
28 
 

บททีÉ 3 อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 

3.1 วัสดุและอุปกรณ์ 

1. กระเทียมและหอมหวัใหญ่ จากตลาดสดบางคอแหลม กรุงเทพมหานคร 

2. เชืÊอแบคทีเรีย 3 ชนิด ไดแ้ก่ Escherichia coli, Staphylococcus aureusและ Salmolnella sp. จาก

ศนูยจุ์ลินทรียส์ถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย 

3. อาหารเลีÊยงเชืÊอ nutrient agar, nutrient broth, plate count agar และ peptone (ยีÉห้อHimedia 

ประเทศอินเดีย)และ Mueller hinton ager (ยีÉหอ้Oxoidประเทศองักฤษ) 

4. Kanamycin (antibiotic) (ยีÉหอ้ Thai meijiประเทศไทย) 

5. เครืÉองบด (blender) (ยีÉหอ้ pensonicรุ่น PB-330 บริษทั ไลฟ์ โอเรียนท ์จาํกดั ประเทศมาเลเซีย) 

6. ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) (ยีÉหอ้Memmertรุ่น UFE 600 ประเทศเยอรมนั) 

7. เครืÉองอลัตราโซนิค(ultrasonic)(ยีÉหอ้ Elma รุ่น E100H ประเทศเยอรมนั) 

8. เครืÉองเขยา่ผสมสาร (shaker) (ยีÉหอ้ IKAรุ่น KS130 ประเทศเยอรมนั) 

9. เครืÉ อง Rotary evaporator (ยีÉห้อ Buchiรุ่น R-200, vacuum controller V-800 ประเทศ

สวิตเซอร์แลนด)์ 

10. เครืÉองวดัสี(MiniScan®EZ) (ยีÉหอ้ Hunter Lab รุ่น MiniScan®EZประเทศสหรัฐอเมริกา) 

11. เครืÉอง Gas Chromatography – Mass Spectrometer (GC-MS) (ยีÉห้อAgilent รุ่น 7890A MS 

คอลมัน์ DB-5MS capillary column (ยาว 30 เมตร เส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.25 มิลลิเมตร หนา0.25 

ไมโครเมตร) บริษทั J&W Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

12. เครืÉองวดัค่าหกัเหคลืÉนแสง(hand-held refractometer)(ยีÉห้อ Atago รุ่น R-5000 ประเทศญีÉปุ่น(วดั

การหกัเหคลืÉนแสง (Refractive Index) Measurement Range (nD) 1.333 ถึง 1.520) 

13. เครืÉองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer)(ยีÉหอ้ Thermoelectroncorporation รุ่น Genesys 

10-S ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

14. หมอ้นึÉงฆ่าเชืÊอความดนัไอ (autoclave) (ยีÉหอ้HIRAYAMA รุ่น HVE-25/50 ประเทศญีÉปุ่น) 

15. ตูป้ลอดเชืÊอ(laminar flow)(ยีÉหอ้ Faster รุ่น BH-EN 2004 ประเทศอิตาลี) 

16. ตูบ่้มเชืÊอ (incubator) (ยีÉหอ้ MMM รุ่น ECOCELL III ประเทศไทย) 

17. อุปกรณ์ต่าง ๆ ทีÉใชใ้นการวิเคราะห์ ไดแ้ก่ เครืÉองแกว้ทีÉใชใ้นการทดลอง (beaker, erlenmeyer 

flask, test tube, petri dish, spreader glass)กระดาษกรอง (paper disc) ขนาด 6 มิลลิเมตร(ยีÉห้อ 

Whatmanประเทศองักฤษ) และเครืÉองชั Éงทศนิยม 3 ตาํแหน่ง (ยีÉห้อ Mettler Toledoรุ่น Dragon 

303 ประเทศเยอรมนั) เป็นตน้ 
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18. สารเคมีต่างๆทีÉใชใ้นการทดลอง เช่น ethanol ร้อยละ 95 (commercial grade), petroleum ether 

