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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมี และวิธีการเตรียม 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม 
De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth  

Peptone     10  g.  
Beef extract     10  g.  
Yeast extract     5  g.  
Glucose     20  g.  
Dipotassium hydrogen phosphate  2  g.  
Tween 80     1  g.  
Diammonium hydrogen citrate  2  g.  
Sodium acetate    5  g.  
Magnesium sulfate    0.1  g.  
Manganese sulfate    0.05  g.  
น ้ำกลั่น      1,000  ml.  
วิธีกำรเตรียม 
นึ่งฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที ในกรณีที่ต้องกำรเตรียมเป็น

อำหำรเลี ยงเชื อ MRS agar ให้เติมวุ้นผงลงไป 20 กรัม  
 
สารเคมีและวิธีการเตรียม 
1. สำรละลำยโซเดียมคลอไรด์ควำมเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต ์

เตรียมโดยละลำยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัมในน ้ำกลั่น ปรับปริมำตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
น้ำไปนึ่งฆ่ำเชื อที่ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำท ี
2. สำรละลำย  McFarland No. 1 

เตรียมสำรละลำยดังนี  
A: ชั่งแบเรียมคลอไรด์ (BaCl2 • 2H2O) 1 กรัม ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
B: ปิเปตกรดซัลฟูริกเข้มข้น (H2SO4)ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นให้ได้ 

100 มิลลิลิตรผสมสำรละลำย A ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร กับสำรละลำย B ปริมำตร 9.9 มิลลิลิตร เก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
ประกาศกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะห์คุณภาพ 

 
วิธีการวิเคราะห์คุณภาพทางกายภาพ 
1. การวิเคราะห์ความชื้น (AOAC, 2005) 

อุปกรณ์ 
1. ภำชนะอะลูมิเนียมส้ำหรับหำควำมชื น 
2. ตู้อบไฟฟ้ำ 
3. โถดูดควำมชื น 
4. เครื่องชั่งไฟฟ้ำทศนิยม 4 ต้ำแหน่ง 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. อบภำชนะส้ำหรับหำควำมชื นในตู้อบไฟฟ้ำที่อุณหภูมิ 105 องศำเซลเซียส นำน 2-3 

ชั่วโมง น้ำออกจำกตู้อบใส่ไว้ในโถดูดควำมชื นหลังจำกนั นชั่งน ้ำหนัก 
2. ท้ำเช่นเดียวกับข้อ 1 ซ ้ำจนได้ผลต่ำงของน ้ำหนักทั ง 2 ครั งติดต่อกันไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
3. ชั่งตัวอย่ำงให้ได้น ้ำหนักที่แน่นอนอย่ำงละเอียดประมำณ 1-2 กรัม ใส่ในภำชนะหำ

ควำมชื นที่ทรำบน ้ำหนักแน่นอนแล้ว 
4. น้ำไปอบในตู้อบไฟฟ้ำที่อุณหภูมิ 105 องศำเซลเซียส นำน 5-6 ชั่วโมง 
5. น้ำออกจำกตู้อบใส่โถดูดควำมชื น หลังจำกนั นชั่งหำน ้ำหนัก 
6. อบซ ้ำอีกครั งประมำณ 30 นำทีและท้ำเช่นเดิมจนได้ผลต่ำงของน ้ำหนักทั ง 2 ครั งติดต่อกัน

ไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
7. ค้ำนวณหำปริมำณควำมชื นจำกสูตร 

ปริมำณควำมชื นคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ =  M1 – M2  x 100 
                                                                 M1 

เมื่อ  M1 คือ น ้ำหนักตัวอย่ำงก่อนอบ 
M2 คือ น ้ำหนักตัวอย่ำงหลังอบ 

2. การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน (AOAC, 2005) 
อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์กำรย่อยโปรตีน ประกอบด้วยเตำเผำและเครื่องดักจับไอกรด 
2. อุปกรณ์กลั่นโปรตีน 
3. ขวดรูปชมพู่ ขนำด 125 มิลลิลิตร และขวดปรับปริมำตรขนำด 100 มิลลิลิตร 
4. ปิเปต (แบบกระเปรำะ) ขนำด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
5. บิวเรตขนำด 25 มิลลิลิตร 
6. ลูกแก้ว 
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7. เครื่องชั่งไฟฟ้ำทศนิยม 4 ต้ำแหน่ง 
สำรเคมี 
1. สำรผสมระหว่ำงคอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4.H2O) และโพแทสเชียมซัลเฟต (K2SO4) 

อัตรำส่วน1:10 
2. กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 
3. โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 40 
4. กรดบอริกเข้มข้นร้อยละ 4 
5. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 N 
6. อินดิเคเตอร์เป็นสำรผสมระหว่ำงเมทิลเรต เมธีลีนบลู และโบรโมครีซอลกรีน 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
ขั นตอนกำรย่อย 
1. กำรชั่งตัวอย่ำงให้ได้น ้ำหนักแน่นอน 1-3 กรัมใส่ลงในหลอดย่อยโปรตีน 
2. ใส่สำรผสมระหว่ำงคอปเปอร์ซัลเฟตและโพแทสเซียมซัลเฟต ปริมำณ 5 กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริกปริมำณ 20 มิลลิลิตร 
4. วำงหลอดย่อยในตัวอย่ำงย่อยแล้วประกอบสำยยำงระหว่ำงฝำครอบ ขวดใส่ด่ำงและเครื่อง

ดักจับไอกรดให้เรียบร้อย 
5. เปิดสวิทช์เครื่องดักจับไอกรดและเตำย่อยแล้วตั งอุณหภูมิ 200 องศำเซลเซียส นำน 30 

นำทีจำกนั นปรับเพิ่มอุณหภูมิเป็น 400 องศำเซลเซียส ย่อยต่ออีก 60 นำที จนได้สำรละลำยใส 
6. ปล่อยทิ งไว้ให้เย็น 
ขั นตอนกำรกลั่นและไตเตรท 
1. จัดอุปกรณ์กลั่น แล้วเปิดสวิทช์ให้ควำมร้อน และเปิดน ้ำหล่อเย็นเครื่องควบแน่น 
2. น้ำขวดรูปชมพู่ ขนำด 125 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกรดบอริก (เข้มข้นร้อยละ 4) ปริมำตร 25 

มิลลิลิตร เติมอินดิเคเตอร์แล้วไปรองรับของเหลวที่กลั่นได้ โดยให้ส่วนปลำยของอุปกรณ์ควบแน่นจุ่ม
ลงในสำรละลำยกรด 

3. เติมน ้ำกลั่นลงในหลอดย่อย 20 มิลลิลิตร จำกนั นเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ท้ำปฏิกิริยำ
เกินพอสังเกตให้สำรละลำยเปลี่ยนเป็นสีน ้ำตำลขุ่น 

4. กลั่นให้ได้ของเหลวอยู่ในระดับ 125 มิลลิลิตร 
5. ไตเตรทสำรละลำยที่กลั่นได้ด้วยกรดไฮโดรคลอริกที่มีควำมเข้มข้น 0.1 N จนสำรละลำย

เปลี่ยนเป็นสีม่วง 
6. ค้ำนวณหำปริมำณโปรตีนจำกสูตร 

ปริมำณโปรตีน (เปอร์เซ็นต (A-B) x N x 1.4007 F 
                      W 

เมื่อ  A คือปริมำณกรดที่ใช้ไตเตรทกับตัวอย่ำง (มิลลิลิตร) 
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      B คือปริมำณกรดที่ใช้ไตเตรทกับแบลงค์ (มิลลิลิตร) 
N คือควำมเข้มข้นของกรด (N) 
F คือแฟคเตอร์ (5.85) 
W คือน ้ำหนักตัวอย่ำงเริ่มต้น (กรัม) 

 
3. การวิเคราะห์หาปริมาณไขมัน (AOAC, 2005) 

อุปกรณ์ 
1. Soxhlet apparatus 
2. หลอดใส่ตัวอย่ำง 
3. ส้ำลี 
4. ตู้อบไฟฟ้ำ 
5. เครื่องชั่งไฟฟ้ำ 
6. โถดูดควำมชื น 
สำรเคมี 
ปิโตรเลียมอีเทอร์หรือเฮกเซน 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. ใส่ขวดกลมส้ำหรับกำรหำปริมำณไขมัน ซึ่งมีขนำดควำมจุ 250 มิลลิลิตร ในตู้อบไฟฟ้ำ ทิ ง

ไว้ให้เย็นในโถดูดควำมชื น และชั่งน ้ำหนักท่ีแน่นอน 
2. ชั่งตัวอย่ำงบนกระดำษกรองที่ทรำบน ้ำหนัก 3-5 กรัม ห่อให้มิดชิดใส่ลงในหลอดส้ำหรับใส่

ตัวอย่ำง 
3. น้ำหลอดตัวอย่ำงใส่ลงใน Soxhlet เติมสำรตัวท้ำละลำยปิโตรเลียม อีเทอร์ ลงในขวดหำ

ไขมันประมำณ 150 มิลลิลิตร แล้ววำงบนเตำ 
4. ประกอบอุปกรณ์ชุดกลั่นไขมัน พร้อมทั งเปิดน ้ำหล่ออุปกรณ์ควบแน่นและเปิดสวิทช์ให้

ควำมร้อน 
5. ปรับควำมร้อนให้หยดของสำรท้ำละลำยกลั่นตัวจำกอุปกรณ์ควบแน่นด้วยอัตรำ 150 หยด

ต่อนำท ี
6. เมื่อครบ 6 ชั่วโมงแล้ว น้ำหลอดใส่ตัวอย่ำงออกจำก Soxhlet ทั งให้ตัวท้ำละลำยไหลจำก

Soxhlet ลงในขวดก้นกลมจนหมด 
7. ระเหยตัวท้ำละลำยออกด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญำกำศ 
8. น้ำขวดหำไขมันไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศำเซลเซียสจนแห้ง ทิ งให้เย็นในโถดูดควำมชื น 
9. ชั่งน ้ำหนัก แล้วอบซ ้ำนำนครั งละ 30 นำที จนกระทั่งผลต่ำงของน ้ำหนักทั งสองครั ง

ติดต่อกันไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
10. ค้ำนวณหำปริมำณไขมันจำกสูตร 
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ปริมำณไขมัน (เปอร์เซ็นต์) = W2 x 100 
                     W1 
    

เมื่อ  W1 คือ น ้ำหนักขวดตัวอย่ำงก่อนอบ 
W2 คือ น ้ำหนักขวดตัวอย่ำงหลังอบ 

 
4. การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (AOAC, 2005) 

อุปกรณ์ 
1. Crucible 
2. Muffle furnace (เตำเผำ) 
3. Hot plate 
4. โถดูดควำมชื น 
5. เครื่องชั่ง 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. เผำถ้วยกระเบื องเคลือบในเตำเผำที่อุณหภูมิ 550 องศำเซลเซียส นำน 3 ชั่วโมง น้ำออก

จำกเตำเผำเก็บไว้ในโถดูดควำมชื น ปล่อยให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง ชั่งน ้ำหนัก บันทึกผล 
2. ท้ำซ ้ำเช่นเดียวกับข้อ 1. จนกระท่ังได้น ้ำหนักที่คงที่(ในแต่ละซ ้ำต่ำงกันไม่เกิน 3 มิลลิกรัม) 

