
 
 

บทที่ 3 การด าเนินงานวจิัย 

3.1  วตัถุดบิ สารเคมีและอปุกรณ์ 

3.1.1  วตัถุดิบ 

- แป้งมนัส าปะหลงัตราปลาไทย 5 ดาว 
 

3.1.2 สารเคม ี

- 3, 5- dinitrosalicylic acid (Sigma Chemical Co., Ltd., USA) 
- Acetone (Lab Scan Asia Co., Ltd., Thailand) 
- Butyric anhydride (Sigma Chemical Co., Ltd., USA) 
- Dimethylsulfoxide (Merck KGaA, Germany) 
- Disodium hydrogen phosphate (Merck KGaA, Germany) 
- Ethanol (Lab Scan Asia Co., Ltd., Thailand) 
- Glacial acetic acid (Lab Scan Asia Co., Ltd., Thailand) 
- Hydrochloric acid (Merck KgaA, Germany) 
- Isopropyl alcohol (Lab Scan Asia Co., Ltd., Thailand) 
- Octenyl succinic anhydride ; OSA (Sigma Chemical Co., Ltd., USA) 
- Oleic acid (Carlo Erba Reagent) 
- Palmitic acid (Fluka, Switzerland) 
- Pancreatic α-amylase (Megazyme International Ireland Ltd.) 
- Phenol crystallized, 99% (detached crystals) (Ajax Finechem) 
- Phenolphthalein (LabChem, Australia) 
- Potassium sodium tartrate (Sigma Chemical Co., Ltd., USA) 
- Sodium chloride (Merck KGaA, Germany) 
- Sodium dihydrogen phosphate dehydrate (Quality Reagent Chemical Product, New 

Zealand) 
- Sodium hydroxide (Merck KgaA, Germany) 
- Sulphuric acid (Lab Scan Asia Co., Ltd., Thailand) 
- Vinyl acetate (Merck KGaA, Germany) 
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3.1.3 เคร่ืองมอืและอปุกรณ์ 

- Erlenmeyer flask 
- Duran bottle (Schott, Germany) 
- Burettes 
- Burette clamp 
- Beaker 
- Magnetic bar 
- Magnetic stirrer 
- Pipette  
- Auto pipette   
- โกร่งบด (mortar)   
- ตะแกรงร่อนขนาด 140 เมส (sieve) 
- โหลกนัความช้ืน (desiccator) 
- ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) (Memmert UM, German) 
- เตาไฟฟ้า (hot plate) 
- ป้ัมสุญญากาศ (vacuum pump)  
- อ่างน ้าร้อนควบคุมอุณหภูมิ (boiling water bath)  
- เคร่ืองหมอ้ตม้ความดนัไอน ้า (autoclave) 
- กลอ้งจุลทรรศน์ light microscope (Eclipse E200, Nikon, Japan) 
- เคร่ือง Centrifuge (Centrifuge BR 4I, Jouan Inc., USA)  
- เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (UV-Visible spectrophotometer, Shimadzu UV-160, Japan)   
- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Satorius analysis, sartorius AG, Goettingen, Germany)  
- เคร่ืองตรวจวดัค่าพีเอช (Inlab TFK 325, Wissensochaftlich-Technische Werkstatten 

GmbH & Co., KG. Germany) 
- เคร่ือง Scanning Electron Microscope ; SEM (JSM-5410LV, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 
- เคร่ือง X-ray diffraction (D8 Discover, Bruker, Germany) 
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3.2 วธีิการทดลอง 

3.2.1 การศึกษาผลของสภาวะในการเตรียมสเฟียรูไลต์ 

3.2.1.1 การเตรียมสเฟียรูไลต์ 

1. เตรียมแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 10% (W/W) น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นน าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 psi โดยใชเ้คร่ืองหมอ้น่ึงความ
ดนัไอน ้า (autoclave) เป็นเวลา 30 และ 60 นาที  

2. ท าใหแ้ป้งเยน็ตวัลงดว้ยอตัราเร็วต่างๆ  
2.1 การท าให้เยน็อย่างช้า โดยเก็บแป้งเจลไวท่ี้อุณหภูมิห้องจนกระทัง่อุณหภูมิลดลงถึง  

