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บทคัดย่อ 

  
ไซเดอร์ข๎าวลืมผัวเป็นเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพในแถบเอเชีย และมีสํวนผสมที่หลากหลายที่

มีฤทธิ์ต๎านอนุมูลอิสระ กรดอะมิโน และกรดอินทรีย์ที่สูง จากการพัฒนาลูกแปูงสาโทด๎วยเชื้อบริสุทธิ์ 
โดยการแปรผันอัตราสํวนรา (Aspergillus oryzae LPP3) ตํอยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae 
TISTR5013) (กรัมตํอมิลลิลิตร) เป็น 1:1 (สูตร 1) 2:1 (สูตร 2) และ 3:1 (สูตร 3) เพ่ือหมักสาโทเป็น
เวลา 15 วันเพ่ือใช๎เป็นสารตั้งต๎นในการผลิตไซเดอร์ข๎าวลืมผัว พบวําสาโทหมักด๎วยลูกแปูงสูตร 3 ให๎
ปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุดเทํากับ 12.05±0.06 เปอร์เซ็นต์ จากการผลิตไซเดอร์โดยเติมเชื้อแบคทีเรีย
ผลิตกรด Acetobacter aceti TISTR102 (~10 เปอร์เซ็นต์) ในสาโททั้ง 3 สูตร เขยําที่ความเร็วรอบ 
150 rpm ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ศึกษาคุณลักษณะทางกายภาพ เคมี และ
กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระของไซเดอร์ที่ผลิต พบวําไซเดอร์สูตร 3 มีปริมาณกรดอะซิติกสูงสุด 
5.57±0.15 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณแอลกอฮอล์ 2.11±0.02 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด 
5.15±0.02 องศาบริกซ์ pH 3.39±0.02 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ 54.92±1.01 กรัมตํอลิตร  เมื่อ
วิเคราะห์สารระเหยด๎วยเครื่อง GC-MS สารที่พบได๎แกํ กรดคาร์บอมิก กรดโพรพิโอลิก เอทานอล 
เอทิลอะซิเตท 2,3-บิวเทนไดออล กรดโพรพาโนอิก และกลีเซอรอล ซึ่งมีผลตํอกลิ่นและรสชาติ และ
วิเคราะห์กรดอินทรีย์ตําง ๆ ด๎วยเครื่อง HPLC ได๎แกํ กรดซิติก ทาร์ทาริก กรดแลคติก กรดซักซินิก 
กรดโพรพิโอนิก และกรดอะซิติก จากการวิเคราะห์กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระของไซเดอร์ข๎าวลืมผัว 
พบวําไซเดอร์สูตรที่ 2 มีคํากิจกรรมสูงสุดเมื่อทดสอบด๎วยวิธี DPPH มีคํา 0.49±0.01 กรัมโทรอกตํอ
ลิตร FRAB มีคํา 1.46±0.01 กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร ปริมาณฟีนอลิก 9.47±0.02 กรัมแกลลิกตํอ
ลิตร ปริมาณฟลาโวนอยด์ 0.69±0.01 กรัมรูทีนตํอลิตร ซึ่งมีปริมาณสูงในวันที่ 4 ของการหมัก และ
ปริมาณแอนโทไซยานินมีแนวโน๎มลดลงเรื่อย ๆ เมื่อหมักเป็นระยะเวลา 7 วัน มีคํา 3.01±0.04 กรัม
ตํอลิตร นอกจากนี้ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด๎วยวิธี 7-points hedonic scale test โดยใช๎ผู๎
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ทดสอบจ้านวน 30 คน พบวําไซเดอร์สูตรที่ 2 มีระดับความพึงพอใจโดยรวมมากท่ีสุด 
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ABSTRACT 

  
Leum Pua rice cider is used as a health beverage in Asia and contains 

various active ingredients with antioxidant activity and high levels of amino acids 
including organic acids. Fermentation of Loog-pang to produce Thai traditional 
alcohol (sato) at ratio of fungi (Aspergillus oryzae LPP3) to yeast (Saccharomyces 
cerevisiae TISTR5013) (g/mL) of 1:1 (Formula 1) 2:1 (Formula 2) and 3:1 (Formula 3) 
were conducted for 15 days. The highest of alcoholic content (12.05 ± 0.06%) was 
found in rice sato (Formula 2). All 3 sato were used as the starter for acetic acid 
fermentation. The liquids were inoculated with Acetobacter aceti TISTR102 (~10%) 
and cultured at 150 rpm, 30 oC for 7 days. After fermentation, Formula 3 provided 
the highest of acetic acid and ethanol contents (5.57±0.15% and 2.11±0.02%, 
respectively). Total dissolved solid was 5.15±0.02 oBrix, pH = 3.39±0.02, and reducing 
sugar content was 54.92±1.01 g/L. Volatile compounds were analyzed by GC-MS. The 
results contained carbonic acid, propiolic acid, ethanol, ethyl acetate, 2,3-butanediol, 
propanoic acid and glycerol. These compounds affected the smell and taste of the 
product. Six organic acids determined by HPLC included citric acid, tartaric acid, lactic 
acid, succinic acid, propionic acid and acetic acid. The highest antioxidant activities of 
Leum Pua rice vinegar were found in Formula 2 (0.49±0.01g TE/L by DPPH assay and 
1.46±0.01 g FeSO4/L by FRAP assay), whereas phenolic content was 9.47±0.02 g 
GAE/L and flavonoid was 0.69±0.01 g RE/L after 4 days of fermentation. The 
anthocyanin content decreased continuously until 7 days of fermentation at 



 

 

  ช 

3.01±0.04  g/L. Results indicated that the vinegar gave overall satisfaction as ―mostly 
like‖ when surveyed by 30 volunteers using a 7-point hedonic scale sensory test. 

 
Keyword : Leum Pua rice, Loog-pang, Microorganism, Sato, Cider 
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อภิธานศัพท์ 

ค าศัพท์ ความหมาย 

กระบวนการหมัก 
(Fermentation) 

กระบวนการที่สารอินทรีย์เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมี โดยอาศัย
การท้ า งานของจุลิ นทรี ย์  ( เชํ น  ยี สต์  แบคที เ รี ย  )  หรื อ
เอนไซม์  เชํน การหมักแปูง น้้าตาลโดยใช๎ยีสต์จะได๎เอทานอล 

สาโท 
(Sato, rice wine) 

จัดเป็นสุราแชํที่ ไมํผํานการกลั่น โดยใช๎ข๎าวเหนียวหมักกับ
เชื้อจุลินทรีย์  จะได๎ผลิตภัณฑ์เป็นแอลกอฮอล์ ซึ่งมีปริมาณ
แอลกอฮอล์ไมํเกิน 15 ดีกรี  

ไซเดอร์ 
(Cider/Cyder) 

เป็นเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ประเภทหนึ่งที่เกิดจากกระบวนการ
หมักของเชื้อจุลินทรีย์แล๎วมีปริมาณแอลกอฮอล์ในไซเดอร์ตั้งแตํ 
1.2 – 8.5 เปอร์เซ็นต์ และมีปริมาณกรดอะซิติกมากกวํา 4 
เปอร์เซ็นต์ 

ข๎าวเหนียวลืมผัว 
(Oryza sativa Linn.) 

ข๎าวเหนียวที่มีเยื่อหุ๎มเมล็ดสีด้า ไวตํอแสง อายุสั้น ลักษณะกอตั้ง 
แข็งแรง ปล๎องสีเหลือง กาบใบและใบมีสีเขียว เมื่อถึงระยะน้้านม 
กลีบดอกจะเปลี่ยนสีเป็นแถบสีมํวง เมล็ดข๎าวลืมผัวจะมีสารต๎าน
อนุมูลอิสระสูง เชํน แอนโธไซยานิน 

ลูกแปูง 
(Loog-pang) 

กล๎าเชื้อจุลินทรีย์ที่อยูํในรูปแบบแห๎ง ใช๎ในการผลิตอาหารหมัก
หลายชนิด เชํน สาโท ข๎าวหมาก น้้าส๎มสายชู เป็นต๎น 

กรัมแกลลิคตํอลิตร 
(g GAE/L) 

หนํวยของคําปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมทั้งหมดในรูปกรัม
ของแกลลิค 

กรัมลูทีนตํอลิตร 
(g RE/L) 

หนํวยของคําปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมทั้งหมดในรูป
กรัมของลูทีน 

กรัมโทร็อกตํอลิตร 
(g TE/L) 

หนํวยของคํากิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระทั้งหมดของวิธี DPPH 
ในรูปกรัมของโทร็อก 

กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร 
(g FeSO4/L) 

หนํวยของคํากิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระทั้งหมดของวิธี FRAP 
ในรูปกรัมของเฟอรัสซัลเฟต 

แซ็คคาโรไมซิส ซิริวิซิอี 
(Saccharomyces cerevisiae) 

ยีสต์ชนิดหนึ่ งที่มีความสามารถในการเปลี่ยนน้้ าตาลเป็น
แอลกอฮอล์ได๎ดี ใช๎อยํางกว๎าขวางในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือการ
หมักเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เชํน ไวน์ เบียร์ ใช๎เป็นสารให๎ขึ้นฟูใน
ขนมปัง และใช๎ผลิตสารสกัดจากยีสต์ 
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อภิธานศัพท์ (ต่อ) 

ค าศัพท์   ความหมาย 

อะไมโลไมซิส รอกซิไอ 
(Amylomyces rouxii) 

ราชนิดหนึ่งที่พบในลูกแปูง มีลักษณะเส๎นใยสีขาว มีความสามารถ
เปลี่ยนแปูงเป็นน้้าตาลสูง สร๎างกรดในปริมาณที่เหมาะสม ในการ
ปรับสภาพการหมักข๎าวให๎เหมาะกับ การเจริญของ ยีสต์ในการ
หมักชํวงตํอไป แตํไมํเกิดรสเปรี้ยวมากเกินไป 

แอสเพอจิวรัส ออไรเซํ 
(Aspergillus oryzae) 

ราที่มีเส๎นใยสีขาว รานี้มีความสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส นิยม
ใช๎เพื่อการหมักอาหารจากถั่วเหลือง เชํน ซีอ้ิว เต๎าเจี้ยว มิโซ โดย
เตรียมอยูํในรูปของโคจิ ซึ่งเป็นหัวเชื้อที่ใช๎เพื่อการหมัก 

แอซีโตแบคเตอร์ อะซิไต 
(Acetobacter aceti) 

แบคทีเรียผลิตกรดอะซิติก แบคทีเรียนี้ไมํท้าให๎เกิดโรค เจริญได๎
ในที่มีอากาศ นิยมใช๎ในการหมัก โดยออกซิไดซ์เอทิลแอลกอฮอล์
ให๎เป็นกรดอะซิติกในการผลิตน้้าส๎มสายชู แตํเป็นเชื้อที่ท้าให๎
เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เชํน ไวน์ เสื่อมเสีย 

ไรโซปัส ออไรเซํ 
(Rhizopus oryzae) 

รากํอโรคในคน เชื้อราชนิดนี้เป็นองค์ประกอบในลูกแปูงเพ่ือใช๎ใน
การหมักแอลกอฮอล์ในทวีปเอเชีย รวมทั้งการท้าข๎าวหมากของ
ไทยด๎วย โดยสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสในการยํอยแปูงได๎ 

แซคคาโรไมคอปซิส ฟิบูลิเจอรํา 
(Saccharomycopsis 
fibuligera) 

ยีสต์ชนิดหนึ่งที่พบในลูกแปูงมีความสามารถยํอยแปูงให๎เป็น
น้้าตาลได๎  

วิคเคอฮาโมไมซิส อะโนไมลัส 
(Wickerhamomyces 
anomylus) 

ยีสต์ชนิดหนึ่ งที่มีความสามารถในการเปลี่ยนน้้ าตาลเป็น
แอลกอฮอล์ ซึ่งเกี่ยวข๎องกับการหมักธัญพืช แตํ ให๎ผลิตภัณฑ์
แอลกอฮอล์น๎อยกวํายีสต์ Saccharomyces sp. 

กลูโคโนแบคเตอร์ 
(Gluconobacter) 

เป็นชื้อสกุลของแบคทีเรียแกรมลบ อยูํในกลุํมแบคทีเรียที่ผลิต
กรดอะซิติก ซึ่งใช๎ในการหมักให๎เกิดกรดอะซิติก ใช๎ในการหมัก
น้้าส๎มสายชู สามารถเปลี่ยนน้้าตาลให๎เป็นกรดอะซิติกในภาวะที่มี
ออกซิเจน 

อะไมเลส 
(Amylase) 

เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่สามารถไฮโดรไลซ์พันธะในโมเลกุลของ
แปูงให๎มีขนาดของโมเลกุลเล็กลง ท้าให๎เป็นเดกซ์ทริน และน้้าตาล 
ไดแซ็กคาไรด์ เชํน มอลโทส มอโนแซ็กคาไรด์ เชํน กลูโคส 
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อภิธานศัพท์ (ต่อ) 

ค าศัพท์   ความหมาย 

การท้าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช 
(2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl, DPPH) 

เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต๎านออกซิเดชัน 
(antioxidant) ซึ่งใช๎ reagent คือ 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl เป็น stable radical ในตัวท้าละลาย 
methanol ซึ่งสารละลายนี้มีสีมํวง ซึ่งดูดกลื่นแสงได๎ดีท่ีความยาว
คลื่น 517 nm ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว งํายตํอการ
วิเคราะห์ ให๎ความถูกต๎องและแมํนย้าสูง 

การรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต๎าน
อนุมูล อิสระ 
(Ferric reducing antioxidant 
power, FRAP)  

วิธี  FRAP สามารถติดตามปฏิกิริยาที่ เกิดขึ้นโดยวัดคํา 
absorbance ที่ 595 nm จากนั้นศึกษาความสามารถในการต๎าน 
ออกซิเดชันในสารตัวอยําง โดยการเปรียบเทียบกบสาร มาตรฐาน 
Ferrous sulfate แล๎วรายงานเป็นคํา FRAP value ข๎อดีของวิที
นี้ คือเสียคําใช๎จํายน๎อย สะดวกรวดเร็ว ม  ี ขั้นตอนในการทดลอง
ไมํยุํงยาก ซับซ๎อนและม ีreproducibility ดี 

กรัม/ลิตร 
(g/L) 

คือหนํวยแสดงความหนาแนํนและความเข๎มข๎นของสสาร ใช๎ใน
กรณีท่ีจะหา มวล หรือ ปริมาตร ของสสารใด ๆ  

เครื่องแก๏สโครมาโทรกราฟฟี่ 
แมสสเปกโตรมิเตอร์ 
(Gas Chromatograph Mass 
Spectrometer, GC-MS) 

เป็นเครื่องมือส้าหรับแยกวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณสารใน
สภาวะแก๏ส โดยใช๎ตัวตรวจวัด (Detector)เป็นแบบเครื่อง
วิเคราะห์มวลสาร (Mass Spectrometer) จัดเป็นเครื่องที่ใช๎ 
เทคโนโลยี่ขั้นสูง มีความถูกต๎องและความแมํนย้าในการวิเคราะห์
สูง สามารถวิเคราะห์สารตัวอยํางได๎มากมายหลายชนิด 

เครื่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง 
High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 

สามารถว ิเ คร าะห์ส า ร ได ๎หล ายชน ิด  เ ช ํน  ส า รอ ินทร ีย์  
ส า รประกอบทางช ีวภ าพ  โพล ีเ มอร ์คู ํอ ิแนนทิโ อ เมอร์ 
สารประกอบที่เสียสภาพได๎งําย สารประกอบที่ระเหยยาก 
ไอออนขนาดเล็ก ไมโครโมเลกุลตัวอยํางที่น้ามาวิเคราะห์ 
ต๎องเป็นของแข็งหรือของเหลวต๎องละลายได๎ 100 % (กรอง
ด๎วย) การแยกสารจะประสบความส้าเร็จได๎ก็ตํอเมื่อสารมี
อ ัต ร าการ เคลื ่อนที ่ที ่แตกต ํา งก ันภาย ในคอลัมน์ โ ดยมี 
Mobile Phase เป็นตัวพาไป ตัวอยํางการทดสอบด๎วย 
HPLC เชํน หาปริมาณวิตามินซี ในเลือด น้้าผลไม๎ และอ่ืนๆ  

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0188/antioxidant-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99


 

 

 1 
 

บทที่ 1  
บทน า 

 

1.1 ที่มาและความส าคัญของงานวิจัย 
 ไซเดอร์ (Cider หรือ Cyder) เป็นค้าที่ใช๎เรียกเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพที่ได๎จากการหมักน้้าผลไม๎
ด๎วยเชื้อจุลินทรีย์ประเภทยีสต์ (yeast) ที่สร๎างแอลกอฮอล์ ต๎นต้ารับไซเดอร์ผลิตในประเทศอเมริกา 
อังกฤษ และแคนาดา โดยผลิตจากผลไม๎และธัญพืชมีความเป็นกรดอํอน คือมีรสเปรี้ยวเล็กน๎อย      
ซึ่งเกิดจากกรดมาลิกและกรดแลกติก รวมทั้งอุดมไปด๎วยสารประกอบฟิโนลิก (phenolic) สารต๎าน
อนุมูลอิสระ (antioxidant) วิตามิน และเกลือแรํ นอกจากนี้ไซเดอร์ยังชํวยท้าให๎ระบบขับถํายท้างาน
ได๎ดีขึ้น ลดความเสี่ยงการเกิดเซลล์มะเร็งในล้าไส๎ใหญํได๎ดี และลดปริมาณน้้าตาลกูลโคสใน      
กระแสเลือด (วรรณดี และคณะ, 2560)  

การผลิตสาโท เป็นเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ที่มีการผลิตอยํางแพรํหลายในอดีต โดยอาศัยภูมิ
ปัญญาของชนรุํนกํอน จากการใช๎ลูกแปูงที่มีการผลิตขึ้น ซึ่งลูกแปูงจะประกอบด๎วย ราที่ท้าหน๎าที่ยํอย
แปูงให๎เป็นน้้าตาล และยีสต์ท้าหน๎าที่เปลี่ยนน้้าตาลให๎เป็นแอลกอฮอล์ (ชูชาติ และคณะ, 2016)   
สูตรในการท้าลูกแปูงเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีผลตํอคุณภาพของสาโท ซึ่งเป็นภูมิปัญญาท๎องถิ่นที่มีมา
นาน แตํละท๎องถิ่นมีสูตรการท้าลูกแปูงที่แตกตํางกันออกไป ปัญหาเหลํานี้จึงนับวําส้าคัญมากในการที่
จะผลิตสาโทเป็นอุตสาหกรรม ซึ่งต๎องการลูกแปูงหรือกล๎าเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงที่ให๎
คุณภาพของสาโทสม่้าเสมอและได๎มาตรฐาน โดยสาโทควรมีคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่สม่้าเสมอ        
มีเปอร์เซ็นต์แอลกอฮอล์แนํนอน มีกลิ่น รสชวนดื่ม และไมํมีรสเปรี้ยว (Dung, 2013) 

ข๎าวเหนียวลืมผัว เป็นข๎าวเหนียวที่ก้าลังเป็นที่นิยมบริโภคในประเทศไทย เป็นอาหารหลัก
ของประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ ข๎าวเหนียวลืมผัวยังมีสารอาหารที่เป็น
ประโยชน์ คือ Oligomeric proanthocyanidin หรือ “โอพีซี” (OPC) ซึ่งมีสรรพคุณชํวยชะลอความ
แกํกํอนวัย และความเสื่อมถอยของรํางกาย นอกจากนี้ในข๎าวเหนียวลืมผัวยังมีกรดธาตุเหล็กและ
กรดโฟลิค การน้าข๎าวเหนียวลืมผัวไปสาโท และไซเดอร์จะท้าให๎ได๎วิตามินบี 12 ชํวยปูองกันโรค  
โลหิตจาง (ชื่นจิตร และคณะ, 2561) 

งานวิจัยครั้งนี้จึงมีจุดมุํงหมายเพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักไซเดอร์ และวิเคราะห์
กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระเพ่ือเป็นแนวทางในการประยุกต์ใช๎ในการผลิตในระดับชุมชนและ
ภาคอุตสาหกรรมตํอไป 
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1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1. เพ่ือคัดแยกเชื้อราที่สามารถยํอยแปูงและเชื้อยีสต์ที่ผลิตเอทานอลได๎สูงจากลูกแปูงสาโท

แหลํงตําง ๆ 
2. เพ่ือพัฒนาสูตรลูกแปูงสาโทจากเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได๎ เพ่ือผลิตสาโทให๎ได๎ปริมาณ     

เอทานอลสูง ซึ่งใช๎เป็นสารตั้งต๎นในการผลิตไซเดอร์ข๎าวลืมผัว 
3. เพ่ือศึกษาคุณลักษณะทางกายภาพ เคมี และกิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระของ            

ไซเดอร์ที่ผลิตได๎ 
1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 

1. เก็บตัวอยํางลูกแปูงจากส้านักงานเครือขํายวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย์อีสาน อ้าเภอ  
เสลภูมิ จังหวัดร๎อยเอ็ด บ๎านนาขํา ต้าบลนาขํา อ้าเภอวาปีปทุม จังหวัดมหาสารคาม  และต้าบลเกาะ
ยาวน๎อย อ้าเภอเกาะยาว จังหวัดพังงา 

2. ข๎าวลืมผัวจากส้านักงานเครือขํายวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย์อีสาน อ้าเภอเสลภูมิ 
จังหวัดร๎อยเอ็ด 

3. สถานที่ ห๎องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี  
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะรับ 

1. ได๎ลูกแปูงในการผลิตสาโทข๎าวลืมผัวที่มีปริมาณเอทานอลสูงขึ้น 
2. สามารถเพ่ิมมูลคําของสาโทข๎าวลืมผัว และใช๎ในการเป็นสารตั้งต๎นผลิตภัณฑ์ไซเดอร์ 
3. ได๎ไซเดอร์ที่มีปริมาณกรดอะซิติกสูง มีประโยชน์ตํอผู๎บริโภค 
4. ได๎ผลิตภัณฑ์ใหมํให๎กับรัฐวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย์อีสาน อ้าเภอเสลภูมิ จังหวัด    

ร๎อยเอ็ด เพ่ือเสริมรายได๎ และเป็นอีกทางเลือกหนึ่งของผู๎บริโภค 
1.5 นิยามศัพท์เฉพาะ 

สาโท (Sato) หมายถึง สุราแชํ เป็นสุราที่ไมํได๎ผํานการกลั่น และสุราแชํที่ผสมกับสุรากลั่น
แล๎วมีปริมาณแอลกอฮอล์ไมํเกิน 15 ดีกรี (พระราชบัญญัติสุรา, 2493) การผลิตสาโทท้าได๎โดยการ
หมักข๎าวเหนียวนึ่งสุกกับลูกแปูงสุรา โดยระยะแรกของการหมักราเส๎นใยจะเปลี่ยนแปูงในข๎าวให๎เป็น
น้้าตาล และหลังจากนั้นเชื้อยีสต์จะเริ่มท้าการหมักยํอยน้้าตาลเป็นเอทานอล (Remli et al., 2014) 

ลูกแปูงสุรา (Loog-pang) หมายถึง เชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งเมื่อหมักกับวัตถุหรือของเหลวอ่ืนแล๎ว
สามารถท้าให๎เกิดแอลกอฮอล์ที่ใช๎ท้าสุราได๎ (พระราชบัญญัติสุรา, 2493) 

ข๎าวเหนียวลืมผัว หมายถึง ข๎าวเหนียวที่มีเยื่อหุ๎มเมล็ดข๎าวกล๎องสีด้า ไวตํอชํวงแสง อายุสั้น 
เก็บเก่ียวประมาณกลางเดือนตุลาคม ลักษณะทรงกอตั้ง ต๎นแข็ง ไมํล๎มงําย ปล๎องสีเหลืองอํอน กาบใบ
และใบสีเขียว ลิ้นใบสีน้้าตาลอํอน หูใบสีเหลืองน้้าตาล ใบธงหักลง คอรวงยาว รวงคํอนข๎างแนํน    
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กลีบดอกระยะออกรวง 50 เปอร์เซ็นต ์มีสีเขียวอํอน เมื่อถึงระยะน้้านม กลีบดอกจะเปลี่ยนสีเป็นแถบ 
สีมํวงบนพื้นสีเขียวอํอน  

แบคทีเรียอะซิติก หมายถึง แบคทีเรีย ที่มีความสามารถในการเปลี่ยนแอลกอฮอล์เป็นกรด 
อะซิติกในกระบวนการหมัก 

ไซเดอร์ หมายถึง เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ที่ผํานกระบวนการหมักของน้้าผลไม๎หรือธัญพืชด๎วย
เชื้อจุลินทรีย์ที่สร๎างกรดอะซิติก ซึ่งมีกรดอะซิติกมากกวํา 4 เปอร์เซ็นต์ (Lorenzini et al., 2019)  
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 สาโท  

สาโท (rice wine) จัดเป็นสุราแชํ ตามความหมายในพระราชบัญญัติสุรา พ.ศ. 2492 มาตรา 
4 ซึ่งให๎ค้านิยามวํา “สุราแชํ” หมายความวํา สุราที่ไมํได๎กลั่น และให๎ความหมายรวมถึงสุราแชํที่ได๎
ผสมกับสุรากลั่นแล๎ว แตํยังมีแรงแอลกอฮอล์ไมํเกิน 15 ดีกรีด๎วย ค้าวําแรงแอลกอฮอล์ (alcohol 
strength) หมายถึง ดีกรีหรือหนํวยวัดแรงแอลกอฮอล์ในสุราคิดเป็นร๎อยละ 15 โดยปริมาตร 
(กระทรวงอุตสาหกรรม, 2546) ซึ่งชื่อเรียกไวน์ข๎าวจะแตกตํางกันไปในแตํละประเทศ เชํน ญี่ปุุน 
ฟิลิปปินส์ อินเดีย เกาหลี จีน เวียดนาม และไทย ตํางก็มีการผลิตไวน์ข๎าวที่มีเอกลักษณ์เฉพาะตัว     
(ตารางที่ 1) 

สาโทเป็นเครื่องดื่มที่มีอัตราการเจริญเติบโตอยํางตํอเนื่อง มีผู๎ผลิตและบริโภคมากมาย โดย
ปกติจะท้าจากข๎าวเหนียว ในปัจจุบันมีการเพ่ิมความแปลกใหมํและความนําสนใจให๎กับผลิตภัณฑ์
สาโทไทย จึงมีแนวคิดในการน้าข๎าวเหนียวลืมผัวมาใช๎ในเป็นวัตถุดิบในการผลิตสาโท ข๎าวเหนียวลืม
ผัวจัดเป็นข๎าวสีมํวงเข๎ม มีสมบัติเดํนทางด๎านโภชนาการ คือ มีสารต๎านอนุมูลอิสระสูง ได๎แกํ แอนโท-    
ไซยานิน แทนนิน วิตามินอี เบต๎าแคโรทีน แกรมมาโอไรซานอล สังกะสี มีไฟเลตสูง และดัชนีน้้าตาล
ต่้า  (ศูนย์วิทยาศาตร์ข๎าว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 2557) ซึ่งก้าลังเป็นที่นิยมในกลุํมผู๎บริโภคที่รัก
สุขภาพ และอาหารเสริมจากข๎าวไรช์เบอรรี่ยังมีสรรพคุณตําง ๆ ในการชํวยลดภาวะการเกิดภาวะ
เครียดจากการที่รํางกายมีสารต๎านอนุมูลอิสระสูงเกินไป (oxidative stress) และอาการอักเสบในหนู
ทดลองที่เป็นโรคเบาหวาน (Prangthip et al., 2013) 

ตารางที่ 1 ชื่อเรียกของไวน์ข๎าวแตํละประเทศ 

ประเทศที่ผลิต ชื่อไวน์ข้าว 
   ญี่ปุุน   Sake, amazake 

   ฟิลิปปินส์   Tapuy 
   อินเดีย   Shonti, murcha 

   เกาหลี   Makkari 

   จีน   Shao-shin-chu 
   เวียดนาม   Baside 

   ไทย   กระแชํ น้้าขาว สาโท อุ 

                    ที่มา : Law et al., 2013 
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2.2 ลูกแป้งสาโท 
ลูกแปูง คือ กล๎าเชื้อจุลินทรีย์ (starter) ที่มีเชื้อผสม (mixed culture) ทั้งเชื้อรา ยีสต์ และ

แบคทีเรียเก็บในรูปเชื้อแห๎ง เชํนเดียวกับโคจิ แตํลูกแปูงจะปั้นเป็นลูกกลม หรือกลมแบน (ภาพที่1)  
ลูกแปูงใช๎เป็นกล๎าเชื้อส้าหรับการหมัก (fermentation) ลูกแปูงที่หมักอาหารหมักพ้ืนบ๎านของไทย  
ลูกแปูงข๎าวหมากใช๎เ พ่ือหมักข๎าวหมาก ลูกแปูงสุราซึ่งใช๎หมักสุราพ้ืนบ๎าน เชํน  น้้าตาลเมา
สาโท อุ และลูกแปูงที่ใช๎เพ่ือหมักน้้าส๎มสายชู เรียกวํา สําน้้าส๎ม (พิมพ์เพ็ญ และคณะ, 2560) 
 

  
ภาพที่ 1 ลูกแปูงสาโท 

 

2.2.1. ความส้าคัญขององค์ประกอบตําง ๆ ของลูกแปูง 
                2.2.1.1 เครื่องเทศ 

                     เครื่องเทศและสมุนไพรมีหน๎าที่ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ที่
ไมํต๎องการใน  ลูกแปูง เนื่องจากเครื่องเทศมีน้้ามันหอมระเหย ซึ่งมีองค์ประกอบหลายชนิด ได๎แกํ 
แอลกอฮอล์ เอสเทอร์ เทอร์ปีน ฟีนอล อัลคาลอยด ์เรซิน กรดอินทรีย์ สารประกอบที่มีก้ามะถัน และ 
สารอ่ืน ๆ น้้ามันหอมระเหยเหลํานี้ มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์มากกวําการฆํา 
เนื่องจากมีปริมาณไมํเพียงพอที่จะท้าลายจุลินทรีย์ได๎ การใช๎ในปริมาณที่เหมาะสมจะมีผลในการ
ยับยั้งจุลินทรีย์บางชนิดแตํไมํมีผลในการยับยั้งการเจริญของยีสต์และรา สมุนไพรแตํละชนิดมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได๎แตกตํางกัน (Spinosa at al., 2015) มีปัจจัยที่มี
ผลท้าให๎ประสิทธิภาพของเครื่องเทศในการท้าลายจุลินทรีย์ขึ้นกับสํวนผสมของเครื่องเทศที่ใช๎อายุ
เครื่องเทศ ความเข๎มข๎นของเครื่องเทศ ชนิดของเชื้อ และสภาวะที่ใช๎ในการทดสอบ เชํน อุณหภูมิ 
ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ และระยะเวลาที่จุลินทรีย์สัมผัสกับเครื่องเทศ  