หำคำ่เฉลี่ย บันทึกผล (W1) 
3. ชั่งตัวอย่ำงอย่ำงละเอียดประมำณ 2 กรัม (S) ลงในถ้วยกระเบื องเคลือบ เผำบนเตำไฟฟ้ำ 

จนหมดควัน 
4. น้ำไปเผำที่อุณหภูมิ 550 องศำเซลเซียส จนกระทั่งได้เถ้ำสีเทำอ่อน หรือสีขำวสม่้ำเสมอ 

น้ำออกจำกเตำเผำ เก็บในโถดูดควำมชื น ปล่อยให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง ชั่งน ้ำหนัก บันทึกผล 
5. ท้ำซ ้ำเช่นเดียวกับข้อ 4. (ในแต่ละซ ้ำต่ำงกันไม่เกิน 3 มิลลิกรัม) หำค่ำเฉลี่ย บันทึกผล 

(W2) 
6. ค้ำนวณหำปริมำณเถ้ำจำกสูตร 

ปริมำณเถ้ำ (เปอร์เซ็นต)์ = ( M2 – M1) x 100 
      S 
5. การวิเคราะห์หาปริมาณใยอาหารโดยใช้วิธีการสกัดด้วยกรด-ด่าง (AOAC, 2005) 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์ชุดหำปริมำณใยอำหำร 
2. กระดำษกรองเบอร์ 41 
3. Suction funnel 
4. กรวยกรอง 
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5. ถ้วยกระเบื องเคลือบ 
6. Hot air oven 
7. เตำอบ 
8. โถดูดควำมชื น 
9. เครื่องชั่ง 
สำรเคมี 
1. กรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 1.25 
2. โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 1.25 
3. เอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 95 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. น้ำกระดำษกรองอบในตู้อบ 105 องศำเซลเซียส นำน 1 ชั่วโมงแล้วน้ำมำใส่ใน

โถดูดควำมชื นและชั่งน ้ำหนัก 
2. ชั่งตัวอย่ำงที่ผ่ำนกำรสกัดไขมันออกและน้ำมำใส่ในบีกเกอร์ส้ำหรับวิเครำะห์ใยอำหำร 
3. เติมกรดซัลฟิวริก ปริมำตร 200 มิลลิลิตร 
4. วำงบีกเกอร์ลงบนอุปกรณ์ให้ควำมร้อนที่ต่อกับเครื่องควบแน่นและเปิดน ้ำหล่อเครื่อง

ควบแน่นเปิดสวิตซ์ไฟฟ้ำ ต้มให้เดือดนำน 30 นำท ี
5. กรองตัวอย่ำงขณะร้อนผ่ำนกระดำษกรองล้ำงด้วยน ้ำร้อนจนกระทั่งน ้ำล้ำงหมดควำมเป็น

กรด 
6. ถ่ำยกำกท่ีได้ในบีกเกอร์ใบเดิมเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมำณ 200 มิลลิลิตร 
7. วำงบีกเกอร์ลงบนอุปกรณ์ให้ควำมร้อนที่ต่อกับเครื่องควบแน่นและเปิดน ้ำหล่อเครื่อง

ควบแน่นเปิดสวิตซ์ไฟฟ้ำ ต้มให้เดือดนำน 30 นำท ี
8. กรองขณะร้อนผ่ำนกระดำษกรองแผ่นเดิมล้ำงด้วยน ้ำร้อนจนกระทั่งน ้ำล้ำงหมดควำมเป็น

ด่ำง 
9. ล้ำงด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ปริมำณ 10 มิลลิลิตร 
10. น้ำกระดำษกรองพร้อมกำกใส่ในถ้วยกระเบื องเคลือบและอบในตู้อบ 105 องศำเซลเซียส 

นำน 3ชั่วโมง แล้วน้ำมำใส่ในโถดูดควำมชื น 
11. ชั่งน ้ำหนักซ ้ำจนกระท่ังได้ผลต่ำงของน ้ำหนักที่ชั่ง 2 ครั งติดต่อกันไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม 
12. ค้ำนวณหำปริมำณเถ้ำตำมสูตรดังนี  

ปริมำณใยอำหำร = ( M2 – M1)x 100 
                                S 

เมื่อ  M1 คือน ้ำหนักตัวอย่ำงหลังเผำ 
 M2 คือผลต่ำงของน ้ำหนักตัวอย่ำงหลังอบ 
 S คือน ้ำหนักตัวอย่ำงเริ่มต้น 



73 
 

 

6. การวัดปริมาณกรดทั้งหมด (AOAC, 2005) 
อุปกรณ์ 
เครื่องวัดควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH meter ; Santorious : PB-10) 
สำรเคมี 
1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium Hydroxide; NaOH) ควำมเข้มข้น 0.1 นอร์มัล ชั่ง

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 4 กรัม ละลำยด้วยน ้ำกลั่นต้มที่ทิ งไว้ให้เย็นแล้ว ปรับปริมำตรให้ครบ 1,000 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมำตรน้ำไปหำควำมเข้มข้นที่แน่นอนด้วยโพแทสเซียมไฮโดรเจนแทลเลต 
เข้มข้น 0.1 นอร์มัล 

2. สำรละลำยโพแทสเซียมไฮโดรเจนธำเลต (Potassium Hydrogen Phthalate; 
KHC8H4O4 ) ควำมเข้มข้น 0.1 Mน้ำ KHC8H4O4 ประมำณ 5 g อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 100 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำนำน 3 ชั่วโมงทิ งให้เย็นใน Desecrator ชั่ง KHC8H4O4 ให้ได้น ้ำหนักที่แน่นอน 
1.6338 g ด้วยเครื่องชั่งไฟฟ้ำทศนิยม 4 ต้ำแหน่ง เติมน ้ำกลั่นประมำณ 50 ml คนให้ละลำยเทใส่ขวด
ปริมำตรขนำด 100 ml ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่น 

กำรค้ำนวณหำควำมเข้มข้นของ KHC8H4O4 
มวลโมเลกุลของ KHC8H4O4 คือ 204.22 

ควำมเข้มข้นของ KHC8H4O4 = (1.6338 x 1000)/(204.22 x 100) 
   = 0.0800 N 

3. ฟีนอฟทำลีน (Phenolpthaline; C20H14O4) เข้มข้น 1% 
ชั่งฟีนอฟทำลีน 1 กรัม ด้วยเครื่องชั่งไฟฟ้ำทศนิยม 2 ต้ำแหน่ง เติมเอทำนอล 95% ลงไป

จ้ำนวน 60 มิลลิลิตร คนให้สำรละลำย ปรับปริมำตรให้ครบ 100 ml ด้วยน ้ำกลั่น 
 
7. การวัดค่ากัมมันตภาพน้้า (aw) ด้วยเครื่องวัด Water Activity Meter (AOAC, 2005) 

อุปกรณ์ 
1. ตลับพลำสติก (aw box) 
2. เครื่องวิเครำะห์ค่ำกัมมันตภำพน ้ำ (Water Activity Meter ; Aqualab, CX3TE, USA) 
วิธีกำรวัด 
เปิดเครื่องและอุ่นเครื่องประมำณ 30 นำท ีก่อนท้ำกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำง บรรจุตัวอย่ำงลงไป

ในตลับพลำสติก (aw box) ที่สะอำด โดยไม่เกินครึ่งของตลับพลำสติก (aw box) ดึงลิ นชักของเครื่อง
ออกมำจำกตัวเครื่องจำกต้ำแหน่ง open/load และท้ำกำรใส่ตลับพลำสติก (aw box) ลงไป ดัลิ นชัก
เข้ำไปในตัวเครื่องกลับเข้ำต้ำแหน่งเดิมหมุนปุ่มของลิ นชักจำกต้ำแหน่ง open/load ไปยังต้ำแหน่ง
read เครื่องจะเริ่มท้ำกำรวิเครำะห์ เมื่อเครื่องท้ำกำรวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะมีสัญญำณเตือนดังถี่
และมีไฟสีเหลืองกระพริบขึ นอ่ำนผลตัวเลขที่หน้ำจอ บันทึกค่ำ ท้ำกำรวัด 3 ครั ง น้ำมำหำค่ำเฉลี่ย 
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8. การวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) (AOAC, 2005) 
อุปกรณ์ 
เครื่องวัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง ( pH meter ; Santorious : BP-10, Germany) 
วิธีกำรปรับมำตรฐำน 
ปรับมำตรฐำนของเครื่องวัดควำมเป็นกรด-ด่ำงด้วยสำรละลำยมำตรฐำนที่มีค่ำควำมเป็น 

กรด-ด่ำงเท่ำกับ 7.00 และ 4.01 ตำมล้ำดับ 
วิธีกำรวัด 
ชั่งตัวอย่ำงจ้ำนวน 20 กรัม เติมน ้ำกลั่นปรับปริมำตรให้เป็น 50 มิลลิลิตรแล้วจึงน้ำไปวัดค่ำ

ควำมเป็นกรด-ด่ำง ด้วยเครื่องวัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง ที่มีกำรปรับมำตรฐำนแล้ว น้ำหัวอิเลคโทรด
จุ่มลงในสำรละลำยที่วัด รอจนกว่ำค่ำที่อ่ำนได้จำกเครื่องจะหยุดนิ่ง แล้วจึงบันทึกผลค่ำท่ีวัดได้ 
 
9. การวิเคราะห์ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด (Total Soluble Solids, ๐ Brix) โดยใช้ 
Hand refractometer (AOAC, 2005) 

วิธีวิเคราะห์ 
1. น้ำตัวอย่ำงสำรสกัดบีทรูทเข้มข้นมำวัดด้วยเครื่องวัดปริมำณของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำได้ 

(Hand refractometer) ปรับเทียบมำตรฐำนโดยใช้น ้ำกลั่นปรับให้อ่ำนได้ 0 ก่อนกำรใช้วัดตัวอย่ำง
ทุกครั ง ค่ำท่ีอ่ำนได้มีหน่วยเป็นองศำบริกซ์ ซ่ึงแต่ละตัวอย่ำงจะท้ำกำรวดั 3 ซ ำ้ 

2. เมื่ออ่ำนค่ำเสร็จควรล้ำงและเช็ดเครื่องวัดปริมำณของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำได้  (Hand 
refractometer) ให้สะอำด 
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วิธีการวิเคราะห์คุณภาพทางจุลชีววิทยา 
1. การวิเคราะห์คุณภาพ Salmonella spp. (ISO 6579, 2002) 

อุปกรณ์ 
- หม้อนึ่งฆ่ำเชื อ  
- Water bath  
- ตู้อบฆ่ำเชื อ  
- ตู้บ่มเชื อ  
- เครื่องชั่ง 2 ต้ำแหน่ง  
- เครื่องตีตัวอย่ำง  
- จำนเลี ยงเชื อ 
- ปิเปต 
- ตะเกียงแก๊ส 
- แอลกอฮอล์ (70% v/v) 
- ห่วงเขี่ยเชื อ 
- เข็มเขี่ยเชื อ 
- นำฬิกำจับเวลำ 
- กระดำษวัด pH 

อำหำรเลี ยงเชื อและสำรทดสอบ 
- Lactose broth ( LB )  
- Tetrathionate broth ผสม brilliant green และ iodine ( TT ) บรรจุใน หลอด 

