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(1) 

สารบัญ 

 
 หนา 
 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (3) 
คํานํา  1 
วัตถุประสงค  3 
การตรวจเอกสาร  4 
อุปกรณและวธีิการ 22 
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วิจารณ 81 
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เอกสารและส่ิงอางอิง 97 
ภาคผนวก    118 
ประวัติการศึกษาและการทํางาน 125 
 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 

ตารางท่ี หนา 
  
      1 ชนิดและปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) และกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) 

ของแมงลัก 62 
      2 ปริมาณรวมของกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) ของ

แมงลักใบออนและใบแกหลังการเก็บรักษาท่ี 4oซในชวงเวลาท่ีแตกตางกัน 63 
      3 ชนิดและปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) และกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) 

ของแมงลักใบแกหลังการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4  และ 12oซ ในชวงเวลา
แตกตางกัน 64 

      4 ปริมาณรวมของกรดไมอ่ิมตัว (UFA) และกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) ในแมงลัก
ใบแกหลังการเก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ ในชวงเวลาท่ีแตกตางกัน 65 

   
ตารางผนวกท่ี  

  
      1 การวิเคราะหความแปรปรวนดัชนีสะทานหนาวของใบกะเพรา โหระพาและ

ใบแมงลักใบออนและใบแกระหวางการเกบ็รักษาท่ี 4 และ 12oซ 119 
      2 การวิเคราะหความแปรปรวนอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมัน

อ่ิมตัวของแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาท่ี 4oซ  120 
      3 คาเฉล่ียของอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอ่ิมตัวของแมงลัก

ใบแกเก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ 120 
      4 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัวของแมงลักใบ

ออนและใบแกเก็บรักษาท่ี 4oซ  120 
      5 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันอ่ิมตัวของแมงลักใบออน

และใบแกเก็บรักษาท่ี 4oซ  121 
       6 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัวของแมงลักใบ

แกเก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ  121 
       7 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันอ่ิมตัวของแมงลักใบแก

เก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ 121 



 

(3) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพท่ี หนา 
  
   1 ปฏิกิริยาลูกโซของ radical กลไกการเกดิ lipid peroxidation 13 
   2 ดัชนีสะทานหนาวของใบแมงลัก (A) ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา (C) ระหวาง

การเก็บรักษาใบออน (□, △, ○, ◇) และใบแก (■, ▲, ●, ◆)  

ท่ี 4 (□, ■) 8 (△,▲) 12 (○,●) และ 25oซ (◇,◆) 44 
   3 คะแนนกล่ินของใบกะเพรา โหระพา และแมงลัก หลังการเก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ   

นาน 24 และ 48 ช่ัวโมง  45 
   4 อาการสะทานหนาวในใบแมงลัก (A) ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา(C) หลังการ

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 46 
   5 ดัชนีสะทานหนาวของแมงลักเก็บรักษาท่ี 4oซ ในใบออน (□) และใบแก (■) 

อายุการเก็บเกีย่ว 30 วันหลังการยายปลูก และใบแกและใบออน (△) และใบแก 

(▲) อายกุารเก็บเกีย่ว 120 วนัหลังการยายปลูก  47 
   6 ดัชนีสะทานหนาวของแมงลัก ใบออน (□) และใบแก (■) เก็บรักษาที่ 4oซ 

ภายใตสภาพความช้ืนสัมพัทธ 75% (A) 85% (B) และ 97% (C)  48 
   7 การร่ัวไหลของประจุของเนือ้เยื่อใบแมงลัก (A, B) และใบโหระพา (C, D) ในใบ

ออน(□) และใบแก (■) เกบ็รักษาท่ี 4 (A, C) และ 12oซ (B, D)  54 
   8 การร่ัวไหลของประจุของเนือ้เยื่อแมงลักใบแกท่ีมีอาการสะทานหนาวระดับ

แตกตางกัน หลังการเก็บรักษาท่ี 4oซ โดยเปรียบเทียบเนือ้เยื่อปกติ (A, □) และ

เนื้อเยื่อท่ีเกิดสีน้ําตาล (B, ▨) 55 
   9 ปริมาณ TBA-reactive compounds (A)  และ กิจกรรมของเอนไซม lipoxygenase 

(B) ของใบแมงลักใบออน (□) และ ใบแก (■) เก็บรักษาท่ี 4oซ 56 
  10 ปริมาณ TBA-reactive compounds ของเนือ้เยื่อแมงลักใบแก (□) และ โหระพา

ใบแก (▨) ท่ีมีอาการสะทานหนาวระดับแตกตางกัน หลังการเก็บรักษาท่ี 4oซ 57 
 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
  11 กิจกรรมของเอนไซม catalase (CAT) (A),  guaiacal peroxidase (GPX) (B) และ 

superoxide dismutase (SOD) (C) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบออน (□) และใบแก (■) 
หลังการเก็บรักษาท่ี 4oซ 58 

  12 กิจกรรมของเอนไซม catechol oxidase ของใบออน (□) และใบแก (■) ใน
แมงลัก (A, C)  และโหระพา (B, D) เก็บรักษาท่ี 4 (A, B)  และ 12oซ  59 

  13 กิจกรรมของเอนไซม polyphenol oxidase (A) phenylalanine ammonia lyase (B) 

และ  total free phenolic (C) ในใบแกของแมงลัก (□) และโหระพา (▨) ท่ีมีคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกัน 60 

  14 ปริมาณฟนอลลิคท้ังหมด (GAE equivalent) ของใบออน (□) และใบแก (■) ใน 
แมงลัก (A, C) และโหระพา (B, D) เก็บรักษาท่ี 4 (A, B)  และ 12oซ (C, D)  61 

  15 อัตราสวนของปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และปริมาณรวมกรดไขมัน

อ่ิมตัว (SFA) ของแมงลักใบออน (□) และใบแก (▨) เก็บรักษาท่ี 4oซ (A) และ

แมงลักใบแกเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 (□) และ 12oซ (▨) (B)  66 
  16 ภาพตัดขวางเนื้อเยื่อแมงลักใบแก กอนการเก็บรักษา (A) และหลังการเก็บรักษาท่ี 

4 oซ นาน  24 ช่ัวโมง คาดัชนีอาการสะทานหนาวในระดับตน CI2 (B) 68 
  17 ภาพตัดขวางเนื้อเยื่อแมงลักใบแก กอนการเก็บรักษา (A)  และหลังการเก็บรักษา 

ท่ี 4 oซ นาน 24 ช่ัวโมง คาดชันีอาการสะทานหนาวในระดับคอนขางรุนแรง CI4 
(B) 69 

  18 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยือ่แมงลักใบ

แกท่ีไมไดรับสาร 1-MCP (○)  ไดรับ 100 nL L-1 1-MCP (■) และ 500 nL L-1  

1-MCP (▲)  72 
  19 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแก

ท่ีไมไดรับสาร salicylic acid (○)  ไดรับ 0.25 mM SA (■) และ 0.5 mM SA 

(▲) 73 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
 20 อาการสะทานหนาวใน แมงลักใบแกท่ีใหสาร 0.5 mM salicylic acid (A) หรือแช

ในน้ํากล่ัน (B) กอนเก็บรักษาท่ี 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง หรือแชในน้ํากล่ัน (B) กอน

เก็บรักษาท่ี 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 74 
  21 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยือ่แมงลักใบ

แกบรรจุ HDPE แบบปด (■)  HDPE  แบบเจาะรู (□)  PE แบบปด (▲)  และ 

PE แบบเจาะรู (△) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 75 
  22 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยือ่แมงลักใบ

แก (▲) และใบออน (△) ท่ีไมไดรับความรอน และไดรับความรอน 38oซ นาน 

15 นาที  ในใบแก (■) และใบออน (□) ระหวางการเก็บรักษาท่ี 4oซ 76 
  23 ลําดับนิวคลีโอไทดยีน OcLOX  ท่ีแยกไดจากใบแมงลัก ความยาว 468 คูเบสและ

ใชออกแบบโพรบและไพรเมอร สําหรับ semi-PCR 77 
  24 ลําดับกรดอะมิโนของยีน OcLOX  ท่ีแปลรหัสจากนวิคลีโอไทดของยีน OcLOX   78 
  25 การแสดงออกของยีน OcLOX ในแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาท่ี 4 (A) และ 

12oซ (C) โดยมียีน 18S  เปนชุดควบคุม (B และ D) 79 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกท่ี หนา 

  
        1 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ของยีน LOX ช้ินบน (A) มีขนาดประมาณ 520 bp  

ช้ินลาง (B) มีขนาดประมาณ 360 bp โดยใช degenerate primer: FNui และ 
PrepR1 เปรียบเทียบกับ M: 1kb marker (Fermantas, USA) ตัวอยาง RNA 
จากแมงลักใบแกท่ีเก็บรักษาท่ี 4 oซ นาน 36 ช่ัวโมง 112 

        2 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ของยีน LOX  มีขนาดประมาณ 468 bp โดยใช 
specific primer: FLOX4B และ RLOX4B เปรียบเทียบกบั M: 1kb marker 
(Fermantas, USA) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแกท่ีเก็บรักษาท่ี 4 oซ นาน 
36 ช่ัวโมง 112 

        3 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ของยีน PPO มีขนาดประมาณ 500 bp โดยใช 
degenerate primer: PPO_LEFT และ PPO_RIGHT เปรียบเทียบกับ M: 1kb 
marker (Fermantas, USA) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแกท่ีเก็บรักษาท่ี 4O 

ซ 
นาน 36 ช่ัวโมง 123 

        4 สัมประสิทธิสหถดถอยระหวางคาร่ัวไหลของประจุและดัชนีสะทานหนาว 
(A) กิจกรรมของเอนไซม PPO และดัชนีสะทานหนาว (B) 124 

 
 



ความสัมพันธระหวางความเสียหายของเยื่อหุมเซลลและการเกิดอาการสะทานหนาว
ของใบพืชสกุลกะเพรา  

 
The Relationship between Membrane Damage and Chilling Injury 

in Basil Leaves (Ocimum spp. ) 
 

คํานํา 
 

กะเพรา เปนพชืสกุลเดียวกันกับโหระพาและแมงลัก จัดอยูใน สกุล Ocimum วงศมินท 
(Labiatae) เปนวงศพืชสมุนไพรท่ีใชเปนเคร่ืองปรุงรส (culinary herb) ท่ีใชบริโภคสดแพรหลาย
ท่ีสุดในประเทศไทย  โดยมีแหลงผลิตพืช เพื่อขายใบสดท่ีสําคัญคือ จังหวัดนครปฐมและ กระจาย
ท่ัวทุกภาคของประเทศไทยประมาณ 1,009 ไร สวนในประเทศสหรัฐอเมริกา   ซ่ึงจัดเปนประเทศท่ี
มีการบริโภคและนําเขาสมุนไพรแหลงใหญท่ีสุดของโลก  โดยนิยมบริโภคพืชสมุนไพรวงศ 
Labiatae มากที่สุด และมีการนําเขาสมุนไพรและผักสมุนไพรปรุงรสสด เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง  ในป 
1980  สหรัฐอเมริกามีการนําเขาเคร่ืองเทศและพืชสมุนไพรประมาณ 2.1  พันลานปอนด และในป 
2000 มีการนําเขาเพิ่มข้ึนเปน 3.6 พันลานปอนด เนื่องจากการขยายตัวของประชากรชาวตางชาติ
และวัฒนธรรมการบริโภคอาหารสุขภาพ โดยมีประเทศผูสงออกผักสมุนไพรปรุงรสท่ีสําคัญ ไดแก 
อินโดนีเซีย อินเดีย แคนาดาและจีน  (กรมวิชาการเกษตร, 2550; Buzzanell et al., 1995; ASTA, 
2001) 

 
ปญหาท่ีสําคัญในการสงออกและการวางขาย ผักสมุนไพรปรุงรส คือ ผลผลิตเนาเสียงาย

และมีอายกุารเก็บรักษาส้ัน (Cantwel and Reid, 2002) โดยเฉพาะพืชสกุลกะเพรา มีความไวตอการ
เกิดความเสียหายจากอาการสะทานหนาว (Chilling injury) มากกวาผักสมุนไพรปรุงรสชนิดอ่ืน ๆ 
โดยเนื้อเยื่อของใบและลําตน เปล่ียนเปนสีดําภายหลังจากเก็บรักษาในอุณหภูมิ 5-10 องศาเซลเซียส 
(Aharoni et al., 1993)  จากการศึกษาเบ้ืองตนในพืชสกุลกะเพราท่ีมีการปลูกเปนการคาในประเทศ
ไทยจํานวน 3 ชนิด (species) คือ กะเพรา โหระพา และแมงลัก พบวาใบแมงลักมีความความไวตอ
การเกิดอาการสะทานหนาวมากท่ีสุด และโหระพามีความไวตออุณหภมิูตํ่านอยท่ีสุด โดยใบออนมี
ความไวตออุณหภูมิตํ่านอยกวาใบแกอยางชัดเจน  การศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางทาง
สรีรวิทยา องคประกอบทางเคมีและการเปล่ียนแปลงชีวเคมีบางอยางระหวางไดรับความเครียดจาก
อุณหภูมิตํ่าอาจสามารถอธิบายกลไกหรือสาเหตุการเกิดอาการสะทานหนาวของพืชสกุลนี้ 
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เยื่อหุมเซลลเปนสวนแรกท่ีสัมผัสและไดรับผลกระทบจากส่ิงแวดลอม ในสภาพอุณหภูมิ
ตํ่ากระตุนการทํางานของเอนไซมหลายชนิด เชน lipoxygenase (LOX) phospholipase (PL)  ซ่ึงมี
บทบาทในการยอยสลายและเปล่ียนแปลงองคประกอบของไขมันในเยื่อหุม โดยทําความเสียหาย
หรือรบกวนคุณสมบัติในการคัดเลือกสารของเยื่อหุม (Shewfelt, 1992)  จึงสงเสริมการทํางานของ
เอนไซมท่ีเกีย่วของกับการเกิดสีน้ําตาล ไดแก  phenylalanine ammonia lyase (PAL)  และ 
polyphenol oxidase  (PPO)  และอาจทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงปริมาณสารประกอบฟนอลิค  ซ่ึง
พบในผักในเขตรอนหลายชนิด  เชน ขาวโพดฝกออน  โหระพา  ผักบุง  ผักกาดหอมหอ  และใบปอ 
เปนตน  (สายชลและอาภาภรณ, 2537; Buritaux et al., 1991; Ose et al., 1995; Hisaminato et al., 
2001; Tulio et al., 2002)   นอกจากนัน้อุณหภูมิตํ่ายังกระตุนใหมีการผลิต radical oxygen species 
(ROS) และเกดิการเปล่ียนแปลงของสารหรือกิจกรรมเอนไซมตานอนมูุลอิสระ (antioxidants) 
(Shewfelt and del Rosario, 2000) ลําดับเหตุการณหรือการเปล่ียนแปลงท่ีกลาวมาในพืชแตละชนดิ
อาจไมเหมือนกันและบทบาทตอการปรากฏอาการสะทานหนาวของพืชท่ีทําการศึกษาแตกตางกัน  

 
ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้จึงไดเปรียบเทียบขอมูลทางดานชีวเคมีบางอยางเก่ียวของกับ

ความเสียหายของเยื่อหุมเซลล ไดแก ปริมาณและชนิดของกรดไขมัน กิจกรรมและผลิตภัณฑของ
เอนไซม LOX การเปล่ียนแปลงของกิจกรรมเอนไซมตานอนุมูลอิสระ และเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับ
การเกิดสีน้ําตาล เพื่ออธิบายสาเหตุหรือกลไกการเกิดอาการสะทานหนาวของใบพืชสกุลกะเพรา 
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วัตถุประสงค 
 

 การศึกษาวิจยัความสัมพันธระหวางความเสียหายของเยือ่หุมเซลลและการเกิดอาการ
สะทานหนาวของใบพืชสกลุกะเพรา มีวัตถุประสงคดังตอไปนี ้
 

1. ศึกษาเปรียบเทียบบทบาทของเอนไซม lipoxygenase (LOX) และการแสดงออกของ
ยีน ท่ีมีความสัมพันธกับความเสียหายของเยื่อหุมเซลลในใบพืชสกุลกะเพรา 

 
2. อธิบายความสัมพันธระหวางการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม antioxidants 

ไดแก ascorbate peroxidase (APX)  catalase (CAT) และ superoxide dismutase (SOD) กับการ
ตอบสนองตออุณหภูมิตํ่าในใบพืชสกุลกะเพรา 
 

3. ศึกษาการเปล่ียนแปลงและหาความสัมพนัธระหวางชนดิและปริมาณของกรดไขมัน
ในระหวางการเก็บรักษาใบพืชสกุลกะเพราท่ีอุณหภูมิตํ่า  

 
4. ศึกษาการเปล่ียนแปลงและหาความสัมพนัธระหวางกิจกรรมเอนไซม phenylalanine 

ammonia lyase (PAL)  polyphenol oxidase (PPO) และสารประกอบฟนอลิกกับการเกิดอาการ
สะทานหนาวในใบพืชสกุลกะเพรา 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทางพฤกษศาสตรและเคมีของพืช การใชประโยชนและแนวโนมตลาด 
 

พืชสกุลกะเพรา (Ocimum spp.) อยูในวงศ Labiatae จัดเปนพืชลมลุก (annual) ลักษณะ 
เฉพาะของพืชสกุลนี้ คือ ลําตนมีรูปรางส่ีเหล่ียม มีขนท่ีใบออนและสรางใบทิศทางตรงกันขาม 
และมีน้ํามันหอมระเหย ถ่ินกําเนิดของพืชชนิดนี้อยูในแถบเอเชียเขตรอน และในทวปีแอฟริกา แตมี
การปลูกแพรหลาย ในประเทศแถบอเมริกาเหนือ ยุโรป  เมดิเตอเรเนยีนและเอเชีย พชืสกุลนี้ท่ัว
โลกมีประมาณ 35 ชนิด ในประเทศไทยมีการปลูกเพื่อใชใบในการปรุงอาหารจํานวน 4 ชนิดคือ 
กะเพรา (Ocimum sanctum L. หรือ O.  tenuiflorum ) โหระพา (Ocimum basilicum) แมงลัก 
(Ocimum x citriodorum) และโหระพาชางหรือยี่หรา (Ocimum gratissimum L.) ในกะเพรา 3 ชนิด
คือกะเพราแดง กะเพราเขียว และกะเพราลูกผสมระหวางกะเพราเขียวและกะเพราแดง กะเพราเขียว
มีใบสีเขียวขนาดใหญ ทรงพุมขนาดเล็กและหนาแนนกวากะเพราแดง สวนกะเพราลูกผสมมีลําตน
สีแดงและใบสีเขียว (คัทลียา, 2542; Uhl, 2000)  การศึกษารวบรวมและปรับปรุงพันธุพืชสกุล 
Ocimum ในประเทศไทยมีคอนขางนอยและมีบริษัทเอกชนท่ีทําการผลิตเมล็ดพันธุเพยีงแหงเดยีว 
เมล็ดจึงมีราคาคอนขางแพง โดยมีการปรับปรุงพันธุโหระพาลูกผสมใหมีใบขนาดใหญขอส้ัน
ติดกันเปนพวง ทําใหมีน้ําหนักใบแกตอชอคอนขางสูง แตมีปญหาดานโรคและแมลงมากกวา
โหระพาพนัธุปลูกปกติท่ีมีขอหางและใบเปนชอ  สวนแมงลักพันธุลูกผสมจะมีใบใหญลําตนแตก
แขนง และเกษตรกรนิยมปลูกแบบหวาน แลวทําการเกบ็เกี่ยวท้ังราก แตสวนใหญเกษตรกรจะเปน
ผูคัดเลือกตนพันธุและเก็บเมล็ดพันธุเองมากกวาการซ้ือเมล็ดพันธุ  ในตางประเทศมีการพัฒนาสาย
พันธุเพื่อการใชประโยชนเฉพาะอยาง  เชน บริโภคสด สกัดน้ํามันหอมระเหย และเปนไมประดับ
แตในประเทศไทยมีการปรับปรุงเพื่อการบริโภคสดเทานัน้ (สอบถามสวนตัว)    

 
ใบกะเพรามีกล่ินและรสของใบแตกตางจากพืชอ่ืน เนื่องจากมีน้ํามันหอมระเหยและสาร 

ฟนอลิกอีกหลายชนิด  ซ่ึงมีปริมาณตางกนัตามแตชนดิและพื้นท่ีปลูกพืช ในโหระพาไทย (Anise 
basil หรือ Thai basil) พบวาประกอบดวย สาร methyl chavicol 85% ซ่ึงเปนสารท่ีออกซิไดซใน
สภาพมีแสงหรืออากาศ และมี linalool เพียง 1% สารอ่ืนท่ีมีปริมาณนอย ไดแก  camphor  borneol 
eugenol และ cineole แตโหระพายุโรป มี linalool มากท่ีสุดประมาณ 40% methyl chavicol 
ประมาณ 25% สารอ่ืนๆ ท่ีพบในปริมาณเล็กนอย ไดแก eugenol  cineole และ geraniol สําหรับใบ
กะเพรานอกจากมีน้ํามันหอมระเหย ยังมีสารประกอบฟนอลิกท่ีมีฤทธ์ิทางยาอีกหลายชนิด เชน
eugenol  methyl chavicol  rosmarinic acid  alkaloids  saponins  flovonoids  phenylpropane  
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glycoside และ tannin เปนตน  จึงทําใหใบกะเพรามีสรรพคุณทางยาท่ีหลากหลาย ท้ังลดไข แก
คล่ืนไสอาเจียน บรรเทาอาการหลอดลมอักเสบ  ลดน้ําตาลในเลือด รักษากลากเกล้ือนและตานทาน
การอักเสบจากเช้ือราและแบคทีเรีย รวมทั้งเปนสารตานอนุมูลอิสระ ปองกันการเกดิโรคมะเร็ง และ
ฟนฟูสภาพรางกายใหสูสภาวะปกติ  ปจจบัุนมีการแปรรูปใบกะเพราเปนผลิตภัณฑยาสําเร็จรูปใน
ประเทศแถบยโุรปและอินเดยี (Lawton, 2002)  

 
จากการสัมมนาภาพรวมของตลาดสมุนไพรและเคร่ืองเทศโดยหนวยงานการคาระหวาง

ประเทศรวมกบั WTO   พบวาตลาดสงออกและนําเขาเครื่องเทศและพืชสมุนไพรของโลกคือ
ประเทศสหรัฐอเมริกา มีการขยายตัวของตลาดเพ่ิมข้ึนเฉล่ีย 8.5% ตอป  โดยมีมูลคารวมมากกวา 
2.3 พันลานดอลลาร และพบวาประเทศอินเดียเปนประเทศท่ีมีการสงออกเคร่ืองเทศและสมุนไพร
มากท่ีสุดในโลก ประมาณ 30% ของปริมาณการสงออกท้ังหมด  (Furth and Cox, 2004)   

 
สาเหตุท่ีทําใหปริมาณการนําเขาเคร่ืองเทศและสมุนไพรเพิ่มข้ึนในสหรัฐอยางตอเนื่อง  

เกิดจากความนิยมบริโภคอาหารเพ่ือสุขภาพ  การแนะนาํในการทําอาหารหรือใชเคร่ืองปรุงรสจาก
ส่ือการอพยพเขาไปทํางานของชาวตางชาติ   และการเพิม่ข้ึนของประชากรที่เปนลูกคร่ึงอเมริกันกบั
ชาวตางชาติ มีการคาดการณวาใน ป 2010 จะมีประชากรลูกคร่ึงอเมริกันเอเชียเพิ่มข้ึนมากกวา 
110% จึงทําใหรานอาหารเติบโตข้ึนตามความตองการของผูบริโภค  (Raghavan, 2004)  จากความ
นิยมใชสมุนไพรปรุงรสอาหารดังกลาว ทําใหหลายพืน้ท่ีในประเทศออสเตรเลีย หรือสหรัฐอเมริกา 
ท่ีมีสภาพอากาศท่ีคลายคลึงกับทางเขตรอนทางเอเชีย มีการปลูกเคร่ืองเทศและผักสมุนไพรเขตรอน 
แตยังไมเพียงพอตอความตองการ อีกท้ังมีคุณภาพของกล่ินหรือรสชาติดอยกวาพืชท่ีมาจากถ่ิน
กําเนิดโดยตรง  แตการขนสงพืชสมุนไพรสดไปยังประเทศผูนําเขายังคงมีขอจํากัดเนื่องจากปญหา
ดานการเนาเสียและความเสียหายจากความไวตอการสะทานหนาวของพืชระหวางการขนสงและ
เก็บรักษาในอุณหภูมิตํ่า 

 
2.  ปญหาการเก็บรักษาผักใบและสมุนไพรปรุงรสในอุณหภูมิต่ํา 
 
     เนื่องจากลักษณะทางคุณภาพท่ีสําคัญของผักใบสีเขียว คือการคงสภาพความสดเขียว 

แตผักกินใบสดมีพื้นท่ีสัมผัสกับอากาศมากและมีน้ําเปนองคประกอบสูง ภายหลังจากเก็บเกี่ยว จึงมี
อัตราการคายนํ้าและการหายใจสูง ทําใหพืชกินใบมีอายุการเก็บรักษาส้ัน  การใชอุณหภูมิตํ่า จึงเปน
วิธีการเบ้ืองตนท่ีใชในการชะลอกระบวนการเมแทบอลิซึมของพืช ลดการหายใจและการคายน้ํา 
การใชอุณหภมิูตํ่าท่ีไดผล ตองมีการเก็บรักษาในสภาพแวดลอมท่ีมีความชื้นมากกวา 95%  แตใน
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ผักเขตรอนและสมุนไพร จะเกิดความเสียหายภายหลังจากการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่าเหนือจดุเยือก
แข็ง (Wang, 2003)  

 
การเก็บเกีย่วผักสมุนไพรสดเพ่ือใชปรุงอาหาร (culinary herbs) จะตัดท้ังกิ่ง ในชวงผักเกิด

ดอกออน ซ่ึงมีท้ังใบออนและใบแก กล่ินของผักสมุนไพรเปนคุณสมบัติเฉพาะท่ีสําคัญของ
สมุนไพรใบสดตองรักษาไว  จึงยากตอการปฏิบัติในการเก็บรักษาหรือการขนสงรวมกับผลิตผล
ชนิดอ่ืน ใบสมุนไพรสดในสกุล  Labiatae ไดแก savory  marjoram  thyme และ rosemary มี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาคุณภาพของผลผลิตท่ี 0 องศาเซลเซียส (oซ) แตใบโหระพา 
แสดงอาการสะทานหนาว เกิดลักษณะจุดชํ้าฉํ่าน้ํา จากนัน้เปล่ียนเปนสีน้ําตาลแหงดํา โดยเฉพาะ
บริเวณฐานและปลายใบ ใบจะเหี่ยวอยางรวดเร็วและสูญเสียความมันวาวของใบ ลําตนมีสีซีดจาง
หรือเปล่ียนเปนสีน้ําตาล และสูญเสียกล่ินรส  ภายหลังจากเก็บใบโหระพาไวท่ี 0oซ เพียง 1 วนั  
อยางไรก็ตามการเก็บรักษาท่ี 5-10oซ นาน 3 วัน ยังพบความเสียหายในระดับปานกลาง หลังจากเก็บ
รักษา 3 วนั อุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บใบโหระพาสดคือ 12oซ โดยมีอายุการเก็บรักษาได
นานท่ีสุดเฉล่ีย 12 วัน (Aharoni et al., 1993; Lange and Carmeron, 1994; Cantwell and Reid, 
2002)  สําหรับโหระพาไทย (Thai basil) ท่ีปลูกในออสเตรเลียมีความไวตอการสะทานหนาว
มากกวาโหระพาพันธุยุโรป ใบโหระพาเกดิแผลสีดํา และเนาเสีย  ถึงแมวาจะเก็บรักษาไวท่ี 12oซ ก็
ยังพบอาการสะทานหนาวหลังจากเก็บไวนาน 1 สัปดาห และมีอาการรุนแรงข้ึน หลังจากยายไป
เก็บท่ี 15 oซ  นาน 2 วัน โหระพาท่ีปลูกในเขตรอนยิ่งมีความไวตออาการสะทานหนาวมากข้ึน การ
เก็บรักษาใบโหระพา โดยบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนท่ี 7-12oซ ยังคงเกิดความเสียหาย และพบวา
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเก็บรักษาคือ 15 oซ  โดยมีอายุการเก็บรักษานาน 2 สัปดาห  ลักษณะของ
ความเสียหายท่ีพบคือ เนื้อเยื่อระหวางเสนใบบริเวณใกลกึ่งกลางใบเปล่ียนเปนสีน้าํตาล และเปอย
เนา (Thomson et al., 2001; Penchaiya, 2003)   

 
สวนผักใบเขียวและสมุนไพรเขตรอนชนิดอ่ืน มีลักษณะอาการสะทานหนาวคลายกนั และ

มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเก็บรักษาใกลเคียงกันกับพืชสกุลกะเพรา ไดแก ใบปอกระเจา พบวา
บริเวณ ยอดออน ใบและลําตนท่ีแก เกิดสีน้ําตาลเขมเปนจุด ๆ และขยายใหญท่ัวพืน้ท่ี ภายหลังจาก
เก็บรักษาท่ี 1 และ 8oซ  นาน 11 และ 13 วัน (Tulio et al., 2002) ในผักบุงเกิดจดุสีน้ําตาลท่ีปลายใบ
ออนและลําตน ภายหลังจากเก็บรักษาท่ี 9oซ สารประกอบท่ีเกี่ยวของไดแก กรดคลอโรจินิก และ
เอนไซมท่ีเกีย่วของพบวา กจิกรรมของเอนไซม PPO เพิม่ข้ึนสูงสุดกอนปรากฏอาการสะทานหนาว  
(Ose et al., 1995) 
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3.  สาเหตุการเกิดอาการสะทานหนาว  
 

การศึกษาเกี่ยวกับการเกดิอาการสะทานหนาว มีการบนัทึกคร้ังแรกในป คศ. 1778  
Bietkander พบวามีพืชหลายชนิดตายเม่ือมีการนําไปไวท่ีอุณหภูมิ 1-2  oซ ซ่ึงเปนอุณหภูมิเหนือจดุ
เยือกแข็งและตอมาไดมีนักวิทยาศาสตรศึกษาพบลักษณะเชนเดียวกนัในพืชอีกหลายชนิด รวมท้ัง
พืชในเขตรอน ตอมา Molisch ไดใหคําจํากดัความของคําวา chilling injury (CI) (Erkälturn) เปนคน
แรก(Levitt, 1980) ในอดีตจนถึงปจจุบัน มีแนวคิดวา การเกิด CI ในเซลลพืชมีสาเหตุเร่ิมตนมาจาก
สาเหตุหรือเหตุการณเดยีว โดยพิจารณาจากเกิดเหตุการณแรก (primary event) เม่ือเซลลพืชไดรับ
อุณหภูมิวกิฤต (critical temperature) การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนสามารถเกิดยอนกลับได (reversible) 
ถานําพืชกลับสูสภาพเดิมหรือออกจากอุณหภูมิดังกลาว กอนเกิดเหตุการณหลัง (secondary event) 
ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีอยางมาก และไมสามารถกลับสูสภาพเดิม และนําไปสูการ
เส่ือมสภาพหรือการตายของเซลล (Raison and Orr, 1990)  การพิสูจนหาสาเหตุเบ้ืองตนเพื่ออธิบาย
อาการสะทานหนาวซ่ึงเปนเหตุการณท่ีเกดิข้ึนในตอนหลัง บางกรณีอาจไมสอดคลองกัน เนื่องจาก
ถาสาเหตุเร่ิมตนมีความแตกตางกัน แตถากลไกทางชีวเคมีท่ีเกิดข้ึนในตอนหลัง เชน การเกดิสี
น้ําตาลท่ีเกี่ยวของกับเอนไซมไมมีความแตกตางกัน  อาจทําใหการเปล่ียนแปลงทางกายภาพเม่ือ
อุณหภูมิลดตํ่าลงเกิดความเสียหายใกลเคียงกัน ดังนัน้การศึกษาเร่ืองการเกิดอาการสะทานหนาวจึง
ตองวัดส่ิงท่ีเกดิข้ึนในเหตุการณแรกเร่ิมเม่ืออุณหภูมิลดตํ่าลงจนถึงเหตุการณสุดทาย เม่ืออาการ
สะทานหนาวปรากฏขึ้น (จริงแท, 2549)  

