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บทที่ 3 

ระเบียบวธิวีจิัย 
 
3.1 อุปกรณ สารเคมี ตัวอยางเครื่องด่ืม และจลุินทรียที่ใชในการทดลอง 
 
 3.1.1 เครื่องมือวิจัย 
 
 1. เครื่องวัดคาการดูดกลนืแสง (spectrophotometer) Spectro SC 

 2. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิตํ่า (refrigerated centrifuge) ALC รุน PK 121 R 

 3. เครื่องผสมสาร (vortex mixture)  

 4.  ชุดเครื่องมือสําหรับพนโอโซน และพนอากาศ 

  - เครื่องโอโซน OZZON รุน OZ-553 บริษัท แอคทฟี ซายน จํากัด 

  - เครื่องปมลม SONIC Double type 12000 

  - ตัวกรองอากาศ Gelman รุน  ACRO-disc 50 ขนาด 0.2 ไมโครเมตร  

- หัวทราย  

- สายยางใหอากาศ  

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) Julabo SW 21 

 5. เครื่องชั่งไฟฟา Sartorius รุน BP 130S 

 6. ตูอบเพาะเชื้อ (incubator) Memmert 

 7. หมอนึง่อัดความดัน (autoclave) Hirayama 

 8. เครื่องวัดความเปนกรด ดาง Mettler Delta 345 

 9. เครื่องนับโคโลนี Suntex 

 10. จานเพาะเชื้อ (petri dish) ขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิลิตร 

 11. ปเปตต 

 12. หลอดทดลองขนาด 18 มิลลิเมตร X 150 มิลลิเมตร 
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3.1.2 สารเคมี และอาหารเพาะเชื้อ 
 
 1. Soyabean casein digest  agar 

2. 0.1% Peptone  water 

3. Potato dextrose agar 

4. Double strength lauryl tryptose broth 

5. Single strength lauryl tryptose broth 

6. Brilliant green lactose bile broth 

7. EC broth 

8. Eosin methyl blue agar 

9. MacConkey agar 

10. Tetrathionate broth 

11. Xylose-lysine deoxycholate agar    

12. Potato dextrose agar ที่เติม Chloramphenicol ความเขมขนรอยละ 0.05 

 

หมายเหต ุอาหารเพาะเชื้อจากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Limited 

 

 
3.1.3 แหลงที่มาของตวัอยางที่ใชในการวิจยั 

 
 1. เครื่องด่ืม  น้ําตาลสด  

น้ําตาลสด บริษัทโคฟ   

น้ําตาลสดรานนฤมล จาํกัด อําเภอเมือง จังหวัดเพชรบรีุ  

น้ําตาลสดตราตลาดน้ํา 

น้ําตาลสดบรรจุขวดไมมียี่หอ รานบานน้ําตาล อําเภอเขายอย 

จังหวัดเพชรบรีุ  

น้ําตาลสดตักขายตลาดบางพลี อ.บางพลี จังหวัดสมุทรปราการ 

น้ําลาํไย  

น้ําลาํไย Fruit – D Brand บริษัทโคฟ จํากดั 

น้ําลาํไยตักขาย อ.บางพลี จงัหวัดสมุทรปราการ 
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น้ํามะพราว 

 มะพราว รานแผงลอยริมถนนศรีนครนิทร จังหวัดสมทุรปราการ 

น้ํามะพราวตกัขาย อ.บางพลี จงัหวัดสมทุรปราการ 

 

 2. จุลินทรยี   สายพันธุจุลินทรียที่ใชในการทดลองสั่งซื้อจากศูนยจุลินทรีย MIRCEN  

           สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ประกอบดวย 

Escherichia coli ATCC 25922 

Salmonella Typhimurium ATCC 11331 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 4132 

 
3.2 ระยะเวลาและอุณหภมูิที่เหมาะสมของการพนโอโซนในน้ําตัวอยางเพื่อยบัยั้งการ
เจริญของจลุนิทรีย 

 
3.2.1 การสรางการปนเปอนของ Escherichia coli, Salmonella Typhimurium และ 

Saccharomyces cerevisiae ในเครื่องด่ืมพื้นบาน 3 ชนิดไดแกน้ําตาลสด น้ําลําไยและน้ํา
มะพราว   

 เตรียมหัวเชื้อ (inoculum) แบคทีเรีย Escherichia coli, Salmonella 

Typhimurium  โดยเพาะเชือ้บริสุทธิ์บนอาหารแข็ง Soyabean casein digest agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข  1) หลังจากนั้นจงึชะเชื้อออกจากอาหารเพาะเชื้อแข็ง ดวย 0.1% peptone water 

