
 
 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1  วัตถุดิบ 

 3.1.1 เปลือกทุเรียนพันธุหมอนทอง จากรานขายทุเรียนแปรรูป ต. เนินสูง อ. ทาใหม จ.จันทบุรี 

      3.1.2 กระเจี๊ยบแดงตากแหง จากตลาดสดน้ําพุ อ. เมือง จ. จันทบุรี 

3.2  จุลินทรีย 

 Saccharomyces cerevisiae BCC 6127 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

ประเทศไทย  

 

3.3  วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

 3.3.1 หลอดทดลอง (Test tube) 

 3.3.2 ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 

 3.3.3 ปเปตต (Pipette) 

3.3.4 กระบอกตวง (Cylinder) 

3.3.5 หวงถายเชื้อ (Loop) 

3.3.6 ตะเกียงแอลกอฮอล (Alcohol burner) 

3.3.7 บีกเกอร (Beaker) 

3.3.8 หมอสแตนเลส 

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 ฟนอลฟทาลีน (Phenolphthalein) 

3.3.16 สารละลายเบนโทไนต (Bentonite) 

3.3.17 โพแทสเซียสเมตาไบซัลไฟต (Potassium metabisulfite; KMS) 

3.3.18 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer) 

3.3.19 หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 

3.3.20 เครื่องวัดความหวานน้ําตาล (Refractometer) 
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3.3.21 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 

3.3.22 เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (Ebulliometer) 

3.3.23 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Shaker incubator) 

3.3.24 ตูอบลมรอน (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) 

         นําสวนในของเปลือกทุเรียนมาหั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ ประมาณ 1-2 เซนติเมตร ชั่งน้ําหนักสด 

ลางดวยน้ําสะอาดเพ่ือเอาสิ่งสกปรกออก แลวทําใหแหงโดยการนําไปอบในเครื่องอบลมรอน (Hot air oven)       

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ชั่งน้ําหนักทุกวันจนกวาน้ําหนักจะคงท่ี หลังจากนั้นนําตัวอยาง  ท่ีไดมา

บดดวยเครื่องปน (blender) รอนผานตะแกรงรอนแปง บรรจุใสถุงพลาสติกแบบซิปล็อคและเก็บไว

ในกลองท่ีมีซิลิกาเจล เพ่ือนําไปใชในข้ันตอนตอไป 

 3.5.2 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเปลือกทุเรียนอบแหง 

      นําตัวอยางท่ีไดจากขอ 12.1 ไปวิเคราะหปริมาณความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา ไฟเบอร 

และคารโบไฮเดรตโดยรวม ตามวิธีของ AOAC (2012)  

 3.5.3 การสกัดโพลีแซคคาไรดจากเปลือกทุเรียนตามวิธีการของ Pongsamart และ Panmaung 

(1998) 

 นําเปลือกทุเรียน 1 กิโลกรัมมาผสมกับน้ํา 5 ลิตร ปรับพีเอชดวยกรดซิตริกใหไดพีเอช 4.5 

นํามาตมเปนเวลา 20 นาที กรอง (filter) แลวเติมกีเซลกัวร (Kieselguhr) ปริมาณ 25 กรัม หลังจาก

นั้นกรองโดยใชระบบสูญญากาศ (vacuum filter) อีกครั้งจนกวาจะใส ทําใหเขมขนดวยเครื่องกลั่นระเหย

แบบหมุน (Rotary Evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เติมเอทานอลเขมขน 75 เปอรเซ็นตลง

ไปผสมอยางชา ๆ รอจนตกตะกอน นํามากรองผานตะแกรงรอนแปง ลางดวยเอทานอลเขมขน 75 เปอรเซ็นต   
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อีก 2 ครั้ง แลวตามดวยเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต นํามาอบในเครื่องอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ    

60 องศาเซลเซียส และนํามารอนผานตะแกรงอีกครั้ง จะไดผงโพลีแซคคาไรด เพ่ือนําไปใชเปนวัสดุพยุงใน

การตรึงเซลลตอไป  

        3.5.4 การผลิตเซลลตรึงโดยใชโพลีแซคคาไรดจากเปลือกทุเรียนเปนวัสดุตรึง 

                                 3.5.4.1 การเตรียมกลาเชื้อ ดัดแปลงจากวิธีของเวสารัช สุนทรชัยบูรณ และรัช

พล พะวงศรัตน (2556) 

                            ถายเชื้อยีสต S. cerevisiae BCC 6127 ท่ีเพาะเลี้ยงไปเปนเวลา 3 วัน จํานวน  

1 ลูปลงในอาหารเหลว YM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร     

ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 120 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 

ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.1      

(1-5x106 เซลลตอมิลลิลิตร) 

