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ภาคผนวก
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ภาคผนวก ก
รูปผลิตภัณฑน้ํ าฝร่ังแบบใส
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รูปท่ี ก.1 น้ํ าฝรั่งกอนและหลังกรองผานเยื่อแผน MF

รูปท่ี ก.2 น้ํ าฝรั่งกอนและหลังกรองผาน filter press
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รูปท่ี ก.3 น้ํ าฝรั่งหลังกรองผานเยื่อแผน MF และหลังกรองผาน filter press
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ภาคผนวก ข
แบบทดสอบทางดานประสาทสัมผัส
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แบบทดสอบทางประสาทสัมผัสผลิตภัณฑนํ ้าฝร่ังแบบใส

ชื่อผูทดสอบชมิ………………………………………………………...วันท่ี………………………..

โปรดทํ าการทดสอบชิมผลิตภัณฑตัวอยางในดานสีท่ีปรากฏ ความใส กล่ิน รสหวาน รสเปร้ียว และ
การยอมรับรวม และใหระดับความชอบตอผลิตภัณฑดังกลาว ตามระดับคะแนนดังตอไปน้ี

คะแนน 9 = ชอบมากท่ีสุด 4 = ไมชอบเล็กนอย
8 = ชอบมาก 3 = ไมชอบ
7 = ชอบ 2 = ไมชอบมาก
6 = ชอบเล็กนอย 1 = ไมชอบมากท่ีสุด
5 = เฉย

ผลิตภัณฑตัวอยางรหัส
……. …….

สีท่ีปรากฏ ……. …….
ความใส ……. …….
กล่ิน ……. …….
รสหวาน ……. …….
รสเปร้ียว ……. …….
การยอมรับรวม ……. …….
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ภาคผนวก ค
การวิเคราะหคุณภาพ
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การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ

การวัดสีระบบ Hunter ตามวิธีของ Hunterlab Co.,Ltd.
เปนการวัดสีดวยเคร่ืองวัดสี ColorQuest II sphere colorimeter โดยคาส ีL เปนคาความสวาง

(lightness) a เปนคาสีแดงและสีเขียว (redness/greeness) และ b เปนคาสีเหลืองและสีนํ้ าเงิน
(yellowness/blueness)

L คือ คาความสวาง มีคาอยูในชวง 0 ถึง 100 เมื่อ L มคีาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีคล้ํ า
เมื่อมีคาเขาใกล 100 วัตถุจะมีสีขาว

a คือ คาสีแดง เมื่อ a มีคาบวก เปนสีแดง เมื่อ a มีคาลบ เปนสีเขียว
b คือ คาสีเหลือง เมื่อ b มีคาบวก เปนสีเหลือง เมื่อ b มีคาลบ เปนสีน้ํ าเงิน

กอนการวัดสทุีกคร้ังตองทํ าการปรับมาตรฐานเคร่ือง (calibration) โดยใชแผนสีขาวมาตรฐาน
(white blank; L=97.67, a=-0.18, b=1.84) แลวจึงทํ าการวัดสีตัวอยางผลิตภัณฑน้ํ าฝร่ัง 3 ซํ้ า แลว
นํ ามาหาคาเฉล่ีย

การวัดความหนืด (viscosity) ตามวิธีของ Cannon Co.,Ltd.
การวัดความหนืดของน้ํ าฝร่ังดวย rotating cylinder (Cannon รุน V-2000 series II)           

ใชปริมาตรของตัวอยางนํ ้าฝร่ัง 25 มิลลิลิตร โดยวัดท่ีอุณหภูมิของสารละลาย 25 องศาเซลเซียส      
ทํ าการวัด 3 ซํ้ า แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย ความหนืดท่ีวัดไดมีหนวยเปน cP

การวัดความขุน (turbidity) ตามวิธีของ HACH Co.,Ltd.
การวัดความขุนของน้ํ าฝรั่งใชเครื่องวัดความขุน HACH, model 2100A โดยวัดความขุน   

ออกมาในหนวย Nephelos Turbidity Units (NTU)
กอนการวัดความขุนทุกคร้ังตองทํ าการปรับมาตรฐานเคร่ือง (calibration) โดยใชสารมาตรฐาน

(formazin) ท่ีทราบความขุนแนนอน แลวปรับคาใหเทากับความขุนของสารมาตรฐานท่ีใชในการปรับ
มาตรฐาน สารมาตรฐานท่ีเลือกใชข้ึนอยูกับความขุนของตัวอยางท่ีตองการวัด โดยมีคาความขุนต้ังแต
0-1 NTU, 1-10 NTU, 1-100 NTU และ 1-1000 NTU

