
18 17

บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

1. วัสดุพันธุพชื 
  บรอกโคลี (Brassica oleracea var. Italica) พันธุ ท็อปกรีน (Top green) ซ่ึงเก็บเกี่ยวใน
ระยะความแกทางการคา จากแหลงปลูกศูนยพัฒนาโครงการหลวงขุนแปะ จังหวัดเชียงใหม สงมาท่ี
งานคัดบรรจุมูลนิธิโครงการหลวง แลวสงมายังหนวยวิจัยหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยรถขนสงของมูลนิธิโครงการหลวง  
 
2. อุปกรณ 
 2.1 เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าได (digital refractometer) รุน PR-101 (บริษัท 
ATAGO, ประเทศญ่ีปุน) อานคาไดตั้งแต 0-45 เปอรเซ็นต 
 2.2 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (digital spectrophotometer) รุน Spectro 23 (บริษัท 
LaboMed, ประเทศสหรัฐอเมริกา) และเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (thermo spectronic) รุน 
Genesys 10UV-Scanning (บริษัท CE, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 2.3 เคร่ืองช่ังละเอียดทศนิยม 2 ตําแหนงรุน EL T602 (บริษัท Sartorius, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 600 กรัม และแบบทศนิยม 4 ตําแหนง รุน HR-200 (บริษัท 
AND, ประเทศญ่ีปุน) ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 210 กรัม   
 2.4 ไมโครปเปต (micropipette) รุน Nichipet EX (บริษัท NICHIRYO, ประเทศญ่ีปุน) และ
ไมโครปเปต ขนาด 1,000 ไมโครลิตร รุน M20813J (บริษัท GILSON, ประเทศฝรั่งเศส) 
 2.5 เคร่ืองกวนสารเคมีดวยแทงแมเหล็กและใหความรอน รุน SP-18420-26 (บริษัท   
Nuova II, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 2.6 Water bath รุน WB 10 (บริษัท Memmert, ประเทศเยอรมนี) 
 2.7 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูงปรับอุณหภูมิต่ํา (high refrigerate speed centrifuge 
and accessories) รุน Unicen 15 DR (บริษัท Herolab, ประเทศเยอรมนี) 
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 2.8 กระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 110 มิลลิเมตร และกระดาษ
กรอง Whatman No. 4 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 110 มิลลิเมตร (บริษัท Whatman International,
ประเทศอังกฤษ) 
 2.9 ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส รุน LC203LD (บริษัท LAW-CHAIN, ประเทศไทย) 
 2.10 หมอนึ่งความดันสําหรับฆาเช้ือ (autoclave) รุน HL-300 (บริษัท Memmert, ประเทศ
เยอรมนี) 
 2.11 ตูถายเช้ือ รุน AS1324 (บริษัท Standards, ประเทศออสเตรเลีย) 
 2.12 ตูอบไมโครเวฟ (microwave) รุน EMO-900T (บริษัท Sanyo, ประเทศญ่ีปุน) 
 2.13 Syringe ขนาด 100 ไมโครลิตร (บริษัท Hamilton, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 2.14 เคร่ือง Vortex-Genie 2 รุน G-560E (บริษัท Scientific Industries, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) 
 2.15 เตาอบ  
 2.16 ตู UV 
 2.17 เทอรโมมิเตอร 
 2.18 กลองถายรูป รุน DSC-T5 Cybershot (บริษัท SONY, ประเทศญ่ีปุน) 
 2.19 เคร่ืองวัดสี (Chroma meter) ตัวเคร่ืองรุน CR-300  หัววัด CR-310 ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร (บริษัท Minolta, ประเทศญ่ีปุน)  ซ่ึงวัดสีออกมาเปนคา L*, a* และ b* โดยมี
รายละเอียด ดังนี้ คือ  L* = The lightness factor (value) 
    - คา L* เทากับ 100 เม่ือวัตถุมีสีขาว 
    - คา L* เทากับ 0 เม่ือมีวัตถุสีดํา 
        คา chroma  -  มีคาเขาใกล 0 หมายถึง  วัตถุมีสีซีดจาง (เทา) 
       -  มีคาเขาใกล 60 หมายถึง วัตถุมีสีเขม 
 คํานวณหาคา chroma ซ่ึงเปนคาท่ีแสดงใหเห็นถึงความอ่ิมตัวของสี (McGuire, 1992) 
 คา hue angle (h°) เปนคาท่ีแสดงถึงมุมในการตกกระทบของคา a* ซ่ึงมีคาอยูระหวาง 
 0-360 องศา จากสมการดังนี้ (McGuire, 1992) THETA = (arctangent (b*/a*)/6.2832*360) 
   ถา a > 0 และ b > 0 ; คา h° = THETA 
   ถา a < 0 และ b < 0 ; คา h° = THETA + 180 
   ถา a < 0 และ b > 0 ; คา h° = THETA + 270 
   ถา a > 0 และ b < 0 ; คา h° = THETA + 360 
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คา h° เปนคาท่ีแสดงชวงสีของวัตถุ คือ 
 0-45  องศา แสดงสีมวงแดงถึงสีสมแดง      180-225 องศา แสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงิน 
 45-90  องศา แสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง      225-270 องศา แสดงสีน้ําเงินเขียวถึงน้ําเงิน 
 90-135  องศา แสดงสีเหลืองถึงเหลืองเขียว     270-315 องศา แสดงสีน้ําเงินถึงมวง 
 135-180 องศา แสดงสีเหลืองเขียวถึงเขียว      315-360 องศา แสดงสีมวงถึงมวงแดง 
 

