
บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการวิจยั 

 
พืชทดลอง 
 ลําไยพันธุดอ จากสวนลําไยของเกษตรกรในจังหวดัลําพูน และจังหวดัเชียงใหม 
 
สารเคมี 
 1. กรดซิตริก  
 2. กรดแอสคอรบิก  
 3. กรดออกซาลิก  

4. สารเคมีที่ใชในการการสกัดและการวิเคราะหแอคตวิติีของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส
(polyphenol oxidase : PPO)  

- bovine serum albumin (BSA) 
- catechol 
- copper sulphate (CuSO4.5H2O) 
- di – potassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 
- Folin – Ciocalteu reagent  
- potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
- polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 
- potassium chloride (KCl) 
- potassium tartrate (COOK(CHOH)2COOK.1/2H2O)  
- sodium carbonate (Na2CO3) 
- sodium hydroxide (NaOH) 

5. สารเคมีที่ใชในการเตรยีมเนื้อเยื่อเพื่อศกึษาลักษณะเปลือกดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 

-       glutaraldehyde ความเขมขน 4  เปอรเซ็นต 
-       ethanol 
-       acetone 
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อุปกรณ 
1. เครื่องวัดปริมาณของแข็งทีส่ามารถละลายน้ําได (hand refractrometer) รุน model-1 ของ 

ATAGO 
2. เครื่องผลิตกาซโอโซน (ozone generator) 
3. เครื่องวัดความเขมขนของโอโซน (ozone detector) ของ Eminent, LTD. 
4. เครื่องวัดสี (colorimeter) รุน DR-200 ยี่หอ minolta 
5. เครื่องชั่งไฟฟาแบบทศนิยม 3 ตําแหนง รุน XT 920 M ยี่หอ Precisa 
6. เครื่องวัดความแนนเนื้อ (firmness tester) 
7. pH meter รุน TOLEDO 320 ยี่หอ METTLER 
8. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) ยี่หอ 

JEOL รุน JSM-5910LV 
9. อุปกรณที่ใชศกึษาแอคตวิิตขีองเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase : PPO)  

9.1 เครื่องแกวตางๆ ไดแก หลอดทดลอง ขวดรูปชมพู กระบอกตวง บีกเกอร ขวดใส
สารเคมี เปนตน 

9.2 อะลูมิเนียมฟลอยด 
9.3 กระดาษกรอง 
9.4 หลอดหยด 
9.5 ปเปต 
9.6 เครื่องเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูง รุน Z383K Hermle 
9.7 เครื่อง visible spectrophotometer รุน Themo Spectronic 
9.8 เครื่อง rotamixer ของ Hooke & Tucker, LTD. 

10.  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
11.  ตูรมโอโซน กวางxยาวxสูง เทากับ 30x30x30 เซนติเมตร 
12.  กลองพลาสติกขนาด 3.5x5.5 นิ้ว 
13.  แผนฟลมถนอมอาหาร 
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วิธีการวิจัย 
 การเตรียมผลลําไย 
 ใชผลลําไยพันธุดอ ซ่ึงเก็บเกี่ยวมาจากสวนของเกษตรกรในจังหวัดลําพูน ภายในเวลาไม
เกิน 24 ชั่วโมง โดยทําการคดัเลือกผลลําไยที่เจริญเต็มที่ มีขนาดใกลเคยีงกัน ไมมีรอยตําหนจิากโรค
และแมลง ตัดกานออกใหเหลือประมาณ 5 มิลลิเมตร 
  
การทดลองที่ 1 ผลของระยะเวลาในการใหโอโซนที่เหมาะสมตอการควบคุมการเกิดโรคของผลลําไย 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (completely randomized design : CRD) 5 กรรมวิธี 
กรรมวิธีละ 120 ผล จํานวน 3 ซํ้า แตละซ้ําใชผลลําไย 40 ผล เพื่อแบงใสกลองพลาสติก กลองละ 20 
ผล จํานวน 6 กลอง 

