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 บทคัดย่อ 
วานิลลินเป็นสารให้กลิ่นรสที่นิ ยมใช้มากที่สุดในโลก  โดยสะสมอยู่ ในฝักสดในรูปสาร 

กลูโควานิลลินที่ไม่มีกลิ่นหอม ปัจจัยที่อาจมีผลต่อปริมาณวานิลลินที่ได้ในระหว่างการบ่ม ได้แก่ ปริมาณสาร
กลูโควานิลลินที่สะสมในฝักสด กิจกรรมของเอนไซม์ในระหว่างการบ่ม ตลอดจนชนิดและปริมาณของ
เชื้ อจุ ลินท รีย์ที่ ปน เปื้ อนที่ ผิ วของฝัก ซึ่ งข้ อมูลของการวิ จั ยก่ อนหน้ านี้ บ่ งชี้ ว่ า  เบต้ ากลู โคซิ เดส  
(β-glucosidase; β-glu) เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญที่สุดต่อการเปลี่ยนสารกลูโควานิลลินให้เป็นสาร 
วานิลลิน นอกจากนั้นเชื้อจุลินทรีย์บางชนิดสามารถผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสหรือเซลลูเลสที่อาจมี
ความสัมพันธ์กับปริมาณสารวานิลลินที่พบในระหว่างกระบวนการบ่มฝักวานิลลา  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมเอนไซม์ β-glu การเปลี่ยนแปลงชนิดและปริมาณ
เชื้อจุลินทรีย์ที่ผิวฝักวานิลลากับปริมาณวานิลลินในระหว่างการบ่ม โดยท าการ killing ฝักวานิลลาที่มีอายุเก็บ
เกี่ยว 11 เดือน ด้วยน้ าร้อน 65  องศาเซลเซียส นาน 3 นาที แล้วน าฝักไปเก็บในกล่องไม้ที่มีฝาปิดเป็นเวลา  
24 ชั่วโมง ก่อนน าไป sweating ด้วยการตากแดดนาน 4 ชั่วโมง ท าทุกวันเป็นเวลา 10 วัน จากนั้นน าฝักที่ได้ไป
ผ่ึงที่อุณหภูมิห้องนาน 10-20 วัน (drying) แล้วเก็บฝักในกล่องไม้นาน 3 เดือน (conditioning) จากผลการทดลอง
พบว่าในฝักสดมีปริมาณกลูโควานิลลินและกิจกรรมเอนไซม์ β-glu ในระดับสูงสุดเท่ากับ 126.21 mg.g-1 DW 
และ 1,305.02 µmol 4-nitrophenol.min-1mg protein-1 ตามล าดับ แต่ภายหลังจากการ killing กิจกรรมเอนไซม์  
β-glu ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามหลังจากน าฝักที่ผ่านการ killing ไปเก็บในกล่องไม้ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ β-glu เพิ่มขึ้น โดยมีกิจกรรมระดับเดียวกันกับฝักสด หลังจากนั้นพบว่า 
กิจกรรมลดลง 5 เท่าของฝักสด เมื่อผ่านขั้นตอน sweating drying และ conditioning โดยมีค่าเฉลี่ย 240.32 µmol 
4-nitrophenol.min-1mg protein-1 ส าหรับเอนไซม์ cellulose และ peroxidase มีกิจกรรมเพิ่มขึ้นถึงระดับสูงสุด
ภายหลังจากการ killing และหลังจากเก็บในกล่องไม้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์มากกว่า
มากกว่าฝักสดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ วานิลลินมีปริมาณสูงที่สุดในขั้นตอนหลังจากน าฝักที่  killed  แล้วไป
เก็บในกล่องไม้เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและหลังจากการ sweating  ผลการแยกเชื้อจุลินทรีย์ในผิวฝักวานิลลาสด 
พบว่าส่วนใหญ่คือแบคทีเรีย  Bacillus  ภายหลังการท าให้ฝักวานิลลาเหี่ยวทันที จ านวนประชากรของเชื้อยีสต์
และเชื้อราลดลงมากกว่า 1 ใน 3 ของประชากรเชื้อที่พบในฝักสด แต่ภายหลังการท าให้เหี่ยว เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ไม่พบยีสต์และรา ในทางตรงข้ามพบว่าปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มมากขึ้นเท่ากับฝักสด และมีปริมาณคงที่
จนสิ้นสุดกระบวนการบ่ม เมื่อท าการเปรียบเทียบปริมาณสารวานิลลิน กับกิจกรรมเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสและ
ประชากรจุลินทรีย์ที่มีการเปลี่ยนแปลงในระหว่างกระบวนการบ่ม พบความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่าง
กิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส และปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
ประชากรเชื้อแบคทีเรียที่ผิวฝักวานิลลามีความสัมพันธ์กับกิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสที่เกี่ยวข้องกับ
การสร้างสารวานิลลิน  แต่ไม่มีความสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารวานิลลิน แสดงว่าการไฮโดรไลซ์
สารกลูโควานิลลินเป็นวานิลลินในระหว่างกระบวนการบ่มไม่ได้เกิดจากการท างานของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเด
สเพียงชนิดเดียว 
ค าส าคัญ  การบ่ม วานิลลิน เบต้ากลูโคซิเดส จุลินทรีย์ 
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Abstract 
Vanillin is the most popular flavor in the world. It is conjugated to a glucose residue to form a 

complex molecule of glucovanillin, performing odorless. Natural vanillin is obtained by curing of vanilla 
beans. The content of vanillin may be influenced by many factors such as  glucovanillin content, the activities 
of key enzyme during curing process and type or population of microorganisms in the surface of bean. The 
previous studies indicated that β-glucosidase (β-glu) plays a major role in the conversion of glucovanillin to 
vanillin during bean curing.  However, some microorganisms could produce β-glu and cellulase enzymes. 
Therefore we proposed to study the relationship between β-glu activities, the types and population of 
microorganisms and vanillin content in vanilla at each step throughout the curing process. Eleven months-old  
vanilla beans after hand pollination were collected and dipped in 65oC hot water for 3 min (killing step), and 
held in a closed wooden box for 24 h at RT (27±2 oC). Thereafter, the treated beans were put into hot oven at 
65oC (sweating step) for 4 h during 7 consecutive days. The sweated beans were placed in ambient condition 
to be slow dried (drying step) for 10-20 days before keeping in a wooden box for 3 months (conditioning step) 
at RT. The results showed that fresh beans exhibited the highest levels of glucovanillin content and β-glu 
activity (126.21 mg g-1dry weight; and 1,305.02 µmol  4-nitrophenol.min-1mg protein-1, respectively). β-glu 
activity  decreased significantly after hot water dips during the killing step. Surprisingly, the β-glu activity in 
treated beans was recovered to the initial level as found in fresh beans after incubating in a wooden box for  
24 h. β-glu activity  decreased nearly five times of fresh bean  (avg. 240.32 µmol 4-nitrophenol. min-1 

mg protein-1) during the sweating, drying and conditioning steps. On the orther ha other enzyme such as  
cellulase and peroxidase are increased activities to the highest levels after killing and held in a closed wooden 
box for 24 h with significantly higher than the fresh beans.   Whereas vanillin content in cured beans was 
highest (90.50 mg g-1dry weight) after incubating killed bean in a wooden box for 24 h and after sweating 
step.   The results showed that almost all of the bacteria isolated from fresh bean was Bacillus spp. 
Immediately after the killing step was finished, the population of all yeasts and molds decreased more than 1 
in 3 of the initial population of fresh beans but they were not detected in the killed beans kept in wooden box 
for 24 h, whereas the total bacteria increased to the same numbers as in fresh beans and constant after 
sweating and conditioning. However, the results also showed that the population of total bacteria was 
correlated with β-glu activity. This result suggested that bacteria correlated with enzyme associated with 
vanillin production. However, β-glu activity might not be one enzyme for glucovanillin hydrolysis during the 
curing processes. 
Key words: curing, vanillin, β-glucosidase, microorganisms 
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ความสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์เและเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างวานิลลินในระหว่างการบ่มฝักวานิลลา 
(Relationship between microorganisms and enzymes associated with vanillin production in vanilla pod 

during curing) 
 

บทน า 
วานลิลา (Vanilla planifolia)  เป็นพืชเลื้อยในวงศ์กล้วยไม้  ฝักวานิลลาที่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจสูง เป็นที่

ต้องการของผู้บริโภค ในปี 2007 ทั่วโลกมีผลิตผลวานิลลาที่ได้คุณภาพเฉลี่ย 2,300 ตัน ประเทศที่มีการผลิตมาก 
ได้แก่   อินโดนีเซีย โดยมีปริมาณผลผลิตออกสู่ตลาดโลกมากถึง 3,700 เมตตริกตัน รองลงมาคือ ประเทศ
มาดากัสการ์ 2,800  เมตตริกตัน ส่วนประเทศอ่ืน ๆ  ที่ผลิตมากได้แก่ จีน เม็กซิโกและตุรกี (FAOSTAT, 2007)   
แต่ราคาผลผลิตในตลาดโลกค่อนข้างผันผวน สาเหตุที่ส าคัญเกิดจากการขาดแคลนวัตถุดิบที่มีคุณภาพและการ
แข่งขันกับกลิ่นวานิลลาสังเคราะห์ จากการส ารวจข้อมูลพบว่า ทั่วโลกมีการบริโภคสารวานิลลินสูงถึง 15,000 
ตันต่อปี โดยเป็นวานิลลาจากธรรมชาติ ประมาณ 1%  แนวทางการพัฒนาของวานลิลาในตลาดโลก   ต้องมีการ
พัฒนาคุณภาพของผลิตภัณฑ์และการเพิ่มผลผลิตในแปลงปลูก (Loeillet, 2003; Odoux, 2003; Walton et al., 
2003;  Hariom et al., 2006)   

ประวัติการทดลองปลูกในประเทศไทย สันนิษฐานว่าน าต้นมาจากประเทศอินโดนีเซีย มาทดสอบปลูก
ที่สถานีทดลองพืชสวนพลิ้ว จังหวัดจันทบุรีเป็นที่แรก โดยใช้ค้างเสาซีเมนต์ที่ใช้ปลูกพริกไทย  และปลูกอยู่ใต้
ร่มเงาต้นยางพารา  นอกจากนั้นยังมีการปลูกวานิลลาเพื่อทดสอบในศูนย์วิจัยและสถาบันวิจัยพืชสวนหลายแห่ง 
เช่น  สถานีทดลองพืชสวนดอยมู เซอจังหวัดตาก ศูนย์วิ จั ยพืชสวนห้างฉัตร  จั งหวัดล าปาง
(http://www.benorchid.com/article/artic003.htm, September 15, 2008) แต่จากการส ารวจพบว่า ปัจจุบันได้เลิก
ปลูกทดลองไปแล้ว   

