
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 

3.1 วัตถุดิบ อุปกรณและสารเคมี 
 

3.1.1 วัตถุดิบ 
 

1. ผลหมอน (Morus alba)  จากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8)      
จ.เชียงราย 

2. เช้ือยีสตผง  Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ  Fermivin 7013 
(DSM Food Specialtics Oenology, France) 

3. เช้ือแบคทีเรีย Acetobacter aceti สายพันธุ TISTR 401 ของศูนยวจิัย 
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

4. น้ําผ้ึงปาของกรมสงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
 
3.1.2 อุปกรณ 
 

1. ตูแชเยน็ (Songserm Intercool model SDC-1000AV, Thailand) 
2. ตูแชเยือกแข็ง (SANYO, Thailand) 
3. เคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตําแหนง (A&D model SK-5001WP, Japan) 
4. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Oertling, England) 
5. อางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิ (Memmert model WB10, Germany) 
6. เคร่ืองปนตัวอยางแบบมือถือ (Blender, Moulinex, Spain) 
7. เคร่ืองเขยา (Heidolph UNIMAX 2010, Germany) 
8. ชุดเคร่ืองแกว 
9. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH meter) (Horiba F22, USA)   
10. เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าได (Hand refractometer)  
          (ATAGO, Japan) 
11. เคร่ืองวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer, Dujardin-Salleron, France) 
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12. เคร่ืองวัดอุณหภูมิ (Thermometer, OAKTON, China)  
13. เคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator, Buchi, Japan) 
14. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer model Genesys 10  

UV Scanning, USA) 
15. เคร่ืองวัดคาสี (Chroma meter model CR-400, KONICA MINOLTA,  

Japan) 
16. เคร่ืองวัดคา F0 (Ellab, Denmark) 
17. ไมโครปเปต (Micro pipette, Gilson, France) 
18. Glass cuvette 
19. ขวดสีชาสําหรับเก็บตัวอยางขนาด 5 มิลลิเมตร 
20. ชุดกรองประกอบดวยกรวยกรองและเคร่ืองปมดูดอากาศ (Suction pump) 
21. กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
22. ผาขาวบาง 
23. ขวดแกวขนาด 250 มิลลิลิตร 
24. แผนกรองอากาศ (Syringe filter, Whatman, USA) 
25. สายยาง 
26. ปมอากาศ (Air pump, General Pet Time, China) 

 
3.1.3 สารเคมี  
 

1. 2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Fluka, USA) 

2. 3,5-Dinitrososalixylic acid (DNS) (Ajax, Australia) 

3. Aluminium Chloride (AlCl3) (Ajax, Australia) 

4. Citric acid (C6H8O7) (APS Finechem, Australia) 

5. Di-Ammonium hydrophosphate (DAP) (Merck, England) 

6. Ethanol (C2H5OH) (Scharlau Chemie SA., Spain) 

7. Folin - Ciocalteu’ phenol reagent (Fluka, USA) 

8. Gallic acid (Fluka, USA) 
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9. Hydrochloric acid (HCl) (JT. Baker, USA) 

10. Methanol (CH3OH) (JT. Baker, USA) 

11. Phenolphthalein (Merck, England) 

12. Potassium Acetate (CH3COOK) (Ajax, Australia) 

13. Potassium metabisulphite (KMS) ( Merck, England )  

14. Sodium carbonate (Na2CO3) (Merck, England) 

15. Sodium hydroxide (NaOH) (Merck, England) 

16. Quercetin (Sigma, Germany) 

17. Potato dextrose agar (BD. and Co., USA) 

18. Plate count agar (BD. and Co., USA) 
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3.2 วิธีการทดลอง 

 

3.2.1 ขั้นตอนการผลิตกรดอะซิติก แบงไดเปน 2 ข้ันตอนคือ 

ขั้นตอนท่ี 1 กระบวนการหมักเพื่อใหไดแอลกอฮอล (สุรินทร, 2548 ) 

 

ช่ังผลหมอน และนํ้าใหไดอัตราสวน เทากับ 1 : 1.43 
 

ปนดวยเคร่ืองปน และกรองเอากากออก 
 

ปรับปริมาณกรดซิตริกใหไดรอยละ 0.35 
 

ปรับน้ําหมอนใหมีปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดเทากับ 20 °Brix 
 