ปลอยกาซโอโซนจากเครื่องผลิตกาซโอโซน (ozone generator) อัตรา 1000 มิลลิกรัม/
ช่ัวโมง ความเขมขน 200 ppm ผานเขาไปในตูรมโอโซน (ภาพภาคผนวก 1) ที่มีผลลําไย เปน
ระยะเวลาตามแตละกรรมวิธี ดังตอไปนี ้

กรรมวิธีที่ 1 ไมรมกาซโอโซน (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 รมดวยโอโซน นาน 15 นาที 
กรรมวิธีที่ 3 รมดวยโอโซน นาน 30 นาที 
กรรมวิธีที่ 4 รมดวยโอโซน นาน 60 นาที 
กรรมวิธีที่ 5 รมดวยโอโซน นาน 120 นาที 

เมื่อครบกําหนดเวลา นําผลลําไยแบงใสกลองพลาสติกขนาด 3.5x5.5 นิ้ว แลวปดดวยแผนฟลม
ถนอมอาหาร นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมหิอง บันทึกการเปลี่ยนแปลงเมื่อเวลาเริ่มตนและเมื่อเวลา
ผานไป 3 วัน 
 
 การบันทึกผลการทดลอง 

1. การเปล่ียนแปลงสผีิวเปลือก โดยใชเครือ่งวัดสี colorimeter Minolta DR-200 วดัคาสี
เปลือกของผลดานขาง คาวัดสีที่ไดจะแสดงในรูป L*, a* และ b* 
 คา L* แสดงความสวางเมื่อใกล 100 และแสดงความมืดเมื่อใกล 0 
 คา a* มีคาเปน  +     แสดงวาสีผิวมีสีออกแดง 

– แสดงวาสีผิวมสีีออกเขียว 
โดย a* มีคาตั้งแต – 60 ถึง +60 
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คา b* มีคาเปน +     แสดงวาสผิีวมีสีออกเหลือง 
– แสดงวาสีผิวมสีีออกน้ําเงิน 

โดย b* มีคาตั้งแต – 60 ถึง +60 
ทั้งคา a* และ b* หากมีคาเปน 0 แสดงวาวตัถุมีสีเทา 
 

2.  ปริมาณของแขง็ท่ีละลายน้ําไดท้ังหมด  (total soluble solids : TSS) นําเนื้อลําไยมาคั้นเอา
เฉพาะน้ํา แลววัดหาคา TSS ดวย hand  refractometer อานคาเปน องศาบริกซ (° Brix) 

 
3. ความแนนเนื้อ (firmness) ของผลลําไย ผาแบงครึ่งเปน 2 ซีก นําซีกที่ไมมีเมล็ดวัดคาความ

แนนเนื้อ ดวยหัวกรวยเสนผานศูนยกลาง = 0.6 เซนติเมตร หนวยเปนกิโลกรัม/ตารางเซนติเมตร 
 

4.  การเกิดโรค โดยพิจารณาจากการปรากฏใหเหน็ของเชื้อราที่ผลลําไยทุกผลในแตละ
กรรมวิธีทุกวนั   บันทึกเปนระดับคะแนน 1-5 ดังนี ้
 คะแนน 1 = ไมปรากฏใหเห็นเชื้อราจนถงึเห็นเชื้อราทีผ่ลลําไยไมเกนิ 20 เปอรเซ็นตของ
พื้นที่เปลือกทัง้หมด 
 คะแนน 2 = เห็นเชื้อราที่ผลลําไยเปน 21-40 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 

คะแนน 3 = เห็นเชื้อราที่ผลลําไยเปน 41-60 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 
คะแนน 4 = เห็นเชื้อราที่ผลลําไยเปน 61-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 
คะแนน 5 = เห็นเชื้อราที่ผลลําไยเปน 81-100 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 
คะแนนเฉลี่ยของการเกิดโรค = ผลรวมระดับคะแนนของทุกผล 

จํานวนผล 
 

5.  การตรวจวัดปริมาณเชื้อจุลินทรียโดยทําการ total plate count ซ่ึงมีวธีิการดังนี ้ 
5.1 นําผลลําไยที่เลือกแบบสุมมา 3 ลูก ใสลงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ภายในมีน้ํากล่ัน

