
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

1. วัสดุพันธุพืช 
 ผักกาดหอมหอพันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ อําเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม บรรจุตะกราพลาสติกรองดวย
กระดาษบรูฟสีขาว แลวขนสงมาโดยรถบรรทุกธรรมดาของมูลนิธิโครงการหลวงมาที่ศูนยผลิตผล
โครงการหลวงเชียงใหม นําสงมายังหองปฏิบัติการหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยรถขนสงของมูลนิธิโครงการหลวง แลวนํามาทดลองทันที  
 
2. อุปกรณวิทยาศาสตร 
 2.1 เคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน EK-600H  ของบริษัท AND Company 
ประเทศญ่ีปุน ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 600 กรัม และแบบทศนิยม 4 ตําแหนง รุน HR-200H ของบริษัท  
AND Company ประเทศญ่ีปุน ช่ังน้ําหนักไดสูงสุด 210 กรัม 

2.2 เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าได ( digital refractometer) รุน PR-101 ของบริษัท 
ATAGO ประเทศญ่ีปุน อานคาไดในชวง 0-45 เปอรเซ็นต 

2.3 เคร่ืองปนผลไม (blender) รุน S(643) ของบริษัท Moulinex ประเทศสเปน 
2.4 เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH-meter) รุน CG842 ของบริษัท SCHOTT GLAS Mainz 

ประเทศเยอรมัน 
2.5 เคร่ืองกวนสารเคมีดวยแทงแมเหล็กและใหความรอน รุน SP-18420-26 ของบริษัท 

Nuova II ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2.6 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงรุน GENESYS 10UV scanning ของบริษัท Ken Qauty  

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2.7 เคร่ือง centrifuge รุน Z383K ของบริษัท HERMLE หมุนเหวี่ยงดวยความเร็วสูงสุดท่ี 

15,000 รอบตอนาที หรือ เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูงปรับอุณหภูมิต่ํา (High refrigerate 
speed centrifuge and accessories) รุน Unicen 15 DR ของบริษัท Herolab, ประเทศเยอรมัน
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2.8 เคร่ืองวัดสี (Chroma meter) รุน CR-300 ของบริษัท Minolta ประเทศญ่ีปุน หัววัด รุน 
CR-310 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซ่ึงวัดสีออกมาเปนคา L*, a* และ b* โดยมี
รายละเอียดดังนี้ คือ (ภาพท่ี 1 และ 2 ) 

L* = The lightness factor (value) 
 คา  L* แสดงคาความสวาง 
 - มีความสวางมากเม่ือมีคาใกล 100 
 - มีความมืดมากเม่ือมีคาใกล 0 
a*,b* = The chromaticity coordinates (hue, chroma) 
 คา a*   - มีคาบวก  หมายถึง  วัตถุมีสีแดง 
  - มีคาลบ หมายถึง  วัตถุมีสีเขียว 
 คา b*   - มีคาบวก  หมายถึง  วัตถุมีสีเหลือง 
               - มีคาลบ    หมายถึง  วัตถุมีสีน้ําเงิน 
 คา a* และ b* มีคาอยูระหวาง -60 ถึง +60 
 ท้ัง a* และ b* หากมีคาเปนศูนย หมายถึง วัตถุมีสีเทา 
คา chroma - มีคาเขาใกล 0 หมายถึง วัตถุมีสีซีดจาง (เทา) 
      - มีคาเขาใกล 60 หมายถึง วัตถุมีสีเขม 

คํานวณหาคา chroma ซ่ึงเปนคาท่ีแสดงใหเห็นถึงความอ่ิมตัวของสี (McGuire, 1992) 
  คา hue angle (ho ) เปนคาท่ีแสดงถึงมุมในการตกกระทบของคา a* ซ่ึงมีคาอยู
ระหวาง 0-360 องศา จากสมการดังนี้ (McGuire, 1992) THETA = (arctangent (b*/a*)/6.2832*360)  

 ถา a  > 0 และ b > 0 ; คา ho = THETA 
 ถา a < 0 และ b < 0 ; คา ho = THETA + 180 
 ถา a < 0 และ b > 0 ; คา ho = THETA + 180 

 ถา a > 0 และ b < 0 ; คา ho = THETA + 360  
 คา ho เปนคาท่ีแสดงชวงสีของวัตถุ คือ 
 0-45 องศา แสดงสีมวงแดงถึงสีสมแดง 180-225 องศา แสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงิน 
  45-90 องศา แสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง 225-270 องศา แสดงสีน้ําเงินเขียวถึงน้ํา-

เงิน 
 90-135 องศา แสดงสีเหลืองถึงเหลืองเขียว 270-315 องศา แสดงสีน้ําเงินถึงมวง 
 135-180 องศา แสดงสีเหลืองเขียวถึงเขียว 315-360 องศา แสดงสีมวงถึงมวงแดง 
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 ภาพท่ี  2  แผนภาพของสีท่ีอานคาเปนคา L*, a* และ b* 
 

