
บทที่ 2 
การทดลอง 

 
2.1 สารเคมีและวัสดุอุปกรณ 
2.1.1  สารเคม ี
   ชื่อสาร         บริษัทผูผลิต 
 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         บริษัทผูผลิต 
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        บริษัทผูผลิต 
 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        บริษัทผูผลิต 
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 
 เปลือกและเนื้อมะละกอดิบไดจากการปอกผลมะละกอดิบที่ซ้ือมาจากตลาดโดยไม

เจาะจงสายพันธุ  และไดจากรานสมตําอีกสวนหนึ่ง 
  

2.2 วิธีการทดลอง 
2.2.1  การวิเคราะหหาปริมาณสารตางๆ ในเปลือกและเนื้อมะละกอ 
  การหาปริมาณสารตางๆ ซ่ึงไดแก โปรตีน  ลิปด  ขี้เถา  ฟอสฟอรัส  โพแทสเซียม  และ
โลหะหนัก   ทํา เพื่อหาปริมาณสารซึ่ ง เปนองคประกอบอื่นๆ  ที่นอกเหนือจากสวนของ
คารโบไฮเดรต (เฮมิเซลลูโลส  เซลลูโลส  เพกติน และแซ็กคาไรดตางๆ) ในเปลือกและเนื้อ
มะละกอ   ทําไดโดยการนําเปลือกและเนื้อมะละกออบแหงมาสกัดแยกสารเหลานี้  แลวนําไปหา
ปริมาณดวยวิธีตางๆ   
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2.2.1.1  วิธีอบแหงเปลือกและเนื้อมะละกอดิบ 
  นําเปลือกและเนื้อมะละกอดิบที่ถูกปอกเปนแผนบางๆ  วางบนตะแกรงอะลูมิเนียม  เกล่ีย
ใหทั่วแลวนําไปอบในแบบ tray dryer ที่อุณหภูมิ 55๐C   เปลือกและเนื้อมะละกอที่แหงแลวจะมี
ลักษณะกรอบและแข็ง   ช่ังน้ําหนักหลังอบ  เก็บใสถุงพลาสติกและปดปากถุงแลวเก็บรักษาไวใน
ตูเย็น 
 

2.2.1.2  วิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 
      ก.  การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  

  ปเปตสารละลายมาตรฐาน Potassium hydrogen phthalate (KHP) 0.1000 โมลาร 

(KHP 5.1314 กรัม ละลายในน้ําใหปริมาตรครบ 250 มล.) 20 มล ใสในขวด  หยดเมธิลเรด  (1% 
w/v ในเอธานอล) 2-3 หยด   นําไปไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน

ประมาณ 0.1 โมลาร (ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 4.04 กรัม ในน้ําใหปริมาตรครบ 1ลิตร)   จนถึง
จุดยุติซ่ึงสารละลายเปลี่ยนจากสีชมพูเปนสีเหลือง    บันทึกปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอก-
ไซดที่ใช  ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง   
 

      ข.  การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  
  ปเปตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ทราบความเขมขนที่แนนอนแลว 20 มล ใสใน
ขวด  หยดสารละลายฟนอลฟทาลีน (0.1% w/v ในเอธานอล) 2-3 หยด  นําไปไทเทรตกับสารละ-

ลายกรดไฮโดรคลอริกที่มีความเขมขนประมาณ 0.1 โมลาร  (ผสมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 4.15 
มล กับน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 500 มล.) จนถึงจุดยุติซ่ึงสารละลายเปลี่ยนจากสีชมพูเปนไมมีสี  
บันทึกปริมาตรสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใช  ทําการทดลองซ้ําอีก 2 คร้ัง   
 

       ค.  วิธีหาปริมาณโปรตีน 
  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 0.50 กรัม ใสในขวดกนกลมที่มี boiling chip และ คอป-