 
 

ภาพ 3 แผนภาพของสีท่ีอานคาเปนคา L*, a* และ b* 
 

 
 

ภาพ 4 คาความอ่ิมตัว (chroma) และความสวาง (lightness) ของสี 
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 2.20  ช้ันวางหลอดทดลอง  
 2.21 มีดทําครัว 
 2.22 เขียงพลาสติก 
 2.23 ชอนตักสารเคมี 
 2.24 โกรงบด 
 2.25 นาฬิกาจบัเวลา (บริษัท CASIO, ประเทศญ่ีปุน) 
 2.26 เคร่ือง gas chromatography รุน GC-8A (บริษัท SHIMADZU, ประเทศญ่ีปุน) โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 
  - Detector: Thermal conductivity detector (TCD) 
  - Column: CTR-1 column (2 m x 6 mm o.d.) (Alltech, Deerfield, IL) และ 
Parapak Type N (80-100 Mesh) (SHIMADZU) 
  - Carrier gas: helium, 150 ml/min 
  - Oven terperature: 110   C 
  - Injection temperature: 110   C 
  - Column temperature: 65   C 
 2.27 เคร่ืองแกว  
  - บีกเกอร (beaker) 
  - ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 
  - กระบอกตวง (cylinder) 
  - ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
  - หลอดหยด (dropper) 
  - บิวเรตต (burette) 
  - ปเปตต (pipette) 
  - กรวยกรอง (funnel) 
  - แทงแกวคนสารละลาย (stirrer) 
  - จานเล้ียงเช้ือ (plate) 
  - หลอดทดลอง (test tube) 
 2.28 ถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู ขนาด 10x16 เซนติเมตร เจาะรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 
เซนติเมตร จํานวน 18 รู มีความหนาเทากบั 40 ไมครอน 
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 2.29 ถุงแอกทีฟ คือ ถุงพอลิเอทิลีนท่ีมีอัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน (OTR) 10,000-
12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร/วัน มีคาการซึมผานของไอน้ํา (WVTR) เทากับ 5-7 กรัม/ตารางเมตร/
วัน มีการผสมสาร anti-fogging agent เพื่อปองกันการเกิดฝาไอน้ํา ถุงมีขนาด 10x16 เซนติเมตร 
และมีความหนา เทากับ 25 ไมครอน 
 
3. สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเคมี 
 3.1 สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณวิตามินซี 
         -  สารละลายกรดออกซาลิก (Oxalic acid, UNIVAR) ความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต  เตรียม
โดยช่ังกรดออกซาลิก 4.0 กรัม  ละลายในน้ํากล่ัน  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1000 
มิลลิลิตร 
 - สารละลาย 2, 6-ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล (2, 6-dichlorophenol indophenol, 
SIGMA)  ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต  เตรียมโดยช่ัง 2, 6-ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล  0.4 กรัม  
ละลายในนํ้ากล่ัน  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1000  มิลลิลิตร  แลวนํามากรองดวย
กระดาษกรอง Whatman No.1 เก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 -  สารละลายกรดแอสคอรบิกมาตรฐาน (Ascorbic acid, Merck)   ช่ังกรดแอสคอรบิก 
0.050 กรัม ละลายในสารละลายกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต  แลวปรับปริมาตรดวย
สารละลายกรดออกซาลิกใหครบ 50 มิลลิลิตร  แลวเก็บรักษาไวในขวดทึบแสงท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลล 
 - สารละลายอะซีโตน (acetone) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยตวงอะซีโตนมา 
800 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 3.3 สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหกิจกรรมสารตานอนุมูลอิสระ  
 - สารละลาย 2, 2 - ไดฟนิล-2-ไพคลิไฮดราซิล (2, 2 - diphenyl-2-picryhydrazyl: DPPH) 
ช่ัง สารละลาย 2, 2 - ไดฟนิล-2-ไพคลิไฮดราซิลมา 74 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล (ความเขมขน 
99.8 เปอรเซ็นต) ปรับปริมาตรดวยเอทานอลใหครบ 200 มิลลิลิตร แลวนํามากรองดวย nylon filter 
ขนาด 0.4 micron เก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิต่ํา  
 - สารละลายกรดแกลลิกมาตรฐาน เตรียมโดยช่ังกรดแกลลิกมา 24.1 มิลลิกรัม ละลายในน้ํา
กล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิต่ํา เพื่อใชทํากราฟมาตรฐาน
ในการคํานวณหากิจกรรมสารตานอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟนอล 
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 3.4 สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอล 
 - โซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate, Merck) ความเขมขน 7.5 เปอรเซ็นต เตรียมโดย
ช่ังโซเดียมคารบอเนต 7.5 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 
มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 - Folin-Ciocalteau’ s phenol reagent, Merck 
 3.5 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส 
 3.5.1 สารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 7.5 
 - สารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-potassium hydrogen phosphate, 
Merck) เตรียมโดยช่ังไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 5.927 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 500 มิลลิลิตร 
 - สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen phosphate, 
Merck) ช่ังโพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต 2.606 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหครบ 500 มิลลิลิตร 
 เติมสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (กรด) ลงในสารละลายไดโพแทสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (ดาง) จนไดคา pH เทากับ 7.5 แลวเก็บไวท่ีอุณหภมิูต่ํา 
 3.5.2 สารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร ความเขมขน 0.01 โมลาร pH 7.0 
 - สารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-potassium hydrogen phosphate, 
Merck) เตรียมโดยช่ังไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.344 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 500 มิลลิลิตร 
 - สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen phosphate, 
Merck) ช่ังโพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต 0.478 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหครบ 500 มิลลิลิตร 
 เติมสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (กรด) ลงในสารละลายไดโพแทสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (ดาง) จนไดคา pH เทากับ 7.0 เก็บไวท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 3.5.3 สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (potassium chloride, Univar) ความเขมขน 0.05 โม
ลาร เตรียมโดยช่ังโพแทสเซียมคลอไรด 1.8638 กรัม ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 
แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ใหครบ 500 มิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ
ต่ํา 
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 3.5.4 สารละลาย Triton X-100 ความเขมขน 0.24 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชสารละลาย 
Triton X-100 ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 แลวปรับ
ปริมาตรดวยสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอรใหครบ 500 มิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 3.5.5 สารละลาย Triton X-100 ความเขมขน 1.44 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชสารละลาย 
Triton X-100 ปริมาตร 0.72 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.5  แลวปรับ
ปริมาตรดวยสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอรใหครบ 50 มิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 3.5.6 อะซีโตน (acetone, Merck) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยตวงอะซีโตน 
ความเขมขน 99.8 เปอรเซ็นต 800 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 3.5.7 คลอโรฟลล เอ (chlorophyll a from spinach, Sigma) 
 3.5.8 เฮกเซน (hexane, Unilab) 
 3.6 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 3.6.1 สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 7.5 ท่ีมีโซเดียม
 คลอไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer saline (PBS) 
 - สารละลายโซเดียมโฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร เตรียมโดยช่ังโซเดียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต น้ําหนัก 7.8005 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 
100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 - สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร เตรียมโดยช่ังได
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต น้ําหนัก 8.8995 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรให
เปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 - สารละลายบัฟเฟอร ท่ีมี pH 7.5 เตรียมโดย นําสารละลายโซเดียมโฮโดรเจนฟอสเฟต 
ความเขมขน 0.5 โมลาร 100 มิลลิลิตรมาปรับ pH ดวยสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
ความเขมขน 0.5 โมลาร โดยคอย ๆ เติมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ลงในสารละลาย
โซเดียมโฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร พรอมกับคนสารละลายผสมตลอดเวลาจน pH 
ของสารละลายผสมเทากับ 7.5 
 - สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร เตรียมโดยช่ังโซเดียมคลอไรด 
น้ําหนัก 11.7467 กรัมละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 - สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 7.5 ท่ีมีโซเดียมคลอ
ไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer sline (PBS) เตรียมโดยนําสารละลายบัฟเฟอร pH 7.5  มา 10 
มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร ลงไป 5 มิลลิลิตร จากน้ัน
ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน  



  24

 3.6.2 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน  
- สารละลายโปรตีนมาตรฐาน เตรียมโดยช่ังโปรตีน bovine serum albumin (BSA) 0.2500 

