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บทที่ 3 

 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

วัสดุพันธุพืช 

เก็บเกี่ยวผลมังคุดที่ระยะที ่4 มีผิวมีมวงแดง 80-90 เปอรเซน็ต (ภาพที่ 3) หรือผลมังคุดมี

อายุประมาณ 40-60 วันหลงัจากวันดอกบาน จากสวนเกษตรกรที่ปลูกเปนการคาในพื้นที่ อําเภอข

ลุง จังหวัดจันทบุรี ในชวงเดือน พฤษภาคม  พ.ศ. 2552               

 

                                                    
 

                          ภาพท่ี 3 ผลมังคุดท่ีผิวมีสีมวงแดง 80-90 เปอรเซ็นต 

 

อุปกรณวิทยาศาสตร 

1. เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ Texture Analyzer รุน TA-XT2i/50 หัววัดลกูตุมขนาด (p/1S) 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร 

2. เคร่ืองชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน EK-600H ของบริษัท AND Company 

ประเทศญ่ีปุนชั่งนํ้าหนักไดสูงสุด 600 กรัม และแบบทศนิยม 4 ตําแหนง รุน HR-200 ของบริษัท 

AND Company ประเทศญ่ีปุน ชั่งนํ้าหนักไดสูงสุด 210 กรัม 

3. เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ (fruit firmness tester) รุน FHR-1  ของบริษัท Nippon Optical 

Works ประเทศญ่ีปุน ขนาด 1 กโิลกรัม หัววัดรูปทรงกระบอก เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร มี

หนวยเปนกิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร



4. เคร่ืองวัดการดูดกลนืแสง (digital spectrophotometer) รุน Spectro 23 ของบริษัท 

LaboMed ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5. เคร่ือง Centrifuge รุน1610 ของบริษัท Hettich Zentrifugen ประเทศเยอรมัน 

6. เคร่ืองวัดสี (chromameter) รุน CR-300 หัววัด CR-310 ของบริษัท Minolta ประเทศ

ญ่ีปุน วัดหัวขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซึ่งวัดสีออกมาเปนคา L* , a*  , b* 

คา L

 , chroma และ 

hue angle (ภาพที่ 4) โดยมีรายละเอียดดังน้ี คือ 
*

- มีคาเขาใกล 100 แสดงวาวัตถุมีสีขาว 

 =  lightness factor (value)แสดงคาความสวาง 

- มีคาใกล 0 แสดงวาวัตถุมีสีดํา 

คา a* b*

              คา a

 = chromaticity coordinates (hue, chroma) 
* 

                       -  มีคาลบ หมายถึง วัตถุมีสีเขียว 

-  มีคาบวก หมายถึง วัตถุมีสีแดง 

               คา  b* 

         -   มีคาลบ หมายถึง วัตถุมีสีนํ้าเงิน 

-  มีคาบวก หมายถึง วัตถุมีสีเหลือง 

               คา a* b*

คา chroma แสดงความเขมของสี  

 หากมีคาเปนศูนย หมายถึง วัตถุมีสีเทา 

                                     -  มีคาเขาใกล 0 เมื่อวัตถุมีสีซีดจาง(เทา) 

                                     -  มีคาเขาใกล 60 เมื่อวัตถุมีสีเขม 

คา hue angle (h°

  THETA = (arctangent (b*/a*)/6.2832*360

 ) เปนคาที่แสดงสีแทจริงของวัตถุในชวงมุม 0-360 องศา จากสมการดังน้ี

(McGuire, 1992) 
o

 ถา a > 0 และ b > 0; คา h

) 
° = THETA + 90

 ถา a < 0 และ b > 0; คา h

o 

° = THETA + 180

 ถา a < 0 และ b < 0; คา h

 o 

° = THETA + 270

 ถา a > 0 และ b < 0; คา h

 o 

° = THETA + 360

 

 o 

 คา h°

0-45 องศา แสดงสีมวงแดงถึงสมแดง                180-122 องศา แสดงสีเขียวถึงสีนํ้าเงิน 

 เปนคาที่แสดงชวงสีของวัตถุ คือ 

45-90 องศา แสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง              225-270 องศา แสดงสีนํ้าเงินเขียวถึงนํ้าเงิน 

90-135 องศา แสดงสีเหลืองถึงสีเขียว                270-315 องศา แสดงสีนํ้าเงินถึงสีมวง 

20 
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135-180 องศา แสดงถึงสีเหลืองเขียวถึงเขียว     315-360 องศา แสดงสีมวงถึงมวงแดง 

 

 

                              
 

                        ภาพท่ี 4  แผนภาพของสีท่ีอานคาเปน L*, a* และ b* 

 

        7. เคร่ืองมือและอุปกรณในการศึกษาเน้ือเยื่อ 

1. เคร่ืองตัดชิ้นสวนแบบลอหมุน rotary microtome (Leitz Wetzlar ของบริษัท  

Scicrope Instrument CO. IA, U.S.A) 

2. กลองจุลทรรศนแบบ light microscope พรอมอุปกรณการถายภาพ (Olympus  

รุน PM-30, Olympus Opical CO.Ltd.Tokyo, Japan)  

3. ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน 56 องศาเซลเซียส 

4. แผนใหความรอน hot plate 

5. เคร่ืองอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมิเปน 40 องศาเซลเซียส 

6. แทงไมสี่เหลี่ยมขนาด 1.5x1.5x1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ที่ตมใหอ่ิมตัวใน 

พาราฟน 

7. แผนสไลดและแผนปดสไลด 

8. อุปกรณเคร่ืองแกวไดแก ขวดสําหรับใสชิ้นสวนของเน้ือเยื่อพืช บีกเกอร และ  

ขวดยอมสี 
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9. อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล พูกันขนออน ปากคีบ และปายติดกาว 

 

การเตรียมตัวอยางเน้ือเย่ือ 

 

การเตรียมตัวอยางโดยวิธีตัดดวยมือ (Freehand section) 

เปนการการตัดเน้ือเยื่อของเปลือกมังคุดที่ไดรับแรงกดทับ เพื่อนํามาตรวจสอบ

ภายใตกลองทําไดดังน้ี 

1. ใชใบมีดโกนที่คมตัดเน้ือเยื่อของเปลือกมังคุดสวนที่ไดรับแรงกดทับ ใหมีขนาด

ประมาณ 3 x 5 x 2 มิลลิเมตร โดยตัดลงบนแผน  เขียงไมผิวเรียบขนาดเล็ก  นําแผนสไลด วางทับลง

บนชิ้นพืช  ใหชิ้นพืชเหลื่อมพนดานกวางของ สไลด ออกมาเลก็นอย  ใชมือซายกดทับแผน สไลด 

เอาไว แลวตัดชิ้นพืชที่พนออกมาจากขอบ สไลดหลาย ๆ คร้ังพยายามตัดใหไดชิ้นพืชที่คอนขางบาง

ถึงบางมาก 

2. ใชพูกันปลายแหลมยายชิ้นเน้ือเยื่อเปลือกมังคุดที่ตัดไดไปวางลงในหยดนํ้า บน

สไลดเพื่อกันไมใหชิ้นเน้ือเยื่อแหง จนไดจํานวนชิน้พชืมากพอ 

3. เลือกยายชิ้นเนื้อเยื่อเปลือกมังคุดที่คอนขางบางและบางมาก มาวางบน หยดนํ้า

บนสไลด นําไปตรวจดูภายใตกลอง        

        

การทํา Microtome Section (ดัดแปลงจากภูวดล, 2528) 

1. การฆาและคงสภาพเน้ือเยื่อ (Killing and Fixing) นําชิ้นสวนของเปลือกมังคุดที่ไดรับ

แรงกดทับที่ตัดแลวแยกไปแชนํ้ายาฆาและคงสภาพเซลลคือ formalin-acetic alcohol (FAA) 95% 

โดยใช 

Ethyl alcohol 95%  50   มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid   5     มิลลิลิตร 

Formalin                 10   มิลลิลิตร 

นํ้ากลั่น     35   มิลลิลิตร  

ทีบ่รรจุในขวดแกว (vial) โดยใสนํ้ายาใหทวมชิ้นสวนของเน้ือเยื่อเปลือกมังคุด  

 2. การดูดอากาศออกจากเน้ือเยือ่ โดยนําชิ้นสวนที่แชอยูใน FAA 95% เขาเคร่ืองดูดอากาศ

(suction pump) เพื่อดูดอากาศ และชวยใหนํ้ายาซึมเขาไปในเน้ือเยือ่ ไดอยางทั่วถึง ที่ 600 mg.Hg 

นาน 30 นาที จนกวาฟองอากาศจะออกหมด โดยสังเกตไดจากการที่เนื้อเยื่อจมลงกนขวดและไมมี

ฟองอากาศผุดขึ้นมา จากนั้นทิ้งไวในสภาพสุญญากาศ 24 ชั่วโมง 
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 3. การดึงนํ้าออกจากเน้ือเยื่อ  (dehydration) ดําเนินการโดย นําชิน้สวนพชืแชใน tertiary 

butyl alcohol (TBA) และ ethyl alcohol ที่ระดับความเขมขนแอลกอฮอล 5 ระดับ 50, 70, 85, 95, 

และ 100 เปอรเซ็นตตามลําดับ  (ตารางที่ 3) แตละระดับใชเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง ที่ระดับความ

เขมขนของแอลกอฮอล 100 % ใหผสมสี erythrosine ลงไปเล็กนอยเพื่อใหชิ้นสวนของเน้ือเยื่อติดสี

มองเห็นชดัเจน 

 

ตารางท่ี 3 ระดับความเขมขนของสวนผสมของสารละลายท่ีใชในการดึงนํ้าออกจากเซลลเน้ือเย่ือ 

 

Composition Approximated total percentage of alcohol 

         50                    70                    85                 95                100 

Distiled water (ml) 50 30 15 - - 

95% ethyl alcohol (ml) 40 50 50 45 - 

Tertiary butyl alcohol (ml) 10 20 85 55 75 

100% ethyl alcohol (ml) - - - - 25 

  

