
บทที่ 3 
อุปกรณ สารเคมี และวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัสดุเกษตร 
 
 ผลมะมวงดิบที่เก็บเกี่ยวระยะการแกทางการคา 4 สายพันธุ ไดแก 

1. มะมวงพันธุโชคอนันต (Mangifera indica  L., cv. Chok-Anan) 
2. มะมวงพันธุมหาชนก (Mangifera indica  L., cv. Maha-Chanok)  
3. มะมวงพันธุแกว (Mangifera indica  L., cv. Kaew) 
4. มะมวงพันธุน้ําดอกไม (Mangifera indica  L., cv. Namdorkmai) 

โดยซื้อมาจากรานขายสงผลมะมวงในตลาดเมืองใหม อ.เมือง จ.เชียงใหม ในชวงเดือน
มีนาคมถึงกันยายน พ.ศ.2546 

 
3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 

1. เครื่องวัดสี (Chroma meter Minolta® model CR-300, Japan) 
2. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 (Analytical balance, Sartorius analytic : Model A Germany) 
3. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 (Analytical balance, Sartorius analytic : Model A Germany) 
4. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (ThermoSpectronic “BioMate 5”, U.S.A.) 
5. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectro 22 “LABOMAB”, U.S.A.) 
6. เครื่อง magnetic stirrer (Whatman® model HPMS, England) 
7. เครื่องเซนตริฟวจ (Centrifuge Rotina 46 R “Hettich Zentrifugen”, Germany) 
8. เครื่องปนอาหาร (Blender “Imarflex” model IF-380, Thailand) 
9. ตูเย็นอุณหภูมิ 5±1 องศาเซลเซียส 
10.  เครื่องพีเอชมิเตอร (Microprocesser pH meter “HANNA” model 213, U.S.A.) 
11. เครื่อง hot plate and magnetic stirrer (Hot plate and magnetic stirrer Whatman® model 

HPMS, England) 
12. อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath “Gallenkamp”, England) 
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13. กระดาษกรอง (Whatman เบอร 4 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 เซนติเมตร) 
14. อุปกรณเครื่องแกวตางๆ 
15. มีดปอกและมีดหั่นผลไม 
16. กลองถายรูปดิจิตอล (ยี่หอ Brica) 
17. ถาดโฟมสี่เหล่ียมขนาด 18 x 6 x 2 เซนติเมตร 
18. ฟลมพลาสติกใสสําหรับหุมอาหาร ชนิด Low-density polyethylene (LDPE) 

 
3.3 สารเคมี 
 

1. แคลเซียมคลอไรด (Calcium chloride, CaCl2 “เวชวิทย” Calcium chloride, เกรดอาหาร, 
เอส.เค.เทรดดิ้ง, ประเทศไทย) 

2. กรดซิตริก (Citric acid “เวชวิทย” Citric acid, เกรดอาหาร, เอส.เค.เทรดดิ้ง, ประเทศไทย) 
3. แคลเซียมคารไบด (Calcium carbide, Ca2C) 
4. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต (Sodium dihydrogen phosphate 

  monohydrate, NaH2PO4.H2O, “Merck” AR Grade, E. Merck, Germany) 
5. โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride, NaCl “Merck” AR Grade, E. Merck, Germany) 
6. กรดอะซีติก (Acetic acid, CH3COOH “Merck” AR Grade, E. Merck, Germany ) 
7. กัวอะคอล (Guaiacol, C7H8O2 “Fluka” AR Grade, Fluka, Switzerland) 
8. ไพโรแคทิคอล (Pyrocatechol, C6H6O6 “Fluka” HPLC Grade, Sigma-Aldrich, U.S.A) 
9. โซเดียมอะซีเตตแอนไฮดรัส (Sodium acetate anhydrous, CH3COONa “Merck” AR  

Grade, E. Merck, Germany) 
10. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Sodium dihydrogen phthalate, NaH2PO4  “Merck”  

AR Grade, E. Merck, Germany) 
11. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide, H2O2 “Merck” AR Grade, E. Merck, 

 Germany) 
12. โปรตีนมาตรฐาน (Bovine Serum Albumin “Fluka” BSA, AR Grade, Fluka, 

Switzerland) 
13. Coomassie brilliant blue G-250 (Coomassie brilliant blue G-250 “Fluka” HPLC Grade,  

