
 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณ สารเคมีและวิธีการทดลอง 

 
3.1 อุปกรณ 

1. Freeze dry vacuum (LABCONCO : Freeze drying system/Free zone 4.5, USA) 
2. Hot air oven (Memmert : UE 400, Germany) 
3. Differential Scanning Calorimeter (Perkin Elmer : Daimond DSC, USA) 
4. Water activity meter (Aqua Lab : Series3, USA) 
5. Color meter (Minolta : CR-300, Japan) 
6. Centrifuge (Heraeus : Megafuge 1.0R, Germany) 
7. Incubator (Heraeus : B 6000 series, Germany) 
8. UV/VIS spectrometer (Agilent : 8453, Germany) 
9. ICP-MS (Perkin Elmer : 4300 DV, Japan) 
10. Electronic balance (Mettler-Toledo : AB204-S, Switzerland) 

 
3.2 สารเคมี 

1. Maltodextrin DE 11 (Biochemika grade : Fluka, Germany) 
2. Maltodextrin DE 18 (Biochemika grade : Fluka, Germany) 
3. Lithium Chloride (LiCl) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 
4. Potassium Acetate (CH3COOK) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 

5. Magnesium Chloride (MgCl2⋅6H2O) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 
6. Potassium Carbonate (K2CO3) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 

7. Magnesium Nitrate (Mg(NO3)2⋅6H2O) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 
8. Sodium Chloride (NaCl) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 
9. Potassium Chloride (KCl) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 
10. Potassium Iodide (KI) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 
11. Potassium Nitrate (KNO3) (Laboratory : Ajax Finechem, Australia) 
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12. Sodium Hydroxide (NaOH) (AR grade : MERCK, Germany) 
13. Hydro Chloric acid (HCl) (AR grade : MERCK, Germany) 
14. Nitric acid (HNO3) (AR grade : MERCK, Germany) 
15. Hydrogenperoxide (H2O2) (AR grade : MERCK, Germany) 

16. Potassium Hexacyanoferrate(II)-3- Hydrate (K4Fe(CN)6⋅H2O) (AR grade : Riedel-de 
Haen, Germany) 

17. Zinc Sulfate (ZnSO4⋅7H2O) (AR grade : AnalaR, England) 

18. Copper (II) Sulfate pentahydrate (CuO4S⋅5H2O) (AR grade : MERCK, Germany) 

19. Potassium sodium tartard tetrahydrate (C4H4KNaO6⋅4H2O) (AR grade : MERCK, 
Germany) 

20. phenolphthalein indicator (AR grade : MERCK, Germany) 
21. P-toluidine (AR grade : Fluka, Germany) 
22. Barbituric  acid (AR grade : MERCK, Germany) 

 
3.3 วิธีการทดลอง 
3.3.1 การเตรียมตัวอยางน้ําผึง้ผงดวยวิธีทําแหงแบบเยือกแข็ง 

เติมมอลโทเด็กซทรินในตัวอยางน้ําผ้ึงดอกลําไยจากบริษัท บีโปรดักส จํากัด (อายกุารเก็บ 
ณ วันท่ีวิเคราะห : 45 วัน) ในสัดสวน 30, 40 และ 50% ของของแข็งท้ังหมดในน้ําผ้ึง โดยศึกษาการ
ใชมอลโทเด็กซทรินท่ีมีคา DE 2 ระดับ คือ DE 11 และ   DE 18  จากนั้นนําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ      
-20oC เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง (Miao and Roos, 2006) จากนั้นนําไปทําใหแหงแบบแชเยือกแข็งท่ี
อุณหภูมิ -45oC ภายใตสภาวะสุญญากาศที่ความดัน <133x10-3 mbar เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  นํา
ผลิตภัณฑท่ีไดมาบดใหละเอียด และทําการบรรจุลงขวดสีชา เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20oC จนกวาจะทํา
การวิเคราะหในข้ันตอนตอไป โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า วางแผนการทดลองแบบ Factorial in 
Completely Randomize Design (Factorial in CRD) 
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3.3.2  ศึกษาผลของระดับของ DE และปริมาณของมอลโทเด็กซทรินท่ีมีตอคุณภาพของนํ้าผึ้งผง 
3.3.2.1  ศึกษาสมบัติทางเคมี 
(1)  วิเคราะหคา aw 

