
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1. วัสดุพันธุพชื 

ผักปวยเหล็งพันธุ Dash (Spinacia oleracea cv. Dash) ซ่ึงเก็บเกี่ยวในระยะความแกทาง 
การคาจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมปูนหลวง อ. พราว จ. เชียงใหม บรรจุในตะกราพลาสติก
แลวขนสงมายังศูนยผลิตผลโครงการหลวง ต.แมเหียะ จ.เชียงใหม นําสงมายังหองปฏิบัติการหลัง
การเก็บเกี่ยว ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
ใชผักท้ังตนสําหรับการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีโดยตัดเฉพาะสวนของรากท้ิงไป ทําการ
ทดลองทันทีหลังจากขนสงผลิตผลมาถึงหองปฏิบัติการ  

 
2. อุปกรณ 

2.1 เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได (digital refractometer) รุน PR-101 ของ
บริษัท ATAGO ประเทศญ่ีปุน อานคาไดต้ังแต 0-45 เปอรเซ็นต 

2.2 เคร่ืองช่ังแบบละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BA3100P ของบริษัท Satorius 
Basic ประเทศเยอรมัน ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 600 กรัม และแบบทศนิยม 4 ตําแหนง รุน HR-200 ของ
บริษัท AND ประเทศญ่ีปุน ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 210 กรัม 

2.3 เคร่ืองปนเมล็ดกาแฟ (coffee blender) รุน CG-100 ของบริษัท KENWOOD 
ประเทศอังกฤษ 

2.4 เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (digital spectrophotometer) รุน Spectro 23 ของบริษัท 
LaboMed ประเทศสหรัฐอเมริกา และเคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (thermo spectronic) รุน GENESYS 
10 UV scanning ของบริษัท CE ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.5 เคร่ืองกวนสารเคมีดวยแทงแมเหล็กและใหความรอน รุน SP-18420-26 ของ
บริษัท Nuova II ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.6 Micropipette ของบริษัท Rainin Instruments ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2.7 กระดาษกรอง Whatman No.1 และ No.4 ของบริษัท Whatman International 

ประเทศอังกฤษ 
2.8 Water bath รุน WB 10 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 
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2.9 เคร่ืองวัดสี (Chroma meter) ตัวเคร่ืองรุน CR-300 ของบริษัท Minolta ประเทศ
ญ่ีปุน หัววัด CR-310 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซ่ึงวัดสีออกมาเปนคา L*, chroma, hue 
angle ( h๐) โดยมีรายละเอียดดังนี้ คือ (ภาพ 5) 

L* = The lightness factor (value) 
คา L* แสดงคาความสวาง 
- มีคาความสวางมากเม่ือมีคาใกล 100  
- มีคาความมืดมากเม่ือมีคาใกล 0 

คา chroma เปนคาท่ีแสดงใหเห็นถึงความอิ่มตัวของสี (McGuire, 1992) 
– มีคาเขาใกล  0 หมายถึง วัตถุมีสีซีดจาง (เทา) 
– มีคาเขาใกล 60 หมายถึง วตัถุมีสีเขม 
คา Hue angle ( h๐) เปนคาท่ีแสดงถึงมุมในการตกกระทบของคา a* ซ่ึงมีคาอยูระหวาง 0 

-360 องศา (McGuire, 1992) 
คา h๐ เปนคาท่ีแสดงชวงสีของวัตถุ คือ 

0-45 องศา แสดงสีมวงแดงถึงสีสมแดง 180-225 องศา แสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงิน 
45-90    องศา แสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง  225-270 องศา แสดงสีน้ําเงินเขียวถึงสีน้ําเงิน  
90-135    องศา แสดงสีเหลืองถึงเหลืองเขียว 270-315 องศา แสดงสีน้ําเงินถึงมวง  
135-180  องศา แสดงสีเหลืองเขียวถึงสีเขียว  315-360 องศา แสดงสีมวงถึงมวงแดง  
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
ภาพ 5 แผนภาพของสีท่ีอานคาเปนคา L*, chroma, hue angle 
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2.10  เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูง Hettich zentrifugen model 32 R ประเทศเยอรมัน 
2.11 เคร่ืองลดอุณหภูมิระบบสุญญากาศ (Hydro-vacuum cooling) บริษัท Hussmann 