ที่ฆาเชื้อแลว 100 มิลลิลิตร เขยานานประมาณ 1 นาที 
5.2 ใช pipette ที่ทําการฆาเชื้อแลว ดูดสารละลายภายใน flask มา 1 มิลลิลิตร ทําการเจือจาง

ใหไดอัตราสวน 1/100 และ 1/1000 
5.3 นําสารละลายในแตละการเจือจางมา 0.1 มิลลิลิตร มาใสใน Petri-dishes ที่มีอาหารเลี้ยง

เชื้อ potato dextrose agar  (PDA) แลวทําการ spread plate โดยใช spreader  แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิหอง 
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5.4 ทําการนับจํานวนโคโลนี รายงานผลเปน CFU/ml เมื่อบมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
การทดลองที่ 2  ผลของโอโซนตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางเนื้อเยื่อของเปลือกผลลําไย 

นําเปลือกผลลําไยมาดูลักษณะเปลือกดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(Scanning Electron Microscope: SEM)  โดยนําเปลือกผลลําไยในแตละชุดการทดลองมาตัดใหมี
ขนาด 0.5x0.5 ตารางเซนตเิมตร แลวนําไปวางใน Petri dish นํากระดาษกรองวางใน Petri dish แลว
หยด glutaraldehyde ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต บนกระดาษกรองประมาณ 3-4 หยด ปดฝา ทิ้งไว
ประมาณ 1 ชั่งโมง หลังจากนั้นนํามา dehydrate ดวย แอลกอฮอลที่มีความเขมขน 50 เปอรเซ็นต, 70 
เปอรเซ็นต และ 95 เปอรเซ็นต โดยนําตัวอยางแชในแอลกอฮอลความเขมขนละ 3 ครั้งๆ ละ 10 
นาที หลังจากนั้นนําไปแชใน acetone ที่ความเขมขน 100 เปอรเซ็นต  แลวนําไปทํา critical point 
drying ทันที หลังจากนั้นทํา mounting และ coating ดวยทอง แลวนําไปดูดวยกลอง SEM  เพื่อ
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางเนื้อเยื่อของเปลือกผลหลังจากไดรับโอโซน เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม 
 
การทดลองที่ 3 ผลของความเขมขนของกรดอินทรียบางชนิดตอคุณภาพของผลลําไย 

 นําผลมาแชในสารละลายกรดอินทรีย 3 ชนิด คือ กรดซิตริก กรดแอสคอรบิก และกรดออก
ซาลิก วัดคา pH ของสารละลายกรด ทั้ง 3 ชนิดที่ทุกระดับความเขมขนดวยเครื่อง pH-meter วาง
แผนการทดลอง 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 960 ผล ในแตละกรรมวิธีแชผลลําไยที่ระดับความเขมขน 0 
(ชุดควบคุม), 5 และ 10 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที โดยระดบัความเขมขนละ 120 ผล จํานวน 3 ซํ้า แต
ละซ้ําใช 40 ผล แชผลลําไยตามกรรมวิธีดงันี้ 

กรรมวิธีที่ 1 แชน้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 แชในสารละลายกรดซิตริกทีร่ะดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต  

เปนระยะเวลา 5 นาที 
กรรมวิธีที่ 3 แชในสารละลายกรดซิตริกทีร่ะดับความเขมขน 10 เปอรเซ็นต  

เปนระยะเวลา 5 นาที 
กรรมวิธีที่ 4 แชในสารละลายกรดแอสคอรบิกที่ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต  

เปนระยะเวลา 5 นาที 
กรรมวิธีที่ 5 แชในสารละลายกรดแอสคอรบิกที่ระดับความเขมขน 10 เปอรเซ็นต  

เปนระยะเวลา 5 นาที 
กรรมวิธีที่ 6 แชในสารละลายกรดออกซาลกิที่ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 
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เปนระยะเวลา 5 นาที 
 

