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บทที่ 3 

 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

วัสดุพันธุพืช 

เก็บเกี่ยวผลมังคุดที่ระยะที ่4 มีผิวมีมวงแดง 80-90 เปอรเซน็ต (ภาพที่ 3) หรือผลมังคุดมี

อายุประมาณ 40-60 วันหลงัจากวันดอกบาน จากสวนเกษตรกรที่ปลูกเปนการคาในพื้นที่ อําเภอข

ลุง จังหวัดจันทบุรี ในชวงเดือน พฤษภาคม  พ.ศ. 2552               

 

                                                    
 

                          ภาพท่ี 3 ผลมังคุดท่ีผิวมีสีมวงแดง 80-90 เปอรเซ็นต 

 

อุปกรณวิทยาศาสตร 

1. เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ Texture Analyzer รุน TA-XT2i/50 หัววัดลกูตุมขนาด (p/1S) 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร 

2. เคร่ืองชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน EK-600H ของบริษัท AND Company 

ประเทศญ่ีปุนชั่งนํ้าหนักไดสูงสุด 600 กรัม และแบบทศนิยม 4 ตําแหนง รุน HR-200 ของบริษัท 

AND Company ประเทศญ่ีปุน ชั่งนํ้าหนักไดสูงสุด 210 กรัม 

3. เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ (fruit firmness tester) รุน FHR-1  ของบริษัท Nippon Optical 

Works ประเทศญ่ีปุน ขนาด 1 กโิลกรัม หัววัดรูปทรงกระบอก เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร มี

หนวยเปนกิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร



4. เคร่ืองวัดการดูดกลนืแสง (digital spectrophotometer) รุน Spectro 23 ของบริษัท 

LaboMed ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5. เคร่ือง Centrifuge รุน1610 ของบริษัท Hettich Zentrifugen ประเทศเยอรมัน 

6. เคร่ืองวัดสี (chromameter) รุน CR-300 หัววัด CR-310 ของบริษัท Minolta ประเทศ

ญ่ีปุน วัดหัวขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซึ่งวัดสีออกมาเปนคา L* , a*  , b* 

คา L

 , chroma และ 

hue angle (ภาพที่ 4) โดยมีรายละเอียดดังน้ี คือ 
*

- มีคาเขาใกล 100 แสดงวาวัตถุมีสีขาว 

 =  lightness factor (value)แสดงคาความสวาง 

- มีคาใกล 0 แสดงวาวัตถุมีสีดํา 

คา a* b*

              คา a

 = chromaticity coordinates (hue, chroma) 
* 

                       -  มีคาลบ หมายถึง วัตถุมีสีเขียว 

-  มีคาบวก หมายถึง วัตถุมีสีแดง 

               คา  b* 

         -   มีคาลบ หมายถึง วัตถุมีสีนํ้าเงิน 

-  มีคาบวก หมายถึง วัตถุมีสีเหลือง 

               คา a* b*

คา chroma แสดงความเขมของสี  

 หากมีคาเปนศูนย หมายถึง วัตถุมีสีเทา 

                                     -  มีคาเขาใกล 0 เมื่อวัตถุมีสีซีดจาง(เทา) 

                                     -  มีคาเขาใกล 60 เมื่อวัตถุมีสีเขม 

คา hue angle (h°

  THETA = (arctangent (b*/a*)/6.2832*360

 ) เปนคาที่แสดงสีแทจริงของวัตถุในชวงมุม 0-360 องศา จากสมการดังน้ี

(McGuire, 1992) 
o

 ถา a > 0 และ b > 0; คา h

) 
° = THETA + 90

 ถา a < 0 และ b > 0; คา h

o 

° = THETA + 180

 ถา a < 0 และ b < 0; คา h

 o 

° = THETA + 270

 ถา a > 0 และ b < 0; คา h

 o 

° = THETA + 360

 

 o 

 คา h°

0-45 องศา แสดงสีมวงแดงถึงสมแดง                180-122 องศา แสดงสีเขียวถึงสีนํ้าเงิน 

 เปนคาที่แสดงชวงสีของวัตถุ คือ 

45-90 องศา แสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง              225-270 องศา แสดงสีนํ้าเงินเขียวถึงนํ้าเงิน 

90-135 องศา แสดงสีเหลืองถึงสีเขียว                270-315 องศา แสดงสีนํ้าเงินถึงสีมวง 

20 
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135-180 องศา แสดงถึงสีเหลืองเขียวถึงเขียว     315-360 องศา แสดงสีมวงถึงมวงแดง 

 

 

                              
 

                        ภาพท่ี 4  แผนภาพของสีท่ีอานคาเปน L*, a* และ b* 

 

        7. เคร่ืองมือและอุปกรณในการศึกษาเน้ือเยื่อ 

1. เคร่ืองตัดชิ้นสวนแบบลอหมุน rotary microtome (Leitz Wetzlar ของบริษัท  

Scicrope Instrument CO. IA, U.S.A) 

2. กลองจุลทรรศนแบบ light microscope พรอมอุปกรณการถายภาพ (Olympus  

รุน PM-30, Olympus Opical CO.Ltd.Tokyo, Japan)  

3. ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน 56 องศาเซลเซียส 

4. แผนใหความรอน hot plate 

5. เคร่ืองอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมิเปน 40 องศาเซลเซียส 

6. แทงไมสี่เหลี่ยมขนาด 1.5x1.5x1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ที่ตมใหอ่ิมตัวใน 

พาราฟน 

7. แผนสไลดและแผนปดสไลด 

8. อุปกรณเคร่ืองแกวไดแก ขวดสําหรับใสชิ้นสวนของเน้ือเยื่อพืช บีกเกอร และ 

ขวดยอมสี 
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9. อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล พูกันขนออน ปากคีบ และปายติดกาว 

 

การเตรียมตัวอยางเน้ือเย่ือ 

 

การเตรียมตัวอยางโดยวิธีตัดดวยมือ (Freehand section) 

เปนการการตัดเน้ือเยื่อของเปลือกมังคุดที่ไดรับแรงกดทับ เพื่อนํามาตรวจสอบ

ภายใตกลองทําไดดังน้ี 

1. ใชใบมีดโกนที่คมตัดเน้ือเยื่อของเปลือกมังคุดสวนที่ไดรับแรงกดทับ ใหมีขนาด

ประมาณ 3 x 5 x 2 มิลลิเมตร โดยตัดลงบนแผน  เขียงไมผิวเรียบขนาดเล็ก  นําแผนสไลด วางทับลง

บนชิ้นพืช ใหชิ้นพืชเหลื่อมพนดานกวางของ สไลด ออกมาเลก็นอย  ใชมือซายกดทับแผน สไลด 

เอาไว แลวตัดชิ้นพืชที่พนออกมาจากขอบ สไลดหลาย ๆ คร้ังพยายามตัดใหไดชิ้นพืชที่คอนขางบาง

ถึงบางมาก 

2. ใชพูกันปลายแหลมยายชิ้นเน้ือเยื่อเปลือกมังคุดที่ตัดไดไปวางลงในหยดนํ้า บน

สไลดเพื่อกันไมใหชิ้นเน้ือเยื่อแหง จนไดจํานวนชิน้พชืมากพอ 

3. เลือกยายชิ้นเนื้อเยื่อเปลือกมังคุดที่คอนขางบางและบางมาก มาวางบน หยดนํ้า

บนสไลด นําไปตรวจดูภายใตกลอง        

        

การทํา Microtome Section (ดัดแปลงจากภูวดล, 2528) 

1. การฆาและคงสภาพเน้ือเยื่อ (Killing and Fixing) นําชิ้นสวนของเปลือกมังคุดที่ไดรับ

แรงกดทับที่ตัดแลวแยกไปแชนํ้ายาฆาและคงสภาพเซลลคือ formalin-acetic alcohol (FAA) 95% 

โดยใช 

Ethyl alcohol 95%  50   มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid   5     มิลลิลิตร 

Formalin                 10   มิลลิลิตร 

นํ้ากลั่น     35   มิลลิลิตร  

ทีบ่รรจุในขวดแกว (vial) โดยใสนํ้ายาใหทวมชิ้นสวนของเน้ือเยื่อเปลือกมังคุด  

 2. การดูดอากาศออกจากเน้ือเยือ่ โดยนําชิ้นสวนที่แชอยูใน FAA 95% เขาเคร่ืองดูดอากาศ

(suction pump) เพื่อดูดอากาศ และชวยใหนํ้ายาซึมเขาไปในเน้ือเยือ่ ไดอยางทั่วถึง ที่ 600 mg.Hg 

นาน 30 นาที จนกวาฟองอากาศจะออกหมด โดยสังเกตไดจากการที่เนื้อเยื่อจมลงกนขวดและไมมี

ฟองอากาศผุดขึ้นมา จากนั้นทิ้งไวในสภาพสุญญากาศ 24 ชั่วโมง 
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 3. การดึงนํ้าออกจากเน้ือเยื่อ  (dehydration) ดําเนินการโดย นําชิน้สวนพชืแชใน tertiary 

butyl alcohol (TBA) และ ethyl alcohol ที่ระดับความเขมขนแอลกอฮอล 5 ระดับ 50, 70, 85, 95, 

และ 100 เปอรเซ็นตตามลําดับ  (ตารางที่ 3) แตละระดับใชเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง ที่ระดับความ

เขมขนของแอลกอฮอล 100 % ใหผสมสี erythrosine ลงไปเล็กนอยเพื่อใหชิ้นสวนของเน้ือเยื่อติดสี

มองเห็นชดัเจน 

 

ตารางท่ี 3 ระดับความเขมขนของสวนผสมของสารละลายท่ีใชในการดึงนํ้าออกจากเซลลเน้ือเย่ือ 

 

Composition Approximated total percentage of alcohol 

         50                    70                    85                 95                100 

Distiled water (ml) 50 30 15 - - 

95% ethyl alcohol (ml) 40 50 50 45 - 

Tertiary butyl alcohol (ml) 10 20 85 55 75 

100% ethyl alcohol (ml) - - - - 25 

  