(commercial grade), dimethyl sulfoxide (DMSO) (ยีÉห้อ Sigma-aldrichประเทศสหรัฐอเมริกา), 

folin-Ciocalteu phenol reagent (AR gradeยีÉหอ้ Lobalchemieประเทศอินเดีย), sodium carbonate 

(AR gradeยีÉห้อ Univar ประเทศออสเตเรีย), gallic acid (AR gradeยีÉห้อ Sigma-aldrichประเทศ

สหรัฐอเมริกา), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (AR grade(ยีÉห้อ Sigma-aldrichประเทศ

สหรัฐอเมริกา), 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) (AR gradeยีÉห้อ 

Flukaประเทศเยอรมนั) และ potassium persulfate (AR gradeยีÉหอ้Analarประเทศองักฤษ) 

 

3.2 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

นาํกระเทียมและหอมหัวใหญ่มาลา้งให้สะอาดและผึÉงให้แห้ง จากนัÊ นแบ่งตัวอย่างเป็น 2 ส่วน คือ 

ตวัอยา่งสดและทาํเป็นตวัอยา่งอบแหง้ โดยตวัอยา่งสดนาํกระเทียมและหอมหัวใหญ่มาบดให้ละเอียด 

สาํหรับตวัอยา่งแหง้นาํพืชทัÊงสองชนิดมาอบดว้ยเครืÉองอบลมร้อน (hot air oven) ทีÉอุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียสนาน12 ชั Éวโมง  

 

3.2.1การสกัดสารจากกระเทียมและหอมหัวใหญ่ 

นาํตวัอยา่งกระเทียมและหอมหวัใหญ่สดและแหง้ทีÉเตรียมไวใ้นขัÊนตอนขา้งตน้ มาบดให้ละเอียด ใส่

ลงในขวดรูปชมพู่ จากนัÊนเติมตวัทาํละลายต่างกนั 3 ชนิด คือ นํÊ า เอทานอล และปิโตรเลียมอีเทอร์ 

(สัดส่วน 1:2) เขย่าให้เขา้กนั จากนัÊนนาํมาสกดัดว้ยวิธีการ 2 วิธี คือวิธีการแช่ (merceration) นาน 3 

ชั Éวโมง (ดดัแปลงจาก ธีระพงษข์นัทเจริญ, 2554) และใชค้ลืÉนอลัตราโซนิค (ultrasonic extraction)นาน 

1 ชั Éวโมง (ดดัแปลงจากSanghiและKannamkumarath, 2004) นาํสารสกดัทีÉไดม้ากรองกากออกดว้ยผา้

ไนลอนขนาด 80 mesh และระเหยตวัทาํละลายออกดว้ยเครืÉอง rotary evaporator condensation ได ้

crude extracts เก็บใส่ขวดสีชา เพืÉอนาํไปทดสอบคุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมี โดยมีรายละเอียด

ดงันีÊ  

 

3.2.1.1ร้อยละปริมาณของสารสกดักระเทียมและหอมหัวใหญ่ (%yield) 

 %yield (dry basis)   =       ปริมาณของสารทีÉสกดัได ้(กรัม)100 

        นํÊ าหนกัของตวัอยา่ง (กรัม) 
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3.2.1.2 ค่าดัชนีหักเหคลืÉนแสง 

วิเคราะห์ดชันีหกัเหคลืÉนแสง (refractive index; RI) โดยใชเ้ครืÉอง hand-held refractometer(วดัการหัก

เหคลืÉนแสง (Refractive Index) ช่วงการวดัเท่ากบั (nD, refractive indices) 1.333 ถึง 1.520)นาํหลอด

หยด (dropper) ดูดตวัอย่างสารสกดักระเทียมและหอมหัวใหญ่ หยดลงบนแผ่นปริซึมของตวัเครืÉอง

ประมาณ 1 หยด ปรับค่าจนเห็นเสน้แบ่งแถบมืดแถบสว่างไดอ้ย่างชดัเจน อ่านค่าการหักเหคลืÉนแสง

ของสารสกดัทีÉอุณหภูมิ 252 องศาเซลเซียส บนัทึกค่าทีÉวดัได ้

 

