
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

1. วัสดุพันธุพืช 
 ผักกาดหอมหอพันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ อําเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม บรรจุตะกราพลาสติกรองดวย
กระดาษบรูฟสีขาว แลวขนสงมาโดยรถบรรทุกธรรมดาของมูลนิธิโครงการหลวงมาที่ศูนยผลิตผล
โครงการหลวงเชียงใหม นําสงมายังหองปฏิบัติการหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยรถขนสงของมูลนิธิโครงการหลวง แลวนํามาทดลองทันที  
 
2. อุปกรณวิทยาศาสตร 
 2.1 เคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน EK-600H  ของบริษัท AND Company 
ประเทศญ่ีปุน ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 600 กรัม และแบบทศนิยม 4 ตําแหนง รุน HR-200H ของบริษัท  
AND Company ประเทศญ่ีปุน ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 210 กรัม 

2.2 เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าได ( digital refractometer) รุน PR-101 ของบริษัท 
ATAGO ประเทศญ่ีปุน อานคาไดในชวง 0-45 เปอรเซ็นต 

2.3 เคร่ืองปนผลไม (blender) รุน S(643) ของบริษัท Moulinex ประเทศสเปน 
2.4 เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH-meter) รุน CG842 ของบริษัท SCHOTT GLAS Mainz 

ประเทศเยอรมัน 
2.5 เคร่ืองกวนสารเคมีดวยแทงแมเหล็กและใหความรอน รุน SP-18420-26 ของบริษัท 

Nuova II ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2.6 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงรุน GENESYS 10UV scanning ของบริษัท Ken Qauty  

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2.7 เคร่ือง centrifuge รุน Z383K ของบริษัท HERMLE หมุนเหวี่ยงดวยความเร็วสูงสุดท่ี 

15,000 รอบตอนาที หรือ เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูงปรับอุณหภูมิต่ํา (High refrigerate 
speed centrifuge and accessories) รุน Unicen 15 DR ของบริษัท Herolab, ประเทศเยอรมัน
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2.8 เคร่ืองวัดสี (Chroma meter) รุน CR-300 ของบริษัท Minolta ประเทศญ่ีปุน หัววัด รุน 
CR-310 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซ่ึงวัดสีออกมาเปนคา L*, a* และ b* โดยมี
รายละเอียดดังนี้ คือ (ภาพท่ี 1 และ 2 ) 

L* = The lightness factor (value) 
 คา  L* แสดงคาความสวาง 
 - มีความสวางมากเม่ือมีคาใกล 100 
 - มีความมืดมากเม่ือมีคาใกล 0 
a*,b* = The chromaticity coordinates (hue, chroma) 
 คา a*   - มีคาบวก  หมายถึง  วัตถุมีสีแดง 
  - มีคาลบ หมายถึง  วัตถุมีสีเขียว 
 คา b*   - มีคาบวก  หมายถึง  วัตถุมีสีเหลือง 
               - มีคาลบ    หมายถึง  วัตถุมีสีน้ําเงิน 
 คา a* และ b* มีคาอยูระหวาง -60 ถึง +60 
 ท้ัง a* และ b* หากมีคาเปนศูนย หมายถึง วัตถุมีสีเทา 
คา chroma - มีคาเขาใกล 0 หมายถึง วัตถุมีสีซีดจาง (เทา) 
      - มีคาเขาใกล 60 หมายถึง วัตถุมีสีเขม 

คํานวณหาคา chroma ซ่ึงเปนคาท่ีแสดงใหเห็นถึงความอ่ิมตัวของสี (McGuire, 1992) 
  คา hue angle (ho ) เปนคาท่ีแสดงถึงมุมในการตกกระทบของคา a* ซ่ึงมีคาอยู
ระหวาง 0-360 องศา จากสมการดังนี้ (McGuire, 1992) THETA = (arctangent (b*/a*)/6.2832*360)  

 ถา a  > 0 และ b > 0 ; คา ho = THETA 
 ถา a < 0 และ b < 0 ; คา ho = THETA + 180 
 ถา a < 0 และ b > 0 ; คา ho = THETA + 180 

 ถา a > 0 และ b < 0 ; คา ho = THETA + 360  
 คา ho เปนคาท่ีแสดงชวงสีของวัตถุ คือ 
 0-45 องศา แสดงสีมวงแดงถึงสีสมแดง 180-225 องศา แสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงิน 
  45-90 องศา แสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง 225-270 องศา แสดงสีน้ําเงินเขียวถึงน้ํา-

เงิน 
 90-135 องศา แสดงสีเหลืองถึงเหลืองเขียว 270-315 องศา แสดงสีน้ําเงินถึงมวง 
 135-180 องศา แสดงสีเหลืองเขียวถึงเขียว 315-360 องศา แสดงสีมวงถึงมวงแดง 
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 ภาพท่ี  2  แผนภาพของสีท่ีอานคาเปนคา L*, a* และ b* 
 

 
ภาพท่ี 3   คาความอ่ิมตัว (chroma) และความสวาง (lightness) ของสี 

 2.9 เคร่ืองปนเมล็ดกาแฟ (coffee blender) รุน CG-100 ของบริษัท KENWOOD ประเทศ
อังกฤษ 
 2.10 เคร่ืองเหวี่ยงแยกสวนเกินออกจากผิวนอกของช้ินผัก (Press to spin, Salad spinner, 
Capacity 5.6 Ltrs, Thailand)  
 2.11 Micropipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร รุน M20813J ของบริษัท GILSON ประเทศ
ฝร่ังเศส 



