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การวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี
 
1.  วิธีการวิเคราะหหาความชื้น (AOAC, 1995) 
 

อุปกรณ 
 

1.  ตูอบ (hot air oven) 
 2.  ขวดชั่งหาความชื้น (weighing bottle) 
 3.  โถดูดความชื้น (dessiccator) 

4.  เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
 
วิธีการ 
 

   1.  หาน้ําหนักที่คงที่ของขวดชั่ง โดยนําเขาตูอบที่อุณหภมูิ 105 องศาเซลเซียส  
นาน 2-4 ช่ัวโมง ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น ช่ังน้ําหนักแลวนําเขาตูอบใหมดําเนินการเหมือนครั้ง
แรก จนไดน้ําหนักคงที ่
 2.  ช่ังตัวอยางประมาณ 2 กรัม ใสลงในขวดชั่งที่ทราบน้าํหนักทีแ่นนอนแลว 
 3.  เกลี่ยตวัอยางแผออกอยางสม่ําเสมอใหมีเนื้อที่มากทีสุ่ดเทาที่จะทําได 
 4. นําเขาตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2-4 ช่ัวโมง ทําใหเยน็ใน
โถดูดความชืน้ ช่ังน้ําหนักแลวนําเขาตูอบใหม ดําเนินการเหมือนครั้งแรกจนไดน้ําหนักคงที ่

5.  นําผลที่ไดไปคํานวณปรมิาณความชื้นดังนี ้
 

การคํานวณ 
 
ปริมาณความชื้น (รอยละ)  = (น้ําหนกัตัวอยางกอนอบ  -  น้ําหนักตวัอยางหลังอบ) x100 

         น้ําหนกัตัวอยาง 
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2.  วิธีการวิเคราะหหาปริมาณเถา (AOAC, 1995) 
 

อุปกรณ 
 

1.  ตูอบ (hot air oven) 
2.  เตาเผาอุณหภูมิสูง (muffle furnace) 

 3.  ถวยกระเบือ้งเคลือบ (porcelain crucible) 
 4.  โถดูดความชื้น (dessicator) 

5.  เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
 

วิธีการ 
 

1.  เผาถวยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 เปนเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง  
ปดสวิตซเตาเผา แลวรอประมาณ 30-40 นาที เพื่อใหอุณหภูมิภายในเผาลดลงกอน แลวนําออกจาก
เตาเผาใสในโถดูดความชื้น ปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมหิองแลวช่ังน้ําหนัก 

2.  เผาซ้ําอีกครั้งละประมาณ 30 นาที โดยทําเหมือนวิธีขอ 1 จนไดผลตางของ
น้ําหนกัทั้ง 2 คร้ัง ติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 

3.  ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบที่
ทราบน้ําหนักแนนอนแลว นําไปเผาในตูควันจนหมดควัน แลวจึงนําเขาเตาเผาอุณหภูมิ 550 องศา
เซลเซียส และทําซ้ําเชนเดียวกับขอ1-2 

 
การคํานวณ 
 
ปริมาณเถา (รอยละ)  =  น้ําหนกัตัวอยางหลังเผา  x 100 

      น้ําหนกัตัวอยางกอนเผา 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
  125 

3.  วิธีการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีเจลหดาล (Kjeldahl flask) (AOAC, 1995) 
 

อุปกรณ 
 

 1.  ขวดยอยโปรตีน (Kjeldahl flask) ขนาด 250-300 มิลลิลิตร 
2.  ชุดกลั่นโปรตีน (semi-microdistillationn apparatus)  
3.  ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร 
4.  ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
5.  ปเปตต (pipette) ขนาด 25 มิลลิลิตร 
6.  บิวเรตต (burette) ขนาด 25 มิลลิลิตร 
7.  ลูกแกว 
8.  กระดาษกรอง (filter paper) 
 

   สารเคมี 
    

1.  กรดซัลฟุริกเขมขน  
2.  สารเรงปฏิกิริยา ใชคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 1 สวนตอโพแทสเซียมซัลเฟต 

(K2SO4) 9 สวน 
3.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 32 ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 32 

กรัม ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
4.  สารละลายกรดบอริกเขมขนรอยละ 2 ละลายกรดบอรกิ 20 กรัมดวยน้ํากลั่น 

ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
5.  สารละลายกรดเกลือเขมขน 0.1 นอรมัล 
6.  อินดิเคเตอรใช fashiro indicator  เตรียมเปน stock solution ช่ังเมทิลีนบลู 0.2 

กรัม ละลายในเอทานอล 200 มิลลิลิตร และชั่งเมธิลเรด 0.05 กรัม ละลายในเอธานอล 50 มิลลิลิตร 
โดยนํามาผสมในอัตราสวน stock solution 1 สวน : เอทานอล 1 สวน : น้ํากลั่น 2 สวน 
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วิธีการ 
 

 1.  ช่ังตัวอยางบนกระดาษกรองใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 1-2 กรัม หอให
มิดชิด ใสลงในขวดยอยโปรตีน 
 2.  เติมสารเรงปฏิกิริยา 1 กรัม และกรดซัลฟุริกเขมขน 25 มิลลิลิตรนําไปยอยบน
เตาไฟในตูควนัจนกระทั่งไดสารละลายใส ปลอยทิ้งไวใหเย็น 
  3. นําไปกลั่น โดยเติมน้ํากลั่น 30 มิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
เขมขนรอยละ 32 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 4. รองรับสิ่งที่กล่ันไดดวยสารละลายกรดบอริกเขมขนรอยละ 2 ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร 
 5.  เติมอินดิเคเตอร 2-3 หยด 
 6.  กล่ันโดยใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลายกรดบอริก 
 7.  กล่ันจนไดสารละลายในขวดจับแกสประมาณ 250 มิลลิลิตร 
 8. กล่ันประมาณ 10 นาที ลางปลายอุปกรณควบแนนดวยน้ํากลั่นลงในขวดรองรับ 
 9.  ไทเทรตสารละลายที่กล่ันไดกับสารละลายกรดเกลือเขมขน 0.1 นอรมัล จนได
จุดยุติเปนสีชมพอูอน 
 10.  ทํา blank ดวยวิธีการเดียวกันตั้งแตขอ 2-10 
 
 การคํานวณ 
 
            ปริมาณโปรตีน (รอยละ) =  (a-b) x N x 14 x factor 
            W  
 
  โดยที่  a  =  ปริมาณของสารละลายกรดเกลือที่ใชในการไทเทรตตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
    b  =  ปริมาณของสารละลายกรดเกลือที่ใชในการไทเทรต blank (มิลลิลิตร) 
    N  =  ความเขมขนของสารละลายกรดเกลือ (นอรมัล) 
    W  =  น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
    Factor  = ตัวเลขที่เหมาะสม  =  6.25 
    (น้ําหนกักรัมสมบูรณของไนโตรเจนเทากบั 14.007) 
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4.  วิธีการวิเคราะหหาปริมาณไขมัน (AOAC,1995) 
 
อุปกรณ 
 

1.  อุปกรณชุดสกัดไขมัน (Soxhlet apparatus) ประกอบดวยบกีเกอรสําหรับใสตัว
ทําละลายซ็อกเล็ต (soxhlet) เครื่องควบแนน (condenser) และเตาใหความรอน 

2.  หลอดใสตวัอยาง (extraction thimble) 
3.  สําลี 
4.  ตูอบไฟฟา 
5.  เครื่องชั่งไฟฟาอยางละเอียด 
6.  โถดูดความชื้น 