หลังจากทํ าการปรับมาตรฐานเคร่ืองแลว จึงวัดความขุนของตัวอยางน้ํ าฝร่ัง โดยเทตัวอยาง  
ลงใน cell วัดความขุน แลวอานคาท่ีได ทํ าการวัดตัวอยางละ 3 ซํ้ า แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย
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การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี

การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ตามวิธีของ AOAC, 2000
นํ าตัวอยางน้ํ าฝร่ังมาตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางดวยเคร่ือง Microprocessor pH meter

โดยปรับคามาตรฐานในการวัดแตละคร้ังดวยสารละลายมาตรฐานท่ีมีความเปนกรด-ดางเทากับ 4.00
และ 7.00 ตามลํ าดับ ทํ าการตรวจวัด 3 คร้ัง แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย

การตรวจวัดปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (total soluble solids : °°°°brix) ตาม
วิธีของ AOAC, 2000

นํ าตัวอยางน้ํ าฝร่ังมาวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดโดยใช hand refractometer 
บันทึกคาท่ีไดเปนหนวยองศาบริกซ (°brix) โดยปรับคามาตราฐานดวยน้ํ ากล่ันกอนทํ าการวัดทุกคร้ัง
ทํ าการวัด 3 คร้ัง แลวนํ ามาหาคาเฉล่ีย

การหาปริมาณกรดท้ังหมด (total titratable acids) ตามวิธีของ AOAC, 2000
การเตรียมสารเคมี

-! เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1N โดยชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด
จํ านวน 4 กรัม ละลายและปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ในขวดปรับปริมาตร ดวยนํ้ ากล่ัน จากน้ันนํ ามา
standaridize หาความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ดวยการไตเตรตกับสารละลายมาตรฐาน
ของกรดซัลฟูริก ความเขมขน 0.1N โดยใชฟนอลธาลีนเปนอินดิเคเตอร

วิธีวิเคราะห
ปเปตตัวอยางท่ีเตรียมไว 10 มิลลิลิตร ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร นํ าไปไตเตรต

กับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1N หยดสารละลายฟนอลธาลีนลงไป 1-2 หยด   
ไตเตรตจนสีชมพูเปลี่ยนเปนไมมีส ี อานปริมาณสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชในการไตเตรตเพ่ือ
นํ ามาคํ านวณหาปรมิาณกรดท้ังหมด โดยคิดเทียบเปนกรดซิตริก ทํ าการวิเคราะห 3 คร้ัง แลวหาคาเฉล่ีย
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การค ํานวณ

เมื่อ ml NaOH คือ ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชในการไตเตรตหนวยเปน
มิลลิลิตร

n-NaOH คือ ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชในการไตเตรต    
หนวยเปนนอรมัล

meq. citric acid คือ มิลลิสมมูลยของกรดซิตริก มีคาเทากับ 0.007 กรัม

การวิเคราะหปริมาณน้ํ าตาลรีดิวซ (reducing sugars) กอนและหลังอินเวอรชัน 
ตามวิธีของ Lane and Eynon (AOAC, 2000)

การเตรียมสารเคมี
-! เตรียมสารละลาย Fehing no.1 โดยละลายคอปเปอรซัลเฟท (copper sulfate 

pentahydrate : CuSO4 . 5H2O) จํ านวน 34.639 กรัม ในน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร
โดยใชขวดปรับปริมาตร

-! เตรียมสารละลาย Fehing no.2 โดยละลายโซเดียมโปแตสเซียมตารเตรท (sodium 
potassium tartrate หรือ rechelle salt : KNaC4O6 . 4H2O) จ ํานวน 173 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด
(sodium hydroxide) จํ านวน 50 กรัม ในน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับ
ปริมาตร

-! เตรียมสารละลายเมธลินีบลเูขมขนรอยละ 1 โดยละลายเมธลินีบล ู1 กรัม ดวยนํ ้ากลัน่
แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร

วิธีวิเคราะห
การวิเคราะหน้ํ าตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน (D1)

ปเปตตัวอยางน้ํ าฝร่ังปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร
ดวยนํ้ ากล่ันในขวดปรับปริมาตร

100
sampleml.

acidcitricmeq.NaOHnmlNaOHacidcitric ×
×× −=
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- Preliminary titration
นํ าสารละลายตัวอยางท่ีเตรียมไวใสในบิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร (ชนิดปลายงอ)

