
บทท่ี 3
วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง

3.1 วัสดุ
        3.1.1 วัตถุดิบ
                     เปนเมล็ดขาวโพดหวานพันธุ Hybrix 3 ไดมาจาก 3 จุด คือ

1. เมล็ดที่ฝานจากขาวโพดตกเกรด
2. สวนเหลือจากเครื่องคัดแยกเมล็ด
3. สวนเหลือจากเครื่องลางและรอนเมล็ด

        3.1.2 จุลินทรีย
1. ลูกแปงสุราจากอําเภอเมือง จังหวัดลําปาง ซ่ึงที่มีสวนประกอบที่สําคัญคือ ขา ดีปลี 

กระเทียม เปนหลัก
2. ลูกแปงสุราจากอําเภอเมืองปาน จังหวัดลําปาง ซ่ึงที่มีสวนประกอบที่สําคัญคือ ขา พริก

แหง ดีปลี เปนหลัก
3. ลูกแปงสุราจากอําเภอวังเหนือ จังหวัดลําปาง ซ่ึงที่มีสวนประกอบที่สําคัญคือ พริกแหง 

กระเทียม ดีปลี เปนหลัก
4. ยีสตสายพันธุ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุทางการคา Fermivin PDM, 

V1116 (หจก. โอ. วี. เคมิคอล แอน ซัพพลาย จังหวัดเชียงใหม) และ Bougoblanc CY 3079
(Lallemand Inc., Montreal Canada)

5. เชื้อรา สายพันธุ Aspergillus oryzae และสายพันธุ Aspergillus niger (จากสถาบัน
วิจัยวิทยาศาสตรแหงประเทศไทย)
        3.1.3 เอนไซม
 1. Termamyl SC (Novozymes, Denmark) ซ่ึงเปนเอนไซมอัลฟาอะไมเลส           
(ภาคผนวก ฉ)

2. AMG 300 L (Novozymes, Denmark) ซ่ึงเปนเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดส           
(ภาคผนวก ฉ)
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3.2 อุปกรณ
        3.2.1 อุปกรณท่ีใชในการผลิตสุรากลั่น

1. หมออะลูมิเนียมขนาด 30 x 30 เซนติเมตร
2. ทัพพี
3. ถังน้ําขนาด 6 ลิตร
4.    เครื่องปนไฟฟา (Moulinex, France)

5.    เครื่องชั่งแขนเดียว (Tokumoto, Japan)

6.    เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 3 ตําแหนง (Sartorius GMBH Gottingen, Germany)

7.    เตาแกส
8.    ชุดเครื่องกล่ันสุรา (ผลิตจากหางหุนสวนโคราชทรีท เคมิคอล จํากัด)
9.    Dial thermometer, Model 6235 (Taylor, USA)

        3.2.2 อุปกรณท่ีใชในการวิเคราะหคุณภาพ
1. กระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร (EM Techcolor, Germany)

2. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 3 ตําแหนง (Sartorius GMBH Gottingen, Germany)

3. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 3 ตําแหนง (Precisa, XT 320M)

4. ตูอบลมรอน (Hot air oven, Memmert, Model 600)

5. เครื่องกล่ันโปรตีน (Buchi, Model 323)
6. pH meter (Hanna Instrument, Model 8417, Portugal)
7. อีบูลิโอมิเตอร (Ebuliometer, Dujardin salleron, France)

8. เครื่องแกว (EM Techcolor, Germany)

