
 
 

บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการ 

1.  พชืทดลอง 

ตน้ล้ินจ่ีพนัธ์ุฮงฮวย และพนัธ์ุจกัรพรรดิ อายุ 5 ปี ปลูกท่ีระดบัความสูง 780 เมตรเหนือ
ระดบัน ้าทะเล ต.โป่งแยง อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ โดยตน้ล้ินจ่ีท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ีไดรั้บการตดัแต่ง
ก่ิง  และดูแลรักษาตน้เป็นอยา่งดี โดยบ ารุงรักษาพืชทดลอง ดว้ยการพ่นสารเคมีก าจดัศตัรูพืช  และ
ใหปุ๋้ยเคมีสูตร 46-0-0 และ 15-15-15 อตัรา 1:1 ร่วมกบัปุ๋ยมูลสัตว ์ในช่วงท่ีพืชแตกใบอ่อน รวมทั้ง
พน่ธาตุอาหารรองเม่ือใบแก่จดัเพื่อเพิ่มความสมบูรณ์แก่พืชทดลอง 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่3  ลกัษณะตน้ล้ินจ่ีพนัธ์ุฮงฮวยและพนัธ์ุจกัรพรรดิท่ีใชใ้นการทดลอง 

2.  อุปกรณ์  และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 

เคร่ืองมือใชใ้นศึกษาการเปล่ียนแปลงทางสรีรวทิยาและสัณฐานวทิยา 
1) Atomic absorption spectrophotometer (Perkin Elmer Ltd., 3100) 
2) Compound Microscope (Clympus® BX51, Japan) 

3) Freezing Microtome (Leica® CM1850, Germany) 

4) Counter (Diamond® Taiwan) 

5) Spectrophotometer (Shimadzu® UV-1601, Japan) 
6) pH-mater (Suntex ®, Taiwan) 

พนัธ์ุฮงฮวย พนัธ์ุจกัรพรรดิ 



 
 

  7) Hot air oven (Memmert®, Germany) 

  8) Water bath (Memmert®, Germany) 
  9) เตายอ่ยตวัอยา่ง (MS Scientific Instrument®, Thailand) 

10) เคร่ืองบดตวัอยา่ง (Mulinex®) 
11) Chlorophyll Meter (Konica Minolta, SPAD-502 Plus) 
12) Pipette Tip ขนาด 200 1,000 และ5,000 ไมโครลิตร (Rainin LTS® Cylindrical Tips, USA) 
13) หลอดยอ่ยตวัอยา่ง ขนาด 250 มิลลิลิตร (Buchi 430, Switzerland) 
14) หลอดแกว้ทดลอง (test tube) 
15) บีกเกอร์ขนาด 50 100 250 และ1,000  มิลลิลิตร 
16) ขวดปรับปริมาตร ขนาด 25, 50,100 และ1,000 มิลลิลิตร (ISO LAB®, Germany) 
17) ขวดสีชาส าหรับเก็บสารเคมี (Duran®, Germany) 
18) เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง (Precica Instruments Ltd, Switzerland) 
19) เคร่ือง Vortex (Scientifi Industries, USA) 
20) Erlenmeyer flask 250 และ 500  
21) ไมโครปิเปต ขนาด 200 1,000 และ 5,000 ไมโครลิตร 
22) Magnetic bar และ  Magnetic stirrer 
23) ตะแกรงวางหลอดทดลอง 
24) Glass pasteur pipette 
25) Cuvette แกว้ (Starna, England) (Pipet lite®, USA) 
26) ถุงมือยาง (Sempermed, Thailand) 
27) กรวยกรอง 
28) กระดาษกรองเบอร์ 5 (Whatman®, England) 
29) แผน่อลูมิเนียม 
30) ขวดพลาสติก 60 มิลลิลิตร 
31) ชอ้นตกัสาร 
32) แท่งแกว้คนสาร 
33) ตูเ้ยน็ 
34) Para film (Parafilm , WI 54952) 
35) ลูกยางดูดสาร 

 



