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บทที ่3 

วธีิการดาํเนินการวจิยั  

 

วสัดุและอปุกรณ์ 

1. กลุ่มสารทดลอง 

1.1 ออลิโกไคโตซานจากกุง้ ขนาดโมเลกุลประมาณ 5,000 (O-5) จากบริษทั 

Sigma - Aldrich 

1.2 ออลิโกไคโตซานจากกุง้ ขนาดโมเลกุลประมาณ 25,000 (O-80) จากบริษทั 

นวตักรรม จามจุรี จาํกดั 

1.3 ไคโตซานจากกุง้ (Shrimp Chitosan) ขนาดโมเลกุลประมาณ 106 (SCS) 

จากบริษทั Seafresh 

2. ตวัอยา่งพืช   

2.1  ขา้วพนัธ์ุปทุมธานี 1 (Oryza sativa L. cv. PTT90071-93-8-1-1)  

2.2  ขา้วพนัธ์ุพิษณุโลก 2 (Oryza sativa L. cv. PSL91014-16-1-1-5-1) 

2.3  ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยดพทัลุง (Oryza sativa L. cv. KGTC82239-2)   

3.    ตวัอยา่งจุลินทรีย ์

   เช้ือรา  Pyricularia grisea  

4.    สารเคมี 

1.  Acetic Acid    J.T. Baker (A.R.) 

2.  Acetonitrile  Merck (HPLC Grade) 

3.  Acrylamide    Fluka (A.R.) 

4.  Ammonium  Persulphate   Ajex Finechem  

5.  Bis-Acrylamide    Fluka (A.R.) 

6.  Bovine Serum Albumin   Fluka BioChemika 

7.  Bromophenol Blue   Ajax Finechem (Lab chem) 

8.  Coomassie Brilliant Blue R-250  Sigma (A.R.) 

9.  Copper (II) Sulfate   Fisher Scienctific (A.R.) 

                   10.  Chitin      Fluka BioChemika 

                  11.  Chitosan From Shrimp   Seafresh 
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 12.  Chitosan Low Molecular Weight (O-5) Sigma-Aldrich 

       13.  Chitosan O-80    บริษทันวตักรรม จามจุรี จาํกดั  

                   14.  Cyanidin-3-glucoside   Sigma (A.R.) 

 15.  3,5-Dinitrosalicylic Acid   Aldrish 

 16.  Ethanol     Merck (A.R.) 

 17.  Folin-Ciocalteu,s Phenol Reagent  Merck (A.R.) 

 18.  Formic Acid    Lab Scan (A.R.) 

 19.  Glycine     Amresco 

 20.  Glycerol     Fluka (A.R.) 

 21.  Hydrochloric Acid   J.T. Baker (A.R.) 

 22.  2-Mercaptoethanol   Fluka (A.R.) 

 23.  Methanol    Merck (A.R.) 

 24.  N-acetyl-D-glucosamine   Fluka BioChemika  

 25.  N,N,N’,N’ tetramethylethylenediamine Bio-RAD 

 26.  Potato Dextrose Agar   BD Difco 

 27.  Protein Marker    GE Healthcare 

 28.  Sodium Carbonate   QReC (A.R.) 

 29.  Sodium Dodecyl Sulphate  BDH 

 30.  Sodium Hydroxide   Merck (A.R.) 

 31.  Sodium Potassium Tartrate  Ajax Finechem (A.R.) 

 32.  Sulfuric Acid    J.T. Baker (A.R.) 

 33.  Trizma Base    Riedel  

 

5.  อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

1.  Alcohol Burner    

2.  Beaker    

3.  Cuvette    

4.  Centrifuge Tube 

5.  Dropper 

6.  Erlenmayer Flask 
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7.  Graduate Cylinder 

8.  0.45 µm Membrane Filter (Nylon) 

9.  Microcentrifuge Tube 

10.  Micropipette 

11.  Pipette 

12.  Petridish 

13.  Rubber bulb 

14.  Spatula 

15.  Stirring Rod 

16.  Test Tube 

17.  Test Tube Rack 

18.  Wash Bottle 

19.  Loop 

20.  Needle 

21.  Analytical Balance 

22.  Autoclave    Tommy (รุ่น ES-315) 

23.  Centrifuge     Sorvall  (รุ่น Biofuge pico และ  

 รุ่น Legend RT+) 

