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บทท่ี 3 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัสดุ 
 3.1.1 วัตถุดิบ 

  1) ขาวก่ําพันธุก่ําดอยสะเก็ดจากหนวยวิจัยขาวก่ํา (Purple Rice Research unit, PRRU) 

สถาบันวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม 

  2) น้ําดื่ม จากบริษัท เชียงใหมโพสตาร (1992) จํากัด จังหวัดเชียงใหม 

 3.1.2 เอนไซม และจุลินทรีย 

  1) เอนไซมทางการคามี 2 ชนิด คือ เอนไซมแอลฟาแอมิเลส (Termamyl SC; Novozymes A/S, 

Denmark) และเอนไซมกลูโคแอมิเลส (SAN Super 360 L; Novozymes A/S, Denmark) 

  2) ยีสต Saccharomyces cerevisiae ทางการคา คือ Hamony.nsac (Chr. Hansan; Novozymes 

A/S, Denmark) และ Fermiblanc (Chr. Hansan; Novozymes A/S, Denmark) 

 

3.2 อุปกรณ และเคร่ืองมือ 
 1) เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง (Ohaus; Model TS2KS, USA) 

 2) เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง (AND; Model HR-200, Japan) 

 3) เครื่องวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดความสามารถในการวัด  0-32๐Brix (ATAGO; 

Model N-2E, Japan) 

 4) เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (Cyber; Model scan-510, Singapore) 

 5) เครื่องวัดสี (Minolta chroma meter; Model CR-300, Japan) 

 6) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-Vis Spectrophotometer; Rotina 46R, Germany) 

 7) เครื่องวัดความหนืด (Brookfield-Programmable Viscometer; Model LVDV-II+, Germany) 

 8) เตาใหความรอน (Favorit; Model 65A-68A, Malaysia) 

 9) ตูอบลมรอน (Memmert, Germany) 
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 10) อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Memmert; Model WB14, Germany)  

 11) เทอรโมมิเตอร (Thermometer) 

 12) โถดูดความชื้น (Desiccators)  

 13) กระปองอบความชื้น (Moisture can) 

 14) ตูควบคุมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และ 45 องศาเซลเซียส (Stuart, model, USA) 

 15) ชุดวเิคราะหไขมัน (Soxtec aventi 2050, USA) 

 16) เครื่องยอยตัวอยางดวยกรด (Digester; Tecator, Sweden) 

 17) เครื่องกล่ันไนโตรเจน (211 Kjeltec Distillation Unit; Foss Tecator, Sweden) 

 18) เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer) 

 19) เตาเผาอุณหภูมิสูง (Muffle Furnace) (Gallenkamp: Model FSE520, England) 

 20) เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC; Hewlett Packard, USA) 

 21) อุปกรณอ่ืนๆ เชน ชอนตักสาร บีกเกอร ขวดความถวงจําเพาะ ขวดรูปชมพู กระบอกตวง ปเปต 

บิวเรต กรวยแกว ขวดวัดปริมาตร หลอดทดลอง แทงแกวคน ถังพลาสติก กะละมัง หมออะลูมิเนียม 

เครื่องช่ังแบบสปริง ไมพาย แอรลอค เตาแกส ชุดอุปกรณทดสอบชิม เปนตน 

 
3.3 สารเคม ี

1) กรดซัลฟวริก (Sulfuric aid; Merck, Germany) 

2) กรดแอซีติก (Acetic acid; Merck, Germany) 

3) กรดไฮโดรคลอรกิ (Hydrochloric acid; Merck, Germany) 

4) คอปเปอรซัลเฟท (Copper sulfate; Merck, Germany) 

5) ซิงคแอซีเทตไดไฮเดรท (Zinc acetate dihydrate; Ajax, Australia) 

6) โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide; Merck, Germany) 

7) ปโตรเลียมอีเทอร (Petroleum ether; LAB-SCAN, Ireland) 

8) เมทานอล (Methanol HPLC grade; Fisher Science, UK) 

9) เมธิลีนบลู (Methylene blue; Fisher Science, UK) 