3.2.1.3 ลกัษณะปรากฏ 

วิเคราะห์ลกัษณะปรากฏของสารสกดักระเทียมและหอมหัวใหญ่ดว้ยสายตา และรายงานลกัษณะ

ปรากฏ (สี ความหนืด ความขุ่นและใส) ของสารสกดัทีÉสงัเกตได ้

 

3.2.1.4 ค่าสี 

นาํสารสกดักระเทียมและหอมหัวใหญ่มาวดัค่าสีดว้ยเครืÉองวดัสี Hunter Lab อ่านค่าตามระบบ CIE 

ไดแ้ก่ L*, a*,b*, C และ Hº โดยนาํสารสกดัตวัอยา่ง 3 มิลลิลิตรเทลงในเซลลแ์กว้ วดัค่าสี บนัทึกค่าทีÉ

วดัได ้โดยค่า 

L* เป็นค่าทีÉรายงานความเขม้และสว่างของสีมีค่า 0-100  

ซึÉงค่า 100 หมายถึง สีขาว และค่า 0 หมายถึง สีดาํ  

a* เป็นค่าทีÉรายงานความการเปลีÉยนแปลงของสีในช่วงสีเขียวถึงสีแดง  

ซึÉงค่า a* เป็น – (ลบ)หมายถึงช่วงสีนํÊ าเงิน-เขียว และค่า a* เป็น + (บวก)หมายถึงช่วงสีแดง-ม่วง  

b* เป็นค่าทีÉรายงานความการเปลีÉยนแปลงของสีในช่วงสีนํÊ าเงินถึงสีเหลือง  

ซึÉงค่า b* เป็น – (ลบ)หมายถึง ช่วงสีนํÊ าเงิน และค่า b* เป็น + (บวก)หมายถึง ช่วงสีเหลือง 

C (chroma) เป็นค่าทีÉแสดงความบริสุทธิÍ ของสี  

ค่าเขา้ใกล ้0 หมายถึงวตัถุมีสีซีดจาง (เทา) และค่าเขา้ใกล ้60 หมายถึงวตัถุมีสีเขม้ 

Hº(hue angle) เป็นค่าทีÉแสดงถึงสีแทจ้ริงทีÉปรากฏใหเ้ห็นซึÉงมีค่าอยู่ระหว่าง 0-360ºโดยแต่ละ

ช่วงองศาสามารถแสดงสีแตกต่างกนัคือ  

0-45º แสดงสีม่วงแดงถึงสีสม้แดง  45-90ºแสดงสีสม้แดงถึงสีเหลือง 

90-135º แสดงสีเหลืองถึงเหลืองเขียว 135-180º แสดงสีเหลืองเขียวถึงเขียว 

180-225º แสดงสีเขียวถึงสีนํÊ าเงิน  225-270º แสดงสีนํÊ าเงินเขียวถึงนํÊ าเงิน 

270-315º แสดงสีนํÊ าเงินถึงม่วง  315-360º แสดงสีม่วงถึงม่วงแดง 
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3.2.1.5 วเิคราะห์ปริมาณสารฟีนอลคิทัÊงหมด 

วิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิคทัÊ งหมด (total phenolics) ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu reagent (ตามวิธีของ 

Singleton และ Rossi, 1965)โดยใชต้วัอย่างสารสกดั 6.6 ไมโครลิตร: นํÊ ากลั Éน 993.4 ไมโครลิตรเติม 

Folin-Ciocalteu phenol ร้อยละ10 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ตัÊ งทิÊงไว ้8 นาที เติมสารละลาย sodium 

carbonate 4 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้กนั ตัÊงทิÊงไวใ้นทีÉมืด 30 นาที วดัค่าดูดกลืนแสงดว้ยเครืÉองสเปกโตร

โฟโตมิเตอร์ทีÉความยาวคลืÉน 765 นาโนเมตรโดยเปรียบเทียบผลกบักราฟของสารละลายมาตรฐาน

กรดแกลลิก (gallic acid) ความเขม้ขน้ 0-100 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

