
 
 

บทที่  3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1  อุปกรณ 
 
 เครื่องเขยาสาร (Vortex ; Scientific Industries : G-560E, USA) 
 เครื่องความดนัสูง (High Pressure Processing ; Mini Foodlab : FPG 5620, England) 
 เครื่องฆาเชื้ออาหาร (Autoclave ; Gallenkamp, England) 
 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius : CP224S, Germany) 
 เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง (Precisa : BJ610C, Switzerland) 
 เครื่องบรรจุสุญญากาศ (Supervac : GK100, Austria) 
 เครื่องปนผสม (Blender ; National , Thailand) 
 เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge ; Hettich zentrifugen : Rotina 46R, Germany) 
 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV - Vis  Spectrophotometer ; Perkin Elmer : Lambda         
35, Germany) 
 

 เครื่องวัดคาพีเอช (pH meter ; Sartorius : PB-10, Germany) 
 เครื่องวัดคา water activity (aw meter ; Aqualab : serie 3, USA) 
 เครื่องวัดสี (Colorimeter ; Minolta Chroma meter : CR-300, Japan) 

 ตูถายเชื้อ (Laminar flow ; Heal Force : HFsafe 1200/C, China) 
 ตูบมเชื้อ (Incubator ; Gallenkamp, England) 
 ตูอบหาความชื้น (Hot Air Owen ; Binder : FD 115, Germany) 
 เตาอบไมโครเวฟ (Microwave owen ; Sharp, Thailand) 

 ปเปตถายสาร (Transfer Pipette ; Transferpette, Germany) 
 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath ; GFL : 1032, Germany) 
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3.2  สารเคมี 
           
 กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid ; H2SO4, Mw 98.08, Assay 95 – 97 %, Merck, 

Germany) 
 กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid ; H3PO4, Mw 98.00, Assay 85 %, Merck, 

Germany) 
 กรดลิโนเลอิก (Linoleic acid ; C18H32O2, Mw 280.46, Assay 60 – 74 %, Fluka, 

Germany) 
 กรดออกซาลิค (Oxalic acid dehydrate ; (COOH)2

.2H2O, Mw 126.07, Assay 99.8 

%min, Carlo Erba) 
 กรดอะซิติก (Acetic acid glacial ; CH3COOH, Mw  60.05, Assay 99.8 %min, 

Merck, Germany) 
 กรดแอสคอรบิค (L-ascorbic acid ; C6H8O6, Mw 176.13, Assay 99.0 – 100.5 %, 

Asia Pacific Specialty Chemicals, Australia) 
 กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid ; HCl, Mw 36.5, Assay 37.0 %, Merck, 

Germany) 
 กรด 3,5 – ไดไนโตรซาลิไซลิค (3,5-Dinitrosalicylic acid ; C7H4N2O7, Mw 228.19, 

Assay > 98.0 %, Fluka, China) 
 กัวอะคอล (Guaicol ; C7H8O2, Mw 124.14, Assay > 98.0 %, Fluka, Japan) 
 แคทีคอล (Pyrocatechol ; C6H6O2, Mw 110.11, Assay > 98.0 %, Fluka, China) 
 โซเดียมอะซิเตรท (Sodium acetate hydrated ; CH3COONa.3H2O, Mw 136.08, 

Assay 99.0 – 100.5 %, Ajax  Finechem, Australia) 
 โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Sodium dihydrogen orthophosphate ;   
NaH2PO4

.2H2O , Mw 156.01, Assay 99.0 – 101.0 %, Ajax  Finechem, Australia) 

 โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodiun hydroxide ; NaOH, Mw 40.00, Assay 99.0 %, 

Merck, Germany) 
 ทวีนน 20 (Tween 20 ; C58H114O26, Fw 1227.54, Fisher Scientific, U.S.A.) 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-Sodium hydrogen orthophosphate anhydrous ; 

Na2HPO4, Mw 141.96, Fisher Scientific, UK.) 
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 2,6 ไดคลอโรอินโดฟนอล (2,6-Dichloroindophenol sodium salt ; Mw 290.08, Asia 