การปลูกและผลิตวานิลลาเพื่อการค้าในประเทศไทย ส่วนใหญ่มีพื้นที่อยู่ในหน่วยงานของรัฐใน
ภาคเหนือ โดยมีพื้นที่ปลูกรวม 8,496 ตารางเมตร เป็นพื้นที่ที่ให้ผลผลิตแล้วประมาณ 41% ของพื้นที่ปลูก   
ให้น้ าหนักฝักสดประมาณ 257 กิโลกรัมต่อปี หลังจากบ่มฝักมีน้ าหนักคงเหลือ 51.4 กิโลกรัมต่อปี (สิริพร และ
คณะ, 2553) ส าหรับการปลูกวานิลลาของมูลนิธิโครงการหลวง เป็นลักษณะของการทดลองวิจัย  ที่ศูนย์พัฒนา
โครงการหลวงป่าเมี่ยง  ในระบบโรงเรือนแบบเปิด (หลังคามุงซาแลน) และศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวาง  
ในระบบโรงเรือนแบบปิด (หลังคามุงพลาสติก) พบว่าวานิลลาสามารถเจริญเติบโตได้ดี และให้ฝักที่มีคุณภาพดี  
แต่การปลูกวานิลลาต้องใช้ระยะเวลานาน 2-4 ปี  ต้นวานิลลาก็จะเร่ิมให้ผลผลิตประมาณ 7-8 เดือน หลังจากที่
ฝักโตเต็มที่สามารถเก็บผลผลิตได้แล้วต้องน าฝักที่ได้ไปบ่มให้ฝักแก่อีกประมาณ 3-4 เดือน ส่วนการผสมเกสร
สามารถท าได้โดยผู้ปลูกเลี้ยงต้องเป็นผู้ผสมเกสรซึ่งต้องใช้ความช านาญในการผสม โดยมีการผสมภายใน
โรงเรือน ท าให้มีต้นทุนที่ค่อนข้างสูง อย่างไรก็ตามฝักแก่ของวานิลลามีราคาสูงถึงกิโลกรัมละ 1,000 - 1,500  
บาทต่อน้ าหนักแห้ง  และหากท าการสกัดกลิ่นวานิลลาแล้ว จะมีราคาขายที่สูงมาก จึงคุ้มค่าต่อการลงทุน ท าให้มี
เกษตรกรหลายรายสนใจ ซึ่งในอนาคตทางมูลนิธิโครงการหลวงเร่ิมผลักดันให้เกษตรกรเพาะปลูกวานิลลามาก
ขึ้นเพื่อให้เกิดการกระจายรายได้ในภาคเกษตรกร ท าให้เกิดการพัฒนาธุรกิจในอนาคตได้     ในปัจจุบันการปลูก

http://www.benorchid.com/article/artic003.htm
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วานิลลาของศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวางอยู่ภายใต้การก ากับและดูแลของ ดร.ชนะ   พรหมทอง   ส านักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ ขณะนี้อยู่ในช่วงของการด าเนินการศึกษาวิจัยสายพันธุ์ และขั้นตอน
ในการปลูกเลี้ยงที่เหมาะสม   และได้ศึกษาการปลูกต้นวานิลลาแซมในโรงเรือนรวมกับพืชชนิดอ่ืนๆ กว่า 1,000 
ต้น (http://ndoae.doae.go.th/news/news_024.html  September 15, 2008)   จากการสัมภาษณ์ ผู้อ านวยการศูนย์ฯ 
พบว่ามีนโยบายที่จะพัฒนาให้ศูนย์ฯ เป็นศูนย์กลางถ่ายทอดเทคโนโลยีการผลิตวานิลลาให้แก่เกษตรกรและ
ผู้ประกอบการ 

การบ่ม (curing) ฝักวานิลลาให้มีกลิ่นหอมนับว่าเป็นขั้นตอนที่ส าคัญที่สุดต่อคุณภาพหรือการพัฒนา
สารที่ให้กลิ่น  ขั้นตอนการ curing ที่ปฏิบัติในพื้นที่ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวาง เลียนแบบจากวิธีการ
ดั้งเดิมของประเทศที่มีการผลิตวานิลลาเป็นการค้า (Bourbon curing method)   ซึ่งประกอบด้วย 4 ขั้นตอนคือ  

1. การท าให้เหี่ยว (killing) โดยการจุ่มน้ าร้อน 63-65oC นาน 2-3 นาที  
2. การท าให้เกิดเหงื่อ (sweating) ใช้แสงแดดในช่วงเวลา 11.00-14.00 น. (45-65oC) เป็นเวลา 7 วัน 

(อุณหภูมิของฝักวานิลลาประมาณ 50 oC) แล้วห่อฝักด้วยผ้าห่ม และเก็บในกล่องไม้ปิดสนิท  
3. การท าให้แห้งอย่างช้า (slow drying) โดยการท าให้แห้งในร่ม ที่อุณหภูมิห้อง ใช้เวลาประมาณ 1 

เดือน 
4. การปรับสภาพของฝักวานิลลา (conditioning) น าฝักวานิลลามาม้วนกับนิ้ว ก่อนเก็บฝักวานิลลาใน

กล่องปิดสนิทที่อุณหภูมิห้องประมาณ 3 เดือน  
(http://www.orchidasia.com/vanillacuring.htm, September 15, 2008) 

รวมระยะเวลาที่ใช้ในการบ่มนาน 4-6 เดือน โดยฝักวานิลลาที่ปลูกในพื้นที่มูลนิธิโครงการหลวง 
ป่าเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม่ ภายหลังจากการบ่มฝักพบว่ามีปริมาณผลึกสารวานิลลินเกาะอยู่ที่ผิวฝักมาก แต่ปริมาณ
สารที่ได้ยังต่ ากว่ามาตรฐาน (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย, 2547)  แต่สภาวะ
แวดล้อมในการผลิตวานิลลาของประเทศไทยมีความแตกต่างกับ Mexico และ Indian Ocean Islands ซึ่งใช้
วิธีการบ่มแบบดั้งเดิม (Bourbon curing method) เป็นหลัก  นอกจากนั้นชนิด ปริมาณ และการท างานของ
เอนไซม์ หรือจุลินทรีย์ ที่มีบทบาทในการพัฒนากลิ่นของฝักวานิลลาอาจมีความแตกต่างกัน  การศึกษาข้อมูล
พื้นฐานเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ ชนิดและปริมาณจุลินทรีย์ในระหว่างบ่มฝักวานิลลา  
มีความส าคัญต่อการพัฒนากระบวนการบ่มและเพิ่มคุณภาพของฝักวานิลลา ขั้นตอนการ curing ที่ไม่เหมาะสม
อาจท าให้เกิดการสูญเสียของสาร vanillin หรือท าให้การท างานของเอนไซม์ ที่ท าหน้าที่  hydrolyze สารตั้งต้น
ซึ่งอยู่ในรูป glycoside ไม่สมบูรณ์  ส่งผลต่อคุณภาพของฝักที่ลดลงหรือมีปริมาณสาร vanillin และสารให้กลิ่น
ชนิดอ่ืน ๆ ต่ า (Frenkel and Havkin-Frenkel, 2006)   

การท า curing  มีความสัมพันธ์กับลักษณะชีววิทยาของฝักวานิลลาที่มีผลต่อการพัฒนากลิ่น 
วานลิลา ซึ่งพบว่าสารตั้งต้น (flavour precursor) ในกระบวนการสังเคราะห์ vanillin  อยู่บริเวณเนื้อเยื่อ placenta 
รอบๆ เมล็ด แต่ hydrolytic และ degradation enzymes ที่ท าหน้าที่ปลดปล่อยสารให้กลิ่นออกจากสารตั้งต้น 

http://ndoae.doae.go.th/news/news_024.html
http://www.orchidasia.com/vanillacuring.htm
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ส่วนใหญ่อยู่ที่ผนังหรือเปลือกของฝัก (Arana et al., 1943) แต่การศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา (histological study) 
ของ Odoux  et al. (2003) รายงานว่าสารตั้งต้นและเอนไซม์อยู่ในเนื้อเยื่อเดียวกันคือ placenta laminae แต่พบใน
บริเวณออร์แกนเนลล์ที่แตกต่างกัน คือพบสารตั้งต้น glucovanillin สะสมมากในแวคลิโอล ส่วนเอนไซม์พบ
มากในไซโตรพลาสมิกหรือเพอริพลาสมิก  ดังนั้นขั้นตอนการบ่มซึ่งประกอบด้วยการ killing ด้วยน้ าร้อน การ
แช่แข็งหรือวิธีอ่ืน ๆ เพื่อท าลายเซลล์หรือเยื่อหุ้มเซลล์ที่ขวางกั้นระหว่างสารตั้งต้นกับเอนไซม์ โดยขั้นตอน
ต่อมาคือ sweating ใช้อุณหภูมิ 45-60 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธ์สูง ซึ่งเป็นสภาพที่เหมาะสมในการ
เร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องการสร้างสารให้กลิ่น ส่วนขั้นตอน drying และ conditioning เพื่อการเก็บ
รักษากลิ่นให้คงอยู่ในฝักได้นาน  (Havkin-Frenkel et al., 2004) นอกจากนั้นในสภาพอุณหภูมิสูง มีความ
เหมาะสมกับการเกิดปฏิกิริยาที่ไม่ใช้เอนไซม์ ได้แก่ Millard reaction ซึ่งมีผลต่อการเปลี่ยนสีฝักเป็นสีน้ าตาล 
นอกจากนั้น Millard reaction ยังช่วยเพิ่มท าให้มีกลิ่นรส เพิ่มขึ้นและคงกลิ่นในผลิตภัณฑ์ เช่น นมและขนมเค้ก
ได้ยาวนานขึ้น  (Young et al., 2006; United States Patent Application 20060045954)  

เอนไซม์หลักที่มีบทบาทส าคัญในย่อยสลายและปลดปล่อยสาร vanillin ได้แก่ β-Glucosidase  
(β -glu) นอกจากนั้นยังมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายผนังเซลล์ ได้แก่ cellulase (CEL), hemicellulase, 
pectinase และเอนไซม์เกี่ยวข้องกับการเกิดสีน้ าตาลของสารประกอบฟีนอลิก เช่น polyphenol oxidase (PPO), 
peroxidase (POD) ส าหรับเอนไซม์ peroxidase นอกจากจะมีบทบาทต่อการเปลี่ยนแปลงเป็นสีน้ าตาลของสี
เปลือกฝักวานิลลาแล้ว Gaterfied et al. (2006) ยังระบุว่าเอนไซม์ POD อาจท าปฏิกิริยา oxidation กับสารให้กลิ่น 
vanillin กลายเป็นสาร divanillin ในระหว่างกระบวนการบ่มฝักได้อีกด้วย การให้เชื้อราและยีสต์ (Aspergillus 
niger, Saccharomyces cerevisiae) ในรูปสกัดผงสามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์บางชนิดได้ และชักน า
ให้ฝักวานิลลามีการสร้างสาร vanillin ปริมาณมากขึ้นและเร็วกว่าปกติในระหว่างการ curing (Sreedhar et al., 
2009)  ในกระบวนการสกัดสาร vanillin จากฝักวานิลลา โดยใช้ผลิตภัณฑ์เอนไซม์ส าเร็จรูปซึ่งประกอบด้วย 
arabinase cellulase, hemicellulase, xylanase และ pectinase ที่สกัดจากเชื้อราชนิดต่าง ๆ เช่น Aspergillus และ
Trichoderma reseii  ร่วมกับน้ าหรือเอธานอล และท าให้ประสิทธิภาพการสกัดสารวานิลลินเพิ่มขึ้นมากกว่า 3 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับการสกัดด้วยวิธี Soxhlet  (Ruiz-Terán et al., 2001)  

  ดังนั้นในการศึกษาครั้งน้ี  จึงมีเป้าหมายศึกษาการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์และประชากร
จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาสารให้กลิ่นรส (flavor compounds) ของฝักวานลิลา ในระหว่างการบ่ม  cuirng  
เพื่อใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาการบ่มวานิลลาที่ผลิตในพื้นที่ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงฯ และขยายผลกับ
พื้นที่อื่นที่อยู่ระหว่างการพัฒนาเพื่อเป็นการค้าในประเทศต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase (β-glu), cellulose (cel), peroxidase 

(POD)  ในระหว่างขั้นตอนการบ่มฝักวานิลลา 
2. ศึกษาชนิดและการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ในระหว่างการบ่มฝักวานลิลา 
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3. ศึกษาความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม์และจุลินทรีย์กับการสร้างสารให้กลิ่นรส
ในระหว่างการบ่มฝักวานิลลา 
 

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 
การบ่ม (curing) ฝักวานิลลาให้มีกลิ่นหอมนับว่าเป็นขั้นตอนที่ส าคัญที่สุดต่อคุณภาพหรือการพัฒนา

