
 
 

อปุกรณ์และวธีิการ 
 

วตัถุดิบ 
 เปลือกทุเรียนพนัธ์ุหมอนทอง ไดรั้บความอนุเคราะห์จากร้านเพญ็ทิวาทุเรียนทอด  
 
สารเคมี  
 1. กรดกาแลกทูโรนิก (D-galacturonic acid)  ยีห่อ้ SIGMA-ALORICH 
 2. กรดแอสครอบิค (Vitamin C) ยีห่อ้ Chesupply 
 3. สารละลายมาตรฐาน 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ยีห่อ้ Sigma Aldrich 
 4. เอทานอลร้อยละ 95  
 5. เมทานอล (Methanol reagent grade) ยีห่อ้ Quality Reagent Chemical 
 6. อะซิโตน (C3H6O) ยี่หอ้ J.T.Baker 
 7. เพคตินทางการคา้ เกรด 150 (Pectin grade 150) ชนิด High Methoxyl Pectin (HMP) 
เป็นเพคตินจากแอปเป้ิล 
 8. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide; NaOH) ยีห่อ้ Ajax Finechem 
 9. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid; HCL) ยีห่อ้ J.T.Baker 
 10. ฟีนอลฟ์ทาลีน (Phenolphthalene)  
 11. เมทิลเรด (Methyl red) 
 12. คาร์บาซอล (Carbazole) ยีห่้อ HIMEDIA 
 13. โซเดียมคลอไรด ์(Sodium chloride; NaCL) ยีห่้อ CARLO ERBA 
 14. น ้ากลัน่ 
 15. Mueller Hinton Agar ยีห่้อ HIMEDIA 
 16. Mueller Hinton Broth ยีห่อ้ HIMEDIA 
 17. Staphylococcus aureus TISTR 2329 
 18. Escherichia coli TISTR 073 

 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
 1. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ 
 2. อุปกรณ์เคร่ืองครัว 
 3. ถว้ยกระเบ้ืองระเหย (Crucible) 
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 4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง ยีห่อ้ Denver instrument รุ่น TB-214 
 5. เคร่ืองป่ัน (Blender) ยีห่อ้ Philip บริษทั ฟิลิปส์อิเล็กทรอนิกส์ (ประเทศไทย) จ ากดั 
 6. ตูอ้บลมร้อน (Hot Air Oven) ยีห่อ้ Bender รุ่น ULM 
 7. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง ยีห่อ้ Sartorius รุ่น CP3202S 
 8. อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ยีห่อ้ Sci pro 
 9. เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter)  
 10. เคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ (Spectrophometers) ยีห่อ้ Jasco รุ่น V-630 
 11. โถดูดความช้ืน (Desiccators) 
 12. เคร่ืองระเหยสุญญากาศ ยีห่อ้ BUCHI รุ่น R-200  
 13. ไมโครปิเปต ยีห่อ้ Thermo Finnpipette รุ่น F2 GLP Kits 
 14. บิวเรต พร้อมขาตั้ง 
 15. ภาชนะอะลูมิเนียมส าหรับหาความช้ืน  
 16. เตาเผา Muffle furnace  
 17. เขม็เข่ียเช้ือปลายแหลม 
 18. ปากคีม 
 19. ตะเกียงแฮลกอฮอล ์
 20. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1   
 21. กระดาษฟอยล ์
 22. ผา้ขาวบาง 
 23. ไมบ้รรทดั 
                             
