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บทที ่3 

อปุกรณ์และวธีิดําเนินการวจิัย 

 

 

3.1      วตัถุดิบ จุลนิทรีย์ เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 

 3.1.1  วตัถุดบิ จุลนิทรีย์ เคร่ืองมอืและอุปกรณ์  

1.1    ขา้วเหนียวขาวสายพนัธ์ุ กข. 6 ซ้ือจากตลาดบางลาํพ ูอ. เมือง จ. ขอนแก่น 

1.2  ข้าวเหนียวดําท่ีปลูกใน จ. ขอนแก่น ได้รับความอนุเคราะห์จากคณะเกษตรศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

41.3  ขา้วเหนียวดาํท่ีปลูกใน จ. นครราชสีมา จ. เชียงราย และ จ. ร้อยเอ็ดซ้ือ4จากตลาดบางลาํพ ู         

อ. เมือง จ. ขอนแก่น 

41.4 4  ราแดงM. purpureus TISTR 3002, 3385, 3541, 3090 จากศูนยจุ์ลินทรีย ์สถาบนัวิจัยวิทยา 

ศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) และ R. oryzae ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.พฒันา เหล่า-

ไพบูลย ์ 

1.5 แบคทีเรียก่อโรค 5 สายพนัธ์ุ 4Bacillus cereus, Staphylococcus aureus TISTR 029, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27533, Escherichia coli TISTR 073 และEnterobacter aerogenes TISTR 1540 

ไดรั้บความอนุเคราะห์จากภาควชิาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

41.6   4ยสีตผ์ง Saccharomyces bayanas EC1118 ของบริษทั Lallemand ประเทศออสเตรเลีย 

41.7   นํ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ ของบริษทัมิตรผล 

1.8    เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟี (Gas chromatography, GC)  

1)   รุ่น GC-14B ของบริษทัชิมดัซึ (Shimadzu) ประเทศญ่ีปุ่น ต่อกบัตวัตรวจวดัชนิดเอฟไอดี 

(Flame ionization detector, FID) ของบริษทัชิมดัซึ ประเทศญ่ีปุ่น  

2)   เคร่ืองประมวลผลรุ่น 7 Ae plus ของบริษทัชิมดัซึ ประเทศญ่ีปุ่น  

3)   คอลมัน์ 20 เปอร์เซ็นต ์PEG-20M บริษทัชิมดัซึ ประเทศญ่ีปุ่น ความยาว 3 เมตร ขนาด

เสน้ผา่ศูนยก์ลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร ความหนาของแผน่ฟิลม์ท่ีเคลือบ 0.25 ไมโครเมตร 

        4) เข็มฉีดสารสาํหรับเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟี (Syringe for GC) ขนาด 5 ไมโครลิตร 

บริษทัSGE (เอสจีอี) ประเทศออสเตรเลีย  

1.9     สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) รุ่น UV-1601 บริษทัชิมดัซึ ประเทศญ่ีปุ่น 

1.10  คิวเวต (Cuvette) แบบควอตซ์ (Quartz) บริษทัเฮลลม์า (Hellma) ประเทศออสเตรเลีย  

1.11  เคร่ืองวดัความเป็นกรด ด่าง (pH meter) รุ่น pH/ATC electrode บริษทัซาโตเรียส (Satorius) 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.12   เคร่ืองชัง่ 4 ตาํแหน่ง รุ่น BP221S บริษทัซาโตเรียส ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.13    เคร่ืองชัง่ 2 ตาํแหน่ง รุ่น BP3100S บริษทัซาโตเรียส ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1.14   แฮน4รีแฟรคโตมิเตอร์ (Hand Refractometer) 
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1.15   Auto pipette ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษทั Gilson ประเทศฝร่ังเศส  

41.16  4เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอนํ้ า4 (Auto clave) UM-65L-VA United Machanical  

ประเทศไทย 

1.17  เคร่ืองบ่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ 

41.18   ตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ  

1.19   เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 

 