24.  Colorimeter (Color Flex)   Hunter lab 

25.  Digital balance   Satorius (รุ่น CP 3202S) 

26.  Electrophoresis   Atto 

27.  Electro Spray Ionization Mass Spectrophotometer (Micromass LCT) 

28.  Freezer -20°C 

29.  Freezer -80°C 

30.  High Performance Liquid   

       Chromatography   Agilent (1100 Series Shromatograph) 

31.  Inertsil ODS-3 Column  Varian 

32.  Laminar Air Flow   Boss Tech 

33.  pH Meter    WTW (รุ่น InoLab pH 720) 

34.  Hot Plate and Magnetic Stirrer Lab.Companion (รุ่น HP-3000L) 
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35.  UV-Visible Spectrophotometer Shimadzu (รุ่น UV-1700 UV Prove Software   

Version 2.21) 

36.  Spectrophotometer   Thermo Spectronic (รุ่น Genesys 20) 

37.  Water Bath   Memert (รุ่น WB 22) 

 

วธีิการทดลอง 

1. ศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของออลโิกไคโตซานชนิด O-5, O-80 และ SCS 

1.1 วเิคราะห์ค่า Degree of Deacetylation 

      นาํออลิโกไคโตซานชนิด O-5, O-80 และ SCS หนกั 1 กรัม มาละลายใน

สารละลาย 0.25% (v/v) Acetic Acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนตลอดเวลาเป็นระยะเวลานาน 24 

ชัว่โมงจะได ้ Stock Solution ท่ีมีความเขม้ขน้ 10,000 mgL-1 จากนั้นนาํสารละลายมาเจือจางใหมี้

ความเขม้ 600, 800, 1,000, 1,200 1,400 และ 1,600 mgL-1 นาํสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 203 นาโนเมตร นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปสร้างกราฟและคาํนวณหาค่า % Degree 

of Deacetylation จากค่าความชนัของกราฟดงัสมการ 

 

% DD = 100 – (KX / KSCS) x 20 
 

KX      คือ    ค่าความชนักราฟของ X 

KSCS   คือ     ค่าความชนักราฟของ SCS 

20      คือ     หมู่อะซิทิลท่ียงัเหลืออยูข่อง SCS 

100    คือ     หมู่อะซิทิลท่ีตอ้งการกาํจดั 

 

1.2  วิเคราะห์หานํ้าหนักโมเลกุลของออลิโกไคโตซานชนิด O-5, O-80 และ SCS ด้วย 

เทคนิค Electro Spray Ionization Mass Spectrophotometry (ESIMS) 

       นาํออลิโกไคโตซานชนิด O-5, O-80 และ SCS ในสารละลาย 1% (v/v) Acetic 

Acid ความเขม้ขน้ 2000 mgL-1 อย่างละ 300 มิลลิลิตรไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Electro Spray 

Ionization Mass Spectrophotometer 

2. ศึกษาผลของออลโิกไคโตซานต่อการเจริญเติบโตของต้นข้าวสังข์หยดพทัลุง 

2.1  การเตรียมสารละลายออลโิกไคโตซานชนิด O-5, O-80 และ SCS 
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         นาํออลิโกไคโตซานชนิด O-5, O-80 และ SCS ละลายในสารละลาย 0.25% (v/v) 

Acetic Acid ใหมี้ความเขม้ขน้ 10,000 mgL-1 จากนั้นเจือจางสารละลายใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 

2.2  ผลของชนิดออลโิกไคโตซานและความเข้มข้นของออลิโกไคโตซานชนิด O-5 ต่อ

การเจริญเติบโตของต้นข้าวสังข์หยดพทัลุง 

         ลา้งเมล็ดขา้วดว้ยนํ้าสะอาด จากนั้นแช่เมล็ดขา้วในนํ้าเป็นระยะเวลา 1 วนัและ

ห่อเมล็ดขา้วในผา้ขาวบางชุ่มนํ้าอีกเป็นระยะเวลา 2 วนัจากนั้นจึงหวา่นเมล็ดลงในกระถางปลูก 