9. Hand refractometer (Tamco, Taiwan)
10. เตาไฟฟา (Hot plate, E.G.O. Elektro-Geratebau GMBH, Germany)

3.3 สารเคมี
1. Potassium Sodium Tartate, Asia Pacific Specialty Limited
2. Sodium hydroxide, Merck
3. Copper sulphate, Merck
4. Zinc ferrocyanide, Asia Pacific Specialty Limited
5. Zinc acetate dihydrate, Asia Pacific Specialty Limited
6. Glacial acetic acid, Merck
7. Potassium ferrocyanide, Merck
8. Hydrochloric acid, Merck
9. Methylene blue indicator, Merck
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10. Phenolpthaline, Merck
11. Diethyl ether, Merck
12. Petroleum ether, Merck
13. Bacto TM Agar, Becton, Dickinson and Company, USA
14. D (+) - Glucose monohydrate, Merck

3.4 วิธีการทดลอง
        การศึกษาคุณภาพของสวนเหลือขาวโพดหวานที่ไดจากการผลิตขาวโพดหวานบรรจุกระปอง 
การยอยแปง และการหมักตอคุณภาพของสุรากล่ัน แบงการวิจัยออกเปน 6 ขั้นตอนดังนี้
        3.4.1 ศึกษาคุณภาพของสวนเหลือขาวโพดหวาน

ทําการศึกษาคุณภาพตางๆของสวนเหลือจํานวน 3 ซํ้า โดยมีการศึกษาดังนี้
        3.4.1.1 สัดสวนของขาวโพดหวานที่ผานกระบวนการผลิต
                    1. นําเอาขาวโพดหวานที่ทราบน้ําหนัก ผานเครื่องลวก แลวผานเครื่องปอกเปลือก 
(husker) (ผลิตในประเทศ) และนํามาหาน้ําหนักขาวโพดที่ไดหลังการปอกเปลือก เปลือกกับไหม 
และขาวโพดตกเกรดที่คัดออกโดยพนักงาน แลวคํานวณเทียบกับน้ําหนักขาวโพดหวานหลังลวก 
เพื่อหาสัดสวนขาวโพดที่ไดหลังปอกเปลือก

       2. นําขาวโพดตกเกรดที่คัดออกมาฝานเมล็ดดวยมีดโดยพนักงาน เพื่อนํามาหาสวน
เมล็ดที่สามารถนํามาใชประโยชนในการศึกษาได
                     3. นําเอาขาวโพดปอกเปลือกฝกดีมาฝานเอาเฉพาะเมล็ดโดยใชเครื่องฝานเมล็ด    
(corn cutter) (ผลิตในประเทศ) แลวนํามาผานเครื่องคัดแยกเมล็ด เพื่อแยกเอาสวนที่เปนสวนที่
แตก เศษซัง เศษไหม ช่ังเมล็ดขาวโพดหวานที่ไดหลังทําการลางน้ํา และและชั่งน้ําหนักสวนเหลือที่
ไดจากเครื่องคัดแยกเมล็ด เพื่อหาสัดสวนขาวโพดที่ไดเมื่อผานเครื่องฝานเมล็ด (corn cutter) และ
เครื่องคัดแยก                        

4. นําเมล็ดทีไดหลังผานเครื่องคัดแยกเมล็ด นํามาผานเครื่องลางและรอนเมล็ด ช่ังน้ํา
หนัก เมล็ดที่ดีสวนที่บรรจุลงกระปอง และชั่งน้ําหนักสวนเหลือที่ไดจากเครื่องลางและรอนเมล็ด 
เพื่อหาสัดสวนขาวโพดที่ไดเมื่อผานเครื่องลางและรอนเมล็ด
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3.4.1.2 ศึกษาคุณภาพทางเคมีของสวนเหลือขาวโพดหวาน
จากสวนเหลือในแตละสวนปนละเอียดจากนั้นทําการศึกษาคุณภาพ ดังนี้

- หาความชื้น โดยวิธีการใชตูอบลมรอน (AOAC, 2000)
- โปรตีน โดยวิธี Kjedahl Method (AOAC, 2000)
- ไขมัน โดยวิธี Rose-Gottlirb (AOAC, 2000)
- เถา โดยวิธีเผาตัวอยางที่อุณหภูมิ 525-550°ซ (AOAC, 2000)
- คารโบไฮเดรต โดยการคํานวณ (AOAC, 2000)
- ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี Lane & Eynon (AOAC, 2000)

        โดยการวางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) วิเคราะห
ความแปรปรวนโดยใช ANOVA และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี  Duncan’s New Multiple 
Range Test (DMRT)

         3.4.2 ศึกษาการใชลูกแปงสุราในการยอยแปง และหมักใหเกิดแอลกอฮอล
        นําเอาสวนเหลือของขาวโพดหวานที่ไดจากขอ 3.4.1 นํามานึ่งใหสุกดวยลังถึง แลวบดหยาบ 
ปลอยทิ้งไวใหเย็น ช่ังน้ําหนักอยางละ 2 กิโลกรัม จากนั้นทําการผสมลูกแปงสุราที่บดละเอียดแลวที่
จัดหามาจาก 3 ชนิดไดแก ลูกแปงจากอําเภอเมือง จังหวัดลําปาง ลูกแปงจากอําเภอเมืองปานจังหวัด
ลําปาง และลูกแปงจากอําเภอวังเหนือ จังหวัดลําปาง ในอัตราสวนขาวโพดหวานบด 1 กิโลกรัมตอ
ลูกแปง 1 ลูก ทําการทดลองอยางละ 3 ซํ้า ปลอยใหมีการเจริญของเชื้อในสภาพอุณหภูมิหองนาน   
5 วัน แลวเติมน้ําสะอาดลงไป 1 เทาของน้ําหนักขาวโพดหวานบด ปลอยใหหมักในสภาพอุณหภูมิ
หอง จนไมมีฟองแกส ในระหวางการยอยและการหมัก ทําการตรวจผลทุกๆ 3 วัน และจนสิ้นสุด
การหมัก ดังนี้

1) ปริมาณแอลกอฮอล โดยใช Ebulliometer (Patrick and others, 2000)

2) คาความเปนกรด-ดาง โดยใช pH meter (Hanna Instrument, Model 8417)
3) ปริมาณกรดทั้งหมด (ในรูปกรดแลคติค) โดยใชวิธีการไตเตรต (AOAC, 2000)
4) ปริมาณของแข็งที่ละลายได โดยใช Hand refractometer (Tamco, Taiwan)

5) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยใชวิธี Lane & Eynon (AOAC, 2000)
     เปรียบเทียบคุณภาพตางๆในระหวางการยอยและการหมัก โดยการวางแผนการทดลองแบบ   
3×3 Factorial in CRD (Completely Randomized Design) โดยมีปจจัยตางๆ ดังนี้ ปจจัยที่ 1 
คือ แหลงขาวโพดหวาน ปจจัยที่ 2 คือแหลงลูกแปง และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT)
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        3.4.3 ศึกษาการยอยแปงดวยเชื้อรา แลวหมักตอใหเกิดแอลกอฮอลโดยเชื้อยีสตบริสุทธ์ิ
        นําขาวโพดหวานในขอ 3.4.1 ที่นึ่งจนสุกดวยลังถึงแลวบดหยาบ แลวผ่ึงทิ้งไวใหเย็น ช่ังน้ํา
หนักอยางละ 1 กิโลกรัม หลังจากนั้นทําการคลุกกลาเชื้อราที่เตรียมไว (ภาคผนวก ค) ในงานวิจัยใช
เชื้อราสายพันธุ  Aspergillus oryzae  และ Aspergillus niger โดยทําการคลุกเชื้อรา 1 สายพันธุ
ตอขาวโพดหวานสุกบดหยาบ 1 กิโลกรัม เพาะที่อุณหภูมิหองไวนาน 4 วันโดยสังเกตเห็นวามีน้ํา
หมักเกิดขึ้น เติมน้ําสะอาดลงไป 1 เทาของน้ําหนักขาวโพดหวานบด ถายเชื้อยีสตบริสุทธิ์ทางการคา
ชนิดผง 3 สายพันธุที่เตรียมไว (ภาคผนวก ค) ไดแก Fermivin PDM, V1116 และ Bourgoblanc

