
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัสดุเกษตร 

ผลสมพันธุสายน้ําผ้ึง (Citrus reticulata Blanco cv. Sai Nam Puang) จากบริษัท 
เชียงใหม ธนาธร จํากัด อําเภอฝาง จังหวัดเชียงใหม ขนาดเบอร 4-5 มีเสนผานศูนยกลาง 6.2-6.7 
เซนติเมตร น้ําหนักผลประมาณ 104 กรัม เก็บเกี่ยวท่ีระยะความแกทางการคา ในชวงเดือนธันวาคม-
กุมภาพันธ พ.ศ. 2552 ผานการเคลือบผิวดวยสารเคลือบผิว CITROSOL-AK จากบริษัท 
เชียงใหมธนาธร จํากัด โดยมีความหนาของสารเคลือบผิวโดยเฉล่ีย 0.034 มิลลิเมตร ขนสงมายัง
หองปฏิบัติการสถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม คัดเลือกผลท่ีไมมี
ตําหนิ แลวบรรจุผลสมลงในตะกราพลาสติก เก็บรักษาผลสมไวในตูควบคุมอุณหภูมิ 10±2, 16±2, 
22±2 และ 28±2 องศาเซลเซียส เพื่อใชทําการทดลองในวันถัดไป 
 
3.2 วัสดุอุปกรณ 

3.2.1 เคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง (Electronic analytical balance, 

Mettler Toledo, PB 3002-5, Switzerland) 
3.2.2 เคร่ือง digital refractometer (ATAGO, PR-101, Japan) 
3.2.3 เคร่ืองไทเทรตอัตโนมัติ (Autotitrator, SCHOTT, TitroLine easy, Belgium) 
3.2.4 เคร่ืองพีเอชมิเตอร (pH-meter, SCHOTT GERATE, Consort C 831, 

Belgium) 
3.2.5 เคร่ือง Gas Chromatograph (TRACE GC, Thermo Quest Italia SpA., 

Italy) 
3.2.6 เคร่ือง Gas Chromatograph (Agilent, 6820N, U.S.A) 
3.2.7 เคร่ืองไทเทรต (digital burette, SLAMED, Burette Digital DB, Germany) 
3.2.8 ตูควบคุมอุณหภูมิ (Incubator, SANYO, MIR-553, Japan) 
3.2.9 อางควบคุมอุณหภูมิระบบหมุนเวียน (Heat circulator water bath, MV-26, 

Germany) 
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3.3 ขอบเขตการวิจัย 
งานวิจัยนี้แบงออกเปน 2 การทดลองคือ 
 
การทดลองท่ี 1 ทํานายการเกิดการหมักของผลสมพันธุสายน้ําผ้ึงท่ีเคลือบผิวดวยสาร         

เคลือบผิวทางการคา ตอการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ สรีรวิทยา และเคมีของผลสมพันธุสายนํ้าผ้ึง  
การทดลองท่ี 2 เปรียบเทียบการเกิดการหมักของผลสมพันธุสายนํ้าผ้ึงท่ีผานการเคลือบผิว 

กับการพยากรณ เพื่อ validate model 
 

3.4 วิธีการทดลอง 
การทดลองท่ี 1 ทํานายการเกิดการหมักของผลสมพันธุสายน้ําผึ้งท่ีเคลือบผิวดวยสาร

เคลือบผิวทางการคา ตอการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ สรีรวิทยา และเคมีของผลสมพันธุสายน้ําผึ้ง  
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design: CRD) โดยมี

กรรมวิธีในการทดลองคือ เก็บรักษาผลสมพันธุสายนํ้าผ้ึงท่ีอุณหภูมิ 10±2, 16±2, 22±2 และ 28±2 
องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ 70±2, 75±2, 78±2 และ 82±2  เปอรเซ็นต ตามลําดับ ทําการทดลอง 
3 ซํ้าๆ ละ 3 ผล ทําการตรวจวิเคราะหผลทุกๆ 3 วัน จนกระท่ังเกิดการหมัก ศึกษาอายุการเก็บรักษา 
(วัน) ของผลสมท่ีเก็บรักษาในแตละชวงอุณหภูมิ เพื่อการทํานายการเกิดการหมักและหา
ความสัมพันธของอุณหภูมิท่ีใชเก็บรักษากับปริมาณเอทานอลท่ีมีผลตอคุณภาพระหวางการเก็บ
รักษาเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิตางๆ ทําการตรวจวิเคราะหการเปล่ียนแปลงคุณภาพของผลสมตามวิธีการ
ในหัวขอ 3.5 

