
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 

3.1 วัตถุดิบ อุปกรณและสารเคมี 
 

3.1.1 วัตถุดิบ 
 

1. ผลหมอน (Morus alba)  จากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8)      
จ.เชียงราย 

2. เช้ือยีสตผง  Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ  Fermivin 7013 
(DSM Food Specialtics Oenology, France) 

3. เช้ือแบคทีเรีย Acetobacter aceti สายพันธุ TISTR 401 ของศูนยวจิัย 
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

4. น้ําผ้ึงปาของกรมสงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
 
3.1.2 อุปกรณ 
 

1. ตูแชเยน็ (Songserm Intercool model SDC-1000AV, Thailand) 
2. ตูแชเยือกแข็ง (SANYO, Thailand) 
3. เคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตําแหนง (A&D model SK-5001WP, Japan) 
4. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Oertling, England) 
5. อางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิ (Memmert model WB10, Germany) 
6. เคร่ืองปนตัวอยางแบบมือถือ (Blender, Moulinex, Spain) 
7. เคร่ืองเขยา (Heidolph UNIMAX 2010, Germany) 
8. ชุดเคร่ืองแกว 
9. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH meter) (Horiba F22, USA)   
10. เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าได (Hand refractometer)  
          (ATAGO, Japan) 
11. เคร่ืองวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer, Dujardin-Salleron, France) 
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12. เคร่ืองวัดอุณหภูมิ (Thermometer, OAKTON, China)  
13. เคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator, Buchi, Japan) 
14. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer model Genesys 10  

UV Scanning, USA) 
15. เคร่ืองวัดคาสี (Chroma meter model CR-400, KONICA MINOLTA,  

Japan) 
16. เคร่ืองวัดคา F0 (Ellab, Denmark) 
17. ไมโครปเปต (Micro pipette, Gilson, France) 
18. Glass cuvette 
19. ขวดสีชาสําหรับเก็บตัวอยางขนาด 5 มิลลิเมตร 
20. ชุดกรองประกอบดวยกรวยกรองและเคร่ืองปมดูดอากาศ (Suction pump) 
21. กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
22. ผาขาวบาง 
23. ขวดแกวขนาด 250 มิลลิลิตร 
24. แผนกรองอากาศ (Syringe filter, Whatman, USA) 
25. สายยาง 
26. ปมอากาศ (Air pump, General Pet Time, China) 

 
3.1.3 สารเคมี  
 

1. 2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Fluka, USA) 

2. 3,5-Dinitrososalixylic acid (DNS) (Ajax, Australia) 

3. Aluminium Chloride (AlCl3) (Ajax, Australia) 

4. Citric acid (C6H8O7) (APS Finechem, Australia) 

5. Di-Ammonium hydrophosphate (DAP) (Merck, England) 

6. Ethanol (C2H5OH) (Scharlau Chemie SA., Spain) 

7. Folin - Ciocalteu’ phenol reagent (Fluka, USA) 

8. Gallic acid (Fluka, USA) 
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9. Hydrochloric acid (HCl) (JT. Baker, USA) 

10. Methanol (CH3OH) (JT. Baker, USA) 

11. Phenolphthalein (Merck, England) 

12. Potassium Acetate (CH3COOK) (Ajax, Australia) 

13. Potassium metabisulphite (KMS) ( Merck, England )  

14. Sodium carbonate (Na2CO3) (Merck, England) 

15. Sodium hydroxide (NaOH) (Merck, England) 

16. Quercetin (Sigma, Germany) 

17. Potato dextrose agar (BD. and Co., USA) 

18. Plate count agar (BD. and Co., USA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

34 

3.2 วิธีการทดลอง 

 

3.2.1 ขั้นตอนการผลิตกรดอะซิติก แบงไดเปน 2 ข้ันตอนคือ 

ขั้นตอนท่ี 1 กระบวนการหมักเพื่อใหไดแอลกอฮอล (สุรินทร, 2548 ) 

 

ช่ังผลหมอน และนํ้าใหไดอัตราสวน เทากับ 1 : 1.43 
 

ปนดวยเคร่ืองปน และกรองเอากากออก 
 

ปรับปริมาณกรดซิตริกใหไดรอยละ 0.35 
 

ปรับน้ําหมอนใหมีปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดเทากับ 20 °Brix 
 