ไลฟองอากาศออกใหหมด ปเปตสารละลาย Fehling reagent ซึ่งประกอบดวยสารละลาย       
Fehling no.1 และ Fehling no.2 อยางละ 5 มลิลลิติร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ใสลูกแกว
ขนาดเล็กลงไป 2-3 เม็ด นํ าไปตมใหเดือดบนตะเกียงบุนเซน ไตเตรตกับสารละลายน้ํ าตาลตัวอยาง 
จนสีนํ้ าเงินจางลง หยดสารละลายเมธิลีนบลูลงไป 1-2 หยด ไตเตรตจนสีฟาหายไปหมด เหลือแต
ตะกอนสีสมแดง จดปริมาตรของสารลายน้ํ าตาลท่ีใช ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า

- Accurate titration
ปเปตสารละลาย Fehling reagent ซึ่งประกอบดวยสารละลาย Fehling no.1 

และ Fehling no.2 อยางละ 5 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ใสลูกแกวขนาดเล็กลง
ไป 2-3 เม็ด เติมสารละลายน้ํ าตาลจากบิวเรตลงไปทันที โดยใชปริมาตรนอยกวาท่ีใชไตเตรตคร้ังแรก
ประมาณ 1-2 มิลลิลิตร ปลอยใหเดือดนาน 2 นาที หยดสารละลายเมธิลีนบลูลงไป 1-2 หยด           
จดปริมาตรของสารละลายน้ํ าตาลท่ีใช ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า

การวเิคราะหน้ํ าตาลรีดิวซหลังอินเวอรชัน (D2)
นํ าสารละลายน้ํ าตาลท่ีเหลือจากการไตเตรตหาน้ํ าตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน

ปริมาตร 70 มิลลิลิตรใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรดเกลือความเขมขน
6.34N ประมาณ 10 นาที ทํ าใหเย็นลงอยางรวดเร็ว แลวปรับปริมาตรสวนผสมท้ังหมดใหเปนกลาง
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 5M แลวนํ าสารละลายท่ีไดไปปรับปริมาตรเปน 100 มลิลลิติร
ดวยนํ้ ากลั่นในขวดปรับปริมาตร แลวทํ าการไตเตรตเชนเดียวกับการหาน้ํ าตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน



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

90

การวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลซูโครส (sucrose) ตามวิธีของ Lane and Eynon 
(AOAC, 2000)

เมื่อทํ าการวิเคราะหปริมาณน้ํ าตาลรีดิวซกอนและหลังอินเวอรชันแลว สามารถหาปริมาณ   
น้ํ าตาลซูโครสได ดังน้ี

รอยละของนํ้ าตาลซูโครส = รอยละของผลตาง (D2-D1) x 0.95
โดยท่ี D1 = รอยละของน้ํ าตาลรีดิวซท้ังหมดกอนทํ าการอินเวอรชัน

D2 = รอยละของนํ ้าตาลรีดิวซท้ังหมดหลังทํ าการอินเวอรชัน

การวิเคราะหปริมาณวิตามินซ ี(vitamin C) ตามวิธีของ AOAC, 2000

การเตรียมสารเคมี
-! เตรียมสารละลายกรดออกซาลิค ความเขมขนรอยละ 0.4 โดยชั่งกรดออกซาลิค  

0.4 กรัม ละลายในน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร
-! เตรียมสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐาน โดยชั่ง 2,6 dichlorophenolindophenol

0.05 กรัม ละลายในน้ํ ากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร         
แลวกรองสารละลายน้ีเก็บไวในตูเย็นได 2-3 สัปดาห กอนใชทุกคร้ังควรไตเตรตเทียบกับสารละลาย
วิตามินซีมาตรฐาน

-! เตรียมสารละลายวิตามินซีมาตรฐาน โดยชั่งวิตามินซีบริสุทธิ์ 0.05 กรัม ละลายใน
สารละลายกรดออกซาลิคความเขมขนรอยละ 0.4 จํ านวน 60 มิลลิลิตร เติมน้ํ ากล่ัน แลวปรับปริมาตร
ใหครบ 250 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร สารละลายวิตามินซีท่ีได 1 มิลลิลิตร มีวิตามินซี 0.2 
มิลลิกรัม สารละลายน้ีเตรียมทันทีกอนใช

วิธีวิเคราะห
ปเปตน้ํ าฝร่ังตัวอยางมา 50 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร    

