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ภาคผนวก ก 

 
ภาพผลิตภัณฑน้ําฝรั่ง 

 
 
 

 
รูปภาคผนวก ก1   น้ําฝรั่งที่ผลิตดวยเทคนคิความรอน 

 
 
 
 
 

ชุดควบคุม 

60 วินาที 90 วินาที 120 วินาที 

0 วินาที 30 วินาที 
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     ชุดควบคุม                    400 MPa                        500 MPa                    600 MPa                        700 Mpa 

     ชุดควบคุม                    400 MPa                        500 MPa                    600 MPa                     700 Mpa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวก ก2  น้ําฝรั่งผลิตดวยเทคนิคความดันสูง ที่อุณหภูมิ 30 oC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวก ก3  น้ําฝรั่งผลิตดวยเทคนิคความดันสูง ที่อุณหภูมิ 40 oC 
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     ชุดควบคุม                    400 MPa                        500 MPa                    600 MPa                        700 Mpa 

     ชุดควบคุม                            5 นาที                      10 นาที                      15 นาที                        20 นาที 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวก ก4  น้ําฝรั่งผลิตดวยเทคนิคความดันสูง ที่อุณหภูมิ 60 oC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปภาคผนวก ก5  น้ําฝรั่งผลิตดวยเทคนิคความดันสูงที่ 500 MPa อุณหภูมิ 30 oC 
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ชุดควบคุม เทคนิคความรอนที่ 90 0C 
30 วินาที         60 วินาที 

เทคนิคความดันสูงที่ 500 MPa 
15 นาที           20 นาที 

เร่ิมตน 

7 วัน 

14 วัน 

21 วัน 

28 วัน 

 
 

 
รูปภาคผนวก ก6  น้ําฝรั่งผลิตดวยเทคนิคความรอนและเทคนิคความดนัสูง 

                                                 เก็บรักษาที่ 4 oC เปนเวลา28 วัน 
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ภาคผนวก ข 

 
ตารางผลการทดลอง 

 
ตารางภาคผนวก ข1   คาความสวาง (L) ระหวางการเกบ็รักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปน

เวลา 28 วัน 
 

 คาความสวาง (L) 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 49.14 ± 0.04 55.46 ± 0.21 53.02 ± 0.47 48.50 ± 0.18 49.07 ± 0.07 
7 48.18 ± 0.11 55.44 ± 0.15 54.95 ± 0.20 49.02 ± 0.19 48.66 ± 0.06 
14 48.35 ± 0.27 55.19 ± 0.33 54.02 ± 0.54 48.75 ± 0.37 48.79 ± 0.25 
21 48.28 ± 0.48 55.03 ± 0.27 53.92 ± 0.57  48.59 ± 0.41 48.72 ± 0.12 
28 48.55 ± 0.17 54.59 ± 0.68 53.73 ± 0.83 48.34 ± 0.88 48.88 ± 0.16 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 
 
ตารางภาคผนวก ข2   คาสีแดง-เขียว (a) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปน

เวลา 28 วัน 
 

 คาสีแดง-เขียว (a) 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 -7.40 ± 0.08 -4.28 ± 0.08 -4.09 ± 0.16 -7.49 ± 0.06 -7.39 ± 0.06 
7 -7.24 ± 0.03 -4.43 ± 0.02 -4.23 ± 0.10 -7.39 ± 0.11 -7.12 ± 0.06 
14 -7.10 ± 0.06 -4.35 ± 0.15 -4.11 ± 0.15 -7.21 ± 0.05 -7.12 ± 0.04 
21 -7.04 ± 0.03 -4.22 ± 0.10 -4.07 ± 0.26  -7.17 ± 0.52 -7.08 ± 0.12 
28 -6.88 ± 0.02 -4.13 ± 0.15 -3.88 ± 0.23 -6.94 ± 0.30 -7.06 ± 0.05 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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ตารางภาคผนวก ข3   คาสีเหลือง-น้ําเงิน (b) ระหวางการเก็บรักษาน้าํฝร่ังแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC 

เปนเวลา 28 วนั 
 

 คาสีเหลือง-น้ําเงิน (b) 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 10.83 ± 0.14 14.73 ± 0.13 13.61 ± 0.15 10.40 ± 0.09 10.75 ± 0.09 
7 10.54 ± 0.14 14.21 ± 0.08 14.50 ± 0.13 10.75 ± 0.10 10.12 ± 0.02 
14 10.43 ± 0.11 14.25 ± 0.10 14.12 ± 0.54 10.70 ± 0.10 10.31 ± 0.04 
21 10.35± 0.13 14.39 ± 0.08 14.10 ± 0.05  10.77 ± 0.21 10.35 ± 0.06 
28 10.25 ± 0.05 14.55 ± 0.27 13.66 ± 0.35 10.87 ± 0.89 10.41 ± 0.14 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข4   คาความหนืด (viscosity; cP) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูม ิ 

4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 

 คาความหนืด (cP) 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 12.51 ± 1.56 4.57 ± 0.15 4.75 ± 0.23 14.65 ± 1.01 13.88 ± 1.75 
7 13.35 ± 0.26 5.63 ± 0.08 5.13 ± 0.08 13.52 ± 0.32 11.47 ± 0.23 
14 12.73 ± 0.11 5.94 ± 0.28 5.29 ± 0.05 12.33 ± 1.69 11.38 ± 0.34 
21 12.41 ± 0.31 6.31 ± 0.27 5.44 ± 0.16  11.63 ± 0.17 11.31 ± 1.16 
28 12.28 ± 0.43 6.55 ± 0.34  5.53 ± 0.34 11.18 ± 0.15 11.00 ± 0.18 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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ตารางภาคผนวก ข5   คาความเปนกรด-ดาง (pH) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูปที่อุณหภูมิ  

4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 4.15 ± 0.01 4.16 ± 0.02 4.15 ± 0.01 4.13 ± 0.02 4.12 ± 0.01 
7 4.21 ± 0.01 4.22 ± 0.01 4.23 ± 0.04 4.18 ± 0.02 4.18 ± 0.02 
14 4.27 ± 0.02 4.25 ± 0.01 4.25 ± 0.02 4.20 ± 0.01 4.21 ± 0.01 
21 4.39 ± 0.01 4.25 ± 0.03 4.25 ± 0.01  4.21 ± 0.01 4.20 ± 0.04 
28 4.51 ± 0.02 4.27 ± 0.01 4.26 ± 0.02 4.20 ± 0.01 4.22 ± 0.03 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข6   ปริมาณกรดที่ไตเตรตได (acidity; % citric acid equivalent) ระหวางการ

เก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วนั 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 0.33 ± 0.01 0.34 ± 0.01 0.34 ± 0.02 0.34 ± 0.01 0.34 ± 0.02 
7 0.34 ± 0.01 0.32 ± 0.02 0.32 ± 0.02 0.33 ± 0.19 0.31 ± 0.01 
14 0.33 ± 0.01 0.32 ± 0.02 0.31 ± 0.02 0.33 ± 0.01 0.33 ± 0.01 
21 0.34 ± 0.01 0.32 ± 0.01 0.32 ± 0.02  0.32 ± 0.02 0.33 ± 0.01 
28 0.33 ± 0.01 0.32 ± 0.02 0.31 ± 0.02 0.33 ± 0.01 0.32 ± 0.01 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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ตารางภาคผนวก ข7   ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar; %) ระหวางการเก็บรักษา 

น้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 0.57 ± 0.03 0.54 ± 0.01 0.54 ± 0.01 0.53 ± 0.01 0.53 ± 0.01 
7 0.55 ± 0.01 0.55 ± 0.01 0.54 ± 0.02 0.52 ± 0.01 0.53 ± 0.01 
14 0.51 ± 0.01 0.53 ± 0.03 0.53 ± 0.02 0.49 ± 0.01 0.49 ± 0.02 
21 0.49 ± 0.01 0.53 ± 0.02 0.51 ± 0.03  0.49 ± 0.01 0.49 ± 0.03 
28 0.51 ± 0.02 0.54 ± 0.01 0.54 ± 0.02 0.49 ± 0.01 0.50 ± 0.01 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข8   ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar ; %) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝร่ังแปร

รูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 6.66 ± 0.03 6.61 ± 0.20 6.61 ± 0.46 6.58 ± 0.31 6.65 ± 0.15 
7 6.65 ± 0.73 6.61 ± 1.46 6.64 ± 0.20 6.62 ± 0.19 6.59 ± 0.06 
14 6.61 ± 0.32 6.55 ± 0.15 6.62 ± 0.54 6.55 ± 0.54 6.59 ± 0.25 
21 6.51 ± 0.28 6.57 ± 0.03 6.62 ± 0.11  6.59 ± 0.26 6.52 ± 0.16 
28 6.22 ± 0.08 6.62 ± 0.15 6.58 ± 0.08 6.55 ± 0.08 6.51 ± 0.06 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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ตารางภาคผนวก ข9   ปริมาณวิตามนิซี (vitamin C; mg/100ml) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝร่ัง 

แปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 77.80 ± 0.27 74.20 ± 0.27 72.47 ± 0.20 77.29 ± 0.25 77.76 ± 0.82 
7 76.67 ± 0.10 72.70 ± 0.27 68.57 ± 0.48 77.29 ± 0.48 76.98 ± 0.27 
14 76.35 ± 0.27 74.02 ± 0.14 65.19 ± 0.10 76.75 ± 0.21 76.72 ± 0.16 
21 76.83 ± 0.27 68.57 ± 0.06 69.03 ± 0.30 76.30 ± 0.14 76.16 ± 0.27 
28 76.54 ± 0.41 64.33 ± 0.41 67.46 ± 1.37 75.90 ± 0.48 75.96 ± 0.14 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข10   ปริมาณวิตามนิซีที่เหลืออยู (residue vitamin C content; %) ระหวางการ

