
บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1  วัสดุ 
 
 3.1.1  วัตถุดิบ 
 1)  ขาวเหนียวพันธุกข 6  กข 10 และสันปาตอง 1  ซ่ึงเปนขาวเปลือกจากศูนยขยายเมล็ด
พันธุพืชที่  7  จังหวัดเชียงใหม    นํามาสีดวยโรงสีขาวขนาดครัวเรือน  ไดเปนขาวสารเพื่อใชใน  
การวิจัย 
 2)  น้ําดื่ม จากบริษัทเชียงใหมโพสตาร (1992) จํากัด 
 
          3.1.2  จุลินทรีย 

 1)  ยีสตสายพันธุ  Saccharomyces  cerevisea   สายพันธุทางการคา  
      - Lalvin K1-V1116    Lalvin EC-1118 และ Enoferm BDX   (LALLEMAND INC.) 
 -  Fermivin PDM  (DSM Food Specialties Beverage Ingredients) 
 2)  ลูกแปงสุรา 
 

3.2  อุปกรณ 
 
        3.2.1  อุปกรณท่ีใชผลิตสุรากลั่น 
 1)  หมออะลูมเินียมตราจระเข  ขนาด 38× 38 เซนติเมตร 
 2)  ไมพาย 
 3)  กลองโฟม ขนาด  458 × 607 ×  315  มิลลิเมตร 
 4)  ถังน้ําดื่มชนิดใส (PET) ขนาด  20  ลิตร                                                                                                        
 5)  แอรล็อค (air lock) 
 6)  เทอรโมมิเตอร 
 7)  เครื่องชั่งแบบสปริง (ผลิตภายในประเทศ) 
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 8)  เครื่องชั่งไฟฟา  ทศนิยม 3 ตําแหนง (Precisa, XT 320M) 
              9)  เตาแกส  
 10)  ชุดเครื่องกล่ันสุรา (ผลิตจากบริษัทหางหุนสวนจํากดัโคราชทรีท เคมิคอล) 
 
 3.2.2  อุปกรณท่ีใชวิเคราะหคุณภาพ 
 1)   เวอรเนยีร คารลิปเปอร  (Vernier carliper)  (Tricle Bramd 0-150mm ,0.6 in.)                  
 2)   เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 3 ตําแหนง (Precisa, XT 320M) 
 3)   เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4  ตําแหนง (Sartorius, Model A Germany) 

4)   ตูอบลมรอน (Hot air oven, Model ULM 500) 
5)   กระปองอบความชื้น (Moisture can) 
6)   ชุดวเิคราะหไขมัน (Soxhlet  apparatus) 

 7)   ชุดวเิคราะหโปรตีน (Buchi, Model 323) 
 8)    pH meter (Hanna instrument, Model HI 9321) 
 9)    เตาไฟฟา (Heidolph MR 3001, Germany)   
 10)  เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล  (Ebuliometer)      
              11)  ไฮโดรมิเตอร ชนิดวดัปริมาณแอลกอฮอล ในชวง  0-100 เปอรเซ็นต 
 12)   เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (Hand Refractometer, ATAGO)  

13)   เครื่องแกว ไดแก  ขวดรูปชมพู (Pyrex, USA)  บีกเกอร (Pyrex, USA)  บิวเรต (Witeg, 
Germany)  กระบอกตวง (Pyrex, USA)   ปเปต (Witeg, Germany)  

14)  ชุดกลั่นวิเคราะหกรดระเหย  
 15)   สเปคโตโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) (Thermo Spectroic, Model BIOMATE 5) 

 
3.3. สารเคมี 
 1.  Termamyl SC ; Food grade (Novozymes, Denmark) 
 2.  SAN Super 360L ; Food grade (Novozymes, Denmark) 
 3.  Sulfuric acid ; AR grade (Merck,  Germany)  
 4.  Hydrochloric acid ; AR grade  (Merck,  Germany)  
 5.  Copper sulfate ; AR grade (Fisher Scentific) 
 6.  Sodium hydroxide ;  AR grade (Merck,  Germany) 
 7.  Zinc Acetate dihydrate ; AR grade (Ajax  Finechem)  
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 8.  Sodium potassium tartrate ; AR grade (Ajax  Finechem) 
 9.  Potassium Ferocyanide ; AR grade (Ajax  Finechem) 
  10.  Methylene blue ; AR grade (Fisher Scentific) 
 11.  Phenolphtaline ; AR grade (Fisher Scentific) 
 