กรรมวิธีที่ 7 แชในสารละลายกรดออกซาลกิที่ระดับความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
เปนระยะเวลา 5 นาที 

เมื่อครบกําหนดเวลา นําผลลําไยที่ผานการแชในสารละลายมาผึ่งใหแหง หลังจากนัน้แบง
ใสกลองพลาสติกขนาด 3.5x5.5 นิ้ว แลวปดดวยแผนฟลมถนอมอาหาร นําไปเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหอง 

 
 การบันทึกผลการทดลอง 
 บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของผลลําไย แตละระดับความเขมขนที่ระยะเวลา 5 
และ 10 นาที ศึกษาการเปลีย่นแปลงดังนี ้

1. การเปล่ียนแปลงสผีิวเปลือก เชนเดียวกบัการทดลองที่ 1 
 

2.  การเกิดสีน้ําตาลของเปลอืกผลโดยประเมินดวยสายตา บันทึกเปอรเซ็นตพื้นที่เกดิ 
สีน้ําตาลของเปลือกผลของผลลําไย โดยกาํหนดคะแนน 1-5 ดังนี ้

คะแนน 1 = สีเปลือกผลลําไยไมเปล่ียนเปนสีน้ําตาล และเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลไมเกิน 20 
เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 

คะแนน 2 = สีเปลือกเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 21-40 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 
คะแนน 3 = สีเปลือกเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 41-60 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 
คะแนน 4 = สีเปลือกเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 61-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 
คะแนน 5 = สีเปลือกเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 81-100 เปอรเซ็นตของพื้นที่เปลือกทั้งหมด 
คะแนนเฉลี่ยการเกิดสีน้ําตาล = ผลรวมระดับคะแนนของทุกผล 

จํานวนผล 
 

3. ปริมาณของแขง็ที่ละลายน้ําไดท้ังหมด (total soluble solids : TSS) เชนเดียวกับการ
ทดลองที่ 1 

 
4. ความแนนเนื้อ (firmness) ของผลลําไย เชนเดยีวกับการทดลองที่ 1 
 
5. การเกิดโรค เชนเดยีวกับการทดลองที่ 1 
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การทดลองที่ 4 ผลของโอโซนรวมกับกรดอินทรียบางชนิดตอคุณภาพและแอคติวิตีของเอนไซม 
PPO ของผลลําไย 
 นําผลการทดลองจากการแชผลลําไยในกรดอินทรียทั้ง 3 ชนิด ที่ความเขมขนและเวลาใน
การแชที่ใหผลดีที่สุด จากการทดลองที่ 3 มารมดวยโอโซนที่ระยะเวลาที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 
โดยใชจํานวน 3 ซํ้าๆ ละ 60 ผล เมื่อครบกําหนดเวลา นําผลลําไยแบงใสกลองพลาสติกขนาด 
3.5x5.5 นิ้ว แลวปดดวยแผนฟลมถนอมอาหาร นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 
 
 การบันทึกผลการทดลอง 
 บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงของผลลําไยทุก 7 วัน เปนเวลา 30 วัน โดยบันทึกผลในเรื่อง
ตอไปนี้ 

1. การเปล่ียนแปลงสผีิวเปลือก เชนเดียวกบัการทดลองที่ 1 
 
2. การเกิดสีน้ําตาลของเปลือกผลโดยประเมินดวยสายตา เชนเดยีวกับการทดลองที่ 3 
 
3. ปริมาณของแขง็ที่ละลายน้ําไดท้ังหมด (total soluble solids : TSS) เชนเดียวกับการ

ทดลองที่ 1 
 

4. ความแนนเนื้อ (firmness) ของผลลําไย เชนเดยีวกับการทดลองที่ 1 
 
5. การเกิดโรค เชนเดยีวกับการทดลองที่ 1 
 
6. บันทึกการตรวจวัดปริมาณเชื้อจุลินทรียโดยทําการ total plate count เชนเดียวกบัการ

