
บทที่ 3 
วิธีดําเนินงานวิจัย 

 
3.1 วัตถุดิบ 
 มะมวงพันธุโชคอนันต (Mangifera indica L., cv. Chok-Anan) ซื้อมาจากสวนคุณทรัพย 
อ.สันทราย จ.เชียงใหม เมื่อวันที่ 8 มีนาคม 2548 ซึ่งเปนผลมะมวงดิบพันธุโชคอนันตทีเ่กบ็เกีย่วใน
ระยะผลแกทางการคา บรรจุใสตะกราพลาสติกแลวขนสงมายังหองปฏิบัติการ ภาควิชา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และไดทํา
การทดลองทันที 
 
3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิเคราะหคุณภาพ 

1. เครื่องวัดสี Minolta Chromameter Model CR-300 (Minolta Camera Co., Ltd., Japan)  
2. เครื่องมือวัดปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได (Hand refractometer วัดคาระหวาง 0-

32% “ATAGO” Model N1, Japan) 
3. เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง (Analytical balance, Sartorius analytic : Model BA 3100P, 

Germany) 
4. เครื่องชั่งไฟฟา 2 ตําแหนง (Analytical balance, Metter Toledo : Model A354, 

Switzerland) 
5. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Microprocessor pH meter, “HANNA” Instrument Model 

213, U.S.A.) 
6. ตูอบลมรอน (Hot air oven, Memmert : UM100-UM800, Germany) 
7. อางน้ําแบบควบคุมอุณหภมูิ  (Water  bath,  Gallenkamp, England) 
8. ตูแช 3 ประตู (Chilled refrigerator, FBS International, Model PT 230, Italy) 
9. เครื่องกวนผสมแบบแมเหลก็ไฟฟา (Hot plate and Magnetic stirrer, Whatman : HPMS, 

England) 
10. Gas chromatography (Gas chromatography (GC), ThermeFinigan Italia S. P. A., 

Model Trace GC, Italy)  
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11. เครื่องวัด Firmness (Fruit Hardness Tester, Shimpo Model FGV-20A, Japan) 
12. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (ThermoSpectronic “Biomate 5”, U.S.A.) 
13. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge Rotiina 46R “Hettich Zentrifugen”, Germany) 
14. เครื่องปน  (Blender, National, Thailand) 
15. โถดูดความชืน้  (Desiccator) 
16. กระดาษกรอง  เบอร 4 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 12  เซนติเมตร (Whatman, England) 
17. บีกเกอร  ขนาด 50, 100, 250, 600 และ 1,000 มิลลิลิตร 
18. ขวดรูปชมพู  ขนาด  125 และ 250  มิลลิลิตร 
19. ขวดปรับปริมาตร (Volumetric  flask)  ขนาด  100, 250, 500 และ 1,000  มิลลิลิตร 
20. แทงแมเหล็ก  (Magnetic  bar) 
21. กรวยกรอง (Funnel) 
22. หลอดหยด  (Dropper) 
23. ปเปตตขนาด 5, 10 และ 20  มิลลิลิตร 
24. เครื่องกวนแบบธรรมดา (Nouva II Model SP 18420-26, U.S.A.) 
25. มีดปอกผลไมและมีดหั่นผลไม 
26. เทอรโมมิเตอร 0-100 องศาเซลเซียส 
27. Data loggers (Data loggers, Branstead/ERTCO, Cole-Parmer Instrument, England)  
 

3.3 สารเคลือบผิวที่ใชในการวิจัย 
สารเคลือบผิวที่ใชในการวิจัยมีทั้งหมด 3 ชนิด คือ   
1.  ไคโตซาน (chitosan) ความเขมขน 0.5% ละลายในกรดแลกติก 0.5% 
2. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethylcellulose, CMC) ความเขมขน 1% ละลายใน      

  น้ํากลัน่ที่มีโพรพิลีนไกลคอล (propylene glycol) ความเขมขน 2% 
3.  อิมัลชันของเนยจืดตอน้ํา (อัตราสวน 4 : 1)             

 
3.4 การเตรียมสารเคลือบผิว 

1. ไคโตซาน (chitosan) ความเขมขน 0.5% ละลายในกรดแลกติก 0.5% 
 เตรียมไดโดย ชั่งไคโตซาน (“Fluka” Chitosan middle-viscous, AR Grade, Fluka, 

Japan) จํานวน 0.50 กรัม นํามาละลายในน้ํากลั่นที่ตมอุนๆ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร แลวคน
สารละลายผสมใหเขากัน จากนั้นเติมกรดแลกติก (“Sigma” Lactic acid, AR Grade, Sigma-
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Aldrich, U.S.A.) ความเขมขน 0.5% ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร และคนสารละลายตลอดเวลาจน
เกล็ดไคโตซานละลายจนหมด นํามาปรับพีเอชใหได 5.6 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
(“Merck” Sodium hydroxide (NaOH), AR Grade, E. Merck, Germany) ความเขมขน 0.1  
นอรมัล หลังจากนั้นจึงปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นในขวดปรับปริมาตร 

2. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethylcellulose, CMC) ความเขมขน 1% ละลายใน   
น้ํากลัน่ที่มีโพรพิลีนไกลคอล (propylene glycol) ความเขมขน 2%  

เตรียมไดโดย ชั่งคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (“Sigma” Carboxymethylcellulose sodium 
salt, low viscosity, AR Grade, Sigma-Aldrich, U.S.A.) จํานวน 1 กรัม นาํมาละลายในน้ํากลัน่
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เติมคารบอกซีเมทิลเซลลูโลสทีละนอยพรอมกับคนสารละลายผสม
ตลอดเวลา เติมโพรพิลีนไกลคอล (“Sigma” Propylene glycol, AR Grade, Sigma-Aldrich, 
Germany) จํานวน 2 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นจงึปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลัน่ในขวด
ปรับปริมาตร 
   3. อิมัลชันของเนยจืดตอน้ํา (อัตราสวน 4 : 1) 

เปนอิมัลชันที่ประกอบดวยเนยจืด (“Allowrie” Creamery butter unsalted, ยูไนเต็ดแดรี่-
ฟูดส, กรุงเทพฯ) ผสมกับน้ํา ในอัตราสวนของเนยจืดตอน้ํา เทากับ 4 : 1 เตรียมโดยคอยๆ เติมน้ํา
ลงไปผสมกับเนยจืดตามอัตราสวนแลวปนจนไดอิมัลชันที่ผสมเปนเนื้อเดียวกัน 
 
 3.5 สถานที่ทําการวิจัย 

1. หองปฏิบัติการ ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
    มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

