
บทที่ 3
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

3.1 วัตถุดิบ
ผลลําไยพันธุดอชั้นมาตรฐาน  A ที่บรรจุในตะกราพลาสติก น้ําหนักรวมตะกรา 

11 กิโลกรัม และผานการรมดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซดไดซ้ือมาจากผูประกอบการคาลําไยเพื่อ
การสงออก โดยในการทดลองครั้งที่ 1 เปนผลลําไยในฤดูที่ไดรับความอนุเคราะห มาจาก บริษัท 
อินเตอร เฟรช  จํากัด  จํานวน  3 ตะกราที่ผานการรมดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด เมื่อ  
วันที่ 24 สิงหาคม 2547 นํามาทดลองภายหลังจากผานการรมแลวไมเกิน 12 ชั่วโมง สวน
ในการทดลองครั้งที่  2 เปนผลลําไยนอกฤดูที่ผานการรมดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด
เมื่อวันที่ 1 พฤศจิกายน 2547 นํามาทดลองภายหลังจากผานการรมแลว 12 ชั่วโมง โดยคัดเลือกเอา
เฉพาะผลลําไยที่ดีและมีขนาดผลสม่ําเสมอกัน

3.2 วิธีทดลอง
บรรจุผลลําไยลงในตะกราพลาสติกที่ใชบรรจุทางการคาขนาดกวาง x ยาว x สูง เทากับ 

 15 x 33 x 10 เซนติเมตร โดยบรรจุตะกราละ 1.5 กิโลกรัม และแบงในตะกราออกเปน 3 ชองๆละ 
0.5 กิโลกรัม (จํานวนผลประมาณ 45 – 53 ผล) หลังจากนั้นนําตะกราผลลําไยไปเก็บรักษา 
ที่อุณหภูมิ 5±1 และ 10±1°ซ ทําการทดลอง 3 ซํ้า ซ่ึงแตละซ้ําประกอบดวยผลลําไย 0.5 กิโลกรัม 
และเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 8 สัปดาห แลวสุมตัวอยางออกมาทุกสัปดาหเพื่อวิเคราะหสมบัติ
ทางกายภาพ ทางเคมี และกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส

3.3 การวางแผนการทดลอง
วิเคราะหคาเฉลี่ยระหวางผลลําไยที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5±1 และ 10±1°ซ ในแตละสัปดาห

แบบ T – test (Two – sample T – test)
สวนอิทธิพลของแตละปจจัยทําการวิเคราะหผลแบบ 2 × 9 factorial in CRD โดยปจจัยที่ 1 

คือ อุณหภูมิการเก็บรักษา (5±1 และ 10± 1°ซ) สวนปจจัยที่ 2 คือ ระยะเวลาการเก็บรักษา และ
ทดสอบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan , Multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
SPSS V.10.0.1 (อิศรพงษ, 2544)
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3.4 การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ
3.4.1 เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก
ชั่งน้ําหนักผลลําไยทุกสัปดาหดวยเครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 2 ตําแหนง (Analytical 

balance, Satorius; Model A Germany) โดยใชผลลําไยประมาณ 0.5 กิโลกรัมตอซํ้า ทําการทดลอง  
3 ซํ้า และคํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก

เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก = (น้ําหนักเริ่มตน – น้ําหนัก ณ. วันที่ช่ัง) × 100
       น้ําหนักเริ่มตน

3.4.2 เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยจํานวนผล
พิจารณาการเนาเสียของผลลําไยที่โดยนับจํานวนผลที่เนาเสีย แลวคิดเทียบเปนเปอรเซ็นต

การเนาเสียตอจํานวนผลลําไยทั้งหมด ทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตการเนาเสียโดย
จํานวนผล

เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยจํานวนผล = จํานวนผลลําไยที่เนาเสียในวันที่ตรวจ × 100
      จํานวนผลลําไยทั้งหมด

3.4.3 เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยน้ําหนัก
พิจารณาจากการเนาเสียของผลลําไยโดยการชั่งน้ําหนักผลที่เนาเสีย แลวคิดเทียบเปน

เปอรเซ็นตการเนาเสียตอน้ําหนักผลลําไยทั้งหมด ทําการทดลอง 3 ซํ้า แลวคํานวณหาเปอรเซ็นต
การเนาเสียโดยน้ําหนัก

