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บทที ่3 

วธีิดาํเนินการวจิยั 

3.1 วสัดุและอุปกรณ์การทดลอง 

1. ส้มพนัธ์ุสายนํ้าผึ้ง จากอาํเภอฝาง จงัหวดัเชียงใหม่ จาํนวน 200 ผล  

2. เคร่ืองชัง่แบบทศนิยม 2 ตาํแหน่ง (Digital balance, Mettler Toledo, PB 3002-5, Switzerland)  

3. เคร่ืองวดัปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายไดใ้นนํ้า แบบดิจิตอล (Digital refractometer, ATAGO,  

    Model PR-101, Japan) 

4. เคร่ืองไทเทรตอตัโนมติั (Autotitrator, SCHOTT, TitroLine easy, Belgium)  

5. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH-meter, SCHOTT GERATE, Consort C 831, Belgium)  

6. เคร่ืองเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Near infrared spectrophotometer, NIRSystem 6500,    

    Foss NIR system, Silver spring, USA) 

7. เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (Vernier caliper, Mitutoyo, Japan) 

8. ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven, รุ่น UM 500, MEMMERT, Buchenbach, Germany) 

3.2 ข้ันตอนการทดลอง 

 งานวจิยัน้ีแบ่งออกเป็น 3 การทดลอง คือ  

การทดลองที ่1 การศึกษาลกัษณะและอาการฟ่ามในผลส้ม สมบติัทางกายภาพ และสมบติัทางเคมี 

การทดลองที่ 2 การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งอาการฟ่ามของผลส้มกบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากเทคนิคเนียร์

อินฟราเรดสเปกโตรสโกปี  นาํขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์ 2 วิธี 2.1 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 2.2 

multiple linear regression – discriminant analysis (MLR-DA)  

การทดลองที ่3 การทดสอบความแม่นยาํของสมการเทียบมาตรฐานท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 2.1 

การทดลองที ่1 การศึกษาลกัษณะและอาการฟ่ามในผลส้ม สมบัติทางกายภาพ และสมบัติทางเคมี 

 นาํผลส้มพนัธ์ุสายนํ้าผึ้ง จาํนวน 50 ผล (ท่ีพบอาการฟ่าม จาํนวน 25 ผล และไม่พบอาการ

ฟ่าม จาํนวน 25 ผล) จากสวนในพื้นท่ีอาํเภอฝาง จงัหวดัเชียงใหม่มาประเมินอาการฟ่าม วเิคราะห์

สมบติัทางกายภาพ และสมบติัทางเคมี เพื่อศึกษาความแตกต่างระหวา่งผลส้มปกติกบัผลส้มฟ่าม ดงัน้ี 
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 1.1 การประเมินอาการฟ่ามของผลส้ม 

  นาํผลส้มสายนํ้าผึ้งไปประเมินการเกิดอาการฟ่ามในแต่ละตาํแหน่งโดยทาํการแกะเปลือกออก

ทีละส่วนเพื่อดงัภาพท่ี 4 แลว้ใหค้ะแนนความฟ่ามของทั้ง 12 ตาํแหน่งในแต่ละลูก ดงัน้ี 

คะแนน A ไม่มีอาการฟ่าม 

คะแนน B มีอาการฟ่ามนอ้ยกวา่  25  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

คะแนน C มีอาการฟ่าม   26-50  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

คะแนน D มีอาการฟ่าม   51-75  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

คะแนน E มีอาการฟ่ามมากกวา่  75  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

 

ภาพที ่3.1 วธีิการประเมินความฟ่ามในแต่ละตาํแหน่ง 

 1.2 สมบัติทางกายภาพ 

       1.2.1 ขนาด นํา้หนัก และสีของผลส้ม 

  นาํผลส้มมาวดัขนาด (Size) ไดแ้ก่ ความสูง (Height) เส้นผา่นศูนยก์ลาง (Diameter) และเส้น

รอบวงของผล ด้วยเคร่ืองเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (Vernier caliper, Mitutoyo, Japan) การวดัเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางจะวดัเป็นแนวเคร่ืองหมาย + ดงัภาพท่ี 3.2 