เก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วนั 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 100.00 95.37 93.15 99.34 99.95 
7 98.55 93.44 88.14 99.34 98.95 
14 98.14 95.14 86.71 98.65 98.61 
21 98.75 88.14 88.73 98.07 97.89 
28 98.38 82.69 83.79 97.56 97.63 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาความสัมพันธเมื่อเทียบกับคาเริ่มตนของชุดควบคุม 
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ตารางภาคผนวก ข11   ปริมาณเพคติน (pectin; mg/100 ml) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูป 
                                     ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วนั 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 6.85 ± 0.04 7.04 ± 0.03 6.99 ± 0.02 6.70 ± 0.03 6.63 ± 0.03 
7 6.41 ± 0.03 6.96 ± 0.03 6.90 ± 0.02 6.66 ± 0.03 6.54 ± 0.02 
14 6.09 ± 0.04 6.89 ± 0.02 6.87 ± 0.04 6.60 ± 0.02 6.52 ± 0.02 
21 5.75 ± 0.04 6.87 ± 0.04 6.81 ± 0.01 6.52 ± 0.03 6.43 ± 0.02 
28 5.24 ± 0.04 6.79 ± 0.03 6.75 ± 0.02 6.43 ± 0.02 6.37 ± 0.03 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข12  คากิจกรรมของเอนไซมเพคตินเมทิลเอสเทอรเรส (pectin methylesterase; 

unit/ml) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูม ิ 4 oC เปนเวลา 28 
วัน 

 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 0.95 ± 0.02 0.33 ± 0.02 0.27 ± 0.01 0.69 ± 0.02 0.64 ± 0.01 
7 0.83 ± 0.02 0.31 ± 0.01 0.30 ± 0.01 0.66 ± 0.02 0.65 ± 0.02 
14 0.85 ± 0.01 0.36 ± 0.01 0.31 ± 0.02 0.65 ± 0.01 0.69 ± 0.02 
21 0.85 ± 0.01 0.36 ± 0.02 0.33 ± 0.01 0.67 ± 0.01 0.65 ± 0.01 
28 0.79 ± 0.01 0.42 ± 0.01 0.37 ± 0.01 0.75 ± 0.01 0.70 ± 0.01 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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ตารางภาคผนวก ข13   คากจิกรรมของเอนไซมเพคตินเมทิลเอสเทอรเรสที่เหลืออยู (residual 

pectin methylesterase activity;%) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝรั่งแปรรูป
ที่อุณหภูมิ    4 oC เปนเวลา 28 วัน 

 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 100.00 34.74 28.42 72.63 67.37 
7 87.37 32.63 31.58 69.47 68.42 
14 89.47 37.89 32.63 68.42 72.63 
21 89.47 37.89 34.74 70.53 68.42 
28 83.16 44.21 38.95 78.95 73.68 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาความสัมพันธเมื่อเทียบกับคาเริ่มตนของชุดควบคุม 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข14   คากิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส (peroxidase ; unit/ml) ระหวาง

การเก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 6.52 ± 0.06 ND ND 3.52 ± 0.13 3.38 ± 0.24 
7 6.13 ± 0.17 ND ND 3.80 ± 0.20 3.66 ± 0.24 
14 4.69 ± 0.11 ND ND 4.01 ± 0.21 3.95 ± 0.19 
21 3.94 ± 0.16 ND ND 4.11 ± 0.24 4.37 ± 0.17 
28 2.60 ± 0.04 ND ND 4.35 ± 0.21 4.71 ± 0.10 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
     ND =  ตรวจไมพบ (not detected) 
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ตารางภาคผนวก ข15 คากิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เหลืออยู (residual peroxidase 

activity;%) ระหวางเก็บรักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูม ิ 4 oC เปนเวลา 28 
วัน 

 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 100.00 0.00 0.00 53.99 51.84 
7 94.02 0.00 0.00 58.28 56.13 
14 71.93 0.00 0.00 61.50 60.58 
21 60.43 0.00 0.00 63.04 67.02 
28 39.88 0.00 0.00 66.72 72.24 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาความสัมพันธเมื่อเทียบกับคาเริ่มตนของชุดควบคุม 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข16   คากจิกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase; 

unit/ml) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 
วัน 

 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 2.16 ± 0.02 1.44 ± 0.02 1.13 ± 0.01 1.65 ± 0.03 1.78 ± 0.01 
7 2.20 ± 0.01 1.40 ± 0.01 1.13 ± 0.02 1.71 ± 0.10 1.80 ± 0.02 
14 2.14 ± 0.02 1.41 ± 0.01 1.15 ± 0.01 1.87 ± 0.27 1.92 ± 0.02 
21 2.09 ± 0.02 1.43 ± 0.01 1.14 ± 0.02 1.98 ± 0.48 1.89 ± 0.01 
28 2.03 ± 0.03 1.49 ± 0.01 1.19 ± 0.02 1.92 ± 0.17 1.87 ± 0.01 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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ตารางภาคผนวก ข17  คากิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสที่เหลืออยู (residual 

polyphenol- -oxidase activity) ระหวางการเก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูปที่
อุณหภูมิ 4 oC   เปนเวลา 28 วัน 

 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 100.00 66.67 52.31 82.41 76.39 
7 101.85 64.81 52.31 83.33 79.17 
14 99.07 65.28 53.24 88.89 86.57 
21 96.76 66.20 52.78 87.50 91.67 
28 93.98 68.98 55.09 86.57 88.89 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาความสัมพันธเมื่อเทียบกับคาเริ่มตนของชุดควบคุม 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข18  ปริมาณเชื้อจุลินทรยีทั้งหมด (total plate count ; log cfu/ml) ระหวางการ

เก็บรักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วนั 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 3.49 ND ND ND ND 
7 3.48 ND ND ND ND 
14 3.59 < 1.4 < 1.4 ND ND 
21 3.86 < 1.4 < 1.4 ND ND 
28 4.01 < 1.4 < 1.4 ND ND 

หมายเหตุ  :  ND =  ตรวจไมพบ (not detected) 
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ตารางภาคผนวก ข19  ปริมาณเชื้อยีสตและรา (yeast and mold; log cfu/ml) ระหวางการเกบ็

รักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 3.43 ND ND ND ND 
7 3.54 ND ND ND ND 
14 3.76 < 1.4 < 1.4 ND ND 
21 3.90 < 1.4 < 1.4 ND ND 
28 3.87 < 1.4 < 1.4 ND ND 

หมายเหตุ  :  ND =  ตรวจไมพบ (not detected) 
 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข20  ปริมาณโคลิฟอรมแบคทีเรีย (coliform bacteria; MPN/ml) ระหวางการ

เก็บรักษาน้ําฝร่ังแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วนั 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 
7 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 
14 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 
21 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 
28 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 
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ตารางภาคผนวก ข21  คาคะแนนทดสอบทางประสาทสัมผัสดานสี (colour) ระหวางการเก็บรักษา

น้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 7.40 ± 0.84 3.80 ± 1.03 3.80 ± 1.40 7.00 ± 1.41 7.20 ± 1.03 
7 7.70 ± 0.82 4.00 ± 1.85 3.50 ± 1.43 7.60 ± 0.52 7.10 ± 0.88 
14 7.30 ± 0.95 3.60 ± 1.84 3.60 ± 1.07 7.00 ± 0.41 7.20 ± 1.03 
21 7.20 ± 0.63 3.70 ± 0.95 3.60 ± 1.17 7.30 ± 0.95 7.10 ± 0.88 
28 7.10 ± 0.74 3.90 ± 0.99 3.90 ± 1.29 7.10 ± 0.88 7.20 ± 0.63 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 15 ซ้ํา 
     ทดสอบโดยวิธี 9-point hedonic scale คะแนนเต็ม 9 คะแนน 

 
 
 
 
ตารางภาคผนวก ข22  คาคะแนนทดสอบทางประสาทสัมผัสดานกลิ่น (odor)  ระหวางการเก็บ

รักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 7.20 ± 0.79 4.10 ± 1.66 3.70 ± 1.64 7.10 ± 1.10 7.10 ± 1.10 
7 7.30 ± 1.16 4.10 ± 0.74 4.30 ± 0.95 7.20 ± 0.79 6.80 ± 1.23 
14 7.00 ± 0.82 4.00 ± 0.67 4.10 ± 0.74 7.20 ± 0.79 7.10 ± 0.88 
21 6.70 ± 0.82 4.00 ± 0.67 4.00 ± 0.67 7.20 ± 0.79 7.20 ± 0.92 
28 5.70 ± 0.95 3.80 ± 0.42 3.60 ± 0.70 7.30 ± 0.67 7.30 ± 0.82 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 15 ซ้ํา 
     ทดสอบโดยวิธี 9-point hedonic scale คะแนนเต็ม 9 คะแนน 
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ตารางภาคผนวก ข23   คาคะแนนทดสอบทางประสาทสัมผัสดานลักษณะปรากฎระหวางการเก็บ

รักษาน้ําฝรั่งแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 28 วัน 
 
ระยะเวลา ชุดควบคุม เทคนิคความรอน  (90 0C) เทคนิคความดันสูง  (500 MPa) 

(วัน)  30 วินาที 60 วินาที 15 นาที 20 นาที 
0 7.50 ± 0.71 3.90 ± 1.37 3.60 ± 1.26 7.60 ± 0.52 7.40 ± 0.52 
7 7.40 ± 0.42 4.00 ± 1.25 4.00 ± 0.67 7.30 ± 0.48 7.30 ± 0.67 
14 6.90 ± 0.57 3.90 ± 1.10 4.00 ± 0.82 7.20 ± 0.63 7.30 ± 0.67 
21 6.60 ± 1.17 3.90 ± 0.88 3.90 ± 1.10 7.30 ± 0.67 7.20 ± 0.79 
28 6.00 ± 1.05 3.80 ± 0.92 3.90 ± 0.74 7.30 ± 0.67 7.40 ± 0.07 

หมายเหตุ  : ขอมูลเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 15 ซ้ํา 
     ทดสอบโดยวิธี 9-point hedonic scale คะแนนเต็ม 9 คะแนน 
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ภาคผนวก ค 

 
แบบทดสอบทางประสาทสัมผัส 

 
แบบทดสอบทางประสาทสัมผัสผลิตภัณฑน้ําฝรัง่ 

 
 

ชื่อผูทดสอบ………………………………………………………….
วันที…่………………………. 
 
