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ภาคผนวก ก การวเิคราะห์ทางกายภาพ 

ก1. การวัดค่าสีของเคร่ืองต้มข่า  นํ้าซุปต้มข่ากุ้ง  และสารสกัดหยาบของข่า   ตะไคร้  พริกขี้หนู     

ใบมะกรูดและเคร่ืองต้มข่า และกุ้งทีไ่ม่มาริเนท/มาริเนทด้วยเคร่ืองต้มข่า 

อุปกรณ์ 

เคร่ืองวดัค่าสี  ยีห่อ้  Hunter Lab รุ่น Color Flex ประเทศสหรัฐอเมริกา 

วธีิการ 

นําเคร่ืองต้มข่า นํ้ าซุปต้มข่ากุ้ง  สารสกัดหยาบของข่า  ตะไคร้  พริกข้ีหนู            

ใบมะกรูดและเคร่ืองตม้ข่า  ดว้ยนํ้ า   เอธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ  50,  75  และ   95 และเน้ือกุง้ท่ี

ไม่มาริเนทด้วยเคร่ืองตม้ข่าและกุ้งท่ีมาริเนทดว้ยเคร่ืองตม้ข่าท่ีผ่านการลา้งเคร่ืองตม้ข่าออกแล้ว 

โดยวดับริเวณปลอ้งท่ี 2 ของตวักุง้ ไปวดัค่าสี  ดว้ยเคร่ืองวดัค่าสี   Hunter   Lab  รายงานค่าสีใน

ระบบ  CIE  Lab  scale  คือ L*,  a*,  b* และคาํนวณ Hue angle  (Ho)  และ  C* (chroma)  จากสูตร 

(Arias et al., 2000) 

H° = tan-1 (b*/a*) เม่ือ a* > 0 และ b* > 0 

  H° = 180 + tan-1 (b*/a*) เม่ือ a* < 0 

                        C* = (a*2+b*2)1/2 

L* บ่งบอกถึงความสวา่งของสี (lightness) โดยมีค่าตั้งแต่ 0 (สีดาํ) ถึง 100 (สีขาว)  

a* บ่งบอกถึงสีแดงและสีเขียว โดยค่าเป็นบวกก็จะมีความเป็นสีแดงมากข้ึน และ

ถา้ค่าเป็นลบก็จะมีความเป็นสีเขียวมาก 

b* บ่งบอกถึงสีเหลืองและสีนํ้าเงิน โดยค่าเป็นบวกก็จะมีความเป็นสีเหลือง และถา้

ค่าเป็นลบก็จะมีความเป็นสีนํ้ าเงินมากข้ึน 

C* แสดงค่า chroma ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงถึงความบริสุทธ์ิของสี 

Ho แสดงค่า hue angle เป็นค่ามุม โดยค่า 0o เท่ากบั +a* (red) ค่า 90 o เท่ากบั +b* 

(yellow) ค่า 180 o เท่ากบั –a* (green) และค่า 270 o เท่ากบั –b* (blue) 
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Appendix figure 1. Color diagrams: CIE LAB uniform diagram showing relationship of red/green 

(a*+/-) and yellow/blue (b*+/-) opponent co-ordinates to lightness L*, chroma 

C* and hue angle (Ho) 

ท่ีมา: MacDougall (2002) 

ก2. การวเิคราะห์ค่าพเีอช (Bartolome et al, 1995) 

อุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัพีเอช (Mettler 350) 

วธีิการวเิคราะห์ 

1. นาํเคร่ืองตม้ข่า/ตวัอยา่งเน้ือกุง้ท่ีไม่มาริเนทดว้ยเคร่ืองตม้ข่า/กุง้ท่ีมาริเนทดว้ยเคร่ืองตม้ข่าท่ี

เข่ียเคร่ืองตม้ข่าออก สับใหล้ะเอียดไปโฮโมจิไนซ์ดว้ยนํ้ากลัน่ในอตัราส่วน  1: 4  (นํ้าหนกัต่อ

ปริมาตร)   

2. นาํไปวดัค่าพีเอชโดยใชเ้คร่ืองวดัพีเอช  (Mettler 350)  ท่ีผา่นการสอบเทียบโดยใชบ้ฟัเฟอร์

ท่ีมีพีเอชเท่ากบั  4.00  และ  7.00 

Ho 
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ก3. การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืนโดยวธีิของ A. O. A. C. (1999) 

อุปกรณ์ 

1. ภาชนะอลูมิเนียมสาํหรับหาความช้ืน 

2. ตูอ้บไฟฟ้า (Electric oven) 

3. โถดูดความช้ืน (Desiccator) 

4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 

วธีิวเิคราะห์ 

1. ลา้งภาชนะสําหรับหาความช้ืนให้สะอาด อบในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105oซ เป็นเวลา 2-3 

ชัว่โมง  ทาํใหเ้ยน็เท่าอุณหภูมิหอ้งในโถดูดความช้ืน  แลว้นาํมาชัง่นํ้าหนกั 

2. กระทาํเช่นเดียวกบัข้อ  1  ซํ้ า  จนได้นํ้ าหนักคงท่ี  ซ่ึงผลต่างของนํ้ าหนักท่ีชั่ง  2  คร้ัง 

ติดต่อกนัไม่เกิน  1-3  มิลลิกรัม  

3. ชั่งตวัอย่างข่า  ตะไคร้  พริกข้ีหนู  ใบมะกรูด เคร่ืองต้มข่า และกุ้งท่ีต้องการวิเคราะห์

ปริมาณความช้ืนให้มีความละเอียดของนํ้ าหนกัอยู่ในช่วง 1-2 กรัม ในภาชนะหาความช้ืนท่ีทราบ

นํ้าหนกัแลว้ 

4. นาํไปอบในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ  105 oซ  เป็นเวลา  5-6  ชัว่โมง 

5. นาํออกจากตูอ้บปล่อยให้เยน็เท่าอุณหภูมิห้องในโถดูดความช้ืน (ประมาณ 45 นาที) แลว้

นาํมาชัง่นํ้าหนกั 

6. อบซํ้ าอีกคร้ังประมาณ 30 นาที และกระทาํเช่นเดิมจนได้นํ้ าหนักคงท่ี ซ่ึงผลต่างของ

นํ้าหนกัท่ีชัง่ทั้ง 2 คร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

7. คาํนวณหาปริมาณความช้ืนของตวัอยา่ง จากสูตร 

      ปริมาณความช้ืนคิดเป็นร้อยละโดยนํ้าหนกั  = (ผลต่างของนํ้าหนกัก่อนและหลงัอบ) × 100 

         นํ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ  

 

ก4. การวเิคราะห์ปริมาณของแข็งทั้งหมด (ดัดแปลงจาก A. O. A. C., 1999) 

อุปกรณ์ 

1. ภาชนะอลูมิเนียม 



 

253 

2. ตูอ้บไฟฟ้า (Electric oven) 

3. โถดูดความช้ืน (Desiccator) 

4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 

 

วธีิวเิคราะห์ 

1. ลา้งภาชนะอลูมิเนียมให้สะอาด  อบให้แห้งในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ  105oซ  เป็นเวลา 2-3 

ชัว่โมง  นาํออกจากตูอ้บเก็บในโถดูดความช้ืน  แลว้นาํมาชัง่นํ้าหนกั 

2. กระทําเช่นเดียวกับข้อ  1  ซํ้ า จนได้นํ้ าหนักคงท่ี ซ่ึงผลต่างของนํ้ าหนักท่ีชั่ง 2 คร้ัง 

ติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม  

3. ชัง่ตวัอย่างสารสกดัหยาบของข่า ตะไคร้ พริกข้ีหนู ใบมะกรูดและเคร่ืองตม้ข่า  ด้วยนํ้ า  

เอธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ  50,  75  และ  95   ท่ีตอ้งการวิเคราะห์ให้มีความละเอียดของนํ้ าหนกั

อยูใ่นช่วง 1-2 กรัม ในภาชนะอลูมิเนียมท่ีทราบนํ้าหนกัแลว้ 

4. นาํไปอบในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ  105oซ  เป็นเวลา 5-6 ชัว่โมง 

5. นาํออกจากตูอ้บเก็บในโถดูดความช้ืน  แลว้นาํมาชัง่นํ้าหนกั 

6. อบซํ้ าอีกคร้ังประมาณ  30  นาที  และกระทาํเช่นเดิมจนได้นํ้ าหนักคงท่ี ซ่ึงผลต่างของ

นํ้าหนกัท่ีชัง่ทั้ง  2  คร้ังติดต่อกนัไม่เกิน  1-3  มิลลิกรัม 

7. คาํนวณหาปริมาณของแขง็ของตวัอยา่งสารสกดัหยาบ จากสูตร 

 

 

 

 

ตัวอย่างการคํานวณปริมาณของแข็งของสารสกดัหยาบของข่าด้วยนํา้   

นํ้าหนกัของแขง็คือ  7.3667 × 10-3  กรัม 

นํ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบคือ  1.0035 กรัม 

นํ้าหนกัแหง้ของข่าคาํนวณจาก 

ข่าสดมีความช้ืนร้อยละ  91.6842  แสดงวา่ข่าสดมีปริมาณของแขง็ร้อยละ  8.3158  

ข่าสด  100     กรัม  มีปริมาณของแขง็  8.3158  กรัม 

ปริมาณของแขง็ทั้งหมด

คิดเป็นร้อยละโดย

นํ้าหนกัต่อกรัมของ

ตวัอยา่งแหง้ 

                              นํ้าหนกัของแขง็ × 100 

นํ้าหนกัของสารสกดัหยาบก่อนอบ × นํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง 
= 
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ข่าสด  80.49  กรัม  มีปริมาณของแขง็  8.3158 × 80.49  =  6.6934  กรัม 

                                                              100  

ดังน้ัน  ปริมาณของแขง็ทั้งหมดคิดเป็นร้อยละโดยนํ้าหนกัต่อกรัมของข่าแหง้  

=   7.3667 × 10-3 × 100 

       1.0035 × 6.6934 

=   0.1097 

ปริมาณของแข็งทั้งหมดของสารสกดัข่าดว้ยนํ้ ามีค่าเท่ากบัร้อยละ  0.1097  ต่อกรัมของข่า

แห้ง  หมายถึง  เม่ือนาํข่านํ้ าหนกัแห้ง 1 กรัม  มาสกดัด้วยนํ้ า  ไดส้ารละลายท่ีมีของแข็งร้อยละ 

0.1097  

ก5. การวเิคราะห์ค่าวอเตอร์แอคทวิติี ้(water activety, aw) 

อุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัค่าวอเตอร์แอคติวิต้ี ยีห่อ้ Novasina รุ่น Thermoconstanter 

2. เคร่ืองคอมพิวเตอร์พร้อมโปรแกรมสาํเร็จรูป 

วธีิการวเิคราะห์ 

1. เปิดเคร่ืองวดัค่าวอเตอร์แอคติวต้ีิและตั้งค่าอุณหภูมิของเคร่ืองวดัค่าวอเตอร์แอคติวต้ีิท่ี 25oซ 

รอให้อุณหภูมิของเคร่ืองอยูท่ี่  25oซ  แลว้ Calibrate เคร่ืองวดัค่าวอเตอร์แอคติวต้ีิดว้ยสารละลาย

เกลือมาตรฐาน 

2. เปิดคอมพิวเตอร์และเลือกโปรแกรมสาํเร็จรูป 

3. บรรจุตวัอยา่งลงในตลบัพลาสติกใหไ้ดป้ริมาณ ¾ ของตลบัพลาสติก แลว้นาํตลบัตวัอยา่ง

ใส่ใน measuring chamber 

4. เร่ิมวดัค่าวอเตอร์แอคติวต้ีิ จนกระทัง่เคร่ืองเตือน บนัทึกค่าวอเตอร์แอคติวิต้ี 

 

ก.6 ค่า Drip loss (ตามรายงานของอาสีนะ หมัดเจริญ, 2547) 

อุปกรณ์ 

1. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เส้นผา่นศูนยก์ลาง 11 เซนติเมตร 

2. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า ทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 
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วธีิการ 

1. ชัง่นํ้าหนกัก่อนและหลงัการเก็บรักษา 

การคํานวณ 

 Drip loss (ร้อยละ) = ผลต่างของนํ้าหนกัก่อนและหลงัการเก็บรักษา × 100 

     

                                                            นํ้าหนกัตวัอยา่งก่อนการเก็บรักษา 

 

ก7. ค่า Cooking loss (ตามรายงานของอาสีนะ หมัดเจริญ, 2547) 

อุปกรณ์ 

1. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เส้นผา่นศูนยก์ลาง 11 เซนติเมตร 

2. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 

3. อ่างควบคุมอุณหภูมิ 

4. นาฬิกาจบัเวลา 

วธีิการ 

1. ชัง่นํ้าหนกักุง้ก่อนการเก็บรักษา 

2. นาํตวัอยา่งใหค้วามร้อนท่ี 80oซ 2 นาที 

3. นาํตวัอยา่งมาวางบนกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 

4. ปิดทบัดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 

5. นาํช้ินตวัอยา่งออกจากกระดาษกรอง แลว้นาํมาชัง่นํ้าหนกั 

การคํานวณ 

 Cooking loss (ร้อยละ) = (A1-A2) × 100 

        A1 

 A1 = นํ้าหนกัตวักุง้ก่อนการเก็บรักษา 

 A2 = นํ้าหนกัช้ินตวัอยา่งท่ีออกจากกระดาษกรอง 
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ก8. การวดัค่าเนือ้สัมผสั 

อุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัเน้ือสัมผสั ยีห่อ้ Texture Analyzer รุ่น TA-XT2i 

2. หวัวดั Warner-Bratzler (WB) 

วธีิการ 

 นาํตวัอยา่งกุง้มาวดัค่าเน้ือสัมผสั โดยใชห้วัวดั Warner-Bratzler (WB) ความเร็ว 2 

มิลลิเมตรต่อวนิาที ตดัช้ินตวัอยา่งตรงปลอ้งท่ี 2 ของลาํตวักุง้ จากนั้นรายงานผลเป็นค่าความแน่น

เน้ือ (Firmness) หน่วยเป็น kg Force1 

 

ก9. วธีิการเตรียมตัวอย่างสําหรับการตรวจสอบโครงสร้างทางจุลภาคด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่อง

กราด (ดัดแปลงจาก Palka and Daun, 1999) 

สารเคมี 

1. กลูทารอลดีไฮด ์(glutaraldehyde) เขม้ขน้ร้อยละ 2.5 ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ค่า

ความเป็นกรดด่าง 7.2 โดยปริมาตรต่อปริมาตร 

2. สารละลายเอทธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 50 70 80 90 และ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร 

วธีิการ 

1. ตดัตวัอยา่งตรงปลอ้งท่ี 2 หลงัจากนั้นตดัช้ินตวัอยา่งใหเ้ป็น fragment บางๆ โดยตดัแบบ

ขวาง (โดยใช ้liquid nitrogen) 

2. แช่ช้ินตวัอยา่งในสารละลายกลูทารอลดีไฮด ์ใหส้ารละลายท่วมช้ินตวัอยา่ง นาน 1-2  

ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 oซ ลา้งตวัอยา่งดว้ยนํ้ากลัน่จนนํ้าท่ีลา้งไม่มีสีเหลือง 

3. ดึงนํ้าออกจากตวัอยา่งโดยการแช่ในสารละลายเอทธานอลท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 50 70 80  

90 และ 100 อยา่งละ 2 คร้ัง ตามลาํดบั โดยแช่เป็นเวลา 15-30 นาที ในแต่ละความเขม้ขน้ 

4. ทาํ critical point dry โดยใช ้liquid carbon dioxide 

5. ทาํการติด fragments ของตวัอยา่งกบั holder stab และทาํการเคลือบดว้ย AuPd 20 nm  

จาํนวน 2 คร้ัง 

6. ทาํการตรวจสอบตวัอยา่งดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM JEOL  
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JSM-5800) ใชก้าํลงัขยาย × 300 เพื่อตรวจสอบตวัอยา่งในแนวขวาง (transverse section) working 

distance 50 µm 20 kv 

ภาคผนวก ข การวเิคราะห์ทางเคมี 

ข1. การวเิคราะห์ปริมาณเยือ่ใยโดยวธีิของ A. O. A. C. (1999) 

วสัดุอุปกรณ์  

1. อุปกรณ์ชุดหาปริมาณสารเยื่อใย  ซ่ึงประกอบด้วย บีกเกอร์ขนาด 600 มิลลิลิตร อุปกรณ์

ควบแน่น และอุปกรณ์ใหค้วามร้อน 

2. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 54 

3. ขวดกรองสุญญากาศ 

4. กรวยกรอง 

5. ถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ 

6. ตูอ้บไฟฟ้า 

7. เตาเผา 

8. โถดูดความช้ืน 

9. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 

สารเคมี 

1. กรดซลัฟูริก ความเขม้ขน้ร้อยละ1.25 

2. โซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ร้อยละ 1.25 

3. เอทิลแอลกอฮอล ์ความเขม้ขน้ร้อยละ 95 

วธีิการวเิคราะห์ 

1. นาํกระดาษกรองวางบนกระจกนาฬิกา อบในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105oซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

แลว้เก็บในโถดูดความช้ืน แลว้ชัง่นํ้าหนกัเก็บไวใ้ชใ้นการกรอง ในขั้นตอนต่อไป 

2. ชัง่ตวัอยา่งลงในบีกเกอร์ทรงสูงสาํหรับวเิคราะห์สารเยือ่ใยขนาด 600 มิลลิลิตร 

3. เติมกรดซลัฟูริกความเขม้ขน้ร้อยละ 1.25 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

4. วางบีกเกอร์บนอุปกรณ์ให้ความร้อนซ่ึงต่อเข้ากับอุปกรณ์ควบแน่น แล้วเปิดนํ้ าหล่อ

อุปกรณ์ควบแน่น พร้อมเปิดสวทิซ์ไฟ 

5. ตม้จนเดือดนาน 30 นาที  



 

258 

6. กรองขณะร้อนผา่นกระดาษกรองท่ีชัง่นํ้าหนกัแลว้ 

7. ลา้งดว้ยนํ้าร้อนจนกระทัง่นํ้าลา้งหมดความเป็นกรด 

8. ถ่ายกากท่ีไดล้งในบีกเกอร์เดิม 

9. เติมโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 1.25 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  

10. วางบีกเกอร์บนอุปกรณ์ให้ความร้อนซ่ึงต่อกบัอุปกรณ์ควบแน่นเช่นเดิม และตม้ต่ออีก 30 

นาที  

11. กรองขณะร้อนผา่นกระดาษกรองแผน่เดิม 

12. ลา้งดว้ยนํ้าร้อนจนกระทัง่นํ้าลา้งหมดความเป็นด่าง 

13. ลา้งดว้ยเอทิลแอลกอฮอล ์ความเขม้ขน้ร้อยละ 95 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

14. นาํกระดาษกรองพร้อมทั้งกากวางในถว้ยกระเบ้ืองเคลือบ นาํไปเผาบน hot plate จนหมด

ควนั แล้วนาํไปอบในตูอ้บไฟฟ้า ท่ีอุณหภูมิ 105oซ ประมาณ 3 ชั่วโมง แล้ววางพกัไวใ้ห้เย็นใน

โถดูดความช้ืน 

15. ชัง่นํ้าหนกัแลว้อบซํ้ าอีก คร้ังละ 30 นาที จนกระทัง่ไดน้ํ้าหนกัคงท่ี ซ่ึงผลต่างของนํ้ าหนกัท่ี

ชัง่ 2 คร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 

16. นาํถว้ยกระเบ้ืองเคลือบพร้อมกากท่ีอบแห้งแลว้ไปเผา เช่นเดียวกบัวิธีการวิเคราะห์ปริมาณ

เถา้  

17. คาํนวณปริมาณสารเยือ่ใยของตวัอยา่ง จากสูตร 

ปริมาณเยือ่ใยคิดเป็นร้อยละโดยนํ้าหนกั = ผลต่างของนํ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบและหลงัเผา × 100 

      นํ้าหนกัตวัอยา่งเร่ิมตน้ 

ข2. วเิคราะห์ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมด (Kahkonen et al., 1999) 

หลกัการ 

เป็นการวเิคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด โดยอาศยัการทาํปฏิกิริยาระหวา่ง Folin-

Ciocalteu  (Phosphomolybdic-phosphotungstic acid)  กบัสารประกอบฟีนอลิก  ในสภาวะท่ีเป็น

ด่าง  เกิดเป็นสารประกอบสีนํ้ าเงิน  ซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงไดดี้ในช่วง  765  นาโนเมตร  ขอ้เสีย

ของวิธีน้ีคือ  ถ้าตัวอย่างมีสารรีดิวซ์อ่ืนๆท่ีไม่ใช่สารฟีนอลิก  ได้แก่  อะดีนีน  อะดีโนซีน              

อะลานีน  อะนิลีน   กรดอะมิโนเบนโซอิค  กรดแอสคอร์บิค  เบนซาลดีไฮด์  ครีเอทินีน  ซีสเทอีน  

ไซทีดีน  ไซโทซีน   ไดเมทธิลอะนิลีน  ไดฟีนิลเอมีน  อีดีทีเอ  ฟรักโทส  กวันีน  กวัโนซีน ไกลซีน 

ฮีสทามีน  ฮีสทิดีน  อินโดล  เมทธิลเอมีน  กรดไนไทรโลอะซิติค  กรดโอเลอิค  โปรตีน               
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ไพริดอกซีน  ซูโครส  กรดซัลฟานิลิค   ไธมีน  ไธมีดีน  ไตรเมทธิลเอมีน  ทริปโตแฟน  ยูราซิล 

กรดยริูค  และแซนธิน  เป็นตน้  (Prior et al., 2005; Dordevic et al., 2010)  จะรบกวนการวิเคราะห์

ได ้  โดยทาํใหค้่าสูงกวา่ท่ีเป็นจริง (Shahidi and Naczk, 1995)  

วสัดุและอุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัไมโครเพลท (microplate reader, PowerWaveX, Biotek, U.S.A.) 

2. ไมโครเพลท (microplate) 

3. ไมโครปิเปต (micropipette) 

สารเคมี 

1. กรดแกลลิก (gallic acid) 

2. Folin-Ciocalteu’s reagent 

3. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ร้อยละ 7.5 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid 

 เตรียมสารมาตรฐานกรดแกลลิกให้มีความเขม้ขน้  6  ระดบั  คือ  0.017,  0.034,  

0.069,  0.137,  0.274  และ  0.549  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ความเขม้ขน้ละ  5  มิลลิลิตร  โดยใชน้ํ้ า

กลัน่เป็นตวัทาํละลาย 

การเตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu’s reagent 

  ปิเปต  Folin reagent  มา  10  มิลลิลิตร  ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด  100  

มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่จนครบ  100  มิลลิลิตร  แลว้ปิดดว้ยอลูมิเนียมฟอยล ์

การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 

  ชัง่โซเดียมคาร์บอเนตมา  7.5 กรัม ถ่ายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่จนครบ 100 มิลลิลิตร 
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การเตรียมตัวอย่าง 

   นําสารสกัดหยาบของข่า  ตะไคร้  พริกข้ีหนู  ใบมะกรูดและเคร่ืองต้มข่า             

มาเจือจาง   ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมโดยใชเ้อธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 75  

การทดสอบ 

 ปิเปตตวัอย่างสารสกัดหยาบของข่า  ตะไคร้  พริกข้ีหนู  ใบมะกรูดและเคร่ือง     

ตม้ข่า  ความเขม้ข้นท่ีเหมาะสมปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน  96-well microplate  ปิเปต

สารละลาย  Folin-Ciocalteu’s reagent  ลงในสารตวัอยา่ง หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นปิเปต

สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตลงในสารตวัอยา่ง  หลุมละ  80  ไมโครลิตร  พกัไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 

30 นาที  วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  765  นาโนเมตร  ดว้ยเคร่ือง  Microplate Reader 

(PowerWaveX, Biotek, U.S.A.)  โดยใชน้ํ้ากลัน่  180  ไมโครลิตรผสมกบัสารสกดัหยาบจาํนวน 20 

ไมโครลิตร  เป็น  blank sample   

วธีิแปลผล 

 คาํนวณความเขม้ขน้ของปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดในรูปของสมมูลกรดแกลลิก โดย

ใชก้ราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก ดงัสมการ 

  C   = c × V/m 

โดยท่ี C    =    ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด คิดเป็นกรัมสมมูลยข์องกรดแกลลิกต่อ  100  

กรัมของนํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง  

c    =     ความเข้มข้นของกรดแกลลิกเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยนาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 

(OD765nm) ของตวัอยา่งลบค่าการดูดกลืนแสงของ blank sample ออก แลว้แทน

ค่าเป็นค่า y ในสมการท่ีไดจ้ากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก (Appendix figure 

1) คาํนวณหาค่า x 

V    =    ปริมาตรของสารสกดั (มิลลิลิตร) 

m    =    นํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง (กรัม) 
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Appendix figure 2. Standard phenolic content of gallic acid using Folin–Ciocalteau colorimetric  

 Method 

ตัวอย่างการคํานวณสารสกดัหยาบของพริกขีห้นูด้วยนํา้ 

นาํพริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม  สกดัดว้ยนํ้ ากลัน่   800  มิลลิลิตร  นาํไประเหยสาร

สกดัออกไปร้อยละ 75  ไดส้ารสกดัหยาบของพริกข้ีหนูดว้ยนํ้า  200  มิลลิลิตร 

คํานวณค่า c  

จากกราฟ  y  =  3.7531x + 0.1257  ดงันั้น  x  =  (y - 0.1257)/ 3.7531 

OD765nm ของสารสกดัหยาบของพริกข้ีหนู - OD765nm ของ blank sample = 0.6657 

x  =  (0.6657 - 0.1257)/ 3.7531  =  0.1439  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตรของตวัอยา่งพริกข้ีหนู  200  มิลลิลิตร  ทาํใหเ้จือจาง  12  เท่า 

คํานวณนํา้หนักแห้งของพริกขีห้นู 

พริกข้ีหนูสดมีของแขง็ร้อยละ  22.1748  

พริกข้ีหนูสด  100     กรัม   มีของแขง็  22.1748  กรัม 

พริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม   มีของแขง็  (22.1748 × 81.31)/ 100  =  18.0303  กรัม 
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จากสูตร  C     =   c × V/m 

=   (0.1439 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร × 200 มิลลิลิตร × 12)/ 18.0303 กรัม 

