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บทที่ 2

วสัดุอุปกรณและวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. วัตถุดิบ

สับปะรดพันธุภูเก็ต (Ananas comosus (L)Merr. var. Queen) และปตตาเวีย (Ananas
comosus (L ) Merr. var. Cayenne) ซือ้จากตลาดผักและผลไมหาดใหญ
2. จุลินทรีย

เชือ้ยสีตบริสุทธิ์จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (หมายเลข 1-3) เชื้อ
ยสีตบริสุทธิ์จากมหาวิทยาลัยเชียงใหม (หมายเลข 4-8) เชื้อยีสตบริสุทธิ์หมายเลข 9-14 ไดรับการ
เอือ้เฟอจากคุณธนารัตน พงษเภตรา บริษัททักษิณปาลม จํ ากัด

1. Saccharomyces cerevisiae จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
2. Saccharomyces  cerevisiae var. burgandy จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
3. Saccharomyces cerevisiae var. montrachet จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
4. Saccharomyces cerevisiae var. sake จากมหาวิทยาลัยเชียงใหม
5. Saccharomyces cerevisiae var. montrachet จากมหาวิทยาลัยเชียงใหม
6. Saccharomyces cerev isiae var. champagne จากมหาวิทยาลัยเชียงใหม
7. Saccharomyces cerevisiae var. burgundy จากมหาวิทยาลัยเชียงใหม
8. Saccharomyces cerevisiae จากมหาวิทยาลัยเชียงใหม
9. Saccharomyces cerevisiae Australia
10. Saccharomyces cerevisiae DPA-16P
11. Saccharomyces cerevisiae EC-118
12. Saccharomyces cerevisiae BDX
13. Saccharomyces cerevisiae V-116
14. Saccharomyces cerevisiae Versadra

3 เอนไซมเพคติเนส
Pectinase enzyme Biochemika powder ผลิตจาก Aspergillus niger  ของบริษัท

Fluka EC 3.2.1.15. AR grade #17389 ประกอบดวย polygalacturonase macerozyme R-10
9032-75-1 MFCD00131809
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3. สารเคมี
3.1. สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ
3.2. สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณโปรตีน
3.3. สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด
3.4. สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณโปรตีน
3.5. สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด
3.6. สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณกรดระเหย
3.7. สารเคมีที่ใชวิเคราะหเพคติน

อุปกรณ
1. หมอนึ่งความดัน
2. เครือ่งวัดพีเอช รุน model 420 A ของบริษัท ORION จํ ากัด
3. เครือ่งชัง่ทศนิยม 2 ตํ าแหนง รุน HF-1200G ของบริษัท AND จํ ากัด
4. เครือ่งชัง่ทศนิยม  4 ตํ าแหนง รุน BP 210S ของบริษัท Satorious จํ ากัด
5. เครือ่งหมนุเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุน SCR 20 B ของบริษัท Hitchi Koki จํ ากัด
6. เครือ่งเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Model G25-KLG ของบริษัท Scientific Promotion จํ ากัด
7. เครือ่งสเปกโตรโฟโตมิเตอร รุน U-2000 ของบริษัท Hitachi จํ ากัด
8. เตาเผา รุน Vulcan 3-1750 ของบริษัท Ney จํ ากัด
9. เครื่อง Gas Chromatography/mass spectrometer รุน 5890 series 2 ของบริษัท Hewlett

Packard จํ ากัด
10. เครื่อง Gas Chromatography รุน 6850 ของบริษัท Hewlett Packard จํ ากัด
11. อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ ของบริษัท Memmert จํ ากัด
12. เตาเผา รนุ 550-14 ของบริษัท Fisher Scientific จํ ากัด
13. Hand refractometer  0-32% ของบริษัท N.O.W Tokyo จํ ากัด
14. เครือ่งวดัความหนืด รุน LVDV-I+ ของบริษัท Brookfield จํ ากัด
15. ตูบมเชื้อ ของบริษัท Memmert จํ ากัด
16. กลองจุลทรรศน รุน YS2-H ของบริษัท Nikon จํ ากัด
17. เครือ่งปนนํ้ าผลไม รุน MX-T2G ของบริษัท National จํ ากัด
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วธิกีารทดลอง
1. การวเิคราะหหาองคประกอบทางเคมีของสับปะรดพันธุปตตาเวียและภูเก็ต (ภาค