10) โซเดียมโพแตสเซียมทารเทรท (Sodium potassium tartrate; Ajax Finechem, Australia) 

11) โพแตสเซียมเฟอโรไซยาไนด (Potassium ferrocyanide: AR grade; Fisher Science, UK) 

12) ฟนอลฟทาลีน (Phenolphthaline; Fisher Science, UK) 

13) โปแตสเซียมเมตาไบซัลไฟท (Potassium metabisulfite; Union Science, Thailand) 

14) ไดเอธิลอีเทอร (Diethyl ether; Merck, Germany) 

15) สารแกมมา-โอรีซานอลมาตรฐาน (Gamma-oryzanol standard; Wakayama, Japan) 
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16) สารไซยานิดินไตรกลูโคไซดมาตรฐาน (Cyanidin-3-glucoside standard; Shandong, China) 

17) สารกรดแกมมา- อะมิโนบิวทิริคมาตรฐาน (Gamma-aminobutyric acid standard; Fluka, 

China) 

 
3.4 วิธีการวิจัย 

การศึกษากระบวนการผลิตน้ําหมักจากขาวก่ํากลองงอก แบงการวิจัยออกเปน 5 ขั้นตอน ดังนี้ 

3.4.1 ศึกษาคุณภาพทางกายภาพ และเคมี ของขาวก่ําพันธุก่ําดอยสะเก็ด 

นําขาวก่ําพันธุก่ําดอยสะเก็ด ไปเขาเครื่องกะเทาะเปลือกเพื่อใหไดขาวก่ํากลอง บรรจุใน

ถุงพลาสติกซิปลอค และเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนวัตถุดิบในการวิจัย สุม

ตัวอยางตรวจวิเคราะหสมบัติตางๆ ดังนี ้

คุณภาพทางกายภาพ 
- อัตราการงอก ดัดแปลงวิธีวิเคราะหของ ISTA (1988) 

คุณภาพทางเคม ี 
- ความชื้น วิเคราะหโดยใชตูอบลมรอนแบบไฟฟา (AOAC, 2000) 

- โปรตีน วิเคราะหโดย Semi-Kjedahl method เพื่อหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และคูณกับ 

conversion factor ของขาว คือ 5.95 (AOAC, 2000) 

- ไขมัน วิเคราะหโดย Sohxlet extract method โดยการสกัดตัวทําละลายไดเอทิลอีเทอร 

(Diethyl ether extract method) (AOAC, 2000) 

- เถา วิเคราะหโดยวิธีการเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส (AOAC, 2000) 

- คารโบไฮเดรต วิเคราะหโดยวิธีการคํานวณโดยอาศัยผลตางระหวางรอยละ 100 กับผลรวม

ของรอยละความชื้น โปรตีน ไขมัน และเถา (AOAC, 2000) 

- ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Lane and Eynon (AOAC, 2000) 

- กิจกรรมแอลฟาแอมิเลส วิเคราะหโดยวิธี DNS (Miller, 1959) 
- ปริมาณ GABA โดยใชเครื่อง HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ดัดแปลง

ตามวิธีของ Timothy et al. (2010) 

- ปริมาณแกมมา-โอรีซานอล โดยใชเครื่อง HPLC ดัดแปลงตามวิธีของ Xu and Godber (1999) 

- ปริมาณไซยานิดินไตรกลูโคไซด โดยใชเครื่อง HPLC ดัดแปลงตามวิธีของ Ryu et al. (1998) 
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3.4.2  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการเพาะขาวก่ํากลอง  
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการเพาะขาวก่ํากลอง ดัดแปลงจากวิธีของจารุรัตน และคณะ 

(2007) โดยนําขาวก่ํากลองจากขั้นตอนที่ 3.4.1 ไปแชในน้ําทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง 

จากนั้นนําไปเพาะใหงอกในตูควบคุมอุณหภูมิแตกตางกัน 3 ระดับ คือ อุณหภูมิหอง (21-25 องศา

เซลเซียส) 35 และ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการเพาะแตกตางกัน 8 ระดับ คือ 0  24  32  40  48  56  