   
  วิธีการ 
 

1.  อบบีกเกอรสําหรับหาไขมัน ซ่ึงมีขนาดความจุ 150 มิลลิลิตร ในตูอบไฟฟาทิ้ง
ใหเย็นในโถดดูความชื้น และชั่งน้ําหนักทีแ่นนอน 

2. ช่ังตัวอยางบนกระดาษกรองที่ทราบน้ําหนักประมาณ 1-2 กรัม หอใหมิดชิดแลว
ใสลงในหลอดสําหรับใสตัวอยาง คลุมดวยสําลีเพื่อใหสารละลายมีการกระจายอยางสม่ําเสมอ 

3. นําหลอดตัวอยางใสลงในซ็อกเล็ต (soxhlet) 
4. เติมปโตรเลียมอีเทอรลงในขวดหาไขมนัปริมาณ 50 มิลลิลิตร แลววางบนเตาให

ความรอน 
5. ทําการสกัดไขมันเปนเวลา 45 นาที โดยปรับความรอนใหหยดของสารที่ละลาย

กล่ันตัวจากอปุกรณควบแนนดวยอัตรา 150 หยดตอนาท ี
7. ระเหยจนเหลือสารละลายในขวดกลมเพยีงเล็กนอยดวยเครื่องระเหยตัวที่ละลาย 
8. นําขวดไปอบในตูที่อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส จนแหง ทิ้งใหเย็นใน

โถดูดความชืน้  
9. ช่ังน้ําหนกัแลวอบซ้ําครั้งละ 30 นาที จนกระทั่งผลตางของน้ําหนักสองครั้ง

ติดตอกันไมเกนิ 1-3 มิลลิกรัม 
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  การคํานวณ 
 
  ปริมาณไขมัน (รอยละ)  =   น้ําหนักไขมันหลังอบ  x   100 
           น้ําหนกัตัวอยางเริ่มตน 
 
5. วิธีคํานวณปริมาณคารโบไฮเดรต (อํานวย, 2524) 
 
     ปริมาณคารโบไฮเดรต (รอยละ)  =  100- [ปริมาณความชื้น(รอยละ)+ปริมาณโปรตีน(รอยละ)  

         + ปริมาณไขมัน(รอยละ) + ปริมาณเถา(รอยละ) ] 
 
6. วิธีการวิเคราะหหาปริมาณกรดแล็กติก (AOAC, 1995) 
 

อุปกรณ 
 

1.  ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
2.  บิวเรตต ขนาด 25 มิลลิลิตร 
 

สารเคมี 
  

 1.  ฟนอลฟทาลีน (phenolphthalene) 
 2.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 นอรมัล 
 
 วิธีการ 
 

1.  เตรียมตัวอยาง โดยตดัตัวอยางใหเปนชิน้เล็กๆ แลวช่ังมาประมาณ 9 กรัมใสใน
ขวดรูปชมพู  ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร นําไปตมจนเดือด เพื่อกําจัดแกส
คารบอนไดออกไซด 

2.  เติมฟนอลฟทาลีน 2-3 หยด เพื่อเปนอนิดิเคเตอร 
3.  นําไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 นอรมัล จนไดจดุ

ยุต ิ(end point) มีสีชมพูออนๆ  
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   การคํานวณ 
 
ปริมาณกรดทัง้หมด (รอยละ) = ปริมาณ NaOH ที่ใชในการไทเทรต (ml.) X ความเขมขนของ                   
                                                   NaOH (N) 
 
7.  วิธีการวิเคราะหหาเปอรเซ็นตเกลือ FAO (1981) 
 
 1.  ช่ังน้ําหนกัตัวอยางอยางละเอียดใหอยูระหวาง 2 กรัม 
 2.  สกัดเกลือจากตัวอยาง โดยใชน้ํากลั่นเลก็นอยในเครื่องบดผสมเปนเวลา 2 นาท ี
 3.  กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 ลงใน volumetric flask ขนาด 250 มิลลิลิตร แลวปรับ
ปริมาตรของสารละลายที่สกัดไดเปน 250 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 
 4.  ดูดสารละลายที่สกัดไดมา 25 มิลลิลิตร ใสใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  เติม 
โพแทสเซียมโครเมต (potassium chromate) เขมขนรอยละ 5 (น้ําหนักตอปริมาตร) ลงไป 0.5 
มิลลิลิตร แลวไทเตรทกับ 0.1 N  silver nitrate จนไดตะกอนสีแดงอิฐ 

5.  รอยละของปริมาณเกลือสามารถคํานวณไดจากสมการดังนี ้
 

 ปริมาณเกลือ (รอยละ)  =    ปริมาตรที่ใชไทไทรต x 5.8 
                           น้ําหนกัตัวอยาง 

 
8. การวิเคราะหหาคา Thiobarbituric acid number (TBA) (AOAC, 1995) 
 
 อุปกรณ 
   

1.  ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 25 และ 100 มิลลิลิตร 
2.  ปเปต 5 มิลลิลิตร 
3.  หลอดทดลองพรอมจุกแกว ขนาดเสนผนศูนยกลาง 10 –15 มิลลิเมตร 
4.  Glass cell ขนาด 10 มิลลิเมตร 
5.  อางควบคุมอุณหภูมิไดที่ 95 องศาเซลเซียส  
6.  Spectrometer อานคาความยาวคลื่นที่ 530 นาโนเมตร 
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สารเคมี 
   
  1.  1- butanol บริสุทธิ์มีน้ําไมเกินรอยละ 0.5 
  2.  2- Thiobarbituric acid  
  3.  สารละลาย TBN เตรียมโดยละลาย 200 มิลลิกรัม ของ  2- Thiobarbituric acid 

ใน 100 มิลลิลิตร ของ 1- butanol ทิ้งไวคางคืน หรือใชเครื่องอัลทราโซนิก ชวยในการละลาย 
จากนั้นกรองหรือเขาเครื่องเหวีย่งขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรโดยใช 1- butanol สารนี้ตองเกบ็
ในตูเย็นและใชไดภายใน 1 สัปดาห 

 
วิธีการ 
 

1.  ช่ังตัวอยาง 50 – 200 มิลลิกรัม ใสลงขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 
25 มิลลิลิตร เติม 1- butanol ลงเล็กนอย เพือ่ละลายตัวอยาง จากนั้นปรบัปริมาตรที่เหลือ 
โดยเติม 1- butanol ลงไป 
  2.  ปเปตตัวอยาง 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีจกุแกวที่แหง จากนั้นปเปต
สารละลาย TBA 5 มิลลิลิตร ใสลงไป ปดจุกแกว แลวผสมใหเขากันด ีจากนั้นใสลงในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภมิู 95 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง 
  3.  เมื่อครบเวลา นําหลอดตวัอยางขึ้นมาทาํใหเย็นลงถึงอุณหภูมิหอง โดยการใหน้ํา
ไหลผาน เพื่อลดความรอน 
  4.  นําสารละลายที่ไดใสใน Glass cell ขนาด 10 มิลลิเมตร วัดการดดูกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร โดยใชน้ํากลั่นเปน reference cell 
  5.  เตรียม blank พรอมกับตัวอยางดวย โดยคาของ blank ไมควรเกนิ 0.1 
 
