
บทที่ 2 
การทดลอง 

 
2.1 สารเคมีและวัสดุอุปกรณ 
2.1.1  สารเคม ี
   ชื่อสาร         บริษัทผูผลิต 
 Acetic acid (MW 60.05, d=1.05 kg/l)     Carlo Erba 

 Acetonitrile (HPLC grade)        Lab-Scan 

 Ammonium molybdate        BHD     

 Ammonium vanadate        Carlo Erba 

L-Arabinose          Fluka 

 Boric acid          BHD 

 Cadmium nitrate solution (1,000 ppm)    Fluka 

 Copper sulfate anhydrous       Merck 

 Copper nitrate solution (1,000 ppm)     Fluka 

3,5-Dimethylphenol        Acros  Organics 

Ethanol 95 %         Merck 

 D-Galactose          Merck 

 D-Glucose          Merck 

 D-Glucuronic acid         Fluka 

Hydrochloric acid 37 % (MW 36.46, d=1.19 kg/l)  Merck 

 D-Mannose          Fluka 

 Lead nitrate solution (1,000 ppm)     Fluka 

 Magnesium nitrate solution (1,000 ppm)    Fluka 
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   ชื่อสาร         บริษัทผูผลิต 
Manganese nitrate solution (1,000 ppm)    Spectosols 

 Methanol (HPLC grade)       Fisher 

 Methyl red          BDH 

 Nitric acid (MW 63.01, d=1.40 kg/l)     Merck    

 Phenolphthalein         Merck 

Potassium bromide (IR grade)      BHD 

 Potassium chloride, 99.5%       Carlo Erba 

Potassium hydrogen phthalate (MW 204.23), 99.5% BDH      

Potassium hydroxide (MW 56.11)     Merck, Lab-Scan 

 Potassium phosphate (MW 136.09), 99.5%   Carlo Erba 

D-Rhamnose          Difco 

 Sodium chloride (MW 58.44)      BHD 

Sodium chlorite         BHD 

Sodium hydroxide (MW 40.00)      Merck 

 Sulfuric acid 98 % (MW 98.08 d=1.84 kg/l)   Merck 

 Toluene           Merck 

 D-Xylose           Fisher 

 Zinc nitrate solution (1,000 ppm)     BDH 

  

2.1.2  อุปกรณ 
   ชื่ออุปกรณ        บริษัทผูผลิต 
 Atomic absorption spectrophotometer (AAS)   Jenway 

Balance           Sartorlus  

 Blender           Philips 

Centrifuge, model 6800       Kubota 

Conductivity meter         Radiometer 

Dialysis membrane        Spectrum Medical Industries 

Flame photometer         Jenway  
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ชื่ออุปกรณ        บริษัทผูผลิต 
FT-IR Spectrometer, model 501      Nicolet 
Freeze-dryer          Snijders 

 Heating mental         Electromentle 

 HPLC, model HP1100        Agilent Technology 

  - Column, Zorbax carbohydrate     Agilent Technology 

- Column temperature controller     Waters 

- Detector, Refractive index      Agilent Technology 

 Microwave solvent extractor, model Ethos   Milestone 

Nylon filter membrane (0.2 และ 0.45 μm)    Aura Industries 

Oven           Memmert 

pH meter          Metrohm 

Spectrophotometer 6400        Jenway 

Tray-drier          ภาควิชาเคม ีม.ช. 

Water bath          Ecotemp 

X-Rite CDM          Cielab    

 

2.1.3 วัตถุดิบ 
 เปลือกและเนื้อมะละกอดิบไดจากการปอกผลมะละกอดิบที่ซ้ือมาจากตลาดโดยไม