ๆ ละ 10 ml. 
- Rappaport – Vassiliadis broth ( RV ) บรรจุในหลอด ๆ ละ 10 ml 
- Bismuth Sulfite Agar ( BS ) เตรียมก่อนใช้ 1 วันและเก็บในที่มืด 
- Xylose Lysine Desoxycholate Agar ( XLD ) 
- Hektoen enteric agar ( HE )  
- Mac Conkey agar ( Mac )  
- Triple Sugar iron agar ( TSI )  
- Lysine iron agar ( LIA )  
- Urea broth (UB)  
- Iodine solution (ส้ำหรับ Tetrathionate broth ) 
- 1 % Brilliant green dye solution R8 ( ส้ำหรับ Tetrathionate broth ) 
- 0.85 % NaCl solution 
- API 



76 
 

 

วิธีกำรทดสอบ 
1. Pre-enrichment 

- ชั่งตัวอย่ำง 125 ± 0.1 กรัม ใส่ในถุง stomacher เติม Lactose Broth 1,125 ml 
ตีให้ตัวอย่ำงกระจำยทั่วสำรละลำยด้วยเครื่องตีตัวอย่ำง เป็นเวลำ 2 นำที มัดปำกถุงหลวม ๆแล้วตั งไว้
ที่อุณหภูมิห้อง 60 ± 5 นำที เขย่ำถุงเบำๆ ให้ตัวอย่ำงเป็นเนื อเดียวกัน แล้ววัดค่ำ pH ให้อยู่ในช่วง 
6.8 ± 0.2 หำกค่ำ pH ไม่อยู่ในช่วงที่ก้ำหนดให้ปรับด้วย กรดหรือด่ำงที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว จำกนั น
น้ำไปบ่มต่อในตู้บ่มเชื ออุณหภูมิ 35 ± 2 ๐C เป็นเวลำ 24 ±2 ชม. 

- กรณีตัวอย่ำงที่อยู่ในสภำพแช่แข็ง ไม่ควรปล่อยทิ งไว้ให้ละลำยที่อุณหภูมิห้อง ถ้ำ
จ้ำเป็นให้ละลำยได้ที่ 45 ± 0.2 ๐C แต่ต้องไม่เกิน 15 นำท ีหรือให้ละลำยที่ 2-5 ๐C เป็นเวลำ 18ชม. 

2. Selective Enrichment 
- น้ำถุงตัวอย่ำงที่บ่มครบตำมเวลำที่ก้ำหนดเขย่ำถุงเบำๆ ก่อนปิเปตตัวอย่ำงมำ 1 

ml ถ่ำยเชื อลงใน TT 10 ml น้ำไปบ่มใน Water bath ที่อุณหภูมิ 43 ± 0.2 ๐C ส้ำหรับตัวอย่ำงที่มี
กำรปนเปื้อนของเชื อสูง เช่น ของสด อำหำรพร้อมปรุง อำหำรรับประทำนดิบ และที่อุณหภูมิ 35 ± 2 
๐C เป็นเวลำ 24 ± 2 ชม. ส้ำหรับตัวอย่ำงที่มีกำรปนเปื้อนทำงเชื อน้อย เช่น ของแห้ง อำหำรพร้อม
บริโภค และดูดมำ 0.1 ml ถ่ำยเชื อลงใน RV 10 ml น้ำไปบ่มใน Water bath ที่อุณหภูมิ 42 ± 0.2          

๐C เป็นเวลำ 24 ± 2 ชม. 
3. Selective plating 

- เมื่อบ่มครบตำมก้ำหนดแล้ว ให้เขย่ำเชื อก่อนจะ streak เชื อจำกหลอด TT และ 
RV ลงบนเพลทของอำหำรเลี ยงเชื อ 3 ชนิด ได้แก่ HE, BS และ XLD (BS ต้องเตรียมก่อนกำร streak 
1 วัน โดยเก็บไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องจนกว่ำจะ streak) น้ำไปบ่มในตู้บ่มเชื ออุณหภูมิ 35 ± 2 ๐C 
พลิกให้เพลทด้ำนที่มีอำหำรเลี ยงเชื ออยู่ด้ำนบน บ่มนำน 24 ± 2 ชม. ในกรณีที่ไม่มีเชื อขึ นในอำหำร
เลี ยงเชื อ BS ให้บ่มต่อไปจนครบ 48 ชม. 

- ลักษณะ Typical colony ของ Salmonella spp. บนอำหำรเลี ยงเชื อแต่ละชนิด 
มีดงันี  

1. HE : โคโลนีกลม สีเขียวน ้ำเงิน จนถึงสีน ้ำเงิน อำจมีหรือไม่มีจุดด้ำตรง
กลำงอำหำรเลี ยงเชื อยังคงมีสีเขียว แต่อำจพบโคโลนีขนำดใหญ่ที่มีจุดด้ำแวววำวตรงกลำงหรืออำจด้ำ
ทั งโคโลนี 

2. XLD : โคโลนีกลม สีชมพูใส อำจมีหรือไม่มีจุดด้ำตรงกลำง อำหำรเลี ยง
เชื อเป็นสีชมพู แต่อำจพบโคโลนีขนำดใหญ่ที่มีจุดด้ำแวววำวตรงกลำงหรืออำจด้ำทั งโคโลนี 

3. BS : โคโลนีกลม สีน ้ำตำล , เทำหรือด้ำ อำจมี metallic sheen หรือไม่
มีก็ได้อำหำรเลี ยงเชื อ รอบ ๆโคโลนีเปลี่ยนเป็นสีน ้ำตำลในช่วงแรกและเปลี่ยนเป็นสีด้ำเมื่อบ่มนำนขึ น 
และอำจจะมีลักษณะบุ๋มตรงกลำงที่เรียกว่ำ halo effect 
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- เมื่อบ่มครบ 24 ชม. หำกมีเชื อที่ให้ลักษณะ typical colony บน HE หรือ XLD 
ให้ท้ำกำรเลือกมำ 2 โคโลนีหรือมำกกว่ำ กรณีท่ีไม่มี typical ให้เลือก atypical colony มำ 2 โคโลนี 
หรือมำกกว่ำ จำกอำหำรเลี ยงเชื อแต่ละชนิดมำทดสอบทำง biochem ต่อไป ส่วน BS เมื่อบ่มครบ 24 
ชม. ถ้ำยังไม่ได้ลักษณะของ typical colony ให้บ่มเชื อต่อไปอีก 24 ชั่วโมงก่อนเลือก typical 
colony โดยเลือกมำจ้ำนวน 2 โคโลนีหรือมำกกว่ำ กรณีที่ไม่มี typical ให้เลือก atypical colony 
มำ 2 โคโลนี หรือมำกกว่ำ น้ำมำทดสอบทำง biochem ต่อไป 

- ลักษณะ atypical colony ของ Salmonella spp. บนอำหำรเลี ยงเชื อแต่ละ
ชนิดมี ดังนี  

1. HE และ XLD : โคโลนีกลม สีเหลือง อำจมีหรือไม่มีจุดด้ำตรงกลำง
โคโลนี 

2. BS : โคโลนีกลม สีเขียว อำหำรเลี ยงเชื อรอบ ๆ โคโลนีอำจเปลี่ยนเป็นสี
น ้ำตำลหรือไม่เปลี่ยนก็ได้ 

4. Biochemical Screening 
น้ำเชื อที่ให้ลักษณะ typical colony หรือลักษณะ atypical colony ตำมต้องกำร

มำทดสอบคุณสมบัติทำง biochem โดยเขี่ยเชื อจำกจุดตรงกลำงโคโลนีเดียวกันและจะต้องเขี่ยเชื อ
เพียงครั งเดียวแล้วถ่ำยลงอำหำรทดสอบให้ครบชุด 

4.1 กำรทดสอบกำรใช้น ้ำตำลใน TSI 
ใช้ needle ถ่ำยเชื อลงใน TSI โดย streak บน slant และแทงลงในส่วน

ของ butt ในลักษณะแนวดิ่งตรง ปิดฝำหลวมๆ น้ำไปบ่มในตู้บ่มเชื ออุณหภูมิ 35 ± 2 ๐C เป็นเวลำ24 
± 2 ชม.เชื อ typical colony ของ Salmonella spp. สำมำรถใช้ glucose ได้เพียงอย่ำงเดียวจึง
ให้ผลใน TSI เป็น K/A มีแก๊ส และอำจจะสร้ำงหรือไม่สร้ำง H2S 

4.2 กำรทดสอบในอำหำร LIA 
ใช้ needle ที่ถ่ำยเชื อลงใน TSI แล้วมำถ่ำยเชื อต่อลงใน LIA โดย แทงลง

ในส่วนของbutt ในลักษณะแนวดิ่งตรง 2 ครั ง ควำมลึกประมำณ 4 cm จำกนั นน้ำมำ streak บน
slant และ ปิดฝำหลวมๆ น้ำไปบ่มในตู้บ่มเชื ออุณหภูมิ 35 ± 2 ๐C เป็นเวลำ 24 ± 2 ชม. อ่ำนผล เชื อ 
typical colony ของ Salmonella spp. สำมำรถสร้ำงเอ็นไซน์ lysine decarboxylase ได้ จึง
ให้ผลใน LIA เป็น K/K แต่อำจมีหรือไม่มีแก๊ส และสร้ำง H2S ในกรณีที่สีของอำหำรเลี ยงเชื อไม่แสดงสี
อะไรเลยอย่ำทิ ง ให้ท้ำกำรทดสอบต่อไป 

หลักกำรพิจำรณำผลจำก TSI และ LIA 
- ถ้ำ LIA ให้ผลเป็น K/K purple ให้น้ำไปทดสอบต่อได้เลย (โดยไม่ต้อง

ค้ำนึงถึงผลของ TSI) 
- ถ้ำใน LIA ให้ผลเป็น K/A แต่ใน TSI ให้ผลเป็น K/A ก็ให้น้ำไปทดสอบต่อ

ได้เลย 
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- ถ้ำใน LIA ให้ผลเป็น K/A แต่ใน TSI ให้ผลเป็น A/A แสดงว่ำไม่ใช่เชื อ
Salmonella spp. ให้ทิ งได้เลย 

5. กำรแยกเชื อ Salmonella 
5.1 กำรแยกเชื อโดยใช้ Mac Conkey agar 
- ใช้ needle เขี่ยเชื อที่ทดสอบคุณสมบัติทำง biochem จำก TSI ว่ำมี

ลักษณะของเชื อSalmonella spp มำทดสอบบนผิวหน้ำอำหำรเลี ยงเชื อ Mac Conkey agar 1 เส้น
จำกนั นใช้ loop streak เชื อบนผิวหน้ำอำหำรที่ใช้ needle ขีดไว้ แล้วน้ำไปบ่มท่ี 35 ± 2 ๐C นำน 
24± 2 ชม อ่ำนผล 

- ลักษณะโคโลนี Mac Conkey agar จะมีลักษณะของโคโลนีใสไม่มีสี 
สำมำรถมองทะลุผ่ำนได้ แต่บำงครั งอำจมีจุดสีด้ำตรงกลำง ถ้ำพบว่ำมีโคโลนีลักษณะอื่นด้วยให้เลือก 
โคโลนีลักษณะกลมใสไม่มีสีมำทดสอบใหม่ตั งแต่ขั นตอนกำร streak ลงบน HE, BS, XLD และกำร
ทดสอบเชื อลงใน TSI และ LIA 

