
 
 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1  วัตถุดิบ 

 3.1.1 ฟกขาว (Momordica cochichinensis (Lour.) Spreng) 

 3.1.2 ฟกเขียว (Benincasa hispida (Thunb.) Cogn) 

 3.1.3 บวบหอม (Luffa cylindrica (Linn.) M.J. Roem) 

 

3.2  จุลินทรีย 

 Saccharomyces cerevisiae TISTR 5019  

 

3.3  วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

 3.3.1 หลอดทดลอง (Test tube) 

 3.3.2 ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 

 3.3.3 ปเปตต (Pipette) 

3.3.4 กระบอกตวง (Cylinder) 

3.3.5 หวงถายเชื้อ (Loop) 

3.3.6 ตะเกียงแอลกอฮอล (Alcohol burner) 

3.3.7 บีกเกอร (Beaker) 

3.3.8 หมอสแตนเลส 

3.3.9 น้ําตาล (Sugar) 

3.3.10 ถังหมัก (ขวดน้ําดื่มขนาด 6 ลิตร) 

3.3.11 น้ํากลั่น (Distilled water) 

3.3.12 กรดซิตริก (Citric acid) 

3.3.13 แอมโมเนียมไฮดรอกไซด (Ammonium hydroxide; NH4OH) 

3.3.14 สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide; NaOH)  

3.3.15 ฟนอลฟทาลีน (Phenolphthalein) 

3.3.16 สารละลายเบนโทไนต (Bentonite) 

3.3.17 โพแทสเซียสเมตาไบซัลไฟต (Potassium metabisulfite; KMS) 

3.3.18 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer) 

3.3.19 หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
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3.3.20 เครื่องวัดความหวานน้ําตาล (Refractometer) 

3.3.21 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 

3.3.22 เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer) 

3.3.23 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Shaker incubator) 

3.3.24 ตูอบลมรอน (Hot air oven) 

3.3.25 เครื่องชั่ง (Balance) 

 

3.4  อาหารเล้ียงเช้ือ 

 อาหารแข็งวุนผิวเอียง YM (Yeast extract-Malt extract Agar Slant) 

 

3.5 วิธีการดําเนินงาน 

 3.5.1 การผลิตไวน (ดัดแปลงมาจาก ราณี สุรกาญจนกุล : 4, 2546 ; ภัสรพงศ วงษคําสิงห, 

2548 : 3 ;อําพรรณ ชัยกุลเสรีวัฒน และปยมาศ วงษประยูร, 2549 : 2-3)   

 1) การเล้ียงเช้ือ 

 ทําการขีดเชื้อ (Streak) S. cerevisiae TISTR 5019 ลงในอาหารวุนผิวเอียง YM (YM 

slant) และบมเชื้อท่ีอุณหภูมิหอง 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 

 2) การเตรียมกลาเช้ือ (Starter) 

 ทําการเตรียมกลาเชื้อในแตละการทดลอง จะตองเติมกลาเชื้อ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร

ตอปริมาตร) ลงไปในน้ําผักปริมาตร 3 ลิตร ดังนั้นจะตองเตรียมกลาเชื้อในแตละการทดลองเทากับ 

150 มิลลิลิตร ผูวิจัยจึงทําการเตรียมกลาเชื้อในแตละการทดลองปริมาตร 200 มิลลิลิตร โดยนํา      

น้ําสับปะรดปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําดื่มสะอาดปริมาตร 100 มิลลิลิตร (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) ใสในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน้ําตาลลงไปใหไดปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด 

(Total Soluble Solids; TSS) เทากับ 20 องศาบริกซ ปรับพีเอชเทากับ 4.5 โดยใชแอมโมเนียม   

ไฮดรอกไซดความเขมขน 50 เปอรเซ็นต ปดดวยจุกสําลีแลวทําใหปลอดเชื้อในหมอนึ่งความดันไอ 

(Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 5 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที ท้ิงไว

ใหเย็น เติมเชื้อ S. cerevisiae TISTR 5019  ปริมาณ 2 ลูปลงไป นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เขยาท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที (rpm) เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD)       

ท่ี 620 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.1 (1 – 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร) 

 

 

 



46 
 

 3) การเตรียมน้ําผักจากพืชวงศแตง  

  แบบท่ี 1 การฆาเช้ือโดยวิธีการตม 

  ฟกเขียว และบวบหอม 

  นําฟกเขียว และบวบหอมท่ีเตรียมไวปลอกเปลือก และลางใหสะอาด หั่นเปนชิ้น ๆ 

หรือแผนบาง ๆ ปริมาณ 300 กรัม จากนั้นนํามาทําการบีบผสมกับน้ํา ดวยผาขาวบางใหไดปริมาตร

