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การวิเคราะห์คุณภาพ 
 
ก-1. การวิเคราะห์ปริมาณความชืน้ (AOAC, 2000) 
 

อุปกรณ์ 
1. ภาชนะอะลมูิเนียมส าหรับหาความชืน้ 
2. ตู้อบไฟฟ้า (Hot Air Oven) 
3. โถดดูความชืน้ 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหนง่ 
 

 วิธีการวิเคราะห์ 
 1. อบภาชนะส าหรับหาความชืน้ในตู้อบไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105°C นาน 2-3 ชั่วโมง  
น าออกจากตู้อบใสไ่ว้ในโถดดูความชืน้หลงัจากนัน้ชัง่น า้หนกั 
 2. ท าเช่นเดียวกับข้อ 1 ซ า้จนได้ผลต่างของน า้หนักทัง้ 2 ครัง้ติดต่อกันไม่เกิน  
1-3 มิลลิกรัม  
 3. ชัง่ตวัอย่างให้ได้น า้หนกัท่ีแน่นอนอย่างละเอียดประมาณ 1-2 กรัม ใส่ในภาชนะ 
หาความชืน้ท่ีทราบน า้หนกัแนน่อนแล้ว 
 4. น าไปอบในตู้อบไฟฟ้าท่ีอณุหภมูิ 105°C นาน 5-6 ชัว่โมง 
 5. น าออกจากตู้อบใสโ่ถดดูความชืน้ หลงัจากนัน้ชัง่น า้หนกั 
 6. อบซ า้อีกครัง้ประมาณ 30 นาที และท าเช่นเดิมจนได้ผลตา่งของน า้หนกัทัง้ 2 ครัง้
ตดิตอ่กนัไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 
 7. ค านวณหาปริมาณความชืน้จากสตูร 
 
     ปริมาณความชืน้ (ร้อยละ)   =    
 
  เม่ือ M1 คือ น า้หนกัตวัอยา่งก่อนอบ 
         M2 คือ น า้หนกัตวัอย่างหลงัอบ 
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ก-2. การวิเคราห์ปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) 
 

อุปกรณ์ 
1. อปุกรณ์การยอ่ยโปรตีน ประกอบด้วยเตาเผาและเคร่ืองดกัจบักรด 
2. อปุกรณ์กลัน่โปรตีน 
3. ขวดรูปชมพู ่ขนาด 125 มิลลิลิตร และขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
4. ปิเปต (แบบกระเปาะ) ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
5. บวิเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 
6. ลกูแก้ว 
7. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหนง่ 
 
สารเคมี 
1. สารผสมระหวา่งคอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO45H2O) และโพแทสเซียมซลัเฟต     
    (K2SO4) อตัราส่วน 1 : 10 
2. กรดซลัฟิวริกเข้มข้น (Conc. H2SO4) 
3. โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 40 
4. กรดบอริกเข้มข้นร้อยละ 40 
5. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 N 
6. อินดเิคเตอร์เป็นสารผสมระหวา่งเมทิลเรต เมธีลีนบล ูและโบรโมครีซอลกรีน 

 
วิธีการวิเคราะห์ 
ขัน้ตอนการย่อย 

 1. ชั่งตัวอย่างให้ได้น า้หนักแน่นอน 1-3 กรัม (บันทึกน า้หนักท่ีแน่นอน) ใส่ลงใน 
หลอดยอ่ยโปรตีน 

2. ใสส่ารผสมระหวา่งคอปเปอร์ซลัเฟตและโพแทสเซียมซลัเฟต ปริมาณ 5 กรัม 
3. เตมิกรดซลัฟริูกปริมาณ 20 มิลลิลิตร 

 4. วางหลอดยอ่ยในเคร่ืองยอ่ยแล้วประกอบสายยางระหว่างฝาครอบ ขวดใส่ดา่งและ
เคร่ืองดกัจบัไอกรดให้เรียบร้อย 
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(A - B)×N×1.4007 ×F
W