เจาะจงสายพันธุ  และไดจากรานสมตําอีกสวนหนึ่ง 
  

2.2 วิธีการทดลอง 
2.2.1  การวิเคราะหหาปริมาณสารตางๆ ในเปลือกและเนื้อมะละกอ 
  การหาปริมาณสารตางๆ ซ่ึงไดแก โปรตีน  ลิปด  ขี้เถา  ฟอสฟอรัส  โพแทสเซียม  และ
โลหะหนัก   ทํา เพื่อหาปริมาณสารซึ่ ง เปนองคประกอบอื่นๆ  ที่นอกเหนือจากสวนของ
คารโบไฮเดรต (เฮมิเซลลูโลส  เซลลูโลส  เพกติน และแซ็กคาไรดตางๆ) ในเปลือกและเนื้อ
มะละกอ   ทําไดโดยการนําเปลือกและเนื้อมะละกออบแหงมาสกัดแยกสารเหลานี้  แลวนําไปหา
ปริมาณดวยวิธีตางๆ   
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2.2.1.1  วิธีอบแหงเปลือกและเนื้อมะละกอดิบ 
  นําเปลือกและเนื้อมะละกอดิบที่ถูกปอกเปนแผนบางๆ  วางบนตะแกรงอะลูมิเนียม  เกล่ีย
ใหทั่วแลวนําไปอบในแบบ tray dryer ที่อุณหภูมิ 55๐C   เปลือกและเนื้อมะละกอที่แหงแลวจะมี
ลักษณะกรอบและแข็ง   ช่ังน้ําหนักหลังอบ  เก็บใสถุงพลาสติกและปดปากถุงแลวเก็บรักษาไวใน
ตูเย็น 
 

2.2.1.2  วิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 
      ก.  การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  

  ปเปตสารละลายมาตรฐาน Potassium hydrogen phthalate (KHP) 0.1000 โมลาร 

(KHP 5.1314 กรัม ละลายในน้ําใหปริมาตรครบ 250 มล.) 20 มล ใสในขวด  หยดเมธิลเรด  (1% 
w/v ในเอธานอล) 2-3 หยด   นําไปไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน

ประมาณ 0.1 โมลาร (ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 4.04 กรัม ในน้ําใหปริมาตรครบ 1ลิตร)   จนถึง
จุดยุติซ่ึงสารละลายเปลี่ยนจากสีชมพูเปนสีเหลือง    บันทึกปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอก-
ไซดที่ใช  ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง   
 

      ข.  การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  
  ปเปตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ทราบความเขมขนที่แนนอนแลว 20 มล ใสใน
ขวด  หยดสารละลายฟนอลฟทาลีน (0.1% w/v ในเอธานอล) 2-3 หยด  นําไปไทเทรตกับสารละ-

ลายกรดไฮโดรคลอริกที่มีความเขมขนประมาณ 0.1 โมลาร  (ผสมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 4.15 
มล กับน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 500 มล.) จนถึงจุดยุติซ่ึงสารละลายเปลี่ยนจากสีชมพูเปนไมมีสี  
บันทึกปริมาตรสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใช  ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง   
 

       ค.  วิธีหาปริมาณโปรตีน 
  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 0.50 กรัม ใสในขวดกนกลมที่มี boiling chip และ คอป-

เปอรซัลเฟต แอนไฮดรัส (copper sulfate anhydrous) 1.0 กรัม เติมสารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 
20 มล นําไปรีฟลักซ (reflux) จนไดสารละลายสีเขียวใส  ทิ้งไวใหเย็นจึงเติมน้ํากลั่น 100 มล และ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 เปอรเซ็นต 90 มล.   นําไปกลั่นและผานกาซแอมโมเนียที่
เกิดขึ้นจากการกลั่นลงในขวดรองรับที่มีสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 โมลาร 50 มล.  ซ่ึงมี   
เมธิลเรด 2-3 หยด  กล่ันจนกาซแอมโมเนียหมด       นําสารละลายกรดไฮโดรคลอริกหลังการกลั่น
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ไปไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ทราบความเขมขนที่แนนอน  และนําปริมาณที่ใช
ไปคํานวณหาปริมาณโปรตีน 
 

2.2.1.3  วิธีวิเคราะหหาปริมาณลิปด 
  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 15-20 กรัม ใสลงใน trimble   วางใสใน Soxhlet ตอกับขวด

กนกลมที่มีเฮกเซน 150 มล และ boiling chip 10-15 เม็ด นําไปรีฟลักซ 6 ช่ัวโมง  ตั้งไวใหเย็น  เท

สารละลายใสในบีกเกอร  ลางขวดกนกลมดวยเฮกเซนอีก 10 มล เทรวมลงในบีกเกอร  ระเหย        
เฮกเซนจนเหลือแตลิปดที่ไมระเหยอีกตอไป   นําไปชั่งน้ําหนัก 

 

2.2.1.4  วิธีวิเคราะหปริมาณขี้เถา 
  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องที่ทราบน้ําหนักที่แนนอน  เผาที่ 150
๐C จนเปลือกหรือเนื้อมะละกอเปนสีดํา  นําไปเผาตอไปอีกในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600๐C จนเปนขี้เถาสี
ขาวซึ่งใชเวลาประมาณ 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดไปตั้งไวใหเย็นในเดสซิเคเตอรแลวช่ังหาน้ําหนักขี้เถา
ที่ได 
 

