
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก จ 

การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 
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ภาคผนวก จ-1  ปริมาณนํ้าอิสระ (Water activity) 
 

1. อุปกรณและเครื่องมือ 
    เครื่อง Water activity AW (Aw Sprint Novasina TH-500, Switzerland)  
2. วิธีการวิเคราะห 
    2.1  นําตัวอยางที่ตองการวัด มาบดละเอียด ใสลงใน Can สําหรับการวัด Water activity 
    2.2  เปดเครื่องและรอใหเครื่อง Warm จนกวาจะข้ึนคําวา NOVASINA จึงเริ่มทําการวัด

ตัวอยาง 
    2.3  ใชคีมคีบ นําตัวอยางใสลงไปในเครื่อง ปดฝาเครื่องวัดใหสนิทแลวกดปุม Start คางไว 
    2.4  ที่ตัวเครื่องจะไฟสีเหลอืงกระพริบข้ึนที่ Analyzing รอใหเครื่องวัดตัวอยางจนกระทั่ง

ไฟสีเหลืองเปลี่ยนมาข้ึนที่คําวา Ok 
    2.5  บันทึกคา Water activity ที่เครื่องวัดได 

 
ภาคผนวก จ-2  การวัดคาส ี(L*a*b*) 
 

การวัดสีของตัวอยางจะวัดดวยเครื่องวัดคาสี  HPG 2132 Portable Colorimeter  การวัดสี
โดยระบบสีของ (Hunter system)  ระบบสีของฮันเตอร ประกอบดวยตัวแปรของสี 3 ตัว คือ L*a* 
และ b* ซึ่งมีความหมายดังน้ี 

L*  คือ คาความแตกตางของสี ซึง่มีคาจาก 0 คือ สีดํา ถึง 100 คือ สีขาว 
a*  คือ คาที่บงบอกความเปนสีเขียวและสีแดงที่อยูในตัวอยาง โดยคา a+ แสดงถึงความเปน

สีแดง คา a– แสดงถึงความเปนสีเขียว 
b* คือ คาที่บงบอกความเปนสเีหลืองและสีนํ้าเงิน ที่มีอยูในตัวอยาง โดยคา b+  แสดงถึงความ 

เปนสีเหลือง คา b – แสดงถึงความเปนสีนํ้าเงิน 
 

วิธีการวัดคาสี 

          1.  กอนทําการวัดสีทกุครัง้ตองทําการปรับมาตรฐานเครื่อง (Calibration) โดยการวางหัววัด

ทาบบนผิวหนาของแผ น Calibrate สีขาวกดปุม Measure ให เครื่องวัดคาส ี เครื่องวัดสีจะบันทึก 

ขอมูลของแผน Calibrate สีขาวไว 

          2.  ทําการวัดสีตัวอยางผลิตภัณฑ วัดตัวอยางประมาณ 50 มิลลิลิตร นําหัววัดทาบบนผิวหนา

ของตัวอยางแลวกดปุม Measure ใหเครื่องวัดอานคาสี จดบันทึกขอมลู 
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ภาคผนวก จ-2  การหากําลังการพองตัว (Swelling power) และการละลาย (Solubility) 

ของแปง (ดัดแปลงจากวิธีของ Schoch, 1964) 

 

1.  ช่ังตัวอยางแปง 0.3-0.5 กรัม โดยคิดเปนนํ้าหนักแปงแหง (จดบันทึกนํ้าหนักที่แนนอน 

(A) นําตัวอยางแปงใสในหลอดเหว่ียงขนาดเสนผาศูนยกลาง 2.50 เซนติเมตร (ช่ังนํ้าหนักหลอดเหว่ียง 

ใหทราบนํ้าหนักแนนอน) เติมนํ้ากลั่น 15 มิลลิลิตร 

          2.  แชในอางนํ้ารอนที่ควบคุมอณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส กวนตลอดเวลาเปนเวลา 30 นาที 

          3.  นําไปปนเหว่ียงดวย Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,200 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาที 

          4.  ดูดสวนใสตอนบนใส  Moisture can ที่ทราบนํ้าหนัก (ตองนํา Moisture can ไปอบแหง

แลวนํามาใส Desiccators ใหเย็น) แลวจึงช่ังนํ้าหนัก โดยดูดนํ้าสวนใสใหมากที่สุด และนําไปอบแหง

ในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อบจนกระทั่ งแหง (นําใส Desiccators ทิ้งใหเย็นแลว

ช่ังนํ้าหนัก จนนํ้าหนักคงที่ ถายังไมคงที่ใหนําไปอบอีก 10 นาที) จนไดนํ้าหนักเทากันตลอด จดบันทึก

นํ้าหนักไว ลบนํ้าหนักของ Moisture can ออก เปนคานํ้าหนักสวนที่ละลายนํ้า (B) 

           5. สวนแปงเปยกที่อยูในหลอด  นําไปช่ังนํ้าหนักทั้งหลอดแลวหักลบนํ้าหนักหลอดออกเปน

นํ้าหนักแปงที่พองตัวแลว (C) 

 

คํานวณ  

                    % การละลาย  =  นํ้าหนักแปงสวนที่ละลายนํ้า (B) x 100 

                                                  นํ้าหนักตัวอยางแปงเริ่มตน (A) 

   

                   กําลังการพองตัว  =                 นํ้าหนักแปงที่พองตัวแลว (C)  x 100 

                                             นํ้าหนักตัวอยางแปงแหงเริ่มตน (A) x (100 - % การละลาย) 

 

ภาคผนวก จ-3 การวัดคาความหนืด (Brookfield viscometer) 

  

1.  ปรบัระดับลูกนํ้าดานบนของเครื่องใหอยูในวงกลม โดยการปรับที่ขาต้ังทั้ง 3 มุมของฐาน 

2.  เปดสวิตซ  Power on 

3.  รอจนหนาจอแสดงผลโชว  Remove spindle/ Press and key เอาเข็มออกจากตัวเครื่อง 

4.  กดปุมใดปุมหน่ึงที่หนาจอ เครื่องจะโชว  Autozeroing viscometer ซึ่งเครื่องจะปรับศูนย 

อัตโนมัติ  รอประมาณ 15 วินาทีจนเครื่องโชว  Replace spindle / Press and key และกดปุมใด

ปุมหน่ึงอีกครั้ง 
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5.  ใส Guard leg  และเข็ม (Spindle)  โดยหมุนตามเข็มนาฬิกา  จุมเข็มลงในสารตัวอยาง 
จนถึงรอย Mark ถาเข็มเปน Disc spindle ใหเอียงเข็ม 45 องศาเซลเซียส  จุมลงในสารตัวอยาง 
แลวใสเข็มติดกับเครื่อง ระวังอยาใหมีฟองอากาศอยูใต Disc spindle  

6.  ใสรหัสของเข็มที่จะใชงาน โดย 

 กดปุม Select spindle 

 กดปุมลูกศรข้ึน-ลง เพื่อเลือกรหัสเข็มทีจ่ะใช  

 กดปุม Select spindle อีกครั้ง เมื่อไดรหัสเข็มที่ตองการ (ภายใน 3 วินาท)ี 
7.  เลือกความเร็วที่จะใชงาน โดย 

 กดปุม Motor on/off  ที่จอแสดงผลจะโชว 0.0 RPM 

 กดปุมลูกศรข้ึน-ลง เพื่อเลือกความเร็วรอบที่ตองการ 

 กดปุม Set speed  เมื่อไดความเร็วรอบที่ตองการ 
8.  อานคาและบันทึกผล 

 
สภาวะท่ีเหมาะสมในการวัดคาความหนืด 

 เลือกเข็ม (Spindle) ใหเหมาะสม  (ใชเข็มเบอร  1 เหมาะสําหรับสารตัวอยางที่มี       
ความหนืดนอยๆ และเบอรมากข้ึนสําหรับสารตัวอยางที่มีความหนืดมากข้ึน) 

 เลือกความเร็ว  (Speed) ใหเหมาะสม (ทดลองปรับเปลี่ยนคาความเร็วหลายๆ คา)   
โดยดูที่ % สูงที่สุดเทาที่จะทําได  สารตัวอยางบางอยาง อาจวัดคาไดแค 40% เทาน้ัน และเลือกเข็ม
และความเร็วที่อานคา % ไดสูงที่สุด 
 
หมายเหตุ 

 ภาชนะใสสารตัวอยางใชบิกเกอรทรงเ ต้ีย  ขนาด  600 มิลลิลิตร  และใสสารตัวอยาง  
500 มิลลิลิตร 