 นําน้ําผ้ึงผงมาวิเคราะหคา aw   โดยใชน้ําผ้ึงผงใสในตลับใหมีปริมาณของ น้ําผ้ึงผง 3 ใน 4 
ของตลับ  จากนั้นนําตลับท่ีมีน้ําผ้ึงผงเขาไปวัดคา aw  ในเคร่ืองวัดคา aw  ท่ีอุณหภูมิหอง (Chirife et 
al., 2006) 
 

(2)  วิเคราะหคาปริมาณความชื้น 
 นําน้ําผ้ึงผงมาวิเคราะหปริมาณความช้ืน โดยดัดแปลงวิธีวิเคราะหจากวิธีของ AOAC 
(2000)   คือ ใชน้ําผ้ึงผงปริมาณประมาณ 2-5 g ใสใน aluminium can ท่ีอบและช่ังน้าํหนักกอนอบ  
นําเขาไปอบใน hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 101oC โดยอบเปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง นําออกมาทําใหเยน็
ใน dessicator เปนเวลา 30-45 นาที  ช่ังน้ําหนกัหลังอบ คํานวณหาปริมาณความชื้น ดังแสดงใน
ภาคผนวก ก-1 (ภาคผนวก ก)   
 

(3)  วิเคราะหลักษณะ Sorption isotherm 
นําน้ําผ้ึงผงมาวิเคราะหลักษณะ sorption isotherm โดยใชวิธีของ Debnath et  al. (2002) โดย

เก็บตัวอยางน้าํผ้ึงผงใน dessciator ท่ีมีการควบคุมความช้ืนสัมพัทธภายในภาชนะดวยสารละลาย
เกลืออ่ิมตัว  ศึกษาท่ีระดับความช้ืนสัมพทัธ (RH) ชวง 0.1-0.9 โดยใชสารละลายเกลือ คือ LiCl, 

CH3COOK, MgCl2⋅6H2O, K2CO3, Mg(NO3)2⋅6H2O, NaNO2, NaCl, KCl และ KNO3 ตามลําดับ 
เม่ือน้ําผ้ึงผงปรับเขาสูสภาวะสมดุล (ใชเวลาประมาณ 1 สัปดาห)  จึงนําตัวอยางไปวเิคราะห
ความช้ืน  โดยสราง sorption isotherm จากความสัมพันธของความช้ืน และ aw เทากบั RH/100 ท่ี
สภาวะสมมูล 

 
3.3.2.2  ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ 
(1)  วิเคราะหคา Tg 
นําน้ําผ้ึงผงมาวิเคราะหคา Tg  ตามวิธีของ Silva et al. (2006)  โดยใชปริมาณ   10-20 mg ใส

ใน aluminium pan  นําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง DSC โดยกําหนดใหอุณหภูมิคงท่ีท่ี 25oC เปนเวลา 10 
นาที ทําใหตัวอยางเยน็ลงจาก 25oC ไปจนถึง -80oC ในอัตรา 40oC/min จากนั้น คงอุณหภูมิไวท่ี       
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-80oC เปนเวลา 5 นาที และใหความรอนจากอุณหภูมิ  -80oC จนถึง 80oC ในอัตรา 10oC/min  
วิเคราะหคา Tg จาก thermogram  โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปของ DSC วิเคราะหตัวอยาง 2 ซํ้า 

 
(2)  วิเคราะหคาสีโดยใชระบบ CIE L* a* b* 
นําน้ําผ้ึงผงมาวิเคราะหคาสีระบบ CIE  L* a* b* (Commission International de I’ Eclairage) 

โดยอางอิง และดัดแปลงเล็กนอยจากวิธีของ Fernandez (2003)   โดยนําตัวอยางมาวิเคราะหดวย
เคร่ืองวัดคาสี Minolta (CR-300, Japan) ระบบ CIE L* a* b* 

 
(3)  วิเคราะหความสามารถในการละลาย  
นําน้ําผ้ึงผงมาวิเคราะหคาความสามารถในการละลายโดยใชวิธีของ Shittu and Lawal (2007) 

