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บทท่ี 3 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.1  อุปกรณและวิธีการ 
 

3.1.1 วัตถุดิบและสารเคมี 
   วัตถุดิบ 

- กาแฟผงชนดิปรุงสําเร็จ  จากบริษัท เขาชองอุตสาหกรรม (1979) จํากัด 
- ถวยพลาสติกชนิดโพลีโพรพิลีน ขนาดบรรจุ 180 มิลลิลิตร 
- ถวยพลาสติกชนิดโพลีสไตรีน ขนาดบรรจุ 220 มิลลิลิตร 
- แผนฟลมพลาสติกลามิเนต (PEP 12/ PE25/ PE11D625 30) 
- แผนฟลมเมทลัไลซ  

  สารเคมี 
- อาหารเลี้ยงเชือ้เพลทเคาท อะการ (plate count agar, PCA) ของ Merck,  

Dram Stadt, Germany 
- อาหารเลี้ยงเชือ้โพเตโตเดกซโตรส อะการ (potato dextrose agar, PDA) 

ของ Merck, Dram Stadt, Germany 
- อาหารเลี้ยงเชือ้เอ็น เอ (nutrient agar + MgSO4

 7H2O 0.005 กรัมตอลิตร) 
ของ Merck, Dram Stadt, Germany 

 
3.1.2  อุปกรณและเครื่องมือ 

  อุปกรณสําหรับการผลิตเครื่องดื่มกาแฟ 
- หมอสแตนเลส และอุปกรณเครื่องครัว 
-     เครื่องวัดอณุหภูมิเทอรมอคัปเปล (thermocouple) และเครื่องบันทึกขอมูล 

(data logger) 
- เตาแกซไฟฟา กําลังไฟฟา 1,200 วัตต 
-     อางน้ําเย็น (cooling bath)  
-     เครื่องปดผนึก (sealer) 
-     เครื่องชั่งสาร 2 ตาํแหนง (รุน BP 3100S, ยี่หอ Sartorius) 
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 อุปกรณสําหรับวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 
 -  เครื่องวัดสี (color-viewTM spectrophotometer , รุน 9000, ยี่หอ Gardner, 
USA) 
 -  เครื่องวัดปริมาณของแข็งทีล่ะลายได (hand refractometer, 0-30%, N1, ยี่หอ        
ATAGO) 
  อุปกรณสําหรับวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี

- เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter , รุน PHM 210, Meter Lab) 
  - อุปกรณเครื่องแกว 
  อุปกรณสําหรับวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย 

- ตูบมเชื้อ 
- ตูปลอดเชื้อ 
- เครื่องอบความรอนสูงดวยไอน้ําในการฆาเชื้อ (autoclave) 
- กลองจุลทรรศน 
- อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
- เครื่องเหวีย่ง (centrifuge) 
- อุปกรณเครื่องแกว 

  อุปกรณสําหรับวิเคราะหคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
- อุปกรณทดสอบและแบบทดสอบ 
- ตูแชเยน็ 

 
3.2  วิธีการทดลอง 

 
 1.  การเตรียมกาแฟเย็นสําเรจ็รูป (iced coffee mix powder) 
 เตรียมกาแฟผงสําเร็จรูป 1 กิโลกรัมตอน้ํารอน 1.5 ลิตร คนจนละลาย จากนั้นเติม

น้ําเย็น 1.5 ลิตร แลวผสมใหเขากัน 
 
 2.  ตรวจเชื้อจลิุนทรียในน้ําที่ใชในการผลิต จากตวัอยาง 2 แกลลอน ในครั้งนี้ใชน้ํา

บริโภคในการผลิตเครื่องดื่มกาแฟ 
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 3.  ตรวจเชื้อจลิุนทรียในผลติภัณฑกาแฟจากโรงงานจํานวน 5 ชุดการผลิต เพื่อคัดเลือก
เชื้อจุลินทรียทีจ่ะใชเปนตวัแทนในการศึกษา โดยใชหลักเกณฑตางๆ ดังนี ้