เปอรซัลเฟต แอนไฮดรัส (copper sulfate anhydrous) 1.0 กรัม เติมสารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 
20 มล นําไปรีฟลักซ (reflux) จนไดสารละลายสีเขียวใส  ทิ้งไวใหเย็นจึงเติมน้ํากลั่น 100 มล และ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 เปอรเซ็นต 90 มล.   นําไปกลั่นและผานกาซแอมโมเนียที่
เกิดขึ้นจากการกลั่นลงในขวดรองรับที่มีสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 โมลาร 50 มล.  ซ่ึงมี   
เมธิลเรด 2-3 หยด  กล่ันจนกาซแอมโมเนียหมด       นําสารละลายกรดไฮโดรคลอริกหลังการกลั่น
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ไปไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ทราบความเขมขนที่แนนอน  และนําปริมาณที่ใช
ไปคํานวณหาปริมาณโปรตีน 
 

2.2.1.3  วิธีวิเคราะหหาปริมาณลิปด 
  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 15-20 กรัม ใสลงใน trimble   วางใสใน Soxhlet ตอกับขวด

กนกลมที่มีเฮกเซน 150 มล และ boiling chip 10-15 เม็ด นําไปรีฟลักซ 6 ช่ัวโมง  ตั้งไวใหเย็น  เท

สารละลายใสในบีกเกอร  ลางขวดกนกลมดวยเฮกเซนอีก 10 มล เทรวมลงในบีกเกอร  ระเหย        
เฮกเซนจนเหลือแตลิปดที่ไมระเหยอีกตอไป   นําไปชั่งน้ําหนัก 

 

2.2.1.4  วิธีวิเคราะหปริมาณขี้เถา 
  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องที่ทราบน้ําหนักที่แนนอน  เผาที่ 150
๐C จนเปลือกหรือเนื้อมะละกอเปนสีดํา  นําไปเผาตอไปอีกในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600๐C จนเปนขี้เถาสี
ขาวซึ่งใชเวลาประมาณ 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดไปตั้งไวใหเย็นในเดสซิเคเตอรแลวช่ังหาน้ําหนักขี้เถา
ที่ได 
 

2.2.1.5  วิธีวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส 

  การหาปริมาณฟอสฟอรัสทําโดยวิธี Spectrophotometric  โดยวัดคาดูดกลืนแสงที่ 400 

nm ของสารประกอบที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางฟอสฟอรัสกับสารละลายโมลิบโดวานาเดต 

(molybdovanadate) ( AOAC, 1995) 

      ก.  วิธีเตรียมสารละลาย 
   สารละลายโมลิบโดวานาเดต  
  ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต (ammonium molybdate) 60 กรัม ในน้ํารอน 900 มล ตั้ง

ไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร   ช่ังแอมโมเนียมวานาเดต (ammonium vanadate) 1.5 กรัม 

ละลายในน้ํารอน 690 มล และเติมกรดไนตริก 300 มล ทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร  เท
สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดตลงไปผสมผสมกับสารละลายแอมโมเนียมวานาเดต  แลวคนใหเขา
กันและทิ้งไวใหเย็น  กอนนําสารละลายโมลิบโดวานาเดตไปใช 

สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

  อบโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 99.5 % ใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 100๐C 

จนไดน้ําหนักคงที่   ช่ังน้ําหนัก 0.2409 กรัม และละลายทันทีในน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 250 มล   
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สารละลายที่ไดนี้มีความเขมขนของ P2O5 0.50 มก /มล  เจือจางใหไดความเขมขนของ P2O5 5.0, 

10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0 และ 35.0 ไมโครกรัม /มล โดยใชสารละลาย P2O5 0.50 มก/มล ปริมาตร 

1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 มล มาเติมน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 100 มล ตามลําดับ 

  สารละลายจากเปลือกและเนื้อมะละกอ 

  ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้อง  นําไปเผาที่ 150๐C จนเปลือก
หรือเนื้อเปนสีดํา  จากนั้นเผาตอไปในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600๐C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดใส
ในบีกเกอร   เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3.1 โมลาร  10 มล แลวระเหยใหแหงในอางไอน้ํา
รอน (steam bath)   จากนั้นเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1.25 โมลาร 10 มล ทิ้งไวใหเย็นแลว

ปรับปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจากไอออนใหครบ 100 มล.  ถามีตะกอนใหกรองดวยกระดาษกรองแหง  
เก็บสารละลายไปวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัส 
 