ประเทศจีน 
2.12 เคร่ืองวัดความช้ืน (Data logger) รุน A-38010-16 บริษัท Cole Parmer ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
2.13 เคร่ืองวัดอุณหภูมิภายในผักและผลไม รุน PDT 550 Digital Thermometer บริษัท 

Tequipment.NET ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2.14  ตูเย็นอุณหภูมิ 0, 4 และ 8 องศาเซลเซียส รุน LC 203LD ของบริษัท ฟรีเซอร (ไทย

แลนด) ประเทศไทย 
2.15 เคร่ืองเขยา รุน Vortex-Genie 2 ของบริษัท Scientific Industries Inc. ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
2.16 เคร่ืองวดัความเปนกรดดาง (pH-meter) รุน CG842 ของบริษัท SCHOTT GLAS 

Mainz ประเทศเยอรมัน 
2.17  เคร่ืองเขยาสาร 
2.18  กลองถายรูปรุน Cyber-shot 2.1 ของบริษัท SONY ประเทศญ่ีปุน 
2.19  นาฬิกาจบัเวลาของบริษัท CASIO 
2.20  เคร่ืองวัดความช้ืน 
2.21  ลูกยางดดูอากาศ 
2.22  กลองครอบปฏิกิริยาในท่ีมืด 
2.23  ช้ันวางหลอดทดลอง 
2.24  nylon syringe filter 
2.25  ถังอะลูมิเนียม 
2.26  มีดปอกผลไม 
2.27  เขียงพลาสติก 
2.28  ผาขาวบาง 
2.29  เคร่ืองแกว 

- บีกเกอร (beaker) 
- ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 
- ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
- กระบอกตวง (cylinder) 
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- บิวเรต (burette) 
- ปเปต (pipette) 
- หลอดหยด (dropper) 
- แทงแกวคนสารละลาย (stirrer) 
- โกรงบด 
- กรวยกรอง 
- ชอนตักสารเคมี 
- หลอดทดลอง 

 
 สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเคมี  

3.1 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณวิตามินซี 
- กรดออกซาลิก (oxalic acid, UNIVAR) ความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ัง

กรดออกซาลิก 4.0 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
- 2, 6 - ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล (2, 6-dichlorophenol indophenol, SIGMA) 

ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ัง 2, 6-ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล 0.4 กรัม ละลายใน
น้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แลวนํามากรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman No.1 เก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิต่ํา 

- กรดแอสคอรบิกมาตรฐาน (ascorbic acid, Merck) ช่ังกรดแอสคอรบิก 0.05 กรัม 
ละลายในกรดออกซาลิกเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต แลวปรับปริมาตรดวยกรดออกซาลิกใหครบ 50 
มิลลิลิตร แลวนําไปไทเทรตดวย 2, 6- ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล จนถึงจุดยุติ จดบันทึกปริมาตร 
2, 6- ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอลที่ใชไป เพื่อเปนมาตรฐานในการคํานวณหาปริมาณวิตามินซี 

3.2 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยด 
 - ไดเมธิลซัลฟอกไซด (dimethylsulphoxide: DMSO, LAB-SCAN) 
3.3 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 
 - อะซิโตน (acetone, Merck) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยตวงอะซิโตนความ

เขมขน 100 เปอรเซ็นต 800 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
3.4 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหกิจกรรมของสารตานอนุมูลอิสระ 

- สารละลาย DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Fluka) เตรียมโดยช่ัง 2, 2 -
diphenyl -1-picrylhydrazyl 74 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอลเขมขน 99.9 เปอรเซ็นต (absolute 
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ethanol) แลวปรับปริมาตรดวยเอทานอลเขมขน 99.9 เปอรเซ็นตใหครบ 200 มิลลิลิตร แลวนํามา

กรองดวย nylon syringe filter ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 μm เก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิตํ่า 
 - กรดแกลลิก (gallic acid, Fluka) เตรียมโดยช่ังกรดแกลลิก 24.1 มิลลิกรัม ละลายใน

