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บทที ่3 
 

วธิีด ำเนินกำรศึกษำ 
 

การศึกษาเร่ือง ปริมาณแคลเซียมในผกัคะน้าก่อนและหลงัการล้างด้วยน ้ าผสมน ้ าส้มสายชู  
น ้ าผสมด่างทบัทิม น ้ าผสมโซเดียมไบคาร์บอเนตและน ้ าผสมเกลือ มีวตัถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณแคลเซียมในผกัคะน้าก่อนและหลงัการลา้งดว้ยวิธีต่างกนั 4 วิธีดงักล่าว ซ่ึงมีรายละเอียดใน
วธีิด าเนินการศึกษาดงัน้ี 
 
3.1 ประชำกรและกลุ่มตัวอย่ำง 

ประชากรท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ี  คือ ผ ักคะน้า ท่ีจ  าหน่ายในตลาดเมืองใหม่  อ าเภอ 
เมืองเชียงใหม ่จงัหวดัเชียงใหม่ ในช่วงเวลาท่ีท าการศึกษา จากการส ารวจตลาดในวนัท่ี 9-15 มิถุนายน 
2558 พบวา่ มีจ  านวนร้านท่ีจ าหน่ายผกัคะนา้ทั้งหมด 17 ร้าน มี 10 ร้าน ท่ีรับซ้ือผกัคะนา้มาจาก อ าเภอ
บา้นโฮ่ง จงัหวดัล าพนู และอีก 7 ร้าน รับซ้ือผกัคะนา้มาจาก อ าเภอเมืองล าพนู จงัหวดัล าพนู  

กลุ่มตวัอย่าง คือ ผกัคะน้าท่ีสุ่มโดยการจบัสลาก (Lottery) มาจะเป็นตวัแทนร้านคา้ทั้งหมด 
จ านวน 2 ร้าน ผกัคะนา้ของแต่ละร้านจะมาจากแหล่งท่ีแตกต่างกนั ท าการเก็บตวัอยา่งทั้งหมด 2 คร้ัง 
แต่ละคร้ังจะห่างกนั 1 สัปดาห์ การสุ่มจะสุ่มดว้ยวิธีการจบัสลากจากหมายเลขร้าน (รายละเอียดแสดง
ในแผนภูมิท่ี 3.1 หน้า 23) เน่ืองจากสมาชิกของทุกหน่วยประชากรมีลักษณะคล้ายคลึงกันและมี
จ านวนไม่มาก จึงใชก้ารสุ่มอยา่งง่ายดว้ยการจบัสลากหมายเลขร้าน จากนั้นท าการส่งผกัคะนา้ดงักล่าว
ให้ห้องปฏิบติัการวิเคราะห์สารอาหารของสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สุขภาพ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่  
เพื่อวเิคราะห์หาปริมาณแคลเซียมดว้ยวธีิการทางเคมี 
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แผนภูมิที ่3.1 แสดงวธีิการสุ่มตวัอยา่งผกัคะนา้ดว้ยวธีิการจบัสลากจากหมายเลขร้าน 
 
 
 
 
 

ตลาดเมืองใหม่ อ าเภอเมืองเชียงใหม่ จงัหวดัเชียงใหม่ 

ผกัคะนา้ 

อ าเภอเมืองล าพนู จงัหวดัล าพนู อ าเภอบา้นโฮ่ง จงัหวดัล าพนู 

จ านวน 7 ร้าน มีทั้งขายปลีก 
และทั้งขายปลีกและส่ง 

จ านวน 10 ร้าน มีทั้งขายปลีก 
และทั้งขายปลีกและส่ง 

1 ร้าน 1 ร้าน 

สุ่มร้าน สุ่มร้าน 

เก็บตวัอยา่ง 
คร้ังท่ี 1 

เก็บตวัอยา่ง 
คร้ังท่ี 2 

เก็บตวัอยา่ง 
คร้ังท่ี 1 

เก็บตวัอยา่ง 
คร้ังท่ี 2 

10 กก. 10 กก. 10 กก. 10 กก. 

ห่างกนั 1 สปัดาห์ ห่างกนั 1 สปัดาห์ 
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3.2 กำรตรวจสอบคุณภำพเคร่ืองมือ 
การตรวจสอบคุณภาพของเคร่ืองมือ ได้แก่ เคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometry 

และเคร่ือง Lyophilizer ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี ประกอบดว้ย 
3.2.1 การทดสอบความถูกตอ้ง (Accuracy) ของการวเิคราะห์ส าหรับหอ้งปฏิบติัการ 

วิเคราะห์สารอาหาร ของสถาบันวิจยัวิทยาศาสตร์สุขภาพ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ใช้สารอ้างอิง
มาตรฐาน (SMR) 1577C Borvine liver และ นมผง Dumex ซ่ึงสามารถค านวณหาค่า % ความถูกตอ้ง 
(Percentage Relative Accuracy) ไดจ้ากสูตร (NATA Technical Note 17, 2013) 
 