      ข.  วิธีวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส 

  ใชสารละลายมาตรฐานหรือสารละลายจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 10 มล. ผสมกับ
สารละลายโมลิบโดวานาเดต 5 มล.  ตั้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที   นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ 400 นาโนเมตรโดยใชน้ําปราศจากไอออน 10 มล. ผสมกับสารละลายโมลิบโดวานาเดต 5 มล 
ปรับศูนย     

กราฟมาตรฐานเตรียมไดจากการใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมฟอสเฟตที่ความ
เขมขนฟอสฟอรัส 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0 และ 35.0 ไมโครกรัม /มล อยางละ 10 มล ผสม
กับสารละลายโมลิบโดวานาเดต 5 มล  ตั้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที   นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 400 นาโนเมตร 
 

2.2.1.6  วิธีวิเคราะหหาปริมาณโพแทสเซียม  
       ก.  วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมคลอไรด 

  อบโพแทสเซียมคลอไรด 99.5% 100 มก ใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 100๐C จนไดน้ําหนัก

คงที่   ช่ังน้ําหนัก 1.9068 กรัม และละลายทันทีในน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 1 ลิตร   จะไดสารละลาย
มาตรฐานที่มีความเขมขนของโพแทสเซียม 1000 พีพีเอ็ม  นําไปเจือจางเพื่อใหไดสารละลาย
มาตรฐานที่มีโพแทสเซียมเขมขน 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 พีพีเอ็ม   นําไปวิเคราะหหาคาความเขมของ
เปลวไฟดวยเครื่อง Flame photometer  เพื่อใชในการหาปริมาณโพแทสเซียมในสารตัวอยาง   โดย

เขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมกับคาความเขมของ
เปลวไฟ 
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ข.  วิธีเตรียมสารละลายตัวอยาง 
 ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้อง  นําไปเผาที่ 150๐C จนเปลือก
หรือเนื้อเปนสีดํา  จากนั้นเผาตอไปในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600๐C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดใส
ในบีกเกอร   เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3.1 โมลาร  10 มล แลวระเหยใหแหงในอางไอน้ํา
รอน   จากนั้นเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1.25 โมลาร 10 มล ทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตร
ดวยน้ําที่ปราศจากไอออนใหครบ 100 มล.  ถามีตะกอนใหกรองดวยกระดาษกรองแหง  เก็บ
สารละลายไปวิเคราะหคาการคายแสงของเปลวไฟจากการเผาไหมโพแทสเซียมดวยเครื่อง Flame 

photometer   ใชคาเฉลี่ยของคาความเขมของเปลวไฟของสารละลายตัวอยาง 3 คร้ังไปคํานวณ

ปริมาณโพแทสเซียม 
 

2.2.1.7  วิธีวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักและแรธาตุธาตุบางชนิด (Laing et al., 2003) 
   โลหะหนักและแรธาตุที่วิเคราะหในที่นี้ ไดแก  Cd2+, Cu2+, Pb2+, Zn2+, Mg2+ และ Mn2+  

 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

ใชสารละลายเกลือมาตรฐานชนิดตางๆ  ซ่ึงไดแก แคดเมียมไนเตรท  คอปเปอรไนเตรท   
แมกนีเซียมไนเตรท  แมงกานีสไนเตรท  เลดไนเตรท  และซิงคไนเตรท  ความเขมขนเริ่มตน 1000  
พีพีเอ็ม ทุกชนิด  เจือจางสารละลายเกลือมาตรฐานทุกชนิดเพื่อใหไดสารละลายมาตรฐานความ
เขมขน 100 และ 10 พีพีเอ็ม  แบงสารละลายนี้นําไปวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักดวย AAS  โดยใช

สารละลายเกลือแตละชนิด  3 ตัวอยางๆ ละ 10 มล นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงของเปลวไฟจากการ
เผาไหมของ Cd2+, Cu2+, Pb2+, Zn2+, Mg2+ และ Mn2+ ที่ความยาวคลื่น 228.8, 324.8, 283.3, 213.9, 

