
บทที่ 3 
 

อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

3.1 อุปกรณ 
- เครื่องแปรรูปอาหารโดยใชความดันสูงยิง่ (Food-lab, England) 

- เครื่องแยกกาก (Moulinex A753, UK) 
- เครื่องวัดอณุหภูมิ (Extech instruments 421305, Taiwan) 
- เครื่องวัดปรมิาณของแข็งที่ละลายน้ําได (Atago/N-1E, USA) 
- เครื่องวัดสี (HunterLab, Model Color Quest XE, USA) 

- เครื่องวิเคราะหความเปนกรดดาง (Satorius PB-20, Germany) 

- เครื่อง Spectrophotometer (Perkin Elmer instruments, Model Lambda 35) 

- เครื่องชั่ง ทศนิยม 2 ตําแหนง (HF-3000G, Switzerland) 

- เครื่องชั่ง ทศนิยม 4 ตําแหนง (Satorius A120S, Germany) 

- Auto pipet (Eppendorf, Reference Series 2000, Canada) 

- เครื่องเหวีย่งหนีศูนยกลาง (Hettich Zentrifuge Universal, Model Mikro22R,    

  Germany) 
- หมอนึ่งอัดไอ (Airayama HA-300MIV, Japan) 
- อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (Gallenkamp, England) 
- ตูบม (Heraeus B6200, England) 
- เครื่องผสม (Scientific Industries G-560E, U.S.A.) 

 
3.2 สารเคมี  

- โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต (KMnO4) 

- สารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4 และ pH 7 

- Folin-Ciocalteu phenol reagent 

- Aqueous sodium carbonate 

- Calcium carbonate (CaCO3) 

- Gallic acid  

- Acetone 
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- กรดทารทารกิ (L(+)-Tartaric acid) 

- Ethyl alcohol 

- อาหารสําเร็จรูป PCA (Plate Count agar) 

- อาหารสําเร็จรูป PDA (Potato Dextrose agar)         
- Peptone Water (buffered)  

 
3.3  การเตรียมน้ําใบบัวบก 

วัตถุดิบที่ใชในงานวจิัยนี้คือบัวบก โดยมีแหลงที่มาจากตลาดตนพยอม จ.เชียงใหม นํามา
เลือกตัดเอาเฉพาะสวนใบและกานประมาณ 1 kg ลางดวยน้ําสะอาด 2 คร้ัง และลางดวย สารละลาย
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต (KMnO4) ความเขมขน 300 ppm 1 คร้ัง จากนั้นลางดวยน้ําสะอาด
อีก 1 คร้ัง  ปนแยกกากโดยใชเครื่องแยกกาก นําสวนที่เปนน้ําประมาณ 300 ml มาผสมดวยน้ํา
สะอาดประมาณ 300 ml (อัตราสวน 1:1)  ที่ผานการตมฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 100๐C และทิ้งไวใหเยน็ 
ผสมกับน้ําตาลทรายขาวใหมีความหวานสุดทายเปน 14๐Brix แบงเปน 2สวน สวนที่หนึ่ง นํามา
บรรจุในถุงรอนแบบหนา ขนาด 3x15 cm2 ปริมาตรถุงละ 50 ml โดยทําการรีดไลอากาศในถุงออก 
ปดผนึกดวยความรอน บรรจุในถุงรอนแบบหนาที่มีน้ําสะอาดบรรจุอยู แลวทําการรีดไลอากาศออก 
ปดผนึก กอนนําไปแปรรูปดวยเครื่องแปรรูปอาหารโดยใชความดันสงูยิ่ง (หวัขอ 3.4) สวนที่สอง 
นํามาผานกระบวนการแปรรูปดวยความรอนที่อุณหภูมิ 90๐C เปนเวลา 15 วินาที ทิ้งไวใหเยน็ แลว
จึงบรรจุในถุงรอนแบบหนา ขนาด 3x15 cm2 ปริมาตรถุงละ 50 ml โดยทําการรีดไลอากาศในถงุ
ออก แลวปดผนึกดวยความรอนเชนกนั  
 