46 °C และเก็บต่อจนครบเวลา 22 ชัว่โมง 
2.2 การท าให้เยน็อยา่งเร็ว โดยเก็บแป้งเจลท่ีอุณหภูมิ -15 °C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้น

น าไปเก็บไวใ้นอ่างน ้าร้อนควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 °C และ 50 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
3. น าตวัอยา่งท่ีไดม้าเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ 10 เท่าของปริมาตรตวัอยา่งทั้งหมด น าไปป่ันเหวี่ยง

ท่ีความเร็ว 2000 g เป็นเวลา 5 นาที ท าซ ้ า 3 คร้ัง 
4. ตกตะกอนแป้งโดยเติมน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 เท่าของปริมาณตวัอย่างทั้งหมด กวนให้แป้ง

กระจายตวั จากนั้นค่อยๆเติมเอทานอล 95% ปริมาตร 3 เท่าของปริมาณตวัอย่างทั้งหมด
กรองดว้ยเคร่ืองกรองสุญญากาศ 

5. น าแป้งไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 °C เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
6. บดแป้งใหล้ะเอียดดว้ยโกร่งบด แลว้น าไปร่อนดว้ยตะแกรงขนาดรู 63 µm 
7. น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปศึกษาลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พร้อมทั้งนบัจ านวนสเฟียรูไลต์

โดยใช ้Hemacytometer 
 

3.2.1.2 การนับจ านวนสเฟียรูไลต์โดยใช้ Hemacytometer 

1. เจือจางสเฟียรูไลต์ให้มีจ  านวนเม็ดสเฟียรูไลต์ท่ีพอเหมาะในน ้ ากลัน่ โดยรวมปริมาตร
ของสารละลายไอโอดีน 

2. หยดสารละลายสฟียรูไลต์ลงตรงร่องของ counting chamber ท่ีปิด cover chamber ไว้
เรียบร้อยแลว้ โดยให้ปลาย pipette แตะตรงขอบของ cover chamber และ pipette ท ามุม
กบั counting chamber ประมาณ 45° ควบคุมให้สารละลายจาก pipette ค่อยๆ ลงสู่ 
counting chamber จนเต็มพอดี ตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 2 นาที เพื่อให้เม็ดสเฟียรูไลต์หยุดน่ิง 
ถา้มีฟองอากาศเกิดข้ึน หรือหยดใหญ่เกินไปจนลน้ counting chamber ให้ใชผ้า้ท่ีสะอาด
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ท าความสะอาด counting chamber แลว้จึงหยดสารละลายใหม่ (ตอ้งเขยา่ให้เขา้กนัดีก่อน
จะหยดใหม่ทุกคร้ัง) 

3. นบัจ านวนเม็ดและวดัขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของเม็ดสเฟียรูไลต์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
(รูปท่ี 3.1-3.2) โดยใชโ้ปรแกรม NIS-Element D 2.30, SP5 ใชก้ารวดัขนาดแบบ Auto 
Outer เร่ิมจากใช้เลนส์วตัถุก าลังขยายต ่า (10x) เพื่อหาช่องตรงกลางก่อน แล้วจึง
เปล่ียนเป็นเลนส์วตัถุก าลงัขยายสูง (40X) นับจ านวนเม็ดสเฟียรูไลต์ในช่อง โดย
ก าหนดใหเ้ส้นนอกบนกบัเส้นนอกขวาเป็นขอบเขตของพื้นในการนบั นบัจนครบ 5 ช่อง 
(ใน 1 ช่อง จะมีช่องเล็กๆ 16 ช่อง) แลว้น ามารวมกนัเพื่อใชค้  านวณจ านวนเม็ดสเฟียรูไลต์
ต่อ 1 ลบ.มม. 