3.4  วิธีการทดลอง 
 การศึกษาผลของเอนไซม  พนัธุขาวเหนียว และเชื้อยีสตตอคุณภาพของสุรากล่ันชุมชน 
แบงการวจิัยออกเปน  4  ขั้นตอน ดังนี ้
 
 3.4.1   ศึกษาคุณภาพดานกายภาพและเคมีของขาวเหนียว 
 ใชขาวเหนียว 3  พันธุ คือ กข6  กข10  และสันปาตอง 1 นํามาตรวจวิเคราะหคุณภาพทาง
กายภาพและเคมี ดังนี้ 
  -   วัดขนาดเมล็ดขาว โดยวัดความกวางและความยาวของเมล็ดขาว ดวย    Vernier caliper 
(AACC, 1977)   
 -   ชั่งน้ําหนักเมล็ดขาว 1,000 เมล็ด โดยใชเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (AACC, 1977)  
  -   ความชื้น  โดยการอบที่ 105 องศาเซลเซียส (AOAC, 2000) 
 - โปรตีน  ดวย  Semi-Kjedahl method  โดยหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และคูณกับ 
conversion factor ของขาว คือ 5.95  (AOAC, 2000) 
  -  ไขมัน  ดวยวิธีซอลเลตโดยการสกัดดวยตัวทําละลายไดเอทิลอีเทอร (Diethyl ether 
extract method ; AOAC, 2000) 
 -   เถา  โดยการอบที่ 550 องศาเซลเซียส  (AOAC, 2000) 
  -  คารโบไฮเดรต โดยอาศัยผลตางระหวาง 100 เปอรเซ็นต กับผลรวมของเปอรเซ็นต
ความชื้น, โปรตีน, ไขมัน และเถา (AOAC, 2000) 
 - ปริมาณอะไมโลส  โดยวิธีการทําใหเกิดสี (colorimetric method) วัดสีที่เกิดขึ้นดวย
Spectrophotometer (Juliano,1971) 
 -   ปริมาณแปงโดยวิธี Phenol-sulfuric method (Dobois, 1956)                    
 นําขอมูลทางดานคุณภาพจากขาวเหนียวทัง้ 3 พันธุ เปรียบเทียบกัน โดยการทําการทดลอง 
3 ซํ้า วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design : CRD) เปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) 
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 3.4.2   ศึกษาการใชเอนไซมอะไมเลสทางการคาในการยอยขาวเหนียว  แลวหมักใหเกิด
แอลกอฮอล 
 