    จากนั้ นชั่งนํ้ าหนักผลส้มแต่ละผลด้วยเคร่ืองชั่งนํ้ าหนักแบบทศนิยม 2 ตาํแหน่ง (Digital 

balance, Mettler Toledo, PB 3002-5, Switzerland) 

 แล้วจึงวดัสี เปลือกผลส้มและแสดงในค่า L*, C* และ h°ด้วยเคร่ืองว ัดสี  (Color meter, 

Minolta CR-400, Japan) 
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ภาพที ่3.2 การวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางของผลส้ม 

     1.2.2 ค่าความถ่วงจําเพาะ โดยใช้วธีิ Platform scale (Moshenin, 1986) โดยนาํผมส้มไปชัง่

นํ้าหนกัในอากาศ จากนั้นนาํผลส้มไปชัง่นํ้าหนกัในนํ้าดว้ยเคร่ืองชัง่ไฟฟ้า (Digital balance, Mettler 

Toledo, PB 3002-5, Switzerland) เพื่อหานํ้าหนกัผลโดยการแทนท่ีนํ้า ดงัสมการ 

นํ้าหนกัผลแทนท่ีนํ้า  =  (นํ้าหนกัภาชนะ + นํ้า + ลวด + ส้ม) - (นํ้าหนกัภาชนะ + นํ้า + ลวด) 

   จากนั้นนาํนํ้าหนกัของผลส้มท่ีชัง่ในอากาศและนํ้าหนกัของผลส้มท่ีแทนท่ีนํ้าไปหาค่าความ

ถ่วงจาํเพาะของผลส้ม ดงัสมการ  

ความถ่วงจาํเพาะ (SG) =    นํ้าหนกัของผลท่ีชัง่ในอากาศ x ค่าความถ่วงจาํเพาะของนํ้า 

              นํ้าหนกัผลท่ีแทนท่ีในนํ้า 

เม่ือ ค่าความถ่วงจาํเพาะของนํ้า = 1 

      1.2.3 การหาความช้ืนในผลส้ม (moisture content) 

  การห าป ริม าณ ความ ช้ืน ของผล ส้ มโดยใช้ ตู้อบ ลม ร้อน  (รุ่น  UM 500, MEMMERT, 

Buchenbach, Germany) วธีิการของ (ASAE Standards,1994) ทาํไดโ้ดยผา่เน้ือส้มออกเป็น 3 ส่วนตาม

ขวางใหมี้ขนาดเท่าๆกนั ดงัภาพท่ี 3.3 (ก) จากนั้นนาํแต่ละส่วนมาหัน่เป็น 6 ช้ินเท่าๆกนัแลว้เลือกมา 3 

ช้ินจากแต่ละส่วน ดงัภาพท่ี 3.3 (ข) ชั่งนํ้ าหนักก่อนอบไล่ความช้ืน จากนั้นนาํไปบรรจุในกระป๋อง

อะลูมีเนียม (Aluminum can) แล้วนําไปอบไล่ความช้ืนท่ีอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง เม่ือส้ินสุดระยะเวลาการให้ความร้อน นาํตวัอย่างมาพกัในโถดูดความช้ืนเป็นเวลา 30 นาที 

แลว้จึงชัง่นํ้าหนกัภายหลงัการอบไล่ความช้ืน คาํนวณเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนไดจ้ากสมการต่อไปน้ี 

ความช้ืนมาตรฐานเปียก (Wet basis)(เปอร์เซ็นต)์   =  นํ้าหนกัเร่ิมตน้ – นํ้าหนกัสุดทา้ย  x 100 

        นํ้าหนกัเร่ิมตน้ 
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(ก)                              (ข) 

ภาพที ่3.3 (ก) แสดงการผา่ส้มออกเป็น 3 ส่วนตามขวาง (ข) แสดงการหัน่เป็น 6 ช้ินของแต่ละส่วน 

1.3 สมบัติทางเคม ี

      1.3.1 ปริมาณของแข็งทั้งหมดทีล่ะลายได้ในนํา้ (Total soluble solids, TSS)  

  ปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายไดใ้นนํ้า คือปริมาณของสารประกอบชนิดต่างๆ ท่ีละลายได้

อย่างสมบูรณ์ในตวัทาํละลายท่ีมีอยู่ในนํ้ าผลไม้ของแข็งท่ีละลายนํ้ าได้มกัจะเป็นนํ้ าตาล และกรด