Pacific Specialty Chemicals, Australia) 
 โพแทสเซียมคลอไรด (Potassium chloride ; KCl, Mw 74.55, Assay 99.8 %min, 

Ajax  Finechem, Australia) 
 โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (Potassium Sodium (+) Tartrate ; KNaC4H4O6

.4H2O, 

Mw 282.22, Assay 99.0 – 102.0 %, Ajax  Finechem, Australia) 
 ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (Hydrogen peroxide ; Assay 29.0 – 31.0 %, Merck, 

Germany) 
 เอทานอล (Ethanol ; CH3CH2OH, Assay 95%, C.M. Chemical & Lab Supplies, 

Thailand) 
 Bovine Serum Albumin (BSA ; Assay 98 %min, USB, USA) 
 Coomassie Brilliant blue G-250 (SERVA, Germany) 
 Peptone water (Merck, Germany) 
 Plate count agar (PCA ; Merck, Germany) 

 Potato Dextrose agar (PDA ; Merck, Germany) 

 
3.3  วัตถุดิบ 
 
 พริกพันธุจักรพรรดิ์ (จากตลาดเมืองใหม : เชียงใหม, ประเทศไทย) 
 หอมแดง (จากตลาดเมืองใหม : เชียงใหม, ประเทศไทย) 
 กระเทยีม (จากตลาดเมืองใหม : เชียงใหม, ประเทศไทย) 
 
3.4  วิธีการทดลอง 
 
   การทดลองแบงออกเปน 4 ตอน ดังนี ้
 
ตอนที่ 1  ศึกษาคุณภาพทางเคมี  กายภาพ  และจุลชีววิทยา ในพริกหนุมพันธุจักรพรรดิ์  
 
   นําพริกหนุมพันธุจักรพรรดิ์ซ่ึงใชในการผลิตน้ําพริกหนุม มาทําการวิเคราะหคุณภาพ
จํานวน 2 ซํ้า โดยวเิคราะหคณุภาพทางเคม ี กายภาพ และจุลชีววิทยา ดังตอไปนี ้
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1.  คุณภาพทางกายภาพ 
 
1.1  สีระบบ CIE (L*, a*, b*)   (Minolta Chroma Meter : Model CR-300 ) 
 

วิธีการวิเคราะห 
   นําตัวอยางมาใสลงในภาชนะ เปดเครื่องวัดสี และควรทําการ Calibrate เครื่องกอนวัดทกุ
คร้ัง เลือก mode การวัดเปน mode สี L*, a* และ b* ทําการวัดสีและบนัทึกคาสีที่อานได 

L*  คือ คาความสวาง  มีคาอยูในชวง 0 - 100  ถาคา L* เขาใกล 0  หมายถึง  ตวัอยางมีความ
สวางนอยจนเปนสีคลํ้า  หากคา L* เขาใกล 100  หมายถึง  ตัวอยางสวางมากจนเปนสีขาว 
    a*  คือ คาแสดงถึงสีแดงและสีเขียว  หาก a*  มีคาเปนบวก  หมายถึง  ตวัอยางมีสีแดง  หาก
คา a* มีคาเปนลบ  หมายถึง  ตัวอยางมีสีเขยีว 
    b*  คือ คาแสดงถึงสีเหลืองและสีน้ําเงิน  หาก b* มีคาเปนบวก  หมายถึง  ตัวอยางมีสีเหลือง  
หากคา b* มีคาเปนลบ  หมายถึง  ตัวอยางมีสีน้ําเงิน 
 
1.2  วอเตอรแอคติวิต ี(aw)   (Water Activity Meter : AquaLab) 
 

วิธีการวิเคราะห 
   บรรจุตัวอยางลงในตลับ a w โดยบรรจุไมเกินครึ่งหนึง่ของความสูงของตลับ a w นําตลับที่
บรรจุตัวอยางเรียบรอยแลว มาวางลงใน chamber ของเครื่อง a w meter จากนัน้เลื่อน chamber 
เขาไปในเครื่องใหอยูในสภาพพรอมวัด แลวหมุนปุมไปยงัตําแหนง READ ตั้งทิ้งไวจนเขาสูสมดุล
เครื่องจะมีสัญญาณเตือน อานและบันทกึคา a w ที่วัดได  
 
