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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัตถุดิบ 
 ขาวสารขัดขาวพันธุตางๆ ดังนี้ หอมมะลิ105, กข23, กข13, ชัยนาท1, สุพรรณบุรี1,    
เหลืองประทิว123, หอมปทุมธานี1, ขาวตาแหง17 
  
3.2 สารเคมี 

1. สารละลายไอโอดีน (I2 0.2 กรัม + KI 2.0 กรัม ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 
2. กรดอะซิติก 1 N (Acetic acid : BDH, England) 
3. โซเดียมไฮดรอกไซด 2 N (Sodium hydroxide : J.T Baker, USA) 
4. อมิโลสบริสุทธิ์จากมันฝรั่ง (Potato amylose : Fluka, Switzerland) 
5. เอทธิลแอลกอฮอล 95% (Ethyl alcohol : Merck, Germany) 
6. กรดไฮโดรคลอริก 0.1 M (Hydrochloric acid: Merck, Germany) 

 
3.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
3.3.1 อุปกรณท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณอมิโลส 

1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer ; Unicam : model                
helios ∝, England) 

2. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง (Analytical balance ; Sartorius : model 
A120S, Germany) 

3. เครื่องบดตัวอยาง (Blender : National, Japan) 
4. ตะแกรงรอน ขนาด 80 mesh 
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3.3.2 อุปกรณท่ีใชในการสรางชุดทดสอบ 
 อุปกรณที่ใชในการสรางชุดทดสอบจากรานโปลีอีเลคทรอนิก  ซัพพลาย  อ . เมือง                
จ.เชียงใหม มีดังนี้ 

1. หลอด LED ขนาด 5 มิลลิเมตร สีขาว แบบ super bright รุน 503 WC 
2. ตัวตานทาน  
3. พลาสติกสีเหลืองใส 
4. สายไฟขนาดเล็ก (ขนาด 0.5 มิลลิเมตร) 
5. แผนพลาสติกลูกฟูกสีดํา 
6. กลองอินทรูเมนทสีดํา ขนาด 215x168x77 มิลลิเมตร 
7. โซลาเซลล ขนาด 30x10 มิลลิเมตร 
8. มัลติมิเตอร แบบดิจิตอล (Mutimeter : Zukito,Japan) 
9. ถาน 9 โวลต พรอมขั้วถาน 
10. ถาน 1.5 โวลต จํานวน 10 กอน พรอมรางใสถาน 
11. AC ADAPTOR MODEL : M112 
12. สวิตซไฟฟา 
13. หัวแรง 
14. ตะกัว่บัดกร ี
15. แผนปริ้นสอเนกประสงค 
16. เซลลที่ใสตัวอยางพลาสติกขนาด 3 มิลลิลิตร 

 
3.3.3 อุปกรณท่ีใชในการเตรียมตวัอยางสําหรับใชกับชดุทดสอบ 

1. เตาไฟฟา (Hot plate) 
2. หลอดทดลองพรอมฝาเกรียว (Test tube with skew cap) 
3. บีกเกอร (Beaker) 
4. ปเปต (Pipette) 
5. กระดาษกรอง Whatman เบอร 42 (filter paper) 
6. กรวยกรอง (Glass funnel) 
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ตนกําเนิดแสง 
โมโนโครเมเตอร
หรือสวนควบคุม
ความยาวคลื่น 

เซลลที่ใสสารตัวอยาง อุปกรณ
ตรวจจับแสง 

มิเตอร 

3.4 วิธีการทดลอง 
 
3.4.1 การสรางชดุทดสอบหาปริมาณอมิโลสในขาวสาร 
ขั้นตอนการสรางเครื่องมือ  

1. ออกแบบเครื่องวัดความเขมแสงอยางคราว ๆ ดังภาพ 3.1 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3.1 องคประกอบของเครื่องวัดความเขมแสง 
 
2. เขียนวงจรไฟฟา 
 - วงจรไฟฟาในสวนของตนกําเนิดแสง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 3.1 วงจรไฟฟาในสวนของตนกําเนดิแสง 
กําหนดให 
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 D   คือ  ไดโอด (Diode) ซ่ึง D1-D4 ใชเบอร 1N4001    
 C   คือ  ตัวเกบ็ประจุ (Capacitor) ซ่ึง C1 = 470 MF 35 V และ C2 = 470 MF 25 V 
 R   คือ ตัวตานทาน (resistor) ซ่ึง R1+R2 = 150 โอหม 
 IC  คือ Integrated circuit (series 7809) 
 LED คือ หลอดไฟ ชนดิ Light Emitting Diode ขนาด 5 มิลลิเมตร สีขาว 
  
 - วงจรไฟฟาในสวนของการวัดความเขมแสง 
   
 
 
 
 
 

