
 

บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 

1.  พืชทดลอง 

ตนล้ินจี่พันธุฮงฮวย (Litchi chinennsis Sonn. CV. Hong Huay)  อายุ 15 ป   ปลูกท่ีระดับ
ความสูง 1,200  เมตรเหนือระดับน้ําทะเล ณ แปลงเกษตรกรบานแมสาใหม ต.โปงแยง อ.แมริม                
จ.เชียงใหม   โดยตนล้ินจี่ท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้ไดรับการตัดแตงกิ่ง  และดูแลรักษาตนเปนอยางดี 

2.  อุปกรณ  และเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

2.1  เคร่ืองมือใชในศึกษาการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยา 

1)  Datalogger (Delta-t Devices Ltd., England) 
2)  LCA-4 Portable Photosynthesis and Transpiration Measurement System (ADC®, England) 
3)  Chlorophyll Fluorescence (Hansatech Instrument Ltd., England) 
4)  Atomic absorption spectrophotometer (Perkin Elmer Ltd., 3100) 
5)  Digital Verneercaliper ขนาด 0-150 มิลลิเมตร 
6)  Compound Microscope (Clympus® BX51, Japan) 
7)  Freezing Microtome (Leica® CM1850, Germany) 
8)  Liquid Scintillation Counter (Phillip® PW4700) 
9)  Digital refractometer (ATAGO® PR32, Japan) 
10)  Colorimeter (Minolta® CR-10) 
11)  Spectrophotometer (Shimadzu® UV-1601, Japan) 
12)  Rotary eveporator (Heidolph® FL 1703, Germany) 
13)  Refrigerated Centifuge (Heraeus Sepaleeh® Megatuge 1.0R; Suprafuge 22, USA) 
14)  C18 Sep-Pak cartridge (Waters® Eschborn, Irelaud) 
15)  pH-mater (Sartorius Professional Meter® PP-50, Taiwan) 
16)  Vaccum concentrator (Savant Speed Vac®Plus) 
17)  Hot air oven (Memmert®, Germany) 
18)  Water bath (Memmert®, Germany) 
19)  เตายอยตัวอยาง (MS Scientific Instrument®, Thailand) 
20)  Freeze dryer (Dura-Stop®, USA) 
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21)  GA-glassinter filters ขนาด 10-16 ไมโครเมตร (ROBU® 20304, Germany) 
22)  เครื่องบดตัวอยาง (IKA®A11 basic), โกรงบดตัวอยาง และเครื่องปนแยกกาก (Mulinex®) 
23)  Desicator 
24)  ตูเย็นอุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส 

2.2  เคร่ืองแกว  และอุปกรณ 

3.  สารเคมี 
1) Acetic acid glacial (CH3COOH) (Lab-Scan®, A 8401) 
2) Ammonium acetate (CH3COONH4) (Merck®, 1.01116.1000) 
3) Ammonium dihydrogen phosphate (NH4H2PO4) 
4) Ammonium molybdate ((NH4)6Mo7O24· 4H2O) (Merck®, 101182) 
5) Ammonium nitrate (NH4NO3) 
6) Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) (Merck®, A 897117.836) 
7) Benzoic acid (C6H5COOH) (Rankem®, B0180) 
8) Copper (II) sulphate (CuSO4·5H2O) (Merck®, A 501690) 
9) DEAE-Sephadex-A25 (Sigma-Aldrich® Swedeu, 027K0693) 