เปอรเซ็นตการเนาเสียโดยน้ําหนัก = น้ําหนักผลลําไยที่เนาเสียในวันที่ตรวจ × 100
      น้ําหนักผลลําไยทั้งหมด

3.4.4 การวัดสีเปลือกดานนอกและดานในของเปลือกผลลําไย  และสีของเนื้อลําไย
วัดสีเปลือกดานนอกและดานในของเปลือกผลลําไย และสีของเนื้อลําไยโดยใชเครื่อง  

Chroma meter (Chroma meter, Minolta; CR – 300 Japan) บันทึกคาคาเปน L* , a* และ b* โดยใช
ผลลําไย 10 ผลตอซํ้า ทําการทดลอง 3 ซํ้า
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โดยคา L*   =  The lightness factor (value)
 a* และ b* =  The chromaticity coordinates (Hue angle , Chroma)

นําคา a* และ b* มาคํานวณหาคา Chroma (C*) และ Hue angle (H°) จากสมการ
Chroma    = (a 2+ b 2) 1 / 2

Hue angle = (tan – 1(b* / a*) /6.2832) × 360  ถา a*> 0 และ b* > 0
เมื่อ L* เปนคาความขาว-ดํา ถาคา L* มีคาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีดํา หากคา L* เขาใกล 100 
หมายถึง วัตถุมีสีขาว

a* เปนคาแสดงถึงสีแดงและสีเขียว เมื่อ a* มีคาเปนบวก หมายถึง วัตถุมีสีแดง หากคา a* มี
คาเปนลบ หมายถึง วัตถุมีสีเขียว

b* เปนคาแสดงถึงสีเหลืองและสีน้ําเงิน เมื่อ b* มีคาเปนบวก หมายถึง วัตถุมีสีเหลือง หาก
คา b* มีคาเปนลบ หมายถึง วัตถุมีสีน้ําเงิน

C* เปนคาแสดงถึงความเขมของสี ถา C* มีคาเขาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีเทา 
 หากคา C* มีคาเพิ่มขึ้นแสดงวาวตัถุมีความเขมสีเพิ่มมากขึ้น

H° เปนคาแสดงถึงสีแทจริงที่ปรากฏใหเห็น คํานวณใหอยูในรูปขององศาในวงกลม ซ่ึง
เร่ิมตั้งแต 0 องศาถึง 360 องศา โดยสีในแกนหลักไดแก 0 องศา แสดงสีแดง – มวง 90 องศา แสดง 
สีเหลือง 180 องศา แสดงสีเขียว และ 270 องศา แสดงสีน้ําเงิน (สุคนธชื่นและวรรณวิบูลย, 2543; 
McGuire, 1992)

3.5 การวิเคราะหสมบัติทางเคมี
3.5.1 คาความเปนกรดเปนดาง (พีเอช) ของเปลอืกลําไย
นําเปลือกลําไยมา 10 ผลตอซํ้า ทําใหเปนเนื้อเดียวกันโดยใชเครื่องปน (Blender, Moulinex; 

S648 Japan) เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตรตั้งทิ้งไว 30 นาที แลวนํามาวัดคาความเปนกรดเปนดางโดยใช
เครื่องพีเอชมิเตอร (Microprocessor pH meter, HANNA; Model 213 USA.) และกอนใชเครื่อง 
พีเอชมิเตอรทุกครั้ง จะตองผานการปรับคามาตรฐานโดยใชสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน 
พีเอช 7.0 และ 4.0 (Buffer solution, Merck; Germany) ตามลําดับ ทําการวัดคาตัวอยางละ 3 ซ้ํา

3.5.2 คาความเปนกรดเปนดาง (พีเอช) ของเนื้อลําไย
นําเนื้อลําไย 10 ผลตอซํ้า ปนใหเปนเนื้อเดียวกันโดยใชเครื่องปน (Blender, National; 

Model MX–T2GN Japan) แลวนํามาวัดคาความเปนกรดเปนดางโดยใชเครื่องพีเอชมิเตอร 
(Microprocessor pH meter, HANNA; Model 213 USA.) และกอนใชเครื่องพีเอชมิเตอรควร 
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ตรวจสอบความถูกตองของเครื่องวัดโดยใชสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐานพีเอช 7.0 และ 4.0 (Buffer 
solution, Merck; Germany) ตามลําดับ ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า