กรัมละลายในน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรใหได 25 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารละลายโปรตีนท่ีเตรียมได 
ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 25 
มิลลิลิตร โดยการเติม PBS จะไดสารละลายโปรตีนมาตรฐานเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

- สารละลาย coomassie เตรียมโดยช่ัง coomassie brilliant blue G-250 หนัก 0.0125 กรัม 
ละลายใน เอธานอล 99.5 % ปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร เติมกรดฟอสฟอริกความเขมขน 85 % ลงไป 
25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 

3.7 สารเคมีท่ีใชหาจํานวนจุลินทรียท้ังหมด 
 - สารละลายบัฟเฟอรเปปโตนความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ใชสารละลายเจือจาง ตัวอยาง
เตรียมโดยช่ังเปปโตน (peptone, Becton and Dickinson Company) มา 1 กรัม และมีเกลือแกง 
(sodium chloride, Becton and Dickinson Company) ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ัง
เกลือแกงมา 5 กรัม เติมลงในสารละลายเปปโตนผสมใหละลายเขากันแลวปรับปริมาตรใหครบ 
1,000 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร นําสารละลายท่ีไดใสขวดแกวทนความรอนแลวนําไปนึ่ง
ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที หลังจากนั้นปลอยท้ิงไวให
เย็น 
 - อาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar เตรียมโดยช่ังอาหารเล้ียงเช้ือมา 23 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน
ท่ีอุณหภูมิ 90-100  องศาเซลเซียส ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร นําอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดใส
ในขวดแกวทนความรอน แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที หลังจากนั้นปลอยท้ิงไวใหเย็น ซ่ึงในสารละลายอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูปท่ีเตรียมได 
ประกอบดวยสารชนิดตางๆ ตอสารละลาย 1 ลิตร ดังนี้ 
   Pancreatic Digest of Casein  5  กรัม 
   Yeast Extract    2.5  กรัม 
   Dextrose    1.0  กรัม 
   Agar     15.0  กรัม 
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สถานท่ีทําการวิจัย 
 1. หนวยวิจัยหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน ภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 2. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ  คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 3. ศูนยผลิตผลโครงการหลวง ตําบลแมเหียะ อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 
 
 

วิธีการทดลอง 
 

 ในการทดลองคร้ังนี้ไดมีการทดลองใชถุงแอกทีฟสูตร M1 M2 และ M3 โดยวางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) มี 3 กรรมวิธี แตละกรรมวิธี
ประกอบดวย 3 ซํ้า โดยแตละวิธีมีดังตอไปนี้ 
 กรรมวิธีท่ี 1 บรอกโคลีท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M1  
  (อัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน 10,000 - 12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร/วัน)   
 กรรมวิธีท่ี 2 บรอกโคลีท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M2 
  (อัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน 12,000 – 14,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร/วัน)   
 กรรมวิธีท่ี 3 บรอกโคลีท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M3 
  (อัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน 10,000 - 11,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร/วัน)   
 
 วิธีการทดลอง นําบรอกโคลีท่ีตัดแตงพรอมจําหนายแลวบรรจุลงในถุงแอกทีฟ 3 สูตร คือ 
M1, M2 และ M3 นําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลววิเคราะหสวนประกอบทางเคมี
ทุกวันจนกระท่ังหมดอายุการเก็บรักษา บันทึกผลการทดลอง 1. ลักษณะปรากฏ โดยการใหคะแนน 
2. วัดการเปลียนแปลงสีชอดอก โดยใชเคร่ือง Chroma meter  3. เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก 4. 
ปริมาณของแข็งท้ังหมดที่ละลายนํ้าไดโดยเคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท้ังหมดที่ละลายนํ้าได 5. 
ปริมาณวิตามินซีรวมโดยวิธีของ Ranganna (1986) และ 6. อายุการเก็บรักษา โดยจากผลการทดลอง
จะใชอายุการเก็บรักษาเปนตัวตัดสินในการเลือกใชถุงในการทดลองตอไป 
 จากผลการทดลองท่ีได พบวา บรอกโคลีท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M1 (อัตราการซึมผาน
ของแกสออกซิเจน 10,000 - 12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร/วัน) มีอายุการเก็บรักษานานท่ีสุด คือ 14 
วัน  
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การทดลองท่ี  1 ผลของบรรจุภัณฑตอสวนประกอบทางเคมีและอายุการวางจําหนายบรอกโคลี  
 วิเคราะหขอมูลแบบ T-test มี 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีประกอบดวย 4 ซํ้า โดยกรรมวิธีมี
ดังตอไปนี้ 
  กรรมวิธีท่ี 1 บรอกโคลีท่ีบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู 
  กรรมวิธีท่ี 2 บรอกโคลีท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ  
 