4. การแทนทีแ่อลกอฮอล  (infiltration) โดยแชชิ้นสวนพืชที่ดึงนํ้าออกแลวใน TBA 100 % 

3คร้ัง คร้ังละ 24 ชัว่โมง จากน้ันยายชิน้สวนพชืลงในขวดแกว (vial) ที่มี paraffin oil เพยีงอยางเดียว

นาน 24 ชั่งโมง หลังจากนั้นนําเอา paraplast  แข็งเขาตูอบอุณหภูมิ 60 °ซ ทิ้งไวประมาณ 12 ชั่วโมง

จะไดเปน paraplast เหลว แลวนําเน้ือเยื่อใสลงไปในขวดที่มี paraplast เหลว จากน้ันเก็บรักษาไวใน

ตูอบ ณ อุณหภูมิ 60°ซ เปนเวลา 24 สปัดาห 

5. การฝงเน้ือเยื่อ  (embedding) โดยนําเน้ือเยื่อมาฝงใน  paraplast เหลว เหมอืนวัตถใุน

แมพิมพ paraplast เหลวก็จะแข็งตัว และทําหนาที่ยึดหอหุมใหชิ้นสวนพืชสามารถรับคมมีดไดเต็มที่

และไมใหเน้ือเยื่อบางสวนหลุดออกไปขณะที่ตัด วิธีการคือ พับกระดาษเปนรูปแมพิมพ หรือที่

เรียกวา กระทง  (boat) นํากระทงมาวางบนโตะที่มีความราบเรียบ กอนวางกระทงควรใชกระดาษ

รองโตะเสียกอน จากนั้นวางกระทงลงไป แลวเท paraplast เหลวลงในกระทง ใหระดับ  paraplast 

เหลวตํ่ากวาขอบกระทงเล็กนอย ใชเข็มเขี่ยลนไฟใหรอน ไลฟองอากาศที่เกิดขึ้นใน paraplast เหลว

ใหหมดโดยเร็ว พอ paraplast เหลวแข็วตัวสูงขึ้นมาประมาณ 1 ใน 4 ของทั้งหมด หรือประมาณ 2 

มิลลิเมตร รีบนําชิ้นสวนพืชลงใน paraplast เหลว (กระทง) ใชเข็มเขี่ยที่ลนไฟไลฟองอากาศออกให

หมดอีกคร้ัง และพรอมกับการจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อในระนาบที่สามารถนําไปตัดไดตาม

จุดประสงค ปลอยให paraplast เหลวแขง็ตัวหลงัจากน้ันแกะกระดาษออก จะไดรูป paraplast เปน
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สี่เหลี่ยมขางในเปนเน้ือเยื่อ กอนนําไปตัดตองนําแทง paraplast ที่ embedding ไปตกแตงโดยใหเปน

รูปสี่เหลี่ยมผืนผาใหตรงกลางเปนชิ้นสวนของพืช โดยมี paraplast ลอมรอบหนาเทาๆ กันทุกดาน 

หลังจากน้ันก็นําแทง paraplast ไปติดกับแทงไมที่มีขนาด 1.5x1.5x1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร โดยแทง

ไมน้ีมีคุณสมบัติในการตัดแตง paraplast ดานหน่ึงและอีกดานหน่ึงไวสําหรับยึดกับตัวเคร่ืองพรอม

ที่จะตัด 

6. การตัดเน้ือเยื่อดวย rotary microtome นําชิ้นสวนพืชที่ฝงใน paraplast มาแตงเปนแทง

สี่เหลี่ยมเล็กๆ แลวนําไปติดบนแทงไมโดยใช paraplast เปนตัวเชื่อม แลวนําไปตัดดวย rotary 

microtome ใหมีความหนาประมาณ 15 ไมครอน จะไดแถบ paraplast ribbon ที่มีชิ้นสวนพืชติดอยู 

7. การนําแถบ paraplast ติดบนกระจกสไลด ( affixation) ใช Hapt, s adhesive 2% โดย

เตรียมจากไขขาว 2 มิลลิลิตร ตอนํ้ากลั่น 98 มิลลิลิตร แลวหยดนํ้ายา 1-2 หยด ทาบนกระจกสไลด  

โดยใชพูกันเกลี่ยบริเวณที่ตัดเน้ือเยื่อ นําแถบ paraplast ที่ตัดไว วาง บนเคร่ืองอุนสไลด  (slide 

warmer) ปลอยใหแหง วางทิ้งไว 3-4 วัน กอนทาํการปดสไลด 

8. นําสไลดที่ไดไปยอมสีตามขั้นตอนตอไปน้ี (แตละขัน้ตอนแชสไลดนานประมาณ 3-5 

นาท)ี  

8.1 xylene 

8.2 xylene + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1  

8.3 ether + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1 

8.4 ethyl alcohol 95% 

8.5 ethyl alcohol 70% 

8.6 ethyl alcohol 50% 

8.7 ethyl alcohol 30% 

8.8 สี hematoxylin นานประมาณ 3 นาที 

8.9 ลางดวยน้ําประปา 5 คร้ัง 

8.10 ethyl alcohol 30% 

8.11 ethyl alcohol 50% 

8.12 ethyl alcohol 70% 

8.13 ethyl alcohol 95% 

8.14 ethyl alcohol 100% 

8.15 xylene + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1 

8.16 xylene 
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 9. ปดสไลดดวย cover slip โดยใช Canada balsam หยดบนแผนสไลด 1-2 หยด นําแผน 

cover slip ปดทับลงไปไลฟองอากาศออก ทิ้งไวจนแหงสนิทประมาณ 1-2 วัน 

 10. นําสไลดที่ไดไปถายรูปดวยกลอง photo microscope  

 

