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ภาคผนวก
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ภาคผนวก ก
รูปผลิตภัณฑน้ํ าฝร่ังแบบใส
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รูปท่ี ก.1 น้ํ าฝรั่งกอนและหลังกรองผานเยื่อแผน MF

รูปท่ี ก.2 น้ํ าฝรั่งกอนและหลังกรองผาน filter press
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รูปท่ี ก.3 น้ํ าฝรั่งหลังกรองผานเยื่อแผน MF และหลังกรองผาน filter press
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ภาคผนวก ข
แบบทดสอบทางดานประสาทสัมผัส
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แบบทดสอบทางประสาทสัมผัสผลิตภัณฑนํ ้าฝร่ังแบบใส

ชื่อผูทดสอบชมิ………………………………………………………...วันท่ี………………………..

โปรดทํ าการทดสอบชิมผลิตภัณฑตัวอยางในดานสีท่ีปรากฏ ความใส กล่ิน รสหวาน รสเปร้ียว และ
การยอมรับรวม และใหระดับความชอบตอผลิตภัณฑดังกลาว ตามระดับคะแนนดังตอไปน้ี

คะแนน 9 = ชอบมากท่ีสุด 4 = ไมชอบเล็กนอย
8 = ชอบมาก 3 = ไมชอบ
7 = ชอบ 2 = ไมชอบมาก
6 = ชอบเล็กนอย 1 = ไมชอบมากท่ีสุด
5 = เฉย

ผลิตภัณฑตัวอยางรหัส
……. …….

สีท่ีปรากฏ ……. …….
ความใส ……. …….
กล่ิน ……. …….
รสหวาน ……. …….
รสเปร้ียว ……. …….
การยอมรับรวม ……. …….
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ภาคผนวก ค
การวิเคราะหคุณภาพ
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การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ

การวัดสีระบบ Hunter ตามวิธีของ Hunterlab Co.,Ltd.
เปนการวัดสีดวยเคร่ืองวัดสี ColorQuest II sphere colorimeter โดยคาส ีL เปนคาความสวาง

(lightness) a เปนคาสีแดงและสีเขียว (redness/greeness) และ b เปนคาสีเหลืองและสีนํ้ าเงิน
(yellowness/blueness)

L คือ คาความสวาง มีคาอยูในชวง 0 ถึง 100 เมื่อ L มคีาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีคล้ํ า
เมื่อมีคาเขาใกล 100 วัตถุจะมีสีขาว

a คือ คาสีแดง เมื่อ a มีคาบวก เปนสีแดง เมื่อ a มีคาลบ เปนสีเขียว
b คือ คาสีเหลือง เมื่อ b มีคาบวก เปนสีเหลือง เมื่อ b มีคาลบ เปนสีน้ํ าเงิน

กอนการวัดสทุีกคร้ังตองทํ าการปรับมาตรฐานเคร่ือง (calibration) โดยใชแผนสีขาวมาตรฐาน
(white blank; L=97.67, a=-0.18, b=1.84) แลวจึงทํ าการวัดสีตัวอยางผลิตภัณฑน้ํ าฝร่ัง 3 ซํ้ า แลว
นํ ามาหาคาเฉล่ีย

การวัดความหนืด (viscosity) ตามวิธีของ Cannon Co.,Ltd.
การวัดความหนืดของน้ํ าฝร่ังดวย rotating cylinder (Cannon รุน V-2000 series II)           

ใชปริมาตรของตัวอยางนํ ้าฝร่ัง 25 มิลลิลิตร โดยวัดท่ีอุณหภูมิของสารละลาย 25 องศาเซลเซียส      
ทํ าการวัด 3 ซํ้ า แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย ความหนืดท่ีวัดไดมีหนวยเปน cP

การวัดความขุน (turbidity) ตามวิธีของ HACH Co.,Ltd.
การวัดความขุนของน้ํ าฝรั่งใชเครื่องวัดความขุน HACH, model 2100A โดยวัดความขุน   

ออกมาในหนวย Nephelos Turbidity Units (NTU)
กอนการวัดความขุนทุกคร้ังตองทํ าการปรับมาตรฐานเคร่ือง (calibration) โดยใชสารมาตรฐาน

(formazin) ท่ีทราบความขุนแนนอน แลวปรับคาใหเทากับความขุนของสารมาตรฐานท่ีใชในการปรับ
มาตรฐาน สารมาตรฐานท่ีเลือกใชข้ึนอยูกับความขุนของตัวอยางท่ีตองการวัด โดยมีคาความขุนต้ังแต
0-1 NTU, 1-10 NTU, 1-100 NTU และ 1-1000 NTU

หลังจากทํ าการปรับมาตรฐานเคร่ืองแลว จึงวัดความขุนของตัวอยางน้ํ าฝร่ัง โดยเทตัวอยาง  
ลงใน cell วัดความขุน แลวอานคาท่ีได ทํ าการวัดตัวอยางละ 3 ซํ้ า แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย
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การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี

การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ตามวิธีของ AOAC, 2000
นํ าตัวอยางน้ํ าฝร่ังมาตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางดวยเคร่ือง Microprocessor pH meter

โดยปรับคามาตรฐานในการวัดแตละคร้ังดวยสารละลายมาตรฐานท่ีมีความเปนกรด-ดางเทากับ 4.00
และ 7.00 ตามลํ าดับ ทํ าการตรวจวัด 3 คร้ัง แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย

การตรวจวัดปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (total soluble solids : °°°°brix) ตาม
วิธีของ AOAC, 2000

นํ าตัวอยางน้ํ าฝร่ังมาวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดโดยใช hand refractometer 
บันทึกคาท่ีไดเปนหนวยองศาบริกซ (°brix) โดยปรับคามาตราฐานดวยน้ํ ากล่ันกอนทํ าการวัดทุกคร้ัง
ทํ าการวัด 3 คร้ัง แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย

การหาปริมาณกรดท้ังหมด (total titratable acids) ตามวิธีของ AOAC, 2000
การเตรียมสารเคมี

-! เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1N โดยชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด
จํ านวน 4 กรัม ละลายและปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ในขวดปรับปริมาตร ดวยนํ้ ากล่ัน จากน้ันนํ ามา
standaridize หาความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ดวยการไตเตรตกับสารละลายมาตรฐาน
ของกรดซัลฟูริก ความเขมขน 0.1N โดยใชฟนอลธาลีนเปนอินดิเคเตอร

วิธีวิเคราะห
ปเปตตัวอยางท่ีเตรียมไว 10 มิลลิลิตร ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร นํ าไปไตเตรต

กับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1N หยดสารละลายฟนอลธาลีนลงไป 1-2 หยด   
ไตเตรตจนสีชมพูเปลี่ยนเปนไมมีส ี อานปริมาณสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชในการไตเตรตเพ่ือ
นํ ามาคํ านวณหาปรมิาณกรดท้ังหมด โดยคิดเทียบเปนกรดซิตริก ทํ าการวิเคราะห 3 คร้ัง แลวหาคาเฉล่ีย
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การค ํานวณ

เมื่อ ml NaOH คือ ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชในการไตเตรตหนวยเปน
มิลลิลิตร

n-NaOH คือ ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชในการไตเตรต    
หนวยเปนนอรมัล

meq. citric acid คือ มิลลิสมมูลยของกรดซิตริก มีคาเทากับ 0.007 กรัม

การวิเคราะหปริมาณน้ํ าตาลรีดิวซ (reducing sugars) กอนและหลังอินเวอรชัน 
ตามวิธีของ Lane and Eynon (AOAC, 2000)

การเตรียมสารเคมี
-! เตรียมสารละลาย Fehing no.1 โดยละลายคอปเปอรซัลเฟท (copper sulfate 

pentahydrate : CuSO4 . 5H2O) จํ านวน 34.639 กรัม ในน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร
โดยใชขวดปรับปริมาตร

-! เตรียมสารละลาย Fehing no.2 โดยละลายโซเดียมโปแตสเซียมตารเตรท (sodium 
potassium tartrate หรือ rechelle salt : KNaC4O6 . 4H2O) จ ํานวน 173 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด
(sodium hydroxide) จํ านวน 50 กรัม ในน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับ
ปริมาตร

-! เตรียมสารละลายเมธลินีบลเูขมขนรอยละ 1 โดยละลายเมธลินีบล ู1 กรัม ดวยนํ ้ากลัน่
แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร

วิธีวิเคราะห
การวิเคราะหน้ํ าตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน (D1)

ปเปตตัวอยางน้ํ าฝร่ังปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร
ดวยนํ้ ากล่ันในขวดปรับปริมาตร

100
sampleml.

acidcitricmeq.NaOHnmlNaOHacidcitric ×
×× −=
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- Preliminary titration
นํ าสารละลายตัวอยางท่ีเตรียมไวใสในบิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร (ชนิดปลายงอ)

ไลฟองอากาศออกใหหมด ปเปตสารละลาย Fehling reagent ซึ่งประกอบดวยสารละลาย       
Fehling no.1 และ Fehling no.2 อยางละ 5 มลิลลิติร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ใสลูกแกว
ขนาดเล็กลงไป 2-3 เม็ด นํ าไปตมใหเดือดบนตะเกียงบุนเซน ไตเตรตกับสารละลายน้ํ าตาลตัวอยาง 
จนสีนํ้ าเงินจางลง หยดสารละลายเมธิลีนบลูลงไป 1-2 หยด ไตเตรตจนสีฟาหายไปหมด เหลือแต
ตะกอนสีสมแดง จดปริมาตรของสารลายน้ํ าตาลท่ีใช ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า

- Accurate titration
ปเปตสารละลาย Fehling reagent ซึ่งประกอบดวยสารละลาย Fehling no.1 