285.2 และ 279.5นาโนเมตร ตามลําดับ 

  การเตรียมสารละลายตัวอยาง  
ช่ังเปลือกหรือเนื้อมะละกอแหง 0.5 กรัม ใสในหลอดใสสารตัวอยาง  เติมกรดไนตริก

เขมขน 10 มล.  ใหความรอนดวยเครื่อง microwave solvent extraction ที่กําลังไฟ 1000 วัตต ที่ 

120๐C 10 นาที  จากนั้นทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 50 มล ดวยน้ําที่ปราศจากไอออน  กรอง
สารละลายตัวอยางดวยเมมเบรนไนลอนขนาดรูพรุน 0.45 μm   ใชสารละลายใสที่ไดจากการกรอง 

3 ตัวอยางๆ ละ 20 มล ไปวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักดวย AAS   โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของ

เปลวไฟที่ความยาวคลื่นตางๆ ดังกลาวขางตน 
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2.2.2  วิธีแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอธรรมชาติ 
การแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอมีวิธีการทําดังแผนผังในรูปที่ 2.1   โดย

เร่ิมจากการแยกเอารงควัตถุและองคประกอบอื่นๆ ที่ละลายน้ําไดของเซลลออกไปโดยใชการลาง
ดวยเอธานอลรอน  กากที่ไดจากเปลือกและเนื้อสวนนี้เมื่ออบแหงแลวเรียกวา Alcohol Insoluble  

Solid (AIS)  จากนั้นใช AIS ของเปลือกหรือเนื้อสวนหนึ่งไปสกัดเฮมิเซลลูโลสโดยตรงดวย

สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด     และอีกสวนหนึ่งนําไปสกัดแยกเพกตินออกดวยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกกอนที่จะสกัดเฮมิเซลลูโลสดวยสารละลายดาง   สารละลายเฮมิเซลลูโลสในดาง
ที่สกัดไดนี้ถูกนําไปปรับพีเอชใหเปนกลาง   และแยกไอออนตางๆ ออกดวยไดอะไลซิส (dialysis)  

กอนทําแหงเฮมิเซลลูโลสดวยการทําไลโอฟไลเซชัน 

ในกรณีของเปลือกมะละกอนั้น  อีกสวนหนึ่งไดทดลองฟอกสีพรอมกับสกัดองคประกอบ
ตางๆ ในเซลลที่ละลายน้ําออกไป  ซ่ึงทําใหได AIS เพื่อนําไปสกัดแยกเฮมิเซลลูโลสตอไป 

 
2.2.2.1  วิธีเตรียม Alcohol Insoluble Solid    
  บดเปลือกหรือเนื้อมะละกออบแหงดวยเครื่องปนและแบงมา 50 กรัม แชในเอธานอล 70 
% 100 มล. เปนเวลา 10 นาที  ใชผาขาวบางกรองสารละลายทิ้งแลวนําเปลือกหรือเนื้อไปตมใน
เอธานอล 95 % 100 มล. เปนเวลา 30 นาที กรองแยกกากไปตมกับเอธานอลซ้ําอีก 2 คร้ัง แลวลาง
กากที่ไดดวยเอธานอล 70 %  50 มล. อีก 3 ครั้ง  นํากากที่ไดไปอบใหแหงที่ 50 ๐C   ช่ังน้ําหนักกาก
แหงที่ไดซ่ึงในที่นี้เรียกกากสวนนี้วา AIS 

ก.  วิธีแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกท่ีผานการฟอกสี  
  เนื่องจากในเปลือกมะละกอประกอบดวยคลอโรฟลลซ่ึงเปนรงควัตถุที่มีสีเขียว  ซ่ึงทําให
เฮมิเซลลูโลสที่ไดจากเปลือกมะละกอมีสีเขมกวาเฮมิเซลลูโลสจากเนื้อมะละกอ  ดังนั้นจึงไดฟอกสี
เปลือกมะละกอดวยสารละลายโซเดียมคลอไรทซ่ึงเปนสารที่ใชในการฟอกสีทั่วไป   นอกจากนั้น
ลิกนินซ่ึงเปนสวนประกอบหนึ่งในเปลือกผลไมตางๆ  จะถูกกําจัดออกไป    พรอมกันกับ
คลอโรฟลล (Sun et al., 2001) 
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                  เปลือกมะละกออบแหง       เนื้อมะละกออบแหง 