Sigma-Aldrich, U.S.A) 
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



  
30 
 
 

14. กรดฟอสฟอริกความเขมขน 85% (Ortho-phosphoric acid 85% “Merck” AR Grade,  
E. Merck, Germany) 

15. เอทานอล (Ethanol “สยามเอทานอลอุตสาหกรรม จํากัด” Food Grade, อยุธยา, Thailand) 
 

3.4 วิธีการทดลอง 
 

การเตรียมผลมะมวงสําหรับการทดลอง มีขั้นตอนดังนี้ 
 

นําผลมะมวงดิบมาคัดใหมีขนาดของผลใกล เคียงกัน  แลวนํ ามาคัดแยกระยะ 
ความออน-แก โดยใชความถวงจําเพาะ คือคัดเลือกผลมะมวงที่จมในน้ําเกลือความเขมขน 1 
เปอรเซ็นตและลอยในน้ําเกลือความเขมขน 3 เปอรเซ็นต เปนดัชนีในการคัดเลือกระยะความแกของ
ผลมะมวง แลวนํามาลางน้ําสะอาด 2 คร้ัง ผ่ึงใหผิวของผลมะมวงแหง บมมะมวงในกลองกระดาษ
กลองละประมาณ 15 ผล โดยใชปริมาณแคลเซียมคารไบด 3 กรัมตอผลมะมวง 1 กิโลกรัม จนผล
สุกเปลือกเปลี่ยนเปนสีเหลืองมากกวา 80% (จักรกฤษณ, 2546)  
 

การทดลองแตละขั้นตอน ใชหนวยการทดลอง คือ ผลมะมวงสุก 4 สายพันธุ ไดแก  
พันธุโชคอนันต พันธุมหาชนก พันธุแกว และพันธุน้ําดอกไม 

 
วิธีการทดลองงานวิจัยนี้แบงวิธีการทดลองออกเปน 3 ขั้นตอนดังนี้ 
 

ตอนท่ี 1 ศึกษาผลของสารละลายแคลเซียมคลอไรดท่ีมีตอการยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดส และสมบัติทางกายภาพและเคมี ในเนื้อมะมวงสุก 
4 สายพันธุ 

 
กําหนดสิ่งทดลองคือความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดและเวลาที่ใช 

ในการแชเปนปจจัยที่ตองการศึกษา โดยกําหนดปจจัยของการศึกษาไดดังนี้ 
 
- สารละลายแคลเซียมคลอไรด (เปอรเซ็นต) =  2, 3 หรือ 4 (McEvily et al.,1992) 
- ระยะเวลาที่แชในสารละลาย (นาที)  =  1, 2 หรือ 3  
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วิธีการทดลองของตอนที่ 1 
 

ทําการวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) 
โดยนําผลมะมวงสุกทั้ง 4 สายพันธ ุ  ที่ไดจากการบมในขั้นตอนของการเตรียมผลมะมวงสําหรับ 
การทดลอง  (ทําครั้งละ  1 สายพันธ  ุ ) นํ าผลมะมวงสุกมาลางดวยน้ํ าสะอาด  จากนั้นนํ ามา 
ปอกเปลือก หั่นและตัดแตงเปนชิ้นขนาดประมาณ 1.5 x 1.5 x 1.5 เซนติเมตร แลวแชในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดตามสภาวะความเขมขนและระยะเวลาในการแชที่กําหนดไวในแตละชุดการ
ทดลอง ดังที่แสดงไวในตารางที่ 3.1 ปลอยใหสะเด็ดน้ําแลวนํามาบรรจุในถาดโฟมขนาด 18 x 6 x 2 
เซนติ เมตร  ถาดละ  10 ช้ินแลวหุ มด วยฟ ลมพลาสติกยืดใสชนิด  low-density polyethylene  
ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า แตละซ้ําจะใชผลมะมวงสุก 2 ผล นําไปเก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 
5±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 วัน หลังจากนั้นทําการวิเคราะหผลโดยสุมตัวอยางชิ้นเนื้อ
มะมวงสุกออกมาเพื่อวิเคราะหผลทุกๆ 2 วัน รวมทั้งหมด 6 คร้ัง เร่ิมจากวันที่ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 
วัน ตามลําดับ โดยจะทําการวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ คือวัดสีของชิ้นเนื้อมะมวง วิเคราะหสมบัติ
ทางเคมี คือวัดคาพีเอช และกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดส แลวนํา
คากิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสที่ไดไปวิเคราะหผลทางสถิติ วา
ชุดการทดลองใดสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสไดดี
ที่สุด (รูปที่ 3.1)  
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ตารางที่ 3.1 ชุดการทดลองที่ใชในการทดลองของตอนที่ 1 
 