=   19.1544  มิลลิกรัมต่อกรัม  

=   19.1544 × 10-1  กรัมต่อ  100  กรัม  = 1.9154  กรัมต่อ  100  กรัม 

ดังน้ัน  สารสกดัพริกข้ีหนูดว้ยนํ้ า  มีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากบั  1.9154  กรัม สมมูลยข์องกรด

แกลลิกต่อ  100  กรัม  ของนํ้าหนกัแหง้ของพริกข้ีหนู 

ข3. วเิคราะห์คุณสมบัติการต้านอนุมูลอสิระ 

การศึกษาคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระของผลไม ้ พืชผกัและผลิตภณัฑ์จากพืช

ไม่สามารถใช้วิธีในการทดสอบแค่เพียงวิธีเดียว  เน่ืองจากความซับซ้อนทางธรรมชาติของสาร   

พฤษเคมี  (Chu et al., 2000)  ดงันั้น  วธีิการทดสอบเพียงวธีิเดียวไม่สามารถสะทอ้นค่าท่ีถูกตอ้งของ

สารตา้นอนุมูลอิสระในระบบผสมหรือระบบเชิงซ้อนของอาหารได ้  (Du et al., 2009)   เช่น  การ

วิเคราะห์สมบติัการตา้นออกซิเดชัน  โดยวิธี  β-carotene bleaching  เป็นวิธีท่ีเหมาะสําหรับ

วิเคราะห์สารตา้นออกซิเดชนัท่ีชอบไขมนั (Kulisic et al., 2004) ในขณะท่ีหากวิเคราะห์สารตา้น

ออกซิชันท่ีมีขั้ว  เช่น  กรดแอสคอร์บิค  กรดโรสมารินิคและกรดคาฟเฟอิค โดยวิธี β-carotene 

bleaching  ทําให้พบกิจกรรมการต้านออกซิเดชันน้อย  ทั้ งๆท่ีสารดังกล่าวมีสมบัติการต้าน

ออกซิเดชันสูงเม่ือใช้วิธีอ่ืนๆในการทดสอบ  แสดงให้เห็นว่าคุณสมบัติในการเป็นสารต้าน

ออกซิเดชนัข้ึนอยูก่บัวิธีการวิเคราะห์   ความเขม้ขน้  ธรรมชาติและคุณสมบติัทางเคมีฟิสิกส์  เช่น 

สมบติัการละลายของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีใชใ้นการศึกษา  (Koleva et al., 2002) 

การศึกษาสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของเคร่ืองเทศท่ีเป็นองค์ประกอบใน      

เคร่ืองตม้ข่าและเคร่ืองตม้ข่า  ใชว้ิธีในการวิเคราะห์  3  วิธี  ไดแ้ก่  การศึกษาความสามารถในการ

กาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH     และ  ABTS  และความสามารถในการให้อิเล็คตรอนในระบบ  FRAP 

การศึกษาความสามารถของสารสกดัในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH  เป็นวิธีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์

สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอม (Baumann et al., 1979 อา้งโดย 

Leong and Shui, 2002)  ซ่ึงมีหลกัการคือ  อนุมูลอิสระ DPPH  ในสารละลายมีสีม่วงสามารถ

ดูดกลืนแสงไดดี้ในช่วง  517  นาโนเมตร  เม่ืออนุมูลอิสระ DPPH ไดรั้บอิเล็คตรอนหรืออะตอม

ของไฮโดรเจน  จากสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีใชใ้นการทดสอบ  เกิดเป็น DPPH-H (Hogg et al., 1961) 

ซ่ึงมีสีจางลงและเป็นสารท่ีเสถียรข้ึน 
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สําหรับการศึกษาความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  ABTS  เป็นวิธีท่ีใชใ้น

การวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมและยบัย ั้งการ

เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่  (Rice-Evans et al., 1995; Rice-Evans et al., 1996; Robert et al., 1999)  ซ่ึงมี

หลกัการคลา้ยคลึงกบั  การศึกษาความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH  แต่ขอ้แตกต่างของ

ความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH  และ  ABTS  คือ  ABTS  เป็นสารท่ีสามารถละลาย

ไดใ้นนํ้ าและตวัทาํละลายอินทรีย ์  ดงันั้นจึงสามารถวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระไดท้ั้งสารตา้น

อนุมูลอิสระท่ีมีคุณสมบติัชอบนํ้ าและไม่ชอบนํ้ า  ในขณะท่ี  DPPH  สามารถละลายได้ใน             

ตวัทาํละลายอินทรียเ์พียงอยา่งเดียว   ดงันั้นจึงสามารถวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีคุณสมบติั

ไม่ชอบนํ้ าไดม้ากกวา่ (Wojdylo et al., 2007)  และตาํแหน่งในการทาํปฏิกิริยาระหวา่งอนุมูลอิสระ  

DPPH  และ ABTS กบัสารตา้นอนุมูลอิสระก็แตกต่างกนั (Kondo et al., 2000; Osman et al., 2006)   

นอกจากน้ีพบว่าการทาํปฏิกิริยาระหว่างสารตา้นอนุมูลอิสระบางชนิดกบัอนุมูล

อิสระ  ABTS   เกิดไดช้า้   (Lissi et al., 1999)   ทาํให้ความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ ABTS 

ของสารตา้นอนุมูลอิสระข้ึนอยูก่บัระยะเวลาในการบ่มและอตัราส่วนระหวา่งสารตา้นอนุมูลอิสระ

และความเขม้ขน้ของอนุมูลอิสระ  ABTS  (Roginsky and Lissi, 2005)   สําหรับ   FRAP   เป็นวิธีท่ี

ใชใ้นการวเิคราะห์สมบติัการรีดิวซ์เฟอร์ริคไอออน  ซ่ึงอยูใ่นรูปของสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe3+-

TPTZ (Ferric tripyridyl triazine)  ไปเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กเฟอร์รัส  Fe2+-TPTZ 

(Ferrous tripyridyl triazine)  ซ่ึงมีสีฟ้า  (Wojdylo et al., 2007)    

ข3.1 DPPH radical scavenging assay (ดดัแปลงจาก Wu et al., 2003)   

หลกัการ 

เป็นการทดสอบความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระของสารท่ีใช้ทดสอบ      

โดยอนุมูลอิสระตน้แบบท่ีใชใ้นการทดสอบคือ  DPPH  ซ่ึงมีหลกัการ  คือ  DPPH  ในสารละลาย

เป็นอนุมูลอิสระท่ีมีความเสถียร  สามารถดูดกลืนแสงไดดี้ในช่วง  517  นาโนเมตร  เม่ือทาํปฏิกิริยา

กบัสารทดสอบท่ีมีสมบติัเป็นสารตา้นออกซิเดชัน  ค่าการดูดกลืนแสงของ  DPPH  จะลดลง  

เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยาระหวา่งโมเลกุลของสารตา้นออกซิเดชนัและอนุมูลอิสระ  โดยท่ีอนุมูลอิสระ

จะไดรั้บไฮโดรเจนอะตอม (hydrogen donation)  (Appendix figure 3)  สังเกตการเปล่ียนแปลงสี

ของปฏิกิริยาจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ความสามารถของสารตา้นอนุมูลอิสระรายงานค่าเทียบกับ

สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ 
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Appendix figure 3. Reaction between DPPH
•
and antioxidant to form DPPH 

ท่ีมา: Moon และ Shibamoto (2009) 

วสัดุและอุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัไมโครเพลท  

2. ไมโครเพลท  

3. ไมโครปิเปต  

สารเคมี 

1. DPPH ความเขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลต่อลิตร 

2. absolute ethanol 

การเตรียม DPPH stock solution ใน Absolute ethanol 

เตรียมสารละลาย  DPPH  ให้มีความเขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลต่อลิตร  โดยการชัง่ DPPH 

0.0024  กรัม  ละลายและปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร  ให้ครบ  100  มิลลิลิตร  ดว้ย  absolute 

ethanol  เก็บไวใ้นขวดสีชา  ท่ีอุณหภูมิ  4 ± 2 oซ  (ควรเตรียมก่อนใช ้2-3 ชัว่โมง) 

การเตรียมสารมาตรฐาน 

  สารมาตรฐานท่ีใช้คือโทรลอกซ์  ซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ของวิตามินอีท่ีละลายนํ้ าได ้

เตรียมให้มีความเขม้ขน้  6  ระดบั  คือ  10,  20,  30,  40,  50  และ 60  ไมโครโมลต่อลิตร  ความ

เขม้ขน้ละ  5  มิลลิลิตร  โดยใช ้ absolute ethanol  เป็นตวัทาํละลาย 
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การเตรียมตัวอย่าง 

   นําสารสกัดหยาบของข่า  ตะไคร้ พ ริก ข้ีหนู ใบมะกรูดและเค ร่ืองต้มข่า                

มาเจือจาง   ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมโดยใชเ้อธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 75 

การทดสอบ 

  ปิเปตสารละลายตวัอยา่งความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมปริมาตร  150  ไมโครลิตร  ลงใน 

96-well microplate  แลว้เติมสารละลาย  DPPH  ท่ีมีความเขม้ขน้  0.15  มิลลิโมลต่อลิตร  ปริมาตร 

150  ไมโครลิตร  ลงในสารตวัอยา่งผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองเขยา่  พกัไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา  30  นาที 

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  517 นาโนเมตร  ด้วยเคร่ือง  Microplate Reader 

(PowerWaveX, Biotek, U.S.A.) 

หมายเหตุ 

  Blank sample คือ สารตวัอย่างปริมาตร 150 ไมโครลิตร + absolute ethanol 

ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

Control คือ สารละลาย  DPPH  ปริมาตร 150 ไมโครลิตร + ethanol ความเขม้ขน้

ร้อยละ 75 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

วธีิแปลผล 

 คํานวณความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระ  DPPH  ในรูปของสมมูล          

โทรลอกซ์   โดยใชก้ราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์   ดงัสมการ 

  C   = c × V/ m 

โดยท่ี C    =    ความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH  เทียบกบัสารมาตรฐานโทรลอกซ์  

(ไมโครโมลสมมูลยข์องโทรลอกซ์ต่อกรัมของนํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง) 

c    =    ความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH  เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน

ของโทรลอกซ์   (ไมโครโมลต่อลิตร)  โดยนาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

517  นาโนเมตร  (OD517nm)  ของ  control  ลบค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง

และ  blank sample  ออก  แลว้แทนค่าเป็นค่า  y  ในสมการท่ีไดจ้ากกราฟ

มาตรฐานของโทรลอกซ์  (Appendix figure 4) คาํนวณหาค่า x 

V    =    ปริมาตรของสารสกดั (ลิตร) 

m    =    นํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง (กรัม) 
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Appendix figure 4. Standard antioxidants of trolox using DPPH radical scavenging method 

ตัวอย่างการคํานวณสารสกดัหยาบของพริกขีห้นูด้วยนํา้ 

นาํพริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม  สกดัดว้ยนํ้ ากลัน่   800  มิลลิลิตร  นาํไประเหยสาร

สกดัออกไปร้อยละ 75  ไดส้ารสกดัหยาบของพริกข้ีหนูดว้ยนํ้า  200  มิลลิลิตร 

คํานวณค่า c  

จากกราฟ  y  =  0.0076x - 0.0637  ดงันั้น  x  =  (y + 0.0637)/ 0.0076 

OD517nm ของ control - ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง - blank sample = 0.2058 

x  =  (0.2058 + 0.0637)/ 0.0076  =  35.4605  ไมโครโมลต่อลิตร 

ปริมาตรของตวัอยา่งพริกข้ีหนู  200  มิลลิลิตร  ทาํใหเ้จือจาง  96  เท่า 

คํานวณนํา้หนักแห้งของพริกขีห้นู 

พริกข้ีหนูสดมีของแขง็ร้อยละ  22.7482   

พริกข้ีหนูสด  100     กรัม   มีของแขง็  22.7482  กรัม 

พริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม   มีของแขง็  (22.7482x81.31)/ 100  =  18.4966  กรัม 

จากสูตร  C     =   c × V/m 

=   (35.4605 ไมโครโมลต่อลิตร × 0.2 ลิตร × 96)/ 18.4966 กรัม 

=   36.8090  ไมโครโมลต่อกรัม  
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ดังน้ัน  สารสกัดพริกข้ีหนูด้วยนํ้ า  มีความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH  เท่ากับ  

36.8090  ไมโครโมลสมมูลยข์องโทรลอกซ์ต่อกรัมของนํ้าหนกัแหง้ของพริกข้ีหนู  

ข3.2 ABTS radical cation scavenging assay (ดดัแปลงจาก Arnao et al., 2001) 

หลกัการ 

  เป็นการทดสอบความสามารถในการกาํจัดอนุมูลอิสระของสารท่ีใช้

ทดสอบ  โดยอนุมูลอิสระตน้แบบท่ีใช้ในการทดสอบคือ  ABTS อนุมูลอิสระ  ABTS  เกิดจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ  ABTS  กบัโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต  หลกัการของวิธีน้ีคืออนุมูลอิสระ  

ABTS  มีสีเขียวแกมนํ้าเงินสามารถดูดกลืนแสงไดดี้ในช่วง  734  นาโนเมตร  ในระบบท่ีมีสารตา้น

ออกซิเดชนั   สารดงักล่าวจะเป็นตวัรีดิวซ์อนุมูลอิสระ  ABTS  เกิดเป็นอนุมูลอิสระ  ABTS  ท่ีมี

ความเสถียรทาํให้การดูดกลืนแสงในช่วง  734  นาโนเมตรลดลง  (Appendix figure 5)  รายงาน

ความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  ABTS  ในรูปของสมมูลโทรลอกซ์  (Re et al., 1999) 
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Appendix figure 5. ABTS radical cation scavenging 

ท่ีมา: Lien และคณะ (1999) 

วสัดุและอุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัไมโครเพลท (microplate reader, PowerWaveX, Biotek, U.S.A.) 