3.1  ควรเปนเชื้อจุลินทรียชนิดที่เปนสาเหตุใหผลิตภณัฑเครื่องดื่มเกิดการเสื่อมเสีย 
3.2  ควรเปนเชื้อจุลินทรียชนิดที่พบมากทีสุ่ดในผลิตภัณฑนี ้
3.3  ควรเปนเชื้อจุลินทรียชนิดที่สามารถทนความรอนไดสูงสุดในผลิตภัณฑนี ้

โดยนําสารละลายกาแฟมาใหความรอนทีอุ่ณหภูมิและเวลาตางๆ  ดังนี้  
-   60  องศาเซลเซียส เปนเวลา 5  10  15  20  25 และ 30 นาที ตามลําดับ 
-  70  องศาเซลเซียส เปนเวลา 5  10  15  20 และ 25 นาที ตามลําดับ 
-  80  องศาเซลเซียส เปนเวลา 3  6  9  12 และ 15 นาที ตามลําดับ 

นับจํานวนและดูลักษณะโคโลนีของเชื้อที่เกิดขึ้น เพื่อพิจารณาคัดเลือกเชื้อจุลินทรียทีจ่ะใชเปน
ตัวแทนในการศึกษาตอไป 
 

 4.  การเตรียมเชื้อบริสุทธิ์เพื่อใชในการศึกษา (ดัดแปลงจาก วิลาวณัย, 2537) 
 4.1  การเตรียมสารละลายแขวนลอย (suspension) 

- นําเชื้อจุลินทรยีที่จะใชทดสอบเขี่ยแยกเชื้อ (streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(nutrient agar  กับ MgSO4•7H2O 0.005 กรัม) บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 

- แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยเขี่ยเชื้อลงในหลอดทดลอง เหวีย่งดวย
เครื่องเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นสเตอริไลส   
1 มิลลิลิตร ดูดสวนน้ําออก 

- เจือจางสารละลายแขวนลอยในน้ํากลัน่สเตอริไลส  10 มิลลิลิตร เก็บที่
อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 

- นับจํานวนเชื้อจุลินทรียเร่ิมตน ตามขอ 4.2  
 - เจือจางสารละลายแขวนลอยในน้ํากลัน่สเตอริไลสจนไดความเขมขนของ
เซลลตามตองการ คือ 10x106 โคโลนีตอมิลลิลิตร (cfu/ml) เก็บที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 

-  กอนนําไปใช ควรเขยาดวยเครื่องกวนชนดิแมเหล็ก เพื่อใหสารละลาย 
แขวนลอยกระจายตวัดี ไมเกาะกันเปนกลุมกอน 

4.2  วิธีการนับจํานวนเชื้อเร่ิมตน 
- นําตัวอยางไปเจือจางในสารละลายเปปโตน ความเขมขน 0.1 โมลาร ใหได

ความเขมขน 10-1 –10-6 โคโลนีตอมิลลิลิตร  
- นับจํานวนจุลินทรียที่เหลืออยูโดยวิธีการเทเพลท (pour plate) ในอาหารเลี้ยง 
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เชื้อจุลินทรีย (plate count agar, PCA) บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 
- นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น โดยจํานวนทีน่ับได คือจํานวนเชื้อจุลินทรยีเร่ิมตน 

  
 5.  การหาระยะเวลาที่ใชในการฆาเชื้อจุลินทรีย ณ อุณหภูมิที่กาํหนด (thermal death  

time) ในการศกึษาครั้งนี้ใชวธีิการฆาเชื้อในหลอดทดลอง (test tube method) 
 5.1  นําตัวอยางกาแฟที่ผานการสเตอริไลสแลว 9 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

แขวนลอยทีเ่ตรียมไวในขอ 4.1 โดยใชปเปตดูดเชื้อใสหลอดแกวที่ปราศจากเชื้อหลอดละ 1 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัโดยใชเครื่องกวนชนิดแมเหล็ก ใชจํานวนทั้งหมด 21 หลอด ทําซ้ํา 2 คร้ัง 
นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิและเวลาที่ตองการศึกษา ดงันี้ 