โปรดทําการทดสอบผลิตภัณฑตัวอยางในดานสีที่ปรากฏ  กล่ิน  และการยอมรับรวม  พรอมทั้งให
ระดับความชอบตอผลิตภัณฑดังกลาว  ตามระดับคะแนนดังตอไปนี ้
 
 คะแนน  9 =  ชอบมากที่สุด  4 =  ไมชอบเล็กนอย 
   8 =  ชอบมาก   3 =  ไมชอบ 
   7 =  ชอบ   2 =  ไมชอบมาก 
   6 =  ชอบเล็กนอย  1 =  ไมชอบมากที่สุด 
   5 =  เฉยๆ 
 
     รหัสผลิตภัณฑตัวอยาง 
    ____ ____ ____ ____ ____ ____ 
 

สีที่ปรากฎ  …… …… …… …… …… ……  
กล่ิน   …… …… …… …… …… …… 
ลักษณะปรากฏ  …… …… …… …… …… …… 
 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
           ขอขอบคุณ 
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ภาคผนวก ง 

 
การวิเคราะหคุณภาพ 

 
การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 

 
การวัดสีระบบ Hunter ตามวิธีของ Minolta Co., Ltd.  

 
เปนการวดัคาสี L คาสี a และคาสี b ของผลิตภัณฑดวยเครื่องวัดสี Colorimeter ยีห่อ 

Minolta รุน CR300 โดยคา L เปนคาความสวาง (lightness) a เปนคาสีแดงและสีเขยีว 
(redness/greenness) และ b เปนคาสีเหลืองและสีน้ําเงนิ (yellowness/blueness) 

 L   คือ  คาความสวาง    มีคาอยูในชวง 0 ถึง 100 
 a   คือ  คาสีแดงและสีเขียว  เมื่อ a  มีคาบวก  เปนสีแดง 
      เมื่อ a  มีคาลบ    เปนสีเขียว 
 b   คือ  คาสีเหลืองและสีน้ําเงิน  เมื่อ b  มีคาบวก   เปนสีเหลือง 
      เมื่อ b   มีคาลบ    เปนสีน้ําเงิน 

กอนการวัดสทีุกครั้งตองการปรับมาตรฐานเครื่อง (calibration) โดยใชแผนสีขาว
มาตรฐาน (white blank;  L=97, a=-0.18, b=1.84) แลวจึงวัดสีของผลิตภัณฑ  
 
การวัดความหนืด (Viscosity) ตามวิธีของ Cannon Co., Ltd. (1998) 

 
วัดความหนดืของน้ําฝรั่งดวย rotating cylinder (Cannon, Model V-2000 series 

II) ใชspindle เบอร 1 ความเร็วรอบ 6 รอบ/นาที แรงเฉือน 7.34 /วนิาที ปเปตน้ําฝร่ังปริมาตร 25 
ml โดยวัดที่อุณหภูมิสารละลาย 25 oC ความหนืดทีว่ัดไดมีหนวยเปน cP 
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การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี 
 
การวิเคราะหหาปริมาณความชื้น (AOAC, 2000)  
 

1. อบกระปองอบความชื้นพรอมฝาที่ตูอบไอรอนแบบไฟฟาที่อุณหภูมิ 100±2 oC นาน 30 
นาที ทําใหเยน็ในโถดูดความชื้นนาน 30 นาที ชั่งน้ําหนกั(W1) 

2. ชั่งตัวอยางที่ทราบน้ําหนักทีแ่นนอนใสในกระปองอบความชื้นที่อบและชั่งน้ําหนกัไว
เรียบรอยแลว(W2) 

3. กระปองอบความชื้นพรอมฝาโดยเปดฝาออกไปอบที่ตูอบไอรอนแบบไฟฟาที่อุณหภูม ิ
100±2  oC นาน 3 ชั่วโมง 

4. นํากระปองอบความชื้นออกจากตูอบไอรอนแบบไฟฟา โดยปดฝาทนัที และทําใหเยน็
ในโถดูดความชื้นนาน 30 นาที ช่ังน้ําหนกัที่แนนอน 

5. นําไปอบตออีก 1 ชั่วโมงจนไดน้ําหนักที่คงที่ (W3) 
(W2-W3)×100 

เปอรเซ็นตความชื้น =     
                                              W2-W1 

 
 
การวิเคราะหปริมาณโปรตนีโดยวิธีเจลดาหล  (AOAC, 2000) 
 
อุปกรณ 

1. ขวดเจลดาหล (Kjeldahl method) ขนาด 250 ml  
2. สคูป (scoop) 

3. บิวเรต  ขนาด 50 ml 
4. กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 100 ml 

5. ขวดน้ํากลั่น (wash bottle) ขนาด 250 ml 

6. ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 250 ml 

7. ชุดกลั่นโปรตีน (distillation apparatus) 
8. ชุดยอยโปรตนี (digesion unit) 
9. เครื่องชั่งสําหรับงานวิเคราะห (analysis balance) 
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สารเคมี 
1. กรดซัลฟวริกเขมขน (sulfuric acid : H2SO4) ความเขมขน 98% (w/v) 
2. คะตะลิสตผสมอัตราสวนระหวางคอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate : CuSO2.5H2O)

ปราศจากไนโตรเจน 3.5 %(w/w) , โซเดียมซัลเฟต (sodium sulfate : Na2SO4) 
ปราศจากไนโตรเจน 96 %(w/w) ,ซิลิเนียมไดออกไซด (selenium dioxide : SeO2) 
ปราศจากไนโตรเจน 0.5%(w/w) 

3. เม็ดเดือด (glass beat) 

4. โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide : NaOH) ความเขมขน 40 %(w/v) 
5. กรดซัลฟวริก (sulfuric acid : H2SO4) ความเขมขน 0.1 N มีอายุการเก็บรักษา 1 เดือน 

หากครบกําหนดเวลาดังกลาวใหนําสารละลายไปหาความเขนขนที่แนนอนใหม หรือ
นําไปใชงานอืน่ที่ไมตองการความเขมขนทีแ่นนอน 

6. อินดิเคเตอรผสม (mix indicitor) ประกอบดวยเมทิลเรด (methyl red) ความเขมขน 0.2 
%(w/v) ในแอลกอฮอล ผสมกับโบรโมครีซอลกรีน (bromocresol green) ความเขมขน 
0.2 %(w/v) ในแอลกอฮอล อัตราสวน 1 : 5  

7. กรดบอริก ความเขมขน 4 %(w/v) 

 
วิธีวิเคราะห 

1. ชั่งตัวอยางที่มนี้ําหนกัที่แนนอนประมาณ 0.5 – 2.0 g (W) ถายตัวอยางลงในหลอดเจ
ลดาลห ทํา blank ควบคูกันไปดวย 

2. เติมคะตะลิสตผสมจํานวน 8 g 
3. เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 20 ml โดยเอยีงขวดและคอยๆรินกรดลงขางๆหลอด เพือ่ลาง

ตัวอยางที่อาจติดอยูขางหลอดใหหมด และคอยๆเขยาตัวอยางเบาๆ 
4. นําไปยอยที่ชุดยอยโปรตีนในตูควันโดยใชความรอนระดับ 5 ประมาณ 1 ชั่วโมงและจึง

เพิ่มเปนความรอนระดับ 10 อีกประมาณ 2 ชั่วโมงหรือจนกระทั่งสารละลายใสจะปดชุด
ยอย รอจนกระทั่งสารละลายเยน็ลงในอณุหภูมหิอง หามนําหลอดยอยไปทําใหเยน็โดยใช
น้ําเพราะจะทําใหหลอดยอยแตกได 

5. นําสารละลายที่ไดตอกับเครือ่งกล่ันโปรตีน โดยนําขวดรูปชมพูที่มีกรดบอริกจํานวน 50 
mlและเติมอินดิเคเตอรผสม ลงไป 6 – 10 หยด 
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6. อัตราการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดใหมีปริมาณมากเกินพอ (ประมาณ 70 ml) 
ขอสังเกต ถาปริมาณดางมากเกินพอสารละลายจะมีสีดํา ถายังไมเกดิสีดําใหเตมิสารละลาย 

NaOH ลงไปอีก 5 – 10 ml 
6.1 เปดเครื่องเริ่มทําการกลั่น โดยใหทํา blank กอนตัวอยาง 
6.2 นําสารละลายที่กล่ันไดไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟวริก จนไดจุดยตุิ

