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(1) 

สารบัญ 

 
 หนา 
 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (3) 
คํานํา  1 
วัตถุประสงค  3 
การตรวจเอกสาร  4 
อุปกรณและวธีิการ 22 
ผล 41 
วิจารณ 81 
สรุป 95 
เอกสารและส่ิงอางอิง 97 
ภาคผนวก    118 
ประวัติการศึกษาและการทํางาน 125 
 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 

ตารางท่ี หนา 
  
      1 ชนิดและปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) และกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) 

ของแมงลัก 62 
      2 ปริมาณรวมของกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) ของ

แมงลักใบออนและใบแกหลังการเก็บรักษาท่ี 4oซในชวงเวลาท่ีแตกตางกัน 63 
      3 ชนิดและปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) และกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) 

ของแมงลักใบแกหลังการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4  และ 12oซ ในชวงเวลา
แตกตางกัน 64 

      4 ปริมาณรวมของกรดไมอ่ิมตัว (UFA) และกรดไขมันอ่ิมตัว (SFA) ในแมงลัก
ใบแกหลังการเก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ ในชวงเวลาท่ีแตกตางกัน 65 

   
ตารางผนวกท่ี  

  
      1 การวิเคราะหความแปรปรวนดัชนีสะทานหนาวของใบกะเพรา โหระพาและ

ใบแมงลักใบออนและใบแกระหวางการเกบ็รักษาท่ี 4 และ 12oซ 119 
      2 การวิเคราะหความแปรปรวนอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมัน

อ่ิมตัวของแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาท่ี 4oซ  120 
      3 คาเฉล่ียของอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอ่ิมตัวของแมงลัก

ใบแกเก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ 120 
      4 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัวของแมงลักใบ

ออนและใบแกเก็บรักษาท่ี 4oซ  120 
      5 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันอ่ิมตัวของแมงลักใบออน

และใบแกเก็บรักษาท่ี 4oซ  121 
       6 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัวของแมงลักใบ

แกเก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ  121 
       7 การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมันอ่ิมตัวของแมงลักใบแก

เก็บรักษาท่ี 4 และ 12oซ 121 



 

(3) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพท่ี หนา 
  
   1 ปฏิกิริยาลูกโซของ radical กลไกการเกดิ lipid peroxidation 13 
   2 ดัชนีสะทานหนาวของใบแมงลัก (A) ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา (C) ระหวาง

การเก็บรักษาใบออน (□, △, ○, ◇) และใบแก (■, ▲, ●, ◆)  

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

นาน 24 และ 48 ช่ัวโมง  45 
   4 อาการสะทานหนาวในใบแมงลัก (A) ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา(C) หลังการ

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 46 
   5 ดัชนีสะทานหนาวของแมงลักเก็บรักษาท่ี 4oซ ในใบออน (□) และใบแก (■) 

อายุการเก็บเกีย่ว 30 วันหลังการยายปลูก และใบแกและใบออน (△) และใบแก 

(▲) อายกุารเก็บเกีย่ว 120 วนัหลังการยายปลูก  47 
   6 ดัชนีสะทานหนาวของแมงลัก ใบออน (□) และใบแก (■) เก็บรักษาที่ 4oซ 

ภายใตสภาพความช้ืนสัมพัทธ 75% (A) 85% (B) และ 97% (C)  48 
   7 การร่ัวไหลของประจุของเนือ้เยื่อใบแมงลัก (A, B) และใบโหระพา (C, D) ในใบ

ออน(□) และใบแก (■) เกบ็รักษาท่ี 4 (A, C) และ 12oซ (B, D)  54 
   8 การร่ัวไหลของประจุของเนือ้เยื่อแมงลักใบแกท่ีมีอาการสะทานหนาวระดับ

แตกตางกัน หลังการเก็บรักษาท่ี 4oซ โดยเปรียบเทียบเนือ้เยื่อปกติ (A, □) และ

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

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

ใบแก (▨) ท่ีมีอาการสะทานหนาวระดับแตกตางกัน หลังการเก็บรักษาท่ี 4oซ 57 
 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

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

superoxide dismutase (SOD) (C) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบออน (□) และใบแก (■) 
หลังการเก็บรักษาท่ี 4oซ 58 

  12 กิจกรรมของเอนไซม catechol oxidase ของใบออน (□) 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) ในใบแกของแมงลัก (□) และโหระพา (▨) ท่ีมีคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกัน 60 

  14 ปริมาณฟนอลลิคท้ังหมด (GAE equivalent) ของใบออน (□) และใบแก (■) ใน 
แมงลัก (A, C) และโหระพา (B, D) เก็บรักษาท่ี 4 (A, B)  และ 12oซ (C, D)  61 

  15 อัตราสวนของปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และปริมาณรวมกรดไขมัน

อ่ิมตัว (SFA) ของแมงลักใบออน (□) และใบแก (▨) เก็บรักษาท่ี 4oซ (A) และ

แมงลักใบแกเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 (□) และ 12oซ (▨) (B)  66 
  16 ภาพตัดขวางเนื้อเยื่อแมงลักใบแก กอนการเก็บรักษา (A) และหลังการเก็บรักษาท่ี 

4 oซ นาน  24 ช่ัวโมง คาดัชนีอาการสะทานหนาวในระดับตน CI2 (B) 68 
  17 ภาพตัดขวางเนื้อเยื่อแมงลักใบแก กอนการเก็บรักษา (A)  และหลังการเก็บรักษา 

ท่ี 4 oซ นาน 24 ช่ัวโมง คาดชันีอาการสะทานหนาวในระดับคอนขางรุนแรง CI4 
(B) 69 

  18 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยือ่แมงลักใบ

แกท่ีไมไดรับสาร 1-MCP (○)  ไดรับ 100 nL L-1 1-MCP (■) และ 500 nL L-1  

1-MCP (▲)  72 
  19 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแก

ท่ีไมไดรับสาร salicylic acid (○)  ไดรับ 0.25 mM SA (■) และ 0.5 mM SA 

(▲) 73 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
 20 อาการสะทานหนาวใน แมงลักใบแกท่ีใหสาร 0.5 mM salicylic acid (A) หรือแช

ในน้ํากล่ัน (B) กอนเก็บรักษาท่ี 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง หรือแชในน้ํากล่ัน (B) กอน

เก็บรักษาท่ี 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 74 
  21 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยือ่แมงลักใบ

แกบรรจุ HDPE แบบปด (■)  HDPE  แบบเจาะรู (□)  PE แบบปด (▲)  และ 

PE แบบเจาะรู (△) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 75 
  22 ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการร่ัวไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยือ่แมงลักใบ

แก (▲) และใบออน (△) ท่ีไมไดรับความรอน และไดรับความรอน 38oซ นาน 

15 นาที  ในใบแก (■) และใบออน (□) ระหวางการเก็บรักษาท่ี 4oซ 76 
  23 ลําดับนิวคลีโอไทดยีน OcLOX  ท่ีแยกไดจากใบแมงลัก ความยาว 468 คูเบสและ

ใชออกแบบโพรบและไพรเมอร สําหรับ semi-PCR 77 
  24 ลําดับกรดอะมิโนของยีน OcLOX  ท่ีแปลรหัสจากนวิคลีโอไทดของยีน OcLOX   78 
  25 การแสดงออกของยีน OcLOX ในแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาท่ี 4 (A) และ 

12oซ (C) โดยมียีน 18S  เปนชุดควบคุม (B และ D) 79 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกท่ี หนา 

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

ช้ินลาง (B) มีขนาดประมาณ 360 bp โดยใช degenerate primer: FNui และ 
PrepR1 เปรียบเทียบกับ M: 1kb marker (Fermantas, USA) ตัวอยาง RNA 
จากแมงลักใบแกท่ีเก็บรักษาท่ี 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) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแกท่ีเก็บรักษาท่ี 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) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแกท่ีเก็บรักษาท่ี 4O 

ซ 
นาน 36 ช่ัวโมง 123 

        4 สัมประสิทธิสหถดถอยระหวางคาร่ัวไหลของประจุและดัชนีสะทานหนาว 
(A) กิจกรรมของเอนไซม PPO และดัชนีสะทานหนาว (B) 124 

 
 



ความสัมพันธระหวางความเสียหายของเยื่อหุมเซลลและการเกิดอาการสะทานหนาว
ของใบพืชสกุลกะเพรา  

 
The Relationship between Membrane Damage and Chilling Injury 

in Basil Leaves (Ocimum spp. ) 
 

คํานํา 
 

กะเพรา เปนพชืสกุลเดียวกันกับโหระพาและแมงลัก จัดอยูใน สกุล Ocimum วงศมินท 
(Labiatae) เปนวงศพืชสมุนไพรท่ีใชเปนเคร่ืองปรุงรส (culinary herb) ท่ีใชบริโภคสดแพรหลาย
ท่ีสุดในประเทศไทย  โดยมีแหลงผลิตพืช เพื่อขายใบสดท่ีสําคัญคือ จังหวัดนครปฐมและ กระจาย
ท่ัวทุกภาคของประเทศไทยประมาณ 1,009 ไร สวนในประเทศสหรัฐอเมริกา   ซ่ึงจัดเปนประเทศท่ี
มีการบริโภคและนําเขาสมุนไพรแหลงใหญท่ีสุดของโลก  โดยนิยมบริโภคพืชสมุนไพรวงศ 
Labiatae มากที่สุด และมีการนําเขาสมุนไพรและผักสมุนไพรปรุงรสสด เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง  ในป 
1980  สหรัฐอเมริกามีการนําเขาเคร่ืองเทศและพืชสมุนไพรประมาณ 2.1  พันลานปอนด และในป 
2000 มีการนําเขาเพิ่มข้ึนเปน 3.6 พันลานปอนด เนื่องจากการขยายตัวของประชากรชาวตางชาติ
และวัฒนธรรมการบริโภคอาหารสุขภาพ โดยมีประเทศผูสงออกผักสมุนไพรปรุงรสท่ีสําคัญ ไดแก 
อินโดนีเซีย อินเดีย แคนาดาและจีน  (กรมวิชาการเกษตร, 2550; Buzzanell et al., 1995; ASTA, 
2001) 

 
ปญหาท่ีสําคัญในการสงออกและการวางขาย ผักสมุนไพรปรุงรส คือ ผลผลิตเนาเสียงาย

และมีอายกุารเก็บรักษาส้ัน (Cantwel and Reid, 2002) โดยเฉพาะพืชสกุลกะเพรา มีความไวตอการ
เกิดความเสียหายจากอาการสะทานหนาว (Chilling injury) มากกวาผักสมุนไพรปรุงรสชนิดอ่ืน ๆ 
โดยเนื้อเยื่อของใบและลําตน เปล่ียนเปนสีดําภายหลังจากเก็บรักษาในอุณหภูมิ 5-10 องศาเซลเซียส 
(Aharoni et al., 1993)  จากการศึกษาเบ้ืองตนในพืชสกุลกะเพราท่ีมีการปลูกเปนการคาในประเทศ
ไทยจํานวน 3 ชนิด (species) คือ กะเพรา โหระพา และแมงลัก พบวาใบแมงลักมีความความไวตอ
การเกิดอาการสะทานหนาวมากท่ีสุด และโหระพามีความไวตออุณหภมิูตํ่านอยท่ีสุด โดยใบออนมี
ความไวตออุณหภูมิตํ่านอยกวาใบแกอยางชัดเจน  การศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางทาง
สรีรวิทยา องคประกอบทางเคมีและการเปล่ียนแปลงชีวเคมีบางอยางระหวางไดรับความเครียดจาก
อุณหภูมิตํ่าอาจสามารถอธิบายกลไกหรือสาเหตุการเกิดอาการสะทานหนาวของพืชสกุลนี้ 
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เยื่อหุมเซลลเปนสวนแรกท่ีสัมผัสและไดรับผลกระทบจากส่ิงแวดลอม ในสภาพอุณหภูมิ
ตํ่ากระตุนการทํางานของเอนไซมหลายชนิด เชน lipoxygenase (LOX) phospholipase (PL)  ซ่ึงมี
บทบาทในการยอยสลายและเปล่ียนแปลงองคประกอบของไขมันในเยื่อหุม โดยทําความเสียหาย
หรือรบกวนคุณสมบัติในการคัดเลือกสารของเยื่อหุม (Shewfelt, 1992)  จึงสงเสริมการทํางานของ
เอนไซมท่ีเกีย่วของกับการเกิดสีน้ําตาล ไดแก  phenylalanine ammonia lyase (PAL)  และ 
polyphenol oxidase  (PPO)  และอาจทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงปริมาณสารประกอบฟนอลิค  ซ่ึง
พบในผักในเขตรอนหลายชนิด  เชน ขาวโพดฝกออน  โหระพา  ผักบุง  ผักกาดหอมหอ  และใบปอ 
เปนตน  (สายชลและอาภาภรณ, 2537; Buritaux et al., 1991; Ose et al., 1995; Hisaminato et al., 
2001; Tulio et al., 2002)   นอกจากนัน้อุณหภูมิตํ่ายังกระตุนใหมีการผลิต radical oxygen species 
(ROS) และเกดิการเปล่ียนแปลงของสารหรือกิจกรรมเอนไซมตานอนมูุลอิสระ (antioxidants) 
(Shewfelt and del Rosario, 2000) ลําดับเหตุการณหรือการเปล่ียนแปลงท่ีกลาวมาในพืชแตละชนดิ
อาจไมเหมือนกันและบทบาทตอการปรากฏอาการสะทานหนาวของพืชท่ีทําการศึกษาแตกตางกัน  

 
ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้จึงไดเปรียบเทียบขอมูลทางดานชีวเคมีบางอยางเก่ียวของกับ

ความเสียหายของเยื่อหุมเซลล ไดแก ปริมาณและชนิดของกรดไขมัน กิจกรรมและผลิตภัณฑของ
เอนไซม LOX การเปล่ียนแปลงของกิจกรรมเอนไซมตานอนุมูลอิสระ และเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับ
การเกิดสีน้ําตาล เพื่ออธิบายสาเหตุหรือกลไกการเกิดอาการสะทานหนาวของใบพืชสกุลกะเพรา 
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วัตถุประสงค 
 

 การศึกษาวิจยัความสัมพันธระหวางความเสียหายของเยือ่หุมเซลลและการเกิดอาการ
สะทานหนาวของใบพืชสกลุกะเพรา มีวัตถุประสงคดังตอไปนี ้
 

1. ศึกษาเปรียบเทียบบทบาทของเอนไซม lipoxygenase (LOX) และการแสดงออกของ
ยีน ท่ีมีความสัมพันธกับความเสียหายของเยื่อหุมเซลลในใบพืชสกุลกะเพรา 

 
2. อธิบายความสัมพันธระหวางการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม antioxidants 

ไดแก ascorbate peroxidase (APX)  catalase (CAT) และ superoxide dismutase (SOD) กับการ
ตอบสนองตออุณหภูมิตํ่าในใบพืชสกุลกะเพรา 
 

3. ศึกษาการเปล่ียนแปลงและหาความสัมพนัธระหวางชนดิและปริมาณของกรดไขมัน
ในระหวางการเก็บรักษาใบพืชสกุลกะเพราท่ีอุณหภูมิตํ่า  

 
4. ศึกษาการเปล่ียนแปลงและหาความสัมพนัธระหวางกิจกรรมเอนไซม phenylalanine 

ammonia lyase (PAL)  polyphenol oxidase (PPO) และสารประกอบฟนอลิกกับการเกิดอาการ
สะทานหนาวในใบพืชสกุลกะเพรา 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทางพฤกษศาสตรและเคมีของพืช การใชประโยชนและแนวโนมตลาด 
 

พืชสกุลกะเพรา (Ocimum spp.) อยูในวงศ Labiatae จัดเปนพืชลมลุก (annual) ลักษณะ 
เฉพาะของพืชสกุลนี้ คือ ลําตนมีรูปรางส่ีเหล่ียม มีขนท่ีใบออนและสรางใบทิศทางตรงกันขาม 
และมีน้ํามันหอมระเหย ถ่ินกําเนิดของพืชชนิดนี้อยูในแถบเอเชียเขตรอน และในทวปีแอฟริกา แตมี
การปลูกแพรหลาย ในประเทศแถบอเมริกาเหนือ ยุโรป  เมดิเตอเรเนยีนและเอเชีย พชืสกุลนี้ท่ัว
โลกมีประมาณ 35 ชนิด ในประเทศไทยมีการปลูกเพื่อใชใบในการปรุงอาหารจํานวน 4 ชนิดคือ 
กะเพรา (Ocimum sanctum L. หรือ O.  tenuiflorum ) โหระพา (Ocimum basilicum) แมงลัก 
(Ocimum x citriodorum) และโหระพาชางหรือยี่หรา (Ocimum gratissimum L.) ในกะเพรา 3 ชนิด
คือกะเพราแดง กะเพราเขียว และกะเพราลูกผสมระหวางกะเพราเขียวและกะเพราแดง กะเพราเขียว
มีใบสีเขียวขนาดใหญ ทรงพุมขนาดเล็กและหนาแนนกวากะเพราแดง สวนกะเพราลูกผสมมีลําตน
สีแดงและใบสีเขียว (คัทลียา, 2542; Uhl, 2000)  การศึกษารวบรวมและปรับปรุงพันธุพืชสกุล 
Ocimum ในประเทศไทยมีคอนขางนอยและมีบริษัทเอกชนท่ีทําการผลิตเมล็ดพันธุเพยีงแหงเดยีว 
เมล็ดจึงมีราคาคอนขางแพง โดยมีการปรับปรุงพันธุโหระพาลูกผสมใหมีใบขนาดใหญขอส้ัน
ติดกันเปนพวง ทําใหมีน้ําหนักใบแกตอชอคอนขางสูง แตมีปญหาดานโรคและแมลงมากกวา
โหระพาพนัธุปลูกปกติท่ีมีขอหางและใบเปนชอ  สวนแมงลักพันธุลูกผสมจะมีใบใหญลําตนแตก
แขนง และเกษตรกรนิยมปลูกแบบหวาน แลวทําการเกบ็เกี่ยวท้ังราก แตสวนใหญเกษตรกรจะเปน
ผูคัดเลือกตนพันธุและเก็บเมล็ดพันธุเองมากกวาการซ้ือเมล็ดพันธุ  ในตางประเทศมีการพัฒนาสาย
พันธุเพื่อการใชประโยชนเฉพาะอยาง  เชน บริโภคสด สกัดน้ํามันหอมระเหย และเปนไมประดับ
แตในประเทศไทยมีการปรับปรุงเพื่อการบริโภคสดเทานัน้ (สอบถามสวนตัว)    

 
ใบกะเพรามีกล่ินและรสของใบแตกตางจากพืชอ่ืน เนื่องจากมีน้ํามันหอมระเหยและสาร 

ฟนอลิกอีกหลายชนิด  ซ่ึงมีปริมาณตางกนัตามแตชนดิและพื้นท่ีปลูกพืช ในโหระพาไทย (Anise 
basil หรือ Thai basil) พบวาประกอบดวย สาร methyl chavicol 85% ซ่ึงเปนสารท่ีออกซิไดซใน
สภาพมีแสงหรืออากาศ และมี linalool เพียง 1% สารอ่ืนท่ีมีปริมาณนอย ไดแก  camphor  borneol 
eugenol และ cineole แตโหระพายุโรป มี linalool มากท่ีสุดประมาณ 40% methyl chavicol 
ประมาณ 25% สารอ่ืนๆ ท่ีพบในปริมาณเล็กนอย ไดแก eugenol  cineole และ geraniol สําหรับใบ
กะเพรานอกจากมีน้ํามันหอมระเหย ยังมีสารประกอบฟนอลิกท่ีมีฤทธ์ิทางยาอีกหลายชนิด เชน
eugenol  methyl chavicol  rosmarinic acid  alkaloids  saponins  flovonoids  phenylpropane  
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glycoside และ tannin เปนตน  จึงทําใหใบกะเพรามีสรรพคุณทางยาท่ีหลากหลาย ท้ังลดไข แก
คล่ืนไสอาเจียน บรรเทาอาการหลอดลมอักเสบ  ลดน้ําตาลในเลือด รักษากลากเกล้ือนและตานทาน
การอักเสบจากเช้ือราและแบคทีเรีย รวมทั้งเปนสารตานอนุมูลอิสระ ปองกันการเกดิโรคมะเร็ง และ
ฟนฟูสภาพรางกายใหสูสภาวะปกติ  ปจจบัุนมีการแปรรูปใบกะเพราเปนผลิตภัณฑยาสําเร็จรูปใน
ประเทศแถบยโุรปและอินเดยี (Lawton, 2002)  

 
จากการสัมมนาภาพรวมของตลาดสมุนไพรและเคร่ืองเทศโดยหนวยงานการคาระหวาง

ประเทศรวมกบั WTO   พบวาตลาดสงออกและนําเขาเครื่องเทศและพืชสมุนไพรของโลกคือ
ประเทศสหรัฐอเมริกา มีการขยายตัวของตลาดเพ่ิมข้ึนเฉล่ีย 8.5% ตอป  โดยมีมูลคารวมมากกวา 
2.3 พันลานดอลลาร และพบวาประเทศอินเดียเปนประเทศท่ีมีการสงออกเคร่ืองเทศและสมุนไพร
มากท่ีสุดในโลก ประมาณ 30% ของปริมาณการสงออกท้ังหมด  (Furth and Cox, 2004)   

 
สาเหตุท่ีทําใหปริมาณการนําเขาเคร่ืองเทศและสมุนไพรเพิ่มข้ึนในสหรัฐอยางตอเนื่อง  

เกิดจากความนิยมบริโภคอาหารเพ่ือสุขภาพ  การแนะนาํในการทําอาหารหรือใชเคร่ืองปรุงรสจาก
ส่ือการอพยพเขาไปทํางานของชาวตางชาติ   และการเพิม่ข้ึนของประชากรที่เปนลูกคร่ึงอเมริกันกบั
ชาวตางชาติ มีการคาดการณวาใน ป 2010 จะมีประชากรลูกคร่ึงอเมริกันเอเชียเพิ่มข้ึนมากกวา 
110% จึงทําใหรานอาหารเติบโตข้ึนตามความตองการของผูบริโภค  (Raghavan, 2004)  จากความ
นิยมใชสมุนไพรปรุงรสอาหารดังกลาว ทําใหหลายพืน้ท่ีในประเทศออสเตรเลีย หรือสหรัฐอเมริกา 
ท่ีมีสภาพอากาศท่ีคลายคลึงกับทางเขตรอนทางเอเชีย มีการปลูกเคร่ืองเทศและผักสมุนไพรเขตรอน 
แตยังไมเพียงพอตอความตองการ อีกท้ังมีคุณภาพของกล่ินหรือรสชาติดอยกวาพืชท่ีมาจากถ่ิน
กําเนิดโดยตรง  แตการขนสงพืชสมุนไพรสดไปยังประเทศผูนําเขายังคงมีขอจํากัดเนื่องจากปญหา
ดานการเนาเสียและความเสียหายจากความไวตอการสะทานหนาวของพืชระหวางการขนสงและ
เก็บรักษาในอุณหภูมิตํ่า 

 
2.  ปญหาการเก็บรักษาผักใบและสมุนไพรปรุงรสในอุณหภูมิต่ํา 
 
     เนื่องจากลักษณะทางคุณภาพท่ีสําคัญของผักใบสีเขียว คือการคงสภาพความสดเขียว 

แตผักกินใบสดมีพื้นท่ีสัมผัสกับอากาศมากและมีน้ําเปนองคประกอบสูง ภายหลังจากเก็บเกี่ยว จึงมี
อัตราการคายนํ้าและการหายใจสูง ทําใหพืชกินใบมีอายุการเก็บรักษาส้ัน  การใชอุณหภูมิตํ่า จึงเปน
วิธีการเบ้ืองตนท่ีใชในการชะลอกระบวนการเมแทบอลิซึมของพืช ลดการหายใจและการคายน้ํา 
การใชอุณหภมิูตํ่าท่ีไดผล ตองมีการเก็บรักษาในสภาพแวดลอมท่ีมีความชื้นมากกวา 95%  แตใน
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ผักเขตรอนและสมุนไพร จะเกิดความเสียหายภายหลังจากการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่าเหนือจดุเยือก
แข็ง (Wang, 2003)  

 
การเก็บเกีย่วผักสมุนไพรสดเพ่ือใชปรุงอาหาร (culinary herbs) จะตัดท้ังกิ่ง ในชวงผักเกิด

ดอกออน ซ่ึงมีท้ังใบออนและใบแก กล่ินของผักสมุนไพรเปนคุณสมบัติเฉพาะท่ีสําคัญของ
สมุนไพรใบสดตองรักษาไว  จึงยากตอการปฏิบัติในการเก็บรักษาหรือการขนสงรวมกับผลิตผล
ชนิดอ่ืน ใบสมุนไพรสดในสกุล  Labiatae ไดแก savory  marjoram  thyme และ rosemary มี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาคุณภาพของผลผลิตท่ี 0 องศาเซลเซียส (oซ) แตใบโหระพา 
แสดงอาการสะทานหนาว เกิดลักษณะจุดชํ้าฉํ่าน้ํา จากนัน้เปล่ียนเปนสีน้ําตาลแหงดํา โดยเฉพาะ
บริเวณฐานและปลายใบ ใบจะเหี่ยวอยางรวดเร็วและสูญเสียความมันวาวของใบ ลําตนมีสีซีดจาง
หรือเปล่ียนเปนสีน้ําตาล และสูญเสียกล่ินรส  ภายหลังจากเก็บใบโหระพาไวท่ี 0oซ เพียง 1 วนั  
อยางไรก็ตามการเก็บรักษาท่ี 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) ท่ีปลูกในออสเตรเลียมีความไวตอการสะทานหนาว
มากกวาโหระพาพันธุยุโรป ใบโหระพาเกดิแผลสีดํา และเนาเสีย  ถึงแมวาจะเก็บรักษาไวท่ี 12oซ ก็
ยังพบอาการสะทานหนาวหลังจากเก็บไวนาน 1 สัปดาห และมีอาการรุนแรงข้ึน หลังจากยายไป
เก็บท่ี 15 oซ  นาน 2 วัน โหระพาท่ีปลูกในเขตรอนยิ่งมีความไวตออาการสะทานหนาวมากข้ึน การ
เก็บรักษาใบโหระพา โดยบรรจุในถุงพอลิเอทิลีนท่ี 7-12oซ ยังคงเกิดความเสียหาย และพบวา
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเก็บรักษาคือ 15 oซ  โดยมีอายุการเก็บรักษานาน 2 สัปดาห  ลักษณะของ
ความเสียหายท่ีพบคือ เนื้อเยื่อระหวางเสนใบบริเวณใกลกึ่งกลางใบเปล่ียนเปนสีน้าํตาล และเปอย
เนา (Thomson et al., 2001; Penchaiya, 2003)   

 
สวนผักใบเขียวและสมุนไพรเขตรอนชนิดอ่ืน มีลักษณะอาการสะทานหนาวคลายกนั และ

มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเก็บรักษาใกลเคียงกันกับพืชสกุลกะเพรา ไดแก ใบปอกระเจา พบวา
บริเวณ ยอดออน ใบและลําตนท่ีแก เกิดสีน้ําตาลเขมเปนจุด ๆ และขยายใหญท่ัวพืน้ท่ี ภายหลังจาก
เก็บรักษาท่ี 1 และ 8oซ  นาน 11 และ 13 วัน (Tulio et al., 2002) ในผักบุงเกิดจดุสีน้ําตาลท่ีปลายใบ
ออนและลําตน ภายหลังจากเก็บรักษาท่ี 9oซ สารประกอบท่ีเกี่ยวของไดแก กรดคลอโรจินิก และ
เอนไซมท่ีเกีย่วของพบวา กจิกรรมของเอนไซม PPO เพิม่ข้ึนสูงสุดกอนปรากฏอาการสะทานหนาว  
(Ose et al., 1995) 
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3.  สาเหตุการเกิดอาการสะทานหนาว  
 

การศึกษาเกี่ยวกับการเกดิอาการสะทานหนาว มีการบนัทึกคร้ังแรกในป คศ. 1778  
Bietkander พบวามีพืชหลายชนิดตายเม่ือมีการนําไปไวท่ีอุณหภูมิ 1-2  oซ ซ่ึงเปนอุณหภูมิเหนือจดุ
เยือกแข็งและตอมาไดมีนักวิทยาศาสตรศึกษาพบลักษณะเชนเดียวกนัในพืชอีกหลายชนิด รวมท้ัง
พืชในเขตรอน ตอมา Molisch ไดใหคําจํากดัความของคําวา chilling injury (CI) (Erkälturn) เปนคน
แรก(Levitt, 1980) ในอดีตจนถึงปจจุบัน มีแนวคิดวา การเกิด CI ในเซลลพืชมีสาเหตุเร่ิมตนมาจาก
สาเหตุหรือเหตุการณเดยีว โดยพิจารณาจากเกิดเหตุการณแรก (primary event) เม่ือเซลลพืชไดรับ
อุณหภูมิวกิฤต (critical temperature) การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนสามารถเกิดยอนกลับได (reversible) 
ถานําพืชกลับสูสภาพเดิมหรือออกจากอุณหภูมิดังกลาว กอนเกิดเหตุการณหลัง (secondary event) 
ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีอยางมาก และไมสามารถกลับสูสภาพเดิม และนําไปสูการ
เส่ือมสภาพหรือการตายของเซลล (Raison and Orr, 1990)  การพิสูจนหาสาเหตุเบ้ืองตนเพื่ออธิบาย
อาการสะทานหนาวซ่ึงเปนเหตุการณท่ีเกดิข้ึนในตอนหลัง บางกรณีอาจไมสอดคลองกัน เนื่องจาก
ถาสาเหตุเร่ิมตนมีความแตกตางกัน แตถากลไกทางชีวเคมีท่ีเกิดข้ึนในตอนหลัง เชน การเกดิสี
น้ําตาลท่ีเกี่ยวของกับเอนไซมไมมีความแตกตางกัน  อาจทําใหการเปล่ียนแปลงทางกายภาพเม่ือ
อุณหภูมิลดตํ่าลงเกิดความเสียหายใกลเคียงกัน ดังนัน้การศึกษาเร่ืองการเกิดอาการสะทานหนาวจึง
ตองวัดส่ิงท่ีเกดิข้ึนในเหตุการณแรกเร่ิมเม่ืออุณหภูมิลดตํ่าลงจนถึงเหตุการณสุดทาย เม่ืออาการ
สะทานหนาวปรากฏขึ้น (จริงแท, 2549)  

