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บทที ่3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

3.1   อุปกรณ์ 
1.   รถแทรกเตอร์ 
2.   บวัรดน ้า 
3.   ถงัฉีดขนาด 5 ลิตร 
4.   จอบ เสียม 
5.   มีดคดัเตอร์ 
6.   กรรไกรตดัก่ิง 
7.   เชือก 
8.   สายวดั 
9.   ไมบ้รรทดั 
10.  สายยาง 
11.  สมุดและอุปกรณ์จดบนัทึก 
12.  กลอ้งถ่ายรูป 
13.  บุง้ก๋ี 
14.  อุปกรณ์เตรียมสาร 
          -  บิกเกอร์ ( beaker) 
          -  ปิเปต ( pipette) 
          -  กระบอกตวง ( measuring  cylinder) 

    15. ตูเ้ยน็ 
    16.  กรรไกรตดัก่ิง 
   17.  เคร่ืองกรองแบบ suction pump 
   18.  เคร่ืองชัง่ละเอียดแบบทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
   19.  เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
   20.  โกร่งบด 
    21.  ขวดน ้าพลาสติกตดัคร่ึง 
    22. กระดาษกรอง whatman No1. 
  23. เทอร์โมมิเตอร์ 
        24. เคร่ืองแกว้ 
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- ขวดปรับปริมาตร 
- บีกเกอร์ 
- ปิเปต 
- แท่งแกว้คน 
- กรวยกรอง 
                                                                                                                      

ระยะที ่1 กำรเตรียมพืน้ที่และ ดิน 
1. เก็บตวัอยา่งดินเพื่อวเิคราะห์ปริมาณธาตุอาหารพืช และคุณสมบติัทางเคมีของดิน ทั้งก่อน

และหลงัการปรับปรุงดงัน้ี 
1.1 ส ารวจและเก็บตวัอยา่งใบพืชจ านวน 10 ตวัอยา่งแยก ไดด้งัน้ี เก็บตวัอยา่งดินในแปลง

ปลูก 3 ระดบั ความลึกจ านวน 5 จุด ทุกเดือนๆละ 1 คร้ัง สกดัและวเิคราะห์ตวัอยา่งดว้ย
วธีิ Rapid test method เพื่อหาปริมาณ Available P, Exchangeable K และ Organic Matter 
(O.M.) 

1.2 ปรับปรุงคุณสมบติัทางเคมีและกายภาพของดิน โดนวางแผนการทดลองแบบ Split Plot 
3 ซ ้ า หลกัการคือใส่ปูนขาว ไม่ใส่ปูนขาว โดยวธีิการดงัน้ี 
pH (ดิน : น ้า 1: 1 ) 
Available P (Bray π) 
Exchangeable K (NH 4  OAC  1 N, pH 7 ) 
Organic Matter (Walkley Black) 
 

ระยะที ่2 กำรป้องกนัก ำจัดศัตรูพืชของกุหลำบ 
3.2  วธีิด ำเนินกำรทดลอง  Randomized  Complete Block  Design(RCBD) แบ่งการทดลองเป็น   5  
กรรมวธีิ  กรรมวธีิ ละ 3 ซ ้ าๆ ละ 50 ตน้โดยก าหนดดงัน้ี 

    กรรมวธีิท่ี 1     control      (ชุดควบคุม) 
  กรรมวธีิท่ี 2     chitosan     ความเขม้ขน้     0.1 % 
  กรรมวธีิท่ี 3     chitosan     ความเขม้ขน้     0.3 % 
  กรรมวธีิท่ี 4     chitosan     ความเขม้ขน้     0.5 % 

          กรรมวธีิท่ี 5     chitosan     ความเขม้ขน้     0.7 % 
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3.3  ขั้นตอนกำรทดลอง   
- ไถพื้นท่ีปลูกตากดินทิ้งไว ้7วนั ข้ึนแปลงขนาด กวา้ง1.5 เมตรยาว 4.50 เมตร 
-  ปลูกกุหลาบลงในแต่ละกรรมวธีิดูแลการเจริญเติบโตของกุหลาบ การใหน้ ้าจะให ้2 คร้ัง  ต่อ
สัปดาห์ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาพอากาศและสภาพดินท่ีปลูกดว้ย 

 -  ท  าการพน้สารสกดัในอตัราส่วน 200 มิลลิลิตรต่อตน้  ทุกๆสัปดาห์  
3.4  กำรบันทกึข้อมูล  
                ท าการบนัทึกผลของการทดลองทุกสัปดาห์  โดยการสังเกตการณ์เปล่ียนแปลง  ดงัน้ี 

        1.จ านวนการเขา้ท าลายของโรคหลกัเกณฑใ์นการวดั คือการเขา้ท าลายของแมลงโดยการ 
กดักิน(ใบ ) บนัทึกเป็น  score   

