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1. การวิเคราะหหาโอโซนในน้ําดวยวิธี Indigo colorimetric method 
Indigo colorimetric method เปนวิธีการตรวจวดัปริมาณโอโซนในน้ํา (Clesceri et al., 1998) 

โดยมีวิธีการดงันี้  
เตรียมสารเคมี  
1. เตรียมสาร Indigo stock solution 
  เติมน้ํากลั่น 500 มล. และ phosphoric acid 1 มล. ในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร เขยาให
เขากันและเติมสาร potassium indigo trisulfonate 770 มิลลิกรัม จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจน
ครบ 1 ลิตร  
2. เตรียมสาร Indigo reagent I 
 เติมสาร Indigo stock solution 20 มล. ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร จากนัน้เติมสาร 
sodium dihydrogen phosphate 10 g และ phosphoric acid 7 มล. เขยาใหเขากันและเติมน้ํากลั่นให
ครบ 1 ลิตร  
3. เติมสาร Indigo reagent I 10 มล. ลงในขวดปรับปรมิาตรขนาด 100 มล. และทําการปลอยกาซ
โอโซนลงในน้ําที่แชลําไยจนครบเวลาที่ตองการแลวแบงตัวอยางน้ํานัน้มาเติมในขวดปรับปริมาตรที่
มีสาร Indigoฯ อยูจนครบ 100 มล.เขยาและนําไปวดัทันที  
4. ทําการตรวจวัดโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่มีความยาวคลื่น 600 nm ซ่ึงตองเตรียม blank 
เพื่อใชเปนหลอดควบคุม โดยใชวธีิการเดียวกับการเตรียมตวัอยางน้ําแตใชน้ํากลั่นซึ่งไมผานการ
ปลอยกาซโอโซนแทน  
5. นําคาที่ไดมาคํานวณหาปริมาณโอโซนในน้ํา จากสูตร  

          mgO3/L  = 100 x ΔA  
      f x b x v   

 โดยที่  ΔA = คาแตกตางระหวางตวัอยางและ blank  
  b = path length of cell (cm) 
  V = ปริมาตรของตัวอยาง (มล.)  
  f    = 0.42  
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การตรวจวัดปริมาณกาซโอโซนมีขอควรระวังดังนี้  
1) สาร Indigo stock solution และ Indigo reagent I มีอายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15°C นาน 4 เดือน 
และ 1 สัปดาห ตามลําดับ นอกจากนีย้ังตองเก็บรักษาในทีม่ืด    
2) ในระหวางทําการตรวจวัดโอโซน ควรใชกระดาษอะลูมิเนยีมฟอยลหุมขวดปรับปริมาตรเพื่อ
ปองกันไมให Indigo reagent I โดนแสง และควรตรวจวดัอยางรวดเร็วเพราะอาจเกิดการสลายตัวของ
โอโซนได   
 
2. กิจกรรมของเอนไซมโพลิฟนอลออกซิเดส (PPO)  ดัดแปลงวิธีการวเิคราะหจากวิธีการของ Jiang  
(1999)  และ  Tian et al. (2002)   
1. อุปกรณและสารเคมี  
1.1  อุปกรณ   
 -  เครื่องชั่ง 
 -  ขวดปรับปรมิาตร  (volumetric flask)  ขนาด  250  และ  500 cc. 
 -  PH-meter. 
 -  โกรงที่แชเยน็เอาไวบดไนโตรเจนเหลว 
 -  Centrifuge (รุน Unicen  15  DR  ของบริษัท  Herolab,  Germany) 
 -  UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England.) 
1.2  การเตรียมสารเคมี 
-  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  เขมขน  0.1  โมลาร  พีเอช  6.4 
 เตรียมสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเขมขน  0.1  โมลาร  โดยช่ังโซเดียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (reagent grade Scharlau, Spain.)  น้ําหนัก  15.6010  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลว
กล่ัน  ปรับปริมาตรใหครบ 1,000  มิลลิลิตร  โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเขมขน  0.1  โมลาร  โดยช่ังไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (reagent grade Scharlau, Spain.)  น้ําหนกั 8.8995  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลว
กล่ัน  ปรับปริมาตรใหครบ  500  มิลลิลิตร  โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1  โมลาร  พีเอช 6.4  โดยนาํสารละลายโซเดียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต  เขมขน 0.1  โมลาร  ปริมาตร  735  มล.  เติมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต  เขมขน 0.1  โมลาร  ปริมาตร  265  มล.  ปรับพีเอชสารละลายผสมใหไดเทากับ 6.4 
-  สารละลาย  catechol  เขมขน  0.1  โมลาร 
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 เตรียมโดยชั่ง catechol (Sigma, U.S.A.)  น้ําหนัก  5.5050  กรัม  ละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน  0.1  โมลาร  พีเอช  6.4  ปรับปริมาตรใหครบ 250  มล.  โดยใชขวด
ปรับปริมาตร 
-  ไนโตรเจนเหลว 
-  สารสกัด  (extraction solution) 
 ประกอบดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร + polyvinylprolidone (PVPP)(Sigma, U.S.A.) 
 

