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บทท่ี 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. น้ําผึ้ง

น้ําผ้ึงที่ใชในการทดลองในครั้งนี้มี 4 ชนิด ไดแก น้ําผ้ึงดอกลิ้นจี่ น้ําผ้ึงดอกลําไย น้ําผ้ึง
ดอกทานตะวัน และน้ําผ้ึงดอกไมปา ซ่ึงน้ําผ้ึงแตละชนิดไดรับจากแหลงที่ 1 จังหวัด เชียงใหม และ
แหลงที่ 2 จังหวัด ลพบุรี

2. เอนไซม
เอนไซม α-glucosidase ทางการคาจาก Aspergillus sp. บริษัท Fluka (USA)

3. สารเคมี
3.1  สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส ฟรุกโทส ซูโครส และมอลโทส 

ในน้ําผ้ึงโดยวิธี HPLC ตามวิธีของ Da Costa Leite และคณะ (2000)
3.2  สารเคมีที่ใชทดสอบกิจกรรมเอนไซม α-glucosidase ตามวิธีของ Duan และคณะ 

(1995)
3.3  สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหหาปริมาณกรดทั้งหมด ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC 

(2000)
3.4  สารเคมีที่ในการวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจน Kjeldahl method ตามวิธีมาตร

ฐานของ AOAC (2000)

อุปกรณ
1. อุปกรณท่ีใชเปนภาชนะใสน้ําผึ้ง

1.1 ถังแกลลอน (gallon) ขนาด 20 ลิตร
1.2 หลอดแกวทดลองขนาด 150x16 มิลลิเมตร
1.3 ขวดแกวมีฝาปด (schott bottle) ขนาด 500 มิลลิลิตร
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2. อุปกรณในการวิเคราะหทางเคมี
2.1 ชุดอุปกรณหาความชื้นของ Gallenkamp โถอบแหง และเครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 

ตําแหนง
2.2 ชุดอุปกรณหาปริมาณเถา ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle 

furnace)
2.3 ชุดอุปกรณหาปริมาณกลูโคส ฟรุกโทส ซูโครส และมอลโทส ไดแกเครื่อง HPLC

Shimadzu รุน CR 6A Chromatipac ใชคอลัมน Lichrosorp-NH2 และใช reflective index เปน
detector

2.4 ชุดอุปกรณหาปริมาณกรดทั้งหมดประกอบดวย ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
บิวเรต ขาตั้ง และชุดจับบิวเรต

2.5 ชุดอุปกรณหาปริมาณไนโตรเจน Kjeldahl method ประกอบดวย เครื่องยอย 
(digestion apparatus) ของ Gerhardt รุน Kjeldatherm เครื่องกล่ัน (distillation apparatus) ของ 
Gerhardt รุน Vapodest I หลอดยอยโปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิวเรต ขาตั้ง ชุด
จับขาบิวเรต ปเปต หลอดหยด และขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร

2.6 ชุดอุปกรณวัดความเปนกรด ดาง (pH) คือเครื่อง pH meter ของ Mettler รุน Toledo
320

3. อุปกรณท่ีใชในวิธีการทางเอนไซม
ชุดอุปกรณในการเตรียมเอนไซมไดแก บีกเกอร ขวดแกวมีฝาปด (schott bottle) ขนาด 

500 มิลลิลิตร ปเปต หลอดหยด ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) และ เครื่องฆาเชื้อ (autoclave)

4. อุปกรณในการวิเคราะหผลึก
4.1 ชุดอุปกรณหาขนาดของผลึกไดแก เครื่อง Mastersizer E แทงแกวคน บีกเกอร ขวด

รูปชมพู magnetic bar และ magnetic stirrer
4.2 ชุดอุปกรณตรวจสอบลักษณะรูปรางของผลึกไดแก กลองจุลทรรศน Nikon รุน

YS2-H สไลด และที่ปดสไลด

5. อุปกรณในการวัดสี
ชุดอุปกรณการวัดสี ยี่หอ HunterLab รุน ColorFlex
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6. อุปกรณในการวัดคา water activity (Aw)
ชุดอุปกรณในการวัดคา water activity ยี่หอ Novasina รุน Thermoconstanter