   2. หองปฏิบัติการ สถานวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
  
3.6 วิธีการเตรียมผลมะมวง 

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) วัตถุดิบ
เปนผลมะมวงดิบพันธุโชคอนันตที่เก็บเกี่ยวในระยะผลแกทางการคา คัดเลือกผลมะมวงพันธุโชค-
อนันตที่มีระยะแกเร่ิมตนใกลเคียงกนั โดยใชคาความถวงจาํเพาะคอื คัดเลือกผลมะมวงทีจ่มใน
น้ําเกลือ 1% (ถ.พ เทากับ 1.007) และลอยในน้าํเกลือ 3% (ถ.พ เทากับ 1.022) หลังจากนั้นลาง
ผลมะมวงใหผวินอกสะอาด ผ่ึงใหแหง นํามาเคลือบผิวดวยสารเคลือบผิวที่บริโภคไดทั้งหมด 3 
ชนิด ยกเวนชดุควบคุมที่ไมไดเคลือบผิว  
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3.7 วิธีการเคลือบผิว 
ชั่งน้าํหนักและเขียนหมายเลขลงบนผลมะมวงแตละผล แลวนํามาเคลือบผิวโดยจุมผล

มะมวงลงในสารเคลือบผิวแตละชนิด จากนัน้ผึง่ผลมะมวงใหแหง ยกเวนอมิัลชันทีม่ีความหนืด  
พอสมควรจึงตองใชมือลูบจากดานขั้วผลลงมาปลายผล เพื่อใหความหนาของสารเคลือบลดลง         
มิฉะนัน้จะไมสามารถผึง่มะมวงใหแหงได หลังจากนัน้นาํผลมะมวงที่ผานการเคลือบผิวแลววาง
เรียงในตะกราพลาสติก แลวเก็บรักษาไวในตูแช (Chilled refrigerator, FBS International, Model 
PT 230, Italy) อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซยีส และความชืน้สัมพทัธ 93+2% ทําการทดลองทั้งหมด 3 
ซ้ํา ซ้ําละ 2 ผล สุมตัวอยางผลมะมวงออกมาเพื่อวิเคราะหคุณภาพทุกๆ 3 วัน รวมทั้งหมด 7 คร้ัง 
เปนเวลา 21 วัน และทําการวิเคราะหคุณภาพของผลมะมวงดิบเริม่ตน รวมใชผลมะมวงทัง้หมด 
48 ผลในแตละการทดลอง และทุกครั้งที่สุมตัวอยางจะทาํการวเิคราะหคุณภาพดังตอไปนี้ 

 
3.7.1 การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ 

 3.7.1.1 การสญูเสียน้าํหนกั (% weight loss) 
 ชั่งน้ําหนักของผลมะมวงที่สุมมาจํานวน 6 ผล ของแตละการทดลอง จํานวน 4 การ
ทดลอง เพื่อศึกษาการสูญเสียน้ําหนักระหวางการเก็บรักษา แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตของ       
น้ําหนักที่หายไป 
 
            น้ําหนกัเริ่มตน – น้าํหนกัสุดทาย = น้ําหนกัทีห่ายไป 
เปอรเซ็นตของน้าํหนักที่หายไป (% weight loss) = น้ําหนกัทีห่ายไป x 100 
             น้ําหนักเริม่ตน 
  

3.7.1.2 ความแนนเนื้อ (firmness) 
 วัดความแนนเนื้อของผลมะมวงโดยใชเครื่อง firmness tester (Fruit Hardness Tester, 
Shimpo Model FGV-20A, Japan) ใชหัวกดทรงกระบอกปลายแหลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 
0.2 เซนติเมตร กดลงบนผลมะมวงทีป่อกเปลือกแลวโดยใหความหนาของเปลือกคงที่ประมาณ 
1.0 มิลลิเมตรทั้ง 2 ดานของแกมผลมะมวง แลวกดหวัเจาะลงในเนือ้ผลมะมวงลกึประมาณ 0.5 
เซนติเมตร ในสวนแกมของผลมะมวง 3 ตําแหนงคือ บริเวณสวนบน สวนกลาง และสวนลางของ
ผลมะมวง บนัทึกคาแรงกดทีสู่งที่สุด แลวคํานวณหาคาแรงกดสูงสุดเฉลี่ย มหีนวยเปน นิวตนั 
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 3.7.1.3 การวดัสี  
วัดการเปลี่ยนแปลงสีเปลือก สีเนื้อ สีเนื้อติดเมล็ด และสีเนื้อปนรวมของผลมะมวงใน

ระหวางการเกบ็รักษาโดยใชเครื่องวัดสี Chromameter (Minolta CR-300, Japan) โดยวัดสี
เปลือกดานนอกของผลมะมวงที่สวนแกมดานละ 3 ตําแหนงคือ สวนบน สวนกลาง และสวนลาง
ของผลมะมวง และวัดการเปลี่ยนแปลงสเีนื้อโดยการฝานเปลือกตามยาวของผลมะมวงออก แลว
วัดสีเนื้อที่บริเวณดานในของเนื้อผลมะมวง ทําการวัดส ี 3 ตําแหนง คือ สวนบน สวนกลาง และ
สวนลางของผลมะมวง  

การวัดสีเนื้อติดเมล็ดโดยการฝานผลมะมวงตรงสวนแกมที่ติดกับเมล็ดออกทั้งสองสวน 
แลวทําการวัดสีที่บริเวณดานในสุดของเนื้อผลมะมวงสามตําแหนงคือ สวนบน สวนกลาง และ
สวนลางของผลมะมวง และวัดการเปลี่ยนแปลงของสีเนื้อปนรวม โดยการนําผลมะมวงในสวนแกม
ที่ปอกเปลือกออกแลวไปปนละเอียดใหเปนเนื้อเดียวกันแลวทําการวัดสีทั้งหมด 3 คร้ัง  

การใชเครื่อง Chromameter กอนใชเครื่องทุกครั้งไดปรับมาตรฐานของเครื่องวัดสีดวย
แผนเทียบสีมาตรฐานสีขาว แลววัดสีผลมะมวงละ 3 จุด หาคาเฉลี่ย รายงานคาสีที่วัดไดเปนคา 
L*, a* และ b* เมื่อ 

 L* = the lightness factor (value) ซึ่งเปนคาที่แสดงความมืด และความสวางของสี โดย
มีคาตั้งแต 0-100 คา L* ที่ต่ําแสดงวาวัตถุมีสีคล้ํา (L* = 0 มีสีดํา) สวนคา L* ที่สูงแสดงวา มีความ
สวางมาก (L* = 100 มีสีขาว) 

a* และ b* = the chromaticity coordinates  
a* = เปนคาแสดงสีเขียวและสีแดง ถาคาเปนบวก หมายถึง วัตถุมีสีแดง หากคาเปนลบ 

หมายถึง วัตถุมีสีเขียว  
b* = เปนคาแสดงสีน้ําเงินและสีเหลือง คา b* เปนบวก หมายถึง วัตถุมีสีเหลือง  หากคา

เปนลบ หมายถึง วัตถุมีสีน้ําเงิน  หากคา a* และ b* เปนศูนยแสดงวาวัตถุมีสีเทา 
เมื่อนําคา L*, a* และ b* มาหาคา Hue angle (H0) และ Chroma (C*) จากสูตร 
  C* = Chroma โดย 

C* = [(a*) 2 + (b*) 2]1/2 
H0 = Hue angle โดย 

  H0 = (tan-1 [b*/ a*]/6.2832 x 360) ถา a* > 0 และ b* ≥  0 
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 C* เปนคาแสดงถึงความเขมของสี เมื่อ C* มีคาเขาใกลศูนยหมายถึง วัตถุมีสีซีดจาง 
(เทา) หากมีคาเขาใกล 60 แสดงวาวัตถุมีสีเขม  