2. ไมโครเพลท (microplate) 

3. ไมโครปิเปต (micropipette) 

สารเคมี 

1. ABTS ความเขม้ขน้ 7.4 มิลลิโมล/ลิตร 

2. potassium persulfate (K2S2O8) ความเขม้ขน้ 2.6 มิลลิโมล/ลิตร 

3. absolute ethanol 
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การเตรียมสารละลายอนุมูลอิสระ ABTS  

 เตรียม  ABTS  ความเขม้ขน้  0.014 โมลต่อลิตร  โดยชัง่  ABTS  มา  0.7682 กรัม  

ละลายและปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร  ให้ครบ  100  มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ ากลัน่เก็บไวใ้น        

ขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

  เตรียมโพแทสเซียมเพอร์ซัลเฟต   (K2S2O8)  ความเขม้ขน้  4.8  มิลลิโมลต่อลิตร 

โดยชัง่   K2S2O8   มา  0.1324  กรัม  ละลายและปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ให้ครบ 100 

มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่   เก็บไวใ้นขวดสีชา   ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 เตรียมสารละลายอนุมูลอิสระ ABTS โดยนํา ABTS ความเข้มข้น 0.014                

โมลต่อลิตร   ทาํปฏิกิริยากับโพแทสเซียมเพอร์ซัลเฟต  ความเข้มข้น 4.8 มิลลิโมลต่อลิตร             

ในอตัราส่วน  1:1  (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ ABTS และโพแทสเซียมเพอซลัเฟต  คือ  7.0  และ  2.4  

มิลลิโมลาร์)  เก็บในท่ีมืด   ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา  12-16  ชัว่โมง จากนั้นนาํสารละลายท่ีได ้       

มาเจือจางดว้ย  absolute ethanol   เพื่อให้ไดค้่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 1.1 ± 0.02 ท่ี 734 นาโนเมตร 

ควรเตรียมทนัทีก่อนใช ้

การเตรียมสารมาตรฐาน 

  สารมาตรฐานท่ีใชคื้อโทรลอกซ์   เตรียมให้มีความเขม้ขน้  8  ระดบั  คือ 50,  60,  

100,  300,  400  และ  500  ไมโครโมลต่อลิตร  ความเขม้ขน้ละ  5  มิลลิลิตร โดยใช ้ absolute 

ethanol  เป็นตวัทาํละลาย 

การเตรียมตัวอย่าง 

   นําสารสกัดหยาบของข่า  ตะไคร้  พริกข้ีหนู  ใบมะกรูดและเคร่ืองต้มข่า                

มาเจือจาง   ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดว้ยเอธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 75 

การทดสอบ 

 ปิเปตสารละลายตวัอยา่งความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมปริมาตร  15  ไมโครลิตร ลงใน   

96-well microplate  ปิเปตสารละลายอนุมูลอิสระ  ABTS ลงในสารตวัอย่างหลุมละ 285 

ไมโครลิตร   พกัไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา  120  นาที  จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 

นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Microplate Reader (PowerWaveX, Biotek, U.S.A.)  
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หมายเหตุ 

  Blank sample คือ สารตวัอย่างปริมาตร 15 ไมโครลิตร + absolute ethanol 

ปริมาตร 285 ไมโครลิตร 

Control คือ ethanol ความเขม้ขน้ร้อยละ 75 ปริมาตร 15 ไมโครลิตร + สารละลาย

อนุมูลอิสระ  ABTS  ปริมาตร  285  ไมโครลิตร  

วธีิแปลผล 

 คาํนวณความสามารถในการกําจัดอนุมูลอิสระ ABTS ในรูปของสมมูลย ์         

โทรลอกซ์ (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; TEAC) โดยใช้กราฟมาตรฐานของ          

โทรลอกซ์   ดงัสมการ 

  C   = c × V/m 

โดยท่ี C    =    ความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ ABTS เทียบกบัสารมาตรฐานโทรลอกซ์ 

(ไมโครโมลสมมูลยข์องโทรลอกซ์ต่อกรัมของนํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง) 

c    =    ความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  ABTS  เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน

ของโทรลอกซ์   (ไมโครโมลต่อลิตร) โดยนาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

734  นาโนเมตร  (OD734nm)  ของ control  ลบค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่าง

และ  blank sample  ออก  แล้วแทนค่าเป็นค่า  y  ในสมการท่ีไดจ้ากกราฟ

มาตรฐานของโทรลอกซ์  (Appendix figure 6) คาํนวณหาค่า x 

V    =    ปริมาตรของสารสกดั (ลิตร) 

m    =    นํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง (กรัม) 
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Appendix figure 6. Standard antioxidants of Trolox using ABTS radical cation scavenging 

method 

ตัวอย่างการคํานวณสารสกดัหยาบของพริกขีห้นูด้วยนํา้ 

นาํพริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม  สกดัดว้ยนํ้ ากลัน่   800  มิลลิลิตร  นาํไประเหยสาร

สกดัออกไปร้อยละ 75  ไดส้ารสกดัหยาบของพริกข้ีหนูดว้ยนํ้า  200  มิลลิลิตร 

คํานวณค่า c  

จากกราฟ  y  =  0.001x-0.0192  ดงันั้น  x  =  (y + 0.0192)/ 0.001 

OD734nm ของ control - ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง - blank sample = 0.475 

x  =  (0.475 + 0.0192)/ 0.001  =  494.2  ไมโครโมลต่อลิตร 

ปริมาตรของตวัอยา่งพริกข้ีหนู  200  มิลลิลิตร  ทาํใหเ้จือจาง  48  เท่า 

คํานวณนํา้หนักของพริกขีห้นูแห้ง 

พริกข้ีหนูสดมีของแขง็ร้อยละ  22.7482   

พริกข้ีหนูสด  100     กรัม   มีของแขง็  22.7482  กรัม 

พริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม   มีของแขง็  (22.7482 × 81.31)/ 100  =  18.4966  กรัม 

จากสูตร  C     =   c × V/m 

=   (494.2  ไมโครโมลต่อลิตร × 0.2 ลิตร × 48)/ 18.4966 กรัม 

=   256.4969  ไมโครโมลต่อกรัม  
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ดังน้ัน  สารสกัดพริกข้ีหนูด้วยนํ้ า  มีความสามารถในการกาํจดัอนุมูลอิสระ  ABTS  เท่ากับ  

256.4969  ไมโครโมลสมมูลยข์องโทรลอกซ์ต่อกรัมของพริกข้ีหนูแหง้  

ข3.3 Ferric reducing antioxidant power assay  (ดดัแปลงจาก  Benzie and Strain, 1996) 

หลกัการ 

 เป็นการวดัความสามารถในการรีดิวซ์ของสารท่ีมีสมบติัเป็นสารตา้นออกซิเดชนั

โดยการรีดิวซ์เฟอร์ริคไอออน (Fe3+) ซ่ึงอยู่ในรูปสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe3+-TPTZ (ferric 

tripyridyl triazine)  ไปเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กเฟอร์รัส Fe2+-TPTZ (ferrous tripyridyl 

triazine)  ซ่ึงเป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสีนํ้ าเงิน (Appendix figure 7) และสามารถดูดกลืนแสง  

ไดดี้ในช่วง  593  นาโนเมตร  ภายใตส้ภาวะท่ีมีพีเอชตํ่า (pH~3.6)  

 

 
 

Appendix figure 7. Formation of (Fe2+-TPTZ) complex from (Fe3+-TPTZ) complex by 

antioxidant 

ท่ีมา: Moon และ Shibamoto (2009) 

วสัดุและอุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัไมโครเพลท (microplate reader, PowerWaveX, Biotek, U.S.A.) 

2. ไมโครเพลท (microplate) 

3. ไมโครปิเปต (micropipette) 
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สารเคมี 

1. โซเดียมอะซีเตตไตรไฮเดรต (CH3COONa.3H2O) 300 มิลลิโมลต่อลิตร 

2. กรดอะซิติก (C2H4O2) 

3. TPTZ ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลต่อลิตร 

4. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขม้ขน้ 40 มิลลิโมลต่อลิตร 

5. เฟอร์ริคคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O) 20 มิลลิโมลต่อลิตร 

การเตรียมสารละลาย FRAP  

  เตรียมสารละลาย  FRAP  โดยการนาํอะซีเตตบฟัเฟอร์  300  มิลลิโมลต่อลิตรผสม

กบั  TPTZ  ความเขม้ขน้  10  มิลลิโมลต่อลิตร  ในกรดไฮโดรคลอริก  และเฟอร์ริคคลอไรด ์            

เฮกซะไฮเดรต  20  มิลลิโมลต่อลิตร  มาทาํปฏิกิริยากนัในอตัราส่วน  10:1:1  จากนั้นบ่มไวท่ี้

อุณหภูมิ  37 oซ  เป็นเวลา  30  นาที  

 การเตรียมอะซีเตตบัฟเฟอร์   300  มิลลโิมลต่อลติร (พเีอช 3.6)  

ชัง่โซเดียมอะซีเตตไตรไฮเดรตมา  3.1  กรัม   ละลายในกรดอะซิติก ปริมาตร 16 

มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร  ใหค้รบ  1  ลิตร  ดว้ยนํ้ากลัน่  

  การเตรียม   TPTZ   ความเข้มข้น  10  มิลลิโมลต่อลิตร  ในกรดไฮโดรคลอริก    

40   มิลลโิมลต่อลติร  

เตรียมกรดไฮโดรคลอริก  40 มิลลิโมลต่อลิตร โดยการปิเปตกรดไฮโดรคลอริก  

มา   0.3312  มิลลิลิตร  แลว้ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร  ให้ครบ  100  มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ ากลัน่ 

ชัง่  TPTZ  มา  0.3123  กรัม  ละลายในไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้  40  มิลลิโมลต่อลิตร             

และปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร  ให้ครบ  100  มิลลิลิตร  ดว้ยไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 40        

มิลลิโมลต่อลิตร 

 การเตรียมเฟอร์ริคคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต 20 มิลลโิมลต่อลติร  

ชัง่เฟอร์ริคคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต  มา  0.5406  กรัม   ละลายและปรับปริมาตรใน

ขวดปรับปริมาตร  ใหค้รบ  100  มิลลิลิตร  ดว้ยนํ้ากลัน่    
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การเตรียมสารมาตรฐานโทรลอกซ์ 

สารมาตรฐานท่ีใชคื้อโทรลอกซ์   เตรียมให้มีความเขม้ขน้  7  ระดบั  คือ  50,  60,  

100,  200,  300,  400  และ  600  ไมโครโมลต่อลิตร  ความเขม้ขน้ละ  5  มิลลิลิตร  โดยใช ้ absolute 

ethanol  เป็นตวัทาํละลาย 

การเตรียมตัวอย่าง 

   นําสารสกัดหยาบของข่า  ตะไคร้ พ ริก ข้ีหนู ใบมะกรูดและเค ร่ืองต้มข่า                

มาเจือจาง  ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม   ดว้ยเอธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 75 

การทดสอบ 

 ปิเปตสารละลายตวัอยา่งความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมปริมาตร  15  ไมโครลิตร ลงใน   

96-well microplate   ปิเปตสารละลาย   FRAP  ลงในสารตวัอยา่งทุกหลุม หลุมละ  285  ไมโครลิตร 

พกัไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา  30  นาที  จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  593  นาโนเมตร 

ดว้ยเคร่ือง  Microplate Reader  (PowerWaveX, Biotek, U.S.A.)  