 5. เปิดสวิทซ์เคร่ืองดกัจบัไอกรดและเตาย่อยแล้วตัง้อุณหภูมิ 200°C นาน 30 นาที 
จากนัน้ปรับเพิ่มอณุหภูมิเป็น 400°C ย่อยตอ่อีก 60 นาที จนได้สารละลายใส แล้วปล่อยทิง้ไว้ให้
เย็น 
 ขัน้ตอนการกล่ันและไตเตรท 
 1. จดัอปุกรณ์กลัน่ แล้วเปิดสวิทซ์ให้ความร้อน และเปิดน า้หลอ่เย็นเคร่ืองควบแนน่ 
 2. น าขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกรดบอริก (เข้มข้นร้อยละ 4) 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เติมอินดิเคเตอร์แล้วไปรองรับของเหลวท่ีกลั่นได้ โดยให้ส่วนปลายของ
อปุกรณ์ควบแนน่จุม่ลงในสารละลายกรด 
 3. เติมน า้กลั่นลงในหลอดย่อย 20 มิลลิลิตร จากนัน้เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ท า
ปฏิกิริยาเกินพอ สงัเกตให้สารละลายเปล่ียนเป็นสีน า้ตาลขุน่ 
 4. กลัน่ให้ได้ของเหลวอยูใ่นระดบั 125 มิลลิลิตร 
 5. ไตเตรทสารละลายท่ีกลั่นได้ด้วยกรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเข้มข้น 0.1 N จน
สารละลายเปล่ียนเป็นสีมว่ง 
 6. ค านวณหาปริมาณโปรตีนจากสตูร 
 
 ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) =  
 
 เม่ือ   A คือ ปริมาณกรดท่ีใช้ไตเตรทกบัตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
          B คือ ปริมาณกรดท่ีใช้ไตเตรทกบัแบลงค์ (มิลลิลิตร) 
  N คือ ความเข้มข้นของกรด (N) 
  F คือ แฟคเตอร์ (5.85) 
  W คือ น า้หนกัตวัอย่างเร่ิมต้น (กรัม)  
  
ก-3. การวิเคราะห์ปริมาณไขมัน (AOAC, 2000) 
 

อุปกรณ์ 
1. Soxhlet apparatus 
2. Soxhlet extraction tube 
3. หลอดใสต่วัอย่าง (Thimble) 
4. ตู้อบไฟฟ้า (Hot air oven) 
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5. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 
6.  โถดดูความชืน้ 
 
สารเคมี 
ปิโตรเลียมอีเทอร์หรือเฮกเซน 

 
วิธีการวิเคราะห์ 
1. น า Soxhlet extraction tube ส าหรับการหาปริมาณไขมนั ซึ่งมีขนาดความจ ุ 

250 มิลลิลิตร ในตู้อบไฟฟ้า ทิง้ไว้ให้เย็นในโถดดูความชืน้ และชัง่น า้หนกัท่ีแนน่อน 
2. ชั่งตัวอย่างท่ีผ่านการอบแห้งท่ีทราบน า้หนัก 3.5 กรัม บนกระดาษกรอง ห่อให้

มิดชิดใสล่งในหลอดส าหรับใสต่วัอยา่ง (Thimble) 
3. น าหลอดตวัอย่างใส่ลงใน Soxhlet extraction tube เติมสารตวัท าละลาย

ปิโตรเลียมอีเทอร์ ประมาณ 150 มิลลิลิตร 
4. ประกอบอุปกรณ์ชุดกลั่นไขมัน พร้อมทัง้เปิดน า้หล่ออุปกรณ์ควบแน่นและ  

เปิดสวิทซ์ให้ความร้อน 
5. น าไปสกดัไขมนัภายใต้สภาวะในการสกดั ดงันี ้

 Extraction temperature 150 oC 
 Boiling time 30 min 
 Solvent reduction A: 5 x 15 ml 
 Extraction time 80 min 
 Solvent reduction B: 8 min 
 Solvent reduction C: 5 min 
 Solvent reduction interval  3 min 
 Solvent reduction phase 3 sec 
 6. น าส่วนของ Ether ท่ีละลายไขมนัท่ีสกดัได้ ไปไล่ Ether ออกโดยให้ความร้อนบน 
Hot plate ภายในตู้ควนั  
 7. เม่ือไล่ Ether ออกหมดแล้ว ให้น าไขมนัท่ีแยกได้ไปอบท่ีอุณหภูมิ 105°C เป็น
เวลานาน 30 นาที ทิง้ให้เย็นในโถดดูความชืน้  
 8. ชัง่น า้หนกัแล้วอบซ า้นานครัง้ละ 30 นาที จนกระทัง่ผลตา่งของน า้หนกัทัง้สองครัง้
ตดิตอ่กนัไมเ่กิน 1-3 มิลลิกรัม 
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 9. ค านวณหาปริมาณไขมนัจากสตูร 
 