การวิเคราะหปริมาณลิกนิน 

ตามวิธีการดัดแปลงของ Bruce และ West (1988) อางโดย สมศักด์ิ (2538)  

1. เตรียม insoluble-alcohol (ลิกนินที่ไมละลายในแอลกฮอล ) จากเปลือกมังคุด โดยชั่ง

ตัวอยางเปลือกมังคุด 3 กรัม เติม absolute methanol 12 มิลลิลิตร บดใหละเอียดดวยโกรงบดยา

ประมาณ 5 นาที จากนั้นนํามากรองดวยกระดาษกรอง ในขณะที่กรองเติม absolute methanol ลงไป

ดวย จากน้ันนําตัวอยางไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หอดวยกระดาษ

อลูมิเนียมฟอลย จะไดสวนที่เปน insoluble-alcohol 

2. นําสวนที่เปน insoluble-alcohol ไปทําปฏิกิริยา 

2.1 แบงสวนที่ไดจากการอบ ไป 50 มิลลิกรัม แลวนําไปใสหลอดที่มีฝาเกลียวปด 

2.2 เติมดวยกรดไฮโดรครอลิก ความเขมขน 2 นอรมอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

2.3 เติมกรดไทโอไกลโคลิกปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  

2.4 ปดฝาเกลียวใหสนิท นําไปตมในอางนํ้ารอนที่ อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส          

นาน 4 ชั่วโมงแลวปลอยไวใหเย็น 

2.5 ถายสารจากหลอดเกลยีวใสในหลอดเหว่ียงแลวนําไปเหว่ียงที ่ 18,000 xg เปน

เวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

  2.6 คอยๆ รินสวนใสทิ้ง ลางตะกอนที่ไดดวยนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร 1 คร้ัง 

2.7 ตะกอนที่ไดจาก 2.6 นําไปเติมโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.5 นอรมอล    

5 มิลลิเมตร 

2.8 นําหลอดสารละลายขอ 2.7 มาปดดวยพาราฟลมและต้ังไวที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 18 ชั่วโมง เพื่อสกัดลิกนินไทโอไกลโคเลต 

2.9 นําไปเหว่ียง 18,000 xg เปนเวลา 20 นาที 

2.10 เก็บสวนใสแลวเติมกรดไฮโดรครอลิก ความเขมขน 1 มิลลิลิตร 

2.11 นําไปไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

2.12 นําไปเหว่ียงที่ 10,000 xg เปนเวลา 10 นาที ทิ้งสวนที่ใสไป เก็บสวนที่   เปน

ตะกอนสีสมน้ําตาลไว  นําไปละลายในโซเด่ียมไฮดรอกไชดความเขมขน 0.5 

นอรมอล 25 มิลลิลิตร 
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3. นําไปวัดคาดูดกลนืแสงที ่280 นาโนเมตร 

การวิเคราะหปริมาณเพกตินท้ังหมด (Rousr et al., 1995) 

การเตรียมสารเคมี 

1. เอทานอลความเขมขนรอยละ 95 

2. เตรียมสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ  63 โดยตวง Absolute Ethanol ปริมาณ 

63 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร 

3. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  1 โมลลาร โดยชัง่โซเดียมไฮดรอก

ไซด ปริมาณ 4 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

4. เตรียมสารละลาย และปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลาย Siliconeantifoaming Agent (สารปองกันการเกิดฟอง) 

6. เตรียมสารละลาย  alcohol carbazole ความเขมขนรอยละ  0.1 โดยชั่ง carbazole ปริมาณ 

0.1 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยเอทานอลใหครบ  100 มิลลิลิตร โดยเตรียมขึ้นมาใหมทุกคร้ัง

เพื่อใชในการวิเคราะห 

 

การแยกตะกอนสารประกอบเพกตินท้ังหมด 

1. ชั่งนํ้าหนักเปลือกสวนที่แข็งมา 3 กรัม ปนใหละเอียดคั้นเอาแตนํ้า ปเปตตัวอยางมาคร้ัง

ละ 15 มิลลิลิตร ใสในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร แลวหยดสารละลาย  anti-foaming agent 

1-2 หยด 

2. เติมเอทานอลความเขมขนรอยละ  95 ที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซยีส  ปริมาณ 25 มิลลิลิตร

ใสในหลอด centrifuge คนใหเขากันดวยเคร่ืองแกว จากน้ันนําไปแชในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่  85 

องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  10 นาที ระหวางนั้นใชแทงแกวคนบางคร้ัง  เมื่อครบเวลานําหลอด  

centrifuge ขึ้นลางแทงแกวดวยเอทานอล อีก 10 มิลลิลิตร 

3. นําหลอด  centrifige มาแยกตะกอนดวยเคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็วสงูโดยใชอัตรา

ความเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากน้ันคอยๆ เทสวนของเหลวทิ้งไป  นําตะกอน

ที่ไดมาสกัดตอ 

4. ทําการสกัดตามขั้นตอนที่ 2 และ 3 โดยเติมเอทานอลความเขมขนรอยละ  63 ที่มีอุณหภูมิ 

75 องศาเซลเซยีส  คร้ังละ 40 มิลลิลิตร  ทําการสกัดเชนน้ี  2 คร้ัง ตะกอนทีไ่ดเปนตะกอนของ

สารประกอบเพกติน 
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การเตรียมสารเคมี 

1. ใชหลอดทดลองขนาดใหญเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหตอไปนี้ 

หลอด A สารละลายเพกตินที่เตรียมได  1 มิลลิลิตร + สารละลาย  alcohol-carbazol 0.5 

มิลลิลิตร 

หลอด B สารละลายเพกตินที่เตรียมได 1มิลลิลิตร+ สารละลาย เอทานอล 0.5 มิลลิลิตร 

หลอด C นํ้ากลั่น 1 มิลลิลิตร + สารละลาย alcohol-carbazole 0.5 มิลลิลิตร 

หลอด D นํ้ากลั่น 1 มิลลิลิตร + สารละลาย Ethanol 0.5 มิลลิลิตร 

2. เตรียมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ  6 มิลลิลิตรโดยใชสูบชักดูดสาร  (Dispensette) คอยๆ 

กดปลอยกรดซัลฟูริก มาตามขางหลอดชาๆ แตใหหมดภายใน 7 วินาที 

3. ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ืองเหว่ียงผสม (vortex) จากน้ันนําหลอดทดลองลงไปแชในอาง

นํ้าควบคุมอุณหภูมินํ้าที่  85 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  5 นาที เมือ่ครบกาํหนดเวลานําหลอดขึน้แลว

ปลอยใหเย็นประมาณ 15 นาที 

4. นําไปวัดคาดูดกลนืแสงดวยเคร่ือง  spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น  525 นาโนเมตร 

บนัทกึคาการดูดกลนืแสง เพื่อนําไปคํานวณหาปริมาณสารประกอบเพกตินที่มีในตัวอยาง โดยเทียบ

กับ กราฟมาตรฐาน ของ galacturonic acid monohydrate 

 

วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. เตรียม  stock solution ของสารละลาย  galacturonic acid monohydrate โดยชั่ง  

galacturonic acid monohydrate ปริมาณ มิลลิกรัม 120.5 มิลลิกรัม แลวเติมสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 โมลลาร ปริมาณ 0.5 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหครบ  1,000 

มิลลิลิตร  ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหเกิดการขยายตัวของสายโมเลกุล  galacturonic acid monohydrate 

สารละลายที่เตรียมไดน้ีมีความเขมขนเทากับ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

2. เจือจางสารละลาย  galacturonic acid monohydrate ตามขอ 1 ดวยนํ้ากลั่นใหมีความ

เขมขนเทากับ  10, 20, 40, 50, 60 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นให

ครบ 100 มิลลิลิตร 

3. เตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหปริมาณเพกทิน  เชนเดียวกบัในตัวอยางจากน้ันนําไปวัดคา

การดูดกลนืแสงของ galacturonic acid monohydrate เชนเดียวกัน 
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4. นําคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย  galacturonic acid monohydrate ที่ความเขมขน

ตางๆ  มาหาความสัมพันธเชิงเสนทําใหไดสมการเสนตรงและนํามาใชในการคํานวณหาปริมาณ

สารประกอบ เพกทินที่มีในตัวอยาง 

5. สมการเสนตรงที่ไดจากกราฟมาตรฐาน y = a(x) + b 

y = ปริมาณสารประกอบเพกติน มีหนวยเปนไมโครกรัมตอลิตร 

a = คาความชันของเสนกราฟ 

x = คาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานหลังจากหักลบดวย  blank แลว หรือเขยีน

ไดวา 

x = (คาการดูดกลนืแสง หลอดทดลอง A –หลอดทดลองB –หลอดทดลอง C –หลอด   

       ทดลอง D) 

b = คาคงที่ของสมการ 

วิธกีารคาํนวณ 

คํานวณคาการดูดกลืนคลื่นแสงของตัวอยางเชนเดียวกับของสารละลาย  ทําใหไดคา  x 

นําไปแทนในสมการขางตนเพื่อคํานวณหาปริมาณสารประกอบเพกตินที่มีในตัวอยางวิเคราะห  ซึ่ง

จําเปนตองนํามาคํานวณใหอยูในหนวย มิลลิกรัมตอลติรของตัวอยาง เร่ิมตนดังน้ี 

                                                       Y = X x 100  

                                                                   ð 

Y = ปริมาณสารประกอบเพกตินในตัวอยางวิเคราะห (มิลลิกรัมตอลิตร) 