น้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

3.5 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอล 
 - โซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate, Merck) ความเขมขน 7.5 เปอรเซ็นต เตรียม

โดยช่ังโซเดียมคารบอเนต 7.5 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 
มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 - Folin-Ciocalteau’s phenol reagent, Merck. 
3.6 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส 
 3.6.1 สารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 และ 7.5 

- สารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-potassium hydrogen 
phosphate, Merck) เตรียมโดยช่ังไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 3.4023 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 500 มิลลิลิตร 

- สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen phosphate, 
Merck) ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.354 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหครบ 500 มิลลิลิตร 

 เติมสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (กรด) ลงในสารละลาย 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (ดาง) จนไดคา pH 7.0 และ 7.5 เก็บไวท่ีอุณหภูมิตํ่า 

3.6.2 สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (potassium chloride, Univar) ความเขมขน 50 
มิลลิโมลาร เตรียมโดยช่ังโพแทสเซียมคลอไรด 1.8638 กรัม ละลายในสารละลายฟอสเฟต 
บัฟเฟอร pH 7.0 แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ใหครบ 500 มิลลิลิตร 
เก็บไวท่ีอุณหภูมิตํ่า 

3.6.3 สารละลาย Triton X-100 ความเขมขน 0.24 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชสารละลาย 
Triton X-100 ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 แลวปรับ
ปริมาตรดวยสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ใหครบ 500 มิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิตํ่า 

3.6.4 สารละลาย Triton X-100 ความเขมขน 1.44 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชสารละลาย 
Triton X-100 ปริมาตร 0.72 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.5 แลวปรับ
ปริมาตรดวยสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.5 ใหครบ 50 มิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิตํ่า 
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3.6.5 อะซิโตน (acetone, Merck) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยตวงอะซิโตน
ความเขมขน 100 เปอรเซ็นต 800 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

3.6.6 คลอโรฟลล เอ (chlorophyll a from spinach, Fluka)  
3.6.7 เฮกเซน (hexane, Unilab) 
 

3.7 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
3.7.1 Albumin from bovin serum, Fluka. 
3.7.2 Coomassie brilliant blue R 250, Fluka. 
3.7.3 เอทานอล (absolute ethanol, Merck) ความเขมขน 99.9 เปอรเซ็นต  
3.7.4 กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid, Merck) ความเขมขน 85 เปอรเซ็นต  

 
สถานท่ีทําการวิจัย 

1. หองปฏิบัติการวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน ภาควิชาพืชศาสตรและ
ทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

2. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

3. ศูนยผลิตผลโครงการหลวง ตําบลแมเหียะ อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 
 

วิธีการทดลอง 
 
การทดลองท่ี 1 คุณภาพทางกายภาพและทางเคมีระหวางการเก็บรักษาปวยเหล็งท่ีอุณหภูมิตาง ๆ 
วางแผนการทดลอง แบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design: CRD) มี 4 กรรมวิธี คือ 
 กรรมวิธีท่ี 1 เก็บรักษาปวยเหล็งท่ีอุณหภมิูหอง 
 กรรมวิธีท่ี 2 เก็บรักษาปวยเหล็งท่ีอุณหภมิู 0 องศาเซลเซียส 
 กรรมวิธีท่ี 3 เก็บรักษาปวยเหล็งท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
 กรรมวิธีท่ี 4 เก็บรักษาปวยเหล็งท่ีอุณหภมิู 8 องศาเซลเซียส 

แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า ซํ้าละ 1 หนวย 
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วิธีการทดลอง 
 นําปวยเหล็งจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมปูนหลวง อ. พราว จ. เชียงใหม ซ่ึงเก็บเกี่ยว
ในระยะความแกทางการคา มาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายดวยโรค
หรือแมลงหรือชํ้าออก บรรจุปวยเหล็งน้ําหนัก 200 กรัม ในถุงพลาสติกชนิดพอลิเอทิลีนขนาดกวาง 
25.40 เซนติเมตร ยาว 40.64 เซนติเมตร เจาะรู จํานวน 18 รู เก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิหอง (28±2 องศา
เซลเซียส) และอุณหภูมิ 0, 4 และ 8 องศาเซลเซียส ทําการวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพและทางเคมี
ทุกๆ วัน จนหมดอายุการเก็บรักษา 
 