ผนวก ก)
1.1. วดัคาพีเอช โดยใชเครื่องวัดพีเอช
1.2. วเิคราะหหากรดทั้งหมด (total acidity) (AOAC, 1990)
1.3. วเิคราะหปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด โดยใชวิธี phenol method (Dubois et al., 1956)
1.4. วเิคราะหปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ โดยใชวิธี Somogyi-Nelson method (Nelson, 1944;

Somogyi, 1952)
1.5.  วเิคราะหปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายได (total soluble solids) โดยใช Hand

refractometer
1.6. วเิคราะหปริมาณแอลกอฮอล (Amerine and Ough, 1974 ; AOAC, 1990)
1.7. วเิคราะหปริมาณโปรตีน โดยใชวิธี Lowry method (Lowry et al., 1951)
1.8. วเิคราะหปริมาณเพคติน (Shelukhina and Fedichkina, 1994)
1.9. วเิคราะหปริมาณความชื้น (A.O.A.C., 1984)
1.10. วเิคราะหปริมาณเถา (Amerine and Ough, 1980b)

2. ศกึษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการบมกลาเชื้อยีสตทั้ง 14 สายพันธุในนํ้ าสับปะรด
พนัธุปตตาเวีย
2.1. การเตรียมวัตถุดิบ

เลอืกสบัปะรดพนัธุปตตาเวียที่มีขนาดและสีของเปลือกใกลเคียงกัน นํ ามาลางใหสะอาด
ปอกเปลอืกและแกนกลางออกและแยกสวนที่เนาเสียออก หั่นสับปะรดตามขวาง นํ ามาคั้นนํ้ าและ
กรองดวยผาขาวบาง เจือจางดวยนํ้ ากลั่นในอัตรา 1 ตอ 1 ปรับนํ้ าสับปะรดใหมี pH เปน 4 และมี
ความหวาน 24 °Brix เตมิไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (DAP) 0.05% (นํ ้าหนักตอปริมาตร)
แบงนํ้ าสับปะรดใสขวดรูปชมพู ที่ฆาเชื้อแลวขนาด 250 มิลลิลิตร ขวดละ 150 มิลลิลิตร ปดจุก
ดวยสํ าลีแลวนํ ามาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 15 นาที ทิง้จนเยน็ที่อุณหภูมิหอง

2.2. การเจริญของเชื้อยีสต
ถายเชื้อยีสต S. cerevisiae จ ํานวน 14 สายพันธุ ลงในหลอดอาหารพีดีเอบมที่

อุณหภมูหิองใหเชื้อเจริญเต็มที่เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นถายเชื้อยีสต 2 ลูป ลงในนํ้ า
สับปะรดที่เตรียมดังขอ 2.1 เชื้อละ 1 ขวด น ําไปเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ
หอง เปนเวลา 120 ชัว่โมง ท ําการทดลอง 3 ซํ้ า โดยเกบ็ตัวอยางครั้งละ 10 มิลลิลิตร ที่เวลาตางๆ
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กนั นํ าไปวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรและ pH เพือ่ศึกษาอายุของเซลลยีสตที่จะ
น ําไปทํ ากลาเชื้อในการหมักไวนสับปะรดตอไป

3. ศกึษาสายพนัธุยสีตที่เหมาะสมในการหมักไวนสับปะรดพันธุปตตาเวีย
3.1. การเตรียมนํ้ าสับปะรดที่ใชหมักไวน

