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บทที ่3 
 
 

วสัดุ อปุกรณ์และวธีิการทดลอง 
 

3.1 วสัดุ 
    3.1.1 วตัถุดิบ 

- ตวัอยา่งขา้ว 
การศึกษาน้ีใชข้า้วเหนียวด าพนัธ์ุช่อไมไ้ผซ่ึ่งเป็นขา้วพื้นเมือง ซ่ึงไดผ้า่นการปรับปรุงพนัธ์ุ

โดย ศูนย์วิจัยข้าวปัตตานี เตรียมตวัอย่างข้าวให้อยู่ในรูปของข้าวกล้อง บรรจุข้าวกล้องในถุง
อลูมิเนียมฟอยด์ปริมาณ 500 กรัม ปิดผนึกแบบสุญญากาศและเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -18 องศา
เซลเซียส 

- ผลิตภณัฑ์ 
ส่วนผสมในผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมน ้ าข้าวสกัดเข้มข้นได้แก่ กระเจ๊ียบแห้ง น ้ าผึ้ ง น ้ าตาล          

ฟรุกโตส และอินนูลิน 

3.1.2 สารเคมี 
- กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid, HCl) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- เอทานอล (ethanol, C2H6O) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate, Na2Co3) (Merck, ประเทศเยอรมนั) 
- โฟลินชิโอคลัทิว (folin-Ciocalteu) (BHD, ประเทศเยอรมนั)  
- โพแทสเซียมซลัเฟต (potassium sulfate, K2SO4) (Merck, ประเทศเยอรมนั) 
- โพแทสเซียมคลอไรด ์(potassium chloride, KCI) (Sigma-aldrich, ประเทศเยอรมนั) 
- โซเดียมอะซิเตต (sodium acetate, CH3COOHNa) (Sigma-aldrich, ประเทศเยอรมนั)  
- ABTS+ (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid),C18H18N4O6S4) (Labscan  

Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- DPPH• (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,C18H12N5O6) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศ 

ไทย) 
- กรดแกลลิก (gallic acid, C7H6O5) (Sigma-aldrich, ประเทศเยอรมนั) 
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- สารมาตรฐานโทรลอกซ์ (6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid, 
C14H18O4) (Merck, ประเทศเยอรมนั) 
 

3.2 เคร่ืองมือวเิคราะห์และอุปกรณ์ 
- เคร่ืองกะเทาะเปลือกขา้ว (บริษทัทองทว ีประเทศไทย) 
- เคร่ืองก าเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (ultrasonic) (Model VCX500S/N57083AC, SONIC, 

Sonics Vibra Cell, USA) 
- เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH meter) (Model SevenEasy, Mettler Toledo, Switzerland) 
- อ่างน ้าร้อน (water bath) (Model WB-22, Memert, German) 
- เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 4 ต าแหน่ง (Model TE 313S-DS 310, Sartorius, USA) 
- เคร่ืองผสม (vortex mixer) (Model Vortex Genic 2, Scientific industries, USA) 
- เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Libra S22, Biochrom, England) 
- เคร่ืองเซ็นตริฟิวส์ (Model HARRIER 15/80 Bench Top Refrigerated Centrifuge,    

Sanyo, Japan) 
- ตูอ้บแบบลมร้อน (Model UNB 500, memert, German) 
- โถดูดความช้ืน (desiccator) 
- คิวเวตพลาสติก 
- เคร่ืองแกว้ เช่น ปิเปต บีกเกอร์ กระบอกตวง 
- อุปกรณ์เคร่ืองครัวส าหรับการเตรียมผลิตภณัฑ ์เช่น หมอ้ ทพัพี กระชอน  
 

3.3 วธีิการทดลอง 
3.3.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (Ultrasonic, US) เพื่อสกัด    

สารแอนโทไซยานินจากข้าวเหนียวด า 
     เคร่ืองก าเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสูงท่ีใชใ้นการทดลองน้ีมีขนาด 20 กิโลเฮิรตซ์ มีก าลงัสูงสุด 
500 วตัต ์คล่ืนถูกส่งผา่นหวัโพรบขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 มิลลิเมตร  

