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บทที่ 3 

ขั้นตอนการด าเนินงานวจิัย 

3.1 การเตรียมผลผลติ 

ในการทดลองน้ีใชม้ะเขือเทศเชอร่ีท่ีปลูกแบบอินทรียแ์ละแบบเคมี สายพนัธ์ุทบัทิมแดง จากจงัหวดั
นครราชสีมา ขนส่งโดยรถหอ้งเยน็มายงักรุงเทพฯ และขนยา้ยผลผลิตมายงัหอ้งปฏิบติัการเทคโนโลยี
หลงัการเก็บเก่ียว มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี พื้นท่ีการศึกษาเขตบางขนุเทียน ท าการ
คดัเลือกมะเขือเทศผลสุกแก่ในระยะ Breaker (สุกมีสีส้มประมาณ 80 เปอร์เซ็นต)์ ท่ีมีขนาดสม ่าเสมอ ลา้ง
ท าความสะอาดดว้ยน ้าประปา จากนั้นน ามาผึ่งใหแ้หง้ เพื่อใชใ้นชุดการทดลองต่างๆ ดงัน้ี 

 
3.2 การวางแผนการทดลอง 

3.2.1 การทดลองที ่ 1 ศึกษาการเปลีย่นแปลงทางกายภาพ-ชีวเคมขีองมะเขอืเทศเชอร่ีปลูก
แบบอนิทรีย์และแบบเคมี 

น ามะเขือเทศเชอร่ีท่ีปลูกแบบอินทรีย ์และแบบเคมีระยะสุกมีสีส้มประมาณ 80 เปอร์เซ็นต ์เก็บเก่ียว
ในช่วงเดือนกุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2556 ลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้าประปา แลว้บรรจุลงในกล่องพลาสติก 
Polyethylene terephthalate (PET) ชนิด clamshell เจาะรูเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตรจ านวน 2 รู 
กล่องขนาด 3× 4× 2.5 น้ิว กล่องละ 200 กรัม เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 
95±5 เปอร์เซ็นต ์สุ่มตวัอยา่งวเิคราะห์ทุกๆ 4 วนั เป็นเวลา 20 วนั วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(completely randomized design; CRD) ในแต่ละชุดการทดลองมี 6 ซ ้ า  

บันทกึผลการทดลอง ดังนี ้

1. การเปล่ียนแปลงน ้าหนกัสด  
2. การเปล่ียนแปลงสีของเปลือก  
3. ความแน่นเน้ือ 
4. อตัราการหายใจ 
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p5. การผลิตเอทิลีน 
6. ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) เช่น DPPH และ FRAP assay 
7. สารประกอบฟีนอลลิก (Total phenolic content) 
8. ปริมาณไลโคปีน (Lycopene)  
9. ปริมาณแคโรทีนอยด ์(Carotenoinds)  
10. ปริมาณปริมาณ ascorbic acid และ dehydroascorbic acid contents 
11. กิจกรรมเอนไซม ์SOD, CAT และ APX 

3.2.2 การทดลองที ่2 ศึกษาผลของบรรจุภัณฑ์ต่อคุณภาพและอายุการเกบ็รักษามะเขอืเทศเชอร่ี
ทีป่ลูกแบบอนิทรีย์ 

ท าการเตรียมมะเขือเทศอินทรียเ์ชอร่ีอินทรียท่ี์ระยะสุกแก่ breaker ตามขอ้ 3.1 เก็บเก่ียวในช่วงเดือน
มีนาคม 2556 และบรรจุในถุงชนิดต่าง ๆ ขนาด 6× 9 น้ิว จ  านวน 150 กรัม และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 10 
องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 95±5 เปอร์เซ็นต ์สุ่มตวัอยา่งวเิคราะห์ทุกๆ 5 วนั เป็นเวลา 30 วนั วาง
แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ( completely randomized design; CRD ) จ านวน 3 ซ ้ า โดยมีชุดการ
ทดลองดงัน้ี  
 ชุดการทดลองท่ี 1 ชุดควบคุม (ไม่บรรจุถุง) 
 ชุดการทดลองท่ี 2 บรรจุถุงพลาสติกท่ีผสมสารดูดซบัเอทิลีน (active ethylene removing, AER)  
 ชุดการทดลองท่ี 3 บรรจุถุงพลาสติกโพลีโพพิลีนเจาะรูขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร 
จ านวน 8 รู (PPP) 
 ชุดการทดลองท่ี 4 บรรจุถุงพลาสติกโพลีโพพิลีนท่ีมีช่องฟิลม์ active ethylene removing ขนาด 
5× 5 เซนติเมตร (ถุง PP ท่ีมี ethylene removing window, ERW) 