2.2.1.5  วิธีวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส 

  การหาปริมาณฟอสฟอรัสทําโดยวิธี Spectrophotometric  โดยวัดคาดูดกลืนแสงที่ 400 

nm ของสารประกอบที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสฟอรัสกับสารละลายโมลิบโดวานาเดต 

(molybdovanadate) ( AOAC, 1995) 

      ก.  วิธีเตรียมสารละลาย 
   สารละลายโมลิบโดวานาเดต  
  ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต (ammonium molybdate) 60 กรัม ในน้ํารอน 900 มล ตั้ง

ไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร   ช่ังแอมโมเนียมวานาเดต (ammonium vanadate) 1.5 กรัม 

ละลายในน้ํารอน 690 มล และเติมกรดไนตริก 300 มล ทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร  เท
สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดตลงไปผสมผสมกับสารละลายแอมโมเนียมวานาเดต  แลวคนใหเขา
กันและทิ้งไวใหเย็น  กอนนําสารละลายโมลิบโดวานาเดตไปใช 

สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

  อบโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 99.5 % ใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 100๐C 

จนไดน้ําหนักคงที่   ช่ังน้ําหนัก 0.2409 กรัม และละลายทันทีในน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 250 มล   
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สารละลายที่ไดนี้มีความเขมขนของ P2O5 0.50 มก /มล  เจือจางใหไดความเขมขนของ P2O5 5.0, 

10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0 และ 35.0 ไมโครกรัม /มล โดยใชสารละลาย P2O5 0.50 มก/มล ปริมาตร 

1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 มล มาเติมน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 100 มล ตามลําดับ 

  สารละลายจากเปลือกและเนื้อมะละกอ 

  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้อง  นําไปเผาที่ 150๐C จนเปลือก
หรือเนื้อเปนสีดํา  จากนั้นเผาตอไปในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600๐C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดใส
ในบีกเกอร   เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3.1 โมลาร  10 มล แลวระเหยใหแหงในอางไอน้ํา
รอน (steam bath)   จากนั้นเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1.25 โมลาร 10 มล ทิ้งไวใหเย็นแลว

ปรับปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจากไอออนใหครบ 100 มล.  ถามีตะกอนใหกรองดวยกระดาษกรองแหง  
เก็บสารละลายไปวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัส 
 

      ข.  วิธีวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส 

  ใชสารละลายมาตรฐานหรือสารละลายจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 10 มล. ผสมกับ
สารละลายโมลิบโดวานาเดต 5 มล.  ตั้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที   นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ 400 นาโนเมตรโดยใชน้ําปราศจากไอออน 10 มล. ผสมกับสารละลายโมลิบโดวานาเดต 5 มล 
ปรับศูนย     

กราฟมาตรฐานเตรียมไดจากการใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมฟอสเฟตที่ความ
เขมขนฟอสฟอรัส 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0 และ 35.0 ไมโครกรัม /มล อยางละ 10 มล ผสม
กับสารละลายโมลิบโดวานาเดต 5 มล  ตั้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที   นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 400 นาโนเมตร 
 

2.2.1.6  วิธีวิเคราะหหาปริมาณโพแทสเซียม  
       ก.  วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมคลอไรด 

  อบโพแทสเซียมคลอไรด 99.5% 100 มก ใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 100๐C จนไดน้ําหนัก

คงที่   ช่ังน้ําหนัก 1.9068 กรัม และละลายทันทีในน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 1 ลิตร   จะไดสารละลาย
มาตรฐานที่มีความเขมขนของโพแทสเซียม 1000 พีพีเอ็ม  นําไปเจือจางเพื่อใหไดสารละลาย
มาตรฐานที่มีโพแทสเซียมเขมขน 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 พีพีเอ็ม   นําไปวิเคราะหหาคาความเขมของ
เปลวไฟดวยเครื่อง Flame photometer  เพื่อใชในการหาปริมาณโพแทสเซียมในสารตัวอยาง   โดย

เขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมกับคาความเขมของ
เปลวไฟ 
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ข.  วิธีเตรียมสารละลายตัวอยาง 
 ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้อง  นําไปเผาที่ 150๐C จนเปลือก
หรือเนื้อเปนสีดํา  จากนั้นเผาตอไปในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600๐C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดใส
ในบีกเกอร   เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3.1 โมลาร  10 มล แลวระเหยใหแหงในอางไอน้ํา
รอน   จากนั้นเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1.25 โมลาร 10 มล ทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตร
ดวยน้ําที่ปราศจากไอออนใหครบ 100 มล.  ถามีตะกอนใหกรองดวยกระดาษกรองแหง  เก็บ
สารละลายไปวิเคราะหคาการคายแสงของเปลวไฟจากการเผาไหมโพแทสเซียมดวยเครื่อง Flame 

photometer   ใชคาเฉลี่ยของคาความเขมของเปลวไฟของสารละลายตัวอยาง 3 คร้ังไปคํานวณ

ปริมาณโพแทสเซียม 
 

2.2.1.7  วิธีวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักและแรธาตุธาตุบางชนิด (Laing et al., 2003) 
   โลหะหนักและแรธาตุที่วิเคราะหในที่นี้ ไดแก  Cd2+, Cu2+, Pb2+, Zn2+, Mg2+ และ Mn2+  

 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

ใชสารละลายเกลือมาตรฐานชนิดตางๆ  ซ่ึงไดแก แคดเมียมไนเตรท  คอปเปอรไนเตรท   
แมกนีเซียมไนเตรท  แมงกานีสไนเตรท  เลดไนเตรท  และซิงคไนเตรท  ความเขมขนเริ่มตน 1000  
พีพีเอ็ม ทุกชนิด  เจือจางสารละลายเกลือมาตรฐานทุกชนิดเพื่อใหไดสารละลายมาตรฐานความ
เขมขน 100 และ 10 พีพีเอ็ม  แบงสารละลายนี้นําไปวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักดวย AAS  โดยใช

สารละลายเกลือแตละชนิด  3 ตัวอยางๆ ละ 10 มล นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงของเปลวไฟจากการ
เผาไหมของ Cd2+, Cu2+, Pb2+, Zn2+, Mg2+ และ Mn2+ ที่ความยาวคลื่น 228.8, 324.8, 283.3, 213.9, 

285.2 และ 279.5นาโนเมตร ตามลําดับ 

  การเตรียมสารละลายตัวอยาง  
ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 0.5 กรัม ใสในหลอดใสสารตัวอยาง  เติมกรดไนตริก

เขมขน 10 มล.  ใหความรอนดวยเครื่อง microwave solvent extraction ที่กําลังไฟ 1000 วัตต ที่ 

120๐C 10 นาที  จากนั้นทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 50 มล ดวยน้ําที่ปราศจากไอออน  กรอง
สารละลายตัวอยางดวยเมมเบรนไนลอนขนาดรูพรุน 0.45 μm   ใชสารละลายใสที่ไดจากการกรอง 

3 ตัวอยางๆ ละ 20 มล ไปวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักดวย AAS   โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของ

เปลวไฟที่ความยาวคลื่นตางๆ ดังกลาวขางตน 
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2.2.2  วิธีแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอธรรมชาติ 
การแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอมีวิธีการทําดังแผนผังในรูปที่ 2.1   โดย

เร่ิมจากการแยกเอารงควัตถุและองคประกอบอื่นๆ ที่ละลายน้ําไดของเซลลออกไปโดยใชการลาง
ดวยเอธานอลรอน  กากที่ไดจากเปลือกและเนื้อสวนนี้เมื่ออบแหงแลวเรียกวา Alcohol Insoluble  

Solid (AIS)  จากนั้นใช AIS ของเปลือกหรือเนื้อสวนหนึ่งไปสกัดเฮมิเซลลูโลสโดยตรงดวย

สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด     และอีกสวนหนึ่งนําไปสกัดแยกเพกตินออกดวยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกกอนที่จะสกัดเฮมิเซลลูโลสดวยสารละลายดาง   สารละลายเฮมิเซลลูโลสในดาง
ที่สกัดไดนี้ถูกนําไปปรับพีเอชใหเปนกลาง   และแยกไอออนตางๆ ออกดวยไดอะไลซิส (dialysis)  

กอนทําแหงเฮมิเซลลูโลสดวยการทําไลโอฟไลเซชัน 

ในกรณีของเปลือกมะละกอนั้น  อีกสวนหนึ่งไดทดลองฟอกสีพรอมกับสกัดองคประกอบ
ตางๆ ในเซลลที่ละลายน้ําออกไป  ซ่ึงทําใหได AIS เพื่อนําไปสกัดแยกเฮมิเซลลูโลสตอไป 