การบันทึกผลการทดลอง 
การประเมินคุณภาพทางกายภาพ 
1. ลักษณะปรากฏ บันทึกโดยการใหคะแนนลักษณะปรากฏตามระดับคะแนน ดังนี้ 

ระดับคะแนน 1 ใบมีความสดอยูระหวาง 0 – 20 เปอรเซ็นต 
  (ใบเหี่ยวมาก มีสีเหลือง มีรอยชํ้า และเนา) 
ระดับคะแนน 2 ใบมีความสดอยูระหวาง 21 – 40 เปอรเซ็นต 
  (ใบเหี่ยวมากและมีสีเหลือง ) 
ระดับคะแนน 3 ใบมีความสดอยูระหวาง 41 – 60 เปอรเซ็นต 
  (ใบเหี่ยวและมีสีเหลือง * หมดอายุในการเก็บรักษา) 
ระดับคะแนน 4 ใบมีความสดอยูระหวาง 61 – 80 เปอรเซ็นต 
  (ใบเร่ิมเหี่ยว และเร่ิมมีสีเหลืองเล็กนอย) 
ระดับคะแนน 5 ใบมีความสด 81 – 100 เปอรเซ็นต (ใบมีสีเขียวสด) 

 
2. เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก 

วัดโดยใชเคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง BA3100P นํามาคํานวณหาเปอรเซ็นต
การสูญเสียน้ําหนัก จากสูตร 
เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก =น้ําหนักผักกอนการเกบ็รักษา – น้ําหนักผักหลังการเก็บรักษา × 100 

น้ําหนกัผักกอนการเก็บรักษา 
3. สีใบ 

วัดโดยใชเคร่ือง Chroma meter รุน CR300 หัววัด CR-310 ของบริษัท Minolta และใช
แหลงกําเนิดแสง D65 โดยการวัดท่ีตําแหนงกลางใบ คาท่ีไดแสดงเปนคา L*, chroma และ hue 
angle 
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การประเมินคุณภาพทางเคมี 
1. ปริมาณวิตามินซี 

วิเคราะหหาปริมาณวิตามินซีในผักปวยเหล็งดวยวิธี Indophenol โดยนําตัวอยางผักท่ีปน
ละเอียด 10 กรัม เติมกรดออกซาลิกเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต แลวปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 
มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 จากนั้นดูดสารละลายที่กรองได 10 มิลลิลิตร 
แลวนําไปไทเทรตกับ 2,6-ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต จนถึงจุดยุติ
ซ่ึงสารละลายมีสีชมพูประมาณ 15 วินาที คํานวณหาปริมาณวิตามินซีโดยใชปริมาณ2,6-ไดคลอ
โรฟนอล อินโดฟนอล ท่ีใชกับสารตัวอยาง เทียบกับ 2,6-ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอลท่ีใชกับ
วิตามินซีมาตรฐาน โดยคํานวณตามสูตร (Ranganna, 1997)  

 
ปริมาตร indophenol dye a มิลลิลิตร  มี ascorbic acid เทากับ  1 มิลลิกรัม (จาก standard) 
ปริมาตร indophenol dye b มิลลิลิตร  มี ascorbic acid เทากับ (1 × b) / a มิลลิกรัม   
(จากสารละลายตัวอยาง)   เทากับ  c  มิลลิกรัม  
 
สารละลาย     10   มิลลิลิตร  มี ascorbic acid     เทากับ c  มิลลิกรัม  
สารละลาย    100   มิลลิลิตร  มี ascorbic acid    เทากับ (c × 100) / 10  มิลลิกรัม 
                                                                 เทากับ  d  มิลลิกรัม 
 
เนื้อตัวอยาง  10  กรัม  มี ascorbic acid              เทากับ d มิลลิกรัม 
เนื้อตัวอยาง  100 กรัม  มี ascorbic acid             เทากับ (d × 100 ) / 10 มิลลิกรัม 
                                                                      เทากับ  e  มิลลิกรัม / 100 กรัมน้ําหนักสด 
 