 
ทฤษฏีท่ีอธิบายสาเหตุการเกดิ CI มีหลายแนวทางไดแก การหยดุไหลหรือการเปล่ียนแปลง

โครงสรางไซโตพลาสซึม การเปล่ียนแปลงโครงสรางของเอนไซมหลักท่ีควบคุมกระบวนการตาง ๆ
การเปล่ียนแปลงสถานะ (phase transition) ของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล  การเกิดสารอนุมูลอิสระ 
และ การเพิ่มข้ึนของไอออนในไซโตพลาสซึม สําหรับสองทฤษฏีแรกยังไมมีขอมูลสนับสนุน
เพิ่มเติมวาเกีย่วของกับการเกิด CI  แตสามทฤษฏีหลังนี้มีความสัมพันธกันอยางใกลชิด และมี
การศึกษาท่ีสนับสนุนวามีความเกีย่วของกบัการเกิดหรือความไวตอการเกิด CI ในทางตรงหรือ
ทางออม 

 
3.1  การเปล่ียนแปลงสถานะของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล 
 
        ทฤษฎีนี้นําเสนอโดย Lyons ในป 1973 เปนทฤษฎีท่ีไดรับความสนใจและมีการศึกษา

จํานวนมากท่ีสนับสนุนวาการเปล่ียนแปลงสถานะหรือองคประกอบของไขมันในเยื่อหุมเซลลมีผล
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ตอการเกิด CI ทฤษฎีนี้อธิบายวา ณ อุณหภมิูวิกฤต กรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acid) ซ่ึงเปน
องคประกอบเยื่อหุมเซลลตาง ๆ โดยเฉพาะในพืชท่ีไวตออุณหภูมิตํ่าจะมีการเปล่ียนสถานะจาก
ลักษณะท่ีออนตัว (liquid crystalline) เปนลักษณะแข็ง (solid gel) ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง
โครงสรางและการจัดเรียงตัวของไขมันในเยื่อหุมเซลล เกิดการร่ัวไหลของประจุ  เกิดการเสีย
สมดุลของกระบวนการเมแทบอลิซึมและเยื่อหุมเซลลเกดิความเสียหายหรือเกดิอันตรายตอเซลล 
นอกจากนี้การเปล่ียนแปลงของเยื่อหุมเซลลทําใหตองการเพิ่มพลังงานกระตุน (activation energy) 
ของเอนไซมท่ีเกาะอยูกับเยื่อหุม (membrane-bound enzyme) จึงทําใหการเกิดปฏิกิริยาตาง ๆ ชาลง 
การสงผาน ATP ไปยังแหลงใชพลังงานชาลง มีผลทําใหการเคล่ือนท่ีของโปรโตพลาสซึมหยุด ทํา
ใหผลผลิตเส่ือมคุณภาพและตายในท่ีสุด การเปล่ียนแปลงของเยื่อหุมนีส้ามารถกลับคืนสูสภาพเดิม
ไดถาอยูในอุณหภูมิตํ่าในชวงส้ัน ๆ แลวนํากลับมาไวท่ีอุณหภมิูปกติ อันตรายท่ีเกดิจากอุณหภูมิตํ่า
จะไมเกิดข้ึน (สายชล, 2528)  การศึกษาในตนกลาหรือผลแตงกวา ตนขาวโพด ผลมะเขือเทศ ผล
พริกหวาน สนบัสนุนทฤษฏีนี้โดยพบวามีการเปล่ียนแปลงอัตราสวนระหวางกรดไขมันไมอ่ิมตัว
และกรดไขมันอ่ิมตัว มีปริมาณ phospholipid ในเยื่อหุมเพิ่มข้ึนสอดคลองกับความเสียหายของเยื่อ
หุมเซลลและการแสดงอาการ CI เนื่องจากอุณหภูมิตํ่า ในการใหสารชะลอการเจริญเติบโตแกกลา
แตงกวาสามารถชะลออาการ CI  มีความสัมพันธกับการชะลอการเปล่ียนแปลงองคประกอบของ
ไขมันในเยื่อหุม (Whitaker and Wang, 1987; Parkin and Ku, 1989; Sharom et al., 1994; Whitaker, 
1995; Kaniuga et al., 1999)  

 
ในพืชท่ีทนทานตอความเย็นหรือพืชท่ีมีถ่ินกําเนิดในเขตหนาวมักมีอัตราสวนหรือปริมาณ

ของไขมันไมอ่ิมตัวสูงกวาพชืท่ีมีถ่ินกําเนดิในเขตรอน ทําใหเยื่อหุมยงัคงรักษาสภาพออนตัวและ
การทํางานของเซลลใหอยูในสภาพปกติ (Murata et al., 1982; Roughan, 1985)  การทํา chilling 
hardening  กับตนถ่ัว Phaseolus vulgaris ซ่ึงเปนพืชท่ีไวตออุณหภูมิตํ่า ทําใหพืชมีความทนตอ
อุณหภูมิตํ่ามากข้ึน เม่ือวเิคราะหชนดิของไขมันในใบพบวาไขมันไมอ่ิมตัวเพิ่มข้ึน แตการทํา 
drought hardening ในพืชชนดิเดียวกนั กลับไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดไขมัน โดยอธิบายวา
ปจจัยเบ้ืองตนในการชักนําใหเกิดความทนทานตอ CI จากการขาดน้ํา อาจเกี่ยวของกบัฮอรโมนพืช
บางชนิดท่ีมีผลตอการเปดของปากใบหรือการสูญเสียน้ํา (Wilson, 1976)  การศึกษาตนกลาขาวโพด
และยาสูบ พบวาความทนทานตอการเกดิ CI  มีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงของฮอรโมน 
abscisic acid (ABA) การให ABA มีผลในการยับยั้งการลดลงของ phospholipid และ glutathione  
ชวยปองกันการเกิด CI  (Rikin et al., 1979; Janowiak et al., 2002) 
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การศึกษาในพชืดัดแปลงพันธุกรรมโดยการตัดตอยีนท่ีทําใหเกดิการเปล่ียนแปลง
องคประกอบของ polyunsaturated fatty acid ซ่ึงมีผลกระทบตอความไวตอการตอบสนองตอ CI   
ยีนท่ีไดรับความสนใจศึกษามากคือ ยีนท่ีถอดรหัสใหโปรตีนหรือเอนไซม glycerol-3-phosphate 
acyltransferase (GPATs) ซ่ึงมีบทบาทในการสังเคราะห phospholipid จาก glycerol -3-phosphate 
และมีความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงปริมาณของไขมันไมอ่ิมตัว ใน phosphatidylglycerol (PG) 
ซ่ึงเปนลิปดท่ีเปนองคประกอบของเยื่อหุมกลุมเดียวท่ีสามารถชักนําใหเกิดการเปล่ียนสถานะใน
สภาพหลอดทดลองและลิปดกลุมนี้สวนใหญมาจากคลอโรพลาสตของใบ ดังนั้นการเปล่ียนแปลง
อาจเร่ิมเกิดข้ึนในเยื่อหุมคลอโรพลาสต  Murata et al. (1992) ทดลองถายยีน acyltransferase จาก
ตนฟกซ่ึงเปนพืชท่ีมีความไวตออุณหภูมิตํ่าใหกับตนยาสูบซ่ึงมีความไวตออุณหภูมิตํ่าในระดับปาน
กลาง  ทําใหความทนทานตออุณหภูมิตํ่าของตนยาสูบลดลง  แตเม่ือถายยีน acyltransferase  จากตน 
Arabidopsis ซ่ึงเปนพืชท่ีไมไวตออุณหภูมิตํ่าใหกับตนยาสูบ ทําใหตนยาสูบมีความทนทานตอ
อุณหภูมิตํ่าเพิม่ข้ึน โดยมีความสัมพันธกับอัตราสวนเพิ่มข้ึนของไขมันไมอ่ิมตัวท่ีเปนองคประกอบ
ของ PG  แตจากการศึกษายนี fab1ในตน Arabidopsis กลายพันธุ ท่ีมีไขมันไมอ่ิมตัวลดลงหรือ มี
เปอรเซ็นตของไขมันอ่ิมตัวสูงกวาตนปกติ แตกลับพบวาตนกลายพันธุมีการตอบสนองตออุณหภูมิ

ตํ่าไมแตกตางกับตนปกติ  นอกจากนัน้การถายยีน ω -3 fatty acid desaturase ซ่ึงเรงปฏิกิริยาการ

เปล่ียนกรดไขมันไมอ่ิมตัว linoleic acid (18:2)  เปน α-linolenic acid (18:3) ในตนยาสูบทําใหมี
ปริมาณกรดไขมันชนิดนี้ ใน phospholipids เพิ่มข้ึน แตไมมีผลตอการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติของ
เยื่อหุมเซลล  และยังมีการศึกษาอีกจาํนวนมากท่ีสนับสนุนและไมสนับสนุนความสัมพันธระหวาง
องคประกอบของไขมันกับความทนทานตอการเกิด CI  แตอยางไรก็ตามการศึกษาสวนใหญพบวา 
ปริมาณไขมันอ่ิมตัวในเยื่อหุมโดยเฉพาะ disaturated phosphatidylglycerols นาจะมีผลกระทบใน
การตอบสนองของพืชตออุณหภูมิตํ่าไมทางตรงก็ทางออม แตไมไดเปนปจจยัหลักปจจัยเดียวท่ีมีผล
ตอความไวตอ CI ของพืช (Murata and Yamaya, 1984; Miquel et al., 1993;  Wu and Browse, 
1995; Hamada et al.,1998)  

 
       Wang  et  al. (2006b) ศึกษาการเปล่ียนแปลง profile ของกรดไขมันบางชนิดในตน 

Arabidopsis  โดยใชเคร่ือง electro spray ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) 
พบวาในตนท่ีมีการปรับสภาพใหทนทานตออุณหภูมิตํ่า (cold-acclimated) ท่ีอุณหภูมิ 4 oซ  เกิดการ
สะสมของไขมันไมอ่ิมตัวท่ีมีความจําเพาะตอการเปนสารต้ังตนของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการยอย
สลายไขมัน (lipolytic enzymes) และมี lipid metabolites บางชนิดเพิ่มข้ึน ซ่ึงอธิบายไดวาใน
ระหวางการปรับสภาพใหทนทานตออุณหภูมิเกิดการกระตุนการทํางานของเอนไซม 
phospholipase   
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3.2  การเกิดสารอนุมูลอิสระ (Free radicals) 
 

 Shewfelt and del Rosario (2000) นําเสนอสมมติฐานการเกิด CI โดยมีอนุมูลอิสระ
เปนตัวกลางท่ีสําคัญไดแก suproxide (O.

2
 ) hydroxyl radical (. OH  ) และ hydrogen peroxide 

(H2O2) อนุมูลอิสระเหลานี้จะถูกสรางมากข้ึนในสวนของไมโทคอนเดรียและคลอโรพลาสต เม่ือ
พืชไดรับความเครียดตาง ๆ รวมท้ังความเครียดเนื่องจากอุณหภูมิตํ่า อนุมูลอิสระท่ีสรางข้ึนมาก ทํา
ใหเกดิความเสียหายใหกับโมเลกุลของไขมัน โปรตีน DNA รวมท้ังเยื่อหุม โดยการเกิดปฏิกิริยากับ
กรดไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid) ซ่ึงเปนสวนประกอบของเยื่อหุมเซลล โดย
เกิดปฏิกิริยา lipid oxidation และชักนําใหเกิดการสะสมสารท่ีเปนพิษตอเซลลพืช เชน เอทานอล 
อะเซทัลดีไฮล ทําใหเยื่อหุมเส่ือมสภาพในเวลาตอมา นอกจากนัน้การท่ีอนุมูลอิสระเขาทําลาย
โปรตีนมีผลตอการลดประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมท่ีติดอยูกับเยื่อหุมตาง ๆ (membrane-
bound enzymes) ทําใหเกดิความไมสมดุลของกระบวนการเมแทบอลิซึม ทําใหเซลลตายในท่ีสุด 
แตตัวพืชเองกมี็กลไกควบคุมไมใหมีการผลิตอนุมูลอิสระมากจนเกินไป เรียกวา ระบบตานอนุมูล
อิสระ (antioxidant systems) ซ่ึงมีท้ังท่ีเปนสารตานอนุมูลอิสระและจัดเปนเอนไซม  มีบทบาทใน
การควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระใหอยูในระดับท่ีไมเปนอันตรายตอเซลลพืช โดยแยงจับอิเล็คตรอน
อิสระ เพื่อทําใหอนุมูลอิสระหมดคุณสมบัติในการเปนตัวออกซิไดซ  การศึกษาท่ีสนับสนุน
สมมติฐานนี้ ไดแก การศึกษาในตนกลาของแตงกวา ถ่ัวเขียว ถ่ัวเหลืองและขาวท่ีมีความไวตอ
อุณหภูมิตํ่า เม่ือนําไปไวท่ีอุณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิท่ีทําใหเกิด CI ชวงระยะเวลาหนึ่ง กอนนําไปไว
ท่ีอุณหภูมิท่ีทําใหเกดิ CI (precondition) ทําใหมีความทนทานตออาการ CI มากกวาตนท่ีไมไดทํา 
precondition ซ่ึงสาเหตุท่ีพืชมีความทนทานมากข้ึนเนื่องจากเอนไซมในระบบตานอนุมูลอิสระบาง
ชนิด เชน catalase (CAT) superoxide dismutase (SOD) มีกิจกรรมเพ่ิมมากข้ึน หรือมีการสรางตัว
ตานอนุมูลอิสระท่ีไมเปนเอนไซมบางชนดิเพิ่มข้ึน (MacRae and Ferguson, 1985; Prasad et al., 
1994; Kuk et al., 2003; Posmyk et al., 2005) แตจากการศึกษาปริมาณตัวตานออกซิเดชันในรูป
ของ total antioxidant capacity (TAC) ในเปลือกและเนื้อติด endocarp ของผลมะมวงกอนการเกิด
อาการสะทานหนาว พบวาไมมีความสัมพันธกับสายพันธุมะมวงท่ีมีระดับความทนทานตออาการ
สะทานหนาวตางกัน (สุทิน, 2547) 

 
การศึกษาการใหความรอนในผลิตผลหลายชนิด เชน สม องุน มีผลในการชะลอการ

ลดลงของเอนไซมในระบบตานอนุมูลอิสระ CAT และ SOD ทําใหผลผลิตตานทานตอการเกิด CI 
เพิ่มข้ึน (Sala and Lafuente, 2000; Zhang et al., 2005) นอกจากนัน้พืชยังมีกลไกการกําจัดอนุมูล
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อิสระในลักษณะพิเศษซ่ึงพบในพริกยักษ เม่ือไดรับอุณหภูมิตํ่าโดยจะสรางเอนไซม alternative 
oxidase (AOS) บนเยื่อหุมช้ันในของไมโทคอนเดรียมากข้ึน เอนไซมนี้จะแยงรับเอาอิเล็คตรอน 
ออกไปจากระบบลําเลียงอิเล็คตรอนในกระบวนการหายใจปกติ และทําใหการสรางอนุมูลอิสระ
ลดลง (Purvis, 1997)  

 
ในปจจุบันไดมีความพยายามอธิบายความสัมพันธรวม (interlink) ระหวางการสราง

อนุมูลอิสระกับความเครียดเนื่องจากอุณหภูมิ พบวาในสภาพท่ีมีความเครียดจากอุณหภูมิ 
(temperature stresses) จะทําใหเกดิการผลิตอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน (stress-generated ROS) ซ่ึงอาจ
ทําหนาท่ีเปนสัญญาณ (ROS signaling) กระตุนใหเกดิกระบวนการปองกันตนเอง (ROS defense 
หรือ temperature defense) ผาน ROS หรือ temperature sensor ปริมาณหรือระดับของอนุมูลอิสระ
ท่ีถูกสรางข้ึนใหม อาจเปนตัวกําหนดบทบาทการทํางานของอนุมูลอิสระ ในการทําหนาท่ีเปน
สัญญาณกระตุนใหเกิดกระบวนการปองกนัตนเอง หรือกระตุนกระบวนการท่ีเกี่ยวของกับการ
ทําลายเซลล (Suzuki and Mittler, 2006) 

 
3.3  การเพิ่มข้ึนของความเขมขนของแคลเซียมไอออนในไซโตพลาสซึม 

 
ทฤษฎีนี้นําเสนอโดย Minorsky ในป 1985 ท่ีมาของทฤษฎีนี้ เกิดจากเซลลพืช

ตอบสนองตอ chilling โดยมีการเพิ่มข้ึนของ แคลเซียมไอออนในไซโตพลาสซึม มากกวา 2 เทา ซ่ึง
ปกติแคลเซียมไอออนมีบทบาทตอการเปล่ียนแปลงกระบวนการเมแทบอลิซึมตางๆ ของเซลล พืช
ท่ีมีความไวตออุณหภูมิตํ่า (chilling-sensitive plant) ท่ีไดรับอุณหภูมิตํ่าอยางรวดเร็ว จะมีแคลเซียม
อิสระเพิ่มข้ึนในไซโทพลาซึมเปนอยางมาก ทําใหเกิดผลกระทบตอการเปล่ียนแปลงกระบวนการ
ทางสรีรวิทยาหลายอยาง   การศึกษาในปจจุบันสามารถอธิบายบทบาทและการทํางานของ
แคลเซียมไอออนตอการเกิด CI ไดชัดเจนข้ึน กลาวคือแคลเซียมไอออนท่ีเพิ่มข้ึนเกีย่วของกับการ
ถายโอนสัญญาณ โดยทํางานรวมกับโปรตีน calmodulin แลวจึงไปกระตุนการทํางานของเอนไซม
ท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายกรดไขมันในเยื่อหุม  ทําใหเกิดกระบวนการ lipid oxidation และ
ผลิตภัณฑท่ีเกดิข้ึน ทําใหเยื่อหุมเซลลเส่ือมสภาพ และสูญเสียคุณสมบัติในการคัดเลือกสาร 
นอกจากนั้นการไหลของแคลเซียมไอออนเขาสูเซลล (Ca2+ influx) ยังเปนสัญญาณกระตุนใหมีการ
สรางอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน การเพาะเล้ียงเซลลของขาวโพด ในอุณหภูมิท่ีทําใหเกดิ chilling  การ
ทดลองใหสารคีเลตและสาร channel blocker ของแคลเซียมไอออนในอาหารท่ีใช ทําใหการผลิต
อนุมูลอิสระและการเกิด lipid oxidation  ใหเกิดข้ึนนอยลง นอกจากนัน้การใหสาร abscisic acid 
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(ABA) จะยับยั้งการเพ่ิมข้ึนของ Ca2+ influx ซ่ึงจะชวยปองกันการชักนําการเกดิ oxidative stress 
และทําใหเกดิ CI นอยลง (Chen and Li, 2001; Lukatkin, 2005) 

 
ทฤษฏีการเกิด CI ท่ีกลาวมาขางตนมีความสัมพันธรวมกนัอยางมากตอการเปล่ียนแปลง

ของอุณหภูมิ นอกจากมีผลกระทบตอการเปล่ียนแปลงสถานะของเยื่อหุมแลว ยังทําใหเกดิการ
เปล่ียนแปลงคุณสมบัติการยอมใหสารผานของเยื่อหุม ซ่ึงทําใหการทํางานของโปรตีนหรือเอนไซม
บนเยื่อหุมทํางานผิดปกติหรือเกิดความเสียหาย ในขณะเดียวกันก็ทําใหไอออนของแคลเซียมท่ีมีอยู
มากในสวนผนังเซลล ในออรแกเนลลอ่ืน เชน ในไมโทคอนเดรีย หรือคลอโรพลาสต เคล่ือนยาย
ผานเยื่อหุมเขามาในสวนของไซโตซอลและเกิดการกระตุนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลาย
กรดไขมันอิสระ กรดไขมันเหลานี้จะถูกออกซิไดซดวยเอนไซม lipoxygenase (LOX)  ซ่ึงทําใหเกิด
อนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน หรืออาจถูกเปล่ียนไปเปนไฮโดรคารบอนหรืออัลดีไฮดตาง ๆ ทําใหเกดิ
ความเสียหายตอเยื่อหุมเซลลและมีการเปล่ียนสถานะของเย่ือหุมมากข้ึน จนทําใหคุณสมบัติความมี
ขอบเขตของออรแกเนลลและเซลลหมดลง เกิดการร่ัวไหลของประจุเพิม่มากข้ึนและเซลลตายใน
ท่ีสุด (Marangoni et al.,1996) จะเห็นไดวาการเกิด CI เปนปรากฏการณท่ีมีความซับซอน ลําดับ
ข้ันตอนของเหตุการณท่ีเกดิข้ึน ท่ีทําใหเกิดความเสียหายกับเซลลพืชแตละชนิด ไมจําเปนตอง
เหมือนกนั หรือมีสาเหตุแรกที่เหมือนกนัในทุกพืช การศกึษาในพืชบางชนิดจําเปนตองใชมากกวา
หนึ่งทฤษฏีในการอธิบาย 

 
4.  Lipid peroxidation กับการเปล่ียนแปลงคุณสมบตัิของเยื่อหุมเซลล 

  
การศึกษาในอดีตพบวาในระหวางกระบวนการแกหรือการเขาสูระยะการเส่ือมสภาพ

(senescence) ของพืชหรือผลิตผลหลายชนิด เชน มันฝร่ัง  บร็อคโคล่ี  มีการเกิด lipid peroxidation 
(LP)  และผลิตภัณฑเพิ่มข้ึนสัมพันธกับการสูญเสียคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลล  (Kumar and 
Knowles, 1993; Zhuang et al., 1997)  การศึกษาในปจจบัุนโดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลชวยยนืยนั
บทบาทสําคัญของ LP ตอความเสียหายของเยื่อหุมเซลล  ซ่ึงเกี่ยวของกบัการสลายตัวของกรด
ไขมันท่ีคารบอนมีพันธะคู (poly unsaturated fatty acids; PUFAs) ไดแก linoleic acid  โดยปฏิกิริยา
ออกซิเดช่ัน  ทําใหไดผลิตภณัฑ fatty acid radical ท่ีมีหมู  hydroperoxide หรือ aldehyde ซ่ึง
สามารถกลับไปออกซิไดซ ท่ีสวนหางของกรดไขมันใน lipid ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงรูปราง 
(conformation change) ซ่ึงมีผลตอการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติการคัดเลือกสารเขาออกและความ
เสียหายของเยือ่หุมเซลล (Wong-ekkabut et al., 2007)  ในสภาวะท่ีพืชหรือผลิตผลไดรับ
ความเครียดจากส่ิงแวดลอม ไมวาจะเปนอุณหภูมิตํ่าหรือการขาดน้ํา จะมีการสะสมของ free fatty 
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acid ซ่ึงเปนสารต้ังตนของการเกิด LP เพิ่มมากข้ึน จึงชักนําใหมีการเกดิ  LP มากข้ึน และสงผลตอ
การเปล่ียนแปลงองคประกอบของไขมันและคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลล (Barclay and McKersie, 
1994; Gardner, 1995) โดยมีกลไกการทํางานของ LP ท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายกรดไขมัน (fatty 
acid oxidation) แบงไดเปน 3 ปฏิกิริยา ดังนี้ 

 
1. Auto-oxidation เกิดข้ึนโดยกรดไขมันไมอ่ิมตัวเกดิปฏิกิริยากับ free radical มี 3 ข้ันตอน

ดังนี้ ดังภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 
ข้ัน initiation เปนชวงท่ีเกิดการสราง lipid radicals โดยอนุมูลอิสระ เชน .OH จะเขาจบักับ

โมเลกุลไฮโดรเจน ในกรดไขมันไมอ่ิมตัว กลายเปนโมเลกุลน้ํา และ lipid radical ซ่ึงเปนโมเลกุลท่ี
ไมเสถียร ในข้ัน propagation โมเลกุลของ lipid radical จากข้ันแรกจะเขาทําปฏิกิริยากบัโมเลกุล
ออกซิเจนเปล่ียนแปลงเปน  lipid peroxyl radical ทําใหมีความไมเสถียรเพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงอาจ
เปล่ียนไปเปน  lipid peroxide  หรือยอนกลับไปทําปฏิกิริยากับกรดไขมันไมอ่ิมตัว (สารต้ังตน) 
เปล่ียนเปน  lipid radical เพิ่มมากข้ึน สวนข้ัน termination เปนข้ันตอนสุดทาย เปนการหยุด
ปฏิกิริยาการผลิต radical ท่ีเปนปฏิกิริยาท่ีเปนแบบลูกโซในข้ัน propagation โดยการเปล่ียนเปน
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โครงสรางท่ีไมมีคุณสมบัติเปน radical เชน lipid peroxide (LOOH) ซ่ึงอาจเปล่ียนไปสารโมเลกุล
ตํ่าอ่ืน ๆ เชน aldehydes  

 
2.  Photo-oxidation  เกี่ยวของกับการเกดิปฏิกิริยาของกรดไขมันไมอ่ิมตัว กับ singlet 

oxygen (O.
2
 ) ท่ีมีการสรางข้ึนจากออกซิเจนในกระบวนการสังเคราะหแสง ปฏิกิริยาเกิดข้ึนรวดเร็ว

กวา กระบวนการ auto-oxidation และการทําปฏิกิริยาเกดิในตําแหนงของโครงสรางไขมันท่ี
แตกตางกนั ทําใหไดผลิตภณัฑท่ีเปน 12 หรือ 13-hydroperoxide  ปกติพืชมีระบบปองกันการเกิด 
photo-oxidation โดยมีสารพวก caroteniods หรือ tocopherols ซ่ึงจะไปรบกวนหรือลดการผลิต O.

2 
 

3.  Enzymatic peroxidation  เอนไซม LOXs (EC 1.13.11.12) เปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยา
การเติมออกซิเจนในการเกดิ LP และมีความสัมพันธกับกระบวนการ auto-oxidation ของกรด
ไขมัน โดย LOX เรงปฏิกิริยาการสลายตัวของพันธะคู cis-cis unsaturated diene ใน PUFAs ไดแก 
linoleic acid (back bone) (r = 0.51 nm) ทําใหเกดิผลิตภณัฑท่ีเปนอนพุันธของ cis –trans –diene 
hydroperoxyl ไดแก 9 hydroperoxides (9-HP) (r = 0.44 nm) และ 13 hydroperoxides (13-HP) (r = 
0.39) ซ่ึงมีผลตอการเพ่ิมจํานวนโมเลกุลในเยื่อหุมไดมากข้ึนและทําใหเพิ่มความไมยืดหยุนของเยือ่
หุม หรือความแข็ง (rigidity) ของเยื่อหุม และสราง PUFA free radical ท่ีสามารถเปล่ียนเปน 
peroxyl (ROO. ) alkoxyl (RO. ) หรือ O.

