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ABSTRACT 

  

In this research chromatographic-mass spectrometric methods were employed to 

analyze plant hormones involving in off-season flowering of ten longan trees 

(Dimocarpus longan Lour.) treated with potassium chlorate in comparison with ten 

untreated longan trees in the experimental orchard of Maejo University in Sansai District 

of Chiang Mai, Thailand. Prior to the analysis at the Chemistry Department, Faculty of 

Science, Chiang Mai University, methods for extraction and clean-up of plant hormones 

were developed. Shoot tips of longan trees were used as samples for the selection of a 
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suitable solvent for extraction of plant hormones. It was found that modified Bieleski’s 

solvent consisting of MeOH:H2O:formic acid (15:4:1 v/v) was the most suitable solvent 

when employed together with single mixed-mode solid phase extraction using C8/SCX to 

remove interfering matrices in the longan shoot tip samples spiked with plant hormone 

standards. This developed method of extraction and clean-up yielded plant hormone 

standard recoveries in the range of 72-112%. 

Endogenous levels of indole-3-acetic acid (IAA), gibberellins (GAs), abscisic acid 

(ABA) and cytokinins (CKs) were investigated in shoot tips of ten longan trees treated 

with potassium chlorate and ten untreated longan trees. Collection of longan shoot tips 

was carried out at 2-5 day interval from four days before application of potassium 

chlorate until 60 days after the application. Each sample comprised approximately 100 

shoot tips collected randomly from ten longan trees for both the treated and control 

sources. All samples were kept in liquid nitrogen, freezed-dried and ground to a powder 

prior to analysis. 

Analysis for plant hormones in the longan shoot tip samples was performed using 

liquid chromatography-mass spectrometry (LC-ESI-MS) under optimum conditions. The 

column used was a Zorbax SB C18 (2.1 mm × 100 mm i.d., 3.5 µm) and the mobile 

phase was 0.1% acetic acid in methanol and 0.1 % acetic acid in water suitably mixed 

under a linear gradient program. The optimized LC-ESI-MS conditions include the 

following parameters: capillary voltage 4500 V, nebulizer pressure 25 psi, gas 

temperature 330C, nitrogen gas flow rate 10 L min
-1

 and fragmentation 80 V for positive 

mode and and 70 V for negative mode. With the limits of detection and limits of 
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quantitation ranged from 10-200 and 20-600 ng mL
-1

, respectively, it was found that 

gibberellins A1 (GA1), gibberellic acid (GA3), gibberellins A19 (GA19) and gibberellin 

A20 (GA20) levels (25, 50, 20, and 60 ng g
-1

 dry weight), in the longan shoot tips 

contribute to flower bud induction while levels of isopentenyl adenine (iP), isopentenyl 

adenosine (iPR) and dihydrozeatin riboside (DHZR) at 20, 50 and 60 ng g
-1

 dry weight in 

the control longan contribute more to the vegetative development. 

Results obtained with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 

employing an electron ionization source and a quadrupole mass analyzer under optimum 

conditions reveal that 53 components were detected in longan shoot tips from both the 

control and treated sources. Of the 53 detected components, 33 components were 

identifiable and 20 components were unknown. The compounds detected by GC-MS in 

this work were mainly terpenoid compounds and alkanes which are largely more volatile 

than plant hormones detected by LC-ESI-MS. The results obtained could not be 

concluded whether potassium chlorate caused any significant changes in volatile 

components in the samples analyzed by GC-MS. Attempts were also made in searching 

for chlorinated compounds in the longan shoot tip samples by GC-MS and liquid 

chromatography-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry (LC-ESI-q-Tof-MS) and it 

can be concluded that no chlorinated compounds were detected from the isotopic patterns 

of chlorine atoms in all of the mass spectra obtained from these two techniques.   



vii 
 

ช่ือเร่ืองวทิยานิพนธ์   การพฒันาวธีิการทางโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเม 

ตรีส าหรับการวเิคราะห์สารควบคุมการออกดอกของตน้ 

ล าไยท่ีใส่โพแทสเซียมคลอเรต 

 

ผู้เขียน     นางสาว ฉนัทนา  ซูแสวงทรัพย ์

 

ปริญญา     วทิยาศาสตรดุษฎีบณัฑิต (เคมี) 

 

คณะกรรมการทีป่รึกษาวทิยานิพนธ์ รศ. ดร. มงคล  รายะนาคร อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 

