผานคอลัมนและ Sep-Pak-C18  ซ่ึงเปนการทําสารสกัดพืชให
บริสุทธ์ิ (Jiménez and Bangerth, 2001)  โดยวิธีการเตรียมดังตอไปนี้ 
 

          
                 (ก)                                                             (ข) 
ภาพท่ี  13 (ก) ตัวอยางยอดหลังจากท่ี freeze dry แลว (ข) เลือกเอาเฉพาะตายอดเพ่ือใชในการ

วิเคราะหฮอรโมน 
 

       

ภาพท่ี 14 การบดและการสกัดตัวอยางพืช 
 

 
ภาพท่ี 15  การกรองและการระเหยแหงสารสกัดตัวอยางพืช 
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10.2 การเตรียมคอลัมน 
  คอลัมนประกอบดวย 3 สวนคือ  
   1)   หลอดบรรจุสารละลาย (reservoir)  

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

 โดยระหวางหลอดจะมีวาลวบังคับการไหลของสารละลาย (ภาพท่ี 16) เร่ิมตนโดยเติม 
PVP 10 มิลลิลิตร ใชกับตัวอยางใบ และเติม PVP 20 มิลลิลิตร ใชกับตัวอยางยอด เนื่องจากในยอดมี
สารAntioxidant มากกวาในใบ สวนในหลอดท่ี 2 และเติม DEAE-sephadex 4 มิลลิลิตร ในหลอดท่ี 
3  ท้ิงไว 30 นาที นําหลอดท่ี 1, 2 และ 3 มาตอกัน (ยังไมใช Sep-Pak-C18 cartridge) จากน้ันเติม 0.1 
M ammonium acetate pH 8.5  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว ใหสารละลายไหล
ผาน PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE-sephadex ในหลอดท่ี 3 และปลอยสารละลายท้ิงไปจนหมด ปด
วาลว (ระวังอยาให PVP และ DEAE-sephadex แหง) จากนั้นเติม 0.01 M ammonium acetate pH 
7.5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว ใหสายละลายไหลลงผาน PVP ในหลอดท่ี 2 
และ DEAE-sephadex ในหลอดท่ี 3 และปลอยสารละลายท้ิงไปจนหมด ปดวาลว (ระวังอยาให 
PVP และ DEAE-sephadex แหง)  
 

10.3  การปรับสภาพของ Sep-Pak-C18cartridge กอนการใชงาน 
  Cytokinins 

- ผานเมทานอล (100%) ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
- ผาน 0.01 M ammonium acetate pH 7.5 ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 

  IAA 
- ผานเมทานอล (100%) ใน 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
- ผาน 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 

 
10.4 การทําใหบริสุทธ์ิของสารละลายตัวอยาง 

1) นํา cytokinin Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว ตอเขาท่ีปลายคอลัมน นําสารสกัดท่ีได
จากการปนเหวี่ยงเรียบรอยแลว เติมลงในหลอดท่ี 1 (reservoir)  เปดวาลวใหสารสกัดไหลลงผาน
คอลัมนจนหมด แลว ลางขวดสารสกัดตัวอยางซํ้าอีก 3 คร้ัง ดวย 0.01 M ammonium acetate pH 7.5 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ผานลงในคอลัมนปลอยสารละลายไหลผานจนหมด (ระวังไมใหสารละลาย
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ในระบบแหง) เม่ือถึงข้ันตอนนี้ ฮอรโมนกรด IAA  จะถูกจับอยูท่ี DEAE-sephadex สวน cytokinin 
จะถูกจับอยูใน Sep-Pak-C18 
 

                  
 

ภาพท่ี 16 สวนประกอบของคอลัมนในการวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืช  
 