 22

 2.12 กระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 110 มิลลิเมตร ของบริษัท 
Whatman International ประเทศอังกฤษ 
 2.13 เคร่ือง Vortex-Genie 2 รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries ประเทศ
สหรัฐอเมริกา    
 2.14 ตูเย็นอุณหภูมิ 0, 4 และ 8 องศาเซลเซียส รุน LC203LD ของบริษัท LAW-CHAIN 
ประเทศไทย 
 2.15 หมอนึ่งความดันสําหรับฆาเช้ือ (Autoclave) รุน HL-300 ของบริษัท Memmert 
 2.16 ตูถายเช้ือ รุน AS1324 ของบริษัท Standards Australia  
 2.17 กลองถายรูปรุน  Cyber-shot DSC-T5 ของบริษัท SONY ประเทศญ่ีปุน  
 2.18 ตูอบไมโครเวฟ (microwave) รุน EMO-900T ของบริษัท Sanyo 
 2.19 Syring ขนาด 100 ไมโครลิตร ของบริษัท Hamilton ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.20 นาฬิกาจับเวลา ของบริษัท CASIO 
2.21 เขียงพลาสติก 
2.22 Oven 
2.23 มีดทําครัว 
2.24 ช้ันวางหลอดทดลอง 
2.25 ตู UV 

 2.26 เคร่ือง Gas chromatography รุน GC-8A ของบริษัท SHIMADZU ประเทศญ่ีปุน โดย
มีรายละเอียดดังนี้ 
 - Detector : Thermal conductivity detector (TCD) 
 -Column : Molecular Sieve 5A 80/100 ทอสแตนเลส เสนผานศูนยกลาง 3 
มิลลิเมตร ยาว 2 เมตร อุณหภูมิสูงสุด 350 องศาเซลเซียส สําหรับการวิเคราะหแกสออกซิเจน และ 
Parapak Type N80/100 ทอสแตนเลส เสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร ยาว 1 เมตร อุณหภูมิสูงสุด 
190 องศาเซลเซียส สําหรับการวิเคราะห แกสคารบอนไดออกไซด 

- Injection temperature : 110 องศาเซลเซียส 
- Column temperature : 70 องศาเซลเซียส 

 - Oven temperature : 110 องศาเซลเซียส 
- Carrier gas : แกสฮีเลียม (Helium gas) มีอัตราการไหล 25 มิลลิลิตร/นาที 

 - Standard gas : แกสคารบอนไดออกไซด 1 เปอรเซ็นต และแกสออกซิเจน 5 
เปอรเซ็นตในแกสไนโตรเจน 
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 2.27  เคร่ืองแกว 
- บีกเกอร (beaker) 
- ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 
- ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
- กระบอกตวง (cylinder) 
- บิวเรตต (burette) 
- ปเปตต (pipette) 
- หลอดหยด (dropper) 
- แทงแกวคนสารละลาย (stirrer) 
- กรวยกรอง 
- ชอนตักสารเคมี 
- หลอดทดลอง 
- โกรงบด 
- จานเล้ียงเช้ือ (plate) 
- หลอดแกวฝาเกลียวทนความรอน 

 2.28 เทอรโมมิเตอร 
 2.29 เคร่ืองเขยา 
 2.30 ผาขาวบาง 

2.31 ลูกยางดูดอากาศ 
2.32 nylon syringe filter 
2.33 กลองครอบปฏิกิริยาในท่ีมืด 
2.34 hygrometer 
2.35 ถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู ขนาด 10x16 เซนติเมตร เจาะรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 

เซนติเมตร จํานวน 18 รู มีความหนา เทากับ 40 ไมครอน 
2.36 ถุงแอกทีฟ คือ ถุงพอลิเอทิลีนท่ีมีอัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน(OTR) เทากับ 

10,000-12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน มีคาการซึมผานของไอน้ํา(WVTR) เทากับ 5-7 กรัม/ตาราง
เมตร-วัน มีการผสมสาร Anti-fogging Agent เพื่อปองกันการเกิดฝาไอน้ํา มีขนาด 10x16 เซนติเมตร 
และ มีความหนา เทากับ 25 ไมครอน  
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3. สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเคมี 
 

3.1 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหหาปริมาณคลอโรฟลล 
 - สารละลายอะซีโตน (acetone) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยตวงอะซีโตนมา 
800 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 

3.2 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณวิตามินซี 
 - กรดออกซาลิก (Oxalic acid : C2H2O4.2H2O, เกรดAR ของบริษัท Ajax Chemicals 
ประเทศออสเตรเลีย) ความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ังกรดออกซาลิก 4.0 กรัม ละลายใน
น้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 - 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล (2,6-Dichlorophenol-indophenol : C12H6Cl2NO2Na, 
เกรด AR ของบริษัท SIGMA Chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา) ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต 
เตรียมโดยช่ัง 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล 0.4 กรัม ละลายนํ้ากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํา-
กล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แลวนํามากรองผานกระดาษกรอง What man No.1 เก็บไวในขวดสีชา
ท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 - กรดแอสคอรบิกมาตรฐาน (L-Ascorbic acid : C6H8O6, เกรด GR ของบริษัท Merck 
ประเทศเยอรมัน) เตรียมโดยช่ังกรดแอสคอรบิก 0.05 กรัม ละลายในกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 
เปอรเซ็นต แลวปรับปริมาตรดวยกรดออกซาลิกใหครบ 50 มิลลิลิตร ปเปตตมา 1 มิลลิลิตร แลว
นําไปไทเทรตกับสารละลาย 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต จนถึง
จุดยุติ (สารละลายเปนสีชมพู) แลวบันทึกปริมาตรของ 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล ท่ีใชไป 
โดยทํา 3 คร้ัง แลวหาคาเฉล่ีย เพื่อเปนมาตรฐานในการคํานวณหาปริมาณวิตามินซี 