การเตรยีมนํ้ าสับปะรดที่จะใชหมักไวนตามขอ 2.1 แตไมตองใส DAP และไมตองนํ าไป
นึง่ฆาเชือ้ ใหใชวิธีฆาเชื้อที่ปนเปอนโดยเติมสารละลายโปแตสเซี่ยมเมตาไบซัลไฟต (KMS) ใน
ปริมาณ 200 สวนในลานสวน บรรจุลงในขวดแกวที่ใชหมักไวนขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 900
มลิลิลิตร ปดจุกดวยสํ าลีสะอาด ทิ้งไว 24 ชั่วโมง

3.2. การเตรียมกลาเชื้อยีสต
เตรยีมกลาเชือ้ยีสตตามการทดลองที่ 2 โดยเลี้ยงเซลลยีสตที่มีอายุเหมาะสมจากการ

ทดลองขอ 2 นํ าไปเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง
3.3. การหมักไวนสับปะรด

หมกันํ ้าสบัปะรดที่ใสกลาเชื้อยีสต 14 สายพันธุ โดยใสกลาเชื้อยีสตที่มีปริมาณเซลลยีสต
2x108 เซลลตอมิลลิลิตร (Cabrera et.al., 1988) (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 10% ของนํ้ าสับปะรดที่
ใชหมัก ปลอยไวที่อุณหภูมิหอง (30±2°ซ) เปนเวลา 18 วัน ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า เก็บตัวอยางครั้ง
ละ 10 มลิลิลิตรที่ 0, 2, 4 , 6, 8, 10, 14 และ 18 วัน นํ าไปวิเคราะห pH คาการดูดกลืนแสงที่ 660
นาโนเมตร กรดทั้งหมด นํ้ าตาลทั้งหมด นํ้ าตาลรีดิวซ แอลกอฮอล และปริมาณของแข็งที่ละลายได
(ภาคผนวก ข) เมื่อหมักไวนครบ 9 และ18 วนัถายไวนใสในขวดใหม เก็บบมที่ 4°ซ เปนเวลา 9
เดือน

3.4. การทดสอบชิม
หลงัจากเก็บบมไวนที่ 4 °ซ เปนเวลา 3 เดือน เนือ่งจากตัวอยางทดสอบชิมไวนเปนงาน

ทดลองทีม่ีขีดจัดของขนาดบลอคตํ่ ามาก ในการตรวจสอบคุณภาพกลิ่นรสของบริโภคโดยการใชผู
ชมิ พบวาผูชมิจะสามารถแยกความแตกตางไดดี หากใชตัวอยางในการทดสอบชิมไมเกิดครั้งละ 6
หนวย ดังนั้นการทดสอบชิมไวนในครัง้นี้ทํ าโดยใชผูทดสอบชิมคือ นักศึกษาปริญญาโทคณะอุต
สาหกรรมเกษตรที่ไดรับการฝกฝน ใชแบบทดสอบชิมท ําการประเมินผลทางประสาทสัมผัสจึงวาง
แผนการทดสอบแบบสุมในบล็อคไมสมบูรณสมดุลย (balanced incomplete block design,
BIB) (สุรพล อุปดิสสกุล, 2537; Soufleros et al., 2001) เนือ่งจากตวัอยางในครั้งนี้มีจํ านวน 14
ตัวอยาง จึงใชแบบทดสอบ BIB ประเภทที ่ 4 ที่ใชคนทดสอบชิม 16 คน (จํ านวนสิ่งทดลอง (t) =
16, จ ํานวนสิ่งทดลองตอบลอค (k) = 6, จ ํานวนซํ้ า (r) = 6, จ ํานวนบลอค (b) = 16, จ ํานวนครั้งที่
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ส่ิงทดลองแตละคูปรากฏรวมกันในบลอค (λ) = 2 ) การก ําหนดหมายเลขในตัวอยางที่ใหกรรม
การทดสอบใชตัวเลข 3 ตํ าแหนงจาก chart of random number (Marcus,1974) และใหคะแนน
แบบ 20 คะแนนเต็มของ Davis score card, University of Califonia., Davis, USA (ประดิษฐ ครุ
วณัณา, 2523 ; Brown and Ough, 1981) (ภาคผนวก ข) โดยทดสอบขิมความใส สี กลิ่นผลไม
กลิน่นํ ้าสมสายช ูความเปรี้ยว ความหวาน ตัวตน รสชาติ ความขม และคุณภาพโดยทั่วไป โดยรวม
ขอมลูที่ไดนํ ามาวิเคราะหคาความแปรปรวน (ANOVA) และเปรยีบเทียบความแตกตางระหวางชุด
การทดลองโดยใชวิธี DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) เพื่อคัดเลือกสายพันธุยีสตที่ไดรับ
การยอมรับทางการทดสอบชิมสูงสุดไปศึกษาตอไป