หมายเหตุ 

  Blank sample  คือ สารตวัอยา่ง 15 ไมโครลิตร + นํ้ากลัน่ 285 ไมโครลิตร 

วธีิแปลผล 

 คาํนวณความสามารถในการให้อิเล็คตรอนในระบบ  FRAP  ในรูปของสมมูล       

โทรลอกซ์   โดยใชก้ราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์   ดงัสมการ 

  C   = c × V/m 

โดยท่ี C    =    ความสามารถในการให้อิเล็คตรอนในระบบ  FRAP  เทียบกบัสารมาตรฐาน      

โทรลอกซ์  (ไมโครโมลสมมูลย์ของโทรลอกซ์ต่อกรัมของนํ้ าหนักแห้งของ

ตวัอยา่ง) 

c    =    ความสามารถในการให้อิเล็คตรอนในระบบ  FRAP  เปรียบเทียบจากกราฟ

มาตรฐานของโทรลอกซ์  (ไมโครโมลต่อลิตร) โดยนาํค่าการดูดกลืนแสง             

ท่ีความยาวคล่ืน  593  นาโนเมตร  (OD593nm)  ของตัวอย่างลบค่าการ         

ดูดกลืนแสงของ  blank sample  ออก แลว้แทนค่าเป็นค่า y ในสมการท่ีไดจ้าก

กราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์  (Appendix figure 8)  คาํนวณหาค่า x 
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V    =    ปริมาตรของสารสกดั (ลิตร) 

m    =    นํ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่ง (กรัม) 
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Appendix figure 8. Standard antioxidants of Trolox using Ferric reducing antioxidant power  

                             method 

ตัวอย่างการคํานวณสารสกดัหยาบของพริกขีห้นูด้วยนํา้ 

นาํพริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม  สกดัดว้ยนํ้ ากลัน่   800  มิลลิลิตร  นาํไประเหยสาร

สกดัออกไปร้อยละ 75  ไดส้ารสกดัหยาบของพริกข้ีหนูดว้ยนํ้า  200  มิลลิลิตร 

คํานวณค่า c  

จากกราฟ  y  =  0.0014x + 0.1265  ดงันั้น  x  =  (y - 0.1265)/ 0.0014 

OD593nm ของตวัอยา่ง – blank sample = 0.279 

x  =  (0.279 - 0.1265)/ 0.0014  =  108.9285  ไมโครโมลต่อลิตร 

ปริมาตรของตวัอยา่งพริกข้ีหนู  200  มิลลิลิตร  ทาํใหเ้จือจาง  32  เท่า 

คํานวณนํา้หนักแห้งของพริกขีห้นู 

พริกข้ีหนูสดมีของแขง็ร้อยละ  22.7482   

พริกข้ีหนูสด  100     กรัม   มีของแขง็  22.7482  กรัม 

พริกข้ีหนูสด  81.31  กรัม   มีของแขง็  (22.7482 × 81.31)/ 100  =  18.4966  กรัม 
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จากสูตร  C     =   c × V/m 

=   (108.929  ไมโครโมลต่อลิตร × 0.2 ลิตร × 32)/ 18.4966 กรัม 

=   37.690  ไมโครโมลต่อกรัม  

ดังน้ัน  สารสกดัพริกข้ีหนูดว้ยนํ้ า  มีความสามารถในการให้อิเล็คตรอนในระบบ FRAP  เท่ากบั  

37.690  ไมโครโมลสมมูลยข์องโทรลอกซ์ต่อกรัมของนํ้าหนกัแหง้ของพริกข้ีหนู  

ข4. การวเิคราะห์ค่า TVB และค่า TMA (Conway and Byrne, 1936)  

อุปกรณ์ 

1. จาน Conway unit 

2. Volumetric pipette 

3. Micro burette 

4. ถว้ยบด 

5. กระดาษกรอง 

6. กรวย 

สารเคมี 

1. Mixed indicator: ละลาย 0.01 กรัม ของ Bromocresol green และ 0.02 กรัม methyl red ดว้ย  

ethanol แลว้ปรับจนไดป้ริมาตร 10 มิลลิลิตร 

2. Inner ring solution L: ละลาย 10 กรัม ของ Boric acid ใน 200 มิลลิลิตร ethanol แลว้เติม  

10 มิลลิลิตร Mix indicator (จากขอ้ 1) ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีกาํจดัอิออนแลว้ ซ่ึง

จะไดส้ารละลายสีชมพ ู

3. HCl 0.02 นอร์มอล 

4. Saturated K2CO3 solution: ละลาย 60 กรัม K2CO3 ดว้ย 50 มิลลิลิตร นํ้ากลัน่ ตม้ประมาณ  

10 นาที ทาํใหเ้ยน็แลว้กรองผา่นกระดาษกรอง 

5. TCA เขม้ขน้ร้อยละ 4: ละลาย 40 กรัม trichloro acetic acid (CCl3COOH) ใน 960 มิลลิลิตร  

นํ้ากลัน่ 

6. 10% formaldehyde solution: โดยเติม 10 กรัม MgCO3 ลงใน 100 มิลลิลิตร Formalin  
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(formaldehyde solution เขม้ขน้ร้อยละ 35) เขยา่ใหเ้ขา้กนั กรองผา่นกระดาษกรอง แลว้ทาํใหเ้จือ

จาง 3 เท่า ดว้ยนํ้ากลัน่ 

การสกดั 

 ชัง่ตวัอยา่ง 2 กรัม บดผสมกบั TCA เขม้ขน้ร้อยละ 4 ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ในถว้ยบด บดให้

ทัว่ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 30 นาที แลว้กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 41 (หรือเขา้เคร่ืองแยกเหวีย่ง

ท่ี 3000 rpm เวลา 10 นาที) ปรับปริมาตรใหไ้ด ้10 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปวเิคราะห์หาค่า TVB-N 

และค่า TMA-N หรือเก็บในตูเ้ยน็เพื่อรอวิเคราะห์ (ควรปิดใหแ้น่น) ถา้จาํเป็นอาจเก็บไวท่ี้ -20 องศา

เซลเซียส 

วธีิการวเิคราะห์ค่า TVB 

1. ดูดสารละลายตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร ใส่ชั้นนอกของ Conway unit 

2. ดูด inner ring solution 1 มิลลิลิตร ลงท่ีวงกลมชั้นในของจาน Conway unit 

3. เอียงจาน Conway unit 

4. ดูด Saturated K2CO3 1 มิลลิลิตร ใส่ชั้นนอก แต่ให้อยูค่นละดา้นกบัสารละลายตวัอยา่งตาม 

ขอ้ 1 

5. ปิดฝาจาน Conway unit เขยา่เบาๆ ให ้Potassium carbonate ผสมกบัสารละลายตวัอยา่ง  

ระวงัอยา่ใหเ้กิดการผสมกบั indicator ท่ีวงกลมชั้นในเป็นอนัขาด 

6. บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 45-60 นาที หรือทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 3 ชัว่โมง 

7. เปิดฝา Conway unit แลว้ไตรเตรทวงกลมชั้นในดว้ย HCl 0.02 นอร์มอล จนกระทัง่สีเขียว 

จางหายไป จดปริมาณการใช ้HCl ไวค้าํนวณ 

8. ทาํ blank โดยใช ้TCA เขม้ขน้ร้อยละ 4 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แทนสารสกดัตวัอยา่ง แลว้ 

ดาํเนินตามวธีิการตั้งแต่ขอ้ 1-8 

การคํานวณ 

 TVB (มก.ไนโตรเจน/100 กรัมตวัอยา่ง) =      N×14× (A-B) ×V×100 

                                             

                                                                                          นํ้าหนกัตวัอยา่ง 

 N = นอร์มลัลิตีของ HCl ท่ีใชไ้ตรไตรท 

 A = มิลลิลิตร HCl ท่ีใชไ้ตรเตรทตวัอยา่ง 
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 B = มิลลิลิตร HCl ท่ีใชไ้ตรเตรท blank 

 V = ปริมาตรรวมของตวัอยา่งและ TCA ท่ีใชใ้นการเตรียมตวัอยา่ง 

วธีิการวเิคราะห์ค่า TMA 

1. ทาํเช่นเดียวกบัการวเิคราะห์ TVB ตั้งแต่ 1-2 

2. เติม formaldehyde solution เขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัตวัอยา่ง 

3. ดูด saturated K2CO3 1 มิลลิลิตร ใส่ชั้นนอก ปิดฝาแลว้ค่อยๆ หมุนสารละลายผสมกนั 

4. ทิ้งไวท่ี้ 37 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชัว่โมง 

5. ไตรเตรทส่วนท่ีอยูใ่นวงแหวนในดว้ย HCl 0.02 นอร์มอล จนกระทัง่สีเขียวเปล่ียนเป็นสี 

ชมพ ู

6. ทาํ blank โดยใช ้TCA เขม้ขน้ร้อยละ 4 จาํนวน 1 มิลลิลิตร ดาํเนินการเช่นเดียวกบัตวัอยา่ง 

การคํานวณ 

 TMA (มก.ไนโตรเจน/100 กรัมตวัอยา่ง) =   N×14× (C-B) ×V×100 

              นํ้าหนกัตวัอยา่ง 

 N = นอร์มลัลิตีของ HCl ท่ีใชไ้ตรไตรท 

 C = มิลลิลิตร HCl ท่ีใชไ้ตรเตรทตวัอยา่ง 

 B = มิลลิลิตร HCl ท่ีใชไ้ตรเตรท blank 

 V = ปริมาตรรวมของตวัอยา่งและ TCA ท่ีใชใ้นการเตรียมตวัอยา่ง 

ข5. การวเิคราะห์ค่า TBARS (Egan et al., 1981) 

อุปกรณ์ 

1. ชุดกลัน่ (flask, condenser, receiver) 

2. ลูกแกว้ 

3. เตาไฟฟ้า 

4. ปิเปต 

5. หลอดทดสอบชนิดมีจุก 

6. Spectrophotometer 

สารเคมี 

1. 4 N Hydrochloric acid 
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2. Antifoam liquid 

3. Thiobarbituric acid reagent – ละลาย 0.2883 กรัม ใน 100 มล. ของ 90% glacial acetic acid 

วธีิการ 

1. ป่ันตวัอยา่ง 10 กรัม กบันํ้ากลัน่ 50 มล. เป็นเวลา 2 นาที แลว้ถ่ายลงในขวดกลัน่ ใชน้ํ้า 47.5  

มล. ลา้งภาชนะท่ีใส่ตวัอยา่งแลว้เทลงขวด 

2. เติม 2.5 มล. 4 N HCl (pH ควรจะเป็น 1.5) และเติมลูกแกว้และ antifoam 

3. กลัน่ใหไ้ดข้องเหลว 50 มล. ภายใน 10 นาที 

4. ดูดสารท่ีกลัน่ได ้5 มล. ลงในหลอดทดสอบท่ีมีจุกปิด 

5. เติม 5 มล. TBA reagent เขยา่และใหค้วามร้อนดว้ยนํ้าเดือดเป็นเวลา 35 นาที 

6. ทาํ blank โดยวธีิเดียวกนั โดยใช ้5 มล. ของนํ้าใหค้วามร้อน 35 นาที 

7. ทาํตวัอยา่งและ blank ใหเ้ยน็แลว้วดัค่า OD ท่ี 532 nm 

การคํานวณ 

 TBA value (mg malonaldehyde/kg sample) = 7.8 × A 

 (A = absorbance of sample ท่ีหกัค่า blank แลว้) 

หมายเหตุ ตอ้งปฏิบติัตามโดยเคร่งครัดจึงจะใชค้่า 7.8 เป็น factor ได ้

ภาคผนวก ค การวเิคราะห์ทางจุลนิทรีย์ 

ค1. การวเิคราะห์ปริมาณจุลนิทรีย์ทั้งหมด (Total Viable Count) ไดแ้ก่ จุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิตํ่า 

จุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิปานกลาง และจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการอากาศในการเจริญดว้ยเทคนิค pour 

plate (BAM, 2001) 

สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Plate count agar (PCA) 

2. peptone water ร้อยละ 0.1 
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วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่งเคร่ืองตม้ข่า  25 กรัม  ลงในถุงท่ีมี peptone water  ร้อยละ 0.1 ท่ีปลอดเช้ือ

จาํนวน 225  มิลลิลิตร แลว้ทาํใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เป็นเวลา 1 นาที 

2. ทาํการเจือจางให้ 10-1-10-6  โดยใช ้peptone water ร้อยละ 0.1 

3. ดูดตวัอยา่งความเจือจางท่ีเหมาะสมจากขอ้ 1.2 อยา่งละ 1.0 มิลลิลิตร (ทาํ 3 ซํ้ า) ลงในจาน

เพาะเช้ือ  ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 

4. เทอาหาร PCA ซ่ึงกาํลงัหลอมเหลวและมีอุณหภูมิประมาณ  45 oซ  ลงในจานเพาะเช้ือจาน

ละประมาณ 15-20  มิลลิลิตร 

5. เขยา่จานเพาะเช้ือใหอ้าหารเล้ียงเช้ือผสมกบัตวัอยา่งเคร่ืองตม้ข่าท่ีเจือจาง โดยการหมุนจาน

เพาะเช้ือในทิศตามเขม็นาฬิกา 5 คร้ัง ทวนเขม็นาฬิกา 5 คร้ัง ทาํอยา่งระมดัระวงัและรวดเร็วเพื่อ

ไม่ใหอ้าหารเล้ียงเช้ือแขง็ตวัก่อน 

6. ตั้งทิ้งไวใ้หอ้าหารเล้ียงเช้ือแขง็ตวั 

7. สาํหรับจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการอากาศในการเจริญ นาํไปใส่ใน anaerobic jar แลว้กาํจดั

อากาศออก 

8. บ่มเพาะเช้ือท่ี 4 oซ (จุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิตํ่า) และ 35-37 oซ (จุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิ

ปานกลาง และจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการอากาศในการเจริญ) ในลกัษณะคว ํ่าจานเพาะเช้ือเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง 

9. ตรวจนบัจาํนวนโคโลนีจากจานเพาะเช้ือประมาณ 30- 300 โคโลนี รายงานผลเป็นจาํนวน

โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  

              โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  = ค่าเฉล่ียของจาํนวนโคโลนี × ระดบัความเจือจาง 

ค2. การวเิคราะห์ปริมาณแบคทเีรียแลคติก (BAM, 2001) 

สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Lactobacilli MRS agar 

2. แคลเซียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ร้อยละ 1 

3. peptone water ร้อยละ 0.1 
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วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่งเคร่ืองตม้ข่า  25 กรัม  ลงในถุงท่ีมี peptone water ร้อยละ 0.1 ท่ีปลอดเช้ือจาํนวน 

