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บทคัดยTอ 

 การผลิตวานิลลาตfองผnานกระบวนการบnมหลายขั้นตอน ไดfแกn 1) การทำใหfเหี่ยว 2) การทำใหfเกิดเหงื่อ 3) 

การทำแหfง 4) การปรับสภาพ ฝkกวานิลลาเมื่อผnานการบnมแลfวจะผลิตสารระเหยใหfกลิ่นหลายชนิด โดยหนึ่งในสารใหf

กลิ่นสำคัญที่เป�นเอกลักษณ[ของวานิลลาคือ วานิลลิน (vanillin) ซึ่งเกิดจากการสารตั้งตfนไกลโคไซด[ (glycoside) 

ไดfแกn กลูโควานิลลิน (glucovanilin) ถูกตัดดfวยเอนไซม[ β-glucosidase ท่ีมาจากเน้ือเย่ือฝkกวานิลลาและผลิตไดfจาก

จุลินทรีย[ปลดปลnอยวานิลลินออกจากน้ำตาล งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค[เพื่อระบุชนิดของจุลินทรีย[และวิเคราะห[

กิจกรรมของเอนไซม[ที่มีผลตnอการสรfางสารใหfกลิ่นสำคัญระหวnางกระบวนการผลิตวานิลลาที่ผnานกระบวนการบnมฝkก

วานิลลาที่แตกตnางกัน 2 วิธี คือ วิธีบnมแบบ Bourbon และวิธีบnมแบบ Mexican และศึกษาลักษณะทางประสาท

สัมผัสของกลิ่นวานิลลาพันธุ[ Vanilla tahitensis ที่ปลูกในประเทศไทย จากการวิเคราะห[กิจกรรมของเอนไซม[ β-

glucosidase จากเนื ้อเยื ่อของฝkกวานิลลาดfวยเทคนิค spectrophotometry พบวnากิจกรรมของเอนไซม[ β-

glucosidase สnวนมากมาจากเนื้อเยื่อพืช โดยมีคnากิจกรรมสูงกวnาเชื้อจุลินทรีย[อยnางมีนัยสำคัญ (P<0.05) ในการบnม

แบบ Bourbon มีคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเนื้อเยื่อฝkกวานิลลาในแตnละขั้นตอนดังนี้ 0.0107, 

0.0083, 0.0115, 0.0300 และ 0.1942 μmol of pNp/min.g sample  และจากจุลินทรีย[ในแตnละขั ้นตอนดังน้ี 

0.0007, 0, 0.0006, 0.0025 และ 0.0063 μmol of pNp/min.mL sample (ฝ kกสด ภายหล ังการทำให f เห ี ่ยว 

ภายหลังการทำใหfเกิดเหงื่อ การทำใหfเกิดเหงื่อ ภายหลังการทำแหfง และ ภายหลังการปรับสภาพ ตามลำดับ) ดังน้ัน

ขั้นตอนที่สำคัญในการทำใหfวานิลลาเกิดกลิ่นในการบnมแบบ Bourbon คือขั้นตอนการปรับสภาพ เนื่องจากมีคnา

กิจกรรมของเอนไซม[สูงสุด และในการบnมแบบ Mexican มีคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ที่วัดไดfจาก

เนื ้อเยื ่อในแตnละขั ้นตอนดังนี ้ 0.0107, 0.1221, 0.0030 และ 0.0373 μmol of pNp/min.g sample และจาก

จุลินทรีย[ในแตnละขั้นตอนดังนี ้ 0.0007, 0.0092, 0.0130 และ 0.0142 μmol of pNp/min.mL sample (ฝkกสด 

ภายหลังการทำใหfเหี่ยวและการทำใหfเกิดเหงื่อ ภายหลังการทำแหfง และ ภายหลังการปรับสภาพ ตามลำดับ) ดังน้ัน

ขั้นตอนที่สำคัญในการทำใหfวานิลลาเกิดกลิ่นในการบnมแบบ Mexican คือขั้นตอนการทำใหfเหี่ยวและการทำใหfเกิด

เหงื่อ เนื่องจากมีคnากิจกรรมของเอนไซม[สูงสุด จากการบnงช้ีชนิดของจุลินทรีย[ โดยการจำแนกความแตกตnางของชนิด

จุลินทรีย[ ดfวยเทคนิค High Resolution Melting Analysis (HRMA) และ DNA sequencing ในแตnละขั้นตอนของ

การบnมฝkกวานิลลาพบวnาเชื้อแบคทีเรีย 9 ชนิดระหวnางกระบวนการบnมฝkกวานิลลา โดยมีเชื้อในสกุล Bacillus ชนิด 
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Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis และ Bacillus megaterium ที ่สnงผลตnอคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-

glucosidase นอกจากนี้จากการทดสอบทางประสาทสัมผัสเชิงพรรณาพบวnา วานิลลาพันธุ[ Vanilla tahitensis มี

คุณลักษณะกล่ินท้ังหมด 8 กลิ่น ไดfแกn กลิ่นมาร[ชแมลโลว[ กลิ่นช็อคโกแลตสังเคราะห[ กลิ่นใบชาแหfง กลิ่นบ�วยเปลือก

สfม กลิ่นบ�วยเค็ม กลิ่นบ�วยแผnน กลิ่นกานพลู กลิ่นช็อคโกแลตนม โดยการบnมแบบ Mexican ใหfกลิ่นมาร[ชแมลโลว[ 

กล่ินใบชาแหfง กล่ินกานพลู มากกวnาการบnมแบบ Bourbon อยnางมีนัยสำคัญ (P<0.05) 
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Abstract 

Vanilla curing methods involves four steps including 1 )  killing 2 )  sweating 3 )  drying and 4) 

conditioning. Cured vanilla pods could produce several volatile compounds which vanillin is one of 

the key aroma compounds. Vanillin was produced by hydrolysis of glucovanillin precursor by β-

glucosidase that found in the vanilla tissue or produced from some microorganism. The objectives 

of this study are to identify the microorganisms and to analyze enzyme activity involved to vanilla 

aroma during curing using two different curing methods e.g. Bourbon curing method and Mexican 

curing method and to study the aroma characteristics of Vanilla tahitensis vanilla grown in Thailand 

which cured from different methods. The analysis of β-glucosidase activity from vanilla tissue and 

microorganism by spectrophotometry found that enzyme activity was mostly from vanilla tissue 

which showed significantly higher activity than those of microorganisms (P <0.05). For Bourbon curing 

method, the enzyme activities from vanilla tissue in each step are 0.0107, 0.0083, 0.0115, 0.0300 

and 0.1942 μmol of pNp / min.g sample and those from microorganisms in each step are 0.0007, 0, 

0.0006, 0.0025 and 0.0063 μmol of pNp / min.mL sample (fresh, after killing, after sweating, after 

drying and after conditioning, respectively). The most important step for Bourbon curing method is 

conditioning because of its highest enzyme activity. Mexican curing method, the enzyme activities 

from vanilla tissue in each step are 0.0107, 0.1221, 0.0030 and 0.0373 μmol of pNp/min.g sample 

and those from microorganisms in each step are 0.0007, 0.0092, 0.0130 and 0.0142 μmol of pNp / 

min.mL sample (fresh, after killing, after sweating and after drying and after conditioning, 

respectively). The most important step for Bourbon curing method is killing and sweating because 

of their highest enzyme activity. From the identification of microbial species by High Resolution 

Melting Analysis (HRMA) and DNA sequencing in each step of cured vanilla pods, nine species of 

bacteria were identified. The bacteria in the genus Bacillus including Bacillus licheniformis, Bacillus 

subtilis and Bacillus megaterium potentially affecting the activity of β-glucosidase. In addition, the 

descriptive sensory study found that Vanilla tahitensis has 8 aroma characteristics including 

marshmallow, chocolate extract, dried tea leave, orange peel plum, salted plum, Hawthorn berry, 
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clove and milk chocolate. Mexican curing method showed significantly higher in marshmallow, dried 

tea leave and clove aroma notes than Bourbon curing method (P <0.05). 
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 ขอกราบขอบพระคุณเจfาหนfาที่หfองปฏิบัติการกระบวนการแปรรูปอาหารฯ หfองปฏิบัติการเคมีอาหาร 

และหfองปฏิบัติการประกันคุณภาพ ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร ที่ไดfอำนวยความสะดวกเป�นอยnางดีในการ

ใชfหfองปฏิบัติการตลอดการดำเนินโครงการ 

 ขอกราบขอบพระคุณ ศูนย[วิจัยและพัฒนา เครือเบทาโกร ที่ใหfความอนุเคราะห[ใหfความรnวมมือในการ

ทำวิจัย 

 ขอกราบขอบพระคุณรุnนพี่ เพื่อน และรุnนนfอง นิสิตปริญญาตรี นิสิตปริญญาโท ภาควิชาเทคโนโลยี

ทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร[ จุฬาลงกรณ[มหาวิทยาลัย ที่คอยใหfกำลังใจ ใหfความชnวยเหลือตลอดระยะเวลา

การทำวิจัย 

 ทfายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และทุกคนในครอบครัวของคณะผูfวิจัยทั้งสองครอบครัวที่ไดf

สนับสนุนในทุก ๆ ดfาน จนโครงการนี้สามารถลุลnวงไปไดfดfวยดี ตลอดจนสnงเสริมคณะผูfวิจัยดfานโอกาส

การศึกษาแกnคณะผูfวิจัยตลอดมา  

ขอกราบขอบพระคุณเป�นอยnางสูงไวf ณ ท่ีน้ี 
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บทที่ 1 

บทนำ 

  

 วานิลลา (Vanilla) เป�นพืชในสกุล Orchidaceae ซึ่งเป�นกลfวยไมfชนิดหนึ่งที่นิยมนำสnวนฝkกหรือท่ี

เรียกกันวnาฝkกวานิลลามาผnานกระบวนการบnมจนมีกลิ่นหอมที่เป�นเอกลักษณ[เฉพาะตัว และนำมาใชfในการ

ทำอาหารคาวหวานตnาง ๆ วานิลลามีถิ่นกำเนิดในแถบอเมริกากลางเป�นพืชพื้นเมืองของประเทศเม็กซิโก และ

ไดfมีการนำไปปลูกในหลายประเทศ จนกลายเป�นพืชเศรษฐกิจของหลายประเทศและเป�นพืชที่มีมูลคnาทาง

เศรษฐกิจสูงเป�นอันดับสองของตลาดโลก โดยผลผลิตของวานิลลาคือ ฝkกที่บnมแลfวและมีการสรfางสารที่ใหfกล่ิน

หอมท่ีเรียกวnา วานิลลิน (Vanillin) และมีการนำสารน้ีมาใชfประโยชน[ 

 ฝkกสดของวานิลลาจะมีปริมาณของวานิลลินที่เป�นสารใหfกลิ่นสำคัญของวานิลลาในปริมาณนfอย ซ่ึง

นอกจากไมnมีกลิ่นรสตามธรรมชาติของวานิลลา แลfวยังพบวnามีกลิ่นจาง ๆ จากสารประกอบฟ�นอล ซึ่งตnางจาก

กลิ่นวานิลลาที่ไดfจากการบnม โดยทางการคfาจะนำฝkกวานิลลาสดไปบnมเพื่อใหfไดfกลิ่นรสและสีตามที่ตfองการ 

และตากแหfงหรืออบแหfงลดความชื้นของฝkกลงเพื่อป£องกันการเนnาเสียในระหวnางการเก็บรักษาอีกดfวย การบnม

ฝkกวานิลลานำมาซึ่งการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ, ชีวเคมี และเคมี เพื่อใหfไดfคุณสมบัติของฝkกวานิลลาตามท่ี

ตfองการ (Ranadive, 1994) โดยชื่อของวิธีการบnมจะถูกตั้งตามชื่อของแหลnงเพาะปลูกของวานิลลาสายพันธุ[

