
 

บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 

1.  พืชทดลอง 

ตนล้ินจี่พันธุฮงฮวย (Litchi chinennsis Sonn. CV. Hong Huay)  อายุ 15 ป   ปลูกท่ีระดับ
ความสูง 1,200  เมตรเหนือระดับน้ําทะเล ณ แปลงเกษตรกรบานแมสาใหม ต.โปงแยง อ.แมริม                
จ.เชียงใหม   โดยตนล้ินจี่ท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้ไดรับการตัดแตงกิ่ง  และดูแลรักษาตนเปนอยางดี 

2.  อุปกรณ  และเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

2.1  เคร่ืองมือใชในศึกษาการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยา 

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)  เตายอยตัวอยาง (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)  เครื่องบดตัวอยาง (IKA®A11 basic), โกรงบดตัวอยาง และเครื่องปนแยกกาก (Mulinex®) 
23)  Desicator 
24)  ตูเย็นอุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส 

2.2  เคร่ืองแกว  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 

คัดเลือกตนล้ินจี่พันธุฮงฮวยอายุ 15 ป ท่ีปลูกท่ีระดับความสูง 1,200  เมตรเหนือระดับน้ําทะเล 
จํานวน 16 ตน ณ แปลงเกษตรกรบานแมสาใหม ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม เตรียมตนล้ินจี่ท่ีใชในการ
ทดลองดังตารางท่ี 6 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD: Completely Randomized Design)  
ประกอบดวย 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซํ้า โดยให 1 ตน เปน 1 ซํ้า  ดังนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุม 
 กรรมวิธีท่ี 2 ควั่นกิ่ง 
 กรรมวิธีท่ี 3 พนปุยทางใบดวย 0-52-34 1%  ผสมกับเอทิฟอน 800 สวนตอลาน 
 กรรมวิธีท่ี 4 ควั่นกิ่งรวมกับพนปุยทางใบดวย   0-52-34 1%ผสมกับเอทิฟอน 800 สวนตอลาน 
 ทําการควั่นกิ่งในชวงท่ีใบออนชุดท่ี 2  เขาสูระยะใบเพสลาด (26 มิถุนายน 2551)  
โดยเลือกกิ่งท่ีแตกออกมาจากก่ิงหลัก (limb) ท่ีมีสวนกลมมากท่ีสุด  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 10–20 
เซนติเมตรใชเล่ือยโคงเล่ือยกิ่งใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.0 มิลลิเมตร   ใหฟนเล่ือยทะลุเปลือกไป
ถึงเนื้อเยื่อเจริญเทานั้น จากน้ัน 15 วันหลังควั่นกิ่ง  ทําการพนปุยทางใบดวย 0-52-34 ความเขมขน 
1% ผสมกับเอทิฟอน 800 สวนตอลาน จํานวน 3 คร้ัง แตละคร้ังหางกัน 7 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 6  ข้ันตอนการดําเนนิการทดลอง 

การตัดแตงตนล้ินจี่โดยเปด
กลางทรงพุมใหโลง 

ทําการควั่นกิ่งบริเวณกิ่งท่ี
แยกจากกิ่งหลัก 

ระยะใบเพสลาด เม่ือใบชุดท่ี 2 เร่ิมผลิใบใหม  
ทําการเปดโคนตน 

ทําการพนปุยทางใบดวย 1% 0-52-34  
+เอทิฟอน 800 สตล. จํานวน 3 คร้ัง 

แตละคร้ังหางกนั 5 วัน 

15 วันหลังคว่ันก่ิง   

ปลอยใหพืชออกดอก 
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ตารางท่ี 2  การดูแลรักษาพืชทดลองตามระยะพัฒนาการของตนพืช 

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                
 ตัดแตงกิ่ง  

(50-70%) 
 1              

 พน Thiourea    
( 100 กรัม/น้ํา 20 ลิตร)  

  25  22    30       

 ใหน้ํา (7 วันคร้ัง)    10  23           
 ใสปุยเคมี  

(46-0-0,15-15-15 อยางละ 
500 กรัม/ตน) 