2.จ านวนการเขา้ท าลายของแมลง  หลกัเกณฑ์ในการวดั คือลกัษณะการท าลาย อาการ
แสดงบน ใบ ก่ิง คอดอก กลีบเล้ียง และกลีบดอก การเขา้ท าลายส่วนอ่อน หรือส่วนยอดเช่น ใบ
หงิกงอ  เหลือง  ซีด  ด่าง  มีเช้ือราข้ึน (ใบ) บนัทึกเป็น score     

               21 – 30    ใบ                                               5  คะแนน 
16 – 20    ใบ    4  คะแนน 
10 – 15   ใบ    3 คะแนน 
 5 – 9       ใบ    2 คะแนน 
 1 – 4   ใบ    1 คะแนน 

       3. ความยาวของกา้นดอก   ( เซนติเมตร ) 
        4. จ  านวนดอกท่ีไดต่้อตน้  ( ดอก ) 
   3.5 สถำนที่ท ำกำรทดลอง 

         คณะเทคโนโลยีการเกษตรมหาวิทยาลยัราชภฏัเชียงใหม่ วิทยาเขตสะลวง – ข้ีเหล็ก ต าบล
ข้ีเหล็ก  อ าเภอแม่ริม  จงัหวดัเชียงใหม่ 

 
ระยะที ่3 กำรยืดอำยุกำรเกบ็รักษำและกำรปักแจกนัของดอกกุหลำบ 
  วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ Complete Random Design(CRD) มี 5 กรรมวธีิ แต่ละ
กรรมวธีิ มี 3 ซ ้ า โดยแต่ละซ ้ าใชด้อกกุหลาบพนัธ์ุ Grand Gala จ  านวน 10 ดอก 

กรรมวธีิท่ี 1 ชุดควบคุม     
กรรมวธีิท่ี 2  ไคโตซาน 0.1%  
กรรมวธีิท่ี 3 ไคโตซาน 0.3% 
กรรมวธีิท่ี 4 ไคโตซาน 0.5% 
กรรมวธีิท่ี 5   ไคโตซาน 0.7% 
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วธีิทดลอง 
1. น าดอกกุหลาบ มาคดัขนาดและคุณภาพใหใ้กลเ้คียงกนั 
2. ปลิดใบส่วนล่างออกใหเ้หลือไวร้ะดบัเหนือน ้าแช่ และตดัโคนกา้นดอกออกประมาณ 2-3 

เซนติเมตร โดนตดัเฉียง 45 องศา แลว้แช่กา้นดอกลงในน ้าเปล่าท่ีมีสารละลายน ้าตาลทรายท่ี
ความเขม้ขน้ 5% เป็นเวลา 30 นาที  

3. น าไปปักในน ้ากลัน่ 
4. พน่สารสกดัไคโตซานท่ีเตรียมไวล้งบนตวัดอกและบริเวณใบของดอกในปริมาตร200 

มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วนั จากนั้นน าไปตั้งไวใ้นสภาพอุณหภูมิหอ้ง 25 ± 1 องศาเซลเซียส 
5. บนัทึกผลเก่ียวกบัคุณภาพและอายกุารปักแจกนั 

3.6 กำรบันทกึผล 
1. อายกุารปักแจกนั 

บนัทึกอายกุารปักแจกนัโดยนบัวนัท่ีเร่ิมพน่สารจนถึงวนัท่ีเกิดการโคง้งอของคอดอกหรือ เกิด
การเห่ียวของดอกมากกวา่ 50% 
2.   น ้าหนกัสดของกุหลาบ 
 บนัทึกน ้าหนกัสดของดอกกุหลาบตั้งแต่เร่ิมพน่สารจนกระทัง่หมดอายกุารปักแจกนัโดยให้
น ้าหนกัสดของดอกกุหลาบเร่ิมตน้ เท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต ์แลว้ค านวณหาเปอร์เซ็นตน์ ้าหนกัสดโดย 
 
  เปอร์เซ็นตน์ ้าหนกัสด =   น ้าหนกัดอกเร่ิมตน้-น ้าหนกัดอก ณ วนัท่ีวดั   ×100                                                                                                                                                                                                                                                       
      น ้าหนกัดอกเร่ิมตน้ 

 
4.  กำรหำปริมำณแอนโธไซยำนินของกลบีดอกกุหลำบ  

3.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการหาปริมาณแอนโธไซยานิน 
 - กรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 1.5 นอร์มลั เตรียมโดยใชก้รดไฮโดรคลอริกปริมาตร 
62.107 มิลลิลิตร เติมลงในน ้ ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหไ้ด ้500 มิลลิลิตร 
 - เอทธาโนลิกไฮโดรคลอริก(เอทธานอล : กรดไฮโดรคลอริก) ใชเ้อทธานอล 95% 
กรดไฮโดรคลอริก 1.5 นอร์มลั ผสมกนัในอตัราส่วน 85:15 แลว้เก็บไวใ้นขวดสีชา 
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4.1  การหาปริมาณแอนโธไซยานินตามวธีิของ Rangana (1977) ดงัน้ี 
 