(ภาคผนวก ก หมายเลข  2) นําหัวเชื้อมาวดัคาความขุน (turbidity) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร และเจือจางหัวเชื้อใหได O.D. 0.9 จากนัน้นําหัวเชือ้ที่เจือจางไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไปปน

ดวยเครื่องปนเหวีย่งเพื่อแยกเซลลออกดวยความเร็ว 8,500 รอบตอวนิาที ที่อุณหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีเก็บสวนเซลลเพื่อใชเติมลงในเครื่องดื่มพืน้บาน 

  สวนการเตรียมหัวเชื้อยีสต Saccharomyces cerivisiae ทําโดยใชเพาะเลี้ยงลง

บนอาหารแข็ง Potato dextrose agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) ชะเชื้อออกจากอาหารเพาะเชื้อ

แข็ง นําหัวเชื้อที่เจือจางลง 2 เทา มาวัดคาความขุน (turbidity) ของเซลลที่ความยาวคลื่น 600 นา

โนเมตร และใหได O.D. 1.2 แลวนําหัวเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร ไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงเพื่อ

แยกเซลลออกดวยความเร็ว 4,500 รอบตอวินาที เปนเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เก็บสวนเซลลเพื่อใชเติมลงในเครื่องดื่มพื้นบาน  



 
 
 
 

 
 

23 

 เตรียมเครื่องดื่มพื้นบาน โดยนําเครื่องดื่มปริมาตร 1 ลิตร ใสในฟลาสกขนาด 2 

ลิตร มาทาํการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งอัดความดันอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ีเติมเชื้อที่

เตรียมไวและทําการนับจาํนวนเชื้อเร่ิมตนโดยวิธีนับบนจานเพาะเชือ้ (viable plate count) ดวย

อาหารเพาะเชือ้ Soyabean casein digest agar โดยใชเทคนิค Pour plate (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 1) สําหรับแบคทีเรีย และใช Potato dextrose agar สําหรับยีสต บมที่อุณหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 48  ชั่วโมง นบัโคโลนทีั้งหมดที่เกิดขึ้นบนจานเพาะเชื้อ 

 
 3.2.2 ผลของอุณหภูมิในระหวางการพนโอโซนตอประสิทธิภาพในการลดปริมาณ
จุลินทรียในเครื่องด่ืม  

 นําเครื่องดื่มพื้นบานที่สรางการปนเปอนไวแลวดวยการเติมจุลินทรีย (แบคทีเรีย 

และยีสต) ตามวิธีในหัวขอ 3.2.1 ทําการพนโอโซนความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอชั่วโมง โดย

ควบคุมอัตราการไหล 2.52 ลิตรตอนาที (ภาพที่ 3-1) ทําการทดลองโดยควบคุมอุณหภูมิ 3 ระดับ 

ไดแก อุณหภูมิหอง (30 องศาเซลเซียส)  อุณหภูมิตํ่า (4 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิสูง (50 องศา

เซลเซียส) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่พนอากาศปราศจากเชื้อในอุณหภูมิ 3 ระดับเชนเดียวกัน 

เก็บตัวอยางทุก 30 นาที จนครบ 4 ชั่วโมง นําตัวอยางน้ํามานับจํานวนเชื้อจุลินทรียที่เหลือรอดใน

เครื่องดื่มโดยวิธีนับบนจานเพาะเชื้อ (viable plate count) โดยใชเทคนิค Pour plate ดวยอาหาร

เพาะเชื้อ Soyabean casein digest agar สําหรับแบคทีเรีย และใช Potato dextrose agar 

สําหรับยีสตบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนทีัง้หมดบนจานเพาะ

เชื้อ ทําการทดลองกับเคร่ืองดื่มทั้งสามชนิดเปรียบเทียบอุณหภูมิหอง อุณหภูมิสูง และอุณหภูมิตํ่า 

คํานวณอัตราการตาย และเปอรเซนตรอดชีวิต 

 

 



 
 
 
 

 
 

24 

 
 

ภาพท่ี 3-1 ชุดการทดลองระบบปราศจากเชื้อประกอบดวย (1) ขวดแกวขนาด 2 ลิตร ชุดทดลอง 

(2) ขวดแกวขนาด 2 ลิตร ชุดควบคุม (3) เครื่องผลิตโอโซน (4) เครื่องพนอากาศ (5) ตัวกรอง

อากาศ และ (6) สายพนอากาศ  

 

 
3.3 ผลของโอโซนตอการยับยั้งการเจริญของจลุินทรียในเครื่องดื่มที่มีจําหนายใน
ทองตลาด 