4. การแทนทีแ่อลกอฮอล  (infiltration) โดยแชชิ้นสวนพืชที่ดึงนํ้าออกแลวใน TBA 100 % 

3คร้ัง คร้ังละ 24 ชัว่โมง จากน้ันยายชิน้สวนพชืลงในขวดแกว (vial) ที่มี paraffin oil เพยีงอยางเดียว

นาน 24 ชั่งโมง หลังจากนั้นนําเอา paraplast  แข็งเขาตูอบอุณหภูมิ 60 °ซ ทิ้งไวประมาณ 12 ชั่วโมง

จะไดเปน paraplast เหลว แลวนําเน้ือเยื่อใสลงไปในขวดที่มี paraplast เหลว จากน้ันเก็บรักษาไวใน

ตูอบ ณ อุณหภูมิ 60°ซ เปนเวลา 24 สปัดาห 

5. การฝงเน้ือเยื่อ  (embedding) โดยนําเน้ือเยื่อมาฝงใน  paraplast เหลว เหมอืนวัตถใุน

แมพิมพ paraplast เหลวก็จะแข็งตัว และทําหนาที่ยึดหอหุมใหชิ้นสวนพืชสามารถรับคมมีดไดเต็มที่

และไมใหเน้ือเยื่อบางสวนหลุดออกไปขณะที่ตัด วิธีการคือ พับกระดาษเปนรูปแมพิมพ หรือที่

เรียกวา กระทง  (boat) นํากระทงมาวางบนโตะที่มีความราบเรียบ กอนวางกระทงควรใชกระดาษ

รองโตะเสียกอน จากนั้นวางกระทงลงไป แลวเท paraplast เหลวลงในกระทง ใหระดับ  paraplast 

เหลวตํ่ากวาขอบกระทงเล็กนอย ใชเข็มเขี่ยลนไฟใหรอน ไลฟองอากาศที่เกิดขึ้นใน paraplast เหลว

ใหหมดโดยเร็ว พอ paraplast เหลวแข็วตัวสูงขึ้นมาประมาณ 1 ใน 4 ของทั้งหมด หรือประมาณ 2 

มิลลิเมตร รีบนําชิ้นสวนพืชลงใน paraplast เหลว (กระทง) ใชเข็มเขี่ยที่ลนไฟไลฟองอากาศออกให

หมดอีกคร้ัง และพรอมกับการจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อในระนาบที่สามารถนําไปตัดไดตาม

จุดประสงค ปลอยให paraplast เหลวแขง็ตัวหลงัจากน้ันแกะกระดาษออก จะไดรูป paraplast เปน
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สี่เหลี่ยมขางในเปนเน้ือเยื่อ กอนนําไปตัดตองนําแทง paraplast ที่ embedding ไปตกแตงโดยใหเปน

รูปสี่เหลี่ยมผืนผาใหตรงกลางเปนชิ้นสวนของพืช โดยมี paraplast ลอมรอบหนาเทาๆ กันทุกดาน 

หลังจากน้ันก็นําแทง paraplast ไปติดกับแทงไมที่มีขนาด 1.5x1.5x1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร โดยแทง

ไมน้ีมีคุณสมบัติในการตัดแตง paraplast ดานหน่ึงและอีกดานหน่ึงไวสําหรับยึดกับตัวเคร่ืองพรอม

ที่จะตัด 

6. การตัดเน้ือเยื่อดวย rotary microtome นําชิ้นสวนพืชที่ฝงใน paraplast มาแตงเปนแทง

สี่เหลี่ยมเล็กๆ แลวนําไปติดบนแทงไมโดยใช paraplast เปนตัวเชื่อม แลวนําไปตัดดวย rotary 

microtome ใหมีความหนาประมาณ 15 ไมครอน จะไดแถบ paraplast ribbon ที่มีชิ้นสวนพืชติดอยู 

7. การนําแถบ paraplast ติดบนกระจกสไลด ( affixation) ใช Hapt, s adhesive 2% โดย

เตรียมจากไขขาว 2 มิลลิลิตร ตอนํ้ากลั่น 98 มิลลิลิตร แลวหยดนํ้ายา 1-2 หยด ทาบนกระจกสไลด  

โดยใชพูกันเกลี่ยบริเวณที่ตัดเน้ือเยื่อ นําแถบ paraplast ที่ตัดไว วาง บนเคร่ืองอุนสไลด  (slide 

warmer) ปลอยใหแหง วางทิ้งไว 3-4 วัน กอนทาํการปดสไลด 

8. นําสไลดที่ไดไปยอมสีตามขั้นตอนตอไปน้ี (แตละขัน้ตอนแชสไลดนานประมาณ 3-5 

นาท)ี  

8.1 xylene 

8.2 xylene + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1  

8.3 ether + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1 

8.4 ethyl alcohol 95% 

8.5 ethyl alcohol 70% 

8.6 ethyl alcohol 50% 

8.7 ethyl alcohol 30% 

8.8 สี hematoxylin นานประมาณ 3 นาที 

8.9 ลางดวยน้ําประปา 5 คร้ัง 

8.10 ethyl alcohol 30% 

8.11 ethyl alcohol 50% 

8.12 ethyl alcohol 70% 

8.13 ethyl alcohol 95% 

8.14 ethyl alcohol 100% 

8.15 xylene + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1 

8.16 xylene 
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 9. ปดสไลดดวย cover slip โดยใช Canada balsam หยดบนแผนสไลด 1-2 หยด นําแผน 

cover slip ปดทับลงไปไลฟองอากาศออก ทิ้งไวจนแหงสนิทประมาณ 1-2 วัน 

 10. นําสไลดที่ไดไปถายรูปดวยกลอง photo microscope  

 