  ปริมาณไขมนั (ร้อยละ) =  
  
  เม่ือ W1 คือ น า้หนกั Soxhlet extraction tube ก่อนอบ 
    W2 คือ น า้หนกั Soxhlet extraction tube หลงัอบ 
 
ก-4. การวิเคราะห์ปริมาณเส้นใย (Crude fiber) (AOAC, 2000) 
 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์ชุดวิเคราะห์หาเส้นใย ประกอบด้วยบีกเกอร์ขนาด 600 มิลลิลิตร เคร่ือง

ควบแนน่และเตาให้ความร้อน 
2. กระดาษกรองเบอร์ 41 
3. suction funnel 
4. กรวยกรอง 
5. ถ้วยกระเบือ้งเคลือบ 
6. ตู้อบไฟฟ้า (Hot air oven) 
7. เตาอบ 
8. โถดดูความชืน้ 
9. เคร่ืองชัง่ 
 
สารเคมี 
1. กรดซลัฟิวริก (H2SO4) เข้มข้นร้อยละ 1.25 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร  
2. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้นร้อยละ 1.25 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
3. เอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 95 
 
วิธีการทดลอง 
1. น ากระดาษกรองอบในตู้อบ 105°C นาน 1 ชัว่โมง แล้วน ามาใสใ่นโถดดูความชืน้

และชัง่น า้หนกั 
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2. ชั่งตัวอย่างท่ีบดละเอียด และผ่านการสกัดไขมันออกแล้ว ประมาณ 2 กรัม 
(บันทึกน า้หนักท่ีแน่นอน) ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 600 มิลลิลิตร ถ้าตัวอย่างมีไขมันน้อยกว่า 1%  
การสกดัไขมนัออกอาจไมจ่ าเป็นต้องท า 

3. เติมกรดซลัฟิวริก 200 มิลลิลตร ลงในตวัอย่าง ใส่ Boiling chip ลงไป 2 – 3 ชิน้ 
เพ่ือป้องกนัการเดือดแบบ Bumping  

4. วางบีกเกอร์ลงบนอุปกรณ์ให้ความร้อนท่ีต่อกับเคร่ืองควบแน่นและเปิดน า้หล่อ
เคร่ืองควบแนน่ เปิดสวิทซ์ไฟฟ้า และต้มให้เดือดนาน 30 นาที โดยให้เขย่าบีกเกอร์เป็นระยะๆ เพ่ือ
ไมใ่ห้ตวัอยา่งเกาะท่ีผนงั 

5. น าบีกเกอร์ออกจากเคร่ืองยอ่ย แล้วน าไปกรองขณะร้อนผา่นกระดาษกรอง 
6. ล้างกากด้วยน า้กลัน่ท่ีเดือด 50 – 75 มิลลิลิตร กรองผ่านเคร่ืองกรอง ท าซ า้ 3 ครัง้ 

หรือจนหมดความเป็นกรด 
7. น ากากท่ีล้างแล้วใส่ในบีกเกอร์ขนาด 600 มิลลิลิตร แล้วเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

200 มิลลิลิตร  
8. วางบีกเกอร์ลงบนอุปกรณ์ให้ความร้อนท่ีต่อกับเคร่ืองควบแน่นและเปิดน า้หล่อ

เคร่ืองควบแนน่ เปิดสวิทซ์ไฟฟ้า และต้มให้เดือดนาน 30 นาที โดยให้เขย่าบีกเกอร์เป็นระยะๆ เพ่ือ
ไมใ่ห้ตวัอยา่งเกาะท่ีผนงั 

9. น ากากมากรองขณะร้อนผ่านกระดาษกรองแผ่นเดิม ล้างด้วยน า้กลั่นท่ีเดือด  
50 – 75 มิลลิลิตร กรองผา่นเคร่ืองกรอง ท าซ า้ 3 ครัง้ หรือจนหมดความเป็นดา่ง 

