
บทที่ 3
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

3.1 วัตถุดิบ
ผลลําไยพันธุดอชั้นมาตรฐาน  A ที่บรรจุในตะกราพลาสติก น้ําหนักรวมตะกรา 

11 กิโลกรัม และผานการรมดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซดไดซ้ือมาจากผูประกอบการคาลําไยเพื่อ
การสงออก โดยในการทดลองครั้งที่ 1 เปนผลลําไยในฤดูที่ไดรับความอนุเคราะห มาจาก บริษัท 
อินเตอร เฟรช  จํากัด  จํานวน  3 ตะกราที่ผานการรมดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด เมื่อ  
วันที่ 24 สิงหาคม 2547 นํามาทดลองภายหลังจากผานการรมแลวไมเกิน 12 ชั่วโมง สวน
ในการทดลองครั้งที่  2 เปนผลลําไยนอกฤดูที่ผานการรมดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด
เมื่อวันที่ 1 พฤศจิกายน 2547 นํามาทดลองภายหลังจากผานการรมแลว 12 ชั่วโมง โดยคัดเลือกเอา
เฉพาะผลลําไยที่ดีและมีขนาดผลสม่ําเสมอกัน

3.2 วิธีทดลอง
บรรจุผลลําไยลงในตะกราพลาสติกที่ใชบรรจุทางการคาขนาดกวาง x ยาว x สูง เทากับ 

 15 x 33 x 10 เซนติเมตร โดยบรรจุตะกราละ 1.5 กิโลกรัม และแบงในตะกราออกเปน 3 ชองๆละ 
0.5 กิโลกรัม (จํานวนผลประมาณ 45 – 53 ผล) หลังจากนั้นนําตะกราผลลําไยไปเก็บรักษา 
ที่อุณหภูมิ 5±1 และ 10±1°ซ ทําการทดลอง 3 ซํ้า ซ่ึงแตละซ้ําประกอบดวยผลลําไย 0.5 กิโลกรัม 
และเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 8 สัปดาห แลวสุมตัวอยางออกมาทุกสัปดาหเพื่อวิเคราะหสมบัติ
ทางกายภาพ ทางเคมี และกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส

3.3 การวางแผนการทดลอง
วิเคราะหคาเฉลี่ยระหวางผลลําไยที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5±1 และ 10±1°ซ ในแตละสัปดาห

แบบ T – test (Two – sample T – test)
สวนอิทธิพลของแตละปจจัยทําการวิเคราะหผลแบบ 2 × 9 factorial in CRD โดยปจจัยที่ 1 

คือ อุณหภูมิการเก็บรักษา (5±1 และ 10± 1°ซ) สวนปจจัยที่ 2 คือ ระยะเวลาการเก็บรักษา และ
ทดสอบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan , Multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
SPSS V.10.0.1 (อิศรพงษ, 2544)
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3.4 การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ
3.4.1 เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก
ชั่งน้ําหนักผลลําไยทุกสัปดาหดวยเครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 2 ตําแหนง (Analytical 

balance, Satorius; Model A Germany) โดยใชผลลําไยประมาณ 0.5 กิโลกรัมตอซํ้า ทําการทดลอง  
3 ซํ้า และคํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก

เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก = (น้ําหนักเริ่มตน – น้ําหนัก ณ. วันที่ช่ัง) × 100
       น้ําหนักเริ่มตน

3.4.2 เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยจํานวนผล
พิจารณาการเนาเสียของผลลําไยที่โดยนับจํานวนผลที่เนาเสีย แลวคิดเทียบเปนเปอรเซ็นต

การเนาเสียตอจํานวนผลลําไยทั้งหมด ทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตการเนาเสียโดย
จํานวนผล

เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยจํานวนผล = จํานวนผลลําไยที่เนาเสียในวันที่ตรวจ × 100
      จํานวนผลลําไยทั้งหมด

3.4.3 เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยน้ําหนัก
พิจารณาจากการเนาเสียของผลลําไยโดยการชั่งน้ําหนักผลที่เนาเสีย แลวคิดเทียบเปน

เปอรเซ็นตการเนาเสียตอน้ําหนักผลลําไยทั้งหมด ทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวคํานวณหาเปอรเซ็นต
การเนาเสียโดยน้ําหนัก

เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยน้ําหนัก = น้ําหนักผลลําไยที่เนาเสียในวันที่ตรวจ × 100
      น้ําหนักผลลําไยทั้งหมด