นั้น ๆ เชnน Mexican process, Bourbon process, Peruvian process และ Guyana process เป�นตfน ซ่ึง

ขั้นตอนการบnมจะแบnงออกเป�น 4 ขั้นตอน ไดfแกn การทำใหfเหี่ยว (killing), การทำใหfเกิดเหงื่อ (sweating), 

การทำใหfแหfง (drying) และ การปรับสภาพ (conditioning) 

วานิลลาเป�นพืชในวงศ[กลfวยไมf (Orchidaceae) ซึ่งแมfจะพบวานนิลลาหรือกลfวยไมfวานิลลากวnา 110 

สป�ชีส[ แตnมีเพียง 3 สป�ชีส[เทnานั้น ไดfแกn Vanilla planifolia, Vanilla tahitensis  และ Vanilla pompana 

โดยนิยมนำสnวนฝkกมาบnมเพื ่อใหfไดfกลิ ่นที ่เป�นเอกลักษณ[และใชfเป�นสารใหfกลิ ่นในอาหาร เครื ่องด่ืม 

เครื่องสำอาง ยาสูบ และผลิตภัณฑ[อื่น ๆ ปkจจุบันมีแหลnงผลิตวานิลลาที่สำคัญ ไดfแกn ประเทศมาดากัสกา 

อินโดนีเซีย เม็กซิโก และฮาวาย อยnางไรก็ตามผลผลิตที่ไดfยังไมnเพียงพอกับความตfองการของตลาด ปkจจุบันมี

หนnวยงานในประเทศไทย อาทิ มูลนิธิโครงการหลวง ไดfทำการศึกษาวิจัยและปลูกทดสอบตามสถานีวิจัยตnาง ๆ 

เพ่ือจะพัฒนาและสnงเสริมการปลูกใหfเป�นพืชเศรษฐกิจของประเทศ 
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วัตถุประสงคHงานวิจัย 

1.   เพื่อศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย[ระหวnางการบnมฝkกวานิลลาโดยมีวิธีการบnมฝkกวานิลลาแบบ

ตnาง ๆ 

2.   เพ่ือศึกษาและเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ซ่ึงมีผลตnอการผลิตวานิลลินระหวnาง

การบnมฝkกวานิลลาแบบตnาง ๆ 
	

ขอบเขตงานวิจัย 

1. ศึกษากิจกรรมของของเอนไซม[ β-glucosidase จากเนื้อเยื่อฝkกวานิลลาและจากจุลินทรีย[ ในแตnละ

ข้ันตอนของการบnมฝkกวานิลลาท้ัง 2 แบบ 

2. ศึกษาชนิดของแบคทีเรียที่พบในแตnละขั้นตอนของการบnมฝkกวานิลลาทั้ง 2 แบบ ที่อาจะสnงผลตnอ

กิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase 

 

ประโยชนHท่ีคาดวTาจะได;รับ 

สามารถบอกข้ันตอนท่ีสำคัญของการบnมท้ัง 2 แบบ ไดfแกn การบnมแบบ Bourbon และการบnมแบบ 

Mexicanและสามารถระบุชนิดเช้ือท่ีสำคัญในการบnมฝkกวานิลลา
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บทที่ 2 

วารสารปริทัศนH 

 

2.1 วานิลลา 

 วานิลลาเป�นพืชในวงศ[กลfวยไมf (Orchidaceae) ซึ่งแมfจะมีกลfวยไมfวานิลลากวnา 110 สป�ชีส[ แตnมี

เพียง 3 สป�ชีส[เทnานั้น ไดfแกn Vanilla planifolia, Vanilla tahitensis และ Vanilla pompana ที่นิยมนำ

สnวนฝkกมาบnมเพื่อใหfไดfกลิ่นที่เป�นเอกลักษณ[และใชfเป�นสารใหfกลิ่นในอาหาร เครื่องดื่ม เครื่องสำอาง ยาสูบ 

และผลิตภัณฑ[อื่น ๆ ฝkกวานิลลาเป�นที่ตfองการของผูfบริโภคทั่วโลก โดยในป� พ.ศ. 2558 มีความตfองการฝkกวา

นิลลาแหfงสูงถึง 16,000 เมตตริกตัน (Givaudan, 2016) ซึ่งมากกวnาปริมาณที่สามารถผลิตไดfถึง 10 เทnา จึง

เป�นเหตุใหfฝkกวานิลลาแหfงมีมูลคnาทางเศรษฐกิจสูง ซึ่งประเทศที่มีการผลิตมาก ไดfแกn ประเทศอินโดนีเซีย โดย

มีปริมาณผลผลิตออกสูnตลาดโลกมากถึง 3,700 เมตริกตัน รองลงมาคือ ประเทศมาดากัสการ[ 2,800 เมตริกตัน 

และประเทศอื่น ๆ ที่มีการผลิตมาก ไดfแกn จีน เม็กซิโก และตุรกี แตnราคาผลิตในตลาดโลกคnอนขfางผันผวน 

เนื่องจากการขาดแคลนวัตถุดิบที่มีคุณภาพและการแขnงขันกับวานิลลาสังเคราะห[ จากการสำรวจขfอมูลพบวnา 

ท่ัวโลกมีการบริโภคสารวานิลลินสูงถึง 15,000 ตันตnอป� โดยเป�นวานิลลาจากธรรมชาติเพียง 1% 

 กลfวยไมfวานิลลา Vanilla tahitensis เป�นที่ตfองการในตลาดสูง โดยมีความตfองการสูงที่สุดอยูnท่ี

ประเทศฝรั่งเศสและอิตาลี สnวนใหญnถูกนำไปใชfในอุตสาหกรรมผลิตไอศกรีม มีพื้นที่เพาะปลูกสnวนใหญnอยูnบน

เกาะ Tahiti และ Moorea ลักษณะของกล่ินรส จะปลดปลnอยออกมาปริมาณมากในชnวงแรกของการบnม โดยมี

กล่ินท่ีคnอนขfางหวานเล่ียน และมีกล่ินอ่ืนอnอน ๆ Vanilla  

2.2 การบTมฝoกวานิลลา 

 ฝkกสดของวานิลลาจะมีปริมาณของวานิลลินที่เป�นสารใหfกลิ่นสำคัญของวานิลลาในปริมาณนfอย ซ่ึง

นอกจากไมnมีกลิ่นรสตามธรรมชาติของวานิลลา แลfวยังพบวnามีกลิ่นจาง ๆ จากสารประกอบฟ�นอล ซึ่งตnางจาก

กลิ่นวานิลลาที่ไดfจากการบnม โดยทางการคfาจะนำฝkกวานิลลาสดไปบnมเพื่อใหfไดfกลิ่นรสและสีตามที่ตfองการ 

และตากแหfงหรืออบแหfงลดความชื้นของฝkกลงเพื่อป£องกันการเนnาเสียในระหวnางการเก็บรักษาอีกดfวย การบnม

ฝkกวานิลลานำมาซึ่งการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ, ชีวเคมี และเคมี เพื่อใหfไดfคุณสมบัติของฝkกวานิลลาตามท่ี

ตfองการ (Ranadive, 1994) ระหวnางการบnมในขั้นตอนการทำใหfเกิดเหงื่อ (sweating) และ การทำใหfแหfง 

(drying) จะทำใหfฝkกวานิลลาสูญเสียความช้ืนมากถึง 80% (Correll, 1953)  

 

 การบnมฝkกวานิลลาเป�นกระบวนการที่สำคัญในการผลิต เนื่องจากเป�นกระบวนการที่ชnวยพัฒนากล่ิน

รสและลักษณะของวานิลลาดfวยการทำงานของเอนไซม[ที่เกี่ยวขfอง (Ranadive, 1994) โดยวิธีการบnมนั้น จะ

แตกตnางกันไปตามภูมิภาคท่ีปลูกวานิลลา เน่ืองจากมีการคิดคfนและพัฒนาใหfเหมาะสมตnอลักษณะของวานิลลา

ของแตnละภูมิภาค ซึ่งพิจารณาจากทรัพยากรและประสบการณ[ที่ไดfจากการลองผิดลองถูก (Muralidharan 

และ Balagopal, 1978) โดยชื่อของวิธีการบnมจะถูกตั้งตามชื่อของแหลnงเพาะปลูกของวานิลลาสายพันธุ[นั้น ๆ 
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เชnน Mexican process, Bourbon process, Peruvian process และ Guyana process เป�นตfน วิธีการบnม

อาจมีการแกfไขตามประสบการณ[ท่ีเคยไดfรับเพ่ือใหfไดfฝkกวานิลลาท่ีมีคุณภาพดีท่ีสุด 

การบnมฝkกวานิลลาแบnงออกเป�น 4 ข้ันตอนหลักๆ ดังน้ี (Daphna และ Faith, 2011)  

  

2.2.1 การทำใหfเห่ียว (Killing) 

เป�นกระบวนการที่เขfาไปรบกวนกระบวนการการหายใจโดยการทำลายเยื่อหุfมเซลล[และผนัง

เซลล[ของฝkกวานิลลา เกิดการยับยั้งการทำงานของเอนไซม[ตnาง ๆที่ชnวยในการผลิตกลิ่นรสของวานิล

ลา(Ranadive, 1994) ในขั้นตอนการทำใหfเหี่ยวสามารถทำไดfหลายวิธี อาทิ ลวกดfวยน้ำรfอน, ตาก

แดด, อบดfวยความรfอน, การทำใหfเกิดรอยบนฝkกวานิลลา, รมดfวยแก�สเอธิลีน และ การแชnงแข็ง โดย

สามารถเลือกทำวิธีการใด วิธีการหนึ่งที่ไดfกลnาวมาขfางตfน วิธีที่นิยมมากที่สุดในการทำขั้นตอนนี้คือ 

การตากแดด, อบดfวยอุโมงค[ความรfอน และ การลวกดfวยน้ำรfอน (ภาพท่ี 2.1) 

 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 แสดงวิธีการ Killing แบบการลวกดfวยน้ำรfอน 

(ท่ีมา http://cr2014.symrise.com/magazine/integrate-to-move-forward/index.html) 

  

2.2.2 การทำใหfเกิดเหง่ือ (Sweating) 

ข้ันตอนน้ี คือ การนำฝkกวานิลลาไปตากแดด (ภาพท่ี 2.2) และเก็บไวfในกลnองป̈ด (sweating box) หรือ

หfองป̈ด แตnจะไมnคnอยนิยมทำในเตาอบ โดยใชfระยะเวลาประมาณ 7-10 วัน ซ่ึงทำตnอจากข้ันตอน Killing เป�น

การการลดความช้ืนอยnางรวดเร็วเพ่ือป£องกันการเนnาเสียของฝkกวานิลลาแตnเพียงพอสำหรับการทำงานของ

เอนไซม[ โดยท่ัวไปข้ันตอนน้ีอาจจะทำใหfฝkกวานิลลามีคุณภาพต่ำลงถfาหากมีการจัดการท่ีไมnเหมาะสมใน

ข้ันตอนน้ีฝkกของวานิลลาจะพัฒนาคุณสมบัติในดfานของ กล่ิน สีและรสชาติ 
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ภาพท่ี 2.2 แสดงข้ันตอนการ Sweating 

(ท่ีมา: https://www.cooksvanilla.com/the-art-of-curing-vanilla-beans/) 

 2.2.3 การทำใหfแหfง (Drying) 

  หลังจากขั้นตอนการทำใหfเกิดเหงื่อ (Sweating) ฝkกวานิลลาจะมีสีน้ำตาลและมีกลิ่นหอม แตn

ยังคงมีความชื้นอยูnประมาณรfอยละ 60 ถึง 70 และฝkกยังคงตfองการการทำแหfงเพื่อลดความชื้น เพื่อป£องกัน

