
บทที่ 3 
วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 
3.1 กำรส ำรวจกำรใช้สำรเคมีปรำบศัตรูพืชโดยใช้แบบสอบถามเลือกเกษตรกรผู้ปลกู
บวับก 30 ตวัอย่างต่อจงัหวดัเป้าหมาย  เพ่ือให้ได้รับข้อมลูการใช้สารเคมีในแปลงเกษตรกร 
ประวตัิการใช้พืน้ท่ีปลกูในอดีตเพื่อน ามาประเมินแนวโน้มการปนเปือ้นสารเคมีหรือสิ่ง
แปลกปลอมในบวับก 

3.2 กำรวิเครำะห์สำรอำหำรในบัวบก(nutrient analysis) ตามวิธีของAOAC(2006) 
 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณความชืน้ด้วย drying method(method 950.02) เถ้าด้วยวิธี dry 
ash method(method 900.02)  น าhydrolysis with acid, base and filter 
method(method 962.09)มาหาเย่ือใยทัง้หมดด้วย หาปริมาณโปรตีนด้วยKjeldahl 
method(method 984.13) ไขมนัด้วยsolvent extraction method(method 991.36) ใช้ 
precipitate and titration method(method 927.02) วิเคราะห์หาแคลเซียม ส่วนวิธี
vanado-molybdate colorimetric method(method 965.17)หาฟอสฟอรัส 
3.3 กำรตรวจกำรปนเป้ือนชิน้ส่วนแมลง ด้วยกล้องstereo microscope ตรวจสอบ

ชิน้ส่วน ระยางค์ ไข่ของแมลงท่ีอาจปนมากบับวับก  

3.4 กำรตรวจกำรปนเป้ือนของจุลินทรีย์ตามวิธีของAOAC(2005) ยีสด์ เชือ้รา 
Coliform group (Method 966.24), Escherichia coli (Method 992.30) และ 
Samonella spp.(Method 967.25) 

กำรวิเครำะห์หำจุลินทรีย์ทัง้หมด 
น าตัวอย่างใบบัวบกท่ีได้จากร้านขายผักในตลาดสด พืน้ท่ีกรุงเทพ 9 แห่งได้แก่ 
รามค าแหง คลองตนั ลานบญุ บางกะปิหวัตะเข้นิคมลาดกระบงั มีนบรีุ รามอินทรากม. 8 
และสะพานใหม่เก็บตัวอย่างตลาดละ2 ร้านให้เป็นร้านท่ี1 และร้านท่ี 2 จากนัน้สุ่ม
ตวัอย่างใบบวับกตวัอย่างละ 25 กรัม ใส่ถงุพลาสติกท่ีปลอดเชือ้ จากนัน้ท าการบดผสม
กบัสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใช้เจือจาง ความเข้มข้น 0.1% ปริมาตร 225 มิลลิลิตร เม่ือเข้า
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กนัดีแล้วจะได้สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีความเข้มข้น 1:10 หรือ 10-1 และท าการเจือจาง
จนถึงระดับความเจือจางท่ีเหมาะสม แล้วจึงปิเปตสารละลายบัฟเฟอร์ ในแต่ละระดับ
ความเจือจางปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ลงในจานเพาะเชือ้เปล่าท่ีปราศจากเชือ้จุลินทรีย์ 
แล้วเทอาหาร Plate count agar ท่ีอุ่นๆ (อณุหภมูิ 42-45 ๐C) ลงในจานเพาะเชือ้ท่ีเติม
ตัวอย่างใบบัวบกไว้แล้ว จานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร หมุนจานเพาะเชือ้อย่าง
รวดเร็ว ท าระดบัความเจือจางละ 2 ครัง้ ตัง้ทิง้ไว้ให้อาหารเลีย้งเชือ้แข็งตวั คว ่าจานเพาะ
เชือ้แล้วน าไปบ่มในตู้บ่มเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนีบน
จานท่ีมีจ านวนโคโลนีอยู่ในช่วง 30-300 โคโลนี รายงานผลเป็น CFU/g 

         กำรวิเครำะห์หำยีสต์และรำ 
         ท าการเติมกรดแลกติกหรือกรดทาทาริกความเข้มข้น 10% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลง
ในอาหาร PDA 100 มิลลิลิตรท่ีหลอมเหลว เขย่าเบาๆให้เข้ากนั จากนัน้เทอาหาร PDA ท่ี
มีความเป็นกรดลงในจานเพาะเชือ้ปริมาตร 15-20 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 
21๐C + 2๐C เป็นเวลา 5-7 วนั และวิธีการท า dilution ใช้อาหาร 11 กรัมผสมในบฟัเฟอร์ 
99 มิลลิลิตร การนบัเชือ้ ท าเช่นเดียวกบั standard plate count (Diliello, 1982) 