วิธีการทดลอง  
 นําบรอกโคลีท่ีตัดแตงพรอมจําหนายบรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรูและถุงแอกทีฟ  
(อัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน 10,000 - 12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร/วัน)  แลวเก็บรักษาไวท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส วิเคราะหสวนประกอบทางเคมีทุกวันจนกระท่ังผลิตผลหมดอายุการเก็บ
รักษา ทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ฤดูรอน (มีนาคม-มิถุนายน), ฤดูฝน (กรกฎาคม-ตุลาคม) และฤดู
หนาว (พฤศจิกายน-กุมภาพันธ) 
  
การบันทึกผลการทดลอง 
การประเมินคุณภาพทางกายภาพและสวนประกอบทางเคมี 
1. ลักษณะปรากฏ  บันทึกโดยการใหคะแนนลักษณะปรากฏตามระดับคะแนน ดังน้ี  
 ระดับคะแนน 1  ชอดอกสดและมีสีเขียว  
 ระดับคะแนน 2  ชอดอกเร่ิมเหี่ยวหรือมีสีเหลืองเกิดข้ึนเล็กนอย  
 ระดับคะแนน 3 ชอดอกเหี่ยวประมาณ 50% หรือสีเปล่ียนเปนสีเหลือง 50%  
                (หมดอายุการวางจําหนาย) 
  ระดับคะแนน 4 ชอดอกเหี่ยวประมาณ 75% หรือสีเปล่ียนเปนสีเหลือง 75% 
 ระดับคะแนน 5  ชอดอกเหี่ยว 100% หรือสีเปล่ียนเปนสีเหลืองท้ังหมด 
 
2. การเปล่ียนสีชอดอก 
    วัดโดยใชเคร่ือง Chroma meter รุน CR300 หัววัด CR310 ของบริษัท Minolta และใช
แหลงกําเนิดแสง D65 โดยการวัดสีบริเวณกึ่งกลางชอดอก วัด 4 คร้ัง/ 1 จุด คาท่ีไดแสดงเปน L*, a* 
และ b* คํานวณหาคา chroma และ hue angle จากสมการดังนี้ (McGuire, 1992 ; Voss, 1992) 
 
    chroma       =   (a*2+ b*2)1/2 
    Hue angle    =   arctangent (b*/a*) 
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3. เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก  
 วัดโดยใชเคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง EK-600H นํามาคํานวณหาเปอรเซ็นต
การสูญเสียน้ําหนัก จากสูตร 
เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก = น้ําหนักกอนการเก็บรักษา – น้ําหนักหลังการเก็บรักษา  ×  100 
             น้ําหนักกอนการเก็บรักษา 
4. ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (total soluble solids ; TSS) 
 โดยใชเคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (digital refractometer) รุน PR-101 
ของบริษัท ATAGO อานคาไดตั้งแต 0-45 เปอรเซ็นต โดยอานคาจากน้ําค้ันของบรอกโคลีท่ีปน
รวมกัน 
 
5. ปริมาณวิตามินซี 
 วิเคราะหหาปริมาณวิตามินซีในบรอกโคลีดวยวิธี Indophenol โดยนําบรอกโคลีท่ีปนไดมา 
10 กรัม แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายกรดออกซาลิก ความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต จนครบ 100 
มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 นําสารละลายท่ีกรองไดมา 10 มิลลิลิตร แลว
นําไปไทเทรตกับ 2, 6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต จนถึงจุดยุติซ่ึง
สารละลายเปล่ียนเปนสีชมพูประมาณ 15 วินาที บันทึกปริมาณ 2, 6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล  
แลวนําไปคํานวณหาปริมาณวิตามินซี โดยคํานวณตามสูตร (Ranganna, 1986) 
 ปริมาตร indophenol dye a มิลลิลิตร มี ascorbic acid เทากับ 1 มิลลิกรัม (จาก standard) 
 ปริมาตร indophenol dye a 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 กรัมน้ําหนกัสด 
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6. ปริมาณคลอโรฟลล  
 
 วิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลตามวิธีของ Whitham et al. (1971) ซ่ึงมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

ช่ังตัวอยางปนละเอียดมา 1 กรัม 
 

เติมสารละลายอะซีโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

วางไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที 
 

กรองสารละลายดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 
 

ปรับปริมาตรดวยสารละลายอะซีโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เปน 25 มิลลิลิตร 
 

นําไปวดัคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 และ 663 นาโนเมตร 
 

 นําคา OD ท่ีไดไปแทนคาในสูตรหาปริมาณคลอโรฟลล มีหนวยเปน มิลลิกรัมตอ 100 กรัม
น้ําหนกัสด โดยสูตรท่ีใชคํานวณคือ 
     Chlorophyll a = [12.7 (Absorbance at 663 nm) – 2.69(Absorbance at 645 nm)] x (V/1000W) 
     Chlorophyll b = [22.9 (Absorbance at 645 nm) – 4.68(Absorbance at 663 nm)] x (V/1000W) 
     Chlorophyll  = [20.2 (Absorbance at 645 nm) + 8.02(Absorbance at 663 nm)] x (V/1000W) 
  กําหนดให  V = ปริมาตรสุดทายของสารละลาย 
    W = น้ําหนักของตัวอยางพืชท่ีนํามาหาคลอโรฟลล 
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7. ปริมาณแคโรทีนอยด 
 
 วิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยดรวมตามวิธีการของ Pawelzik (2006) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี ้

ช่ังตัวอยางผักท่ีสับละเอียดมา 1 กรัม 
 

แชตัวอยางผักใน dimethylsulphoxide (DMSO) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
 

คนตัวอยางพืชดวยความเร็วและแรงนาน 2 นาที 
 

วางไวท่ีอุณหภูมิหองในสภาวะมืดนาน 16 ช่ัวโมง 
 

กรองสารละลายดวยกระดาษกรอง Whatman No. 4 
 

วัดคาดดูกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 665, 649 และ 480 นาโนเมตร 
 

 นําคา OD ท่ีไดไปแทนคาในสูตรหาปริมาณแคโรทีนอยดรวม มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอ
หนึ่งกรัมน้ําหนักตัวอยางสด โดยสูตรท่ีใชคํานวณคือ 
 Chlorophyll a = [(12.19 x Absorbance at 665) – (3.45 x Absorbance at 649)] mg/gFW 
 Chlorophyll b = [(21.99 x Absorbance at 649) – (5.32 x Absorbance at 665)] mg/gFW 
 Total Chlorophyll = Chlorophyll a + b 
 
Total carotenoid = [(1000 x Absorbance at 480)–(2.14 x chlorophyll a)–(70.16 x chlorophyll b)] 

             220 
 

8. ปริมาณแกสออกซิเจนและแกสคารบอนไดออกไซด โดยใช Gas chromatography 
 วัดปริมาณแกสคารบอนไดออกไซดและแกสออกซิเจน  โดยใชเคร่ือง gas chromatography 
รุน GC-8A ของบริษัท SHIMADZU โดยใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร เสียบเขาถุงตัวอยาง 
ดูดอากาศออกมา 1 มิลลิลิตร และนํามาฉีดเขาเคร่ือง  Gas chromatography  ท่ี Injector port ซ่ึงมี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  ผานเขาเคร่ือง Packed column มีเสนผานศูนยกลางวงนอก               
0.32 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลางวงใน 0.21 มิลลิเมตร ความยาว 2 เมตร ซ่ึงบรรจุสาร Porapak R 
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อุณหภูมิของเตาอบ 60 องศาเซลเซียส โดยมีแกสฮีเลียมเปน Carrier gas อัตราการไหล 40 มิลลิลิตร
ตอนาที และใช Thermal conductivity detector ท่ีมีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ซ่ึงอานคาออกมา
เปนปริมาณของแกสออกซิเจนและแกสคารบอนไดออกไซด มีหนวยเปนเปอรเซ็นต 
 
9. กิจกรรมสารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity)  
 โดย 2, 2/-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity assay (DPPH 
assay) หากิจกรรมของสารตานอนุมูลอิสระตามกระบวนการดัดแปลงมาจาก Manthey (2004)      
ซ่ึง มีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

หั่นผักใหละเอียด เติมไนโตรเจนเหลวลงไปจนผักแข็งตัว 
 

ปนตัวอยางท่ีแข็งใหละเอียดดวยเคร่ืองปนเมล็ดกาแฟ 
 

ช่ังตัวอยางละเอียด 20 กรัม เติมสารละลายเมทานอล 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงไป 
 

เขยาสารละลายท่ีอุณหภูมิหองในสภาพมืดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 

กรองโดยกระดาษกรอง Whatman No.1 และดูดสารสกดัจากพืชท่ีกรองได 
ปริมาตร  5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร โดยสารละลายเมทานอล 100 เปอรเซ็นต 

 
กรองสารละลายดวย 0.45 μm syringe nylon filter 

 
นําสารสกัดท่ีกรองดวย 0.45 μm syringe nylon filter 400 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาดเล็ก 

 
เติมสารละลาย DPPH ลงไป 2000 ไมโครลิตร 

 
นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหองภายใตสภาวะมืดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อใหปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ 