สารที่ให้กลิ่น การบ่มจัดว่าเป็น biological process การท าให้วานิลลาเกิดกลิ่นหอม ต้องการทั้งกระบวนการที่ใช้
ความร้อน (thermal process) ปฏิกิริยาของเอนไซม์ในพืชและกิจกรรมของจุลินทรีย์ (Ranadive, 1994) การศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดกลิ่นเนื่องจากการท างานของเอนไซม์ในพืชกับกิจกรรมของจุลินทรีย์มีการศึกษา
ค่อนข้างน้อยและส่วนใหญ่เป็นการศึกษาเพื่อใช้ประโยชน์ในการสกัดสาร vanillin จากฝักวานิลลาในเชิง
อุตสาหกรรมหรือสังเคราะห์สาร vanillin จาก by-product ของอุตสาหกรรมเกษตร  Röling  et al. (2001) 
ท าการศึกษานิเวศวิทยาของจุลินทรีย์ระหว่างการท า curing แบบดั้งเดิมในประเทศอินโดนีเซีย พบว่าจุลินทรีย์
ที่พบส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรีย bacilli ที่ชอบหรือทนร้อน และพบว่ามีบาง isolate เท่านั้นที่มีการผลิตเอนไซม์
ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายผนังเซลล์พืช เช่น protease, cellulase, hemicellulase หรือ pectinase  ส่วนเชื้อรา
และยีสต์ที่แยกได้จากการทดลองสร้างเอนไซม์ เหล่านี้ได้แต่มีกิจกรรมต่ า (weak activities) และพบว่าฝัก 
วานิลลาที่มีการบ่มในสถานที่ต่างกันหรือบ่มคนละครั้งกัน มีผลต่อปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ องค์ประกอบของ
จุลินทรีย์หลักและความสามารถในการผลิตเอนไซม์ของแบคทีเรีย  โดยพบว่าเชื้อ B. subtilis (type 2) ที่แยก
จากฝักวานิลลาที่ผ่านการ curing ในบาหลี ประเทศอินโดนีเซีย มีกิจกรรมของเอนไซม์ β -glucosidase และ
เอนไซม์อ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายผนังเซลล์   จะเห็นได้ว่าประชากรเชื้อ ชนิดของเชื้อและคุณสมบัติ
เอนไซม์ในฝักวานิลลาที่บ่มได้ ในแต่ละพื้นที่อาจมีความแตกต่างกัน จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาข้อมูลพื้นฐาน
ของเอนไซม์และจุลินทรีย์ในฝักวานิลลาในพื้นที่ที่จะท าการศึกษาเสียก่อนที่จะน าไปใช้ประโยชน์  ซึ่งใน
ปัจจุบันการศึกษาการใช้ประโยชน์จากเอนไซม์หรือจุลินทรีย์ในการกระตุ้นการสร้างสาร  vanillin ของฝัก 
วานิลลามีความเป็นไปได้สูงในเชิงการค้า (Sreedhar et al., 2009)  

กลิ่นวานิลลาที่สกัดจากฝักวานิลลา ประกอบด้วยโมเลกุลสารที่แตกต่างกันประมาณ 200 ชนิด  แต่มี
สารวานิลลิน (vanillin) มากที่สุด ประมาณ 85% รองลงมาคือ สาร 4- hydroxybenzaldehyde 8.5% (พิทยา, 2551) 
ในฝักวานิลลาสดมีสารตั้งต้นอยู่ในรูป glucovanillin หรือ glycosides ซึ่งไม่มีกลิ่นหอม  การสะสมของสาร 
glucovanillin พบหลังจากผสมเกสรเพียง 3-4 เดือน และจะมีการสังเคราะห์เพิ่มมากขึ้น เมื่อฝักมีอายุ 7-9 เดือน 
ฝักแก่เขียว มี glucovanillin สะสมอยู่ 10-15% หลังผ่านกระบวนการบ่มทางการค้าจะมี vanillin เหลือเพียง 1-2% 
ต่อน้ าหนักสุดท้ายของฝัก (Joel et al., 2003) ดังนั้นกระบวนการ curing ที่ไม่เหมาะสม อาจท าให้มีการสูญเสีย
สาร  vanillin ระหว่างการบ่ม หรือสภาพการบ่มไม่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์และจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้อง
กับการพัฒนากลิ่นในฝักวานิลลาขั้นตอนการบ่มฝัก (curing) ให้มีกลิ่นหอม ซึ่งนับว่าเป็นขั้นตอนที่ส าคัญที่สุด
ต่อคุณภาพหรือการพัฒนาสารที่ ให้ กลิ่ นหลักคื อ  vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde)  
มีวิถีการสังเคราะห์ผ่าน phenylpropanoid pathway  ซึ่งเร่ิมต้นจาก 4-cumaric acid (1) เปลี่ยนเป็น  
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4- hydroxybenzaldehyde (2)  3,4- dehydroxybenzaldehyde (3) และ vanillin (4) ตามล าดับ ดังนั้นสาร vanillin 
จึงถูกจัดเป็นผลิตภัณฑ์จาก secondary metabolism ของพืช (ภาพที่ 1)   
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
ในฝักวานิลลาที่ผ่านการบ่มแล้ว มีสารให้กลิ่นรส (flavor compound)  และสารประกอบที่ส าคัญ ได้แก่ 

vanillin, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, p-hydroxybenzaldehyde  และ glucovanillin (Sreedhar et al., 
2007) 

เอนไซม์หลักที่มีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายและปลดปล่อยสาร vanillin ได้แก่ β-glucosidase  
(β-Glu)  นอกจากนั้นยังมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายผนังเซลล์ ได้แก่ cellulase (CEL)  และ peroxidase 
(POD) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงเป็นสีน้ าตาลของสารประกอบฟีนอลิก ในวิถี  phenyl-propanoid  ซึ่ง
เอนไซม์สองชนิดหลังยีสต์และเชื้อราบางชนิดสังเคราะห์ขึ้นได้ และสามารถกระตุ้นหรือเร่งให้ฝักวานิลลามีการ
สร้างสาร vanillin ปริมาณมากขึ้นและเร็วกว่าปกติในระหว่างกระบวนการ curing  (Sreedhar et al., 2009)  
เนื่องจากในกระบวนการ curing มีระดับอุณหภูมิและความชื้นที่แตกต่างกัน ส่งผลให้มีชนิดและปริมาณของ
จุลินทรีย์ที่ย่อยสลาย cellulose และ hemicellulose แตกต่างกันในแต่ละขั้นตอน จากการแยกเชื้อที่ขั้วของ 
ฝักวานิลลาที่ผ่านการ curing พบเชื้อ Bacillus หลายจีนัส ที่มีความสัมพันธ์กับการท างานของเอนไซม์  β-Glu  
จึงอธิบายว่าเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรีย อาจเกี่ยวข้องกับกระบวนการ hydrolysis ของ flavor glycoside ใน 
ฝักวานิลลา (Röling  et al., 2001) 

ในกระบวนการสังเคราะห์สาร vanillin จากผลพลอยได้ของอุตสาหกรรมเกษตร หรือการเลี้ยง
เซลล์ในห้องปฏิบัติการ มีการใช้เชื้อแบคทีเรีย ราหรือยีสต์บางชนิด ที่ มีการผลิตเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยา
การตัดโครงสร้างโมเลกุลสารตั้งต้น ได้แก่ ferulic acid, euglenol, isoeuglenol หรือ glucose  ส่วนสาร 
วานิลลินที่สังเคราะห์จาก glucovanillin  ในฝักแก่ของวานิลลา โดยการท างานของกับเอนไซม์ β-Glu ที่สร้าง
ขึ้นโดยพืชหรือแบคทีเรีย (ภาพที่ 2) 

ภาพท่ี 1  การสังเคราะห์สาร vanillin ในฝักวานิลลา ผ่านวิถี phenylpropanoid  
ที่มา Joel et al. (2003) 
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ภาพท่ี 2  สารตั้งต้นและจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารวานิลลิน   

    ที่มา : Gabor (2004)  
เชื้อราส าคัญที่มีบทบาทเป็น bioconversion fungi ในการปลดปล่อยสาร ferulic acid ในกากของ

ต้น sugar beet และร าข้าวสาลี ได้แก่ Aspergillus niger และ Pycroporus cinnabarinus โดยการสร้าง
เอนไซม์ xylanase เชื้อราอื่นๆ ที่มีบทบาทในลักษณะเดียวกัน ได้แก่ Trichoderma viride, Penicillium 
fluorescence  แต่เชื้อ P. cinnabarinus สร้างเอนไซม์ laccase ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการเปลี่ยน ferulic acid 
เป็นวานิลลิน  (Thibault et al. 1998) 
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ระเบียบวิธีการด าเนินการวิจัย     
              1.  สุ่มเก็บเกี่ยวฝักวานิลลา เมื่อปลายฝักเร่ิมเปลี่ยนสีเหลือง ซึ่งมีอายุฝักประมาณ 11 เดือน หลังผสม
เกสร  เก็บฝักเกรด II  ที่มีความยาวฝักประมาณ 10-15 เซนติเมตร จากแปลงปลูกในพื้นที่ศูนย์พัฒนาโครงการ
หลวงขุนวาง จังหวัดเชียงใหม่  น าฝักวานิลลาบรรจุในถุงพลาสติกเจาะรู แบ่งเป็น 5 ถุงๆ ละ 30 ฝัก ขนส่งฝัก 
วานิลลามาศึกษาในห้องปฏิบัติการสายวิชาเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้า
ธนบุรี  บางขุนเทียน   ภายใน 24 ชั่วโมง  หลังจากการเก็บเกี่ยว 

2.  น าฝักวานิลลามาผ่านกระบวนการ curing ในห้องปฏิบัติการ สุ่มเก็บตัวอย่างฝักวานิลลาเพื่อการ
ตรวจวิเคราะห์ในระยะต่าง ๆ ดังนี้ 

1. ฝักวานิลลาก่อนการท าให้เหี่ยว (killing) หรือฝักวานิลลาที่ไม่ผ่านการ curing (Fresh) 
2. ฝักวานิลลาหลังการ killing ด้วยการจุ่มน้ าร้อน 65  องศาเซลเซียส นาน 3 นาที (AFkilling) 
3. ฝักวานิลลาก่อนการท าให้เกิดเหงื่อ (sweating) หรือฝักวานิลลาที่ไม่ผ่านการ sweating (BFSW)  
4. ฝักวานิลลาหลังการท าให้เกิดเหงื่อ (sweating) ที่ 65  องศาเซลเซียส  ความชื้น 85% นาน 4 ชั่วโมง

ต่อวัน เป็นเวลา 7 วัน (AFSW) 
5. ฝักวานิลลาหลังการปรับสภาพ (conditioning) ที่ 27  องศาเซลเซียส  ความชื้น 60%  นาน 3  เดือน

(AFcon 3M) 
  สุ่มฝักวานลิลาครั้งละ 12  ฝักทั้งหมด 3 ซ้ า จ านวนฝักที่ใช้ทดลองรวม 300  ฝัก ตรวจวิเคราะห์ผล ดังนี้ 

1) การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของฝัก  
1.1 การเปลี่ยนแปลงของสีเปลือก  

น าฝักวานิลลาสดและฝักบ่มที่ผ่านขั้นตอนการบ่มต่าง ๆ จ านวน 3 ซ้ าๆ ละ 5 ฝักมาวัดค่าสี
ด้วยเคร่ืองวัดสี colorimeter  (Model DP-301, Minolta Japan) โดยแสดงผลการทดลองในค่า L* คือ ค่าความ
สว่าง  a* คือค่าการเปลี่ยนแปลงสีจากเขียวไปสีน้ าตาลด า  b* คือ ค่าการเปลี่ยนแปลงสีจากน้ าเงินเป็นเหลือง 
และ Hue ย่อมาจากค่า Hue angle ซึ่งแสดงโทนสีของฝัก   

1.2 ปริมาณความชื้นฝัก (moisture content) 
น าตัวอย่างฝักวานิลลาที่วัดสีจากข้อ 1.1 มาหั่นตามขวางยาว 1 เซนติเมตร  ชั่งน้ าหนักสด 

3-5 กรัมต่อตัวอย่าง ใส่ในภาชนะอลูมิเนียมส าหรับหาความชื้นหรือใช้แผ่นฟอยด์อลูมิเนียม น าไปอบที่อุณหภูมิ 
120  องศาเซลเซียส  นาน 1.30 ชั่วโมง ชั่งน้ าหนักแห้ง และค านวณเปอร์เซ็นต์ความชื้นของฝัก  (wet weight 
basis) (AOAC, 1995) ดังสูตร 