3.  สารเคมี 

 1) Ammonium molybdate ((NH4)6Mo7O24· 4H2O) (Merck®, 101182) 
 2) Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) (Merck®, A 897117.836) 
 3) Benzoic acid (C6H5COOH) (Rankem®, B0180) 
 4) Copper (II) sulphate (CuSO4·5H2O) (Merck®, A 501690) 
 5) D-Glucose anhydrous (C6H12O6) (Ajax®, 783)   
 6) di-Chloroethyliphosphonic acid (ethephon) 
 7) di-Sodium hydrogen arsenate (Na2HAs·7H2O) (Sigma®, S9663) 
 8) di-Sodium hydrogen  phosphate (Na2HPO4· 7H2O) (Merck®, 106579) 
 9) EDTA disodium salt·2H2O (Rankem®, E0122) 
10) Ethanol absolute (Merck®, 100983) 
11) Formaline 40% (Gamma®, 99-105) 
12) Haematoxylin (C16H1406) 
13) Hydrogen peroxide 30% (H2O2) (Merck®, B22287) 
14) Hydrochloric acid 37% (HCl) (RCI-labscan®, AR1107-G) 
15) Methyl red (C15H15N3O2) (Rankem®, M0220) 
16) Monophotassium phosphate (MKP 0-52-34) 
17) Nitric acid 65% AR. (HNO3) (RCI-Labscan®, A8203) 
18) Perchloric acid 70% AR. (HClO4) (QRec®, P1005-1-251) 
19) Permount 
20) Phenol AR. (C6H5OH) (Rankem®, P0130) 
21) Potassium dihydrogen Phosphate (KH2PO4) (Rankem®, P0320) 
22) Potassium sodium (+)-tartrate (KNaC4H4O6·4H2O) (Fisher®, P/6880/53) 
23) Potassium nitrate (KNO3) (Rankem®, P0513) 
24) Sulfuric acid 95-97% (H2SO4) (Merck®, 100731) 
25) Sodium nitroprusside AR. (Na2 [Fe (CN)5 NO]·2H2O) (Ajax®, 494) 
26) Sodium hypochlorite 10% (NaClO) 
27) Sodium chloride AR. (NaCl) (RCI-Labscan®, AR·1166-P) 
28) Stanous chloride (SnCl2· 2H2O) (Fisher®, T/1654/50) 
29) Sodium hydroxide (NaOH) (Merck®, 1064988) 



30) Sodium sulfate anhydrous (Na2SO4) (Rankem®, S0415) 
31) Sodium carbonate anhydrous (Na2CO3) (Ajax®, 463) 
32) Sodium bicarbonate (Na2HCO3) (Merck®, 106329) 
33) Tri-Sodium orthophosphate (Na3PO4·12H2O) (Ajax®, 2220) 
34) Tissue freezing medium (Jung®, 08838; VWR®, 0361603E) 
35) Xylene (J.T.Baker®,1330-20-7) 

4.  วธีิการทดลอง 

คดัเลือกตน้ล้ินจ่ีพนัธ์ุฮงฮวย และพนัธ์ุจกัรพรรดิ อายุ 5 ปี ท่ีปลูกอยูท่ี่ระดบัความสูง 780 
เมตรเหนือระดบัน ้ าทะเลปานกลาง จ านวนสายพนัธ์ุละ 5 ตน้ ท าการวางแผนการทดลองแบบ 2x4 
Factorial in RCBD โดยก าหนดให้พนัธ์ุเป็นบล็อก (พนัธ์ุฮงฮวยและพนัธ์ุจกัรพรรดิ เป็น 1 บล็อก)
จ านวน 5 บล็อก ประกอบดว้ย 2 ปัจจยั ดงัน้ี 

     ปัจจยัท่ี 1  พนัธ์ุล้ินจ่ีจ านวน 2 พนัธ์ุ 
  1)  พนัธ์ุฮงฮวย 
  2)  พนัธ์ุจกัรพรรดิ 
     ปัจจยัท่ี 2 วธีิการจดัการตน้พืช แบ่งเป็น 4 วธีิการ 

 วธีิท่ี 1  กรรมวธีิควบคุม (control) 
 วธีิท่ี 2  คว ัน่ก่ิง 

 วธีิท่ี 3  พ่นทางใบด้วยปุ๋ย 0-52-34 ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ผสม 
เอทิฟอน 400 สตล. 

วธีิท่ี 4  คว ัน่ก่ิงร่วมกับพ่นทางใบด้วยปุ๋ย 0-52-34 ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต ์ผสมเอทิฟอน 400 สตล. 

ท าการควัน่ก่ิง (วนัท่ี 25 ตุลาคม 2552) โดยเลือกก่ิงที่แยกจากก่ิงหลกัจ านวน 1 ก่ิง  และ
มีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 3 – 5 น้ิว ใช้เล่ือยโคง้เล่ือยก่ิงให้มีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 1.0 มิลลิเมตร 
ให้ฟันเล่ือยทะลุเปลือกไปถึงเน้ือเยื่อเจริญเท่านั้น จากนั้น 15 วนัหลงัคว ัน่ก่ิง ท าการพ่นทางใบ
ดว้ยปุ๋ยใบ 0-52-34 ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ผสมเอทิฟอน 400 สตล. จ านวน 3 คร้ัง แต่ละคร้ัง
ห่างกนั 5 วนั บ ารุงรักษาพืชทดลองโดยพ่นสารเคมีก าจดัศตัรูพืช  และให้ปุ๋ยเคมีร่วมกบัปุ๋ยคอก
ในช่วงที่พืชแตกใบอ่อน รวมทั้งพ่นธาตุอาหารรอง  เมื่อใบแก่จดัเพื่อเพิ่มความสมบูรณ์แก่พืช
ทดลอง ก่อนเร่ิมท าการทดลอง 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