อินทรียช์นิดต่างๆ รวมทั้งกรดอะมิโน และกรดแอสคอร์บิกดว้ย (ลกัขณาและนิธิยา, 2544)  

  วธีิวเิคราะห์  

นาํผลส้มแต่ละผลมาแยกเน้ือผลกลีบเวน้กลีบ (เฉพาะกลีบท่ีทาํเคร่ืองหมาย) ดงัภาพท่ี 3.4 คั้น

นํ้าจากกลีบผลส้มปริมาตร 10 ml มาวดัปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายไดใ้นนํ้า ดว้ยเคร่ืองดิจิตอล

รีแฟรกโทมิเตอร์  ซ่ึงอ่านค่าไดต้ั้งแต่ 0-45 เปอร์เซ็นต ์ทาํตวัอยา่งละ 3 คร้ัง  

 

ภาพที ่3.4 แสดงตาํแหน่งกลีบท่ีนาํมาทาํนํ้าคั้นในผลส้มแต่ละผล 
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       1.3.2 ปริมาณกรดทั้งหมดทีไ่ทเทรตได้ (Titratable acidity, TA)  

  วิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดท่ีไทเทรตได้ โดยการนํานํ้ าคั้นของเน้ือส้มเช่นเดียวกับการ

วิเคราะห์ปริมาณของแข็งทั้งหมดท่ีละลายไดใ้นนํ้ า มาไทเทรตกบัสารละลายด่างมาตรฐานกระทัง่ถึง

จุดยติุ (End point) ท่ีค่าความเป็นกรดด่าง (pH) เท่ากบั 8.2 ทาํตวัอยา่งละ 3 คร้ัง 

  การเตรียมสารละลาย  

  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั: เตรียมโดยชัง่โซเดียมไฮ

ดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, MERCK, Darmstadt, Germany) 4.0 กรัม ละลาย ในนํ้ ากลัน่ แลว้ปรับ

ปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร  

  วธีิวเิคราะห์  

  นาํนํ้ าคั้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาเติมนํ้ ากลัน่ 45 มิลลิลิตร ผสมตวัอย่างกบันํ้ าให้เขา้กนั แลว้

จึงไทเทรตดว้ยเคร่ืองไทเทรตอตัโนมติั กบัสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั 

กระทั่งสารละลายมีค่า pH เท่ากับ 8.2 บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใช ้

คาํนวณหาปริมาณกรดทั้งหมดท่ีไทเทรตไดใ้นรูปของกรดซิตริก มีหน่วยเป็นเปอร์เซ็นต ์(กรัมต่อ 100 

กรัมนํ้าส้มคั้น) โดยเปรียบเทียบกบัค่ามาตรฐานดงัน้ี (AOAC, 2000) 

 1 มิลลิลิตร สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั ทาํปฏิกิริยาสมมูลพอดีกบักรด

ซิตริก 0.07 กรัม  

ปริมาณกรดทั้งหมด (%) = ความเขม้ขน้ของ NaOH (0.1N) × ปริมาตรของ NaOH (ml.) × 0.07 ×100  

ปริมาตรนํ้าคั้น (ml.)  

* milliequivalent of citric acid (anhydrous) = 0.07 

การทดลองที่ 2 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างอาการฟ่ามของผลส้มกับข้อมูลที่ได้จากเทคนิคเนียร์

อนิฟราเรดสเปกโตรสโกปี  

  นาํส้มพนัธ์ุสายนํ้าผึ้งจาํนวน 200 ผล ท่ีพบอาการฟ่าม จาํนวน 125 ผล และผลส้มปกติ (ไม่พบ

อาการฟ่าม) จาํนวน 75 ผล สําหรับใช้ในการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างอาการฟ่ามของผลส้มกบั

ขอ้มูลท่ีไดจ้ากเทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรสโกปี โดยนาํผลส้มทั้งสองกลุ่มมาวดัสเปกตรัมดว้ย

เคร่ืองเนียร์อินฟราเรด สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ วิเคราะห์สมบติัทางกายภาพและทางเคมีท่ีสัมพนัธ์กบั
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อาการฟ่ามดว้ยวิธีมาตรฐาน แลว้จึงนาํไปหาความสัมพนัธ์กบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากเคร่ืองสเปกโทรโฟโต