1.3  ปริมาณความชื้น   (AOAC, 2000) 
 

วิธีการวิเคราะห 
   นํา moisture can อบที่ตูอบลมรอน ที่อุณหภูมิ 100 + 2 ๐C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทําใหเย็น
ในโถดูดความชื้นนาน 2 ช่ัวโมง ช่ังน้ําหนกั (w1) จากนัน้ชั่งตัวอยาง (3-4 กรัม) ใสลงใน moisture 

can ที่อบแลว บันทึกน้ําหนกัตัวอยาง (w2) นํา moisture can ที่ใสตัวอยางเรยีบรอยแลว ไปอบที่
ตูอบลมรอนอุณหภูมิ 100 + 2 ๐C เปนเวลา 6 ช่ัวโมง นํา moisture can ออกจากตูอบลมรอนใสใน
โถดูดความชืน้ 2 ช่ัวโมง ช่ังน้ําหนกัที่ได นําไปอบตออีก 1 ช่ัวโมง แลวนํามาใสในโถดูดความชื้น 
ช่ังน้ําหนกัจนไดน้ําหนักคงที่ (w3) (ผลตางของน้ําหนกัที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันตางกันไมเกิน 2 
มิลลิกรัม) 
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2.  คุณภาพทางเคมี 
 
2.1  คาความเปนกรด – ดาง   (pH meter) 
 

วิธีการวิเคราะห 
   ช่ังตัวอยางทีป่นละเอียดแลวมา 20 กรัม เติมน้ํากลั่นเล็กนอย คนใหเขากันจากนัน้ปรับ
ปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร แลววัดคาความเปนกรด – ดาง โดยเครื่อง pH meter โดยกอนทําการวัด
ควรทําการ Calibrate เครื่องดวย buffer กอน จากนัน้จุม Electrode ลงในตัวอยาง รอจนกวาคาที่
อานไดหยุดนิง่ เครื่องจะปรากฏตัว S ขึ้น จดบันทึกคา pH ที่ได 
 
2.2  กิจกรรมเอนไซม   
 

2.2.1  การสกัดเอนไซม (ดัดแปลงจาก Flurkey and Jen, 1978) 
 

สารเคมี 
1. บัฟเฟอรสําหรับสกัดเอนไซม 
   บัฟเฟอรที่ใชในการสกัดเอนไซม คือ 0.05 โมลาร Phosphate buffer pH 6.2 ซ่ึงมี KCl 1 
โมลาร เตรียมโดยชั่ง Sodium dihydrogen orthophosphate มา 7.02 กรัม ช่ัง di-Sodium 

hydrogen orthophosphate มา 0.70 กรัม เติม Potassium chloride 74.55 กรัม เติมน้ํากลั่น 800 
มิลลิลิตร คนสารใหเขากนัจากนั้นปรับ pH เปน 6.2 แลวปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
 
การสกัดเอนไซม 
   ช่ังตัวอยางมา 20 กรัม ใสในเครื่องปน เติมบัฟเฟอรสําหรับสกัดเอนไซม 100 มิลลิลิตร ปน
ละเอียดเปนเวลา 1 นาที จากนั้นนําสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 4 ๐C เปนเวลา 30 นาที 
เก็บสวนสารละลายใส (Supernatant) ไวที่ 4 ๐C เพื่อนําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม     
โพลีฟนอลออกซิเดส เปอรออกซิเดส และไลพอกซีจิเนสในขั้นตอไป 
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2.2.2  กิจกรรมเอนไซม Polyphenol Oxidase  (ดัดแปลงจาก Flurkey and Jen, 1978) 
 

สารเคมี 
1. บัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห Polyphenol Oxidase 
   บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.2 โมลาร Phosphate buffer pH 7.0 เตรียมโดยชั่ง Sodium 

dihydrogen orthophosphate มา 18.72 กรัม ช่ัง di-Sodium hydrogen orthophosphate มา 
11.36 กรัม เตมิน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร คนสารใหเขากันจากนั้นปรับ pH เปน 7.0 แลวปรับปริมาตร
เปน 1000 มิลลิลิตร 
2. สารสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Polyphenol Oxidase 
   สับสเตรทที่ใช คือ สารละลาย Catechol ความเขมขน 0.25 โมลาร 
 
การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม Polyphenol Oxidase 
   ใสบัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห Polyphenol Oxidase ลงในหลอดทดลองปริมาตร 3.75 
มิลลิลิตร เติมสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Polyphenol Oxidase ลงไป 1.00 มิลลิลิตร เติมเอนไซม
ที่สกัดไดลงไป 0.25 มิลลิลิตร วัด A420 ทุกๆ 5 วินาที เปนเวลา 5 นาที เทียบกับ Blank โดย Blank 
คือ บัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห Polyphenol Oxidase ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร และสับสเตรท
สําหรับวิเคราะห Polyphenol Oxidase 1.00 มิลลิลิตร 
 
2.2.3  กิจกรรมของเอนไซม  Peroxidase  (ดัดแปลงจาก Flurkey and Jen, 1978) 
 

สารเคมี 
1. บัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห Peroxidase 
   บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1 โมลาร Acetate buffer pH 5.5 เตรียมโดยปเปต Acetic acid มา 0.90 
มิลลิลิตร ช่ัง Sodium acetate มา 11.56 กรัม เติมน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร คนสารใหเขากันจากนัน้
ปรับ pH เปน 5.5 แลวปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
 
2. สารสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Peroxidase 
   สับสเตรทที่ใช คือ สารละลาย 0.1 โมลาร Acetate buffer pH 5.5 ซ่ึงประกอบดวย 0.5% 
Guaiacol และ 0.1% H2O2 เตรียมโดยปเปต Guaiacol มา 0.50 มิลลิลิตร และ H2O2 0.333 
มิลลิลิตร แลวเติมบัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห Peroxidase ลงไปผสมใหเขากัน แลวปรับปริมาตรเปน 
100 มิลลิลิตร 
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การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม Peroxidase 
   ใสสารสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Peroxidase ลงในหลอดทดลองปริมาตร 4.80 มิลลิลิตร 
เติมเอนไซมทีส่กัดได ลงไป 0.20 มิลลิลิตร วัด A470 ทุกๆ 5 วินาที เปนเวลา 5 นาที เทยีบกับ Blank 
โดย Blank คือ สารสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Peroxidase 4.80 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 0.20 
มิลลิลิตร 
 
2.2.4  กิจกรรมของเอนไซม  Lipoxygenase  (ดัดแปลงจาก Gokmen et al., 2004   and   Ding  

et al., 2006) 
 

สารเคมี 
1. บัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห Lipoxygenase 
   บัฟเฟอรที่ใชคือ 0.1 โมลาร Phosphate buffer pH 6.0 เตรียมโดยชั่ง Sodium 

dihydrogen orthophosphate มา 14.7 กรัม ช่ัง di-Sodium hydrogen orthophosphate มา 
0.85 กรัม เติมน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร คนสารใหเขากันจากนั้นปรับ pH เปน 6.0 แลวปรับปริมาตร
เปน 1000 มิลลิลิตร 
 
2. สารสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Lipoxygenase 

   เตรียมโดยปเปต linoleic acid มา 78.6 ไมโครลิตร และ Tween 20  มา 78.6 ไมโครลิตร 
เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นเติม 1 นอรมัล Sodium hydroxide 0.5 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันจะไดสารละลายใส เติมบัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห Lipoxygenase ลงไป 80 มิลลิลิตร 
ปรับ pH สารละลายใหได 6.0 แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยบัฟเฟอรสําหรับวิเคราะห 
Lipoxygenase 
 
วิธีวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม Lipoxygenase 
   ใสสารสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Lipoxygenase ลงในหลอดทดลองปริมาตร 4.90 
มิลลิลิตร เติมเอนไซมที่สกัดไดลงไป 0.10 มิลลิลิตร วัด A234 ทุกๆ 5 วินาที เปนเวลา 5 นาที เทียบ
กับ Blank โดย Blank คือ สารสับสเตรทสําหรับวิเคราะห Lipoxygenase 4.90 มิลลิลิตร และน้ํา
กล่ัน 0.10 มิลลิลิตร 
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2.2.5  การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารละลาย (Bradford, 1976) 
 