43.1.2 สารเคม ี 

4ตารางที ่3.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั  

4ท่ี 4ช่ือสาร 
4ความบริสุทธ์ิ 

4(เปอร์เซ็นต)์ 
4ผลิตโดย 4ประเทศ 

1 Diammonium hydrogen phosphate Food grade Starrate Pty 4ออสเตรเลีย 

2 Magnesium sulfate 99.5 BDH 4สหรัฐอเมริกา 

3 Potassium metabisulfite Food grade 4- 4- 

4 Buffer pH 4  - Ajax 4ออสเตรเลีย 

5 Buffer pH 7 - Ajax 4ออสเตรเลีย 

6 Potassium chioride 99 Ajax 4ออสเตรเลีย 

7 Phenolphthanein 99 Sigma 4สหรัฐอเมริกา 

8 Sodium hydroxide 497 Ajax 4ออสเตรเลีย 

49 Sodium chloride 498 Ajax 4ออสเตรเลีย 

410 Ethanol 499.7 BDH 4องักฤษ 

411 Propanol 499.5 BDH 4องักฤษ 

412 Phenol 99 BDH 4องักฤษ 

413 Sulfuric acid 499.8 Merck 4สวติเซอร์แลนด ์

414 Glucose 99.5 Ajax 4ออสเตรเลีย 

415 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) - Sigma 4สหรัฐอเมริกา 

416 Gallic acid 99 BDH 4องักฤษ 

417 Folin-Ciocalteu 4- BDH 4องักฤษ 

418 Sodium carbonate 499.9 BDH 4องักฤษ 

419 Gamma oryzanol 98 Wako 4ญ่ีปุ่น 

420 Sodium sulfate 499 Sigma 4สหรัฐอเมริกา 

421 Potassium sodium tartrate 499 Sigma 4สหรัฐอเมริกา 

422 Starch  98 Merck 4สวติเซอร์แลนด ์
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4ตารางที ่3.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั (ต่อ)  

4ท่ี 4ช่ือสาร 4ความบริสุทธ์ิ 4ผลิตโดย 4ประเทศ 

423 Glutanous rice starch powder Food 4ง่วนสูน 4ไทย 

424 Hydrochloric acid 37 Merck 4สวติเซอร์แลนด ์

425 Potassium iodide 99 Ajax 4ออสเตรเลีย 

426 Sodium thiosulphate 99 Ajax 4ออสเตรเลีย 

427 Methanol 100 Merck 4สวติเซอร์แลนด ์

428 Iodine 99.9 Ajax 4ออสเตรเลีย 

429 Copper sulfate 99 Ajax 4ออสเตรเลีย 

430 Ammonium molypdate 99 Ajax 4ออสเตรเลีย 

431 Sodium hydrogen arsenate 99 Sigma 4สหรัฐอเมริกา 

432 Sodium bicarbonate 98 Ajax 4ออสเตรเลีย 

433 Dimethyl sulfoxide 99.9 Sigma 4สหรัฐอเมริกา 

434 Barium chloride 99 Ajax 4ออสเตรเลีย 

435 Sodium hydrogen carconate 99 Univar 4ออสเตรเลีย 

436 Potato dextrose agar Microbiology Himedia 4อินเดีย 

437 Beef extract Microbiology Himedia 4อินเดีย 

438 Peptone Microbiology Himedia 4อินเดีย 

439 Agar Bacteriological Himedia 4อินเดีย 

 

43.2      วธีิดําเนินการวจัิย  

3.2.1    การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยแป้งของรา 5 สายพนัธ์ุ  
ทาํการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยแป้งของรา 5 สายพนัธ์ุ บนอาหารเล้ียงเช้ือ Glutinous rice 

starch agar ตามวธีิของ Dung et al. (2006) มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

1. เล้ียงรา R. oryzae 1 สายพนัธ์ุ และ M. purpureus 4 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ M. purpureus TISTR 3002 

3385 3541 และ 3090 บนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  

2. ใช ้Cork borer ขนาด 0.5 เซนติเมตรเจาะรู บนจานอาหาร PDA จากขอ้ 1. แลว้ใชเ้ข็มเข่ียเช้ือ 

เข่ียช้ินอาหาร PDA ท่ีมีเส้นใยราไปวางบนจานอาหาร Glutinous rice starch agar นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 ๐C เป็น

เวลา 2 วนัสาํหรับ R. oryzae และ 7 วนัสาํหรับ M. purpureus ทั้ง 4 สายพนัธ์ุ 

3. ใช ้0.25 เปอร์เซ็นตส์ารละลายไอโอดีนเททบับนจานอาหาร Glutinous rice starch agar เป็น