         2.2.1.2 ลูกแปูงเดิม ใช๎เป็นแหลํงจุลินทรีย์ ต๎องไมํแกํเกินไปจนมอดกินหรือใช๎ลูกแปูง
ที่มีเชื้อราอื่นปนเปื้อนภายนอกจนเห็นได๎ชัด  

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0503/starter-%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0831/mold-%E0%B8%A3%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0555/yeast-%E0%B8%A2%E0%B8%B5%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1199/koji-%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%88%E0%B8%B4
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0316/fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3221/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3221/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3091/%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%97
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3169/%E0%B8%AD%E0%B8%B8
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1183/vinegar-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B8%8A%E0%B8%B9
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         2.2.1.3 แปูง ควรใช๎แปูงข๎าวจ๎าวล๎วน ๆ จะมีคุณภาพดีท่ีสุดตามต้ารับเดิมผู๎ผลิตจะบด
แปูงใช๎เป็นคราว ๆ ไป ข๎าวที่ใช๎จะต๎องไมํเกําหรือขึ้นรา ไมํนิยมใช๎แปูงส้าเร็จทั้งนี้เพ่ือลดการปนเปื้อน
ของเชื้อจุลินทรีย์ และหลีกเลี่ยงกรดโพรพิโอนิกที่เป็นสารยับยั้งเชื้อรา ซึ่งมักใสํลงไปในแปูงส้าเร็จ      
(กฤษดา, 2552) 

         2.2.1.4 น้้า ปริมาณน้้ามีความส้าคัญมากในการควบคุมความชื้นของลูกแปูง ถ๎ามี
ความชื้นมากเกินไปจะท้าให๎ลูกแปูงเหม็นเปรี้ยวและเสียได๎ หรือแห๎งเกินไปจะท้าให๎ลูกแปูงแตกหรือรา
เจริญในลูกแปูงได๎ไมํดีเทําที่ควร ถ๎าความชื้นในลูกแปูงเหมาะสมจะท้าให๎เก็บรักษาจุลินทรีย์ในลูกแปูง
ได๎นาน 

        คุณภาพของลูกแปูงขึ้นอยูํกับคุณภาพของเครื่องเทศ ข๎าว ลูกแปูงที่ใช๎เป็นกล๎าเชื้อ 
และกรรมวิธีการผลิต ลูกแปูงที่ดีควรมีสีนวล น้้าหนักเบา ข๎างในโปรํง ก๎อนแปูงเป็นรูพรุน ซึ่งเกิดจาก
การฟูของแปูงขณะที่บํม ไมํมีรอยแตกร๎าว เมื่อบี้จะรํวนเป็นผงละเอียด ภายในมีเส๎นใยของเชื้อรา
ขึ้นอยูํอยํางสม่้าเสมอ มีกลิ่นหอมไมํเหม็นเปรี้ยวและท่ีส้าคัญให๎ผลดีเมื่อน้าไปหมัก  
2.3 กระบวนการผลิตลูกแป้ง 

        ลูกแปูง (มผช.๓/๒๕๔๖) ตามพระราชบัญญัติสุรา พ.ศ. 2493 มาตรา 4 จัดเป็นเชื้อ
สุราอยํางหนึ่งตามนิยาม ดังนี้ “ลูกแปูง” หมายถึง เชื้อสุรา แปูงเชื้อสุรา แปูงข๎าวหมักหรือเชื้อใด ๆ 
เมื่อหมักกับวัตถุหรือของเหลวอ่ืน ๆ แล๎วสามารถท้าให๎เกิดแอลกอฮอล์ การท้าลูกแปูงอาจผสม
สมุนไพรหรือเครื่องเทศด๎วย การผลิตลูกแปูงมีสูตรตํางกันหลายต้าหรับ แตํองค์ประกอบที่ส้าคัญก็คือ 
ปลายข๎าวดิบหรือข๎าวสารบดละเอียด ซึ่งใช๎ได๎ทั้ งข๎าวเหนียวและข๎าวจ๎าว น้ามาผสมกับเครื่องเทศ
สมุนไพรตําง ๆ เครื่องเทศเหลํานี้บางต้ารับใช๎ในลักษณะเป็นผงแตํบาง ต้ารับก็ใช๎ในรูปของสารสกัดใน
น้้าเดือดในเครื่องเทศสมุนไพรจะมีสารสํงเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดจ้าเป็น เชํน เป็นแหลํง
คาร์บอน ไนโตรเจน วิตามิน เกลือแรํ ที่ชํวยสํงเสริมการเจริญเติบโตและกระบวนการหมักของเชื้อรา
และยีสต์ เชํน รากหวาย มีน้้าตาลเป็นแหลํงคาร์บอน สํวนอบเชย ตดหมา นอกจากจะให๎กลิ่นหอมใน
สาโทแล๎วยังเป็นแหลํงของแรํธาตุส้าคัญส้าหรับการหมัก และสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดไมํ
ต๎องการ เชํน น้้ามันหอมของกานพลู มีสารยับยั้งแบคทีเรียแลกติกและเชื้อราหลายชนิด 
         อรวรรณ และคณะ (2553) ได๎รายงานวําปริมาณการใช๎และผลการยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ในเครื่องเทศสมุนไพรไทยไว๎หลายชนิด สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ได๎ ซึ่งในความเป็นจริงผู๎ผลิต
ลูกแปูงจะไมํใช๎เครื่องเทศสมุนไพรอยํางใดอยํางหนึ่งเพียงชนิดเดียวในปริมาณมาก ๆ แตํจะใช๎หลาย ๆ 
ชนิดในปริมาณมากผสมกันเพ่ือเสริมฤทธิ์ซึ่งกันและกัน ดังนั้นการเก็บลูกแปูงไว๎นาน ๆ อาจท้าให๎สาร
เหลํานี้สูญเสียคุณสมบัติ เนื่องจากสารส้าคัญระเหยจนหมดไปได๎ เมื่อผสมข๎าวกับเครื่องเทศแล๎วปั้น
เป็นก๎อนโรยด๎วยผงลูกแปูงเกํา บํมในบรรยากาศที่ควบคุมระดับความชื้นสัมพัทธ์และอุณหภูมิ เป็น
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เวลา 2 วัน จะสังเกตเห็นการเจริญของเส๎นใยราปกคลุมทั่วเห็นเป็นสีขาว และตากจนลูกแปูงแห๎งและ
มีน้้าหนักเบา  

โดยทั่วไปกระบวนการผลิตและสมุนไพรที่ใช๎ท้าลูกแปูงจะแตกตํางกันไปตามสูตรแตํละ
ท๎องถิ่น สํวนใหญํมีขบวนการดังนี้ 

1.เตรียมแปูงโดยซาวข๎าวเหนียวให๎สะอาด แชํน้้าประมาณ 2-3 ชั่วโมง จากนั้นน้าไปโมํแล๎ว
ซับน้้าให๎แห๎งหรือท้าให๎ข๎าวสะเด็ดน้้ากํอนจึงบดให๎ละเอียดแล๎วรํอน การแชํข๎าวนานเกินไปจะมีผลท้า
ให๎แบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก และ Bacillus spp. เจริญเพ่ิมจ้านวนในปริมาณมากขึ้น ท้าให๎ลูกแปูง
ที่ผลิตได๎ด๎อยคุณภาพ 

2.การบดสมุนไพรให๎ละเอียด โดยการอบสมุนไพรให๎แห๎งแล๎วน้าไปบดให๎ละเอียดด๎วยเครื่อง
บด แล๎วชั่งให๎ได๎น้้าหนักตามต๎องการ  

3.ผสมแปูงและสมุนไพรกับลูกแปูงเกําที่บดละเอียด โดยใช๎ลูกแปูงเกํา 15 กรัม ตํอแปูง 1 
กิโลกรัม คลุกเคล๎าให๎เข๎ากัน เติมน้้าในปริมาณที่เมื่อนวดแปูงแล๎วจะปั้นเป็นก๎อนได๎ ซึ่งควรมีความชื้น
ประมาณ 45-46 เปอร์เซ็นต์ (ประมาณ 80 มิลลิลิตรของน้้าตํอแปูง 100 กรัม) 

4.เมื่อนวดแปูงจนเหนียวแล๎วจึงปั้นเป็นก๎อนกลมขนาดตําง ๆ พบวําการหมักแปูงที่นวดเสร็จ
แล๎วประมาณ 6-12 ชั่วโมง แล๎วจึงน้ามาปั้นจะได๎ลูกแปูงที่มีคุณภาพดีกวําที่ปั้นโดยไมํหมักแปูง 

5.ปั้นเป็นลูกแปูงกลม ๆ น้าไปวางบนกระด๎งที่สะอาดหรือภาชนะที่ระบายอากาศได๎ดี โดย
วางลูกแปูงแตํละลูกหํางกันเล็กน๎อย เนื่องจากเม่ือเชื้อจุลินทรีย์เจริญจะท้าให๎ลูกแปูงฟูขึ้น สํวนลูกแปูง
ด๎านที่ติดกับภาชนะจะแบนราบตามผิวที่สัมผัสโดยที่ด๎านบนยังคงรูปรํางโค๎งเป็นครึ่งวงกลม ส้าหรับ
การปั้นลูกแปูงขนาดใหญํเมื่อเรียงบนภาชนะแล๎วควรกดด๎านบนเล็กน๎อยเพ่ือให๎ลูกแปูงบางลง 
จุลินทรีย์ภายในลูกแปูงจะมีอากาศมากขึ้น 

6.คลุมลูกแปูงด๎วยผ๎าขาวบาง 2 ชิ้น โดยไมํให๎สัมผัสกับลูกแปูงเพ่ือรักษาอุณหภูมิและ
ความชื้น บํมทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 2-3 วัน ลูกแปูงจะมีเส๎นใยเชื้อราสีขาวเกิดขึ้นแสดงวําใช๎ได๎ 
จากนั้นน้าไปตากแดดให๎แห๎งประมาณ 3-5 วัน น้าไปเก็บไว๎ในภาชนะที่แห๎งและปิดฝาให๎สนิท อยําให๎
ถูกความชื้นหรือที่มีความร๎อน จะเก็บไว๎ได๎นาน 6 เดือน (อภิชญา, 2556) 

ขนาดของลูกแปูงมีตั้งแตํลูกเล็กเทํากระสุนหรือใหญํขนาดเทําลูกมะนาว โดยทั่วไปจะใช๎ลูก
แปูงหนักประมาณ 2-5 กรัมตํอข๎าวเหนียวหรือวัตถุดิบ 1 กิโลกรัม แตํถ๎าต๎องการเพ่ิมปริมาณ
แอลกอฮอล์ก็สามารถเพ่ิมลูกแปูงได๎อีกแตํอาจจะมีกลิ่นของเครื่องเทศปนอยูํด๎วย 
2.4.ข้าวเหนียวลืมผัว  

   2.4.1 ประวัติความเป็นมาของข๎าวเหนียวลืมผัว  
                    ข๎าวเหนียวลืมผัว (Oryza sativa Linn.) เป็นชื่อที่นายสมเดช ท๎าววัฒนากุล 
ประธานสภา อบต.คีรีราษฎร์เป็นผู๎ตั้งชื่อ โดยได๎ความคิดจากเรื่องที่เลําสืบตํอกันมาเกี่ยวกับสามี
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ภรรยาชาวม๎งคํูหนึ่ง คือเมื่อสามีชาวม๎งได๎ออกไปท้าธุระนอกบ๎าน โดยให๎ภรรยาหุงข๎าวไว๎ แตํระหวํางที่
รอสามีกลับบ๎าน ภรรยาได๎หยิบข๎าวที่สุกแล๎วมาปั้นกินเลํน ด๎วยความที่ข๎าวดังกลําวมีกลิ่นหอม รสชาติ
อรํอย เคี้ยวเพลิน ภรรยาจึงกินข๎าวหมดโดยไมํรู๎ตัวไมํเหลือเก็บไว๎ให๎สามีจึงเป็นที่มาของ “อรํอยจนลืม
ผัว” นั่นเอง 
 

 
ภาพที่ 2 เมล็ดข๎าวเหนียวลืมผัว 

 

ข๎าวเหนียวลืมผัว เป็นข๎าวเหนียวนาปีของกลุํมชาติพันธุ์ชาวม๎ง บ๎านรวมไทยพัฒนาที่ 3 ต้าบล
รวมไทยพัฒนา อ้าเภอพบพระ จังหวัดตาก ปลูกในสภาพไรํ สูงจากระดับน้้าทะเลประมาณ 650 เมตร
และได๎มีกลุํมชาติพันธุ์ชาวม๎ง น้าเมล็ดพันธุ์มาปลูกในบริเวณรอยตํอระหวํางอ้าเภอนครไทย และ
อ้าเภอชาติตระการ จังหวัดพิษณุโลก 

ตํอมาปี 2533 นายพนัส สุวรรณธาดา ต้าแหนํงในขณะนั้นคือ เจ๎าพนักงานการเกษตร 5 
ศูนย์วิจัยข๎าวพิษณุโลก (เกษียณอายุราชการในต้าแหนํงเจ๎าพนักงานการเกษตร 6 ศูนย์วิจัยข๎าว
นครราชสีมา ปี 2551) ไปปฏิบัติการราชการโครงการอันเนื่องมาจากพระราชด้าริภูขัด ภูเมี่ยง          
ภูสอยดาว บริเวณอ้าเภอนครไทยและอ้าเภอชาติตระการจังหวัดพิษณุโลก ได๎พบเห็นและสนใจจึง
รวบรวมและน้ามาปลูกเปรียบเทียบกับข๎าวที่ปลูกจากแหลํงเดิม อ้าเภอพบพระ และคัดเลือกพันธุ์ให๎
บริสุทธิ์ 

ระหวํางปี 2534-2538 ณ สํวนแยกของสถานีทดลองพืชสวนดอยมูเซอ อ้าเภอพบพระ 
จังหวัดตาก เพ่ือใช๎ในโครงการตามพระราชเสาวนีย์ของสมเด็จพระนางเจ๎าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ
เมื่อคัดเลือกพันธุ์บริสุทธิ์แล๎วได๎มอบเมล็ดพันธุ์ให๎นายไชยวัฒน์  วัฒนไชย ผู๎อ้านวยการศูนย์วิจัยพืช
สวนพิจิตร ในขณะนั้น (เกษียณอายุราชการในต้าแหนํง รองอธิบดีกรมการข๎าว ปี 2552 ปัจจุบันเป็นที่
ปรึกษาอธิบดีกรมการข๎าว) สมเด็จพระนางเจ๎าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ ที่เสด็จมาเยี่ยมชมโครงการฯ 
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จากนั้น นายพนัส สุวรรณธาดา จึงได๎ท้าแปลงผลิตเมล็ดพันธุ์บริสุทธิ์ในปี 2539 แล๎วน้าเมล็ด
พันธุ์ที่ได๎ไปให๎กลุํมชาติพันธุ์ชาวม๎ง ที่ต้าบลรวมไทยพัฒนา อ้าเภอพบพระ จังหวัดตาก ซึ่งเป็นแหลํง
ปลูกดั้งเดิมปลูกขยายพันธุ์เพื่อใช๎ประโยชน์ตํอไป แตํเมื่อเวลาผํานไปด๎วยวิธีการปลูกแบบชาวเขาที่มัก
ปลูกข๎าวหลายพันธุ์ใกล๎กันหรือปลูกด๎วยกัน ท้าให๎ข๎าวเหนียวลืมผัวมีเมล็ดพันธุ์ข๎าวพันธุ์อ่ืนปน และไมํ
เป็นพันธุ์บริสุทธิ์ 

ปี 2550 ศูนย์วิจัยข๎าวพิษณุโลกและศูนย์วิจัยข๎าวแพรํ จึงได๎เริ่มท้าการคัดเลือกพันธุ์บริสุทธิ์
อีกครั้ง เริ่มจากการคัดเลือกแบบหมูํ (Mass selection) และคัดเลือกรวงในปี 2551 เพ่ือมาท้าเป็น
พันธุ์บริสุทธิ์โดยปลูกแบบรวงตํอแถวแล๎วน้าไปเปรียบเทียบผลผลิตเบื้องต๎นที่ศูนย์วิจัยและพัฒนาการ
เกษตรตาก ทดสอบการปรับตัวในแปลงเกษตรกรที่อ้าเภอเขาค๎อจังหวัดเพชรบูรณ์ปลูกเปรียบเทียบ
ผลผลิตระหวํางสถานีและในนาราษฎร์วิเคราะห์คุณคําเมล็ดทางโภชนาการ ทดสองปฏิกิริยาการ
ตอบสนองตํอปุ๋ยไนโตรเจน ทดสอบปฏิกิริยาตํอโรคและแมลงศัตรูข๎าวที่ส้าคัญ วิเคราะห์คุณภาพเมล็ด
ทางกายภาพ เคมีคุณภาพสีการหุงต๎มรับประทานและท้าลายพิมพ์เอกลักษณ์ (DNA fingerprint) 
(ศูนย์วิทยาศาสตร์ข๎าว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 2557) 

2.4.2 ลักษณะประจ้าพันธุ์ 
     ข๎าวเหนียวด้าลืมผัว หรือข๎าวเหนียวลืมผัว เป็นข๎าวเหนียวที่มีเยื่อหุ๎มเมล็ดข๎าวกล๎องสีด้า 

ไวตํอชํวงแสง อายุสั้น เก็บเกี่ยวประมาณกลางเดือนตุลาคม ลักษณะทรงกอตั้ง ต๎นแข็ง ไมํล๎มงําย 
ปล๎องสีเหลืองอํอน กาบใบและใบสีเขียว ลิ้นใบสีน้้าตาลอํอน หูใบสีเหลืองน้้าตาล ใบธงหักลง คอรวง
ยาว รวงคํอนข๎างแนํน กลีบดอกระยะออกรวง 50 เปอร์เซ็นต์ มีสีเขียวอํอน เมื่อถึงระยะน้้านม กลีบ
ดอกจะเปลี่ยนสีเป็นแถบสีมํวงบนพื้นสีเขียวอํอน (ภาพที่ 3) 

 
ภาพที่ 3 ลักษณะต๎นข๎าวลืมผัว 

ที่มา : ศูนย์วิทยาศาสตร์ข๎าว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, (2557) 
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ตํอมาเม่ือเข๎าสูํระยะแปูงแข็ง สีกลีบดอกจะเปลี่ยนเป็นสีฟางแถบมํวงด้าและเมื่อข๎าวถึงระยะ
สุกแกํ สีเปลือกเมล็ดเปลี่ยนเป็นสีฟางแถบด้า ความสูงเฉลี่ย 151 เซนติเมตร น้้าหนักข๎าวเปลือก 10.4 
กิโลกรัมตํอถังข๎าวเปลือก 1,000 เมล็ด หนัก 38.1 กรัม  

ทั้งนี้ ข๎าวเปลือกยาว 10.7 มิลลิเมตร หนา 1.9 มิลลิเมตร คุณภาพการสีดี ได๎ข๎าวเมล็ดเต็ม
และต๎นข๎าว 48.2 เปอร์เซ็นต์ คุณภาพเมล็ดทางเคมีการสลายเมล็ดในดํางที่ 1.4 และ 1.7 เปอร์เซ็นต์ 
KOH คําอุณหภูมิแปูงสุกปกติ คําอัตราการยืดตัวปกติ ระยะพักตัว 5 สัปดาห์ 

2.4.3 สรรพคุณของข๎าวเหนียวลืมผัว 
  1. เมล็ดของข๎าวเหนียวลืมผัวมีคุณคําทางโภชนาการสูง ดังนี้ 

· สารต๎านอนุมูลอิสระ เชํน แอนโทไซยานิน และแกมมาโอไรซานอล 
· กรดไขมันไมํอ่ิมตัว เชํน โอเมกา 3 โอเมกา 6 และโอเมกา 9 
· วิตามิน เชํน วิตามิน บี 1 และวิตามิน บี 2 
· ธาตุอาหารอ่ืน ๆ เชํน เหล็ก แคลเซียม และแมงกานีส 

    คุณคําทางโภชนาการเหลํานี้ สามารถปูองกันการเกิดโรคหัวใจ ลดการแข็งตัวของเลือด          
ลดการขยายตัวของเซลล์มะเร็ง ชํวยบ้ารุงตับ ปูองกันโรคสมองเสื่อมหรือโรคอัลไซเมอร์ ลดไขมันใน
เส๎นเลือด โรคเบาหวาน รวมไปถึงโรคหยํอนสมรรถภาพทางเพศในชายและหญิง เป็นต๎น 

       2. ข๎าวพันธุ์นี้ เป็นข๎าวที่มีเยื่อหุ๎มเมล็ดสีมํวงด้า หรือที่เรียกกันวํา ข๎าวเหนียวด้า เป็นข๎าว
เหนียวที่มีกลิ่นหอม รสชาติอรํอย เมื่อเคี้ยวจะรู๎สึกมัน กรุบ หนึบ ภายในนุํมเหนียว เนื่องจากเป็นข๎าว
ที่ยังไมํได๎ผํานการขัดสี 

2.4.4 พ้ืนที่แนะน้าในการปลูก 
        สภาพไรํที่มีความอุดมสมบูรณ์ของดินดี มีอากาศเย็น และระดับความสูงประมาณ 400-

800 เมตร จากระดับน้้าทะเลปานกลาง  
2.4.5 ข๎อควรระวังในการปลูกข๎าว 

                ข๎าวเหนียวลืมผัว เป็นพันธุ์ข๎าวที่อํอนแอตํอโรคไหม๎ โรคขอบใบแห๎ง รวมถึงมีศัตรูพืช 
เชํน เพลี้ยกระโดดสีน้้าตาล และเพลี้ยกระโดดหลังขาว 

     ทั้งนี้ ข๎าวเหนียวลืมผัวเปิดตัวครั้งแรกโดยกลุํมแมํบ๎านเกษตรกรบ๎านปุาคาใหมํ ซึ่งตั้งอยูํ
ใน ต้าบลคีรีราษฎร์ อ้าเภอพบพระ จังหวัดตาก โดยชาวบ๎านได๎น้ามาจ้าหนํายเป็นรายได๎เสริมในงาน
ประเพณีกินข๎าวใหมํขององค์การบริหารสํวน ต.คีรีราษฎร์ ในปี พ.ศ. 2548 หลังจากนั้นข๎าวเหนียวลืม
ผัวก็เริ่มเป็นที่รู๎จักแพรํหลาย ซึ่งนอกจากจะน้าไปนึ่งเป็นข๎าวเหนียวแล๎ว ยังสามารถน้าข๎าวเหนียวลืม
ผัวไปผสมข๎าวอ่ืน ๆ กํอนน้าไปต๎ม เพ่ือให๎ข๎าวต๎มมีสีมํวงอํอนสวยงามนํารับประทาน หรือจะน้าไปท้า
เป็นขนมข๎าวเหนียวเปียก หรือจะท้าเป็นเครื่องดื่มจ้าพวกชาข๎าวได๎ 
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2.4.6 ขั้นตอนการนึ่งข๎าวเหนียวลืมผัว 
                1. น้าข๎าวเหนียวที่ได๎ไปท้าการล๎างน้้าให๎สะอาด โดยล๎างประมาณ 2 น้้า 
                2. เติมน้้าสะอาดลงไปให๎พอทํวม ตามด๎วยเกลือ 1 ช๎อนโต๏ะที่เตรียมไว๎ 
                3. หลังจากนั้นแชํทิ้งไว๎ประมาณ 1-2 ชั่วโมง ก็สามารถน้าไปนึ่งได๎      

     สาเหตุที่ต๎องแชํข๎าวเหนียวในน้้าเกลือกํอนน้าไปนึ่งนั้น เพราะจะชํวยลดระยะเวลาในการ
แชํข๎าวเหนียวได๎ ซึ่งปกติการแชํข๎าวเหนียวอาจต๎องใช๎ระยะเวลาประมาณ 1 คืน แตํเมื่อเติมเกลือลงไป
จะใช๎เวลาแชํข๎าวเหนียวแคํ 1-2 ชั่วโมง ก็จะชํวยท้าให๎ข๎าวเหนียวนุํมนํารับประทานยิ่งขึ้นได๎อยําง
งํายดาย (ศูนย์วิทยาศาสตร์ข๎าว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 2557) 
2.5 กระบวนการหมักแอลกอฮอล์ 

 เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นในสภาพที่ไมํมีอากาศ การหมักแอลกอฮอล์ที่รู๎จักกันดีโดยทั่วไป
เป็นการหมักโดยเชื้อยีสต์ในสกุล Saccharomyces spp. ตามทฤษฎียีสต์จะเปลี่ยนน้้าตาลเป็น
แอลกอฮอล์ได๎ 51.1 เปอร์เซ็นต์ และก๏าซคาร์บอนไดออกไซต์ 48.9 เปอร์เซน็ต์  

 แตํในทางปฏิบัติน้้าตาลประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ เทํานั้นที่ถูกเปลี่ยนเป็นแอลกอฮอล์ 
นอกนั้นยีสต์ใช๎ส้าหรับการเจริญและเปลี่ยนเป็นผลพลอยได๎อ่ืน ๆ ในการหมักแอลกอฮอล์ในระดับ
อุตสาหกรรมจะได๎ผลผลิตตําง ๆ ดังนี้ (จารุวรรณ, 2551) 
  1. Ethanol   48.4  เปอร์เซ็นต์ 
  2. Carbon dioxide   46.5  เปอร์เซ็นต์ 
  3. Acetaldehyde            0-0.3  เปอร์เซ็นต์ 
  4. Acetic acid                    0.05-0.25 เปอร์เซ็นต์ 
 
2.6 จุลินทรีย์ท่ีเกี่ยวข้องในการหมักสาโท 

 ลูกแปูงที่ใช๎ในการหมักสาโทนั้นมีเชื้อจุลินทรีย์อยูํ และเป็นจุลินทรีย์เฉพาะบางชนิดเทํานั้น 
ทั้งนี้เนื่องจากการใช๎เครื่องเทศสมุนไพรในสํวนผสมของลูกแปูง ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ชนิด   
อ่ืน ๆ ที่ไมํต๎องการ จุลินทรีย์ที่พบในลูกแปูงได๎แกํ รา และยีสต์  

2.6.1 เชื้อรา 
      รา เป็นสิ่งมีชีวิตที่ต๎องการอากาศในการหายใจ และจะผลิตน้้ายํอยออกมายํอยแปูงใน

เมล็ดข๎าว ให๎กลายเป็นน้้าตาล สํวนยีสต์เป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กเซลล์เดียว ที่มองด๎วยตาเปลําไมํเห็น ซึ่ง
จะสร๎างน้้ายํอยเปลี่ยนน้้าตาลให๎เป็นแอลกอฮอล์ นอกจากนั้นยังผลิตกลิ่ นรสของเครื่องดื่ม ท้าให๎มี
กลิ่นชวนดื่ม การเจริญของยีสต์ไมํจ้าเป็นต๎องใช๎อากาศในการหายใจ ดังนั้นจึงสามารถหมักในขั้นนี้ ใน
ภาชนะปิดได๎ แตํต๎องมีชํองระบายก๏าซออก เพราะในการผลิตแอลกอฮอล์นั้นจะมีผลพลอยได๎เป็น                      
ก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
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ภาพที่ 4 กระบวนการยํอยแปูงของราและการหมักยีสต์ 

ที่มา : นิภาพร และคณะ, (2550) 
  

        รา ที่พบในลูกแปูง ได๎แกํ Amylomyces rouxii และ Rhizopus oryzae ซึ่งเป็นราสี
ขาว ในการหมักชํวงแรก เชื้อราจะสร๎างเส๎นใยชอนไชไปทั่วข๎าว และยํอยแปูงให๎เป็นน้้าตาล แตํ
เนื่องจากเป็นราสีขาวจึงไมํท้าให๎ข๎าวเปลี่ยนสี เนื่องจากมองไมํเห็นเส๎นใยชัดเจน ตํางจากการหมักซีอ้ิว
เต๎าเจี้ยว ที่ใช๎ราสีเขียว เมื่อแปูงในข๎าวถูกยํอยกลายเป็นน้้าตาล จึงไมํสามารถอ๎ุมน้้าเอาไว๎ได๎ และน้้าที่
มีอยูํก็จะซึมออกมา เป็นน้้าเชื่อมข๎าว ในชํวงนี้ราจะสร๎างกรด ท้าให๎ข๎าวมีความเป็นกรด คือมีคํา pH 
ต่้าลง ท้าให๎เกิดสภาพที่เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ และยับยั้งแบคทีเรียที่จะท้าให๎ข๎าวบูดเนํา   

2.6.2 เชื้อยีสต์ 
      ยีสต์หลั กที่พบในลูกแปู ง  คือ  Saccharomycopsis fibuligera ซึ่ ง เป็นยี สต์ที่ มี

ความสามารถผลิตน้้ายํอย ยํอยแปูงได๎ด๎วย แตํในลูกแปูงจะไมํพบยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
ซึ่งเป็นยีสต์ที่ใช๎ท้าไวน์ ซึ่งขัดกับความเชื่อเดิมที่วําลูกแปูงเป็นแหลํงของยีสต์นี้ซึ่งท้าให๎เกิดการหมัก  
2.7 เอนไซม์ที่ส าคัญในกระบวนการหมักสาโท 

 เอนไซม์ที่มีความส้าคัญในการหมักสาโท คือ เอนไซม์อะไมเลส ( amylase) ซึ่งเป็น 
extracellular enzyme มีความสามารถในการยํอยแปูง พบในสัตว์เซลล์ของพืชและจากการสร๎าง
ของจุลินทรีย์ สามารถแบํงเอนไซม์อะไมเลสตามต้าแหนํงการยํอยแปูงได๎เป็น 2 ประเภท คือ 

1. Endoamylase ยํอยสลายแปูงแบบสุํมที่ต้าแหนํง α-1,4 glucosidic linkage ท้าให๎ได๎ 
reducing group และ dextrin ซึ่งมี glucose chain ขนาดตําง ๆ กัน เอนไซม์ประเภทนี้ คือ        

α-amylase หรือ amylo (1,4) dextrinase เอนไซม์นี้พบท้ังในสัตว์ พืช และจุลินทรีย์ 

2. Exoamylase ยํอยแปูงจาก non-reducing end เข๎าไป เอนไซม์ประเภทนี้ ได๎แกํ β-
amylase และ glucoamylase (Štornik et al., 2016) 
2.8 ไซเดอร์ 