X = ปริมาณสารประกอบเพกตินที่เทียบจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม) 

ð = ปริมาตรของตัวอยางเทากับ 15 มิลลิลิตร 

100 = คาคงที่ในการปรับหนวยเปน มิลลิกรัมตอ100 กรัม  

 

สถานที่ทําการวิจัย 

1. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

2. สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
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วิธีการทดลอง 

 

การทดลองท่ี 1 ศึกษาความตานทานความเสียหายของผลมังคุดเมื่อไดรับแรงกดทับ 

วางแผนการทดลองแบบ factorial 3x7 in CRD แบงมังคุดออกเปน 3 กลุมตามขนาด

นํ้าหนัก ( 60-90 กรัม, 90-120 กรัม และ 120-150 กรัม) มี 7 กรรมวิธีแตละกรรมวิธีมี 3 ซ้ํา ซ้ําละ 10 

ผล       

กรรมวิธีที่ 1  ไมไดรับแรงกดทับ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีที่ 2 ไดรับแรงกดทับ 1 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 3 ไดรับแรงกดทับ 2 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 4 ไดรับแรงกดมับ 3 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 5 ไดรับแรงกดทับ 4 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 6 ไดรับแรงกดทับ 5 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 7 ไดรับแรงกดทับ 6 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

นําผลมังคุดในระยะที่ 4 (สมีวงแดง) มาคัดเลือกตามขนาดของน้ําหนักแบงออกเปน 3 

ขนาด ตามนํ้าหนักโดยเปนผลขนาดเลก็นํ้าหนัก 60-90 กรัมตอผล ขนาดกลางนํ้าหนักของผล 90-

120 กรัมตอผล และ ผลขนาดใหญนํ้าหนัก 120-150 กรัมตอผล นําผลมังคุดที่คัดไวแลวทั้ง 3 ขนาด

มาทําใหไดรับแรงกดทับที่ 1 ถึง 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตรดวยเคร่ือง  Texture Analyzer หัว

ลูกตุมขนาด (p1/S) เสนผาศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตรโดยการสุมกดลงบนบริเวณเปลือกผลมังคุด  

 1 คร้ัง พรอมทั้งทําเคร่ืองหมายบริเวณที่ถูกกดทับไว เก็บรักษาผลมังคุดที่ไดรับแรงกดทับแลว เปน

เวลา 3 วัน ณ อุณหภูมิหอง จากน้ันนําผลมังคุดมาชั่งนํ้าหนักทั้งผล เจาะเปลือกบริเวณที่ถูกกดทับไป

ใชในการศึกษา ประเมินคุณภาพผลโดย ทางประสาทสัมผัส สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีเนื้อ

ภายในผลใหคะแนน ระดับการช้ําของเน้ือผล โดยเขียนเปนแผนผังการทดลองดังน้ี   
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      มังคุด 

ผลขนาดเล็ก ผลขนาดใหญ ผลขนาดกลาง 

            คดัแยกผลตามน้าํหนกัผล เปน 3 กลุม 

ชุดควบคุม กดทับดวยเครื่อง Texture Analyze รุน TA-XT2i/50 

1 กิโลกรัม/ซม.2 

2 กิโลกรัม/ซม.2 

 

 

3 กิโลกรัม/ซม.2 

 

 

4  กิโลกรัม/ซม.2 

 

 

5  กิโลกรัม/ซม.2 

 

 
6  กิโลกรัม/ซม.2 

 

 
เก็บรักษาไว 3 วัน ณ อุณหภูมิหอง  

ช่ังน้ําหนักผล 

         บนัทกึการเปล่ียนแปลงและประเมินคณุภาพ 

วัดความแนนเนื้อของเปลือกสวนที่ไดรับแรงกดทับและไมไดรับแรงกดทับ 

เปลือกแขง็ เปลือกไมแขง็ 

ช่ังน้ําหนักสวนแข็ง 

อบแหงสวนแขง็ 60 องศานาน 48 ช่ัวโมง 

ช่ังน้ําหนัก 

ไมไดรับแรงกดทับ 

         คาํนวณหาเปอรเซ็นต การสูญเสียน้าํหนกั

   

ช่ังน้ําหนักสวนไมแข็ง 

อบแหงสวนไมแขง็ 60 องศานาน 48 ช่ัวโมง 

ช่ังน้ําหนัก 

คํานวณหาเปอรเซ็นตหนักแหงของเปลือก 
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การบันทึกผลการทดลอง 

การสูญเสียนํ้าหนัก 

 โดยการชั่งนํ้าหนักผลสด ดวยเคร่ืองชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง แลวนําคามา

คํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสียนํ้าหนักสดจากสูตรดังน้ี  

การสูญเสียนํ้าหนัก (%) = นํ้าหนักกอนเก็บรักษา – นํ้าหนักหลังเก็บรักษา    x  100 

                                                        นํ้าหนักกอนเก็บรักษา 

นํ้าหนักแหงของเปลือกแข็ง  

               โดยนําเปลือกมังคุดเปลือกแข็งไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศา เปนเวลา 2 วันจากน้ัน นําไปชั่ง

ดวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนงแลวนํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตนํ้าหนักแหงของเปลือกมังคุดที่

แข็งตัวจากสูตรดังน้ี 

นํ้าหนักแหงเปลอืกแขง็ (%) = น้ําหนักหลังการอบแหงของเปลือกมังคุดที่แข็งตัวหลังอบ x 100 

                                                                     นํ้าหนักเปลือกแข็งกอนอบแหง 

นํ้าหนักแหงเปลือกไมแข็งมังคุด  

               โดยนําเปลือกมังคุดสวนที่ไมแข็งไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศา เปนเวลา 2 วันจากน้ัน นําไป

ชั่งดวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 2  ตําแหนงแลวนํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตนํ้าหนักแหงของเปลือกมังคุด

จากสูตรดังน้ี 

น้ําหนักแหงของเปลือกมังคุด (%)  = น้ําหนักแหงของเปลือกมังคุดที่ไมแข็งหลังอบ x 100  

                                                           นํ้าหนักเปลือกไมแข็งกอนอบ 

ความแนนเน้ือ 

                  คํานวณจากคาที่อานไดจาก เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ  (fruits firmness tester) รุน FHR-1  

ของบริษัท Nippon Optical Works ประเทศญ่ีปุน แลวเทียบหนวยใหเปนกิโลกรัมตอตาราง

เซนติเมตร โดยใชสูตร 

ความแนนเน้ือ =              คาที่อานได (กโิลกรัม) 

                           พื้นที่หนาตัวของหัวทรงกระบอก (ตารางเซนติเมตร) 

 

พื้นที่หนาตัดของหัวทรงกระบอก = πr2 

π = 3.143 

r = รัศมีทรงกระบอก 0.3 เซนติเมตร 
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การประเมินคุณภาพจากการใหคะแนน  

               โดยการเจาะสวนที่เปลือกแข็งออกมาแลวแกะเปลือกออกดูสีเน้ือภายในผล การประเมิน

ทางประสาทสัมผัส ประกอบไปดวยการชิม  การดมกลิ่น  และดูลักษณะเปลือกภายนอก เปนแบบ 

Untrained – panel test ใชผูชิม 20 คน ที่ไมไดรับการฝกอบรม ในการประเมินคุณภาพ โดยมีระดับ

คะแนนดังน้ี  

 

 การยอมรับทางดานรสชาติ ประเมินโดยวิธีการใหคะแนน 1-3 คือ 

คะแนน 1.00 – 1.67 หมายถึง ผูบริโภคไมยอมรับโดยเน้ือผลของมังคุดมีรสชาติไมดีไมเหมาะสมตอ

การใชบริโภค 

คะแนน  1.68 – 2.34  หมายถึง ผูบริโภคไมแนใจโดยเนื้อของผลมังคุดมีรสชาติปกติสามารถใช

บริโภคได 

คะแนน  2.35 – 3.00 หมายถึง ผูบริโภคยอมรับไดโดยเน้ือผลของมังคุดมีรสชาติดีเหมาะตอการใช

บริโภค 

 

การประเมินคุณภาพการยอมรับทางสีเน้ือโดยวิธกีารใหคะแนน 1-3 คอื  

คะแนน 1.00 – 1.67 หมายถึง ผูบริโภคไมยอมรับโดยเน้ือผลมีสีคล้ํามากไมเหมาะตอการใชบริโภค 

คะแนน  1.68 – 2.34 หมายถึง ผูบริโภคไมแนใจโดยเน้ือผลมีสีคล้ําเล็กนอยยังบริโภคได 

คะแนน  2.35 – 3.00 หมายถึง ผูบริโภคยอมรับไดโดยเน้ือผลมีสีขาวเหมาะตอการบริโภค 

 

การประเมินคุณภาพทางดานลักษณะปรากฏภายนอกโดยวิธีการใหคะแนน 1-3 คือ 

คะแนน 1 .00 – 1.67 หมายถึง ผูบริโภคไมยอมรับไดโดยเปลือกผลมีการยุบตัวมากสังเกตดวยตา

เปลาไดอยางชัดเจน 

คะแนน  1.68 – 2.34 หมายถึง ผูบริโภคไมแนใจโดยเปลือกผลมีการยุบตัวลงเล็กนอยสังเกตดวยตา

เปลาได 

คะแนน  2.35 – 3.00 หมายถึง ผูบริโภคยอมรับไดโดยเปลือกผลเปนปกติไมมีสวนของเปลือกผลที่

ยุบตัวลง 
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การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของระยะเวลาการเปลี่ยนแปลงของเปลือกมังคุดภายหลังไดรับแรงกดทับ 

      วางแผน การทดลองแบบ CRD โดยการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเปลือกมังคุด ที่ไดรับแรงกด

ทับ 4 ระดับคือ 3, 4, 5 และ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร และชุดควบคุมไมไดรับแรงกดทับ ทํา

การบันทึกการเปลี่ยนแปลงทุก 30 นาที เร่ิมตนจากหลังที่ไดรับแรงกดทับทันทีจนถึงนาทีที่ 440 

