
บทท่ี 3
อุปกรณ สารเคมีและวิธีการทดลอง

วัตถุดิบ อุปกรณและสารเคมี
3.1  วัตถุดิบ

- ดอกกระเจี๊ยบแดงแหง
- สับปะรด
- น้ําตาลทรายขาว

3.2  เชื้อจุลินทรีย
-   เชื้อยีสต (active dry yeast) :   Saccharomyces cerevisiae   var.   bayanus

3.3 อุปกรณ
3.3.1 อุปกรณท่ีใชในการทําไวนสับปะรดและไวนกระเจ๊ียบแดง

- ถังพลาสติก (PE) แบบเคลือบดานใน สําหรับใชหมักไวน ขนาด 500 ลิตร
- ถังพลาสติก (PE) ขาวขุน ขนาด 20 ลิตร สําหรับบมไวน
- หองเย็นที่ควบคุมอุณหภูมิระหวางการบมไวน (อุณหภูมิ10-12 องศาเซลเซียส)
- เครื่องปนผลไม ขนาดจุ 12 ลิตร
- ระบบปมดูดเพื่อถายสวนใสของไวน

3.3.2 อุปกรณท่ีใชในการวิเคราะหคุณภาพ
3.3.2.1 อุปกรณท่ีใชวิเคราะหคุณภาพทางเคมี

-เครื่องวิเคราะหหาแอลกอฮอล (Ebulliometer)
-เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได(Hand Refractometer, 

ATAGO)
- pH meter (Hanna, Model Hi 9321, Potugal)
- ชุดกลั่นวิเคราะห SO2

- ชุดกลั่นวิเคราะห volatile acid
- ชุดไตเตรทหาปริมาณกรด
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3.3.2.2 อุปกรณท่ีใชวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ
- เครื่องวัดสี (Hunter Lab, Color Quest II ,USA
- เครื่องมือวัดความขุน (HACH : Model 2100 A Germany)
- เครื่อง UV / Visible recording spectrophotometer, JASCO V-530,

Japan.
3.3.2.3 อุปกรณวิเคราะหทางจุลินทรีย

- จานเพาะเชื้อ (petri dish)
- เครื่องฆาเชื้อ (autoclave; Hirayama Model HA-300MIV, Japan)
- ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Gallem-kamp, England)

3.3.2.4 อุปกรณการกรองไวนดวยเยื่อแผนสังเคราะห
- ชุดกรองไวน (Sartorius: Model  Sartocon Slice Cassettes, Germany)

3.4 สารเคมี
- กรดซัลฟูริค (Sulfuric acid ; H2SO4,  Merck,  Germany)
- กรดไฮโดรคลอริค (Hydrochloric acid ; HCl, Merck,  Germany)
- คอปเปอรซัลเฟต (Copper sulfate ; CuSO4.5H2O,  Germany)
- Peptone (Bacto® Peptone, Difco Laboratory,  USA)
- Plate Count Agar (Bacto® Plate Count Agar, Difco Laboratory,  USA)
- Potato Dextrose Agar (Bacto® Plate Count Agar., Difco Laboratory,
  USA)
- Methyl red indicator
- Ethyl alcohol
- Phenolphthalein indicator
- Potassium hydrogen phathalate  (Merck,  Germany)
- Sodium potassium tartrate  (Merck,  Germany)
- Sodium thiosulphate  (Na2S2O3. 5H2O,  Merck,  Germany)
- Potassium metabisulphite (KMS)
- Citric acid
- Trataric acid
- Diammonium phosphate
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- Bentonite
- Polyvinyl-Polypyrrolidone (PVPP)
- Pectinase enzyme

3.5  ประมวลผลขอมูล    ดวย โปรแกรมประมวลผลขอมูลสําเร็จรูป SPSS V. 10.0

3.6 วิธีการดําเนินงานวิจัย  ประกอบดวย 3 ขั้นตอน คือ
3.6.1  การศึกษาหาปริมาณเอ็นไซมเพคติเนสที่เหมาะสม ในการวิจัยนี้ใชผลไม 2 ชนิด

เปนวัตถุดิบในการทําไวนผลไม คือ สับปะรด และกระเจี๊ยบแดงแหง  ซ่ึงมีขั้นตอนดําเนินการดังนี้
1. การเตรียมน้ําหมัก   ในไวนกระเจี๊ยบแดง  ใชกระเจี๊ยบแดงแหง  30 กรัมตอน้ํา 1 