ตารางที ่ 3.1 อตัราการการซึมผา่นของก๊าซของถุง active ethylene removing และถุง PP ท่ีมี ethylene 
removing window ขนาด 5× 5 เซนติเมตร 

ถุง O2 TR cc/m2day CO2 TR cc/m2day C2H4 TR cc/m2day 
PP with ethylene removing window 2,135±137 7,342±231 4,608±812 
Ethylene removing 10,554±95 36,350±1,342 43,082±3,513 
ท่ีมา:(ศูนยเ์ทคโนโลยโีลหะและวสัดุแห่งชาติ, 2553) 
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บันทกึผลการทดลอง ดังนี ้

1. การเปล่ียนแปลงน ้าหนกัสด  
2. การเปล่ียนแปลงสีของเปลือก 
3. ความแน่นเน้ือ  
4. ก๊าซออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซดภ์ายในภาชนะบรรจุ 
5. ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) เช่น DPPH และ FRAP assay 
6. ปริมาณของแขง็ท่ีละลายน ้าได ้(Total soluble solid; TSS) 
7. ปริมาณกรดท่ีไตเตรทได ้(Titratable acidity, TA) 
8. ปริมาณ ascorbic acid และ dehydroascorbic acid contents 
9. ปริมาณไลโคปีน (Lycopene)  
11. ปริมาณแคโรทีนอยด ์(Carotenoinds)  
12. อายกุารเก็บรักษา  
 

3.2.3 การทดลองที ่3 ศึกษาผลของการฉายรังสี UV-B ต่อการเปลีย่นแปลงคุณภาพของมะเขอื
เทศเชอร่ีปลูกแบบอนิทรีย์ในระหว่างการวางจ าหน่าย 

ท าการเก็บเก่ียวมะเขือเทศเชอร่ีปลูกแบบอินทรียท่ี์ระยะสุกแก่ breaker เก็บเก่ียวในช่วงเดือนมิถุนายน 
2556 น ามาลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้าประปา จากนั้นน าไปฉายรังสี UV-B ท่ีระดบั 0 (control), 5, 15 และ 
30 kJ.m-2 ก่อนน าไปบรรจุถุง  (active ethylene removing, AER) จ านวน  150 กรัม และเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส สุ่มตวัอยา่งวเิคราะห์คุณภาพต่างๆ ทุก 5 วนั เป็นเวลา 30 วนั วางแผนการ
ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design; CRD)  

บันทกึผลการทดลอง ดังนี ้

1. การเปล่ียนแปลงน ้าหนกัสด  
2. การเปล่ียนแปลงสีของเปลือก 
3. ความแน่นเน้ือ  
4. ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) เช่น DPPH และ FRAP assay 
5. ปริมาณของแขง็ท่ีละลายน ้าได ้(Total soluble solids ; TSS) 



30 

 

6. ปริมาณกรดท่ีไตเตรทได ้(Titratable acidity) 
7. ปริมาณ ascorbic acid และ dehydroascorbic acid contents 
8. ปริมาณไลโคปีน (Lycopene)  
9. ปริมาณแคโรทีนอยด ์(Carotenoinds)  

3.3 การบันทึกผลการทดลอง 

1. การเปลีย่นแปลงน า้หนักสด  
การวดัการสูญเสียน ้าหนกัสด ท าโดยชัง่น ้าหนกัสดในแต่ละชุดการทดลอง ตลอดระยะเวลาการ