- 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0  15  30  45 และ 60 วินาที ตามลําดับ 
- 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0  10  20  30 และ 40 วินาที ตามลําดับ 
- 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0  10  20  30 และ 40 วินาที ตามลําดับ 
- 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0  5  10  15 และ 20 วินาที ตามลําดับ 
- หลอดควบคุม 1 หลอดโดยเสียบเทอรมอมิเตอรไวในหลอดนี ้

 5.2  แชหลอดเชื้อในอางควบคุมอุณหภูมิตามอุณหภูมิที่กําหนดใหระดับน้ําในอาง
น้ํารอนอยูเหนอืระดับเชื้อในหลอด  

5.3  เร่ิมจับเวลาการใหความรอน เมื่ออุณหภูมิในหลอดควบคุมขึ้นถึงระดับที่ตอง 
การ 

5.4  นําหลอดเชื้อออกจากอางน้ํารอนตามระยะเวลาทีก่ําหนดในขอ 5.1 สําหรับ 
การใหความรอนในแตละอุณหภูมิ เมื่อนําออกจากอางน้าํรอนแลวแชหลอดเชื้อในนํ้าเย็น อุณหภมูิ
ประมาณ 3-4 องศาเซลเซียสทันที 
 5.5  นับจํานวนจุลินทรียทีย่งัคงเหลืออยูในแตละหลอดโดยวิธีการเทเพลท ใช
ระดับความเจอืจางตางกันตามระยะเวลาทีใ่หความรอน บมเชื้อที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  
ช่ัวโมง โดยนบัจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น คาํนวณใหอยูในหนวยโคโลนีตอมิลลิลิตร  
 5.6  เขียนกราฟการรอดชีวิตของจุลินทรีย (survivor curve) จากความสัมพันธ
ระหวางเวลากบัคาลอการิทึม (log) ของจํานวนจุลินทรยีทีร่อดชีวิต 
 5.7  หาคา D ที่อุณหภูมิตางๆ ตามที่กําหนดในขอ 5.1 จากกราฟการรอดชีวิตของ         
จุลินทรีย โดยคํานวณคา D จากสวนกลับของความชันกราฟ 
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 5.8  หาคา Z จากกราฟแสดงระยะเวลาที่ใชในการฆาเชื้อจุลินทรีย ณ อุณหภูมิที่
กําหนด (thermal death time curve, TDT curve)โดยเขยีนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง
ลอการิทึมของคา D ที่ไดจากขอ 5.7 กับอุณหภูมิที่ใชในการลดจํานวนของเชื้อจุลินทรีย  

  
 6.  การหาอัตราการตายของเชื้อจุลินทรีย (lethal rate) ที่ 3 ระดับอุณหภมูิ คือ 65 70 และ 

75  องศาเซลเซียส  การศึกษาครั้งนี้ใชเครื่องมือวัดอุณหภมูิเทอรมอคัปเปล และเครื่องบนัทึกขอมูล 
ในการวัดอุณหภูมแิละแปลผลขอมูล 

6.1  นําขอมูลของคา D และคา Z ที่ไดมาคาํนวณหาคา FT
z โดยใชสมการ  

FT
z = D (logN0-logN) เพื่อใชกําหนดเวลาในการใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ 

 6.2  นําตัวอยางกาแฟจํานวน 500 มิลลิลิตร บรรจุในหมอสแตนเลส ใหความรอน
โดยใชเตาไฟฟาที่มีกําลังความรอน 1,200 วัตต โดยใชเทอรมอคัปเปล วัด ณ จุดที่ความรอนเขาถึง
ชาที่สุด จนมีอุณหภูมิถึงระดบัที่กําหนด และทําใหเย็นลงโดยใชอางน้าํเย็นที่ควบคุมอุณหภูมิ
ประมาณ 3-5 องศาเซลเซียส ทั้งนี้ระยะเวลาในการใหความรอนและทําใหเย็นลงจะตองมีคา F 
เทากับที่กําหนดไวในขอ 6.1 