เติม Di-Ammonium hydrophosphate ปริมาณ รอยละ 0.03 ของน้ําหมอน 
 

เติม KMS 0.15 กรัม / 1000 มิลลิลิตร  
 

เติมหัวเช้ือรอยละ 5 ของปริมาณนํ้าหมอน 
(หัวเช้ือเตรียมจากยีสตผง Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ  Fermivin 7013  ปริมาณ 0.1 กรัม

ตอ น้ําหมอนท่ีผานการฆาเช้ือแลว 1000 มิลลิลิตร) 
 

หมักท่ีอุณหภมิู29±3.2 องศาเซลเซียสจนไดปริมาณแอลกอฮอลตามท่ีตองการ 
 

ภาพ 3.1  ข้ันตอนการหมักเพือ่ใหไดแอลกอฮอล 
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ขั้นตอนท่ี 2 กระบวนการหมักเพื่อใหไดกรดอะซิติก (มัลลิกาและคณะ, 2551) 

 

นําน้ําหมอนท่ีไดจากข้ันตอนการหมักแอลกอฮอลมา 600 มิลลิลิตร                                                      
ใสในฟลาสกขนาด 1,000 มิลลิลิตร 

 

เติมหัวเช้ือลงไปในนํ้าหมักในปริมาณรอยละ 5 (หัวเช้ือเตรียมโดยนําโคโลนีเดี่ยวของ 

 Acetobacter aceti สายพันธุ TISTR 401 มา 2 ลูปเพาะในอาหารเหลวตามสูตรในภาคผนวก ก 
ปริมาณ 100 มิลลิลิตร) 

 

ใหอากาศน้ําหมักโดยใชปมอากาศ ตามภาพ 3.3 โดยมีอัตราการใหอากาศเทากับ 2.5 ลิตรตอนาที 

 

ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 28±2.7 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วันแลวจึงนําตัวอยางไปทําการวิเคราะหผล 

 
ภาพ 3.2  ข้ันตอนการหมักเพือ่ใหไดกรดอะซิติก 

 

 
ภาพ 3.3  การหมักน้ําผลหมอนเพื่อใหไดกรดอะซิติก 
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3.2.2 การวิเคราะหสารแอนตอิอกซิแดนซและความสามารถในการตานออกซิเดชัน  
 
3.2.2.1  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟโนลิกท้ังหมด (Total phenolic 

compounds) โดย Folin-Ciocalteu’s phenol reagent  
 
ปเปตสารตัวอยางจํานวน 100 ไมโครลิตร ลงในขวดสีชาขนาด 10 มิลลิลิตร เติมน้ํา

กล่ันจํานวน 1 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 75 กรัม/ลิตร จํานวน 375 
ไมโครลิตรเขยาแลวต้ังท้ิงไว 2 นาที เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu’s phenol reagent จาํนวน 125 
ไมโครลิตร เขยาอีกคร้ัง แลวเติมน้ํากล่ันจาํนวน 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืดเปนเวลา 
2 ช่ัวโมง นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 725 นาโนเมตร  นําผลการวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ีไดไปวิเคราะห โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน ของ กรดแกลลิก แสดงดังภาพ ก.1 ในภาคผนวก 
ก 

 
3.2.2.2  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด (Total flavonoid) โดย

วธีิการของ Chang et al. (2002) 
 
ปเปตสารตัวอยางจํานวน 0.5 มิลลิลิตร ลงในขวดสีชาขนาด 10 มิลลิลิตรเติม

แอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 95 จํานวน 1.5 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายอลูมิเนียมคลอไรดความ
เขมขน รอยละ 10 จํานวน 100 ไมโครลิตร     จากนัน้เติมสารละลายโพแทสเซียมอะซิเตท  ความ
เขมขน 1โมลาร จํานวน 100ไมโครลิตร  เติมน้ํากล่ัน 2.8 มิลลิลิตร เขยาแลวต้ังท้ิงไว 40 นาที นําไป
วัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร  นําผลการวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีไดไป
วิเคราะห โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของควอเซอติน แสดงดังภาพ ก.2 ในภาคผนวก ก 
 

3.2.2.3  การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด (Total anthocyanin) โดยวิธีการ
ของ Ranganna (1977) 

