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 กาแฟเป็นสินคา้ทางการเกษตรที่เป็นที่นิยมและรูจ้กัทั่วโลกเนื่องจากมีกล่ินและรสชาติที่แตกต่าง

กนัและมีความน่าสนใจ ซึ่งคณุภาพของกาแฟนัน้ขึน้อยู่กับปัจจยัหลายชนิด โดยปกติแลว้กระบวนการผลิตกาแฟ
มักใช้เชื ้อจุลินทรีย์ตามธรรมชาติซึ่งไม่สามารถควบคุมได้ส่งผลให้มีคุณภาพที่ ไม่คงที่  ดังนั้นเพื่อเป็นการ
แกปั้ญหาดงักล่าว งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงคเ์พื่อศกึษาการใชจ้ลิุนทรียท์ี่มศีกัยภาพท่ีคดัเลือกไดใ้นกระบวนการ
หมกักาแฟอะราบิกา้แบบเปียกในการเพิ่มคณุภาพดา้นกล่ินรส ศกึษาผลของระยะเวลาการหมกัต่อคณุภาพของ
กาแฟ ซึ่งใช ้ยีสต ์แบคทีเรีย และแบคทีเรียกรดแลคติก ที่คัดเลือกไดน้ ามาใชเ้ป็นหัวเชือ้ในงานวิจัยนี ้ โดยจาก
งานวิจัยได้ท าการออกแบบการทดลองสภาวะในกระบวนการหมักกาแฟทั้งสิน้  24 สภาวะ และท าการ
เปรียบเทียบปัจจยัต่างๆ ก่อนและหลงัการหมกั 24 ชั่วโมง ไดแ้ก่ ปรมิาณจลิุนทรีย ์พีเอช ปรมิาณน า้ตาล ปรมิาณ
ของแข็งที่ละลายน า้ ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าปัจจยัเหล่านีม้ีการเปล่ียนแปลงตลอดกระบวนการหมกั จากนัน้
เมื่อน าเมล็ดกาแฟที่ผ่านการหมักไปทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยผูเ้ชี่ยวชาญ  พบว่ากาแฟที่ผลิตไดจ้าก 10 
สภาวะ มีคณุภาพดา้นรสชาติดีขึน้กว่าสภาวะควบคมุและมีลกัษณะเฉพาะดา้นกล่ินรส จากนัน้เมื่อท าการขยาย
ขนาดการหมักกาแฟอะราบิกา้โดยใชย้ีสต์ 4 ชนิด ไดแ้ก่ Pichia kluyveri สายพันธุ์ YMP1-1, Pichia kluyveri 
สายพนัธุ ์YML1-1, Pichia kluyveri สายพนัธุ ์YWP1-5 และ Wickerhamomyces anomalus สายพนัธุ ์YWP1-
3  โดยท าการหมกัที่ไร่กาแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ พบว่ามีคณุภาพดา้นกล่ินรสที่ดีกว่าสภาวะควบคุม และ
เมื่อน าเมล็ดกาแฟคั่วไปท าการทดสอบดว้ยเทคนิค GC-MS และ 1H NMR พบว่ามีสาระส าคญัที่มีความสมัพนัธ์
กับรสชาติที่ตรวจสอบไดจ้ากการชิมโดย Q-grader ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงแสดงใหเ้ห็นว่าคุณภาพของกาแฟอะรา
บิกา้สามารถพฒันาใหด้ีขึน้ไดจ้ากการใชห้วัเชือ้จลิุนทรียพ์รอ้มดว้ยกระบวนการหมกัที่ผ่านการควบคมุ 

 
ค าส าคญั : หวัเชือ้จลิุนทรีย,์ กระบวนการหมกักาแฟแบบเปียก, รสชาติของกาแฟ, การทดสอบทางประสาท
สมัผสั 
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Coffee is a significant agricultural commodity that is well-known and enjoyed all over 

the world for its distinct flavor and aroma. The quality of coffee is affected by various parameters. The 
existing coffee processes, which rely on natural microorganisms, are uncontrollable, resulting in 
product inconsistency. To overcome this problem, this study aims to investigate the potential use of 
selected microbial inoculants in wet method processing and the effects of fermentation time and 
temperature on coffee quality. Selected yeasts, bacteria, and lactic acid bacteria, isolated from the 
coffee fermentation process, were used as the starter cultures. Twenty-four conditions were set. At 
the 0 and 24 h of fermentation, total bacterial and yeast counts, as well as pH, were measured and 
trend to change during fermentation. After fermentation, coffee beans were subjected to sensory 
evaluation by Quality-Arabica Graders. The results indicated that specific microbial starter culture 
under controlled conditions successfully improved coffee quality, and 10 of 24 types of coffee beans 
tested were classified as specialty coffee with distinct cupping characteristics. A scaling up 
experiment was conducted with a mixture of three strains of Pichia kluyveri and Wickerhamomyces 
anomalus (condition Y4-04) in Doi Saket District of Chiang Mai, Thailand. According to the flavor 
profile derived from Q-graders, cupping results were related to the volatile and water-soluble 
compounds identified by GC-MS and 1H NMR analyses. It suggested that the coffee quality can be 
improved by using starter cultures and carefully managing fermentation settings. 

 
Keyword : Starter culture, Wet process, Coffee beverage, Sensory analysis 
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บทที ่1  
บทน ำ 

ภูมิหลัง 
กาแฟเป็นผลิตภณัฑท์างการเกษตรที่ไดร้บัความนิยมอย่างกวา้งขวาง สง่ผลใหก้าแฟเป็น

พืชเศรษฐกิจที่ส  าคญัล าดบัตน้ๆของโลก จากรายงานปี 2558 พบว่ากาแฟมีการผลิตอย่างมากใน
เขตรอ้นชืน้แถบเอเชียและแอฟริกา ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่สามารถปลูกกาแฟไดท้ั้งสาย
พันธุ์โรบัสตา้และอะราบิก้า โดยกาแฟสายพันธุ์อะราบิกา้มีการเพาะปลูกกันอย่างแพร่หลายทั่ว
ภาคเหนือของประเทศไทยในพืน้ที่และระดับความสูงที่แตกต่างกัน ปัจจุบันอุตสาหกรรมกาแฟ
ยงัคงมีการขยายตวัอย่างต่อเนื่องแต่มกัพบปัญหาที่เก่ียวกบัคณุภาพของกาแฟซึ่งสง่ผลกระทบต่อ
กลิ่น สี และรสชาติของกาแฟ ซึ่งคณุภาพของกาแฟนัน้มักจะแตกต่างกนัไปขึน้กบัพืน้ที่ที่ใชใ้นการ
เพาะปลกู สภาพภูมิอากาศ สายพันธุ์ของกาแฟ และกระบวนการในการผลิต นอกจากนีค้ณุภาพ
ของกาแฟนั้นเก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของสารเคมีในระหว่างกระบวนการคั่ ว และ
กระบวนการหลงัการเก็บเก่ียว (1, 2) 

กระบวนการหลังการเก็บเก่ียวหรือกระบวนการหมักกาแฟ (Coffee fermentation) ที่
เกิดขึน้ตามธรรมชาตินัน้มักเกิดขึน้เพื่อก าจัดเมือกออกจากเมล็ดของกาแฟหลงัจากนั้นจะน าไป
ตากแห้งจนมีความชื ้นอยู่ที่  10-12% (3)โดยกระบวนการหลังการเก็บเก่ียวกาแฟแบ่งออกเป็น  
3 กระบวนการหลักได้แก่  การหมักแบบเปียก (Wet processes) การหมักแบบแห้ง (Dry 
processes) และการหมกัแบบกึ่งแหง้ (Semi-dry processes) (4) กาแฟสายพนัธุอ์ะราบิกา้นัน้มัก
ใช้การแปรรูปโดยใชก้ระบวนการหมักแบบเปียกเป็นหลัก ซึ่งจะน าผลกาแฟสุกมาท าการแยก
เปลือกออกน าเมล็ดกาแฟไปแช่ในน า้เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมงหรือจนกว่าเมือกกาแฟหมด จากนัน้
น าไปตากแหง้จนมีความชืน้ 10-12% (5-7) เกษตรกรของประเทศไทยนัน้มักใชก้ระบวนการแปรรูป
กาแฟแบบเปียกเพื่อใหไ้ดค้ณุภาพที่สม ่าเสมอ ซึ่งเชือ้จลุินทรียท์ี่มีอยู่ในสภาพแวดลอ้มธรรมชาติใน
กระบวนการหมกักาแฟและมีการเจริญในระหว่างกระบวนการหมกักาแฟเป็นปัจจยัหนึ่งที่มีผลต่อ
คณุภาพของกาแฟ 

ในปัจจุบนักระบวนการหมักกาแฟเป็นกระบวนการแบบดั้งเดิมที่อาศัยเชือ้จุลินทรียใ์น
ธรรมชาติซึ่งจากรายงานในหลายปีที่ผ่านมามีรายงานพบว่ากระบวนการหมักกาแฟควรมีการ
ควบคุมกระบวนการหมักโดยใชเ้ชือ้จุลินทรียเ์พื่อเพิ่มคุณภาพของกาแฟ ใหม้ีกลิ่นและรสชาติที่ดี
ขึน้และมีคณุภาพที่คงที่ มีการรายพบว่าการใชเ้ชือ้จลุินทรียใ์นกระบวนการหมกันัน้ เช่น การใส่เชือ้
ยีสตส์ายพันธุ์ Pichia fermentans สายพันธุ์ YC5.2 นั้นท าใหเ้กิดรสชาติ vanilla และกลิ่น floral 
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มากยิ่งขึน้ (8) โดยจุลินทรีย์ที่ใช้ในกระบวนการหมักกาแฟนั้นมีการผลิตสารสารเมแทบอไลต ์
(Metabolite) ออกมานอกเซลล์และซึมผ่านเข้าสู่ เมล็ดกาแฟในระหว่างกระบวนการหมัก 
การศึกษาการพัฒนาคุณภาพของกาแฟสายพันธุ์อะราบิก้าโดยการจุลินทรีย์ผสมร่วมกันใน
กระบวนการหมัก เช่น การใชห้ัวเชือ้ยีสตร์่วมกับแบคทีเรียกรดแลคติก การใชห้ัวเชือ้ยีสตผ์สม 4 
สายพันธุ์นัน้ยงัไม่มีการศึกษากนัอย่างแพร่หลายในประเทศไทย ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึง สนใจศึกษา
เก่ียวกับกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟโดยมีการใชห้ัวเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมักเพื่อเพิ่ม
คณุภาพของเมล็ดกาแฟใหดี้ยิ่งขึน้ 

ควำมมุ่งหมำยของงำนวิจัย 
ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายของการศึกษาวิจยัไวด้งันี ้
1. เพื่ อพัฒนาคุณภาพด้านรสชาติของกาแฟสายพันธุ์อะราบิก้าโดยการใช้หัว

เชือ้จลุินทรียท์ี่มีศกัยภาพในกระบวนการหมกักาแฟแบบเปียก  
2. เพื่อศกึษาประชากรของเชือ้จลุินทรียใ์นระหว่างกระบวนการหมกักาแฟในกระบวนการ

หมกัแบบเปียก 
3. เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการหมักกาแฟโดยการใช้หัวเชือ้จุลินทรีย์ใน

สภาวะจรงิในไรข่องเกษตรกร 
4.เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตหัวเชื ้อจุลินทรีย์ในระดับฟลาสก์ (Shake 

flask)  
5.เพื่อศึกษารูปแบบการผลิตสาร Metabolite ในกระบวนการหมักกาแฟโดยใชว้ิธีการ

ทางเคมี 

ขอบเขตของงำนวิจัย 
การน าเชือ้จุลินทรียท์ี่ผ่านการคัดแยกและคัดเลือกจากกระบวนการหมกักาแฟที่ดอยผา

ตัง้ จังหวัดเชียงรายในปี 2561 มาใชเ้ป็นหัวเชือ้เพื่อพัฒนากระบวนการหมักกาแฟ ซึ่งมีการระบุ
และยืนยนัแลว้ว่าเชือ้ที่มีการคดัเลือกนัน้ไม่ไดจ้ดัอยู่ในกลุ่มของเชือ้ที่ก่อใหเ้กิดโรค น าเชือ้จลุินทรีย์
มาท าการศึกษาการใชห้ัวเชือ้จุลินทรียเ์พื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อกระบวนการหมักกาแฟทัง้ใน
ระดับหอ้งปฏิบติัการและขยายสู่ไร่ของเกษตรกร ศึกษาประชากรของเชือ้จุลินทรียด์ว้ยวิธีการนับ
ประชากรของเชือ้จุลินทรีย์ (Microbial plate count) โดยมีการนับประชากรของเชือ้แบคทีเรีย
ทั่วไป ยีสต ์และแบคทีเรียกรดแลคติก ศกึษาการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีในกระบวนการหมกักาแฟ
แบบเปียก วิเคราะหก์ารผลิตสาร Metabolite ในระหว่างกระบวนการหมกั และตรวจสอบคณุภาพ
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ของเมล็ดกาแฟโดยวิธีการทางเคมี อีกทัง้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตหัวเชือ้จุลินทรียใ์น
ระดบัฟลาสกเ์พื่อน าหวัเชือ้ไปใชใ้นการหมกักาแฟต่อไป 

ผลทีไ่ด้รับจำกงำนวิจัย 
1.ไดห้ัวเชือ้จุลินทรียท์ี่สามารถเพิ่มคุณภาพของกาแฟอะราบิกา้ และเกษตรกรสามารถ

น าไปใชง้านไดง้่าย 
2.ได้สภาวะที่เหมาะสมในการหมักกาแฟอะราบิก้าแบบเปียกโดยใชเ้ชือ้จุลินทรียท์ี่มี

ศกัยภาพ 
3.ทราบการเปลี่ยนแปลงประชากรเชือ้จลุินทรีย ์ในระหว่างการหมกักาแฟ 
4.ทราบขอ้มูลที่เก่ียวขอ้งกับการผลิตสาร Metabolite ของเชือ้จุลินทรียท์ี่เกิดในระหว่าง

กระบวนการหมกักาแฟเพื่อใชส้  าหรบัเป็นขอ้มลูการอา้งอิงการทดสอบทางประสาทสมัผสั 



 

บทที ่2 
เอกสำรและงำนวิจัยทีเ่กี่ยวข้อง 

1.กำแฟ 
กาแฟเป็นเครื่องดื่มที่ไดร้บัความนิยมทั่วโลกอย่างแพรห่ลายท าใหก้าแฟเป็นพืชเศรษฐกิจ

ที่ส  าคัญระดับโลก และเป็นสินคา้หลกัในการส่งออกที่สรา้งรายไดใ้หแ้ก่เกษตรกรเป็นอย่างมาก 
โดยกาแฟเป็นพืชเขตรอ้นจดัจ าแนกอยู่ในวงศ ์Rubiaceae หรือพืชในวงศเ์ข็ม โดยเชื่อกันว่ามีถิ่น
ก าเนิดอยู่ในบริเวณแถบรอ้นและทางใตข้องแอฟริกาเป็นไมพุ้่มหรือไมย้ืนตน้ที่มีใบเด่ียว ซึ่งการ
เพาะปลกูกาแฟจ าเป็นที่จะตอ้งมีความเหมาะสมในการเพาะปลกูโดยจะขึน้กบัปัจจยัหลายอย่างที่
เขา้มาเก่ียวขอ้งไม่ว่าจะเป็น ชนิดของดิน ภูมิอากาศ ปรมิาณฝนและความชืน้ และปรมิาณของแสง 
(คลังข้อมูลสารสนเทศระดับภูมิภาคโดยส านักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร ,2564) ในการ
เพาะปลูกเมล็ดกาแฟในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันนั้นจะส่งผลให้เมล็ดกาแฟมีลักษณะที่
เฉพาะตวัของเมล็ดกาแฟในแต่ละสายพนัธุซ์ึ่งพบว่าแหลง่ในการเพาะปลกูกาแฟที่เหมาะสมนัน้อยู่
บริเวณเสน้ศูนยส์ตูรที่อยู่เหนือระดบัน า้ทะเลเนื่องจากเป็นบริเวณที่มีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสม
ในการเพาะปลูกกาแฟและใหผ้ลผลิตที่มีคุณภาพดี ในปัจจุบันการปลูกกาแฟแพร่กระจายไปใน
หลายพื ้นที่ทั่วโลกภูมิภาคที่มีการเพาะปลูกกาแฟมากที่สุดของประเทศไทย คือ ภาคเหนือ ที่
จงัหวดัเชียงใหม่ เชียงราย และ แม่ฮ่องสอน เป็นตน้ 

กาแฟที่นิยมในการบริโภคนั้นมีหลายสายพันธุ์ ไดแ้ก่ พันธุ์เอ็กซเ์ซลซ่า พันธุ์ลิเบอริก้า
พันธุอ์ะราบิกา และพันธุ์โรบสัตา้ ประเทศไทยมีการคา้กาแฟเป็นพืชเศรษฐกิจ โดยนิยมปลูกทาง
การคา้ 2 สายพันธุ์หลักไดแ้ก่ สายพันธุ์โรบสัตา้ ซึ่งมีชื่อทางวิทยาศาสตรว์่า Coffee canephora 
Pierre ex Froehner มีการเพาะปลกูกนัอย่างแพรห่ลายในแถบจงัหวดัชุมพร ระนอง สรุาษฎรธ์านี 
กระบี่ และนครศรีธรรมราช และสายพันธุ์อะราบิกา ซึ่งมีชื่อทางวิทยาศาสตรว์่า Coffea arabica 
L. มีการเพาะปลูกกันอย่างแพร่หลายในแถบจังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย แม่ฮ่องสอน และตาก 
(ส านักงานมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ. 2562) ซึ่งพนัธุอ์ะราบิกานัน้จะไดร้บัความ
นิยมในการบริโภคสงูกว่ากาแฟพันธุโ์รบสัตา้เนื่องจากกาแฟสายพนัธุอ์ะราบิกา้นัน้จะมีรสชาติที่มี
ความหวานและความหอมมากกว่าเนื่องจากองค์ประกอบของน ้าตาลและกรดอินทรีย์ตาม
ธรรมชาติในเมล็ดที่มีมากกว่า แต่ในปัจจุบันเกษตรกรในประเทศไทยนิยมปลูกพืชชนิดอ่ืนที่ให้
ผลตอบแทนดีกว่า เนื่องจากกาแฟของประเทศไทยมีคุณภาพที่ต  ่าลงโดยกาแฟที่มีคุณภาพต ่าท า
ใหไ้ม่สามารถแข่งขนัในตลาดโลกไดแ้ละอีกทัง้มีค่าใชจ้่ายสงูในการผลิตแต่ขายไดใ้นราคาต ่า ซึ่ง
ท าใหเ้กิด ปัญหาดา้นการตลาดของกาแฟไทยส่งผลใหผู้ผ้ลิตกาแฟพยายามหาวิธีการที่จะเพิ่ม
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คณุภาพของกาแฟโดยเฉพาะคณุภาพทางดา้นรสชาติส่วนใหญ่แลว้เกษตรกรไม่มีความรูเ้ก่ียวกับ
การพฒันากระบวนการผลิตเพื่อเพิ่มมลูค่าดา้นกลิ่นรสของกาแฟ โดยกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟ
เป็นกระบวนการที่ส  าคญัที่สามารถเพิ่มคณุภาพดา้นกลิ่นรสไดโ้ดยจลุินทรียเ์ป็นปัจจยัส าคญัที่ช่วย
ใหก้ระบวนการหมกัประสบความส าเรจ็และสามารถพฒันาผลิตภณัฑก์าแฟได ้

การก าหนดมาตรฐานของเมล็ดกาแฟสายพันธุ์อะราบิก้าทั้งด้านคุณภาพและความ
ปลอดภัยถูกระบุไวใ้นมาตรฐานสินค้าเกษตรโดยมีขอ้ก าหนดขั้นต ่า คือ ไม่มี กลิ่นผิดปกติ (off-
odour bean) เช่น กลิ่นเหม็นเปรีย้ว กลิ่นหมกับูด กลิ่นรา หรือกลิ่นแปลกปลอม เช่น กลิ่นปุ๋ ย กลิ่น
สารเคมี และกลิ่นดิน มีสีตรงตามกระบวนการผลิตของเมล็ดกาแฟอะราบิกา้ มีความชืน้ไม่เกิน 
12.5 เปอรเ์ซ็นโดยมวล ไม่พบร่องรอยการท าลายเมล็ดกาแฟจากดว้งเมล็ดกาแฟ (coffee bean 
weevil) ที่มีชื่อวิทยาศาสตรว์่า Araecerus fasciculatus มีขอ้ก าหนดในการบรรจุหีบห่อ โดยใหม้ี
การติดฉลากและเครื่องหมายแสดงรายละเอียดที่หีบห่ออย่างชัดเจน มีเครื่องหมายรับรอง
มาตรฐานสินคา้การเกษตร บ่งชีท้ี่มาและชนิดของสินคา้อย่างชดัเจน (ส านักงานมาตรฐานสินคา้
เกษตรและอาหารแห่งชาติ.2562) 

2.องคป์ระกอบของเมล็ดกำแฟ 
ผลกาแฟ หรือ เชอรี่กาแฟของกาแฟแต่ละสายพนัธุน์ัน้จะมีลกัษณะของผลที่แตกต่างกนั 

โดยลกัษณะที่แตกต่างกันนัน้จะมีความแตกต่างกันในดา้นของรูปร่างและสีของเมล็ดกาแฟ โดย
สว่นใหญ่แลว้มีองคป์ระกอบหลกั แสดงดงัภาพประกอบ 1 

 
2.1 ผิว หรือ เปลือก (skin) 

โดยสีของผิวจะแตกต่างกันตามชนิดของกาแฟหรือระดับความสกุของกาแฟ ซึ่งเริ่ม
จากสีเขียวไปจนถึงสีแดงเมื่อผลกาแฟสกุซึ่งถือเป็นเนือ้เยื่อชัน้แรกที่คอยปกป้องเมล็ดกาแฟ มีการ
รายงานพบว่าบริเวณของผิวหรือเปลือกกาแฟนัน้มกัพบคารโ์บไฮเดรตซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์
ในปริมาณมากถึง 580 ถึง 850 กรมัต่อกิโลกรมั นอกจากนีย้ังพบสารประกอบอินทรียช์นิดต่างๆ 
เช่น Pectin, Cellulose, Hemicellulose, Fatty, Fiber, Protein และ Caffeine ในบริเวณของผิว
และเปลือกกาแฟ (5) 
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ภาพประกอบ 1 องคป์ระกอบของผลกาแฟ 

ที่ ม า  :  Hoseini, Marziyeh, et al. "Coffee by-products derived resources. A 
review." Biomass and Bioenergy 148 (2021): 106009. 