(จาํนวนประมาณ 50 เมล็ดต่อกระถาง) เม่ือตน้ขา้วมีอาย ุ1 เดือนทาํการฉีดพน่สารละลายออลิโกไคโต

ซาน ชนิด O-5 เขม้ขน้ 20, 40, 100, 500 และ 1,000 mgL-1 และสารละลายออลิโกไคโตซานชนิด 

O-80 และ SCS เขม้ขน้ 40 และ 500 mgL-1 อย่างละ 10 มิลลิลิตรดว้ยความถ่ี 2 สัปดาห์/คร้ังพร้อม

ทั้งวดัการเจริญเติบโตของตน้ขา้วโดยการวดัความสูงของลาํตน้ซ่ึงวดัจากขอ้แรกของลาํตน้จนถึง

ปลายยอดของใบ ทาํการวดัจากยอดใบของตน้ขา้วจาํนวน 3 ใบต่อตน้ขา้ว 1 ตน้ วดัความสูงของ

ตน้ขา้ว ก่อนเร่ิมฉีดพ่นและวดัความสูงของตน้ขา้วอีกคร้ังหลงัจากฉีดพ่นแลว้ 2 สัปดาห์จากนั้นทาํ

การวดัความสูงของตน้ขา้วทุกสัปดาห์เป็นระยะเวลา 1 เดือน โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ชุด

ดงัน้ี 

ชุดควบคุม ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยดพทัลุงเปรียบเทียบกบัขา้วพนัธ์ุพิษณุโลก 2 และ 

ขา้วพนัธ์ุปทุมธานี 1 โดยให้นํ้ าควบคู่กบัปุ๋ยสูตร 16-20-0 และ

สูตร 40-0-0  

ชุดทดลอง ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยดพทัลุงเปรียบเทียบกบัขา้วพนัธ์ุพิษณุโลก 2 และ 

            ขา้วพนัธ์ุปทุมธานี 1 ท่ีกระตุน้ดว้ยสารละลายออลิโกไคโตซาน

ชนิด 

O-5 เขม้ขน้ 20, 40, 100, 500 และ 1,000 mgL-1 ชนิด O-80 หรือ 

SCS เขม้ขน้ 40 และ 500 mgL-1 พร้อมทั้งใหน้ํ้าควบคู่กบัปุ๋ยสูตร    

16-20-0 และสูตร 40-0-0 ดงัแผนผงัการทดลอง (ดงัภาพท่ี 17) 
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ภาพท่ี 17  แผนผงัการทดลองผลของชนิดของออลิโกไคโตซานและความเขม้ขน้ของ                           

                      ออลิโกไคโตซานชนิด O-5 ต่อการเจริญเติบโตของตน้ขา้วสังขห์ยดพทัลุง 

 

2.3   ผลของความถี่ในการฉีดพ่นออลิโกไคโตซานต่อการเจริญเติบโตของต้นข้าวสังข์หยด 

พทัลุง 

        ลา้งเมล็ดขา้วดว้ยนํ้าสะอาด จากนั้นแช่เมล็ดขา้วในนํ้าเป็นระยะเวลา 1 วนัและ 

ห่อเมล็ดขา้วในผา้ขาวบางชุ่มนํ้าอีกเป็นระยะเวลา 2 วนัจากนั้นจึงหวา่นเมล็ดลงในกระถางปลูก 

(จาํนวนประมาณ 50 เมล็ดต่อกระถาง) เม่ือตน้ขา้วมีอาย ุ 1 เดือน ทาํการฉีดพ่นสารละลายออลิโกไค

โตซานชนิด O-5 เขม้ขน้ 40 mgL-1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรดว้ยความถ่ี 1, 2 และ 4 สัปดาห์/คร้ัง โดย

ชุดควบคุมใชน้ํ้าฉีดพ่นตน้ขา้ว ทาํการวดัความสูงของตน้ขา้วก่อนเร่ิมฉีดพ่นและวดัความสูงของตน้

