
บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

การวิจัยครั้งน้ีศึกษาถึงระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะปลูกต นอ"อนทานตะวันงอก  รวมถึง
ศึกษาความเข มข นของกรดกลูตามิก  ท่ีมีผลต"อปริมาณสาร  gamma  amino  butyric  acid  
ดังต"อไปน้ี 

3.1  วัสดุและอุปกรณ� 

-  เมล็ดพันธุ9ทานตะวัน 

-  กรดกลูตามิก  (L-glutamic  acid) 

-  กระดาษกรอง  (Whatman  เบอร9 1) 

-  Petri  dish  15x90  mm 

-  สารกาบามาตรฐาน 

-  ถาดเพาะ  ดิน  วัสดุในการปลูก 

3.2  ขั้นตอนและวิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.2.1  เตรียมวัตถุดิบสําหรับการเพาะงอก 

  ก"อนการทดลอง  เมล็ดพันธุ9ทานตะวันจะถูกคัดแยกส่ิงเจือปนต"างๆ  เช"น  เมล็ดลีบ  
เมล็ดเสีย  ออกจากเมล็ดดีก"อน  จากน้ันบรรจุเมล็ดพันธุ9ดีลงในถุงพลาสติก  เก็บท่ีอุณหภูมิห อง  เพื่อรอใช 
ในการทดลองถัดไป 

3.2.2  ศึกษาผลของความเข มข นของกรดกลูตามิกต"ออัตราการงอก  และลักษณะปรากฏของ
เมล็ดทานตะวันงอก 

 เมล็ดพันธุ9ทานตะวันท่ีผ"านการถูกคัดเลือกมาจากข อ  3.2.1  นํามาหาอัตราการงอก  
ด วยวิธี  top  of  paper  ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ  ISTA  (International  Seed  Testing  
Association)  โดยสุ"มเมล็ดทานตะวัน  100  เมล็ดเพาะบนจานเล้ียงเช้ือ  ที่มีกระดาษกรองเบอร9  1  



9 

 

 

 

รองอยู"ด านใต   จากน้ันเติมสารละลายกรดกลูตามิก  5  มิลลิลิตร  โดยแปรความเข มข นเป\น  5,  10,  15,  
20  และ  25  mM.  ป_ดฝาและบ"มท่ีอุณหภูมิห องเป\นเวลา  16  ช่ัวโมง  จากน้ันนับเมล็ดทานตะวันท่ี
งอกในแต"ละ  plate  เพื่อหาอัตราการงอกโดยรายงานผลเป\นอัตราการงอก 

 นําค"าอัตราการงอกท้ัง  3  ซ้ํามาหาค"าเฉล่ียและค"าพิสัย  โดยนําค"าเฉล่ียท่ีได ในแต"ละ
ความเข มข นไปเปรียบเทียบกับตาราง  ช"วงการยอมรับของ  ISTA  ซึ่งจะได ค"าช"วงการยอมรับ  ความ
เข มข นของกรดกลูตามิกที่จะนํามาใช ในการเพาะได จะต องมีค"าพิสัยของอัตราการงอกอยู"ในช"วงการ
ยอมรับของ  ISTA  (ภาคผนวก  ก  1) จากน้ันเลือกความเข มข น  3  ระดับที่ไม"มีผลต"ออัตราการงอก 
และไม"ทําให เกิดความผิดปกติกับเมล็ดทานตะวันและลักษณะปรากฏ  เช"น  เมล็ดทานตะวันร าว  ไม"มี
กล่ินฉุนของแอมโมเนีย  เมล็ดไม"เปcdอยยุ"ย  เป\นต น  มาศึกษาต"อในตอนถัดไป 

คัดแยกเมล็ดทานตะวันเสีย  เมล็ดลีบออกจากเมล็ดดี 

 

 

                          สุ"มเมล็ดทานตะวัน  100  ใส"จานเพราะเช้ือ  ที่มีกระดาษกรองรองอยู" 

 

 

เติมสารละลายกรดกลูตามิก  โดยแปรความเข มข นเป\น  5,  10,  15,  20  และ  25 mM 

 
 
 
 

บ"มเมล็ดทานตะวันท่ีอุณหภูมิห องเป\นเวลา  16  ช่ัวโมง 
 
 
 
 

นับจํานวนเมล็ดทานตะวันท่ีงอกหาอัตราการงอก  และสังเกตลักษณะปรากฏของข าว 
 

ภาพที่  3.1  ข้ันตอนการหาอัตราการงอกของเมล็ด 
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3.2.3  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะงอกเมล็ดทานตะวัน  ด วยวิธีการเติมกรดกลูตามิก 

 เพาะงอกด วยวิธีการดัดแปลงจากวิธีของ  Komatsusaki  และคณะ  (ภาคผนวก  ก  2)  โดย
เปล่ียนจากนํ้ากล่ันท่ีใช ในข้ันตอนการแช"เมล็ดทานตะวัน  3  ช่ัวโมง  เป\นสารละลายกรดกลูตามิก  เท
สารละลายกรดกลูตามิกออก  บ"มเมล็ดทานตะวันต"อในภาชนะป_ดสนิทเป\นเวลา  16  ช่ัวโมง  ในข้ันตอน
การทดลองน้ีจะแปรความเข มข นของกรดกลูตามิก  ตามความเข มข นที่เลือกได ในข อ  3.2.2  5  ระดับคือ  
5,  10,  15,  20  และ  25 mM  แปรอุณหภูมิที่ใช ในการบ"มเป\น  30,  35,  40  และ  45  องศา
เซลเซียส  วิเคราะห9ตัวอย"างเมล็ดทานตะวันงอกท่ีได ดังต"อไปน้ี 