225  มิลลิลิตร  แลว้ทาํใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เป็นเวลา 1 นาที 

2. ทาํการเจือจางใหเ้ป็น  10-1-10-6  โดยใช ้ peptone water  ร้อยละ 0.1 

3. ดูดตวัอยา่งความเจือจางท่ีเหมาะสมจากขอ้  1.2  อยา่งละ  0.1  มิลลิลิตร  ลงในจานเพาะเช้ือ

ท่ีมีอาหาร  MRS agar  ท่ีฆ่าเช้ือแลว้  จาํนวน  3 ซํ้ า 

4. ใชแ้ท่งแกง้ปราศจากเช้ือเกล่ียตวัอยา่งใหก้ระจายทัว่จาน  

5. บ่มเพาะเช้ือท่ี  35-37oซ  ในลกัษณะคว ํ่าจานเพาะเช้ือเป็นเวลา  24  ชัว่โมง ในขวดโหลแกว้

ท่ีปราศจากอากาศ 

6. ตรวจนบัจาํนวนโคโลนีจากจานเพาะเช้ือประมาณ 30-300 โคโลนี รายงานผลเป็นจาํนวน

โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  

โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  =  ค่าเฉล่ียของจาํนวนโคโลนี × ระดบัความเจือจาง 

ค3. การวเิคราะห์ยสีต์และรา (BAM, 2001) 

สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Potato dextrose agar (PDA) 

2. peptone water  ร้อยละ 0.1 

3. tartaric acid  ร้อยละ 10 

วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่งเคร่ืองตม้ข่า  25  กรัม  ลงในถุงท่ีมี peptone water ร้อยละ 0.1 ท่ีปลอดเช้ือ

จาํนวน  225  มิลลิลิตร  แลว้ทาํใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เป็นเวลา 1 นาที 

2. ทาํการเจือจางใหเ้ป็น 10-1-10-6 โดยใช ้peptone water ร้อยละ 0.1 

3. ดูดตวัอยา่งความเจือจางท่ีเหมาะสมจากขอ้ 1.2 อยา่งละ 0.1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเช้ือท่ีมี

อาหาร  PDA  ท่ีฆ่าเช้ือแลว้  จาํนวน 3 ซํ้ า 

4. ใชแ้ท่งแกง้ปราศจากเช้ือเกล่ียตวัอยา่งใหก้ระจายทัว่จาน  

5. บ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง ในลกัษณะหงายจานเพาะเช้ือเป็นเวลา 5-7 วนั 

6. ตรวจนบัจาํนวนโคโลนีจากจานเพาะเช้ือประมาณ 30-300 โคโลนี รายงานผลเป็นจาํนวน

โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  



 

282 

โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  =  ค่าเฉล่ียของจาํนวนโคโลนี × ระดบัความเจือจาง 

ค4. การวเิคราะห์ปริมาณ Coliforms  และ E. coli (BAM, 2001) 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. EC broth (พร้อม Durham) 

2. Lauryl sulphate tryptose broth (LST) 

3. peptone water ร้อยละ 0.1 

วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่งเคร่ืองตม้ข่า  25  กรัม ลงในถุงท่ีมี peptone water ร้อยละ 0.1 ท่ีปลอดเช้ือจาํนวน 

225 มิลลิลิตร แลว้ทาํใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เป็นเวลา 1 นาที 

2. ทาํการเจือจางใหเ้ป็น 10-1-10-3  โดยใช ้0.1% peptone water 

3. ดูดตวัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 10-1-10-3  อยา่งละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบท่ีมี  durham 

tube  และ  LST 10 มิลลิลิตร  ท่ีฆ่าเช้ือแลว้  ความเจือจางละ 3 หลอด 

4. บ่มเพาะเช้ือท่ี  35 0ซ  เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง 

5. ตรวจผลคร้ังแรกเม่ือครบ 24 ชัว่โมง โดยสังเกตฟองอากาศใน durham tube สาํหรับหลอด

ท่ียงัไม่ใหผ้ล ทาํการบ่มเพาะเช้ือต่อไปจนครบ 48 ชัว่โมง รายงานผลเป็น MPN โคลิฟอร์ม

แบคทีเรียขั้นแรก (presumptive) 

6. เลือกหลอดท่ีเกิดแก๊สมาทาํ Confirmed test โดยใชเ้ขม็เข่ียเช้ือท่ีลนไฟฆ่าเช้ือแลว้จุ่มลงใน

หลอดท่ีเลือกไว ้  แลว้เข่ียลงในหลอดเล้ียงเช้ือท่ีมี  EC broth  พร้อม Durham tube 

7. บ่มเพาะเช้ือ  EC broth  ท่ี 44.5 ± 0.2  เป็นเวลา 48 ± 2 ชัว่โมง 

8.    คาํนวณหา  MPN  ของ  E. coli  ต่อกรัมอาหาร โดยดูจากจาํนวนหลอด LST ท่ีผลิตแก๊ส  

ค5. การวเิคราะห์ S. aureus (Speck, 1976) 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Baird parker medium (BP) 

2. potassium tellurite  ร้อยละ 0.1 

3. peptone water  ร้อยละ 0.1 
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วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่ง 25 กรัม ลงในถุงท่ีมี peptone water ร้อยละ 0.1 ท่ีปลอดเช้ือจาํนวน 225 

มิลลิลิตร แลว้ทาํใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เป็นเวลา 1 นาที 

2. ทาํการเจือจางใหเ้ป็น 10-1-10-3  โดยใช ้peptone water ร้อยละ 0.1 

3. ดูดตวัอยา่งท่ีมีระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสมจาํนวน 0.1 มิลลิลิตร ลงบน BP agar plate 

จาํนวน 3 ซํ้ า 

4. ใชแ้ท่งแกง้ปราศจากเช้ือเกล่ียตวัอยา่งใหก้ระจายทัว่จาน  

5. บ่มเพาะเช้ือท่ี 35 0ซ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

6. ตรวจสอบลกัษณะโคโลนี เลือกนบัโคโลนีท่ีมีสีดาํ ขอบขาว และแววใส รอบโคโลนีมี

บริเวณใส (clear zone) รายงานผลเป็นจาํนวนโคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  

โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง = ค่าเฉล่ียของจาํนวนโคโลนี × ระดบัความเจือจาง 

 

ค6. การวเิคราะห์ปริมาณ S. aureus (BAM, 2001) 

 ในวธีิน้ีจะเหมาะสมต่อการวเิคราะห์เช้ือ S. aureus ในอาหารท่ีมีเช้ือไม่เกิน 100 เซลล/์กรัม 

โดยมีขั้นตอนการวเิคราะห์ ดงัน้ี (Bennett and Lancette; 2001) 

อุปกรณ์ 

1. Loop และ needle 

2. หลอดทดสอบ 

3. ตู ้larminar flow สาํหรับทาํใหผ้วิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแหง้ 

4. แท่งแกว้งอปลอดเช้ือมีเส้นผา่นศุนยก์ลาง 3-4 มิลลิเมตร ยาว 15-20 เซนติเมตร 

5. ปิเปตขนาด 0.1 และ 1.0 มิลลิลิตร 

อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

1. Baird-Parker medium (BPA) 

2. Trypticase (tryptic) soy agar (TSA) 

3. Brain heart infusion (BHI) broth 

4. Coagulase plasma (rabbit) ใน EDTA 

5. Toluidine blue-DNA agar 
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6. Lysostaphin 

7. Tryptone yeast extract agar 

8. Paraffin oil ปลอดเช้ือ 

9. 0.02 M phosphate-saline buffer ท่ีเติม 1 เปอร์เซ็นต ์NaCl 

10. Catalase test 

การเตรียมตัวอย่าง 

 ทาํการเจือจางตวัอยา่งผลิตภณัฑอ์าหารท่ีจะทดสอบใหไ้ดจ้าํนวนโคโลนีอยูใ่นช่วงระหวา่ง 

20-200 โคโลนี 

การแยกเช้ือและการตรวจนับเช้ือ S. aureus 

1. ปิเปตสารละลายท่ีจะทดสอบมาความเขม้ขน้ละ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  

Baird Parker agar โดยแบ่งปริมาตรของสารละลาย 1 มิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือ 3 จาน (0.3 0.3 

และ 0.4 มิลลิลิตร) จากนั้นเกล่ียสารละลายให้ทัว่บนผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ โดยใชแ้ท่งแกว้งอ วาง

จานอาหารหงายไวจ้นกวา่ผิวหนา้จะแห้ง (ประมาณ 10 นาที) ถา้ผิวหนา้ยงัไม่แห้งให้นาํไปบ่มในตู ้

larminar flow เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือผิวหนา้แห้งให้คว ํ่าจานอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้นาํไปบ่ม 45-48 

ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เลืกจานอาหารท่ีมีปริมาณโคโลนี 20-200 โคโลนี นาํไปนบั

โคโลนีท่ีมีลกัษณะเฉพาะท่ีน่าจะเป็น S. aureus ซ่ึงเม่ือเจริญบนอาหาร Baird Parker agar จะมีโค

โลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผวิมนัเป็นวาว มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2-3 มิลลิเมตร ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

ไม่มีโคโลนีหนาแน่นเกินไป มีโคโลนีสีดาํ ขอบโคโลนีเป็นสีขาว รอบโคโลนีจะมีโซนใส และ

โคโลนีจะเหนียวเม่ือนาํเขม็เข่ียเช้ือไปแตะ 

2. นบัและเก็บโคโลนี S. aureus ถา้พบวา่โคโลนีท่ีสังเกตมีลกัษณะเป็นโคโลนี S. aureus  

นบัจาํนวนโคโลนีของแต่ละชนิดและจดบนัทึก ถา้มีโคโลนีนอ้ยกวา่ 20 โคโลนี ยงัสามารถใชน้บั

ได ้แต่หากจาํนวนโคโลนีมีมากวา่ 200 โคโลนี ให้นบัในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเจือจางสูงข้ึน 

แต่ไม่ตอ้งนบัลกัษณะโคโลนีท่ีไม่ใช่ S. aureus เลือกมากกวา่ 1 โคโลนี ในแต่ละชนิดท่ีนยัแลว้ และ

นาํไปทดสอบการเกิด coagulase เม่ือพบผลเป็นบวกแสดงว่าเป็น S. aureus นาํไปคาํนวณค่า S. 

sureus ทั้งหมดต่อกรัมของอาหารเร่ิมตน้ 

 

การทดสอบ Coagulase 

 นาํโคโลนีท่ีสงสัยวา่เป็น S. aureus มาถ่ายลงในหลอด BHI broth ท่ีมี 0.2-0.3 มิลลิลิตร 

เขยา่ให้เขา้กนั และถ่ายเช้ือจาก BHI broth ลงใน TSA slant เพิ่อเก็บเช้ือไว ้หรืออาจตอ้งทดสอบอีก
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คร้ัง นาํ BHI และ TSA ไปบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง เติม coagulase plasma ท่ี

มี EDTA 0.5 มิลลิลิตร ลงใน BHI broth และผสมให้เขา้กนันาํไปบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส อ่านผล

การแข็งตวัของ plasma ภายใน 6 ชัว่โมง จะยืนยนัไดว้่าเป็น S. aureus เม่ือเกิดการแข็งตวัอย่าง

สมบูรณ์ (+4) หากผลเป็น +2 และ +3 จะตอ้งทาํการทดสอบยืนยนัในขั้นตน้ต่อไปอีก ยอ้มแกรม

โคโลนีทั้งหมดท่ีสงสัยวา่เป็น S. aureus และการทดสอบ agglutination เป็นอีกขั้นตอนหน่ึงในการ

ทดสอบแทนการทดสอบ coagulase ถา้ตอ้งการผลรวดเร็ว 

 

การทดสอบอืน่ๆ เพือ่เป็นการตรวจสอบยนืยนัให้แน่ใจว่าเป็น S. aureus 

1. ทดสอบเอนไซม ์catalase ใชเ้ช้ือจาก TSA slant มาทดสอบเอนไซม ์catalase โดยใช ้ 

loop แตะเช้ือแลว้ป้ายบนกระจกสไลด์ หรือ ในจานเล้ียงเช้ือ จากนั้นหยด H2O2 ลงไปแลว้สังเกต

แก๊สท่ีเกิดข้ึนอ่านผลเป็นบวก 

2. ทดสอบการใชก้ลูโคสในสภาวะไร้อากาศ (Anaerobic utilization of glucose) โดยถ่าย 

เช้ือลงในหลอดทดลองท่ีมี carbohydrate fermentation medium + glucose (0.5 เปอร์เซ็นต)์ ปิดทบั

ผวิหนา้ของอาหารดว้ย agar หรือพาราฟินปลอดเช้ือหนา 25 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 5 วนั ท่ี 37 องศา

เซลเซียส จะเกิดการสร้างกรด หากมีการเปล่ียนสีของสารบ่งช้ีเป็นสีเหลืองทั้งหลอดแสดงวา่เป็น S. 

aureus 

3. ทดสอบการใชแ้มนนิทอลในสภาพไร้อากาศ (Anaerobic utilization of mannitol)  

เหมือนการทดสอบในขอ้ 2 ขา้งตน้ แต่ใชแ้มนนิทอลแทนกลูโคส 

4. ทดสอบความไวต่อ Lysostaphin โดยถ่ายเช้ือท่ีเป็นโคโลนีเด่ียวจากจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