5.2 กำรแยกเชื อโดยใช้ Urease test 
- ใช้ needle เขี่ยเชื อบน TSI slant ชึ่งได้ผลกำรสันนิษฐำนว่ำน่ำจะเป็น

เชื อ Salmonella spp. ลงใน urea broth จำกนั นบ่มที่ 35± 2 ๐C เป็นเวลำ 24 ± 2ชม ในขั นตอนนี 
ให้ท้ำ negative และ positive control ควบคู่ไปด้วย 

- เชื อ Salmonella spp. จะให้ผลลบด้วยวิธีนี คือ อำหำรเลี ยงเชื อจะไม่
เปลี่ยนสี ถ้ำอำหำรเลี ยงเชื อเปลี่ยนเป็นสีม่วงแดงให้ทิ งได้เลย 

- ในกรณีที่เชื อให้ผลเป็นลบด้วยวิธี urease test ให้น้ำเชื อมำทดสอบทำง
ชีวเคมีด้วย API 20E diagnostic strips and reagents (Bio Merieux Vitek, Inc.) โดยด้ำเนินกำร
ตำมขั นตอนที่บริษัทผู้ผลิตเป็นผู้ก้ำหนด 

6. กำรรำยงำนผล 
รำยงำนว่ำพบหรือไม่พบเชื อ Salmonella spp.ในตัวอย่ำงอำหำร 125 กรัม 

 
2. การวิเคราะห์คุณภาพ Escherichia coli (BAM, 2001) 

อุปกรณ์ 
- หม้อนึ่งฆ่ำเชื อ  
- อ่ำงน ้ำควบคุมอุณหภูมิ  
- ตู้อบฆ่ำควำมร้อนแห้ง  
- ตู้บ่มเชื อ  
- เครื่องชั่ง 2 ต้ำแหน่ง  
- เครื่องตีตัวอย่ำง  
- จำนเพำะเชื อ 
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- ปิเปต 
- ตะเกียงแก๊ส 
- แอลกอฮอล์ (70% v/v) 
- ห่วงเขี่ยเชื อ 
- ปำกคีบ 
- ตะแกรงวำงหลอดทดลอง (Rack) 
- หลอดทดลอง 
- หลอดดักแก๊ส (Durham tube ) 

อำหำรเลี ยงเชื อและสำรทดสอบ 
- Butter field’s phosphate-buffered water  
- Phosphate buffered dilution water 
- Lauryl Tryptose Broth (Single Strength)  
- Lauryl Tryptose Broth (Triple Strength)  
- EC broth  
- Levine’s Eosin-Methylene Blue (L-EMB) agar  
- Tryptone (Tryptophane) broth  
- MR-VP medium  
- Kovac’s reagent  

- Voges Proskauer (α -napthol solution 5%)  
- Methyl red indicator 
- VRBA ( Violet red bile agar )  
- Koser’s citrate broth  
- Nutrient agar slant  
- Mineral-modified glutamate medium (MMG) 
- Tryptone bile glucuronide agar (TBX) 

ขั นตอนและวิธีกำรทดสอบ 
- กำรเตรียมตัวอย่ำง 

ชั่งตัวอย่ำง 50.0 ± 0.1 กรัม ลงในถุงปั่นตัวอย่ำง จำกนั นเติม 450 มิลลิลิตร 
ของ Butter field’s phosphate-buffered water ปั่นตัวอย่ำงนำน 2 นำที แล้วน้ำมำเจือจำง
เพ่ือให้ได้ควำมเข้มข้นที่ต้องกำรหมำยเหตุ ส้ำหรับอำหำรแช่แข็ง ก่อนชั่งน ้ำหนักตัวอย่ำงต้องท้ำให้
อำหำรละลำยในตู้เย็นอุณหภูมิ 2 - 5 ๐C เป็นเวลำไม่เกิน 18 ชั่วโมง ไม่ควรปล่อยทิ งไว้ให้ละลำยที่
อุณหภูมิห้อง 
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- วิธีทดสอบ Escherichia coli โดยวิธี Most Probable Number (MPN 
Method)  

เจือจำงตัวอย่ำงให้มีระดับควำมเจือจำง 10-1, 10-2 และ 10-3 จำกนั นให้ท้ำ 
3-tube MPN โดยใช้ series 3:3:3 

1. MPN - Presumptive test for Escherichia coli 
ปิเปตสำรละลำยตัวอย่ำง ในแต่ละระดับควำมเจือจำงของ 3 tube MPN 

อย่ำงละ 1มิลลิลิตร ใส่ในหลอดอำหำรเลี ยงเชื อ LST ที่มีหลอดดักแก๊สคว่้ำอยู่ ควำมเจือจำงละ 3 
หลอด รวม 9 หลอด (ให้สังเกตด้วยว่ำไม่มีฟองอำกำศอยู่ในหลอดดักแก๊ส) น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 
1 ๐C เริ่มคัดหลอดที่เกิดแก๊สที่เวลำ 24± 2 ชั่วโมง ส้ำหรับหลอดที่ไม่เกิดแก๊สให้บ่มต่อไปอีก ให้ครบ
เวลำ 48 ± 2 ชั่วโมง เลือกหลอดที่เกิดแก๊ส และบันทึกผล 

2. MPN - Confirmed test for Escherichia coli 
ถ่ำยเชื อจำกหลอด LST ที่เกิดแก๊สในหลอดดักแก๊ส ลงใน EC broth ที่มี

หลอดดักแก๊สคว่้ำอยู่หลอดละ 1 loop โดยถ่ำยเชื อหลอดต่อหลอด น้ำ EC broth ไปบ่มใน Water 
bath ที่อุณหภูมิ 45.5± 0.2 ๐ C เป็นเวลำ 48± 2 ชั่วโมง เริ่มคัดหลอดที่เกิดแก๊สที่เวลำ 24± 2 
ชั่วโมง ถ้ำให้ผล negative (ไม่เกิดแก๊ส) ให้บ่มต่อไปอีกจนครบเวลำ 48± 2 ชั่วโมง คัดเลือกหลอด EC 
broth ที่เกิดแก๊สในหลอดดักแก๊ส น้ำไปอ่ำนค่ำจำกตำรำง MPN 3:3:3  

3. MPN - Completed test for Escherichia coli 
ใช้ห่วงถ่ำยเชื อจำก EC broth ที่เกิดแก๊สมำ Streak บนผิวหน้ำอำหำรเลี ยง

เชื อ L-EMB agar น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 1 ๐C เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง ลักษณะโคโลนีของเชื อ     
E. coli. บน EMB agar จะมีลักษณะสีม่วงหรือด้ำ ตรงกลำงโคโลนีมีสีด้ำ อำจมีหรือไม่มีลักษณะมัน
วำวคล้ำยโลหะ ( Metallic sheen ) เลือกโคโลนีที่มีลักษณะดังกล่ำวมำ Streak บน PCA Slant 
จ้ำนวน 5 โคโลนี น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35± 1 ๐C เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง เพ่ือน้ำไปทดสอบคุณสมบัติ
ทำงชีวเคมีต่อไป 

หมำยเหตุ ในขั นตอนกำรท้ำให้เชื อบริสุทธิ์ก่อนน้ำไปทดสอบคุณสมบัติทำง
ชีวเคมี สำมำรถเลือก 1 โคโลนี ก็เพียงพอแล้วในกำรพิจำรณำผล positive ในหลอด EC broth 
ดังนั น ไม่จ้ำเป็นต้องเลือก 5 โคโลนี ในกำรทดสอบชีวเคมีก็ได้ 

4. กำรทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมี 
4.1 ทดสอบกำรสร้ำง Indole 
ถ่ำยเชื อจำก PCA Slant ใส่ในหลอด Tryptone broth น้ำไปบ่ม

ที่อุณหภูมิ 35 ± 1 ๐C เป็นเวลำ 24± 2 ชั่วโมง จำกนั นน้ำมำทดสอบกำรสร้ำง Indole โดยหยดสำร
ทดสอบ Kovac ’ s reagent 0.2 - 0.3 มิลลิลิตร หำกเชื อสำมำรถสร้ำง Indole ได้ จะเกิดวงแหวนสี
แดงอ่ำนผลเป็นบวก ส่วนผลลบจะไม่เกิดวงแหวนสีแดง 
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4.2 กำรทดสอบ Voges-Proskaure (VP) 
ถ่ำยเชื อจำก PCA Slant ใส่ในหลอด MR-VP medium น้ำไปบ่ม

ที่อุณหภูมิ 35± 1 ๐C เป็นเวลำ 48± 2 ชั่วโมง ดูดมำ 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเปล่ำขนำด 13 X 100 

มิลลิเมตร ที่ฆ่ำเชื อแล้ว จำกนั นน้ำมำหยดสำร α-naphtol 0.6 มิลลิลิตร, 40% KOH 0.2 มิลลิลิตร 
เขย่ำให้เข้ำกัน และ เติมผง creatine เล็กน้อย เขย่ำให้ผสมกัน อ่ำนผลภำยใน 2 ชั่วโมง หำกเกิดสี
ชมพูแดงอ่ำนผลเป็นบวก และไม่เกิดกำรเปลี่ยนแปลงอ่ำนผลเป็นลบ 

4.3 กำรทดสอบ Methyl red (MR) 
หลังจำกทดสอบ VP แล้วให้บ่ม MR-VP medium ต่อไปอีกให้

ครบ 48± 2 ชม. ที่อุณหภูมิ35± 1 OC จำกนั นน้ำมำทดสอบ Methyl Red โดยค่อย ๆ หยดสำร
ทดสอบ Methyl red 5 หยด หำกสีของอำหำรเลี ยงเชื อเปลี่ยนเป็นสีแดง อ่ำนผลเป็นบวก แต่ถ้ำ
เปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่ำนผลเป็นลบ 

4.4 กำรทดสอบกำรใช้ Citrate 
ถ่ำยเชื อจำก PCA Slant ลงใน Koser’s citrate broth น้ำไปบ่ม

ที่อุณหภูมิ 35± 1๐C เป็นเวลำ 96± 2 ชั่วโมง หำกอำหำรเลี ยงเชื อขุ่น อ่ำนผลเป็นบวก ถ้ำอำหำรเลี ยง
เชื อไม่เปลี่ยนแปลง อ่ำนผลเป็นลบ E.coli จะให้ผลลบเสมอ 

4.5 กำรทดสอบกำรสร้ำงแก๊สจำกน ้ำตำล Lactose 
ถ่ำยเชื อจำก PCA Slant ลงในหลอด LST น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

35± 1๐C เป็นเวลำ48± 2 ชั่วโมง ถ้ำเกิดแก๊สในหลอดดักแก๊สอ่ำนผลเป็นบวกคุณสมบัติทำงชีวเคมี
ของเชื อ E. coli 
 
ตาราง 11 สรุปคุณสมบัติทำงชีวเคมีของเชื อ E. coli 
ชนิดของ E. coli Indole MR VP Citrate 
E. coli Type I + + - - 
E. coli Type II - + - - 

 

5. กำรรำยงำนผล 
นับจ้ำนวนหลอดที่พบเชื อ E . coli ของแต่ละควำมเจือจำง น้ำไปอ่ำนค่ำ