ขา้วอีกคร้ังหลงัจากฉีดพ่นแลว้ 2 สัปดาห์จากนั้นทาํการวดัความสูงของตน้ขา้วทุกสัปดาห์เป็น 

ระยะเวลา 1 เดือน 

3. ศึกษาผลของออลโิกไคโตซานต่อกจิกรรมของเอนไซม์ไคติเนสในสารสกดัจากใบข้าว 

ศึกษาผลของชนิดออลิโกไคโตซานและความเขม้ขน้ของออลิโกไคโตซาน    

ชนิด O-5 ต่อการเจริญเติบโตของตน้ขา้ว 

 

ชุดการทดลอง ชุดควบคุม 

นํ้า + ปุ๋ย นํ้า + ปุ๋ย 

O-80 หรือ SCS 

 

 
20, 40, 100 mgL-1 

500 และ 1,000 mgL-1 

 

 

 

O-5 

 

40 mgL-1 

500 mgL-1 
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สังข์หยดพทัลุง 

3.1   การเกบ็ตัวอย่างใบข้าว                              

            เลือกใบขา้วท่ีสมบูรณ์โดยตดัเฉพาะส่วนของใบขา้ว (Leaf Blade) ทาํการเก็บตวัอยา่ง 

ใบขา้วท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยดว้ยสารละลายออลิโกไคโตซานชนิด O-5, O-80 และ SCS ในวนัท่ี 0, 

1, 3, 5, 14 และ 28 วนัของการฉีดพน่สารละลายคร้ังแรก 

 3.2  การเตรียมสารสกดัเอนไซม์ 

       นาํใบขา้วหนกั 1 กรัมมาบดเป็นผงละเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลว เติมสารละลาย  

บฟัเฟอร์ผสม (0.1 M Acetate Buffer pH 5 + 2.5% (v/v) 2-Mercaptoethanol + 5% (w/v) Polyvinyl 

polypyrolidone) ในอตัราส่วน 1 : 3 จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 

4oC เป็นระยะเวลา 20 นาที นาํส่วนใสมาหากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 

3.3  การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสด้วยเทคนิค Spectrophotometry   

(ดัดแปลงจาก Krishnaveni, et al. (1999 : 1 - 7)) 

       นาํสารสกดัเอนไซมป์ริมาตร 0.3 มิลลิลิตรมาเติมสารละลาย 1.0% (w/v) Colloidal 

Chitin ใน Acetate Buffer pH 5.0 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 oC เป็น 

ระยะเวลา 60 นาที นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาทีเป็นระยะเวลา 5 นาที นาํสารละลาย 

ส่วนใสปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรมาเติมนํ้ ากลัน่ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 3,5-Dinitrosalisalic 

Acid (DNS) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ตม้ให้เดือดเป็นระยะเวลา 5 นาทีแลว้ตั้งไวใ้ห้เยน็ จากนั้นจึง 

นาํสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดั 

ไดไ้ปคาํนวณหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวส์โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของ N-acetyl-D-glucosamine 

และ ค่าการทาํงานของเอนไซมไ์คติเนส โดยกาํหนดให ้ Specific Activity ของเอนไซมไ์คติเนส 1 

unit/mg เท่ากบัปริมาณเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลายไคตินให้ เป็นนํ้าตาลรีดิวซ์ 1 µmol ใน

ระยะเวลา 1 นาทีต่อปริมาณโปรตีนทั้งหมด 1 มิลลิกรัม 

3.4 การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีน (ดัดแปลงจาก Lowry, Rosebrough, Farr and  

Randall (1951 : 265 - 275))    

       3.4.1   การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) 

             ใช ้BSA ปริมาณ 2 มิลลิกรัมมาละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตรจะได ้

สารละลาย BSA ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 mg/mL นาํมาเจือจางดว้ยนํ้ากลัน่ใหไ้ดส้ารละลาย BSA ท่ีมี 

ความเขม้ขน้เท่ากบั 1.6, 1.4, 1.2, 1.0, 0.8, 0.6 และ 0.4 mg/mL  ตามลาํดบั 

3.4.2   การหาปริมาณของโปรตีน     
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            ใช้สารละลายตวัอย่างท่ีตอ้งการหาปริมาณโปรตีนและสารละลาย