4. เม่ือนบัจ านวนเม็ดสเฟียรูไลต์เสร็จให้รีบท าความสะอาด counting chamber และ cover-
glass ดว้ยผา้สะอาดและนุ่มทนัที 

การค านวณ 

จ านวนเมด็สเฟียรูไลต/์ลบ.มม. = จ านวนเม็ดสเฟียรูไลตท่ี์นบัได ้x dilution factor 

         ปริมาตรท่ีใชน้บั 

เม่ือ dilution factor คือ อตัราส่วนในการเจือจางสเฟียรูไลต ์

ปริมาตรท่ีใชน้บัจ านวนเม็ดสเฟียรูไลต ์ = พื้นท่ี x ความลึก x จ านวนช่อง 

= (0.2 x 0.2) x 0.1 x 5 

= 0.02 ลบ.มม. 

ดงันั้น จ านวนเมด็สเฟียรูไลต/์ลบ.มม.  = N x dilution factor 

0.02 

N คือ จ านวนเมด็สเฟียรูไลตท่ี์นบัไดท้ั้งหมดใน 5 ช่อง ดงัแสดงในรูปท่ี 3.1 

 
รูปที ่3.1 สเกลใน Hemacytometer (Counting chamber) ช่อง 1, 2, 3, 4, 5 (5 ช่อง) คือ 
ช่องท่ีใชน้บัจ านวนเม็ดสเฟียรูไลต ์
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รูปที ่3.2 วธีิการนบัจ านวนเม็ดสเฟียรูไลตใ์นบริเวณท่ี 1 

 

3.2.3 การเตรียมสารประกอบระหว่างแป้งมนัส าปะหลงักบักรดไขมนัชนิดต่างๆ 
ดัดแปลงจากวธิีของ Fanta และคณะ (2008) 

1. น ากรดอะซิติก 5% (W/W) ของปริมาณอะไมโลสทั้งหมด ละลายในเอทานอล 20 
มิลลิลิตร น าไปผสมกบัแป้งมนัส าปะหลงัแหง้ จากนั้นระเหยเอทานอลออก 

2. น าแป้งไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 °C ประมาณ 12 ชัว่โมง 
3. ส าหรับกรดบิวทิริก กรดปาลม์มิติก และกรดโอเลอิก ใหท้  าตามขั้นตอนท่ี 1-2 เช่นเดียวกบั

กรดอะซิติก 
 

3.2.4 การเตรียมแป้งดัดแปร 

3.2.4.1 การเตรียมแป้งแอซีเทต ดัดแปลงจากวธีิของ Wurzburg (1964) 

น าแป้งมนัส าปะหลงัมาดดัแปรโดยวธีิการแอซิทิลเลชนัดว้ยไวนิลแอซิเทตท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
โดยใชไ้วนิลแอซิเทต 8%  (W/W) และควบคุม pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 9.0-9.4  โดยมีขั้นตอนการเตรียมดงัน้ี 

1. ชัง่แป้ง 170 กรัม โดยน ้ าหนกัแป้งแห้ง ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 600 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ลง
ไป 225 กรัม กวนใหเ้ขา้กนั ดว้ย Magnetic stirrer 

2. ปรับ pH ของน ้าแป้งเป็น 9.0-9.4 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 3% 
3. เติมไวนิลแอซิเทตจากบิวเรตผา่นสายยาง โดยปรับให้ค่อยๆหยดไวนิลแอซิเทตลงในน ้ า

แป้ง   
4. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 3% เป็นระยะ เพื่อรักษา pH ให้อยูใ่นระดบัท่ี

ตอ้งการ  

1 2 0 1 

1 2 3 0 

2 1 0 1 

2 1 1 1 
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5. หลงัจากเติมไวนิลแอซิเทตตามระยะเวลาท่ีก าหนดหมดแลว้ กวนน ้ าแป้งต่อไปจนกวา่ pH 
จะคงท่ี แลว้ปรับ pH เป็น 6.5 ดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.5 นอร์มอล  

6. น าแป้งไปกรองด้วยเคร่ืองกรองสุญญากาศ  ล้างแป้งโดยเติมน ้ ากลัน่ประมาณ 500 
มิลลิลิตร กวนใหเ้ขา้กนัแลว้กรอง โดยท าการลา้งแป้ง 3 คร้ัง  