 
เปอร์เซ็นต์ความชื้น = น้ าหนักตัวอย่างก่อนอบ - น้ าหนักตัวอย่างหลังอบ × 100 

      น้ าหนักตัวอย่างก่อนอบ 
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2) วิเคราะห์หาปริมาณสารต้ังต้นและสารระเหยให้กลิ่นวานิลลา  
สกัดและวิเคราะห์สารระเหยจากฝักสดและฝักบ่ม โดยปรับปรุงจากกรรมวิธีของ  Sreedhar et 

al. (2007) น าตัวอย่างฝักวานิลลามาหั่นตามขวางยาว 1 เซนติเมตร ชั่งตัวอย่างเนื้อเยื่อฝักวานิลลา 5 กรัมต่อ
ตัวอย่าง บดตัวอย่างในไนโตรเจนเหลว ชั่งตัวอย่างที่บดแล้ว 1 กรัม จ านวน 3 ตัวอย่าง เติมเอทธานอลผสมที่
ความเข้มข้น 44%  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และปรับ
ปริมาตรด้วย เอทธานอล 36% และกรองสารผ่าน filter membrane (Millipore, 0.45μm) วิเคราะห์สารด้วย
เคร่ือง HPLC Shimazu รุ่น LC-20AT ใช้ Diode array detector คอลัมม์ Inertsil รุ่น ODS-3 ขนาด 5 ไมครอน 
4.6x250 มิลลิเมตร สารละลาย mobile phase คือ เมทธานอล กับ acetic acid ความเข้มข้น 1.25% ในอัตราส่วน 
10% ต่อ 90% ใช้อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที นาน 40 นาที ความยาวคลื่นที่ใช้ในการตรวจวัดเท่ากับ 
254 นาโนเมตร ปริมาตรสารตัวอย่างที่ใช้ 20 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารมาตราฐาน 
vanillin, 4-hydroxybenzoic acid, 4- hydroxybenzaldehyde และ vanillic acid (Sigma) ความเข้มข้น 1-100 
มิลลิเมตรต่อลิตร   

3) การสกัดและวัดกิจกรรมของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการบ่มฝักวานิลลา 
3.1 การสกัดเอนไซม์จากตัวอย่างฝักวานิลลา 
น าเนื้อเยื่อฝักวานิลลา ปริมาณ  3 กรัมใส่ในหลอดพลาสติก เติมสารละลาย โซเดียม 

ซิเตรตบัฟเฟอร์ (0.1 M sodium citate, pH 5.0) หรือสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟต (0.1 M Potassium 
phosphate buffer, pH 7.0)  ที่เย็นจัด (4 oC) ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ปั่นละเอียดด้วยเคร่ือง homogenizer 
(ULTRA-TURRAX model IKA T25, USA)  ขณะปั่นแช่ตัวอย่างในน้ าแข็ง และวางสารละลายไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเคร่ืองปั่นเหวี่ยง (centrifuge; SORVALL model RC5C Plus, UK) ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 15 นาที ส่วนใสที่ได้คือสารสกัดเอนไซม์ที่น าไปวัดกิจกรรม 
ด้วย UV-spectrophotometer ตามกรรมวิธีที่ปรับปรุงจาก Sreedhar et al. (2007) ดังนี ้

3.2 กิจกรรมเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส (β-glucosidase; β-glu)  
น าสารละลาย pNPG (5.5 mM p-nitrophenol-β-glycopyranoside) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

(substate) เติมสารละลายโซเดียมซิเตรต (0.1 M sodium citate, pH 5) จ านวน 100 ไมโครลิตร จากนั้นใส่สาร
สกัดเอนไซม์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าสารทุกชนิดให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่า (vortex mixer) ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (1 M Na2CO3) จ านวน 600 
ไมโครลิตร เขย่าสารทุกชนิดให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่า (vortex mixer) น าสารละลายที่ได้วัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร (nm) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer (Shimazu UV-1601, Japan) น าค่าที่ได้มา
เทียบกับกราฟมาตราฐาน 4-nitrophenol  ที่มีความเข้มข้นต้ังแต ่ 0 - 100 ไมโครโมลาร์ (µM)  (รูปภาคผนวคที่ 2)
จากนั้นน าสารสกัดเอนไซม์มาวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีมาตรฐาน   ค่าที่วัดได้มีหน่วยเป็น ไมโครโม
ลาร์ของ 4-nitrophenol  ต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน (µM 4-nitrophenol/min.mg protein)   
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3.3 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase ; Cel)  
น าสารละลายคาร์บอกซีเมททิล เซลลูโลส (1% carboxymethyl cellulose) ปริมาณ 1.0 

มิลลิลิตร (substrate) ใส่ลงในหลอดทดลอง (test tube) เติมสารละลายโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร์ (0.1 M sodium 
citate buffer, pH 5.0) ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร จากนั้นใส่สารสกัดเอนไซม์ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร เขย่าสารทุก
ชนิดให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่า (vortex mixer) น าหลอดทดลองใส่ในตู้อบ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  นาน 30 
นาที  แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลายไดไนโตซาลิซิลิก ความเข้มข้น 1% (1% DNS) จ านวน 3 มิลลิลิตร  
(1% DNS จ านวน 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วยสาร 3, 5 dinitrosalicylic acid (DNS) 1 กรัม ฟีนอล (phenol) 0.2 
กรัม โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) 1 กรัม น าสารทั้งหมดละลายด้วยน้ ากลั่น จ านวน 100 มิลลิลิตร) 
ลงในหลอดที่มีสารละลายผสมอยู่ แล้วน าหลอดทดลองไปต้มในน้ าเดือด นาน 5 นาที น าหลอดขึ้นมาวางในอ่าง
ที่บรรจุน้ าแข็ง นาน 5 นาที น าหลอดขึ้นมาวางให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเขย่าสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันด้วย
เคร่ือง vortex mixer  น าสารละลายที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 632 นาโนเมตร (nm) ด้วย
เคร่ือง spectrophotometer น าค่าที่ได้มาเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลที่เกิดขึ้นกับกราฟมาตราฐาน D-glucose  
ความเข้มข้น 0-140 มิลลิโมลาร์ (mM)  (รูปภาพผนวกที่ 2 )  จากนั้นน าสารสกัดเอนไซม์มาวิเคราะห์หาปริมาณ
โปรตีนด้วยวิธีมาตรฐาน   ค่าที่วัดได้มีหน่วยเป็นมิลลิโมลาร์ของกลูโคสต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน (mM  
D-glucose /min.mg protein)   

3.4 กิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (peroxidase, POD) 
 น าสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟต pH 7.0  (0.1 M Potassium phosphate buffer, pH 7.0) 

ปริมาณ 2.8 มิลลิลิตร (substrate) ใส่ลงในหลอดทดลอง (test tube) เติมสารละลายเกียคอล (0.018 M Guaiacol) 
ปริมาณ 0.05 มิลลิลิตร ใส่สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (30% hydrogen peroxide) จ านวน 0.05 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าสารสกัดเอนไซม์ปริมาณ 0.10 มิลลิลิตร เขย่าสารทุกชนิดให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่า (vortex mixer) น า
สารละลายที่ได้วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 436 นาโนเมตร (nm) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer  วัด
การเพิ่มขึ้นของค่าการดูดกลืนแสงแสง tetraguaiacol ที่เกิดขึ้น (extinction coefficient 25.5 cm-2/µmol) จากนั้น
น าสารสกัดเอนไซม์มาวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีมาตรฐาน   ค่าที่วัดได้มีหน่วยเป็น มิลลิโมลาร์ของ  
tetraguaiacol ต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน (µM tetraguaiacol /min.mg protein)   

4) ตรวจวัดจุลินทรีย์และนับประชากรเชื้อในเน้ือเยื่อฝักวานิลลา  
สุ่มฝักวานิลลาหลังจากผ่านขั้นตอน curing ตามข้อ 2  ตัดเนื้อเยื่อฝักวานิลลา ฆ่าเชื้อภายนอกด้วย

แอลกอฮอล์ วัดปริมาณจุลินทรีย์รวม (total microorganism) ด้วย Nutrient agar จ าแนกเชื้อราและนับประชากร
เชื้อ โดยใช้อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) และจ าแนก Gram ของเชื้อแบคทีเรีย โดยการย้อมแกมด้วยสี 
Crystal violet และ safanin O และจ าแนก Genus ของเชื้อแบคทีเรีย โดย Biochemical test  

การวิเคราะห์ข้อมูล ได้แก่ ค่าเฉลี่ย เปรียบเทียบความแปรปรวน และทดสอบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) Least Significant Difference (LSD) และ T-test ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรม Statistical Package for the Social Science (SPSS) รุ่น 11.5 

 



12 
 

ผลการวิจัย 
 

1) การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่มฝัก 
1.1 สีเปลือกฝัก 

ในระหว่างขั้นตอนการบ่มมีการเปลี่ยนแปลงสีฝักวานิลลาแสดงโดยค่า  L*  a* b* และ Hue angle  
ดังนี้ ขั้นตอนหลังจาก killing (AFkilling) แล้วน าฝักวานิลลา บ่มในกล่องไม้ปิดฝานาน 24 ชั่วโมง (BFSW)  
ค่า L* มีค่าคงที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับฝักสด (Fresh)  แต่ภายหลังจาก sweating  (AFSW) มี
ค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สอดคล้องกับการเปลี่ยนสีเปลือกเป็นสีน้ าตาล แต่ภายหลังจากการปรับสภาพ 
3 เดือน กลับมีค่า L* เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส าหรับค่า a*  พบว่ามีค่าติดลบในฝักสด  ขั้นตอน 
AFkilling  ซึ่งมีลักษณะปรากฏของสีเปลือกฝักเป็นสีเขียวถึงเขียวอมเหลือง แต่ในขั้นตอน BFSW มีค่า a* 
เพิ่มขึ้นหรือติดลบน้อยลงอย่างมีนัยส าคัญ และมีค่าเพิ่มขึ้นจนเป็นค่าบวก ภายหลังจากผ่านขั้นตอน sweating 
(AFSW)  ซึ่งมีสีเปลือกฝักเป็นสีน้ าตาลถึงสีด า แต่เมื่อปรับสภาพนาน 3 เดือน สีเปลือกฝักเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล
อ่อนและมีค่า a* ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับขั้นตอน AFSW (ตารางภาคผนวกที่ 1)  
ส าหรับการเปลี่ยนแปลงของค่า b* พบว่ามีค่าค่อนข้างคงที่ในขั้นตอนการบ่มช่วงต้น (AFkilling,  BFSW)   เมื่อ
เปรียบเทียบกับฝักสด  แต่ในขั้นตอน AFSW  มีค่าลดลง  แต่กลับมีค่าเพิ่มขึ้นในขั้นตอน AFcond 3M  ส าหรับ
ค่า Hue angle ซึ่งแสดงถึงโทนสีของฝักวานิลลา พบว่า หลังจากน าฝักที่ killed แล้วไปบ่มในกล่องไม้ปิดฝานาน 
24 ชั่วโมง  และ AFSW มีค่าลดลงตามล าดับ โดยมีค่า Hue angle เพิ่มขึ้น หลังจากปรับสภาพฝัก 3 เดือน  
ดังภาพที่ 3 

1.2 ความชื้นของฝัก 
หลังจากจุ่มฝักวานิลลาในน้ าร้อนในขั้นตอน killing (Afkilling) แล้วน าฝักที่ killed  แล้วไปบ่มฝักใน

กล่องไม้นาน 24 ชั่วโมง (BFSW)  มีปริมาณความชื้นของฝัก เฉลี่ย 77.42% ไม่แตกต่างกันทางสถิติ  
เมื่อเปรียบเทียบกับฝักวานิลลาสด แต่ภายหลังจากในขั้นตอน sweating  (AFSW)  มีปริมาณความชื้นฝักเฉลี่ย 
50.00% โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบ conditioning เป็นเวลา 3 เดือน  (AFcond 3 M) 
มีปริมาณความชื้นฝักต่ าสุดเฉลี่ย 26.45% (ภาพที่ 4) 
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ภาพท่ี 3   การเปลี่ยนแปลงค่า L* a* b* และ Hue angle ของสีเปลือกฝักวานิลลาสด (Fresh) และฝักวานิลลาใน
ระหว่างขั้นตอนการบ่ม (ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลองมีอายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร)  
ค่า  L* คือ ความสว่างของสี ค่า a* คือการเปลี่ยนแปลงสีจากเขียวไปสีน้ าตาลด า ค่า b* คือ การเปลี่ยนแปลงสีจากน้ าเงินเป็น
เหลือง และ Hue angle  แสดงโทนสีของฝัก  
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 4 การเปลี่ยนแปลงปริมาณความชื้นฝักวานิลลาสด (Fresh) และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม 
(ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลองมีอายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร)  
AFkilling  คือ ฝักหลังจากการ killing ;  BFSW คือ ฝักก่อนท าการ sweating;  AFSW คือ ฝักหลังจากการ sweating  และ 
AFcond  3 M คือ ฝักหลงัจากปรับสภาพ  3 เดือน    
*อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT  
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2) ปริมาณสารตั้งต้นและสารระเหยให้กลิ่นรสวานิลลา 
2.1 สารกลูโควานิลลินและวานิลลิน 
ในระหว่างขั้นตอนการบ่มฝักวานิลลา พบว่าปริมาณสารตั้งต้น glucovanillin มีแนวโน้มลดลงอย่าง