 
ทฤษฏีท่ีอธิบายสาเหตุการเกดิ CI มีหลายแนวทางไดแก การหยดุไหลหรือการเปล่ียนแปลง

โครงสรางไซโตพลาสซึม การเปล่ียนแปลงโครงสรางของเอนไซมหลักท่ีควบคุมกระบวนการตาง ๆ
การเปล่ียนแปลงสถานะ (phase transition) ของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล  การเกิดสารอนุมูลอิสระ 
และ การเพิ่มข้ึนของไอออนในไซโตพลาสซึม สําหรับสองทฤษฏีแรกยังไมมีขอมูลสนับสนุน
เพิ่มเติมวาเกีย่วของกับการเกิด CI  แตสามทฤษฏีหลังนี้มีความสัมพันธกันอยางใกลชิด และมี
การศึกษาท่ีสนับสนุนวามีความเกีย่วของกบัการเกิดหรือความไวตอการเกิด CI ในทางตรงหรือ
ทางออม 

 
3.1  การเปล่ียนแปลงสถานะของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล 
 
        ทฤษฎีนี้นําเสนอโดย Lyons ในป 1973 เปนทฤษฎีท่ีไดรับความสนใจและมีการศึกษา

จํานวนมากท่ีสนับสนุนวาการเปล่ียนแปลงสถานะหรือองคประกอบของไขมันในเยื่อหุมเซลลมีผล
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ตอการเกิด CI ทฤษฎีนี้อธิบายวา ณ อุณหภมิูวิกฤต กรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acid) ซ่ึงเปน
องคประกอบเยื่อหุมเซลลตาง ๆ โดยเฉพาะในพืชท่ีไวตออุณหภูมิตํ่าจะมีการเปล่ียนสถานะจาก
ลักษณะท่ีออนตัว (liquid crystalline) เปนลักษณะแข็ง (solid gel) ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง
โครงสรางและการจัดเรียงตัวของไขมันในเยื่อหุมเซลล เกิดการร่ัวไหลของประจุ  เกิดการเสีย
สมดุลของกระบวนการเมแทบอลิซึมและเยื่อหุมเซลลเกดิความเสียหายหรือเกดิอันตรายตอเซลล 
นอกจากนี้การเปล่ียนแปลงของเยื่อหุมเซลลทําใหตองการเพิ่มพลังงานกระตุน (activation energy) 
ของเอนไซมท่ีเกาะอยูกับเยื่อหุม (membrane-bound enzyme) จึงทําใหการเกิดปฏิกิริยาตาง ๆ ชาลง 
การสงผาน ATP ไปยังแหลงใชพลังงานชาลง มีผลทําใหการเคล่ือนท่ีของโปรโตพลาสซึมหยุด ทํา
ใหผลผลิตเส่ือมคุณภาพและตายในท่ีสุด การเปล่ียนแปลงของเยื่อหุมนีส้ามารถกลับคืนสูสภาพเดิม
ไดถาอยูในอุณหภูมิตํ่าในชวงส้ัน ๆ แลวนํากลับมาไวท่ีอุณหภมิูปกติ อันตรายท่ีเกดิจากอุณหภูมิตํ่า
จะไมเกิดข้ึน (สายชล, 2528)  การศึกษาในตนกลาหรือผลแตงกวา ตนขาวโพด ผลมะเขือเทศ ผล
พริกหวาน สนบัสนุนทฤษฏีนี้โดยพบวามีการเปล่ียนแปลงอัตราสวนระหวางกรดไขมันไมอ่ิมตัว
และกรดไขมันอ่ิมตัว มีปริมาณ phospholipid ในเยื่อหุมเพิ่มข้ึนสอดคลองกับความเสียหายของเยื่อ
หุมเซลลและการแสดงอาการ CI เนื่องจากอุณหภูมิตํ่า ในการใหสารชะลอการเจริญเติบโตแกกลา
แตงกวาสามารถชะลออาการ CI  มีความสัมพันธกับการชะลอการเปล่ียนแปลงองคประกอบของ
ไขมันในเยื่อหุม (Whitaker and Wang, 1987; Parkin and Ku, 1989; Sharom et al., 1994; Whitaker, 
1995; Kaniuga et al., 1999)  

 
ในพืชท่ีทนทานตอความเย็นหรือพืชท่ีมีถ่ินกําเนิดในเขตหนาวมักมีอัตราสวนหรือปริมาณ

ของไขมันไมอ่ิมตัวสูงกวาพชืท่ีมีถ่ินกําเนดิในเขตรอน ทําใหเยื่อหุมยงัคงรักษาสภาพออนตัวและ
การทํางานของเซลลใหอยูในสภาพปกติ (Murata et al., 1982; Roughan, 1985)  การทํา chilling 
hardening  กับตนถ่ัว Phaseolus vulgaris ซ่ึงเปนพืชท่ีไวตออุณหภูมิตํ่า ทําใหพืชมีความทนตอ
อุณหภูมิตํ่ามากข้ึน เม่ือวเิคราะหชนดิของไขมันในใบพบวาไขมันไมอ่ิมตัวเพิ่มข้ึน แตการทํา 
drought hardening ในพืชชนดิเดียวกนั กลับไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดไขมัน โดยอธิบายวา
ปจจัยเบ้ืองตนในการชักนําใหเกิดความทนทานตอ CI จากการขาดน้ํา อาจเกี่ยวของกบัฮอรโมนพืช
บางชนิดท่ีมีผลตอการเปดของปากใบหรือการสูญเสียน้ํา (Wilson, 1976)  การศึกษาตนกลาขาวโพด
และยาสูบ พบวาความทนทานตอการเกดิ CI  มีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงของฮอรโมน 
abscisic acid (ABA) การให ABA มีผลในการยับยั้งการลดลงของ phospholipid และ glutathione  
ชวยปองกันการเกิด CI  (Rikin et al., 1979; Janowiak et al., 2002) 
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การศึกษาในพชืดัดแปลงพันธุกรรมโดยการตัดตอยีนท่ีทําใหเกดิการเปล่ียนแปลง
องคประกอบของ polyunsaturated fatty acid ซ่ึงมีผลกระทบตอความไวตอการตอบสนองตอ CI   
ยีนท่ีไดรับความสนใจศึกษามากคือ ยีนท่ีถอดรหัสใหโปรตีนหรือเอนไซม glycerol-3-phosphate 
acyltransferase (GPATs) ซ่ึงมีบทบาทในการสังเคราะห phospholipid จาก glycerol -3-phosphate 
และมีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงปริมาณของไขมันไมอ่ิมตัว ใน phosphatidylglycerol (PG) 
ซ่ึงเปนลิปดท่ีเปนองคประกอบของเยื่อหุมกลุมเดียวท่ีสามารถชักนําใหเกิดการเปล่ียนสถานะใน
สภาพหลอดทดลองและลิปดกลุมนี้สวนใหญมาจากคลอโรพลาสตของใบ ดังนั้นการเปล่ียนแปลง
อาจเร่ิมเกิดข้ึนในเยื่อหุมคลอโรพลาสต  Murata et al. (1992) ทดลองถายยีน acyltransferase จาก
ตนฟกซ่ึงเปนพืชท่ีมีความไวตออุณหภูมิตํ่าใหกับตนยาสูบซ่ึงมีความไวตออุณหภูมิตํ่าในระดับปาน
กลาง  ทําใหความทนทานตออุณหภูมิตํ่าของตนยาสูบลดลง  แตเม่ือถายยีน acyltransferase  จากตน 
Arabidopsis ซ่ึงเปนพืชท่ีไมไวตออุณหภูมิตํ่าใหกับตนยาสูบ ทําใหตนยาสูบมีความทนทานตอ
อุณหภูมิตํ่าเพิม่ข้ึน โดยมีความสัมพันธกับอัตราสวนเพิ่มข้ึนของไขมันไมอ่ิมตัวท่ีเปนองคประกอบ
ของ PG  แตจากการศึกษายนี fab1ในตน Arabidopsis กลายพันธุ ท่ีมีไขมันไมอ่ิมตัวลดลงหรือ มี
เปอรเซ็นตของไขมันอ่ิมตัวสูงกวาตนปกติ แตกลับพบวาตนกลายพันธุมีการตอบสนองตออุณหภูมิ

ตํ่าไมแตกตางกับตนปกติ  นอกจากนัน้การถายยีน ω -3 fatty acid desaturase ซ่ึงเรงปฏิกิริยาการ

เปล่ียนกรดไขมันไมอ่ิมตัว linoleic acid (18:2)  เปน α-linolenic acid (18:3) ในตนยาสูบทําใหมี
ปริมาณกรดไขมันชนิดนี้ ใน phospholipids เพิ่มข้ึน แตไมมีผลตอการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติของ
เยื่อหุมเซลล  และยังมีการศึกษาอีกจาํนวนมากท่ีสนับสนุนและไมสนับสนุนความสัมพันธระหวาง
องคประกอบของไขมันกับความทนทานตอการเกิด CI  แตอยางไรก็ตามการศึกษาสวนใหญพบวา 
ปริมาณไขมันอ่ิมตัวในเยื่อหุมโดยเฉพาะ disaturated phosphatidylglycerols นาจะมีผลกระทบใน
การตอบสนองของพืชตออุณหภูมิตํ่าไมทางตรงก็ทางออม แตไมไดเปนปจจยัหลักปจจัยเดียวท่ีมีผล
ตอความไวตอ CI ของพืช (Murata and Yamaya, 1984; Miquel et al., 1993;  Wu and Browse, 
1995; Hamada et al.,1998)  

 
       Wang  et  al. (2006b) ศึกษาการเปล่ียนแปลง profile ของกรดไขมันบางชนิดในตน 

Arabidopsis  โดยใชเคร่ือง electro spray ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) 
พบวาในตนท่ีมีการปรับสภาพใหทนทานตออุณหภูมิตํ่า (cold-acclimated) ท่ีอุณหภูมิ 4 oซ  เกิดการ
สะสมของไขมันไมอ่ิมตัวท่ีมีความจําเพาะตอการเปนสารต้ังตนของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการยอย
สลายไขมัน (lipolytic enzymes) และมี lipid metabolites บางชนิดเพิ่มข้ึน ซ่ึงอธิบายไดวาใน
ระหวางการปรับสภาพใหทนทานตออุณหภูมิเกิดการกระตุนการทํางานของเอนไซม 
phospholipase   
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3.2  การเกิดสารอนุมูลอิสระ (Free radicals) 
 

 Shewfelt and del Rosario (2000) นําเสนอสมมติฐานการเกิด CI โดยมีอนุมูลอิสระ
เปนตัวกลางท่ีสําคัญไดแก suproxide (O.

2
 ) hydroxyl radical (. OH  ) และ hydrogen peroxide 

(H2O2) อนุมูลอิสระเหลานี้จะถูกสรางมากข้ึนในสวนของไมโทคอนเดรียและคลอโรพลาสต เม่ือ
พืชไดรับความเครียดตาง ๆ รวมท้ังความเครียดเนื่องจากอุณหภูมิตํ่า อนุมูลอิสระท่ีสรางข้ึนมาก ทํา
ใหเกดิความเสียหายใหกับโมเลกุลของไขมัน โปรตีน DNA รวมท้ังเยื่อหุม โดยการเกิดปฏิกิริยากับ
กรดไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid) ซ่ึงเปนสวนประกอบของเยื่อหุมเซลล โดย
เกิดปฏิกิริยา lipid oxidation และชักนําใหเกิดการสะสมสารท่ีเปนพิษตอเซลลพืช เชน เอทานอล 
อะเซทัลดีไฮล ทําใหเยื่อหุมเส่ือมสภาพในเวลาตอมา นอกจากนัน้การท่ีอนุมูลอิสระเขาทําลาย
โปรตีนมีผลตอการลดประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมท่ีติดอยูกับเยื่อหุมตาง ๆ (membrane-
bound enzymes) ทําใหเกดิความไมสมดุลของกระบวนการเมแทบอลิซึม ทําใหเซลลตายในท่ีสุด 
แตตัวพืชเองกมี็กลไกควบคุมไมใหมีการผลิตอนุมูลอิสระมากจนเกินไป เรียกวา ระบบตานอนุมูล
อิสระ (antioxidant systems) ซ่ึงมีท้ังท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระและจัดเปนเอนไซม  มีบทบาทใน
การควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหอยูในระดับท่ีไมเปนอันตรายตอเซลลพืช โดยแยงจับอิเล็คตรอน
อิสระ เพื่อทําใหอนุมูลอิสระหมดคุณสมบัติในการเปนตัวออกซิไดซ  การศึกษาท่ีสนับสนุน
สมมติฐานนี้ ไดแก การศึกษาในตนกลาของแตงกวา ถ่ัวเขียว ถ่ัวเหลืองและขาวท่ีมีความไวตอ
อุณหภูมิตํ่า เม่ือนําไปไวท่ีอุณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิท่ีทําใหเกิด CI ชวงระยะเวลาหนึ่ง กอนนําไปไว
ท่ีอุณหภูมิท่ีทําใหเกดิ CI (precondition) ทําใหมีความทนทานตออาการ CI มากกวาตนท่ีไมไดทํา 
precondition ซ่ึงสาเหตุท่ีพืชมีความทนทานมากข้ึนเนื่องจากเอนไซมในระบบตานอนุมูลอิสระบาง
ชนิด เชน catalase (CAT) superoxide dismutase (SOD) มีกิจกรรมเพ่ิมมากข้ึน หรือมีการสรางตัว
ตานอนุมูลอิสระท่ีไมเปนเอนไซมบางชนดิเพิ่มข้ึน (MacRae and Ferguson, 1985; Prasad et al., 
1994; Kuk et al., 2003; Posmyk et al., 2005) แตจากการศึกษาปริมาณตัวตานออกซิเดชันในรูป
ของ total antioxidant capacity (TAC) ในเปลือกและเนื้อติด endocarp ของผลมะมวงกอนการเกิด
อาการสะทานหนาว พบวาไมมีความสัมพันธกับสายพันธุมะมวงท่ีมีระดับความทนทานตออาการ
สะทานหนาวตางกัน (สุทิน, 2547) 

 
การศึกษาการใหความรอนในผลิตผลหลายชนิด เชน สม องุน มีผลในการชะลอการ

ลดลงของเอนไซมในระบบตานอนุมูลอิสระ CAT และ SOD ทําใหผลผลิตตานทานตอการเกิด CI 
เพิ่มข้ึน (Sala and Lafuente, 2000; Zhang et al., 2005) นอกจากนัน้พืชยังมีกลไกการกําจัดอนุมูล
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อิสระในลักษณะพิเศษซ่ึงพบในพริกยักษ เม่ือไดรับอุณหภูมิตํ่าโดยจะสรางเอนไซม alternative 
oxidase (AOS) บนเยื่อหุมช้ันในของไมโทคอนเดรียมากข้ึน เอนไซมนี้จะแยงรับเอาอิเล็คตรอน 
ออกไปจากระบบลําเลียงอิเล็คตรอนในกระบวนการหายใจปกติ และทําใหการสรางอนุมูลอิสระ
ลดลง (Purvis, 1997)  

 
ในปจจุบันไดมีความพยายามอธิบายความสัมพันธรวม (interlink) ระหวางการสราง

อนุมูลอิสระกับความเครียดเนื่องจากอุณหภูมิ พบวาในสภาพท่ีมีความเครียดจากอุณหภูมิ 
(temperature stresses) จะทําใหเกดิการผลิตอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน (stress-generated ROS) ซ่ึงอาจ
ทําหนาท่ีเปนสัญญาณ (ROS signaling) กระตุนใหเกดิกระบวนการปองกันตนเอง (ROS defense 
หรือ temperature defense) ผาน ROS หรือ temperature sensor ปริมาณหรือระดับของอนุมูลอิสระ
ท่ีถูกสรางข้ึนใหม อาจเปนตัวกําหนดบทบาทการทํางานของอนุมูลอิสระ ในการทําหนาท่ีเปน
สัญญาณกระตุนใหเกิดกระบวนการปองกนัตนเอง หรือกระตุนกระบวนการท่ีเกี่ยวของกับการ
ทําลายเซลล (Suzuki and Mittler, 2006) 

 
3.3  การเพิ่มข้ึนของความเขมขนของแคลเซียมไอออนในไซโตพลาสซึม 

 
ทฤษฎีนี้นําเสนอโดย Minorsky ในป 1985 ท่ีมาของทฤษฎีนี้ เกิดจากเซลลพืช

ตอบสนองตอ chilling โดยมีการเพิ่มข้ึนของ แคลเซียมไอออนในไซโตพลาสซึม มากกวา 2 เทา ซ่ึง
ปกติแคลเซียมไอออนมีบทบาทตอการเปล่ียนแปลงกระบวนการเมแทบอลิซึมตางๆ ของเซลล พืช
ท่ีมีความไวตออุณหภูมิตํ่า (chilling-sensitive plant) ท่ีไดรับอุณหภูมิตํ่าอยางรวดเร็ว จะมีแคลเซียม
อิสระเพิ่มข้ึนในไซโทพลาซึมเปนอยางมาก ทําใหเกิดผลกระทบตอการเปล่ียนแปลงกระบวนการ
ทางสรีรวิทยาหลายอยาง   การศึกษาในปจจุบันสามารถอธิบายบทบาทและการทํางานของ
แคลเซียมไอออนตอการเกิด CI ไดชัดเจนข้ึน กลาวคือแคลเซียมไอออนท่ีเพิ่มข้ึนเกีย่วของกับการ
ถายโอนสัญญาณ โดยทํางานรวมกับโปรตีน calmodulin แลวจึงไปกระตุนการทํางานของเอนไซม
ท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายกรดไขมันในเยื่อหุม  ทําใหเกิดกระบวนการ lipid oxidation และ
ผลิตภัณฑท่ีเกดิข้ึน ทําใหเยื่อหุมเซลลเส่ือมสภาพ และสูญเสียคุณสมบัติในการคัดเลือกสาร 
นอกจากนั้นการไหลของแคลเซียมไอออนเขาสูเซลล (Ca2+ influx) ยังเปนสัญญาณกระตุนใหมีการ
สรางอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน การเพาะเล้ียงเซลลของขาวโพด ในอุณหภูมิท่ีทําใหเกดิ chilling  การ
ทดลองใหสารคีเลตและสาร channel blocker ของแคลเซียมไอออนในอาหารท่ีใช ทําใหการผลิต
อนุมูลอิสระและการเกิด lipid oxidation  ใหเกิดข้ึนนอยลง นอกจากนัน้การใหสาร abscisic acid 
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(ABA) จะยับยั้งการเพ่ิมข้ึนของ Ca2+ influx ซ่ึงจะชวยปองกันการชักนําการเกดิ oxidative stress 
และทําใหเกดิ CI นอยลง (Chen and Li, 2001; Lukatkin, 2005) 

 
ทฤษฏีการเกิด CI ท่ีกลาวมาขางตนมีความสัมพันธรวมกนัอยางมากตอการเปล่ียนแปลง

ของอุณหภูมิ นอกจากมีผลกระทบตอการเปล่ียนแปลงสถานะของเยื่อหุมแลว ยังทําใหเกดิการ
เปล่ียนแปลงคุณสมบัติการยอมใหสารผานของเยื่อหุม ซ่ึงทําใหการทํางานของโปรตีนหรือเอนไซม
บนเยื่อหุมทํางานผิดปกติหรือเกิดความเสียหาย ในขณะเดียวกันก็ทําใหไอออนของแคลเซียมท่ีมีอยู
มากในสวนผนังเซลล ในออรแกเนลลอ่ืน เชน ในไมโทคอนเดรีย หรือคลอโรพลาสต เคล่ือนยาย
ผานเยื่อหุมเขามาในสวนของไซโตซอลและเกิดการกระตุนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลาย
กรดไขมันอิสระ กรดไขมันเหลานี้จะถูกออกซิไดซดวยเอนไซม lipoxygenase (LOX)  ซ่ึงทําใหเกิด
อนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน หรืออาจถูกเปล่ียนไปเปนไฮโดรคารบอนหรืออัลดีไฮดตาง ๆ ทําใหเกดิ
ความเสียหายตอเยื่อหุมเซลลและมีการเปล่ียนสถานะของเย่ือหุมมากข้ึน จนทําใหคุณสมบัติความมี
ขอบเขตของออรแกเนลลและเซลลหมดลง เกิดการร่ัวไหลของประจุเพิม่มากข้ึนและเซลลตายใน
ท่ีสุด (Marangoni et al.,1996) จะเห็นไดวาการเกิด CI เปนปรากฏการณท่ีมีความซับซอน ลําดับ
ข้ันตอนของเหตุการณท่ีเกดิข้ึน ท่ีทําใหเกิดความเสียหายกับเซลลพืชแตละชนิด ไมจําเปนตอง
เหมือนกนั หรือมีสาเหตุแรกที่เหมือนกนัในทุกพืช การศกึษาในพืชบางชนิดจําเปนตองใชมากกวา
หนึ่งทฤษฏีในการอธิบาย 

 
4.  Lipid peroxidation กับการเปล่ียนแปลงคุณสมบตัิของเยื่อหุมเซลล 

  
การศึกษาในอดีตพบวาในระหวางกระบวนการแกหรือการเขาสูระยะการเส่ือมสภาพ

(senescence) ของพืชหรือผลิตผลหลายชนิด เชน มันฝร่ัง  บร็อคโคล่ี  มีการเกิด lipid peroxidation 
(LP)  และผลิตภัณฑเพิ่มข้ึนสัมพันธกับการสูญเสียคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลล  (Kumar and 
Knowles, 1993; Zhuang et al., 1997)  การศึกษาในปจจบัุนโดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลชวยยนืยนั
บทบาทสําคัญของ LP ตอความเสียหายของเยื่อหุมเซลล  ซ่ึงเกี่ยวของกบัการสลายตัวของกรด
ไขมันท่ีคารบอนมีพันธะคู (poly unsaturated fatty acids; PUFAs) ไดแก linoleic acid  โดยปฏิกิริยา
ออกซิเดช่ัน  ทําใหไดผลิตภณัฑ fatty acid radical ท่ีมีหมู  hydroperoxide หรือ aldehyde ซ่ึง
สามารถกลับไปออกซิไดซ ท่ีสวนหางของกรดไขมันใน lipid ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงรูปราง 
(conformation change) ซ่ึงมีผลตอการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติการคัดเลือกสารเขาออกและความ
เสียหายของเยือ่หุมเซลล (Wong-ekkabut et al., 2007)  ในสภาวะท่ีพืชหรือผลิตผลไดรับ
ความเครียดจากส่ิงแวดลอม ไมวาจะเปนอุณหภูมิตํ่าหรือการขาดน้ํา จะมีการสะสมของ free fatty 
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acid ซ่ึงเปนสารต้ังตนของการเกิด LP เพิ่มมากข้ึน จึงชักนําใหมีการเกดิ  LP มากข้ึน และสงผลตอ
การเปล่ียนแปลงองคประกอบของไขมันและคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลล (Barclay and McKersie, 
1994; Gardner, 1995) โดยมีกลไกการทํางานของ LP ท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายกรดไขมัน (fatty 
acid oxidation) แบงไดเปน 3 ปฏิกิริยา ดังนี้ 

 
1. Auto-oxidation เกิดข้ึนโดยกรดไขมันไมอ่ิมตัวเกดิปฏิกิริยากับ free radical มี 3 ข้ันตอน

ดังนี้ ดังภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1  ปฏิกริิยาลูกโซของ radical กลไกการเกิด lipid peroxidation 
 
ท่ีมา: http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Lipid_peroxidation.svg 

 
ข้ัน initiation เปนชวงท่ีเกิดการสราง lipid radicals โดยอนุมูลอิสระ เชน .OH จะเขาจบักับ

โมเลกุลไฮโดรเจน ในกรดไขมันไมอ่ิมตัว กลายเปนโมเลกุลน้ํา และ lipid radical ซ่ึงเปนโมเลกุลท่ี
ไมเสถียร ในข้ัน propagation โมเลกุลของ lipid radical จากข้ันแรกจะเขาทําปฏิกิริยากบัโมเลกุล
ออกซิเจนเปล่ียนแปลงเปน  lipid peroxyl radical ทําใหมีความไมเสถียรเพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงอาจ
เปล่ียนไปเปน  lipid peroxide  หรือยอนกลับไปทําปฏิกิริยากับกรดไขมันไมอ่ิมตัว (สารต้ังตน) 
เปล่ียนเปน  lipid radical เพิ่มมากข้ึน สวนข้ัน termination เปนข้ันตอนสุดทาย เปนการหยุด
ปฏิกิริยาการผลิต radical ท่ีเปนปฏิกิริยาท่ีเปนแบบลูกโซในข้ัน propagation โดยการเปล่ียนเปน
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โครงสรางท่ีไมมีคุณสมบัติเปน radical เชน lipid peroxide (LOOH) ซ่ึงอาจเปล่ียนไปสารโมเลกุล
ตํ่าอ่ืน ๆ เชน aldehydes  

 
2.  Photo-oxidation  เกี่ยวของกับการเกดิปฏิกิริยาของกรดไขมันไมอ่ิมตัว กับ singlet 

oxygen (O.
2
 ) ท่ีมีการสรางข้ึนจากออกซิเจนในกระบวนการสังเคราะหแสง ปฏิกิริยาเกิดข้ึนรวดเร็ว

กวา กระบวนการ auto-oxidation และการทําปฏิกิริยาเกดิในตําแหนงของโครงสรางไขมันท่ี
แตกตางกนั ทําใหไดผลิตภณัฑท่ีเปน 12 หรือ 13-hydroperoxide  ปกติพืชมีระบบปองกันการเกิด 
photo-oxidation โดยมีสารพวก caroteniods หรือ tocopherols ซ่ึงจะไปรบกวนหรือลดการผลิต O.

2 
 

3.  Enzymatic peroxidation  เอนไซม LOXs (EC 1.13.11.12) เปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยา
การเติมออกซิเจนในการเกดิ LP และมีความสัมพันธกับกระบวนการ auto-oxidation ของกรด
ไขมัน โดย LOX เรงปฏิกิริยาการสลายตัวของพันธะคู cis-cis unsaturated diene ใน PUFAs ไดแก 
linoleic acid (back bone) (r = 0.51 nm) ทําใหเกดิผลิตภณัฑท่ีเปนอนพุันธของ cis –trans –diene 
hydroperoxyl ไดแก 9 hydroperoxides (9-HP) (r = 0.44 nm) และ 13 hydroperoxides (13-HP) (r = 
0.39) ซ่ึงมีผลตอการเพ่ิมจํานวนโมเลกุลในเยื่อหุมไดมากข้ึนและทําใหเพิ่มความไมยืดหยุนของเยือ่
หุม หรือความแข็ง (rigidity) ของเยื่อหุม และสราง PUFA free radical ท่ีสามารถเปล่ียนเปน 
peroxyl (ROO. ) alkoxyl (RO. ) หรือ O.

2 ในการทํางานของ LOX  มี hydroperoxides และ oxylipins 
เปนผลิตภัณฑตัวกลางท่ีสามารถกลับเขาไปทําปฏิกิริยากบั LOX หรือเปล่ียนเปนสารอ่ืน เชน  
aldehydes  ketones  alcohols หรือ jasmonates ซ่ึงมีบทบาทตอกระบวนการท่ีเกี่ยวของกับการ
พัฒนาหรือการตอบสนองของพืชตอ การเกิดบาดแผลหรือการเขาทําลายของโรคหรือแมลง รวมท้ัง
ตอบสนองตอสภาพเครียดเนื่องจากส่ิงแวดลอม เชน อุณหภูมิตํ่า หรือการขาดนํ้า (Porta et al., 
1999; Porta and Rocha-Sosa, 2002; Liavonchanka and Feussner, 2006)   การใหสารพวกอนพุันธ
ของ jasmonic acid กับผลิตผลบางชนิด เชน ผลฝร่ัง ชวยลด CI เนื่องจากอนุพันธของ jasmonic 
acid มีการกระตุนกระบวนการ defense mechanisms โดยมีการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม LOX และ 
PAL เพิ่มการสะสมสารประกอบฟนอลิกและปริมาณนํ้าตาลในพืช  (González-Aguilar et al., 
2004)  นอกจากนั้นการให methyl jasmonate (MeJA) กับใบโหระพา ชักนําใหยนีหลายชนิดมีการ
แสดงออกเพ่ิมข้ึน สวนใหญเปนยีนท่ีมีบทบาทตอการสราง secondary metabolites รวมท้ังยนี LOX 
และ PPO โดยมีการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิกและสารที่เปนน้ํามันหอมระเหยบางชนิด
เพิ่มข้ึน (Li et al., 2007) 
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 LOXs ในเซลลพืชโดยท่ัวไปพบไดท้ังใน lipid bodies microsomal และ plasma membrane 
โดยพบสวนตาง ๆ ของพืช ซ่ึงมี  isozymes จํานวนมาก ตัวอยางเชน ในตนออนของแตงกวามี LOX 
จํานวน 5 isozymes สวนในใบถ่ัวเหลืองมี LOX  6 isozymes  ชนิดพืชท่ีมีการศึกษาเอนไซมหรือยนี 
LOX มากท่ีสุดคือ ถ่ัวเหลืองและมันฝร่ัง   LOX-1 และ LOX-2 ท่ีพบในถ่ัวเหลือง  มีความยาวของ 
amino acid และนํ้าหนกัโมเลกุลแตกตางกนั LOX-1 ประกอบดวย single polypeptide chain มีความ
ยาว 838 amino acid มีน้ําหนักโมเลกุล 94 KD  มีสวน conserve  ท่ี Cys 4  ตําแหนง และ  Trp 
residues สวน LOX-2 มีความยาว 865 amino acids มีน้ําหนักโมเลกุล 97 KD  มี conserve region ท่ี 
Cys 2 ตําแหนง และ histidine-rich region 6 ตําแหนง บริเวณนี้มีบทบาทตอการจับกบั iron ซ่ึง iron
มีความสําคัญตอการเรงปฏิกิริยาโดย LOX  โดยทํางานเหมือน electron shutter สนับสนุนการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน โดยการใหหรือรับอิเล็คตรอนและมีการเปล่ียนแปลงไปมา
ระหวาง Fe +2 เปน Fe+3 ในวถีิการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันโดย LOX  (Wong, 1995; Feussne and 
Wasternack, 2002; Baysal and DemirdvÖen, 2007)  

 
5.  การเกิดสีน้ําตาลเนื่องจากปฏิกิริยาเอนไซม (Enzymatic browning) 

 
การเกิดสารสีน้ําตาล เร่ิมตนจากการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิก โดยการรวมตัวของ

โมเลกุล phosphoenol pyruvic acid จาก glycolysis และ erythrose-4-phosphate จาก calvin cycle 
หรือ pentose phosphate pathway เขาสู shikimate pathway ไดผลิตภัณฑ aromatic amino acids 
กรดอะมิโน tyrosine   tryptophan และ phenylalanine  ซ่ึงเปนสารต้ังตนในการสังเคราะห
สารประกอบฟนอลิก ผาน phenylpropanoid pathway โดยเอนไซม PAL ทําหนาท่ีเปนสารเรง
ปฏิกิริยา โดยการดึงหมูอะมิโนออกจาก สาร phenylalanine เปล่ียนเปนสาร cinnamic acid จากนั้น
จะเปล่ียนเปนสารประกอบฟนอลิกรูปแบบตาง ๆ  เชน  p-coumaric acid  feruric acid และ sinapic 
acid  สารเหลานี้มีการเปล่ียนแปลงเปนสารประกอบ phenylpropanoid และสะสมในสวนของแวคิว
โอล เม่ือพืชอยูในสภาพเครียด เชน การสูญเสียน้ํา การเก็บรักษาในอุณหภูมิท่ีสูงหรือตํ่าเกินไป การ
เขาทําลายของเช้ือโรค การเกิดการบอบช้ํา หรือบาดแผล ทําใหเยื่อหุมแวคิวโอลเกิดความเสียหาย
สารประกอบฟนอลิกจึงเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซม PPO ท่ีอยูในสวนไซโทพลาซึม  กลายเปนสาร 
quinone ซ่ึงเปนสารไมมีสี แตมีความไวตอการรวมตัวกันเองหรือรวมตัวกับโปรตีนท่ีอยูในเซลล
เปนสารโมเลกุลใหญ กลายเปนสารสีน้ําตาล (Davin and Lewis, 1992; Dixon and Paiva, 1995; 
Amiot et al., 1997) 
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ปจจัยท่ีมีผลตอความไวและความรุนแรงของการเกิดสีน้าํตาล ไดแก ลักษณะเฉพาะของพืช  
หรือปริมาณหรือชนิดของสารต้ังตน  กิจกรรมของเอนไซมท่ีออกซิไดซออกซิเจนเปนสารสีน้ําตาล 
รวมท้ังสภาพการเก็บรักษา  ผักใบแตละชนิดอาจมีสารประกอบฟนอลิกหรือสารต้ังตนท่ีทําใหเกิด
สีน้ําตาลแตกตางกัน  สําหรับพืชสมุนไพรในวงศ Labiatae มีเนื้อเยื่อใบท่ีออนบาง และมีสาร 
ประกอบฟนอลิกเปนองคประกอบในใบจํานวนมาก จึงอาจมีการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลงาย ใน
ผลิตภัณฑโหระพาอบแหงมีสารในกลุมอนุพันธของ hydroxycinnamol ในรูป 3-caffeoyl esters 
ปริมาณมากกวา 2% ตอน้ําหนักแหง สารประกอบฟนอลิกท่ีพบมากท่ีสุดคือ rosmarinic acid และมี 
PPO เปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียนเปนสีน้ําตาล นอกจากนั้นสภาพของเหลวในเซลลมี
ความเปนกรดตํ่า ประมาณ 5.6 จึงเอ้ือตอการเกิดสีน้ําตาลงายข้ึน อีกท้ังยังพบวาปริมาณ rosmarinic 
acid มีปริมาณลดลงมากกวา 50% ในระหวางการเปล่ียนสีของใบโหระพาท่ีมีการอบในสภาพไม
เหมาะสม (Buritaux et al., 1991;  Zgorka and Glowniak, 2001; Venere et al., 2002)  

