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ระเบียบวิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 
อุปกรณ์ 
 1. เครื่องวัดสี Color Quest II Sphere (Chroma Meter CR 300 Series, Japan) 
  2. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) (Memmert, USA) 
 3. สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer: UV WINLAB version 2.85.04, Perkin  
              ElmerTM, UK) 
 4. แถบวัดพีเอชอินดิเคเตอร์ (pH indicator “PANPEHA”, Aldrich Chemistry) 
 5. เครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) (Diamon DSC, Perkin ElmerTM, USA)  
 6. เครื่องThermogravimetric Analyzer (TGA) (Perkin ElmerTM, USA) 
 7. เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด โดย Hand Refractometer (N-10E, Atago Co., 
Ltd., Japan) 
 8. เครื่องเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (Vernier Calipers)  

9. พลาสติก nylon/LLDPE ขนาด 50 ไมครอน 
10. กระดาษกรอง (filter paper Whatman No.1) 

 
สำรเคมี 
 1. แอลกอฮอล์ออกซิเดส (alcohol oxidase 250 UN, A2404, Sigma)  
 2. เปอร์ออกซิเดส (peroxidase 25 KU, P8125, Sigma) 
 3. สีย้อม 2,6–ไดคลอโรอินโดฟีนอล (2,6-Dichlorophenol indophenol so.salt 5g, 3291, Loba) 
 4. เอทานอล (ethanol absolute HDPE 2.5L#100983, Merck) 
 5. เมทิลเซลลูโลส (methyl cellulose)  

6. ไฮดรอกซีเมทิลเซลลูโลส (hydroxypropyl methylcellulose: HPM)  
7. โพไพลีนไกลคอล-400 (polyethylene glycol-400)  

 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 
1) กำรศึกษำสูตรและสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงเอ็นไซม์และเอทำนอล  
 
1.1 กำรศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงค่ำพีเอชของบรรยำกำศภำยในบรรจุภัณฑ์ที่เก็บรักษำมะม่วงน  ำดอกไม้
แบบดัดแปลงบรรยำกำศ ที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส 

  
 ท าการคัดเลือกมะม่วงส าหรับการทดลอง โดยน าผลมะม่วงน้ าดอกไม้ดิบมาคัดให้มีขนาดของผล
ใกล้เคียงกัน แล้วน ามาคัดแยกระยะความแก่อ่อน โดยใช้ความถ่วงจ าเพาะเป็นดัชนีความแก่ของผลมะม่วง โดย
ท าการคัดเอาเฉพาะมะม่วงที่จมในน้ า แล้วน ามาล้างน้ าสะอาด 2 ครั้ง ผึ่งให้ผิวของผลมะม่วงแห้ง จากนั้นท า
การบรรจุผลมะม่วงลงในบรรจุภัณฑ์ดัดแปลงบรรยากาศ โดยท าการศึกษาการดัดแปลงบรรยากาศ 5   
การทดลอง ซึ่งท าการเจาะรูบรรจุภัณฑ์ 5  แบบ คือ เจาะให้มีจ านวนรู 2, 4, 6, 8 และ 10 รู หลังจากนั้นท า
การติดแถบพีเอชอินดิเคเตอร์ภายในบรรจุภัณฑ์ และปิดผนึก เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงพีเอชของบรรยากาศ
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ภายในบรรจุภัณฑ์ที่เก็บรักษามะม่วง โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของพีเอชอินดิเคเตอร์ จากนั้นเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท าการจดบันทึกการเปลี่ยนแปลงสีของพีเอชอินดิเคเตอร์ทุกวัน ท าการทดลอง  
3 ซ้ า วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomize Design (CRD) จากนั้นหาค่าเฉลี่ยและวิเคราะห์
ความแปรปรวนของข้อมูลโดยใช้ ANOVA (analysis of variance) ท าการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี 
Duncan’s New multiple Range Test (DMRT) แล้วคัดเลือกค่าพีเอชของสภาวะบรรยากาศภายในบรรจุ
ภัณฑ์ที่เก็บรักษามะม่วงน้ าดอกไม้แบบดัดแปลงบรรยากาศ ที่เหมาะสมส าหรับท าการศึกษาสูตร และสภาวะที่
เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาระหว่างเอ็นไซม์และเอทานอล ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
  