 
                                           -ลางดวย 95 % เอธานอลรอน 4 คร้ัง  
                                -กรอง 

              กาก            สารละลาย (ทิ้ง) 
                          -อบที่ 50๐

                                               กากฟอกสีดวย NaClO2 AIS 

-สกัดดวย HCl 0.05 M,  

      -กรอง  
                             

         AIS (พ)               สารละลาย 

      -สกัดดวย 1M KOH                                   -ตกตะกอนดวย         

        -กรอง                                                          เอธานอล     

                                                                       เพกติน                             
                      กาก                           สารละลาย 

-สกัดดวย 4M KOH          -ปรับ pH เปน 6.5 - 7  

   -กรอง                           -Dialysis, Lyophilization 

                       เฮมิเซลลูโลส 1 (HC1)   

              กาก                                     สารละลาย        

          -ปรับ pH เปน 6.5 - 7  
                                             -Dialysis, Lyophilization 

                      เฮมิเซลลูโลส4 (HC4) 
 

          รูปท่ี 2.1  แผนผังการสกัดเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอ 
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AIS จากเปลือกแหงบด 50  กรัม  นํามาเติมสารละลายโซเดียมคลอไรท (ช่ังโซเดียมคลอ-

ไรท  15 กรัม ละลายในน้ํา 700 มล. เติมกรดอะซิติกเขมขนใหไดพีเอช 4.2  และเติมน้ําใหปริมาตร
ครบ 1 ลิตร) ปริมาตร 200 มล.  แชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 75 ๐C เปนเวลา 3 ช่ัวโมงและกวนสาร
ผสมเปนครั้งคราว   จากนั้นกรองสารละลายทิ้ง    ลาง AIS จากเปลือกดวยเอธานอล 70 % ปริมาตร 

150 มล   แลวนํากาก AIS ที่ไดไปสกัดเฮมิเซลลูโลสดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 1 
และ 4 โมลาร 

ข.  การแยกเพกตินออกจาก AIS 
  เนื่องจากเพกตินเปนสารที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรม  และมีอยูในเนื้อและเปลือก
มะละกอ   ดังนั้นจึงไดทําการแยกเพกตินออกจาก AIS กอนนําไปแยกเฮมิเซลลูโลส   ทั้งนี้เพื่อเพิ่ม
มูลคาใหกับเปลือกและเนื้อมะละกอไดมากยิ่งขึ้น   การแยกเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อ
มะละกอที่แยกเพกติน ออกไปดังแสดงในรูป 2.1   ทําโดยวิธีที่ที่ดัดแปลงจากการสกัดเฮมิเซลลูโลส
จากมะตูมญี่ปุน  (Thomas และ Thibault, 2002) 

   ช่ัง AIS จากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 50 กรัม  ใสลงในบีกเกอร  สกัดเพกตินออกจาก

เปลือกและเนื้อมะละกอโดยเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.05 โมลาร (กรดไฮโดรคลอริก
เขมขน 4 มล ผสมกับน้ําใหปริมาตรครบ 1 ลิตร) ปริมาตร 200 มล. กวนสารผสมนี้ที่อุณหภูมิ 80-90
๐C ประมาณ  2 ช่ัวโมง  จากนั้นนําไปปรับพีเอชใหเปน 5.5-6  ดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอก-
ไซด 1 โมลาร  แลวจึงกรองแยกสารละลายเพกตินออก   กากที่ไดคือ AIS(พ) 