 1   10           

 ใสปุยคอก (ขี้วัว; อัตรา 
15 กิโลกรัม/ตน) 

 1   10           

 พนธาตุอาหารรอง 
(อัตรา 10 กรัม/น้ํา 20 
ลิตร) 

  25   22          

 พนสารเคมีเกษตร 
ปองกันกํ าจั ดโรค
แมลงโดยเฉพาะอยาง
ยิ่งปองกันการระบาด
ของเพล้ียไฟในชวง
แตกใบออน  และแทง
ชอดอก เชน คารบาริล 

  25   22   30 7 6     

 ควั่นกิ่ง       26         

 แตกใบออนครั้งท่ี1   25             

 แตกใบออนครั้งท่ี2     22           

 เริ่มแทงชอดอก         26       
 ออกดอก-ดอกบาน         28 31      
 ระยะติดผล           6   26  
 เก็บเกี่ยวผลผลิต              26  

 

 

 

 

 



 

5.  การบันทึก

5.1  ขอมูลทา
ได

เปอรเซ็นตก
อายุ 1 เดือนห
เปล่ียนเปนสี

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 การศึกษ
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5.3  การศึกษ

5.3
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5.3

1) 
ดอก  ในวันที
องศาเซลเซีย
ของพืช 

2) 
carbohydrat

วิธีการสกัด T
ทํา

มิลลิลิตร  ปด
2 ชั่วโมง จาก

ภาพท่ี 9  กา
เค
คล

ษาการเปล่ียนแ

3.1  วัดอัตราก
ดยใชเคร่ือง  P
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เต็มท่ี  ตนละ
, 21, 35, 49, 5

3.2  การศึกษ

  เก็บตัวอยาง
ที่ 0, 7, 21, 35
ยส  เพื่อวิเครา

  การวิเคราะ
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H2SO4 ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันจากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง Whatman®   
เบอร 5 เก็บใสขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร  เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

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

ดูดสารสะลายท่ีสกัดไดจากตัวอยาง หลอดละ 1 มิลลิลิตร  ข้ึนอยูกับชนิดและสวนของพืช เติม 
Nelson’s alkaline copper reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาและปดดวยอลูมิเนียมฟอยด  จากนั้น
นําไปแชใน  Water bath ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  ท้ิงไวไหเย็น แลวเติม
สารละลาย arsenomolybdic acid reagent  จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหตะกอนของ Cu2O ละลายจน
หมด  จากน้ันเติมน้ํากล่ันเพื่อใหปริมาตรสุดทายได 10 มิลลิลิตร  จากนั้นเขยาอีกคร้ัง ตั้งท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง 30 นาที นําสารละลายไปอานคาการดูดกลืนแสง (absorbance) จากเคร่ือง 
spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร แลวนําคาท่ีไดมาเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานท่ีทําไว แลวคํานวณเปนปริมาณมิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ D-glucose ตอน้ําหนักแหงของ
ตัวอยาง 

การเตรียมสารละลายนํ้าตาลมาตรฐาน 
 การเตรียมสารละลายน้ําตาลมาตรฐานโดยใชปเปตดูดสารละลาย  D-glucose 
เขมขน 0.25  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  มา 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9  และ 1.0  มิลลิลิตร 
ใสในหลอดทดลอง จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหปริมาตร 1 มิลลิลิตร จึงจะไดสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.125, 0.15, 0.175, 0.2, 0.225 และ0.250 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (วิทยา, 
2537) 

3)  การวิเคราะหหาปริมาณธาตุอาหารหลัก 

การยอยตัวอยางสําหรับการวิเคราะหไนโตรเจน และฟอสฟอรัสดัดแปลงโดย Ohyama et al. (1985; 
1986) 

ช่ังตัวอยางพืชอบแหงบดละเอียด 0.05 กรัม ใสลงในหลอดทดลอง เติม H2SO4 เขมขน 1 
มิลลิลิตร เทลงในหลอดท่ีใสตัวอยางไว ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามายอยท่ี
เตายอยตัวอยางพืช  ปรับอุณหภูมิท่ี 180 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ท้ิงไวใหเย็นแลวเติม H2O2 