การเนnาเสียจากจุลินทรีย[ และเพื่อใหfเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีท่ีมีประโยชน[  และมีความชื้นต่ำลงภายหลัง

การจากการทำใหfแหfง ซึ่งจะชnวยลดกิจกรรมของเอนไซม[และการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่ไมnพึ่งประสงค[ไดf 

ความช้ืนของฝkกวานิลลาหลังจากการทำแหfงจะอยูnท่ี รfอยละ 25ถึง32 

 

 
ภาพท่ี 2.3 แสดงข้ันตอนการ Drying 

(ท่ีมา: https://www.cooksvanilla.com/the-art-of-curing-vanilla-beans/) 
  

2.2.4 การปรับสภาพ (Conditioning) 

  ในขั้นตอนน้ีฝkกวานิลาจะถูกเก็บไวfในกลnองป¨ด เป�นเวลา 2-3 เดือน ซึ่งปฏิกิริยาทางเคมีและ

 ชีวเคมี เชnน esterification, etherification, oxidative degradation ฯลฯ จะเกิดขึ้นในขั้นตอนน้ี 

 ซ่ึงสำคัญตnอการผลิตกล่ินหอมตnาง ๆ และรสชาติโดยรวมของฝkกวานิลลา 
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2.3 สารวานิลลิน (Vanillin) 

 กลิ่นวานิลลาที่สกัดไดfจากฝkกวานิลลามีสารองค[ประกอบที่แตกตnางกันถึง 250 ชนิด (ภาพที่ 2.5) แตnมี

สารวานิลลิน (ภาพที่ 2.4) เป�นองค[ประกอบที่สำคัญที่สุดและมีปริมาณคิดเป�นรfอยละ 85 ของสารระเหยในฝkก

วานิลลาสด โดยเกิดจากสารต้ังตfน glucovanillin ซ่ึงเป�นสารท่ีอยูnในรูป glycosides เป�นโครงสรfางท่ี vanillin 

เกาะอยูnกับน้ำตาล และยังเป�นสารที่ไมnมีกลิ่น การสะสมของสาร glucovanillin จะพบหลังจากผสมเกสรเพียง 

3-4 เดือน และมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น เมื่อฝkกมีอายุ 7-9 เดือน ฝkกแกnเขียวมี glucovanillin สะสมอยูnคิดเป�น

รfอยละ 10 ถึง 15 แตnหลังผnานกระบวนการบnมจะมี vanillin เหลือเพียงรfอยละ 1 ถึง 2 ตnอน้ำหนักสุดทfายของ

ฝkก (Joel et al., 2003) กระบวนการบnมที่ไมnเหมาะสมอาจทำใหfสูญเสียสาร vanillin ระหวnางการบnมไดf หรือ

สภาวะการบnมที่ไมnเหมาะสมตnอการทำงานของเอนไซม[และจุลินทรีย[ที่เกี่ยวขfองกับการพัฒนากลิ่นในฝkกวานิล

ลา ขั้นตอนการบnมฝkกวานิลลาใหfมีกลิ่นหอม จึงนับวnาเป�นขั้นตอนที่สำคัญที่สุดตnอคุณภาพหรือการพัฒนาสาร

ใหfกล่ินของฝkกวานิลลา (ธิติมา และคณะ, 2011) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.4 แสดงโครงสรfางวานิลลิน (ท่ีมา: Birger and Nethaji, 2015) 
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ภาพท่ี 2.5 โมเลกุลตnาง ๆ ในสารสกัดวานิลลา (ท่ีมา: UNAM, 2016) 

 

 และเอนไซม[หลักที ่ม ีบทบาทสำคัญในการยnอยสลายและปลดปลnอยสาร vanillin ไดfแกn β-

glucosidase นอกจากนั ้นยังมีเอนไซม[ที ่เกี ่ยวขfองกับการยnอยสลายผนังเซลล[ ไดfแกn cellulase และ 

peroxidase ซึ่งเกี่ยวขfองกับการเปลี่ยนแปลงเป�นสีน้ำตาลของสารประกอบฟ�นอลิก ซึ่งเอนไซม[ cellulase 

และ peroxidase สามารถสังเคราะห[ไดfโดยจุลินทรีย[บางชนิด และสามารถกระตุfนใหfฝkกวานิลลาสรfางสาร 

vanillin ปริมาณมากขึ้นและเร็วกวnาปกติในระหวnางกระบวนการบnม เนื่องจากสารตั้งตfนและเอนไซม[อยูnใน

เนื ้อเยื ่อเดียวกันคือ placenta laminae แตnพบในบริเวณออร[แกเนลที ่แตกตnางกัน คือพบสารตั ้งตfน 

glucovanillin สะสมมากในแวคิวโอล สnวนเอนไซม[ β-glucosidase พบมากในไซโตรพลาสมิกหรือเพอริพ

ลาสมิก ในกระบวนการบnมฝkกวานิลลา มีระดับอุณหภูมิแความชื้นที่แตกตnางกัน สnงผลใหfมีความหลากหลาย

ของปริมาณและชนิดจุลินทรีย[ที ่สามารถยnอยสลายcellulose และ hemicellulose แตกตnางกันในแตnละ
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ขั้นตอน ดังนั้นเอนไซม[ของแบคทีเรียอาจเกี่ยวขfองกับกระบวนการ hydrolysis ของ flavor glycoside ในฝkก

วานิลลา (Röling et al., 2001) 

ดังนั้นเมื่อผนังเซลล[ของฝkกวานิลลาถูกยnอยสลาย สnงผลใหfเยื่อหุfมเซลล[ตnาง ๆ ไมnแข็งแรง ทำใหfเซลล[

ปลดปลnอย glucovanillin และ β-glucosidase ออกมาภายนอกเซลล[ ทำใหfเกิดปฏิกิร ิยา hydrolysis 

ระหวnาง glucovanillin และ β-glucosidase ไดfเป�น glucose และวานิลลินท่ีเป�นสารใหfกล่ินหอมในวานิลลา 

 

2.4 เทคนิคการวิเคราะห[การคลายเกลียวของสายดีเอ็นเอ (High Resolution Melting Analysis: HRMA) 

 HRMA เป�นเทคนิคที ่สามารถวิเคราะห[ตำแหนnง Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ไดf

หลังจากเทคนิค real-time PCR เม่ือทำ PCR เสร็จส้ินสามาทำการวิเคราะห[ HRM ตnอซ่ึงสามารถแยกสายพันธุ[

ของสิ่งมีชีวิตทันที โดยทำการวิเคราะห[ melting curve ที่จะคnอย ๆ เพิ่มอุณหภูมิใหfกับผลผลิต PCR  การ

เพิ่มขึ้นของอุณหภูมิจะทำใหfผลผลิตจาก PCR ที่เดิมเป�น DNA สายคูn แยกตัวออกจากกันมากขึ้น ทั้งนี้ DNA 

สายคูnจากผลผลิตPCR ของสิ่งมีชีวิตแตnละชนิดจะมีคnา melting temperature เป�นคnาเฉพาะตัว ดังนั้นเมื่อทำ 

HRM แลfวพบ melting peak ที่แตกตnางกัน (ภาพที่ 2.6) ก็สามารถแยกชนิดหรือสายพันธุ[ ของสิ่งมีชีวิตไดf ซ่ึง

เป�นวิธีท่ีสะดวก รอดเร็ว ราคาเหมาะสม (ธีระวัฒน[, 2017) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.6 แสดงตัวอยnางผลการทดลองท่ีไดfจากเทคนิค HRMA 

(ท่ีมา: https://www.researchgate.net/figure/A-Selected-HRMA-results-from-cell-line-dilutions-

testing-analytical-sensitivity-Melting_fig1_236910325)  
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการวิจัย (Materials and methods) 

  

3.1 การเตรียมตัวอยTางวานิลลา	

รับฝkกวานิลลาสดมาจาก อำเภอหมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี จากนั้นนำไปลfางทำความสะอาด

ดfวยน้ำเปลnา ซับใหfแหfงดfวยกระดาษทิชชู คัดแยกตามขนาดแลfวสุnม เพ่ือนำไปบnม 2 วิธี วิธีละประมาณ 

15 ฝkก 

 

	
ภาพท่ี 3.1 แสดงการเตรียมตัวอยnางฝkกวานิลลา 

 

3.2 วิธีการบTมฝoกวานิลลา 

 ในงานวิจัยน้ีเลือกใชfวิธีแบบด้ังเดิม 2 วิธี คือ วิธีการบnมแบบ Bourbon และ วิธีการบnมแบบ Mexican 

ซ่ึงมีรายละเอียดข้ันตอนดังตnอไปน้ี 

 3.2.1 วิธีการบnมแบบ Bourbon (ดัดแปลงจากวิธีของ Chaim และคณะ,2019) 

  3.2.1.1 การทำใหfเหี่ยว (killing) ลวกฝkกวานิลลาในน้ำที่มีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป�น

เวลา 2-3 นาที (ภาพท่ี 3.2) แลfว นำไปหnอ ดfวยผfาเก็บใสnกลnองเป�นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 

 
 

ภาพท่ี 3.2 แสดงข้ันตอน Killing ของวิธีการบnมแบบ Bourbon 
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  3.2.1.2 การทำใหfเกิดเหงื่อ (sweating) นำฝkกวานิลลาไปตากแดดตั้งแตnชnวงเวลา 11.00 น. 

เป�นเวลา 2-3 ช่ัวโมง หลังจากน้ันหnอดfวยผfา แลfวนำมาเก็บลงกลnอง ทำซ้ำเป�นเวลา 6-8 วัน 

 

 
 

ภาพท่ี 3.3 แสดงข้ันตอน sweating ของวิธีการบnมแบบ Bourbon 
 

  3.2.1.3 การทำใหfแหfง (drying) นำฝkกวานิลลามาตากแหfงในหfองที่มีการถnายเทของอากาศ 

เป�นเวลา 2-3 เดือน 

  3.2.1.4 การปรับสภาพ (conditioning) นำฝkกวานิลลามาเก็บในภาชนะป¨ดที่ไมnมีการถnายเท

ของอากาศเป�น เวลา 3  เดือน 

 

 3.2.2 วิธีการบnมแบบ Mexican (ดัดแปลงจากวิธีของ Chaim และคณะ,2019) 

  3.2.2.1 การทำใหfเหี่ยว (killing) และ การทำใหfเกิดเหงื่อ (sweating) นำฝkกวานิลลาไปตาก

แดดตั้งแตnชnวงเวลา 11.00 น. บนผfาสีเขfมเป�นเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นหnอดfวยผfาแลfวตากแดดตnอจนถึง

เย็น และนำมาเก็บลงกลnองเป�นระยะเวลา 2 สัปดาห[ สังเกตไดfจากสีของฝkกวานิลลากลายเป�นสีที่น้ำตาล ถือวnา

เสร็จส้ินข้ันตอน killing และ sweating 

  3.2.2.2 การทำใหfแหfง (drying) นำฝkกวานิลลามาตากแหfงในหfองที่มีการถnายเทของอากาศ

เป�นระยะเวลา 1  เดือน 

  3.2.2.3 การปรับสภาพ (conditioning) มัดฝkกวานิลลารวมกันจากนั้นนำไปเก็บไวfในกลnอง

เป�นระยะเวลา 3  เดือน 

 

3.3 การวัดความช้ืน 

 สุnมฝkกวานิลลาจากแตnละขั้นมาขั้นตอนละ 1 ฝkก หั่นเป�นชิ้นเล็ก ๆแลfวนำไปวัดปริมาณความชื้นดfวย

เคร่ือง Moisture Analyzer (model: HB43-S, made in Switzerland) แลfวบันทึกผล 
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3.4 การเก็บเช้ือจุลินทรียH 

