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บทที ่3 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
วัสดุอุปกรณ์ 

 
วัตถุดิบ 
 

1. แป้งมันส ำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) 
 
เครื่องมือ 
 

1. เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ต ำแหน่ง (Analytical balance: Sartorius BP 610, 
Germany) 

2. เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ต ำแหน่ง (Analytical balance: Sartorius CP 224S, 
Germany) 

3. เตำให้ควำมร้อน (Hot plate: Kika, Maraysia; Gerhardt, Germany) 
4. เคร่ืองไล่อำกำศโดยระบบอัลตรำโซนิกส์ (Ultrasonic cleaner: Bransonic, 

U.S.A) 
5. ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
6. ตู้รังสีอัลตรำไวโอเลต (Ultraviolet) 
7. เคร่ืองวัดอุณหภูมิพร้อมโพรบในตัว (Thermometer: HI 98509-1, Hanna) 
8. เคร่ืองวัดควำมหนำของแผ่นฟิล์ม (Vernier calipers: Mitutoyo, Japan) 
9. เคร่ืองวัดควำมต้ำนทำนแรงดึงขำดและควำมสำมำรถในกำรยืดตัว (Texture 

analyzer: TA.XT plus model, Switzerland)  
10. เคร่ืองวัดปริมำณน  ำอิสระ (Water activity: Aqualab 3TE, U.S.A) 
11. เคร่ืองวิเครำะห์อัตรำกำรซึมผ่ำนของแก๊สออกซิเจน (Oxygen permeation 

analyzer) 
12. หม้อน่ึงควำมดันไฟฟ้ำระบบอัตโนมัติ (Autoclave: Harayama, Japan) 
13. ตู้ถ่ำยเชื อ (Laminar flow: Holten Laminar HB 2472, Denmark) 
14. ตู้บ่มเชื อ (Incubator: Heraeus B12, Germany) 
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อุปกรณ์ 
 

1. บีกเกอร์ (Beaker) 
2. กระบอกตวง (Cylinder) 
3. แท่งแก้วคนสำร (Stirring rod) 
4. แท่งแก้วสำมเหลี่ยม (Spreader) 
5. ช้อนตักสำรเคมี (Dispensing spoons) 
6. ช้อนตักสำรสแตนเลส (Stainless spatula) 
7. แท่งแม่เหล็กส ำหรับกวนสำรละลำย (Magnetic stirrer bar) 
8. โถดูดควำมชื น (Desiccators) 
9. ขวดน  ำกลั่น (Wash bottle) 
10. กระป๋องอะลูมิเนียมพร้อมฝำปิด (Moisture can) 
11. ที่คีบ (Crucible tong) 
12. นำฬิกำจับเวลำ (Stopwatch) 
13. ถำดอะลูมิเนียม (Aluminum tray) 
14. นำฬิกำจับเวลำ (Stopwatch) 
15. ฐำนตั งเหล็ก (Stand and base) 
16. ที่จับอุปกรณ์กำรทดลอง (Boss head) 
17. ที่จับคอนเดนเซอร์ (Condenser clamp) 
18. จำนเพำะเชื อ (Plate) 
19. เข็มเขี่ยเชื อ (Needle and loop) 
20. ไมโครปิเปต (Micropipette) 
21. ขวด Duran 
22. ตะเกียงแอลกอฮอร์ (Alcohol burner) 

 
สารเคมี 
 

1. กลีเซอรอล (Glycerol: MSDS, Cas No. 56-81-5) 
2. โปแตสเซียมซอร์เบท (Potassium sorbate: Sigma-aldrich, Cas No. 24634-   

61-5) 
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3. แคลเซียมคลอไรด์ (Calcium chloride: MSDS, Cas No. 10043-52-4) 
4. เอทำนอล (Ethanol: Merck, Cas No. 1.00983) 
5. น  ำกลั่นบริสุทธิ์ 100% ตรำเพียวริตี  (บริษัท เพียวเมำนิเทน จ ำกัด) 

  
เชื้อจุลินทรีย์ 
 

1. เชื อรำสำยพันธุ์ Aspergillus niger (ฝ่ำยวิทยำศำสตร์ชีวภำพ สถำบันวิจัย
วิทยำศำสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย, TISTR No. 3254) 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. Potato dextrose agar (Difco, Cas No.213400) 
 

