
 
 
 
 

 
 

 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
การวิจัยครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ เพ่ือศึกษาผลผลิต และสภาวะ

ในการผลิตกรดซิตริกจากกระบวนการหมักเศษของเสียจากผลไม้ชนิดต่าง ๆ  
  

3.1 ประชากร และกลุ่มตัวอย่าง 
ในการศึกษาปริมาณผลผลิตกรดซิตริกที่ได้จากกระบวนการหมัก มีส่วนประกอบที่ส าคัญ 2 

ส่วน คือ 1) เชื้อจุลินทรีย์ และ 2) สับสเตรต (เศษของเสียจากผลไม้ชนิดต่าง ๆ) โดยมีรายละเอียด
ดังต่อไปนี้ 

3.1.1 เชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษา  
ใช้เชื้อจุลินทรีย์ชนิดเชื้อรา Aspergillus niger สายพันธุ์ TISTR 3063 จากศูนย์เก็บรักษา

และรวบรวมข้อมูลจุลินทรีย์ สถาบันวิทยาศาสตร์  และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) ซึ่งมี
รายละเอียดของเชื้อ ดังตารางที่ 2 
 
ตารางท่ี 2 รายละเอียดของเชื้อ Aspergillus niger  
TISTR Number 3063 

Organism Name Aspergillus niger 
Type Strain - 

Original No. No.Indochina 

History - 
Source Alcohol distillery 

Applications Amylase production 

Temperature 30ºC 
Medium 5 
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3.1.2 สับสเตรตที่ใช้ในการศึกษา  
 สับสเตรตที่ใช้ในการหมักเพ่ือให้เกิดผลผลิตกรดซิตริก (ภาพท่ี 1) ได้แก่ 
 1) ขนุน ใช้ส่วนซังของขนุน   

 2) สัปปะรด ใช้ส่วนแกนของสับปะรด  
 3) แตงโม ใช้ส่วนเปลือกของแตงโม 
 

ภาพที่ 1 สับเสตรตที่ใช้ในกระบวนการหมักกรดซิตริก 

 

 

 

 

 
3.1.3 การเตรียมสับสเตรต และเชื้อจุลินทรีย์ 

1) เตรียมสับสเตรต (เศษของเสียจากผลไม้ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ซังขนุน แกนสับปะรด 
และเปลือกแตงโม) เพ่ือใช้ในการหมักบนอาหารแข็ง โดยท าการปั่นด้วยเครื่องปั่นอาหารในครัวเรือน
ทั่วไป เพ่ือให้มีความเป็นเนื้อเดียวกัน สับสเตรตส่วนหนึ่งน าไปวิเคราะห์ส่วนประกอบ อีกส่วนหนึ่ง
น าไปชั่งให้ได้ปริมาณต่าง ๆ ตามที่ได้ออกแบบชุดทดลองไว้ เพ่ือใช้ในการจ าลองกระบวนการหมัก 
 2) เตรียมเชื้อจุลินทรีย์ (เชื้อรา) โดยท าการเพาะเชื้อจากหลอดเชื้อแห้งแข็ง (Revival 
of Freeze-Dried Cultures) ตามวิธีของสถาบันวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
(รายละเอียดแสดงดังภาคผนวก ข) โดยเริ่มจากการถ่ายเชื้อลงบนอาหารแข็ง (agar) และท าการถ่าย
เชื้อจากอาหารแข็งลงในอาหารเหลว (PDA) (รายละเอียดส่วนประกอบแสดงดังภาคผนวก ค) โดยบ่ม
ที่อุณหภูมิ 30ºC เป็นระยะเวลา 7 วัน จากนั้นถ่ายเชื้อจากอาหารเหลวลงในน้ ายา tween 80 เขย่า
ให้เข้ากัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4ºC ตามล าดับ  
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3.2 เครื่องมือที่ใช้เก็บข้อมูล  
3.2.1 อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง  