 
ภาพท่ี 3   คาความอ่ิมตัว (chroma) และความสวาง (lightness) ของสี 

 2.9 เคร่ืองปนเมล็ดกาแฟ (coffee blender) รุน CG-100 ของบริษัท KENWOOD ประเทศ
อังกฤษ 
 2.10 เคร่ืองเหวี่ยงแยกสวนเกินออกจากผิวนอกของช้ินผัก (Press to spin, Salad spinner, 
Capacity 5.6 Ltrs, Thailand)  
 2.11 Micropipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร รุน M20813J ของบริษัท GILSON ประเทศ
ฝร่ังเศส 
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 2.12 กระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 110 มิลลิเมตร ของบริษัท 
Whatman International ประเทศอังกฤษ 
 2.13 เคร่ือง Vortex-Genie 2 รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries ประเทศ
สหรัฐอเมริกา    
 2.14 ตูเย็นอุณหภูมิ 0, 4 และ 8 องศาเซลเซียส รุน LC203LD ของบริษัท LAW-CHAIN 
ประเทศไทย 
 2.15 หมอนึ่งความดันสําหรับฆาเช้ือ (Autoclave) รุน HL-300 ของบริษัท Memmert 
 2.16 ตูถายเช้ือ รุน AS1324 ของบริษัท Standards Australia  
 2.17 กลองถายรูปรุน  Cyber-shot DSC-T5 ของบริษัท SONY ประเทศญ่ีปุน  
 2.18 ตูอบไมโครเวฟ (microwave) รุน 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 รุน GC-8A ของบริษัท SHIMADZU ประเทศญ่ีปุน โดย
มีรายละเอียดดังนี้ 
 - Detector : Thermal conductivity detector (TCD) 
 -Column : Molecular Sieve 5A 80/100 ทอสแตนเลส เสนผานศูนยกลาง 3 
มิลลิเมตร ยาว 2 เมตร อุณหภูมิสูงสุด 350 องศาเซลเซียส สําหรับการวิเคราะหแกสออกซิเจน และ 
Parapak Type N80/100 ทอสแตนเลส เสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร ยาว 1 เมตร อุณหภูมิสูงสุด 
190 องศาเซลเซียส สําหรับการวิเคราะห แกสคารบอนไดออกไซด 

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

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

 - Standard gas : แกสคารบอนไดออกไซด 1 เปอรเซ็นต และแกสออกซิเจน 5 
เปอรเซ็นตในแกสไนโตรเจน 
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 2.27  เคร่ืองแกว 
- บีกเกอร (beaker) 
- ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 
- ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
- กระบอกตวง (cylinder) 
- บิวเรตต (burette) 
- ปเปตต (pipette) 
- หลอดหยด (dropper) 
- แทงแกวคนสารละลาย (stirrer) 
- กรวยกรอง 
- ชอนตักสารเคมี 
- หลอดทดลอง 
- โกรงบด 
- จานเล้ียงเช้ือ (plate) 
- หลอดแกวฝาเกลียวทนความรอน 

 2.28 เทอรโมมิเตอร 
 2.29 เคร่ืองเขยา 
 2.30 ผาขาวบาง 

2.31 ลูกยางดูดอากาศ 
2.32 nylon syringe filter 
2.33 กลองครอบปฏิกิริยาในท่ีมืด 
2.34 hygrometer 
2.35 ถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู ขนาด 10x16 เซนติเมตร เจาะรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 

เซนติเมตร จํานวน 18 รู มีความหนา เทากับ 40 ไมครอน 
2.36 ถุงแอกทีฟ คือ ถุงพอลิเอทิลีนท่ีมีอัตราการซึมผานของแกสออกซิเจน(OTR) เทากับ 

10,000-12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน มีคาการซึมผานของไอน้ํา(WVTR) เทากับ 5-7 กรัม/ตาราง
เมตร-วัน มีการผสมสาร Anti-fogging Agent เพื่อปองกันการเกิดฝาไอน้ํา มีขนาด 10x16 เซนติเมตร 
และ มีความหนา เทากับ 25 ไมครอน  
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3. สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเคมี 
 

3.1 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหหาปริมาณคลอโรฟลล 
 - สารละลายอะซีโตน (acetone) ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยตวงอะซีโตนมา 
800 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 

3.2 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณวิตามินซี 
 - กรดออกซาลิก (Oxalic acid : C2H2O4.2H2O, เกรดAR ของบริษัท Ajax Chemicals 
ประเทศออสเตรเลีย) ความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ังกรดออกซาลิก 4.0 กรัม ละลายใน
น้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 - 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล (2,6-Dichlorophenol-indophenol : C12H6Cl2NO2Na, 
เกรด AR ของบริษัท SIGMA Chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา) ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต 
เตรียมโดยช่ัง 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล 0.4 กรัม ละลายนํ้ากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํา-
กล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แลวนํามากรองผานกระดาษกรอง What man No.1 เก็บไวในขวดสีชา
ท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 - กรดแอสคอรบิกมาตรฐาน (L-Ascorbic acid : C6H8O6, เกรด GR ของบริษัท Merck 
ประเทศเยอรมัน) เตรียมโดยช่ังกรดแอสคอรบิก 0.05 กรัม ละลายในกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 
เปอรเซ็นต แลวปรับปริมาตรดวยกรดออกซาลิกใหครบ 50 มิลลิลิตร ปเปตตมา 1 มิลลิลิตร แลว
นําไปไทเทรตกับสารละลาย 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต จนถึง
จุดยุติ (สารละลายเปนสีชมพู) แลวบันทึกปริมาตรของ 2,6-ไดคลอโรฟนอล-อินโดฟนอล ท่ีใชไป 
โดยทํา 3 คร้ัง แลวหาคาเฉล่ีย เพื่อเปนมาตรฐานในการคํานวณหาปริมาณวิตามินซี 