ภายหลังการกดทับ 

การทดลอง 

                 นําผลมังคุดระยะที่ 2 (สมีวงแดง)  โดย มังคุดที่ไมไดรับแรงกดทับเปนชุดควบคุม สวน

ไดรับแรงกดทับที่ 3, 4, 5 และ 6  กิโลกรัมโดยการสุมกดทับ 1 คร้ัง ที่เปลือกผลพรอมทํา

เคร่ืองหมายไวเพื่อเห็นไดชัด สังเกตการณเปลี่ยนแปลงทุก 30 นาที ภายหลังการกดทับ เปนเวลา 

450 นาที    

 

การบันทึกผลการทดลอง 

สีผล 

                 วัดสีผลมังคุดโดยใชเคร่ืองวัดสี  (Chromameter) รุน CR-300 หัววัด CR-310 ของบริษัท 

Minoltaประเทศญ่ีปุน วัดหัวขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซึ่งวัดสีออกมาเปนคา L* , a*  , b*  , 

chroma และ hue angle โดยทําการวัดบริเวณจุดกึ่งกลางของผล ผลละ 2 จุด 

ความแนนเน้ือ 

                 วัดความแนนเน้ือโดยใช เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ  (fruits hardness tester) รุน FHR-1  ของ

บริษัท Nippon Optical Works ประเทศญ่ีปุน ขนาด 1 กิโลกรัมหัววัดรูปทรง กระบอก  เสนผาน

ศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร มีหนวยเปนกิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 

เน้ือเย่ือทางกายวิภาคของเปลือกมังคุด 

                 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางลักษณะของเน้ือเยื่อเปลอืกผลทุก 30 นาที โดยใชวิธี freehand 

section  
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การทดลองท่ี 3 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางกายวิภาคของเปลือกมังคุดหลังไดรับ แรงกดทับ  6 

กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 

 ทําการคัดเลือกแรงกดทับที่ทําใหเกิดอาการเปลือกแข็งเพื่อใหไดตัวอยางของเน้ือเยื่อขณะ

เร่ิมเกิดอาการจนแสดงอาการเปลือกแข็งโดยเลือกแรงกดทับที่ระดับที่ 6 กโิลกรัมตอตาราง

เซนติเมตร เพราะทําใหเกิดอาการเปลือกแข็งไดรวดเร็วที่สุด (จากผลการทดลองที่ 2) เปรียบเทียบ

กับ ชุดควบคุม (ไมไดรับแรงกด) โดย T-test กรรมวิธลีะ 3 ช้ํา ช้ําละ10 ผล  

 ทําการทดลอง นําผลมังคุดระยะที่ 4 (สมีวงแดง)  โดย มังคุดที่ไมไดรับแรงกดทับเปนชุด 

ควบคุม สวนผลไดรับแรงกดทับที่ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตรโดยการสุมกดทับ 1 คร้ัง บริเวณ

เปลือกผลพรอมทําเคร่ืองหมายไวใหสังเกตไดชัดเจน จากนั้นเร่ิมเก็บทุกตัวอยางมาทําการศึกษาภาย

หลังจากเปลือกไดรับการกดทับแลว 0 ,30 ,60, 90 , 120 , 150 และ 180  นาที  

 

การบันทึกผลการทดลอง 

 

เน้ือเย่ือของเปลือกมังคุด จาก microtome section 

 ตัดเน้ือเยื่อของเปลือกมังคุดที่ไมไดรับแรงกดทับ และที่รับแรงกดทับ 6 กโิลกรัมตอตาราง

เซนติเมตร ที่เวลา 0 ,30 ,60, 90 , 120 , 150 และ 180  นาที ภายหลังการกดทับโดยเก็บตัวอยาง

บริเวณที่ไดรับแรงกดทับพื้นที่ที่ไดรับความเสียหายเทาน้ันใหชิ้นสวนตัวอยางมีขนาดไมเกิน 0.5 x 

0.5 ตารางเซนติเมตรเซนติเมตร เนื่องจากในขั้นตอนการ killing และ fixing จําเปนตองให

สารละลายหลายชนิดสามารถแทรกซึมสม่ําเสมอทั่วชิ้นพืช การตัดควรตัดอยางระมัดระวังและควร

ใชมีดที่คมมากเทาน้ัน เพื่อไมใหเกิดรอยแตก  

 

ปริมาณลิกนิน 

 เจาะเปลือกมังคุด 3 กรัม เอาผลที่ไดรับแรงกดทับ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปนเวลา 

0, 30 , 60, 90 , 120, 150 และ 180  นาที นาทีภายหลังการกดทับและชุดควบคุม  เพื่อไปวิเคราะหหา

ปริมาณลิกนินในเปลือก  

 

ปริมาณเพกติน 

 เจาะเปลือกมังคุด 3 กรัม เอาผลที่ไดรับแรงกดทับ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปนเวลา 

0, 30 , 60, 90, 120, 150 และ 180  นาทีภายหลังการกดทับและชุดควบคุม  เพื่อไปวิเคราะหหา

ปริมาณเพกตินในเปลือก  


