
 
 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 เคร่ืองมือ 

        3.1.1  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer) รุน Spekol 1300SA                   

ยี่หอ AnalytikJena   

      3.1.2  หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอ (Autoclave) รุน HA-300 MII ยี่หอ Hirayama 

      3.1.3  เครื่องวัดความหวานน้ําตาล (Refactometer) 

      3.1.4  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S20-K ยี่หอ Metter 

      3.1.5  เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer) ยี่หอ PER VINUM J.SALLERON 

DUJARDIN PARIS 

      3.1.6  ตูบมเชื้อแบบเขยา (Shaking Incubator) รุน Sorvall ยี่หอ Shel Lab 

      3.1.7  ตูอบลมรอน (Hot Air Oven) รุน UM500 ยี่หอ Memmert 

      3.1.8  ตูเย็น (Refrigerator) รุน SBC-3DB ยี่หอ Sanyo 

      3.1.9  เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (Balance 2 digital) รุน MS 1602S ยี่หอ Metter 

      3.1.10 เตาไฟฟา (Hot plate) รุนTHS1090 ยี่หอ Rommelsbacher 
       

3.2  อุปกรณ 

      3.2.1  จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 

      3.2.2  หลอดทดลอง ( Test tube) 

      3.2.3  หวงถายเชื้อ (Loop) 

      3.2.4  โถดูดความชื้น (Dessiccator) 

      3.2.5  บิวเรต (Buret) 

      3.2.6  ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 

      3.2.7  ขาตั้งเหล็ก (Stand)  

      3.2.8  ท่ียึดบิวเรตต (Buret clamp) 

      3.2.9  บีกเกอร (Beaker) 

      3.2.10 หมอ (Pot) 

      3.2.11 เตาแกส (Gas stove) 

      3.2.12 คิวเวทแกว (Glass Cuvette) 

      3.2.13 ทิป (Tip) 
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      3.2.14 ชอนตักสาร (Spatula) 

      3.2.15 กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 100 และ 1,000 มิลลิลิตร 

      3.2.16 ตะเกียงแอลกอฮอล (Alcohol Burner) 

      3.2.17 กระดาษอลูมิเนียมฟอยล (Aluminum foil) 

      3.2.18 แทงแกวคนสาร (Stirring rod) 

3.3 อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 อาหารแข็งเอียง YM (Yeast extract-Malt extract Agar Slant) สูตรแสดงดังภาคผนวก ก 

3.4 สารเคมี 

 3.4.1  เบนโทไนต (bentonite) 

 3.4.2  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) 

 3.4.3  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

 3.4.4  แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4) 

 3.4.5  โพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต (KMS) 

 3.4.6  ฟนอลฟทาลีน (phenolphthalein) 

 3.4.7  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 

 วิธีการเตรียมสารเคมีดังกลาวแสดงดังภาคผนวก ก 

3.5  เช้ือจุลินทรีย 

      เชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae TISTR 5049 จากสถาบนัวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

3.6 วิธีการวิจัย 

 3.6.1 ศึกษาคุณสมบัติของสมุนไพร 2 ชนิด คือ  พะวา และติ้วขาว  

              ศึกษาชนิดและปริมาณของสมุนไพรท่ีมีในในพื้นท่ีปกปกพันธุกรรมพืช แลวทําการศึกษา

คุณสมบัติหรือสรรพคุณของสมุนไพรท่ีสนใจจากหนังสือหรืองานวิจัยตาง ๆ 

      3.6.2  การเตรียมวัตถุดิบ 

                ทําการเก็บสมุนไพรในพื้นท่ีปกปกอนุรักษพันธุกรรมพืช มหาวิทยาลัยราชภัฏรําไพพรรณี 

จํานวน 2 ชนิด ไดแก  พะวา และติ้วขาว เลือกใบสมุนไพรท่ีมีลักษณะไมออนหรือแกจนเกินไป คือ ใบสี

เขียวไมแกเกินไปและไมจางเกินไป เสนใบชัดเจน จากนั้นนํามาชั่งน้ําหนักตัวอยางกอนอบแลวลางทํา
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ความสะอาด ผึ่งใบสมุนไพรใหแหง จากนั้นนําไปอบในตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นําไปชั่ง

น้ําหนักทุกวันจนไดน้ําหนักคงท่ี แลวนําไปคํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้นโดยวิธี AOAC (1995) ดังสมการ 

 เปอรเซ็นตความชื้น  =  น้ําหนักกอนอบ- น้ําหนักหลังอบ x 100 

                                                  น้ําหนักกอนอบ 

3.6.3  การผลิตไวน (ดัดแปลงวิธีการจาก Trivedi, Rishi and Soni (2012 : 157-166);    

ปยะรัชช กุลเมธ,ี (2552 : 5) ; กรมโรงงานอุตสาหกรรม, (2555 : 1-4) ทําการทดลองท้ังหมด 3 ซํ้า 

              1)  การเลี้ยงเชื้อ 

           ทําการขีดเชื้อ (Streak) Saccharomyces cerevisiae TISTR 5049 ลงใน

อาหารแข็งเอียง YM (YM slant) และเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วัน 

              2) การเตรียมกลาเชื้อ (starter) 

          นําน้ําสับปะรดปริมาตร 75 มิลลิลิตรผสมกับน้ําปริมาตร 75 มิลลิลิตร ใน ฟลาสก

ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน้ําตาลซูโครสลงไปใหไดปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (Total Soluble 