 
2.2.2.1  วิธีเตรียม Alcohol Insoluble Solid    
  บดเปลือกหรือเนื้อมะละกออบแหงดวยเครื่องปนและแบงมา 50 กรัม แชในเอธานอล 70 
% 100 มล. เปนเวลา 10 นาที  ใชผาขาวบางกรองสารละลายทิ้งแลวนําเปลือกหรือเนื้อไปตมใน
เอธานอล 95 % 100 มล. เปนเวลา 30 นาที กรองแยกกากไปตมกับเอธานอลซ้ําอีก 2 คร้ัง แลวลาง
กากที่ไดดวยเอธานอล 70 %  50 มล. อีก 3 ครั้ง  นํากากที่ไดไปอบใหแหงที่ 50 ๐C   ช่ังน้ําหนักกาก
แหงที่ไดซ่ึงในที่นี้เรียกกากสวนนี้วา AIS 

ก.  วิธีแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกท่ีผานการฟอกสี  
  เนื่องจากในเปลือกมะละกอประกอบดวยคลอโรฟลลซ่ึงเปนรงควัตถุที่มีสีเขียว  ซ่ึงทําให
เฮมิเซลลูโลสที่ไดจากเปลือกมะละกอมีสีเขมกวาเฮมิเซลลูโลสจากเนื้อมะละกอ  ดังนั้นจึงไดฟอกสี
เปลือกมะละกอดวยสารละลายโซเดียมคลอไรทซ่ึงเปนสารที่ใชในการฟอกสีทั่วไป   นอกจากนั้น
ลิกนินซ่ึงเปนสวนประกอบหนึ่งในเปลือกผลไมตางๆ  จะถูกกําจัดออกไป    พรอมกันกับ
คลอโรฟลล (Sun et al., 2001) 
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                  เปลือกมะละกออบแหง       เนื้อมะละกออบแหง 

 
                                           -ลางดวย 95 % เอธานอลรอน 4 คร้ัง  
                                -กรอง 

              กาก            สารละลาย (ทิ้ง) 
                          -อบที่ 50๐

                                               กากฟอกสีดวย NaClO2 AIS 

-สกัดดวย HCl 0.05 M,  

      -กรอง  
                             

         AIS (พ)               สารละลาย 

      -สกัดดวย 1M KOH                                   -ตกตะกอนดวย         

        -กรอง                                                          เอธานอล     

                                                                       เพกติน                             
                      กาก                           สารละลาย 

-สกัดดวย 4M KOH          -ปรับ pH เปน 6.5 - 7  

   -กรอง                           -Dialysis, Lyophilization 

                       เฮมิเซลลูโลส 1 (HC1)   

              กาก                                     สารละลาย        

          -ปรับ pH เปน 6.5 - 7  
                                             -Dialysis, Lyophilization 

                      เฮมิเซลลูโลส4 (HC4) 
 

          รูปท่ี 2.1  แผนผังการสกัดเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอ 
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AIS จากเปลือกแหงบด 50  กรัม  นํามาเติมสารละลายโซเดียมคลอไรท (ช่ังโซเดียมคลอ-

ไรท  15 กรัม ละลายในน้ํา 700 มล. เติมกรดอะซิติกเขมขนใหไดพีเอช 4.2  และเติมน้ําใหปริมาตร
ครบ 1 ลิตร) ปริมาตร 200 มล.  แชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 75 ๐C เปนเวลา 3 ช่ัวโมงและกวนสาร
ผสมเปนครั้งคราว   จากนั้นกรองสารละลายทิ้ง    ลาง AIS จากเปลือกดวยเอธานอล 70 % ปริมาตร 

150 มล   แลวนํากาก AIS ที่ไดไปสกัดเฮมิเซลลูโลสดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 1 
และ 4 โมลาร 

ข.  การแยกเพกตินออกจาก AIS 
  เนื่องจากเพกตินเปนสารที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรม  และมีอยูในเนื้อและเปลือก
มะละกอ   ดังนั้นจึงไดทําการแยกเพกตินออกจาก AIS กอนนําไปแยกเฮมิเซลลูโลส   ทั้งนี้เพื่อเพิ่ม
มูลคาใหกับเปลือกและเนื้อมะละกอไดมากยิ่งขึ้น   การแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อ
มะละกอที่แยกเพกติน ออกไปดังแสดงในรูป 2.1   ทําโดยวิธีที่ที่ดัดแปลงจากการสกัดเฮมิเซลลูโลส
จากมะตูมญี่ปุน  (Thomas และ Thibault, 2002) 

   ช่ัง AIS จากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 50 กรัม  ใสลงในบีกเกอร  สกัดเพกตินออกจาก