 การคํานวณ 
  
  TBN value  = 50 x (A-B) 
           M 
 
  A = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 

B = คาการดูดกลืนแสงของ blank 
m = มวลเปนมิลลิกรัมของตัวอยาง 
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50 = คาตัวแปรที่ใชเมื่อเตรียมตัวอยาง โดยใชขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
ขนาด 25 มิลลิลิตร และใช Glass cell ขนาด 10 มิลลิเมตร 
 
9. การวิเคราะหหาแคลเซียม (AOAC, 1995) 

 
 อุปกรณ 
 
  1.  Crucible 
  2.  เตาเผา 550 องศาเซลเซียส 
  3.  เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 
  4.  Beaker 250 มิลลิลิตร 
  5.  Watch glass 
  6.  แทงแกว 
  7.  Funnel 
  8.  Hot plate 
 
 สารเคมี 
 
  1.  HCl เตรียมโดยเจือจางกรดเกลือ 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 150 มิลลิลิตร 
  2.  สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) โดยเจือจาง NH4OH 100 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
  3.  สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด(NH4OH) โดยเจอืจาง NH4OH 1 มิลลิลิตร 
ดวยน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร 
  4.  สารละลายแอมโมเนียออกซาเลท ((NH4)2C2O4) รอยละ 4.2  โดยละลาย 
((NH4)2C2O4) 4.2 กรัม ในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร เขยาจนละลาย
หมด 
  5.  H2SO4 
  6.  HNO3  
  7.  Methyl red เตรียมโดยละลาย Methyl red 0.5 กรัม ในเอทานอล 100 มิลลิลิตร 
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  8.  สารละลายดางทับทิมมาตรฐาน 0.1 N (KMnO4) โดยละลาย KMnO4 3.2 กรัม
ในน้ํา 1 ลิตร ตมใหเดือด 1 ช่ัวโมง ทิ้งขามคืนปดดวย Watch Glass กรองดวยกรวยกรอง โดยใช
กระดาษกรองเบอร 40 แลวเก็บในขวดสีชา 
 

วิธีการ 
 
  1.  ช่ังตัวอยาง 2 กรัม ลงใน Cucible นําไปเผาที่ 550 องศาเซลเซียส นาน 3-4       
ช่ัวโมง ในเตาเผาจนไดสีขาว หากเถายังไมเปนสีขาวตองนํามาทําใหช้ืนดวยกรดไนตรกิตั้งบน Hot 
plate จนแหง แลวนํากลับไปเผาในเตาที่ 550 องศาเซลเซียส อีกเปนเวลา 90 นาที หากยังไมขาวก็
ตองเติมกรดไนตริกอีกแลวทําซ้ําจนไดสีขาว 
  2.  เติม HCl 40 มิลลิลิตร โดยคอยๆเติมทีละนอยชะตวัอยางจากถวยเถา และถายลง
ใน beaker 250 มิลลิลิตร หยดกรดไนตริก 2-3 หยด 
  3.  ตมจนเดือดใน Hood 
  4.  ถายตัวอยางลงในขวดแลวปรับปริมาตร 250 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นแลวเขยาให
เขากัน 
  5.  ทิ้งใหตกตะกอนแลวนําสวนใสออกมา 25 มิลลิลิตร ใสลงใน beaker 250 
มิลลิลิตร  
  6.  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลั่นหยด Methyl red 1-2 หยด (พรอม
ทํา blank)  
  7.  เติม NH4OH ทีละหยดจนไดความเปนกรด-เบส 5.6 ซ่ึงสามารถสังเกตไดวาสีจะ
เปนสีสมปนน้าํตาล (หากความเปนกรด-เบส สูงเกินไปกป็รับดวย HCl จนไดความเปนกรด-เบส ที่
ตองการ) 
  8.  เติม HCl 2 หยด หรือจนกระทั่งสีสมเปลี่ยนเปนสีชมพู (ความเปนกรด-เบส 2.5-
3) 
  9.  ปรับปริมาตรเปน 150 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลั่น นําไปตมใหเดือดแลวคอยเติม 10 
มิลลิลิตร ของสารละลายอิ่มตัวแอมโมเนยีมออกซาเลท (4.2 %) ที่รอนโดยคนตลอดเวลาในขณะที่
เติม 
  10.  หากละลายเปลี่ยนสีเปนสีสมหรือสีเหลือง ใหเติม HCl ที่ละลายจนกระทั่ง
เปลี่ยนเปนสีชมพูอีกครั้ง 
  11. ทิ้งสารละลายตัวอยางขามคืนที่อุณหภมูิหอง เพื่อใหตกตะกอนโดยปดดวย 
beaker ดวย Watch gass  
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  12.  กรองดวยกระดาษกรอง Whatman NO. 40 และลางตะกอนดวย NH4OH 10 
มิลลิลิตร  
  13.  เจาะกระดาษกรองเปนรูดวยแทงแกวชะดวยน้ํากลั่น 125 มิลลิลิตร โดยลาง
ผานกรวยใน beaker ใบเดิม 
  14.  เติมกรดกาํมะถันเขมขน 5 มิลลิลิตร เพื่อละลายตะกอน 
  15.  อุนใหรอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และไตเตรทดวย 0.1 N ของ KMnO4 
 
 ขอระวัง 
 
  1.   KMnO4 ไวแสงมากจึงไมควรทิ้งไวใน buret นานเกนิจําเปน เพราะทําให end 
poitnt คลาดเคลื่อนได 
  2.  ระหวางการไตเตรทปองกันไอกรดที่ระเหยจากตัวอยาง ดวยการใสหนากาก
ปองกันไอกรดหรือไตเตรทใน Hood 
 
 การคํานวณ 

 
  1 มิลลิลิตร ของ 0.1 N KMnO4 ทําปฏิกิริยาพอดีกับ 0.02004 กรัมของ Ca 
   

แคลเซียมรอยละ = (S-B) Nx0.02004 x DF x 100 
      W 
  S = ปริมาตรของ Standard Potassium Permanganate ที่ไตเตรทตัวอยาง 
  B = ปริมาตรของ Standard Potassium Permanganate ที่ไตเตรท blank 

 N = Normality KMnO4 
D.F. = Dilution Factor 

  W = น้ําหนักตวัอยาง (น้ําหนกัตัวอยางเริ่มตนกอนเผา) 
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วิธีการเตรียม Standardization KMnO4 0.1 N  
  

อุปกรณ 
 
  1.  Beaker 600 มิลลิลิตร 
  2.  Hot plate 
  3.  แทงแกว 
  4.  Magnitic stirrer 
  5.  Cylinder 250 มิลลิลิตร 
  6.  Thermometer 
  7.  บิวเรท 
  
 สารเคมี 
   
  1.  Na2C2O4 ที่อบแลว 105 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
  2.  H2SO4 เตรียมโดยการเจือจางกรดกํามะถันเขมขน 5 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น 95 
มิลลิลิตร ตมใหเดือดนาน 10-15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นอณุหภูมิประมาณ 27+3 องศาเซลเซียส 
  

วิธีการ 
 
  1.  ช่ัง Na2C2O4 ที่อบแลว 105 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 0.3 กรัม ลงใน Beaker 
600 มิลลิลิตร  
  2.  เติม H2SO4  250 มิลลิลิตร  
  3.  กวนดวย stirrer จน Na2C2O4 ละลายหมด 
  4.  เติม 40 มิลลิลิตร 0.1 N ของ KMnO4 กวนชาๆจนสีชมพูหายไปประมาณ 45 
นาที 
  5.  ตมที่อุณหภูม ิ55-60 องศาเซลเซียส นําไปไตเตรทดวย 0.1 N KMnO4 ที่เตรียม
ไวจนกลายเปนสีชมพู 
 