สูตร % ความถูกตอ้ง = (ค่าท่ีวเิคราะห์ได/้ค่าท่ีก าหนด) x 100 
โดยค่า % ความถูกตอ้งท่ีอยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับได ้ตอ้งมีค่าอยูใ่นช่วง 90-110% 

 

 ส าหรับการทดสอบความถูกตอ้งในการวเิคราะห์ของการศึกษาคร้ังน้ี ไดท้  าการทดสอบความ
ถูกตอ้งของการวเิคราะห์ปริมาณปริมาณความช้ืนและปริมาณแคลเซียมเท่านั้น ซ่ึงผลตรวจสอบ พบวา่ 
วธีิท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนและปริมาณแคลเซียม มีความถูกตอ้งอยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับได ้
ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 
 

ตำรำงที ่3.1 ความถูกตอ้งของการวเิคราะห์หาปริมาณสารอาหาร (มิลกรัมเปอร์เซ็น) 
 
 

รำยกำรวเิครำะห์ 
สำรตัวอย่ำง
มำตรฐำน 

ค่ำที่
ก ำหนด* 

ค่ำทีว่เิครำะห์
ได้ 

เปอร์เซ็นต์ 

ควำมถูกต้อง 
ปริมาณความช้ืน นม  Foremost UHT 88.50 88.16 99.62 
ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 1) นมผง Dumex (mg%) 322.00 346.00 107.45 

 
Bovine liver (mg%) 131.00 123.90 94.58 

ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 2) นมผง Dumex (mg%) 322.00 350.00 108.70 

 
Bovine liver (mg%) 131.00 120.80 92.21 

ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 3) นมผง Dumex (mg%) 322.00 354.00 109.94 

 
Bovine liver (mg%) 131.00 119.90 91.53 

ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 4) นมผง Dumex (mg%) 322.00 342.00 106.21 
  Bovine liver (mg%) 131.00 128.10 97.79 

ท่ีมา : The National Institute of Standards and Technology (2010) 
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3.2.2 การทดสอบความแม่นย  า (Precision) ของการตรวจปริมาณแคลเซียม ท าการวิเคราะห์ 
ณ ห้องปฏิบติัการวิเคราะห์สารอาหารของ สถาบันวิจยัวิทยาศาสตร์สุขภาพ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  
มีวิธีทดสอบความแม่นย  าของการวิเคราะห์ คือ นมผง ท าการวิเคราะห์จ านวน 20 ซ ้ า น าผลท่ีได้มา
ค านวณหาค่าเฉล่ีย ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน จากนั้นน าผลท่ีไดไ้ปค านวณค่าเปอร์เซ็นต์สัมประสิทธ์ิ
ความแปรปรวน (% coefficient of variance, %CV) ไดจ้ากสูตร (NATA Technical Note 17, 2013) 

 

สูตร %CV = (ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน/ค่าเฉล่ีย) × 100 
โดยค่าความแม่นย  าท่ีอยูใ่นเกณฑย์อมรับได ้ตอ้งไดค้่า %CV ไม่เกิน 10% 

 

 ส าหรับการทดสอบความแม่นย  าในการวิเคราะห์ของการศึกษาในคร้ังน้ี  ได้ทดสอบ 
ความแม่นย  าของการวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนและปริมาณแคลเซียมเท่านั้น ซ่ึงผลการตรวจสอบ 
พบว่า วิธีท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนและปริมาณแคลเซียมมีความแม่นย  าอยู่ในเกณฑ ์
ท่ียอมรับ ดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 
 

 ตำรำงที ่3.2 ความแม่นย  าของการวเิคราะห์หาปริมาณสารอาหาร (มิลกรัมเปอร์เซ็น) 
 

ท่ีมา : The National Institute of Standards and Technology (2010) 

 
 
 

รำยกำรวเิครำะห์ สำรตัวอย่ำงมำตรฐำน ค่ำเฉลีย่** 

ส่วนเบี่ยงเบน เปอร์เซ็นต์ 

มำตรฐำน สัมประสิทธ์ิ 

  ควำมแปรผัน 
ปริมาณความช้ืน นม  Foremost UHT 88.16 0.02 0.02 
ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 1) นมผง Dumex (mg%) 346.00 3.54 1.02 

 
Bovine liver (mg%) 123.90 6.37 5.14 

ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 2) นมผง Dumex (mg%) 350.00 7.78 2.22 

 
Bovine liver (mg%) 120.80 0.71 0.59 

ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 3) นมผง Dumex (mg%) 354.00 1.41 0.40 

 
Bovine liver (mg%) 119.90 6.79 5.66 

ปริมาณแคลเซียม (คร้ังท่ี 4) นมผง Dumex (mg%) 342.00 1.41 0.41 
  Bovine liver (mg%) 128.10 9.90 7.73 
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3.3 กำรเกบ็ตัวอย่ำง  
 ผูศึ้กษาเก็บตวัอย่างด้วยตนเอง ประกอบด้วย การก าหนดปริมาณตวัอย่างและการคดัเลือก
ตวัอย่างผกัคะน้าสดท่ีสมบูรณ์ พร้อมระบุวนัเวลาท่ีเก็บตวัอยา่ง ระบุราคาท่ีซ้ือ จดบนัทึกช่ือตวัอยา่ง  
ถ่ายรูป (เก็บตวัอยา่งผกัคะนา้  500 กรัม ต่อ 1 วธีิการลา้ง) น าผกัคะนา้แช่ตูเ้ยน็เพื่อน าไปเตรียมตวัอยา่ง 
ในขั้นตอนต่อไป 
 