เติม Di-Ammonium hydrophosphate ปริมาณ รอยละ 0.03 ของน้ําหมอน 
 

เติม KMS 0.15 กรัม / 1000 มิลลิลิตร  
 

เติมหัวเช้ือรอยละ 5 ของปริมาณนํ้าหมอน 
(หัวเช้ือเตรียมจากยีสตผง Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ  Fermivin 7013  ปริมาณ 0.1 กรัม

ตอ น้ําหมอนท่ีผานการฆาเช้ือแลว 1000 มิลลิลิตร) 
 

หมักท่ีอุณหภมิู29±3.2 องศาเซลเซียสจนไดปริมาณแอลกอฮอลตามท่ีตองการ 
 

ภาพ 3.1  ข้ันตอนการหมักเพือ่ใหไดแอลกอฮอล 
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ขั้นตอนท่ี 2 กระบวนการหมักเพื่อใหไดกรดอะซิติก (มัลลิกาและคณะ, 2551) 

 

นําน้ําหมอนท่ีไดจากข้ันตอนการหมักแอลกอฮอลมา 600 มิลลิลิตร                                                      
ใสในฟลาสกขนาด 1,000 มิลลิลิตร 

 

เติมหัวเช้ือลงไปในนํ้าหมักในปริมาณรอยละ 5 (หัวเช้ือเตรียมโดยนําโคโลนีเดี่ยวของ 

 Acetobacter aceti สายพันธุ TISTR 401 มา 2 ลูปเพาะในอาหารเหลวตามสูตรในภาคผนวก ก 
ปริมาณ 100 มิลลิลิตร) 

 

ใหอากาศน้ําหมักโดยใชปมอากาศ ตามภาพ 3.3 โดยมีอัตราการใหอากาศเทากับ 2.5 ลิตรตอนาที 

 

ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 28±2.7 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วันแลวจึงนําตัวอยางไปทําการวิเคราะหผล 

 
ภาพ 3.2  ข้ันตอนการหมักเพือ่ใหไดกรดอะซิติก 

 

 
ภาพ 3.3  การหมักน้ําผลหมอนเพื่อใหไดกรดอะซิติก 
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3.2.2 การวิเคราะหสารแอนตอิอกซิแดนซและความสามารถในการตานออกซิเดชัน  
 
3.2.2.1  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟโนลิกท้ังหมด (Total phenolic 

compounds) โดย Folin-Ciocalteu’s phenol reagent  
 
ปเปตสารตัวอยางจํานวน 100 ไมโครลิตร ลงในขวดสีชาขนาด 10 มิลลิลิตร เติมน้ํา

กล่ันจํานวน 1 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 75 กรัม/ลิตร จํานวน 375 
ไมโครลิตรเขยาแลวต้ังท้ิงไว 2 นาที เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu’s phenol reagent จาํนวน 125 
ไมโครลิตร เขยาอีกคร้ัง แลวเติมน้ํากล่ันจาํนวน 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืดเปนเวลา 
2 ช่ัวโมง นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 725 นาโนเมตร  นําผลการวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ีไดไปวิเคราะห โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน ของ กรดแกลลิก แสดงดังภาพ ก.1 ในภาคผนวก 
ก 

 
3.2.2.2  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด (Total flavonoid) โดย

วธีิการของ Chang et al. (2002) 
 
ปเปตสารตัวอยางจํานวน 0.5 มิลลิลิตร ลงในขวดสีชาขนาด 10 มิลลิลิตรเติม

แอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 95 จํานวน 1.5 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายอลูมิเนียมคลอไรดความ
เขมขน รอยละ 10 จํานวน 100 ไมโครลิตร     จากนัน้เติมสารละลายโพแทสเซียมอะซิเตท  ความ
เขมขน 1โมลาร จํานวน 100ไมโครลิตร  เติมน้ํากล่ัน 2.8 มิลลิลิตร เขยาแลวต้ังท้ิงไว 40 นาที นําไป
วัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร  นําผลการวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีไดไป
วิเคราะห โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของควอเซอติน แสดงดังภาพ ก.2 ในภาคผนวก ก 
 