 
 



 

 

 
  135 

 การคํานวณ 
   Normality of KMnO4 = Na2C2O4x1000 

                ml.KMnO4 X66.999 
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การวิเคราะหคุณภาพทางจุลชีววิทยา 
 
1.  วิธีการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด  (AOAC, 1995) 
 

1.1   การเตรียมตัวอยาง ทําโดยชั่งตวัอยาง 25 กรัม โดยวธีิปราศจากเชื้อ (aseptic  
technicque) แลวเติมสารละลาย normal saline (เกลือรอยละ 0.85) ที่ฆาเชื้อแลวลงไป 225 มิลลิลิตร 
ปนตัวอยางใหเขากันดวยเครื่องปนตัวอยาง (stomacher) จะไดสารละลายตัวอยางที่มีระดับความเจือ
จาง 1:10  

1.2   ใช  Pour  plate   technique โดยการปเปตตตัวอยางที่ระดับความเจือจางตาง ๆ กัน
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อที่อบฆาเชื้อแลว คอย ๆ รินอาหารเลี้ยงเชื้อ  Plate count agar 
ลงไปใหมีปริมาตรประมาณ 18-20 มิลลิลิตร คอย ๆ เขยาใหตวัอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อผสมกัน 
ทําซ้ําระดับความเจือจางละ 2 ซํ้า กลับจานเพาะเชื้อนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-
48 ช่ัวโมง 

1.3   คัดเลือกจานเพาะเชื้อทีม่ีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-300 โคโลนี นับจํานวนดวย
เครื่องนับโคโลนี  

1.4   หาคาเฉลี่ยจํานวนโคโลนีที่นับไดในแตระดับความเจือจางคูณดวยคา dilution factor 
ของระดับความเจือจางที่นับได คํานวณเปนจํานวนโคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม (CFU/กรัม)  

 
2.  วิธีการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแล็กตกิ (AOAC, 1995) 
 

2.1  การเตรียมตัวอยางทําเชนเดียวกับการหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
2.2  ใชวิธี Pour  plate  technique โดยการปเปตตตัวอยางที่ระดับความเจือจางตาง ๆกัน

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อแลวคอย ๆ รินอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar เติม CaCO3 รอยละ 
0.5 และ bromocresol purple รอยละ 0.004 ลงไป ทําการเจือจางระดับความเขมขนของแบคทีเรียคร้ัง
ละ 10 เทา กลับจานเพาะเชื้อนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-28 ช่ัวโมง 

2.3  นับจํานวนโคโลนีเฉพาะที่สามารถสรางบริเวณใส (clear zone) และอาหารเลี้ยงเชื้อ
รอบโคโลนีเปลี่ยนเปนสีเหลือง 

2.4 หาคาเฉลี่ยจํานวนโคโลนีทีน่ับไดในแตละระดับความเจือจางคูณดวยคา dilution factor 
ของระดับเจือจางที่นับได คํานวณเปนจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียแล็กติกตอตวัอยาง 1 กรัม 
(CFU/กรัม) 
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การจําแนกแบคทีเรียแล็กติก 
 
 เพาะเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 24 
ช่ัวโมง แลวนาํมาทดสอบคุณสมบัติ ดังนี ้
 

การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติทางชีวเคม ี
   

ก.  การตรวจสอบการติดสีแกรม 
 

เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงบนแผนสไสด ยอมสีดวยสารละลาย crystal violet  เปนเวลา 1 นาที   
เทสีทิ้งพรอมทั้งหยดสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง พรอมทั้งหยด
แอลกอฮอลนาน 15 วินาที ลางสไลดดวยน้ํากลั่น แลวจงึยอมสีดวยสารละลาย safranin O เปนเวลา 
15 วินาที ลางดวยน้ํากลั่นอกีครั้ง ซับแผนสไลดใหแหง นําไปตรวจสอบลักษณะเซลล การจัดเรียงตัว
โดยใชกลองจลุทรรศน 
 

ข. การทดสอบคะตะเลส (catalase) 
 

นําเชื้อบริสุทธิ์ที่เพาะเลี้ยงเปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง มาเขี่ยบนจานเพาะเชื้อที่สะอาดแลว
หยดสารละลายไฮดรอเจนเพอรออกไซด (H2O2) รอยละ 3 ถาพบโคโลนีเกิดฟองอากาศ แสดงวา
แบคทีเรียนัน้ใหผลเปนบวก สวนโคโลนีที่ไมเปลี่ยนแปลงจะใหผลลบ 

 
ค.  การตรวจสอบการสรางแกส 

 
เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ใสหลอดดักแกส บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 48-72 ช่ังโมง แบคทีเรียกลุม heterofermentative bacteria จะพบแกสใน
หลอดดักแกส สวนแบคทีเรียกลุม homofermentative bacteria จะไมพบแกสในหลอดดักแกส 

 
ง.  การเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

 
เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บมที่อุณหภูมิ 10 และ 40 องศา

เซลเซียส ตรวจสอบการเจรญิโดยดูจากความขุนเมื่อบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และภายใน 7 วัน 
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จ.  การทดสอบความทนเกลอื 
 

เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่เติมโซเดียมคลอไรดรอยละ 6.5 และ 
18 (น้ําหนักตอปริมาตร) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเจริญโดยดจูากความขุนเมื่อ
บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และภายใน 7 วัน 

 
ฉ.  การตรวจสอบความสามารถในการเจรญิที่ระดับความเปนกรด-เบส ตาง ๆ 
 

เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ระดับความเปนกรด-เบส 4.4 และ 
9.6 ตามลําดับเขยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเจริญโดยดูจากความขุน
เมื่อบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และภายใน 7 วัน 
 
การจําแนกดวยชุดตรวจสําเร็จรูป API 50 CHL 
 
 ชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL เพื่อใชศกึษาขบวนการหมักคารโบไฮเดรต 49 ชนิด โดย
ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ API GP medium ในการเตรียมเชื้อแบคทีเรีย แลวจึงถายลงในแตละ microtubes 
บน strip ระหวางการบมเชื้อจะหมกัคารโบไฮเดรตไดผลิตภัณฑเปนกรดมีผลให คา ความเปนกรด-
เบส ในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง โดยสังเกตไดจากการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากการเปลี่ยน
สีของอินดิเคเตอร (ภาพผนวกที่ ) ผลการทดสอบจะขึ้นอยูกับรูปแบบของแตละสายพันธุ ซ่ึงวิธีการ
ทดสอบทําไดโดย 
 
 เขี่ยเชื้อ 2-3 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ API GP ปรับความขุนเทากบั 4 McFarland 
 
 ถายเชื้อที่เตรียมลงในหลอดทดสอบและหยดทับดวย mineral oil ปลอดเชื้อ และบมที่
อุณหภูมิ 30 หรือ 37 องศาเซลเซียส 
 
 อานผลหลังการบมที่ 24 ช่ัวโมง และ 48 ช่ัวโมง ผลบวกเกดิจากการสรางกรดทําใหอาหาร
เล้ียงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลือง (การทดสอบ Esculin เปนผลบวกเมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีดํา)  
แลววเิคราะหผลที่ไดดวยโปรแกรม APILAB Plus 
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ภาพผนวกที่ ง15  การทดสอบความสามารถในการหมกัคารโบไฮเดรต 49 ชนิด ของเชื้อ   
                              Lactobacillus brevis  ดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHL 
 