3.4 กำรเตรียมตัวอย่ำง  
 น าตวัอย่างผกัคะน้าท่ีได้จากข้อ 3.3  ไปท าการเตรียมตวัอย่าง ณ ห้องปฏิบติัการวิเคราะห์
สารอาหาร ของสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สุขภาพ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ โดยผูศึ้กษาไดเ้ตรียมตวัอยา่ง
ร่วมกบันกัวทิยาศาสตร์ของสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สุขภาพ ขั้นตอนการด าเนินการมีรายละเอียด ดงัน้ี 
  

น าผ ักคะน้าท่ี ซ้ือมาจากตลาดเมืองใหม่  อ าเภอเมือง
เชียงใหม่  จังหวัดเชียงใหม่  ซ่ึงรับมาจาก 2 แหล่ง คือ 
อ าเภอเมืองล าพูนและอ าเภอบา้นโฮ่ง จงัหวดัล าพนู โดยท า
ทีละแหล่ง ใน ท่ี น้ีท าของอ าเภอเมืองล าพูน ก่อน น า 
ผกัคะนา้ใส่ถาดแลว้ผสมผกัคะนา้โดยการหยิบสลบักนัไป
มาจ านวน 20 คร้ัง จากนั้นน าไปชั่งน ้ าหนัก แบ่งผกัคะน้า
ออกเป็น 8 กอง แต่ละกองมีน ้าหนกั 500 กรัม 

 
น าผกัคะนา้กองท่ี 1-8 มาคดัเลือกเฉพาะส่วนท่ีบริโภคได ้
จากนั้นน าผกัแต่ละกอง ไปลา้งท าความสะอาด เพื่อเอา 
เศษดิน ส่ิงปนเป้ือนออก โดยผา่นน ้าไหลเป็นเวลา 2 นาที 
จากนั้นลา้งดว้ยน ้าปราศจากอิออน และน าไปผึ่งใหแ้หง้  

 

น าผกัคะนา้กองท่ี 1–4 ไปเป็นตวัอยา่งผกัคะนา้ ก่อนลา้ง
แต่ละวธีิ โดยใหผ้กัคะนา้กองท่ี 1 คู่กบักองท่ี 5   2 คู่ 6    
3 คู่ 7   และ4 คู่ 8 
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กำรล้ำงผกัคะน้ำด้วยน ำ้ผสมน ำ้ส้มสำยชู 
 

 น าผกัคะน้ากองท่ี 5 ไปล้างด้วยน ้ าผสมน ้ าส้มสายชู โดย 
ใช้น ้ าส้มสายชูท่ีมีกรดน ้ าส้มความเข้มข้น 5% ปริมาณ  
400 มิลลิลิตรผสมกบัน ้า 4,000 มิลลิลิตร (อตัราส่วน 1:10) 

 
 

น าผ ักคะน้าแช่ลงในน ้ าผสมน ้ าส้มสายชู  ทิ้ งไว้นาน  
10 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ าอีกคร้ังหน่ึง จากนั้นน าผกัคะนา้ข้ึน 
ใหส้ะเด็ดน ้าและผึ่งใหแ้หง้ 

 
 

กำรล้ำงผกัคะน้ำด้วยน ำ้ผสมด่ำงทบัทมิ 
 

น าผกัคะนา้กองท่ี 6 ไปลา้งดว้ยน ้าผสมด่างทบัทิม โดย 
ใชด่้างทบัทิมปริมาณ 30 เกล็ด หรือ 0.0553 กรัม ผสมกบั
น ้า 4,000 มิลลิลิตร 

 
 

แช่ผกัคะนา้ทิ้งไว ้10 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยน ้าอีกคร้ังหน่ึง  
น าผกัคะนา้ข้ึนใหส้ะเด็ดน ้า และน าไปผึ่งใหแ้หง้  
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กำรล้ำงผกัคะน้ำด้วยน ำ้ผสมโซเดียมไบคำร์บอเนต 
 

 

น าผ ัก ค ะน้ ากอ ง ท่ี  7 ไป ล้ างด้ ว ยน ้ าผส ม โซ เดี ยม 
ไบคาร์บอเนต โดยใช้โซเดียมไบคาร์บอเนต 1 ช้อนโต๊ะ 
หรือ 20.85 กรัม ผสมกบัน ้าอุ่น 1 กะละมงั (20 ลิตร) 
 

 
แช่ผกัคะน้าไว ้15 นาที แล้วน าไปล้างด้วยน ้ าอีก 2 คร้ัง  
น าผกัคะนา้ข้ึนใหส้ะเด็ดน ้าและผึ่งใหแ้หง้ 