 
การศึกษาการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิคในใบโหระพา พบวาใบโหระพามีอนุพันธ

ของ phenylpropanoid ท่ีมีปริมาณมาก ไดแก eugenol   rosmarinic acid และ caffeic acid ในใบและ
ขนของใบ (Gang et al , 2001) นอกจากนัน้ยังพบวา PAL ในใบโหระพา เปนชนดิใหมท่ีแตกตาง
จากพืชอ่ืนคือ chemotype และ methyl cinnamate ลักษณะของเอนไซมเปน homotetramer มี
น้ําหนกัโมเลกลุ 152 และ 153 KD แตละ subunit ประกอบดวยโมเลกุลขนาด 38 KD เอนไซมมีคา 

Km เทากับ 329 μ mol และมีคา Vmax เทากับ 11.43 μ mol min-1mg -1protein (Zhigang et al., 
1996) 

  
 เอนไซม PPO จัดวาเปนเอนไซมท่ีมีการศึกษาและมีบทบาทตอการเกิดสีน้ําตาลมากท่ีสุด  
เอนไซม PPO ถูกคนพบคร้ังแรกในเห็ด โดย Schoebein ใน ป 1856 ตอมาไดมีรายงานการคนพบ
เอนไซม PPO ในส่ิงมีชีวิตเกอืบทุกชนิด ท้ังเช้ือรา แบคทีเรีย พืช แมลง รวมท้ังมนุษย แตมีช่ือเรียก
หลายช่ือแตกตางกันออกไปตามชนิดของสารต้ังตน  ไดแก tyrosinase  phenolase  catechol oxidase 
monophenol oxidase  diphenol oxidase  cresolase และ catecholase เปนตน ในพชืช้ันสูงจัด
เอนไซมนี้เปน protection enzyme พืชจะสรางเอนไซมนี้ เพื่อตอตานแมลง จุลินทรีย และเม่ือไดรับ
บาดแผล โดยพืชสรางรงควัตถุสีน้ําตาลหรือเมลลานิน ทําใหบาดแผลแหงและปกปองไมใหจุลินท
รียเขาทําลายพชื  เอนไซมท่ีพบในเยื่อหุมเซลลของเนื้อเยื่อพืชสวนใหญอยูในรูปไมทํางาน 
(inactive) ในลักษณะ membrane-bound enzyme หรือ proenzyme  ซ่ึงตองการตัวกระตุน จึง
สามารถทํางานได  โครงสรางของเอนไซม PPO สวน active site ประกอบดวย 2  domain มีสวน
ของโมเลกุลทองแดงอยูตรงกลาง 2 อะตอม เช่ือมตอกัน ซ่ึงเปนบริเวณที่ออกซิเจนจะเขามาจับและ
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มีการขนสงออกซิเจน อะตอมของทองแดงแตละอะตอมจะจับกับ histidine residue จํานวน 3 ตัว 
และสวนของ histidine นี้จะปรากฏมากบริเวณอนุรักษ (conserve region)  อะตอมของทองแดงมี
ความสําคัญตอการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม PPO ถามีการเพิ่มสารคอปเปอรซัลเฟต ใน
สารสกัดจากพืช ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ momophenol และ o-phenol จะเกดิเร็วข้ึน แตถามีการให
สารพวกรีดักชัน เชน ascorbate จะเขาไปจบัท่ีทองแดง ทําใหเอนไซมเปล่ียนอยูในรูปไมทํางาน 
สวนบทบาทของ histidine พบวาถาหมู histidine หลุดออกจะทําให หมูทองแดงหลุดออกและ
กิจกรรมของเอนไซมเพิ่มข้ึน (Wong, 1995) 
  

การศึกษายีนและโปรตีนของเอนไซม  PPO ท่ีเกี่ยวของกับการเกดิสีน้าํตาลในสวนตางๆ 
ของพืชเชน กลวย มันเทศ พบวาชนิดของยนีและการแสดงออกแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดและอายุ
ของเนื้อเยื่อ ยนี  IbPPO ในมันเทศ มีความยาว 1984 bp ถอดรหัสเปนโปรตีนความยาว 588 amino 
acids มีน้ําหนกัโมเลกุล 657 kDa มีสวน conserve Cu A และ Cu B ยีนมีการแสดงออกมากท่ีสุด ใน
สวนราก รองลงมาไดแกใบออนและใบแก ตามลําดับ ในสวน petiole มีการแสดงออกนอยท่ีสุด 
(Liao et al., 2006)  ในผลกลวยพบยีน PPO ชนิดใหมจากโคลนของ cDNA จํานวน 4 โคลนคือ 
BPO1, BPO11 , BPO34, BPO35  ซ่ึงมีการแสดงออกในระยะการพัฒนาผลท่ีแตกตางกัน BPO1 มี
การแสดงออกในเน้ือของผลออนแตไมมีการแสดงออกในเปลือก และ BPO11 มีการแสดงออก
เฉพาะผลที่ยังออนมากๆ สวนยีน BPO34 และ BPO35 ไมมีการแสดงออกในผล  ยีน BPO  ยังมีการ
แสดงออกในดอก ลําตน รากและใบออนท่ีอยูในระยะใบมวน แตไมมีการแสดงออกในใบแก  แต
จะพบการแสดงออกของยีน BPO34  เฉพาะในใบแกเทานั้น  ยนี BPO1 ท่ีนามีบทบาทเกี่ยวของกับ
การเกิดสีน้ําตาลในผลกลวยมากท่ีสุด (Gooding et al., 2001)  การใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลในการ
ควบคุมการเกดิสีน้ําตาลในมันฝร่ัง โดยทําการถายช้ินสวนของ RNA ของยีน PPO แบบสวนทิศทาง 
(antisense  RNA) พบวา 70% ของพืชท่ีมีการถายยีนมีกจิกรรมของเอนไซม PPO ลดลงมากกวาตน
ปกติ และมีการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลชากวาตนปกติอยางเห็นไดชัด (Martinez and Whitaker, 1995) 
เชนเดยีวกับการศึกษาในแคลลัสของแอปเปลท่ีมีการถาย antisense PPO พบวาแคลลัสมีกิจกรรม
ของเอนไซม PPO ลดลงคร่ึงหนึ่ง เม่ือเปรียบเทียบกับแคลลัสท่ีไมไดมีการถายยีนแคลลัส
เปล่ียนเปนสีน้าํตาลชาลงและเกิดยับยั้งการแสดงออกของยีน PPO (Murata et al., 2001) 

 
6.  การควบคมุอาการสะทานหนาว 
 
 การควบคุมอาการสะทานหนาวในผักใบและผลไมหลังการเก็บเกีย่วท่ีมีการประยกุตใชใน
เชิงการคามี 2 แนวทางหลักคือ  การใชวิธีทางกายภาพ ไดแก การปรับสภาพกอนการเก็บรักษา 
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(Conditioning) การใหความรอน หรือการใชสภาพดดัแปลงบรรยากาศ   และการใชวิธีทางเคมี  
สารเคมีสามารถลดอาการสะทานหนาวในพืชผักและไมผล ไดแก 1-methylcyclopropene (1-MCP) 
salicylic acid (SA)  jasmonic acid (JA)  methyl salicylate (MeSA) และ methyl jasmonate (MeJA)   
 
 6.1  การใชสาร 1-MCP 
 
        1-MCP เปนสารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน โดยการจับกับสวน receptors ของเอทิลีน
และปองกันการตอบสนองของพืชตอเอทิลีน (Sisler and Serek, 2003) การใชสาร 1-MCP มีผลใน
การยืดอายุการเก็บรักษาและลดความรุนแรงของการเกิดอาการสะทานหนาวในผักใบ ไดแก ผักชี 
พาสเลย และผักในเขตเอเชียหลายชนิด โดยไปลดกระบวนการเสื่อมสภาพของใบพืช ไดแก ลด
อัตราการสลายตัวของคลอโรฟลล ลดการสลายตัวของโปรตีนหรือการสะสมของ amino acids 
(Jiang et al., 2002; Able et al., 2003; Ella et al., 2003)  พืชและผลผลิตแตละชนดิมีการตอบสนอง
ตอ1-MCP และการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี ท่ีเกี่ยวของกบัความผิดปกติเนื่องจากการเก็บรักษาใน
อุณหภูมิตํ่าในลักษณะท่ีแตกตางกัน  การให 1-MCP กับผลแอปเปล อะโวคาโด และสับปะรด ชวย
ลดความผิดปกติจากอาการสะทานหนาว เชน superficial scald หรือการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลในสวน
ของเนื้อผล แตการให 1-MCP กับผลทอ บวยและผลสม ทําใหเกิดความผิดปกติเพิ่มข้ึนเนื่องจาก 
ผลไมเหลานี้ตองการเอทิลีนในการเรงกระบวนการสุก  แตสําหรับความผิดปกติเนื่องจากการชักนํา
ของเอทิลีน เชน การเกดิสีน้ําตาลในสวนท่ีมีการตัดแตงของผักสลัด การเกิดอาการฉํ่าน้ําในผล
แตงโม หรือการสะสมสาร isocumarin ในหัวแครอท สามารถลดความผิดปกติโดยการให 1-MCP 
กอนเก็บรักษาหรือกอนการตัดแตง (Waltkins, 2006)  ดังนั้นการใช 1-MCP จึงจําเปนตองเขาใจ
บทบาทและเมแทบอลิซึมของเอทิลีนในผลิตผลนั้น ๆ กอน จึงจะสามารถใชสารชนิดนี้ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ 
 
 6.2  การใชสาร SA  JA  MeSA และ MeJA     
  
 สาร SA และอนุพันธของ SA เปนโมเลกุลสัญญาณท่ีพืชสรางข้ึน หลังจากพืชตอ
ความเครียดจากส่ิงแวดลอม การเขาทําลายของโรคหรือแมลง กระตุนใหพืชมีการตอบสนองโดย
การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีตางๆ ในการปองกันตัวเอง (Klessig and Malamy, 1994) การใชสาร 
MeJA ในการลดการเกิด CI มีรายงานคร้ังแรกในป 1994 โดยทําการศึกษาในผลแตงซูกินี ซ่ึงสาเหตุ
การลด CI ในพืชชนิดนี้ เกี่ยวของกับการเพิ่มข้ึนของปริมาณ ABA และ polyamine (Wang and 
Buta, 1994) แตการศึกษาในผลฝร่ังรายงานวา ความตานทานของ CI  มีความสัมพันธกับการ
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เพิ่มข้ึนของปริมาณนํ้าตาล กจิกรรมเอนไซม LOX  PAL และการสะสมของสารประกอบฟนอลิก 
(González-Aguilar et al., 2004)   นอกจากนั้นสาร MeJA ยังชักนําใหมีการแสดงออกของ 
alternative oxidase (AOX) เพิ่มข้ึน เพิ่มการสะสมของ heat shock protein (HSP)  เพิ่มกิจกรรมของ
เอนไซมตานอนุมูลอิสระ และเพิ่ม antioxidant capacity  ท่ีมีบทบาทตอการปรับตัวของพืชใหทน
ตอการเกิด CI (González-Aguilar et al., 2006)  เอนไซม AOX มีการทํางานลักษณะคลายกับ 
เอนไซมตานอนุมูลอิสระ โดยจะลดการเกิด free radical ในไมโตคอนเดรีย (Purvis, 1997)  

 
6.3  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere) 

 
        การหอหุมผลิตผลดวยฟลมหรือถุงพลาสติกระหวางการเก็บรักษา ทําใหเกดิการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบของบรรยากาศรอบผลิตผล เนื่องจากการใชออกซิเจนและการปลดปลอย
คารบอนไดออกไซดและน้าํของผลิตผลในกระบวนการหายใจ ทําใหเกิดสภาพดัดแปลงบรรยากาศ 
(Kader, 1986)  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศชวยลดความผิดปกติจากอาการ CI ในการขนสง
หรือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่าในผลไมหลายชนิด เชน มะมวง กลวย สม แตประสิทธิภาพในการ
ชะลอ CI  ข้ึนอยูกับชนดิของพืชและระดบัความช้ืนสัมพันธ ในการเกบ็รักษาผลมะมวงท่ีความช้ืน
สัมพันธ 90% (บรรจุในถุงพอลิเอทิลีน) เรงการเนาเสียของผลผลิต แตความช้ืนสัมพนัธท่ีสูงกวา 
90% ไมมีผลตอการเนาเสียของผลสมและมีความเสียหายจาก CI เพียงเล็กนอย (Pesis et al.,  2000; 
Henroid, 2006)  สาเหตุของการลด CI เกี่ยวของกับการลดอัตราการหายใจ การผลิตเอทิลีน ชะลอ
กระบวนการสุกและการออนนุมของผล การลดกิจกรรมของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการเกิดสี
น้ําตาลเชน PAL  PPO และลดปริมาณฟนอลิกท้ังหมด ในผลกลวยหรือหัว fennel ท่ีเก็บรักษาใน
อุณหภมิูตํ่า (Escalona et al., 2004; Nguyen et al., 2004) การเก็บรักษาใบกระเพราเขียว (Ocimum 
sanctum L.) ในถุงพอลิเอทิลีนท่ีบรรจุตัวดดูซับเอทิลีนหรือมีความเขมขนเร่ิมตนของ
คารบอนไดออกไซด 5 %  สามารถรักษาสภาพคุณภาพภายนอกท่ีอุณหภูมิ 13oซ ไดนาน 12 วนั แต
ปริมาณ methyl eugenol ซ่ึงเปนน้ํามันหอมระเหยท่ีพบมากในใบแก มีปริมาณลดลงระหวางการ
เก็บรักษา  (Wongs-Aree and Jirapong, 2007) 
 

6.4  การใชความรอน (heat treatment)  
 
       ในอดีตการใชความรอนหลังการเก็บเกีย่ว มีจดุประสงคเพื่อปองกันกําจัดหนอน แมลง
หรือปองกันโรคในผลิตผลหลายชนิด เชน ดอกไม  ผลไมและผัก การใชความรอนกับผลิตผลสดมี 
3 วิธี ไดแก  การใชน้ํารอน  การใชไอน้ําและการใชอากาศรอน  การใชไอรอนสามารถใชควบคุม
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ไดท้ังเช้ือราและแมลง  และนิยมใชในศึกษาการตอบสนองของพืชตอการเปล่ียนแปลงทาง
สรีรวิทยา  (Lurie, 1998) การตอบสนองของผลผลิตตอความรอนมีลักษณะท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกบั
ชนิดหรือลักษณะกายภาพของผลผลิต วิธีการใหความรอน ชวงระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีใช  ใน
ผลไมและผักผลประเภท climacteric พบวาความรอนมีผลตอการชะลอการสุกของผล โดยการ
ยับยั้งเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายผนังเซลล ยับยั้งกิจกรรมเอนไซม ACS และ ACO และ
ชะลอการผลิต ACC  ซ่ึงทําใหเกิดการยับยัง้การสังเคราะหเอทิลีน และเปล่ียนแปลงการแสดงออก
ของยีน (Klein and Lurie, 1990; Ketsa et. al., 1999)  
 
 พืชท่ีไดรับอุณหภูมิท่ีสูงกวา 35oซ ทําใหเกดิการเปล่ียนแปลงของ polyribosome  สวนใหญ
มีการแยกออกจากกัน แต polyribosome ของ heat shock protein  (HSP) ท่ีชอบสภาพอุณหภูมิสูง 
จะมีการจับตัวกัน แปรรหัสเปน mRNA (Ferguson et al., 1994) ในผลมะเขือเทศท่ีไดรับความรอน 
สามารถลดอาการ CI  มีความสัมพันธกับการแสดงออกของยีน HSPs  แตระบุวาอาจมีสาเหตุอ่ืน
หรือปจจัยอ่ืนท่ีเกี่ยวของกับความตานทานตอ CI ของผลมะเขือเทศ (Vlachonasios, 1999)  เอนไซม
ตานอนุมูลอิสระหลายชนดิ เชน CAT  SOD  POD หรือ APX มีกจิกรรมเพิ่มข้ึนหลังจากไดรับ
ความรอน และชะลอความเสียหายจากการเกิด CI ในผลผลิตหลายชนิด เชน สมแมนดาริน สตรอ
เบอรี  (Vicente et al., 2006 ; Ghasemnezhad et al., 2007)  การปรับสภาพพืชโดยการใหความรอน
เปนชวงเวลานาน สามารถชักนําใหผลสมเกิดความตานทานตอความเย็น โดยพบการสังเคราะห 
transcription factors ชนิดใหม  มีการกระตุนใหเกิด  secondary metabolism และ stress-related 
proteins (Sanchez-Ballesta et al., 2003)  สารเคมีหลายชนิดท่ีมีบทบาทเปน signal molecule เชน 
SA  MeJA  สามารถชักนําใหเกิดการสราง HSP เชนเดยีวกันกับการใหความรอน HSP ท่ีพืชสราง
ข้ึนอาจจะมีบทบาทสําคัญในการปรับตัวในสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม (González-Aguilar et al., 
2006)    
 

การประยกุตใชความรอนสูงในชวงเวลาส้ัน ๆ สามารถลดความเสียหายจากอาการสะทาน
หนาวของพืชท่ีมีความไวตออุณหภูมิตํ่าและการเกดิสีน้ําตาลในผักพรอมบริโภคบางชนิด  การให
ความรอนกับชอใบโหระพาที่อุณหภูมิ 38oซ นาน 4-8 ช่ัวโมงกอนการเก็บรักษาในอุณหภูมิ 9 oซ ทํา
ใหใบโหระพามีความไวตออาการสะทานหนาวลดลง มีความสัมพันธกบัการแสดงออกของยีนท่ี
ถอดรหัสเปนโปรตีนหรือเอนไซม ribulose 1-5 bisphosphate carboxylase oxygenase (Rubisco) ซ่ึง
มีบทบาทในการยอยสลายโปรตีน  (Aharoni et al., 2004; Faure et al., 2004) ในการใหความรอนท่ี
อุณหภูมิ 45oซ เปนเวลา 4 ช่ัวโมงกับผักกาดหอมหอพนัธุ Iceberg  กอนเกิดบาดแผลจากการหัน่ช้ิน
หรือการใหความรอนท่ี 45oซ นาน 2 ช่ัวโมง หลังจากหัน่ช้ิน ชะลอการทํางานของเอนไซม PAL 
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และลดการสะสมของสารประกอบฟนอลิก สัมพันธกับการชะลอการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลของ
บาดแผลจากการหั่นช้ิน  (Salveit, 2000) ในผลทับทิมพบวาการจุมผลในน้ํารอน 45oซ เพียง 4 นาที 
สามารถลดอาการสะทานหนาวหรือชะลอการเปล่ียนสีเปลือกเปนสีน้าํตาล เกี่ยวของกับการกระตุน
การสังเคราะห free polyamines บางชนิด การชะลอการลดลงของอัตราสวนของกรดไขมันไม
อ่ิมตัวตอกรดไขมันอ่ิมตัวและการคงสภาพการเปนของไหลของเยื่อหุมเซลล (Mirdehghan et al., 
2007) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
 ใบพืชสกุลกะเพราที่ใชทดลอง ซ้ือมาจากแปลงเกษตรกรรายเดียว ที่มีการปลูกเปนการคา
ทั้ง 3 ชนิดและปลูกหมุนเวียนตลอดทั้งป มีที่ตั้งในหมู 7 ตําบลทุงบัว อําเภอกําแพงแสน จังหวดั
นครปฐม ดินปลูกในพื้นทีน่ี้จัดอยุในชดุดินกําแพงแสน หรือ fine-silty soil  การเกบ็เกี่ยวหลังจาก
ยายปลูกประมาณ 50 วันในชวงเวลา 7.00-8.00 น. โดยใชมีดตัดกิ่ง มีความยาวประมาณ 25  
เซนติเมตร หอดวยกระดาษหนังสือพิมพ หอละประมาณ 1 กิโลกรัม บรรจุลงในถุงพลาสติก
น้ําหนกัผักไมเกิน 3 กิโลกรัม แลวขนยายมาหองปฏิบัติการดวยรถยนต ทําการคัดเลือกและตดัแตง
ผักที่มีรอยชํ้าหรือมีการเขาทําลายของโรคและแมลง  แลวลางทําความสะอาดดวยสารละลายคลอ
รอกซ ความเขมขน 100  มิลลิกรัมตอลิตร  แลวผ่ึงใหใบแหงหมาดที่อุณหภูมหิอง  บรรจุผักลงใน
ถุงพลาสติกพอลิเอทิลีน (ขนาด 30 x 45 เซนติเมตร ความหนา 0.25 ไมครอน) ที่เจาะรู จํานวน 8 รู 
(ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร) น้ําหนักผัก 150 กรัมตอถุง รัดปากถุงดวยหนังยาง กอน
นําไปเก็บรักษาในหองเย็นทีม่ีสภาพมืดในอุณหภูมิที่ใชทดลอง 
 
การทดลองที่ 1  ศึกษาชนิด และความแกทางสรีรวิทยาของใบที่มีตอการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี
ของ พชืสกุลกะเพราเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 
  
  ทําทดลองเบื้องตน หาอุณหภูมิที่ทําใหเกดิอาการสะทานหนาว (chilled temperature) และ
อุณหภูมิที่ไมใหเกิดอาการสะทานหนาว (non-chilled temperature) ความไวตอการเกดิอาการ
สะทานหนาว และความแกทางสรีรของใบพืชสกุลกะเพรา โดยเก็บรักษาใบแมงลัก (lemon basil) 
กะเพรา (holy basil) และโหระพา (sweet basil) ที่อุณหภมูิ 4  8  12  และ 25  องศาเซลเซียส  (oซ) 
โดยทําการทดลองตอดังนี้ 
 
   การจัดทรีทเมนตแบบแฟคทอเรียลในแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Factorial 3x2x2 
in CRD) ทดลอง 3 ซํ้า ๆ ละ 3 ถุง น้ําหนักผลผลิต 150 กรัมตอถุง (ประมาณ 12-15 กิ่งตอถุง) 
ปจจัยที่ทดลองประกอบดวย 

 
ปจจัยที่ 1  คือ ชนิด (species) ของพืชสกุลกะเพราที่ทําการศึกษามี 3 ชนิด คือ กะเพรา 

โหระพา และ แมงลัก  
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ปจจัยที่ 2  คือ ความแกทางสรีรของใบพืช แบงเปน 2 ระยะ คือ ใบออน และใบแก ใบ
ออนที่ทําการศึกษาคือ ใบคูที่ 1 และ 2 นับจากสวนยอด สวนใบแกจะเปนใบคูที่ 3 เปนตนไป 

 
ปจจัยที่ 3  คือ ระดับอุณหภูมทิี่ใชเก็บรักษา มี 2 ระดับคือ 4  และ 12 oซ  ความชื้น

สัมพัทธภายในภาชนะบรรจุประมาณ 80 ± 5 เปอรเซ็นต (%) 
 

สุมตัวอยางพืชทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง บันทึกการเปลี่ยนแปลงและ
ประเมินคุณภาพของใบพืชหลังจากการเก็บรักษา และเก็บตัวอยางใบสด (เฉพาะสวนของแผนใบ) 
น้ําหนกั 5 กรัมตอซํ้าเก็บ 3 ซํ้าตอตัวอยาง  นําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว  แลวนําไปเก็บในตูแช
แข็งที่อุณหภูม ิ-70 oซ เพื่อใชในการสกัด RNA และวิเคราะหการเปลีย่นแปลงกิจกรรมของ
เอนไซมชนิดตาง ๆ รายละเอียดดังตอไปนี้ 
 
1.  การประเมินคุณภาพผลผลิต 

 
 1.1 ประเมินอาการสะทานหนาว  (ดัดแปลงจาก Thomson et al., 2001) โดยประเมนิ
อาการสะทานหนาวใบเฉลี่ยแตละกิ่ง แบงออกเปน 5 ระดับมีคะแนนตัง้แต 1 ถึง 5 ดังนี้ 

 
    1  คะแนน  ไมมีความเสียหาย 
 2  คะแนน  พบจุดสีดําหรือสีน้ําตาลเกิดขึน้หลายจดุบนใบ (ยังไมเหน็ชดั) 
 3  คะแนน  เกดิจุดสีน้ําตาลขึน้บนใบ มีพืน้ที่ที่เกิดความเสียหายนอยกวา 30% 
 4  คะแนน  มีจดุสีน้ําตาลเขมถึงดํา บนใบคอนขางมาก มพีื้นที่ 30-50% 
 5  คะแนน  มคีวามเสียหายเกิดขึ้นบนใบมพีื้นที่มากกวา 50%  
 
นับจํานวนกิ่งที่มีคะแนนแตกตางกัน คํานวณคาดัชนีการเกิดอาการสะทานหนาวดังสูตร 
 
ดัชนีการเกิดอาการสะทานหนาว = ระดับคะแนน x จํานวนกิ่งที่เกดิอาการที่ระดบัคะแนน  
     จํานวนกิ่งทั้งหมดในซ้ํา (ถุง) พืชทดลอง 
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 1.2 ประเมินคณุภาพของกลิ่นรส (ดัดแปลงจาก Loaiza  and Cantwell, 1997)  
 

        เตรียมสุมตัวอยางใบแกที่เกิดอาการสะทานหนาวและใบที่เก็บรักษาอุณหภูมหิอง
เปนชุดควบคมุ น้ําหนกัใบ 5 กรัมตอตัวอยาง นําไปใสในถวยพลาสตกิที่หอหุมฝาดวยอลูมิเนยีม
ฟอลยเจาะรู  กาํหนดจํานวนผูประเมิน 8-10 คน  เปรียบเทียบกล่ินของตัวอยางใบ และใหคะแนน 
1 ถึง 5 ดังนี้ 
 
        1  คะแนน  ไมมีกล่ินหอม  
 2  คะแนน  มกีล่ินนอยมาก  
 3  คะแนน  มกีล่ินหอมนอย 
 4  คะแนน  มกีล่ินหอมปานกลาง 
        5  คะแนน  มีกล่ินหอมเทากับหรือใกลเคียงกับชุดควบคุม  
 
        ทําการบันทึกผลกรณีที่พบวาการทดลองที่พบวามีกล่ินผิดปกติแตกตางจากสายพนัธุ
ของพืชสกุลกะเพราที่ทําการทดลอง 
 
2.  คาการรั่วไหลของประจุ (electrolyte leakage) (ดัดแปลงวิธีการของ Campos et al., 2003)  
 
 นําตัวอยางใบพืชมาตัดใหเปนชิ้นสี่เหล่ียมขนาดประมาณ 0.5 ตารางเซนติเมตร ดวยใบมีด
โกน ช่ังเนื้อเยือ่ใบ 0.5 กรัมตอซํ้า ทํา 3 ซํ้าตอตัวอยาง ลางเนื้อเยื่อดวยน้าํ deionized  3 คร้ัง แลวใส
ในขวดแกวรูปชมพูที่มีน้ํา deionized ปริมาตร 30 มิลลิลิตร (mL) นําไปวางบนเครื่องเขยาที่มี
ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง วัดคาการนําไฟฟาดวย เครื่องวัดคาการนําไฟฟา 
(conductance meter; Consort model C831, Belgium) จากนั้นนําขวดแกวที่มีช้ินเนื้อเยื่อใบไปแชใน
น้ําอุณหภูมิ  100oซ  นาน 10 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง วัดคาการรั่วไหลของประจุอีกครั้ง 
นําขอมูลไปคํานวณเปอรเซ็นตการรั่วไหลของประจุดังสูตร 
  
 เปอรเซ็นตการรั่วไหลของประจุ  = คาการนําไฟฟากอนตม x 100 
                           คาการนําไฟฟาหลังตม 
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3.  ปริมาณ thiobarbituric acid (TBA) reactive compounds (ดัดแปลงวิธีการของ Hodges  
et al., 1999) 
 

 TBA-reactive compounds หรือ malondialdehye (MDA) เปน secondary end product 
จากกระบวนการ oxidation ของ polyunsaturated fatty acids (PUFA) ใชเปนตัวช้ีวัดการเกิด lipid 
oxidation การวัดปริมาณ MDA ไมสามารถวัดไดโดยตรง แตจะวัดการเกิดปฏิกิริยากบั TBA แต
เนื่องจากในเนือ้เยื่อพืชมีสารประกอบที่รบกวนการเกดิปฏิกิริยา ไดแก สารพวกแอนโทไซยานิน
และสารอื่น  จงึมีการปรับปรุงวิธีการสกัดและการคํานวณสารใหมีความแมนยําถูกตองมากขึ้น
โดยนําเนื้อเยื่อของใบพืชมาสกดัดวย  trichloroacetic acid (TCA) ความเขมขน 5% อัตราสวน 1 
ตอ 10 แลวบดละเอียดดวยเครื่องปนละเอียด (homiginizer; Polytron PT2100, Switzerland) ขนาด
เสนผาศูนยกลางหัวปน 1.7 มิลลิเมตร และตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge; Jouan KR 
22i, France) ความเร็ว 10,000g อุณหภูมิ 4 oซ นาน 15 นาที  นําสวนใส (crude extract) ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลาย TCA ความเขมขน 20%  (-TBA) และ  TCA ความเขมขน 
20% ที่มี TBA ผสมอยู 0.65% (+TBA) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสวนใส ผสมใหเขากนั 
นําไปตมในน้าํเดือดอุณหภมูิ 100 oซ  นาน 20 นาที แลวนําไปแชในอางน้ําแข็ง นาน 10 นาที กอน
นําไปตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงอีกครั้ง ที่ความเร็ว 3,000g นาน 10 นาที นําสวนใสไปวดัคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่องวดัคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer; Genesys 10-UV, USA) ที่
ความยาวคลื่น (Abs) 440  532 และ 600 นาโนเมตร (nm) คํานวณหาปรมิาณของ TBA-reactive 
compounds หรือ malondialdehye (MDA) ดังสมการ 

 
 A  =  [(Abs 532+TBA- Abs 600+TBA) - (Abs 532-TBA – Abs 600-TBA]  

B  =  [(Abs 440+TBA – Abs 600+TBA) 0.0571]  
MDA equivalents (nmol.mL-1) = (A-B/157000)10 

 

4.  ปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมด (total free phenolics) (ดัดแปลงจาก Singleton et al., 1999) 

 
 ทําการสกัดตัวอยางใบพืชดวย เมททานอลความเขมขน 80% อัตราสวน 1 ตอ10 นําไป
บดละเอียดและตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวีย่ง นําสวนใสมาทําปฏิกิริยากับ Folin reagent (Sigma, 
Germany) และสารละลายโซเดียมคารบอเนต เขมขน 20% เรงปฏิกิริยาโดยอุนในอางน้ํา (water 
bath) ที่ปรับอุณหภูมิ 40 oซ นาน 30 นาที แลวแชในอางน้ําแข็งนาน 10 นาที ทิ้งไวใหเยน็กอน
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นําไปวดัคาการดูดกลืนของแสง ที่ความยาวคลื่น 760 nm เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ 
gallic acid ตามวิธีมาตรฐานในการวิเคราะหปริมาณฟนอลิกทั้งหมด หนวยที่วัดไดเปน mg gallic 
acid equivalent (mgGAE) หรือ มิลลิกรัมตอน้ําหนกัสด  
 
5.  การวิเคราะหปริมาณและชนิดของกรดไขมัน (ตามวิธีของ AOAC, 1995) 
  
 5.1  การสกัดไขมันจากตวัอยางพืช 

 
      ช่ังตัวอยางที่บดละเอียดแลว 5 กรัม ใสลงในหลอดทีม่ีฝาปด  เติมสารละลาย

คลอโรฟอรม-เมทานอล (2 :1)  ปริมาตร 30 mL เขยาอยางแรงเพื่อใหเกดิการสกัดที่สมบูรณกรอง
สารละลายผานกระดาษกรอง Whatman No.1 แลวนํากากที่ไดมาสกดัซ้ําอีกสองครั้งดวย
สารละลายและปริมาตรเทาเดิม   รวมสารละลายที่กรองไดเทลงในกรวยแยก (separatory funnel) 
แลวทิ้งไวใหแยกชั้นเก็บสารละลายสวนชัน้ลาง ลงในขวดกนกลม (round-bottom  flask) ที่ทราบ
น้ําหนกัแลว นาํไประเหยใหแหงดวย เครื่อง rotary evaporator ใน water bathโดยใชอุณหภูมิ  
40 oซ จนกระทั่งสารแหง นาํไปชั่งน้ําหนกั จะได ปริมาณ total fat  แลวละลายดวยคลอโรฟอรม 
ใหไดความเขมขนประมาณ 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
5.2  การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหชนิดไขมันดวยเครือ่ง gas chromatography (GC) 
 