เปลือกและเนื้อมะละกอโดยเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.05 โมลาร (กรดไฮโดรคลอริก
เขมขน 4 มล ผสมกับน้ําใหปริมาตรครบ 1 ลิตร) ปริมาตร 200 มล. กวนสารผสมนี้ที่อุณหภูมิ 80-90
๐C ประมาณ  2 ช่ัวโมง  จากนั้นนําไปปรับพีเอชใหเปน 5.5-6  ดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอก-
ไซด 1 โมลาร  แลวจึงกรองแยกสารละลายเพกตินออก   กากที่ไดคือ AIS(พ) 

 
2.2.2.2  วิธีแยกเฮมิเซลลูโลสดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด  
 ช่ัง AIS จากเปลือกหรือจากเนื้อมะละกอ 50 กรัม ใสลงในบีกเกอร  เติมสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร ปริมาตร 200 มล. กวนสารละลายตลอด  24 ช่ัวโมงที่
อุณหภูมิหอง  กรองดวยผาขาวบางและเก็บสารละลายเรียกสารละลายนี้วา เฮมิเซลลูโลส 1 (HC1)   
จากนั้นนํากากที่เหลือมาเติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 4 โมลาร ปริมาตร 200 มล กวน
สารผสมตลอด 24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง  กรองแลวเก็บสาระลายไวเรียกสวนสารละลายนี้วา เฮมิ-
เซลลูโลส 4 (HC4)   (เก็บกากที่เหลือจากการสกัดซึ่งคาดวาเปนสวนของเซลลูโลสนําไปลางดวยน้ํา
จนคาพีเอชเปนกลาง   ลางดวยเอธานอล 70 % ครั้งละ 50 มล  3 ครั้ง  แลวนําไปอบที่ 50 ๐C ช่ัง
น้ําหนักเซลลูโลสที่แหง) 
 นําสารละลายเฮมิเซลลูโลสที่ไดจากการสกัดดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดมา
เติมกรดไฮโดรคลอริก 6 โมลาร (กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 480 มล ผสมกับน้ํากล่ัน 520 มล)    ให
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มีพีเอช อยูในชวง 6.5-7   แยกตะกอนออกทิ้งดวยเครื่องเหวี่ยง (centrifuge)  ที่  6000 x g  จากนั้น

แยกไอออนตางๆ ในสารละลายออกไปดวยการทําไดอะไลซิส    โดยใชถุงเมมเบรนที่มี  MW cut-
off 6000-8000  แชถุงของสารละลายนี้ในน้ํากลั่นและกวนตลอดเวลา  เปลี่ยนน้ํากล่ันทุกๆ 3 ช่ัวโมง 

จนกระทั่งน้ําที่ถูกเปลี่ยนมีคาการนําไฟฟาต่ํากวา 3 microsemens (μS)  นําสารละลายเฮมิเซลลูโลส
ในถุงไปทําใหแหงดวยการทําไลโอฟไลเซชัน  ซ่ึงใชเวลาประมาณ 48 ช่ัวโมง  ช่ังน้ําหนักเฮมิเซล-

ลูโลสที่แหง 
 

2.2.3  วิธีหาน้ําตาลองคประกอบของเฮมิเซลลูโลส  

  การหาน้ําตาลองคประกอบของเฮมิเซลลูโลสนั้นทําโดยการสลายเฮมิเซลลูโลสใน
สารละลายกรดที่อุณหภูมิสูง   เพื่อแตกพันธะไกลโคไซด  (glycosidic bond)  ระหวางน้ําตาล

องคประกอบของเฮมิเซลลูโลส  แลววิเคราะหชนิดและปริมาณของน้ําตาลองคประกอบของเฮมิ-
เซลลูโลสดวย HPLC และ colorimetry   

 

2.2.3.1  การสลายเฮมิเซลลูโลสดวยกรด (Mullin and Xu, 2000) 

  ช่ังเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 20 มก. ใสในขวด  เติมกรดซัลฟวริก 1โม-
ลาร (กรดซัลฟวริกเขมขน 5.3 มล. ผสมกับน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 100 มล.) ปริมาตร 3 มล. ปดฝา
ใหสนิท  นําไปควบคุมอุณหภูมิที่ 97-100๐C เปนเวลา 5 ช่ัวโมงโดยเขยาทุกๆ 30 นาที  จากนั้นทําให
เย็นและเจือจางดวยน้ํากลั่น 9 มล.  กรองสารละลายที่ไดดวยเมมเบรนที่มีขนาดรูพรุน 2 ไมโครเมตร 
และนําไปวิเคราะห ชนิดและปริมาณของน้ําตาลองคประกอบ 
 