 การเปลี่ยนคาความเร็ว ใหกดลูกศร ข้ึน-ลง เลือกคาใหมได เลยโดยไมตองปดเครื่อง 

 ในกรณีที่บนจอปรากฏ % EEE %? %--- แสดงวาใชหัวหมนุและความเร็วไมเหมาะสม 
ใหกด Motor  off  แลวรอใหเข็มหยุดหมุนแลวจึงทําการเปลี่ยนหัวหมุนที่ใช 
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ภาคผนวก จ-4 การวิเคราะหคาความหนืดของนํ้าแปงดวยเครื่อง Rapid visco analyzer (RVA) 

 
        นําตัวอยางแปงวิเคราะหดวยเครื่อง Rapid visco analyzer (RVA) ใชตัวอยางที่มีความเขมขน
ของแปง 11% โดยใชแปงขาวเจา 3 กรัม (ความช้ืนรอยละ 14) ผสมกับนํ้า 25 กรัม นํ้าแปงถูกให
ความรอนที่อุณหภูมิเริ่มตน 50 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และเพิ่มอุณหภูมิเปน 95 องศาเซลเซียส  
โดยใชอัตราเร็ว 12.2  องศาเซลเซียสตอนาที รักษาใหอุณหภูมิคงที่ ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 2.7 
นาที กวนดวยอัตราเร็ว  160 รอบตอนาที ตอจากน้ันทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ดวยอัตราเร็ว 12.2 องศาเซลเซียสตอนาที เปนเวลา 2.1 นาที บันทึกคาตางๆ ดังน้ี 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1)   Peak time  = เวลาที่เกิดจุดสูงสุด (Peak) ของความหนืด มีหนวยเปน นาท ี

(2) Pasting temperature = อุณหภูมิที่เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงความหนืด หรือมีคาความหนืด

เพิ่มข้ึน 2 RVA ในเวลา 20 นาที มีหนวยเปน องศาเซลเซียส 

(3)   Peak temperature  = อุณหภูมิที่เกิดจุดสูงสุด (Peak)  มีหนวยเปน องศาเซลเซียส 

(4)   Peak viscosity  =  ความหนืดทีจุ่ดสูงสุด มีหนวยเปน RVU 

(5)   Trough  = ความหนืดที่ตํ่าที่สุดระหวางการทําเย็น มีหนวยเปน RVU 

(6)   Breakbown  =  ความแตกตางระหวางความหนืดสูงสุดกบัความหนืดตํ่าสุด มหีนวยเปน RVU 

(7)   Final viscosity = ความหนืดสุดทายของการทดลอง มีหนวยเปน RVU 

(8) Setback  from peak =  ผลตางของความหนืดสุดทายกับความหนืดสูงที่สุด  มีหนวยเปน  

RVU 

(9)   Setback  from trough =  ผลตางของความหนืดสุดทายกับความหนืดตํ่าสุด มีหนวยเปน RVU 
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ภาคผนวก ฉ 
การวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี
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ภาคผนวก ฉ-1  การวิเคราะหปริมาณความชื้น  AOAC (2007) 
 
         1.  อุปกรณและเครื่องมือ 

    1.1  ตูอบลมรอน (Hot air oven) รุน UL-60  
    1.2  ถวยหาความช้ืนพรอมฝาปด (Moisture can) 
    1.3  โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
    1.4  เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง รุน TA4102  
    1.5  Tongs หรือ Forceps รุน F6010, USA 

 
         2.  วิธีการวิเคราะห 

     2.1  หานํ้าหนักที่คงที่ของถวยเปลา นําเขาตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2-4 ช่ัวโมง ทําใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหองในโถดูดความชื้น  ช่ังนํ้าหนักแลวนําเขาอบใหม
ดําเนินการเหมือนครั้ งแรก จนไดนํ้าหนักคงที่และบันทึกคา (นํ้าหนักที่เปลี่ยนแปลงไปไมมากกวา 
1 มิลลิกรัม) 

     2.2  ช่ังนํ้าหนักตัวอยางที่แนนอนจํานวน 2 กรัม (บันทึกคา) ใสลงในถวยที่ทราบนํ้าหนัก
ที่แนนอนแลวเกลี่ยตัวอยางออกอยางสม่ําเสมอใหมีเน้ือที่ที่มากที่สุดที่จะทําได 

