
บทที่ 3 
 

วสัดุอุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
 
3.1 พนัธ์ุข้าว  

พนัธ์ุขา้วไร่ท่ีใชมี้ทั้งหมด 35 พนัธ์ุซ่ึงเป็นพนัธ์ุขา้วไร่พื้นเมืองของมูลนิธิโครงการหลวง
จากแหล่งพนัธุกรรมสถานีเกษตรหลวงปางดะ ต าบลสะเมิงใต ้ อ าเภอสะเมิง จงัหวดัเชียงใหม่ ใช้
ขา้วพนัธ์ุ กข 6, ขาวหอมดอกมะลิ 105 และขา้วไร่พนัธ์ุ อาร์ 258 เป็นพนัธ์ุตรวจสอบ (ตาราง 2) 
ตาราง 2 ช่ือพนัธ์ุ ขา้วไร่ ทั้ง 35 พนัธ์ุ  
ล าดับ ช่ือพนัธ์ุ ล าดับ ช่ือพนัธ์ุ ล าดับ ช่ือพนัธ์ุ 

1 ลาซอแดง 14 จานอนี   ขา้วเจา้ 27 หลวงพระบาง 7    ขา้วไร่ ขา้วเหนียว 

2 เบนดู 15 จากุดิ   ขา้วเจา้ 28 หลวงพระบาง 8  ขา้วไร่ ขา้วเหนียว 

3 ขา้วด าเพชรบุรี 16 ขา้วปางอุ๋ง   ขา้วเจา้ 29 หลวงพระบาง 9   ขา้วไร่ ขา้วเหนียว 

4 ขา้วม๋าห่า 17 บือหมือ   ขา้วเจา้ 30 หลวงพระบาง 10 

5 อะร้อย 18 เร้าซ่ือหย๋า   ขา้วเจา้ 31 หลวงพระบาง 11  ขา้วไร่ ขา้วเหนียว 

6 บือกิ 19 บือซอมี   ขา้วเจา้ 32 หลวงพระบาง 12 
7 นิกอ 20 ขา้วขาวแม่ลานอ้ย   ขา้วเจา้ 33 หลวงพระบาง 13 
8 ขา้วขาวแกนอ้ย 21 SP-821166-PM-6-3-2 34 หลวงพระบาง 14 
9 ยา่เผอะแซ่ 22 หลวงพระบาง 1     ขา้วไร่ ขา้วเหนียว 35 หลวงพระบาง 15 
10 มะโดะ 23 หลวงพระบาง 2  ขา้วไร่ ขา้วเหนียว   
11 จานอนะ 24 หลวงพระบาง 4  ขา้วไร่ ขา้วเหนียว   
12 ขา้วด าแม่สะเรียง   ขา้วเจา้ 25 หลวงพระบาง 5   ขา้วไร่ ขา้วเหนียว   
13 ขา้วหว้ยน ้าริน   ขา้วเจา้ 26 หลวงพระบาง  6   ขา้วไร่ ขา้วเหนียว   

        หมายเหตุ  : - พนัธ์ุขา้วทุกพนัธ์ุมาจากสถานีเกษตรหลวงปางดะ 

                 - พนัธ์ุ จะนอนะ และหลวงพระบาง 1-15 เป็นขา้วเหนียว พนัธ์ุนอกนั้นเป็นขา้วเจา้ 
 
3.2 วธีิการทดลอง 
  แบ่งการทดลองเป็น 3 การทดลอง คือ 
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การทดลองที ่ 1 การบนัทึกขอ้มูลลกัษณะทางสัณฐานวทิยา (Morphological characterization) 
            ปลูกขยายพนัธ์ุทั้ง 35 พนัธ์ุ บนแปลงขนาด 1 x 8 เมตร ระยะปลูก 25 x 25 เซนติเมตร หยอด
เมล็ด 6-8 เมล็ดต่อหลุม การดูแลรักษา และป้องกนัก าจดัวชัพืช โรคและแมลง ตามความเหมาะสม 
โดยท าการทดลองท่ี แปลงทดลองและวจิยัไร่แม่เหียะ ภาควชิาพืชไร่ คณะเกษตรศาสตร์  
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ในช่วงระหวา่งเดือน มิถุนายนถึงเดือนตุลาคม 2553 แลว้บนัทึกขอ้มูล
ลกัษณะสัณฐานวทิยา ประเมินลกัษณะต่างๆ ตามวธีิของ IRRI-IBPGR (1980)  