ลงใน 0.2 มิลลิลิตร phosphate-saline buffer ผสมให้เขา้กนั และถ่ายสารละลายทั้งหมดคร่ึงหน่ึงลง

ไปในหลอดทดลองอีกหลอด เติม phosphate-saline buffer 0.1 มิลลิลิตร เพื่อใชเ้ป็น control เติม 0.1 

มิลลิลิตร lysostaphin (ละลายใน 0.02 M phosphate-saline buffer ท่ีมี 1 เปอร์เซ็นต ์NaCl) ลงใน

หลอดเดิมเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้ของ lysostaphin 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บ่มหลอดทั้ง 2 ท่ี 35 

องศาเซลเซียส ไม่เกิน 2 ชัว่โมง ถา้สารละลายผสมน้ีไม่ขุ่นจะให้ผลเป็นบวก ถา้หากขุ่นภายใน 2 

ชัว่โมงใหผ้ลเป็นลบ แสดงวา่ไม่ใช่ S. aureus 

5. การสร้างเอนไซม ์nuclease ซ่ึงทนอุณหภูมิสูง (Thermostable nuclease production)  

การทดลองน้ีเป็นการยืนยนัโดยมีความจาํเพาะเช่นเดียวกบัการทดสอบ coagulase เพราะเป็นผลทาํ

ให้เกิดการเปล่ียนจากสีนํ้ าเงินเป็นสีชมพูอ่อน การทดสอบน้ีไม่สามารถใช้แทนการทดสอบ 

coagulase แต่จะใชเ้พื่อเป็นการยืนยนัมากกว่า โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง coagulase ท่ีให้ผลปฏิกิริยา +2 
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วธีิการทดสอบเอนไซมน้ี์ ตอ้งเตรียมสไลด์ท่ีเคลือบดว้ย toluidine blue-deoxyribo nucleic acid agar 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บนผิวขิง micro slide เม่ืออาหารแข็งแล้วตดัให้เป็นหลุมขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลาง 2 มิลลิเมตร 10-12 ช่อง ต่อ 1 สไลด ์และดูดวุน้ออก เติม 0.01 มิลลิลิตรของสารแขวนลอย 

(suspension) ท่ีใชท้ดสอบ coagulase ท่ีตม้จนเดือด 15 นาที ใน water bath เติมลงในหลุมของสไลด์

ท่ีเตรียมไว ้บ่มสไลด์ใน moist chamber นาน 4 ชัว่โมง ท่ี 35 องศาเซลเซียส สังเกตโซนสีชมพ ู

ขนาดไม่น้อยกว่า 1 มิลลิเมตร จากขอบของหลุมให้ผลของปฏิกิริยาเป็นบวก (Bennett และ 

Lancette, 1998) 

ค7. การวเิคราะห์ B. cereus (BAM, 2001) 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Manitol-Egg Yolk Polymyxin agar (MYP) 

2. peptone water ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 

3. ไข่แดง (egg yolk)  

4. NaCl ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 

5. เอธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 70 

6. Polymyxin B sulphate ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 

วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่ง 25 กรัม ลงในถุงท่ีมี peptone water ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ท่ีปลอดเช้ือจาํนวน 

225 มิลลิลิตร แลว้ทาํใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เป็นเวลา 1 นาที 

2. ทาํการเจือจางใหเ้ป็น10-1-10-3  โดยใช ้peptone water ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 

3. ดูดตวัอยา่งท่ีมีระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม จาํนวน 0.1 มิลลิลิตร ลงบน MYP จาํนวน 3 

ซํ้ า 

4. ใชแ้ท่งแกง้ปราศจากเช้ือเกล่ียตวัอยา่งใหก้ระจายทัว่จาน  

5. บ่มเพาะเช้ือท่ี 30 0ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

6. ตรวจนบัโคโลนี B.cereus ท่ีมีวงใส รอบๆโคโลนีสีชมพ ู และจะขุ่นมากข้ึนเม่ือบ่มนานข้ึน 

รายงานผลเป็นจาํนวนโคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  

โคโลนีต่อกรัมของตวัอยา่ง  =  ค่าเฉล่ียของจาํนวนโคโลนี × ระดบัความเจือจาง 
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ค8. การวเิคราะห์ C. perfringens (ดดัแปลงจาก BAM, 2001) 

สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC) 

2. peptone water ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 

3. ไข่แดง (egg yolk)  

4. NaCl ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 

5. เอธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 70 

6. D-cycloserine ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5 

วธีิการ 

1. ชัง่ตวัอยา่ง 25 กรัม ลงในถุงท่ีมี peptone water ร้อยละ 0.1 ท่ีปลอดเช้ือจาํนวน 225 

มิลลิลิตร  แลว้ทาํใหเ้ขา้กนั โดยการเขยา่เป็นเวลา  1  นาที 

2. ทาํการเจือจางใหเ้ป็น 10-1-10-3  โดยใช ้peptone water ร้อยละ 0.1 

3. ดูดตวัอยา่งท่ีมีระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม จาํนวน 0.1 มิลลิลิตร ลงบน TSC agar 

จาํนวน 3 ซํ้ า 

4. ใชแ้ท่งแกว้ปราศจากเช้ือเกล่ียตวัอยา่งใหก้ระจายทัว่จาน  

5. เทอาหาร TSC agar ลงไปอีก 5 มิลลิลิตร แลว้หมุนจานให้อาหารกระจายปิดอาหารชั้นแรก 

6. นาํไปใส่ใน anaerobic jar แลว้กาํจดัอากาศออก นาํไปบ่มเพาะเช้ือท่ี 35 0ซ เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง 

7. ตรวจนบัจาํนวนโคโลนีท่ีมีสีดาํ แลว้นาํไปคาํนวณหาจาํนวน C. perfringens โดยรายงาน

เป็นโคโลนีต่อ 0.001 กรัมของตวัอยา่ง ค่าน้ีเป็น presumptive count ของ C. perfringens 

โคโลนีต่อ 0.001 กรัมของตวัอยา่ง  =  ค่าเฉล่ียของจาํนวนโคโลนี × ระดบัความเจือจาง×0.001 
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ภาคผนวก  ง  เกณฑ์มาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววทิยา 

เกณฑคุ์ณภาพทางจุลชีววทิยาของอาหารและภาชนะสัมผสัอาหาร ประเภทอาหาร

ดิบ ซ่ึงหมายถึง อาหารท่ียงับริโภคไม่ได ้ ตอ้งผา่นการทาํสุกหรือการเตรียมดว้ยกรรมวธีิใดๆก่อน

บริโภค ไดแ้ก่ เน้ือสด ปลาสด ไส้กรอกอีกสานดิบ ปลาแหง้ และเน้ือเคม็ดิบ ไข่ เคร่ืองแกง เป็นตน้ 

Appendix table 1. Standard of microorganism content of raw food 

Microoragnism Content 

Escherichia coli (MPN/g) < 50 

Staphylococcus aureus/g < 200 

Bacillus cereus/ g < 200 

Vibrio parahaemolyticus/g < 200 

Clostridium perfringens/0.001 g Negative 

Salmonellae/25 g Negative 

Vibrio cholerae/25 g Negative 

ท่ีมา:  กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์(2536) 
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ภาคผนวก จ การทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผสั 

จ1. แบบทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผสั ด้วยวธีิ 9-point hedonic scale 

 

เร่ือง  การใหค้ะแนนความชอบ 

ผลติภัณฑ์  ตม้ข่ากุง้ 

ช่ือผูต้ดัสิน………………………………..  วนัท่ี…………………………..เวลา………………… 

ข้อแนะนํา  กรุณาทดสอบตวัอยา่งท่ีเสนอให้จากซา้ยไปขวา แลว้ใหค้ะแนนความชอบตวัอยา่งในแต่

ละปัจจยัท่ีตรงกบัความรู้สึกของท่านมากท่ีสุด โดยกาํหนดให ้

9   =   ชอบมากท่ีสุด         6   =   ชอบนอ้ยท่ีสุด                    3   =   ไม่ชอบปานกลาง 

8   =   ชอบมาก          5   =   บอกไม่ไดว้า่ชอบหรือไม่ชอบ        2   =   ไม่ชอบมาก 

7   =   ชอบปานกลาง         4   =   ไม่ชอบเล็กนอ้ย        1   =   ไม่ชอบมากท่ีสุด 

ขอ้เสนอแนะ…………………………………………………………
…………………………………………………………………
…………………………………………………………………
… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …                                                                                                    

ขอบคุณค่ะ

คุณลกัษณะทาง 

ประสาทสัมผสั 

คะแนนความชอบ 

รหสั............ รหสั............ รหสั............ รหสั............ 

ลกัษณะปรากฏ     

สี     

ความขน้หนืด     

กล่ินเคร่ืองเทศ/สมุนไพร     

รสชาติ     

ความชอบรวม     
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จ2. แบบทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผสั ด้วยวธีิ just about right 
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ภาคผนวก ฉ ผลของอุณหภูมิและเวลาต่อความคงตัวของสมบัติการต้านออกซิเดชันในเคร่ืองเทศทีเ่ป็นองค์ประกอบในเคร่ืองต้มข่าและเคร่ืองต้มข่า 

Appendix table 2. Effect of temperatures and heating times on the total phenolic contents and antioxidant properties of crude galangal extracts 

Temp  

(0C) 

Heating 

time 

Total phenolic 

(g/100 g dw.) 

DPPH value ABTS value FRAP value Relative activity (%) 

(µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) Total phenolic DPPH ABTS FRAP 

ambient 0 1.80 ± 0.05de 60.66 ± 2.76abc 167.48 ± 6.32a 104.38 ± 6.62cd 100.00 100.00 100.00 100.00 

70 10 

20 

30 

2.46 ± 0.05a 

2.38 ± 0.07a 

1.78 ± 0.27e 

58.19 ± 8.10bc 

59.93 ± 6.72bc 

56.70 ± 8.27cd 

149.58 ± 5.81cd 

152.21 ± 6.26bc 

163.74 ± 2.08a 

151.49 ± 8.95a 

153.48 ± 5.38a 

145.18 ± 7.60a 

136.32 

131.81 

98.59 

95.92 

98.79 

93.48 

89.31 

90.88 

97.77 

145.14 

147.05 

139.10 

80 10 

20 

30 

1.87 ± 0.16de 

2.29 ± 0.11ab 

2.29 ± 0.15ab 

59.67 ± 2.03bc 

55.48 ± 0.44cd 

56.06 ± 3.25cd 

163.03 ± 6.89ab 

161.44 ± 10.10ab 

159.05 ± 7.99abc 

143.54 ± 6.68a 

130.81 ± 6.88b 

111.14 ± 6.36c 

103.70 

126.97 

126.70 

98.37 

91.46 

92.41 

97.34 

96.39 

94.96 

137.52 

125.31 

106.48 

90 10 

20 

30 

2.36 ± 0.34a 

2.11 ± 0.18bc 

2.29 ± 0.11ab 

58.06 ± 4.77bc 

56.70 ± 0.76cd 

48.25 ± 3.33d 

141.07 ± 7.47d 

163.98 ± 6.42a 

156.90 ± 10.90abc 

146.89 ± 5.97a 

125.32 ± 5.34b 

126.77 ± 9.71b 

131.00 

116.88 

126.97 

95.71 

93.48 

79.54 

84.23 

97.91 

93.68 

140.73 

121.02 

121.46 

100 10 

20 

30 

1.67 ± 0.14e 

2.02 ± 0.23cd 

1.88 ± 0.07de 

68.58 ± 5.35a 

66.83 ± 7.88ab 

59.16 ± 5.62bc 

157.70 ± 10.20abc 

158.81 ± 9.45abc 

159.21 ± 10.00abc 

144.84 ± 6.72a 

127.17 ± 11.60b 

101.08 ± 7.18d 

92.87 

112.11 

104.24 

113.00 

110.20 

97.52 

94.16 

94.82 

95.06 

138.77 

121.84 

96.84 
a-e means within a column with the different letters are significantly difference (p<0.05) 291 

GAE: Gallic acid equivalent, TE: Trolox equivalent, dw: dry weight of galangal 
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Appendix table 3. Effect of temperatures and heating times on the total phenolic contents and antioxidant properties of crude lemon grass extracts 

Temp  

(0C) 

Heating 

 time 

Total phenolic 

(g/100 g dw.) 