3.2.1.6 วเิคราะห์องค์ประกอบทางเคม ี

วิ เคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดกระเทียมและหอมหัวใหญ่ด้วย เค รืÉ อง  Gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS)(ดดัแปลงจากอมรรัตน์ ตัÊ งสกุล, 2550)โดยนาํตวัอย่าง

สารสกดัใส่ขวด vial ปริมาณ 1 มิลลิลิตร โดยใชค้อลมัน์ชนิด DB-5 มี helium เป็นแก๊สตวัพา ฉีด

ตวัอยา่งแบบ headspace ทีÉอุณหภูมิ injector230 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิเริÉ มตน้ 60 องศาเซลเซียส 

คงไวน้าน 2 นาที เพิÉม อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ต่อนาที จนถึงอุณหภูมิ 220องศาเซลเซียส นาน 3 

นาที วิเคราะห์องคป์ระกอบและคาํนวณ retention time index (RI) เทียบกบั สารมาตรฐานอลัเคน (C8-

C20) เทียบกบั library Wiley ทีÉ quality match มากกว่าร้อยละ 80 และคาํนวณ %peak area ดงัสมการ 
 
คาํนวณ retention time index (RI) 
 

RI  =  100 ×   [Rt(x) - Rt(z)]   + 100z 
[Rt(z+1) - Rt(z)] 

 

โดยทีÉ Rt(x) คือ retention time (นาที) ของสารทีÉสนใจ 

 Rt(z) คือ retention time (นาที) ของ normal alkanes ก่อนสารตวัอยา่ง 

 Rt(z+1) คือ retention time (นาที) ของ normal alkanes หลงัสารตวัอยา่ง 

 z คือ จาํนวนของ carbon atoms 

 

คาํนวณ %peak area 

peak area   =   corrected peak area (corr. area) × 107 
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3.2.2 ศึกษาประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

3.2.2.1 การวิเคราะห์สมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH•) scavenging activity method 

วิเคราะห์คุณสมบติัฤทธิÍ การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธีการ DPPH radical scavenging activity 

assay (ตามวิธีของ Bois, 1958)โดยใชต้วัอย่างสารสกดั 10 ไมโครลิตรเติมนํÊ ากลั Éน 990 ไมโครลิตร

ผสมกบัสารละลาย 0.1mMDPPH 3 มิลลิลิตรตัÊ งทิÊงไวใ้นทีÉมืดให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 30นาที วดัค่า

ดูดกลืนแสงด้วยเครืÉ องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ทีÉความยาวคลืÉน 517 นาโนเมตรคาํนวณ % DPPH• 

scavenging effect จากค่าการดูดกลืนแสงดงัสมการ 

 

 

 

โดยทีÉ Acontคือ ค่าการดูดกลืนแสงของ control (นํÊ ากลั Éน + DPPH•) 

 Ablankคือ ค่าการดูดกลืนแสงของ blank(ตวัอยา่งสารสกดั +นํÊ ากลั Éน + เอทานอล) 

 Atestคือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง (ตวัอยา่งสารสกดั +นํÊ ากลั Éน + DPPH•) 

 

3.2.2.2 การวเิคราะห์สมบัตกิารเป็นสารต้านอนุมูลอสิระวธิี ABTS•+ scavenging activity assay 

เตรียมสารละลาย ABTS•+(ตามวิธีของ Re และคณะ, 1999)โดยผสมสารละลาย 7.0mM ABTS และ 

2.54 mM potassium persulfate (สดัส่วน 2:1) ตัÊงทิÊงไวใ้นทีÉมืดนาน 12-16 ชั Éวโมง จากนัÊนเจือจางดว้ย

เอทานอลร้อยละ 80 วดัค่าดูดกลืนแสงทีÉช่วงความยาวคลืÉน 0.670-0.730 นาโนเมตรโดยใชต้วัอยา่งสาร

สกดั 5 ไมโครลิตร เติมเอทานอลร้อยละ 80 ปริมาตร995 ไมโครลิตรผสมกบัสารละลาย ABTS•+ 4 