  3.4.2.1  ศึกษาผลของปริมาณขาวเหนียวในสวนผสมตอคุณภาพของน้ําสาหลังการยอย
ดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  และกลูโคอะไมเลส  แลวหมักใหเกิดแอลกอฮอล 
 เตรียมสวนผสมของขาวเหนียวพันธุ กข 6 และน้ําสะอาด (น้ําดื่ม)  ในอัตราสวน  15,   20,  
25,   30  และ35  เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอปริมาตร   แชนาน  6  ช่ัวโมง  และตมใหสุก  แลวทํา
การยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลส (Termamyl SC)  ในปริมาณ  0.04  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
ขาวสารเหนียว  และกวนผสม  นําไปไวในกลองโฟมเพื่อปองกันการสูญเสียความรอน  ปลอยไว
จนกระทั่งอุณหภูมิของผสมลดลงเปน  65 องศาเซลเซียส  แลวทําการเติมเอนไซมกลูโคอะไมเลส 
(SAN super 360 L)  ในปริมาณ  0.06 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักขาวสารเหนียว   กวนผสม และปลอย
ใหยอยตอในกลองโฟม จนกระทั่งอุณหภูมิของผสมลดลงเปน  35 องศาเซลเซียส   ทําการเก็บ
ตัวอยาง และตมในน้ําเดือดนาน  20  นาที (เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม)  แลวกรองดวยผาขาว
บาง   นําไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  สวนที่เหลือจากการเก็บตัวอยางเติมเชื้อยีสตผงทาง
การคา  Fermivin PDM ปริมาณ   0.2  กรัมตอลิตร  และถายน้ําสาลงในถังหมัก  ปดฝาถังดวย air 
lock  ปลอยใหทําการหมักที่อุณหภูมิหอง  จนสิ้นสุดกระบวนการหมัก   หลังสิ้นสุดการหมักทําการ
ตรวจวิเคราะหผลดังนี้ 
 -   ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด  ดวย  Hand refractometer 
 -   ปริมาณแอลกอฮอล ดวย Ebulliometer   
 -   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ดวยวิธี Lane and Eynon (AOAC, 2000) 
 เปรียบเทียบคุณภาพตางๆ    โดยการทําการทดลอง 3 ซํ้า วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Randomized Design : CRD) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple 
range test (DMRT) 

 
 3.4.2.2  ศึกษาผลของความเปนกรด-ดาง ตอคุณภาพของผสมหลังการยอยดวยเอนไซม
กลูโคอะไมเลส  แลวหมักใหเกิดแอลกอฮอล   
 เมื่อไดปริมาณขาวเหนียวที่เหมาะสมใน  ขอ 3.4.2.1 แลว  นํามาทําการยอยดวยเอนไซม
แอลฟาอะไมเลส  (Termamyl SC)   (ทําเชนเดียวกับขอ  3.4.2.1)  เมื่ออุณหภูมิของผสมลดลง  65 
องศาเซลเซียส  นํามาปรับความเปนกรด-ดาง  3  ระดับ คือ  4.5,  5.0 และ 5.5   ดวย  1  N  H2SO4   
เพื่อเปรียบเทียบกับการไมปรับความเปนกรด-ดาง   หลังจากนั้นทําการยอยดวยเอนไซม                 
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กลูโคอะไมเลส  (SAN super 360 L) และเติมยีสต   (ทําเชนเดียวกับขอ  3.4.2.1 ) ปลอยใหหมักใน
สภาพอุณหภูมิหอง   เมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักทําการตรวจวิเคราะหผลดังนี้  
 -  ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด  โดยใช  Hand  refractometer 
 -  ปริมาณแอลกอฮอล  โดยใช Ebulliometer 
 -  ความเปนกรด-ดาง   โดยใช   pH   meter 
 -  ปริมาณกรดทั้งหมด ในรูปของกรดแลคตคิ โดยการไตเตรท (Iland, 1993) 
    -  ปริมาณกรดระเหย ในรูปกรดอะซิติก  โดยการกลั่น (Iland, 1993) 
    -  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  ดวยวิธี Lane and Eynon  (AOAC, 2000) 

 เปรียบเทียบคุณภาพตางๆ    โดยการทําการทดลอง 3 ซํ้า วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Randomized Design : CRD) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple 
range test (DMRT) 

 