2. ปริมาณคลอโรฟลล ตามวิธีการของ Whitham et al. (1971) 
  ช่ังตัวอยางปวยเหล็งท่ีปนละเอียด  1 กรัม เติมสารละลายอะซิโตนความเขมขน 80 
เปอรเซ็นต 10 มิลลิลิตร วางไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที จากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman No.1 ปรับปริมาตรดวยสารละลายอะซิโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นตใหไดปริมาตร
สุดทายเทากับ 25 มิลลิลิตร นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ี
ความยาวคล่ืน 645 และ 633 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Spectrophotometer โดยใชสารละลายอะซิโตน
ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เปน blank บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณปริมาณคลอโรฟลล มีหนวย
เปนมิลลิกรัมตอ 100 กรัมน้ําหนักสด 
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ปริมาณคลอโรฟลล เอ = [12.7 (OD663 − 2.69 (OD645)]    ×          V 
            1,000 × W 
 

 ปริมาณคลอโรฟลล บี = [22.9 (OD645 − 4.68 (OD663)]    ×          V 
                        1,000 × W 
   
 ปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด = [20.2 (OD645 + 8.02 (OD663)]     ×          V 
                               1,000 × W 
 
 โดยท่ี V คือ ปริมาตรสุดทายของสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 
  W คือ น้ําหนกัของปวยเหล็งท่ีนํามาสกัดคลอโรฟลล 

 OD คือ  คาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเคร่ือง Spectrophotometer ตาม
ความยาวคล่ืนท่ีกําหนด                        

 
3. ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (total soluble solids ; TSS) 

โดยใชเคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (digital refractometer) รุน PR-101 
ของบริษัท ATAGO อานคาไดต้ังแต 0-45 เปอรเซ็นต โดยอานคาจากน้ําของผักปวยเหล็งท่ีปน
รวมกัน 

 
4. ปริมาณแคโรทีนอยด ตามวิธีการของ Pawelzik (2006) 
  ช่ังตัวอยางปวยเหล็งท่ีสับละเอียด 1 กรัม เติมสารละลาย dimethylsulphoxide (DMSO) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร คนตัวอยางใหเขากับสารละลายดวยความเร็วและแรงนาน 2 นาที จากนั้นวาง
ไวท่ีอุณหภมิูหองในสภาวะมืดนาน 16 ช่ัวโมง จากนั้นกรองสารละลายดวยกระดาษกรอง Whatman 
No.4 นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 665, 649 
และ 480 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง Spectrophotometer โดยใชสารละลาย DMSO เปน blank บันทึก
คาท่ีไดแลวนําไปคํานวณปริมาณแคโรทีนอยด มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด  
 

  ปริมาณคลอโรฟลล เอ = [(12.19 × OD665) − (3.45 × OD649)]   

 ปริมาณคลอโรฟลล บี = [(21.99 × OD649) − (5.32 × OD665)]     
 ปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด = ปริมาณคลอโรฟลล เอ + ปริมาณคลอโรฟลล บี 
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  ปริมาณแคโรทีนอยด 

= [(1000 × OD480) − (2.14 × ปริมาณคลอโรฟลล เอ) − (70.16 × ปริมาณคลอโรฟลล บี)]  
          220 
    
5. หลักเกณฑการวิเคราะหอายุการเก็บรักษาของปวยเหล็ง 

กําหนดใหปวยเหล็งหมดอายุการเก็บรักษา เม่ือมีลักษณะปรากฏท่ีระดับคะแนนเทากับหรือ
นอยกวา 3 คะแนน ซ่ึงปวยเหล็งมีความสดอยูระหวาง 41–60 เปอรเซ็นต (ใบเหี่ยวและมีสีเหลือง) 
 
การทดลองท่ี 2 การศึกษาสภาวะการทํางานท่ีเหมาะสมของการลดอุณหภูมิปวยเหล็งดวยระบบ

สุญญากาศ โดยแบงการทดลองออกเปน 2 การทดลองยอย ดังนี้ 
การทดลองท่ี 2.1 การลดอุณหภูมิปวยเหล็งดวยระบบสุญญากาศ (vacuum cooling) 