7. น าแป้งไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 °C ประมาณ 20 ชัว่โมง  
8. บดแป้งใหล้ะเอียดดว้ยโกร่งบด แลว้น าไปร่อนดว้ยตะแกรงขนาด 140 เมส 

 
3.2.4.2 การวิเคราะห์ปริมาณของหมู่แอซิทิลของแป้งแอซีเทตและระดับการแทนที่ (Degree of 

substitution) (Ogawa และคณะ, 1999) 

การวเิคราะห์ปริมาณของหมู่แอซีทิลในแป้งท่ีดดัแปรดว้ยวิธีแอซีทิลเลชนั โดยวิธีการไตเตรต
แบบยอ้นกลบั  มีขั้นตอนการวเิคราะห์และค านวณดงัน้ี 

1. ละลายแป้งแอซีเทต 5 กรัม ลงในน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร  ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 
มิลลิลิตรท่ีมีจุกปิด  หยด phenolphthalein เพื่อเป็น indicator   

2. เติม NaOH 0.5 M  25 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย คนของผสมท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 
นาที  ปิดจุก flask เพื่อป้องกนัการระเหยขณะเกิดปฏิกิริยา saponification  

3. หลงัจากนั้น ไตเตรตด่างท่ีมากเกินพอในตวัอยา่งดว้ย HCl ความเขม้ขน้ 0.5 M  
หมายเหตุ - ทดสอบ blank โดยใชแ้ป้งท่ีไม่ไดผ้า่นการดดัแปรดว้ยปฏิกิริยาเอสเทอร์ริฟิเคชนั 
แลว้ท าตามขั้นตอนท่ี 1-3 
 
การค านวณหาร้อยละของหมู่แอซิทิล (% acetyl group) และระดบัการแทนท่ี (DS) 

% Acetyl group =   (value for blank - value for sample)(ml) normality of HCl  0.043  100 
                            (sampling weight)(g)   

DS =       162  (% Acetyl group)   
      4300 – {42  (% Acetyl group)} 

% ประสิทธิภาพของการเกิดปฏิกิริยา    =   experimental DS     100 
          theoretical DS 
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3.2.4.3 การเตรียมแป้งมันส าปะหลงัดัดแปรด้วย OSA (ดัดแปลงจากวธีิของ Hui และคณะ (2009)) 

น าแป้งมนัส าปะหลงัมาดดัแปรโดยใชแ้ป้งท่ีความเขม้ขน้ 35% อุณหภูมิ 30 °C ระยะเวลา 4 
ชัว่โมง ควบคุม pH ระหวา่งการท าปฏิกิริยาให้อยูใ่นช่วง 8.0-8.5 โดยใช ้OSA ท่ีความเขม้ขน้ 3% โดย
มีขั้นตอนการเตรียมดงัน้ี  

1. เตรียมแป้ง 35 กรัม โดยน ้ าหนกัแห้ง (w/v) ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่
ลงไป 65 กรัม กวนใหเ้ขา้กนั 

2. ปรับ pH ของน ้าแป้งเป็น 8.0 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 3%  
3. ค่อยๆ หยดสารละลาย OSA (โดยเจือจาง OSA ดว้ย isopropyl alcohol ปริมาตร 5 เท่า) 

จากบิวเรต ลงในน ้าแป้ง 
4. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 3% เป็นระยะ  เพื่อรักษา pH ให้อยูใ่นระดบั 

8.0-8.5  
5. หลงัจากเติม OSA ตามระยะเวลาท่ีก าหนดหมดแลว้ กวนน ้ าแป้งต่อไปจนกวา่ pH จะคงท่ี 

แลว้ปรับ pH เป็น 7.0 ดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 3% 
6. ลา้งแป้งดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง ตามดว้ยเอทธานอล 70% ประมาณ 250 มิลลิลิตร จ านวน 2 