เติมสารละลายกรดลงไป 25 มลิลลิติร แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มลิลลิติร ดวยนํ ้ากลัน่ ผสมใหเขากัน
ปเปตน้ํ าฝรั่งท่ีเจือจางแลวมา 10 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ไตเตรตดวย        
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สารละลายอินโดฟนอลจนกระทั่งไดสีชมพูออน ซ่ึงสีจะคงตัวนานกวา 15 วินาที จดปริมาตรสารละลาย
อินโดฟนอลท่ีใช ทํ าการไตเตรตซ้ํ า 3 คร้ัง ปเปตสารละลายวิตามินซีมาตรฐานมา 10 มิลลิลิตร ใสใน
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ไตเตรตเชนเดียวกับน้ํ าฝร่ังตัวอยาง คํ านวณหาปริมาณวิตามินซี    
ในน้ํ าฝร่ัง ในรูปมิลลิกรัมตอ 100 มิลลิลิตร

การหาปริมาณเถา ตามวิธีของ AOAC, 2000

1.!อบ crucible ท่ีอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส จนนํ ้าหนักคงท่ี
2.!ชั่งนํ้ าหนักน้ํ าฝรั่งประมาณ 3.0 – 3.5 กรัม ใสลงใน crucible
3.! นํ าไปเผาบนตะเกียงบุนเซนจนหมดควัน แลวนํ าไปเผาในเตาเผาท่ีควบคุมอุณหภูมิ 550

องศาเซลเซยีส อบจนกระท่ังไดเถาสีขาว นํ าออกใสลงในโถแกวดูดความช้ืนจนกระท่ังเย็นท่ีอุณหภูมิหอง
นํ าไปชั่งหานํ ้าหนัก

4.! คํ านวณหารอยละของปริมาณเถาโดยคิดเปนน้ํ าหนักแหง

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

การเตรียมสารเคมี
-! เอทานอลความเขมขนรอยละ 95
-! เตรียมสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ 63 โดยตวงเอทานอลความเขมขน

รอยละ 95 ปริมาณ 65 มิลลิลิตร เติมน้ํ ากล่ันและปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยขวด       
ปรับปริมาตร

-! เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1M โดยชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด 
4 กรัมละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร

100
(กรัม)อยางที่ใชน้ําหนักตัว

า(กรัม)นํ้าหนักเถริมาณเถารอยละของป ×=
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-! เตรียมสารละลายอะลูมิเนียมออกซาเลตความเขมขนรอยละ 0.75 โดยชั่ง          
สารละลายแอมโมเนียมออกซาเลตจํ านวน 0.75 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100 
มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร

- สารละลายปองกันการเกิดฟอง (anti foaming agent)
-! เตรียมสารละลาย alcohol - carbazole ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยชั่ง carbazole 

0.1 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 95 ใหครบ 100 มิลลิลิตร       
ดวยขวดปรับปริมาตร สารละลายน้ีตองเตรียมกอนการวิเคราะหทุกคร้ัง

การแยกตะกอนสารประกอบเพคตินท้ังหมด
1.!ปเปตตัวอยางมาครั้งละ 15 มิลลิลิตรใสในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร

แลวหยดสารละลาย anti foaming agent 1-2 หยด
2.! เติมสารละลายเอทานอลความเขมขนรอยละ 95 ที่มีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส

ปริมาณ 25 มิลลิลิตร ใสในหลอด centrifuge คนใหเขากันดวยแทงแกวคน จากน้ันนํ าไปแชใน       
อางควบคุมอุณหภูมิที ่ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ระหวางน้ันใชแทงแกวคนเปนบางคร้ัง  
เมื่อครบเวลานํ าหลอด centrifuge ขึ้นลางแทงแกวคนดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 95

3.! นํ าหลอด centrifuge มาแยกตะกอนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียงความเร็วสูง โดยใช  
อัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากน้ันคอยๆ เทสวนของเหลวนั้นทิ้งไป นํ าตะกอน
ท่ีไดมาสกัดตอ

4.! ทํ าการสกัดซํ้ าตามขอ 2 และ 3 โดยเติมเอทานอลความเขมขนรอยละ 63 ที่มี
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส ครั้งละ 40 มิลลิลิตร ทํ าการสกัดเชนน้ี 2 คร้ัง ตะกอนท่ีไดเปนตะกอนของ
สารประกอบเพคติน

การแยกสารประกอบเพคตินท่ีละลายไดในน้ํ า (water soluble pectin)
1.! นํ าตะกอนของสารประกอบเพคตินท่ีแยกไดตามวิธีขางตน มาเติมน้ํ ากล่ันปริมาณ

35 มิลลิลิตร คนตะกอนใหเขากันดวยแทงกวนแมเหล็กไฟฟาเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํ าไปแยก
ตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง โดยใชอัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที

2.!แยกของเหลวใสช้ันบน (supernatant) ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร
จากนั้นนํ าตะกอนที่ไดมาท ําการสกัดซ้ํ าดวยดวยน้ํ ากล่ันและแยกตะกอนตามข้ันตอนขอ 1 อีกคร้ัง
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3.!รวมของเหลวท่ีไดจากการสกัดท้ัง 2 คร้ังเขาดวยกัน แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขน 1M ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100
มิลลิลิตร สารละลายที่ไดน ําไปทํ าการวิเคราะหหาปริมาณเพคตินท่ีละลายไดในน้ํ า (water soluble 
pectin) ตะกอนที่เหลือน ําไปสกัดเพคตินท่ีละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลตตอไป

การแยกสารประกอบเพคตนิท่ีละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium 
oxalate soluble pectin)

1.! นํ าตะกอนมาเติมสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลตปริมาณ 35 มิลลิลิตร          
คนตะกอนใหเขากันดวยแทงกวนแมเหล็กไฟฟาเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํ าไปแยกตะกอนดวยเคร่ือง
หมุนเหว่ียงความเร็วสงู โดยใชอัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที

2.!แยกของเหลวใสชั้นบน (supernatant) ใสในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร     
จากนั้นนํ าตะกอนท่ีไดมาทํ าการสกัดซํ ้าดวยสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต และแยกตะกอนตาม
ขั้นตอนขอ 1 อีกคร้ัง

3.!รวมของเหลวท่ีไดจากการสกัดท้ัง 2 คร้ังเขาดวยกัน แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขน 1M ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและปรับปริมาตรดวยสารละลายแอมโมเนียม 
ออกซาเลตใหครบ 100 มิลลิลิตร สารละลายที่ไดน ําไปทํ าการวิเคราะหหาปริมาณเพคตินท่ีละลายได
ในสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium oxalate soluble pectin) ตะกอนที่เหลือน ําไป
สกัดเพคตินท่ีละลายไดในดางตอไป

การแยกสารประกอบเพคตินท่ีละลายไดในดาง (alkaline soluble pectin)
1.! นํ าตะกอนมาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาณ 35 มิลลิลิตร คนตะกอน

ใหเขากันดวยแทงกวนแมเหลก็ไฟฟาเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํ าไปแยกตะกอนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียง
ความเร็วสูง โดยใชอัตราเร็วรอบ 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที

2.!แยกของเหลวใสช้ันบน (supernatant) ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร
จากนั้นนํ าตะกอนท่ีไดมาทํ าการสกัดซํ้ าดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและแยกตะกอนตาม     
ขั้นตอนขอ 1 อีกคร้ัง
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3.!รวมของเหลวท่ีไดจากการสกัดท้ัง 2 คร้ังเขาดวยกัน แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขน 1M ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 100
มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว 15 นาที จากน้ันกรองตะกอนออกดวยกระดาษกรองเบอร 4 สารละลายที่ไดน ําไป
วิเคราะหหาปริมาณเพคตินท่ีละลายไดในดาง (alkaline soluble pectin)

วิธีวิเคราะหหาปริมาณเพคติน
นํ าสารละลายเพคตินในรูปของเพคตินท่ีละลายไดในน้ํ า (water soluble pectin)       

เพคตินท่ีละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลต (ammonium oxalate soluble pectin) เพคตินท่ีละลาย
ไดในดาง (alkaline soluble pectin) ซ่ึงสกัดตามวิธีข้ันตนมาวิเคราะหปริมาณเพคตินตามข้ันตอนดังน้ี

1.!ใชหลอดทดลองขนาดใหญเตรียมตัวอยางเพ่ือทํ าการวิเคราะหดังตอไปน้ี

ตารางท่ี ค.1 การเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหหาปริมาณเพคติน

หลอดทดลอง สารเคมี
A

B
C
D

เตมิสารละลายเพคตินท่ีเตรียมไดปริมาณ 1 มิลลิลิตร และสารละลาย alcohol - carbazole 
0.5 มิลลิลิตร
เตมิสารละลายเพคตินท่ีเตรียมไดปริมาณ 1 มิลลิลิตร และเอทานอล 0.5 มิลลิลิตร
เติมนํ ้ากลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตรและสารละลาย alcohol – carbazole 0.5 มิลลิลิตร
เติมนํ ้ากลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตรและสารละลาย alcohol 0.5 มิลลิลิตร