Solids ; TSS) เทากับ 20 องศาบริกซ ปรับพีเอชโดยใชแอมโมเนียมไฮดรอกไซด ใหเทากับ 4.5 ปดดวย

จุกสําลีแลวนําไปทําใหปลอดเชื้อในหมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 

ความดัน 5 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที ท้ิงไวใหเย็น เติมเชื้อ S. cerevisiae TISTR 5049 

ปริมาณ 2 ลูปลงไปนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที (rpm) 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ 620 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.1     

(1-5 x 10
6 เซลลตอมิลลิลิตร) 

3) การเตรียมน้ําสมุนไพร ในงานวิจัยนี้จะผลิตไวนโดยใชใบสมุนไพรสดและแหง มีวิธี

เตรียมดังตอไปนี้ 

                        เตรียมโดยใชใบสมุนไพรสด 

     ค้ันใบสมุนไพรสด 100 กรัมกับน้ํา 2 ลิตร โดยในการปนแตละครั้งใชใบสด 50 กรัม

ตอน้ํา 1 ลิตร  ในการปนจะใชเครื่องปน (blender)  กรองเอากากออก ปรับปริมาตรใหได 2 ลิตรดวยน้ํา 

ปรับปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด เทากับ 20 องศาบริกซ จากนั้นเติมแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) และแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เทากับ 0.1, 0.1 และ 

0.5 เปอรเซ็นตตามลําดับ ปรับคาพีเอช เทากับ 4.5 โดยใชแอมโมเนียม ไฮดรอกไซด เติมโพแทสเซียมเม

ตาไบซัลไฟต (KMS) ปริมาณ 100 ppm ท้ิงไวเปนเวลา 1 คืน 
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                       เตรียมโดยใชใบสมุนไพรแหง 

         นาํสมุนไพรแหง 10 กรัม มาเติมน้ํา 2 ลิตร ตมใหเดือดเปนเวลา 15 นาที กรองเอากาก

ออกปรับปริมาตรใหได 2 ลิตร ปรับปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด เทากับ 20 องศาบริกซ จากนั้นเติม

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) และแอมโมเนียมซัลเฟต 

((NH4)2SO4) เทากับ 0.1, 0.1 และ 0.5 เปอรเซ็นตตามลําดับ ปรับคาพีเอช เทากับ 4.5 โดยใชแอมโมเนียมไฮด

รอกไซด 

        4) การหมักไวนสมุนไพร 

          เติมกลาเชื้อท่ีเตรียมไวลงไป 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในน้ําสมุนไพร

ปริมาตร 2 ลิตร ท่ีบรรจุในขวดน้ําดื่มขนาด 5 ลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว ปดฝาขวดดวยจุกสําลี บมท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 - 14 วัน (ใหมีปริมาณแอลกอฮอลไมเกิน 15 ดีกรี) เก็บตัวอยางทุก 2 วัน เพื่อ

นํามาวิเคราะห ปริมาณแอลกอฮอล โดยใชเครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer) วัดปริมาณ

กรดโดยการไทเทรต วัดคา pH ดวยเครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) และวัดปริมาณปริมาณ

ของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด โดยใชรีแฟรกโตมิเตอร (Refractometer) 

5) การทําใหไวนใส 

        ทําใหไวนใสโดยการตกตะกอนดวยสารละลายเบนโทไนต (bentonite) ความเขมขน 

10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 4 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 

               6) การบมไวน 

         ทําการบมไวนในตูเย็นอุณหภูมิ 5  องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน 

                7) การบรรจุไวน 

        บรรจุไวนลงในขวดท่ีผานการฆาเชื้อแลวและปดฝาขวด 

                8) การพาสเจอไรซไวน 

          นําไวนไปพาสเจอไรซท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

        3.6.4 การประเมินคุณสมบัติดานประสาทสัมผัสของไวนสมุนไพร (เจนจิรา ชุมภูคํา และคณะ, 

2557) 

        ทําการประเมินคุณสมบัติดานประสาทสัมผัสโดยการใหคะแนนความชอบแบบ 5 point 

hedonic scale มีการใหคะแนนต่ําสุด คือ 1 คะแนน และคะแนน สูงสุด คือ 5 คะแนน โดยพิจารณาใน

ดานสี ความใส กลิ่น รสชาติ และความชอบโดยรวมของผลิตภัณฑไวนสมุนไพรท้ัง 3 ชนิดโดยมีการให

คะแนนดังนี้ คือ   1 คะแนน คือ ไมชอบมาก 2 คะแนน คือ ไมชอบ 3 คะแนน คือ ชอบเล็กนอย         
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4 คะแนน คือ ชอบปานกลาง 5 คะแนน คือ ชอบมาก จะใชผูชิมท่ัวไปจํานวนไมนอยกวา 50 คน เปน

ผูใหคะแนนแบบประเมินคุณสมบัติดานประสาทสัมผัส  

       3.6.5 แผนการทดลอง 

        ใชแผนการทดลองแบบ 2×2 Factorial Experimental  Design โดยทําการทดลอง 

3 ซํ้า ในผลิตภัณฑไวนทุกชนิด รวม 12 Treatment วิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม SPSS (Trial 

Version) ในการตรวจสอบความแตกตางระหวาง Treatment โดยวิธี Duncan’s New Multiple 

Range Test (DMRT) ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต  

 

 

 

 