 
 
 
 

กำรล้ำงผกัคะน้ำด้วยน ำ้ผสมเกลอื 
 

น าผ ักคะน้ากองท่ี 8 ไปล้างด้วยน ้ าผสมเกลือ โดยใช ้
เก ลือป่น  1 ช้อนโต๊ะ  ห รือ19.03 ก รัม  ผสมน ้ า  4,000 
มิลลิลิตร 
 

 
แช่ผกัคะน้าทิ้งไวน้าน 10 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยน ้ าอีกคร้ัง
น าผกัคะนา้ข้ึนใหส้ะเด็ดน ้าและผึ่งใหแ้หง้ 
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3.5 กำรวเิครำะห์ปริมำณควำมช้ืนในตัวอย่ำงผกัคะน้ำ โดยกำรใช้เคร่ือง Lyophilizer 
3.5.1 หลกักำร (Principle) 
การท าตวัอย่างให้แห้งดว้ยเคร่ือง Lyophilizer อาศยักระบวนการ freeze-drying โดยตวัอย่าง

ก่อนเข้าเคร่ือง จะต้องป่ันให้ละเอียดจนเป็นเน้ือเดียวกันและน าไปแช่แข็ง จากนั้ นน าตัวอย่าง 
ไปท าให้แห้งดว้ยเคร่ือง Lyophilizer ซ่ึงน ้ าในตวัอย่างท่ีอยู่ในสภาพของแข็งจะระเหิดกลายเป็นก๊าซ 
ภายใตส้ภาวะความกดดนัสุญญากาศ  ซ่ึงเวลาท่ีใชใ้นกระบวนการท าให้แห้งข้ึนอยูก่บัความหนาของ
ตวัอยา่งท่ีติดภายในภาชนะท่ีใส่และขนาดรูปร่างผลึกอาหารในสภาพแขง็ 

3.5.2 วธีิด ำเนินกำร (Procedure) 
การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนในตัวอย่างผกัคะน้าแบบป่ันเปียก ผกัคะน้าเป็นของแข็ง 

จึงตอ้งเติมน ้าปราศจากอิออน 100 มิลลิลิตร โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
1) ชัง่ตวัอยา่งผกัคะนา้ (W1) น าไปป่ันในเคร่ืองป่ัน โดยเติมน ้ าปราศจากอิออน 100 มิลลิลิตร 

(W2)จากนั้นป่ันใหล้ะเอียดจนเป็นเน้ือเดียวกนั ดงันั้นน ้าหนกัรวมเท่ากบั (W1+W2)  
2) เทตวัอย่างลงในขวดพลาสติก Polyethylene (ชั่งน ้ าหนักขวดพร้อมฝาไวก่้อนแล้ว W3) 

ประมาณ 1 ใน 3 ของขวด แลว้น ามาชัง่น ้าหนกั (W4) จดบนัทึกน ้าหนกัลงขา้งขวด  
3) ปิดปากขวดด้วยผา้ก๊อซ รัดด้วยหนังยางให้แน่นแลว้น าไปแช่ในตูแ้ช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส จากนั้นเอียงขวดประมาณ 45 องศา เพื่อให้ภายในขวดมีพื้นท่ีผิวสัมผสัมากท่ีสุด  
เป็นเวลา 1 คืน 

4) เปิดฝาขวดพลาสติก Polyethylene ท่ีไดจ้ากขอ้ 3 ออก น าเขา้เคร่ือง Lyophilizer จนกระทัง่
ตวัอยา่งแหง้สนิทใชเ้วลา 5 วนั 

5) น าขวดตวัอยา่งผกัคะนา้ออกจากเคร่ือง Lyophilizer แลว้ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งผกัคะนา้พร้อม
ขวด (W5) จดบันทึกน ้ าหนักลงฉลากข้างขวด จากนั้ นแคะตัวอย่างออกจากขวด และใส่ลงใน
ถุงพลาสติก 

6) ไล่อากาศออกจากถุงให้หมด ปิดปากถุงซิปให้สนิท และแกะฉลากข้างขวดพลาสติก 
Polyethylene ท่ีบนัทึกน ้ าหนักมาติดท่ีถุงพลาสติก น าตวัอย่างไปวิเคราะห์หาปริมาณแคลเซียมด้วย
เคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer ต่อไป 
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กำรค ำนวณปริมำณควำมช้ืน 
Moisture (g %) = 100 - [{(W1+W2) (W5-W3) × 100}/ {W1 × (W4-W3)}] 
 

W1 = น ้าหนกัอาหารเร่ิมตน้ (อาหารสด, กรัม) 
W2 = น ้าท่ีเติม (มิลลิลิตร=กรัม) 
W3 = น ้าหนกัขวดเปล่า (กรัม) 
W4 = น ้าหนกัขวดเปล่า + อาหารป่ันสด (กรัม) 
W5 =น ้าหนกัขวดเปล่า + อาหารป่ันแหง้ (กรัม) 
 