3.4.4 การวัดสีเปลือกดานนอกและดานในของเปลือกผลลําไย  และสีของเนื้อลําไย
วัดสีเปลือกดานนอกและดานในของเปลือกผลลําไย และสีของเนื้อลําไยโดยใชเครื่อง  

Chroma meter (Chroma meter, Minolta; CR – 300 Japan) บันทึกคาคาเปน L* , a* และ b* โดยใช
ผลลําไย 10 ผลตอซํ้า ทําการทดลอง 3 ซํ้า
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โดยคา L*   =  The lightness factor (value)
 a* และ b* =  The chromaticity coordinates (Hue angle , Chroma)

นําคา a* และ b* มาคํานวณหาคา Chroma (C*) และ Hue angle (H°) จากสมการ
Chroma    = (a 2+ b 2) 1 / 2

Hue angle = (tan – 1(b* / a*) /6.2832) × 360  ถา a*> 0 และ b* > 0
เมื่อ L* เปนคาความขาว-ดํา ถาคา L* มีคาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีดํา หากคา L* เขาใกล 100 
หมายถึง วัตถุมีสีขาว

a* เปนคาแสดงถึงสีแดงและสีเขียว เมื่อ a* มีคาเปนบวก หมายถึง วัตถุมีสีแดง หากคา a* มี
คาเปนลบ หมายถึง วัตถุมีสีเขียว

b* เปนคาแสดงถึงสีเหลืองและสีน้ําเงิน เมื่อ b* มีคาเปนบวก หมายถึง วัตถุมีสีเหลือง หาก
คา b* มีคาเปนลบ หมายถึง วัตถุมีสีน้ําเงิน

C* เปนคาแสดงถึงความเขมของสี ถา C* มีคาเขาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีเทา 
 หากคา C* มีคาเพิ่มขึ้นแสดงวาวตัถุมีความเขมสีเพิ่มมากขึ้น

H° เปนคาแสดงถึงสีแทจริงที่ปรากฏใหเห็น คํานวณใหอยูในรูปขององศาในวงกลม ซ่ึง
เร่ิมตั้งแต 0 องศาถึง 360 องศา โดยสีในแกนหลักไดแก 0 องศา แสดงสีแดง – มวง 90 องศา แสดง 
สีเหลือง 180 องศา แสดงสีเขียว และ 270 องศา แสดงสีน้ําเงิน (สุคนธชื่นและวรรณวิบูลย, 2543; 
McGuire, 1992)

3.5 การวิเคราะหสมบัติทางเคมี
3.5.1 คาความเปนกรดเปนดาง (พีเอช) ของเปลอืกลําไย
นําเปลือกลําไยมา 10 ผลตอซํ้า ทําใหเปนเนื้อเดียวกันโดยใชเครื่องปน (Blender, Moulinex; 

S648 Japan) เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตรตั้งทิ้งไว 30 นาที แลวนํามาวัดคาความเปนกรดเปนดางโดยใช
เครื่องพีเอชมิเตอร (Microprocessor pH meter, HANNA; Model 213 USA.) และกอนใชเครื่อง 
พีเอชมิเตอรทุกครั้ง จะตองผานการปรับคามาตรฐานโดยใชสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน 
พีเอช 7.0 และ 4.0 (Buffer solution, Merck; Germany) ตามลําดับ ทําการวัดคาตัวอยางละ 3 ซ้ํา

3.5.2 คาความเปนกรดเปนดาง (พีเอช) ของเนื้อลําไย
นําเนื้อลําไย 10 ผลตอซํ้า ปนใหเปนเนื้อเดียวกันโดยใชเครื่องปน (Blender, National; 

Model MX–T2GN Japan) แลวนํามาวัดคาความเปนกรดเปนดางโดยใชเครื่องพีเอชมิเตอร 
(Microprocessor pH meter, HANNA; Model 213 USA.) และกอนใชเครื่องพีเอชมิเตอรควร 
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ตรวจสอบความถูกตองของเครื่องวัดโดยใชสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐานพีเอช 7.0 และ 4.0 (Buffer 
solution, Merck; Germany) ตามลําดับ ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า

3.5.3 ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได
นําน้ําปนของเนื้อลําไยที่ไดมาจากขอ 3.5.2 มาวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดโดยใช

เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Hand refractometer, ATAGO; Model N1 Japan) ที่วัดคา
ไดระหวาง 0 – 32 % โดยกอนใชวัดตัวอยางทุกครั้งใหปรับคาใหเปน 0 ดวยน้ํากลั่น ทําการทดลอง
ตัวอยางละ 3 คร้ัง แลวหาคาเฉลี่ย

3.5.4 ปริมาณกรดทั้งหมดที่ไทเทรตได
 วัดปริมาณกรดทั้งหมดในตัวอยางเนื้อลําไย โดยวิธีการไทเทรตและคํานวณผลในรูปของ
กรดซิตริก ตามวิธี AOAC (2000)

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล  เตรียมโดยชั่งโซเดียม- 

ไฮดรอกไซด (sodium hydroxide, NaOH, AR grade, Merck; Germany) จํานวน 4.00 กรัมโดยใช
เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 2 ตําแหนง (Analytical balance, Satorius; Model A Germany) ละลายใน
น้ํากลั่น และปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร นําสารละลายดางที่ไดไปเปรียบเทียบความเขม
ขนกับสารละลายมาตรฐาน potassium hydrogen phthalate (potassium hydrogen phthalate, 
C8H5KO4, AR grade, Merck; Germany) ความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อหาความเขมขนที่แทจริงของ
สารละลายดาง

วิธีวิเคราะห
นําตัวอยางเนื้อลําไยที่ปนเปนเนื้อเดียวกันจํานวน 10 กรัม เติมน้ํากลั่นที่ผานการตมเดือดลง

ไป 20 มิลลิลิตร ผสมตัวอยางกับน้ําใหเขากันดวยเครื่อง magnetic stirrer (magnetic stirrer, 
Whatman®; Model HPMS England) นําสารละลายตัวอยางไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล วัดคาความเปนกรดเปนดางของสารละลายที่ไทเทรตจน
เครื่องพีเอชมิเตอร(Microprocessor pH meter, HANNA; Model 213 U.S.A.) จุดยุติคือเมื่ออาน 
คาความเปนกรดเปนดางได 8.1 บันทึกปริมาตรของสารละลายดางที่ใช ทําการทดลองตัวอยางละ 3 
ซํ้า และหาคาเฉลี่ย นําคาที่ไดคํานวณหาปริมาณกรดทั้งหมดที่ไทเทรตไดในรูปของกรดซิตริกตอ 
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100 กรัมของน้ําหนักสดโดยเปรียบเทียบกับคามาตรฐาน ดังนี้ 1 มิลลิลิตรสารละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล  ทําปฏิกิริยาสมมูลพอดีกับกรดซิตริก 0.007 กรัม

%กรดทั้งหมดที่ไทเทรตได  =  ความเขมขน NaOH (N) × ปริมาตร NaOH (ml) × 0.070 ×  100
                                               น้ําหนักของเนื้อลําไย (g)

3.5.5 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงและน้ําตาลทั้งหมด
วิเคราะหปริมาณโดยวิธีของน้ําตาลรีดิวซิงและน้ําตาลทั้งหมดในตัวอยางเนื้อลําไย โดยวิธี

ของ  Lane and Eynon ที่เรียบเรียงโดยลักขณาและนิธิยา (2544)

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลาย Carrez No.1 เตรียมโดยละลายซิงอะซีเตต (zinc acetate dehydrate, AR 

grade, Baker; U.S.A.) จํานวน 21.9 กรัม ในน้ํากลั่นที่มี glacial acetic acid (glacial acetic acid, AR 
grade, Merck; Germany) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น

ข) สารละลาย Carrez No.2 เตรียมโดยละลายโพแทสเซียมเฟอโรไซยาไนด (potassium 
ferrocyanide, AR grade,Ajax Finechem; Australia) จํานวน 10.6 กรัมในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตร
ใหครบ 100 มิลลิลิตร

ค) สารละลาย Fehling No.1 เตรียมโดยละลายคอปเปอรซัลเฟต (copper sulphate, AR 
grade, Baker; U.S.A.) จํานวน 69.278 กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

ง) สารละลาย Fehling No.2 เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจํานวน 100 กรัม และ
โพแทสเซียมโซเดียมทาเทรต (potassium sodium tartrate, AR grade, Baker; U.S.A.) จํานวน 346 
กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

จ) สารละลายเมทิลีนบลูความเขมขน 1%  เตรียมโดยละลายเมทิลีนบลู (methylene blue,
AR grade, Merck; Germany)  จํานวน 1 กรัมในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร

ฉ) สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.34 นอรมัล เตรียมโดยตวงสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน (hydrochloric acid, AR grade, Merck; Germany) ปริมาตร 564.33 มิลลิลิตร 
คอยๆรินกรดลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

ช) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 5 นอรมัล  เตรียมโดยชั่งโซเดียม- 
ไฮดรอกไซดจํานวน 200 กรัมละลายในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
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วิธีวิเคราะห
ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยที่ปนเปนเนื้อเดียวกันจํานวน 10 กรัม เติมน้ํากลั่นลงไปพอประมาณให

เนื้อลําไยกระจายตัว เติม Clearing agent คือ สารละลาย Carrez No.1 และ 2 ลงไปอยางละ 5 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น ตั้งทิ้งไว 20 นาที แลว
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 (Whatman® no.4) เก็บสารละลายที่กรองไดใชวิเคราะหหาปริมาณ
น้ําตาล ดังตอไปนี้

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน
Preliminary titration
นําสารละลายตัวอยางที่เตรียมไวใสลงในบิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย

Fehling No.1และ2  อยางละ 5 มิลลิลิตร ใสในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร ใสแทงแมเหล็ก นําไปตั้ง
บนเครื่อง hot plate และ magnetic stirrer (hot plate and magnetic stirrer, Whatman®; Model 
HPMS England) จนเดือด ไทเทรตกับสารละลายน้ําตาลตัวอยางจนสีน้ําเงินจางลง หยดสารละลาย
เมทิลีนบลูลงไป 1 –2 หยด ไทเทรตตอจนสีฟาหายไปหมดเหลือตะกอนสีสมแดง บันทึกปริมาตร
ของสารละลายน้ําตาลที่ใช ถาปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใชอยูในชวง 15 –50 มิลลิลิตร แสดง
วา สารละลายตัวอยางมีความเขมขนที่เหมาะสม

Accurate titration
เมื่อ เ ตรีย มสารละลายตัวอยา งที่มีค ว ามเขมขนที่ เ หมาะสมแลว  ตอ งทําการ

ไทเทรตซ้ํ า  เชนเดียวกับ preliminary titration โดยปลอยสารละลายน้ําตาลจากบิวเรตลงไปทันที
โดยใชปริมาตรนอยกวาที่ใชในการไทเทรต preliminary titration ประมาณ 1–2 มิลลิลิตร ปลอยให
เดือดนาน 2 นาที หยดสารละลายเมทิลีนบลูลงไป 1–2 หยด ไทเทรตตอจนสีฟาจางหายไปหมด 
เหลือตะกอนสีสมแดง บันทึกปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใช ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า  
นําปริมาณสารละลายน้ําตาลที่ใชมาหาคาเฉลี่ยแลวนําไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลใน  
สารละลายตัวอยางจากตารางมาตรฐาน (ภาคผนวก ค.)

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงหลังการทําอินเวอรชัน
ปเปตสารละลายตัวอยางมา 15 มิลลิลิตร ใสในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

กรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.34 นอรมัล ลงไป 10 มิลลิลิตร แลวนําไปไฮโดรไลซในอางควบ
คุมอุณหภูมิ (water bath, Gallenkamp; England) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้น
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นํามาทําใหเย็นทันที แลวปรับคาพีเอชใหเปนกลางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขม
ขน 5 นอรมัล แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 250 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น นําสารละลายตัวอยางนี้
ใสลงในบิวเรตแลวทําการไทเทรตกับสารละลาย Fehling No.1 และ 2 เชนเดียวกับการวิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า นําปรมิาณสารละลาย
น้ําตาลที่ใชมาหาคาเฉลี่ยแลวนําไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลในรูป invert sugar จากตาราง
มาตรฐาน คํานวณปริมาณน้ําตาล ดังนี้

น้ําตาลซูโครส (%)   =  (D2 – D1) × 0.95
น้ําตาลทั้งหมด (%)   = % น้ําตาลซูโครส + D1

เมื่อ                D1      =  % น้ําตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน
                      D2      =  % น้ําตาลรีดิวซิงหลังการทําอินเวอรชัน

3.5.6 ความชื้นท่ีเปลือกผลลําไย
วิเคราะหโดยวิธีการอบแหงตามวิธีที่เรียบเรียงโดยลักขณาและนิธิยา (2544)  
อบ moisture can ใหแหงสนิทในตูอบลมรอน (hot air oven, Memmert; Um 100 – 800