โปรตีนมาตรฐาน BSA แต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 10 ไมโครลิตรผสมกบัสารละลาย Alkaline 

Copper (ภาคผนวก) ท่ีเตรียมข้ึนใหม่ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร วางทิ้งไวเ้ป็นระยะเวลา 10 นาทีท่ี

อุณหภูมิห้อง เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu,s Phenol Reagent (ภาคผนวก) 0.3 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้

กนัวางทิ้งไว ้ อีกเป็นระยะเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง นาํสารละลายไปวดัการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดจ้ากสารละลายโปรตีนมาตรฐานไปเขียน

กราฟมาตรฐานของโปรตีนเพื่อใชใ้นการคาํนวณหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัตวัอยา่งโดยนาํ

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัได ้มาเปรียบเทียบกบักราฟของโปรตีนมาตรฐาน BSA   

3.5 การวิเคราะห์ลักษณะโปรตีนด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis (SDS - PAGE) (ดัดแปลงจาก Laemmli. (1970)) 

       3.5.1  การเตรียมสารตัวอย่าง 

           นาํสารสกดัเอนไซมม์าผสมกบั Sample Buffer สําหรับ SDS - PAGE 

(ภาคผนวก) ในอตัราส่วน 3 : 1 นาํไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 95oC เป็นระยะเวลา 3 นาทีจากนั้นจึงท◌ํา 

การโหลดลงในเจลท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 20 ไมโครลิตร 

       3.5.2  วธีิการทาํอเิลก็โตรโฟรีซิส 

          แผน่เจล (Slab Gel) ท่ีใชท้าํอิเล็กโตรโฟรีซิสมีขนาด 8 x 10 ซม. หนา 1 มม. 

ประกอบดว้ย Polyacrylamide Gel 2 ส่วนคือ 4% Stacking Gel และ 10% Separating Gel ใช ้   

ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 140 โวลตเ์ป็นระยะเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง 30 นาที จากนั้นยอ้มสีโปรตีนดว้ย 

สารละลาย Coomassie Brilliant Blue R-250 เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมงและลา้งสีท่ีไม่ตอ้งการออกดว้ย 

สารละลาย Destaining จนกระทัง่เห็นแถบของโปรตีนชดัเจน 

4. ศึกษาผลของออลไิคโตซานต่อการป้องกนัเช้ือราก่อโรคไหม้ ในต้นข้าว 

         การทดลองชุดน้ีใชใ้บขา้วจากตน้ขา้วพนัธ์ุสังขห์ยดพทัลุง (พนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อโรค

ไหม ้ และใหเ้มล็ดขา้วมีสี) เปรียบเทียบกบัใบขา้วจากตน้ขา้วพนัธ์ุพิษณุโลก 2 (พนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อ

โรคไหม ้และใหเ้มล็ดขา้วไม่มีสี) และใบขา้วจากตน้ขา้วพนัธ์ุปทุมธานี 1 (พนัธ์ุท่ีตา้นทานโรคไหม)้ ท่ี

ถูกกระตุน้ ดว้ยออลิโกไคโตซานชนิด O-5 เขม้ขน้ 20, 40, 100, 500 และ 1,000 mgL-1 ออลิโกไคโต

ซานชนิด O-80 และ SCS เขม้ขน้ 40 และ 500 mgL-1 ฉีดพน่ดว้ยความถ่ี 2 สัปดาห์/คร้ังและท่ีไม่ถูก

กระตุน้ดว้ย ออลิโกไคโตซาน 

4.1 การเตรียมเช้ือรา Pyricularia grisea  

      เล้ียงเช้ือรา Pyricularia grisea บนอาหารเล้ียงเช้ือรา Potato Dextrose Agar (PDA) 

ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ (ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ดร.ปฏิมาพร ปลอดภยั ภาค
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วชิาการจดัการศตัรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ หาดใหญ่ สงขลา)

จากนั้นทาํการนบัจาํนวนสปอร์และเตรียม Spore Suspension ของเช้ือรา Pyricularia grisea จนได้