4. ศกึษาการเปลีย่นแปลงระหวางการเก็บบมไวนที่หมักจากเชื้อยีสต 14 สายพันธุ
บมไวนทีห่มกัจากยีสต 14 สายพันธุจากการทดลองที่ 3 ที่อุณหภูมิหอง 4°ซ เปนเวลา 9

เดอืน ท ําการทดลอง 3 ซํ้ า ทํ าการเก็บตัวอยางครั้งละ 10 มิลลิลิตรที่เวลา 15 วัน, 1, 2, 3, 6 และ 9
เดอืน น ําไปวิเคราะห pH คาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร กรดทั้งหมด นํ้ าตาลทั้งหมด นํ้ า
ตาลรีดิวซ แอลกอฮอล และปริมาณของแข็งที่ละลายได (ภาคผนวก ก) เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ทีเ่กดิขึ้นในระหวางการบมไวน

5. ศกึษาผลของพันธุสับปะรด ระดับการเจือจาง และสายพนัธุยีสตที่เหมาะสมในการ
หมกัไวนสับปะรดพันธุปตตาเวียและภูเก็ต
5.1. การเตรียมนํ้ าสับปะรดที่ใชหมักไวน

เลอืกสบัปะรดพันธุปตตาเวียและภูเก็ตที่มีขนาดและสีของเปลือกใกลเคียงกัน นํ ามาลาง
ใหสะอาด ปอกเปลือกและแกนกลางออกและแยกสวนที่เนาเสียออก หั่นตามขวาง นํ ามาคั้นนํ้ า
และกรองดวยผาขาวบาง แลวน ําไปเจือจางดวยนํ้ ากลั่นที่ระดับ 1:1, 1:2 และ 1:3 ของนํ้ าสับปะรด
ทีค้ั่นไดตอนํ้ ากลั่น ปรับนํ ้าสบัปะรดใหมี pH เปน 4 และมีความหวานเปน 24°Brix บรรจุลงในขวด
แกวขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 900 มิลลิลิตร แลวฆาเชื้อที่ปนเปอนโดยใชสารละลายโปแตสเซี่ยมเม
ตาไบซลัไฟตในปริมาณ 200 สวนในลานสวน ปดจุกดวยสํ าลีสะอาด ทิ้งไว 24 ชั่วโมง

5.2. การเตรียมกลาเชื้อยีสต
ใชกลาเชือ้ยสีตที่เหมาะสมจากการทดลองขอที่ 3 มา 4 สายพันธุและเตรียมกลาเชื้อยีสต

ตามขอ 3.2
5.3. การหมักไวน

หมกันํ ้าสบัปะรดพันธุปตตาเวียและภูเก็ตโดยใสกลาเชื้อยีสต 4 สายพันธุ โดยใชกลาเชื้อ
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ยสีตที่มีปริมาณเซลลยีสต 2x108 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10% ของนํ้ าสับปะรดที่ใชหมัก บมที่
อุณหภูมิหอง (30±2°ซ) เปนเวลา 18 วัน ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า เก็บตัวอยางครั้งละ 10 มิลลิลิตรที่
เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 14 และ 18 วัน นํ าไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีที่สํ าคัญดังการ
ทดลองที่ 3 และเมื่อหมักไวนครบ 9 และ 18 วนั ถายไวนใสในขวดใหม เก็บบมเปนเวลา 3 เดือน
จงึน ําไปประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสโดยการทดสอบชิม เนือ่งจากตัวอยางในครั้งนี้มี
จ ํานวน 24 ตัวอยาง จึงใชแบบทดสอบ BIB แบบแลททิซแบบสมดุลย ที่ใชคนทดสอบชิม 30 คน ( t
= 25, k = 5, r= 6, b = 30, λ = 1 ) เพือ่คัดเลอืกสายพันธุสับปะรดและระดับการเจือจาง ใหไวนมี
กลิน่รสดี โดยไดรับคะแนนการยอมรับสูงสุด