จำกตำรำง MPN 3:3:3 และ รำยงำนผลเป็น MPN/g ตัวอย่ำง 
 

3. การวิเคราะห์คุณภาพ Clostridium perfringens (BAM, 2001) 
อุปกรณ์ 

- หม้อนึ่งฆ่ำเชื อ  
- ตู้อบฆ่ำเชื อ  
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- ตู้บ่มเชื อ  
- เครื่องชั่ง 2 ต้ำแหน่ง  
- เครื่องตีตัวอย่ำง  
- อ่ำงน ้ำควบคุมอุณหภูมิ  
- จำนเลี ยงเชื อ 
- แผ่นกระจกสไลด์ 
- ปิเปต 
- ตะเกียงแก๊ส 
- แอลกอฮอล์ (70% v/v) 
- ห่วงเขี่ยเชื อ 
- เข็มเขี่ยเชื อ  
- เครื่องนับโคโลนี 
- Anaerobic jars + Gas Pack 
- Test kit for Clostridium perfringens 
- Egg yolk emulsion, 50%  

อำหำรเลี ยงเชื อและสำรทดสอบ 
- SFP Agar Base ( SFP )  
- D-cycloserine solution  
- Tryptose-sulfite-cycloserine agar ที่ผสม Egg yolk  
- Thioglycollate broth (TB)  
- Motility nitrate medium  
- Lactose gelatin medium  
- Peptone dilution fluid  
- Cooked meat medium  
- Spray’s fermentation medium  
- Iron-milk medium  
- Gram stain reagent  
- Bromthymol blue, 0.04 % aqueous solution  
- Nitrate detection reagent: (Reagent A, Reagent B)  
- API ID  
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ขั นตอนและวิธีกำรทดสอบ 
- กำรเตรียมตัวอย่ำง 
ชั่งตัวอย่ำง 25.0 ±0.1 กรัม เติม Peptone dilution fluid (PDF) จ้ำนวน 225 

มิลลิลิตร ปั่นตัวอย่ำงดัวยเครื่องตีปั่น ควำมเร็วรอบต่้ำ เวลำ 1-2 นำที จำกนั นท้ำกำรเจือจำงให้ได้
ระดับกำรเจือจำง 10-1 ถึง 10-6 โดยปิเปตตัวอย่ำงที่ระดับควำมเจือจำง 10-1 จ้ำนวน 10 มิลลิลิตร ใส่
ในขวด PDF 90 มิลลิลิตร จะได้ควำมเจือจำง 10-2 เขย่ำให้เชื อกระจำยทั่วทั งขวด เขย่ำ 90 มิลลิลิตร 
ส่วนที่ควำมเจือจำง 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6 ให้เตรียมในลักษณะเดียวกัน แต่ใช้ตัวอย่ำงที่มีควำม
เจือจำงจำกขวด 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 ตำมล้ำดับ 

- กำรทดสอบ 
1. โดยวิธี pour plate 
เท plate อำหำร SFP without egg yolk agar ประมำณ 6-7 มิลลิลิตร ตั งไว้ให้

แข็งตัว ปิเปตสำรละลำยตัวอย่ำง จ้ำนวน 1 มิลลิลิตรต่อเพลท (ระดับควำมเจือจำงละ 2 เพลท) เท
อำหำรด้วย SFP without egg yolk (ซึ่งอุ่นไว้ใน water bath อุณหภูมิ 45 -50 ๐C) ประมำณ 15 
มิลลิลิตรผสมให้เข้ำกันโดยกำรหมุนเพลทเบำๆ ตั งทิ งไว้ให้แข็งตัว หงำยเพลทแล้วน้ำไปใส่ใน 
anaerobic jar บ่มที่ 35±2 ๐C เป็นเวลำ 20-24 ชั่วโมง นับจ้ำนวนโคโลนีที่มีลักษณะโคโลนี สีด้ำ 
ขนำด 2-4 มม. มีโซนใสขำวรอบโคโลนี ช่วง 20 -200 โคโลนี ค้ำนวณผลเบื องต้น เก็บเพลทไว้ส้ำหรับ 
กำรทดสอบต่อไป  

2. โดยวิธี Spread plate 
เตรียมอำหำร SFP -agar with egg yolk จำกนั นปิเปตสำรละลำยตัวอย่ำง จ้ำนวน 

0.1 มิลลิลิตรต่อเพลท (ระดับควำมเจือจำงละ 2 เพลท) เกลี่ยให้ทั่วด้วยแท่งแก้ว sterile หลังจำกรอ
ให้ผิวหน้ำอำหำรแห้ง (ประมำณ 5 นำที) เททับผิวหน้ำด้วย SFP without egg yolk ประมำณ 10 
มิลลิลิตร หงำยเพลทแล้วน้ำไปใส่ใน anaerobic jar บ่มที่ 35±2 ๐C เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง นับจ้ำนวน
โคโลนีที่มีลักษณะโคโลนี สีด้ำ ขนำด 2-4 มม. มีโซนใสขำวรอบโคโลนี ช่วง 20 -200 โคโลนี ค้ำนวณ
ผลเบื องต้น เก็บเพลทไว้ส้ำหรับกำรทดสอบต่อไป  

3. กำรใส่เชื อลงใน cooked meat medium (CMM) เพ่ือใช้เป็น back upน้ำ
หลอดอำหำร CMM จุ่มในน ้ำเดือด 10 นำที เพ่ือไล่อำกำศ จำกนั นรีบท้ำให้เย็น ระวังไม่ให้มีกำร
กระทบกระเทือนเพ่ือป้องกัน O2 ละลำยลงใน media หลังไล่ควำมร้อนออกแล้ว จำกนั นปิเปต 2 
มิลลิลิตร ที่ระดับควำมเจือจำง 10-1 จ้ำนวน 3-4 หลอด บ่มที ่35±2 ๐ C เวลำ 24-48 ชม. ที่ ในกรณี
ที่ผลของ C. perfringens ใน plate count ให้ผลบวกให้ทิ งเชื อที่ใช้ส้ำหรับเป็น back up ได ้

4. Presumptive confirmation test 
4.1 เลือกโคโลนีที่แสดงลักษณะเด่น (โคโลนีมีสีด้ำ มีโซนสีขำวรอบโคโลนี มีขนำด 

2-4 mm) จ้ำนวน 10 โคโลนี จำก SFP หรือ SFP egg yolk agar plate ถ่ำยเชื อลงใน 
Thioglycollate broth 1 โคโลนี ต่อ 1 หลอด บ่มที ่35±2 ๐ C เวลำ 18-24 ชม. 
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4.2 สุ่มตรวจ purity ของเชื อ C. perfringens โดยกำรย้อมแกรม ลักษณะแกรม
ของ C. perfringensติดสีแกรมบวก รูปร่ำงท่อนสั น หนำ หำกมีกำร contaminate ให้ streak ลงบน 
SFP agar with egg yolk ใส่ใน anaerobic jar บ่มที่ 35±2 ๐ C เวลำ 24 ชม. จะได้โคโลนีของ     
C. perfringens ลักษณะสีขำวเหลือง ขนำด 2-4 มม.มี opaque zone สีเหลืองรอบโคโลนี แสดงว่ำ
แบคทีเรียสำมำรถใช้ lecithin ในไข่แดงได ้(lecithinase activity) 

5. ทดสอบ Iron –milk presumptive test 
ปิเปต เชื อจำก Thioglycollate broth จ้ำนวน 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน iron-milk 

medium (modified) จำกนั นน้ำไปบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 46±0.5 oC เป็นเวลำ 2 ชม. 
สังเกต ลักษณะ “Stormy fermentation“ แสดงว่ำเกิดกำรรวมตัวของน ้ำนมเป็นกลุ่มก้อน 
ลักษณะของ stormy fermentation จะหมดไปภำยใน 5 ชม. 

6. Complete confirmation 
6.1 Stap เชื อบริสุทธิ์จำก fluid thioglycollate medium culture หรือโคโลนีที่

แยกได้จำก SFP plateด้วย loop ขนำด 2 มม. 1 loopfuls ลงใน motility-nitrate และ lactose-
gelatin media (ท้ำกำรล้ำง loop ลง beaker น ้ำอุ่น ก่อนเผำ loop เพ่ือป้องกันกำรกระเด็น) 

6.2 บ่มที่อุณหภูมิ 35±2 ๐C เวลำ 24 ชั่วโมง 
- Lactose-gelatin medium: เกิดแก็สและอำหำรเลี ยงเชื อเปลี่ยนจำกสี

แดงเป็นสีเหลืองจำกนั นน้ำอำหำรเลี ยงเชื อไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ 5 ๐C เป็นเวลำ 1 ชม. แล้วน้ำมำอ่ำน
ผลกำรย่อย gelatin หำกอำหำรเลี ยงเชื อเหลว อ่ำนผลกำรย่อย gelatin เป็นบวก หำกอำหำรเลี ยง
เชื อแข็งเป็น gel ให้บ่มต่อที่ 35 -37๐ C นำน 24 ชม. แล้วตรวจสอบ gelatin liquefactionหำก
อำหำรเลี ยงเชื อเหลว ผลกำรย่อย gelatin เป็นบวก หำกอำหำรเลี ยงเชื อยังคงแข็ง ผลกำรย่อยเป็นลบ 

- Motility-nitrate medium : เชื อเจริญในแนว stab แต่ไม่เจริญนอกแนว 
stab จำกนั นน้ำมำทดสอบกำร reduce nitrate โดยกำรหยดสำรทดสอบ reagent A ปริมำตร 0.5 
มล. และreagent B ปริมำตร 0.2 มล. ลงในหลอด หำกเกิดสีม่วงขึ นแสดงว่ำ nitrate ถูกเปลี่ยนเป็น 
nitrite ถ้ำไม่มีสีม่วงเกิดขึ นภำยใน 5 นำท ีให้ใส่ผงสังกะสีลงไปเล็กน้อย ตั งทิ งไว้ 2-3 นำที หำกยังไม่มี
สีม่วงเกิดขึ นอีก แสดงว่ำ nitrate ถูก reduce หมดไปอย่ำงสมบูรณ์ แต่ถ้ำใส่ผงสังกะสีแล้วเกิดสีม่วง
ขึ นแสดงว่ำ nitrate ยังไม่ได้ถูก reduce โดยเชื อ ยังมีnitrate เหลืออยู่ ซึ่งถูก reduce โดยผงสังกะสี
แทนเชื อ C. perfringens สำมำรถ reduce nitrate เป็น nitrite ได้ แต่ไม่สำมำรถเคลื่อนที่ได้ ดังนั น
จะไม่เห็นกำรเจริญนอกแนวปลูกเชื อ และเมื่อหยด reagent A และ reagent B แล้วจะสังเกตเห็นสี
ม่วง 

- Spray’s fermentation medium: 
1. ปิเปต 0.1 มล. จำก pure fluid thioglycollate ลงใน 

freshly Spray’s fermentationmedium ดังนี  
หลอดที่ 1 Spray’s fermentation medium + 1% salicin 
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หลอดที่ 2. Spray’s fermentation medium + 1% raffinose 
หลอดที่ 3 Spray’s fermentation medium ที่ไม่มีส่วนผสมของ