     รศ. ดร. สุกญัญา  วงศพ์รชยั อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 

     ผศ. ดร. สุนนัทา  วงักานต ์ อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 

 

บทคดัย่อ 
 

 ในงานวิจยัน้ีไดใ้ช้เทคนิคทางโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรีในการศึกษาวิเคราะห์

ฮอร์โมนพืชท่ีเก่ียวขอ้งกบัการออกดอกของตน้ล าไยนอกฤดูกาล   โดยท าการเปรียบเทียบระหวา่ง

ตน้ล าไยท่ีใหส้ารโพแทสเซียมคลอเรตจ านวนสิบตน้กบัตน้ล าไยท่ีไม่ไดใ้หส้ารจ านวนสิบตน้ท่ีปลูก

อยู่ในบริเวณสวนทดลองของมหาวิทยาลยัแม่โจ ้ อ าเภอสันทราย  จงัหวดัเชียงใหม่    ก่อนการ

วเิคราะห์ท่ีภาควิชาเคมี  คณะวิทยาสตร์  มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ไดท้  าการพฒันาวิธีการสกดัและท า

ความสะอาดฮอร์โมนพืช   ตวัอย่างยอดล าไยไดถู้กเลือกใช้ให้เป็นตวัอยา่งในการทดลองเพื่อหาตวั

ท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัฮอร์โมนพืช   พบว่าตวัท าละลายผสมท่ีปรับมาจากของ Bieleski 

ในอตัราส่วนของเมทานอลต่อน ้ าต่อกรดฟอร์มิก 15:4:1 โดยปริมาตรเป็นตวัท าละลายท่ีดีท่ีสุดเม่ือ

ใชร่้วมกบัการสกดัดว้ยของแข็งแบบผสม C8/SCX  ในการก าจดัสารรบกวนออกจากตวัอยา่งท่ีได้
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เติมสารมาตรฐานฮอร์โมนลงไป  วิธีการสกดัและท าความสะอาดน้ีให้มีค่าร้อยละการกลบัคืนของ

สารมาตรฐานฮอร์โมนพืชอยูใ่นช่วง  72-112%. 

  ไดท้  าการศึกษาหาระดบัปริมาณของฮอร์โมนพืชของอินโดล-3-อะซีติก แอซิค (IAA), จิบ

เบอเรลลีน (GAs), กรดแอบซิสซิก (ABA) และ ไซโทไคนิน (CKs) ในยอดล าไยจากตน้ท่ีใส่สาร

โพแทสเซียมคลอเรตสิบตน้และจากตน้ท่ีไม่ได้ใส่สารโพแทสเซียมคลอเรตสิบตน้   ท าการเก็บ

ตวัอยา่งตั้งแต่วนัก่อนใส่สารโพแทสเซียมคลอเรต  4  วนัและเก็บเวน้ระยะ 2-5 วนั   จนกระทัง่ครบ 

60 วนัหลงัจากใหส้าร  แต่ละตวัอยา่งประกอบดว้ยยอดล าไยประมาณ  100 ยอด ท่ีเก็บตวัอยา่งแบบ

สุ่มจากตน้ล าไยจ านวน 10 ตน้ท่ีมีการให้สาร  และเก็บตวัอยา่งแบบเดียวกนักบัตน้ล าไยท่ีไม่ไดใ้ห้

สาร   ตวัอย่างทั้งหมดถูกเก็บในไนโตรเจนเหลว น าไปท าให้แห้งและบดให้เป็นผงก่อนท าการ

ทดลอง 

 การวเิคราะห์ฮอร์โมนพืชในตวัอยา่งยอดล าไยไดใ้ชเ้ทคนิคทาง LC-ESI-MS ภายใตส้ภาวะ

ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลอง   ใช้คอลมัน์ Zorbax SB-C18 ท่ีมีขนาด 2.1 × 100 มิลลิเมตรและ

ขนาดอนุภาคเท่ากบั 3.5 ไมโครเมตร  ใชเ้มทานอลท่ีมีสารละลายกรด 0.1% และน ้ าท่ีมีกรดอะซิติก

เขม้ขน้ 0.1% เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  ดว้ยอตัราการไหล  0.3 มิลลิลิตรต่อนาที   สภาวะท่ีเหมาะสมของ 

LC-ESI-MS  ประกอบด้วยพารามิเตอร์ต่างๆ ดงัน้ีคือ ค่าความต่างศกัยใ์นหลอดคาพิลลารี  4500 