 
2.2.2.2  วิธีแยกเฮมิเซลลูโลสดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด  
 ช่ัง AIS จากเปลือกหรือจากเนื้อมะละกอ 50 กรัม ใสลงในบีกเกอร  เติมสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร ปริมาตร 200 มล. กวนสารละลายตลอด  24 ช่ัวโมงที่
อุณหภูมิหอง  กรองดวยผาขาวบางและเก็บสารละลายเรียกสารละลายนี้วา เฮมิเซลลูโลส 1 (HC1)   
จากนั้นนํากากที่เหลือมาเติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 4 โมลาร ปริมาตร 200 มล กวน
สารผสมตลอด 24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง  กรองแลวเก็บสาระลายไวเรียกสวนสารละลายนี้วา เฮมิ-
เซลลูโลส 4 (HC4)   (เก็บกากที่เหลือจากการสกัดซึ่งคาดวาเปนสวนของเซลลูโลสนําไปลางดวยน้ํา
จนคาพีเอชเปนกลาง   ลางดวยเอธานอล 70 % ครั้งละ 50 มล  3 ครั้ง  แลวนําไปอบที่ 50 ๐C ช่ัง
น้ําหนักเซลลูโลสที่แหง) 
 นําสารละลายเฮมิเซลลูโลสที่ไดจากการสกัดดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดมา
เติมกรดไฮโดรคลอริก 6 โมลาร (กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 480 มล ผสมกับน้ํากล่ัน 520 มล)    ให
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มีพีเอช อยูในชวง 6.5-7   แยกตะกอนออกทิ้งดวยเครื่องเหวี่ยง (centrifuge)  ที่  6000 x g  จากนั้น

แยกไอออนตางๆ ในสารละลายออกไปดวยการทําไดอะไลซิส    โดยใชถุงเมมเบรนที่มี  MW cut-
off 6000-8000  แชถุงของสารละลายนี้ในน้ํากลั่นและกวนตลอดเวลา  เปลี่ยนน้ํากล่ันทุกๆ 3 ช่ัวโมง 

จนกระทั่งน้ําที่ถูกเปลี่ยนมีคาการนําไฟฟาต่ํากวา 3 microsemens (μS)  นําสารละลายเฮมิเซลลูโลส
ในถุงไปทําใหแหงดวยการทําไลโอฟไลเซชัน  ซ่ึงใชเวลาประมาณ 48 ช่ัวโมง  ช่ังน้ําหนักเฮมิเซล-

ลูโลสที่แหง 
 

2.2.3  วิธีหาน้ําตาลองคประกอบของเฮมิเซลลูโลส  

  การหาน้ําตาลองคประกอบของเฮมิเซลลูโลสนั้นทําโดยการสลายเฮมิเซลลูโลสใน
สารละลายกรดที่อุณหภูมิสูง   เพื่อแตกพันธะไกลโคไซด  (glycosidic bond)  ระหวางน้ําตาล

องคประกอบของเฮมิเซลลูโลส  แลววิเคราะหชนิดและปริมาณของน้ําตาลองคประกอบของเฮมิ-
เซลลูโลสดวย HPLC และ colorimetry   

 

2.2.3.1  การสลายเฮมิเซลลูโลสดวยกรด (Mullin and Xu, 2000) 

  ช่ังเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 20 มก. ใสในขวด  เติมกรดซัลฟวริก 1โม-
ลาร (กรดซัลฟวริกเขมขน 5.3 มล. ผสมกับน้ํากล่ันใหปริมาตรครบ 100 มล.) ปริมาตร 3 มล. ปดฝา
ใหสนิท  นําไปควบคุมอุณหภูมิที่ 97-100๐C เปนเวลา 5 ช่ัวโมงโดยเขยาทุกๆ 30 นาที  จากนั้นทําให
เย็นและเจือจางดวยน้ํากลั่น 9 มล.  กรองสารละลายที่ไดดวยเมมเบรนที่มีขนาดรูพรุน 2 ไมโครเมตร 
และนําไปวิเคราะห ชนิดและปริมาณของน้ําตาลองคประกอบ 
 

2.2.3.2  การวิเคราะหน้ําตาลองคประกอบดวย HPLC   
  การวิเคราะหหาน้ําตาลองคประกอบของสารละลายที่ไดจากการสลายเฮมิเซลลูโลสดวย 
HPLC  ทําโดยใชคอลัมน Zorbax carbohydrate ซ่ึงควบคุมอุณหภูมิที่ 30๐C และใชสารละลาย