วิธีการทดลอง
1. วิธีการเตรียมตัวอยาง

นําตัวอยางน้ําผ้ึงทั้ง 4 ชนิด ไดแก น้ําผ้ึงดอกลิ้นจี่ น้ําผ้ึงดอกลําไย น้ําผ้ึงดอกทานตะวัน 
และน้ําผ้ึงดอกไมปา ซ่ึงน้ําผ้ึงแตละชนิดไดรับจากแหลงที่ 1 จังหวัดเชียงใหม และแหลงที่ 2 จังหวัด 
ลพบุรี นํามาใหความรอนที่ 65 องศาเซลเซียส ใน waterbath เปนเวลา 15 นาที เพื่อเปนการฆาเชื้อ
ยีสตปองกันการหมักของน้ําผ้ึง และกําจัดเอนไซม รวมทั้งผลึกเล็กๆ ที่มีอยูในน้ําผ้ึงใหหมดไป  
(Dyce, 1975) และ( Cano et  al., 2001)

2. ศึกษาองคประกอบทางชีวเคมีของน้ําผึ้งท่ีไดรับจากทั้ง 2 แหลง
นําตัวอยางน้ําผ้ึงที่เตรียมแลว มาวัดคาสี และวิเคราะหหาองคประกอบทางชีวเคมีไดแก

พีเอช ความชื้น คาwater activity ปริมาณเถา กรดทั้งหมด ปริมาณไนโตรเจน ตามวิธีมาตรฐานของ 
AOAC (2000) และปริมาณกลูโคส ฟรุกโทส ซูโครส และมอลโทสในน้ําผ้ึงดวยวิธี HPLC ตามวิธี
ของ Mendes และคณะ (1998) และ Da Costa Leite และคณะ (2000) โดยใชคอลัมน Liphosorb-
NH2 ขนาดความยาว 25 เซนติเมตร อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที และใชอะซิโตไนไตรล 90 
เปอรเซ็นต เปนวัฏภาคไหล ทําการทดลอง 3 ซํ้า เพื่อดูความแตกตางขององคประกอบทางชีวเคมี
ของน้ําผ้ึงแตละตัวอยาง เปรียบเทียบกันในเรื่องของอัตราสวนของกลูโคสตอน้ํา และอัตราสวนของ
ฟรุกโทสตอกลูโคส ในน้ําผ้ึง โดยผลการทดลองที่ไดจะนําไปเปนเกณฑในการคัดเลือกตัวแทนของ
น้ําผ้ึงที่ตกผลึก และไมตกผลึกโดยธรรมชาติ แลวนําไปทดลองในขั้นตอนตอไป

วิธี HPLC ตามวิธีของ Mendes และคณะ (1998) และ Da Costa Leite และคณะ (2000) 
เปนแบบแอดซอรบชันโครมาโตกราฟ หรือ ลิควิด-ซอลิดโครมาโตกราฟ (liquid-solid 
chromatography) เปนการแยกโดยอาศัยความแตกตางระหวางวัฏภาคนิ่ง และวัฏภาคไหล วัฏภาค
นิ่งที่ใชเปนสารดูดซับที่เปนของแข็ง (solid absorbent) ซ่ึงเปนสารมีขั้ว เชน ซิลิกาเจล (silica gel)
หรืออลูมินา (alumina) ในขณะที่วัฏภาคไหลที่ใชเปนสารไมมีขั้วซ่ึงไดแก เฮกเซน (hexane) เฮป-
เทน (heptane) หรือเตตราไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran) เปนตน การแยกโดยวิธีนี้อาศัยหลักการ
ในการดูดซับหรือแอดซอรบชัน (adsorption) ที่แตกตางกันของโมเลกุลตางๆ ของสารละลายตัว
อยางผสมบนวัฏภาคนิ่ง เนื่องจากน้ํามีอิทธิพลอยางมากตอการแยกสารละลายตัวอยางผสมโดยวิธี
แอดซอรบชันโครมาโตกราฟ ดังนั้นจึงตองควบคุมปริมาณของน้ําที่มีอยูในวัฏภาคไหลใหมีความ
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เหมาะสม (Matissek และWittkowski, 1993) ซิลิกาเปนวัฏภาคนิ่งที่นิยมใชในโครมาโตกราฟแบบ
แอดซอรบชัน เนื่องจากซิลิกามีขนาดอนุภาคเล็กสามารถรับปริมาณสารละลายตัวอยางผสมไดนอย
กวา อยางไรก็ตามในการเลือกวัฏภาคนิ่งที่เปนซิลิกาเจลนั้น ตองพิจารณาถึงชวงของพีเอชในการใช
งาน สําหรับวัฏภาคไหลที่เปนสารไมมีขั้วที่นิยมใชในแอดซอรบชันโครมาโตกราฟ ซ่ึงนอกเหนือ
จากเฮกเซน เฮปเทน และเตตราไฮโดรฟูแรน ยังมี 1-คลอโรบิวเทน คลอโรฟอรม เมทิลลีนคลอไรด 
ไอโซโพรพิวอีเทอร เอทิลอะซีเตท โพรพิวเอมีน อะซิโตไนไตรล และเมทานอล (พัฒนา เหลา
ไพบูลย, 2547)