เก็บรักษา  แลว้คิดเป็นร้อยละของการสูญเสียน ้าหนกั  โดยค านวณการสูญเสียน ้าหนกัสดจากสมการ 
  
 การสูญเสียน ้าหนกัสด (ร้อยละ) = (น ้าหนกัเร่ิมตน้-น ้าหนกัหลงัการเก็บรักษา) ×  100 
                                                                                       น ้าหนกัเร่ิมตน้ 

 
2. สีผวิมะเขอืเทศ  

ท าการวดัการเปล่ียนแปลงสีผวิผลมะเขือเทศดว้ยเคร่ืองวดัสี  Minolta Chroma Meter (Model CR-
100, Tokyo, Japan) โดยใหผ้ลสัมผสักบัหวัวดัมากท่ีสุด  ท าการวดัสี  3 คร้ัง ต่อ ผล โดยวดับริเวณกลางผล  
และใชร้ะบบการวดัสีแบบ  Three-dimension color space ซ่ึงรายงานผลเป็นค่า  Hunter Scale (McGuire, 
1992; Voss, 1992) ประกอบดว้ยค่าต่างๆ ดงัน้ี  

- L* เป็นค่าความสวา่งของสี ซ่ึงค่า L* มีค่า 0 ถึง 100  
ถา้ค่า L* สูง หมายถึง มีความสวา่งมาก แต่ถา้ค่า L* ต ่า หมายถึง มีสีเขม้มาก  

- a* เป็นค่าการแสดงออกของสีในช่วงสีเขียวไปจนถึงสีแดง  
เม่ือค่า a* เป็นลบจะอยูใ่นช่วงสีเขียว ถา้ค่า a* เป็นบวกจะอยูใ่นช่วงสีแดง  

- b* เป็นค่าการแสดงออกของสีในช่วงสีน ้าเงินไปจนถึงสีเหลือง  
เม่ือค่า b* เป็นลบจะอยูใ่นช่วงสีน ้าเงิน ถา้ค่า b* เป็นบวกจะอยูใ่นช่วงสีเหลือง  

- Hue หรือ Hue angle สามารถค านวณไดจ้ากมุมระหวา่งดา้นตรงขา้มกบัมุมฉาก  และ 0° บน
แกนของ a (เขียวน ้าเงิน/ม่วงแดง) และ ° Hue จะเป็นค านวณอยูใ่นระหวา่ง 0° 360° ของวงสี  
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รูปที ่3.1 ไดอะแกรมสัมประสิทธ์ิค่าสี a*และ b* (McGuire, 1992; Voss, 1992) 

3. การต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ DPPH radical scavenging method (Brand-Williams, et al. 
1995; Sokmen, et al. 2004) 

สารเคมี 
เตรียม 0.1 mM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicals (DPPH)โดยชัง่ DPPH ปริมาณ 24 mg ละลายใน 
methanol 95% ปริมาตร 100 mL เป็น stock solution ก่อนใชน้ า stock solution 10 mL เติมเมทานอล 95% 
ปริมาณ 45 mL 
วธีิวเิคราะห์  

ชัง่มะเขือเทศเชอร่ี 3 g เติมเมทานอลความเขม้ขน้ 80 % ปริมาตร 20 mL ป่ันใหล้ะเอียดน าไปบ่มไวท่ี้ 
อุณหภูมิ 4 º C นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 º C นาน 20 นาที 
น าส่วนใสมา 150 µL ผสมกบัสาร DPPH  ปริมาณ 2,850 µL เขยา่ใหเ้ขา้กนัเก็บในท่ีมืดนาน 2 ชัว่โมง 
จากนั้นน าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 515 nm หาร้อยละการยบัย ั้งจาก (1-(ASample/ABlank))× 100 
แลว้จึงค านวณเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน Trolox ท่ีความเขม้ขน้ 50 ถึง 800 µL รายงานผลเป็น mM 
TE/gFW 
ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง 