10) Deionized distill water 1 M 
11) D-Glucose anhydrous (C6H12O6) (Ajax®, 783)   
12) di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4) (Rankem®, 0246) 
13) di-Sodium hydrogen arsenate (Na2HAs·7H2O) (Sigma®, S9663) 
14) di-Ethyl ether (Lab-scan®, A3509S) 
15) di-Sodium hydrogen  phosphate (Na2HPO4· 7H2O) (Merck®, 106579) 
16) di-Chloroethyliphosphonic acid (ethephon) 
17) (Trimethylsily) diazonemethane (C4H10N2Si) (Sigma-Aldrich®, 362832) 
18) EDTA disodium salt·2H2O (Rankem®, E0122) 
19) Ethanol absolute (Merck®, 100983) 
20) Formaline 40% (Gamma®, 99-105) 
21) Haematoxylin (C16H1406) 
22) Hydrogen peroxide 30% (H2O2) (Merck®, B22287) 
23) Hydrochloric acid 37% (HCl) (RCI-labscan®, AR1107-G) 
24) Lantanum oxide (Ajax®, 1539) 
25) Liquid Scintillator (Quicksint 2000, Zinseer analytic®, 27144) 
26) Liquid Nitrogen 
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27) Methanol (CH3OH) (RCI-Labscan®, A3513) 
28) Methyl red (C15H15N3O2) (Rankem®, M0220) 
29) Monophotassium phosphate (MPK 0-52-34) 
30) Nitric acid 65% AR. (HNO3) (RCI-Labscan®, A8203) 
31) Perchloric acid 70% AR. (HClO4) (QRec®, P1005-1-251) 
32) Permount 
33) Phenolphthalein Indicator powder (Rankem®, P015) 
34) Phenol AR. (C6H5OH) (Rankem®, P0130) 
35) Potassium dihydrogen Phosphate (KH2PO4) (Rankem®, P0320) 
36) Potassium sodium (+)-tartrate (KNaC4H4O6·4H2O) (Fisher®, P/6880/53) 
37) Poly (vinylpolypypyrrolidene) (PVP) (Sigma®, USA, 038K0673) 
38) Potassium chloride (KCl) (Rankem®, P0240) 
39) Potassium nitrate (KNO3) (Rankem®, P0513) 
40) Sulfuric acid 95-97% (H2SO4) (Merck®, 100731) 
41) Sodium nitroprusside AR. (Na2 [Fe (CN)5 NO]·2H2O) (Ajax®, 494) 
42) Sodium hypochlorite 10% (NaClO) 
43) Sodium chloride AR. (NaCl) (RCI-Labscan®, AR·1166-P) 
44) Stanous chloride (SnCl2· 2H2O) (Fisher®, T/1654/50) 
45) Sodium hydroxide (NaOH) (Merck®, 1064988) 
46) Sodium sulfate anhydrous (Na2SO4) (Rankem®, S0415) 
47) Sodium carbonate anhydrous (Na2CO3) (Ajax®, 463) 
48) Sodium bicarbonate (Na2HCO3) (Merck®, 106329) 
49) tri-Sodium orthophosphate (Na3PO4·2H2O) (Ajax®, 2220) 
50) Tissue freezing medium (Jung®, 08838; VWR®, 0361603E) 
51) Xylene (J.T.Baker®,1330-20-7) 
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4.  วิธีการทดลอง 

คัดเลือกตนล้ินจี่พันธุฮงฮวยอายุ 15 ป ท่ีปลูกท่ีระดับความสูง 1,200  เมตรเหนือระดับน้ําทะเล 
จํานวน 16 ตน ณ แปลงเกษตรกรบานแมสาใหม ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม เตรียมตนล้ินจี่ท่ีใชในการ
ทดลองดังตารางท่ี 6 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD: Completely Randomized Design)  
ประกอบดวย 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซํ้า โดยให 1 ตน เปน 1 ซํ้า  ดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม 
 กรรมวิธีท่ี 2 ควั่นกิ่ง 
 กรรมวิธีท่ี 3 พนปุยทางใบดวย 0-52-34 1%  ผสมกับเอทิฟอน 800 สวนตอลาน 
 กรรมวิธีท่ี 4 ควั่นกิ่งรวมกับพนปุยทางใบดวย   0-52-34 1%ผสมกับเอทิฟอน 800 สวนตอลาน 
 ทําการควั่นกิ่งในชวงท่ีใบออนชุดท่ี 2  เขาสูระยะใบเพสลาด (26 มิถุนายน 2551)  
โดยเลือกกิ่งท่ีแตกออกมาจากก่ิงหลัก (limb) ท่ีมีสวนกลมมากท่ีสุด  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 10–20 
เซนติเมตรใชเล่ือยโคงเล่ือยกิ่งใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.0 มิลลิเมตร   ใหฟนเล่ือยทะลุเปลือกไป
ถึงเนื้อเยื่อเจริญเทานั้น จากน้ัน 15 วันหลังควั่นกิ่ง  ทําการพนปุยทางใบดวย 0-52-34 ความเขมขน 
1% ผสมกับเอทิฟอน 800 สวนตอลาน จํานวน 3 คร้ัง แตละคร้ังหางกัน 7 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 6  ข้ันตอนการดําเนนิการทดลอง 