 เตรียมสารละลาย NaCl รfอยละ 0.85 100 mL แลfวนำไปฆnาเชื้อดfวยวิธีการ Autoclave สุnมฝkกวานิล

ลา 1 ฝkก ลfางดfวยสารละลาย NaCl รfอยละ 0.85 ที่เตรียมไวf (ภาพที่ 3.4) หลังจากนั้นนำของเหลวที่ไดfไปทำ 

dilution ที่ 100, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 16-6 เพื่อนำไปเพาะเชื้อจุลินทรีย[ สnวนของเหลวท่ีเหลือเก็บใสn

หลอด Falcon ขนาด 50 mLแลfวนำไปแชnแข็งท่ี -80 องศาเซลเซียส 

 

 
ภาพท่ี 3.4 แสดงวิธีการลfางฝkกวานิลลา 

3.5 การเพาะจุลินทรียH 

 3.5.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื ้อชนิด Nutrient agar ผสมกับ 3% Tryptic (Trypticase) Soy Agar ละลาย

ดfวยน้ำกลั่น แลfวนำไปฆnาเชื้อดfวยการ Autoclave ทิ้งไวfใหfอุnนพอสัมผัสไดfที่อุณหภูมิหfอง หลังจากนั้นนำไปใชf

สำหรับ spread plate และ pour plate ตnอไป 

 3.5.2 spread plate 

 นำอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวfมาเทลงจานเพาะเชื้อ ทิ้งไวfใหfแหfงที่อุณหภูมิหfอง ป¨เปตต[ dilution ของ

ของเหลวจากขั้นตอนการเก็บเชื้อจุลินทรีย[ปริมาตร 0.1 mL นำ spreader ที่ผnานการฆnาเชื้อดfวยแอลกอฮอล[ 

95% เผาไฟ และทิ้งไวfจนเย็นนำมาวนบนจานเพาะเชื้อที่ป¨เปตต[ของเหลวเรียบรfอยแลfวจนแหfง ทำซ้ำจนครบ

ทุก dilution หลังจากน้ันนำไปบnมท่ีอุณหภูมิ 30 และ 55 องศาเซลเซียส  

 3.5.3 pour plate 

 ป¨เปตต[ dilution ของของเหลวจากขั้นตอนการเก็บเชื้อจุลินทรีย[ปริมาตร 1 mL ลงบนจานเพาะเช้ือ 

หลังจากนั้นเทอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวf หfามเทอาหารเลี้ยงในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อรfอนจัด วนจานเพาะเช้ือ

ใหfเกิดการผสมอยnางทั่วถึง ทิ้งไวfแหfง ทำซ้ำจนครบทุก dilution หลังจากนั้นนำไปบnมที่อุณหภูมิ 30 และ 55 

องศาเซลเซียส 

3.6 การเตรียมเช้ือเพ่ือนำไประบุสายพันธุHจุลินทรียH (ดัดแปลงวิธีมาจาก Anton และคณะ, 2001) 

 3.6.1 นำจุลินทรีย[ท่ีไดfจากการเพาะเช้ือมาจำแนกตามลักษณะภายนอกดfวยตาเปลnา  

 3.6.2 เพาะเช้ือท่ีมีลักษณะท่ีแตกตnางกัน โดยบnมตามสภาวะเดิม จนกวnาจะไดfโคโลนีเด่ียว 
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 3.6.3 หลังจากไดfโคโลนีเดี่ยวแลfว นำโคโลนีเดี่ยวที่ไดfไปเก็บรักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ใสnใน

หลอด cryotube ขนาด 2 mL และนำไปแชnแข็งท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 3.6.4 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 

 ผสม Nutrient Broth กับ ร fอยละ3 ของ Tryptic (Trypticase) Soy Broth เติม ร fอยละ20ของ 

Glycerol, รfอยละ0.4ของ Glucose , รfอยละ0.6ของ Yeast extract และ รfอยละ1.25ของ Peptone เติมน้ำ

กลั่น และนำไปผสมใหfเขfากันดfวย Magnetic Stirrer หลังจากนั้นนำไปฆnาเชื้อดfวยเครื่อง Autoclave และท้ิง

ไวfใหfเย็นดfวยอุณหภูมิหfอกnอนนำมาใชfงาน 

3.7 การระบุสายพันธุHจุลินทรียHระหวTางกระบวนการบTมฝoกวานิลลา (curing) 

 3.7.1 นำโคโลนีเดี่ยวที่ไดfจากขfอ 5 มาสกัด DNA วัดคาวมเขfมขfนและความบริสุทธิ์ของ DNA ที่สกัด

ไดfดfวยเครื ่อง Nanodrop 2000 Spectrophotometer พบวnาอัตราสnวนระหวnางคnา A260 กับ A280 อยูn

ในชnวง 1.65-2.00 แสดงวnา DNA มีความบริสุทธ์ิและคุณภาพดีพอสำหรับปฏิกิริยา Real time-PCR 

 3.7.2 เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดfวยเทคนิค Real-time PCR 

 3.7.3 จำแนกความแตกตnางของชนิดจุลินทรีย[ดfวยเทคนิค High Resolution Melting Analysis 

(HRMA) 

 3.7.4 นำไปวิเคราะห[ลำดับพันธุกรรมของจุลินทรีย[ 

  

3.8 การวัดคTากิจกรรมของเอนไซมH β-glucosidase 

3.8.1 การวัดคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเนื้อเยื่อฝkกวานิลลา (ดัดแปลงวิธีมาจาก 

Akatin, 2013) 

3.8.1.1 การเตรียมตัวอยnางเน้ือเย่ือ 

  3.8.1.1.1 สุnมฝkกวานิลลาในแตnละข้ันตอนมาข้ันตอนละ 2 ฝkก 

  3.8.1.1.2 หั่นเป�นชิ้นเล็ก ๆ แลfวไปบดดfวยเคร่ือง Mixer Mill ดfวยความเร็ว 100 รอบ/วินาที 

  เป�นเวลา 60 วินาที 

  3.8.1.1.3 นำผงตัวอยnางที่ไดfจากการบดเก็บใสnหลอด Falcon ขนาด 50 mL และนำไปแชnท่ี

อุณหภูมิ -80    องศาเซลเซียส 

 3.8.1.2 การวัดคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase  

นำผงตัวอยnางที่ไดfจากขfอ 3.8.1.1.3 มาผสมกับน้ำกลั่น (ตัวอยnาง 1 กรัมตnอน้ำกลั่น 2 mL) จากน้ัน

นำไปผสมใหfเขfากันดfวยเครื่อง Vortex เป�นเวลา 10-15 นาที และนำไปปk®นเหวี่ยงดfวยเครื่อง centrifuge ท่ี

อัตราเร็ว 500 รอบ/นาที เป�นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ป¨เปตต[สารละลายตัวอยnาง 300 µL 

และ pNPG (p-nitrophenyl-β-D-glucosidase) 300 µL ใสnในหลอดขนาด 2 mL นำไปบnมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป�นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นเติม 0.1 M Sodium Carbonate (Na2CO3) 1.2 mL เพื่อหยุด

ปฏิกิริยาของเอนไซม[ และนำไปวัดคnาดูดกลืนแสงท่ี 410 nm  
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3.8.2 การวัดคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากจุลินทรีย[ (ดัดแปลงวิธีมาจาก Akatin, 

2013) 

นำน้ำลfางฝkกวานิลลาที่ไดfจาก 3.4 ปริมาตร 30 mL มา vertex 10-15 นาที ป¨เปตสารละลายน้ำลfาง

ฝkกวานิลลา 1 mL ใสnในหลอดขนาด 1.5 mL จากนั้นนำไปปk®นเหวี ่ยงดfวยเครื ่อง centrifuge ที่อัตราเร็ว 

12000 rpm เป�นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ป̈เปตสารละลายน้ำลfางฝkกวานิลลา 200 µL และ 

pNPG (p-nitrophenyl-β-D-glucosidase) 200 µL ใสnในหลอดขนาด 2 mL แลfวนำไปบnมที ่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป�นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นเติม 0.1 M Sodium Carbonate (Na2CO3) 1.2 mL เพื่อหยุด

ปฏ ิก ิร ิยาของเอนไซม [  และนำไปว ัดค nาด ูดกล ืนแสงท ี ่  410 nm ด fวยเคร ื ่อง microplate reader 

spectrophotometry 

 

3.9 การทดสอบทางประสาทสัมผัส (Jonh et al., 2014) 

 การวิเคราะห[ทางประสาทสัมผัส ใชfผู fทดสอบจำนวน 12 คน เป�นนิสิตคณะวิทยาศาสตร[ สาขา

เทคโนโลยีทางอาหาร อายุ 21-23 ป� โดยนำตัวอยnางใสnภาชนะบรรจุพลาสติกป¨ดสนิท ตัวอยnางละ 0.3 กรัม 

โดยแตnละตัวอยnางถูกวิเคราะห[ลักษณะกลิ่นจากผูfเขfารnวมทดสอบทั้ง 12 คน เพื่อหาคำนิยามของกลิ่นที่พบใน

ตัวอยnาง โดยลักษณะของกลิ่นที่พบในตัวอยnางมีดังตnอไปนี้ sweet, sour, spices และ woody หลังจากนั้นใหf

ผูfทดสอบดมสารอfางอิงของกลิ่นนั้นๆ ซึ่งสารอfางอิงที่ใชf marshmallow, สารสกัดกลิ่นช็อคโกแลต และ milk 

chocolate (sweet), บ�วยเค็ม, บ�วยแผnนเซียงจา และบ�วยเปลือกสfม (sour), กานพลู (spices) และ ใบชาแหfง 

(woody) จากน้ันดมตัวอยnางฝkกวานิลลาเพ่ือใหfคะแนนกล่ินท่ีกลnาวไวfขfางตfน โดยมีสเกล 0-15 โดย 0 คือ ไมnไดf

กล่ินเลย และ 15 คือ ไดfกล่ินมากท่ีสุด 

 

3.10 การวิคราะหHทางสถิติ 

 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ใชfการประมวลผล

โดยโปรแกรมทางสถิติ SPSS (Statistical Packages for the Social Science) วิเคราะห[ความแปรปรวนทาง

เดียว (Analysis of variance; One-way ANOVA) และใชfการเปรียบเทียบเชิงซfอนดfวย Duncan’s New 

Multiple Range Test (DNMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ันรfอยละ 95 ในการวิเคราะห[ คnากิจกรรมของเอนไซม[ 

β-glucosidase จากเน้ือเย่ือฝkกวานิลลา และ คnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากจุลินทรีย[ 

 ใชfการเปรียบเทียบ t-test (Independent	Samples t-Test, ตัวอยnางอิสระสำหรับ

คnาเฉล่ีย) ท่ีระดับความเช่ือม่ันรfอยละ 95 ในการเปรียบเทียบความแตกตnางระหวnางลักษณะของกล่ินท่ีพบใน

การบnมฝkกวานิลลาแบบBourbonและการบnมฝkกวานิลลาแบบMexican 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและวิจารณHผล 

 

4.1 การเปล่ียนแปลงทางกายภาพของฝoกวานิลลาระหวTางกระบวนการบTม (curing) 

การเปลี่ยนแปลงลักษณะปรากฏ ความเขfมของกลิ่นวานิลลา และความชื้นของฝkกวานิลลาระหวnาง

กระบวนการบnมแบบ Bourbon และแบบ Mexican แสดงในตารางที่ 4.1 และ 4.2 ตามลำดับ จากการวิจัย

พบวnาลักษณะปรากฏของฝkกวานิลลาท่ีบnมแบบวิธี Bourbon (ตารางที่ 4.1) พบการเปลี่ยนแปลงสีของฝkกวา

นิลลาจากสีเขียวสดเป�นสีเขียวอมน้ำตาลภายหลังการทำใหfเห่ียว (after killing) ดfวยการลวกดfวยน้ำที่อุณหภูมิ 