และ Fehling no.2 อยางละ 5 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ใสลูกแกวขนาดเล็กลง
ไป 2-3 เม็ด เติมสารละลายน้ํ าตาลจากบิวเรตลงไปทันที โดยใชปริมาตรนอยกวาท่ีใชไตเตรตคร้ังแรก
ประมาณ 1-2 มิลลิลิตร ปลอยใหเดือดนาน 2 นาที หยดสารละลายเมธิลีนบลูลงไป 1-2 หยด           
จดปริมาตรของสารละลายน้ํ าตาลท่ีใช ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า

การวเิคราะหน้ํ าตาลรีดิวซหลังอินเวอรชัน (D2)
นํ าสารละลายน้ํ าตาลท่ีเหลือจากการไตเตรตหาน้ํ าตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน

ปริมาตร 70 มิลลิลิตรใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรดเกลือความเขมขน
6.34N ประมาณ 10 นาที ทํ าใหเย็นลงอยางรวดเร็ว แลวปรับปริมาตรสวนผสมท้ังหมดใหเปนกลาง
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 5M แลวนํ าสารละลายท่ีไดไปปรับปริมาตรเปน 100 มลิลลิติร
ดวยนํ้ ากลั่นในขวดปรับปริมาตร แลวทํ าการไตเตรตเชนเดียวกับการหาน้ํ าตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน
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การวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลซูโครส (sucrose) ตามวิธีของ Lane and Eynon 
(AOAC, 2000)

เมื่อทํ าการวิเคราะหปริมาณน้ํ าตาลรีดิวซกอนและหลังอินเวอรชันแลว สามารถหาปริมาณ   
น้ํ าตาลซูโครสได ดังน้ี

รอยละของนํ้ าตาลซูโครส = รอยละของผลตาง (D2-D1) x 0.95
โดยท่ี D1 = รอยละของน้ํ าตาลรีดิวซท้ังหมดกอนทํ าการอินเวอรชัน

D2 = รอยละของนํ ้าตาลรีดิวซท้ังหมดหลังทํ าการอินเวอรชัน

การวิเคราะหปริมาณวิตามินซ ี(vitamin C) ตามวิธีของ AOAC, 2000

การเตรียมสารเคมี
-! เตรียมสารละลายกรดออกซาลิค ความเขมขนรอยละ 0.4 โดยชั่งกรดออกซาลิค  

0.4 กรัม ละลายในน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร
-! เตรียมสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐาน โดยชั่ง 2,6 dichlorophenolindophenol

0.05 กรัม ละลายในน้ํ ากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร         
แลวกรองสารละลายน้ีเก็บไวในตูเย็นได 2-3 สัปดาห กอนใชทุกคร้ังควรไตเตรตเทียบกับสารละลาย
วิตามินซีมาตรฐาน

-! เตรียมสารละลายวิตามินซีมาตรฐาน โดยชั่งวิตามินซีบริสุทธิ์ 0.05 กรัม ละลายใน
สารละลายกรดออกซาลิคความเขมขนรอยละ 0.4 จํ านวน 60 มิลลิลิตร เติมน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตร
ใหครบ 250 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร สารละลายวิตามินซีท่ีได 1 มิลลิลิตร มีวิตามินซี 0.2 
มิลลิกรัม สารละลายน้ีเตรียมทันทีกอนใช

วิธีวิเคราะห
ปเปตน้ํ าฝร่ังตัวอยางมา 50 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร    

เติมสารละลายกรดลงไป 25 มลิลลิติร แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มลิลลิติร ดวยนํ ้ากลัน่ ผสมใหเขากัน
ปเปตน้ํ าฝรั่งท่ีเจือจางแลวมา 10 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ไตเตรตดวย        
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สารละลายอินโดฟนอลจนกระทั่งไดสีชมพูออน ซ่ึงสีจะคงตัวนานกวา 15 วินาที จดปริมาตรสารละลาย
อินโดฟนอลท่ีใช ทํ าการไตเตรตซ้ํ า 3 คร้ัง ปเปตสารละลายวิตามินซีมาตรฐานมา 10 มิลลิลิตร ใสใน
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ไตเตรตเชนเดียวกับน้ํ าฝร่ังตัวอยาง คํ านวณหาปริมาณวิตามินซี    
ในน้ํ าฝร่ัง ในรูปมิลลิกรัมตอ 100 มิลลิลิตร

การหาปริมาณเถา ตามวิธีของ AOAC, 2000

1.!อบ crucible ท่ีอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส จนนํ ้าหนักคงท่ี
2.!ชั่งนํ้ าหนักน้ํ าฝรั่งประมาณ 3.0 – 3.5 กรัม ใสลงใน crucible
3.! นํ าไปเผาบนตะเกียงบุนเซนจนหมดควัน แลวนํ าไปเผาในเตาเผาท่ีควบคุมอุณหภูมิ 550

องศาเซลเซยีส อบจนกระท่ังไดเถาสีขาว นํ าออกใสลงในโถแกวดูดความช้ืนจนกระท่ังเย็นท่ีอุณหภูมิหอง
นํ าไปชั่งหานํ ้าหนัก