ภาพ 3.2 วงจรไฟฟาในสวนของการวัดความเขมแสง 
กําหนดให 
 B   คือ  Battery 9 Volt   
 R   คือ ตัวตานทาน (resistor) 1 กิโลโอหม  
 

3. จัดหาอุปกรณที่ใชในการสรางเครื่องมือตามขอ 3.3.2 
4 สรางวงจรไฟฟาตามขอ 3.4.1.2 
5 นํากลองอินทรูเมนทสีดํา มาเจาะรูส่ีเหล่ียม 2 รู (ดังภาพ 3.3 และ 3.4) ขนาด 58x20 มิลลิเมตร 

และ ขนาด 35x35 มิลลิเมตร เพื่อใชเปนจอแสดงผล และเปนที่ใสตัวอยางสําหรับวัดคาความ
เขมแสง ตามลําดับ ในสวนของที่ใสตัวอยางใหติดตั้งฝาที่สามารถปดเปดได เพื่อปองกันแสง
จากภายนอกเขาไปรบกวนการทํางานของเครื่องมือ สวนบริเวณดานหลังกลองใหติดตั้งสวิทซ
ไฟฟา 2 ตัว ไวควบคุมแหลงกําเนิดแสง และควบคุมมัลติมิเตอร ดังภาพ ค1 และภาพ ค2 ใน
ภาคผนวก ค 

6 ประกอบเครื่องวัดความเขมแสงโดยจัดวางเรียงอุปกรณใหอยูในแนวเดียวกันทั้งหมด      
ยกเวน มัลติมิเตอร ดังภาพ 3.3  
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ภาพ 3.3 การจัดเรียงอุปกรณภายในกลอง 
 

 จากภาพ 3.3 เปนการจัดเรียงอุปกรณไวในแนวเดียวกันภายในกลองดําที่ทําจากแผน
พลาสติกลูกฟูกสีดํา ขนาด 100x40x50 มิลลิเมตร เจาะชองสําหรับใสตัวอยางขนาด 10x10x45 
มิลลิเมตรดานบน ซ่ึงจะวางแหลงกําเนิดแสงที่ เปนหลอด LED จํานวน 3 หลอดในแนวตั้ง            
ฟวเตอร (filter) ที่ใช เปนพลาสติกสีเหลืองใสวางหางจากหลอด LED 10 มิลลิเมตร สวนชองแสง
ผาน (slit) มีขนาดความกวาง 5 มิลลิเมตร วางติดกับฟวเตอร ชองใสตัวอยาง (sample cell) มีขนาด 
10x10x45 มิลลิเมตรหางจากชองแสงผาน 5 มิลลิเมตร และโซลาเซลล (solar cell) หางจากชองใส
ตัวอยาง 3 มิลลิเมตร ทั้งนี้การวางอุปกรณใหอยูในแนวเดียวกัน เพื่อใหแสงเดินทางเปนเสนตรง 
และสามารถผานสารละลายตัวอยางได ซ่ึงแสงที่ผานออกมาจากตัวอยางจะถูกตรวจจับแสงดวย
โซลาเซลลพรอมกับแปลงสัญญาณแสงเปนกระแสไฟฟา และตรวจวัดกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น
ดวยมัลติมิเตอรในหนวยของมิลลิโวลล สวนฝาที่ใชสําหรับเปดปดชองใสตัวอยาง มีขนาด 
70x50x10 มิลลิเมตร นํามาติดตั้งบริเวณชองใสตัวอยางดวยกาวตราชาง เพื่อควบคุมปริมาณแสง
ไมใหรบกวนขณะทําการวิเคราะหตัวอยาง 

 

Multimeter (volt)

Solar cell 

หลอด LED 

Filter 

Slit 

Sample cell 

กลองดํา  
ขนาด100x40x50 mm 
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3.4.2 วิเคราะหหาปริมาณอมิโลส (apparent amylose content) โดยวิธีมาตรฐาน 
วิธีวิเคราะห 

1. นําตัวอยางขาวสารจํานวน 100 กรัม มาบดละเอียด และรอนดวยตะแกรงรอนที่มีขนาด 
 80 mesh  

2. ชั่งตัวอยาง 0.1000 กรัม ใสในขวดวัดปริมาตรที่แหงสนิทขนาด 100 มิลลิลิตร 
2. เติม 95% เอทธิลแอลกอฮอล 1 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ  
3. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 นอรมัล ปริมาตร 9 มิลลิลิตร  
4. เขยานาน 10 นาที ใหเปนน้ําแปง และปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร  
5. ปเปตสารละลายน้ําแปง 5 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  
6. เติมน้ํากลั่นปริมาตร 70 มิลลิลิตร และกรดอะซิติก 1 นอรมัล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  
7. เติมสารละลายไอโอดีน 2 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร 