 ดูดสารละลายที่สกัดได 1 mL ลงในขวดกนกลมขนาด 250 mL ระเหยใหแหงภายใต

กระแสไนโตรเจน แลวเติม 0.5 M NaOH ใน เมทานอล 4 mL   และ internal standard (C23:0) ที่
เตรียมใน dichloromethane 1 mL เขยาใหเขากันนานประมาณ 30 วนิาท ีนําไปรีฟลักซ (reflux) ที่
อุณหภูมิ 100 oซ นาน 5 นาที ใน water bath shaker  ตั้งทิ้งไวใหเย็น เติม 14% borontrifluoride-
methanol (BF3 –Methanol) 2 mL นําไป reflux ซํ้าที่สภาพเดิม นาน 15 นาที  ตั้งทิ้งไวใหเย็น แลว
เติมสารละลายเกลืออ่ิมตัว (NaCl)  10 mL เขยาใหเขากัน  แลวสกัดตอดวยสารละลาย petroleum 
ether (iso-octane(2,2,4-trimetylpentane))  5 mL สกัด 3 คร้ัง เก็บสารละลายสวนชัน้บน ลงในขวด
กนกลม นําไประเหยใหแหงโดยใชอุณหภมูิ 40oซ  จากนัน้ละลายสารดวย คลอโรฟอรม 1 mL 
กรองสารละลายที่ไดผาน nylon filter membrane มีขนาด pore size 0.45 μm แลวนําไปวิเคราะห
ดวยเครื่อง GC 
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5.3  การวิเคราะหกรดไขมันดวยเครื่อง GC 
 
       ฉีดสารละลายตัวอยาง 1 μL เขาเครื่อง GC (Varian model CD 3800, USA) ผานสวน

ของ column แบบ BD-23 มีความยาว 60 เมตร  ID 0.25 mm และ Film 0.25 μm เขาปรับสภาวะ
เครื่อง GC เพือ่การวิเคราะหกรดไขมัน โดยทําการตั้งอุณหภูมิของ oven เร่ิมตนที่ 50oซ ใช
เวลานาน 1 นาที แลวปรับอัตราการเพิ่มของอุณหภูมิของ oven เปน 25oซ ตอนาทีจนถึงอุณหภูมิ 
175oซ  เปลี่ยนอัตราการเพิ่มเปน 4oซ ตอนาทีจนไดอุณหภมูิ 230oซ  ตั้งอุณหภูมิเร่ิมตนที่ 220 oซ 
เปนเวลานาน 10 นาที อัตราการเพิ่มของอุณหภูมิของ column  5oซ ตอนาที จนได 230oซ ซ่ึงใช
เวลา 2 นาที คงสภาพ 23 oซ นาน 13 นาที   injector แบบ spit-spit ตั้งคา spit ratio ที่ 50:1  ตั้ง
อุณหภูมิ ของ injector ที่ระดบั 250oซ และ detector แบบ FID (flame ionized detector) ตั้ง
อุณหภูมิ 280oซ   

 
6.  กิจกรรมของเอนไซม 
 
      6.1  การเตรียมตัวอยางและการสกัดเอนไซมจากใบพืช  

 
ช่ังตัวอยางใบพืชแชแข็งในไนโตรเจนเหลว  อัตราสวน 1 ตอ 10 ในบฟัเฟอรชนิดตางๆ 

ขึ้นอยูกับชนดิของเอนไซมที่ตองการวัดกิจกรรม ดังนี้  เอนไซม lipoxygenase (LOX) และ 
catechol peroxidase หรือ polyphenol oxidase (PPO) สกัดดวย 0.1 M phosphate buffer (pH  6.8)  
เติมสาร polyvinylpyrrolidone (PVPP) 1.5% (น้ําหนักตอปริมาตร)  เอนไซม catalase (CAT), 
ascorbate peroxidase(APX) และ guaiacol  peroxidase (GPX) หรือ peroxidase (POD) สกัดดวย
สารละลาย 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0)  เอนไซม superoxide dismutase (SOD) สกัดดวย
สารละลาย 0.05 M phosphate buffer (pH 8.0) เติม 0.01 mM EDTA (ehtylene diaminetetra acetic 
acid) และ 3 mM MgCl2 กอนการสกัด สวนเอนไซม phenylalanine ammonina lyase (PAL) 
สารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัดคือ 50 mM Bis-Tris (pH 8.8)  เติมสาร  β-mercaptoethanol ลงใน
สารละลายบัฟเฟอรใหไดความเขมขน 12 mM และกรีเซอรอล 10% 

 
วิธีการสกัดเอนไซม บดตัวอยางใบในสารละลายบัฟเฟอร ดวยเครื่องบดผสมสาร  

(homogenizer) นานประมาณ 30 วินาที กรองผานผาขาวบาง 4 ช้ัน แลวนําไปตกตะกอนดวย
เครื่องปนเหวีย่งตะกอน (centrifuge)  ความเร็วรอบ 12,000g นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oซ  เก็บ
สวนใส (crude extract) ในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
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 6.2  การวัดกิจกรรมของเอนไซม 
  

นํา crude extract ที่ไดมาทําปฏิกิริยากับสารตั้งตน (substrate) ทําการวดัคาการ
ดูดกลืนแสงที่มีความสัมพันธกับการสรางผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นหรือปริมาณสารตั้งตนที่ลดลง
เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม ดังนี้ 

 
6.2.1  กิจกรรมเอนไซม LOX ดัดแปลงจากวิธีของ Sovrano et al. (2006) 

 
เตรียมสารผสม substrate ใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร (mL) 

ประกอบดวย linoleic acid 10 ไมโครลิตร (μL) น้ํากลั่น 4 mL สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
เขมขน 0.1 N ปริมาตร 1 mL และ Tween 20 ปริมาตร 5  μL ผสมใหเขากัน กอนปรับปริมาตรเปน 
25 mL  การวัดกิจกรรมของเอนไซม โดยทําปฏิกิริยาในหลอดแกวใส ประกอบดวย substrate  100 
μL  และ 0.1 M phosphate buffer (pH 6.8) ปริมาตร 1.85 mL  ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยา 
(vortex mixer) เติม crude extract ปริมาตร 50 μL ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาอยางรวดเรว็ แลว
วัดการเปลีย่นแปลงของคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นตอนาที ที่ความยาวคลื่น 234 nm 
 

6.2.2  กิจกรรมเอนไซม CAT  APX และ GPX ดดัแปลงจากวิธีของ Ali et al. (2005)  
 

วัดกจิกรรมของเอนไซมทั้งสามชนิด  จากการทําปฏิกิริยารวมระหวาง
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) กับสารตั้งตนหรือเอนไซมที่ความยาวคลื่นแตกตาง
กันดังนี ้

 
1.  กิจกรรมของเอนไซม CAT ปริมาตรรวมของสารละลายในหลอดทดลอง

เทากับ 3 mL ประกอบดวยบัฟเฟอร phosphate เขมขน 50 mM (pH 7.0)ปริมาตร 150 μL ผสมกับ 
crude extract ปริมาตร 100 μL  ผสมใหกนัแลวเติม H2O2 เขมขน 30 mM ปริมาตร50 μL (ความ
เขมขนของ H2O2 ในหลอดทดลองเทากับ 10 mM)  กิจกรรมของ CAT วัดจากการสลายตัวของ 
H2O2 (extinction coefficient 39.4 mM cm-1) ที่ความยาวคลื่น 420 nm 

 
2.  กิจกรรมของเอนไซม APX  ปฏิกิริยาประกอบดวย สารละลาย ascorbic 

acid เขมขน 0.5 mM เตรียมใน phosphate buffer ใช crude extract ปริมาตร 100 μL และเติม H2O2 
ใหไดความเขมขนของ H2O2ในหลอดทดลองเทากับ 0.1 mM  กิจกรรมของ APX วัดการเกดิ 
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oxidation ของ ascorbic acid (extinction coefficient 2.8 mM cm-1) จากการลดลงของคาดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 290 nm 

 
3.  กิจกรรมของเอนไซม GPX หรือ POD ปฏิกิริยาประกอบดวย crude extract 

สารละลาย guaiacol เขมขน 10 mM phosphate buffer และสารละลาย H2O2 (ความเขมขนเดียวกนั
กับที่ใชในการทําปฏิกิริยาเอนไซม CAT) วัดการเพิ่มขึ้นของคาการดูดกลืนแสงจาก tetraguaiacol 
(guaiacol dehydrogenation product) ที่เกิดขึ้น (extinction coefficient 6.39 mM cm-1) ที่ความยาว
คล่ืน 470 nm  
  

6.2.3  กิจกรรมเอนไซม SOD ดัดแปลงจากวิธีของ Ukeda et al. (1997)  
 

เตรียมสารผสม substrate ประกอบดวย phosphate buffer ความเขมขน 50 mM  
(pH 8.0) สารละลาย xanthine ความเขมขน 3 mM สารละลาย EDTA ความเขมขน 3 mM 
สารละลาย XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide ) 
ความเขมขน 0.75 mM และเอนไซม xanthine oxidase เขมขน 0.14 units กิจกรรมของเอนไซมวัด
จากอัตราการลดลงของ XTT  เปรียบเทียบหลอดที่ทําปฏิกิริยาที่เติมและไมเติม crude extract ที่
ความยาวคลื่น 470 nm คํานวณหา unit ของ SOD จากปริมาณเอนไซมที่ทําใหเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา
ลดลงครึ่งหนึ่ง 

 
6.2.4  กิจกรรมเอนไซม PPO  ดัดแปลงจากวิธีของ Kazuhiro et al. (1999)  

 
       นําสารสกัดเอนไซมปริมาตร 0.05 mL มาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร 1.95 

mL เติมสารละลายกรดแคฟอิคที่เปนสารตั้งตน ความเขมขน 10 mM ผสมใหเขากัน ทําการวัดคา
การดูดกลืนของแสง หลังจากทําปฏิกิริยานาน 1 นาที เปรยีบเทียบกับหลอดในชุดควบคุม (blank) 
ที่ความยาวคลื่น 420 nm จากนั้นนําสารสกดัเอนไซมมาวเิคราะหหาปรมิาณโปรตีนดวยวิธี
มาตรฐาน (Bradford, 1976) คาที่วัดไดมหีนวยเปนหนวยปฏิกิริยาของ catechol oxidase ตอ
มิลลิกรัมโปรตีน 
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6.2.5  กิจกรรมเอนไซม PAL ดัดแปลงจากวิธีของ Gang et al. (2001)   
 

    เตรียมกราฟมาตรฐานของ trans-cinnamic acid โดยวัดคาการดูดกลืนของแสง
ที่ความยาวคลื่น 290 nm บันทึกกราฟเสนตรงที่ไดเพื่อนําไปเปรียบเทยีบหาปริมาณผลิตภัณฑทีไ่ด
จากปฏิกิริยาของเอนไซมในการทดลอง ปฏิกิริยาในหลอดทดลองประกอบดวย สารละลาย
บัฟเฟอร Tris ความเขมขน 50 mM pH 8.8 และสารสกัดเอนไซมจากพชื เติมสารตั้งตน L-
phenylalanine ความเขมขน 12 mM วัดคาความยาวคลื่นที่ 290 nm เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
และวดัปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford (1976) คาที่วัดไดเปนนาโนโมลตอช่ัวโมงตอมิลลิกรัม
โปรตีน หรือหนวยปฏิกิริยาของ  PAL ตอมิลลิกรัมโปรตีน 
  
การทดลองที่ 2  ศึกษาวิธีการลดอาการสะทานหนาวในพืชสกุลกะเพรา 
  

จากผลการทดลองที่ 1 ใบแมงลักเปนพืชสกุลกะเพราชนดิที่มีความไวตออาการสะทาน
หนาวมากที่สุดและมกีารตอบสนองตออาการสะทานหนาวใบออนและใบแกแตกตางกัน 
 

2.1  การรมดวย 1-methylcyclopropene (1-MCP) 
 

นําตะกราที่บรรจุดวยกิ่งแมงลัก มารมดวยไอของสารเคมี ในตูรมพลาสติกที่มีปริมาตร 
0.07 ลูกบาศกเมตร คํานวณปริมาณสาร 1-MCP ใหมีความเขมขน 100  500 1,000 และ 2,000 nL L-1 
ใชเวลารมนาน 4 ช่ัวโมง ทีอุ่ณหภูมิหอง โดยมีอากาศปกติเปนชุดควบคุม ทดลอง 3 ซํ้าๆ ละ 15 กิ่ง 
นําไปเก็บไวที ่4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวของใบออนและใบแกทุก 12 ช่ัวโมงจนครบ 48 
ช่ัวโมง เลือกชนิดของสารและความเขมขนที่มีผลตอการชะลอการเกิดอาการสะทานหนาวทดสอบ
ซํ้า นําไปเก็บไวที่ 4oซ ประเมนิอาการสะทานหนาวในใบแกและวดัคาการรั่วไหลของประจ ุ
  

2.2  การใชสาร  salicylic acid (SA) 
 

การใหสารละลาย SA โดยการจุมทั้งกิ่งพืชลงในสารละลาย ความเขมขน  0  0.25  0.5 
1.0 และ 2.0 mM เปนเวลานาน 5 นาที แลวปลอยใหแหงกอนบรรจุในถุงพลาสติกเจาะรู แลวนําพชื
ทดลองไปเก็บไวที่อุณหภมูิ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง บันทึกคะแนนอาการสะทานหนาวทีเ่กิดขึ้นทั้งใน
ใบแกและใบออน  เลือกความเขมขนและระยะความแกทีม่ีผลตอการชะลอการเกิดอาการสะทาน
หนาวมาทดสอบซ้ํา โดยตัดใบ จํานวน 10 ใบตอซํ้า ทดลอง 3 ซํ้าตอการทดลอง นําสวนของกานใบ
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จุมในสารละลาย SA ความเขมขน  0  0.25 และ 0.5 mM เปนเวลานาน 5 และ 10 นาที แลวยายไป
จุมในน้าํกลั่น นําตะกราพลาสติกที่บรรจุ ตัวอยางวางบนถาดพลาสติกที่มีกระดาษทีชุ่มดวยน้ํากลัน่ 
แลวบรรจุในถงุพลาสติกเรียงเปนชั้น ไปวางในนําไปเกบ็ไวที่ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวใน
ใบแกและวัดคาการรั่วไหลของประจุในการทดลองที่เกิดความแตกตางของอาการสะทานหนาว 
  

2.3  การสภาพดัดแปลงบรรยากาศ (modified packaging) 
 
บรรจุกิ่งแมงลกัในถุงพลาสติก 3 ชนิดคือ พอลิเอทิลีน (polyethylene: PE), พอลิโพร

ไพลีน (polypropylene: PP)  และพอลิเอทิลีนความหนาแนนสูง (high-density polyethylene: 
HDPE) ขนาด 20 x 30 เซนติเมตร มีความหนาเฉลี่ย 0.25 ไมครอน เจาะรูขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7  
เซนติเมตร จํานวน 4 รู บรรจุผักน้ําหนัก 120 กรัมตอถุง เปรียบเทียบถุงที่บรรจุแบบปด (ไมเจาะรู) 
และถุงเจาะรู ไปวางในนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวในใบแกในแตละ
กิ่งและวัดคาการรั่วไหลของประจุในการทดลองที่เกิดความแตกตางของอาการสะทานหนาว 

 
2.4  การใชความรอน 

 

ตัดกิ่งแมงลักใหมีความยาวประมาณ 120 เซนติเมตร เสียบปลายกานในหลอดพลาสติก
บรรจุน้ํากลั่น นําไปวางในตะกราพลาสติกและคลุมดวยถุงพลาสติก ความชื้นภายในตะกราเฉลี่ย 
90% เพื่อปองกันไมใหพืชทดลองสูญเสียน้ํา นําตะกราไปวางในตูอบลมรอนอุณหภมูิ 38oซ มี
ความชื้นสัมพทัธเฉลี่ย 70%  ใหความรอนเปนเวลานาน 0  15  30 และ 45 นาที นํามาปลอยใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง แลวถอดหลอดน้ําออก นํากิง่พืช บรรจุในถุงพลาสติกเจาะรู ช่ังน้ําหนกัถุงละ 150 กรัม
แลวปดปากถุง นําไปเก็บไวที่ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวของใบออนและใบแกทุก 12 ช่ัวโมง
จนครบ 48 ช่ัวโมง เลือกระยะเวลาที่มีผลตอการชะลอการเกิดอาการสะทานหนาวทดสอบซ้ํา นําไป
เก็บไวที่ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวในใบแกและวัดคาการรั่วไหลของประจ ุ

 
การทดลองที่ 3  ศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของใบพืชสกุลกะเพรา 
 

เปรียบเทียบลักษณะกายวิภาคของใบออนและใบแกของพืชกะเพรา โหระพาและแมงลัก 
สุมเก็บตัวอยางพืช กอนและหลังจากเก็บพชืที่ 4 และ 12oซ เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง โดยตรึงชิ้น
เนื้อเยื่อใบในพาราฟน ตามกรรมวิธีของ Brooks et al. (1950) ดังนี้ ตดัเนื้อเยื่อใบบริเวณที่เกิด
อาการสีน้ําตาลที่เชื่อมตอกับเนื้อเยื่อปกติ ออกเปนชิ้นเลก็ๆ ดวยใบมีดโกน ขนาดชิน้เนื้อเยื่อ 5-8 
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มิลลิเมตร ทําปายขนาดเล็กดวยกระดาษ ระบุช่ือของตัวอยางหรือรหัส นําชิ้นเนื้อเยื่อและปายแชลง 
(Fix)  ในสารละลาย 50% FAA  นาน 1 วนั ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปผานขั้นตอนการดึงน้ําออก 
(dehydrate)  ดวย TBA series ที่ความเขมขน 50%  70%  85%  95% และ 100% (3:1 TBA:100% 
EtOH) ใชเวลาแชเนื้อเยื่อ 10-12 ช่ัวโมง ในแตละความเขมขน หลังจากแชใน 100%TBA จนครบ
เวลา เทสารเกาออกเติม absolute TBA ทิ้งไวประมาณ 12 ช่ัวโมง เปลี่ยนสาร  absolute TBA ใหม
แชซํ้าตออีก 12 ช่ัวโมง  จากนั้นยายเนื้อเยื่อลงในหลอด Eppendrof  แลวเติม liquid paraplast  
ปลอยใหแข็งตัว เปดฝาตวัอยางนําไปเก็บไวในตูอบ ประมาณ 2 วัน  แลวทําการเปลี่ยน paraplast 
ใหมทุกวัน เปนเวลา 3 วนั จงึยายเนื้อเยื่อลงในบลอกพลาสติกที่มีอะลูมิเนียมฟอลยขึ้นรูป จัดชิ้น
เนื้อเยื่อใหอยูในระนาบที่ตองการ ปลอยใหแข็งตวั แชตวัอยางในน้ําแข็ง กอนนําไปตัดตามขวาง
ดวย เครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบมอืหมุน (rotary microtome; MH335, Germany) ความหนาของชิ้น
เนื้อเยื่อ 8 ไมครอน ยอมสีสไลดดวย toluidine blue (Sekai, 1973) ตรวจเช็คการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะองคประกอบของเซลล ภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 100 เทา 
 
การทดลองที่ 4  ศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวของกับการเกิดสีน้ําตาลในใบพืชสกุลกะเพรา 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเกดิสีน้าํตาลในใบพืชสกุลกะเพรามี
ขั้นตอนการดําเนินงานดังตอไปนี ้
 

4.1  การออกแบบไพรเมอร  ตามขั้นตอนตอไปนี ้
 

4.1.1  สืบคนขอมูล nucleotide ในฐานขอมลู NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
โดยใชช่ือที่มคีวามเฉพาะเจาะจงกับสิ่งที่ทาํการศึกษามากที่สุด ซ่ึงใชสองคําคือ lipoxygenase หรือ 
polyphenol oxidase และคําวา chilling หรือ low temperature  ตรวจเช็ครายละเอียดของผลที่ไดวา
เปนยีนแบบ full length หรือ partial รายละเอียดของยีน การตีพิมพในวารสาร และคดัเลือกที่เรา
สนใจเปนยีนหลัก 

 
การออกแบบไพรเมอรแบบเฉพาะเจาะจง (specific primer) โดยคัดลอกลําดับ

เบสของยีนหลัก นาํไปเทยีบคู (alignment) ในสวน nucleotide blast (blastn)  เลือกยีนที่มีความ
เหมือน (identity) ของนิวคลีโอไทดใน DNA กับฐานขอมลู  มากกวา  85% จํานวน 5-7 ชนิด  
คัดลอกลําดับเบสของยีนเหลานั้น เพื่อไปตรวจสอบหาบริเวณอนุรักษ  (conserve region)  ถาผล
ยีนที่ไดจาก blastn  มีเปอรเซ็นตความเหมือนต่ําหรือมียนีที่มีความเหมือน 100 เปอรเซ็นต เพียง 1-
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2 ยีน ตองทําการออกแบบจากกรดอะมิโนหรือโปรตีนของยีนหลัก หรือออกแบบไพรเมอรแบบ
ไมเฉพาะ (degenerate  primer) โดยคัดลอกลําดับโปรตีนของยีนหลัก เขาโปรแกรม standard 
protein blast หรือ blastp เปรียบเทียบลําดบัของ sequence ในฐานขอมูล 

 
4.1.2  นําลําดับเบสของยีนที่ไดจากขอ 1 มาเทียบคู DNA โดยใชโปรแกรม ClustalW 

(http://clustalw.genome.ad.jp) ตรวจสอบหาตําแหนงของลําดับเบสที่มีความเหมือนกัน เลือกสวน
ของยีนที่เปนบริเวณอนุรักษ 2  ตําแหนงอยูหางกนั ควรมีจํานวนเบสอยางนอย 23-30 เบส และมี
เปอรเซ็นตความแตกตาง (% degeneracy) ไมเกิน 128  โดยอาจตดัลดเบสบางตัวที่มคีวามแตกตาง
ออกเพื่อใหไดเบสที่มีความเหมือนมากขึ้น กรณีที่ออกแบบไพรเมอรแบบเฉพาะเจาะจง ตองมี
ลําดับเบสที่เหมือนกันตดิตอกันอยางนอย 7 ตําแหนง   

 
4.1.3  เปรียบเทียบตําแหนงที่ไดกับลําดับเบสของยีนหลัก ทําเครื่องหมายบริเวณที่

เปนบริเวณอนรัุกษ  แลวนํามาไปเขาโปรแกรม Primer3 ( http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3) จากการประมวลผลของโปรแกรมใหจํานวนไพรเมอร 3-4 คู นําไปตรวจเช็ค
การจบัคูระหวางไพรเมอร (primer dimmer) ดวยโปรแกรม Fast PCR  ถาพบ dimmer ใหทดสอบ
ไพรเมอรคูใหมหรือออกแบบใหมใหที่มีความจําเพาะ ควรมีความยาวมากกวา 17 เบสขึ้นไป ควร
มี annealing temperature สูงเพื่อใหการจับของไพรเมอรมีความจําเพาะสูง  และปริมาณ GC 
content อยูในระดับ 40-60% 
 

4.2  การสกัด RNA จากเนื้อเยื่อใบพืช  ดวยวิธี Pine tree method (Chang et al., 1993)   
 

สุมใบออนและใบแกของพชืสกุลกะเพรา  กอนการเก็บและหลังจากการเก็บรักษาที่ 
4 และ12 oซ  นาน  12  24 และ 48 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนระยะกอนและหลังจากใบพืชแสดงอาการ
สะทานหนาว  นําตัวอยางพชื แชแข็งในไนโตรเจนเหลว แลวเก็บตวัอยางในตูแชแขง็ที่อุณหภูม ิ  
–70 oซ  ทําการสกัด RNA ตามขั้นตอนดังตอไปนี ้  

 
4.2.1  เตรียมสารบัฟเฟอร  extraction buffer  ประกอบดวย  2% CTAB 

(hexadecyltrimethylammonium bromide), 2% PVPP (polyvinylpyrrolidone), 100 mM  Tris- 
HCl (pH 8.0), 25 mM  EDTA (pH 8.0) และ 2.0 M NaCl สารละลายตาง ๆ เตรียมดวยน้ํา DEPC 
(dietylpyrocarbonate) ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อใน autoclave ปลอยทิ้งไวใหเยน็ เติม
สารละลาย spermidine 7.5  μL ตอ 15 mL หรือตอหนึ่งตวัอยาง และ 2% β-mercapotoethanol 
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กอนทําการสกัด และอุนสารสกัดบัฟเฟอร ในอางน้ํา อุณหภูมิ 65 oซ เปนเวลา 10 นาที กอนใส
เนื้อเยื่อพืช   สวนการเตรยีมบัฟเฟอร SSTE ประกอบดวย 1.0 M  NaOH,  0.5% SDS, 10 mM 
Tris-HCl (pH 8.0)  และ 1 mM EDTA (pH 8.0) เตรียมสารละลายทุกชนดิดวย RNAase-free water  
 

4.2.2  บดเนื้อเยื่อใบในไนโตรเจนเหลวดวยโกรงใหละเอยีด ช่ังจํานวน 1 กรัมใสใน
หลอด centrifuge (หลอดกนกลม)  ที่ปราศจาก DNA และ RNA (RNase/DNase free) เติมสกัด
บัฟเฟอรจากขอ 4.1.1 ปริมาตร 15 mL ผสมใหเขากนัดวยเครื่องเขยา ทีค่วามเร็วรอบสูงนาน 1 
นาที ปนละเอยีดใน เครื่องบดผสมสาร นาน 1 นาที เติมสารละลาย  SEVAX (chloroform-
isomyalcohol; 24:1 v/v) ในปริมาตร 15 mL  ตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวีย่งตะกอน ความเร็ว 
7,000g นาน 10 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 oซ  เกบ็สวนใส ใสหลอดใหม เติมสารละลาย  SEVAX 
ปริมาตรเทาเดมิ ตกตะกอนซ้าํดวยสภาพเดมิ เก็บสวนใสกรองผาน Mira cloth ที่ฆาเชื้อแลว ลงใน
หลอดกนกลม เติมสารละลาย LiCl ความเขมขน 8 M ปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรรวมของสวน
ใสที่อยูในหลอด เพื่อตกตะกอน RNA นําหลอดไปเก็บในอุณหภูมิ 4 oซ นาน 1 คืน แลวจึงนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000g ที่ 4 oซ  นาน 20 นาที เก็บสวนตะกอน เพือ่นําไปทําการสกัดใน
ขั้นตอนตอไป 
   

4.2.3  นําตะกอนที่ไดมาละลายดวยบัฟเฟอร SSTE  อุนที่อุณหภูมิ 65 oซ นาน 10 นาที  
ปริมาตร 500 μL ดูดสารละลายใสในหลอด Eppendrof  ขนาด 1.5 mL ผสมสารใหเขากันดวย
เครื่องเขยา  เตมิ SEVAX ปริมาตรเทากับปริมาตรรวมของสวนใสที่อยูในหลอด และผสมใหเขา
กันแลวนําไปตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน ที่ความเร็ว 12,500g  นาน 5 นาที  ที่ 4 oซ 
เก็บสวนใสในหลอด Eppendrof หลอดใหม เติม absolute ethanol ที่เย็นจัด ปริมาตรเทากับ
ปริมาตรรวมของสวนใสในหลอด คว่ําหลอดกลับไปมา นําไปเก็บไวที ่-70 oซ นาน 30 นาที แลว
นําไปตกตะกอนซ้ําที่ความเร็ว 12,000g นาน 20 นาที ที่ 4 oซ เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% 
ethanol ปริมาตร 0.5 mL ผสมใหเขากนัดวยเครื่องเขยา นําไปตกตะกอนอีกครั้งที่ความเร็ว 
12,000g นาน 5 นาทีที่ 4 oซ เทสวนใสทิ้ง คว่ําหลอดบนกระดาษซับแหงหรือทําใหแหงใน 
vacuum desiccator jar จากนั้นละลายตะกอนดวยน้ํา DEPC ปริมาตร 20  μL ดูดสารละลาย RNA 
สวนหนึ่งไปตรวจสอบและวดัปริมาณ RNA ที่สกัดได และนําสารละลาย RNAไปแชในตูแชแข็ง
ที่อุณหภูมิ -70 oซ จนกวาใชงาน 
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4.3  การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณ RNA 
 

4.3.1  การวัดปริมาณ RNA โดยใชเครื่อง UV spectrophotometer 
 
ดูดสารละลาย RNA มาเจือจาง 50 เทาโดยใช ปริมาตร RNA 2 μL ผสมในน้ํา

กล่ัน 98 μL วดัคาการดูดกลืนแสง เพื่อหาความเขมขนของ RNA ดวยเครื่อง spectrophotometer  ที่
ความยาวคลื่น 260 และ 280 nm โดยใชน้ํากลั่นเปนตวัเปรียบเทียบ (blank) คํานวณหาความ
เขมขนของสารละลาย RNA ดังนี ้

 
ความเขมขน RNA (μg/ μL) = A260 x dilution factor x k 

      1,000 
 

A260 คือ คาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 nm 
Dilution factor เทากับ 50 เทา 
K เทากับ 40 μg/μL คือคาคงที่ของปริมาณ RNA เมื่อวดั absorbance ของ RNA 

ที่ 260 nm ไดเทากับ 1  
 

 คุณภาพของ RNA พิจารณาจากสัดสวนของคา A260/A280 มีคาระหวาง 1.8-
2.0 แสดงวาสารละลาย RNA ที่ไดมีคุณภาพดี  
 

4.3.2  การตรวจสอบคุณภาพ RNA โดยวิธีอิเล็กโตรโฟริซิส (electrophoresis)   
เตรียม เจลแขง็ 0.8% agarose gel  ในบัพเฟอร 0.5xTBE  (0.045 M Tris-borate ผสมกับ 0.001 M 
EDTA) วางแผนเจล ในเครือ่งอิเล็กโตรโฟริซิส ในทิศทางจากลบไปบวก เติมบฟัเฟอรจนทวม
แผนเจล จากนัน้นําสารละลาย RNA ที่สกัดไดจํานวน  2  μL ผสมกับ 2x dye หยอดลงหลุมบน
แผนเจล เปรียบเทียบกับสารละลาย DNA มาตรฐาน 1kb marker ติดตั้งเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส 
กระแสที่ 100 โวลต นาน 25 นาที เมื่อครบกําหนดนําเจล  ที่ไดมายอมดวย ethidium bromide 
(EtBr) ความเขมขนที่ใชประมาณ 0.5  μg/ μL นาน 5-10 นาที ลางแผนเจล ในน้ําสะอาด 
ตรวจสอบภายใตรังสีอัตราไวโอเลต ดวยเครื่องถายภาพเจล (Gel documentation and analysis 
system; Gene genius, UK) ลักษณะ RNA ของใบพืชสกลุกะเพราปรากฏแถบจํานวนมาก แตมี
แถบสวางมากที่สุด 2 แถบ แถบบนใหญกวาแถบลาง และสองแถบนี้ปรากฏอยูในระนาบเดียวกับ
ช้ิน DNA มาตรฐานที่ 2,000 bp และ 3,000 bp  
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4.4  การสังเคราะห  cDNA  จาก RNA (cDNA synthesis)  
 

นําสารละลาย RNA ที่สกัดได จํานวน 1 μg มากําจัด DNA ปนเปอนดวยชุด
สารละลาย RNase-free DNase I  (Fermentas, USA)  ตามวิธีการที่ระบโุดยบริษัทผูผลิต ทําการ
จําลอง RNA สายเดี่ยว เพื่อใหไดผลิตภณัฑ cDNA สายส้ันๆ จํานวนมาก โดยใชชุดสําเร็จรูป 
Omiscript Reverse Transcriptase  (Qiagen, Germany) โดยใช 18 μL RNA ที่ผานการกําจัด DNA 
บนเปอนแลว ตามวิธีการที่ระบุโดยบรษิัทผูผลิต  ทําการตรวจเช็ค cDNA ที่ได โดยใชเปนสาย
ตนแบบ (template) ในการสรางยีนเปาหมาย ตอจาก ไพรเมอร ของ house keeping gene (18S)  
ดวยเครื่อง PCR  แยกขนาดของ DNA ใน 0.8% agarose gel ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV 
จะปรากฏแถบเหนือ DNA มาตรฐานที่ 250  bp  ตัวอยางที่ไมเกิด PCR product  ตองทําการ
สังเคราะห  cDNA หรือสกัด RNA ใหม 