ต่อเนื่องในระหว่างขั้นตอนการบ่ม โดยมีปริมาณต่ าสุดภายหลังจากการปรับสภาพ นาน 3 เดือน (AFcond 3M) 
ส าหรับการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารให้กลิ่นหลัก vanillin พบว่าหลังจากการท าให้เหี่ยว ด้วยการจุ่มฝักในน้ า
ร้อน (AFkilling) มีปริมาณสารเพิ่มขึ้นและปริมาณสารวานิลลินมีค่าสูงสุด (p<0.05%) หรือมีปริมาณเพิ่มขึ้น
ประมาณ 2 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณวานิลลินในฝักสด BFSW มีปริมาณค่อนข้างคงที่  แต่ภายหลังจากการ
ท าให้เกิดเหงื่อ (AFSW) พบว่า  มีความสอดคล้องกับการลดลงของสาร glucovanillin ซึ่งเป็นสารตั้นต้นของการ
ผลิตวานิลลิน โดยปริมาณ glucovanillin ลดลงประมาณ 4 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณที่พบในฝักสด  
(ภาพที่ 5)  

 
2.2 สารระเหยให้กลิ่นอ่ืนๆ 
ส าหรับการเปลี่ยนแปลงสารระเหยให้กลิ่นอ่ืนๆ ที่เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของกลิ่นวานิลลา ได้แก่  

4-hydroxybenzoic acid, 4-hydroxybenzaldehyde และ vanillic acid ในระหว่างขั้นตอนการบ่มวานิลลา   
มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงในลักษณะที่แตกต่างกัน กล่าวคือ พบ 4-hydroxybenzoic acid ปริมาณสูงสุดใน 
ฝักวานิลลาสด แต่ภายหลังจากผ่านขั้นตอนการบ่มต่างๆ ปริมาณสารลดลงตามล าดับมีปริมาณน้อยที่สุด 
ภายหลังจากการ sweating (AFSW) และ conditioning 3 เดือน (AFcond 3M)  แต่การเปลี่ยนแปลงของสาร  
4-hydroxybenzaldehyde กลับมีลักษณะตรงข้ามคือ ในระหว่างขั้นบ่มต่างๆ มีปริมาณสารคงที่ไม่เปลี่ยนแปลง
เมื่อเปรียบเทียบกับฝักสดแต่ภายหลังจากการ conditioning 3 เดือน มีปริมาณสารเพิ่มขึ้นและมีระดับสูงสุด ส่วน
สาร vanillic acid พบว่ามีปริมาณสูงสุดภายหลังจากการ sweating แต่ภายหลังจาก conditioning 3 เดือน   
มีปริมาณสารลดลงจนเท่ากับปริมาณสารที่พบในฝักสด ซึ่งมีระดับต่ าที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับขั้นตอนการบ่ม
อ่ืนๆ (ภาพที่ 6)  
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ภาพท่ี 5 ปริมาณสารตั้งต้น glucovanillin และ vanilling   และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม 
(ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลองมีอายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร)  
AFkilling  คือ ฝักหลังจากการ killing ;  BFSW คือ ฝักก่อนท าการ sweating;  AFSW คือ ฝักหลังจากการ sweating  และ  
AFcond 3 M คือ ฝักหลงัจากปรับสภาพ  3 เดือน    
รูปแบบอักษรที่เหมือนกันเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยในกลุ่มเดียวกัน 
*อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT  
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ภาพท่ี 6  ปริมาณสาร 4-hydroxybenzoic acid,  4-hydroxybenzaldehyde และ vanillic acid  และฝักวานิลลา
ในระหว่างขั้นตอนการบ่ม (ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลองมีอายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร)  
AFkilling  คือ ฝักหลังจากการ killing;  BFSW คือ ฝักก่อนท าการ sweating;  AFSW คือ ฝักหลังจากการ sweating  และ  
AFcond 3 M คือ ฝักหลงัจากปรับสภาพ  3 เดือน    
*อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT  
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3) การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารวานิลลินในระหว่างการบ่มฝัก 
3.1 กิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase (β-glu) 
      ฝักวานิลลาสดก่อนเข้าสู่กระบวนการบ่มมีกิจกรรมเอนไซม์ β-glu เท่ากับ 1,305.02 ไมโครโมล 

ของสาร 4-nitrophenol ต่อมิลลิกรัมโปรตีน (µmol 4-nitrophenol /min.mg protein)  หลังจากผ่านขั้นตอนการจุ่ม
ในน้ ารัอน (AFkilling) ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ β-glu ในฝักวานิลลาลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับฝักสด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 986.85 µmol 4-nitrophenol /min.mg protein แต่อย่างไรก็ตามภายหลังจาก
การน าฝักวานิลลาที่ผ่านการจุ่มน้ าร้อน ไปบ่มโดยห่อฝักด้วยผ้าสักหลาดสีด าใส่ในกล่องไม้สนที่มีฝาปิด นาน  
24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง (BFSW) กิจกรรมเอนไซม์ β-glu มีค่าเพิ่มขึ้นเท่ากับฝักสด แต่ภายหลังจากขั้นตอน
การท าให้เกิดเหงื่อ (AFSW) และหลังจากการปรับสภาพ 3 เดือน (AFcond 3M)  กิจกรรมของเอนไซม์ β-glu 
ลดลงตามล าดับ โดยขั้นตอน AFcond 3M มีกิจกรรมของเอนไซม์ต่ าสุดเท่ากับ 150.53 µmol 4-nitrophenol /min. 
mg protein ตามล าดับ (ภาพที่ 7)  

3.2 กิจกรรมของเอนไซม์ cellulase (cel) 
      ฝักวานิลลาสดก่อนเข้าสู่กระบวนการบ่ม มีกิจกรรมของเอนไซม์ cel  เท่ากับ 37.23  ไมโครโมล 

กลูโคสต่อนาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีน (µmol glucose/min.mg protein) แต่เมื่อผ่านกระบวนการบ่มในขั้นตอน 
killing (AFkilling)  และหลังจากน าฝักที่ผ่านการจุ่มด้วยน้ าร้อนไปห่อผ้าสักหลาดและเก็บในกล่องไม้สนนาน  
24 ชั่วโมงแล้ว (BFSW)  พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ cel   มีค่าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
กับฝักสด โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 42.46 และ 47.43  µmol glucose/min.mg protein แต่หลังจากผ่าน
ขั้นตอน sweating (AFSW) เอนไซม์ในฝักวานิลลามีกิจกรรมลดลงประมาณ 3  เท่า ซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์เพียง 
12.70 µmol glucose/min.mg protein  แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับฝักสด ขั้นตอน 
AFkilling และ  BFSW  ภายหลังจากการปรับสภาพนาน  3 เดือน (AFcond 3M)  พบว่าเอนไซม์ cel  มีกิจกรรม
ต่ าสุด เท่ากับ  3.06 µmol/min.mg protein  ตามล าดับ (ภาพที่ 8) 
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ภาพท่ี  7  กิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม (ฝักวานิลลาที่ใช้
ในการทดลองมีอายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร) 
AFkilling  คือ ฝักหลังจากการ killing ;  BFSW คือ ฝักก่อนท าการ sweating;  AFSW คือ ฝักหลังจากการ sweating   และ  
AFcond  3 M คือ ฝักหลงัจากปรบัสภาพ  3 เดือน     
*อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT  

 
 

ภาพท่ี 8  กิจกรรมของเอนไซม์ Cellulase และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม (ฝักวานิลลาที่ใช้ใน
การทดลองมีอายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร) 
AFkilling  คือ ฝักหลังจากการ killing ;  BFSW คือ ฝักก่อนท าการ sweating;  AFSW คือ ฝักหลงัจากการ sweating 
และ  AFcond  3 M คือ ฝักหลังจากปรับสภาพ 3 เดือน    
*อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT  
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3.3 กิจกรรมของเอนไซม์ peroxidase (POD) 
 ฝักวานิลลาสดก่อนเข้าสู่กระบวนการบ่ม มีกิจกรรมเอนไซม์ POD เท่ากับ 51.99  ไมโครโมลต่อนาทีต่อ

มิลลิกรัมโปรตีน (µmol tetraguaicol/min.mg protein) ภายหลังจากผ่านกระบวนการบ่มในขั้นตอน AFkilling 
และ BFSW พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ เพิ่มขึ้นและมีกิจกรรมสูงสุด เท่ากับ 72.98 และ 79.60 unit/mg protein 
ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับฝักสด แต่อย่างไรก็ตามจากนั้นกิจกรรมของ
เอนไซม์ POD ลดลงตามล าดับ และพบว่าหลังจากการปรับสภาพฝักนาน 3 เดือน ซึ่งฝักผ่านกรรมวิธีการบ่มครบ
ทุกขั้นตอน กิจกรรมของเอนไซม์  POD ของฝักบ่มจะมีค่าต่ าสุด เท่ากับ 0.91 unit/mg protein และมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับขั้นตอนการบ่มอื่นๆ  (ภาพที่ 9) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  
 

 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 9  กิจกรรมของเอนไซม์ peroxidase และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม (ฝักวานิลลาที่ใช้
ในการทดลองมีอายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร) 
AFkilling  คือ ฝักหลังจากการ killing ;  BFSW คือ ฝักก่อนท าการ sweating;  AFSW คือ ฝักหลังจากการ sweating 
และ AFcond 3 M คือ ฝักหลงัจากปรับสภาพ 3 เดือน    

     *อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT 
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4)  ชนิดและประชากรเชื้อจุลินทรีย์ในเน้ือเยื่อฝักวานิลลา 
4.1 ชนิดจุลินทรีย์ในฝักวานิลลาสด 
จุลินทรีย์ที่แยกได้จากฝักวานิลลาสดส่วนใหญ่เป็นเชื้อแบคทีเรียมากกว่ายีสต์และราโดย แบคทีเรียส่วน

ใหญท่ี่พบอยู่ในสกุล Bacillus ได้แก่ B. thuringiensis, B. megaterrium, B. subtilis และ B. cereus ส่วนแบคทีเรีย
ในสกุลอ่ืนๆ ที่พบคือ Stenotrophomonas maltophilia และ Klebsiella pneumoniae ซึ่งมีลักษณะทางกายภาพ
ของโคโลนีที่แตกต่างกันเล็กน้อย รายละเอีดยดดัง ตารางที่ 1   
 

ตารางท่ี 1 ชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้จากฝักวานิลลาสด  
รหัสเชื้อ จีนัส-สปีชีส ลักษณะโคโลนี 

A1 Bacillus thuringiensis โคโลนีเรียบแบน ขอบของโคโลนีมีสีขาวขุ่นเล็กน้อย ตรง
กลางโคโลนี มีสีขาวขุ่นมาก โคโลนีไม่กลม ขอบโคโลนี 
ไม่เรียบมีรอยหยัก 

A2 Bacillus megaterrium โคโลนีเยิ้ม มันวาว ตรงกลางโคโลนีมีสีขาวขุ่น นูนเล็กน้อย 
A3 Bacillus subtilis โคโลนีมีสีขาวขุ่น ขอบโคโลนีมีรอยหยัก ตรงกลางโคโลนีนูน 
A4 Bacillus subtilis โคโลนีมีลักษณะ 3 วงซ้อนกัน วงนอกสุดมีสีขาวขุ่นมาก  