                   3.5.4.2  การผลิตเซลลตรึงโดยใชโพลีแซคคาไรดจากเปลือกทุเรียน ดัดแปลงจากวิธีการ

ของ ศศิธร คงเรือง และเบญจมาภรณ วงศอนุ (2550); อารี ฤทธิบูรณ และคณะ (2550) 

                             1) นําโพลีแซคคาไรดความเขมขนตางๆ ผสมกับโซเดียมอัลจิเนตในอัตราสวน

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

กรดซิตริกเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 33.3 มิลลิลิตร ใชเวลา 3 ชั่วโมง ท้ิงไว 1 - 2 วัน จะไดสารละลาย

หนืดใส ฆาเชื้อดวยเครื่องหมอนึ่งความดันไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 5 ปอนดตอตารางนิ้ว 

เปนเวลา 10 นาที 

                              2)  ดูดสารละลายจากขอ 1) ดวยกระบอกฉีดยาท่ีปลอดเชื้อ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ลงในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปลอดเชื้อ ปเปตตหัวเชื้อยีสตปริมาตร 5 มิลลิลิตรตามลงไปแลวคนใหเขากัน 

                      3)  ดูดสารผสมของยีสตกับโพลีแซคคาไรดดวยกระบอกฉีดยาปลอดเชื้อ ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร    คอย ๆ หยดลงในขวดรูปชมพูท่ีปลอดเชื้อท่ีบรรจุสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 โม

ลาร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ทีละหยด จํานวน 1 ขวด ทําสามซํ้า ไดเซลลยีสตตรึงรูปในสารละลายแคลเซียม

คลอไรด 3 ขวด ปดฝา ท้ิงไวประมาณ 1 ชั่วโมง ในตูถายเชื้อ 

                           4) กรองยีสตตรึงรูปท่ีอยูในรูปเม็ดเจลดวยผาขาวบางปลอดเชื้อ เทสวนสารละลาย

แคลเซียมคลอไรดท้ิง ใหเหลือแตยีสตตรึงรูปไวในขวดเดิม นําเซลลตรึงท่ีไดสวนหนึ่งไปผลิตไวน อีก

สวนหนึ่งนํามานับจํานวนโคโลนีโดยวิธี Total plate count (TPC) คือนําตัวอยางเม็ดเจลมาลางดวย

น้ําเกลือความเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตรแลวแยกน้ําเกลือออกใหเหลือแตเม็ดเจล 
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เติมโซเดียมซิเตรต (NaCH3COO) ความเขมขน 0.10 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเขยาดวยเครื่องผสม 

(vortex) เปนเวลา 3 นาที โครงสรางของโพลีแซคคาไรดจะถูกทําลายเปนของเหลว นําตัวอยางท่ีละลายมา 

0.10 มิลลิลิตร ใสลงในจานเพาะเชื้อท่ีปลอดเชื้อทําการ pour plate โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ YM บมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามานับจํานวนโคโลนี 

        3.5.5 การผลิตไวนกระเจี๊ยบดัดแปลงวิธีการจาก Arubi และ Offonry (2009); ปยะรัชช กุล

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

                 3.5.5.1 การเลี้ยงเชื้อ 

                               ทําการเข่ียเชื้อ (Streak) S. cerevisiae BCC 6127 ในอาหารแข็งเอียง YM บมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 

                 3.5.5.2 การเตรียมกลาเชื้อ (Starter) 

           ทําการเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยนํากระเจี๊ยบ 10 กรัม เติมน้ํา 250 

มิลลิลิตร ตมใหเดือดนาน 10 นาทีกรองดวยผาขาวบางสะอาด นําน้ํากระเจี๊ยบ 250 มิลลิลิตร ใสลงไป

ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร และเติมน้ําตาลซูโครสลงไปใหไดปริมาณ Total Soluble Solid (TSS) 

เทากับ 20 องศาบริกซ ปรับพีเอชใหได 4.50 ดวยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ความเขมขน 50 

เปอรเซ็นต ปดจุกสําลีแลวนําไปทําใหปลอดเชื้อในหมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) อุณหภูมิ 110 

องศาเซลเซียส ความดัน 5 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที ท้ิงไวใหเย็น เติมเชื้อ S. cerevisiae 

BCC 6127 ปริมาณ  2 ลูป นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที เปน

เวลา 24 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ี 720 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.1 (1-5 x 106 

เซลลตอมิลลิลิตร) 

 3.6 การเตรียมน้ํากระเจี๊ยบ 

        นํากระเจี๊ยบมาคัดแยก ลางน้ําเพ่ือขจัดสิ่งสกปรก ตมกระเจี๊ยบ 240 กรัม ในน้ํา 6 ลิตร ตม

ใหเดือดเปนเวลา 10 นาที กรองดวยผาขาวบางสะอาด ปรับปริมาตรใหไดประมาณ 3 ลิตรเติมน้ําตาลซูโครสให

