
 
 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1  วัตถุดิบ 

 3.1.1 เปลือกทุเรียนพันธุหมอนทอง จากรานขายทุเรียนแปรรูป ต. เนินสูง อ. ทาใหม จ.จันทบุรี 

      3.1.2 กระเจี๊ยบแดงตากแหง จากตลาดสดน้ําพุ อ. เมือง จ. จันทบุรี 

3.2  จุลินทรีย 

 Saccharomyces cerevisiae BCC 6127 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

ประเทศไทย  

 

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) 

3.3.20 เครื่องวัดความหวานน้ําตาล (Refractometer) 
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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 

 3.4.1 อาหารแข็ง YM (Yeast extract Malt extract Agar) 

      3.4.2 อาหารแข็งเอียง YM (Yeast extract Malt extract AgarSlant) 

      3.4.3 อาหารแข็ง NA (Nutrient agar) 

      3.4.4 อาหารเหลว YP (Yeast Peptone) 

      3.4.5 อาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) 

 

3.5 วิธีการดําเนินงาน 

   3.5.1 วิธีการเตรียมวัตถุดิบดัดแปลงจากวิธีการของ Unhasirikul และคณะ (2013) 

         นําสวนในของเปลือกทุเรียนมาหั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ ประมาณ 1-2 เซนติเมตร ชั่งน้ําหนักสด 

ลางดวยน้ําสะอาดเพ่ือเอาสิ่งสกปรกออก แลวทําใหแหงโดยการนําไปอบในเครื่องอบลมรอน (Hot air oven)       

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ชั่งน้ําหนักทุกวันจนกวาน้ําหนักจะคงท่ี หลังจากนั้นนําตัวอยาง  ท่ีไดมา

บดดวยเครื่องปน (blender) รอนผานตะแกรงรอนแปง บรรจุใสถุงพลาสติกแบบซิปล็อคและเก็บไว

ในกลองท่ีมีซิลิกาเจล เพ่ือนําไปใชในข้ันตอนตอไป 

 3.5.2 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเปลือกทุเรียนอบแหง 

      นําตัวอยางท่ีไดจากขอ 12.1 ไปวิเคราะหปริมาณความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา ไฟเบอร 

และคารโบไฮเดรตโดยรวม ตามวิธีของ AOAC (2012)  

 3.5.3 การสกัดโพลีแซคคาไรดจากเปลือกทุเรียนตามวิธีการของ Pongsamart และ Panmaung 

(1998) 

 นําเปลือกทุเรียน 1 กิโลกรัมมาผสมกับน้ํา 5 ลิตร ปรับพีเอชดวยกรดซิตริกใหไดพีเอช 4.5 

นํามาตมเปนเวลา 20 นาที กรอง (filter) แลวเติมกีเซลกัวร (Kieselguhr) ปริมาณ 25 กรัม หลังจาก

นั้นกรองโดยใชระบบสูญญากาศ (vacuum filter) อีกครั้งจนกวาจะใส ทําใหเขมขนดวยเครื่องกลั่นระเหย

แบบหมุน (Rotary Evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เติมเอทานอลเขมขน 75 เปอรเซ็นตลง

ไปผสมอยางชา ๆ รอจนตกตะกอน นํามากรองผานตะแกรงรอนแปง ลางดวยเอทานอลเขมขน 75 เปอรเซ็นต   
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อีก 2 ครั้ง แลวตามดวยเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต นํามาอบในเครื่องอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ    

60 องศาเซลเซียส และนํามารอนผานตะแกรงอีกครั้ง จะไดผงโพลีแซคคาไรด เพ่ือนําไปใชเปนวัสดุพยุงใน

การตรึงเซลลตอไป  

        3.5.4 การผลิตเซลลตรึงโดยใชโพลีแซคคาไรดจากเปลือกทุเรียนเปนวัสดุตรึง 

                                 3.5.4.1 การเตรียมกลาเชื้อ ดัดแปลงจากวิธีของเวสารัช สุนทรชัยบูรณ และรัช

พล พะวงศรัตน (2556) 

                            ถายเชื้อยีสต S. cerevisiae BCC 6127 ท่ีเพาะเลี้ยงไปเปนเวลา 3 วัน จํานวน  

1 ลูปลงในอาหารเหลว YM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร     

ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 120 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 

ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.1      

(1-5x106 เซลลตอมิลลิลิตร) 

                   3.5.4.2  การผลิตเซลลตรึงโดยใชโพลีแซคคาไรดจากเปลือกทุเรียน ดัดแปลงจากวิธีการ

ของ ศศิธร คงเรือง และเบญจมาภรณ วงศอนุ (2550); อารี ฤทธิบูรณ และคณะ (2550) 