    กำรตรวจวิเครำะห์ Coliform โดยวิธี MPN 
       ชัง่ตวัอย่างใบบวับก แล้วเจือจางด้วยน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น 1:10 เจือจางต่อไป
อีกให้เป็น 1:100, 1:1000 แล้วปิเปต 1 มล. ของตวัอย่างอาหารท่ีเจือจางท่ี 1:10,  
1:100,  1:1000 ใส่ลงในหลอดแก้วท่ีมี Lauryl sulfate tryptose broth (LST) 10 มล. (มี
หลอด fermentation tube คว ่าอยู่ภายใน) ระดบัความเจือจางละ 3 หลอด น าหลอด
ดงักล่าวไปบ่มท่ี 35๐C นาน 24 - 48±2 ชัว่โมง ตรวจผลโดยดหูลอดท่ีเกิดฟองแก๊สใน 
fermentation tube แล้วถ่ายเชือ้เฉพาะหลอดท่ีเกิดฟองแก๊สโดยใช้ loop ลงใน Brilliant 
green lactose bile (BGLB)broth น าไปบ่มท่ี 35๐C นาน48±2 ชัว่โมง ตรวจผลหลอด 
BGLB ท่ีมีฟองแก๊สเกิดขึน้ จากนัน้น าไปหาค่าโดยเปิดตาราง MPN รายงานผลเป็น 
MPN Coliform bacteria/g 
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     กำรตรวจวิเครำะห์  E. coli 
 ถ่ายเชือ้ 1 loop จากหลอด LST ท่ีมีฟองแก๊สลงในอาหารเลีย้งเชือ้ EC broth น า
หลอดดงักล่าวไปบ่มท่ี 45.5±0.02๐C นาน48±2 ชัว่โมง เข่ียเชือ้ 1 loop จากหลอด EC 
broth ท่ีมีแก๊สแล้ว streak ลงใน Levine ‘s eosin methylene blue (EMB) agar น าไป
บ่มท่ี 35๐C นาน48 ± 2 ชัว่โมง โคโลนีของ E. coli  จะมีลกัษณะสีด าตรงกลาง หรืออาจ
ไม่มีก็ได้ เพ่ือเก็บไปจดัจ าแนก (identification) โดย Biochemical tests โดยเข่ียเชือ้
อย่างน้อย 2 โคโลนี (isolate colony) ถ่ายใส่ PCA agar slant บ่มท่ี 35๐C นาน18-24
ชัว่โมง จากนัน้ประเมินค่า MPN ของ E. coli จากจ านวนหลอดของ EC broth ท่ีมี
โคโลนีให้ผลเป็น ++--  หรือ -+-- 
     กำรทดสอบ Biochemical tests  (IMVic test) 

      ทดสอบ In dole     
       โดยถ่ายเชือ้จาก PCA slant ลงในอาหาร Tryptophan broth บ่มท่ี 35๐C นาน 
24±2  ชัว่โมง แล้ว  น ามาเติม Kovacs reagent 0.2-0.3 มล. โดยผลบวกจะ
ปรากฏสีแดงท่ีส่วนบน 
     ทดสอบ MR-VP 
    ถ่ายเชือ้จาก PCA slant ลงในอาหาร MR-VP บ่มท่ี 35๐C นาน 24 ±2 ชัว่โมง  
 แล้ว แบ่งเป็น 2 ส่วนเพ่ือทดสอบ methyl red reaction และ VP 

     ทดสอบ methyl red reaction โดยเติมสารละลาย methyl red 5 หยด ลงใน
สารละลายเชือ้ โดยผลบวกจะให้สีแดง ผลลบจะให้สีเหลือง 
     ทดสอบ VP โดยถ่ายเชือ้ 1 มล. ใส่หลอดทดลองแล้วเติม 5%alcohol ∞- 
naphthol solution (w/v)  ปริมาตร 0.6 มล. และ 40% KOH ปริมาตร 0.2 มล. ผสม
ทิง้ไว้ 2 ชัว่โมง ผลบวกจะให้สีชมพแูดง 

  ทดสอบ Citrate 
     โดยถ่ายเชือ้จาก PCA slant ลงในอาหาร Koser citrate broth  บ่มท่ี 35๐C นาน 
96 ชัว่โมง รายงานการเจริญเป็น (+) ไม่เจริญเป็น (-) 