 
การทดลองท่ี 2 เปรียบเทียบการเกิดการหมักของผลสมพันธุสายน้ําผึ้งท่ีผานการเคลือบผิว 

กับการพยากรณ เพื่อ validate model 
 การทดลองเพ่ือเปรียบเทียบยืนยันความถูกตองของการพยากรณการเกิดการหมักและการ
สูญเสียน้ําหนักของผลสม ท่ีไดมาจากการทดลองท่ี 1  

โดยการศึกษาความสัมพันธระหวางตัวแปร 2 ตัว  โดยตัวแปรหนึ่งเปนตัวแปรเหตุ หรือตัว
แปรอิสระ (independent variable) และอีกตัวแปรหน่ึง เปนตัวแปรผล หรือตัวแปรตาม 
(dependent variable) จากการทดลองท่ี 1 พบวา เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักของผลสม และ
ปริมาณเอทา-นอลในน้ําสมค้ันนั้นมีความสัมพันธกับระยะเวลาในการเก็บรักษาผลสม ซ่ึงการศึกษา
ความสัมพันธ สามารถใชสถิติการถดถอยอยางงาย (simple regression)  มาหาความสัมพันธ
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ระหวางตัวแปร โดยสมการการถดถอยอยางงายเชิงเสน (simple linear regression equation) 

เขียนไดดังนี้ 
 

Y = aX + b 
 

จากสมการขางตน นํามาศึกษาหาความสัมพันธของ 
1. ความสัมพันธระหวางปริมาณเอทานอลและระยะเวลาในการเก็บรักษา 

 2. ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักและระยะเวลาในการเก็บรักษา 
เพ่ือนําความสัมพันธท่ีไดมาสรางสมการพยากรณทํานายการเกิดการหมัก และการสูญเสียน้ําหนัก
ของผลสมพันธุสายนํ้าผ้ึง โดยใชผลสมพันธุสายนํ้าผ้ึงจํานวน 10 ผล เก็บรักษาในสภาพอุณหภูมิ
เดียวกันกับการทดลองที่ 1 ทําการตรวจวิเคราะหผลในวันท่ี 15 และ 30 ภายหลังการเก็บรักษา หา
ความแตกตางของขอมูลผลการทดลองกับสมการพยากรณ 
  
3.5 วิธีการวิเคราะหผล 

3.5.1 เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักสด 
การสูญเสียน้ําหนักคือ น้ําหนักท่ีหายไปของผลสมระหวางการเก็บรักษา โดยการช่ัง

น้ําหนักผลสมพันธุสายนํ้าผ้ึงเม่ือวันเร่ิมตนทดลองโดยใชเคร่ืองช่ังละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง 
แลวนําไปเก็บรักษาไวท่ีชวงอุณหภูมิตางๆ ขางตน ทําการช่ังน้ําหนักทุกๆ 3 วัน โดยใชผลสมชุดเดิม
ในแตละกรรมวิธี นํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก ดังนี้ 
 
เปอรเซ็นตการสูญเสียนํ้าหนัก = นํ้าหนักผลสมกอนการเก็บรักษา-นํ้าหนักผลสมหลังการเก็บรักษา x 100 
     นํ้าหนักผลสมกอนการเก็บรักษา 

 
3.5.2 ปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายนํ้าได (total soluble solids; TSS) 
ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําไดท้ังหมดคือ ปริมาณของสารประกอบชนิดตางๆ ท่ีละลายได