หลอดละ 0.3 มิลลิลิตร  ปนใหเขากัน  นํามายอยตอโดยปรับอุณหภูมิเปน  230  องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที หากสารละลายยังไมใสใหเติม H2O2 หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร ทุกๆ  30  นาที ทําซํ้าเดิมจนกระทั่ง
สารละลายใส หลังจากนั้นท้ิงไวใหเย็นแลวเติมน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร  ท้ิงไว 1 คืน  วันตอมานํามาปรับ
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ปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร  แลวเก็บสารละลายท่ีไดไวในขวดพลาสติก  เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 
สําหรับวิเคราะหตอไป 

การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน (Indolphenol Method) (Ohyama et al., 1985; 1986) 
1) เตรียมสารละลายท่ีใชตรวจสอบปริมาณไนโตรเจน จํานวน 4 ชนิด ดังนี้ 

A reagent : ชั่ง EDTA.2Na 25 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปรับ pH ใหเปน 10 
จากนั้นเติมสารละลาย methyl red   20 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1,000 
มิลลิลิตร  
 B reagent :       ชั่ง KH2PO4   136.09 กรัม และ benzoic acid   2.75 กรัมละลาย
ในน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรใหเปน 1,000   มิลลิลิตร 
 C reagent :  ชั่ง Na2 (Fe (CN)5 NO)·2H2O (Sodium nitroprusside) 100 
มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น จากนั้นเติมฟนอล 10.25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ใหเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวในตูเย็น สารละลายน้ีมีอายุการใชงาน  2  สัปดาห 
 D reagent :  ชั่ง  NaOH 10 กรัม  Na2HPO4·7H2O 7.06 กรัม และ 
Na3PO4·12H2O 31.8 กรัม ละลายในน้ํากลั่น จากนั้นเติม  NaClO 10  มิลลิลิตร แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

2) เตรียม NaOH เขมขน 1 N เพื่อปรับความเปนดาง 
3) เตรียมสารละลายมาตรฐานจาก (NH4)2SO2  ที่ระดับความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
4) ดูดตัวอยางท่ียอยไดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติม A reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม 

B reagent 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ  นํามาไตเตรทโดยหยด 1 N  NaOH ลงไป เขยาเล็กนอย
ใหเปลี่ยนสี   จากนั้นเติม C reagent  2.5  มิลลิลิตร และ D reagent 2.5  มิลลิลิตร ตามลําดับ 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง 
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Spectrophotometer  ท่ี  625 นาโนเมตร บันทึกผลแลว
นําคาที่อานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานตามกฎของ Beer’s-Lambert’s Law จากนั้น
นําคาที่คํานวณไดมาคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน  (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) โดยใช
สูตรคํานวณ 
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A   =   คาความเขมขนของไนโตรเจนในสารละลายตัวอยางพืชจากกราฟมาตรฐาน(ppm) 
B =  อัตราสวนการเจือจางสารตัวอยางในปฏิกิริยา Indolphenol  

 =  ปริมาตรสุดทายในการวิเคราะห (25 มิลลิลิตร) 
C =  ปริมาตรสุดทายของการยอยตัวอยางพืช 
DW =  น้ําหนักแหงตัวอยางท่ีใชยอย (กรัม) 

การวิเคราะหปริมาณธาตุฟอสฟอรัสโดยการดูดกลืนแสงของสารท่ีมีสี (colorimetry) (Ohyama et 
al., 1991)   ซ่ึงไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสเฟต และอนุมูลโมลิบเดต ดังนี้ 

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

กรองโดยใช ระบบสุญญากาศชวย 
B reagent :  เตรียม H2SO4   250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตรท้ิงไว 1 คืน 

จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร 
C reagent :  นํา A reagent มาผสม B reagent โดยเท B reagent ลงในบีกเกอร ขนาด 1 

มิลลิลิตร คอยๆ เท A reagent ทีละนอย ชาๆ ท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรใหเปน 1 
มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาต้ังไวในท่ีมืด 

