
 

 9 

บทที ่3 อุปกรณ์และวธีิการ 
 
ขั้นตอนการด าเนินการวจัิย 
3.1 การทดลองที่ 1 การค านวณหาค่า D10 และสร้างสมการในการค านวณปริมาณรังสีแกมมาที่มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมของเช้ือราในโรงเกบ็ 1 ชนิด ทีม่ีความส าคัญมากทีสุ่ด 

น ำเมล็ดพนัธ์ุขำ้ว ถัว่เขียว และเมล็ดพืชอำหำร ไดแ้ก่ ถัว่เหลือง และถัว่ลิสง มำแยกเช้ือรำโดย
วิธี blotter method จำกนั้นเลือกเช้ือรำท่ีพบกำรปนเป้ือนมำกท่ีสุดในพืชแต่ละชนิดมำท ำกำรฉำยรังสี
แกมมำ โดยท ำกำรทดสอบกำรฉำยรังสีต่อกำรเจริญเติบโตของเส้นใย และกำรงอกของสปอร์เช้ือรำ 
ดงัน้ีคือ  
 
ตารางที ่3.1 เช้ือรำท่ีปนเป้ือนในเมล็ดพนัธ์ุและเมล็ดพืชอำหำร 

ชนิดพืช เช้ือรำในโรงเก็บท่ีแยกได ้
เมล็ดพนัธ์ุขำ้ว Aspergillus flavus, A. niger 
เมล็ดพนัธ์ุถัว่เขียว A. flavus, A. niger 
เมล็ดถัว่เหลือง A. flavus, A. niger, Rhizopus sp. 
เมล็ดถัว่ลิสง A. flavus, A. niger 

 
การทดลองที่ 3.1.1 ผลของรังสีแกมมาต่อการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือรา A. flavus  และการ
ค านวณหาค่า D10  

น ำเช้ือรำท่ีพบกำรปนเป้ือนมำกท่ีสุด คือ A. flavus (เมล็ดพนัธ์ุขำ้ว) มำเล้ียงบนอำหำร Potato 
Dextrose Agar (PDA) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2 องศำเซลเซียส) เป็นเวลำ 5-7 วนั จำกนั้นใช ้cork 
borer เส้นผำ่นศูนยก์ลำง 0.5 เซนติเมตร เจำะเส้นใยของเช้ือรำ แลว้น ำไปวำงบนอำหำร PDA จำกนั้น
น ำมำฉำยรังสีแกมมำปริมำณ 0-6 กิโลเกรย ์วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design 
(CRD) จ ำนวน 4 ซ ้ ำ บนัทึกผลกำรเจริญเติบโตของเช้ือรำโดยวดัเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของโคโลนีท่ีบ่มไว้
ท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2 องศำเซลเซียส) เป็นเวลำ 7 วนั  

จำกนั้นน ำร้อยละกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเส้นใยเช้ือรำท่ีได้มำพล็อตกรำฟควำมสัมพนัธ์
ระหว่ำงร้อยละกำรรอดชีวิต (y) และปริมำณรังสี (x) แลว้หำจุดตดัระหว่ำงแกน x และ y ท่ีสำมำรถ
ยบัย ั้งกำรเจริญของเส้นใยเช้ือรำไดร้้อยละ 90 (D10) โดยวิธีกำรค ำนวณค่ำทำงคณิตศำสตร์ และสร้ำง
สมกำรในกำรค ำนวณปริมำณรังสีแกมมำประสิทธิภำพในกำรควบคุมของเช้ือรำในโรงเก็บชนิด
ดงักล่ำว 
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การทดลองที่ 3.1.2  ผลของรังสีแกมมาต่อการงอกของสปอร์เช้ือรา A. flavus  และการค านวณหาค่า 
D10 