อยางสมบูรณในตัวทําละลายท่ีมีอยูในน้ําผลไม ของแข็งท่ีละลายนํ้าไดมักจะเปนน้ําตาลและกรด
อินทรียชนิดตางๆ รวมท้ังกรดแอมิโนและกรดแอสคอรบิกดวย (ลักขณาและนิธิยา, 2544) นําน้ําสม
ค้ันมาวิเคราะหปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายน้ําไดโดยใชเคร่ือง digital refractometer โดย
หยดน้ําสมลงบนแผนปริซึมของเคร่ืองมือ ซ่ึงอานคาไดตั้งแต 0-45 เปอรเซ็นต  
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 3.5.3 ปริมาณกรดท้ังหมดท่ีไทเทรตได (titratable acidity; TA) 
 การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล 
 ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide, MERCK, Darmstadt, Germany) 4.0 
กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

การวิเคราะหปริมาณกรดท้ังหมดท่ีไทเทรตได โดยการนําน้ําสมค้ันตัวอยางท่ีมีจํานวน
แนนอนมาไทเทรตกับสารละลายดางมาตรฐาน จนถึงจุดยุติ (end point) โดยสังเกตจากคาพีเอช 

ปริมาณกรดท้ังหมดท่ีไทเทรตไดวิเคราะหโดยวิธีไทเทรตชัน ช่ังน้ําสมค้ันจํานวน 5 
มิลลิลิตร มาเติมน้ํากล่ันจํานวน 45 มิลลิลิตร ผสมตัวอยางกับน้ําใหเขากัน แลวจึงไทเทรตดวยเคร่ือง
ไทเทรตอัตโนมัติ กับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล จนสารละลายมีคาพี
เอชเทากับ 8.2 บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใช แลวจึงคํานวณหาปริมาณ
กรดท้ังหมดท่ีไทเทรตไดในรูปของกรดซิตริก มีหนวยเปนเปอรเซ็นต (กรัมตอ 100 กรัมน้ําสมค้ัน) 
โดยเปรียบเทียบกับคามาตรฐานดังนี ้(AOAC, 2000) 
 1 มิลลิลิตร สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล ทําปฏิกิริยาสมมูล
พอดีกับกรดซิตริก 0.07 กรัม 
 
ปริมาณกรดท้ังหมด (%) = ความเขมขนของNaOH(0.1N) x ปริมาตรของNaOH(ml.) x 0.07 x100 
      ปริมาตรน้ําสมค้ัน (ml.) 
 
 * milliequivalent of citric acid (anhydrous) = 0.07 

 
3.5.4 คาพีเอช 
การวัดคาพีเอชเปนการวัดคาความเปนกรดหรือความเปนดางของสารละลายใดๆ ซ่ึงผัน

แปรตามความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนท่ีมีอยูในสารละลายน้ันๆ (นิธิยา, 2549) เม่ือความ
เขมขนของไฮโดรเจนไอออนเพ่ิมข้ึน คาพีเอชจะลดลง 

 
pH = -log[H+] เม่ือ [H+] คือความเขมขนของไฮโดรเจนไอออน 

นําน้ําสมค้ันมาวัดคาพีเอชดวยเคร่ืองพีเอชมิเตอร  
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3.5.5 ปริมาณวิตามินซี 
วิตามินซีหรือกรดแอสคอรบิก (ascorbic acid) (ไมมีสี) จะไปทําปฏิกิริยาออกซิเดชัน-

รีดักชันกับ indophenol dye คือ 2,6-dichlorophenol-indophenol (สีน้ําเงินเขม) เกิดเปน
สารละลายไมมีสี เม่ือถึงจุดยุติท่ีเกินพอ จะเปนสีชมพูในสารละลายกรด ซ่ึงสารละลายท่ีมีกรดออก-
ซาลิกจะรักษาสภาพใหเปนกรด และหลีกเล่ียงการเกิด auto-oxidation ของกรดแอสคอรบิกท่ีคา 
พีเอชสูง 

การเตรียมสารเคมี 
- สารละลายกรดออกซาลิก ความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต โดยช่ังกรดออกซาลิก (oxalic 

acid, MERCK, Darmstadt, Germany) จํานวน 4.0 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตร
ดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