 
วัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร 

ใชสารละลายท่ีปราศจากสารสกัดจากผักเปนคามาตรฐาน (Blank) 
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 นําคา OD ท่ีไดมาคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือหากิจกรรมของสารตานอนุมูลอิสระ 
เปนหนวยไมโครกรัมเทียบกับกรดแกลลิกตอน้ําหนักตัวอยางสด 1 กรัม (Microgram Gallic Acid 
Equivalent/g Fresh Weight) 
 
10. ปริมาณสารประกอบฟนอล 
 หาปริมาณสารประกอบฟนอล ตามกระบวนการดัดแปลงมาจาก Sellappan et al. (2002) 
ซ่ึงมีข้ันตอนดงันี้ 

นําสารสกัดท่ีผานการกรองดวย syringe hylon filter 0.45 μm ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
 

ใสลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก 
 

เติมเมทานอล 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
 

เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 
 

เติมโซเดียมคารบอเนต 7.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 375 ไมโครลิตร แลววางไวประมาณ 5 นาที 
 

เติม Folin-Ciocalteau solution ปริมาตร 125 ไมโครลิตร รวมกับน้ํากล่ันปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 
 

นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหองในสภาวะมืดนาน 2 ช่ัวโมง  
 

นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหองภายใตสภาวะมืดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อใหปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ 
 

วัดคาดดูกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 
ใชสารละลายท่ีปราศจากสารสกัดจากผักเปนคามาตรฐาน (Blank) 

 นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือหาปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลเปนหนวยไมโครกรัมเทียบกับกรดแกลลิกตอน้ําหนักตัวอยางสด 1 กรัม (Microgram Gallic 
Acid Equivalent/g Fresh Weight) 
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11. กิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส (chlorophyllase) 
 วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส  โดยดัดแปลงมาจากวิธีของ  Amir-Shapira  
et al. (1987) 
 1) การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมคลอโรฟลเลส มีวิธีการดังตอไปน้ี 
 

บรอกโคลี บดละเอียด 5 กรัม 
 

สกัดดวยสารละลายอะซีโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เย็นจดั ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 

กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 1 
 

ลางกากตัวอยางดวย diethyl ether เย็นจัดจนกระท่ังไดกากสีขาว 
 

ทําใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
 

นําไปบดละเอียดใหอยูในรูป acetone powder 
 

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 เปอรเซ็นต Triton X-100) 

 
คนใหเขากันและวางไวท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสนาน 1 ช่ัวโมง 

 
กรองดวย Miracloth  

 
นําไปตกตะกอนท่ีความเร็ว 9000 รอบตอนาที นาน 20 นาทีท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส สวนใสท่ี

ได คือ crude enzyme 
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ขั้นตอนการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
 โดยนํา crude enzyme ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ละลายพรอมกับ Triton X-100 ความเขมขน 
1.44 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร Chlorophyll a acetone solution ท่ีมีความเขมขน 100 μg/ml 
ของสารละลายอะซีโตนปริมาตร 0.2  มิลลิลิตร และ 0.1 M Phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร นําไปบมใน water bath 25  องศาเซลเซียส นาน 40 นาที จึงหยุดปฏิกิริยาดวย acetone 2 
มิลลิลิตร และเติม hexane 2 มิลลิลิตร เพื่อสกัดคลอโรฟลเลสที่ไมสลายตัว จากน้ันนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 663 nm เปรียบเทียบกับ blank ที่ใชน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร, acetone 1 มิลลิลิตร, 
chlorophyll a (ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) นํามาผสมใหเขากันแลวดําเนินการ
เชนเดียวกับตัวอยางเอนไซมคลอโรฟลเลสท่ีสกัดไว คํานวณกิจกรรมของเอนไซมเปนหนวย
มิลลิกรัมโปรตีน (1 unit เทากับการเปล่ียนแปลงอัตราคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.01 ตอนาที) โดย
ตัวอยางเอนไซมท่ีสกัดไดนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีน  
 
 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 

 
วัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

 
คํานวณปริมาณโปรตีนท่ีไดโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด 
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ภาพ 5 กราฟมาตรฐานของปริมาณโปรตีน (albumin from bovine serum) 
 

11. อายุการเก็บรักษา 
 กําหนดใหผลิตผลหมดอายุการเก็บรักษาเม่ือมีคะแนนการประเมินดานลักษณะปรากฏ
เทากับ 3 หรือมากกวา 
 