คือสังเกตสีชมพูปรากฏขึ้นและสารละลายสีเทาอมมวง 
                                                                                                                   ( Va – Vb ) x N.H2SO4 x 1.4007 
 ปริมาณไนโตรเจนรอยละของน้ําหนกั =  
         W 
เมื่อ 
        Va =   ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟวริกที่ใชในการไทเทรตตัวอยาง หนวย ml 
        Vb =   ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟวริกที่ใชในการไทเทรต blank หนวย ml 

        N.H2SO4   =   ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟวริก หนวย N 
        W  =  น้ําหนักตวัอยาง หนวย ml 
 
 ปริมาณโปรตีน รอยละของน้ําหนกั =ปริมาณไนโตรเจนรอยละของน้ําหนัก x แฟกเตอร 
 
 
การวิเคราะหปริมาณไขมันโดยวิธีซอรคเลต (AOAC, 2000) 
 
อุปกรณ 

1. บิกเกอร (beaker) ขนาด 50 ml 
2. ขวดกนกลม ขนาด 250 ml 
3. ทิมเบอรกระดาษ ( cellulose thimble ) 
4. กระดาษกรอง whatman เบอร 42 
5. เดซิเคเตอร (desicater ) ที่มีสารดูดความชืน้ เชน ซิลิกา 

 
สารเคมี 
        ไดเอทิล อีเทอร (diethyl ether) 
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วิธีวิเคราะห 
1. อบขวดกนกลมดวยตูอบไฟฟา ที่อุณหภูม ิ 100 ± 2°C นาน 30 นาที ทําใหเยน็ในเดซิเค

เตอร ชั่งน้ําหนัก (W1) 
2. ช่ังตัวอยางที่ผานการอบไลความชื้นแลว โดยใชเครื่องชั่งสําหรับงานวิเคราะหปริมาณ 2 g 

(W) ใสในบกีเกอร เทผานกรวยกรองลงในทิมเบอรทีม่ีกระดาษกรองรองรับภายใน แลว
วางทิมเบอรลงในชุดซอลกเลต 

3. สกัดโดยใชไดเอทิลอีเทอร ตามเวลาที่กําหนด (ขึ้นกับปรมิาณไขมันในตัวอยาง) 
4. เมื่อทําการสกัดครบตามเวลาที่กําหนดแลวใหระเหยอีเทอรออกจากตัวอยาง 
5. นําขวดกนกลมที่มีไขมันเหลืออยูไปอังที่เครื่องอังไอน้ําจนอีเทอรระเหยหมด แลวนําไป

อบที่ตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 100 – 105 °C นาน 30 นาที ทําใหเย็นในเดซิเคเตอร ชั่งน้ําหนัก 
6. อบตออีกครั้ง คร้ังละประมาณ 30 นาที จนไดน้ําหนกัคงที่ (น้ําหนักคงที่คือผลตางระหวาง

การชั่งสองครั้งติดตอกันมีคาไมเกิน 2 mg) ชั่งน้ําหนัก (W2) 
      (W2 – W1) x 100 

ปริมาณไขมัน รอยละของน้ําหนัก =   
         W 
 เมื่อ  
 W1 = น้ําหนกัขวดกนกลม เปน g 
 W2 = น้ําหนกัขวดกนกลมและไขมัน เปน g 
 W = น้ําหนกัตัวอยาง เปน g 
 
การวิเคราะหกากโดยวิธีการยอยดวยกรดและดาง (AOAC, 2000) 
 
อุปกรณ 

1. เตาใหความรอนแบบไฟฟา 
2. เตาเผาเถา 
3. ตูอบลมรอน 
4. เดซิเคเตอร 
5. บิกเกอร 500 ml 
6. กรวยบุชเนอร 
7. ถวยกระเบื้อง 
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สารเคมี 
1. โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide : NaOH) ความเขมขน 1.25 % (0.313±0.005 

N) 
2. เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol :C2H5OH) ความเขมขน 95 % 
3. กรดซัลฟูริก (sulfuric acid: H2SO4) ความเขมขน 1.25 % (0.255±0.005 N) 
 

วิธีวิเคราะห 
1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักทีแ่นนอน โดยใชบิกเกอรใสตวัอยาง 1 g และชั่งน้ําหนกั(W1) 

ถายตัวอยางลงในบิกเกอรแลวช่ังน้ําหนักบกิเกอรที่ถายตวัอยางออกเรียบรอยแลว(W2)  
2. ตวงสารละลายกรดซัลฟูริก จํานวน 200 ml ดวยกระบอกตวงถายใสบิกเกอรแลวนาํไปตม

บนเตาไฟฟาโดยปดปากบิกเกอรดวยกระจกนาฬกิา 
3. เมื่อสารละลายกรดซัลฟูริกเริ่มเดือด จึงถายลงในบิกเกอร โดยการหมนุบิกเกอรแลวใชกรด  

ซัลฟูริกคอยๆ ลางตัวอยางทีต่ิดขางบิกเกอรออก 
4. นําไปตมบนเตาไฟฟา โดยใชขวดกนกรมปดปากของบิกเกอรใหสนิทเพื่อปองกันการ

ระเหยของสารละลาย เมื่อเริ่มเดือดจับเวลา 30 นาที 
5. กรองทันที่ดวยกรวยบุชเนอรทีมีผากรองโดยใชแรงสุญญากาศ 
6. ฉีดลางสิ่งที่เหลือบนบิกเกอร ดวยน้ํารอนหลายๆครั้งลงในกรวยบุชเนอร 
7. ลางสิ่งที่ตกคางบนผากรองดวยน้ํารอนจนหมดกรด ทดสอบดวยสารละลายที่กรองไดไม

เปล่ียนสีกระดาษลิตมัสสีน้ําเงินเปนแดง 
8. ตวงสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 200 ml ใสในบิกเกอรที่ใชตมดาง นําไปตมใหเดือด

บนเตาไฟฟา แลวลางกากบนผากรองลงในบิกเกอรใบเดิมใหหมด 
9. นําไปตมบนเตาไฟฟา โดยใชขวดกนกลมปดปากของบิกเกอรใหสนิทเพื่อปองกันการ

ระเหยของสารละลาย เมื่อเริ่มเดือดจับเวลา 30 นาที 
10. กรองทันทีผานกรวยบุชเนอรซ่ึงบุดวยกระดาษกรอง ทีต่ัดพอดีและฉดีน้ําใหแนบสนิทกับ

กรวยบุชเนอรแลว 
11. ฉีดลางสิ่งที่เหลือบนบิกเกอร ดวยน้ํารอนหลายๆ คร้ังลงในกรวยบุชเนอร 
12. ลางสิ่งที่ตกคางบนกระดาษกรอง ดวยน้ํารอนจนหมดดาง ทดสอบดวยสารละลายที่กรอง

ไดไมเปล่ียนสีกระดาษลิตมัสแดงเปนสีน้ําเงิน 
13. ถายกากใสถวยกระเบื้องที่ทนรอนดวยน้ํารอนจนหมดกากนําไประเหยน้ําออกโดยใชอาง

น้ํารอนจนแหง 
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14. นําไปอบที่ตูอบลมรอนอุณหภูมิ 100±2 oC นาน 3 ชั่วโมง ทําใหเยน็ในเดซิเคเตอร ชั่ง
น้ําหนกั (W3) 

15. เผาดวยกระเบือ้งพรอมกากที่อบเรียบรอยแลวในเตาเผาอุณหภูมิ 550±25 oC นาน 1ชั่วโมง 
ทําใหเย็นในเดซิเคเตอร ชั่งน้ําหนัก (W4) 

(W3 - W4) (100 - %H2O - %fat) 

              ปริมาณกากรอยละของน้ําหนัก  =  
                                                                                            (W1 - W2) 

การวิเคราะหปริมาณเถา (AOAC, 2000) 
 

1. เผาถวยกระเบือ้งเคลือบในเตาเผาไฟฟาทีอุ่ณหภูมิ 525-550 oC นาน 30 นาที จากนัน้ทําให
เย็นในเดซิเคเตอรชั่งน้ําหนกั(W1) และใสตัวอยางทันทีในถวยกระเบื้องเคลือบ ชั่งใหได
น้ําหนกัแนนอนประมาณ 2-3 g (W2) 

2. นําไปเผาดวยไฟออนบนเตาไฟฟาโดยเพิ่มความรอนขึ้นทลีะนอยจนตัวอยางไหมเกรียม 
และเผาตอดวยตะเกียงบนุเซนใหหมดควนั ในกรณีทีต่ัวอยางเปนของเหลวหนืดกึง่แข็งกึ่ง
เหลวใหนําตวัอยางไประเหยแหงบนเครื่องอังน้ํากอนนําไปเผาบนเตาไฟฟา 

3. นําไปเผาตอในเตาเผาไฟฟาที่อุณหภูมิ 525-550 oC จนไดเถาสีขาว 
4. ทําใหเย็นในเดซิเคเตอรช่ังน้ําหนักไว(W3) 

    (W3-W1)×100 
                       ปริมาณเถารอยละของน้ําหนัก =  
                                                                                   (W2-W1) 

 
การวิเคราะหหาความเปนกรด- ดาง  (AOAC, 2000) 
 

นําน้ําฝรั่งไปวดัคาความเปนกรด-ดาง (pH) โดยใชเครื่องวัดความเปนกรดดาง (Hanna 

instrument, Model HI 9321) ซ่ึงไดมีการปรับคามาตรฐานดวยสารละลายมาตรฐานที่มี pH 
เทากับ 4.00 และ 7.00 ตามลําดับแลว ทําการวิเคราะหทั้งหมด 3 ซํ้าแลวหาคาเฉลี่ย 
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การวิเคราะหหาปริมาณกรดทั้งหมด (AOAC, 2000) 
 
