
บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1  วัตถุดิบ  

       3.1.1 ขาวพันธุแมพญาทองดํา จากพ้ืนท่ีตําบลวังแซม อําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรี 

       3.1.2 ขาวพันธุหอมนิล จากพ้ืนท่ีตําบลรําพัน อําเภอทาใหม จังหวัดจันทบุรี 

       3.1.3 ขาวพันธุไรซเบอรี่ จากพ้ืนท่ีตําบลสนามไชย อําเภอนายายอาม จังหวัดจันทบุรี 

       3.1.3 ลูกแปงจากตลาดน้ําพุ อําเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี 

3.2  อุปกรณ 

       3.2.1   หลอดทดลอง (Test Tube) 

       3.2.2   คิวเวตต (Cuvette) 

       3.2.3   บีกเกอร (Beaker) 

       3.2.4   แทงแกวคนสาร (Stirring Rod) 

       3.2.5   กรวยแกว (funnel) 

       3.2.6   ปเปต (Pipette) 

       3.2.7   กระบอกตวง (Cylinder) 

       3.2.8   ขวดวัดปริมาตร (Volumetric Flask) 

       3.2.9   หลอดหยด (Dropper) 

       3.2.10  ไมโครปเปต (Micro Pipette) ขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

       3.2.11  ไมโครปเปต ทิป (Micro Pipette Tip) ขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

       3.2.12  กระดาษกรอง เบอร 1 (whatman filter paper No.1) 

       3.2.13  อะลูมิเนียมฟอยล (aluminium foil) 

       3.2.14   ผาขาวบาง (nylon fabric) 

       3.2.15 หมอนึ่งขาว (steamer) 

       3.2.16 โหลแกว (glass jar) 

       3.2.17  ถังหมักพลาสติก (plastic gallon) 

       3.2.18 ขวดไวน (wine bottle) 

       3.2.19 ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 

       3.2.20 หวงถายเชื้อ (loop) 
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       3.2.21 ตะเกียง (alcohol burner) 

       3.2.22 แผนสไลด (slide) 

       3.2.23 แผนปดสไลด (cover glass)      

3.3  สารเคมี 

       3.3.1  สารละลายอะซิโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต (80 % Acetone, C3H6O) 

       3.3.2  กรดไฮโดรคลอริก 1.5 โมลาร (1.5 M Hydrochloric acid, HCl) 

       3.3.3  เอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต (95 % Ethanol, C2H6O) 

       3.3.4  เมทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต (95 % Methanol, CH3OH) 

       3.3.5  โพแทสเซียมคลอไรด บัฟเฟอร พีเอช 1.0 (Potassium chloride, KCl)  

       3.3.6  โซเดียมอะซีเตต บัฟเฟอร พีเอช 4.5 (Sodium acetate, CH3COONa)   

       3.3.7  DPPH (2,2 Diphynyl-1-picryl hydrazyl) 

       3.3.8  Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) 

       3.3.9 น้ํากลั่น (reverse osmosis water) 

       3.3.10 แลตโตฟนอล คอตตอนบลู (lactophenol cotton blue)   

       3.3.11 ฟนอลทาลีน (phenolphthalein) 

       3.3.12 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide; NaOH ) 

3.4  เครื่องมือ 

        3.4.1  เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) รุน Optizen POP ยี่หอ Mecasys 

       3.4.2  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH Meter) รุน S20-K ยี่หอ Mettler 

       3.4.3  เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (Balance 2 Digital) รุน MS 1602S ยี่หอ Mettler 

       3.4.4  เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Balance 4 Digital) รุน XT 220A ยี่หอ Precisa  

       3.4.5  ตูอบความรอนแหง (Hot Air Oven) รุน ECOCELL 707  

       3.4.6  เครื่องปน (blender) รุน ICE ยี่หอ SHARP 

       3.4.7  เครื่องเขยาผสมสาร (Vortex Mixer) รุน G560E ยี่หอ Scientific Industries 

       3.4.8  เครื่องกรองสุญญากาศ (vacuum pump) 

       3.4.9 หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) รุน HA-300 MII ยี่หอ Hirayama 

       3.4.10 เครื่องวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายท้ังหมด (head refractometer) 