2.!หลังจากเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหเรียบรอยแลว เติมกรดซัลฟวริคเขมขน
ปริมาณ 6 มิลลิลิตร โดยใชเคร่ืองสูบชักดูดสาร (dispensate) กดปลอยกรดซัลฟวริคลงมาตามขาง
หลอดชาๆ แตใหหมดภายใน 7 วินาที

3.!ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ืองเหว่ียงผสม (vortex mixer) จากน้ันนํ าหลอดทดลองไป
แชในอางน้ํ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนํ าหลอดออกมาท้ิงไวใหเย็น
เปนเวลา 15 นาที

4.! นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคลืน่ 525
นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกลืนแสง เพื่อนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบเพคตินท่ีมีในตัวอยาง
โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ galacturonic acid monohydrate
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การเตรียมกราฟมาตรฐาน
เตรียม stock solution ของสารละลาย galacturonic acid monohydrate ปริมาณ

120.5 มิลลิกรัม แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1M ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร    
ปรับปริมาตรดวยน้ํ ากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตรท้ิงไวขามคืนเพ่ือใหเกิดการขยายตัวของสายโมเลกุล
galacturonic acid monohydrate สารละลายท่ีเตรียมไดน้ีมคีวามเขมขนเทากับ 100 ไมโครกรัมตอมลิลลิติร

นํ าสารละลาย galacturonic acid monohydrate ท่ีเตรียมไดจากขอ 1 มาทํ าให เจือ
จางโดยใหมีความเขมขนเทากับ 10, 20, 40, 50, 60 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชปเปตดูด
สารละลาย stock solution มาครั้งละ 10, 20, 40, 50, 60 และ 80 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํ า
กลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร

เตรียมตัวอยางเพื่อทํ าการวิเคราะหปริมาณเพคตินเชนเดียวกับในตัวอยาง จากน้ันนํ า
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงเชนเดียวกัน

นํ าคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย galacturonic acid monohydrate               ท่ี
ความเขมขนตางๆ มาหาความสัมพันธเชิงเสนทํ าใหไดสมการเสนตรงและนํ ามาใชในการคํ านวณหา
ปริมาณสารประกอบเพคตินท่ีมีในตัวอยาง

การคํ านวณ
สมการเสนตรงท่ีไดจากกราฟมาตรฐาน y = ax+b
เมื่อ y คือ ปริมาณสารประกอบเพคติน มีหนวยเปนไมโครกรัมตอลิตร

a คือ คาความชันของเสนกราฟ
x คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานหลังจากหักลบดวย

blank แลวหรือเขียนไดวา
x = (คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง A - คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง B) x (คาการ       
ดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง C - คาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลอง D)

b คือ คาคงท่ีของสมการ
คํ านวณคาการดูดกลนืแสงของตัวอยางเชนเดียวกับสารละลายมาตรฐาน ทํ าใหไดคา x นํ าไป

แทนในสมการขางตน เพื่อคํ านวณหาปริมาณสารประกอบเพคตินท่ีมีในตัวอยางท่ีทํ าการวิเคราะห   
ซึ่งจํ าเปนตองนํ ามาคํ านวณใหอยูในหนวยมิลลิกรัมของตัวอยางเร่ิมตน
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การวิเคราะหคุณภาพทางจลุชีววิทยา

การหาปริมาณเช้ือจุลินทรียท้ังหมด (total plate count) ตามวิธีของ APHA, 1992
เคร่ืองมือและอุปกรณ

1.!จานเพาะเชื้อ (petri dish) ผานการอบฆาเช้ือแลว
2.!ปเปตผานการอบฆาเช้ือแลวขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
3.! ตูบมเช้ือ (incubator)

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเจือจาง
1.!สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1
2.!อาหารเลี้ยงเชื้อ PCA

วิธีวิเคราะห
1.!ปเปตน้ํ าฝร่ัง 25 มิลลิลิตรใสในขวดดูแรนท่ีมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ

0.1 จํ านวน 225 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาน 1-2 นาที
2.! เจือจางอาหารในสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 หลอดละ 9 มิลลิลิตร

จนไดระดับความเจือจางท่ี 10-1, 10-2 และ 10-3

3.!ใชปเปตขนาด 1 มลิลลิติร ดูดสารละลายอาหารจ ํานวน 1 มลิลลิติร ใสในจานเพาะเชือ้
โดยทํ าความเขมขนละ 2 จาน (duplicate)

4.! เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส ประมาณ 10-15 มิลลิลิตร
ใสในจานเพาะเชื้อ เขยาจานใหสารละลายอาหารกระจายทั่วจานเพาะเชื้อ