นอกจากนี ้ในผิวหรือเปลือกของกาแฟยังพบสารประกอบอนินทรีย์มากถึง 5000 ถึง 
30000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรมั ประกอบด้วย Nitrogen, Calcium, Phosphorus และ Potassium 
เป็นตน้ (6) 

 
2.2 มิวซีเลจ (mucilage) 

Mucilage หรือเมือก เป็นชัน้เนือ้เยื่อที่ห่อหุม้บรเิวณกะลามีลกัษณะเป็นเมือกลื่นและ
มีรสชาติที่หวาน ในบริเวณของ mucilage นัน้เป็นบรเิวณที่เชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกันัน้ใช้
สารประกอบต่างๆ ที่อยู่บริเวณของเมือกในการสรา้งสารสาร metabolite ชนิดต่างๆ เนื่องจาก
บริเวณเมือกนัน้จะมีองคป์ระกอบที่ประกอบดว้ยน า้ 85-91% และ Reducing sugar 6.2-7.4%  (7) 
นอกจากนี ้ยังพบองค์ประกอบอ่ืนๆ ในบริเวณของ mucilage ที่ เป็นโปรตีนหรือ pectin (8) ซึ่ง
องคป์ระกอบเหล่านีน้ัน้มกัเป็นสารอาหารส าหรบัการสรา้งสาร metabolite ชนิดต่างๆ ที่เกิดขึน้ใน
กระบวนการหมกัจากเชือ้จุลินทรีย ์และยังช่วยส่งเสริมการสรา้งสารตัง้ตน้จากเชือ้จุลินทรียใ์นการ
ผลิตสารระเหยในขัน้ตอนของกระบวนการคั่วเมล็ดกาแฟ (9) ซึ่งมักส่งผลใหก้าแฟในแต่ละแหล่งมี
กลิ่น และรสชาติที่แตกต่างกนัออกไป 
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2.3 พารช์เมนต ์(parchment) 
พารช์เมนตห์รือกะลา เป็นชัน้ในสุดของผลกาแฟ ท าหนา้ที่ปกป้องเมล็ดกาแฟที่อยู่

ดา้นบริเวณของกะลานั้นจะมีลกัษณะคลา้ยกับกระดาษ แหง้ และเปราะ มักพบว่าองคป์ระกอบ
ของเมล็ดกาแฟส่วนนีน้ั้นมักเป็นของเหลือทิง้ทางการเกษตรหลังจากกระบวนการหมักกาแฟใน
อตุสาหกรรมกาแฟ และมักถูกน าไปใชเ้ป็นอาหารสตัวห์รือปุ๋ ย แต่มีการรายงานพบว่าบริเวณของ
กะลานัน้มีสารประกอบชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ Lignin 53%, Hemicellulose 18% และ Cellulose 22% 
จึงมีการน าสว่นประกอบของเมล็ดกาแฟสว่นนีน้ัน้ไปใชใ้นการผลิต  micro fiber(10)  

 
2.4 ซิลเวอรส์กิน (silver skin) 
ซิลเวอรส์กินเป็นชัน้เนือ้เยื่อบางๆที่ห่อหุม้ติดกบับริเวณเมล็ดกาแฟ ซึ่งชัน้ซิลเวอรส์กินนัน้

จะสามารถหลุดออกจากเมล็ดกาแฟในขัน้ตอนของการน าเมล็ดไปคั่วเท่านั้น ซึ่งจากการศึกษา
องค์ประกอบของซิล เวอร์สกินนั้นพบว่าบริเวณนี ้นั้นพบองค์ประกอบที่ เป็น  Cellulose, 
Hemicellulose และน ้าตาลหลายชนิด ได้แก่ Xylose, Arabinose, Galactose และ Mannose 
เป็นตน้ (2) นอกจากนีย้งัมีการน าองคป์ระกอบกาแฟในสว่นนีไ้ปใชป้ระโยชนท์ี่เก่ียวขอ้งกบัสารตา้น
อนมุลูอิสระอีกดว้ย(11) 

 
2.5 เมล็ดกาแฟ (bean) 

เมล็ดกาแฟหรือกรีนบีน เป็นส่วนประกอบที่อยู่ชั้นด้านในสุดเป็นส่ วนที่ใช้สะสม
อาหารส าหรบั embryo ซึ่งเป็นส่วนที่สะสมสารอาหารต่างๆ ที่จะถูกน าไปใชโ้ดย embryo ส าหรบั
การเจรญิเติบโตเป็นกาแฟตน้ใหม่ และก็ยงัเป็นส่วนส าคญัต่อรสชาติของกาแฟ เพราะสารอินทรีย์
ที่ถูกผลิตจากการสรา้งสาร metabolite จากเชือ้จุลินทรียน์ัน้จะถูกสะสมไวใ้นบริเวณเมล็ดกาแฟ
และจะถูกเปลี่ยนแปลงไปเป็นรสชาติที่แตกต่างกันของกาแฟในระหว่างกระบวนการคั่ว จาก
การศึกษาการวิเคราะห์องค์ประกอบของเมล็ดกาแฟจาก 8 แหล่งพบว่าเมล็ดกาแฟจากแต่ละ
แหล่งนัน้มีองคป์ระกอบของโปรตีน กรดอะมิโน และน า้ตาลที่ใชส้  าหรบัเป็นสารตัง้ตน้ในการผลิต
สาร metabolite ที่จะท าให้เกิดกลิ่นหอมและรสชาติของกาแฟในขั้นตอนของกระบวนการคั่วที่
แตกต่างกัน จึงส่งผลใหก้าแฟในแต่ละแหล่งนัน้มีคุณภาพที่แตกต่างกันจึงท าใหมู้ลค่าของเมล็ด
กาแฟในแต่ละแหลง่มีความแตกต่างกนัดว้ย (12) 
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3.คุณภาพของกาแฟ  
คุณภาพของกาแฟในดา้นกลิ่น สี และรสชาตินั้นมีปัจจัยที่เก่ียวขอ้งต่างๆ ไม่ว่าจะเป็น

แหล่งที่ตั้งของพืน้ที่ที่ใชใ้นการเพาะปลูก ชนิดหรือสายพันธุ์ของเมล็ดกาแฟ รวมถึงกระบวนการ
หลงัการเก็บเก่ียวเมล็ดกาแฟ การแปรรูปเมล็ดกาแฟ การท าใหแ้หง้ และสภาวะการเก็บรกัษา ซึ่ง
คุณภาพของกาแฟนั้นจะมีผลต่อมูลค่าของเมล็ดกาแฟ (13) ในการตรวจสอบคุณภาพของเมล็ด
กาแฟนั้นจะจ าแนกคุณของเมล็ดกาแฟโดยการชิมจากผูช้ิมทางประสาทสัมผัสโดยจะท าการชิม
กาแฟที่ผ่านการคั่วและชงเรียบรอ้ยแล้วตาม cupping protocol มาตรฐานที่ก าหนด จากนั้นผู้
ประเมินท าการกรอกคะแนนลงในแบบประเมินคุณภาพกาแฟที่ไดร้บัการยอมรบัทั่ วโลก ซึ่งจะท า
การจ าแนกคุณภาพของกาแฟโดยค านึงถึง กลิ่น (aroma) รสชาติ (taste) ความเปรีย้ว (acidity) 
ความหวาน (sweetness) เนื ้อสัมผัส (body) ความสมดุล (balance) ความคงค้างของกาแฟ
หลังจากการด่ืม (aftertaste) และคุณภาพโดยรวม (SCAA,2013) ซึ่งผูช้ิมจะมีการใชว้งลอ้กลิ่น
และรสชาติกาแฟหรือ Coffee Taster's Flavor Wheel ในการวิเคราะหก์ลิ่นและอธิบายกลิ่นและ
รสชาติของกาแฟ แสดงดงัภาพประกอบ 2 การจ าแนกรสและกลิ่นนัน้จะแบ่งออกเป็น 9 กลุม่ไดแ้ก่ 
กลุม่เปรีย้วและหมกั กลุม่ผลไม ้กลุม่เผ็ดรอ้น กลุ่มเขียวและพืชผกั กลุม่ความหวาน กลุ่มคั่วป้ิงย่าง 
กลุ่มดอกไม ้กลุ่มถั่วและโกโก ้และกลุ่มอ่ืนๆ ซึ่งวิธีการตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟจากการ
ชิมนัน้ถือเป็นวิธีการท่ีส าคญัที่ใชใ้นการแบ่งเกณฑแ์ละคดัเกรดคณุภาพของเมล็ดกาแฟ (17) 

 
3.1 กล่ิน (aroma) 

การทดสอบประสาทสมัผัสทางกลิ่นของกาแฟจะสามารถอธิบายกลิ่นของกาแฟที่
เกิดขึน้ออกเป็น 2 ช่วงไดแ้ก่ กาแฟหลงัจากการบดใหม่ซึ่งจะสามารถรบักลิ่นไดใ้นขณะที่ยงัแหง้อยู่
ไม่มีการเติมน า้ กลิ่นช่วงแรกเป็นกลิ่นหอมที่ถูกกกัเก็บไวใ้นตัวเมล็ดกาแฟคั่วสามารถระเหยไดใ้น
ระดบัอณุหภูมิหอ้งและกลิ่นของน า้กาแฟจะสามารถรบักลิ่นไดเ้มื่อมีการสมัผสักบัน า้ที่มีอณุหภูมิที่
สงู โดยจะจ าแนกไดก้ลิ่นของกาแฟเป็นกลิ่นดอกไม ้กลิ่นควนั กลิ่นสมุนไพร และกลิ่นถั่ว จากการ
รายงานของ Giacalone และคณะพบว่ากลิ่นของกาแฟในแต่ละระดับความคั่วนั้นจะมีความ
แตกต่างกนัโดยมีการศึกษาวิธีการคั่วทัง้ 6 วิธีที่มีความแตกต่างกนัในดา้นอณุหภูมิและระยะเวลา
ที่ใชใ้นการคั่วเมล็ดกาแฟ ไดแ้ก่ คั่วธรรมดา คั่วอ่อน คั่วไหม ้คั่วเขม้ คั่วเบค (baked) และการคั่ว
แบบ underdeveloped พบว่ากาแฟในแต่ละแบบนัน้จะมีกลิ่นที่แตกต่างกันโดยกาแฟที่มีการคั่ว
ธรรมดา คั่วเบค คั่วเขม้ และคั่วไหม ้นัน้จะมีลกัษณะของกลิ่นไหมท้ี่ชดัเจน สว่นการคั่วเมล็ดกาแฟ
แบบอ่อนนั้นจะใหส้ัมผัสทางกลิ่นที่มีกลิ่นของผลไมแ้ละสมุนไพรที่ชัดเจนกว่า (14) นอกจากนีย้ัง
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พบว่าผลจากการคั่วในแต่ละแบบนั้นไม่เพียงแต่จะส่งผลต่อกลิ่นของกาแฟยังส่งผลต่อรสชาติ 
ความเปรีย้ว และความหวานของกาแฟ 

 

ภาพประกอบ 2 วงลอ้กลิ่นและรสชำติกำแฟ (Coffee Taster's Flavor Wheel) 

ที่มำ : Coffee And Health. (2003). Aroma And Flavor Descriptors. Retrieved July 
14, 2021, from https://www.coffeeandhealth.org/all-about-coffee/aroma-and-flavour-
descriptors/. (Online). 

3.2 รสชาติ (taste) 
การทดสอบประสาทสัมผัสทางรสชาติของกาแฟนัน้จะสามารถจ าแนกรสชาติของ

กาแฟไดด้งันี ้รสขม รสหวาน รสเปรีย้ว รสฝาด และรสเค็ม การรบัรสชาติของกาแฟภายในปากนัน้
โดยรสชาติที่สมัผสัไดน้ัน้จะอยู่บรเิวณลิน้โดยรสชาติหวานที่ไดร้บัจะอยู่บรเิวณปลายลิน้ รสชาติขม
จะอยู่ที่บริเวณโคนลิน้ รสชาติเปรีย้วที่ไดร้บัจะอยู่บรเิวณขา้งลิน้บริเวณดา้นบน และรสชาติเค็มจะ
สมัผัสไดท้ี่บริเวณขา้งลิน้ รสแรกที่ลิน้สัมผัสไดเ้ร็วคือรสขม จากนัน้จะสัมผัสไดร้สเค็ม รสเปรีย้ว 
และรสหวานตามล าดับ จากการรายงานของ Frank และคณะพบว่าการสัมผัสรสชาติขมจาก
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กาแฟนั้นไม่เพียงแต่เกิดจากสาร caffeine หรือ trigonelline เท่านั้นการรบัรสชาติขมของรสชาติ
กาแฟยงัมีผลจาก lactones และ phenylindanes ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาของ chlorogenic acid ใน
ระหว่างการคั่วเมล็ดกาแฟ (15) นอกจากนีล้กัษณะสีของเมล็ดกาแฟยงัสามารถใชเ้ป็นดชันีทางออ้ม
ที่บ่งบอกถึงระดับการคั่วและรสชาติขมของเมล็ดกาแฟได ้ (16) แต่ยังจ าเป็นที่จะตอ้งมีการทดสอบ
ประสาทสมัผสัทางการชิมรสชาติเพื่อประเมินคณุภาพของรสชาติกาแฟ 

 
3.3 ความหวาน (sweetness) 

ลกัษณะความหวานของรสชาติกาแฟนัน้มักมีผลมาจากสายพันธุข์องกาแฟรวมทั้ง
วิธีการคั่วเมล็ดกาแฟ ซึ่งภายในเมล็ดกาแฟนั้นจะมีส่วนประกอบที่เป็นน า้ตาลโมเลกุลคู่ซึ่งเมื่อ
ความรอ้นหรือการคั่วนัน้จะส่งผลใหน้ า้แตกตัวออกเป็นน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยว จึงใหส้ามารถสมัผัส
ความหวานจากการด่ืมกาแฟ ซึ่งจากการรายงานพบว่าวิธีการคั่วกาแฟแบบอ่อนนั้นจะสามารถ
สมัผสัรสชาติความหวานของกาแฟไดม้ากกว่าการคั่วกาแฟแบบเขม้(14) โดยระดบัการคั่วที่อณุหภูมิ
สงูและมีระยะเวลาในการคั่วที่นานนัน้จะส่งผลใหร้สชาติความหวานแบบคาราเมลและช็อกโกแลต
มากขึน้   

 
3.4 ความเปรีย้ว (acidity) 

การทดสอบรสชาติของกาแฟสามารถท าใหท้ราบถึงรสชาติต่างๆ ของกาแฟไดร้วมถึง
รสชาติเปรีย้วซึ่งรสเปรีย้วของกรดนัน้เป็นรสชาติพืน้ฐานของเมล็ดกาแฟโดยมีสารละลายที่เป็นกรด
อินทรียเ์ป็นส่วนประกอบ กาแฟแต่ละชนิดนัน้จะมีความเปรีย้วที่แตกต่างกันโดยกาแฟอะราบิกา
นัน้จะมีความเปรีย้วมากกาแฟโรบสัตา้ (กรมสง่เสรมิการเกษตร,2557) นอกจากนีร้ะดบัความสงูใน
การเพาะปลกูกาแฟนัน้ยงัสง่ผลต่อระดบัความเปรีย้วของกาแฟซึ่งพบว่ากาแฟที่มีการเพาะปลกูใน
ระดบัความสงูที่สงูนัน้จะมีรสชาติความเปรีย้วของกาแฟมากกว่ากาแฟที่มีการเพาะปลกูในระดบัที่
ไม่สูง (17) จากการรายงานของ Santos และคณะที่มีการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาในการสรา้งกรด
ระหว่างการคั่วของเมล็ดพบว่าระยะเวลาของการคั่ว สายพันธ์ของกาแฟ รวมถึงอุณหภูมิที่ใชใ้น
การคั่วนัน้ สง่ผลใหก้าแฟแต่ละสภาวะนัน้เกิดความเป็นกรดขึน้แตกต่างกนัโดยกาแฟที่มีระยะเวลา
ในการคั่วที่นานแต่ใชอุ้ณหภูมิต ่าจะมีปฏิกิริยาในการเกิดกรดในนอ้ยกว่ากาแฟที่มีระยะเวลาที่ใช้
ในการคั่วนอ้ยแต่มีอุณหภูมิที่สงู ส่งผลใหเ้กิดปฏิกิริยาในการสรา้งกรดและกาแฟนัน้จะมีรสชาติที่
เปรีย้วมากกว่า (17) 
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3.5 เนือ้สัมผัส (body) 
การทดสอบประสาทสมัผสัโดยการทดสอบเนือ้สมัผสัของกาแฟเป็นการทดสอบระดบั

ความหนาของกาแฟและระดบัความเขม้ขน้ของกาแฟซึ่งสามารถแบ่งเนือ้สมัผัสของกาแฟไดเ้ป็น 
ลกัษณะของเนือ้สมัผสักาแฟที่จางเหมือนน า้ (watery) เบา (Thin ) อ่อน (Light) กลาง (Medium) 
และ หนกั (Full) (กรมสง่เสรมิการเกษตร,2557) 

 
3.6 ความคงค้างของกาแฟหลังจากการดื่ม (aftertaste) 

การทดสอบประสาทสมัผสัความคงคา้งของกาแฟเป็นการทดสอบความคงคา้งของ
กาแฟที่ยงัคงหลงเหลืออยู่ภายในบริเวณปากหลงัจากที่มีการกลืน ซึ่งจะสามารถสมัผสัไดถ้ึงกลิ่น
และรสชาติของกาแฟซึ่งความคงคา้งของกาแฟหลงัจากการด่ืมนัน้อาจเป็นรสเดียวกบัรสชาติหลกั
ของกาแฟหรืออาจเปลี่ยนเป็นรสชาติแฝงอ่ืนไดซ้ึ่งกาแฟที่มีเนือ้สมัผสัที่หนกันัน้จะสามารถทิง้ความ
คงคา้งของกาแฟหลงัจากการด่ืมไดย้าวนานกว่ากาแฟที่มีเนือ้สมัผสัที่เบา (กรมสง่เสรมิการเกษตร, 
2557) 

4.กระบวนการหมักกาแฟ 
ในกระบวนการผลิตกาแฟมี 2 กระบวนการหลกั ไดแ้ก่ กระบวนการหมกัแบบเปียก และ 

กระบวนการหมกัแบบแหง้ (4) แสดงดงัภาพประกอบ 3  ซึ่งกระบวนการหมกัแบบเปียกนัน้จะไดร้บั
ความนิยมเป็นอย่างมากเนื่องจากเป็นกระบวนการที่ง่ายและไดก้าแฟที่มีคุณภาพ นอกจากนีย้งัมี
กระบวนการหมักกาแฟที่เรียกว่ากระบวนการหมักแบบกึ่งแหง้ที่สามารถน ามาใชใ้นกระบวนการ
ผลิตกาแฟได ้
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ภาพประกอบ 3 ภาพรวมกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟแบบแหง้และแบบเปียก 

ที่ ม า  :  Pandey, Ashok, et al. "Biotechnological potential of coffee pulp and 
coffee husk for bioprocesses." Biochemical Engineering Journal 6.2 (2000): 153-162. 

4.1 กระบวนการหมักกาแฟแบบเปียก (wet process) 
กระบวนการหมักกาแฟแบบเปียกจะเริ่มจากการน าเมล็ดกาแฟสุกมาท าการปลอก

เปลือกจากนั้นน าเมล็ดกาแฟที่ปอกเปลือกนอกออกแลว้ซึ่งจะมีเมือกห่อหุ้มเมล็ดอยู่จึงจะตอ้ง
ก าจดัออกไป เรียกว่าการก าจดัเมือกโดยวิธีการหมักตามธรรมชาติ (Natural Fermentation) เป็น
วิธีการที่ปฏิบติัดัง้เดิมโดยน าเมล็ดกาแฟที่ปอกเปลือกออกแลว้มาแช่ในบ่อซีเมนตแ์ละมีการเติมน า้
ลงไปในถังจนทั่วเมล็ดกาแฟ ซึ่งวิธีการนีเ้ป็นกระบวนการเริ่มตน้การหมัก ในขัน้ตอนของการหมัก
กาแฟเป็นการช่วยขจัดเมือกบนตัวเมล็ดกาแฟและยังเก่ียวขอ้งกับเรื่องของกลิ่นและรสชาติของ
กาแฟในขัน้ตอนนีม้ีจุลินทรียเ์ขา้มาเก่ียวขอ้งทัง้ในเรื่องของการขจัดเมือกและสรา้งสารระเหย  (18) 
หลงัจากท าการแช่เมล็ดกาแฟจะน าเมล็ดกาแฟที่ผ่านการท าความสะอาดแลว้ไปตากแหง้จนมี
ความชื ้นเท่ากับ 10 ถึง 12 เปอรเ์ซ็นต์ จึงจะน าเมล็ดกาแฟที่ตากแห้งแล้วมาท าการเก็บไว้ที่
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อณุหภูมิหอ้งโดยป้องกันเมล็ดไม่ใหม้ีความชืน้ก่อนน าไปสีกะลาออกเมล็ดเพื่อน ากาแฟไปท าการ
คั่วและท าการทดสอบทางประสาทสัมผัสตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดเพื่อกาแฟ (5) แสดงดัง
ภาพประกอบ 4 

 

ภาพประกอบ 4 ภาพรวมกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟแบบเปียก (wet process) 

ที่มา : Iriondo-DeHond, Amaia, et al. "Coffee silverskin: a low-cost substrate for 
bioproduction of high-value health promoting products." (2017). 

4.2 กระบวนการหมักกาแฟแบบแห้ง (dry process) 
กระบวนการหมักแบบแหง้หรือกระบวนการหมักแบบธรรมชาติ (natural process) 

เป็นกระบวนแปรรูปกาแฟที่มีการใชม้าอย่างยาวนานเป็นวิธีการที่จะน าผลกาแฟสุกที่ไม่ลอยน า้
และไม่ผ่านกระบวนการสีเปลือกนัน้มาท าการตากโดยบรเิวณที่ตากจะมีการตากผลกาแฟที่ไม่หนา
เกิน 5 เซนติเมตรและมีการเกลี่ยผลกาแฟวนัละไม่เกิน 4 ครัง้เพื่อป้องกนัการเกิดความชืน้และการ
เกิดเชือ้ราบริเวณผลของกาแฟ ซึ่งจะท าการตากผลกาแฟไม่เกิน 15 วนัเนื่องจากความชืน้ของผล
กาแฟนัน้ไม่ควรต ่ากว่า 9 เปอรเ์ซ็นต ์หลงัจากท าการตากผลกาแฟจนไดค้วามชืน้ที่เหมาะสมจะน า
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ผลกาแฟไปท าการสีผลกาแฟแหง้เพื่อน ากาแฟไปท าการคั่วและท าการทดสอบทางประสาทสมัผสั
เพื่อตรวจสอบคณุภาพของเมล็ดกาแฟ (กรมสง่เสรมิการเกษตร, 2557) 

 
4.3 กระบวนการหมักกาแฟแบบกึ่งแห้ง (semi-dry process หรือ honey process) 

กระบวนการหมักกาแฟแบบกึ่งแห้งจะเป็นกระบวนการหมักที่มีการผสมระหว่าง
กระบวนการหมักกาแฟแบบเปียกและกระบวนการหมกักาแฟแบบแหง้โดยจะน าผลกาแฟสกุที่ไม่
ลอยน า้ไปท าการสีเปลือกออกจากนัน้จะน าเมล็ดไปท าการตากเพื่อเริ่มตน้กระบวนการหมกัโดยไม่
มีการเติมน า้ซึ่งความหนาของการตากเมล็ดกาแฟนัน้จะมีความหนาไม่เกิน 5 เซนติเมตรและมีการ
เกลี่ยเมล็ดกาแฟเพื่อป้องกันการเกิดความชืน้และการเกิดเชือ้ราที่บริเวณเมล็ดกาแฟ จะท าการ
ตากเมล็ดกาแฟจนมีความชืน้เท่ากบั 10 ถึง 12 เปอรเ์ซ็นต ์จากนัน้จะท าการเก็บไวท้ี่อณุหภูมิหอ้ง
โดยป้องกนัเมล็ดไม่ใหม้ีความชืน้ก่อนน าไปสีกะลาออกเมล็ดเพื่อน ากาแฟไปท าการคั่วและท าการ
ทดสอบทางประสาทสมัผสัเพื่อตรวจสอบคณุภาพของเมล็ดกาแฟ (19) แสดงดงัภาพประกอบ 5 

 
 

ภาพประกอบ 5 ภาพรวมกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟแบบกึ่งแหง้ (semi-dry process)  

ที่ มา : Martinez, Silvia Juliana, et al. "Different inoculation methods for semi-dry 
processed coffee using yeasts as starter cultures." Food Research International 102 
(2017): 333-340. 
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5. จุลินทรียท์ีเ่กี่ยวข้องในกระบวนการหมักกาแฟ 
จุลินทรียม์ีอยู่ตามธรรมชาติในระหว่างกระบวนการหลังการเก็บเก่ียวหรือกระบวนการ

หมักกาแฟซึ่งในแต่ละพืน้ที่ของการเพาะปลูก สภาพแวดลอ้ม กระบวนการหมักกาแฟแต่ละชนิด 
และปัจจยัที่มีผลต่อกระบวนการหมกักาแฟ เช่น อณุหภูมินัน้พบว่ามีผลต่อความหลากหลายของ
จลุินทรียโ์ดยเชือ้จุลินทรียจ์ะใชส้ารอาหารจากเมือกที่ติดอยู่บริเวณของเมล็ดกาแฟหรือ mucilage 
และผลิตสาร metabolite ต่างๆ เช่น กรดอินทรีย,์ สารประกอบในกลุ่ม Alcohol, Aldehyde, Ester 
และ Ketone ในกระบวนการหมกักาแฟที่แตกต่างกนัส่งผลใหเ้กิดความแตกต่างของรสชาติกาแฟ
ในแต่ละแหลง่ (3) 

 
5.1 ความหลากหลายของจุลินทรียใ์นกระบวนการหมัก 

จากการรายงานในปี  2015 ของ Evangelista และคณะ มี การศึกษาความ
หลากหลายของจุลินทรีย์ในระหว่างกระบวนการหมักแบบเปียกของเมล็ดกาแฟอะราบิกาที่
ประเทศบราซิลพบว่าในระหว่างกระบวนการหมกันัน้พบความหลายของ ยีสต ์แบคทีเรียที่เจรญิใน
ที่มีอากาศ และแบคที เรียกรดแลคติก ซึ่งยีสต์ที่มีความโดดเด่นในกระบวนก ารหมักนั้น
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Meyerozyma caribbica, Hanseniaspora uvarum แ ล ะ  Torulaspora 
delbrueckii นอกจากนีก้ลุ่มแบคทีเรียที่เจริญในที่มีอากาศที่มีความโดดเด่นในกระบวนการหมัก
นั้ น ไ ด้ แ ก่  Staphylococcus warneri, Erwinia persicina, Enterobacter asburiae แ ล ะ 
Leuconostoc mesenteroides (24) ในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟสายพนัธุอ์ะราบิกาแบบกึ่งแหง้
ที่ประเทศบราซิลนั้น Vilela และคณะ ได้มีการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียโ์ดยการใช้
เทคนิค PCR-DGGE ในการจัดจ าแนกชนิดของเชื ้อจุลินทรีย์พบว่าพบความหลากหลายของ
จุลินทรียห์ลายชนิด ซึ่งกลุ่มแบคทีเรียที่มีความโดดเด่นในกระบวนการหมักนั้นไดแ้ก่ Bacillus 
subtilis, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Bacillus cereus แ ล ะ  Klebsiella 
pneumonia และยังพบยีสต์ที่มีความโดดเด่นในกระบวนการหมักนั้นประกอบด้วย Pichia 
anomala, Torulaspora delbrueckii และ Rhodotorula mucilaginosa (25) จากการรายงานในปี 
2021 มีรายงานเก่ียวกบัความหลากหลายของเชือ้จลุินทรียท์ี่แยกไดจ้ากเมล็ดกาแฟอะราบิกาของ
ประเทศโคลมัเบียที่ผ่านการหมกัโดยการใชเ้ทคนิค High-throughput sequencing พบว่ามีความ
หลากหลากของเชือ้แบคทีเรียมากถึง 695 สายพนัธุแ์ละเชือ้รามากถึง 156 สายพนัธุ ์ซึ่งแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่มีความโดดเด่นในกระบวนการหมักคือ Leuconostoc และยีสตท์ี่มีความโดดเด่นใน
กระบวนการหมักคือ Kazachstania นอกจากนีย้ังพบแบคทีเรียกรดอะซิติกที่มีความโดดเด่นใน
กระบวนการหมกัคือ Acetobacter (26) จากการรายงานในปี 2020 ไดม้ีการศึกษาความหลากของ
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จุลินทรีย์จากเมล็ดกาแฟอะราบิกาของประเทศออสเตรเลียพบว่ามีความหลากหลากของเชือ้
แบคทีเรียมากถึง 40 สายพนัธุแ์ละเชือ้รา 212 สายพนัธุ ์ซึ่งสามารถจ าแนกเชือ้ยีสตใ์นระหว่างการ
เริ่มตน้กระบวนการหมกัได ้2 สายพนัธุไ์ดแ้ก่ Hanseniaspora uvarum และ Pichia kudriavzevii 
กลุ่มแบคทีเรียที่ เจริญในที่มีอากาศที่มีความโดดเด่นในกระบวนการหมักคือ Citrobacter 
นอกจากนีย้ังพบกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งสายพันธุ์ที่มีความโดดเด่นได้แก่ Leuconostoc 
mesenteroidesv และ Lactococcus lactis (27) 

 
5.2 การใช้จุลินทรียเ์ป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักกาแฟ 