Germany) ประมาณ 20–30 นาที ทําใหเย็นใน desiccator และชั่งหาน้ําหนักที่แนนอนของ moisture 
can ดวยเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Analytical balance, Satorius; Germany)

ชั่งตัวอยางเปลือกลําไยใหทราบน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 5 กรัม (จากลําไย 10 ผล) ใสลง
ใน moisture can ที่ผานการอบแหงและทราบน้ําหนักแลว นําไปอบในตูอบลมรอนควบคุมอุณหภูมิ
ใหอยูในชวง 100 – 105 องศาเซลเซียส นานประมาณ 3 ชั่วโมง นําออกมาจากตูอบลมรอน ปลอย
ใหเย็นใน desiccator แลวช่ังหาน้ําหนัก นําไปอบซ้ําหลายๆครั้งจนไดน้ําหนักคงที่ ซ่ึงคาที่ไดจะตอง
ไมแตกตางกันเกิน 0.05 กรัม ช่ังน้ําหนักของของแข็งที่เหลืออยู คํานวณน้ําหนักของน้ําที่หายไป 
และคํานวณหา % ความชื้นได ดังนี้

%ความชื้น  =   น้ําหนักที่หายไป  × 100
                       น้ําหนักตัวอยางที่ใช
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3.5.7 การวิเคราะหหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดตกคางที่เปลือกลําไย
ทําการวิเคราะหตามวิธีของ Optimized Monier – Williams

หลักการวิเคราะห
เปนการกลั่นแบบ reflux โดยใหกรดไฮโดรคลอริกทําปฏิกิริยากับสารประกอบของซัล

เฟอรไดออกไซดที่อยูในอาหาร ใหไดกาซซัลเฟอรไดออกไซดในรูปอิสระออกมา และใชกาซ
ไนโตรเจนซึ่งเปนกาซเฉื่อยเปนตัวพาซัลเฟอรไดออกไซดออกมาเก็บในสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดเกิดเปนกรดซัลฟวริก

ขั้นตอนการไทเทรตเปนการนํากรดซัลฟวริกที่ไดจากการกลั่นไปหาความเขมขน โดย
ไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด โดยมีฟนอลเรดเปนอินดิเคเตอร

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร  เตรียมโดยช่ังโซเดียม 

ไฮดรอกไซดจํานวน 4 กรัม ละลายน้ํากลั่น ใสในขวดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น นําสารละลายดางที่ไดไปเปรียบเทียบความเขมขนกับสารละลายมาตรฐาน potassium 
hydrogen phthalate ความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อหาความเขมขนที่แทจริงของสารละลายดาง

ข) สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 4 โมลาร เตรียมโดยตวงสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 37% ปริมาตร 662  มิลลิลิตร คอยๆ รินกรดลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรให
ครบ 2,000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น

ค) สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% เตรียมโดยนําไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซดความเขมขน 30% (hydrogen peroxide 30%, Merck; Germany) จํานวน 100 มลิลิลิตร  
ใสในขวดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น

ง) สารละลายเมทิลเรดความเขมขน 0.25%  โดยช่ังสารเมทิลเรด (methyl red, AR grade, 
Merck; Germany) จํานวน 0.25 กรัม ละลายในเอทานอล 95% แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตรดวยเอทานอล 95% (ethanol 95%, AR grade, Baker; USA.)

จ) สารละลายเอทานอลความเขมขน 5%  โดยนําเอทานอล 95% จํานวน 105 มิลลิลิตร ใส
ในขวดปริมาตรขนาด 2,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบดวยน้ํากลั่น
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วิธีวิเคราะห
ชั่งน้ําหนักเปลือกลําไย 30 กรัมใสในเครื่องปน (Blender, National; Model MX–T2GN 