เวลา 10 นาที 

4. วดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของบริเวณโซนใสท่ีเกิดจากการยอ่ยแป้งของรา 
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3.2.2   การวเิคราะห์องค์ประกอบในข้าวเหนียว เพือ่คดัเลอืกชนิดทีเ่หมาะสมในการผลติสาโทแดง  

  ทาํการทดสอบหาองค์ประกอบท่ีสาํคญัในขา้วเหนียวขาวพนัธ์ุ กข. 6 และขา้วเหนียวดาํท่ีมาจาก

แหล่งต่างๆ ไดแ้ก่ขา้วเหนียวดาํจากคณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น ขา้วเหนียวดาํจาก จ. นครราชสีมา           

จ. เชียงราย และ จ. ร้อยเอ็ด โดยวิเคราะห์หาปริมาณสารแกมมาโอไรซานอล สารแอนโธไซยานิน สารประกอบ  

ฟินอลลิก และสารแอนติออกซิแดนท ์ 

3.2.2.1 การสกดัสารแกมมาโอไรซานอลในข้าว  

1.  สกดัสารแกมมาโอไรซานอล ในตวัอย่างขา้ว 1 กรัม โดยใชเ้อทานอล ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร แลว้นําไปบ่มไวใ้นเคร่ืองบ่ม แบบเขย่า ท่ีควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ 60 ๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช้

ความเร็วรอบของการเขยา่ 200 rpm กรองตวัอยา่งผา่นกระดาษกรอง Whatman no.1  

2.   นําสารละลายท่ีผ่านการกรองแลว้ไปวิเคราะห์หาปริมาณสารแกมมาโอไรซานอล 

(ภาคผนวก) 

3.2.2.2 การสกดัสารแอนโธไซยานิน สารแอนตอิอกซิแดนท์ และสารประกอบฟินอลลกิในข้าว 

1.  สกดัสารแอนโธไซยานิน ในตวัอยา่งขา้ว 10 กรัม โดยใชส้ารละลาย 1เปอร์เซ็นต ์HCl 

ใน Methanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปบ่มไวใ้นเคร่ืองบ่ม แบบเขยา่ ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดย

ใชค้วามเร็วรอบในการเขยา่ 200 rpm.   กรองผา่นกระดาษกรอง Whatman no.1  

2.   นาํสารละลายไประเหยโดยใชเ้คร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporator) ท่ี

อุณหภูมิ 40 ๐C เป็นเวลา 15 นาที  

3.   ละลายสารสกัดโดยใช้นํ้ ากลั่นปราศจากไอออนสําหรับวิเคราะห์สารแอนติออก          

ซิแดนท ์สารประกอบฟินอลลิก และสารแอนโธไซยานิน (ภาคผนวก)  

3.2.3 การผลติสาโทแดงโดยใช้ข้าวเหนียวดาํและราแดงสายพนัธ์ุทีค่ดัเลอืกได้  

จากการทดลองท่ี 3.2.1 และ 3.2.2  สามารถคัดเลือกสายพันธ์ุข้าวเหนียวดําท่ีมีองค์ประกอบ

สารสําคญัอยูสู่งท่ีสุดสองอนัดบัแรก ไดแ้ก่ ขา้วเหนียวดาํจากคณะเกษตรศาสตร์ มข. และขา้วเหนียวดาํจาก จ. 

ร้อยเอด็ (โดยมีขา้วเหนียวขาวพนัธ์ุ กข.6 เป็นชุดการทดลองควบคุม) และไดค้ดัเลือกสายพนัธ์ุราท่ีมีประสิทธิภาพ

ในการยอ่ยแป้งไดดี้ท่ีสุดคือ M. purpureus TISTR 3002 (โดยใช ้R. oryzae เป็นชุดการทดลองควบคุม) นาํมาใช้

ในกระบวนการผลิตสาโทแดง ดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 

ตารางที ่3.2 แสดงชุดทดลองเพ่ือเลือกสายพนัธ์ุขา้วเหนียวดาํและราท่ีเหมาะสมในการผลิตสาโทแดง 

ชุดทดลอง วตัถุดิบ รา ยสีต ์

1 
ขา้วเหนียวขาวพนัธ์ุ กข. 6 

M. purpureus TISTR 3002 

S. bayanas EC 1118 

2 R. oryzae 

3 ขา้วเหนียวดาํ 

จากคณะเกษตรศาสตร์ มข. 