สารเคมี 
1. สารสําหรับตรวจโปรตีนในสารละลาย (Coomassie blue dye reagent) 
   ละลาย Coomassie brilliant blue G-250 50 มิลลิกรัม ใน 95 % เอทานอล 25 มิลลิลิตร 
คนจนสารละลายหมด แลวจึงเติม 85 % กรดฟอสฟอริก 50 มิลลิลิตร คนสารละลายใหเขากัน ปรับ
ปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น แลวกรองสารดวยกระดาษกรองเบอร 1 เก็บใสขวดสีชา  
 
การวิเคราะหปริมาณโปรตนีในสารละลาย 
 

   สรางกราฟมาตรฐานโปรตีน โดยเตรยีมสารดังนี ้
 

หลอดที่  

สาร (ml)  

Blank 1 2 3 4 5 
 

Coomassie blue dye reagent 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 
1 mg/ml BSA 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 

น้ํากลั่น 0.50 0.48 0.46 0.44 0.42 0.40 
 
   เมื่อเตรียมสารตามตารางแลวทําการผสมใหเขากนั แลวตั้งทิ้งไว 20 นาที วัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 595 nm เทียบกับ Blank 
   เมื่อเตรียมกราฟมาตรฐานโปรตีนแลว จึงทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารตัวอยางเอน 
ไซมที่สกัดได โดยปเปตสารตัวอยางเอนไซมมา 0.40 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 0.10 มิลลิลิตร จากนั้น
เติม Coomassie blue dye reagent 5.00 มิลลิลิตร ผสมกันจากนัน้ตั้งทิ้งไว 20 นาที วัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm เทียบกับ Blank จากนัน้นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเทียบกบั
กราฟมาตรฐานโปรตีน  
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2.3  ปริมาณวติามินซ ี (AOAC, 2000) 
 

สารเคมี 
1. กรดออกซาลิค เขมขน 0.4 % 
2. สารละลายวิตามินซีมาตรฐาน 
   ช่ังกรดแอสคอรบิคบริสุทธมา 0.02 กรัม ละลายในสารละลายกรดออกซาลิคเขมขน 0.4 % 
60 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลัน่ ไดสารละลายวิตามนิซีมาตรฐานเขมขน 
0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
3. สารละลายอินโดฟนอลมาตรฐาน  
   ช่ัง 2,6-dichlorophenolindophenol มา 0.025 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 
100 มิลลิลิตร กรองสารละลายเก็บใสตูเยน็ได 2-3 สัปดาห 
 
วิธีการวิเคราะหวิตามินซ ี
   ช่ังตัวอยางมา 20 กรัม ใสลงในเครื่องปน เติมสารละลาย กรดออกซาลิคเขมขน 0.4 % ลงไป  
100 มิลลิลิตร ปน 1 นาท ีกรอง ปรับปริมาตรเปน 100 มลิลิลิตร จากนั้นปเปตสารละลายที่ไดมา 10 
มิลลิลิตร ใสใน flask ขนาด 125 มิลลิลิตร ไทเทรตกบัสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐาน จุดยุตจิะ
เห็นสีชมพูออนนานกวา 15 วินาที จดปริมาตรสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐานที่ใช แลวทําซ้ําอีก 2 
คร้ัง จากนั้นปเปตสารละลายวิตามินซีมาตรฐานมา 10 มิลลิลิตร ใสใน flask ขนาด 125 
มิลลิลิตร ไทเทรตกับสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐาน จุดยุตจิะเห็นสีชมพูออนนานกวา 15 วนิาที 
จดปริมาตรสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐานที่ใช แลวทําซ้ําอีก 2 คร้ัง โดยในการวเิคราะหใหมควร
ไทเทรตกับสารละลายวิตามนิซีมาตรฐานกอนทุกครั้ง 
 
2.4  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  (James, 1995)  
 