 
4.5  การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเปาหมาย  
 

นํา cDNA ที่ไดมาทํา PCR reaction โดยนาํไพรเมอรแบบไมเฉพาะจํานวน 1 คูใสลง
ในหลอด PCR เติมสารละลาย PCR (Qiagen, Germany) ปริมาตรรวม 25 μL  ประกอบดวย 2.5 
μL 10x buffer , 1.5 μL 3 mM MgCl2, 0.5 μL 10 mM dNTP, 5 μL 10 μM primer Forward, 5 μL 
10 μM primer Reverse , 0.125 μL taq polymerase, 1 μL template หรือ cDNA และ double 
deionized water นําใสเครื่อง PCR โดยตั้งอณุหภูมิและเวลาสําหรับการทําปฏิกิริยาของยีน LOX 
และ PPO (ใชอุณหภูมิและเวลาที่แตกตางกันในสวนวงเล็บ) ดังนี ้

 
ชวงที่ 1  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 3 นาที 
ชวงที่ 2  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 30 วินาท ี

         อุณหภูมิ 55oซ  นาน 1 นาที    (54oซ  นาน 30 วนิาท)ี 
         อุณหภูมิ 72oซ  นาน 1 นาที    (72oซ  นาน 40 วนิาท)ี ทําซ้ําจํานวน 35 รอบ 

ชวงที่ 3  อุณหภูมิ 72oซ  นาน 10 นาที 
 

ทําการตรวจชิน้สวน DNA ดวย 0.8% agarose gel ดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส และ
ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV กรณทีี่มีผลิตภัณฑปรากฏมากวา 1 แถบตองทําการแยกชิ้น 
DNAโดยการตัดเจลภายใตแสง UV นําเจลที่ไดมาสกัด DNA ใหบริสุทธิ์ดวยชุดสําเร็จรูป QIA 
quick gel extract (Qiagen, Germany)  



 37 

4.6  การโคลนชิ้นสวนของยนี (cloning) ดดัแปลงจากวิธีการของ Sambrook et al. (1989) 
 ประกอบดวยขั้นตอนดังนี ้

 
 4.6.1  นําชิ้นสวน DNA ที่ไดมาเชื่อมตอ (ligation) กับพลาสมิด โดยใชชุดสําเร็จรูป 

pGEM®-T Easy vector system (Promega, USA)  ตามวธีิการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยการตัด
สวนปลายของ DNAขนาดเล็กออกดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวทําใหตกตะกอน นํา DNA ที่ไดไป
เชื่อมตอกับพลาสมิด โดยเตรียมพลาสมิดพาหะ ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ทําปฏิกิริยาซ้ํา เพื่อเปลี่ยน
หมูฟอสเฟสเปนหมูไฮดรอกซี โดยใชเอนไซม alkaline phosphatase เพื่อปองกันการเชื่อมตอกลับ  
จากนั้นทาํการเชื่อมตอช้ินสวนของ DNA กับพลาสมิดจะได พลาสมิดลูกผสม (recombinant 
plasmid)  
 
 4.6.2  นําพลาสมิดลูกผสม เขาสูเซลล (transformation)  แบคทีเรีย  E. coli  สายพันธุ 
DH5 α  ระยะ log phase ซ่ึงเปนเซลลที่สามารถรับและนํา DNA เขาเซลลได (competent cell) 
นําไปเพิ่มจาํนวน โดยเลี้ยงในอาหารเหลว SOC บนเครื่องเขยาความเรว็รอบ 200 รอบตอนาทีที่ 
37oซ นาน 1 ช่ัวโมง นําไปปนตกตะกอนและนําไปเลื้ยงบนอาหาร LB แข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะ 
Ampicillin 50 µg/mL   เติมสาร IPTG และ  X-gal ปริมาตร 40 μL  บนผิวอาหารเลีย้งเชื้อ นําไป
เล้ียงในตูควบคุมอุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง   
 

4.6.3 โคโลนีที่เปนสีขาวแสดงวา transform ไดสําเร็จ ทํา master plate โดยใชไมจิ้ม
ฟนที่ผานการฆาเชื้อแลว จิ้มสวนกลางโคโลนี ไปขีดบนอาหารแข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะ เติมสาร 
IPTG และ  X-gal ความเขมขนและปริมาตรเทากันกับขอ 4.6.2  นําไปเลี้ยงตอในตูควบคุม
อุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง เลือกโคลนแบคทีเรียทีม่ีการเจริญเปนโคโลนีสีขาว ไปเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ ปริมาตร 1  mL ในหลอด Eppendrof  ในเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง ตรวจสอบหาพลาสมิดเพือ่คนหายนีที่แทรกเขาไปโดยสกัด DNA 

จากเซลลแบคทีเรียโดยใชชุดสําเร็จรูป QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen) ตามวิธีการที่ระบุโดย
บริษัทผูผลิต 
 

4.6.4  ตวจสอบ DNA ที่ไดโดยใชชุดสําเร็จรูปสารละลายเอนไซมตัดจาํเพาะ Eco RI 
(Fermentas, USA) ตามวิธีการที่ระบุโดยบรษิัทผูผลิตและตรวจสอบขนาดของ DNA  ดวยเครื่อง 
อิเล็กโตรโฟริซิส บน 0.8% agarose gel ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV  จะปรากฏจํานวน
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ช้ิน DNA 2 แถบ แถบบนสุดคือ DNA ของพลาสมิด แถบลางเปนชิ้น DNA เปาหมาย ซ่ึงมีขนาด
หรือจํานวนเบสใกลเคียงกับที่ไดทําการออกแบบไพรเมอรไว  

 
4.6.5  ตรวจสอบลําดับเบสของชิ้นสวนยนีเปาหมาย ดวยเครื่อง Automatic DNA 

sequencer โดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน นําผลลําดับเบสที่ไดมาตรวจวิเคราะห 
โดยใชโปรแกรม Blast aligment (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)   
 

4.7  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน OcLOX  ดวย semi-quantitative RT-PCR  
     

         4.7.1  สกดั RNA จากเนือ้เยื่อใบที่คาดวามีการแสดงออกของยีนเปาหมาย คือใบที่เร่ิม
เกิดอาการสะทานหนาว เปรียบเทียบกับใบที่ไมเกิดอาการสะทานหนาว (ใบเก็บรักษาที่ 12oซ) ใน
ใบออนและใบแก  ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ ทําความสะอาด ตามขั้นตอนที่กลาวมาแลวและ
เช็ค cDNA ที่ไดดวยทํา PCR reaction กับไพรเมอรยีนควบคุมหรือ house keeping gene (18S) ที่
ผานการโคลนจากเนื้อเยื่อจากดอกกลวยไม มีลําดับเบสดังนี้  Forward  5/-GGACTATGGCCGT 
TTAGGC-3/ และ Reverse  5/-CCGGACCATTCAATCGGTAG-3/  (accession no. AB027309) 

 
4.7.2  นํา cDNA ของตัวอยางที่ผานการตรวจสอบวาสามารถเกิดผลิตภณัฑจาก PCR 

reaction  มาทดสอบหาจํานวนรอบที่เหมาะสม ในการ PCR reaction กบัไพรเมอรยีนควบคุม  
(18S) โดยการหยุดการทํางานของเครื่อง PCR แบบชั่วคราวและนําหลอด PCR ออกมาเมื่อครบ
จํานวนรอบที่ตองการทดสอบที่ 18  21  25 และ 30 รอบ  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดดวย เครื่องอิ
เล็กโตรโฟริซิส ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV บน 0.8% agarose gel เลือกจํานวนรอบที่ไม
ทําใหแถบมีความสวางจนเกนิไป (อ่ิมตวั) จากการทดลองใชจํานวน 27 รอบที่อุณหภมูิ 45oซ โดย
ตั้งอุณหภูมิและเวลาสําหรับการทําปฏิกิริยา ดังนี ้

 
ชวงที่ 1  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 3 นาที 
ชวงที่ 2  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 30 วินาท ี

        อุณหภูมิ 45oซ  นาน 30 วนิาที     
            อุณหภูมิ 72oซ  นาน 30 วนิาที ทําซ้ําจํานวน 27 รอบ 

ชวงที่ 3  อุณหภูมิ 72oซ  นาน 5 นาที 



 39 

4.7.3  นํา cDNA ของทุกตัวอยางมาทําปฏิกริิยา PCR กับยนีควบคุม(18S) นํา PCR ที่
ไดมาตรวจสอบดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส   บน 0.8% agarose gel และยอมดวย  EtBr ตรวจ
ภายใตกลองยวูี แถบที่ไดจะอยูในระนาบเดียวกัน ผลที่ไดรับแตละตวัอยางมีความสวางของแถบ
ไมเทากัน ตองทําการปรับลดปริมาณหรือเจอืจาง cDNA ที่ใช ทําปฏิกิริยา PCR ใหมและปรับ
ปริมาณ cDNA จนกวา แถบที่ไดจากปฏกิิริยา PCR  มีความสวางใกลเคียงกันมากที่สุดในทุก
ตัวอยางที่ตองการทดสอบ ซ่ึงแสดงวาทกุตวัอยางมกีารแสดงออกของยนีควบคุมเทากนั 

 
 4.7.4  นําตัวแทน cDNA มาหนึ่งตวัอยางมาทดสอบหา annealing temperature ที่
เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา PCR  ของไพรเมอรเฉพาะของยีน OcLOX โดยใชเครื่อง gradient 
PCR  โดยทดสอบที่ 60, 55, 50 และ 45oซ พบวาที่ 50oซ  ไดผลิตภัณฑ ที่มีความสวางของแถบ
ชัดเจนที่สุดจากนั้นนําทกุตวัอยางที่ตองการทดสอบมาทําปฏิกิริยา   PCR reaction  ในหลอด PCR 
ประกอบดวย 2.5 μL 10x buffer , 1.5 μL 3 mM MgCl2, 0.5 μL 10 mM dNTP,  5 μL 10 μM 
primerForward , 5 μL 10 μM primerReverse , 0.125 μL taq polymerase, 1 μL template หรือ 
cDNA และ 18.375 μL DEPC water มีปริมาตรรวม 25 μL โดยใชปริมาณหรือความเขมขนของ  
cDNA  แตละตัวอยางเทากนักับยนีควบคมุที่ไดทดสอบไวแลว แตเพิ่มจํานวนรอบมากกวายีน
ควบคุม เนื่องจากยนี OcLOX มีการแสดงออกนอยกวา ตั้งอุณหภูมิและเวลาสําหรับการทํา
ปฏิกิริยา ดังนี ้

ชวงที่ 1  อุณหภมูิ 94oซ  นาน 3 นาที 
ชวงที่ 2  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 30 วินาท ี

 อุณหภูมิ 50oซ  นาน 1 นาท ี    
 อุณหภูมิ 72oซ  นาน 1 นาท ีทําซ้ําจํานวน 30 รอบ 

ชวงที่ 3  อุณหภูมิ 72oซ  นาน 10 นาที 
  

ตรวจวเิคราะหผลผลิต PCR ดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส  บน 0.8% agarose gel และ
ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV แถบที่ไดจะอยูในระนาบเดียวกัน ต่ํากวาชิน้ DNA มาตรฐาน
ที่ 500 bp ซ่ึงมีขนาดประมาณ 470 bp  เปรียบเทียบความสวางของแถบที่ได ทําการสกัด RNA ใหม
และทําตามขั้นตอนตาง ๆ ที่กลาวมาทั้งหมด เปรียบเทยีบความสวางของแถบที่ไดหรือการ
แสดงออกของยีนเปาหมายโดยเปรียบเทียบกับยีนควบคมุ (18S)  
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

วิเคราะหขอมูลทางสถิติดวยโปรแกรม Statistic Analysis System (SAS) โดยวิเคราะห
ความแปรปรวน (Analysis of Variance) สัมประสิทธิสหถดถอย (Linear Regression) และทดสอบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ย โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) และ Least Significant 

Difference (LSD) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p ≤ 0.05) 
 

สถานที่และระยะเวลาทําการทดลอง 
 

สถานที่ทําการทดลอง หนวยวิจัยพืชผลหลังการเก็บเกีย่ว ศูนยปฏิบัติการวิจัยและเรือนปลูก
พืชทดลอง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วทิยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม 

 
ระยะเวลาทําการทดลอง  กันยายน 2546 – ธันวาคม 2550 
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ผล 
 

การทดลองที่ 1  ปจจัยท่ีมีผลตอการพัฒนาอาการสะทานหนาวของพชืสกุลกะเพรา 
 
1.1  ระดับอุณหภูมแิละชวงเวลาในการเก็บรักษา 

  
อุณหภูมิเปนปจจัยหลักที่ทําใหใบพืชสกุลกะเพราเกดิการพัฒนาอาการสะทานหนาว 

โดยการทดสอบหาอุณหภูมทิี่ทําใหเกิดอาการสะทานหนาว (chilled temperature) และอุณหภูมิที่ไม
ทําใหเกิดอาการสะทานหนาว (non-chilled temperature) โดยการเก็บรักษาใบพืชสกลุกะเพรา 3 

ชนิดที่อุณหภมูิ 4  8  12  และ 25oซ  พบวาที่ 4oซ ทําใหใบพืชเกิดอาการสะทานหนาวไดอยางชัดเจน
และมีความสม่ําเสมอหลังการเก็บรักษาไวนาน 12 ช่ัวโมง อาการมีการพัฒนาเพิ่มขึ้นเมื่อเก็บรักษา
นานขึ้น ใบพชืสกุลกะเพราทั้ง 3 ชนิดไมเกิดอาการสะทานหนาวตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาที่ 

12oซ โดยมีอายุการเก็บรักษานานถึง 1 สัปดาหและมีคุณภาพที่ผูบริโภคยอมรับได  สวนที่ 8oซ  การ
พัฒนาอาการสะทานหนาวเกิดขึ้นอยางชา ๆ และเกิดการเสื่อมสภาพกอนการพัฒนาอาการสะทาน

หนาวถึงขั้นรุนแรงมากที่สุด  สําหรับอุณหภูมิ 25oซ นั้นไมเหมาะสมสําหรับการใชทดลองเนื่องจาก
ใบแมงลักมีการสูญเสียน้ําและเหีย่วอยางรวดเร็ว (ภาพที่ 2) 
 

1. 2  สายพันธุและความแกทางสรีระของใบพืช 
  

 พืชสกุลกะเพราที่มีการปลูกเปนการคามีความไวตอการเกิดอาการสะทานหนาว
แตกตางกัน ใบแมงลักมีความไวมากที่สุด รองลงมาไดแกใบกะเพรา และใบโหระพามีความไวนอย
สุด และใบแกมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวาใบออน โดยมีคาดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (ภาพที่ 2)  
  

พืชสกุลกะเพราแตละชนดิมคีวามไวตอการสูญเสียกล่ินหรือเกิดกลิ่นผิดปกติแตกตาง
กัน การเกิดกลิน่ผิดปกติมีความสัมพันธกับความรุนแรงของการเกิดอาการสะทานหนาว ในใบ

แมงลักเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง มีคะแนนจากการประเมินคุณภาพของกลิ่นลดลง มีกล่ิน

นอยลงหรือเกดิกลิ่นผิดปกต ิสวนใบกะเพราและโหระพาเก็บรักษาที่ 4oซ  นาน 24 ช่ัวโมง จากการ
ประเมินกลิ่นไมมีความแตกตางของคะแนน โดยมีเร่ิมความแตกตางของคะแนนหลังการเก็บรักษา
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นาน 48 ช่ัวโมง สวนใบพืชเก็บรักษาที่ 12oซ มีคะแนนการประเมินกลิ่นสูงกวาและมีคะแนน
คอนขางคงที่ (ภาพที่ 4) 
 
 การพัฒนาอาการสะทานหนาวมีความแตกตางกันเล็กนอยในแตละพันธุ  (ภาพที่ 5) 
โดยแสดงอาการยุบหรือการตายของเนื้อเยือ่ดานหลังใบเกิดขึ้นกอน ในแมงลักมักเกิดจุดสีน้ําตาล
ขนาดเล็กที่บริเวณใกลเสนกลางใบ หรือปลายใบและขอบใบ เนื้อเยื้อเปล่ียนเปนสีน้าํตาลออน ใน
ใบแกที่มีอาการรุนแรงเปลี่ยนเปนสีดําคล้ํา มวนงอและเกดิการเหีย่วอยางเห็นไดชัด ในกิ่งที่มีดอก

พบวาสวนของกลีบเลี้ยงเปลี่ยนเปนสดีําคล้ําและแสดงอาการหลังการเกบ็ไวที่ 4oซ เพยีง 4-8 ช่ัวโมง 
แตพบเพยีงบางกิ่งเทานั้น และอาการไมสม่าํเสมอในทุกกิง่ในแตละซ้ําของการทดลอง สวนของ
กานใบหรือลําตนมีการพัฒนาอาการสะทานหนาวชาสุด โดยเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลคล้ําหลังการเก็บ
นานกวา 48 ช่ัวโมง อาการสะทานหนาวในใบกะเพราสวนใหญมีลักษณะคลายใบแมงลัก แตมี
ลักณะทีแ่ตกตางกัน เชนลักษณะเปนจุดหรือไมเปนจุด บริเวณเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลดําไม
แนนอน บางครั้งเกิดมากที่ขอบใบแลวพัฒนาขยายขนาดเพิ่มมากขึ้นไปยังสวนกลางใบ สวนเนื้อเยื่อ
ใบที่ไมเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเปลี่ยนเปนสีเขยีวออนหรือเหลืองและรวง ในใบแกที่อยูดานลางของกิ่ง 
อาการสะทานหนาวและการรวงในใบแกเกิดเร็วข้ึนและรุนแรงกวาปกติ ถามีรองรอยการเขาทําลาย
ของโรคหรือแมลงกอนการเก็บรักษา ซ่ึงเกดิเนื้อเยื่อตายรอบรอยแผลที่เกิดขึ้น  ในบางกิ่งหรือบาง
ชุดของพืชทดลองที่มีการบํารุงตนหรือเรงปุยมาก ลําตนและใบมีขนาดใหญและคอนขางอวบน้ํา มี
กานกิ่งคอนขางเปราะ พบลักษณะเฉพาะ ไดแก อาการยอดแดงหรือยอดดําในใบออน โดยใบและ
ยอดออนทีแ่ตกออกใหมจากบริเวณขอของกิ่งเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแดงหรือสีดําและเหีย่วทั้งกิ่ง สวน
ของทอลําเลียงในใบออนเปลี่ยนเปนสีดําคล้ํากวาสวนของเนื้อใบ กานใบและกิ่งแขนงเปลี่ยนเปนสี
ดํา  อาการปรากฏชัดหลังการเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมง สําหรับอาการสะทานหนาวในโหระพา มี
ลักษะอาการแตกตางจากใบแมงลักและโหระพาอยางชดัเจน อาการเกดิขึ้นบริเวณหลังใบ เกิดการ
ตายของเนื้อเยือ่เปนแถบยาวๆ สีน้ําตาลแดง ในเนื้อเยื่อใบขนานกับทอลําเลียงน้ําหรือเกิดสีน้ําตาล
ดําที่ปลายใบ  เมื่อมีอาการรุนแรงขึ้นเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสีดําคล้ําบริเวณหนาใบ แผลแหงและหดตวั
ทําใหใบเหีย่วและใบรวงไดงาย โดยเฉพาะใบที่เกิดโรคกอนการเก็บรักษา พืชทดลองที่เก็บเกีย่ว
ในชวงฤดูฝนมีโรคใบจุด หรือใบที่แกมาก มีสีเขียวเขมและสีเขียวออนปนเหลืองผสมอยู มักพบใน
กิ่งที่มีขนาดใหญและมีอายมุาก  
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1.3 อายุการเก็บเกีย่ว  
 
เนื่องจากพืชสกุลกะเพรามกีารเก็บเกีย่วหลายครั้ง (multiharvesting) ดังนั้นใบพืชทีเ่กบ็

เกี่ยวแตละครั้งอาจมีความแตกตางกันของความไวตออุณหภูมิต่ํา เมื่อเปรียบเทียบใบแมงลักที่เก็บ
เกี่ยวครั้งแรก (อายุ 30 วันหลังยายปลูก) มีการพัฒนาของอาการสะทานหนาวชากวาและมีระดับ
ความรุนแรงนอยกวาใบพืชที่เก็บเกีย่วหลังการยายปลูก 120 วัน และใบแกอาการสะทานหนาว
รุนแรงกวาใบออนแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(ภาพที่ 5) 
 

1.4  ความชื้นสัมพัทธในการเก็บรักษา 
 

มีการทดสอบสภาพการเก็บรักษา 3 แบบ คือ บรรจุเปยก (เสียบหลอดน้ําหรือจุมปลาย
กานในแจกันที่มีน้ําเปลา  เฉลี่ยความชื้นสัมพันธรอยละ 97) บรรจุแหง (บรรจุกลองกระดาษที่รอง
ดวยแผนพลาสติก เฉลี่ยความชื้นสัมพันธรอยละ 75) และบรรจุในถุงพลาสติกเลียนแบบการบรรจุ
เพื่อการคา (บรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู และมัดปากถุงดวยหนังยาง เฉลี่ยความชื้นสัมพันธรอยละ 
85) พบวา ใบแมงลักที่บรรจุเปยก มีการพฒันาอาการสะทานหนาวชาที่สุด รองลงมาไดแกการบรรจุ
ในถุง PE และการบรรจุแหงในกลองมีการเกิดอาการสะทานหนาวเร็วและรุนแรงมากที่สุด แสดงวา
ความชื้นมีความสัมพันธโดยตรงกับการพฒันาอาการสะทานหนาว (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 2  ดัชนสีะทานหนาวของใบแมงลัก (A) ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา (C) ระหวางการเกบ็
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ภาพที่ 3  คะแนนกลิ่นของใบแมงลัก ใบโหระพา  และใบกะเพรา หลังการเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ  
  นาน 24 และ 48 ช่ัวโมง  

 

หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรตางกันในแตละชนิดพืช มีความแตกตางกันที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% โดยใชวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที ่4  อาการสะทานหนาวในใบแมงลัก (A)  ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา (C) หลังการเก็บ

   รักษาที่อุณหภูมิ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 

A B 

C
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   เก็บเกีย่ว 120 วันหลังการยายปลูก 

Time (h) in storage 

C
hi

lli
ng

 in
ju

ry
 in

de
x 



 48 

0

1

2

3

4

5

0

1

2

3

4

5

0

1

2

3

4

5

-1 0 12 24 36 48

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6  ดัชนสีะทานหนาวของแมงลัก ใบออน (□) และใบแก (■) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
   ภายใตสภาพความชื้นสัมพทัธ 75% (A) 85% (B) และ 97% (C)  
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การทดลองที่ 2  ผลของอุณหภูมิต่ําตอการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีและความเสียหายของเยื่อหุมเซลล 
  
 จากผลการทดลองที่ 1 พบวาแมงลักเปนพชืที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุดและ
โหระพามีความไวตออุณหภมูินอยที่สุด จึงเลือกเมื่อเปรียบเทียบพืชทั้งสองชนิดในการทดลองนี้ 
  
 2.1  การรั่วไหลของประจุ (electrolyte leakage) 
 

เมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของประจุ ระหวางสายพนัธุและความแกทางสรีรของใบ 
โดยวดัการรั่วไหลของประจจุากใบแกและจากใบออนของใบแมงลักและโหระพาเก็บรักษาที่ 4 

และ 12oซ  พบวาใบแมงลักแกเก็บรักษาที ่4oซ   มีการรั่วไหลของประจมุากกวาใบออน หลังการ
เก็บรักษาไวนาน 24 ช่ัวโมง สวนใบโหระพามีการรั่วไหลของประจุนอยกวาใบแมงลัก  โดยคาการ

ร่ัวไหลของประจุในเนื้อเยื่อใบออนและใบแกไมแตกตางกันทางสถิติ สวนใบเก็บรักษาไวที่ 12oซ มี
คาต่ําและคงทีต่ลอดการเก็บรักษาทั้งใบแมงลักและใบโหระพา (ภาพที่ 7) 
   

เมื่อเปรียบเทียบเนื้อเยื่อที่เกิดความเสียหายและเนื้อเยื่อปกต ิโดยนําใบแกของใบ
แมงลักที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกัน แยกเนื้อเยื่อที่เกิดสนี้ําตาลและเนือ้เยื่อปกติจาก
ใบ เมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของประจใุนเนื้อเยื่อที่เกดิสีน้ําตาลมีคาสูงกวาเนื้อเยื่อปกติ และมี
คาการรั่วไหลเพิ่มสูงขึ้นสอดคลองกับคาดัชนีอาการสะทานหนาวที่เพิ่มขึ้น โดยในเนือ้เยื่อปกติมีคา
การรั่วไหลของประจุคงที่ไมวาเปนเนื้อเยื่อปกติที่แยกมาจากใบที่มีคาดชันีอาการสะทานหนาวมาก
ขึ้นก็ตาม (ภาพที่ 8) 
 

2.2  การเปลี่ยนแปลงปริมาณ  thiobarbituric acid (TBA) reactive compounds หรือ
malondialdehye (MDA) และกิจกรรมของเอนไซม lipoxygenase (LOX)  
  

ปริมาณ  TBA- reactive compounds ที่คํานวณเปนปริมาณ MDA ซ่ึงแสดงถึง

ผลิตภัณฑของ lipid oxidation ในใบแกของแมงลักและโหระพา พบวาใบแมงลักเก็บรักษาที่ 4oซ   
มีการเพิ่ม MDA มากขึ้นเมื่อเก็บรักษาไวนานขึ้น  แตในใบโหระพามีคานอยกวาใบแมงลักและมีคา
คอนขางคงที่ (ภาพที ่9A) เมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซม LOX ในใบแกและใบออนของ
แมงลัก พบวาในใบแกมีปริมาณ MDA สูงกวาใบออนเล็กนอย แตกิจกรรมเอนไซม LOX ในใบแก
มีคาสูงกวาใบออนอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   โดยมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม
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แตกตางกัน ในใบแกมีกิจกรรมเอนไซม LOX ลดลงในชวง 0-24 ช่ัวโมงและมีกจิกรรมเพิ่มขึ้น
เล็กนอยในชั่วโมงที่ 36 ของการเก็บรักษา แตในใบออน มีกิจกรรมคอนขางคงที่ แตหลังการเก็บ
รักษานาน 48 ช่ัวโมง ทั้งในใบออนและใบแกมีกจิกรรมเอนไซม LOX ต่ําสุด (ภาพที่ 9 B) 
 

การเปรียบเทยีบใบแกของโหระพาและแมงลักที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวหรือ
อาการสีน้ําตาลที่ระดับความรุนแรงตางกนั พบวาใบแมงลักมีปริมาณ MDA หรือ TBA- reactive 
compounds มากกวาใบโหระพาเลก็นอย แตอาการที่ระดบัสีน้ําตาลเทากับ 3 หรือเกดิสีน้ําตาล 30-
50% ของพื้นที่ใบ ในใบแมงลักมีปริมาณ MDA เพิ่มมากขึ้นและแตกตางทางสถิติกับใบโหระพา 
(ภาพที่ 10)  
   
 2.3  การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่ควบคมุหรือกําจัดอนุมูลอิสระ 

 
การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม 4 ชนิด คือ ascorbate peroxidase (APX),  catalase 

(CAT),  gauiacol peroxidase (GPX) และ superoxide dismutase (SOD) ในใบแมงลัก ซ่ึงเปนพืช
สกุลกะเพราทีอ่อนแอตออุณหภูมิต่ํามากทีสุ่ด เมื่อเปรียบเทียบระหวางใบออนและใบแก ซ่ึงมีความ

ไวตออุณหภูมติ่ําตางกัน ในการทดลองเกบ็รักษาใบที่ 4oซ  พบวา ในใบออนและใบแกกอนการเกบ็
รักษามีคากิจกรรมเอนไซม CAT ใกลเคียงกัน   แตการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของ CAT ในใบออนมี
กิจกรรมเพิ่มขึน้หลังการเก็บรักษานาน 12  ช่ัวโมง และมกีิจกรรมเพิ่มขึน้สูงสุดหลังการเก็บรักษา
นาน 24 ช่ัวโมง และมีกิจกรรมคอนขางคงที่ หลังการเก็บไวนาน 36 ช่ัวโมง  แตในใบแกเอนไซม 
CAT มีกิจกรรมลดลงอยางตอเนื่อง โดยมกีจิกรรมเพิ่มขึ้นเล็กนอย หลังจากเก็บไวนาน 36 ช่ัวโมง
และมีกิจกรรมต่ําสุดหลังการเก็บไวนาน 48 ช่ัวโมง สวนเอนไซม GPX ในใบออนมกีจิกรรมสูงกวา

ในใบแก ทั้งกอนและระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ   โดยในใบออนมีกกิรรมคอนขางคงที่ แตในใบ
แกมีกจิกรรมลดลงตลอดระยะเวลาการเกบ็รักษา สําหรับเอนไซม APX และ SOD  ทั้งในใบออน
และใบแก มีกิจกรรมคอนขางคงที่และไมแตกตางกัน (ภาพที่ 11) 

 
2.4  การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเกิดสีน้ําตาล และปริมาณ 

สารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (total free phenolics) 
 

ศึกษาการเปลีย่นแปลงของเอนไซม catecol oxidase หรือ polyphenol oxidase (PPO) 
และเอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) โดยเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม PPO ใน
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ใบแมลงลักและโหระพา ใบออนและใบแกเก็บรักษาที่ 4 และ12oซ  พบวาใบออนมกีิจกรรมสูงกวา
ใบแกในการเก็บรักษาทั้ง 2 อุณหภูมิ  โดยมีแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรมลดลง ระหวาง

การเก็บรักษาที่ 4oซ แตใบแกมีกิจกรรมลดลงเร็วกวาใบออน (ภาพที่ 12 A และ C) ในใบแมงลัก

รักษาเก็บที่ 12oซ พบวามีกจิกรรมคอนขางคงที่ทั้งในใบออนและใบแก แตในใบออนมีกิจกรรม
เพิ่มขึ้นเล็กนอยตลอดการเกบ็รักษา สวนในใบแกมีกิจกรรมเพิ่มขึ้นชั่วคราวหลังเก็บรักษานาน 12 
ช่ัวโมง จากนัน้มีกิจกรรมลดลงแลวมีกจิกรรมคงที่  สําหรับใบโหระพาพบวามีกจิกรรม PPO ในใบ

ออนสูงกวาใบแกเหมือนกับใบแมงลัก แตมกีิจกรรมคอนขางคงที่ทั้งที่อุณหภูมิ 4 และ 12oซ แตใบ

แกมีกจิกรรมเพิ่มสูงขึ้นแบบชั่วคราว หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 36 ช่ัวโมง แตกจิกรรมลดลง
ต่ําสุดหลังการเก็บรักษานาน 48 ช่ัวโมง (ภาพที่ 12 B และ D) กิจกรรมเอนไซม PPO โดยรวมในใบ
แมงลักมีคาสูงกวาใบโหระพา 

 
เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมเอนไซม PPO  PAL และปริมาณสารประกอบฟนอลิก (ในรปูของ 

rosmarinic acid) ในใบแกของโหระพาและแมงลักที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวหรอือาการสี

น้ําตาลที่ระดับความรุนแรงตางกัน หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ   พบวาโดยรวมกิจกรรมของเอนไซม  
PPO ใบแมงลกัสูงกวาใบโหระพา โดยชวงเริ่มตนของการเกิดสีน้ําตาล (CI2) มีกจิกรรมเอนไซม
มากกวาใบที่ยงัไมเกิดอาการสะทานหนาว (CI1) อยางเหน็ไดชัด  แตกลับมีกิจกรรมลดลงเมื่อมีการ
พัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงมากขึ้น แตในโหระพามกีจิกรรมคอนขางคงที่ โดยมีกจิกรรมสูงขึ้น
เล็กนอยเมื่อใบมีการพัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงมากทีสุ่ด (CI4)  (ภาพที่ 13 A)  แตกิจกรรม
เอนไซม PAL  ในใบแมงลักมีคาเพิ่มขึ้นเลก็นอยระหวางการพัฒนาอาการที่รุนแรงขึ้น แตใน
โหระพามีสูงขึ้น ชวงเริ่มตนของการเกิดสนี้ําตาล (CI2) และมีกิจกรรมลดลงเล็กนอยเมื่ออาการ
สะทานหนาวรุนแรงขึ้น (ภาพที่ 13 B) สําหรับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิก 
(เปรียบเทยีบกบั rosmarinic acid) พบวาในใบโหระพามปีริมาณมากกวาในใบแมงลกัแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ โดยมีปริมาณคอนขางคงที่ระหวางการพัฒนาอาการสะทาน ยกเวนในใบแมงลักที่มีการ
พัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงมากที่สุด (CI4) มีปริมาณสารฟนอลิกในใบลดลงอยางเห็นไดชัด (ภาพ
ที่ 13 C) 