1. ชุดอุปกรณ์ที่ใช้ในการเตรียม และถ่ายเชื้อรา ได้แก่ ห่วงถ่ายเชื้อ ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
จานเพาะเชื้อ ขวดดูแรน และหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ 

2. ชุดอุปกรณ์ท่ีใช้ส าหรับเตรียมสับสเตรตเพื่อใช้ในการหมัก ได้แก่ เครื่องปั่น  
3. ชุดอุปกรณ์ท่ีใช้ในการหมัก ได้แก่ ขวดรูปชมพู่ และส าลีปิดปากขวด  
4. ชุดอุปกรณ์ที่ใช้ในการเตรียมตัวอย่างส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ได้แก่ 

กระบอกฉีดยาพร้อมกระดาษกรอง 0.2  เครื่องปั่นเหวี่ยง หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ ปริมาตร 2.0 mL 
และขวดซีรั่มขนาดเล็กส าหรับวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC  

5. ชุดเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ ได้แก่ เครื่องวัดพีเอช ตู้อบ เตาเผา ชุดย่อย และ
กลั่นแอมโมเนีย 
  โดยชุดอุปกรณ์ที่ใช้ในการหมัก และชุดอุปกรณ์ที่ใช้ในการเตรียมตัวอย่างส าหรับการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC แสดงดังภาพที่ 2 
 
ภาพที่ 2 ชุดอุปกรณ์ที่ใช้ในการหมัก (ก) อุปกรณ์ที่ใช้เก็บตัวอย่าง (ข) และอุปกรณ์ส าหรับเตรียม
ตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC (ค) 
 

 
 

  
 

                       (ก)                   (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ค) 

สับสเตรต 

ส าลี 

กระดาษกรอง 0.2  micro-centrifuge tube (vol. 2.0 mL)   กระบอกฉีดยา 

filtrate needle 

 

centrifuge 

 

gc vial 
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3.2.2 สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
1) สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ซีโอดี ได้แก่ 

- สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมต เข้มข้น 0.1 นอร์มัล 
- กรดซัลฟุริก และซิลเวอร์ซัลเฟต 
- สารละลายมาตรฐานเฟรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 นอร์มัล 
- สารละลายเฟอโรอีนอินดิเคเตอร์ 
- กรดซัลฟามิก (Sulfamic Acid) 
- สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (Potassium Hydrogen 

Phthalate หรือ KHP) 
- สารละลายกลูโคส 

2) สารเคมีส าหรับวิเคราะห์ทีเคเอ็น ได้แก่ 
- สารละลายปรอทซัลเฟต  
- น้ ายาส าหรับย่อยสลาย (Digestion Reagent) 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ – โซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium Hydroxide-

Sodium Thiosulfate Reagent) 
- สารละลายฟีนอล์ฟทาลีนอินดิเคเตอร์ 

 (รายละเอียดสารเคมีที่ใช้วิเคราะห์แสดงดังภาคผนวก ง) 
3.2.3 วิธีวิเคราะห์ 

1) ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด  
การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด วิเคราะห์โดยเครื่อง HPLC (HPLC UV/VIS detector) 
2) ปริมาณกรดซิตริก 
การวิเคราะห์ปริมาณกรดซิตริก วิเคราะห์โดยเครื่อง HPLC (HPLC UV/VIS detector) 
3) ปริมาณกรดไขมันระเหย 
การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันระเหย วิเคราะห์โดยเครื่อง HPLC (HPLC UV/VIS detector) 
4) ซีโอดี 
การวิเคราะห์ซีโอดี ใช้วิธี Closed reflux method  

 (รายละเอียดวิธีการวิเคราะห์แสดงดังภาคผนวก จ) 
4) ทีเคเอ็น 
การวิเคราะห์ทีเคเอ็น ใช้วิธี Kjeldahl method 