 ไซเดอร์ (Cider หรือ Cyder) เป็นเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ที่ก้าลังได๎รับความนิยมมากขึ้นเรื่อยๆ 
ด๎วยวัฒนธรรมการดื่มที่ ไมํยุํงยากเหมือนไวน์ ไซเดอร์เป็นการหมักน้้าผลไม๎หรือธัญพืชด๎วย
เชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตกรดอะซิติก ท้าให๎มีรสเปรี้ยวเล็กน๎อย ไซเดอร์ยังอุดมไปด๎วยวิตามินและสารที่มี
ประโยชน์ ชํวยท้าให๎ระบบขับถํายท้างานได๎ดีขึ้น ลดความเสี่ยงการเกิดเซลล์มะเร็งในล้าไส๎ใหญํ และ
ลดปริมาณน้้าตาลในกระแสเลือด เป็นต๎น (Lorenzini et al., 2019) 
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2.8.1 ประเภทของไซเดอร์ 
        ประเภทแรก ไซเดอร์มีรสชาติ และมีปริมาณแอลกอฮอล์ที่แตกตํางกัน ขึ้นกับ

กระบวนการหมัก สํวนประกอบที่ใช๎หมักไซเดอร์ เชํน ชนิดผลไม๎ และระยะเวลาในการหมัก ท้าให๎ไซ
เดอร์มีชื่อเรียกที่แตกตํางกันไป เชํน “soft cider” คือ ไซเดอร์ชนิดมีแอลกอฮอล์ ในปริมาณต่้าร๎อย
ละ 0.5 โดยมีกลิ่นรสผลไม๎ หรือธัญพืช มีรสออกหวาน ซึ่งโดยปกติไมํมีการเติม สารเพ่ิมความหวาน 
แตํเป็นรสชาติที่มาจากน้้าผลไม๎ หรือธัญพืชไซเดอร์ที่ได๎จากการหมัก  

       ประเภทที่สอง เรียกวํา “hard cider” คือ ไซเดอร์ที่มีปริมาณแอลกอฮอล์ที่สูงกวํา
ประเภทแรก โดยมีระดับปริมาณแอลกอฮอล์ร๎อยละ 4.5-6.5 ไซเดอร์ที่มีการผลิตจากแหลํงผลิต
ตํางกัน ปริมาณแอลกอฮอล์ อาจแตกตาํงกันได๎ เชํน soft cider ในประเทศฝรั่งเศส มีแอลกอฮอล์ ต่้า
กวําร๎อยละ 3.0 ซึ่งจะแตกตํางจากไซเดอร์ดั้งเดิมของประเทศอังกฤษ ที่มีปริมาณแอลกอฮอล์ถึงร๎อย
ละ 8.5 หรือสูงกวํา  

2.8.2 กระบวนการผลิตไซเดอร์  
        การผลิตไซเดอร์ประกอบด๎วยขั้นตอนการหมักท่ีส้าคัญ 2 ขั้นตอน คือ  
        1. การหมักระยะแรก น้าผลไม๎หรือธัญพืชมาสกัดให๎เป็นน้้า หรือท้าการหมักเพ่ือเปลี่ยน

น้้าตาลให๎เป็นแอลกอฮอล์ โดยยีสต์ (Saccharomyces) ที่ได๎จากการเติมเชื้อยีสต์สายพันธุ์เฉพาะ 
หรือยีสต์ที่มีตามธรรมชาติที่ติดมากับผิวผลไม๎ หรือธัญพืช 

C6H12O6                                   2C2H5OH + 2CO2 

      2. การหมักระยะที่สอง เป็นการหมักเพ่ือเปลี่ยนแอลกอฮอล์เป็นกรดอะซิติก โดย
แบคทีเรีย Acetobacter sp. ขั้นตอนนี้จึงเป็นการหมักเพ่ือให๎เกิดกลิ่นรสที่ดี ไซเดอร์มีรสชาติ (วรรณ
ดี และคณะ, 2560) 

C2H5OH + O2               CH3COOH + H2O 

2.9 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการผลิตไซเดอร์ 
2.9.1 ยีสต์ 

      ยีสต์เป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวเพ่ิมจ้านวนโดยการแตกหนํอ (budding) บางชนิดมีการ
แบํงตัว (binary fission) รูปรํางกลม (spherical) หรือรี (cllipsoidal) หรือรูปไขํ (oval) (ภาพที่ 5) 
สํวนใหญํสามารถเจริญได๎ทั้งในสภาวะที่มีและไมํมีออกชิเจน ( facultative anaerobe) เจริญได๎ใน
อาหารที่มี pH เป็นกรด ลักษณะที่ใช๎ในการจ้าแนกยีสต์ คือ ขนาดและสีของโคโลนี การสืบพันธุ์  
(บุษกร, 2550)ยีสต์มีอยูํหลากหลายสายพันธุ์แตํก็มีไมํกี่สายพันธุ์เทํานั้นที่น้ามาใช๎หมักอาหาร เชํน 
Candida spp. และ Saccharomyces cerevisiae ยีสต์ใช๎ในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชํน เบียร์ 
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ไวน์ ขนมปัง ไซเดอร์ และเอทานอล ซึ่งการคัดเลือกเชื้อยีสต์สายพันธุ์ที่ใช๎ผลิต  เอทานอลเพ่ือผลิต   
ไซเดอร์หมักนั้นต๎องค้านึงถึงความสามารถเจริญได๎ในวัตถุดิบที่มีน้้าตาล และต๎องสามารถผลิต        
เอทานอลได๎สูงเป็นปัจจัยที่ต๎องให๎ความส้าคัญเป็นอันดับแรก (ชูชาติ และคณะ, 2559) 

 

 
ภาพที่ 5 Saccharomyces cerevisiae 

ที่มา : Remli et al., 2014 
 

2.9.1.1 ปัจจัยที่มีผลตํอการหมักเอทานอล 
                ความสามารถในการหมักเอทานอลของยีสต์เป็นคุณสมบัติเฉพาะของสายพันธุ์ 

แตํกระบวนการหมักเอทานอลยังขึ้นอยูํกับปัจจัยอ่ืน ๆ ปัจจุบันจึงมีการคัดเลือกยีสต์ที่ทนตํอสภาวะ
แวดล๎อมในการหมักเอทานอล นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาการผลิตเอทานอลโดยการใช๎แบคทีเรีย     
สายพันธุ์ Zymomonas mobilis แตํแบคทีเรียมีความสามารถทนตํอเอทานอลได๎ต่้ากวํายีสต์        
ซึ่งปัจจัยที่มีความส้าคัญตํอกระบวนการหมักเอทานอลของยีสต์ ได๎แกํ ความทนตํอเอทานอล ความ
ทนตํอความเข๎มข๎นของสับสเตรท และความทนอุณหภูมิสูง การเจริญและการหมักเอทานอลของยีสต์
จะถูกยับยั้งด๎วยแอทานอล โดยพบวําเอทานอลความเข๎มข๎นร๎อยละ 1-2 สํงผลให๎การเจริญเติบโตของ
ยีสต์ลดลง ซึ่งเอทานอลจะไปยับยั้งการสังเคราะห์ RNA และโปรตีนท้าให๎การเจริญเติบโตลดลง 
เนื่องจากโปรตีนในเซลล์เสื่อมสภาพ (denature) ในขณะที่ความเข๎มข๎นของสับสเตรทสูงกวําร๎อยละ 
14 จะมีผลตํอการเจริญของยีสต์ และอัตราการหมักจะลดลง เนื่องจากเซลล์ยีสต์จะเกิดพลาสโมไลซิส 
นอกจากนี้อุณหภูมิที่ใช๎หมักเอาทานอลก็มีความส้าคัญ โดยทั่วไปชํวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการหมัก
เอทานอล คือ 25-28 องศาเซลเซียส อุณหภูมิในกระบวนการหมักเอทานอลมีความสัมพันธ์กับ
กิจกรรมของเอนไซม์ ส้าหรับการออกซิเดชั่นท้าให๎เกิดการสะสมของไพรูเวทและเอทานอล (อุไรวรรณ 
และคณะ, 2555) 
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2.9.1.2 กระบวนการหมักเอทานอล 
                กระบวนการหมักเอทานอลในสภาวะที่มีอากาศ ยีสต์จะเจริญเติบโตเนื่องจากมี

การออกซิ-เดชั่นของกลูโคสเกิดขึ้นอยํางสมบูรณ์ ซึ่งจะถูกออกซิไดซ์โดยวัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก 
(Tricarboxylic acid cycle, TCA cycle) และในกระบวนการลูกโซํหายใจ ซึ่งออกซิเจนจะท้าหน๎าที่
เป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท๎ายและเป็นองค์ประกอบของไซโตโครมในกระบวนการลูกโซํหายใจเพ่ือ
สร๎างมวลเซลล์ แตํในกระบวนการหมักเอทานอลในสภาวะที่ไมํมีอากาศ เริ่มต๎นจากน้้าตาลถูก
เปลี่ยนไปตามวิถีไกลโคลไลซิส (Glycolytic pathway) หรือกระบวนการเอมบ์เดนเมเยอร์ฮอฟพาร์-
นาส (Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway) จะได๎ไพรูเวท (pyruvate) โดยน้้าตาลกลูโคส 
1 โมเลกุล จะให๎ไพรูเวท 2 โมเลกุล     

               ตํอจากนั้นไพรูเวทเกิดการแยกเอาคาร์บอนไดออกไซม์ออก เรียกวํา การเกิดการ
ดีคาร์บอก -ซิ เลชั่น (decarboxylation)  โดยมี เอนไซม์ ไพรู เวทดีคาร์บอกซี เลส (pyruvate 
decarboxylase) เป็นตัวเรํงสร๎างแอซิตัลดิไฮด์ (acetaldehyde) และจะถูกรีดิวส์โดยเอนไซม์
แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) เป็นเอทานอล ก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์และ
น้้า (ภาพที่ 6) ซึง่การหมักน้้าตาลของยีสต์สามารถค้านวณได๎ด๎วยสมการ Gay-Lussac ตํอไปนี้ 

              ซึ่งตามทฤษฎีการหมัดเอทานอล กลูโคส 1 กรัม จะให๎ปริมาณเอทานอล 0.511 
กรัม และคาร์บอนไดออกไซด์ 0.489 กรัม นั่นมีคําผลผลิตทางทฤษฎี (theoretiacal yield) ส้าหรับ
การผลิตเอทานอลเทํากับร๎อยลํะ 51.1 แตํในการหมักทั่วไป กลูโคส 1 กรัม จะให๎เอทานอลเพียงร๎อย
ละ 90 ของผลผลิตทางทฤษฎี เพราะกลูโคสสํวนหนึ่งยีสต์จะใช๎เพ่ือการเจริญเติบโต และบางสํวนถูก
เปลี่ยนไปเป็นผลผลิตพลอยได๎ เชํน กลีเซอรอล และซัคซิเนท นอกจากนี้กระบวนการหมักเอทานอล
ยังขึ้นอยูํกับปัจจัยตําง ๆ เชํน เอทานอล ความเข๎มข๎นของสับสเตรท สารอาหาร และสภาวะแวดล๎อม 
เชํน อุณหภูมิ พีเอช ออกซิเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ (ชูชาติ และคณะ, 2559)  
 

 
ภาพที่ 6 กระบวนการผลิตเอทานอลของยีสต์ 

ที่มา : Remli et al., 2014 
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2.9.2 แบคทีเรียผลิตกรดอะซิติก  
      แบคทีเรียกรดอะซิติกจัดอยูํในแฟมิลี Acetobacteraceae (ภาพที่ 7) ปัจจุบัน

ประกอบด๎วย 12 จีนัส 59 สายพันธุ์  ซึ่งแตํละจีนัสจะมีสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาวะในการออกซิไดซ์  
เอทานอลให๎เป็นเอทานอลตํางกัน กลุํมที่ผลิตกรดอะซิติกได๎ คือ จีนัส Acetobacter sp. และ 
Gluconobacter เซลล์รูปรํางเป็นแทํง แกรมลบ จัดเป็นพวกต๎องการออกซิเจนในการหายใจ 
(obligate aerobe) สามารถออกซิไดซ์เอทานอลเป็นกรดอะซิติกได๎ อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ
ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส เจริญได๎ดีในชํวง pH 5.3-6.3 (Hulkins, 2006) แบคทีเรียจีนัส 
Gluconobacter สามารถออกซิไดซ์เอทานอลได๎เป็นกรดอะซิติกเพียงอยํางเดียวแตํให๎ปริมาณกรด 
อะซิติกต่้า (สมใจ, 2550)แบคทีเรีย Acetobacter สามารถออกซิไดซ์เอทานอล ไปเป็น
คาร์บอนไดออกไซด์ และน้้า เรียกวํา overoxidation แหลํงคาร์บอนที่ดี ได๎แกํ กลีเซอรอล เอทานอล 
น้้าตาลกลูโคส แตํไมํสามารถเจริญเติบโตได๎ที่ปริมาณน้้าตาลกลูโคสเข๎มข๎นร๎อยละ 30 ไมํสร๎างรงควัตถุ
สีน้้าตาล และมีระบบยูบิควิโนน (ubiquinone) ชนิด Q9 เป็นองค์ประกอบหลักภายในเซลล์ ซึ่ง
แตกตํางกับจีนัส Gluconobacter และ Gluconacetobacter ที่มีระบบยูบิควิ โนนชนิด Q10 
สามารถสร๎างรงควัตถุ  สีน้้าตาล และเจริญที่ปริมาณน้้าตาลกลูโคสร๎อยละ 30 (Dung, 2013) 
 

 
ภาพที่ 7 Acetobacteraceae 

ที่มา : Dung, 2013 
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2.9.2.1 ความสามารถในการทนกรดอะซิติก 
                โดยทั่วไปแบคทีเรียกรดอะซิติกจะสามารถเจริญได๎ที่ความเข๎มข๎นของกรดอะซิติ

กระดับหนึ่งเทํานั้นและจะถูกยับยั้งด๎วยกรดอะซิติกที่เซลล์ผลิตขึ้นเป็นสาเหตุให๎เกิดการลดจ้านวนของ
เซลล์ลงอยํางรวดเร็ว ซึ่งปริมาณกรดอะซิติกที่เพ่ิมขึ้นจะท้าให๎คํา pH ลดลงซึ่งสํงผลให๎เซลล์ท้างาน
หนักในการรักษาสมดุลในเซลล์ (กฤษณา, 2554) เนื่องจากการเจริญเติบโตของแบคทีเรียต๎องอาศัย
กิจกรรมของเอนไซม์ในการยํอย และดูดซึมสารอาหารเพื่อผลิตพลังงาน 

2.9.2.2 ความสามารถในการผลิตกรดอะซิติก 
                ปัจจัยที่ ส้ าคัญที่ สุ ดในการคัด เลื อกแบคที เ รียกรดอะซิติก คือ ต๎องมี

ความสามารถเจริญเติบโตได๎ในอาหารที่มีปริมาณเอทานอลและมีความสามารถผลิตกรดอะซิติกได๎สูง
และเร็วโดยที่ไมํถูกยับยั้งด๎วยกรดอะซิติกที่เซลล์ผลิตขึ้น 

               ชื่นจิตร และคณะ, 2561 ได๎ศึกษาการผลิตน้้าส๎มสายชูหมักจากโคจิข๎าวเหนียว 
โดยวิธีการหมักแบบดั้งเดิม โดยเริ่มต๎นจากการท้าโคจิข๎าว ได๎แกํ ข๎าวเหนียวฮาง ข๎าวเหนียวขาว และ
ข๎าวเหนียวด้า โดยใช๎สปอร์ Aspergillus oryzae L. 0.1 เปอร์เซ็นต์ (w/w) กระบวนการหมัก
แอลกอฮอล์ใช๎ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 1% (w/w) ในขั้นตอนการหมักกรดอะซิติกใช๎ 
Acetobacter aceti 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ผลการทดลองพบวํา ข๎าวเหนียวด้ามีความเหมาะสมกวํา
ข๎าวชนิดอ่ืน เนื่องจากมีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสสูงสุด 0.821 ยูนิต/กรัม มีปริมาณของแข็ง
ละลายทั้งหมดสูงสุดได๎ 10 องศาบริกซ์ ให๎ปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุด 11 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณ
กรดอะซิติก 5.16 เปอร์เซ็นต ์  

             แบคทีเรียที่นิยมน้ามาผลิตกรดอะซิติก ได๎แกํ  Acetobacter aceti, 
Acetobacter pasteurianus, Acetobacter peroxidans และ Gluconobacter oxydans ซึ่ง
ขั้นตอนการผลิตกรดอะซิติกสามารถแบํงได๎ 2 ขั้นตอน คือ ขั้นแรกแบคทีเรียกรดอะซิติกจะออกซิไดซ์
เอทานอลเป็นแอซิตัลดิไฮด์ โดยเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcoholdyhydrogenase) และ
ขั้นที่สองเป็นการเปลี่ยนแอซิตัลดิไฮด์ไปเป็นกรดอะซิติก โดยเอนไซม์แอซิตัลดีไฮโดรจี เนส         
(acetadyhyde dehydrogenase) ซึ่งเอนไซน์ทั้งสองชนิดนี้เกิดขึ้นที่เยื่อหุ๎มเซลล์ (Qi et al., 2014)
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 สารเคมี วัสดุอุปกรณ์ และเครื่องมือในการท าวิจัย 
 

ตารางที่ 4 สารเคมี วัสดุอุปกรณ์ และเครื่องมือในการท้าวิจัย 

รายการสารเคมี รุ่น/บริษัทผู้ผลิต/ประเทศ 

ข๎าวเหนียวลืมผัว 
เครือขํายวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย์อีสาน อ้าเภอเสลภูมิ 
จังหวัดร๎อยเอ็ด ประเทศไทย วันที่ 27 ตุลาคม 2560 

สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) Fluka Chemical Co., USA 
ผงมอลต์ (Malt extract) Fluka Chemical Co., USA 

เพปโทน (peptone) Fluka Chemical Co., USA 
ผงวุ๎น (Agar Powder) Fluka Chemical Co., USA 

บีฟเอกซ์แทรกซ์ (Beef extract) Fluka Chemical Co., USA 

ผงแปูง (Soluble starch) Fluka / USA 
น้้าตาลเด็กซ์ทรส (Dextrose) Fluka / USA 

แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) BDH Prolabo, UK 

เอทานอล (C2H5OH) BDH (Poole, UK) 
กลูโคส (C6H12O6) Fluka / USA 

กรดอะซิติก (CH3COOH) Ajax Finechem Pty Ltd, Australia and New Zealand 
กรดทาร์ทาริก (C4H6O6 ) Ajax Finechem Pty Ltd, Australia and New Zealand 

กรดแลกติก (C3H6O3) Ajax Finechem Pty Ltd, Australia and New Zealand 

กรดซักซินิก (C4H6O4) Ajax Finechem Pty Ltd, Australia and New Zealand 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) Ajax Finechem Pty Ltd, Australia and New Zealand 

กรดซิตริก (C6H10O8) Ajax Finechem Pty Ltd, Australia and New Zealand 
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รายการวัสดุและเครื่องมือ (ต่อ) รุ่น/บริษัทผู้ผลิต/ประเทศ 

จานเพาะเชื้อ (Petri dish) Pyrex / USA 
แทํงแก๎วงอ (Glass rod spreader) Pyrex / USA 

ที่เจาะ จุกคอร์ก (Cork borer) Pyrex / USA 

หลอดทดลอง (Tube) Pyrex / USA 
บีกเกอร์ (Beaker) Pyrex / USA 

เพลต 96 หลุม (96 well plate) Cole-parmer / USA 

ทิป (Tip) Finn / Thermo scientific / Finland 
เครื่องดูดจํายสารละลายขนาดเล็ก 
(Micropipette)  

Finnpipette F1 / Thermo scientific / Finland  

ตู๎เก็บตัวอยําง -20 องศาเซลเซียส  
(Freezer -20 °C) 

Panasonic / Thailand 

เครื่องชั่งแบบละเอียด (Analytical Balance) Presica 25A / Switzerland 

เครื่องวัดคําความเป็นกรด-ดําง (pH meter) Mettler Toledo FiveEASYTMPlus / FEP20 

เครื่องบํมแบบเขยํา (Shaking Incubators) LSI-1005R / LabTech / Korea 
ตู๎อบลมร๎อน (Hot air oven) Binder / Germany 

ตู๎ปลอดเชื้อ (Laminar air flow) MAR1200 / LabTech / Korea 

หม๎อนึ่งความดันไอ (Autoclave) LAC-50605 / LabTech / Korea 
เครื่องเครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) Universal 320R / Germany 

เครื่องผสมตัวอยําง (Vortex mixer) Harmony / Japan 
ตู๎บํม  (Incubator) Binder / Germany 

เครื่องวัดความหวาน (Hand refractometer) Master-93H / ATAGO / Japan 

เครื่องอํานถาดไมโครเพลท  
(Microplate reader) 

M965 / mastertech / Taiwan 

เครื่องวัดสี color flex CM-600d / Konica Minolta /Japan 
เครื่อง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC)  

20A Series / Shimadzu / Japan 

เครื่องวิเคราะห์แก๏สโครมาโทรกราฟฟ่ี (GC) Shimazu / Japan 
เครื่องวิเคราะห์แก๏สโครมาโทรกราฟฟ่ี 
แมสสเปกโตรมิเตอร์ (GC-MS)  

QP2010 / Shimadsu / Japan 
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3.2 วิธีการทดลอง 
 3.2.1. การเก็บตัวอยํางลูกแปูงสาโท 
           เก็บตัวอยํางลูกแปูงผลิตสาโทจากส้านักงานเครือขํายวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย์

อีสาน อ้าเภอเสลภูมิ จังหวัดร๎อยเอ็ด (เก็บตัวอยํางลูกแปูงวันที่ 27 ตุลาคม 2560) บ๎านนาขํา ต้าบล
นาขํา อ้าเภอวาปีปทุม จังหวัดมหาสารคาม (เก็บตัวอยํางลูกแปูงวันที่ 30 พฤศจิกายน 2560) และ
ต้าบลเกาะยาวน๎อย อ้าเภอเกาะยาว จังหวัดพังงา (เก็บตัวอยํางลูกแปูงวันที่ 15 พฤศจิกายน 2560) 
ท้าการเก็บไว๎ในภาชนะหรือถุงพลาสติกที่ปิดสนิท แล๎วเก็บไว๎ในอุณหภูมิห๎องเพ่ือใช๎ในการทดลอง
ตํอไป 

3.2.2. คัดแยกเชื้อราและยีสต์จากลูกแปูงสาโท  
     3.2.2.1 การคัดแยกเชื้อรา  
               (ดัดแปลงจาก ชูชาติ และคณะ, 2559; ลือชัย, 2548) 
                น้าลูกแปูงตัวอยํางหมักข๎าวเหนียวลืมผัวเป็นสาโท โดยใช๎ข๎าวเหนียวลืมผัวที่นึ่ง

สุก 50 กรัม แล๎วคลุกกับลูกแปูงร๎อยละ 0.5 ปลํอยให๎การหมักเกิดขึ้นที่อุณหภูมิห๎อง ประมาณ 72 
ชั่วโมง จะสังเกตเห็นเส๎นใยเชื้อราแล๎วจึงน้าเมล็ดข๎าวมาวางในอาหาร potato dextrose agar (PDA) 
3 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แยกเอาเชื้อราที่มีลักษณะโคโลนีแตกตํางกันมาท้าให๎ได๎เชื้ อ
บริสุทธิ์ โดยน้ามา cross streak บนอาหารใหมํอีกครั้งเพ่ือให๎ได๎เชื้อบริสุทธิ์ แล๎วน้าเชื้อราเก็บไว๎บน 
PDA slant เก็บในตู๎เย็นเพื่อศึกษาตํอไป 

     3.2.2.2 วิธีการแยกยีสต์   
               น้าลูกแปูงตัวอยํางหมักข๎าวเหนียวลืมผัวเป็นสาโท โดยใช๎ข๎าวเหนียวลืมผัวที่นึ่งสุก 

50 กรัม แล๎วคลุกกับลูกแปูงร๎อยละ 0.5 ปลํอยให๎การหมักเกิดขึ้นที่อุณหภูมิห๎อง เมื่อได๎ประมาณ 72 
ชั่วโมง จะเกิดน้้าหวานใส ๆ ออกมาที่เรียกวํา “น้้าต๎อย” แยกยีสต์ที่เจริญในน้้าต๎อย โดยน้าน้้าต๎อยมา 
spread plate บนอาหาร yeast extract peptone dextrose agar (YPD) agar 3 วัน ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เมื่อเชื้อยีสต์เจริญน้ามา cross streak บนอาหาร YPD agar จนได๎เชื้อบริสุทธิ์ 
และเก็บไว๎ศึกษาตํอไป  

3.2.3 การคัดเลือกเชื้อราและยีสต์ 
     3.2.3.1 การคัดเลือกเชื้อรา 

                (ดัดแปลงจาก จิราภรณ์ และคณะ, 2553) 
               เพาะเลี้ยงราแตํละไอโซเลตที่คัดแยกได๎จากข๎อ 3.2.2.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 

จากนั้นเพาะเชื้อแบบจุด (point inoculation) 1 จุด ลงบนจุดกึ่งกลางของจานอาหาร PDA บํมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล๎วใช๎คอร์กบอเรอร์ (cork borer) เบอร์ 4 (เส๎นผําน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร) ที่ผํานการฆําเชื้อแล๎ว กดลงไปบริเวณขอบโคโลนีของราเส๎นใย ซึ่งเป็นบริเวณ
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ที่เชื้อมีอายุน๎อย ใช๎เข็มถํายเชื้อเก่ียวชิ้นวุ๎นที่มีเส๎นใยวางลงบนตรงกลางอาหาร soluble starch agar 
(SA) ที่มีแปูงความเข๎มข๎น 1.0 เปอร์เซ็นต์ น้าไปบํมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล๎ว
หยดสารละลายไอโอดีนความเข๎มข๎น 1 เปอร์เซ็นต์ ให๎ทํวมผิวหน๎าอาหารเพาะเชื้อ ทิ้งไว๎ประมาณ 1 
นาที เทสารละลายออก และสังเกตบริเวณใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น จากนั้นท้าการวัดขนาดเส๎นผําน
ศูนย์กลางของบริเวณใสเทียบกับขนาดโคโลนีเพ่ือคัดเลือกราเส๎นใยที่สามารถสร๎างเอนไซม์ในกลุํม     
อะไมเลสออกมายํอยแปูงได๎ดีที่สุด จากนั้นน้าเส๎นใยราที่คัดเลือกได๎มาวางในข๎าวเหนียวลืมผัวนึ่งสุก 
(น้้าหนัก 40 กรัม) ที่บรรจุอยูํในขวดโหล คลุกเคล๎าให๎เข๎ากัน บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วัน ท้าการวิเคราะห์หาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) 
method   
          3.2.3.2 การคัดเลือกเชื้อยีสต์  

          ทดสอบประสิทธิภาพในการหมักน้้าตาลและการผลิตเอทานอล 
            การคัดเลือกเชื้อยีสต์ที่คัดแยกได๎จากข๎อ 3.2.2.2 ที่มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยน

น้้าตาลเป็นแอลกอฮอล์ได๎ดี ทนตํอสภาวะการหมักที่มีแอลกอฮอล์สูงเพ่ือใช๎หมักข๎าวเหนียวรํวมกับเชื้อ
ราที่คัดเลือกได๎ ประสิทธิภาพการหมักน้้าตาล โดยทดลองหมักในสารละลายน้้าตาลทรายที่มี ความ
เข๎มข๎นเริ่มต๎น 20 องศาบริกซ์ เติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 0.05 เปอร์เซ็นต์ (w/v) แบํงใสํหลอดละ 
10 มิลลิลิตร (ภายในหลอดจะมีหลอดดักแก๏สอยูํด๎วย) น้าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 
15 นาที จากนั้นถํายเชื้อยีสต์ที่เลี้ยงไว๎ 1 มิลลิลิตร ลงในแตํละหลอด บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
5 วัน ในสภาวะไมํเขยํา ตรวจผลจากปริมาณน้้าตาลที่ลดลงด๎วย hand refrectometer และวัด
ปริมาณแอลกอฮอล์ที่ผลิตได๎ โดยเครื่องวิเคราะห์แก๏สโครมาโทรกราฟฟ่ี (GC) คัดเลือกเชื้อยีสต์ที่
สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได๎ในปริมาณสูงไว๎ใช๎ในการท้าลูกแปูงตํอไป 

            ทดสอบความสามารถในการทนตํอแอลกอฮอล์  
             เตรียมน้้าหมักความเข๎มข๎นเริ่มต๎น 15 องศาบริกซ์ โดยน้าน้้าตาลมาหมักมาต๎มกับ

น้้าให๎ได๎ความเข๎มข๎นที่ต๎องการ เติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 0.05 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และเติมเอทา
นอลลงไปในน้้าหมักให๎มีความเข๎มข๎นของเอทานอล 10 เปอร์เซ็นต์ และ 15 เปอร์เซ็นต์ น้าน้้าหมักที่
ได๎แบํงใสํหลอดที่เตรียมไว๎ หลอดละ 10 มิลลิลิตร (ภายในหลอดจะมีหลอดดักแก๏สอยูํด๎วย) น้าไปนึ่ง
ฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนั้นถํายเชื้อที่เลี้ยงไว๎ 1 มิลลิลิตร ลงในแตํละ
หลอด บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 วัน ตรวจสอบผลโดยสังเกตปริมาณแก๏สในหลอดดักแก๏ส 

3.2.4 การจัดจ้าแนกสายพันธุ์เชื้อราและยีสต์ 
       3.2.4.1 การจัดจ้าแนกจีนัสของเชื้อรา 

              - จัดจ้าแนกจีนัสของเชื้อราโดยใช๎ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยน้าเชื้อราบริสุทธ์
ทีค่ัดเลือกได๎มาเลี้ยงบนอาหาร PDA สังเกตลักษณะของโคโลนี และเส๎นใย 
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            - น้าเชื้อราที่บริสุทธิ์แล๎วสํงตรวจวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือจัดจ้าแนก 
สายพันธุ์ที่สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงประเทศไทย (วว.) 

3.2.4.2  การจัดจ้าแนกจีนัสของยีสต์ 
           (ดัดแปลงจาก จริาพร, 2551) 
           - สัณฐานวิทยาของเซลล์ โดยน้ายีสต์มา streak ลงบนอาหาร YPD agar และถําย

เชื้อลงในอาหารเหลว YPD broth และบํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 1-2 วัน สังเกตรูปรําง ลักษณะ
โคโลนีการเจริญบนอาหารแข็ง และลักษณะเซลล์ผํานกล๎องจุลทรรศน์  

           - น้าเชื้อยีสต์ที่บริสุทธิ์แล๎วสํงตรวจวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือจัด 
จ้าแนกสายพันธุ์ที่สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงประเทศไทย (วว.) 

