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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

3.1 การวางแผนการทดลอง 

เมล็ดพนัธ์ุงาข้ีมอ้น จ านวน 2 พนัธ์ุจากแหล่งปลูก ก าหนดให้มีช่ือเรียกตามลกัษณะของสีดอก
และสีเมล็ดก่อนสุกแก่ทางสรีรวิทยา แบ่งออกเป็น พนัธ์ุดอกสีขาวเป็นแหล่งปลูกท่ี 1 และพนัธ์ุดอกสี
ม่วงเป็นแหล่งปลูกท่ี 2 โดยเก็บตวัอยา่งจากแหล่งปลูก บา้นนาหวาย อ าเภอ เชียงดาว จงัหวดั เชียงใหม่
น าเมล็ดไปท าความสะอาดเพื่อก าจดัส่ิงเจือปนและคดัขนาดดว้ยวิธีการร่อน โดยใช้ตะแกรงขนาด 1 
มิลลิเมตร เมล็ดพนัธ์ุมีความช้ืนเร่ิมตน้เท่ากบั 6.9 และ 7 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั วางแผนการทดลอง
แบบ Split plot design in completely randomized design (CRD) จ านวน 3 ซ ้ า โดยก าหนดให้ main 
plot คือ ระยะเวลาในการเก็บรักษาจ านวน 7 ช่วงเวลาคือ 0, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วนั 
ตามล าดบั และก าหนดให ้sub plot คือ วธีิการเก็บรักษาซ่ึงประกอบดว้ย 6 วธีิ ดงัน้ี 

กรรมวธีิท่ี 1 (ชุดควบคุม) เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุในถุงผา้ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
กรรมวธีิท่ี 2 เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุในถุงพลาสติก 2 ชั้นท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
กรรมวธีิท่ี 3 เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุในถุงพลาสติก 2 ชั้นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
กรรมวธีิท่ี 4 เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุในถุงพลาสติก 2 ชั้นท่ีอุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส  
กรรมวธีิท่ี 5 เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุในถุงฟอยดท่ี์อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
กรรมวธีิท่ี 6 เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุในถุงฟอยดท่ี์อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ท าการเก็บรักษาตวัอยา่งเมล็ดพนัธ์ุ 90 กรัม แลว้บรรจุในภาชนะตามกรรมวิธีทั้ง 6 วิธี ขา้งตน้ 

และเก็บรักษาเป็นเวลานาน 180 วนั โดยท าการสุ่มเมล็ดพนัธ์ุตามช่วงเวลาท่ีก าหนด แบ่งออกเป็น 2 
ส่วน ส่วนแรกน าไปทดสอบคุณภาพของเมล็ดพนัธ์ุในระยะการเก็บรักษาท่ี 0, 30, 60, 90, 120, 150 
และ 180 วนั ส่วนท่ี 2 น าไปทดสอบคุณภาพทางเคมีของเมล็ดพนัธ์ุ ท่ีระยะการเก็บรักษา 0, 90 และ 
180 วนั 
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3.2 การทดสอบคุณภาพเมลด็พนัธ์ุ 

3.2.1 การทดสอบความช้ืนของเมลด็พนัธ์ุ (Moisture content determination) 

ท าการตรวจสอบความช้ืนของเมล็ดพนัธ์ุด้วยวิธีมาตรฐานคือวิธีอบลมร้อน (hot-air oven-
method) ตามกฏการตรวจสอบเมล็ดพนัธ์ุสากล (ISTA, 2006) มีวธีิและขั้นตอนดงัน้ี 

1) ชัง่น ้าหนกัเมล็ดพนัธ์ุงาข้ีมอ้นจ านวน 5 กรัม จ านวน 3 ซ ้ า 
2) ชัง่น ้าหนกัภาชนะท่ีใชอ้บพร้อมฝาก่อนและหลงัใส่ตวัอยา่ง 
3) น าภาชนะดงักล่าวเขา้ตูอ้บ โดยเปิดฝาแลว้รองฝาไวใ้ตภ้าชนะในขณะท่ีอบท่ีอุณหภูมิ 