คร้ัง และน ามากรองดว้ยเคร่ืองป๊ัมสุญญากาศ  
7. น าแป้งไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 °C ประมาณ 12 ชัว่โมง  
8. บดแป้งใหล้ะเอียดดว้ยโกร่งบด แลว้น าไปร่อนดว้ยตะแกรงขนาด 140 เมส 

 
3.2.4.4 การวิเคราะห์ปริมาณของหมู่ออคทินิลซัคซินิคของแป้งมันส าปะหลังดัดแปรและระดับการ

แทนที ่(degree of substitution) (ดัดแปลงจากวธีิของ Kweon และคณะ (2001)) 

1. ชัง่ตวัอยา่งแป้งดดัแปร 5 กรัม โดยน ้ าหนกัแห้ง ใส่ลงในสารละลาย HCl ความเขม้ขน้ 2.5 
M ใน isopropyl alcohol ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร แลว้ตั้งบน
เคร่ือง magnetic stirrer กวนนาน 30 นาที  

2. เติม isopropyl alcohol 90% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว้กวนอีก 10 นาที  
3. กรองน ้าแป้งผา่น glass filter และลา้งแป้งดว้ยน ้ ากลัน่จนกระทัง่เม่ือใชส้ารละลายซิลเวอร์ 

 ไนเตรต เขม้ขน้  0.1 นอร์มอล ทดสอบกบัน ้ าลา้งแลว้ไม่เกิดตะกอนขุ่น จากนั้นลา้งคร้ัง
สุดทา้ยดว้ย isopropyl alcohol 90% 

4. น าแป้งท่ีกรองไดไ้ปเติมน ้ ากลัน่ 300  มิลลิลิตร และน าไปตม้นาน 20 นาที  จากนั้นท าการ
ไทเทรตดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.1 M หยด phenolphthalein เพื่อเป็น
อินดิเคเตอร์ แลว้ค านวณค่าระดบัการแทนท่ีตามสมการ 
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DS =            0.162  (A x M)/W 
    1-[0.210 x (A x M)/W] 

A = ปริมาตรของโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใชใ้นการไทเทรต (มิลลิลิตร) 

M = ความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซด ์(โมลาร์) 

W = น ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งแป้งออคเทนิลซคัซิเนตท่ีน ามาไทเทรต (กรัม) 

ประสิทธิภาพของการเกิดปฏิกิริยา (%)  =  Actual DS x 100 
Theoretical DS 

 

3.2.5 การเตรียมแป้งทีผ่่านการย่อย 

3.2.5.1 การย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วยกรด ดัดแปลงจากวธีิของ Chung และคณะ (2003) 

วธีิการทดลอง 

1. เตรียมแป้งมนัส าปะหลงั 50 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2.2 M ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร น าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 35 °C พร้อมทั้งเขย่า ตามเวลาท่ี
ก าหนด 

2. น าไปกรองผา่น glass filter G4 ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่หลายๆคร้ังจนกระทัง่ pH เท่ากบั 7.0 และ
ลา้งดว้ยอะซิโตน 2-4 คร้ัง 

3. น าแป้งไปอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 °C ประมาณ 12 ชัว่โมง  
4. บดแป้งใหล้ะเอียดดว้ยโกร่งบด แลว้น าไปร่อนดว้ยตะแกรงขนาด 140 เมส 

 
3.2.5.2 การตัดกิ่งแป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์พูลลูลาเนส ดัดแปลงจากวิธีของ Yotsawimonwat 

และคณะ (2004) 

วธีิการทดลอง 

1. เตรียมแป้งมนัส าปะหลงั 10% (w/w) ในสารละลาย acetate buffer  pH 5.0 น าไปตม้เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 psi โดยใชเ้คร่ือง
หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (autoclave) เป็นเวลา 60 นาที 

2. ท าให้เยน็จนถึงอุณหภูมิ 55  °C จากนั้นเติม pullulanase  22.5 PUN/กรัมแป้ง   น าไปบ่มใน
อ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 55 °C กวนตลอดจนครบเวลาท่ีก าหนด 

3. เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาเติมเอทานอล 99% ปริมาตร 3 เท่าของปริมาณตวัอย่าง เพื่อหยุด
ปฏิกิริยา และตกตะตอนดว้ยเอทานอล 95% 
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4. น าไปกรองและอบในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 °C ประมาณ 12 ชัว่โมง 
5. บดแป้งใหล้ะเอียดดว้ยโกร่งบด แลว้น าไปร่อนดว้ยตะแกรงขนาด 63 µm 
 

3.2.6 การศึกษาผลของแป้งมนัส าปะหลงัในรูปแบบต่างๆ ต่อการเกดิสเฟียรูไลต์ 

1. เตรียมสเฟียรูไลตภ์ายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.2.1 จากตวัอยา่งดงัน้ี 
- สารประกอบระหวา่งแป้งมนัส าปะหลงักบักรดไขมนัชนิดต่างๆ (กรดอะซิติก กรด

บิวทิริก กรดปาลม์มิติก และกรดโอเลอิก) 
- แป้งมนัส าปะหลงัดดัแปร (แป้งอะเซททิเลตและแป้งออคทินิลซคัซิเนต) 
- แป้งท่ีผา่นการยอ่ย (ยอ่ยดว้ยกรดและตดัก่ิงดว้ยเอนไซม)์ 

2. ท าการเปรียบเทียบปริมาณและขนาดของสเฟียรูไลตท่ี์ไดโ้ดยใช้  Hemacytometer  นบั
จ านวนสเฟียรูไลต ์

 

3.2.7 การศึกษาคุณสมบัติทางเคมกีายภาพของแป้งมนัส าปะหลงั  

3.2.7.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขนาดของเม็ดแป้งด้วยเคร่ือง Scanning  electron 
microscope (Sahai และ Jackson, 1996) 

1. น าแป้งตวัอย่างปริมาณเล็กน้อยมาโรยบนเทปกาวสองหน้าท่ีติดอยู่บนแท่ง aluminium 
stub 

2. น าแท่ง aluminium stub ท่ีติดแป้งตวัอยา่งแลว้เขา้เคร่ืองเคลือบทองท่ีผวิของแป้งตวัอยา่ง 

3. ส่องดูตวัอยา่ง โดยควบคุมสภาวะในการทดลองดงัน้ี ค่าอตัราเร่งความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ี 10 
หรือ 15 kV และใชก้ าลงัขยายท่ี 1,000 หรือ 3,500 เท่า 

 
3.2.7.2 การศึกษาโครงสร้างผลกึของเม็ดแป้งโดยเคร่ือง X - ray diffractometer  

1. ชัง่ตวัอย่างแป้งประมาณ 1-2 กรัม บรรจุลงในจานส าหรับตรวจวิเคราะห์ และปิดผิวหน้า
ของจานดว้ยแผน่อลูมิเนียมฟอยด์ เพื่อป้องกนัการเปล่ียนแปลงความช้ืน 

2. วเิคราะห์ลกัษณะโครงสร้างผลึกของเมด็แป้ง โดยทดสอบท่ีสภาวะดงัต่อไปน้ีคือ ใช ้target 
เป็นโลหะทองแดงท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้าเท่ากบั 45.0 kV ใชก้ระแสไฟฟ้า 30   mA เร่ิม scan 
ท่ีมุม 5.0 และหยดุท่ีมุม 45.0 โดยมีค่า step angle เท่ากบั 0.04 

3. วิเคราะห์ X-ray diffraction pattern โดยเทียบค่า 2, d-spacing และ intensity  ท่ีไดก้บั
ลกัษณะโครงสร้างผลึกของเมด็แป้งท่ีเป็น pattern มาตรฐาน (Zobel, 1964) ดงัตารางท่ี 3.1 
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ตารางที่ 3.1  ลกัษณะโครงสร้างผลึกของเม็ดแป้งท่ีเป็นแบบ A, B, และ C-type    