 
 เมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟนอลิกในแมงลักใบออนและใบแก  หลังการเก็บ

รักษาที่ 4 และ 12oซ  พบวามคีาคอนขางใกลเคียงกันทั้งในใบออนและใบแก แตในใบโหระพามี

ปริมาณสารฟนอลิกเพิ่มขึ้นหลังการเก็บรักษาใบแกที่ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง แตโดยรวมแลวปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกในใบโหระพามีคามากกวาใบแมงลัก (ภาพที่ 14)   



 52 

2.5  ชนิดและปริมาณกรดไขมัน 
 
       การวิเคราะหชนดิและปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวและไมอ่ิมตัวในแมงลัก ใบออนและใบ

แก ระหวางการเก็บรักษาที ่4oซ   พบวาปรมิาณกรดไขมันอิ่มตัวที่พบมากสุดคือ palmitic acid 
(C16:0) รองลงมาไดแก steric acid (C18:0) และ myristic acid (C14:0)  มีปริมาณนอยที่สุด โดย
กรดไขมัน C16:0 และ C14:0 มีปริมาณลดลงระหวางการเก็บรักษาทั้งในใบออนและใบแก  เมื่อ
เปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดไขมันระหวางการเก็บรักษา พบวาหลังการเก็บรักษาใบ
ออนนาน 12 ช่ัวโมง กรดไขมัน C16:0 มีปริมาณลดลงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตในใบ
แกมีปริมาณกรดไขมัน C16:0 ลดต่ําลงหลังการเก็บรักษานาน 48 ช่ัวโมงแลว 

 
      สวนชนิดของกรดไขมนัไมอ่ิมตัวที่มมีากที่สุดไดแก  linolenic acid (C18:3) รองลงมา

ไดแก linoleic acid (C18:2)  pamitoleic acid (C16:1) และ petroselinic acid (C18:1) ตามลําดับ โดย
กรดไขมันทั้งสองชนิดแรกมีปริมาณเพิ่มขึ้นระหวางการเก็บรักษาทั้งในใบออนและใบแก  เมื่อ
พิจารณาปริมาณโดยรวมพบวาในใบออนมปีริมาณกรดไขมัน C18:2 สูงกวาในใบแก แตในทางตรง
ขามใบออนมปีริมาณกรดไขมัน C18:3 และ C16:1 นอยกวาในใบแกแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  และพบวาหลังการเกบ็รักษาใบออนนาน 12 ช่ัวโมง มีปริมาณกรดไขมัน C16:1 C18:1 และ 
C18:3  เพิ่มขึ้นแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในใบแกกลับมีปริมาณกรดไขมัน C16:1 และ 
C18:1 ลดลง (ตารางที่ 1)  

 
 เมื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดไขมันรวมของกรดไมอ่ิมตัวกับกรด

ไขมันอิ่มตัว พบวาหลังจากเก็บรักษาใบออนที่  4oซ นาน 12 ช่ัวโมง  มีปริมาณกรดไมอ่ิมตัวเพิ่มขึน้
และกรดไขมันอิ่มตัวลดลงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกอนการเก็บรักษา
และหลังการเก็บรักษา ใบแกมีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกนัหลังการเก็บรักษา 24 ช่ัวโมงแลว 
(ตารางที่ 2)   และเมื่อเปรียบเทียบอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวั พบวาหลังการ
เก็บรักษานาน 12 ช่ัวโมง ใบออนมีคาอัตราสวนสูงกวาใบแกแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ แต
หลังการเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมง ใบออนมีคาอัตราสวนลดลง (ภาพที่ 15 A)  

 
 เมื่อเปรียบเทียบชนิดและปรมิาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวและไขมันอิ่มตวัในแมงลักใบแก 

หลังการเก็บรักษาที่ 4 และ12oซ  พบวาหลังการเก็บรักษาไวนาน 12 ช่ัวโมง  กรดไขมนัอิ่มตัว 

C14:0 มีปริมาณลดลง โดยในใบเก็บรักษาที่ 12oซ   มีปริมาณต่ํามากจนไมสามารถวัดไดหรือมีคา
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เปนศูนย สวนกรดไขมันไมอ่ิมตัว C16:0 มีปริมาณไมแตกตางกันและมีปริมาณคงที่ตลอดการเก็บ

รักษาทั้งที่ 4 และ 12oซ และพบวากรดไขมันไมอ่ิมตัว C16:1 และ C18:1 มีปริมาณลดลง หลังการ

เก็บรักษาที ่4oซ นาน 12 ช่ัวโมง แตในใบเก็บรักษาที ่12oซ ไมมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัวทั้งสองชนิด โดยมปีริมาณลดลงหลังจากเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 3) 

 
เมื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดไขมันรวมของกรดไมอ่ิมตัวและกรดไขมัน

อ่ิมตัว พบวาหลังการเก็บรักษาใบแกที่ 12oซ นาน 12 ช่ัวโมง มีปริมาณกรดไมอ่ิมตวั เพิ่มขึ้นและ

กรดไขมันอิ่มตัวลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมือ่เปรียบเทียบกับกอนการเกบ็รักษาที่ 4oซ  พบวามีการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณของกรดไมอ่ิมตัวและกรดไขมันอิ่มตัวในลกัษณะเดียวกัน หลังการเก็บรักษา
นาน 24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4)  และเมื่อเปรียบเทียบอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวั 

พบวาหลังการเก็บรักษาใบแกที่ 12oซ นาน 12 ช่ัวโมง มีคาอัตราสวนสูงกวาการเก็บรักษาที่ 4oซ    
ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที่ 15B)  
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ภาพที่ 7  การรั่วของไหลประจุของเนื้อเยื่อใบแมงลัก (A, B) และใบโหระพา (C, D) ในใบออน (□) 

   และใบแก (■) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4 (A, C) และ 12oซ (B, D)  
 

Time (h) in storage 
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ภาพที่ 8  การรั่วไหลประจุของเนื้อเยื่อแมงลักใบแกที่มีอาการสะทานหนาวระดับแตกตางกันหลัง      

   การเก็บรักษาที่ 4oซ โดยเปรยีบเทียบเนื้อเยือ่ปกติ (A, □) และเนื้อเยื่อที่เกิดสีน้าํตาล 
   (B, ▨) 

 
หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรตางกันมีความแตกตางกันที่ระดบัความเชื่อมั่น 95%  

             โดยใชวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

CI index            1                2             3                4             5 
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ภาพที่ 9  ปริมาณ TBA-reactive compounds (A)  และ กจิกรรมของเอนไซม lipoxygenase (B)  ของ

   แมงลักใบออน (□) และ ใบแก (■) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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ภาพที่ 10  ปริมาณ TBA-reactive compounds ของเนื้อเยือ่แมงลักใบแก (□) และโหระพาใบแก (▨) 
 ที่มีอาการสะทานหนาวระดบัแตกตางกันหลังการเก็บรักษาที่ 4oซ 

 
หมายเหตุ * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

Chilling injury index 
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ภาพที่ 11  กิจกรรมของเอนไซม catalase (CAT) (A),  guaiacal peroxidase (GPX) (B) และ 

superoxide dismutase (SOD) (C) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบออน (□) และใบแก (■) 

ระหวางการเกบ็รักษาที่ 4oซ 
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ภาพที่ 12  กิจกรรมของเอนไซม polyphenol oxidase ของใบออน (□) และใบแก (■) ในแมงลัก 

(A, C) และโหระพา (B, D)ระหวางการ เก็บรักษาที่ 4 (A, B) และ 12oซ (C, D)  

Time (h) in storage 
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ภาพที่ 13  กิจกรรมของเอนไซม polyphenol oxidase (A) phenylalanine ammonia  lyase (B) 

และ total free phenolics (C) ในใบแกของแมงลัก (□) และโหระพา  (▨) ที่มีคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกัน 

 
หมายเหตุ * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
                   โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 14  ปริมาณสารประกอบฟนอลลิกทั้งหมด (GAE equivalent) ของใบออน (□) และใบแก 

(■) ในใบแมงลัก (A, C) และใบโหระพา (B, D) เก็บรักษาที่ 4 (A, B) และ 12oซ  
 (C, D)  
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ตารางที่ 1  ชนิดและปริมาณ กรดไขมันอิ่มตัว (SFA) และกรดไขมนัไมอ่ิมตัว (UFA) ของแมงลัก 

      ใบออนและใบแกหลังการเก็บรักษาที่ 4oซ ในชวงเวลาที่แตกตางกัน 
 

 

 

หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

Time in 
storage 

   (h) SFA (g/100 g fatty acid) * 

 

 

 
 

UFA (g/100 g fatty acid)* 

at  4 oC 
Myristic  
acid 

Palmitic 
acid 

Stearic 
acid  

Palmitoleic 
acid 

Petroselinic 
acid 

Linoleic 
acid 

Linolenic 
acid 

  (C14:0) (C16:0) (C18:0)  (C16:1) (C18:1) (C18:2) (C18:3) 
Young leaves         

0    1.62 ab 4.68 a 2.25 cd  3.08 e 1.92 d 13.59 b 72.86 f 
12    0.00 d 3.45 b 2.25 cd  3.38 d 2.28 a 14.00 b 74.63 de 
24    1.27 bc 4.65 a 2.19 d  2.93 c 1.85 d 13.76 b 73.35 f 
36    0.00 d 4.02 b 2.43 ab  3.03 e 1.97 cd 14.07 b 74.46 e 
48    0.00 d 3.39 b 2.59 a  2.79 f 0.00 e 15.55 a 75.68 d 

Mature leaves         
0    1.67 a 4.59 a 2.37 c  4.23 a 2.31 a   7.97 e 76.85 c 

12    1.21 c 4.96 a 2.55 a  3.67 c 2.08 bc   7.34 e 78.21 b 
24    0.00 d 4.53 a 2.38 bc  4.04 ab 2.23 ab   8.80 d 78.10 b 
36    0.00 d 4.56 a 2.34 bcd  4.10 a 2.20 ab   9.34 d 77.46 bc 
48    0.00 d 3.36 b 2.59 a  3.88 b 0.00 e 10.35 c 79.82 a 
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 ตารางที่ 2  ปริมาณรวมของกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และกรดไขมนัอิ่มตัว (SFA) ของแมงลัก

ใบออนและใบแกหลังการเก็บรักษาที่ 4oซ ในชวงเวลาที่แตกตางกัน 
 

Maturity Time in storage UFA  SFA  
   (h) at 4oC (g/100g fatty acid)  (g/100g fatty acid)  
Young leaves 0  91.45 c*  8.55 a* 
 12 94.30 a 5.70 c 
 24 91.90 c 8.10 a 
 36 93.55 ab 6.45 bc 
 48 94.02 ab 5.98 bc 
Mature leaves 0 91.36 c 8.64 a 
 12 91.28 c 8.72 a 
 24 93.09 b 6.91 b 
 36 93.10 b 6.90 b 
  48 94.05 ab 5.95 bc 

 

หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที่ 3  ชนิดและปริมาณ กรดไขมันอิ่มตัว (SFA) และกรดไขมนัไมอ่ิมตัว (UFA) ของแมงลัก
      ใบแกหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4  และ 12oซ ในชวงเวลาแตกตางกัน 
 
 

 

หมายเหต ุ ns ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
                   * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดบัความ    

เชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 
SFA (g/100g fatty acid) *  

 
UFA (g/100g fatty acid) *   

Storage 
temperature 

Time in 
storage 

(h) 
  

Myristic 
acid 

Palmitic 
acid 

Stearic 
acid  

Palmitoleic 
acid 

Petroselinic 
acid 

Linoleic 
acid 

Linolenic 
acid 

    (C14:0) (C16:0) (C18:0)   (C16:1) (C18:1) (C18:2) (C18:3) 

4oC 0 1.67 a 
    

 4.59 ns 2.37 bc  
 

4.23 a 2.31 a 
    

7.97ns  76.85 ns 
 12 1.21 b 4.96 2.55 a  3.67 b     2.08 bcd 7.34  78.21 
 24 0.00 c 4.53 2.38 bc  4.04 a   2.23 ab 8.80  78.10 
 36 0.00c 4.56 2.34 c   4.10 a    2.20 abc 9.34  77.46 

12oC 0 1.67 a 4.59 2.37 bc  4.23 a     2.31 a  7.97  76.85  
 12 0.00 b 4.14 2.43 ab      3.91 ab  2.24 ab 8.24  79.05 

 24 0.00 c 4.54 2.22 c  3.67 b     2.01 d 9.36  78.20 
  36 0.00 c 4.94 2.22 c   4.01 a 2.03 cd 7.95  78.85 
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ตารางที่ 4  ปริมาณรวมของกรดไมอ่ิมตวั (UFA) และกรดไขมันอิ่มตวั (SFA) ในแมงลักใบแกหลัง
     การเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ ในชวงเวลาที่แตกตางกัน 
 

 
หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

Storage  Time in storage  (h) UFA (g/100g fatty acid) ค   SFA (g/100g fatty acid)* 
temperature  mature leaves      

4oC 0 91.36 b 8.64 a 
 12 91.28 b 8.72 a 
 24 93.09 a 6.91 b 
  36 93.10 a 6.90 b 

12oC 0 91.36 b 8.64 a 
 12 93.43 a 6.56 b 
 24 93.24 a 6.76 b 
  36 92.84 a 7.16 b 
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ภาพที่ 15  อัตราสวนของปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และปริมาณรวมกรดไขมันอิ่มตัว 

(SFA) ของแมงลักใบออน (□) และใบแก (▨) เก็บรักษาที่ 4oซ (A) และแมงลักใบแก

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 (□) และ 12oซ (▨) (B)  
 
หมายเหตุ  * ตัวอักษรที่เหมอืนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ย  
     โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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การทดลองที่ 3  ศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของใบพืชสกุลกะเพรา 

 

เมื่อเปรียบเทียบลักษณะกายวิภาคใบแกของแมงลัก หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ   นาน 24 
ช่ัวโมง พบวาเซลลในชั้น spongy parenchyma ซ่ึงอยูติดกับบริเวณดานหลังใบ เกิดการยุบตัว 
สอดคลองกับการปรากฏอาการยุบตัวของเนื้อเยื่อใบที่เกดิขึ้นบริเวณทองใบกอน  สวนเซลลในชัน้  
palisade parenchyma มีสภาพสมบูรณไมแตกตางกับกอนการเก็บรักษา (ภาพที่ 16 A และ B)  แต
เมื่อใบแมงลักมีอาการสะทานหนาวในระดับรุนแรงขึ้น พบวาบริเวณเนื้อเยื่อที่เกิดสนี้ําตาล มีการ
ยุบตัวทั้งเซลลในชั้น spongy parenchyma และ palisade parenchyma  ในขณะที่เนื้อเยื่อใบที่ไมเกิดสี
น้ําตาล (healthy tissue) ซ่ึงที่อยูติดกับบริเวณที่เกดิสีน้ําตาล ยังคงมีสภาพของเซลลปกติ (ภาพที่ 17)  
เมื่อเปรียบเทียบลักษณะกายวิภาคใบออนและใบแกของแมงลัก โหระพาและกะเพรา พบวาใบแกมี
ความหนาแนนของเซลล palisade parenchyma นอยกวาใบออน แตใบกะเพรามีลักษณะที่คลายกัน
ทั้งใบออนและใบแก (ไมแสดงขอมูล)  
 



 68 

ภาพที่ 16  ภาพตัดขวางเนื้อเยื่อแมงลักใบแก กอนการเกบ็รักษา (A)  และหลังการเกบ็รักษาที ่
   4 oซ นาน 24 ช่ัวโมง คาดัชนีอาการสะทานหนาวในระดับ CI2 (B) 

A 

Parasade 
parenchyma  

Spongy 
parenchyma  

B 

Parasade 
parenchyma  

Spongy 
parenchyma  

Upper epidermis 

Lower epidermis 

Upper epidermis 

Lower epidermis 
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ภาพที่ 17  ภาพตัดขวางเนื้อเยื่อแมงลักใบแก เปรียบเทยีบเนื้อเยื่อปกติและเนื้อเยื่อทีเ่กดิอาการ  
    สะทานหนาวในระดับรุนแรง CI4 หลังการเก็บรักษาที่ 4 oซ นาน 24 ช่ัวโมง 

Healthy tissue Browning tissue 
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การทดลองที่ 4  การใชความรอนและสารเคมีบางชนดิเพื่อลดอาการสะทานหนาวของใบพชืสกุล
กะเพรา 

 
แบงออกเปน 4 การทดลองยอย ซ่ึงมีวัตถุประสงคเพื่อหาวิธีการลดอาการสะทานหนาวของ

พืชทดลองและอธิบายความสัมพันธบางอยางที่เกีย่วของกับอาการสะทานหนาวที่ปรากฏ  
  
 4.1  การใชสาร 1-methylcyclopropene (1-MCP) 
  

  ผลการทดลองพบวาการรมสาร1-MCP เขมขน 100 nL L-1ชะลอการเกิดอาการ

สะทานหนาวในใบแกของแมงลัก นาน 24 ช่ัวโมง แตหลังจากการเก็บรักษาที่ 4oซ   นาน 36 ช่ัวโมง 
กลับมีคาดัชนอีาการสะทานหนาวมากกวาชุดควบคุม แตการใหสาร1-MCP ที่เขมขนสูงกวา (500 
nL L-1) กลับไมสามารถชะลออาการสะทานหนาว  เมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของประจุ พบวา
หลังจากการเกบ็รักษาใบที่ 4oซ นาน 24-36  ช่ัวโมง ใบแกที่ไดรับ 1-MCP เขมขน 500 nL L-1 มีคา
การรั่วไหลของประจุสูงกวาชุดควบคุมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  (ภาพที่ 18) 
  
 4.2  การใชสาร salicylic acid (SA) 
  
         การทดลองเบื้องตนโดยจุมใบแมงลักทั้งกานลงในสารละลาย SA ที่ความเขมขน
แตกตางกันนาน 10 นาทีกอนเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา พบวาที่ระดับความเขมขน 0.5 และ 0.25 mM 
สามารถชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาวในใบแมงลักได (ไมแสดงขอมูล) ทําการทดสอบซ้ํา
โดยการจุมกานใบแกในสารละลาย SA ความเขมขน 0.5 และ 0.25 mM นาน 5 และ 10 นาที พบวา
การจุมสารนาน 10 นาที ชะลอการพัฒนาของอาการสะทานหนาวไดนาน 24 ช่ัวโมง เมื่อ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมทีจุ่มกานใบในน้ํากลั่น การเปรียบเทียบคาการรั่วไหล ของประจุพบวาใบ
แมงลักที่ไดรับสาร SA มีการเพิ่มขึ้นของคาการรั่วไหลของประจุชากวาชุดควบคุม แตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที่ 19) และสอดคลองกับการชะลอการปรากฏอาการสะทานหนาว (ภาพที่ 
20)  

 
4.3  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere packaging) 
 

การทดลองเบื้องตนทดลองบรรจุใบแมงลกัในถุงพลาสติก 3 ชนิดคือ polypropylene 
(PP), polyethylene (PE) และ high density polyethylene (HDPE) บรรจุในสภาพปดและเจาะรูที่ถุง 
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แลวนําไปเก็บรักษาที่ 4oซ  พบวาใบพืชทีบ่รรจุถุง PP และ HDPE มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวใน
ใบแกทีเ่ก็บในสภาวะดัดแปลงบรรยากาศ (ปดปากถุง) นอยกวาหรือมีอาการสะทานหนาวนอยกวา
ใบที่เก็บในสภาพอากาศปกติ (ถุงเจาะร)ู ทาํการทดลองซ้ําและเมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของ
ประจุระหวางเก็บรักษา พบวาใบแมงลักที่เก็บรักษาในถุง HDPE สภาพปดมีการพัฒนาอาการ
สะทานหนาวชากวาใบแมงลักที่บรรจุในถุงเจาะรูแตกตางกันอยางชดัเจนหลังการเกบ็รักษานานกวา 
24 ช่ัวโมง โดยชะลอการเกดิอาการสะทานหนาวไดมากกวาใบพืชทีบ่รรจุในถุง PE (ภาพที่ 21 A) 
เมื่อเปรียบเทียบการรั่วไหลของประจุพบวาใบแกแมงลักที่บรรจุในถุงปดมีคาการรั่วไหลของประจุ
ต่ํากวาเนื้อเยื่อใบที่บรรจุในถุงเจาะรู แตกตางอยางนยัสําคัญทางสถิติ หลังการเก็บใบไวนาน 48 
ช่ัวโมง (ภาพที ่21 B) 

 
4.4  การใชความรอนเพื่อลดการเกิดอาการสะทานหนาว 
 

ผลการทดสอบเบื้องตนพบวาใหความรอนกับพืชสกุลกะเพรา 3 ชนดิคือ กะเพรา 

โหระพาและแมงลัก ที่ 38oซ   15 นาที สามารถชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาวในใบแกของ
แมงลักได สวนการใหความรอนในใบโหระพาและกะเพรา พบวาใหผลไมแตกตางกัน   เมื่อ
เปรียบเทียบกบัพืชที่ไมไดใหความรอนหรือชุดควบคุม (ไมแสดงขอมลู) แตการใหความรอนนาน
กวา 15 นาที กลับใหผลในทศิทางตรงขาม กลาวคือใบแกมีอาการสะทานหนาวรุนแรงกวาชุด
ควบคุม และเกิดความเสียหายจากความรอน (heat injury) อาการปรากฏชัดในใบกะเพรา สวนของ
ทอน้ําในใบเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล   

 
การทดสอบซ้ําในใบแมงลกัเมื่อเปรียบเทียบใบออนและใบแก พบวาในใบออนไดรับ

ความรอนมีการพัฒนาอาการสะทานหนาวชากวาใบที่ไมไดรับความรอน หลังการเกบ็รักษาที่ 4oซ 
นาน 24 ช่ัวโมงเปนตนไป แตในใบแกพบความแตกตางหลังการเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมงเทานั้น 
(ภาพที่ 22 A) แตเมื่อเมื่อเปรยีบเทียบคาการรั่วไหลของประจุหลังการนาํพืชไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ที่ทําใหเกิดอาการสะทานหนาวนาน 12 ช่ัวโมง มีคาการรั่วไหลของประจุจากเนื้อเยื่อใบแกและใบ
ออนที่ไดรับความรอนมีคาต่าํกวาเนื้อเยื่อทีไ่มไดรับความรอน แตเมื่อเกบ็รักษานานมากกวา 12 
ช่ัวโมง คาการรั่วไหลของประจุกลับไมมีความแตกตางทางสถิติในระหวางเนื้อเยื่อที่ไดรับและ
ไมไดรับความรอน โดยเฉลี่ยคาการรั่วไหลของประจุในใบแกมีคาสูงกวาใบออนแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (ภาพที่ 22 B) 
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ภาพที่ 18  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแกที ่
                 ไมไดรับสาร 1-MCP (○)  ไดรับ 100 nL L-1 1-MCP (■) และ 500 nL L-1 1-MCP (▲)     

ระหวางการเกบ็รักษาที่ 4oซ
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ภาพที่ 19  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแก  
      ที่ไมไดรับสาร salicylic acid (○)  ไดรับ 0.25 mM SA (■) และ 0.5 mM SA (▲) 
                  ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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ภาพที่ 20  อาการสะทานหนาวใน แมงลกัใบแกที่ใหสาร 0.5 mM salicylic acid (A) หรือแชใน  

 น้ํากลั่น (B) กอนเก็บรักษาที ่4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 

A 

B 
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ภาพที่ 21  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแกบรรจุ   

     HDPE แบบปด (■)  HDPE  แบบเจาะรู (□)  PE แบบปด (▲)  และ PE แบบเจาะรู  

     (△)ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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LSD0.05= 0.42
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ภาพที่ 22  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแก 
(▲) และใบออน (△) ที่ไมไดรับความรอน และไดรับความรอน 38oซ นาน 15 นาที  
ในใบแก (■) และใบออน (□) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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การทดลองที่ 5  ผลของอุณหภูมิต่ําตอการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมท่ีเก่ียวของ
กับการเกิดอาการสะทานหนาวของพืชสกุลกะเพรา 
  

5.1  การแสดงออกของยีนทีค่วบคุมการผลิตเอนไซม lipoxygenase (LOX) ในใบแมงลัก     
(Ocimum x citriodorum) 

  
ทดสอบ degenerate primer ที่มีการออกแบบไวแลว คูทีไ่ดผลิตภัณฑและสามารถ

โคลนไดคือ FNui (forward LOX) 5/-ATG GAK RAC HGA TGA RGA RTT YG-3/ (Promyou, 
2007) และ PrepR1(reverse LOX) 5/-CCA RTG RCT NAT KAG YTG-3/ (Boonsiri, 2007) หลัง
การทํา PCR และ โคลนได มีขนาด 470 คูเบส ซ่ึงประกอบดวยแถบ 2 แถบ (ภาพผนวกที่ 1) จึงทํา
การแยกเจลดวยชุดสําเร็จรูป QIAquick gel extract (Qiagen, Germany) แถบบนตั้งชื่อ LOX4 A  
และแถบลางใหช่ือวา LOX4B ทําการโคลนทั้ง 2 แถบ แตโคลนไดเฉพาะ LOX4 B  จึงทําการ
ออกแบบ specific primer จํานวน 2 เสน Forward LOX4B 5/-TCC AGG AGT TTC CAC CAA 
AG-3/ และ Reverse LOX4B 5/-GTA CCC GGA TTC GTT CAC TG-3/ หลังการทํา PCR ได 
product ขนาด 468 คูเบส (ภาพผนวกที่ 2) ทําการตรวจเชค็พบวาเปนโคลนใหมไดตั้งชื่อวา  OcLOX  
(EU140837) นําลําดับเบสเขาโปรแกรม Blastn พบวาลําดับเบสมีความคลายคลึงกับยีน  LOX  ของ 
Fragaria x ananassa (AJ578035) 73%, Cucumis sativus (AJ271161) 72%, Lycopersicon 
esculentum (AY008278) 69% และ Brassica napus (AY162142) 69% ซ่ึงมีลําดับของนิวคลีโอไทด
และลําดับกรดอะมิโน ดังภาพที่ 23 และ 24 
 
  1   CGAAAAATGC TTGCTGGAGA CAACCCGGTT ATCATTCGAC GCCTCCAGGA GTTTCCACCA 
61   AAGAGCAAAT TAGACCCTCA AAAATATGGG AATCATGACA GCACCATCAC AAGGGAGCAC 
121 ATCGAGAAAA ACATGAACGG CCTCTCTGTT GAAGAGGCAA TAGAGAAGAA CAAGTTGTTC 
181 ATACTAGAAC ATCACGACGC GCTGATGCCA CACCTGAGAC GAATCAACAC GACAGCAACA 
241 AAGACTTACG CCACCAGAAC TCTCCTCCTA CTTCAAGACG ACGGCACGCT GAAGCCCCTA 
301 GCGATCGAGC TGAGCTTGCC ACATGAAGAC GGAGACTCGT GTGGAGCAGTGAGCAAAGTG 
361 ATCACTCCGT GCCACGACGG CGGCATCCAA GGCACCATCT GGCAGCTGGC GAAAGCCTAC 
421 GCTGCAGTGA ACGAATCCGG GTACCACCAA CTCATCAGCC ACTGGAAT 468 

 

ภาพที่ 23  ลําดับนิวคลีโอไทดยีน OcLOX  ที่แยกไดจากใบแมงลัก ความยาว 468 คูเบสและใช  
     ออกแบบโพรบและไพรเมอร สําหรับ semi-PCR 
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    1        RKMLAGDNPVIIRRLQEFPPKSKLDPQKYGNHDSTITREHIEKN   
  45        MNGLSVEEAIEKNKLFILEHHDALMPHLRRINTTATKTYATRTL 
100        LLLQDDGTLKPLAIELSLPHEDGDSCGAVSKVITPCHDGGIQGT 
145        IWQLAKAYAAVNESGYHQLISHWN   169 

  
             ภาพที ่24  ลําดับกรดอะมิโนของยนี OcLOX  ที่แปลรหัสจากนวิคลีโอไทดของยีน OcLOX   
 
 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน OcLOX ดวยเทคนิค semi quantitative พบวาเนื้อเยื่อ
แมงลักใบแกมีการสะสมปริมาณ mRNA ของยีน OcLOX มากกวาเนื้อเยื่อใบออน และมีปริมาณการ

สะสม mRNA ลดลงระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ แตไมพบการสะสม mRNA ของยีน OcLOX ทั้ง

ในใบแกและใบออนเก็บรักษาที่ 12oซ (ภาพที่ 25) 
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Time (h) in storage  
 

 
OcLOX 

 
 
18S  
 
 
 
OcLOX 
 
 
 
18S 
 
 

A 

B 

C 

D 

ภาพที่ 25  การแสดงออกของยีน OcLOX ในแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาที่ 4 (A) และ 12oซ (C) 
โดยมียนี 18S  เปนชุดควบคมุ (B และ D)  

        
 
                Young leaves          Mature leaves 
  
        0            24          48               0           24          48 
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 5.2  ยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม polyphenol oxidase ในใบกะเพรา (Ocimum. sanctum) 

  
        ออกแบบ degenerate primer จํานวน 1 คู เสน PPO_LEFT (forward) 5/-TYC ACA 

ACT CHT GGC TCT TCY TC-3/ และเสน PPO_RIGHT (reverse)  5/-NGA  RTA RAA RTT 
SCC CAT GTC YT-3/ หลังการทํา PCR ได product ขนาดประมาณ 500 คูเบส  (ภาพผนวกที่ 3)  
นํา PCR ที่ได ผานขั้นตอนการ cloning พบวาเปนโคลนใหมตั้งชื่อวา  OcPPO (EU139474) นํา
ลําดับเบสเขาโปรแกรม Blastn พบวาลําดับเบสมีความคลายคลึงกับยีน  PPO  ของ Populus 
trichocarpa (AC185364) 91%, Ipomoea batatas (AY822711) 81%, Pyrus pyrifolia 
(AB056680) 76%, Prunus mexicana (DQ851217) 72%   ซ่ึงมีลําดับของนิวคลีโอไทดและลําดับ
ของกรดอะมิโน  ดังภาพที่ 26 และ 27 
 
 1    CCCTTCCACA GATATTATCT CTACTTCTTC GAGAGAATCT TGGGGAAGCT GATCGACGAT 
 61  CCCACCTTCG CCATGCCCTT CTGGAACTGG GATTCCCCCG CCGGTATGCA GATCCCGTCT 
121 CTCTACACCA ACCCGAACTC CGCCTTGTAC GACCGGTTTC GCGACAAGGC GCATCAGCCG 
181 CCGGCCGTCG TCAATCTCAA CTTCAGCGGC GACGCGAACA CCACCGCCGA TCAGCAAATG 
241 AAGACAAACT TGACGGTAAT GTACAGGCAA ATGGTGTCCA ACTCGAAGAC TCCCCGTCTT 
301 TTCTTCGGCA GTCCTTACCG CCGCGGCGAG GATCCCAACC CTGGATCCGG TTCGATCGAG 
361 GGTATCCCTC ACGGCCCGGT TCATGTCTGG ACCGGAGACA GCACCCAACC GAATACA 

 
ภาพที่ 26  ลําดับนิวคลีโอไทดยีน OcPPO ที่แยกไดจากใบแมงลัก ความยาว 417 คูเบสและใช

ออกแบบโพรบและไพรเมอร สําหรับ semi-PCR 
 
 
 1    PFHRYYLYFFERILGKLIDDPTFAMPFWNWDSPAGMQIPSLYTNPNSALYDRFRDKAHQPPAVVN 
  66  LNFSGDANTTADQQMKTNTVMYRQMVSNSKTPRLFFGSPYRRGEDPNPGSGSIEGIPHGPVHVW 
130  TGDSTQPNT 139 
 

ภาพที่ 27  ลําดับกรดอะมิโนของยีน OcPPO ที่แปลรหสัจากนิวคลีโอไทดของยีน OcPPO  
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วิจารณ 
 
1.  ปจจัยท่ีมีผลตอการพัฒนาอาการสะทานหนาวของพชืสกุลกะเพรา 
 

สายพันธุและชนิดของเนื้อเยื่อพืชเปนปจจัยเบื้องตน ทีท่ําใหพืชมกีารตอบสนองตอ
อุณหภูมิต่ําแตกตางกัน (Yang et al., 2001; Phakawatmongkol, 2004; Phomyou et al., 2005; 
Boonsiri et al., 2007)  ในพืชสกุลกะเพรามคีวามแตกตางกันอยางชดัเจนในระหวางสายพันธุโดย
ใบแมงลักมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุด รองลงมาไดแกใบกะเพรา และใบโหระพามีความไวตอ
อุณหภูมิต่ํานอยที่สุด ความรนุแรงของการเกิด CI  มีผลตอการสูญเสียคุณภาพทางกลิน่หรือเกดิกลิน่
ผิดปกติ โดยพบวาใบแมงลักมีกล่ินลดลง และเกิดกลิ่นผิดปกติ หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 48 
ช่ัวโมง ขณะทีใ่บโหระพาทีม่ีความไวตอ CI นอยกวามกีล่ินของใบคงที่  (ภาพที่ 3) 