3.5.3 ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได
นําน้ําปนของเนื้อลําไยที่ไดมาจากขอ 3.5.2 มาวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดโดยใช

เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Hand refractometer, ATAGO; Model N1 Japan) ที่วัดคา
ไดระหวาง 0 – 32 % โดยกอนใชวัดตัวอยางทุกครั้งใหปรับคาใหเปน 0 ดวยน้ํากลั่น ทําการทดลอง
ตัวอยางละ 3 คร้ัง แลวหาคาเฉลี่ย

3.5.4 ปริมาณกรดทั้งหมดที่ไทเทรตได
 วัดปริมาณกรดทั้งหมดในตัวอยางเนื้อลําไย โดยวิธีการไทเทรตและคํานวณผลในรูปของ
กรดซิตริก ตามวิธี AOAC (2000)

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล  เตรียมโดยชั่งโซเดียม- 

ไฮดรอกไซด (sodium hydroxide, NaOH, AR grade, Merck; Germany) จํานวน 4.00 กรัมโดยใช
เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 2 ตําแหนง (Analytical balance, Satorius; Model A Germany) ละลายใน
น้ํากลั่น และปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร นําสารละลายดางที่ไดไปเปรียบเทียบความเขม
ขนกับสารละลายมาตรฐาน potassium hydrogen phthalate (potassium hydrogen phthalate, 
C8H5KO4, AR grade, Merck; Germany) ความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อหาความเขมขนที่แทจริงของ
สารละลายดาง

วิธีวิเคราะห
นําตัวอยางเนื้อลําไยที่ปนเปนเนื้อเดียวกันจํานวน 10 กรัม เติมน้ํากลั่นที่ผานการตมเดือดลง

ไป 20 มิลลิลิตร ผสมตัวอยางกับน้ําใหเขากันดวยเครื่อง magnetic stirrer (magnetic stirrer, 
Whatman®; Model HPMS England) นําสารละลายตัวอยางไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล วัดคาความเปนกรดเปนดางของสารละลายที่ไทเทรตจน
เครื่องพีเอชมิเตอร(Microprocessor pH meter, HANNA; Model 213 U.S.A.) จุดยุติคือเมื่ออาน 
คาความเปนกรดเปนดางได 8.1 บันทึกปริมาตรของสารละลายดางที่ใช ทําการทดลองตัวอยางละ 3 
ซํ้า และหาคาเฉลี่ย นําคาที่ไดคํานวณหาปริมาณกรดทั้งหมดที่ไทเทรตไดในรูปของกรดซิตริกตอ 
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100 กรัมของน้ําหนักสดโดยเปรียบเทียบกับคามาตรฐาน ดังนี้ 1 มิลลิลิตรสารละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล  ทําปฏิกิริยาสมมูลพอดีกับกรดซิตริก 0.007 กรัม

%กรดทั้งหมดที่ไทเทรตได  =  ความเขมขน NaOH (N) × ปริมาตร NaOH (ml) × 0.070 ×  100
                                               น้ําหนักของเนื้อลําไย (g)

3.5.5 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงและน้ําตาลทั้งหมด
วิเคราะหปริมาณโดยวิธีของน้ําตาลรีดิวซิงและน้ําตาลทั้งหมดในตัวอยางเนื้อลําไย 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 แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น

ข) สารละลาย Carrez No.2 เตรียมโดยละลายโพแทสเซียมเฟอโรไซยาไนด (potassium 
ferrocyanide, AR grade,Ajax Finechem; Australia) จํานวน 10.6 กรัมในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตร
ใหครบ 100 มิลลิลิตร

ค) สารละลาย Fehling No.1 เตรียมโดยละลายคอปเปอรซัลเฟต (copper sulphate, AR 
grade, Baker; U.S.A.) จํานวน 69.278 กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

ง) สารละลาย Fehling No.2 เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจํานวน 100 กรัม และ
โพแทสเซียมโซเดียมทาเทรต (potassium sodium tartrate, AR grade, Baker; U.S.A.) จํานวน 346 
กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

จ) สารละลายเมทิลีนบลูความเขมขน 1%  เตรียมโดยละลายเมทิลีนบลู (methylene blue,
AR grade, Merck; Germany)  จํานวน 1 กรัมในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร

ฉ) สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.34 นอรมัล เตรียมโดยตวงสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน (hydrochloric acid, AR grade, Merck; Germany) ปริมาตร 564.33 มิลลิลิตร 
คอยๆรินกรดลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

ช) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 5 นอรมัล  เตรียมโดยชั่งโซเดียม- 
ไฮดรอกไซดจํานวน 200 กรัมละลายในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
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วิธีวิเคราะห
ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยที่ปนเปนเนื้อเดียวกันจํานวน 10 กรัม เติมน้ํากลั่นลงไปพอประมาณให

เนื้อลําไยกระจายตัว เติม Clearing agent คือ สารละลาย Carrez No.1 และ 2 ลงไปอยางละ 5 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น ตั้งทิ้งไว 20 นาที แลว
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 (Whatman® no.4) เก็บสารละลายที่กรองไดใชวิเคราะหหาปริมาณ
น้ําตาล ดังตอไปนี้

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน
Preliminary titration
นําสารละลายตัวอยางที่เตรียมไวใสลงในบิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย

Fehling No.1และ2  อยางละ 5 มิลลิลิตร ใสในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร ใสแทงแมเหล็ก นําไปตั้ง
บนเครื่อง hot plate และ magnetic stirrer (hot plate and magnetic stirrer, Whatman®; Model 
HPMS England) จนเดือด ไทเทรตกับสารละลายน้ําตาลตัวอยางจนสีน้ําเงินจางลง หยดสารละลาย
เมทิลีนบลูลงไป 1 –2 หยด ไทเทรตตอจนสีฟาหายไปหมดเหลือตะกอนสีสมแดง บันทึกปริมาตร
ของสารละลายน้ําตาลที่ใช ถาปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใชอยูในชวง 15 –50 มิลลิลิตร แสดง
วา สารละลายตัวอยางมีความเขมขนที่เหมาะสม

Accurate titration
เมื่อ เ ตรีย มสารละลายตัวอยา งที่มีค ว ามเขมขนที่ เ หมาะสมแลว  ตอ งทําการ

ไทเทรตซ้ํ า  เชนเดียวกับ preliminary titration โดยปลอยสารละลายน้ําตาลจากบิวเรตลงไปทันที
โดยใชปริมาตรนอยกวาที่ใชในการไทเทรต preliminary titration ประมาณ 1–2 มิลลิลิตร ปลอยให
เดือดนาน 2 นาที หยดสารละลายเมทิลีนบลูลงไป 1–2 หยด ไทเทรตตอจนสีฟาจางหายไปหมด 
เหลือตะกอนสีสมแดง บันทึกปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใช ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า  
นําปริมาณสารละลายน้ําตาลที่ใชมาหาคาเฉลี่ยแลวนําไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลใน  
สารละลายตัวอยางจากตารางมาตรฐาน (ภาคผนวก ค.)

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงหลังการทําอินเวอรชัน
ปเปตสารละลายตัวอยางมา 15 มิลลิลิตร ใสในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

กรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.34 นอรมัล ลงไป 10 มิลลิลิตร แลวนําไปไฮโดรไลซในอางควบ
คุมอุณหภูมิ (water bath, Gallenkamp; England) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้น
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นํามาทําใหเย็นทันที แลวปรับคาพีเอชใหเปนกลางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขม
ขน 5 นอรมัล แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 250 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น นําสารละลายตัวอยางนี้
ใสลงในบิวเรตแลวทําการไทเทรตกับสารละลาย Fehling No.1 และ 2 เชนเดียวกับการวิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า นําปรมิาณสารละลาย
น้ําตาลที่ใชมาหาคาเฉลี่ยแลวนําไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลในรูป invert sugar จากตาราง
มาตรฐาน คํานวณปริมาณน้ําตาล ดังนี้

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

เมื่อ                D1      =  % น้ําตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน
                      D2      =  % น้ําตาลรีดิวซิงหลังการทําอินเวอรชัน

3.5.6 ความชื้นท่ีเปลือกผลลําไย
วิเคราะหโดยวิธีการอบแหงตามวิธีที่เรียบเรียงโดยลักขณาและนิธิยา (2544)  
อบ moisture can ใหแหงสนิทในตูอบลมรอน (hot air oven, Memmert; Um 100 – 800

Germany) ประมาณ 20–30 นาที ทําใหเย็นใน desiccator และชั่งหาน้ําหนักที่แนนอนของ moisture 
can ดวยเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Analytical balance, Satorius; Germany)