(รายละเอียดปริมาณความช้ืนของผกัคะนา้แสดงในภาคผนวก ง หนา้ 58) 
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3.5.3 สรุปกำรวิเครำะห์ปริมำณควำมช้ืน 
เค ร่ืองมือในการใช้วิ เคราะห์หาปริมาณความช้ืน คือ เค ร่ือง Lyophilizer ยี่ห้อ  Christ  

รุ่น Alphal-4 มีขั้นตอนการด าเนินการดงัน้ี  
 

ชัง่น ้าหนกัตวัอยา่งผกัคะนา้ท่ีหัน่แลว้ บนัทึกน ้าหนกั (W1) 
 

ตวงน ้าปราศจากอิออน ประมาณ 100 มิลลิลิตร (W2)  
 

ใส่ตวัอยา่งผกัคะนา้และน ้าปราศจากอิออนท่ีตวงแลว้ (W1+W2) ลงในเคร่ืองป่ัน ป่ันจนละเอียด 
 

เทตวัอยา่งลงในขวดพลาสติก ประมาณ 1 ใน 3 ของขวด (ซ่ึงมีน ้าหนกัขวดเปล่า W3) 
 

ชัง่น ้าหนกัผกัคะนา้ท่ีไดจ้ากการป่ัน จดบนัทึกน ้าหนกั (W4) 
 

ปิดปากขวดพลาสติกดว้ยผา้ก๊อซ รัดดว้ยหนงัยางใหแ้น่น 
 

แช่ในตูแ้ช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยเอียงขวดประมาณ 45 องศา (แช่เป็นเวลา 1 คืน) 
 

น าไปเขา้เคร่ือง Lyophilizer จนกระทัง่ตวัอยา่งแหง้สนิท (ใชเ้วลาประมาณ 5 วนั) 
 

ชัง่น ้าหนกัตวัอยา่งผกัคะนา้แหง้พร้อมขวด จดบนัทึกน ้าหนกั (W5) 
 

แคะตวัอยา่งออกจากขวด ใส่ลงในถุงซิปไล่อากาศออกจากถุงใหห้มด 
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3.5.4 รูปภาพประกอบการวิเคราะห์ปริมาณความช้ืน 
 

น าผกัคะน้าท่ีไดจ้ากการลา้งแต่ละวิธี ทั้งก่อน (กองท่ี 1-4)
และหลงัล้าง (กองท่ี 5-8) หั่นให้เป็นช้ินเล็กๆ เพื่อให้ง่าย
ต่อการน าเขา้เคร่ืองป่ันและป่ันไดล้ะเอียดเร็วข้ึน 

 
 

 
สุ่มหยิบตวัอย่าง 5 จุด ให้ผสมกนัทั้งใบและกา้น ใส่ลงใน
ถุงพลาสติก ชัง่และจดบนัทึกน ้าหนกั (W1) 
 

 
 
 

น าผกัคะน้าท่ีเตรียมไว ้มาเขา้เคร่ืองป่ัน เติมน ้ าปราศจาก 
อิออนลงไป 100 มิลลิลิตร (W2) ป่ันจนละเอียดให้เป็นเน้ือ
เดียวกนั (น ้าหนกัรวมทั้งส้ิน W1+W2) 

 
 

เท ล งข วดพ ล าส ติ ก  Polyethylene ท่ี เต รี ย ม ไ ว้แ ล้ ว  
(ชั่งน ้ าหนักขวด+ฝา (W3)) ประมาณ 1 ส่วน 3 ของขวด 
และปิดฝาใหส้นิท 
 

 
 

น ามาชัง่น ้าหนกั จดบนัทึกน ้าหนกัลงขา้งขวด (W4) 
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ปิดปากขวดดว้ยผา้ก๊อซ รัดดว้ยหนงัยางใหแ้น่น 
แล้วน าไปแช่ในตู้แช่แข็งท่ี อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส จากนั้ นเอียงขวดประมาณ 45 องศา 
เพื่ อให้ภายในขวดมีพื้ น ท่ีผิวสัมผ ัสมากท่ีสุด 
เป็นเวลา 1 คืน 
 
 
เปิดฝาขวดพลาสติก Polyethylene ออก จากนั้ น
น าไปเข้าเคร่ือง Lyophilizer จนกระทั่งตัวอย่าง
แหง้สนิทโดยใชเ้วลา 5 วนั 

 
 
 

น าข วด ตั ว อ ย่ า งผ ัก ค ะน้ าอ อ ก จ าก เค ร่ื อ ง
Lyophilizer แลว้ชัง่น ้ าหนักตวัอย่างผกัคะน้าแห้ง
พร้อมขวด พร้อมทั้ งจดบันทึกน ้ าหนักลงฉลาก 
ขา้งขวด (W5) จากนั้นแคะตวัอย่างออกจากขวด 
และใส่ลงในถุงซิป 

 