3.2.2.3  การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด (Total anthocyanin) โดยวิธีการ
ของ Ranganna (1977) 

 
นําตัวอยางมาทําการสกัดกบัสารละลายผสมเอทาโนลิก-ไฮโดรคลอลิก (เตรียมจากนํา

สารละลายแอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 95 ผสมกับสารละลายไฮโดรคลอลิกความเขมขน 1.5 N 
ในอัตราสวน 85:15) เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้นําสารสกัดท่ี
ไดมาเจือจางดวยสารละลายผสมเอทาโนลิก-ไฮโดรคลอลิก จนสามารถนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
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ท่ีความยาวคล่ืน 535 นาโนเมตรได บันทึกปริมาณตัวอยางและสารละลายท่ีใชในทุกข้ันตอนเพื่อ
นําไปคํานวณโดยมีวิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ก 

 
3.2.2.4  การวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันโดยวิธี DPPH  ดัดแปลง

ตามวิธีการของ Manthey (2004) 
 
เติม 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  (DPPH 

0.0394 กรัม / แอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 95 จํานวน100 ml)  จํานวน 1 มิลลิลิตร เติมสาร
ตัวอยาง 40 ไมโครลิตร ท่ีผานการเจือจาง  ความเขมขนท่ีอยูในชวง 10-1 – 10-4 (7 ความเขมขน) เขยา 
แลวต้ังท้ิงไวเปนเวลา 3 ช่ัวโมง นําตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร 
นําคาท่ีวัดไดคํานวณหารอยละของ DPPH radical scavenging activityโดยมีวิธีการคํานวณแสดงใน
ภาคผนวก ก จากนั้นนําคาท่ีไดไปพลอตกราฟในโปรแกรม SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., 
Germany) เพื่อวิเคราะหหาคาความเขมขนของตัวอยางท่ีสามารถลดปริมาณสารอนุมูลอิสระลงได
รอยละ 50 (EC50) 

 
3.2.3 วิธีการวิจัย แบงออกเปน 5 ตอนดังนี้ 
ตอนท่ี 1  ศึกษาถึงคุณภาพเบ้ืองตนของผลหมอน 
 
นําลูกหมอนท่ีระยะการสุก 2 ระยะคือ ท่ีระยะสุกปานกลาง (สีมวงแดง) (ภาพ 3.4) และ

ท่ีระยะสุกจัด (สีมวงดํา) (ภาพ 3.5) จากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8) จ.เชียงราย มาทํา
การสกัดตัวอยางตามวิธีของสุทัศนและคณะ (2550)           โดยช่ังตัวอยางหนักประมาณ 20 กรัม ใน 
บีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตรท่ีหุมดวยอลูมิเนียมฟอยล แลวเติมตัวทําละลายเมทานอลความเขมขน
รอยละ 70 จํานวน 60 มิลลิลิตร จากนั้นทําการปนใหละเอียดดวยชุดปนแบบมือถือ แลวเทลงในขวด
รูปชมพูท่ีหุมดวยอลูมิเนยีมฟอยลขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยาเปนเวลา 30 นาที 
กรองแยกเอากากออก แลวเกบ็สารละลายท่ีกรองไดในขวดสีชา สวนกากท่ีไดนําไปสกัดตอโดยเติม
ตัวทําละลายเมทานอลความเขมขน รอยละ 70 จํานวน 60 มิลลิลิตร นําไปเขยาอีก 30 นาที กรอง
แยกเอากากออกอีกคร้ัง แลวเก็บสารละลายท่ีกรองไดรวมกับสารสกัดท่ีไดในตอนแรก สวนกากไป
เติมตัวทําละลายเมทานอลความเขมขน รอยละ 70 อีก 60 มิลลิลิตร เพื่อสกัดรอบสุดทาย เขยาตอ
เปนเวลา 30 นาที กรองแยกกากท้ิง แลวเกบ็สารละลายท่ีไดท้ังหมดรวมกัน บันทึกปริมาตรสารสกัด
ท่ีได จากน้ันนําสารสกัดท่ีไดไประเหยดวยเคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ ท่ีความดนั 50 มิลลิบาร 
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อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จนไดสารสกัดเขมขน บันทึกปริมาตรสารสกัดเขมขน
ท่ีได เก็บสารละลายเขมขนท่ีไดในขวดสีชาปดสนิทท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  วิเคราะหคุณภาพ
ดานตางๆ ดังนี้ 