ชุดการทดลองที่ สภาวะการทดลอง 
ชุดควบคุม เนื้อมะมวงสุกที่ไมไดผานการแชสารละลายแคลเซียมคลอไรด 

1 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซ็นต นาน 1 นาที 
2 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซ็นต นาน 2 นาที 
3 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที 
4 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต นาน 1 นาที 
5 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต นาน 2 นาที 
6 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที 
7 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 4 เปอรเซ็นต นาน 1 นาที 
8 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 4 เปอรเซ็นต นาน 2 นาที 
9 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 4 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที 

 
ผลมะมวงสุก 

 
ลางน้ําสะอาด ปอกเปลือก หั่นเปนชิ้นขนาด 1.5 x 1.5 x 1.5 เซนติเมตร 

 
แชสารละลายแคลเซียมคลอไรดตามความเขมขนและเวลาที่กําหนด 

 
บรรจุใสถาดโฟมแลวหุมดวยฟลมพลาสติก 

 
เก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 5±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน 

 
วัดคาสี พีเอช และกิจกรรมเอนไซม PPO และ POD 

(ทําการวิเคราะหผลทุกๆ 2 วัน) 
 

วิเคราะหผลทางสถิติเพื่อหาชุดทดลองที่สามารถยับยั้ง 
กิจกรรมเอนไซม PPO และ POD ไดดีที่สุด 

 
รูปท่ี 3.1  ขั้นตอนในการทดลองตอนที่ 1 

 

ปลอยใหสะเด็ดน้ํา 
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ตอนท่ี 2 ศึกษาผลของสารละลายกรดซิตริกท่ีมีตอการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม 
พอลีฟนอลออกซิเดสและเอนไซมเปอรออกซิเดส  และสมบัติทางกายภาพ  และเคมี ในเนื้อ 
มะมวงสุก 4 สายพันธุ 

 
กําหนดสิ่งทดลองคือความเขมขนของสารละลายกรดซิตริกและเวลาที่ใชในการแช

เปนปจจัยที่ตองการศึกษา โดยกําหนดปจจัยของการศึกษาไดดังนี้ 
 
- สารละลายกรดซิตริก (เปอรเซ็นต) =  1, 1.5 หรือ 2 (McEvily et al.,1992) 
- ระยะเวลาที่แชในสารละลาย (นาที) =  1, 2 หรือ 3  

 
วิธีการทดลองของตอนที่ 2 
 

ทําการวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) 
โดยนําผลมะมวงสุกทั้ง 4 สายพันธ ุ  ที่ไดจากการบมในขั้นตอนของการเตรียมผลมะมวงสําหรับ 
การทดลอง (ทําครั้งละ 1 สายพันธ ุ ) โดยนําผลมะมวงสุกมาลางดวยน้ําสะอาด จากนั้นนํามา 
ปอกเปลือก  หั่นและตัดแตงเปนชิ้นขนาด  1.5 x 1.5 x 1.5 เซนติ เมตร  แลวแชในสารละลาย 
กรดซิตริกตามสภาวะความเขมขนและเวลาในการแชที่กําหนดไวในแตละชุดการทดลอง  
ดังที่แสดงไวในตารางที่ 3.2 ปลอยใหสะเด็ดน้ําแลวนํามาบรรจุในถาดโฟมขนาด  18 x 6 x 2 
เซนติ เมตร  ถาดละ  10 ช้ิน  แลวหุ มดวยฟลมพลาสติกยืดใสชนิด  low-density polyethylene  
ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า แตละซ้ําจะใชผลมะมวงสุก 2 ผล นําไปเก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 
5±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน 10 วัน หลังจากนั้นทําการวิเคราะหผลโดยสุมตัวอยางชิ้น
เนื้อมะมวงสุกออกมาเพื่อวิเคราะหผลทุกๆ 2 วัน รวมทั้งหมด 6 คร้ัง เร่ิมจากวันที่ 0, 2, 4, 6, 8 และ
10 วัน ตามลําดับ โดยจะทําการวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ คือวัดสีของชิ้นเนื้อมะมวง วิเคราะห
สมบัติทางเคมีคือวัดคาพีเอช และกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดส
แลวนําผลคากิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสที่ไดไปวิเคราะหผลทาง
สถิติวาชุดการทดลองใดสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิ
เดสไดดีที่สุด (รูปที่ 3.2)  
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ตารางที่ 3.2 ชุดการทดลองที่ใชในการทดลองของตอนที่ 2 
 