ชั่งตัวอยางเปลือกลําไยใหทราบน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 5 กรัม (จากลําไย 10 ผล) ใสลง
ใน moisture can ที่ผานการอบแหงและทราบน้ําหนักแลว นําไปอบในตูอบลมรอนควบคุมอุณหภูมิ
ใหอยูในชวง 100 – 105 องศาเซลเซียส นานประมาณ 3 ชั่วโมง นําออกมาจากตูอบลมรอน ปลอย
ใหเย็นใน desiccator แลวช่ังหาน้ําหนัก นําไปอบซ้ําหลายๆครั้งจนไดน้ําหนักคงที่ ซ่ึงคาที่ไดจะตอง
ไมแตกตางกันเกิน 0.05 กรัม ช่ังน้ําหนักของของแข็งที่เหลืออยู คํานวณน้ําหนักของน้ําที่หายไป 
และคํานวณหา % ความชื้นได ดังนี้

%ความชื้น  =   น้ําหนักที่หายไป  × 100
                       น้ําหนักตัวอยางที่ใช
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3.5.7 การวิเคราะหหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดตกคางที่เปลือกลําไย
ทําการวิเคราะหตามวิธีของ Optimized Monier – Williams

หลักการวิเคราะห
เปนการกลั่นแบบ reflux โดยใหกรดไฮโดรคลอริกทําปฏิกิริยากับสารประกอบของซัล

เฟอรไดออกไซดที่อยูในอาหาร ใหไดกาซซัลเฟอรไดออกไซดในรูปอิสระออกมา และใชกาซ
ไนโตรเจนซึ่งเปนกาซเฉื่อยเปนตัวพาซัลเฟอรไดออกไซดออกมาเก็บในสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดเกิดเปนกรดซัลฟวริก

ขั้นตอนการไทเทรตเปนการนํากรดซัลฟวริกที่ไดจากการกลั่นไปหาความเขมขน โดย
ไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด โดยมีฟนอลเรดเปนอินดิเคเตอร

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร  เตรียมโดยช่ังโซเดียม 

ไฮดรอกไซดจํานวน 4 กรัม ละลายน้ํากลั่น ใสในขวดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น นําสารละลายดางที่ไดไปเปรียบเทียบความเขมขนกับสารละลายมาตรฐาน potassium 
hydrogen phthalate ความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อหาความเขมขนที่แทจริงของสารละลายดาง

ข) สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 4 โมลาร เตรียมโดยตวงสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 37% ปริมาตร 662  มิลลิลิตร คอยๆ รินกรดลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรให
ครบ 2,000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น

ค) สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% เตรียมโดยนําไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซดความเขมขน 30% (hydrogen peroxide 30%, Merck; Germany) จํานวน 100 มลิลิลิตร  
ใสในขวดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น

ง) สารละลายเมทิลเรดความเขมขน 0.25%  โดยช่ังสารเมทิลเรด (methyl red, AR grade, 
Merck; Germany) จํานวน 0.25 กรัม ละลายในเอทานอล 95% แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตรดวยเอทานอล 95% (ethanol 95%, AR grade, Baker; USA.)

จ) สารละลายเอทานอลความเขมขน 5%  โดยนําเอทานอล 95% จํานวน 105 มิลลิลิตร ใส
ในขวดปริมาตรขนาด 2,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบดวยน้ํากลั่น
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วิธีวิเคราะห
ชั่งน้ําหนักเปลือกลําไย 30 กรัมใสในเครื่องปน (Blender, National; Model MX–T2GN 