 
การบันทกึข้อมูล 
 1.) บนัทึกขอ้มูลลกัษณะทางสัณฐานวทิยา (Characterization) 
             1.1 ขอ้มูลลกัษณะของเมล็ดขา้ว เช่น น ้าหนกั 1000 เมล็ด ความกวา้ง ความยาวของเมล็ด
ขา้วเปลือกและรูปร่างของเมล็ดขา้วเปลือก 

1.2 ขอ้มูลทางคุณภาพสี (Quanlitative) ไดแ้ก่ สีกาบใบ สีล้ินใบ สีหูใบ สีขอ้ต่อ สีขอ้ต่อใบ   
สีของปลอ้ง  สีกลีบรองดอก  สียอดเกสรตวัเมีย  สียอดดอก  สีเปลือกเมล็ด สีเยือ่หุ้มเมล็ด และสี
ของหางขา้ว 
 1.3 ขอ้มูลทางปริมาณ (Quatitative) ไดแ้ก่ ทรงกอ ความสูงท่ีระยะการเก็บเก่ียว ความกวา้ง
และความยาวของแผน่ใบ (เซนติเมตร) จ านวนเมล็ดต่อรวง เปอร์เซ็นตเ์มล็ดดี จ  านวนระแง ้ และ
ผลผลิต 
 1.4 ขอ้มูลของคพัภะ (embryo) วดัความยาวของคพัภะ 
 
2.) บนัทึกขอ้มูลการวเิคราะห์ปริมาณสารอาหารกาบาและโปรตีนโดยเทียบกบัสารกาบามาตรฐาน
และค านวณหาปริมาณโปรตีนโดยรวม 
 
การทดลองที่ 2 การวเิคราะห์หาปริมาณสารกาบา (GABA) แต่ละชัว่โมงการบ่ม 

ก าหนดระยะเวลาการบ่ม 3 ระยะ คือ 12, 24 และ 36 ชัว่โมง ท าการวเิคราะห์หา
ปริมาณสาร GABA ตามวธีิของ Kitaoka and Nakano, (1969) 

         
 อุปกรณ์ 

1.  เคร่ือง UV Spectrophotometer 
2.  เคร่ืองบดละเอียด (hammer mill) 
3. เคร่ืองเขยา่ (shaker) 
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4. ขวดแกว้ (volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร 
5. ไมโครปิเปต 
6. เคร่ืองหมุนเหวีย่ง  10,000 รอบต่อนาที (Centrifuge) 
7. ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) 
8. กระดาษกรองเบอร์ 1 
9. หลอดทดลอง (ขนาด 80 x 120 mm.) 
10. กระบอกตวง 
11. อ่างน ้าควบคุมความเยน็(Cooling bath) 
12. อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

       
  สารเคมี 

1. Ethanol (C2H5OH) 60% 
2. Boric acid (H3BO3) 0.2M 
3. NaOCl  7.5% 
4. Phenol (C6H5OH) 6% 
5. Sodium  borate (B4Na2O7) 0.2M 
 
การเตรียมสารละลาย 
1. Boracte Buffer (pH9) เตรียมจาก 0.2M ของ boric acid (H3BO3) 50 ml.  กบั 0.2 M  

ของ Sodium borate (B4Na2O7) 59 ml  
2. Sodium Hypochlorite Reagent  NaOCl 10% ใชเ้ป็น Stock Solution ส่วน NaCl 7.5%  