ขั้นตอนการสกัดเอนไซม  crude enzyme 
สกัดที่  4˚C โดยนําเปลือกผลลําไย  3  กรัม + ใสไนโตรเจนเหลวบดใหละเอียดในโกรงแชเยน็ 

 
เติมสารสกัด (extraction solution) ในอัตราสวนปริมาตรสารละลายสกัดตอ 

น้ําหนกัเปลือกลําไย (8 ตอ 1) 
 

(สารสกัดประกอบดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4 + 1% 
polyvinylprolidone (PVPP)(Sigma,  U.S.A.)(ใชปริมาตร .......?) 

 
บดใหเขากันอกีครั้ง  และปรบัปริมาตรเปน  25  ซีซี. เก็บไวคางคืนที่ 4˚C 

 
ปนตัวอยางใหตกตะกอนดวย Centrifuge (รุน Unicen 15 DR ของบริษัท Herolab, Germany) 

ที่ความเร็วรอบ 15,000  รอบตอนาที  นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4˚C 
 

นําของเหลวใส (supernatant)  ซ่ึงเปน crude enzyme มาวิเคราะหหากจิกรรมของเอนไซม 
PPO  และปรมิาณโปรตีน 
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ขั้นตอนการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม  PPO 
เตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห  (assay mixture)  โดยปเปตสารละลาย catechol เขมขน 

0.1 โมลาร ปริมาตร ... + ใสสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4  
ปริมาตร 3 มล. 

 
เติมcrude enzyme ปริมาตร 100  ไมโครลิตร ลงใน cuvette tube  ผสมกันใหด ี

 
วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง UV-Visble Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England) 

ที่ความยาวคลื่น  400  nm. 
 

คํานวณหากจิกรรมเอนไซม  แสดงหนวยเอนไซม กําหนดใหหนึ่งหนวยเอนไซม (unit) 
หมายถึง ปริมาณเอนไซมทีท่ําใหเกดิผลิตภัณฑโดยการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 
400 nm.  0.001  หนวยตอนาที 

 
แลวคํานวณเปน Specific activity ของเอนไซม  หมายถึงปริมาณหนวยเอนไซมตอนาทีตอมิลลิกรัม

โปรตีน 
 

3. ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Bradford Protein Assay (Bradford,  1976)  
1.  อุปกรณและสารเคมี 
1.1  อุปกรณ 
 -  ขวดปรับปริมาตร 
 -  หลอดทดลอง 
 -  Vortex mixture (เครื่องผสม) 
 -  UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500,  England) 
1.2  การเตรียมสารเคมี 
-  สารละลายโปรตีนมาตรฐาน เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 เตรียมโดยชั่งสารโปรตีนอัลบูมิน Bovine Serum Albumin (BSA)  (Fluka,  Switzerland)  
น้ําหนัก 0.005  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ  100  มล.  โดยใชขวดปรับปริมาตร
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แลวนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดสารละลายมาตรฐานเขมขน  0,  5,  10,  20,  30,  40  และ  50  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ 
-  สารละลาย  Coomassie 
 เตรียมโดยชั่ง  Coomassis brilliant bule G-250 (Fluka,  Switzerland)  น้ําหนัก 0.025  กรัม  
ละลายในเอทานอล  99.5%  (Merck,  Germany )  ปริมาตร  25 มล.  เติมกรดฟอสฟอริกความเขมขน  
85%  (Merck,  Germany)  ลงไป  50  มล.  แลวปรับปริมาตรเปน  500  มิลลิลิตร  ดวยน้ํากลั่นโดยใช
ขวดปรับปริมาตร 