ใชปริมาณประมาณ 5 g ใสใน centrifuge tube เติมน้ํา 50 mL ผสมใหละลายท่ีอุณหภมิู 30oC  แลว
นําไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3000 rpm นาน 10 นาที เทของเหลวสวนท่ีใส (supernatant) ใสใน 
aluminium can อบท่ีอุณหภมิู 105oC เวลานาน 24 ช่ัวโมง  คํานวณหาความสามารถในการละลาย 
(%)  ดังแสดงในภาคผนวก ก-2 (ภาคผนวก ก) 

 
(4)  วิเคราะหคาความสามารถในการไหล โดยใชวิธีวัดมุมกอง 
นําน้ําผ้ึงผงมาวิเคราะหคาความสามารถในการไหลดวยวธีิวัดมุมกองตามวิธีของ Shittu and 

Lawal (2007) โดยใสลงไปใน cylinder ขนาด 250 mL โดยใหตัวอยางมีปริมาณอยูท่ีจุด 200 mL ปด
ฝาใหสนิท  นําไปแขวนไวท่ีชุดขาต้ัง หมุนคว่ํา cylinder ใหสวนปลาย cylinder อยูหางสูงจากพื้น 
20 cm  เปดฝาออกปลอยใหตัวอยางไหลตกตามแรงโนมถวงจนหมด  คํานวณหาคามุมกอง (θ)     
ดังแสดงในภาคผนวก ก-3 (ภาคผนวก ก) 

วิเคราะห 3 ซํ้า   หาคาเฉล่ียและวเิคราะหความแปรปรวนขอมูลโดยใช ANOVA (analysis of 
variance) และเปรียบเทียบคาเฉล่ียในแตละส่ิงทดลองโดยวิธี Duncan’s New multiple Range Test 

 
3.3.2.3  ศึกษาสมบัติทางประสาทสัมผัส 

ศึกษาการยอมรับทางประสาทสัมผัสดวยวธีิ nine point hedonic scale test โดยเตรียมตัวอยาง
น้ําผ้ึงผงชงละลายน้ําในอัตราสวนน้ําผ้ึงผง 2 g ตอน้ํา 10 mL (กระทรวงอุตสาหกรรม, 2530) โดยใช
น้ําท่ีอุณหภูมิ 30oC ใชผูทดสอบจํานวน 50 คน  ทดสอบการยอมรับทางดานสี กล่ิน รสหวาน    
ความเปนเนื้อเดียว และความชอบโดยรวม  โดยใหคะแนนระดับความชอบจากตัวเลข  1  ถึง  9    
โดยระดับ 1 หมายถึง ไมชอบเลย  จนถึงระดับ 9   หมายถึงชอบมากท่ีสุด     วิเคราะหผลทางสถิติหา
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คาเฉล่ียและวิเคราะหความแปรปรวนขอมูลโดยใช ANOVA (analysis of variance) และ
เปรียบเทียบคาเฉล่ียในแตละส่ิงทดลองโดยวิธี Duncan’s New multiple Range Test 

 
3.3.3  การคัดเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมตอการแหงแบบแชเยือกแข็งของน้ําผึง้ผสมมอลโทเด็กซทริน 

นําผลจากการวิเคราะหทางสถิติในแตละการทดลองจากขอ 3.3.2 มาคัดเลือกหาสภาวะท่ีมี
สมบัติท่ีเหมาะสมท่ีสุด  โดยพิจารณาดังตอไปนี้คือ คา aw ความช้ืน และความสามารถในการไหลท่ี
มีคาตํ่าท่ีสุด  สําหรับคา Tg ความสามารถในการละลาย และการยอมรับทางประสาทสัมผัสท่ีมีคาสูง
ท่ีสุด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) สวน sorption isotherm  พิจารณาจากความสัมพันธของ
ความช้ืน และ aw ท่ีมีความช้ืนตํ่าสุดในแตละระดับความชื้นสัมพัทธชวง aw 0.1-0.9  

 
3.3.4  ศึกษาทางคุณภาพของผลิตภัณฑท่ีมีระดับมอลโทเด็กทรินซท่ีเหมาะสมและยอมรับท่ีสุด 