สารเคมี 
1. น้ําตาลกลูโคส ความเขมขน 15 กรัม/ลิตร 
2. กรดซัลฟูริก ความเขมขน 1.5 โมลาร 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 10 % 
4. DNS reagent 

 เตรียมโดยละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid 1 กรัม ในสารละลาย 20 มิลลิลิตรของ
โซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร จากนั้นละลายโพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต 30 กรัม ในน้ํากลั่น 50 
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มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดมาผสมกัน คนจนละลายหมดแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บ
ใสขวดสีชา  
 
การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาล 
   เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 และ 1.50 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตมาจากสารละลายกลูโคสมาตรฐานเขมขน 15 กรัม/ลิตร จากนั้นป
เปตสารกลูโคสมาตรฐานแตละความเขมขน ใสในหลอดทดลองความเขมขนละ 1 มิลลิลิตรเติม 
DNS reagent 1 มิลลิลิตร และเติมน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร นําไปตมใน Water bath 100 องศา
เซลเซียสนาน 5 นาที แลวจุมลงในน้ําเย็นทันที นําไปวดัคา A540 โดยเครื่อง Spectrophotometer 
จากนั้นนําขอมูลระหวางคาความเขมขนของน้ําตาลกับ A540  ที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐาน 
 
วิธีการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
   ช่ังตัวอยางทีป่นละเอียดมาประมาณ 5 กรัม ใสใน Erlenmayer Flask เติมน้ํากลั่น 50 
มิลลิลิตร นําไปตมใน water bath อุณหภูมิ 50 ๐C นาน 10 นาที นําสารที่ไดมากรองผานกระดาษ
กรอง ลางสวนที่เหลือบนกระดาษกรอง แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ใน Volumetric 
Flask  
   นําตัวอยางทีส่กัดไดไปวัดหาปริมาณน้ําตาล โดยดดูสารละลาย 0.50 มิลลิลิตร ใสในหลอด
ทดลอง เติมน้ํากลั่น 2.50 มิลลิลิตร และเติม DNS reagent 1.00 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปตม
ใน water bath อุณหภูมิ 100 ๐C  นาน 5  นาที จากนั้นจุมในน้ําเยน็ทันที แลวนาํไปวัดคา A540 
โดยเครื่อง Spectrophotometer 
 
2.5  ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ  (James, 1995) 
 

สารเคมี 
   สารเคมีที่ใชเหมือนกับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 
 
การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาล 
   ใชกราฟมาตรฐานเดียวกับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 
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วิธีการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 
   ช่ังตัวอยางทีป่นละเอียดมาประมาณ 5 กรัม ใสใน Erlenmayer Flask เติมกรดซัลฟูริก
ความเขมขน 1.5 โมลารจํานวน 10 มิลลิลิตร นําไปตมใน water bath 100 ๐C นาน 20 นาที แลวจุม
ลงในน้ําเย็นทนัที เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 10 % จํานวน 12 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากนั นาํสารที่ไดมากรองผานกระดาษกรอง ลางสวนที่เหลือบนกระดาษกรอง แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ใน Volumetric Flask  
   นําตัวอยางทีส่กัดไดไปวัดหาปริมาณน้ําตาล โดยดูดสารละลาย 0.25 มิลลิลิตร ใสในหลอด
ทดลอง เติมน้ํากลั่น 2.75 มิลลิลิตร และเติม DNS reagent 1.00 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปตม
ใน water bath อุณหภูมิ 100 ๐C  นาน 5  นาที จากนั้นจุมในน้ําเยน็ทันที แลวนาํไปวัดคา A540 
โดยเครื่อง Spectrophotometer 
 
3.  คุณภาพทางจุลชีววิทยา 
 
3.1  ปริมาณจลิุนทรียท้ังหมด   (AOAC, 1998) 
 