จาํนวนสปอร์อยูใ่นช่วงประมาณ 105 - 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

4.2 การทดสอบความต้านทานของใบข้าวต่อโรคเช้ือราก่อโรคไหม้ 

4.2.1  การเตรียมใบข้าวสังข์หยดพัทลุง 

            เลือกใบขา้วท่ีมีอายุใกลเ้คียงกนัและไม่โดนศตัรูพืชทาํลายเพื่อลดความแปรปรวน 

มาลา้งทาํความสะอาดดว้ยนํ้ากลัน่แลว้จึงนาํใบขา้วไปจุ่มในสารละลาย Ethanol 70% (v/v)  

4.2.2   การบ่มเช้ือรา Pyricularia grisea ลงบนใบข้าวด้วยสปอร์ (Necrosis Test) 

นาํกระดาษกรองท่ีช้ืนดว้ยนํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือวางในจานเล้ียงเช้ือ จากนั้นคว ํ่า ใบ

ขา้วบนกระดาษกรอง ทําการหยด Spore Suspension ของเช้ือรา Pyricularia grisea ปริมาตร      

10 ไมโครลิตรลงบนใบขา้ว โดยกาํหนดให้ชุดควบคุมใช้นํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือแทนสปอร์ บนัทึกผล

ระดบั ความรุนแรงของโรคไหมด้งัแสดงในตารางท่ี 5 ทุกวนัเป็นระยะเวลา 7 วนัเพื่อเปรียบเทียบ

ลกัษณะ ขนาดของรอยไหม ้

 

ตารางท่ี 5  ระดบัความรุนแรงของเช้ือโรคไหม ้(ดดัแปลงจาก Kleekron (2005 : 81))  

 

ระดบัความรุนแรง 

ของโรค 
ลกัษณะอาการ 

0 

1 

 

2 

 

3 

4 

5 

6 

7 

ไม่ปรากฏอาการ 

ปรากฎจุดสีนํ้าตาลขนาดปลายเขม็หรือปรากฎจุดนํ้าตาลท่ีมีขนาดใหญ่กวา่แต่

บริเวณตรงกลางจุดไม่พบการสร้างสปอร์ 

ปรากฏจุดสีเทาค่อนขา้งกลมถึงยาวเล็กนอ้ยขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1 - 2 มม. 

บริเวณขอบมีสีนํ้าตาล 

ปรากฏอาการโรคไหมข้นาด 3 มม.หรือมีการติดเช้ือ 10% ของพื้นท่ีใบ 

มีการติดเช้ือโรคไหม ้11 - 49% ของพื้นท่ีใบ 

มีการติดเช้ือโรคไหม ้50 - 74% ของพื้นท่ีใบ 

มีการติดเช้ือโรคไหม ้75 - 89% ของพื้นท่ีใบ 

มีการติดเช้ือโรคไหมต้ั้งแต่ 90% ของพื้นท่ีใบ 
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 5.  ศึกษาผลของออลโิกไคโตซานต่อผลผลติของข้าวสังข์หยดพทัลุง 

      ทาํการฉีดพ่นสารละลายออลิโกไคโตซานชนิด O-5 เขม้ขน้ 20, 40, 100, 500 และ 

1,000 mgL-1 ออลิโกไคโตซานชนิด O-80 และ  SCS เขม้ขน้ 40 และ 500 mgL-1 ดว้ยความถี่       

2 สัปดาห์/คร้ังลงบนตน้ขา้วสังขห์ยดพทัลุงท่ีมีอาย ุ 2 เดือนจนกระทัง่ตน้ขา้วออกรวง เม่ือตน้ขา้ว 

สังข์หยดพทัลุงเขา้สู่ระยะเก็บเกี่ยวจึงทาํการวดัผลผลิตเป็นจาํนวนเมล็ดขา้วท่ีสมบูรณ์ต่อกอของ 