4.! คํ านวณหารอยละของปริมาณเถาโดยคิดเปนน้ํ าหนักแหง

การตรวจสอบเพคตินตามวิธีของ IFJU (International Federation of Fruit Juice 
Producers, 1964)

การเตรียมสารเคมี
-! เอทานอลความเขมขนรอยละ 95
-! เตรียมสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ 63 โดยตวงเอทานอลความเขมขน

รอยละ 95 ปริมาณ 65 มิลลิลิตร เติมน้ํ ากล่ันและปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยขวด       
ปรับปริมาตร

-! เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1M โดยชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด 
4 กรัมละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร

100
(กรัม)อยางที่ใชน้ําหนักตัว

า(กรัม)นํ้าหนักเถริมาณเถารอยละของป ×=
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-! เตรียมสารละลายอะลูมิเนียมออกซาเลตความเขมขนรอยละ 0.75 โดยชั่ง          
สารละลายแอมโมเนียมออกซาเลตจํ านวน 0.75 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100 
มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร

- สารละลายปองกันการเกิดฟอง (anti foaming agent)
-! เตรียมสารละลาย alcohol - carbazole ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยชั่ง carbazole 

0.1 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 95 ใหครบ 100 มิลลิลิตร       
ดวยขวดปรับปริมาตร สารละลายน้ีตองเตรียมกอนการวิเคราะหทุกคร้ัง

การแยกตะกอนสารประกอบเพคตินท้ังหมด
1.!ปเปตตัวอยางมาครั้งละ 15 มิลลิลิตรใสในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร

แลวหยดสารละลาย anti foaming agent 1-2 หยด
2.! เติมสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ 95 ที่มีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส

ปริมาณ 25 มิลลิลิตร ใสในหลอด centrifuge คนใหเขากันดวยแทงแกวคน จากน้ันนํ าไปแชใน       
อางควบคุมอุณหภูมิที ่ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ระหวางน้ันใชแทงแกวคนเปนบางคร้ัง  
เมื่อครบเวลานํ าหลอด centrifuge ขึ้นลางแทงแกวคนดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 95

3.! นํ าหลอด centrifuge มาแยกตะกอนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียงความเร็วสูง โดยใช  
อัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากน้ันคอยๆ เทสวนของเหลวนั้นทิ้งไป นํ าตะกอน
ท่ีไดมาสกัดตอ

4.! ทํ าการสกัดซํ้ าตามขอ 2 และ 3 โดยเติมเอทานอลความเขมขนรอยละ 63 ที่มี
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส ครั้งละ 40 มิลลิลิตร ทํ าการสกัดเชนน้ี 2 คร้ัง ตะกอนท่ีไดเปนตะกอนของ
สารประกอบเพคติน

การแยกสารประกอบเพคตินท่ีละลายไดในน้ํ า (water soluble pectin)
1.! นํ าตะกอนของสารประกอบเพคตินท่ีแยกไดตามวิธีขางตน มาเติมน้ํ ากล่ันปริมาณ

35 มิลลิลิตร คนตะกอนใหเขากันดวยแทงกวนแมเหล็กไฟฟาเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํ าไปแยก
ตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง โดยใชอัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที

2.!แยกของเหลวใสช้ันบน (supernatant) ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร
จากนั้นนํ าตะกอนที่ไดมาท ําการสกัดซ้ํ าดวยดวยน้ํ ากล่ันและแยกตะกอนตามข้ันตอนขอ 1 อีกคร้ัง
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3.!รวมของเหลวท่ีไดจากการสกัดท้ัง 2 คร้ังเขาดวยกัน แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขน 1M ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100
มิลลิลิตร สารละลายที่ไดน ําไปทํ าการวิเคราะหหาปริมาณเพคตินท่ีละลายไดในน้ํ า (water soluble 
pectin) ตะกอนที่เหลือน ําไปสกัดเพคตินท่ีละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลตตอไป

การแยกสารประกอบเพคตนิท่ีละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium 
oxalate soluble pectin)

1.! นํ าตะกอนมาเติมสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลตปริมาณ 35 มิลลิลิตร          
คนตะกอนใหเขากันดวยแทงกวนแมเหล็กไฟฟาเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํ าไปแยกตะกอนดวยเคร่ือง
หมุนเหว่ียงความเร็วสงู โดยใชอัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที

2.!แยกของเหลวใสชั้นบน (supernatant) ใสในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร     
จากนั้นนํ าตะกอนท่ีไดมาทํ าการสกัดซํ ้าดวยสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต และแยกตะกอนตาม
ขั้นตอนขอ 1 อีกคร้ัง

3.!รวมของเหลวท่ีไดจากการสกัดท้ัง 2 คร้ังเขาดวยกัน แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขน 1M ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและปรับปริมาตรดวยสารละลายแอมโมเนียม 
ออกซาเลตใหครบ 100 มิลลิลิตร สารละลายที่ไดน ําไปทํ าการวิเคราะหหาปริมาณเพคตินท่ีละลายได
ในสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium oxalate soluble pectin) ตะกอนที่เหลือน ําไป
สกัดเพคตินท่ีละลายไดในดางตอไป