การใชจุ้ลินทรียเ์ป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟวิธีการต่างๆ เพื่อส่งเสริม
การเพิ่มคณุภาพของเมล็ดกาแฟ แสดงดงัตารางที่ 1 จากการศึกษาของ Martinez และคณะมีการ
ใช้ยีสต์เป็นหัวเชื ้อในกระบวนการหมักแบบกึ่งแห้งซึ่ งมีการใช้ Saccharomyces cerevisiae 
CCMA0543, Candida parapsilosis CCMA0544 และTorulaspora delbrueckii CCMA0684 
พบว่าการใช้ Saccharomyces cerevisiae CCMA0543 เป็นหัวเชื ้อในการเติมเชื ้อลงในถัง
สามารถช่วยส่งเสริมคณุภาพของเมล็ดกาแฟไดซ้ึ่งส่งผลใหก้าแฟนัน้มีรสชาติที่ดีขึน้และมีคะแนน
มากถึง 81 คะแนน (23) นอกจากนีจ้ากกระบวนหมักแบบกึ่งแหง้ซึ่งเป็นวิธีเดียวกันนั้นมีการใช้
ยีสต์เป็นหัวเชื ้อในกระบวนการหมักกาแฟโดยมี การใช้หัวเชื ้อยีสต์  4 สายพันธุ์ ได้แก่ 
Saccharomyces cerevisiae UFLA YCN727, Saccharomyces cerevisiae UFLA YCN724, 
Candida parapsilosis UFLA YCN448 และ Pichia guilliermondii UFLA YCN731 ในการหมัก
กาแฟอะราบิกาที่ประเทศบราซิลพบว่ายีสต์สามารถเจริญได้ในกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟ
จนกระทั่งสิน้สุดการหมักโดยกาแฟที่หมักโดยใชห้ัวเชือ้ยีสตพ์บว่ามีคะแนนสูงถึง 79.33 คะแนน
และรสชาติที่ดีกว่าการทดลองควบคมุโดยพบกลิ่นคาราเมล สมนุไพร และผลไมใ้นกาแฟ (28) ใน
กระบวนการหมกัแบบเปียก Pereira และคณะไดน้ ายีสต ์Pichia fermentans YC5.2 มาใชส้  าหรบั
เป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักพบว่าในระหว่างกระบวนการหมักที่มีการหมักร่วมกันกับหัวเชือ้
ยีสตจ์ะช่วยเพิ่มปริมาณของสารระเหยบางชนิดหลงัจากน าเมล็ดกาแฟไปคั่วก็ยังคงพบปริมาณ
ของน า้ตาลและกรดอินทรีย ์ในการทดสอบทางประสาทสมัผสัพบว่าการหมกักาแฟรว่มกบัเชือ้ยีสต์
ไดร้บัรสชาติวานิลลาและกลิ่นดอกไมใ้นกาแฟ (20) จากการรายงานในปี 2021 พบว่ามีการศึกษา
การน าเชือ้ยีสตม์าผสมกันใชส้  าหรบัเป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักแบบแหง้พบว่าการผสมกัน
ระหว่าง Candida parapsilosis CCMA0544 และ Torulaspora delbrueckii CCMA0684 นั้น
ช่วยส่งเสริมคณุภาพของเมล็ดกาแฟจากประเทศบราซิล โดยส่งเสรมิคณุภาพในดา้นความเปรีย้ว 
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เนือ้สมัผสัของกาแฟ และรสชาติของกาแฟที่มีลกัษณะรสของผลไมซ้ึ่งมีคะแนนสงูถึง 84 คะแนนจึง
จัดเป็นกาแฟที่มีคุณภาพดีพิเศษ (21) ในปี 2020 Wang และคณะไดม้ีการศึกษาพัฒนาคุณภาพ
ของกาแฟจากประเทศอินโดนีเซียโดยการใช้ยีสต์เป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักแบบกึ่งแห้ง
รว่มกบัแบคทีเรียกรดแลคติก โดยเชือ้ที่ใชใ้นกระบวนการหมกัประกอบดว้ยยีสต ์2 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ 
Saccharomyces cerevisiae สายพนัธุ ์MERIT และ Pichia kluyveri สายพนัธุ ์FROOTZEN และ
แบคที เรียกรดแลคติก 1 สายพันธุ์ ได้แก่  Lactococcus lactis subsp. cremoris จากการ
ตรวจสอบเมล็ดกาแฟหลงัจากการคั่วพบว่าการหมกัร่วมกบัแบคทีเรียกรดแลคติกมีกลิ่นหอมหมัก
ไวน์และผลไม้นอกจากนี ้ยังช่วยเพิ่มรสชาติคาราเมลและความหวานมากขึน้อีกด้วย (29) ในปี
เดียวกนันัน้มีการศึกษาการใชเ้ชือ้โพรไบโอติกเป็นหวัเชือ้ในกระบวนการหมกัแบบแหง้โดยเชือ้ที่ใช้
นั้ น ป ระก อบ ด้ วย เชื ้ อ  4 ส ายพั น ธุ์ ได้ แ ก่  Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus 
paracasei Lpc-37 , Lactobacillus plantarum 299v และ Lactobacillus acidophilus NCFM 
พบว่าการเติมน ้าตาลกลูโคสไปในกระบวนการหมักนั้นจะช่วยส่งเสริมการอยู่รอดของเชื ้อ  
โพรไบโอติก 2  สายพันธุ์ได้แก่ Lactobacillus rhamnosus GG และ Lactobacillus paracasei 
Lpc-37 ซึ่งผลจากการอยู่รอดของเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธจ์ะช่วยสง่เสรมิผลคณุภาพของเมล็ดกาแฟ (30) 

ตาราง 1 จลุินทรียท์ี่ใชส้  าหรบัเป็นหวัเชือ้ในกระบวนการหมกักาแฟ 

จุลินทรีย ์ กระบวนกำรหมกั อ้ำงอิง 

Saccharomyces cerevisiae CCMA0543 Semi-dry Matienz et al., 2017 (Brazil) 

Candida parapsilosis CCMA0544   

Torulaspora delbrueckii CCMA0684   

Saccharomyces cerevisiae UFLA YCN727 Semi-dry Evangelista et al., 2014 (Brazil) 

Saccharomyces cerevisiae UFLA YCN724   

Candida parapsilosis UFLA YCN448   

Pichia guilliermondii UFLA YCN731   

Pichia fermentans YC5.2 Wet Pereira et al., 2015 (Brazil) 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

จุลินทรีย ์ กระบวนการหมกั อ้างอิง 

Candida parapsilosis CCMA0544 Dry Bressani et al., 2021 (Brazil) 

Torulaspora delbrueckii CCMA0684   

Saccharomyces cerevisiae MERIT Semi-dry Wang et al., 2020 (Singapore) 

Pichia kluyveri FROOTZEN   

Lactococcus lactis subsp. cremoris   

Lactobacillus rhamnosus GG Dry Chan et al., 2020 (Singapore) 

Lactobacillus paracasei Lpc-37   

Lactobacillus plantarum 299v   

Lactobacillus acidophilus NCFM   

 

6. การเปรียบเทยีบองคป์ระกอบทางเคมีของเมล็ดกาแฟทีผ่่านกระบวนการหมัก 
การเปลี่ยนแปลงองคป์ระกอบทางเคมีของเมล็ดกาแฟที่ผ่านกระบวนการหมกัโดยมีการ

ใชจุ้ลินทรียเ์ป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักจะมีความแตกต่างกับกระบวนการหมักที่ไม่มีการใช้
จุลินทรียเ์ป็นหัวเชือ้เนื่องจากจุลินทรีย์จะมีการใชส้ารอาหารจากองคป์ระกอบที่อยู่บริเวณของ
เมล็ดกาแฟในการผลิตสารเมแทบอไลตช์นิดต่างๆ เช่น สารอินทรีย ์และสารตัง้ตน้ส าหรบัการผลิต
สารระเหยที่จะเกิดในขั้นตอนของกระบวนการคั่วเมล็ดกาแฟ ซึ่งมักจะส่งผลให้เกิดการพัฒนา
คณุภาพของเมล็ดกาแฟดา้นกลิ่น และรสชาติ และท าใหก้าแฟในแต่ละพืน้ที่การเพาะปลกู แต่ละ
กระบวนการหลงัการเก็บเก่ียวมีความแตกต่างกัน จากการศึกษาของ Pereira และคณะ พบว่ามี
การเปลี่ยนแปลงองคป์ระกอบทางเคมีของเมล็ดกาแฟก่อนและหลงัจากการคั่วเมื่อมีการใชเ้ชือ้
ยีสต ์Pichia fermentans YC5.2 ในกระบวนการหมกัและมีการตรวจสอบการผลิตน า้ตาลและกรด
อินทรีย์โดยการใช้เครื่องแยกชนิดสาร หรือ HPLC พบว่าเมล็ดกาแฟที่มีการใช้เชือ้จุลินทรีย์ใน
กระบวนการหมกันัน้หลงัจากกระบวนการหมกัมีการผลิต Fumaric acid เกิดขึน้เมื่อเทียบกบัเมล็ด
กาแฟที่ไม่มีการใชเ้ชือ้จลุินทรียใ์นกระบวนการหมกัและมีปริมาณของ Acetic acid และ Succinic 



  19 

acid สงูกว่า นอกจากนีก้ารตรวจสอบการเกิด Volatile compound พบว่าเมล็ดกาแฟที่มีการใชห้วั
เชือ้จุลินทรีย์ในกระบวนการหมักนั้นจะพบสาร Isoamyl, Acetate และ 2-Heptanone มีความ
เขม้ขน้สงูมากกว่าเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกัและมีการตรวจสอบ
พบ Hexyl acetate และ Isobutyl acetate ในเมล็ดกาแฟที่มีการใชเ้ชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการ
หมักเท่านั้น จากการทดสอบการผลิตสารระเหยในเมล็ดกาแฟหลังจากการคั่วพบการผลิต 2-
Octanol, Ethyl acetate และ 2-Heptanone ในเมล็ดกาแฟที่มีการใชเ้ชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการ
หมักเท่านัน้ (8) ในปี 2020 มีการใชเ้ชือ้โพรไบโอติกเป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักกาแฟแบบแหง้
พบว่ามีการผลิตกรดอินทรีย์ได้แก่ Lactic acid และ Citric acid ที่มีความเข้มข้นสูงกว่าเมล็ด
กาแฟที่ไม่มีการใชเ้ชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกั นอกจากนีย้งัมีความเขม้ขน้ของสารบางชนิดที่
สูงกว่าเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการใช้เชื ้อในกระบวนการหมัก ได้แก่ Alcohol, Ketone และ Volatile 
phenols (30) จากการศึกษาของ Lee และคณะมีการน าเชื ้อยีสต์ Yarrowia lipolytica มาเป็น 
หวัเชือ้ในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟเพื่อศึกษาการผลิต Volatile compound และ Non-volatile 
compound พบว่าเมล็ดหลงัจากกระบวนการนัน้มีความเขม้ขน้ของน า้ตาลลดลง 1.2 เท่า ความ
เข้มขน้ของ Amino acid และ Phenolic acid ลดลง 1.3 เท่าและมีการเพิ่มขึน้ของ Alkane และ 
Aldehyde เมื่อเทียบกับเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการใชเ้ชือ้จุลิทรีย์ในกระบวนการหมัก ซึ่งจากผลการ
ทดลองนี ้พบว่า จุลินทรีย์ที่ ใช้นั้นมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงสารตั้งต้นในการผลิต Volatile 
compounds ในเมล็ดกาแฟ (31) ในปี เดียวกันนั้น  Martinez และคณะ ได้มีการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงขององคป์ระกอบทางเคมีในเมล็ดกาแฟที่มีกระบวนการหมกัแบบกึ่งแหง้โดยมีการใช้
เชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมักพบว่า มีการผลิต Alcohol, Acid, Ester และ Aromatic สูงขึน้ใน
เมล็ดกาแฟหลังจากกระบวนการหมักเมื่อเทียบกับเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมเชือ้จุลินทรีย์ใน
กระบวนการหมัก นอกจากนี ้หลังจากน าเมล็ดกาแฟที่มีการหมักร่วมกับเชือ้จุลินทรีย์ไปผ่าน
กระบวนการคั่วพบว่ามีการผลิตสาร Ketone, Pyrazines และ Pyridines สงูกว่าเมล็ดกาแฟที่ไม่มี
การเติมหัวเชือ้ (23) ในปี 2021 มีการศึกษาการใชย้ีสต ์6 สายพันธุ์เป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมัก 
ไ ด้ แ ก่  Hanseniaspora uvarum, Pichia kudriavzevii, Pichia fermentans, Candida 
railenensis, Candida xylopsoci และ  Wickerhamomyces anomalus โดยเปรียบเทียบกับ
เมล็ดกาแฟก่อนกระบวนการหมกัพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงขององคป์ระกอบทางเคมีในเมล็ดกาแฟ
ที่มีการใชเ้ชือ้จุลินทรีย์ในกระบวนการหมักพบว่ามีปริมาณความเขม้ขน้ของ Ethanol, Isoamyl 
alcohol, 3-Methyl-2-butanol, 1- Nonanol และ Phenylethyl alcohol หลงัจากกระบวนการหมัก
ที่มีการหมักร่วมกับเชื ้อ P. fermentans, P. kudriavzevii และ H. uvarum นอกจากนี ้หลังจาก
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กระบวนหมักร่วมกับหัวเชื ้อยีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์นั้นยังสามารถเพิ่มการผลิตสารระเหยและ
สารอินทรีย์ได้หลายชนิดเมื่อเทียบกับเมล็ดกาแฟก่อนกระบวนการหมัก ได้แก่ Acetic acid, 
Ethanol, Isoamyl alcohol, 2-Butanol, 3-Methyl, 1-Nonanol, Phenylethyl Alcohol, 
Acetaldehyde, 3-Methylbutanal, 2,2-Dimethyl hexanal, Benzaldehyde, Ethyl acetate, 
Methyl butanoate, 2-Propanon และ 4-Vinylguaiacol (32) 

7. การศึกษาปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลิตหัวเชือ้จุลินทรียเ์พ่ือใช้ในกระบวนการหมักกาแฟ 
ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียใ์นกระบวนการหมักนั้นมีผลต่อการเจริญ

ของเชือ้จุลินทรียแ์ละส่งผลต่อการผลิตสารเมทาบอไลตข์องเชือ้จุลินทรีย ์ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการ
เจริญของเชือ้จุลินทรียน์ัน้ ไดแ้ก่ องคป์ระกอบของสารอาหาร เช่น แหล่งคารบ์อน แหล่งไนโตรเจน 
และแหล่งแรธ่าต ุและอีกหนึ่งปัจจยัที่มีผลต่อการเจริญของเชือ้จลุินทรีย ์ไดแ้ก่ ปัจจยัทางกายภาพ 
เช่น อณุหภมูิในระหว่างกระบวนการหมกั และ ค่าความเป็นกรด-ด่างในระหว่างกระบวนการหมกั 

 
7.1 แหล่งคารบ์อน (Carbon source) 

จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกัตอ้งการสารที่มีองคป์ระกอบเป็นคารบ์อนเป็นหลกัเพื่อ
ใช้ส  าหรับเป็นแหล่งคารบ์อนซึ่งจุลินทรีย์ส่วนใหญ่นั้นมักจะน าสารอาหารที่มีคารบ์อนเป็น
องคป์ระกอบไปใชใ้นการสรา้งองคป์ระกอบของเซลลซ์ึ่งในกระบวนการหมกันัน้มกัพบจลุินทรียท์ี่มี
การย่อยสารประกอบอินทรีย์ เช่น แป้ง หรือน า้ตาลเป็นแหล่งคารบ์อนเพื่อใช้ส  าหรับการผลิต
พลงังาน จากการศึกษาของ Mohammadkazemi และคณะ ไดม้ีการศึกษาผลของแหล่งคารบ์อน
ทั้ง  5 แหล่ง ได้แก่  Syrup, Glucose, Mannitol, Sucrose และ Food-grade sucrose เพื่ อใช้
ส  าหรบัการผลิตเซลลแ์บคทีเรียที่ผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลส พบว่าการใช ้Mannitol เป็นแหล่งคารบ์อน
ในองคป์ระกอบของสารอาหารนัน้สามารถผลิตเซลลแ์บคทีเรียไดสู้งสุด (33) จากการศึกษาในปี 
2017 มีการศึกษาผลของแหล่งคารบ์อนในการผลิตเซลลย์ีสต ์Pichia kudriavzevii ITV-S42 เพื่อ
ใชส้  าหรบัการผลิตเอทานอลโดยมีการศึกษาผลของ Glucose, Fructose, Sucrose, Xylose และ 
Glycerol พบว่าการใช ้Glucose และ Fructose นัน้เป็นแหล่งคารบ์อนนัน้จะช่วยส่งเสริมในการ
ผลิตเซลลท์ี่สูงสุด (34) นอกจากนีย้ังมีการศึกษาผลของความเข้มข้นของกลูโคสที่ใชส้  าหรบัเป็น
แหล่งคารบ์อนในการผลิตเชือ้ Lactobacillus casei เพื่อใชใ้นกระบวนการหมักส าหรบัการผลิต
กรดแลคติก พบว่าการใช ้Glucose ที่มีความเขม้ขน้เท่ากับ 80 กรมันั้นช่วยส่งการผลิตเซลลแ์ละ
ท าใหส้ามารถผลิตกรดแลคติกไดถ้ึง 122.71 มิลลิกรมัต่อลิตร (35) 
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7.2 แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source) 
แหล่งไนโตรเจนถือเป็นองคป์ระกอบของสารอาหารอีกชนิดหนึ่งทีมีความส าคัญต่อ

การเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ เพื่อที่จะผลิตสารเมทาบอไลต์ชนิดต่างๆ ซึ่งแหล่งไนโตรเจนที่มีใน
องคป์ระกอบของอาหารมีทั้งแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรีย ์และอนินทรีย ์ไดแ้ก่ Ammonium 
sulfate, Ammonium nitrate, Urea, Peptone เป็นต้น นอกจากนี ้ยังมีการใช้ของเสียที่ เป็นของ
เหลือทิ ้งทางอุตสาหกรรมเพื่อน ากลับมาใช้ส  าหรับเป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อใช้ส  าหรับผลิต
ผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น  Corn-steep liquor และ Soybean meal เป็นต้น  จากการศึกษาของ 
Nwokoro และคณะ มีการศึกษาผลแหล่งไนโตรเจนที่เป็นไนโตรเจนอนินทรีย ์ไดแ้ก่ Ammonium 
sulfate, Sodium nitrate, Potassium nitrate และ Urea ใช้ส  าหรบัการเจริญและผลิตเซลลข์อง
ยีสต์ Candida utilis พบว่าหลังจากการเพาะเลีย้งเชื ้อ 10 วันการใช้ Ammonium sulfate เป็น
แหล่งไนโตรเจนจะช่วยท าให้มีการผลิตสารชีวมวล (Cell biomass) สูงที่สุด (36) ในปี 2002 มี
การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนในการผลิตเซลลข์องเชือ้ Pantoea agglomerans CPA-2 โดย
ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนที่เป็นอินทรียแ์ละอนินทรีย ์โดยแหล่งไนโตรเจนที่เป็นอินทรีย ์ไดแ้ก่ 
Yeast extract, Meat extract, Peptone, Tryptone และ Nutrient broth และแหล่งไนโตรเจนที่
เป็นอนินทรีย ์ไดแ้ก่ Ammonium chloride, Ammonium sulfate และ Ammonium nitrate พบว่า
การใชแ้หล่งไนโตรเจนที่เป็นอนินทรียน์ัน้จะช่วยท าใหม้ีการผลิตเซลลส์งูที่สดุ (37) นอกจากนี ้Ayad 
และคณะ ได้มีการศึกษาผลของแหล่งไนโตเจนต่อการผลิตเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติก คือ 
Lactobacillus reuteri  โดยแหล่งไนโตรเจนที่ใชใ้นการศึกษาจะเติมส่วนประกอบลงในอาหาร 
Lactobacilli MRS ไดแ้ก่ Peptone, Tryptone, Proteose peptone และ Phytone peptone เทียบ
กบัการใชแ้หลง่ไนโตรเจรที่เป็นวสัดเุหลือทิง้ทางอตุสาหกรรมนั่นคือ Date palm extract ที่ไม่มีการ
เติมแหล่งไนโตรเจนอ่ืนเพิ่มเติม พบว่าการใชส้ารสกดัจาก Date palm extract นัน้ท าใหม้ีการผลิต
เซลลเ์ท่ากับ 7.03± 0.1 Log CFU/mL เมื่อเทียบกับการใช้ Lactobacilli MRS ร่วมกับ Phytone 
peptone พบว่ามีการผลิตเซลลเ์ท่ากบั 7.90± 0.24 Log CFU/mL (38) 

 
7.3 แหล่งแร่ธาตุ (Mineral source) 

แหล่งแร่ธาตุเป็นสารอาหารที่จุลินทรีย์ต้องการใช้ในการเจริญและผลิตเซลล์ใน
ปริมาณที่นอ้ยเมื่อเทียบกบัแหล่งคารบ์อน และแหล่งไนโตรเจน โดยแหล่งแร่ธาตสุ่วนใหญ่มกัเป็น
สารอาหารที่จุลินทรียใ์ชเ้ป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวเคมี โดยแหล่งแร่ธาตุนั้นแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม 
ได้แก่ แร่ธาตุที่ต้องการปริมาณ (Major element) เช่น Phosphorus, Magnesium, Potassium, 
Sulfur และ Sodium เป็นตน้ และแร่ธาตุที่ตอ้งการในปริมาณน้อย (Minor หรือ Trace element) 
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เป็นแหล่งแร่ธาตุที่ต้องการในปริมาณเพียงเล็กน้อยเท่านั้นซึ่งมักจะเป็นส่วนประกอบของ
สารอาหารชนิดอ่ืนๆ จากการศกึษาในปี 2018 ของ Gao และคณะ ไดท้ าการศกึษาผลของแหลง่แร่
ธาตุในกลุ่ม Trace element ที่มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญของเชื ้อแบคทีเรีย Paenibacillus 
polymyxa Pp-7250 ซึ่ งแหล่ งแร่ธาตุที่ ใช้ในการศึกษามี  4 ชนิด  ได้แก่  Copper, Ferrum, 
Manganese และ Zink พบว่าการใช้แร่ธาตุทั้ ง  4 ชนิดนี ้ช่ วยส่ ง เสริมการเจริญ ของเชื ้อ 
Paenibacillus polymyxa Pp-7250 แต่แร่ธาตุที่ส่งเสริมการเจริญได้มากที่สุดคือ Zink (39) จาก
การศึกษาของ Bayer และคณะพบว่าการใชแ้หล่งธาตุช่วยในการส่งเสริมการเจริญของเชือ้ยีสต ์
Candida intermedia โดยมีการศึกษาผลของแร่ธาตุ 5 ชนิด ได้แก่ Phosphorus, Potassium, 
Calcium, Magnesium) และ Sodium พบว่าการใชก้ารใช ้Phosphorus เป็นแหล่งแร่ธาตุในการ
สง่เสรมิการเจรญินัน้ท าใหม้ีการผลิตเซลลไ์ดส้งูสดุ (40) 



 

บทที ่3 
อุปกรณ ์สารเคมี และวิธีด าเนินการวิจัย 

อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 

ตาราง 2 อปุกรณแ์ละเครื่องมือที่ใชใ้นการวิจยั 

อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ  บริษัท ประเทศ 

ขวดแกว้เล็ก (Vial) KIMA China 

เข็มฉีดยาปลอดเชือ้ Nipro Japan 

เครื่องกวนสารชนิดใหค้วามรอ้น (Hot plate stirrer) Daihan Biomedical Korea 

เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมนุ (Rotary evaporator) Buchi Switzerland 

เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ Labwit USA 

เครื่องเขย่าแบบไม่ควบคมุอณุหภมูิ Genlab China 

เครื่องเขย่าสาร (Vortex mixer) Scientific Industries USA 

เครื่องชั่งสาร Sartorius Germany 

เครื่องดดูความชืน้ (Dessicator) Kartell Italy 

เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel documentation) Bio-Red USA 

เครื่องป่ันเหวี่ยงตกตะกอนแบบควบคมุอณุหภมูิ 

(Refrigerated centrifuge) 

Tomy Japan 

เครื่องวดัความหวาน (Hand refractometer) ATAGO Japan 

เครื่องวดัความหวานแบบดิจิตอล  

(Digital refractometer) 

ATAGO Japan 

เครื่องวดัคณุภาพน า้ (TDS meter) Ponpe Thailand 

เครื่องวดัปรมิาณสารพนัธุกรรมแบบนาโน 

(Nanodrop) 

Thermo Scientific USA 

เครื่องวดัพีเอช Hanna Romania 
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ตาราง 2 (ต่อ) 

อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ  บริษัท ประเทศ 

เครื่องวดัระดบัควำมรอ้น (Thermometer) SK Sato Japan 

เครื่องส าหรบัแยกสาร  

(High performance chromatography) 

Shimadzu Japan 

เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) TOYOBO Japan 

ตูบ้่มเชือ้ (Incubator) Shel Lab USA 

ตูป้ลอดเชือ้ (Laminar air flow) Biobase China 

ตูอ้บฆ่าเชือ้ (Hot air sterilizing oven) Memmert Germany 

โถบ่มไรอ้อกซิเจน (Anaerobic jar) Thermo Fisher Scientific UK 

หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ (Autoclave) Tomy Japan 

อ่างน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) Memmert Germany 

อาหารและสารเคมี 

ตาราง 3 อาหารและสารเคมีที่ใชใ้นงานวิจยั 

อาหารและสารเคมี บริษัท ประเทศ 

3,5-Dinitro-2-hydroxybenzoesaure,98% Aldrich USA 

3,5-Dinitrosalicylic acid, 98% Sigma USA 

Acetonitrile 99.9% HPLC Gradient Loba India 

Agar Himedia India 

Agarose Invitrogen USA 

Ammonium sulfate Merck Germany 

Beef extract Himedia India 

Dextrose anhydrous (D-Glucose) SRL Japan 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