โดยใสจํานวน 0.2 กรัมตอขาวโพดหวาน 1 กิโลกรัม ปลอยใหหมักในสภาพอุณหภูมิหอง ใน
ระหวางการยอยและการหมัก ทําการตรวจผลทุกๆ 3 วัน และจนสิ้นสุดการหมัก ดังขอ 3.4.2
        เปรียบเทียบคุณภาพตางๆในระหวางการยอยและการหมัก โดยการวางแผนการทดลองแบบ 
3×2 ×3 Factorial in CRD (Completely Randomized Design) โดยมีปจจัยตางๆ ดังนี้ ปจจัย
ที่ 1 คือแหลงขาวโพดหวาน ปจจัยที่ 2 คือชนิดเชื้อรา ปจจัยที่ 3 คือชนิดยีสต และเปรียบเทียบคา
เฉลี่ยโดยใชวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)

       3.4.4 ศึกษาการนึ่งขาวโพดหวานใหสุก และบดหยาบแลวยอยแปงดวยเอนไซม และหมักใหเกิด
แอลกอฮอลโดยเชื้อยีสตบริสุทธ์ิ
        นําขาวโพดหวานในขอ 3.4.1 นึ่งใหสุกดวยลังถึง แลวผสมน้ํารอน 1 เทาตัว เติมเอนไซม      
Termamyl SC จํานวน 0.45 กรัมตอขาวโพดหวานบด 1 กิโลกรัม ใหความรอนจนอุณหภูมิได 
98°ซ  แลววางไวที่อุณหภูมิหอง ใชเวลาประมาณ 30 นาที เมื่ออุณหภูมิได 75°ซ เติมเอนไซม 
AMG 300 L จํานวน 0.46 กรัมตอขาวโพดหวานบด 1 กิโลกรัม ที่คาความเปนกรดเปนดางที่    
4.0–6.0 วางไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง โดยใชเวลาประมาณ 2-3 ช่ัวโมง เติมหัวเชื้อยีสตผงสายพันธุ
ทางการคา 3 สายพันธุที่เตรียมไว โดยใสจํานวน 0.2 กรัมตอขาวโพดหวานบด 1 กิโลกรัม        
(ภาคผนวก ค) ไดแก Fermivin PDM, V1116 และ Bourgoblanc ปลอยใหหมักที่สภาวะ
อุณหภูมิหอง ในระหวางการยอยและการหมัก ทําการตรวจผลทุกๆ 3 วัน และจนสิ้นสุดการหมัก ดัง
ขอ 3.4.2
        เปรียบเทียบคุณภาพตางๆในระหวางการยอยและการหมัก โดยการวางแผนการทดลองแบบ 
3×3 Factorial in CRD (Completely Randomized Design) โดยมีปจจัยตางๆ ดังนี้ ปจจัยที่ 1 
คือ แหลงขาวโพดหวาน ปจจัยที่ 2 คือชนิดยีสต และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT)
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        3.4.5 ศึกษาผลของการบดขาวโพดหวานใหละเอียด และตมใหสุกแลวยอยแปงดวยเอนไซม
และหมักใหเกิดแอลกอฮอลโดยเชื้อยีสตบริสุทธ์ิ
        นําสวนเหลือขาวโพดหวานในขอ 3.4.1 ผสมน้ําสะอาด 1 เทาตัว บดละเอียด เติมเอนไซม
Termamyl SC จํานวน 0.45 กรัมตอขาวโพดหวานบด 1 กิโลกรัม ตมใหเดือดจนขาวโพดหวานสุก
โดยมีอุณหภูมิ 98°ซ วางไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที เมื่ออุณหภูมิได 75°ซ เติมเอนไซม    
AMG 300 L จํานวน 0.46 กรัมตอขาวโพดหวานบด 1 กิโลกรัม    ที่คาความเปนกรดเปนดางที่  
4.0–6.0 โดยปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสารละลายกรดซิตริกความเขมขน 10% วางไวใหเย็น    
ที่อุณหภูมิหอง โดยใชเวลาประมาณ 2-3 ช่ัวโมง เติมหัวเชื้อยีสตผง  สายพันธุทางการคา 3 สายพันธุ  
ที่เตรียมไว (ภาคผนวก ค) ไดแก Fermivin PDM, V1116 และ Bourgoblanc โดยใสจํานวน        