1)  ขั้นตอนเตรียมตน้ล้ินจ่ีให้พร้อมก่อนท าการทดลอง โดยการตดัแต่งตน้ล้ินจ่ี 
เปิดกลางทรงพุ่มให้โล่ง บ ารุงตน้โดยใส่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 และ 15-15-15 อตัรา 1:1 
ร่วมกบัปุ๋ยมูลสตัว ์

3)  เม่ือใบอ่อนชุดท่ี 2 อยูใ่นระยะใบเพสลาด  ท าการควัน่ก่ิงบริเวณ
ก่ิงท่ีแยกจากก่ิงหลกั  (วนัท่ี 25 ตุลาคม 2552) 

4)  จากนั้น 15 วนั  ท าการพน่ปุ๋ยทางใบดว้ย 0-52-34  
1% + เอทิฟอน 400 สตล. จ านวน 3 คร้ัง แต่ละคร้ัง
ห่างกนั 5 วนั (วนัท่ี 9 พฤศจิกายน 2552) และปล่อย
ใหพ้ืชทดลองออกดอก 

 
ภาพที ่4  ขั้นตอนการด าเนินการทดลอง 

 

พนัธ์ุฮงฮวย พนัธ์ุจกัรพรรดิ 

พนัธ์ุฮงฮวย พนัธ์ุจกัรพรรดิ 

พนัธ์ุฮงฮวย พนัธ์ุจกัรพรรดิ 

2)  ทั้งสองพนัธ์ุจะแตกใบอ่อนจ านวน 2 ชุด 
(วนัท่ี 11 ตุลาคม 2552) 

24 



5.  การบันทกึข้อมูล 

5.1  ศึกษาการเปลีย่นแปลงทางกายภาพ 

1)  พฤติกรรมการเจริญเติบโตของตายอด   

สังเกตพฤติกรรมการเปล่ียนแปลงของตายอดตั้งแต่วนัท่ี เร่ิมท าการควัน่ก่ิง (25 ตุลาคม 
2552)  และพน่ปุ๋ยทางใบดว้ย 0-52-34 เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ ผสมกบัเอทิฟอน 400 สตล. เม่ือวนัท่ี 9  
14  และ 19 พฤศจิกายน 2552  จนกระทัง่แทงช่อดอก โดยบนัทึกวนัท่ีออกดอก  

 

 

 

 

 

 

2)  เปอร์เซ็นต์การออกดอก   
เม่ือต้นล้ินจ่ีเร่ิมแทงช่อดอก ท าการพ่นไทโอยูเรียเพื่อกระตุ้นให้แตกยอดใหม่อย่าง

สม ่าเสมอ  จากนั้นท าการนบัจ านวนช่อดอก  แลว้ค านวณเป็นเปอร์เซ็นตก์ารออกดอก  ดงัน้ี 
 

 

3)  จ านวนดอกต่อช่อ และเพศดอก   
ท าการสุ่มช่อดอกจ านวน 5 ช่อต่อตน้  โดยใชถุ้งตาข่ายท่ีจดัท าข้ึนเอง เพื่อง่ายต่อการนบั

จ านวนดอกต่อช่อ  และการจ าแนกเพศดอก (ดอกเพศผู ้และดอกสมบูรณ์เพศ) แลว้ค านวณแสดงผล
เป็นเปอร์เซ็นต ์ดงัน้ี  

 
 

 

 

เปอร์เซ็นตก์ารออกดอก  =         จ  านวนยอดท่ีออกดอกต่อตน้     x  100 
           จ  านวนยอดทั้งหมดต่อตน้  

 

 

เปอร์เซ็นตด์อกเพศผู ้  =      จ  านวนดอกเพศผูต่้อช่อ         x   100 
      จ  านวนดอกทั้งหมดต่อช่อ 
 

ภาพที ่5  ลกัษณะการแทงช่อดอกของล้ินจ่ี 

เปอร์เซ็นตด์อกสมบูรณ์เพศ   =   จ  านวนดอกสมบูรณ์เพศต่อช่อ       x   100 
          จ  านวนดอกทั้งหมดต่อช่อ 
 



4)  ขนาดของช่อดอก 
ท าการวดัความกวา้งและยาวของช่อดอกล้ินจ่ี โดยวดัส่วนท่ีกวา้งท่ีสุด และยาวท่ีสุด

ของช่อดอก ดงัภาพท่ี 6 

 

 

 
 

 

 

5)  เปอร์เซ็นต์การติดผล 

เม่ือช่อดอกล้ินจ่ีเร่ิมติดผลหมดทั้งช่อแลว้ ท าการนบัจ านวนผลต่อช่อ  แลว้ค านวณ
แสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต ์โดยใชฐ้านจากดอกสมบูรณ์เพศ  ดงัน้ี 

 

 