อาหารและสารเคมี  บริษัท ประเทศ 

D(+)-Glucose anhydrous Kemaus Australia 

Ethyl acetate Zen point Thailand 

Fructose SRL Japan 

Galactose DIFCO USA 

Glycerol Kemaus Australia 

Hydrochloric acid fuming 37% Merck Germany 

Lactobacillus MRS Broth Himedia India 

Lactose Merck Germany 

Maltose SRL Japan 

Molasses M Molasses Thailand 

Peptone, Granulated for bacteriology SRL Japan 

Sodium chloride Ajax Finechem Australia 

Sodium hydroxide Ajax Finechem Australia 

Sodium potassium tartrate tetrahydrate  SRL Japan 

Sodium sulfate anhydrous Merck Germany 

Sucrose Ajax Finechem Australia 

Urea Ajax Finechem Australia 

Xylose Loba India 

Yeast extract  Himedia India 
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1.การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียท์ีค่ัดเลือกได้ในกระบวนการหมักกาแฟอะราบิก้า 
เชือ้จุลินทรียท์ี่ใชใ้นการวิจยัครัง้นีไ้ดท้ าการคดัแยกและคดัเลือกไดจ้ากกระบวนการหมัก

กาแฟที่ดอยผาตั้ง จังหวัดเชียงรายในปี 2561 แสดงดังตาราง 4 ประกอบด้วยยีสต์ทั้งหมด 6  
ไอโซเลท แบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 5 ไอโซเลท และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆอีก 2 ไอโซเลท  

ตาราง 4 จุลินทรียท์ั้งหมดที่คัดแยกคัดเลือกไดจ้ากกระบวนการหมักกาแฟที่ดอยผาตั้ง จังหวัด
เชียงรายในปี 2561 

ล าดับ ชนิดจุลินทรีย ์ สายพันธุเ์ชือ้จุลินทรีย ์

1 Yeast Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

2 Yeast Candida quercitrusa YWP1-4 

3 Yeast Pichia kluyveri YWP1-5 

4 Yeast Pichia kluyveri YWP1-7 

5 Yeast Pichia kluyveri YMP1-1 

6 Yeast Pichia kluyveri YML1-1 

7 Lactic acid bacteria Weissella cibaria LML1-1 

8 Lactic acid bacteria Leuconostoc pseudomesenteroides LWP2-1 

9 Lactic acid bacteria Lactococcus lactis LWS1-4 

10 Lactic acid bacteria Leuconostoc citreum LWSS2-1 

11 Lactic acid bacteria Lactococcus lactis LWSS2-2 

12 Bacteria Exiguobacterium acetylicum BWS1-1 

13 Bacteria Kosakonia sp B1STW1-2 
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1.1 การเตรียมหัวเชือ้ 
การเตรียมหัวเชือ้ยีสตท์ าไดโ้ดยยีสตท์ี่ผ่านการคัดเลือกแลว้มาถ่ายเชือ้ลงในอาหาร 

Yeast malt ager (ภาคผนวก) โดยวิธีการ Streak plate บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 24-48 ชั่วโมง หลังการบ่มถ่ายเชือ้ลงในอาหาร Yeast extract broth เขย่าที่ความเร็วรอบ 
120 รอบต่อนาที ที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง เก็บเซลลโ์ดยการป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 
10,000 g เป็นเวลา 10 นาที การเตรียมหัวเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกท าไดโ้ดยน าเชือ้ที่ผ่านการ
คัดเลือก มาถ่ายเชือ้ลงในอาหาร Lactobacillus MRS agar โดยวิธีการ Streak plate บ่มอาหาร
เลีย้งเชือ้ที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมงภายใตส้ภาวะที่ไม่มีอากาศหลงัจากนัน้ท าการเก็บ
เซลลโ์ดยการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที การเตรียมหัวเชือ้แบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนๆ โดยการน าแบคทีเรียที่ผ่านการคดัเลือกแลว้ มาถ่ายเชือ้ลงในอาหาร Nutrient agar โดย
วิธีการ Streak plate บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลงัการบ่มถ่ายเชือ้ลง
ในอาหาร Nutrient broth เขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง เก็บเซลล์
โดยการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที โดยที่ท าการเตรียมหัวเชือ้ดว้ยการ
วดัค่าความดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ใหม้ีค่า OD เท่ากบั 1.0 ของเชือ้แต่ละสายพนัธุ ์ซึ่งแต่ละ
สภาวะนั้นจะมีอัตราส่วนของหัวเชื ้อ ได้แก่ เชื ้อสายพันธุ์เด่ียว (SS; 280 มิลลิลิตร), ยีสต์ : 
แบคทีเรียกรดแลคติก : แบคทีเรีย ( YLB; 140: 70: 70 มิลลิลิตร), ยีสต ์: แบคทีเรียกรดแลคติก ( 
YL; 140 : 140 มิลลิลิตร), ยีสต ์: แบคทีเรียกรดแลคติก : แบคทีเรียกรดแลคติก (YLL; 140 : 70 
:70 ml), ยีสต ์: ยีสต ์(140 : 140 มิลลิลิตร), ยีสต ์: ยีสต ์: ยีสต ์: ยีสต ์(Y4; 70 : 70 : 70 : 70 ml) 
ซึ่งอตัราสว่นของหวัเชือ้ในแต่ละสภาวะนัน้จะใชส้  าหรบักาแฟ 7 กิโลกรมั 

 
1.2 การเตรียมเมล็ดกาแฟอะราบิก้า 

ผลเชอรี่ที่ใชใ้นการทดลองไดท้ าการขนส่งโดยใชร้ถยนตท์ี่มีตูเ้ก็บความเย็นจากไร่
กาแฟ จังหวัด เชียงใหม่ เขา้มาสู่กระบวนการหมักที่หอ้งปฏิบัติการทางจุลชีววิ ทยา อาคาร 19 
คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ การเตรียมเมล็ดกาแฟอะราบิก้าท าไดโ้ดยน าผล
เชอรี่หรือผลกาแฟที่ไดจ้ากตน้กาแฟมาท าการลา้งจนสะอาด คดัแยกเมล็ดที่ลอยน า้ออก จากนัน้
น ามาท าการสีเปลือกออกและลา้งจนกว่าน าที่ใชล้า้งเมล็ดนัน้จะใส และน าเมล็ดกาแฟอะราบิกา้ที่
มีเมือกติดอยู่บรเิวณของเมล็ดมาใชใ้นกระบวนการหมกัต่อไป   
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1.3 การออกแบบสภาวะการใช้หัวเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมักเมล็ด
กาแฟอะราบิก้าแบบเปียก 

น าหัวเชือ้จุลินทรียท์ี่เตรียมไวม้าท าการหมักเมล็ดกาแฟ โดยมีการออกแบบสภาวะ
ในการหมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกา้ดงัตาราง 5 

ตาราง 5 การออกแบบสภาวะในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกา้โดยการใชห้วัเชือ้จลุินทรีย ์

ชื่อสภาวะ จุลินทรียท์ีใ่ช้ 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

CT - 19 14 

SS01 Pichia kluyveri strain YWP1-5 19 14 

YLB01 Candida quercitrusa strain YWP1-4 
Leuconostoc citreum strain LWSS2-1 
Exiguobacterium acetylicum strain BWS1-1 

19 14 

YL01 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

19 14 

YLL01 Pichia kluyveri strain YML1-1 
Weissella cibaria strain LML1-1 
Lactococcus lactis strain LWS1-4 

19 14 

YLB02 Pichia kluyveri strain YWP1-7 
Leuconostoc pseudomesenteroides strain LWP2-1 
Kosakonia sp. strain B1STW1-2 

19 14 

YL02 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

19 14 

YL04 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Weissella cibaria strain LML1-1 

19 14 

YY01 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Pichia kluyveri strain YML1-1 

19 14 

SS02 Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 19 14 
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ตาราง 5 (ต่อ) 

ชื่อสภาวะ จุลินทรียท์ีใ่ช้ 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

Y4 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Pichia kluyveri strain YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 

19 14 

YL02-01 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

19 18 

YL02-02 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

25 18 

YL02-03 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

19 10 

YL02-04 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

25 10 

Y4-01 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Pichia kluyveri strain YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 

19 18 

Y4-03 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Pichia kluyveri strain YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 

19 10 

Y4-04 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Pichia kluyveri strain YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 

25 10 
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ตาราง 5 (ต่อ) 

ชื่อสภาวะ จุลินทรียท์ีใ่ช้ 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

YL02-05 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

10 14 

Y4-05 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Pichia kluyveri strain YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 

10 14 

YL02-06 Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Lactococcus lactis strain LWSS2-2 

10 18 

Y4-06 Pichia kluyveri strain YWP1-5 
Pichia kluyveri strain YMP1-1 
Pichia kluyveri strain YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 

10 18 

 
จ านวนการทดสอบการใช้หัวเชือ้ในกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟแบบเปียกแบ่ง

ออกเป็น 24 สภาวะรวมทั้งสภาวะที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรีย์ที่ใชใ้นกระบวนการหมัก โดย
สภาวะที่มีการหมกัดว้ยเชือ้จุลินทรีย ์1 ชนิด แทนดว้ย SS สภาวะที่หมักร่วมกันระหว่างยีสต ์และ
แบคทีเรียกรดแลคติก แทนดว้ย YL และ YLL และการหมักดว้ยเชือ้ยีสตแ์ทนดว้ย Y และ YY  แต่
ละสภาวะท าการทดลอง 2 ซ  า้ โดยท าการถ่ายเชือ้ที่เตรียมไวต้ามการออกแบบการทดลองที่ความ
เขม้ขน้ 10% v/w ลงในถังพลาสติกขนาด 40 ลิตรที่มีการเติมเมล็ดกาแฟอะราบิก้าที่ปอกเปลือก
แลว้จ านวน 7 กิโลกรมั เติมน า้ 6 ลิตร ใหท้่วมเมล็ดกาแฟ กวนผสมใหห้ัวเชือ้ น า้ และเมล็ดกาแฟ
ผสมกันอย่างทั่วถึง ตั้งไวท้ี่หอ้งปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา อาคาร 19 คณะวิทยาศาสตร ์ชั้น 12 
หอ้ง 1215 มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒซึ่งเป็น coffee education center @ swu  
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1.4 การเก็บเกี่ยวกาแฟอะราบิก้าหลังจากกระบวนการหมัก 
หลงัจากกระบวนการหมกัผ่านไปตามระยะเวลาที่ไดท้ าการออกแบบการทดลองนัน้

น าน า้หมกัออกจากถงัที่ท าการหมกักาแฟ จากนัน้ลา้งเมล็ดกาแฟดว้ยน า้ประปาจนเมือกที่ติดอยู่ที่
บริเวณเมล็ดกาแฟนั้นไดอ้อกจนหมด แลว้น าเมล็ดกาแฟไปตากจนมีความชืน้ลดลงถึง 10-12% 
เมล็ดกาแฟที่ผ่านการตากแหง้แลว้จะถูกเก็บไวท้ี่อุณหภูมิหอ้งโดยใชถุ้งกันความชืน้ (grainpro) 
ภายใตส้ภาวะแหง้เป็นระยะเวลา 3-5 เดือน เมล็ดกาแฟที่แหง้แลว้จะน าไปท าการกะเทาะกะลา
ออกจากนัน้จะน าไปท าการคั่วและตรวจสอบคณุภาพโดยการชิมและใชว้ิธีการทางเคมีต่อไป 
 

1.5 การตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิม (Sensory analysis) 
หลงัจากกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟดว้ยหวัเชือ้จุลินทรีย ์น ากาแฟมาตากแหง้ ใหม้ี

ความชืน้ประมาณ 10-12% ท าการกะเทาะกะลากาแฟ แลว้จึงน าไปคั่วที่อุณหภูมิ 240 องศาฟา
เรนไฮต ์ประมาณ 9-10 นาทีตามวิธีการมาตรฐานของ SCAA cupping protocol ในการประเมิน
รสชาติกาแฟ ซึ่งมีการวัดระดับสีกาแฟคั่วอยู่ประมาณ 55-65 Agtron เริ่มท าการประเมินรสชาติ
ของกาแฟโดยการชิมภายใน 24 ชั่วโมงหลงัจากการคั่ว น ากาแฟมาแช่น า้ที่อณุหภูมิ 92-94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที โดย Q- Arabica Grader จ านวน 3 ท่านที่ไดร้บัใบรบัรองจากสถาบัน 
coffee quality institute (CQI)  เพื่อประเมินรสชาติของกาแฟแต่ละชนิดที่ท าการทดลอง โดยใช้
แบบฟอรม์ประเมินคุณภาพของกาแฟตามวิธีการมาตรฐานของ SCAA cupping protocol 
(ภาพประกอบ 6) โดยคะแนนการประเมินเต็ม 100 คะแนน  ท าการประเมินในดา้นความหวาน 
ความเปรีย้ว ความสะอาด ความสมดุล ความคงคา้งของกาแฟหลงัจากการด่ืม เนือ้สมัผัส ความ
เหมื อนกัน ของรสชาติ ในแ ต่ละถ้วยตั วอย่ างซึ่ งจะท าการทดสอบตั วอย่ างละ  2 ซ ้า
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2. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อกระบวนการหมักกาแฟสายพันธุอ์ะราบิก้าในกระบวนการ
หมักแบบเปียก 

2.1 การหาระยะเวลาทีเ่หมาะสมต่อกระบวนการหมักกาแฟอะราบิก้าแบบเปียก 
น าสภาวะที่คดัเลือกไดจ้ากการทดสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิม จากการ

ทดลองที่ 1 ไดแ้ก่ YL03 และ YL4-04 มาท าการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อกระบวนการหมัก
กาแฟ โดยท าการออกแบบสภาวะในการหมกัเมล็ดกาแฟแสดงดงัตาราง 6 

ตาราง 6 การออกแบบระยะเวลาที่เหมาะสม ในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกา้โดยการใช้
หวัเชือ้จลุินทรียท์ี่คดัเลือกได ้

ชื่อสภาวะ จุลินทรียท์ีใ่ช้ 
เวลา 

(ชั่วโมง) 

CT - 72 

YL03-12 Pichia kluyveri YWP1-5 
Weissella cibaria LML1-1 

12 

YL03-24 Pichia kluyveri YWP1-5 

Weissella cibaria LML1-1 

24 

YL03-48 Pichia kluyveri YWP1-5 
Weissella cibaria LML1-1 

48 

YL03-72 Pichia kluyveri YWP1-5 
Weissella cibaria LML1-1 

72 

Y4-0412 Pichia kluyveri YWP1-5 
Pichia kluyveri YMP1-1 
Pichia kluyveri YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

12 
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ตาราง 6 (ต่อ) 

ชื่อสภาวะ จุลินทรียท์ีใ่ช้ 
เวลา 

(ชั่วโมง) 

Y4-0424 Pichia kluyveri YWP1-5 
Pichia kluyveri YMP1-1 
Pichia kluyveri YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

24 

Y4-0448 Pichia kluyveri YWP1-5 
Pichia kluyveri YMP1-1 
Pichia kluyveri YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

48 

Y4-0472 Pichia kluyveri YWP1-5 
Pichia kluyveri YMP1-1 
Pichia kluyveri YML1-1 
Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

72 

 
การทดสอบการหาระยะเวลาที่ เหมาะสมต่อกระบวนการหมักแบบเปียก แบ่ง

ออกเป็น 9 สภาวะรวมทั้งสภาวะที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียท์ี่ใชใ้นกระบวนการหมัก แต่ละ
สภาวะท าการทดลอง 2 ซ า้ โดยท าการถ่ายเชือ้ที่เตรียมไวต้ามการออกแบบการทดลอง ที่ความ
เขม้ขน้ 10% v/w ลงในถังพลาสติกขนาด 40 ลิตรที่มีการเติมเมล็ดกาแฟอะราบิกา้ที่ปอกเปลือก
แลว้จ านวน 7 กิโลกรมั เติมน า้ 6 ลิตร ใหท้่วมเมล็ดกาแฟ กวนผสมใหห้ัวเชือ้ น า้ และเมล็ดกาแฟ
ผสมกันอย่างทั่วถึง ตั้งไวท้ี่อุณหภูมิห้อง ที่วิสาหกิจชุมชม บ้านแม่ตอนหลวง อ.ดอยสะเก็ด จ.
เชียงใหม่ เป็นเวลา 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ท าการเก็บเก่ียวกาแฟสายพนัธุ์อะราบิกา้หลงัจาก
กระบวนการหมกั (แสดงดงัขัน้ตอน 1.4) และตรวจสอบคณุภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิม (แสดง
ดงัขัน้ตอน 1.5) 
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3. การขยายขนาดการหมักเมล็ดกาแฟสายพันธุอ์ะราบิก้า 
ในการขยายขนาดการหมกัเมล็ดกาแฟท าไดโ้ดยน าสภาวะที่ผ่านการคดัเลือกในขัน้ตอน

ที่ 1 และ 2 แลว้ ไดแ้ก่ สภาวะ YL-03 และ Y4-04 ซึ่งเป็นสภาวะที่ท าใหเ้มล็ดกาแฟมีคุณภาพที่ดี
โดยพิจารณาการทดสอบคณุภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิม น ามาขยายขนาดของการหมกัในไร่
กาแฟของเกษตรกร 2 พื ้นที่  ได้แก่ ไร่กาแฟ อ.ห้วยน า้ดัง จ.แม่ฮ่องสอน และ อ.ดอยสะเก็ด จ.
เชียงใหม่ โดยน าผลเชอรี่กาแฟลา้งน า้ใหส้ะอาด จากนัน้สีเปลือกของเชอรี่ออก ลา้งเมล็ดกาแฟอีก
ครั้งจนสะอาด น าเมล็ดกาแฟที่สะอาดแล้วจ านวน 70 กิโลกรัมมาท าการหมักร่วมกับหัว
เชือ้จุลินทรียใ์นถัง เติมน า้ใหท้่วมเมล็ดกาแฟ ตั้งไวท้ี่อุณหภูมิหอ้ง ที่ อ.หว้ยน า้ดัง จ.แม่ฮ่องสอน 
ประมาณ 10-15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10, 14 และ 18 ชั่วโมง และ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ 
อณุหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 44 ชั่วโมง ลา้งเมล็ดกาแฟใหส้ะอาด และน าไปตากใหแ้หง้
และมีความชืน้อยู่ในช่วง 10-12 เปอรเ์ซ็นต ์(แสดงดังขั้นตอน 1.3) และตรวจสอบคุณภาพของ
เมล็ดกาแฟโดยการชิม (แสดงดงัขัน้ตอน 1.4) นอกจากนีใ้นระหว่างกระบวนการหมกักาแฟ ท าการ
เก็บตัวอย่างน า้หมักกาแฟก่อนและหลังกระบวนการหมักเพื่อท าการวิเคราะห ์จ านวนประชากร
จุลินทรียใ์นระหว่างกระบวนการหมัก และท าการวิเคราะหก์ารเปลี่ยนแปลงสาร Metabolite โดย
การใชว้ิธีทางเคมี (รายละเอียดในหวัขอ้ 4) 

4.การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีในระหว่างกระบวนการหมักกาแฟอะราบิกาใน
กระบวนการหมักแบบเปียกโดยใช้หัวเชือ้จุลินทรีย ์

4.1 การวิเคราะหช์นิดและความเข้มข้นของน ้าตาลในตัวอย่างน ้าหมักก่อน-หลัง
กระบวนการหมัก โดยใช้เทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) 

 
4.1.1 การเตรียมตัวอย่าง 

ท าการเตรียมตวัอย่างโดยน าตวัอย่างน า้ก่อน-หลงักระบวนการหมกัมาท าการป่ัน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 g เพื่อท าการแยกตะกอนออจากตัวอย่างน า้หมัก จากนั้นน ามาท า
การกรองผ่านจุกกรองที่มีเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอนลงในขวดแกว้เล็ก เพื่อน าตวัอย่างน า้หมัก
ไปใชส้  าหรบัการวิเคราะหช์นิดและความเขม้ขน้ของน า้ตาล 

 
4.1.2 การวิเคราะห ์

การวิเคราะห์หาชนิดและความเข้มข้นของน ้าตาลโดยเครื่อง HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography) โดยน าตัวอย่างน า้หมักมาท าการวัดหาปริมาณความ
เข้มข้นของน ้าตาลแต่ละชนิดในแต่ละการทดลองที่ออกแบบไว้ โดยใช้เครื่อง HPLC (ยี่ห้อ 
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SHIMAZU, รุ่ น  1 0  A, Japan) โด ย ใช้ ค อ ลั ม น์  waters high performance carbohydrate 
columns ซึ่งเป็นคอลัมน์ชนิด reversed-phase chromatography โดยมีการใช้ mobile phase 
เป็น Acetonitrile ต่อ น า้ ในอตัราส่วน 75 ต่อ 25  อตัราการไหลเท่ากับ 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที ใชค้วามยาวคลื่นเท่ากับ 195 นาโนเมตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส มี
การใชน้ า้ตาลมาตรฐาน 5 ชนิด ไดแ้ก่ fructose, dextrose, sucrose, maltose และ lactose ซึ่งมี 
retention time เท่ากับ 2, 4, 5, 7, 11 และ 10 นาทีตามล าดับน าพื ้นที่ ใต้กราฟของน ้าตาล
มาตรฐานเทียบกบัตวัอย่างน า้หลงักระบวนการหมกัเพื่อค านวณเป็นค่าความเขม้ขน้ของน า้ตาลแต่
ละชนิดที่ไดจ้ากตวัอย่างน า้หลงักระบวนการหมกั  

 
4.2 การวิเคราะหส์าร Metabolite ในเมล็ดกาแฟคั่วโดยใช้ Nuclear Magnetic 

Resonance (NMR)  
 

4.2.1 การเตรียมตัวอย่าง 
น าตัวอย่างเมล็ดกาแฟหลงัจากการคั่วมาบดใหเ้ป็นผง ชั่งน า้หนัก 0.4071 กรมั 

ใช ้1% ของสารละลาย Sodium 3-(trimethylsilyl) propionate เป็นตัวท าละลายในการสกัดสาร 
โดยใชอ้ณุหภูมิส  าหรบัการสกดัเท่ากบั 80 องศาเซลเซียส จากนัน้น าสว่นสารละลายไปท าการแยก
สารโดยวิธีการ sonicate เป็นเวลา 5 นาที ที่อณุหภูมิหอ้ง จากนัน้น าสารละลายมากรองและเก็บ
ตวัอย่างเพื่อใชส้  าหรบัการวิเคราะห ์ 

 
4.2.2 การวิเคราะห ์

การวิเคราะห์สาร Metabolite ในน า้หนักโดยเครื่อง NMR (Nuclear Magnetic 
Resonance) น าตวัอย่างน า้หมักก่อนและหลงักระบวนการหมักมาท าใชส้  าหรบัการวิเคราะหโ์ดย 
NMR (Bruker Avance NEO 500  MHZ) ก าหนดพารามิ เตอร์ในโปรแกรม TOPSPIN 4.1.1 
software (Bruker Biospin) ซึ่งมีการก าหนดค่าดังนี ้ความกวา้งของสเปกตรมั (spectral width) 
เท่ากับ 29.4040 ppm จ านวนชุดขอ้มูล (Number of data point) เท่ากับ  64 k จ านวนที่สแกน 
(number of scan) เท่ากับ 256 และ จ านวนของ dummy เท่ากับ 4 ใชส้เปกตรมัในกระบวนการ
วิเคราะหเ์ท่ากบั 0.3 เฮิรท์ซ ์  
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4.3 การวิเคราะหส์ารเมทาบอไลตใ์นเมล็ดกาแฟคั่วโดยใช้ Gas Chromatography 
-Mass Spectrometer (GC-MS) 

 
4.3.1 การเตรียมตัวอย่าง 

น าตัวอย่างเมล็ดกาแฟคั่วมาท าให้เป็นผงและเป็นเนือ้เดียวกันด้วยเครื่องบด 
(CryoMill) โดยการท าความเย็นดว้ยไนโตรเจนเหลว จากนัน้น าผงกาแฟ 1 กรมั ใสล่งในขวดที่มีฝา
ปิดสนิท (headspace vial) 

 
4.3.2 การวิเคราะห ์ 

การวิเคราะหส์าร Metabolite ที่เป็นสารระเหย (Volatile compound) โดยเครื่อง 
GC-MS (Gas chromatography–Mass spectrometry) โดยน าตัวอย่างที่ เตรียมไว้มาท าการ
วิเคราะหช์นิดของสาร โดยใชเ้ครื่อง GC-MS (Agilent 7890A GC-7000 Mass Triple Quad) โดย

ใช้คอลัม น์  capillary column (DB-WAX, 60  m × 0 .25  mm × 0 .25  μm, J&W Scientific, 
Folsom, CA) ซึ่งมีอัตราการไหลของหัวฉีดเท่ากับ 5:1 และมีอัตรการฉีดแก๊สฮีเลียมเท่ากับ 0.8 
มิลลิลิตรต่อนาที อณุหภูมิเริ่มตน้เท่ากบั 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้เพิ่มขึน้เป็น
อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และเพิ่มอุณหภูมิที่ 160 และ 230 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ ซึ่งการวิเคราะหน์ัน้จะใชร้ะบบ  electron ionization  โดยมีการตัง้ค่าแหล่งก าเนิดของ
ไอออน ที่ 230 องศาเซลเซียส และมีค่าพลงังานเท่ากบั 70 อิเล็กตรอนโวลต ์ใชโ้หมดสแกนในช่วง 
25 ถึง 400 มวลต่อประจุ ใช้โปรแกรม Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.04.00 
software ส าหรบัการวิเคราะหข์อ้มลูและท าการเปรียบขอ้มลู ท าการระบุชนิดสารระเหยโดยเทียบ
ขอ้มลูที่อยู่ในคลงัขอ้มลูของ สถาบนัมาตรฐานแห่งชาติ หรือ NIST 

5. การศึกษาประชากรจุลินทรียใ์นระหว่างกระบวนการหมักกาแฟอะราบิก้าแบบเปียก 
ท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของประชากรจุลินทรียใ์นกระบวนการหมักที่มีการใชห้ัว

เชือ้จุลินทรียค์ัดเลือกในกระบวนการหมักและไม่มีการใชห้ัวเชือ้จุลินทรียค์ัดเลือกในกระบวนการ
หมกัในดา้นจ านวนและชนิดของประชากรจุลินทรียใ์นกระบวนการหมกัซึ่งปัจจยัเหล่านีจ้ะมีผลต่อ
การเกิดสาร Metabolite ในกระบวนการหมัก ส่งผลใหม้ีความแตกต่างของ กลิ่น และรสชาติของ
กาแฟในแต่ละสภาวะของกระบวนการหมกั 
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5.1 การศึกษาจ านวนประชากรของจุลินทรียด์้วยวิธีการนับจ านวนเซลลท์ีม่ีชีวิต 
(Microbial plating count) 