Starch X-ray powder diffraction pattern 

 A-type   B-type   C-type  
d-Spacing, 

Ao 
Intensity* 2 

d-Spacing, 
Ao 

Intensity* 2 
d-Spacing, 

Ao 
Intensity* 2 

8.72 
7.70 
5.78 
5.17 
4.86 
4.37 
3.78 
3.30 
2.88 

w- 
w- 
s 
s 
s- 
m 
s 

w+ 
w 

10.1 
11.5 
15.3 
17.1 
18.2 
20.3 
23.5 
27.0 
31.0 

15.8 
8.90 
7.94 
6.14 
5.16 
4.54 
4.00 
3.70 
3.38 
2.60 

m 
w- 
w- 
m 
s 

w+ 
m 
m- 
w 
w 

5.59 
9.93 
11.1 
14.4 
17.2 
19.5 
22.2 
24.0 
26.3 
34.4 

15.4 
8.82 
7.66 
5.78 
5.12 
4.85 
4.35 
3.78 
3.32 

w 
w- 
w- 
s 
s 
m 
w- 
m+ 
w 

5.73 
10.0 
11.5 
15.3 
17.3 
18.3 
20.4 
23.5 
26.8 

* Intensity scale: strong (s), medium (m), weak (w), less than (-), and more than (+) 

 

3.2.8 การทดสอบความสามารถในการทนย่อยต่อกรดหรือเอนไซม์ 

1. เตรียมตวัอย่างแป้ง 0.1 กรัม เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 M pH 1.2 หรือ 
เอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส 10U/100 มิลลิกรัมแป้ง ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

2. น าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 37 °C พร้อมทั้งเขยา่  
3. เก็บตวัอยา่งปริมาตร 2 มิลลิลิตร เม่ือครบเวลา 10, 30, 60, 90 และ 120 นาที น าตวัอยา่ง

ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 4000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
4. น าสารละลายส่วนใสท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หาน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธี 3, 5-dinitrosalicylic acid 

(DNS) 
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3.2.9 การวเิคราะห์ปริมาณแป้งทั้งหมด (total starch; TS) โดยวธิี Phenol-sulfuric acid 

1. ชัง่น ้ าหนกัตวัอย่างแป้ง 50 มิลลิกรัม แล้วจึงเติม 80% (v/v) เอทานอล ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร เพื่อช่วยในการกระจายตวั ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 10 นาที หลงัจากนั้นเติม 
90% DMSO ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนัและน าไปตม้ในน ้ าเดือดจนตวัอย่าง
ละลายหมด 

2. ดูดสารละลายแป้งท่ีเจือจางแลว้มา 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอลเขม้ขน้ 5% ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้จึงเติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้
กนัและตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 30 นาที แลว้วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 490 นาโนเมตร เตรียม blank ในท านองเดียวกนัโดยเปล่ียนจากสารละลายตวัอยา่ง
เป็นน ้ากลัน่ 

3. น าค่าท่ีได้มาค านวณหาปริมาณแป้งโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน ้ าตาล
กลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

3.2.10 การวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) โดยวธิี DNS 

1. ดูดสารละลายแป้งท่ีเจือจางแลว้มา 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย DNS 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนั 

2. น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปแช่ในอ่างน ้าเยน็อีก 5 นาที 
3. เติมน ้า 2 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโน

เมตร เตรียม blank ในท านองเดียวกนัโดยเปล่ียนจากสารละลายตวัอยา่งเป็นน ้ากลัน่ 
4. น าค่าท่ีได้มาค านวณหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ

น ้าตาลกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

3.2.11 การวเิคราะห์เชิงสถิติ (STATISTICAL ANALYSIS) 

น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง มาวิเคราะห์เชิงสถิติเพื่อทดสอบความแตกต่างของ
ค่าเฉล่ียของกลุ่มตวัอยา่ง โดยใชโ้ปรแกรม Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 17.0) 
กรณีที่มีกลุ่มตัวอย่าง 2 กลุ่ม – ใชก้ารวิเคราะห์ Compare Means แบบ Independent-Samples T-Test 
(P<0.05) 
กรณีที่มีกลุ่มตัวอย่างมากกว่า 2 กลุ่ม – ใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way 
ANOVA) โดยใชว้ธีิ Duncan’s multiple-range test (P<0.05) 
 