       3.4.11 เครื่องอีบูลิโอมิเตอร (ebulliometer) 

       3.4.12 กลองจุลทรรศน (light Microscope) 
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3.5 วิธีการทดลอง 

      3.5.1 ศึกษาขอมูลเบ้ืองตนเกี่ยวกับขาวดํา 3 สายพันธุ 

      ปลูกขาวดําพันธุแมพญาทองดํา พันธุหอมนิล และขาวพันธุไรซเบอรี่ ในภาชนะพลาสติกท่ี

เตรียมดินไว สังเกตลักษณะตาง ๆ พรอมท้ังวัดขนาดสวนตาง ๆ ของตนขาวระหวางท่ีเจริญเติบโต

จนกระท่ังมีอายุประมาณ 3 เดือนครึ่ง  

 3.5.2 การเตรียมวัตถุดิบ 

        ปลูกขาวดําพันธุแมพญาทองดํา พันธุหอมนิล และขาวพันธุไรซเบอรี่ (ตัวอยางควบคุม) 

ในภาชนะพลาสติกท่ีเตรียมดินไว ใหใบขาวออนมีอายุประมาณ 2 สัปดาห เพ่ือนําใบขาวออนมาผลิต

น้ําค้ันใบขาวออน แสดงดังภาพท่ี 3.1 และปลูกขาวดําท้ัง 2 สายพันธุ ใหมีอายุประมาณ 3 เดือนครึ่ง 

เพ่ือนําเมล็ดขาวมาผลิตไวนและนําตนขาวมาผลิตชาปขาว แสดงดังภาพท่ี 3.2 โดยใชพ้ืนท่ีเพาะปลูกท่ี

ตําบลโขมง อําเภอทาใหม จังหวัดจันทบุรี ซ่ึงมีกรรมวิธีการเพาะปลูก ดังนี้ 

เมล็ดขาวเปลือกแตละสายพันธุ 

 

คัดเมล็ดลีบเสียท้ิง 

  

เพาะเมล็ดขาวแตละสายพันธุลงในพ้ืนท่ีท่ีเตรียมไว 

 

รดน้ําทุกวัน เปนเวลา 2 สัปดาห 

 

ตนขาวออน 

ภาพท่ี 3.1 กรรมวิธีการเพาะปลูกขาวเพ่ือใชใบออน 

 

เมล็ดขาวเปลือก 

 

คัดเมล็ดลีบเสียท้ิง 

  

เพาะเมล็ดขาวแตละสายพันธุลงในพ้ืนท่ีท่ีเตรียมไว 
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จนครบ 3 เดือนครึ่ง 

 

ตนขาวท่ีมีอายุ 3 เดือนครึ่ง 

ภาพท่ี 3.2 กรรมวิธีการเพาะปลูกขาวเพ่ือใชสวนของลําตน 

 

       3.5.3 ผลิตภัณฑน้ําคั้นใบขาวออน 

      3.5.3.1 การคั้นน้ําใบขาวออน ดัดแปลงจากวิธีการของ ขนิจศากรณ เสรีสงแสง (2553) 

       นําใบขาวออนของขาวดําท้ัง 3 สายพันธุ มาค้ันเอาน้ํา แสดงดังภาพท่ี 3-3 โดย

เก็บตัวอยางน้ําค้ันใบขาวออนไวในตูเย็นเพ่ือปองกันการสลายตัวของคลอโรฟลล และนําไปทดสอบ

ความพึงพอใจในดานตางๆ 

ใบขาวออนของขาวดํา 

 

ลางดวยน้ําสะอาด 

 

ผึ่งใหสะเด็ดน้ํา 

 

หั่นตามขวางขนาด 1 เซนติเมตร 

 

ปนผสมตามอัตราสวนใบขาวออนตอน้ํา (1 : 15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร) 

 

กรองดวยผาขาวบาง 

 

น้ําค้ันจากใบขาวออน 

ภาพท่ี 3.3 กรรมวิธีการทําน้ําค้ันใบขาวออน 
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      3.5.3.2 การสกัดคลอโรฟลลและการวิเคราะหปริมาณคลอโรฟลลในน้ําคั้นใบขาว