 
คุณภาพทางดานกายภาพ ไดแก 

- คาสีระบบ L* a* b* วัดโดยเคร่ืองวัดสี (Chroma meter model CR-400, KONICA MINOLTA,   
  Japan) 

 
คุณภาพทางเคมี ไดแก  

- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณความเปนกรดท้ังหมด (total titratable acidity) ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer 
(ATAGO, Japan) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna   
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชันโดยวิธี DPPH ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomize Design (CRD) 2 ปจจยั คือระยะการ
สุกไดแก ลูกหมอนท่ีมีระยะสุกปานกลาง (สีมวงแดง) และท่ีระยะสุกจัด (สีมวงดํา)  วิเคราะหการ
ทดลองท้ังหมด 3 ซํ้า นําขอมูลท่ีไดไปทําการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบ
คาเฉล่ียโดยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA)  
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ภาพ 3.4  ผลหมอนท่ีระยะสุกปานกลาง (สีมวงแดง) 

             

 
ภาพ 3.5  ผลหมอนท่ีระยะสุกจัด (สีมวงดํา) 

 
ตอนท่ี 2  ผลของกระบวนการหมักท่ีมีตอปริมาณสารแอนติออกซิแดนซใน

น้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 
 
ใชผลหมอน ท่ีไดจากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8) จ.เชียงราย       มาผาน 

กระบวนการหมักสองข้ันตอน คือ ข้ันตอนแรก เปนการหมักน้ําค้ันจากผลหมอน  ใหไดแอลกอฮอล 
ท่ีระดับตางกนั 3 ระดับ (รอยละ 6 รอยละ 9 และรอยละ 12) โดยใชยีสตผง Saccharomyces  
cerevisiae (Fermivin 7013) ตามวิธีการของสุรินทร (2548) ดังภาพ 3.1  ข้ันตอนท่ีสองเปน การนํา
น้ําผลหมอนท่ีมีปริมาณแอลกอฮอลท้ัง 3 ระดับ ท่ีไดจากการหมักในขั้นตอนแรกมาทําการหมักให
เปนกรดอะซิติกโดยใชเช้ือ Acetobacter aceti TISTR 401 ดัดแปลงตามวิธีการของมัลลิกา และคณะ 
(2551)  ดังภาพ 3.2 วิเคราะหคุณภาพดานตางๆ ดังนี ้
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คุณภาพทางเคมี ไดแก  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณความเปนกรดท้ังหมด (total titratable acidity) ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer  
  (ATAGO, Japan) 
- เคร่ืองวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer, Dujardin-Salleron, France) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna   
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชันโดยวิธี DPPH             ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

ตอนท่ี 3  ศึกษาสูตรท่ีเหมาะสมในการผลิตเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 
ในข้ันตอนนี้มีการศึกษาท้ังหมด 2 สวนคือ 
 

สวนท่ี 1 การสํารวจความตองการของผูบริโภคท่ีมีตอชนิดของน้ําผลไมท่ีเปนสวนผสม
ในเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 

ทําการสอบถามผูบริโภคถึงความตองการที่มีตอชนิดของน้ําผลไมท่ีจะใชเปนสวนผสม  
ในเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน โดยมีตัวอยางแบบสอบถามแสดงในภาคผนวก ก ซ่ึง
มีการสอบถามถึงขอมูลทางดานประชากรศาสตรของผูตอบแบบสอบถาม ขอมูลการเลือกชนิดของ
น้ําผลไม 3 ชนิดไดแกน้ําผลหมอน น้ําล้ินจี่ และน้ําเสาวรส โดยนํ้าผลไมท้ัง 3 ชนดิเปนน้ําผลไมท่ีมี
การผลิตในโรงงานของผูประกอบการ จากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8) จ.เชียงราย อยู
แลว สุดทายเปนการสอบถามถึงเหตุผลท่ีมีอิทธิพลในการตัดสินใจเลือกซ้ือเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชู
หมักจากน้ําผลหมอนของผูบริโภค เพื่อนํามาใชเปนแนวทางในการพัฒนาผลิตภณัฑ   ทําการ
สอบถามผูบริโภคจํานวน 400 คน ใชวิธีการสุมตัวอยางแบบไมใชทฤษฎีความนาจะเปน 
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(nonprobability sampling) นําขอมูลท่ีไดไปทําการวิเคราะห และเปรียบเทียบคาเฉล่ีย โดยโปรแกรม
สําเร็จรูป SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) 
 