 ท าการเตรียมพีเอชอินดิเคเตอร์ท าโดยการตัดแถบวัดพีเอชอินดิเคเตอร์ ช่วง 0-14 ออกเป็นชิ้นๆ ชิ้น
ละ 1 ค่าพีเอช แล้วจุ่มแถบวัดพีเอชลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น 0.01 M ที่มีค่าพีเอช 7.5 จากนั้น
ผึ่งให้แห้ง และน าไปติดบนแผ่นกาวสองหน้า แล้วน าไปติดในบรรจุภัณฑ์ดัดแปลงบรรยากาศท่ีเตรียมไว้ 

      
1.2 กำรศึกษำสูตรที่เหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงเอ็นไซม์และเอทำนอล 

 
ท าการศึกษาปริมาณเอ็นไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดสและเปอร์ออกซิเดส ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา

ระหว่างเอ็นไซม์และเอทานอล โดยใช้วิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีของ Bazana et al. (1989) ซึ่งการศึกษานี้ได้ใช้
ความเข้มข้นของเอ็นไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดส 3 ระดับคือ 3.2, 6.3 และ 9 µg  และความเข้มข้นของเอ็นไซม์
เปอร์ออกซิเดส 2 ระดับคือ 20 และ 29 µg  ร่วมกับสารละลาย DCIP  2 ระดับ คือ  0.1 และ 0.05 mM   
ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น  0.01 M. ที่พีเอช 7.5 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร แล้วน าไปท าการทดลองโดยดูด
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีเอ็นไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส ผสมกับ DCIP ตามความ
เข้มข้นที่ก าหนด ปริมาณ 1.5 mL ลงในหลอดทดลอง จากนั้นดูดละลายเอทานอล 1000 ppm. ปริมาณ                    
0.5 mL ลงในหลอดทดลองเดียวกัน แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บันทึกการเกิดปฏิกิริยาโดย
การวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 610 nm ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  ที่เวลา 0, 5, 10, 15, 20 
และ 25 นาที  

 
การศึกษานี้ท าการทดลอง 3 ซ้ า ท าการวางแผนการทดลองแบบ 2×2×3×6 factorial in CRD 

(Completely Randomize Design) จากนั้นหาค่าเฉลี่ยและวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลโดยใช้ 
ANOVA (analysis of variance) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s New multiple Range Test 
(DMRT) ท าการคัดเลือกสูตรและสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาระหว่างเอ็นไซม์และเอทานอล แล้วน า
สูตรและสภาวะที่เหมาะสมที่ได้ ไปศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอทานอลและกิจกรรมของ
เอ็นไซม์ในตอนที่ 2 ต่อไป 

 
2) กำรศึกษำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของเอทำนอลและกิจกรรมของเอ็นไซม์   

 
การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอทานอลและกิจกรรมของเอ็นไซม์ ใช้วิธีการที่

ดัดแปลงจากวิธีของ Bazana et al. (1989) โดยใช้ปริมาณเอ็นไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดส เอ็นไซม์                  
เปอรอ์อกซิเดส และสารละลาย DCIP ที่เหมาะสม ที่ได้จากการทดลองในข้อ 1.2 โดยผันแปรความเข้มข้นของ
เอทานอล  6 ระดับ คือ 1000, 800, 600, 400, 200  และ 100 ppm. ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
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3) กำรศึกษำกรรมวิธีกำรผลิตแถบชี วัดเอทำนอล 
 
ส่วนผสมของเอ็นไซม์ที่ใช้กับแถบชี้วัด ได้ปรับจากสูตรที่ได้จากการศึกษาในสารละลาย (ตอนที่ 1.2)  

ดังนี้ ใช้เอ็นไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดส 9.0 µg., เอ็นไซม์เปอร์ออกซิเดส 29.0 µg. และความเข้มข้นของสีย้อม 
DCIP 1 M และ 2 M ท าการเตรียมสารละลายเอ็นไซม์ และสีย้อม DCIP ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น  0.01 M. 
ที่พีเอช 7.5 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 