  ทิ้งไว 10 นาที 
8. นําไปวัดความเขมของสี โดยใชสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร 
9. อานคาการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบความเขมขนของอมิโลสกับกราฟมาตรฐาน ที่เตรียม

 จากอมิโลสบริสุทธิ์จากมันฝรั่ง 
 
3.4.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรยีมตัวอยาง 
 ตัวอยางขาวทีใ่ชในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรยีมตัวอยางและใชเปนตัวแทนใน
การทํากราฟมาตรฐานสําหรับชุดทดสอบมีอยู 3 สายพันธุ คือ หอมมะลิ105, กข23 และกข13 
 
3.4.3.1 หาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตมสกัดอมิโลสในตัวอยางขาว 
 วิธีทดลอง 

1. สุมตัวอยางขาวสารเต็มเมล็ดมา 10 เมล็ด ใสลงหลอดทดลองที่มีฝาปด 
2. เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร และปดฝา 
3. นําไปตมในน้าํเดือด นาน 10 นาที  
4. นําหลอดทดลองแชลงในน้ํา เพื่อลดอุณหภมูิใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 
5. นําสารละลายที่ไดมากรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 42  
6. นําสารละลายตัวอยางทีก่รองแลวมา 0.5 มลิลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
7. เติม 0.1 M HCl 7.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายไอโอดีน 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั 
8. นําสารละลายที่ไดไปวัดความเขมแสง (ใหทําการวัดทนัทีที่เตรียมตัวอยางเสร็จ) 
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9. ทําการทดลองซ้ําตั้งแตขอ 1-8 โดยเปลี่ยนระยะเวลาในการตมเปน 15,20, 25,30,40 
และ 50 นาที (ขอ 3) 

 
3.4.3.2  หาปริมาณของไอโอดีนที่มากเกินพอ  (excess)ในการทําปฏิกิ ริยากับสารละลาย         
 ตัวอยางขาว 
วิธีทดลอง 

1. สุมตัวอยางขาวสารเต็มเมล็ดมา 10 เมล็ด ใสลงหลอดทดลองที่มีฝาปด 
2. เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร และปดฝา 
3. นําไปตมในน้าํเดือด นาน 15 นาที  
4. นําหลอดทดลองแชลงในน้ํา เพื่อลดอุณหภมูิใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 
5. นําสารละลายที่ไดมากรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 42  
6. นําสารละลายตัวอยางทีก่รองแลวมา 0.5 มลิลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
7. เติม 0.1 M HCl 7.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายไอโอดีน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั 
8. นําสารละลายที่ไดไปวัดความเขมแสง (ใหทําการวัดทนัทีที่เตรียมตัวอยางเสร็จ) 
9. ทําการทดลองซ้ําตั้งแตขอ 1-8 โดยเปลี่ยนปริมาณของสารละลายไอโอดีนเปน 2, 3,4  

มิลลิลิตร (ขอ 7) 
 
3.4.4 การทดสอบประสิทธิภาพในการวัดปริมาณอมิโลสของชดุทดสอบ 
3.4.4.1 ทดสอบความแมนยํา (precision) ของชุดทดสอบ  
 วิธีทดลอง 

1. สุมตัวอยางขาวสารเต็มเมล็ดมา 10 เมล็ด ใสลงหลอดทดลองที่มีฝาปด 
2. เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร และปดฝาใหสนิท 
3. นําไปตมในน้าํเดือด นาน 15 นาที  
4. นําหลอดทดลองแชลงในน้ํา เพื่อลดอุณหภมูิใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 
5. นําสารละลายที่ไดมากรองดวยกระดาษกรอง  Whatman เบอร 42  
6. นําสารละลายตัวอยางทีก่รองแลวมา 0.5 มลิลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
7. เติม 0.1 M HCl 7.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายไอโอดีน 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั 
8. นําสารละลายที่ไดไปวัดความเขมแสง (ใหทําการวัดทนัทีที่เตรียมตัวอยางเสร็จ) 
9. ทําการทดลองซ้ําตั้งแตขอ1-8 จํานวน 10 ซํ้า  
10. นําขอมูลที่ไดไปคํานวณคาสัมประสิทธิ์ความผันแปร (CV)  
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3.4.4.2 ทดสอบความถูกตอง (accuracy) ของชุดทดสอบ  
 ทําการทดสอบตัวอยางขาวจํานวน 5 ตัวอยาง ไดแก ขาวชัยนาท1, ขาวสุพรรณบุรี1,       
ขาวเหลืองประทิว123, ขาวหอมปทุมธานี1, ขาวขาวตาแหง17 เพื่อหาปริมาณอมิโลสโดยใชวิธีที่
พัฒนาขึ้นเปนชุดทดสอบเทียบกับวิธีที่ใชเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยทําการทดลอง 3 ซํ้า และ
นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกันโดยใช t-test 