 
สารฟนอลิกเปนสารตั้งตนของการเกิดปฏกิิริยาในการเกดิสีน้ําตาลโดยเอนไซม PPO  และ 

PAL และมีบทบาทเกี่ยวของกับความไวตอการเกิด CI ในผลไมและพชืผักหลายชนดิ (Amiot  
et  al., 1997)  ในใบพืชสกุลกะเพราสายพนัธุตาง ๆ มีปริมาณสารประกอบฟนอลิก และมีคุณสมบตัิ
ของการตานอนุมูลอิสระที่แตกตางกัน (Juiani and Simon, 2002)  ซ่ึงอาจมีผลตอการเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลหลังการเก็บรักษาใบพืชสกุลกะเพราที่อุณหภูมิต่ํา  จากผลการทดลองพบวาโหระพาใบแกมี
ความไวตออุณหภูมิต่ํานอยกวา แตมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดสูงกวาใบแมงลักที่มีคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวที่มากกวา แสดงวาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดไมใชเปนตัวปจจยั
ที่กําหนดการเกิด CI ของพืชกลุมนี้ (ภาพที่ 13C)  องคประกอบทางเคมหีรือปริมาณ essential oil 
เปนคุณสมบัตทิี่สําคัญของพืชสกุลกะเพรามีปริมาณแตกตางกันระหวางสายพนัธุ และแหลงปลูก 
พืชสกุลกะเพราโดยสวนใหญมีปริมาณ essential oil ในใบสดประมาณ 0.5-1.4%  แตในใบยี่หรา
หรือโหระพาชาง  (O. gratissimum) ซ่ึงอยูในพืชสกุลกะเพรา มี essential oil สูงถึง 3.2-4.1% และ
ไขมันที่พบเปนไขมันไมอ่ิมตัวที่โครงสรางเปนโซยาว (Hiltuneh and Holm, 1999)  ซ่ึงผลการ
ทดลองเบื้องตน (ไมแสดงขอมูล) พบวาใบยี่หรามีความทนตออุณหภมูิต่ํามากกวาใบพืชสกุล
กะเพราชนิดอืน่  แตเนื่องจากไมมีการปลกูโหระพาชางเปนการคา และพืชนี้มกีารเจรญิเติบโตชา
ตองปลอยใหเจริญเติบโตขามป จึงไมไดเลือกพืชชนิดนี้ในการทดลอง  ดังนั้นอาจเปนไปไดวาใน
โหระพาใบสดอาจมี essential oil และไขมนัไมอ่ิมตัวมากกวาใบแมงลกั จึงทําใหใบโหระพามีความ
ทนตออุณหภมูิต่ํามากกวาใบแมงลัก 
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จากผลการทดลองพบวาองคประกอบทางเคมีหรือคุณสมบัติทางชีวเคมขีองเนื้อเยื่อพชืที่
แตกตางกัน เปนปจจยัที่สําคัญที่มีผลตอการพัฒนาอาการสะทานหนาวของใบพืชสกลุกะเพรา  แต
ปจจัยดานลักษณะทางกายวภิาคของพืชอาจเปนปจจัยรวมจึงควรมีการพิจาณาดวย จากผลการ 
ศึกษาลักษณะกายวิภาคใบพชืสกุลกะเพรา โดยการตรึงเนือ้เยื่อใน paraffin และตัดขวางเนื้อเยื่อใบ
ดวยเครื่อง rotary microtome แลวศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (light microscope) 
พบวาแมงลักใบแกมีหนาแนนของเซลลในชั้น palisade parenchyma นอยกวาสายพันธุอ่ืนเล็กนอย 
(ไมแสดงผล) โดยเซลลในชัน้นี้มีการเปลี่ยนแปลงตอเมื่อปรากฏอาการสะทานหนาวในขั้นรุนแรง
แลว แตพบวาเนื้อเยื่อพืชบริเวณเซลลในชัน้ spongy parenchyma ซ่ึงอยูติดกับสวน lower epidermis  
เกิดการยุบตัวขึ้นกอนชั้น palisade parenchyma ที่อยูติดกบัสวน upper epidermis  สอดคลองกับ
อาการ CI ที่ปรากฏครั้งแรกที่บริเวณทองใบหลังเก็บรักษาที่ 4oซ เปนเวลานาน 4-6 ช่ัวโมง (ภาพที่ 
16B)  แสดงวาเซลล palisade parenchyma อาจมีความแขง็แรงมากกวา เนื่องจากเซลลมีลักษณะเปน
ทรงกระบอกเรียงตัวเปนระเบียบเบียดชิดกนัและมีชองวางระหวางเซลลนอย ในขณะที่เซลลช้ัน 
spongy parenchyma มีลักษณะเปนทรงกลม อยูหางกนัและมีชองวางระหวางเซลลมากกวาเซลลช้ัน 
palisade (ภาพที่ 15A)  อยางไรก็ตามการศกึษาโดยใชกลองจุลทรรศนแบบธรรมดาไมสามารถระบุ
เซลลหรือออรแกเนลล ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงในชวงเริ่มตนของ CI ไดอยางเดนชดั แตการศึกษา
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนสามารถแยกความแตกตางระหวางเซลลหรือการเปลี่ยนแปลงของ
เซลล เนื่องจากผลของอุณหภูมิต่ําไดอยางชัดเจน (Kratsch and Wise, 2000; Boonsiri et al., 2007; 
Concellón et al., 2007) ซ่ึงควรจะมกีารศึกษาเพิ่มเติมในสวนนี ้

 
  ความแกทางสรีรวิทยาเปนอกีปจจยัหนึ่งทีม่ีอิทธิพลตอการทนหนาวหรือพัฒนา CI ใน
การศึกษาพืชผักและผลไมหลายชนิด ไดแก ผักบุง พริก พุทรา มะมวง และสม พบวาผลออนหรือ
เนื้อเยื่อที่มีอายนุอยมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวาผลแกหรือเนื้อเยื่อทีม่ีอายุมาก (ดุษฏี, 2541; Ose 
et al., 1995; Mohammed and Brecht, 2002; Lafuente et al., 2003;  Boonsiri et al., 2007)  แตใน
ผลิตผลบางชนิด เชน ผลพลัม สับปะรด ใบเขียวหม่ืนป (agronema) มีลักษณะที่ตรงกันขามกลาวคอื
ในผลแกหรือใบแกมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวา (Abdi et al., 1997; Zhou et al., 2003; Chen et 
al., 2007)  เชนเดียวกับใบแกของสกุลกะเพรามีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวาใบออน (ภาพที่ 5) 
สาเหตุที่ใบแกมีไวตออุณหภมูิต่ํามากกวาใบออน อาจเกีย่วของกับปริมาณการสะสมของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว จากผลการทดลองพบวาในใบแกมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวคงที่หลังการเก็บรักษาที่ 4o

ซ นาน 12 และ 24 ช่ัวโมง ในขณะทีใ่บออนมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวรวมเพิ่มขึ้นถึงระดับสูงสุด
และมีอัตราสวนระหวางกรดไขมันไมอ่ิมตวัและกรดไขมนัอิ่มตัวเพิ่มขึน้อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ
หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 12 ช่ัวโมง (ตารางที่ 2 และภาพที่ 15A) สอดคลองกับการศึกษาในใบ
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แอปเปล รายงานวาในแอปเปลใบออนซึ่งมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวามีการสะสมกรดไขมันไม
อ่ิมตัวนอยกวาใบแกที่มีความทนทานตออุณหภูมิต่ํามากกวา (Ketchi and Kuiper, 1979)  
นอกจากนั้นในใบออนอาจมีกระบวนการ oxidative stress นอยกวาใบแก เนื่องจากการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ําชักนําใหมกีิจกรรมของเอนไซม CAT ในใบออนเพิ่มขึ้น นอกจากนั้นยังพบวาในใบออน
มีกิจกรรมเอนไซม GPX สูงกวาในใบแก จึงทําใหการปรากฏอาการ CI ในใบออนชากวาใบแกอยาง
ชัดเจน 
 

ความชื้นสมัพทัธในการเก็บรักษาผลิตผลเปนปจจยัหนึ่งที่มีผลอยางมากตอการพัฒนา
อาการ CI  การเก็บรักษาในสภาพความชืน้สัมพัทธสูง สามารถลดความผิดปกติและความรุนแรง
ของอาการสะทานหนาว และชะลอการเสือ่มสภาพของผลิตผลหลายชนิด (Wang, 2003) ผลการ
ทดลองกับใบแมงลักชี้ใหเหน็วา การเก็บรักษาในสภาพความชื้นสัมพทัธสูง และปองกันไมใหพืช
ขาดน้ํา โดยการบรรจุเปยก ชวยชะลอการพฒันาอาการสะทานหนาวได (ภาพที่ 6) โดยมีน้ําหนกัสด
ของใบในระหวางการเกบ็รักษาคอนขางคงที่ (ไมแสดงผล) สอดคลองกับผลการศึกษาในใบ
แตงกวา ที่ทําการเก็บรักษาในความชื้นสัมพัทธระดับอิ่มตัว และอณุหภูมิต่ําสามารถยับยั้งการ
สูญเสียน้ําหนกั เมื่อเปรียบเทียบกับใบทีเ่ก็บในสภาพความชื้นต่ํากวา (Wright and Simon, 1973)   

 
2.  การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีและความเสียหายของเยื่อหุมเซลล 
  

การรั่วไหลของประจุ (EL) เปนคาที่ไดรับการยอมรับอยางกวางขวาง ในการใชเปนตวัช้ีวดั
ความแตกตางของความไวตอการเกิดอาการสะทานหนาว (Campos et al., 2003; Lafuente et al., 
2003, Maalekuu et al., 2006; Boonsiri et al., 2007) ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองครั้งนี้ กลาวคือ
ใบแมงลักที่มคีวามไวตออุณหภูมิต่ํามากกวามีคา EL สูงกวาใบโหระพาที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํา
นอยกวา และใบแกที่มีความไวตออุณหภูมติ่ํามีคา EL สูงกวาใบออน (ภาพที่ 7) นอกจากนั้นเมื่อ
เปรียบเทียบเนือ้เยื่อบริเวณที่เกิดสีน้ําตาลและเนื้อเยื่อปกตทิี่แยกมาจากใบเดียวกัน พบวาการเพิ่มขึน้
ของคา EL ในเนื้อเยื่อที่เกิดสนี้ําตาลสอดคลองกับคาดัชนีอาการสะทานหนาวที่เพิ่มขึ้น แตสวนของ
เนื้อเยื่อปกติทีแ่ยกมาจากใบที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวเพิ่มขึน้กลบัมีคา EL คงที่ (ภาพที่ 8)  
เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางคา EL และคาดัชนีของอาการสะทานหนาว (CI index)  มี
ความสัมพันธเชิงบวก (R2= 0.92; P < 0.001) (ภาพผนวกที่ 4A) เปนการสนับสนุนวาคา EL 
สามารถใชเปนดัชนีบงชี้ความเสียหายของเซลลพืชทดลองได (Murata, 1990; Shewfelt, 1992; 
Friendman and Rot, 2006)   
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 การเปลี่ยนแปลงปริมาณ  TBA reactive compounds หรือ malondialdehyde (MDA) 
กิจกรรมของเอนไซม LOX และ การแสดงออกของยีน ocLOX มีความสัมพันธกับการเกิด CI ของ
ใบพืชสกุลกะเพราในสภาพที่พืชเกิดความเครียดเนื่องจากการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําหรือสภาพขาด
น้ํากระตุนการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายไขมันซึ่งเปนองคประกอบหลักใน
เยื่อหุมเซลล  lipid peroxidation (LP) เปนกระบวนการสาํคัญในการเสือ่มสลายของเยื่อหุมเซลล 
โดยมีเอนไซมที่สําคัญคือ LOX  และผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการนี้ไดแก  TBA reactive 
compounds หรือ MDA (Marangoni et al., 1996; Maalekuu et al., 2006; Mao et al.,2007) จากผล
การทดลองพบวาแมงลักใบแกที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํามีกิจกรรมเอนไซม LOX สูงกวาใบออนแต
มีปริมาณ TBA reactive compounds คอนขางใกลเคียงกนั โดยใบแกมปีริมาณมากกวาเล็กนอย  
(ภาพที่ 9) แตลักษณะการเปลี่ยนแปลงมีความแตกตางกนั ปริมาณ TBA reactive compounds 
เพิ่มขึ้นในชวงแรกและลดต่ําลงในชวงทายของการทดลอง  สวนกิจกรรมของเอนไซม LOX  มี
แนวโนมลดลงอยางตอเนื่อง แตจากศกึษาการเสื่อมสภาพของใบพืชสมุนไพรหลายชนิดที่
อุณหภูมิหอง  พบวามีความสัมพนัธกับการลดลงของปริมาณ TBA reactive compounds 
(Philosoph-Hadas et al. 1994) แตจากผลการทดลองการใชอุณหภูมิต่ําอาจไปกระตุนใหใบแมงลัก
เขาสูกระบวนการเสื่อมสภาพ (senescence) เร็วข้ึนและมกีระบวนการ LP เพิ่มขึ้น จึงมีสะสมของ 
TBA reactive compounds เพิ่มขึ้นในชวงแรก และมีปริมาณลดลงถึงระดับต่ําสุดในชวงทายของการ
ทดลอง (Dhindsa et al. 1981)  ดังนั้นเอนไซม LOX นาจะมีบทบาทเกีย่วของกับการสลายตัวของ
เยื่อหุมเซลลใบพืชสกุลกะเพราที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา ขอมูลที่สามารถยืนยันบทบาทดังกลาวคือ
การแสดงออกของยีน LOX  ซ่ึงผลการศึกษาการแสดงออกของยีน OcLOX  ซ่ึงมีการแสดงออก
ระหวางการเกบ็รักษาใบแมงลักที่อุณหภูมติ่ําโดยพบวาใบแกมีการสะสมของ mRNA transcripts 
มากกวาใบออนอยางชัดเจนและมีปริมาณการสะสมลดลงระหวางการเก็บรักษา โดยมีการสะสม
สูงสุดกอนการเก็บรักษาซึ่งสอดคลองกับกิจกรรมของเอนไซม  LOX ที่สูงสุดในชวงกอนการเก็บ
รักษา สําหรับใบแกเก็บรักษาที่ 12 oซ ไมมีการสะสมของ LOX mRNA โดยมีการแสดงออกชวง
กอนการเก็บรักษาเล็กนอย (ภาพที่ 25) แสดงวาการเกิดสนี้ําตาลซึ่งเปน CI ในใบแมงลักเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ํามีความสัมพันธกบัการแสดงออกของยีนหรือการทํางานของเอนไซม LOX  ซ่ึงอาจ
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุมเซลล สอดคลองกับการศึกษาในผักกินผล และผลไมชนิด
อ่ืน ๆ เชน พริก กลวย และฝร่ัง (González-Aguilar et al., 2004; Boonsiri et al., 2007; Promyou et 
al., 2007)  การแสดงออกของยีน LOX ที่พบในใบออนแมวานอยกวาใบแก แตเนื่องจาก LOX  มี
บทบาทกวางขวางตอการเจรญิเติบโตและการพัฒนาของพืชในระยะตางๆ ในชวงที่มกีาร
เจริญเติบโต หรือพืชไดรับสภาวะเครียดจากอุณหภูมิต่ํา ทําใหเกิดการสะสมของ LOX mRNA พืช
เกิดปฏิกิริยา peroxidation ของกรดไขมันในเยื่อหุมมากขึน้ ซ่ึงอาจสงผลใหมีกรดไขมันอิ่มตัว
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เพิ่มขึ้นหรือเยือ่หุมมีสภาพเปนของไหลเพิ่มขึ้น (Porta et al., 1999; Lee et al., 2005)  ดังนั้นขอมูล
การเปลี่ยนแปลงชนิดหรือปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวและไมอ่ิมตัว อาจชวยอธิบายบทบาทของ LOX 
ตอการเกิด CI ของใบพืชสกลุกระเพราไดชัดเจนยิ่งขึ้น แตอยางไรก็ตามมีรายงานวาอุณหภูมิต่ํายัง
สามารถกระตุนการเพิ่มกจิกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเยื่อหุมเซลลชนิดอื่น ๆ 
ไดแก  เอนไซม  phospholipase D   phospholipase C   ATPase   kinase   desaturase   lipid acyl 
hydrolase (LAH) และ galactolipase (Palta et al., 1993; Wang et al., 2006; Mao et al., 2007) 
  
 เมื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงชนิดและปริมาณของกรดไขมันในใบแมงลัก ซ่ึงเปนพืช
สกุลกะเพราทีม่ีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุด  โดยมีกรดไขมันไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบ
มากกวารอยละ 90  (ตารางที ่2)  ถูกจัดอยูในกลุมพืชที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํามาก (Roughan, 
1995)  แตพืชที่ไมไวตออุณหภูมิต่ําหรือทนทานตออุณหภูมิต่ํา มกีลไกการปรับตัวหรือเตรียมตวัรับ
สภาพหนาวเยน็ โดยมีการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัว ทําใหมี
สัดสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวเพิม่ขึ้นในเยื่อหุมเซลลระหวางการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ํา  (Larsson and MØller, 1990; Wang et al., 2006)  จากการเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลง
อัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตวัตอกรดไขมนัอิ่มตัวระหวางการเก็บรักษาของแมงลักใบออนและใบ
แกที่ 4oซ พบวาหลังการเก็บรักษานาน 12 ช่ัวโมง ใบออนมีปริมาณรวมของกรดไขมนัไมอ่ิมตัว
เพิ่มขึ้นและมปีริมาณรวมกรดไขมันอิ่มตวัลดลง (ตารางที่ 2)  จึงทําใหใบออนมีอัตราสวนกรด
ไขมันไมอ่ิมตวัตอกรดไขมนัอิ่มตัวเพิ่มขึน้แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที ่15A) โดยที่ใบ
ยังอยูในสภาพปกติ  ขณะที่ใบแกมีอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวัคงที่และมกีาร
พัฒนาอาการสะทานหนาวเกิดขึ้นแลว และเมื่อเปรยีบเทยีบกับใบแกเกบ็รักษาที่ 12 oซ พบวามีการ
เปลี่ยนแปลงอตัราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวลักษณะเดียวกันกับใบออน  กลาวคือ
มีอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวเพิม่ขึ้นหลังการเกบ็รักษานาน  12 ช่ัวโมง  
ปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่เพิ่มขึ้นมีผลทําใหคุณสมบตัิการเปนของไหลของเยื่อหุม (membrane 
fluidity) เพิ่มขึน้ ทําใหเยื่อหุมไมเปลี่ยนเปนลักษณะแข็งเมื่อไดรับอุณหภูมิต่ํา จึงสามารถรักษา
คุณสมบัติในการควบคุมการผานเขาออกของอนุมูลและสารละลายตาง ๆ  ทําใหคาการรั่วไหลของ
ประจุของเนื้อเยื่อใบออนเพิ่มขึ้นชากวาเนื้อเยื่อใบแก (ภาพที่ 6) และชะลอการแสดงอาการสะทาน
หนาวในแมงลักใบออน ซ่ึงในขอสันนิษฐานของ Lyons (1973) ไดกลาวรายละเอยีดไวแลว 
นอกจากนั้นผลการศึกษาในตนขาวโพด ตนหญาสนาม หรือรากของตนบวบ ในสายพันธุที่มีความ
ไวตออุณหภูมติ่ํานอยกวามีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวบางชนิดเพิ่มขึ้นระหวางการเกบ็รักษาที่
อุณหภูมิต่ํา (Kaniuga et al., 1999; Cyril et al., 2002;  Ko et al., 2006) 
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   ชนิดกรดไขมันไมอ่ิมตัวในแมงลักใบออนที่มีปริมาณเพิ่มขึ้นไดแก palmitoleic acid 
(C16:1) และ petroselinic acid (C18:1) และ linolenic acid (C18:3) สวนกรดไขมันอิม่ตัวที่มี
ปริมาณลดลง ไดแก palmitic acid (C16:0) และ myristic acid (C14:0)  โดยพบวา C14:0 มีคาเปน
ศูนย   หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ  นาน 12 ช่ัวโมง  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงลักษณะนี้มีผลอยางมากตอการ
เปลี่ยนแปลงคณุสมบัติทาง biophysics ของเยื่อหุม เนื่องจากจุดหลอมเหลวของไขมันไมอ่ิมตัว 
C18:2 ต่ํากวากรดไขมันอิ่มตัว C14:0  อยางมาก ดังนัน้จุดหลอมเหลวของไขมันในเยื่อหุมลดต่ําลง 
ทําใหอุณหภูมทิี่มีการเปลี่ยนสถานะของไขมัน (phase transition) ลดต่ําลงดวย จึงทําใหเนื้อเยื่อพืชมี
ความตานทานตอความเยน็ไดมากขึ้น (Lyons and Asmundson, 1965; Palta et al., 1993)  ในทาง
ตรงขามหลังการเก็บรักษาแมงลักใบแกที่ 4 oซ  นาน 12 ช่ัวโมง  พบวากรดไขมันไมอ่ิมตัว C16:1 
และ C18:1 มีปริมาณลดลง แตปริมาณของ C18:3 เพิ่มขึ้น (ตารางที่ 1)  จึงทําใหปริมาณรวมกรด
ไขมันไมอ่ิมตวัไมเปลี่ยนแปลง นอกจากนัน้ใบแกยังมีปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวรวมคงที่ (ตารางที่ 2) 
ทําใหอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวัในใบแกมีคานอยกวาใบออนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติและอาจเปนสาเหตุสวนหนึ่งที่ทําใหใบแกมีความไวตอการเกดิอาการ CI เร็วกวา
ใบออน  

 
ปริมาณหรือชนิดของไขมันไมอ่ิมตัวที่มีการเปลี่ยนแปลงอาจมีบทบาทตอความไวตอการ

เกิดอาการสะทานหนาวไดเชนกัน จากผลการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวในแมงลักใบ
ออนและใบแก  พบวาใบออนมีปริมาณ linoleic acid (C18:2) สูงกวาในใบแกเกือบ 2 เทา ในทาง
ตรงขามใบแกมีปริมาณ  C18:3 และ C16:1 มากกวาในใบออน อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 
1) ดังนั้นบทบาทของกรดไขมัน C18:2 นาจะเกี่ยวของกบัการชะลอการเกิดอาการสะทานหนาว ซ่ึง
จากการศึกษาของ Wilson and Crawford (1974a) ในตนกลาฝาย ถ่ัว และแตง ซ่ึงเปนพืชที่ไวตอ
อุณหภูมิต่ํา พบวาการทํา  hardening  ที่ 12oซ นาน 4 วัน กอนยายตนกลาไปไวที่ 4oซ สามารถลด
ความเสียหายจากการเกิดอาการสะทานหนาวในใบไดมากกวารอยละ 50 โดยพบวามีปริมาณของ
กรดไขมันไมอ่ิมตัว C18:2 ในใบพืชเพิม่ขึ้น แตไมมกีารเปลี่ยนแปลงระดับของไขมนัไมอ่ิมตัว 
หรือปริมาณกรดไขมันรวมในใบพืชทดลอง สวนตนกลาที่ไมไดทํา hardening ภายหลังจากนําไป
ไวที่ 4 oซ มีปริมาณกรดไมอ่ิมตัว C18:3 และน้ําหนกัรวมของกรดไขมนัลดลงอยางรวดเรว็ แตใน
พืชที่ทนทานตออุณหภูมิต่ําไมมีการเปลี่ยนแปลงดังกลาว นอกจากนั้นยงัพบความสัมพันธเชิงบวก
ระหวางความแกทางสรีรวิทยากับความไวตออุณหภูมิที่เพิ่มขึ้น ในใบตนกลาฝายและถั่ว โดยมี
ระดับ (degree) ของกรดไขมนัไมอ่ิมตัว และน้ําหนักรวมของ phosphlipid ลดลง (Wilson and 
Crawford , 1974b) การศึกษาในใบพืชสกลุ Solanum สายพันธุที่ทนทานตอความหนาวเยน็ มีการ
ปรับตัวโดยเกดิ cold-acclimate เพิ่มขึ้นสัมพันธกับการเพิม่ขึ้นของ C18:2 โดยที่ลักษณะนี้มีการ
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ถายทอดผานทางพันธุกรรม (Palta et al., 1993)  จะเหน็ไดวาผลการทดลองในพืชตาง ๆ ดังกลาว
สนับสนุนวาบทบาทของกรดไขมันไมอ่ิมตัว linoleic acid (C18:2)  อาจจะมีสวนทําใหลดความไว
ตอ CI ของใบพืชสกุลกะเพราได  

 
 แตการศึกษาในพืชหลายชนดิ พบวาการสะสมของ linolenic aicd (C18:3) มีบทบาทตอ
ความตานทานตออุณหภูมิต่ํามากกวากรดไขมันไมอ่ิมตัวชนิดอื่น (John and Christiansen, 1976; 
Cyril et al., 2002)  นอกจากนั้นกรดไขมันไมอ่ิมตัวยงัมีผลตอการอยูรอดของตน Arabidopsis ที่
อุณหภูมิต่ํา โดยตนกลายพันธุที่มีระดับของกรดไขมันมนัไมอ่ิมตัวในเยื่อหุมลดลง ทาํใหตนพืชมี
ความแข็งแรงนอยกวาตนปกติหรือตายหลังการปลูกที่อุณหภูมิต่ํา อธิบายวาตนกลายพันธุมีการอ
ยุบตัวหรือเกิดความเสียหายของเยื่อหุมงายกวาตนปกติ (Hugly and Somerville, 1992; Miquel et 
al., 1993)  แตการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของ microsomal membrane ของผลมะเขือเทศ
โดยใชเทคนิค wide-angle x-ray diffraction  พบวาในระหวางเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา มีปริมาณ gel 
phase เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย  แตหลังจากยายผลมะเขอืเทศไปที่อุณหภูมหิอง จึงมปีริมาณ gel 
phase เพิ่มขึ้น ทําใหกรดไขมนัในเยื่อหุมเกดิ phase separation และเกดิการรั่วไหลของประจุเพิ่มขึ้น 
แสดงวาการเปลี่ยนแปลงสถานะของไขมันในเยื่อหุมไมไดเกิดขึน้ที่อุณหภูมิต่ํา และไมไดเปน
สาเหตุของการเกิด CI  (Sharom et al., 1994)  ดังนั้นสวนประกอบของไขมันในเยื่อหุมเซลลอาจ
ไมไดเปนปจจยัหลักของความไวตอการเกดิCI 
 
      การแสดงอาการ CI ของตนออนขาวโพดที่สภาพอุณหภูมิต่ํา เกี่ยวของกับ การเพิ่มขึ้น
ของอนุมูลอิสระ (free radicals) หรือ reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงไปกระตุนการเกิด
กระบวนการออกซิเดชั่นของโปรตีน ไขมันและยับยั้งกจิกรรมของเอนไซม proteases การทําใหพืช
มีการปรับตัว (acclimated seedling) ทําใหมีระดับของเอนไซมตานอนมุูลอิสระ ไดแก catalase 
(CAT)  glutathione reductase (GR) และ  guaiacol peroxidase (GPX)  เพิ่มขึ้น 35-120%  ซ่ึงชวย
ปองกันการสะสมของ ROS และการเกิดออกซิเดชั่น ของโปรตีน ไขมัน และปองกนัการยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซม proteases (Prasad, 1996) ในพืชสายพันธุทนทานตออุณหภูมติ่ํามักมีปริมาณ
สารหรือเอนไซมตานอนุมูลอิสระมากกวาหรือมีการสราง ROS นอยกวาพันธุที่ไวตออุณหภูมิต่ํา จงึ
ชวยชะลอการแสดงอาการ CI ที่มีสาเหตุจากกระบวนการ oxidative stress หรือ lipid oxidation ใน
เซลลพืช (Wismer, 1998)  เชนเดียวกับผลการศึกษาครั้งนี้ ในแมงลักใบออนมีความไวตออุณหภูมิ
ต่ํานอยกวาใบแก  แตมกีิจกรรมของเอนไซม CAT และ POD หรือ GPX  มากกวาใบแก ขณะที่
กิจกรรมของเอนไซม ascorbate peroxidase (APX) และ superoxidae dismutase (SOD) ไมแตกตาง
กันทางสถิติเมือ่เปรยีบเทียบกับใบแกซ่ึงมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวา (ภาพที่ 11)  ดังนั้นความ
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แตกตางของความไวตออุณหภูมิต่ําในแมงลักใบออนและใบแกอาจเปนผลมาจากความแตกตางของ
ปริมาณเอนไซมตานอนุมูลอิสระ  จึงทําใหความสามารถปรับตัวในสภาพอุณหภูมิต่ําหรือปรากฏ
อาการ CI แตกตางกัน เชนเดียวกับการศกึษาในพืชหลายชนิด เชน ใบอัฟริกันไวโอเล็ต ตนขาวโพด 
ผลสม และผลมะเขือเทศ พบวาพืชสายพนัธุทนทานตออุณหภูมิต่ําหรือมีความไวตออุณหภูมิต่ํานอย 
มีการปรับระดบัของสารหรือเอนไซมตานอนุมูลอิสระ  บางชนิดเพิ่มขึ้นมากกวาสายพนัธุที่ออนแอ
ตออุณหภูมิต่ํา (Sala and Lafuete, 1991; Walker and McKersie, 1993; Hodges et al., 1997; Yang, 
2001)  ในการทดลองทํา cold acclimation กับพืชที่ไวตออุณหภูมิต่ํา ชวยยืนยันบทบาทของเอนไซม
ตานอนุมูลอิสระ ที่มีผลตอในการชะลอการเกิดอาการ CI ของใบขาว  (Kuk et al., 2003 a) ปจจัย
ดานอายกุารเกีย่วหรือความแกทางสรีรวิทยาของพืชมีความสัมพันธกับปริมาณสารและกิจกรรมของ
เอนไซมตานอนุมูลอิสระ  ในผลสาลี่ที่มีความแกทางสรีรวิทยาของผลเพิ่มขึ้น มีความสัมพันธกับกิ
จรรมเอนไซม POD เพิ่มขึ้น (Lentheric et al., 1999)  สําหรับเอนไซม POD หรือ GPX  นั้นเปน
เอนไซมที่มีบทบาททั้งเปนสารตานอนุมูลอิสระ และ เอนไซมที่เกี่ยวของกับการเกดิสีน้ําตาล 
สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม CAT ที่พบในใบออนและใบแก ซ่ึงเอนไซมทั้ง
สองชนิดนี้มีบทบาทเกี่ยวของกับการเปนเอนไซมตานอนมุูลอิสระ โดยการเปลี่ยน O2

. และ H2O2 
กลายเปนน้ําและออกซิเจน ชวยชะลอหรือปองกันการเกิด lipid oxidation ที่เปนสาเหตุของการผลิต
อนุมูลอิสระ (Kumer and Knowles, 1993) 
  
 กิจกรรมของเอนไซม catecol oxidase หรือ polyphenol oxidase (PPO) เปนเอนไซมที่มี
การศึกษามากที่สุด เนื่องจากถูกจัดเปนเอนไซมหลัก (key enzyme) ในกระบวนการเกดิสีน้ําตาล
ของผลิตผลหลายชนิด เชน กลวย พริก และมะมวง (Solecka et al.,1999; Nguyen et al., 2004, 
Boonsiri et al.,2007) ในสภาวะอณุหภูมิต่ํา สามารถชักนําการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิกใน
พืช ซ่ึงเปนสารตั้งตนของเอนไซมที่ทําใหเกิดสีน้ําตาลและมีความสัมพนัธกับการเกดิสีน้ําตาล 
(Tomás-Barberán et al.,2001;  Pennycooke et al.,2005)  เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางกิจกรรม
เอนไซม PPO และคาดัชนีของอาการสะทานหนาว (CI index) ในแมงลักใบออนและใบแกเก็บ
รักษาที่ 4oซ พบวามีความสัมพันธเชิงลบ (R2= 0.85; P < 0.001) (ภาพผนวกที่ 4B) และพบวาใบ
ออนมีกิจกรรมสูงกวาใบแก  แตปริมาณสารประกอบฟนอลิกในใบแมงลักมีคาคงที่และมีปริมาณ
ใกลเคียงกันทัง้ในใบออนและใบแก สวนใบเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 12oซ มีกิจกรรม PPO คอนขางคงที่ 
แตในใบโหระพาซึ่งเปนพันธุที่ไวตออุณหภูมิต่ํานอยกวา ในชวงเริ่มตนมีกิจกรรมของเอนไซม 
PPO ในใบออนและใบแกต่าํกวาใบแมงลักอยางมาก แตมกีิจกรรมคอนขางคงที่ อยางไรก็ตามทั้ง
สองสายพันธุมีกิจกรรมของเอนไซม PPO ในใบออนสูงกวาใบแก (ภาพที่ 12) แสดงวากิจกรรมของ 
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PPO อาจไมมบีทบาทโดยตรงตอการเกิดอาการ CI (สีน้ําตาล) ของใบพชืสกุลกะเพราเนื่องจากการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา  