 3.4.2.3   ศึกษาผลของปริมาณเอนไซมกลูโคอะไมเลส  ตอคุณภาพของผสมหลังการยอย
ดวยเอนไซมแลว  และคุณภาพของน้ําสาหลังสิ้นสุดกระบวนการหมัก  
 นําขาวเหนียวในปริมาณที่เหมาะสม  จากขอ 3.4.2.1  มาทําการยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะ
ไมเลส (Termamyl SC) (ทําเชนเดียวกับขอ 3.4.2.1 )   และเมื่ออุณหภูมิของผสมลดลง  65 องศา
เซลเซียส  นํามาปรับความเปนกรด-ดาง  ที่เหมาะสมจากขอ  3.4.2.2   แลวทําการยอยดวยเอนไซม
กลูโคอะไมเลส  (SAN super 360 L) ในระดับปริมาณของเอนไซมตางๆ กัน  คือ  0.05,  0.06,  0.07,  
0.08,  0.09  และ 0.10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักขาวสารเหนียว  หลังจากนั้นจึงเติมเชื้อยีสต              
(ทําเชนเดียวกับขอ 3.4.2.1 )  ปลอยใหหมักในสภาพอุณหภูมิหอง   ในระหวางการยอยและการหมกั    
ทําการตรวจวิเคราะหผลเชนเดียวกับขอ  3.4.2.2    ทุกๆ  3  วัน   จนสิ้นสุดกระบวนหมัก 
 เปรียบเทียบคุณภาพตางๆ    โดยการทําการทดลอง 3 ซํ้า วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Randomized Design : CRD) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple 
range test (DMRT) 
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 3.4.3   ศึกษาผลของพันธุขาวเหนียวท่ีผานการยอยดวยเอนไซมอะไมเลสแลวหมักใหเกิด
แอลกอฮอลดวยเชื้อยีสตสายพันธุทางการคา  ตอคุณภาพของสุรากลั่น 
  นําขาวเหนียว 3 พันธุ คือ กข6  กข10  และสันปาตอง 1  ในปริมาณที่เหมาะสมจากขอ ขอ 
3.4.2.1   และเชื้อยีสตทางการคา  4  สายพันธุ    คือ Lalvin K1- V1116,    Enoferm BDX,   Lalvin 
EC-1118   และ Fermivin PDM    มาทําการทดลองเชนเดียวกับขอ  3.4.2.1 โดยใชปริมาณเอนไซม
กลูโคอะไมเลสที่เหมาะสมที่ไดจากขอ   3.4.2.3   ในระหวางการยอยและการหมัก   ทําการตรวจ
วิเคราะหผลเชนเดียวกับขอ 3.4.2.2    ทุกๆ  3  วัน   จนสิ้นสุดกระบวนหมัก 
 เปรียบเทียบคุณภาพตางๆ  โดยวางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD (Factorial in 
Completely Randomized Design) มี 3×4  Treatment Combination  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี 
Duncan’s new multiple range test (DMRT) 

เมื่อทําการคัดเลือกพันธุขาวเหนียว  และสายพันธุยีสต  จากการเปรียบเทียบคุณภาพตางๆ 
ของน้ําสาที่เหมาะสมแลว  จึงนําไปกลั่นดวยเครื่องกล่ันแบบธรรมดา (pot still) ทําการเปรียบเทียบ
คาตางๆ ดังนี้ 

-   ผลผลิตแอลกอฮอลที่ได (%v/w)   =  {ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันได (มล.) / น้ําหนักของ
ขาวสารเหนยีวที่ใช (กรัม)} × 100 

- ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันไดเทยีบกับปริมาณน้ําสา (%v/v) = {ปริมาตรแอลกอฮอลที่
กล่ันได (มล.) / ปริมาตรแอลกอฮอลในน้ําสาหลังการหมกั (มล.) }× 100 
 - ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันไดเทียบกับปรมิาณแปง (%v/w)  = {ปริมาตรแอลกอฮอลที่
กล่ันได (มล.) / น้ําหนกัแปงในขาวสารเหนียวที่ใช (กรัม) } × 100 
 -   ประสิทธิภาพในการผลิตแอลกอฮอลเทียบกับทางทฤษฎี (%)  =   {ปริมาณแอลกอฮอลที่
ไดจริง (%) / ปริมาณแอลกอฮอลที่ไดตามทฤษฎี (%)} × 100 
 โดยการทําการทดลอง 3 ซ้ํา วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized 
Design : CRD) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT)   
 นําสุรากล่ันที่ไดมาปรับความแรงแอลกอฮอลเปน 40 ดีกรี หรือเปอรเซ็นตโดยปริมาตร  
(ภาคผนวก ข  )  แลวทดสอบคุณภาพทางดานประสาทสัมผัส โดยวิธี Hedonic  scaling test   โดยใช
ผูทดสอบชิมที่ผานการฝกฝน  จํานวน  20  คน   ทดสอบคุณภาพดานความใส    กล่ิน   รสชาติ   
และการยอมรับรวม  (ไพโรจน, 2539)  วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely 
Randomized Design : CRD) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test 
(DMRT)   
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 

