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1. การวิเคราะหหาโอโซนในน้ําดวยวิธี Indigo colorimetric method 
Indigo colorimetric method เปนวิธีการตรวจวดัปริมาณโอโซนในน้ํา (Clesceri et al., 1998) 

โดยมีวิธีการดงันี้  
เตรียมสารเคมี  
1. เตรียมสาร Indigo stock solution 
  เติมน้ํากลั่น 500 มล. และ phosphoric acid 1 มล. ในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร เขยาให
เขากันและเติมสาร potassium indigo trisulfonate 770 มิลลิกรัม จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจน
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. เขยาใหเขากันและเติมน้ํากลั่นให
ครบ 1 ลิตร  
3. เติมสาร Indigo reagent I 10 มล. ลงในขวดปรับปรมิาตรขนาด 100 มล. และทําการปลอยกาซ
โอโซนลงในน้ําที่แชลําไยจนครบเวลาที่ตองการแลวแบงตัวอยางน้ํานัน้มาเติมในขวดปรับปริมาตรที่
มีสาร Indigoฯ อยูจนครบ 100 มล.เขยาและนําไปวดัทันที  
4. ทําการตรวจวัดโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่มีความยาวคลื่น 600 nm ซ่ึงตองเตรียม blank 
เพื่อใชเปนหลอดควบคุม โดยใชวธีิการเดียวกับการเตรียมตวัอยางน้ําแตใชน้ํากลั่นซึ่งไมผานการ
ปลอยกาซโอโซนแทน  
5. นําคาที่ไดมาคํานวณหาปริมาณโอโซนในน้ํา จากสูตร  

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

 โดยที่  ΔA = คาแตกตางระหวางตวัอยางและ blank  
  b = path length of cell (cm) 
  V = ปริมาตรของตัวอยาง (มล.)  
  f    = 0.42  
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การตรวจวัดปริมาณกาซโอโซนมีขอควรระวังดังนี้  
1) สาร Indigo stock solution และ Indigo reagent I มีอายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15°C นาน 4 เดือน 
และ 1 สัปดาห ตามลําดับ นอกจากนีย้ังตองเก็บรักษาในทีม่ืด    
2) ในระหวางทําการตรวจวัดโอโซน ควรใชกระดาษอะลูมิเนยีมฟอยลหุมขวดปรับปริมาตรเพื่อ
ปองกันไมให Indigo reagent I โดนแสง และควรตรวจวดัอยางรวดเร็วเพราะอาจเกิดการสลายตัวของ
โอโซนได   
 
2. กิจกรรมของเอนไซมโพลิฟนอลออกซิเดส (PPO)  ดัดแปลงวิธีการวเิคราะหจากวิธีการของ Jiang  
(1999)  และ  Tian et al. (2002)   
1. อุปกรณและสารเคมี  
1.1  อุปกรณ   
 -  เครื่องชั่ง 
 -  ขวดปรับปรมิาตร  (volumetric flask)  ขนาด  250  และ  500 cc. 
 -  PH-meter. 
 -  โกรงที่แชเยน็เอาไวบดไนโตรเจนเหลว 
 -  Centrifuge (รุน Unicen  15  DR  ของบริษัท  Herolab,  Germany) 
 -  UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England.) 
1.2  การเตรียมสารเคมี 
-  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  เขมขน  0.1  โมลาร  พีเอช  6.4 
 เตรียมสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเขมขน  0.1  โมลาร  โดยช่ังโซเดียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (reagent grade Scharlau, Spain.)  น้ําหนัก  15.6010  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลว
กล่ัน  ปรับปริมาตรใหครบ 1,000  มิลลิลิตร  โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเขมขน  0.1  โมลาร  โดยช่ังไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (reagent grade Scharlau, Spain.)  น้ําหนกั 8.8995  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลว
กล่ัน  ปรับปริมาตรใหครบ  500  มิลลิลิตร  โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 เตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1  โมลาร  พีเอช 6.4  โดยนาํสารละลายโซเดียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต  เขมขน 0.1  โมลาร  ปริมาตร  735  มล.  เติมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต  เขมขน 0.1  โมลาร  ปริมาตร  265  มล.  ปรับพีเอชสารละลายผสมใหไดเทากับ 6.4 
-  สารละลาย  catechol  เขมขน  0.1  โมลาร 
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 เตรียมโดยชั่ง catechol (Sigma, U.S.A.)  น้ําหนัก  5.5050  กรัม  ละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน  0.1  โมลาร  พีเอช  6.4  ปรับปริมาตรใหครบ 250  มล.  โดยใชขวด
ปรับปริมาตร 
-  ไนโตรเจนเหลว 
-  สารสกัด  (extraction solution) 
 ประกอบดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร + polyvinylprolidone (PVPP)(Sigma, U.S.A.) 
 