- สารละลาย 2,6-dichlorophenol-indophenol ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต โดยช่ัง 
2,6-dichlorophenol-indophenol (SIGMA-Aldrich, Chemie, Steinhem, Germany) 

จํานวน 0.4 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร คนให
ละลาย แลวนํามากรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 1 (Whatman, International, 

England) เก็บรักษาในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิต่ํา 
- สารละลายกรดแอสคอรบิกมาตรฐานความเขมขน 1,000 ppm โดยชั่งกรดแอสคอรบิก 

(ascorbic acid, HPLC grade, MERCK, Darmstadt, Germany) จํานวน 0.05 กรัม ละลายใน
กรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต แลวปรับปริมาตรดวยกรดออกซาลิก ใหครบ 50 
มิลลิลิตร ไดสารละลายกรดแอสคอรบิกมาตรฐานความเขมขน 1 มิลลิกรัม ตอ มิลลิลิตร (1,000 
ppm) แลวปเปตตสารละลายกรดแอสคอรบิกมาตรฐาน 1 มิลลิกรัม นําไปไทเทรตกับสารละลาย 
2 , 6 -dichlorophenol-indophenol จน ถึ ง จุ ด ยุ ติ  แล ว บัน ทึ กป ริม าต รส า รละล า ย  2 , 6 -

dichlorophenol-indophenol ท่ีใชไป เพื่อเปนมาตรฐานในการคํานวณหากรดแอสคอรบิก 
วิเคราะหหาปริมาณวิตามินซีหรือกรดแอสคอรบิกในน้ําสมค้ัน ดวยวิธี Indophenol ทํา

โดยช่ังน้ําสมค้ันจํานวน 10 กรัม มาเติมกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตร
เปน 100 มิลลิลิตร ใน volumetric flask แลวกรองดวยกระดาษกรอง Whatman NO.1 นํา
สารละลายท่ีกรองไดมา 10 มิลลิลิตร แลวจึงนําไปไทเทรตกับสารละลาย 2,6-dichlorophenol-

indophenol ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต ดวยเคร่ืองไทเทรต จนถึงจุดยุติซ่ึงไดสารละลายมีสีชมพู
ท่ีคงตัวนานประมาณ 15 วินาที แลวคํานวณหากรดแอสคอรบิก โดยใชปริมาตร 2,6-
dichlorophenol-indophenol ท่ีใชกับสารตัวอยาง เปรียบเทียบกับปริมาตร 2,6-dichlorophenol-

indophenol ท่ีใชกับสารละลายกรดแอสคอรบิกมาตรฐาน (Ranganna, 1986) 
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โดยคํานวณตามสูตร 
ปริมาตร indophenol dye   a   มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาพอดีกับกรดแอสคอรบิกเทากับ   1   มิลลิกรัม 
(จาก standard) 
ปริมาตร indophenol dye b มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาพอดีกับกรดแอสคอรบิกเทากับ(1xb)/aมิลลิกรัม 
(จากสารละลายตัวอยาง) 

เทากับ            c         มิลลิกรัม 
สารละลายน้ําสม  10      มิลลิลิตร มีปริมาณกรดแอสคอรบิก     เทากับ          c        มิลลิกรัม 
สารละลายน้ําสม เจือจาง 100    มิลลิลิตร มีปริมาณกรดแอสคอรบิก  เทากับ  (cx100)/10 มิลลิกรัม 

เทากับ            d         มิลลิกรัม 
น้ําสม   10       กรัม        มีปริมาณกรดแอสคอรบิก  เทากับ           d        มิลลิกรัม 
น้ําสม   100     กรัม        มีปริมาณกรดแอสคอรบิก  เทากับ  (dx100)/10  มิลลิกรัม 

เทากับ e มิลลิกรัม/100 กรัมน้ําสมค้ัน 
 

3.5.6 การวิเคราะหปริมาณเอทานอลในนํ้าสมคั้น 
เม่ือของพืชเซลลขาดออกซิเจน และ NADH ไมถูกออกซิไดซในระบบการถายทอด