 
ไล่อากาศออกจากถุงให้หมด ปิดปากถุงซิปให้
สนิท และแกะฉลากขา้งขวดพลาสติ Polyethylene 
ท่ีบนัทึกน ้าหนกัมาติดลงท่ีถุงพลาสติก  
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3.6 กำรวเิครำะห์ปริมำณแคลเซียม ในตัวอย่ำงผกัคะน้ำ โดยกำรใช้เคร่ือง AAS 
3.6.1 หลกักำร (Principle)  

 Atomic Absorption Spectrophotometer (AAS) เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์แร่ธาตุ  
ท่ีอยูใ่นตวัอย่างทดสอบ ดว้ยเทคนิค Atomic Absorption Spectroscopy ซ่ึงเป็นกระบวนการท่ีอะตอม
อิสระ (free atom) ของแร่ธาตุ ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนระดบัหน่ึงโดยเฉพาะ ซ่ึงข้ึนอยูก่บัแร่ธาตุ
แต่ละตวั เน่ืองจากแร่ธาตุแต่ละชนิดมีระดับของพลังงานแตกต่างกันจึงมีการดูดกลืนพลังงานได้
แตกต่างกัน พลังงานท่ีพอดีกับคุณสมบัติเฉพาะของแร่ธาตุจะท าให้อิเล็กตรอนของแร่ธาตุนั้ นๆ 
เปล่ียนสถานะจากสถานะพื้น (ground state) ไปเป็นสถานะกระตุน้ (exited state) ดงันั้นการวิเคราะห์
ด้วย AAS จึงจ าเป็นตอ้งเปล่ียนสารละลายหรือตวัอย่างท่ีจะวิเคราะห์ให้เป็นอะตอมอิสระ จากนั้น
อะตอมอิสระจะดูดกลืนพลงังานท่ีระดบัพลงังานจ าเพาะยิ่งมีอะตอมอิสระมาก ยิ่งมีค่าการดูดกลืน
(absorbance) มาก จึงใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณของแร่ธาตุนั้นๆ ได ้

3.6.2 วธีิด ำเนินกำร (Procedure)  
3.6.2.1 การยอ่ยสลายตวัอยา่งอาหาร  

ในการวเิคราะห์ปริมาณแร่ธาตุนั้นจ าเป็นจะตอ้งยอ่ยสลายผกัคะนา้ก่อน ส าหรับการ 
วเิคราะห์ต่อไปน้ีจะใชว้ธีิการยอ่ยสลายตวัอยา่งอาหารแบบเปียก (Wet digestion) โดยใชก้รดผสมของ
กรดไนตริกและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซค์ มีรายละเอียดดงัน้ี  

1) น าตวัอยา่งผกัคะนา้แหง้ในถุงซิปไปชัง่น ้าหนกัใหไ้ดป้ริมาณ 0.50 กรัม ใส่ในขวด 
Erlenmeyer flask  

2) เติม Glass bead 3 เมด็ เพื่อเป็นตวัช่วยกระจายความร้อนและป้องกนัการเดือดขณะ 
ต้มและเติมกรดไนตริก 10 มิลลิลิตร เขย่าผสมสารให้เข้ากัน ตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องประมาณ 
2 ชัว่โมง  

3) ปิดขวด Erlenmeyer flask ดว้ยพาราฟิลม์แลว้ตั้งสารผสมทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
เป็นวลา 1 คืน 

4) น าขวด Erlenmeyer flask มาตม้บนเตาไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 120-160 องศาเซลเซียส  
จนกระทัง่ควนัสีน ้าตาลระเหยออกหมด ยกขวดออกจากเตาไฟฟ้าแลว้ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

5) เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซค ์2 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายไปตม้ต่อจนเหลือ 
ปริมาตรประมาณ 0.50 มิลลิลิตร ใหย้กออกจากเตาไฟฟ้าและทิ้งสารละลายไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

6) ใช้ Pasture pipette ดูดสารละลายท่ีย่อยสลายแล้วใส่หลอด Graduate centrifuge 
tube ขนาด 15 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นใช้ขวดบรรจุน ้ าบริสุทธ์ิปราศจากอิออนฉีดเพื่อลา้งสารท่ีติดขา้ง
ภาชนะขวด Erlenmeyer flask แล้วเขย่าผสมสารและดูดสารละลายใส่หลอด Graduated centrifuge 
tube และลา้งซ ้ าอีก 2-3 คร้ัง  
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7) เติมน ้าบริสุทธ์ิปราศจากอิออนลงไปในหลอดวดัปริมาตรจนกระทัง่สารละลายมี
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และปิดปากหลอดวดัปริมาตรดว้ยพาราฟิลม์และเขยา่ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั 
(Wet digestion solution) 

8) น าสารละลายท่ีเตรียมได้ไปเจือจางให้มีความเข้มข้นเหมาะสมส าหรับการวดั
ปริมาณแร่ธาตุแคลเซียม ดว้ยเคร่ือง AAS  