3. ศึกษาการใชเอนไซมเพื่อเพิ่มองคประกอบของปริมาณกลูโคส ในน้ําผึ้ง
นําตัวอยางน้ําผ้ึงที่ไดจากการคัดเลือก ซ่ึงเปนตัวแทนของน้ําผ้ึงที่ไมตกผลึก 100 กรัม

มาใหความรอนที่ 65 องศาเซลเซียส ใน waterbath เปนเวลา 15 นาที เพื่อเปนการฆาเชื้อยีสตปองกัน
การหมักของน้ําผ้ึง และกําจัดเอนไซม รวมทั้งผลึกเล็กๆ ที่มีอยูในน้ําผ้ึงใหหมดไป

3.1 ศึกษาปฏิกิริยาในการยอยสลายมอลโทสในน้ําผึ้งโดยวิธีการทางเอนไซม
นําตัวอยางน้ําผ้ึงที่ไดจากการคัดเลือก ซ่ึงเปนตัวแทนของน้ําผ้ึงที่ไมตกผลึก 100 กรัม 

และใชเอนไซม α-glucosidase (0, 1, 2, 3 และ 4 unit) ใชระยะเวลาในปฏิกิริยายอยสลาย 24 ช่ัวโมง 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 3 ซํ้า ในแตละชุดการทดลอง เมื่อครบกําหนดเวลานํา
น้ําผ้ึงดังกลาวมาทําการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโดยตมในน้ําเดือดนาน 3 นาที (Matsui et al., 
2001a; Matsui et al., 2001b) นําน้ําผ้ึงที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณของกลูโคส และมอลโทส ใน
น้ําผ้ึงหลังการยอยสลายดวยเอนไซม α-glucosidase ดวยวิธี HPLC ตามวิธีของ Mendes และคณะ 
(1998) และ Da Costa Leite และคณะ (2000)

3.2 ศึกษาการใชเอนไซมเพื่อเพิ่มปริมาณกลูโคสในน้ําผึ้งเพื่อชักนําการเกิดผลึก
นําตัวอยางน้ําผ้ึงที่ไดจากการคัดเลือก ซ่ึงเปนตัวแทนของน้ําผ้ึงที่ไมตกผลึก 100 กรัม 

จากนั้นใชเอนไซม α-glucosidase ตามปริมาณที่ไดรับจากการทดลองที่ 3.1 ซ่ึงเปนปริมาณ
เอนไซมที่เหมาะสมคือสามารถเพิ่มปริมาณกลูโคสไดมากที่สุด เพื่อนํามาทําการดัดแปรองค
ประกอบของมอลโทสในน้ําผ้ึง และทําใหปริมาณของกลูโคสที่เปนองคประกอบในน้ําผ้ึงมีปริมาณ
สูงพอที่จะเหนี่ยวนําใหเกิดการตกผลึกในน้ําผ้ึงได โดยใหเปนไปตามอัตราสวนของกลูโคสตอน้ํา 
และอัตราสวนของฟรุกโทสตอกลูโคส โดยการเติมเอนไซม และบมที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
กล้ิงขวดน้ําผ้ึง ใชเวลาในการยอยสลาย 7 วัน เพื่อตองการใหเอนไซมยอยมอลโทส และเปลี่ยนเปน
กลูโคสใหไดมากที่สุด เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาทําการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม
โดยตมในน้ําเดือดนาน 3 นาที นําน้ําผ้ึงที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณของกลูโคส และมอลโทส ใน
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น้ําผ้ึงหลังการยอยสลายดวยเอนไซม α-glucosidase ดวยวิธี HPLC ตามวิธีของ Mendes และคณะ 
(1998) และ Da Costa Leite และคณะ (2000)