วิธีการทดลอง 
 
การศึกษาอิทธิพลของกลีเซอรอล (glycerol) และ โปแตสเซียมซอร์เบท (potassium sorbate) ท่ีมี
ต่อสมบัติของฟิล์มจากแป้งมันส าปะหลัง          
  

ในกำรเตรียมฟิล์มจะควบคุมปริมำณแป้งมันส ำปะหลังที่ ร้อยละ 5 ให้ควำมร้อนที่
ระดับ 1.6 องศำเซลเซียสต่อนำที เป็นเวลำ 30 นำที (Flores et al., 2007) ไล่ฟองอำกำศโดยคลื่น 
อัลตรำโซนิกส์ควำมถี่ 47 kHz (ultrasonic, Bransonic 2210, U.S.A) เป็นเวลำ 10 นำที (ปนัดดำ, 
2540) ช้อนฟองทิ ง เทส่วนผสมลงบน glass plate ปริมำณ 30 กรัม จำกนั นแบ่งออกเป็น 2 ชุด ดังนี  

ชุดที่ 1 ชุดควบคุม โดยน ำส่วนผสมไปผ่ำนกำรท ำแห้งที่ 40 องศำเซลเซียส          
24 ชั่วโมง ในตู้อบลมร้อนและไม่ให้รังสี UVc 

ชุดที่ 2 ชุดทดลอง โดยน ำส่วนผสมไปผ่ำนรังสี UVc ในเวลำที่เหมำะสม จำกนั น
น ำไปผ่ำนกำรท ำแห้งที่ 40 องศำเซลเซียส 24 ชั่วโมง ในตู้อบลมร้อน 

ส ำหรับปัจจัยที่ใช้ในกำรศึกษำคุณสมบัติของฟิล์มจำกแป้งมันส ำปะหลัง ได้แก่  
1. ปริมำณกลีเซอรอล (ร้อยละ 0 - 3) (ดัดแปลงจำก ปนัดดำ, 2540)  
2. ปริมำณโปแตสเซียมซอร์เบท (0 - 2,000 ppm) (ประกำศกระทรวงสำธำรณสุข

ฉบับที่ 84)  
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ตัวอย่ำงฟิล์มที่ได้จะน ำไปวัดควำมแข็งแรง ได้แก่ กำรต้ำนแรงดึงขำด (tensile 
strength) และกำรยืดตัว (elongation) ด้วยเคร่ืองวัดลักษณะเนื อสัมผัส (texture analyzer, TA-XT 
Plus, UK)  รวมถึงปริมำณควำมชื น (AOAC, 2005) และปริมำณน  ำอิสระ (aW, Aqualab 3TE, 
U.S.A) อำศัยกำรวำงแผนแบบ Rotatable central composite design (22 Factorial) ท ำให้ได้จ ำนวน 
ทรีตเมนต์ทั งสิ น 13 ทรีตเมนต์ (ตำรำง 6) มีกำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ และหำควำมสัมพันธ์ของ
ตัวแปร ตลอดจนคำดคะเนลักษณะของฟิล์มที่เหมำะสมตำมปัจจัยที่มีอิทธิพล โดยใช้โปรแกรม
ส ำเร็จรูป Minitab V.15 

 
ตาราง 6 กำรวำงแผนกำรทดลองแบบ Rotatable central composite design (2 ปัจจัย) 
 

 ใส่รหัส ถอดรหัส 
ทรีต
เมนต์ 

ปริมำณ potassium 
sorbate (ppm.) 

ปริมำณ glycerol 
(%) 

ปริมำณ potassium 
sorbate (ppm.) 