ชุดการทดลองที่ สภาวะการทดลอง 
ชุดควบคุม เนื้อมะมวงสุกที่ไมไดผานการแชสารละลายกรดซิตริก 

1 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 1 เปอรเซ็นต นาน 1 นาที 
2 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 1 เปอรเซ็นต นาน 2 นาที 
3 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 1 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที 
4   เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 1.5 เปอรเซ็นต นาน 1 นาที 
5   เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 1.5 เปอรเซ็นต นาน 2 นาที 
6   เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 1.5 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที 
7 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 2 เปอรเซ็นต นาน 1 นาที 
8 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 2 เปอรเซ็นต นาน 2 นาที 
9 เนื้อมะมวงสุกที่แชในสารละลายกรดซิตริก 2 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที 

 
ผลมะมวงสุก 

 
ลางน้ําสะอาด ปอกเปลือก หั่นเปนชิ้นขนาด 1.5 x 1.5 x 1.5 เซนติเมตร 

 
แชในสารละลายกรดซิตริกตามความเขมขนและเวลาที่กําหนด 

 
บรรจุใสถาดโฟมแลวหุมดวยฟลมพลาสติก 

 
เก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 5±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน 

 
วัดคาสี พีเอช และกิจกรรมเอนไซม PPO และ POD  

(ทําการวิเคราะหผลทุกๆ 2 วัน) 
 

วิเคระหผลทางสถิติเพื่อหาชุดทดลองที่สามารถยับยั้ง 
กิจกรรมเอนไซม PPO และ POD ไดดีที่สุด 

 
รูปท่ี 3.2  ขั้นตอนในการทดลองตอนที่ 2 

 

ปลอยใหสะเด็ดน้ํา 
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ตอนที่ 3 ศึกษาผลของสารละลายผสมระหวางแคลเซียมคลอไรดและกรดซิตริก  
ตอการยับยั้งกิจกรรมเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดส และสมบัติทางกายภาพ  
และเคมี  ในเนื้อมะมวงสุก 4 สายพันธุ 
 

กําหนดสิ่งทดลอง คือ ความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดและกรดซิตริก 
ที่ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสไดดีที่สุด ระดับความเขมขน
ของสารละลายทั้ง 2 ชนิดนี้ไดมาจากการทดลองตอนที่ 1 และ 2 โดยใชระยะเวลาที่แชในสารละลาย
3 ระดับ คือ 1, 2 และ 3 นาที 
 

วิธีการทดลองของตอนที่ 3 
 

ทําการวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) 
โดยนําผลมะมวงสุกทั้ง 4 สายพันธ ุ  ที่ไดจากการบมในขั้นตอนของการเตรียมผลมะมวงสําหรับ 
การทดลอง (ทําครั้งละ 1 สายพันธ ุ ) โดยนําผลมะมวงสุกมาลางดวยน้ําสะอาด จากนั้นนํามา 
ปอกเปลือก หั่นและตัดแตงเปนชิ้นขนาด 1.5 x 1.5 x 1.5 เซนติเมตร แลวแชในสารละลายผสม
ระหวางแคลเซียมคลอไรดและกรดซิตริกตามสภาวะความเขมขนของชุดการทดลองที่สามารถ
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสไดดีที่สุด จากผลการทดลอง
ของตอนที่ 1 และ2 ในระยะเวลาที่กําหนดไวคือ 1, 2 หรือ 3 นาที ตามลําดับ ปลอยใหสะเด็ดน้ํา 
แลวนํามาบรรจุในถาดโฟมขนาด 18 x 6 x 2 เซนติเมตร ถาดละ 10 ช้ิน แลวหุมดวยฟลมพลาสติก 
ยืดใสชนิด low-density polyethylene (ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า แตละซ้ําจะใชผลมะมวงสุก 2 ผล
เตรียมตัวอยางทั้งหมด 30 ถาด) นําไปเก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 5±1 องศาเซลเซียส เปนระยะ
เวลานาน 10 วันนําไปเก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 5±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลานาน 10 วัน   
หลังจากนั้นจะทําการวิเคราะหผลโดยสุมตัวอยางชิ้นเนื้อมะมวงสุกออกมาเพื่อวิเคราะหผลทุกๆ  
2 วัน รวมทั้งหมด 6 คร้ัง เร่ิมจากวันที่ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 วัน ตามลําดับ โดยจะทําการวิเคราะห
สมบัติทางกายภาพคือวัดสีของชิ้นเนื้อมะมวง วิเคราะหสมบัติทางเคมีคือวัดคาพีเอช และกิจกรรม 
ของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสแลวนําผลนําคากิจกรรมของเอนไซม 
พอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสที่ไดไปวิเคราะหผลทางสถิติวาชุดการทดลองใดสามารถ
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดสไดดีที่สุด (รูปที่ 3.3) 
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ผลมะมวงสุก 
 