 
การศึกษาการผลิตแถบชี้วัดเอทานอล ได้เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแถบชี้วัด ที่ท าจากวัสดุ 2 ชนิด 

ได้แก่ ฟิล์มเมทิลเซลลูโลส และแผ่นดูดซับ ซึ่งมีรายละเอียดการเตรียม ดังนี้ 
 
3.1 กำรผลิตแถบชี วัดเอทำนอลโดยใช้ฟิล์มเมทิลเซลลูโลส 
  
 ส่วนผสมของฟิล์มเมทิลเซลลูโลส คือ เมทิลเซลลูโลส  โพไพลีนไกลคอล-400 ไฮดรอกซีเมทิลเซลลูโลส 
น้ ากลั่น และสารละลายอินดิเคเตอร์ 
 

ท าการเตรียมฟิล์มเมทิลเซลลูโลส โดยท าการละลายเมทิลเซลลูโลสเข้มข้นร้อยละ 2.3 (น้ าหนัก/
ปริมาตร) โพไพลีนไกลคอล-400 เข้มข้นร้อยละ 2 (ปริมาตร/ปริมาตร) และไฮดรอกซีเมทิลเซลลูโลส เข้มข้น
ร้อยละ 1 (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในน้ ากลั่น และเตรียมสารละลายอินดิเคเตอร์เข้มข้นร้อยละ 5 (ปริมาตร/
ปริมาตร) ในสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น 0.01 M ที่มีค่าพีเอช 7.5 ท าการกวนผสมส่วนผสม
ของฟิล์มและสารละลายอินดิเคเตอร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนกระทั่งส่วนผสมรวมเป็นเนื้อเดียวกัน 
จากนั้นน าไปตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดแก๊สหรือฟองอากาศ แล้วน า
ส่วนผสมของฟิล์มเมทิลเซลลูโลสที่เตรียมไว้ มาขึ้นรูปเป็นแผ่นบนกระจกซึ่งหุ้มด้วย nylon/LLDPE ขนาด 50 
ไมครอน ขนาด 15x21 เซนติเมตร ซึ่งมีพ้ืนที่ 315 ตารางเซนติเมตร จากนั้นท าให้ฟิล์มแห้ง  โดยวางฟิล์มไว้ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 ชั่วโมง 
  
3.2 กำรผลิตแถบชี วัดเอทำนอลโดยใช้แผ่นดูดซับ 
 
 แผ่นดูดซับท าจากกระดาษเซลลูโลสขนาด 2x2 เซนติเมตร การเตรียมแถบชี้วัดเอทานอลจาก          
แผ่นดูดซับ ท าโดยการแช่กระดาษเซลลูโลสในสารละลายเอ็นไซม์ที่เตรียมในตอนที่ 3.2.1-3.2.2 โดยแช่เป็น
เวลา 2 นาที จากนั้นวางแถบชี้วัดไว้ที่อุณหภูมิห้อง ให้มีความชื้นประมาณไม่เกินร้อยละ 30 แล้วเก็บไว้ในถุง
อะลูมิเนียมฟอยล์ ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปศึกษาต่อไป ในเวลาไม่เกิน 1 เดือน 
 
           เมื่อได้แถบชี้วัดเอทานอลในข้อ 3.1 และ 3.2 แล้ว ท าการเตรียมสารละลายเอ็นไซม์ที่มีความเข้มข้น 
2 ระดับ คือ สารละลายเอ็นไซม์ความเข้มข้นสูง และสารละลายเอ็นไซม์ความเข้มข้นต่ า ซึ่งสารละลายเอ็นไซม์
ความเข้มข้นสูง ใช้ เ อ็นไซม์แอลกอฮอล์ออกซิ เดสเข้มข้นร้อยละ 0.3 (น้ าหนัก/ปริมาตร) เอ็นไซม์                   
เปอร์ออกซิเดสเข้มข้นร้อยละ 0.04 (น้ าหนัก/ปริมาตร) และ DCIP เข้มข้น 2 M ส่วนการเตรียมสารละลาย
เอ็นไซม์ความเข้มข้นต่ า ใช้เอ็นไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดสเข้มข้นร้อยละ 0.15  เอ็นไซม์เปอร์ออกซิเดสเข้มข้น
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ร้อยละ 0.02 และ DCIP เข้มข้น 2 M โดยท าการเตรียมสารละลายเอ็นไซม์ ในสารละลายมาตรฐานฟอสเฟต
บัฟเฟอร์เข้มข้น 0.01 M ที่มีค่าพีเอช 7.5 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 
  