การตัดแตงตนล้ินจี่โดยเปด
กลางทรงพุมใหโลง 

ทําการควั่นกิ่งบริเวณกิ่งท่ี
แยกจากกิ่งหลัก 

ระยะใบเพสลาด เม่ือใบชุดท่ี 2 เร่ิมผลิใบใหม  
ทําการเปดโคนตน 

ทําการพนปุยทางใบดวย 1% 0-52-34  
+เอทิฟอน 800 สตล. จํานวน 3 คร้ัง 

แตละคร้ังหางกนั 5 วัน 

15 วันหลังคว่ันก่ิง   

ปลอยใหพืชออกดอก 
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ตารางท่ี 2  การดูแลรักษาพืชทดลองตามระยะพัฒนาการของตนพืช 

พฤติกรรมของพืชและ 
การดูแลรักษา 

พ .ศ .  2550 พ .ศ .  2551 

ต.ค พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ส.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค. 

การดูแลรักษา                
 ตัดแตงกิ่ง  

(50-70%) 
 1              

 พน Thiourea    
( 100 กรัม/น้ํา 20 ลิตร)  

  25  22    30       

 ใหน้ํา (7 วันคร้ัง)    10  23           
 ใสปุยเคมี  

(46-0-0,15-15-15 อยางละ 
500 กรัม/ตน) 

 1   10           

 ใสปุยคอก (ขี้วัว; อัตรา 
15 กิโลกรัม/ตน) 

 1   10           

 พนธาตุอาหารรอง 
(อัตรา 10 กรัม/น้ํา 20 
ลิตร) 

  25   22          

 พนสารเคมีเกษตร 
ปองกันกํ าจั ดโรค
แมลงโดยเฉพาะอยาง
ยิ่งปองกันการระบาด
ของเพล้ียไฟในชวง
แตกใบออน  และแทง
ชอดอก เชน คารบาริล 

  25   22   30 7 6     

 ควั่นกิ่ง       26         

 แตกใบออนครั้งท่ี1   25             

 แตกใบออนครั้งท่ี2     22           

 เริ่มแทงชอดอก         26       
 ออกดอก-ดอกบาน         28 31      
 ระยะติดผล           6   26  
 เก็บเกี่ยวผลผลิต              26  

 

 

 

 

 



 

5.  การบันทึก

5.1  ขอมูลทา
ได

เปอรเซ็นตก
อายุ 1 เดือนห
เปล่ียนเปนสี

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 การศึกษ
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5.3  การศึกษ
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5.3

1) 
ดอก  ในวันที
องศาเซลเซีย
ของพืช 

2) 
carbohydrat

วิธีการสกัด T
ทํา

มิลลิลิตร  ปด
2 ชั่วโมง จาก

ภาพท่ี 9  กา
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, 21, 35, 49, 5

3.2  การศึกษ

  เก็บตัวอยาง
ที่ 0, 7, 21, 35
ยส  เพื่อวิเครา

  การวิเคราะ
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H2SO4 ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันจากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง Whatman®   
เบอร 5 เก็บใสขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร  เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

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

ดูดสารสะลายท่ีสกัดไดจากตัวอยาง หลอดละ 1 มิลลิลิตร  ข้ึนอยูกับชนิดและสวนของพืช เติม 
Nelson’s alkaline copper reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาและปดดวยอลูมิเนียมฟอยด  จากนั้น
นําไปแชใน  Water bath ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  ท้ิงไวไหเย็น แลวเติม
สารละลาย arsenomolybdic acid reagent  จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหตะกอนของ Cu2O ละลายจน
หมด  จากน้ันเติมน้ํากล่ันเพื่อใหปริมาตรสุดทายได 10 มิลลิลิตร  จากนั้นเขยาอีกคร้ัง ตั้งท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง 30 นาที นําสารละลายไปอานคาการดูดกลืนแสง (absorbance) จากเคร่ือง 
spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร แลวนําคาท่ีไดมาเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานท่ีทําไว แลวคํานวณเปนปริมาณมิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ D-glucose ตอน้ําหนักแหงของ
ตัวอยาง 

การเตรียมสารละลายนํ้าตาลมาตรฐาน 
 การเตรียมสารละลายน้ําตาลมาตรฐานโดยใชปเปตดูดสารละลาย  D-glucose 
เขมขน 0.25  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  มา 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9  และ 1.0  มิลลิลิตร 
ใสในหลอดทดลอง จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหปริมาตร 1 มิลลิลิตร จึงจะไดสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.125, 0.15, 0.175, 0.2, 0.225 และ0.250 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (วิทยา, 
2537) 