0.2 กรัมตอขาวโพดหวานบด 1 กิโลกรัม ปลอยใหหมักที่สภาวะอุณหภูมิหอง ในระหวางการยอย
และการหมัก ทําการตรวจผลทุกๆ 3 วัน และจนสิ้นสุดการหมัก ดังขอ 3.4.2
        เปรียบเทียบคุณภาพตางๆในระหวางการยอยและการหมัก โดยการวางแผนการทดลองแบบ 
3×3 Factorial in CRD (Completely Randomized Design) โดยมีปจจัยตางๆ ดังนี้ ปจจัยที่ 1 
คือ แหลงขาวโพดหวาน ปจจัยที่ 2 คือชนิดยีสต และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT)
        3.4.6 ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณแอลกอฮอลท่ีกล่ันได
        จากวิธีการในขอ 3.4.2  3.4.3  3.4.4 และ 3.4.5 เลือกวิธีการที่เหมาะสมมาทําการยอยและการ
หมักแอลกอฮอลจากขาวโพดหวาน แลวทําการกลั่นดวยชุดเครื่องกล่ันสุรา (ผลิตจากหางหุนสวน
โคราชทรีท เคมิคอล จํากัด) และการวิเคราะหและคํานวณหาคาตางๆดังนี้
        1) ผลผลิตแอลกอฮอลที่ได (%v/w)
            = {ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันได (มล.) } × 100
                        น้ําหนักของขาวโพดหวาน (กรัม)         
      2) ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันไดจากน้ําหมัก (%v/v)
            = {ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันได (มล.) } × 100
              ปริมาตรแอลกอฮอลในน้ําหมักหลังการหมัก (มล.)
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        3) ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันไดจากแปงในขาวโพดหวาน (%v/w)
            = {ปริมาณแอลกอฮอลที่ไดจริง (%)}× 100
                ปริมาตรแอลกอฮอลที่ไดตามทฤษฎี (%)
        4) ประสิทธิภาพในการผลิตแอลกอฮอล
            = {ปริมาณแอลกอฮอลที่ไดจริงจากแปง (%)}× 100
                        ปริมาณแอลกอฮอลที่ไดตามทฤษฎี (%)
        3.4.7 การวิเคราะหสุราขาว
                 3.4.7.1 นําสุราขาวที่กล่ันไดปรับแอลกอฮอลใหได 35%
                 3.4.7.2 ทําการตรวจสอบตามมาตรฐานของสุรากล่ัน มอก. 2088/2544 คือ หาปริมาณ  
ฟลูเซลออยล (fusel oil) และเมธานอล (methanol) จากสถานบริการวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม (สวท-มช.)
                 3.4.7.3 มีการคํานวณตนทุนการผลิต (ภาคผนวก ง)
        3.4.8 การทดสอบชิม
        ทําการทดสอบชิมโดยการชิมแบบ hedonic scale scoring test แบบ 5 points จํานวนผู
ทดสอบชิม 15 คน โดยทําการทดลองแบบ RCBD และวิเคราะหความแปรปรวนโดยใช ANOVA

และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี  Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ใหคะแนน
การทดสอบ ความหอมของกลิ่น ความฉุน รสชาติ ความขม และการยอมรับโดยรวม
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