สารเคมี 

1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 0.1 M โดยละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด 4 g ดวยน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 L โดยใชขวดปรับปริมาตร แลวนําไปหาความ
เขมขนที่แนนอน 

2. ฟนอฟธาลีน (phenolthalein) เตรียมโดยช่ังฟนอฟธาลีน 1 g : 95% เอทิลแอลกอฮอล 
(ethyl alcohol :C2H5OH) 60 ml แลวเตมิน้ําใหครบ 100 ml 

 
อุปกรณ 

1. ขวดปรับปริมาตร 1000 ml 
2. ปเปตปรับปริมาตร 10 ml 
3. กระดาษกรอง เบอร 1  
4. ฟลาสก ขนาด 125 ml 
5. บิวเรต ขนาด 25 ml 
 

วิธีวิเคราะห 
1. ช่ังน้ําหนกัตัวอยาง 10 g ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวยน้ํากลั่น แลวนําตัวอยางที่ไดมา

กรองผานกระดาษกรองเบอร 1 
2. ปเปตสารละลายใส 10 ml ลงในฟลาสก ขนาด 125 ml หยดฟนอฟธาลีน (อินดิเคเตอร) 2 

– 3 หยด 
3. นํามาไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 M จนสารละลายใส

กลายเปนสีชมพู จึงหยุดทําการไทเทรต 
4. จดบันทึกจํานวนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 M ที่ใชไปในการไตเต

รทแลวนํามาคาํนวณหาปริมาณกรดทั้งหมด  
 

        1 ml ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 M สมมูลกับกรดซิตริก 0.07005 g 
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                                                         a  x M x 0.07005 x 100 
 % citric acid  =   

                     10 
 เมื่อ   a  =  จํานวนปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
  M = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
 
การวิเคราะหปริมาณวติามนิซี  (AOAC, 2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 

1. เตรียมสารละลายกรดออกซาลิค (oxalic acid) ความเขมขน 0.4 %(w/v) โดยช่ังกรดออก
ซาลิค 0.4 g ละลายในน้ํากลัน่ แลวปรับปรมิาตรใหครบ 100 ml โดยใชขวดปรับปริมาตร 

2. เตรียมสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐาน โดยช่ัง 2,6 dichlorophenolindophenol 0.05 g 
ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 ml โดยใชขวดปรบัปริมาตร แลวกรอง
สารละลายนี้เก็บในตูเย็นได 2 – 3 สัปดาห กอนใชทกุครั้งควรไตเตรตเทียบกับสารละลาย
วิตามินซีมาตรฐาน 

3.  เตรียมสารละลายวิตามินซีมาตรฐาน โดยชั่ววิตามนิซีบริสุทธิ์ 0.05 g ละลายในสารละลาย
กรดออกซาลิคความเขมขน 0.4 %(w/v) จํานวน 60 ml เติมน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรให
ครบ 250 ml โดยใชขวดปรบัปริมาตร สารละลายวิตามนิซีที่ได 1 ml มีวิตามินซี 0.2 mg 
สารละลายนี้เตรียมทันทีกอนใช 

 
วิธีวิเคราะห 

ปเปตน้ําฝรั่งตัวอยางมา 50 ml ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 ml เติมสารละลาย
กรดลงไป 25 ml แลวปรับปริมาตร 100 ml ดวยน้ํากลัน่ ผสมใหเขากัน ปเปตน้ําฝร่ังที่เจือจางแลว
มา 10 ml ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 ml ไตเตรตดวยสารละลายอินโดฟนอลจนกระทั่งไดสีชมพู
ออน ซ่ึงสีจะคงตัวนานกวา 15 วินาที จดปริมาตรสารละลายอินโดฟนอลที่ใช ทําการไตเตรตซ้ํา 3 
คร้ัง ปเปตสารลายวิตามินซีมาตรฐานมา 10 ml ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 ml ไตเตรต
เชนเดยีวกับน้าํฝรั่งตัวอยาง คํานวณหาปรมิาณวิตามนิซีในน้ําฝรั่ง ในรปู mg/ 100 ml 
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การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซและน้ําตาลทั้งหมด  (AOAC, 2000)  
 
สารเคมีท่ีใช 

1. น้ําตาลกลูโคส ความเขมขน 15 g / L 
2. กรดซัลฟูริก ความเขมขน 1.5 M 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 10 % (w/v) 
4. สารละลาย DNS เตรียมโดยละลาย 3,5-dinitrosalisylic acid 10 g ในสารละลาย 200 

ml ของ 2 M สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด อุนและคนตลอดเวลา จากนัน้ละลาย
โซเดียมโปแตสเซียมทารเทรท 300 g ในน้ํากลัน่ 500 ml นําสารละลายที่ไดผสมเขา
ดวยกัน แลวปรับปริมาตรใหได 1 L ดวยน้าํกลั่น จากนั้นเก็บในขวดสีชา 

 
การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.25 และ 1.5 mg/ml 
ปเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่เตรียมไวใสลงในหลอดทดลองอยางละ 1 ml เติมสารละลาย 
DNS 1 ml และเติมน้ํากลั่น 2 ml นําไปตมในน้ําเดือด นาน 5 นาที แลวจุมลงในน้ําเย็นทันที จากนั้น
ปรับปริมาตรใหเปน 20 ml แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm 

 
วิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

1. ชั่งตัวอยางประมาณ 3 g ใสใน flask เติมน้ํากลั่น 50 ml แลวนําไปอุนใน Water bath 50 
oC นาน 10 นาที 

2. กรองดวยกระดาษกรอง ลางสวนที่เหลือบนกระดาษกรองแลวปรับปริมาตรใหได 100 ml 
ใน volumetric flask  

3. ดูดสารละลาย 10 ml แลวปรับปริมาตรใหเปน 250 ml แลวดูดมา 1 ml เติมสารละลาย 
DNS  1 ml และน้ํากลั่น 2 ml ผสมใหเขากันดวย votex mixer 

4. นําไปตมน้ําเดอืด นาน 5 นาที แลวจุมลงในน้ําเยน็ทันที จากนั้นปรับปริมาตรใหได 20 ml 
แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm 

 
 
 
 

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



 91

วิธีวิเคราะหน้ําตาลทั้งหมด 
1. ชั่งตัวอยางประมาณ 1.0 – 1.2 g เติม 1.5 M กรดซัลฟูริก จํานวน 10 ml นําไปตมในน้ํา

เดือด นาน 20 นาที แลวจุมลงในน้ําเย็นทนัที 
2. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 10 % จํานวน 12 ml เขยาใหเขากนั 

จากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ดูดมา 10 ml แลวปรับ
ปริมาตรใหเปน 250 ml 

3. จากนั้นดูดสารละลายมา 1 ml เติมสารละลาย DNS 1 ml และน้ํากลั่น 2 ml เขยาใหเขากนั 
นําไปตมในน้าํเดือด นาน 5 นาที แลวจุมลงในน้ําเย็นทนัที 

4. ปรับปริมาตรใหเปน 20 ml แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm 
 
การวิเคราะหปริมาณเพคตนิท้ังหมด (IFJU, 1964) 
 
การเตรียมสารเคมี 

1. เอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 95 % 
2. เตรียมสารละลายเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 63 % โดยตวง 95 % เอทิลแอลกอฮอล

ปริมาณ 65 ml เติมน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 100 ml 
3. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 M โดยช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด

ปริมาณ 4 g ละลายและปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหครบ 100 ml 
4. เตรียมสารละลายแอมโมเนยีมออกซาเลต ความเขมขน 0.75 % โดยช่ังแอมโมเนียมออกซา

เลตจํานวน 0.75 g ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 ml 
5. สารละลาย anti-foaming agent 

6. เตรียมสารละลายแอลกอฮอลคารบาโซล (alcohol carbazole) ความเขมขน 0.1% โดยช่ัง
คารบาโซล ปริมาณ 0.1 g ละลายและปรบัปริมาตรดวยเอทิลแอลกอฮอลใหครบ 100 ml 
โดยเตรียมขึน้มาใหมทุกครั้งเพื่อใชในการวิเคราะห 
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การแยกตะกอนสารประกอบเพคตินท้ังหมด  
1. ปเปตตัวอยางมาครั้งละ 15 ml ใสในหลอดหมุนเหวีย่ง ขนาด 50 ml แลวหยดสารละลาย

ตานการเกดิโฟม (anti-foam) 1-2 หยด 
2. เติมเอทิลแอลกอฮอลความเขมขน 95 % อุณหภูมิ 75 oC ปริมาณ 25 ml ใสในหลอดหมุน

เหวีย่ง คนใหเขากันดวยแทงแกว จากนั้นน้าํไปแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 85 oC เปน
เวลา 10 นาที ระหวางนั้นใชแทงแกวคนบางครั้ง เมื่อครบเวลานําหลอดหมุนเหวีย่งขึน้ลาง
แทงแกวคนดวยเอทิลแอลกอฮอลอีก 10 ml 

3. นําหลอดหมนุเหวีย่งมาแยกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่อัตราเร็ว 4500 
รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากนัน้คอยๆเทสวนของเหลวทิ้งไป นาํตะกอนทีไ่ดมาทํา
การสกัดตอ 

4. ทําการสกัดซ้ําตามขั้นตอนขอ 2 และ 3 โดยเติมเอทลิแอลกอฮอลความเขมขน 63 % 
อุณหภูมิ 75 oC คร้ังละ 40 ml ทําการสกดัซ้ําเชนนี้ 2 คร้ัง  ตะกอนที่ไดเปนตะกอนของ
สารประกอบ    เพคติน 