3.6.2.2 วธีิวเิคราะห์ปริมาณแคลเซียม (Ca)  
ก. สำรเคมี  
1) สารละลาย stock standard calcium solution 1,000±2 มิลลิกรัม/ลิตร  
2) สารละลาย 5% lanthanum (50,000 มิลลิกรัม/ลิตร) ชัง่ La2O3 29.325 g ละลายใน 

สารละลายเขม้ขน้ HCL 55 มิลลิลิตร เขยา่ผสมสารให้เขา้กนัแลว้ทิ้งสารละลายจนเยน็ เติมน ้ าบริสุทธ์ิ
ปราศจากอิออนจนครบ 500 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ผสมสารใหเ้ขา้กนัอีกคร้ัง  

3) สารละลาย 1% Lanthanum in 1% nitric acid เติมกรด nitric acid เขม้ขน้ 10 
มิลลิลิตร เทใส่ขวด volumetric flask 1,000 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุน ้ าบริสุทธ์ิปราศจากอิออนประมาณคร่ึง
ขวด เขย่าผสมสารให้เข้ากันแล้วตั้ งทิ้งไวใ้ห้เย็น เติมสารละลาย 5% Lanthanum  200 มิลลิลิตร  
และเติมน ้าบริสุทธ์ิปราศจากอิออนจนถึงขีดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยา่ผสมสารใหเ้ขา้กนัอีกคร้ัง 

ข. กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนแคลเซียม  
1) การเตรียม Intermediate standard Ca 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปิเปต stock standard Ca  

(1,000 มิลลิกรัม/ลิตร) 2.50 มิลลิลิตร เทใส่ขวด volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติมน ้าบริสุทธ์ิ
ปราศจากอิออนจนถึงขีดปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ผสมสารใหเ้ขา้กนั  

2) การเตรียม working standard Ca ปิเปตสารละลายชนิดต่างๆ ใส่ในขวด  
Volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร (รายละเอียดดงัตาราง 3.3 หนา้ 35) 
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ตำรำงที ่3.3 การเตรียม working standard Ca และสารละลายชนิดต่างๆ 
 

Working standard Ca 100 mg/l 1% lanthanum in Total volume 
Ca (mg/l) (ml) 1% Nitric acid (ml) (ml) 

0 0 25.00 25.00 
0.50 0.13 24.88 25.00 
1.00 0.25 24.75 25.00 
2.00 0.50 24.50 25.00 
3.00 0.75 24.25 25.00 
0.80 

(Sensitivity check) 
0.40 49.60 50.00 

 
ค. Working condition สำหรับธำตุ Ca 
Wavelength  = 422.7 นาโนเมตร 
Slid width  = 0.5 นาโนเมตร 
Lamp current  = 10 มิลลิแอมป์ 
Sensitivity check = 0.80 มิลลิกรัม/ลิตร 

  ง. สูตรค ำนวณปริมำณแคลเซียมจำกกำรวดัด้วยเคร่ือง AAS 
Ca (mg% dry wt.) = (X-B) x D/W 
 X = Concentration (mg/L), B = Blank, D = Dilution, M = Moisture, 
 W = Weight of dried sample for mixed acids digestion (gram) 
Ca (mg% wet wt.) = (Ca (mg% dry wt.)) x (100-M)/100 
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3.6.3 สรุปกำรวเิครำะห์ปริมำณแคลเซียม 
เคร่ืองมือในการใช้วิเคราะห์หาปริมาณแคลเซียม คือ เคร่ือง Atomic Absorption Spectro- 

photometer (AAS) ยีห่อ้ Varian รุ่น SpectrAA-640 ขั้นตอนการด าเนินการดงัน้ี  
 

ชัง่น ้าหนกัตวัอยา่งผกัคะนา้แหง้ปริมาณ 0.05 กรัม ใส่ลงใน Erlenmeyer flask 
 

เติม Glass bead 3 เมด็ (เพื่อช่วยกระจายความร้อนและป้องกนัการเดือดขณะตม้) 
 

เติมกรดไนตริกปริมาณ 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั (ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งประมาณ 2 ชัว่โมง) 
 

ปิด Erlenmeyer flask ดว้ยพาราฟิลม์แลว้ (ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 คืน) 
 

ตม้บนเตาไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 120-160 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ควนัสีน ้าตาลระเหยออกหมด 
 

ยก Erlenmeyer flask ออกจากเตาไฟฟ้าแลว้ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 

เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซค ์2 มิลลิลิตร น าไปตม้ต่อจนเหลือปริมาตรประมาณ 0.50 มิลลิลิตร 
 

ยก Erlenmeyer flask ออกจากเตาไฟฟ้าและทิ้งสารละลายไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง 
 

ลา้งสารท่ีติดขา้ง  Erlenmeyer flask ดว้ยน ้าปราศจากอิออนเล็กนอ้ย เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
 

ใช ้Pasture pipette ดูดสารละลายใส่ในหลอดวดัปริมาตร ปรับปริมาตรใหไ้ด ้10 มิลลิลิตร 
 

ดูดสารละลายใส่ใน Test tube ปิดดว้ยพาราฟิลม์ เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
 