3.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมน้ําใบบัวบกพรอมดื่มโดยใชความดนัสูงยิง่ 
                นําน้ําใบบัวบกทีบ่รรจุในถุงจากขอ 3.3 มาผานเครื่องแปรรูปอาหารดวยความดันสูงยิ่ง 
โดยทําการศึกษาถึงผลของระดับความดัน อุณหภูมิ และเวลา ตอคุณภาพของน้ําใบบัวบกพรอมดืม่ 
โดยผันแปรปจจัย ดังนี ้

ความดัน 3 ระดับ คือ 400, 500 และ 600 MPa 

อุณหภูม ิ 3 ระดับ คือ 30, 40 และ 50 ๐C 

เวลา  2 ระดับ คือ 20 และ 40 นาที 
ในการตรวจสอบขั้นตน ผูวจิัยไดทาํการเปรียบเทียบคณุภาพดานสี (หวัขอ 3.5) pH (หัวขอ 

3.6 ) และจุลชีววิทยา (หวัขอ 3.9 ) เทานั้น เพื่อวิเคราะหหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเตรียมน้ําใบ
บัวบกพรอมดืม่ดวยความดนัสูงยิ่ง โดยอาศัยผลการตรวจเชื้อจุลินทรยีเปนเกณฑสําคัญ จากนั้น    
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น้ําใบบัวบกพรอมดื่มที่เตรียมโดยความดันสูงยิ่งจากสภาวะที่เหมาะสม จะนํามาศึกษาเพิ่มเติม     
โดยตรวจสอบหาปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด (หัวขอ 3.7 ) และคลอโรฟลล (หัวขอ 3.8)      

 
3.5 การตรวจสอบสี 

ในการตรวจสอบสีของผลิตภัณฑตัวอยาง ผูวิจยัไดใชคาสีระบบ CIE L*C*H๐  โดยทํา
การปรับมาตรฐานเครื่อง (calibration) ดวยการตั้งคาตางๆ ดังนี้ 
 

Mode   เลือก TTRAN (Total transmission)  ใชวัดสวีัตถุที่โปรงใส
 Scale  เลือก CIELCh 

Illuminant เลือก D 65 

Procedure เลือก none 

Observer เลือก 10º 

MI Illuminant  เลือก     Fcw 
 

จากนั้นวัดคาสขีองตัวอยาง โดยเจือจางตัวอยางดวยน้ํากลั่น อัตราสวน 1:4 ใสตัวอยางใน 
Quartz cell ขนาดความหนา 10 cm (ปริมาตร 20 ml) แลววัดคาสีในระบบ ระบบ CIE L*C*H๐  
โดยทําการวัดซ้ํา 3 คร้ัง  แลวหาคาเฉลี่ย นากจากนี้ ทําการตรวจสอบความยาวคลื่นตอเนื่องของคา 
transmission ที่ความยาวคลื่น 400-700nm รวมดวย 

 
 รูปท่ี  3.1 วงลอสีในระบบ CIE L*C*H° 
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หมายเหต;ุ การแปลผลคาสีที่วัดได เปนดงันี้  
 

L* (Lightness) เปนคาความสวาง  มีคาอยูในชวง 0 ถึง 100   
L* มีคาใกลศูนย  หมายถึง  ตัวอยางมีความสวางนอยจนเปนสีคลํ้า   
L*เขาใกล 100   หมายถึง  ตวัอยางสวางมากจนเปนสีขาว 

              
            C* (Chroma)   เปนคาแสดงถึงความเขมของสี   
 C*  มีคาเขาใกลศูนย  หมายถึง  วัตถุมีสีเทา   
 C*  มีคาเพิ่มขึ้น         หมายถึง  วัตถุมีความเขมสีเพิ่มมากขึ้น 
 
 H° (Hue)  เปนคาแสดงถงึสีแทจริงที่ปรากฏใหเห็น  อยูในรูปองศาในวงกลม  ซ่ึง
เร่ิมตนตั้งแต 0 องศา  ถึง 360  องศา  โดยสีในแกนหลักไดแก   
   H° มีคา    0 องศา   แสดงสีแดง–มวง (คาส ีa*+ ในระบบCIE L*a*b*)   
   H° มีคา  90 องศา   แสดงสีเหลือง     (คาสี b*+ ในระบบ CIE L*a*b*)   
    H° มีคา 180องศา   แสดงสีเขียว        (คาส ีa*- ในระบบ CIE L*a*b*)   

   H° มีคา 270 องศา   แสดงสีน้ําเงิน     (คาสี b*- ในระบบ CIE L*a*b*) 
 