ขั้นตอนการสกัดเอนไซม  crude enzyme 
สกัดที่  4˚C โดยนําเปลือกผลลําไย  3  กรัม + ใสไนโตรเจนเหลวบดใหละเอียดในโกรงแชเยน็ 

 
เติมสารสกัด (extraction solution) ในอัตราสวนปริมาตรสารละลายสกัดตอ 

น้ําหนกัเปลือกลําไย (8 ตอ 1) 
 

(สารสกัดประกอบดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4 + 1% 
polyvinylprolidone (PVPP)(Sigma,  U.S.A.)(ใชปริมาตร .......?) 

 
บดใหเขากันอกีครั้ง  และปรบัปริมาตรเปน  25  ซีซี. เก็บไวคางคืนที่ 4˚C 

 
ปนตัวอยางใหตกตะกอนดวย Centrifuge (รุน Unicen 15 DR ของบริษัท Herolab, Germany) 

ที่ความเร็วรอบ 15,000  รอบตอนาที  นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4˚C 
 

นําของเหลวใส (supernatant)  ซ่ึงเปน crude enzyme มาวิเคราะหหากจิกรรมของเอนไซม 
PPO  และปรมิาณโปรตีน 
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ขั้นตอนการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม  PPO 
เตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห  (assay mixture)  โดยปเปตสารละลาย catechol เขมขน 

0.1 โมลาร ปริมาตร ... + ใสสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4  
ปริมาตร 3 มล. 

 
เติมcrude enzyme ปริมาตร 100  ไมโครลิตร ลงใน cuvette tube  ผสมกันใหด ี

 
วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง UV-Visble Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England) 

ที่ความยาวคลื่น  400  nm. 
 

คํานวณหากจิกรรมเอนไซม  แสดงหนวยเอนไซม กําหนดใหหนึ่งหนวยเอนไซม (unit) 
หมายถึง ปริมาณเอนไซมทีท่ําใหเกดิผลิตภัณฑโดยการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 
400 nm.  0.001  หนวยตอนาที 

 
แลวคํานวณเปน Specific activity ของเอนไซม  หมายถึงปริมาณหนวยเอนไซมตอนาทีตอมิลลิกรัม

โปรตีน 
 

3. ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Bradford Protein Assay (Bradford,  1976)  
1.  อุปกรณและสารเคมี 
1.1  อุปกรณ 
 -  ขวดปรับปริมาตร 
 -  หลอดทดลอง 
 -  Vortex mixture (เครื่องผสม) 
 -  UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500,  England) 
1.2  การเตรียมสารเคมี 
-  สารละลายโปรตีนมาตรฐาน เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 เตรียมโดยชั่งสารโปรตีนอัลบูมิน Bovine Serum Albumin (BSA)  (Fluka,  Switzerland)  
น้ําหนัก 0.005  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ  100  มล.  โดยใชขวดปรับปริมาตร
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แลวนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดสารละลายมาตรฐานเขมขน  0,  5,  10,  20,  30,  40  และ  50  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ 
-  สารละลาย  Coomassie 
 เตรียมโดยชั่ง  Coomassis brilliant bule G-250 (Fluka,  Switzerland)  น้ําหนัก 0.025  กรัม  
ละลายในเอทานอล  99.5%  (Merck,  Germany )  ปริมาตร  25 มล.  เติมกรดฟอสฟอริกความเขมขน  
85%  (Merck,  Germany)  ลงไป  50  มล.  แลวปรับปริมาตรเปน  500  มิลลิลิตร  ดวยน้ํากลั่นโดยใช
ขวดปรับปริมาตร 