Japan) เติมสารละลายเอทานอล 5% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสในเครื่องปน ปนรวมกันนาน 15 
วินาที นําตัวอยางเปลือกลําไยที่ปนละเอียดแลวใสในขวด 3 คอทางทอหลอดเก็บตัวอยางอาหาร 
พรอมกับเติมน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร และสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 4 โมลาร จํานวน
90 มิลลิลิตรลงไป จากนั้นเตมิสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 3% จํานวน 50 มิลลิลิตร 
และสารละลายเมทิลเรด 1–2 หยดลงในหลอดเก็บสารละลายที่กล่ันได และนําไปไทเทรตกับสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลารจนสารละลายมีสีเหลือง   สวมทอกาซ
ไนโตรเจนที่ทอตอกาซไนโตรเจนปรับอัตราการไหลของกาซใหอยูในระดับ 200 มิลลิลิตรตอนาที 
ตรวจดูขอตอตางๆใหแนนเพื่อปองกันการสูญเสียกาซซัลเฟอรไดออกไซดขณะกลั่น  เปดเตาให
ความรอน (heating mantle, Whatman®; Model HMFT England) เพื่อทําการกลั่น ประมาณ 1 ชั่ว
โมง 50 นาที ถาตัวอยางมีซัลเฟอรไดออกไซดสารละลายในหลอดเก็บสารละลายจะเปลี่ยนจากสี
เหลืองเปนสีชมพู เมื่อกล่ันจนครบ 1 ชั่วโมง 50 นาทีแลวใหปดเตาและนําทอกาซไนโตรเจนออก 
นําสารละลายในหลอดเก็บสารละลายไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
0.1 โมลารจนสารละลายมีจุดยุติเปนสีเหลือง บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่
ใช แลวคํานวณหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด

ปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด  =  32.03 × V × M × 1000
(ppm)       W

เมื่อ                           32.03      =  น้ําหนักกรัมสมมูลของซัลเฟอรไดออกไซด
           V       =  ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใช (มิลลิลิตร)
        M      =  จํานวนโมลของโซเดียมไฮดรอกไซด (โมลาร)
        W      =  น้ําหนักตัวอยางที่ใช (กรัม)

3.5.8 การวิเคราะหหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดตกคางที่เนื้อลําไย
ทําการวิเคราะหตามวิธีของ Optimized Monier – Williams  โดยช่ังน้ําหนักเนื้อลําไย 100 

กรัมแลวทําการวิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะหหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดตกคางที่เปลือก
ลําไยตามขอ 3.5.7
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3.5.9 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส
ดัดแปลงวิธีวิเคราะหจากวิธีการของ Jiang (1999)

หลักการวิเคราะห
catechol + O2           4-methyl-o-benzoquinone

 ซ่ึงปฏิกิริยานี้จะถูกกระตุนโดยเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4
- เตรียมสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร   โดยช่ัง 

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (sodium dihydrogen phosphate dihydrate, AR grade, Fisher; 
England)  น้ําหนัก 15.6010 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตรโดยใช
ขวดปรับปริมาตร

- เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร โดยช่ัง 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (disodium hydrogen orthophosphate anhydrous, AR grade, Fisher; 
England) น้ําหนัก 8.8995 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร โดยใช
ขวดปรับปริมาตร

เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4 โดยนําสารละลาย
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 735 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 265 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสาร
ละลายผสมใหไดเทากับ 6.4

ข) สารละลาย Catechol ความเขมขน 0.1 โมลาร
เตรียมโดยชั่ง catechol (catechol, AR grade, Fluka; Swizerland) น้ําหนัก 5.5050 กรัม

ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 6.4 ปรับปริมาตรใหครบ 250 
มิลลิลิตร

การสกัดเอนไซม
สกัดเอนไซมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยนําเปลือกลําไยจํานวน 3 กรัมจากลําไย 6 ผล 

บดใหละเอียดในโกรงที่แชเย็น เติมสารละลายสกัด (extraction solution) ในอัตราสวนปริมาตร 
สารละลายสกัดตอน้ําหนักเปลือกของผลลําไย เทากับ 8 : 1 ซ่ึงสารสกัดนี้ประกอบดวยสารละลาย
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ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4 และ Polyvinyl pyrrolidone (polyvinyl –
pyrrolidone K30, AR grade, Fluka; USA.) 1% บดใหเขากันอีกครั้งและปรับปริมาตรเปน 25 
มิลลิลิตร เก็บไวคางคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  แลวปนตัวอยางใหตกตะกอนดวยเครื่องหมุน
เหวี่ยง (Centrifuge, Hettich; Rotina 46R Germany) ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายหลังการหมุนเหวี่ยงนําเฉพาะของเหลวใส (supernatant) ซ่ึงเปน 
crude enzyme ไปใชในการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณโปรตีน

การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม
การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห (assay mixture) โดยปเปตสารละลาย catechol