 5.2  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยา  

 ท าการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของตน้ล้ินจ่ีในช่วงก่อนการออกดอก โดยเก็บ
ตวัอยา่งพืช (ตายอดและใบ) ทุก 10 วนั นบัจากวนัที่คว ัน่ก่ิง เมื่อวนัที่ 25 ตุลาคม 2552 จนกระทัง่
แทงช่อดอก  

 1)  การพัฒนาของตาบริเวณปลายยอด  โดยดดัแปลงวิธีการของ Johansen (1940) 

 ตดัยอดล้ินจ่ียาวประมาณ 1-1.5 เซนติเมตร และแช่ในน ้ ายารักษาสภาพ (Formalin-
acetic acid alcohol ; FAA) ทนัที เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงของตายอดโดยวิธี frozen section  
จากนั้นน าช้ินส่วนของปลายยอดฝังลงใน medium (tissue freezing medium) เพื่อยึดเน้ือเยื่อ น าไป
ตดัท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ด้วยเคร่ือง freezing microtome  แลว้น าไปยอ้มสี Delafield’s 
hematoxylin ปิด cover slip บนกระจกสไลดโ์ดยใช ้permount บนัทึกภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

ภาพที ่6  การวดัขนาดช่อดอกดา้นท่ีกวา้งท่ีสุดและยาวท่ีสุดของช่อดอก 

เปอร์เซ็นตก์ารติดผล =               จ  านวนผลต่อช่อ       x 100 
จ านวนดอกสมบูรณ์เพศต่อช่อ 



 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่7  ลกัษณะปลายยอดท่ีเก็บมาศึกษา และเคร่ือง freezing microtome  

 2)  กิจกรรมของคลอโรฟิลล์ในใบ 
2.1)  กิจกรรมของคลอโรฟิลล์ในใบ 

ท าการวดักิจกรรมของคลอโรฟิลล์ในใบล้ินจ่ีทุก 10 วนั ตั้ งแต่วนัท่ีคว ัน่ก่ิง 
จนกระทั่ง แทง ช่อดอก  โดยใช้เคร่ือง Chlorophyll Meter 
(Konica Minolta, SPAD- 502 Plus) โดยท าการสุ่มวดัใบลิ้นจ่ีคู่ท่ี 
1  หรือ  2  นบัจากปลาย ยอด 

 
  

         
 
 
 
 

2.2)  การเปลี่ยนแปลงปริมาณคลอโรฟิลล์ 

เก็บตวัอยา่งใบล้ินจ่ีท่ีใชว้ดักิจกรรมของคลอโรฟิลล์ในใบมาหัน่ให้ละเอียด เพื่อวดั
ปริมาณคลอโรฟิลล์ในใบ ท าการชั่งใบล้ินจ่ีท่ีหั่นละเอียดแล้ว 0.05 กรัม แช่ในอะซีโตน 80 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปิดฝาให้สนิทแลว้เขย่า เก็บไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปอ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ี
ความยาวช่วงคล่ืน 645 และ 663 นาโนเมตร และค านวณหาปริมาณคลอโรฟิลล์ a  b  และ Total 
Chlorophyll ดงัสมการต่อไปน้ี 

ภาพที ่8  การวดักิจกรรมของคลอโรฟิลลใ์นใบดว้ยเคร่ือง Chlorophyll Meter (Konica Minolta,  
  SPAD-502 Plus) 

 



 
 

 
 
 
 
 
 

เม่ือ D663 = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 663 นาโนเมตร 
       D645 = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 645 นาโนเมตร 

 gfw = gram fresh weight (กรัมน ้าหนกัสด) 
              V = ปริมาตรของสารละลายอะซีโตนท่ีใชใ้นการสกดั (10 มิลลิลิตร) 

3)  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงระดับคาร์โบไฮเดรตทีไ่ม่ใช่โครงสร้างในใบและกิง่ของลิน้จ่ี 
ท าการเก็บตวัอยา่งพืช (ใบและก่ิง) ทุก 10 วนั โดยนบัจากวนัท่ีคว ัน่ก่ิง จนกระทัง่แทง

ช่อดอก  น าตวัอย่างพืชมาลา้งท าความสะอาด  และอบจนแห้งสนิทท่ีอุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส
น าไปบดละเอียด จากนั้นเก็บรักษาไวใ้นตูดู้ดความช้ืน เพื่อรอการวเิคราะห์ต่อไป 

3.1)  การสกดั TNC จากตัวอย่างพชืโดยวธีิของ Smith et.al. (1964)  

ท าการชัง่ตวัอยา่งใบและก่ิง 0.05  กรัม เติม  0.2 N  H2SO4 40  มิลลิลิตร  ปิดปาก
หลอดทดลองดว้ยแผน่อลูมิเนียม เขย่า  จากนั้นน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ ปรับ  pH  ของสารละลาย  ใหเ้ป็นกลางดว้ย  0.1  1 และ 2 N NaOH  0.5  และ 5 
เปอร์เซ็นต์ H2SO4 จากนั้น ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ด้วยน ้ ากลัน่แลว้กรองเพื่อเอาเฉพาะ
สารละลายดว้ยกระดาษกรอง Whatman®  เบอร์ 5 เก็บใส่ขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร  เพื่อรอ
การวเิคราะห์หาปริมาณต่อไป 