การวิเคราะหปริมาณลิกนิน 

ตามวิธีการดัดแปลงของ Bruce และ West (1988) อางโดย สมศักด์ิ (2538)  

1. เตรียม insoluble-alcohol (ลิกนินที่ไมละลายในแอลกฮอล ) จากเปลือกมังคุด โดยชั่ง

ตัวอยางเปลือกมังคุด 3 กรัม เติม absolute methanol 12 มิลลิลิตร บดใหละเอียดดวยโกรงบดยา

ประมาณ 5 นาที จากนั้นนํามากรองดวยกระดาษกรอง ในขณะที่กรองเติม absolute methanol ลงไป

ดวย จากน้ันนําตัวอยางไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หอดวยกระดาษ

อลูมิเนียมฟอลย จะไดสวนที่เปน insoluble-alcohol 

2. นําสวนที่เปน insoluble-alcohol ไปทําปฏิกิริยา 

2.1 แบงสวนที่ไดจากการอบ ไป 50 มิลลิกรัม แลวนําไปใสหลอดที่มีฝาเกลียวปด 

2.2 เติมดวยกรดไฮโดรครอลิก ความเขมขน 2 นอรมอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

2.3 เติมกรดไทโอไกลโคลิกปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  

2.4 ปดฝาเกลียวใหสนิท นําไปตมในอางนํ้ารอนที่ อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส          

นาน 4 ชั่วโมงแลวปลอยไวใหเย็น 

2.5 ถายสารจากหลอดเกลยีวใสในหลอดเหว่ียงแลวนําไปเหว่ียงที ่ 18,000 xg เปน

เวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

  2.6 คอยๆ รินสวนใสทิ้ง ลางตะกอนที่ไดดวยนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร 1 คร้ัง 

2.7 ตะกอนที่ไดจาก 2.6 นําไปเติมโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.5 นอรมอล    

5 มิลลิเมตร 

2.8 นําหลอดสารละลายขอ 2.7 มาปดดวยพาราฟลมและต้ังไวที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 18 ชั่วโมง เพื่อสกัดลิกนินไทโอไกลโคเลต 

2.9 นําไปเหว่ียง 18,000 xg เปนเวลา 20 นาที 

2.10 เก็บสวนใสแลวเติมกรดไฮโดรครอลิก ความเขมขน 1 มิลลิลิตร 

2.11 นําไปไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

2.12 นําไปเหว่ียงที่ 10,000 xg เปนเวลา 10 นาที ทิ้งสวนที่ใสไป เก็บสวนที่   เปน

ตะกอนสีสมน้ําตาลไว  นําไปละลายในโซเด่ียมไฮดรอกไชดความเขมขน 0.5 

นอรมอล 25 มิลลิลิตร 
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3. นําไปวัดคาดูดกลนืแสงที ่280 นาโนเมตร 

การวิเคราะหปริมาณเพกตินท้ังหมด (Rousr et al., 1995) 

การเตรียมสารเคมี 

1. เอทานอลความเขมขนรอยละ 95 

2. เตรียมสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ  63 โดยตวง Absolute Ethanol ปริมาณ 

63 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร 

3. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  1 โมลลาร โดยชัง่โซเดียมไฮดรอก

ไซด ปริมาณ 4 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

4. เตรียมสารละลาย และปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลาย Siliconeantifoaming Agent (สารปองกันการเกิดฟอง) 

6. เตรียมสารละลาย  alcohol carbazole ความเขมขนรอยละ  0.1 โดยชั่ง carbazole ปริมาณ 

0.1 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยเอทานอลใหครบ  100 มิลลิลิตร โดยเตรียมขึ้นมาใหมทุกคร้ัง

เพื่อใชในการวิเคราะห 

 

การแยกตะกอนสารประกอบเพกตินท้ังหมด 

1. ชั่งนํ้าหนักเปลือกสวนที่แข็งมา 3 กรัม ปนใหละเอียดคั้นเอาแตนํ้า ปเปตตัวอยางมาคร้ัง

ละ 15 มิลลิลิตร ใสในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร แลวหยดสารละลาย  anti-foaming agent 

1-2 หยด 

2. เติมเอทานอลความเขมขนรอยละ  95 ที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซยีส  ปริมาณ 25 มิลลิลิตร

ใสในหลอด centrifuge คนใหเขากันดวยเคร่ืองแกว จากน้ันนําไปแชในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่  85 

องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  10 นาที ระหวางนั้นใชแทงแกวคนบางคร้ัง  เมื่อครบเวลานําหลอด  

centrifuge ขึ้นลางแทงแกวดวยเอทานอล อีก 10 มิลลิลิตร 

3. นําหลอด  centrifige มาแยกตะกอนดวยเคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็วสงูโดยใชอัตรา

ความเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากน้ันคอยๆ เทสวนของเหลวทิ้งไป  นําตะกอน

ที่ไดมาสกัดตอ 

4. ทําการสกัดตามขั้นตอนที่ 2 และ 3 โดยเติมเอทานอลความเขมขนรอยละ  63 ที่มีอุณหภูมิ 

75 องศาเซลเซยีส  คร้ังละ 40 มิลลิลิตร ทําการสกัดเชนน้ี  2 คร้ัง ตะกอนทีไ่ดเปนตะกอนของ

สารประกอบเพกติน 
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การเตรียมสารเคมี 

1. ใชหลอดทดลองขนาดใหญเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหตอไปนี้ 

หลอด A สารละลายเพกตินที่เตรียมได  1 มิลลิลิตร + สารละลาย alcohol-carbazol 0.5 

มิลลิลิตร 

หลอด B สารละลายเพกตินที่เตรียมได 1มิลลิลิตร+ สารละลาย เอทานอล 0.5 มิลลิลิตร 

หลอด C นํ้ากลั่น 1 มิลลิลิตร + สารละลาย alcohol-carbazole 0.5 มิลลิลิตร 

หลอด D นํ้ากลั่น 1 มิลลิลิตร + สารละลาย Ethanol 0.5 มิลลิลิตร 

2. เตรียมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ  6 มิลลิลิตรโดยใชสูบชักดูดสาร  (Dispensette) คอยๆ 

กดปลอยกรดซัลฟูริก มาตามขางหลอดชาๆ แตใหหมดภายใน 7 วินาที 

3. ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ืองเหว่ียงผสม (vortex) จากน้ันนําหลอดทดลองลงไปแชในอาง

นํ้าควบคุมอุณหภูมินํ้าที่  85 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 5 นาที เมือ่ครบกาํหนดเวลานําหลอดขึน้แลว

ปลอยใหเย็นประมาณ 15 นาที 

4. นําไปวัดคาดูดกลนืแสงดวยเคร่ือง  spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น  525 นาโนเมตร 

บนัทกึคาการดูดกลนืแสง เพื่อนําไปคํานวณหาปริมาณสารประกอบเพกตินที่มีในตัวอยาง โดยเทียบ

กับ กราฟมาตรฐาน ของ galacturonic acid monohydrate 

 

วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. เตรียม stock solution ของสารละลาย  galacturonic acid monohydrate โดยชั่ง  

galacturonic acid monohydrate ปริมาณ มิลลิกรัม 120.5 มิลลิกรัม แลวเติมสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 โมลลาร ปริมาณ 0.5 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหครบ  1,000 

มิลลิลิตร ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหเกิดการขยายตัวของสายโมเลกุล  galacturonic acid monohydrate 

สารละลายที่เตรียมไดน้ีมีความเขมขนเทากับ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

2. เจือจางสารละลาย  galacturonic acid monohydrate ตามขอ 1 ดวยนํ้ากลั่นใหมีความ

เขมขนเทากับ  10, 20, 40, 50, 60 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นให

ครบ 100 มิลลิลิตร 

3. เตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหปริมาณเพกทิน  เชนเดียวกบัในตัวอยางจากน้ันนําไปวัดคา

การดูดกลนืแสงของ galacturonic acid monohydrate เชนเดียวกัน 
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4. นําคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย  galacturonic acid monohydrate ที่ความเขมขน

ตางๆ มาหาความสัมพันธเชิงเสนทําใหไดสมการเสนตรงและนํามาใชในการคํานวณหาปริมาณ

สารประกอบ เพกทินที่มีในตัวอยาง 

5. สมการเสนตรงที่ไดจากกราฟมาตรฐาน y = a(x) + b 

y = ปริมาณสารประกอบเพกติน มีหนวยเปนไมโครกรัมตอลิตร 

a = คาความชันของเสนกราฟ 

x = คาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานหลังจากหักลบดวย  blank แลว หรือเขยีน

ไดวา 

x = (คาการดูดกลนืแสง หลอดทดลอง A –หลอดทดลองB –หลอดทดลอง C –หลอด   

       ทดลอง D) 

b = คาคงที่ของสมการ 

วิธกีารคาํนวณ 

คํานวณคาการดูดกลืนคลื่นแสงของตัวอยางเชนเดียวกับของสารละลาย  ทําใหไดคา  x 

นําไปแทนในสมการขางตนเพื่อคํานวณหาปริมาณสารประกอบเพกตินที่มีในตัวอยางวิเคราะห  ซึ่ง

จําเปนตองนํามาคํานวณใหอยูในหนวย มิลลิกรัมตอลติรของตัวอยาง เร่ิมตนดังน้ี 

                                                       Y = X x 100  

                                                                   ð 

Y = ปริมาณสารประกอบเพกตินในตัวอยางวิเคราะห (มิลลิกรัมตอลิตร) 

X = ปริมาณสารประกอบเพกตินที่เทียบจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม) 