สวนท่ี 2 การศึกษาสูตรท่ีเหมาะสมในการพัฒนาเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผล
หมอนผสมน้ําผลไม 

 
ทําการวัดคุณภาพของผลิตภัณฑเคร่ืองดืม่น้ําผลไมในทองตลาด ท่ีมีลักษณะใกลเคียง

กับเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอนจํานวน 10 ตัวอยาง มีรายช่ือดังนี ้
1.   น้ําผลหมอนตราดอยคํา 
2.   น้ําองุนแดงผสม มิกซเบอรร่ีตราแบรร่ี ซันเบลสท 
3.   น้ํารสมัลเบอรร่ีผสมองุนตรา มาลี 
4.   น้ําผลไมผสมทับทิม เบอรร่ี องุน100%  ตราชบา 
5.   น้ําเบอรร่ีมิกซ ตรา ทิปโก 
6.   น้ําเบอรร่ีรวม 60 % ตรา มาลี 
7.   น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงปาและน้าํมะนาว ตราเฮลทต้ีเมท 
8.   น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงฟารมและน้ํามะนาว ตราเฮลทต้ีเมท 
9.   น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงและน้ํามะนาว ตราทิปโก 
10.  น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าทับทิม ตราทิปโก 

 
นําผลขอมูลท่ีได(ตาราง 4.8)ไปใชเปนขอมูลในการกําหนดระดับสูง-ตํ่า ของสวนผสม

ในผลิตภัณฑ โดยทําการกําหนดคาคุณลักษณะของเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักท่ีจะทําการพัฒนาใหมี
คาอยูในชวงใกลเคียงกับคาคุณลักษณะสูงสุด และตํ่าสุดของผลิตภัณฑในทองตลาดท่ีนํามาทําการ
วัดคา จากนั้นทําการทดลองสุมโดยนําสวนผสมของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักซ่ึง
ประกอบดวย น้ําสมสายชูหมักจากผลหมอน น้ําผลไม และสารใหความหวาน มาทําการผสมกัน 
เพื่อหาวาจะตองใชปริมาณสวนผสมแตละชนิดเทาใด จึงจะทําใหเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักมีคา
คุณลักษณะอยูในชวงของผลิตภัณฑในทองตลาด จากนั้นนําปริมาณสวนผสมท่ีได มาทําการศึกษา
อัตราสวนปริมาณสวนผสมตางๆ โดยมีขอกําหนดคือ ใชน้ําผ้ึงเปนสารใหความหวานในผลิตภณัฑ
เนื่องจากเนนความมีประโยชนตอสุขภาพ และปริมาณน้ําสมสายชูหมักท่ีใชตองมีปริมาณไมตํ่ากวา
รอยละ 50 เนื่องจากเปนองคประกอบหลักของผลิตภัณฑ ทําการกําหนดระดับสูง-ตํ่าของสวนผสม
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ตางๆ  ดังตาราง 3.1   วางแผนการทดลองแบบ Mixture design แบบ D-Optimal ใชโปรแกรม 
Design Expert version 6.0.2   (Statease Inc., Minneapolis, MN)  

 
ตาราง 3.1  ระดับสูง- ตํ่า ของสวนผสมในการพัฒนาเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้าํผลหมอน 

สวนผสม           ระดับต่ํา                    ระดับสูง   (หนวย : รอยละ) 

น้ําสมสายชูหมัก   50            70 
น้ําผ้ึง     8            15 
น้ําผลไม     15            42 