น ำเช้ือรำเช่นเดียวกบักำรทดลองท่ี 1.1 มำเล้ียงบนอำหำร PDA เป็นเวลำ 5-7 วนั จำกนั้นน ำ
สปอร์มำท ำ suspension ให้มีควำมเขม้ขน้ประมำณ 103 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปิเปต suspension ปริมำณ 
10 ไมโครลิตร ลงบนอำหำร Water Agar (WA) เกล่ียให้ทัว่จำนเล้ียงเช้ือ จำกนั้นน ำมำฉำยรังสีแกมมำ
ปริมำณ 0-6 กิโลเกรย ์วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD จ ำนวน 4 ซ ้ ำ เช่นเดียวกบักำรทดลองท่ี 3.1.1 
หลงัจำกฉำยรังสีน ำเช้ือรำมำบ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ท ำกำรบนัทึกกำรงอกของสปอร์ ท่ีเวลำ 6  8 และ 24 
ชัว่โมง นบัจ ำนวนสปอร์ทั้งหมด และสปอร์ท่ีงอกภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ รำยงำนผลเป็นร้อยละกำร
งอกของสปอร์ โดยค ำนวณตำมสูตรดงัน้ี   
  
 ร้อยละกำรงอกของสปอร์      =  จ  ำนวนสปอร์ท่ีงอก     x  100 
                  จ  ำนวนสปอร์ทั้งหมด 

 
จำกนั้นน ำร้อยละกำรงอกของสปอร์ท่ีไดม้ำพล็อตกรำฟควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งร้อยละกำรรอด

ชีวติ (y) และปริมำณรังสี (x) แลว้หำจุดตดัระหวำ่งแกน x และ y ท่ีสำมำรถยบัย ั้งกำรงอกของสปอร์ได้
ร้อยละ 90 (D10) โดยวิธีกำรค ำนวณค่ำทำงคณิตศำสตร์ และสร้ำงสมกำรในกำรค ำนวณปริมำณรังสี
แกมมำประสิทธิภำพในกำรควบคุมของเช้ือรำในโรงเก็บชนิดดงักล่ำว 

 
3.2 การทดลองที่ 2 ผลของรังสีแกมมาต่อการปนเป้ือนเช้ือราและการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเมล็ด
พนัธ์ุ และเมลด็พชือาหาร 
3.2.1 การทดลองที ่2.1 ผลของวธีิการปลูกสปอร์เช้ือรา 2 วิธี และปริมาณรังสีแกมมาต่อการเข้าท าลาย
ของเช้ือรา และคุณภาพของเมลด็พนัธ์ุและเมลด็พชือาหาร 4 ชนิด 

ท ำกำรปลูกเช้ือรำในเมล็ดพนัธ์ุขำ้วและถัว่เขียว ดว้ยเช้ือรำ A. flavus เมล็ดถัว่เหลืองดว้ย 
Rhizopus sp. และถัว่ลิสงดว้ย A. niger โดยท ำกำรปลูกเช้ือรำ 2 วธีิ ดงัน้ี 
วธีิที ่1 ปลูกเช้ือในเมลด็โดยคลุกกบัเมลด็บดทีป่นเป้ือนเช้ือรา   

น ำเมล็ดทั้ง 4 ชนิด ปลูกเช้ือ A. flavus ในเมล็ดพนัธ์ุขำ้วและถัว่เขียว Rhizopus sp. ในเมล็ดถัว่
เหลือง และ A. niger ในถัว่ลิสง ดว้ย spore suspension ท่ีควำมเขม้ขน้ประมำณ 105 - 106 สปอร์/มล.  
ปริมำณ 1 มล./ 100 กรัมตวัอยำ่ง บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องประมำณ 1 เดือน จำกนั้นน ำมำบดแลว้คลุกกบั
เมล็ดพนัธ์ุและเมล็ดพืชทั้ง 4 ชนิด ในอตัรำส่วน 0.2 กรัมต่อ 200 กรัมตวัอยำ่ง 
วธีิที ่2 ปลูกเช้ือในเมลด็ด้วยสารละลายสปอร์ (spore suspension)  