ð = ปริมาตรของตัวอยางเทากับ 15 มิลลิลิตร 

100 = คาคงที่ในการปรับหนวยเปน มิลลิกรัมตอ100 กรัม  

 

สถานที่ทําการวิจัย 

1. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

2. สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
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วิธีการทดลอง 

 

การทดลองท่ี 1 ศึกษาความตานทานความเสียหายของผลมังคุดเมื่อไดรับแรงกดทับ 

วางแผนการทดลองแบบ factorial 3x7 in CRD แบงมังคุดออกเปน 3 กลุมตามขนาด

นํ้าหนัก ( 60-90 กรัม, 90-120 กรัม และ 120-150 กรัม) มี 7 กรรมวิธีแตละกรรมวิธีมี 3 ซ้ํา ซ้ําละ 10 

ผล       

กรรมวิธีที่ 1  ไมไดรับแรงกดทับ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีที่ 2 ไดรับแรงกดทับ 1 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 3 ไดรับแรงกดทับ 2 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 4 ไดรับแรงกดมับ 3 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 5 ไดรับแรงกดทับ 4 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 6 ไดรับแรงกดทับ 5 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

กรรมวิธีที่ 7 ไดรับแรงกดทับ 6 กโิลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

นําผลมังคุดในระยะที่ 4 (สมีวงแดง) มาคัดเลือกตามขนาดของน้ําหนักแบงออกเปน 3 

ขนาด ตามนํ้าหนักโดยเปนผลขนาดเลก็นํ้าหนัก 60-90 กรัมตอผล ขนาดกลางนํ้าหนักของผล 90-

120 กรัมตอผล และ ผลขนาดใหญนํ้าหนัก 120-150 กรัมตอผล นําผลมังคุดที่คัดไวแลวทั้ง 3 ขนาด

มาทําใหไดรับแรงกดทับที่ 1 ถึง 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตรดวยเคร่ือง  Texture Analyzer หัว

ลูกตุมขนาด (p1/S) เสนผาศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตรโดยการสุมกดลงบนบริเวณเปลือกผลมังคุด  

 1 คร้ัง พรอมทั้งทําเคร่ืองหมายบริเวณที่ถูกกดทับไว เก็บรักษาผลมังคุดที่ไดรับแรงกดทับแลว เปน

เวลา 3 วัน ณ อุณหภูมิหอง จากน้ันนําผลมังคุดมาชั่งนํ้าหนักทั้งผล เจาะเปลือกบริเวณที่ถูกกดทับไป

ใชในการศึกษา ประเมินคุณภาพผลโดย ทางประสาทสัมผัส สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีเนื้อ

ภายในผลใหคะแนน ระดับการช้ําของเน้ือผล โดยเขียนเปนแผนผังการทดลองดังน้ี   
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      มังคุด 

ผลขนาดเล็ก ผลขนาดใหญ ผลขนาดกลาง 

            คดัแยกผลตามน้าํหนกัผล เปน 3 กลุม 

ชุดควบคุม กดทับดวยเครื่อง Texture Analyze รุน TA-XT2i/50 

1 กิโลกรัม/ซม.2 

2 กิโลกรัม/ซม.2 

 

 

3 กิโลกรัม/ซม.2 

 

 

4  กิโลกรัม/ซม.2 

 

 

5  กิโลกรัม/ซม.2 

 

 
6  กิโลกรัม/ซม.2 

 

 
เก็บรักษาไว 3 วัน ณ อุณหภูมิหอง  

ช่ังน้ําหนักผล 

         บนัทกึการเปล่ียนแปลงและประเมินคณุภาพ 

วัดความแนนเนื้อของเปลือกสวนที่ไดรับแรงกดทับและไมไดรับแรงกดทับ 

เปลือกแขง็ เปลือกไมแขง็ 

ช่ังน้ําหนักสวนแข็ง 

อบแหงสวนแขง็ 60 องศานาน 48 ช่ัวโมง 

ช่ังน้ําหนัก 

ไมไดรับแรงกดทับ 

         คาํนวณหาเปอรเซ็นต การสูญเสียน้าํหนกั

   

ช่ังน้ําหนักสวนไมแข็ง 

อบแหงสวนไมแขง็ 60 องศานาน 48 ช่ัวโมง 

ช่ังน้ําหนัก 

คํานวณหาเปอรเซ็นตหนักแหงของเปลือก 
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การบันทึกผลการทดลอง 

การสูญเสียนํ้าหนัก 

 โดยการชั่งนํ้าหนักผลสด ดวยเคร่ืองชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง แลวนําคามา

คํานวณหาเปอรเซ็นตการสูญเสียนํ้าหนักสดจากสูตรดังน้ี  

การสูญเสียนํ้าหนัก (%) = นํ้าหนักกอนเก็บรักษา – นํ้าหนักหลังเก็บรักษา    x  100 

                                                        นํ้าหนักกอนเก็บรักษา 

นํ้าหนักแหงของเปลือกแข็ง  

               โดยนําเปลือกมังคุดเปลือกแข็งไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศา เปนเวลา 2 วันจากน้ัน นําไปชั่ง

ดวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนงแลวนํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตนํ้าหนักแหงของเปลือกมังคุดที่

แข็งตัวจากสูตรดังน้ี 

นํ้าหนักแหงเปลอืกแขง็ (%) = น้ําหนักหลังการอบแหงของเปลือกมังคุดที่แข็งตัวหลังอบ x 100 

                                                                     นํ้าหนักเปลือกแข็งกอนอบแหง 

นํ้าหนักแหงเปลือกไมแข็งมังคุด  

               โดยนําเปลือกมังคุดสวนที่ไมแข็งไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศา เปนเวลา 2 วันจากน้ัน นําไป

ชั่งดวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 2  ตําแหนงแลวนํามาคํานวณหาเปอรเซ็นตนํ้าหนักแหงของเปลือกมังคุด

จากสูตรดังน้ี 

น้ําหนักแหงของเปลือกมังคุด (%)  = น้ําหนักแหงของเปลือกมังคุดที่ไมแข็งหลังอบ x 100  

                                                           นํ้าหนักเปลือกไมแข็งกอนอบ 

ความแนนเน้ือ 

                  คํานวณจากคาที่อานไดจาก เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ  (fruits firmness tester) รุน FHR-1  

ของบริษัท Nippon Optical Works ประเทศญ่ีปุน แลวเทียบหนวยใหเปนกิโลกรัมตอตาราง

เซนติเมตร โดยใชสูตร 

ความแนนเน้ือ =              คาที่อานได (กโิลกรัม) 

                           พื้นที่หนาตัวของหัวทรงกระบอก (ตารางเซนติเมตร) 

 

พื้นที่หนาตัดของหัวทรงกระบอก = πr2 

π = 3.143 

r = รัศมีทรงกระบอก 0.3 เซนติเมตร 
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การประเมินคุณภาพจากการใหคะแนน  

               โดยการเจาะสวนที่เปลือกแข็งออกมาแลวแกะเปลือกออกดูสีเน้ือภายในผล การประเมิน

ทางประสาทสัมผัส ประกอบไปดวยการชิม  การดมกลิ่น  และดูลักษณะเปลือกภายนอก เปนแบบ 

Untrained – panel test ใชผูชิม 20 คน ที่ไมไดรับการฝกอบรม ในการประเมินคุณภาพ โดยมีระดับ

คะแนนดังน้ี  

 

 การยอมรับทางดานรสชาติ ประเมินโดยวิธีการใหคะแนน 1-3 คือ 

คะแนน 1.00 – 1.67 หมายถึง ผูบริโภคไมยอมรับโดยเน้ือผลของมังคุดมีรสชาติไมดีไมเหมาะสมตอ

การใชบริโภค 

คะแนน  1.68 – 2.34  หมายถึง ผูบริโภคไมแนใจโดยเนื้อของผลมังคุดมีรสชาติปกติสามารถใช

บริโภคได 

คะแนน  2.35 – 3.00 หมายถึง ผูบริโภคยอมรับไดโดยเน้ือผลของมังคุดมีรสชาติดีเหมาะตอการใช

บริโภค 

 

การประเมินคุณภาพการยอมรับทางสีเน้ือโดยวิธกีารใหคะแนน 1-3 คอื  

คะแนน 1.00 – 1.67 หมายถึง ผูบริโภคไมยอมรับโดยเน้ือผลมีสีคล้ํามากไมเหมาะตอการใชบริโภค 

คะแนน  1.68 – 2.34 หมายถึง ผูบริโภคไมแนใจโดยเน้ือผลมีสีคล้ําเล็กนอยยังบริโภคได 

คะแนน  2.35 – 3.00 หมายถึง ผูบริโภคยอมรับไดโดยเน้ือผลมีสีขาวเหมาะตอการบริโภค 

 

การประเมินคุณภาพทางดานลักษณะปรากฏภายนอกโดยวิธีการใหคะแนน 1-3 คือ 

คะแนน 1 .00 – 1.67 หมายถึง ผูบริโภคไมยอมรับไดโดยเปลือกผลมีการยุบตัวมากสังเกตดวยตา

เปลาไดอยางชัดเจน 

คะแนน  1.68 – 2.34 หมายถึง ผูบริโภคไมแนใจโดยเปลือกผลมีการยุบตัวลงเล็กนอยสังเกตดวยตา

เปลาได 

คะแนน  2.35 – 3.00 หมายถึง ผูบริโภคยอมรับไดโดยเปลือกผลเปนปกติไมมีสวนของเปลือกผลที่

ยุบตัวลง 
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การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของระยะเวลาการเปลี่ยนแปลงของเปลือกมังคุดภายหลังไดรับแรงกดทับ 

      วางแผน การทดลองแบบ CRD โดยการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเปลือกมังคุด ที่ไดรับแรงกด

ทับ 4 ระดับคือ 3, 4, 5 และ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร และชุดควบคุมไมไดรับแรงกดทับ ทํา

การบันทึกการเปลี่ยนแปลงทุก 30 นาที เร่ิมตนจากหลังที่ไดรับแรงกดทับทันทีจนถึงนาทีที่ 440 