3.3 สารเคมีท่ีใชหาจํานวนจุลินทรียท้ังหมด 
 - สารละลายบัฟเฟอรเปปโตนความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ใชสารละลายเจือจาง ตัวอยาง
เตรียมโดยช่ังเปปโตน (peptone, Becton and Dickinson Company) มา 1 กรัม และมีเกลือแกง 
(sodium chloride, Becton and Dickinson Company) ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ัง
เกลือแกงมา 5 กรัม เติมลงในสารละลายเปปโตนผสมใหละลายเขากันแลวปรับปริมาตรใหครบ 
1,000 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร นําสารละลายท่ีไดใสขวดแกวทนความรอนแลวนําไปน่ึง
ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที หลังจากนั้นปลอยท้ิงไวให
เย็น 
 - อาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar เตรียมโดยช่ังอาหารเล้ียงเช้ือมา 23.5 กรัม ละลายในนํ้า-
กล่ันท่ีอุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร นําอาหารเล้ียงเช้ือท่ีได
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ใสในขวดแกวทนความรอน แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที หลังจากนั้นปลอยท้ิงไวใหเย็น ซ่ึงในสารละลายอาหารเล้ียงเชื้อสําเร็จรูปท่ีเตรียมได
ประกอบดวยสารชนิดตางๆ ตอสารละลาย 1 ลิตร ดังนี้ 

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

  
 3.4 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส  ดัดแปลงวิธีการ

วิเคราะหจากวิธีการของ Jiang (1999) และ Tian et al. (2002) 
การเตรียมสารละลาย 
- สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 

 เตรียมสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2H2O) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
โดยช่ังโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ของบริษัท (Merck) (reagent grade Scharlau, Spain) น้ําหนัก 
15.6010 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.2H2O) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
โดยช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ของบริษัท (Merck) (reagent grade Scharlau, Spain) น้ําหนัก 
8.8995 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 โดยนําสารละลายโซเดียมได-
ไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 735 มิลลิลิตร เติมสารละลายไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 265 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสารละลายผสม
ใหไดเทากับ 6.8  

- สารละลาย catechol ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 โดยชั่ง catechol ของบริษัท (Merck) น้ําหนัก 5.5050 กรัม ละลายในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 ปรับปริมาตรใหครบ 250 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับ
ปริมาตร 
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3.5 สารเคมีท่ีใช วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Dye binding 
การเตรียมสารละลาย 

สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรด-ดาง7.5 ท่ีมีโซเดียม
คลอไรด 0.1 โมลาร หรือ Phosphate Buffer Saline (PBS) 
 ก. สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร  
 เตรียมโดยช่ังโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต ของบริษัท (Merck) น้ําหนัก 
7.8005 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 ข. สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.5 โมลาร 
  เตรียมโดยช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต ของบริษัท(Merck) น้ําหนัก 
8.8995 กรัม ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 ค. สารละลายบัฟเฟอร ท่ีมีความเปนกรด-ดาง 7.5 
  เตรียมโดย นําสารละลายในขอ ก. 100 มิลลิลิตรมาปรับความเปนกรด-ดางดวยสารละลาย 
ข. โดยคอย ๆ เติมสารละลายในขอ ข. ลงในสารละลาย ก. พรอมกับคนสารละลายผสมตลอดเวลา
จนความเปนกรด-ดางของสารละลายผสมเทากับ 7.5  
 ง. สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร 
  เตรียมโดยชั่งโซเดียมคลอไรด ของบริษัท (Merck) น้ําหนัก 11.7467 กรัมละลายในนํ้า
กล่ันแลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 จ. สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.5 ท่ี
มีโซเดียมคลอไรด 0.1 โมลาร หรือ phosphate buffer saline (PBS)  
 เตรียมโดยนําสารละลายบัฟเฟอร ความเปนกรดดาง 7.5 (สารในขอ ค.) มา 10 มิลลิลิตร 
แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2.0 โมลาร (สารในขอ ง.) ลงไป 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยใชวิธี  Bradford Protein Assay (1976) 
การเตรียมสารละลาย 
 ก. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 ช่ังโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) 0.2500 กรัมละลายในนํ้ากล่ัน ปรับปริมาตรให
ได 25.00 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารละลายโปรตีนท่ีเตรียมได ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดวัดปริมาตรขนาด 25.00 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 25.00 มิลลิลิตร โดยการเติม PBS จะ
ไดสารละลายโปรตีนมาตรฐานเขมขน 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 เติมกรดฟอสฟอริกเขมขน 85 % ลงไป 25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 
250.00 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
วิธีทดลอง 
 ก. การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 
 ปเปตสารละลายมาตรฐานโปรตีน 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 และ 300 
ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมน้ํากล่ันลงในหลอดทดลองแตละหลอดใหปริมาตรรวมของ
สารละลายในแตละหลอดเทากับ 300 ไมโครลิตร ดวย PBS จากน้ันเติมสารละลาย Coomassie ลง
ไปหลอดละ 3.00 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากันต้ังไว 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ี 595 นาโนเมตร แลวนําคาท่ีไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณโปรตีนกับคาการดูดกลืน
แสง  
 ข. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  
 ปเปตสารละลายตัวอยางเจือจางจนเหมาะสมดวย PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ลงใน
หลอดทดลอง เติมสารละลาย Coomassie ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร ผสมและต้ังไว 10 นาที แลวนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปอานปริมาณโปรตีนจากกราฟ
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. หองปฏิบัติการหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน สาขาวิชาพืชสวน ภาควิชาพืชศาสตรและ
ทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 2. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ  คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 3. ศูนยผลิตผลโครงการหลวง ตําบลแมเหียะ อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 
 