การแยกสารประกอบเพคตินท่ีละลายไดในดาง (alkaline soluble pectin)
1.! นํ าตะกอนมาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาณ 35 มิลลิลิตร คนตะกอน

ใหเขากันดวยแทงกวนแมเหลก็ไฟฟาเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํ าไปแยกตะกอนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียง
ความเร็วสูง โดยใชอัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที

2.!แยกของเหลวใสช้ันบน (supernatant) ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร
จากนั้นนํ าตะกอนท่ีไดมาทํ าการสกัดซํ้ าดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและแยกตะกอนตาม     
ขั้นตอนขอ 1 อีกคร้ัง
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3.!รวมของเหลวท่ีไดจากการสกัดท้ัง 2 คร้ังเขาดวยกัน แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขน 1M ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100
มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว 15 นาที จากน้ันกรองตะกอนออกดวยกระดาษกรองเบอร 4 สารละลายที่ไดน ําไป
วิเคราะหหาปริมาณเพคตินท่ีละลายไดในดาง (alkaline soluble pectin)

วิธีวิเคราะหหาปริมาณเพคติน
นํ าสารละลายเพคตินในรูปของเพคตินท่ีละลายไดในน้ํ า (water soluble pectin)       

เพคตินท่ีละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium oxalate soluble pectin) เพคตินท่ีละลาย
ไดในดาง (alkaline soluble pectin) ซ่ึงสกัดตามวิธีข้ันตนมาวิเคราะหปริมาณเพคตินตามข้ันตอนดังน้ี

1.!ใชหลอดทดลองขนาดใหญเตรียมตัวอยางเพ่ือทํ าการวิเคราะหดังตอไปน้ี

ตารางท่ี ค.1 การเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหหาปริมาณเพคติน

หลอดทดลอง สารเคมี
A

B
C
D

เตมิสารละลายเพคตินท่ีเตรียมไดปริมาณ 1 มิลลิลิตร และสารละลาย alcohol - carbazole 
0.5 มิลลิลิตร
เตมิสารละลายเพคตินท่ีเตรียมไดปริมาณ 1 มิลลิลิตร และเอทานอล 0.5 มิลลิลิตร
เติมนํ ้ากลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตรและสารละลาย alcohol – carbazole 0.5 มิลลิลิตร
เติมนํ ้ากลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตรและสารละลาย alcohol 0.5 มิลลิลิตร

2.!หลังจากเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหเรียบรอยแลว เติมกรดซัลฟวริคเขมขน
ปริมาณ 6 มิลลิลิตร โดยใชเคร่ืองสูบชักดูดสาร (dispensate) กดปลอยกรดซัลฟวริคลงมาตามขาง
หลอดชาๆ แตใหหมดภายใน 7 วินาที

3.!ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ืองเหว่ียงผสม (vortex mixer) จากน้ันนํ าหลอดทดลองไป
แชในอางน้ํ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนํ าหลอดออกมาท้ิงไวใหเย็น
เปนเวลา 15 นาที

4.! นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคลืน่ 525
นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกลืนแสง เพื่อนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบเพคตินท่ีมีในตัวอยาง
โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ galacturonic acid monohydrate
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การเตรียมกราฟมาตรฐาน
เตรียม stock solution ของสารละลาย galacturonic acid monohydrate ปริมาณ

120.5 มิลลิกรัม แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1M ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร    
ปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตรท้ิงไวขามคืนเพ่ือใหเกิดการขยายตัวของสายโมเลกุล
galacturonic acid monohydrate สารละลายท่ีเตรียมไดน้ีมคีวามเขมขนเทากับ 100 ไมโครกรัมตอมลิลลิติร

นํ าสารละลาย galacturonic acid monohydrate ท่ีเตรียมไดจากขอ 1 มาทํ าให เจือ
จางโดยใหมีความเขมขนเทากับ 10, 20, 40, 50, 60 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชปเปตดูด
สารละลาย stock solution มาครั้งละ 10, 20, 40, 50, 60 และ 80 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํ า
กลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร

เตรียมตัวอยางเพื่อทํ าการวิเคราะหปริมาณเพคตินเชนเดียวกับในตัวอยาง จากน้ันนํ า
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงเชนเดียวกัน

นํ าคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย galacturonic acid monohydrate               ท่ี
ความเขมขนตางๆ มาหาความสัมพันธเชิงเสนทํ าใหไดสมการเสนตรงและนํ ามาใชในการคํ านวณหา
ปริมาณสารประกอบเพคตินท่ีมีในตัวอยาง

