
บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
 

3.1  วัสดุอุปกรณ 
  

1. สเปกโทรโฟโตมิเตอร (UV/VISIBLE Spectrophotometer รุน SPE CORD 40      
ยี่หอ Analytik Jena AG, Germany) 

2. เคร่ืองปนกวนระบบแมเหล็ก (Magnetic stirrer; LD-846, Netherlands) 
3. เคร่ืองบดเมล็ดขาว (Cyclone sample mill ยี่หอ UDY,USA) 
4. เคร่ืองช่ัง ทศนิยม 2 ตําแหนง (Mettler Toledo, PB 23002-S, Switzerland) 
5. เคร่ืองช่ัง ทศนิยม 4 ตําแหนง (Mettler Toledo, PB 204-S, Switzerland) 
6. ตูดูดไอสารเคมี 
7. ตูอบลมรอน (Hot air oven; UM 500, Memmert, Germany) 
8. เคร่ือง vortex  
9. เคร่ืองหมุนเหวี่ยง (Varisspeed centrifuge, 1020D series ยี่หอ Centurion, United 

Kingdom) 
10. โถควบคุมความช้ืน 
11. เคร่ือง Texture analyzer รุน TA.XTplus  
12. อางควบคุมอุณหภูมิดวยน้ํา (Water bath) 
13. เคร่ืองวัดสี รุน ColorQuest XE Hunter Lab, USA 
14. ตูถายเช้ือ 
15. เตาใหความรอน (Hot plate) 
16. หมอนึ่งความดัน (Autoclave) รุน HL-341 
17. อุปกรณรมไอเอทานอล  แสดงในภาคผนวก ก 
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3.2  การวางแผนการทดลอง 
 

การทดลองนี้วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design)  ทําการ
ทดลอง  3 ซํ้า  โดยทําการรมขาวกลองตัวอยางละ 500 กรัมดวยไอของเอทานอล (95% v/v) รวมกับ 
BHT ความเขมขนระดับตางๆ 4 ระดับ คือ 0 g/ml, 0.01 g/ml, 0.02 g/ml และ 0.03 g/ml ทําการรม
เปนระยะเวลานาน 10, 15 และ 20 นาที   แลวนํามาแบงบรรจุถุงละ 100 กรัม  เพื่อศึกษาการ
เปล่ียนแปลงคุณภาพทางกายภาพ คุณภาพทางเคมี และคุณภาพในการหุงตมของขาวกลอง รวมท้ัง
ปริมาณของเช้ือราและแบคทีเรียของแตละกรรมวิธีการเก็บรักษา ในแตละเดือนเปนระยะเวลา 6 
เดือน 

สําหรับภาชนะบรรจุท่ีใชนั้นไดสงตัวอยางถุงพลาสติกชนิดไนลอนลามิเนท (nylon 
laminate) ถุงพลาสติกชนิดโพลีไวนิลลิดีนคลอไรดหรือพีวีดีซี (polyvinylidene chloride ; PVdC) 
ถุงอะลูมิเนียมฟอยล (aluminum foil)ไปตรวจสอบประสิทธิภาพท่ีภาควิชาเทคโนโลยีการบรรจุ  
คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม  จากน้ันจึงพิจารณาคาอัตราการซึมผานของกาซ  
โดยเลือกใชถุงพลาสติกท่ีมีอัตราการซึมผานของกาซนอยท่ีสุด นั่นคือ ถุงอะลูมิเนียมฟอยล  ดัง
แสดงในตารางท่ี 3.1 

 
 

ตารางท่ี 3.1  การเปรียบเทียบอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจนบนแผนฟลม 
 

ตัวอยางฟลม 
ความหนา  

(μm) 
คาวัดการผานของกาซ 

(cm3/m2.d.Pa) 

Nylon 85 1.150 ×10- 3 
PVdC 70 3.024 ×10- 4 
Aluminum foil 110 3.227 ×10- 6 

 

ท่ีมา : ภาควิชาเทคโนโลยีการบรรจุ  คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวทิยาลัยเชียงใหม (2549) 
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3.3  การเตรียมวัตถุดิบ 
 
         นําขาวเปลือกพันธุขาวดอกมะลิ  105  จากสหกรณการเกษตรสันปาตอง  อําเภอสันปาตอง  
จังหวัดเชียงใหม ไปกะเทาะเปลือกและสีเปนขาวกลอง  นํามาเขาตูอบเพื่อเพิ่มอุณหภูมิโดยต้ัง
อุณหภูมิตูอบท่ี 80 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  แบงใสบีกเกอรในชุดรมไอเอทานอลบีกเกอรละ 
500 กรัม  ปดดานบนดวยกระดาษฟอยลท่ีเจาะรูเอาไว  สําหรับดานในของบีกเกอรนั้นจะมีตะแกรง
แสตนเลสที่เจาะรูพรุนวางไวสูงหางจากกนบีกเกอรประมาณ 2 ซม. ท่ีฐานของบีกเกอรจะมีรูตอสาย
ยางซิลิโคนกับ suction flask ท่ีมีสารละลายเอทานอล 95 % และ BHT ในระดับความเขมขนตางๆ  
นําบีกเกอรท่ีใสขาวกลองไวแลวไปวงไวใน water bath  แลววาง suction flask บน Hot plate ใช
ระดับความรอนท่ี 2  ทําการรมเปนระยะเวลานาน 10, 15 และ 20 นาที  หลังจากนั้นนําขาวกลอง
ออกมาท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง  เสร็จแลวแบงบรรจุใสถุงอะลูมิเนียมฟอยลถุงละ 100 กรัม  กอน
ปดผนึกดวยความรอน แลวนําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิหองปกติเปนเวลา 6 เดือน ท่ีสถาน
วิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
 