3.3 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 นําสารละลายท่ีไดใสขวดแกวทนความรอนแลวนําไปน่ึง
ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที หลังจากนั้นปลอยท้ิงไวให
เย็น 
 - อาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar เตรียมโดยช่ังอาหารเล้ียงเช้ือมา 23.5 กรัม ละลายในนํ้า-
กล่ันท่ีอุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร นําอาหารเล้ียงเช้ือท่ีได
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ใสในขวดแกวทนความรอน แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที หลังจากนั้นปลอยท้ิงไวใหเย็น ซ่ึงในสารละลายอาหารเล้ียงเชื้อสําเร็จรูปท่ีเตรียมได
ประกอบดวยสารชนิดตางๆ ตอสารละลาย 1 ลิตร ดังนี้ 

Pancreatica Digest of Casein 5 กรัม 
Yeast Extract   2.5 กรัม 
Dextrose   1.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 

  
 3.4 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส  ดัดแปลงวิธีการ

วิเคราะหจากวิธีการของ Jiang (1999) และ Tian et al. (2002) 
การเตรียมสารละลาย 
- สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 

 เตรียมสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2H2O) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
โดยช่ังโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ของบริษัท (Merck) (reagent grade Scharlau, Spain) น้ําหนัก 
15.6010 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.2H2O) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
โดยช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ของบริษัท (Merck) (reagent grade Scharlau, Spain) น้ําหนัก 
8.8995 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 โดยนําสารละลายโซเดียมได-
ไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 735 มิลลิลิตร เติมสารละลายไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 265 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายผสม
ใหไดเทากับ 6.8  

- สารละลาย catechol ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 โดยชั่ง catechol ของบริษัท (Merck) น้ําหนัก 5.5050 กรัม ละลายในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 ปรับปริมาตรใหครบ 250 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับ
ปริมาตร 
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3.5 สารเคมีท่ีใช วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Dye binding 
การเตรียมสารละลาย 

สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรด-ดาง7.5 ท่ีมีโซเดียม
คลอไรด 0.1 โมลาร หรือ Phosphate Buffer Saline (PBS) 
 ก. สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร  
 เตรียมโดยช่ังโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต ของบริษัท (Merck) น้ําหนัก 
7.8005 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 ข. สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร 
  เตรียมโดยช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต ของบริษัท(Merck) น้ําหนัก 
8.8995 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 ค. สารละลายบัฟเฟอร ท่ีมีความเปนกรด-ดาง 7.5 
  เตรียมโดย นําสารละลายในขอ ก. 100 มิลลิลิตรมาปรับความเปนกรด-ดางดวยสารละลาย 
ข. โดยคอย ๆ เติมสารละลายในขอ ข. ลงในสารละลาย ก. พรอมกับคนสารละลายผสมตลอดเวลา
จนความเปนกรด-ดางของสารละลายผสมเทากับ 7.5  
 ง. สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร 
  เตรียมโดยชั่งโซเดียมคลอไรด ของบริษัท (Merck) น้ําหนัก 11.7467 กรัมละลายในนํ้า
กล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 จ. สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.5 ท่ี
มีโซเดียมคลอไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer saline (PBS)  
 เตรียมโดยนําสารละลายบัฟเฟอร ความเปนกรดดาง 7.5 (สารในขอ ค.) มา 10 มิลลิลิตร 
แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร (สารในขอ ง.) ลงไป 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยใชวิธี  Bradford Protein Assay (1976) 
การเตรียมสารละลาย 
 ก. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 ช่ังโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) 0.2500 กรัมละลายในนํ้ากล่ัน ปรับปริมาตรให
ได 25.00 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารละลายโปรตีนท่ีเตรียมได ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดวัดปริมาตรขนาด 25.00 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 25.00 มิลลิลิตร โดยการเติม PBS จะ
ไดสารละลายโปรตีนมาตรฐานเขมขน 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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 ข. สารละลาย Coomassie 
 ช่ัง Coomassie brilliant blue G-250 หนัก 0.0125 กรัม ละลายใน เอทานอล 99.5 % 
ปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร เติมกรดฟอสฟอริกเขมขน 85 % ลงไป 25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 
250.00 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
วิธีทดลอง 
 ก. การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 
 ปเปตสารละลายมาตรฐานโปรตีน 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 และ 300 
ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมน้ํากล่ันลงในหลอดทดลองแตละหลอดใหปริมาตรรวมของ
สารละลายในแตละหลอดเทากับ 300 ไมโครลิตร ดวย PBS จากน้ันเติมสารละลาย Coomassie ลง
ไปหลอดละ 3.00 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากันต้ังไว 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ี 595 นาโนเมตร แลวนําคาท่ีไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณโปรตีนกับคาการดูดกลืน
แสง  
 ข. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  
 ปเปตสารละลายตัวอยางเจือจางจนเหมาะสมดวย PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ลงใน
หลอดทดลอง เติมสารละลาย Coomassie ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร ผสมและต้ังไว 10 นาที แลวนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปอานปริมาณโปรตีนจากกราฟ
มาตรฐาน 