2) เตรียมสารละลายสแตนนัสคลอไรด  โดยช่ัง (SnCl2.2H2O) 0.25 กรัม เทลงในขวดสี
ชา (ควรเตรียมในตูควัน) โดยเติม HCl 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด จากนั้นเติมน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร   

3) เตรียมสารละลายมาตรฐานของฟอสฟอรัสจาก KH2PO4  ปรับใหมีความเขมขน
ตามลําดับคือ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4  และ  0.5  มิลลิกรัมตอลิตร   เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 

4) ดูดสารละลายตัวอยางท่ีไดจากการยอยปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   ลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย   เติม C reagent  ขวดละ 1 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว 
15 นาที นํามาวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเคร่ือง Spectrophotometer  ท่ี 660 นาโนเมตร    นําคาท่ี
อานไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัส จากนั้นนําคาท่ีคํานวณหาปริมาณ
ฟอสฟอรัส  (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง)  โดยใชสูตรคํานวณเชนเดียวกับการหาปริมาณ
ไนโตรเจน 

 
 
 

A × B ×C 
1,000 × DW 

ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยางพืช (%) = 



31 

 

การยอยตัวอยางสําหรับวิเคราะหโพแทสเซียม (Mizukoshi et al., 1994)   
ช่ังตัวอยางพืชอบแหงบดละเอียด 0.05 กรัม เติม HClO4  0.4 มิลลิลิตร และ  HNO3 0.5  

มิลลิลิตร ตามลําดับ เขยาใหเขากัน ปดหลอดดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน จากนั้นนํามายอยท่ี 100 
องศาเซลเซียส เพื่อไลควันสีเหลืองของ NO2

-  ออกจนหมด จึงปรับเพ่ิมอุณหภูมิเปน 210 องศา
เซลเซียส ท้ิงไวจนตัวอยางแหงระวังอยาใหไหม  นําออกมาท้ิงไวใหเย็นแลวเติมสารละลายเจือจาง
ของไฮโดรคลอริก (HCl 1: H2O 4 มิลลิลิตร) หลอดละ 1 มิลลิลิตร  ปนใหเขากัน จากน้ันนํามาต้ัง
บนเตาท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพ่ือไล Cl- ท้ิงไวใหเย็นแลวนํามาปรับปริมาตร
เปน 50  มิลลิลิตร เทใสขวดพลาสติกเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองสําหรับวิเคราะหตอไป 

การวิเคราะหปริมาณธาตุโพแทสเซียม 
1) เตรียมสารละลายมาตรฐานของโพแทสเซียม ปรับใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.3, 

0.4 และ 0.5   มิลลิกรัมตอลิตร   เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน 
2) เจือจางสารละลายตัวอยางท่ีไดจากการยอย โดยใชสารตัวอยางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  

จากนั้นเจือจางดวยน้ํากล่ันเปน 25 มิลลิลิตร  
3) นําสารละลายดังกลาวไปวัดปริมาณโพแทสเซียมโดยเคร่ือง atomic absorption  

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 นาโนเมตร บันทึกผล และนําคาท่ีคํานวณไดมา
คํานวณหาปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง) โดยใชสูตรคํานวณเชนเดียวกับการ
หาปริมาณไนโตรเจน 

5.4  การศึกษาการเปล่ียนแปลงปริมาณฮอรโมนพืช 

 5.4.1  การเก็บตัวอยาง leaf diffusate   

 การศึกษาฮอรโมนพืชในสารลาย leaf diffusate เปนการศึกษาถึงการเคล่ือนท่ีของ
ฮอรโมนพืชจากใบของแหลงหนึ่งไปยังอีกแหลงหนึ่งโดยผานทอลําเลียงอาหาร  เก็บใบยอยล้ินจี่คู
ใบท่ี 1 ของใบประกอบ ในวันท่ี 0, 7, 21, 35, 49, 56 และ 63 หลังควั่นกิ่ง  จํานวน 2 ใบ  จุมใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 2.5 มิลลิลิตร   เก็บไวในท่ีมืดอุณหภูมิ  20  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  
20 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บรักษาสารละลายบัฟเฟอรไวท่ี เพ่ือรอการวิเคราะหหาปริมาณ  IAA  และไซ
โตไคนิน ดวยวิธี   Radioimmunoassay (RIA) (Gurber and Bangerth, 1990)   