 
 
 
 
 

ปริมาณ Chlorophyll a   =   (12.7 x D663 – 2.69 x D645) x V (ml)  

                                                                         (1,000 x gfw)  
 

ปริมาณ Chlorophyll b   =   (22.9 x D645 – 4.68 x D663) x V(ml)  
                                      (1,000 x gfw) 

 

ปริมาณ Total Chlorophyll    =    (20.2 x D645 + 8.02 x D663) x V(ml) 
                                          (1,000 x gfw) 

 



3.2)  วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณ TNC โดยวิธีของ Nelson’s reducing sugar 
procedure (A.O.A.C, 1990) 

3.2.1)  การเตรียมสารละลาย Nelson’s alkaline copper reagent 
1.  เตรียม Nelson,s reagent A โดยละลาย 

- anhydrous Na2CO3   25     กรัม 
- sodium potassium tartrate   25     กรัม 
- NaHCO3     20     กรัม 
- anhydrous Na2SO4                      200    กรัม 

2.  เตรียม Nelson,s reagent B โดยละลาย 
- copper sulphate (CuSO45H2O)  15    กรัม 
- เติม sulfuric acid เขม้ขน้ (H2SO4  Conc.) 2      หยด 

3.  เตรียม Nelson,s alkaline copper reagent โดยผสม 
- Nelson,s reagent A  20    มิลลิลิตร 
- Nelson,s reagent B  0.8    มิลลิลิตร 

4.  เตรียม arsenomolybdic acid reagent โดย 
- ละลาย ammonium molybdate ((NH4)6Mo7O244H2O) 25 กรัม ในน ้ ากลัน่ 450  
มิลลิลิตร  แลว้เติม sulfuric acid เขม้ขน้ (H2SO4 Conc.) 21   มิลลิลิตร ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 

- ละลาย disodium hydrogen arsenate (Na2Has 7H2O) 3 กรัม ในน ้ ากลัน่ 25  
มิลลิลิตร 

- น าสารละลายทั้งสองผสมและเขยา่ใหเ้ขา้กนั จากนั้นน าไปเก็บไวใ้นขวดสีชา   
วางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 2 วนั ก่อนน ามาใชส้ารละลายทีไ่ด้ต้องมีสีเหลอืงเท่าน้ัน 

3.2.2)  การเตรียมสารละลายน า้ตาลมาตรฐาน 

การเตรียมสารละลายน ้ าตาลมาตรฐานโดยใช้ปิเปตดูดสารละลาย D-glucose 
เขม้ขน้ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มา 0.1  0.2  0.3  0.4  0.5  0.6  0.7  0.8  0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร ใส่
ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมน ้ ากลัน่ให้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จึงจะไดส้ารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
0.025   0.05  0.075  0.1  0.125  0.15  0.175  0.2  0.225 และ 0.250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (วิทยา, 
2537) 

 

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่
ใหไ้ด ้1 ลิตร 

ปรับปริมาตรดว้ยน ้า
เป็น 100 มิลลิลิตร 

ใหเ้ขา้กนั (เตรียมแลว้ตอ้งใชท้นัที) 



3.2.3)  วธีิการวเิคราะห์ 

1) การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยน าสารละลายน ้ าตาล
มาตรฐานท่ีเตรียมไวใ้ส่หลอดทดสอบปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline copper reagent 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัดี  แลว้ปิดดว้ยกระดาษอะลูมิเนียม น าหลอดแช่ใน water bath ท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แลว้ท าให้เยน็ทนัทีโดยวางลงในน ้ าเยน็ เม่ือหลอด
เยน็แลว้เติมสารละลาย arsenomolybdic acid หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยา่เพื่อให้ตะกอนของ copper 
sulfate (CuSO4)  ละลายจนหมด เติมน ้ากลัน่ 7 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัอีกคร้ัง จากนั้นน าสารละลาย
ท่ีไดไ้ปอ่านค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง (absorbance) โดยใช ้spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืน 540 
นาโนเมตร  แลว้น าค่าท่ีไดม้าเขียนเป็นกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใช้ความสัมพนัธ์
ระหวา่ง ความเขม้ขน้ของ glucose (แกน X) กบัค่า absorbance (แกน Y)  

2) การวิเคราะห์ปริมาณ TNC ในตวัอยา่งน าสารละลายท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งใส่
หลอดทดสอบ 1 มิลลิลิตร ท าเช่นเดียวกบัการเตรียมกราฟมาตรฐาน น าค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี
ไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานท่ีท าไวแ้ลว้ค านวณปริมาตรเป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของ D-
glucose ต่อน ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง  ดงัน้ี 