ลางน้ําสะอาด ปอกเปลือก หั่นเปนชิ้นขนาด 1.5 x 1.5 x 1.5 เซนติเมตร 
 

แชในสารละลายผสมระหวางแคลเซียมคลอไรดและกรดซิตริก นาน 1, 2 หรือ 3 นาที 
 

บรรจุในถาดโฟมแลวหุมดวยฟลมพลาสติก 
 

เก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 5±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน 
 

วัดคาสี พีเอช และกิจกรรมเอนไซม PPO และ POD 
(ทําการวิเคราะหผลทุกๆ 2 วัน) 

 
วิเคระหผลทางสถิติเพื่อหาชุดทดลองที่สามารถยับยั้ง 

กิจกรรมเอนไซม PPO และ POD ไดดีที่สุด 
 

รูปท่ี 3.3  ขั้นตอนในการทดลองตอนที่ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปลอยใหสะเด็ดน้ํา 
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3.5 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดส 
 
เอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส  
 

เอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส หรืออาจเรียกวา ไทโรซิเนส (tyrosinase) ออโท 
ไดฟนอลออกซิ เดส  (o-diphenol oxidase) และแคตีคอลออกซิ เดส  (catechol oxidase) เปนตน  
เปนเอนไซมที่พบในเนื้อเยื่อของผลไมบางชนิด เชน มะมวง เมื่อผลไมเกิดบาดแผลหรือผาน
กระบวนการแปรรูปตางๆ เชน การปอกเปลือกหรือหั่นชิ้น จะทําใหสารประกอบฟนอลที่มีอยู 
ในเซลลของเนื้อผลไมสัมผัสกับออกซิเจนในอากาศเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยเอนไซมพอลี 
ฟนอลออกซิเดเปนตัวเรงปฏิกิริยานี้ ทําใหเกิดเปนสารสีน้ําตาล สามารถนําไปวัดคาการดูดกลืน 
คล่ืนแสง (optical density, OD) ที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตรได โดยสภาพพีเอชที่เหมาะสม 
ตอการทํางานของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสคือ 4-7 (Severini et al., 2003) 

 
เอนไซมเปอรออกซิเดส  
 

เปนเอนไซมที่จัดอยูในกลุมออกซิโตรีดักเตส มีความสัมพันธกับความผิดปกติ
ของสีและรสชาติของผักหรือผลไม และเปนเอนไซมที่ สําคัญที่ทําให เกิดสีน้ําตาลในผลไม 
หลายชนิด โดยการเกิดสีน้ําตาลมักจะเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟนอล 
ที่เปนสับสเทรตกลายเปนออโท-ควิโนน แลวรวมตัวกันกลายเปนสารสีน้ําตาล โดยปฏิกิริยาหลัก 
ของเอนไซม เปอรออกซิ เดสคือ  peroxidatic reaction ในการวิ เคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
เปอรออกซิเดสสวนใหญจะใช guaiacol assay เนื่องจากไมซับซอน สามารถเตรียมไดงาย รวดเร็ว 
และสามารถวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสง (optical density, OD) ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรได
โดยตรงและตอเนื่อง มีคาการดูดกลืนคลื่นแสง (optical density, OD) สูงสุดที่ความยาวคลื่น 470  
นาโนเมตร โดยสภาพพีเอชที่ เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปอรออกซิเดสคือ 5.5-7.5 
(Robinson, 2000) 
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3.5.1 วิธีการสกัดเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเอนไซมเปอรออกซิเดสโดยวิธี 
   ของ de Oliveria Lima et al., (1999) 