 
เอนไซมชนิดอื่นที่มีบทบาทเกี่ยวของกับการเกิดสีน้ําตาล ไดแก  peroxidase (POD) และ 

PAL  ซ่ึงมีกิจกรรมในใบแกของโหระพาและแมงลักที่มคีาดัชนีการเกดิอาการ CI แตกตางกัน  ใบ
แมงลักและโหระพาปกติทีย่ังไมเกดิอาการสะทานหนาว (CI index = 1) หรือเร่ิมเกดิอาการสะทาน
หนาวระดับสอง พบวากจิกรรมเอนไซม GPX ใบโหระพาสูงกวาใบแมงลัก แตเมื่อมีการพัฒนา
อาการ CI เพิ่มมากขึ้นพบวาไมแตกตางกันทั้งสองสายพันธุ (ไมแสดงขอมูล) จะเหน็ไดวาพันธุและ
ความแกของใบที่มีความทนทานตออุณหภมูิต่ํามากกวา มคีวามสัมพันธกับกิจกรรมเอนไซม GPX  
ที่สูงกวา ดังนัน้บทบาทของเอนไซมชนิดนีใ้นพืชสกุลกะเพรานาจะเกี่ยวของกับการเปนเอนไซม
ตานอนุมูลอิสระมากกวาเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเกดิสีน้ําตาล (Lamikanra, 2002)   สําหรับ
เอนไซม PAL ในใบแกแมงลักซึ่งมีความไวตออุณหภูมิต่ํามีกิจกรรมสูงขึ้นสอดคลองกับระดับความ
รุนแรงของอาการสีน้ําตาล แตในใบแกโหระพาซึ่งมีความไวตออุณหภมูิต่ํานอยกวามกีิจกรรมของ
เอนไซม PAL  สูงขึ้นในชวงเริ่มเกิดอาการสะทานหนาว (CI index = 2)  มีกิจกรรมเพิม่ขึ้นอยางมาก 
แตภายหลังจากมีการพัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงขึ้นกลับมีกิจกรรมลดลง แตการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณสารฟนอลลิกทั้งหมดในใบโหระพามีปริมาณลดลงระหวางการเกิดอาการ CI ที่รุนแรง
เพิ่มขึ้น (ภาพที่ 13)  ถาพิจารณาวิถีการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิกในใบโหระพาพบวาการ
ทาํงานของเอนไซม PAL อยูในชวงเริ่มตนของวิถี  โดยเรงปฏิกิริยาในการเปลี่ยนสารตั้งตน 
phenylalanine เปน cinnamic acid  แลวจึงมกีารเปลี่ยนแปลงเปนสารอื่นและมีเอนไซมอ่ืนอีก
จํานวนมากทํางานรวม จนทายสุดจึงเปลี่ยนเปนสาร rosmarinic acid  หรือ caffeic acid  (Gang et 
al., 2001)   จะเห็นไดวาเอนไซม PAL อาจมีบทบาทเฉพาะในชวงเริ่มตนของการสังเคราะหสาร
ตัวกลางในวิถีการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิก จึงอาจไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมด  ดังนั้นจากผลการทดลองจึงอาจกลาวไดวาเอนไซม PAL  ไมมี
บทบาทเกี่ยวของการเกิดสีน้าํตาลในใบพืชสกุลกะเพราทีแ่สดงอาการ CI  
 
3.  การใชสารเคมีบางชนดิและความรอนเพื่อลดอาการสะทานหนาวของใบพชืสกุลกะเพรา 
  

3.1  การใชสาร 1-methylcyclopropene (1-MCP)     
  
        การใหสาร 1-MCP มีผลตอการลดการเกิดสีน้ําตาล และความผิดปกติจากอาการ
สะทานหนาวในพืชผักและผลไมหลายชนิด ไดแก ผักกาดหอม แครอท อะโวคาโด สับปะรด และ
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สม ซ่ึง 1-MCP เกี่ยวของกับการยับยั้งการทํางานของเอทิลีนในการเรงกระบวนการสุกหรือเรงการ
เสื่อมสภาพของผลิตผล (Sisler and Serek, 2003; Watkins et al., 2006) ในการทดลองครั้งนี้พบวา
ผลของสาร1-MCP ชวยชะลอการพัฒนาอาการ CI ในใบแกของแมงลักเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 
ในชวงระยะเวลาสั้น ๆ หรือเปนแบบชั่วคราว  และพบวาการเพิ่มความเขมขน 1-MCP ไมทําใหมี
การชะลออาการ CI เพิ่มขึ้น (ภาพที่ 18)  แตหลายการศึกษาระบุวาใบพชืสกุลกะเพราจัดเปนพืชที่มี
ความไวตอเอทิลีนสูง และ การใช 1-MCP ความเขมขนต่ํา สามารถยืดอายุการเก็บรักษา ชะลอการ
สูญเสียคลอโรฟลล ลดการรวงของใบ รวมทั้งลดความเสยีหายจากการเกิด CI ได  โดยการยับยั้ง
หรือปองกันการทํางานของเอทิลีนจากแหลงภายนอก (Aharoni et al.,  1993;  Bower and Mitcham, 
2001; Able et al., 2003)  แตจากผลการทดลองการใช 1-MCP ความเขมขน 100 nLL-1 สามารถ
ชะลอ CI แบบชั่วคราวแตกตางทางสถิติกับชุดควบคุม ในชวง 0-12 ช่ัวโมง แตหลังจากการเก็บ
รักษาที่ 4oซ เปนเวลา  24 ช่ัวโมง มีการสะสมของเอทิลีนในถุงที่บรรจุใบแมงลักเพิ่มมากขึ้น  
สอดคลองกับอาการสะทานหนาวที่รุนแรงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับใบแมงลักที่เก็บรักษาที่ 12oซ  
(ไมไดแสดงขอมูล)  การให 1-MCP ความเขมขนต่ําไมมผีลตอการรั่วไหลของประจุ ในทางตรงขาม
กลับเพิ่มขึ้น   
 
 3.2  การใชสาร salicylic acid (SA) 
  
        สาร SA เปนสารที่พืชมีการสังเคราะหเพิ่มขึ้นในสภาพที่เกิดความเครียดเนื่องจาก
ส่ิงมีชีวิตและสิ่งไมมีชีวิต บทบาทของสารนี้เกี่ยวของกับการถายทอดสัญญาณทําใหพชืมีการ
ปรับตัวในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม  (Klessing and Malamy, 1994) การใหสาร SA และสาร 
methyl salicylate กอนการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิต่ํา ในผักกนิผลหรือผลไมบางชนิด ไดแก  ฝร่ัง 
มะเขือเทศ  พริกหวาน สามารถชะลอเกิด CI ภายหลังการเก็บรักษา  (Ding et al., 2001;  Fung et al., 
2004; González-Aguilar et al., 2004) จากผลการทดลองพบวา การจุมกานแมงลักใบแกใน
สารละลาย SA ที่ความเขมขน 0.5 mM เปนเวลานาน 10 นาทีกอนเกบ็รักษาที่อุณหภูมิต่ํา  สามารถ
ชะลอการพัฒนาของอาการ CI ไดนาน 24 ช่ัวโมง และชะลอการเพิ่มขึน้ของคา EL (ภาพที่ 19)  
สอดคลองกับผลการศึกษาใน ตนกลาขาวโพด ตนกลาขาว และผลทอ  พบวาการใหสาร SA ชวย
เพิ่มความตานทานตอการเกดิอาการสะทานหนาว ชะลอการเพิ่มขึ้นของคา EL จากเนือ้เยื่อใบ
และไฮโพคอทิล และเกีย่วของกับการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมในระบบตานอนุมูลอิสระ ไดแก GR 
และ GPX  (Kang and Saltveit, 2002; Wang et al., 2006a) 
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 3.3  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere packaging) 
 
        การบรรจุผลิตผลสดในภาชนะปดหรือถุงพลาสติก มีผลตอการเปลี่ยนแปลงสภาพ
บรรยากาศ เนือ่งจากการหายใจของผลิตผล มีการสะสมของกาซคารบอนไดออกไซด น้ําและการ
ลดลงของปริมาณกาซออกซิเจน สภาพที่เกดิขึ้นมีประโยชนตอการลดอาการสะทานหนาวในพืชทีม่ี
ความไวตออุณหภูมิต่ํา (Forney and Lipton, 1990) จากผลการทดลองพบวาการบรรจใุบแมงลักใน
ถุงพลาสติกในสภาพปด ชะลอการเกิด CI ไดมากกวาใบที่เก็บในสภาพอากาศปกต ิ
(ถุงเจาะรู)  สอดคลองกับการชะลอการเพิ่มขึ้นของการรั่วไหลของประจรุะหวางเก็บรักษาใน
อุณหภูมิต่ํา (ภาพที่ 21)  ความแตกตางของความไวตออุณหภูมิต่ํา อาจเกี่ยวของกับความชื้นสัมพัทธ
และปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2)ที่สะสมในถงุบรรจุใบแมงลัก ความชื้นสมัพัทธในถุง
บรรจุใบแมงลกัแบบปดมีรอยละความชืน้สูงกวาถุงพลาสติกเจาะรู เฉลี่ยรอยละ 5-10  และมีความ
เขมขนของกาซ CO2 เฉลี่ยสูงกวา 1 เปอรเซ็นต (ไมแสดงขอมูล) การใชฟลมหอหุมกลองบรรจุผล
สม เพื่อเพิ่มความชื้นในระหวางการขนสงและการเก็บรักษา มีประสิทธิภาพในการลดหรือการ
ชะลออาการสะทานหนาว และสามารถประยุกตใชในการสงออก (Henriod, 2006)  การบรรจุใบ
แมงลักในถุง HDPE สามารถชะลอการพัฒนาอาการ CI มากกวาการบรรจุในถุง PE  สาเหตุของ
ความแตกตางของการพัฒนาอาการ CI นาจะเกี่ยวของกบัการสะสมของปริมาณกาซ CO2 ในถุง
บรรจุมากกวาความชื้นสัมพทัธที่เพิ่มขึ้น ความชื้นสัมพัทธในถุง PP ที่บรรจุใบแมงลักมีคาเฉลี่ยสูง
กวารอยละ 95 มากกวาความชื้นในถุงชนดิ HDPE ซ่ึงมีความชื้นสัมพัทธรอยละ 85-90 (ไมแสดง
ขอมูล) ความเขมขนของกาซ CO2 ที่เพิ่มขึ้นมีผลชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาวในผลกลวยไข 
ผลทอ และ nectarine บางสายพันธุ มีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมที่
เกี่ยวของกับการผลิตเอทิลีน และเกดิการสรางโปรตีนบางอยางขึ้นมาใหมเพิ่มขึ้นกวาปกติ  (Luan  
et al., 2003; Uthairatanakij, 2003)  แตความเขมขนของกาซ CO2 ที่มากกวารอยละ 10 หรือปริมาณ
ออกซิเจนที่นอยกวารอยละ 1 เปนสาเหตุใหเกิดกลิ่นผิดปกติมากขึ้น ใบแมงลักที่บรรจุใน
ถุงพลาสติกชนิด PE ที่มีการเจาะร ู  มีกล่ินผิดปกติหลังจากเก็บรักษาอุณหภูมิต่ําเพยีง 24 ช่ัวโมง (ไม
แสดงขอมูล) 
 
  3.4  การใชความรอนเพื่อลดการเกิดอาการสะทานหนาว 
 
              การใหความรอนในระดบัปานกลาง ( 38-42oซ) ในชวงระยะเวลาสั้น ๆ นานเปน
ช่ัวโมงสามารถลดความไวตอการเกิด CI ในผลไมและผักกินผลหลายชนิดที่มีความไวตออุณหภูมิ
ต่ําคอนขางมาก ไดแก อะโวคาโด สม มะมวง มะเขือเทศ แตงกวา พริก และซูกินี  เนื้อเยื่อพืชเกิด
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การปรับตัวในสภาพอุณหภูมติ่ํา และลดความเสียหายจากอาการ CI หลังไดรับอุณหภมูิสูง  โดยการ
สังเคราะห heat shock protein (HSP) เพิ่มขึ้น  ลดคาการรั่วไหลของประจุจากเนื้อเยื่อผลมะเขือเทศ  
หรือการเปลี่ยนแปลงองคประกอบของไขมันในเยื่อหุมเซลล  (Lurie, 1998) ในการทดลองครั้งนี้
พบวาการใหความรอนกับใบแมงลักที่ 38 oซ เปนเวลานาน 15 นาที ชะลอการพัฒนาอาการ CI ใน
แมงลักใบแก ภายหลังจากการเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 oซ ไดนานมากกวา 24 ช่ัวโมง (ภาพที่ 22) แต
การใหความรอน เปนเวลานาน 30 นาทีหรือ 1 ช่ัวโมงทําให เกดิความเสียหายจากความรอน (heat 
injury) และมอีาการ CI รุนแรงขึ้น (ไมแสดงขอมูล) แตจากการศกึษาในโหระพา ที่ใหอุณหภูมสูิง
เทากันกับการทดลองนี้ เวลาที่ใหความรอนนานมากกวา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการแสดงอาการ 
CI ไดตลอดการทดลอง โดยไมเกิดความเสยีหายจากความรอน (Aharoni, et al., 2004) ผลของการ
ใชความรอนในใบแมงลัก นาจะเกี่ยวของกบัการลดความเสียหายของเยือ่หุมเซลล จึงพบวาหลังจาก
เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําเพยีง 12 ช่ัวโมง สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของคาการรั่วไหลของประจุจาก
เนื้อเยื่อใบ สอดคลองกับการใหความรอนระยะสั้น กับผลสตรอเบอรี หรือช้ินสวนของใบและราก
ตนกลวยไม มกีารชักนําใหเพิ่มขึ้นของกิจกรรม antioxidant enzymes บางชนิด เชน SOD และ CAT 
ซ่ึงมีบทบาทในการปกปองอันตรายของเซลลพืชจาก ROS (Ali et al., 2005; Vicente et al., 2006) 
การใหความรอนกับผักสลัดกอนที่ทาํการตัดแตงบางสวน สามารถลดการเกิดสีน้ําตาลบริเวณ
บาดแผลจากการตัดแตง เนื่องจากหลังจากพืชไดรับความรอนทําใหมกีารสังเคราะห HSP เพิ่มขึ้น 
และลดการสังเคราะหโปรตนีหรือเอนไซมที่เกี่ยวของกบั phenolic metabolism ไดแก PAL 
(Saltveit, 2000)  
 
4.  กลไกการเกิดอาการสะทานหนาวของใบพืชสกุลกะเพรา 
 
 จากผลการทดลองที่กลาวมาขางตน โดยการเปรียบเทียบแมงลักใบออนและใบแก ซ่ึงมี
ความไวตออุณหภูมิต่ําและมีความแตกตางทางสรีรวิทยาและชีวเคมีบางอยางแตกตางกัน สาเหตุ
เบื้องตนในการเกิด CI ของใบพืชสกุลกะเพรานาจะเกี่ยวของกับความเสียหายของเยือ่หุมเซลล  ซ่ึง
อาจมีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวรวม 
(UFA/SFA ratio) ในใบออนมี UFA/SFA ratio เพิ่มขึ้นหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่าํ (4oซ) นาน 
12 ช่ัวโมง โดยท่ีใบออนยังไมมีอาการ CI เกิดขึ้น ขณะทีใ่นใบแก ไมมกีารเปลี่ยนแปลงของ 
UFA/SFA ratio และใบแกแสดงอาการ CI แลว นอกจากนั้นองคประกอบของกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่
แตกตางกันอาจมีความสัมพนัธกับอาการ CI ของใบแมงลัก  จากผลการทดลองพบวาใบออนมี
ปริมาณ linoleic acid (C18:2) มากกวาใบแกเกือบ 2 เทา แตในทางตรงกันขามพบ linolenic acid 
(C18:3) ในใบออนนอยกวาใบแกอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  กรดไขมันไมอ่ิมตัวทั้งสองชนดินี้ เปน 
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polyunsaturated fatty acids (PUFAs) ซ่ึงเปนสารตั้งตน(substrate) ของเอนไซม LOX จากการ
ทดลองพบวากิจกรรมของ LOX และการแสดงออกของยีน  OcLOX ในใบแกสูงกวาในใบออน  จึง
เปนไปไดวาเอนไซม LOX ในใบแมงลักใช C18:2 เปนสารตั้งตน จึงทําใหมีปริมาณ C18:2 ในใบ
แกนอยกวาในใบออน 
 
 LOX เปนเอนไซมที่มีศักยภาพสูงตอการยอยสลายเยื่อหุมเซลลในสองทิศทางคือ เรง
ปฏิกิริยาการเตมิออกซิเจนใน PUFAs  ที่มีโครงสรางเปน cis-cis double bound ใน C18:2 (back 
bone) แลวเปลีย่นเปนสารตวักลาง hydroperoxides (LOOH) สองชนิดคอื cis-trans (13HP) หรือ 
trans-cis (9HP) ทําใหขนาดรศัมีของโมเลกุลของไขมัน (C18:2) ลดลง โดยที่ 13HP นาจะมีบทบาท
ตอการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของเยื่อหุมมากกวา เนือ่งจากมีขนาดรัศมีโมเลกุลลดลงอยางมาก 
ทําใหมีจํานวนโมเลกุลตอพื้นที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงอาจชักนํามีเยือ่หุมมีสภาพไมยืดหยุน (membrane 
rigidity) จึงเกดิการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติในการคัดเลือกสารผานเยื่อหุมเซลล (permeability) และ
มีผลทําใหคาการรั่วไหลของประจุของเยื่อหุมเพิ่มขึ้น  ความเปนไปไดอีกทางหนึ่งคอืผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นในระหวางเกดิกระบวนการ catabolism โดยเอนไซม LOX อาจเปลี่ยนรูป PUFAs เปน 
PUFA free radical (.PUFA) ซ่ึงสามารถเปลี่ยนเปน peroxyl (ROO.),  alkoxyl  (RO.) หรือ 
superoxide (O2

.) free radical  ซ่ึงทําความเสียหายเยื่อหุมเซลล (Shewfelt, 1992; Lester, 2003 )  แต
พืชมีระบบปองกันตัวเองโดยการสรางสารหรือเอนไซมตานอนุมูลอิสระเพื่อควบคุมหรือปองกัน
อันตรายจากอนุมูลอิสระที่เกดิขึ้น (Shewfelt and del Rosario, 2000) จากผลการทดลองในใบออนมี
กิจกรรมของเอนไซม CAT และ GPX สูงกวาในใบแก เอนไซม CAT มีบทบาทในการเปลี่ยนสาร
อนุมูลอิสระ ใหอยูในรูปไมเปนอันตรายตอเซลล โดยการเปลี่ยน superoxide และ hydrogen 
peroxide  กลายเปนน้ํา และออกซิเจน จึงอาจชวยชะลอกระบวนการ lipid oxidation และการปรากฏ
อาการสะทานหนาวในแมงลักใบออน  จะเห็นไดวา UFA/SFA ratio ปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัว C 
18:2  การแสดงออกของยีนหรือกิจกรรมของเอนไซม LOX และกจิกรรมของเอนไซม CAT มี
ความสัมพันธรวมกัน (interrelationship) ตอการเกิดอาการสะทานหนาวในใบแมงลัก ซ่ึงอาจสรุป
ความสัมพันธของปจจัยที่เกีย่วของกับการเกิด CI ในใบพืชสกุลกะเพราดังภาพที่ 28  
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ภาพที่ 28  กลไกการเกิดอาการสะทานหนาวในใบแมงลัก 

 
                          ผลจากการทดลอง         PUFA: polyunsaturated fatty acids 
                        ผลกระทบที่เกิดขึ้น        OcLOX: basil lipoxygenase gene   
           ผลกระทบที่คาดวาจะเกิดขึ้น        CAT: catalase 
                        UFA/SFA: unsaturated/saturated fatty acid 
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สรุป 
 

การศึกษาความสัมพันธระหวางความเสยีหายของเยื่อหุมเซลลและการเกิดอาการสะทาน
หนาวของใบพืชสกุลกะเพรา สามารถสรุปผลดังตอไปนี้ 

 

1.  ใบพืชสกุลกะเพรามกีารพัฒนาอาการสะทานหนาวระหวางการเกบ็รักษาที่ 4oซ โดย
แสดงอาการยบุตัวหรือการตายของเนื้อเยื่อดานทองใบเกดิขึ้นกอน มกีารยุบตัวของเซลล spongy 
กอนเซลล palisade  อาการสะทานหนาวทีเ่ดนชัดคือ เกดิจุดสีน้ําตาล หรือ แถบสีน้ําตาลแดง มี
ขนาดไมสม่ําเสมอ บริเวณปลายใบ ขอบใบ หรือเนื้อเยื่อใกลเสนกลางใบ ตอมาเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสี
ดํา ขยายขนาดเพิ่มขึ้น และอาจเกิดการหดตัวของเนื้อเยื่อทําใหใบเหีย่ว สําหรับอุณหภมูิที่เหมาะสม

สําหรับการเกบ็รักษาและไมทําใหเกิดอาการสะทานหนาวคือ 12oซ โดยมีอายุการเก็บรักษานาน
ประมาณ 1 สัปดาห  

 
2.  พืชสกุลกะเพรามีความไวและระดับความรุนแรงตอการเกิดอาการสะทานหนาวแตกตาง

กัน ใบแมงลักมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุด รองลงมาไดแกใบกะเพราและใบโหระพามีความ
ไวตออุณหภูมติ่ํานอยที่สุด โดยใบออนมีความไวตออุณหภูมิต่ํานอยกวาใบแกในทุกสายพันธุ โดย
พบวาเนื้อเยื่อใบแกมีคาการรัว่ไหลของประจุมากกวาเนื้อเยื่อใบออนและเนื้อเยื่อบริเวณที่เกดิสี
น้ําตาลมีการเพิ่มขึ้นของคาการรั่วไหลของประจุสอดคลองกับคาดชันีอาการสะทานหนาวที่เพิ่มขึ้น 
แตสวนของเนือ้เยื่อปกติทีแ่ยกมาจากใบที่มดีัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกันมีคาการรั่วไหลของ
ประจุคงที ่

 
3.  กิจกรรมเอนไซม PPO ในใบแมงลักโดยรวมมีคาสูงกวาใบโหระพา  แตมีลักษณะการ

เปลี่ยนแปลงทีแ่ตกตางกัน ในใบแมงลักกจิกรรม PPO ลดลงอยางตอเนื่อง  ขณะทีใ่บโหระพามี
กิจกรรม PPO คอนขางคงที่ในระหวางการเก็บรักษาอณุหภูมิต่ํา โดยในใบออนมีกิจกรรมเอนไซม 
PPO มากกวาในใบแกทั้ง 2 ชนิด  สวนปริมาณสารฟนอลิกในใบโหระพาโดยรวมมีปริมาณมากกวา
ใบแมงลัก  แตในใบออนและใบแกมีปริมาณสารใกลเคียงกัน 

 
4.  ในแมงลักใบแกมีกจิกรรมเอนไซม LOX  และมีการสะสมของ mRNA transcript ของ

ยีน OcLOX  ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ มากกวาในแมงลักใบออน  สวนใบแกเก็บรักษาที่ 12oซ 
ไมมีการแสดงออกของตลอดการเก็บรักษา สําหรับปริมาณ  TBA- reactive compound มีลักษณะ
การเปลี่ยนแปลงคลายกันทั้งในใบแกและใบออน   



 
   96 

5.  อัตราสวนของกรดไขมนัไมอ่ิมตัวและไขมันอิ่มตวั ในใบออนมีคาเพิ่มขึ้นอยางมาก

หลังการเก็บรักษาที ่4 oซ นาน 12 ช่ัวโมง โดยมีความสัมพันธกับการเพิม่ขึ้นของปริมาณรวมของ
กรดไขมันไมอ่ิมตัวเพิ่มขึ้น และกรดไขมันอิ่มตัว  palmitic acid (C16:0)  ลดลง และพบวามีปริมาณ
กรดไขมันไมอ่ิมตัว linoleic acid (C18:2) มากกวาใบแกประมาณสองเทา แตปริมาณกรดไขมันไม
อ่ิมตัว linolenic acid (C18:3) ในใบออนมีปริมาณนอยกวาใบแกแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติ   

 
6.  เอนไซม CAT ในใบออนมีกิจกรรมเพิ่มขึ้นหลังการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิต่ํานาน 24 

ช่ัวโมง ขณะทีก่ิจกรรมเอนไซมในใบแกมแีนวโนมลดลง  นอกจากนัน้ยังพบวากจิกรรมเอนไซม 
GPX  ในใบออนสูงกวาใบแกอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ขณะที่มกีิจกรรมคอนขางคงที่ แตในใบแกมี
กิจกรรมลดลงอยางชา ๆ ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมติ่ํา  สําหรับเอนไซม SOD และAPX  มี
กิจกรรมคอนขางคงที่และไมแตกตางกันทั้งในใบออนและใบแก   

 
7.  การใหสาร salicylic acid เขมขน 0.5 mM นาน 10 นาที  สามารถชะลอการพัฒนาอาการ

สะทานหนาวและชะลอการเพิ่มคาการรั่วไหลของประจุจากเนื้อเยื่อใบแก เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม  สวนการใหความรอนกับใบแมงลักดวยการอบดวยลมรอนทีอุ่ณหภูมิ 38o ซ นาน  15 นาที
การใหสาร 1-MCP เขมขน 100 nL L-1 นาน 4 ช่ัวโมงและการใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศโดย
บรรจุใบแมงลกัในถุงพลาสติกพอลิเอทิลีนสภาพปด สามารถชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาว
ไดเพยีง 24 ช่ัวโมง หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําและไมสามารถลดคาการรั่วไหลของประจุจาก
เนื้อเยื่อใบ เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
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ตารางผนวกที่ 1  การวิเคราะหความแปรปรวนดัชนีสะทานหนาวของใบกะเพรา โหระพาและใบ
แมงลักใบออนและใบแกระหวางการเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ 

 

 

 
หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรตางกนัในแนวคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดบัความเชื่อมั่น 
        เทากับ 95%  โดยใชวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
   ** P > 0.05 ไมแตกตางทางสถิติ 

        0.01< P ≤ 0.05 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%   

         P ≤ 0.01 แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99%   

พันธุ ระยะเวลาเก็บรักษา (ช่ัวโมง) 
 24 48 72 

กะเพรา   2.00b* 3.60a 3.58a 
โหระพา 1.80b 2.87b 4.27a 
แมงลัก 3.24a 4.00a 4.75a 

ความแกของใบ ระยะเวลาเก็บรักษา (ช่ัวโมง) 
 24 48 72 

ใบออน 1.98b 2.73b 3.80a 
ใบแก 2.80a 3.84a 4.48a 

อุณหภูมิ (oซ) ระยะเวลาเก็บรักษา (ช่ัวโมง) 
 24 48 72 

4 2.35a 3.29a 4.14a 
12 1.00b 1.040b 1.10b 

ปจจัย ระยะเวลาเก็บรักษา (ช่ัวโมง) 
 24 48 72 

พันธุ      0.0475** 0.0254 0.0009 
ความแกของใบ 0.0001 0.0001 0.8300 
อุณหภูมิ 0.0001 0.0001 0.0001 
พันธุ x ความแกของใบ 0.0018 0.0001 0.0007 
ความแกของใบ x อุณหภูมิ 0.0001 0.0001 0.0025 
พันธุ x อุณหภูมิ 0.0001 0.0001 0.1819 
พันธุ x ความแกของใบx อุณหภูมิ 0.0018 0.0001 0.0016 
C.V. 11.96 7.77 9.48 

P_Value 
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ตารางผนวกที่ 2  การวิเคราะหความแปรปรวนอัตราสวนของกรดไขมนัไมอ่ิมตัวตอกรดไขมัน 
               อ่ิมตัวของแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาที ่4oซ  
 

 
หมายเหตุ   ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V. = 8.52% 
 
ตารางผนวกที่ 3  คาเฉลี่ยของอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวัของแมงลัก   
 ใบแกเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ  

 
หมายเหตุ  * = แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  C.V.  = 8.09% 
 
ตารางผนวกที่ 4  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัไมอ่ิมตัวของแมงลักใบออน

และใบแกเก็บรักษาที่ 4oซ  
 

 
หมายเหตุ   ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V.  = 0.59% 
 

source df ss ms F Prob 
Model 9 152.86 16.98 13.18** 0.0001 
Error 20 25.77 1.28   
total 29 178.63    

Source df Ss ms F Prob 
Model 5 27.56 5.51 4.89* 0.0114 
Error 12 13.54 1.13   
Total 17 41.10    

Source df ss ms F Prob 
Model 9 38.16 4.24 13.96** 0.0001 
Error 20 6.07 .30   
Total 29 44.23    
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ตารางผนวกที่ 5  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัอิ่มตัวของแมงลักใบออนและ
ใบแกเก็บรักษาที่ 4oซ  

 

 
หมายเหตุ ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V.  = 7.99% 
 
ตารางผนวกที่ 6  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัไมอ่ิมตัวของแมงลักใบแก

เก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ  
 

 
หมายเหตุ ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V.  = 0.56% 
 
ตารางผนวกที่ 7  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัอิ่มตัวของแมงลักใบแกเก็บ

รักษาที่ 4 และ 12oซ  
 

 
หมายเหตุ ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V. = 7.25% 
 

source df ss ms F Prob 
Model 9 39.22 4.36 13.21** 0.0001 
Error 20 6.59 .33   
total 29 45.81    

source df ss ms F Prob 
Model 5 9.18 1.83 6.38** 0.0031 
Error 12 3.22 .27   
total 17 12.40    

source df ss ms F Prob 
Model 5 9.20 1.84 6.81** 0.0032 
Error 12 3.24 .27   
total 17 12.44    
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B 

ภาพผนวกที ่1  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ของยีน LOX ช้ินบน (A) มีขนาดประมาณ 520 bp  
 ช้ินลาง (B) มขีนาดประมาณ 360 bp โดยใช degenerate primer: FNui และ PrepR1 

เปรียบเทียบกบั M: 1kb marker (Fermantas, USA) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแก
ที่เก็บรักษาที่ 4 oซ นาน 36 ช่ัวโมง 

ภาพผนวกที ่2  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ของยีน LOX  มีขนาดประมาณ 468 bp โดยใช specific 
primer: FLOX4B และ RLOX4B เปรียบเทียบกับ M: 1kb marker (Fermantas, 
USA) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแกทีเ่กบ็รักษาที่ 4 oซ นาน 36 ช่ัวโมง 

M 

A 

M 
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ภาพผนวกที่ 3  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ของยีน PPO มีขนาดประมาณ 500 bp โดยใช 
degenerate primer: PPO_LEFT และ PPO_RIGHT เปรียบเทียบกับ M:1 kb 
marker (Fermantas, USA) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแกที่เก็บรักษาที ่ 
4O ซ นาน 36 ช่ัวโมง 

M 
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ภาพผนวกที่ 4  สัมประสิทธิสหถดถอยระหวางคาร่ัวไหลของประจุและดัชนีสะทานหนาว (A) 
กิจกรรมของเอนไซม PPO และดัชนีสะทานหนาว (B)  



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางธิติมา  วงษชีรี 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 31  ตุลาคม  2510 
สถานท่ีเกิด  จังหวดัระยอง 
ประวัติการศึกษา ปริญญาตรี วทบ. (พืชสวน) สถาบันเทคโนโลยี 

พระจอมเกลา เจาคุณทหารลาดกระบัง 
ปริญญาโท วทม.  (วิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว) 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน นักวจิัย ระดับ 6 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน สํานักวิจยัและบริการวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (สวท.)  

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี (มจธ.) 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  รางวัลคุณภาพวิจัยระดับดี สาขาพืช ใน การประชุม

วิชาการ มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตรวิทยาเขตกําแพงแสน
คร้ังท่ี 2  วันท่ี  7-8  ธันวาคม  2548 

ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ทุน มจธ. วิทยาเขตราชบุรี 
ทุนโครงการพัฒนาระดับบัณฑิตศึกษาและวิจัยเทคโนโลยี
หลังการเก็บเกีย่ว  
ทุนสนับสนุนคุณภาพงานวจิัยระดับบัณฑติศึกษาฯ 
บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 