ภาพที่ 6 ภาพถายของเครื่องกล้ิงขวดน้ําผ้ึง
Figure 6 Picture of bottle rotor

4. ศึกษาการตกผลึกของน้ําผึ้งดวยวิธีทางกายภาพ
นําตัวอยางน้ําผ้ึงทั้ง 2 ชนิดที่เปนตัวแทนของน้ําผ้ึงที่ตกผลึกไดตามธรรมชาติ และ

น้ําผ้ึงที่ไมตกผลึกหรือตกผลึกไดยาก แบงเปนชุดการทดลองที่ 1 น้ําผ้ึงดอกลิ้นจี่ใหเปนชุดควบคุม 
โดยไมมีการเติมผลึกขนาดเล็ก (seed) ชุดการทดลองที่ 2 เปนน้ําผ้ึงดอกลิ้นจี่ที่เติมผลึกขนาดเล็ก 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก โดยผลึกขนาดเล็กที่ใชในการทดลองคือ กลูโคสโมโนไฮเดรต ชุดการ
ทดลองที่ 3 เปนน้ําผ้ึงดอกลําไย ใหเปนชุดควบคุม ชุดการทดลองที่ 4 เปนน้ําผ้ึงดอกลําไยที่เติมผลึก
ขนาดเล็ก 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ชุดการทดลองที่ 5 เปนน้ําผ้ึงดอกลําไยที่ผานวิธีการทาง
เอนไซม และไมมีการเติมผลึกขนาดเล็ก ชุดการทดลองที่ 6 เปนน้ําผ้ึงดอกลําไยที่ผานวิธีการทาง
เอนไซม และเติมผลึกขนาดเล็ก 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จากนั้นนําน้ําผ้ึงทุกชุดการทดลองวางลง
บนเครื่องกล้ิงขวดน้ําผ้ึงและกลิ้งวันละ 2 เวลาคือชวงเชา และชวงเย็น  ที่ความเร็ว 4 รอบตอนาที 
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เปนเวลา 15 นาที และเก็บตัวอยางน้ําผ้ึงไวที่อุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียส เพราะเปนอุณหภูมิที่เหมาะ
สมตอการตกผลึกของน้ําผ้ึง ใชเวลา 14 วัน สังเกตผลการตกผลึกทุกๆ 24 ช่ัวโมง เมื่อเสร็จสิ้นการ
ทดลองจะนําน้ําผ้ึงดังกลาวไปศึกษาคุณลักษณะ และขนาดของผลึกในขั้นตอนตอไป (Rufford, 
2000)

5. ศึกษาคุณลักษณะรูปราง และขนาดของผลึกน้ําผึ้ง
นําตัวอยางน้ําผ้ึงจากการทดลองในขอ 4 ปริมาณ 10 กรัมไปวัดขนาดของผลึกดวย

เครื่อง Mastersizer E โดยนําตัวอยางของน้ําผ้ึงดังกลาวใสลงในที่เก็บตัวอยาง (cell) แลวเติมสาร
ละลายเอทานอล (ethanol) 90 เปอรเซ็นตที่อ่ิมตัวดวยกลูโคส เพื่อใหผลึกเกิดการแขวนลอย โดยไม
ทําใหขนาดของผลึกมีการเปลี่ยนแปลงในระหวางที่ทําการวัดขนาดดวยหลักการหักเหของแสง
เลเซอร (laser diffraction) จากนั้นคํานวณหาขนาดของผลึกน้ําตาลที่มีอยูในน้ําผ้ึง (Rufford, 2000) 
และนําผลึกน้ําผ้ึงที่ไดรับจากการทดลองมาวางบนสไลด จากนั้นสองดวยกลองจุลทรรศนที่กําลัง
ขยายตางๆ จนมองเห็นผลึกไดอยางชัดเจน สังเกตรูปรางของผลึกที่ไดรับจากการทดลอง

6. ศึกษาสี และ คา water activityของน้ําผึ้งหลังการตกผลึก
นําตัวอยางน้ําผ้ึงที่ผานการทดลองที่ 4 มา วิเคราะหหาสี และ คา water activity ตามวิธี

มาตรฐานของ AOAC (2000)

7. การวิเคราะหขอมูล
นําขอมูลมาวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ย

ดวยวิธี Duncan’s Mutiple Range Test (DMRT)
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