การนับจ านวนประชากรเชือ้จุลินทรียใ์นตัวอย่างน า้หลงักระบวนการหมักนัน้จะน า
ตัวอย่างน า้หลงักระบวนการหมักมาท าการนับจ านวนปริมาณของเชือ้จุลินทรีย ์3 ประเภทไดแ้ก่ 
จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด ยีสต์ทั้งหมด และ แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด น าตัวอย่างน า้หลัง
กระบวนการหมักมาท าการเจือจางในสารละลายน า้เกลือความเขม้ขน้ 0.85% (w/v) ผสมใหเ้ขา้
กันดว้ยเครื่องเขย่าสาร และแยกเชือ้ด้วยวิธีเกลี่ยเชือ้ (Spread plate) การนับจ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดบนอาหาร Nutrient agar (ภาคผนวก) บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง หลงัจากบ่มท าการนบัจ านวนโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อค านวณปรมิาณของแบคทีเรียที่
มีชีวิตทั้งหมด การนับจ านวนยีสต์ทั้งหมดนั้นจะท าการเกลี่ยเชื ้อบนอาหาร Yeast malt ager 
(ภาคผนวก) บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลงัจากบ่มท าการนบัจ านวน
โคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อค านวณปริมาณของยีสต์ที่มีชีวิตทั้งหมด การนับจ านวนแลคติค
แอซิดแบคทีเรียทั้งหมดนั้นจะท าการเกลี่ยเชือ้บนอาหาร Lactobacillus MRS agar (ภาคผนวก) 
บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมงภายใตส้ภาวะที่ไม่มีอากาศโดยจะน า
อาหารเลีย้งเชือ้ไปบ่มในโถบ่มไรอ้อกซิเจน หลงัจากบ่มจะนบัจ านวนโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อ
ค านวณปรมิาณของแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่มีชีวิต จากนัน้ค านวณผลในรูป colony forming unit 
ต่อ มิลลิลิตร (CFU/ml) 

6. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้จุลินทรียค์ัดเลือกทีใ่ช้เป็นหัวเชือ้ใน
กระบวนการหมักกาแฟอะราบิก้า 

ท าการศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตหวัเชือ้จุลินทรียท์ัง้ในระดบัฟลาสก ์และขยาย
ขนาดเป็นถังหมักขนาดต่างๆ เพื่อเพิ่มปริมาณเซลลแ์ละน าไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการหมัก
กาแฟ มีรายละเอียดการศกึษาดงัต่อไปนี ้

6.1 การศึกษาผลขององคป์ระกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ต่อการผลิตหัว
เชือ้จุลินทรีย ์

เชื ้อจุลินทรีย์ที่น ามาใช้ในการศึกษาได้แก่ Pichia kluyveri สายพันธุ์ YWP1-5, 
Pichia kluyveri สายพันธุ์ YMP1-1, Pichia kluyveri สายพันธุ์ YML1-1, Wickerhamomyces 
anomalus สายพนัธุ ์YWP1-3  
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6.1.1 การศึกษาผลของแหล่งคารบ์อนต่อการเจริญของเชือ้จุลินทรีย ์
ในการผลิตหัวเชือ้จุลินทรีย์ใช้อาหาร Yeast extract broth ในการผลิตหัวเชื ้อ 

ส่วนประกอบของอาหารมีการใช ้Glucose เป็นแหล่งคารบ์อนใหก้ับเชือ้จุลินทรียเ์พื่อใชใ้นการ
เจริญ ในงานวิจัยนีไ้ดท้ าการศึกษาแหล่งคารบ์อนชนิดต่างๆ เพื่อหาแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสมใน
การส่งเสริมการเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ใหม้ีคุณภาพและลดตน้ทุนในการผลิตหัวเชือ้ โดยแหล่ง
คารบ์อนที่ท าการศึกษาไดแ้ก่ Glucose, Sucrose, Glycerol, Sugar, Coconut sugar, Molasses 
และ Cascara ทดแทนการใช้ Glucose ท าการเขี่ยเชื ้อบนอาหาร Yeast malt agar บ่มอาหาร
เลีย้งเชือ้ที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หลงัการบ่มถ่ายเชือ้ลงในอาหาร YE broth ที่มีการ
ใชแ้หล่งคารบ์อนชนิดต่างๆ เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง เก็บผลการทดลองทุกๆ 4 ชั่วโมง น ามาวิเคราะหป์ริมาณของเชือ้ดว้ยเครื่องสเปคโตรโฟโต
มิเตอร ์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรท าการวิเคราะหผ์ลค่าน า้หนกัเซลล ์(Cell mass)  

  
6.1.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของ

เชือ้จุลินทรีย ์
ท าการทดสอบความเขม้ของแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสมโดยมีการศึกษาความขน้

ที่เหมาะสมได้แก่ 30, 60, 90, 120, 180 และ 240 กรมัต่อลิตร น าหัวเชือ้จุลินทรีย์ทดสอบเชือ้
ม าชี ด เชื ้อ ให้บ ริสุท ธิ์  (Streak plate) บนอาหาร Yeast malt agar บ่ มอาหารเลี ้ย ง เชื ้อที่
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หลังการบ่มถ่ายเชือ้ลงในอาหาร Yeast extract broth ที่มี
ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคารบ์อนปริมาตรต่างๆ เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่
อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บผลการทดลองทุกๆ 4 ชั่วโมง น ามาวิเคราะหป์รมิาณของเชือ้
ดว้ยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรท าการวิเคราะหผ์ลค่าน า้หนัก
เซลล ์(Cell mass)  

6.1.3 การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญของเชือ้จุลินทรีย ์
ในการผลิตหัวเชือ้จุลินทรีย์ใช้อาหาร Yeast extract broth ในการผลิตหัวเชื ้อ 

ส่วนประกอบของอาหารมีการใช ้Yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนใหก้ับเชือ้จุลินทรียเ์พื่อใชใ้น
การเจริญ ในงานวิจัยนี ้ได้ท าการศึกษาแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ เพื่อหาแหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสมที่ในการส่งเสริมของจุลินทรียใ์หม้ีคุณภาพและลดตน้ทุนในการผลิตหัวเชือ้โดยแหล่ง
ไนโตรเจนที่ ท าการศึกษาได้แก่  Yeast extract, Malt extract, Beef extract, Peptone, Corn 
steep liquor, Ammonium sulfate, Sodium sulfate และ Urea ทดแทนการใช้ Yeast extract 
โดยน าหัวเชือ้จุลินทรีย์ทดสอบมาขีดเชือ้ใหบ้ริสุทธิ์ (Streak plate) บนอาหาร Yeast malt agar 
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บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หลังการบ่มถ่ายเชือ้ลงในอาหาร YE 
broth ที่มีการใชแ้หล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อณุหภูมิหอ้ง
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บผลการทดลองทุกๆ 4 ชั่วโมง น ามาวิเคราะหป์ริมาณของเชือ้ดว้ยเครื่อง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร ์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรท าการวิเคราะหผ์ลค่าน า้หนักเซลล ์(Cell 
mass)  

6.1.4 การศึกษาผลของความเข้มข้นแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญของ
เชือ้จุลินทรีย ์

ท าการทดสอบความเขม้ของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมโดยมีการศึกษาความขน้
ที่เหมาะสมไดแ้ก่ 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 กรมัต่อลิตร น าหวัเชือ้จลุินทรียม์าขีดเชือ้ใหบ้ริสทุธิ์ 
(Streak plate) บนอาหาร Yeast malt agar บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-48 
ชั่วโมง หลังการบ่มถ่ายเชือ้ลงในอาหาร Yeast extract broth ที่มีศึกษาความเข้มขน้ของแหล่ง
ไนโตรเจนปรมิาตรต่างๆ เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
เก็บผลการทดลองทุกๆ 4 ชั่วโมง น ามาวิเคราะหป์ริมาณของเชือ้ดว้ยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรท าการวิเคราะหผ์ลค่าน า้หนกัเซลล ์(Cell mass)  

6.2 การศึกษาผลของปัจจัยทางกายภาพทีม่ีผลต่อการเจริญของเชือ้จุลินทรีย ์
6.2.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิทีม่ีผลต่อการเจริญของเชือ้จุลินทรีย ์

ท าการทดสอบอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการเจริญของเชื ้อ โดยมีการศึกษา
อุณหภูมิที่ใชใ้นการบ่มเชือ้ที่แตกต่างกันไดแ้ก่ 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซียส น าหัว
เชือ้จุลินทรีย์ทดสอบมาขีดเชือ้ใหบ้ริสุทธิ์ (Streak plate) บนอาหาร Yeast malt agar บ่มอาหาร
เลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หลังการบ่มถ่ายเชือ้ลงในอาหาร Yeast extract 
broth ที่มีศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของแหล่งคารบ์อนละแหล่งไนโตรเจนแลว้ เขย่าที่ความเร็ว
รอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิที่แตกต่างกนัที่ไดท้ าการศึกษา เก็บผลการทดลองทุกๆ 4 ชั่วโมง 
น ามาวิเคราะหป์ริมาณของเชือ้ดว้ยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร
ท าการวิเคราะหผ์ลค่าน า้หนกัเซลล ์(Cell mass)  
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บทที ่4  
ผลการทดลอง 

1.การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียท์ีค่ัดเลือกได้ในกระบวนการหมักกาแฟ 
อะราบิก้า 

จากผลการทดลองประสิทธิภาพของจุลินทรียท์ี่คดัเลือกไดใ้นกระบวนการหมักกาแฟอะ
ราบิกา้ โดยมีการออกแบบสภาวะการทดลองกระบวนการหมกักาแฟแบบเปียกทัง้หมด 24 สภาวะ 
โดยเป็นการทดลองที่ใชเ้ชือ้จลุินทรียเ์พียงชนิดเดียว (SS) และหลายชนิดรว่มกนั ไดแ้ก่ ยีสตร์ว่มกบั
แบคทีเรียแลคติก 1 ชนิด (YL) ยีสตร์่วมกับแบคทีเรียแลคติก 2 ชนิด (YLL) และ ยีสตห์ลายชนิด
ร่วมกัน (YY) เทียบกับการทดลองควบคมุที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกั (CT) 
โดยควบคุมกระบวนการหมักในสภาวะเดียวกันไดแ้ก่ การใชป้ริมาณหัวเชือ้ ปริมาณน า้หนักของ
เมล็ดกาแฟ ปริมาณของน า้ที่ใชใ้นกระบวนการหมัก โดยศึกษาปัจจัยที่แตกต่างกนัไดแ้ก่อณุหภูมิ
และระยะเวลาที่ใชใ้นกระบวนการหมกั ซึ่งอุณหภูมิที่ใชใ้นกระบวนการหมกัไดแ้ก่ 10 19 และ 24 
องศาเซลเซียส และระยะเวลาที่ใช้ในกระบวนการหมักได้แก่ 10 14 และ 18 ชั่ วโมง จากนั้น
ท าการศกึษาจ านวนประชากรของจุลินทรียด์ว้ยวิธีการนบัจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิต (Microbial plating 
count) ได้แก่ แบคทีเรีย และยีสต์ ทั้งหมด (แสดงดังภาพประกอบ 7) ค่าความเป็นกรด -เบส 
(ตาราง 7) ผลการตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิม (แสดงดังภาพประกอบ 8) และ
คุณลักษณะทางดา้นกลิ่นรส (Cupping note) ของกาแฟที่ใชใ้นกระบวนการหมักแต่ละสภาวะ 
(ตาราง 8)  

จากผลการทดลองพบว่าจ านวนของแบคทีเรียทั้งหมดของทุกสภาวะก่อนเริ่มต้น
กระบวนการหมกัที่ 0 ชั่วโมงมีปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดมากกว่า 3.53 log CFU/ml หรืออยู่ในช่วง 
3.0-7.0 log CFU/ml และหลังจากสิน้สุดกระบวนการหมัก พบว่าสภาวะมีจ านวน 9 สภาวะที่มี
ปริมาณของเชือ้แบคทีเรียทั้งสูงกว่าก่อนเริ่มตน้กระบวนการหมักไดแ้ก่ YL02-02, YL04-04, Y4-
02, Y4-03, Y4-04, YL02-05, Y4-05, YL02-06 และ Y4-06 (ภาพประกอบ 7ก)  นอกจากนี ้
ปรมิาณของยีสตใ์นกระบวนการหมกัพบว่ามีปริมาณเพิ่มขึน้หลงักระบวนการหมกัในทกุๆสภาวะที่
มีการเติมหัวเชือ้ลงในกระบวนการหมัก โดยเฉพาะสภาวะ SS02 และ Y4 พบปริมาณของยีสต์
สูงขึน้มากที่สุดหลังจากสิน้สุดกระบวนการหมักที่ 24 ชั่วโมง โดยที่สภาวะ SS02 มีค่า 7.42 log 
CFU/ml และสภาวะ Y4 มีค่า 7.38 log CFU/ml ตามล าดบั ตรงขา้มกบัผลการทดลองของสภาวะ
ควบคมุไม่พบการเปลี่ยนแปลงของปรมิาณยีสตภ์ายหลงัจากกระบวนการหมกั (ภาพประกอบ 7ข) 
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ภาพประกอบ 7 แสดงปรมิาณของแบคทีเรียทัง้หมด (ก,ข) และ จ านวนประชากรของเชือ้
ยีสต ์(ค,ง) ในหน่วย log CFU/ml ที่พบในกระบวนการหมกักาแฟอะราบิกา้ก่อนและหลงั
กระบวนการหมกั (24 ชั่วโมง) ขอ้มลูที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ตวัอกัษร
ภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทนปรมิาณจลุินทรียท์ี่เปรียบเทียบกนัระหว่างก่อนและหลงักระบวนการ
หมกัของแต่ละสภาวะ ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05) 
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เมื่อท าการศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสก่อนและหลังกระบวนการหมักกาแฟอะราบิก้า 
พบว่าหลงัจากกระบวนการหมกัค่าความเป็นกรด-เบสของทุกสภาวะมีค่าลดลงหลงัจากการหมัก
ผ่านไป 24 ชั่วโมง ซึ่งค่าความเป็นกรด-เบสในช่วงเริ่มตน้นั้นมีค่าอยู่ในช่วง 5.62-7.39 และเมื่อ
สิน้สุดกระบวนการหมักมีค่าความเป็นกรด-เบสอยู่ในช่วง 4.28-6.25 (ตาราง 7) เช่นเดียวกับ
สภาวะที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จลุินทรียใ์นกระบวนการหมกัหรือสภาวะควบคมุที่มีค่าความเป็นกรด-
เบสลดลงจาก 5.99 เป็น 4.61 หลงัจากสิน้สดุกระบวนการหมกั 

ตาราง 7 ค่าความเป็นกรด-เบสในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟ ก่อน-หลงัจากกระบวนการหมกั 

ชื่อสภาวะ 
ค่าความเป็นกรด-เบส 

ชื่อสภาวะ 
ค่าความเป็นกรด-เบส 

0 ชั่วโมง 24 ชั่วใมง 0 ชั่วโมง 24 ชั่วใมง 

Control 5.99±0.00 4.61±0.60 YL02-01 6.26±0.10 5.19±0.40 

SS01 6.87±1.80 4.37±0.40 YL02-02 6.62±0.60 5.16±0.10 

YLB01 6.16±0.10 4.36±0.01 YL05-03 6.21±0.60 5.01±0.10 

YL01 6.93±0.70 4.48±0.30 YL02-04 5.71±0.60 4.52±0.10 

YLL01 5.93±0.20 4.64±0.60 Y4-01 6.36±0.04 4.77±0.40 

YLB02 5.62±0.20 4.28±0.03 Y4-02 6.30±0.10 4.96±0.03 

YL02 6.74±0.08 4.34±0.05 Y4-03 6.23±0.20 5.28±0.70 

YL03 5.99±0.10 5.04±0.10 Y4-04 6.28±0.20 5.59±0.30 

YL04 6.07±0.20 5.10±0.30 YL02-05 6.51±0.00 5.65±0.00 

YY01 6.21±0.04 5.40±0.13 Y4-05 7.39±0.00 6.05±0.00 

SS02 5.92±0.30 4.77±0.60 YL02-06 7.28±0.00 5.33±0.00 

Y4 6.11±0.01 4.29±0.06 Y4-06 6.65±0.00 5.05±0.00 

 

จากการตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิมจากผูช้ิมทางประสาทสมัผัสโดย
ท าการชิมกาแฟที่ผ่านการคั่วและชงเรียบรอ้ยแล้วตาม cupping protocol มาตรฐานที่ก าหนด 
แสดงดงัภาพประกอบ 8 และตาราง 8 ซึ่งท าการประเมินประสาทสมัผสัทางดา้นความหวาน ความ
เปรีย้ว ความสะอาด ความสมดุล ความคงคา้งของกาแฟหลงัจากการด่ืม และเนือ้สัมผัส พบว่า
เมล็ดกาแฟหลงัจากการคั่วซึ่งผ่านกระบวนการหมักโดยการเติมหัวเชือ้จุลินทรีย ์ เทียบกับเมล็ด
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กาแฟที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรีย ์มีแนวโน้มไปในทางเดียวกันทั้งในเมล็ดกาแฟที่มีการใชห้ัว
เชือ้จลุินทรีย ์และไม่มีการใชห้วัเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกั โดยมีลกัษณะเด่นของกาแฟนัน้มี
ความโดดเด่นใกล้เคียงกันทางด้าน ความหวาน และความสะอาดของเมล็ดกาแฟซึ่งส่งผลให้
รสชาติที่สัมผัสได้นั้นปราศจากความฝาดหรือ กลิ่นเขียว ที่ไม่พึงประสงค์จากเมล็ดกาแฟ  แต่
อย่างไรก็ตามพบว่าเมล็ดกาแฟที่มีการเติมหัวเชือ้มีคะแนนการชิมโดยรวมสูงกว่าสภาวะควบคุม 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง สภาวะ YL03 และ Y4-04 มีคะแนนการชิมแตกต่างจากสภาวะควบคมุอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติคือมีค่า 80.4 และ 82.4 ตามล าดบัและพบว่ามีคณุลกัษณะของกาแฟที่โดดเด่น  

จากผลการอธิบายคุณลกัษณะของกาแฟ (Cupping note) พบว่าเมล็ดกาแฟที่มีความ
โดดเด่นทางด้านกลิ่นรส ได้แก่ YL03 ซึ่งเป็นเมล็ดกาแฟที่มีการหมักร่วมกับเชือ้จุลินทรียไ์ดแ้ก่ 
Pichia kluyveri  YWP1-5 และ Weissella cibaria  LML1-1 ที่อุณหภูมิ 19 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 14 ชั่วโมง ซึ่งมีคะแนนสูงถึง 80.4 คะแนน โดยมีความโดดเด่นของกลิ่นรสได้แก่ Floral, 
Spicy, Curry, Tamarind, Bergamot, Pepper, Black tea, Lemon, Roasted nut, Orange, 
Peach, Tomato, Cocoa, Milk chocolate และ Chocolate  เช่นเดียวกับสภาวะ Y4 ซึ่งเป็นเมล็ด
กาแฟที่มีกระบวนการหมักร่วมกับเชือ้ยีสต ์4 สายพันธุ์ ได้แก่ Pichia kluyveri YWP1-5, Pichia 
kluyveri YMP1-1 , Pichia kluyveri YML1-1 และ Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 ที่
อณุหภูมิ 19 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชั่วโมง ซึ่งมีคะแนนสงูถึง 78.6 คะแนน โดยมีความโดด
เด่นทางดา้นกลิ่น รส ไดแ้ก่ Stone fruit, Sugarcane, Banana, Ripe fruit, Orange, Apple, Red 
grape, Brown sugar, Tomato, Berry, Honey, Citrus และ Lemon นอกจากนี ้เมื่ อเทียบกับ
สภาวะอ่ืนๆพบว่าทัง้ 2 สภาวะนีไ้ม่พบกลิ่นที่ไม่พึงประสงคเ์ช่น กลิ่นหญ้าเขียว หรือกลิ่นยาง และ
พบว่าการใช้หัวเชื ้อจุลินทรีย์ที่ เป็นยีสต์ทั้ง 4 สายพันธุ์ในกระบวนการหมักที่อุณหภูมิและ 
ระยะเวลาแตกต่างกันยงัคงคุณภาพขอเมล็ดกาแฟ และความโดดเด่นของรสชาติไวไ้ด ้ดังเห็นได้
จากคะแนนของการทดสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟ ไดแ้ก่ อุณหภูมิ 19 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18 ชั่วโมง (Y4-01), อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง (Y4-02), อณุหภูมิ 19 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 ชั่วโมง (Y4-03), อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชั่วโมง (Y4-04), 
อณุหภมูิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชั่วโมง (Y4-05) และอณุหภมูิ10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18 ชั่วโมง (Y4-06) นัน้มีคะแนนมากถึง 80.3, 79.7, 81.2, 82.4, 77.9 และ 80.5 ตามล าดบั ดงันัน้
ในงานวิจยันีจ้ึงคัดเลือก 2 สภาวะนีไ้ดแ้ก่ YL03 และ Y4 ท าการทดลองถดัไป เนื่องจากที่ใหก้ลิ่น
และรสชาติที่ดีที่สุด อีกทัง้ยังคงความโดดเด่นของกลิ่นและรสชาติเมื่อมีการปรบัเปลี่ยนอุณหภูมิ
และระยะเวลาการหมกั 
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ภาพประกอบ 8 ผลความแตกต่างทางประสาทสมัผสัของเมล็ดกาแฟที่ผ่านกระบวนการ
หมกัแบบเปียกดว้ยการเติมหวัเชือ้จลุินทรีย ์เทียบกบัเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรีย ์
(Control) จากการทดสอบโดย Q-graders 
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ตาราง 8 คณุลกัษณะทางดา้นกลิ่นรสและคะแนนของเมล็ดกาแฟที่ผ่านกระบวนการหมกั โดยการ
เติมหวัเชือ้จลุินทรียแ์ละเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จลุินทรีย ์(Control) 

สภาวะ (รหัส) คุณลักษณะทางด้านกล่ินรส คะแนน 

Control Ginseng, Dried straw, Ferment, White pepper, Boiled beans, Brown 

sugar, Lemon, Roasted rice, Dried grass, Peanuts, Green peas 

75.6c 

SS01 Peanuts, Caramel, Brown sugar, Milk chocolate, Dark chocolate, 

Smoke, Spices, Roasted, Orange, Lemon, Green apple, Soup, 

Green peas 

78.6b 

YLB01 Dried straw, Peanuts, Boiled beans, Cocoa, Dark chocolate, 

Orange, Lemon, Roasted tamarind, Caramel, Floral, Whisky, 

Bergamot 

80.8a 

YL01 Bell pepper, Vegetable, Caesar salad, Pepper, Roasted, Nut, 

Spice, Dried fruit, Cotton candy, Orange 

79.3b 

YLL01 Dark chocolate, Nut, Bread, Butter, Boiled beans, Vinegar, Lime, 

Cane sugar, Star fruit, Spice, Berry 

77.2b 

YLB02 Spicy, Flora, Nutty, Mango, Green apple, Grapefruit, Green grapes, 

Chocolate, Star fruit, Lime, Cocoa, Straw, Orange 

78.7b 

YL02 Floral, Milky, Yogurt, Vanilla, Coffee peel, Lemon peel, Spring 

onions, Peanut, White floral, Coconut milk, Orange, Caramel, 

Citrus, Plum, Cherry, Tomato, Bean 

79.5a 

YL03 Floral, Spicy, Curry, Tamarind, Bergamot, Pepper, Black tea, 

Lemon, Roasted nut, Orange, Peach, Tomato, Cocoa, Milk 

chocolate, Chocolate 

80.4a 

YL04 Nutty, Roasted tamarind, Black tea, Red tea, Green tea, Seaweed, 

Berry, Green apple, Butter, Wet straw, Boiled beans, Star fruit, 

Green grapes, Smoke 

79b 
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ตาราง 8 (ต่อ) 

สภาวะ (รหัส) คุณลักษณะทางด้านกล่ินรส คะแนน 

YY01 Floral, Spicy, Nutty, Black tea, Orange, Lemon, Dried strawberry, 

Honey, Pineapple, Caramel, Candy, Chocolate, Cocoa, Milk 

chocolate, Straw, Garden pea 

78.6b 

SS02 Pepper, Nutty, Spicy, Perfume, Rose, Floral, Caramel, Bell pepper, 

Long beans, Roast, Orange, Green apple 

79.7a 

Y4 Red floral, Black pepper, Bergamot skin, Lemon, Plum, Cardamom, 

Brown sugar, Whole grain, Wet straw, Peanut 

78.6b 

YL02-01 Pepper, Toasted coconut, Bell pepper, Dark chocolate, Spice, 

Brown sugar, Caramel, Orange, Honey, Milky, Roasted tamarind, 

Lemon, Roasted rice 

79.6a 

YL02-02 Spice, Straw, Black tea, Vanilla, Dry fruit, Garden pea, Peanut, 

Caramel, Honey, Lime, Syrup. Milk chocolate, Orange, Green 

apple, Bergamot 

80.8a 

YL02-03 Vanilla, Cocoa, Dark chocolate, Stone fruit, Spice, Cinnamon, 

Roast, Lime peel, Brown sugar, Dry wood, Tamarind, Pepper, Herb 

78.6b 

YL02-04 Floral, Vanilla, Caramel, Stone fruit, Honey, Butter, Garden pea, 

Soup, Lime, Seaweed, Lemongrass, Fragrant wood 

80.5a 

Y4-01 Toasted coconut, Pepper, Orange, Lemon, Dry grass, Floral, Milky, 

Vanilla, Black tea, Spice, Butter, Peanut, Coconut 

80.3a 

Y4-02 Pepper, Dry wood, Grapefruit, Orange, Green apple, Pineapple, 

Dry grass, Straw, Pink floral, Chocolate, Walnut, Green tea, Honey, 

Garden pea, Spice 

79.7a 

Y4-03 Dark chocolate, Roasted peanut, Roasted rice, Black tea, Vanilla, 

Caramel, Spice, Pepper, Toast, Cocoa, Orange, Honey, Brown 

sugar 

81.2a 
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ตาราง 8 (ต่อ) 