ขั้นตอนการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน 
1. การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 

 
ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐาน  เขมขน  0,  5,  10,  20,  30,  40  และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

ตามลําดับ  มาอยางละ 1 ซีซี. ลงในหลอดทดลอง  ความเขมขนละ 3 หลอด หลอดที่ 1 
เปน Blank  ทําเพียงหลอดเดยีว  รวมทั้งหมด  19  หลอด 

 
เติมสารละลาย Coomassie  ปริมาตร 2 ซีซี.  ลงในแตละหลอดทดลอง  ผสมกันดวย Vortex mixture 

(เครื่องผสม)  นาน 2-3 วินาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 2 นาท ี
 

วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น 595 nm. 

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายโปรตีนกับ 

คาการดูดกลืนแสง  โดยใหแกน X เปนปริมาณของ BSA  (ไมโครกรัม)  และแกน Y 
เปนคาการดูดกลืนแสงที่วดัไดที่ความยาวคลื่น 596 nm.   
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2. การวิเคราะหปริมาณโปรตนี 
นํา crude enzyme  ปริมาตร 1 ซีซี.  ใสในหลอดทดลองที่มีสารละลาย  Coomassie ปริมาตร 2 ซีซี. 

ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม 2-3 วินาที วางไวที่อุณหภมูิหองนาน 2 นาที 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง  UV-Visible Spectrophotometer (Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น  595 nm. 

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาระดับความเขมขนของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 

 
4. Total phenolic compound สารประกอบฟนอลทั้งหมด ดัดแปลงวิธีการวิเคราะหจากวิธีการของ 
Hyodo et al. (1976); Ketsa and Atantee (1998) และ Singleton and Rossi (1965) 
1. อุปกรณและสารเคมีสําหรับวิเคราะหสารประกอบฟนอลทั้งหมด  
1.1 อุปกรณ 

- ขวดปรับปริมาตร 
- หลอดทดลอง 
- Vortex mixture (เครื่องผสม) 
- UV-Visible Spectrophotometer(Unicam UV Series 500, England) 
- โกรงแชเย็นเอาไวใสเปลือกลําไยบด 

1.2 การเตรียมสารเคมี 
- ไนโตรเจนเหลว 
- สารละลายฟนอลมาตรฐาน ความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 เตรียมโดยชั่งสาร gallic acid (Merck, Germany) น้ําหนกั 0.04 กรัม ละลายในน้ํากลัน่แลว
ปรับปริมาตรใหครบ 100 ซีซี. โดยใชขวดปรบัปริมาตร แลวนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหได
สารละลายมาตรฐานความเขมขน 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 
- สารละลายเอทานอล  เขมขน 80% 
 เตรียมโดยตวงเอทานอล(Scharlau, Spain) 99.8% ปริมาตร 800 ซีซี. เติมน้ํากลั่นแลวปรับ
ปริมาตรใหครบ 998 ซีซี. 
- สารละลาย Folin-Ciocaltea Reagent  เขมขน 10%  
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เตรียมโดยตวง Folin-Ciocaltea Reagent (Merck, Germany) ปริมาตร 100 ซีซี. ละลายในน้ํา
กล่ัน ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร โดยขวดปรับปริมาตร 
- สารละลาย sodium carbonate เขมขน 7.5% 
 เตรียมโดยชั่งสารละลาย sodium carbonate(Scharlau, Spain) น้ําหนัก 75 กรัม ละลายในน้ํา
กล่ันปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร โดยขวดปรับปริมาตร 