y = 9.7864x + 0.037

R2 = 0.9893
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 ภาพท่ี 4 กราฟมาตรฐานของปริมาณโปรตีน (Albumin from bovine serum) 
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สถานท่ีทําการวิจัย 
 1. หองปฏิบัติการหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน สาขาวิชาพืชสวน ภาควิชาพืชศาสตรและ
ทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 2. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ  คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 3. ศูนยผลิตผลโครงการหลวง ตําบลแมเหียะ อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 
 
 

วิธีการทดลอง 
 
 การทดลองในคร้ังนี้ไดมีการทดลองเพื่อเลือกถุงแอกทีฟ ท่ีมีความเหมาะสมกับการเก็บ
รักษาผักกาดหอมหอท่ีสุด โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized 
Design, CRD) มี 3 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 
 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M1 มีคา OTR เทากับ  10,000- 
  12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน  
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M2 มีคา OTR เทากับ 12,000- 
  14,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน  
 กรรมวิธีท่ี 3 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M3 มีคา OTR เทากับ 10,000- 
  11,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน  
 
 วิธีการทดลอง ผักกาดหอมหอท่ีตัดแตงพรอมจําหนายแลวบรรจุลงในถุงแอกทีฟ 3 สูตร 
คือ M1, M2 และ M3 นําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส แลววิเคราะหคุณภาพทาง
กายภาพและสวนประกอบทางเคมีทุกวันจนกระท่ังหมดอายุการเก็บรักษา 
 การบันทึกผลการทดลอง 
 1. การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสโดยการใหคะแนน 
  - สีใบความสด 
  - ความเหี่ยวของใบ 
  -  การเกิดสีน้ําตาล 
  - ความกรอบ 
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  - การเกิดกล่ินผิดปกติ 
  - บาดแผล/การเกิดโรค 
  - คุณภาพโดยรวม  
 2. สี   โดยใชเคร่ือง Chroma meter 
 3. เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก (weight loss)  
 4. ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได 
 5. ปริมาณวิตามินซีรวมโดยวิธีของ Ranganna (1986) ไทเทรชันดวยสารละลาย2,6-
dichlorophenol-indolephenol ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต  
 จากผลการทดลอง พบวา ถุงแอกทีฟ สูตร M1 มีคา OTR เทากับ 10,000-12,000 มิลลิลิตร/
ตารางเมตร-วัน มีความเหมาะสมกับการเก็บรักษาผักกาดหอมหอท่ีสุด จึงไดนํามาใชในการทดลอง
ตอไป ดังน้ี  
 
การทดลองท่ี  1 การเปล่ียนแปลงทางกายภาพและเคมีของผักกาดหอมหอท่ีเก็บรักษาในถุงแอกทีฟ
และอุณหภูมิท่ีแตกตางกัน 
 
วางแผนการทดลอง แบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ (Factorial in CRD) มี 2 ปจจัย คือ  

ปจจัยท่ี 1 ชนิดของถุง 2 ชนิด คือ ถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู และถุงแอกทีฟ 
ปจจัยท่ี 2 อุณหภูมิในการเก็บรักษา 4 ระดับ คือ 0, 4, 8 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง ซ่ึง

แตละวิธีการประกอบดวย 4 ซํ้า แตละซํ้า คือ ผักกาดหอมหอ 1 หัว และทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ฤดู
รอน (มีนาคม-เมษายน) ฤดูฝน (กรกฎาคม-สิงหาคม) และฤดูหนาว (พฤศจิกายน-ธันวาคม) 

 
วิธีการทดลอง 
 ผักกาดหอมหอพันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ มาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายจาก
โรคและแมลงหรือชอกชํ้าออกท้ิงประมาณ 4-5ใบนําผักกาดหอมหอบรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะ-
รู และถุงแอกทีฟ หลังจากนั้นนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 0, 4, 8  องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิหอง 
ทําการตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมีทุกวันจนหมดอายุการเก็บรักษา 
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การบันทึกผลการทดลอง 
การประเมินคุณภาพทางกายภาพ 
1.  ลักษณะปรากฏ โดยการใหคะแนนลักษณะปรากฏตามระดับคะแนน ดังน้ี 
 ระดับคะแนนเทากับ 1 คือใบมีความสด 81-100 เปอรเซ็นต (ใบมีสีเขียวและสด)  
 ระดับคะแนนเทากับ 2 คือใบมีความสด 61-80 เปอรเซ็นต  
    (ใบเร่ิมเหี่ยว และเร่ิมมีสีเหลืองเล็กนอย)  
 ระดับคะแนนเทากับ 3 คือใบมีความสด 41-60 เปอรเซ็นต  
               (ใบเหี่ยวมีสีเหลือง หมดอายุการเก็บรักษา)  
 ระดับคะแนนเทากับ 4 คือใบมีความสด 21-40 เปอรเซ็นต  
    (ใบเหี่ยวมาก มีสีเหลือง)  
 ระดับคะแนนเทากับ 5 คือใบมีความสด 0-20 เปอรเซ็นต  
              (ใบเหี่ยวมาก มีสีเหลือง มีรอยชํ้า และเนา) 
2.  สี 
 โดยใชเคร่ืองวัดสี Chromameter รุน CR-300 หัววัด CR-310 ของบริษัท Minolta และใช
แหลงกําเนิดแสง D65 โดยการวัด 1 ตําแหนง คือ แผนใบ คาท่ีไดแสดงเปน L*, a*, b* คํานวณหาคา 
chroma และ hue angle จากสมการดังนี้ (McGuire, 1992 ; Voss, 1992) 
   Chroma      =     (a*2+ b*2)1/2 
   Hue angle     =     arctangent (b*/ a*) 
3. การสูญเสียน้ําหนัก (weight loss)  
 โดยใชเคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตําแหนง EK-600H นํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสีย
น้ําหนัก จากสูตร 
 