 ความเขมขน 0.1 โมลาร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 6.4 มา
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นเติม crude enzyme ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน Cuvette tube ผสม
ใหเขากัน แลววัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร (ThermoSpectronic, 
Biomate5; USA.) ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร โดยวัดคาการดูดกลืนแสงทุกๆ 30 วินาที เปน
เวลา 5 นาที นําคาที่วดัได เขียนกราฟระหวางระยะเวลากับคาการดูดกลืนแสงที่วัดได วิเคราะห 
กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสที่มีอยูในตัวอยางในชวงกราฟที่มีความชันเปนเสนตรง

กําหนดใหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส 1 หนวย เทากับปริมาณเอนไซมที่ทํา
ใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย  ในเวลา 1 นาที ที่คา 
พีเอช 6.4 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แลวคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส   
เปนจํานวนหนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมของโปรตีน

3.5.10 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford Protein Assay  (Bradford, 1976)
การเตรียมสารละลาย
ก)  สารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
เตรียมโดยชั่งสารโปรตีน BSA (Bovine serum albumin, Fluka; Swizerland) น้ําหนัก

0.005 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร แลว
นํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ

ข) สารละลายสียอม
เตรียมโดยชั่ง coomassie brilliant blue G-250 (coomassie brilliant blue G-250, AR grade,
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Sigma; USA.) ละลายในเอทานอล 99.5% (ethanol 95%, AR grade, Baker; USA.) ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร เติมกรดฟอสฟอริกความเขมขน 85% (phosphoric acid, AR grade, Merck; Germany) ลง
ไป 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น โดยใชขวดปรับปริมาตร

การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน
ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ มาอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองความเขมขนละ 3 หลอด สวนหลอด
ที่ความเขมขน 0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปน blank ทําเพียงหลอดเดียว รวมเปน 19 หลอด จากนั้น
เติมสารละลายสียอมปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 2 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางความ
เขมขนของสารละลายโปรตีนกับคาการดูดกลืนแสง โดยใหแกน x เปนปริมาณความเขมขนของ 
BSA (ไมโครกรัม)  สวนแกน y เปนคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน
นําสารละลาย crude enzyme ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายสี

ยอมปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 2 นาที แลวนํามาวัดคาการดูด
กลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดมาเปรียบเทียบหาระดับความเขมขนของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน (ภาพที่ 3.1)

การคํานวณหากิจกรรมของเอนไซม
ก) วิธีคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส

กําหนดใหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส 1 หนวย เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ทําให
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย ในเวลา 1 นาที ที่คาพีเอช 6.4
จะไดกิจกรรมของเอนไซม เทากับ A หนวย

สารละลายเอนไซมที่สกัดได 0.1 มิลลิลิตร มีกิจกรรม เทากับ  A        หนวย
สารละลายเอนไซมที่สกัดได 1 มิลลิลิตร  มีกิจกรรม เทากับ  A / 0.1  หนวย  = B หนวย
แสดงวาสารละลายเอนไซมมีกิจกรรมของเอนไซม เทากับ B หนวย
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ข) วิธีการคํานวณหาปริมาณของโปรตีน
นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องวัดคาดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร

 ไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟโปรตีนมาตรฐาน

สารละลายเอนไซมที่สกัดได 1000 ไมโครลิตร มีโปรตีนที่ละลายได C          ไมโครกรัม
สารละลายเอนไซมที่สกัดได       1 ไมโครลิตร มีโปรตีนที่ละลายได C / 1000ไมโครกรัม = D
แสดงวาสารละลายเอนไซมมีโปรตีน เทากับ  D ไมโครกรัม / ไมโครลิตร
                                                หรือ    เทากับ  D มิลลิกรัมกรัม / มิลลิลิตร

ค) วิธีคํานวณหา specific activity ของเอนไซม

specific activity ของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส  = กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส
          ปริมาณโปรตีนในหนวยมิลลิกรัม
=   B / D

คา specific activity ของเอนไซมมีหนวยเปน หนวย / นาที/ มิลลิกรัมของโปรตีน

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



42

ภาพที่ 3.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน

3.5.11 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลท้ังหมด
ดัดแปลงวิธีวิเคราะหจากวิธีการของ Hyodo et al .(1978) และ Ketsa and Atantee (1998)

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายฟนอลมาตรฐานความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เตรียมโดยชั่งสาร 

gallic acid (gallic acid, AR grade, Merck; Germany) น้ําหนัก 0.04 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลว 
ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร แลวนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหได
สารละลายมาตรฐานความเขมขน 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ

ข) สารละลายเอทานอลความเขมขน 80%  เตรียมโดยตวงเอทานอล 99.5% (ethanol 95%, 
AR grade, Baker; USA.) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 998 
มิลลิลิตร

ค) สารละลาย  Folin  –  Ciocaltea  Reagent  ความเขมขน 10%    เตรียมโดยตวง Folin –
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Ciocaltea reagent (Folin –Ciocaltea reagent, AR grade, Merck; Germany) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร

ง)สารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 7.5% เตรียมโดยชั่งโซเดียมคารบอเนต 
(sodium carbornate anhydrous, AR grade, Fisher; England) น้ําหนัก 75 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลว
ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร

การสรางกราฟมาตรฐานฟนอล
ปเปตสารละลายฟนอลมาตรฐานความเขมขน 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ

100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ มาอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองความเขมขนละ 3 
หลอด สวนหลอดที่ความเขมขน 0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปน blank รวมเปน 19 หลอด จากนั้น
เติมสารละลาย Folin – Ciocaltea  Reagent  ความเขมขน 10%    ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองแตละหลอด ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 8 นาที จากนั้นเติมสารละลาย
โซเดียมคารบอเนตความเขมขน 7.5% ปริมาตร 4 มิลลิลิตรลงไป ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 2  
ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 765 นาโน
เมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ gallic acid กับคาการ
ดูดกลืนแสง โดยใหแกน x เปนปริมาณความเขมขน ของ gallic acid (ไมโครกรัม)  สวนแกน y เปน
คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร

การสกัดสารประกอบฟนอลจากเปลือก
โดยนําเปลือกผลลําไยจํานวน 3 กรัม จากลําไย 6 ผล บดใหละเอียดในโกรงที่แชเย็น เติม

สารละลายเอทานอล ความเขมขน 80% ที่เย็นลงไปปริมาตร 12 มิลลิลิตร แลวนําตัวอยางให 
ตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส ภายหลังการหมุนเหวี่ยงนําเฉพาะของเหลวใสไปวัดปริมาณทั้งหมด และใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด

การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลท้ังหมด
นําของเหลวใสที่สกัดไดมาเจือจางลง 10 เทา และนําสารละลายที่เจือจางแลวมา 1 มิลลิลิตร

ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Folin – Ciocaltea  Reagent  ความเขมขน 10%   ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 8 นาที  จากนั้นเติมสารละลายโซเดียม
คารบอเนตความเขมขน 7.5% ปริมาตร 4 มิลลิลิตรลงไป ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 2 ช่ัวโมง นํา
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ไปวัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณของสารประกอบฟนอลจากกราฟมาตรฐาน  
 (ภาพที่ 3.2)

ภาพที่ 3.2 กราฟมาตรฐานสารประกอบฟน

การคํานวณหาสารประกอบฟนอลท้ังหมด

นําคาที่อานไดจากสารประกอบฟนอลมาตรฐานที่เตรียม
มาตฐานมาคํานวณหาสูตรสมการเสนตรง ไดดังนี้

y = 0.0089 x
โดย y คือ  คาการดูดกลืนแสงที่อานได

              x  คือ  ปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดในเปลือกลําไ
จากนั้นนําคา xที่อานได มาคํานวณหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งห

สารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร มีสารประกอบฟนอลทั้งหมด
สารประกอบฟนอลไดมาจากการเจือจาง 10 เทาโดยปริมาตร
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แสดงวาสารละลายมีสารประกอบฟนอลทั้งหมด   x  × 10  มิลลิกรัม / มิลลิลิตร  = Y

สารที่สกัดไดมีปริมาตรเฉลี่ย a มิลลิลิตร
แสดงวาสารละลายมีสารประกอบฟนอลทั้งหมด   Y × a    มิลลิกรัม           = Z

สารประกอบฟนอลไดมาจากตัวอยางเปลือกลําไย 3 กรัม

เปลือกลําไย 3 กรัม มีสารประกอบฟนอลทั้งหมด  Z     มิลลิกรัม
เปลือกลําไย 1 กรัม มีสารประกอบฟนอลทั้งหมด  Z / 3  มิลลิกรัม

รายงานผลสารประกอบฟนอลทั้งหมดในหนวย  มิลลิกรัม / กรัมน้ําหนักสด
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