5.4.2  การเก็บตัวอยางยอด  ใบ เนื้อไม และเปลือกก่ิงไมของล้ินจ่ี   ในวันท่ี 0, 7, 21, 35, 
49, 56 และ 63 หลังควั่นกิ่ง  โดยทําการเก็บใบยอยล้ินจี่คูใบท่ี 2 ของใบประกอบ และเก็บสวนของ
เนื้อไมและเปลือกกิ่งไมยาวประมาณ 3 ขอนับจากปลายยอด จากนั้นทําการแชตัวอยางพืชใน
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ไนโตรเจนเหลวทันที จากน้ันนําไปทําใหแหงโดยใชความเย็นดวยเคร่ือง  Freeze dryer  และเก็บ
รักษาไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส     

5.4.3  การวิเคราะหปริมาณฮอรโมนพืช   ซ่ึงเปนการศึกษาที่ประเทศสหพันสาธารณรัฐ
เยอรมันภายใตความรวมมือของมหาวิทยาลัยเชียงใหม และมหาวิทยาลัยโฮเฮนฮามย  และการ
สนับสนุนงบประมาณโดย  AG-BIO/PERDO-CHE โดยนําตัวอยางพืชท่ีผานการ Freeze dry  แลว
จากประเทศไทย  ไปดําเนินการตามวิธีดังตอไปนี้ 

การสกัดตัวอยางพืช (Plant sample extraction) 
1) นําตัวอยางพืชท่ีเก็บไวไปทําใหแหงดวยความเย็นภายใตสภาพสุญญากาศ ดวยเคร่ือง 

Freeze dryer ช่ังน้ําหนักตัวอยางพืช และบดตัวอยางพืชใหละเอียดดวยโกรงหรือเคร่ืองปน โดยเติม
ไนโตรเจนเหลวขณะบดตัวอยาง  เพื่อรักษาสภาพความเย็น 

2) เติม cool methanol  (เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต  
ปริมาตร  50  มิลลิลิตร 

3) เก็บตัวอยางใสขวดปดฝาไวในท่ีมืด  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16 ช่ัวโมง  
4) กรองตัวอยางท่ีสกัดแลวผาน grassinter-filter ลงในขวดกนกลม  และนําสารละลาย

ไประเหยแหงดวย Rotary evaporator (<40๐C)  
5) ลางสารสกัดในขวดกนกลมดวย ammonium acetate 0.01 M 3 คร้ังๆ ละ 4 มิลลิลิตร 

โดยใช ultrasonic bath 
6) เก็บสารละลาย ammonium acetate ท่ีไดท้ัง 12 มิลลิลิตร รวมกัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิ –20  

องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 

5.4.4  การทําใหสารละลายจากการสกัดตัวอยางพืชบริสุทธ์ิ  (Purification) 

การทําสารสกัดจากพืชใหบริสุทธ์ิ 
1) การเตรียมคอลัมน  คอลัมนประกอบดวย 3 สวนคือ  

ก) หลอดบรรจุสารละลาย (Reservoir)  หลอดบรรจุ PVP (Polyvinylpyrrolidone) 
ข) หลอดบรรจุ DEAE-sephadex (anion exchange)      
ค) Sep-Pak-C18 โดยระหวางหลอดจะมีวาลวบังคับการไหลของสารละลาย 
เร่ิมตนโดยเติม PVP 12  มิลลิลิตร  ในหลอดท่ี 2 และ DEAE-sephadex 6 มิลลิลิตร ใน

หลอดท่ี 3 ท้ิงไว 30 นาที นําหลอดท่ี 1, 2 และ3 มาตอกัน (ยังไมใช Sep-Pak-C18 cartridge)  จากน้ัน
เติม 0.1 M ammonium acetate pH 8.5 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว                  
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ใหสารละลายไหลผาน PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE- sephadex ในหลอดท่ี 3 และปลอย
สารละลายท้ิงไปจนหมด ปดวาลว (ระวังอยาให PVP และ DEAE- sephadex แหง) จากน้ันเติม 0.01 
M ammonium acetate pH 7.5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปดวาลว ใหสารละลายไหล
ผาน PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE- sephadex ในหลอดที่ 3 และปลอยสารละลายท้ิงไปจนหมด 
ปดวาลว (ระวังอยาให PVP และ DEAE- sephadex แหง) 