 

51

 3.4.4   การเปรียบเทียบการยอยดวยเอนไซม กับการใชลูกแปงในการผลิตสุรากลั่น  
 เมื่อไดพันธุขาวเหนียวและเชื้อยีสตที่เหมาะสมในการผลิตสุรากล่ัน จากขอ 3.4.3 แลว    ทํา
การเปรียบเทียบกับการใชลูกแปงในการผลิตสุรากลั่น  โดยใชพันธุขาวเหนียวที่เหมาะสมในการ
ผลิตสุรากล่ันในขอ  3.4.3   นํามาแชน้ํา 6 ชั่วโมง  นึ่งใหสุก    แลวนําขาวเหนียวสุกลางน้ําจนหมด
ความเหนียว  และคลุกเคลากับลูกแปงที่บดละเอียดเปนผงแลว   นํามาใสภาชนะที่เตรียมไว  ทิ้งไว   
7 วัน  หลังจากนั้นเติมน้ําตมสุกในอัตราสวน 3 ตอ 5 (ขาวสารเหนียว 3 กิโลกรัมตอน้ําสุก 5 ลิตร)    
ทิ้งไวอีก 7 วัน  หรือจนกระทั่งส้ินสุดการหมัก    ในระหวางการหมักหลังจากการเติมน้ําแลว  ทํา
การตรวจวิเคราะหผล เชนเดียวกับขอ 3.4.2.2   ทุกๆ  3  วัน (สุภมาส, 2544)    เมื่อส้ินสุดการหมัก
แลวนํามาเปรียบเทียบกับคุณภาพตางๆ  ของน้ําสาของสุรากล่ันที่ เหมาะสม  ในขอ  3.4.3   
เปรียบเทียบโดยทําการทดลอง 3 ซํ้า ทําการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ  Student ' t Test 

 นําน้ําสาที่ไดจากการใชลูกแปง  มาทําการกลั่นดวยเครื่องกล่ันแบบธรรมดา (pot still)   ทํา
การเปรียบเทียบกับสุรากล่ันที่เหมาะสมจากขอ  3.4.3   ในดานดังตางๆ ไดแก 

 -   ผลผลิตแอลกอฮอลที่ได (%v/w)  
             -   ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันไดเมื่อเทียบกับปริมาณน้ําสา (%v/v) 
 -   ปริมาณแอลกอฮอลที่กล่ันไดเมื่อเทียบกับปริมาณแปง (%v/w) 
 -   ประสิทธิภาพในการผลิตแอลกอฮอลเมื่อเทียบกับทางทฤษฎี (%) 
 -   ตนทุนการผลิต    
 หลังจากนั้นนําสุรากลั่นทั้ง  2  ตัวอยาง มาปรับความแรงแอลกอฮอลเปน 40 ดีกรี หรือ
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  และตรวจวิเคราะหหาปริมาณฟูเซลออยล (fusel oil)  เฟอรฟวรัล (furfural)  
เอสเทอร (ester)   แอลดีไฮด (aldehyde)  เมทิลแอลกอฮอล (methyl alcohol) เอทิลคารบาเมต  
(ethyl carbamate)  ตะกั่ว (copper) และสารหนู (arsenic)  จากสถานบริการวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยเชียงใหม (สวท-มช.)    
 นําสุรากล่ันทั้ง  2  ตัวอยาง มาทดสอบคุณภาพทางดานประสาทสัมผัส โดยวิธี Hedonic  
scaling test  โดยใชผูทดสอบชิมที่ผานการฝกฝน จํานวน 20  คน  ทดสอบคุณภาพดานความใส    
กล่ิน  รสชาติ  และการยอมรับรวม (ไพโรจน, 2539) ทําการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ  Student ' t  
Test 
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