% การสูญเสียน้ําหนัก = น้ําหนักกอนการเก็บรักษา – น้ําหนักภายหลังการเก็บรักษา × 100 
      น้ําหนักกอนการเก็บรักษา 
การประเมินคุณภาพทางเคมี  
1. ปริมาณวิตามินซี 

วิเคราะหหาปริมาณวิตามินซีในผักกาดหอมหอดวยวิธี Indophenol โดยนําผักกาดหอมหอ
ท่ีปนไดมา 10 กรัม แลวเติมกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต ใหไดปริมาตรเทากับ 100 
มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 นําสารละลายท่ีกรองไดมา1 มิลลิลิตร แลวจึง
นําไปไทเทรตกับสารละลาย 2, 6-dichlorophenolindolephenol ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต  จนถึง
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จุดยุติซ่ึงสารละลายมีสีชมพปูระมาณ 15 วินาที แลวคํานวณหาปริมาณวิตามินซีโดยใชปริมาณ 2, 6-
dichlorophenolindolephenol ท่ีใชกับสารตัวอยาง เทียบกับ 2, 6- dichlorophenolindolephenol  ท่ีใช
กับวิตามินซีมาตรฐาน โดยคํานวณตามสูตร (Ranganna, 1986) 

 
 ปริมาตร indophenol dye a มิลลิลิตร มี ascorbic acid เทากับ 1 มิลลิกรัม (จาก standard) 
 ปริมาตร indophenol dye b มิลลิลิตร มี ascorbic acid เทากับ (1xb) / a มิลลิกรัม 
 (จากสารละลายตัวอยาง)    เทากับ c มิลลิกรัม 
 สารละลาย    10   มิลลิลิตร มี ascorbic acid  เทากับ c มิลลิกรัม 
 สารละลาย  100   มิลลิลิตร มี ascorbic acid  เทากับ (c x 100)/10  มิลลิกรัม 
       เทากับ d มิลลิกรัม 
 เนื้อตัวอยาง   10   กรัม มี ascorbic acid  เทากับ d มิลลิกรัม 
 เนื้อตัวอยาง 100   กรัม มี ascorbic acid  เทากับ (d x 100) / 10  มิลลิกรัม 
       เทากับ e มิลลิกรัม/100 กรัมน้ําหนักสด 
 
2. ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (total soluble solids ; TSS) 
 โดยใชเคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (digital refractometer) รุน PR-101 
ของบริษัท ATAGO อานคาไดตั้งแต 0-45 เปอรเซ็นต โดยอานคาจากน้ําค้ันของผักกาดหอมหอท่ี
ปนรวมกัน 
3. ปริมาณคลอโรฟลลโดยวิธีของ Whitham et al.,(1971) 
 หั่นผักกาดหอมหอใหละเอียดเติมไนโตรเจนเหลวลงไปจนผักกาดหอมหอแข็งตัวปน
ตัวอยางท่ีแข็งใหละเอียดดวยเคร่ืองปนช่ังตัวอยางละเอียดมา 1 กรัม เติมสารละลายอะซีโตนความ
เขมขน 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตรวางไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาทีแลวกรองดวย
กระดาษกรอง Whatman No.1 ปรับปริมาตรดวยสารละลายอะซีโตนใหไดปริมาตรสุดทาย 15 
มิลลิลิตร นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 
และ 663 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใชสารละลายอะซีโตนความเขมขน80 
เปอรเซ็นต เปน blank บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณปริมาณคลอโรฟลล มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอ 
100 กรัมน้ําหนักสด 
 
 ปริมาณคลอโรฟลลเอ = [12.7(OD663)-2.69 (OD645)]   ×           V 
              1,000 × W 
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 ปริมาณคลอโรฟลลบี = [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 น้ําหนักของผักกาดหอมหอท่ีนํามาสกัดคลอโรฟลล 
  OD คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง ตามความ
          ยาวคล่ืนท่ีกําหนด 
4. ปริมาณแกสออกซิเจนและแกสคารบอนไดออกไซด  
 วัดป ริมาณแกสคารบอนไดออกไซด และแกสออกซิ เ จน   โดยใช เค ร่ือง  Gas 
chromatography รุน GC-8A ของบริษัท SHIMADZU โดยใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร เสียบ
เขาถุงตัวอยาง ดูดอากาศออกมา 1 มิลลิลิตร และนํามาฉีดเขาเคร่ือง  Gas chromatography  ท่ี 
Injector port ซ่ึงมีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  ผานเขา Packed column มีเสนผานศูนยกลางวงนอก 
0.32 เซนติเมตรเสนผานศูนยกลางวงใน 0.21 มิลลิเมตร ความยาว 2 เมตร ซ่ึงบรรจุสาร Porapak R 
อุณหภูมิของ Oven 60 องศาเซลเซียส โดยมีแกสฮีเลียมเปน Carrier gas อัตราการไหล 40 มิลลิลิตร
ตอนาที และใช Thermal conductivity detector ท่ีมีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ซ่ึงอานคาออกมา
เปนปริมาณของแกสออกซิเจนและแกสคารบอนไดออกไซด มีหนวยเปนเปอรเซ็นต 
5. ปริมาณสารประกอบฟนอล  