ใชเ้ป็น Standrad 
 3.    Phenol Reagent เตรียมจาก Phenol (C6H5OH) 6 กรัม ในน ้า 90 ml. ปรับปริมาตรจน
ไดส้ารละลาย Phenol 100 ml. 
 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
                1.น าสารละลายมาตรฐาน 0.1-0.3 ml.ใส่ในหลอดทดลองขนาด (18*120 mm.) เติม borate 
buffer 0.2 ml.  / Phenol ความเขม้ขน้ 1.0 ml. เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
               2.เติมสารละลาย NaOCl ความเขม้ขน้ 7.5 % ปริมาณ 0.4 ml. เขยา่ใหเ้ขา้กนัในอ่างควบคุม
ความเยน็แลว้ไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นานประมาณ 10 นาที 
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               3.น าสารละลายมาตรฐานประมาณ 1.7 – 1.9 ml. เติม 60 % ethanol 1.0 ml. และใช ้60% 
ethanol ปริมาณ 2.0 ml. เป็นสารละลายเร่ิมตน้ 
                4.น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีช่วงเคล่ือน 340 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer 
 
การเตรียมตัวอย่างข้าว 
 1.น าขา้วเปลือกไปกะเทาะเปลือกใหเ้ป็นขา้วกลอ้งแลว้น าขา้วกลอ้งไปแช่ในน ้าท่ีขจดั
ไอออน นาน 6 ชัว่โมง 

2.น าขา้วกลอ้งมาบ่มหรือเพาะใหง้อกในเวลาท่ีแตกต่างกนัคือ 12, 24 และ 36 ชัว่โมง   
3.น าขา้วกลอ้งท่ีผา่นการเพาะงอกมาอบเพื่อท่ีจะลดความช้ืนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส

นาน 3 ชัว่โมง  
4.น าตวัอยา่งท่ีผา่นการอบแห้งมาบดดว้ยเคร่ืองบดละเอียด เพื่อไปวเิคราะห์หาปริมาณ

สารอาหารกาบา  
 
การสกดัสารอาหารกาบา (GABA) 

1. ชัง่ตวัอยา่งแป้งท่ีบดแลว้ 3 กรัม ใส่หลอดเขยา่ ละลายใน 80% ethanol เขยา่ใหเ้ป็นเน้ือ 
เดียวกนัดว้ยเคร่ือง เขยา่  (Shaker)  นาน  30 นาที กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1  

2. น าสารท่ีกรองไดจ้ากขอ้ 1 ใส่หลอดแกว้ไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสให้ 
เอทธานอลระเหยใหเ้หลือปริมาณ 0.8 มิลลิลิตรแลว้ใชไ้มโครปิเปต ดูดสารสกดัมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่
หลอดทดลองขนาด 1.0 ml. เติมน ้ากลัน่ 0.5 มิลลิลิตร 

3.   น าไปเหวีย่ง ดว้ยเคร่ืองหมุนเหวีย่ง 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลานาน 10 นาที 
4.    ใชปิ้เปตดูดมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่หลอดแกว้แลว้ เติม 0.2m borate buffer 0.2 ml และ 6%  

Phenol 1.0 ml เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้หยดุปฎิกิริยาโดยท าใหเ้ยน็ในอ่างควบคุมความเยน็ 
5. เติม 10% NaOCL 0.4 ml เขยา่ประมาณ 1 นาที ในอ่างควบคุมความเยน็ แลว้ท าใหเ้ยน็ 
6.   น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ทนัที 
7.  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีคล่ืนแสง 630 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer   

ใช ้60% ethanol 2.0 ml เป็น สารละลายเร่ิมตน้ (blank) 
8. น าค่า absorbance ไปหาปริมาณสารอาหารกาบา โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานท่ีเตรียมไว ้