2 ในการทํางานของ LOX  มี hydroperoxides และ oxylipins 
เปนผลิตภัณฑตัวกลางท่ีสามารถกลับเขาไปทําปฏิกิริยากบั LOX หรือเปล่ียนเปนสารอ่ืน เชน  
aldehydes  ketones  alcohols หรือ jasmonates ซ่ึงมีบทบาทตอกระบวนการท่ีเกี่ยวของกับการ
พัฒนาหรือการตอบสนองของพืชตอ การเกิดบาดแผลหรือการเขาทําลายของโรคหรือแมลง รวมท้ัง
ตอบสนองตอสภาพเครียดเนื่องจากส่ิงแวดลอม เชน อุณหภูมิตํ่า หรือการขาดนํ้า (Porta et al., 
1999; Porta and Rocha-Sosa, 2002; Liavonchanka and Feussner, 2006)   การใหสารพวกอนพุันธ
ของ jasmonic acid กับผลิตผลบางชนิด เชน ผลฝร่ัง ชวยลด CI เนื่องจากอนุพันธของ jasmonic 
acid มีการกระตุนกระบวนการ defense mechanisms โดยมีการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม LOX และ 
PAL เพิ่มการสะสมสารประกอบฟนอลิกและปริมาณนํ้าตาลในพืช  (González-Aguilar et al., 
2004)  นอกจากนั้นการให methyl jasmonate (MeJA) กับใบโหระพา ชักนําใหยนีหลายชนิดมีการ
แสดงออกเพ่ิมข้ึน สวนใหญเปนยีนท่ีมีบทบาทตอการสราง secondary metabolites รวมท้ังยนี LOX 
และ PPO โดยมีการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิกและสารที่เปนน้ํามันหอมระเหยบางชนิด
เพิ่มข้ึน (Li et al., 2007) 
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 LOXs ในเซลลพืชโดยท่ัวไปพบไดท้ังใน lipid bodies microsomal และ plasma membrane 
โดยพบสวนตาง ๆ ของพืช ซ่ึงมี  isozymes จํานวนมาก ตัวอยางเชน ในตนออนของแตงกวามี LOX 
จํานวน 5 isozymes สวนในใบถ่ัวเหลืองมี LOX  6 isozymes  ชนิดพืชท่ีมีการศึกษาเอนไซมหรือยนี 
LOX มากท่ีสุดคือ ถ่ัวเหลืองและมันฝร่ัง   LOX-1 และ LOX-2 ท่ีพบในถ่ัวเหลือง  มีความยาวของ 
amino acid และนํ้าหนกัโมเลกุลแตกตางกนั LOX-1 ประกอบดวย single polypeptide chain มีความ
ยาว 838 amino acid มีน้ําหนักโมเลกุล 94 KD  มีสวน conserve  ท่ี Cys 4  ตําแหนง และ  Trp 
residues สวน LOX-2 มีความยาว 865 amino acids มีน้ําหนักโมเลกุล 97 KD  มี conserve region ท่ี 
Cys 2 ตําแหนง และ histidine-rich region 6 ตําแหนง บริเวณนี้มีบทบาทตอการจับกบั iron ซ่ึง iron
มีความสําคัญตอการเรงปฏิกิริยาโดย LOX  โดยทํางานเหมือน electron shutter สนับสนุนการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน โดยการใหหรือรับอิเล็คตรอนและมีการเปล่ียนแปลงไปมา
ระหวาง Fe +2 เปน Fe+3 ในวถีิการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันโดย LOX  (Wong, 1995; Feussne and 
Wasternack, 2002; Baysal and DemirdvÖen, 2007)  

 
5.  การเกิดสีน้ําตาลเนื่องจากปฏิกิริยาเอนไซม (Enzymatic browning) 

 
การเกิดสารสีน้ําตาล เร่ิมตนจากการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิก โดยการรวมตัวของ

โมเลกุล phosphoenol pyruvic acid จาก glycolysis และ erythrose-4-phosphate จาก calvin cycle 
หรือ pentose phosphate pathway เขาสู shikimate pathway ไดผลิตภัณฑ aromatic amino acids 
กรดอะมิโน tyrosine   tryptophan และ phenylalanine  ซ่ึงเปนสารต้ังตนในการสังเคราะห
สารประกอบฟนอลิก ผาน phenylpropanoid pathway โดยเอนไซม PAL ทําหนาท่ีเปนสารเรง
ปฏิกิริยา โดยการดึงหมูอะมิโนออกจาก สาร phenylalanine เปล่ียนเปนสาร cinnamic acid จากนั้น
จะเปล่ียนเปนสารประกอบฟนอลิกรูปแบบตาง ๆ  เชน  p-coumaric acid  feruric acid และ sinapic 
acid  สารเหลานี้มีการเปล่ียนแปลงเปนสารประกอบ phenylpropanoid และสะสมในสวนของแวคิว
โอล เม่ือพืชอยูในสภาพเครียด เชน การสูญเสียน้ํา การเก็บรักษาในอุณหภูมิท่ีสูงหรือตํ่าเกินไป การ
เขาทําลายของเช้ือโรค การเกิดการบอบช้ํา หรือบาดแผล ทําใหเยื่อหุมแวคิวโอลเกิดความเสียหาย
สารประกอบฟนอลิกจึงเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซม PPO ท่ีอยูในสวนไซโทพลาซึม  กลายเปนสาร 
quinone ซ่ึงเปนสารไมมีสี แตมีความไวตอการรวมตัวกันเองหรือรวมตัวกับโปรตีนท่ีอยูในเซลล
เปนสารโมเลกุลใหญ กลายเปนสารสีน้ําตาล (Davin and Lewis, 1992; Dixon and Paiva, 1995; 
Amiot et al., 1997) 
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ปจจัยท่ีมีผลตอความไวและความรุนแรงของการเกิดสีน้าํตาล ไดแก ลักษณะเฉพาะของพืช  
หรือปริมาณหรือชนิดของสารต้ังตน  กิจกรรมของเอนไซมท่ีออกซิไดซออกซิเจนเปนสารสีน้ําตาล 
รวมท้ังสภาพการเก็บรักษา  ผักใบแตละชนิดอาจมีสารประกอบฟนอลิกหรือสารต้ังตนท่ีทําใหเกิด
สีน้ําตาลแตกตางกัน  สําหรับพืชสมุนไพรในวงศ Labiatae มีเนื้อเยื่อใบท่ีออนบาง และมีสาร 
ประกอบฟนอลิกเปนองคประกอบในใบจํานวนมาก จึงอาจมีการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลงาย ใน
ผลิตภัณฑโหระพาอบแหงมีสารในกลุมอนุพันธของ hydroxycinnamol ในรูป 3-caffeoyl esters 
ปริมาณมากกวา 2% ตอน้ําหนักแหง สารประกอบฟนอลิกท่ีพบมากท่ีสุดคือ rosmarinic acid และมี 
PPO เปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียนเปนสีน้ําตาล นอกจากนั้นสภาพของเหลวในเซลลมี
ความเปนกรดตํ่า ประมาณ 5.6 จึงเอ้ือตอการเกิดสีน้ําตาลงายข้ึน อีกท้ังยังพบวาปริมาณ rosmarinic 
acid มีปริมาณลดลงมากกวา 50% ในระหวางการเปล่ียนสีของใบโหระพาท่ีมีการอบในสภาพไม
เหมาะสม (Buritaux et al., 1991;  Zgorka and Glowniak, 2001; Venere et al., 2002)  

 
การศึกษาการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิคในใบโหระพา พบวาใบโหระพามีอนุพันธ

ของ phenylpropanoid ท่ีมีปริมาณมาก ไดแก eugenol   rosmarinic acid และ caffeic acid ในใบและ
ขนของใบ (Gang et al , 2001) นอกจากนัน้ยังพบวา PAL ในใบโหระพา เปนชนดิใหมท่ีแตกตาง
จากพืชอ่ืนคือ chemotype และ methyl cinnamate ลักษณะของเอนไซมเปน homotetramer มี
น้ําหนกัโมเลกลุ 152 และ 153 KD แตละ subunit ประกอบดวยโมเลกุลขนาด 38 KD เอนไซมมีคา 

Km เทากับ 329 μ mol และมีคา Vmax เทากับ 11.43 μ mol min-1mg -1protein (Zhigang et al., 
1996) 

  
 เอนไซม PPO จัดวาเปนเอนไซมท่ีมีการศึกษาและมีบทบาทตอการเกิดสีน้ําตาลมากท่ีสุด  
เอนไซม PPO ถูกคนพบคร้ังแรกในเห็ด โดย Schoebein ใน ป 1856 ตอมาไดมีรายงานการคนพบ
เอนไซม PPO ในส่ิงมีชีวิตเกอืบทุกชนิด ท้ังเช้ือรา แบคทีเรีย พืช แมลง รวมท้ังมนุษย แตมีช่ือเรียก
หลายช่ือแตกตางกันออกไปตามชนิดของสารต้ังตน  ไดแก tyrosinase  phenolase  catechol oxidase 
monophenol oxidase  diphenol oxidase  cresolase และ catecholase เปนตน ในพชืช้ันสูงจัด
เอนไซมนี้เปน protection enzyme พืชจะสรางเอนไซมนี้ เพื่อตอตานแมลง จุลินทรีย และเม่ือไดรับ
บาดแผล โดยพืชสรางรงควัตถุสีน้ําตาลหรือเมลลานิน ทําใหบาดแผลแหงและปกปองไมใหจุลินท
รียเขาทําลายพชื  เอนไซมท่ีพบในเยื่อหุมเซลลของเนื้อเยื่อพืชสวนใหญอยูในรูปไมทํางาน 
(inactive) ในลักษณะ membrane-bound enzyme หรือ proenzyme  ซ่ึงตองการตัวกระตุน จึง
สามารถทํางานได  โครงสรางของเอนไซม PPO สวน active site ประกอบดวย 2  domain มีสวน
ของโมเลกุลทองแดงอยูตรงกลาง 2 อะตอม เช่ือมตอกัน ซ่ึงเปนบริเวณที่ออกซิเจนจะเขามาจับและ
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มีการขนสงออกซิเจน อะตอมของทองแดงแตละอะตอมจะจับกับ histidine residue จํานวน 3 ตัว 
และสวนของ histidine นี้จะปรากฏมากบริเวณอนุรักษ (conserve region)  อะตอมของทองแดงมี
ความสําคัญตอการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม PPO ถามีการเพิ่มสารคอปเปอรซัลเฟต ใน
สารสกัดจากพืช ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ momophenol และ o-phenol จะเกดิเร็วข้ึน แตถามีการให
สารพวกรีดักชัน เชน ascorbate จะเขาไปจบัท่ีทองแดง ทําใหเอนไซมเปล่ียนอยูในรูปไมทํางาน 
สวนบทบาทของ histidine พบวาถาหมู histidine หลุดออกจะทําให หมูทองแดงหลุดออกและ
กิจกรรมของเอนไซมเพิ่มข้ึน (Wong, 1995) 
  

การศึกษายีนและโปรตีนของเอนไซม  PPO ท่ีเกี่ยวของกับการเกดิสีน้าํตาลในสวนตางๆ 
ของพืชเชน กลวย มันเทศ พบวาชนิดของยนีและการแสดงออกแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดและอายุ
ของเนื้อเยื่อ ยนี  IbPPO ในมันเทศ มีความยาว 1984 bp ถอดรหัสเปนโปรตีนความยาว 588 amino 
acids มีน้ําหนกัโมเลกุล 657 kDa มีสวน conserve Cu A และ Cu B ยีนมีการแสดงออกมากท่ีสุด ใน
สวนราก รองลงมาไดแกใบออนและใบแก ตามลําดับ ในสวน petiole มีการแสดงออกนอยท่ีสุด 
(Liao et al., 2006)  ในผลกลวยพบยีน PPO ชนิดใหมจากโคลนของ cDNA จํานวน 4 โคลนคือ 
BPO1, BPO11 , BPO34, BPO35  ซ่ึงมีการแสดงออกในระยะการพัฒนาผลท่ีแตกตางกัน BPO1 มี
การแสดงออกในเน้ือของผลออนแตไมมีการแสดงออกในเปลือก และ BPO11 มีการแสดงออก
เฉพาะผลที่ยังออนมากๆ สวนยีน BPO34 และ BPO35 ไมมีการแสดงออกในผล  ยีน BPO  ยังมีการ
แสดงออกในดอก ลําตน รากและใบออนท่ีอยูในระยะใบมวน แตไมมีการแสดงออกในใบแก  แต
จะพบการแสดงออกของยีน BPO34  เฉพาะในใบแกเทานั้น  ยนี BPO1 ท่ีนามีบทบาทเกี่ยวของกับ
การเกิดสีน้ําตาลในผลกลวยมากท่ีสุด (Gooding et al., 2001)  การใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลในการ
ควบคุมการเกดิสีน้ําตาลในมันฝร่ัง โดยทําการถายช้ินสวนของ RNA ของยีน PPO แบบสวนทิศทาง 
(antisense  RNA) พบวา 70% ของพืชท่ีมีการถายยีนมีกจิกรรมของเอนไซม PPO ลดลงมากกวาตน
ปกติ และมีการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลชากวาตนปกติอยางเห็นไดชัด (Martinez and Whitaker, 1995) 
เชนเดยีวกับการศึกษาในแคลลัสของแอปเปลท่ีมีการถาย antisense PPO พบวาแคลลัสมีกิจกรรม
ของเอนไซม PPO ลดลงคร่ึงหนึ่ง เม่ือเปรียบเทียบกับแคลลัสท่ีไมไดมีการถายยีนแคลลัส
เปล่ียนเปนสีน้าํตาลชาลงและเกิดยับยั้งการแสดงออกของยีน PPO (Murata et al., 2001) 

 
6.  การควบคมุอาการสะทานหนาว 
 
 การควบคุมอาการสะทานหนาวในผักใบและผลไมหลังการเก็บเกีย่วท่ีมีการประยกุตใชใน
เชิงการคามี 2 แนวทางหลักคือ  การใชวิธีทางกายภาพ ไดแก การปรับสภาพกอนการเก็บรักษา 
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(Conditioning) การใหความรอน หรือการใชสภาพดดัแปลงบรรยากาศ   และการใชวิธีทางเคมี  
สารเคมีสามารถลดอาการสะทานหนาวในพืชผักและไมผล ไดแก 1-methylcyclopropene (1-MCP) 
salicylic acid (SA)  jasmonic acid (JA)  methyl salicylate (MeSA) และ methyl jasmonate (MeJA)   
 
 6.1  การใชสาร 1-MCP 
 
        1-MCP เปนสารยับยั้งการทํางานของเอทิลีน โดยการจับกับสวน receptors ของเอทิลีน
และปองกันการตอบสนองของพืชตอเอทิลีน (Sisler and Serek, 2003) การใชสาร 1-MCP มีผลใน
การยืดอายุการเก็บรักษาและลดความรุนแรงของการเกิดอาการสะทานหนาวในผักใบ ไดแก ผักชี 
พาสเลย และผักในเขตเอเชียหลายชนิด โดยไปลดกระบวนการเสื่อมสภาพของใบพืช ไดแก ลด
อัตราการสลายตัวของคลอโรฟลล ลดการสลายตัวของโปรตีนหรือการสะสมของ amino acids 
(Jiang et al., 2002; Able et al., 2003; Ella et al., 2003)  พืชและผลผลิตแตละชนดิมีการตอบสนอง
ตอ1-MCP และการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี ท่ีเกี่ยวของกบัความผิดปกติเนื่องจากการเก็บรักษาใน
อุณหภูมิตํ่าในลักษณะท่ีแตกตางกัน  การให 1-MCP กับผลแอปเปล อะโวคาโด และสับปะรด ชวย
ลดความผิดปกติจากอาการสะทานหนาว เชน superficial scald หรือการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลในสวน
ของเนื้อผล แตการให 1-MCP กับผลทอ บวยและผลสม ทําใหเกิดความผิดปกติเพิ่มข้ึนเนื่องจาก 
ผลไมเหลานี้ตองการเอทิลีนในการเรงกระบวนการสุก  แตสําหรับความผิดปกติเนื่องจากการชักนํา
ของเอทิลีน เชน การเกดิสีน้ําตาลในสวนท่ีมีการตัดแตงของผักสลัด การเกิดอาการฉํ่าน้ําในผล
แตงโม หรือการสะสมสาร isocumarin ในหัวแครอท สามารถลดความผิดปกติโดยการให 1-MCP 
กอนเก็บรักษาหรือกอนการตัดแตง (Waltkins, 2006)  ดังนั้นการใช 1-MCP จึงจําเปนตองเขาใจ
บทบาทและเมแทบอลิซึมของเอทิลีนในผลิตผลนั้น ๆ กอน จึงจะสามารถใชสารชนิดนี้ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ 
 
 6.2  การใชสาร SA  JA  MeSA และ MeJA     
  
 สาร SA และอนุพันธของ SA เปนโมเลกุลสัญญาณท่ีพืชสรางข้ึน หลังจากพืชตอ
ความเครียดจากส่ิงแวดลอม การเขาทําลายของโรคหรือแมลง กระตุนใหพืชมีการตอบสนองโดย
การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีตางๆ ในการปองกันตัวเอง (Klessig and Malamy, 1994) การใชสาร 
MeJA ในการลดการเกิด CI มีรายงานคร้ังแรกในป 1994 โดยทําการศึกษาในผลแตงซูกินี ซ่ึงสาเหตุ
การลด CI ในพืชชนิดนี้ เกี่ยวของกับการเพิ่มข้ึนของปริมาณ ABA และ polyamine (Wang and 
Buta, 1994) แตการศึกษาในผลฝร่ังรายงานวา ความตานทานของ CI  มีความสัมพันธกับการ
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เพิ่มข้ึนของปริมาณนํ้าตาล กจิกรรมเอนไซม LOX  PAL และการสะสมของสารประกอบฟนอลิก 
(González-Aguilar et al., 2004)   นอกจากนั้นสาร MeJA ยังชักนําใหมีการแสดงออกของ 
alternative oxidase (AOX) เพิ่มข้ึน เพิ่มการสะสมของ heat shock protein (HSP)  เพิ่มกิจกรรมของ
เอนไซมตานอนุมูลอิสระ และเพิ่ม antioxidant capacity  ท่ีมีบทบาทตอการปรับตัวของพืชใหทน
ตอการเกิด CI (González-Aguilar et al., 2006)  เอนไซม AOX มีการทํางานลักษณะคลายกับ 
เอนไซมตานอนุมูลอิสระ โดยจะลดการเกิด free radical ในไมโตคอนเดรีย (Purvis, 1997)  

 
6.3  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere) 

 
        การหอหุมผลิตผลดวยฟลมหรือถุงพลาสติกระหวางการเก็บรักษา ทําใหเกดิการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบของบรรยากาศรอบผลิตผล เนื่องจากการใชออกซิเจนและการปลดปลอย
คารบอนไดออกไซดและน้าํของผลิตผลในกระบวนการหายใจ ทําใหเกิดสภาพดัดแปลงบรรยากาศ 
(Kader, 1986)  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศชวยลดความผิดปกติจากอาการ CI ในการขนสง
หรือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่าในผลไมหลายชนิด เชน มะมวง กลวย สม แตประสิทธิภาพในการ
ชะลอ CI  ข้ึนอยูกับชนดิของพืชและระดบัความช้ืนสัมพันธ ในการเกบ็รักษาผลมะมวงท่ีความช้ืน
สัมพันธ 90% (บรรจุในถุงพอลิเอทิลีน) เรงการเนาเสียของผลผลิต แตความช้ืนสัมพนัธท่ีสูงกวา 
90% ไมมีผลตอการเนาเสียของผลสมและมีความเสียหายจาก CI เพียงเล็กนอย (Pesis et al.,  2000; 
Henroid, 2006)  สาเหตุของการลด CI เกี่ยวของกับการลดอัตราการหายใจ การผลิตเอทิลีน ชะลอ
กระบวนการสุกและการออนนุมของผล การลดกิจกรรมของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการเกิดสี
น้ําตาลเชน PAL  PPO และลดปริมาณฟนอลิกท้ังหมด ในผลกลวยหรือหัว fennel ท่ีเก็บรักษาใน
อุณหภมิูตํ่า (Escalona et al., 2004; Nguyen et al., 2004) การเก็บรักษาใบกระเพราเขียว (Ocimum 
sanctum L.) ในถุงพอลิเอทิลีนท่ีบรรจุตัวดดูซับเอทิลีนหรือมีความเขมขนเร่ิมตนของ
คารบอนไดออกไซด 5 %  สามารถรักษาสภาพคุณภาพภายนอกท่ีอุณหภูมิ 13oซ ไดนาน 12 วนั แต
ปริมาณ methyl eugenol ซ่ึงเปนน้ํามันหอมระเหยท่ีพบมากในใบแก มีปริมาณลดลงระหวางการ
เก็บรักษา  (Wongs-Aree and Jirapong, 2007) 
 

6.4  การใชความรอน (heat treatment)  
 
       ในอดีตการใชความรอนหลังการเก็บเกีย่ว มีจดุประสงคเพื่อปองกันกําจัดหนอน แมลง
หรือปองกันโรคในผลิตผลหลายชนิด เชน ดอกไม  ผลไมและผัก การใชความรอนกับผลิตผลสดมี 
3 วิธี ไดแก  การใชน้ํารอน  การใชไอน้ําและการใชอากาศรอน  การใชไอรอนสามารถใชควบคุม
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ไดท้ังเช้ือราและแมลง  และนิยมใชในศึกษาการตอบสนองของพืชตอการเปล่ียนแปลงทาง
สรีรวิทยา  (Lurie, 1998) การตอบสนองของผลผลิตตอความรอนมีลักษณะท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกบั
ชนิดหรือลักษณะกายภาพของผลผลิต วิธีการใหความรอน ชวงระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีใช  ใน
ผลไมและผักผลประเภท climacteric พบวาความรอนมีผลตอการชะลอการสุกของผล โดยการ
ยับยั้งเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายผนังเซลล ยับยั้งกิจกรรมเอนไซม ACS และ ACO และ
ชะลอการผลิต ACC  ซ่ึงทําใหเกิดการยับยัง้การสังเคราะหเอทิลีน และเปล่ียนแปลงการแสดงออก
ของยีน (Klein and Lurie, 1990; Ketsa et. al., 1999)  
 
 พืชท่ีไดรับอุณหภูมิท่ีสูงกวา 35oซ ทําใหเกดิการเปล่ียนแปลงของ polyribosome  สวนใหญ
มีการแยกออกจากกัน แต polyribosome ของ heat shock protein  (HSP) ท่ีชอบสภาพอุณหภูมิสูง 
จะมีการจับตัวกัน แปรรหัสเปน mRNA (Ferguson et al., 1994) ในผลมะเขือเทศท่ีไดรับความรอน 
สามารถลดอาการ CI  มีความสัมพันธกับการแสดงออกของยีน HSPs  แตระบุวาอาจมีสาเหตุอ่ืน
หรือปจจัยอ่ืนท่ีเกี่ยวของกับความตานทานตอ CI ของผลมะเขือเทศ (Vlachonasios, 1999)  เอนไซม
ตานอนุมูลอิสระหลายชนดิ เชน CAT  SOD  POD หรือ APX มีกจิกรรมเพิ่มข้ึนหลังจากไดรับ
ความรอน และชะลอความเสียหายจากการเกิด CI ในผลผลิตหลายชนิด เชน สมแมนดาริน สตรอ
เบอรี  (Vicente et al., 2006 ; Ghasemnezhad et al., 2007)  การปรับสภาพพืชโดยการใหความรอน
เปนชวงเวลานาน สามารถชักนําใหผลสมเกิดความตานทานตอความเย็น โดยพบการสังเคราะห 
transcription factors ชนิดใหม  มีการกระตุนใหเกิด  secondary metabolism และ stress-related 
proteins (Sanchez-Ballesta et al., 2003)  สารเคมีหลายชนิดท่ีมีบทบาทเปน signal molecule เชน 
SA  MeJA  สามารถชักนําใหเกิดการสราง HSP เชนเดยีวกันกับการใหความรอน HSP ท่ีพืชสราง
ข้ึนอาจจะมีบทบาทสําคัญในการปรับตัวในสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม (González-Aguilar et al., 
2006)    
 

การประยกุตใชความรอนสูงในชวงเวลาส้ัน ๆ สามารถลดความเสียหายจากอาการสะทาน
หนาวของพืชท่ีมีความไวตออุณหภูมิตํ่าและการเกดิสีน้ําตาลในผักพรอมบริโภคบางชนิด  การให
ความรอนกับชอใบโหระพาที่อุณหภูมิ 38oซ นาน 4-8 ช่ัวโมงกอนการเก็บรักษาในอุณหภูมิ 9 oซ ทํา
ใหใบโหระพามีความไวตออาการสะทานหนาวลดลง มีความสัมพันธกบัการแสดงออกของยีนท่ี
ถอดรหัสเปนโปรตีนหรือเอนไซม ribulose 1-5 bisphosphate carboxylase oxygenase (Rubisco) ซ่ึง
มีบทบาทในการยอยสลายโปรตีน  (Aharoni et al., 2004; Faure et al., 2004) ในการใหความรอนท่ี
อุณหภูมิ 45oซ เปนเวลา 4 ช่ัวโมงกับผักกาดหอมหอพนัธุ Iceberg  กอนเกิดบาดแผลจากการหัน่ช้ิน
หรือการใหความรอนท่ี 45oซ นาน 2 ช่ัวโมง หลังจากหัน่ช้ิน ชะลอการทํางานของเอนไซม PAL 
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และลดการสะสมของสารประกอบฟนอลิก สัมพันธกับการชะลอการเปล่ียนเปนสีน้ําตาลของ
บาดแผลจากการหั่นช้ิน  (Salveit, 2000) ในผลทับทิมพบวาการจุมผลในน้ํารอน 45oซ เพียง 4 นาที 
สามารถลดอาการสะทานหนาวหรือชะลอการเปล่ียนสีเปลือกเปนสีน้าํตาล เกี่ยวของกับการกระตุน
การสังเคราะห free polyamines บางชนิด การชะลอการลดลงของอัตราสวนของกรดไขมันไม
อ่ิมตัวตอกรดไขมันอ่ิมตัวและการคงสภาพการเปนของไหลของเยื่อหุมเซลล (Mirdehghan et al., 
2007) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
 ใบพืชสกุลกะเพราที่ใชทดลอง ซ้ือมาจากแปลงเกษตรกรรายเดียว ที่มีการปลูกเปนการคา
ทั้ง 3 ชนิดและปลูกหมุนเวียนตลอดทั้งป มีที่ตั้งในหมู 7 ตําบลทุงบัว อําเภอกําแพงแสน จังหวดั
นครปฐม ดินปลูกในพื้นทีน่ี้จัดอยุในชดุดินกําแพงแสน หรือ fine-silty soil  การเกบ็เกี่ยวหลังจาก
ยายปลูกประมาณ 50 วันในชวงเวลา 7.00-8.00 น. โดยใชมีดตัดกิ่ง มีความยาวประมาณ 25  
เซนติเมตร หอดวยกระดาษหนังสือพิมพ หอละประมาณ 1 กิโลกรัม บรรจุลงในถุงพลาสติก
น้ําหนกัผักไมเกิน 3 กิโลกรัม แลวขนยายมาหองปฏิบัติการดวยรถยนต ทําการคัดเลือกและตดัแตง
ผักที่มีรอยชํ้าหรือมีการเขาทําลายของโรคและแมลง  แลวลางทําความสะอาดดวยสารละลายคลอ
รอกซ ความเขมขน 100  มิลลิกรัมตอลิตร  แลวผ่ึงใหใบแหงหมาดที่อุณหภูมหิอง  บรรจุผักลงใน
ถุงพลาสติกพอลิเอทิลีน (ขนาด 30 x 45 เซนติเมตร ความหนา 0.25 ไมครอน) ที่เจาะรู จํานวน 8 รู 
(ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร) น้ําหนักผัก 150 กรัมตอถุง รัดปากถุงดวยหนังยาง กอน
นําไปเก็บรักษาในหองเย็นทีม่ีสภาพมืดในอุณหภูมิที่ใชทดลอง 
 
การทดลองที่ 1  ศึกษาชนิด และความแกทางสรีรวิทยาของใบที่มีตอการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี
ของ พชืสกุลกะเพราเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 
  
  ทําทดลองเบื้องตน หาอุณหภูมิที่ทําใหเกดิอาการสะทานหนาว (chilled temperature) และ
อุณหภูมิที่ไมใหเกิดอาการสะทานหนาว (non-chilled temperature) ความไวตอการเกดิอาการ
สะทานหนาว และความแกทางสรีรของใบพืชสกุลกะเพรา โดยเก็บรักษาใบแมงลัก (lemon basil) 
กะเพรา (holy basil) และโหระพา (sweet basil) ที่อุณหภมูิ 4  8  12  และ 25  องศาเซลเซียส  (oซ) 
โดยทําการทดลองตอดังนี้ 
 
   การจัดทรีทเมนตแบบแฟคทอเรียลในแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Factorial 3x2x2 
in CRD) ทดลอง 3 ซํ้า ๆ ละ 3 ถุง น้ําหนักผลผลิต 150 กรัมตอถุง (ประมาณ 12-15 กิ่งตอถุง) 
ปจจัยที่ทดลองประกอบดวย 

 
ปจจัยที่ 1  คือ ชนิด (species) ของพืชสกุลกะเพราที่ทําการศึกษามี 3 ชนิด คือ กะเพรา 

โหระพา และ แมงลัก  
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ปจจัยที่ 2  คือ ความแกทางสรีรของใบพืช แบงเปน 2 ระยะ คือ ใบออน และใบแก ใบ
ออนที่ทําการศึกษาคือ ใบคูที่ 1 และ 2 นับจากสวนยอด สวนใบแกจะเปนใบคูที่ 3 เปนตนไป 

 
ปจจัยที่ 3  คือ ระดับอุณหภูมทิี่ใชเก็บรักษา มี 2 ระดับคือ 4  และ 12 oซ  ความชื้น

สัมพัทธภายในภาชนะบรรจุประมาณ 80 ± 5 เปอรเซ็นต (%) 
 

สุมตัวอยางพืชทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง บันทึกการเปลี่ยนแปลงและ
ประเมินคุณภาพของใบพืชหลังจากการเก็บรักษา และเก็บตัวอยางใบสด (เฉพาะสวนของแผนใบ) 
น้ําหนกั 5 กรัมตอซํ้าเก็บ 3 ซํ้าตอตัวอยาง  นําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว  แลวนําไปเก็บในตูแช
แข็งที่อุณหภูม ิ-70 oซ เพื่อใชในการสกัด RNA และวิเคราะหการเปลีย่นแปลงกิจกรรมของ
เอนไซมชนิดตาง ๆ รายละเอียดดังตอไปนี้ 
 
1.  การประเมินคุณภาพผลผลิต 

 
 1.1 ประเมินอาการสะทานหนาว  (ดัดแปลงจาก Thomson et al., 2001) โดยประเมนิ
อาการสะทานหนาวใบเฉลี่ยแตละกิ่ง แบงออกเปน 5 ระดับมีคะแนนตัง้แต 1 ถึง 5 ดังนี้ 

 
    1  คะแนน  ไมมีความเสียหาย 
 2  คะแนน  พบจุดสีดําหรือสีน้ําตาลเกิดขึน้หลายจดุบนใบ (ยังไมเหน็ชดั) 
 3  คะแนน  เกดิจุดสีน้ําตาลขึน้บนใบ มีพืน้ที่ที่เกิดความเสียหายนอยกวา 30% 
 4  คะแนน  มีจดุสีน้ําตาลเขมถึงดํา บนใบคอนขางมาก มพีื้นที่ 30-50% 
 5  คะแนน  มคีวามเสียหายเกิดขึ้นบนใบมพีื้นที่มากกวา 50%  
 
นับจํานวนกิ่งที่มีคะแนนแตกตางกัน คํานวณคาดัชนีการเกิดอาการสะทานหนาวดังสูตร 
 
ดัชนีการเกิดอาการสะทานหนาว = ระดับคะแนน x จํานวนกิ่งที่เกดิอาการที่ระดบัคะแนน  
     จํานวนกิ่งทั้งหมดในซ้ํา (ถุง) พืชทดลอง 
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 1.2 ประเมินคณุภาพของกลิ่นรส (ดัดแปลงจาก Loaiza  and Cantwell, 1997)  
 

        เตรียมสุมตัวอยางใบแกที่เกิดอาการสะทานหนาวและใบที่เก็บรักษาอุณหภูมหิอง
เปนชุดควบคมุ น้ําหนกัใบ 5 กรัมตอตัวอยาง นําไปใสในถวยพลาสตกิที่หอหุมฝาดวยอลูมิเนยีม
ฟอลยเจาะรู  กาํหนดจํานวนผูประเมิน 8-10 คน  เปรียบเทียบกล่ินของตัวอยางใบ และใหคะแนน 
1 ถึง 5 ดังนี้ 
 
        1  คะแนน  ไมมีกล่ินหอม  
 2  คะแนน  มกีล่ินนอยมาก  
 3  คะแนน  มกีล่ินหอมนอย 
 4  คะแนน  มกีล่ินหอมปานกลาง 
        5  คะแนน  มีกล่ินหอมเทากับหรือใกลเคียงกับชุดควบคุม  
 
        ทําการบันทึกผลกรณีที่พบวาการทดลองที่พบวามีกล่ินผิดปกติแตกตางจากสายพนัธุ
ของพืชสกุลกะเพราที่ทําการทดลอง 
 
2.  คาการรั่วไหลของประจุ (electrolyte leakage) (ดัดแปลงวิธีการของ Campos et al., 2003)  
 
 นําตัวอยางใบพืชมาตัดใหเปนชิ้นสี่เหล่ียมขนาดประมาณ 0.5 ตารางเซนติเมตร ดวยใบมีด
โกน ช่ังเนื้อเยือ่ใบ 0.5 กรัมตอซํ้า ทํา 3 ซํ้าตอตัวอยาง ลางเนื้อเยื่อดวยน้าํ deionized  3 คร้ัง แลวใส
ในขวดแกวรูปชมพูที่มีน้ํา deionized ปริมาตร 30 มิลลิลิตร (mL) นําไปวางบนเครื่องเขยาที่มี
ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง วัดคาการนําไฟฟาดวย เครื่องวัดคาการนําไฟฟา 
(conductance meter; Consort model C831, Belgium) จากนั้นนําขวดแกวที่มีช้ินเนื้อเยื่อใบไปแชใน
น้ําอุณหภูมิ  100oซ  นาน 10 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง วัดคาการรั่วไหลของประจุอีกครั้ง 
นําขอมูลไปคํานวณเปอรเซ็นตการรั่วไหลของประจุดังสูตร 
  