โดยวิธี Folin-ciocalteu colorimetric assays (Sellappan et.al., 2002) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
 นําสารสกัดท่ีผานการกรองดวย syringe hylon filter 0.45 μm ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

 
 ใสลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก 

 
 เติม methanol 100 % ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

 
 เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 

 
 เติมโซเดียมคารบอเนต 7.5 % ปริมาตร 375 ไมโครลิตร แลววางไวประมาณ 5 นาที 
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เติม Folin-Ciocalteau solution ปริมาตร 125 ไมโครลิตรรวมกับน้ํากล่ันปริมาตร 1000 
ไมโครลิตร 

 
 นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหองในสภาวะมืดนาน 2 ช่ัวโมง 

 
 วัดคาดดูกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 

ใชสารละลายท่ีปราศจากสารสกัดจากพืชเปนคามาตรฐาน (blank) นําคาการดูดกลืนแสงท่ี
ไดมาคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณสารประกอบฟนอลโดยเทียบเปนหนวย
ไมโครกรัมเทียบกับกรดแกลลิกตอน้ําหนักตัวอยางสด 1 กรัม(Microgram Gallic Acid Equivalent/g 
Fresh Weight) 
 
6. หลักเกณฑการวิเคราะหอายุการเก็บรักษาของผักกาดหอมหอ 
 กําหนดใหใบผักกาดหอมหอหมดอายุการเก็บรักษาเม่ือมีลักษณะปรากฏที่ระดับคะแนน
เทากับ 3 คะแนนข้ึนไป ซ่ึงผักกาดหอมหอมีความสดอยูระหวาง 41-60 เปอรเซ็นต (ใบเหี่ยวและมีสี
เหลือง) 
 
การทดลองท่ี 2 คุณภาพผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 
 
วางแผนการทดลอง  แบบ t-test มี 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 4 ซํ้า แตละซํ้าประกอบดวย
ผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงน้ําหนัก 50 กรัม โดยทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ฤดูรอน 
(พฤษภาคม) ฤดูฝน (กันยายน) และฤดูหนาว (ธันวาคม) 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู 
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 
 
วิธีการทดลอง  
 ผักกาดหอมหอ พันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ มาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายดวย
โรคและแมลงหรือชอกชํ้าออกท้ิงประมาณ 4-5 ใบนํามาห่ันช้ินตามความยาวของกานใบขนาด
ประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร และแยกเอาสวนท่ีเปนใจกลางผักออกท้ิง ใสลงตะกราพลาสติกท่ีมีรู
จุมลงในสารละลายคลอรีนความเขมขน 100 สวนตอลานสวน นาน 30 วินาที นํามาทําใหสะเด็ดน้ํา
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ดวยเคร่ืองปน Spinner สําหรับผักใบหลังจากนั้นช่ังน้ําหนักผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 50 
กรัม บรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรูและถุงแอกทีฟ หลังจากนั้นเก็บรักษาที่อุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจาก
การทดลองท่ี 1 ทําการตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมี เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 บันทึก
ผลทุกวัน และตรวจหาปริมาณจุลินทรียท้ังหมด (total microbial count) ตามวิธีของ Kiss (1984) 
รายงานผลในรูป log10จํานวนโคโลนี/กรัมน้ําหนักสด (log CFU/g) จนหมดอายุการเก็บรักษา 
 
การบันทึกผลการทดลอง 
 
การประเมินคุณภาพทางกายภาพ 
 นําผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ คือ เปอรเซ็นตการสูญเสีย
น้ําหนัก การเปล่ียนสี เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 โดยบันทึกผลทุกวันจนหมดอายุการเก็บรักษา 
 
การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส  ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Kader et al. (1973) 