คำร์โบไฮเดรต 
2. บ่มที่ 35±2 ๐C นำน 24 ชั่วโมง จำกนั นดูว่ำ เกิดกรดและแก๊ส

หรือไม่ กำรทดสอบว่ำมีกรดหรือไม่ ให้น้ำเชื อในหลอดมำ 1 มล.จำกนั นเติม 0.04% bromthymol 
blue จ้ำนวน 1-2 หยด จะพบว่ำกลำยเป็นสีเขียวอ่อนหรือเหลืองแสดงว่ำเป็นกรด น้ำหลอดที่ 1 มำ
บ่มต่อที่ 35±2 ๐C นำน 24 ชั่วโมง และหลอดที่ 2 ให้บ่มต่อที่ 35±2 ๐C นำน 48 ชั่วโมง จำกนั น
ทดสอบกำรเกิดกรดและแก๊ส 

ผลเชื อ C. perfringens ในหลอดที่ 1 ไม่เกิดกรดและแก็ส ส่วนหลอดที่ 2 
จะพบว่ำเกิดกรดและแก๊ส ส่วนในหลอดที่ 3 พบว่ำไม่เกิดกรด แต่อำจพบว่ำมีกำรเปลี่ยน pH เล็กน้อย 

 
ตาราง 12 สรุปคุณสมบัติของเชื อ C. perfringens 

Media  คุณสมบัติ C. perfringens 
Lactose – gelatin กำรสร้ำงแก๊สจำก Lactose 

กำรสร้ำงกรด Lactose 
ค ว ำ มส ำม ำ ร ถ ใ นก ำ ร ย่ อ ย 
gelatin 

+ 
+ 
+ 

Motility – nitrate ควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที ่
Reduce Nitrate เป็น Nitrite 

- 
+ 

 แกรมและรูปร่ำง  แกรม +, รูปท่อน 
(Bacilli) 

freshlySpray’s 
fermentation 
medium ที่มี 1% salicin 

กำรสร้ำงแก๊ส 
กำรสร้ำงกรด 

- 
- 

freshly Spray’s 
fermentation 
medium ที่มี 1% 
raffinose 

กำรสร้ำงแก๊ส 
กำรสร้ำงกรด 

+ 
+ 

freshly Spray’s 
fermentation 
medium ที่ไม่มี
คำร์โบไฮเดรต 

กำรสร้ำงแก๊ส 
กำรสร้ำงกรด 

- 
- (may slightly 

change) 
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น้ำเชื อที่ให้ผลกำรทดสอบตรงตำมลักษณะข้ำงต้นมำทดสอบด้วย  Rapid 

Diagnostic Kits API ID32A โดยน้ำเชื อจำก Thioglycollate broth มำ streak บนผิวหน้ำอำหำร
เลี ยงเชื อ SFP โดยไม่ต้องเททับ น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 -37๐ C 24 ชม. ในสภำวะที่ปรำศจำก
ออกซิเจน (ใน anaerobic jar) ก่อนน้ำมำทดสอบด้วย API ID 3 

5. กำรรำยงำนผล 
รำยงำนผลปริมำณเชื อ Clostridium perfringens (CFU/ g) 

 
4. การวิเคราะห์คุณภาพ Staphylococcus aureus (BAM, 2001) 

อุปกรณ์ 
- หม้อนึ่งฆ่ำเชื อ  
- ตู้อบฆ่ำเชื อ  
- ตู้บ่มเชื อ  
- เครื่องชั่ง 2 ต้ำแหน่ง  
- เครื่องตีตัวอย่ำง  
- อ่ำงน ้ำควบคุมอุณหภูมิ  
- จำนเลี ยงเชื อ 
- แผ่นกระจกสไลด์ 
- ปิเปต 
- ตะเกียงแก๊ส 
- แอลกอฮอล์ (70% v/v) 
- ห่วงเขี่ยเชื อ 
- เข็มเขี่ยเชื อ  
- แผ่นกระจกสไลด์ 

อำหำรเลี ยงเชื อและสำรทดสอบ 
- Butterfield’s phosphate-buffered dilution water (BF)  
- Trypticase (tryptic) soy agar (TSA)  
- Trypticase (tryptic) soy broth (ที่มี NaCl ผสมอยู่ 10% และมี Sodium 

pyruvate ผสมอยู่1%)(TSB) 
- Baird-parker medium (ที่ม ีEgg Yolk tellurite ผสมอยู่) ( BP )  
- Brain heart infunsion (BHI) broth  
- Coagulase plasma (rabbit) with EDTA  
- Toludiue blue-DNA agar  
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- Lysostaphin (Schwartz-Mann, Mountain View Ave., Orangebury, NY 
10962) 

- Yeast extract agar 
- Parafin oil, sterile 
- 0.02 M phosphate-saline buffer Containing 1 % NaCl 
- Catalase test  

วิธีกำรทดสอบ 
- กำรเตรียมตัวอย่ำง 

ชั่งตัวอย่ำง 50.0 ± 0.1 กรัม ใส่ในถุง stomacher เติม Butterfield’s 
phosphate-buffered dilution water (BF) 450 มิลลิลิตร ตีให้ตัวอย่ำงกระจำยทั่วสำรละลำยด้วย
เครื่องตีตัวอย่ำง เป็นเวลำ 1 นำที สำรละลำยตัวอย่ำงที่ได้ถือว่ำมีระดับควำมเจือจำง 10-1 (ตัวอย่ำง
ถูกเจือจำง 10 เท่ำ) เตรียมสำรละลำยตัวอย่ำงให้มีระดับควำมเจือจำงเพ่ิมขึ น 100 และ 1,000 เท่ำ 
(นั่นคือตัวอย่ำงมีระดับควำมเจือจำง 10-2 และ 10-3 ตำมล้ำดับ) หรือระดับควำมเจือจำงที่เหมำะสม 
โดย ปิเปตตัวอย่ำงที่มีระดับควำมเจือจำง 10-1 จ้ำนวน 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดที่มี BF 90 มิลลิลิตร 
จะได้ระดับควำมเจือจำง 10-2 น้ำไปเขย่ำด้วยเครื่องเขย่ำให้เชื อกระจำยทั่วกันทั งขวด ส่วนที่ระดับ
ควำมเจือจำง 10-3 ก็เตรียมได้ในลักษณะเดียวกัน 

- กำรตรวจวิเครำะห์ด้วยวิธี MPN 
ปิเปตสำรละลำยตัวอย่ำงที่มีระดับควำมเจือจำง 10-1, 10-2 และ 10-3 

ระดับควำมเจือจำงละ 1 มิลลิลิตร ด้วยวิธีกำรปลอดเชื อ ใส่ในหลอด TSB + 10% NaCl + 
1%sodium pyruvate ระดับควำมเจือจำงละ 3 หลอด รวม 9 หลอด น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 1 ๐

C เป็นเวลำ 48± 2 ชั่วโมง คัดเลือกหลอดที่ขุ่นเนื่องจำกกำรเจริญของเชื อและจดบันทึกจ้ำนวนหลอด 
จำกนั นเขย่ำหลอดโดยใช้ Vortex mixer แล้วใช้ loop ท้ำกำร streak ลงบนอำหำรเลี ยงเชื อ BP 
น้ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 1 ๐C เป็นเวลำ 48± 2 ชั่วโมง โดยกลับเพลทให้อำหำรเลี ยงเชื ออยู่ด้ำนบน 
ลักษณะโคโลนีของ S. aureus โคโลนีกลม เรียบ โค้งนูน มีควำมชุ่มชื น ไม่แห้ง มีขนำดเส้นผ่ำน
ศูนย์กลำงประมำณ 2-3 มิลลิเมตร โคโลนีมีสีเทำถึงด้ำ อำจมีขอบใสหรือไม่ก็ได้ มีโซนทึบ (opaqne 
zone) รอบๆ โคโลนี และมีโซนใส (clear zone) รอบนอกโคโลนี หรือไม่ก็ได้ เมื่อใช้เข็มเขี่ยจะยืด
เหนียว (ในบำงครั งอำจพบโคโลนีในลักษณะคล้ำยกันแต่ไม่พบ opaqne zone และ clear zone 
รอบโคโลนีแสดงว่ำไม่ใช่ S. aureus) ถ้ำตัวอย่ำงที่น้ำมำตรวจวิเครำะห์เก็บไว้นำน หรือตัวอย่ำงแห้ง 
อำจพบว่ำเชื อนี อำจให้ลักษณะโคโลนีสีด้ำจำง และโคโลนีมีลักษณะแห้งเลือกโคโลนีที่มีลักษณะ
ดังกล่ำวจ้ำนวนอย่ำงน้อย 1 โคโลนีต่อควำมเข้มข้น ถ่ำยลงใน BHI และ TSA slant น้ำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 35± 1 ๐C เป็นเวลำ 18 - 24 ชั่วโมง น้ำหลอด TSA slant มำเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องเพ่ือใช้ใน
กำรทดสอบ API หรือทดสอบ Ancillary test ในกรณีที่ผล coagulase test มีระดับกำรจับตัวเป็น
ก้อนน้อยกว่ำ 4+ 
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1. Coagulase test 
ปิเปตเชื อจำกหลอด BHI broth ปริมำตร 0.2-0.3 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด

เปล่ำที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว จำกนั นเติม coagulase plasma ที่มีส่วนผสมของ EDTA ลงไป 0.5 
มิลลิลิตร เขย่ำหลอดให้เข้ำกัน น้ำไปบ่มที่ 35± 1 ๐C สังเกต กำรจับตัวทุกๆ ชั่วโมงในระยะเวลำ 4 
ชั่วโมงแรก หำกไม่เกิดกำรจับตัวภำยในระยะเวลำดังกล่ำวให้ท้ำกำรบ่มต่ออีกจนครบ 24 ชั่วโมง แล้ว
ท้ำกำรอ่ำนผล (BD BBL Coagulase Plasma) ระดับของกำรจับตัวกันของเชื อและ Coagulase 
Plasma ระดับของกำรจับตัว ลักษณะที่ปรำกฏ 

0 ไม่เกิดกำรจับตัว 
1+ จับตัวเป็นก้อนน้อย ไม่รวมกลุ่ม 
2+ จับตัวเป็นก้อนน้อย รวมกลุ่ม 
3+ จับตัวเป็นก้อนใหญ่ 
4+ จับตัวเป็นก้อนหมดทั งหลอด และไม่ขยับเมื่อคว่้ำหลอด 
2. Ancillary test 
a) Catalase test 

- น้ำ TSA slant จำกข้อ 5.4.2 มำทดสอบโดยใช้ loop แตะเชื อ
จำก TSA slant ลงบนสไลด์จำกนั นหยดสำรทดสอบ 3 % H2O2 ลงบนโคโลนี สังเกตกำรสร้ำงฟอง
แก๊ส O2 

- S.aureus จะให้ผล Catalase test เป็นบวก คือมีกำรสร้ำงฟอง
แก๊ส O2 

b) Anaerobic utilization of glucose 
- น้ำ TSA slant จำกข้อ 5.4.2 มำทดสอบโดยถ่ำยเชื อ 1 loop 

จำก TSA slant ลง Carbohydrate fermentation medium ที่มี 0.5% glucose ลงไปบริเวณก้น
หลอด ปิดทับผิวหน้ำด้วย sterile paraffin oil ให้สูงขึ นมำประมำณ 25 มิลลิเมตร น้ำไปบ่มที่ 35± 1 