มิเตอร์ดว้ยเทคนิคการวเิคราะห์การถดถอยเชิงเส้น ดงัรายละเอียดต่อไปน้ี  

  2.1.1 การวดัสเปกตรัม 

  นําผลส้มทั้ งสองกลุ่มจาํนวน 200 ผล ท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส นําไปวดั

สเปกตรัมดว้ยเคร่ือง NIRSystem 6500  ในช่วงความยาวคล่ืน 700 – 1100 นาโนเมตร ซ่ึงเป็นช่วงคล่ืน

สั้ นโดยมีค่าความยาวคล่ืนห่างกนัค่าละ 2 nm ช่วงคล่ืนน้ีสามารถเขา้ไปในผลส้มไดลึ้กกว่าช่วงคล่ืน

ยาว การวดัใช้หัววดัชนิดใยแก้วนําแสง Fiber optic probe ด้วยระบบ Interaction เพื่อบันทึกข้อมูล

สเปกตรัมท่ีตาํแหน่งต่างๆ ของผลส้ม ไดแ้ก่ (1) ขั้วผล (2) แกม้ผล และ (3) ดา้นล่างผล ดงัภาพท่ี 3.5 

โดยเก็บขอ้มูลสเปกตรัมบริเวณรอบขั้วผล จาํนวน 4 ตาํแหน่งโดยวางผลส้มให้ขั้วผลทาํมุม 10o กบั 

probe แลว้หมุนไปทางขวาคร้ังละ 90o ดงัภาพ รอบแกม้ผลจาํนวน 4 ตาํแหน่งโดยวางผลส้มให้ขั้วผล

ทาํมุม 90o กบั probe แลว้หมุนไปทางขวาคร้ังละ 90o และ บริเวณรอบทอ้งผลจาํนวน 4 ตาํแหน่ง โดย

วางผลส้มให้ดา้นล่างผลทาํมุม 10o กบั probe แลว้หมุนไปทางขวาคร้ังละ 90o รวม 12 ตาํแหน่งต่อผล 

ดงัภาพท่ี 3.6 และภาพท่ี 3.7 โดยจะตอ้งทาํการวดัค่าอา้งอิงจากวสัดุอา้งอิง (Reference) นัน่คือแท่งเทฟ

ล่อนสีขาวก่อนทาํการวดัสเปกตรัม เพื่อให้ได้ข้อมูลสเปคตรัมท่ีเหมาะสมในการนํามาใช้ในการ

วเิคราะห์ และทาํสมการคดัแยกต่อไป 

 
                (1)   (2)        (3) 

ภาพที ่3.5 ตาํแหน่งท่ีวดัเสปกตรัมบนผลส้ม (1) ขั้วผล (2) แกม้ผล และ (3) ดา้นล่างผล 
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(1)                                      (2)                                          (3) 

ภาพที ่3.6 ตาํแหน่งการวางผลส้มบน probe ในการเก็บขอ้มูลรอบๆ (1) ขั้วผล (2) แกม้ผล (3) ดา้นล่าง

ผล 

 

ภาพที ่3.7 แสดงวธีิการวางผลส้มและหมุนไปทางขวาคร้ังละ 90o 

2.1.2 ประเมินความฟ่าม  

  นาํผลส้มสายนํ้าผึ้งไปประเมินการเกิดอาการฟ่าม ดงัน้ี 

คะแนน A ไม่มีอาการฟ่าม 

คะแนน B มีอาการฟ่ามนอ้ยกวา่  25  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

คะแนน C มีอาการฟ่าม   26-50  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

คะแนน D มีอาการฟ่าม   51-75  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

คะแนน E มีอาการฟ่ามมากกวา่  75  เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีผิวทั้งหมด 

2.1.3 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของสเปกตรัมกบัสมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคม ี

 นาํผลจากการทดลองท่ี  1 มาพิจารณาเพื่อหาสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของผลส้มท่ี

สัมพนัธ์กบัอาการฟ่าม แลว้จึงนาํผลส้มท่ีผา่นการวดัสเปกตรัมแลว้ในขอ้ 2.1 มาวเิคราะห์สมบติัทาง

กายภาพและทางเคมีของแต่ละผล 
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  2.1.4 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน (calibration model)  