สภาวะ (รหัส) คุณลักษณะทางด้านกล่ินรส คะแนน 

Y4-04 Stone fruit, Sugarcane, Banana, Ripe fruit, Orange, Apple, Red 

grape, Brown sugar, Tomato, Berry, Honey, Citrus, Lemon 

82.4a 

YL02-05 Apple, Herb, Pear, Garden pea, Roasted peanut, Spice, Caramel, 

Straw, Lemon, Orange, Peanut, Nutty, Sweet 

81.1a 

Y4-05 Red floral, Brown sugar, Nutty, Tropical fruit, Grapefruit, Orange, 

Lemon, Black tea, Peanut, Caramel, Garden pea, Seaweed 

77.9b 

YL02-06 Almond, Caramel, Milk chocolate, Black tea, Garden pea, Orange, 

Lemon, Honey, Vanilla, Syrup, Roasted peanut, Spice 

80.1a 

Y4-06 Floral, Lemon, Straw, gooseberry, Mango, Roast, Peanut, Red 

apple, Peach, Citrus, Orange, Honey 

80.5a 

2. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อกระบวนการหมักกาแฟอะราบิก้าแบบเปียก 
จากการทดสอบประสิทธิภาพเชือ้จุลินทรียค์ดัเลือกในกระบวนการหมกักาแฟ พบว่ามี 2

สภาวะที่เหมาะสมต่อกระบวนการหมักกาแฟไดแ้ก่ YL03 และ Y4-04 ซึ่งเป็นสภาวะที่พบว่าให้
คณุภาพดา้นกลิ่นรสสูงที่สดุ และไดร้บัการยืนยนัและการรบัรองจากผูท้ดสอบทางประสาทสมัผัส
แล้วว่าเป็นสภาวะการหมักที่ท าใหก้าแฟมีคุณลักษณะทางดา้นกลิ่นรสที่พิเศษ จึงน ามาศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมต่อกระบวนการหมักกาแฟอะราบิก้าต่อไป โดยท าการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อ
กระบวนการหมกั ซึ่งท าการศึกษาผลของระยะเวลาในกระบวนการหมกัไดแ้ก่ 12, 24, 48 และ 72 
ชั่วโมง โดยตลอดระยะเวลาของกระบวนการหมกั ท าการเก็บตวัอย่างน า้หมกัเพื่อท าการศึกษาผล
ของปริมาณ  แบคที เรีย  ยีสต์ และแบคที เรียกรดแลคติก ของสภาวะ YL03 และ Y4-04 
ท าการศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสก่อนและหลงักระบวนการหมัก ศึกษาปริมาณน า้ตาลและการ
สรา้งกรด ปริมาณของแข็งที่ละลายได ้และท าการสุ่มเมล็ดกาแฟที่ศึกษากระบวนการหมักที่ 48 
ชั่วโมงเพื่อศกึษาคณุลกัษณะทางดา้นกลิ่นรส (Cupping note) ของกาแฟ 

จากการศึกษาระยะเวลาที่ ใช้ในกระบวนการหมักของสภาวะ YL03 ซึ่งใช้หัวเชื ้อ
ประกอบด้วย Pichia kluyveri YWP1-5 และ Weissella cibaria LML1-1 พบว่าปริมาณของ
แบคทีเรีย (ภาพประกอบ 9ก) ในทุกช่วงเวลาได้แก่ 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมงมีปริมาณของ
แบคทีเรียนอ้ยกว่าสภาวะควบคมุหลงัจากสิน้สดุกระบวนการหมกั โดยมีปรมิาณแบคทีเรียทัง้หมด
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เริ่มตน้เท่ากับ 4.51, 4.60, 5.60 และ 4.54 log CFU/ml ตามล าดับ และมีปริมาณของแบคทีเรีย
หลงัสิน้สุดจากกระบวนการหมักลงเท่ากบั 4.97, 5,60, 5.53 และ 4.92 ตามล าดบั จากการศึกษา
ปริมาณของยีสตใ์นกระบวนการหมักกาแฟอะราบิกา (ภาพประกอบ 9ข) พบว่าทุกช่วงเวลาของ
กระบวนการหมกัมีปรมิาณของยีสตเ์พิ่มขึน้ จากนัน้มีแนวโนม้คงที่และลดลงเล็กนอ้ยเมื่อเวลาผ่าน
ไปจนถึง 72 ชั่วโมง ในขณะที่ปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติก (ภาพประกอบ 9ค) พบว่าปรมิาณ
ของแบคทีเรียกรดแลคติกของเกือบทุกสภาวะมีปริมาณลดลงหลังจากสิน้สุดกระบวนการหมัก 
ยกเวน้สภาวะการทดลองควบคุมและกระบวนการหมกัที่ 72 ชั่วโมง ซึ่งทัง้สองสภาวะนีม้ีปริมาณ
ของเชือ้เริ่มตน้เท่ากับ 5.57 และ 5.62 log CFU/ml และเมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักนัน้มีปริมาณ
ของแบคที เรียกรดแลคติกเท่ากับ 6.15 และ 6.46 log CFU/ml ตามล าดับ หลังจากสิ ้นสุด
กระบวนการหมกั 
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ภาพประกอบ 9 ปรมิาณของแบคทีเรียทัง้หมด (ก) จ านวนประชากรของยีสต ์(ข) และ
แบคทีเรียกรดแลคติก (ค) ในหน่วย CFU/ml ที่ก่อนและหลงัจากกระบวนการหมกัในแต่ละ
ช่วงเวลาของสภาวะ YL03 โดย ◼ แทนปรมิาณจลุินทรียก์่อนหมกั และ ◼ แทนปรมิาณจลุินทรีย์
หลงัหมกัขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ  า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทน
ปรมิาณเชือ้จลุินทรียท์ี่เปรียบเทียบกนัระหว่างก่อนและหลงักระบวนการหมกัของแต่ละช่วงเวลา 
ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05) 

จากการศกึษาระยะเวลาที่ใชใ้นกระบวนการหมกัดว้ยสภาวะ Y4-04 ซึ่งเป็นกระบวนการ
หมักที่ ใช้ยีสต์ 4 สายพันธุ์ได้แก่  Pichia kluyveri  YWP1-5, Pichia kluyveri YMP1-1, Pichia 
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kluyveri  YML1-1 และ Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 พบว่า ประมาณของแบคทีเรีย 
(ภาพประกอบ 10ก) ระยะเวลาการหมักที่  12 ชั่วโมงมีปริมาณของแบคทีเรียสูงกว่าการหมัก
ควบคุมและสภาวะของเวลาการหมักอ่ืนๆ โดยทุกสภาวะของการหมักที่  12, 24, 48 และ 72 
ชั่วโมง มีปริมาณของแบคทีเรียเริ่มตน้เท่ากบั 5.00, 5.33, 5.85 และ 5.56 log CFU/ml ตามล าดับ 
และเมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักพบว่าแต่ละสภาวะมีปริมาณของแบคทีเรียเท่ากับ 6.17, 5.66, 
5.63 และ 5.63 log CFU/ml ตามล าดบั ซึ่งสภาวะการทดลองควบคมุมีปรมิาณของแบคทีเรียก่อน
และหลังกระบวนการหมักเท่ากับ 5.69 และ 5.90 log CFU/ml  และจากการศึกษาปริมาณของ
ยีสต ์(ภาพประกอบ 10ข) ในกระบวนการหมกัพบว่าปริมาณของยีสตข์องทุกสภาวะนอ้ยกว่าการ
ทดลองควบคุมยกเว้นกระบวนการหมักที่  72 ชั่ วโมง ซึ่งมีปริมาณของยีสต์ก่อนและหลัง
กระบวนการหมกัเท่ากบั 6.04 และ 6.58 log CFU/ml  และปริมาณของยีสตใ์นสภาวะการทดลอง
ควบคมุที่ 12, 24 และ 48 ชั่วใมง มีปรมิาณของยีสตห์ลงัจากกระบวนการหมกัเท่ากบั 6.21, 5.98, 
5.58 และ 5.51 log CFU/ml  ตามล าดับ นอกจากนีย้ังพบว่าปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติก 
(ภาพประกอบ 10ค) ลดลงเมื่อเทียบกับสภาวะการทดลองควบคุมยกเวน้สภาวะการหมักที่ 72 
ชั่วโมง โดยทุกสภาวะไดแ้ก่ สภาวะการทดลองควบคุม, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมงมีปริมาณของ
แบคทีเรียกรดแลคติกเท่ากบั 6.15, 4.78, 4.84, 4.86 และ 6.46 log CFU/ml  ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 10 ปรมิาณของแบคทีเรียทัง้หมด (ก), จ านวนประชากรของยีสต ์(ข) และ
แบคทีเรียกรดแลคติก (ค) ในหน่วย CFU/ml ที่ก่อนและหลงัจากกระบวนการหมกัในแต่ละ
ช่วงเวลาของสภาวะ Y4-04 โดย ◼ แทนปรมิาณจลุินทรียก์่อนหมกั และ ◼ แทนปรมิาณจลุินทรีย์
หลงัหมกัขอ้มลูแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทนปรมิาณ
เชือ้จลุินทรียท์ี่เปรียบเทียบกนัระหว่างก่อนและหลงักระบวนการหมกัของแต่ละช่วงเวลา ซึ่งไดจ้าก
การวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05) 
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 จากนั้นท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด -เบส ก่อนและหลังจาก
กระบวนการหมัก (ภาพประกอบ 11) พบว่าค่าความเป็นกรด-เบสของทุกสภาวะมีค่าลดลง
หลงัจากสิน้สุดกระบวนการหมัก โดยสภาวะ YL03 มีค่าความเป็นกรด-เบสหลงัการหมักต ่าสดุที่ 
72 ชั่วโมง เท่ากับ 3.9 (ภาพประกอบ 11ก)  ในขณะที่สภาวะ Y4-04 (ภาพประกอบ 11ข) มีค่า
ความเป็นกรด-เบสลดลงเช่นกันตามล าดับของแต่ละช่วงเวลา ซึ่งที่ระยะเวลาการหมัก 48-72 
ชั่วโมงมีค่าความเป็นกรด-เบสต ่าที่สดุ เท่ากบั 4.4 

 

 
 
 

 

 

ภาพประกอบ 11 การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-เบส ในกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟอะรา
บิกา้ ก่อน-หลงัจากกระบวนการหมักโดย (ก) สภาวะ YL03 และ (B) สภาวะ Y4-04 โดย ◼ แทน
ค่าความเป็นกรด-เบสก่อนหมกั และ ◼ แทนค่าความเป็นกรด-เบสหลงัหมกัขอ้มูลในกราฟแสดง
ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ ้า ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กแทนปริมาณเชื ้อจุลินทรีย์ที่
เปรียบเทียบกันระหว่างก่อนและหลงักระบวนการหมักของแต่ละช่วงเวลา ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะห์
โดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05) 

จากผลการทดลองการศึกษาระยะเวลาที่มีผลต่อกระบวนการหมัก โดยท าการศึกษาผล
ของค่าปริมาณน า้ตาลซึ่งแสดงในรูปแบบ °Brix และปริมาณกรดในกระบวนการหมักโดยสภาวะ 
YL03 ที่ท าการหมักที่ 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ของกระบวนการหมัก พบว่าปริมาณน า้ตาลมี
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ปริมาณเพิ่มขึน้หลงัจากกระบวนการหมกัผ่านไป 12-24 ชั่วโมง สอคลอ้งกบัค่าความเป็นกรด-เบส
ที่มีการผลิตกรดมากเพิ่มขึน้ขณะช่วงเวลาเดียวกนั และเมื่อเวลาผ่านหลงัจาก 24 ชั่วโมง พบว่าค่า 
°Brix ยงัคงเพิ่มขึน้ตามระยะเวลา เช่นเดียวกนักบัค่าความเป็นกรดที่เพิ่มขึน้อย่างชดัเจน จนสิน้สดุ
กระบวนการหมักที่  72 ชั่วโมง แต่ในขณะเดียวกันนั้นหลังจากสิน้สุดกระบวนการหมักพบว่า
ค่า°Brix มีค่าเท่ากบั 0 หลงัจากสิน้สดุกระบวนการหมกัที่ 72 ชั่วโมง (ภาพประกอบที่ 12) 

 

ภาพประกอบ 12 ค่ำ °Brix ◆ และปรมิำณควำมเป็นกรด ◼ ในกระบวนการหมกัเมล็ด
กาแฟอะราบิกาของสภาวะ YL03 แต่ละช่วงเวลา (ก) 12 ชั่วโมง (ข) 24 ชั่วโมง (ค) 48 ชั่วโมง (ง) 
72 ชั่วโมง ของสภาวะ YL03  

จากผลการทดลองการศกึษาระยะเวลาที่มีผลต่อกระบวนการหมกักาแฟอะราบิกา้ โดย
ท าการศกึษาการเปลี่ยนแปลงปรมิาณน า้ตาล (°Brix) และปรมิาณกรดในกระบวนการหมกั 
ภายใตส้ภาวะ Y4-04 ที่ระยะเวลา 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าปรมิาณของน า้ตาลเพิ่มขึน้
จากเริ่มตน้กระบวนการหมกัที่ 0 ชั่วโมงจนถึง 18 ชั่วโมง หลงัจากนัน้เริ่มลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 24 
ชั่วโมง ซึ่งจะมีการเปลี่ยนแปลงของปรมิาณน า้ตาลตลอดระยะเวลาการหมกั และพบว่าปรมิาณ
ของน า้ตาลหมดลงเมื่อสิน้สดุกระบวนการหมกัที่ 72 ชั่วโมง (ภาพประกอบ 13ง) นอกจากนีย้งั
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พบว่าค่าความเป็นกรดเริ่มมีค่าที่เพิ่มขึน้ตัง้แต่กระบวนการหมกัผ่านไป 6 ชั่วโมง จนสิน้สดุ
กระบวนการหมกัที่ 72 ชั่วโมง 

 

 

ภาพประกอบ 13 ค่ำ °Brix ◆ และปริมำณควำมเป็นกรด ◼ ในกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟอะ
ราบิกาของสภาวะ Y4-04 แต่ละช่วงเวลา (ก) 12 ชั่ วโมง (ข) 24 ชั่ วโมง (ค) 48 ชั่ วโมง (ง) 72 
ชั่วโมง ของสภาวะ Y4-04 

จากผลการทดลองการหาปริมาณของของแข็งที่ละลายในกระบวนการหมกันัน้พบว่าทุก
สภาวะของกระบวนการหมักจะมี ค่าปริมาณของของแข็งที่ ละลายสูงขึ ้นหลังจากสิ ้นสุด
กระบวนการหมักทัง้สภาวะการหมัก YL03 และ Y4-04 โดยหลงัจากสิน้สุดกระบวนการหมักของ
สภาวะ YL03 (ภาพประกอบ 14ก) ที่ 12,24,48 และ 72 ชั่วโมงนัน้มีค่าการละลายเท่ากบั 62, 69, 
89 และ 180 ppm ตามล าดับ และสภาวะการหมกั Y4-04 (ภาพประกอบ 14ข)  ที่ 12,24,48 และ 
72 ชั่วโมงนัน้มีค่าการละลายเท่ากบั 62, 93, 117 และ 189 ppm ตามล าดบั ซึ่งจากผลการทดลอง
แสดงใหเ้ห็นว่าระยะเวลามีผลต่อปริมาณของของแข็งที่ละลายไดซ้ึ่งอาจจะส่งผลใหเ้กิดการผลิต 
สารประกอบอินทรียห์รือ อนินทรียช์นิดต่างๆ ในปริมาณที่แตกต่างกันซึ่ งส่งผลให้คุณภาพของ
เมล็ดกาแฟแตกต่างกนั 
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ภาพประกอบ 14 ปรมิาณของแข็งที่ละลายในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกา้ของ
สภาวะ (ก) YL03 (ข) Y4-04 ในแต่ละช่วงเวลาโดย ◼ แทนปรมิาณของแข็งที่ละลายน า้ก่อนหมกั 
และ ◼ แทนปรมิาณของแข็งที่ละลายน า้หลงัหมกั ขอ้มลูที่แสดงดงักราฟเป็นค่าเฉลี่ยจากการ
ทดลอง 3 ซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทนปรมิาณของแข็งที่ละลายท่ีเปรียบเทียบกนั
ระหว่างก่อนและหลงักระบวนการหมกัของแต่ละช่วงเวลา ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดย
ก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05)  

จากผลการทดลองการทดสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิม ซึ่งท าการสุ่มเมล็ด
กาแฟที่ท ากระบวนการหมกัที่ 48 ชั่วโมงของสภาวะ YL03 และ Y4-04 มาทดสอบ พบว่าคณุภาพ
ของเมล็ดกาแฟมีคะแนนเท่ากับ 76.25 และ 76.00 คะแนน ซึ่งมีคะแนนที่มากกว่ากระบวนการ
หมักควบคุมที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียล์งในกระบวนการหมกั และพบว่าลกัษณะของกลิ่นรส
ของเมล็ดกาแฟที่หมกัดว้ยสภาวะ YL03 ที่ 48 ชั่วโมงมีความแตกต่างจากกาแฟในสภาวะการหมกั
ควบคุมโดยพบลกัษณะดา้นกลิ่นรสดังนี ้เลมอน น า้ผึง้ และเครื่องเทศ ในขณะที่สภาวะการหมัก 
Y4-04 ที่ 48 ชั่วโมง พบลกัษณะดา้นกลิ่นรสไดแ้ก่ น า้ผึง้ ชาด า ดอกไม ้และคาราเมล ซึ่งจากผล
การทดลองนัน้แสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของเชือ้จุลินทรียท์ี่มีผลต่อกระบวนการหมกัเมื่อเทียบ
กบัการทดลองที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จลุินทรีย ์แต่จากภาพรวมของคะแนนที่ไดพ้บว่าชุดการทดลอง
มีคะแนนการทดลองต ่ากว่าการทดลองก่อนหนา้นีท้ี่มีการทดลองภายในหอ้งปฏิบติัการ 
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ตาราง 9 ค าอธิบายคุณลักษณะทางดา้นกลิ่นรสและคะแนนของเมล็ดกาแฟที่ผ่านกระบวนการ
หมกั โดยการเติมหวัเชือ้จลุินทรียแ์ละเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จลุินทรีย ์(Control) 

ชื่อสภาวะ คุณลักษณะทางด้านกล่ินรส คะแนน 

การทดลอง

ควบคมุ 

Natty, Green, Roasts, Hay, Light lime, Sweet, Lime peel 73.25a 

YL03-48 Lemon, Honey, Nutty, Roasted, Spice, Hay 76.25b 

Y4-04-48 Honey, Black tea, Roasts, Forests, Green, Lemon peel, 

Sweet, Caramel 

76.00b 

3.การขยายขนาดการหมักเมล็ดกาแฟสายพันธุอ์ะราบิก้า 
การขยายขนาดกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟสายพนัธุอ์ะราบิก้า ไดท้ าการวิจยัที่ไรก่าแฟ 

อ.ห้วยน า้ดัง จ.แม่ฮ่องสอน และ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ โดยท าการหมักกาแฟปริมาณ 70 
กิโลกรมั และศึกษาปัจจยัต่างๆในระหว่างกระบวนการหมกั ไดแ้ก่ ปริมาณแบคทีเรียทัง้หมด ยีสต ์
และแบคทีเรียกรดแลคติก ศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสก่อนและหลังกระบวนการหมัก ศึกษาค่า 
°Brix ศึกษาปริมาณของแข็งที่ละลายได้ก่อนและหลังกระบวนการหมัก ศึกษาคุณลักษณะ
ทางดา้นกลิ่นรส (Cupping note) ของกาแฟภายหลงักระบวนการหมกั 

 
3.1 การขยายขนาดการหมักกาแฟอะราบิก้าทีไ่ร่กาแฟ อ.ห้วยน ้าดัง จ.

แม่ฮ่องสอน 
จากผลการทดลองปริมาณของแบคทีเรียทัง้หมดในกระบวนการหมกัที่ อ.หว้ยน า้ดัง 

จ.แม่ฮ่องสอน (ภาพประกอบ 15ก) พบว่ากระบวนการหมกัสภาวะ YL03 และ Y4-04 มปีรมิาณสงู
กว่าการทดลองควบคมุที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรียโ์ดยมีปริมาณแบคทีเรียทัง้หมด เท่ากบั  5.36 
และ 5.27 log CFU/ml ตามล าดับ และปริมาณของยีสต ์(ภาพประกอบที่ 15ข) พบว่าหลังจาก
สิน้สุดกระบวนการหมัก สภาวะที่ไม่มีการเติมหัวเชื ้อ มีปริมาณของเชือ้ยีสต์เท่ากับ 5.10 log 
CFU/ml ในขณะที่  สภาวะ YL03 และ Y4-04 พบยีสต์เท่ ากับ  5.23 และ 4.33 log CFU/ml 
ตามล าดับ ซึ่งพบว่าปริมาณของยีสตท์ัง้ 3 สภาวะนัน้ไม่แตกต่างกันหลงัจากสิน้สุดกระบวนการ
หมัก นอกจากนีย้งัพบว่าปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติก (ภาพประกอบที่ 15ค) มีปริมาณของ
แบคทีเรียกรดแลคติกแตกต่างกันเมื่อเทียบกับก่อนเริ่มต้นกระบวนการหมักและหลังเริ่มต้น
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กระบวนการหมักโดยก่อนเริ่มต้นกระบวนการหมักมีปริมาณเท่ากับ 5.00, 4.18 และ 5.09 log 
CFU/ml และหลังจากสิน้สุดกระบวนการหมักมีปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติกเท่ากับ 4.89, 
4.81 และ 4.90 log CFU/ml ตามล าดบั 

 

ภาพประกอบ 15 ปรมิาณของแบคทีเรียทัง้หมด (ก) จ านวนประชากรของยีสต ์(ข) และ
แบคทีเรียกรดแลคติก (ค) ก่อนและหลงัจากกระบวนการหมกัที่ไรก่าแฟ อ.หว้ยน า้ดงั จ.
แม่ฮ่องสอนโดยใชป้รมิาณกาแฟ 70 กิโลกรมั หมกัดว้ยจุลินทรียภ์ายใตส้ภาวะต่างๆ โดย ◼ แทน
ปรมิาณจลุินทรียก์่อนหมกั และ ◼ แทนปรมิาณจลุินทรียห์ลงัหมกั ขอ้มลูดงักราฟแสดงค่าเฉลี่ย
จากการทดลอง 3 ซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทนปรมิาณเชือ้จลุินทรียท์ี่เปรียบเทียบกนั
ระหว่างก่อนและหลงักระบวนการหมกั ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 
0.05) 

จากผลการทดลองการศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสของกระบวนการหมกัที่ อ.หว้ยน า้
ดงั จ.แม่ฮ่องสอน พบว่าหลงัจากสิน้สุดกระบวนการหมกัมีค่าความเป็นกรด -เบสลดลง โดยพบว่า
ทุกสภาวะของกระบวนการหมักนัน้มีความแตกต่างกันของทัง้ก่อนและหลงักระบวนการหมัก ซึ่ง
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ก่อนเริ่มตน้กระบวนการหมักสภาวะการทดลองควบคมุที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรีย ์Y4-04 และ 
YL03 มีค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5.90, 5.20 และ 5.23 และเมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักนั้น
พบว่ามีค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากบั 4.20, 4.50 และ 4.60 ตามล าดบั 

 

ภาพประกอบ 16 ค่าความเป็นกรด-เบส ในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟ ก่อน-หลงัจาก
กระบวนการหมกัที่ อ.หว้ยน า้ดงั จ.แม่ฮ่องสอนโดยใชก้าแฟเชอรี่ 70 กิโลกรมั โดย ◼ แทนค่า
ความเป็นกรด-เบส ก่อนหมกั และ ◼ แทนค่าความเป็นกรด-เบสหลงัหมกั ขอ้มลูจากกราฟแสดง
ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทนการเปรียบเทียบกนัระหว่างก่อน
และหลงักระบวนการหมกั ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05) 

จากการวัดปริมาณของแข็งที่ละลายไดใ้นกระบวนการหมักกาแฟพบว่าทุกสภาวะ
ของกระบวนการหมักมีปริมาณของของแข็งที่ละลายไดเ้พิ่มขึน้หลงัจากสิน้สุดกระบวนการหมัก 
โดยมีปริมาณของของแข็งที่ละลายเท่าไดก้ับ 323, 480 และ 467 ppm ในสภาวะควบคุม Y4-04 
และ YL03 ตามล าดบั และปริมาณของของแข็งก่อนเริ่มตน้กระบวนการหมกัของทัง้ 3 สภาวะมีค่า
เท่ากบั 162, 296 และ 211 ppm ตามล าดบั (ภาพประกอบ 17) 
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ภาพประกอบ 17ค่าปรมิาณของแข็งที่ละลายในกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟ ก่อน-
หลงัจากกระบวนการหมกัที่ อ.หว้ยน า้ดงั จ.แม่ฮ่องสอนโดยใชก้าแฟเชอรี่ 70 กิโลกรมัโดย ◼ แทน
ปรมิาณของแข็งที่ละลายน า้ก่อนหมกั และ ◼ แทนปรมิาณของแข็งที่ละลายน า้หลงัหมกั ขอ้มลู
จากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครัง้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทนปรมิาณ
ของแข็งที่ละลายท่ีเปรียบเทียบกนัระหว่างก่อนและหลงักระบวนการหมกั ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะห์
โดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05) 

จากผลการทดลองการทดสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิมกาแฟที่ไดจ้าก
กระบวนการขยายขนาดกระบวนการหมักที่ อ.หว้ยน า้ดัง จ.แม่ฮ่องสอน พบว่าคุณภาพของเมล็ด
กาแฟนั้นมีคะแนนเท่ากับ 65.00, 65.00 และ 70.00 คะแนน ซึ่งสภาวะของ Y4-04 มีคะแนนสูง
กว่ากระบวนการหมักควบคุมที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรีย ์และพบว่าลักษณะของกลิ่นรสของ
เมล็ดกาแฟที่หมกัดว้ยสภาวะ YL03 ไม่แตกต่างกบัเมล็ดการหมกัควบคมุ ซึ่งคณุลกัษณะดา้นกลิ่น
รสของเมล็ดกาแฟสภาวะ Y4-04 พบ Dark cocoa, Orange และ Lemon ส่วนสภาวะ YL03 มี
ลกัษณะของกลิ่นรสไดแ้ก่ Bright, Tea, Lemon และ Cocoa ซึ่งจากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นถึง
ประสิทธิภาพของเชือ้จุลินทรีย์ในสภาวะ Y4-04 ที่สามารถเพิ่มคุณภาพดา้นกลิ่นรสของกาแฟได้
เมื่อเปรียบเทียบกบักระบวนการหมกัที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรียใ์นการขยายขนาดการผลิต แต่
จากการขยายขนาดการผลิตดังกล่าวพบว่าคุณภาพดา้นกลิ่นรส และคะแนนที่ไดต้  ่ากว่าระดับ
หอ้งปฏิบติัการ  

ตาราง 10 ค าอธิบายคณุลกัษณะทางดา้นกลิ่นรสและคะแนนของเมล็ดกาแฟที่ผ่านกระบวนการ
หมกั โดยการเติมหวัเชือ้จลุินทรียแ์ละเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรีย ์ณ ไร่กาแฟ อ.หว้ย
น า้ดงั จ.แม่ฮ่องสอน โดยใชก้าแฟเชอรี่ 70 กิโลกรมั 

สภาวะ (รหสั) คณุลกัษณะทางดา้นกลิ่นรส คะแนน 

Control  Chocolate, Smoke, Roast 65.00a 

YL03 Bright, Tea, Lemon, Cocoa 65.00a 

Y4-04 Dark cocoa, Orange, Lemon 70.00b 
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3.2 การขยายขนาดการหมักกาแฟอะราบิก้าทีไ่ร่กาแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ 
จากผลการทดลองการขยายขนาดการผลิตกาแฟอะราบิกา้ที่ไรก่าแฟ อ.หว้ยน า้ดงั จ.