2) การปรับสภาพของ Sep-Pak-C18 cartridge กอนการใชงาน  

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

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

3) การทําใหสารละลายจากการสกัดตัวอยางพืชบริสุทธ์ิ 
ก) นําสารสกัดตัวอยางท่ีเก็บรักษาไวท่ี  -20 ๐C  มาละลายใหเปนของเหลว จากนั้น

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  16,500  รอบตอนาที  นาน 10 นาที เทสารละลายสวน
ใส (supernatant) ลงในขวดแกวขนาด  30 มิลลิลิตร  

ข) นํา cytokinins  Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว ตอเขาท่ีปลายคอลัมน นําสารสกัดตัวอยาง
ท่ีไดจากขอ (ก)  เติมลงใน  reservoir  เปดวาลวใหสารสกัดตัวอยางไหลลงผาน
คอลัมนจนหมด   ลางขวดสารสกัดตัวอยางดวย 0.01 M ammonium acetate, pH 
7.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวผานลงในคอลัมน  ลางขวดสารสกัดตัวอยางดวย 
0.01 M ammonium acetate pH 7.5  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซํ้าอีก 3 คร้ัง แลวผานลง
ในคอลัมนปลอยสารละลายไหลผานจนหมด (ระวังไมใหสารละลายในระบบ
แหง) ในข้ันตอนนี้ ฮอรโมนประเภทกรด  IAA, GAs และ ABA จะถูกจับอยูท่ี 
DEAE- sephadex   สวน cytokinin จะถูกจับอยูใน  Sep-Pak-C18 

ค) ถอด cytokinins  Sep-Pak-C18 ออกจากคอลัมน ปดปลายคอลัมนดวย septum ถอด
เอาหลอดท่ี 2 (PVP)  ออกไป จัดคอลัมนใหมเหลือเฉพาะหลอดท่ี 1 (reservoir) 
และหลอดท่ี 3 (DEAE- sephadex) ตอกัน  นํา ABA /GAs  Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว 
(เปนอันเดียวกัน) ตอเขาท่ีปลายคอลัมน  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 ปดปลายคอลัมนดวย septum นํา IAA sep-pak  ท่ีเตรียมไว ตอ
เขาท่ีปลายคอลัมน   ชะ IAA จาก  DEAE- sephadex ลงสู sep-pak  โดย 2 M acetic 
acid 15 มิลลิลิตร 

ง) การชะฮอรโมนออกจาก  Sep-Pak-C18  แตละชนิดโดยใชสารละลายเมทานอลใน 
0.1 M acetic acid ปริมาตร 4  มิลลิลิตร ท่ีความเขมขนตางๆกัน 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 
เม่ือเสร็จส้ินขบวนการจะไดสารละลายฮอรโมนชนิดตางๆ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
และนําไปทําใหแหงดวย Speed Vacuum concentrator ขามคืน  เพื่อรอการ
วิเคราะหหาปริมาณฮอรโมนตอไป 

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

สําหรับการวิเคราะหฮอรโมน IAA  
ก) นําสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาละลายใหเปนของเหลว  
ข) ละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมาปรับ pH เทากับ 3.0 ดวย acetic acid ความ

เขมขน 4 M 
ค) ชะสารละลายตัวอยางผาน Sep-Pak-C18 จากนั้นลาง Sep-Pak-C18 ดวย acetic acid 

ความเขมขน 4 M ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  จํานวน 1 คร้ัง 
ง) ชะ IAA ดวย 40% methanol in 0.1 M acetic acid  ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  จากนั้นดูด 

aliquot ใสในvial tube  หลอดละ 1.3 มิลลิลิตร  จํานวน 3 หลอด 
จ) นําไปทําใหแหงดวย Speed Vacuum concentrator ขามคืนเพื่อรอการวิเคราะหหา