 
นําตัวอยางมาทําการสกัดกบัสารละลายผสมเอทาโนลิก-ไฮโดรคลอลิก (เตรียมจากนํา

สารละลายแอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 95 ผสมกับสารละลายไฮโดรคลอลิกความเขมขน 1.5 N 
ในอัตราสวน 85:15) เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้นําสารสกัดท่ี
ไดมาเจือจางดวยสารละลายผสมเอทาโนลิก-ไฮโดรคลอลิก จนสามารถนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
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ท่ีความยาวคล่ืน 535 นาโนเมตรได บันทึกปริมาณตัวอยางและสารละลายท่ีใชในทุกข้ันตอนเพื่อ
นําไปคํานวณโดยมีวิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ก 

 
3.2.2.4  การวิเคราะหความสามารถในการตานออกซิเดชันโดยวิธี DPPH  ดัดแปลง

ตามวิธีการของ Manthey (2004) 
 
เติม 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  (DPPH 

0.0394 กรัม / แอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 95 จํานวน100 ml)  จํานวน 1 มิลลิลิตร เติมสาร
ตัวอยาง 40 ไมโครลิตร ท่ีผานการเจือจาง  ความเขมขนท่ีอยูในชวง 10-1 – 10-4 (7 ความเขมขน) เขยา 
แลวต้ังท้ิงไวเปนเวลา 3 ช่ัวโมง นําตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร 
นําคาท่ีวัดไดคํานวณหารอยละของ DPPH radical scavenging activityโดยมีวิธีการคํานวณแสดงใน
ภาคผนวก ก จากนั้นนําคาท่ีไดไปพลอตกราฟในโปรแกรม SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., 
Germany) เพื่อวิเคราะหหาคาความเขมขนของตัวอยางท่ีสามารถลดปริมาณสารอนุมูลอิสระลงได
รอยละ 50 (EC50) 

 
3.2.3 วิธีการวิจัย แบงออกเปน 5 ตอนดังนี้ 
ตอนท่ี 1  ศึกษาถึงคุณภาพเบ้ืองตนของผลหมอน 
 
นําลูกหมอนท่ีระยะการสุก 2 ระยะคือ ท่ีระยะสุกปานกลาง (สีมวงแดง) (ภาพ 3.4) และ

ท่ีระยะสุกจัด (สีมวงดํา) (ภาพ 3.5) จากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8) จ.เชียงราย มาทํา
การสกัดตัวอยางตามวิธีของสุทัศนและคณะ (2550)           โดยช่ังตัวอยางหนักประมาณ 20 กรัม ใน 
บีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตรท่ีหุมดวยอลูมิเนียมฟอยล แลวเติมตัวทําละลายเมทานอลความเขมขน
รอยละ 70 จํานวน 60 มิลลิลิตร จากนั้นทําการปนใหละเอียดดวยชุดปนแบบมือถือ แลวเทลงในขวด
รูปชมพูท่ีหุมดวยอลูมิเนยีมฟอยลขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยาเปนเวลา 30 นาที 
กรองแยกเอากากออก แลวเกบ็สารละลายท่ีกรองไดในขวดสีชา สวนกากท่ีไดนําไปสกัดตอโดยเติม
ตัวทําละลายเมทานอลความเขมขน รอยละ 70 จํานวน 60 มิลลิลิตร นําไปเขยาอีก 30 นาที กรอง
แยกเอากากออกอีกคร้ัง แลวเก็บสารละลายท่ีกรองไดรวมกับสารสกัดท่ีไดในตอนแรก สวนกากไป
เติมตัวทําละลายเมทานอลความเขมขน รอยละ 70 อีก 60 มิลลิลิตร เพื่อสกัดรอบสุดทาย เขยาตอ
เปนเวลา 30 นาที กรองแยกกากท้ิง แลวเกบ็สารละลายท่ีไดท้ังหมดรวมกัน บันทึกปริมาตรสารสกัด
ท่ีได จากน้ันนําสารสกัดท่ีไดไประเหยดวยเคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ ท่ีความดนั 50 มิลลิบาร 
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อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จนไดสารสกัดเขมขน บันทึกปริมาตรสารสกัดเขมขน
ท่ีได เก็บสารละลายเขมขนท่ีไดในขวดสีชาปดสนิทท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  วิเคราะหคุณภาพ
ดานตางๆ ดังนี้ 

 
คุณภาพทางดานกายภาพ ไดแก 

- คาสีระบบ L* a* b* วัดโดยเคร่ืองวัดสี (Chroma meter model CR-400, KONICA MINOLTA,   
  Japan) 