10.  ล้างด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ปริมาณ 25 มิลลิลิตร  
11. น ากระดาษกรองพร้อมกากใสใ่นถ้วยกระเบือ้งเคลือบและอบในตู้อบ 105°C นาน 

3 ชัว่โมง แล้วน ามาใสใ่นโถดดูความชืน้ 
12.  ชั่งน า้หนักซ า้จนกระทั่งได้ผลต่างของน า้หนักท่ีชั่ง 2 ครัง้ติดต่อกัรไม่เกิน  

1-3 มิลลิกรัม 
13.  ค านวณหาปริมาณใยอาหารตามสตูร ดงันี ้
 

    ปริมาณใยอาหาร (ร้อยละ)    
 
   เม่ือ M1 คือ น า้หนกัตวัอยา่งหลงัเผา 
          M2 คือ ผลตา่งของน า้หนกัตวัอย่างหลงัอบ 
          S    คือ น า้หนกัตวัอยา่งเร่ิมต้น 



119 

 2 1 100
W W

S




ก-5. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000) 
 

อุปกรณ์ 
1. เตาเผา (Muffle furnace) 
2. Crucible 
3. Hot plate 
4. โถดดูความชืน้ 
5. เคร่ืองชัง่ 
 
วิธีการวิเคราะห์ 
1. เผาถ้วยกระเบือ้งเคลือบในเตาเผาท่ีอณุหภมูิ 550°C นาน 3 ชัว่โมง น าออกจาก

เตาเผาเก็บไว้ในโถดดูความชืน้ ปลอ่ยให้เย็นลงจนถึงอณุหภมูิห้อง ชัง่น า้หนกั บนัทกึผล 
2. ท าซ า้เชน่เดียวกบัข้อ 1. จนกระทัง่ได้น าหนดัท่ีคงท่ี (ในแตล่ะซ า้ตา่งกนัไมเ่กิน 3 

มิลลิกรัม) หาคา่เฉล่ีย บนัทึกผล (W1) 
3. ชัง่ตวัอยา่งท่ีบดละเอียดประมาณ 2 กรัม (S) ลงในถ้วยกระเบือ้งเคลือบ เผาบน

เตาไฟฟ้า จนหมดควนั 
4. น าไปเผาท่ีอณุหภมูิ 550°C จนกระทัง่ได้เถ้าสีเทา่อ่อน หรือสีขาวสม ่าเสมอ น า

ออกจากเตาเผา เก็บในโถดดูความชืน้ ปลอ่ยให้เย็นลงจนถึงอณุหภมูิห้อง ชัง่น า้หนกั บนัทกึผล 
5.ท าซ า้เชน่เดียวกบัข้อ 4. (ในแตล่ะซ า้ตา่งกนัไมเ่กิน 3 มิลลิกรัม) หาคา่เฉล่ีย บนัทึก

ผล (W2) 
6. ค านวณหาปริมาณเถ้าจากสตูร 
 
 ปริมาณเถ้า (ร้อยละ) =  

 
 
ก-6. การวิเคราะห์ปริมาณพลังงาน (จากการค านวณ) 
 
 ปริมาณพลงังาน  = (ร้อยละโปรตีน  4) + (ร้อยละคาร์โบไฮเดรต  4) +  
    (ร้อยละไขมนั  9) 
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ก-7. การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต (จากการค านวณ) 
ปริมาณคาร์โบไฮเดรตสามารถค านวณจากสตูร 

  คาร์โบไฮเดรต (ร้อยละ) = 100 – ร้อยละโปรตีน – ร้อยละของไขมนั –   
               ร้อยละความชืน้ – ร้อยละของ – ร้อยละปริมาณเส้นใย 
 
ก-8. การวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ทัง้หมด (Total plate count) (BAM, 2002) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Plate count agar (PCA) 
2. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Phosphate buffer solution) 

 
1. การเตรียมตัวอย่าง 
    1.1 ชัง่ตวัอยา่งๆ ละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชือ้ 
    1.2 เตมิสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์จ านวน 90 มิลลิลิตร แล้วป่ันด้วยความเร็วต ่า

เป็นเวลา 1 นาที น าไปทิง้ในตู้เย็น 30 นาที 
    1.3 ท าการเจือจางให้เป็น 1:10, 1:100 และ 1:1000 ตามล าดบั โดยใช้สารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
 