ใช้สำรละลำยสปอร์ควำมเข้มข้นประมำณ 105 - 106 สปอร์/มิลลิลิตร  ในอัตรำส่วน 10 
มิลลิลิตร/200 กรัมตวัอยำ่ง โดยปลูกเช้ือกบัเมล็ดแต่ละชนิดตำมวิธีท่ี 1 จำกนั้นบ่มตวัอยำ่งเป็นเวลำ 1 
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คืน แลว้น ำไปฉำยรังสีแกมมำปริมำณ 0 และ 3 กิโลเกรย ์แลว้เก็บรักษำท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2 องศำ
เซลเซียส) เป็นระยะเวลำ  1 เดือน โดยมีชุดควบคุม คือ เมล็ดท่ีไม่ปลูกเช้ือ และไม่ฉำยรังสี และเมล็ดท่ี
ไม่ปลูกเช้ือ และฉำยรังสี วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD จ ำนวน 4 ซ ้ ำ  ท ำกำรวิเครำะห์ขอ้มูลก่อนฉำย
และหลงัฉำยรังสีเป็นระยะเวลำ 1 เดือน ดงัน้ี  
 - เมล็ดพนัธ์ุขำ้ว และถัว่เขียว ได้แก่ ปริมำณกำรปนเป้ือนของเช้ือรำ, ควำมช้ืน, ควำมงอก, 
ดชันีกำรงอก และกิจกรรมเอนไซมไ์ลเปส 
 - เมล็ดถัว่เหลือง และถัว่ลิสง ไดแ้ก่ ปริมำณกำรปนเป้ือนของเช้ือรำ, ควำมช้ืน, และกิจกรรม
เอนไซมไ์ลเปส 
 
3.2.2 การทดลองที ่2.2 ผลของวธีิการปลูกสปอร์เช้ือรา 2 วิธี และปริมาณรังสีแกมมาต่อการเข้าท าลาย
ของเช้ือรา และคุณภาพของเมลด็พนัธ์ุและเมลด็พชือาหาร 4 ชนิด ในระหว่างการเกบ็รักษา 

น ำเมล็ดพนัธ์ุและเมล็ดพืชทั้ง 4 ชนิด ท่ีปลูกเช้ือตำมกำรทดลองท่ี 2.1 ไปฉำยรังสีแกมมำ 
ปริมำณ 0 3 และ 5 กิโลเกรย ์แลว้เก็บรักษำท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2 องศำเซลเซียส) เป็นระยะเวลำ 3 
เดือน โดยมีชุดควบคุม คือ เมล็ดท่ีไม่ปลูกเช้ือ และไม่ฉำยรังสี และเมล็ดท่ีไม่ปลูกเช้ือ และฉำยรังสี 
วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD จ ำนวน 4 ซ ้ ำ ท ำกำรบนัทึกขอ้มูลเหมือนกำรทดลองท่ี 2.1 โดย
วเิครำะห์ตวัอยำ่งก่อนฉำยและหลงัฉำยรังสีเป็นระยะเวลำ 2 และ 3 เดือน  
 วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD จ ำนวน 4 ซ ้ ำ ท ำกำรวิเครำะห์ขอ้มูลก่อนฉำยและหลงัฉำยรังสี
เป็นระยะเวลำ 1 เดือน ดงัน้ี  
 - เมล็ดพนัธ์ุขำ้ว และถัว่เขียว ไดแ้ก่ ปริมำณกำรปนเป้ือนของเช้ือรำ ควำมช้ืน ควำมงอก ดชันี
กำรงอก และกิจกรรมเอนไซมไ์ลเปส 
 - เมล็ดถัว่เหลือง และถัว่ลิสง ไดแ้ก่ ปริมำณกำรปนเป้ือนของเช้ือรำ ควำมช้ืน ปริมำณไขมนั 
ปริมำณกรดไขมนัอิสระ และกิจกรรมเอนไซมไ์ลเปส 