H0 เปนคาแสดงถึงสทีี่แทจริงที่ปรากฏใหเห็น โดยคํานวณใหอยูในรูปขององศาในวงกลม 
ซึ่งจะเริ่มตนตั้งแต 0 องศา จนถงึ 360 องศา ถาวัตถมุีมุมเขาใกลศนูยองศา สีของวัตถุจะอยูใน
กลุมสีแดง หากมีมมุเขาใกล 90 องศา สีของวัตถุจะอยูในกลุมสีเหลอืง และถาวัตถุมีมุมเขาใกล 
180 องศา สีของวัตถุจะอยูในกลุมสีเขียว 

 
3.7.2 การวิเคราะหสมบติัทางเคม ี

3.7.2.1 ปริมาณกรดทั้งหมดที่ไทเทรตได (total titratable acidity)  
ตามวิธ ีAOAC International, 2000 : Method  942.15 
สารเคมีและวิธีเตรียมสารเคมี  
วัดปริมาณกรดทั้งหมดในตวัอยางเนื้อผลมะมวงโดยวิธกีารไทเทรชัน และคํานวณผลในรูป

ของกรดซิตริกตอ 100 กรัมเนื้อมะมวง 
ก. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมลั  
เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด (“Merck” Sodium hydroxide (NaOH), AR Grade,        

E. Merck, Germany) จํานวน 4 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหมีปริมาตรสุดทาย
เทากับ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาเปรียบเทียบมาตรฐาน (standardization) โดยการไทเทรต
กับสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต ความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อหาความ
เขมขนที่แทจริงของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 

ข. สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต ความเขมขน 0.1 นอรมลั  
เตรียมโดยชั่งโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต (Potassium hydrogen phthalate 

(KHC8H4O4), AR Grade, E. Merck, Germany) (ที่ผานการอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศา-
เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง) น้ําหนัก 0.50 กรัม ละลายในน้ํากลั่นที่ผานการตมเดือด ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร ปเปตตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ปริมาตร 10 มิลลิลิตรใสลง
ในฟลาสคขนาด 125 มิลลิลิตร  เติมสารละลายฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอรลงไป 2-3 หยด นําไป
ไทเทรตกับสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ความเขมขน 0.1 นอรมัล จนกระทั่งไดจดุยตุิ
เปนสีชมพูที่ถาวร บันทึกปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลตที่ใช ทําการ
ทดลองซ้ํา  3 ครั้ง แลวหาคาเฉลี่ยความเขมขนที่แทจริงของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
คํานวณไดดังนี้ 
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  นอรมัลลิตี้ของ NaOH   =  
      ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 10 มล. 

 วิธกีารวิเคราะห  
1. ชั่งตัวอยางเนือ้ผลมะมวงมาจํานวน 10 กรัม ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร  
2. เติมน้ํากลั่นทีผ่านการตมเดอืดลงไปเล็กนอย  คนใหละลายเขากันดี  
3. ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
4. กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 (Whatman เบอร 4) 
5. ปเปตตของเหลวที่กรองได 10 มิลลิลิตร ใสในฟลาสคขนาด 125 มิลลิลิตร  
6. นําไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล จนถงึจุดยุติ 

(end point) ที่คาพเีอช 8.1  ทําการทดลองตัวอยางละ 2 ซ้ํา และหาคาเฉลี่ยปริมาณสารละลาย
ดางที่ใช นําคาที่ไดมาคาํนวณหาปริมาณกรดทั้งหมดที่ไทเทรตไดในรปูกรดซิตริกตอ 100 กรัมของ
เนื้อผลมะมวง โดยเปรียบเทยีบกับคามาตรฐานดังนี ้

1 มิลลิลิตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.10 นอรมัล ทําปฏิกิริยาสมมูล 
พอดีกับกรดซิตริก 0.007 กรัม  

สารละลายน้ํามะมวง  100 มิลลิลิตร เจือจางมาจากเนื้อผลมะมวง 10 กรัม ดังนั้น
สารละลายน้ํามะมวง 10 มิลลิลิตร เจือจางมาจากเนื้อผลมะมวง 1 กรัม 

 
%กรดทั้งหมดที่ไทเทรตได = ความเขมขนของ [NaOH(N)] x สารละลายดางที่ใช(ml)x0.007x100 
(ในรูปกรดซิตริก)                                     น้ําหนักของเนื้อมะมวง (g) 
 
 

3.7.2.2 การวิเคราะหความเปนกรด-ดาง (pH) (AOAC, 2000) : Method  920.149 
วิธีการวิเคราะห  
ชั่งตัวอยางเนื้อผลมะมวงมาจํานวน 10 กรัม เติมน้ํากลั่นที่ผานการตมเดือดแลวเพื่อเจือ

จางปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาวัดดวยเครื่องวัดพีเอช (Microprocessor pH meter, 
“HANNA” instrument Model 213, U.S.A.) ซึ่งไดตรวจสอบความถูกตองของเครื่องดวย
สารละลายบัฟเฟอรที่มีคาพีเอช เทากับ 7.00 และ 4.00 (Buffer solution “HANNA”, U.S.A.) 
ตามลําดับ ทําการวัดตัวอยางละ 3 คร้ัง แลวนํามาคํานวณหาคาเฉลี่ย 

 

0.1N (KHC8H4O4) x ปริมาตร KHC8H4O4 ที่ใชไทเทรต (มล.) 
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3.7.2.3 การวเิคราะหปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได (total soluble solids) 
โดยใชเครื่องวัดปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้าํได (Hand refractometer)  
(AOAC, 2000) : Method 970.21 
วิธีการวิเคราะห 
นําตัวอยางเนื้อผลมะมวงมาคั้นเอาน้ําออกจากเนื้อ แลวนํามาวัดดวยเครื่องวัดปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได (Hand refractometer, “ATAGO” Model N1, Japan) ซึ่งมีสเกล
วัดคาไดระหวาง 0-32% โดยใชน้ํากลั่นปรับใหอานคาได 0 กอนใชวัดตัวอยางน้ํามะมวงทุกครั้ง 
คาที่อานไดมีหนวยเปนเปอรเซ็นต (%) ซึ่งแตละตัวอยางจะทําการวัด 3 คร้ัง แลวนํามาคํานวณหา
คาเฉลี่ย 
 

3.7.2.4 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงและน้ําตาลทั้งหมด โดยวธิี Lane and  
Eynon ที่เรียบเรียงโดยลกัขณาและนธิิยา (2544) 
สารเคมีและวิธีเตรยีมสารเคมี 
ก.  สารละลาย Carrez No.1  เตรียมโดยละลายซิงแอซีเทต ("Baker" Zinc acetate 

dehydrate, AR Grade, J.T. Baker, U.S.A.) จํานวน 21.9 กรัม ในน้ํากลั่นที่มีกรดแอซีติก 
("Merck" Acetic acid glacial, AR Grade, E. Merck, Germany) จํานวน 3 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