ปริมาณฮอรโมนตอไป   
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สําหรับการวิเคราะหฮอรโมน Cytokinin 
ก) นําสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปริมาตร 12.5  มิลลิลิตร มาละลายใหเปน

ของเหลว  
ข) ละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมาปรับ pH เทากับ 3.0 ดวย acetic acid ความเขมขน 4 

M 
ค) ชะสารละลายตัวอยางผาน Sep-Pak-C18 จากนั้นลาง Sep-Pak-C18 ดวย acetic acid 

ความเขมขน 4 M ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  จํานวน 1 คร้ัง  
ง) ชะ Z/ZR ดวย 30% methanol in 0.1 M acetic acid ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และ  i-

Ado/i-Ade ดวย  80% methanol in 0.1 M acetic acid จากนั้นดูด aliquot ใสใน vial 
tube  หลอดละ 1.3 มิลลิลิตร  จํานวน 3 หลอด 

จ) นําไปทําใหแหงดวย Speed Vacuum concentrator ขามคืนเพื่อรอการวิเคราะหหา
ปริมาณฮอรโมนตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  10   สวนประกอบของคอลัมน 

Reservoir 

Valve 

Valve

PVP

DEAE-Sephadex 

Sep-Pak-C18 
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5.4.6  การตรวจวัดปริมาณฮอรโมนพืชดวยเทคนิค RIA (Radioimmunoassay) 

1) สารเคมีท่ีตองเตรียม 
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  เทากับ  7.4 
ข) Calf serum 50 μl/tube  ใชสําหรับตกตะกอนโปรตีนหรือตกตะกอนแอนติบอดีใน

ระหวางการทําปฏิกิริยา  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  ปนดัวย magnetic stirrer จนกระท่ัง Ammonium 
sulphate อ่ิมตัว (ยังคงมีตะกอนเหลืออยู) 

2) ตัวอยางท่ีตองการตรวจวัด 
ก) สารละลายตัวอยางท่ีไดจากการระเหยแหงดวยเคร่ือง Speed Vacuum concentrator 
ข) สําหรับฮอรโมนประเภทกรด (IAA, GAs, ABA) ตองผานการ methylation โดย

เติม ethereal diazometane 50 μl  ปดฝาหลอด  บมในท่ีมืด 30 นาที จากน้ันเปดฝา
ให ethereal diazometane ระเหยแหง (ตองทําในตูดูดควันเทานั้น) 

3) Dispensing 

࢚࢟࢏࢜࢏࢚ࢉࢇ࢕࢏ࢊࢇ࢘ ࢊ࢔࢛࢕࢈ % ൌ
૚૙૙ ൈ ሺ࢞࡮ െ ሻ࡮ࡿࡺ

ሺ࢕࡮ െ ሻ࡮ࡿࡺ
 

 

 
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 ลงในหลอดแกวท้ังหมดที่วางเรียงใน rack และเขยาท่ี 1200 

rpm 
ข) เติม serum,3H-Hormone และ antibody เขยาท่ี 1200 rpm บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 30 

นาที ในระหวางบม เขยาท่ี 1200 rpm อีก 1 คร้ัง (หลังจากคร้ังแรก 15 นาที) 
ค) เติม ammonium sulphate 90% ปริมาตร 750 μl เขยาและตั้งท้ิงไว 30 นาที เพื่อให

โปรตีนตกตะกอน 
ง) นําหลอดแกวไปหมุนเหวีย่งท่ี 4000 rpm เปนเวลา 40 นาที 
จ) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปากหลอดแกวโดย

คว่ํา  rack  ลงบนกระดาษชาํระ 
ฉ) เติม ammonium sulphate 50% ปริมาตร 750 μl นําหลอดแกวไปหมุนเหวีย่งท่ี 

4000 rpm  เปนเวลา 30 นาที 
ช) เทสวน supernatant ท้ิงลงในภาชนะจัดเก็บสารกัมมันตรังสี ซับปากหลอดแกวโดย