ขอบหยัก วงกลางอยู่ถัดจากวงนอกสุด มีสีขาวขุ่นเล็กน้อย  
กลมเรียบ วงที่ 3 ในสุด โคโลนีมีสีขาวขุ่นมาก คล้ายวงนอกสุด 
แต่ตรงกลางโคโลนีนูนเล็กน้อย 

A5 Stenotrophomonas maltophilia โคโลนีมีลักษณะสีเหลืองใส มันวาว ขอบกลมหยักเล็กน้อย 
โคโลนีเรียบแบน 

A6 Klebsiella pneumonia โคโลนีมีลักษณะขาวใส มันวาว กลม นูน 
A7 Bacillus cereus โคโลนีมีลักษณะกลม สีขาว ตรงกลางมีสีขาวขุ่น ขอบโคโลนี

มีลักษณะเรียบแบนแต่ตรงกลางโคโลนีมีลักษณะนูน 
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4.2 ประชากรจุลินทรีย์ในระหว่างขั้นตอนการบ่มฝักวานิลลา 
     ภายหลังจากการท าให้เหี่ยว (AFkilling) ประชากรของยีสต์และราลดลงมากกว่า 1 ใน 3 ของ

ประชากรเชื้อที่พบในฝักสด (Fresh) แต่ภายหลังจากน าฝักที่ผ่านขั้นตอนการท าให้เหี่ยวแล้ว มาห่อในผ้า
สักหลาดสีด าแล้วเก็บในกล่องไม้ที่มีฝาปิด นาน 24 ชั่วโมง (BFSW) ปรากฏว่าไม่พบเชื้อยีสต์และรา ส่วน
ปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด  ในระหว่างขั้นตอนการบ่มต่างๆ พบว่ามีปริมาณค่อนข้างคงที่ เมื่อเปรียบเทียบกับ
ฝักสด ยกเว้นหลังจากการท าให้เหี่ยว  พบว่าปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดลดลง แต่ปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด
จะเพิ่มขึ้นอีกครั้งจนมีปริมาณเท่ากับปริมาณที่พบบนฝักสด  ภายหลังจากบ่มฝักที่ killing แล้วในกล่องไม้ปิดฝา
นาน 24 ชั่วโมง แบคทีเรียทั้งหมดมีปริมาณค่อนข้างคงที่ในขั้นตอน  BFSW, AFSW และ AFcond 3M (ภาพที่ 
10)  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 10  ประชากรของแบคทีเรีย ยีสต์และเชื้อรา บนฝักวานิลลาอายุฝัก 11 เดือน ที่ผ่านกระบวน 
การบ่มในขั้นตอนต่างๆ  
AFkilling  คือ ฝักหลังจากการ killing ;  BFSW คือ ฝักก่อนท าการ sweating;  AFSW คือ ฝักหลังจากการ sweating 
  และ  AFcond  3 M คือ ฝักหลังจากปรับสภาพ 3 เดือน   

       รูปแบบอักษรที่เหมือนกันเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยในกลุ่มเดียวกัน 
      *อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี DMRT  
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5) เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณจุลินทรีย์และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างวานิลลินและ
ปริมาณวานิลลินในระหว่างการบ่มฝักวานิลลา 
วิเคราะห์สหสัมพันธ์เส้นตรง (Linear correlation) โดยก าหนดให้ ปริมาณสารวานิลลินเป็นตัวแปรตาม 

ปริมาณเชื้อรา แบคทีเรีย   และกิจกรรมเอนไซม์ β-glucosidase เป็นตัวแปรอิสระ ผลการวิเคราะห์ข้อมูลพบว่า 
ปริมาณเชื้อรา แบคทีเ รีย และกิจกรรมเอนไซม์  β-glucosidase ในระหว่างขั้นตอนการบ่มต่างๆ ไม่มี
ความสัมพันธ์กับปริมาณวานิลลินที่ได้รับ แต่พบว่าปริมาณแบคทีเรียมีความสัมพันธ์กับกิจกรรมเอนไซม์  
β-glucosidase อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (ตารางที่ 2)  

 
ตารางท่ี 2 ค่าสหสัมพันธ์เส้นตรงของปริมาณสารวานิลลิน กิจกรรมเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส ปริมาณแบคทีเรีย

ทั้งหมดและปริมาณเชื้อราและยีสต์ทั้งหมด 
 
  Vanillin 

content 
β-glucosidase 

activity 
Total bacteria  Total yeast 

&mold 
Perason Correlation vanillin 

β-glu 
bacteria 
yeast&mold 

1.0 
0.215 
-1.08 
0.058 

0.215 
1.000 
-0.674 
0.297 

-1.08 
-0.647 
1.000 
-0.105 

0.058 
0.297 
-0.105 
1.00 

Sig. (1-tail)* vanillin 
β-glu 
bacteria 
yeast&mold 

. 
0.196 
0.334 
0.409 

0.196 
. 

0.001 
0.115 

0.334 
0.001 

. 
0.340 

0.409 
0.115 
0.340 

. 
หมายเหตุ *วิเคราะห์สถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%,  n = 18 
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อภิปรายและวิจารณ์ผล 
 

จากผลการทดลองพบว่า ขั้นตอนการบ่มฝักมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงสีเปลือกฝักและความชื้นของฝัก  ซึ่ง
เป็นคุณลักษณะที่ส าคัญของคุณภาพฝักวานิลลาบ่ม ในขั้นตอนการท าให้เกิดเหงื่อ  (sweating) มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงสีเปลือกฝักมากที่สุด  โดยหลังจากผ่านขั้นตอน sweating (AFSW) ค่า a* [ซึ่งแสดงถึงการ
เปลี่ยนแปลงจากสีเขียว (ค่าติดลบ) เป็นสีน้ าตาลด า (ค่าบวก)] มีค่าเพิ่มขึ้นอย่างชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบกับฝักสด 
(Fresh) ซึ่งมีค่าติดลบ  แต่ส าหรับการบ่มวานิลลาด้วย Mexican method (แบบดั้งเดิม) สีของเปลือกฝักเปลี่ยนเป็น
สีน้ าตาล ตั้งแต่ในขั้นตอนการท าให้เหี่ยว (Killing or Scalding) โดยน าฝักไปตากแดด จนกระทั่งสีเปลือกฝัก
เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลหรือเนื้อเยื่อฝักตาย ซึ่งวิธี  killing ฝักวานิลลาสามารถท าได้หลายวิธีเช่น การตากแดด การ
อบในตู้อบลมร้อน การจุ่มในน้ าร้อน การท าแผลบนฝัก รวมทั้งการแช่แข็ง (Ranadive, 1994) เอนไซม์หลักที่อาจ
เร่งปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลของฝักวานิลลาในระหว่างการ killing ฝักคือ เอนไซม์ polyphenol oxidase (PPO) 
และ peroxidase (POD) (Broderick , 1965b) Gatfield et al. (2006) อธิบายเพิ่มเติมว่า เอนไซม์ POD อาจมี
บทบาทมากกว่าการท าให้สีฝักเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล เอนไซม์  POD สามารถใช้ไฮโดรเจนเพอร์รอกไซด์ในการ
เร่งกระบวนการออกซิเดชั่นสารตั้งต้นหลายชนิดที่อยู่ในเซลล์ รวมทั้งเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชั่นสารประกอบให้
กลิ่นวานิลลินให้เปลี่ยนอยู่ในรูป divanillin ได้อีกด้วย      

 ความชื้นฝักวานิลลาเป็นพารามิเตอร์ที่ส าคัญ ในการจัดชั้นคุณภาพของฝักวานิลลาบ่มในหลายประเทศ  
ส าหรับสหรัฐอเมริกาซึ่งเป็นประเทศผู้น าเข้าฝักวานิลลาเพื่อบริโภค รายใหญ่ที่สุดของโลก มี US Code of 
Federal Regulation of vanilla, 21 CFR 169.3 ซึ่งก าหนดให้ ฝักวานิลลาบ่มจะต้องมีปริมาณความชื้นของฝักโดย
เฉลี่ย 25%  และเป็นฝักของวานิลลาพันธุ์ V. planiferia หรือ V. taitensis  ส าหรับประเทศมาดาร์กัสกาซึ่งเป็น
ประเทศส่งออกวานิลลาคุณภาพดีที่เป็นที่ยอมรับทั่วโลก ก าหนดเกรดของวานิลลาตามลักษณะกายภาพและ
ปริมาณความชื้นของฝักเช่นกัน และมีชื่อเรียกที่แตกต่างกัน ฝักวานิลลาที่มีคุณภาพดีที่สุดคือ Black beans   
ซึ่งฝักมีสีน้ าตาลด า เนื้อฝักหนา ฝักอ่อนนุ่ม มันวาว และมีความชื้นมากกว่า 30%  ฝักวานิลลาที่มีคุณภาพดีเป็น
ล าดับสอง เรียก TK vanilla  ซึ่งเป็นคุณสมบัติและลักษณะปรากฏเช่นเดียวกับ Black beans แต่มีความชื้นเฉลี่ย  
25-30%  (Ranadive, 2011) ส าหรับผลการทดลองคร้ังนี้ พบว่าหลังจากปรับสภาพฝักเป็นเวลา 3 เดือน ปริมาณ
ความชื้นฝักวานิลลา โดยเฉลี่ย 26.45%  แต่มีเนื้อฝักค่อนข้างน้อย ฝักมีความยืดหยุ่นน้อย ผิวฝักไม่มันวาว   
จึงควรมีการปรับปรุงขั้นตอนการผลิตหรือเพาะปลูกและขั้นตอนการปฏิบัติเพื่อให้ได้ฝักที่มีคุณภาพหลังการบ่ม
ดีขึ้น 