  
บันทกึผลการทดลอง 
1. ปริมาณเช้ือราโรงเกบ็ทั้งหมด โดยวธีิ Blotter 

น ำเมล็ดพืชทั้ง 4 ชนิด จ ำนวน 50 เมล็ด มำวำงบนกระดำษเพำะในกล่องพลำสติก โดยใช้
กระดำษเพำะเมล็ด และน ้ ำกลัน่ท่ีผำ่นกำรน่ึงฆ่ำเช้ือแลว้ หลงัจำกนั้นน ำไปวำงท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2 
องศำเซลเซียส) นบัเมล็ดท่ีมีเช้ือในวนัท่ี 4 หลงัเพำะ รำยงำนผลเป็นร้อยละของกำรปนเป้ือนของเช้ือรำ
บนเมล็ด 
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2. ความช้ืน (ISTA, 2008) 
 ชัง่เมล็ดท่ีบดแบบหยำบดว้ยเคร่ืองชัง่ท่ีมีจุดทศนิยม 4 ต ำแหน่ง ประมำณ 1 กรัม ใส่ตวัอยำ่ง
ลงในกระป๋องอะลูมิเนียม แลว้น ำตวัอยำ่งไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 130 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 1±2 ชัว่โมง ปิดฝำกระป๋องจำกนั้นน ำไปวำงในโถดูดควำมช้ืน (desiccator) จนกระทัง่อุณหภูมิ
ลดลงเท่ำกับอุณหภูมิห้อง ชั่งน ้ ำหนักหลงัอบ ทดลองอบซ ้ ำจนได้น ้ ำหนักคงท่ี แล้วน ำมำค ำนวณ
ควำมช้ืนของเมล็ดตำมสูตร 

ควำมช้ืนของเมล็ด (%)      =         (น ้ำหนกัก่อนอบ – น ้ำหนกัหลงัอบ) x 100 
              น ้ำหนกัก่อนอบ 
 

3. เปอร์เซ็นต์ความงอก (Germination) (ISTA, 2008) 
น ำเมล็ดพนัธ์ุขำ้วและถัว่เขียว มำเพำะโดยวิธี between paper โดยวำงเมล็ดบนกระดำษเพำะ 2 

ชั้น จ ำนวน 50 เมล็ด แลว้ปิดทบัดว้ยกระดำษอีกชั้นหน่ึง  น ำไปวำงไวใ้นตูเ้พำะอุณหภูมิสลบั 20/30 
องศำเซลเซียส 12/12 ชัว่โมง  ตรวจนบัจ ำนวนตน้กลำ้ปกติของเมล็ดพนัธ์ุขำ้วในวนัท่ี 7 และวนัท่ี 14 
และเมล็ดพนัธ์ุถัว่เขียวในวนัท่ี 4 และวนัท่ี 7 หลงัเพำะ  
 
4. ดัชนีการงอกของเมลด็ (Germination Index; GI)  

น ำเมล็ดพนัธ์ุมำเพำะแบบ Top of paper โดยวำงเมล็ดบนกระดำษเพำะในกล่องพลำสติก 
บนัทึกจ ำนวนตน้กลำ้ปกติทุกวนั โดยเร่ิมตั้งแต่วนัท่ีสังเกตเห็นตน้กลำ้ปกติจนกระทัง่วนัสุดทำ้ย แลว้
น ำมำค ำนวณตำมสูตร 