M. purpureus TISTR 3002 

4 R. oryzae 

5 ขา้วเหนียวดาํ 

จาก จ. ร้อยเอด็ 

M. purpureus TISTR 3002 

6 R. oryzae 

 



30 
 

โดยกระบวนการเตรียมขา้วเหนียว กระบวนการหมกั รวมไปถึงการตรวจติดตามหลงักระบวนการ

หมกั มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

3.2.3.1 กระบวนการเตรียมข้าวเหนียวก่อนกระบวนการหมัก นาํขา้วเหนียวไปลา้งดว้ยนํ้ าสะอาด

เพ่ือกาํจดักากและส่ิงสกปรกท่ีติดมากบัขา้ว จากนั้นแช่ขา้วเหนียวในนํ้ าให้เมล็ดขา้วน่ิมและอ่ิมนํ้ า จากนั้นนาํขา้ว

เหนียวไปน่ึงให้สุกโดยใชอุ้ณหภูมิประมาณ 100-110 ๐C เป็นเวลาประมาณ 20-40 นาที (ข้ึนอยูก่บัชนิดของขา้ว) 

นาํขา้วเหนียวท่ีน่ึงสุกแลว้ไปลา้งด้วยนํ้ าสะอาดเพ่ือลา้งเอายางขา้วออกให้หมด จนเมล็ดขา้วไม่เหนียวติดกัน 

จากนั้นผึ่งให้ขา้วสะเด็ดนํ้ าประมาณ 5 นาที พรมดว้ยสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ก่อนนาํไปใชใ้นขั้นตอนการ

หมกัสาโท   

3.2.3.2   กระบวนการหมกัสาโท แบ่งออกเป็นสองขั้นตอนหลกั ไดแ้ก่  

1)   การย่อยแป้งที่เป็นองค์ประกอบในเมล็ดข้าวให้ได้เป็นนํ้าตาลโดยเช้ือรา โดยการชัง่

ขา้วเหนียวขาวหรือขา้วเหนียวดาํท่ีเตรียมไวแ้ลว้จากขอ้ 3.2.3.1 จาํนวน 1 กิโลกรัม บรรจุลงในขวดโหลแกว้ขนาด

ปริมาตร 6 ลิตร ท่ีไดล้วกนํ้ าร้อนเพ่ือฆ่าเช้ือแลว้ ใชก้ลา้เช้ือราบริสุทธ์ิท่ีมีสปอร์จาํนวณ 2.5×108 สปอร์ต่อขา้ว

เหนียวน่ึงสุก 1 กิโลกรัม คลุกผสมรากบัขา้วเหนียวให้ทัว่ คลุมปากขวดโหลดว้ยผา้ขาวบาง 2 ชั้นแลว้ปิดดว้ยฝา

อยา่งหลวมๆ ตั้งบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องประมาณ 5 วนัสาํหรับขา้วเหนียวขาว และ 14 วนัสาํหรับขา้วเหนียวดาํ ซ่ึง

ระหวา่งกระบวนการยอ่ยแป้งจะสังเกตเห็นการเจริญของราบนเมล็ดขา้วเหนียวและเห็นนํ้ าเยิม้ออกมาซ่ึงเรียกวา่ 

“นํ้ าตอ้ย”  ขั้นตอนน้ีเป็นขั้นตอนท่ีเช้ือราทาํการย่อยแป้งแลว้ไดเ้ป็นนํ้ าตาลเกิดข้ึน เก็บตวัอย่างนํ้ าตอ้ยโดยใช้

เทคนิคปลอดเช้ือ หาปริมาณของแขง็ท่ีละลายนํ้ าไดท้ั้งหมด เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอ่ยแป้งของเช้ือรา

เม่ือเล้ียงบนขา้วเหนียวสายพนัธ์ุต่างๆ  

2)  การหมกัเพือ่เปลีย่นนํา้ตาลให้เป็นแอลกอฮอล์โดยเช้ือยีสต์ หลงัจากกระบวนการยอ่ย

แป้งส้ินสุดลง ทาํการผา่นํ้ าโดยการเติมนํ้ าเช่ือมท่ีตม้ฆ่าเช้ือแลว้เป็นจาํนวน 4 เท่าของนํ้ าหนกัขา้วเหนียว โดยปรับ