น าสารละลายท่ีเตรียมไดไ้ปเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้เหมาะสมส าหรับการวดัปริมาณแคลเซียม 
 

วดัปริมาณแคลเซียม (มิลลิกรัม/ลิตร) ดว้ยเคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer  
 

ปริมาณแคลเซียมในผกัคะนา้ (มิลลิกรัม/น ้าหนกัสด 100 กรัม) 
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3.6.4 รูปภำพประกอบกำรวเิครำะห์ปริมำณแคลเซียม 
 

 น าตวัอยา่งผกัคะนา้แหง้ในถุงซิปไปชัง่น ้าหนกั
ใหไ้ดป้ริมาณ 0.05 กรัม ใส่ลงในขวด Erlenmeyer 
flask 

 
 
 

เติม  Glass bead 3 เม็ด เพื่อเป็นตัวช่วยกระจาย
ความร้อนและป้องกนัการเดือดขณะตม้ จากนั้น
เติมกรดไนต ริกป ริมาณ  10  มิ ล ลิ ลิตร  เขย่ า  
ผสมสารให้ เข้ากัน  ตั้ งทิ้ งไว้ท่ี อุณหภู มิห้อง
ประมาณ 2 ชัว่โมง 
 

 
ปิดขวด Erlenmeyer flask ดว้ยพาราฟิลม์แลว้  
ตั้งสารผสมทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 คืน  

 
 

 
 
น าขวด  Erlenmeyer flask มาต้มบน เตาไฟ ฟ้ า 
ท่ี อุณหภูมิ  120-160 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง 
ควนัสีน ้ าตาลระเหยออกหมด ยกขวดออกจาก 
เตาไฟฟ้าแลว้ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซค ์2 มิลลิลิตร  
แลว้น าสารละลายไปตม้ต่อจนเหลือปริมาตร
ประมาณ 0.50 มิลลิลิตร ใหย้กออกจากเตาไฟฟ้า
และทิ้งสารละลายไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 
 

ใช้ขวดบรรจุน ้ าปราศจากอิออนฉีดเพื่อล้างสาร 
ท่ีติดข้างภาชนะขวด Erlenmeyer flask แล้วเขย่า
ผสมสาร ใช้ Pasture pipette ดูดสารละลายท่ีย่อย
สลายแลว้ใส่หลอดวดัปริมาตรขนาด 15 มิลลิลิตร  
หลงัจากนั้นลา้งซ ้ าอีก 2-3 คร้ัง 

 
 เติมน ้ าบริสุทธ์ิปราศจากอิออนลงไปในหลอด  
ว ัดป ริมาตรจนกระทั่งสารละลายมีปริมาตร  
10 มิล ลิ ลิตร และปิดปากหลอดวัดป ริมาตร 
ดว้ยพาราฟิลม์และเขยา่ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั 

 
 

 น าส ารล ะล าย ท่ี เต รียม ได้ ไป เจือ จางให้ มี 
ความเขม้ขน้เหมาะสมส าหรับการวดัปริมาณ 
แคลเซียม ดว้ยเคร่ือง Atomic Absorption     
Spectrophotometer 
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3.7 กำรเกบ็รวบรวมข้อมูล  
ผูศึ้กษาเก็บรวบรวมขอ้มูลดว้ยตนเอง ส่วนการวิเคราะห์ขอ้มูลคร้ังน้ีผูศึ้กษาท างานร่วมกบั

นกัวทิยาศาสตร์ของสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สุขภาพ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่  
 

3.8 กำรวเิครำะห์ข้อมูล และสถิติทีใ่ช้  
การวิเคราะห์ข้อมูลปริมาณแคลเซียมในผักคะน้าก่อนและหลังการล้างด้วยน ้ าผสม

น ้ าส้มสายชู น ้ าผสมด่างทบัทิม น ้ าผสมโซเดียมไบคาร์บอเนตและน ้ าผสมเกลือ แบ่งการวิเคราะห์
ออกเป็น 2 ส่วน คือ 

1. สถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ ค่าเฉล่ีย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน วิเคราะห์ข้อมูลด้วย
โปรแกรม Microsoft Excel ใช้วิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมในผกัคะน้าท่ีเก็บจากตลาดเมืองใหม่  
อ าเภอเมืองเชียงใหม่ จงัหวดัเชียงใหม่ ก่อนและหลงัการลา้งดว้ยวิธีต่างๆ แลว้ท าการเปรียบเทียบว่า 
มีปริมาณแคลเซียมก่อนและหลงัลา้งในแต่ละวธีิเหลือปริมาณมากนอ้ยเพียงใด 

2. สถิติเชิงอนุมาน ไดแ้ก่ การทดสอบค่าวิลคอกซัน วิเคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป
ใชเ้พื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณแคลเซียมในผกัคะนา้ก่อนและหลงัการลา้งดว้ยน ้ าผสม
น ้าส้มสายชู น ้าผสมด่างทบัทิม น ้าผสมโซเดียมไบคาร์บอเนตและน ้าผสมเกลือ 