 
ตาราง 3.2  ส่ิงทดลองของการศึกษาสูตรท่ีเหมาะสมของเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 

สูตร สวนประกอบ (รอยละ) 

  น้ําสมสายชูหมัก น้ําผึง้ น้ําผลไม 

1 60 8.00 32.00 

2 65 13.25 21.75 

3 50 8.00 42.00 

4 50 15.00 35.00 

5 60 11.50 28.50 

6 70 15.00 15.00 

7 70 8.00 22.00 

8 55 11.50 33.50 

9 50 15.00 35.00 

10 70 8.00 22.00 

 
กําหนดสูตรตามเง่ือนไขท่ีกาํหนด จะไดสูตรผลิตภัณฑท้ังหมด 10 สูตร ท่ีมีจุดซํ้า 2 จุด

ท่ีจุดศูนยกลาง ดังแสดงในตาราง 3.2 ผลิตภัณฑท่ีไดจากทุกสูตรนํามาวเิคราะหคุณภาพทางดานเคมี 
และทางดานประสาทสัมผัส ดังนี ้
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คุณภาพทางเคมี ไดแก  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer   
  (ATAGO, Japan) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna   
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
 
คุณภาพทางดานประสาทสมัผัส  
ใชวิธีการใหคะแนนความชอบ  1 ถึง 9   (9-point hedonic scale) (Peryam and Pilgrim, 

1957) ทําการทดสอบในหองปฏิบัติการทางประสาทสัมผัสของภาควิชาเทคโนโลยีการพัฒนา
ผลิตภัณฑ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ทดสอบกับผูทดสอบท่ีไมผานการ
ฝกฝน จํานวน 60 คน ผูทดสอบกลุมเปาหมาย คือ นักศึกษาภาควิชาเทคโนโลยีการพัฒนาผลิตภณัฑ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยมีตัวอยางแบบสอบถาม ดังแสดงในภาคผนวก 
ข ทําการเตรียมตัวอยางท่ีใชทดสอบชิมโดยเสิรฟตัวอยางในถวยชิมขนาดเล็ก ตัวอยางละ 25 
มิลลิลิตร กําหนดรหัสเลขสุมสามตัวติดท่ีขางแกว เสิรฟตัวอยางทีละตัวอยางแบบสุม ในระหวาง
การทดสอบชิม ใหผูทดสอบดื่มน้ําระหวางการทดสอบตัวอยางถัดไปทุกคร้ัง เม่ือทําการทดสอบ
เสร็จแลว ผูทดสอบจะไดรับของท่ีระลึกตอบแทนในการทดสอบ  ขอมูลท่ีไดจะนํามาวิเคราะหหา
ชวงของสูตรท่ีเหมาะสม (optimization) ใชวิธีการพืน้ผิวตอบสนอง (RSM) โดยใชโปรแกรม 
Design-expert version 6.0.10 (StateaseInc., USA)         โดยมีคาท่ีใชในการคัดเลือกระดับ ของ
สวนผสมท่ีเหมาะสม ในการพัฒนาเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน คือ         ปริมาณสาร 
แอนติออกซิแดนซ และคะแนนการยอมรับคุณภาพทางประสาทสัมผัสในดานตางๆ อยางนอย 5.5 
คะแนน 
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ตอนท่ี 4  ศึกษากระบวนการฆาเช้ือท่ีเหมาะสมในเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผล
หมอน 

ศึกษาหาระยะเวลา และอุณหภูมิท่ีใชในการใหความรอนแกผลิตภณัฑ 2 วิธีคือ แบบ 
บรรจุขณะรอน (hot fill) ท่ีอุณหภูมิ  85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และแบบพาสเจอไรซท่ี
อุณหภูมิการฆาเช้ือท่ี 80 85 และ 90 องศาเซลเซียส ในอางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิ โดยทําการหา
ระยะเวลาในการฆาเช้ือโดยใชอุปกรณวดัคา F0 (Ellab, Denmark) และกําหนดคา D75°c เทากับ 1.50 
ซ่ึงเปนคาอางอิงท่ีใชในการทําลายยีสต Candida pelliculosa ท่ีทําใหน้ําผลไมเกิดการเนาเสีย 
(Tchango et al., 1997)  ทําการผสมเคร่ืองดื่มใหมีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นนําเคร่ืองดื่ม
บรรจุขวดแกวทรงกระบอกเปนจํานวน 180 มิลลิลิตร กอนทําการฆาเช้ือ ตามวิธีในตาราง 3.3 และ
วิเคราะหคาตางๆ ดังนี้ 