 เปอรเซ็นตการรั่วไหลของประจุ  = คาการนําไฟฟากอนตม x 100 
                           คาการนําไฟฟาหลังตม 
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3.  ปริมาณ thiobarbituric acid (TBA) reactive compounds (ดัดแปลงวิธีการของ Hodges  
et al., 1999) 
 

 TBA-reactive compounds หรือ malondialdehye (MDA) เปน secondary end product 
จากกระบวนการ oxidation ของ polyunsaturated fatty acids (PUFA) ใชเปนตัวช้ีวัดการเกิด lipid 
oxidation การวัดปริมาณ MDA ไมสามารถวัดไดโดยตรง แตจะวัดการเกิดปฏิกิริยากบั TBA แต
เนื่องจากในเนือ้เยื่อพืชมีสารประกอบที่รบกวนการเกดิปฏิกิริยา ไดแก สารพวกแอนโทไซยานิน
และสารอื่น  จงึมีการปรับปรุงวิธีการสกัดและการคํานวณสารใหมีความแมนยําถูกตองมากขึ้น
โดยนําเนื้อเยื่อของใบพืชมาสกดัดวย  trichloroacetic acid (TCA) ความเขมขน 5% อัตราสวน 1 
ตอ 10 แลวบดละเอียดดวยเครื่องปนละเอียด (homiginizer; Polytron PT2100, Switzerland) ขนาด
เสนผาศูนยกลางหัวปน 1.7 มิลลิเมตร และตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge; Jouan KR 
22i, France) ความเร็ว 10,000g อุณหภูมิ 4 oซ นาน 15 นาที  นําสวนใส (crude extract) ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลาย TCA ความเขมขน 20%  (-TBA) และ  TCA ความเขมขน 
20% ที่มี TBA ผสมอยู 0.65% (+TBA) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสวนใส ผสมใหเขากนั 
นําไปตมในน้าํเดือดอุณหภมูิ 100 oซ  นาน 20 นาที แลวนําไปแชในอางน้ําแข็ง นาน 10 นาที กอน
นําไปตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงอีกครั้ง ที่ความเร็ว 3,000g นาน 10 นาที นําสวนใสไปวดัคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่องวดัคาการดูดกลืนแสง (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.  ปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมด (total free phenolics) (ดัดแปลงจาก Singleton et al., 1999) 

 
 ทําการสกัดตัวอยางใบพืชดวย เมททานอลความเขมขน 80% อัตราสวน 1 ตอ10 นําไป
บดละเอียดและตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวีย่ง นําสวนใสมาทําปฏิกิริยากับ Folin reagent (Sigma, 
Germany) และสารละลายโซเดียมคารบอเนต เขมขน 20% เรงปฏิกิริยาโดยอุนในอางน้ํา (water 
bath) ที่ปรับอุณหภูมิ 40 oซ นาน 30 นาที แลวแชในอางน้ําแข็งนาน 10 นาที ทิ้งไวใหเยน็กอน
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นําไปวดัคาการดูดกลืนของแสง ที่ความยาวคลื่น 760 nm เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ 
gallic acid ตามวิธีมาตรฐานในการวิเคราะหปริมาณฟนอลิกทั้งหมด หนวยที่วัดไดเปน mg gallic 
acid equivalent (mgGAE) หรือ มิลลิกรัมตอน้ําหนกัสด  
 
5.  การวิเคราะหปริมาณและชนิดของกรดไขมัน (ตามวิธีของ AOAC, 1995) 
  
 5.1  การสกัดไขมันจากตวัอยางพืช 

 
      ช่ังตัวอยางที่บดละเอียดแลว 5 กรัม ใสลงในหลอดทีม่ีฝาปด  เติมสารละลาย

คลอโรฟอรม-เมทานอล (2 :1)  ปริมาตร 30 mL เขยาอยางแรงเพื่อใหเกดิการสกัดที่สมบูรณกรอง
สารละลายผานกระดาษกรอง Whatman No.1 แลวนํากากที่ไดมาสกดัซ้ําอีกสองครั้งดวย
สารละลายและปริมาตรเทาเดิม   รวมสารละลายที่กรองไดเทลงในกรวยแยก (separatory funnel) 
แลวทิ้งไวใหแยกชั้นเก็บสารละลายสวนชัน้ลาง ลงในขวดกนกลม (round-bottom  flask) ที่ทราบ
น้ําหนกัแลว นาํไประเหยใหแหงดวย เครื่อง rotary evaporator ใน water bathโดยใชอุณหภูมิ  
40 oซ จนกระทั่งสารแหง นาํไปชั่งน้ําหนกั จะได ปริมาณ total fat  แลวละลายดวยคลอโรฟอรม 
ใหไดความเขมขนประมาณ 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
5.2  การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหชนิดไขมันดวยเครือ่ง gas chromatography (GC) 
 
 ดูดสารละลายที่สกัดได 1 mL ลงในขวดกนกลมขนาด 250 mL ระเหยใหแหงภายใต

กระแสไนโตรเจน แลวเติม 0.5 M NaOH ใน เมทานอล 4 mL   และ internal standard (C23:0) ที่
เตรียมใน dichloromethane 1 mL เขยาใหเขากันนานประมาณ 30 วนิาท ีนําไปรีฟลักซ (reflux) ที่
อุณหภูมิ 100 oซ นาน 5 นาที ใน water bath shaker  ตั้งทิ้งไวใหเย็น เติม 14% borontrifluoride-
methanol (BF3 –Methanol) 2 mL นําไป reflux ซํ้าที่สภาพเดิม นาน 15 นาที  ตั้งทิ้งไวใหเย็น แลว
เติมสารละลายเกลืออ่ิมตัว (NaCl)  10 mL เขยาใหเขากัน  แลวสกัดตอดวยสารละลาย petroleum 
ether (iso-octane(2,2,4-trimetylpentane))  5 mL สกัด 3 คร้ัง เก็บสารละลายสวนชัน้บน ลงในขวด
กนกลม นําไประเหยใหแหงโดยใชอุณหภมูิ 40oซ  จากนัน้ละลายสารดวย คลอโรฟอรม 1 mL 
กรองสารละลายที่ไดผาน nylon filter membrane มีขนาด pore size 0.45 μm แลวนําไปวิเคราะห
ดวยเครื่อง GC 
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5.3  การวิเคราะหกรดไขมันดวยเครื่อง GC 
 
       ฉีดสารละลายตัวอยาง 1 μL เขาเครื่อง GC (Varian model CD 3800, USA) ผานสวน

ของ column แบบ BD-23 มีความยาว 60 เมตร  ID 0.25 mm และ Film 0.25 μm เขาปรับสภาวะ
เครื่อง GC เพือ่การวิเคราะหกรดไขมัน โดยทําการตั้งอุณหภูมิของ oven เร่ิมตนที่ 50oซ ใช
เวลานาน 1 นาที แลวปรับอัตราการเพิ่มของอุณหภูมิของ oven เปน 25oซ ตอนาทีจนถึงอุณหภูมิ 
175oซ  เปลี่ยนอัตราการเพิ่มเปน 4oซ ตอนาทีจนไดอุณหภมูิ 230oซ  ตั้งอุณหภูมิเร่ิมตนที่ 220 oซ 
เปนเวลานาน 10 นาที อัตราการเพิ่มของอุณหภูมิของ column  5oซ ตอนาที จนได 230oซ ซ่ึงใช
เวลา 2 นาที คงสภาพ 23 oซ นาน 13 นาที   injector แบบ spit-spit ตั้งคา 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  การเตรียมตัวอยางและการสกัดเอนไซมจากใบพืช  

 
ช่ังตัวอยางใบพืชแชแข็งในไนโตรเจนเหลว  อัตราสวน 1 ตอ 10 ในบฟัเฟอรชนิดตางๆ 

ขึ้นอยูกับชนดิของเอนไซมที่ตองการวัดกิจกรรม ดังนี้  เอนไซม lipoxygenase (LOX) และ 
catechol peroxidase หรือ polyphenol oxidase (PPO) สกัดดวย 0.1 M phosphate buffer (pH  6.8)  
เติมสาร polyvinylpyrrolidone (PVPP) 1.5% (น้ําหนักตอปริมาตร)  เอนไซม catalase (CAT), 
ascorbate peroxidase(APX) และ guaiacol  peroxidase (GPX) หรือ peroxidase (POD) สกัดดวย
สารละลาย 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0)  เอนไซม superoxide dismutase (SOD) สกัดดวย
สารละลาย 0.05 M phosphate buffer (pH 8.0) เติม 0.01 mM EDTA (ehtylene diaminetetra acetic 
acid) และ 3 mM MgCl2 กอนการสกัด สวนเอนไซม phenylalanine ammonina lyase (PAL) 
สารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัดคือ 50 mM Bis-Tris (pH 8.8)  เติมสาร  β-mercaptoethanol ลงใน
สารละลายบัฟเฟอรใหไดความเขมขน 12 mM และกรีเซอรอล 10% 

 
วิธีการสกัดเอนไซม บดตัวอยางใบในสารละลายบัฟเฟอร ดวยเครื่องบดผสมสาร  

(homogenizer) นานประมาณ 30 วินาที กรองผานผาขาวบาง 4 ช้ัน แลวนําไปตกตะกอนดวย
เครื่องปนเหวีย่งตะกอน (centrifuge)  ความเร็วรอบ 12,000g นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oซ  เก็บ
สวนใส (crude extract) ในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
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 6.2  การวัดกิจกรรมของเอนไซม 
  

นํา crude extract ที่ไดมาทําปฏิกิริยากับสารตั้งตน (substrate) ทําการวดัคาการ
ดูดกลืนแสงที่มีความสัมพันธกับการสรางผลิตภัณฑที่เกดิขึ้นหรือปริมาณสารตั้งตนที่ลดลง
เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม ดังนี้ 

 
6.2.1  กิจกรรมเอนไซม LOX ดัดแปลงจากวิธีของ Sovrano et al. (2006) 

 
เตรียมสารผสม substrate ใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร (mL) 

ประกอบดวย linoleic acid 10 ไมโครลิตร (μL) น้ํากลั่น 4 mL สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
เขมขน 0.1 N ปริมาตร 1 mL และ Tween 20 ปริมาตร 5  μL ผสมใหเขากัน กอนปรับปริมาตรเปน 
25 mL  การวัดกิจกรรมของเอนไซม โดยทําปฏิกิริยาในหลอดแกวใส ประกอบดวย substrate  100 
μL  และ 0.1 M phosphate buffer (pH 6.8) ปริมาตร 1.85 mL  ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยา 
(vortex mixer) เติม crude extract ปริมาตร 50 μL ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาอยางรวดเรว็ แลว
วัดการเปลีย่นแปลงของคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นตอนาที ที่ความยาวคลื่น 234 nm 
 

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

วัดกจิกรรมของเอนไซมทั้งสามชนิด  จากการทําปฏิกิริยารวมระหวาง
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) กับสารตั้งตนหรือเอนไซมที่ความยาวคลื่นแตกตาง
กันดังนี ้

 
1.  กิจกรรมของเอนไซม CAT ปริมาตรรวมของสารละลายในหลอดทดลอง

เทากับ 3 mL ประกอบดวยบัฟเฟอร phosphate เขมขน 50 mM (pH 7.0)ปริมาตร 150 μL ผสมกับ 
crude extract ปริมาตร 100 μL  ผสมใหกนัแลวเติม H2O2 เขมขน 30 mM ปริมาตร50 μL (ความ
เขมขนของ H2O2 ในหลอดทดลองเทากับ 10 mM)  กิจกรรมของ CAT วัดจากการสลายตัวของ 
H2O2 (extinction coefficient 39.4 mM cm-1) ที่ความยาวคลื่น 420 nm 

 
2.  กิจกรรมของเอนไซม APX  ปฏิกิริยาประกอบดวย สารละลาย ascorbic 

acid เขมขน 0.5 mM เตรียมใน phosphate buffer ใช crude extract ปริมาตร 100 μL และเติม H2O2 
ใหไดความเขมขนของ H2O2ในหลอดทดลองเทากับ 0.1 mM  กิจกรรมของ APX วัดการเกดิ 
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oxidation ของ ascorbic acid (extinction coefficient 2.8 mM cm-1) จากการลดลงของคาดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 290 nm 

 
3.  กิจกรรมของเอนไซม GPX หรือ POD ปฏิกิริยาประกอบดวย crude extract 

สารละลาย guaiacol เขมขน 10 mM phosphate buffer และสารละลาย H2O2 (ความเขมขนเดียวกนั
กับที่ใชในการทําปฏิกิริยาเอนไซม CAT) วัดการเพิ่มขึ้นของคาการดูดกลืนแสงจาก 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 ประกอบดวย phosphate buffer ความเขมขน 50 mM  
(pH 8.0) สารละลาย xanthine ความเขมขน 3 mM สารละลาย EDTA ความเขมขน 3 mM 
สารละลาย XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide ) 
ความเขมขน 0.75 mM และเอนไซม xanthine oxidase เขมขน 0.14 units กิจกรรมของเอนไซมวัด
จากอัตราการลดลงของ XTT  เปรียบเทียบหลอดที่ทําปฏิกิริยาที่เติมและไมเติม crude extract ที่
ความยาวคลื่น 470 nm คํานวณหา unit ของ SOD จากปริมาณเอนไซมที่ทําใหเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา
ลดลงครึ่งหนึ่ง 

 
6.2.4  กิจกรรมเอนไซม PPO  ดัดแปลงจากวิธีของ Kazuhiro et al. (1999)  

 
       นําสารสกัดเอนไซมปริมาตร 0.05 mL มาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร 1.95 

mL เติมสารละลายกรดแคฟอิคที่เปนสารตั้งตน ความเขมขน 10 mM ผสมใหเขากัน ทําการวัดคา
การดูดกลืนของแสง หลังจากทําปฏิกิริยานาน 1 นาที เปรยีบเทียบกับหลอดในชุดควบคุม (blank) 
ที่ความยาวคลื่น 420 nm จากนั้นนําสารสกดัเอนไซมมาวเิคราะหหาปรมิาณโปรตีนดวยวิธี
มาตรฐาน (Bradford, 1976) คาที่วัดไดมหีนวยเปนหนวยปฏิกิริยาของ catechol oxidase ตอ
มิลลิกรัมโปรตีน 
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6.2.5  กิจกรรมเอนไซม PAL ดัดแปลงจากวิธีของ Gang et al. (2001)   
 

    เตรียมกราฟมาตรฐานของ trans-cinnamic acid โดยวัดคาการดูดกลืนของแสง
ที่ความยาวคลื่น 290 nm บันทึกกราฟเสนตรงที่ไดเพื่อนําไปเปรียบเทยีบหาปริมาณผลิตภัณฑทีไ่ด
จากปฏิกิริยาของเอนไซมในการทดลอง ปฏิกิริยาในหลอดทดลองประกอบดวย สารละลาย
บัฟเฟอร Tris ความเขมขน 50 mM pH 8.8 และสารสกัดเอนไซมจากพชื เติมสารตั้งตน L-
phenylalanine ความเขมขน 12 mM วัดคาความยาวคลื่นที่ 290 nm เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
และวดัปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford (1976) คาที่วัดไดเปนนาโนโมลตอช่ัวโมงตอมิลลิกรัม
โปรตีน หรือหนวยปฏิกิริยาของ  PAL ตอมิลลิกรัมโปรตีน 
  
การทดลองที่ 2  ศึกษาวิธีการลดอาการสะทานหนาวในพืชสกุลกะเพรา 
  

จากผลการทดลองที่ 1 ใบแมงลักเปนพืชสกุลกะเพราชนดิที่มีความไวตออาการสะทาน
หนาวมากที่สุดและมกีารตอบสนองตออาการสะทานหนาวใบออนและใบแกแตกตางกัน 
 

2.1  การรมดวย 1-methylcyclopropene (1-MCP) 
 

นําตะกราที่บรรจุดวยกิ่งแมงลัก มารมดวยไอของสารเคมี ในตูรมพลาสติกที่มีปริมาตร 
0.07 ลูกบาศกเมตร คํานวณปริมาณสาร 1-MCP ใหมีความเขมขน 100  500 1,000 และ 2,000 nL L-1 
ใชเวลารมนาน 4 ช่ัวโมง ทีอุ่ณหภูมิหอง โดยมีอากาศปกติเปนชุดควบคุม ทดลอง 3 ซํ้าๆ ละ 15 กิ่ง 
นําไปเก็บไวที ่4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวของใบออนและใบแกทุก 12 ช่ัวโมงจนครบ 48 
ช่ัวโมง เลือกชนิดของสารและความเขมขนที่มีผลตอการชะลอการเกิดอาการสะทานหนาวทดสอบ
ซํ้า นําไปเก็บไวที่ 4oซ ประเมนิอาการสะทานหนาวในใบแกและวดัคาการรั่วไหลของประจ ุ
  

2.2  การใชสาร  salicylic acid (SA) 
 

การใหสารละลาย SA โดยการจุมทั้งกิ่งพืชลงในสารละลาย ความเขมขน  0  0.25  0.5 
1.0 และ 2.0 mM เปนเวลานาน 5 นาที แลวปลอยใหแหงกอนบรรจุในถุงพลาสติกเจาะรู แลวนําพชื
ทดลองไปเก็บไวที่อุณหภมูิ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง บันทึกคะแนนอาการสะทานหนาวทีเ่กิดขึ้นทั้งใน
ใบแกและใบออน  เลือกความเขมขนและระยะความแกทีม่ีผลตอการชะลอการเกิดอาการสะทาน
หนาวมาทดสอบซ้ํา โดยตัดใบ จํานวน 10 ใบตอซํ้า ทดลอง 3 ซํ้าตอการทดลอง นําสวนของกานใบ
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จุมในสารละลาย SA ความเขมขน  0  0.25 และ 0.5 mM เปนเวลานาน 5 และ 10 นาที แลวยายไป
จุมในน้าํกลั่น นําตะกราพลาสติกที่บรรจุ ตัวอยางวางบนถาดพลาสติกที่มีกระดาษทีชุ่มดวยน้ํากลัน่ 
แลวบรรจุในถงุพลาสติกเรียงเปนชั้น ไปวางในนําไปเกบ็ไวที่ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวใน
ใบแกและวัดคาการรั่วไหลของประจุในการทดลองที่เกิดความแตกตางของอาการสะทานหนาว 
  

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

ไพลีน (polypropylene: PP)  และพอลิเอทิลีนความหนาแนนสูง (high-density polyethylene: 
HDPE) ขนาด 20 x 30 เซนติเมตร มีความหนาเฉลี่ย 0.25 ไมครอน เจาะรูขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.7  
เซนติเมตร จํานวน 4 รู บรรจุผักน้ําหนัก 120 กรัมตอถุง เปรียบเทียบถุงที่บรรจุแบบปด (ไมเจาะรู) 
และถุงเจาะรู ไปวางในนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวในใบแกในแตละ
กิ่งและวัดคาการรั่วไหลของประจุในการทดลองที่เกิดความแตกตางของอาการสะทานหนาว 

 
2.4  การใชความรอน 

 

ตัดกิ่งแมงลักใหมีความยาวประมาณ 120 เซนติเมตร เสียบปลายกานในหลอดพลาสติก
บรรจุน้ํากลั่น นําไปวางในตะกราพลาสติกและคลุมดวยถุงพลาสติก ความชื้นภายในตะกราเฉลี่ย 
90% เพื่อปองกันไมใหพืชทดลองสูญเสียน้ํา นําตะกราไปวางในตูอบลมรอนอุณหภมูิ 38oซ มี
ความชื้นสัมพทัธเฉลี่ย 70%  ใหความรอนเปนเวลานาน 0  15  30 และ 45 นาที นํามาปลอยใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง แลวถอดหลอดน้ําออก นํากิง่พืช บรรจุในถุงพลาสติกเจาะรู ช่ังน้ําหนกัถุงละ 150 กรัม
แลวปดปากถุง นําไปเก็บไวที่ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวของใบออนและใบแกทุก 12 ช่ัวโมง
จนครบ 48 ช่ัวโมง เลือกระยะเวลาที่มีผลตอการชะลอการเกิดอาการสะทานหนาวทดสอบซ้ํา นําไป
เก็บไวที่ 4oซ ประเมินอาการสะทานหนาวในใบแกและวัดคาการรั่วไหลของประจ ุ

 
การทดลองที่ 3  ศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของใบพืชสกุลกะเพรา 
 

เปรียบเทียบลักษณะกายวิภาคของใบออนและใบแกของพืชกะเพรา โหระพาและแมงลัก 
สุมเก็บตัวอยางพืช กอนและหลังจากเก็บพชืที่ 4 และ 12oซ เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง โดยตรึงชิ้น
เนื้อเยื่อใบในพาราฟน ตามกรรมวิธีของ Brooks et al. (1950) ดังนี้ ตดัเนื้อเยื่อใบบริเวณที่เกิด
อาการสีน้ําตาลที่เชื่อมตอกับเนื้อเยื่อปกติ ออกเปนชิ้นเลก็ๆ ดวยใบมีดโกน ขนาดชิน้เนื้อเยื่อ 5-8 



 32 

มิลลิเมตร ทําปายขนาดเล็กดวยกระดาษ ระบุช่ือของตัวอยางหรือรหัส นําชิ้นเนื้อเยื่อและปายแชลง 
(Fix)  ในสารละลาย 50% FAA  นาน 1 วนั ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปผานขั้นตอนการดึงน้ําออก 
(dehydrate)  ดวย TBA series ที่ความเขมขน 50%  70%  85%  95% และ 100% (3:1 TBA:100% 
EtOH) ใชเวลาแชเนื้อเยื่อ 10-12 ช่ัวโมง ในแตละความเขมขน หลังจากแชใน 100%TBA จนครบ
เวลา เทสารเกาออกเติม absolute TBA ทิ้งไวประมาณ 12 ช่ัวโมง เปลี่ยนสาร  absolute TBA ใหม
แชซํ้าตออีก 12 ช่ัวโมง  จากนั้นยายเนื้อเยื่อลงในหลอด Eppendrof  แลวเติม liquid paraplast  
ปลอยใหแข็งตัว เปดฝาตวัอยางนําไปเก็บไวในตูอบ ประมาณ 2 วัน  แลวทําการเปลี่ยน paraplast 
ใหมทุกวัน เปนเวลา 3 วนั จงึยายเนื้อเยื่อลงในบลอกพลาสติกที่มีอะลูมิเนียมฟอลยขึ้นรูป จัดชิ้น
เนื้อเยื่อใหอยูในระนาบที่ตองการ ปลอยใหแข็งตวั แชตวัอยางในน้ําแข็ง กอนนําไปตัดตามขวาง
ดวย เครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบมอืหมุน (rotary microtome; MH335, Germany) ความหนาของชิ้น
เนื้อเยื่อ 8 ไมครอน ยอมสีสไลดดวย toluidine blue (Sekai, 1973) ตรวจเช็คการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะองคประกอบของเซลล ภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 100 เทา 
 
การทดลองที่ 4  ศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวของกับการเกิดสีน้ําตาลในใบพืชสกุลกะเพรา 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเกดิสีน้าํตาลในใบพืชสกุลกะเพรามี
ขั้นตอนการดําเนินงานดังตอไปนี ้
 

4.1  การออกแบบไพรเมอร  ตามขั้นตอนตอไปนี ้
 

4.1.1  สืบคนขอมูล nucleotide ในฐานขอมลู NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
โดยใชช่ือที่มคีวามเฉพาะเจาะจงกับสิ่งที่ทาํการศึกษามากที่สุด ซ่ึงใชสองคําคือ lipoxygenase หรือ 
polyphenol oxidase และคําวา chilling หรือ low temperature  ตรวจเช็ครายละเอียดของผลที่ไดวา
เปนยีนแบบ full length หรือ partial รายละเอียดของยีน การตีพิมพในวารสาร และคดัเลือกที่เรา
สนใจเปนยีนหลัก 

 
การออกแบบไพรเมอรแบบเฉพาะเจาะจง (specific primer) โดยคัดลอกลําดับ

เบสของยีนหลัก นาํไปเทยีบคู (alignment) ในสวน nucleotide blast (blastn)  เลือกยีนที่มีความ
เหมือน (identity) ของนิวคลีโอไทดใน DNA กับฐานขอมลู  มากกวา  85% จํานวน 5-7 ชนิด  
คัดลอกลําดับเบสของยีนเหลานั้น เพื่อไปตรวจสอบหาบริเวณอนุรักษ  (conserve region)  ถาผล
ยีนที่ไดจาก blastn  มีเปอรเซ็นตความเหมือนต่ําหรือมียนีที่มีความเหมือน 100 เปอรเซ็นต เพียง 1-
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2 ยีน ตองทําการออกแบบจากกรดอะมิโนหรือโปรตีนของยีนหลัก หรือออกแบบไพรเมอรแบบ
ไมเฉพาะ (degenerate  primer) โดยคัดลอกลําดับโปรตีนของยีนหลัก เขาโปรแกรม standard 
protein blast หรือ blastp เปรียบเทียบลําดบัของ sequence ในฐานขอมูล 

 
4.1.2  นําลําดับเบสของยีนที่ไดจากขอ 1 มาเทียบคู DNA โดยใชโปรแกรม ClustalW 

(http://clustalw.genome.ad.jp) ตรวจสอบหาตําแหนงของลําดับเบสที่มีความเหมือนกัน เลือกสวน
ของยีนที่เปนบริเวณอนุรักษ 2  ตําแหนงอยูหางกนั ควรมีจํานวนเบสอยางนอย 23-30 เบส และมี
เปอรเซ็นตความแตกตาง (% degeneracy) ไมเกิน 128  โดยอาจตดัลดเบสบางตัวที่มคีวามแตกตาง
ออกเพื่อใหไดเบสที่มีความเหมือนมากขึ้น กรณีที่ออกแบบไพรเมอรแบบเฉพาะเจาะจง ตองมี
ลําดับเบสที่เหมือนกันตดิตอกันอยางนอย 7 ตําแหนง   

 
4.1.3  เปรียบเทียบตําแหนงที่ไดกับลําดับเบสของยีนหลัก ทําเครื่องหมายบริเวณที่

เปนบริเวณอนรัุกษ  แลวนํามาไปเขาโปรแกรม Primer3 ( http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3) จากการประมวลผลของโปรแกรมใหจํานวนไพรเมอร 3-4 คู นําไปตรวจเช็ค
การจบัคูระหวางไพรเมอร (primer dimmer) ดวยโปรแกรม Fast PCR  ถาพบ dimmer ใหทดสอบ
ไพรเมอรคูใหมหรือออกแบบใหมใหที่มีความจําเพาะ ควรมีความยาวมากกวา 17 เบสขึ้นไป ควร
มี annealing temperature สูงเพื่อใหการจับของไพรเมอรมีความจําเพาะสูง  และปริมาณ GC 
content อยูในระดับ 40-60% 
 

4.2  การสกัด RNA จากเนื้อเยื่อใบพืช  ดวยวิธี Pine tree method (Chang et al., 1993)   
 

สุมใบออนและใบแกของพชืสกุลกะเพรา  กอนการเก็บและหลังจากการเก็บรักษาที่ 
4 และ12 oซ  นาน  12  24 และ 48 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนระยะกอนและหลังจากใบพืชแสดงอาการ
สะทานหนาว  นําตัวอยางพชื แชแข็งในไนโตรเจนเหลว แลวเก็บตวัอยางในตูแชแขง็ที่อุณหภูม ิ  
–70 oซ  ทําการสกัด RNA ตามขั้นตอนดังตอไปนี ้  

 
4.2.1  เตรียมสารบัฟเฟอร  extraction buffer  ประกอบดวย  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 สารละลายตาง ๆ เตรียมดวยน้ํา DEPC 
(dietylpyrocarbonate) ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อใน autoclave ปลอยทิ้งไวใหเยน็ เติม
สารละลาย spermidine 7.5  μL ตอ 15 mL หรือตอหนึ่งตวัอยาง และ 2% β-mercapotoethanol 
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กอนทําการสกัด และอุนสารสกัดบัฟเฟอร ในอางน้ํา อุณหภูมิ 65 oซ เปนเวลา 10 นาที กอนใส
เนื้อเยื่อพืช   สวนการเตรยีมบัฟเฟอร SSTE ประกอบดวย 1.0 M  NaOH,  0.5% SDS, 10 mM 
Tris-HCl (pH 8.0)  และ 1 mM EDTA (pH 8.0) เตรียมสารละลายทุกชนดิดวย RNAase-free water  
 

4.2.2  บดเนื้อเยื่อใบในไนโตรเจนเหลวดวยโกรงใหละเอยีด ช่ังจํานวน 1 กรัมใสใน
หลอด centrifuge (หลอดกนกลม)  ที่ปราศจาก DNA และ RNA (RNase/DNase free) เติมสกัด
บัฟเฟอรจากขอ 4.1.1 ปริมาตร 15 mL ผสมใหเขากนัดวยเครื่องเขยา ทีค่วามเร็วรอบสูงนาน 1 
นาที ปนละเอยีดใน เครื่องบดผสมสาร นาน 1 นาที เติมสารละลาย  SEVAX (chloroform-
isomyalcohol; 24:1 v/v) ในปริมาตร 15 mL  ตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวีย่งตะกอน ความเร็ว 
7,000g นาน 10 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 oซ  เกบ็สวนใส ใสหลอดใหม เติมสารละลาย  SEVAX 
ปริมาตรเทาเดมิ ตกตะกอนซ้าํดวยสภาพเดมิ เก็บสวนใสกรองผาน Mira cloth ที่ฆาเชื้อแลว ลงใน
หลอดกนกลม เติมสารละลาย LiCl ความเขมขน 8 M ปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรรวมของสวน
ใสที่อยูในหลอด เพื่อตกตะกอน RNA นําหลอดไปเก็บในอุณหภูมิ 4 oซ นาน 1 คืน แลวจึงนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000g ที่ 4 oซ  นาน 20 นาที เก็บสวนตะกอน เพือ่นําไปทําการสกัดใน
ขั้นตอนตอไป 
   