 
นําเนื้อมะมวงสุกปนละเอียดมา 1 กรัม ใสในโกรงที่แชเย็นจัด แลวเติมสาร

ละลายสกัดเอนไซม  ไดแก สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (sodium phosphate buffer)  
ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 6.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บดเนื้อมะมวงกับสารละลายสกัดใหเปน
เนื้อเดียวกันนําเขาเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที ใชสวนใสที่สกัดได (supernatant) เปนสวนที่นําไปใชในการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดส 

 
3.5.2 วิธีการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสโดยวิธีของ Flurkey        

   และ Jen (1978) 
 
ปเปตสวนใสที่สกัดได ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใสลงในสารละลายสับสเทรต 

ซ่ึงประกอบดวยสารละลายแคตีคอล ความเขมขน 0.25 โมลาร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร และสาร
ละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (sodium phosphate buffer) ความเขมขน 0.2 โมลารพีเอช 6.5 
ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง(optical density, OD) ที่ความยาวคลื่น 
420 นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกลืนแสงทุกๆ 30 วินาที เปนเวลา 3 นาที นําคาที่ไดไปเขียนกราฟ
ระหวางระยะเวลากับคาการดูดกลืนแสงที่วัดได วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิ
เดสที่มีอยูในตัวอยางในชวงของกราฟที่มีความชันเปนเสนตรง 

 
กําหนดใหกิจกรรมเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส 1 หนวย (unit) เทากับปริมาณ

เอนไซมที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย ในเวลา  
1 นาที  ที่คาพี เอช  6.5 แลวคํานวณหากิจกรรมเอนไซมพอลีฟนอลออกซิ เดส   มีหนวยเปน  
หนวย/มิลลิกรัมโปรตีน/นาที  
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3.5.3 วิธีการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดสโดยวิธีของ Flurkey และ    
   Jen (1978) 

 
ปเปตสวนใสที่สกัดได ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร ใสลงในสารละลายสับสเทรต 

ซ่ึงประกอบดวย สารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร (sodium acetate buffer) ความเขมขน 0.01  
โมลาร พี เอช 6.0 ปริมาตร 2.40 มิลลิลิตร (ซ่ึงประกอบดวย guaiacol ความเขมขน  0.5% และ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 0.1%) แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสง (optical 
density, OD) ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกลืนแสงทุกๆ 30 วินาที เปนเวลา  
5 นาที นําคาที่ไดไปเขียนกราฟระหวางระยะเวลากับคาการดูดกลืนแสงที่วัดได วิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่มีอยูในตัวอยางในชวงของกราฟที่มีความชันเปนเสนตรง 

 
กําหนดใหกิจกรรมเอนไซมเปอรออกซิเดส 1 หนวย (unit) เทากับปริมาณเอนไซม 

ที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย ในเวลา 1 นาที  
ที่คาพีเอช 6.0 แลวคํานวณหากิจกรรมเอนไซมเปอรออกซิเดส (specific activity) มีหนวยเปน 
หนวย/มิลลิกรัมโปรตีน/ นาที  

 
3.5.4 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Dye binding โดยวิธีของ Bradford                
          (1976)  
 

3.5.4.1 การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 
 

ใชโปรตีนอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin, BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน โดย
เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปเปตสารละลายปริมาตร 
50, 100, 150, 200, 250 และ 300 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร เติมสาร
ละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 6.2 ที่มีโซเดียมคลอไรดความเขม
ขน 0.1 โมลาร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด โดยใหปริมาตรรวมในแตละหลอดเทากับ 300 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลาย Coomassie brilliant blue (0.05% Coomassie brilliant blue 
G—250 ใน 5% ethanol และ 10% phosphoric acid) ลงไปหลอดละ 3.0 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย
ใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมเิตอร นําคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดมาเขียนเสนกราฟมาตรฐาน  
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3.5.4.2 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมท่ีสกัดได 
 