 

วิธีการทดลอง 
 
 การทดลองในคร้ังนี้ไดมีการทดลองเพื่อเลือกถุงแอกทีฟ ท่ีมีความเหมาะสมกับการเก็บ
รักษาผักกาดหอมหอท่ีสุด โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized 
Design, CRD) มี 3 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 
 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M1 มีคา OTR เทากับ  10,000- 
  12,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน  
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M2 มีคา OTR เทากับ 12,000- 
  14,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน  
 กรรมวิธีท่ี 3 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ สูตร M3 มีคา OTR เทากับ 10,000- 
  11,000 มิลลิลิตร/ตารางเมตร-วัน  
 
 วิธีการทดลอง ผักกาดหอมหอท่ีตัดแตงพรอมจําหนายแลวบรรจุลงในถุงแอกทีฟ 3 สูตร 
คือ M1, M2 และ M3 นําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส แลววิเคราะหคุณภาพทาง
กายภาพและสวนประกอบทางเคมีทุกวันจนกระท่ังหมดอายุการเก็บรักษา 
 การบันทึกผลการทดลอง 
 1. การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสโดยการใหคะแนน 
  - สีใบความสด 
  - ความเหี่ยวของใบ 
  -  การเกิดสีน้ําตาล 
  - ความกรอบ 
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  - การเกิดกล่ินผิดปกติ 
  - บาดแผล/การเกิดโรค 
  - คุณภาพโดยรวม  
 2. สี   โดยใชเคร่ือง Chroma meter 
 3. เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก (weight loss)  
 4. ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได 
 5. ปริมาณวิตามินซีรวมโดยวิธีของ Ranganna (1986) ไทเทรชันดวยสารละลาย2,6-
dichlorophenol-indolephenol ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต  
 จากผลการทดลอง พบวา ถุงแอกทีฟ สูตร M1 มีคา OTR เทากับ 10,000-12,000 มิลลิลิตร/
ตารางเมตร-วัน มีความเหมาะสมกับการเก็บรักษาผักกาดหอมหอท่ีสุด จึงไดนํามาใชในการทดลอง
ตอไป ดังน้ี  
 
การทดลองท่ี  1 การเปล่ียนแปลงทางกายภาพและเคมีของผักกาดหอมหอท่ีเก็บรักษาในถุงแอกทีฟ
และอุณหภูมิท่ีแตกตางกัน 
 
วางแผนการทดลอง แบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ (Factorial in CRD) มี 2 ปจจัย คือ  

ปจจัยท่ี 1 ชนิดของถุง 2 ชนิด คือ ถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู และถุงแอกทีฟ 
ปจจัยท่ี 2 อุณหภูมิในการเก็บรักษา 4 ระดับ คือ 0, 4, 8 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง ซ่ึง

แตละวิธีการประกอบดวย 4 ซํ้า แตละซํ้า คือ ผักกาดหอมหอ 1 หัว และทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ฤดู
รอน (มีนาคม-เมษายน) ฤดูฝน (กรกฎาคม-สิงหาคม) และฤดูหนาว (พฤศจิกายน-ธันวาคม) 

 
วิธีการทดลอง 
 ผักกาดหอมหอพันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ มาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายจาก
โรคและแมลงหรือชอกชํ้าออกท้ิงประมาณ 4-5ใบนําผักกาดหอมหอบรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะ-
รู และถุงแอกทีฟ หลังจากนั้นนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 0, 4, 8  องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิหอง 
ทําการตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมีทุกวันจนหมดอายุการเก็บรักษา 
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การบันทึกผลการทดลอง 
การประเมินคุณภาพทางกายภาพ 
1.  ลักษณะปรากฏ โดยการใหคะแนนลักษณะปรากฏตามระดับคะแนน ดังน้ี 
 ระดับคะแนนเทากับ 1 คือใบมีความสด 81-100 เปอรเซ็นต (ใบมีสีเขียวและสด)  
 ระดับคะแนนเทากับ 2 คือใบมีความสด 61-80 เปอรเซ็นต  
    (ใบเร่ิมเหี่ยว และเร่ิมมีสีเหลืองเล็กนอย)  
 ระดับคะแนนเทากับ 3 คือใบมีความสด 41-60 เปอรเซ็นต  
               (ใบเหี่ยวมีสีเหลือง หมดอายุการเก็บรักษา)  
 ระดับคะแนนเทากับ 4 คือใบมีความสด 21-40 เปอรเซ็นต  
    (ใบเหี่ยวมาก มีสีเหลือง)  
 ระดับคะแนนเทากับ 5 คือใบมีความสด 0-20 เปอรเซ็นต  
              (ใบเหี่ยวมาก มีสีเหลือง มีรอยชํ้า และเนา) 
2.  สี 
 โดยใชเคร่ืองวัดสี Chromameter รุน CR-300 หัววัด CR-310 ของบริษัท Minolta และใช
แหลงกําเนิดแสง D65 โดยการวัด 1 ตําแหนง คือ แผนใบ คาท่ีไดแสดงเปน L*, a*, b* คํานวณหาคา 
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)  
 โดยใชเคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตําแหนง EK-600H นํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสีย
น้ําหนัก จากสูตร 
 