4.2.3  นําตะกอนที่ไดมาละลายดวยบัฟเฟอร SSTE  อุนที่อุณหภูมิ 65 oซ นาน 10 นาที  
ปริมาตร 500 μL ดูดสารละลายใสในหลอด Eppendrof  ขนาด 1.5 mL ผสมสารใหเขากันดวย
เครื่องเขยา  เตมิ SEVAX ปริมาตรเทากับปริมาตรรวมของสวนใสที่อยูในหลอด และผสมใหเขา
กันแลวนําไปตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน ที่ความเร็ว 12,500g  นาน 5 นาที  ที่ 4 oซ 
เก็บสวนใสในหลอด Eppendrof หลอดใหม เติม absolute ethanol ที่เย็นจัด ปริมาตรเทากับ
ปริมาตรรวมของสวนใสในหลอด คว่ําหลอดกลับไปมา นําไปเก็บไวที ่-70 oซ นาน 30 นาที แลว
นําไปตกตะกอนซ้ําที่ความเร็ว 12,000g นาน 20 นาที ที่ 4 oซ เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% 
ethanol ปริมาตร 0.5 mL ผสมใหเขากนัดวยเครื่องเขยา นําไปตกตะกอนอีกครั้งที่ความเร็ว 
12,000g นาน 5 นาทีที่ 4 oซ เทสวนใสทิ้ง คว่ําหลอดบนกระดาษซับแหงหรือทําใหแหงใน 
vacuum desiccator jar จากนั้นละลายตะกอนดวยน้ํา DEPC ปริมาตร 20  μL ดูดสารละลาย RNA 
สวนหนึ่งไปตรวจสอบและวดัปริมาณ RNA ที่สกัดได และนําสารละลาย RNAไปแชในตูแชแข็ง
ที่อุณหภูมิ -70 oซ จนกวาใชงาน 
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4.3  การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณ RNA 
 

4.3.1  การวัดปริมาณ RNA โดยใชเครื่อง UV spectrophotometer 
 
ดูดสารละลาย RNA มาเจือจาง 50 เทาโดยใช ปริมาตร RNA 2 μL ผสมในน้ํา

กล่ัน 98 μL วดัคาการดูดกลืนแสง เพื่อหาความเขมขนของ RNA ดวยเครื่อง spectrophotometer  ที่
ความยาวคลื่น 260 และ 280 nm โดยใชน้ํากลั่นเปนตวัเปรียบเทียบ (blank) คํานวณหาความ
เขมขนของสารละลาย RNA ดังนี ้

 
ความเขมขน RNA (μg/ μL) = A260 x dilution factor x k 

      1,000 
 

A260 คือ คาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 nm 
Dilution factor เทากับ 50 เทา 
K เทากับ 40 μg/μL คือคาคงที่ของปริมาณ RNA เมื่อวดั absorbance ของ RNA 

ที่ 260 nm ไดเทากับ 1  
 

 คุณภาพของ RNA พิจารณาจากสัดสวนของคา A260/A280 มีคาระหวาง 1.8-
2.0 แสดงวาสารละลาย RNA ที่ไดมีคุณภาพดี  
 

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) วางแผนเจล ในเครือ่งอิเล็กโตรโฟริซิส ในทิศทางจากลบไปบวก เติมบฟัเฟอรจนทวม
แผนเจล จากนัน้นําสารละลาย RNA ที่สกัดไดจํานวน  2  μL ผสมกับ 2x dye หยอดลงหลุมบน
แผนเจล เปรียบเทียบกับสารละลาย DNA มาตรฐาน 1kb marker ติดตั้งเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส 
กระแสที่ 100 โวลต นาน 25 นาที เมื่อครบกําหนดนําเจล  ที่ไดมายอมดวย ethidium bromide 
(EtBr) ความเขมขนที่ใชประมาณ 0.5  μg/ μL นาน 5-10 นาที ลางแผนเจล ในน้ําสะอาด 
ตรวจสอบภายใตรังสีอัตราไวโอเลต ดวยเครื่องถายภาพเจล (Gel documentation and analysis 
system; Gene genius, UK) ลักษณะ RNA ของใบพืชสกลุกะเพราปรากฏแถบจํานวนมาก แตมี
แถบสวางมากที่สุด 2 แถบ แถบบนใหญกวาแถบลาง และสองแถบนี้ปรากฏอยูในระนาบเดียวกับ
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 ปนเปอนดวยชุด
สารละลาย RNase-free DNase I  (Fermentas, USA)  ตามวิธีการที่ระบโุดยบริษัทผูผลิต ทําการ
จําลอง RNA สายเดี่ยว เพื่อใหไดผลิตภณัฑ cDNA สายส้ันๆ จํานวนมาก โดยใชชุดสําเร็จรูป 
Omiscript Reverse Transcriptase  (Qiagen, Germany) โดยใช 18 μL RNA ที่ผานการกําจัด DNA 
บนเปอนแลว ตามวิธีการที่ระบุโดยบรษิัทผูผลิต  ทําการตรวจเช็ค cDNA ที่ได โดยใชเปนสาย
ตนแบบ (template) ในการสรางยีนเปาหมาย ตอจาก ไพรเมอร ของ house keeping gene (18S)  
ดวยเครื่อง PCR  แยกขนาดของ DNA ใน 0.8% agarose gel ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV 
จะปรากฏแถบเหนือ DNA มาตรฐานที่ 250  bp  ตัวอยางที่ไมเกิด PCR product  ตองทําการ
สังเคราะห  cDNA หรือสกัด RNA ใหม 

 
4.5  การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเปาหมาย  
 

นํา cDNA ที่ไดมาทํา PCR reaction โดยนาํไพรเมอรแบบไมเฉพาะจํานวน 1 คูใสลง
ในหลอด PCR เติมสารละลาย PCR (Qiagen, Germany) ปริมาตรรวม 25 μL  ประกอบดวย 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 นําใสเครื่อง PCR โดยตั้งอณุหภูมิและเวลาสําหรับการทําปฏิกิริยาของยีน LOX 
และ PPO (ใชอุณหภูมิและเวลาที่แตกตางกันในสวนวงเล็บ) ดังนี ้

 
ชวงที่ 1  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 3 นาที 
ชวงที่ 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 

ชวงที่ 3  อุณหภูมิ 72oซ  นาน 10 นาที 
 

ทําการตรวจชิน้สวน DNA ดวย 0.8% agarose gel ดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส และ
ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV กรณทีี่มีผลิตภัณฑปรากฏมากวา 1 แถบตองทําการแยกชิ้น 
DNAโดยการตัดเจลภายใตแสง UV นําเจลที่ไดมาสกัด DNA ใหบริสุทธิ์ดวยชุดสําเร็จรูป QIA 
quick gel extract (Qiagen, Germany)  
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4.6  การโคลนชิ้นสวนของยนี (cloning) ดดัแปลงจากวิธีการของ Sambrook et al. (1989) 
 ประกอบดวยขั้นตอนดังนี ้

 
 4.6.1  นําชิ้นสวน DNA ที่ไดมาเชื่อมตอ (ligation) กับพลาสมิด โดยใชชุดสําเร็จรูป 

pGEM®-T Easy vector system (Promega, USA)  ตามวธีิการที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยการตัด
สวนปลายของ DNAขนาดเล็กออกดวยเอนไซมตัดจําเพาะแลวทําใหตกตะกอน นํา DNA ที่ไดไป
เชื่อมตอกับพลาสมิด โดยเตรียมพลาสมิดพาหะ ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ทําปฏิกิริยาซ้ํา เพื่อเปลี่ยน
หมูฟอสเฟสเปนหมูไฮดรอกซี โดยใชเอนไซม alkaline phosphatase เพื่อปองกันการเชื่อมตอกลับ  
จากนั้นทาํการเชื่อมตอช้ินสวนของ DNA กับพลาสมิดจะได พลาสมิดลูกผสม (recombinant 
plasmid)  
 
 4.6.2  นําพลาสมิดลูกผสม เขาสูเซลล (transformation)  แบคทีเรีย  E. coli  สายพันธุ 
DH5 α  ระยะ log phase ซ่ึงเปนเซลลที่สามารถรับและนํา DNA เขาเซลลได (competent cell) 
นําไปเพิ่มจาํนวน โดยเลี้ยงในอาหารเหลว SOC บนเครื่องเขยาความเรว็รอบ 200 รอบตอนาทีที่ 
37oซ นาน 1 ช่ัวโมง นําไปปนตกตะกอนและนําไปเลื้ยงบนอาหาร LB แข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะ 
Ampicillin 50 µg/mL   เติมสาร IPTG และ  X-gal ปริมาตร 40 μL  บนผิวอาหารเลีย้งเชื้อ นําไป
เล้ียงในตูควบคุมอุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง   
 

4.6.3 โคโลนีที่เปนสีขาวแสดงวา transform ไดสําเร็จ ทํา master plate โดยใชไมจิ้ม
ฟนที่ผานการฆาเชื้อแลว จิ้มสวนกลางโคโลนี ไปขีดบนอาหารแข็งที่ผสมสารปฏิชีวนะ เติมสาร 
IPTG และ  X-gal ความเขมขนและปริมาตรเทากันกับขอ 4.6.2  นําไปเลี้ยงตอในตูควบคุม
อุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง เลือกโคลนแบคทีเรียทีม่ีการเจริญเปนโคโลนีสีขาว ไปเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ ปริมาตร 1  mL ในหลอด Eppendrof  ในเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง ตรวจสอบหาพลาสมิดเพือ่คนหายนีที่แทรกเขาไปโดยสกัด DNA 

จากเซลลแบคทีเรียโดยใชชุดสําเร็จรูป QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen) ตามวิธีการที่ระบุโดย
บริษัทผูผลิต 
 

4.6.4  ตวจสอบ DNA ที่ไดโดยใชชุดสําเร็จรูปสารละลายเอนไซมตัดจาํเพาะ Eco RI 
(Fermentas, USA) ตามวิธีการที่ระบุโดยบรษิัทผูผลิตและตรวจสอบขนาดของ DNA  ดวยเครื่อง 
อิเล็กโตรโฟริซิส บน 0.8% agarose gel ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV  จะปรากฏจํานวน
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ช้ิน DNA 2 แถบ แถบบนสุดคือ DNA ของพลาสมิด แถบลางเปนชิ้น DNA เปาหมาย ซ่ึงมีขนาด
หรือจํานวนเบสใกลเคียงกับที่ไดทําการออกแบบไพรเมอรไว  

 
4.6.5  ตรวจสอบลําดับเบสของชิ้นสวนยนีเปาหมาย ดวยเครื่อง Automatic DNA 

sequencer โดยใชบริการของ DNA Technology ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน นําผลลําดับเบสที่ไดมาตรวจวิเคราะห 
โดยใชโปรแกรม Blast aligment (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)   
 

4.7  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน OcLOX  ดวย semi-quantitative RT-PCR  
     

         4.7.1  สกดั RNA จากเนือ้เยื่อใบที่คาดวามีการแสดงออกของยีนเปาหมาย คือใบที่เร่ิม
เกิดอาการสะทานหนาว เปรียบเทียบกับใบที่ไมเกิดอาการสะทานหนาว (ใบเก็บรักษาที่ 12oซ) ใน
ใบออนและใบแก  ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ ทําความสะอาด ตามขั้นตอนที่กลาวมาแลวและ
เช็ค cDNA ที่ไดดวยทํา PCR reaction กับไพรเมอรยีนควบคุมหรือ house keeping gene (18S) ที่
ผานการโคลนจากเนื้อเยื่อจากดอกกลวยไม มีลําดับเบสดังนี้  Forward  5/-GGACTATGGCCGT 
TTAGGC-3/ และ Reverse  5/-CCGGACCATTCAATCGGTAG-3/  (accession no. AB027309) 

 
4.7.2  นํา cDNA ของตัวอยางที่ผานการตรวจสอบวาสามารถเกิดผลิตภณัฑจาก PCR 

reaction  มาทดสอบหาจํานวนรอบที่เหมาะสม ในการ PCR reaction กบัไพรเมอรยีนควบคุม  
(18S) โดยการหยุดการทํางานของเครื่อง PCR แบบชั่วคราวและนําหลอด PCR ออกมาเมื่อครบ
จํานวนรอบที่ตองการทดสอบที่ 18  21  25 และ 30 รอบ  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดดวย เครื่องอิ
เล็กโตรโฟริซิส ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV บน 0.8% agarose gel เลือกจํานวนรอบที่ไม
ทําใหแถบมีความสวางจนเกนิไป (อ่ิมตวั) จากการทดลองใชจํานวน 27 รอบที่อุณหภมูิ 45oซ โดย
ตั้งอุณหภูมิและเวลาสําหรับการทําปฏิกิริยา ดังนี ้

 
ชวงที่ 1  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 3 นาที 
ชวงที่ 2  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 30 วินาท ี

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

ชวงที่ 3  อุณหภูมิ 72oซ  นาน 5 นาที 
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4.7.3  นํา cDNA ของทุกตัวอยางมาทําปฏิกริิยา PCR กับยนีควบคุม(18S) นํา PCR ที่
ไดมาตรวจสอบดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส   บน 0.8% agarose gel และยอมดวย  EtBr ตรวจ
ภายใตกลองยวูี แถบที่ไดจะอยูในระนาบเดียวกัน ผลที่ไดรับแตละตวัอยางมีความสวางของแถบ
ไมเทากัน ตองทําการปรับลดปริมาณหรือเจอืจาง cDNA ที่ใช ทําปฏิกิริยา PCR ใหมและปรับ
ปริมาณ cDNA จนกวา แถบที่ไดจากปฏกิิริยา PCR  มีความสวางใกลเคียงกันมากที่สุดในทุก
ตัวอยางที่ตองการทดสอบ ซ่ึงแสดงวาทกุตวัอยางมกีารแสดงออกของยนีควบคุมเทากนั 

 
 4.7.4  นําตัวแทน cDNA มาหนึ่งตวัอยางมาทดสอบหา annealing temperature ที่
เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา PCR  ของไพรเมอรเฉพาะของยีน OcLOX โดยใชเครื่อง gradient 
PCR  โดยทดสอบที่ 60, 55, 50 และ 45oซ พบวาที่ 50oซ  ไดผลิตภัณฑ ที่มีความสวางของแถบ
ชัดเจนที่สุดจากนั้นนําทกุตวัอยางที่ตองการทดสอบมาทําปฏิกิริยา   PCR reaction  ในหลอด PCR 
ประกอบดวย 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 โดยใชปริมาณหรือความเขมขนของ  
cDNA  แตละตัวอยางเทากนักับยนีควบคมุที่ไดทดสอบไวแลว แตเพิ่มจํานวนรอบมากกวายีน
ควบคุม เนื่องจากยนี OcLOX มีการแสดงออกนอยกวา ตั้งอุณหภูมิและเวลาสําหรับการทํา
ปฏิกิริยา ดังนี ้

ชวงที่ 1  อุณหภมูิ 94oซ  นาน 3 นาที 
ชวงที่ 2  อุณหภูมิ 94oซ  นาน 30 วินาท ี

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

ชวงที่ 3  อุณหภูมิ 72oซ  นาน 10 นาที 
  

ตรวจวเิคราะหผลผลิต PCR ดวยเครื่องอิเล็กโตรโฟริซิส  บน 0.8% agarose gel และ
ยอมดวย EtBr ตรวจภายใตกลอง UV แถบที่ไดจะอยูในระนาบเดียวกัน ต่ํากวาชิน้ DNA มาตรฐาน
ที่ 500 bp ซ่ึงมีขนาดประมาณ 470 bp  เปรียบเทียบความสวางของแถบที่ได ทําการสกัด RNA ใหม
และทําตามขั้นตอนตาง ๆ ที่กลาวมาทั้งหมด เปรียบเทยีบความสวางของแถบที่ไดหรือการ
แสดงออกของยีนเปาหมายโดยเปรียบเทียบกับยีนควบคมุ (18S)  
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

วิเคราะหขอมูลทางสถิติดวยโปรแกรม Statistic Analysis System (SAS) โดยวิเคราะห
ความแปรปรวน (Analysis of Variance) สัมประสิทธิสหถดถอย (Linear Regression) และทดสอบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ย โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) และ Least Significant 

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

สถานที่และระยะเวลาทําการทดลอง 
 

สถานที่ทําการทดลอง หนวยวิจัยพืชผลหลังการเก็บเกีย่ว ศูนยปฏิบัติการวิจัยและเรือนปลูก
พืชทดลอง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วทิยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม 

 
ระยะเวลาทําการทดลอง  กันยายน 2546 – ธันวาคม 2550 
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ผล 
 

การทดลองที่ 1  ปจจัยท่ีมีผลตอการพัฒนาอาการสะทานหนาวของพชืสกุลกะเพรา 
 
1.1  ระดับอุณหภูมแิละชวงเวลาในการเก็บรักษา 

  
อุณหภูมิเปนปจจัยหลักที่ทําใหใบพืชสกุลกะเพราเกดิการพัฒนาอาการสะทานหนาว 

โดยการทดสอบหาอุณหภูมทิี่ทําใหเกิดอาการสะทานหนาว (chilled temperature) และอุณหภูมิที่ไม
ทําใหเกิดอาการสะทานหนาว (non-chilled temperature) โดยการเก็บรักษาใบพืชสกลุกะเพรา 3 

ชนิดที่อุณหภมูิ 4  8  12  และ 25oซ  พบวาที่ 4oซ ทําใหใบพืชเกิดอาการสะทานหนาวไดอยางชัดเจน
และมีความสม่ําเสมอหลังการเก็บรักษาไวนาน 12 ช่ัวโมง อาการมีการพัฒนาเพิ่มขึ้นเมื่อเก็บรักษา
นานขึ้น ใบพชืสกุลกะเพราทั้ง 3 ชนิดไมเกิดอาการสะทานหนาวตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาที่ 

12oซ โดยมีอายุการเก็บรักษานานถึง 1 สัปดาหและมีคุณภาพที่ผูบริโภคยอมรับได  สวนที่ 8oซ  การ
พัฒนาอาการสะทานหนาวเกิดขึ้นอยางชา ๆ และเกิดการเสื่อมสภาพกอนการพัฒนาอาการสะทาน

หนาวถึงขั้นรุนแรงมากที่สุด  สําหรับอุณหภูมิ 25oซ นั้นไมเหมาะสมสําหรับการใชทดลองเนื่องจาก
ใบแมงลักมีการสูญเสียน้ําและเหีย่วอยางรวดเร็ว (ภาพที่ 2) 
 

1. 2  สายพันธุและความแกทางสรีระของใบพืช 
  

 พืชสกุลกะเพราที่มีการปลูกเปนการคามีความไวตอการเกิดอาการสะทานหนาว
แตกตางกัน ใบแมงลักมีความไวมากที่สุด รองลงมาไดแกใบกะเพรา และใบโหระพามีความไวนอย
สุด และใบแกมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวาใบออน โดยมีคาดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (ภาพที่ 2)  
  

พืชสกุลกะเพราแตละชนดิมคีวามไวตอการสูญเสียกล่ินหรือเกิดกลิ่นผิดปกติแตกตาง
กัน การเกิดกลิน่ผิดปกติมีความสัมพันธกับความรุนแรงของการเกิดอาการสะทานหนาว ในใบ

แมงลักเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง มีคะแนนจากการประเมินคุณภาพของกลิ่นลดลง มีกล่ิน

นอยลงหรือเกดิกลิ่นผิดปกต ิสวนใบกะเพราและโหระพาเก็บรักษาที่ 4oซ  นาน 24 ช่ัวโมง จากการ
ประเมินกลิ่นไมมีความแตกตางของคะแนน โดยมีเร่ิมความแตกตางของคะแนนหลังการเก็บรักษา



 42 

นาน 48 ช่ัวโมง สวนใบพืชเก็บรักษาที่ 12oซ มีคะแนนการประเมินกลิ่นสูงกวาและมีคะแนน
คอนขางคงที่ (ภาพที่ 4) 
 
 การพัฒนาอาการสะทานหนาวมีความแตกตางกันเล็กนอยในแตละพันธุ  (ภาพที่ 5) 
โดยแสดงอาการยุบหรือการตายของเนื้อเยือ่ดานหลังใบเกิดขึ้นกอน ในแมงลักมักเกิดจุดสีน้ําตาล
ขนาดเล็กที่บริเวณใกลเสนกลางใบ หรือปลายใบและขอบใบ เนื้อเยื้อเปล่ียนเปนสีน้าํตาลออน ใน
ใบแกที่มีอาการรุนแรงเปลี่ยนเปนสีดําคล้ํา มวนงอและเกดิการเหีย่วอยางเห็นไดชัด ในกิ่งที่มีดอก

พบวาสวนของกลีบเลี้ยงเปลี่ยนเปนสดีําคล้ําและแสดงอาการหลังการเกบ็ไวที่ 4oซ เพยีง 4-8 ช่ัวโมง 
แตพบเพยีงบางกิ่งเทานั้น และอาการไมสม่าํเสมอในทุกกิง่ในแตละซ้ําของการทดลอง สวนของ
กานใบหรือลําตนมีการพัฒนาอาการสะทานหนาวชาสุด โดยเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลคล้ําหลังการเก็บ
นานกวา 48 ช่ัวโมง อาการสะทานหนาวในใบกะเพราสวนใหญมีลักษณะคลายใบแมงลัก แตมี
ลักณะทีแ่ตกตางกัน เชนลักษณะเปนจุดหรือไมเปนจุด บริเวณเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลดําไม
แนนอน บางครั้งเกิดมากที่ขอบใบแลวพัฒนาขยายขนาดเพิ่มมากขึ้นไปยังสวนกลางใบ สวนเนื้อเยื่อ
ใบที่ไมเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเปลี่ยนเปนสีเขยีวออนหรือเหลืองและรวง ในใบแกที่อยูดานลางของกิ่ง 
อาการสะทานหนาวและการรวงในใบแกเกิดเร็วข้ึนและรุนแรงกวาปกติ ถามีรองรอยการเขาทําลาย
ของโรคหรือแมลงกอนการเก็บรักษา ซ่ึงเกดิเนื้อเยื่อตายรอบรอยแผลที่เกิดขึ้น  ในบางกิ่งหรือบาง
ชุดของพืชทดลองที่มีการบํารุงตนหรือเรงปุยมาก ลําตนและใบมีขนาดใหญและคอนขางอวบน้ํา มี
กานกิ่งคอนขางเปราะ พบลักษณะเฉพาะ ไดแก อาการยอดแดงหรือยอดดําในใบออน โดยใบและ
ยอดออนทีแ่ตกออกใหมจากบริเวณขอของกิ่งเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแดงหรือสีดําและเหีย่วทั้งกิ่ง สวน
ของทอลําเลียงในใบออนเปลี่ยนเปนสีดําคล้ํากวาสวนของเนื้อใบ กานใบและกิ่งแขนงเปลี่ยนเปนสี
ดํา  อาการปรากฏชัดหลังการเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมง สําหรับอาการสะทานหนาวในโหระพา มี
ลักษะอาการแตกตางจากใบแมงลักและโหระพาอยางชดัเจน อาการเกดิขึ้นบริเวณหลังใบ เกิดการ
ตายของเนื้อเยือ่เปนแถบยาวๆ สีน้ําตาลแดง ในเนื้อเยื่อใบขนานกับทอลําเลียงน้ําหรือเกิดสีน้ําตาล
ดําที่ปลายใบ  เมื่อมีอาการรุนแรงขึ้นเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสีดําคล้ําบริเวณหนาใบ แผลแหงและหดตวั
ทําใหใบเหีย่วและใบรวงไดงาย โดยเฉพาะใบที่เกิดโรคกอนการเก็บรักษา พืชทดลองที่เก็บเกีย่ว
ในชวงฤดูฝนมีโรคใบจุด หรือใบที่แกมาก มีสีเขียวเขมและสีเขียวออนปนเหลืองผสมอยู มักพบใน
กิ่งที่มีขนาดใหญและมีอายมุาก  
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1.3 อายุการเก็บเกีย่ว  
 
เนื่องจากพืชสกุลกะเพรามกีารเก็บเกีย่วหลายครั้ง (multiharvesting) ดังนั้นใบพืชทีเ่กบ็

เกี่ยวแตละครั้งอาจมีความแตกตางกันของความไวตออุณหภูมิต่ํา เมื่อเปรียบเทียบใบแมงลักที่เก็บ
เกี่ยวครั้งแรก (อายุ 30 วันหลังยายปลูก) มีการพัฒนาของอาการสะทานหนาวชากวาและมีระดับ
ความรุนแรงนอยกวาใบพืชที่เก็บเกีย่วหลังการยายปลูก 120 วัน และใบแกอาการสะทานหนาว
รุนแรงกวาใบออนแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(ภาพที่ 5) 
 

1.4  ความชื้นสัมพัทธในการเก็บรักษา 
 

มีการทดสอบสภาพการเก็บรักษา 3 แบบ คือ บรรจุเปยก (เสียบหลอดน้ําหรือจุมปลาย
กานในแจกันที่มีน้ําเปลา  เฉลี่ยความชื้นสัมพันธรอยละ 97) บรรจุแหง (บรรจุกลองกระดาษที่รอง
ดวยแผนพลาสติก เฉลี่ยความชื้นสัมพันธรอยละ 75) และบรรจุในถุงพลาสติกเลียนแบบการบรรจุ
เพื่อการคา (บรรจุในถุงพอลิเอทิลีนเจาะรู และมัดปากถุงดวยหนังยาง เฉลี่ยความชื้นสัมพันธรอยละ 
85) พบวา ใบแมงลักที่บรรจุเปยก มีการพฒันาอาการสะทานหนาวชาที่สุด รองลงมาไดแกการบรรจุ
ในถุง PE และการบรรจุแหงในกลองมีการเกิดอาการสะทานหนาวเร็วและรุนแรงมากที่สุด แสดงวา
ความชื้นมีความสัมพันธโดยตรงกับการพฒันาอาการสะทานหนาว (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 2  ดัชนสีะทานหนาวของใบแมงลัก (A) ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา (C) ระหวางการเกบ็
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ภาพที่ 3  คะแนนกลิ่นของใบแมงลัก ใบโหระพา  และใบกะเพรา หลังการเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ  
  นาน 24 และ 48 ช่ัวโมง  

 

หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรตางกันในแตละชนิดพืช มีความแตกตางกันที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% โดยใชวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที ่4  อาการสะทานหนาวในใบแมงลัก (A)  ใบโหระพา (B) และใบกะเพรา (C) หลังการเก็บ

   รักษาที่อุณหภูมิ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 

A B 

C
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ภาพที่ 5  ดัชนสีะทานหนาวของแมงลักระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ ในใบออน (□) และใบแก (■) 

   อายุการเก็บเกี่ยว 30 วันหลังการยายปลูก    และในใบออน (△) และใบแก (▲) อายุการ
   เก็บเกีย่ว 120 วันหลังการยายปลูก 
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ภาพที่ 6  ดัชนสีะทานหนาวของแมงลัก ใบออน (□) และใบแก (■) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
   ภายใตสภาพความชื้นสัมพทัธ 75% (A) 85% (B) และ 97% (C)  
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การทดลองที่ 2  ผลของอุณหภูมิต่ําตอการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีและความเสียหายของเยื่อหุมเซลล 
  
 จากผลการทดลองที่ 1 พบวาแมงลักเปนพชืที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุดและ
โหระพามีความไวตออุณหภมูินอยที่สุด จึงเลือกเมื่อเปรียบเทียบพืชทั้งสองชนิดในการทดลองนี้ 
  
 2.1  การรั่วไหลของประจุ (electrolyte leakage) 
 

เมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของประจุ ระหวางสายพนัธุและความแกทางสรีรของใบ 
โดยวดัการรั่วไหลของประจจุากใบแกและจากใบออนของใบแมงลักและโหระพาเก็บรักษาที่ 4 

และ 12oซ  พบวาใบแมงลักแกเก็บรักษาที ่4oซ   มีการรั่วไหลของประจมุากกวาใบออน หลังการ
เก็บรักษาไวนาน 24 ช่ัวโมง สวนใบโหระพามีการรั่วไหลของประจุนอยกวาใบแมงลัก  โดยคาการ

ร่ัวไหลของประจุในเนื้อเยื่อใบออนและใบแกไมแตกตางกันทางสถิติ สวนใบเก็บรักษาไวที่ 12oซ มี
คาต่ําและคงทีต่ลอดการเก็บรักษาทั้งใบแมงลักและใบโหระพา (ภาพที่ 7) 
   

เมื่อเปรียบเทียบเนื้อเยื่อที่เกิดความเสียหายและเนื้อเยื่อปกต ิโดยนําใบแกของใบ
แมงลักที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกัน แยกเนื้อเยื่อที่เกิดสนี้ําตาลและเนือ้เยื่อปกติจาก
ใบ เมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของประจใุนเนื้อเยื่อที่เกดิสีน้ําตาลมีคาสูงกวาเนื้อเยื่อปกติ และมี
คาการรั่วไหลเพิ่มสูงขึ้นสอดคลองกับคาดัชนีอาการสะทานหนาวที่เพิ่มขึ้น โดยในเนือ้เยื่อปกติมีคา
การรั่วไหลของประจุคงที่ไมวาเปนเนื้อเยื่อปกติที่แยกมาจากใบที่มีคาดชันีอาการสะทานหนาวมาก
ขึ้นก็ตาม (ภาพที่ 8) 
 

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

ปริมาณ  TBA- reactive compounds ที่คํานวณเปนปริมาณ MDA ซ่ึงแสดงถึง

ผลิตภัณฑของ lipid oxidation ในใบแกของแมงลักและโหระพา พบวาใบแมงลักเก็บรักษาที่ 4oซ   
มีการเพิ่ม MDA มากขึ้นเมื่อเก็บรักษาไวนานขึ้น  แตในใบโหระพามีคานอยกวาใบแมงลักและมีคา
คอนขางคงที่ (ภาพที ่9A) เมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซม LOX ในใบแกและใบออนของ
แมงลัก พบวาในใบแกมีปริมาณ MDA สูงกวาใบออนเล็กนอย แตกิจกรรมเอนไซม LOX ในใบแก
มีคาสูงกวาใบออนอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   โดยมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม
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แตกตางกัน ในใบแกมีกิจกรรมเอนไซม LOX ลดลงในชวง 0-24 ช่ัวโมงและมีกจิกรรมเพิ่มขึ้น
เล็กนอยในชั่วโมงที่ 36 ของการเก็บรักษา แตในใบออน มีกิจกรรมคอนขางคงที่ แตหลังการเก็บ
รักษานาน 48 ช่ัวโมง ทั้งในใบออนและใบแกมีกจิกรรมเอนไซม LOX ต่ําสุด (ภาพที่ 9 B) 
 

การเปรียบเทยีบใบแกของโหระพาและแมงลักที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวหรือ
อาการสีน้ําตาลที่ระดับความรุนแรงตางกนั พบวาใบแมงลักมีปริมาณ MDA หรือ TBA- reactive 
compounds มากกวาใบโหระพาเลก็นอย แตอาการที่ระดบัสีน้ําตาลเทากับ 3 หรือเกดิสีน้ําตาล 30-
50% ของพื้นที่ใบ ในใบแมงลักมีปริมาณ MDA เพิ่มมากขึ้นและแตกตางทางสถิติกับใบโหระพา 
(ภาพที่ 10)  
   
 2.3  การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่ควบคมุหรือกําจัดอนุมูลอิสระ 

 
การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม 4 ชนิด คือ ascorbate peroxidase (APX),  catalase 