 นําปวยเหล็งท่ีผานการตัดแตงบรรจุลงในถุงพลาสติกชนิดพอลิเอทิลีนขนาดกวาง 
25.40 เซนติเมตร ยาว 40.64 เซนติเมตร ท่ีเจาะรู 18 รู แลวนําไปจัดเรียงลงในตะกราพลาสติกชนิด 
พอลิโพรพิลีน ขนาดกวาง 35.56 เซนติเมตร ยาว 55.88 เซนติเมตร สูง 29.21 เซนติเมตร โดยมี
ปริมาณในการบรรจุ 5 กิโลกรัมตอ 1 ตะกรา จากนั้นนําตะกราไปจัดเรียงในเคร่ืองลดอุณหภูมิแบบ
สุญญากาศเพ่ือลดอุณหภูมิปวยเหล็งจนถึงอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 1 ทําการปรับเปล่ียน
คาพารามิเตอรสําหรับการทํางานของเครื่องลดอุณหภูมิแบบสุญญากาศ ไดแก คาความดันสุดทาย
ภายในหองลดอุณหภูมิ และเวลาท่ีวางผักไวในหองลดอุณหภูมิจนกวาจะไดพารามิเตอรท่ีทําให 
ปวยเหล็งมีอุณหภูมิสุดทายตามท่ีกําหนดและใชเวลาในการลดอุณหภูมินอยท่ีสุด 

 
การทดลองท่ี 2.2 การลดอุณหภูมิปวยเหล็งดวยระบบสุญญากาศรวมกับน้ํา (hydro-vacuum 

cooling) 
นําปวยเหล็งท่ีผานการตัดแตงบรรจุลงในตะกราพลาสติกชนิดพอลิโพรพิลีน ขนาด

กวาง 35.56 เซนติเมตร ยาว 55.88 เซนติเมตร สูง 29.21 เซนติเมตร โดยมีปริมาณในการบรรจุ 5 
กิโลกรัมตอ 1 ตะกรา จากนั้นนําตะกราไปจัดเรียงในเคร่ืองลดอุณหภูมิแบบสุญญากาศเพื่อลด
อุณหภูมิปวยเหล็งจนถึงอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 1 ทําการปรับเปล่ียนคาพารามิเตอร
สําหรับการทํางานของเคร่ืองลดอุณหภูมิแบบสุญญากาศ ไดแก คาความดันสุดทายภายในหองลด
อุณหภูมิ เวลาท่ีวางผักไวในหองลดอุณหภูมิ และเวลาท่ีใชในการพนน้ํา จนกวาจะไดพารามิเตอรท่ี
ทําใหปวยเหล็งมีอุณหภูมิสุดทายตามท่ีกําหนดและใชเวลาในการลดอุณหภูมินอยท่ีสุด 
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บันทึกผลการทดลอง 
1. การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิระหวางกระบวนการทุก 1 นาทีจนส้ินสุดกระบวนการ 
2. ความสัมพันธระหวางความดัน อุณหภูมิและเวลา 
3. ความช้ืนสัมพทัธของอากาศในหองลดอุณหภูมิจนส้ินสุดกระบวนการ 
4. พลังงานไฟฟาท่ีใชในกระบวนการลดอุณหภูมิ 
 

การทดลองท่ี 3 ผลของการลดอุณหภูมิดวยระบบสุญญากาศตอคุณภาพทางกายภาพและทางเคมี
ของปวยเหล็งระหวางการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํา 