5.!ปลอยใหอาหารวุนแข็งตัว คว่ํ าจานเพาะเชื้อ บมในตูเพาะเชื้ออุณหภูมิ 35-37   
องศาเซลเซียส นาน 48-72 ชั่วโมง

6.! นับจํ านวนโคโลนีจากจานท่ีมีจํ านวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี คํ านวณคา
CFU/ml ของอาหารไดจากสูตรคือ
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เมื่อ ∑C คือ ผลรวมของโคโลนีท่ีนับไดบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีจํ านวนโคโลนี 25-250
โคโลนีท้ังหมด

n1 คือ จํ านวนจานเล้ียงเช้ือในระดับความเขมขนแรกท่ีสามารถนับไดในชวง
25-250 โคโลนี

n2 คือ จํ านวนจานเล้ียงเช้ือในระดับความเขมขนถัดไปท่ีสามารถนับไดในชวง
25-250 โคโลนี

d คือ ระดับความเขมขนแรกท่ีสามารถนับเช้ือไดในชวง 25-250 โคโลนี

การหาปริมาณเชื้อยีสตและรา (yeast and mold) ตามวิธีของ APHA, 1992
เคร่ืองมือและอุปกรณ

1! จานเพาะเชื้อ (petri dish) ผานการอบฆาเช้ือแลว
2! ปเปตผานการอบฆาเช้ือแลวขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
3! ตูบมเช้ือ (incubator)

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเจือจาง
1! สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1
2! อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA)

วิธีวิเคราะห
1! ปเปตน้ํ าฝร่ัง 25 มลิลิลิตร ใสในขวดดูแรนท่ีมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ

0.1 จํ านวน 225 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาน 1-2 นาที
2! เจือจางอาหารในสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 หลอดละ 9 มิลลิลิตร

จนไดระดับความเจือจางท่ี 10-1, 10-2 และ 10-3

3! ใชปเปตขนาด 1 มลิลลิติร ดูดสารละลายอาหารจ ํานวน 1 มลิลลิติร ใสในจานเพาะเชือ้
โดยทํ าความเขมขนละ 2 จาน (duplicate)

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

21 ×+
∑=



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

98

4! เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส ประมาณ 10-15 มิลลิลิตร
ใสในจานเพาะเชื้อ เขยาจานใหสารละลายอาหารกระจายทั่วจานเพาะเชื้อ

5! ปลอยใหอาหารวุนแข็งตัว บมในตูเพาะเชื้ออุณหภูม ิ30±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา
72±3 ชั่วโมง

6! นับจํ านวนโคโลนีจากจานท่ีมีจํ านวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี คํ านวณคา
CFU/ml ของอาหารไดจากสูตรเดียวกับการหาปริมาณเช้ือจุลินทรียท้ังหมด

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

เคร่ืองมือและอุปกรณ
1.!หลอดทดลอง ขนาด 16 X 150 มิลลิเมตร
2.!หลอดดักกาซ (durham tube)
3.!ปเปต ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
4.! ตูบมเช้ือ (incubator)

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเจือจาง
1.!สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1
2.!อาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl Sulfate Tryptose Broth
3.!อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Lactose Bile Broth

วิธีวิเคราะห
1.!ปเปตน้ํ าฝร่ัง 25 มิลลิลิตร ใสในขวดดูแรนท่ีมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ

0.1 จํ านวน 225 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาน 1-2 นาที
2.! เจือจางอาหารในสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 หลอดละ 9 มิลลิลิตร

จนไดระดับความเจือจางท่ี 10-1, 10-2 และ 10-3

3.!ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดสารละลายอาหารเขมขน 10-1, 10-2 และ 10-3 จํ านวน
1 มิลลิลิตร ใสในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ Lauryl Sulfate Tryptose Broth ทํ าความเขมขนละ 3 หลอด

4.!บมหลอดทดลองท้ังหมดในตูบม (incubator) อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส    
นาน 48 ชั่วโมง
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5.!สังเกตและตรวจนับจํ านวนหลอดท่ีเกิดกาซข้ึนในหลอดดักกาซ
6.! ยืนยันผลโคลิฟอรมแบคทีเรีย โดยการถายเชื้อจากหลอดท่ีเกิดแกสในขอ 5      

หลอดละ 1 หวง เพาะลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Lactose Bile Broth แลวน ําไปบม
ในตูบมอุณหภมูิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง

7.!สังเกตและตรวจนับจํ านวนหลอดท่ีเกิดกาซข้ึนในหลอดดักกาซ รายงานการพบ     
โคลิฟอรมแบคทีเรียเปน MPN/ml โดยเทียบคาในตารางท่ี ค.3