3.3.4.1  ศึกษาคุณภาพทางจุลชีววิทยา 
(1)  จํานวนแบคทีเรียท้ังหมด (Total bacteria count) 
นําตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหหาจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด โดยใชตัวอยาง      

1 g เติม butterfield’s phosphate-buffered dilution water (BPB) 9 mL  ตัวอยางท่ีไดจะมีความ      
เจือจาง 10-1 ทําการเจือจางตัวอยางเปน 10-2 และ 10-3 หรือความเจือจางท่ีเหมาะสม  ดูดตัวอยาง
ทดสอบ 1 mL จากการเจือจางที่เหมาะสม ใสลงบนจานเพาะเช้ือ เทอาหาร plate count agar (PCA)  
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35๐C เปนเวลา 48  ช่ัวโมง  นับจํานวนโคโลนีท่ีอยูในชวง 25-250 cfu/g (BAM, 
2001) 

 
(2)  จํานวนแบคทีเรียโคลิฟอรม   
นําตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหหาจํานวนแบคทีเรียโคลิฟอรมโดยใชตัวอยาง  

1 g เติม butterfield’s phosphate-buffered dilution water (BPB) 9 mL  ตัวอยางท่ีไดจะมีความ      
เจือจาง 10-1 ทําการเจือจางตัวอยางเปน 10-2 และ 10-3 ดูดตัวอยางเจือจางท่ี10-1, 10-2 และ 10-3 มา       
1 mL ลงใน อาหาร lauryl tryptose broth (LST) การเจือจางละ 3 หลอด  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35๐C 
เปนเวลา 48  ช่ัวโมง  นําหลอดท่ีมีฟองแกสในหลอดดักแกสและอาหารขุนมาทําการทดสอบการ
ยืนยนัผลหาแบคทีเรียโคลิฟอรมโดยถายเช้ือ 1 loop จากหลอด LST ท่ีมีแกสลงในอาหาร brilliant 
green lactose bile (BGLB) broth 2% ตรวจสอบหลอดที่มีแกสในหลอดดักแกสของอาหาร BGLB 
แสดงวาหลอดนั้นตรวจพบแบคทีเรียโคลิฟอรม  นับจาํนวนหลอดของแตละความเขมขนท่ีตรวจ
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พบแบคทีเรียโคลิฟอรม จากนั้นไปเทียบกบัตาราง MPN 3:3:3  ดังแสดงในตารางภาคผนวก ข-8 
(BAM, 2002) 

 
(3)  จํานวนยีสต และรา 
นําตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหหาจํานวนยสีต และรา โดยใชตัวอยาง 1 g เติม 

peptone dilution water ตัวอยางท่ีไดจะมีความเจือจาง 10-1 ทําการเจือจางตัวอยางเปน 10-2 และ 10-3 

หรือความเจือจางท่ีเหมาะสม  ดูดตัวอยางทดสอบ 1 mL จากการเจือจางท่ีเหมาะสม ใสลงบน      
จานเพาะเช้ือ เทอาหาร dichloran 18% glycerol (DG18) agar  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 25๐C เปนเวลา 5  
วัน  นับจํานวนโคโลนีท่ีอยูในชวง 10-150 cfu/g (BAM, 2001) 

 
3.3.3.2  ศึกษาคุณภาพทางเคมี 
(1)  การวิเคราะห Reducing Sugar 
นําตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหคา reducing sugar โดยวธีิของ AOAC (2000) 

ใชตัวอยาง 2 g ใสลงใน ขวดวัดปริมาตรขนาด 250 mL และเติมน้ํากล่ัน 2 ใน 3 สวนของปริมาตร 
เติม Carrez I และ Carrez II อยางละ 5 mL หลังจากนัน้เขยาใหเขากัน และปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน 
กรองผานกระดาษกรองเบอร 41  นําสวนท่ีกรองได 20 - 50 mL ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด      
100 mL ปรับปริมาตรดวยน้าํกล่ันจนครบ 100 mL  ปเปตมา 20–50 mL  4  เติม Fehling’s solution 
50 mL  และเติมน้ํากล่ัน ใหปริมาตรสุดทายเทากับ 100  mL  ปดฝาดวยกระจกนาฬิกาและนําไปวาง
บนเตาไฟฟา  กรองผาน crucible ภายในใสกระดาษกรองเบอร GF/A  ใช suction flask และลาง
ตะกอนของ cuprous oxide ดวยน้ํารอน จากนั้นลางดวย ethanol 10 mL อบ crucible  ในตูอบท่ี   
103o C เปนเวลา  1 ช่ัวโมง ท้ิงใหเย็นและช่ังน้ําหนกัจดบันทึก  คํานวณคา reducing sugar ในรูปของ 
invert sugar  (g/100 g)   ดังแสดงในภาคผนวก ก-4  