มิลลิลิตร ตัÊงทิÊงไวใ้นทีÉมืดใหเ้กิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 6 นาที วดัค่าดูดกลืนแสงดว้ยเครืÉองสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ทีÉความยาวคลืÉน 734 นาโนเมตรคาํนวณ % ABTS•+ scavenging effect จากค่าการดูดกลืนแสง 

ดงัสมการ 

 

                 ABTS•+ scavenging effect (%) = Acont + Ablank – Atest   × 100      

        Acont 

โดยทีÉ Acontคือ ค่าการดูดกลืนแสงของ control (นํÊ ากลั Éน +ABTS•+) 

 Ablankคือ ค่าการดูดกลืนแสงของ blank(ตวัอยา่งสารสกดั + นํÊ ากลั Éน + เอทานอล) 

 Atestคือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง (ตวัอยา่งสารสกดั + นํÊ ากลั Éน +ABTS•+) 

 

 

DPPH• scavenging effect (%)      =         Acont + Ablank - Atest   × 100 
  Acont 
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3.2.3 ศึกษาประสิทธิภาพการเป็นสารยับยัÊงเชืÊอแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพษิ 

3.2.3.1 เตรียมเชืÊอแบคทีเรีย 

เพาะเลีÊยงเชืÊอแบคทีเรียทัÊง 3 ชนิด (Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Salmonella sp.) บน

อาหารเลีÊยงเชืÊอ Nutrient agar (NA) บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากนัÊนเขีÉย

โคโลนีเดีÉยวของเชืÊอแต่ละชนิดบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ NA ลงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ Nutrient broth (NB) 

นาํไปเขยา่ดว้ยเครืÉองเขย่าสาร (shaker) ใชค้วามเร็ว 240 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากนัÊนนาํ

เชืÊอทีÉเลีÊยงไวใ้น NB มาวดัค่าการดูดกลืนแสงเทียบกบัสารละลาย Mcfarland No.0.5 ทีÉความยาวคลืÉน 

625 นาโนเมตรโดยใชส้เปกโตรโฟโตมิเตอร์ (เจือจางเชืÊอโดยใชอ้าหารเลีÊยงเชืÊอ NB) จากนัÊนนาํเชืÊอมา

ทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสารยบัย ัÊงเชืÊอแบคทีเรีย 

 

3.2.3.2 ทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสารยบัยัÊงเชืÊอแบคทีเรียก่อโรคด้วยวธิี Disc diffusion 

การทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสารยบัย ัÊงเชืÊอแบคทีเรียโดยวิธี disc diffusion (ตามวิธีของ Gomez 

และคณะ, 2010) ใช้ไมโครปิเปตดูดเชืÊอแบคทีเรียมา 100 ไมโครลิตร spread ลงบนอาหาร 

MullerHinton agar (MHA) ใหท้ั Éว จากนัÊนวาง paper disc เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 6 มิลลิเมตรลงบนอาหาร

เลีÊยงเชืÊอ MHA ใน plates ทีÉมีเชืÊอแบคทีเรียต่างชนิดกนั แปรความเขม้ขน้ของสารสกดัเป็น 4 ความ

เขม้ขน้ คือ 0, 500, 5000 และ 50,000 พีพีเอ็มหยดสารสกดักระเทียมและหอมหัวใหญ่ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ลงบน paper disc เปรียบเทียบกบัสาร antibiotic (Kanamycin) นาํไปบ่มในตูบ่้มเชืÊอ 

(incubator) ทีÉ  37 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั Éวโมง ว ัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณทีÉยบัย ัÊ งได ้

(มิลลิเมตร) 

 

3.2.3.3 ทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสารยบัยัÊงเชืÊอแบคทีเรียก่อโรคด้วยวธิี Agar disffusion 

การทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสารยบัย ัÊงเชืÊอแบคทีเรียโดยวิธี agar disffusion(ดดัแปลงจากKapoor

และคณะ, 2009) ใชไ้มโครปิเปตดูดเชืÊอแบคทีเรียมา 100 ไมโครลิตร spread ลงบนอาหารMuller 