     2.3  อบตัวอยางในถวยหาความช้ืนใหแหงในตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
นาน 2-4 ช่ัวโมง ทําใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหองในโถดูดความช้ืน ช่ังนํ้าหนักแลวนําตัวอยางเขาอบใหม
อีกครั้ง  ครั้ งละ 30 นาที จนไดนํ้าหนักคงที่  (นํ้าหนักที่เปลี่ยนแปลงไปไมมากกวา 1 มิลลิกรัม ) 
บันทึกคานํ้าหนักหลังอบที่แนนอน 

     2.4  นําผลที่ไดไปคํานวณหาปริมาณความช้ืนดังสมการตอไปน้ี 
  
ปริมาณความช้ืน (รอยละ) = (นํ้าหนักตัวอยางกอนอบ (กรมั)-นํ้าหนักตัวอยางหลังอบ (กรัม)) X 100 
                                                                   นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม) 
 
ภาคผนวก ฉ-2  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน AOAC (2007) 
 
          1.  อุปกรณและเครื่องมือ  
              1.1  เครื่องวิเคราะหโปรตีน KJELTEC 2200 ย่ีหอ FOSS 
               1.2  หลอดยอยโปรตีน ขนาด 250 มิลลิลิตร 
               1.3  ชุดกลั่นโปรตีน  
               1.4  ขวดปรับปรมิาตร (Volumetric flask) ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
               1.5  ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
               1.6  บิวเรตต ขนาด 50 มิลลิลิตร 
               1.7  เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง 
               1.8  กระดาษช่ังสาร 
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 2.  สารเคม ี
      2.1  กรดซัลฟวลกิเขมขน ถพ. 1.84, N2-free 
      2.2  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4:5H2O)  
      2.3  โปตัสเซียมซลัเฟต (K2SO4) 
      2.4  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 40 

2.5  สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอรกิ 0.10 นอรมอล : HCl มิลลิลิตร ในนํ้ากลั่น  
ปริมาณ 1 ลิตร 
      2.6  สารละลายกรดคารบอนิกรอยละ4 เตรียมโดยใชนํ้ารอน 
      2.7  Indicator:Methyl red 0.10  กรัม ผสมกบั Bromocresl green ปรมิาณ 0.10 กรมั 
ในเอทานอล 100 มิลลลิิตร 
      2.8  โซเดียมไฮดรอกไซด 
 

3.  วิธีการวิเคราะห 
     3.1  ช่ังตัวอยางลงในกระดาษช่ังสารใหไดนํ้าหนักที่แนนอนประมาณ 1 กรัม 
     3.2  เติมคอปเปอรซลัเฟต 0.80 กรัม และโปตัสเซียมซลัเฟต 7 กรัม 
     3.3  เติมกรดซลัฟวริกเขมขน 12 มิลลลิิตร และเขยาเบาๆ เพื่อใหทวมตัวอยาง  
     3.4  ใสหลอดยอยใน Rack ปดฝาหลอดยอยดวย  Exhaust system เปดสวิทซ ชุด

จับไอกรด (Scrubber unit) เปดสวิทซเครื่องยอย (Digestor) ต้ังอุณหภูมิที่ 420 องศาเซลเซียส 
     3.5  ยอยจนไดสารละลายสฟีาใสในตูดูดควัน (ใช เวลาประมาณ 30-60 นาที ) ยก Rack 

หลอดยอยข้ึนพักไวบน Stand (ยังไมตองเปดฝาหลอดยอย) ทิ้งใหเย็น 
     3.6  นําขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร  ไปต้ังทิ้งไวที่ตําแหนงรองรบัของเครื่องกลั่น 

และเลื่อนฐานข้ึนใหปลายแทงแกวจุมอยูใตสารละลาย รองรบัสิ่งที่กลั่นไดดวยสารละลายกรดบอริก
เขมขนรอยละ 4 ปริมาตร 25-30 มิลลิลิตร ที่ผสม Indicator ระหวาง Methyl red 0.1 กรัม ผสมกับ 
Bromocresl green เรียบรอยแลว 

     3.7  นําหลอดกลั่นใสใหตรงกับหัวกลัน่ แลวเติมนํ้ากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร และสาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ40 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปด Safety door เครื่องจะ
ทํางานทันที (กอนจะเปด  Cooling bath ต้ังอุณหภูมิที่ 10-15 องศาเซลเซียส Warm เครื่องกลั่น 
ดวยนํ้ากลั่น 3 ครั้ง โดยไมตอง เติม  NaOH และ Boric acid) และทํา เชนเดียวกันเมื่อ เสร็จสิ้น 
การทดลองทุกครั้ง 

