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บทที่ 3 การด าเนินงานวจิัย 

 
3.1 การเตรียมวตัถุดิบ 

บร็อคโคลีพนัธ์ุท๊อปกรีน จากจงัหวดันครปฐมเก็บเก่ียวแลว้ขนส่งมายงัห้องปฏิบติัการสาขาวิชา
เทคโนโลยีหลงัการเก็บเก่ียว คณะทรัพยากรชีวภาพและเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้
ธนบุรี (บางขนุเทียน) หลงัจากนั้นคดัเลือกขนาดและวยัท่ีใกลเ้คียงกนั เพื่อใชด้ าเนินการทดลองต่อไป  
 
3.2 วธีิการทดลอง 
 การทดลองท่ี 1 เพื่อศึกษาการเส่ือมสภาพภายหลงัการเก็บเก่ียวของบรอคโคล่ีต่อการเกิดการตาย
แบบโปรแกรม (PCD) น าบรอคโคล่ีท่ีเตรียมไดจ้ากขา้งตน้ มาบรรจุในตะกร้าแลว้น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 
20 ◦C และมืดสนิท แบ่งชุดการทดลองดงัน้ี 
  ชุดการทดลองท่ี 1 ชุดควบคุม เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 ◦C และมืดสนิท 0 ชัว่โมง 
  ชุดการทดลองท่ี 2 เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 ◦C และมืดสนิท 12 ชัว่โมง 
  ชุดการทดลองท่ี 3 เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 ◦C และมืดสนิท 24 ชัว่โมง 
  ชุดการทดลองท่ี 4 เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 ◦C และมืดสนิท 48 ชัว่โมง 
  ชุดการทดลองท่ี 5 เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 ◦C และมืดสนิท 72 ชัว่โมง 
  
บนัทึกผลการทดลอง โดยวเิคราะห์ดงัน้ี  
 
 การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของความร้อนต่อการเกิดการตายแบบโปรแกรม(PCD) 
 น าบร็อคโคล่ีท่ีเตรียมไดจ้ากขา้งตน้ น ามาให้ความร้อนท่ี 55 ◦C 10 นาที และท่ีไม่ไดรั้บความร้อน 
(ชุดควบคุม) หลงัจากนั้นน ามาเก็บ ท่ีอุณหภูมิต่างกนัและระยะเวลาต่างกนั แบ่งเป็นชุดการทดลองดงัน้ี 
 ชุดการทดลองท่ี 1 ชุดควบคุมท่ีไม่ได้รับความร้อนท่ี 55 ◦C 10 นาที เก็บรักษาท่ี 20 ◦C เป็น
ระยะเวลา 0, 12, 24, 48 ชัว่โมง 
 ชุดการทดลองท่ี 2 ชุดควบคุมท่ีไม่ได้รับความร้อนท่ี 55 ◦C 10 นาที เก็บรักษาท่ี 10 ◦C เป็น
ระยะเวลา 0, 12, 24, 48 ชัว่โมง 
 ชุดการทดลองท่ี 3 ชุดท่ีไดรั้บความร้อนท่ี 55 ◦C 10 นาที เก็บรักษาท่ี 20 ◦C เป็นระยะเวลา 0, 12, 24, 
48 ชัว่โมง 
 ชุดการทดลองท่ี 4 ชุดท่ีไดรั้บความร้อนท่ี 55 ◦C 10 นาที เก็บรักษาท่ี 10 ◦C เป็นระยะเวลา 0, 12, 24, 
48 ชัว่โมง 
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การทดลองท่ี 3 ศึกษาผลของ 1- MCP ต่อการเกิดการตายแบบโปรแกรม (PCD) ในบรอคโคล่ีท่ีผา่นการให้
ความร้อน 
 น าบร็อคโคล่ีมารมดว้ย 1- methylcyclopropene (1-MCP) ความเขม้ขน้ 1 ไมโครลิตร หลงัจากนั้น
น ามากระตุน้ให้ ความร้อนท่ี 55 ◦C 10 นาที และท่ีไม่ผา่นความร้อน (ชุดควบคุม) หลงัจากนั้นน ามาเก็บท่ี 
20◦C และ 10◦C เป็นเวลา 0 ,12 ,24 ,48 ชัว่โมง ต่อการเกิด PCD แบ่งเป็นชุดการทดลองดงัน้ี 
 ชุดการทดลองท่ี 1 รมดว้ย 1-MCP ความเข็มขน้ 1 ไมโคลิตร แลว้ไม่ไดใ้ห้ความร้อน น ามาเก็บท่ี 
20◦C เป็นเวลา 0 ,12 ,24 ,48 ชัว่โมง 
 ชุดการทดลองท่ี 2 รมดว้ย 1-MCP ความเข็มขน้ 1 ไมโคลิตร แลว้ไม่ไดใ้ห้ความร้อน น ามาเก็บท่ี 
10◦C เป็นเวลา 0 ,12 ,24 ,48 ชัว่โมง 
 ชุดการทดลองท่ี 3 รมด้วย 1-MCP ความเข็มขน้ 1 ไมโคลิตร แลว้น าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ  
50◦C 10 นาที แลว้น ามาเก็บท่ี 20◦C เป็นเวลา 0 ,12 ,24 ,48 ชัว่โมง 
 ชุดการทดลองท่ี 4 รมด้วย 1-MCP ความเข็มขน้ 1 ไมโคลิตร แลว้น าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ  
50◦C 10 นาที แลว้น ามาเก็บท่ี 10◦C เป็นเวลา 0 ,12 ,24 ,48 ชัว่โมง 
 