 
วิธีวิเคราะห 

1. ใชหลอดทดลองขนาดใหญเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหตอไปนี ้
หลอด สารเคมี 

A สารละลายเพคตินที่เตรียมได 1 ml + สารละลาย Alcohol-carbazole 0.5 ml 
B สารละลายเพคตินที่เตรียมได 1 ml + สารละลาย Ethanol 0.5 ml 
C น้ํากลั่น 1 ml + สารละลายAlcohol-carbazole 0.5 ml 
D น้ํากลั่น 1 ml + สารละลาย Ethanol 0.5 ml 

 
2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 6 ml โดยใชสูบชักดูดสาร (Dispensette) คอยๆกดปลอย

กรดซัลฟูริกลงมาตามขางหลอดชาๆแตใหหมดภายใน 7 วินาท ี
3. ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องเหวีย่งผสม (Vortex) จากนั้นนําหลอดทดลองลงไปแชในอาง

น้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 85 oC เปนเวลา 5 นาที เมื่อครบกําหนดเวลานาํหลอดขึ้นทิ้งใหเย็น
ประมาณ 15 นาที 

4. นําไปวดัคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 525 nm บันทึก
คาการดูดกลืนคลื่นแสง เพื่อนําไปคํานวณหาปริมาณสารประกอบเพคตินที่มีในตวัอยาง
โดยเทียบกับกราฟมาตราฐานของกรดกาแลกตูโรนิค (galacturonic acid 
monohydrate) 
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การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
1. เตรียม stock solution ของสารละลายกรดกาแลกทูโรนิคโมโนไฮเดรต (galacturonic 

acid monohydrate) โดยช่ังกรดกาแลกทโูรนิคโมโนไฮเดรต ปริมาณ 120.5 mg แลวเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 M ปริมาณ 0.5 ml ปรับปริมาตรดวยน้ํา
กล่ันใหครบ 1000 ml ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหเกิดการขยายตวัของสายโมเลกุลของกรดกาแลก
ทูโรนิคโมโนไฮเดรต สารละลายที่เตรียมไดนี้มีความเขมขนเทากับ 100 µg/ml 

2. เจือจาง stock solution ของสารละลายกรดกาแลกทูโรนิคโมโนไฮเดรต ตามขอ 1 ใหมี
ความเขมขนเทากับ 10, 20, 40, 50, 60 และ 80 ml แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 
100  ml 

3. เตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหปริมาณเพคตนิเชนเดยีวกับในตัวอยาง จากนั้นนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงเชนเดียวกนั 

4. นําคาการดูดกลืนแสงของสารละลายกรดกาแลกทูโรนิคโมโนไฮเดรตทีค่วามเขมขนตางๆ 
มาหาความสัมพันธเชิงเสน ทําใหไดสมการเสนตรงและนํามาใชในการคํานวณหาปริมาณ
สาร ประกอบเพคตินที่มีในตวัอยาง 

   
         สมการเสนตรงที่ไดจากกราฟมาตราฐาน y = a(x)+b 

เมื่อ y คือ ปริมาณสารประกอบเพคติน มีหนวยเปน µg/ml 
  a คือ คาความชันของเสนกราฟ 
  x คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานหลังจากหกัลบดวย 
blank แลวหรือเขียนไดวา x = (คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง A – คาการดูดกลืนแสงของ
หลอดทดลอง B – คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง C – คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง 
D) 
  b คือ คาคงที่ของสมการ (จุดตดัแกน y) 
 
         คํานวณคาการดูดกลืนคลื่นแสงของตัวอยางเชนเดยีวกับของสารละลาย ทําใหไดคา x 
นําไปแทนในสมการขางตนเพื่อคํานวณหาปริมาณสารประกอบเพคตินที่มีในตัวอยางวิเคราะห ซ่ึง
จําเปนตองนํามาคํานวณใหอยูในหนวย mg/100 gของตัวอยางเริ่มตนดังนี ้
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ปริมาณสารประกอบเพคตินในตัวอยางวิเคราะห (mg/L) 
 

ปริมาณสารประกอบเพคตินที่เทียบจากกราฟมาตรฐาน (µg/L) x 100 
=  
   ปริมาตรของตัวอยางเทากับ 15 ml 
 
 
การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเพคตินเมทิลเอสเทอเรส (Hagerman and Austin, 1986) 

 
การเตรียมสาร 

1. สารละลายเพคตินความเขมขน 0.5 %(w/v) ชั่งเพคติน 0.50 g ละลายในน้ํากลั่น 85 ml 
ปรับ pH เปน 7.5 จากนั้นปรบัปริมาตรสารละลายจนครบ 100 ml เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 

2. สารละลายโบรโมไธมอลบลูความเขมขน 0.1 %(w/v) ชั่งโบรโมไธมอลบลู 0.1 g ละลาย
ใน 0.003 M KH2PO4-K2HPO4 buffer pH 7.5 ปริมาตร 100 ml 

3. น้ํากลั่น ปรับ pH เปน 7.5 ดวย 2 N NaOH  

 
การสกัดเอนไซม 

1. ปเปตน้ําฝรั่ง 10 ml ผสมกับ 0.003 M KH2PO4-K2HPO4 buffer pH 7.5 ปริมาตร 10 
ml คนใหเขากนั 

2. นําสารละลายที่ไดไปเหวีย่งแยกตะกอนที ่ 3500 rpm, 4 oC เปนเวลา 20 นาที เกบ็สวน
สารละลายใสมาวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 

 
วิธีวิเคราะห 
 

หาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมโดยใสสารละลายเพคตนิ 2 ml ในหลอดวดั เติม
สารละลายโบรโมไธมอลบลู 0.15 ml และผันแปรปริมาณน้ํากลั่น และปริมาณเอนไซม โดยใหมี
ปริมาตรรวมในการวิเคราะห 4 ml ดังนี ้
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 หลอดที่      1    2    3    4    5    6 
 ปริมาณเอนไซม  0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 ml 
 ปริมาณน้ํากลัน่  1.83 1.82 1.81 1.80 1.79 1.78 ml 
 

ผสมใหเขากันวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 620 nm 5 นาที และคํานวณหาคากิจกรรมของ
เอนไซม ที่เปลี่ยนไปใน 1 นาทีไดผลดังรูปภาคผนวก ง1  
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รูปภาคผนวก ง1   กิจกรรมของเอนไซมเพคตินเมทิลเอสเทอรเรส (unit) 

 
จากรูปภาคผนวก ง1 จะเห็นวาปริมาณเอนไซมมคีาสูงที่สุดในชวงเสนตรงเมือ่ใช

ปริมาณเอนไซม 0.05 ml ดังนั้นจึงใชปริมาณสารตัวอยาง 0.05 mlในการวิเคราะห 
คากิจกรรมของเอนไซม 1 หนวย (unit) มีคาเทากับ คาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลง

ไปใน 1 นาที ที่ความยาวคลื่น 620 nm มีหนวยเปน unit/ml 
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การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส  (ดัดแปลงจาก Yen and Lin, 1996) 
 
การเตรียมสาร 

1. 0.1 M Guajacol   ช่ัง guajacol 1.25 g ละลายใน 0.2 M KH2PO4-K2HPO4 buffer pH 
6.0  จากนั้นปรับปริมาตรสารละลายจนครบ 100 ml เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 

2. 0.05 M H2O2  ปเปต H2O2 0.5 ml ละลายใน 0.2 M KH2PO4-K2HPO4 buffer pH 6.0  
จากนั้นปรับปริมาตรสารละลายจนครบ 100 ml เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 

3. สารละลายสกัดเอนไซม  ละลาย 1.5 % Polyvinylpyrrolidone (PVP) และ 1 M KCl 
ใน 0.05 M KH2PO4-K2HPO4 buffer pH 7.0 

 
การสกัดเอนไซม 

1. ปเปตน้ําฝรั่ง 10 ml ผสมกับสารละลายสกัด ปริมาตร 10 ml คนใหเขากนั 
2. นําสารละลายที่ไดไปเหวีย่งแยกตะกอนที่ 3500 rpm เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนสารละลาย

ใสมาวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
 
วิธีวิเคราะห 

หาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสม โดยใสสารละลาย 0.1 M guaiacol 0.08 ml ในหลอด
วัด เติม 0.05 M H2O2 0.02 ml และผันแปร 0.2 M KH2PO4-K2HPO4 buffer (pH 6.0) และสาร
ตัวอยาง ใหมปีริมาตรรวมในการวิเคราะห 3 ml ดังนี ้
 
 หลอดที่      1    2    3    4    5    6 
 ปริมาณเอนไซม  0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 ml 
 ปริมาณบัฟเฟอร  2.86 2.84 2.82 2.80 2.78 2.76 ml 
 
 
        ผสมใหเขากันวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 470 nm คํานวณหาคาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลงไป
ตอ 1 นาที ไดผลดังรูปภาคผนวก ง2 
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รูปภาคผนวก ง2   กิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส (unit) 

 
จากรูปภาคผนวก ง2 จะเห็นวาปริมาณเอนไซมมคีาสูงที่สุดในชวงเสนตรงเมือ่ใช

ปริมาณเอนไซม 0.1 ml ดังนัน้จึงใชปริมาณสารตัวอยาง 0.1 mlในการวิเคราะห 
 

คากิจกรรมของเอนไซม 1 หนวย (unit) มีคาเทากับ คาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลง
ไปใน 1 นาที ที่ความยาวคลื่น 470 nm มีหนวยเปน unit/ml 
 
การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส   (ดัดแปลงจาก Flurkey and Jen, 1978) 
 
การเตรียมสาร 

1. 0.2 M catechol   ช่ัง catechol 2.20 g ละลายใน 0.2 M KH2PO4-K2HPO4 buffer pH 
6.8  จากนั้นปรับปริมาตรสารละลายจนครบ 100 ml เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 

2. สารละลายสกัดเอนไซม  ละลาย 1.5 % polyvinylpyrrolidone (PVP) และ 1 M KCl 
ใน 0.2 M KH2PO4-K2HPO4 buffer pH 6.8 

 
การสกัดเอนไซม 

1. ปเปตน้ําฝรั่ง 10 ml ผสมกับสารละลายสกัด ปริมาตร 10 ml คนใหเขากนั 
2. นําสารละลายที่ไดไปเหวีย่งแยกตะกอนที่ 3500 rpm เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนสารละลาย

ใสมาวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 
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วิธีวิเคราะห 
หาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสม โดยใสสารละลาย 0.2 M Catechol ใน 0.2 M 

KH2PO4-K2HPO4 buffer (pH 6.8) 0.25 ml ลงในหลอดวัด และผันแปร 0.2 M KH2PO4-

K2HPO4 buffer (pH 6.8) และสารตัวอยาง ใหมีปริมาตรรวมในการวิเคราะห 2.5 ml ดังนี ้
 
 หลอดที่      1    2    3    4    5    6 
 ปริมาณเอนไซม  0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 ml 
 ปริมาณบัฟเฟอร  2.23 2.22 2.21 2.20 2.19 2.18 ml 
 
        ผสมใหเขากันวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 420 nm คํานวณหาคาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลงไป
ตอ 1 นาที ดังรูปภาคผนวก ง3 
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รูปภาคผนวก ง3   กิจกรรมของเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส (unit) 

 
จากรูปภาคผนวก ง3 จะเหน็วา ปริมาณเอนไซมมีคาสูงที่สุดในชวงเสนตรง เมื่อใช

ปริมาณเอนไซม 0.05 ml ดังนั้นจึงใชปริมาณสารตัวอยาง 0.05 mlในการวิเคราะห 
 

คากิจกรรมของเอนไซม 1 หนวย (unit) มีคาเทากับ คาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลง
ไปใน 1 นาที ที่ความยาวคลื่น 420 nm มีหนวยเปน unit/ml 
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การวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย 
 
การตรวจหาเชื้อจุลินทรียท้ังหมด  (APHA, 1992) 

 
เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. จานเพาะเชื้อผานการอบฆาเชื้อแลว 
2. ปเปตผานการอบฆาเชื้อแลว  ขนาด  1 และ 10 ml 
3. ตูบม (incubator)  อุณหภูมิ 35-37 oC 
4. เครื่องตีปน  (stomacher)   
5. ถุงตีปน 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. 0.1%(w/v) peptone water 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agar (PCA) 
 

วิธีวิเคราะห 
1. ปเปตตัวอยางน้ําฝร่ัง 25 ml ใสในถุงตีปน  เติมสารละลาย  0.1%(w/v) peptone water  

จํานวน 225  ml  นําเขาเครื่องตีปน นาน 1-2 นาที 
2. ทําเจือจางอาหารในสารละลาย 0.1%(w/v) peptone water  หลอดละ 9 ml  จนไดระดับ

ความเจือจางที่เหมาะสม 
3. ใชปเปตขนาด 1 ml  ดูดสารละลายอาหารที่ระดับความเจือจางที่เหมาะสมจํานวน 3 ระดับ

ความเขมขนที่ติดกัน   จํานวน 1 ml  ใสในจานเพาะเชื้อ  โดยทําสองซ้ํา    
4. เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA อุณหภูมิ 44-46 oC ประมาณ 12-15 mlใสในจานเพาะเชื้อ  เขยา

จานใหสารละลายอาหารกระจายทั่วจานเพาะเชื้อ 
5. ปลอยใหอาหารวุนแข็งตัว คว่ําจานเพาะเชื้อ  บมในตูบมอุณหภูมิ 35-37 oC นาน 48 ± 3 

ช่ัวโมง 
6. นับจํานวนโคโลนีจากจานที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี  คํานวณ Log 

cfu/ml  ของอาหารไดจากสูตรนี้ 
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                  ΣC             
log cfu/ml   =   log                
         (v1n1 + 0.1n2) d 
 

เมื่อ    v1       = ปริมาตรของสารละลายที่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
ΣC        = ผลรวมของโคโลนีที่นับไดทั้งหมดจากจานเพาะเชื้อที่นับได

ในชวง 25-250 โคโลนี 
n1 = จํานวนจานเพาะเชื้อที่นับไดในชวง 25-250 โคโลนี ในระดับ 

ความเขมขนแรก 
n2 = จํานวนจานเพาะเชื้อที่นับไดในชวง 25-250 โคโลนี ในระดับ 

ความเขมขนที่ 2 
d = ระดับความเขมขนแรกที่สามารถนับเชื้อไดในชวง  25-250 
โคโลนี 

 
 
การตรวจหาเชื้อยีสตและรา  (APHA, 1992) 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. จานเพาะเชื้อผานการอบฆาเชื้อแลว 
2. ปเปตผานการอบฆาเชื้อแลว  ขนาด  1 และ 10 ml 
3. ตูบม (incubator)  อุณหภูมิ 20-25 oC 
4. เครื่องตีปน  (stomacher)   
5. ถุงตีปน (stomacher) 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. 0.1%(w/v) peptone water 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar (PCA),  pH 3.5 
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วิธีการวิเคราะห 
1. ปเปตตัวอยางน้ําฝร่ัง 25 ml ใสในถุงตีปน เติมสารละลาย  0.1%(w/v) peptone water  

จํานวน 225  ml  นําเขาเครื่องตีปน นาน 1-2 นาที 
2. ทําเจือจางอาหารในสารละลาย 0.1%(w/v) peptone water หลอดละ 9 ml  จนไดระดับ

ความเจือจางที่เหมาะสม 
3. ใชปเปตขนาด 1 ml  ดูดสารละลายอาหารที่ระดับความเจือจางที่เหมาะสมจํานวน 3 ระดับ

ความเขมขนที่ติดกัน   จํานวน 1 ml  ใสในจานเพาะเชื้อ  โดยทําสองซ้ํา  
4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ปรับ pH  เปน 3.5  อุณหภูมิ 40-45 oC จํานวน 15-20 ml  ลงใน

จานเพาะเชื้อ เขยาจานใหสารละลายอาหารกระจายทั่วจานเพาะเชื้อ 
5. ปลอยใหอาหารวุนแข็งตัว บมในตูเพาะเชื้ออุณหภูมิ 30 ± 2 oC เปนเวลา 72 ± 3 ช่ัวโมง 
6. นับจํานวนโคโลนีจากจานที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี คํานวณคา Log 

cfu/ml ของอาหารไดจากสูตรเดียวกับการหาปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด 
 
การหาโคลิฟอรมและ E. coli โดยวิธี MPN  (APHA, 1992) 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. หลอดทดลอง ขนาด 16*150 mm 
2. หลอดดักกาซ (Durham tube) 
3. ปเปตขนาด 1 และ 10 ml 

4. ตูบมเชื้อ (incubator) 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเจือจาง 
1. สารละลายเปปโตนความเขมขน รอยละ 0.1(w/v) 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ lauryl sulfate tryptose broth 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อ brilliant green lactose bile broth 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อ E. coli broth (EC  broth) 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อ Levine-eosinmethyleneblue agar (Levine-EMB agar) 
6. อาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agar 
7. อาหารเลี้ยงเชือ้ methylred Voges-Proskauer  (MR-VP broth)  
8. อาหารเลี้ยงเชือ้ simmons citrate agar 
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9. สารละลาย gram crystal violet   
10. สารละลาย gram iodine          
11. สารละลาย tryptone broth             
12. สารละลาย Kovac’s  reagent            
13. สารละลาย α-naphthol solution              
14. สารละลาย potassium hydroxide  เขมขน 40% (w/v) 
15. สารละลาย methyl red solution 

 
วิธีวิเคราะห 

1. ปเปตน้ําฝรั่ง 25 ml ใสในขวดดแูรนทีม่ีสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1 (w/v) 
จํานวน 225 ml เขยาใหเขากนั นาน 1-2 นาที 

2. เจือจางอาหารในสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1 (w/v)  หลอดละ 9 ml จนไดระดับ
ความเจือจางที่ 10, 100 และ 1,000 เทา 

3. ใชปเปตขนาด 1 ml ดูดสารละลายเจือจางที่เตรียมไวในขอ 1 และ 2 ลงในหลอดอาหาร
เล้ียงเชื้อ lauryl sulfate tryptose broth  หลอดละ 1 ml  ความเขมขนละ 3 หลอด 

4. อบเพาะเชื้อที่ 35 oC นาน 48 ± 2  ช่ัวโมง  ตรวจดูการเกิดกาซหลังการอบเพาะเชื้อ   24 ± 
2 ช่ัวโมง  ถาไมมีกาซเกิดขึ้นนําไปอบเพาะเชื้อตออีก 24 ชั่วโมง ตรวจดูการเกิดกาซอีก
คร้ัง  ถามีกาซเกิดขึ้นนําไปทดสอบยืนยัน (confirmation) ตอ 