    การสกัดดีเอ็นเอ 

    - น้าเชื้อราและยีสต์ที่คัดเลือกได๎มาแยกเชื้อใหเปนโคโลนีเดียว (single colony)  

เพ่ือให๎ได๎เชื้อบริสุทธ์ในอาหารแข็ง บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นใช 

ไมจิ้มฟนที่อบฆาเชื้อแลวแตะโคโลนีเดี่ยว มาเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ 50 มิลลิลิตร บมบนเครื่อง

เขยา ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท้า

การเก็บเซลลโดยใสใน microtube ขนาด 1 มิลลิลิตร น้าไปเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา   

2 นาที  เ พ่ือเก็บเซลล เทสารละลายส วนบนทิ้ง  น้าตะกอนเซลล มาล างด วย Tris– 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) buffer (TE buffer) 567 ไมโครลิตร เติม 10% 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 30 ไมโครลิตรเอนไซม Proteinase K ความเขมขน 20 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น้าไปบมไวที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง    

แลวเติมโซเดียมคลอไรด์ 5 โมลล์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรเขยาใหเขากัน บมตอ 10-15 นาที  

   - ก้าจัดโปรตีนโดยการเติม สารละลาย Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) 1  

เทาผสมใหเขากันโดยเอียงหลอดกลับไปกลับมา จากนั้นจะน้าไปหมุนเหวี่ยงที่  10,000 รอบตอนาที 

เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายส วนบนใส ในหลอดใหมํ  ก้าจัดโปรตีนที่ เหลือด วย 

Phenol/Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) 1 เทา ซ้้าอีกครั้ง  

   - ตกตะกอนดีเอน็เอ โดยเติม isopropanal 0.6 เทา ของปริมาตรที่มีอยู น้าไป 

หมุนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาทีเทสารละลายสวนใสทิ้ง ลางเกลือที่ติดมากับ

ตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70% 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที

เทสารละลายสวนใสทิ้ง ตากตะกอนดีเอนเอใหแหง ละลายดวยน้้ากลั่นที่ฆําเชื้อแล๎ว 30 ไมโครลิตร

เก็บไวที ่-20 องศาเซลเซียส  
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                    - ตรวจสอบขนาดและคุณภาพของดเีอ็นเอ โดยวิธีการ gel electrophoresis โดยใช๎  

1.2% agarose gel ใน 0.5x Tris – Borate – EDTA buffer (TBE buffer) โดยน้าดีเอ็นเอที่สกัดได

4 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตร ผานกระแสไฟฟากระแสตรงความตางศักย 100 

โวลตเปนเวลา 60 นาทีแล๎วน้าแผํเจลอะกาโรส มายอมดวยเอธิเดียมโบรไมด์ นาน 15 นาที และแชน้้า

อีก 10 นาทีตรวจดูแถบดูแถบเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ถํายภาพด๎วย gel documentation 

    การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 

    น้าตัวอยํางดีเอ็นเอท่ีสกัดได๎มาตรวจสอบ โดยใช๎เจลอะกาโรสความเข๎มข๎นร๎อยละ  

0.8 โดยมวลตํอปริมาตร ย๎อมเจลอะกาโรสด๎วยเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข๎มข๎น 0.5 เปอร์เซ็นต์                                   

เป็นเวลา 5 นาที  จากนั้นตรวจสอบด๎วยเครื่ องเครื่ องถํ ายและวิ เคราะห์ภาพเจล                                        

(Gel documentation) แล๎วตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด๎วยวิธีการวัดคําการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอ

เล็ตด๎วยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ เจือจางสารละลายดีเอ็นเอ 50 เทํา ดูอัตราสํวนของคําการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (OD260/OD280) 

    การสร้างเครื่องหมายล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะ 

    น้าตัวอยํางดีเอ็นเอของกล๎วยไม๎สกุลเอื้องเทียน 24 ชนิด มาเจือจางให๎มีความ 

เข๎มข๎น 100 นาโนกรัมตํอไมโครลิตร จากนั้นท้าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช๎ไพรเมอร์สากล                           

(universal primer) เชื้อยีสต์ในสํวน D1/D2 โดยใช๎  

Forward primer : D1 : 5‖-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3‖  

Reverse primer : D2 : 5‖-ACGATCGATTTGCACGTCAG-3‖  

เชื้อราในสํวน ITS1/ITS4 โดยใช๎ 

       Forward primer : ITS1 : 5‖-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3‖ 

      Reverse primer : ITS4 : 5‖-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3‖ 

ด๎วยปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส 3 ขั้นตอน คือ (1) บํมที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที (2) 
บํมที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ้านวน 35 รอบ และ (3) บํมที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที หลังจากนั้นจึงตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ได๎ด๎วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส ความ
เข๎มข๎น 1.5 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นน้าผลผลิตที่ได๎จากปฏิกริยาลูกโซํพอลิเมอเรสมาตรวจสอบขนาดดีเอ็น
เอของแตํละยีนที่เพ่ิมปริมาณได๎ด๎วยด๎วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่
ก้าลังไฟฟูา 100 โวลต์ 30-40 นาที แล๎วย๎อมด๎วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข๎มข๎น 0.5 ไมโครกรัมตํอ
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มิลลิลิตร เป็นเวลา 5-10 นาที แล๎วตรวจสอบการเรืองแสงของดีเอ็นเอภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลตใน
เครื่องถํายภาพและวิเคราะห์สารพันธุกรรม 

3.2.5 การเตรียมเชื้อยีสต์และราในการผลิตลูกแปูง 
       3.2.5.1 การเตรียมกล๎าเชื้อยีสต์ 

               (ดัดแปลงจาก ชื่นจิตร และคณะ, 2561) 
               เขี่ยเชื้อยีสต์ในอาหารเอียง YPD agar อายุ 48 ชั่วโมง ลงในฟลาสก์ขนาด 250 

มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว YPD broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บํมในเครื่องเขยําควบคุมอุณหภูมิที่ 
37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตํอนาทีเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท้าการปรับความเข๎มข๎นของยีสต์
ให๎ได๎จ้านวนเซลล์เทํากับ 108 เซลล์ตํอมิลลิลิตร โดยการนับด๎วย Hemacytometer เพ่ือใช๎เป็นเชื้อ
เริ่มต๎น 

   3.2.5.2 การเตรียมทาเนโคจิ 
             ชั่งข๎าวเหนียวลืมผัว  25 กรัม ใสํในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร น้ามาล๎างแล๎วแชํ

น้้าทิ้งไว๎ค๎างคืน (ประมาณ 12-20 ชั่วโมง) ที่อุณหภูมิห๎อง เทน้้าที่แชํข๎าวทิ้ง ท้าให๎เมล็ดข๎าวสะเด็ดน้้า 
ปิดด๎วยจุกส้าลีน้าไปนึ่งฆําเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ทิ้งไว๎ให๎เย็น จากนั้นถํายเชื้อรา
จากลูกแปูงที่คัดเลือกไว๎ 0.2 เปอร์เซ็นต์ (w/w) ลงในข๎าวนึ่งฆําเชื้อแล๎ว คลุกเคล๎าให๎เข๎ากัน น้าไปบํม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน เพ่ือใช๎เป็นหัวเชื้อตํอไป  

    3.2.5.3 ศึกษาปริมาณสํวนผสมหัวเชื้อในการผลิตลูกแปูงสาโทในระดับห๎องปฏิบัติการ 
              ท้าการศึกษาปริมาณสํวนผสมราและยีสต์ในการผลิตลูกแปูงสาโทในระดับ

ห๎องปฏิบัติการ ซึ่งมีปริมาณอัตราสํวนระหวําง รา : ยีสต์ (ตารางที่ 5) ใช๎แปูงข๎าวเจ๎าสูตรละ 400 กรัม 
(น้้าหนักลูกละประมาณ 6-7 กรัม) ใช๎น้้ากลั่นปริมาตร 150 มิลลิลิตร  

 

         ตารางที่ 5 อัตราสํวนของเชื้อรากับยีสต์ในลูกแปูงสาโท 
 

 
3.2.6 การศึกษาการผลิตลูกแปูงสาโทในระดับห๎องปฏิบัติการ 
        3.2.6.1  การเตรียมลูกแปูงตามสูตรตําง ๆ  

                 (ดัดแปลงจาก วีระสิทธิ์ และคณะ, 2552) 

สูตรลูกแปูงสาโท อัตราสํวน รา (กรัม) : ยีสต์ (มิลลิลิตร) 

สูตรที่ 1 1 : 1 

สูตรที ่2 2 : 1 

สูตรที ่3 3 : 1 
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               น้ากล๎าเชื้อยีสต์และทาเนโคจิที่เตรียมไว๎ผสมตามในสูตรการท้าลูกแปูง ซึ่ง
อัตราสํวนของสมุนไพรแสดงในตารางที่ 6 คลุกเคล๎าให๎เข๎ากันดี ปั้นเป็นก๎อนกลมขนาดเส๎นผําน
ศูนย์กลางประมาณ 3 เซนติเมตร (น้้าหนักประมาณ 6-7 กรัม) ใสํภาชนะที่ถํายเทอากาศได๎ดี บํมบน
ชั้นและคลุมด๎วยผ๎าขาวบาง 2-3 ชั้น ให๎มีการถํายเทอากาศได๎ดีเพ่ือให๎มีการเจริญของเชื้อ บํมที่
อุณหภูมิห๎อง 2 วัน จากนั้นน้าไปอบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 1 วัน เพ่ือท้าให๎ลูกแปูงแห๎ง เก็บใสํ
ถุงพลาสติกปิดแนํนเพื่อปูองกันความชื้นเพื่อใช๎ในการหมักตํอไป 
 

ตารางที่ 6 อัตราสํวนผสมสมุนไพรในการผลิตลูกแปูงสาโท  

ส่วนประกอบ ปริมาณ (กรัม) 
     กระเทียม (Allium sativa) 6 

     ขิง (Zingiber officinale) 6 
     ขํา (Alpinia siamensis) 6 

     ชะเอม (Myriopteron extensum) 6 

     พริกไทย (Piper nigrum) 6 
     อบเชย (Cinnamomum) 6 

     ดีปลี (Piper chaba) 2 

     แปูงข๎าวจ๎าว (Oryza sativa) 400 
   ที่มา : นภา, (2537) 

 

3.2.7 การทดสอบประสิทธิภาพของลูกแปูง 
        การทดสอบประสิทธิภาพของลูกแปูง น้าลูกแปูงที่ได๎จากข๎อ 3.2.6.1 มาทดสอบ

ประสิทธิภาพของการหมักโดยท้าการแชํข๎าวเหนียวลืมผัว 500 กรัม ทิ้งไว๎ค๎างคืน ท้าให๎ข๎าวเหนียว
สะเด็ดน้้าและหํอด๎วยผ๎าขาวบาง น้าไปนึ่งบนรังถึง จับเวลาหลังน้้าเดือด 40 นาที น้าข๎าวมาผึ่งให๎เย็น 
พรมน้้าประมาณ 250 มิลลิลิตร ให๎ทั่วเพ่ือให๎เมล็ดข๎าวแยกตัวออกจากกัน จากนั้นน้าลูกแปูงมาบดจน
ละเอียด ชั่งผงลูกแปูง 6 กรัม โรยลูกแปูงพร๎อมคลุกให๎เข๎ากันและน้าข๎าวใสํในโหล ปิดฝาโหล น้าไป
บํมที่อุณหภูมิห๎อง 72 ชั่วโมง จากนั้นเติมน้้ากลั่น 500 มิลลิลิตร (การผําน้้า) ลงในโหลพร๎อมปิดฝาให๎
สนิท และบํมตํอไปอีก 12 วัน (เก็บตัวอยํางทุก ๆ 3 วัน) หลังจากนั้นกรองด๎วยผ๎าขาวบางบรรจุใสํ
ภาชนะ แล๎วเติมโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟท์ (KMS) จ้านวน 12 กรัมตํอลิตร (ไพบูลย์ และคณะ, 
2549) ปิดฝาภาชนะให๎มิดชิดแล๎วน้าไปเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
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3.2.8 กระบวนการหมักไซเดอร์ 
        การศึกษาการหมักไซเดอร์จากสาโทข๎าวลืมผัววันที่ 15 ทั้ง 3 สูตร ได๎จากข๎อ 3.2.7 เติม

เชื้อแบคทีเรีย Acetobacter aceti  TISTR102 ซึ่งเป็นเชื้อบริสุทธิ์จากศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํงประเทศ ไทย (วว.)) 

3.2.8.1 การเตรียมกล๎าเชื้อ  
                   น้าเชื้อ A.  aceti TISTR102 จากเพลทที่เลี้ยงเชื้อไว๎ โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ 5-6 

โคโลนีลงในฟลาสก์ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Glucose Yeast Extract Broth (GYE) ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขยําที่ควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตํอนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท้าการปรับความเข๎มข๎นของเชื้อให๎ได๎จ้านวนเซลล์เทํากับ 108 เซลล์ตํอ
มิลลิลิตร โดยการนับด๎วย Hemacytometer เพ่ือใช๎เป็นเชื้อเริ่มต๎น 

3.2.8.2 ขั้นตอนการผลิตไซเดอร์  
              (ดัดแปลงจาก ชื่นจิตร และคณะ, 2561) 

                ในการหมักไซเดอร์ใช๎น้้าสาโททั้ง 3 สูตร จากข๎อ 3.2.7 ปริมาณ 250 มิลลิลิตร 
ใสํในฟาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นถํายเชื้อ A. aceti TISTR102 ที่เตรียมไว๎ปริมาตร 10 
เปอร์เซ็นต์ ลงในน้้าหมักน้าไปหมักบนเครื่องเขยําที่ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอยํางทุก ๆ วัน แล๎วเติมโพแทสเซียมเมตาไบ-
ซัลไฟท์ (KMS) จ้านวน 12 กรัมตํอลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง กรองน้้าไซเดอร์ออกจาตะกอน น้าใสํ
ขวดปิดฝาให๎มิดชิดแล๎วน้าไปเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช๎ในการวิเคราะห์ตํอไป  

 3.2.8.3. วิเคราะห์คุณลักษณะตําง ๆ ของไซเดอร์ 
ไซเดอร์หมักจากสาโทข๎าวเหนียวลืมผัว น้าน้้าไซเดอร์หมักมาวัดหาคุณลักษณะ ดังนี้ 

    วิเคราะห์คุณภาพทางกายภาพ 
     - วัดคําสี L*, a* และ b* ด๎วยเครื่อง ColorFlex (รุํน CM-600d/Konica 
Minolta /Japan) 

   วิเคราะห์คุณภาพทางเคมี 
     - วัดปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี DNS method  

    ดูดสารละลายตัวอยํางจ้านวน 20 ไมโครลิตร ใสํในหลอด eppendorf tube เติม
สารละลาย DNS ที่เตรียมไว๎ เขยําให๎เข๎ากัน น้าไปต๎มในน้้าเดือด 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จากนั้นน้าไปในไมโครเพลท น้าไปวัดคําดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร แล๎วน้าไปหาคํา
น้้าตาลกลูโคสโดยเทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

     - วัดคําความเป็นกรด-ดําง ด๎วยเครื่อง pH meter (รุํน Mettler Toledo   
FiveEASYTMPlus / FEP20) 
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      - วัดของแข็งที่ละลายทั้งหมด (total dissolved solids; TDS) ด๎วย Hand 
refractometer (รุํน Master-93H ATAGO Japan) 
      - วัดปริมาณแอลกอฮอล์ ด๎วยเครื่องแก๏สโครมาโทรกราฟฟ่ี (GC, Colum PEG-ETOH 
colum, temperature 80 oC, Injector temperature 120 oC, Detecter temperature       
150 oC, Carrier gas nitrogen, Speed เทํากับ 3 ปริมาณที่ฉีด 1 µg เวลาที่สารออก 3 นาที) 
      - วัดปริมาณกรดอะซิติกและกรดตําง ๆ ด๎วยเครื่อง HPLC (Colum Aminex HPX-87H 
colum.300x7.8 mm.,Temperature 65 oC, Detection UV@220 nm.) 
      - วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ด๎วยเครื่อง Microplate reader (M965/ 
mastertech/Taiwan)  
      การวัดปริมาณสารประกอบฟินอลิก ดัดแปลงการวิเคราะห์ตาม วิธีของ Radoševic et 
al., (2017) และ Thomas et al., (2018)  โดยน้าตัวที่เตรียมไว๎ ปริมาตร 20  ไมโครลิตร ใสํใน
หลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu Reagent 10 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เขยําให๎เข๎ากันและ เติม 7.5% Na2CO3 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร น้าไปเขยําให๎สารผสมกัน
ด๎วยเครื่องผสม ตั้งทิ้งไว๎ในที่มืด เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นน้าไปวิเคราะห์โดยวัดคําการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เทียบกับ กราฟมาตรฐาน gallic acid โดยใช๎เครื่อง Microplate 
reader (M965 / mastertech/ Taiwan)  
       - วิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ด๎วยเครื่อง Microplate reader (M965/ 
mastertech/ Taiwan) 
       การวัดปริมาณฟลาโวนอยด์ ดัดแปลงการวิเคราะห์ตาม วิธีของ Tian et al., (2016) 
โดยน้าตัวอยําง 20 ไมโครลิตร ผสมน้้ากลั่น 60 ไมโครลิตร จากนั้น ปิเปต 5% NaNO2 10 ไมโครลิตร 
ผสมให๎เข๎ากันและ ตั้งทิ้งไว๎ 6 นาที เติม 10% AlCl36H2O 10 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว๎ 5 นาที จากนั้นเติม 
1 M NaOH 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว๎ 12 นาที น้าไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร เทียบ
กับกราฟมาตรฐาน rutin โดยใช๎เครื่อง Microplate reader (M965 / mastertech / Taiwan)   
       - วิเคราะห์กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระด๎วยวิธี DPPH ด๎วยเครื่อง Microplate reader 
(M965 / mastertech/ Taiwan)  
      เตรียมสารละลาย DPPH radical ในเมทานอลความเข๎มข๎น 0.2 มิลลิโมลาร์ และเตรียม
ตัวอยําง 20 ไมโครลิตร เติม DPPH ลงไปในสารละลายที่เตรียมไว๎ เขยําให๎เข๎ากันและตั้งทิ้งไว๎ในที่มืด 
30 นาที น้าไปวัดคําดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกับสารละลาย
มาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) (ดัดแปลงจาก Zhang et al., (2016) 
 จากนั้นท้าการค้านวณ % radical scavenging จากสมการ  
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% radical scavenging = [1 - (Asample/Acontrol)] x 100 
   เมื่อ Asample คือ คําดูดกลืนแสงของสารตัวอยําง 
   และ Acontrol คือ คําดูดกลืนแสงของ DPPH 
         - วิเคราะห์กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระด๎วยวิธี FRAP ด๎วยเครื่อง Microplate 
reader (M965 / mastertech / Taiwan)  
         เตรียมสารละลาย FRAP reagent โดยผสมสารละลาย 300 มิลลิโมลาร์ Acetate 
buffer pH 3.6 สารละลาย 20 มิลลิโมลาร์ FeCl3.6H2O และสารละลาย 10 มิลลิโมลาร์ TPTZ ใน 
40 มิลลิโมลาร์ HCl ในอัตราสํวน 10:1:1 ตามล้าดับ จากนั้นเตรียมตัวอยําง 20 ไมโครลิตร ผสมกับ 
FRAP reagent ดังตารางที่ 3.4 เขยําให๎เข๎ากันและตั้งทิ้งไว๎เป็นเวลา 4 นาที น้าไปวัดคําดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร (n=3) (ดัดแปลงจาก Wei et al., 2011) ค้านวณคําการดูดกลืนแสง
จากสมการ 

Absorbance = A – B – C 
 ค้านวณความสามารถในการให๎อิเล็กตรอน (FRAP value) โดยเปรียบเทียบคําที่ได๎รับกราฟ
มาตรฐานของ Ferrous sulfate (FeSO4) แสดงคําในรูปของมิลลิโมลาร์สมมูลย์ของ Fe2+/กรัม  
 

ตารางที่ 7 ตัวแปรในการวิเคราะห์กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระด๎วยวิธี FRAP 

ตัวแปร ส่วนประกอบ 
A (Test sample) Sample ที่ความเข๎มข๎น 100 ppm 1 ml + FRAP reagent 9 ml 

B (Blank) Sample ที่ความเข๎มข๎น 100 ppm 1 ml + Acetate buffer 9 ml 

C (Control) Ethanol 1 ml + FRAP reagent 9 ml 
 

            - วิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานิน ด๎วยเครื่อง Microplate reader (M965/ 
mastertech / Taiwan)  
         ปิเปตตัวอยําง ปริมาณ 2 มิลลิลิตร เจือจางด๎วย 1% HCl ในเมทานอล และ 1% HCl 
ในเอทานอล ให๎ได๎ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น้ามาวัดคําการดูดกลืนแสงด๎วยเครื่อง Microplate 
reader (M965 / mastertech / Taiwan) ที่ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตร เพ่ือหาปริมาณแอนโท
ไซยานินทั้งหมด (Ranganna, 1977) 

       - วิเคราะห์ปริมาณสารระเหยในผลิตภัณฑ์ด๎วยเครื่องวิเคราะห์ แก๏สโครมาโทรกราฟฟ่ี 
แมสสเปกโตรมิเตอร์แมส (GC-MS, Column: DB-WAX 30 m x 0.25 mm I.D., 0.25 µm, Carrier: 
Hydrogen at 48 cm/sec, Oven: 35°C for 5 min 35-230°C at 6°/min 230°C for 5 min, 
Injector: Split 1:20, 1.5 µL, Detector: FID Nitrogen makeup gas at 30 mL/min) 
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    3.2.9 ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส  
         (ดัดแปลงจาก เกศริน และคณะ, 2561) 
         การวิเคราะห์ทางประสาทสัมผัส โดยน้าน้้าไซเดอร์ที่ผลิตไว๎แล๎วมาทดสอบคุณภาพ

ทางประสาทสัมผัส โดยใช๎ผู๎บริโภคจ้านวน 30 คน ใช๎แบบประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส โดย
วิธีการให๎คะแนนความชอบ 7 ระดับ (1 = ชอบน๎อยที่สุด 2 = ชอบน๎อย 3 = คํอนข๎างชอบน๎อย 4 = 
ชอบปานกลาง 5 = คํอนข๎างชอบมาก 6 = ชอบมาก 7 = ชอบมากที่สุด) ในด๎านของกลิ่น สี รสชาติ 
และการยอมรับรวม โดยวางแผนแผนการทดลองแบบสุํมอยํางสมบูรณ์ (Randomized Complete 
Block Design : RCBD) โดยแบํงผู๎ทดสอบทางประสาทสัมผัสออกเป็น 2 กลุํม คือ กลุํมแรกผู๎ทดสอบ
ที่มีอายุระหวําง 20-30 ปี และกลุํมท่ีสองมีอายุตั้งแตํ 35 ปีขึ้นไป 

3.2.10  การวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติ 
สถิติที่ใช๎ในการวิเคราะห์ข๎อมูล มีดังนี้ 

        3.2.10.1 สถิติพ้ืนฐาน  ได๎แกํ 

           - คําเฉลี่ย (x  ) 
           - ร๎อยละ (%) 
           - คําเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 

        3.2.10.2 วิเคราะห์ความแตกตํางทางสถิติด๎วยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis 
of Variance, ANOVA) และทดสอบความแตกตํางของคําเฉลี่ยด๎วยวิธี Duncan’s New Multiple 
Range Test (DMRT) ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ันร๎อยละ 95 โดยใช๎โปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 21 
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

 
4.1. เก็บตัวอย่างลูกแป้งสาโทเพื่อคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ 

เก็บรวบรวมตัวอยํางลูกแปูงสาโทที่ใช๎ในการวิจัยครั้งนี้ จากหลายถิ่นเพ่ือให๎มีความแตกตําง 
โดยเก็บตัวอยํางลูกแปูงสาโท 3 แหลํง ได๎แกํ ลูกแปูงสาโทจากเครือขํายวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทรีย์
อีสาน จังหวัดร๎อยเอ็ด ลูกแปูงสาโทจากบ๎านนาขํา ต้าบลนาขํา อ้าเภอวาปีปทุม จังหวัดมหาสารคาม 
และลูกแปูงสาโทจาก ต้าบลเกาะยาวน๎อย อ้าเภอเกาะยาว จังหวัดพังงา  (ตารางที่ 8)        

    
ตารางที่ 8 ตัวอยํางลูกแปูงจากแหลํงตําง ๆ   

แหล่งที่มาของ
ลูกแป้งสาโท 

วันที่เก็บ
ตัวอย่าง 

ลักษณะ
ลูกแป้ง 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 

(เซนติเมตร) 
สี รูปภาพ 

เครือขําย
วิสาหกิจชุมชน
เกษตรอินทรีย์
อีสาน จังหวัด

ร๎อยเอ็ด 

วันที่ 27 
ตุลาคม 
2560 

เป็นก๎อน
แปูงครึ่ง
วงกลม 
ไมํมีรอย

แตก 

3.6 
สีนวล
เหลือง

เล็กน๎อย 
 

บ๎านนาขํา 
ต้าบลนาขํา 

อ้าเภอวาปีปทุม 
จังหวัด

มหาสารคาม 

วันที่ 30 
พฤศจิกายน 

2560 

กลมแบน 
ไมํมีรอย

แตก 
2.9 สีนวลขาว 

 

ต้าบลเกาะยาว
น๎อย อ้าเภอ
เกาะยาว 

จังหวัดพังงา 

15 
พฤศจิกายน 

2560 

กลมแบน 
ไมํมีรอย

แตก 
3.2 สีนวลขาว 
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4.2. การคัดแยกเชื้อราและเชื้อยีสต์จากลูกแป้งสาโท 
การคัดแยกเชื้อราและเชื้อยีสต์จากลูกแปูงสาโททั้ง 3 แหลํง จากวิสาหกิจชุมชนเกษตรอินทร์

อีสาน ต้าบล  ธวัชบุรี อ้าเภอเสลภูมิ จังหวัดร๎อยเอ็ด บ๎านนาขํา ต้าบลนาขํา อ้าเภอวาปีปทุม จังหวัด
มหาสารคาม และต้าบลเกาะยาวน๎อย อ้าเภอเกาะยาว จังหวัดพังงา คัดแยกหาเชื้อราและยีสต์ได๎ 20 
ไอโซเลท เชื้อรา 11 ไอโซเลท และเชื้อยีสต์ 9 ไอโซเลท (ตารางที่ 9) สอดคล๎องกับงานวิจัยของ      
ลือชัย (2548) ที่คัดแยกเชื้อราและยีสต์จากลูกแปูงเพ่ือใช๎ผลิตสาโท ซึ่งแตํละลูกแปูงได๎เชื้อเพียง 3-4 
ไอโซเลท สาเหตุที่คัดแยกเชื้อราและยีสต์จากเมล็ดข๎าวและน้้าต๎อยของสาโทได๎เพียง 3-5 ไอโซเลท ตํอ
ตัวอยํางลูกแปูง เนื่องจากในการหมักสาโทนั้นจะสังเกตได๎วํามีเชื้อราเพียงไมํกี่ชนิดเทํานั้นที่เจริญเต็ม
เม็ดข๎าว และแยํงการเจริญของเชื้อราชนิดอ่ืน ซึ่งเชื้อราและยีสต์มีบทบาทส้าคัญในการหมักสาโท 
ประสิทธิภาพในการหมักสาโทของเชื้อราขึ้นอยูํกับหลาย ๆ ปัจจัย เชํน อายุและความโปรํงพรุ นของ
ลูกแปูง ซึ่งมีผลตํอประสิทธิภาพการยํอยแปูงของรา ลูกแปูงใหมํที่มีความโปรํงพรุนนั้นเกิดจากเชื้อ
ยีสต์ในลูกแปูงปลํอยก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ออกมา ท้าให๎ลูกแปูงโปรํงพรุนและเชื้อราจะเจริญแทรก
สร๎างสปอร์อยูํ ในรูพรุนเหลํานี้  ยิ่งมีรูพรุนมาก ปริมาณสปอร์ของเชื้อราก็จะมีมาก ดังนั้นใน
กระบวนการหมักสาโทจากข๎าวเหนียวลืมผัว เชื้อราจะเจริญและยํอยแปูงจากข๎าวได๎เร็วขึ้น ท้าให๎ได๎
น้้าตาลกลูโคสเกิดข้ึนผสมกับน้้าที่หมัก เรียกวํา “น้้าต๎อย” ได๎เร็วขึ้น 
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ตารางที่ 9 แหลํงที่มาของลูกแปูงสาโท จ้านวนเชื้อรา และยีสต์ที่คัดแยกได๎ 

แหล่งลูกแป้ง รหัสเชื้อ จ านวนไอโซเลท 
จ านวนเชื้อท่ีศึกษา 

รา ยีสต์ 

วิสาหกิจชุมชนเกษตร
อินทร์อีสาน ต้าบลธวัชบุรี 

อ้าเภอเสลภูมิ จังหวัด
ร๎อยเอ็ด 

LPR1, LPR2, LPR3, 
LPR4, LPR5 

5 3 2 

บ๎านนาขํา ต้าบลนาขํา 
อ้าเภอวาปีปทุม จังหวัด

มหาสารคาม 

LPS1, LPS2, LPS3, 
LPS4, LPS5, LPS6 

6 4 2 

ต้าบลเกาะยาวน๎อย 
อ้าเภอเกาะยาว จังหวัด

พังงา 

LPP1, LPP2, LPP3, 
LPP4, LPP5, LPP6, 
LPP7, LPP8, LPP9 

9 4 5 

รวม 20 11 9 

หมายเหตุ LPR1 = ลูกแปูงจังหวัดร๎อยเอ็ดไอโซเลทท่ี 1 LPS1 = ลูกแปูงจังหวัดมหาสารคามไอโซเลทท่ี 1 

  LPR2 = ลูกแปูงจังหวัดร๎อยเอ็ดไอโซเลทท่ี 2 LPS2 = ลูกแปูงจังหวัดมหาสารคามไอโซเลทท่ี 2 

  LPR3 = ลูกแปูงจังหวัดร๎อยเอ็ดไอโซเลทท่ี 3 LPS3 = ลูกแปูงจังหวัดมหาสารคามไอโซเลทท่ี 3 