2. การตรวจนับจุลินทรีย์ 
    2.1 ดดูตวัอย่างจากข้อ 1.3 อย่างละ 1 มิลลิลิตร (ท า 2 ซ า้) ลงในจานเพาะเชือ้ท่ี

อบฆา่เชือ้แล้ว 
    2.2 เตมิ PCA ประมาณ 15 มิลลิลิตร 
    2.3 เขยา่จานเพาะเชือ้เบาๆ แล้วตัง้ทิง้ไว้ให้วุ้นแข็งตวัประมาณ 15 นาที 
    2.4 อบเพาะเชือ้ท่ี 35°C ในลกัษณะคว ่าจานเพาะเชือ้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
    2.5 ตรวจนบัจลุินทรีย์จากจานเพาะเชือ้ท่ีมีจ านวนประมาณ 30-300 โคโลนี บนัทึก

ผลและรายงานผลการทดลองเป็นจ านวนโคโลนีตอ่กรัมตอ่ตวัอยา่ง (CFU/g) 

       CFU/g = Average no. of colonies  Dilution factor 
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ก-9. การวิเคราะห์หา E.coli (BAM, 2002) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. EC broth 
2. Levine EMB agar 
3. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Phosphate buffer solution) 

 
1. การเตรียมตัวอย่าง 
    1.1 ชัง่ตวัอยา่งๆ ละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชือ้ 
    1.2 เตมิสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์จ านวน 90 มิลลิลิตร แล้วป่ันด้วยความเร็วต ่า

เป็นเวลา 1 นาที น าไปทิง้ในตู้เย็น 30 นาที 
    1.3 ท าการเจือจางให้เป็น 1:10, 1:100 และ 1:1000 ตามล าดบั โดยใช้สารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
 
2. การตรวจนับจุลินทรีย์ 
    2.1  การตรวจสอบขัน้แรก (Presumptive test) 
       2.1.1 เตรียมหลอดทดลองพร้อมหลอดดกัก๊าซวางคว ่าในหลอดทดลอง แบบ 

3 แถว และแบบ 5 แถว 
   2.1.2 ดดูตวัอย่างอาหารในแต่ละความเข้มปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด

อาหารเลีย้งเชือ้แถว 1, 2, 3 (4,5) ตามล าดบั โดยดดูตวัอย่างอาหารในแตล่ะความเข้มข้นปริมาตร 
1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลองอาหารเลีย้งเชือ้ LST broth ท่ีมีหลอดดกัก๊าซวางคว ่าในหลอด
ทดลอง 

   2.1.3 เขย่า หลอดอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใส่ตวัอย่างด้วย  vortex จากนัน้น าไปเข้า

ตู้บม่เชือ้ ควบคมุอณุหภมูิ 35 ± 0.5°C เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง 
   2.1.4 อ่านผล ตรวจดูความขุ่นและก๊าซในหลอดดักก๊าซท่ีเกิดขึน้ในแต่ละ

หลอด หลอดท่ีมีก๊าซ ผลเป็นบวก แล้วท าการตรวจสอบในขัน้ยืนยนั 
    2.2 การตรวจสอบขัน้ยืนยนั (Confirmed test) 
   2.2.1 น าหลอดทดลองท่ีให้ผลบวกในการตรวจสอบขัน้แรกทุกหลอดมาท า

การยืนยนัตอ่ไป ขัน้ตอ่ไป 
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   2.2.2 เตรียมหลอดทดลองพร้อมหลอดดกัก๊าซวางคว ่าในหลอดทดลองเพ่ือ
บรรจุอาหารเหลว EC broth ใส่ในหลอดทดลองหลอดละ 9 มิลลิลิตร ฆ่าเชือ้ท่ีหม้อนึ่งไอน า้ 
121°C ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ นาน 15 นาที 

   2.2.3 น าหลอดท่ีเกิดก๊าซจากการตรวจสอบขัน้แรก เขย่าเบาๆ แล้วใช้ wire 
loop ซึ่งลนไฟจนแดง ทิง้ไว้ให้เย็น ถ่ายจากหลอด LST ท่ีให้ผลบวก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอด EC broth หลอดตอ่หลอด 