3)  การวิเคราะหหาปริมาณธาตุอาหารหลัก 

การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจน และฟอสฟอรัสดัดแปลงโดย Ohyama et al. (1985; 
1986) 

ช่ังตัวอยางพืชอบแหงบดละเอียด 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง เติม H2SO4 เขมขน 1 
มิลลิลิตร เทลงในหลอดท่ีใสตัวอยางไว ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามายอยท่ี
เตายอยตัวอยางพืช  ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ท้ิงไวใหเย็นแลวเติม H2O2 

หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร  ปนใหเขากัน  นํามายอยตอโดยปรับอุณหภูมิเปน  230  องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที หากสารละลายยังไมใสใหเติม H2O2 หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร ทุกๆ  30  นาที ทําซํ้าเดิมจนกระทั่ง
สารละลายใส หลังจากนั้นท้ิงไวใหเย็นแลวเติมน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร  ท้ิงไว 1 คืน  วันตอมานํามาปรับ
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ปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร  แลวเก็บสารละลายท่ีไดไวในขวดพลาสติก  เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
สําหรับวิเคราะหตอไป 

การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน (Indolphenol Method) (Ohyama et al., 1985; 1986) 
1) เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี้ 

A reagent : ชั่ง EDTA.2Na 25 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปรับ pH ใหเปน 10 
จากนั้นเติมสารละลาย methyl red   20 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1,000 
มิลลิลิตร  
 B reagent :       ชั่ง KH2PO4   136.09 กรัม และ benzoic acid   2.75 กรัมละลาย
ในน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรใหเปน 1,000   มิลลิลิตร 
 C reagent :  ชั่ง Na2 (Fe (CN)5 NO)·2H2O (Sodium nitroprusside) 100 
มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น จากนั้นเติมฟนอล 10.25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ใหเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวในตูเย็น สารละลายน้ีมีอายุการใชงาน  2  สัปดาห 
 D reagent :  ชั่ง  NaOH 10 กรัม  Na2HPO4·7H2O 7.06 กรัม และ 
Na3PO4·12H2O 31.8 กรัม ละลายในน้ํากลั่น จากนั้นเติม  NaClO 10  มิลลิลิตร แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

2) เตรียม NaOH เขมขน 1 N เพื่อปรับความเปนดาง 
3) เตรียมสารละลายมาตรฐานจาก (NH4)2SO2  ที่ระดับความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
4) ดูดตัวอยางท่ียอยไดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม 

B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ  นํามาไตเตรทโดยหยด 1 N  NaOH ลงไป เขยาเล็กนอย
ใหเปลี่ยนสี   จากนั้นเติม C reagent  2.5  มิลลิลิตร และ D reagent 2.5  มิลลิลิตร ตามลําดับ 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง 
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Spectrophotometer  ท่ี  625 นาโนเมตร บันทึกผลแลว
นําคาที่อานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานตามกฎของ Beer’s-Lambert’s Law จากนั้น
นําคาที่คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน  (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) โดยใช
สูตรคํานวณ 
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A   =   คาความเขมขนของไนโตรเจนในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟมาตรฐาน(ppm) 
B =  อัตราสวนการเจือจางสารตัวอยางในปฏิกิริยา Indolphenol  

 =  ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (25 มิลลิลิตร) 
C =  ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืช 
DW =  น้ําหนักแหงตัวอยางท่ีใชยอย (กรัม) 

การวิเคราะหปริมาณธาตุฟอสฟอรัสโดยการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี (colorimetry) (Ohyama et 
al., 1991)   ซ่ึงไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบเดต ดังนี้ 

1) เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณฟอสฟอรัส จํานวน 3 ชนิด ดังนี้ 
A reagent :  ช่ัง (NH4)6Mo7O24  25 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากน้ันนํามา

กรองโดยใช ระบบสุญญากาศชวย 
B reagent :  เตรียม H2SO4   250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตรท้ิงไว 1 คืน 

จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร 
C reagent :  นํา A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีกเกอร ขนาด 1 

มิลลิลิตร คอยๆ เท A reagent ทีละนอย ชาๆ ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรใหเปน 1 
มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาต้ังไวในท่ีมืด 

2) เตรียมสารละลายสแตนนัสคลอไรด  โดยช่ัง (SnCl2.2H2O) 0.25 กรัม เทลงในขวดสี
ชา (ควรเตรียมในตูควัน) โดยเติม HCl 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด จากนั้นเติมน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร   

3) เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัสจาก KH2PO4  ปรับใหมีความเขมขน
ตามลําดับคือ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4  และ  0.5  มิลลิกรัมตอลิตร   เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

4) ดูดสารละลายตัวอยางท่ีไดจากการยอยปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   ลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย   เติม C reagent  ขวดละ 1 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว 
15 นาที นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ือง Spectrophotometer  ท่ี 660 นาโนเมตร    นําคาท่ี
อานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาท่ีคํานวณหาปริมาณ
ฟอสฟอรัส  (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง)  โดยใชสูตรคํานวณเชนเดียวกับการหาปริมาณ
ไนโตรเจน 

 
 
 

A × B ×C 
1,000 × DW 

ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (%) = 
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การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม (Mizukoshi et al., 1994)   
ช่ังตัวอยางพืชอบแหงบดละเอียด 0.05 กรัม เติม HClO4  0.4 มิลลิลิตร และ  HNO3 0.5  

มิลลิลิตร ตามลําดับ เขยาใหเขากัน ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยท่ี 100 
องศาเซลเซียส เพื่อไลควันสีเหลืองของ NO2

-  ออกจนหมด จึงปรับเพ่ิมอุณหภูมิเปน 210 องศา
เซลเซียส ท้ิงไวจนตัวอยางแหงระวังอยาใหไหม  นําออกมาท้ิงไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง
ของไฮโดรคลอริก (HCl 1: H2O 4 มิลลิลิตร) หลอดละ 1 มิลลิลิตร  ปนใหเขากัน จากน้ันนํามาต้ัง
บนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพ่ือไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตร
เปน 50  มิลลิลิตร เทใสขวดพลาสติกเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองสําหรับวิเคราะหตอไป 

การวิเคราะหปริมาณธาตุโพแทสเซียม 
1) เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียม ปรับใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 

0.4 และ 0.5   มิลลิกรัมตอลิตร   เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
2) เจือจางสารละลายตัวอยางท่ีไดจากการยอย โดยใชสารตัวอยางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  

จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร  
3) นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณโพแทสเซียมโดยเคร่ือง atomic absorption  

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ีคํานวณไดมา
คํานวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) โดยใชสูตรคํานวณเชนเดียวกับการ
หาปริมาณไนโตรเจน 

5.4  การศึกษาการเปล่ียนแปลงปริมาณฮอรโมนพืช 

 5.4.1  การเก็บตัวอยาง leaf diffusate   

 การศึกษาฮอรโมนพืชในสารลาย leaf diffusate เปนการศึกษาถึงการเคล่ือนท่ีของ
ฮอรโมนพืชจากใบของแหลงหนึ่งไปยังอีกแหลงหนึ่งโดยผานทอลําเลียงอาหาร  เก็บใบยอยล้ินจี่คู
ใบท่ี 1 ของใบประกอบ ในวันท่ี 0, 7, 21, 35, 49, 56 และ 63 หลังควั่นกิ่ง  จํานวน 2 ใบ  จุมใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 2.5 มิลลิลิตร   เก็บไวในท่ีมืดอุณหภูมิ  20  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  
20 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บรักษาสารละลายบัฟเฟอรไวท่ี เพ่ือรอการวิเคราะหหาปริมาณ  IAA  และไซ
โตไคนิน ดวยวิธี   Radioimmunoassay (RIA) (Gurber and Bangerth, 1990)   

5.4.2  การเก็บตัวอยางยอด  ใบ เนื้อไม และเปลือกก่ิงไมของล้ินจ่ี   ในวันท่ี 0, 7, 21, 35, 
49, 56 และ 63 หลังควั่นกิ่ง  โดยทําการเก็บใบยอยล้ินจี่คูใบท่ี 2 ของใบประกอบ และเก็บสวนของ
เนื้อไมและเปลือกกิ่งไมยาวประมาณ 3 ขอนับจากปลายยอด จากนั้นทําการแชตัวอยางพืชใน
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ไนโตรเจนเหลวทันที จากน้ันนําไปทําใหแหงโดยใชความเย็นดวยเคร่ือง  Freeze dryer  และเก็บ
รักษาไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส     