5. นําหลอดที่มีกาซเกิดขึ้นมาเขยาเบาๆ แลวใชหวงเขี่ยเชื้อซ่ึงเผาไฟฆาเชื้อแลว  ถายเชื้อลง
ในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ brilliant green broth 2%  อบเพาะเชื้อท่ี 35 oC นาน 48 ± 2 
ช่ัวโมง  ตรวจดูการเกิดกาซและบันทึกผล 

6. คํานวณคา MPN/ml ของโคลิฟอรมจากจํานวนหลอดอาหาร brilliant green broth 2% 
ที่มีกาซเกิดขึ้นตามตาราง ค1   

7. นําหลอดอาหาร lauryl sulfate tryptose broth  ที่มีกาซเกิดขึ้นมาเขยาเบาๆ  ใชหวงถาย
เชื้อเผาไฟฆาเชื้อ  ถายเชื้อลงในหลอดอาหาร EC broth  เพาะเชื้อในอางน้ําอุนควบคุม
อุณหภูมิที่ 45.5 oC  ตรวจดูการเกิดกาซหลังการบมเพาะนาน 24  ± 2 ชั่วโมง  ถาไมมีกาซ
เกิดขึ้นใหบมเพาะตอ  และตรวจดูการเกิดกาซอีกครั้งหลังจากบมนาน 48 ± 2 ช่ัวโมง 
คํานวณหาปริมาณเชื้อ faecal coliform จากตาราง ค1  

8. ใชหวงถายเชื้อเผาไฟฆาเชื้อ ถายเชื้อจากหลอดอาหาร EC broth ที่เกิดกาซขีดเปนเสน 
(streak)  ลงบนผิวหนาอาหาร Levine-EMB agar บมเพาะเชื้อท่ี 35 oC  นาน 18-24  
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ชั่วโมง  ตรวจดูโคโลนีที่มีสีมวงแดงเขม ลักษณะแบน มีเงาเลื่อมโลหะสีเขียว (metallic 
sheen) 

9. ถายเชื้อที่มีลักษณะเฉพาะตามขอ 8 จานเพาะเชื้อละ 2 โคโลนี ลงในหลอดอาหาร plate 

count agar ที่มีผิวหนาเอียง โคโลนีละ 2 หลอด บมเพาะเชื้อท่ี 35 oC นาน 18-24 ชั่วโมง 
ถาไมมีโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะตามขอ 8 ใหเลือกโคโลนีที่ลักษณะใกลเคียงมากที่สุด 
จานเพาะเชื้อละ 1 โคโลนี 

10. นําเชื้อจากหลอดอาหาร plate count agar ที่บมเพาะนาน 18 ช่ัวโมง  มายอมสีกรัม  ดังนี้ 
10.1 หยดน้ํากลั่นลงบนสไลด  1  หยด 
10.2 ใชหวงถายเชื้อแตะเชื้อจากหลอดอาหาร plate count agar นําไปกระจายในหยด

น้ํา กล่ันบนสไลด  ปลอยใหแหงในอากาศ  นําสไลดไปผานเปลวไฟ  2-3  คร้ัง  
เพื่อทําใหเชื้อติดแนนบนสไลด 

10.3 หยดสารละลาย gram crystal violet ลงไปใหทวมบริเวณที่มีเชื้อ  ทิ้งไวนาน  1  
นาที  ลางออกดวยน้ํา 

10.4 หยดสารละลาย gram iodine  ลงไปใหทวมบริเวณที่มีเชื้อ  ทิ้งไวนาน  1  นาที  ลาง
ออกดวยน้ํา 

10.5 ลางสี crystal violet  สวนเกินออกโดยเอียงสไลดแลวหยดเอทานอล  เขมขน 
95%  ใหไหลผานสไลด 15-30  วินาที  ลางออกดวยน้ํา 

10.6 หยดสารละลาย gram safranin O  ลงไปใหทวมบริเวณที่มีเชื้อ  ทิ้งไวนาน  15  
วินาที  ลางออกดวยน้ํา  ซับน้ํา  ทิ้งไวใหแหง 

10.7 ตรวจดูรูปราง  ลักษณะการเรียงตัว  และการติดสีgของเชื้อ  โดยใชกลองจุลทรรศน 
 

11. ถาพบเชื้อที่มีรูปรางเปนทอนสั้นและกลม ติดสีgลบ ไมมีสปอร ใหนําหลอดอาหาร plate 

count agar ที่เหลืออีกหลอดหนึ่งไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี  ดังนี้ 
11.1 การทดสอบ Indole   -  เพาะเชื้อลงใน tryptone broth  บมเชื้อที่ 35 oC นาน 24 

± 2  ช่ัวโมง ทดสอบการสรางอินโดลโดยหยด Kovac’s reagent 0.2-0.3 ml เมื่อ
มีสีแดงเกิดขึน้ในชั้นบนของหลอดอาหารแสดงวาเกดิการสรางอินโดล รายงานผล
การทดสอบเปนบวก ถาเปนสีเหลืองแสดงวาไมมีการสรางอินโดล รายงานผลการ
ทดสอบเปนลบ 

11.2 การทดสอบ Voges-Proskauer (VP)  -  เพาะเชื้อลงใน MR-VP medium บม
เชื้อที่ 35 oC นาน 48 ± 2 ช่ัวโมง ใชปเปตดูดอาหารเล้ียงเชื้อ 1 ml ใสในหลอด
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ทดลอง ขนาด 13 X 100 mm ทดสอบ VP โดยเติมสารละลาย α-naphthol 

solution จํานวน 0.6 ml และสารละลาย 40% potassium hydroxide จํานวน  
0.2 ml  เขยาใหเขากัน แลวเติม creatin เล็กนอย วางทิ้งไว 2 ช่ัวโมง  เมื่อมีสีชมพู 
(eosin pink)  เกิดขึ้น รายงานผลการทดสอบเปนบวก ถาไมเกิดการเปลี่ยนสี 
รายงานผลการทดสอบเปนลบ 

11.3 การทดสอบ methyl red  -  นํา MR-VP medium ที่เหลือไปบมที่ 35 oC นาน 
48 ± 2 ช่ัวโมง ทดสอบปฏิกิริยา methyl red  โดยหยด methyl red solution  
จํานวน 5  หยด ในแตละหลอด เมื่อมีสีแดงเกิดขึ้นรายงานผลการทดสอบเปนบวก 
ถาเปนสีเหลืองรายงานผลการทดสอบเปนลบ 

11.4 การทดสอบ citrate - เพาะเชื้อใน simmons citrate agar โดยการแทง (stab) ลง
ในวุน และขีดเปนเสนบนผิวหนาของอาหารวุน บมที่ 35 oC ตออีก 24 ± 2 ชั่วโมง 
เมื่อมีโคโลนีเกิดขึ้นและอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสีรายงานผลการทดสอบเปนบวก 
และถาสีของอาหารไมเปลี่ยนแปลงรายงานผลการทดสอบเปนลบ 

11.5 การเกิดกาซจากแลคโตส  -  เพาะเชื้อลงในหลอดอาหาร lauryl sulfate tryptose 

broth  บมที่ 35 oC นาน  48 ± 2  ช่ัวโมง  ตรวจสอบการเกิดกาซ 
11.6 คํานวณคา MPN ของ E.  coli    โดยเทียบคาจากตาราง MPN ในภาคผนวก  

จากเชื้อที่ติดสีgลบ  รูปรางเปนทอนสั้น  ไมมีสปอร  ทําใหเกิดกาซจากน้ําตาลแลค
โตส  และใหผลการทดสอบ IMViC (indole,  methyl red,  Voges-Proslauer  
และcitrate)  เปน  + + - -  หรือ - + - - 
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ตาราง ง1     คา MPN/ml ของตัวอยางอาหาร เมื่อใชตัวอยาง 0.1 0.01 และ 0.001  ml ความเขมขน

ละ  3  หลอด 
 

จํานวนหลอดที่ใหผลบวก  จํานวนหลอดที่ใหผลบวก 
0.1 0.01 0.001 MPN/ml  0.1 0.01 0.001 MPN/ml 
0 0 0 <3  2 0 0 9.1 
0 0 1 3  2 0 1 14 
0 0 2 6  2 0 2 20 
0 0 3 9  2 0 3 26 
0 1 0 3  2 1 0 15 
0 1 1 6.1  2 1 1 20 
0 1 2 9.2  2 1 2 27 
0 1 3 12  2 1 3 34 
0 2 0 6.2  2 2 0 21 
0 2 1 9.3  2 2 1 28 
0 2 2 12  2 2 2 35 
0 2 3 16  2 2 3 42 
0 3 0 9.4  2 3 0 29 
0 3 1 13  2 3 1 36 
0 3 2 16  2 3 2 44 
0 3 3 19  2 3 3 53 
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ตารางที่ ง1 (ตอ) 
 

จํานวนหลอดที่ใหผลบวก  จํานวนหลอดที่ใหผลบวก 
0.1 0.01 0.001 MPN/ml  0.1 0.01 0.001 MPN/ml 
1 0 0 3.6  3 0 0 23 
1 0 1 7.2  3 0 1 39 
1 0 2 11  3 0 2 64 
1 0 3 15  3 0 3 95 
1 1 0 7.3  3 1 0 43 
1 1 1 11  3 1 1 75 
1 1 2 15  3 1 2 120 
1 1 3 19  3 1 3 160 
1 2 0 11  3 2 0 93 
1 2 1 15  3 2 1 150 
1 2 2 20  3 2 2 210 
1 2 3 24  3 2 3 290 
1 3 0 16  3 3 0 240 
1 3 1 20  3 3 1 460 
1 3 2 24  3 3 2 1100 
1 3 3 29  3 3 3 >1100 
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