 (รายละเอียดวิธีการวิเคราะห์แสดงดังภาคผนวก จ) 
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3.2.4 พารามิเตอร์ และวิธีวิเคราะห์  
พารามิเตอร์ที่ใช้ส าหรับการทดลองครั้งนี้ (ตารางท่ี 3) ประกอบด้วย  

1) พารามิเตอร์ที่ใช้ในการศึกษาส่วนประกอบของสับสเตรต มี 9 พารามิเตอร์ ได้แก่  
พีเอช ของแข็งทั้งหมด ของแข็งระเหยง่าย เถ้า ความชื้น ซีโอดี ทีเคเอ็น น้ าตาลทั้งหมด และ
เซลลูโลส* (*ใช้ข้อมูลจากงานวิจัยอื่น)  

2) พารามิเตอร์ที่ใช้วัดปริมาณผลผลิตที่ได้จากกระบวนการหมักเศษของเสียจากผลไม้
มี 2 พารามิเตอร์ ได้แก่ ปริมาณกรดซิตริก และปริมาณกรดไขมันระเหย 
 

3.3 การเก็บรวบรวมข้อมูล 
3.3.1 เก็บข้อมูลจากการทดลองในห้องปฏิบัติการ ดังนี้ 
ส่วนที่ 1 การศึกษาส่วนประกอบของเศษของเสียจากผลไม้ 3 ชนิด ได้แก่ ซังขนุน แกน

สับปะรด และเปลือกแตงโม โดยส่วนประกอบของผลไม้ทั้ง 3 ชนิดที่ท าการศึกษา ได้แก่ ค่าพีเอช 
ปริมาณของแข็งทั้งหมด ของแข็งระเหยง่าย เถ้า ความชื้น ซีโอดี ทีเคเอ็น และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 

ส่วนที่ 2 การทดลองเพ่ือศึกษาปริมาณผลผลิตกรดซิตริกจากกระบวนการหมักเศษของเสีย
จากผลไม้ชนิดต่าง ๆ โดยใช้วิธีการหมักบนอาหารแข็ง (solid state fermentation) 

ส่วนที่ 3 การทดลองเพ่ือศึกษาสภาวะที่มีผลต่อปริมาณผลผลิตกรดซิตริกจากกระบวนการ
หมักเศษของเสียจากผลไม้ชนิดต่างๆ ได้แก่ อุณหภูมิที่ใช้ในการหมัก โดยแบ่งออกเป็น 3 ชุดทดลอง 
ดังนี้     1) ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 30ºC  

2) ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 35ºC  
3) ชุดทดลองกระบวนการหมักที่อุณหภูมิ 40ºC 
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ตารางท่ี 3 พารามิเตอร์ และวิธีวิเคราะห์ 

พารามิเตอร์ 
ส่วนประกอบ 
ของสับสเตรต 

ผลผลิตจาก
กระบวนการหมัก 

วิธีวิเคราะห์/
เครื่องมือที่ใช้

วิเคราะห์ 
ความเป็นกรดด่าง (pH)*   Electrometric 

method 
ของแข็งทั้งหมด* 
(Total solids) 

  อบที่ 103-105ºC 

ของแข็งระเหยง่าย* 
(Volatile solid) 

  เผาที่ 550 ºC 

เถ้า (Ash)* 
 

  เผาที่ 550 ºC 

ความชื้น 
(Moisture)*  

  อบที่ 135 ºC 

ซีโอดี (COD)* 
 

  Closed reflux 
method 

ทีเคเอ็น (TKN)* 
 

  Kjeldahl method 

น้ าตาลทั้งหมด 
(Total sugar) 

  HPLC (HPLC 
UV/VIS detector) 

เซลลูโลส 
(Cellulose)** 

  - 

กรดซิตริก 
(Citric acid) 

  HPLC (HPLC 
UV/VIS detector) 

กรดไขมันระเหย 
(Volatile fatty acid) 