  3.3.1.1 ศึกษาผลของระดับก าลงัและระยะเวลาการใช้ US ต่อปริมาณแอนโทไซยานิน 
 ผสมขา้วเหนียวด ากบัน ้ ากลัน่ (อตัราส่วนขา้วต่อน ้ าเท่ากบั 1:5) ปริมาณขา้ว 20 กรัม 

และน ้ า 100 มล.โดยแปรระดบัก าลงั US 5 ระดบั คือ 100, 200, 300, 400 และ 500 วตัต ์ระยะเวลา
การใช ้10, 20, 30, 40 และ 50 นาที โดยควบคุมอุณหภูมิในการสกดัไม่เกิน 50 องศาเซลเซียส           
วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล (5x5) ในแบบสุ่มสมบูรณ์ กรองน ้ าขา้วด้วยผา้ขาวบาง                
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น ้ าสกัดท่ีได้น าไปเซ็นตริฟิวส์ แล้ววิเคราะห์ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด (Finocchiaro                 
et al., 2010) ดงัภาคผนวก ก.ขอ้ท่ี 5. และค านวนอตัราการสกดัสารแอนโทไซยานิน โดยวิธีการ
ค านวณแสดงในภาคผนวก ก.ขอ้ท่ี 5.1  
   เปรียบเทียบผลการทดลองและคดัเลือกชุดการทดลองท่ีเหมาะสม กล่าวคือ ให้ปริมาณ
สารแอนโทไซยานินสูงสูดและเมล็ดขา้วเกิดความเสียหายน้อยหรือเกิดการแตกหักน้อย (อนัเป็น
อุปสรรคในการทดลองขั้นตอนต่อไป  

  3.3.1.2 ศึกษาผลของสัดส่วนข้าวต่อปริมาณน า้และปริมาณรวมตัวอย่าง 
   ใช ้US ท่ีก าลงัและระยะเวลาท่ีคดัเลือกจากตอนท่ี 3.3.1.1 ก าหนดขา้วต่อน ้ า 3 ระดบั 
และปริมาณตวัอยา่งรวมสัดส่วนละ 2 ปริมาณรวม ดงัแสดงในตาราง 3.1 น ้ าขา้วสกดัท่ีไดก้รองดว้ย
ผา้ ก่อนน าไปเซ็นตริฟิวส์ จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด (Finocchiaro                 
et al., 2010) 
 
Table 3.1 Ratio of rice to water and the total volume of the sample in the experiment 

Rice to water  
Total sample weight (g) 

 
Treatment Ratio Volume (g/g) 

1:2.5 40:100 140 A 
1:5 20:100 120 B 

1:10 10:100 110 C 
1:2.5 60:150 210 A1 
1:5 35:175 210 B1 

1:10 20:200 220 C1 
 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของค่าเฉล่ีย และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของชุดการทดลอง A B และ C ดว้ย DMRT และเปรียบเทียบ
ระหวา่ง A กบั A1, B กบั B1 และ C กบั C1 ดว้ย T-test จากนั้นคดัเลือกสภาวะท่ีเหมาะสม โดย
พิจารณาจากปริมาณสารแอนโทไซยานินสูงสุดและเมล็ดขา้วเสียหายน้อย เพื่อใช้ในการทดลอง
ตอนต่อไป 
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3.3.2  เปรียบเทยีบการสกดัด้วยความร้อน (Heating extraction, HE) และการใช้ US  
ร่วมกบัความร้อน (Ultrasonic combinations with heating extraction, USHE) 
 ศึกษาเปรียบเทียบสมบติัของน ้าขา้วสกดัท่ีผา่นและไม่ผา่นการพรีทรีเมน้ตด์ว้ย US ก่อนการ
ใหค้วามร้อนดงัน้ี ผสมขา้วต่อน ้ า 1:5 (ปริมาณขา้ว 20 กรัม และน ้ า 100 มล.) น าไปพรีทรีเมน้ตด์ว้ย
US ก าหนดก าลงั และระยะเวลาของการใช ้US ท่ีคดัเลือกจากขอ้ 3.3.1.1 และให้ความร้อนโดย
ก าหนดอุณหภูมิการสกดัเป็น 50, 60, 70, 80 และ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการสกดั 10, 20 
30 และ 40 นาที กรองน ้ าขา้วสกดัด้วยผา้ขาวบาง วิเคราะห์สมบติัต่างๆของน ้ าขา้วสกดัท่ีได ้
เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองท่ีไม่ผา่นการพรีทรีตเมน้ต์ดว้ย US แต่ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิและ
ระยะเวลาระดบัเดียวกนั ตรวจสอบคุณสมบติัน ้ าสกดัดงัน้ี (วิธีวิเคราะห์สมบติัต่างๆ แสดงใน
ภาคผนวก ก.) 