2.2.3.2  การวิเคราะหน้ําตาลองคประกอบดวย HPLC   
  การวิเคราะหหาน้ําตาลองคประกอบของสารละลายที่ไดจากการสลายเฮมิเซลลูโลสดวย 
HPLC  ทําโดยใชคอลัมน Zorbax carbohydrate ซ่ึงควบคุมอุณหภูมิที่ 30๐C และใชสารละลาย

ผสมของอะซิโตไนไตรลและน้ําในอัตราสวน 75 ตอ 25 โดยปริมาตร เปนตัวชะดวยอัตราการไหล 
1.4 มลตอนาที   ตรวจวัดน้ําตาลดวย refractive index   และใชสารละลายตัวอยาง 5 ไมโครลิตร 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
ช่ังน้ําตาล อะราบิโนส  กลูโคส  กาแลคโตส  แมนโนส  ไซโลส และแรมโนส ชนิดละ 10 

มก. ละลายในน้ําและปรับปริมาตรใหครบ 10 มล   จะไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1 มก/มล  
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จากนั้นเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมกับสารละลายตัวอยางดังตอไปนี้   แลวใชสารละลาย
มาตรฐานของน้ําตาลแตละชนิด 5 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหหาพื้นที่ใตพีคของโครมาโตแกรมจาก 
HPLC ในสภาวะเดียวกับการวิเคราะหสารตัวอยาง 

สารละลายมาตรฐานกลูโคส  ใชสารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 1 มก/มล  
ปริมาตร 0.0625, 0.125, 0.5, 1.0 และ 2.0 มล.  เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล   ซ่ึงทําใหได
สารละลายกลูโคสเขมขน 6.25, 12.5, 50.0, 100.0 และ 200.0 ไมโครกรัม/มล. ตามลําดับ 

สารละลายมาตรฐานกาแล็กโทส ใชสารละลายน้ําตาลกาแล็กโทสความเขมขน 1 มก/มล
ปริมาตร 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มล.   เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล   ซ่ึงทําใหไดสารละลาย    
กาแล็กโทสเขมขน 100, 125, 500, 1000 และ 2000 ไมโครกรัม/มล. ตามลําดับ 

 สารละลายมาตรฐานไซโลส ใชสารละลายน้ําตาลไซโลสความเขมขน 1 มก/มล  ปริมาตร 
0.25, 0.5, 1.0 และ 2.0 มล เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล  ซ่ึงทําใหไดสารละลายไซโลสความ
เขมขน 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มล ตามลําดับ 

สารละลายมาตรฐานแมนโนส  และอะราบิโนส ใชสารละลายน้ําตาลแมนโนส และอะรา-
บิโนสความเขมขนชนิดละ 1 มก/มล  ปริมาตร 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 3.0 มล เติมน้ําใหปริมาตรครบ 
10 มล  ซ่ึงทําใหไดสารละลายอะราบิโนสและแมนโนสความเขมขน 10, 50, 100, 200 และ 300 
ไมโครกรัม/มล ตามลําดับ 

สารละลายมาตรฐานแรมโนส  ใชสารละลายน้ําตาลแรมโนสความเขมขน 1 มก/มล  
ปริมาตร  0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มล เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล  ซ่ึงทําใหไดสารละลายไซโลส
ความเขมขน 50, 100, 150 และ 200 ไมโครกรัม/มล ตามลําดับ 
 

2.2.3.3  วิธีวิเคราะหกรดยูโรนิกโดย  colorimetric method (Englyst et al., 1992) 

ก.  วิธีเตรียมสารละลาย 
  สารละลายโซเดียมคลอไรด  เตรียมโดยผสมโซเดียมคลอไรด 2 กรัม และกรดบอริก 3 
กรัม ละลายในน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 100 มล 
  สารละลายละลาย 3, 5-ไดเมธิลฟนอล    เตรียมโดยละลาย  3, 5-ไดเมธิลฟนอล 0.1 กรัม   
ในกรดอะซิติกเขมขน 95 มล. ปรับปริมาตรเปน 100 มล  
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ข.  วิธีวิเคราะหปริมาณกรดยูโรนิก 
  การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดกลูคูโรนิก 

ละลายกรดกลูคูโรนิก 50 มก ในกรดซัลฟวริก 2 โมลาร (กรดซัลฟวริกเขมขน 53.3 มล. 