  HPLC (HPLC 
UV/VIS detector) 

* วิธีวิเคราะห์ตาม APHA. (1998) 
** ใช้ข้อมูลจากงานวิจัยอ่ืน (อนันท์ เชาว์เครือ และคณะ (2555) จินตนา บมขุนทด (2555) และ 
 “แตงโม / โภชนาการ” (ม.ป.ป) : ออนไลน์) 
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CBwQFjAAahUKEwjp3YafgM7GAhVNJI4KHahZCcU&url=http%3A%2F%2Fwww.thaiglossary.org%2Fnode%2F39079&ei=l2KeVam2FM3IuASos6WoDA&usg=AFQjCNHd8kUizMdKS0qyV2Va9yV_-ezk6g&sig2=tsuUNGhGP4LAYesz2mpxkQ&bvm=bv.96952980,d.c2E
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 โดยแบ่งการศึกษาออกเป็น 3 ส่วน (แผนภูมิที ่5) ดังนี้  
 1) ส่วนที่ 1 เป็นการศึกษาส่วนประกอบของเศษของเสียจากผลไม้ชนิดต่าง ๆ เพ่ือใช้
เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการวางแผนออกแบบชุดทดลอง 

 2) ส่วนที่ 2 เป็นการศึกษาปริมาณผลผลิตกรดซิตริกจากกระบวนการหมักเศษของเสีย
จากผลไม้ชนิดต่าง ๆ 

 3) ส่วนที่ 3 เป็นการศึกษาสภาวะที่มีผลต่อปริมาณผลผลิตกรดซิตริกจากกระบวนการ
หมักเศษของเสียจากผลไม้ชนิดต่าง ๆ 
 
แผนภูมิที่ 5 ขั้นตอนการศึกษา 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.3.2 รูปแบบชุดทดลอง 
ชุดทดลองกระบวนการหมักเศษของเสียจากผลไม้ 3 ชนิด ได้แก่ ซังขนุน แกนสับปะรด และ

เปลือกแตงโม มี 3 รูปแบบ (ภาพที่ 3) โดยในแต่ละรูปแบบมีปริมาณสับสเตรต และเชื้อจุลินทรีย์
เท่ากันทุกรูปแบบ คือ 10 g (w/w) และ 5% (w/w) ตามล าดับ ดังรายละเอียดต่อไปนี้ 

1) ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 30ºC  
2) ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 35ºC  
3) ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 40ºC 

เตรียมสับสเตรต  
และเชื้อจุลินทรีย์ 

จ าลองกระบวนการหมักในชุดอุปกรณ์ที่เตรียมไว้ 

ท าการหมักท่ีอุณหภูมิ  30 35 และ 40 องศาเซลเซียส 

วิเคราะห์ปริมาณผลผลิตที่เกิดขึ้น  
(กรดซิตริก และกรดไขมันระเหย) 
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ภาพที่ 3 รูปแบบชุดทดลอง 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

ซังขนุน          

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

แกน
สับปะรด 

         

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

เปลือก
แตงโม 

         

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

รูปแบบที่ 1 ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 30ºC 
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ภาพที ่3 (ต่อ) 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

ซังขนุน          

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

แกน
สับปะรด 

         

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

เปลือก
แตงโม 

         

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

รูปแบบที่ 2 ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 35ºC 
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ภาพที่ 3 (ต่อ) 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

ซังขนุน          

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

แกน
สับปะรด 

         

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

ชุดควบคุม 
(เซลลูโลส) 

         

         

เปลือก
แตงโม 

         

         

วันที่ 0 1 2 3 4 5 7 9 11 

รูปแบบที่ 3 ชุดทดลองกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 40ºC 
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3.3.3 ขั้นตอนการจ าลองกระบวนการหมักเพื่อให้เกิดกรดซิตริก  (แบบ Solid state 
fermentation) 