3.3 กำรศึกษำสมบัติของฟิล์มเมทิลเซลลูโลสและแผ่นดูดซับ 
 
3.3.1 สมบตัิของฟิล์มเมทิลเซลลูโลส 

 ท าการวิเคราะห์โครงสร้างของหมู่ฟังก์ชันของฟิล์มเมทิลเซลลูโลสด้วยเทคนิค Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) ช่วง 600 ถึง 4000 cm-1 

 ท าการวัดสมบัติเชิงกล และการซึมผ่านออกซิเจนและไอน้ า 

 ท าการวิเคราะห์อุณหภูมิกลาสทรานซิชัน (Tg) ของเมทิลเซลลูโลสด้วยเทคนิค dynamic 
mechanical analysis (DMA) 

 ท าการวิเคราะห์อุณหภูมิที่ฟิล์มเมทิลเซลลูโลสเปลี่ยนสถานะ หรือความเสถียรเชิงความร้อน 

โดยวิธี Differential Scanning Calorimetry (DSC) และวิธี Thermogravimetric 
Analysis (TGA) 
 

3.3.2 สมบัติของแผ่นดูดซับ 
 ท าการวิเคราะห์ค่าสี โดยใช้เครื่องวัดสี Color Quest II Sphere  
 วัดความหนาโดยใช้เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์   
 วิเคราะห์ปริมาณความชื้นโดยใช้เครื่องอบลมร้อน  

 
4) กำรศึกษำประสิทธิภำพเบื องต้นของแถบชี วัดเอทำนอล 
 
 ท าการศึกษาประสิทธิภาพของแถบตัวชี้วัดเอทานอล โดยการน าแถบชี้วัดเอทานอลที่ผลิตได้ในข้อ 3
ไปทดสอบกับมะม่วงในบรรจุภัณฑ์ดัดแปลงบรรยากาศที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพ่ือสังเกตการ
เปลี่ยนแปลงสีของแถบชี้วัด เทียบกับลักษณะปรากฏของมะม่วงในระหว่างการเก็บรักษา 

 
5) กำรศึกษำประสิทธิภำพของแถบชี วัดเอทำนอล ในกำรตรวจติดตำมคุณภำพมะม่วง โดยกำรวัดสี 
ปริมำณกรด ปริมำณของแข็งที่ละลำยได้ และกำรสังเกตลักษณะปรำกฏของมะม่วงที่บรรจุในบรรจุภัณฑ์
ดัดแปลงบรรยำกำศ    
 
  ท าการศึกษาโดยน าแถบตัวชี้วัดเอทานอลที่มีความเหมาะสมที่ได้จากตอนที่ 4 ไปท าการทดสอบกับ
มะม่วงที่บรรจุในบรรจุภัณฑ์ดัดแปลงบรรยากาศ ทีเ่ก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 
จากนั้นน าถุงมะม่วงมาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพ่ือสังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในระหว่าง
การเก็บรักษา ดังนี้ 
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5.1 กำรเปลี่ยนแปลงสีของแถบชี วัดเอทำนอล 
 
 การเปลี่ยนแปลงสีของแถบชี้วัด ท าโดยสังเกตการเปลี่ยนสี และใช้เครื่องวัดสี Color Quest II 
Sphere 
 
5.2 กำรเปลี่ยนแปลงปริมำณกรด ปริมำณของแข็งท่ีละลำยได้ และลักษณะปรำกฏของมะม่วงน  ำดอกไม้ 
 
 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของมะม่วง ท าโดยการวัดปริมาณกรดทั้งหมด (total acidity as citric 
acid) วัดปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด (total soluble solid) โดยใช้เครื่อง Hand Refractometer 
และท าการสังเกตลักษณะภายนอก  
 

 

 

 

 