   % DPPHการยบัย ั้ง = (DPPH(initial)- DPPH(sample)) × 100 

      DPPH(initial) 

 

 



32 

 

4. การต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ  Ferric Reducing Antioxidant Power (Benzie และ Strain, 
1996)  

ในการรีดิวซ์สารประกอบเชิงซอ้นของเหล็กเฟอริก  Fe3+ -TPTZ (ferric tripyridyl triazine) เป็นสารทดสอบ 
อะตอมของเหล็กในสารน้ีจะถูกรีดิวซ์ดว้ยสารตา้นอนุมูลอิสระ ไดเ้ป็นสารประกอบเชิงซอ้นของเหล็กเฟอร์
รัส Fe2+ -TPTZ โดยใช้  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) เป็นสาร
มาตรฐาน 
สารเคมี 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน Trolox ความเขม้ขน้ 1.0 mM โดยการชัง่สาร Trolox จ านวน 6.25 mg ละลายใน 

ethanol 80% ใส่ลงใน volumetric flask ขนาด 25 mL และปรับปริมาตรใหค้รบ 25 mL จากนั้นน าสาร  

Trolox มาเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 25, 50, 100, 300 และ 500 µM ตามล าดบั 

 

การเตรียมสารละลายทดสอบกบัตวัอยา่ง (สารละลาย FRAP) 

น าสารละลาย Sodium acetate ความเขม้ขน้ 300 mM pH 3.6 ปริมาตร 25 mL ผสมกบัสาร 10 mM TPTZ 

ปริมาตร 5 mL และ 20 mM FeCl3  ปริมาตร 5 mL ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 

1 ชัว่โมง ก่อนน าไปใชใ้นการทดลอง 

 

วธีิวเิคราะห์ 

ชัง่มะเขือเทศเชอร่ี 3 g เติมเอทานอลความเขม้ขน้ 80 % ปริมาณ 20 mL ป่ันใหล้ะเอียดน าไปบ่มไวท่ี้ 
อุณหภูมิ 4 º C นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 º C นาน 20 
นาที น าสารสกดัส่วนใสจากมะเขือเทศเชอร่ี ปริมาตร 150 µL และเติมสารละลาย FRAP ผสมใหเ้ขา้กนั 
จากนั้นน าไปบ่มในท่ีมืด 30 นาที น า สารละลายตวัอยา่งมาวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง 
spectrophotometer (Shimadzu, Japan รุ่น UV-1601) ท่ีความยาวคล่ืน 593 nm จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ป
ค านวณปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ เปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน Trolox 
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5. อตัราการหายใจและการผลติเอทลินี 

น าผลมะเขือเทศเชอร่ีชัง่น ้าหนกัประมาณ 80±5 g และเก็บในกล่องพลาสติก ท่ีมีปริมาตร 354 mL แลว้
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 10 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งก๊าซภายในกล่องดว้ยกระบอกฉีดยา  (syringe) 
ขนาด 1 mL ดูดอากาศจากช่องวา่งดา้นบนของภาชนะน าไปวดัก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์เคร่ือง Gas 
chromatography (GC) ยีห่อ้ Shimadzu รุ่น GC-8A รายงานผลเป็นร้อยละของความเขม้ขน้ก๊าซ ส่วนการ
วเิคราะห์เอทิลีน  ท าการตรวจวดัดว้ยเคร่ือง GC 14B (Shimadzu, Japan) ซ่ึงมีสภาวะในการวเิคราะห์ดงั
แสดงในตารางท่ี 3.1  น าค่าท่ีไดจ้ากเคร่ืองมาค านวณการหายใจ (mg CO2 /kg.hr.) และการผลิตเอทิลีน  
(µL/kg.hr) 
ตารางที ่3.2 สภาวะการวเิคราะห์วดัคาร์บอนไดออกไซดแ์ละเอทิลีนของเคร่ือง  Gas Chromatography  

 CO2 C2H4 

GC Column type Porapack Q (Mesh 80/100) Porapack Q (Mesh 80/100) 