Japan) เติมสารละลายเอทานอล 5% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสในเครื่องปน ปนรวมกันนาน 15 
วินาที นําตัวอยางเปลือกลําไยที่ปนละเอียดแลวใสในขวด 3 คอทางทอหลอดเก็บตัวอยางอาหาร 
พรอมกับเติมน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร และสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 4 โมลาร จํานวน
90 มิลลิลิตรลงไป จากนั้นเตมิสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 3% จํานวน 50 มิลลิลิตร 
และสารละลายเมทิลเรด 1–2 หยดลงในหลอดเก็บสารละลายที่กล่ันได และนําไปไทเทรตกับสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลารจนสารละลายมีสีเหลือง   สวมทอกาซ
ไนโตรเจนที่ทอตอกาซไนโตรเจนปรับอัตราการไหลของกาซใหอยูในระดับ 200 มิลลิลิตรตอนาที 
ตรวจดูขอตอตางๆใหแนนเพื่อปองกันการสูญเสียกาซซัลเฟอรไดออกไซดขณะกลั่น  เปดเตาให
ความรอน (heating mantle, Whatman®; Model HMFT England) เพื่อทําการกลั่น ประมาณ 1 ชั่ว
โมง 50 นาที ถาตัวอยางมีซัลเฟอรไดออกไซดสารละลายในหลอดเก็บสารละลายจะเปลี่ยนจากสี
เหลืองเปนสีชมพู เมื่อกล่ันจนครบ 1 ชั่วโมง 50 นาทีแลวใหปดเตาและนําทอกาซไนโตรเจนออก 
นําสารละลายในหลอดเก็บสารละลายไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
0.1 โมลารจนสารละลายมีจุดยุติเปนสีเหลือง บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่
ใช แลวคํานวณหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด

ปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด  =  32.03 × V × M × 1000
(ppm)       W

เมื่อ                           32.03      =  น้ําหนักกรัมสมมูลของซัลเฟอรไดออกไซด
           V       =  ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใช (มิลลิลิตร)
        M      =  จํานวนโมลของโซเดียมไฮดรอกไซด (โมลาร)
        W      =  น้ําหนักตัวอยางที่ใช (กรัม)

3.5.8 การวิเคราะหหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดตกคางที่เนื้อลําไย
ทําการวิเคราะหตามวิธีของ Optimized Monier – Williams  โดยช่ังน้ําหนักเนื้อลําไย 100 

กรัมแลวทําการวิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะหหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดตกคางที่เปลือก
ลําไยตามขอ 3.5.7
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3.5.9 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส
ดัดแปลงวิธีวิเคราะหจากวิธีการของ Jiang (1999)

หลักการวิเคราะห
catechol + O2           4-methyl-o-benzoquinone

 ซ่ึงปฏิกิริยานี้จะถูกกระตุนโดยเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4
- เตรียมสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร   โดยช่ัง 

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

- เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร โดยช่ัง 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (disodium hydrogen orthophosphate anhydrous, AR grade, Fisher; 
England) น้ําหนัก 8.8995 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร โดยใช
ขวดปรับปริมาตร

เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4 โดยนําสารละลาย
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 735 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 265 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของสาร
ละลายผสมใหไดเทากับ 6.4

ข) สารละลาย Catechol ความเขมขน 0.1 โมลาร
เตรียมโดยชั่ง catechol (catechol, AR grade, Fluka; Swizerland) น้ําหนัก 5.5050 กรัม

ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 6.4 ปรับปริมาตรใหครบ 250 
มิลลิลิตร

การสกัดเอนไซม
สกัดเอนไซมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยนําเปลือกลําไยจํานวน 3 กรัมจากลําไย 6 ผล 

บดใหละเอียดในโกรงที่แชเย็น เติมสารละลายสกัด (extraction solution) ในอัตราสวนปริมาตร 
สารละลายสกัดตอน้ําหนักเปลือกของผลลําไย เทากับ 8 : 1 ซ่ึงสารสกัดนี้ประกอบดวยสารละลาย
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ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.4 และ Polyvinyl pyrrolidone (polyvinyl –
pyrrolidone K30, AR grade, Fluka; USA.) 1% บดใหเขากันอีกครั้งและปรับปริมาตรเปน 25 
มิลลิลิตร เก็บไวคางคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  แลวปนตัวอยางใหตกตะกอนดวยเครื่องหมุน
เหวี่ยง (Centrifuge, Hettich; Rotina 46R Germany) ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายหลังการหมุนเหวี่ยงนําเฉพาะของเหลวใส (supernatant) ซ่ึงเปน 
crude enzyme ไปใชในการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณโปรตีน

การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม
การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห (assay mixture) โดยปเปตสารละลาย catechol

 ความเขมขน 0.1 โมลาร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 6.4 มา
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นเติม crude enzyme ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน Cuvette tube ผสม
ใหเขากัน แลววัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร (ThermoSpectronic, 
Biomate5; USA.) ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร โดยวัดคาการดูดกลืนแสงทุกๆ 30 วินาที เปน
เวลา 5 นาที นําคาที่วดัได เขียนกราฟระหวางระยะเวลากับคาการดูดกลืนแสงที่วัดได วิเคราะห 
กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสที่มีอยูในตัวอยางในชวงกราฟที่มีความชันเปนเสนตรง

กําหนดใหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส 1 หนวย เทากับปริมาณเอนไซมที่ทํา
ใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร  เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย  ในเวลา 1 นาที ที่คา 
พีเอช 6.4 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แลวคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส   
เปนจํานวนหนวยตอนาทีตอมิลลิกรัมของโปรตีน

3.5.10 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford Protein Assay  (Bradford, 1976)
การเตรียมสารละลาย
ก)  สารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
เตรียมโดยชั่งสารโปรตีน BSA (Bovine serum albumin, Fluka; Swizerland) น้ําหนัก

0.005 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร แลว
นํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ

ข) สารละลายสียอม
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 เติมกรดฟอสฟอริกความเขมขน 85% (phosphoric acid, AR grade, Merck; Germany) ลง
ไป 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น โดยใชขวดปรับปริมาตร

การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน
ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ มาอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองความเขมขนละ 3 หลอด สวนหลอด
ที่ความเขมขน 0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเปน blank ทําเพียงหลอดเดียว รวมเปน 19 หลอด จากนั้น
เติมสารละลายสียอมปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 2 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางความ
เขมขนของสารละลายโปรตีนกับคาการดูดกลืนแสง โดยใหแกน x เปนปริมาณความเขมขนของ 
BSA (ไมโครกรัม)  สวนแกน y เปนคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน
นําสารละลาย crude enzyme ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายสี

ยอมปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 2 นาที แลวนํามาวัดคาการดูด
กลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดมาเปรียบเทียบหาระดับความเขมขนของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน (ภาพที่ 3.1)

การคํานวณหากิจกรรมของเอนไซม
ก) วิธีคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส

กําหนดใหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส 1 หนวย เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ทําให
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 0.001 หนวย ในเวลา 1 นาที ที่คาพีเอช 6.4
จะไดกิจกรรมของเอนไซม เทากับ A หนวย

สารละลายเอนไซมที่สกัดได 0.1 มิลลิลิตร มีกิจกรรม เทากับ  A        หนวย
สารละลายเอนไซมที่สกัดได 1 มิลลิลิตร  มีกิจกรรม เทากับ  A / 0.1  หนวย  = B หนวย
แสดงวาสารละลายเอนไซมมีกิจกรรมของเอนไซม เทากับ B หนวย
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ข) วิธีการคํานวณหาปริมาณของโปรตีน
นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องวัดคาดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร

 ไปเปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟโปรตีนมาตรฐาน

สารละลายเอนไซมที่สกัดได 1000 ไมโครลิตร มีโปรตีนที่ละลายได C          ไมโครกรัม
สารละลายเอนไซมที่สกัดได       1 ไมโครลิตร มีโปรตีนที่ละลายได C / 1000ไมโครกรัม = D
แสดงวาสารละลายเอนไซมมีโปรตีน เทากับ  D ไมโครกรัม / ไมโครลิตร
                                                หรือ    เทากับ  D มิลลิกรัมกรัม / มิลลิลิตร

ค) วิธีคํานวณหา specific activity ของเอนไซม

specific activity ของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส  = กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส
          ปริมาณโปรตีนในหนวยมิลลิกรัม
=   B / D

คา specific activity ของเอนไซมมีหนวยเปน หนวย / นาที/ มิลลิกรัมของโปรตีน
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ภาพที่ 3.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน

3.5.11 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลท้ังหมด
ดัดแปลงวิธีวิเคราะหจากวิธีการของ Hyodo et al .(1978) และ Ketsa and Atantee (1998)

การเตรียมสารละลาย
ก) สารละลายฟนอลมาตรฐานความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เตรียมโดยชั่งสาร 

gallic acid (gallic acid, AR grade, Merck; Germany) น้ําหนัก 0.04 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลว 
ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร แลวนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหได
สารละลายมาตรฐานความเขมขน 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ

ข) สารละลายเอทานอลความเขมขน 80%  เตรียมโดยตวงเอทานอล 99.5% (ethanol 95%, 
AR grade, Baker; USA.) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 998 
มิลลิลิตร