-   ปริมาณของแขง็ทั้งหมด (AOAC, 2000)  
-   ความหนืด  (Orolan and Gutt, 2010) 
-   สี โดยเคร่ืองวดั colorimeter (Palou et al., 1999) 
-   การส่องผา่นของแสง (transmission) (Palou et al., 1999) 
-   ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด* (Finocchiaro et al., 2010) 
-   ปริมาณโพลีฟีนอลทั้งหมด* (Aguilar-Garcia et al., 2007) 
-   ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS+ * (Choi et al., 2007) 
-   ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล DPPH• * (Butsat and Siriamornpun, 2010)  
-  น ้าขา้วเหนียวด าสกดั ผา่นการเซ็นตริฟิวส์แยกตะกอนดว้ยความเร็ว 8000 รอบ/ นาที   

เป็นระยะเวลา 15 นาที ก่อนท าการวเิคราะห์ 
 วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล ในแผนสุ่มสมบูรณ์ น าผลการวิเคราะห์คุณภาพ           
น ้าสกดั มาวเิคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล (Analysis of Variance ANOVA) และทดสอบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียของคุณภาพต่างๆ โดยใช ้Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่เท่ากบั 95 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบน ้าสกดัท่ีไดจ้ากวธีิ HE กบั USHE ดว้ยวธีิ T-test 

3.3.3  เปรียบเทยีบการให้ความร้อนโดยตรง (Hotplate heating, HH) และการให้ความร้อน 
โดยอ้อม (Water bath heating, WH) ต่อคุณสมบัติของน า้สกดัจากข้าวเหนียวด า 
 ศึกษาเปรียบเทียบสมบติัของน ้าขา้วสกดัท่ีผา่นการให้ความร้อนโดยตรง (Hotplate heating, 
HH)  และการให้ความร้อนโดยออ้ม (Water bath heating, WH) ดงัน้ี การให้ความร้อนแบบ HH 
โดยผสมขา้วต่อน ้ า 1:5 (ปริมาณขา้ว 20 กรัม และน ้ า 100 มล.) ในบิกเกอร์แลว้น าไปให้ความร้อน
บนเตา (hot plate) โดยตรงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการสกดัคือ 30, 40, 50 
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และ 60 นาที จากนั้นกรองดว้ยผา้ขาวบาง ส่วนวิธีการให้ความร้อนแบบ WH โดยน าตวัอย่างใน             
บิกเกอร์ ไปให้ความร้อนดว้ยอ่างน ้ าร้อน โดยใชอุ้ณหภูมิและระยะเวลาท่ีระดบัเดียวกนักบั HH ได้
น ้าสกดัจาก 2 วธีิน าไปตรวจสอบคุณภาพน ้าสกดัเช่นเดียวกบัขอ้ 3.3.2 
 วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลในแผนสุ่มสมบูรณ์ น าผลการวิเคราะห์คุณภาพน ้ า
สกดั มาวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล (Analysis of Variance ANOVA) และทดสอบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียของคุณภาพต่างๆ โดยใช ้Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่เท่ากบั 95 เปอร์เซ็นต ์
 คดัเลือกชุดการทดลองท่ีเหมาะสม โดยพิจารณาปริมาณสารแอนโทไซยานิน และฤทธ์ิใน
การยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูง ปริมาณของแข็งและความหนืดท่ีเหมาะสมกบัผลิตภณัฑ์ เพื่อใช้ในการ
เตรียมน ้าขา้วสกดัส าหรับการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