(CAT),  gauiacol peroxidase (GPX) และ superoxide dismutase (SOD) ในใบแมงลัก ซ่ึงเปนพืช
สกุลกะเพราทีอ่อนแอตออุณหภูมิต่ํามากทีสุ่ด เมื่อเปรียบเทียบระหวางใบออนและใบแก ซ่ึงมีความ

ไวตออุณหภูมติ่ําตางกัน ในการทดลองเกบ็รักษาใบที่ 4oซ  พบวา ในใบออนและใบแกกอนการเกบ็
รักษามีคากิจกรรมเอนไซม CAT ใกลเคียงกัน   แตการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของ CAT ในใบออนมี
กิจกรรมเพิ่มขึน้หลังการเก็บรักษานาน 12  ช่ัวโมง และมกีิจกรรมเพิ่มขึน้สูงสุดหลังการเก็บรักษา
นาน 24 ช่ัวโมง และมีกิจกรรมคอนขางคงที่ หลังการเก็บไวนาน 36 ช่ัวโมง  แตในใบแกเอนไซม 
CAT มีกิจกรรมลดลงอยางตอเนื่อง โดยมกีจิกรรมเพิ่มขึ้นเล็กนอย หลังจากเก็บไวนาน 36 ช่ัวโมง
และมีกิจกรรมต่ําสุดหลังการเก็บไวนาน 48 ช่ัวโมง สวนเอนไซม GPX ในใบออนมกีจิกรรมสูงกวา

ในใบแก ทั้งกอนและระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ   โดยในใบออนมีกกิรรมคอนขางคงที่ แตในใบ
แกมีกจิกรรมลดลงตลอดระยะเวลาการเกบ็รักษา สําหรับเอนไซม APX และ SOD  ทั้งในใบออน
และใบแก มีกิจกรรมคอนขางคงที่และไมแตกตางกัน (ภาพที่ 11) 

 
2.4  การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเกิดสีน้ําตาล และปริมาณ 

สารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (total free phenolics) 
 

ศึกษาการเปลีย่นแปลงของเอนไซม catecol oxidase หรือ polyphenol oxidase (PPO) 
และเอนไซม phenylalanine ammonia lyase (PAL) โดยเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม PPO ใน
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ใบแมลงลักและโหระพา ใบออนและใบแกเก็บรักษาที่ 4 และ12oซ  พบวาใบออนมกีิจกรรมสูงกวา
ใบแกในการเก็บรักษาทั้ง 2 อุณหภูมิ  โดยมีแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรมลดลง ระหวาง

การเก็บรักษาที่ 4oซ แตใบแกมีกิจกรรมลดลงเร็วกวาใบออน (ภาพที่ 12 A และ C) ในใบแมงลัก

รักษาเก็บที่ 12oซ พบวามีกจิกรรมคอนขางคงที่ทั้งในใบออนและใบแก แตในใบออนมีกิจกรรม
เพิ่มขึ้นเล็กนอยตลอดการเกบ็รักษา สวนในใบแกมีกิจกรรมเพิ่มขึ้นชั่วคราวหลังเก็บรักษานาน 12 
ช่ัวโมง จากนัน้มีกิจกรรมลดลงแลวมีกจิกรรมคงที่  สําหรับใบโหระพาพบวามีกจิกรรม PPO ในใบ

ออนสูงกวาใบแกเหมือนกับใบแมงลัก แตมกีิจกรรมคอนขางคงที่ทั้งที่อุณหภูมิ 4 และ 12oซ แตใบ

แกมีกจิกรรมเพิ่มสูงขึ้นแบบชั่วคราว หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 36 ช่ัวโมง แตกจิกรรมลดลง
ต่ําสุดหลังการเก็บรักษานาน 48 ช่ัวโมง (ภาพที่ 12 B และ D) กิจกรรมเอนไซม PPO โดยรวมในใบ
แมงลักมีคาสูงกวาใบโหระพา 

 
เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมเอนไซม PPO  PAL และปริมาณสารประกอบฟนอลิก (ในรปูของ 

rosmarinic acid) ในใบแกของโหระพาและแมงลักที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวหรอือาการสี

น้ําตาลที่ระดับความรุนแรงตางกัน หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ   พบวาโดยรวมกิจกรรมของเอนไซม  
PPO ใบแมงลกัสูงกวาใบโหระพา โดยชวงเริ่มตนของการเกิดสีน้ําตาล (CI2) มีกจิกรรมเอนไซม
มากกวาใบที่ยงัไมเกิดอาการสะทานหนาว (CI1) อยางเหน็ไดชัด  แตกลับมีกิจกรรมลดลงเมื่อมีการ
พัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงมากขึ้น แตในโหระพามกีจิกรรมคอนขางคงที่ โดยมีกจิกรรมสูงขึ้น
เล็กนอยเมื่อใบมีการพัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงมากทีสุ่ด (CI4)  (ภาพที่ 13 A)  แตกิจกรรม
เอนไซม PAL  ในใบแมงลักมีคาเพิ่มขึ้นเลก็นอยระหวางการพัฒนาอาการที่รุนแรงขึ้น แตใน
โหระพามีสูงขึ้น ชวงเริ่มตนของการเกิดสนี้ําตาล (CI2) และมีกิจกรรมลดลงเล็กนอยเมื่ออาการ
สะทานหนาวรุนแรงขึ้น (ภาพที่ 13 B) สําหรับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิก 
(เปรียบเทยีบกบั rosmarinic acid) พบวาในใบโหระพามปีริมาณมากกวาในใบแมงลกัแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ โดยมีปริมาณคอนขางคงที่ระหวางการพัฒนาอาการสะทาน ยกเวนในใบแมงลักที่มีการ
พัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงมากที่สุด (CI4) มีปริมาณสารฟนอลิกในใบลดลงอยางเห็นไดชัด (ภาพ
ที่ 13 C) 

 
 เมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟนอลิกในแมงลักใบออนและใบแก  หลังการเก็บ

รักษาที่ 4 และ 12oซ  พบวามคีาคอนขางใกลเคียงกันทั้งในใบออนและใบแก แตในใบโหระพามี

ปริมาณสารฟนอลิกเพิ่มขึ้นหลังการเก็บรักษาใบแกที่ 4oซ นาน 24 ช่ัวโมง แตโดยรวมแลวปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกในใบโหระพามีคามากกวาใบแมงลัก (ภาพที่ 14)   



 52 

2.5  ชนิดและปริมาณกรดไขมัน 
 
       การวิเคราะหชนดิและปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวและไมอ่ิมตัวในแมงลัก ใบออนและใบ

แก ระหวางการเก็บรักษาที ่4oซ   พบวาปรมิาณกรดไขมันอิ่มตัวที่พบมากสุดคือ palmitic acid 
(C16:0) รองลงมาไดแก steric acid (C18:0) และ myristic acid (C14:0)  มีปริมาณนอยที่สุด โดย
กรดไขมัน C16:0 และ C14:0 มีปริมาณลดลงระหวางการเก็บรักษาทั้งในใบออนและใบแก  เมื่อ
เปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดไขมันระหวางการเก็บรักษา พบวาหลังการเก็บรักษาใบ
ออนนาน 12 ช่ัวโมง กรดไขมัน C16:0 มีปริมาณลดลงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตในใบ
แกมีปริมาณกรดไขมัน C16:0 ลดต่ําลงหลังการเก็บรักษานาน 48 ช่ัวโมงแลว 

 
      สวนชนิดของกรดไขมนัไมอ่ิมตัวที่มมีากที่สุดไดแก  linolenic acid (C18:3) รองลงมา

ไดแก linoleic acid (C18:2)  pamitoleic acid (C16:1) และ petroselinic acid (C18:1) ตามลําดับ โดย
กรดไขมันทั้งสองชนิดแรกมีปริมาณเพิ่มขึ้นระหวางการเก็บรักษาทั้งในใบออนและใบแก  เมื่อ
พิจารณาปริมาณโดยรวมพบวาในใบออนมปีริมาณกรดไขมัน C18:2 สูงกวาในใบแก แตในทางตรง
ขามใบออนมปีริมาณกรดไขมัน C18:3 และ C16:1 นอยกวาในใบแกแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  และพบวาหลังการเกบ็รักษาใบออนนาน 12 ช่ัวโมง มีปริมาณกรดไขมัน C16:1 C18:1 และ 
C18:3  เพิ่มขึ้นแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในใบแกกลับมีปริมาณกรดไขมัน C16:1 และ 
C18:1 ลดลง (ตารางที่ 1)  

 
 เมื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดไขมันรวมของกรดไมอ่ิมตัวกับกรด

ไขมันอิ่มตัว พบวาหลังจากเก็บรักษาใบออนที่  4oซ นาน 12 ช่ัวโมง  มีปริมาณกรดไมอ่ิมตัวเพิ่มขึน้
และกรดไขมันอิ่มตัวลดลงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกอนการเก็บรักษา
และหลังการเก็บรักษา ใบแกมีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกนัหลังการเก็บรักษา 24 ช่ัวโมงแลว 
(ตารางที่ 2)   และเมื่อเปรียบเทียบอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวั พบวาหลังการ
เก็บรักษานาน 12 ช่ัวโมง ใบออนมีคาอัตราสวนสูงกวาใบแกแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ แต
หลังการเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมง ใบออนมีคาอัตราสวนลดลง (ภาพที่ 15 A)  

 
 เมื่อเปรียบเทียบชนิดและปรมิาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวและไขมันอิ่มตวัในแมงลักใบแก 

หลังการเก็บรักษาที่ 4 และ12oซ  พบวาหลังการเก็บรักษาไวนาน 12 ช่ัวโมง  กรดไขมนัอิ่มตัว 

C14:0 มีปริมาณลดลง โดยในใบเก็บรักษาที่ 12oซ   มีปริมาณต่ํามากจนไมสามารถวัดไดหรือมีคา
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เปนศูนย สวนกรดไขมันไมอ่ิมตัว C16:0 มีปริมาณไมแตกตางกันและมีปริมาณคงที่ตลอดการเก็บ

รักษาทั้งที่ 4 และ 12oซ และพบวากรดไขมันไมอ่ิมตัว C16:1 และ C18:1 มีปริมาณลดลง หลังการ

เก็บรักษาที ่4oซ นาน 12 ช่ัวโมง แตในใบเก็บรักษาที ่12oซ ไมมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัวทั้งสองชนิด โดยมปีริมาณลดลงหลังจากเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 3) 

 
เมื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดไขมันรวมของกรดไมอ่ิมตัวและกรดไขมัน

อ่ิมตัว พบวาหลังการเก็บรักษาใบแกที่ 12oซ นาน 12 ช่ัวโมง มีปริมาณกรดไมอ่ิมตวั เพิ่มขึ้นและ

กรดไขมันอิ่มตัวลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมือ่เปรียบเทียบกับกอนการเกบ็รักษาที่ 4oซ  พบวามีการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณของกรดไมอ่ิมตัวและกรดไขมันอิ่มตัวในลกัษณะเดียวกัน หลังการเก็บรักษา
นาน 24 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4)  และเมื่อเปรียบเทียบอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวั 

พบวาหลังการเก็บรักษาใบแกที่ 12oซ นาน 12 ช่ัวโมง มีคาอัตราสวนสูงกวาการเก็บรักษาที่ 4oซ    
ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที่ 15B)  
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ภาพที่ 7  การรั่วของไหลประจุของเนื้อเยื่อใบแมงลัก (A, B) และใบโหระพา (C, D) ในใบออน (□) 

   และใบแก (■) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4 (A, C) และ 12oซ (B, D)  
 

Time (h) in storage 
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ภาพที่ 8  การรั่วไหลประจุของเนื้อเยื่อแมงลักใบแกที่มีอาการสะทานหนาวระดับแตกตางกันหลัง      

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

 
หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรตางกันมีความแตกตางกันที่ระดบัความเชื่อมั่น 95%  

             โดยใชวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 9  ปริมาณ TBA-reactive compounds (A)  และ กจิกรรมของเอนไซม lipoxygenase (B)  ของ

   แมงลักใบออน (□) และ ใบแก (■) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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ภาพที่ 10  ปริมาณ TBA-reactive compounds ของเนื้อเยือ่แมงลักใบแก (□) และโหระพาใบแก (▨) 
 ที่มีอาการสะทานหนาวระดบัแตกตางกันหลังการเก็บรักษาที่ 4oซ 

 
หมายเหตุ * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 11  กิจกรรมของเอนไซม catalase (CAT) (A),  guaiacal peroxidase (GPX) (B) และ 

superoxide dismutase (SOD) (C) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบออน (□) และใบแก (■) 

ระหวางการเกบ็รักษาที่ 4oซ 
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ภาพที่ 12  กิจกรรมของเอนไซม polyphenol oxidase ของใบออน (□) และใบแก (■) ในแมงลัก 

(A, C) และโหระพา (B, D)ระหวางการ เก็บรักษาที่ 4 (A, B) และ 12oซ (C, D)  
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ภาพที่ 13  กิจกรรมของเอนไซม polyphenol oxidase (A) phenylalanine ammonia  lyase (B) 

และ total free phenolics (C) ในใบแกของแมงลัก (□) และโหระพา  (▨) ที่มีคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกัน 

 
หมายเหตุ * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
                   โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ภาพที่ 14  ปริมาณสารประกอบฟนอลลิกทั้งหมด (GAE equivalent) ของใบออน (□) และใบแก 

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

      ใบออนและใบแกหลังการเก็บรักษาที่ 4oซ ในชวงเวลาที่แตกตางกัน 
 

 

 

หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดับความ
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  ปริมาณรวมของกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และกรดไขมนัอิ่มตัว (SFA) ของแมงลัก

ใบออนและใบแกหลังการเก็บรักษาที่ 4oซ ในชวงเวลาที่แตกตางกัน 
 

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  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที่ 3  ชนิดและปริมาณ กรดไขมันอิ่มตัว (SFA) และกรดไขมนัไมอ่ิมตัว (UFA) ของแมงลัก
      ใบแกหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4  และ 12oซ ในชวงเวลาแตกตางกัน 
 
 

 

หมายเหต ุ ns ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
                   * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดบัความ    

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  ปริมาณรวมของกรดไมอ่ิมตวั (UFA) และกรดไขมันอิ่มตวั (SFA) ในแมงลักใบแกหลัง
     การเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ ในชวงเวลาที่แตกตางกัน 
 

 
หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยตวัอักษรที่ตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดับความ

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 



 66 

0

4

8

12

16

20

0 12 24 36 48

0

4

8

12

16

20

0 12 24 36

dd 

a

d
d

c
bc

c
ab ab 

ภาพที่ 15  อัตราสวนของปริมาณรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัว (UFA) และปริมาณรวมกรดไขมันอิ่มตัว 

(SFA) ของแมงลักใบออน (□) และใบแก (▨) เก็บรักษาที่ 4oซ (A) และแมงลักใบแก

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 (□) และ 12oซ (▨) (B)  
 
หมายเหตุ  * ตัวอักษรที่เหมอืนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ย  
     โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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การทดลองที่ 3  ศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของใบพืชสกุลกะเพรา 

 

เมื่อเปรียบเทียบลักษณะกายวิภาคใบแกของแมงลัก หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ   นาน 24 
ช่ัวโมง พบวาเซลลในชั้น spongy parenchyma ซ่ึงอยูติดกับบริเวณดานหลังใบ เกิดการยุบตัว 
สอดคลองกับการปรากฏอาการยุบตัวของเนื้อเยื่อใบที่เกดิขึ้นบริเวณทองใบกอน  สวนเซลลในชัน้  
palisade parenchyma มีสภาพสมบูรณไมแตกตางกับกอนการเก็บรักษา (ภาพที่ 16 A และ B)  แต
เมื่อใบแมงลักมีอาการสะทานหนาวในระดับรุนแรงขึ้น พบวาบริเวณเนื้อเยื่อที่เกิดสนี้ําตาล มีการ
ยุบตัวทั้งเซลลในชั้น spongy parenchyma และ palisade parenchyma  ในขณะที่เนื้อเยื่อใบที่ไมเกิดสี
น้ําตาล (healthy tissue) ซ่ึงที่อยูติดกับบริเวณที่เกดิสีน้ําตาล ยังคงมีสภาพของเซลลปกติ (ภาพที่ 17)  
เมื่อเปรียบเทียบลักษณะกายวิภาคใบออนและใบแกของแมงลัก โหระพาและกะเพรา พบวาใบแกมี
ความหนาแนนของเซลล palisade parenchyma นอยกวาใบออน แตใบกะเพรามีลักษณะที่คลายกัน
ทั้งใบออนและใบแก (ไมแสดงขอมูล)  
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ภาพที่ 16  ภาพตัดขวางเนื้อเยื่อแมงลักใบแก กอนการเกบ็รักษา (A)  และหลังการเกบ็รักษาที ่
   4 oซ นาน 24 ช่ัวโมง คาดัชนีอาการสะทานหนาวในระดับ 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  
    สะทานหนาวในระดับรุนแรง CI4 หลังการเก็บรักษาที่ 4 oซ นาน 24 ช่ัวโมง 

Healthy tissue Browning tissue 
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การทดลองที่ 4  การใชความรอนและสารเคมีบางชนดิเพื่อลดอาการสะทานหนาวของใบพชืสกุล
กะเพรา 

 
แบงออกเปน 4 การทดลองยอย ซ่ึงมีวัตถุประสงคเพื่อหาวิธีการลดอาการสะทานหนาวของ

พืชทดลองและอธิบายความสัมพันธบางอยางที่เกีย่วของกับอาการสะทานหนาวที่ปรากฏ  
  
 4.1  การใชสาร 1-methylcyclopropene (1-MCP) 
  

  ผลการทดลองพบวาการรมสาร1-MCP เขมขน 100 nL L-1ชะลอการเกิดอาการ

สะทานหนาวในใบแกของแมงลัก นาน 24 ช่ัวโมง แตหลังจากการเก็บรักษาที่ 4oซ   นาน 36 ช่ัวโมง 
กลับมีคาดัชนอีาการสะทานหนาวมากกวาชุดควบคุม แตการใหสาร1-MCP ที่เขมขนสูงกวา (500 
nL L-1) กลับไมสามารถชะลออาการสะทานหนาว  เมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของประจุ พบวา
หลังจากการเกบ็รักษาใบที่ 4oซ นาน 24-36  ช่ัวโมง ใบแกที่ไดรับ 1-MCP เขมขน 500 nL L-1 มีคา
การรั่วไหลของประจุสูงกวาชุดควบคุมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  (ภาพที่ 18) 
  
 4.2  การใชสาร salicylic acid (SA) 
  
         การทดลองเบื้องตนโดยจุมใบแมงลักทั้งกานลงในสารละลาย SA ที่ความเขมขน
แตกตางกันนาน 10 นาทีกอนเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา พบวาที่ระดับความเขมขน 0.5 และ 0.25 mM 
สามารถชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาวในใบแมงลักได (ไมแสดงขอมูล) ทําการทดสอบซ้ํา
โดยการจุมกานใบแกในสารละลาย SA ความเขมขน 0.5 และ 0.25 mM นาน 5 และ 10 นาที พบวา
การจุมสารนาน 10 นาที ชะลอการพัฒนาของอาการสะทานหนาวไดนาน 24 ช่ัวโมง เมื่อ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมทีจุ่มกานใบในน้ํากลั่น การเปรียบเทียบคาการรั่วไหล ของประจุพบวาใบ
แมงลักที่ไดรับสาร SA มีการเพิ่มขึ้นของคาการรั่วไหลของประจุชากวาชุดควบคุม แตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที่ 19) และสอดคลองกับการชะลอการปรากฏอาการสะทานหนาว (ภาพที่ 
20)  

 
4.3  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere packaging) 
 

การทดลองเบื้องตนทดลองบรรจุใบแมงลกัในถุงพลาสติก 3 ชนิดคือ polypropylene 
(PP), polyethylene (PE) และ high density polyethylene (HDPE) บรรจุในสภาพปดและเจาะรูที่ถุง 
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แลวนําไปเก็บรักษาที่ 4oซ  พบวาใบพืชทีบ่รรจุถุง PP และ HDPE มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวใน
ใบแกทีเ่ก็บในสภาวะดัดแปลงบรรยากาศ (ปดปากถุง) นอยกวาหรือมีอาการสะทานหนาวนอยกวา
ใบที่เก็บในสภาพอากาศปกติ (ถุงเจาะร)ู ทาํการทดลองซ้ําและเมื่อเปรียบเทียบคาการรั่วไหลของ
ประจุระหวางเก็บรักษา พบวาใบแมงลักที่เก็บรักษาในถุง HDPE สภาพปดมีการพัฒนาอาการ
สะทานหนาวชากวาใบแมงลักที่บรรจุในถุงเจาะรูแตกตางกันอยางชดัเจนหลังการเกบ็รักษานานกวา 
24 ช่ัวโมง โดยชะลอการเกดิอาการสะทานหนาวไดมากกวาใบพืชทีบ่รรจุในถุง PE (ภาพที่ 21 A) 
เมื่อเปรียบเทียบการรั่วไหลของประจุพบวาใบแกแมงลักที่บรรจุในถุงปดมีคาการรั่วไหลของประจุ
ต่ํากวาเนื้อเยื่อใบที่บรรจุในถุงเจาะรู แตกตางอยางนยัสําคัญทางสถิติ หลังการเก็บใบไวนาน 48 
ช่ัวโมง (ภาพที ่21 B) 

 
4.4  การใชความรอนเพื่อลดการเกิดอาการสะทานหนาว 
 

ผลการทดสอบเบื้องตนพบวาใหความรอนกับพืชสกุลกะเพรา 3 ชนดิคือ กะเพรา 

โหระพาและแมงลัก ที่ 38oซ   15 นาที สามารถชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาวในใบแกของ
แมงลักได สวนการใหความรอนในใบโหระพาและกะเพรา พบวาใหผลไมแตกตางกัน   เมื่อ
เปรียบเทียบกบัพืชที่ไมไดใหความรอนหรือชุดควบคุม (ไมแสดงขอมลู) แตการใหความรอนนาน
กวา 15 นาที กลับใหผลในทศิทางตรงขาม กลาวคือใบแกมีอาการสะทานหนาวรุนแรงกวาชุด
ควบคุม และเกิดความเสียหายจากความรอน (heat injury) อาการปรากฏชัดในใบกะเพรา สวนของ
ทอน้ําในใบเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล   

 
การทดสอบซ้ําในใบแมงลกัเมื่อเปรียบเทียบใบออนและใบแก พบวาในใบออนไดรับ

ความรอนมีการพัฒนาอาการสะทานหนาวชากวาใบที่ไมไดรับความรอน หลังการเกบ็รักษาที่ 4oซ 
นาน 24 ช่ัวโมงเปนตนไป แตในใบแกพบความแตกตางหลังการเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมงเทานั้น 
(ภาพที่ 22 A) แตเมื่อเมื่อเปรยีบเทียบคาการรั่วไหลของประจุหลังการนาํพืชไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ที่ทําใหเกิดอาการสะทานหนาวนาน 12 ช่ัวโมง มีคาการรั่วไหลของประจุจากเนื้อเยื่อใบแกและใบ
ออนที่ไดรับความรอนมีคาต่าํกวาเนื้อเยื่อทีไ่มไดรับความรอน แตเมื่อเกบ็รักษานานมากกวา 12 
ช่ัวโมง คาการรั่วไหลของประจุกลับไมมีความแตกตางทางสถิติในระหวางเนื้อเยื่อที่ไดรับและ
ไมไดรับความรอน โดยเฉลี่ยคาการรั่วไหลของประจุในใบแกมีคาสูงกวาใบออนแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (ภาพที่ 22 B) 
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ภาพที่ 18  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแกที ่
                 ไมไดรับสาร 1-MCP (○)  ไดรับ 100 nL L-1 1-MCP (■) และ 500 nL L-1 1-MCP (▲)     

ระหวางการเกบ็รักษาที่ 4oซ
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ภาพที่ 19  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแก  
      ที่ไมไดรับสาร salicylic acid (○)  ไดรับ 0.25 mM SA (■) และ 0.5 mM SA (▲) 
                  ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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ภาพที่ 20  อาการสะทานหนาวใน แมงลกัใบแกที่ใหสาร 0.5 mM salicylic acid (A) หรือแชใน  

 น้ํากลั่น (B) กอนเก็บรักษาที ่4oซ นาน 24 ช่ัวโมง 
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LSD0.05= 0.31
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ภาพที่ 21  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแกบรรจุ   

     HDPE แบบปด (■)  HDPE  แบบเจาะรู (□)  PE แบบปด (▲)  และ PE แบบเจาะรู  

     (△)ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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LSD0.05= 0.42
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ภาพที่ 22  ดัชนีอาการสะทานหนาว (A) และการรั่วไหลของประจุ (B) ของเนื้อเยื่อแมงลักใบแก 
(▲) และใบออน (△) ที่ไมไดรับความรอน และไดรับความรอน 38oซ นาน 15 นาที  
ในใบแก (■) และใบออน (□) ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ 
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การทดลองที่ 5  ผลของอุณหภูมิต่ําตอการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมท่ีเก่ียวของ
กับการเกิดอาการสะทานหนาวของพืชสกุลกะเพรา 
  

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

  
ทดสอบ degenerate primer ที่มีการออกแบบไวแลว คูทีไ่ดผลิตภัณฑและสามารถ

โคลนไดคือ 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 คูเบส ซ่ึงประกอบดวยแถบ 2 แถบ (ภาพผนวกที่ 1) จึงทํา
การแยกเจลดวยชุดสําเร็จรูป QIAquick gel extract (Qiagen, Germany) แถบบนตั้งชื่อ LOX4 A  
และแถบลางใหช่ือวา LOX4B ทําการโคลนทั้ง 2 แถบ แตโคลนไดเฉพาะ LOX4 B  จึงทําการ
ออกแบบ specific primer จํานวน 2 เสน 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 คูเบส (ภาพผนวกที่ 2) ทําการตรวจเชค็พบวาเปนโคลนใหมไดตั้งชื่อวา  OcLOX  
(EU140837) นําลําดับเบสเขาโปรแกรม Blastn พบวาลําดับเบสมีความคลายคลึงกับยีน  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  ลําดับนิวคลีโอไทดยีน OcLOX  ที่แยกไดจากใบแมงลัก ความยาว 468 คูเบสและใช  
     ออกแบบโพรบและไพรเมอร สําหรับ semi-PCR 
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    1        RKMLAGDNPVIIRRLQEFPPKSKLDPQKYGNHDSTITREHIEKN   
  45        MNGLSVEEAIEKNKLFILEHHDALMPHLRRINTTATKTYATRTL 
100        LLLQDDGTLKPLAIELSLPHEDGDSCGAVSKVITPCHDGGIQGT 
145        IWQLAKAYAAVNESGYHQLISHWN   169 

  
             ภาพที ่24  ลําดับกรดอะมิโนของยนี OcLOX  ที่แปลรหัสจากนวิคลีโอไทดของยีน OcLOX   
 
 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน OcLOX ดวยเทคนิค semi quantitative พบวาเนื้อเยื่อ
แมงลักใบแกมีการสะสมปริมาณ mRNA ของยีน OcLOX มากกวาเนื้อเยื่อใบออน และมีปริมาณการ

สะสม mRNA ลดลงระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ แตไมพบการสะสม mRNA ของยีน OcLOX ทั้ง

ในใบแกและใบออนเก็บรักษาที่ 12oซ (ภาพที่ 25) 
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Time (h) in storage  
 

 
OcLOX 

 
 
18S  
 
 
 
OcLOX 
 
 
 
18S 
 
 

A 

B 

C 

D 

ภาพที่ 25  การแสดงออกของยีน OcLOX ในแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาที่ 4 (A) และ 12oซ (C) 
โดยมียนี 18S  เปนชุดควบคมุ (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 เสน PPO_LEFT (forward) 5/-TYC ACA 

ACT CHT GGC TCT TCY TC-3/ และเสน PPO_RIGHT (reverse)  5/-NGA  RTA RAA RTT 
SCC CAT GTC YT-3/ หลังการทํา PCR ได product ขนาดประมาณ 500 คูเบส  (ภาพผนวกที่ 3)  
นํา PCR ที่ได ผานขั้นตอนการ cloning พบวาเปนโคลนใหมตั้งชื่อวา  OcPPO (EU139474) นํา
ลําดับเบสเขาโปรแกรม Blastn พบวาลําดับเบสมีความคลายคลึงกับยีน  PPO  ของ Populus 
trichocarpa (AC185364) 91%, Ipomoea batatas (AY822711) 81%, Pyrus pyrifolia 
(AB056680) 76%, Prunus mexicana (DQ851217) 72%   ซ่ึงมีลําดับของนิวคลีโอไทดและลําดับ
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  ลําดับนิวคลีโอไทดยีน OcPPO ที่แยกไดจากใบแมงลัก ความยาว 417 คูเบสและใช

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

ภาพที่ 27  ลําดับกรดอะมิโนของยีน OcPPO ที่แปลรหสัจากนิวคลีโอไทดของยีน OcPPO  
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วิจารณ 
 
1.  ปจจัยท่ีมีผลตอการพัฒนาอาการสะทานหนาวของพชืสกุลกะเพรา 
 

สายพันธุและชนิดของเนื้อเยื่อพืชเปนปจจัยเบื้องตน ทีท่ําใหพืชมกีารตอบสนองตอ
อุณหภูมิต่ําแตกตางกัน (Yang et al., 2001; Phakawatmongkol, 2004; Phomyou et al., 2005; 
Boonsiri et al., 2007)  ในพืชสกุลกะเพรามคีวามแตกตางกันอยางชดัเจนในระหวางสายพันธุโดย
ใบแมงลักมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุด รองลงมาไดแกใบกะเพรา และใบโหระพามีความไวตอ
อุณหภูมิต่ํานอยที่สุด ความรนุแรงของการเกิด CI  มีผลตอการสูญเสียคุณภาพทางกลิน่หรือเกดิกลิน่
ผิดปกติ โดยพบวาใบแมงลักมีกล่ินลดลง และเกิดกลิ่นผิดปกติ หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 48 
ช่ัวโมง ขณะทีใ่บโหระพาทีม่ีความไวตอ CI นอยกวามกีล่ินของใบคงที่  (ภาพที่ 3) 