ปริมำณ glycerol 
(%) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 

-1.41 
+1 
-1 
0 
0 
0 
-1 
0 
0 
0 

+1 
0 

+1.41 

0 
+1 
-1 
0 

-1.41 
0 

+1 
0 
0 

+1.41 
-1 
0 
0 

0.00 
1707.11 
292.89 

1000.00 
1000.00 
1000.00 
292.89 

1000.00 
1000.00 
1000.00 
1707.11 
1000.00 
2000.00 

1.50 
2.56 
0.44 
1.50 
0.00 
1.50 
2.56 
1.50 
1.50 
3.00 
0.44 
1.50 
1.50 
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การศึกษาอิทธิพลของรังสีอัลตราไวโอเลตที่มีต่อฟิล์มจากแป้งมันส าปะหลัง      
 

เต รียมฟิล์มแป้งมันส ำปะหลัง  โดยผสมแป้งมันส ำปะหลัง  กลี เซ อรอล            
โปแตสเซียมซอร์เบท และน  ำกลั่น (distilled water) ในอัตรำส่วน 5.0 : 2.5 : 0.2 : 92.3 โดยน  ำหนัก 
(Flores et al., 2007)  ให้ควำมร้อนที่ระดับ 1.6 องศำเซลเซียสต่อนำที เป็นเวลำ 30 นำที          
(Flores et al., 2007) ไล่ฟองอำกำศโดยคลื่นอัลตรำโซนิกส์ 47 kHz (ultrasonic, Bransonic 2210, 
U.S.A) เป็นเวลำ 10 นำที (ปนัดดำ, 2540) ช้อนฟองทิ ง แล้วเทส่วนผสมลงบน glass plate ปริมำณ 
30 กรัม จำกนั นท ำให้แห้งที่ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 ชั่วโมง และด ำเนินกำรศึกษำดังทรีตเมนต์
ต่อไปนี  (ภำพ 15) 

 ชุดควบคุมที่ไม่ให้รังสี UVc (A) ท ำส่วนผสมให้แห้งสนิทที่อุณหภูมิ 40 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง เก็บรักษำในภำชนะปิดสนิทที่มีแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2: RH      
ร้อยละ 0) เป็นเวลำ 3 วัน ก่อนน ำไปทดสอบลักษณะพื นฐำนของแผ่นฟิล์ม 

 ชุดที่ผ่ำนกำรลดควำมชื นก่อนกำรผ่ำนรังสี UVc (B) ลดควำมชื นในฟิล์มโดยอำศัย
วิธีกำรเดียวกับชุดควบคุมคือกำรอบที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส 24 ชั่วโมง เมื่อครบก ำหนดให้ลอก
ฟิล์มออกจำก glass plate แล้วน ำไปผ่ำนรังสี UVc เป็นเวลำ 5, 10, 20, 40 และ 60 นำที ตำมล ำดับ 
เก็บรักษำไว้ในภำชนะปิดสนิทที่มี CaCl2 (RH ร้อยละ 0) เป็นเวลำ 3 วัน น ำไปทดสอบลักษณะ
พื นฐำนของแผ่นฟิล์ม 

 ชุดที่ผ่ำนกำรลดควำมชื นหลังกำรผ่ำนรังสี UVc (C) น ำฟิล์มที่ได้ผ่ำนรังสี UVc 
เป็นเวลำ 5, 10, 20, 40 และ 60 นำที ตำมล ำดับ จำกนั นท ำให้แห้งสนิทที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง เก็บรักษำในภำชนะปิดสนิทที่มี CaCl2 (RH ร้อยละ 0) เป็นเวลำ 3 วัน น ำไป
ทดสอบลักษณะพื นฐำนของแผ่นฟิล์ม  

ลักษณะพื นฐำนของแผ่นฟิล์มแป้งมันส ำปะหลังที่ศึกษำ ได้แก่ ปริมำณควำมชื น
โดยก ำหนดขนำดแผ่นฟิล์มที่ 2x2 เซนติเมตร ปริมำณน  ำอิสระ (aw) ควำมสำมำรถในกำรต้ำนแรงดึง
ขำดและควำมสำมำรถในกำรยืดตัวโดย Standard Method (ASTM Standard Philadephia, 1991) 
และอัตรำกำรซึมผ่ำนของก๊ำซออกซิเจนตำมวิธี ASTM D 1434-82 (Reapproved 1992)  

อำศัยกำรวำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely randomized design: 
CRD) โดยท ำกำรทดลอง 3 ซ  ำ มีกำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวนทำงสถิติและเปรียบเทียบควำม
แตกต่ำงของค่ำเฉลี่ยด้วย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ใช้โปรแกรมส ำเร็จรูป (SPSS) ที่
ระดับควำมเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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ภาพ 15 แผนผังกำรเตรียมฟิล์มจำกแป้งมันส ำปะหลัง 

ผสมอัตรำส่วน 5.0 : 2.5 : 0.2 : 92.3 

ให้ควำมร้อนโดยใช้ Hot plate และกวนตลอดเวลำด้วย 
Magnetic stirrer ที่ระดับ 1.6oC/min เป็นเวลำ 30 นำที 

ไล่ฟองอำกำศด้วย Ultrasonic 47 kHz เป็นเวลำ 10 นำที 

เทเจลแป้งลงใน Glass plate ในปริมำณ 30 กรัม 

ท ำให้แห้งในตู้อบลมร้อนที่ 50oC (2 ชม.) 

ท ำให้แห้งสนิทที่ 40oC (24 ชม.) ผ่ำนรังสีอัลตรำไวโอเลตที่ 5, 10, 20, 40 
และ 60 นำที ตำมล ำดับ (เปิดหลอด UV 

เฉพำะด้ำนบนเท่ำนั น) 

ท ำให้แห้งสนิทที่ 40oC (24 ชม.) 

ท ำให้แห้งสนิทที่ 40oC (24 ชม.) 

ผ่ำนรังสีอัลตรำไวโอเลตที่ 5, 10, 20, 40 และ 60 นำที 
ตำมล ำดับ (เปิดหลอด UV ทั งด้ำนบนและด้ำนล่ำง) 

น ำฟิล์มที่ได้ไปทดสอบสมบัติ 

แป้งมันส ำปะหลัง กลีเซอรอล โปแตสเซียมซอร์เบท น  ำกลั่น 
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ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียส์ายพันธุ์ Aspergillus niger ของฟิล์มจากแป้งมันส าปะหลัง 
 

กำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรยับยั งจุลินทรีย์สำยพันธุ์ Aspergillus niger โดยน ำ
น  ำกลั่นที่นึ่งฆ่ำเชื อแล้ว 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดบรรจุเชื อ ดึงส่วน suspension ซึ่งมีปริมำณจุลินทรีย์
อยู่ที่ 1 × 1010 CFU/ml และท ำ dilution ให้มีปริมำณจุลินทรีย์ 1 × 103 CFU/ml ทั งนี ในกำรทดสอบ
จะดึง suspension ดังกล่ำวมำอย่ำงละ 0.1 มิลลิลิตร ท ำกำร spread plate ลงบนอำหำร Potato 
dextrose agar (ปริมำตร 20 มิลลิลิตร พื นที่ 255 ตำรำงเซนติเมตร) เพื่อทดสอบประสิทธิภำพในกำร
ยับยั งกำรเจริญของจุลินทรีย์ด้วยฟิล์มแป้งมันส ำปะหลัง โดยวิธี disc diffusion assay (Kumar et al., 
2001; Gulluce et al., 2004)  เกลี่ย suspension ให้ทั่ว ทิ งไว้ประมำณ 15 นำที จำกนั นวำงแผ่นฟิล์มที่
มีขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 1 เซนติเมตรลงบนจำนอำหำรเลี ยงเชื อข้ำงต้น ซึ่งฟิล์มที่ใช้ในกำรทดสอบ
มีอยู่ 4 ชุด ดังนี  

ชุดที่ 1 (A) ฟิล์มที่ไม่ผ่ำนรังสี UVc และไม่มีโปแตสเซียมซอร์เบท  
ชุดที่ 2 (B) ฟิล์มที่ไม่ผ่ำนรังสี UVc และมีโปแตสเซียมซอร์เบท  
ชุดที่ 3 (C) ฟิล์มที่ผ่ำนรังสี UVc และไม่มีโปแตสเซียมซอร์เบท  
ชุดที่ 4 (D) ฟิล์มที่ผ่ำนรังสี UVc และมีโปแตสเซียมซอร์เบท  
จำกนั น บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง สังเกตกำรเกิดโคโลนี

ของจุลินทรีย์ และ clear zone 
 