103 องศาเซลเซียส เวลา 17 ± 1 ชัว่โมง  
4) เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดน าภาชนะท่ีปิดฝาใส่ในโถดูดความช้ืน เพื่อให้เยน็ลงประมาณ 

30 – 45 นาที 
5) บนัทึกน ้ าหนกัเมล็ดก่อนและหลงัการอบ และค านวณหาความช้ืนของเมล็ดพนัธ์ุเป็น

เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัสด ดงัสมการ 
เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน = น ้าหนกัของเมล็ดก่อนอบ – น ้าหนกัของเมล็ดหลงัอบ  

     น ้าหนกัของเมล็ดก่อนอบ     
3.2.2. การทดสอบความงอกของเมลด็พนัธ์ุ (The germination test) 

ทดสอบความงอกของเมล็ดพนัธ์ุตามวิธีมาตรฐานตามกฏการทดสอบความงอกของสมาคม
ทดสอบเมล็ดพนัธ์ุระหวา่งประเทศ (ISTA, 2006)  

1) สุ่มตวัอยา่งเมล็ดพนัธ์ุงาข้ีมอ้น จ านวน 4 ซ ้ า ๆ ละ 100 เมล็ด จากส่วนท่ีเป็นพนัธ์ุสุทธิ 
เรียงเมล็ดบนวสัดุเพาะท่ีมีความช้ืนโดยใหเ้มล็ดห่างกนัพอประมาณ และวางให้กระจายสม ่าเสมอ โดย
ใชว้ธีิการเพาะระหวา่งกระดาษ (between paper; BP) จากนั้นใหม้ว้นกระดาษเพาะ และวางในลกัษณะ
ตั้งตรง 

2) โดยติดป้ายท่ีมุมบนของกระดาษเพาะ ซ่ึงมีขอ้มูลดงัต่อไปน้ี วนัท่ีเพาะ วนัท่ีนบัความ
งอกคร้ังแรกหลงัจากเพาะ และวนัท่ีนบัความงอกคร้ังสุดทา้ยหลงัจากเพาะ จากนั้นน ามว้นกระดาษ
ดงักล่าวไวใ้นตูเ้พาะ (germination cabinet) ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ส าหรับเมล็ดพนัธ์ุงาข้ีมอ้
นดงักล่าวท าการนบัความงอกคร้ังแรกวนัท่ี 7 หลงัจากเพาะ และนบัความงอกคร้ังสุดทา้ยวนัท่ี 21 
หลงัจากเพาะ 

 
 

× 100 
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3) บนัทึกผลความงอกของเมล็ดพนัธ์ุงาข้ีมอ้น โดยประเมินผลเป็นตน้อ่อนปกติ (normal 
seedling) ต้นอ่อนผิดปกติ (abnormal seedling) จากนั้นรายงานผลการทดสอบความงอกเป็น
เปอร์เซ็นต ์

 
 

 

 

 

ภาพที ่3.1 ตวัอยา่งตน้อ่อนปกติของงาข้ีมอ้น 

3.2.3 การทดสอบความแข็งแรงของเมลด็พนัธ์ุโดยการเร่งอายุเมลด็พนัธ์ุ (Accelerated aging 
test) (AOSA, 1983) 

1) สุ่มตวัอย่างเมล็ดพนัธ์ุงาข้ีมอ้นทั้งหมด 2 พนัธ์ุ ๆ ละ 4 ซ ้ า ๆ ละ 2 กรัม ใส่ลงใน
ตะแกรงลวดสแตนเลสรูปทรงกลมท่ีมีขาตั้ง  

2) น าตะแกรงดงักล่าวไปวางในขวดโหลแกว้ท่ีมีฝาปิด และเติมน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
ปิดฝาใหส้นิท โดยใหเ้มล็ดอยูใ่นอุณหภูมิ 41 ºC เป็นระยะเวลานาน 64 ชัว่โมง  