 6.3  พิจารณาเลือกอุณหภูมทิี่เหมาะสมเพือ่ใชในกระบวนการผลิตกาแฟพรอมดื่ม
ตอไป โดยพจิารณาจากระยะเวลาที่ใชในการผลิตและผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยวิธีการ
ทดสอบแบบสามเหลี่ยม (triangle test) ซ่ึงเปรียบเทียบกบัตัวอยางกาแฟชงที่ไมผานการใหความ
รอน  

 
 7.  การเปรียบเทียบชนิดของบรรจุภัณฑทีใ่ชและศึกษาอายุการเก็บของผลิตภัณฑกาแฟ

พรอมดื่มบรรจุถวยพลาสติก 
 7.1  นําตัวอยางกาแฟพรอมดื่มที่ผานการฆาเชื้อตามระดับอุณหภูมิและเวลาที่

เหมาะสม ปริมาตร 500 มิลลิลิตรบรรจุในถวยพลาสติกชนิดโพลีโพรพิลีน (PP) และถวยพลาสติก
ชนิดโพลีสไตรีน (PS) เปรียบเทียบการปดฝาดวยแผนฟลมปดผนึกชนดิพลาสติกลามิเนต และ
แผนฟลมปดผนึกชนิดเมทัลไลซ ดวยเครื่องปดผนึก ดังนัน้จะมีลักษณะการบรรจุ 4 แบบ ดังนี้  

1. ถวยโพลีโพรพิลีน (PP) กับฟลมเมทัลไลซ (Ml) 
2. ถวยโพลีโพรพิลีน (PP) กบัฟลมพลาสติกลามิเนต (Pl) 
3. ถวยโพลีสไตรีน (PS) กับฟลมเมทัลไลซ (Ml) 
4. ถวยโพลีสไตรีน (PS) กับฟลมพลาสติกลามิเนต (Pl) 
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 7.2  เก็บรักษาผลิตภัณฑในตูแชเยน็ ซ่ึงควบคุมอุณหภูมปิระมาณ 8 องศาเซลเซียส  
ระยะเวลาในการเก็บรักษา นาน 30 วันหรือจนกระทั่งผลิตภัณฑเกดิการเสื่อมเสีย 

 7.3  ตรวจสอบคุณภาพระหวางการเก็บรักษา ดังนี ้
- ตรวจสอบจํานวนจุลินทรยีทัง้หมด ยีสต และรา ทุก 3 วนั 
- วัดคาความเปนกรดดาง โดยใชเครื่องวดัความเปนกรดดาง ทุก 3 วัน 
- วัดคาสี โดยใชเครื่องวัดสี ทุก 3 วัน 
- วัดความหนาของชั้นครีม ทุก 3 วัน 
- ตรวจสอบลักษณะทางประสาทสัมผัส โดยวิธีการทดสอบแบบสามเหลี่ยม 

ทุก 6 วัน เพื่อเปรียบเทียบความแตกตางผลิตภัณฑที่เก็บรักษากับเครื่องดื่มกาแฟที่ผลิตใหม และแช
เย็นเก็บไว 1 วนั 

7.4  จากขอมูลที่ได นํามาใชพิจารณาคัดเลอืกชนิดของบรรจุภัณฑทีเ่หมาะสม 
   
8.  การวิเคราะหผลทางสถิติ 
      การวิเคราะหผลทางสถิติใชโปรแกรมเชิงเสน (genernal linear model program, 

GLM) ออกแบบการทดลองเชิงตัวประกอบ (factorial experiment) เพื่อทดสอบผลการเปลี่ยนแปลง
ระหวางอายุการเก็บของผลิตภัณฑตอคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และจลิุนทรียของผลิตภัณฑกาแฟ
พรอมดื่มในแตละบรรจุภัณฑ โดยใช Least Significant Different (LSD) ในการประมาณคาความ
แตกตางระหวางคาเฉลี่ยของแตละบรรจุภณัฑ ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 โดยใชโปรแกรมการ
วิเคราะหทางสถิติสําเร็จรูป (SAS Version 8.1, 2000)

 
 

 
 

 

 
 

 

 

 