  LPR4 = ลูกแปูงจังหวัดร๎อยเอ็ดไอโซเลทท่ี 4 LPS4 = ลูกแปูงจังหวัดมหาสารคามไอโซเลทท่ี 4 

  LPR5 = ลูกแปูงจังหวัดร๎อยเอ็ดไอโซเลทท่ี 5  LPS5 = ลูกแปูงจังหวัดมหาสารคามไอโซเลทท่ี 5 

  LPP1 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 1 LPS6 = ลูกแปูงจังหวัดมหาสารคามไอโซเลทท่ี 6 

  LPP2 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 2 LPP6 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 6 

  LPP3 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 3 LPP7 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 7 

  LPP4 = ลูกแปงูจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 4 LPP8 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 8 

  LPP5 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 5 LPP9 = ลูกแปูงจังหวัดพังงาไอโซเลทท่ี 9 
 

4.3. การคัดเลือกเชื้อราและยีสต์ 
4.3.1 การคัดเลือกเชื้อราที่มีคุณสมบัติยํอยแปูงที่ดีเพ่ือใช๎เป็นหัวเชื้อลูกแปูง  

      ความสามารถในการยํอยแปูง พบวําราที่สามารถยํอยแปูงได๎ดีมี 2 ไอโซเลท ได๎แกํ 
LPP1 และ LPP3 ซึ่งมีผลตํางของบริเวณใสกับความกว๎างของโคโลนี 0.2 และ 1.8 ตามล้าดับ (ตาราง
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ที่ 10 และภาพที่ 8) สอดคล๎องกับงานวิจัยของ มณชัย (2546) ได๎ท้าการเพาะเลี้ยงเชื้อรา 
Amylomyces spp., Rhizopus spp. และ Aspergillus spp. ที่แยกได๎จากลูกแปูงข๎าวหมากและลูก
แปูงสาโท โดยทดสอบการสร๎างเอนไซม์อะไมเลสในการยํอยแปูงบนอาหาร soluble starch พบวํา 
ราทุกไอโซเลทยํอยแปูงได๎น๎อย โดยมีอัตราสํวนระหวํางเส๎นผํานศูนย์กลางของบริเวณสํวนใส และเส๎น
ผํานศูนย์กลางของโคโลนีน๎อยกวํา 1 

 

ตารางที่ 10 ความสามารถในการยํอยแปูงของเชื้อราที่คัดแยกได๎จากลูกแปูงสาโทแหลํงตําง ๆ  

รหัสเชื้อ 
ความกว้างโคโลนี 

(เซนติเมตร) 
ความกว้าง clear zone 

(เซนติเมตร) 
Halo : Colony ratio 

LPR1 - - - 

LPR2 - - - 
LPR3 - - - 

LPS1 - - - 
LPS2 - - - 

LPS3 - - - 

LPS4 - - - 
LPP1 1.35 1.40 1.04 

LPP2 - - - 

LPP3 4.26 7.83 1.84 
LPP4 - - - 

 

  
ภาพที่ 8 การสร๎างเอนไซม์อะไมเลสของเชื้อรา 

(A) LPP3 และ (B) LPP1 จากจังหวัดพังงาในการยํอยแปูงบนอาหาร starch agar (SA) 
โดยมีคํา Halo : Colony ratio 1.8 และ 1.0 ตามล้าดับ 

A B 
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เชื้อราจะสร๎างเส๎นใยชอนไชไปทั่วข๎าวและย๎อยแปูงให๎เป็นน้้าตาล การเปลี่ยนแปูงให๎เป็น
น้้าตาลจะใช๎ระยะเวลาประมาณ 3-5 วัน โดยเชื้อราสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส ชนิดแอลฟาอะ
ไมเลส และกลูโคอะไมเลส ในการยํอยแปูงในเมล็ดข๎าวเหนียวไปเป็นน้้าตาลกลูโคส  (ชาญชัย, 2550)
และเชื้อรา LPP3 มีความสามารถสร๎างเอนไซม์อะไมเลสยํอยแปูงได๎มากที่สุด โดยคัดเลือกได๎จาก
ต้าบลเกาะยาวน๎อย อ้าเภอเกาะยาว จังหวัดพังงา มาทดสอบหาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์โดยการหมักข๎าว
เหนียวลืมผัว ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 7 วัน พบวํามีปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์สูงสุดในวันที่ 5 มีคํา 55.17 
กรัมตํอลิตร (ภาพท่ี 9) 

 

 
ภาพที่ 9 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์เชื้อรา LPP3 

จากต้าบลเกาะยาวน๎อย อ้าเภอเกาะยาว จังหวัดพังงา 
 

4.3.2 การคัดเลือกเชื้อยีสต์ 
4.3.2.1 ทดสอบความสามารถในการหมักน้้าตาล 

                 คัดเลือกเชื้อยีสต์จากการตรวจผลปริมาณแก๏สในหลอดดักแก๏ส (durham 
tube) และปริมาณน้้าตาลคงเหลือต่้าที่สุด จะเห็นได๎วํายีสต์ไอโซเลท LPR5 มีความสามารถในการ
หมักน้้าตาลได๎ดีกวําเชื้อยีสต์ไอโซเลทอ่ืน ๆ ซึ่งจะสังเกตจากปริมาณน้้าตาลที่ลดลง และปริมาณ
แอลกอฮอล์เพ่ิมข้ึน  มีคํา 19.07±0.06 องศาบริกซ์ และ 1.54±0.05 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ (ตารางที่ 
11) ซึ่ง Kreger-van Rij, (1984) กลําววําความเข๎มข๎นของน้้าตาลมีผลตํอการเจริญของเชื้อยีสต์ หาก
ความเข๎มข๎นของน้้าตาลสูงเกินไปจะท้าให๎เชลล์ของเชื้อยีสต์สูญเสียน้้า และยีสต์อาจตายหรือเจริญได๎
น๎อย 
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ตารางที่ 11 ความสามารถในการหมักน้้าตาลในอาหารที่มีปริมาณของแข็งท่ีละลายทั้งหมด  
               เริ่มต๎น 20 องศาบริกซ์  

ไอโซเลท วันที่ 1 วันที่ 5 องศาบริกซ์ 
แอลกอฮอล์ 
(เปอร์เซ็นต์) 

LPR4 _ ++ 19.47cd±0.06 1.15b±0.04 

LPR5 ++ ++++ 19.07e±0.06 1.54a±0.05 

LPS5 - + 19.37cde±0.12 0.67c±0.03 

LPS6 - +++ 19.20de±0.10 1.20b±0.03 

LPP5 - - 19.80ab±0.10 0.07d±0.03 

LPP6 - - 19.77abc±0.06 0.05d±0.04 

LPP7 - - 20.03a±0.06 0.02d±0.01 

LPP8 - - 19.87ab±0.06 0.04d±0.02 

LPP9 - - 19.87ab±0.06 0.04d±0.01 

หมายเหตุ a b c ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดยีวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ (p<0.05) 
หมายเหต ุ      -             เชื้อไมํขึ้น ไมํเกิดฟอง 

+          มีแก๏ส ¼ ของหลอด 
++          มีแก๏ส ½ ของหลอด 
+++         มีแก๏ส ¾ ของหลอด 
++++       มีแก๏สเต็มหลอด 

 

      4.3.2.2 ทดสอบความสามารถทนตํอแอลกอฮอล์ 
            นอกจากยีสต์จะมีความสามารถในการใช๎น้้าตาลแล๎ว ยีสต์ยังมีความสามารถในการ
หมักให๎เกิดแอลกอฮอล์สูงด๎วย โดยปกติสาโทของไทยที่หมักด๎วยลูกแปูงมีแอลกอฮอล์ประมาณ 8-12 
เปอร์เซ็นต์ (ประดิษฐ์, 2543) ในงานวิจัยนี้ต๎องการคัดเลือกยีสต์ที่มีความสามารถในการหมักให๎ได๎
แอลกอฮอล์สูงและทนตํอแอลกอฮอล์อยํางน๎อย 10-15 เปอร์เซ็นต์ โดยคัดเลือกเชื้อยีสต์จากการตรวจ
ผลปริมาณแก๏สในหลอดดักแก๏ส (durham tube) จะเห็นวํายีสต์ไอโซเลท LPR4, LPR5 และ LPS6 มี
ความสามารถในการทนตํอแอลกอฮอล์ 10 เปอร์เซ็นต์ และ 15 เปอร์เซ็นต์ ได๎ดีกวําเชื้อยีสต์ไอโซเลท
อ่ืน ๆ โดยยีสต์ไอโซเลท LPR5 สามารถสร๎างแก๏สและมีความทนตํอแอลกอฮอล์มากที่สุด หลังจาก
หมักไปแล๎ว 5 วัน (ตารางท่ี 12) 
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ตารางที่ 12 ความสามารถในการหมักอาหารที่มีแอลกอฮอล์ 10 เปอร์เซ็นต์ และ 15 เปอร์เซ็นต์    
                ปริมาณของแข็งที่ละลายได๎ทั้งหมดเริ่มต๎น 15 องศาบริกซ์  

ไอโซเลท 
แอลกอฮอล์ 10 เปอร์เซ็นต์ แอลกอฮอล์ 15 เปอร์เซ็นต์ 

วันที่ 1 วันที่ 5 วันที่ 1 วันที่ 5 

LPR4 - ++ - + 

LPR5 + ++++ - +++ 

LPS5 - + - - 

LPS6 - +++ - + 

LPP5 - - - - 

LPP6 - - - - 

LPP7 - - - - 

LPP8 - - - - 

LPP9 - - - - 

หมายเหต ุ      -             เชื้อไมํขึ้น ไมํเกิดฟอง 
+          มีแก๏ส ¼ ของหลอด 
++          มีแก๏ส ½ ของหลอด 
+++         มีแก๏ส ¾ ของหล 
++++       มีแก๏สเต็มหลอด 

 

4.4 การจัดจ าแนกสายพันธุ์เชื้อราและยีสต์ 
4.4.1 การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ 

      การจัดจ้าแนกโดยใช๎ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อรา โดยน้าเชื้อราบริสุทธิ์ที่คัดแยกได๎ 
และมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ยํอยแปูงให๎เป็นน้้าตาลได๎ มาเลี้ยงในอาหาร PDA เพ่ือสังเกต
ลักษณะโคโลนี พบวํา เชื้อราไอโซเลท LPP3 เจริญเริ่มแรกสีขาวจากนั้นเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเขียว 
เหลืองคล๎ายสีมะกอกถึงสีน้้าตาลเมื่ออายุมากขึ้น ตรงกลางมีสีเข๎มท่ีสุด และบริเวณขอบโคโลนีมีเส๎นใย
สีขาวเกิดข้ึน (ภาพท่ี 10) 
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ภาพที่ 10 ลักษณะเส๎นใยเชื้อรา LPP3 ที่คัดแยกได๎จากต้าบลเกาะยาวน๎อย อ้าเภอเกาะยาว 
จังหวัดพังงา (A) ลักษณะโคโลนี, (B) สปอร์, (C) ลักษณะเส๎นใย 

ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 40X 

(ถํายภาพโดย น.ส.พิกุลทอง ผิวเหลือง เมื่อวันที่ 27 พฤศจิกายน 2560) 
 

4.4.2 การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของยีสต์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์   
      การจ้าแนกโดยใช๎ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อยีสต์ โดยน้าเชื้อยีสต์บริสุทธ์ที่มี

ความสามารถในการเปลี่ยนน้้าตาลเป็นแอลกอฮอล์ มีลักษณะโคโลนีสีขาว ทรงกลม และ เป็นเซลล์
เดี่ยวรูปรํางกลม รูปไขํ หรือเหมือนผลเลมอน มีขนาดใหญํกวําแบคทีเรีย  (ภาพที่ 11) 

 

   

   
ภาพที่ 11 ลักษณะเซลล์ยีสต์จากลูกแปูงร๎อยเอ็ด 

(LPR4=A และ LPR5=B), ลูกแปูงสารคาม (LPS5=C และ LPS6=D) 
ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 40X, ลักษณะโคโลนีของ LPR5 (E) 

(ถํายภาพโดย น.ส.พิกุลทอง ผิวเหลือง เมื่อวันที่ 9 ธันวาคม 2560) 

B C 

A B 

อับสปอร ์

C E D 

ก๎านชูอับสปอร์ A 
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4.5 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
จากผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ โดยวิธี PCR (polymerase chain reaction) เพ่ิม

ปริมาณยีนของเชื้อยีสต์ในสํวน D1/D2 โดยใช๎  
Forward primer : D1 : 5‖-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3‖  
Reverse primer : D2 : 5‖-ACGATCGATTTGCACGTCAG-3‖  

การเพ่ิมปริมาณยีนของเชื้อราในสํวน ITS1/ITS4 โดยใช๎ 
 Forward primer : ITS1 : 5‖-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3‖ 
 Reverse primer : ITS4 : 5‖-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3‖ 

จากภาพแผนภูมิวิวัฒนาการของยีสต์ และเชื้อรา (Phylogenetic tree) ที่สร๎างขึ้นด๎วยวิธี 
Maximum Likelihood method โดยใช๎โปรแกรม MEGA X (www.megasoftware.net) ที่ 
Bootstrap value ท้า 1,000 ซ้้า พบวําการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของเชื้อยีสต์ LPR5 มีความ
คล๎ายคลึงกับสายพันธุ์ Wickerhamomyces anomalus (ภาพที่ 12) และเชื้อรา LPP3 มีความ
คล๎ายคลึงกับสายพันธุ์ Aspergillus oryzae (ภาพท่ี 13 และตารางท่ี 13) 

 

 

ภาพที่ 12 แผนภูมิวิวัฒนาการสายพันธุ์ยีสต์ Wickerhamomyces anomalus  LPR5 
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ภาพที่ 13 แผนภูมิวิวัฒนาการสายพันธุ์รา Aspergillus oryzae LPP3 
 

ตารางที่ 13 สายพันธุ์เชื้อยีสต์และเชื้อราที่มีความสามารถผลิตน้้าตาลและแอลกอฮอล์ 

No. Closest speciesa Accession no.b % Identityc 
Origin of closest 

relatived 

LPR5 
Wickerhamomyces 

anomalus 
MH472643 100% Termite, Tunisia 

LPP3 Aspergillus oryzae MH681104 100% 
Auricular sample, 

Tunisia 
a Closest species with highest % identity and highest Max score on BLAST search     
   (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 
b GenBank accession no. of strains on NCBI website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 
c Based on BLAST search results, identity (%) of strains compared to the closest relatives. 
d Based on BLAST search results, origin of the closest relatives. 
 

4.6 ขั้นตอนการผลิตลูกแป้งสาโท 
จากการคัดเลือกเชื้อราและยีสต์ในขั้นตอนตําง ๆ ข๎างต๎น พบวําคัดเลือกเชื้อ Aspergillus 

oryzae LPP3 ที่สามารถยํอยแปูงเป็นน้้าตาลได๎ดีที่สุด สํวนเชื้อยีสต์ทางผู๎ท้าวิจัยได๎ท้าการหมัก พบวํา 
เชื้อยีสต์ Wickerhamomyces anomalus LPR5 ที่คัดแยกได๎ให๎ปริมาณแอลกอฮอล์ต่้าเพียง 5 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไมํตรงกับวัตถุประสงค์งานวิจัย ทางผู๎วิจัยจึงได๎เปลี่ยนเชื้อยีสต์เป็น Saccharomyces 
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cerevisiae TISTR5013 การปรับปรุงการผลิตลูกแปูงปัจจัยที่ส้าคัญ คือเชื้อที่ใช๎จะต๎องมีกิจกรรมของ
เอนไซม์และให๎คุณสมบัติทางเคมีของสาโทได๎ดี และสมุนไพรที่ใช๎ควรมีคุณสมบัติชํวยในเรื่องของการ
เก็บรักษาลูกแปูงให๎คงสภาพ ลดการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์จากสิ่งแวดล๎อม มีการศึกษาปริมาณ
เชื้อราตํอยีสต์ที่ผสมในลูกแปูง โดย จันทรา (2551) ได๎ศึกษาหาปริมาณสํวนผสมระหวํางเชื้อราตํอ
ยีสต์ที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตลูกแปูงสาโท ในระดับห๎องปฏิบัติการโดยการออกแบบการทดลองจาก
การค้านวณโดยวิธีทากุชิ พบวําปริมาณกล๎าเชื้อเริ่มต๎นอัตราสํวนราตํอยีสต์ ที่เหมาะสมที่สุดคือ 3:1 
ซึ่งให๎คุณสมบัติทางเคมีดีที่สุด ดังนั้นผู๎วิจัยจึงได๎ท้าการปรับอัตราสํวนเชื้อเริ่มต๎นของราตํอยีสต์แบํง
ออกเป็น 3 ระดับ ได๎แกํ 1:1 2:1 และ 3:1 (ตารางที่ 15 ) เพ่ือให๎ได๎สาโทที่มีคุณสมบัติทางเคมี และ
กายภาพท่ีเหมาะสมที่สุด ซึ่งได๎ใช๎สมุนไพรชนิดตําง ๆ ตามอัตราสํวนในตารางที่ 14 
 

ตารางที่ 14 อัตราสํวนผสมสมุนไพรในการผลิตลูกแปูงสาโท 

ส่วนประกอบ ปริมาณ (น้ าหนัก) 
  กระเทียม (Allium sativa) 6 กรัม 

  ขิง (Zingiber officinale) 6 กรัม 

  ขํา (Alpinia siamensis) 6 กรัม 
  ชะเอม (Myriopteron extensum) 6 กรัม 

  พริกไทย (Piper nigrum) 6 กรัม 

  อบเชย (Cinnamomum) 6 กรัม 
  ดีปลี (Piper chaba) 2 กรัม 

  แปูงข๎าวจ๎าว (Oryza sativa) 400 กรัม 

  ที่มา : นภา, (2537) 
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ตารางที่ 15 ลักษณะและอัตราสํวนของเชื้อราตํอยีสต์ของลูกแปูง 3 สูตร 

สูตรลูกแป้งสาโท 
อัตราส่วน รา 

(กรัม) ต่อ ยีสต์ 
(มิลลิลิตร) 

ลักษณะลูกแป้งสาโท อายุการเก็บ 

ลูกแปูงสาโทสูตร 1 1 : 1 

 เก็บไว๎ในภาชนะที่
แห๎งและปิดฝาให๎
ส นิ ท  อ ยํ า ใ ห๎ ถู ก
ความชื้ นหรื อที่ มี
ความร๎อน จะเก็บ
ไว๎ได๎นาน 6 เดือน 

ลูกแปูงสาโทสูตร 2 2 : 1 

 

ลูกแปูงสาโทสูตร 3 3 : 1 

 
 

4.7 คุณลักษณะของสาโทข้าวเหนียวลืมผัวจากลูกแป้งท่ีผลิตได้  
ในกระบวนการหมักสาโทโดยใช๎ข๎าวเหนียวลืมผัวเป็นวัตถุดิบตั้งต๎น ผสมกับลูกแปูงแตํละสูตร 

จ้านวน 3 สูตร ที่ผลิตไว๎ จากนั้นท้าการหมักสาโท 15 วัน วิเคราะห์คุณลักษณะตําง ๆ ตํอไปนี้ 
4.7.1 การวิเคราะห์คุณลักษณะทางเคมีของสาโท 
       4.7.1.1 ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) (total dissolved solid; TDS)  

                จากการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงปริมาณของแข็งที่ละลายทั้งหมดในระหวําง
การหมัก 15 วัน (ตารางที่ 16 และภาพที่ 14) พบวําในระหวํางการหมักมีปริมาณของแข็งที่ละลาย
ทั้งหมดสาโทที่หมักด๎วยลูกแปูงทั้ง 3 สูตร มีปริมาณเพ่ิมสูงขึ้นภายใน 3 วันแรก หลังจากนั้นจะคํอย ๆ 
ลดลงอยํางตํอเนื่อง การเพ่ิมขึ้นในชํวงแรกเกิดจากการยํอยแปูงของเชื้อราที่อยูํในลูกแปูง (Dung, 
2013) ซึ่งจากการหมักสาโท พบวํา สาโทสูตรที่ 3 มีการใช๎น้้าตาลเร็วที่สุดของการหมักทั้ง 15 วัน ซึ่ง
คําของแข็งที่ละลายทั้งหมดต่้าที่สุด คือ 9.19 องศาบริกซ ์
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ตารางที่ 16 ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) (total dissolved solid; TDS)  
สาโทข๎าวเหนียวลืมผัว 3 สูตร  

สูตรสาโท 
เวลาหมัก (วัน) 

0 3 6 9 12 15 
1 3.57a±0.56 19.34b±0.76 15.41a±0.80 14.58a±0.80 13.51a±0.84 12.67a±0.60 

2 2.70a±0.54 19.68ab±0.61 14.43a±1.02 13.68ab±0.56 12.76a±0.74 11.37b±0.48 

3 3.50a±0.54 20.53a±0.90 14.61a±0.98 13.05b±0.58 10.93b±0.88 9.19c±0.70 
     หมายเหตุ a b c ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 

ภาพที่ 14 ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมดในสาโท 3 สูตร 
 

4.7.1.2 กรด-เบส (pH) 
           คํา pH เริ่มต๎นในการหมักอยูํระหวําง 6.89-8.34 หลังจากหมักเป็นเวลา 15 วัน 

พบวําคํา pH ลดลงอยูํระหวําง 3.68-4.00 (ตารางที่ 17 และภาพที่ 15) สํวนใหญํแล๎วเชื้อยีสต์มีการ
เปลี่ยนแปลงในระหวํางการหมัก ทั้งนี้คํา pH จะอยูํในชํวงที่เหมาะสมในการหมักสาโท และเหมาะสม
กับการเจริญของเชื้อยีสต์โดยมีคําอยูํระหวําง 3.00-4.00 ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
ได๎ด๎วย (อรวรรณ และคณะ, 2553) 
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ตารางที่ 17 ความเป็นกรด-ดําง (pH) สาโทข๎าวเหนียวลืมผัว 3 สูตร 

สูตรสาโท 
เวลาหมัก (วัน) 

0 3 6 9 12 15 

1 6.89b±0.36 4.93ab±0.25 4.10a±0.40 3.97a±0.23 3.81a±0.15 3.68a±0.40 

2 8.34a±0.35 5.25a±0.45 4.20a±0.29 3.85a±0.31 4.06a±0.34 3.70a±0.20 

3 7.48b±0.50 4.24b±0.40 3.86a±0.29 3.80a±0.32 3.78a±0.33 4.00a±0.34 
    หมายเหตุ  a b ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 
 

 
ภาพที่ 15 คําความเป็นกรด-ดําง (pH) ในสาโท 3 สูตร 

 

4.7.1.3 ปริมาณกรดทั้งหมด (กรัมตํอลิตร) 
           ปริมาณกรดทั้งหมดที่เกิดขึ้นในระหวํางการหมักสาโททั้ง 3 สูตร พบวํา มีคําอยูํ

ระหวําง 4.30-9.08 กรัมตํอลิตร ซึ่งกรดที่เกิดขึ้นอาจเกิดจากคาร์บอนไดออกไซด์ ที่เกิดขึ้นในระหวําง
กระบวนการหมักสาโท ในขณะที่ไมํมีออกซิเจน โดยคาร์บอนไดออกไซด์สามารถท้าปฏิกิริยากับน้้าท้า
ให๎เกิดกรดคาร์บอนิค ซึ่งเป็นกรดอํอน ๆ สํงผลให๎ pH ลดลง ท้าให๎ปริมาณกรดรวมเพ่ิมขึ้นและไป
ยับยั้งการเจริญของยีสต์ได๎ (Dittrich, 1977) (ตารางท่ี 18 และภาพท่ี 16) 
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ตารางที่ 18 ปริมาณกรดทั้งหมด (กรัมตํอลิตร) ของสาโทข๎าวเหนียวลืมผัว 3 สูตร 

สูตรสาโท 
เวลาหมัก (วัน) 

0 3 6 9 12 15 

1 5.05a±0.01 5.32c±0.01 6.15c±0.02 6.15c±0.02 6.62c±0.01 6.59c±0.01 

2 4.30c±0.02 6.32b±0.01 6.80b±0.02 7.15b±0.00 7.59b±0.03 7.59b±0.03 

3 4.79b±0.01 7.12a±0.01 8.08a±0.02 8.56a±0.01 8.68a±0.02 9.08a±0.01 
   หมายเหตุ a b c ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 
 

 
ภาพที่ 16 ปริมาณกรดทั้งหมด (กรัมตํอลิตร) ในสาโททั้ง 3 สูตร 

 

4.7.1.4 ปริมาณแอลกอฮอล์ (เปอร์เซ็นต์)  
            ปริมาณแอลกอฮอล์ที่ เ พ่ิมสูงขึ้น เป็นผลมาจากเชื้อราและยีสต์ ในลูกแปูงที่มี
คุณสมบัติในการยํอยน้้าตาลและผลิตแอลกอฮอล์ ซึ่งยีสต์ยังชํวยท้าให๎กลิ่นและรสชาติชองสาโทดีขึ้น
ด๎วย (เกศริน และคณะ, 2561) จากการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของปริมาณเอทานอลในระหวําง
การหมัก 15 วันพบวําในระหวํางการหมัก ปริมาณเอทานอลของสาโทที่หมักด๎วยลูกแปูงทุกสูตรมี
แนวโน๎มที่จะเพ่ิมขึ้นอยํางตํอเนื่องตั้งแตํวันที่ 0 ถึงวันที่ 15 ของการหมัก โดยสาโทสูตรที่ 3 ที่มีอัตรา
การเพ่ิมข้ึนของปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 12.05 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 19 และภาพท่ี 17) 
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ตารางที่ 19 ปริมาณแอลกอฮอล์ (เปอร์เซ็นต์) ในสาโท 3 สูตร  

สูตรสาโท 
เวลาหมัก (วัน) 

0 3 6 9 12 15 

1 0a±0 2.12c±0.20 4.79c±0.49 6.59c±0.32 8.00c±0.48 8.74c±0.01 

2 0a±0 4.16b±0.43 6.39b±0.40 8.62b±0.48 9.43b±0.48 9.90b±0.01 

3 0a±0 7.00a±0.48 9.34a±0.52 11.10a±0.51 11.83a±0.51 12.05a±0.06 

หมายเหตุ a b c  ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดยีวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ (p<0.05) 

 

 
ภาพที่ 17 ปริมาณแอลกอฮอล์ (เปอร์เซ็นต)์ ในสาโท 3 สูตร 

 
4.7.1.5 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์  
           การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ในชํวงวันตําง ๆ พบวําปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ใน

วันที่ 0 และ วันที่ 15 ของสาโทสูตรที่ 3 มีคําปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์มากที่สุดเมื่อเทียบกับทุกสูตร ซึ่งมี
คําปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ เทํากับ 166.67 กรัมตํอลิตร ในการหมักสาโททั้ง 15 วัน จากมาตรฐาน
ผลิตภัณฑ์ชุมชน (มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน สาโท มผช.3, 2546) ได๎กลําวถึงคุณสมบัติทางเคมีแตํไมํ
มีข๎อใดระบุถึงระดับของปริมาณน้้าตาล เพราะสาโทที่จ้าหนํายจะมีการปรับแตํงปริมาณน้้าตาลตาม
ความต๎องการ ดังนั้น การที่สาโทมีปริมาณน้้าตาลที่อยูํในระดับที่เหมาะสมจึงเป็นสิ่งที่ส้าคัญเพ่ือลด
ปริมาณการปรับแตํงปริมาณน้้าตาล ภาพรวมในเรื่องปริมาณน้้าตาลของสูตรที่ 3 มีคําที่สูงที่สุดของ
ปริมาณน้้าตาลในวันที่ 0 ถึงวันที่ 15 จึงสรุปได๎วําเป็นสูตรที่ดีที่สุดในด๎านคุณสมบัติทางเคมีของ
ปริมาณน้้าตาล (ตารางท่ี 20 และภาพท่ี 18) 
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ตารางที่ 20 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมตํอลิตร) สาโทข๎าวเหนียวลืมผัว 3 สูตร 

สูตร
สาโท 

เวลาหมัก (วัน) 
0 3 6 9 12 15 

1 37.05b±3.18 137.14b±8.05 127.68b±6.50 88.82b±4.25 64.89a±6.92 45.59b±5.87 

2 24.52c±3.62 155.73a±7.80 122.02b±5.52 101.05ab±9.86 76.16a±5.39 53.67ab±4.00 

3 46.67a±2.27 166.67a±5.51 155.12a±6.05 106.06a±2.16 76.57a±7.67 61.92a±3.89 

หมายเหตุ a b c  ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแถวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ (p<0.05) 

 

ภาพที่ 18 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมตํอลิตร) ในสาโท 3 สูตร 
 

4.7.1.6 วิเคราะห์สารระเหยของสาโททั้ง 3 สูตร โดยเครื่อง GC-MS 
           กระบวนการหมักสาโท โดยใช๎ข๎าวเหนียวลืมผัวมีองค์ประกอบทางเคมีที่มีอิทธิพล

ตํอกลิ่น และรสชาติ ซึ่งสาโท 3 สูตร พบสารระเหยทั้งหมด ได๎แกํ กรดคาร์บอมิก กรดโพรพิโอลิก    
เอทานอล เอทิลอะซิเตท 2,3-บิวเทนไดออล กรดโพรพาโนอิก และกลีเซอรอล (ตารางที่ 21) สาร
ระเหยเหลํานี้จะชํวยให๎สาโทมีกลิ่นหอมและมีรสชาติที่ดี ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของ  Liu et al., 
(2018) ได๎วิเคราะห์สารระเหยของไวน์ข๎าวด๎วยเครื่อง GC-MS พบวํา สารที่ให๎กลิ่นหอมในไวน์ที่โดด
เดํนที่สุด ได๎แกํ เอทานอล แอลกอฮอล์ เอทิลอะซิเตท 2,3-บิวเทนไดออล 1-เมทิลแนฟทาลีน                    
2-เมทิลแนฟทาลีน  กรดตําง ๆ เป็นต๎น ซึ่งสารเหลํานี้ยังชํวยให๎รสชาติของไวน์ดีขึ้นด๎วย 
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ตารางที่ 21 วิเคราะห์สารระเหยของสาโททั้ง 3 สูตร โดยเครื่องวิเคราะห์ GC-MS  

Compound 
Peak area (%) 

RT Formula MW Treatment 
1 

Treatment 
2 

Treatment 
3 

Carbonic acid 9.60 - - 1.696 CH3NO2 61.04 

Propiolic acid - 8.80 8.73 1.704 C3H2O2 70.047 

Ethanol 10.44 27.22 34.36 3.658 CH3CH2OH 46.07 
Ethyl acetate - - 19.10 12.687 C4H8O2 88.106 