วธีิการด าเนินการทดลอง 
 1. การเตรียมตวัอยา่งจากเปลือกทุเรียนหมอนทอง 
  การเตรียมเปลือกทุเรียนหมอนทอง โดยน าเปลือกทุเรียนหมอนทอง มาล้างด้วย        
น ้ าสะอาดทิ้งให้สะเด็ดน ้ า โดยบดเปลือกทุเรียนส่วนดา้นในท่ีเป็นสีขาวดว้ยเคร่ืองบดหยาบ น าไป
อบแห้งในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือให้มีปริมาณความช้ืนร้อยละ   
9 - 10 โดยน ้ าหนกั น าเปลือกทุเรียนท่ีอบแห้งแลว้เก็บในถุงพลาสติกปิดสนิทและเก็บไวใ้นท่ีแห้ง
ก่อนน ามาทดลองในขั้นตอนต่อไป 
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 2. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัเพคตินจากเปลือกทุเรียนหมอนทอง 
      การสกัดเปลือกทุเรียนท่ีเตรียมไว้ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น      
0.05 โมลาร์ โดยดดัแปลงจากขนิษฐา  เลิกชยัภูมิ (2545 : 41 - 42)  
      2.1 ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการสกดัเพคตินจากเปลือกทุเรียนหมอนทอง 
   ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการสกดัเพคตินจากเปลือกทุเรียนหมอนทอง โดยน า
เปลือกทุเรียนบดแห้งปริมาณ 100 กรัม ใส่บีกเกอร์ เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.05 โมลาร์                     
ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 2.0 ในอัตราส่วนเปลือกบดแห้งต่อกรดไฮโดรคลอริก เท่ากับ 1:12                     
โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร (w/v) น าไปสกดัในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 70 80 และ 90 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตั้ งสารสกัดให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน ามากรองผ่านผา้ขาวบาง 2 ชั้น      
น าส่วนใสมาตกตะกอนเพคตินโดยเติมเอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 80 ในอตัราส่วนสารสกดัต่อ   
เอทานอล 1:2 โดยปริมาตร (v/v) ท าการคนผสมให้เขา้กนั ตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    
เป็นเวลา 15 ชั่วโมง กรองแยกตะกอนเพคตินด้วยผ้าขาวบาง ล้างตะกอนเพคตินด้วยอะซิโตน                      
ความเข้มข้นร้อยละ 80 จ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 50 มิลลิลิตร น าเพคตินท่ีสกัดได้ใส่ถาดวางทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที เพื่อให้อะซิโตนระเหย อบตะกอนเพคตินท่ีได้ให้แห้งท่ีอุณหภูมิ                  
65 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แลว้บดให้เป็นผง ท าแต่ละส่ิงทดลอง 3 ซ ้ า เก็บไวใ้นถุงฟอยล ์
เพื่อน าไปวเิคราะห์ต่อไป 
  2.2 ศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการสกดัเพคตินจากเปลือกทุเรียนหมอนทอง  
   ศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการสกัดเพคตินจากเปลือกทุเรียนหมอนทอง โดยน า
เปลือกทุเรียนบดแห้งปริมาณ 100 กรัม ใส่บีกเกอร์ เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.05 โมลาร์               
ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 2.0 ในอตัราส่วนเปลือกบดแห้งต่อกรดไฮโดรคลอริก เท่ากบั 1:12 
โดยน ้ าหนักต่อปริมาตร (w/v) น าไปสกดัในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีได้จากขอ้ 2.1 เป็นเวลา     
1 3 5 และ 7 ชั่วโมง ตั้ งสารสกัดให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้ นน ามากรองผ่านผา้ขาวบาง 2 ชั้ น                    
น าส่วนใสมาตกตะกอนเพคตินโดยเติมเอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 80 ในอตัราส่วนสารละลายต่อ
เอทานอล 1:2 โดยปริมาตร ท าการคนผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
12 ชั่วโมง ล้างตะกอนด้วยอะซิโตนความเข้มข้นร้อยละ 80 จ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 50 มิลลิลิตร       
น าเพคตินท่ีสกดัได้ใส่ถาดวางทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที เพื่อให้อะซิโตนระเหยอบ
ตะกอนเพคตินท่ีได้ให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 ชั่วโมง แล้วบดให้เป็นผง      
ท าแต่ละส่ิงทดลอง 3 ซ ้ า เก็บไวใ้นถุงฟอยล ์เพื่อน าไปวเิคราะห์ต่อไป 
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 3. ศึกษาคุณสมบัติทางเคมี และทางกายภาพของเพคตินท่ีสกัดได้จากเปลือกทุเรียน
หมอนทอง 
  น าเพคตินท่ีอบแห้งมาแล้ววิเคราะห์คุณสมบติัต่าง ๆ ประกอบดว้ย ปริมาณผลผลิต 
ความช้ืน เถ้า ปริมาณกรดกาแลคทูโรนิค (Galacturonic Acid) ระดบัการเกิดเอสเทอร์ (Degree of 
Esterification, DE) ปริมาณเมททอกซิล (Methoxyl) ค่าสี (L*a*b*) ดงัน้ี  
  3.1 ปริมาณร้อยละของผลผลิตเพคติน (% yield) ดงัน้ี 
 