TNC  = 
mg glucose equivalent x vol make 

Wt. of sample x vol take 

vol make =  ปริมาตรสุดทา้ยหลงัจากปรับ pH ใหเ้ป็นกลาง ( 50 มิลลิลิตร ) 
vol take   =  ปริมาตรของสารละลายท่ีใชท้ดสอบค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง ( 1 มิลลิลิตร ) 
mg glucose equivalent =  ค  านวณไดม้าจากกราฟมาตรฐาน 

4)  การเปลี่ยนแปลงปริมาณธาตุอาหารในใบ (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม) 
วธีิการเก็บตวัอยา่งกระท าเช่นเดียวกบัการวิเคราะห์หาคาร์โบไฮเดรตท่ีไม่ใช่โครงสร้าง 

(ขอ้ 3) 
 4.1)  การย่อยตัวอย่างส าหรับการวเิคราะห์ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส (ดดัแปลงโดย  
Ohyama et al., 1985; 1986)     

 ชัง่ตวัอย่างพืชอบแห้งที่บดละเอียด  0.05 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม
กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (H2SO4) 1 มิลลิลิตร ปิดหลอดดว้ยพาราฟิลม์ทิ้งไว ้1 คืน วนัถดัไปน าตวัอยา่งมา
ยอ่ยท่ีเตายอ่ยตวัอยา่ง ท่ีอุณหภูมิ  180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าหลอดทดลองออกมาทิ้งไวใ้ห้
เยน็แลว้เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2)  หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั แลว้น ามายอ่ย



ต่อท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  หากสารละลายยงัไม่ใสให้เติมไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด ์(H2O2)  หลอดละ 0.3  มิลลิลิตร  แลว้น าไปยอ่ยต่อท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส  30 นาที  
ท าซ ้ าเดิมจนกระทัง่สารละลายใส หลงัจากนั้นทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้เติมน ้ ากลัน่ 5 มิลลิลิตร ทิ้งไว ้1 คืน  
วนัต่อมาน ามาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายท่ีได้ไวใ้นขวดพลาสติก  ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เพื่อรอการวเิคราะห์ต่อไป 

4.2)  การวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนรวมในใบและกิ่งของลิน้จ่ี  (Indolphenol Method) 
(Ohyama et al., 1985; 1986)        

(1)  เตรียมสารละลายท่ีใชต้รวจสอบปริมาณไนโตรเจน จ านวน 4 ชนิด ดงัน้ี 
A reagent : ชัง่โซเดียมคีเลต  (EDTA.2Na) 25 กรัม  ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับ 

pH ใหเ้ป็น 10 โดยใช ้10 N โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  เป็นตวัปรับ pH จากนั้นเติมสารละลาย 
เมทิลเรด (methylred)  20 มิลลิลิตร (เมทิลเรด 0.05 กรัม + 60% เอทานอล 20 มิลลิลิตร) คนให้
เขา้กนัปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 1 ลิตร 

B reagent : ชัง่โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 136.09 กรัม ใส่
บีกเกอร์ 500 มิลลิลิตร เติมน ้ากลัน่ 400 มิลลิลิตร จากนั้นชัง่กรดเบนโซอิค (benzoic acid) 2.75 กรัม 
ใส่บีกเกอร์ 500 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 400 มิลลิลิตร น าไปผสมให้เขา้กนัโดยใช ้stirrer  ท่ีอุณหภูมิ 
30 - 40 องศาเซลเซียส  จนละลายหมดน ามารวมกนัแลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร 

C reagent : ชัง่โซเดียมไนโตรพลสัไซด์ (sodium nitroprusside) 0.1 กรัม ใส่
ในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask)  จากนั้นเติมฟีนอล (phenol) 10.25 มิลลิลิตร (น าฟีนอลไป
อุ่นท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส จะไดฟี้นอลท่ีเป็นของเหลว) แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้
เป็น 1 ลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใชไ้ดน้าน 2 สัปดาห์  

D reagent : ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 10 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O) 7.06 กรัม  และไตรโซเดียมฟอสเฟต (Na3PO4.12H2O) 31.8 กรัม ละลาย
ในน ้ ากลัน่ จากนั้นเติมโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ (sodium hyperchlorite) 10 มิลลิลิตร แลว้ปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 ลิตร 

(2)  เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ (NaOH) 1 N (ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด ์ 
(NaOH) 40 กรัม ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร) 

(3)  เตรียมสารละลายมาตรฐานจากแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ท่ีความ
เขม้ขน้ 0   0.1   0.2   0.3   0.4 และ 0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใช้ท ากราฟมาตรฐาน โดยชัง่



แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 0.471 กรัม ละลายดว้ยกรดซลัฟิวริก (H2SO4) 0.5 N แลว้ปรับ
ปริมาตรในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด  1  ลิตร จนครบปริมาตร จะไดส้ารละลาย
มาตรฐานไนโตรเจนความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน าสารละลายไปเจือจางตามความ
เขม้ขน้ท่ีตอ้งการ  โดยกรดซลัฟูริก 0.5 N  เตรียมจากกรดซลัฟูริก 13.32  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 
1 ลิตร 

(4)  ดูดตวัอยา่งที่ยอ่ยไดจ้ากขอ้ 4.1  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (ข้ึนกบัส่วนและชนิด
ของพืช) เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม B reagent  0.5 มิลลิลิตร ตามล าดบั สารละลาย
เปล่ียนเป็นสีชมพู แลว้น ามาไทเทรตโดยหยดโซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 1 N ลงไป เขย่า
เล็กนอ้ยให้สารละลายเปล่ียนเป็นสีเหลือง จากนั้นเติม C reagent  2.5 มิลลิลิตร และ D reagent  2.5 
มิลลิลิตร ตามล าดบั ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ให้เป็น 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที้่ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 3 ชั่วโมง จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน ้ าเงิน จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ี 625 นาโนเมตร บนัทึกผล  แลว้น าค่าท่ีอ่าน
ไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน จากนั้นน าค่าท่ีค  านวณได้มาค านวณหาปริมาณไนโตรเจน 
(มิลลิกรัมต่อส่วนของพืช) โดยใชสู้ตรค านวณดงัน้ี 

ปริมาณไนโตรเจนในตวัอยา่งพืช (%)   =   A x  B x C 
  

 สาร A   =   ค่าความเขม้ขน้ของไนโตรเจนจากกราฟมาตรฐาน  (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
        B   =   ปริมาตรสุดทา้ยในปฏิกิริยา Indolphenol  (25 มิลลิลิตร) 
        C   =   ปริมาตรสุดทา้ยของการยอ่ยตวัอยา่งพืช  (50 มิลลิลิตร) 
        D   =   น ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งท่ีใชย้อ่ย  (กรัม) 
        E   =   ปริมาตรของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวเิคราะห์  (มิลลิลิตร) 

4.3)  การวิ เคราะห์ปริมาณธาตุฟอสฟอรัสโดยการดูดกลืนแสงของสารที่มี สี 
(colorimetry) (Ohyama et al., 1991)   ซ่ึงไดจ้ากการท าปฏิกิริยาระหวา่งฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบ
เดต ดงัน้ี  

A reagent :  ชัง่ (NH4)6Mo7O24  25 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 200 มิลลิลิตร  
(1)  เตรียมสารละลายท่ีใชต้รวจสอบปริมาณฟอสฟอรัส (Molybdate reagent) ดงัน้ี 

 จากนั้นน ามากรองโดยใช ้ระบบสุญญากาศ 

D x E x 1000 



B reagent :  เตรียม H2SO4  250 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ากลัน่ 200 มิลลิลิตร โดย
ค่อยๆเท H 2 SO 4 ลงในน ้ากลัน่ ทิ้งไว ้ 1 คืน จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 500 มิลลิลิตร 

น า A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีกเกอร์ ขนาด 1 ลิตร 
ค่อยๆ เท A reagent ทีละนอ้ย ชา้ๆ ทิ้งไว ้1 คืน วนัต่อมาน ามาปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร เก็บไวใ้น
ขวดสีชา 

(2)  เตรียมสารละลาย Stanous chloride โดยชัง่ (SnCl2.2H2O) 0.25 กรัม (ควรเตรียม
ในตูค้วนั) โดยเติม HCl 5 มิลลิลิตร ละลายใหห้มด จากนั้นเติมน ้ากลัน่  20  มิลลิลิตร (ใชไ้ด ้2 วนั) 

(3)  เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัสจาก KH2PO4  ปรับให้มีความ
เขม้ขน้ตามล าดบัคือ 0  0.1  0.2  0.3  0.4 และ  0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน 

(4)  ดูดสารละลายตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการยอ่ยปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร  เติมน ้ากลัน่ลงไปเล็กนอ้ย   เติม Molybdate reagent  ขวดละ 1 มิลลิลิตร 
และสารละลาย Stanous chloride 0.2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่เป็น 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้
15 นาที น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer  ท่ี 660 นาโนเมตร น าค่าท่ีอ่าน
ไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นน าค่าท่ีค  านวณหาปริมาณฟอสฟอรัส 
(มิลลิกรัมต่อกรัมน ้าหนกัแหง้)  โดยใชสู้ตรค านวณเช่นเดียวกบัการหาปริมาณไนโตรเจน 

4.4)  การย่อยตัวอย่างส าหรับวเิคราะห์โพแทสเซียม (Mizukoshi et al., 1994)   