% การสูญเสียน้ําหนัก = น้ําหนักกอนการเก็บรักษา – น้ําหนักภายหลังการเก็บรักษา × 100 
      น้ําหนักกอนการเก็บรักษา 
การประเมินคุณภาพทางเคมี  
1. ปริมาณวิตามินซี 

วิเคราะหหาปริมาณวิตามินซีในผักกาดหอมหอดวยวิธี Indophenol โดยนําผักกาดหอมหอ
ท่ีปนไดมา 10 กรัม แลวเติมกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต ใหไดปริมาตรเทากับ 100 
มิลลิลิตร กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 นําสารละลายท่ีกรองไดมา1 มิลลิลิตร แลวจึง
นําไปไทเทรตกับสารละลาย 2, 6-dichlorophenolindolephenol ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต  จนถึง
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จุดยุติซ่ึงสารละลายมีสีชมพปูระมาณ 15 วินาที แลวคํานวณหาปริมาณวิตามินซีโดยใชปริมาณ 2, 6-
dichlorophenolindolephenol ท่ีใชกับสารตัวอยาง เทียบกับ 2, 6- dichlorophenolindolephenol  ท่ีใช
กับวิตามินซีมาตรฐาน โดยคํานวณตามสูตร (Ranganna, 1986) 

 
 ปริมาตร indophenol dye a มิลลิลิตร มี ascorbic acid เทากับ 1 มิลลิกรัม (จาก standard) 
 ปริมาตร indophenol dye b มิลลิลิตร มี ascorbic acid เทากับ (1xb) / a มิลลิกรัม 
 (จากสารละลายตัวอยาง)    เทากับ c มิลลิกรัม 
 สารละลาย    10   มิลลิลิตร มี ascorbic acid  เทากับ c มิลลิกรัม 
 สารละลาย  100   มิลลิลิตร มี ascorbic acid  เทากับ (c x 100)/10  มิลลิกรัม 
       เทากับ d มิลลิกรัม 
 เนื้อตัวอยาง   10   กรัม มี ascorbic acid  เทากับ d มิลลิกรัม 
 เนื้อตัวอยาง 100   กรัม มี ascorbic acid  เทากับ (d x 100) / 10  มิลลิกรัม 
       เทากับ e มิลลิกรัม/100 กรัมน้ําหนักสด 
 
2. ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (total soluble solids ; TSS) 
 โดยใชเคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (digital refractometer) รุน PR-101 
ของบริษัท ATAGO อานคาไดตั้งแต 0-45 เปอรเซ็นต โดยอานคาจากน้ําค้ันของผักกาดหอมหอท่ี
ปนรวมกัน 
3. ปริมาณคลอโรฟลลโดยวิธีของ Whitham et al.,(1971) 
 หั่นผักกาดหอมหอใหละเอียดเติมไนโตรเจนเหลวลงไปจนผักกาดหอมหอแข็งตัวปน
ตัวอยางท่ีแข็งใหละเอียดดวยเคร่ืองปนช่ังตัวอยางละเอียดมา 1 กรัม เติมสารละลายอะซีโตนความ
เขมขน 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตรวางไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาทีแลวกรองดวย
กระดาษกรอง Whatman No.1 ปรับปริมาตรดวยสารละลายอะซีโตนใหไดปริมาตรสุดทาย 15 
มิลลิลิตร นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 645 
และ 663 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใชสารละลายอะซีโตนความเขมขน80 
เปอรเซ็นต เปน blank บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณปริมาณคลอโรฟลล มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอ 
100 กรัมน้ําหนักสด 
 
 ปริมาณคลอโรฟลลเอ = [12.7(OD663)-2.69 (OD645)]   ×           V 
              1,000 × W 
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 ปริมาณคลอโรฟลลบี = [22.9(OD645) - 4.68(OD663)]   ×          V 
             1,000 × W 
 
 ปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด = [20.2 (OD645) + 8.02 (OD663)]   ×            V 
              1,000 × W 
 