Column temperature 120oC 120oC 

Inject temperature 50oC 80oC 

Detector TCD FID 

Carrier gas He N2 

6. ความแน่นเนือ้ 

โดยวดัค่าความแน่นเน้ือมะเขือเทศบริเวณกลางผล ดว้ยเคร่ือง  Texture analyzer รุ่น TA-XT2 ติดตั้งดว้ย 
probe ชนิดหวัเจาะ  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 mm ขณะท าการวดัระยะทางท่ี probe กดเขา้ไปในผล
มะเขือเทศ เท่ากบั 5 mm ความเร็วในการกด เท่ากบั 1 mm/min รายงานผลในหน่วยนิวตนั (N) 

7. ปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมดของมะเขอืเทศเชอร่ี (Singleton, 1965) 

น าตวัอยา่งมะเขือเทศเชอร่ีผสมกบัสารละลาย ethanol ความเขม้ขน้ 80% ในอตัราส่วน 1:1 (น ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) ป่ันใหล้ะเอียดแลว้น าไปป่ันเหวีย่ง ท่ี 12,000 rpm นาน 20 นาที น าส่วนใส มาวเิคราะห์หา
สารประกอบฟีนอล โดยท าใหเ้จือจางลง 100 เท่า แลว้ปิเปตสารตวัอยา่งท่ีท าการเจือจางน้ีมา 1 mL ใส่ลง
ในหลอดทดลอง หลงัจากนั้นเติมสารละลาย folin ciocalteu (สารละลาย folin-ciocalteu ความเขม้ขน้ 2 N 
เจือจางลง 10 เท่าดว้ยน ้ากลัน่) ปริมาตร 5 mL ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
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(ละลายโซเดียมคาร์บอเนตจ านวน 75 g ดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรครบ 1,000 mL) ปริมาตร  4 mL จากนั้น
น าไปวางไวใ้นน ้าอุ่นอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปแช่ในน ้าเยน็อุณหภูมิ 0 °C เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง จึงน ามาวางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง จากนั้น น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer 
ท่ีความยาวคล่ืน 760 nm น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าค านวณกบักราฟมาตรฐานของ gallic acid ความ
เขม้ขน้ 20 40 60 80 และ 100 mg/L (รูปท่ี 3.2) 

 

รูปที ่3.2 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid ความเขม้ขน้ 20 40 60 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 

8. การวเิคราะห์ปริมาณแคโรทนีอยด์ และ ไลโคปีน (Lee, 2001; Fish et al., 2002) 

ชัง่มะเขือเทศเชอร่ี จ  านวน 0.5 g เติม solution mixture 39 mL (hexane:ethanol:acetone (2:1:1 ต่อ
ปริมาตร) โดยมี 0.05% butylated hydroxytoluene (BHT) บดใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ือง Homogenizer ในท่ีมืด 
น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง Centrifuge ท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C นาน 10 นาที น าส่วนใสท่ีได้ 
10 mL มาเติมน ้า 10 mL แลว้น าไปป่ันเหวีย่งอีกคร้ัง เป็นเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ  4 °C ท าการดูด
สารละลายส่วนบนน าไปวดัปริมาณคาโรทีนอยดแ์ละไลโคปีน ดว้ยการวดัการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง 
spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืน 450 และ 503 nm ตามล าดบั น าค่าท่ีอ่านไดไ้ปค านวณตามสมการท่ี 
1 และ 2 รายงานปริมาณคาโรทีนอยดเ์ป็น (mg β-CaE/kg fw)  =1.25× 104µg/L และปริมาณไลโคปีน
เป็น (mg/kg fw) ค่า  = 17.2× 104 M-1 cm-1 
 แคโรทีนอยด ์  = OD× (1.25× 104)×(0.5/39.5) ……………….(1) 

 ไลโคปีน        = OD× (39.5/0.5)× (17.2× 104) ……………….(2) 
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9. ปริมาณวติามนิซี (Kampfenkel et al. 1995) 