ชัง่ตวัอยา่งพืชอบแห้งบดละเอียด 0.05 กรัม เติม HClO4 0.4 มิลลิลิตร และ  HNO3 
0.5  มิลลิลิตร ตามล าดบั เขย่าให้เขา้กนั ปิดหลอดดว้ยพาราฟิล์ม ทิ้งไว ้1 คืน จากนั้นน ามาย่อยท่ี 
100 องศาเซลเซียส เพื่อไล่ควนัสีเหลืองของ NO2

-  ออกจนหมด จึงปรับเพิ่มอุณหภูมิเป็น 210 องศา
เซลเซียส ทิ้งไวจ้นตวัอย่างแห้งเป็นคราบตะกอนสีขาวบริเวณก้นหลอด ระวงัอย่าให้ไหม้  น า
ออกมาทิ้งไวใ้ห้เยน็แลว้เติมสารละลายเจือจางของไฮโดรคลอริก (HCl : H2O = 1: 4) หลอดละ 1 
มิลลิลิตร ป่ันใหเ้ขา้กนั จากนั้นน ามาตั้งบนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อไล่ Cl- 
ทิ้งไวใ้ห้เย็นแล้วน ามาปรับปริมาตรเป็น 50  มิลลิลิตร เทใส่ขวดพลาสติกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง
ส าหรับวเิคราะห์ต่อไป 

4.5)  การวเิคราะห์ปริมาณธาตุโพแทสเซียม 
(1)  เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียม ปรับให้มีความเขม้ขน้ 0  0.1  0.2  

0.3  0.4 และ 0.5   มิลลิกรัมต่อลิตร  เพื่อใชท้  ากราฟมาตรฐาน 



(2)  เจือจางสารละลายตวัอย่างท่ีไดจ้ากการย่อย โดยใช้สารตวัอย่างปริมาตร 2 
มิลลิลิตร  จากนั้นเจือจางดว้ยน ้ากลัน่เป็น 25 มิลลิลิตร  

(3)  น าสารละลายดงักล่าวไปวดัปริมาณโพแทสเซียมโดยเคร่ือง atomic absorption  
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และน าค่าท่ีค  านวณได้มา
ค านวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนกัแห้ง) โดยใชสู้ตรค านวณเช่นเดียวกบัการ
หาปริมาณไนโตรเจน 

6.  การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ   
โดยใชโ้ปรแกรม Sxw  for windows 

7.  สถานทีท่ าการทดลอง 
1)  แปลงทดลองสาธิตไมผ้ลโครงการหลวงแม่สาใหม่ อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ 
2) ห้องปฏิบติัการพืชอุตสาหกรรม  ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ คณะ

เกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
3) ห้องปฏิบติัการสรีรวิทยาพืชสวน ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ คณะ

เกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
4) หอ้งปฏิบติัการกลาง  คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

8.  ระยะเวลาในการท าการทดลอง 

ท าการทดลองในช่วงระหวา่งเดือนตุลาคม  2552 ถึง เดือนกุมภาพนัธ์ 2553 
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2.  การเปล่ียนแปลงทางสรีรวทิยา 

1.1  วนัท่ีออกดอก 
1.2  เปอร์เซ็นต์การออกดอก 
1.3  ขนาดช่อดอก  
1.4  จ านวนดอกต่อช่อ  
1.5  เปอร์เซ็นตเ์พศดอก  
1.6  เปอร์เซ็นตก์ารติดผล 

2.1 การศึกษาการ
พฒันาของตาบริเวณ
ป ล า ย ย อ ด โ ด ย
ดดัแปลงจากกรรมวิธี
ของ Johanson (1940) 

2.2  วดักิจกรรมของ
คลอโรฟิลล ์โดย Spad 
และวิเคราะห์ปริมาณ
คลอโรฟิลล์ โดยวิ ธี
ของ Yoshida et.al. 
(1976) 

เก็บตวัอยา่งใบล้ินจ่ี ตั้งแต่วนัท่ีควัน่ก่ิง ทุก 10 
วนั ในวนัท่ี 0  10  20  30  40  50  60 และ 70 
หลงัการควัน่ก่ิง ทุกกรรมวธีิ 

2 . 3   ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า
ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ี
ไม่ใช่โครงสร้าง ในใบและ
ก่ิง โดยวิธีของ Smith et.al. 
(1964) และ A.O.A.C, 
(1990) 
 

2 .4   การ เป ล่ียนแปลง
ระดับธาตุอาหาร N P 
และ K ในใบ โดยวิธีของ 
Ohyama et.al. (1985; 
1986)และ Mizukoshi 
et.al., 1994) ภาพที ่8  ขั้นตอนการบนัทึกขอ้มูลการเปล่ียนแปลงทางกายภาพและสรีรวทิยา โดยการควัน่ก่ิงและการพน่ปุ๋ยทางใบร่วมกบัเอทิฟอนต่อการออกดอกของล้ินจ่ี

พนัธ์ุฮงฮวยและจกัรพรรดิ 

พนัธ์ุฮงฮวย พนัธ์ุจกัรพรรด ิ

1.  การเปล่ียนแปลงทางกายภาพ 

35 