3.  วิธีการตรวจหาหยีสตและรา (AOAC,1995)  
        

3.1  เตรียมตัวอยางอาหารเชนเดียวกับการวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียทัง้หมด 
3.2  ปเปตตตัวอยางที่เจือจางแลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ความเจือจาง 10-1 -10-5 ) ใสลงในจาน

เพาะเชื้อ ทําซ้าํความเจือจางละ 2 จาน จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar ที่ปรับ ความ
เปนกรด-เบส เทากับ 3.5 โดยใช tartaric acid รอยละ 10 ที่หลอมละลายและมีอุณหภูมปิระมาณ 45 
องศาเซลเซียส ลงในจานเพาะเชื้อจานละประมาณ 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวใหแข็งตวั ไม
ตองกลับจานเพาะเชื้อนําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นานประมาณ 2-3 วัน  

3.3  นับจํานวนโคโลนีในจานเพาะเชื้อ  บนัทึกผลแลวคูณดวย dilution factor  ของความเจือ
จางที่นับจํานวนไดและหาคาเฉลี่ยจากนัน้คาํนวณเปนโคโลนีตอกรัมของน้ําหนกัตัวอยาง 
(CFU/กรัม) 
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4.  วิธีการตรวจหา Clostridium perfringens   (A.P.H.A., 1992)  
 
    4.1  เตรียมตัวอยางเชนเดียวกับการหาปริมาณแบคทีเรียทัง้หมด  
 4.2  ปเปตตตัวอยางที่ทําการเจือจางแลวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนผิวหนาที่แหงของ
อาหารเลี้ยงเชือ้  Tryptose sulfite cycloserine egg yolk (TSC-EY) agar หรือ Shahidi ferguson 
perfringens (SFP) agar แลวเกล่ียใหทั่วผิวอาหาร 
 4.3  นําไปบมที่อุณหภูมิ 34-35 องศาเซลเซียส นาน 20-24 ช่ัวโมง ภายใตสภาวะไร
ออกซิเจน (ใน anaerobic jar หรือ anaerobic incubator)  
 4.4  นับโคโลนีสีดํา มีบริเวณทึบแสงสีขาว (opaque white zone) นาํมาทดสอบยืนยนั 
 4.5  ถายเชื้อลง Thioglycolate broth บมเชื้ออุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง    
  4.5.1  Stab ลง Motility nitrate medium บมที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ช่ัวโมง  
C. perfringens ไมสามารถเคลื่อนที่ได ดังนัน้การเจริญจะเกิดเฉพาะตามรอยแทงของลูปเทานั้น 
ทดสอบความสามารถในการรีดิวซไนเทรตใหเปนไนไทรตดวยน้ํายาทดสอบ N-(1-naphthyl)  
ethylenediamine ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลาย Sulfanilic acid ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงใน
หยอด ซ่ึงจะใหสีแดงภายในเวลา 5 นาที ในกรณีทีก่ารทดสอบครั้งแรกไดผลลบ ใหบมหลอดเชื้ออีก
หนึ่งหลอดตออีก 24 ช่ัวโมง แลวทดสอบซ้ํา 
  4.5.2  Stab ลง Lactose gelatin medium บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง C. perfringens สามารถเฟอรเมนแลก็โทส เกิดฟอง และมีกรดเกดิขึ้น ทําให
อาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลืองและมเีอนไซมยอยเจลาตินได ทดสอบไดโดยการแชหลอดใน
น้ําแข็ง นานประมาณ 30 นาที เจลาตินที่ถูกยอยสลายแลวจะไมจับตวัเปนกอนแข็ง 
 
5.  วิธีการตรวจหา  Salmonella sp. (AOAC,1995)  

 
           5.1  ช่ังตัวอยาง 25 กรัม โดยวิธี aseptic technique เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy broth ลง
ไป 225 มิลลิลิตร นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 
 5.2  ปเปตตตัวอยางอาหาร 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Selenite cystine broth 
(SC)ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง  
 5.3  Streak ลงบน Xylose lysine desoxycholate agar (XLD) และ Salmonella Shigella (SS) 
agar บมที่ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 
 5.4  ดูลักษณะโคโลนีของ Salmonella sp. บน Xylose lysine desoxycholate agar  
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(XLD) จะใสขอบเรียบ อาจมหีรือไมมีจุดสดีําของเหล็กซลัไฟดตรงกลางโคโลนีอาหารเลี้ยงเชื้อรอบ
โคโลนีจะไมเปลี่ยนสี สวนบน SS agar โคโลนีจะไมมสีี ใสหรือทึบ ไมมีจุดสีดําของเหล็กซัลไฟด
ตรงกลางโคโลนี เลือกโคโลนีที่มีลักษณะดังกลาวไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี  
           5.5  การทดสอบทางชีวเคมี โดยการถายเชื้อจากโคโลนีดวยเข็มเขี่ยเชื้อ ถายลงใน Triple 
sugar iron agar (TSI) และ Lysine indole motility (LIM) บมที่อุณหภมูิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ช่ัวโมง Salmonella sp. บน TSI จะใหผล slant เปนดาง (สีแดง) และ butt เปนกรด (สีเหลือง) 
[K/A] อาจพบหรือไมพบการสรางแกสสีดําจาก H2S สวนบน LIM พบวา Lysine decarboxylase 
agar สวนใหญใหผลบวก (อาหารเลี้ยงเชือ้สีมวงเหมือนเดิม) ยกเวน S. paratyphi  และการทดสอบ
อินโดล (indole) ใหผลลบ (ไมเกิดสีชมพูในชั้นของ Kovac’s reagent) motility ใหผลบวก (มีการ
เจริญนอกแนวที่ถายเชื้อ)  
 5.6  นําเชื้อที่สงสัยวาจะเปน Salmonella sp. จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีมา
ทดสอบทางซีรัมวิทยา (serology) โดยดูการตกตะกอน (agglutination) กับ antiserum ชนิด 
polyvalent ของ Salmonella sp.   
 5.7  รายงานผลวาพบหรือไมพบ Salmonella sp. ในตัวอยาง 25 กรัม 
 
6.  วิธีการตรวจหา Staphylococcus aureus (AOAC, 1995) 
  
 6.1  เตรียมตัวอยางอาหารเชนเดียวกับการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
 6.2  ปเปตตตัวอยางอาหาร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร Tryptic soy  broth (TSB) เติมเกลอื รอย
ละ บมที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 6.3  ปเปตตตัวอยางอาหาร 0.1 มิลลิลิตร ลงบน  Mannitol salt egg yolk  agar (MS-EY) 
หรือ Baird – Parker medium (BP agar) เกลี่ยใหทั่วผิวอาหาร บมที่ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 
ช่ัวโมง 
 6.4  สังเกตโคโลนีของ Staphylococcus sp. ซ่ึงอยูบน MS-EY agar โคโลนีสีขาวหรือเหลือง
ขนาดเล็กมีบริเวณทึบแสง (opaque zone) และบน BP agar โคโลนีมีสีดําเปนมัน มีขอบ ตกตะกอน
รอบ ๆ 