ปริมาณนํ้ าตาล (ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ั้งหมด) ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยประมาณ 18-20 °Brix  และเติม                

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (Diammonium hydrogen phosphate, DAP) และแมกนีเซียมซัลเฟต 

(Magnesium sulfate, MgSO4)   ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 g/L  และ 0.1 g/L  ตามลาํดบั จากนั้นตรวจสอบ

ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดโ้ดยใช ้Hand Refractometer เพ่ือตรวจสอบปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้ าไดท้ั้ งหมด 

(°Brix) เร่ิมตน้ ก่อนเติมยีสตเ์พ่ือเร่ิมตน้การหมกั โดยเติมเช้ือยีสตท์างการคา้สายพนัธ์ุ Saccharomyces. bayanas  

EC1118 แห้งท่ีผ่านการทาํรีไฮเดรชั่นเป็นเวลา 30 นาทีในปริมาณ 0.35 g/L ลงไปในขวดโหล บ่มท้ิงไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้งประมาณ 20 วนัเพ่ือใหย้สีตเ์ปล่ียนนํ้ าตาลเป็นแอลกอฮอล ์  

3)  กระบวนการหลังการหมัก เม่ือกระบวนการหมกัสาโทส้ินสุดลง จะทาํการแรคก้ิง 

(Racking)     2 คร้ัง โดยคร้ังแรกจะแรคก้ิงสาโทบรรจุในขวดโหลใหม่ท่ีสะอาด โดยเติมโปแตสเซียมเมตาไบ

ซลัไฟต ์(Potassium metabisulfite, KMS) ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย 20 มิลลิกรัมต่อลิตรเพ่ือฆ่าเช้ือและหยดุการ

เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์บ่มท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั จากนั้นทาํการแรคก้ิงคร้ังท่ี 2 โดยถ่ายสาโทลง

ในขวดแกว้สีชา แลว้เติมโปแตสเซียมเมตาไบซลัไฟต ์ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ย 20 mg/L เพ่ือช่วยป้องกนัการเจริญ

ของเช้ือแบคทีเรียและปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ท่ีจะทาํให้ผลิตภณัฑเ์ปล่ียนสี บ่มท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 4 ๐C เป็นเวลา 7 วนั 

จากนั้นนาํไป ตรวจสอบคุณสมบติัทางเคมีดงัน้ี (วธีิการวเิคราะห์แสดงในภาคผนวก) 
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(1) การวเิคราะห์หาปริมาณสารแอนติออกซิเเดนทใ์นสาโทโดยวธีิ DPPH 

(2) การวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลลิกโดยวธีิ Folin-Ciocalteu  

(3) การหาปริมาณสารแกมมาโอไรซานอลโดยวธีิ UVspectrophotometric method 

(4) การหาปริมาณสารสีและความเขม้สี (Color intensity) โดยวธีิ UV spectrophotometric method   

(5) การหาปริมาณซลัเฟอร์ไดออกไซดท์ั้งหมดและซลัเฟอร์ไดออกไซดอิ์สระโดยวธีิ Ripper    

(6) การวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของเอทานอล โดยวธีิแก๊สโครมาโตกราฟี    

วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบมีปัจจัยเดียว 

(Univariate) และใช ้ Duncan’s Multiple Range Test ประเมินตวัอยา่งระหวา่งตวัอยา่ง ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 

เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) โดยใชโ้ปรแกรมสาํเร็จรูป V. 20 softwere for windows (SPSS) 

3.2.4 การหาอตัาส่วนทีเ่หมาะสมระหว่างข้าวเหนียวดาํต่อข้าวเหนียวขาวในการผลติสาโทแดง 

การทดลองน้ีไดแ้ปรผนัอตัราส่วนระหวา่งขา้วเหนียวดาํจาก จ. ร้อยเอ็ดต่อขา้วเหนียวขาวพนัธ์ุ กข.6 

ในอตัราส่วน 0:100 55:45 70:30 85:15 และ 100:0 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกั เพ่ือใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิต

สาโทแดง ร่วมกบัการใชร้าท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยแป้ง ดงัตารางท่ี 3.3  

โดยกระบวนการเตรียมขา้วเหนียว กระบวนการหมกั รวมไปถึงการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี

ของสาโทแดงท่ีผลิตได้หลงักระบวนการหมกั ดาํเนินการแบบเดียวกับการทดลองท่ี 3.2.3 และการทดลองน้ี

เพ่ิมเติมการทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคของสาโทแดงท่ีผลิตได ้

 

ตารางที ่3.3 แสดงชุดทดลอง ของการทดลองการหาอตัาส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งขา้วเหนียวดาํจาก จ. ร้อยเอด็ต่อ   

                    ขา้วเหนียวขาวพนัธ์ุ กข. 6 ในการผลิตสาโทแดง  

ชุดทดลอง 

วตัถุดิบ (เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกั) 

รา ยสีต ์ขา้วเหนียวดาํ 

จ. ร้อยเอด็ 

ขา้วเหนียวขาว 

พนัธ์ุ กข. 6 

1 
0 100 

M. purpureus TISTR 3002 

S. bayanas EC 1118 

2 R. oryzae 

3 
55 45 

M. purpureus TISTR 3002 

4 R. oryzae 

5 
70 30 

M. purpureus TISTR 3002 

6 R. oryzae 

7 
85 15 

M. purpureus TISTR 3002 

8 R. oryzae 

9 
100 0 

M. purpureus TISTR 3002 

10 R. oryzae 
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3.2.5  การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยั้งการเจริญของแบคทเีรียก่อโรคของสาโทแดง 

 นาํสาโทแดงท่ีผลิตไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.4 มาทาํการทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียก่อโรค 5 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Bacillus cereus, Staphylococcus aureus TISTR 029, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27533, Escherichia coli TISTR 073 และ Enterobacter aerogenes TISTR 1540 โดยใชว้ิธี 

agar diffusion assay 

 เน่ืองจากสาโทแดงท่ีผลิตได ้มีความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในปริมาณ

ตํ่า เพ่ือใหก้ารทดสอบคุณสมบติัการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย ก่อโรคของสาโทแดงสัมฤทธ์ิผล จึงตอ้งทาํให้

สาโทแดงมีความเขม้ขน้ข้ึน โดยนาํเอาสาโทแดงท่ีผลิตไดไ้ปทาํการระเหยโดยใชเ้คร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน 

(Rotary Evaporator) ตามขั้นตอน ดงัต่อไปน้ี  

1. นาํตวัอยา่งสาโทแดง ปริมาตร 30 มิลลิลิตรไปผา่นกระบวนการระเหยโดยใชเ้คร่ืองกลัน่ระเหย

สารแบบหมุน (Rotary Evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 55 ๐C เป็นเวลา 45 นาที 

2. ละลายสาโทแดงโดยใช ้20 เปอร์เซ็นต ์Dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

3. กรองตวัอยา่ง ผ่าน5กระดาษกรอง1 (Membrane filter) ปลอด1เช้ือ1ขนาด 0.2 ไมครอน 1สาํหรับ

ทดสอบคุณสมบติัการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 5 สายพนัธ์ุ 

4. Streak เช้ือแบคทีเรียก่อโรค 5 สายพนัธ์ุลงบนอาหาร Nutrient Agar (NA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

5. นาํโคโลนีเด่ียว มา 2-3 โคโลนี ใส่ใน 0.85 เปอร์เซ็นต ์NaCl (w/v) ปลอดเช้ือ และปรับความ

ขุ่นของเช้ือใหไ้ดเ้ท่ากบั 0.5 McFarland Standard 

6. ใช ้Cotton swab ปลอดเช้ือ จุ่มสารละลายแบคทีเรียท่ีเตรียมไว ้นาํมาป้าย (swab) ให้ทัว่อาหาร 

NA แลว้ใช ้Cork borer ท่ีมีเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบนอาหาร NA  

7. หยดตวัอยา่งสาโทแดงเขม้ขน้ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในหลุมท่ีเจาะบนจานอาหาร NA 

โดยใชย้าปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล (Chloram phenicol)5 ความเขม้ขน้ 500 mg/l เป็น positive control และใช ้20