แม่ฮ่องสอน พบว่าสภาวะ Y4-04 ไดคุ้ณภาพดา้นกลิ่นรสของกาแฟดีที่สุด ดังนัน้ในปีต่อมาผูว้ิจัย
จึงคัดเลือกสภาวะนีใ้นการขยายขนาดการหมัก ที่ไร่กาแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ ซึ่งจากผล
การทดลองปริมาณของแบคทีเรียทัง้หมดในกระบวนการหมกัที่ไร่กาแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ 
(ภาพประกอบ 18ก) พบว่าปริมาณของแบคทีเรียทัง้หมดของกระบวนการหมกัทุกสภาวะก่อนการ
หมกัไม่แตกต่างจากหลงักระบวนการหมักอย่างมีนัยส าคญั ลกัษณะเดียวกนักบัปริมาณของยีสต ์
(ภาพประกอบ 18ข) และปรมิาณของแบคทีเรียกรดแลคติก (ภาพประกอบ 18ค) ซึ่งหลงัจากสิน้สดุ
กระบวนการหมกัของสภาวะ Y4-04 มีปริมาณของจุลินทรียท์ัง้ 2 ชนิด เท่ากบั 6.49 และ 5.98 log 
CFU/ml ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 18 ปรมิาณของแบคทีเรียทัง้หมด (ก) จ านวนประชากรของเชือ้ยีสต ์(ข) และจ านวน
แบคทีเรียกรดแลคติก (ค) ก่อนและหลงัจากกระบวนการหมกัที่ไร่กาแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่
โดยใชก้าแฟปริมาณ 70 กิโลกรมั โดย ◼ แทนปริมาณจุลินทรีย์ก่อนหมัก และ ◼ แทนปริมาณ
จลุินทรียห์ลงัหมกั ขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์
เล็กแทนปริมาณเชือ้จุลินทรียท์ี่เปรียบเทียบกันระหว่างก่อนและหลงักระบวนการหมัก ซึ่งไดจ้าก
การวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05 

จากการเปรียบเทียบปริมาณน า้ตาลในกระบวนการหมักกาแฟอะราบิกา้ พบว่าค่า 
°Brix ในกระบวนการหมกัควบคมุและกระบวนการหมกัที่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรีย์สภาวะ Y4-04 
มี ค่า °Brix แตกต่างกันโดยค่า°Brix ของการทดลองควบคุมเท่ากับ 0.1 และค่า °Brix ของ
กระบวนการหมกัที่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียเ์ท่ากับ 0.4 และพบว่าระหว่างกระบวนการหมกัมีค่า 
°Brix ที่สูงขึน้ในชั่วโมงที่  12 และคงที่จนสิน้สุดกระบวนการหมัก เช่นเดียวกันกับการทดลอง
ควบคุมที่มีการเพิ่มขึน้ของค่า °Brix เมื่อกระบวนการหมักผ่านไป 6 ชั่วโมงและคงที่ จนสิน้สุด
กระบวนการหมักที่ 44 ชั่วโมง ในทางตรงกันขา้มค่าความเป็น กรด -เบส ของทั้ง 2 สภาวะมีค่า
ลดลงเมื่อเทียบกบัหลงัสิน้สุดกระบวนการหมักที่ 44 ชั่วโมง ซึ่งมีค่าความเป็นกรดเบสก่อนเริ่มตน้
กระบวนการหมักของทั้ง 2 มีค่าเท่ากับ 5.60 และ 5.00 และเมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักทั้ง 2 
สภาวะมีค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 3.90 และ 4.00 ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 19 ค่ำ °Brix ◆ และปรมิำณควำมเป็นกรด ◼ ของ (ก) การทดลองควบคมุ และ 
(ข) การขยายกระบวนการหมกัโดยการเติมหวัเชือ้จลุินทรีย ์สภาวะ Y4-04 ที่ระยะเวลาต่างๆ 

จากผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงค่าปริมาณของแข็งที่ละลายไดใ้นกระบวนการ
หมักพบว่าก่อนเริ่มตน้กระบวนการหมักของการทดลองควบคุมและสภาวะการขยายขนาดการ
หมักที่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียส์ภาวะ Y4-04 พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญโดย
ปริมาณของแข็งที่ละลายไดท้ี่ 0 ชั่วโมงของกระบวนการหมักทัง้ 2 สภาวะนัน้มีค่าเท่ากับ 80 และ 
86 ppm ตามล าดับ และหลังจากสิน้สุดกระบวนการหมักพบว่าของแข็งที่ละลายได้ของสภาวะ 
Y4-04สงูถึง 310 ppm 

 

 

ภาพประกอบ 20 ปรมิาณของแข็งที่ละลายไดใ้นกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟ ก่อน-หลงัจาก
กระบวนการหมกัที่ไรก่าแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ โดยใชก้าแฟปรมิาณ 70 กิโลกรมั โดย ◼ 
แทนปรมิาณของแข็งที่ละลายไดก้่อนหมกั และ ◼ แทนปรมิาณของแข็งที่ละลายไดห้ลงัหมกั 
ขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กแทนปรมิาณ
ของแข็งที่ละลายท่ีเปรียบเทียบกนัทกุสภาวะ ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนด
นยัส าคญัที่ 0.05) 

จากผลการทดลองการทดสอบคุณภาพของเมล็ดกาแฟโดยการชิมกาแฟที่ไดจ้าก
กระบวนการขยายขนาดกระบวนการหมักที่ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ พบว่าคุณภาพของเมล็ด
กาแฟมีคะแนนเท่ากับ 73.25 และ 76.75 คะแนน ซึ่งสภาวะของ Y4-04 นั้นมีคะแนนที่มากกว่า
กระบวนการหมักควบคุมที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียล์งในกระบวนการหมัก ซึ่งลักษณะของ
เมล็ดกาแฟสภาวะ Y4-04 มีลักษณะของกลิ่นรสได้แก่ Black tea, Nutty, Honey, Lemon และ 
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Acidity ซึ่งจากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของเชือ้จุลินทรียใ์นสภาวะ Y4-04 นัน้มี
ผลต่อกระบวนการหมักกาแฟเมื่อเปรียบเทียบกบัการทดลองที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียใ์นการ
ขยายขนาดกระบวนหมกั แสดงดงัตารางที่ 11 

ตาราง 11 คุณลกัษณะทางดา้นกลิ่นรสและคะแนนของเมล็ดกาแฟที่ผ่านกระบวนการหมัก โดย
การเติมหัวเชือ้จุลินทรียส์ภาวะ Y4-04 และเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรีย ์(Control) 
จากไรก่าแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ 

สภาวะ (รหสั) คณุลกัษณะทางดา้นกลิ่นรส คะแนน 

Control  Nutty, Green, Roasts, Hay, Light lime, Sweet, Lime peel 73.25a 

Y4-04 Black tea, Nutty, Honey, Lemon, Acidity 76.75b 
 

3.3 การวิเคราะหช์นิดและความเข้มข้นของน ้าตาลในตัวอย่างน ้าหมักก่อน-
หลังกระบวนการหมัก 

การวิเคราะหช์นิดและความเขม้ขน้ของน า้ตาลในตัวอย่างน า้หมักของกระบวนการ
หมักกาแฟที่ขยายขนาดกระบวนการหมักที่ ไร่กาแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ ซึ่งท าการ
เปรียบเทียบชนิดและความเขม้ขน้ของน า้ตาลระหว่างสภาวะควบคมุ และสภาวะ Y4-04 แสดงดงั
ตาราง 12 

จากผลการวิเคราะห์ชนิดและความเข้มขน้ของน า้ตาลพบว่าชนิดของน ้าตาลที่มี
ความโดดเดนในกระบวนการหมักของทัง้ 2 สภาวะ ไดแ้ก่ fructose และ dextrose ซึ่งจะสามารถ
ตรวจเจอตลอดระยะเวลาของกระบวนการหมัก โดยพบว่าในกระบวนการหมักควบคุมมีความ
แตกต่างกนัของน า้ตาลทัง้ 2 อย่างมีนยัส าคญัหลงัจากกระบวนการหมกัผ่านไป 6 ชั่วโมง ซึ่งความ
เขม้ขน้ของ fructose ที่ 0 และ 6 ชั่วโมงมีค่าเท่ากบั 4.83 และ 6.17 กรมัต่อลิตร และความเขม้ขน้
ของน า้ตาล dextrose มีค่าเท่ากับ 5.72 และ 6.34 กรมัต่อลิตร ตามล าดับ ในกระบวนการทดลอง
ควบคุมพบชนิดของน ้าตาลทั้ง 5 ที่ระยะเวลา 30 ชั่ วโมงได้แก่ fructose, dextrose, sucrose, 
maltose และ lactose ซึ่งมีความเขม้ขน้เท่ากับ 4.19, 5.11, 0.47, 0.36 และ 0.04 กรมัต่อลิตร
ตามล าดับ นอกจากนี ้ชนิดและความเข้มข้นของน ้าตาลในสภาวะการหมักที่มีการเติมหัว
เชื ้อจุลินทรีย์ของสภาวะ Y4-04 พบว่าความเข้มข้นของ fructose มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคัญที่ 0 และ 6 ชั่วโมง แต่เมื่อเวลาผ่านไป 12 ชั่วโมงมีความเขม้ขน้ของ fructose ที่เพิ่มขึน้
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จนถึงสิน้สดุกระบวนการหมกัที่ 44 ชั่วโมง และ dextrose พบว่าที่ 6 และ 12 ชั่วโมงมีความเขม้ขน้
ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ โดยความเขม้ขน้ที่สูงสุดนัน้พบที่ 24 ชั่วโมงซึ่งมีความเขม้ขน้ของ
น า้ตาลทัง้ 2 ชนิดเท่ากบั 6.93 และ 6.85 กรมัต่อลิตร ตามล าดบั 
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3. 4 การวิเคราะหช์นิดและปริมาณของสารละลายในเมล็ดกาแฟคั่ว 
จากผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสารระเหยในเมล็ดกาแฟคั่วที่ได้จาก

สภาวะ Y4-04 ของกระบวนการหมักการขยายขนาดที่ไร่กาแฟ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ ที่มีการ
เติมหัวเชื ้อจุลินทรีย์ (P. kluyveri YWP1-5, P. kluyveri YML1-1, P. kluyveri YMP1-1 และ W. 
anomalus YWP1-3) โดยใชเ้ทคนิค gas– chromatography mass spectrometry (GC-MS) พบ
ปริมาณของสารระเหยหลายกลุ่ม เช่น Furan (45.9%), Pyrazine (13.6%), Carboxylic acid 
(9.2%), Ketone (7.6%), Pyrol (4.8%), Phenol (4.6%), Pyranol (3.1%), Pyridine (2.7%), 
Pulanol (2.3%), Ester (1.0%), Pyrimidine (0.9%), Alcohol (0.6%) และ Xantine (0.6%).   

 

 

ภาพประกอบ 21 สารประกอบอินทรียร์ะเหยในเมล็ดกาแฟคั่วจากการวิเคราะหโ์ดย GC-
MS chromatogram :(1) methyl pyrazine, (2) 1-hydroxy-2-propanone, (3) 2,5-dimethyl 
pyrazine, (4) 2,6-dimethyl pyrazine, (5) 2-ethyl-6-methyl pyrazine, (6) acetic acid, (7) 
furfural, (8) 1-acetyloxy-2-propanone, (9) furfuryl acetate, (10) 5-methyl-2-
furancarboxaldehyde, (11) 2-furanmethanol, (12) 3-methyl-1,2-cyclopentanedione, (13) 
maltol, (14) 2-methoxy-4-vinylphenol, (15) 5-hydroxymethylfurfural 

จากผลการทดลองเพื่อศึกษาสารประกอบที่เก่ียวขอ้งกบัรสชาติของกาแฟ ที่สามารถ
ละลายน า้ไดจ้ากการสกัดเมล็ดกาแฟคั่วดว้ยน า้รอ้น และวิธีการทางเคมี โดยการใชเ้ทคนิค 1H 
NMR พบว่า พบชนิดของสารที่มีความโดดเด่นได้แก่ Trigonelline , Caffeine และ Acetic acid 
นอกจากนีย้ังพบสารประกอบชนิดต่างๆไดแ้ก่ Formic acid, Chlrogenic acid, Malic acid และ 
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Citric acid  ที่ เป็นสารประกอบที่ละลายน ้าได้ในเมล็ดกาแฟคั่วที่ผ่านกระบวนการหมักด้วย
เชือ้จลุินทรีย ์

 

ภาพประกอบ 22 การทดสอลทางเคมีโดยวิธีการ 1H NMR spectrum ของเมล็ดกาแฟคั่วที่
สกดัดว้ย D2O 

4.การหาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้จุลินทรียค์ัดเลือกทีใ่ช้ในกระบวนการหมัก
เมล็ดกาแฟสายพันธุอ์ะราบิกา 

จากการศกึษากระบวนการหมกักาแฟอะราบิกาพบว่าหวัเชือ้จลุินทรียท์ี่มีศกัยภาพในการ
เพิ่มคณุภาพของเมล็ดไดแ้ก่สภาวะ Y4-04 ซึ่งประกอบดว้ยเชือ้ P. kluyveri YWP1-5, P. kluyveri 
YML1-1, P. kluyveri YMP1-1 และ W. anomalus YWP1-3 ในหัวขอ้นีจ้ึงท าการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้จุลินทรีย ์เพื่อใหส้ามาถผลิตหัวเชือ้จุลินทรียไ์ดใ้นปริมาณที่มากขึน้ 
และต้นทุนต ่า โดยท าการศึกษาผลขององค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ ได้แก่ แหล่งคารบ์อน 
ความเขม้ขน้ของแหลง่คารบ์อน แหลง่ไนโตรเจน และความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน และผลของ
ปัจจยัทางกายภาพที่มีผลต่อการผลิตหวัเชือ้ ไดแ้ก่ อณุหภมูิ 
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ภาพประกอบ 23 ผลของแหลง่คารบ์อนที่เหมาะสม ในการเพาะเลีย้งยีสตส์ายพนัธุ ์(ก) 
YMP1-1, (ข) YML1-1, (ค) YWP1-5  และ (ง) YWP1-3 เพื่อการผลิตหวัเชือ้จลุินทรีย ์ในอาหาร YE 
ปรมิาณ 50 ml เขย่าที่ 150 rpm เป็นเวลา 32 ชั่วโมง โดย ◆ แทนน า้ตาลกลโูคส ◼ แทนน า้ตาล
ซูโครส  แทนกลีเซอรอล  แทนน า้ตาลทราย  แทนน า้ตาลป๊ีป ⚫ แทนโมลาส และ  
ขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดย
ก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05) 

จากผลการทดลองการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้จุลินทรีย ์พบว่าเมื่อ
ใชแ้หล่งคารบ์อนไดแ้ก่ น า้ตาลป๊ีบใหป้รมิาณของมวลเซลลไ์ม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัจากการใช้
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กลูโคสซึ่งเป็นแหล่งคารบ์อนเดิมของสูตรอาหาร YE ที่ใชส้  าหรบัเพาะเลีย้งเชือ้จุลินทรีย ์ซึ่งแต่ละ
สายพนัธุไ์ดแ้ก่ YMP1-1, YML1-1, และ YWP1-5  มีปริมาณของมวลเซลลเ์ท่ากบั 6.88, 6.36 และ 
8.00 และ 17.96 กรมั/ลิตร และยีสตส์ายพันธุ์ YWP1-3 พบว่าสามารถใชน้ า้ตาลทรายเป็นแหล่ง
คารบ์อนแทนการใชน้ า้ตาลกลูโคสโดยมีปริมาณของมวลเซลลเ์ท่ากับ 17.96 กรมั/ลิตร  จากผล
การทดลองพบว่าสามารถใชน้ า้ตาลป๊ีบและน า้ตาลทรายเป็นแหล่งคารบ์อนแทนการใชน้ า้ตาล
กลโูคสได ้เนื่องจากส่งผลใหป้ริมาณของมวลเซลลไ์ม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัที่ระดับ
ความเชื่อมั่นเท่ากบั 95% จึงท าการศกึษาความเขม้ขน้ของน า้ตาลป๊ีบและน า้ตาลทรายที่เหมาะสม
ในการผลิตหวัเชือ้จลุินทรียต่์อไป 
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ภาพประกอบ 24 ผลของความเขม้ขน้ของแหลง่คารบ์อนในการเพาะเลีย้งยีสตส์ายพนัธุ ์
(ก) YMP1-1, (ข) YML1-1, (ค) YWP1-5  และ (ง) YWP1-3 เพื่อการผลิตหวัเชือ้จลุินทรีย ์ในอาหาร 
YE ปรมิาณ 50 ml เขย่าที่ 150 rpm เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดย ◆ แทน 30 กรมัต่อลิตร ◼ แทน 
60 กรมัต่อลิตร  แทน 90 กรมัต่อลิตร  แทน 120 กรมัต่อลิตร  แทน 180 กรมัต่อลิตร และ 
⚫ แทน 240 กรมัต่อลิตร ขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ซึ่งไดจ้ากการ
วิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05 

จากการศึกษาผลของแหล่งคารบ์อนพบว่าน า้ตาลป๊ีบและน า้ตาลทรายสามารถใชเ้ป็น
แหลง่คารบ์อนทดแทนการใชน้ า้ตาลกลโูคส และจากการศกึษาผลของความเขม้ขน้ของน า้ตาลป๊ีบ
พบว่าความเขม้ขน้ที่เหมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้ของสายพันธุ์ YMP1-1, YML1-1 และ YWP1-5 
ไดแ้ก่ 90, 60 และ 90 กรมั/ลิตร และความเขม้ขน้ของน า้ตาลทรายที่เหมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้
ของยีสตส์ายพันธุ์ YWP1-3 ไดแ้ก่ 120 กรมั/ลิตร โดยมีปริมาณของมวลเซลลข์องยีสตส์ายพันธุ ์
YMP1-1, YML1-1, YWP1-5 และ YWP1-3 สูงสุดเท่ากับ 11.72, 17.63, 9.50 และ 23,20 กรัม/
ลิตร จากการศกึษาผลของแหล่งคารบ์อนในการผลิตหวัเชือ้จุลินทรียพ์บว่าแหล่งคารบ์อนที่มีความ
เหมาะสมต่อการผลิตยีสต ์YMP1-1, YML1-1 และ YWP1-5 ไดแ้ก่ น า้ตาลป๊ีบ ที่ความเขม้ขน้ 90, 
60 และ 90 กรมัต่อลิตร เนื่องจากความเขม้ขน้ของน า้ตาลป๊ีปของเชือ้ทั้ง 3 สายพันธุ์ที่ส่งผลต่อ
มวลเซลลข์องยีสตไ์ม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% ของ
ความเขม้ขน้ของน า้ตาลที่สูงขึน้ จึงเป็นความขน้ที่เหมาะสมและช่วยลดในการผลิตหัวเชือ้ยีสต ์
และนอกจากนีย้ังพบว่ายีสตส์ายพันธุ์ YWP1-3 มีแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสมไดแ้ก่ น า้ตาลทราย 
120 กรมั/ลิตร ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของน า้ตาลทรายที่สงูขึน้จะแสดงใหเ้ห็นว่ามวล
เซลลข์องยีสตไ์ม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบั 95% 
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ภาพประกอบ 25 ผลของแหลง่ไนโตรเจนในการเพาะเลีย้งยีสตส์ายพนัธุ ์(ก) YMP1-1, (ข) 
YML1-1, (ค) YWP1-5  และ (ง) YWP1-3 เพื่อการผลิตหวัเชือ้จลุินทรีย ์ในอาหาร YE ปรมิาณ 50 
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ml เขย่าที่ 150 rpm เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดย ◆ แทน Yeast exteact ◼ แทน Malt extract  
แทน Beef extract  แทน Peptone  แทน Corn steep ⚫ แทน Ammonium sulfate  
แทน Sodium sulfate และ – แทน Urea ขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ซึ่งได้
จากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05 

จากผลการทดลองการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้จุลินทรีย ์พบว่าเมื่อ
ใชแ้หล่งไนโตรเจนไดแ้ก่ สารสกัดยีสต ์(Yeast extract) ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนเดิมจากสูตรที่ใช้
ส  าหรบัเพาะเลีย้งเชือ้นั้นไดใ้ห้ปริมาณของมวลเซลลไ์ม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นเท่ากบั 95% จากการใชแ้หล่งไนโตรเจนชนิดอ่ืน ซึ่งแต่ละสายพันธุ์ไดแ้ก่ YMP1-1, YML1-
1, YWP1-5 และ YWP1-3 นั้นมีปริมาณของมวลเซลลเ์ท่ากับ 12.56 , 23.09, 8.69 และ 25.20 
กรมั/ลิตร ซึ่งจากผลการทดลองจะพบว่าแหล่งไนโตรเจนที่เป็น Ammonium sulfate และ Malt 
extract จะสามารถใหม้วลเซลลข์องยีสตส์ายพนัธุ ์YWP1-3 สงูกว่าการใชส้ารสกดัจากยีสตแ์ต่เมื่อ
น าไปทดสอบผลทางสถิติพบว่าการใชส้ารสกัดจากยีสตไ์ดใ้หป้ริมาณของมวลเซลลไ์ม่แตกต่าง
อย่างมีนยัส าคญัที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% และยังเป็นแหล่งไนโตรเจนที่มีตน้ทุนที่ถูกกว่า
จึงมีความเหมาะสมที่สุด จากผลการทดลองจึงท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารสกัดยีสตเ์พื่อ
เหมาะสมในการผลิตหวัเชือ้จลุินทรียต่์อไป 
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ภาพประกอบ 26 ผลของความเขม้ขน้ของแหลง่ไนโตรเจนในการเพาะเลีย้งยีสตส์ายพนัธุ ์
(ก) YMP1-1, (ข) YML1-1, (ค) YWP1-5  และ (ง) YWP1-3 เพื่อการผลิตหวัเชือ้จลุินทรีย ์ในอาหาร 
YE ปรมิาณ 50 ml เขย่าที่ 150 rpm เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดย ◆ แทน 0 กรมัต่อลิตร ◼ แทน 5 
กรมัต่อลิตร  แทน 10 กรมัต่อลิตร  แทน 15 กรมัต่อลิตร  แทน 20 กรมัต่อลิตร ⚫ แทน 
25 กรมัต่อลิตร และ  แทน 30 กรมัต่อลิตร ขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ 
ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05 

จากการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนพบว่าการใชส้ารสกดัยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน
นัน้มีความเหมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้จุลินทรีย ์และจากการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของสาร
สกัดยีสตพ์บว่าความเขม้ขน้ที่เหมาะสมต่อการผลิตหัวเชือ้ของยีสตส์ายพันธุ์ YMP1-1, YML1-1, 
YWP1-5 และ YWP1-3 ไดแ้ก่ 5, 15, 5 และ 20 กรมั/ลิตร โดยมีปรมิาณของมวลเซลลข์องยีสตส์าย
พันธุ์ YMP1-1, YML1-1, YWP1-5 และ YWP1-3 เท่ากับ 10.76, 32.50, 7.92 และ 41.50 กรมั/
ลิตร ตามล าดับ นอกจากนีจ้ากผลการลองยังแสดงให้เห็นว่าการไม่เติมแหล่งไนโตรเจนลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้นัน้ส่งผลใหม้วลเซลลข์องยีสตท์ุกสายพนัธุม์ีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัที่
ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบั 95% เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมแหล่งไนโตรเจนลงในอาหารเลีย้งเชือ้ 
ซึ่งจากผลการทดลองจะแสดงใหเ้ห็นอย่างชดัเจนของยีสตส์ายพนัธุ ์YML1-1 ที่มีปริมาณของมวล
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เซลลล์ดลงอย่างชัดเจน และถึงแมว้่าความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนที่ 5 กรมัต่อลิตรนัน้ไม่ได้
แสดงใหเ้ห็นถึงความแตกต่างของมวลเซลลแ์ต่เมื่อท าการทดสอบทางสถิตินัน้พบว่าความเข้มขน้ที่ 
5 กรมัต่อลิตร และ 15 กรมัต่อลิตรนั้นมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น
เท่ากับ 95% จึงท าใหค้วามเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจที่เหมาะสมต่อการผลิตเซลลย์ีสตส์ายพันธุ ์
YML1-1 เท่ากบั 15 กรมัต่อลิตร 
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ภาพประกอบ 27 ผลของอณุหภมูิที่ใชใ้นการเพาะเลีย้งยีสตส์ายพนัธุ ์(ก) YMP1-1, (ข) 
YML1-1, (ค) YWP1-5  และ (ง) YWP1-3 เพื่อการผลิตหวัเชือ้จลุินทรีย ์ในอาหาร YE ปรมิาณ 50 
ml เขย่าที่ 150 rpm เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดย ◆ แทน 5 องศาเซลเซียส ◼ แทน 10 องศา
เซลเซียส  แทน 15 องศาเซลเซียส  แทน 20 องศาเซลเซียส  แทน 25 องศาเซลเซียส และ 
⚫ แทน 30 องศาเซลเซียส ขอ้มลูจากกราฟแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ า้ ซึ่งไดจ้ากการ
วิเคราะหโ์ดยใช ้t-Test โดยก าหนดนยัส าคญัที่ 0.05 