1. การเกิดสีน้ําตาลท่ีรอยตัด ประเมินโดยใชผูทดสอบประจํา 5 คน และกําหนดคะแนนการ
เกิดสีน้ําตาล ดังนี้ 
  ระดับท่ี 1 คือ ไมเกิดสีน้ําตาล ถึงเกิดสีน้ําตาล 20 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 2 คือ เกิดสีน้ําตาลเล็กน อย หมายถึง มีสีเหลืองออน คิดเปนระดับการเกิดสี
น้ําตาลระหว าง 20-40 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 3 คือ เกิดสีน้ําตาลปานกลาง หมายถึง มีสีน้ําตาลปนเหลือง คิดเป นระดับ
การเกิดสีน้ําตาลระหวาง 40-60 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 4 คือ เกิดสีน้ําตาลมาก หมายถึง มีสีสนิมปนน้ําตาล คิดเปนระดับการเกิดสี
น้ําตาลระหว าง 60-80 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 5 คือ เกิดสีน้ําตาลมากท่ีสุด หมายถึง มีสีสนิมเข มปนนํ้าตาล คิดเป นระดับ
การเกิดสีน้ําตาลมากกวา 80 เปอรเซ็นต 
 2. การเกิดกล่ินผิดปกติ (off-odor) ทําการประเมินโดยใช ผู  ทดสอบประจํา 5 คน และ
กําหนดคะแนนการเกิดกล่ินผิดปกติ ดังนี้ 
  ระดับท่ี 1 คือ ไมเกิดกล่ินผิดปกติ 
  ระดับท่ี 2 คือ เกิดกล่ินผิดปกติ 
 3. การสูญเสียความกรอบ (crispness) ทําการประเมินโดยใช ผู ทดสอบประจํา 5 คน และ
กําหนดคะแนนการสูญเสียความกรอบ ดังนี้ 
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  ระดับท่ี 1 คือ ผักมีลักษณะกรอบ 
  ระดับท่ี 2 คือ ผักมีลักษณะเหี่ยวเล็กนอย 20-40 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 3 คือ ผักมีลักษณะเหี่ยวปานกลาง 40-60 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 4 คือ ผักมีลักษณะเหี่ยวมาก 60-80 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 5 คือ ผักมีลักษณะเหี่ยวมากท่ีสุด มากกวา 80 เปอรเซ็นต 
 4. คุณภาพการยอมรับโดยรวม (overall quality) ทําการประเมินโดยใช ผู ทดสอบประจํา 5 
คน และกําหนดคะแนนของคุณภาพการยอมรับโดยรวม ดังนี้ 
  ระดับท่ี 1 คือ พอใจมากท่ีสุด 
  ระดับท่ี 2 คือ พอใจมาก 
  ระดับท่ี 3 คือ พอใจ 
  ระดับท่ี 4 คือ ไมพอใจ 
  ระดับท่ี 5 คือ ไมพอใจมาก 
 หมายเหตุ เม่ือผูทดสอบใหคะแนนในระดับท่ี 3 หรือมากกวาใชตัดสินวาคุณภาพของ
ผักกาดหอมหอส้ินสุดอายุการเก็บรักษา 
 
การประเมินคุณภาพทางเคมี 
 นําผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงมาวิเคราะหสมบัติทางเคมี คือ ปริมาณวิตามินซี 
ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได ปริมาณคลอโรฟลล ปริมาณแกสออกซิเจนและแกส
คารบอนไดออกไซด และปริมาณสารประกอบฟนอล โดยใชวิธีการวิเคราะหเหมือนกับการทดลอง
ท่ี 1 บันทึกผลทุกวัน จนหมดอายุการเก็บรักษา 
 
หลักเกณฑการวิเคราะห อายุการเก็บรักษาของผักกาดหอมหอห่ันชิ้นพรอมปรุง 
 กําหนดให ผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงหมดอายุการเก็บรักษา เม่ือทําการประเมิน
คุณภาพการยอมรับโดยรวม (overall  quality) โดยท่ีผู ทดสอบให คะแนนในระดับท่ี 3 หรือมากกวา 
ตัดสินว าคุณภาพของผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงส้ินสุดอายุการเก็บรักษา 
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การปนเป อนของจุลินทรีย  ตรวจหาจุลินทรีย ท้ังหมด (total microbial count) ตามวิธีการของ Kiss 
(1984) 

การเตรียมตัวอย าง 
 นําตัวอยางผักกาดหอมหอหัน่ช้ินประมาณ 50 กรัม มาปนดวยเคร่ืองปนท่ีผานการฆาเช้ือ    
ด วยสารละลายเอทานอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตนจํานวน 200 
มิลลิลิตร จะได สารละลายตัวอยางผักกาดหอมหอท่ีเจือจาง 2×10-1 ใชปเปตตท่ีผานการฆาเช้ือแลว 
ขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดตัวอยางขางตนใสลงในหลอดแกวฝาเกลียวท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตนอยู
แลว 9 มิลลิลิตร เขย าใหเขากันไดสารละลายตัวอยางผักกาดหอมหอท่ีเจือจาง 2×10-2 ทําการเจือจาง
ตัวอยางผักกาดหอมหอ ตอไป ตามวิธีการขางตนจนไดสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอหั่นช้ินท่ีมี
ความเจือจางเหมาะสม (ประมาณ 2×10-4 ถึง 2×10-7) 

การใสตัวอย างลงในอาหารเล้ียงเชื้อและการบมเชื้อ 
 นําป เปตต ท่ีผ านการฆ าเช้ือแล วขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอท่ีมี
ความเจือจางระดับต างๆ ใส ลงในจานเพาะเช้ือท่ีผ านการฆ าเช้ือแล ว โดยสารละลายตัวอย างแต ละ
ระดับความเข มข นทํา 3 ซํ้า หลังจากนั้นเทอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar ท่ีหลอมเหลวประมาณ 10 
มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเช้ือท่ีมีสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอ ผสมสารละลายตัวอย าง
ผักกาดหอมหอและอาหารเล้ียงเช้ือให เขากัน วางท้ิงไว จนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งตัว คว่ําจานเพาะเล้ียง
เช้ือ แล วป ดผนึกรอบด วยพาราฟล ม สําหรับชุดควบคุมใช สารละลายบัฟเฟอร เปปโตนปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แทนสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอ นําจานเพาะเช้ือท่ีเตรียมเสร็จเรียบร อยแล วไป      
บ มในตู อบเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส นาน 24 ± 3 ช่ัวโมง เม่ือบ มเช้ือครบตาม
กําหนดระยะเวลาแล ว ตรวจนับจํานวนโคโลนี บนจานอาหารเล้ียงเช้ือเฉพาะจานที่มีจํานวน
โคโลนีอยู ระหว าง 25-250 โคโลนี คํานวณหาค าเฉล่ียของจํานวนโคโลนีจากจานเพาะเช้ือท้ัง 3 ซํ้า
รายงานผลในรูป log10 จํานวนโคโลนี / กรัมน้ําหนักสด (log CFU/g) 