3) จากนั้นน าเมล็ดไปทดสอบความงอกดงัขอ้ท่ี 3.2.2  

3.3 การทดสอบคุณภาพทางเคมีของเมลด็พนัธ์ุงาขีม้้อน 

3.3.1 การวเิคราะห์ปริมาณน ้ามัน โดยใช้เคร่ืองมือสกดัแบบ soxhlet (soxhlet extractor) 

(AOAC, 1995) 

1) ชัง่ตวัอยา่งเมล็ดพนัธ์ุท่ีบดอยา่งละเอียดจ านวน 5 กรัม น าไปห่อในกระดาษกรอง ใส่
ลงใน thimble ส าหรับสกดั (extraction thimbles for soxhlet extraction) แลว้ใส่ลงในหลอดส าหรับ 
soxhlet extractor ท่ีต่อเขา้กบัคอนเดนเซอร์ (condenser allihn) 

2) ชัง่น ้ าหนกัขวดกน้กลม (round-bottom flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีใส่เม็ดกนัเดือด 
หรือ glass beads จ านวน 4 - 5 เมด็ ซ่ึงไดผ้า่นการอบท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมงไวแ้ลว้  

3) จากนั้นเติมสารละลายไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) ปริมาตร 200 มิลลิลิตรลง
ในขวดกน้กลม แลว้ต่อขวดกน้กลมเขา้กบัชุดสกดัแบบ soxhlet และเปิด hot plate ให้มีอุณหภูมิสูง
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ส าหรับกลัน่สารละลายให้ไหลกลบัเขา้ไปในขวดได ้15 รอบต่อชัว่โมง โดยกลัน่เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
จนกระทัง่ไขมนัถูกชะลา้งออกไปจาก thimble จนไม่มีสี จากนั้นเอา thimble ออก แลว้กลัน่ต่อไปให ้
dichloromethane กลบัข้ึนมาอยูบ่นหลอดจนเกือบหมด เทเก็บไวใ้ชค้ร้ังต่อไป ส่วนท่ีเหลือในขวดกน้
กลม คือ ไขมนัท่ีสกดัได ้จากนั้นให้ตั้งขวดกน้กลมทิ้งไว ้1 คืน และน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไวใ้ห้เย็นในโถดูดความช้ืน และชั่งน ้ าหนักขวดท่ีเพิ่มข้ึนหลังจากกลัน่แล้ว คือ 
น ้าหนกัไขมนั (crude fat) และน าไปค านวณตามสูตรต่อไปน้ี  

ไขมนัเม่ือคิดเปอร์เซ็นตข์องวตัถุแหง้ =  น ้าหนกัไขมนั (กรัม)  
      น ้าหนกัวตัถุแหง้ 

3.3.2 การวเิคราะห์ปริมาณกรดไขมันในน า้มันงาขีม้้อนโดยวธีิ gas chromatography (อา้งอิง

ตามวธีิการ Morrison and smith, 1964) 

เตรียมจากตวัอยา่งน ้ามนังาข้ีมอ้นท่ีไดจ้ากวธีิท่ี 3.2.1 เพื่อน าไปวเิคราะห์ปริมาณกรดไขมนัดว้ย

วธีิการเตรียม fatty acid methyl ester (FAME) ตามวธีิดงัต่อไปน้ี  

1) ชัง่ตวัอยา่งน ้ ามนังาข้ีมอ้นท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.1 ลงในขวดกน้กลม (round-bottom flask) 
จ านวน 0.5 กรัม ต่อ 1 ตวัอยา่ง 

2) เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดล์ะลายดว้ยเมทานอลซ่ึงมีความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ 
(0.5M NaOH ใน methanol) โดยปิเปตสารละลายปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดกน้กลมท่ีมีน ้ ามนั
อยู ่แลว้ใหค้วามร้อน (reflux) ท่ีอุณหภูมิ 110 – 120 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที 

3) จากนั้นให้เติมสารละลาย 20% boron-trifluoride ใน methanol โดยปิเปตสารละลาย
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไปในขวดกน้กลม แลว้ใหค้วามร้อนต่อเป็นเวลา 5 นาที 