6. ศกึษาผลของการใชเอนไซมเพคติเนสในนํ้ าสับปะรด
6.1. การเตรียมนํ้ าสับปะรด

ลางสบัปะรดพนัธุที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 5 และปอกเปลือกและแกนกลางออก หั่น
ใหเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 2.5x2.5x1.25 cm. (Sreenath et al.,1994) สุมตัวอยางดวยวิธีการทํ า
Quartering (ลักขณา รุจนะไกรกานต และ นิธิยา รัตนาปนนท, 2533) ชัง่ใหมีนํ้ าหนัก 250 กรัม
จ ํานวน 15 ตัวอยาง แลวนํ ามาใสในเครื่องปนนํ้ าผลไมที่ใชความเร็วสูงนาน 5 นาที (1.5x104 rpm)
บดใหละเอยีดเปนเนื้อเดียวกัน เจือจางดวยนํ้ ากลั่น 1 เทา (250 มลิลิลิตร) หลังจากนั้นนํ าไปวัด
pH

6.2. การเติมเอนไซม
ใสเอนไซมเพคติเนสความเขมขน 0, 0.0125, 0.025, 0.0375 และ 0.05%นํ้ าหนักตอปริมาตร

นํ ้าสับปะรด (w/v) บมที่อุณหภูมิหอง (30±2°ซ) เปนเวลา 30 นาที (Sreenath et al., 1992) หยุด
ปฏิกริิยาโดยแชในนํ้ าเดือดเปนเวลา 5 นาที (Sreenath et al., 1992) ท ําการทดลอง 3 ซํ้ า เก็บตัว
อยางไปวิเคราะหปริมาตรผลผลิตที่เพิ่มข้ึน (Brown and Ough, 1981; Sreenath et al., 1992;
Sreenath et al.,1994) เปอรเซนตการยอยสลาย (%degradation) (Sreenath et al., 1992;
Sreenath et al.,1994) pH ความขุนของผลไมที่ 660 นาโนเมตร ปริมาณตะกอน (Sreenath et
al.,1994) และความหนืดที่ 100 รอบตอนาที ที่ 35°ซ (Demir et.al., 2000, Demir et al., 2001;
Sreenath et al.,1994; Mutlu et al., 1999) (ภาคผนวก ก)

7. ศึกษาผลของระดับความเขมขนของเอนไซมเพคติเนสที่เหมาะสมในการหมักไวน
สับปะรด
7.1. การเตรียมนํ้ าสับปะรดที่ใชหมักไวน
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เตรียมนํ้ าสับปะรดตามขอ 6.1 ท ําการทดลอง 3 ซํ้ า แลวเติมเอนไซมเพคติเนสความเขม
ขน 0, 0.0125, 0.05 %นํ้ าหนักตอปริมาตรนํ้ าสับปะรด (w/v) บมที่อุณหภูมิหอง (30±2°ซ) เปน
เวลา 30 นาที หลังจากนั้นนํ ามาหยุดปฏิกิริยาในนํ้ าเดือด (97°ซ) เปนเวลา 5 นาที และชุดควบคุม
(control ซึง่หมกัไวนสับปะรดโดยไมมีการเติมเอนไซมเพคติเนสและไมผานการยับยั้งเอนไซมดวย
ความรอน) หลงัจากนั้นเจือจางนํ้ าสับปะรดดวยระดับที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 5 ปรับสภาวะ
ใหม ีpH 4 และมีความหวานเปน 24°Brix บรรจลุงในขวดแกวที่ใชหมักไวนขนาด 1 ลิตร แลวฆา
เชือ้ทีป่นเปอนโดยใชสารละลายโปแตสเซี่ยมเมตาไบซัลไฟตในปริมาณ 200 สวนในลานสวน ปด
จกุดวยสํ าลีสะอาด ทิ้งไว 24 ชั่วโมง