DPPH value ABTS value FRAP value Relative activity (%) 

(µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) Total phenolic DPPH ABTS FRAP 

ambient 0 0.46 ± 0.06a 14.04 ± 0.56bcd 35.47 ± 3.67a 19.69 ± 0.68abc 100 100 100 100 

70 10 

20 

30 

0.41 ± 0.03ab 

0.40 ± 0.06ab 

0.44 ± 0.03a 

14.14 ± 0.74bcd 

13.51 ± 0.39bcd 

11.05 ± 0.61e 

23.43 ± 1.06fg 

20.82 ± 1.53h 

23.15 ± 0.83gh 

18.65 ± 0.80bcd 

21.32 ± 2.81a 

20.13 ± 1.27ab 

90.16 

86.83 

94.73 

100.73 

96.25 

78.68 

66.06 

58.71 

65.26 

94.72 

108.30 

102.26 

80 10 

20 

30 

0.45 ± 0.04a 

0.44 ± 0.03a 

0.44 ± 0.10a 

16.12 ± 2.37a 

15.41 ± 1.25ab 

15.09 ± 1.18abc 

23.13 ± 1.52gh 

25.74 ± 1.22def 

29.01 ± 0.96b 

19.05 ± 0.37bc 

15.14 ± 1.09e 

18.94 ± 1.16bc 

89.59 

95.05 

96.05 

114.81 

109.79 

107.49 

65.21 

72.56 

81.78 

96.78 

76.41 

96.23 

90 10 

20 

30 

0.37 ± 0.05b 

0.41 ± 0.05ab 

0.44 ± 0.05a 

14.19 ± 0.56bcd 

13.96 ± 0.56bcd 

12.40 ± 0.84de 

24.83 ± 2.63defg 

24.11 ± 3.83efg 

26.21 ± 1.08cde 

17.89 ± 3.35cd 

17.51 ± 1.14cd 

19.40 ± 0.99abc 

79.56 

93.17 

95.42 

101.05 

99.42 

88.29 

70.02 

67.98 

73.89 

90.88 

88.96 

98.56 

100 10 

20 

30 

0.42 ± 0.02ab 

0.42 ± 0.04ab 

0.46 ± 0.04a 

13.71 ± 0.67bcd 

13.34 ± 1.58cd 

12.27 ± 1.61de 

25.64 ± 1.43defg 

28.23 ± 1.63bc 

27.02 ± 1.60bcd 

16.66 ± 0.97de 

17.77 ± 1.46cd 

16.62 ± 1.16de 

90.53 

96.18 

91.97 

97.67 

95.05 

87.41 

72.29 

79.59 

76.18 

84.64 

90.26 

84.43 
a-h means within a column with the different letters are significantly difference (p<0.05) 

GAE: Gallic acid equivalent, TE: Trolox equivalent, dw: dry weight of lemon grass 292 
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Appendix table 4. Effect of temperatures and heating times on the total phenolic contents and antioxidant properties of crude chili extracts 

Temp 

(0C) 

Heating 

time 

Total phenolic 

(g/100 g dw.) 

DPPH value ABTS value FRAP value Relative activity (%) 

(µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) Total phenolic DPPH ABTS FRAP 

ambient 0 1.87 ± 0.20ab 55.75 ± 4.89a 223.32 ± 5.55a 56.38 ± 3.01bc 100 100 100 100 

70 10 

20 

30 

1.82 ± 0.27abcd 

1.64 ± 0.23bcd 

1.51 ± 0.17cd 

38.06 ± 2.88cd 

35.01 ± 1.20def 

35.15 ± 2.90def 

200.45 ± 4.71c 

193.53 ± 4.44d 

204.71 ± 7.08c 

55.62 ± 3.09bc 

52.10 ± 4.21cd 

49.13 ± 3.56d 

97.26 

87.80 

80.79 

68.27 

62.79 

63.05 

89.76 

86.66 

91.66 

98.65 

92.42 

87.14 

80 10 

20 

30 

1.70 ± 0.17abcd 

1.98 ± 0.21a 

1.75 ± 0.42abc 

40.54 ± 1.22c 

40.69 ± 1.07c 

37.09 ± 1.16de 

203.73 ± 4.97c 

205.06 ± 6.04c 

224.48 ± 5.31a 

57.49 ± 2.21ab 

61.35 ± 5.58a 

56.54 ± 3.13bc 

90.83 

80.50 

93.50 

72.72 

72.98 

66.53 

91.23 

91.82 

100.52 

101.97 

108.82 

100.28 

90 10 

20 

30 

1.47 ± 0.14d 

1.46 ± 0.21d 

1.51 ± 0.16cd 

32.96 ± 2.45f 

33.35 ± 1.76f 

34.36 ± 0.66ef 

175.45 ± 5.36e 

215.08 ± 3.64b 

215.97 ± 7.86b 

48.27 ± 2.38d 

57.26 ± 3.82ab 

56.28 ± 5.07bc 

78.34 

77.83 

105.92 

59.12 

59.83 

61.63 

78.56 

96.31 

96.70 

85.62 

101.57 

99.83 

100 10 

20 

30 

1.64 ± 0.18bcd 

1.74 ± 0.26abcd 

4.53 ± 0.27cd 

48.59 ± 3.54b 

48.92 ± 1.36b 

46.58 ± 1.47b 

201.34 ± 4.29c 

216.41 ± 1.81b 

214.90 ± 5.89b 

56.57 ± 1.78bc 

59.61 ± 1.45ab 

50.27 ± 3.48d 

87.58 

88.59 

81.59 

87.16 

87.74 

83.55 

90.15 

96.90 

96.23 

100.34 

105.73 

89.16 
a-f means within a column with the different letters are significantly difference (p<0.05) 

GAE: Gallic acid equivalent, TE: Trolox equivalent, dw: dry weight of chili 
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Appendix table 5. Effect of temperatures and heating times on the total phenolic contents and antioxidant properties of crude kaffir lime leaves extracts 

Temp 

(0C) 

Heating 

time 

Total phenolic 

(g/100 g dw.) 

DPPH value ABTS value FRAP value Relative activity (%) 

(µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) Total phenolic DPPH ABTS FRAP 

ambient 0 1.21 ± 0.15ab 17.65 ± 1.78b 73.75 ± 1.49abc 37.22 ± 0.09c 100 100 100 100 

70 10 

20 

30 

1.16 ± 0.05abc 

1.03 ± 0.11bc 

1.16 ± 0.15abc 

11.97 ± 1.01f 

14.08 ± 2.54e 

13.68 ± 0.80ef 

67.51 ± 3.97cde 

60.00 ± 3.62fg 

78.50 ± 4.79a 

40.44 ± 3.26bc 

37.35 ± 3.26c 

41.68 ± 3.11bc 

95.71 

86.95 

93.39 

67.80 

79.77 

77.49 

91.54 

81.35 

106.44 

108.64 

100.34 

111.97 

80 10 

20 

30 

1.11 ± 0.27abc 

1.28 ± 0.16a 

1.30 ± 0.35a 

15.00 ± 0.82cde 

14.77 ± 1.44de 

13.71 ± 1.08ef 

70.28 ± 8.04bcde 

72.93 ± 6.94abc 

67.16 ± 1.98cde 

38.06 ± 5.52c 

41.33 ± 3.03bc 

45.55 ± 3.23ab 

96.16 

92.13 

96.69 

84.98 

83.68 

77.66 

95.29 

98.89 

91.06 

102.24 

111.02 

122.37 

90 10 

20 

30 

0.93 ± 0.11c 

0.94 ± 0.14c 

1.13 ± 0.12abc 

16.78 ± 0.90bc 

16.65 ± 0.37bcd 

16.41 ± 0.67bcd 

58.22 ± 6.28g 

65.42 ± 2.86def 

75.41 ± 6.96ab 

37.20 ± 2.55c 

43.33 ± 2.66b 

45.73 ± 2.99ab 

79.53 

77.65 

105.70 

95.08 

94.34 

92.96 

78.95 

88.71 

102.26 

99.93 

116.39 

122.85 

100 10 

20 

30 

1.07 ± 0.11abc 

1.10 ± 0.13abc 

1.16 ± 0.11abc 

20.07 ± 1.20a 

17.74 ± 0.72b 

20.89 ± 0.98a 

73.00 ± 4.27abc 

71.94 ± 2.41abcd 

64.89 ± 5.79ef 

48.57 ± 1.95a 

43.45 ± 8.66b 

41.65 ± 2.71bc 

88.20 

87.58 

94.28 

113.72 

100.53 

118.36 

98.99 

97.55 

87.99 

130.47 

116.73 

111.90 
a-g means within a column with the different letters are significantly differenc (p<0.05) 

GAE: Gallic acid equivalent, TE: Trolox equivalent, dw: dry weight of kaffir lime leaves 
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Appendix table 6. Effect of temperatures and heating times on the total phenolic contents and antioxidant properties of crude Tom-kha paste extracts 

Temp 

(0C) 

Heating 

time 

Total phenolic 

(g/100 g dw.) 

DPPH value ABTS value FRAP value Relative activity (%) 

(µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) Total phenolic DPPH ABTS FRAP 

ambient 0 0.59 ± 0.04a 13.07 ± 0.04ab 48.50 ± 2.28a 16.50 ± 1.31b 100 100 100 100 

70 10 

20 

30 

0.44 ± 0.02d 

0.51 ± 0.03bc 

0.46 ± 0.04bcd 

11.98 ± 0.13bcd 

12.21 ± 0.68abc 

12.13 ± 0.23bcd 

31.77 ± 3.48e 

32.96 ± 3.27de 

39.39 ± 3.24bc 

14.53 ± 0.66c 

15.01 ± 2.06bc 

13.54 ± 1.13c 

74.12 

86.47 

78.60 

91.64 

93.44 

92.80 

65.51 

68.95 

81.21 

88.07 

90.95 

82.03 

80 10 

20 

30 

0.36 ± 0.11e 

0.47 ± 0.06bcd 

0.51 ± 0.06bc 

12.02 ± 0.46bcd 

11.58 ± 0.64cde 

10.54 ± 0.56ef 

39.24 ± 3.37bc 

38.58 ± 1.95bc 

37.43 ± 3.26c 

11.44 ± 2.22d 

14.28 ± 0.95c 

13.76 ± 0.76c 

61.13 

80.70 

87.33 

91.96 

88.60 

80.66 

80.91 

79.53 

77.18 

69.33 

86.54 

83.38 

90 10 

20 

30 

0.48 ± 0.04bcd 

0.51 ± 0.06bcd 

0.45 ± 0.04cd 

13.12 ± 0.59ab 

12.67 ± 0.64abc 

12.48 ± 0.70abc 

35.77 ± 1.95cd 

32.02 ± 1.72e 

33.67 ± 1.85de 

15.27 ± 0.95bc 

14.92 ± 1.62bc 

13.65 ± 0.65c 

81.99 

86.09 

77.20 

100.3 

96.93 

95.44 

73.74 

66.02 

69.41 

92.52 

90.41 

82.12 

100 10 

20 

30 

0.47 ± 0.05bcd 

0.51 ± 0.03bc 

0.53 ± 0.03ab 

13.43 ± 1.34a 

10.93 ± 0.31def 

9.95 ± 1.57f 

36.18 ± 2.56cd 

39.05 ± 2.24bc 

41.70 ± 2.55b 

14.76 ± 1.00bc 

15.36 ± 2.46bc 

20.18 ± 0.46a 

79.14 

87.39 

90.62 

102.70 

83.63 

76.08 

74.60 

80.52 

85.97 

89.46 

93.11 

122.29 
a-f means within a column with the different letters are significantly difference (p<0.05) 

GAE: Gallic acid equivalent, TE: Trolox equivalent, dw: dry weight of Tom-kha paste 295 
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ภาคผนวก  ซ  การตรวจสอบค่าทาํนายจากสมการและค่าจริง 

Appendix table 7. Predicted and actual values of sensory testing of shrimp Tom-kha soup evaluated by 30 panalists with 9-point hedonic scale 

Formula Value Attribute 

Appearance Color Viscosity Herb odor Taste Overall 

1 

2 

3 

4 

Predicted value 

 

 

7.14 

7.29 

7.43 

7.56 

7.24 

7.32 

7.4 

7.47 

7.16 

7.26 

7.33 

7.4 

7.16 

7.25 

7.33 

7.4 

7.14 

7.2 

6.9 

6.39 

7.01 

7.33 

7.4 

6.73 

1 

2 

3 

4 

Actual value* 

 

 

 

7.06 ± 0.63 

7.16 ± 0.69 

7.58 ± 0.76 

7.48 ± 0.57 

7.00 ± 0.73 

7.19 ± 0.65 

7.58 ± 0.76 

7.48 ± 0.68 

7.10 ± 0.70 

7.10 ± 0.83 

7.10 ± 0.94 

7.16 ± 0.64 

7.48 ± 0.77 

7.45 ± 0.81 

7.29 ± 0.97 

7.06 ± 1.09 

7.19 ± 1.08 

7.26 ± 0.96 

6.90 ± 1.37 

6.35 ± 1.28 

7.03 ± 0.87 

7.23 ± 0.67 

7.13 ± 0.92 

6.68 ± 1.22 

* Actual value was sensory testing of shrimp Tom-kha soup evaluated by 30 panalists with 9 point-hedonic scale 
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Appendix table 8. Predicted and actual values of the total phenolic contents and antioxidant properties of crude Tom-kha paste extracts 

Formula Value Total phenolic DPPH value ABTS value FRAP value 

  (g/100 g dw.) (µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) (µmole TE/g dw.) 

1 

2 

3 

4 

Predicted value 

 

 

0.62 

0.56 

0.51 

0.47 

17.34 

15.70 

14.06 

12.66 

54.26 

50.17 

71.79 

110.81 

26.6 

24.7 

19.28 

11.82 

1 

2 

3 

4 

Actual value* 

 

 

 

0.65 ± 0.03 

0.66 ± 0.06 

0.61 ± 0.02 

0.63 ± 0.03 

16.45 ± 0.78 

15.47 ± 0.90 

13.86 ± 1.11 

14.73 ± 0.29 

48.59 ± 4.59 

48.00 ± 4.69 

83.16 ± 4.95 

98.53 ± 8.13 

40.78 ± 1.61 

33.31 ± 2.91 

28.21 ± 2.23 

26.34 ± 1.81 

* Actual value: Mean ± SD from hexaplicate determination
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