 
การทดลองท่ี 3 กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส 
การทดลองท่ี 3.1 กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสของผักกาดหอมหอท้ังหัว 
วางแผนการทดลอง แบบ t-test มี 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 4 ซํ้า แตละซํ้าประกอบดวย
ผักกาดหอมหอจํานวน 1 หัว โดยทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ฤดูรอน (มีนาคม-เมษายน) ฤดูฝน 
(กรกฎาคม-สิงหาคม) และฤดูหนาว (พฤศจิกายน-ธันวาคม) 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู 
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 
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วิธีการทดลอง 
 ผักกาดหอมหอ พันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ มาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายจาก
โรคและแมลงหรือชํ้าออกนําผักกาดหอมหอบรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู และถุงแอกทีฟ เก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี  1  วัดกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส ทุกวัน
จนหมดอายุการเก็บรักษา  
 
การทดลองท่ี 3.2 กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสของผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 
วางแผนการทดลองแบบ t-test มี 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 4 ซํ้า แตละซํ้าประกอบดวย
ผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 50 กรัม ทําการทดลอง 3 คร้ังคือ ฤดูรอน (พฤษภาคม) ฤดูฝน 
(กันยายน) และฤดูหนาว (ธันวาคม) 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู 
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 
วิธีการทดลอง 
 ผักกาดหอมหอ พันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ นํามาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายจาก
โรคและแมลงหรือชํ้าออกท้ิงประมาณ 4-5 ใบนํามาหั่นช้ินตามความยาวของกานใบขนาดประมาณ 
1.5-2.5 เซนติเมตร และแยกเอาสวนท่ีเปนใจกลางผักออกท้ิง ใสลงตะกราพลาสติกท่ีมีรูจุมลงใน
สารละลายคลอรีนความเขมขน 100 สวนตอลานสวนนาน 30 วินาที นํามาทําใหสะเด็ดน้ําดวย
เคร่ืองปน Spinner สําหรับผักใบหลังจากน้ันช่ังน้ําหนักผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 50 กรัม 
บรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรูและถุงแอกทีฟ หลังจากนั้นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจากการ
ทดลองท่ี 1 วัดกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส ทุกวันจนหมดอายุการเก็บรักษา  
 
การบันทึกผลการทดลอง 
 วัดกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส ดัดแปลงวิธีการวิเคราะหจากวิธีการของ 
Jiang (1999) และ Tian et al. (2002) 
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การวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 การสกัดเอนไซม (enzyme extraction) 
 สกัดเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยนําผักกาดหอมหอหั่นใหละเอียดแลวใส
ไนโตรเจนเหลวลงไปจนผักแข็งตัวนําไปปนใหละเอียดดวยเคร่ืองปนเมล็ดกาแฟจากน้ันช่ังตัวอยาง
ผักกาดหอมหอท่ีปนละเอียดมาจํานวน 3 กรัม แลวบดใหละเอียดในโกรงที่แชเย็น เติมสารละลาย
สกัด (extraction solution) ในอัตราสวนปริมาตรสารละลายสกัดตอน้ําหนักผักกาดหอมหอ เทากับ 
8 : 1 ซ่ึงสารสกัดนี้ประกอบไปดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 
และ Polyvinylpyrrolidone (PVPP) 1 เปอรเซ็นต บดใหเขากันอีกคร้ัง และปรับปริมาตรเปน 25 
มิลลิลิตร เก็บไวคางคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวปนตัวอยางใหตกตะกอนดวยเคร่ืองหมุน
เหวี่ยง (รุน Unicen 15 DR ของบริษัท Herolab, Germany) ความเร็วรอบ 15,000 รอบตอนาที นาน 
20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายหลังการเหวี่ยงนําเฉพาะของเหลวใส (supernatant) ซ่ึงเปน 
crude enzyme ไปใชในการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณโปรตีน 
 การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
 การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห (assay mixture) โดยปเปตสารละลาย catechol 
ความเขมขน 0.1 โมลาร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 ปริมาตร 
3 มิลลิลิตร จากน้ันเติม crude enzyme ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน cuvette tube ผสมใหเขากัน
แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400     นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
คํานวณกิจกรรมของเอนไซม แสดงเปนหนวยของเอนไซม โดยกําหนดใหหนึ่งหนวยเอนไซม 
(unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ีทําใหเกิดผลิตภัณฑโดยการเปล่ียนแปลงคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร 0.001 หนวยตอนาที แลวคํานวณเปน Specific activity ของเอนไซม 
หมายถึง ปริมาณหนวยเอนไซมตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
  
 

 
 

 
 
 
 
 