   2.2.4 เขย่าหลอดอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใส่ตวัอย่างด้วย vortex จากนัน้น าไปเข้าตู้

บม่เชือ้ ควบคมุอณุหภมูิ 44.5 ± 0.5°C เป็นเวลา 48 ± 2 ชัว่โมง 
   2.2.5 หลอดท่ีให้ผลบวก เข่ียเชือ้บน Levine EMB agar เข้าตู้บม่เชือ้ ควบคมุ

อณุหภมูิ 35 ± 0.5°C เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง 
   2.2.6 ถ่ายเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสัย ซึ่งมีจุดด าตรงกลาง มีหรือไม่มี Metallic 

sheen น าไปทดสอบ IMViC test น าผลท่ีได้มาเปิดตาราง Most Probable Number Index (MPN) 
 
ก-10. การวิเคราะห์หา Staphylococcus aureus (BAM, 2002) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Baird-Parker medium (BP) 
2. Brain heart infusion (BHI) broth 
3. Coagulate plasma 
4. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Phosphate buffer solution) 

 
1. การเตรียมตัวอย่าง 
    1.1 ชัง่ตวัอยา่งๆ ละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชือ้ 
    1.2 เตมิสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์จ านวน 90 มิลลิลิตร แล้วป่ันด้วยความเร็วต ่า

เป็นเวลา 1 นาที น าไปทิง้ในตู้เย็น 30 นาที 
    1.3 ท าการเจือจางให้เป็น 1:10, 1:100 และ 1:1000 ตามล าดบั โดยใช้สารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
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2. การตรวจนับ S.aureus 
    2.1 ดูดตวัอย่างจากข้อ 1.3 จากระดับความเจือจางท่ีเหมาะสม จ านวน 0.1 

มิลลิลิตร ลงบน BP agar จ านวน 2 ซ า้ 
    2.2 ใช้แทง่แก้วปราศจากเชือ้ท่ีเกล่ียตวัอยา่งให้กระจายทัว่จาน 

    2.3 อบเพาะเชือ้ท่ี 35 ± 0.5°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
    2.4 ตรวจสอบลกัษณะโคโลนี เม่ือครบ 30 ชัว่โมง เลือกโคโลนีท่ีมีสีด าขอบขาวและ

แววใสรอบโคโลนีมีบริเวณใส (clear zone) เลือกจากจานท่ีเชือ้เจริญ 20-200 โคโลนี 
    2.5 ท าเคร่ืองหมายต าแหน่งของโคโลนีท่ีมีลกัษณะดงักล่าว แล้วน าจานอาหารไป

บม่ตอ่อีก 18 ชัว่โมง ให้นบัโคโลนีท่ีมีด าแววหรือไมมี่ขอบขาวและไมมี่บริเวณใสด้วย 
    2.6 ถ่ายโคโลนีท่ีคาดว่าจะเป็น S.aureus ลงใน BHI แล้วอบเพาะเชือ้ท่ี  

35 ± 0.5°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
    2.7 ดูดตัวอย่างจาก 2.6 จ านวน 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบแล้วเติม 

coagulate plasma จ านวน 0.3 มิลลิลิตร ตรวจผลอีกครัง้เม่ือครบเวลา 2 ชัว่โมง 

    2.8 อบเพาะเชือ้ท่ี 35 ± 0.5°C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ตรวจผลการแข็งตัวของ 
plasma ถ้า plasma ยงัไม่แข็งตวั ให้เก็บหลอดไว้ท่ีอุณหภูมิห้องแล้วตรวจผลอีกครัง้ เม่ือครบ  
2 ชัว่โมง 

 
ก-11. การวิเคราะห์หา Salmonellae spp. (BAM, 2002) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Lactose broth 
2. Rappaport-Vassiliads (RV) medium 
3. Selenite cystine (SC) broth 
4. Tetrathionate (TT) broth 
5. Hekton enteric (HE) agar 
6. XYlose lysine desoxycholate (XLD) agar 
7.Bismuth sulfite (BS) agar 
 
1. การเตรียมตัวอย่าง 
    1.1 ชัง่ตวัอยา่งๆ ละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชือ้ 
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    1.2 เตมิ Lactose broth จ านวน 90 มิลลิลิตร ป่ันด้วยความเร็วต ่าเป็นเวลา 1 นาที 
    1.3 อบเพาะเชือ้ท่ี 35°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
2. การตรวจนับ Salmonellae spp. 
    2.1 Selective enrichment 
   2.1.1 ผสม Pre-enrichment culture ให้เข้ากัน แล้วดดูมาตวัอย่างละ 1 