เปอร์เซ็นต ์DMSO เป็น negative control จากนั้นนาํไปบ่มในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

8. วดัขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้ง (Inhibition zone) ท่ีเกิดข้ึน 

3.2.6 การทดสอบทางประสาทสัมผสั  

หลงัจากวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของตวัอย่างสาโทแดงแลว้ คดัเลือกสาโทแดงท่ีมีปริมาณ

สารสาํคญัสูงท่ีสุด 4 อนัดบัแรก (สารแกมมาโอไรซานอล สารแอนติออกซิแดนท์ สารประกอบฟินอลิก colour 

intensity และสารสี รวมไปถึงตวัอยา่งสาโทแดงท่ีมีคุณสมบติัในการตา้นเช้ือจุลินทรียก่์อโรค) โดยใชส้าโทแดงท่ี

ผลิตจากขา้วเหนียวขาวร่วมกบัการใชร้าสายพนัธ์ุ M. purpureus TISTR 3002 เป็นตวัอยา่งควบคุมร่วมกบัตวัอยา่ง

สาโทท่ีมีจาํหน่ายในทอ้งตลาด รวมจาํนวนตวัอยา่งทั้งหมด 6 ตวัอยา่ง 

โดยมีผูเ้ขา้ร่วมทดสอบทางประสาทสมัผสัจาํนวณ 30 คน ท่ีไม่ปฏิเสธการด่ืมแอลกอฮอล ์ผูท้ดสอบ

ชิมจะประเมินตวัอยา่งสาโทตามแบบประเมินในภาพท่ี 3.1  
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ID……………………. 

 

(ตวัอยา่ง แบบประเมินคุณภาพดา้นประสาทสมัผสั) 

ช่ือ – นามสกุล ผูท้ดสอบ............................................................................................................................................ 

สถานท่ีทาํการทดสอบ............................................................................................................................................... 

วนั/เดือน/ปี..........................................................................เวลา................................................................................ 

******โปรดระบุความคิดเห็นของท่านต่อตวัอยา่งตามลกัษณะต่อไปน้ีโดยให้คะแนนตามความรู้สึกของท่านมากท่ีสุด 
 

หลกัเกณฑ์ในการให้คะแนน 

1.สี 

สาโทขาว    สาโทโรเซ่                                                 คะแนน 

สีขาวซีด    สีจืด/อ่อนมาก   0 

สีคลํ้าเขม้จดั   สีแดง    0 

สีเหลืองอ่อน   สีแดงอ่อน    1 

สีตามวตัถุดิบ   สีตามวตัถุดิบ   2  

2. ความใส 

ไม่ใส (ขุ่น)        0 

ใส(แต่ไม่ใสจริง)       1 

ใสเป็นประกายมองทะลุแกว้ได ้      2 

3.กลิน่ 

กล่ินผิดปกติ/ไม่พึงประสงค ์      0 

กล่ินอ่อนไม่สร้างความประทบัใจใดๆ     1 

กล่ินท่ีเป็นแบบฉบบั       2 

กล่ินหอมละไม       3 

กล่ินหอมชวนดม/ประทบัใจมาก      4 

4. รสชาติ 

ผิดปกติ (ความเปร้ียว  ฝาด  ขม  หวาน  เกินควร)    0 

ไม่มีความเป็นตวัของตวัเอง                    1-3 

อ่อน ปานกลาง แต่เป็นฉบบัตามวตัถุดิบ                   4-6 

ไดส้มดุลมีสุนทรียภาพ                    7-9 

เขม้และประทบัใจอยา่งยิง่                  10-12 

ตวัอยา่งสาโท(หมายเลข) 

องคป์ระกอบ 

 

............. 

 

.............. 

 

.............. 

 

.............. 

 

.............. 

 

.............. 

สี                           (ระดบัคะแนน 0-2)       

ความใส                (ระดบัคะแนน 0-2)       

กล่ิน                      (ระดบัคะแนน 0-4)       

รสชาติ                  (ระดบัคะแนน 0-12)       

รวม                       (20 คะแนน)       

ภาพที ่3.1 แสดงตวัอยา่งแบบประเมินท่ีใชใ้นการประเมินคุณภาพสาโททางดา้นประสาทสมัผสั  

  