Ethylic acid 11.59 6.72 11.67 12.716 C2H4O2 60.052 

2,3-Butanediol 15.63 14.14 10.29 13.779 C4H10O2 90.122 
Propanoic acid 19.75 8.66 5.20 19.549 C3H6O2 74.08 

Glycerol 23.71 30.29 4.24 20.611 C3H8O3 92.094 
Carbon oxide 5.87 5.73 6.02 3.725 CO2 44.01 

Dimethylamine 3.54 5.23 4.65 2.042 (CH3)2NH 44.08 

Lactic acid 6.47 5.28 6.21 19.833 C3H6O3 90.08 
Octadeamethyl-

cyclononasiloxane 
1.34 2.16 1.89 23.533 C18H54O9Si9 666 

Methyl ester 4.22 3.96 4.26 19.559 C4H8O3 104 
  

 

4.8 กระบวนการหมักไซเดอร์จากสาโททั้ง 3 สูตร 
จากการศึกษากระบวนการหมักไซเดอร์เพ่ือให๎ได๎กรดอะซิติก น้าสาโทข๎าวลืมผัว 3 สูตร มา

ฆําเชื้อด๎วย KMS ซึ่งมีปริมาณแอลกอฮอล์เริ่มต๎น คือ 8.26, 9.79 และ 12.05 เปอร์เซ็ฯต์ ตามล้าดับ 
จากนั้นเติมเชื้อแบคทีเรีย A. aceti TISTR102 หมักตํอโดยให๎อากาศอีก 7 วัน และวิเคราะห์
คุณลักษณะทางกายภาพ เคมี และหากิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระตํอไป 

4.8.1 วิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ 
4.8.1.1 วัดส ี

                  คําสี (L* a* และ b*) ที่เป็นคําที่นิยม ในการประเมินลักษณะปรากฏของ
ตัวอยํางที่ท้าการ ศึกษา โดยคํา L* ที่เข๎าใกล๎ 100 หมายถึง ตัวอยํางมี ความสวํางมากจนเป็นสีขาว
หรือสีจาง แตํถ๎าคํา L* เข๎าใกล๎ 0 หมายถึง ตัวอยํางมีความสวํางน๎อยลงจน เป็นสีคล้้า สํวนคํา a* ที่
เป็นบวก แสดงวําตัวอยําง เป็นสีแดง แตํคํา a* ที่เป็นลบ แสดงวําตัวอยํางเป็น สีเขียว และในคํา b* ที่

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=CH3NO2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C3H2O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H8O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C2H4O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H10O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C3H8O3
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เป็นบวกแสดงวําตัวอยํางเป็น สีเหลือง แตํถ๎าคํา b* เป็นลบแสดงวําตัวอยํางเป็น สีน้้าเงิน (อรุณทิพย์, 
2555) พบวํา ไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร จะมีคํา L* a* และ b* แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ (ตารางที่ 22) 
โดยในลักษณะคํา L* พบวํา ไซเดอร์สูตร 3 มีคํา L* น๎อยที่สุด (L*=30.38) อยํางมีนัยส้าคัญ รองลงมา
คือ ไซเดอร์สูตร 2 (L*=33.19) และไซเดอร์สูตร 3 (L*=35.72) ซึ่งพบวําไซเดอร์สูตร 3 มีสีมํวงอํอน 
และสูตร 1 และ สูตร 2 มีสีส๎ม (ภาพที่ 19) 
 
     ตารางที่ 22 คําสีของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

สูตรไซเดอร์ สีที่ปรากฎ 
คําสี 

L* a* b* 

1 ส๎ม 35.72a±0.02 0.67c±0.03 6.06c±0.04 
2 ส๎ม 33.19b±0.04 1.01b±0.03 6.43b±0.02 

3 มํวงอมส๎ม 30.38c±0.04 1.74a±0.04 6.97a±0.02 
    หมายเหตุ a b c ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแถวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 

  
ภาพที่ 19 สีของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

 
4.8.2 วิเคราะห์คุณลักษณะทางเคมี 

4.8.2.1 คําความเป็นกรด-เบส (pH) 
                 กรด-เบส (pH) เป็นปัจจัยที่มีความส้าคัญอยํางหนึ่งที่มีผลตํอการหมักไซเดอร์ 

ซึ่งการวิเคราะห์คํา pH ที่เหมาะสมในการหมักมีคํา pH อยูํระหวําง 3.5-5 พบวํา ไซเดอร์หมักทั้ง 3 
สูตร คํา pH อยูํระหวําง 3.39-4.25 ซึ่งอยูํในชํวงที่เหมาะสมในการหมักไซเดอร์ (ตารางที่ 23 และ
ภาพที่ 20) สอดคล๎องกับงานวิจัยของ สมใจ (2550) ศึกษาผลของคํา pH ให๎อยูํในชํวงระหวําง 3-6 
ซ่ึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 
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ตารางที่ 23 คําความเป็นกรด-เบส (pH) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
สูตรไซเดอร์ 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 3.68Ad±0.07 3.70Ae±0.11 3.55Bb±0.07 

1 3.79Ad±0.09 3.65ABg±0.08 3.49Bbc±0.02 
2 3.99Ac±0.09 3.82Bc±0.10 3.65Ca±0.02 

3 4.25Aa±0.18 4.03Ba±0.18 3.69Ca±0.03 
4 4.20Aab±0.22 3.98Bb±0.23 3.57Cb±0.03 

5 4.17Aab±0.21 3.76Bd±0.22 3.39Cd±0.02 

6 4.13Aabc±0.16 3.68Bef±0.15 3.45Ccd±0.10 
7 4.06Abc±0.14 3.66Bfg±0.16 3.39Cd±0.02 

หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์เล็กก้ากับตํางกันจากแนวตัง้เดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 
           A B C ตัวเลขท่ีมีอักษรพมิพ์ใหญํก้ากับตํางกันจากแนวนอนเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนยัสา้คัญ (p<0.05)  
 

 

ภาพที่ 20 คําความเป็นกรด-เบส (pH) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สตูร 
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4.8.2.2 ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด  
           การเปลี่ยนแปลงปริมาณของแข็งที่ละลายทั้งหมดได๎ในระหวํางการหมักไซเดอร์ 

พบวํา ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมดมีแนวโน๎มลดลง จากนั้นจะคงที่ (ตารางที่ 24 และภาพที่ 21) 
เนื่องจากในกระบวนการหมักไซเดอร์นั้นเชื้อแบคทีเรีย A. aceti TISTR102 สามารถออกซิไดซ์                 
เอทานอลให๎เป็นกรดอะซิติกได๎ แตํไมํสารมารถออกซิไดซ์น้้าตาลได๎ จึงท้าให๎ปริมาณของแข็งที่ละลาย
ทั้งหมดได๎เกิดการเปลี่ยนแปลงน๎อยในระหวํางการหมัก (มะลิวัลย์ และคณะ, 2554) 
  

ตารางที่ 24 ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
สูตรไซเดอร์ (องศาบริกซ์) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 10.05Ca±0.07 10.43Ba±0.03 11.41Aa±0.06 

1 9.68Bb±0.04 9.70Bb±0.07 10.22Ab±0.08 
2 8.93Cc±0.02 9.16Bc±0.04 9.44Ac±0.09 

3 8.35Cd±0.05 8.67Bd±0.02 8.77Ad±0.02 

4 7.92Ae±0.08 7.32Ce±0.03 7.94Ae±0.04 
5 6.70Bf±0.02 6.49Cf±0.06 6.83Af±004 

6 6.24Ag±0.04 5.77Bg±0.02 5.53Cg±0.05 
7 5.91Ah±0.10 5.56Bh±0.02 5.15Ch±0.02 

หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์เล็กก้ากับตํางกันจากแนวตัง้เดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 
           A B C ตัวเลขท่ีมีอักษรพมิพ์ใหญํก้ากับตํางกันจากแนวนอนเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนยัสา้คัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 21 แสดงปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด (องศาบริกซ์) ไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
 

4.8.2.3 น้้าตาลรีดิวซ์ 
            การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ในระหวํางการหมักไซเดอร์ พบวํา ปริมาณ
น้้าตาลรีดิวซ์สูตรที่ 1 ลดลงเหลือ 58.29 กรัมตํอลิตร ในสูตร 2 มีคําปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ลดลงเหลือ 
57.61 กรัมตํอลิตร และไซเดอร์สูตร 3 มีคําลดลงเหลือ 54.92 กรัมตํอลิตร (ตารางที่ 25 และภาพที่ 
22) ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์มีแนวโน๎วลดลงและเริ่มคงที่ในระหวํางการหมักไซเดอร์ ซึ่งสอดคล๎องกับ
งานวิจัยของ ชื่นจิตร และคณะ, (2561) ได๎ท้าการหมักไซเดอร์จากหัวเชื้อโคจิข๎าวเหนียว พบวําการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์มีการเปลี่ยนแปลงลดลงเล็กน๎อย เนื่องจากการหมักไซเดอร์ไมํมีเชื้อ
ราที่สร๎างเอนไซม์อะไมเลสยํอยแปูงในข๎าวให๎ได๎น้้าตาล และไมํมียีสต์ที่ใช๎น้้าตาลในการผลิตแอลกออล์ 
มีเพียงเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดที่ใช๎แอลกอฮอล์ในการผลิตกรดอะซิติก จึงท้าให๎ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์มี
การเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน๎อย 
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ตารางที่ 25 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
สูตรไซเดอร์ (กรัมตํอลิตร) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 68.05Ba±1.01 72.76Aa±1.54 74.78Aa±1.17 

1 65.36Bb±0.58 67.88ABb±1.77 68.39Ab±1.54 
2 64.01Ab±1.01 65.69Abc±1.54 66.70Abc±2.10 

3 61.99Ac±1.01 64.85Abcd±1.77 65.02Acd±2.02 
4 61.32Acd±1.54 64.14Acd±2.23 62.66Ad±2.10 

5 60.98Acd±1.01 61.65Ade±2.10 59.30Ae±1.54 

6 59.30Ade±1.17 59.63Aef±2.10 56.94Aef±1.01 
7 58.29Ae±1.54 57.61ABf±1.54 54.92Bf±1.01 

หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์เล็กก้ากับตํางกันจากแนวตัง้เดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 
            A B C ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์ใหญํก้ากับตํางกันจากแนวนอนเดียวกันแตกตาํงกันอยํางมีนัยส้าคัญ (p<0.05)  
 

 

ภาพที่ 22 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (กรัมตํอลิตร) ไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
 

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

80.00

0 1 2 3 4 5 6 7 

ปร
ิมา

ณ
น้ า

ตา
ลร

ีดิว
ซ์ 

(ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร)
 

เวลาหมัก (วัน) 

Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3สูตรที ่1 สูตรที ่2 สูตรที ่3



 

 

  59 

4.8.2.4 ปริมาณแอลกอฮอล์  
           วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงปริมาณแอลกอฮอล์ระหวํางการหมักไซเดอร์  โดยเครื่อง 

GC พบวํา ปริมาณแอลกอฮอล์คํอย ๆ ลดลง (ตารางที่ 26 และภาพที่ 23) เนื่องจากกรดอะซิติกเกิด
กระบวนการหมักเอทิลแอลกอฮอล์ด๎วยแบคทีเรีย Acetobacter ซึ่งสามารถออกซิไดซ์
เอทิลแอลกอฮอล์ให๎เป็นกรดอะซิติกในสภาวะที่มีอากาศ (จารุวรรณ, 2551) ไซเดอร์สูตรที่ 1 มี
ปริมาณแอลกอฮอล์ 0.93 เปอร์เซ็นต์ ไซเดอร์สูตรที่ 2 มีปริมาณแอลกอฮอล์ 1.55 เปอร์เซ็นต์ และ 
ไซเดอร์สูตรที่ 3 มีปริมาณแอลกอฮอล์ 2.11 เปอร์เซ็นต์  
 
ตารางที่ 26 ปริมาณแอลกอฮอล์ (เปอร์เซ็นต์) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
สูตรไซเดอร์ (เปอร์เซ็นต์) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 8.74Ca±0.01 9.90Ba±0.01 12.05Aa±0.06 
1 7.84Cb±0.04 8.73Bb±0.10 10.93Ab±0.03 

2 6.56Cc±0.05 7.33Bc±0.06 8.86Ac±0.01 

3 5.22Cd±0.24 5.77Bd±0.03 6.93Ad±0.06 
4 3.48Ce±0.20 4.12Be±0.04 5.12Ae±0.05 

5 2.57Cf±0.07 2.97Bf±0.11 3.63Af±0.05 
6 1.60Cg±0.05 2.11Bg±0.07 2.49Ag±0.08 

7 0.93Ch±0.04 1.55Bh±0.02 2.11Ah±0.02 
หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์เล็กก้ากับตํางกันจากแนวตัง้เดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 
           A B C ตัวเลขท่ีมีอักษรพมิพ์ใหญํก้ากับตํางกันจากแนวนอนเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนยัสา้คัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 23 ปริมาณแอลกอฮอล์ (เปอร์เซ็นต์) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

 

 4.8.2.5 ปริมาณกรดอะซิติก 
            การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะซิติกของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร โดยเครื่องวิเคราะห์ HPLC 

พบวํา ปริมาณกรดอะซิติกทั้ง 3 สูตรมีปริมาณกรดอะซิติกสูงสุดในวันที่ 7 สูตรที่ 1 มีคํา 4.30 
เปอร์เซ็นต ์สูตรที่ 2 มีคํา 5.20 เปอร์เซ็นต์ และสูตรที่ 3 มีคํา 5.57 เปอร์เซ็นต ์(ตารางที่ 27 และภาพ
ที่ 24) ซึ่งจะเห็นได๎วําไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร เกิดกระบวนการหมักกรดอะซิติกอยํางรวดเร็วของการหมัก 
ซึ่งเป็นเวลาที่เหมาะสมในการหมักกรดอะซิติกเพ่ือให๎ได๎น้้าไซเดอร์ที่ได๎มาตรฐาน (Spinosa et al., 
2015) 
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ตารางที่ 27 ปริมาณกรดอะซิติก (เปอร์เซ็นต์) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
สูตรไซเดอร์ (เปอร์เซ็นต์) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 0.38Bg±0.20 0.50Ah±0.10 0.53Ag±0.15 

1 1.03Cf±0.15 1.23Bg±0.05 1.47Af±0.15 
2 1.60Ce±0.10 1.77Bf±0.06 2.33Ae±0.15 

3 2.60Cd±0.10 2.90Be±0.10 3.60Ad±0.10 
4 3.30Cc±0.10 4.13Bd±0.15 4.60Ac±0.10 

5 3.80Cb±0.10 4.70Bc±0.10 5.17Ab±0.21 

6 4.13Ca±0.15 4.97Bb±0.12 5.40Aab±0.10 
7 4.30Ca±0.10 5.20Ba±0.10 5.57Aa±0.15 

หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์เล็กก้ากับตํางกันจากแนวตัง้เดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 
           A B C ตัวเลขท่ีมีอักษรพมิพ์ใหญํก้ากับตํางกันจากแนวนอนเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนยัสา้คัญ (p<0.05)  
 

 

ภาพที่ 24 ปริมาณกรดอะซิติก (เปอร์เซ็นต์) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
(1). วัดปริมาณกรดตําง ๆ  

                การวิเคราะห์ปริมาณกรดอินทรีย์ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร โดยเครื่องวิเคราะห์ HPLC พบ
กรดอินทรีย์ตําง ๆ ได๎แกํ กรดแลคติก กรดทาร์ทาริก กรดซิตริก กรดโพรพิโอนิก กรดซักซินิก และ
กรดอะซิติก (ตารางท่ี 28) ซึ่งเป็นสารที่มีอิทธิพลตํอสีกลิ่น และรสชาติ ของไซเดอร์ (กฤษณา, 2554) 
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 ตารางที่ 28 ปริมาณกรดอินทรีย์ (กรัมตํอลิตร) ที่พบในไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร  

สูตร วัน 
กรดอินทรีย์ (กรัมตํอลิตร)  

ซิตริก ทาร์ทาริก ซักซินิก แลคติก โพรพิโอนิก อะซิติก 

1 

0 3.80v±0.07 5.00w±0.02 10.50v±0.05 8.40v±0.04 28.10v±0.09 3.80v±0.20 
1 5.40s±0.11 9.40t±0.11 16.70s±0.08 12.60t±0.09 31.60s±0.13 10.33t±0.15 

2 8.70q±0.08 10.30s±0.09 23.40q±0.09 20.80n±0.11 34.80r±0.09 16.00q±0.10 
3 13.20n±0.11 14.50p±0.08 26.70n±0.14 26.10k±0.04 38.20q±0.11 26.00n±0.10 

4 22.50k±0.20 17.50o±0.20 30.80m±0.07 30.70g±0.11 41.60o±0.21 33.00l±0.10 
5 30.10i±0.11 18.10n±0.04 35.50k±0.13 32.50d±0.08 44.50m±0.02 38.00j±0.10 

6 41.10e±0.14 19.40m±0.09 39.40i±0.05 36.70b±0.11 57.70h±0.14 41.00i±0.15 
7 42.40d±0.09 19.80l±0.07 45.70f±0.04 39.20a±0.07 61.60e±0.16 43.00h±0.10 

2 

0 3.50w±0.08 8.10v±0.05 10.50v±0.11 8.20w±0.13 29.40u±0.11 5.00u±0.10 

1 4.91t±0.11 12.00r±0.09 16.40t±0.05 16.40q±0.12 30.80t±0.06 12.33s±0.05 
2 7.74r±0.02 18.10n±0.11 24.60p±0.13 19.90o±0.11 47.55k±0.09 17.67p±0.06 

3 36.90g±0.13 23.40k±0.10 35.10l±0.11 21.50m±0.09 53.42i±0.04 29.00m±0.10 
4 29.50j±0.11 28.10j±0.05 40.40h±0.14 26.40j±0.07 59.16f±0.08 41.33i±0.15 
5 34.00h±0.03 30.20i±0.08 53.80e±0.09 28.70i±0.14 62.20d±0.12 47.00f±0.10 
6 42.90c±0.05 37.50f±0.20 66.00b±0.07 30.50h±0.11 64.60c±0.04 49.67e±0.12 
7 45.40a±0.09 40.10e±0.14 72.62a±0.11 31.80e±0.07 70.89a±0.07 52.00c±0.10 

3 

0 4.01u±0.13 9.10u±0.07 7.90w±0.08 10.20u±0.05 21.10x±0.09 5.33u±0.15 
1 9.86p±0.08 13.10q±0.12 13.50u±0.11 13.70s±0.04 23.50w±0.08 14.67r±0.15 
2 12.60o±0.11 30.40h±0.11 19.40r±0.19 15.40r±0.12 39.50p±0.11 23.33o±0.15 
3 13.50m±0.04 35.80g±0.08 25.40o±0.13 19.40p±0.07 42.50n±0.08 36.00k±0.10 

4 21.67l±0.05 41.20d±0.11 37.60j±0.11 23.40l±0.11 45.26l±0.11 46.00g±0.10 
5 38.68f±0.09 43.80c±0.05 42.80g±0.2 28.80i±0.04 49.84j±0.16 51.67d±0.21 
6 41.22e±0.08 46.70b±0.13 58.40d±0.12 31.60f±0.08 58.25g±0.11 54.00b±0.10 
7 43.11b±0.03 49.08a±0.06 61.80c±0.09 34.50c±0.03 69.54b±0.11 55.67a±0.15 

หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์เล็กก้ากับตํางกันจากแถวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนยัส้าคัญ (p<0.05) 

 
 (2).  % คําผลทีไ่ด๎ของผลิตภัณฑ์ 
        ผลที่ได๎ของผลิตภัณฑ์จากสับสเทรต (product yield; Yp/s) คือ สัดสํวนระหวําง 

ปริมาณผลิตภัณฑ์ (P) ที่เพ่ิมข้ึนตํอปริมาณสับสเทรต (S) ที่ถูกใช๎ไป โดย 
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% Yield = (P/S)*100 
 

เมื่อ P คือ ปริมาณผลิตภัณฑ์กรดอะซิติกที่เกิดขึ้น 
     S คือ ปริมาณแอลกอฮอล์เริ่มต๎นที่ใช๎ในการผลิตกรดอะซิติก 

   ผลทีไ่ด๎ของผลิตภัณฑ์จากสับสเทรต (Yp/s) ไซเดอร์สูตรที่ 1 มีคําเทํากับ 49.22 เปอร์เซ็นต์    
ไซเดอร์สูตรที่ 2 มีคําเทํากับ 52.53 เปอร์เซ็นต์ และไซเดอร์สูตรที่ 3 มีคําเทํากับ 46.21 เปอร์เซ็นต์    
(ตารางที่ 29) โดยคําที่ได๎จะสามารถบอกถึงความสารถในการเปลี่ยนสารตั้งต๎นเป็นผลิตภัณฑ์ได๎วํา   
ไซเดอร์สูตรไหนเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ได๎มาก ซึ่งคําผลผลิตภัณฑ์นี้จะน้ามาคิดหาอัตราการผลิตได๎ เชํน 
ต๎นทุน ก้าไร ความคุมคําในการผลิต เมื่อสามารถค้านวณหาคําตําง ๆ ได๎ก็สามารถเลือกสูตรที่ดีที่สุด
เพ่ือให๎คุ๎มแกํการลงทุน ซึ่งในงานวิจัยนี้เลือกไซเดอร์สูตรที่ 2 ในการผลิตเพราะไซเดอร์สูตรที่ 2 มีคํา
ผลผลิตภัณฑ์ที่ได๎มากที่สุดเมื่อเทียบกับไซเดอร์ทุกสูตร 

 
    ตารางที่ 29 คําผลทีไ่ด๎ของผลิตภัณฑ์ไซเดอร์ข๎าวลืมผัวทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
% ผลผลิตที่ได๎ 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 4.35h 5.05h 4.42h 

1 11.82g 12.45g 12.18g 
2 18.31f 17.85f 19.37f 

3 29.76e 29.29e 29.88e 

4 37.77d 41.75d 38.18d 
5 43.49c 47.47c 42.89c 

6 47.30b 50.17b 44.82b 

7 49.22a 52.53a 46.21a 
หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรพิมพ์เล็กก้ากับตํางกันจากแถวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนยัส้าคัญ (p<0.05) 

 
4.8.3 วิเคราะห์สารต๎านอนุมูลอิสระไซเดอร์  

      กระบวนการหมักไซเดอร์จากสาโททั้ง 3 สูตร โดยการทดสอบหาปริมาณฟีนอลิก          
ฟลาโวนอยด์ กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระของไซเดอร์ และปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด ดังนี้ 
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4.8.3.1 ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 
           ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของไซเดอร์ที่หมักจากสาโททั้ง 3 สูตร 

พบวํา ไซเดอร์ทั้ง 3 สูตรมีปริมาณฟีนอลิกสูงในวันที่ 4 ของการหมัก ซึ่งสูตรที่ 2 มีปริมาณฟีนอลิก
สูงสุด มีคํา 9.47±0.02 กรัมแกลลิกตํอลิตร รองลงมาคือ ไซเดอร์ที่ 3 มีคํา 8.76±0.03 กรัมแกล      
ลิกตํอลิตร และปริมาณฟีนอลิกน๎อยสุด คือ ไซเดอร์สูตรที่ 1 มีคํา 5.98±0.01 กรัมแกลลิกตํอลิตร 
(ตารางที่ 30 และภาพที่ 25) สอดคล๎องกับงานวิจัยของ ปวีณา และคณะ, (2555) ได๎วิเคราะห์หา
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในตัวอยํางข๎าวหอมมะลิ ข๎าวเหนียว ข๎าวเหนียวด้า และข๎าวเหนียวแดง 
และน้าไปผํานกระบวนการแปรรูปเป็นข๎าวฮางงอก ข๎าวกล๎องงอก และข๎าวคั่ว พบวํามีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดอยูํในชํวง 0.34 ถึง 2.65 กรัมแกลลิกตํอลิตร 

 
ตารางที่ 30 ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (กรัมแกลลิกตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
ฟีนอลิกทั้งหมด (กรัมแกลลิกตํอลิตร) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 2.24g±0.02 4.09h±0.02 3.22g±0.01 
1 3.01e±0.01 5.25f±0.03 4.69e±0.01 

2 3.52d±0.01 6.24d±0.03 5.07d±0.02 
3 4.53b±0.01 7.11b±0.04 5.84c±0.04 

4 5.98a±0.01 9.47a±0.02 8.76a±0.03 

5 3.89c±0.01 6.48c±0.01 6.24b±0.04 
6 2.37f±0.01 5.37e±0.02 4.76de±0.03 

7 1.79h±0.01 4.70g±0.01 3.69f±0.03 
      หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมอีักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดยีวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ (p<0.05) 
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ภาพที่ 25 ปริมาณฟีโนลิกทั้งหมด (กรัมแกลลิกตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
 

 4.8.3.2 ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด  
            ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของไซเดอร์ พบวํา ไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร

มีปริมาณฟลาโวนอยด์สูงในวันที่ 4 ของการหมัก ซึ่งไซเดอร์สูตรที่ 2 มีปริมาณฟลาโวนอยด์สูงสุดมีคํา 
0.69±0.01 กรัมรูทีนตํอลิตร ไซเดอร์สูตรที่ 3 มีปริมาณฟลาโวนอยด์มีคํา 0.57±0.01 กรัมรูทีนตํอ
ลิตร และไซเดอร์สูตรที่ 1 มีปริมาณฟลาโวนอยด์น๎อยสุด มีคํา 0.46±0.01 กรัมรูทีนตํอลิตร (ตารางที่ 
31 และภาพท่ี 26) 

 

ตารางที่ 31 ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (กรัมรูทีนตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

      หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมอีักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดยีวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ (p<0.05) 
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วันที่หมัก 
ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (กรัมรูทีนตํอลิตร) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 0.02g±0.01 0.05h±0.01 0.08g±0.02 
1 0.11f±0.01 0.15f±0.02 0.19g±0.01 

2 0.15e±0.02 0.25e±0.01 0.26c±0.01 

3 0.25c±0.01 0.41c±0.02 0.36b±0.01 
4 0.46a±0.01 0.69a±0.01 0.57a±0.01 

5 0.31b±0.02 0.45b±0.01 0.36b±0.02 

6 0.21d±0.02 0.29d±0.01 0.15f±0.02 
7 0.03g±0.01 0.13g±0.01 0.07g±0.02 
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ภาพที่ 26 ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (กรัมรูทีนตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
 

4.8.3.3 กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระวิธี DPPH 
            ผลการวิเคราะห์กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระ DPPH ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร พบวํา 
ไซเดอร์ทั้ง 3 สูตรมีกิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระสูงสุดในวันที่ 4 ของการหมัก ซึ่งไซเดอร์สูตรที่ 2 มีคํา
กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระสูงสุดมีคํา 0.49±0.01 กรัมโทรอกตํอลิตร ไซเดอร์สูตรที่ 3 มีคํากิจกรรม
การต๎านอนุมูลอิสระ มีคํา 0.38±0.01 กรัมโทรอกตํอลิตร และไซเดอร์สูตรที่ 1 มีคํากิจกรรมการต๎าน
อนุมูลอิสระน๎อยที่สุด มีคํา 0.24±0.01 กรัมโทรอกตํอลิตร (ตารางที่ 32 และภาพที่ 27) สอดคล๎อง
กับงานวิจัยของ Wachira , (2015) ได๎ทดสอบกิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระของไวน์ข๎าวเหนียวลืมผัว
และข๎าวหอมนิล พบวําไวน์ข๎าวเหนียวลืมผัวมีกิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระสูงกวําไวน์ข๎าวหอมนิล 
(ร๎อยละ 80.26±1.75) และสอดคล๎องกับงานวิจัยของ วิลาวัลย์ และคณะ, (2560) ทดสอบกิจกรรม
การต๎านอนุมูลอิสระของน้้าส๎มสายชูหมักจากข๎าวเหนียวลืมผัวและข๎าวเหนียวไรํทิพย์ พบวํา 
น้้าส๎มสายชูที่หมักจากข๎าวเหนียวลืมผัวมีกิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระมากกวําน้้าส๎มสายชูหมักจาก
ข๎าวเหนียวไรํทิพย์ มีคําเทํากับร๎อยละ 72.53±0.14 และ 65.26±0.21  
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ตารางที่ 32 กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระวิธี DPPH (กรัมโทรอกตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระวิธี DPPH (กรัมโทรอกตํอลิตร) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

0 0.10f±0.02 0.24d±0.02 0.19f±0.01 

1 0.18d±0.01 0.28c±0.01 0.23cd±0.01 
2 0.20c±0.01 0.31b±0.01 0.25c±0.01 

3 0.22b±0.00 0.32b±0.01 0.26b±0.01 
4 0.24a±0.01 0.49a±0.01 0.38a±0.01 

5 0.15e±0.00 0.27c±0.00 0.22de±0.01 

6 0.09f±0.01 0.21e±0.01 0.21e±0.01 
7 0.06g±0.01 0.14f±0.01 0.17g±0.01 

      หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมอีักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดยีวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ (p<0.05) 
 

 

ภาพที่ 27 กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระ (กรัมโทรอกตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
 

 4.8.3.4 กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระวิธี FRAP 
            ผลการวิเคราะห์กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระ FRAP ของไซเดอร์หมัก พบวํา       
ไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร มีกิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระสูงสุดในวันที่ 4 ของการหมัก ซึ่งไซเดอร์สูตรที่ 2 มี
คํากิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระสูงสุด มีคํา 1.46±0.01 กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร ไซเดอร์สูตรที่ 3 มี
คํากิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระ มีคํา 1.34±0.01 กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร และไซเดอร์สูตรที่ 1 มีคํา
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กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระน๎อยสุด มีคํา 1.17±0.01 กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร (ตารางที่ 33 และ
ภาพที่ 28) เมื่อเทียบกิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
 
ตารางที่ 33 กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระวิธี FRAP (กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

วันที่หมัก 
กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระวิธี FRAP (กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 
0 0.93g±0.01 1.08e±0.02 1.08f±0.02 

1 0.98e±0.00 1.13d±0.01 1.18d±0.01 

2 1.03d±0.01 1.27b±0.02 1.22c±0.00 
3 1.15b±0.01 1.21c±0.02 1.16d±0.01 

4 1.17a±0.01 1.46a±0.01 1.34a±0.01 
5 1.10c±0.01 1.25b±0.01 1.27b±0.01 

6 0.96f±0.01 1.03f±0.01 1.14e±0.01 

7 0.83h±0.01 0.91g±0.01 1.04g±0.01 
หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 