65 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 3 นาที และภายหลังการทำใหfเกิดเหงื่อ (after sweating) ฝkกจะเริ่มมีสีน้ำตาล

และมีเกล็ดสีขาวบนผิวฝkก Daphna และ Faith (2011) รายงานวnาเกล็ดสีขาวดังกลnาวคือผลึกวานิลลิน 

(vanillin) ที่เกิดขึ้นบนผิวฝkกวานิลลา โดยฝkกจะมีสีน้ำตาลเขfมขึ้นภายหลังการทำแหfง (after drying) และการ

ปรับสภาพ (after conditioning) Waliszewski และคณะ (2009) รายงานวnาสีน้ำตาลของฝkกวานิลลาท่ีเกิดข้ึน

เกิดจากการเรnงปฏิกิริยาการเกิดสีน้ำตาลดfวยเอนไซม[ polyphenol oxidase และ peroxidase กลิ่นวานิลลา

เริ่มปรากฏขึ้นภายหลังการทำใหfเกิดเหงื่อ โดยมีความเขfมกลิ่นลดลงเล็กนfอยภายหลังการทำใหfแหfงและเพิ่มข้ึน

ภายหลังการปรับสภาพ จากการวัดคnาความชื้นพบวnาความชื้นเริ่มตfนของฝkกสดของวานิลลาคิดเป�นรfอยละ 

77.88 และมีคnาสูงขึ้นเป�นรfอยละ 81.42 ภายหลังการทำใหfเหี่ยว (after killing) และคnอยๆลดลงเป�นรfอยละ 

74.58, 60.70 และ 37.62 ภายหลังการทำใหfเกิดเหง่ือ การทำใหfแหfง และการปรับสภาพตามลำดับ  

สำหรับฝkกวานิลลาที่ไดfรับการบnมแบบวิธี Mexican (ตารางที่ 4.2) พบวnาการเปลี่ยนแปลงของสีจากสี

เขียวสดเป�นสีน้ำตาล คลfายกับวิธีการบnมแบบ Bourbon แตnแตกตnางกันตรงที่การบnมแบบ Mexican ฝkกวานิล

ลาจะเปล่ียนเป�นสีน้ำตาลตั้งแตnภายหลังการทำใหfเหี่ยว (after killing) โดยฝkกจะเปลี่ยนเป�นสีน้ำตาลเขfมและมี

เกล็ดสีขาวบนผิวฝkกภายหลังการทำแหfง (after drying) และการปรับสภาพ (after conditioning) จากการวัด

คnาความชื้นพบวnาความชื้นเริ่มตfนของฝkกสดของวานิลลาคิดเป�นรfอยละ 77.88 และมีคnาลดลงเป�นรfอยละ 

61.93 ภายหลังการทำใหfเห่ียว (after killing) และการทำใหfเกิดเหง่ือ (after sweating) และลดลงเป�นรfอยละ 

40.31 และ 32.80 ภายหลังการทำใหfแหfง (after drying) และการปรับสภาพ (after conditioning) 

ตามลำดับ 
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ตารางท่ี 4.1 ลักษณะปรากฏและความช้ืนของฝkกวานิลลาระหวnางกระบวนการบnมแบบ Bourbon 
ลักษณะทางกายภาพ ฝoกวานิลลาสด 

 

ฝoกวานิลลา 

ภายหลังการทำให;

เหี่ยว 

(after killing) 

ฝoกวานิลลา 

ภายหลังการทำให;

เกิดเหงื่อ 

(after sweating) 

ฝoกวานิลลา 

ภายหลังการทำให;

แห;ง 

(after drying) 

ฝoกวานิลลา 

ภายหลังการปรับ

สภาพ 

(after 

conditioning) 

 

     
ลักษณะปรากฏ สีเขียวสด สีเขียวอมน้ำตาล สีน้ำตาล  

(มีเกล็ดสีขาวบนผิว

ฝkก เล็กนfอย) 

สีน้ำตาลเขfม  

(มีเกล็ดสีขาวบนผิว

ฝkก)  

สีน้ำตาลเขfม 

(มีเกล็ดสีขาวบนผิว

ฝkกเล็กนfอย)  

ความเข;มของกลิ่น 

(+++++) 

กลิ่นเขียว  

(++) 

กลิ่นเขียว  

(++) 

กลิ่นวานิลลา  

(+++) 

กลิ่นวานิลลา  

(++) 

กลิ่นวานิลลา  

(++++) 

ความชื้น (รfอยละ) 77.88 81.42 74.58 60.7 37.62 

  

ตารางท่ี 4.2 ลักษณะปรากฏและความช้ืนของฝkกวานิลลาระหวnางกระบวนการบnมแบบ Mexican 
ลักษณะทางกายภาพ ฝoกวานิลลา 

สด 

 

ฝoกวานิลลาภายหลังการทำให;เหี่ยว และ

การทำให;เกิดเหงื่อ  

(after killing and sweating) 

ฝoกวานิลลา 

ภายหลังการทำให;

แห;ง (after 

drying) 

ฝoกวานิลลา 

ภายหลังการปรับ

สภาพ (after 

conditioning) 

 

  
  

ลักษณะปรากฏ สีเขียวสด สีน้ำตาลเขfม สีน้ำตาลเขfม 

(มีเกล็ดสีขาวบนผิว

ฝkก) 

สีน้ำตาลเขfม 

(มีเกล็ดสีขาวบนผิว

ฝkกเล็กนfอย) 

ความเข;มของกลิ่น 

 (+++++) 

กลิ่นเขียว 

(++) 

กลิ่นวานิลลา 

(+++) 

กลิ่นวานิลลา 

(++) 

กลิ่นวานิลลา 

(++++) 

ความชื้น (รfอยละ) 77.88 61.93 40.31 32.80 
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4.2 ลักษณะทางประสาทสัมผัสของฝoกวานิลลาที่ผTานกระบวนการบTม (curing) แบบ Bourbon และ 

Mexican 

 จากการทดสอบทางประสาทสัมผัสเชิงพรรณนาของฝkกวานิลลาพันธุ[ Vanilla tahitensis ที่ผnาน

กระบวนการบnม (curing) แบบ Bourbon และ Mexican โดยผูfทดสอบที่ผnานการฝµกฝนจำนวน 13 คน พบวnา 

ผูfทดสอบสามารถจำแนกลักษณะกลิ่นของฝkกวานิลลาไดfทั้งหมด 8 กลิ่น ไดfแกn กลิ่นมาร[ชแมลโลว[, กลิ่นช็อคโก

แลตสังเคราะห[, กล่ินใบชาแหfง, กล่ินบ�วยเปลือกสfม, กล่ินบ�วยเค็ม, กล่ินบ�วยแผnน, กล่ินกานพลู และ กล่ินช็อค

โกแลตนม โดยวิธีการบnมฝkกวานิลลาแบบ Mexican จะใหfลักษณะเฉพาะตัว ไดfแกn กลิ่นมาร[ชแมลโลว[, กลิ่นใบ

ชาแหfง, และกลิ่นกานพลู สูงกวnาการบnมฝkกวานิลลาแบบ Bourbon อยnางมีนัยสำคัญ (P< 0.05) แตnในการบnม

ทั้งวิธี Bourbon และ Mexican ฝkกวานิลลาจะใหfกลิ่นบ�วยเค็ม บ�วยแผnน บ�วยเปลือกสfม และกลิ่นช็อคโกแลต

สังเคราะห[ ท่ีใกลfเคียงกัน (รูปท่ี 4.1) 

 

 
ภาพที่ 4.1 ลักษณะทางประสาทสัมผัสดfานกลิ่นจากฝkกวานิลลาท่ีผnานกระบวนการบnมแบบ Bourbon และ 

Mexican (*ตัวอยnางฝkกวานิลลามีความแตกตnางของลักษณะทางประสาทดfานกล่ินอยnางมีนัยสำคัญ (P<0.05)) 

 

4.3 ความหลากหลายของชนิดจุลินทรียHบนผิวฝoกวานิลลาท่ีผTานกระบวนการบTม (curing) 

 จากการศึกษาชนิดจุลินทรีย[บนผิวฝkกวานิลลาที่ผnานกระบวนการบnมแบบ Bourbon และ Mexican 

ดfวยเทคนิค High resolution melting analysis (HRMA) และ วิเคราะห[ลำดับพันธุกรรมของจุลินทรีย[พบ

เชื้อแบคทีเรียบนผิวฝkกวานิลลามีทั้งหมด 9 ชนิด โดยในงานวิจัยนี้พบเชื้อแบคทีเรีย 4 ชนิดบนผิวฝkกสด ไดfแกn 

Bacillus licheniformis, Rhodococcus sp., Bacillus amyloliquefacien และ Pantoea sp. งานวิจัยน้ี

พบเชื้อแบคทีเรียในฝkกวานิลลาสดที่แตกตnางจากการศึกษาของ Röling et al. (2001) และ ธิติมา และคณะ 

(2011) ที่พบเพียงเชื้อแบคทีเรียชนิด Rhodococcus sp. และ Pantoea sp. ซึ่งเป�นเชื้อแบคทีเรียกnอโรคใน

พืช 
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ฝkกวานิลลาที่ผnานกระบวนการบnมแบบ Bourbon ภายหลังการทำใหfเหี่ยว (after killing) ดfวยการลวกดfวยน้ำ

ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 3 นาที ยังคงพบเช้ือ Bacillus licheniformis และเช้ือแบคทีเรียอ่ืน ๆ 

เพิ่มเติม 5 ชนิด ไดfแกn Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus gibsonii, Staphylococcus 

warneri และ Brevibacterium casei การพบเชื้อ Bacillus sp. หลายชนิดเนื่องมาจากเป�นเชื้อแบคทีเรียท่ี

ทนตnอความรfอน ทนตnอสภาวะที่ไมnเหมาะสมและสามารถสรfางสปอร[ไดf จึงอาจทำใหfเหลือรอดหลังจากลวกฝkก

วานิลลา ซึ่งเชื้อในกลุnม Bacillus ชนิด  Bacillus licheniformis และ Bacillus subtilis สามารถพบกิจกรรม

ของเอนไซม[ β-glucosidase, protease, hemicellulase, cellulase ซึ่งสามารถยnอยสลายเยื่อหุfมเซลล[ของ

ฝkกวานิลลาไดf (Patrick and Krishna, 2012)  Odoux และคณะ (2003) รายงานวnาสารตั้งตfนและเอนไซม[อยูn

ในเนื ้อเยื ่อเดียวกันคือ placenta laminae แตnพบในบริเวณออร[แกเนลที ่แตกตnางกัน โดยสารตั ้งตfน 

glucovanillin สะสมมากในแวคิวโอล สnวนเอนไซม[พบมากในไซโตรพลาสมิกหรือเพอริพลาสมิก เมื่อเยื่อหุfม

เซลล[ถูกทำลาย อาจสnงผลตnอการเพิ ่มกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidaseไดf สำหรับเชื ้อแบคทีเรีย 

Staphylococcus warneri และ Brevibacterium casei  เป�นแบคทีเรียที่สามารถพบไดfบนผิวหนังของ

มนุษย[ (James et al., 2011) ซึ่งอาจเกิดการปนเป·¸อนจากผูfทำการวิจัยขณะขนสnงและบnมฝkกวานิลลาใน

ระหวnางทำการทดลอง และหลังจากขั้นตอนการทำใหfเกิดเหงื่อ (after sweating) ยังคงพบเชื้อแบคทีเรียชนิด 