 จากผลการทดลองและวิเคราะหขอมูลทางสถิติในการทดลองท่ี 1 และ 2 นําปวยเหล็ง
มาผานการลดอุณหภูมิโดยระบบสุญญากาศและสุญญากาศรวมกับน้ําโดยใชพารามิเตอรท่ี
เหมาะสมสําหรับการลดอุณหภูมิของปวยเหล็งจากการทดลองท่ี 2 และนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิท่ี
ใหผลดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 1 โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design: 
CRD มี 3 กรรมวิธี คือ 
 กรรมวิธีท่ี 1 ปวยเหล็งท่ีไมผานการลดอุณหภูมิ (control) 
 กรรมวิธีท่ี 2 ปวยเหล็งท่ีผานการลดอุณหภูมิดวยระบบสุญญากาศ (vacuum cooling) 
 กรรมวิธีท่ี 3 ปวยเหล็งท่ีผานการลดอุณหภูมิดวยระบบแบบสุญญากาศรวมกับน้ํา 
  (hydro - vacuum cooling) 
 แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า ซํ้าละ 1 หนวย บันทึกการเปล่ียนแปลงคุณภาพทางกายภาพและทาง
เคมีท้ังหมดทุกวันจนผลิตผลหมดอายุการเก็บรักษา ซ่ึงอายุการเก็บรักษาถูกกําหนดโดยลักษณะ
ปรากฏของคุณภาพโดยรวม โดยกําหนดใหผักหมดอายุการเก็บรักษา เม่ือมีลักษณะปรากฏของ
คุณภาพโดยรวมที่ระดับคะแนนตํ่ากวา 3 คะแนน ซ่ึงบงบอกวาผูประเมินเร่ิมไมพอใจในผลิตผล
นั้นๆ 
  
6. กิจกรรมของสารตานอนุมูลอิสระ ตามวิธีการดัดแปลงจาก  Manthey (2004) 

หั่นผักปวยเหล็งใหละเอียด แลวเติมไนโตรเจนเหลวลงไปจนผักแข็งตัว นําไปปนให
ละเอียดดวยเคร่ืองปนเมล็ดกาแฟ จากนั้นช่ังตัวอยางปวยเหล็งท่ีปนละเอียดมา 20 กรัม เติม
สารละลายเมทานอล ความเขมขน 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 20 มิลลิลิตรลงไป แลวนําสารละลายไป
เขยาในสภาพมืดท่ีอุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง จากน้ันกรองสารละลายดวยกระดาษกรอง Whatman 
No.1 ดูดสารละลายปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายเมทานอล ความเขมขน 
100 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรสุดทายเปน 25 มิลลิลิตร กรองสารละลายอีกคร้ังดวย 0.45 μm syringe 
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nylon filter นําสารละลายท่ีกรองไดปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก แลว
เติม DPPH solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําสารละลายท่ีไดไปเขยาเพื่อใหสารทําปฏิกิริยาอยาง
สมบูรณในสภาพมืดท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร โดยใชสารละลายที่ปราศจากสารสกัดจากผัก
เปน blank  
 นําคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีไดมาคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือหากิจกรรมของ
สารตานอนุมูลอิสระโดยเทียบเปนหนวยไมโครกรัมเทียบกับกรดแกลลิกตอน้ําหนักตัวอยางสด 1 
กรัม (Microgram Gallic Acid Equivalent/g Fresh Weight) 
 

7. ปริมาณสารประกอบฟนอล ตามวิธีการดดัแปลงจาก Sellappan et al.(2002) 
นําสารสกัดท่ีผานการกรองดวย syringe nylon filter 0.45 μm ปริมาตร 50 ไมโครลิตรใสลง

ในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติมสารละลายเมทานอล ความเขมขน 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร น้ํากล่ัน ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร โซเดียมคารบอเนต 7.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 375 
ไมโครลิตร จากนั้นวางท้ิงไวประมาณ 5 นาที แลวเติม Folin-Ciocalteau solution ปริมาตร 125 
ไมโครลิตร และน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร นําไปเขยาในสภาพมืดท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 
2 ช่ัวโมง และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 
โดยใชสารละลายท่ีปราศจากสารสกัดจากผักเปน blank  

นําคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีไดมาคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณ
สารประกอบฟนอล โดยเทียบเปนหนวยไมโครกรัมเทียบกับกรดแกลลิกตอน้ําหนักตัวอยางสด 1 
กรัม (Microgram Gallic Acid Equivalent/g Fresh Weight) 
 