น าตวัอยา่งเน้ือมะเขือเทศเชอร่ีมา 5 g เติมสาร meta phosphoric acid ปริมาตร 20 mL ป่ันใหล้ะเอียดดว้ย
เคร่ือง homogenizer กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 จากนั้นน าตวัอยา่ง ปริมาตร 0.4 mL และเติมสาร 
indophenol ปริมาตร 0.2 mL เติม thiourea ความเขม้ขน้ 2% ปริมาตร 0.4 mL และ DNP ความเขม้ขน้ 0.2 
% ปริมาตร 0.2 mL (blank ไม่ตอ้งเติม DNP แต่ใหเ้ติมภายหลงัการบ่ม ) เขยา่ใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 °C นาน 3 ชัว่โมง จากนั้นเติม sulfuric acid ความเขม้ขน้ 85% ปริมาตร 1 mL ส่วนหลอด 
blank ใหเ้ติม DNP ปริมาตร 0.2 mL และบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ความยาวคล่ืน 540 nm โดยเปรียบเทียบกบั blank ซ่ึงใช้  meta-
phosphoric acid ความเขม้ขน้ 5% แทนสารตวัอยา่ง รายงานผลการทดลองในหน่วยของ mg/kg FW โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลาย ascorbic acid กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 540 nm 

การเตรียมสารเคมทีีใ่ช้ในการวเิคราะห์ปริมาณวติามนิซี 

1) Meta-phosphoric acid ความเขม้ขน้ 5 % 
ชัง่สาร Meta-phosphoric acid จ านวน 5 g ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 100 mL เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
2) Indophenol ความเขม้ขน้ 0.02 % 
ชัง่สาร 2,6-Dichloroindophenol sodium salt จ  านวน 20 mg ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 100 mL เก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
3) Thiourea ความเขม้ขน้ 0.2 %  
ชัง่สาร Thiourea จ านวน 2 g ละลายใน Meta-phosphoric acid ความเขม้ขน้  5 % ปริมาตร 100 mL เก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
4) 2,4-Dinitrophenyl-hydrazine (DNP) ความเขม้ขน้ 0.2 % 
ชัง่สาร DNP จ านวน 2 g ละลายในกรด sulfuric acid ความเขม้ขน้ 10 N (น ้า: sulfuric acid อตัราส่วน 1 
ต่อ 3) ปริมาตร 100 mL เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C (เก็บไดไ้ม่เกิน 2 สัปดาห์) 
5) สารละลาย Ascorbic acid  

ชัง่สาร Ascorbic acid จ านวน 10 mg ละลายในสารละลาย Meta-phosphoric acid ความเขม้ขน้ 5 % 
จ านวน 100 mL จะไดส้ารละลายความเขม้ขน้ 100 µg/mL น ามาเจือจางดว้ยสารละลาย Meta-phosphoric 
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acid ความเขม้ขน้ 5 % เพื่อเตรียมสารละลาย Ascorbic acid ความเขม้ขน้ 5 10 20 30 40 และ 50 µg/mL
ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน 

 
10. กจิกรรมเอนไซม์ Superoxide dismutase (SOD) (Constantine and Stanley, 1952) 
การเตรียมสารสกดัตัวอย่าง (Crude enzyme) 

โดยชัง่ตวัอยา่ง 5 g เติม Sodium Phosphate buffer 10 mL (ความเขม้ขน้ 0.05 M pH 7.8 ประกอบดว้ย 1% 
polyvinyl polypyrrolidone (PVP) และ 0.025% Triton X-100) หลงัจากนั้นท าการป่ันตวัอยา่งดว้ยเคร่ือง 
homogenizer ขณะป่ันหลอดตวัอยา่งตอ้งเยน็ แลว้น าไป Centrifuge ท่ีอุณหภูมิ 4 °C ดว้ยความเร็วรอบ 
15,000 rpm นาน 20 นาที จะไดส่้วนใสหรือสารสกดั ( Crude enzyme) เพื่อน าไปวเิคราะห์หากิจกรรม
เอนไซม ์SOD  

การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ SOD 
ดูดส่วนใสท่ีไดจ้ากการสกดัตวัอยา่ง ปริมาตร 3 mL ผสมเขา้กบั สาร Sodium phosphate buffer ความ
เขม้ขน้ 0.05 M, pH 7.8 และ 0.025% Triton X-100 ปริมาตร 2.31 mL เติม L-methionine ความเขม้ขน้ 
0.13 M ปริมาตร 0.3 mL เติม nitro blue tetrazolium (NBT) ความเขม้ขน้ 0.63 mM ปริมาตร 0.3 mL และ
เติม riboflavin ความเขม้ขน้ 0.15mM ปริมาตร 0.04 mL แลว้เติม สารสกดั 0.05 mLทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง
และภายใตแ้สงฟลูออเรสเซนตเ์ป็นเวลา 30 นาที  แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 560 nm หลงัจากนั้นน าค่าท่ีอ่านไดไ้ปค านวณหากิจกรรมเอนไซมต่์อ
ปริมาณโปรตีนมาตรฐาน (Unit/mg protein) โดยก าหนดให ้1 Unit คือกิจกรรมของเอนไซม ์SOD ท่ีท าให้ 
NBT ลดลง 50 % ท่ีความยาวคล่ืน 560 nm ท่ีอุณหภูมิ 25 °C  

 

11. การเตรียมสารสกดัตัวอย่าง (Crude enzyme) ส าหรับวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ CAT 
และ APX (Nakano and Asada, 1981) 
โดยชัง่ตวัอยา่งมะเขือเทศ 5 g เติม phosphate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 M, pH 7.0 ปริมาตร 10 mL มี

ส่วนผสมของสาร EDTA ความเขม้ขน้ 1.0 mM และ ความเขม้ขน้ 1 % polyvinyl polypyrrolidone (PVP) 

หลงัจากนั้นท าการป่ันตวัอยา่งดว้ยเคร่ือง homogenizer แลว้น าไป Centrifuge ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ดว้ยความเร็วรอบ 15,000 rpm นาน 20 นาที จะไดส่้วนใสหรือสารสกดั (Crude enzyme) เพื่อน าไปใชใ้น

การวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซม ์CAT และ APX  

 

12. กจิกรรมเอนไซม์  Catalase (CAT) (วธิีการวดักจิกรรมดัดแปลงจาก  Beers and Sizer, 
1952) 

ปริมาตรของสารละลายทั้งหมดท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ เท่ากบั 1.05 mL ซ่ึงประกอบดว้ย ส่วนใสท่ีไดจ้าก
การสกดั 150 µL สารละลาย phosphate buffer ความเขม้ขน้ 50 mM (pH 7.0) ปริมาตร 800 µL เติม
สารละลาย Hydrogen peroxide ความเขม้ขน้ 15 mM ปริมาตร 100 µL แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง 
ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 240 nm ทนัที ซ่ึงวดัแบบ kinetic โดยใชร้ะยะเวลาทั้งหมด 
20 วนิาที และ lag/rate เท่ากบั 0 วนิาที /  20 วนิาที หลงัจากนั้นน าค่าท่ีอ่านไดไ้ปค านวณหากิจกรรม
เอนไซมต่์อปริมาณโปรตีนมาตรฐาน ( Unit/mg protein) โดยก าหนดให ้ 1 Unit ของเอนไซม ์คือ ปริมาณ
เอนไซมท่ี์ท าใหค้่าการดูดกลืนแสงลดลง 0.01 ท่ีความยาวคล่ืน 240 nm/min ท่ีอุณหภูมิ 25 °C 

13. กจิกรรมเอนไซม์ Ascorbate peroxidase (APX) (ดัดแปลงจาก Nakano and Asada, 
1981) 