 
คุณภาพทางเคมี ไดแก  

- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณความเปนกรดท้ังหมด (total titratable acidity) ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer 
(ATAGO, Japan) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna   
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชันโดยวิธี DPPH ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomize Design (CRD) 2 ปจจยั คือระยะการ
สุกไดแก ลูกหมอนท่ีมีระยะสุกปานกลาง (สีมวงแดง) และท่ีระยะสุกจัด (สีมวงดํา)  วิเคราะหการ
ทดลองท้ังหมด 3 ซํ้า นําขอมูลท่ีไดไปทําการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบ
คาเฉล่ียโดยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA)  
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ภาพ 3.4  ผลหมอนท่ีระยะสุกปานกลาง (สีมวงแดง) 

             

 
ภาพ 3.5  ผลหมอนท่ีระยะสุกจัด (สีมวงดํา) 

 
ตอนท่ี 2  ผลของกระบวนการหมักท่ีมีตอปริมาณสารแอนติออกซิแดนซใน

น้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 
 
ใชผลหมอน ท่ีไดจากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8) จ.เชียงราย       มาผาน 

กระบวนการหมักสองข้ันตอน คือ ข้ันตอนแรก เปนการหมักน้ําค้ันจากผลหมอน  ใหไดแอลกอฮอล 
ท่ีระดับตางกนั 3 ระดับ (รอยละ 6 รอยละ 9 และรอยละ 12) โดยใชยีสตผง Saccharomyces  
cerevisiae (Fermivin 7013) ตามวิธีการของสุรินทร (2548) ดังภาพ 3.1  ข้ันตอนท่ีสองเปน การนํา
น้ําผลหมอนท่ีมีปริมาณแอลกอฮอลท้ัง 3 ระดับ ท่ีไดจากการหมักในขั้นตอนแรกมาทําการหมักให
เปนกรดอะซิติกโดยใชเช้ือ Acetobacter aceti TISTR 401 ดัดแปลงตามวิธีการของมัลลิกา และคณะ 
(2551)  ดังภาพ 3.2 วิเคราะหคุณภาพดานตางๆ ดังนี ้
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คุณภาพทางเคมี ไดแก  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณความเปนกรดท้ังหมด (total titratable acidity) ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer  
  (ATAGO, Japan) 
- เคร่ืองวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer, Dujardin-Salleron, France) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna   
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชันโดยวิธี DPPH             ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

ตอนท่ี 3  ศึกษาสูตรท่ีเหมาะสมในการผลิตเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 
ในข้ันตอนนี้มีการศึกษาท้ังหมด 2 สวนคือ 
 

สวนท่ี 1 การสํารวจความตองการของผูบริโภคท่ีมีตอชนิดของน้ําผลไมท่ีเปนสวนผสม
ในเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 

ทําการสอบถามผูบริโภคถึงความตองการที่มีตอชนิดของน้ําผลไมท่ีจะใชเปนสวนผสม  
ในเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน โดยมีตัวอยางแบบสอบถามแสดงในภาคผนวก ก ซ่ึง
มีการสอบถามถึงขอมูลทางดานประชากรศาสตรของผูตอบแบบสอบถาม ขอมูลการเลือกชนิดของ
น้ําผลไม 3 ชนิดไดแกน้ําผลหมอน น้ําล้ินจี่ และน้ําเสาวรส โดยนํ้าผลไมท้ัง 3 ชนดิเปนน้ําผลไมท่ีมี
การผลิตในโรงงานของผูประกอบการ จากไรของบริษัทบุญรอดบริวเวอร่ี (สาขาท่ี 8) จ.เชียงราย อยู
แลว สุดทายเปนการสอบถามถึงเหตุผลท่ีมีอิทธิพลในการตัดสินใจเลือกซ้ือเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชู
หมักจากน้ําผลหมอนของผูบริโภค เพื่อนํามาใชเปนแนวทางในการพัฒนาผลิตภณัฑ   ทําการ
สอบถามผูบริโภคจํานวน 400 คน ใชวิธีการสุมตัวอยางแบบไมใชทฤษฎีความนาจะเปน 
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(nonprobability sampling) นําขอมูลท่ีไดไปทําการวิเคราะห และเปรียบเทียบคาเฉล่ีย โดยโปรแกรม
สําเร็จรูป SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) 
 