ภายหลังการกดทับ 

การทดลอง 

                 นําผลมังคุดระยะที่ 2 (สมีวงแดง)  โดย มังคุดที่ไมไดรับแรงกดทับเปนชุดควบคุม สวน

ไดรับแรงกดทับที่ 3, 4, 5 และ 6  กิโลกรัมโดยการสุมกดทับ 1 คร้ัง ที่เปลือกผลพรอมทํา

เคร่ืองหมายไวเพื่อเห็นไดชัด สังเกตการณเปลี่ยนแปลงทุก 30 นาที ภายหลังการกดทับ เปนเวลา 

450 นาที    

 

การบันทึกผลการทดลอง 

สีผล 

                 วัดสีผลมังคุดโดยใชเคร่ืองวัดสี  (Chromameter) รุน CR-300 หัววัด CR-310 ของบริษัท 

Minoltaประเทศญ่ีปุน วัดหัวขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซึ่งวัดสีออกมาเปนคา L* , a*  , b*  , 

chroma และ hue angle โดยทําการวัดบริเวณจุดกึ่งกลางของผล ผลละ 2 จุด 

ความแนนเน้ือ 

                 วัดความแนนเน้ือโดยใช เคร่ืองวัดความแนนเน้ือ  (fruits hardness tester) รุน FHR-1  ของ

บริษัท Nippon Optical Works ประเทศญ่ีปุน ขนาด 1 กิโลกรัมหัววัดรูปทรง กระบอก  เสนผาน

ศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร มีหนวยเปนกิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 

เน้ือเย่ือทางกายวิภาคของเปลือกมังคุด 

                 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางลักษณะของเน้ือเยื่อเปลอืกผลทุก 30 นาที โดยใชวิธี freehand 

section  
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การทดลองท่ี 3 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางกายวิภาคของเปลือกมังคุดหลังไดรับ แรงกดทับ  6 

กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 

 ทําการคัดเลือกแรงกดทับที่ทําใหเกิดอาการเปลือกแข็งเพื่อใหไดตัวอยางของเน้ือเยื่อขณะ

เร่ิมเกิดอาการจนแสดงอาการเปลือกแข็งโดยเลือกแรงกดทับที่ระดับที่ 6 กโิลกรัมตอตาราง

เซนติเมตร เพราะทําใหเกิดอาการเปลือกแข็งไดรวดเร็วที่สุด (จากผลการทดลองที่ 2) เปรียบเทียบ

กับ ชุดควบคุม (ไมไดรับแรงกด) โดย T-test กรรมวิธลีะ 3 ช้ํา ช้ําละ10 ผล  

 ทําการทดลอง นําผลมังคุดระยะที่ 4 (สมีวงแดง)  โดย มังคุดที่ไมไดรับแรงกดทับเปนชุด 

ควบคุม สวนผลไดรับแรงกดทับที่ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตรโดยการสุมกดทับ 1 คร้ัง บริเวณ

เปลือกผลพรอมทําเคร่ืองหมายไวใหสังเกตไดชัดเจน จากนั้นเร่ิมเก็บทุกตัวอยางมาทําการศึกษาภาย

หลังจากเปลือกไดรับการกดทับแลว 0 ,30 ,60, 90 , 120 , 150 และ 180  นาที  

 

การบันทึกผลการทดลอง 

 

เน้ือเย่ือของเปลือกมังคุด จาก microtome section 

 ตัดเน้ือเยื่อของเปลือกมังคุดที่ไมไดรับแรงกดทับ และที่รับแรงกดทับ 6 กโิลกรัมตอตาราง

เซนติเมตร ที่เวลา 0 ,30 ,60, 90 , 120 , 150 และ 180  นาที ภายหลังการกดทับโดยเก็บตัวอยาง

บริเวณที่ไดรับแรงกดทับพื้นที่ที่ไดรับความเสียหายเทาน้ันใหชิ้นสวนตัวอยางมีขนาดไมเกิน 0.5 x 

0.5 ตารางเซนติเมตรเซนติเมตร เนื่องจากในขั้นตอนการ killing และ fixing จําเปนตองให

สารละลายหลายชนิดสามารถแทรกซึมสม่ําเสมอทั่วชิ้นพืช การตัดควรตัดอยางระมัดระวังและควร

ใชมีดที่คมมากเทาน้ัน เพื่อไมใหเกิดรอยแตก  

 

ปริมาณลิกนิน 

 เจาะเปลือกมังคุด 3 กรัม เอาผลที่ไดรับแรงกดทับ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปนเวลา 

0, 30 , 60, 90 , 120, 150 และ 180  นาที นาทีภายหลังการกดทับและชุดควบคุม  เพื่อไปวิเคราะหหา

ปริมาณลิกนินในเปลือก  

 

ปริมาณเพกติน 

 เจาะเปลือกมังคุด 3 กรัม เอาผลที่ไดรับแรงกดทับ 6 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปนเวลา 

0, 30 , 60, 90, 120, 150 และ 180  นาทีภายหลังการกดทับและชุดควบคุม  เพื่อไปวิเคราะหหา

ปริมาณเพกตินในเปลือก  