7.2. การเตรียมกลาเชื้อยีสต
ใชกลาเชือ้ยีสตที่ไดรับคะแนนการทดสอบชิมสูงสุดจากการทดลองขอที่ 5 1สายพันธุและ

เตรียมกลาเชื้อยีสตตามขอ 3.2
7.3. การหมักไวน

หมกันํ ้าสบัปะรดพนัธุที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 5 ดวยกลาเชื้อยีสต 1 สายพันธุ โดยใส
กลาเชื้อยีสตที่มีปริมาณเซลลยีสต 2x108 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10% ของนํ้ าสับปะรดที่ใช
หมกั บมที่อุณหภูมิหอง (30±2°ซ) เปนเวลา 18 วัน ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า เก็บตัวอยางครั้งละ 10
มิลลิลิตรที ่ 0, 2, 4, 6, 8, 10, 14 และ 18 วัน เพื่อนํ าไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดังการ
ทดลองที่ 3 เมือ่การหมกัสิน้สุดที่ 9 และ 18 วัน ถายไวนลงขวดใหมที่สะอาดและเก็บบมไวนที่ 4°ซ
เปนเวลา 1 เดอืน หลังจากนั้นนํ าไปทดสอบชิม เนือ่งจากตวัอยางในครั้งนี้มีจํ านวน 4 ตัวอยาง จึง
ใชแบบทดสอบประเกทบลอคสมบูรณ RCB ทีใ่ชคนทดสอบชิม 20 คน เพื่อคัดเลือกระดับเอนไซม
เพคติเนสที่เหมาะสมในการหมักไวนที่มีความสามารถเพิ่มปริมาตรผลผลิตนํ้ าสับปะรดและสราง
กลิน่รสดีในไวน โดยไดรับคะแนนการยอมรับจากการทดสอบชิมสูงสุด

8. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงระหวางการเก็บบมไวนสับปะรดที่เติมเอนไซมเพคติเนสที่ 
ระดับความเขมขนตางๆ
8.1. การวเิคราะหผลทางเคมีและการทดสอบชิม

บมไวนสับปะรดจากการทดลองที่ 7 ที่อุณหภูมิหอง 4°ซ อีกจนครบ 3 เดือน เก็บตัว
อยางครัง้ละ 10 มิลลิลิตร นํ าไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีที่สํ าคัญดังการทดลองที่ 3 และ
น ําไปทดสอบชิมดังขอ 7.3
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8.2. การวเิคราะหกลิ่นรสของไวนสับปะรด
น ําตัวอยางไปสกัดสารใหกลิ่นรส และวเิคราะหกลิ่นรสของไวนดวยเครื่อง Gas

Chromatography HP 5890–Mass Selective Detector HP 5972 (GC-MS) (Mateo et al.,
1998; Cabaroglu et al., 1997; Gil et al., 1996) และ HP 6850 Gas Chromatography (GC)
(ภาคผนวก ก)

8.2.1. การสกดัสารใหกลิ่นรสในไวนสับปะรด
น ําตวัอยางไวนจากการทดลองที่ 7 หลังจากเก็บบมเปนเวลา 3 เดือน นํ ามาสกัดสารให

กลิ่นรสในไวนสับปะรด โดยวิธี liquid-liquid extraction กบัสาร dichloromethane/pentane
ความเขมขน 40:60 (ปริมาตร/ปริมาตร) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรตอตัวอยาง 20 มิลลิลิตร สกัดสารใน
เครือ่งเขยาที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นใส 1-butanol เพื่อ
เปน internal standard ลงในไวนในปริมาณ 1 มิลลิลิตร (1% (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เจือจางดวย
เอทานอล) หลังจากนั้นใส Na2SO4 ลงไปเพือ่ก ําจัดนํ้ าสวนเกินออก ดูดตัวอยางสารใหกลิ่นรสใน
ไวนที่อยูในชั้นของ dichloromethane/pentane ใสในหลอกฝาเกลียว และเก็บตัวอยางที่สกัดไดที่
-20°ซ เพื่อนํ าไปฉีดกับเครื่อง GC-MS ตอไป เตรียมและวิเคราะหตัวอยางอางอิงตาม Yang และ
Choong (2001).