 
(2)  การวิเคราะห Acidity 
นําตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหคา acidity โดยใชตัวอยาง 10 g เติม น้ํากล่ันท่ี

ผานการตม หยด phenolphthalein indicator 2-3 หยด  นําไปปนดวย magnetic stirrer วัดคา pH  ทํา
การไตเตรตดวย 0.05 M NaOH จนได pH 8.5  เติม 0.05 M NaOH ลงไป 10 mL  ทําการไตเตรตกบั 
0.05 M HCl จนได pH เทากับ 8.3  บันทึกปริมาตร 0.05 M HCl ท่ีใชในการไตเตรต  คํานวณคา 
acidity ในรูป milliequivalent/kg  ดังแสดงในภาคผนวก ก-5 (AOAC, 2000) 
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(3)  การวิเคราะห Hydroxymethylfurfural 
นําตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหคา hydroxymethylfurfural โดยใชตัวอยาง 10 g 

เติมน้ํากล่ัน 20 mL แลวเทใส Volumetric flask ขนาด 50 mL ปรับปริมาตรจนครบ 50 mL ดวย    
น้ํากล่ัน  ดูดมา 2 mL เติม 5 mL P-toluidine และ 1 mL Barbituric  acid  ตามลําดับลงในหลอด
ทดลองผสมใหเขากัน  นําไปวัดคา absorbance ดวยเคร่ือง UV/VIS spectrometer ทันทีท่ี          
ความยาวคล่ืน  550 นาโนเมตร  คํานวณหาคา hydroxymethylfurfural ดังแสดงในภาคผนวก ก-6 
(กระทรวงอุตสาหกรรม, 2539) 

 
(4)  การวิเคราะหสารหนู (Arsenic : As) 
นาํตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหปริมาณสารหนู โดยใชตัวอยาง 1 g เติม       

กรดไนตริกเขมขน 5 mL และเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 1 mL  นําไปตมบน hot plate ใหเหลือ
ปริมาตรนอยท่ีสุดเทาท่ีจะเปนไปไดกอนเกิดการตกตะกอน ลางดวย DI water กรองสารละลายถามี
ตะกอน ถายสารละลายท่ีกรองแลวใสขวดปริมาตรขนาด 25 mL ชะดวย DI water  2 คร้ัง ใสในขวด
ปริมาตร ท้ิงใหเยน็ เจือจางจนถึงขีดปริมาตร ผสมใหเขากัน นําไปวิเคราะหปริมาณสารหนูดวย
เคร่ือง Inductively Coupled Plasma-Mass Spectroscopy (ICP-MS) (AOAC, 2000) 

 
(5)  การวิเคราะหสารตะกั่ว (Lead : Pb) 
นําตัวอยางท่ีไดจากข้ันตอน 3.3.3 มาวิเคราะหปริมาณสารตะกั่ว โดยใชตัวอยาง 1 g เติม   

กรดไนตริกเขมขน 5 mL และเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 1 mL  นําไปตม บน hot plate ใหเหลือ
ปริมาตรนอยท่ีสุดเทาท่ีจะเปนไปไดกอนเกิดการตกตะกอน  ลางดวย DI water กรองสารละลายถามี
ตะกอน ถายสารละลายท่ีกรองแลวใสขวดปริมาตรขนาด 25 mL ชะดวย DI water  2 คร้ังใสในขวด
ปริมาตร ท้ิงใหเยน็ เจือจางจนถึงขีดปริมาตร ผสมใหเขากัน นําไปวิเคราะหปริมาณสารตะกัว่ดวย
เคร่ือง Inductively Coupled Plasma-Mass Spectroscopy (ICP-MS) (AOAC, 2000) 