คว่ํา  rack  ลงบนกระดาษชําระ 
ซ) เติมน้ํากล่ัน 200 μl แลวเขยา 
ฌ) เติม scintillator ปดฝาหลอดแกวใหแนน ดวย plastic stoppers 
ญ) เขยาใหสารละลายผสมกัน จากนัน้นําไปวัดคากัมมันตรังสี และคํานวณคาจาก

กราฟมาตรฐานของฮอรโมนแตละชนิด 

6.  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  โดยใชโปรแกรม SPSS for windows 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. ศึก
ฮอรโมน
2. แช
เพ่ือใชใ
ของตาย

ภาพท่ี 11  ก

ษาการเปลี่ยนแ
นพืชโดยวิธี RIA
ชในนํ้ายารักษาส
นการศึกษาการ
ยอดโดยวิธี froz

ารเก็บตัวอยา

38

แปลงปริมาณ
A 
สภาพ (FAA) 
รเปล่ียนแปลง
zen section  

างพชืเพื่อศึกษ

ศึกษาก
พืชใน 

ษาการเปลี่ยนแ

การเปลี่ยนแปล
 leaf diffusate โ

ศึกษาการ
ฮอรโมนพื

ศึกษ
ปริม
ไมใ

ศึกษาก
ธาตุอา

1.  ศึกษาการ
โดยวิธี RIA 
2. ศึ ก ษ า ก
คารโบไฮเดร

แปลงทางสรีร

งปริมาณฮอรโ
โดยวิธี RIA 

รเปล่ียนแปลง
พชืโดยวิธี RIA 

ษาการ เปลี่ ยน
มาณคารโบไฮ
ชโครงสราง (T

การเปลี่ยนแปล
หารหลักในใบ

รเปล่ียนแปลงป
 
ก า ร เ ป ล่ี ย น
รตที่ไมใชโครง

รวิทยา 

มน

ปริมาณ
 

นแปลง
ฮเดรตที่
TNC) 

ลงปริมาณ
 

ปริมาณฮอรโมน

แ ป ล ง ป ริ ม
งสราง (TNC) 

นพืช

ม า ณ



 

 

นําไ
Vacu
ข า ม
วิ เ ค
ฮ อ ร
ตอไ

ปนตัวอยางพืชในล
โดยใชไนโตรเจน

ปทําใหแหงดวย Spee
uum concentrat
ม คื น เ พื่ อ ร อ ก า
ค ร า ะ ห ห า ป ริ ม า
ร โ ม น โ ด ย วิ ธี  RI
ป 

ละเอียด
นเหลว 

นําตัวอยางที
นอล เก็บไว
เปนเวลานา
พืชผาน gra
ขวดกนกลม

ชะฮอร
จา

ed 
tor
ร
ณ
IA

ภาพที่ 12  ขั

ที่บดละเอียดแลวมาเติ
วในขวดสีชา ที่อุณหภ
าน 16 ชั่วโมง  จากนั้
assinter-filter   และ
ม 

รโมนแตละชนิดออก
าก Sep-Pak-C18 

ขั้นตอนการสกัดตัว

ติม 80% เมทธา
ภูมิ 4 องศาเซลเซียส
นั้นการกรองตัวอยาง
ะเก็บสารละลายที่ใน

วอยางพืชเพือ่วิเครา

แยกเมทธานอลออ
เครื่อง  Rotary evap

นําสารละล
ทําการแยกฮ
ชนิดออกจา
คอลัมน 

าะหฮอรโมนพืช 

อกจากสารละลายตัวอ
porator   จนตัวอยางแ

นําส
องศา
เหวี่ย

ายตัวอยางมา
ฮอรโมนแตละ
กกันโดยผาน

อยางโดย
แหง 

ชะตัวอ
pH 7
ultraso
–20  อง

ารละลายตัวอยางที่เ
าเซลเซียส  มาละลายแ
ยงที่ 16,500 รอบตอน

อยางดวย 0.01 M amm
7.5   ครั้งๆ ละ 4 มิ
nic bath  จากนั้นเก
งศาเซลเซียส  เปนเวล

ก็บไวใน -20
และนําไปปน
าที 

monium acetate 
มิลลิลิตร โดยใช 
ก็บไวที่อุณหภูมิ    
ลา 16 ชั่วโมง 39 