 
GI =    N 

    D  
 เม่ือ     N = จ ำนวนตน้กลำ้ปกติในวนัท่ี D 
    D = จ ำนวนวนัหลงัเพำะเมล็ด 
 
5. ปริมาณไขมันทั้งหมด  

ชัง่เมล็ดท่ีบดแลว้อบแห้งจนน ้ ำหนกัคงท่ีปริมำณ 1.5 กรัม และห่อตวัอยำ่งดว้ยกระดำษกรอง 
whatman เบอร์ 1 ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 90 มิลลิเมตร จำกนั้นน ำไปใส่ในทิมเบิล (thimble) ท่ีมี
ขนำดพอเหมำะกบัตวัอยำ่ง น ำทิมเบิลจุ่มลงในถว้ยสกดั (ท่ีอบและชัง่น ้ ำหนกัไวแ้ลว้) ท่ีใส่ปิโตรเลียม
อีเทอร์เตรียมไวป้ริมำตร 60 มิลลิลิตร ท ำกำรสกัดด้วยเคร่ืองสกัดซอกซ์เทค (Soxtec apparatus, 
TECATOR, Sweden) ตำมขั้นตอนต่อไปน้ี 
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1. กำร boiling เป็นกำรตม้ตวัอย่ำงท่ีอยู่ในทิมเบิลโดยใช้ปิโตรเลียมอีเทอร์เพื่อสกดัเอำน ้ ำมนั
ออกมำจำกตวัอยำ่ง ขั้นตอนน้ีใชเ้วลำ 20 นำที 

2. กำร rinsing เป็นขั้นตอนกำรชะน ้ ำมนัออกมำจำกตวัอยำ่งแลว้ให้ไหลลงไปในถว้ยสกดัโดย
กำรใชปิ้โตรเลียมอีเทอร์ไหลผำ่นทิมเบิล ขั้นตอนน้ีใชเ้วลำ 45 นำที 

3. กำร evaporation เป็นกำรระเหยปิโตรเลียมอีเทอร์ออกจำกตวัอยำ่ง ขั้นตอนน้ีใชเ้วลำ 30 นำที 
 จำกนั้นให้น ำถว้ยสกดัท่ีมีลิปิดอยูอ่อกจำกเคร่ืองสกดัซอกซ์เทคแลว้น ำไปอบในตูอ้บลมร้อน
ท่ีอุณหภูมิ 105 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นน ำถว้ยสกดัไปวำงให้เยน็ในโถดูดควำมช้ืน 
แลว้ชัง่น ้ำหนกัเพื่อหำปริมำณไขมนั 
วธีิค ำนวณ 

 ปริมำณไขมนัทั้งหมด (%) = 100 (W1-W2)/W  
                                    เม่ือ   W1  =  น ้ำหนกัของถว้ยรวมกบัไขมนั 
            W2  =  น ้ำหนกัของถว้ย 

         W   =  น ้ำหนกัตวัอยำ่งแหง้ (กรัม) 
          
6. ปริมาณกรดไขมันอสิระ (Free Fatty Acid) (ดัดแปลงจาก AOAC, 1995) 

กำรวเิครำะห์หำกรดไขมนัอิสระของเมล็ดพนัธ์ุ โดยน ำเมล็ดพนัธ์ุบดละเอียด  10  กรัม ใส่ลง
ไปในกรวยแยกสำร  (separating  funnel) เติมเบนซิน (benzene) 25 มิลลิลิตร เขยำ่อยำ่งสม ่ำเสมอเป็น
เวลำ 30 นำที กรองสำรละลำยท่ีไดด้ว้ยกระดำษกรองเบอร์ 4 ปิเปตสำรละลำยท่ีได ้10  มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพู ่จำกนั้นเติมสำรละลำยเอทำนอลร้อยละ  95 จ ำนวน  10  มิลลิลิตร  หยดฟีนอฟธำลีน 1-2 
หยด เป็นอินดิเคเตอร์  จำกนั้นน ำสำรละลำยไปไตรเตรทกบัโปแตสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) ควำม
เขม้ขน้ 0.01 นอร์มอล จนกระทัง่สำรละลำยสีเหลืองเปล่ียนเป็นสีชมพูจำง น ำค่ำท่ีไดไ้ปค ำนวณหำค่ำ
กรดไขมนัอิสระโดย blank คือ เบนซิน  10  มิลลิลิตร ผสมกับเอทำนอลร้อยละ 95 จ ำนวน 10 
มิลลิลิตร จำกนั้นน ำปริมำณ KOH ท่ีใช้ในกำรไตรเตรทมำคูณกบัแฟคเตอร์ของกรดไขมนัโอเลอิค 
(oleic acid) ตำมสูตร 