ออน ดัดแปลงจากวิธีการของ Whitham et al, 1971; อางถึงใน ฐิติพงศ ปญญาคํา, 2554 

       นําใบขาวออนท่ีปนละเอียดมาทําการสกัดเอาน้ํา แสดงดังภาพท่ี 3-4 วัดคาการ

ดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง โดยใชสารละลาย อะ

ซิโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เปน blank บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณหาปริมาณคลอโรฟลลดวย

สมการ (1), (2) และ (3) มีหนวยเปนมิลลิกรัมตอ 100 กรัมน้ําหนักสด ทําเชนนี้กับใบขาวออนท้ัง 3 สายพันธุ 

โดยหุมภาชนะใสสารละลายคลอโรฟลลดวยอะลูมิเนียมฟอยล เพ่ือปองกันการสลายตัวของคลอโรฟลล 

ใบขาวออนท่ีปนละเอียด 1 กรัม 

เติมสารละลายอะซิโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต 10 มิลลิลิตร 

 

ไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที 

 

กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 

ปรับปริมาตรดวยสารละลายอะซิโตนความเขมขน 80 เปอรเซ็นต 25 มิลลิลิตร 

 

สารสกัดจากใบขาวออน 

ภาพท่ี 3.4 กรรมวิธีการสกัดน้ําใบขาวออน 
 

     คํานวณหาปริมาณคลอโรฟลล จากสมการ (1), (2) และ (3) 

 ปริมาณคลอโรฟลล เอ        =   [12.7(OD663) - 2.69(OD645)] x v / 1000 × W (1) 

 ปริมาณคลอโรฟลล บี         =   [22.9(OD645) - 4.68(OD663)] x v / 1000 × W  (2) 

 ปริมาณคลอโรฟลลท้ังหมด   =   [20.2(OD645) + 8.02(OD663)] x v / 1000 × W  (3) 

เม่ือ  V   =  ปริมาตรสุดทายของสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 

      W  =  น้ําหนักของตนขาวออนท่ีนํามาสกัดคลอโรฟลล 

      OD  =  คาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง ตามความยาวคลื่นท่ีกําหนด 
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        3.5.3.3 การวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH Radical 

Scavenging Activity ดัดแปลงจากวิธีการของ บังอร วงศรักษ และศศิลักษณ ปยะสุวรรณ (2549) 

         นําสารละลายเมทานอลิก DPPH ความเขมขน 2.0 × 10-4 โมลาร ใสในหลอด

ทดลอง จํานวน 200 ไมโครลิตร เติมเมทานอลใหมีปริมาตรครบ 3 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย

คลอโรฟลลท่ีสกัดได ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาและท้ิงไวใหทําปฏิกิริยากันในท่ีมืด 30 นาที นําไป

วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร และนําคาท่ีวัดไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นต DPPH 

scavenging activity จากสมการ (4) 

% of DPPH scavenging activity  = ((Acontrol - Asample) / Acontrol) x 100             (4) 

เม่ือ  Acontrol  คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ในเมทานอล 

       Asample  คือ คาการดูดกลืนแสงของสารสกัดท่ีผสมสารละลาย DPPH 

ทําการเปรียบเทียบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระกับสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ 

(trolox) 

      3.5.4 ผลิตภัณฑไวนขาว 

        3.5.4.1 ศึกษาลูกแปง (ดัดแปลงจากวิธีการของ สิริลักษณ อัตระผดุง, 2547)  

                        ศึกษาลักษณะภายนอก เชน รูปราง สี ขนาด และน้ําหนักลูกแปง หลังจากนั้น

เก็บรักษาไวในภาชนะปดท่ีผานการฆาเชื้อแลว เพ่ือใชในการทดลองตอไป 

         3.5.4.2 ข้ันตอนการผลิตไวนขาวดํา 

          3.5.4.2.1 การเตรียมวัตถุดิบ (ดัดแปลงจากวิธีการของ Gondane, et al., 2011; 

สิริลักษณ อัตระผดุง, 2547) 

นําขาวดําแตละสายพันธุปริมาณ 1 กิโลกรัม ไปลางดวยน้ําสะอาดและแชไวเปน

เวลา 12 ชั่วโมง นํามานึ่งเปนเวลา 30-60 นาที ท้ิงไวใหเย็นกอนและลางใหหมดเมือก โดยลางผานน้ํา