ได TSS เทากับ 20 องศาบริกซ จากนั้นเติมแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (KH2PO4) และแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เทากับ 0.01, 0.1 และ 0.5 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ ปรับคาพีเอชเทากับ 4.5 โดยใชแอมโมเนียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมอลและเติม

โพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟตลงไปปริมาณ 100 พีพีเอ็มท้ิงไว 1 คืน 

  3.7 กระบวนการหมัก 

                  ในการเติมกลาเชื้อจะทํา 2 วิธี คือ เติมกลาเชื้ออิสระ โดยนํากลาเชื้อท่ีเตรียมไว 5 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) และอีกวิธีหนึ่ง คือ เติมกลาเชื้อเซลลตรึงท่ีมีจํานวนเซลลเทากับ
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เซลลอิสระในวิธีท่ี1 ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) หลังจากนั้นใสลงในน้ํากระเจี๊ยบ

ปริมาตร 3 ลิตร ท่ีบรรจุขวดน้ําด่ืมขนาด 5 ลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลวปดฝาขวดดวยจุกสําลี บมท่ี

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 - 14 วัน ใหมีแอลกอฮอลอยูในชวง 6 - 14 ดีกรี เก็บ

ตัวอยางทุก 2 วันเพ่ือนํามาวิเคราะหคาตาง ๆ คือ 

             1)  วัดปริมาณแอลกอฮอล โดยใชเครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (ebulliometer) 

             2)  วัดคาพีเอชดวยเครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter)  

 3)  วัดปริมาณของแข็งท้ังหมดท่ีละลายได (Total Soluble Solid, TSS) ดวยเครื่อง

รีแฟรกโตมิเตอร (refractometer)  

        3.8 การทําใหไวนใส 

   นําไวนท่ีหมักไดมากรองดวยผาขาวบาง ถายใสขวดน้ําดื่ม ขนาด 5 ลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว

ทําใหไวนใสโดยการตกตะกอนดวยสารละลายเบนโทไนต (bentonite) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร  

4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในกรณีเติมกลาเชื้อเซลลตรึง ไมตองเติมสารละลายเบนโทไนท 

(bentonite) 

3.9 การบมไวน จะทําการบมท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 เดือน 

 3.10 การบรรจุ จะบรรจุไวนลงในขวดท่ีผานการฆาเชื้อแลว และปดฝา 

 3.11 การพาสเจอรไรซไวน นําไวนไปพาสเจอรไรซท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 

           3.12 การนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม 

                  ทําการกรองเม็ดเจลในการหมักครั้งท่ี 1 แลวถายสูการหมักซํ้าครั้งตอ ๆ ไป จนกวา

เซลลตรึงจะหมดประสิทธิภาพ โดยกอนการหมักครั้งใหม จะตองลางดวยน้ําเกลือความเขมขน 0.85 

เปอรเซ็นต 2  ครั้ง เพ่ือกําจัดเซลลท่ีรั่วไหลออกจากเม็ดเจล  การหมักจะเติมกลาเชื้อเซลลตรึงท่ีท่ีลาง

ดวยน้ําเกลือแลวลงในน้ํากระเจี๊ยบปริมาตร 3 ลิตร ท่ีบรรจุขวดน้ําดื่มขนาด 5 ลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อ

แลวปดฝาขวดดวยจุกสําลี บมท่ีอุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 - 14 วัน ใหมี

แอลกอฮอลอยูในชวง 6 - 14 ดีกรี โดยจะเก็บตัวอยางทุก 2 วัน เพ่ือนํามาวิเคราะหคาตาง ๆ ดังขอท่ี 

12.5.4 หลังจากนั้นจะปฏิบัติการวิธีการขอ 12.6-12.10 ตอไป และจะนําเซลลตรึงมาหมักซํ้าตาม

ข้ันตอนแบบเดิมจนกระท่ังเซลลตรึงหมดประสิทธิภาพในการหมักไวน 
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 3.13 ตรวจสอบลักษณะปรากฏของไวนท่ีผลิตไดสุดทายโดยการตรวจลักษณะปรากฏ ไดแก 

สี ความใส ความขุน โดยใชสายตา และวัดคาสีตามระบบ CIE (L*, a*, b*) วัดคาความสวาง (L* -

value) คาเปนสีเขียว-แดง (a*-value) คาเปนน้ําเงิน-เหลือง  (b*-value) และคาความแตกตางสี

โดยรวม (E) เปรียบเทียบกับตัวอยางควบคุมดวยเครื่องวัดสี (รุน WAV-006, FRU, China) 

3.14 นําไวนท่ีผลิตไดไปทดสอบคุณสมบัติทางประสาทสัมผัส โดยวิธี 5-point Hedonic 

Scale โดยใชผูทดสอบท่ัวไปจํานวนไมนอยกวา 50 คน 

 

 

 

 

 