สวนท่ี 2 การศึกษาสูตรท่ีเหมาะสมในการพัฒนาเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผล
หมอนผสมน้ําผลไม 

 
ทําการวัดคุณภาพของผลิตภัณฑเคร่ืองดืม่น้ําผลไมในทองตลาด ท่ีมีลักษณะใกลเคียง

กับเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอนจํานวน 10 ตัวอยาง มีรายช่ือดังนี ้
1.   น้ําผลหมอนตราดอยคํา 
2.   น้ําองุนแดงผสม มิกซเบอรร่ีตราแบรร่ี ซันเบลสท 
3.   น้ํารสมัลเบอรร่ีผสมองุนตรา มาลี 
4.   น้ําผลไมผสมทับทิม เบอรร่ี องุน100%  ตราชบา 
5.   น้ําเบอรร่ีมิกซ ตรา ทิปโก 
6.   น้ําเบอรร่ีรวม 60 % ตรา มาลี 
7.   น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงปาและน้าํมะนาว ตราเฮลทต้ีเมท 
8.   น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงฟารมและน้ํามะนาว ตราเฮลทต้ีเมท 
9.   น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงและน้ํามะนาว ตราทิปโก 
10.  น้ําแอปเปลไซเดอรผสมนํ้าทับทิม ตราทิปโก 

 
นําผลขอมูลท่ีได(ตาราง 4.8)ไปใชเปนขอมูลในการกําหนดระดับสูง-ตํ่า ของสวนผสม

ในผลิตภัณฑ โดยทําการกําหนดคาคุณลักษณะของเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักท่ีจะทําการพัฒนาใหมี
คาอยูในชวงใกลเคียงกับคาคุณลักษณะสูงสุด และตํ่าสุดของผลิตภัณฑในทองตลาดท่ีนํามาทําการ
วัดคา จากนั้นทําการทดลองสุมโดยนําสวนผสมของผลิตภัณฑเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักซ่ึง
ประกอบดวย น้ําสมสายชูหมักจากผลหมอน น้ําผลไม และสารใหความหวาน มาทําการผสมกัน 
เพื่อหาวาจะตองใชปริมาณสวนผสมแตละชนิดเทาใด จึงจะทําใหเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักมีคา
คุณลักษณะอยูในชวงของผลิตภัณฑในทองตลาด จากนั้นนําปริมาณสวนผสมท่ีได มาทําการศึกษา
อัตราสวนปริมาณสวนผสมตางๆ โดยมีขอกําหนดคือ ใชน้ําผ้ึงเปนสารใหความหวานในผลิตภณัฑ
เนื่องจากเนนความมีประโยชนตอสุขภาพ และปริมาณน้ําสมสายชูหมักท่ีใชตองมีปริมาณไมตํ่ากวา
รอยละ 50 เนื่องจากเปนองคประกอบหลักของผลิตภัณฑ ทําการกําหนดระดับสูง-ตํ่าของสวนผสม
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ตางๆ  ดังตาราง 3.1   วางแผนการทดลองแบบ Mixture design แบบ D-Optimal ใชโปรแกรม 
Design Expert version 6.0.2   (Statease Inc., Minneapolis, MN)  

 
ตาราง 3.1  ระดับสูง- ตํ่า ของสวนผสมในการพัฒนาเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้าํผลหมอน 

สวนผสม           ระดับต่ํา                    ระดับสูง   (หนวย : รอยละ) 

น้ําสมสายชูหมัก   50            70 
น้ําผ้ึง     8            15 
น้ําผลไม     15            42 

 
ตาราง 3.2  ส่ิงทดลองของการศึกษาสูตรท่ีเหมาะสมของเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 

สูตร สวนประกอบ (รอยละ) 

  น้ําสมสายชูหมัก น้ําผึง้ น้ําผลไม 

1 60 8.00 32.00 

2 65 13.25 21.75 

3 50 8.00 42.00 

4 50 15.00 35.00 

5 60 11.50 28.50 

6 70 15.00 15.00 

7 70 8.00 22.00 

8 55 11.50 33.50 

9 50 15.00 35.00 

10 70 8.00 22.00 

 
กําหนดสูตรตามเง่ือนไขท่ีกาํหนด จะไดสูตรผลิตภัณฑท้ังหมด 10 สูตร ท่ีมีจุดซํ้า 2 จุด