Hinton agar (MHA) ให้ทั Éว จากนัÊนใช ้cock borer เส้นผ่านศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตรเจาะเพืÉอเอา agar 

ออก แปรความเขม้ขน้ของสารสกดัเป็น 4 ความเขม้ขน้ คือ 0, 500, 5000 และ 50,000 พีพีเอ็มหยดสาร

สกดัปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงบน well เปรียบเทียบกบัสาร antibiotic (Kanamycin) นาํไปบ่มในตู้

บ่มเชืÊอ (Incubator) ทีÉ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั Éวโมง วดัเส้นผ่านศูนยก์ลางของบริเวณทีÉยบัย ัÊง 

(มิลลิเมตร) 

 

 

 



34 
 

3.2.4 การประยุกต์สารสกัดกระเทียมและหอมหัวใหญ่กับเนืÊอหมูบด 

3.2.4.1 ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัสารกระเทียมและหอมหัวใหญ่ร่วมกบัเนืÊอหมูบด 

ชั ÉงเนืÊอบดหมู 25 กรัม ใส่ถุง zip lock เติมเชืÊอ Escherichia coli (E.coli) และ Staphylococcus aureus 

(S.aureus) ความเขม้ขน้ 105 CFU ปริมาตร1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  

 

จากนัÊนเติมสารสกดักระเทียมและหอมหวัใหญ่ทีÉสกดัดว้ยนํÊ าและเอทานอลโดยใชค้ลืÉนอลัตราโซนิคทีÉ

ความเขม้ขน้ 5,000 พีพีเอ็ม ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ลงในถุงทีÉมีตวัอย่างเนืÊอหมูบดทีÉเติม

เชืÊอแบคทีเรีย (เติมเชืÊอE. coliและ S. aureus ปริมาณ 105CFU) และตวัอย่างเนืÊอหมูบดทีÉไม่เติมเชืÊอ

แบคทีเรีย ปิดปากถุงให้สนิท เก็บรักษาในตูเ้ยน็นาน 5 วนั (เก็บตวัอย่างอาหารมาทดสอบวนัทีÉ 1, 3 

และ 5) โดยนําตัวอย่างอาหารทดสอบหาปริมาณเชืÊอจุลินทรียท์ัÊ งหมด หาปริมาณเชืÊอ E.coliและ 

S.aureus 

 

3.2.4.2 ตรวจหาปริมาณจุลนิทรีย์ทัÊงหมด (Total plate count)  

ตรวจหาปริมาณจุลินทรียท์ัÊ งหมด (ดัดแปลงจากMassa และคณะ, 1998) โดยเจือจางสารละลาย

ตวัอยา่งเนืÊอหมใูหมี้ระดบัความเจือจางเท่ากบั 10-1- 10-6ของสารละลายตวัอย่าง(นาํตวัอย่างเนืÊอหมูทีÉ

เตรียมไวใ้นขอ้3.2.4.1 มาเติมสารละลายเพปโตนร้อยละ 0.1ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ผสมจนเป็นเนืÊอ

เดียวกนัไดส้ารละลายตวัอยา่งเนืÊอหมทีูÉมีระดบัความเจือจางเท่ากบั 10-1ของสารละลายตวัอย่างจากนัÊน

ปิเปตตัวอย่างสารละลายตัวอย่างเนืÊ อหมูทีÉมีระดับความเจือจาง 10-1ของสารละลายตัวอย่างมา1 

มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองทีÉมีสารละลายเพปโตน 9 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัไดส้ารละลายตวัอย่าง

เนืÊอหมทีูÉมีระดบัความเจือจางเท่ากบั 10-2ของสารละลายตวัอยา่งเจือจางสารละลายตวัอย่างเนืÊอหมู จน

มีระดบัความเจือจางเท่ากบั 10-6 ของสารละลายตวัอยา่ง)โดยใชเ้ทคนิค spread plate เตรียม total plate 

count agar ละลายในนํÊ ากลั Éนใหส้ารละลายมีลกัษณะใส นาํไปฆ่าเชืÊอดว้ย autoclave จากนัÊนเทใส่ plate 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทิÊงใหเ้ยน็และมีลกัษณะแข็งเป็นวุน้ จากนัÊนหยดสารละลายตวัอย่างอาหารทีÉมี