 
การทดลองที ่3   การวเิคราะห์ปริมาณ โปรตีนในเมล็ด 
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 อุปกรณ์ 
1. เคร่ืองชัง่ ความละเอียด 0.0001 กรัม 
2. เคร่ืองยอ่ยไนโตรเจน  
3. เคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน (Nitrogen distillation apparatus) 
4. เคร่ืองบดตวัอยา่ง (Cyclotec)  ความละเอียด 80- 100 เมช (mesh) 
5. เคร่ืองแกว้และอุปกรณ์ท่ีจ าเป็น ไดแ้ก่ บีคเกอร์  ขวดวดัปริมาตร  ปิเปต  หลอด
ยอ่ยตวัอยา่ง  และ Magnetic bar เป็นตน้ 

  
 สารเคมี 

1. กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Sulphuric acid )98%  AR  grade 
2.  กรดบอริก (Boric acid) AR  grade 
3. โซเดียมไฮดรอกไซด ์40% (Sodium hydroxide) AR  grade 
4. เซเรเนียม (Selenium) AR  grade 
5. สารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 1 นอร์มลั 
6. คอปเปอร์ซลัเฟต (Copper  sulfate) AR grade 

 
วธีิการวเิคราะห์ 
1. ชัง่ตวัอยา่ง 0.25 กรัม ใส่หลอดยอ่ยขนาด 250 ml. 
2. ใส่ตวัเร่งปฏิกิริยา (Kjelblet) จ  านวน 1 เมด็ และแกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 10 ml. 
3. น าตวัอยา่งไปยอ่ยดว้ยเคร่ือง 2020 Digestion System  นาน 3 ชัว่โมง 
4. ทิ้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง 
5. น าตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยเขา้เคร่ืองกลัน่ Kjelbet System 1026 Distilling Unit ใช ้ กรด

บอริก 2 % ปริมาณ 25 ml และหยดอินดิเดเตอร์ 2-3 หยด ลงใน flask ขนาด 250 ml.  
6. กลัน่ดว้ยระบบ Auto ใชเ้วลา 5 นาที 
7 น าตวัอยา่งท่ีผา่นการกลัน่ มาไตรเตรตดว้ยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริกความ

เขม้ขน้ 1 นอร์มอล 
8.   ค  านวณหาปริมาณโปรตีนหยาบ 
 

% ไนโตรเจน (Total nitrogen) = (A-B) x C x 0.014 x 100 
         D 
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% โปรตีน (Crude protein) =      % N x 6.25 
 
A   =    จ  านวนมิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริก   1.0 นอร์มอลท่ีใชไ้ตร
 เตรตกบัตวัอยา่ง  

 B   =    จ  านวนมิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริก   1.0 นอร์มอลท่ีใชไ้ตร
  เตรตกบั blank 
 C   =      ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริก 
 D   =      น ้าหนกัตวัอยา่ง 
 0.014         =   น ้าหนกักรัมสมบูรณ์ของไนโตรเจน 
 100           =    dilution factor 
 % โปรตีน =   ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (%) x 6.25 
 6.25           =    Protein conversion factor 
 
การวเิคราะห์ข้อมูล 

วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดยน าค่าเฉล่ียของขอ้มูลท่ีไดท้ั้งหมดมาวเิคราะห์ความแปรปรวน 
(ANOVA) และเปรียบเทียบ ความแตกต่างของแต่ละลกัษณะท่ีศึกษาระหวา่งพนัธ์ุขา้วไร่พนัธ์ุต่าง ๆ 
โดยวธีิ Least Significant Difference (LSD) ใชโ้ปรแกรมสถิติ SX 8 และวเิคราะห์หาความสัมพนัธ์ 
(Correlation analysis) ระหวา่งความยาวคพัภะกบัโปรตีน และความยาวคพัภะกบัปริมาณสารกาบา 
(GABA) ของขา้วไร่พนัธ์ุต่างๆ ใชว้ธีิของ Steel and Torres (1960)  
 
 
 
 
 