8.2.2. การวิเคราะหดวย GC-MS
ใชเครื่อง GC-MS ยี่หอ Hewlett Packard 5890 ตรวจวดัสารใหกลิ่นรสดังนี้คือเอทิลอะซิ

เตท ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 1-โพรพานอล ไอโซบิวทิวแอลกอฮอล และอะซิตอลดีไฮด และใช
คอลมัน Stabilwax (30 m x 0.25 mm, และมีความหนาของฟลม 0.25 µm) อุณหภูมิที่ใชฉีดตัว
อยางและสารที่จะใชตรวจจับ (detector) ที่สภาวะ 250°ซ ฉีดตัวอยางครั้งละ 1.0 µl ดวยวิธี split
mode และตัง้ระบบใหวิเคราะหตัวอยางเริ่มตนที่อุณหภูมิ 35°ซ (5 นาที) เพิ่มอุณหภูมิ 90°ซ ใน
อัตรา 2.5°ซ ตอนาที และเพิ่มอุณหภูมิ 220°ซ (5นาที) ในอัตรา 15°ซ ตอนาที ใชแก็สฮีเลียมเปน
ตัวพาสารในอัตรา 1 มิลลิลิตรตอนาที วิเคราะหชนิดขององคประกอบตางๆโดยการเปรียบ เทียบ
เวลากราฟแสดงออกมา และใช Mass Selective Detector HP 5972 โดยใช Electron Ionization
แบบ Scan mode เปนตวัตรวจจับมวลสารที่อยูในชวง 45-550 amu วัดที่อุณหภูมิ 220 °ซ ที่มี
ระดบัความสามารถในการตรวจวัด (Threshold) ที่ 100 ปริมาณสารองคประกอบที่ทํ าใหเกิดกลิ่น
รสที่วัดไดจะขึ้นอยูกับสารมาตราฐาน (standard)  ที่ใช

8.2.3. การวิเคราะหดวย GC
ใชเครื่อง GC ยี่หอ Hewlett Packard 6850 ที่มี FID (Flame Ionization Detector) เปน
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ตัวตรวจจับสาร วเิคราะหหาปริมาณ methanol โดยใชคอลัมน Stabilwax (30 m x 0.25 mm และ
มคีวามหนาของฟลม 0.25 µm) อุณหภมูทิีใ่ชฉีดตัวอยางและสารที่จะใชตรวจจับ (detector) ที่
สภาวะ 240°ซ ฉีดตัวอยางครั้งละ 1.0 µl และตัง้ระบบใหวิเคราะหตัวอยางเริ่มตนที่อุณหภูมิ 35°
ซ (5 นาที) เพิ่มอุณหภูมิ 100°ซ ในอัตรา 4°ซ ตอนาที และเพิ่มอุณหภูมิ 230°ซ (5นาที) ในอัตรา
15°ซ ตอนาท ี ใชแก็สฮีเลียมเปนตัวพาสารในอัตรา 1 มิลลิลิตรตอนาที วิเคราะหชนิดขององค
ประกอบตางๆโดยการเปรียบเทียบเวลากราฟแสดงออกมา

เพือ่เปรียบเทียบกลิ่นรสของไวนสับปะรดระหวางการเติมเอนไซมและไมเติมเอนไซม เพื่อ
คัดเลอืกระดบัความเขมขนเอนไซมเพคติเนสที่เหมาะสมในการหมักไวนสับปะรด ใหไวนมีกลิ่นรสดี
โดยไดรับคะแนนการยอมรับสูงสุด
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