ค) สารละลาย  Folin  –  Ciocaltea  Reagent  ความเขมขน 10%    เตรียมโดยตวง Folin –

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 10 20 30 40 50 60

ปรมิาณ BSA (ไมโครกรมั)

คา
กา
รด

ูดก
ลืน

แส
งท

ี่ 59
5 น

าโน
เมต

ร

y  = 0.01313X
R2 = 0.994

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



43

Ciocaltea reagent (Folin –Ciocaltea reagent, AR grade, Merck; Germany) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร

ง)สารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 7.5% เตรียมโดยชั่งโซเดียมคารบอเนต 
(sodium carbornate anhydrous, AR grade, Fisher; England) น้ําหนัก 75 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลว
ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร

การสรางกราฟมาตรฐานฟนอล
ปเปตสารละลายฟนอลมาตรฐานความเขมขน 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ

100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ มาอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองความเขมขนละ 3 
หลอด สวนหลอดที่ความเขมขน 0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปน blank รวมเปน 19 หลอด จากนั้น
เติมสารละลาย Folin – Ciocaltea  Reagent  ความเขมขน 10%    ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองแตละหลอด ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 8 นาที จากนั้นเติมสารละลาย
โซเดียมคารบอเนตความเขมขน 7.5% ปริมาตร 4 มิลลิลิตรลงไป ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 2  
ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 765 นาโน
เมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ gallic acid กับคาการ
ดูดกลืนแสง โดยใหแกน x เปนปริมาณความเขมขน ของ gallic acid (ไมโครกรัม)  สวนแกน y เปน
คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร

การสกัดสารประกอบฟนอลจากเปลือก
โดยนําเปลือกผลลําไยจํานวน 3 กรัม จากลําไย 6 ผล บดใหละเอียดในโกรงที่แชเย็น เติม

สารละลายเอทานอล ความเขมขน 80% ที่เย็นลงไปปริมาตร 12 มิลลิลิตร แลวนําตัวอยางให 
ตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส ภายหลังการหมุนเหวี่ยงนําเฉพาะของเหลวใสไปวัดปริมาณทั้งหมด และใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด

การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลท้ังหมด
นําของเหลวใสที่สกัดไดมาเจือจางลง 10 เทา และนําสารละลายที่เจือจางแลวมา 1 มิลลิลิตร

ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Folin – Ciocaltea  Reagent  ความเขมขน 10%   ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 8 นาที  จากนั้นเติมสารละลายโซเดียม
คารบอเนตความเขมขน 7.5% ปริมาตร 4 มิลลิลิตรลงไป ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 2 ช่ัวโมง นํา
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ไปวัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณของสารประกอบฟนอลจากกราฟมาตรฐาน  
 (ภาพที่ 3.2)

ภาพที่ 3.2 กราฟมาตรฐานสารประกอบฟน

การคํานวณหาสารประกอบฟนอลท้ังหมด

นําคาที่อานไดจากสารประกอบฟนอลมาตรฐานที่เตรียม
มาตฐานมาคํานวณหาสูตรสมการเสนตรง ไดดังนี้

y = 0.0089 x
โดย y คือ  คาการดูดกลืนแสงที่อานได

              x  คือ  ปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งหมดในเปลือกลําไ
จากนั้นนําคา xที่อานได มาคํานวณหาปริมาณสารประกอบฟนอลทั้งห

สารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร มีสารประกอบฟนอลทั้งหมด
สารประกอบฟนอลไดมาจากการเจือจาง 10 เทาโดยปริมาตร
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แสดงวาสารละลายมีสารประกอบฟนอลทั้งหมด   x  × 10  มิลลิกรัม / มิลลิลิตร  = Y

สารที่สกัดไดมีปริมาตรเฉลี่ย a มิลลิลิตร
แสดงวาสารละลายมีสารประกอบฟนอลทั้งหมด   Y × a    มิลลิกรัม           = Z

สารประกอบฟนอลไดมาจากตัวอยางเปลือกลําไย 3 กรัม

เปลือกลําไย 3 กรัม มีสารประกอบฟนอลทั้งหมด  Z     มิลลิกรัม
เปลือกลําไย 1 กรัม มีสารประกอบฟนอลทั้งหมด  Z / 3  มิลลิกรัม

รายงานผลสารประกอบฟนอลทั้งหมดในหนวย  มิลลิกรัม / กรัมน้ําหนักสด
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