ผสมของอะซิโตไนไตรลและน้ําในอัตราสวน 75 ตอ 25 โดยปริมาตร เปนตัวชะดวยอัตราการไหล 
1.4 มลตอนาที   ตรวจวัดน้ําตาลดวย refractive index   และใชสารละลายตัวอยาง 5 ไมโครลิตร 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
ช่ังน้ําตาล อะราบิโนส  กลูโคส  กาแลคโตส  แมนโนส  ไซโลส และแรมโนส ชนิดละ 10 

มก. ละลายในน้ําและปรับปริมาตรใหครบ 10 มล   จะไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1 มก/มล  

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



 26 

จากนั้นเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมกับสารละลายตัวอยางดังตอไปนี้   แลวใชสารละลาย
มาตรฐานของน้ําตาลแตละชนิด 5 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหหาพื้นที่ใตพีคของโครมาโตแกรมจาก 
HPLC ในสภาวะเดียวกับการวิเคราะหสารตัวอยาง 

สารละลายมาตรฐานกลูโคส  ใชสารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 1 มก/มล  
ปริมาตร 0.0625, 0.125, 0.5, 1.0 และ 2.0 มล.  เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล   ซ่ึงทําใหได
สารละลายกลูโคสเขมขน 6.25, 12.5, 50.0, 100.0 และ 200.0 ไมโครกรัม/มล. ตามลําดับ 

สารละลายมาตรฐานกาแล็กโทส ใชสารละลายน้ําตาลกาแล็กโทสความเขมขน 1 มก/มล
ปริมาตร 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มล.   เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล   ซ่ึงทําใหไดสารละลาย    
กาแล็กโทสเขมขน 100, 125, 500, 1000 และ 2000 ไมโครกรัม/มล. ตามลําดับ 

 สารละลายมาตรฐานไซโลส ใชสารละลายน้ําตาลไซโลสความเขมขน 1 มก/มล  ปริมาตร 
0.25, 0.5, 1.0 และ 2.0 มล เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล  ซ่ึงทําใหไดสารละลายไซโลสความ
เขมขน 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มล ตามลําดับ 

สารละลายมาตรฐานแมนโนส  และอะราบิโนส ใชสารละลายน้ําตาลแมนโนส และอะรา-
บิโนสความเขมขนชนิดละ 1 มก/มล  ปริมาตร 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 3.0 มล เติมน้ําใหปริมาตรครบ 
10 มล  ซ่ึงทําใหไดสารละลายอะราบิโนสและแมนโนสความเขมขน 10, 50, 100, 200 และ 300 
ไมโครกรัม/มล ตามลําดับ 

สารละลายมาตรฐานแรมโนส  ใชสารละลายน้ําตาลแรมโนสความเขมขน 1 มก/มล  
ปริมาตร  0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มล เติมน้ําใหปริมาตรครบ 10 มล  ซ่ึงทําใหไดสารละลายไซโลส
ความเขมขน 50, 100, 150 และ 200 ไมโครกรัม/มล ตามลําดับ 
 

2.2.3.3  วิธีวิเคราะหกรดยูโรนิกโดย  colorimetric method (Englyst et al., 1992) 

ก.  วิธีเตรียมสารละลาย 
  สารละลายโซเดียมคลอไรด  เตรียมโดยผสมโซเดียมคลอไรด 2 กรัม และกรดบอริก 3 
กรัม ละลายในน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 100 มล 
  สารละลายละลาย 3, 5-ไดเมธิลฟนอล    เตรียมโดยละลาย  3, 5-ไดเมธิลฟนอล 0.1 กรัม   
ในกรดอะซิติกเขมขน 95 มล. ปรับปริมาตรเปน 100 มล  
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ข.  วิธีวิเคราะหปริมาณกรดยูโรนิก 
  การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดกลูคูโรนิก 

ละลายกรดกลูคูโรนิก 50 มก ในกรดซัลฟวริก 2 โมลาร (กรดซัลฟวริกเขมขน 53.3 มล. 