ไหล ท้ิงใหสะเด็ดน้ําและนํามาผึ่งลม เพ่ือไมใหขาวแฉะเกินไป 

         3.5.3.2.2 การผลิตไวนขาว (ดัดแปลงจากวิธีการของ สิริลักษณ อัตระผดุง, 2547) 

1) ข้ันตอนการหมัก 

นําขาวนึ่งสุกในขอ 3.5.4.2.1 มาผสมกับผงลูกแปง 0.2 เปอรเซ็นต บรรจุลง

ในถังหมักปริมาตร 5 ลิตร จากนั้นเจาะหลุมตรงกลาง ท้ิงไวเปนเวลา 3 วัน เพ่ือใหราและยีสต

เจริญเติบโต และมีน้ําซึมออกมาจากขาวเรียกวา “น้ําตอย” จากนั้นเติมน้ําท่ีผานการฆาเชื้อลงไป 3 

ลิตร ปรับปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (Total Soluble solid) ใหเทากับ 22 องศาบริกซ และ

หมักตออีกเปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางทุก 2 วัน เพ่ือวิเคราะหคาตางๆ คือ 
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- วัดปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายได (Total Soluble Solid, TSS) ดวย

เครื่องรีแฟรกโตมิเตอร (handd refrectometer) 

- วัดคาพีเอชดวยเครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter) 

- วัดปริมาณกรดโดยการไทเทรต (titrate) ตามวิธีการของ Amerine และ  

Ough, (1979) 

- วัดปริมาณแอลกอฮอล โดยใชเครื่องอีบูลิโอมิเตอร (Ebulliometer) 

- ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียภายใตกลองจุลทรรศน             

                         2) การกรองและการทําใหใส 

เม่ือวัดปริมาณแอลกอฮอลไมเกิน 15 เปอรเซ็นต แยกสวนใสออกจากตะกอน 

โดยการกรองแบบหยาบ 

                         3) การบมไวน  

ทําการบมไวนขาวดําท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 

                         4) การบรรจุขวด 

                             หลังจากกรองแลวนํามาบรรจุไวนขาวดําลงในขวดขนาด 620 มิลลิลิตร ท่ี

ผานฆาเชื้อแลวและปดฝา 

                         5) การพาสเจอรไรซ 

นําไวนขาวดําท่ีบรรจุขวดแลวไปพาสเจอรไรซท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1 นาที 
 

 3.5.5 ผลิตภัณฑชาปขาว 

      3.5.5.1 การผลิตชาปขาว 

     นําปขาวของขาวดําท้ัง 3 สายพันธุ ท่ีมีอายุประมาณ 3 เดือนครึ่ง มาทําการบด

ใหละเอียดดวยเครื่องปน แสดงดังภาพท่ี 3-5 

ตัดปขาวของขาวดํา 

 

ลอกกาบใบออก 

 

ตัดเปนทอนขนาดประมาณ 2 เซนติเมตร 
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อบแหงดวยตูอบความรอนแหงท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 วัน 

 

บดใหละเอียดดวยเครื่องปน 

 

ผงชาปขาว 

ภาพท่ี 3.5 กรรมวิธีการผลิตผงชาปขาว 

          

      3.5.5.2 การสกัดแอนโทไซยานิน ดัดแปลงจากวิธีการของชื่นสุมณ ยิ้มถิน และรวมพร 

เชี่ยวบัญชี (2557) 

       นําชาปขาวท่ีบดละเอียดจากขอ 3.5.5.1 มา 1 กรัม สกัดดวยตัวทําละลายเอทานอลิก 

ไฮโดรคลอริก ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (กรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1.5 โมลาร และ เอทานอลความเขมขน 

95 เปอรเซ็นต ในอัตราสวน 15 : 85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) นําสารท่ีสกัดไดไปกรองดวยเครื่องกรอง

สุญญากาศ (รัตนา มวงรัตน และคณะ, 2557) จะไดสารสกัดท่ีจะนําไปวิเคราะหตอไป 

      3.5.5.3 การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานิน โดยวิธี pH-differential ดัดแปลงจาก

วิธีการของ Sutharut, J. and Sudarat, J., 2012; อางถึงใน ชื่นสุมณ ยิ้มถิน และรวมพร เชี่ยวบัญชี, 