                             1) นําโพลีแซคคาไรดความเขมขนตางๆ ผสมกับโซเดียมอัลจิเนตในอัตราสวน

ดังนี้ 100 : 0, 90 : 10,  80 : 20,  70 : 30,  60 : 40, 50 : 50 และ 40 : 60 โดยใชสารผสม 1 กรัมละลายใน

กรดซิตริกเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 33.3 มิลลิลิตร ใชเวลา 3 ชั่วโมง ท้ิงไว 1 - 2 วัน จะไดสารละลาย

หนืดใส ฆาเชื้อดวยเครื่องหมอนึ่งความดันไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 5 ปอนดตอตารางนิ้ว 

เปนเวลา 10 นาที 

                              2)  ดูดสารละลายจากขอ 1) ดวยกระบอกฉีดยาท่ีปลอดเชื้อ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ลงในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปลอดเชื้อ ปเปตตหัวเชื้อยีสตปริมาตร 5 มิลลิลิตรตามลงไปแลวคนใหเขากัน 

                      3)  ดูดสารผสมของยีสตกับโพลีแซคคาไรดดวยกระบอกฉีดยาปลอดเชื้อ ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร    คอย ๆ หยดลงในขวดรูปชมพูท่ีปลอดเชื้อท่ีบรรจุสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 โม

ลาร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ทีละหยด จํานวน 1 ขวด ทําสามซํ้า ไดเซลลยีสตตรึงรูปในสารละลายแคลเซียม

คลอไรด 3 ขวด ปดฝา ท้ิงไวประมาณ 1 ชั่วโมง ในตูถายเชื้อ 

                           4) กรองยีสตตรึงรูปท่ีอยูในรูปเม็ดเจลดวยผาขาวบางปลอดเชื้อ เทสวนสารละลาย

แคลเซียมคลอไรดท้ิง ใหเหลือแตยีสตตรึงรูปไวในขวดเดิม นําเซลลตรึงท่ีไดสวนหนึ่งไปผลิตไวน อีก

สวนหนึ่งนํามานับจํานวนโคโลนีโดยวิธี Total plate count (TPC) คือนําตัวอยางเม็ดเจลมาลางดวย

น้ําเกลือความเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตรแลวแยกน้ําเกลือออกใหเหลือแตเม็ดเจล 
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เติมโซเดียมซิเตรต (NaCH3COO) ความเขมขน 0.10 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเขยาดวยเครื่องผสม 

(vortex) เปนเวลา 3 นาที โครงสรางของโพลีแซคคาไรดจะถูกทําลายเปนของเหลว นําตัวอยางท่ีละลายมา 

0.10 มิลลิลิตร ใสลงในจานเพาะเชื้อท่ีปลอดเชื้อทําการ pour plate โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ YM บมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามานับจํานวนโคโลนี 

        3.5.5 การผลิตไวนกระเจี๊ยบดัดแปลงวิธีการจาก Arubi และ Offonry (2009); ปยะรัชช กุล

เมธี (2552); กรมโรงงานอุตสาหกรรม (2555); Trivedi และคณะ(2012) 

                 3.5.5.1 การเลี้ยงเชื้อ 

                               ทําการเข่ียเชื้อ (Streak) S. cerevisiae BCC 6127 ในอาหารแข็งเอียง YM บมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 

                 3.5.5.2 การเตรียมกลาเชื้อ (Starter) 

           ทําการเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยนํากระเจี๊ยบ 10 กรัม เติมน้ํา 250 

มิลลิลิตร ตมใหเดือดนาน 10 นาทีกรองดวยผาขาวบางสะอาด นําน้ํากระเจี๊ยบ 250 มิลลิลิตร ใสลงไป

ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร และเติมน้ําตาลซูโครสลงไปใหไดปริมาณ Total Soluble Solid (TSS) 

เทากับ 20 องศาบริกซ ปรับพีเอชใหได 4.50 ดวยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ความเขมขน 50 

เปอรเซ็นต ปดจุกสําลีแลวนําไปทําใหปลอดเชื้อในหมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) อุณหภูมิ 110 

องศาเซลเซียส ความดัน 5 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที ท้ิงไวใหเย็น เติมเชื้อ S. cerevisiae 

BCC 6127 ปริมาณ  2 ลูป นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที เปน

เวลา 24 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ี 720 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.1 (1-5 x 106 

เซลลตอมิลลิลิตร) 

 3.6 การเตรียมน้ํากระเจี๊ยบ 

        นํากระเจี๊ยบมาคัดแยก ลางน้ําเพ่ือขจัดสิ่งสกปรก ตมกระเจี๊ยบ 240 กรัม ในน้ํา 6 ลิตร ตม

ใหเดือดเปนเวลา 10 นาที กรองดวยผาขาวบางสะอาด ปรับปริมาตรใหไดประมาณ 3 ลิตรเติมน้ําตาลซูโครสให