5.4.3  การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืช   ซ่ึงเปนการศึกษาที่ประเทศสหพันสาธารณรัฐ
เยอรมันภายใตความรวมมือของมหาวิทยาลัยเชียงใหม และมหาวิทยาลัยโฮเฮนฮามย  และการ
สนับสนุนงบประมาณโดย  AG-BIO/PERDO-CHE โดยนําตัวอยางพืชท่ีผานการ Freeze dry  แลว
จากประเทศไทย  ไปดําเนินการตามวิธีดังตอไปนี้ 

การสกัดตัวอยางพืช (Plant sample extraction) 
1) นําตัวอยางพืชท่ีเก็บไวไปทําใหแหงดวยความเย็นภายใตสภาพสุญญากาศ ดวยเคร่ือง 

Freeze dryer ช่ังน้ําหนักตัวอยางพืช และบดตัวอยางพืชใหละเอียดดวยโกรงหรือเคร่ืองปน โดยเติม
ไนโตรเจนเหลวขณะบดตัวอยาง  เพื่อรักษาสภาพความเย็น 

2) เติม cool methanol  (เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต  
ปริมาตร  50  มิลลิลิตร 

3) เก็บตัวอยางใสขวดปดฝาไวในท่ีมืด  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  
4) กรองตัวอยางท่ีสกัดแลวผาน grassinter-filter ลงในขวดกนกลม  และนําสารละลาย

ไประเหยแหงดวย Rotary evaporator (<40๐C)  
5) ลางสารสกัดในขวดกนกลมดวย ammonium acetate 0.01 M 3 คร้ังๆ ละ 4 มิลลิลิตร 

โดยใช ultrasonic bath 
6) เก็บสารละลาย ammonium acetate ท่ีไดท้ัง 12 มิลลิลิตร รวมกัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิ –20  

องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 

5.4.4  การทําใหสารละลายจากการสกัดตัวอยางพืชบริสุทธ์ิ  (Purification) 

การทําสารสกัดจากพืชใหบริสุทธ์ิ 
1) การเตรียมคอลัมน  คอลัมนประกอบดวย 3 สวนคือ  

ก) หลอดบรรจุสารละลาย (Reservoir)  หลอดบรรจุ PVP (Polyvinylpyrrolidone) 
ข) หลอดบรรจุ DEAE-sephadex (anion exchange)      
ค) Sep-Pak-C18 โดยระหวางหลอดจะมีวาลวบังคับการไหลของสารละลาย 
เร่ิมตนโดยเติม PVP 12  มิลลิลิตร  ในหลอดท่ี 2 และ DEAE-sephadex 6 มิลลิลิตร ใน

หลอดท่ี 3 ท้ิงไว 30 นาที นําหลอดท่ี 1, 2 และ3 มาตอกัน (ยังไมใช Sep-Pak-C18 cartridge)  จากน้ัน
เติม 0.1 M ammonium acetate pH 8.5 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว                  
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ใหสารละลายไหลผาน PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE- sephadex ในหลอดท่ี 3 และปลอย
สารละลายท้ิงไปจนหมด ปดวาลว (ระวังอยาให PVP และ DEAE- sephadex แหง) จากน้ันเติม 0.01 
M ammonium acetate pH 7.5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว ใหสารละลายไหล
ผาน PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE- sephadex ในหลอดที่ 3 และปลอยสารละลายท้ิงไปจนหมด 
ปดวาลว (ระวังอยาให PVP และ DEAE- sephadex แหง) 

2) การปรับสภาพของ Sep-Pak-C18 cartridge กอนการใชงาน  

Cytokinins 
ก) ผาน methanol (100%) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง  
ข) ผาน 0.01 M ammonium acetate pH 7.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 

ABA, IAA และ GAs  
ก) ผาน methanol (100%) ใน 0.1 M acetic acid ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง  
ข) ผาน 0.1 M acetic acid ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 

3) การทําใหสารละลายจากการสกัดตัวอยางพืชบริสุทธ์ิ 
ก) นําสารสกัดตัวอยางท่ีเก็บรักษาไวท่ี  -20 ๐C  มาละลายใหเปนของเหลว จากนั้น

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  16,500  รอบตอนาที  นาน 10 นาที เทสารละลายสวน
ใส (supernatant) ลงในขวดแกวขนาด  30 มิลลิลิตร  