  ปริมาณร้อยละของผลผลิตเพคติน  =   
                                
 
  3.2 ปริมาณกรดกาแลคทูโรนิค (ดดัแปลงจากขนิษฐา  เลิกชยัภูมิ. 2545 : 45 - 57) 
   3.2.1 ท าก ราฟม าตรฐานของกรดกาแลคทู โรนิ ก  โดยชั่ งน ้ าหนักกรด                    
กาแลคทูโรนิก 0.1 กรัม ผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.05 โมลาร์ ปริมาตร       
10 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายท่ีได้ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ แลว้ปิเปตสารละลายปริมาตร 1 2 4 5 
6 และ 8 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร อย่างละ 1 ขวด และปรับปริมาตรด้วย   
น ้ ากลัน่ปิเปตสารละลายในแต่ละความเขม้ขน้ใส่ลงในหลอดทดลองขนาดกลาง 3 หลอด ๆ ละ         
2 มิลลิลิตร เม่ือปิเปตสารละลายจนครบทุกความเขม้ขน้ใส่ในหลอดทดลอง จะได้จ  านวนทั้งหมด     
18 หลอด เติมสารละลายคาร์บาซอล เขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอด เขยา่ให้เขา้กนั 
เติมสารละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอดเขยา่ให้เขา้กนัแลว้ทิ้งไว ้
25 นาที พร้อมทั้งท าตวัอย่างควบคุม โดยเติมแต่เอทานอล 1 มิลลิกรัม แทนสารละลายคาร์บาซอล 
(วิเคราะห์ตามวิธีการเดียวกัน) น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 525 นาโนเมตร          
แลว้สร้างกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้กบัค่าการดูดกลืนแสง 
   3.2.2 การเตรียมสารตัวอย่าง ชั่งน ้ าหนักเพคติน 0.1 กรัม ผสมกับสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ข้น 0.05 โมลาร์ ใส่ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลว้ปรับ
ปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์แล้วทิ้งไว ้30 นาที ปิเปต                
สารละลายเพคติน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน ้ ากลั่นปิเปต                                                     
สารละลายเจือจางใส่ลงในหลอดทดลองขนาดกลาง 3 หลอด ๆ  ละ 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายคาร์บาซอล    
เขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอด เขย่าให้เขา้กนั เติมสารละลายกรดซัลฟิวริก      
เข้มข้น ปริมาตร 12 มิลลิลิตรลงในแต่ละหลอดเขย่าให้เข้ากันแล้วทิ้งไว ้25 นาที น าไปวดัค่า        

น ้ำหนกัเพคติน (กรัม) 

น ้ำหนกัเปลือกทุเรียนบดแหง้ (กรัม) 
 100 
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การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 525 นาโนเมตร แล้วค านวณหากรดกาแลคทูโรนิกจากกราฟ    
มาตรฐาน 
  3.3 การหาปริมาณเมททอกซิล (ดดัแปลงจากขนิษฐา  เลิกชยัภูมิ. 2545 : 43 - 44)   
   ชัง่น ้ าหนักเพคตินผง ทั้งท่ีได้จากการสกดัดว้ยกรดไฮโดรคลอริก ใส่ลงในขวด   
รูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร ขวดละ 0.5 กรัม เติมเอทานอลลงในขวดรูปชมพู่ ขวดละ 2 มิลลิลิตร 
ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ ขวดละ 100 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้หยดฟีนอล์ฟทาลีนลงในขวดรูปชมพู ่
ขวดละ 5 หยด น าไปไทเทรตดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ แล้วบนัทึก
ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นปริมาตรท่ี 1 (NaOH Volume 1) เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตรเขยา่แรง ๆ ตั้งทิ้งไว ้15 นาที เติมสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าจนสีชมพูหายไป หยดฟีนอล์ฟทาลีน    
ลงในขวดรูปชมพู่ ขวดละ 5 หยด น าไปไทเทรตดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ 
แลว้บนัทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นปริมาตรท่ี 2 (NaOH Volume 2) แลว้
ค านวณหาระดับการเกิดเอสเทอร์ และค านวณหาปริมาณเมททอกซิลโดยดูจากตารางท่ีแสดง    
ความสัมพนัธ์ระหวา่งระดบัการเกิดเอสเทอริฟิเคชนักบัปริมาณเมททอกซิล 
   การค านวณหาระดบัการเกิดเอสเทอร์ ดงัน้ี 
 
   ระดบัการเกิดเอสเทอร์        =                        NaOH Volumn 1                          X 100 
                 NaOH Volumn 1+ NaOH Volumn 2  
 