 
กำรคิดน ้ำหนกัแหง้ของตวัอยำ่ง (กรัม) =   (100 - A) x (B)  
                100 
   เม่ือ  A  = ควำมช้ืนเมล็ดพนัธ์ุ 
    B = น ้ำหนกัเมล็ดพนัธ์ุตวัอยำ่ง 
 
กำรค ำนวณกรดไขมนัอิสระ  (mg KOH/100 กรัมตวัอยำ่ง)    = (V-B) x N x 28.2 x 2.5 
           น ้ำหนกัแหง้ของตวัอยำ่ง 
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เม่ือ       V           = มิลลิลิตรของสำรละลำยโปแตสเซียมไฮดรอก
ไซดท่ี์ใชไ้ตรเตรทกบัตวัอยำ่ง 

B           = มิลลิลิตรของสำรละลำยโปแตสเซียมไฮดรอก
ไซดท่ี์ใชไ้ตรเตรทกบั  blank 

    N = ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำย KOH 
28.2      = แฟคเตอร์ในกำรค ำนวณเทียบเป็น oleic acid  
2.5        = โมลของเบนซิน 
 

7. กจิกรรมเอนไซม์ไลเปส (ดัดแปลงจากวธีิของ Gupta และคณะ, 2002) 
ชัง่น ้ำหนกัเมล็ดพืชแต่ละชนิดท่ีบดละเอียด 5 กรัม  น ำมำสกดัโปรตีนดว้ยสำรละลำยแคลเซียมคลอ

ไรด์ควำมเขม้ขน้ 0.01 โมลำร์ ปริมำตร 10 มิลลิลิตร ดว้ยเคร่ืองโฮโมจีไนเซอร์ (18,000 รอบ/นำที) ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ป่ันเป็นเวลำ 1 นำที  จำกนั้นตกตะกอนดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ีควำมเร็ว 
12,000 รอบ/นำที อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 45 นำที น ำส่วนใส (supernatant) ท่ีไดม้ำ
วิเครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ตำมวิธีของ Gupta และคณะ (2002) โดย 1 หน่วยกิจกรรมของเอนไซม ์
(unit/mg protein) หมำยถึง ปริมำณของ p-nitrophenol (ไมโครโมล) ท่ีเกิดจำกปฏิกิริยำไฮโดรไลซิส
ของสำรตั้งตน้  p-nitrophenylpalmitate ในเวลำ 1 นำที ท่ีควำมยำวคล่ืน 410 นำโนเมตร และหำ
ปริมำณโปรตีนทั้งหมดตำมวธีิของ Bradford (1976)  

 
3.3 สถานทีท่ าการทดลอง 

หอ้งปฏิบติักำรเทคโนโลยหีลงักำรเก็บเก่ียวเมล็ดพืชและเมล็ดพนัธ์ุ หลกัสูตรเทคโนโลยีหลงั
กำรเก็บเก่ียว คณะทรัพยำกรชีวภำพและเทคโนโลยี มหำวิทยำลยัเทคโนโลยีพระจอมเกล้ำธนบุรี 
ส ำนกังำนวิจยัพฒันำและฝึกอบรมโรงงำนตน้แบบ มหำวิทยำลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลำ้ธนบุรี วิทยำ
เขตบำงขุนเทียน (อนุเครำะห์เคร่ือง Soxtec)  และสถำบนัเทคโนโลยีนิวเคลียร์แห่งชำติ  (องค์กำร
มหำชน)  (อนุเครำะห์กำรฉำยรังสีแกมมำ) 