จากการเปรียบเทียบปริมาณสารวานิลลินและสารกลูโควานิลลินซึ่ง เป็นรูปสะสมของสาร 
วานิลลิน (vanillin glycoside) ในระหว่างขั้นตอนการบ่ม  การลดของปริมาณสารกลูโควานิลลินไม่สอดคล้อง
กับปริมาณวานิลลินที่เพิ่มขึ้นในระหว่างการขั้นตอนการบ่มฝัก จากการทดลองพบว่าภายหลังจากขั้นตอน 
killing ปริมาณสารวานิลลินในฝักเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับฝักสด และเพิ่มขึ้นจนมีปริมาณ
สูงสุดในขั้นก่อนและหลังการ sweating แต่สารกลูโควานิลลินกลับมีปริมาณลดลงช้ากว่าการเพิ่มขึ้นของสาร 
วานิลลิน คือมีปริมาณสารลดลงภายหลังจากผ่านขั้นตอนการ sweating (AFSW) ซึ่งอธิบายได้ว่าปริมาณสาร 
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วานิลลินที่เพิ่มขึ้นอาจจะไม่ได้สังเคราะห์จากสารกลูโควานิลลิน ซึ่ง Dignum  et al. (2004) รายงานว่าในฝักวา
นิลลาสด มกีารสะสมสารในรูปกลุ่มของสารประกอบ phenolic glucoside ซึ่งมีสารมากถึง 12 ชนิด โดยมีสารที่
ส าคัญ ได้แก่ glycosides GV, Gvalc, GVA, GpOHb, Glucoside A และ Glucoside B  นอกจากนั้นสาร 
วานิลลิน อาจเปลี่ยนรูปจากสารตัวกลางหรือสารระเหยให้กลิ่นอ่ืนๆ (Joel et al., 2003)  เช่น  vanillic acid จาก
ผลการทดลองคร้ังนี้ พบว่าสาร vanillic acid มีปริมาณเพิ่มขึ้น ระดับสูงสุดหลังจากผ่านขั้นตอน sweating  และมี
ระดับลดลงต่ าสุดภายหลังจากปรับสภาพ 3 เดือน  แต่อย่างไรก็ตามสารอ่ืนๆ  อาจมีบทบาทเกี่ยวข้องกับการผลิต
สารวานิลลินน้อยกว่า เนื่องจากผลการทดลองพบว่าสาร 4-hydroxybenzoic acid มีปริมาณสูงสุดในฝักสด 
ในขณะที่สาร 4-hydroxybenzaldehyde มีปริมาณเพิ่มขึ้นภายหลังจากปรับสภาพ 3 เดือน 
 เอนไซม์ β-glucosidase  จัดเป็นเอนไซม์ที่บทบาทส าคัญในกระบวนการ hydrolysis สาร glucovanillin 
ในฝักวานิลลา ท าให้เกิดการพัฒนากลิ่นในฝักวานิลลา (Odoux et al., 2000) ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าฝัก 
วานิลลาสดมีกิจกรรม β-glu สูงสุด แต่หลังจาก killing ฝักด้วยการจุ่มน้ าร้อน แต่กลับมีกิจกรรมเพิ่มขึ้นจน
เท่ากับฝักสด ภายหลังจากบ่มในกล่องไม้ปิดฝา 24 ชั่วโมง และหลังจากนั้นกิจกรรมของเอนไซม์ β-glu  จะ
ลดลงตามล าดับ หลังจากผ่านขั้นตอน sweating, slow drying และ conditioning  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Dignum et al. (2002) ที่ท าการ curing ฝักวานิลลาในระดับห้องปฏิบัติการ และพบว่าหลังจาก scalding หรือ 
killing ฝักวานิลลาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 1.5 นาที ท าให้เอนไซม์ β-glu มีกิจกรรมลดลง แต่ถ้าเพิ่ม
ระยะเวลาในการ scalding เป็น 3 ชั่วโมง โดยใช้อุณหภูมิ 50 55 หรือ 60  องศาเซลเซียส ที่ความชื้นสัมพัทธ์ 95% 
(autoclaving) ท าให้เอนไซม์ β-glu ไม่ท างานและไม่สามารถตรวจพบวัดกิจกรรมเอนไซม์ β-glu จากผลการ
ทดลองแสดงว่า เอนไซม์ β-glu ทนต่ออุณหภูมิสูงได้ในระดับปานกลาง เนื่องจากในการศึกษาคร้ังนี้อุณหภูมิ
ของน้ าร้อนที่ใช้ในการ killing คือ 65 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ซึ่งท าให้อุณหภูมิภายในฝักเพิ่มขึ้นจากเดิมมี
ค่าเฉลี่ย  27 องศาเซลเซียส เพิ่มขึ้นเป็น 58 องศาเซลเซียสภายหลังจากจุ่มในน้ าร้อน แต่ภายหลังจากบ่มในกล่อง
ไม้ 24 ชั่วโมง อุณหภูมขิองฝักลดลงจนเท่ากับปกติคือ 27-28 องศาเซลเซียส (ไม่แสดงผล)  แต่จากผลการทดลอง
ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างระดับกิจกรรมเอนไซม์ β-glu กับปริมาณ vanillin ที่เปลี่ยนแปลงไปในระหว่าง
ขั้นตอนการบ่ม  (ตารางที่ 2) อธิบายได้ว่ากิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase ไม่ได้เป็นปัจจัยหลักหรือข้อจ ากัด
ในการเกิดกระบวนการ hydrolysis ที่สมบูรณ์ ของสารตั้งต้น glucovanillin ในฝักวานิลลา (Odoux et al., 2006) 
เอนไซม์ β-glu จัดเป็นส่วนหนึ่งของเอนไซม์ cellulase complex ซึ่งต้องมีเอนไซม์หลายชนิดท างานร่วมกัน 
แบบเสริมกัน (synergistic action)  ในการย่อยสลาย cellulose ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์ในพืช
รวมทั้งเปลือกของฝักวานิลลาต้องการเอนไซม์ในกลุ่ม endocellulase และ exocellulase ซึ่งท าหน้าที่ย่อยสลาย
โครงสร้าง cellulose ให้เป็น polysaccharide chains, disaccharide หรือ tetra saccharide เอนไซม์ β -glucosidase  
จัดอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ cellobiase และเป็น exogenous cellulase ซึ่งเร่งการย่อยสลาย disaccharide หรือ tetra 
saccharide ให้เป็น monosacharide หรือ glucose (http://en.wikipedia.org/wiki/Cellulase) Yan et al. (1998) 
อธิบายว่า เอนไซม์ β-glu ไม่ได้มีหน้าที่ในการเร่งการย่อยสลายเซลลูโลส ในขั้นสุดท้ายให้เป็น monosaccharide 
เพียงอย่างเดียว แต่ยังมีบทบาทในการกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ cellulose hydrolysis ยาวนานขึ้นโดยเอนไซม์
ไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์ exo- และ endoglucanase จากผลิตภัณฑ์ cellobiose ที่สร้างขึ้น  จากผลการ
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ทดลองพบว่า เอนไซม์ cellulase และ peroxidase มีกิจกรรมเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับฝักสด ภายหลังจากการ 
killing ฝักวานิลลาด้วยน้ าร้อน หรือภายหลังจากน าฝักที่ killed แล้วไปบ่มในกล่องไม้ 24 ชั่วโมง การ killing ฝัก
ด้วยน้ าร้อน ท าให้ความเสียหายของเซลล์ที่องค์ประกอบของผนังเซลล์ในฝักวานิลลา ชักน าการท างานร่วม
ระหว่างเอนไซม์ cellulase หรือ β-glucosidase และสารตั้งต้นกลูโควานิลลิน การเพิ่มเอนไซม์ส าเร็จรูปที่ผลิต
จากเชื้อรา Aspergillus ประกอบด้วยเอนไซม์  cellulase, pectinase และ β-glucosidase ที่สกัดจาก almond 
ร่วมกับวิธีการท าให้เนื้อเยื่อเกิดความเสียหาย โดยการบดทับด้วยลูกกลิ้งยาง (brusing) หรือ การแช่แข็งสลับกับ
การท าให้ละลาย (freezing and thrawing) ที่ อณุหภูมิ -18  และ 37 องศาเซลเซียส จะชักน าการผลิตสารวานิลลิน
ให้เพิ่มขึ้นถึง 4.25-7% ต่อน้ าหนักแห้ง ในขณะที่วิธีการบ่มแบบดั้งเดิม มีปริมาณวานิลลินเฉลี่ยเพียง 2% ต่อ
น้ าหนักแห้ง (Perera and Owen, 2007) แต่อย่างไรก็ตามกิจกรรมเอนไซม์ทั้งสองชนิดไม่มีความสัมพันธ์กับ
ปริมาณวานิลลินที่เปลี่ยนแปลงไปในระหว่างขั้นตอนการบ่มต่างๆ (ไม่แสดงข้อมูล)    

ส าหรับผลของการจ าแนกชนิดชนิดของจุลินทรีย์ที่พบในเนื้อเยื่อฝักวานิลลาสด ส่วนใหญ่พบแบคทีเรีย
ในสกุล  Bacillus แต่พบเชื้อแบคทีเรียในฝักวานิลลาสดที่แตกต่างจากการศึกษาของ Röling et al. (2001) ซึ่ง
พบว่า ฝักสดมีเชื้อแบคทีเรีย  Stenotrophomonas maltophilia  เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งเป็นเชื้อที่เจริญเติบโตได้ดีใน
สภาพที่มีออกซิเจน ไม่สร้างสปอร์ เคลื่อนที่ได้ พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ มีชีวิตและเพิ่มจ านวนได้ใน
สภาพแวดล้อมที่มีความชื้นหรือมีน้ า (Caylan et al., 2004)  และพบเชื้อ  Klebsiella pneumoniae ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
ที่มีการแพรก่ระจายได้ทั้งใน แหล่งน้ าผิวดิน น้ าเสีย รวมทั้งน้ าทิ้งอุตสาหกรรม และพบในระบบทางเดินอาหาร 
และ ระบบทางเดินหายใจของคน  สามารถเป็นตัวบ่งชี้การปนเปื้อนอุจจาระ (http://www.bacterio. 
cict.fr/bacdico/kk/klebsiella.html_ July 2011)  แบคทีเรียทั้งสองชนิดที่พบใหม่นี้ คาดว่าอาจจะเป็นแบคทีเรียที่
ปนเปื้อนมากับน้ าหรือปุ๋ยที่ใช้ในการปลูกวานิลลา  

เมื่อพิจาณาการเปลี่ยนแปลงของประชากรจุลินทรีย์บนฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม พบว่า
หลังจาก killing ด้วยน้ าร้อนท าให้ประชากรรวมของแบคทีเรีย ยีสต์และราลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
แต่ภายหลังจากน าฝักที่ killed แล้วไปบ่มในกล่องไม้ปิดฝา 24 ชั่วโมง ประชากรของเชื้อแบคทีเรียในสกุล 
Bacillus ที่พบส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ชอบหรือทนต่อความร้อน  (Röling et al., 2001)  แต่ยีสต์และ 
เชื้อราซึ่งทนต่อความร้อนค่อนข้างน้อย จึงไม่สามารถพบเชื้อดังกล่าวเลย ภายหลังจากบ่มฝักที่ killed กล่องไม้
ปิดฝา 24 ชั่วโมง และหลังจากผ่านขั้นตอน sweating  รวมทั้งภายหลังจากปรับสภาพ 3 เดือน ฝักมีความชื้นเฉลี่ย
เพียง 26% ซึ่งไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของยีสต์และเชื้อรา   แต่เมื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างการ
เปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ β-glu และปริมาณประชากรแบคทีเรียรวมในระหว่างขั้นตอนการบ่ม พบว่ามี
ความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ   แสดงว่าประชากรแบคทีเรียมีความสัมพันธ์กับกิจกรรมของเอนไซม์ 
β-glu  ซึ่งในเอนไซม์สกัดในเชิงการค้า สามารถสกัดได้จากเมล็ดพืชหลายชนิด รวมทั้งสกัดจากแบคทีเรีย ยีสต์ 
และรา  โดยนิยมสกัดจากสกัดเมล็ดพืช เช่น  อัลมอล (Sigma) หรือสกัดจากเชื้อรา Aspergillus niger  
(β-glucosidase II) (www.calazyme.com/commerce/catalog_April 2010; Yang et al., 1998) นอกจากนั้นยัง
สามารถสกัดเอนไซม์ β-glucosidase จากยีสต์ ในจีนัส Saccharomyces ซึ่งเอนไซม์ β-glu สามารถเพิ่มความ
หอมหวานของไวท์องุ่นในระหว่างกระบวนการบ่มหมักไวท์ (พัชราภรณ์, 2548) 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&langpair=fr%7Cth&rurl=translate.google.co.th&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitaire&usg=ALkJrhj1ZJMHAMHiY-krbIFnQzmFfHkeOw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&langpair=fr%7Cth&rurl=translate.google.co.th&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Tube_digestif&usg=ALkJrhiYD8BlMfuljZrloC-sVLVo_NJXQQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&langpair=fr%7Cth&rurl=translate.google.co.th&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Appareil_respiratoire&usg=ALkJrhirj_LiPBwS5u3N3zcsoKTFp-iOIg
http://www.calazyme.com/commerce/catalog_April%202010
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

1. กิจกรรมเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสของฝักวานิลลามีการเปลี่ยนแปลงไปภายหลังผ่านกระบวนการบ่มใน
ขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ ภายหลังจากผ่านขั้นตอนการท าให้เหี่ยว (AFkilling) กิจกรรมเอนไซม์ลดลงเมื่อเปรียบเทียบ
กับฝักสด แต่ภายหลังจากน าฝักที่ killing แล้วไปบ่มในกล่องไม้ปิดฝานาน 24 ชั่วโมง (Before sweating; BFSW) 
เอนไซม์มีกิจกรรมเพิ่มขึ้นเท่ากับฝักสด  แต่ภายหลังจากผ่านขั้นตอนการท าให้เกิดเหงื่อ (AFSW) กิจกรรม
เอนไซม์ β-glu ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับทั้งสองขั้นตอนและในฝักสด แต่ภายหลังจาก
ผ่านขั้นตอนการปรับสภาพฝัก 3 เดือน (AFcond 3M)     เอนไซม์ β-glu มีกิจกรรมลดลงตามล าดับ  

2. เอนไซม์เซลลูเลสและเปอร์รอกซิเดส มีกิจกรรมเพิ่มขึ้นภายหลังจากการ killing ฝักด้วยน้ าร้อน และมี
กิจกรรมสูงสุดภายหลังจากน าฝักที่ killing แล้วไปบ่มในกล่องไม้ปิดฝานาน 24 ชั่วโมง ในขั้นตอน AFSW และ 
AFcond 3M กิจกรรมเอนไซม์ทั้งสองชนิด มีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม์คล้ายคลึงกับเอนไซม์
เบต้ากลูโคซิเดส   