2557  

       นําสารสกัดจากขอ 3.5.5.2 มา 1 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดวยสารละลายโพแทสเซียม 

คลอไรดบัฟเฟอร พีเอช 1.0 จนมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร และนําสารสกัดจากขอ 3.5.5.2 มา 1 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชดวยโซเดียมอะซีเตตบัฟเฟอร พีเอช 4.5 จนมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร นําสารละลายไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 510 และ 700 นาโนเมตร แลวคํานวณคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย จาก

สมการ (5) และคํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานิน จากสมการ (6) 

      A  =  (A510nm - A700nm)
pH1.0

 - (A510nm - A700nm)
pH4.5

              (5) 

  ปริมาณแอนโทไซยานิน (มิลลิกรัมตอลิตร)  =  (A × MW × DF × 1000 / ε × 1)       (6) 

      เม่ือ  A    =  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายเจือจาง 

  MW  =  449.2 (ใชคามวลโมเลกุลของไซยานิดิน-3-กลูโคไซด) กรัมตอโมล 

   ε    =  26,900 ลิตรตอโมลตอเซนติเมตร 

   1    =  ขนาดของคิวเวตตท่ีใชวัดคาการดูดกลืนแสง ซ่ึงมีคา 1 เซนติเมตร 

   DF  =  dilution factor (การทําใหเจือจางมีคา 1) 
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      3.5.5.4 การวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH (2,2 

Diphynyl-1-picryl hydrazyl) assay ดัดแปลงจากวิธีการของ นวลพรรณ นงคเยาว และคณะ (2558) 

        นําสารละลายแอนโทไซยานินท่ีสกัดไดท่ีความเขมขนตาง ๆ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

ใสในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลายเมทานอลิก DPPH ความเขมขน 2.5 × 10-4 โมลาร ปริมาตร 

2 มิลลิลิตร เขยาและท้ิงไวใหทําปฏิกิริยากันในท่ีมืด 30 นาที นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 

517 นาโนเมตร และนําคาท่ีวัดไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นต DPPH scavenging activity จากสมการ 

(7)  

% of DPPH scavenging activity  = ((Acontrol - Asample) / Acontrol) x 100             (7) 

     เม่ือ  Acontrol  คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH  

          Asample  คือ คาการดูดกลืนแสงของสารสกัดท่ีผสมสารละลาย DPPH 

    นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนโทไซยานินท่ีสกัดได

และความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ เพ่ือหาคา EC50 และทําการเปรียบเทียบความสามารถใน

การตานอนุมูลอิสระกับสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ (trolox) 

       3.5.6 การทดสอบความพึงพอใจดานประสาทสัมผัส     

                ทดสอบความพึงพอใจดานประสาทสัมผัสดานสี กลิ่น รส และความชอบรวมของน้ําค้ัน 

ใบขาวออนและชาปขาวจากขาวดําท้ัง 2 สายพันธุ คือ พันธุแมพญาทองดําและพันธุหอมนิล 

เปรียบเทียบกับขาวพันธุไรซเบอรี่ สวนไวนขาวทําการประเมินคุณภาพดานประสาทสัมผัสดานสี กลิ่น 

รส ความใส และความชอบรวมของไวน โดยสุมผูชิมจํานวนไมนอยกวา 50 คน ดวยการใหคะแนน

ความชอบแบบ 5-Point Hedonic Scale ซ่ึง 5 คะแนน หมายถึง ชอบมาก 4 คะแนน หมายถึง ชอบ 

3 คะแนน หมายถึง ชอบปานกลาง 2 คะแนน หมายถึง ไมชอบ และ 1 คะแนน หมายถึง ไมชอบมาก   

       3.5.7 การวิเคราะหผลการทางสถิติ    

                วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ปจจัยท่ีศึกษา 

คือ ขาวดํา 3 สายพันธุ ไดแก ขาวพันธุแมพญาทองดํา ขาวพันธุหอมนิล และขาวพันธุไรซเบอรี่ ทํา

การทดลองจํานวน 3 ซํ้า นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหคาความแปรปรวน Analysis of variance 

(ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ย โดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) ท่ีระดับ

ความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (Trial Version) 