64 และ 72 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาในการเพาะ สุมตัวอยางไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแอลฟาแอ

มิเลส และปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีในขั้นตอนที่ 3.4.1 ทําการทดลอง 3 ซํ้า เปรียบเทียบคาเฉล่ีย เพื่อ

คัดเลือกสภาวะทีเ่หมาะสม ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมแอลฟาแอมิเลส และปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด 

 

3.4.3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยขาวก่ํากลองงอก  
3.4.3.1 ศึกษาการยอยขาวก่ํากลองงอกดวยเอนไซมในขาวงอก 

การศึกษาการยอยดวยเอนไซมในขาวงอก นําขาวก่ํากลองงอกที่ไดจากสภาวะที่เหมาะสมใน

การเพาะจากขั้นตอนที่ 3.4.2 ไปบดผสมกับน้ํา โดยใชปริมาณขาวก่ํากลองงอกตอน้ําในอัตราสวนที่

แตกตางกัน 3 ระดับ คือ 20:80  25:75 และ 30:70 นําไปใหความรอนจนเปน 65 องศาเซลเซียส แลวคงไว

ท่ีอุณหภูมินี้เพื่อใหเกิดการยอยเปนเวลา 3 ชวงเวลา คือ 1  2 และ 3 ช่ัวโมง ตามลําดับ หลังส้ินสุดการ

ยอย สุมตัวอยางไปกรองดวยผาขาวบางแยกเอาเฉพาะสวนของเหลวไดเปนน้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอก 

นําไปตรวจวิเคราะหคุณภาพตางๆ  ดังนี้ 

คุณภาพทางกายภาพ  
- คาความหนืด นําผลิตภัณฑวัดคาความหนืดดวยเครื่องวัดความหนืด ยี่หอ Brook field model 

DV-III programmable rheometer  

คุณภาพทางเคม ี 

- ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Lane and Eynon (AOAC, 2000) 

- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด โดยใชเครื่อง Hand refractometer (AOAC, 2000) 

- คาความเปนกรด-ดาง โดยใชเครื่อง pH meter (AOAC, 2000)  

- ความถวงจําเพาะโดยใช Pycnometer (AOAC, 2000) 

วัดปริมาณของเหลวที่สกัดไดเพื่อนําไปคํานวณประสิทธิภาพในการเปลี่ยนขาวก่ํากลองงอกให

เปนน้ําตาลรีดิวซ วางแผนการทดลองแบบ 3 x 3 Factorial in CRD (Completely Randomized Design) 

โดยมีปจจัยหลัก 2 ปจจัย คือ อัตราสวนของขาวก่ํากลองงอกและระยะเวลาในการยอย วิเคราะหความ

แปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) เปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s New Multiple 

Range Test (DMRT) เลือกสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใชในการหมักในขั้นตอนตอไป  
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3.4.3.2  ศึกษาการยอยขาวก่ํากลองงอกดวยเอนไซมในขาวงอกรวมกับเอนไซมทางการคา  
การศึกษาการยอยขาวก่ํากลองงอกดวยเอนไซมในขาวงอกรวมกับเอนไซมทางการคา ดัดแปลง

จากวิธีของชุลีพร (2548) โดยนําขาวก่ํากลองงอกจากสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะจากขั้นตอนที่    

3.4.2 บดผสมกับน้ําในอัตราสวนท่ีเหมาะสมที่คัดเลือกจากขั้นตอนที่ 3.4.3.1 และนําไปตมจนมีอุณหภูมิ

เปน 65 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมเอนไซมแอลฟาแอมิเลสทางการคา (Termamyl SC) ในปริมาณรอย

ละ 0.04 ของน้ําหนักขาวก่ํากลองงอก  และเติมเอนไซมกลูโคแอมิเลสทางการคา (SAN Super 360 L) 

ในปริมาณรอยละ 0.10 ของน้ําหนักขาวก่ํากลองงอก เก็บไวในภาชนะฉนวนกันความรอน  ปลอยให

ยอยเปนเวลานานเทากับระยะเวลาทีเ่หมาะสมจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.4.3.1 สุมตัวอยางไปกรองดวย