8. ลักษณะปรากฏ บันทึกโดยการใหคะแนนลักษณะปรากฏตามระดับคะแนน ดงันี ้
ระดับคะแนน 1 ผูประเมินไมพอใจในปจจัยนัน้มากท่ีสุด 
ระดับคะแนน 2 ผูประเมินไมพอใจในปจจัยนัน้ 
ระดับคะแนน 3 ผูประเมินพอใจในปจจยันัน้ในระดับปานกลาง 
ระดับคะแนน 4 ผูประเมินพอใจในปจจยันัน้มาก 
ระดับคะแนน 5 ผูประเมินพอใจในปจจยันัน้มากท่ีสุด 

บันทึกผลโดยใชผูประเมินท่ีผานการฝกฝนแลวจํานวน 10 คน ใหคะแนนลักษณะปรากฏ
ตามระดับคะแนน โดยพิจารณาจากลักษณะตางๆ ดังตอไปนี้ 
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ลักษณะท่ี 1 สีของผัก ประเมินจากสี และการเปล่ียนเปนสีเหลืองของใบ  
 ลักษณะท่ี 2 ความกรอบของผัก ประเมินโดยดจูากความเห่ียวของใบ 

ลักษณะท่ี 3 การเกิดโรคหรือแผล ประเมินจากการเกิดเช้ือรา และการเนาเสียของผัก 
ลักษณะท่ี 4 คุณภาพโดยรวม ประเมินจากสภาพโดยรวมของผัก รวมไปถึงการตัดสินใจ

หรือยอมรับในผักนั้นๆ ซ่ึงเปนตัวกําหนดอายุการวางจําหนาย โดยกําหนดใหผักหมดอายุการวาง
จําหนายเม่ือมีลักษณะปรากฏของคุณภาพโดยรวมที่ระดับคะแนนนอยกวา 3 คะแนน ซ่ึงบงบอกวา
ผูประเมินเร่ิมไมพอใจในผลิตผลนั้นๆ 
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การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส 
 วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลสโดยดัดแปลงจากวิธีของ Amir-Shapira et al. 
(1987) 
1. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส มีวิธีการดังตอไปนี้ 
 
 สกัด acetone powder 0.5 กรัม  ดวย 10 มิลลิโมลาร Phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

   ( ประกอบดวย KCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร และ 0.24% Triton X-100) 
  
คนใหเขากันและวางไวท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสนาน 16 ช่ัวโมง 
 

นําไปตกตะกอนท่ีความเร็ว  9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
 

สวนใสท่ีได คือ crude enzyme 
 
ผสม crude enzyme 250 ไมโครลิตร กับ  

- 1.44% Triton X-100 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
- Chlorophyll a acetone solution ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
- 0.1 โมลาร Phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 

 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที 
 

หยุดปฏิกิริยาดวย acetone ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเฮกเซน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  
 
 วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 663 นาโนเมตร 
 

คํานวณกิจกรรมของเอนไซมโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาพ 6) มีหนวยเปน
มิลลิกรัมโปรตีน โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซมเทากับ 0.1 Absorbance 663 ท่ีเปล่ียนไป/นาที/
มิลลิกรัมโปรตีน  
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ภาพ 6 กราฟมาตรฐานของปริมาณคลอโรฟลล เอ 
 
2. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 

วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยใชวิธี Bradford Protein Assay (Bradford, 1976) ดังตอไปนี้ 
  

            ดูด crude enzyme มา 250 ไมโครลิตร  
แลวเติม 0.1 โมลาร Phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 

 
          สารละลายท่ีได คือ crude enzyme solution 
   
    ดูด crude enzyme solution มา 300 ไมโครลิตร 
 

เติมสารละลาย Coomassie brilliant blue ปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร 
 

วางไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
 
วัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
 

คํานวณปริมาณโปรตีนท่ีไดโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาพ 7) 
มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด 
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ภาพ 7 กราฟมาตรฐานของปริมาณโปรตีน (albumin from bovine serum) 
 
การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ 

  นําขอมูลผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยหาคาเฉล่ีย คาแสดง
ความผิดพลาด (mean±S.E.) และคา Least Significant Difference ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 
เปอรเซ็นต 
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