ปเปตสารละลายเอนไซมตัวอยางที่สกัดไดจากการสกัดปริมาตร 200 ไมโครลิตร  
ใสลงในหลอดทดลองแลวเติมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 
6.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.1 โมลาร ลงในหลอดทดลองหลอดละ 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้น 
เติมสารละลาย Coomassie brilliant blue (0.05% Coomassie brilliant blue G—250 ใน 5% ethanol 
และ 10% phosphoric acid) หลอดละ 3.0 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 10 นาที แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร นําคาดูดกลืนแสงที่อานได 
ไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน เพื่อนําไปคํานวณหาความเขมขนของโปรตีน 
ที่ละลายอยูในสารละลายเอนไซมตัวอยางที่สกัดได  
 

วิธีการคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสและเปอรออกซิเดส 
 

 ก) กิจกรรมเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส 
 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากชวงของกราฟที่มีความชันเปนเสนตรง มาคํานวณ 

หากิจกรรมเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส 
โดยกําหนดใหกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส 1 หนวยเทากับปริมาณ

ของเอนไซมที่ทําใหคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย ในเวลา  
1 นาที ที่คาพีเอชเทากับ 6.5 จะไดกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสเทากับ  

 
คาการดูดกลืนแสงที่อานได   =   A หนวย/นาที (Flurkey and Jen, 1978) 

                     0.001 
 
- สารละลายเอนไซมที่สกัดไดปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร  (250 ไมโครลิตร) มีกิจกรรม

เอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดสเทากับ A หนวย/นาที 
- สารละลายเอนไซมที่สกัดไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร มีกิจกรรมเอนไซมพอลีฟนอล

ออกซิเดสเทากับ A  x  4 หนวย = B หนวย/นาที/มิลลิลิตร 
- แสดงวา สารละลายเอนไซมที่สกัดได มีกิจกรรมเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส 

เทากับ B หนวย/นาที/มิลลิลิตร----------(1) 
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ข) กิจกรรมเอนไซมเปอรออกซิเดส 
 

นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากชวงของกราฟที่มีความชันเปนเสนตรง มาคํานวณ
หากิจกรรมเอนไซมเปอรออกซิเดส 

โดยกําหนดใหกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส 1 หนวยเทากับปริมาณของ
เอนไซมที่ทําใหคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย ในเวลา 1 นาที  
ที่คาพีเอชเทากับ 6.0 จะไดกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดสเทากับ 

 
คาการดูดกลืนแสงที่อานได   =   C หนวย/นาที (Flurkey and Jen, 1978) 

                     0.001 
 
- สารละลายเอนไซมที่สกัดไดปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  (100 ไมโครลิตร) มีกิจกรรม

เอนไซมเปอรออกซิเดสเทากับ C หนวย/นาที 
- สารละลายเอนไซมที่สกัดไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะมีกิจกรรมเอนไซมเปอร- 

ออกซิเดสเทากับ C  x 10 หนวย = D หนวย/นาที/มิลลิลิตร 
- แสดงวา สารละลายเอนไซมที่สกัดได มีกิจกรรมเอนไซมเปอรออกซิเดสเทากับ 

 D หนวย/นาที/มิลลิลิตร----------(2) 
 

 ค) วิธีการคํานวณหาปริมาณโปรตีนท่ีละลายได 
 
นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร ไปเปรียบเทียบหาปริมาณของโปรตีนจากกราฟโปรตีนมาตรฐาน ดังรูปที่ 3.4  
 

- สารละลายเอนไซมที่สกัดไดปริมาตร 200 ไมโครลิตร มีปริมาณโปรตีนที่ละลาย
น้ําไดเทากับ E ไมโครกรัม  

- สารละลายเอนไซมที่สกัดไดปริมาตร 1 ไมโครลิตร มีปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ํา
ไดเทากับ E/200 ไมโครกรัม = F ไมโครกรัม 

- แสดงวา สารละลายเอนไซมที่สกัดได มีความเขมขนของโปรตีนที่ละลายน้ําได 
เทากับ F ไมโครกรัม/ไมโครลิตร หรือเทากับ F มิลลิกรัม/มิลลิลิตร----------(3) 
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ง) วิธีการคํานวณหา specific activity ของเอนไซม 
  

specific activity ของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส  
=       กิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส   = สมการ (2) 

  ปริมาณของโปรตีนในหนวยมิลลิกรัม  สมการ (3) 
 

specific activity ของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
= กิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส        = สมการ (1) 

  ปริมาณของโปรตีนในหนวยมิลลิกรัม  สมการ (3) 
 