 โดยท่ี  V คือ ปริมาตรสุดทายของสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 
  W คือ น้ําหนักของผักกาดหอมหอท่ีนํามาสกัดคลอโรฟลล 
  OD คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง ตามความ
          ยาวคล่ืนท่ีกําหนด 
4. ปริมาณแกสออกซิเจนและแกสคารบอนไดออกไซด  
 วัดป ริมาณแกสคารบอนไดออกไซด และแกสออกซิ เ จน   โดยใช เค ร่ือง  Gas 
chromatography รุน GC-8A ของบริษัท SHIMADZU โดยใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร เสียบ
เขาถุงตัวอยาง ดูดอากาศออกมา 1 มิลลิลิตร และนํามาฉีดเขาเคร่ือง  Gas chromatography  ท่ี 
Injector port ซ่ึงมีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  ผานเขา Packed column มีเสนผานศูนยกลางวงนอก 
0.32 เซนติเมตรเสนผานศูนยกลางวงใน 0.21 มิลลิเมตร ความยาว 2 เมตร ซ่ึงบรรจุสาร Porapak R 
อุณหภูมิของ Oven 60 องศาเซลเซียส โดยมีแกสฮีเลียมเปน Carrier gas อัตราการไหล 40 มิลลิลิตร
ตอนาที และใช Thermal conductivity detector ท่ีมีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ซ่ึงอานคาออกมา
เปนปริมาณของแกสออกซิเจนและแกสคารบอนไดออกไซด มีหนวยเปนเปอรเซ็นต 
5. ปริมาณสารประกอบฟนอล  

โดยวิธี Folin-ciocalteu colorimetric assays (Sellappan et.al., 2002) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
 นําสารสกัดท่ีผานการกรองดวย syringe hylon filter 0.45 μm ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

 
 ใสลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก 

 
 เติม methanol 100 % ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

 
 เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 

 
 เติมโซเดียมคารบอเนต 7.5 % ปริมาตร 375 ไมโครลิตร แลววางไวประมาณ 5 นาที 
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เติม Folin-Ciocalteau solution ปริมาตร 125 ไมโครลิตรรวมกับน้ํากล่ันปริมาตร 1000 
ไมโครลิตร 

 
 นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหองในสภาวะมืดนาน 2 ช่ัวโมง 

 
 วัดคาดดูกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 

ใชสารละลายท่ีปราศจากสารสกัดจากพืชเปนคามาตรฐาน (blank) นําคาการดูดกลืนแสงท่ี
ไดมาคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณสารประกอบฟนอลโดยเทียบเปนหนวย
ไมโครกรัมเทียบกับกรดแกลลิกตอน้ําหนักตัวอยางสด 1 กรัม(Microgram Gallic Acid Equivalent/g 
Fresh Weight) 
 
6. หลักเกณฑการวิเคราะหอายุการเก็บรักษาของผักกาดหอมหอ 
 กําหนดใหใบผักกาดหอมหอหมดอายุการเก็บรักษาเม่ือมีลักษณะปรากฏที่ระดับคะแนน
เทากับ 3 คะแนนข้ึนไป ซ่ึงผักกาดหอมหอมีความสดอยูระหวาง 41-60 เปอรเซ็นต (ใบเหี่ยวและมีสี
เหลือง) 
 
การทดลองท่ี 2 คุณภาพผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 
 
วางแผนการทดลอง  แบบ t-test มี 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 4 ซํ้า แตละซํ้าประกอบดวย
ผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงน้ําหนัก 50 กรัม โดยทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ฤดูรอน 
(พฤษภาคม) ฤดูฝน (กันยายน) และฤดูหนาว (ธันวาคม) 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู 
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 
 
วิธีการทดลอง  
 ผักกาดหอมหอ พันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ มาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายดวย
โรคและแมลงหรือชอกชํ้าออกท้ิงประมาณ 4-5 ใบนํามาห่ันช้ินตามความยาวของกานใบขนาด
ประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร และแยกเอาสวนท่ีเปนใจกลางผักออกท้ิง ใสลงตะกราพลาสติกท่ีมีรู
จุมลงในสารละลายคลอรีนความเขมขน 100 สวนตอลานสวน นาน 30 วินาที นํามาทําใหสะเด็ดน้ํา
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ดวยเคร่ืองปน Spinner สําหรับผักใบหลังจากนั้นช่ังน้ําหนักผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 50 
กรัม บรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรูและถุงแอกทีฟ หลังจากนั้นเก็บรักษาที่อุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจาก
การทดลองท่ี 1 ทําการตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพและเคมี เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 บันทึก
ผลทุกวัน และตรวจหาปริมาณจุลินทรียท้ังหมด (total microbial count) ตามวิธีของ Kiss (1984) 
รายงานผลในรูป log10จํานวนโคโลนี/กรัมน้ําหนักสด (log CFU/g) จนหมดอายุการเก็บรักษา 
 
การบันทึกผลการทดลอง 
 
การประเมินคุณภาพทางกายภาพ 
 นําผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ คือ เปอรเซ็นตการสูญเสีย
น้ําหนัก การเปล่ียนสี เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1 โดยบันทึกผลทุกวันจนหมดอายุการเก็บรักษา 
 
การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส  ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Kader et al. (1973) 