3. เชื้อแบคทีเรีย สกุล Bacillus เป็นจุลินทรีย์ที่น่าจะมีบทบาทต่อการบ่มฝักวานิลลามากที่สุด เนื่องจาก
ปริมาณเชื้อแบคทีเรียรวม มีปริมาณค่อนข้างคงที่ตลอดกระบวนการบ่ม แต่ไม่พบประชากรเชื้อราและยีสต ์
ภายหลังจากการจุ่มฝักในน้ าร้อน แล้วบ่มในกล่องไม้นาน 24 ชั่วโมง   

4. ในระหว่างขั้นตอนการบ่ม การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส และปริมาณจุลินทรีย์  
ไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณสารวานิลลินที่เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการบ่ม แต่พบความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง
ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสและปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด  
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ปัญหาและอุปสรรค 
 

เนื่องจากวานิลลาเป็นพืชที่ออกผลผลิต เพียงปีละ 1 คร้ัง โดยฝักมีความแก่ที่เหมาะสมกับการบ่ม
หลังจากผสมเกสรประมาณ 11 เดือน ปกติฝักวานิลลาที่ผลิต ณ ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวางเก็บเกี่ยว
ในช่วงเดือนกุมภาพันธ์ - เมษายน แต่ในฤดูการผลิต 2553/2554  ฝักวานิลลามีการสุกแก่ที่เร็วขึ้น (มกราคม-
มีนาคม) ท าให้ในเดือนเมษายนซึ่งเป็นก าหนดการเก็บฝักวานิลลา มีปริมาณฝักน้อย และหลังเมษายน มีผลผลิต
ไม่เพียงพอต่อการทดลองซ้ า 
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ภาคผนวก 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1   การเปลี่ยนแปลงค่า L* a* b* และ Hue ของสีเปลือกฝักวานิลลาสด (Fresh) และฝัก 
วานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม 

Treatment 
Bean’s peel color 

L* a* b* Hue 
Fresh 31.05b -5.24d 9.75b 114.12a 

AFkilling 28.86b -5.40d 9.21b 117.95a 

BFSW 28.07b -1.22c 9.03b 85.40b 

AFSW 22.74c 3.77a 4.02b 47.89c 

AFconditioning 3 M 67.14a 1.22b 9.85b 85.46b 

F-test * * * * 
CV (%) 50.35 -291.78 29.37 31.26 

      *  =   ข้อมูลในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

   CV = coefficient of variation 

หมายเหตุ : ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลอง อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร (ค่า L* คือ ความสว่างของสี ค่า a* คือการ
เปลี่ยนแปลงสีจากเขียวไปสีน้ าตาลด า ค่า b* คือ การเปลี่ยนแปลงสีจากน้ าเงินเป็นเหลือง และ Hue angle  แสดงโทนสีของฝัก) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2      ค่าเฉลี่ยปริมาณความชื้นของฝักวานิลลาสด (Fresh) และฝักวานิลลาในระหว่าง  
ขั้นตอนการบ่ม อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร (11 M) 

Treatments Moisture Content (%) 

Fresh 73.70a 

AFkilling 74.79a 

BFSW 74.73a 

AFSW 49.24b 

AFconditioning 3 M 26.45c 

F-test * 
CV (%) 36.11 

      *  =   ข้อมูลในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

   CV = coefficient of variation 

หมายเหตุ : ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลอง อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร 

 

 

ตารางภาคผนวกท่ี 3 ค่าเฉลี่ยปริมาณสาร Glucovanillin และ Vanillin (µg/g dry weight) ในฝักวานิลลาสด 
(Fresh) และฝักในระหว่างขั้นตอนการบ่ม  

Treatment 
Glucovanillin 

(µg/g dry weight) 
Vanillin 

(µg/g dry weight) 
Fresh 126,215.83ab 4,014.68c 

AFkilling 130,601.1a 17,493.7b 

BFSW 114,268.1b 39,691.61a 

AFSW 77,217.14c 50,410.72a 

AFconditioning 3 M 31,954.19d 14,323.82bc 

F-test * * 
CV (%) 43.24 76.17 

      *  =   ข้อมูลในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

   CV = coefficient of variation 

หมายเหตุ : ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลอง อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร 
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ตารางภาคผนวกท่ี 4   ค่าเฉลี่ยปริมาณสาร 4-Hydroxybenzoic acid, 4-Hydroxybenzaldehyde และ Vanillic acid 
(µg/g dry weight) ในฝักวานิลลาสด (Fresh) และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม  

Treatment 
4-Hydroxybenzoic acid 4-Hydroxybenzaldehyde Vanillic acid 

(µg/g dry weight) (µg/g dry weight) (µg/g dry weight) 
Fresh 509.46a 789.90b 54.10c 

AFkilling 206.79b 1,361.96b 402.57b 

BFSW 124.32c 1,106.51b 280.60b 

AFSW 20.47d 1,657.89b 2,826.54a 

AFconditioning 3 M 32.85d 14,120.15a 77.71c 

F-test * * * 
CV (%) 111.68 151.66 162.27 

   *  =   ข้อมูลในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

CV = coefficient of variation 

หมายเหตุ : ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลอง อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร 

 
ตารางภาคผนวกท่ี 5  กิจกรรมของเอนไซม์ β – glucosidase (µmol 4-nitrophenol/ min.mg protein) ในฝัก 
วานิลลาสด (Fresh) และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม  

Treatment 
β – glucosidase  

(µM/min/mg protein ) 
Fresh 1,305.02a 

AFkilling 986.85b 

BFSW 1,437.08a 

AFSW 414.40c 

AFconditioning 3 M 150.53d 

F-test * 
CV (%) 65.07 

      *  =   ข้อมูลในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

   CV = coefficient of variation 

หมายเหตุ : ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลอง อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร 
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ตารางภาคผนวกท่ี 6 กิจกรรมของเอนไซม์ Cellulase  (µmol glucose /min.mg protein) ในฝักวานิลลาสด 
(Fresh) และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม  

Treatment 
Cellulase activity  

(µmol glucose /min.mg protein) 
Fresh 37.23b 

AFkilling 42.46a 

BFSW 47.43a 

AFSW 12.70c 

AFconditioning 3 M 3.06d 

F-test * 
CV (%) 68.36 

      *  =   ข้อมูลในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

   CV = coefficient of variation 

หมายเหตุ : ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลอง อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร 

 

ตารางภาคผนวกท่ี 7   กิจกรรมของเอนไซม์ peroxidase (unit / mg protein)  ในฝักวานิลลาสด (Fresh)  
และฝักวานิลลาในระหว่างขั้นตอนการบ่ม  

Treatment 
Peroxidase activity  
(unit / mg protein) 

Fresh 51.99b 

AFkilling 72.98a 

BFSW 79.60a 

AFSW 17.40c 

AFconditioning 3 M 0.91d 

F-test * 
CV (%) 77.17 

      *  =   ข้อมูลในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

   CV = coefficient of variation 

หมายเหตุ : ฝักวานิลลาที่ใช้ในการทดลอง อายุ 11 เดือนหลังการผสมเกสร 
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ตารางภาคผนวกที่ 8   ประชากรของแบคทีเรียทั้งหมดและยีสต์และเชื้อราทั้งหมดบนฝักวานิลา อายุฝัก 11 เดือน 
ที่ผ่านกระบวนการบ่มในขั้นตอนต่างๆ  

Treatment 
Total bacteria & yeasts and molds  (log 10 cfu /g) 

Total bacteria  
(log 10 CFU/g) 

Total yeasts and molds   
(log 10 colony/g)  

Fresh 3.67a 3.00a 

AFkilling 2.78b 1.00b 

BFSW 3.98a 0.00b 

AFSW 3.23ab 0.00b 

AFconditioning 3 M 3.56a 0.00b 

F-test * * 
CV (%) 13.34 162.98 

      *  =   ข้อมลูในแต่ละ colum มีความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P>0.05)  โดยใช้ DMRT 

   CV = coefficient of variation 
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รูปภาพผนวกที่ 1 ลักษณะปรากฏของฝักวานิลลา ภายหลังจากผ่านขั้นตอนการบ่มต่างๆ  
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รูปภาพผนวกที่ 2 กราฟมาตรฐานของ 4-nitrophenol ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร 
 
 
 

 
รูปภาพผนวกที่ 3 กราฟมาตรฐานของ glucose ที่ความยาวคลื่น  632 นาโนเมตร 
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6. สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) 
6.1 การวิจัยทางด้านหลังการเก็บเกี่ยวของฝักวานิลลา 
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7.2 หัวหน้าโครงการวิจัย: 2 โครงการ   
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7.4 การน าเสนอผลงานทางวิชาการ 

1. ธิติมา วงษ์ชีรี, ผ่องเพ็ญ จิตอารีย์รัตน์, เฉลิมชัย วงษ์อารี, วาริช ศรีละออง และวัชระ พันธ์ทอง, 
2552, ‚ผลของความแก่ของฝักต่อปริมาณสารให้กลิ่นในฝักวานิลลา‛, การสัมมนาทางวิชาวิทยาการหลังการเก็บ
เกี่ยวแห่ง ชาติ คร้ังที่ 7, 19-20 สิงหาคม, โรงแรมอ่าวนางวิลล่ารีสอร์ท, จ.กระบี่, หน้า 115. (โปสเตอร์) 

2. ธิติมา วงษ์ชีรี, ผ่องเพ็ญ จิตอารีย์รัตน์, เฉลิมชัย วงษ์อารี, วาริช ศรีละออง และวัชระ พันธ์ทอง, 
2553, "การศึกษาวิธีลดระยะเวลาการบ่มฝักวานิลลาที่ผลิตในพื้นที่ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงขุนวาง‛, การ
ประชุมวิชาการวิจัยและพัฒนาพื้นที่สูง ภาคเหนือของประเทศไทย, 7-9 มกราคม, โรงแรมดิเอ็มเพรส, จ.
เชียงใหม่, หน้า 104-105. 
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7.5 ผลงานที่ได้รับรางวัล 
1. รางวัลการน าเสนอผลงาน ภาคโปสเตอร์ ระดับดี สาขาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว 
 ผ่องเพ็ญ จิตอารีย์รัตน์, อภิรดี อุทัยรัตนกิจ และธิติมา วงษ์ชีรี, 2553, ‚ผลกระทบของรังสีแกมมาต่อ

คุณภาพของมะม่วงพันธุ์น้้าดอกไม้เบอร์สี่ในระหว่างการขนส่งและวางจ้าหน่าย‛, การประชุมวิชาการพืชสวน
แห่งชาติ คร้ังที่ 9, 11-14 พฤษภาคม, โรงแรมกรุงศรริีเวอร์, จ.พระนครศรีอยุธยา, หน้า 218.  
               2. รางวัลการน าเสนอผลงาน ภาคบรรยาย ระดับดีเด่น สาขานวัตกรรมทางพืชสวนและการแปรรูป 

ธิติมา วงษ์ชีรี, ผ่องเพ็ญ จิตอารีย์รัตน์, เฉลิมชัย วงษ์อารี, วาริช ศรีละออง และวัชระ พันธ์ทอง, 2553, 
"การใช้ตู้อบลมร้อนทดแทนการใช้แสงแดดในระหว่างการบ่มฝักวานิลลา‛, การประชุมวิชาการพืชสวน
แห่งชาติ คร้ังที่ 9, 11-14 พฤษภาคม, โรงแรมกรุงศรีริเวอร์, จ.พระนครศรีอยุธยา, หน้า 55. 
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Singkaew, J., C. Wongs-aree, V. Srilaong, S. Photchanachai, and S. Kanlayanarat. 2004. Storage of 
‘Nam Dokmai’ mango under high CO2 and low O2 partial pressure. pp 179-182.  In S. Kanlayanarat 
and W.B. McGlasson (eds.).  Proceedings of the APEC Symposium on Postharvest Handling 
Systems, Bangkok, Thailand.  

Wongs-Aree, C. and S. Kanlayanarat. 2004. CaCl2 applications on storage quality of rambutan. Acta 
Hort. 687: 213-218. 
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