การคํ านวณ
สมการเสนตรงท่ีไดจากกราฟมาตรฐาน y = ax+b
เมื่อ y คือ ปริมาณสารประกอบเพคติน มีหนวยเปนไมโครกรัมตอลิตร

a คือ คาความชันของเสนกราฟ
x คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานหลังจากหักลบดวย

blank แลวหรือเขียนไดวา
x = (คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง A - คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง B) x (คาการ       
ดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง C - คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง D)

b คือ คาคงท่ีของสมการ
คํ านวณคาการดูดกลนืแสงของตัวอยางเชนเดียวกับสารละลายมาตรฐาน ทํ าใหไดคา x นํ าไป

แทนในสมการขางตน เพื่อคํ านวณหาปริมาณสารประกอบเพคตินท่ีมีในตัวอยางท่ีทํ าการวิเคราะห   
ซึ่งจํ าเปนตองนํ ามาคํ านวณใหอยูในหนวยมิลลิกรัมของตัวอยางเร่ิมตน
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การวิเคราะหคุณภาพทางจลุชีววิทยา

การหาปริมาณเช้ือจุลินทรียท้ังหมด (total plate count) ตามวิธีของ APHA, 1992
เคร่ืองมือและอุปกรณ

1.!จานเพาะเชื้อ (petri dish) ผานการอบฆาเช้ือแลว
2.!ปเปตผานการอบฆาเช้ือแลวขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
3.! ตูบมเช้ือ (incubator)

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเจือจาง
1.!สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1
2.!อาหารเลี้ยงเชื้อ PCA

วิธีวิเคราะห
1.!ปเปตน้ํ าฝร่ัง 25 มิลลิลิตรใสในขวดดูแรนท่ีมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ

0.1 จํ านวน 225 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาน 1-2 นาที
2.! เจือจางอาหารในสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 หลอดละ 9 มิลลิลิตร

จนไดระดับความเจือจางท่ี 10-1, 10-2 และ 10-3

3.!ใชปเปตขนาด 1 มลิลลิติร ดูดสารละลายอาหารจ ํานวน 1 มลิลลิติร ใสในจานเพาะเชือ้
โดยทํ าความเขมขนละ 2 จาน (duplicate)

4.! เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส ประมาณ 10-15 มิลลิลิตร
ใสในจานเพาะเชื้อ เขยาจานใหสารละลายอาหารกระจายทั่วจานเพาะเชื้อ

5.!ปลอยใหอาหารวุนแข็งตัว คว่ํ าจานเพาะเชื้อ บมในตูเพาะเชื้ออุณหภูมิ 35-37   
องศาเซลเซียส นาน 48-72 ชั่วโมง

6.! นับจํ านวนโคโลนีจากจานท่ีมีจํ านวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี คํ านวณคา
CFU/ml ของอาหารไดจากสูตรคือ
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เมื่อ ∑C คือ ผลรวมของโคโลนีท่ีนับไดบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีจํ านวนโคโลนี 25-250
โคโลนีท้ังหมด

n1 คือ จํ านวนจานเล้ียงเช้ือในระดับความเขมขนแรกท่ีสามารถนับไดในชวง
25-250 โคโลนี

n2 คือ จํ านวนจานเล้ียงเช้ือในระดับความเขมขนถัดไปท่ีสามารถนับไดในชวง
25-250 โคโลนี

d คือ ระดับความเขมขนแรกท่ีสามารถนับเช้ือไดในชวง 25-250 โคโลนี

การหาปริมาณเชื้อยีสตและรา (yeast and mold) ตามวิธีของ APHA, 1992
เคร่ืองมือและอุปกรณ

1! จานเพาะเชื้อ (petri dish) ผานการอบฆาเช้ือแลว
2! ปเปตผานการอบฆาเช้ือแลวขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
3! ตูบมเช้ือ (incubator)

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเจือจาง
1! สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1
2! อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA)

วิธีวิเคราะห
1! ปเปตน้ํ าฝร่ัง 25 มลิลิลิตร ใสในขวดดูแรนท่ีมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ

0.1 จํ านวน 225 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาน 1-2 นาที
2! เจือจางอาหารในสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 หลอดละ 9 มิลลิลิตร

จนไดระดับความเจือจางท่ี 10-1, 10-2 และ 10-3

3! ใชปเปตขนาด 1 มลิลลิติร ดูดสารละลายอาหารจ ํานวน 1 มลิลลิติร ใสในจานเพาะเชือ้
โดยทํ าความเขมขนละ 2 จาน (duplicate)

d)0.1n(n
cCFU/g(ml)

21 ×+
∑=
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4! เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส ประมาณ 10-15 มิลลิลิตร
ใสในจานเพาะเชื้อ เขยาจานใหสารละลายอาหารกระจายทั่วจานเพาะเชื้อ

5! ปลอยใหอาหารวุนแข็งตัว บมในตูเพาะเชื้ออุณหภูม ิ30±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา
72±3 ชั่วโมง

6! นับจํ านวนโคโลนีจากจานท่ีมีจํ านวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี คํ านวณคา
CFU/ml ของอาหารไดจากสูตรเดียวกับการหาปริมาณเช้ือจุลินทรียท้ังหมด