มิลลิลิตร เตมิลงใน TBGB 10 มิลลิลิตร และ SCB 10 มิลลิลิตร 

   2.1.2 อบเพาะเชือ้ในอา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ 43 ± 0.5°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
    2.2 การเพาะเชือ้ใน Select agar 
   2.2.1 น าตวัอย่างจาก Selective enrichment medium (2.2) มาเพาะลงบน 

BGA และ BSA plates 

   2.2.2 อบเพาะเชือ้ท่ี 35 ± 0.5°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
   2.2.3 ตรวจผลลกัษณะโคโลนีท่ีเกิดขึน้ ดงันี ้
      - อาหาร BGA : โคโลนีของ Salmonellae spp. คือ ไม่มีสี ใส หรือมีสี

ชมพแูดง ในขณะท่ีอาหารมีสีชมพหูรือแดง 
      -อาหาร BSA : โคโลนีของ Salmonellae spp. จะมีสีน า้ตาลเข้มถึงด า 

บางครัง้อาจมีโคโลนีสะท้อนแสง อาหารรอบๆ โคโลนีสีน า้ตาล 
    2.3 การจ าแนกและการทดสอบทางชีวเคมี 
   2.3.1 เลือกเฉพาะโคโลนีท่ีคาดว่าเป็น Salmonellae spp. จากอาหาร BGA 

และ BSA ถ่ายลงใน TSI และ LIA agar โดย streaking the slant และ stabbing the butt 

   2.3.2 อบเพาะเชือ้ท่ี 35 ± 0.5°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
   2.3.3 ลกัษณะเฉพาะของ Salmonellae spp. บนอาหาร TSI จะพบสีแดงท่ี 

slant (สภาพเป็นดา่ง) และพบสีเหลืองท่ี butt (สภาพเป็นกรด) อาจจะมีการสร้าง H2S ด้วยหรือ 
ไม่ก็ได้สงัเกตสีด าของ butt ลกัษณะเฉพาะของ Salmonellae บนอาหาร LIA จะพบเชือ้สามารถ
เจริญเตบิโตได้ทัง้บริเวณผิวและตามรอยท่ีแทงลบู อาหารจะมีสีม่วงทัว่หลอด ถ้ามี H2S จะเห็นเป็น
สีด า 
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ก-12. การวิเคราะห์ปริมาณยีสต์ และรา (BAM, 2002) 
 
 อาหารเลีย้งเชือ้ 

 1. Potato dextrose agar (PDA) 
 2. เปปโตน (peptone water) ร้อยละ 0.1 ในหลอดทดลองปริมาตร 9 มิลลิลิตร 

และในขวดฝาเกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร 
 วิธีการตรวจวิเคราะห์ 

  1. ชัง่ตวัอย่างอาหาร 25 กรัม ใส่ในถุงพลาสติกทนร้อน เติมเปปโตนร้อยละ 0.1 
จากขวดฝาเกลียวปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตัวอย่างอาหารท่ีได้จะมีระดับความ 
เจือจาง 10-1 
  2. เจือจางสารละลายตวัอย่างให้มีระดบัความเจือจางเป็น 10-2 ถึง 10-4 โดยใช้ 
เปปโตนร้อยละ 0.1  
  3. ปิเปตตวัอยา่งอาหาร 1 มิลลิลิตร จากแตล่ะระดบัความเจือจางลงในจานเพาะ
เชือ้ท่ีปลอดเชือ้ 
  4. เททับด้วยอาการ PDA ประมาณ 15-20 มิลลิลิตร แกว่งจานเพาะเชือ้เบาๆ 
แล้วตัง้ทัง้ไว้ให้อาหารแข็งตวั 
  5. บม่จานเพาะเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 25°C เป็นระยะเวลา 3-5 วนั 
  6. ตรวจนบัจ านวนโคโลนีจากจานเพาะเชือ้และรายงานผลเป็นจ านวนโคโลนีต่อ
กรัมตอ่ตวัอยา่ง 
 

 
 
 