3.6 การวัดคา pH 

นําน้ําใบบวับกตัวอยาง 10 ml มาวัดคาความเปนกรด-ดาง ดวยเครื่องวัด pH โดยกอนวดั
ตัวอยางจะทําการปรับมาตรฐานเครื่อง (calibration) ดวย สารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4.00 
และ 7.00 ตามลําดับ แลววดัคาความเปนกรด-ดางของตัวอยาง โดยใช pH probe จุมลงในตัวอยาง 
แชทิ้งไวจนเครื่องขึ้นคําวา ready อานคาที่ไดและบนัทกึผล 

 
3.7 การหาปรมิาณสารประกอบฟนอลิคท้ังหมด 

ในขั้นตอนนี้ ใชวิธีการตรวจสอบของ Tsai et al. (2005) ซ่ึงมีหลักการ คือ ตัวอยางทํา
ปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent ซ่ึงประกอบดวย phosphomolybdic-phosphotungstic 

acid reagents   สารดังกลาวจะถูกรีดิวซโดย phenolic hydroxyl groups ของ total 

polyphenols เกิดเปน tungsten และ molybdenum blue ซ่ึงใหสีน้ําเงินและดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืนสูงสุด 765 nm ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดหาโดย เทียบกับปริมาณของ         
กรดแกลลิค (gallic acid) มีวิธีการ ดังนี ้
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3.7.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดแกลลคิ 
เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลิคที่ระดับความเขมขน 20, 40, 60, 80  และ 100 ppm    

ปเปตความเขมขนละ 2 ml ในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol 5 ml ทิ้งไว 
3 นาท ี เติมสารละลาย sodium carbonate 2 ml ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง นาํไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm ดวยเครื่อง Spectrophotometer จะไดกราฟมาตรฐานของ
กรดแกลิค (ภาคผนวก ค) 
 

3.7.2 การหาปริมาณสารฟนอลิคในน้ําใบบวับก 
 นําน้ําใบบวับกตัวอยาง 5 ml มาปนดวยเครื่องเหวีย่ง ที่ 12000 x g เปนเวลา 20 นาที 
จากนั้นปเปตสวนใสมา 2 ml เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol 5 ml ทิ้งไว 3 นาท ี เติม
สารละลาย sodium carbonate 2 ml ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง1 ช่ัวโมง นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 765 nm ดวยเครื่อง Spectrophotometer แลวนาํคาที่ไดมาแปลผลในรูปของ
ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลิค (หวัขอ 
3.7.1) 

 
3.8 การหาปรมิาณคลอโรฟลล 

โดยทั่วไปคลอโรฟลล ที่พบในพืชมี 2 ชนิด คือ คลอโรฟลล เอ (chlorophyll a) และ 
คลอโรฟลล บี (chlorophyll b) สามารถละลายไดดใีนตัวทําละลายอินทรีย เชน อีเทอร และ 
แอลกอฮอล ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 663 และ 645 nm และสําหรับวิธีการหาปริมาณ
คลอโรฟลล ผูวิจัยไดใชวิธีการตรวจสอบของ Mahanom et al. (1999) ซ่ึงมีวิธีการ ดังนี ้

นําน้ําใบบวับกตัวอยาง 5 ml มาปนดวยเครื่องเหวีย่ง ที่ 12000 x g เปนเวลา 20 นาที 
จากนั้นปเปตสวนใสมา 2 ml เติม CaCO3 0.1 g และ 10 ml 80% Acetone เขยากรองแยกเอา     
สวนใส นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 663 และ 645 nm ดวยเครือ่ง 
Spectrophotometer คํานวณหาปริมาณคลอโรฟลลตอกรัมตัวอยาง  ดังสูตร 

 

 

bChlaChl                Chl Total

 tissueleaf ml
Acetone mlx ))xAbs68.4(((22.9xAbs

  leaf) (ml/ml b  Chl

 tissueleaf ml
Acetone mlx ))xAbs6.2()((12.7xAbs

 leaf) (ml/ml a  Chl

663645

645663

+=

−
=

−
=
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3.9 การตรวจสอบคุณภาพดานจุลชีววิทยา 
3.9.1 ปริมาณเชื้อจุลินทรียท้ังหมด (Total plate count) (AOAC, 2000) 