หลังจากท าการศึกษาผลขององค์ประกอบอาหารเลี ้ยงเชื ้อที่มีผลต่อการผลิตหัว
เชือ้จุลินทรียใ์นการทดลองก่อนหน้า จากนัน้จึงไดท้ าการศึกษาผลของปัจจัยทางกายภาพไดแ้ก่ 
อุณหภูมิที่ ใช้ในการเพาะเลี ้ยงยีสต์ได้แก่ YMP1-1, YML1-1, YWP1-5 และ YWP1-3 พบว่า
อณุหภูมิที่มีผลต่อการเจริญของเชือ้ยีสตท์ัง้ 4 สายพันธุ ์ไดแ้ก่ 25, 20, 25 และ 25 องศาเซลเซียส 
โดยมีปริมาณของมวลเซลลข์องยีสตส์ายพนัธุ ์YMP1-1, YML1-1, YWP1-5 และ YWP1-3 เท่ากับ 
10.30, 25.85, 11.04 และ 35.43 กรมั/ลิตร ตามล าดบั ซึ่งอณุหภูมิดงักล่าวเป็นสภาวะที่ส่งผลให้
มวลเซลลข์องยีสตท์ัง้ 4 สายพันธุน์ัน้สงูที่สุด แต่เมื่อท าการทดสอบทางสถิติว่าเชือ้ยีสตท์ัง้ 4 สาย
พนัธุน์ัน้สามารถเจริญไดใ้นช่วงอณุหภูมิเท่ากบั 15-35 องศาเซลเซียส เพราะสภาวะทัง้หมดนัน้ไม่
มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบั 95%   
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บทที ่5 
สรุป และอภปิรายผลการทดลอง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้จุลินทรียท์ี่คดัเลือกไดใ้นกระบวนการหมกักาแฟอะ
ราบิกาที่ดอยผาตัง้ จ.เชียงราย ไดน้ าเชือ้ที่สามารถคดัแยกและคดัเลือกเชือ้ไดท้ัง้หมด 13 ไอโซเลต 
โดยแบ่งออกเป็นยีสตจ์ านวน 6 ไอโซเลต แบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 5 ไอโซเลต และแบคทีเรีย
จ านวน 2 ไอโซเลต โดยน ามาออกแบบกระบวนการหมกัไดท้ัง้สิน้ 24 สภาวะการทดลอง พบว่ามี 2 
สภาวะที่ช่วยเพิ่มคุณภาพของเมล็ดกาแฟไดแ้ก่ YL03 ซึ่งเป็นสภาวะที่มีการหมกัร่วมกันของยีสต ์ 
Pichia kluyveri YWP1-5 และ แบคทีเรียกรดแลคติก Weissella cibaria LML1-1 ซึ่งกระบวนการ
หมกัดว้ยสภาวะนีส้่งผลใหเ้มล็ดกาแฟมีคะแนนสงูถึง 80.4 คะแนนและมีรสชาติ กลิ่นที่ดียิ่งขึน้เมื่อ
เทียบกบัการทดลองที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรีย ์และอีกหนึ่งสภาวะที่ช่วยส่งเสริมคุณภาพของ
เมล็ดกาแฟ ไดแ้ก่  Y4-04 ซึ่งเป็นสภาวะที่มีการหมักร่วมกันของยีสต ์4 สายพันธุ์ ได้แก่ Pichia 
kluyveri YMP1-1, Pichia kluyveri YML1-1, Pichia kluyveri YWP1-5 และ Wickerhamomyces 
anomalus YWP1-3 ซึ่งสภาวะนีส้่งผลใหเ้มล็ดกาแฟมีคะแนนสูงถึง 82.4 คะแนนและมีลักษณะ
กลิ่นรสที่ดีขึน้จากกระบวนการหมกัที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรีย ์ไดแ้ก่ Stone fruit, Sugarcane, 
Banana, Ripe fruit, Orange, Apple, Red grape, Brown sugar, Tomato, Berry, Honey, 
Citrus และ Lemon จากงานวิจัยก่อนหน้านี ้ที่มีการน าหัวเชื ้อยีสต์ได้แก่  Saccharomyces 
cerevisiae CCMA054 มาใชใ้นกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟซึ่งส่งผลใหเ้มล็ดกาแฟนัน้มีรสชาติที่
ดียิ่งขึน้และมีคะแนนมากถึง 81 คะแนน(23)  นอกจากนีย้งัมีการรายงานของ Pereira และคณะไดม้ี
การใชเ้ชือ้ผสมกันระหว่าง Candida parapsilosis CCMA0544 และ Torulaspora delbrueckii 
CCMA0684 ช่วยส่งเสริมคณุภาพของเมล็ดกาแฟดา้นความเปรีย้ว และเนือ้สมัผัสของเนือ้กาแฟ
เมื่อเทียบกบัการทดลองที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรีย์(20)และในปี 2020 ไดม้ีการหมักเมล็ดกาแฟ
รว่มกนัระหว่างเชือ้ยีสต ์และแบคทีเรียกรดแลคติก พบว่าคณุภาพของเมล็ดกาแฟมีกลิ่นหอมหมัก
ไวน์และผลไม้ และมีความหวานมากเพิ่มขึน้อีกด้วย (29) เช่นเดียวกันกับกระบวนการหมักของ 
Avallone และคณะพบว่าในระหว่างกระบวนการหมักเชือ้จุลินทรียจ์ะมีการใชน้ า้ตาลเป็นสารตัง้
ต้นในการผลิตสารประกอบสารอินทรีย์ หรือสารอนินทรีย์เช่น กรดชนิดต่างๆ และส่งผลให้ใน
กระบวนการหมกันัน้มีค่าความเป็นกรด-เบสที่ลดลง(5) ซึ่งจากการรายงานในปี 2016 พบว่าบริเวณ
ของมิวซีเลจ ซึ่งเป็นองคป์ระกอบหนึ่งของเมล็ดกาแฟนัน้มีส่วนประกอบเป็นน า้ตาลมากถึง 6.2-
7.4% ซึ่งมกัเป็นสารอาหารส าหรบัการสรา้งสารเมแทบอไลตช์นิดต่างๆไดอี้กดว้ย(10,11) 
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จากการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมต่อกระบวนการหมักของเชือ้ทั้ง 2 สภาวะไดแ้ก่ 
YL03 และ Y4-04 นัน้ไดท้ าการศึกษาผลของอณุหภูมิและระยะเวลาที่มีผลต่อกระบวนการหมกัซึ่ง
พบว่าหลังจากสิน้สุดกระบวนการหมักสภาวะ YL03 และ Y4-04 มีคะแนนเท่ากับ 76.25 และ 
76.00 เมื่อเทียบกับกระบวนการหมักที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรียท์ี่  48 ชั่วโมง โดยพบว่าเมื่อ
กระบวนการหมักนัน้มีระยะเวลาของกระบวนการหมักที่มากขึน้มักส่งผลต่อปัจจัยชนิดต่างๆใหม้ี
การเปลี่ยนแปลงไปซึ่งพบว่า ในขณะที่ความเป็นกรด-เบสลดลง หรือมีความเป็นกรดเพิ่มมากขึน้
นั้น ปริมาณของการละลายของน ้าตาลมักสูงขึน้ จากการรายงาน Elhalis และคณะได้มีการ
รายงานในปี 2021 ว่าเมื่อกระบวนการหมกัผ่านไป 36 ชั่วโมงนัน้พบว่าค่าความเป็นกรด-เบสลดลง
จาก 5.6 ถึง 3.8 หลงัจากกระบวนการหมกัดว้ย H. uvarum, P. kudriavzevii, P. fermentans, C. 
railenensis, C. xylopsoci และ W. anomalus  (41) นอกจากนี ้ยังพบว่าปัจจัยที่มีผลในการ
เปลี่ยนแปลงระหว่างกระบวนการหมักคือการละลายของของแข็ง พบว่าเมื่อสิน้สุดกระบวนการ
หมกัจะมีปรมิาณที่เพิ่มขึน้เมื่อเทียบกนักบัสารตา้นอนมุลูอิสระของเมล็ดกาแฟอีกดว้ย(42)  

และงานวิจยัในปี 2014 ยงัมีการใชค่้าการละลายของของแข็งในการควบคมุกระบวนการ
หมกัเพื่อเปรียบระหว่างกระบวนการหมกัที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรียก์บักระบวนการหมกัที่มีการ
เติมหวัเชือ้จุลินทรีย ์(28) กระบวนการหมกัเริ่มตน้ ซึ่งจากการวิจยัของ Varady ไดศ้ึกษาผลของการ
ละลายของปริมาณของแข็งในกระบวนการหมักกาแฟ พบว่าการละลายของของแข็งนอกจากจะ
เป็นส่วนส าคญัในการตรวจสอบกระบวนการหมกัของกาแฟแลว้การละลายของของแข็งนัน้ยงัเป็น
สว่นช่วยในการสง่เสรมิการผลิต 

ในการขยายการหมกัเมล็ดกาแฟสายพนัธุอ์ะราบิกาไดท้ าการศึกษาที่ไร่กาแฟ 2 บริเวณ
ไดแ้ก่ อ.หว้ยน า้ดัง จ.แม่ฮ่องสอน และ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ พบว่าการขยายการหมักเมล็ด
กาแฟที่ อ.หว้ยน า้ดงั จ.แม่ฮ่องสอน คณุภาพของเมล็ดกาแฟในกระบวนการหมกัดว้ยสภาวะ YL03 
และ Y4-04 นัน้มีค่าเท่ากบั 65.00 และ 70.00 คะแนนตามล าดบั ซึ่งพบว่ากระบวนการหมักเมล็ด
กาแฟดว้ยสภาวะ Y4-04 มีคะแนนสงูกว่ากระบวนการหมักควบคมุที่ไม่มีการเติมหัวเชือ้จุลินทรีย ์
และมีลกัษณะกลิ่นรสของกาแฟ ไดแ้ก่ โกโก ้สม้ และ เลมอน แต่เมื่อเปรียบเทียบคะแนนการชิม
จากกระบวนการหมักก่อนหนา้นีพ้บว่าสภาวะดังกล่าวมีคะแนนที่ลดลง สาเหตุจากขัน้ตอนของ
กระบวนการหมกัที่ อ.หว้ยน า้ดงั จ.แม่ฮ่องสอน ไม่สามารถควบคมุกระบวนการหมกัไดเ้หมือนการ
ทดลองก่อนหนา้ เช่นการท าความสะอาดเมล็ดกาแฟก่อนเริ่มกระบวนการหมัก และการควบคุม
สภาพแวดลอ้มของบริเวณการตากเมล็ดกาแฟจึงส่งผลใหม้ีคะแนนของการชิมลดลง  แต่ไดน้ า
สภาวะการหมกั Y4-04 ท าการขยายขนาดการหมกัที่ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ ซึ่งพบว่ามีคะแนน
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การชิมเท่ากับ 76.75 คะแนนเมื่อเทียบกบัการทดลองควบคุมที่มีคะแนนเพียง 73.25 คะแนน แต่
ยังคงมีคุณภาพด้านกลิ่นรส และการชิมต ่ากว่าการศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการ เนื่อ งจากมี
สาเหตุเก่ียขอ้งกับเชือ้จุลินทรียป์ระจ าถิ่นที่ส่งผลต่อกระบวนหมัก ในงานวิจัยของ Orrego ในปี 
2018 ไดท้ าการทดลองทดสอบขยายกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟจ านวน 45 ตันโดยการใชห้ัว
เชื ้อจุลินทรีย์ที่ เป็นเชื ้อยีสต์ทางการค้าส าหรับผลิตไวน์ผลิตไวน์ในถังหมักชนิด Stirred tank 
bioreactor พบว่าสามารถช่วยสง่เสรมิคณุภาพของเมล็ดกาแฟนัน้ใหเ้ป็นกาแฟชนิดพิเศษได้(45)  

 จากงานวิจัยของ Lee ที่มีการน าเชือ้ยีสต์ มาใช้เป็นหัวเชือ้จุลินทรีย์ในกระบวนหมัก
พบว่า เมล็ดของกาแฟที่ผ่านกระบวนการหมกัดว้ยเชือ้จุลินทรียน์ัน้ มีสารประกอบในกลุ่ม Alkane 
และ Aldehyde ที่สงูขึน้เมื่อเทียบกบัเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้จลุินทรีย ์และการทดลองของ 
Martinez นั้นพบว่าเมล็ดกาแฟที่มีการหมักร่วมกันกับเชือ้จุลินทรียน์ัน้มีการผลิต Alcohol, Acid, 
Ester และ Aromatic ที่สูงขึน้หลงัจากกระบวนการหมัก(23,31) ซึ่งจากการวิจยัของ Elhalis ไดม้ีการ
อธิบายถึงการเกิดสารประกอบอินทรีย ์อนินทรีย ์รวมถึงสารระเหยที่มีผลต่อกลิ่นและรสชาติของ
กาแฟ อาทิเช่นการตรวจพบสารในกลุ่ม Furan นัน้จะมีผลต่อกลิ่นรสของกาแฟโดยจะท าใหเ้มล็ด
กาแฟนัน้มีลกัษณะ Smoke-roast การตรวจพบสารในกลุ่ม Pyrazines นัน้มกัสง่ผลต่อกลิ่นรสของ
กาแฟโดยจะท าใหเ้มล็ดของกาแฟนัน้มีกลิ่นถั่ว พีนัท เนย โกโก ้และช็อคโกแลต การตรวจพบสาร
ในกลุ่ม Ketones นัน้ส่งผลใหเ้มล็ดกาแฟมีกลิ่น ผลไม ้น า้ผึง้ รวมถึงความหวานที่เพิ่มขึน้ในเมล็ด
กาแฟ การตรวจพบสารในกลุม่ Phenol นัน้จะสง่ผลใหเ้มล็ดกาแฟมีลกัษณะที่เผ็ดรอ้นมากขึน้ การ
พบสารในกลุ่ม Pyridine นัน้จะส่งผลใหเ้มล็ดกาแฟมีลกัษณะกลิ่นรสคลา้ยกับไมโ้อ๊ค และยาสูบ 
การพบสารในกลุ่ม Aldehyde นัน้มักจะส่งผลใหเ้มล็ดกาแฟมีกลิ่นลกัษณะคลา้ยหญ้า  การพบ
สารในกลุ่ม Furanone นั้นมักส่งผลให้ลักษณะของเมล็ดกาแฟนั้นมีความหวานมากยิ่งขึ ้น 
นอกจากนีก้ารพบกรดชนิดต่างๆนัน้ มกัจะสง่ผลต่อความเปรีย้มของเมล็ดกาแฟอีกดว้ย(46)  

เช่นเดียวกบัการศึกษาของงานวิจัยในปี 2021 มีรายงานเก่ียวกับความหลากหลายของ
เชือ้จุลินทรียโ์ดยการใชเ้ทคนิค High-throughput sequencing พบว่ามีความหลากหลากของเชือ้
แบคทีเรียมากถึง 695 สายพนัธุแ์ละเชือ้รามากถึง 156 สายพนัธุ ์ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความ
โดดเด่นในกระบวนการหมกัคือ Leuconostoc และยีสตท์ี่มีความโดดเด่นในกระบวนการหมกัคือ 
Kazachstania นอกจากนีย้ังพบแบคทีเรียกรดอะซิติกที่มีความโดดเด่นในกระบวนการหมักคือ 
Acetobacter (26) จากการรายงานในปี 2020 ได้มีการศึกษาความหลากของจุลินทรียจ์ากเมล็ด
กาแฟอะราบิกาพบว่ามีความหลากหลากของเชือ้แบคทีเรียมากถึง 40 สายพันธุ์และเชือ้รา 212 
สายพันธุ์ ซึ่งสามารถจ าแนกเชือ้ยีสตใ์นระหว่างการเริ่มตน้กระบวนการหมักได ้2 สายพันธุไ์ดแ้ก่ 
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Hanseniaspora uvarum และ Pichia kudriavzevii กลุ่มแบคทีเรียที่เจริญในที่มีอากาศที่มีความ
โดดเด่นในกระบวนการหมักคือ Citrobacter นอกจากนีย้ังพบกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งสาย
พันธุ์ที่มีความโดดเด่นได้แก่ Leuconostoc mesenteroidesv และ Lactococcus lactis (27) ซึ่ง
จากงานวิจยัก่อนหนา้นีพ้บว่าเชือ้จุลินทรียป์ระจ าถิ่นนัน้มกัส่งผลใหค้ณุภาพของเมล็ดกาแฟในแต่
ละพืน้ที่มีลกัษณะของเมล็ดกาแฟทางดา้นกลิ่น และรสชาติต่างกนั ซึ่งพบว่าเชือ้จุลินทรียน์ัน้มกัใช้
สารอาหารจากเมล็ดกาแฟในการเป็นสารตัง้ตน้ส าหรบัการผลิตสารชนิดต่างๆที่มีผลต่อกลิ่นและ 
รสชาติของเมล็ดกาแฟ ซึ่งเชือ้จุลินทรียแ์ต่ละสายพนัธุม์กัสง่ผลต่อปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการ
หมักกาแฟที่แตกต่างกัน อาทิเช่นเชื ้อ S.cerevisiae, P.fermentans และ T.delbrueckii นั้นมี
ลกัษณะของเชือ้ที่สามารถผลิตสารระเหย และมีกิจกรรมของเอนไซมเ์พคติโนไลติกที่ดี ส่งผลให้
สามารถเพิ่มคณุภาพและกลิ่นรสของเมล็ดกาแฟได ้(43)  เชือ้ Hansinospora uvarum และ Pichia 
kudriavzvii   มีศกัยาภาพในการผลิตเอนไซมช์นิดต่างๆ และยงัช่วยสง่เสรมิกระบวนการหมกัซึ่งจะ
ท าใหส้ามารถเพิ่มคณุภาพของเมล็ดกาแฟไดอี้กดว้ย(41)นอกจากนีย้งัมีเชือ้ที่ศกัยภาพในการเพิ่ม
ปริมาณของ Alcohol และ Penols ในเมล็ดกาแฟจากการมีกิจกรรมการผลิตเอนไซม ์Proteolytic 
และ Lipolytic ที่ดีคือเชือ้ Yarrowia lipolytica (31) นอกจากนีย้งัพบว่าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกนัน้
ยงัสามารถช่วยป้องกนัการเจริญของเชือ้รา และช่วยยบัยัง้การสรา้งสารพิษ Mycotoxins ในเมล็ด
ของกาแฟไดน้ัน้คือเชือ้ Lactobacillus spp. Enterococcus และ Leuconostoc(44) 

หลงัจากกระบวนการหมกัไดน้ าเมล็ดกาแฟที่ผ่านการคั่วท าการศกึษาการวิเคราะหส์ารเม
แ ท บ อ ไ ล ต์ โ ด ย ใ ช้  Nuclear Magnetic Resonance แ ล ะ  Gas Chromatography Mass 
Spectrometer พบว่าการวิเคราะหส์ารแมทาบอไลตโ์ดยใช ้Nuclear Magnetic Resonance นั้น
พบ ไตรโกเนลลีน , คาเฟอีน และกรดอะซิติก ในเมล็ดกาแฟที่ผ่านกระบวนการหมกัดว้ยการเติมหวั
เชื ้อจุลิ นทรีย์ เป็ นส่ วน ใหญ่  และการวิ เคราะห์ โดยการใช้  Gas Chromatography Mass 
Spectrometer นัน้มักพบสารในกลุ่มฟูแลน, ไพราซีน, กรดคารบ์อกซิลิก, คีโตน, ไพลอล, ฟีนอล, 
ไพรานอล, ไพรีดีน , ฟลูลานอล , เอสเตอร,์ ไพรมิีดีน, แอลกอฮอล ์และ แซนทีน  

และผลการทดลองจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตหัวเชื ้อจุลินทรีย์ที่มี
ศักยภาพในการพัฒนาคุณภาพของเมล็ดกาแฟพบว่าสภาวะ Y4-04 ช่วงส่งเสริมคุณภาพของ
กระบวนการหมักให้เมล็ดกาแฟมีคุณภาพที่ ดียิ่งขึน้ โดยเชื ้อจุลินทรีย์ของสภาวะ Y4-04 นั้น
ประกอบดว้ยเชือ้ยีสต์ 4 สายพันธุ์ไดแ้ก่ P. kluyveri YWP1-5, P. kluyveri YML1-1, P. kluyveri 
YMP1-1 และ W. anomalus YWP1-3 จึงท าการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตหวัเชือ้จลุินทรีย์
ทัง้ 4 สายพันธุ์ โดยท าการศึกษาผลของแหล่งคารบ์อนในอาหารเลีย้งเชือ้พบว่า น า้ตาลป๊ีบช่วย
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สง่เสรมิการเจรญิของยีสตท์ัง้ 3 สายพนัธุไ์ดแ้ก่ P. kluyveri YWP1-5, P. kluyveri YML1-1 และ P. 
kluyveri YMP1-1 และน ้าตาลทรายขาวเป็นแหล่งคารบ์อนที่ช่วยส่งเสริมให้เชือ้ W. anomalus 
YWP1-3 มีการผลิตมวลเซลลท์ี่มากย่ิงขึน้ และจากการศึกษาผลของแหลง่ไนโตรเจนนัน้พบว่ายีสต์
ทั้ง 4 สายพันธุ์มีความเหมาะสมต่อการผลิตมวลเซลลจ์ากการใช้สารสกัดจากยีสต์เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในอาหารที่ใชส้  าหรบัการเพาะเลีย้ง ซึ่งจากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ
และผลิตมวลเซลลข์องเชือ้ยีสตน์ัน้พบว่า การเปลี่ยนแปลงของแหล่งคารบ์อนที่ใชส้  าหรบัในการ
ผลิตหวัเชือ้จุลินทรียท์ัง้ 4 สายพันธุน์ัน้จะช่วยลดตน้ทุนในกระบวนการผลิตลง และยงัช่วยใหม้วล
เซลลท์ี่ต้องการใช้ในกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟนั้นสามารถผลิตขึน้มาได้ตามปริมาณและ
คณุภาพที่ตอ้งการ 

 จากงานวิจัยในปี 2012 ในการศึกษาเพื่อผลิตมวลเซลลข์องยีสตใ์หเ้พิ่มขึน้จากการใช ้
Glycerol เป็นแหล่งคารบ์อน พบว่ามีปริมาณของมวลเซลลม์ากถึง 25.7 กรมั/ลิตร (47) และจาก
การศึกษาในปี  2017 ในการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนในการผลิต เซลล์ยีสต์ Pichia 
kudriavzevii ITV-S42 พบว่าการใช ้Glucose และ Fructose เป็นแหล่งคารบ์อนจะช่วยส่งเสริม
ผลิตเซลลท์ี่สูงสุด(34)  จากงานวิจัยในปี 2002 มีการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนในการผลิต
เซลลข์อง Pantoea agglomerans CPA-2 โดยศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรียแ์ละ
สารอนินทรีย ์โดยแหลง่ไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรียช์่วยท าใหม้ีการผลิตเซลลส์งูที่สดุ (37)  

จากการศึกษาทัง้หมดนีแ้สดงใหเ้ห็นว่าเชือ้จุลินทรียท์ี่มีศกัยภาพนัน้สามารถน ามาเป็นหวั
เชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟ เพื่อช่วยส่งเสริมคณุภาพของเมล็ดของกาแฟในแต่ละ 
ท้องถิ่นบริเวณให้ดียิ่งขึน้ เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟที่ไม่มีการเติมหัว
เชือ้จุลินทรีย ์อีกทั้งยังช่วยเพิ่มคุณภาพ และมูลค่าให้กับเมล็ดกาแฟไดอี้กดว้ย ดังนั้นการใชห้ัว
เชือ้จุลินทรียเ์ขา้ช่วยในกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟนัน้จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยส่งเสริม
คณุภาพของเมล็ดกาแฟได ้
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ภาคผนวก  

1. Yeast malt agar (YM) 

 Yeast extract   3  กรมั 

 Malt extract   3  กรมั 

 Dextrose   10  กรมั 

 Peptone   5  กรมั 

 Agar    15  กรมั 

ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจลุง
ภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที  

 
2. Yeast extract broth (YE)  

 Yeast extract   5  กรมั 

 Glucose   30  กรมั 

ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจลุง
ภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที  
 

3. Nutrient agar (NA) 

 Beef extract   3  กรมั 

 Peptone   5  กรมั 

 Agar    15  กรมั 
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ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจลุง
ภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที (ไม่
ตอ้งใส ่Agar หากตอ้งการเตรียมอาหารเหลว)  

 
4.Lactobacillus MRS broth (MRS)  

 Lactobacillus broth   55.15  กรมั    

ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจลุง
ภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที  

 
5. Lactobacillus MRS agar (MRS) 

 Lactobacillus broth   55.15  กรมั  

 Calcium carbonate   3  กรมั 

 Agar     15  กรมั 

ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจลุง
ภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที  
 

6. สารละลาย Acetonitrile 99.99%  

 Acetonitrile HPLC Gradient                  990  มิลลิลิตร  

 น า้กลั่น                                 10  มิลลิลิตร 

ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั และใชง้านทนัที 
  

7. สารละลาย 0.1M Hydrochloric acid  

 Hydrochloric acid fuming 37%                  13.5  มิลลิลิตร  

 น า้กลั่น                                 986  มิลลิลิตร 
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ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจลุง
ภาชนt และใชง้านทนัที 
 

8. สารละลาย 0.1M Sodium hydroxide  

Sodium hydroxide                              4             กรมั               

 น า้กลั่น                                                       996  มิลลิลิตร 

ผสมสว่นประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจลุง
ภาชนt และใชง้านทนัที 
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