ระดับความเจือจางต่างๆปริมาตร 100 ไมโครลิตร spread ให้ทั Éว plate จนสารละลายตัวอย่าง

อาหารแห้ง ปิดฝา plate นาํไปบ่มในตู่บ่มเชืÊอทีÉ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั Éวโมงเลือกนับจาํนวน

โคโลนีในระดบัความเจือจางทีÉขึÊนใน plate ให้ค่า 25-250 โคโลนี จากนัÊนคาํนวณโคโลนีทีÉนับไดมี้

หน่วยเป็น CFU/g (colony forming unit/gram) 
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3.2.4.3 วธิีตรวจหาปริมาณ E.coli และ S.aureus 

ตรวจหาปริมาณ E.coli และ S.aureus(ตามวิธีของNissui, 2004) โดยเจือจางสารละลายตวัอย่างเนืÊอหมู

ใหมี้ระดบัความเจือจางเท่ากบั 10-1-10-6ของสารละลายตวัอย่าง (นาํตวัอย่างเนืÊอหมูทีÉเตรียมไวใ้นขอ้ 

3.2.4.1 มาเติมสารละลายเปบโตนร้อยละ 0.1 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ผสมจนเป็นเนืÊอเดียวกนัได้

สารละลายตัวอย่างเนืÊ อหมูทีÉมีระดบัความเจือจางเท่ากับ 10-1ของสารละลายตัวอย่างจากนัÊนปิเปต

ตวัอยา่งสารละลายตวัอยา่งเนืÊอหมทีูÉมีระดบัความเจือจาง 10-1ของสารละลายตวัอย่างมา 1 มิลลิลิตรลง

ในหลอดทดลองทีÉมีสารละลายเพปโตน 9 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัไดส้ารละลายตวัอย่างเนืÊอหมูทีÉมี

ระดบัความเจือจางเท่ากบั 10-2ของสารละลายตวัอย่างเจือจางสารละลายตวัอย่างเนืÊอหมู จนมีระดบั

ความเจือจางเท่ากบั 10-6 ของสารละลายตวัอยา่ง)จากนัÊนปิเปตสารละลายตวัอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงใน compact dry สาํหรับตรวจหาปริมาณเชืÊอ E.coli ใช ้compact dry EC และตรวจหาปริมาณเชืÊอ 

S.aureus ใช ้compact dryX-SA (บริษทั Nissui pharma จาํกดั) ปิดฝา นาํไปบ่มในตู่บ่มเชืÊอทีÉ 37 องศา

เซลเซียส นาน 24 ชั ÉวโมงโดยการนบัเชืÊอ E.coliนบัไดจ้ากโคโลนีมีสีฟ้า ส่วนโคโลนีมีสีฟ้าม่วงหรือสี

แดงเป็นเชืÊอ Coliform และการนับจาํนวน S.aureus นับไดจ้ากโคโลนีทีÉมีสีฟ้าหรือสีฟ้าเขียว โดย

โคโลนีมีลกัษณะโคง้นูน เป็นขอบและจุด center ชดัเจน เลือกนบัจาํนวนโคโลนีในระดบัความเจือจาง

ทีÉขึÊนใน compact dry ทีÉใหค่้า 25-250 โคโลนี จากนัÊนคาํนวณโคโลนีทีÉนบัไดมี้หน่วยเป็น CFU/g  

 

3.3 สถานทีÉและระยะเวลาในการทดลอง 

สถานทีÉ: หอ้งปฏิบติัการ Plant Science and Analysisสายวิชาเทคโนโลยชีีวเคมี คณะทรัพยากรชีวภาพ

และเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี วิทยาเขตบางขุนเทียน กรุงเทพมหานคร

ระยะเวลา: เมษายน 2555 ถึง สิงหาคม 2557 