Bacillus licheniformis และพบแบคทีเรีย Paenibacillus sp. เพิ่มเติม ซึ่งแบคทีเรียชนิด Paenibacillus 

sp. สามารถสรfางเอนไซม[ β-glucosidase (Ahmed et al., 2017) ซึ่งอาจสnงผลตnอคnากิจรรมของเอนไซม[ β-

glucosidase ไดf  แตnไมnพบเชื้อแบคทีเรียหลังการทำใหfแหfง (after drying) แตnภายหลังการปรับสภาพ (after 

conditioning) จากการวิเคราะห[ดfวยเทคนิค High resolution melting analysis (HRMA) พบแบคทีเรีย

ชนิด Terribacillus sp. ซึ่งแบคทีเรียมีการใชfประโยชน[จากกลูโคส และสารอื่น ๆ ในการเจริญเติบโต (Akira 

et al., 2007) ซ่ึงความเขfมขfนของกลูโคสน้ัน สามารถสnงผลตnอกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ไดf 

 ในการบnมแบบ Mexican ในขั้นตอนหลังการทำใหfเหี่ยวและทำใหfเกิดเหงื่อ (after killing & after 

sweating) จากการวิเคราะห[ดfวยเทคนิค High resolution melting analysis (HRMA) พบเช้ือท่ีแตกตnางจาก

วิธีการบnมแบบ Bourbon ไดfแกn Curtobacterium citreum เป�นแบคทีเรียกnอโรคในพืช (Alexander et al., 

2016)  และ Microbacterium foliorum สามารถพบแบคทีเรียชนิดน้ีไดfบนผิวของใบหญfา (Andreas et al., 

2001) และในขั้นตอนอื่น ๆ พบชนิดเชื้อแบคทีเรียที่แตกตnางจากงานวิจัยของ ธิติมา และคณะ (2011) และ

จากวิธีการบnมแบบ Bourbon ที่ไดfกลnาวไปขfางตfน ในขั้นภายหลังการปรับสภาพ (after conditioning) ไดfแกn 

Gordonia terrae พบไดfบนผิวหนังของมนุษย[และในดิน (Alexander et al., 2004) 
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ตารางท่ี 4.3 ความหลากหลายของจุลินทรีย[ระหวnางกระบวนการบnมฝkกวานิลลาแบบ Bourbon 

ชนิดเช้ือจุลินทรียH ฝoกสด 
กระบวนการบTมฝoกวานิลลา 

Killing Sweating Drying Conditioning 

Bacillus licheniformis ✓ ✓ ✓ 

ไมnพบเช้ือ 

 

Rhodococcus sp. ✓    

Bacillus amyloliquefacien ✓  ✓  

Pantoea sp. ✓    

Bacillus subtilis  ✓   

Bacillus megaterium  ✓ ✓  

Bacillus gibsonii  ✓   

Staphylococcus warneri  ✓   

Brevibacterium casei  ✓   

Paenibacillus sp.   ✓  

Terribacillus sp.    ✓ 
 

 

 

ตารางท่ี 4.4 ความหลากหลายของจุลินทรีย[ระหวnางกระบวนการบnมฝkกวานิลลาแบบ Mexican 

ชนิดเช้ือจุลินทรียH ฝoกสด 
กระบวนการบTมฝoกวานิลลา 

Killing & Sweating Drying Conditioning 

Bacillus licheniformis ✓   ✓ 
Rhodococcus sp. ✓    

Bacillus amyloliquefacien ✓   ✓ 
Pantoea sp. ✓    

Bacillus subtilis  ✓   

Bacillus megaterium   ✓  

Bacillus gibsonii     

Staphylococcus warneri     

Brevibacterium casei     

Curtobacterium citreum  ✓   

Microbacterium foliorum  ✓   

Gordonia terrae    ✓ 
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4.4 กิจกรรมของเอนไซมH β-glucosidase จากเนื้อเยื่อพืชและจากจุลินทรียHระหวTางกระบวนการบTมฝoกวา

นิลลา 

 เอนไซม[  β-glucosidase จัดเป�นเอนไซม[ที ่ม ีบทบาทสำคัญในกระบวนการ hydrolysis สาร 

glucovanillin ในฝkกวานิลลา ทำใหfเกิดการพัฒนากลิ่นในฝkกวานิลลา (Odoux et al., 2000) ซึ่งนอกจาก

เอนไซม[ชนิดนี้จะพบในเนื้อเยื่อพืชแลfวนั้น เชื้อจุลินทรีย[บางชนิดสามารถผลิตเอนไซม[ β-glucosidase หรือ 

cellulase ไดfอ ีกดfวย (Patrick and Krishna, 2012) ซึ ่งอาจสnงผลตnอปริมาณกิจกรรมของเอนไซม[ β-

glucosidase ที่วัดไดf จากการทดลองวัดปริมาณกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเนื้อเยื่อของฝkกวา

นิลลา โดยใชfเทคนิค spectrophotometry พบวnา ในการบnมแบบ Bourbon มีคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-

glucosidase ดังแสดงในรูปที่ 4.2 กิจกรรมของเอนไซม[จากเนื้อเย่ือฝkกวานิลลาสูงกวnาเชื้อจุลินทรีย[บนผิวฝkก

เป�นอยnางมาก โดยกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ภายหลังการทำใหfเหี่ยว (after killing) ดfวย จากท้ัง

เนื้อเยื่อฝkกวานิลลาและจากเชื้อจุลินทรีย[บนผิวฝkกมีแนวโนfมลดลงอยnางมีนัยสำคัญ (P<0.05) ภายหลังการ 

killing ดfวยการลวกดfวยน้ำรfอนอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 3 นาทีจากฝkกวานิลลาสด และเพิ่มข้ึน

อยnางมีนัยสำคัญตลอดกระบวนการบnมฝkกวานิลลา เนื่องจากความรfอนจากการลวกฝkกวานิลลายับยั้งการ

ทำงานของเอนไซม[ β-glucosidase (Marquez และ Waliszewski, 2008) โดยกิจกรรมของเอนไซม[ β-

glucosidase เพิ่มขึ้นอยnางมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ในขั้นปรับสภาพ (after conditioning) ซึ่งมี

คnากิจกรรมของ β-glucosidase  สูงท่ีสุด  

 

 
ภาพที่ 4.2 คnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเนื้อเยื่อฝkกวานิลลาและจุลินทรีย[บนผิวฝkกวานิลลา 

ระหวnางการบnมแบบ Bourbon 
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  คnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ที ่ว ัดไดfจากจุลินทรีย[ของการบnมแบบ Bourbon มีคnา

กิจกรรมของเอนไซม[ดังแสดงในภาพที่ 4.2 โดยมีแนวโนfมคnอย ๆเพิ่มขึ้นสูงขึ้นตลอดการบnม ซึ่งกิจกรรมของ

เอนไซม[ที่พบมาจากจุลินทรีย[กลุnมตnาง ๆ (ดังแสดงในตารางที่ 4.2) ไดfแกn ขั้นตอนการทำให;เหี่ยว (killing) พบ

แบคทีเรียในกลุnม Bacillus ซึ่งเชื้อในกลุnม Bacillus ชนิด  Bacillus licheniformis และ Bacillus subtilis 

ซึ่งเป�นจุลินทรีย[ที่สามารถสรfางเอนไซม[กลุnม β-glucosidase, กลุnม protease, กลุnม hemicellulose และ

กลุnม cellulase ซึ่งสามารถยnอยสลายเยื่อหุfมเซลล[และผนังเซลล[ของฝkกวานิลลาไดf (Patrick and Krishna, 

2012) และยังพบ Bacillus megaterium ซ่ึงมีรายงานวnาใชf glucose ในการเจริญเติบโต (MoBiTec GmbH, 

2012) ข้ันตอนการทำให;เกิดเหงื่อ (sweating) พบเชื้อ Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium 

และ Paenibacillus sp. ซึ ่งแบคทีเรียชนิด Paenibacillus sp. สามารถสรfางเอนไซม[ β-glucosidaseไดf 

(Ahmed et al., 2017) จึงอาจสnงผลตnอคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ที ่เพิ ่มขึ ้นในขั ้นตอนน้ี  

ขั้นตอนการทำให;แห;ง ไมnพบแบคทีเรียชนิดใดเลย และในขั้นตอนการปรับสภาพ (conditioning) พบเช้ือ 

Terribacillus sp. ซ่ึงแบคทีเรียชนิดมีการใชfประโยชน[จากกลูโคส และสารอ่ืน ๆ ในการเจริญเติบโต (Akira et 

al., 2007) ซึ่งความเขfมขfนของกลูโคสนั้น สามารถสnงผลตnอกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ไดf เชnน 

ปริมาณความเขfมขfนของกลูโคสสูงสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ไดf (Pawan et al., 

2017)  

 

 
ภาพที่ 4.3 คnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเนื้อเยื่อฝkกวานิลลาและจุลินทรีย[บนผิวฝkกวานิลลา 

ระหวnางการบnมแบบ Mexican 
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ในการบnมแบบ Mexican มีคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ดังแสดงในรูปที่ 4.3 การบnม

แบบ Mexican น้ีไมnตfองผnานกระบวนการลวกดfวยน้ำรfอนอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 3 นาที ซ่ึงอาจ

ยับยั ้งการทำงานของเอนไซม[ β-glucosidase ไดf (Marquez และ Waliszewski, 2008) โดยการบnมแบบ 

Mexican ใชfการทำใหfเหี่ยว (killing) และ การทำใหfเกิดเหงื่อ (sweating) โดยนำฝkกวานิลลาไปตากแดดตั้งแตn

ชnวงเวลา 11.00 น. บนผfาสีเขfมเป�นเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นหnอดfวยผfาแลfวตากแดดตnอจนถึงเย็น และ

นำมาเก็บลงกลnองเป�นระยะเวลา 2 สัปดาห[เทnานั้น ภายหลังการทำใหfเหี่ยว (after killing) และการทำใหfเกิด

เหงื่อ (after sweating) กิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ที่วัดไดfจากเนื้อเยื่อฝkกวานิลลามีคnาสูงขึ้น อาจ

เนื่องมาจากการตากแดดจะทำใหfฝkกวานิลลามีอุณหภูมิอยูnในชnวง 30-40 องศาเซลเซียส ซึ่งเป�นอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมตnอการทำงานของเอนไซม[ β-glucosidase (Pawan et al., 2017) จึงทำใหfคnากิจกรรมของเอนไซม[

ในขั้นตอนนี้มีคnาสูงที่สุดในการบnมแบบ Mexican เมื่อนำไปเปรียบเทียบกับคnากิจกรรมของเอนไซม[ในขั้นตอน

เดียวกันกับวิธีการบnมแบบ Bourbon พบวnาในการบnมแบบ Mexican มีคnาสูงกวnาอีกดfวย ซึ่งอาจเนื่องมาจาก 

การลวกดfวยน้ำรfอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 3 นาที สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม[ β-

glucosidase ไดf  (Marquez และ Waliszewski, 2008) จากภาพท ี ่  4.3 ค nาก ิจกรรมของเอนไซม[  β-

glucosidase ภายหลังการทำใหfแหfง (after drying) มีปริมาณลดลงอยnางมีนัยสำคัญ อาจเป�นผลมาจาก

ความชื้นของฝkกวานิลลาที่ลดลงจากรfอยละ 61.93 ภายหลังการทำใหfเหี่ยว (killing) และ การทำใหfเกิดเหง่ือ 

(sweating) เหลือเพียงรfอยละ 40.31 นอกจากนี้การลดลงของกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ยังอาจ

สnงผลมาจากปริมาณความเขfมขfนของกลูโคสสูงจากขั้นตอนการทำใหfเหี่ยว (killing) และ การทำใหfเกิดเหง่ือ 

(sweating) ซึ่งสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ไดfเชnนกัน (Pawan et al., 2017) อยnางไร

ก็ตามในขั้นปรับสภาพคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase มีคnาสูงขึ้นอาจเป�นผลมาจาก อาจมีสาเหตุมา