 6.5  ทดสอบเอนไซม coagulase โดยตรวจการแข็งตัว (clot) ของ coagulase plasma EDTA 
ทุก ๆ 1 ช่ังโมง โดยตองเกดิการแข็งตัวภายใน 4-6 ช่ังโมง จึงถือวาใหผลบวก เชื้อที่ใหผลทดสอบ
เอนไซม coagulase เปนผลบวก จดัเปน Staphylococcus aureus 
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7.  วิธีการตรวจหา Bacillus cereus (A.P.H.A., 1992)   
 
              7.1  เตรียมตัวอยางอาหารเชนเดยีวกับการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 

7.2  ปเปตตตัวอยางอาหาร 0.1 มิลลิลิตร ลงบน Mannitol egg yolk polymixin (MEYP) agar  
หรือ  Bacillus cereus agar เกลี่ยใหทั่ว บมที่ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 7.3  นับจํานวนโคโลนีที่เปนลักษณะของ B. cereus  บน MEYP agar จะมีสีชมพูแดง  มี
โซนทึบแสงรอบ ๆ โคโลนี และอาหารเลี้ยงเชื้อไมเปลี่ยนสี สวนโคโลนี Bacillus cereus agar จะมสีี
ฟา ขนาดประมาณ 5 มิลลิลิตร และมีโซนทึบแสงรอบ ๆ โคโลนีเชนเดยีวกัน 
 7.4  เลือกโคโลนีที่ทําการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี และยอมสีแบบแกรม 
  7.4.1 B. cereus ไมเฟอรเมนตน้ําตาล xylose และไมเฟอรเมนตน้ําตาล Arabinose  
เมื่อเล้ียงบน Blood agar จะ hemolyze เลือดเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีและใหผลบวกกับการทดสอบ 
Voges-Prokauer (VP)  
  7.4.2 B. cereus มีลักษณะเซลลใหญติดสีแดง มีเม็ดไขมนัติดสีดําของ Sudan black 
สปอรติดสีเขียวอยูกลางเซลล ขนาดของสปอรเล็กกวาขนาดของเซลล 
   
8. วิธีการตรวจหาปริมาณโคลิฟอรมแบคทีเรีย ฟคัลโคลิฟอรมแบคทีเรียและ Escherichia coli 
    (AOAC,1995) 
 

8.1  เตรียมตัวอยางอาหารเชนเดียวกับการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
8.2  ปเปตตตัวอยางอาหารทีร่ะดับความเจอืจาง 1:10, 1:100 และ 1:1000 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรลงในอาหาร Lauryl sulfate tryptose broth (LST broth) ระดับความเจือจางละ 3 หลอด 
8.3  บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
8.4  ตรวจดหูลอดที่ใหผลบวก  โดยจะเกดิแกสในหลอดดักแกส (presumptive test) 
8.5  ใชลูปถายเชื้อจากหลอดที่มีแกสลงในอาหาร Brilliant green lactose bile broth (BGLB) 

และ EC broth 
8.5.1  BGLB นําไปบมที่ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับจํานวน 

  หลอดที่เกิดแกสทั้งหมดในขั้นนี้ (confirm test) นําไปหาคา MPN ของโคลิฟอรมจากตาราง MPN 
8.5.2  EC broth นําไปบมในหมออังไอน้ํา (water bath) ที่อุณหภูมิ 44.5 องศา-  

เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับจํานวนหลอดที่เกิดแกสทั้งหมดในขั้นนี้  (confirm test) นําไปหา
คา MPN ของฟคัลโคลิฟอรมจากตาราง MPN 
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8.6 การตรวจหา E. coli 
8.6.1  ใชลูปถายเชื้อจากหลอดที่ใหผลบวกในขอ 8.5.2 มา streak ลงบนอาหาร Eosin 

methylene blue  (EMB) agar บมที่ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
8.6.2  เลือกโคโลนีที่มีสีเขมคล้ํา อาจมีเงาโลหะหรือไมมกี็ได ถายเชื้อลงในอาหาร 

NA-slant  บมที่ 35-37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
        8.6.3  ทดสอบปฏิกิริยา IMViC  ไดแก  
 

Indole production ทําโดยถายเชื้อลงใน Tryptose broth  บมที่ 35-
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทดสอบการสรางอินโดล โดยเติม  Kovac, s reagent 0.2-0.3 
มิลลิลิตร ถาเกิดสีชมพูหรือสีแดงที่ผิวหนาแสดงวาใหผลบวก 

 
Mehyl red reactive compounds ทําโดยถายเชื้อลงใน MR-VP 

medium บมที่ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เติมสารละลายเมธิลเรดลงไป 5 หยด ถาเกิด
สีแดงแสดงวาใหผลบวก  

 
Voges-Proskauer reactive compounds ทําโดยถายเชื้อลงใน MR-

VP medium บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  เตมิสารละลาย α- napthol 0.6 
มิลลิลิตร และ  KOH รอยละ 40 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  เขยาตั้งทิ้งไว 2 ช่ัวโมง ถามีสีชมพูเกิดขึ้น 
แสดงวาใหผลบวก 

 
Citrate utilization ถายเชื้อลงในอาหาร  Koser,s citrate broth บมที่ 

35-37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 96 ช่ัวโมง ถาอาหารขุนแสดงวาใหผลบวก 
 

8.6.4  ยอมสีแบบแกรม 
8.6.5  คํานวณคา MPN ของ E. coli ตอกรัมของอาหารจากหลอดที่ทดสอบแลววามี

แบคทีเรียรูปทอน แกรมลบ และไดผลการทดสอบ IMViC เปน ++-- หรือ -+-- 
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9. วิธีการตรวจหา Vibrio paraheamolyticus 
 

9.1  เตรียมตัวอยางอาหารเชนเดียวกับการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
9.2  ปเปตตตัวอยางอาหารทีร่ะดับความเจอืจาง 1:10, 1:100 และ 1:1000 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ลงในอาหาร Alkaline peptone water ความเปนกรด-เบส 8.5 ระดับความเจือจางละ 3 
หลอด 

9.3  บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
9.4  ใชลูปถายเชื้อจากหลอดมา streak ในอาหาร Thiosulfate citrate bile salts Sucrose agar 

(TCBS) นําไปบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส 
9.5  อานผลโดยดูจากลักษณะโคโลนีของ V. paraheamolyticus ซ่ึงมลัีกษณะกลมเสนผาน

ศูนยกลาง 2-3 มิลลิลิตร สีเขียวหรือสีน้ําเงนิอมเขียว นําโคโลนีที่มีลักษณะดังกลาวมาทดสอบทาง
ชีวเคม ี

 9.5.1  ถายเชื้อแบบใช needle เขี่ยเชื้อและแทงลงในสวน butt และ streak ในสวน 
slant ในอาหาร Triple sugar iron agar (TSI) และนําเชื้อมา stab ในอาหาร Motility indole lysine 
agar (MIL) นําไปบมที่อุณหภูม ิ35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง ตรวจผล positive ใน
อาหาร TSI สวน Slant จะเปนสีแดง และสวน butt เปนสเีหลืองอาหาร MIL ใหผลบวกทั้งหมดคือ 
lysine decarboxylase (สีมวงเหมือนเดิม)  indole และ motility 

  9.5.2  การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส โดยหยดสารละลาย oxidase test บน
กระดาษกรอง ใช loop เขี่ยเชื้อมาขีดบนกระดาษกรอง โดยท่ี  V. parahaemolyticus ใหผลของ
เอนไซมออกซิเดสเปนบวก 