๐C เป็นเวลำ 5 วัน (ในขั นตอนนี ให้ท้ำ positive culture , Negative cuture และ medium 
control ควบคู่ไปด้วย) สังเกตกำรเปลี่ยนสีของอำหำรเลี ยงเชื อ 

- S.aureus จะให้ผล Anaerobic utilization of glucose เป็น
บวก คืออำหำรเลี ยงเชื อเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเนื่องจำกกำรสร้ำงกรด 

c) Anaerobic utilization of mannitol 
- วิธีกำรทดสอบท้ำเช่นเดียวกับ Anaerobic utilization of 

glucose แต่เปลี่ยนจำก glucose เป็น mannitol 
- S.aureus จะให้ผลบวกในกำรทดสอบนี  แต่มีบำงสำยพันธุ์ที่

ให้ผลเป็นลบ ดังนั นควรท้ำ Control ควบคู่ไปด้วย 
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d) Lysostaphin sensitivity 
- น้ำ TSA slant มำทดสอบโดย streak ลงบน TSA plate น้ำไป

บ่มที3่5±1 ๐C เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง ถ่ำยเชื อ 1 โคโลนีจำก TSA plate ลงใน phosphate-saline 
buffer 0.2 มิลลิลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน ดูดสำรละลำยที่มีเชื อผสมอยู่มำ 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดเปล่ำ
ขนำด 13X100 มิลลิเมตร แล้วเติม phosphatesalinebuffer ลงไป 0.1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกัน ใช้
เป็น Control เติม lysostaphin 0.1 มิลลิลิตร (ถูกละลำยด้วย 0.02 M phosphate-saline buffer 
ที่ม ี1%NaCl) ลงใน Coagulase test ให้ผลกำรทดสอบน้อยกว่ำระดับ 4+ ให้น้ำไปทดสอบ API หรือ 
Ancillary test บันทึกผลเป็นบวกเมื่อกำรทดสอบด้วย API และ Ancillary test เข้ำข่ำย S.aureus 
และบันทึกผลเป็นลบ เมื่อลักษณะกำรจับตัวอยู่ในระดับ 0 และกำรทดสอบด้วย API และ Ancillary 
test ไม่เข้ำข่ำย S.aureus 

e) Thermostable nuclease production 
ท้ำกำรทดสอบเมื่อผลกำรทดสอบ Coagulase test ให้ผลกำรทดสอบ 2+ 
- กำรเตรียมสไลด์ เคลือบแผ่นสไลด์ด้วย Toludine blue-

deoxyribonucleic acid agar ปริมำตร 3 มิลลิลิตร เมื่อวุ้นแข็ง ตัดเป็นชิ นๆ ขนำดเส้นผ่ำน
ศูนย์กลำง 2 มิลลิลิตร (ได ้10-12 pcs/slide) แยกเป็นวุ้นแต่ละชิ นให้ออกห่ำงกัน 

- กำรเตรียมเชื อทดสอบ และวิธีทดสอบ น้ำ TSA slant มำทดสอบโดยกำร 
ถ่ำยเชื อลงใน BHI broth 0.2-0.3 มิลลิลิตร น้ำไปบ่มที่ 35± 1 ๐C เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง น้ำไปต้ม
ให้เดือดใน water bath เป็นเวลำ 15 นำที ถ่ำยเชื อ 0.01 มิลลิลิตร ลงบนชิ นวุ้นที่เตรียมไว้ น้ำไปบ่ม
ใน moist chamber ที ่35± 1 ๐C นำน 4 ชั่วโมง สังเกตกำรเปลี่ยนสี คือ จะเปลี่ยนจำกสีน ้ำเงินเป็น
สีชมพูอย่ำงน้อยประมำณ 1 มิลลิลิตร บนชิ นวุ้น 

- S.aureus จะให้ผลบวกในกำรทดสอบนี  คือ เปลี่ยนจำกสีน ้ำเงินเป็นสี
ชมพู 

- กำรตรวจวิเครำะห์ด้วยวิธี Direct Plate Count 
ปิเปตสำรละลำยตัวอย่ำงในแต่ละระดับควำมเจือจำงมำ 1 มิลลิลิตร ถ่ำยลงบน

ผิวหน้ำอำหำรเลี ยงเชื อ BP จ้ำนวน 3 เพลทๆ ละ 0.3, 0.3 และ 0.4 มิลลิลิตร จำกนั นเกลี่ยให้เชื อ
กระจำยโดยใช้แท่งแก้ว ทิ งให้สำรละลำยของเชื อซึมผ่ำนอำหำรเลี ยงเชื อ (ประมำณ 10 นำที)น้ำเพลท
ไปบ่มโดยกลับเพลท บ่มที ่35 ± 1 ๐C นำน 45-48 ชั่วโมง (แต่ถ้ำสำรละลำยยังไม่ซึมผ่ำนอำหำรเลี ยง
เชื อให้น้ำไปบ่มในตู้บ่มเชื อโดยไม่ต้องกลับเพลท เป็นเวลำ 1 ชั่วโมงก่อนกลับเพลท) เลือกเพลทที่มี
จ้ำนวนโคโลนี 20-200 โคโลนี มำตรวจนับโคโลนีลักษณะโคโลนีของ S. aureus โคโลนีกลม เรียบ 
โค้งนูน มีควำมชุ่มชื น ไม่แห้ง มีขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงประมำณ 2-3 มิลลิเมตร โคโลนีมีสีเทำถึงด้ำ 
อำจมีขอบใสหรือไม่ก็ได้ มีโซนทึบ (opaqne zone) รอบๆ โคโลนี และมีโซนใส (clear zone) รอบ
นอกโคโลนี หรือไม่ก็ได้ เมื่อใช้ needle เขี่ยจะยืดเหนียว (ในบำงครั งอำจพบโคโลนีในลักษณะ
คล้ำยกันแต่ไม่พบ opaqne zone และ clear zone รอบโคโลนีแสดงว่ำไม่ใช่ S. aureus) ถ้ำ
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ตัวอย่ำงที่น้ำมำตรวจวิเครำะห์เก็บไว้นำน หรือตัวอย่ำงแห้ง อำจพบว่ำเชื อนี อำจให้ลักษณะโคโลนีสีด้ำ
จำง และโคโลนีมีลักษณะแห้ง  

กำรนับจ้ำนวนโคโลนี ถ้ำมีโคโลนีหลำยๆ ลักษณะ นับจ้ำนวนโคโลนีแต่ละลักษณะ
และบันทึกจ้ำนวนแยกแต่ละลักษณะ กรณีที่ในระดับควำมเจือจำงต่้ำสุดจ้ำนวนโคโลนีที่นับได้มีน้อย
กว่ำ 20 โคโลนีให้ใช้ค่ำที่นับได้นี  น้ำไปทดสอบ Coagulase test และรำยงำนผลได้ แต่ถ้ำในเพลทมี
จ้ำนวนโคโลนีมำกกว่ำ 200 โคโลนี และไม่มีลักษณะเด่นของ S.aureus ในระดับควำมเจือจำงสูงกว่ำ
นี  ให้นับจ้ำนวน โคโลนีที่มีลักษณะเด่นของ S.aureus จำกนั นเลือกโคโลนีในแต่ละลักษณะมำ
มำกกว่ำ 1 โคโลนีต่อ ควำมเข้มข้น เพ่ือทดสอบ Coagulase Test ต่อไป 

- กำรรำยงำนผล 
1. วิธี MPN: น้ำไปอ่ำนค่ำจำกตำรำง MPN 3:3:3 รำยงำนผล 

Staphylococcus Coagulase Positive ที่ได้ โดยมีหน่วยเป็น MPN/g ตัวอย่ำง กรณีตรวจโดยวิธี 
MPN 

2. วิธี Direct Plate Count: จ้ำนวนโคโลนี ของ S.aureus ที่นับได้คูณ
ระดับควำมเจือจำง โดยมีหน่วยเป็น CFU/g ตัวอย่ำง กรณีท้ำกำร spread plate 
 
5. การวิเคราะห์คุณภาพ B.cereus (BAM, 2002) 
 อำหำรเลี ยงเชื อ 
  - Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar 
  - สำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
 กำรเตรียมตัวอย่ำง 
  - ชั่งตัวอย่ำง 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื อ 
  - เติมสำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์จ้ำนวน 90 มิลลิลิตร แล้วปั่นด้วยควำมเร็วต่้ำ 
เป็นเวลำ 1 นำที น้ำไปตั งในตู้เย็น 30 นำที 
  - ท้ำกำรเจือจำงให้ 1: 10, 1:100 และ 1:1000 ตำมล้ำดับ โดยใช้สำรละลำย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
 กำรตรวจนับ B.cereus 
  - เตรียม MYP agar เทลงจำนเพำะเชื อ จำกนั นดูดตัวอย่ำงปริมำณ 0.1 มิลลิลิตร 
จำกนั น Spread บนอำหำร MYP agar 

  - น้ำจำนเพำะเชื อที่ผ่ำนกำร Spread เชื อ เข้ำตู้บ่มเชื อ ควบคุมอุณหภูมิ 30  0.5       
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะรอบๆ โคโลนีจะขุ่น โดยโคโลนีจะมีสีชมพู บันทึก
ผล พร้อมกับทดสอบขั นต่อไป 
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  - เขี่ยเชื อที่มีลักษณะที่สงสัยลงใน อำหำร Nutrient agar slant เลี ยงเชื อโดยเข้ำตู้

บ่มเชื อ ควบคุมอุณหภูมิ 30  0.5 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั นตรวจสอบโดยกำร
ย้อมสีแกรมเพ่ือดูลักษณะ 
  - เตรียมหลอดซึ่งบรรจุสำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อจ้ำนวน 0.5 
มิลลิลิตร เขย่ำตัวอย่ำงด้วย vortex ทดสอบขั นยืนยัน โดยวิธี Nitrate broth, Phenol red glucose 
และ Modified VP medium 
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ภาคผนวก ง 

แบบสอบถามและแบบประเมิน 
 

แบบสอบถาม การศึกษา การส้ารวจพฤติกรรม ทัศนคติ และความต้องการของผู้บริโภค 
ที่มีต่อผลิตภัณฑ์อาหารหมักส้มเท้าวัว 

 
แบบสอบถำมฉบับนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษำพฤติกรรม ทัศนคติ และควำมต้องกำรของ

ผู้บริโภคที่มีต่อผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัว ข้อมูลทุกอย่ำงจะน้ำมำใช้ประโยชน์เพ่ืองำนวิจัย ไม่มี
กำรเปิดเผยชื่อผู้ตอบเป็นรำยบุคคล ผู้วิจัยหวังเป็นอย่ำงยิ่งว่ำท่ำนจะให้ควำมร่วมมือตอบ
แบบสอบถำมทุกข้อตำมควำมเป็นจริงมำกท่ีสุด 

แบบสอบถำม แบ่งเป็น 4 ส่วน ดังนี  
     ส่วนที่ 1  ข้อมูลทั่วไปของผู้ตอบแบบสอบถำม 
      ส่วนที่ 2  พฤติกรรมและทัศนคติของผู้บริโภคท่ีมีต่อผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัว 

ส่วนที่ 3  ควำมต้องกำรของผู้บริโภคท่ีมีต่อผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัว 
 
ส่วนที่ 1  ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับผู้ตอบแบบสอบถาม 
ค้าชี้แจง  : กรุณาใส่เครื่องหมาย  ในวงเล็บ (  ) ที่ท่านเห็นว่าตรงกับความคิดเห็นของท่านมาก
ที่สุด และกรุณาตอบให้ครบทุกข้อ 
1.  เพศ        
 1.(   ) ชำย     2.(   ) หญิง 
2. อำยุ 
 1.(   ) ต่้ำกว่ำหรือเทียบเท่ำ 17 ปี  2.(   ) 18-25 ปี   
 3.(   ) 26- 44 ปี    4.(   ) 45 ปีขึ นไป  
3.  อำชีพ      
 1.(   ) ข้ำรำชกำรและพนักงำนรัฐวิสำหกิจ 2.(   ) พนักงำนบริษัทเอกชน  

3.(   ) ธุรกิจส่วนตัว    4.(   ) แม่บ้ำน /  พ่อบ้ำน 
5.(   ) นักเรียน / นักศึกษำ   6.(   ) อ่ืนๆ โปรดระบุ........................ 