* specific activity ของเอนไซมมีหนวยเปน หนวย/มิลลิกรัมโปรตีน/นาที 

 
จ) วิธีการคํานวณการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม 

 
 
การยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส (เปอรเซ็นต) 
 

= กิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส (ชุดการทดลอง) 
   กิจกรรมของเอนไซมพอลีฟนอลออกซิเดส (ชุดควบคุม) 

 
 
การยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส (เปอรเซ็นต) 
 

= กิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ชุดการทดลอง) 
   กิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ชุดควบคุม) 

 

X 100 - 100 

X 100 - 100 
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y = 0.0106x + 0.0066
R2 = 0.9995
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รูปท่ี 3.4  กราฟสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 
3.6 การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ 
 

3.6.1 การวัดสีโดยใชเคร่ือง Chroma Meter ระบบ CIELAB (L*, a*, b*) (Minolta,    
      1994) 

 
วัดการเปลี่ยนแปลงของสีเนื้อมะมวงสุก แตละชิ้นโดยวัดชิ้นละ 3 ตําแหนง  

คาที่ไดจะแสดงเปน L*, a*, b* โดยกําหนด 
 

  คา L*  คือ คาความสวาง (Lightness) มีคาอยูในชวง 0-100 
   สีขาว (L*=100) สีดํา (L*=0) 
  คา a* คือ คาสีแดงและสีเขียว (Redness/Greeness)  
   สีแดงเมื่อ a* มีคาเปนบวก (+), สีเขียวเมื่อ a* มีคาเปนลบ  (-) 

คา b* คือ เปนคาสีเหลืองและสีน้ําเงิน (Yellowness/Blueness) 
   สีเหลืองเมื่อ b* มีคาเปนบวก (+), สีน้ําเงินเมื่อ b* มีคาเปนลบ  (-) 
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นําคา a* และ b* มาหาคา Hue angle และ Chroma จากสูตร  
Chroma (C* ) =  )*()*( 22 ba +  
Hue angle (H°) =   *)/*(tan 1 ab−    

ถา C* มีคาเขาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีซีดจาง (เทา)  
ถา C* มีคาเขาใกล 60 หมายถึง วัตถุมีสีเขม 
ถา H° มีคาเขาใกลศูนยองศา หมายถึง วัตถุจะอยูในกลุมสีแดง 
ถา H° มีคาเขาใกล 90 องศา หมายถึง วัตถุจะอยูในกลุมสีเหลือง 
ถา H° มีคาเขาใกล 180 องศา หมายถงึ วัตถุจะอยูในกลุมสีเขียว 

 
3.7 การวิเคราะหสมบัติทางเคมี 
 

3.7.1 การวัดความเปนกรด-ดาง (pH) วัดดวยเครื่องวัดพีเอช (Microprocesser pH  
          meter “HANNA” model 213, USA) 

 
ช่ังเนื้อมะมวงสุกปนเปนเนื้อเดียวกันมาประมาณ 10 กรัม ใสในน้ํากลั่นประมาณ 

50 มิลลิลิตร ใชแทงแกวคนใหเขากัน  แลววัดพีเอช โดยใชเครื่องวัดพีเอชที่มีการตรวจสอบ 
ความถูกตองของเครื่องพีเอชมิเตอรดวยสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐานที่มีคาพีเอชเทากับ 4.01  
และ 7.00 ตามลําดับ จดบันทึกผล  

 
3.8 การวิเคราะหผลทางสถิติ 

 
นําขอมูลผลการทดลองที่วิเคราะหไดจากการทดลองของตอนที่ 1, 2 และ 3  

ซ่ึงเปนผลของสารละลายแคลเซียมคลอไรด กรดซิตริก และสารละลายผสมระหวางแคลเซียม 
คลอไรดและกรดซิตริกตอการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดสและพอลีฟนอลออกซิเดส
ในเนื้อมะมวงสุกทั้ง 4 สายพันธุ ในระหวางการเก็บรักษามาหาคาเฉลี่ย และทําการวิเคราะห 
ความผันแปร  เมื่อพบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ย  โดยวิธี  Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) (ตอนที่  1 และ 2) และ Least Significant Different (LSD) (ตอนท่ี  3)โดยใชโปรแกรม
สําเร็จรูป SPSS V.10 (อิศรพงษ, 2544) 
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