ขั้นตอนการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน 
1. การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 

 
ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐาน  เขมขน  0,  5,  10,  20,  30,  40  และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

ตามลําดับ  มาอยางละ 1 ซีซี. ลงในหลอดทดลอง  ความเขมขนละ 3 หลอด หลอดที่ 1 
เปน Blank  ทําเพียงหลอดเดยีว  รวมทั้งหมด  19  หลอด 

 
เติมสารละลาย Coomassie  ปริมาตร 2 ซีซี.  ลงในแตละหลอดทดลอง  ผสมกันดวย Vortex mixture 

(เครื่องผสม)  นาน 2-3 วินาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 2 นาท ี
 

วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น 595 nm. 

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายโปรตีนกับ 

คาการดูดกลืนแสง  โดยใหแกน X เปนปริมาณของ BSA  (ไมโครกรัม)  และแกน Y 
เปนคาการดูดกลืนแสงที่วดัไดที่ความยาวคลื่น 596 nm.   
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2. การวิเคราะหปริมาณโปรตนี 
นํา crude enzyme  ปริมาตร 1 ซีซี.  ใสในหลอดทดลองที่มีสารละลาย  Coomassie ปริมาตร 2 ซีซี. 

ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม 2-3 วินาที วางไวที่อุณหภมูิหองนาน 2 นาที 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง  UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น  595 nm. 

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาระดับความเขมขนของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 

 
4. Total phenolic compound สารประกอบฟนอลทั้งหมด ดัดแปลงวิธีการวิเคราะหจากวิธีการของ 
Hyodo et al. (1976); Ketsa and Atantee (1998) และ Singleton and Rossi (1965) 
1. อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหสารประกอบฟนอลทั้งหมด  
1.1 อุปกรณ 

- ขวดปรับปริมาตร 
- หลอดทดลอง 
- Vortex mixture (เครื่องผสม) 
- UV-Visible Spectrophotometer(Unicam UV Series 500, England) 
- โกรงแชเย็นเอาไวใสเปลือกลําไยบด 

1.2 การเตรียมสารเคมี 
- ไนโตรเจนเหลว 
- สารละลายฟนอลมาตรฐาน ความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 เตรียมโดยชั่งสาร gallic acid (Merck, Germany) น้ําหนกั 0.04 กรัม ละลายในน้ํากลัน่แลว
ปรับปริมาตรใหครบ 100 ซีซี. โดยใชขวดปรบัปริมาตร แลวนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหได
สารละลายมาตรฐานความเขมขน 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 
- สารละลายเอทานอล  เขมขน 80% 
 เตรียมโดยตวงเอทานอล(Scharlau, Spain) 99.8% ปริมาตร 800 ซีซี. เติมน้ํากลั่นแลวปรับ
ปริมาตรใหครบ 998 ซีซี. 
- สารละลาย Folin-Ciocaltea Reagent  เขมขน 10%  
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เตรียมโดยตวง Folin-Ciocaltea Reagent (Merck, Germany) ปริมาตร 100 ซีซี. ละลายในน้ํา
กล่ัน ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร โดยขวดปรับปริมาตร 
- สารละลาย sodium carbonate เขมขน 7.5% 
 เตรียมโดยชั่งสารละลาย sodium carbonate(Scharlau, Spain) น้ําหนัก 75 กรัม ละลายในน้ํา
กล่ันปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร โดยขวดปรับปริมาตร 

ขั้นตอนการวิเคราะห 

1. การสรางกราฟมาตรฐานฟนอล 
ปเปตสารละลายฟนอล เขมขน 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับอยางละ 1 ซีซี.ในหลอดทดลอง ความเขมขนละ 3 หลอด หลอดแรกเปน Blank ทําเพียง

หลอดเดยีว รวมเปน 31 หลอด 
 

เติมสารละลาย Folin-Ciocaltea Reagent  เขมขน 10% ปริมาตร 5 ซีซี. ลงในหลอดทดลอง ผสมดวย
เครื่องผสม 2-3 นาที ทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 8 นาที 

 
เติมสารละลาย sodium carbonate เขมขน 7.5% ปริมาตร 4 ซีซี ลงในหลอดทดลอง ผสมดวยเครื่อง

ผสม 2-3 นาที ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 2 ชม. 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง UV-Visible Spectrophotometer(Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น 765 nm.  