 

 

ภาพที่ 28 กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระ (กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
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  4.8.3.5 ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด 
             ผลการวิเคราะหป์ริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของไซเดอร์หมักทั้ง 3 สูตร พบวํา 

ปริมาณสารแอนโทไซยานินมีปริมาณลดลง (ตารางที่ 34 และภาพท่ี 29) ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของ 
รุํงทิวา และคณะ (2551) พบวํา ปริมาณแอนโทไซยานินที่ลดลงมีผลมาจากระยะเวลาและแสงสวําง
ในระหวํางการหมักในขวดพลาสติกใส นอกจากนี้ยังมีปัจจัยตําง ๆ เข๎ามาเกี่ยวข๎องหลายปัจจัย เชํน 
ปริมาณเอทานอล ออกซิเจน เป็นต๎น ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกลําวมีผลโดยตรงตํอปริมาณสารแอนโท
ไซยานิน และสีของผลิตภัณฑ์ด๎วย สารแอนโทไซยานินทั้งหมดที่มีในข๎าวสีมํวงด้า 85 เปอร์เซ็นต์ จะ
เป็นสาร cyaniding-3-glucoside และ peonidin-3-glucoside (Hu et al., 2003) ซึ่งมีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งการเติบโตของเซลล์มะเร็งได๎ (Chen et al., 2006) อีกท้ังยังชํวยในการควบคุมภาวะของ
การเป็นโรคหัวใจ โดยชํวยปรับระดับของสารต๎านอนุมูลอิสระและยับยั้งปัจจัยที่ท้าให๎เกิดการอักเสบ
ได ๎(Wang et al., 2007) 
 
ตารางที่ 34 ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (กรัมตํอลิตร) ของไซเดอร์ข๎าวลืมผัว 

วันที่หมัก 
ปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด (กรัมตํอลิตร) 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 
0 4.50a±0.11 5.52a±0.16 6.33a±0.03 

1 4.30b±0.04 4.90b±0.03 5.70b±0.04 

2 4.25b±0.13 4.65c±0.07 5.27c±0.08 

3 4.24b±0.04 4.47d±0.08 5.14d±0.04 

4 3.88c±0.07 4.18e±0.04 4.97e±0.06 
5 3.72c±0.11 3.98f±0.07 4.65f±0.03 

6 3.06d±0.07 3.58g±0.03 4.25g±0.14 
7 2.55e±0.14 3.01h±0.04 3.83h±0.06 

หมายเหตุ a b c… ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยสา้คัญ (p<0.05) 

 



 

 

  70 

 

ภาพที่ 29 ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (กรัมตํอลิตร) ของไซเดอร์ข๎าวลืมผัว 
 

4.9 ทดสอบทางประสาทสัมผัสของไซเดอร์  
จากการทดสอบทางประสาทสัมผัสของผู๎สูงวัยที่มีอายุตั้งแตํ 35 ปีขึ้นไป ของไซเดอร์ทั้ง 3 

สูตร ทางด๎านสี กลิ่น รสชาติ และความชอบโดยรวม พบวํา ไซเดอร์สูตร 3 มีระดับความพึงพอใจด๎าน
สีมากที่สุด คือ 6.43±0.37 ในขณะที่ไซเดอร์สูตร 2 มีระดับความพอใจตํอกลิ่น 5.61±0.26 รสชาติ 
5.51±0.27 และความพึงพอใจโดยรวมมากที่สุด 6.24±0.45 (ตารางที่ 35) และจากการทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของกลุํมวัยรุํนที่มีอายุระหวําง 20-30 ปี พบวําไซเดอร์สูตรที่ 3 มีระดับความพึงพอใจ
ด๎านสีมากที่สุด คือ 4.55±0.60 ในขณะที่ไซเดอร์สูตร 2 มีระดับความพอใจตํอกลิ่น 3.95±0.67 
รสชาติ 3.65±0.39 และความพึงพอใจโดยรวมมากที่สุด 4.05±0.62 (ตารางที่ 36) จะเห็นได๎วําผู๎
ทดสอบทางประสาทสัมผัสในกลุํมวัยรุํนมีความชอบโดยรวมของไซเดอร์น๎อยกวําในกลุํมผู๎สูงวัย ซึ่ง
สอดคล๎องกับงานวิจัยของ (ชูชาติ และคณะ, 2559) ทดสอบทางประสาทสัมผัสการหมักจากข๎าว กข. 
ข๎าวหอมภูพาน ข๎าวลืมผัว ข๎าวหอมมะลิดอย 105 ข๎าวไรซ์เบอรี่ และข๎าวหอมนิล พบวํา ข๎าวหอมนิลมี
ระดับความพึงพอใจสีมากท่ีสุด โดยที่ข๎าว กข.6 มีระดับความพึงพอใจกลิ่น รสชาติ และความพึงพอใจ
โดยรวมมากท่ีสุด  
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ตารางที่ 35 ความพึงพอใจตํอไซเดอร์ด๎านลักษณะตําง ๆ ของผู๎ทดสอบทางประสาทสัมผัส จ้านวน 30 
คน (อายุ 35 ปีขึ้นไป) 

ไซเดอร์ สี กลิ่น รสชาติ โดยรวม 

สูตร 1 5.22c±0.40 5.06c±0.29 5.08b±0.30 5.39c±0.32 
สูตร 2 6.01b±0.47 5.61a±0.26 5.51a±0.27 6.24a±0.45 

สูตร 3 6.43a±0.37 5.22b±0.25 5.13b±0.31 5.76b±0.43 
หมายเหตุ a b ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคญั (p<0.05) 
 
 

ตารางที่ 36 ความพึงพอใจตํอไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร ด๎านลักษณะตําง ๆ ของผู๎ทดสอบทางประสาทสัมผัส 
(อายุ 20-30 ปี) 

ไซเดอร์ สี กลิ่น รสชาติ โดยรวม 
สูตรที่ 1 3.29b±0.79 2.95b±0.76 2.55b±0.51 2.65b±0.67 

สูตรที่ 2 3.34b±0.51 3.95a±0.67 3.65a±0.39  4.05a±0.62 
สูตรที่ 3 4.55a±0.60 3.68ab±0.76   3.05b±0.39 3.72ab±0.55 
หมายเหตุ a b ตัวเลขท่ีมีอักษรก้ากับตํางกันจากแนวตั้งเดียวกัน แตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคญั (p<0.05) 

 

1 = ชอบน๎อยที่สุด                    2 = ชอบน๎อย      3 = คํอนข๎างชอบน๎อย 

4 = ชอบปานกลาง                   5 = คํอนข๎างชอบมาก         6 = ชอบมาก 

7 = ชอบมากที่สุด 
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บทที่ 5  
สรุปผลการทดลอง 

 

การคัดเลือกเชื้อราและยีสต์จากลูกแปูงสาโทจากจังหวัดร๎อยเอ็ด จังหวัดมหาสารคาม และ
จังหวัดพังงา สามารถคัดเลือกเชื้อรา Aspergillus oryzae LPP3 ที่มีประสิทธิภาพในการยํอยแปูง 
และเชื้อยีสต์ Wickerhamomyces anomalus  LPR5 ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตแอลกอฮอล์ 
น้ามาผลิตลูกแปูงสาโท พบวําให๎ปริมาณแอลกอฮอล์ต่้าประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ จึงเปลี่ยนเชื้อยีสต์เป็น
เชื้อ Sacchromyces cerevisiae TISTR5013 ในการผลิตลูกแปูง ผลการทดสอบประสิทธิภาพการ
หมักสาโท พบวําลูกแปูงสูตรที่ 3 (อัตราสํวนราตํอยีสต์ 3:1) มีปริมาณแอลกอฮอล์สูงที่สุด มีคํา 
12.05±0.06 เปอร์เซ็นต์  

การหมักสาโทจากลูกแปูงทั้ง 3 สูตร พบวําสาโทสูตรที่ 3 มีปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุดหมักที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 15 วัน จากการวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ในแตํละวัน พบวําปริมาณ
แอลกอฮอล์เริ่มคงที่ในวันที่ 9 ของการหมัก ดังนั้นวันที่เหมาะสมในการหมักสาโท คือวันที่ 9-15 
จากนั้นหมักไซเดอร์จากสาโทข๎าวลืมผัวด๎วยเชื้อแบคทีเรีย Acetobacter aceti  TISTR102 บน
เครื่องเขยําควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 7 วัน   
ผลการทดลอง พบวําไซเดอร์สูตรที่ 1 และ 2 มีสีส๎ม และไซเดอร์สูตรที่ 3 มีสีมํวงอมส๎ม ไซเดอร์สูตรที่ 
3 มีปริมาณกรดอะซิติกสูงที่สุด มีคํา 5.57±0.15 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นไปตามมาตรฐานก้าหนดมีปริมาณ
กรดอะซิติกมากกวํา 4 เปอร์เซ็นต์ และมีปริมาณแอลกอฮอล์คงเหลือหลังจากการหมักไซเดอร์ร๎อยละ 
2.11±0.02 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด 5.15±0.02 องศาบริกซ์ pH 3.39±0.02 
และปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ 54.92±1.01 จากการวิเคราะห์กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระของไซเดอร์ข๎าว
ลืมผัวทั้ง 3 สูตร พบวําไซเดอร์สูตรที่ 2 มีปริมาณสารต๎านอนุมูลอิสระและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสูง
ที่สุด คือ DPPH 0.49±0.01 กรัมโทรอกตํอลิตร และ FRAP 1.46±0.01 กรัมเฟอรัสซัลเฟตตํอลิตร 
ปริมาณฟีนอลิก 9.47±0.02 กรัมแกลลิกตํอลิตร ปริมาณฟลาโวนอยด์ 0.69±0.01 กรัมรูทีนตํอลิตร 
และปริมาณแอนโทไซยานิน เนื่องจากระยะเวลาและแสงสวํางในการหมักไซเดอร์มีผลท้าให๎ปริมาณ
แอนโทไซยานินลดลง  

นอกจากนี้ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสด๎วยวิธี 7-points hedonic scale test โดยใช๎         
ผู๎ทดสอบจ้านวน 30 คน โดยแบํงผู๎ทดสอบทางประสาทสัมผัสออกเป็น 2 กลุํม คือ กลุํมผู๎สูงวัยอายุ
ตั้งแตํ 30 ปีขึ้นไป พบวําไซเดอร์สูตรที่ 3 มีระดับความพึงพอใจสีมากท่ีสุด ในขณะที่ไซเดอร์สูตรที่ 2 มี
ระดับความพอใจตํอกลิ่น รสชาติ และความพึงพอใจโดยรวมมากสุด  และกลุํมที่สอง วัยรุํนมีอายุ
ระหวําง 20-30 ปี พบวําไซเดอร์สูตรที่ 3 มีระดับความพึงพอใจสีมากที่สุด ในขณะที่ไซเดอร์สูตรที่ 2 
มีระดับความพอใจตํอกลิ่น รสชาติ และความพึงพอใจโดยรวมมากสุด ดังนั้นการทดลองหมักไซเดอร์
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ในครั้งนี้จึงสรุปได๎วํา กลุํมผู๎สูงวัยมีความชอบโดยรวมมากกวํากลุํมวัยรุํน และทั้งสองกลุํมผู๎ทดสอบมี
ความชอบไซเดอร์สูตรที่ 2 เหมือนกัน ซึ่งไซเดอร์สูตรที่ 2 มีความเหมาะสมในการผลิตไซเดอร์ข๎าวลืม
ผัวมากที่สุด ที่ผํานเกณฑ์มาตรฐานการผลิต และระยะเวลาในการหมักที่เหมาะสมที่สุด คือ 4 วัน ทั้ง
ปริมาณแอลกอฮอล์ ปริมาณกรดอะซิติก กิจกรรมการต๎านอนุมูลอิสระและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่
มีปริมาณสูงที่สุด และการยอมรับของการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยรวมมากท่ีสุด   

 
 ข้อเสนอแนะ 
 - ควรเก็บตัวอยํางลูกแปูงสาโทมากกวํานี้ จะท้าให๎การคัดแยกเชื้อราและยีสต์มีความ
หลากหลาย และมีประสิทธิภาพในการผลิตลูกแปูงสาโท 
 - สามารถใช๎ผลไม๎และธัญพืชชนิดอื่น ๆ หมักไซเดอร์แทนข๎าวลืมผัวได๎ ซึ่งอาจจะได๎ผลิตภัณฑ์
ใหมํที่มีรสชาติ  
 - สามารถเพ่ิมน้้าตาลหรือน้้าผึ้งเพ่ือเติมรถชาติให๎นําดื่มยิ่งขึ้น 
 - ควรฉีดหาสารหอมระเหยในไซเดอร์ข๎าวลืมผัว ด๎วยเครื่อง GC-MS 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 1. Potato dextrose agar (PDA) 

Potato    200  กรัม 
   Dextrose   20  กรัม 
   Agar    15  กรัม 
   Distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 หั่นมันฝรั่งเป็นก๎อนขนาด 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร หนัก 200 กรัม ต๎มให๎เดือดนานจนก๎อนมัน
ฝรั่งเริ่มนิ่ม กรองเอาแตํน้้า แล๎วเติมน้้าตาล dextrose, agar และน้้ากลั่น จนได๎ปริมาตร 1 ลิตร ต๎มให๎
ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จึงน้าไปอบไอน้้าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 2. Starch agar (SA) 
   Soluble starch   40  กรัม 
   Yeast extract   5  กรัม 
   Agar    15  กรัม 
   Distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 ปรับคําความเป็นกรด -เบส เทํากับ 6.5-7 แล๎วน้าไปนึ่งฆําเชื้อที่ อุณหภูมิ  121                  
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 3. Yeast malt extract agar (YM agar) 
   Yeast extract   3  กรัม 
   Malt extract   3  กรัม 
   Peptone   5  กรัม 
   Glucose   10  กรัม 
   Agar    15  กรัม 
   Distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 น้าไปนึ่งฆําเชื้อที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว             
เป็นเวลา 15 นาท ี
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 4. Yeast malt extract broth (YM broth) 
   Yeast extract   3  กรัม 
   Malt extract   3  กรัม 
   Peptone   5  กรัม 
   Glucose   10  กรัม 
   Distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 น้าไปนึ่งฆําเชื้อที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว             
เป็นเวลา 15 นาท ี
 5. Yeast extract peptone dextrose agar (YPD agar) 
   Yeast extract   10.0  กรัม 
   Peotone   20.0  กรัม 
   Glucose   20.0  กรัม 
   Agar    20.0  กรัม 
   Distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 น้าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 
นาท ี

6. Glucose Yeast Extract Broth (GYB) 
   Yeast extract   7  กรัม 
   CaCO3    14  กรัม 
   Glucose   70  กรัม 
   Distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 นึ่งฆําเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

7. Glucose Yeast Extract Agar (GYA) 
   Yeast extract   7  กรัม 
   CaCO3    14  กรัม 
   Glucose   70  กรัม 
   Agar    20  กรัม 
   Distilled water   1000  มิลลิลิตร 
 นึ่งฆําเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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1. การหาปริมาณของแข็งละลายทั้งหมดด๎วยเครื่อง handrefractometer 
  ใช๎ปิเปตที่ปราศจากเชื้อดูดตัวอยํางมา 0.2 มิลลิลิตร น้ามาวัดด๎วยเครื่อง 
handrefractometer ปริมาณน้้าตาลแสดงเป็น oBrix 

2. การหาปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี DNS-method (Miller,1959) 
  2.1 สารเคมี 
  3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) เตรียมโดยชั่ง DNS จ้านวน 20 กรัม ละลายในน้้า
กลั่น 100 มิลลิลิตร เติมสารละลายดํางลงไปทีละหยด (NaOH 32 กรัม ละลายในน้้า 350 มิลลิลิตร) 
คนให๎เข๎ากัน น้าไปอังในน้้าร๎อนจนสารละลายใส แล๎วจึงเติม K2Na-tartrate ลงไปทีละน๎อยจนครบ 
600 กรัม จากนั้นเติมน้้ากลั่นลงไปจนมีปริมาตรครบ 200 มิลลิลิตร ใสํในขวดมืดและเก็บที่
อุณหภูมิห๎อง 
  2.2 วิธีการ 
  ดูดสารละลายตัวอยํางจ้านวน 1 มิลลิลิตร ใสํในหลอดทดลองเติมสารละลาย DNS 
ที่เตรียมไว๎ น้าไปต๎มในน้้าเดือด 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นน้าไปแชํน้้าแข็งทันทีเป็น
เวลา 2 นาที เติมน้้ากลั่น 20 มิลลิลิตร เขยําให๎เข๎ากัน น้าไปวัดคําดูดกลืนแสง (O.D.) ที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร แล๎วน้าไปหาคําน้้าตาลกลูโคสโดยเทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
  การเตรียมสารละลาย blank ดูดน้้ากลั่น 1 มิลลิลิตร ใสํในหลอดทดลอง เติม DNS 
2 มิลลิลิตร น้าไปต๎มในน้้าเดือด 5 นาที หลังจากนั้นน้าไปแชํในน้้าแข็ง 5 นาที เติมน้้ากลั่น 20 
มิลลิลิตร เขยําให๎เข๎ากัน น้าไปวัดคํา O.D. ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ใช๎ส้าหรับปรับคํา O.D. 
เป็น 0 
  การเตรียมกราฟสารละลายมาตรฐานกลูโคส โดยใสํสารละลายกลูโคสความเข๎มข๎น 
0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร ใสํในหลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตร เติม DNS 2 
มิลลิลิตร น้าไปต๎มในน้้าเดือด 5 นาที จึงเติมน้้ากลั่น 20 มิลลิลิตร เขยําให๎เข๎ากันแล๎วน้าไปวัดคํา O.D. 
ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช๎ blank เป็นสารละลายเปรียบเทียบ จากนั้นน้าคํา O.D. และ
ความเข๎มขน๎ของสารละลายกลูโคส (มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร) มาเขียนเป็นกราฟมาตรฐาน 
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กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 

3. การหาปริมาณแอลกอฮอล์ ด๎วยเครื่องแก๏สโครมาโทรกราฟฟ่ี (Gas Chromatography, 
GC) สภาวะที่ใช๎ Colum PEG-ETOH colum, temperature 80oC, Injector temperature 
120oC, Detecter temperature 150oC, Carrier gas nitrogen, Speed เทํากับ 3 ปริมาณที่ฉีด 1 
µg เวลาที่สารออก 3 นาที) 

 
กราฟมาตรฐานแอลกอฮอล์ 

y = 0.0475x + 0.1256 
R² = 0.9931 
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ความเข๎มข๎นของ D-Glucose (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

y = 63969x + 1260 
R² = 0.999 
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4. การย๎อมสีเชื้อราและยีสต์ 
 4.1 การเตรียมสีย๎อมสปอร ์
 4.1.1 malachite green  
ละลาย malachite green 5 กรัม ในน้้ากลั่นปริมาตร 95 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว๎ 2-3 วัน กรองกํอน
น้ามาใช๎ 
 4.1.2 วิธีย๎อมสปอร์รา 
 น้าสปอร์เชื้อราที่เลี้ยงไว๎ในอาหารแข็งโดยชะล๎างสปอร์ด๎วยโซเดียมคลอไรด์ 85 เปอร์เซ็นต์ 
น้ามาเจือจาง 10 เทํา และ 100 เทํา ดูดมา 10 ไมโครลิตร ผสมกับสีย๎อม malachite green จากนั้น
น้าสปอร์เชื้อรามาใสํในแผํนฮีโมชิโตมิเตอร ปิดด๎วยแผํนปิดสไลด์ น้าไปนับจ้านวนเซลล์ด๎วยกล๎อง
จุลทรรศน์ 

4.2. การนับ Hemacytometer 
สไลด์พวกนี้จะมีแอํง (chamber) ซึ่งรู๎ความลึกของ chamber  และที่พ้ืนของ chamber จะมีตาราง
สี่เหลี่ยมซึ่งทราบความกว๎างความยาวของตารางสี่เหลี่ยม ดังนั้นเมื่อหยดเชื้อจุลินทรีย์ลงไปใน 
chamber ที่มี cover glass ปิดอยูํ ตรวจนับเชื้อจุลินทรีย์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 400X ใน
สี่เหลี่ยมลูกบาศก์เล็ก ก็จะท้าให๎สามารถค้านวณหาจ้านวนเซลล์ตํอมล .ของตัวอยํางได๎ ส้าหรับข๎อดี
ข๎อเสียของ counting chamber จะเหมือนกับนับด๎วยวิธี stained film (เดชาวุฒิ และคณะ, 
(2558)) 

 

 

 

 

ภาพแผํนนับฮีโมชิโตมิเตอร 
 

-การนับเชื้อจุลินทรีย์ใช๎ก้าลังขยาย objective lens 40X    
-ถ๎าเป็นเชื้อแบคทีเรียให๎นับชํองที่มีความยาวด๎านละ 0.05 มม. และควรเจือจางให๎มี

แบคทีเรีย 1-10 เซลล์ในแตํละชํองเล็ก และนับไมํต่้ากวํา 10 ชํอง    
-ถ๎าเป็นยีสต์หรือจุลินทรีย์ขนาดใหญํให๎ใช๎ชํองใหญํที่มีความยาวด๎านละ 0.2 มม. 
-การนับให๎นับเฉพาะเซลล์ที่แตะหรือทับด๎านบนหรือด๎านขวาของสี่เหลี่ยมจตุรัส    

แตํจะไมํนับเซลล์ใดก็ตามท่ีแตะหรือทับด๎านลํางและทางซ๎ายมือของสี่เหลี่ยมจัตุรัส 
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 (a) ภาพที่มองจากด๎านบนของ chamber  มีตารางอยูํกลางสไลด์    
 (b) ภาพขยายของตารางที่ก้าลังขยาย 10X  ประกอบด๎วยสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาดใหญํแตํละ 

ด๎านยาว 1 มิลลิเมตร ภายในมีสี่เหลี่ยมจัตุรัสเล็กบรรจุอยูํ 25 ชํอง  แตํละชํองมีเส๎น 3 เส๎นล๎อมรอบ 
โดยแตํละด๎านยาว 0.2 มิลลิเมตร ภายในมีสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาดเล็กบรรจุอยูํอีก 16 ชํอง (เดชาวุฒิ 
และคณะ, (2558)) 
 

ค านวณปริมาณสปอร์ โดยใช๎สูตรดังตํอไปนี้ 
 

ปริมาณสปอร์ = คําเฉลี่ยสปอร์ที่นับได๎ × dilution × จ้านวนชํองที่นับ × คําคงที่ (104) 
 

มีหนํวยเป็น สปอร์ตํอมิลลิลิตร 
 

 

 

(a) 

(b) 
1 มม. 
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1. การหาเคลียร์โซนวงใสของเชื้อ 

 
ภาพบริเวณการสร๎างเอนไซม์อะไมเลสของเชื้อรา Aspergillus oryzae LPP3 

 

การวัดความกว๎างของโคโลนี ใช๎สูตรดังนี้ 
 

Clear zone = A/B 
 

                                          A คือ เส๎นผํานศูนย์กลางเคลียร์โซน 
                       B คือ เส๎นผํานศูนย์กลางโคโลนี 
 
2. วิเคราะห์ปริมาณสารระเหยของสาโทข๎าวลืมผัวทั้ง 3 สูตร 
 วิเคราะห์ปริมาณสารระเหยในผลิตภัณฑ์ด๎วยเครื่องวิเคราะห์ แก๏สโครมาโทรกราฟฟ่ี
แมสสเปก-โตรมิเตอร์แมส (GC-MS, Column: DB-WAX 30 m x 0.25 mm I.D., 0.25 µm, 
Carrier: Hydrogen at 48 cm/sec, Oven: 35°C for 5 min 35-230°C at 6°/min 230°C for 5 
min, Injector: Split 1:20, 1.5 µL, Detector: FID Nitrogen makeup gas at 30 mL/min) 
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ปริมาณสารระเหยของสาโทสูตรที่ 1 

 

 
ปริมาณสารระเหยของสาโทสูตรที่ 2 
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ปริมาณสารระเหยของสาโทสูตรที่ 3 
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3. ข๎อมูลวิเคราะห์ทางสถิติไซเดอร์ 
3.1 กรด-เบส ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

 

 

 
 

Descriptives 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร 1 

1.00 3 3.6767 .06755 .00667 3.6480 3.7054 3.67 3.69 

2.00 3 3.7933 .08572 .08413 3.4314 4.1553 3.69 3.96 

3.00 3 3.9933 .08572 .02186 3.8993 4.0874 3.95 4.02 

4.00 3 4.2533 .17517 .01453 4.1908 4.3158 4.23 4.28 

5.00 3 4.2033 .21692 .05364 3.9725 4.4341 4.14 4.31 

6.00 3 4.1667 .20862 .07311 3.8521 4.4812 4.03 4.28 

7.00 3 4.1333 .15815 .05667 3.8895 4.3772 4.02 4.19 

8.00 3 4.0633 .13572 .04372 3.8752 4.2514 4.01 4.15 

Total 24 4.0354 .20893 .04265 3.9472 4.1236 3.67 4.31 

สูตร 2 

1.00 3 3.6967 .10682 .01202 3.6450 3.7484 3.68 3.72 

2.00 3 3.6467 .07517 .01453 3.5842 3.7092 3.62 3.67 
3.00 3 3.8233 .09528 .00882 3.7854 3.8613 3.81 3.84 
4.00 3 4.0267 .17528 .00882 3.9887 4.0646 4.01 4.04 
5.00 3 3.9800 .23000 .00577 3.9552 4.0048 3.97 3.99 
6.00 3 3.7600 .21800 .01155 3.7103 3.8097 3.74 3.78 
7.00 3 3.6800 .14900 .00577 3.6552 3.7048 3.67 3.69 
8.00 3 3.6600 .15800 .00577 3.6352 3.6848 3.65 3.67 
Total 24 3.7842 .14154 .02889 3.7244 3.8439 3.62 4.04 

สูตร 3 

1.00 3 3.5467 .06658 .03844 3.3813 3.7121 3.47 3.59 

2.00 3 3.4933 .01528 .00882 3.4554 3.5313 3.48 3.51 

3.00 3 3.6533 .02082 .01202 3.6016 3.7050 3.63 3.67 

4.00 3 3.6900 .03000 .01732 3.6155 3.7645 3.66 3.72 

5.00 3 3.5667 .03055 .01764 3.4908 3.6426 3.54 3.60 

6.00 3 3.3900 .02000 .01155 3.3403 3.4397 3.37 3.41 

7.00 3 3.4467 .09866 .05696 3.2016 3.6917 3.38 3.56 

8.00 3 3.3933 .01528 .00882 3.3554 3.4313 3.38 3.41 

Total 24 3.5225 .11426 .02332 3.4743 3.5707 3.37 3.72 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร 1 

Between Groups .877 7 .125 15.793 .000 

Within Groups .127 16 .008   

Total 1.004 23    

สูตร 2 
Between Groups .456 7 .065 233.510 .000 
Within Groups .004 16 .000   
Total .461 23    

สูตร 3 

Between Groups .266 7 .038 17.549 .000 

Within Groups .035 16 .002   

Total .300 23    
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3.2 ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมดของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
        Descriptives 

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร 1 

.00 3 10.0533 .06658 .03844 9.8879 10.2187 10.01 10.13 

1.00 3 9.6833 .04163 .02404 9.5799 9.7868 9.65 9.73 

2.00 3 8.9267 .01528 .00882 8.8887 8.9646 8.91 8.94 

3.00 3 8.3467 .04619 .02667 8.2319 8.4614 8.32 8.40 

4.00 3 7.9200 .07810 .04509 7.7260 8.1140 7.83 7.97 

5.00 3 6.7033 .01528 .00882 6.6654 6.7413 6.69 6.72 

6.00 3 6.2400 .03606 .02082 6.1504 6.3296 6.21 6.28 

7.00 3 5.9067 .10116 .05840 5.6554 6.1580 5.79 5.97 

Total 24 7.9725 1.49816 .30581 7.3399 8.6051 5.79 10.13 

สูตร 2 

.00 3 10.4267 .03055 .01764 10.3508 10.5026 10.40 10.46 

1.00 3 9.7033 .06807 .03930 9.5342 9.8724 9.65 9.78 

2.00 3 9.1633 .04163 .02404 9.0599 9.2668 9.13 9.21 

3.00 3 8.6700 .02000 .01155 8.6203 8.7197 8.65 8.69 

4.00 3 7.3233 .02517 .01453 7.2608 7.3858 7.30 7.35 

5.00 3 6.4933 .05686 .03283 6.3521 6.6346 6.43 6.54 

6.00 3 5.7733 .01528 .00882 5.7354 5.8113 5.76 5.79 

7.00 3 5.5600 .02000 .01155 5.5103 5.6097 5.54 5.58 

Total 24 7.8892 1.77452 .36222 7.1399 8.6385 5.54 10.46 

สูตร 3 

.00 3 11.4133 .42253 .24395 10.3637 12.4630 11.14 11.90 

1.00 3 10.2233 .08083 .04667 10.0225 10.4241 10.15 10.31 

2.00 3 9.4400 .09165 .05292 9.2123 9.6677 9.34 9.52 

3.00 3 8.7667 .01528 .00882 8.7287 8.8046 8.75 8.78 

4.00 3 7.9367 .04163 .02404 7.8332 8.0401 7.89 7.97 

5.00 3 6.8300 .04000 .02309 6.7306 6.9294 6.79 6.87 

6.00 3 5.5300 .05292 .03055 5.3986 5.6614 5.47 5.57 

7.00 3 5.1467 .01528 .00882 5.1087 5.1846 5.13 5.16 

Total 24 8.1608 2.13044 .43487 7.2612 9.0604 5.13 11.90 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร 1 Between Groups 51.570 7 7.367 2232.470 .000 

Within Groups .053 16 .003   

Total 51.623 23    

สูตร 2 Between Groups 72.401 7 10.343 6782.275 .000 

Within Groups .024 16 .002   

Total 72.425 23    

สูตร 3 Between Groups 103.991 7 14.856 594.039 .000 

Within Groups .400 16 .025   

Total 104.392 23    
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3.3 ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
Descriptives 