ข.  สารละลาย Carrez No.2 เตรียมโดยละลายโพแทสเซียมเฟอโรไซยาไนด ("Ajax   
Finechem" Potassium ferrocyanide, AR Grade, Asia Pacific Specialty, Australia) จํานวน 
10.6 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

ค.  สารละลาย Fehling No.1 เตรียมโดยละลายคอปเปอรซัลเฟต ("Baker" Copper 
sulphate, AR Grade, J.T. Baker, U.S.A.) จํานวน 69.278 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรให
ครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

ง.  สารละลาย Fehling No.2 เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจํานวน 100 กรัม 
และโพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต ("Baker" Potassium sodium tartrate, AR Grade, J.T. 
Baker, U.S.A.) จํานวน 346 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับ
ปริมาตร 
 จ. สารละลายเมทิลีนบลู ความเขมขน 1% เตรียมโดยละลายเมทิลีนบลู ("Merck" 
Methylene blue, AR Grade, E. Merck, Germany) จํานวน 1 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตร
ให ครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
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 ฉ. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6.34 นอรมัล เตรียมโดยตวงสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน ("Merck" Hydrochloric Acid, AR Grade, E. Merck, Germany) 
จํานวน 564.33 มิลลิลิตร คอยๆ รินกรดลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตรดวย
น้ํากลั่น ในขวดปรับปริมาตร 
 ช. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 5 นอรมัล เตรียมโดยละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซด จํานวน 200 กรัม ในน้ํากลั่นที่ตมไลกาซคารบอนไดออกไซดออกไป และปรับปริมาตร
ใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

 
วิธีการวิเคราะห 
การเตรยีมตวัอยางเนื้อผลมะมวง 

 1. ชั่งตัวอยางเนื้อผลมะมวง 15 กรัม (ทั้งนี้ขึ้นอยูกับปริมาณน้ําตาลในเนื้อผลมะมวงดวย) 
เติมน้ํากลั่นลงไปเล็กนอยเพื่อที่จะไดปนตัวอยางใหเปนเนื้อเดียวกัน 
 2. เติมสารละลาย Clearing agent (Carrez I และ Carrez II ลงไปอยางละ 5 มิลลิลิตร) 
เขยาใหเขากัน ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน ประมาณ 
20-30 นาที 
 3. กรองสารละลายที่ไดดวยกระดาษกรองเบอร 4 (Whatman เบอร 4) เพื่อใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงกอนอินเวอรชัน (D1) 
 

การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน 
การไทเทรต 
1. นําสารละลายทีก่รองไดใสในบิวเรต ไลฟองอากาศ โดยเฉพาะตรงสวนปลายแทงแกว

ใหหมด 
2. ปเปตตสารละลาย Fehling No. 1 และ Fehling No. 2 อยางละ 5 มิลลิลิตร ใสใน 

ฟลาสคขนาด 250 มิลลิลิตร ใสแทงแมเหลก็ลงไป เพื่อปองกันการเดือดลนออกมา 
3. นําไปตมดวยเครื่องกวนผสมดวยแมเหล็กไฟฟาจนเดือด  หยดสารละลายเมทิลนีบลูลง

ไป 1–2 หยด ไทเทรตจนสฟีาจางหายไปหมด เหลือตะกอนสีสมแดงอยูที่กนฟลาสค ทําการไทเทรต
ตัวอยางละ 2 คร้ัง นาํปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใชในการไทเทรตมาหาคาเฉลีย่  

4. นําปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ได ไปหาปริมาณน้ําตาลในรูปของน้าํตาลอินเวอรต 
(invert sugar) (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) จากตารางภาคผนวก ข. แลวคํานวณหาปริมาณ
เปอรเซ็นตน้าํตาลรีดิวซิงกอนอินเวอรชัน (D1) 
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(D1) = ปริมาณน้าํตาล (Sugar content) (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) x V 

               1000 x W x D 
 
 V  = ปริมาตรสุดทาย (volume made up) (มิลลิลิตร) 
 W = น้ําหนกัตวัอยาง (กรัม) 
 D  = ระดับความเจือจาง (dilution factor)  

           หมายเหตุ :  
1. ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายตัวอยางที่ใชในการไทเทรตกับสารละลายผสม 

Fehling จะตองอยูในชวง 15-50 มิลลิลิตร เทานั้น 
2. ถาปริมาตรที่ใชไทเทรตนอยกวา 15 มิลลิลิตร  แสดงวาเตรียมสารละลายตัวอยางมีความ

เขมขนเกินไป ตองเจือจางสารละลายตัวอยางลง  
3. ถาปริมาตรที่ใชไทเทรตมากกวา 50 มิลลิลิตร  แสดงวาเตรียมสารละลายตัวอยางเจือจาง

เกินไป ตองเตรียมตัวอยางใหมใหมีความเขมขนมากกวาเดิม 
 

การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงหลงัการทําอินเวอรชนั (D2) 
 วิธีการวิเคราะห 

1.  นําสารละลายตัวอยางทีเ่หลือจากการหาน้ําตาลกอนอินเวอรชัน (หรือใชสารละลายที่
เตรียมใหม) ทําการตกตะกอนใหใสโดยใช Clearing agent กอน ปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตร 

2.  ปเปตตสารละลายตัวอยาง 20 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6.34     
นอรมัล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Gallenkamp, 
England) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทําใหเย็นลงอยางรวดเร็ว ปรับใหเปน
กลางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 5 นอรมัล ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 
100 มิลลิลิตร จากนั้นไทเทรตเชนเดียวกับตอนแรก ทําซ้ํา 2 คร้ัง 
 3. นาํคาที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลในรูปน้ําตาลอนิเวอรตจากตาราง คาํนวณหา
ปริมาณในรูปของน้ําตาลรีดิวซิงภายหลงัอนิเวอรชนั (D2) ซึ่งคาที่ไดจะเปนปริมาณน้าํตาลรีดิวซิงที่
มีอยูในตัวอยางอาหารรวมกับน้ําตาลอินเวอรต 
 4.    นําคาปรมิาณน้าํตาลทีไ่ด (ทั้งคา D1 และ D2) มาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลดังนี ้
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น้ําตาลซูโครส (S, %)  = (D2 - D1) x 0.95 
น้ําตาลทัง้หมด (%)  = D1+ S 

เมื่อ D1 = ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงทั้งหมดกอนทาํอินเวอรชัน (%) 
 D2 = ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงทั้งหมดหลงัทาํอินเวอรชัน (%) 
 S   = ปริมาณน้ําตาลซูโครส (%) 

 
3.7.2.5 การวเิคราะหปริมาณความชื้น (moisture content)  
(AOAC, 2000) : Method 934.06  
วิธีการวิเคราะห  
ชั่งตัวอยางเนือ้ผลมะมวงมาจํานวน 3 กรัม (ชั่งใหทราบน้ําหนกัแนนอน) เกลี่ยใสในจาน