2) ถอด cytokinin Sep-Pak-C18 ออกจากคอลัมน ปดปลายคอลัมนหลอดท่ี  3  ดวย 
septum ถอดเอาหลอดท่ี 2 (PVP) ออกไป จัดคอลัมนใหมเหลือเฉพาะ หลอดท่ี 1 (reservoir) และ
หลอดท่ี 3 (DEAE-sephadex) ตอกัน IAA Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว ตอเขาท่ีปลายคอลัมนในหลอดท่ี 
3  ชะ IAA จาก DEAE-sephadex ลงสู Sep-Pak-C18 ดวย 2 M acetic acid ปริมาณ 15 มิลลิลิตร 

3) การชะฮอรโมนออกจาก Sep-Pak-C18 ทําโดย 
- ลาง Sep-Pak-C18 ดวยสารลายเมทานอลใน 0.1 M acetic acid ปริมาณ 4  
มิลลิลิตร 
- ลางดวย 15 % Methanol in acetic acid ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 
- จากนั้นลางเอาฮอรโมนออกจาก Sep-Pak-C18 ท่ีความเขมขนตางๆ 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  
  เม่ือชะเอาฮอรโมนออกเรียบรอยแลวจึงลาง Sep-Pak-C18 ใหสะอาดเพื่อนํามาใชงาน
คร้ังตอไปดังนี้ 

- ลางดวย 100 % Methanol  ปริมาณ 4 มิลลิลิตร จํานวน  2  คร้ัง 
- และลางดวย Diethyl ether ปริมาณ 4 มิลลิลิตรจํานวน  1  คร้ัง 

เม่ือเสร็จส้ินขบวนการจะไดสารละลายฮอรโมนชนิดตางๆ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําหลอดตัวอยางไประเหยแหงในเคร่ือง  speed vacuum concentrator  เพื่อรอการวิเคราะห
ปริมาณโดยวิธี  Radioimmunoassay (RIA)  ตอไป 

 
10.5 การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืชดวยวิธี Radioimmunoassay (RIA)  

10.5.1 ตัวอยางท่ีตองการตรวจวัด 
1) เตรียมหลอดแกวขนาดความยาว 60 มิลลิลิตร เรียงลงใน rack นําสาร

ตัวอยางท่ีไดจากการสกัดนํามา aliquot ลงในหลอดแกว ปริมาตร 100-500 ไมโครลิตร (ข้ึนอยูกับ
ฮอรโมนแตละชนิด) โดยทํา 3 ซํ้า (triplicate) ในแตละปริมาตร นําหลอดตัวอยางไประเหยแหงใน
เคร่ือง speed vacuum concentrator  

2) สําหรับฮอรโมนกรด (IAA) ตองนํามาทํา methylation โดยเติม 
Trimethylsilyl diazomethane 30  ไมโครลิตร ปดฝาหลอดบมในท่ีมืด 30   นาที จากนั้นนําไปใสใน
โถดูดความช้ืนซ่ึงตอเขากับทอน้ําจากนั้นเปดฝาหลอดแลวปดฝาโถดูดความช้ืนเปดวาลวน้ําเพื่อให
น้ําเปนตัวพาใหสาร Trimethylsilyl diazomethane ระเหยออกไป ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 30 นาที 
(ตองทําในตูดูดควันเทานั้นเนื่องจากสาร Trimethylsilyl diazomethane เปนสารกอมะเร็งท่ีมีฤทธ์ิ
รุนแรง) 

10.5.2 การเติมสารตางๆ เพื่อเปนตัวควบคุมทางเทคนิค 
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 

- การคํานวณเปอรเซ็นตการเกาะเกีย่วของแอนติบอดีกับสารรังสี  (% Binding) 
 

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

10.5.3 ข้ันตอนการตรวจวดั 
1) เติม phosphate buffer ลงในหลอดแกวท้ังหมดท่ีวางเรียงในท่ีวางหลอด

ทดลอง และเขยาท่ี 1,200 rpm 
2) เติม serum, 3H-Hormone และ antibody ตามตารางขอ 3 เขยาท่ี 1,200 rpm 

บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 นาที ในระหวางบม เขยาท่ี 1,200 rpm อีก 1 คร้ัง(หลังจากคร้ังแรก 15 นาที) 
3) เติม ammonium sulfate 90% ปริมาตร 750 μl เขยา ต้ังท้ิงไว 30 นาที 

เพื่อใหโปรตีนตกตะกอน 
4) นําหลอดแกวไปหมุนเหวี่ยงท่ี 4000 rpm 40 นาที 
5) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปาก

หลอดแกวโดยคว่ํา rack ลงบนกระดาษชําระ 
6) เติม ammonium sulfate 50% ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นําหลอดแกวไป

หมุนเหวี่ยงท่ี 4,000 rpm 30 นาที 
7) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปาก

หลอดแกวโดยคว่ําท่ีวางหลอดทดลองลงบนกระดาษชําระ 
8) เติมน้ํากล่ัน 200 ไมโครลิตร แลวเขยา 
9) เติม scintillator (UltraGold, Perkin Elmer) ปดฝาหลอดแกวใหแนน ดวย 

plastic stoppers 
10) เขยาใหสารละลายผสมกัน นําไปวัดคากัมมันตรังสี 
11) คํานวณคาจากกราฟมาตรฐาน ของฮอรโมนแตละชนิด (หัวขอท่ี 10.5.4 

(ภาพท่ี 14 15 และภาพท่ี 16)) 
10.5.4 กราฟมาตรฐานในการตรวจวัดฮอรโมน IAA  iP/iPA  และ Z/ZR ดวยวิธี RIA 

1) กราฟมาตรฐานในตรวจวัดฮอรโมน IAA 
จากกราฟมาตรฐาน  IAA ท่ีไดคา 50  % binding เทากับ 0.5   นาโนกรัม และ

ชวงท่ีสามารถตรวจวัด IAA ไดแมนยําอยูในชวง 0.05-5.0  นาโนกรัม  
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ภาพท่ี 17  กราฟมาตรฐาน IAAโดยใชแอนติบอดีจากซีร่ัมกระตาย  

 

2) กราฟมาตรฐานในตรวจวัดฮอรโมน iPA 
จากกราฟมาตรฐาน iPA ท่ีไดคา 50  % binding เทากับ 0.2 นาโนกรัม และชวง

ท่ีสามารถตรวจวัด iPA ไดแมนยําอยูในชวง 0. 01-10.0 นาโนกรัม  
 

 
ภาพท่ี 18  กราฟมาตรฐาน iPA โดยใชแอนติบอดีจากซีร่ัมกระตาย 

 
3) กราฟมาตรฐานในตรวจวัดฮอรโมน Zeatin riboside (ZR) 
จากกราฟมาตรฐาน ZR ท่ีไดคา 50  % binding เทากับ 0.45 นาโนกรัม และ

ชวงท่ีสามารถตรวจวัด ZR ไดแมนยําอยูในชวง 0.1-1.0 นาโนกรัม  
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ภาพท่ี 19  กราฟมาตรฐาน ZRโดยใชแอนติบอดีจากซีร่ัมกระตาย  

 
11. เก็บขอมูลสภาพอากาศ 
  ในชวงท่ีทําการทดลองติดต้ังเคร่ือง Datalogger รุน DL2e ท้ังท่ีระดับความสูง 750 และ
1,200 เมตร เหนือระดับน้ําทะเล (ภาพท่ี 20)โดยบันทึกขอมูลสภาพอากาศไดแก อุณหภูมิ ความช้ืน-
สัมพัทธ แสง ลม และปริมาณนํ้าฝน 

      
     (ก)       (ข)          (ค) 
ภาพท่ี 20  (ก) เคร่ือง Datalogger รุน DL2e (ข) การติดต้ังเครื่อง Datalogger ท่ีระดับความสูง 750 

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

 
ระยะเวลาในการทําการทดลอง 
 มิถุนายน 2550 – ธันวาคม 2551 