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของ gallic acid กับคาการ
ดูดกลืนแสง โดยใหแกน X เปนปริมาณของ gallic acid (ไมโครกรัม) และแกน Y เปนคาการดูดกลืน
แสงที่วัดไดทีค่วามยาวคลื่น 765 nm.  
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2. ขั้นตอนการสกัดสารจากเปลือก 

นําเปลือกผลลําไย 3 กรัม+ใสไนโตรเจนเหลวบดใหละเอียดในโกรงแชเย็น 
 

เติมสารละลายเอทานอล เขมขน 80% ที่เย็นลงไปปริมาตร 12 ซีซี บดใหเขากันอีกครั้ง ปรับปริมาตร
เปน 25 ซีซี  

 
นํามาหมุนเหวีย่งดวยความเรว็รอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4  C นําของเหลวใส

มาวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด 
3. ขั้นตอนการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด 

นําของเหลวใสมาเจือจาง 10 เทา นํามาเพยีง 1 ซีซีใสในหลอดทดลอง 
 

เติมสารละลาย Folin-Ciocaltea Reagent  เขมขน 10% ปริมาตร 5 ซีซี. ลงในหลอดทดลอง ผสมดวย
เครื่องผสม 2-3 นาที ทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 8 นาที 

 
เติมสารละลาย sodium carbonate เขมขน 7.5% ปริมาตร 4 ซีซี ลงในหลอดทดลอง ผสมดวยเครื่อง

ผสม 2-3 นาที ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 2 ชม. 
 

วัดคาการดดูกลนืแสงดวยเครื่อง UV-Visible Spectrophotometer(Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น 765 nm.  

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณของสารประกอบฟนอลจากกราฟมาตรฐานดัง

ภาพที่ 2  
วิธีการคํานวณ 

 ปริมาณกรดแกลลิกที่อานไดจากคาการดดูกลืนแสงทีว่ดัไดของสารสกัดเจือจาง = a 
ไมโครกรัม 
 สารสกัดเจือจาง 1 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a ไมโครกรัม 
 สารสกัดเจือจาง 10 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a x 10 ไมโครกรัม 
 สารสกัดจากเปลือก 1 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a x 10 ไมโครกรัม 
 สารสกัดจากเปลือก 25 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25 ไมโครกรัม 
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 ตัวอยางจากเปลือก 3 กรัม มีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25 ไมโครกรัม 
 ตัวอยางจากเปลือก 1 กรัม มีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25/3  ไมโครกรัม 
ดังนั้นตวัอยางจากเปลือกลําไยมีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25/3 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสดใน
รูปของกรดแกลลิก 
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ประวัติผูเขยีน 

 
ช่ือ – สกุล                                   นายมานพ หาญเทว ี
 
วัน เดือน ปเกดิ            25  สิงหาคม 2500 
 
ประวัติการศกึษา   สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาพืชศาสตร  
    สถาบันเทคโนโลยีราชมงคลวิทยาเขตเกษตรบางพระ 
 
ประวัติการทํางาน   
1    พ.ค. 2528   นักวิชาการเกษตร 3 งานอํานวยการ ศูนยวิจัยพืชสวนพจิิตร 
2    ต.ค. 2530   นักวิชาการเกษตร 4 งานทดสอบ สถานทีดลองเกษตรหลวงขุนวาง 
2    ต.ค. 2534   นักวิชาการเกษตร 5 งานวิชาการ สถานีทดลองเกษตรหลวงขุนวาง 
11  เม.ย. 2540 นักวิชาการเกษตร 6ว กลุมพืชศาสตร ศูนยวิจยัเกษตรหลวง

เชียงใหม 
17  พ.ย. 2542 นักวิชาการเกษตร 7ว กลุมพืชศาสตร ศูนยวิจยัเกษตรหลวง

เชียงใหม 
ปจจุบัน  นักวิชาการเกษตร 8ว  กลุมวิจัย ศนูยวิจยัเกษตรหลวงเชยีงใหม 
  - เปนวทิยากรอบรมหลักสูตรการปลูกกาแฟอาราบิกาในภาคเหนือ

ป 2531 และวทิยากรบรรยายการปลูกกาแฟอาราบิกาจนถึงปจจุบัน 
  - ประธานคณะทํางานวิชาการ   ศูนยวจิัยเกษตรหลวงเชยีงใหม 
 
 
 