โลหะที่ผานการอบแหงและทราบน้ําหนักมากอนแลว นาํไปอบในตูอบลมรอน (Hot air oven, 
Memmert : UM100-UM800, Germany) ที่อุณหภูม ิ100+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
นําออกจากตูอบมาทาํใหเยน็ในโถดูดความชื้น (Desiccator) ชั่งน้ําหนกั อบซ้าํจนน้าํหนักคงที ่
โดยน้ําหนักทีช่ั่งไดไมควรตางจากครั้งแรกเกิน 0.002 กรัม คํานวณหาเปอรเซ็นตความชืน้  
การคํานวณ 

เปอรเซ็นตความชื้น    =   (W2 – W3) x 100 
         W2 – W1 

         เมื่อ    W1 = น้าํหนักของจานโลหะ (กรัม) 
    W2 = น้ําหนักของจานโลหะ + น้ําหนักเนื้อผลมะมวง กอนอบ (กรัม) 
    W3 = น้ําหนักของจานโลหะ + น้ําหนักเนื้อผลมะมวง หลังอบ (กรัม) 
 

3.7.3 การวัดกิจกรรมของเอนไซมเพกทินเมทลิเอสเทอเรส  
3.7.3.1 สารเคมีที่ใชในการสกัดเอนไซม 

• สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 1 โมลาร เตรียมโดยชั่งโซเดียมคลอไรด 
(“Merck” Sodium chloride, AR Grade, E. Merck, Germany, NaCl, MW = 
58.44 g/mol, ความบริสุทธิ์ > 99.5%) จํานวน 14.61 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 
และปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• สารละลาย polyvinylpyrrolidone ความเขมขน 1% เตรียมโดยชั่ง polyvinyl-
pyrrolidone (“Sigma” Polyvinylpyrrolidone, PVP, AR Grade, Sigma-
Aldrich, U.S.A.) จํานวน 2.50 กรัม ละลายดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 
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ความเขมขน 1 โมลาร (จากขอ ก.) และปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร ในขวด
ปรับปริมาตร 

• สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 นอรมัล เตรียมโดยชั่งโซเดียม    
ไฮดรอกไซด (“Merck” Sodium hydroxide (NaOH), AR Grade, E. Merck, 
Germany) จํานวน 8 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล เตรียมโดยชัง่โซเดียมไฮ
ดรอกไซด (“Merck” Sodium hydroxide (NaOH), AR Grade, E. Merck, 
Germany) จํานวน 0.4 กรัม ละลายดวยน้าํกลัน่ และปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.003 M Potassium dihydrogen 
phosphate) เตรียมโดยชั่งโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (“Merck” 
Potassium dihydrogenphosphate, AR Grade, E. Merck, Germany) จํานวน 
0.0408 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ในขวด
ปรับปริมาตร 

• สารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.003 M Dipotassium 
hydrogen phosphate) เตรียมโดยชั่งไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(“Fluka” Dipotassium dihydrogenphosphate, AR Grade, Fluka, 
Switzerland) จํานวน 0.0522 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 
100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• สารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.003 M Potassium phosphate 
buffer pH 7.5) เตรียมโดยนําสารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (จาก
ขอ ฉ.) มา 100 มิลลิลิตร และคอยๆ เติมสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (จากขอ จ.) พรอมคนสารละลายผสมใหเขากันตลอดเวลา จน
สารละลายมีคาพีเอชเทากับ 7.5 

 
3.7.3.2 สารเคมีที่ใชในการวัดกิจกรรมของเอนไซมเพกทินเมทิลเอสเทอเรส 

• สารละลายเพกทนิ ความเขมขน 0.5% (w/v) เตรียมโดยชั่งเพกทิน (“Sigma”      
      Citrus pectin, AR Grade, Sigma-Aldrich, U.S.A.) จํานวน 0.50 กรัม ละลาย        
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     ในน้าํกลัน่ที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส ปริมาตร 85 มิลลิลิตร และปรับพีเอชเปน    
     7.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล (จากขอ    
     3.7.3.1 ขอ ง.) จากนัน้ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นในขวดปรับ 
     ปริมาตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
• สารละลายบรอมไธมอลบลู ความเขมขน 0.1% (w/v) เตรียมโดยชั่งบรอมไธมอ

ลบลู (“Merck” Bromthymol blue Indicator, AR Grade, E. Merck, Germany) 
จํานวน 0.10 กรัม ละลายในสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟต        บัฟเฟอร 
ความเขมขน 0.003  โมลาร พีเอช 7.5 และปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ใน
ขวดปรับปริมาตร 

• สารละลายด-ีกาแลกทูโรนิกแอซิด ความเขมขน 1.0 มิลลิโมลาร เตรียมโดยชั่ง         
ดี-กาแลกทูโรนิกแอซิด (“Merck” D-galacturonic acid, AR Grade, E. Merck, 
Germany) จาํนวน 0.0212 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ และปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  

 
3.7.3.3 สารเคมีที่ใชในการสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (“Fluka” Bovine Serum Albumin, BSA, AR Grade, Fluka, 
Switzerland) ความเขมขน 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เตรียมไดโดย 

• สารละลาย stock ของสารละลายโปรตนีมาตรฐาน ความเขมขน 10 มลิลิกรัม/ 
      มิลลิลิตร เตรียมโดยชั่ง BSA มาจํานวน 0.100 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น และปรบั

ปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลัน่ในขวดปรับปริมาตร 
• สารละลาย working ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ความเขมขน 0.2 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เตรียมโดย ปเปตตสารละลาย
โปรตีนมาตรฐานความเขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (จากขอ ก.) จํานวน 0.50 
มิลลิลิตร ละลายดวยสารละลายสาํหรับสกัดเอนไซม (สารละลาย polyvinyl-
pyrrolidone ความเขมขน 1% ทีม่ีสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 1   
โมลาร) และปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร ดวยสารละลายสกัดเอนไซม ในขวด
ปรับปริมาตร 

• สารละลายสียอม เตรียมโดยชั่ง Coomassie brilliant blue G-250 (“Sigma” 
Coomassie brilliant blue G-250, AR Grade, Sigma-Aldrich, U.S.A.) จํานวน 

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



 39

0.0125 กรัม ละลายดวยเอทานอล (“สยามเอทานอลอุตสาหกรรม จํากัด” 
Ethanol, Food Grade, Thailand) ความเขมขน 95% ปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร 
เขยาจนกระทั่งสารละลายสียอมละลายหมด เติมกรดฟอสฟาริก ความเขมขน 
85% (“Merck” ortho-phosphoric acid 85%, AR Grade, E. Merck, 
Germany) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร หลังจากนั้นปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร 
ดวยน้ํากลั่นในขวดปรับปริมาตร 