     3.8  กลั่นประมาณ 4 นาที (สารละลายใน Flask รองรบัจะเปลี่ยนเปนสเีขียว) ลางปลาย
อุปกรณควบแนนดวยนํ้ากลั่นลงใน Flask รองรับ 

     3.9  ทําการไทเทรตสารละลายที่กลั่นไดกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 0.10 
นอรมอล จนไดสีชมพู (จุดยุติ) บันทึกปริมาตรกรดไฮโดรคลอริกที่ใช 

     3.10  ทํา Blank ดวยวิธีการเดียวกันต้ังแตแรก 
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ภาคผนวก ฉ-3  การวิเคราะหปริมาณไขมัน AOAC (2007) 
 
   1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
        1.1  ชุดเครื่องมือและอุปกรณเครื่อง Soxtec Avanti 2050 Auto System 
        1.2  หลอดบรรจุตัวอยาง (Thimble) พรอมจับ (Thimble holder) 
        1.3  ถวยสกัด (Extraction cup) พรอมทีจ่ับ (Extraction cup holder) 
        1.4  โกรงบดสาร 
        1.5  ตูอบลมรอน (Hot air oven) 
        1.6  โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
 
   2.  สารเคมี 

       2.1  เฮกเซน (จุดเดือดที่ 62-67 องศาเซลเซียส หรือปโตเลียมอีเทอรที่จุดเดือด 40-60
องศาเซลเซียส) 
 
   3.  วิธีการวิเคราะห 

       3.1  เปดเครื่องทํานํ้าเย็น (Cooling bath) ควบคุมอณุหภูมิที่ 12-15 องศาเซลเซียส 
       3.2  Warm เครื่อง Soxlec โดยกดเปดปุม Power ปรับอุณหภูมิ และต้ังโปรแกรมการ

ทํางานตามชนิดของตัวทําละลายที่ใช ถาใช Hexane (Over temp. = 210ºC,  Hot plate = 155ºC,  
Boiling time = 45 min, Rinse = 15 min, Recovery = 15 min, Pre-drying = 30 min)  
ถาใช Petroleum (Over temp. = 210ºC, Hot plate = 135 ºC, Boiling time = 45 min, Rinse 
= 15 min,  Recovery = 15 min,  Pre-drying = 30 min) 

       3.3  Pre-heat hot plate โดยกดปุม 
       3.4  ช่ังตัวอยางอาหารที่อบแหงและบดละเอียดปริมาณ 1 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

ใสใน Thimble (ตัวอยางที่มีความช้ืน นําไปอบใหแหงใน Hot air oven ที่ 110 องศาเซลเซียส นาน 
20 นาที) 

       3.5  นํา Thimble มาใสในตัวเครื่อง Soxtec ดวย Thimble holder 
       3.6  เติมตัวทําละลายประมาณ 50 มิลลิลิตรลงใน Extraction cup ที่ทราบนํ้าหนักที่

แนนอน (ผานการอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส, 2 ช่ัวโมง) นําไปตอเขากับ Condenser 
       3.7  กดที่ปุม Start 1 ครั้ง โดยตัวโปรแกรมจะเริ่มทํางานต้ังแตข้ันตอน Boiling จนถึง

ข้ันตอน Pre-drying 
       3.8  เมื่อครบเวลาการทํางาน  นํา  Extraction cup อบใน Hot air oven  ที่อุณหภูมิ 

100±3 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จนมีนํ้าหนักคงที่ 
       3.9  ระบายตัวทําละลายออกจากเครื่อง ใสในขวดตัวทําละลายที่ใชแลว  
       3.10  คํานวณหาปริมาณไขมันทีส่กัดไดดังสมการตอไปน้ี 
 
 

SSS 
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  ปริมาณไขมันของตัวอยาง (รอยละ)   =   100 (w1-w2) 
                                                               w          
โดย   w1  = นํ้าหนักของ Extraction cup และนํ้าหนักไขมนัที่สกัดไดภายหลังการอบแหงแลว (กรัม) 
        w2 = นํ้าหนักของ Extraction cup ที่ทราบนํ้าหนักแนนอน (กรัม) 
        w  = นํ้าหนักของตัวอยางอาหาร (กรัม) 
 