ข) นํา cytokinins  Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว ตอเขาท่ีปลายคอลัมน นําสารสกัดตัวอยาง
ท่ีไดจากขอ (ก)  เติมลงใน  reservoir  เปดวาลวใหสารสกัดตัวอยางไหลลงผาน
คอลัมนจนหมด   ลางขวดสารสกัดตัวอยางดวย 0.01 M ammonium acetate, pH 
7.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวผานลงในคอลัมน  ลางขวดสารสกัดตัวอยางดวย 
0.01 M ammonium acetate pH 7.5  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซํ้าอีก 3 คร้ัง แลวผานลง
ในคอลัมนปลอยสารละลายไหลผานจนหมด (ระวังไมใหสารละลายในระบบ
แหง) ในข้ันตอนนี้ ฮอรโมนประเภทกรด  IAA, GAs และ ABA จะถูกจับอยูท่ี 
DEAE- sephadex   สวน cytokinin จะถูกจับอยูใน  Sep-Pak-C18 

ค) ถอด cytokinins  Sep-Pak-C18 ออกจากคอลัมน ปดปลายคอลัมนดวย septum ถอด
เอาหลอดท่ี 2 (PVP)  ออกไป จัดคอลัมนใหมเหลือเฉพาะหลอดท่ี 1 (reservoir) 
และหลอดท่ี 3 (DEAE- sephadex) ตอกัน  นํา ABA /GAs  Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว 
(เปนอันเดียวกัน) ตอเขาท่ีปลายคอลัมน  ชะ ABA /GAs  จาก DEAE- sephadex ลง
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สู Sep-Pak-C18 โดย 0.75 M acetic acid  15 มิลลิลิตร จากน้ันถอด ABA / GAs 
Sep-Pak-C18  ออก ปดปลายคอลัมนดวย septum นํา IAA sep-pak  ท่ีเตรียมไว ตอ
เขาท่ีปลายคอลัมน   ชะ IAA จาก  DEAE- sephadex ลงสู sep-pak  โดย 2 M acetic 
acid 15 มิลลิลิตร 

ง) การชะฮอรโมนออกจาก  Sep-Pak-C18  แตละชนิดโดยใชสารละลายเมทานอลใน 
0.1 M acetic acid ปริมาตร 4  มิลลิลิตร ท่ีความเขมขนตางๆกัน ดังนี้ 
IAA 40% methanol in 0.1 M acetic acid 
ABA 50% methanol in 0.1 M acetic acid 
GAs 65% methanol in 0.1 M acetic acid 
Z/ZR 30% methanol in 0.1 M acetic acid 
i-Ado/i-Ade 80% methanol in 0.1 M acetic acid 
เม่ือเสร็จส้ินขบวนการจะไดสารละลายฮอรโมนชนิดตางๆ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
และนําไปทําใหแหงดวย Speed Vacuum concentrator ขามคืน  เพื่อรอการ
วิเคราะหหาปริมาณฮอรโมนตอไป 

5.4.5 การทําให leaf diffusates บริสุทธ์ิ (ดัดแปลงจาก Posthumus, 1973; Sweetser and Swartzfager, 
1978) 

สําหรับการวิเคราะหฮอรโมน IAA  
ก) นําสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาละลายใหเปนของเหลว  
ข) ละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมาปรับ pH เทากับ 3.0 ดวย acetic acid ความ

เขมขน 4 M 
ค) ชะสารละลายตัวอยางผาน Sep-Pak-C18 จากนั้นลาง Sep-Pak-C18 ดวย acetic acid 

ความเขมขน 4 M ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  จํานวน 1 คร้ัง 
ง) ชะ IAA ดวย 40% methanol in 0.1 M acetic acid  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  จากนั้นดูด 

aliquot ใสในvial tube  หลอดละ 1.3 มิลลิลิตร  จํานวน 3 หลอด 
จ) นําไปทําใหแหงดวย Speed Vacuum concentrator ขามคืนเพื่อรอการวิเคราะหหา

ปริมาณฮอรโมนตอไป   
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สําหรับการวิเคราะหฮอรโมน Cytokinin 
ก) นําสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปริมาตร 12.5  มิลลิลิตร มาละลายใหเปน

ของเหลว  
ข) ละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมาปรับ pH เทากับ 3.0 ดวย acetic acid ความเขมขน 4 

M 
ค) ชะสารละลายตัวอยางผาน Sep-Pak-C18 จากนั้นลาง Sep-Pak-C18 ดวย acetic acid 

ความเขมขน 4 M ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  จํานวน 1 คร้ัง  
ง) ชะ Z/ZR ดวย 30% methanol in 0.1 M acetic acid ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และ  i-