จากแบคทีเรีย Bacillus megaterium ซึ่งพบในขั้นตอนน้ีใชf glucose ในการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

Bacillus megaterium (MoBiTec GmbH, 2012) มีผลทำใหfปริมาณกลูโคสในเนื้อเยื่อมีปริมาณลดลงและ

เอ้ือใหfมีคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase มีคnาสูงข้ึน  

 คnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase ท่ีวัดไดfจากจุลินทรีย[ของการบnมแบบ Mexican โดยมี

แนวโนfมคnอยๆเพ่ิมข้ึนสูงข้ึนตลอดการบnม ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซม[ท่ีพบมาจากจุลินทรีย[กลุnมตnาง ๆ (ดังแสดงใน

ตารางท่ี 4.3) ไดfแกn ข้ันตอนการทำให;เห่ียวและการทำให;เกิดเหง่ือ (killing & sweating ) พบแบคทีเรียใน

กลุnม Bacillus subtilis ซ่ึงเป�นจุลินทรีย[ท่ีสามารถสรfางเอนไซม[กลุnม β-glucosidase, กลุnม protease, กลุnม 

hemicellulose และกลุnม cellulase ซ่ึงสามารถยnอยสลายเย่ือหุfมเซลล[และผนังเซลล[ของฝkกวานิลลาไดf 

(Patrick and Krishna, 2012) ข้ันตอนการทำให;แห;ง พบแบคทีเรีย Bacillus megaterium ซ่ึงมีการใชf 

glucose ในการเจริญเติบโต (MoBiTec GmbH, 2012) และในข้ันตอนการปรับสภาพ (conditioning)  พบ

เช้ือชนิด Bacillus licheniformis ซ่ึงเป�นจุลินทรีย[ท่ีสามารถสรfางเอนไซม[กลุnม β-glucosidase, กลุnม 

protease, กลุnม hemicellulose และกลุnม cellulase ซ่ึงสามารถยnอยสลายเย่ือหุfมเซลล[และผนังเซลล[ของฝkก

วานิลลาไดf (Patrick and Krishna, 2012) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข;อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

จากผลการทดลองในขณะนี้ พบวnามีความแตกตnางของชนิดเชื้อจุลินทรีย[ที่พบในขั้นตอนทำใหfเหี่ยว 

(killing) ของวิธีการบnมแบบ Bourbon และ Mexican โดยชนิดแบคทีเรียที่พบสnวนใหญnอยูnในสกุล Bacillus 

ในการบTมแบบ Bourbon ไดfแกn Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium  และ 

Bacillus gibsonii สEวนในการบTมแบบ Mexican ไดfแกn Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis และ 

Bacillus megaterium 

การหาคnากิจกรรมเอนไซม[พบวnาคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเน้ือเย่ือฝkกวานิลลามีคnา

สูงกวnาท่ีผลิตจากจุลินทรีย[อยnางมีนัยสำคัญ และคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase มีคnาสูงสุดในข้ันตอน  

 การปรับสภาพ ในฝkกวานิลลาท่ีบnมแบบ Bourbon และในข้ันตอนการทำใหfเห่ียวและทำเกิดเหง่ือ  

ในฝkกวานิลลาที่บnมแบบ Mexican ดังนั้นในขั้นตอนดังกลnาวจึงเป�นขั้นตอนที่สำคัญตnอการผลิตสารใหfกลิ่นท่ี

สำคัญในวานิลลา 

จากการทดสอบทางประสาทสัมผัสเชิงพรรณนาพบวnา วานิลลาพันธุ[ Vanilla tahitensis การบnม

แบบ Mexican ใหfกล่ินเฉพาะตัว ไดfแกn มาร[ชแมลโลว[ กล่ินใบชาแหfง กล่ินกานพลู โดยมีความเขfมสูงกวnาฝkกวา

นิลลาจากการบnมแบบ Bourbon อยnางมีนัยสำคัญ (P<0.05)  

 

5.2 ขfอเสนอแนะ 

1. ในการศึกษาชนิดเชื้อจุลินทรีย[ของแตnละขั้นของการบnมฝkกวานิลลา สามารถนำไปตnอยอดโดยการ

วิเคราะห[หาชนิดของเชื ้อจุล ินทรีย[ท่ีสำคัญตnอการผลิตเอนไซม[ β-glucosidase เพื ่อพัฒนา

กระบวนการผลิตกลิ่นวานิลลา โดยสามารถลดระยะเวลาในการผลิตหรือเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต

กล่ินวานิลาในอนาคตไดf 

2. เพื่อลดความแปรปรวนและความคลาดเคลื่อนในการทดลอง ควรใชfจำนวนฝkกวานิลลาในปริมาณมาก

พอที่จะทำ3ซ้ำไดf ในการวัดคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเนื้อเย่ือพืชและระบุชนิด

เช้ือจุลินทรีย[ของแตnละข้ันของการบnมฝkกวานิลลา 

3. ควรหาปริมาณวานิลลินในแตnละขั้นตอนเพื่อหาความสอดคลfองของเอนไซม[ในเนื้อเยื่อและเอนไซม[ใน

จุลินทรีย[ท่ีสnงผลตnอปริมาณวานิลลินในแตnละข้ันตอนการบnม 
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ภาคผนวก ก 

การตรวจวิเคราะหH 

1.การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

1.1 Nutrient agar (NA) 

 - Nutrient agar      28 กรัม 

 - 3% Tryptic (Trypticase) Soy Agar   30 กรัม 

 - น้ำกล่ัน      1,000 มิลลิลิตร 

  วิธีการเตรียม Nutrient agar (NA) 

1.ช่ังสารดังน้ี Nutrient agar 28 กรัม 3% Tryptic (Trypticase) Soy Agar 30 กรัม  

2.ผสมสารเขfาดfวยกัน นำไปละลายในน้ำกล่ันและปรับปริมาตรเป�น 1,000 มิลลิลิตร จากน้ันบรรจุใสn

ขวด Duran ขนาด 1,000 มิลลิลิตร และนำไปฆnาเช้ือดfวยเคร่ือง Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121๐C เป�นเวลา 15 

นาที 

1.2 Nutrient broth (NB) 

- Yeast extract      3 กรัม 

- Nutrient broth (NB)     14 กรัม 

- 3% Tryptic (Trypticase) Soy broth   15 กรัม 

- Peptone      6.25 กรัม 

- Glycerol      100 มิลลิลิตร 

- Glucose      2 กรัม 

วิธีการเตรียม Nutrient broth (NB) 

1.ช่ังสารดังน้ี Nutrient Broth กับ 3% Tryptic (Trypticase) Soy Broth เติม Glycerol 20%, 

Glucose 0.4%, Yeast extract 0.6% และ Peptone 1.25% 

2.ผสมสารเขfาดfวยกัน นำไปละลายในน้ำกล่ันและปรับปริมาตรเป�น 500 มิลลิลิตร จากน้ันบรรจุใสnขวด 

Duran ขนาด 500 มิลลิลิตร และนำไปฆnาเช้ือดfวยเคร่ือง Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121๐C เป�นเวลา 15 นาที 
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2.การทดสอบทางประสาทสัมผัส 

ตาราง ก.1 แสดงความหมายของสารอfางอิงแตnละชนิด 

ลำดับ ลักษณะของกล่ิน ชนิดของสารอ;างอิง 

1 Marshmallow Mini Rocky Mountain Marshmallows 

2 Chocolate extract กล่ินช็อกโกแลต ตราวินเนอร[ 

3 ใบชาแหfง ใบชา เบอร[ 2 ตราสามมfา 

4 บ�วยสfม บ�วยเปลือกสfม ตราผ้ึงทอง 

5 บ�วยเค็ม บ�วยเค็ม ตรา Furi Plum 

6 บ�วยแผnน บ�วยแผnน เซียงจา 

7 กานพลู กานพลู ตรา McGarret 

8 Milk chocolate ช็อคโกแลตเหรียญ 
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ภาคผนวก ข 

ตัวอยTางแบบประเมิน 
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แบบทดสอบประสาทสัมผัสแบบพรรณนาเชิงปริมาณ 
 

คำชี้แจง กรุณาทดสอบตัวอย3าต3อไปนี้ทีละตัวอย3าง เปรียบเทียบความเข@มของแต3ละคุณลักษณะกับตัวอย3างอ@างอิง แล@วทำ

เครื่องหมายเส@นตรงตามขวางตั้งฉากกับสเกลแนวนอนที่ให@ไว@ พร@อมเขียนรหัสตัวอย3างกำกับเพื่อแสดงความเข@มที่ปรากฏใน

แต3ลคุณลักษณะ 

 

ชื่อ .............................................................................................................. อายุ .......................  

ชุดตัวอย3างที่ .......................................................  (รหัส ....................... ) 

 

1. กลิ่นมาร@ชเมลโลว@ 
 

 

2. กลิ่นช็อคโกแลตสังเคราะห@ 
 

 

3. กลิ่นใบชาแหIง 
 

 

4. กลิ่นบKวยสIม 

 

 

5. กลิ่นบKวยเค็ม 

 

 

6. กลิ่นบKวยแผOน 

 

 

7. กลิ่นกานพลู 
 

 

8. กลิ่นช็อคโกแลตนม 
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ภาคผนวก ค 

ตัวอยTางการคำนวณ 

ค.1. การคำนวณคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเน้ือเย่ือฝkกวานิลลา 

 ตัวอยnางการหาปริมาณ p-nitrophenol (pNP) ซ่ึงเป�นผลิตภัณฑ[ท่ีไดfจากปฏิกิริยาระหวnาง p-

nitrophenyl-β-D-glucosidase (pNPG) และเอนไซม[ β-glucosidase 

 

 

ขั้นตอนการบTม 

ฝoกวานิลลา 

ปริมาณตัวอยTางที่ใช;ในการวิเคราะหH คTา Absorbance ที่ 410 nm 

เนื้อเยื่อฝoกวานิลลา 

(g) 

น้ำกลั่น  

(mL) 
Acontrol Asample Asample - Acontrol 

Fresh 1 5.299 10 0.716 0.8395 0.1235 

Fresh 2 2.1158 5 0.408 0.4765 0.0685 

 

จากกฎของเบียร[และแลมเบิร[ต (Beer-Lambert law) 

𝐴 = 𝜀𝑐𝐿 
เม่ือ  A คือ คnาดูดกลืนแสงท่ี 410 nm. 

 c คือ ความเขfมขfนของสารละลาย (Molar) 

 𝜀 คือ คnาคงท่ีในการดูดกลืนแสง (extinction coefficient)  

โดยคnาคงท่ีในการดูดกลืนแสงของ p-nitrophenol (pNP) ท่ี 405 nm.  