 นําข้อมูลสเปกตรัมของผลส้มท่ีได้จากข้อ 2.1.1 มาหาความสัมพนัธ์กับข้อมูลสมบัติทาง

กายภาพและสมบัติทางเคมี ด้วยการสร้างสมการถดถอยเชิงเส้นด้วยเทคนิค Partial least squares 

regression (PLSR) โดยใช้โปรแกรม The Unscrambler ® version 9.8 (Camo, Oslo, Norway)   โดย

แบ่งตวัอยา่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มสร้างสมการ (Calibration set) เป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ีใชใ้นการสร้าง

สมการถดถอยเชิงเส้น  และกลุ่มทดสอบสมการ (Validation set) เป็นกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ทดสอบ

ประสิทธิภาพหรือความสามารถของสมการถดถอยเชิงเส้นในการทาํนายสมบติัทางกายภาพและเคมี

ดงักล่าวของตวัอย่าง จากนั้นนาํขอ้มูลการทดลองท่ีไดม้าวิเคราะห์ผลทางสถิติดว้ยวิธีการหาค่าเฉล่ีย 

และเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียของผลส้มท่ีฟ่ามและผลส้มท่ีไม่ฟ่าม 

2.2 multiple linear regression – discriminant analysis (MLR-DA) 

 การวิเคราะห์ด้วยวิธี multiple linear regression – discrimanant analysis (MLR-DA) เป็นการ

วิเคราะห์เชิงคุณภาพ วิธีการคือ ใช้ multiple linear regression ซ่ึงเป็นการเลือกความยาวคล่ืนท่ีสําคญั

มาวิเคราะห์ควบคู่กบั วิธี discrimanant analysis  เพื่อคดัแยกผลส้มฟ่ามออกจากผลส้มฟ่ามออกจากผล

ส้มปกติ โดยใชโ้ปรแกรม The Unscrambler ® version 9.8 (Camo, Oslo, Norway)  

การทดลองที ่3 การทดสอบความแม่นยาํของสมการเทยีบมาตรฐาน 

 นาํผลส้มจากแหล่งอ่ืน จาํนวน 50 ผล มาทดสอบความแม่นยาํของสมการเทียบมาตรฐาน โดย

วดัสเปกตรัมดว้ยเคร่ือง NIRSystem 6500 ในช่วงความยาวคล่ืนเดียวกบัสมการเทียบมาตรฐาน แล้ว

ทาํนายอาการฟ่ามของผลส้มด้วยสมการเทียบมาตรฐาน แล้วจึงนําผลส้มไปวิเคราะห์สมบัติทาง

กายภาพและสมบติัทางเคมี นาํขอ้มูลท่ีได้จากการทาํนายดว้ยสมการเทียบมาตรฐานมาศึกษาความ

แม่นยาํดว้ยวธีิทางสถิติ 
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ภาพที ่3.8 สรุปขั้นตอนการทดลองทั้งหมดในงานวจิยั 

สม้สายนํ้ าผึ้ง 200 ผล 

แบ่งเป็นสม้ปกติ 75 ผล สม้

่    

 

NIR Spectroscopy 

 

การทดลองท่ี  2 

 
Spectrum 

 

Physical properties  

chemical properties 

 

Diameter, weight, color, 

MC, TSS, TA, SG  

 

การทดลองท่ี  1 

 

Calibration model 

 

External Validation 

 

การทดลองท่ี  3 

 

สมการทาํนายท่ีสร้างข้ึนมี

ความ เห มาะสมห รือไม่ 

สามารถพิจารณาไดจ้ากค่า 

R, SEC, SEP และ  Bias 

Discrimanant analysis 

 

ความสามารถใน

การจาํแนก 

สม้สายนํ้ าผึ้ง 200 ผล แบ่งเป็น 

สม้ปกติ 75 ผล สม้ท่ีมีอาการฟ่าม 125 ผล 

2.1 Calibration model 

 
2.2 Discrimanant analysis 

 

 

วิเคราะห์ ความสัมพัน ธ์ระห ว่าง

อาการฟ่ าม กับ  Diameter, weight, 

color, MC, TSS, TA, SG  

 

วเิคราะห์ความสมัพนัธ์ของ

สเปกตรัม กบั MC, TSS, TA 