วิธีการวิเคราะห 
   ช่ังตัวอยางอาหารแข็ง 25 กรัมใสในถุง stomacher  เติมสารละลาย  0.1% peptone water  
จํานวน 225  กรัม  นําเขาเครื่องตีปน (stomacher)  นาน 1-2 นาท ีทําเจือจางอาหารในสารละลาย 
0.1% peptone water  หลอดละ 9 มล.  จนไดระดบัความเจือจางที่เหมาะสม ใชปเปตขนาด 1 
มิลลิลิตร ดูดสารละลายอาหารที่ระดับความเจือจางที่เหมาะสมจํานวน 3 ระดับความเขมขนที่ติดกัน   
จํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในจานเพาะเชื้อ  โดยทําแบบ duplicate เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA  อุณหภมูิ 
44-46 ๐C  ประมาณ 12-15 มิลลิลิตรใสในจานเพาะเชื้อ  เขยาจานใหสารละลายอาหารกระจายทัว่
จานเพาะเชื้อ จากนั้นปลอยใหอาหารวุนแข็งตัว  คว่ําจานเพาะเชื้อ  บมในตูบมอุณหภูมิ 35-37 ๐C  
นาน 48 + 3 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีจากจานที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี บันทึก
จํานวนโคโลนีที่นับได เพื่อใชในการคํานวณตอไป 
 
3.2  ปริมาณยสีตและรา   (AOAC, 1998) 
 

วิธีการวิเคราะห 
     ช่ังตัวอยางอาหารจํานวน   25 กรัม  ใสในถุง  stomacher  เติมสารละลาย 0.1 %   
peptone water ในอัตราสวน 1:10   นําเขาเครื่องตีปน (stomacher)  นาน 1-2  นาที ทําเจือจาง
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อาหารในสารละลายเจือจาง หลอดละ 9 มล.  จนไดระดับความเจือจางที่ เหมาะสม  3  ระดบัที่
ติดกัน ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดสารละลายอาหารที่ระดับความเจือจางที่เหมาะสมจํานวน 3 
ระดับความเขมขนที่ติดกัน   จํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในจานเพาะเชือ้  โดยทําแบบ duplicate 
จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA ที่ปรับ pH  เปน 3.5  ดวยกรดทารทาริค  เขมขน 10%  อุณหภมูิ
ประมาณ 45 ๐C  ปริมาณ  20-25  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันโดยหมุนในทิศตามเข็มนาฬิกาและทวน
เข็มนาฬกิา ไมควรใชเวลาในการเตรียมสารละลายอาหารจนถึงขั้นตอนการ pour plate  นานเกนิ  
20  นาที บมเพาะเชื้อในที่มดื  อุณหภูมิ 25  ๐C โดยไมตองคว่ําจานเพาะเชื้อ  และหามวางจานเพาะ
เชื้อซอนกันเกนิ  3  จาน  บมเพาะเชื้อนาน  5  วัน  หามเคลื่อนไหวจานเพาะเชื้อกอนครบกําหนด
ระยะเวลาการบมเพาะ  นบัจํานวนโคโลนีของเชื้อในจานที่อยูในชวง  10-150  โคโลนี บันทึก
จํานวนโคโลนีที่นับได เพื่อใชในการคํานวณตอไป  
 
ตอนที่ 2 ศึกษาคุณภาพทางเคมี กายภาพ และจุลชีววิทยาของน้ําพริกหนุมและวัตถุดิบท่ีนํามาผลิต
น้ําพริกหนุม   
   นาํวัตถุดิบทีใ่ชในการผลิตน้ําพริกหนุมไดแก พริกเผา หอมเผา และกระเทียม มาทําการ
วิเคราะหคุณภาพทางเคมี กายภาพ และจุลชีววิทยาเชนเดยีวกับตอนที่ 1 จํานวน 2 ซํ้า และนําวัตถุดบิ
ทั้งหมดมาทําการผลิตน้ําพริกหนุม แลวทาํการวิเคราะหคุณภาพทางเคมี  กายภาพ และจุลชีววทิยา 
เชนเดยีวกับตอนที่ 1 จํานวน 2 ซํ้า 
 
การผลิตน้าํพรกิหนุมพันธุจักรพรรดิ์ 
 
 วิธีการผลิตน้ําพริกหนุมพันธุจักรพรรดิ์มีขั้นตอนดังตอไปนี ้(อรุณ,ี 2549) 

 
นําวัตถุดิบไดแกพริกหนุมพนัธุจักรพรรดิ,์ หอมแดง  

และกระเทียมมาลางใหสะอาด 
 
 