  
 3.7.3.4 การเตรียมกราฟมาตรฐานด-ีกาแลกทูโรนกิแอซิด 

ปเปตตสารละลายเพกทิน ความเขมขน 0.5% (w/v) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสลงใน หลอด
ทดลอง 7 หลอด จากนั้นเติม สารละลายบรอมไธมอลบลู ความเขมขน 0.1% (w/v) ปริมาตร 0.15 
มิลลิลิตร ลงในทุกๆ หลอด และเติมน้ํากลั่นปริมาตร 1.85, 1.75, 1.65, 1.45, 1.25, 1.05, และ 
0.85 มิลลิลิตร ตามลําดับของหลอด จากนั้นเติมสารละลายดี-กาแลกทูโรนิกแอซิด ความเขมขน 
1.0 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่ 2 นําไป vortex แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (ThermoSpectronic “Biomate 
5”, U.S.A.) ที่เวลา 1 นาที หลังจากเติมสารละลายดี-กาแลกทูโรนิกแอซิดลงไป เติมสารละลาย   
ดี-กาแลกทูโรนิกแอซิดลงในหลอดที่ 3-7 ปริมาตร 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิลิตร 
ตามลําดับ ทําการวัดเชนเดียวกับหลอดที่ 2 สวนหลอดที่ 1 (blank) ไมมีการเติมสารละลาย        
ดี-กาแลกทูโรนิกแอซิด ทําการวัดเชนเดียวกัน หลังจากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงของทุกๆ หลอดไป
ลบออกจากคาการดูดกลืนแสงของหลอดที่ 1 จะไดเปนคา ∆A620 ในแตละหลอด และนําคาที่ไดไป
เขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายดี-กาแลกทูโรนิกแอซิดกับ ∆A620  
 

3.7.3.5 วิธีการวัดกิจกรรมของเอนไซม 
ก. การเตรยีมสารละลายสกัดหยาบ (crude extract) ทําการสกดัเอนไซมเพกทิน-

เมทิลเอสเทอเรส โดยดัดแปลงจากวิธขีอง Hagerman and Austin (1986) และ Miller et al. 
(1987)  

นําเนื้อผลมะมวงที่มาจํานวน 20 กรัม มาใสในโกรงที่แชเย็นจัดจากนั้นเติมน้ํากลั่น
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บดใหเปนเนื้อเดียวกันทิ้งไว เปนเวลา 1 นาที แลวนําไปปนดวยเครื่องเซนตริ
ฟวจ (Centrifuge Rotiina 46R “Hettich Zentrifugen”, Germany) ที่มีความเร็วรอบ 3,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ภายหลังจากการปนนําเฉพาะตะกอน 
(pellet) มาสกัดอีกครั้งดวยสารละลายสกัดเอนไซม (extraction solution) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
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ซึ่งประกอบดวยสารละลาย polyvinylpyrrolidone ความเขมขน 1% ที่มีสารละลายโซเดียมคลอ-
ไรด ความเขมขน 1 โมลาร ทําการสกัดเอนไซมโดยนําไปกวนดวยเครื่องกวนแมเหล็กไฟฟา (Hot 
plate and Magnetic stirrer, Whatman : HPMS, England) เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํา
สารละลายทั้งหมดไปปนดวยเครื่องเซนตริฟวจ ที่มีความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําเฉพาะสารละลายสวนใส (supernatant) มาปรับพีเอชใหได 
7.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 นอรมัล สวนใสของสารละลายเอนไซมที่
สกัดได (crude enzyme) จะนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมเพกทินเมทิลเอสเทอเรส ในขั้นตอนตอไป 

 
ข. การวัดกิจกรรมของเอนไซมเพกทินเมทลิเอสเทอเรส ดัดแปลงจากวธิีของ 

Hagerman and Austin (1986) และ Miller et al. (1987)  
ปเปตตสารละลายเพกทิน ความเขมขน 0.5% (w/v) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลอง เติมสารละลายบรอมไธมอลบลู ความเขมขน 0.1% (w/v) ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร และ
เติมน้ํากลั่นปริตร 1.80 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายเอนไซมที่สกัดได ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลอง ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620   
นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่เวลา 1 นาที หลังจากเติมสารละลายเอนไซมที่สกัด
ไดลงไป แลวนําคาที่ไดไปลบออกจากคาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลองที่ไมมีการเติม
สารละลายเอนไซมสกัด (blank) นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบปริมาณของสารละลายดี-กาแลกทูโรนิก    
แอซิด จากกราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเขมขนของดี-กาแลกทูโรนิกแอซิดที่เกิดขึ้น  

 กําหนดใหปริมาณของเอนไซมเพกทินเมทิลเอสเทอเรส 1 หนวย (Unit) เทากับปริมาณ
เอนไซมที่ทําใหเกิดดี-กาแลกทูโรนิกแอซิด 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะที่กําหนด แลว
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมเพกทินเมทิลเอสเทอเรส (specific activity) มีหนวยเปน หนวย/
มิลลิกรัมของโปรตีน/นาที วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ก 
 

ค. การวัดความเขมขนของโปรตีนในสารละลายสกัดหยาบโดยวิธี Bradford 
(1976) 
 การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน 
 ปเปตตสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (Bovine Serum Albumin, BSA) ความเขมขน 200 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด
ทดลอง เติมสารละลาย polyvinylpyrrolidone ความเขมขน 1% ที่มีสารละลายโซเดียมคลอไรด  
ความเขมขน 1 โมลาร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด โดยใหปริมาตรรวมในแตละหลอดเทากับ 
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300 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Coomassie brilliant blue ( 0.05% Coomassie brilliant 
blue G-250 ใน   5% เอทานอล และ 10% กรดฟอสฟอริก) ลงไปหลอดละ 3.0 มิลลิลิตร ผสม
สารละลายใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไว เปนเวลา 10 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร และนําคาที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ก)   

ปเปตตสารละลายเอนไซมที่สกัดไดปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลอง และ
เติมสารละลาย polyvinylpyrrolidone ความเขมขน 1% ที่มีสารละลายโซเดียมคลอไรด ความ
เขมขน 1 โมลาร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติม
สารละลาย Coomassie brilliant blue (0.05% Coomassie brilliant blue G-250 ใน 5% เอ
ทานอล และ 10% กรดฟอสฟอริก) ลงไปหลอดละ 3.0 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน แลวตั้ง
ทิ้งไว เปนเวลา 10 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ดวยเครื่อง
สเปกโตร- โฟโตมิเตอร และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนจากกราฟ
โปรตีน   มาตรฐาน เพื่อนําไปหาความเขมขนของโปรตีนที่ละลายได (Bradford, 1976) วิธีการ
คํานวณแสดงในภาคผนวก ก 

 
3.7.4 การวัดกิจกรรมของเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส 
3.7.4.1 สารเคมีที่ใชในการสกัดเอนไซม 