1. การเกิดสีน้ําตาลท่ีรอยตัด ประเมินโดยใชผูทดสอบประจํา 5 คน และกําหนดคะแนนการ
เกิดสีน้ําตาล ดังนี้ 
  ระดับท่ี 1 คือ ไมเกิดสีน้ําตาล ถึงเกิดสีน้ําตาล 20 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 2 คือ เกิดสีน้ําตาลเล็กน อย หมายถึง มีสีเหลืองออน คิดเปนระดับการเกิดสี
น้ําตาลระหว าง 20-40 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 3 คือ เกิดสีน้ําตาลปานกลาง หมายถึง มีสีน้ําตาลปนเหลือง คิดเป นระดับ
การเกิดสีน้ําตาลระหวาง 40-60 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 4 คือ เกิดสีน้ําตาลมาก หมายถึง มีสีสนิมปนน้ําตาล คิดเปนระดับการเกิดสี
น้ําตาลระหว าง 60-80 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 5 คือ เกิดสีน้ําตาลมากท่ีสุด หมายถึง มีสีสนิมเข มปนนํ้าตาล คิดเป นระดับ
การเกิดสีน้ําตาลมากกวา 80 เปอรเซ็นต 
 2. การเกิดกล่ินผิดปกติ (off-odor) ทําการประเมินโดยใช ผู  ทดสอบประจํา 5 คน และ
กําหนดคะแนนการเกิดกล่ินผิดปกติ ดังนี้ 
  ระดับท่ี 1 คือ ไมเกิดกล่ินผิดปกติ 
  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 ผักมีลักษณะเหี่ยวเล็กนอย 20-40 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 3 คือ ผักมีลักษณะเหี่ยวปานกลาง 40-60 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 4 คือ ผักมีลักษณะเหี่ยวมาก 60-80 เปอรเซ็นต 
  ระดับท่ี 5 คือ ผักมีลักษณะเหี่ยวมากท่ีสุด มากกวา 80 เปอรเซ็นต 
 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 ไมพอใจ 
  ระดับท่ี 5 คือ ไมพอใจมาก 
 หมายเหตุ เม่ือผูทดสอบใหคะแนนในระดับท่ี 3 หรือมากกวาใชตัดสินวาคุณภาพของ
ผักกาดหอมหอส้ินสุดอายุการเก็บรักษา 
 
การประเมินคุณภาพทางเคมี 
 นําผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงมาวิเคราะหสมบัติทางเคมี คือ ปริมาณวิตามินซี 
ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได ปริมาณคลอโรฟลล ปริมาณแกสออกซิเจนและแกส
คารบอนไดออกไซด และปริมาณสารประกอบฟนอล โดยใชวิธีการวิเคราะหเหมือนกับการทดลอง
ท่ี 1 บันทึกผลทุกวัน จนหมดอายุการเก็บรักษา 
 
หลักเกณฑการวิเคราะห อายุการเก็บรักษาของผักกาดหอมหอห่ันชิ้นพรอมปรุง 
 กําหนดให ผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงหมดอายุการเก็บรักษา เม่ือทําการประเมิน
คุณภาพการยอมรับโดยรวม (overall  quality) โดยท่ีผู ทดสอบให คะแนนในระดับท่ี 3 หรือมากกวา 
ตัดสินว าคุณภาพของผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุงส้ินสุดอายุการเก็บรักษา 
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การปนเป อนของจุลินทรีย  ตรวจหาจุลินทรีย ท้ังหมด (total microbial count) ตามวิธีการของ Kiss 
(1984) 

การเตรียมตัวอย าง 
 นําตัวอยางผักกาดหอมหอหัน่ช้ินประมาณ 50 กรัม มาปนดวยเคร่ืองปนท่ีผานการฆาเช้ือ    
ด วยสารละลายเอทานอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตนจํานวน 200 
มิลลิลิตร จะได สารละลายตัวอยางผักกาดหอมหอท่ีเจือจาง 2×10-1 ใชปเปตตท่ีผานการฆาเช้ือแลว 
ขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดตัวอยางขางตนใสลงในหลอดแกวฝาเกลียวท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตนอยู
แลว 9 มิลลิลิตร เขย าใหเขากันไดสารละลายตัวอยางผักกาดหอมหอท่ีเจือจาง 2×10-2 ทําการเจือจาง
ตัวอยางผักกาดหอมหอ ตอไป ตามวิธีการขางตนจนไดสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอหั่นช้ินท่ีมี
ความเจือจางเหมาะสม (ประมาณ 2×10-4 ถึง 2×10-7) 

การใสตัวอย างลงในอาหารเล้ียงเชื้อและการบมเชื้อ 
 นําป เปตต ท่ีผ านการฆ าเช้ือแล วขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอท่ีมี
ความเจือจางระดับต างๆ ใส ลงในจานเพาะเช้ือท่ีผ านการฆ าเช้ือแล ว โดยสารละลายตัวอย างแต ละ
ระดับความเข มข นทํา 3 ซํ้า หลังจากนั้นเทอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar ท่ีหลอมเหลวประมาณ 10 
มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเช้ือท่ีมีสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอ ผสมสารละลายตัวอย าง
ผักกาดหอมหอและอาหารเล้ียงเช้ือให เขากัน วางท้ิงไว จนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งตัว คว่ําจานเพาะเล้ียง
เช้ือ แล วป ดผนึกรอบด วยพาราฟล ม สําหรับชุดควบคุมใช สารละลายบัฟเฟอร เปปโตนปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แทนสารละลายตัวอย างผักกาดหอมหอ 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 กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส 
การทดลองท่ี 3.1 กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสของผักกาดหอมหอท้ังหัว 
วางแผนการทดลอง แบบ t-test มี 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 4 ซํ้า แตละซํ้าประกอบดวย
ผักกาดหอมหอจํานวน 1 หัว โดยทําการทดลอง 3 คร้ัง คือ ฤดูรอน (มีนาคม-เมษายน) ฤดูฝน 
(กรกฎาคม-สิงหาคม) และฤดูหนาว (พฤศจิกายน-ธันวาคม) 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู 
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 