3.4  การวิเคราะหคุณสมบัตขิองขาวกลอง 
 

3.4.1  คุณภาพทางเคมี 
3.4.1.1   เปอรเซ็นตกรดไขมนัอิสระ (free fatty acid)  

  (Peter and Claudio, 1991; Lam, 2003) 
1. นํา 50 mM bis(2-ethylhexy) sodium sulfosuccinate (AOT) ใน isooctane 

จํานวน 50 มิลลิลิตร 0.1 M tris(hydroxymethyl)aminomethane pH 9.0 จํานวน 0.375 มิลลิลิตร และ 
2 mM phenol red in 0.1 M tris(hydroxymethyl)aminomethane pH 9.0 จํานวน 0.125 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันจนไดเปนสารละลาย A         

2. ช่ังขาวกลองจํานวน 10 กรัม ใสในหลอดทดลองขนาด 20 x 150 มิลลิเมตร  
3. เติม isopropanol จํานวน 4 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแลวนําไปเขยาดวย

เคร่ือง vortex เปนเวลา 2 นาที ท่ีความเร็วรอบ 2000 rpm แลวเติม isopropanol ลงไปอีก 4 มิลลิลิตร 
แลวนําไปเขยาดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 2 นาที ท่ีความเร็วรอบ 2000 rpm ต้ังไวประมาณ 5 นาที 
เพื่อใหตกตะกอน 

4. ดูดเฉพาะสวนท่ีเปนของเหลวใสลงในหลอด centrifuge แลวนําไปหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3500 rpm เปนเวลา 10 นาที 
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5. ดูดเฉพาะสวนใสจํานวน 30 ไมโครลิตร ลงไปใน cuvett ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
6. เติมสารละลาย A ลงไปใน cuvett เขยาใหเขากัน 1 นาที 
7. นําไปวัดคาดูดกลืนแสง (absorbance) จากเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร 

(spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร  
8. อานคาเทียบกับกราฟมาตรฐานของคาดูดกลืนแสงของสารละลายโอเลอิกท่ี

ทราบความเขมขน (ภาคผนวก ข)  
 

3.4.2.2   ปริมาณ Conjugated diene hydroperoxides  
  ประยุกตมาจากวิธีของ Angelo et al. (1972) 

1. นําขาวกลองมาบดใหเปนแปงรอนผานตะแกรงขนาด 100 mesh แลวช่ังแปง
มา 0.5000 กรัม ใสในขวดรูปชมพูปริมาตรขนาดความจุ 250 มิลลิลิตรท่ีแหงสนิท เติมเฮกเซน 
(HPLC grade) 25 มิลลิลิตร  เขยาดวยเคร่ืองเชกเกอร นาน 30 นาที  

2. กรองสารละลายท่ีไดผาน syringe filter 0.45 ไมครอน   
3. นําไปวัดคาดูดกลืนแสง (absorbance) จากเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร 

(spectophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 234 นาโนเมตร  
4. นําคาท่ีไดมาคํานวณหาปริมาณ conjugated diene hydroperoxides 

 
       CDHP    =         Absorbance                10-3          106 μmoles              25 ml         μmoles/ g         
                                 
 
 

3.4.2  คุณภาพทางกายภาพ 
3.4.2.1   สีของขาวกลอง 

ใชเคร่ืองวัดสี Colorimeter ยี่หอ Hunter Lab รุน ColorQuestXE ซ่ึงวัดออกมาใน
รูปของคา L* , คา a* และคา b* 
คา L* คือ  คาความเขมสวางของสี ซ่ึงมีคาเร่ิมต้ังแต 0 ถึง 100 คา L* มีคามากแสดงวาสีมีความสวาง

มาก และถา L* เทากับ 0 จะเปนสีดํา 
คา a*  คือ  คาแสดงระดับสีแดงและสีเขียว ถา a* มีคาเปนบวกแสดงถึงสีแดง มีคาเปนลบแสดงถึงสี

เขียว เม่ือหางจากจุด 0 มากแสดงถึงคาสีแดงหรือสีเขียวมากข้ึน 
คา b*  คือ  คาแสดงระดับสีเหลืองและสีน้ําเงิน ถา b* มีคาเปนบวกแสดงถึงสีเหลือง มีคาเปนลบ