ลิตรตมใหเดือดเพื่อสกัดสีแลวปลอยใหเย็น  สวนในไวนสับปะรด ใชสับปะรดปอกเปลือก          
สับละเอียดและคั้นน้ํา  ผสมน้ําสับปะรดกับน้ําในอัตราสวน 1 ตอ 3  แยกเตรียมตามชนิดผลไม       
มีการปรับปริมาณกรดของน้ําผลไมทั้งสองชนิดโดยการเติมน้ําสําหรับน้ํากระเจี๊ยบ และเติมกรด     
ซิตริคสําหรับน้ําสับปะรดใหมีปริมาณกรดรอยละ 0.5  คิดเปนกรดซิตริก  หลังจากนั้นเติมน้ําตาล
เพื่อปรับใหมีปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดเปน 20 องศาบริกซ   แบงน้ําผลไมสวนหนึ่งไปทํา
หัวเชื้อตามขั้นตอนที่ 2   หลังจากนั้นเติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 0.2 กรัมตอลิตร เพื่อเปนอาหาร
เสริมใหยีสต และโปตัสเซียมเมตาไบซัลไฟต (K2S2O5) 150  พีพีเอ็ม เพื่อฆาเชื้อจุลินทรียอ่ืนๆ ที่ปน
เปอนมาบรรจุน้ําผลไมลงในขวดพลาสติกใส (PET) ขวดละ 5 ลิตร

2. การเตรียมหัวเชื้อ  แบงน้ําผลไมที่เตรียมไดทําหัวเชื้อ (starter) โดยการฆาเชื้อน้ําผล
ไมที่ 100 องศาเซลเซียส  นาน 30 นาที  ปลอยใหเย็นลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 35 องศาเซลเซียส   
เติมยีสตผง (active  dried yeast) สายพันธุ Saccharomyces cerevisiae var. bayanus   ปริมาณ 0.003 
กรัมตอน้ําผลไม 500 มิลลิลิตร (ละลายยีสตในน้ําอุนอุณหภูมิ 35 - 40 องศาเซลเซียส จํานวน 100 
มิลลิลิตร และตั้งทิ้งไว 20-30 นาทีกอนเติม)  ตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง หรือจนเชื้อยีสตมีการเจริญเต็มที่
โดยดูจากการมีฟองแกสมากพอควร

3. การเติมเอ็นไซมเพคติเนส   เติมเอ็นไซมเพคติเนสลงในน้ําผลไมที่บรรจุขวดใน
ปริมาณแตกตางกัน 3 ระดับ คือ รอยละ 0.001,  0.002 และ 0.003 (โดยน้ําหนัก)  เปรียบเทียบกับการ
ไมใช ปดขวดดวยจุกสําลีตั้งทิ้งไว 12 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิหอง

4. การหมักไวน   เติมหัวเชื้อปริมาณรอยละ 10  ของน้ําผลไม ลงในน้ําผลไมที่เติม  
เอ็นไซมเพคติเนสครบ 12 ช่ัวโมง แลว     ทําการหมักที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสนาน 1-2 สัปดาห  
เมื่อครบเวลาแยกกากออกแลวหมักตอจนการหมักสิ้นสุด   
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5. ถายแยกสวนใส   บมไวนไว  1 สัปดาห   ถายแยกสวนใสอีกครั้งหนึ่ง  นําไวนมาวัด
คาความขุน  สี (L*, a*, b*)  และคา light transmission   เลือกไวนแตละชนิดที่ใหคาความขุนนอย  
ที่สุดมาทดลองหาชนิดและปริมาณสารชวยตกตะกอนที่เหมาะสมตอไป

3.6.2 การศึกษาชนิดและปริมาณสารชวยตกตะกอนที่เหมาะสมในการตกตะกอนไวน
กระเจ๊ียบแดงและไวนสับปะรด

นําไวนที่ใหคาความขุนนอยที่สุดจากการทดลองในขอ 3.6.1 มาทดลองหาชนิดและ
ปริมาณสาร ชวยตกตะกอนที่เหมาะสมดังนี้

1. หาความเปนไปไดของสารชวยตกตะกอน 2 ชนิด คือ เบนโทไนท และ 
Polyvinyl-polypyrrolidone (PVPP) โดยใชสารทั้งสองชนิดที่ระดับ 0.05, 0.10 และ 0.15 กรัมตอ 
100 มิลลิลิตรในไวนแตละชนิด ผสมใหเขากันแลวทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน  2 วัน    
เมื่อครบเวลานําสวนใสของไวนมาตรวจวัดคาความขุน เปรียบเทียบกัน เพื่อหาชนิดและระดับของ
สารชวยตกตะกอนที่เหมาะสม