คัดแยกทานตะวันเมล็ดเสีย  เมล็ดลีบออกจากทานตะวันเมล็ดดี 

 

 

ล างทําความสะอาดด วยนํ้าประปา  2  ครั้ง 

 

บรรจุลงกล"องพลาสติกป_ดสนิท 

 

เติมสารละลายกรดกลูตามิกท่ีผ"านการปรับ  pH  ด วยโซเดียมไฮดรอกไซด9ในอัตราส"วนทานตะวันต"อ
สารละลาย  1:1  (w/v) 

 

แช"ทานตะวันในสารละลายกรดกลูตามิกเป\นเวลา  3  ช่ัวโมง 

 

เทสารละลายกรดกลูตามิกทิ้ง  บ"มต"อที่อุณหภูมิเดิมเป\นเวลา  16  ช่ัวโมง 

 

อบแห งที่อุณหภูมิ  30-45  องศาเซลเซียส  เป\นเวลา  1  ช่ัวโมง 

ภาพที่  3.2  ข้ันตอนการเพาะงอกเมล็ดทานตะวันด วยวิธีการเติมสารละลายกรดกลูตามิก 



 

 

3.3  ศึกษาปริมาณสารกาบาในตัวอย+าง

3.3.1  ข้ันตอนการสกัดสารกาบา

  1)  บดตัวอย"างเมล็ดทานตะวันงอก  

  2)  ช่ังตัวอย"างที่บดแล ว 
ไขมันออกจากเมล็ดทานตะวันงอกใช   
การเติม  dichloromethane
ของ  dichloromethane
บาอยู"ไปสกัดต"อด วย  n-
dichloromethane  และ  
เน่ืองจาก  sample  matrix  

  3)  ปndนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 
ปรับปริมาตรขนาด  20  ml  

  4)  กรองสารละลายตัวอย"างที่สกัดแล วด วย 

  5)  เก็บสารละลายท่ีสกัดได ท่ีอุณหภูมิ
กาบา ด วย  gas  chromatograph 

 3.3.2  การตรวจวิเคราะห9

ภาพที่  

 

ศึกษาปริมาณสารกาบาในตัวอย+างเมล็ดทานตะวันงอก 

ข้ันตอนการสกัดสารกาบา 

บดตัวอย"างเมล็ดทานตะวันงอก  50  กรัมให ละเอียด 

ช่ังตัวอย"างที่บดแล ว 15 กรัม ใน centrifuge tube ขนาด 
ไขมันออกจากเมล็ดทานตะวันงอกใช   dichloromethane  และ  n-Hexane  

dichloromethane  ก"อน  3  ครั้ง  ครั้งละ  15  ml  จากน้ันจะพบว"าไขมันจะไปรวมอยู"ที่ช้ัน
  ให ไขช้ัน  dichloromethane  ออกก"อน  หลังจากน้ันเก็บช้ันนํ้าซึ่งมีสารกา
-Hexane  2  ครั้ง  ครั้งละ  10  ml  ถ าไม"มีการกําจัดไขมันด วย  

และ  n-Hexane  จะไม"พบ  peak  ของอนุพันธ9ของสารกาบาในการตรวจวัด
sample  matrix   

ปndนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ  10,000  rpm  เป\นเวลา  15 
ml   

กรองสารละลายตัวอย"างที่สกัดแล วด วย  0.45  ไมครอน  

เก็บสารละลายท่ีสกัดได ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เพื่อรอการตรวจปริมาณสาร
chromatograph  mass  spectrometer 

การตรวจวิเคราะห9ปริมาณสารกาบา 

ภาพที่  3.3  gas  chromatograph  mass  spectrometer
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ขนาด 50 ml ทําการกําจัด
Hexane  โดยสกัดในกรวยสกัดด วย

จากน้ันจะพบว"าไขมันจะไปรวมอยู"ท่ีช้ัน
ออกก"อน  หลังจากน้ันเก็บช้ันนํ้าซ่ึงมีสารกา

ถ าไม"มีการกําจัดไขมันด วย  
ของอนุพันธ9ของสารกาบาในการตรวจวัด

15  นาที ส"วนใสเก็บใส"ขวด

 micro  syringe  filter 

เพื่อรอการตรวจปริมาณสาร  

 

spectrometer 
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นําตัวอย"างสารจากการสกัดมาทําการตรวจวิเคราะห9สารกาบาโดยใช เครื่อง  gc-ms  (GC : 
Agilent Technologies รุ"น 6890N MS : Agilent Technologies รุ"น 5973 inert)  ซ่ึงความสามารถ
ของการตรวจวิเคราะห9สารของเครื่อง  gc-ms  สามารถวิเคราะห9ได ไม"ตํ่ากว"า  0.002  ppm โดยสภาวะท่ี
ใช ในการแยกสารกาบาเป\นดังน้ี  

  Oven  เริ่มต น  100°c  ค างไว   1  นาที  เพิ่ม  35°c/min  จนถึง  290°c  ค างไว   3  
นาที  เพิ่ม 40°c/min  จนถึง  310°c  ค างไว   10  นาที   

  Injector  250°c  

  Split  10:1  Flow  1  ml/min  Pressure  10.35  psi  

  Column  HP-5ms  ยาว  30  เมตร  ID  0.25 mm.  Film  0.25  um.  

  Detecter  320°c  

  Solvent  delay  3  min   

  Scan  parameter  30-500  atomic  mass  unit  (amu)  

 

ภาพที่ 3.4  โครมาโทแกรมของ  gamma  amino  butyric  acid  ในเมล็ดทานตะวันงอก 

 

Gamma amino butyric acid 