 9.5.3  ทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ในอาหาร Tryptic soy broth 
เติมเกลือโซเดยีมคลอไรดรอยละ 2 นําไปที่อางควบคุมอุณหภูมิเทากับ 42 องศาเซลเซียส โดยที่ V. 
parahaemolyticus สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส โดยสังเกตไดจากความขุนของ
อาหาร 

9.5.4  การทดสอบความสามารถในการทนเกลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่เติมเกลือ
โซเดียมคลอไรดรอยละ 0, 1, 3, 6, 8 และ 10 บมที่อุณหภมูิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง 
โดยที ่V. parahaemolyticus สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือโซเดียมคลอไรดผสมอยูรอย
ละ 3, 6 และ 8  

9.5.5  การทดสอบ Voges-Proskauer (VP) ในอาหาร MR-VP broth บมที่อุณหภูมิ 
35-37 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง โดยที่ V. parahaemolyticus ใหผลเปนลบ 
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9.5.6  การทดสอบความสามารถในการใชยูเรีย (urea hydrolysis) ในอาหาร 
Christensen’s urea agar ไปบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง โดยที่ V. 
parahaemolyticus สามารถใชยูเรียได 

9.5.7  การทดสอบความสามารถในการน้าํตาลชนิดตาง ๆ ในอาหาร Bromcresol 
purple borth ที่มีน้ําตาลตาง ๆ รอยละ 0.5 ไดแก sucrose, lactose, D-mannitol, mannose, arabinose 
และ cellobiose บมที่อุณหภมูิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 4-5 วัน อานผลทุก ๆ 24 ช่ัวโมง 

9.6  นับจํานวนหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ Alkaline peptone water หรือ Alkaline peptone salt 
broth ของแตละความเจือจางที่พบ V. parahaemolyticus เปรียบเทียบกบัตาราง MPN 

9.7  การตรวจหา Kanagawa phenomenon โดยนําเชื้อที่ตองการทดสอบในอาหาร TSB เติม
เกลือโซเดียมคลอไรดรอยละ 3 เขี่ยเชื้อ 1 loopfull แตะลงบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ Wagatsuma 
agar บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง โดยที ่V. parahaemolyticus ใหผลเปนบวก 
ดูจากการเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี 
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ภาพผนวก จ 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
  147 

วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
1. Alkaline peptone water (APW) 
 
 เพปโทน (peptone)     10 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (sodium chloride)   10 กรัม 
 คาความเปนกรด-เบส      8.5 
 
 นําเพปโทนและโซเดียมคลอไรดผสมกับน้ํากลั่น หรือน้ํากรอง (deionized water) ปริมาตร 
1 ลิตร ตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-เบส ใหไดตามที่กําหนด และทําการฆาเชือ้ดวยหมอนึ่ง
ฆาเชื้อ (autoclave) ที่ความดนัไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิว้ (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 
15 นาที 
 
2. Brilliant green lactose bile broth (BGLB) 
 
 เพปโทน (peptone)     10 กรัม 
 น้ําตาลแล็กโทส (lactose)     10 กรัม 
 น้ําดีของววั (oxgall)     20 กรัม 
 สีบริลเลียนกรีน (brilliant green)    0.0133 กรัม 
 คาความเปนกรด-เบส      7.2 
  
 นําเพปโทน น้าํตาลแล็กโทส น้ําดีของววั และสีบริลเลียนกรีนผสมกับน้าํกลั่น (distilled 
water) หรือน้ํากรอง (deionized water) ปริมาตร 1 ลิตร ตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-เบสให
ไดตามที่กําหนด และทําการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 
 
3. Man rogosa and sharpe (MRS) 
  
 น้ําตาลเด็กซโทรส (dextrose)    20 กรัม 
 เพปโทน (peptone)     10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    4 กรัม 
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 สารสกัดจากเนื้อวัว (beef extract)    8 กรัม 
 Tween 80      1 กรัม 
 โซเดียมแอซีเตต (sodium acetate)    3 กรัม 
 แอมโมเนียมซเิทรต (ammonium citrate)     2 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (dipotassium phosphate)  2 กรัม 
 แมกนีเซยีมซัลเฟต (megnesium sulfate)   0.1 กรัม 
 แมงกานีสซัลเฟต (manganese sulfate)   0.05 กรัม 
 น้ํากลั่น       1000 มิลลิลิตร 
 คาความเปนกรด-เบส      6.2 + 0.05 
  
 นําสวนผสมทั้งหมดรวมกันแลวนําไปตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-ดางใหไดตามที่
กําหนด และทาํการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชือ้ (autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
(อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 
 
4. Man rogosa and sharpe (MRS) สูตรดัดแปลงสําหรับทดสอบความสามารถในหมัก   
    คารโบไฮเดรต 
  
 เพปโทน (peptone)     10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    4 กรัม 
 Tween 80      1 กรัม 
 โซเดียมแอซีเตต (sodium acetate)    3 กรัม 
 แอมโมเนียมซเิทรต (ammonium citrate)     2 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (dipotassium phosphate)  2 กรัม 
 แมกนีเซยีมซัลเฟต (magnesium sulfate)   0.1 กรัม 
 แมงกานีสซัลเฟต (manganese sulfate)   0.05 กรัม 
 ขาวคั่วบดอบฆาเชื้อ     5 กรัม 
 น้ํากลั่น       1000 มิลลิลิตร 
 คาความเปนกรด-เบส      6.2 + 0.05 
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สวนผสมทั้งหมดรวมกนัแลวนําไปตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-เบสใหไดตามที่
กําหนด และทาํการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชือ้ (autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
(อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 
 
5. Skim milk agar 
 
 Skim milk (Difco)                                                                50  กรัม 
 Malt extract agar (Merck)                                                   15   กรัม 
 น้ํากลั่น                                                                            1,000            มิลลิลิตร 
 
 ละลาย Skim milk ในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเทากับ 3 
โดยใช 0.1 N HCl จากนั้นเท Malt extract agar ผสมใหเขากัน นําไปนึง่ฆาเชื้อที่ 100 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที  
 
6. Gelatin agar 
 
 Malt extract agar (Merck)    20.0 กรัม 
 Gelatin                  15.0 กรัม 
 Agar       8.0 กรัม 
 
 ปรับใหมีคาความเปนกรด-เบสเทากับ 3.5 โดยใช 0.1 N HCl และนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 100 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 10 นาที  
 
7. Mannitol salt egg yolk (MSEY) agar 
 
 โปรติโอสเพปโทน (proteose peptone)   10 กรัม 

สารสกัดจากเนื้อวัว (beef extract)    1 กรัม 
น้ําตาลแมนนทิอล (D-mannitol)    10 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (sodium chloride)   75 กรัม 
วุนผง (agar)      15 กรัม 
ฟนอลเรด (phenol red)     0.025 กรัม 
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คาความเปนกรด-เบส      7.4 
 
นําสวนผสมทั้งหมดผสมกับน้ํากลั่น หรือน้าํกรอง (deionized water) ปริมาตร 1 ลิตร ตมจน

ละลายปรับคาความเปนกรด-เบสใหไดตามที่กําหนด และทําการฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อ 
(autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 

 
8. Plate count agar 
  
 ทริปโทน (tryptone)     5 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    2.5 กรัม 
 น้ําตาลเด็กซโทรส (dextrose)    1 กรัม 
 วุนผง (agar)      15 กรัม 
 คาความเปนกรด-เบส      7.0 
  