ท่ีจุดศูนยกลาง ดังแสดงในตาราง 3.2 ผลิตภัณฑท่ีไดจากทุกสูตรนํามาวเิคราะหคุณภาพทางดานเคมี 
และทางดานประสาทสัมผัส ดังนี ้
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คุณภาพทางเคมี ไดแก  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer   
  (ATAGO, Japan) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna   
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
 
คุณภาพทางดานประสาทสมัผัส  
ใชวิธีการใหคะแนนความชอบ  1 ถึง 9   (9-point hedonic scale) (Peryam and Pilgrim, 

1957) ทําการทดสอบในหองปฏิบัติการทางประสาทสัมผัสของภาควิชาเทคโนโลยีการพัฒนา
ผลิตภัณฑ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ทดสอบกับผูทดสอบท่ีไมผานการ
ฝกฝน จํานวน 60 คน ผูทดสอบกลุมเปาหมาย คือ นักศึกษาภาควิชาเทคโนโลยีการพัฒนาผลิตภณัฑ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยมีตัวอยางแบบสอบถาม ดังแสดงในภาคผนวก 
ข ทําการเตรียมตัวอยางท่ีใชทดสอบชิมโดยเสิรฟตัวอยางในถวยชิมขนาดเล็ก ตัวอยางละ 25 
มิลลิลิตร กําหนดรหัสเลขสุมสามตัวติดท่ีขางแกว เสิรฟตัวอยางทีละตัวอยางแบบสุม ในระหวาง
การทดสอบชิม ใหผูทดสอบดื่มน้ําระหวางการทดสอบตัวอยางถัดไปทุกคร้ัง เม่ือทําการทดสอบ
เสร็จแลว ผูทดสอบจะไดรับของท่ีระลึกตอบแทนในการทดสอบ  ขอมูลท่ีไดจะนํามาวิเคราะหหา
ชวงของสูตรท่ีเหมาะสม (optimization) ใชวิธีการพืน้ผิวตอบสนอง (RSM) โดยใชโปรแกรม 
Design-expert version 6.0.10 (StateaseInc., USA)         โดยมีคาท่ีใชในการคัดเลือกระดับ ของ
สวนผสมท่ีเหมาะสม ในการพัฒนาเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน คือ         ปริมาณสาร 
แอนติออกซิแดนซ และคะแนนการยอมรับคุณภาพทางประสาทสัมผัสในดานตางๆ อยางนอย 5.5 
คะแนน 
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ตอนท่ี 4  ศึกษากระบวนการฆาเช้ือท่ีเหมาะสมในเคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผล
หมอน 

ศึกษาหาระยะเวลา และอุณหภูมิท่ีใชในการใหความรอนแกผลิตภณัฑ 2 วิธีคือ แบบ 
บรรจุขณะรอน (hot fill) ท่ีอุณหภูมิ  85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และแบบพาสเจอไรซท่ี
อุณหภูมิการฆาเช้ือท่ี 80 85 และ 90 องศาเซลเซียส ในอางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิ โดยทําการหา
ระยะเวลาในการฆาเช้ือโดยใชอุปกรณวดัคา F0 (Ellab, Denmark) และกําหนดคา D75°c เทากับ 1.50 
ซ่ึงเปนคาอางอิงท่ีใชในการทําลายยีสต Candida pelliculosa ท่ีทําใหน้ําผลไมเกิดการเนาเสีย 
(Tchango et al., 1997)  ทําการผสมเคร่ืองดื่มใหมีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นนําเคร่ืองดื่ม
บรรจุขวดแกวทรงกระบอกเปนจํานวน 180 มิลลิลิตร กอนทําการฆาเช้ือ ตามวิธีในตาราง 3.3 และ
วิเคราะหคาตางๆ ดังนี้ 

คุณภาพทางเคมี ไดแก  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer   
  (ATAGO, Japan) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 

- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด      วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna  
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชัน      โดยวิธี DPPH       ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

คุณภาพทางจุลินทรีย ไดแก  
- ปริมาณจุลินทรียท้ังหมด ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ยีสตและรา ตามวิธีของ AOAC (1998) 