ขั้นตอนการจ าลองกระบวนการหมักเพ่ือให้เกิดกรดซิตริก มีดังต่อไปนี้ 
1) เตรียมเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมัก 
2) เตรียมสับสเตรตแต่ละชนิด โดยการปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน 
3) แบ่งชุดทดลองตามอุณหภูมิที่ใช้ในการหมัก เป็น 3 ชุดทดลอง ได้แก่ ชุดทดลอง

กระบวนการหมักที่อุณหภูมิ 30ºC ชุดทดลองกระบวนการหมักที่อุณหภูมิ 35ºC และชุดทดลอง
กระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 40ºC 

4) ชั่งสับสเตรตแต่ละชนิดใส่ในขวดรูปชมพู่ ปริมาตร 250 mL อย่างละ 10 g (w/w) 
5) ท าการวัดค่าพีเอชของสับสเตรตแต่ละชนิด และชั่งสับสเตรตตามท่ีได้ออกแบบไว้ 
6) ปิดฝาขวดรูปชมพู่ด้วยส าลี แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
7) ท าการถ่ายเชื้อรา 5% (w/w) ลงบนสับสเตรตดังกล่าว แล้วน าไปบ่มในตู้ควบคุม

อุณหภูมิต่าง ๆ ตามรูปแบบชุดทดลองแต่ละรูปแบบ 
8) เก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณผลผลิตกรดซิตริก และกรดไขมันระเหย 

3.3.4 ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างเพื่อน าไปวิเคราะห์ 
 1) เก็บตัวอย่างจากชุดทดลองที่ท าการควบคุมอุณหภูมิในแต่ละวัน โดยแบ่งตัวอย่างเป็น 
2 ชุด ๆ หนึ่งน าไปอบที่อุณหภูมิ 60ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วท าการชั่งน้ าหนักตัวอย่างดังกล่าว 
จากนั้นเติมน้ ากลั่น ปริมาณ 100 mL เขย่าจนละลาย วัดค่าพีเอช แล้วน าไปกรองผ่านกระดาษกรอง

ขนาด 0.2  
2) น าตัวอย่างที่ผ่านการกรองจากข้อ 1) ไปสกัด (extract) ด้วยกรดซัลฟุริค 1% (w/w) 

ปั่นตัวอย่างที่ท าการสกัดแล้วด้วยเครื่องเหวี่ยง โดยใช้เครื่องเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,400 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 10 นาท ีเพ่ือแยกส่วนที่เป็นอนุภาคออกจากส่วนของเหลวอย่างแท้จริง แล้วกรองผ่านกระดาษกรอง

ขนาด 0.2  อีกครั้ง ก่อนน าไปวิเคราะห์ปริมาณกรดซิตริกด้วยเครื่อง HPLC (HPLC UV/VIS detector) 
 

3.4 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ ค่าเฉลี่ย ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าร้อยละ 
 
3.5 ระยะเวลาที่ใช้ในการศึกษา  
 ระยะเวลาที่ใช้ในการศึกษา แสดงดังตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 4 ระยะเวลาที่ใช้ในการศึกษา 
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3.6 ข้อจ ากัดของการศึกษา  
ข้อมูลปริมาณผลผลิตกรดซิตริกจากการหมักเศษของเสียจากผลไม้ชนิดต่าง  ๆ ที่ได้จากการ

วิจัยครั้งนี้ เป็นข้อมูลเบื้องต้นในระดับห้องปฏิบัติการภายใต้สภาวะของการศึกษาครั้งนี้เท่านั้น โดย
หากต้องการน าผลผลิตกรดซิตริกที่ได้ไปใช้ประโยชน์ จ าเป็นต้องท าให้มีความบริสุทธิ์มากขึ้น และ
สับสเตรตที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้ ไม่ได้ท าการปรับค่าพีเอชเริ่มต้น และควบคุมปริมาณความชื้น 

 
 

 
 
 

 