นําพริกหนุมมาอบในเตาอบอุณหภูมิ 150 ๐C เปนเวลา 20 นาที 
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ลอกเปลือกของพริกหนุมออกจากนั้นบรรจุไวในถุงพลาสติกเพื่อรอการผสม 
 
 

อบหอมในเตาอบ 150 ๐C เปนเวลา 10 นาที 
 
 

ลวกกระเทียมในน้ําเดือดเปนเวลา 3 นาท ี
 
 

นําหอมและกระเทียมมาปนใหละเอยีดโดยใชเครื่องปน 
จากนั้นเก็บไวในถุงพลาสติกเพื่อรอการผสม 

 
 
 

นําวัตถุดิบที่เตรียมไวมาผสมในเครื่องผสมโดยมีอัตราสวนดังนี ้
 พริกหนุมอบ        700 กรัม 
 หอมอบ                100 กรัม 
 กระเทยีม              100 กรัม 
 น้ําปลา                  100 กรัม 
 เกลือปน               1 ชอนโตะ 
 
 

 
ผสมจนสวนผสมเขากันด ี

 
 

นําน้ําพริกหนุมที่ไดมาทําการบรรจุในบรรจุภณัฑที่เตรยีมไว 
จากนั้นนําไปถนอมโดยวิธีการตางๆ แลวเก็บรักษา  

ที่ 4 ๐C  เพื่อใชในการวิเคราะหตอไป 
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ตอนที่ 3  ศึกษาการถนอมน้ําพริกหนุมโดยวิธีการบรรจุสุญญากาศ 
 
   วางแผนการทดลองแบบ  2 x 7 factorial in CRD โดยนําน้ําพริกหนุมที่ผลิตจากวัตถุดิบ
ในชุดเดียวกนัมาทําการบรรจุแบบสุญญากาศ โดยบรรจุน้ําพริกหนุมในบรรจุภณัฑ 2 ชนิด คือ ถุง
สุญญากาศ (Nylon / LLDPE) และถุงสุญญากาศ (Aluminium foil) ปริมาณเทากันคือ 70 กรัม
จากนั้นนําไปใสในเครื่องบรรจุสุญญากาศเพื่อทําการบรรจุ แลวทําการเก็บรักษาน้ําพริกหนุมที่ผาน
การบรรจุสุญญากาศในบรรจุภณัฑทั้งสองแบบไวที่อุณหภูมิ 4 ๐C และทําการสุมตัวอยางมาตรวจ
ทุกๆ วันที ่ 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 โดยทําการวเิคราะหคุณภาพทางเคมี กายภาพ  และจุล
ชีววิทยา เชนเดียวกับตอนที่ 1 จํานวน 2 ซํ้า 
  
ตอนที่ 4  ศึกษาการถนอมน้ําพริกหนุมโดยกระบวนการความดันสงู 
 
   วางแผนการทดลองแบบ 2 x 2 x 7 factorial in CRD โดยนําน้ําพริกที่ผลิตจากวตัถุดิบใน
ชุดเดียวกนัมาทําการบรรจุในถุงพลาสติกแบบ Nylon/LLDPE ในปริมาณเทากนัคือ 70 กรัม 
จากนั้นนําไปผานกระบวนการความดันสงู ซ่ึงใชระดับความดัน 2 ระดับ คือ 400 และ 600 MPa 
และระยะเวลาในการคงความดัน 2 ชวง คือ 20 และ 40 นาที จากนัน้เก็บรักษาน้ําพริกหนุมทกุสิ่ง
ทดลองไวที่อุณหภูมิ 4 ๐C  และทําการสุมตัวอยางมาตรวจทุกๆ วนัที่ 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 
โดยทําการวิเคราะหคุณภาพทางเคมี กายภาพ และ จุลชีววิทยา เชนเดยีวกับตอนที่ 1 จํานวน 2 ซํ้า 
 
3.5  การวิเคราะหขอมูล 
 
   ทําการวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม SPSS และเปรยีบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’ s 

new multiple range test (DMRT) ที่ระดับนยัสําคัญ 0.05 