Ado/i-Ade ดวย  80% methanol in 0.1 M acetic acid จากนั้นดูด aliquot ใสใน vial 
tube  หลอดละ 1.3 มิลลิลิตร  จํานวน 3 หลอด 

จ) นําไปทําใหแหงดวย Speed Vacuum concentrator ขามคืนเพื่อรอการวิเคราะหหา
ปริมาณฮอรโมนตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  10   สวนประกอบของคอลัมน 
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5.4.6  การตรวจวัดปริมาณฮอรโมนพืชดวยเทคนิค RIA (Radioimmunoassay) 

1) สารเคมีท่ีตองเตรียม 
ก) Phosphate buffer 250 μl/tube    ช่ัง   KH2PO4  0.46 กรัม  K2HPO4 1.36 กรัม NaCl  

10.4 กรัม  ละลายในน้ํา 1.2 ลิตร  จากนั้นปรับ pH  เทากับ  7.4 
ข) Calf serum 50 μl/tube  ใชสําหรับตกตะกอนโปรตีนหรือตกตะกอนแอนติบอดีใน

ระหวางการทําปฏิกิริยา  โดยเจือจางซีร่ัม 1: 10  (450 ml of fresh buffer + 50 ml 
serum) 

ค) 3H-Hormone (tracer)   50 μl/tube (1.5 MBq.; 25000 dpm) 
ง) Antibody:  50 μl/tube 
จ) Saturated Ammonium sulphate:750 μl/tubeช่ัง  Ammonium sulphate 790 กรัม  

ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร  ปนดัวย magnetic stirrer จนกระท่ัง Ammonium 
sulphate อ่ิมตัว (ยังคงมีตะกอนเหลืออยู) 

2) ตัวอยางท่ีตองการตรวจวัด 
ก) สารละลายตัวอยางท่ีไดจากการระเหยแหงดวยเคร่ือง Speed Vacuum concentrator 
ข) สําหรับฮอรโมนประเภทกรด (IAA, GAs, ABA) ตองผานการ methylation โดย

เติม ethereal diazometane 50 μl  ปดฝาหลอด  บมในท่ีมืด 30 นาที จากน้ันเปดฝา
ให ethereal diazometane ระเหยแหง (ตองทําในตูดูดควันเทานั้น) 

3) Dispensing 

࢚࢚࢟࢜ࢉࢇࢊࢇ࢘ ࢊ࢛࢈ % ൌ
 ൈ ሺ࢞ െ ሻࡿࡺ

ሺ െ ሻࡿࡺ
 

 

 
Bo  

(maximum bound activity) 
NSB  

(non specific binding) 

Bx  
(bound activity in 

presence of sample) 

To 
 (total radioactivity 

added) 

Buffer + + + - 

Calf serum + + + - 
H-Hormone + + + + 
Antibody + - + - 
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4) ขั้นตอนการตรวจวัด 
ก) เติม phosphate buffer ลงในหลอดแกวท้ังหมดที่วางเรียงใน rack และเขยาท่ี 1200 

rpm 
ข) เติม serum,3H-Hormone และ antibody เขยาท่ี 1200 rpm บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 

นาที ในระหวางบม เขยาท่ี 1200 rpm อีก 1 คร้ัง (หลังจากคร้ังแรก 15 นาที) 
ค) เติม ammonium sulphate 90% ปริมาตร 750 μl เขยาและตั้งท้ิงไว 30 นาที เพื่อให

โปรตีนตกตะกอน 
ง) นําหลอดแกวไปหมุนเหวีย่งท่ี 4000 rpm เปนเวลา 40 นาที 
จ) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปากหลอดแกวโดย

คว่ํา  rack  ลงบนกระดาษชาํระ 
ฉ) เติม ammonium sulphate 50% ปริมาตร 750 μl นําหลอดแกวไปหมุนเหวีย่งท่ี 

4000 rpm  เปนเวลา 30 นาที 
ช) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปากหลอดแกวโดย

คว่ํา  rack  ลงบนกระดาษชําระ 
ซ) เติมน้ํากล่ัน 200 μl แลวเขยา 
ฌ) เติม scintillator ปดฝาหลอดแกวใหแนน ดวย plastic stoppers 
ญ) เขยาใหสารละลายผสมกัน จากนัน้นําไปวัดคากัมมันตรังสี และคํานวณคาจาก

กราฟมาตรฐานของฮอรโมนแตละชนิด 

6.  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  โดยใชโปรแกรม SPSS for windows 
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