ทดลองที่ 1 
 
7. การประเมินคุณภาพในการบริโภค โดยเปนการประเมินตามลักษณะคุณภาพและ

ความชอบของรสชาติของผูที่ทดสอบ บันทึกเปนระดับคะแนนดังนี้ คือ 
คะแนน 1 = ไมชอบมากที่สุด 
คะแนน 2 = ไมชอบมาก 
คะแนน 3 = ไมชอบปานกลาง 
คะแนน 4 = ไมชอบ 
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คะแนน 5 = เฉยๆ 
คะแนน 6 = ชอบ 
คะแนน 7 = ชอบปานกลาง 
คะแนน 8 = ชอบมาก 
คะแนน 9 = ชอบมากที่สุด 
 

8. แอคติวิตีของเอนไซม PPO ของเปลือกผล โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Jiang and Fu 
(1998)  

การสกัดเอนไซม (enzyme extraction) วิธีการสกัดเอนไซมดัดแปลงมาจากวิธีการของ 
Huang et al. (1990) ทําการสกัดภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยนําเปลือกผลมาใสลงในโกรง
บดแชเย็นที่มสีารละลายสกัด (extraction solution) ในอัตราสวนน้ําหนักของเปลือกผลตอปริมาตร
สารละลายสกัดเทากับ 1 : 4  ซ่ึงสารละลายสกัดประกอบดวยสารละลาย 0.05 M potassium 
phosphate buffer (pH 6.2), 1 M KCl และ 2 เปอรเซ็นต polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) เมื่อบด
เขากันดแีลวนาํไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนความเร็ว 13,500 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายหลังการปนนําเฉพาะของเหลวสวนใส (supernatant) ซ่ึงเปน crude 
enzyme ไปใชในการวิเคราะหแอคติวติีของเอนไซม PPO  

การวิเคราะหเอนไซม PPO ดัดแปลงจากวิธีการของ Jiang and Fu (1998) โดยการเตรียม
สารละลายที่ใชในการวิเคราะห (assay mixture) ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวย 0.05 M 
potassium phosphate buffer (pH 7.5) และ 0.20 M catechol 0.20 มิลลิลิตร จากนั้นเติม crude 
enzyme ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบที่มีสารวิเคราะหดังกลาวผสมใหเขากันนาน 5 
นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร 

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน ดัดแปลงจากวิธีการของ Lowry et  al. (1951) โดยนํา crude 
enzyme ที่เจือจางลง 10 เทา ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร เติมลงในหลอดทดสอบที่มี alkaline copper 
solution (สารละลายนี้ประกอบดวย 4 % Na2CO3 : 0.20 N NaOH : 1 เปอรเซ็นต CuSO4.5H2O : 2 
เปอรเซ็นต potassium tartrate ในอัตราสวน 5 : 5 : 0.1 : 0.1) ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร วางไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 50 เปอรเซ็นต Folin – Ciocalteu reagent ปริมาตร 0.25 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบดังกลาว ผสมใหเขากันแลววางไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที 
แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร โดย
ปริมาณโปรตีนที่เทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน (ภาพภาคผนวก 2) มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอ
น้ําหนักเปลือกผลสด ตามสูตรคํานวณ ดังนี้ 
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ปริมาณโปรตีน (mg/g fresh weight) = 12.5 Y 
กําหนดให Y = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร แอคติวิตีของ

เอนไซมมีหนวยยอยเปน หนวย/มิลลิกรัมโปรตีน (unit/mg protein) ซ่ึงแอคติวิตีของเอนไซม 1 
หนวย  (unit) มีคาเทากับปริมาณเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนสับสเตรทใหเปนผลผลิต  
โดยทําใหมีคาการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้น 0.01 หนวยตอนาที ภายใตสภาวะที่กําหนด 
 
สถานที่ท่ีใชในการดําเนินการวิจัย 
 หองปฏิบัติการเทคโนโลยีหลังการเก็บเกีย่ว ภาควชิาชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 
 ตั้งแตเดือน มิถุนายน 2547 ถึง สิงหาคม 2548 
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