การยืนยัน E. coli
ถายเช้ือจากหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliant Green Lactose Bile Brothท่ีใหผลบวก   

1 หวง ใสลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth บมในอางควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 44.5 องศาเซลเซียส
นาน 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเกิดกาซ

ถายเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth ท่ีใหผลบวก ขีด (streak) ลงบนผิวหนาของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ EMB agar บมท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนี       
ที่มีสีมวงเขมและมีสีเหลือบเงินวาว (metallic sheen) เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA slant บมที่อุณหภูมิ
35-37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง

เขีย่เชือ้จากหลอดอาหาร NA slant หลงัจากบมท่ี 35 องศาเซลเซยีส นาน 18-24 ชั่วโมง
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือดังตอไปน้ีเพ่ือทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี

1.!Tryptophane broth บมท่ีอุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ± 2 ชั่วโมง        
แลวทดสอบ indole test โดยการเติม Kovac’s reagent 0.2-0.3 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดอาหาร
สังเกตการเกิดผลบวกคือ จะเกิดช้ันสีแดงข้ึนบนผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ
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2.!MR-VP medium บมท่ีอุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 ± 2 ชั่วโมง
-! ทดสอบ methyl red test โดยการหยด methyl red solution จ ํานวน 5 หยด

ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากการบมเชื้อแลว 48 ชั่วโมง. ถาใหผลบวกอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียน
เปนสีแดง หากผลลบอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียนเปนสีเหลือง

-! ทดสอบ Voges Proskaur test การเกิด acetylmethylcarbinol โดยปเปตเชือ้
1 มลิลลิติร ใสในหลอดเปลา ขนาด 13 X 100 มลิลเิมตร ทีฆ่าเชือ้แลว (ทํ าโดย aseptically condition)
เติมสารละลายแอลฟาแนปทอล (α-naphthol) ความเขมขนรอยละ 5 จํ านวน 0.6 มิลลิลิตร,           
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 จํ านวน 0.2 มิลลิลิตร และผงของ
creatine ลงไปเลก็นอย เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 2 ชั่วโมง หากใหผลบวกจะเกิดสีชมพูของ eosin

3.!Koser Citrate broth บมท่ีอุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส นาน 96 ชั่วโมง (4 วัน)
สังเกตการเจริญของเชื้อ ถาใหผลบวกอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียนสีจากสีเขียวเปนสีน้ํ าเงิน

4.!Lauryl sulfate tryptose broth บมท่ีอุณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส นาน 48 ± 2 ชัว่โมง
สังเกตการเกิดกาซในหลอดดักกาซ

5.!ยอมส ีgram stain ใหยอมสหีลงัจากท่ีบมเชือ้ใน PCA-agar slant นาน 18 ชัว่โมง
6.! จัดแบงกลุม (classification) ตามคุณสมบัติทางชีวเคมีดังตารางที ่ค.2

ตารางท่ี ค.2 ตารางการจัดแบงกลุมเชื้อจุลินทรียตามสมบัติทางชีวเคมี

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

ถาเชือ้ท่ีนํ ามาทดสอบปฏกิิริยาทางชีวเคมไีมบริสทุธิ ์ผลท่ีไดอาจไมตรงกับท่ีกลาวมา ใหทํ าการ
ขดี(streak) ใหม จนกวาจะไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ แลวทํ าการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีใหมอีกคร้ัง

7.!รายงานผลเปน MPN/g โดยเทียบคาในตารางท่ี ค.3
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ตารางท่ี ค.3 คา MPN (Most Probable Number) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 เมื่อใชระดับ  
ความเขมขน 0.1, 0.01 และ 0.001 อยางละ 3 หลอด

จ ํานวนหลอดท่ีใหผลบวก จํ านวนหลอดท่ีใหผลบวก
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
ขอมูลฟลักซของนํ ้ากลั่นและนํ้ าฝร่ัง
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ตารางท่ี ง.1 ฟลักซของน้ํ ากล่ันกอนการใชงานท่ีความดันตางๆ 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 ฟลักซของน้ํ าฝร่ังท่ีความดันตางๆ 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
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ตารางท่ี ง.3 ฟลักซของการกรองแบบตอเน่ืองโดยไมการพักทํ าความสะอาดและแบบมีการพักทํ า
ความสะอาด เฉล่ียจากการวัด 2 ซํ้ า

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

โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 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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ประวัติผูเขียน
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