กลีบดอกกุหลาบ 0.5 กรัม หัน่ละเอียด 

 
 

เติม ethanolic HCl ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 ºC 1 คืน 
 
 

กรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman No.1แลว้ปรับปริมาตรดว้ย ethanolic HCl 
ใหไ้ดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
 

วดัค่าการดูดกลืนแสง(OD) ท่ีความยาวคล่ืน 535 นาโนเมตร 
โดยใชส้ารละลาย ethanolic HCl เป็น blank 

 
 

น าค่า OD ท่ีไดไ้ปแทนค่าในสูตรหาปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด 
มีหน่วยเป็น มิลลิกรัม/100 กรัม น ้าหนกัสด 

สูตรค ำนวณคือ 
Total Absorbance                =      OD535 ×V×100 

                      W 
 Total anthocyanin content   =     Total Absorbance 
                98.2 

 
โดยท่ี V  คือ ปริมาตรของสารละลายท่ีน ามาหาปริมาณแอนไซยานิน 

    W  คือ น ้าหนกัของกลีบดอกท่ีน ามาหาปริมาณแอนโธไซยานิน 
  OD  คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านไดจ้ากเคร่ืองสเปคโตรนิคตามความยาวคล่ืนท่ี    
 ก าหนด 
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5. กำรหำปริมำณคลอโรฟิลล์ของใบกุหลำบ  
      4.1 สารเคมีท่ีใชห้าคลอโรฟิลล ์

สารละลายอะซิโตนความเขม้ขน้ 80% เตรียมโดยใชอ้ะซิโตน 800 มิลลิลิตรใส่ลงในขวด
ปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร โดยใชน้ ้ากลัน่ 

 5.2 การหาปริมาณคลอโรฟิลด ์ตามวธีิของ whithem et al.(1971) 
      ใชใ้บกุหลาบหนกั 1 กรัม บดในโกรกบด ขณะบดเติมอะซิโตน 80% ลงไปเล็กนอ้ย เม่ือ
บดละเอียดใหก้รองผา่นกระดาษกรองดว้ยเคร่ืองกรองแบบ suction pump ลา้งและปรับ
ปริมาตรดว้ยอะซิโตนใหไ้ดป้ริมาตร 20 มิลลิลิตร ในกระบอกตวง น าสารละลายท่ีกรองแลว้
ไปวดัค่าการดูดกลืนแสง(OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 และ 663 นาโนเมตร บนัทึกค่าท่ีไดแ้ลว้
ไปค านวณตามสูตร มีหน่วยเป็นมิลลิกรัม/100 กรัม น ้าหนกัสด 

สูตรค ำนวณคือ 
 Chlorophyll a  = (12.7(OD 663) – 2.69(OD 645)) ×       V 
                    1,000 × W 
 Chlorophyll b = (22.9(OD 645) – 4.68(OD 663)) ×         V 
                    1,000 × W 
  Total   Chlorophyll   =   20.2(OD 645) + 8.02(OD 663)   ×       V 
       1,000 × W 
 
โดยท่ี  V คือ ปริมาตรของสารละลายท่ีน ามาหาปริมาณคลอโรฟิลล์ 
 W คือ น ้าหนกัของใบกุหลาบท่ีน ามาหาปริมาณคลอโรฟิลล ์
           OD คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านไดจ้ากเคร่ืองสเปคโตนิคตามความยาว 
           คล่ืนท่ีก าหนด 

6. การบานของดอก  บนัทึกการบานของดอกโดยการใหค้ะแนน ดงัน้ี 
 5 =  ดอกไม่บาน (0-25%) 

 3 =  ดอกบานเล็กนอ้ย (26-50%) 
 1 =  ดอกบานปานกลาง (51-75%) 
 0 =  ดอกบานมาก (76-100%) 
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7.  การโคง้งอของคอดอก บนัทึกการโคง้งอของคอดอกโดยการใหค้ะแนน ดงัน้ี 
5 =  ดอกไม่เกิดการโคง้งอ (0-25%) 
3 =  ดอกเกิดการโคง้งอเล็กนอ้ย (26-50%) 
1 =  ดอกเกิดการโคง้งอปานกลาง (51-75%) 
0 =  ดอกเกิดการโคง้งอมาก (76-100%) 

 
สถำนทีท่ ำกำรทดลอง 
 หอ้งปฏิบติัการ คณะเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวทิยาลยัราชภฏัชียงใหม่ วทิยาเขตสะลวง-ข้ีเหล็ก 
อ าเภอแม่ริม จงัหวดัเชียงใหม่