นําสวนผสมทั้งหมดผสมกับน้ํากลั่นหรือน้าํกรอง (deionized water) ปริมาตร 1 ลิตร ตมจน
ละลายปรับคาความเปนกรด-เบสใหไดตามที่กําหนด และทําการฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อ 
(autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 
 
9. Potato dextrose agar 
 
 น้ําตมมันฝรั่ง (potato infusion)     200 มิลลิลิตร 
 น้ําตาลเด็กซโทรส (dextrose)       20 กรัม 
 วุนผง (agar)          20 กรัม 
 เติมน้ําจนครบ      1000 มิลลิลิตร 
 คาความเปนกรด-เบส      5.6 
 

นําสวนผสมทั้งหมดผสมกับน้ํากลั่น (distilled water) หรือน้ํากรอง (deionized water)
ปริมาตร 1 ลิตร ตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-เบสใหไดตามทีก่ําหนด และทาํการฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 15 นาที 
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10. Salmonella  Shigella (SS) agar 
 
 สารสกัดจากเนื้อวัว (beef extract)    5 กรัม 
 โปรติโอสเพปโทน (proteose peptone)   5 กรัม 
 น้ําตาลแล็กโทส (lactose)       10 กรัม 
 เกลือน้ําด ี      8.5 กรัม 
 เฟอรริกซิเทรต (ferric citrate)    1 กรัม 
 โซเดียมซิเทรต (sodium citrate)    8.5 กรัม 
 โซเดียมไทโอซัลเฟต (sodium thiosulfate)   8.5 กรัม 
 วุนผง (agar)      13.5 กรัม 
 สีบริลเลียนกรีน (brilliant green)    0.33  มิลลิกรัม 
 นิวทรัลเรด (neutral red)     0.025 กรัม 
 คาความเปนกรด-เบส      7.0 
 

นําสวนผสมทั้งหมดผสมกับน้ํากลั่น (distilled water) หรือน้ํากรอง (deionized water)
ปริมาตร 1 ลิตร ตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-เบสใหไดตามทีก่ําหนด และทาํการฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 15 นาที 
 
11. Selenite cystine broth (SE) 
 
 ทริปโทน (tryptone)     5 กรัม 
 น้ําตาลแล็กโทส (lactose)        4 กรัม 
 โซเดียมเซเลไนต (sodium acid selenite)   4 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต     5.5 กรัม 

(disodium hydrogen phosphate) 
แอล-ซีสทีน (L-cystine)     0.01 กรัม 

 คาความเปนกรด-เบส     7.0 
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ละลายสวนผสมในน้ําแลวตมใหเดือด หามนําไปนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) แบงใสหลอดหรือ
ภาชนะอืน่ ๆ ที่ผานการฆาเชื้อแลว ตามปริมาตรที่ตองการโดยวิธีปราศจากเชื้อ อาหารชนิดนี้
หลังจากเตรยีมแลวควรใชใหหมดภายใน 1 วัน 
 
12. Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar (TCBS) 
 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    5 กรัม 
 โปรติเอสเพปโทน (proteose peptone)   10 กรัม 
 โซเดียมซิเทรต (sodium citrate)    10 กรัม 
 โซเดียมไทโอซัลเฟต (sodium thiosulfate)   10 กรัม 
 น้ําดีของววั (oxgall)     8 กรัม 
 วุนผง (agar)      15 กรัม 
 น้ําตาลแซกคาโรส (saccharrose)    20 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (sodium chloride)   10 กรัม 
 บรอมไทมอลบลู (bromthymol blue)   0.04 กรัม 
 ไทมอลบลู (thymol blue)     0.04 กรัม 
 เฟอริกซิเทรต (ferric citrate)  
 คาความเปนกรด-เบส      8.6 
  

นําสวนผสมทั้งหมดผสมกับน้ํากลั่น (distilled water) หรือน้ํากรอง (deionized water)
ปริมาตร 1 ลิตร ตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-เบสใหไดตามทีก่ําหนด และทาํการฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 15 นาที 
 
13. Tripel sugar iron agar 
 
 สารสกัดจากเนื้อวัว (beef extract)    3 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    3 กรัม 
 เพปโทน (peptone)     15 กรัม 
 โปรติโอสเพปโทส (protetose peptone)   5 กรัม 

น้ําตาลเด็กซโทรส (dextrose)    1 กรัม 
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 น้ําตาลแล็กโทส (lactose)       10 กรัม 
น้ําตาลซูโครส (sucrose)       10 กรัม 
เฟอรัสซัลเฟต (ferrous sulfate)    0.2 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (sodium chloride)   5 กรัม 
วุนผง (agar)      12 กรัม 
ฟนอลเรด (phenol red)     0.024 กรัม 
คาความเปนกรด-เบส      7.4 
 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแลวแบงใสในหลอดทดลอง นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนั แลวนํา

ออกมาวางใหแข็งตัวในลักษณะเอียง โดยใหมีทั้งสวนที่เปน butt และ slant 
                                                                                                                                                                                         
14. Tryptic soy broth 
 
 ทริปโทน (tryptone)     17 กรัม 
 สารสกัดจากถั่วเหลือง (soytone)    3  กรัม 
 ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    2.5 กรัม 

(dipotasium hydrogen phosphate) 
น้ําตาลเด็กซโทรส (dextrose)    2.5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (sodium chloride)   5 กรัม 
คาความเปนกรด-เบส      7.3 
 
ในกรณีที่ตองการใช Tryptic soy broth ที่มีโซเดียมคลอไรดผสมอยูในความเขมขนตาง ๆ

กัน ใหเติมโซเดียมคลอไรดลงไปจนไดความเขมขนที่ตองการ 
 
15. Tryptose sulfite cycloserine (TSC) agar  
 
 ทริปโทน (tryptone)     15 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    5 กรัม 
 ซอยโทน (soytone)     5 กรัม 
 เฟอรริกแอมโมเนียมซิเทรต (ferric ammonium citrate) 1 กรัม 
 โซเดียมเมตาไบซัลไฟต (sodium metabisulfite)  1 กรัม 
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 วุนผง (agar)      20 กรัม 
 คาความเปนกรด-เบส      7.6 
  

นําสวนผสมทั้งหมดผสมกับน้ํากลั่น (distilled water) หรือน้ํากรอง (deionized water) 
ปริมาตร 1 ลิตร ตมจนละลาย ปรับคาความเปนกรด-เบสใหไดตามทีก่ําหนด และทาํการฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 15 นาที 
 
16. Xylose lysine desoxycholate agar (XLD)    
  
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    3 กรัม 
 แอล-ไลซีน (L-lysine)     5 กรัม 
 น้ําตาลไซโลส (xylose)     3.75 กรัม 
 น้ําตาลแล็กโทส (lactose)       7.5 กรัม 
 น้ําตาลแซ็กคารโรส (saccharose)    7.5 กรัม 
 โซเดียมเดสออกซิโคเลต (sodium desoxycholate)  2.5 กรัม 
 เฟอริคแอมโมเนียมซิเทรต (ferric ammonium citrate) 6.8 กรัม 
 โซเดียมไธโอซัลเฟต (sodium thiosulfate)   5 กรัม 
 วุนผง (agar)      15 กรัม 
 ฟนอลเรด (phenol red)     0.8 กรัม 
 คาความเปนกรด-เบส      7.4 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํา 1000 มิลลิลิตร ตมใหละลายจนเดือด หามนําไปฆาเชือ้ดวย
หมอนึ่งความดัน (autoclave) 