การทดลองท่ี 2 คุณภาพทางกายภาพและเคมีของบรอกโคลีห่ันชิ้นพรอมปรุง  
 วางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ (Factorial in CRD) จํานวน 4 ซํ้า มี 2 
ปจจัย คือ 
 ปจจัยท่ี 1 บรรจุภัณฑ ประกอบดวยบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรูและ บรรจุในถุงแอกทีฟ 
(อัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน 10,000 - 12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร/วัน)   
 ปจจัยท่ี 2 น้ําหนักท่ีบรรจุ ประกอบดวย 200, 400 และ 600 กรัม 
วิธีการทดลอง 
 นําบรอกโคลีมาหั่นช้ินใหมีขนาด 2 x 5 เซนติเมตร   หลังจากนั้นนําบรอกโคลีพรอมปรุง
จุมลงในสารลายโซเดียมไฮโปคลอไรตความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 2 นาที เพ่ือกําจัด
จุลินทรียและส่ิงสกปรก แลวทําใหสะเด็ดน้ํา บรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรูน้ําหนัก 200, 400  
และ 600 กรัม เปรียบเทียบกับบรอกโคลีท่ีบรรจุลงในถุงแอกทีฟ นําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ตรวจสอบสวนประกอบทางเคมีทุกวันจนผลิตผลหมดอายุการเก็บรักษา  
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การบันทึกผลการทดลอง 
 บันทึกผลการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ คุณภาพทางเคมีเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 โดย
ประเมินการเกิดกล่ินผิดปกติ และหาการปนเปอนของเช้ือจุลินทรียเพิ่มเติม ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 
 
1. การเกิดกล่ินผิดปกติ  บันทึกโดยการใหคะแนนการเกิดกล่ินผิดปกติตามระดับคะแนน ดังน้ี  
 ระดับคะแนน 1 ไมเกิดกล่ินผิดปกติ  
 ระดับคะแนน 2 เกิดกล่ินผิดปกติ 
 
2. การปนเปอนของเชื้อจุลินทรีย Enterobacteriaceae ตามวิธีการของ Kiss (1984) 
การเตรียมตัวอยาง  
 นําตัวอยางบรอกโคลีหั่นช้ิน 50 กรัม มาปนดวยเคร่ืองปนท่ีผานการฆาเช้ือดวยสารละลาย
เอทานอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน จํานวน 200 มิลลิลิตร จะได
สารละลายตัวอยางบรอกโคลีท่ีมีความเจือจางเปน 2×10-1 ใชปเปตท่ีผานการฆาเช้ือแลวขนาด 1 
มิลลิลิตร ดูดตัวอยางขางตน ใสลงในหลอดแกวฝาเกลียวท่ีมีสารละลายบัฟเฟอร  เปปโตนอยูแลว 9 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ไดสารละลายตัวอยางบรอกโคลีท่ีมีความเจือจาง 2×10-2 ทําการเจือจาง
ตัวอยางบรอกโคลีตอไป ตามวิธีการขางตน จนไดสารละลายตัวอยางบรอกโคลีพรอมปรุงท่ีมีความ
เจือจางท่ีเหมาะสม (ประมาณ 2×10-4 ถึง 2×10-7 ) 
 
การใสตัวอยางลงในอาหารเล้ียงเชื้อและการบมเชื้อ 
 นําปเปตท่ีผานการฆาเช้ือแลวขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดสารละลายตัวอยางบรอกโคลีท่ีมีความ
เจือจางระดับตาง ๆ ใสลงในจานเพาะเช้ือท่ีผานการฆาเช้ือแลว โดยสารละลายตัวอยางแตละระดับ
ความเขมขน ทํา 4 ซํ้า หลังจากนั้นเทอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar ท่ีหลอมเหลวประมาณ 10 
มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีสารละลายตัวอยางบรอกโคลีอยู ผสมสารละลายตัวอยาง
บรอกโคลีและอาหารเล้ียงเชื้อใหเขากัน วางทิ้งไวจนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตัว คว่ําจานเพาะเล้ียงเชื้อ
แลวปดผนึกรอบดวยพาราฟลม สําหรับชุดควบคุมใชสารละลายบัฟเฟอรเปปโตนปริมาตร 1          
มิลลิลิตร แทนสารละลายตัวอยางบรอกโคลี นําจานเพาะเชื้อท่ีเตรียมเสร็จเรียบรอยแลวไปบมใน
ตูอบเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส นาน 24±3 ช่ัวโมง เม่ือบมเช้ือครบตามกําหนด
ระยะเวลาแลว ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเล้ียงเช้ือเฉพาะจานท่ีมีจํานวนโคโลนีอยู
ระหวาง 25-250 โคโลนี คํานวณหาคาเฉล่ียของจํานวนโคโลนีจากจานเพาะเช้ือท้ัง 3 ซํ้า รายงานผล
ในรูป log10จํานวนโคโลนี/กรัมน้ําหนักสด (log CFU/g) 
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การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ 
 นําขอมูลผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยหาคาเฉล่ีย คาแสดง
ความผิดพลาด (mean±S.E.) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต ใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 
version 17.0 
 