ผสมกับน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 1 ลิตร)  ใหปริมาตรครบ 100 มล ใสสารละลายนี้ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 

และ 3.0 มล ลงในหลอดทดลองแลวเติมน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 10 มล    นํามาใสในหลอดทดลอง 

หลอดละ 0.3 มล แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.3 มล และเติมกรดซัลฟวริกเขมขน

ปริมาตร 5 มล ผสมกันอยางรวดเร็ว  นําไปแชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 70๐C เปนเวลา 40 นาที  

จากนั้นทําใหเย็นและทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง   แลวเติมสารละลาย 3, 5-ไดเมธิลฟ-
นอล 0.2 มล. เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวประมาณ 10-15 นาที  วัดผลตางของคาดูดกลืนแสงของ
สารละลายมาตรฐานกรดกลูคูโรนิกที่ 400 และ 450 นาโนเมตร  ปรับศูนยโดยใชกรดซัลฟวริก 2 โม-

ลาร 0.3 มล. แทนสารละลายมาตรฐานกรดกลูคูโรนิกแลวทําตามวิธีการขางตน  

การวิเคราะหปริมาณกรดยูโรนิกในสารตัวอยาง 
ใสสารละลายเฮมิเซลลูโลสจากการสลายดวยกรด 0.3 มล. ลงในหลอดทดลอง  นําไปเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรดและสารละลายตางๆ เชนเดียวกับการเตรียมกราฟมาตรฐาน  ผลตางของ
คาดูดกลืนแสงที่ 400 และ 450 นาโนเมตร นําไปหาปริมาณกรดยูโรนิกในสารตัวอยางโดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน 

 
2.2.4  วิธีวิเคราะหหมูฟงกชันที่สําคัญของเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกและเนื้อมะละกอ
ดวย  FT-IR   
  บดเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อ 1 มก. ผสมกับโพแทสเซียมโบรไมดที่แหง (อบที่
อุณหภูมิ 100๐C จนไดน้ําหนักคงที่) 10 มก. ใหละเอียดในโกรงหินออน    อัดสวนผสมนี้ใหเปน

แผนวงกลม (disc) ภายใตความดันประมาณ 10 บาร 30 วินาที   นําแผนวงกลมของเฮมิเซลลูโลสไป

วิเคราะหหา IR spectrum ดวยเครื่อง FT-IR spectrometer  บงชี้ชนิดของหมูฟงกชันของเฮมิ-

เซลลูโลสจาก IR spectrum โดยเทียบกับคา wave number ของการ vibrate ของหมูฟงกชันตางๆ 

กับตารางมาตรฐาน (ภาคผนวก)   
 

2.2.5  วิธีวิเคราะหปริมาณความชื้นของเฮมิเซลลูโลส 
  ช่ังเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 30 มก ใสในขวดแกวขนาด 3 มล. บันทึก
น้ําหนักรวมเฮมิเซลลูโลสและขวด  จากนั้นนําขวดเฮมิเซลลูโลสไปอบที่อุณหภูมิ 100๐C เอาออกมา
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ทุกๆ 1 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในเดสซิเคเตอร (desicator) ที่มีซิลิกาเจลสําหรับดูดความชื้น  ช่ัง

น้ําหนักหลังอบแลวนํากลับไปอบใหมจนกระทั่งไดน้ําหนักคงที่    

 
2.2.6  วิธีวิเคราะหหาปริมาณขี้เถาของเฮมิเซลลูโลส 
  ช่ังเฮมิเซลลูโลสจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 30 มก ใสในถวยกระเบื้องที่ทราบน้ําหนักที่
แนนอน  เผาที่ 150๐C จนเปลือกหรือเนื้อมะละกอเปนสีดํา  นําไปเผาตอไปอีกในเตาเผาที่อุณหภูมิ 
60๐C จนเปนขี้เถาสีขาวซึ่งใชเวลาประมาณ 4 ช่ัวโมง   นําขี้เถาที่ไดไปตั้งไวใหเย็นในเดสซิเคเตอร
แลวช่ังหาน้ําหนักขี้เถาที่ได 

 
2.2.7  วิธีวิเคราะหหาความเขมสีของเฮมิเซลลูโลส 
  นําเฮมิเซลลูโลสที่แยกไดจากเปลือกหรือเนื้อมะละกอ 0.50 กรัม 3 ตัวอยาง  ไปอัดในพิมพ
รูปวงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 ซม. ของเครื่องวัดความเขมสี   แลววัดคาความเขมสีดวยเครื่อง X-

Rite CDM  
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