เตรียมตัวอยางน้ําใบบัวบกแบบปลอดเชื้อ ทําเจือจางในสารละลาย 0.1% peptone water  

หลอดละ 9 มล.  จนไดระดบั ความเจือจางที่เหมาะสม (10-1-10-10) ใชเทคนิค pour plate โดยใช
อาหารเลี้ยงเชือ้ PCA นําไปบมในตูบมอุณหภูมิ 30-37๐C  นาน 2-3 วนั นับจํานวนโคโลนีจากจาน
ที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง  30-300 โคโลนี  คํานวณ cfu/g (ml)  ของอาหารไดจากสูตรนี้ 

 

d)2n1.01(V1n
C

  mlor  cfu/g
+

= ∑  

 
เมื่อ    v1       =    ปริมาตรของสารละลายที่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 

ΣC       =    ผลรวมของโคโลนีที่นับไดทั้งหมดจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 
นับไดในชวง 30-300 โคโลน ี

n1          =    จํานวนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่นับไดในชวง 30-300 โคโลนี 
ในระดับความเขมขนแรก 

n2         =    จํานวนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่นับไดในชวง 30-300 โคโลนี 
ในระดับความเขมขนที ่2 

  d            =    ระดับความเขมขนแรกที่สามารถนับเชื้อไดในชวง 30-300 

                                                     โคโลน ี

 
3.9.2 ปริมาณเชื้อยีสตและรา (Yeast and Mold) (AOAC, 2000) 

เตรียมตัวอยางน้ําใบบัวบกแบบปลอดเชื้อ ทําเจือจางในสารละลาย 0.1% peptone water  

หลอดละ  9 ml  จนไดระดับ ความเจือจางที่เหมาะสม (10-1-10-10 ) ใชเทคนิค pour plate โดยใช
อาหารเลี้ยงเชือ้ PDA ที่ปรับ pH เปน 3.5 ดวยกรดทารทาริกแลว นาํไปบมในตูบมอุณหภูมิ 30๐C  
นาน 2-3 วัน นับจํานวนโคโลนีจากจานที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-300 โคโลนี  คํานวณ 
cfu/g (ml)  ของอาหารเชนเดียวกับสูตรหวัขอ 3.9.1 
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3.10 การศึกษาผลของอายุการเก็บรักษาน้ําใบบัวบกพรอมดื่มท่ีผานการแปรรูปดวยความรอนและ
ความดันสงูยิง่ 
ศึกษาผลของอายุการเก็บรักษา น้ําใบบัวบกพรอมดื่มทีแ่ปรรูปดวยความรอน ที่อุณหภูมิ  

90๐C เปนเวลา 15 วนิาที (หัวขอ 3.3) และน้ําใบบวับกพรอมดื่มที่แปรรูปดวยความดันสูงยิ่ง ทีม่ี
สภาวะเหมาะสมที่สุดจากการวิเคราะหคณุภาพเบื้องตน (หัวขอ 3.4) แลวนําน้ําใบบัวบกพรอมดืม่ที่
เตรียมไดทั้งสองกระบวนการดังกลาว มาเก็บรักษาที่ อุณหภูมิหอง และ อุณหภูมิ 4๐C เปนเวลา      
4 สัปดาห โดยทําการสุมตัวอยางทุกสัปดาห วิเคราะหคณุภาพดานสี (หัวขอ 3.5) pH (หัวขอ 3.6) 
ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด (หวัขอ 3.7) คลอโรฟลล (หัวขอ 3.8) และจุลชีววิทยา (หวัขอ 
3.9)  

 
3.11 การวิเคราะหทางสถิต ิ

ในแตละการทดลอง ผูวิจัยไดวิเคราะหผลิตภัณฑน้ําใบบัวบกพรอมดื่ม ที่สภาวะตางๆ 
ตลอดจนการตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ เคมี และจุลชีววิทยา เปนจํานวน 3 ตัวอยาง จากนั้นนํา
ขอมูลที่ไดมานําเสนอในรูปของคาเฉลี่ยและคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน นอกจากนี้ขอมูลของแตละ
ชุดการทดลองไดนํามาวิเคราะหเพิ่มเติมทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 14.0 โดยทดสอบ
ความแตกตางของขอมูลที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P≤0.05) 