 
สารฟนอลิกเปนสารตั้งตนของการเกิดปฏกิิริยาในการเกดิสีน้ําตาลโดยเอนไซม PPO  และ 

PAL และมีบทบาทเกี่ยวของกับความไวตอการเกิด CI ในผลไมและพชืผักหลายชนดิ (Amiot  
et  al., 1997)  ในใบพืชสกุลกะเพราสายพนัธุตาง ๆ มีปริมาณสารประกอบฟนอลิก และมีคุณสมบตัิ
ของการตานอนุมูลอิสระที่แตกตางกัน (Juiani and Simon, 2002)  ซ่ึงอาจมีผลตอการเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลหลังการเก็บรักษาใบพืชสกุลกะเพราที่อุณหภูมิต่ํา  จากผลการทดลองพบวาโหระพาใบแกมี
ความไวตออุณหภูมิต่ํานอยกวา แตมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดสูงกวาใบแมงลักที่มีคา
ดัชนีอาการสะทานหนาวที่มากกวา แสดงวาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดไมใชเปนตัวปจจยั
ที่กําหนดการเกิด CI ของพืชกลุมนี้ (ภาพที่ 13C)  องคประกอบทางเคมหีรือปริมาณ essential oil 
เปนคุณสมบัตทิี่สําคัญของพืชสกุลกะเพรามีปริมาณแตกตางกันระหวางสายพนัธุ และแหลงปลูก 
พืชสกุลกะเพราโดยสวนใหญมีปริมาณ essential oil ในใบสดประมาณ 0.5-1.4%  แตในใบยี่หรา
หรือโหระพาชาง  (O. gratissimum) ซ่ึงอยูในพืชสกุลกะเพรา มี essential oil สูงถึง 3.2-4.1% และ
ไขมันที่พบเปนไขมันไมอ่ิมตัวที่โครงสรางเปนโซยาว (Hiltuneh and Holm, 1999)  ซ่ึงผลการ
ทดลองเบื้องตน (ไมแสดงขอมูล) พบวาใบยี่หรามีความทนตออุณหภมูิต่ํามากกวาใบพืชสกุล
กะเพราชนิดอืน่  แตเนื่องจากไมมีการปลกูโหระพาชางเปนการคา และพืชนี้มกีารเจรญิเติบโตชา
ตองปลอยใหเจริญเติบโตขามป จึงไมไดเลือกพืชชนิดนี้ในการทดลอง  ดังนั้นอาจเปนไปไดวาใน
โหระพาใบสดอาจมี essential oil และไขมนัไมอ่ิมตัวมากกวาใบแมงลกั จึงทําใหใบโหระพามีความ
ทนตออุณหภมูิต่ํามากกวาใบแมงลัก 
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จากผลการทดลองพบวาองคประกอบทางเคมีหรือคุณสมบัติทางชีวเคมขีองเนื้อเยื่อพชืที่
แตกตางกัน เปนปจจยัที่สําคัญที่มีผลตอการพัฒนาอาการสะทานหนาวของใบพืชสกลุกะเพรา  แต
ปจจัยดานลักษณะทางกายวภิาคของพืชอาจเปนปจจัยรวมจึงควรมีการพิจาณาดวย จากผลการ 
ศึกษาลักษณะกายวิภาคใบพชืสกุลกะเพรา โดยการตรึงเนือ้เยื่อใน paraffin และตัดขวางเนื้อเยื่อใบ
ดวยเครื่อง rotary microtome แลวศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (light microscope) 
พบวาแมงลักใบแกมีหนาแนนของเซลลในชั้น palisade parenchyma นอยกวาสายพันธุอ่ืนเล็กนอย 
(ไมแสดงผล) โดยเซลลในชัน้นี้มีการเปลี่ยนแปลงตอเมื่อปรากฏอาการสะทานหนาวในขั้นรุนแรง
แลว แตพบวาเนื้อเยื่อพืชบริเวณเซลลในชัน้ spongy parenchyma ซ่ึงอยูติดกับสวน lower epidermis  
เกิดการยุบตัวขึ้นกอนชั้น palisade parenchyma ที่อยูติดกบัสวน upper epidermis  สอดคลองกับ
อาการ CI ที่ปรากฏครั้งแรกที่บริเวณทองใบหลังเก็บรักษาที่ 4oซ เปนเวลานาน 4-6 ช่ัวโมง (ภาพที่ 
16B)  แสดงวาเซลล palisade parenchyma อาจมีความแขง็แรงมากกวา เนื่องจากเซลลมีลักษณะเปน
ทรงกระบอกเรียงตัวเปนระเบียบเบียดชิดกนัและมีชองวางระหวางเซลลนอย ในขณะที่เซลลช้ัน 
spongy parenchyma มีลักษณะเปนทรงกลม อยูหางกนัและมีชองวางระหวางเซลลมากกวาเซลลช้ัน 
palisade (ภาพที่ 15A)  อยางไรก็ตามการศกึษาโดยใชกลองจุลทรรศนแบบธรรมดาไมสามารถระบุ
เซลลหรือออรแกเนลล ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงในชวงเริ่มตนของ CI ไดอยางเดนชดั แตการศึกษา
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนสามารถแยกความแตกตางระหวางเซลลหรือการเปลี่ยนแปลงของ
เซลล เนื่องจากผลของอุณหภูมิต่ําไดอยางชัดเจน (Kratsch and Wise, 2000; Boonsiri et al., 2007; 
Concellón et al., 2007) ซ่ึงควรจะมกีารศึกษาเพิ่มเติมในสวนนี ้

 
  ความแกทางสรีรวิทยาเปนอกีปจจยัหนึ่งทีม่ีอิทธิพลตอการทนหนาวหรือพัฒนา CI ใน
การศึกษาพืชผักและผลไมหลายชนิด ไดแก ผักบุง พริก พุทรา มะมวง และสม พบวาผลออนหรือ
เนื้อเยื่อที่มีอายนุอยมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวาผลแกหรือเนื้อเยื่อทีม่ีอายุมาก (ดุษฏี, 2541; Ose 
et al., 1995; Mohammed and Brecht, 2002; Lafuente et al., 2003;  Boonsiri et al., 2007)  แตใน
ผลิตผลบางชนิด เชน ผลพลัม สับปะรด ใบเขียวหม่ืนป (agronema) มีลักษณะที่ตรงกันขามกลาวคอื
ในผลแกหรือใบแกมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวา (Abdi et al., 1997; Zhou et al., 2003; Chen et 
al., 2007)  เชนเดียวกับใบแกของสกุลกะเพรามีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวาใบออน (ภาพที่ 5) 
สาเหตุที่ใบแกมีไวตออุณหภมูิต่ํามากกวาใบออน อาจเกีย่วของกับปริมาณการสะสมของกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว จากผลการทดลองพบวาในใบแกมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวคงที่หลังการเก็บรักษาที่ 4o

ซ นาน 12 และ 24 ช่ัวโมง ในขณะทีใ่บออนมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวรวมเพิ่มขึ้นถึงระดับสูงสุด
และมีอัตราสวนระหวางกรดไขมันไมอ่ิมตวัและกรดไขมนัอิ่มตัวเพิ่มขึน้อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ
หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ นาน 12 ช่ัวโมง (ตารางที่ 2 และภาพที่ 15A) สอดคลองกับการศึกษาในใบ
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แอปเปล รายงานวาในแอปเปลใบออนซึ่งมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวามีการสะสมกรดไขมันไม
อ่ิมตัวนอยกวาใบแกที่มีความทนทานตออุณหภูมิต่ํามากกวา (Ketchi and Kuiper, 1979)  
นอกจากนั้นในใบออนอาจมีกระบวนการ oxidative stress นอยกวาใบแก เนื่องจากการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ําชักนําใหมกีิจกรรมของเอนไซม CAT ในใบออนเพิ่มขึ้น นอกจากนั้นยังพบวาในใบออน
มีกิจกรรมเอนไซม GPX สูงกวาในใบแก จึงทําใหการปรากฏอาการ CI ในใบออนชากวาใบแกอยาง
ชัดเจน 
 

ความชื้นสมัพทัธในการเก็บรักษาผลิตผลเปนปจจยัหนึ่งที่มีผลอยางมากตอการพัฒนา
อาการ CI  การเก็บรักษาในสภาพความชืน้สัมพัทธสูง สามารถลดความผิดปกติและความรุนแรง
ของอาการสะทานหนาว และชะลอการเสือ่มสภาพของผลิตผลหลายชนิด (Wang, 2003) ผลการ
ทดลองกับใบแมงลักชี้ใหเหน็วา การเก็บรักษาในสภาพความชื้นสัมพทัธสูง และปองกันไมใหพืช
ขาดน้ํา โดยการบรรจุเปยก ชวยชะลอการพฒันาอาการสะทานหนาวได (ภาพที่ 6) โดยมีน้ําหนกัสด
ของใบในระหวางการเกบ็รักษาคอนขางคงที่ (ไมแสดงผล) สอดคลองกับผลการศึกษาในใบ
แตงกวา ที่ทําการเก็บรักษาในความชื้นสัมพัทธระดับอิ่มตัว และอณุหภูมิต่ําสามารถยับยั้งการ
สูญเสียน้ําหนกั เมื่อเปรียบเทียบกับใบทีเ่ก็บในสภาพความชื้นต่ํากวา (Wright and Simon, 1973)   

 
2.  การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีและความเสียหายของเยื่อหุมเซลล 
  

การรั่วไหลของประจุ (EL) เปนคาที่ไดรับการยอมรับอยางกวางขวาง ในการใชเปนตวัช้ีวดั
ความแตกตางของความไวตอการเกิดอาการสะทานหนาว (Campos et al., 2003; Lafuente et al., 
2003, Maalekuu et al., 2006; Boonsiri et al., 2007) ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองครั้งนี้ กลาวคือ
ใบแมงลักที่มคีวามไวตออุณหภูมิต่ํามากกวามีคา EL สูงกวาใบโหระพาที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํา
นอยกวา และใบแกที่มีความไวตออุณหภูมติ่ํามีคา EL สูงกวาใบออน (ภาพที่ 7) นอกจากนั้นเมื่อ
เปรียบเทียบเนือ้เยื่อบริเวณที่เกิดสีน้ําตาลและเนื้อเยื่อปกตทิี่แยกมาจากใบเดียวกัน พบวาการเพิ่มขึน้
ของคา EL ในเนื้อเยื่อที่เกิดสนี้ําตาลสอดคลองกับคาดัชนีอาการสะทานหนาวที่เพิ่มขึ้น แตสวนของ
เนื้อเยื่อปกติทีแ่ยกมาจากใบที่มีคาดัชนีอาการสะทานหนาวเพิ่มขึน้กลบัมีคา EL คงที่ (ภาพที่ 8)  
เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางคา EL และคาดัชนีของอาการสะทานหนาว (CI index)  มี
ความสัมพันธเชิงบวก (R2= 0.92; P < 0.001) (ภาพผนวกที่ 4A) เปนการสนับสนุนวาคา EL 
สามารถใชเปนดัชนีบงชี้ความเสียหายของเซลลพืชทดลองได (Murata, 1990; Shewfelt, 1992; 
Friendman and Rot, 2006)   
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 การเปลี่ยนแปลงปริมาณ  TBA reactive compounds หรือ malondialdehyde (MDA) 
กิจกรรมของเอนไซม LOX และ การแสดงออกของยีน ocLOX มีความสัมพันธกับการเกิด CI ของ
ใบพืชสกุลกะเพราในสภาพที่พืชเกิดความเครียดเนื่องจากการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําหรือสภาพขาด
น้ํากระตุนการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายไขมันซึ่งเปนองคประกอบหลักใน
เยื่อหุมเซลล  lipid peroxidation (LP) เปนกระบวนการสาํคัญในการเสือ่มสลายของเยื่อหุมเซลล 
โดยมีเอนไซมที่สําคัญคือ LOX  และผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการนี้ไดแก  TBA reactive 
compounds หรือ MDA (Marangoni et al., 1996; Maalekuu et al., 2006; Mao et al.,2007) จากผล
การทดลองพบวาแมงลักใบแกที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํามีกิจกรรมเอนไซม LOX สูงกวาใบออนแต
มีปริมาณ TBA reactive compounds คอนขางใกลเคียงกนั โดยใบแกมปีริมาณมากกวาเล็กนอย  
(ภาพที่ 9) แตลักษณะการเปลี่ยนแปลงมีความแตกตางกนั ปริมาณ TBA reactive compounds 
เพิ่มขึ้นในชวงแรกและลดต่ําลงในชวงทายของการทดลอง  สวนกิจกรรมของเอนไซม LOX  มี
แนวโนมลดลงอยางตอเนื่อง แตจากศกึษาการเสื่อมสภาพของใบพืชสมุนไพรหลายชนิดที่
อุณหภูมิหอง  พบวามีความสัมพนัธกับการลดลงของปริมาณ TBA reactive compounds 
(Philosoph-Hadas et al. 1994) แตจากผลการทดลองการใชอุณหภูมิต่ําอาจไปกระตุนใหใบแมงลัก
เขาสูกระบวนการเสื่อมสภาพ (senescence) เร็วข้ึนและมกีระบวนการ LP เพิ่มขึ้น จึงมีสะสมของ 
TBA reactive compounds เพิ่มขึ้นในชวงแรก และมีปริมาณลดลงถึงระดับต่ําสุดในชวงทายของการ
ทดลอง (Dhindsa et al. 1981)  ดังนั้นเอนไซม LOX นาจะมีบทบาทเกีย่วของกับการสลายตัวของ
เยื่อหุมเซลลใบพืชสกุลกะเพราที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา ขอมูลที่สามารถยืนยันบทบาทดังกลาวคือ
การแสดงออกของยีน LOX  ซ่ึงผลการศึกษาการแสดงออกของยีน OcLOX  ซ่ึงมีการแสดงออก
ระหวางการเกบ็รักษาใบแมงลักที่อุณหภูมติ่ําโดยพบวาใบแกมีการสะสมของ mRNA transcripts 
มากกวาใบออนอยางชัดเจนและมีปริมาณการสะสมลดลงระหวางการเก็บรักษา โดยมีการสะสม
สูงสุดกอนการเก็บรักษาซึ่งสอดคลองกับกิจกรรมของเอนไซม  LOX ที่สูงสุดในชวงกอนการเก็บ
รักษา สําหรับใบแกเก็บรักษาที่ 12 oซ ไมมีการสะสมของ LOX mRNA โดยมีการแสดงออกชวง
กอนการเก็บรักษาเล็กนอย (ภาพที่ 25) แสดงวาการเกิดสนี้ําตาลซึ่งเปน CI ในใบแมงลักเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ํามีความสัมพันธกบัการแสดงออกของยีนหรือการทํางานของเอนไซม LOX  ซ่ึงอาจ
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุมเซลล สอดคลองกับการศึกษาในผักกินผล และผลไมชนิด
อ่ืน ๆ เชน พริก กลวย และฝร่ัง (González-Aguilar et al., 2004; Boonsiri et al., 2007; Promyou et 
al., 2007)  การแสดงออกของยีน LOX ที่พบในใบออนแมวานอยกวาใบแก แตเนื่องจาก LOX  มี
บทบาทกวางขวางตอการเจรญิเติบโตและการพัฒนาของพืชในระยะตางๆ ในชวงที่มกีาร
เจริญเติบโต หรือพืชไดรับสภาวะเครียดจากอุณหภูมิต่ํา ทําใหเกิดการสะสมของ LOX mRNA พืช
เกิดปฏิกิริยา peroxidation ของกรดไขมันในเยื่อหุมมากขึน้ ซ่ึงอาจสงผลใหมีกรดไขมันอิ่มตัว
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เพิ่มขึ้นหรือเยือ่หุมมีสภาพเปนของไหลเพิ่มขึ้น (Porta et al., 1999; Lee et al., 2005)  ดังนั้นขอมูล
การเปลี่ยนแปลงชนิดหรือปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวและไมอ่ิมตัว อาจชวยอธิบายบทบาทของ LOX 
ตอการเกิด CI ของใบพืชสกลุกระเพราไดชัดเจนยิ่งขึ้น แตอยางไรก็ตามมีรายงานวาอุณหภูมิต่ํายัง
สามารถกระตุนการเพิ่มกจิกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเยื่อหุมเซลลชนิดอื่น ๆ 
ไดแก  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 ซ่ึงเปนพืช
สกุลกะเพราทีม่ีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุด  โดยมีกรดไขมันไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบ
มากกวารอยละ 90  (ตารางที ่2)  ถูกจัดอยูในกลุมพืชที่มีความไวตออุณหภูมิต่ํามาก (Roughan, 
1995)  แตพืชที่ไมไวตออุณหภูมิต่ําหรือทนทานตออุณหภูมิต่ํา มกีลไกการปรับตัวหรือเตรียมตวัรับ
สภาพหนาวเยน็ โดยมีการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัว ทําใหมี
สัดสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวเพิม่ขึ้นในเยื่อหุมเซลลระหวางการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ํา  (Larsson and MØller, 1990; Wang et al., 2006)  จากการเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลง
อัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตวัตอกรดไขมนัอิ่มตัวระหวางการเก็บรักษาของแมงลักใบออนและใบ
แกที่ 4oซ พบวาหลังการเก็บรักษานาน 12 ช่ัวโมง ใบออนมีปริมาณรวมของกรดไขมนัไมอ่ิมตัว
เพิ่มขึ้นและมปีริมาณรวมกรดไขมันอิ่มตวัลดลง (ตารางที่ 2)  จึงทําใหใบออนมีอัตราสวนกรด
ไขมันไมอ่ิมตวัตอกรดไขมนัอิ่มตัวเพิ่มขึน้แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาพที ่15A) โดยที่ใบ
ยังอยูในสภาพปกติ  ขณะที่ใบแกมีอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวัคงที่และมกีาร
พัฒนาอาการสะทานหนาวเกิดขึ้นแลว และเมื่อเปรยีบเทยีบกับใบแกเกบ็รักษาที่ 12 oซ พบวามีการ
เปลี่ยนแปลงอตัราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวลักษณะเดียวกันกับใบออน  กลาวคือ
มีอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวเพิม่ขึ้นหลังการเกบ็รักษานาน  12 ช่ัวโมง  
ปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่เพิ่มขึ้นมีผลทําใหคุณสมบตัิการเปนของไหลของเยื่อหุม (membrane 
fluidity) เพิ่มขึน้ ทําใหเยื่อหุมไมเปลี่ยนเปนลักษณะแข็งเมื่อไดรับอุณหภูมิต่ํา จึงสามารถรักษา
คุณสมบัติในการควบคุมการผานเขาออกของอนุมูลและสารละลายตาง ๆ  ทําใหคาการรั่วไหลของ
ประจุของเนื้อเยื่อใบออนเพิ่มขึ้นชากวาเนื้อเยื่อใบแก (ภาพที่ 6) และชะลอการแสดงอาการสะทาน
หนาวในแมงลักใบออน ซ่ึงในขอสันนิษฐานของ Lyons (1973) ไดกลาวรายละเอยีดไวแลว 
นอกจากนั้นผลการศึกษาในตนขาวโพด ตนหญาสนาม หรือรากของตนบวบ ในสายพันธุที่มีความ
ไวตออุณหภูมติ่ํานอยกวามีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวบางชนิดเพิ่มขึ้นระหวางการเกบ็รักษาที่
อุณหภูมิต่ํา (Kaniuga et al., 1999; Cyril et al., 2002;  Ko et al., 2006) 



 86

   ชนิดกรดไขมันไมอ่ิมตัวในแมงลักใบออนที่มีปริมาณเพิ่มขึ้นไดแก palmitoleic acid 
(C16:1) และ petroselinic acid (C18:1) และ linolenic acid (C18:3) สวนกรดไขมันอิม่ตัวที่มี
ปริมาณลดลง ไดแก palmitic acid (C16:0) และ myristic acid (C14:0)  โดยพบวา C14:0 มีคาเปน
ศูนย   หลังการเก็บรักษาที่ 4oซ  นาน 12 ช่ัวโมง  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงลักษณะนี้มีผลอยางมากตอการ
เปลี่ยนแปลงคณุสมบัติทาง biophysics ของเยื่อหุม เนื่องจากจุดหลอมเหลวของไขมันไมอ่ิมตัว 
C18:2 ต่ํากวากรดไขมันอิ่มตัว C14:0  อยางมาก ดังนัน้จุดหลอมเหลวของไขมันในเยื่อหุมลดต่ําลง 
ทําใหอุณหภูมทิี่มีการเปลี่ยนสถานะของไขมัน (phase transition) ลดต่ําลงดวย จึงทําใหเนื้อเยื่อพืชมี
ความตานทานตอความเยน็ไดมากขึ้น (Lyons and Asmundson, 1965; Palta et al., 1993)  ในทาง
ตรงขามหลังการเก็บรักษาแมงลักใบแกที่ 4 oซ  นาน 12 ช่ัวโมง  พบวากรดไขมันไมอ่ิมตัว C16:1 
และ C18:1 มีปริมาณลดลง แตปริมาณของ C18:3 เพิ่มขึ้น (ตารางที่ 1)  จึงทําใหปริมาณรวมกรด
ไขมันไมอ่ิมตวัไมเปลี่ยนแปลง นอกจากนัน้ใบแกยังมีปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวรวมคงที่ (ตารางที่ 2) 
ทําใหอัตราสวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวัในใบแกมีคานอยกวาใบออนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติและอาจเปนสาเหตุสวนหนึ่งที่ทําใหใบแกมีความไวตอการเกดิอาการ CI เร็วกวา
ใบออน  

 
ปริมาณหรือชนิดของไขมันไมอ่ิมตัวที่มีการเปลี่ยนแปลงอาจมีบทบาทตอความไวตอการ

เกิดอาการสะทานหนาวไดเชนกัน จากผลการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวในแมงลักใบ
ออนและใบแก  พบวาใบออนมีปริมาณ linoleic acid (C18:2) สูงกวาในใบแกเกือบ 2 เทา ในทาง
ตรงขามใบแกมีปริมาณ  C18:3 และ C16:1 มากกวาในใบออน อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 
1) ดังนั้นบทบาทของกรดไขมัน C18:2 นาจะเกี่ยวของกบัการชะลอการเกิดอาการสะทานหนาว ซ่ึง
จากการศึกษาของ Wilson and Crawford (1974a) ในตนกลาฝาย ถ่ัว และแตง ซ่ึงเปนพืชที่ไวตอ
อุณหภูมิต่ํา พบวาการทํา  hardening  ที่ 12oซ นาน 4 วัน กอนยายตนกลาไปไวที่ 4oซ สามารถลด
ความเสียหายจากการเกิดอาการสะทานหนาวในใบไดมากกวารอยละ 50 โดยพบวามีปริมาณของ
กรดไขมันไมอ่ิมตัว C18:2 ในใบพืชเพิม่ขึ้น แตไมมกีารเปลี่ยนแปลงระดับของไขมนัไมอ่ิมตัว 
หรือปริมาณกรดไขมันรวมในใบพืชทดลอง สวนตนกลาที่ไมไดทํา hardening ภายหลังจากนําไป
ไวที่ 4 oซ มีปริมาณกรดไมอ่ิมตัว C18:3 และน้ําหนกัรวมของกรดไขมนัลดลงอยางรวดเรว็ แตใน
พืชที่ทนทานตออุณหภูมิต่ําไมมีการเปลี่ยนแปลงดังกลาว นอกจากนั้นยงัพบความสัมพันธเชิงบวก
ระหวางความแกทางสรีรวิทยากับความไวตออุณหภูมิที่เพิ่มขึ้น ในใบตนกลาฝายและถั่ว โดยมี
ระดับ (degree) ของกรดไขมนัไมอ่ิมตัว และน้ําหนักรวมของ phosphlipid ลดลง (Wilson and 
Crawford , 1974b) การศึกษาในใบพืชสกลุ Solanum สายพันธุที่ทนทานตอความหนาวเยน็ มีการ
ปรับตัวโดยเกดิ cold-acclimate เพิ่มขึ้นสัมพันธกับการเพิม่ขึ้นของ C18:2 โดยที่ลักษณะนี้มีการ
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ถายทอดผานทางพันธุกรรม (Palta et al., 1993)  จะเหน็ไดวาผลการทดลองในพืชตาง ๆ ดังกลาว
สนับสนุนวาบทบาทของกรดไขมันไมอ่ิมตัว linoleic acid (C18:2)  อาจจะมีสวนทําใหลดความไว
ตอ CI ของใบพืชสกุลกะเพราได  

 
 แตการศึกษาในพืชหลายชนดิ พบวาการสะสมของ linolenic aicd (C18:3) มีบทบาทตอ
ความตานทานตออุณหภูมิต่ํามากกวากรดไขมันไมอ่ิมตัวชนิดอื่น (John and Christiansen, 1976; 
Cyril et al., 2002)  นอกจากนั้นกรดไขมันไมอ่ิมตัวยงัมีผลตอการอยูรอดของตน Arabidopsis ที่
อุณหภูมิต่ํา โดยตนกลายพันธุที่มีระดับของกรดไขมันมนัไมอ่ิมตัวในเยื่อหุมลดลง ทาํใหตนพืชมี
ความแข็งแรงนอยกวาตนปกติหรือตายหลังการปลูกที่อุณหภูมิต่ํา อธิบายวาตนกลายพันธุมีการอ
ยุบตัวหรือเกิดความเสียหายของเยื่อหุมงายกวาตนปกติ (Hugly and Somerville, 1992; Miquel et 
al., 1993)  แตการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของ microsomal membrane ของผลมะเขือเทศ
โดยใชเทคนิค wide-angle x-ray diffraction  พบวาในระหวางเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา มีปริมาณ gel 
phase เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย  แตหลังจากยายผลมะเขอืเทศไปที่อุณหภูมหิอง จึงมปีริมาณ gel 
phase เพิ่มขึ้น ทําใหกรดไขมนัในเยื่อหุมเกดิ phase separation และเกดิการรั่วไหลของประจุเพิ่มขึ้น 
แสดงวาการเปลี่ยนแปลงสถานะของไขมันในเยื่อหุมไมไดเกิดขึน้ที่อุณหภูมิต่ํา และไมไดเปน
สาเหตุของการเกิด CI  (Sharom et al., 1994)  ดังนั้นสวนประกอบของไขมันในเยื่อหุมเซลลอาจ
ไมไดเปนปจจยัหลักของความไวตอการเกดิCI 
 
      การแสดงอาการ CI ของตนออนขาวโพดที่สภาพอุณหภูมิต่ํา เกี่ยวของกับ การเพิ่มขึ้น
ของอนุมูลอิสระ (free radicals) หรือ reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงไปกระตุนการเกิด
กระบวนการออกซิเดชั่นของโปรตีน ไขมันและยับยั้งกจิกรรมของเอนไซม proteases การทําใหพืช
มีการปรับตัว (acclimated seedling) ทําใหมีระดับของเอนไซมตานอนมุูลอิสระ ไดแก catalase 
(CAT)  glutathione reductase (GR) และ  guaiacol peroxidase (GPX)  เพิ่มขึ้น 35-120%  ซ่ึงชวย
ปองกันการสะสมของ ROS และการเกิดออกซิเดชั่น ของโปรตีน ไขมัน และปองกนัการยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซม proteases (Prasad, 1996) ในพืชสายพันธุทนทานตออุณหภูมติ่ํามักมีปริมาณ
สารหรือเอนไซมตานอนุมูลอิสระมากกวาหรือมีการสราง ROS นอยกวาพันธุที่ไวตออุณหภูมิต่ํา จงึ
ชวยชะลอการแสดงอาการ CI ที่มีสาเหตุจากกระบวนการ oxidative stress หรือ lipid oxidation ใน
เซลลพืช (Wismer, 1998)  เชนเดียวกับผลการศึกษาครั้งนี้ ในแมงลักใบออนมีความไวตออุณหภูมิ
ต่ํานอยกวาใบแก  แตมกีิจกรรมของเอนไซม CAT และ POD หรือ GPX  มากกวาใบแก ขณะที่
กิจกรรมของเอนไซม ascorbate peroxidase (APX) และ superoxidae dismutase (SOD) ไมแตกตาง
กันทางสถิติเมือ่เปรยีบเทียบกับใบแกซ่ึงมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากกวา (ภาพที่ 11)  ดังนั้นความ
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แตกตางของความไวตออุณหภูมิต่ําในแมงลักใบออนและใบแกอาจเปนผลมาจากความแตกตางของ
ปริมาณเอนไซมตานอนุมูลอิสระ  จึงทําใหความสามารถปรับตัวในสภาพอุณหภูมิต่ําหรือปรากฏ
อาการ CI แตกตางกัน เชนเดียวกับการศกึษาในพืชหลายชนิด เชน ใบอัฟริกันไวโอเล็ต ตนขาวโพด 
ผลสม และผลมะเขือเทศ พบวาพืชสายพนัธุทนทานตออุณหภูมิต่ําหรือมีความไวตออุณหภูมิต่ํานอย 
มีการปรับระดบัของสารหรือเอนไซมตานอนุมูลอิสระ  บางชนิดเพิ่มขึ้นมากกวาสายพนัธุที่ออนแอ
ตออุณหภูมิต่ํา (Sala and Lafuete, 1991; Walker and McKersie, 1993; Hodges et al., 1997; Yang, 
2001)  ในการทดลองทํา cold acclimation กับพืชที่ไวตออุณหภูมิต่ํา ชวยยืนยันบทบาทของเอนไซม
ตานอนุมูลอิสระ ที่มีผลตอในการชะลอการเกิดอาการ CI ของใบขาว  (Kuk et al., 2003 a) ปจจัย
ดานอายกุารเกีย่วหรือความแกทางสรีรวิทยาของพืชมีความสัมพันธกับปริมาณสารและกิจกรรมของ
เอนไซมตานอนุมูลอิสระ  ในผลสาลี่ที่มีความแกทางสรีรวิทยาของผลเพิ่มขึ้น มีความสัมพันธกับกิ
จรรมเอนไซม POD เพิ่มขึ้น (Lentheric et al., 1999)  สําหรับเอนไซม POD หรือ GPX  นั้นเปน
เอนไซมที่มีบทบาททั้งเปนสารตานอนุมูลอิสระ และ เอนไซมที่เกี่ยวของกับการเกดิสีน้ําตาล 
สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม CAT ที่พบในใบออนและใบแก ซ่ึงเอนไซมทั้ง
สองชนิดนี้มีบทบาทเกี่ยวของกับการเปนเอนไซมตานอนมุูลอิสระ โดยการเปลี่ยน O2

. และ H2O2 
กลายเปนน้ําและออกซิเจน ชวยชะลอหรือปองกันการเกิด lipid oxidation ที่เปนสาเหตุของการผลิต
อนุมูลอิสระ (Kumer and Knowles, 1993) 
  