 
ทําการวางแผนการทดลองแบบ CRD 4 การทดลอง วิเคราะหการทดลองท้ังหมด 3 ซํ้า 

โดยวดัคาตัวอยางท่ีวนัท่ี 0 และท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วัน      นําขอมูลท่ีไดไปทํา
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การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 
11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีทําใหผลิตภณัฑมีความปลอดภัย
และเปนท่ียอมรับของผูบริโภค   
 
ตาราง 3.3  สภาวะการฆาเช้ือในเคร่ืองดื่มน้าํสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน 

การทดลอง กระบวนการ 

1 การทดลองควบคุม 

2 พาสเจอรไรซท่ี 80 °C 

3 พาสเจอรไรซท่ี 85 °C 

4 พาสเจอรไรซท่ี 90 °C 

5 บรรจุรอน (Hot fill) ท่ี 85 °C  

 
ตอนท่ี 5 การวิเคราะหคุณภาพผลิตภัณฑสุดทาย 
 
เคร่ืองดื่มน้ําสมสายชูหมักจากน้ําผลหมอน ท่ีผานการพัฒนาตามสูตร และกระบวนการ

ผลิตท่ีเหมาะสมในข้ันตอนตางๆ ดังกลาว จะถูกนํามาวิเคราะหคุณภาพดานตางๆ ดงันี้ 
 
คุณภาพทางดานกายภาพ ไดแก 

- คาสีระบบ L* a* b* วัดโดยเคร่ืองวัดสี       (Chroma meter model CR-400, KONICA MINOLTA,  
  Japan) 

 
คุณภาพทางเคมี ไดแก  

- คาความเปนกรด-ดาง (pH) ตรวจวดัโดยเคร่ือง pH meter (Horiba F22, USA)   
- ปริมาณความเปนกรดท้ังหมด (total titratable acidity) ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (total soluble solid, TSS) โดยใชเคร่ือง  Hand refractometer  
  (ATAGO, Japan) 
- ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวธีิ Lane and Eynon method (สุทัศน, 2549) 
- ปริมาณสารแอนติออกซิแดนซไดแก 
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- ปริมาณแอนโทไซยานินท้ังหมด      วเิคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ Ranganna  
  (1977) 
- ปริมาณ สารประกอบฟโนลิกท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวธีิการ      Folin- 
   Ciocalteu 
- ปริมาณ สารประกอบฟลาโวนอยดท้ังหมด       วิเคราะหโดยดัดแปลงตามวิธีการของ  
  Chang et al. (2002) 
-  ความสามารถในการตานออกซิเดชัน โดยวิธี DPPH            ดัดแปลงตามวิธีการของ  

Manthey (2004) 
 

คุณภาพทางจุลินทรีย ไดแก  
- ปริมาณจุลินทรียท้ังหมด ตามวิธีของ AOAC (1998) 
- ยีสตและรา ตามวิธีของ AOAC (1998) 

 
คุณภาพทางดานประสาทสมัผัส  
ทดสอบการยอมรับผลิตภัณฑสุดทายของผูบริโภค จํานวน 100 คน ทําการทดสอบ

ท้ังหมด 2 ซํ้า โดยการใหคะแนนความชอบ 1 ถึง 9   (9-point hedonic scale) (Peryam and Pilgrim, 
1957) ทําการทดสอบในหองปฏิบัติการทางประสาทสัมผัสของภาควิชาเทคโนโลยีการพัฒนา
ผลิตภัณฑ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยผูทดสอบชิมประกอบไปดวย
นักศึกษา บุคลากรของคณะอุตสาหกรรมเกษตร และนักเรียนจากโรงเรียนตางๆท่ีมาศึกษาดูงาน ใน
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

ทําการวิเคราะหปริมาณสารแอนติออกซิแดนซ ของตัวอยางท่ีผานการพัฒนาแลว และ
ตัวอยางผลิตภณัฑท่ีคลายคลึงกันมากท่ีสุดท่ีมีในทองตลาด 3 ชนิดคือ น้ําผลหมอนตราดอยคํา   น้าํ
แอปเปลไซเดอรผสมนํ้าผ้ึงปา และนํ้ามะนาวตราทิปโก และนํ้าแอปเปลไซเดอรผสมน้ําผ้ึงปา และ
น้ํามะนาวตราเฮลทต้ีเมท เพื่อเปนการเปรียบเทียบถึงปริมาณ และความสามารถในการตาน
ออกซิเดชันของผลิตภัณฑแตละชนิด 

 