ภาคผนวก ฉ-4   การวิเคราะหปริมาณเถา AOAC (2007) 
 
    1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
        1.1  Crucible or Porcelain dish (ถวยกระเบื้องเคลือบ) 
        1.2  Desiccator 

       1.3  Electric muffle furnace 
        1.4  Electric burner 
        1.5  Hot air oven 
        1.6  Tong 
 
    2.  วิธีการวิเคราะห 

        2.1  อบ Crucible ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวช่ังนํ้าหนัก
ที่แนนอนของ Crucible 

        2.2  ช่ังนํ้าหนักที่แนนอนของตัวอยางปริมาณ 4-6 กรัม ใสลง ไปใน Crucible แลว
นําไปเผาไฟออนๆ บน Electric burner จนหมดควัน 

        2.3  นําตัวอยางที่ไดไปเผาในเตาเผาไฟฟาที่อุณหภูมิ 550±20 องศาเซลเซียส เปนเวลา
ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง จนกระทั่งไดเถาสีขาวหรือเทา (ถายังเปนสีดําใหนําออกมาหยดนํ้ากลั่นลงไปให
ทวมแลวเผาตอจนกระทั่งไดเถาสีขาว) 

        2.4  นําออกมาลดอุณหภูมิใน Hot air oven ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส ประมาณ 
1 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาใสใน Desiccator ทิ้งไวใหเย็นในอุณหภูมิหองแลวนําไปช่ัง เผาตัวอยางซ้ํานาน
ครั้งละ 30 นาที จนไดนํ้าหนักตางกันไมเกิน 1 มิลลิกรัม จากน้ันนํามาคํานวณหาเถาดวยสมการดังน้ี 
 
ปริมาณเถารอยละของตัวอยาง   =    (W2-W) X 100 
                                              (W1-W) 
 
โดย   W1 = นํ้าหนักของถวยกระเบือ้งเคลือบและตัวอยางกอนเผา (กรัม) 
        W2 = นํ้าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบและตัวอยางหลังจากเผาจนไดนํ้าหนักคงที่ (กรัม) 
        W  = นํ้าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ (กรัม) 
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ภาคผนวก ฉ-5  การวิเคราะหปริมาณใยอาหาร  AOAC (2007) 
 
    1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
         1.1  Hot extraction 
         1.2  Cold extraction 
         1.3  Cyclotec sample mill 
         1.4  Drying oven 
         1.5  Muffle furnance 
         1.6  เครื่องช่ังละเอียด 
         1.7  Crucible สําหรบักรองทําจาก Borosilicate glass 
         1.8  Desiccator 
 
             2.  สารเคมี 
         2.1  H2SO4 1.25% 
         2.2  NaOH 1.25% 
         2.3  Acetone 
         2.4  นํ้ากลั่นรอน 
         2.5  Celite 
 
             3.  วิธีการวิเคราะห 

         3.1  ช่ังตัวอยางประมาณ 1 กรัม ช่ังใน Celite 1 กรัม เพื่อชวยในการกรองแลวนําเขา
เครื่อง Fiber extraction unit ในสวน Hot extraction 

        3.2  Hot extraction step 1 : วาง Crucible ในชองเติม H2SO4  1.25% ที่รอน
ประมาณ 150 มิลลิลิตร และหยด Octanol 2-4 หยด เพื่อปองกันการ Foaminng ตมใหเดือด และ
จับเวลา 30 นาที จากน้ันลางดวยนํ้ากลั่นที่รอน 30 มิลลิลิตร 3 ครั้ง แตละครั้งตองระบายนํ้าออกดวย 

        3.3  Hot extraction step 2 : เติม NaOH 1.25% ที่รอน 150 มิลลิลิตร และหยด 
Octanol 2-3 หยด  เพื่อปองกันการ Foaminng ตมใหเดือด และจับเวลา 30 นาที จากน้ันลางดวย
นํ้ากลั่นที่รอน 30 มิลลิลิตร 3 ครั้ง แตละครั้งตองระบายนํ้าออกดวย 

        3.4  นํา Crucible เขา Cold extraction เติม Acetone 25 มิลลลิิตร ทิ้งไว 10 นาที 
กรองแลวทําซ้ําอีกครั้ง 