การหาโคลีฟอรมและอ.ีโคไล (coliforms and E. coli) โดยวิธี MPN (Most Probable 
Number Method) ตามวิธีของ AOAC, 1998

เคร่ืองมือและอุปกรณ
1.!หลอดทดลอง ขนาด 16 X 150 มิลลิเมตร
2.!หลอดดักกาซ (durham tube)
3.!ปเปต ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
4.! ตูบมเช้ือ (incubator)

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเจือจาง
1.!สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1
2.!อาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl Sulfate Tryptose Broth
3.!อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Lactose Bile Broth

วิธีวิเคราะห
1.!ปเปตน้ํ าฝร่ัง 25 มิลลิลิตร ใสในขวดดูแรนท่ีมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ

0.1 จํ านวน 225 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาน 1-2 นาที
2.! เจือจางอาหารในสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 หลอดละ 9 มิลลิลิตร

จนไดระดับความเจือจางท่ี 10-1, 10-2 และ 10-3

3.!ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดสารละลายอาหารเขมขน 10-1, 10-2 และ 10-3 จํ านวน
1 มิลลิลิตร ใสในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ Lauryl Sulfate Tryptose Broth ทํ าความเขมขนละ 3 หลอด

4.!บมหลอดทดลองท้ังหมดในตูบม (incubator) อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส    
นาน 48 ชั่วโมง
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5.!สังเกตและตรวจนับจํ านวนหลอดท่ีเกิดกาซข้ึนในหลอดดักกาซ
6.! ยืนยันผลโคลิฟอรมแบคทีเรีย โดยการถายเชื้อจากหลอดท่ีเกิดแกสในขอ 5      

หลอดละ 1 หวง เพาะลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Lactose Bile Broth แลวน ําไปบม
ในตูบมอุณหภมูิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง

7.!สังเกตและตรวจนับจํ านวนหลอดท่ีเกิดกาซข้ึนในหลอดดักกาซ รายงานการพบ     
โคลิฟอรมแบคทีเรียเปน MPN/ml โดยเทียบคาในตารางท่ี ค.3

การยืนยัน E. coli
ถายเช้ือจากหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliant Green Lactose Bile Brothท่ีใหผลบวก   

1 หวง ใสลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth บมในอางควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 44.5 องศาเซลเซียส
นาน 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเกิดกาซ

ถายเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth ท่ีใหผลบวก ขีด (streak) ลงบนผิวหนาของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ EMB agar บมท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนี       
ที่มีสีมวงเขมและมีสีเหลือบเงินวาว (metallic sheen) เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA slant บมที่อุณหภูมิ
35-37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง

เขีย่เชือ้จากหลอดอาหาร NA slant หลงัจากบมท่ี 35 องศาเซลเซยีส นาน 18-24 ชั่วโมง
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือดังตอไปน้ีเพ่ือทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี

1.!Tryptophane broth บมท่ีอุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ± 2 ชั่วโมง        
แลวทดสอบ indole test โดยการเติม Kovac’s reagent 0.2-0.3 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดอาหาร
สังเกตการเกิดผลบวกคือ จะเกิดช้ันสีแดงข้ึนบนผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ
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2.!MR-VP medium บมท่ีอุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 ± 2 ชั่วโมง
-! ทดสอบ methyl red test โดยการหยด methyl red solution จ ํานวน 5 หยด

ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากการบมเชื้อแลว 48 ชั่วโมง. ถาใหผลบวกอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียน
เปนสีแดง หากผลลบอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียนเปนสีเหลือง

-! ทดสอบ Voges Proskaur test การเกิด acetylmethylcarbinol โดยปเปตเชือ้
1 มลิลลิติร ใสในหลอดเปลา ขนาด 13 X 100 มลิลเิมตร ทีฆ่าเชือ้แลว (ทํ าโดย aseptically condition)
เติมสารละลายแอลฟาแนปทอล (α-naphthol) ความเขมขนรอยละ 5 จํ านวน 0.6 มิลลิลิตร,           
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 จํ านวน 0.2 มิลลิลิตร และผงของ
creatine ลงไปเลก็นอย เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 2 ชั่วโมง หากใหผลบวกจะเกิดสีชมพูของ eosin

3.!Koser Citrate broth บมท่ีอุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส นาน 96 ชั่วโมง (4 วัน)
สังเกตการเจริญของเชื้อ ถาใหผลบวกอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียนสีจากสีเขียวเปนสีน้ํ าเงิน

4.!Lauryl sulfate tryptose broth บมท่ีอุณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส นาน 48 ± 2 ชัว่โมง
สังเกตการเกิดกาซในหลอดดักกาซ

5.!ยอมส ีgram stain ใหยอมสหีลงัจากท่ีบมเชือ้ใน PCA-agar slant นาน 18 ชัว่โมง
6.! จัดแบงกลุม (classification) ตามคุณสมบัติทางชีวเคมีดังตารางที ่ค.2