ผสมกับน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 1 ลิตร)  ใหปริมาตรครบ 100 มล ใสสารละลายนี้ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 

และ 3.0 มล ลงในหลอดทดลองแลวเติมน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 10 มล    นํามาใสในหลอดทดลอง 

หลอดละ 0.3 มล แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.3 มล และเติมกรดซัลฟวริกเขมขน

ปริมาตร 5 มล ผสมกันอยางรวดเร็ว  นําไปแชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 70๐C เปนเวลา 40 นาที  

จากนั้นทําใหเย็นและทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง   แลวเติมสารละลาย 3, 5-ไดเมธิลฟ-
นอล 0.2 มล. เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวประมาณ 10-15 นาที  วัดผลตางของคาดูดกลืนแสงของ
สารละลายมาตรฐานกรดกลูคูโรนิกที่ 400 และ 450 นาโนเมตร  ปรับศูนยโดยใชกรดซัลฟวริก 2 โม-

ลาร 0.3 มล. แทนสารละลายมาตรฐานกรดกลูคูโรนิกแลวทําตามวิธีการขางตน  

การวิเคราะหปริมาณกรดยูโรนิกในสารตัวอยาง 
ใสสารละลายเฮมิเซลลูโลสจากการสลายดวยกรด 0.3 มล. ลงในหลอดทดลอง  นําไปเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรดและสารละลายตางๆ เชนเดียวกับการเตรียมกราฟมาตรฐาน  ผลตางของ
คาดูดกลืนแสงที่ 400 และ 450 นาโนเมตร นําไปหาปริมาณกรดยูโรนิกในสารตัวอยางโดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน 

 
2.2.4  วิธีวิเคราะหหมูฟงกชันที่สําคัญของเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอ
ดวย  FT-IR   
  บดเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อ 1 มก. ผสมกับโพแทสเซียมโบรไมดที่แหง (อบที่
อุณหภูมิ 100๐C จนไดน้ําหนักคงที่) 10 มก. ใหละเอียดในโกรงหินออน    อัดสวนผสมนี้ใหเปน

แผนวงกลม (disc) ภายใตความดันประมาณ 10 บาร 30 วินาที   นําแผนวงกลมของเฮมิเซลลูโลสไป

วิเคราะหหา IR spectrum ดวยเครื่อง FT-IR spectrometer  บงชี้ชนิดของหมูฟงกชันของเฮมิ-

เซลลูโลสจาก IR spectrum โดยเทียบกับคา wave number ของการ vibrate ของหมูฟงกชันตางๆ 

กับตารางมาตรฐาน (ภาคผนวก)   
 

2.2.5  วิธีวิเคราะหปริมาณความชื้นของเฮมิเซลลูโลส 
  ช่ังเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 30 มก ใสในขวดแกวขนาด 3 มล. บันทึก
น้ําหนักรวมเฮมิเซลลูโลสและขวด  จากนั้นนําขวดเฮมิเซลลูโลสไปอบที่อุณหภูมิ 100๐C เอาออกมา

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



 28 

ทุกๆ 1 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในเดสซิเคเตอร (desicator) ที่มีซิลิกาเจลสําหรับดูดความชื้น  ช่ัง

น้ําหนักหลังอบแลวนํากลับไปอบใหมจนกระทั่งไดน้ําหนักคงที่    

 
2.2.6  วิธีวิเคราะหหาปริมาณขี้เถาของเฮมิเซลลูโลส 
  ช่ังเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 30 มก ใสในถวยกระเบื้องที่ทราบน้ําหนักที่
แนนอน  เผาที่ 150๐C จนเปลือกหรือเนื้อมะละกอเปนสีดํา  นําไปเผาตอไปอีกในเตาเผาที่อุณหภูมิ 
60๐C จนเปนขี้เถาสีขาวซึ่งใชเวลาประมาณ 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดไปตั้งไวใหเย็นในเดสซิเคเตอร
แลวช่ังหาน้ําหนักขี้เถาที่ได 

 
2.2.7  วิธีวิเคราะหหาความเขมสีของเฮมิเซลลูโลส 
  นําเฮมิเซลลูโลสที่แยกไดจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 0.50 กรัม 3 ตัวอยาง  ไปอัดในพิมพ
รูปวงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 ซม. ของเครื่องวัดความเขมสี   แลววัดคาความเขมสีดวยเครื่อง X-

Rite CDM  

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