        3.5  นํา Crucible เขา Hot air oven เพื่อระเหย Solvent และ Dry crucible ที่
อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันนํา Crucible มาเขา Furnace ที่อุณหภูมิ 
525 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาลดอุณหภูมิใหได ประมาณ 250 องศาเซลเซียส  
ใน Hot air oven จากน้ันนํามาเขา Desiccator และช่ังนํ้าหนัก 
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          3.6  จากน้ันนํามาคํานวณหาปริมาณใยอาหารดังสมการตอไปน้ี   
                           Crude fiber (%)    =   W2 – W3 x 100 
                                                            W1 
                       โดย  W1 = นํ้าหนักตัวอยาง 
                              W2 = นํ้าหนัก Crucible + นํ้าหนักตัวอยางกอน 
                              W3 = นํ้าหนัก Crucible + นํ้าหนักตัวอยางหลัง 
 
ภาคผนวก ฉ-6  การวิเคราะหหาปริมาณคารโบไฮเดรต  
 
    คํานวณจากสูตร รอยละคารโบไฮเดรต = 100 – รอยละ(ความช้ืน+โปรตีน+ไขมัน+เสนใย+เถา) 
 

ภาคผนวก ฉ-7  การวิเคราะหปริมาณอะไมโลส  โดยวิธี Juliano (1971) 

1.  อุปกรณและเครื่องมือ  

                  1.1  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 

1.2  เครื่องกวนแมเหล็กไฟฟา 

                  1.3  เครื่องช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 

                  1.4  เครื่องสับผสม 

                  1.5  ตะแกรงรอนขนาด 100  mesh 

                  1.6  ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

                  1.7  Volumetric pipette  ขนาด 1, 2, 3, 4  และ 5 มิลลลิิตร 

                  1.8  ปเปตขนาด 1-10 มิลลลิิตร 

        2.  สารเคมี 

                  2.1  สารละลายเอทานอล รอยละ 95 

                  2.2  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร 

                  2.3  สารละลายกรดอะซิติก เขมขน 1 โมลาร 

                  2.4  สารละลายไอโอดีน (ไอโอดีน 0.20 กรมั และโปแตสเซียมไอโอไดด 2 กรัม 

ในสารละลาย 100 มิลลิลิตร) 

2.5  อะไมโลสบริสุทธ์ิ 
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        3.  วิธีการ 

                  การเตรียมสารละลายมาตรฐานอะไมโลส 

                   1.  ช่ังอะไมโลสบริสุทธ์ิปริมาณ  0.04  กรัม ใสในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

                   2.  เติมสารละลายเอทานอลรอยละ 95 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขยาเบาๆ  อยาให 

อะไมโลสเกาะผนังขวด 

                   3.  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร ปรมิาตร 9 มิลลิลิตร 

                   4.  กวนของเหลวในขวดดวยเครื่องกวนแมเหล็กไฟฟานาน 10 นาที 

                   5.  นําแทงแมเหล็กออก  และลางสวนที่ติดมากลับไปในขวดดวยนํ้ากลั่นแลวปรับ 

ปริมาตร เปน 100 มิลลิลิตร เขยาใหละลายเขากัน 

                  การวิเคราะหตัวอยาง 

                   1.  ปเปตสารละลายจากการเตรียมตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับ 

ปริมาตร ขนาด 100 มิลลลิิตร 

                   2.  เติมนํ้ากลั่นประมาณ 70 มิลลลิิตร 

                   3.  ปเปตสารละลายกรดอะซิติกเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลลิิตร 

                   4.  ปเปตสารละลายไอโอดีน  2  มิลลิลิตร 

                   5.  ปรับปรมิาตรดวยนํ้ากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร เขยาและต้ังทิ้งไว 20 นาที 

                   6.  ทํา Blank เชนเดียวกับการวิเคราะหตัวอยางแตไมใสสารตัวอยาง 

                   7.  วัดความเขมสีของสารละลายโดยใชเครือ่งสเปกโตรโฟโตมิเตอร วัดคาการดูดกลืน 
ของแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร โดยปรบัคาสารละลาย Blank เทากบั 0 
                   8.  นําคาดูดกลืนแสงที่ไดไปหาปริมาณอะไมโลส โดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