ตารางท่ี ค.2 ตารางการจัดแบงกลุมเชื้อจุลินทรียตามสมบัติทางชีวเคมี

Indole MR VP Citrate Type
+ + - - Typtical  E.coli
- + - - Atyptical  E.coli
+ + - + Typtical  Intermediate
- + - + Atyptical Intermediate
- - + + Typtical  Enterobacter aerogenes
+ - + + Atyptical Enterobacter aerogenes

ถาเชือ้ท่ีนํ ามาทดสอบปฏกิิริยาทางชีวเคมไีมบริสทุธิ ์ผลท่ีไดอาจไมตรงกับท่ีกลาวมา ใหทํ าการ
ขดี(streak) ใหม จนกวาจะไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ แลวทํ าการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีใหมอีกคร้ัง

7.!รายงานผลเปน MPN/g โดยเทียบคาในตารางท่ี ค.3
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ตารางท่ี ค.3 คา MPN (Most Probable Number) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 เมื่อใชระดับ  
ความเขมขน 0.1, 0.01 และ 0.001 อยางละ 3 หลอด

จ ํานวนหลอดท่ีใหผลบวก จํ านวนหลอดท่ีใหผลบวก
0.1 กรัม 0.01 กรัม 0.001 กรัม

MPN/ml
0.1 กรัม 0.01 กรัม 0.001 กรัม

MPN/ml

0 0 0 <3.6 2 2 0 21
0 0 1 3.0 2 2 1 28
0 1 0 3.0 2 2 2 35
0 1 1 6.1 2 3 0 29
0 2 0 6.2 2 3 1 36
0 3 0 9.4 3 0 0 23
1 0 0 3.6 3 0 1 38
1 0 1 7.2 3 0 2 64
1 0 2 11 3 1 0 43
1 1 0 7.4 3 1 1 75
1 1 1 11 3 1 2 120
1 2 0 11 3 1 3 160
1 2 1 15 3 2 0 93
1 3 0 16 3 2 1 150
2 0 0 9.2 3 2 2 210
2 0 1 14 3 2 3 290
2 0 2 20 3 3 0 240
2 1 0 15 3 3 1 460
2 1 1 20 3 3 2 1100
2 1 2 27 3 3 3 >1100
1 1 1 11

(ที่มา AOAC, 1998)
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ภาคผนวก ง
ขอมูลฟลักซของนํ ้ากลั่นและนํ้ าฝร่ัง
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ตารางท่ี ง.1 ฟลักซของน้ํ ากล่ันกอนการใชงานท่ีความดันตางๆ เฉล่ียจากการวัด 2 ซํ้ า

Pt (bar) Flux (LMH)
0.2 266.62
0.4 495.00
0.6 738.38
0.8 962.62
1.0 1110.00

1.25 1329.75

ตารางท่ี ง.2 ฟลักซของน้ํ าฝร่ังท่ีความดันตางๆ เฉล่ียจากการวัด 2 ซํ้ า

Flux (L/m2h or LMH)
Time (min)

Pt = 0.2 bar Pt = 0.4 bar Pt = 0.6 bar Pt = 0.8 bar
0 87.93 112.40 148.30 305.00
15 66.65 85.00 116.50 205.67
30 58.58 79.15 109.00 177.22
45 55.57 74.10 106.00 166.50
60 54.50 70.30 103.75 163.06
75 53.47 67.10 101.25 153.50
90 52.45 64.80 98.25 149.50

105 52.47 65.00 97.25 143.83
120 51.27 64.80 93.25 140.50
135 50.90 61.70 92.00 135.50
150 49.05 60.67 91.50 131.67
165 48.99 56.97 89.75 128.00
180 47.73 55.23 88.50 126.33
195 46.95 51.60 89.00 125.83
210 44.47 49.60 87.00 123.11
225 43.12 48.40 85.00 119.78
240 39.90 46.80 83.25 116.67



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

104

ตารางท่ี ง.3 ฟลักซของการกรองแบบตอเน่ืองโดยไมการพักทํ าความสะอาดและแบบมีการพักทํ า
ความสะอาด เฉล่ียจากการวัด 2 ซํ้ า

Time (min) Flux (L/m2h or LMH)
การกรองแบบตอเน่ือง การกรองแบบมีการพักทํ าความสะอาด

0 345 292
13 257 213
30 224 202
45 202 185
60 196 184
75 186 173
90 179 168
105 172 163

154
พักทํ าความสะอาดดวยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1M 30 นาที

120 163

292
135 159 203
150 154 182
165 148 171
180 147 161
195 144 155
210 140 151
225 136 149
240 134 144
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ประวัติผูเขียน

ชื่อ นางสาวพัชรินทร ทองสรอย

วัน เดือน ป เกิด 16 ธันวาคม 2521

ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2538 สํ าเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนปลาย
โรงเรียนเบญจมราชูทิศ (นครศรีธรรมราช)

พ.ศ. 2542 สํ าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต
สาขาวิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
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