ปริมาตรสารทั้งหมดท่ีท าปฏิกิริยา เท่ากบั 2.6 mL ประกอบดว้ย 50 mM phosphate buffer pH 7.0 
ปริมาตร 2.3 mL, 0.5 mM ascorbate จ านวน 114µL, H2O2 ความเขม้ขน้ 50 mM ปริมาตร 114 µL และ 
เอนไซมส์กดัปริมาตร 114 µL แลว้น าสารผสมท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ือง 
Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 290 นาโนเมตร ทนัที ซ่ึงวดัแบบ kinetic โดยใชร้ะยะเวลาทั้งหมด 
120 วนิาที และ lag/rate เท่ากบั 15 วนิาที / 120 วนิาที หลงัจากนั้นน าค่าท่ีอ่านไดไ้ปค านวณหากิจกรรม
เอนไซมต่์อปริมาณโปรตีนมาตรฐาน ( Unit/mg protein) โดยก าหนดให ้1 Unit ของเอนไซม ์คือ ปริมาณ
เอนไซมท่ี์ท าใหค้่าการดูดกลืนแสงลดลง 0.01 ท่ีความยาวคล่ืน 290 nm/min ท่ีอุณหภูมิ 25 °C 
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14. วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 

การเตรียมสารละลาย Coomassie brilliant blue  

โดยน าสาร Coomassie blue 100 mg มาละลายในเอทานอล ความเขม้ขน้ร้อยละ 95 จ านวน 50 mL 
จนกระทัง่ละลายหมด แลว้เติมสาร phosphoric acid ความเขม้ขน้ 85 % จ านวน 100 mL ผสมใหเ้ขา้กนั 
หลงัจากนั้นปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 mL ดว้ยน ้ากลัน่ น าไปกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 2 

การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 

ดูดสารละลายส่วนใสท่ีสกดัได ้ 1 mL ผสมกบัสารละลาย Coomassie blue 4 mL เขยา่ใหผ้สมเป็นเน้ือ
เดียวกนัตั้งทิ้งไว ้ 30 นาที แลว้วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าท่ีอ่านได้
ไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA (Bovine Serum Albumin) และรายงานผลใน หน่วย mg/mL 

การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน 

ชัง่โปรตีนมาตรฐาน BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma Co., Ltd) จ านวน 2.5 mg ละลายใน
สารละลาย Phosphate buffer pH 6.0 ปริมาตร 25 mL ไดเ้ป็นสารละลายโปรตีน ความเขม้ขน้ 100 µg/ mL 
แลว้น ามาสารละลายโปรตีนท่ีไดม้าเจือจางดว้ย Phosphate buffer pH 7.0 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
น าไปวดัดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 595 nm และน ามาสร้างกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี
3.3.)  

 

รูปที่ 3.3 ปริมาณโปรตีนมาตรฐานกบัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 595 nm 
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15. ปริมาณของแขง็ทีล่ะลายน า้ได้ 

น าน ้าคั้นมะเขือเทศเชอร่ีมาวดัปริมาณของแขง็ท่ีละลายน ้าไดห้รือ Total soluble solids โดยใช ้ Hand 
refractometer ยีห่อ้ ATAGO รุ่น N1 ค่าท่ีไดอ่้านไดเ้ป็น องศาบริกซ์ (oBrix) 

16. ปริมาณกรดทีไ่ตเตรตได้  

น ้าคั้นมะเขือเทศ 1 mL ผสมน ้ากลัน่ 9 mL น ามาไตเตรตกบัสารละลาย NaOH ความเขม้ขน้ 0.5 นอร์มลั  
โดยใช ้Phenolphthaline ความเขม้ขน้ 1 % ปริมาณ 1-2 หยด เป็น indicator จนถึงจุดยติุ (เม่ือสารละลายมี
สีชมพอู่อนอยา่งนอ้ย 30 วนิาที) แลว้ค านวณปริมาณกรดท่ีไตเตรตไดใ้นรูปของกรดซิตริก  ตามสมการ 
ดงัน้ี 

   TA (%citric acid)   =   (ml NaOH) (N NaOH) (meq.wt.citric acid) × 100 

       Wt of sample 

meq.wt.citric acid = 0.064 
 