ตน้ขา้วเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ไดรั้บออลิโกไคโตซาน 

6.  ศึกษาความเข้มของสีเมล็ดข้าวสังข์หยดพัทลุงทีก่ระตุ้นด้วยออลโิกไคโตซาน 

6.1  ศึกษาความเข้มของสีเมล็ดข้าวสังข์หยดพทัลุงด้วยเคร่ืองวดัสีแบบตั้งโต๊ะ Colorimeter 

(Color Flex) 

       นาํเมล็ดขา้วสังขห์ยดพทัลุงท่ีมีอายุ 30 วนันบัจากวนัท่ีออกรวงของชุดควบคุมและ 

ชุดทดลองมาวางลงในจานแกว้จนเต็มจากนั้นจึงวางจานแกว้บน Point Insert เพื่อทาํการวดัความเขม้ 

สีของเมล็ดขา้วซ่ึงจะแสดงค่าความเขม้สีในระบบ CIE L* a* b* โดยกาํหนดให้ 

ค่า L* คือ ค่าความสวา่ง 

   ค่า a* คือ ค่าท่ีใชก้าํหนดความเป็นสีแดง/สีเขียว 

                (+ สีจะไปในทิศทางของสีแดง ; - สีจะไปในทิศทางของสีเขียว) 

   ค่า b* คือ ค่าท่ีใชก้าํหนดความเป็นสีเหลือง/สีนํ้าเงิน 

                (+ สีจะไปในทิศทางของสีเหลือง ; - สีจะไปในทิศทางของนํ้า

เงิน) 

 

6.2  ศึกษาปริมาณแอนโทไซยานินในเมลด็ข้าวสังข์หยดพัทลุง 

6.2.1  การสกดัแอนโทไซยานินจากเมลด็ข้าวสังข์หยดพทัลุง (ดัดแปลงจาก Abdel  

Aal and Hucl (1999 : 350 - 354)) 

            นาํเมล็ดขา้วมาผสมกบัสารละลาย 1 N Hydrochloric Acid ใน Methanol               

(85 : 15 v/v) ในอตัราส่วน 1 : 10 นํ้าหนกัต่อปริมาตร จากนั้นปรับ pH เท่ากบั 1 ดว้ยสารละลาย 1 N 

Hydrochloric Acid นาํไปเขย่าท่ีความเร็ว 250 รอบ/นาทีเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง 

จากนั้นนาํสารละลายไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาทีเป็นระยะเวลา 10 นาที  
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6.2.2  วเิคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานิน (Cyanidin-3-glucoside) ในเมลด็ข้าว  

สังข์หยดพัทลุงด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (ดัดแปลงจาก 

Kim, Hyun, Kim, Park, Kim, Kim, Lee, Chun and Chung (2007 : 4802 - 4809))   

             นาํสารสกดัแอนโทไซยานินจากเมล็ดขา้วสังขห์ยดพทัลุงมากรองด้วย 0.45 µm 

Membrane Filter (Nylon) จากน้ันนาํสารสกดัปริมาตร 20 ไมโครลิตรมาวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยา

นิน ดว้ยเคร่ือง HPLC (Agilent, 1100 Series Chromatograph) Photodiode Array detector (PDA) 

วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม ChemStation V.8.04 Data โดยใชค้อลมัน์ชนิด Reversed-Phase C-18 Column  

(Inertsil ODS-3 Column) ท่ีความยาวคล่ืน 525 นาโนเมตร ท่ีอุณหภูมิ 37 oC โดยใชต้วัทาํละลาย 

เคล่ือนท่ีดว้ยระบบ Gradient (Gradient Moblie Phase) ในอตัราส่วนดงัตารางท่ี 6 ใชร้ะยะเวลาใน 

การวเิคราะห์ (Run Time) 30 นาที อตัราการไหล 0.9 มิลลิลิตร/นาที โดยใช ้Cyanidin-3-glucoside เป็น 

สารมาตรฐาน 

 

ตารางท่ี 6  อตัราส่วนของตวัทาํละลายเคล่ือนท่ี ณ เวลาต่าง ๆ 

 

นาทีท่ี 5% (v/v) Formic Acid (%) 45% (v/v) Acetonitrile (%) 

0-2 50 50 

2-3 42.5 52.5 

3-30 45 55 
 

 

 