แสดงถึงสีน้ําเงิน เม่ือหางจากจุด 0 มากแสดงถึงคาสีเหลืองหรือสีน้ําเงินมากข้ึน 

24,500 L/mol cm ml  mole 0.5 g 
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3.4.3  คุณภาพการหุงตมของขาวกลอง 
3.4.3.1  ลักษณะเนื้อสัมผัส (texture) Champagen et al., (1998) 

วัดโดยการใชเคร่ืองมือวัดวิเคราะหความนุมและความเหนียวของขาวสุก     
(texture profile analysis) โดยใชหัวกดทรงกระบอกเสนผานศูนยกลาง 50 มิลลิเมตร ต้ังใหระยะหาง
จากตัวอยาง 5 มิลลิเมตร ความเร็วรอบของหัวกดขณะทําการทดสอบ 1 มิลลิเมตร/วินาที ความเร็ว
รอบของหัวกดหลังการทดสอบ 1 มิลลิเมตร/วินาที กดช้ินตัวอยางเปนระยะทาง 4.9 มิลลิเมตร 
  วิธีวิเคราะห 

1. หุงขาวโดยใชซ้ึงนึ่งบน hot plate ท่ีระดับความรอนท่ี 5  นําขาวกลอง 15 กรัม 
ใสขวดแกว แลวเติมน้ํา 18 มิลลิลิตร ใชเวลานึ่งนาน 25 นาที 

2. หลังจากขาวสุกแลวท้ิงไว 10 นาที แลวสุมขาวสุกจากขวดแกว โดยเลือกขาว
สุกจากบริเวณกลางของช้ันขาวสุกเพื่อใหเกิดความสมํ่าเสมอในการวัด 

3. เรียงเมล็ดขาวสุกบนแผนเหล็กโดยใชตัวอยางขาวสุก 10 เมล็ด วางใหเต็ม
พื้นท่ีวงกลมวงแรกวางเรียงเพียงช้ันเดียว ทําการวัดดังภาพท่ี 3.1 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3.1  การเตรียมตัวอยางขณะทํา texture profile analysis  
 

 
 
 
 
 
 
 

แผนเหล็ก 



 34 

3.4.4  การวิเคราะหหาปริมาณเชื้อราและแบคทีเรีย 
3.4.4.1  การวิเคราะหหาปริมาณเช้ือรา 

การเพาะเมล็ดบนอาหารวุน (Agar method) ตามมาตรฐานสากลของ 
International Seed Testing Association (ISTA, 1999) 

สุมเมล็ดขาวกลองไปเพาะบนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA (Potato Dextrose Agar) นํา
เมล็ดขาวกลองมาฆาเช้ือท่ีผิวโดยแชเมล็ดขาวกลองใน 1% sodium hypochlorite นาน 3 นาที  แลว
ลางดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือ 3 คร้ัง  ซับเมล็ดใหแหงบนกระดาษกรอง  จากนั้นใชคีมคีบ (forcep) ลน
ไฟฆาเช้ือคีบเมล็ดวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยวาง 20 เมล็ดตอ 1 จานอาหาร  วางเมล็ดท้ังหมด
จํานวน 400 เมล็ด โดยแบงออกเปน 4 ซํ้า  แตละซํ้าทําการเพาะเมล็ดจํานวน 100 เมล็ด  นําจาน
อาหารเล้ียงเช้ือไปบมไวท่ีอุณหภูมิหอง  ภายใตแสง fluorescent สลับมืดชวงละ 12 ช่ัวโมง  เปน
เวลา 7 วัน  เม่ือครบกําหนดแลวนํามาตรวจนับจํานวนโคโลนีท่ีเจริญออกมาจากเมล็ด 

 
3.4.4.2  การวิเคราะหหาปริมาณแบคทีเรีย 

ประยุกตมาจากวิธีของ Miles and misra (1938)  โดยเทคนิคการหยดสารละลาย
ท่ีแชเมล็ดขาวกลองบนอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Agar   

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

ภาพท่ี 3.2  แผนผังการหยดสารละลายขาวกลองท่ีความเจือจางตางๆ  
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นําเมล็ดขาวกลอง 10 กรัมแชในน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 100 มิลลิลิตร นาน 2 
ช่ัวโมง ทําการเขยาทุก 30 นาที  จากนั้นนาํสารละลายท่ีไดมาเจือจางดวยน้าํกล่ันจนไดสารละลายท่ี
มีความเจือจาง 1 %, 0.1 %, 0.01% และ 0.001 % ตามลําดับ  หยดสารละลายท่ีไดบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
โดยหยดจดุละ 10 ไมโครลิตร  ความเขมขนละ 3 จุด  ดังแสดงในภาพท่ี 3.2  นําจานอาหารเล้ียงเช้ือ
ไปบมไวท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 วนั เม่ือครบกําหนดแลวนํามาตรวจนับจํานวน
โคโลนีท่ีเจริญในแตละความเจือจางของสารละลาย 

 
3.5  การวิเคราะหผลทางสถิต ิ
 วิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ (analysis of variance) ของตัวแปรที่ศึกษา และ
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ีย (comparison of means) โดย Least Significant 
Difference (LSD) โดยการวิเคราะหขอมูลทางสถิติใชโปรแกรม Statistix for Window version 8.0 
 