ได TSS เทากับ 20 องศาบริกซ จากนั้นเติมแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (KH2PO4) และแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เทากับ 0.01, 0.1 และ 0.5 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ ปรับคาพีเอชเทากับ 4.5 โดยใชแอมโมเนียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมอลและเติม

โพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟตลงไปปริมาณ 100 พีพีเอ็มท้ิงไว 1 คืน 

  3.7 กระบวนการหมัก 

                  ในการเติมกลาเชื้อจะทํา 2 วิธี คือ เติมกลาเชื้ออิสระ โดยนํากลาเชื้อท่ีเตรียมไว 5 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) และอีกวิธีหนึ่ง คือ เติมกลาเชื้อเซลลตรึงท่ีมีจํานวนเซลลเทากับ
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เซลลอิสระในวิธีท่ี1 ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) หลังจากนั้นใสลงในน้ํากระเจี๊ยบ

ปริมาตร 3 ลิตร ท่ีบรรจุขวดน้ําด่ืมขนาด 5 ลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลวปดฝาขวดดวยจุกสําลี บมท่ี

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 - 14 วัน ใหมีแอลกอฮอลอยูในชวง 6 - 14 ดีกรี เก็บ

ตัวอยางทุก 2 วันเพ่ือนํามาวิเคราะหคาตาง ๆ คือ 

             1)  วัดปริมาณแอลกอฮอล โดยใชเครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (ebulliometer) 

             2)  วัดคาพีเอชดวยเครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter)  

 3)  วัดปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายได (Total Soluble Solid, TSS) ดวยเครื่อง

รีแฟรกโตมิเตอร (refractometer)  

        3.8 การทําใหไวนใส 

   นําไวนท่ีหมักไดมากรองดวยผาขาวบาง ถายใสขวดน้ําดื่ม ขนาด 5 ลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว

ทําใหไวนใสโดยการตกตะกอนดวยสารละลายเบนโทไนต (bentonite) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร  

4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในกรณีเติมกลาเชื้อเซลลตรึง ไมตองเติมสารละลายเบนโทไนท 

(bentonite) 

3.9 การบมไวน จะทําการบมท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 เดือน 

 3.10 การบรรจุ จะบรรจุไวนลงในขวดท่ีผานการฆาเชื้อแลว และปดฝา 

 3.11 การพาสเจอรไรซไวน นําไวนไปพาสเจอรไรซท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 

           3.12 การนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม 

                  ทําการกรองเม็ดเจลในการหมักครั้งท่ี 1 แลวถายสูการหมักซํ้าครั้งตอ ๆ ไป จนกวา

เซลลตรึงจะหมดประสิทธิภาพ โดยกอนการหมักครั้งใหม จะตองลางดวยน้ําเกลือความเขมขน 0.85 

เปอรเซ็นต 2  ครั้ง เพ่ือกําจัดเซลลท่ีรั่วไหลออกจากเม็ดเจล  การหมักจะเติมกลาเชื้อเซลลตรึงท่ีท่ีลาง

ดวยน้ําเกลือแลวลงในน้ํากระเจี๊ยบปริมาตร 3 ลิตร ท่ีบรรจุขวดน้ําดื่มขนาด 5 ลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อ

แลวปดฝาขวดดวยจุกสําลี บมท่ีอุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 - 14 วัน ใหมี

แอลกอฮอลอยูในชวง 6 - 14 ดีกรี โดยจะเก็บตัวอยางทุก 2 วัน เพ่ือนํามาวิเคราะหคาตาง ๆ ดังขอท่ี 

12.5.4 หลังจากนั้นจะปฏิบัติการวิธีการขอ 12.6-12.10 ตอไป และจะนําเซลลตรึงมาหมักซํ้าตาม

ข้ันตอนแบบเดิมจนกระท่ังเซลลตรึงหมดประสิทธิภาพในการหมักไวน 
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 3.13 ตรวจสอบลักษณะปรากฏของไวนท่ีผลิตไดสุดทายโดยการตรวจลักษณะปรากฏ ไดแก 

สี ความใส ความขุน โดยใชสายตา และวัดคาสีตามระบบ CIE (L*, a*, b*) วัดคาความสวาง (L* -

value) คาเปนสีเขียว-แดง (a*-value) คาเปนน้ําเงิน-เหลือง  (b*-value) และคาความแตกตางสี

โดยรวม (E) เปรียบเทียบกับตัวอยางควบคุมดวยเครื่องวัดสี (รุน WAV-006, FRU, China) 

3.14 นําไวนท่ีผลิตไดไปทดสอบคุณสมบัติทางประสาทสัมผัส โดยวิธี 5-point Hedonic 

Scale โดยใชผูทดสอบท่ัวไปจํานวนไมนอยกวา 50 คน 

 

 

 

 

 