คุณภาพทางเคมี ไดแก  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer   
  (ATAGO, Japan) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด      วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna  
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชัน      โดยวิธี DPPH       ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

คุณภาพทางจุลินทรีย ไดแก  
- ปริมาณจุลินทรียท้ังหมด ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ยีสตและรา ตามวิธีของ AOAC (1998) 

 
ทําการวางแผนการทดลองแบบ CRD 4 การทดลอง วิเคราะหการทดลองท้ังหมด 3 ซํ้า 

โดยวดัคาตัวอยางท่ีวนัท่ี 0 และท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วัน      นําขอมูลท่ีไดไปทํา
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การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 
11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีทําใหผลิตภณัฑมีความปลอดภัย
และเปนท่ียอมรับของผูบริโภค   
 
ตาราง 3.3  สภาวะการฆาเช้ือในเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 

การทดลอง กระบวนการ 

1 การทดลองควบคุม 

2 พาสเจอรไรซท่ี 80 °C 

3 พาสเจอรไรซท่ี 85 °C 

4 พาสเจอรไรซท่ี 90 °C 

5 บรรจุรอน (Hot fill) ท่ี 85 °C  

 
ตอนท่ี 5 การวิเคราะหคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย 
 
เคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน ท่ีผานการพัฒนาตามสูตร และกระบวนการ

ผลิตท่ีเหมาะสมในข้ันตอนตางๆ ดังกลาว จะถูกนํามาวิเคราะหคุณภาพดานตางๆ ดงันี้ 
 
คุณภาพทางดานกายภาพ ไดแก 

- คาสีระบบ L* a* b* วัดโดยเคร่ืองวัดสี       (Chroma meter model CR-400, KONICA MINOLTA,  
  Japan) 

 
คุณภาพทางเคมี ไดแก  

- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณความเปนกรดท้ังหมด (total titratable acidity) ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer  
  (ATAGO, Japan) 
- ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวธีิ Lane and Eynon method (สุทัศน, 2549) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 
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- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด      วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna  
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชัน โดยวิธี DPPH            ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

คุณภาพทางจุลินทรีย ไดแก  
- ปริมาณจุลินทรียท้ังหมด ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ยีสตและรา ตามวิธีของ AOAC (1998) 

 
คุณภาพทางดานประสาทสมัผัส  
ทดสอบการยอมรับผลิตภัณฑสุดทายของผูบริโภค จํานวน 100 คน ทําการทดสอบ

ท้ังหมด 2 ซํ้า โดยการใหคะแนนความชอบ 1 ถึง 9   (9-point hedonic scale) (Peryam and Pilgrim, 
1957) ทําการทดสอบในหองปฏิบัติการทางประสาทสัมผัสของภาควิชาเทคโนโลยีการพัฒนา
ผลิตภัณฑ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยผูทดสอบชิมประกอบไปดวย
นักศึกษา บุคลากรของคณะอุตสาหกรรมเกษตร และนักเรียนจากโรงเรียนตางๆท่ีมาศึกษาดูงาน ใน
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

ทําการวิเคราะหปริมาณสารแอนติออกซิแดนซ ของตัวอยางท่ีผานการพัฒนาแลว และ
ตัวอยางผลิตภณัฑท่ีคลายคลึงกันมากท่ีสุดท่ีมีในทองตลาด 3 ชนิดคือ น้ําผลหมอนตราดอยคํา   น้าํ
แอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงปา และนํ้ามะนาวตราทิปโก และนํ้าแอปเปลไซเดอรผสมน้ําผ้ึงปา และ
น้ํามะนาวตราเฮลทต้ีเมท เพื่อเปนการเปรียบเทียบถึงปริมาณ และความสามารถในการตาน
ออกซิเดชันของผลิตภัณฑแตละชนิด 

 