 37

วิธีการทดลอง 
 ผักกาดหอมหอ พันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ มาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายจาก
โรคและแมลงหรือชํ้าออกนําผักกาดหอมหอบรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู และถุงแอกทีฟ เก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี  1  วัดกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส ทุกวัน
จนหมดอายุการเก็บรักษา  
 
การทดลองท่ี 3.2 กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสของผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 
วางแผนการทดลองแบบ t-test มี 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 4 ซํ้า แตละซํ้าประกอบดวย
ผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 50 กรัม ทําการทดลอง 3 คร้ังคือ ฤดูรอน (พฤษภาคม) ฤดูฝน 
(กันยายน) และฤดูหนาว (ธันวาคม) 
 กรรมวิธีท่ี 1 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู 
 กรรมวิธีท่ี 2 ผักกาดหอมหอท่ีบรรจุในถุงแอกทีฟ 
วิธีการทดลอง 
 ผักกาดหอมหอ พันธุ เฟลม (Flame) ซ่ึงเก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคาจากแหลงปลูก
ศูนยพัฒนาโครงการหลวงแมแฮ นํามาคัดคุณภาพใหมีความสม่ําเสมอ ตัดแตงเอาใบท่ีถูกทําลายจาก
โรคและแมลงหรือชํ้าออกท้ิงประมาณ 4-5 ใบนํามาหั่นช้ินตามความยาวของกานใบขนาดประมาณ 
1.5-2.5 เซนติเมตร และแยกเอาสวนท่ีเปนใจกลางผักออกท้ิง ใสลงตะกราพลาสติกท่ีมีรูจุมลงใน
สารละลายคลอรีนความเขมขน 100 สวนตอลานสวนนาน 30 วินาที นํามาทําใหสะเด็ดน้ําดวย
เคร่ืองปน Spinner สําหรับผักใบหลังจากน้ันช่ังน้ําหนักผักกาดหอมหอหั่นช้ินพรอมปรุง 50 กรัม 
บรรจุลงในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรูและถุงแอกทีฟ หลังจากนั้นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดจากการ
ทดลองท่ี 1 วัดกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส ทุกวันจนหมดอายุการเก็บรักษา  
 
การบันทึกผลการทดลอง 
 วัดกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส ดัดแปลงวิธีการวิเคราะหจากวิธีการของ 
Jiang (1999) และ Tian et al. (2002) 
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การวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 การสกัดเอนไซม (enzyme extraction) 
 สกัดเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยนําผักกาดหอมหอหั่นใหละเอียดแลวใส
ไนโตรเจนเหลวลงไปจนผักแข็งตัวนําไปปนใหละเอียดดวยเคร่ืองปนเมล็ดกาแฟจากน้ันช่ังตัวอยาง
ผักกาดหอมหอท่ีปนละเอียดมาจํานวน 3 กรัม แลวบดใหละเอียดในโกรงที่แชเย็น เติมสารละลาย
สกัด (extraction solution) ในอัตราสวนปริมาตรสารละลายสกัดตอน้ําหนักผักกาดหอมหอ เทากับ 
8 : 1 ซ่ึงสารสกัดนี้ประกอบไปดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 
และ Polyvinylpyrrolidone (PVPP) 1 เปอรเซ็นต บดใหเขากันอีกคร้ัง และปรับปริมาตรเปน 25 
มิลลิลิตร เก็บไวคางคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวปนตัวอยางใหตกตะกอนดวยเคร่ืองหมุน
เหวี่ยง (รุน Unicen 15 DR ของบริษัท Herolab, Germany) ความเร็วรอบ 15,000 รอบตอนาที นาน 
20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายหลังการเหวี่ยงนําเฉพาะของเหลวใส (supernatant) ซ่ึงเปน 
crude enzyme ไปใชในการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณโปรตีน 
 การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
 การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห (assay mixture) โดยปเปตสารละลาย catechol 
ความเขมขน 0.1 โมลาร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.8 ปริมาตร 
3 มิลลิลิตร จากน้ันเติม crude enzyme ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน cuvette tube ผสมใหเขากัน
แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400     นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
คํานวณกิจกรรมของเอนไซม แสดงเปนหนวยของเอนไซม โดยกําหนดใหหนึ่งหนวยเอนไซม 
(unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ีทําใหเกิดผลิตภัณฑโดยการเปล่ียนแปลงคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร 0.001 หนวยตอนาที แลวคํานวณเปน Specific activity ของเอนไซม 
หมายถึง ปริมาณหนวยเอนไซมตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
  
 

 
 

 
 
 
 
 