• สารละลายโซเดียมแอซีเตต ความเขมขน 1 โมลาร เตรยีมโดยชัง่โซเดยีมแอซีเตตแอน
ไฮดรัส (“Merck” Sodium acetate, AR Grade, E. Merck, Germany, 
CH3COONa, MW = 82.04 g/mol, ความบริสุทธิ ์ > 98.0%) จํานวน 8.204 กรัม 
ละลายดวยน้าํกลั่น และปรบัปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• กรดแอซีติก ความเขมขน 1 โมลาร เตรียมโดยปเปตตกรดแอซีติก (“Merck” Acetic 
acid glacial, AR Grade, E. Merck, Germany) ปริมาตร 5.70 มิลลิลิตร เติมลงใน
น้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัพเฟอร (1 M Sodium acetate buffer pH 5) เตรียมโดย
นําสารละลายโซเดียมแอซีเตต ความเขมขน 1 โมลาร (จากขอ ก.) มา 100 มิลลิลิตร 
และเติมสารละลายกรดแอซีติก ความเขมขน 1 โมลาร (จากขอ ข.) พรอมคน
สารละลายผสมตลอดเวลา จนสารละลายมีพีเอชเทากับ 5 
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• สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โมลาร เตรียมโดยชั่ง
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต (“Merck” Sodium dihydrogen 
phosphate monohydrate, AR Grade, E. Merck, Germany, NaH2PO4.H2O, MW 
= 137.99 g/mol, ความบริสุทธิ์ = 99.0-102%) จํานวน 3.4497 กรัม เติมลงใน      
น้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โมลาร เตรียมโดยชั่งได-
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (“Merck” Disodium hydrogen phosphate 
dihydrate, AR Grade, E. Merck, Germany, Na2HPO4.2H2O, MW = 177.99 
g/mol, ความบริสุทธิ์ > 99.5%) จํานวน 2.2248 กรัม เติมลงในน้ํากลั่น และปรับ
ปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.05 M Sodium phosphate buffer pH 6.2)    
เตรียมโดยนําสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โมลาร 
(จากขอ ง.) มา 100 มิลลิลิตร และคอยๆ เติมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โมลาร (จากขอ จ.) พรอมคนสารละลายผสมใหเขากัน
ตลอดเวลา จนสารละลายมีคาพีเอชเทากับ 6.2 

• สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร เตรียมโดยชั่งโซเดียมคลอไรด 
(“Merck” Sodium chloride, AR Grade, E. Merck, Germany, NaCl, MW = 58.44 
g/mol, ความบริสุทธิ์ > 99.5%) จํานวน 0.5844 กรัม ละลายในน้ํากลั่น และปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

• การเตรียมสารละลายสําหรับสกัดเอนไซมคือ สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 
ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 6.2 ที่มีสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 
โมลาร เตรียมโดยนําสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร (จากขอ ช.) 
จํานวน 5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 
โมลาร พีเอช 6.2 (จากขอ ฉ.) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น ในขวดปรับปริมาตร 

 
3.7.4.2 สารเคมีที่ใชในการวัดกิจกรรมของเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส 

• สารละลายไนโตรฟนอล (“Fluka” p-nitrophenol, AR Grade, Fluka, Switzerland)  
            ความเขมขน 0.1 ไมโครโมล/มิลลิลิตร เตรียมไดโดย 
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ก.  สารละลาย stock ของสารละลายไนโตรฟนอล ความเขมขน 10 ไมโครโมล/มลิลิลิตร 
เตรียมโดย ชัง่ไนโตฟนอลมาจํานวน 0.1391 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ และปรับปริมาตร
ใหครบ 10 มิลลิลิตร  

ข. สารละลาย working ของสารละลายไนโตรฟนอล ความเขมขน 0.1 ไมโครโมล/
มิลลิลิตร เตรียมโดยปเปตตสารละลายไนโตรฟนอล ความเขมขน 10 ไมโครโมล/
มิลลิลิตร (จากขอ ก) มา 0.10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ดวยน้ํา- 
กลั่น ในขวดปรับปริมาตร  

ค.  สารละลายไนโตรฟนีลฟอสเฟต (“Sigma” 4-Nitrophenyl phosphate disodium 
salt, AR Grade, Sigma-Aldrich, U.S.A.) ความเขมขน 0.005 มิลลิโมลาร  เตรียม
โดยชั่งไนโตรฟนีลฟอสเฟต จํานวน 0.0185 กรัม ละลายในน้ํากลั่น และปรับปริมาตร
ใหครบ 10 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  

 
3.7.4.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานไนโตรฟนอล 

ปเปตตสารละลายมาตรฐานไนโตรฟนอล ความเขมขน 0.1 ไมโครโมล/มิลลิลิตร ปริมาตร 
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130 และ 140 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด
ทดลอง เติมน้ํากลัน่เพื่อปรับปริมาตรของสารละลายในแตละหลอดใหไดปริมาตรรวมเทากับ 500 
ไมโครลิตร เติมสารละลายโซเดียมแอซีเตตบัพเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร แลวเติมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 6.2 ที่มี
โซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 300 ไมโครลิตร นําไปบม (incubate) อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีหลงัจากนั้นเติมสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด ความเขมขน 
2 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายผสมเขากนั นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความ
ยาวคลืน่ 405 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร และนําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐาน
ระหวางปริมาณไนโตรฟนอล และคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 405 นาโนเมตร  

    
3.7.4.4 วิธีการวัดกิจกรรมของเอนไซม 

ก. การเตรียมสารละลายสกัดหยาบ (crude extract) ทําการสกัดเอนไซมแอซิด- 
ฟอสฟาเทส ดัดแปลงจากวิธีของ Aoyama et al. (2001) 

นําเนื้อผลมะมวงมาจํานวน 1 กรัม มาใสในโกรงที่แชเย็นจัดจากนั้นเติมสารละลายสําหรับ
สกัดเอนไซม ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวยสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความ
เขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 6.2 ที่มีสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร แลวบดให
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เปนเนื้อเดียวกัน นําไปปนดวยเครื่องเซนตริฟวจ ที่มีความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ภายหลังจากการปนนําเฉพาะสารละลายสวนใส (supernatant) 
ของสารละลายเอนไซมที่สกัดได (crude enzyme) ไปวัดกิจกรรมเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส        
ในขั้นตอนตอไป 

  
ข. การวัดกจิกรรมของเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส ดัดแปลงจากวิธขีอง Aoyama  

et al. (2001) 
ปเปตตสารละลายไนโตรฟนีลฟอสเฟต ความเขมขน 0.005 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.50 

มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายโซเดียมแอซีเตตบัพเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร 
พีเอช 5 ปริมาตร 0.20 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซมที่สกัดได ปริมาตร 0.20 มิลลิลิตร ผสม
สารละลายใหเขากัน นําไปบม (incubate) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจาก
นั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาให
สารละลายผสมเขากัน จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ดวย
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบปริมาณของไนโตรฟนอลจากกราฟมาตรฐาน 
เพื่อหาความเขมขนของไนโตรฟนอลที่เกิดขึ้น  

กําหนดใหปริมาณของเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส 1 หนวย (Unit) เทากับปริมาณเอนไซมที่
ทําใหเกิดไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมลตอนาที ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 5 แลวคํานวณหา
กิจกรรมเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (specific activity) มีหนวยเปน หนวย/มิลลิกรัมของโปรตีน/
นาที วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ก 

   
ค. การวัดปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมที่สกัดได โดยวิธี Bradford (1976) 

 รายละเอียดของสารเคมี และวิธีการเตรียมอยูในหัวขอ 3.7.3.3  
 

ง. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมที่สกัดได 
ปเปตตสารละลายเอนไซมที่สกัดไดมา 200 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลอง และเติม

สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 6.2 ที่มีสารละลายโซเดียม
คลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลาย 
Coomassie brilliant blue (0.05% Coomassie brilliant blue G-250 ใน 5% เอทานอล และ 
10% กรดฟอสฟอริก) ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว เปนเวลา 10 
นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป
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เปรียบเทียบปริมาณของโปรตีนจากกราฟโปรตีนมาตรฐาน เพื่อนําไปหาความเขมขนของโปรตีนที่
ละลายได วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ก 

 
3.7.5 การวัดอัตราการหายใจ 

การหายใจเปนการใชพลังงานที่มีสะสมอยูอยางจํากัดภายในผลิตผลแตละชนิด ใน
ขณะเดียวกันก็จะปลดปลอยความรอนออกมา ทั้ง 2 อยางนี้ลวนสงเสริมใหอายุหลังการเก็บเกี่ยว
สั้นลง โดยเฉพาะอยางหลังซึ่งจําเปนที่จะตองกําจัดออกในระหวางการเก็บรักษา การวัดอัตราการ
หายใจโดยการวัดอัตราการสรางความรอนของผลิตผลจึงเปนสิ่งจําเปนในการปฏิบัติหลังการเก็บ
เกี่ยว สามารถหาอัตราการหายใจไดจากทั้งสับสเทรต (substrate) ที่ถูกใชไป และจากผลิตผล 
(product) ที่ไดออกมา (จริงแท, 2544)  

วัดอัตราการหายใจของผลมะมวง โดยนาํผลมะมวงในแตละการทดลอง ซึง่เก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิหอง (28+1 องศาเซลเซียส) ใสกลองพลาสติกที่มีปริมาตร 2 ลิตร และปดฝาใหสนิท เปน
เวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นสุมกาซมาวัดอัตราการหายใจโดยใชเครื่อง Gas chromatography 
(Gas chromatography (GC), ThermeFinigan Italia S. P. A., Model Trace GC, Italy) ชนิด 
Thermal conductivity detector (TCD) โดยสภาวะที่ใชวิเคราะห คือ  

- carrier gas ใชกาซฮีเลียม ที่มีอัตราการไหลของกาซ 50 มิลลิลิตร/นาที 
- อุณหภูมิของ column oven เทากับ 50 องศาเซลเซียส , อุณหภูมิของ injector 

เทากับ 80 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิของ detector เทากับ 100 องศาเซลเซียส 
- มีกระแสไฟจายเลี้ยง detector 150 mA 
- Column ที่ใชในการตรวจวัดกาซคารบอนไดออกไซด คือ  porapak R (packed 

column) 
คํานวณหาอัตราการหายใจในรูปของปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นโดยมีหนวย

เปน มิลลิกรัม/กิโลกรัมผลมะมวงตอช่ัวโมง ซึ่งคํานวณโดยใชสูตรดังนี้ 
 

Respiration rate (ml CO2)              =          free volume (ml) x difference in CO2 (%) 
                          100 

 
Respiration rate (ml CO2/hr)         =          free volume (ml) x difference in CO2 (%) 
                                    100 x time sealed (hr) 
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Respiration rate (ml CO2/kg.hr)   =          free volume (ml) x difference in CO2 (%) 

                                                    100 x time sealed (hr) x sample wt. (kg) 
 
 
Respiration rate   =         free volume (ml) x difference in CO2 (%) x 44 x 273  
(mg CO2/kg.hr)           100xtime sealed (hr) x sample wt (kg) x 22.4x(273+store temp.0C) 

 
difference in CO2 (%) =   %ของ CO2  ที่วัดไดจากเครื่อง GC 

free volume container (ml)   =   ปริมาตรของกลอง – ปริมาตรของผล 
time sealed (hr)      =   เวลาที่อยูในกลอง (ชั่วโมง) 
sample wt (kg)  =   น้ําหนักของผลมะมวง (กิโลกรัม) 
(273+store temp.0C) =   อุณหภูมิในขณะที่ทําการวัดเปนเคลวิน (K) 
1 mole wt of CO2 =   44 g 

1 mole (wt) of any gas at  0C (at 760 mm Hg) = 22.4 ลิตร 
 

3.7.6 การประเมินทางประสาทสัมผัสโดยวิธ ีHedonic point scale (Gatchalian, 1981) 
ระหวางการเก็บรักษาผลมะมวงที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 วัน ไดสุม

ตัวอยางผลมะมวงทุกๆ 3 วัน มา 5 ผลในแตละการทดลอง หลังจากนั้นวางผลมะมวงไวที่
อุณหภูมิหอง (28+1 องศาเซลเซียส) จนผลมะมวงสุกเหลืองทั่วทั้งผล จึงนํามาประเมินคุณภาพ
ทางประสาทสัมผัสของผลมะมวง การประเมินทางดานประสาทสัมผัส ไดแบงลักษณะเฉพาะของ
เนื้อผลมะมวงออกเปน 6 ลักษณะ ไดแก สีที่ปรากฏ (สีเหลือง) ลักษณะเนื้อสัมผัส กลิ่นของมะมวง 
รสหวาน รสเปร้ียว และการยอมรับโดยรวม ผูทดสอบชิมเปนนักศึกษาระดับปริญญาโท สาขาวิชา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม จํานวน 
10 คน การประเมินเปนแบบ Hedonic five point scale ใหคะแนนลักษณะของผลมะมวงที่ผู
ทดสอบชิมชอบมากที่สุดเทากับ 5 ชอบปานกลาง เทากับ 4 เฉยๆ เทากับ 3 ไมชอบปานกลาง 
เทากับ 2 และไมชอบมากที่สุดเทากับ 1 โดยแบบประเมินการยอมรับทางประสาทสัมผัสแสดงใน
ภาคผนวก ค. 
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การเตรยีมตวัอยาง 
สุมตัวอยางผลมะมวงมา 5 ผลในแตละการทดลอง ปอกเปลือกผลมะมวง     แลวฝานเนื้อ 

มะมวงตรงแกมทั้ง 2 ดานออก หลังจากนัน้หัน่ชิน้ตามขวางของผลมะมวงออกเปน 3 ชิ้น แลววาง
ใสจานสีขาว ใหผูทดสอบชิมคนละ 3 ชิ้น ตอ 1 ชุดการทดลอง โดยผูทดสอบชิมทกุคนจะไดชิมเนือ้
ผลมะมวง 4 ชุดการทดลอง  
 

3.7.7 การวิเคราะหผลทางสถิติ 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) จากนั้น

นําผลการวิเคราะหทางกายภาพ ทางเคม ี อัตราการหายใจ และการเปลี่ยนแปลงกจิกรรมเอนไซม
ในระหวางการเก็บรักษามาหาคาเฉลี่ย และทําการวเิคราะหความแปรปรวน เมื่อพบความแตกตาง
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชือ่มั่นรอยละ 95 ไดทดสอบความแตกตางระหวางคาเฉลีย่
โดยวิธ ีLeast Significant Different (LSD) (อิศรพงษ, 2544) 
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