อิเล็กตรอน ทําใหภายในเซลลท่ีขาดออกซิเจนจะมี NAD+ อยูนอย แตมี NADH มาก กรด        
ไพรูวิกจึงถูกรีดิวซไปเปนแอซีทัลดีไฮด หรือ เอทิลแอลกอฮอล และ  CO2  โดยมีเอนไซม 
pyruvate  decarboxylase  และเอนไซม alcohol dehydrogenase (ADH)  เรงปฏิกิริยาดัง
สมการ (ดนัย, 2540) 

 
       ADH 

แอซีทัลดีไฮด + NADH  < --------->  เอทานอล + NAD+ 
 

ปริมาณเอทานอลวิเคราะหไดโดยการใช gas chromatography (GC)  ซ่ึงดัดแปลงมาจาก
วิธีของ FMC FoodTech (2002) น้ําสมค้ัน 5 มิลลิลิตร ใสในขวดแกวสีชาขนาด 20 มิลลิลิตร ปด
ดวยจุกยาง บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิระบบหมุนเวียน  ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที ดูดเอาแกสบริเวณชองวางมาวิเคราะหดวยเคร่ือง GC โดยฉีดแกสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชเวลา
ในการวิเคราะหประมาณ 3 นาที ตอตัวอยาง นําพื้นท่ีใตกราฟท่ีไดมาคํานวณหาปริมาณเอทานอล
ในน้ําสมค้ัน โดยเปรียบเทียบกับเอทานอลมาตรฐาน 
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3.5.7 การวิเคราะหปริมาณแกสออกซิเจนและแกสคารบอนไดออกไซดภายในผลสม 
เคร่ือง GC เปนเคร่ืองมือท่ีใชแยกสารผสมท่ีสามารถระเหยกลายเปนไอได โดยมีแกสตัว

พา (carrier gas) เชน แกสฮีเลียม ไนโตรเจน ไฮโดรเจน หรืออากาศ ซ่ึงถูกปลอยจากตัวถังบรรจุ
แกสตัวพา โดยควบคุมความดันดวยมาตรวัดความดัน (gauge) เพื่อใหมีอัตราการไหลคงท่ีและ
ถูกตอง เม่ือฉีดสารตัวอยางเขาไป แกสตัวพาจะพาสารตัวอยางท่ีเปนไอผานไปยัง column ท่ีบรรจุ
เฟสอยูกับท่ี (stationary phase) และเคล่ือนท่ีไปยัง detector ซ่ึงตอเขากับเคร่ือง recorder 
หลังจากนั้นเคร่ือง recorder จะบันทึกผลออกมาเปน peak ซ่ึงเปนกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวางสัญญาณทางดีเทคเตอร (detector response) และเวลา เรียกวา chromatogram (นินนาท, 
2546) สวนประกอบของเคร่ือง GC มีลักษณะดังแสดงในภาพ 3.1 

 

 
 

ภาพ 3.1 สวนประกอบของเคร่ือง Gas chromatography 
ท่ีมา : http://www.kmitl.ac.th/sisc/GC-MS/main.html 

 
ใช syringe ขนาด 1 มิลลิลิตร พรอมเข็มขนาด 0.53 x 25 มิลลิลิตร (Nipro, บริษัทนิโปร 

ประเทศไทย จํากัด, ประเทศไทย) ท่ีผานการฉีดไลแกสออกซิเจนดวยแกสฮีเลียม แลวใชปลายเข็ม
แทงเขาไปบริเวณกึ่งกลางของกนผลสมระหวางท่ีแชผลสมไวใตน้ํา โดยใหปลายเข็มเขาไปอยู
บริเวณชองวางภายในผลสม แลวดูดเอาแกสออกมาวิเคราะหปริมาณแกสออกซิเจนและแกส
คารบอนไดออกไซดภายในผลสมดวยเคร่ือง GC ทําการฉีดแกสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชเวลาใน
การวิเคราะห 8.9 นาที ตอตัวอยาง เพ่ือนําพื้นท่ีใตกราฟท่ีไดมาคํานวณปริมาณแกสออกซิเจนและ
แกสคารบอนไดออกไซดภายในผลสม โดยเปรียบเทียบกับแกสมาตรฐาน 
 