4) เม่ือครบก าหนดเวลาใหว้างสารละลายดงักล่าวไวใ้ห้เยน็ และเทสารละลายทั้งหมดลง
ในหลอดทดลองท่ีมีขนาด 50 มิลลิลิตร 

5) เติมสารละลายเฮกเซน (hexane) ลงไปในหลอดทดลอง โดยปิเปตสารละลาย 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมเกลืออ่ิมตวัลงไปในหลอดทดลองโดยปิเปตสารละลาย ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร จากนั้นเขยา่สารละลายในหลอดทดลองใหเ้ขา้กนั จากนั้นวางหลอดทดลองไวใ้ห้สารละลาย
แยกชั้น 

6) เม่ือสารละลายแยกชั้นดีแลว้ให้ใชก้ระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 1 มิลลิตร ท่ีต่อเขา้
กบั ชุดกรอง (filter) ท่ีมีขนาด 0.45 ไมโครเมตร โดยดูดสารละลายชั้นบนมากรองผา่นชุดกรอง 0.45 
ไมโครเมตร โดยเก็บไวใ้นหลอดทดลอง ขนาด 1 มิลลิลิตร และสารละลายท่ีเตรียมน าไปวิเคราะห์โดย
ใช้เคร่ือง Gas chromatography (GC-FID, Bruker) โดยใช้คอลมัน์ (column) ชนิด RT®-2560 
(biscyanopropyl polysilozane) 100 meter 0.25 mm ID 0.2um df Serial # 47147-04 (Restek®, USA)  

× 100 
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3.3.3 การทดสอบการหืนของไขมัน (Thiobarbituric acid number) 

วิเคราะห์หาปริมาณ thiobarbituric acid number (TBARs) ดดัแปลงจากวิธีของ Health and 
Packer (1968) 

1) ชัง่ตวัอยา่งเมล็ดงาข้ีมอ้น 0.5 กรัม บดเมล็ดให้ละเอียดแลว้น าไปเขยา่ให้เขา้กนัดว้ย
เคร่ืองเขยา่ตวัอยา่ง (vortex mixture) กบั 0.1 % Thichloroacetic acid จ านวน 5 มิลลิลิตร  

2) น าตวัอยา่งท่ีผสมกนัแลว้ไปป่ันเหวีย่ง (centrifuge) ท่ี 10,000 รอบ เป็นเวลา 20 นาที 
3) ปิเปตเก็บสารดา้นบนปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลายไทโอบาบิทูริก แอซิด 

ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ (0.5 % thiobarbituric acid) กบัสารละลายไทโอบาบิทูริก แอซิด ความ
เขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์(20 % thichloroacetic acid) อยา่งละ 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองพลาสติกท่ี
มีฝาปิดขนาด 15 มิลลิลิตร 

4) เขยา่สารละลายทั้งหมดให้เขา้กนัแลว้น าไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ท่ี
อุณหภูมิ 95องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

5) หยดุปฏิกิริยาดงักล่าวโดยน าหลอดทดลองใส่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 2 นาที 
6) จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ี

ความยาวคล่ืน 532 และ 600 นาโนเมตร โดยก าหนดให้ค่าสัมประสิทธ์ิการดูดแสงของ 
Malondialdehyde (MDA) คือ 155 mM-1cm-1 

3.4 การวเิคราะห์ข้อมูล 

ท าการวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลโดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ Statistix 8 
(analytical software, USA) ดว้ยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหวา่งค่าเฉล่ียดว้ย Least significant difference (LSD) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ 

3.5 สถานที่ท าการทดลอง 

1) ห้องปฏิบติัการเมล็ดพนัธ์ุ ภาควิชาพืชศาสตร์และปฐพีศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม ่

2) หอ้งปฏิบติัการกลาง คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

3.6 ระยะเวลาท าการทดลอง 

ระยะเวลาท าการทดลองตั้งแต่เดือนกุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2558 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2559 