คือ 18.5 L mmol-1cm-1  (Sigma., 1997) 

L คือ ระยะทางท่ีแสงผnานสารละลาย (1 cm) 

ดังนั้น      𝑐 = 	()*+,-./		(012341-
5	6	L𝑚𝑜𝑙−1𝑐𝑚−1=	×	?(AB)

   

 

ท่ี Fresh1      𝑐 = 	D.FGHI
FJ.I		(	K	LBMNOPABOP)	×	F	(AB)

 

 

𝑐 = 	0.00668	
𝑚𝑚𝑜𝑙
𝐿
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ปริมาณ	𝑝𝑁𝑃 W
𝜇𝑔

𝑔	𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒] = 𝑀𝑊𝑜𝑓	𝑝𝑁𝑃 6
𝑔
𝑚𝑜𝑙= ×

1𝑚𝑜𝑙
1000	𝑚𝑚𝑜𝑙 × 𝐶 W

𝑚𝑚𝑜𝑙
𝐿 ] ×

1𝐿
1000𝑚𝐿 ×

𝑚𝐿	𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟
𝑔	𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 ×

10f	𝜇𝑀
1𝑀  

 

ปริมาณ	𝑝𝑁𝑃 W
𝜇𝑔

𝑔	𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒] = 	139.1 6
𝑔
𝑚𝑜𝑙= ×

1𝑚𝑜𝑙
1000	𝑚𝑚𝑜𝑙 × 0.0067W

𝑚𝑚𝑜𝑙
𝐿 ] ×

1𝐿
1000𝑚𝐿 ×

10	𝑚𝐿	
5.299	𝑔	𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 ×

10f	𝜇𝑔
1𝑔  

 

ปริมาณ	𝑝𝑁𝑃 W
𝜇𝑔

𝑔	𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒]
= 1.8 

 

เน่ืองจากคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase (Enzyme Activity Unit (U)) คือ  
F	lLmn	mo	pqr

F	Lst
 (Strahsburger et al., 2017 ) 

 

ดังน้ัน    𝑈ของ	β − glucosidas	 =
F.J6 ��

�	)*+,-.=	

FH�.F6 �
+1-=×	F	B��

 

 

                  					= D.DFGf	�BMN	
�	��B�N�×	F	B��

 

หาคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase (Enzyme Activity Unit (U)) ของ Fresh1 และ 

Fresh2 (2ซ้ำ) จากน้ันนำมาหาคnาเฉล่ีย 

 

ค.2. การคำนวณคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากจุลินทรีย[บนผิวฝkกวานิลลา 

 

ขั้นตอนการบTม 

ฝoกวานิลลา 

ปริมาณตัวอยTางที่ใช;

ในการวิเคราะหH 

(mL) 

คTา Absorbance ที่ 410 nm. 

Acontrol Asample Asample - Acontrol 

Fresh 1 10 0.1060 0.1077 0.0017 

Fresh 2 10 0.1060 0.1067 0.0007 

Fresh 3 10 0.1060 0.1073 0.0013 

 

จากกฎของเบียร[และแลมเบิร[ต (Beer-Lambert law) 

𝐴 = 𝜀𝑐𝐿    
เม่ือ  A คือ คnาดูดกลืนแสงท่ี 410 nm. 

 c คือ ความเขfมขfนของสารละลาย (Molar) 

 𝜀 คือ คnาคงท่ีในการดูดกลืนแสง (extinction coefficient)  

โดยคnาคงท่ีในการดูดกลืนแสงของ p-nitrophenol (pNP) ท่ี 405 nm.  

คือ 18.5 x 10-3 Lmol-1cm-1  (Sigma., 1997) 

L คือ ระยะทางท่ีแสงผnานสารละลาย (1 cm) 
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ดังนั้น      𝑐 = 	()*+,-./		(012341-
5	6	L𝑚𝑜𝑙−1𝑐𝑚−1=	×	?(AB)

   

 

ท่ี Fresh1      𝑐 = 	D.DDF�
FJ.I	(	K	BBMNOPABOP)	×	F	(AB)

 

 

𝑐 = 	0.000092	
𝑚𝑚𝑜𝑙
𝐿

 

 

ปริมาณ	𝑝𝑁𝑃 W
𝜇𝑔

𝑔	𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒] = 𝑀𝑊𝑜𝑓	𝑝𝑁𝑃 6
𝑔
𝑚𝑜𝑙= ×

1𝑚𝑜𝑙
1000	𝑚𝑚𝑜𝑙 × 𝐶 W

𝑚𝑚𝑜𝑙
𝐿 ] ×

1𝐿
1000𝑚𝐿 ×

𝑚𝐿	𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟
𝑔	𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 ×

10f	𝜇𝑔
1𝑔  

 

ปริมาณ	𝑝𝑁𝑃 W
𝜇𝑔

𝑚𝐿	𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒] = 	139.1 6
𝑔
𝑚𝑜𝑙= ×

1𝑚𝑜𝑙
1000	𝑚𝑚𝑜𝑙 × 0.000092W

𝑚𝑚𝑜𝑙
𝐿 ] ×

1	𝐿
1000	𝑚𝐿 ×

10	𝑚𝐿	
1	𝑚𝐿	𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 ×

10f	𝜇𝑔
1𝑔  

 

ปริมาณ	𝑝𝑁𝑃 W
𝜇𝑔

𝑚𝐿	𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒]
= 0.13 

 

 

 

 

เน่ืองจากคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase (Enzyme Activity Unit (U)) คือ  
F	lLmn	mo	pqr

F	Lst
 (Strahsburger et al., 2017 ) 

 

ดังน้ัน    𝑈ของ	β − glucosidas	 =
D.FH6 ��

+�		)*+,-.=	

FH�.F6 �
+1-=×	F	B��

 

 

    			= �.H	×FDO�	�BMN	
B?	��B�N�×	F	B��

 
 

 

หาคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase (Enzyme Activity Unit (U)) ของ Fresh1, Fresh2 

และ Fresh3 (3ซ้ำ) จากน้ันนำมาหาคnาเฉล่ีย 
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะหHคTาทางสถิติ 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ใชfการประมวลผลโดย

โปรแกรมทางสถิติ SPSS (Statistical Packages for the Social Science) วิเคราะห[ความแปรปรวนทาง

เดียว (Analysis of variance; One-way ANOVA) และใชfการเปรียบเทียบเชิงซfอนดfวย Duncan’s New 

Multiple Range Test (DNMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ันรfอยละ 95  

 

ตาราง ง.1. ผลทางสถิติของคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเน้ือเย่ือฝkกวานิลลา  

โดยการบnมแบบ Bourbon 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   value   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .052a 4 .013 3.239 .115 

Intercept .026 1 .026 6.478 .052 

trt .052 4 .013 3.239 .115 

Error .020 5 .004   
Total .098 10    
Corrected Total .072 9    

      
a. R Squared = .722 (Adjusted R Squared = .499) 
 
 

value 
 

trt N 

Subset 
 1 2 

Duncana,b k 2 .008300  

fr 2 .010700  

sw 2 .011500  

d 2 .030000  

c 2  .194150 

Sig.  .751 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .004. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 

b. Alpha = .05. 
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ตาราง ง.2. ผลทางสถิติของคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากเน้ือเย่ือฝkกวานิลลา  

โดยการบnมแบบ Mexican 
 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   value3   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .018a 3 .006 88.998 .000 

Intercept .015 1 .015 223.910 .000 

trtmt .018 3 .006 88.998 .000 

Error .000 4 6.691E-5   
Total .033 8    
Corrected Total .018 7    
a. R Squared = .985 (Adjusted R Squared = .974) 
 

 
 

value3 
 

trtmt N 

Subset 
 1 2 3 

Duncana,b d 2 .003000   

fr 2 .010700   

c 2  .037300  

ksw 2   .122100 

Sig.  .400 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 6.691E-5. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 

b. Alpha = .05. 
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ตาราง ง.3. ผลทางสถิติของคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากจุลินทรีย[บนผิวฝkกวานิลลา 

โดยการบnมแบบ Bourbon 
 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   value2   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 7.943E-5a 4 1.986E-5 25.179 .000 

Intercept 6.080E-5 1 6.080E-5 77.096 .000 

trtbbw 7.943E-5 4 1.986E-5 25.179 .000 

Error 7.887E-6 10 7.887E-7   
Total .000 15    
Corrected Total 8.732E-5 14    
a. R Squared = .910 (Adjusted R Squared = .874) 

 
 
 

 
value2 

 

trtbbw N 

Subset 
 1 2 3 

Duncana,b k 3 .000000   

sw 3 .000600   

fr 3 .000667   

d 3  .002500  

c 3   .006300 

Sig.  .401 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 7.887E-7. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

b. Alpha = .05. 
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ตาราง ง.4. ผลทางสถิติของคnากิจกรรมของเอนไซม[ β-glucosidase จากจุลินทรีย[บนผิวฝkกวานิลลา 

โดยการบnมแบบ Mexican 
 
 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   value4   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .000a 3 .000 32.287 .000 

Intercept .001 1 .001 297.427 .000 

trtmw .000 3 .000 32.287 .000 

Error 2.767E-5 8 3.458E-6   
Total .001 12    
Corrected Total .000 11    
a. R Squared = .924 (Adjusted R Squared = .895) 
 
 

value4 
 

trtmw N 

Subset 
 1 2 3 

Duncana,b fr 3 .000667   

ksw 3  .009233  

d 3   .012967 

c 3   .014167 

Sig.  1.000 1.000 .452 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 3.458E-6. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

b. Alpha = .05. 
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ใชfการเปรียบเทียบ t-test (Independent	Samples t-Test, ตัวอยnางอิสระสำหรับคnาเฉล่ีย) ท่ีระดับ

ความเช่ือม่ันรfอยละ 95 

ตาราง ง.5. ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบความแตกตnางระหวnางลักษณะของกล่ินท่ีพบในการบnมฝkกวานิลลา

แบบBourbonและการบnมฝkกวานิลลาแบบMexican 
Group Statistics 
 method N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
mml bb 13 3.6692 1.85417 .51426 

mex 13 4.9000 .14142 .03922 
che bb 13 5.5969 2.91873 .80951 

mex 13 5.5885 2.52329 .69984 
dt bb 13 3.1938 2.64952 .73484 

mex 13 5.3200 2.32600 .64512 
op bb 13 8.4392 4.39369 1.21859 

mex 13 8.0262 4.49401 1.24642 
sp bb 13 7.5115 3.62896 1.00649 

mex 13 7.5277 4.24499 1.17735 
psh bb 13 4.3762 3.17325 .88010 

mex 13 4.3731 2.56083 .71025 
cl bb 13 4.9077 2.95210 .81877 

mex 13 7.5000 3.18172 .88245 
mch bb 13 3.4662 2.08630 .57864 

mex 13 3.4062 2.14215 .59412 

 

Independent Samples Test 

 

Levene's Test for Equality 
of Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df Sig. (2-tailed) 
Mean 
Difference 

Std. Error 
Difference 

95% Confidence Interval of 
the Difference 

Lower Upper 
mml Equal variances 

assumed 19.227 .000 -2.386 24 .025 -1.23077 .51575 -2.29522 -.16632 

Equal variances not 
assumed   -2.386 12.140 .034 -1.23077 .51575 -2.35306 -.10848 

che Equal variances 
assumed 

.237 .631 .008 24 .994 .00846 1.07008 -2.20008 2.21700 

Equal variances not 
assumed   .008 23.509 .994 .00846 1.07008 -2.20252 2.21945 

dt Equal variances 
assumed 

.425 .520 -2.174 24 .040 -2.12615 .97784 -4.14432 -.10799 

Equal variances not 
assumed   -2.174 23.604 .040 -2.12615 .97784 -4.14611 -.10620 

op Equal variances 
assumed 

.076 .785 .237 24 .815 .41308 1.74313 -3.18457 4.01073 

Equal variances not 
assumed   .237 23.988 .815 .41308 1.74313 -3.18467 4.01082 

sp Equal variances 
assumed 

1.826 .189 -.010 24 .992 -.01615 1.54893 -3.21298 3.18067 

Equal variances not 
assumed   -.010 23.433 .992 -.01615 1.54893 -3.21708 3.18477 

psh Equal variances 
assumed .649 .429 .003 24 .998 .00308 1.13094 -2.33107 2.33722 

Equal variances not 
assumed   .003 22.975 .998 .00308 1.13094 -2.33659 2.34275 

cl Equal variances 
assumed .059 .810 -2.153 24 .042 -2.59231 1.20378 -5.07679 -.10782 

Equal variances not 
assumed 

  -2.153 23.867 .042 -2.59231 1.20378 -5.07753 -.10709 

mch Equal variances 
assumed .870 .360 .072 24 .943 .06000 .82934 -1.65167 1.77167 

Equal variances not 
assumed 

  .072 23.983 .943 .06000 .82934 -1.65174 1.77174 
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