น้ําผัก 3 ลิตร นําน้ําฟกเขียว และน้ําบวบหอมท่ีไดไปตมใหเดือดเปนเวลา 15 – 20 นาที เติมน้ําตาล

ใหมีปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดเทากับ 20 องศาบริกซ คนใหน้ําตาลละลาย รอใหเย็น กรอง

ผานผาขาวบางเพ่ือแยกเอากากออก ปรับพีเอชใหเทากับ 4.5 ดวยมะนาวกอนนําไปหมัก จากนั้นบรรจุ

ใสขวดโหลขนาด 6 ลิตร  

  ฟกขาว 

  นําฟกขาวท่ีเตรียมไว ควานเอาสวนเยื่อหุมเมล็ดสีสมออกปริมาณ 200 กรัม เติมน้ํา     

3 ลิตร นําไปตมใหเดือดเปนเวลา 15 – 20 นาที เติมน้ําตาล ใหมีปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด

เทากับ 20 องศาบริกซ คนใหน้ําตาลละลาย กรองดวยผาขาวบางเพ่ือแยกกากออก ตั้งท้ิงไวใหเย็น 

และปรับพีเอชใหเทากับ 4.5 ดวยมะนาวกอนนาํไปหมัก จากนั้นบรรจใุสขวดโหลขนาด 6 ลิตร 

  แบบท่ี 2 การฆาเช้ือโดยวิธีการใชโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต (Potassium 

Metabisulphite ; KMS) 

  ฟกเขียว และบวบหอม 

  นําฟกเขียว และบวบหอมท่ีเตรียมไวปลอกเปลือก และลางใหสะอาด หั่นเปนชิ้น ๆ 

หรือแผนบาง ๆ ปริมาณ 300 กรัม จากนั้นนํามาทําการบีบผสมกับน้ํา ดวยผาขาวบางใหไดปริมาตร

น้ําฟกเขียว 3 ลิตร ปริมาตรน้ําฟกเขียว และน้ําบวบหอมท่ีได มาเติมน้ําตาลใหมีปริมาณของแข็งท่ี

ละลายไดท้ังหมดเทากับ 20 องศาบริกซ และปรับพีเอชใหเทากับ 4.5 ดวยมะนาว เติมโพแทสเซียม    

เมตาไบซัลไฟตปริมาณ 100 ppm เพ่ือกําจัดเชื้อจุลินทรีย ท่ีปนเปอนมาในน้ําฟกเขียว ท้ิงไว                          

ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 12 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนดนําน้ําฟกเขียวท่ีไดบรรจุใสขวดโหลขนาด 6 ลิตร 

  ฟกขาว 

  นําฟกขาวท่ีเตรียมไว มาควานเยื่อหุมออกจากเมล็ดใหไดปริมาณ 200 กรัม เติมน้ํา

ปริมาตร 3 ลิตร กรองกากหรือเยื่อหุมของเมล็ดฟกขาวออกดวยผาขาวบาง จากนั้นเติมน้ําตาลใหได

ปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมดเทากับ 20 องศาบริกซ และปรับพีเอชใหเทากับ 4.5 ดวยมะนาว 

เติมโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟตปริมาณ 100 ppm เพ่ือกําจัดเชื้อจุลินทรียท่ีปนเปอนมาในน้ําฟกขาว 

ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 12 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนดนําน้ําผักท่ีไดบรรจุใสขวดโหลขนาด 6 ลิตร 
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 4) การหมักไวนพืชวงศแตง  

 เติมกลาเชื้อท่ีเตรียมไว 5 เปอรเซ็นต ลงในน้ําฟกเขียว บวบหอม และฟกขาวท่ีผาน

การฆาเชื้อแลวปดฝาโหลแกวดวยจุกสําสี หมักท่ีอุณหภูมิหองไวเปนเวลา 7 – 14 วัน (ใหมีปริมาณ

แอลกอฮอลไมเกินรอยละ 6 (เนื่องจากไวนหวานสวนใหญท่ีจําหนายในบานเราปริมาณแอลกอฮอลอยู

ในชวงรอยละ 3-5 เผื่อสวนท่ีจะระเหยไปสวนหนึ่งหลังกระบวนการหมักจึงตรวจสอบใหอยูในชวง 

รอยละ 6 ) เก็บตัวอยางทุก ๆ 2 วัน เพ่ือนํามาวิเคราะหองคประกอบทางเคมี ไดแก 

1. ปริมาณของแข็งท่ีละลายได โดยใชเครื่องวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ํา   