  3.4 การวดัค่าสีโดยใชร้ะบบ CIE (L*a*b*) 
   น าผงเพคตินท่ีสกัดได้มาวดัค่าสีเป็น ค่าความสว่าง (L*) ค่าสีแดง (a*) และค่า       
สีเหลือง (b*) 
 4. ศึกษาคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากเพคติน 
  4.1 การเตรียมสารสกดั 
   น าตวัอยา่งเพคตินของเปลือกทุเรียน 100 กรัม มาสกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอล 
ปริมาณ 1,000 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าสารละลายท่ีกรองได้ไประเหยเอาตวัท าละลาย
ออกดว้ยเคร่ืองระเหยระบบสุญญากาศ หลงัจากนั้นน าสารสกดัเพคตินท่ีไดเ้ก็บในขวดสีชา เก็บท่ี
อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป โดยค านวณผลผลิต (Yield) ท่ีได้เป็น  
ร้อยละ ดงัสมการ 
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 ปริมาณร้อยละของสารสกดั      =       
 
 
  4.2 ศึกษาความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัเพคติน 
   วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้วิ ธี  DPPH (2,                  
2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) ตามวิธีของและสิงห์ทอง และคณะ (Singhatong and et al. 2010 : 947 - 
953) ท ากราฟมาตรฐานโดยใช้สารละลาย Ascorbic Acid ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เป็นสารมาตรฐาน
คือ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ppm ตามล าดับ โดยปิเปตสารละลาย DPPH เข้มขน้ 0.1 มิลลิโมลาน์         
1 มิลลิลิตร ในเมทานอล 2.9 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย Ascorbic Acid        
ท่ีความเขม้ข้นต่าง ๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใ้ห้สารท าปฏิกิริยาในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที 
พร้อมท าตวัอยา่งควบคุม หรือสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก ท่ี 0 ppm ท าโดยใชเ้มทานอล 
จ านวน 0.1 มิลลิลิตร แทนสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก ท่ีน ามาวิเคราะห์ เม่ือครบ 30 นาที          
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร น าค่าท่ี
ไดม้าค านวณหาร้อยละการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH ค านวณหาความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถ
ตา้นอนุมูลอิสระไดร้้อยละ 50 (IC50) และน าไปเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานวติามินซี  
 5. ศึกษาคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นแบคทีเรียของเพคติน 
  น าเช้ือแต่ละชนิดท่ีตอ้งการทดสอบ ประกอบด้วย Staphylococcus aureus TISTR 2329 
และ Escherichia coli TISTR 073 มาเล้ียงบน Mueller Hinton Agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส       
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เข่ียเช้ือแต่ละชนิดท่ีเล้ียงบนอาหาร Mueller Hinton Agar มา 1 ลูป ใส่ลงใน
อาหารเหลว Mueller Hinton Broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าหลอดเช้ือ  
ท่ีบ่มไวม้าปรับค่าความขุ่นให้มีค่าเท่ากับค่ามาตรฐาน McFarland 0.5 (มีจ านวนเซลล์ 1.5x108 CFU     
ต่อมิลลิกรัม ใช้ไมพ้นัส าลีท่ีฆ่าเช้ือแลว้จุ่มเช้ือท่ีปรับความขุ่นแลว้ กดแนบขา้งหลอดเพื่อป้องกนั
การไดรั้บเช้ือท่ีมากเกินไป น าไมพ้นัส าลีท่ีมีเช้ือมาป้ายลงบนผิวหน้าอาหาร Mueller Hinton Agar 
โดยป้ายเช้ือเป็น 3 ระนาบ โดยแต่ละระนาบให้หมุนจานอาหารเล้ียงเช้ือ ไปเป็นมุม 60 องศา        
จากการป้ายคร้ังแรก ใชท่ี้เจาะหลุม (Cork Borer) เส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร เจาะลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ ใส่สารสกดัหยาบ ปริมาตร 30 ไมโครลิตรต่อหลุม หลุมตรงกลางใส่น ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแล้ว
เป็นตัวควบคุม บ่มท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บข้อมูลโดยวดัเส้น                              
ผา่นศูนยก์ลางวงใสของการยบัย ั้ง (Inhibition Zone) แต่ละการทดลอง ท าซ ้ า 3 ซ ้ า  
 

น ้ำหนกัตวัอยำ่งเพคติตของเปลือกทุเรียน (กรัม) 
น ้ำหนกัของสำรสกดัจำกเพคติน (กรัม) 

 100 
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 6. การประเมินผลทางสถิติ (Statistical Analysis) 
  วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ เพื่อวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(Analysis of Variance) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 โดยใช้ Duncan, s 
Multiple Range Test (DMRT)  
 