ผาขาวบางแยกเอาเฉพาะสวนของเหลวไดเปนน้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอก นําไปตรวจวิเคราะหคุณภาพ

ทางกายภาพและเคมีเชนเดียวกับการทดลองในขั้นตอนที่ 3.4.3.1 ทําการทดลอง 3 ซํ้า จากนั้นนําน้ําเชื่อม

สวนที่เหลือศึกษาการหมักในขั้นตอนตอไป 

 

 3.4.4  ศึกษาชนิดของน้ําหมักและยีสตที่เหมาะสมในการหมัก  

การศึกษาชนิดของน้ําหมักและยีสตท่ีเหมาะสมในการหมัก ดัดแปลงจากวิธีของชุลีพร (2548) 

โดยนําน้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอกที่ไดจากการยอยในสภาวะที่เหมาะสมจากขั้นตอนที่ 3.4.3.1 และ

น้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอก จากขั้นตอนที่ 3.4.3.2 เมือ่อุณหภูมิน้ําเชื่อมจากขาวก่ํากลองงอกลดลงเปน 35 

องศาเซลเซียส เติมเชื้อยีสตผงทางการคา ไดแก Hamony.nsac และ Fermiblanc ในปริมาณ 0.2 กรัมตอ

ลิตร สามารถแบงส่ิงทดลองเปน 4 แบบ คือ 

- น้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอกที่ผานการยอยดวยเอนไซมในขาวงอกและเติมยีสตทางการคา 

Harmony.nsac (ยอยดวยขาวงอก + Harmony.nsac)  

- น้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอกที่ผานการยอยดวยเอนไซมในขาวงอกและเติมยีสตทางการคา 

Fermiblanc (ยอยดวยขาวงอก + Fermiblanc)  

- น้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอกที่ผานการยอยดวยเอนไซมในขาวงอกรวมกับเอนไซมทางการคาและ

เติมยีสตทางการคา Harmony.nsac (ยอยดวยขาวงอกและเอนไซม + Harmony.nsac)  

- น้ําเชื่อมขาวก่ํากลองงอกที่ผานการยอยดวยเอนไซมในขาวงอกรวมกับเอนไซมทางการคาและ

เติมยีสตทางการคา Fermiblanc (ยอยดวยขาวงอกและเอนไซม+ Fermiblanc)  

นําส่ิงทดลองทั้ง  4 แบบ หมักในถังหมักที่ปดฝาถังดวย air lock ปลอยใหเกิดการหมักที่

อุณหภูมิหอง สุมตัวอยางน้ําหมักขาวก่ํากลองงอกตรวจวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพและเคม ีทุกๆ 1 วัน 

จนส้ินสุดกระบวนการหมักเมื่อมีปริมาณแอลกอฮอลคงที่ติดตอกัน 3 วัน กรองดวยผาขาวบางแยกเอา

เฉพาะสวนของเหลวไดเปนน้ําหมักขาวก่ํากลองงอกไปตรวจวิเคราะหคุณภาพ ดังนี้  
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คุณภาพทางกายภาพ  

- คาสี นําไปวัดคาของสีดวยระบบ L, a*, b* ดวยเครื่อง Minolta chroma meter  

คุณภาพทางเคม ี

- ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Lane and Eynon (AOAC, 2000) 

- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด โดยใชเครื่อง Hand refractometer (AOAC, 2000) 

- ปริมาณแอลกอฮอล โดยใช Ebulliometer  

- คาความเปนกรด-ดาง โดยใชเครื่อง pH meter (AOAC, 2000)  

- ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดแอซีติก โดยวิธีการไตรเตรท (Iland et al., 1993) 

 จากผลการวิเคราะหคุณภาพ คัดเลือกน้ําหมักที่เหมาะสมสําหรับเตรียมเปนผลิตภัณฑ   2 

รูปแบบ โดยพิจารณาจากปริมาณแอลกอฮอล คือ น้ําหมักที่มีแอลกอฮอลต่ํานําไปเตรียมเปนน้ําหมักขาว