 (Refractometer) 

2. คาพีเอชโดยใชเครื่องวัดความเปนพีเอช (pH meter) 

3. วิเคราะหปริมาณกรดท้ังหมดโดยการไทเทรต (Acid – base titration) 

4. ปริมาณแอลกอฮอล โดยใชเครื่อง Ebulliometer  

 5) การแยกสวนใส 

 นําไวนท่ีไดมากรองดวยผาขาวบางเพ่ือแยกสวนของไวนออกจากตะกอนหลังการหมัก

สิ้นสุด หลังจากแยกสวนใสครั้งแรกแลวอาจเกิดตะกอนตกอยูภายใตกนถังอยู ใหทําการแยกตะกอน

ใหมอีกครั้ง หลังจากนั้นทําลายยีสตท่ีหลงเหลือเพ่ือหยุดปฏิกิริยาการหมักของยีสต โดยใชสารละลาย

โพแตสเซียมเมตาไบซัลไฟท ในปริมาณ 0.15 – 0.25 กรัมตอลิตร (ธีรวัลย ชาญฤทธิเสน, 2542) 

 6) การบมไวน 

  ทําการบมไวนท่ีอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 เดือน  

 7) การทําใหไวนใส  

  ทําใหไวนใสโดยการตกตะกอนดวยสารละลายเบนโทไนต (bentonite) ความเขมขน

รอยละ 5 (เบนโทไนต 5 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตร) (ขจรศักดิ์ อินทรปรุง และณรงค พัฒรักษ, 2544 : 

23) โดยใชสารละลาย 5 – 20 มิลลิลิตรตอไวน 1 ลิตร ท้ิงไว 2 สัปดาห  

 8) การบรรจุไวน 

  บรรจุไวนลงในขวดท่ีผานการฆาเชื้อแลวและปดฝาขวด 

 9) การพาสเจอไรซไวน 

 นําไวนไปพาสเจอไรซท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 10) การติดฉลากผลิตภัณฑ  

 ออกแบบ ทําการติดฉลากผลิตภัณฑไวน  

 11) การเก็บไวน 

  เก็บรักษาไวนท่ีอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส เพ่ือปองกันไมใหเกิดการเปลี่ยนแปลง สี 

กลิ่น และรสชาติ 
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 3.5.2 การตรวจสอบลักษณะปรากฏของไวน 

  ตรวจสอบลักษณะปรากฏของไวน โดยการสังเกตดวยสายตาของผูทําวิจัยและวัดคาสีดวย

เครื่องวัดสี (chroma meter) ระบบ C.I.E. L*, a*, b*, C*และ h (สุนันทา และคณะ, 2551: 4) 

 3.5.3 การประเมินคุณภาพดานประสาทสัมผัสของไวนพืชวงศแตง    

 ทําการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสดานสี กลิ่น รส ความใส และความชอบรวม

ของไวนพืชวงศแตงท่ีผลิตได โดยใชผูทดสอบไมนอยกวา 50 คน ใหคะแนนแบบ 5 Point Hedonic 

Scale มีการใหคะแนนต่ําสุด คือ 1 คะแนนและคะแนนสูงสุด คือ 5 คะแนน ซ่ึงมีการใหคะแนนดังนี้ 

คือ 1 คะแนน หมายถึง ไมชอบมาก 2 คะแนน หมายถึง ไมชอบเล็กนอย 3 คะแนน หมายถึง เฉยๆ  

4 คะแนน หมายถึง ชอบ และ 5 คะแนน หมายถึง ชอบมาก  

 3.5.4 ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

         ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH (2,2 Diphynyl-1-picryl hydrazyl) assay 

(ดัดแปลงวิธีการของ ประนอม สุขเก้ือ, 2556 : 20) 

 3.5.5 การวิเคราะหผลทางสถิติ   

 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD) ศึกษา 2 ปจจัยท่ีมีตอการผลิตไวน คือ 

ปจจัยท่ี 1 พืชวงศแตง 3 ชนิด ปจจัยท่ี 2 วิธีการฆาเชื้อกอนการหมัก 2 วิธี และทําการทดลองจํานวน 

3 ซํ้า วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการทดลอง เปรียบเทียบผลทางการประเมินทางดาน

ประสาทสัมผัส โดยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 

95 โดยใชโปรแกรม SPSS (Trial Version) ในการวิเคราะหขอมูล 

 

 

 

 

 

 