        ย้อมสีแกรม  
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      น าเชือ้จาก PCA slant ท่ีมีอาย ุ18 ชัว่โมง โดย Coli form จะติดสีแดงแกรมลบ 
ท าการจ าแนก( Classification ) ท่ีได้จากการทดสอบ Biochemical tests 
3.5 กำรตรวจสอบกำรปนเป้ือนของตะก่ัวและสำรหนู โดยน าตวัอย่างวตัถดุิบบวับกผง
ปริมาณ 3 กรัมมาท าการย่อยด้วยกรดไนตริก จนสารละลายใส น าไปวดัด้วยเคร่ืองICP-MS 
เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ค านวณปริมาณตะกัว่และสารหนท่ีูพบในบวับก 
3.6 กำรตรวจกำรปนเป้ือนสำรกลุ่มออแกนโนคลอรีนและออแกนโนฟอสเฟต จาก
บวับกในตลาดสดกรุงเทพ   ท าการสกดัตวัอย่างตามวิธีของAOAC(2000)          และ
วิเคราะห์ปริมาณสาร aldrin และ lindane ด้วยเคร่ืองGC-MS 
3.7 กำรทดสอบทำงประสำทสัมผัส(hedonic test) น าตวัอย่างชาบวับกส าเร็จรูป มาชง
กบัน า้เดือดตัง้ทิง้ไว้นาน 5นาที และท า Hedonic test เพ่ือประเมินการยอมรับด้านประสาท
สมัผสัของผู้บริโภคในเร่ือง กลิ่น สี รสชาด ของชาบวับกพร้อมชงด่ืม โดยคดัเลือกผู้ชิมท่ี
นิยมด่ืมชาจ านวน 30 คน และแบ่งการยอมรับเป็น 9 ระดบั คือ ชอบมากท่ีสดุ ชอบมาก 
ชอบปานกลาง ชอบเล็กน้อย ไม่ชอบ ไม่ชอบเล็กน้อย ไม่ชอบปานกลาง ไม่ชอบมาก และ
ไม่ชอบมากท่ีสดุ  

การประเมินคณุภาพทางประสาทสมัผสั ใช้ผู้ทดสอบท่ีไม่ได้รับการฝึกฝนจ านวน 30 
คนต่อผลิตภณัฑ์ชา 1 ชนิด ท าการประเมินคณุภาพสี กลิ่น รสชาติ และความชอบโดยรวม 
โดยให้คะแนนความชอบแบบตามเกณฑ์และน ามาวิเคราะห์ค่าทางสถิติเพ่ือทดสอบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ีย 
 เกณฑ์ในการประเมินผล   
แบ่งค่าคะแนนระดบัความคิดเห็นออกเป็น  5 ระดบั 
 5 คะแนน หมายถึงชอบมาก 
 4 คะแนน หมายถึงชอบ 
 3 คะแนน หมายถึงอยู่ระหว่างชอบและไม่ชอบ 
 2 คะแนน หมายถึงไม่ชอบ 
 1 คะแนน หมายถึงไม่ชอบมาก 
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เกณฑ์ในการประเมินผลต่อความชอบต่อลกัษณะโดยรวม 
แบ่งค่าคะแนนระดบัความคิดเห็นออกเป็น  9 ระดบั 
 9 คะแนน หมายถึงชอบมากท่ีสดุ 
 8 คะแนน หมายถึงชอบมาก 
 7 คะแนน หมายถึงชอบปานกลาง 
 6 คะแนน หมายถึงชอบเล็กน้อย 
           5        คะแนน หมายถึงอยู่ระหว่างชอบและไม่ชอบ 
 4 คะแนน หมายถึงไม่ชอบเล็กน้อย 
 3 คะแนน หมายถึงไม่ชอบปานกลาง 
 2 คะแนน หมายถึงไม่ชอบมาก 
 1 คะแนน หมายถึงไม่ชอบมากท่ีสดุ 
และน าข้อมลูท่ีได้มาวิเคราะห์เพ่ือประเมินการยอมรับในผลิตภณัฑ์ชาสขุภาพพร้อมด่ืมและ
ปรับปรุงความชอบโดยรวมให้เป็นท่ียอมรับของผู้บริโภคต่อไปโดยยงัคงคณุค่าทางโภชน
เภสชัเพ่ือประโยชน์ต่อสขุภาพของผู้บริโภค 

 