บนัทึกผลการทดลอง โดยวเิคราะห์ดงัน้ี  
 
3.2.1 การเหลอืงของดอก  
บนัทึกภาพการเปล่ียนแปลงสีของดอกย อย  
  
3.2.2 การเปลีย่นแปลงสี (L, b, H°)  

วดัค าการเปล่ียนแปลงสีของดอกบร็อคโคลีโดยใช เคร่ืองวดัสี Colorimeter (Minolta CR-
300,Osaka, Japan)  วดัด านบนของดอก 3  จุด (ดดัแปลงจาก Ku  และ Wills, 1999)  รายงานผลโดย
พิจารณาจากการเปล่ียนแปลงของค า Hue angle ค าความสว าง และการเปล่ียนแปลงจากสีเขียวเป
นสีเหลือง 

 H° = tan-1 (a / b)  
โดยท่ี  a คือ เหลือง / น ้าเงิน (yellow / blue)  

             b คือ แดง / เขียว (red / green)  
              L คือ ค าความสว างของสี 
การอ านผล คือ ถ าค าท่ีได อยู ใกล  90° แสดงให เห็นว าดอกเกิดการเปล่ียนเป นสี
เหลืองทั้งหมด แต ถา้ค าท่ีได อยู ใกล 180° แสดงให เห็นว าดอกยงัเป นสีเขียว  
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3.2.3 ปริมาณคลอโรฟ ลล    

น าดอกบร็อคโคลี 1 กรัม ผสมกบัสารละลาย acetone ความเข มข นร อยละ 80 ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร บดให ละเอียดด วยทรายในโกร งบดละเอียด (Purified acid sand) แล วกรองเอาส วน
ของสารละลายท่ีสกดัได ด วยกระดาษกรองเบอร  1 ปรับปริมาตรสารละลายท่ีได ให ครบ 100 
มิลลิลิตร ด วย acetone ความเข มข นร อยละ 80  หลงัจากนั้นน าเอาสารละลายท่ีได ไปวดัค า
การ ดูดก ลืนแสงของสารละล าย ท่ี ได ด วย เค ร่ื องว ัดการ ดูดก ลืนแสง  Spectrophotometer 
(Shimadzu,Japan) และเปรียบเทียบกบัสารละลาย acetone ความเข มข นร อยละ 80 (blank) ท่ีความ
ยาวคล่ืน 645 และ 663 นาโนเมตร น าค าท่ีได มาค านวณตามสมการดงัต อไปน้ี (Coursey, 1983)  

Chlorophyll a = 12.7A663 – 2.69A645  
Chlorophyll b = 22.9A645 – 4.68A663  
Chlorophyll a + b = 20.2A663 – 8.02A645  

ก าหนดให A คือค าการดูดกลืนแสงท่ีอ านได จากความยาวช วงคล่ืนท่ีใช ในการทดสอบ (นา
โนเมตร) 
 
3.2.6 การผลติเอทลินี (Gemma และคณะ, 1994)  

การผลิตเอทิลีนของดอกบร็อคโคลีวดัได โดยการน าเอาส วนของก านดอกย อยเก็บไว
ในภาชนะท่ีปิดสนิทท่ีมีปริมาตร 390 มิลลิลิตร เก็บในท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป นเวลา 5 ชัว่โมง แล

วใช กระบอกเข็มฉีดยาดูดเอาอากาศภายในกล องปริมาตร 1  มิลลิลิตร  น ามาฉีดเข าเคร่ืองวดั
ปริมาณก าซ Gas chromatograph  (Shimadzu, Japan) รุ น 14A ส าหรับการวิเคราะห ก าซเอทิลีน 
ใช  column ชนิด porapack Q (Mesh 60/80) โดยใช สภาพของการวดัดงัน้ี 
 

Column    Porapack Q  
Column temperature   180 องศาเซลเซียส  
Inject temperature   120 องศาเซลเซียส  
Detector    TCD  
Carrier gas     N2  

  
3.2.7 อตัราการหายใจ (Gemma และคณะ, 1994)  

อตัราการหายใจของดอกบร็อคโคลีวดัได จากปริมาณก าซคาร บอนไดออกไซด ท่ีบร็อ
คโคลีผลิตข้ึน  โดยการน าเอาส วนของดอกเก็บไว ในภาชนะท่ีป ดสนิทท่ีมีปริมาตร 390  มิลลิลิตร  
เก็บในท่ีอุณหภูมิ  10      องศาเซลเซียส  เป นเวลา 5 ชัว่โมง  ใช กระบอกเข็มฉีดยาดูดเอาอากาศภายใน
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กล องมา 1 มิลลิลิฉีดเข าเคร่ืองวดัปริมาณก าซ Gas chromatograph (Shimadzu, Japan) รุ น 8A 
โดยใช สภาพของการวดัดงัน้ี 
   