 กิจกรรมของเอนไซม catecol oxidase หรือ polyphenol oxidase (PPO) เปนเอนไซมที่มี
การศึกษามากที่สุด เนื่องจากถูกจัดเปนเอนไซมหลัก (key enzyme) ในกระบวนการเกดิสีน้ําตาล
ของผลิตผลหลายชนิด เชน กลวย พริก และมะมวง (Solecka et al.,1999; Nguyen et al., 2004, 
Boonsiri et al.,2007) ในสภาวะอณุหภูมิต่ํา สามารถชักนําการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิกใน
พืช ซ่ึงเปนสารตั้งตนของเอนไซมที่ทําใหเกิดสีน้ําตาลและมีความสัมพนัธกับการเกดิสีน้ําตาล 
(Tomás-Barberán et al.,2001;  Pennycooke et al.,2005)  เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางกิจกรรม
เอนไซม PPO และคาดัชนีของอาการสะทานหนาว (CI index) ในแมงลักใบออนและใบแกเก็บ
รักษาที่ 4oซ พบวามีความสัมพันธเชิงลบ (R2= 0.85; P < 0.001) (ภาพผนวกที่ 4B) และพบวาใบ
ออนมีกิจกรรมสูงกวาใบแก  แตปริมาณสารประกอบฟนอลิกในใบแมงลักมีคาคงที่และมีปริมาณ
ใกลเคียงกันทัง้ในใบออนและใบแก สวนใบเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 12oซ มีกิจกรรม PPO คอนขางคงที่ 
แตในใบโหระพาซึ่งเปนพันธุที่ไวตออุณหภูมิต่ํานอยกวา ในชวงเริ่มตนมีกิจกรรมของเอนไซม 
PPO ในใบออนและใบแกต่าํกวาใบแมงลักอยางมาก แตมกีิจกรรมคอนขางคงที่ อยางไรก็ตามทั้ง
สองสายพันธุมีกิจกรรมของเอนไซม PPO ในใบออนสูงกวาใบแก (ภาพที่ 12) แสดงวากิจกรรมของ 
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PPO อาจไมมบีทบาทโดยตรงตอการเกิดอาการ CI (สีน้ําตาล) ของใบพชืสกุลกะเพราเนื่องจากการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา  

 
เอนไซมชนิดอื่นที่มีบทบาทเกี่ยวของกับการเกิดสีน้ําตาล ไดแก  peroxidase (POD) และ 

PAL  ซ่ึงมีกิจกรรมในใบแกของโหระพาและแมงลักที่มคีาดัชนีการเกดิอาการ CI แตกตางกัน  ใบ
แมงลักและโหระพาปกติทีย่ังไมเกดิอาการสะทานหนาว (CI index = 1) หรือเร่ิมเกดิอาการสะทาน
หนาวระดับสอง พบวากจิกรรมเอนไซม GPX ใบโหระพาสูงกวาใบแมงลัก แตเมื่อมีการพัฒนา
อาการ CI เพิ่มมากขึ้นพบวาไมแตกตางกันทั้งสองสายพันธุ (ไมแสดงขอมูล) จะเหน็ไดวาพันธุและ
ความแกของใบที่มีความทนทานตออุณหภมูิต่ํามากกวา มคีวามสัมพันธกับกิจกรรมเอนไซม GPX  
ที่สูงกวา ดังนัน้บทบาทของเอนไซมชนิดนีใ้นพืชสกุลกะเพรานาจะเกี่ยวของกับการเปนเอนไซม
ตานอนุมูลอิสระมากกวาเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเกดิสีน้ําตาล (Lamikanra, 2002)   สําหรับ
เอนไซม PAL ในใบแกแมงลักซึ่งมีความไวตออุณหภูมิต่ํามีกิจกรรมสูงขึ้นสอดคลองกับระดับความ
รุนแรงของอาการสีน้ําตาล แตในใบแกโหระพาซึ่งมีความไวตออุณหภมูิต่ํานอยกวามกีิจกรรมของ
เอนไซม PAL  สูงขึ้นในชวงเริ่มเกิดอาการสะทานหนาว (CI index = 2)  มีกิจกรรมเพิม่ขึ้นอยางมาก 
แตภายหลังจากมีการพัฒนาอาการสีน้ําตาลรุนแรงขึ้นกลับมีกิจกรรมลดลง แตการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณสารฟนอลลิกทั้งหมดในใบโหระพามีปริมาณลดลงระหวางการเกิดอาการ CI ที่รุนแรง
เพิ่มขึ้น (ภาพที่ 13)  ถาพิจารณาวิถีการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิกในใบโหระพาพบวาการ
ทาํงานของเอนไซม PAL อยูในชวงเริ่มตนของวิถี  โดยเรงปฏิกิริยาในการเปลี่ยนสารตั้งตน 
phenylalanine เปน cinnamic acid  แลวจึงมกีารเปลี่ยนแปลงเปนสารอื่นและมีเอนไซมอ่ืนอีก
จํานวนมากทํางานรวม จนทายสุดจึงเปลี่ยนเปนสาร rosmarinic acid  หรือ caffeic acid  (Gang et 
al., 2001)   จะเห็นไดวาเอนไซม PAL อาจมีบทบาทเฉพาะในชวงเริ่มตนของการสังเคราะหสาร
ตัวกลางในวิถีการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิก จึงอาจไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมด  ดังนั้นจากผลการทดลองจึงอาจกลาวไดวาเอนไซม PAL  ไมมี
บทบาทเกี่ยวของการเกิดสีน้าํตาลในใบพืชสกุลกะเพราทีแ่สดงอาการ CI  
 
3.  การใชสารเคมีบางชนดิและความรอนเพื่อลดอาการสะทานหนาวของใบพชืสกุลกะเพรา 
  

3.1  การใชสาร 1-methylcyclopropene (1-MCP)     
  
        การใหสาร 1-MCP มีผลตอการลดการเกิดสีน้ําตาล และความผิดปกติจากอาการ
สะทานหนาวในพืชผักและผลไมหลายชนิด ไดแก ผักกาดหอม แครอท อะโวคาโด สับปะรด และ
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สม ซ่ึง 1-MCP เกี่ยวของกับการยับยั้งการทํางานของเอทิลีนในการเรงกระบวนการสุกหรือเรงการ
เสื่อมสภาพของผลิตผล (Sisler and Serek, 2003; Watkins et al., 2006) ในการทดลองครั้งนี้พบวา
ผลของสาร1-MCP ชวยชะลอการพัฒนาอาการ CI ในใบแกของแมงลักเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 
ในชวงระยะเวลาสั้น ๆ หรือเปนแบบชั่วคราว  และพบวาการเพิ่มความเขมขน 1-MCP ไมทําใหมี
การชะลออาการ CI เพิ่มขึ้น (ภาพที่ 18)  แตหลายการศึกษาระบุวาใบพชืสกุลกะเพราจัดเปนพืชที่มี
ความไวตอเอทิลีนสูง และ การใช 1-MCP ความเขมขนต่ํา สามารถยืดอายุการเก็บรักษา ชะลอการ
สูญเสียคลอโรฟลล ลดการรวงของใบ รวมทั้งลดความเสยีหายจากการเกิด CI ได  โดยการยับยั้ง
หรือปองกันการทํางานของเอทิลีนจากแหลงภายนอก (Aharoni et al.,  1993;  Bower and Mitcham, 
2001; Able et al., 2003)  แตจากผลการทดลองการใช 1-MCP ความเขมขน 100 nLL-1 สามารถ
ชะลอ CI แบบชั่วคราวแตกตางทางสถิติกับชุดควบคุม ในชวง 0-12 ช่ัวโมง แตหลังจากการเก็บ
รักษาที่ 4oซ เปนเวลา  24 ช่ัวโมง มีการสะสมของเอทิลีนในถุงที่บรรจุใบแมงลักเพิ่มมากขึ้น  
สอดคลองกับอาการสะทานหนาวที่รุนแรงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับใบแมงลักที่เก็บรักษาที่ 12oซ  
(ไมไดแสดงขอมูล)  การให 1-MCP ความเขมขนต่ําไมมผีลตอการรั่วไหลของประจุ ในทางตรงขาม
กลับเพิ่มขึ้น   
 
 3.2  การใชสาร salicylic acid (SA) 
  
        สาร SA เปนสารที่พืชมีการสังเคราะหเพิ่มขึ้นในสภาพที่เกิดความเครียดเนื่องจาก
ส่ิงมีชีวิตและสิ่งไมมีชีวิต บทบาทของสารนี้เกี่ยวของกับการถายทอดสัญญาณทําใหพชืมีการ
ปรับตัวในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม  (Klessing and Malamy, 1994) การใหสาร SA และสาร 
methyl salicylate กอนการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิต่ํา ในผักกนิผลหรือผลไมบางชนิด ไดแก  ฝร่ัง 
มะเขือเทศ  พริกหวาน สามารถชะลอเกิด CI ภายหลังการเก็บรักษา  (Ding et al., 2001;  Fung et al., 
2004; González-Aguilar et al., 2004) จากผลการทดลองพบวา การจุมกานแมงลักใบแกใน
สารละลาย SA ที่ความเขมขน 0.5 mM เปนเวลานาน 10 นาทีกอนเกบ็รักษาที่อุณหภูมิต่ํา  สามารถ
ชะลอการพัฒนาของอาการ CI ไดนาน 24 ช่ัวโมง และชะลอการเพิ่มขึน้ของคา EL (ภาพที่ 19)  
สอดคลองกับผลการศึกษาใน ตนกลาขาวโพด ตนกลาขาว และผลทอ  พบวาการใหสาร SA ชวย
เพิ่มความตานทานตอการเกดิอาการสะทานหนาว ชะลอการเพิ่มขึ้นของคา EL จากเนือ้เยื่อใบ
และไฮโพคอทิล และเกีย่วของกับการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมในระบบตานอนุมูลอิสระ ไดแก GR 
และ GPX  (Kang and Saltveit, 2002; Wang et al., 2006a) 
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 3.3  การใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere packaging) 
 
        การบรรจุผลิตผลสดในภาชนะปดหรือถุงพลาสติก มีผลตอการเปลี่ยนแปลงสภาพ
บรรยากาศ เนือ่งจากการหายใจของผลิตผล มีการสะสมของกาซคารบอนไดออกไซด น้ําและการ
ลดลงของปริมาณกาซออกซิเจน สภาพที่เกดิขึ้นมีประโยชนตอการลดอาการสะทานหนาวในพืชทีม่ี
ความไวตออุณหภูมิต่ํา (Forney and Lipton, 1990) จากผลการทดลองพบวาการบรรจใุบแมงลักใน
ถุงพลาสติกในสภาพปด ชะลอการเกิด CI ไดมากกวาใบที่เก็บในสภาพอากาศปกต ิ
(ถุงเจาะรู)  สอดคลองกับการชะลอการเพิ่มขึ้นของการรั่วไหลของประจรุะหวางเก็บรักษาใน
อุณหภูมิต่ํา (ภาพที่ 21)  ความแตกตางของความไวตออุณหภูมิต่ํา อาจเกี่ยวของกับความชื้นสัมพัทธ
และปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2)ที่สะสมในถงุบรรจุใบแมงลัก ความชื้นสมัพัทธในถุง
บรรจุใบแมงลกัแบบปดมีรอยละความชืน้สูงกวาถุงพลาสติกเจาะรู เฉลี่ยรอยละ 5-10  และมีความ
เขมขนของกาซ CO2 เฉลี่ยสูงกวา 1 เปอรเซ็นต (ไมแสดงขอมูล) การใชฟลมหอหุมกลองบรรจุผล
สม เพื่อเพิ่มความชื้นในระหวางการขนสงและการเก็บรักษา มีประสิทธิภาพในการลดหรือการ
ชะลออาการสะทานหนาว และสามารถประยุกตใชในการสงออก (Henriod, 2006)  การบรรจุใบ
แมงลักในถุง HDPE สามารถชะลอการพัฒนาอาการ CI มากกวาการบรรจุในถุง PE  สาเหตุของ
ความแตกตางของการพัฒนาอาการ CI นาจะเกี่ยวของกบัการสะสมของปริมาณกาซ CO2 ในถุง
บรรจุมากกวาความชื้นสัมพทัธที่เพิ่มขึ้น ความชื้นสัมพัทธในถุง PP ที่บรรจุใบแมงลักมีคาเฉลี่ยสูง
กวารอยละ 95 มากกวาความชื้นในถุงชนดิ HDPE ซ่ึงมีความชื้นสัมพัทธรอยละ 85-90 (ไมแสดง
ขอมูล) ความเขมขนของกาซ CO2 ที่เพิ่มขึ้นมีผลชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาวในผลกลวยไข 
ผลทอ และ nectarine บางสายพันธุ มีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมที่
เกี่ยวของกับการผลิตเอทิลีน และเกดิการสรางโปรตีนบางอยางขึ้นมาใหมเพิ่มขึ้นกวาปกติ  (Luan  
et al., 2003; Uthairatanakij, 2003)  แตความเขมขนของกาซ CO2 ที่มากกวารอยละ 10 หรือปริมาณ
ออกซิเจนที่นอยกวารอยละ 1 เปนสาเหตุใหเกิดกลิ่นผิดปกติมากขึ้น ใบแมงลักที่บรรจุใน
ถุงพลาสติกชนิด PE ที่มีการเจาะร ู  มีกล่ินผิดปกติหลังจากเก็บรักษาอุณหภูมิต่ําเพยีง 24 ช่ัวโมง (ไม
แสดงขอมูล) 
 
  3.4  การใชความรอนเพื่อลดการเกิดอาการสะทานหนาว 
 
              การใหความรอนในระดบัปานกลาง ( 38-42oซ) ในชวงระยะเวลาสั้น ๆ นานเปน
ช่ัวโมงสามารถลดความไวตอการเกิด CI ในผลไมและผักกินผลหลายชนิดที่มีความไวตออุณหภูมิ
ต่ําคอนขางมาก ไดแก อะโวคาโด สม มะมวง มะเขือเทศ แตงกวา พริก และซูกินี  เนื้อเยื่อพืชเกิด
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การปรับตัวในสภาพอุณหภูมติ่ํา และลดความเสียหายจากอาการ CI หลังไดรับอุณหภมูิสูง  โดยการ
สังเคราะห heat shock protein (HSP) เพิ่มขึ้น  ลดคาการรั่วไหลของประจุจากเนื้อเยื่อผลมะเขือเทศ  
หรือการเปลี่ยนแปลงองคประกอบของไขมันในเยื่อหุมเซลล  (Lurie, 1998) ในการทดลองครั้งนี้
พบวาการใหความรอนกับใบแมงลักที่ 38 oซ เปนเวลานาน 15 นาที ชะลอการพัฒนาอาการ CI ใน
แมงลักใบแก ภายหลังจากการเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 oซ ไดนานมากกวา 24 ช่ัวโมง (ภาพที่ 22) แต
การใหความรอน เปนเวลานาน 30 นาทีหรือ 1 ช่ัวโมงทําให เกดิความเสียหายจากความรอน (heat 
injury) และมอีาการ CI รุนแรงขึ้น (ไมแสดงขอมูล) แตจากการศกึษาในโหระพา ที่ใหอุณหภูมสูิง
เทากันกับการทดลองนี้ เวลาที่ใหความรอนนานมากกวา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการแสดงอาการ 
CI ไดตลอดการทดลอง โดยไมเกิดความเสยีหายจากความรอน (Aharoni, et al., 2004) ผลของการ
ใชความรอนในใบแมงลัก นาจะเกี่ยวของกบัการลดความเสียหายของเยือ่หุมเซลล จึงพบวาหลังจาก
เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําเพยีง 12 ช่ัวโมง สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของคาการรั่วไหลของประจุจาก
เนื้อเยื่อใบ สอดคลองกับการใหความรอนระยะสั้น กับผลสตรอเบอรี หรือช้ินสวนของใบและราก
ตนกลวยไม มกีารชักนําใหเพิ่มขึ้นของกิจกรรม antioxidant enzymes บางชนิด เชน SOD และ CAT 
ซ่ึงมีบทบาทในการปกปองอันตรายของเซลลพืชจาก ROS (Ali et al., 2005; Vicente et al., 2006) 
การใหความรอนกับผักสลัดกอนที่ทาํการตัดแตงบางสวน สามารถลดการเกิดสีน้ําตาลบริเวณ
บาดแผลจากการตัดแตง เนื่องจากหลังจากพืชไดรับความรอนทําใหมกีารสังเคราะห HSP เพิ่มขึ้น 
และลดการสังเคราะหโปรตนีหรือเอนไซมที่เกี่ยวของกบั phenolic metabolism ไดแก PAL 
(Saltveit, 2000)  
 
4.  กลไกการเกิดอาการสะทานหนาวของใบพืชสกุลกะเพรา 
 
 จากผลการทดลองที่กลาวมาขางตน โดยการเปรียบเทียบแมงลักใบออนและใบแก ซ่ึงมี
ความไวตออุณหภูมิต่ําและมีความแตกตางทางสรีรวิทยาและชีวเคมีบางอยางแตกตางกัน สาเหตุ
เบื้องตนในการเกิด CI ของใบพืชสกุลกะเพรานาจะเกี่ยวของกับความเสียหายของเยือ่หุมเซลล  ซ่ึง
อาจมีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตัวรวม 
(UFA/SFA ratio) ในใบออนมี UFA/SFA ratio เพิ่มขึ้นหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่าํ (4oซ) นาน 
12 ช่ัวโมง โดยท่ีใบออนยังไมมีอาการ CI เกิดขึ้น ขณะทีใ่นใบแก ไมมกีารเปลี่ยนแปลงของ 
UFA/SFA ratio และใบแกแสดงอาการ CI แลว นอกจากนั้นองคประกอบของกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่
แตกตางกันอาจมีความสัมพนัธกับอาการ CI ของใบแมงลัก  จากผลการทดลองพบวาใบออนมี
ปริมาณ linoleic acid (C18:2) มากกวาใบแกเกือบ 2 เทา แตในทางตรงกันขามพบ linolenic acid 
(C18:3) ในใบออนนอยกวาใบแกอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  กรดไขมันไมอ่ิมตัวทั้งสองชนดินี้ เปน 
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polyunsaturated fatty acids (PUFAs) ซ่ึงเปนสารตั้งตน(substrate) ของเอนไซม LOX จากการ
ทดลองพบวากิจกรรมของ LOX และการแสดงออกของยีน  OcLOX ในใบแกสูงกวาในใบออน  จึง
เปนไปไดวาเอนไซม LOX ในใบแมงลักใช C18:2 เปนสารตั้งตน จึงทําใหมีปริมาณ C18:2 ในใบ
แกนอยกวาในใบออน 
 
 LOX เปนเอนไซมที่มีศักยภาพสูงตอการยอยสลายเยื่อหุมเซลลในสองทิศทางคือ เรง
ปฏิกิริยาการเตมิออกซิเจนใน PUFAs  ที่มีโครงสรางเปน cis-cis double bound ใน C18:2 (back 
bone) แลวเปลีย่นเปนสารตวักลาง hydroperoxides (LOOH) สองชนิดคอื cis-trans (13HP) หรือ 
trans-cis (9HP) ทําใหขนาดรศัมีของโมเลกุลของไขมัน (C18:2) ลดลง โดยที่ 13HP นาจะมีบทบาท
ตอการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของเยื่อหุมมากกวา เนือ่งจากมีขนาดรัศมีโมเลกุลลดลงอยางมาก 
ทําใหมีจํานวนโมเลกุลตอพื้นที่เพิ่มขึ้น ซ่ึงอาจชักนํามีเยือ่หุมมีสภาพไมยืดหยุน (membrane 
rigidity) จึงเกดิการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติในการคัดเลือกสารผานเยื่อหุมเซลล (permeability) และ
มีผลทําใหคาการรั่วไหลของประจุของเยื่อหุมเพิ่มขึ้น  ความเปนไปไดอีกทางหนึ่งคอืผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นในระหวางเกดิกระบวนการ catabolism โดยเอนไซม LOX อาจเปลี่ยนรูป PUFAs เปน 
PUFA free radical (.PUFA) ซ่ึงสามารถเปลี่ยนเปน peroxyl (ROO.),  alkoxyl  (RO.) หรือ 
superoxide (O2

.) free radical  ซ่ึงทําความเสียหายเยื่อหุมเซลล (Shewfelt, 1992; Lester, 2003 )  แต
พืชมีระบบปองกันตัวเองโดยการสรางสารหรือเอนไซมตานอนุมูลอิสระเพื่อควบคุมหรือปองกัน
อันตรายจากอนุมูลอิสระที่เกดิขึ้น (Shewfelt and del Rosario, 2000) จากผลการทดลองในใบออนมี
กิจกรรมของเอนไซม CAT และ GPX สูงกวาในใบแก เอนไซม CAT มีบทบาทในการเปลี่ยนสาร
อนุมูลอิสระ ใหอยูในรูปไมเปนอันตรายตอเซลล โดยการเปลี่ยน superoxide และ hydrogen 
peroxide  กลายเปนน้ํา และออกซิเจน จึงอาจชวยชะลอกระบวนการ lipid oxidation และการปรากฏ
อาการสะทานหนาวในแมงลักใบออน  จะเห็นไดวา UFA/SFA ratio ปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัว C 
18:2  การแสดงออกของยีนหรือกิจกรรมของเอนไซม LOX และกจิกรรมของเอนไซม CAT มี
ความสัมพันธรวมกัน (interrelationship) ตอการเกิดอาการสะทานหนาวในใบแมงลัก ซ่ึงอาจสรุป
ความสัมพันธของปจจัยที่เกีย่วของกับการเกิด CI ในใบพืชสกุลกะเพราดังภาพที่ 28  
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ภาพที่ 28  กลไกการเกิดอาการสะทานหนาวในใบแมงลัก 

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

การศึกษาความสัมพันธระหวางความเสยีหายของเยื่อหุมเซลลและการเกิดอาการสะทาน
หนาวของใบพืชสกุลกะเพรา สามารถสรุปผลดังตอไปนี้ 

 

1.  ใบพืชสกุลกะเพรามกีารพัฒนาอาการสะทานหนาวระหวางการเกบ็รักษาที่ 4oซ โดย
แสดงอาการยบุตัวหรือการตายของเนื้อเยื่อดานทองใบเกดิขึ้นกอน มกีารยุบตัวของเซลล spongy 
กอนเซลล palisade  อาการสะทานหนาวทีเ่ดนชัดคือ เกดิจุดสีน้ําตาล หรือ แถบสีน้ําตาลแดง มี
ขนาดไมสม่ําเสมอ บริเวณปลายใบ ขอบใบ หรือเนื้อเยื่อใกลเสนกลางใบ ตอมาเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสี
ดํา ขยายขนาดเพิ่มขึ้น และอาจเกิดการหดตัวของเนื้อเยื่อทําใหใบเหีย่ว สําหรับอุณหภมูิที่เหมาะสม

สําหรับการเกบ็รักษาและไมทําใหเกิดอาการสะทานหนาวคือ 12oซ โดยมีอายุการเก็บรักษานาน
ประมาณ 1 สัปดาห  

 
2.  พืชสกุลกะเพรามีความไวและระดับความรุนแรงตอการเกิดอาการสะทานหนาวแตกตาง

กัน ใบแมงลักมีความไวตออุณหภูมิต่ํามากที่สุด รองลงมาไดแกใบกะเพราและใบโหระพามีความ
ไวตออุณหภูมติ่ํานอยที่สุด โดยใบออนมีความไวตออุณหภูมิต่ํานอยกวาใบแกในทุกสายพันธุ โดย
พบวาเนื้อเยื่อใบแกมีคาการรัว่ไหลของประจุมากกวาเนื้อเยื่อใบออนและเนื้อเยื่อบริเวณที่เกดิสี
น้ําตาลมีการเพิ่มขึ้นของคาการรั่วไหลของประจุสอดคลองกับคาดชันีอาการสะทานหนาวที่เพิ่มขึ้น 
แตสวนของเนือ้เยื่อปกติทีแ่ยกมาจากใบที่มดีัชนีอาการสะทานหนาวแตกตางกันมีคาการรั่วไหลของ
ประจุคงที ่

 
3.  กิจกรรมเอนไซม PPO ในใบแมงลักโดยรวมมีคาสูงกวาใบโหระพา  แตมีลักษณะการ

เปลี่ยนแปลงทีแ่ตกตางกัน ในใบแมงลักกจิกรรม PPO ลดลงอยางตอเนื่อง  ขณะทีใ่บโหระพามี
กิจกรรม PPO คอนขางคงที่ในระหวางการเก็บรักษาอณุหภูมิต่ํา โดยในใบออนมีกิจกรรมเอนไซม 
PPO มากกวาในใบแกทั้ง 2 ชนิด  สวนปริมาณสารฟนอลิกในใบโหระพาโดยรวมมีปริมาณมากกวา
ใบแมงลัก  แตในใบออนและใบแกมีปริมาณสารใกลเคียงกัน 

 
4.  ในแมงลักใบแกมีกจิกรรมเอนไซม LOX  และมีการสะสมของ mRNA transcript ของ

ยีน OcLOX  ระหวางการเก็บรักษาที่ 4oซ มากกวาในแมงลักใบออน  สวนใบแกเก็บรักษาที่ 12oซ 
ไมมีการแสดงออกของตลอดการเก็บรักษา สําหรับปริมาณ  TBA- reactive compound มีลักษณะ
การเปลี่ยนแปลงคลายกันทั้งในใบแกและใบออน   
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5.  อัตราสวนของกรดไขมนัไมอ่ิมตัวและไขมันอิ่มตวั ในใบออนมีคาเพิ่มขึ้นอยางมาก

หลังการเก็บรักษาที ่4 oซ นาน 12 ช่ัวโมง โดยมีความสัมพันธกับการเพิม่ขึ้นของปริมาณรวมของ
กรดไขมันไมอ่ิมตัวเพิ่มขึ้น และกรดไขมันอิ่มตัว  palmitic acid (C16:0)  ลดลง และพบวามีปริมาณ
กรดไขมันไมอ่ิมตัว linoleic acid (C18:2) มากกวาใบแกประมาณสองเทา แตปริมาณกรดไขมันไม
อ่ิมตัว linolenic acid (C18:3) ในใบออนมีปริมาณนอยกวาใบแกแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติ   

 
6.  เอนไซม CAT ในใบออนมีกิจกรรมเพิ่มขึ้นหลังการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิต่ํานาน 24 

ช่ัวโมง ขณะทีก่ิจกรรมเอนไซมในใบแกมแีนวโนมลดลง  นอกจากนัน้ยังพบวากจิกรรมเอนไซม 
GPX  ในใบออนสูงกวาใบแกอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ขณะที่มกีิจกรรมคอนขางคงที่ แตในใบแกมี
กิจกรรมลดลงอยางชา ๆ ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมติ่ํา  สําหรับเอนไซม SOD และAPX  มี
กิจกรรมคอนขางคงที่และไมแตกตางกันทั้งในใบออนและใบแก   

 
7.  การใหสาร salicylic acid เขมขน 0.5 mM นาน 10 นาที  สามารถชะลอการพัฒนาอาการ

สะทานหนาวและชะลอการเพิ่มคาการรั่วไหลของประจุจากเนื้อเยื่อใบแก เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม  สวนการใหความรอนกับใบแมงลักดวยการอบดวยลมรอนทีอุ่ณหภูมิ 38o ซ นาน  15 นาที
การใหสาร 1-MCP เขมขน 100 nL L-1 นาน 4 ช่ัวโมงและการใชสภาพดัดแปลงบรรยากาศโดย
บรรจุใบแมงลกัในถุงพลาสติกพอลิเอทิลีนสภาพปด สามารถชะลอการพัฒนาอาการสะทานหนาว
ไดเพยีง 24 ช่ัวโมง หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําและไมสามารถลดคาการรั่วไหลของประจุจาก
เนื้อเยื่อใบ เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
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ภาคผนวก 
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ตารางผนวกที่ 1  การวิเคราะหความแปรปรวนดัชนีสะทานหนาวของใบกะเพรา โหระพาและใบ
แมงลักใบออนและใบแกระหวางการเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ 

 

 

 
หมายเหตุ  * คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรตางกนัในแนวคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดบัความเชื่อมั่น 
        เทากับ 95%  โดยใชวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
   ** P > 0.05 ไมแตกตางทางสถิติ 

        0.01< P ≤ 0.05 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%   

         P ≤ 0.01 แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 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 

ความแกของใบ ระยะเวลาเก็บรักษา (ช่ัวโมง) 
 24 48 72 

ใบออน 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 

ปจจัย ระยะเวลาเก็บรักษา (ช่ัวโมง) 
 24 48 72 

พันธุ      0.0475** 0.0254 0.0009 
ความแกของใบ 0.0001 0.0001 0.8300 
อุณหภูมิ 0.0001 0.0001 0.0001 
พันธุ x ความแกของใบ 0.0018 0.0001 0.0007 
ความแกของใบ x อุณหภูมิ 0.0001 0.0001 0.0025 
พันธุ x อุณหภูมิ 0.0001 0.0001 0.1819 
พันธุ x ความแกของใบx อุณหภูมิ 0.0018 0.0001 0.0016 
C.V. 11.96 7.77 9.48 

P_Value 
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ตารางผนวกที่ 2  การวิเคราะหความแปรปรวนอัตราสวนของกรดไขมนัไมอ่ิมตัวตอกรดไขมัน 
               อ่ิมตัวของแมงลักใบออนและใบแกเก็บรักษาที ่4oซ  
 

 
หมายเหตุ   ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V. = 8.52% 
 
ตารางผนวกที่ 3  คาเฉลี่ยของอัตราสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวตอกรดไขมันอิ่มตวัของแมงลัก   
 ใบแกเก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ  

 
หมายเหตุ  * = แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  C.V.  = 8.09% 
 
ตารางผนวกที่ 4  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัไมอ่ิมตัวของแมงลักใบออน

และใบแกเก็บรักษาที่ 4oซ  
 

 
หมายเหตุ   ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ 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  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัอิ่มตัวของแมงลักใบออนและ
ใบแกเก็บรักษาที่ 4oซ  

 

 
หมายเหตุ ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V.  = 7.99% 
 
ตารางผนวกที่ 6  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัไมอ่ิมตัวของแมงลักใบแก

เก็บรักษาที่ 4 และ 12oซ  
 

 
หมายเหตุ ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  C.V.  = 0.56% 
 
ตารางผนวกที่ 7  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณรวมกรดไขมนัอิ่มตัวของแมงลักใบแกเก็บ

รักษาที่ 4 และ 12oซ  
 

 
หมายเหตุ ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ 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  
 ช้ินลาง (B) มขีนาดประมาณ 360 bp โดยใช degenerate primer: FNui และ PrepR1 

เปรียบเทียบกบั M: 1kb marker (Fermantas, USA) ตัวอยาง 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) ตัวอยาง RNA จากแมงลักใบแกทีเ่กบ็รักษาที่ 4 oซ นาน 36 ช่ัวโมง 

M 

A 

M 



 123 

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

M 
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ภาพผนวกที่ 4  สัมประสิทธิสหถดถอยระหวางคาร่ัวไหลของประจุและดัชนีสะทานหนาว (A) 
กิจกรรมของเอนไซม PPO และดัชนีสะทานหนาว (B)  
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