 
 3.3.1 การตรวจวัดปริมาณจุลินทรียทั้งหมด เชื้อกลุมโคลิฟอรม ฟคัลโคลิฟอรม 
Salmonella ยีสต และรา ในตัวอยางน้ําตาลสด น้ําลําไย และน้ํามะพราว ที่มีจําหนายใน
ทองตลาด 

 ทําการเก็บตัวอยางน้ําตาลสด น้ําลําไย และน้ํามะพราว จากรานคาในทองตลาด

แบบตักขาย นําตัวอยางมาทําการตรวจนับเชื้อจุลินทรียทั้งหมดดวยเทคนิค Pour plate โดยนับ

โคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่ใชอาหารเพาะเชื้อ Soyabean casein digest agar ทําการตรวจนับเชื้อ

ในกลุมโคลิฟอรม และ ฟคัลโคลิฟอรม โดยวิธี MPN (Most Probable Number Technique 

ภาคผนวก ข หมายเลข 2) โดยใชอาหารเพาะเชื้อ Double Strength Lauryl tryptose broth 

(ภาคผนวก ก หมายเลข  4) และ Single Strength Lauryl Tryptose broth (ภาคผนวก ก 

หมายเลข  5)  ตรวจสอบผลจากความขุน และแกสที่เกิดขึ้นในหลอดดักแกส (Durham tube) หา

คา MPN จากตาราง MPN index ทดสอบยืนยันแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมโดยนําเฉพาะหลอดที่

ใหผลบวกในขั้นตนมาทดสอบตอโดยปลูกถายเชื้อเพื่อเลี้ยงตอในอาหารเพาะเชื้อ Brilliant Green 
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Lactose Bile broth (ภาคผนวก ก หมายเลข  6)และยืนยันผลฟคัลโคลิฟอรม ดวยอาหารเพาะเชื้อ 

EC medium (ภาคผนวก ก หมายเลข  7) ตรวจสอบผลจากความขุน และแกสที่เกิดขึ้นในหลอดดัก

แกส (Durham tube) หาคา MPN จากตาราง MPN index และทดสอบขั้นสุดทายโดยทําการขีด

เชื้อลงบนอาหารเพาะเชื้อ Eosin Methyl Blue Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข  8) ตรวจโคโลนีของ

เชื้อที่มีลักษณะผิวมีสีเขียวมันวาวคลายปกแมลงทับ  (Metallic sheen)  ตรวจนับเชื้อในกลุมโคลิ

ฟอรมทั้งหมดโดยวิธีนับบนจานเพาะเชื้อดวยอาหารเพาะเชื้อ MacConkey agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข  9)  โดยใชเทคนิค Pour plate บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นับ

จํานวนโคโลนีที่มีสีแดงบนจานเพาะเชื้อ    

 การตรวจวิเคราะห Salmonella  (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) ซึ่งเปนแบคทีเรียกอ

โรคในอาหาร  ทําโดยการเพิ่มจํานวนเชื้อเบื้องตนในอาหารเพาะเชื้อ Tetrathionate broth 

(ภาคผนวก ก หมายเลข  10) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นขีดเชื้อลง

บนอาหารเพาะเชื้อ XLD agar  (ภาคผนวก ก หมายเลข  11) ตรวจเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีสีชมพูมี

จุดสีดําตรงกลางบนจานเพาะเชื้อ  

 ตรวจนับจํานวนเชื้อยีสต และราทั้งหมดดวยวิธีนับบนจานเพาะเชื้อโดยใชเทคนิค 

Pour plate ดวยอาหารเพาะเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) ที่เติมยาปฏิชีวนะ 

Chloramphenicol ความเขมขนรอยละ 0.05 เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 12) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 

  

3.3.2 ผลของการพนโอโซนที่อุณหภูมิสูง 50 องศาเซลเซียส ตอการยับยั้งการ
เติบโตของจุลินทรียในเครื่องด่ืมพื้นบานที่มีจําหนายในทองตลาด 

 การทดลองนี้ไดสภาวะของการพนโอโซนที่ไดผลดีที่สุดจากการทดลองในหัวขอ 

3.2.2  ซึ่งไดแกการพนโอโซนความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอชั่วโมง ดวยอัตราการไหล 2.52 ลิตรตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นํามาทดลองกับเครื่องดื่มพื้นบานทั้ง 3 ชนิด ในระหวางการ

ทดลองจะเก็บตัวอยางทุก 5 นาที จนครบ 20 นาที  นําตัวอยางมานับจํานวนเชื้อจุลินทรยีทีเ่หลอืใน