2. เลือกใชสารชวยตกตะกอนที่เหมาะสม สําหรับไวนแตละชนิดนํามาศึกษา
ปริมาณที่เหมาะสม โดยใชปริมาณสาร 3 ระดับ ทําการตกตะกอนตามขอ 1 จากนั้นนําไวนที่ไดมา
วัดคาความขุน  คา light transmission  และ (L*, a*, b*)   วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ
(Completely Randomized Design, CRD) ทําการทดลอง 3 ซํ้า  วิเคราะหความแปรปรวนถาพบวามี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 ทําการทดสอบความแตกตาง
ระหวางคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS  
V. 10.0

3.6.3  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการกรองดวยเคร่ืองกรองแบบเยื่อแผนสังเคราะห         
มีขั้นตอนดังนี้

1. ทําการหมักไวนตามวิธีการในขอ 3.2.1 โดยใชปริมาณเอ็นไซมและสารชวยตก
ตะกอนที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 3.2.1 และ 3.2.2   ทําการบมไวนเปนเวลา 1 เดือน

2. กรองไวนเบื้องตนดวยเครื่องกรองแบบ filter press ใชแผนกรองที่มีขนาดรูพรุน 
0.45 ไมครอน

3. กรองไวนดวยเครื่องกรองแบบเยื่อแผนสังเคราะห ขนาดรูพรุน 0.2 ไมครอน  
โดยใชความดันครอมเยื่อแผน(Pt)  0.25, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 บารสําหรับไวนสับปะรด  และความ
ดันครอมเยื่อแผน(Pt) 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 บารสําหรับไวนกระเจี๊ยบแดง  เปรียบเทียบคาฟ
ลักซที่กรองไดในแตละความดัน
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4. เลือกความดันที่เหมาะสมจากขอ 3 ทําการกรองไวนทั้งสองชนิดเปนเวลา 2     
ชั่วโมง  โดยทํา 2 คร้ัง และเก็บตัวอยางทุกๆ 15 นาที

3.6.4  การตรวจสอบคุณภาพไวนกอนและหลังการกรอง
1. การตรวจสอบคุณภาพทางเคมี
- ปริมาณกรดทั้งหมด (total acidity)  (Iland, 1993)
- ปริมาณกรดที่ระเหยได (volatile acidity) (Iland, 1993)
- ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (total soluble solid) โดยใช Hand

Refracto meter (Iland, 1993)
-ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิง(reducing sugar)โดยวิธี Rebelin method        (Iland, 

1993)
- ปริมาณแอลกอฮอล โดยวิธี Ebulliometry  (Iland,  1993)
- ปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด  โดยวิธี Aspiration method (AOAC,  1998)

2. การตรวจสอบคุณภาพทางกายภาพ
-  การวัดความขุน (turbidity)  ดวยเครื่อง    Turbidimeter  (HACH รุน 2100 A),
- การวัดคา light transmission ดวยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (JASCOV-530),  

ตามวิธีการของ Richard (1981)  สําหรับไวนสับปะรดวัดที่ความยาวคลื่น 425   นาโนเมตร และ 
ไวนกระเจี๊ยบแดงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร

- การวัดสี (L*, a*, b*)  โดยใชเครื่องวัดสี Hunter Lab
3. การตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยา

- หาปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (total plate count) ตามวิธี AOAC (1998)
- หาปริมาณยีสตและรา (yeast and mold) ตามวิธี AOAC  (1998)
- เก็บไวนที่ผานการกรองดวยเครื่องกรองแบบ filter press     และเครื่องกรอง

แบบเยื่อแผนสังเคราะห โดยบรรจุขวดเติมสารกันเสียโซเดียมเบนโซเอท 100 พีพีเอ็ม  ปดฝาสนิท   
เก็บที่อุณหภูมิหอง 30±2 องศาเซลเซียส นาน 1   เดือน ตรวจหาปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและ
ปริมาณยีสตและรา

4.การตรวจคุณภาพทางประสาทสัมผัส
ใหผูทดสอบชิมไวนที่ไมไดกรองกับไวนที่กรองผาน filter press และตัวอยางไวน

ที่กรองดวย filter press กับไวนที่กรองผานเยื่อแผนสังเคราะห  โดยใชแผนการชิมแบบ triangle test
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