ก่ํากลองงอกที่มีแอลกอฮอลต่ํา สวนน้ําหมักที่มีแอลกอฮอลสูงนําไปเตรียมเปนน้ําหมักขาวก่ํากลองงอก

ท่ีมีแอลกอฮอลสูงในขั้นตอนตอไป 

 

3.4.5 ศึกษารูปแบบผลิตภัณฑที่เหมาะสมของน้ําหมักขาวก่ํากลองงอก  
นําน้ําหมักขาวก่ํากลองงอกท่ีคัดเลือกในขั้นตอนที่ 3.4.4 ไปเตรียมเปนน้ําหมักขาวก่ํากลองงอก 

2 รูปแบบ คือ 

3.4.5.1 น้ําหมักขาวก่ํากลองงอกที่มีแอลกอฮอลต่ํา  
นําน้ําหมักที่มีแอลกอฮอลต่ํา ผานการกรองหยาบแลวผสมกับน้ําขาวก่ํากลองงอกท่ีผานการยอย

ดวยเอนไซมในขาวงอก จากขั้นตอนที่ 3.4.3.1 เพื่อปรับใหมีความเขมขนของแอลกอฮอลใหเปนรอยละ 

0.5 จากนั้นปรับความหวาน โดยการปรับใหมีความเขมขนของของแข็งท่ีละลายน้ําไดท้ังหมด 3 ระดับ 

คือรอยละ 12  14 และ 16  นําไปบรรจุบรรจุลงขวดแกวปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปดฝาจีบใหสนิท นําไป

ตมฆาเชื้อในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที แลวทําใหเย็นโดยการแชน้ํา คัดเลือกสูตรท่ีเหมาะสมโดยการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยผูทดสอบชิมจํานวน  50 คน  วางแผนการทดลองแบบ  RCBD 

(Randomized Complete Block Design) วิเคราะหความแปรปรวนแปรปรวน (Analysis of Variance, 

ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี DMRT (Duncan’s New Multiple Rang Test)  

3.4.5.2 น้ําหมักขาวก่ํากลองงอกที่มีแอลกอฮอลสูง  

นําน้ําหมักที่มีแอลกอฮอลสูง เติมโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต (KMS) ในระดับ 275 มิลลิกรัม

ตอลิตร ท้ิงใหตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง ดูดเฉพาะสวนใส บรรจุลงขวดแกวปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปด

ฝาจีบใหสนิท  
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นําน้ําหมักทั้ง 2 รูปแบบ เปรยีบเทียบคุณภาพทางกายภาพ และเคม ีวางแผนการทดลองแบบสุม

ตลอด (Completely Randomized Design: CRD) วิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดย

วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยวิเคราะหดังนี้ 

คุณภาพทางกายภาพ 

- คาสี นําไปวัดคาของสีดวยระบบ L, a*, b* ดวยเครื่อง Minolta chroma meter  

คุณภาพทางเคม ี

- ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Lane and Eynon (AOAC, 2000) 

- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด โดยใชเครื่อง Hand refractometer (AOAC, 2000) 

- คาความเปนกรด-ดาง โดยใชเครื่อง pH meter (AOAC, 2000)  

- ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิตกิ โดยวิธีการไตรเตรท (Iland et al., 1993) 

- ปริมาณแอลกอฮอล โดยใช Ebulliometer  

- ปริมาณ GABA ดัดแปลงตามวิธีของ Timothy et al. (2010) 

- ปริมาณแกมมา-โอรีซานอล ดัดแปลงตามวิธีของ Xu and Godber (1999) 

- ปริมาณไซยานิดินไตรกลูโคไซด ดัดแปลงตามวิธีของ Ryu et al (1998) 

นอกจากนี้ยังทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสเปรียบเทียบกันระหวางน้ําหมักขาวก่ํากลอง

งอกทีมี่แอลกอฮอลต่ํา และน้ําหมักขาวก่ํากลองงอกทีมี่แอลกอฮอลสูง เพื่อคัดเลือกผลิตภัณฑท่ีชอบ วาง

แผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) วิเคราะหความแปรปรวนและ

เปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)  

 