3.3.4  การเตรียมผลติภัณฑ์เคร่ืองดื่มน า้ข้าวเหนียวด าสกดั 
 เตรียมผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมน ้าขา้วเหนียวด าสกดั และศึกษาทดลองจนไดก้ระบวนการผลิตท่ี
เหมาะสม ไดเ้ป็นผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมน ้าขา้วเหนียวด าสกดั ในขวดแกว้ปิดฝาสนิท จากนั้นศึกษาการ
เปล่ียนแปลงคุณภาพระหว่างการเก็บรักษา โดยท าการเก็บตวัอย่างผลิตภณัฑ์ท่ีอุณหภูมิห้อง และ
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงคุณภาพของตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ วนัท่ี 0, 7,  14, 
21, 28 และ 35 วเิคราะห์คุณภาพของเคร่ืองด่ืมน ้าขา้วเหนียวด าสกดัน ้าดงัน้ี 

  3.3.4.1 คุณภาพด้านจุลนิทรีย์ (วเิคราะห์วนัท่ี 0, 14 และ 35) 
- ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด* (Larry and James, 1998) 
- ปริมาณยสีตแ์ละรา* (Valerie et al., 2000) 
- ปริมาณ S. aureus (Reginald and Gayle, 1998) 
- ปริมาณ E. coli (Feng et al., 2002) 
- ปริมาณคอลิฟอร์มแบคทีเรีย (Feng et al., 2002) 
-     ปริมาณ B. cereus (Rhodehamel and Harmon, 2004) 
-     ปริมาณ C perfringens sp. (Rhodehamel and Harmon, 2004) 
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3.3.4.2 คุณภาพทางเคม ี(วธีิการวเิคราะห์คุณภาพ แสดงในภาคผนวก ก.) 
- ค่าความหนืด  (Orolan and Gutt, 2010) 
- ปริมาณของแขง็ทั้งหมด (AOAC, 2000)  
- ค่าสี โดยเคร่ืองวดั colorimeter* (Palou et al., 1999) 
- pH (AOAC, 2000) * 

    น าตวัอย่างผลิตภณัฑ์ท่ีเตรียมขา้งตน้ไปเซนตริฟิวส์ท่ีความเร็ว 8000 รอบ/ นาที 
เป็นระยะเวลา 15 นาที แยกเฉพาะส่วนท่ีเป็นน ้าสกดัเพื่อวเิคราะห์ดงัน้ี 

- ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด* (Finocchiaro et al.,2010) 
- ปริมาณโพลีฟีนอลทั้งหมด* (Aguilar-Garcia et al., 2007) 
- ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล ABTS+ * (Choi et al., 2007) 
- ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูล DPPH• (Butsat and Siriamornpun, 2010) 

* วเิคราะห์วนัท่ี 0, 7, 14, 21, 28 และ 35 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ท าการทดลอง 3 ซ ้ า วิเคราะห์ความแปรปรวนของ

ขอ้มูล (Analysis of Variance, ANOVA) และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของสมบติัต่างๆ 
โดยใช ้Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่เท่ากบั 95 เปอร์เซ็นต ์

 3.3.4.3 คุณภาพทางประสาทสัมผสั 
 ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมน ้ าขา้วเหนียวด าสกดั 
โดยน าตวัอย่างผลิตภณัฑ์ท่ีเก็บรักษาในอุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มาประเมิน
คุณภาพทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑ์ในวนัท่ี 0, 7, 14, 21, 28 และ 35 โดยใชก้ารทดสอบแบบ 
Hedonic Scale 9 ระดบั ใช้จ  านวนผูท้ดสอบจ านวน 15 คน ท่ีผ่านการฝึกฝนเพื่อทดสอบชิม
ผลิตภณัฑ์มาแล้ว วิธีการทดสอบใช้แบบ 9-point hedonic scale (1 = ไม่ชอบมากท่ีสุด และ                       
9 = ชอบมากท่ีสุด)  คุณลกัษณะท่ีประเมินไดแ้ก่  สี  กล่ินรสขา้ว รสหวาน รสเปร้ียว ความรู้สึก
ภายในปาก ความขน้หนืด และความชอบโดยรวม 
 วางแผนการทดลองแบบการทดลองท่ีมีแผนแบบสุ่มบล็อกสมบูรณ์ท าการทดลอง 
15 ซ ้ า วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล (Analysis of Variance, ANOVA) และทดสอบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียของสมบติัต่างๆ โดยใช้ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดบั 
ความเช่ือมัน่เท่ากบั 95 เปอร์เซ็นต ์
 