ขั้นตอนการวิเคราะห 

1. การสรางกราฟมาตรฐานฟนอล 
ปเปตสารละลายฟนอล เขมขน 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับอยางละ 1 ซีซี.ในหลอดทดลอง ความเขมขนละ 3 หลอด หลอดแรกเปน Blank ทําเพียง

หลอดเดยีว รวมเปน 31 หลอด 
 

เติมสารละลาย Folin-Ciocaltea Reagent  เขมขน 10% ปริมาตร 5 ซีซี. ลงในหลอดทดลอง ผสมดวย
เครื่องผสม 2-3 นาที ทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 8 นาที 

 
เติมสารละลาย sodium carbonate เขมขน 7.5% ปริมาตร 4 ซีซี ลงในหลอดทดลอง ผสมดวยเครื่อง

ผสม 2-3 นาที ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 2 ชม. 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง UV-Visible Spectrophotometer(Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น 765 nm.  

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของ gallic acid กับคาการ
ดูดกลืนแสง โดยใหแกน X เปนปริมาณของ gallic acid (ไมโครกรัม) และแกน Y เปนคาการดูดกลืน
แสงที่วัดไดทีค่วามยาวคลื่น 765 nm.  

 
 
 
 
 
 
 



 140 

 
2. ขั้นตอนการสกัดสารจากเปลือก 

นําเปลือกผลลําไย 3 กรัม+ใสไนโตรเจนเหลวบดใหละเอียดในโกรงแชเย็น 
 

เติมสารละลายเอทานอล เขมขน 80% ที่เย็นลงไปปริมาตร 12 ซีซี บดใหเขากันอีกครั้ง ปรับปริมาตร
เปน 25 ซีซี  

 
นํามาหมุนเหวีย่งดวยความเรว็รอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4  C นําของเหลวใส

มาวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด 
3. ขั้นตอนการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด 

นําของเหลวใสมาเจือจาง 10 เทา นํามาเพยีง 1 ซีซีใสในหลอดทดลอง 
 

เติมสารละลาย Folin-Ciocaltea Reagent  เขมขน 10% ปริมาตร 5 ซีซี. ลงในหลอดทดลอง ผสมดวย
เครื่องผสม 2-3 นาที ทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 8 นาที 

 
เติมสารละลาย sodium carbonate เขมขน 7.5% ปริมาตร 4 ซีซี ลงในหลอดทดลอง ผสมดวยเครื่อง

ผสม 2-3 นาที ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 2 ชม. 
 

วัดคาการดดูกลนืแสงดวยเครื่อง UV-Visible Spectrophotometer(Unicam UV Series 500, England) 
ที่ความยาวคลื่น 765 nm.  

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณของสารประกอบฟนอลจากกราฟมาตรฐานดัง

ภาพที่ 2  
วิธีการคํานวณ 

 ปริมาณกรดแกลลิกที่อานไดจากคาการดดูกลืนแสงทีว่ดัไดของสารสกัดเจือจาง = a 
ไมโครกรัม 
 สารสกัดเจือจาง 1 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a ไมโครกรัม 
 สารสกัดเจือจาง 10 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a x 10 ไมโครกรัม 
 สารสกัดจากเปลือก 1 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a x 10 ไมโครกรัม 
 สารสกัดจากเปลือก 25 ซีซี มีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25 ไมโครกรัม 
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 ตัวอยางจากเปลือก 3 กรัม มีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25 ไมโครกรัม 
 ตัวอยางจากเปลือก 1 กรัม มีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25/3  ไมโครกรัม 
ดังนั้นตวัอยางจากเปลือกลําไยมีสารประกอบฟนอล = a x 10 x 25/3 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสดใน
รูปของกรดแกลลิก 
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