เครื่องดื่มโดยวิธีนับบนจานเพาะเชื้อ (viable plate count) โดยใชเทคนิค Pour plate ดวยอาหาร

เพาะเชื้อ Soyabean casein digest agar สําหรับแบคทีเรีย และใช Potato dextrose agar 
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สําหรับยีสต  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48  ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีทั้งหมดบนจาน

เพาะเชื้อ  

 
3.3.3 การทดสอบความแตกตางตามลกัษณะทางประสาทสัมผัสของเครื่องด่ืม

พื้นบานที่ผานการพนดวยโอโซน 

 การทดสอบความแตกตางตามลักษณะทางประสาทสัมผัสของเครื่องดื่มพื้นบานที่

ผานการพนดวยโอโซนเปนเวลา 5-20 นาทีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุมที่มีการพนอากาศปราศจากเชื้อ ทําการทดสอบความแตกตางรวมทั้งหมด (overall 

difference tests) วิธีเปรียบเทียบตัวอยางคูกับตัวอยางมาตรฐาน (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) โดย

ทําการเสนอตัวอยาง 3 ตัวอยาง 1 ตัวอยางระบุวาเปนตัวอยางมาตรฐาน (R) ไดแกเครื่องดื่ม

พื้นบานที่ไมผานการพนโอโซน ตัวอยางมาตรฐานนี้เปนตัวอยางเดียวกับ 1 ใน 2 ตัวอยางที่มีรหัส 

ตัวอยางที่มีรหัสคือตัวอยางเครื่องดื่มที่ผานการพนโอโซนนาน 5-20 นาที ผูทดสอบตองเลือก

ตัวอยางที่เหมือนกับตัวอยางมาตรฐาน โดยใชผูทดสอบ 60 คน 

 
3.4 การพนโอโซนเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภณัฑเครื่องด่ืมพื้นบาน  

 การทดลองนี้เปนการศึกษาการใชโอโซนเพื่อลดการปนเปอนของจุลินทรียใน

ข้ันตอนการผลิตน้ําลําไย โดยทําการเตรียมเครื่องดื่มน้ําลําไยในหองปฏิบัติการ ทําโดยนําเนื้อลําใย

แหงน้ําหนัก 85 กรัม ทําการพนโอโซนความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอชั่วโมง โดยควบคุมอัตราการ

ไหล 2.52 ลิตรตอนาที นาน 10 นาที และจัดใหมีชุดควบคุมที่ไมไดพนโอโซน จากนั้นนับจํานวนเชือ้

ทั้งหมดจากตัวอยางลําไยแหงโดยนําเนื้อลําไย 10 กรัม ผสมกับ 0.1% peptone water 90 

มิลลิลิตร ดวยเครื่องตีตัวอยาง จากนั้นนําไปนับเชื้อดวยวิธีนับบนจานเพาะเชื้อ (viable plate 

count) โดยใชเทคนิค Pour plate ดวยอาหารเพาะเชื้อ Soyabean casein digest agar  บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48  ชั่วโมง เปรียบเทียบผลการทดลองกับชุดควบคุมที่ไมไดพน

โอโซน จากนั้นนําเนื้อลําไยไปตมกับน้ําปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร และน้ําตาล 450 กรัม นาน 10 

นาที เก็บตัวอยางน้ําลําไยเพื่อตรวจสอบปริมาณจุลินทรียหลังจากการตม เพื่อนับจํานวนเชื้อ

ทั้งหมดเปรียบเทียบระหวางชุดที่พนโอโซนและชุดควบคุมทุก 3 ชั่วโมง จนครบ 24 ชั่วโมง จากนั้น

เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง จนครบ 76 ชั่วโมง โดยน้ําตัวอยางหากไมไดทําการวิเคราะหเชื้อทันที

จะตองเก็บรักษาน้ําลําไยไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามานับจํานวนเชื้อ น้ําลําไยทั้ง
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ชุดที่ใชลําไยแหงที่ผานการพนโอโซน และชุดควบคุมจะถูกนํามาทําการทดสอบความแตกตางตาม

ลักษณะทางประสาทสัมผัสดวยการทดสอบความแตกตางตามลักษณะทางประสาทสัมผัส  

(attribute  difference  test) วิธีการเปรียบเทียบตัวอยางคู  (paired  comparison  test) โดยการ

เสนอตัวอยาง  2  ตัวอยาง  พรอมกับใหผูชิมเปรียบเทียบวาตัวอยางไหนมีรสชาติที่ชอบมากกวากนั 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 2) โดยใชผูทดสอบ 30 คน 

 