โวลท์ ค่าความดนัในการสเปรย ์ 25 พีเอสไอ อุณหภูมิของแก๊สร้อนท่ีใช้ในการระเหยแห้ง  330 

องศาเซลเซียล อตัราการไหลของแก๊สร้อนท่ีใชใ้นการระเหยแห้งเป็นค่าความต่างศกัยใ์นการแตก

ไอออน 10 ลิตรต่อนาทีและค่าศกัยไ์ฟฟ้าในการแตกตวั 80 โวลทส์ าหรับรูปแบบการแตกตวัเป็น

ไอออนบวกและ  70 โวลท์ส าหรับรูปแบบการแตกตวัเป็นไอออนลบ  ด้วยค่าขีดจ ากดัของการ

ตรวจวดัและขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ปริมาณอยู่ในช่วง  10-200 และ  20-600 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตรตามล าดบั   การวิเคราะห์พบว่าระดบัของจิบเบอเรลลีนเอ 1 (GA1) จิบเบอเรลลีนเอ 3 

(GA3) จิบเบอเรลลีนเอ 19 (GA19) และจิบเบอเรลลีนเอ 20 (GA20) (25, 50, 20 และ 60 นาโนกรัม

ต่อกรัมน ้าหนกัแหง้)  ในยอดล าไยท่ีมีส่วนส าคญัท าใหเ้กิดตาดอก  ในขณะท่ีระดบัของไอโซเพนที

นิลอะดินีน (iP) ไอโซเพนทีนิลอะดีโนซีน (iPR)  และ ไดไฮโดรซีเอตินไรโบไซด์ (DHZR) เป็น

ฮอร์โมนพืชท่ีช่วยในการสนบัสนุนให้เกิดการพฒันาทางใบ   ตรวจพบในระดบัสูงท่ี  20, 50 และ 

60 นาโนกรัมต่อกรัมน ้าหนกัแหง้ของยอดล าไยจากตน้ควบคุม  
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ส่วนผลการทดลองด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรี (GC-MS) ใช้

เทคนิคการท าให้สารแตกตวัเป็นไอออนดว้ยอิเล็กตรอนและควอคดรูโพลเป็นตวัแยกและวิเคราะห์

มวลโมเลกุลไอออนภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม   พบองคป์ระกอบสาร  53 องคป์ระกอบท่ีตรวจพบ

ทั้งในตวัอยา่งยอดล าไยจากตน้ท่ีใส่และไม่ใส่สารโพแทสเซียมคลอเรต   โดยใน 53 องคป์ระกอบน้ี

สามารถระบุเอกลักษณ์ของสารได้  33 องค์ประกอบและไม่สามารถระบุชนิดสารได้ 20 

องคป์ระกอบ   โดยท่ีองคป์ระกอบหลกัท่ีตรวจวดัไดด้ว้ยเทคนิค GC-MS ในงานวิจยัน้ีเป็นสารกลุ่ม

เทอพีนอยด์และอลัแคนซ่ึงจดัเป็นกลุ่มสารท่ีระเหยไดง่้ายกวา่ฮอร์โมนพืชท่ีตรวจวดัไดโ้ดยเทคนิค  

LC-ESI-MS  ผลการทดลองท่ีได้ไม่สามารถสรุปไดว้่าสารเหล่าน้ีเกิดการเปล่ียนแปลงจากการให้

สารโพแทสเซียมคลอเรต  และไม่พบการเปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัส าคญัขององคป์ระกอบสารระเหย

ในตวัอย่างท่ีวิเคราะห์โดย GC-MS   นอกจากน้ียงัได้ท าในการคน้หาสารท่ีมีคลอรีนเป็น

ส่วนประกอบในตวัอยา่งยอดล าไยโดยใชเ้ทคนิค GC-MS และ ลิควคิโครมาโทกราฟี-ควอคดรูโพล-

ไทมอ์อฟไฟท ์แมสสเปกโทรเมตรี (LC-ESI-q-Tof- MS) และสามารถสรุปไดว้า่ไม่มีสารท่ีมีคลอรีน

เป็นองค์ประกอบอยูใ่นตวัอยา่งจากการตรวจไอโซโทปของอะตอมคลอรีนในสเปกตรัมทั้งหมดท่ี

ไดจ้ากการวเิคราะห์ทั้งสองเทคนิค 