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร 1 

0 3 68.0500 1.01000 .58312 65.5410 70.5590 67.04 69.06 

1 3 65.3567 .58312 .33667 63.9081 66.8052 65.02 66.03 

2 3 64.0100 1.01000 .58312 61.5010 66.5190 63.00 65.02 

3 3 61.9900 1.01000 .58312 59.4810 64.4990 60.98 63.00 

4 3 61.3167 1.54280 .89074 57.4841 65.1492 59.97 63.00 

5 3 60.9800 1.01000 .58312 58.4710 63.4890 59.97 61.99 

6 3 59.2967 1.16625 .67333 56.3995 62.1938 57.95 59.97 

7 3 58.2867 1.54280 .89074 54.4541 62.1192 56.94 59.97 

Total 24 62.4108 3.23415 .66017 61.0452 63.7765 56.94 69.06 

สูตร 2 

0 3 72.7633 1.54280 .89074 68.9308 76.5959 71.08 74.11 

1 3 67.8833 1.77588 1.02530 63.4718 72.2949 66.03 69.57 

2 3 65.6933 1.54280 .89074 61.8608 69.5259 64.01 67.04 

3 3 64.8533 1.77588 1.02530 60.4418 69.2649 63.00 66.54 

4 3 64.1433 2.22300 1.28345 58.6211 69.6656 61.99 66.43 

5 3 61.6533 2.10248 1.21387 56.4305 66.8762 59.97 64.01 

6 3 59.6333 2.10248 1.21387 54.4105 64.8562 57.95 61.99 

7 3 57.6133 1.54280 .89074 53.7808 61.4459 55.93 58.96 

Total 24 64.2796 4.82365 .98462 62.2427 66.3164 55.93 74.11 

สูตร 3 

0 3 74.7833 1.16625 .67333 71.8862 77.6805 74.11 76.13 

1 3 68.3867 1.54280 .89074 64.5541 72.2192 67.04 70.07 

2 3 66.7033 2.10248 1.21387 61.4805 71.9262 65.02 69.06 

3 3 65.0200 2.02000 1.16625 60.0020 70.0380 63.00 67.04 

4 3 62.6633 2.10248 1.21387 57.4405 67.8862 60.98 65.02 

5 3 59.2967 1.54280 .89074 55.4641 63.1292 57.95 60.98 

6 3 56.9400 1.01000 .58312 54.4310 59.4490 55.93 57.95 

7 3 54.9200 1.01000 .58312 52.4110 57.4290 53.91 55.93 

Total 24 63.5892 6.38722 1.30379 60.8921 66.2863 53.91 76.13 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร1 Between Groups 219.492 7 31.356 23.797 .000 

Within Groups 21.082 16 1.318   

Total 240.574 23    

สูตร2 Between Groups 480.694 7 68.671 20.174 .000 

Within Groups 54.462 16 3.404   

Total 535.155 23    

สูตร3 Between Groups 896.158 7 128.023 48.581 .000 

Within Groups 42.164 16 2.635   

Total 938.322 23    
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3.4 ปริมาณแอลกอฮอล์ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
Descriptives 

 

N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร 1 

0 3 8.7367 .00577 .00333 8.7223 8.7510 8.73 8.74 

1 3 7.8367 .04163 .02404 7.7332 7.9401 7.79 7.87 

2 3 6.5900 .07211 .04163 6.4109 6.7691 6.51 6.65 

3 3 5.2167 .23692 .13679 4.6281 5.8052 5.07 5.49 

4 3 3.4800 .20075 .11590 2.9813 3.9787 3.34 3.71 

5 3 2.5667 .07371 .04256 2.3836 2.7498 2.51 2.65 

6 3 1.6000 .04583 .02646 1.4862 1.7138 1.55 1.64 

7 3 .9333 .04041 .02333 .8329 1.0337 .89 .97 

Total 24 4.6200 2.79363 .57025 3.4404 5.7996 .89 8.74 

สูตร 2 

0 3 9.9000 .01000 .00577 9.8752 9.9248 9.89 9.91 

1 3 8.7333 .10017 .05783 8.4845 8.9822 8.62 8.81 

2 3 7.3267 .06028 .03480 7.1769 7.4764 7.27 7.39 

3 3 5.7667 .02517 .01453 5.7042 5.8292 5.74 5.79 

4 3 4.1167 .04041 .02333 4.0163 4.2171 4.08 4.16 

5 3 2.9700 .10583 .06110 2.7071 3.2329 2.85 3.05 

6 3 2.1133 .07095 .04096 1.9371 2.2896 2.05 2.19 

7 3 1.5533 .02309 .01333 1.4960 1.6107 1.54 1.58 

Total 24 5.3100 2.98508 .60933 4.0495 6.5705 1.54 9.91 

สูตร 3 

0 3 12.0467 .05508 .03180 11.9099 12.1835 11.99 12.10 

1 3 10.9267 .03215 .01856 10.8468 11.0065 10.89 10.95 

2 3 8.8567 .01155 .00667 8.8280 8.8854 8.85 8.87 

3 3 6.9267 .05508 .03180 6.7899 7.0635 6.87 6.98 

4 3 5.1233 .04509 .02603 5.0113 5.2353 5.08 5.17 

5 3 3.6300 .05292 .03055 3.4986 3.7614 3.59 3.69 

6 3 2.4900 .07550 .04359 2.3025 2.6775 2.42 2.57 

7 3 2.1067 .02082 .01202 2.0550 2.1584 2.09 2.13 

Total 24 6.5133 3.64073 .74316 4.9760 8.0507 2.09 12.10 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร 1 Between Groups 179.275 7 25.611 1820.132 .000 

Within Groups .225 16 .014   

Total 179.501 23    

สูตร 2 Between Groups 204.881 7 29.269 7138.711 .000 

Within Groups .066 16 .004   

Total 204.947 23    

สูตร 3 Between Groups 304.827 7 43.547 19141.409 .000 

Within Groups .036 16 .002   

Total 304.863 23    
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3.5 ปริมาณกรดอะซิติกทั้งหมดของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 

 

 

 

 
 

Descriptives 

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร1 

วันที่ 0 3 .3800 .19672 .11358 -.1087 .8687 .20 .59 

วันที่1 3 1.0333 .15275 .08819 .6539 1.4128 .90 1.20 

วันที่2 3 1.6000 .10000 .05774 1.3516 1.8484 1.50 1.70 

วันที่3 3 2.6000 .10000 .05774 2.3516 2.8484 2.50 2.70 

วันที่4 3 3.3000 .10000 .05774 3.0516 3.5484 3.20 3.40 

วันที่5 3 3.8000 .10000 .05774 3.5516 4.0484 3.70 3.90 

วันที่6 3 4.1333 .15275 .08819 3.7539 4.5128 4.00 4.30 

วันที่7 3 4.3000 .10000 .05774 4.0516 4.5484 4.20 4.40 

Total 24 2.6433 1.42779 .29145 2.0404 3.2462 .20 4.40 

สูตร2 

วันที่ 0 3 .5000 .10000 .05774 .2516 .7484 .40 .60 

วันที่1 3 1.2333 .15275 .08819 .8539 1.6128 1.10 1.40 
วันที่2 3 1.7667 .05774 .03333 1.6232 1.9101 1.70 1.80 
วันที่3 3 2.9000 .10000 .05774 2.6516 3.1484 2.80 3.00 
วันที่4 3 4.1333 .15275 .08819 3.7539 4.5128 4.00 4.30 
วันที่5 3 4.7000 .10000 .05774 4.4516 4.9484 4.60 4.80 
วันที่6 3 4.9667 .11547 .06667 4.6798 5.2535 4.90 5.10 
วันที่7 3 5.2000 .10000 .05774 4.9516 5.4484 5.10 5.30 
Total 24 3.1750 1.75481 .35820 2.4340 3.9160 .40 5.30 

สูตร3 

วันที่ 0 3 .5333 .15275 .08819 .1539 .9128 .40 .70 

วันที่1 3 1.4667 .15275 .08819 1.0872 1.8461 1.30 1.60 

วันที่2 3 2.3333 .15275 .08819 1.9539 2.7128 2.20 2.50 

วันที่3 3 3.6000 .10000 .05774 3.3516 3.8484 3.50 3.70 

วันที่4 3 4.6000 .10000 .05774 4.3516 4.8484 4.50 4.70 

วันที่5 3 5.1667 .20817 .12019 4.6496 5.6838 5.00 5.40 

วันที่6 3 5.4000 .10000 .05774 5.1516 5.6484 5.30 5.50 

วันที่7 3 5.5667 .15275 .08819 5.1872 5.9461 5.40 5.70 

Total 24 3.5833 1.84972 .37757 2.8023 4.3644 .40 5.70 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร1 

Between Groups 46.617 7 6.660 393.571 .000 

Within Groups .271 16 .017   

Total 46.888 23    

สูตร2 
Between Groups 70.618 7 10.088 781.032 .000 

Within Groups .207 16 .013   
Total 70.825 23    

สูตร3 

Between Groups 78.360 7 11.194 537.326 .000 

Within Groups .333 16 .021   

Total 78.693 23    
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        3.6 ปริมาณฟีโนลิกท้ังหมดของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
Descriptives 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร1 

วันที่ 0 3 2.2433 .02082 .01202 2.1916 2.2950 2.22 2.26 

วันที่ 1 3 3.0100 .01000 .00577 2.9852 3.0348 3.00 3.02 

วันที่ 2 3 3.5233 .01528 .00882 3.4854 3.5613 3.51 3.54 

วันที่ 3 3 4.5300 .01000 .00577 4.5052 4.5548 4.52 4.54 

วันที่ 4 3 5.9800 .01000 .00577 5.9552 6.0048 5.97 5.99 

วันที่ 5 3 3.8933 .00577 .00333 3.8790 3.9077 3.89 3.90 

วันที่ 6 3 2.3700 .01000 .00577 2.3452 2.3948 2.36 2.38 

วันที่ 7 3 1.7867 .01528 .00882 1.7487 1.8246 1.77 1.80 

Total 24 3.4171 1.31930 .26930 2.8600 3.9742 1.77 5.99 

สูตร2 

วันที่ 0 3 4.0900 .02000 .01155 4.0403 4.1397 4.07 4.11 
วันที่ 1 3 5.2533 .03055 .01764 5.1774 5.3292 5.22 5.28 
วันที่ 2 3 6.2400 .02646 .01528 6.1743 6.3057 6.22 6.27 
วันที่ 3 3 7.1133 .04041 .02333 7.0129 7.2137 7.09 7.16 
วันที่ 4 3 9.4700 .01732 .01000 9.4270 9.5130 9.46 9.49 
วันที่ 5 3 6.4800 .01000 .00577 6.4552 6.5048 6.47 6.49 
วันที่ 6 3 5.3767 .01528 .00882 5.3387 5.4146 5.36 5.39 
วันที่ 7 3 4.7000 .01000 .00577 4.6752 4.7248 4.69 4.71 
Total 24 6.0904 1.60665 .32796 5.4120 6.7688 4.07 9.49 

สูตร3 

วันที่ 0 3 3.2200 .01000 .00577 3.1952 3.2448 3.21 3.23 

วันที่ 1 3 4.6933 .00577 .00333 4.6790 4.7077 4.69 4.70 

วันที่ 2 3 5.0700 .02000 .01155 5.0203 5.1197 5.05 5.09 

วันที่ 3 3 5.8433 .03786 .02186 5.7493 5.9374 5.80 5.87 

วันที่ 4 3 8.7633 .02517 .01453 8.7008 8.8258 8.74 8.79 

วันที่ 5 3 6.2400 .03606 .02082 6.1504 6.3296 6.21 6.28 

วันที่ 6 3 4.7600 .02646 .01528 4.6943 4.8257 4.74 4.79 

วันที่ 7 3 4.0267 .57553 .33228 2.5970 5.4564 3.66 4.69 

Total 24 5.3271 1.61724 .33012 4.6442 6.0100 3.21 8.79 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร1 

Between Groups 40.030 7 5.719 34311.282 .000 

Within Groups .003 16 .000   

Total 40.032 23    

สูตร2 
Between Groups 59.361 7 8.480 15418.570 .000 
Within Groups .009 16 .001   
Total 59.370 23    

สูตร3 

Between Groups 59.484 7 8.498 202.426 .000 

Within Groups .672 16 .042   

Total 60.155 23    
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3.7 ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร1 

วันที่ 0 3 .0133 .00577 .00333 -.0010 .0277 .01 .02 

วันที่ 1 3 .1100 .01000 .00577 .0852 .1348 .10 .12 

วันที่ 2 3 .1433 .01528 .00882 .1054 .1813 .13 .16 

วันที่ 3 3 .2467 .00577 .00333 .2323 .2610 .24 .25 

วันที่ 4 3 .4600 .01000 .00577 .4352 .4848 .45 .47 

วันที่ 5 3 .3067 .01528 .00882 .2687 .3446 .29 .32 

วันที่ 6 3 .2033 .01528 .00882 .1654 .2413 .19 .22 

วันที่ 7 3 .0300 .01000 .00577 .0052 .0548 .02 .04 

Total 24 .1892 .14264 .02912 .1289 .2494 .01 .47 

สูตร2 

วันที่ 0 3 .0500 .01000 .00577 .0252 .0748 .04 .06 

วันที่ 1 3 .1467 .01528 .00882 .1087 .1846 .13 .16 
วันที่ 2 3 .2467 .01155 .00667 .2180 .2754 .24 .26 
วันที่ 3 3 .4067 .01528 .00882 .3687 .4446 .39 .42 
วันที่ 4 3 .6900 .01000 .00577 .6652 .7148 .68 .70 
วันที่ 5 3 .4500 .01000 .00577 .4252 .4748 .44 .46 
วันที่ 6 3 .2867 .01155 .00667 .2580 .3154 .28 .30 
วันที่ 7 3 .1233 .00577 .00333 .1090 .1377 .12 .13 
Total 24 .3000 .20009 .04084 .2155 .3845 .04 .70 

สูตร3 

วันที่ 0 3 .0733 .01528 .00882 .0354 .1113 .06 .09 

วันที่ 1 3 .1900 .01000 .00577 .1652 .2148 .18 .20 

วันที่ 2 3 .2600 .01000 .00577 .2352 .2848 .25 .27 

วันที่ 3 3 .3600 .01000 .00577 .3352 .3848 .35 .37 

วันที่ 4 3 .5700 .01000 .00577 .5452 .5948 .56 .58 

วันที่ 5 3 .3567 .01528 .00882 .3187 .3946 .34 .37 

วันที่ 6 3 .1467 .01528 .00882 .1087 .1846 .13 .16 

วันที่ 7 3 .0667 .01528 .00882 .0287 .1046 .05 .08 

Total 24 .2529 .16388 .03345 .1837 .3221 .05 .58 

 
 
 
 
 



 

 

  109 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร1 

Between Groups .466 7 .067 499.125 .000 

Within Groups .002 16 .000   

Total .468 23    

สูตร2 
Between Groups .919 7 .131 984.286 .000 
Within Groups .002 16 .000   
Total .921 23    

สูตร3 

Between Groups .615 7 .088 527.168 .000 

Within Groups .003 16 .000   

Total .618 23    
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3.8 กิจกรรมต๎านอนุมูลอิสระของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร ด๎วยวิธ ีDPPH 
Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร1 

วันที่ 0 3 .0967 .01528 .00882 .0587 .1346 .08 .11 

วันที่ 1 3 .1767 .01528 .00882 .1387 .2146 .16 .19 

วันที่ 2 3 .2000 .01000 .00577 .1752 .2248 .19 .21 

วันที่ 3 3 .2233 .00577 .00333 .2090 .2377 .22 .23 

วันที่ 4 3 .2433 .00577 .00333 .2290 .2577 .24 .25 

วันที่ 5 3 .1533 .00577 .00333 .1390 .1677 .15 .16 

วันที่ 6 3 .0900 .01000 .00577 .0652 .1148 .08 .10 

วันที่ 7 3 .0567 .00577 .00333 .0423 .0710 .05 .06 

Total 24 .1550 .06541 .01335 .1274 .1826 .05 .25 

สูตร2 

วันที่ 0 3 .2400 .02000 .01155 .1903 .2897 .22 .26 

วันที่ 1 3 .2833 .00577 .00333 .2690 .2977 .28 .29 
วันที่ 2 3 .3100 .01000 .00577 .2852 .3348 .30 .32 
วันที่ 3 3 .3233 .01155 .00667 .2946 .3520 .31 .33 
วันที่ 4 3 .4933 .01528 .00882 .4554 .5313 .48 .51 
วันที่ 5 3 .2700 .00000 .00000 .2700 .2700 .27 .27 
วันที่ 6 3 .2033 .00577 .00333 .1890 .2177 .20 .21 
วันที่ 7 3 .1400 .01000 .00577 .1152 .1648 .13 .15 
Total 24 .2829 .09963 .02034 .2408 .3250 .13 .51 

สูตร3 

วันที่ 0 3 .1867 .01528 .00882 .1487 .2246 .17 .20 

วันที่ 1 3 .2333 .01155 .00667 .2046 .2620 .22 .24 

วันที่ 2 3 .2467 .00577 .00333 .2323 .2610 .24 .25 

วันที่ 3 3 .2733 .01528 .00882 .2354 .3113 .26 .29 

วันที่ 4 3 .3833 .01155 .00667 .3546 .4120 .37 .39 

วันที่ 5 3 .2233 .01155 .00667 .1946 .2520 .21 .23 

วันที่ 6 3 .2067 .01155 .00667 .1780 .2354 .20 .22 

วันที่ 7 3 .1667 .00577 .00333 .1523 .1810 .16 .17 

Total 24 .2400 .06467 .01320 .2127 .2673 .16 .39 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร1 

Between Groups .097 7 .014 138.286 .000 

Within Groups .002 16 .000   

Total .098 23    

สูตร2 
Between Groups .226 7 .032 250.207 .000 
Within Groups .002 16 .000   
Total .228 23    

สูตร3 

Between Groups .094 7 .013 100.786 .000 

Within Groups .002 16 .000   

Total .096 23    
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3.9 กิจกรรมต๎านอนุมูลอิสระของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร ด๎วยวิธ ีFRAP 
Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร1 

วันที่ 0 3 .9300 .01000 .00577 .9052 .9548 .92 .94 

วันที่ 1 3 .9867 .00577 .00333 .9723 1.0010 .98 .99 

วันที่ 2 3 1.0333 .00577 .00333 1.0190 1.0477 1.03 1.04 

วันที่ 3 3 1.1467 .01155 .00667 1.1180 1.1754 1.14 1.16 

วันที่ 4 3 1.1733 .01528 .00882 1.1354 1.2113 1.16 1.19 

วันที่ 5 3 1.1000 .01000 .00577 1.0752 1.1248 1.09 1.11 

วันที่ 6 3 .9567 .00577 .00333 .9423 .9710 .95 .96 

วันที่ 7 3 .8300 .01000 .00577 .8052 .8548 .82 .84 

Total 24 1.0196 .11188 .02284 .9723 1.0668 .82 1.19 

สูตร2 

วันที่ 0 3 1.0767 .02082 .01202 1.0250 1.1284 1.06 1.10 
วันที่ 1 3 1.1300 .01000 .00577 1.1052 1.1548 1.12 1.14 
วันที่ 2 3 1.2667 .02082 .01202 1.2150 1.3184 1.25 1.29 
วันที่ 3 3 1.2100 .02000 .01155 1.1603 1.2597 1.19 1.23 
วันที่ 4 3 1.4600 .01000 .00577 1.4352 1.4848 1.45 1.47 
วันที่ 5 3 1.2533 .01155 .00667 1.2246 1.2820 1.24 1.26 
วันที่ 6 3 1.0333 .00577 .00333 1.0190 1.0477 1.03 1.04 
วันที่ 7 3 .9133 .01155 .00667 .8846 .9420 .90 .92 
Total 24 1.1679 .16070 .03280 1.1001 1.2358 .90 1.47 

สูตร3 

วันที่ 0 3 1.0800 .01732 .01000 1.0370 1.1230 1.07 1.10 

วันที่ 1 3 1.1767 .00577 .00333 1.1623 1.1910 1.17 1.18 

วันที่ 2 3 1.2200 .00000 .00000 1.2200 1.2200 1.22 1.22 

วันที่ 3 3 1.1633 .00577 .00333 1.1490 1.1777 1.16 1.17 

วันที่ 4 3 1.3367 .01528 .00882 1.2987 1.3746 1.32 1.35 

วันที่ 5 3 1.2733 .00577 .00333 1.2590 1.2877 1.27 1.28 

วันที่ 6 3 1.1433 .00577 .00333 1.1290 1.1577 1.14 1.15 

วันที่ 7 3 1.0433 .00577 .00333 1.0290 1.0577 1.04 1.05 

Total 24 1.1796 .09252 .01889 1.1405 1.2187 1.04 1.35 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร1 

Between Groups .286 7 .041 426.876 .000 

Within Groups .002 16 .000   

Total .288 23    

สูตร2 
Between Groups .590 7 .084 381.970 .000 
Within Groups .004 16 .000   
Total .594 23    

สูตร3 

Between Groups .195 7 .028 319.177 .000 

Within Groups .001 16 .000   

Total .197 23    
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3.10 วัดสีไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
Descriptives 

 

N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

L* สูตร 1 3 35.7167 .02517 .01453 35.6542 35.7792 35.69 35.74 

สูตร 2 3 33.1867 .03512 .02028 33.0994 33.2739 33.15 33.22 

สูตร 3 3 30.3800 .04000 .02309 30.2806 30.4794 30.34 30.42 

Total 9 33.0944 2.31207 .77069 31.3172 34.8717 30.34 35.74 

a* สูตร 1 3 .6667 .02517 .01453 .6042 .7292 .64 .69 

สูตร 2 3 1.0100 .03000 .01732 .9355 1.0845 .98 1.04 

สูตร 3 3 1.7367 .04163 .02404 1.6332 1.8401 1.69 1.77 

Total 9 1.1378 .47399 .15800 .7734 1.5021 .64 1.77 

b* สูตร 1 3 6.0600 .03606 .02082 5.9704 6.1496 6.03 6.10 

สูตร 2 3 6.4267 .02082 .01202 6.3750 6.4784 6.41 6.45 

สูตร 3 3 6.9700 .02000 .01155 6.9203 7.0197 6.95 6.99 

Total 9 6.4856 .39718 .13239 6.1803 6.7909 6.03 6.99 

 
 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

L* Between Groups 42.758 2 21.379 18501.183 .000 

Within Groups .007 6 .001   

Total 42.765 8    

a* Between Groups 1.791 2 .895 822.316 .000 

Within Groups .007 6 .001   

Total 1.797 8    

b* Between Groups 1.258 2 .629 884.359 .000 

Within Groups .004 6 .001   

Total 1.262 8    
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3.11 คําผลผลิตที่ได๎ (yield) ของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
Descriptives 

 N Mean Std. 
Deviation 

Std. Error 95% Confidence Interval for 
Mean 

Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร1 

วันที่ 0 3 4.3600 .01000 .00577 4.3352 4.3848 4.35 4.37 

วันที่ 1 3 11.8233 .01528 .00882 11.7854 11.8613 11.81 11.84 

วันที่ 2 3 18.3267 .01528 .00882 18.2887 18.3646 18.31 18.34 

วันที่ 3 3 29.7700 .01000 .00577 29.7452 29.7948 29.76 29.78 

วันที่ 4 3 37.7800 .01000 .00577 37.7552 37.8048 37.77 37.79 

วันที่ 5 3 43.4800 .01000 .00577 43.4552 43.5048 43.47 43.49 

วันที่ 6 3 47.3133 .01528 .00882 47.2754 47.3513 47.30 47.33 

วันที่ 7 3 49.2300 .01000 .00577 49.2052 49.2548 49.22 49.24 

Total 24 30.2604 16.29362 3.32592 23.3802 37.1406 4.35 49.24 

สูตร2 

วันที่ 0 3 5.0700 .02000 .01155 5.0203 5.1197 5.05 5.09 
วันที่ 1 3 12.4667 .02082 .01202 12.4150 12.5184 12.45 12.49 
วันที่ 2 3 17.8700 .02000 .01155 17.8203 17.9197 17.85 17.89 
วันที่ 3 3 29.2733 .01528 .00882 29.2354 29.3113 29.26 29.29 
วันที่ 4 3 41.7633 .01528 .00882 41.7254 41.8013 41.75 41.78 
วันที่ 5 3 47.4800 .01000 .00577 47.4552 47.5048 47.47 47.49 
วันที่ 6 3 50.1800 .01000 .00577 50.1552 50.2048 50.17 50.19 
วันที่ 7 3 52.5300 .01000 .00577 52.5052 52.5548 52.52 52.54 
Total 24 32.0792 17.69586 3.61215 24.6069 39.5515 5.05 52.54 

สูตร3 

วันที่ 0 3 4.4300 .01000 .00577 4.4052 4.4548 4.42 4.44 

วันที่ 1 3 12.1800 .01000 .00577 12.1552 12.2048 12.17 12.19 

วันที่ 2 3 19.3800 .01000 .00577 19.3552 19.4048 19.37 19.39 

วันที่ 3 3 29.8767 .01528 .00882 29.8387 29.9146 29.86 29.89 

วันที่ 4 3 38.1767 .01528 .00882 38.1387 38.2146 38.16 38.19 

วันที่ 5 3 42.8800 .01000 .00577 42.8552 42.9048 42.87 42.89 

วันที่ 6 3 44.8300 .01000 .00577 44.8052 44.8548 44.82 44.84 

วันที่ 7 3 46.2267 .01528 .00882 46.1887 46.2646 46.21 46.24 

Total 24 29.7475 15.32114 3.12742 23.2779 36.2171 4.42 46.24 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร 1 

Between Groups 6106.083 7 872.298 5815317.425 .000 

Within Groups .002 16 .000   

Total 6106.086 23    

สูตร 2 
Between Groups 7202.292 7 1028.899 4115595.190 .000 
Within Groups .004 16 .000   
Total 7202.296 23    

 สูตร 3 

Between Groups 5398.958 7 771.280 5141865.000 .000 

Within Groups .002 16 .000   

Total 5398.961 23    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  117 

3.12 ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของไซเดอร์ทั้ง 3 สูตร 
Descriptives 

 N Mean Std. 
Deviation 

Std. Error 95% Confidence Interval for 
Mean 

Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

สูตร1 

วันที่ 0 3 4.5033 .11719 .06766 4.2122 4.7944 4.37 4.59 

วันที่ 1 3 4.3000 .04000 .02309 4.2006 4.3994 4.26 4.34 

วันที่ 2 3 4.2500 .12530 .07234 3.9387 4.5613 4.12 4.37 

วันที่ 3 3 4.2467 .04163 .02404 4.1432 4.3501 4.20 4.28 

วันที่ 4 3 3.8800 .06557 .03786 3.7171 4.0429 3.81 3.94 

วันที่ 5 3 3.7233 .11015 .06360 3.4497 3.9970 3.61 3.83 

วันที่ 6 3 3.0600 .07000 .04041 2.8861 3.2339 3.01 3.14 

วันที่ 7 3 2.5533 .14189 .08192 2.2009 2.9058 2.40 2.68 

Total 24 3.8146 .65692 .13409 3.5372 4.0920 2.40 4.59 

 สูตร2 

วันที่ 0 3 5.5167 .16197 .09351 5.1143 5.9190 5.33 5.62 
วันที่ 1 3 4.9000 .03464 .02000 4.8139 4.9861 4.86 4.92 
วันที่ 2 3 4.6500 .07211 .04163 4.4709 4.8291 4.59 4.73 
วันที่ 3 3 4.4633 .08083 .04667 4.2625 4.6641 4.39 4.55 
วันที่ 4 3 4.1800 .04000 .02309 4.0806 4.2794 4.14 4.22 
วันที่ 5 3 3.9833 .06807 .03930 3.8142 4.1524 3.93 4.06 
วันที่ 6 3 3.5767 .03055 .01764 3.5008 3.6526 3.55 3.61 
วันที่ 7 3 3.0100 .04000 .02309 2.9106 3.1094 2.97 3.05 
Total 24 4.2850 .75079 .15325 3.9680 4.6020 2.97 5.62 

สูตร3 

วันที่ 0 3 6.3300 .03464 .02000 6.2439 6.4161 6.29 6.35 

วันที่ 1 3 5.7000 .04000 .02309 5.6006 5.7994 5.66 5.74 

วันที่ 2 3 5.2633 .08083 .04667 5.0625 5.4641 5.19 5.35 

วันที่ 3 3 5.1400 .04000 .02309 5.0406 5.2394 5.10 5.18 

วันที่ 4 3 4.9667 .06110 .03528 4.8149 5.1184 4.90 5.02 

วันที่ 5 3 4.6500 .03464 .02000 4.5639 4.7361 4.61 4.67 

วันที่ 6 3 4.2500 .13748 .07937 3.9085 4.5915 4.10 4.37 

วันที่ 7 3 3.8367 .05774 .03333 3.6932 3.9801 3.77 3.87 

Total 24 5.0171 .75846 .15482 4.6968 5.3374 3.77 6.35 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

สูตร 1 

Between Groups 9.777 7 1.397 150.524 .000 

Within Groups .148 16 .009   

Total 9.926 23    

สูตร 2 
Between Groups 12.869 7 1.838 306.829 .000 
Within Groups .096 16 .006   
Total 12.965 23    

สูตร 3 

Between Groups 13.155 7 1.879 394.598 .000 

Within Groups .076 16 .005   

Total 13.231 23    
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แบบประเมินความพึงพอใจทางประสาทสัมผัสของไซเดอร์ข้าวลืมผัว 
 
ชื่อ-นามสกุล..........................................................................................วันที่...................... .............. 
 
เพศ    ชาย      หญิง 
สถานะ    นักเรียน      นักศึกษา 
    ครู/อาจารย์     บุคคลทั่วไป 
    อ่ืน ๆ …………………………. 
 
อายุ    15-20 ปี             21-25 ปี 
    26-30 ปี             มากกวํา 30 ปี 
 
ประสบการณ์ในการดื่มเครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอล์ 

    ไมํเคย      เคยดื่มน๎อย 
    เคยดื่มปานกลาง     เคยดื่มมาก 
 
ค าชี้แจง 
 1. การทดสอบกลิ่น ผู๎ทดสอบจะต๎องดมกลิ่นครั้งละ 1 ตัวอยําง แล๎วใสํเครื่องหมาย / ลงใน
ชํองให๎คะแนน  
 2. การชิม ให๎ผู๎ทดสอบบ๎วนปากด๎วยน้้าเปลํา 1 ครั้ง แล๎วรับประทานขนมหวานที่จัดไว๎กํอน
เพ่ือล๎างปากพร๎อมสังเกตสี ความขํุน รสชาติ และการยอมรับโดยรวม 
 

ตัวอย่าง กล่ิน สี รสชาติ การยอมรับรวม หมายเหตุ 
1 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7  

2                              

3                              

 
1 = ชอบน๎อยที่สุด                          2 = ชอบน๎อย  3 = คํอนข๎างชอบน๎อย 
4 = ชอบปานกลาง                         5 = คํอนข๎างชอบมาก 6 = ชอบมาก 
7 = ชอบมากที่สุด 
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