Column    Porapack Q  
Column temperature   150 องศาเซลเซียส  
Inject temperature   100 องศาเซลเซียส  
Detector    TCD  
Carrier gas    He  

  
3.2.8 สกดั DNA เพือ่ตรวจสอบ DNA laddering (Genomic Mini Kit, Geneaid Co., Ltd) 
 น าตัวอย่างบรอคโคล่ีมา 50 มิลลิกัมบดโดยผสม 400 ไมโครลิตรของบัฟเฟอร์ GP1 และ 5 
ไมโครลิตรของ RNAse A ในหลอดและผสมให้เขา้กนัโดยใช ้vortex น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
10 นาที ในระหวา่งท่ีบ่มใหเ้ขยา่หลอดทุกๆ 5 นาที หลงัจากนั้นเติมสารบฟัเฟอร์ GP2 ลงไป 100 ไมโครลิตร
ผสมให้เขา้กนัโดยใช้ vortex หลงัจากนั้นวางไวบ้นน ้ าแข็ง 3 นาที น าตวัอย่างท่ีบ่มแลว้ยา้ยลงใส่ใน filter 
column และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 1000 x g นาน 1 นาที น าสารละลายท่ีไดน้ ามายา้ยใส่ใน หลอดส าหรับป่ัน
เหวีย่งขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร์ GP3 (ผสม Isopropanol แลว้) 1.5 เท่าของปริมาณสารละลายตวัอยา่ง 
แลว้น าไป vortex นาน 5 วินาที หลงัจากนั้นยา้ยสารตวัอยา่งท่ีไดไ้ปใส่ใน GD column และ collection tube 
และน าไปป่ันเหวีย่ง เป็นเวลา 2 นาที น าสารส่วน supernatant ทิ้งไป เหลือกแต่ GD column หลงัจากนั้นเติม
บฟัเฟอร์ W1 400 ไมโครลิตรลงใน GD column น าไปป่ันเหวีย่ง 30 วนิาที น าสารละลายใสส่วน supernatant 
ทิ้ง และเติม wash บฟัเฟอร์ ปริมาณ 600 ไมโครลิตร ลงไปใน GD column น าไปป่ันเหวี่ยงนาน 30 วินาที 
แลว้น าสารละลายส่วนใสทิ้งไป น า GD column ไปใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
elution buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไปใน GD column ตั้งทิ้งไว ้5 นาที หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง
เป็นเวลา 30 วินาทีเพื่อจะดึงดีเอนเอท่ีติดกบั GD column ลงมา หลงัจากนั้นจะไดดี้เอนเอท่ีอยู่ในหลอด 
microcentrifuge และน าดีเอนเอท่ีได้ มาแยกโดยใช้อิเลคโตรโฟลิซิสบนวุน้เจลอะกาโลส  (Agarose gel 
Electrophoresis) oe 
 
 
3.2.9 ตรวจสอบ Triphenyl tetrazolium chloride (TTC reduction) (Ishikawa et al., 1995) 
 การวดัค่าความมีชีวิตโดยวดัอตัราการเกิดปฎิกิริยาของเอนไซม์ NADH dehydrogenase โดยวิธี 
Triphenyl tetrazolium chloride assay โดยน าตวัอยา่งบรอคโคล่ี 0.2 g FW ลา้งดว้ย sterile water 3 คร้ัง 
หลงัจากนั้นใส่ตวัอยา่งลงในหลอดทดลองท่ีมี 4 ml ของ 0.08% TTC (Triphenyl tetrazolium chloride) ใน 
0.05 M potassium phosphate buffer, pH 7.5 ทิ้งไวน้าน 2 ชัว่โมง ท่ี 23ºC ในท่ีมืด กรองเอาตวัอยา่งออก น า
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บฟัเฟอร์ทิ้งไป และน าตวัอยา่งบรอคโคล่ีมาสกดัสาร reduced TTC ออกโดยใส่ 95% ethanol  5 ml และวาง
ทิ้งไว ้ในท่ีมืด 24 ชั่วโมง อุณหภูมิห้อง พอครบเวลา น ามากรอง  หลงัจากนั้นน าสารละลายสีแดงของ 
reduced TTC ท่ีสกดัออกจากบรอคโคล่ีไปวดั ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีค่า OD 485 nm 
3.2.10 การวเิคราะห ข อมูล  

วเิคราะห ข อมูลโดยใช โปรแกรม IRRISTAT วเิคราะห สถิติ ANOVA (Analysis of 
Variance) โดยท่ีแต ละวธีิการทดลองมีทั้งหมด 3 ซ ้ า 
  
3.2.11 สถานทีด่ าเนินการวจัิย  

ห องปฏิบติัการสาขาวชิาเทคโนโลยหีลงัการเก็บเก่ียว คณะทรัพยากรชีวภาพและเทคโนโลย ี
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกล าธนบุรี (บางขนุเทียน) 
 