4.  รำยได้รวมเฉลี่ยของครอบครัวต่อเดือน (ท่ีอำศัยอยู่ด้วยกัน)     
1.(   ) ต่้ำกว่ำหรือเทียบเท่ำ 5,000 บำท  2.(   ) 5,001-10,000 บำท  
3.(   ) 10,001-15,000 บำท   4.(   ) 15,001-20,000 บำท  
5.(   ) 20,001-30,000 บำท   6.(   ) มำกกว่ำ 30,000 บำท 

5.  ระดับกำรศึกษำ        
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1.(   ) ต่้ำกว่ำมัธยมศึกษำตอนปลำย 2.(   ) มัธยมศึกษำตอนปลำยหรือ ปวช.  
3.(   ) อนุปริญญำหรือ ปวส.  4.(   ) ปริญญำตรี 

 5.(   )    ปริญญำโท   6.(   )    ปริญญำเอก 
6.  สถำนภำพทำงครอบครัว        
 1.(   ) โสด    2.(   ) สมรส / อยู่ด้วยกัน  
 3.(   ) หมำย/อย่ำร้ำง/แยกกันอยู่   
 
ส่วนที่ 2  พฤติกรรมและทัศนคติของผู้บริโภคที่มีต่อผลิตภัณฑ์อาหารหมักส้มเท้าวัว 
ค้าชี้แจง  : กรุณาใส่เครื่องหมาย  ในวงเล็บ (  ) ที่ท่านเห็นว่าตรงกับความคิดเห็นของท่านมาก
ที่สุด และกรุณาตอบให้ครบทุกข้อ 
 
1. ท่ำนรับประทำนส้มเท้ำวัวหรือไม่ 

1.(   ) ไม่รับประทำน (ให้ตอบข้อ 2)  2.(   ) รับประทำน (ให้ตอบข้อ 3) 
2. ส้ำหรับผู้ที่ไม่รับประทำนส้มเท้ำวัว เพรำะเหตุใด (ตอบได้มำกกว่ำ 1 ข้อ) 

1.(   ) ไม่ชอบกลิ่น    2.(   ) ไม่ชอบรสชำติ   
3.(   ) ไม่เห็นประโยชน์ของผลิตภัณฑ์  4.(   ) ไม่มีควำมปลอดภัยของอำหำร 
5.(   ) มีรำคำแพง    6.(   ) หำซื อยำก 
7.(   ) เคี ยวล้ำบำก    8.(   ) อ่ืนๆ (ระบุ)............................... 

3. ท่ำนรับประทำนส้มเท้ำวัวบ่อยแค่ไหน 
1.(   ) ทุกวัน     2.(   )  2-3 ครั ง ต่อสัปดำห์ 
3.(   ) 1 ครั ง ต่อสัปดำห์   4.(   )  1 ครั ง ต่อเดือน 

 5.(   ) อ่ืนๆ (ระบุ)............................................................. 
4. ท่ำนเลือกรับประทำนส้มเท้ำวัวเพรำะเหตุใด (ตอบได้มำกกว่ำ 1 ข้อ) 

1.(   ) รำคำถูก     2.(   ) รสชำติดี    
3.(   ) ชอบกลิ่น    4.(   ) หำซื อง่ำย   
5.(   ) ชอบเนื อสัมผัส    6.(   ) อ่ืนๆ (ระบุ)............................... 

 
ส่วนที่ 3  ความต้องการของผู้บริโภคที่มีต่อผลิตภัณฑ์อาหารหมักส้มเท้าวัว 
ค้าชี้แจง  : โปรดกรุณาใส่เครื่องหมาย  ในวงเล็บ (  ) ที่ท่านเห็นว่าตรงกับความคิดเห็นของ
ท่านมากที่สุด และกรุณาตอบให้ครบทุกข้อ 
1. ท่ำนต้องกำรทรำบคุณค่ำทำงโภชนำกำรอำหำรของส้มเท้ำวัวหรือไม่ 

1.(   ) ต้องกำร     2.(   ) ไมต่้องกำร 
2. ท่ำนต้องกำรให้ผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัวมีควำมสะอำดมำกขึ นหรือไม่ 
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1.(   ) ต้องกำร     2.(   ) ไม่ต้องกำร 
3. ท่ำนต้องกำรให้ผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัวมีรสชำติแบบใด 

1.(   ) เปรี ยวมำกขึ น    2.(   ) เปรี ยวน้อยลง 
3.(   ) พอดีแล้ว    4.(   ) อ่ืนๆ 

(ระบุ)............................................................. 
4. ท่ำนต้องกำรให้ผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัวมีรูปแบบของบรรจุภัณฑ์แบบใด 

1.(   ) ถุงสูญญำกำศ    2.(   ) ขวด 
3.(   ) กระป๋องพลำสติก    4.(   ) อ่ืนๆ 

(ระบุ)............................................................. 
 5.ข้อเสนอแนะเพ่ือกำรปรับปรุงผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัว 
...................................................................................................................................... ..........................
.................................................................................................................................... ............................
....................................................................................................... .........................................................
............................................................................................................................. ...................................
........................................................................................................................................ ........................ 
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แบบประเมินคุณลักษณะทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์อาหารหมักส้มเท้าวัว 

 
แบบสอบถำมฉบับนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือน้ำไปใช้ประโยชน์ในงำนวิจัย ไม่มีกำรเปิดเผยชื่อ

ผู้ตอบเป็นรำยบุคคล ผู้วิจัยหวังเป็นอย่ำงยิ่งว่ำท่ำนจะให้ควำมร่วมมือตอบแบบสอบถำมทุกข้อตำม
ควำมเป็นจริงมำกที่สุด 

แบบสอบถำม แบ่งเป็น 2 ส่วน ดังนี  
     ส่วนที่ 1  ข้อมูลทั่วไปของผู้ตอบแบบสอบถำม 
      ส่วนที่ 2  กำรประเมินคุณลักษณะทำงประสำทสัมผัส 
 
ส่วนที่ 1  ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับผู้ตอบแบบสอบถาม 
ค้าชี้แจง  : กรุณาใส่เครื่องหมาย  ในวงเล็บ (  ) ที่ท่านเห็นว่าตรงกับความคิดเห็นของท่านมาก
ที่สุด และกรุณาตอบให้ครบทุกข้อ 
1.  เพศ        
 1.(   ) ชำย     2.(   ) หญิง 
2. อำยุ 
 1.(   ) ต่้ำกว่ำหรือเทียบเท่ำ 17 ปี  2.(   ) 18-25 ปี   
 3.(   ) 26- 44 ปี    4.(   ) 45 ปีขึ นไป  
3.  อำชีพ      
 1.(   ) ข้ำรำชกำรและพนักงำนรัฐวิสำหกิจ 2.(   ) พนักงำนบริษัทเอกชน  

3.(   ) ธุรกิจส่วนตัว    4.(   ) แม่บ้ำน / พ่อบ้ำน 
5.(   ) นักเรียน / นักศึกษำ   6.(   ) อ่ืนๆ โปรดระบุ........................ 
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ส่วนที่ 2  การประเมินคุณลักษณะทางประสาทสัมผัส 
ค้าชี้แจง กรุณำชิมตัวอย่ำงผลิตภัณฑ์อำหำรหมักส้มเท้ำวัวแล้วพิจำรณำให้คะแนนแสดงระดับ
ควำมชอบต่อคุณลักษณะต่ำงๆ ของผลิตภัณฑ์โรตีกรอบที่ตรงกับควำมรู้สึกของท่ำนมำกที่สุด โดยใช้
หลักเกณฑ์กำรให้คะแนนดังต่อไปนี  

5 = ชอบมำก 4 = ชอบปำนกลำง  3 = เฉยๆ  2 = ชอบน้อย    1 = ไม่ชอบ 
คุณลักษณะ
ทางประสาท
สัมผัส 

คะแนนการประเมินคุณลักษณะรหัส
ตัวอย่าง 1 

คะแนนการประเมินคุณลักษณะรหัส
ตัวอย่าง 2 

5 4 3 2 1 5 4 3 2 1 
1. ลักษณะ
ทั่วไป 

          

2. ส ี           
3. กลิ่น           
4. รสชำต ิ           
5. เนื อสัมผัส           
6. ควำมชอบ
รวม 

          

ข้อเสนอแนะ 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
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ภาคผนวก จ 

ประวัติย่อผู้วิจัย 
 

1. หัวหน้าโครงการ  
ชื่อ-นามสกุล  นำยอรุณ  วงศ์จิรัฐิติ 
ต้าแหน่ง   อำจำรย์พนักงำนมหำวิทยำลัย 
สถานที่ติดต่อ    สำขำวิชำชีววิทยำและวิทยำศำสตร์สิ่งแวดล้อม 
   คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี 

    มหำวิทยำลัยรำชภัฏสกลนคร ต. ธำตุเชิงชุม  อ.เมือง   
    จ. สกลนคร 47000    

 โทรศัพท์มือถือ    083-3341200   
 E-mail address  mic_610@hotmail.com 

     ประวัติการศึกษา  วท.บ. (จุลชีววิทยำ) มหำวิทยำลัยเชียงใหม่ พ.ศ. 2543 
วท.ม. (ชีววิทยำ) มหำวิทยำลัยเชียงใหม่ พ.ศ. 2547 

 
 

2. ผู้ร่วมโครงการ  
ชื่อ ชื่อสกุล   นำงสุวภำ ยศตะโคตร 
ต้าแหน่ง   อำจำรย์พนักงำนมหำวิทยำลัย  
สถานที่ติดต่อ    สำขำวิชำชีววิทยำและวิทยำศำสตร์สิ่งแวดล้อม 
   คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี 

    มหำวิทยำลัยรำชภัฏสกลนคร ต. ธำตุเชิงชุม  อ.เมือง   
    จ. สกลนคร 47000    

 โทรศัพท์มือถือ    087 – 9459498   
 E-mail address  ssuvapa@hotmail.com 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (เทคโนโลยีชีวภำพ) มหำวิทยำลัยมหำสำรคำม พ.ศ. 2545 
   วท.ม. (จุลชีววิทยำ) มหำวิทยำลัยนเรศวร พ.ศ. 2549 
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