                  การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

                   1.  ปเปตสารละลายจากการเตรียมสารละลายมาตรฐานอะไมโลสปริมาตร 1, 2, 3, 4 

และ 5 มิลลลิิตร ลงในขวดปรบัปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

                   2.  เติมนํ้ากลั่น ประมาณ 70 มิลลิลิตร 

                   3.  ปเปตสารละลายกรดอะซิติกที่ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 

และ 1 มิลลิลิตร  ใสในขวดที่มีสารละลายมาตรฐาน ตามลําดับ 

                   4.  ปเปตสารละลายไอโอดีนปริมาณ  2  มิลลลิิตร 

                           5.   ปรับปรมิาตรดวยนํ้ากลั่นใหได 100 มิลลลิิตร   เขยาและต้ังทิ้งไวเปนเวลา 20 นาท ี

                   6. วัดความเขมสีของสารละลายโดยใชเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร วัดคาการดูดกลืน 

แสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร และเขียนกราฟระหวางปรมิาณอะไมโลส  (กรัม/แปงขาว 100 

กรัม คิดเปนรอยละ 8, 16, 24, 32 และ 40 กับคาการดูดกลืนแสง) 
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ภาคผนวก ฉ-8  วัดคาความเปนกรด – ดาง (pH meter) 
 

          1.  อุปกรณและเครื่องมือ                                                                                                       
               1.1  เครื่อง pH meter (pH meter CyberScan PC510) 

2.  สารเคม ี
2.1  นํ้ากลั่น 
2.2  สารละลายบัฟเฟอร 

3.  วิธีการวิเคราะห 
3.1  ปรบัมาตรฐานเครือ่งวัดคา pH โดยการปรบัอิเลก็โทรดดวยสารละลายบัฟเฟอร 
3.2  ลางอเิลก็โทรดดวยนํ้ากลั่น และเช็ดใหแหง 
3.3  เทตัวอยางที่ตองการวัดใสลงในบกิเกอร ขนาด 50 มิลลิลิตร โดยมีปริมาตรตัวอยาง 

ประมาณ 3 ใน 4 ของบิกเกอร 
3.4  จุมอเิลก็โทรดลงในตัวอยาง อานคา pH ที่ได และบันทึกผล 
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ภาคผนวก ช 

การตรวจนับจํานวนจุลินทรีย 
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ภาคผนวก ช-1  การวิเคราะหปริมาณเชื้อจุลินทรียท้ังหมด (Total plate count)  

 

            1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
 1.1  จานเพาะเช้ือ (Petri dish)* 
 1.2  หลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร พรอมฝาปด (Test tube) * 
 1.3  ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลลิิตร* 

                 1.4  อางนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ
 1.5  ตูบมเช้ือ 
 1.6  หมอน่ึงความดัน 

หมายเหตุ : * จะตองทําการอบฆาเช้ือในตูอบลมรอน (Hot air oven)ที่อุณหภูม ิ170 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
 

 2.  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายสําหรับเจือจาง 
 2.1  อาหารเลี้ยงเช้ือ Plate count agar 
 2.2  Peptone 

 3.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
                ช่ังอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate count agar (PCA) ปริมาณ 23.50 กรัม ละลายและปรับ
ปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปตมจนอาหารเลี้ยงเช้ือละลายจนหมด จากน้ันนําไป
ฆาเช้ือในหมอน่ึงความดันที่อุณหภูม ิ121-124 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที อาหารเลี้ยงเช้ือที่ได
จะมีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.0±0.20 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 4.  การเตรียมสารละลายสาํหรับเจือจาง 
 ช่ังเปปโตนปริมาณ 25 หรือ 50 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหเปน 250 
หรือ 500 มิลลิลิตร ตามลําดับ จะไดสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.10 ใชในการเจือจาง
ตัวอยาง 

 5.  วิธีการวิเคราะห 
 5.1  ใชปเปตดูดตัวอยาง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่บรรจุสารละลาย

บัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex mixer) จะไดสารละลาย
ตัวอยางที่เจือจาง 1:10 หรือ 10-1 

 5.2  ใชปเปตดูดสารละลายจากขอ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่บรรจุ
สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex mixer)  จะได
สารละลายตัวอยางที่เจือจาง 1:100 หรือ 10-2 จนไดระดับเจือจางของสารละลายตัวอยางที่ตองการ 

 5.3  ใชปเปตดูดสารละลายตัวอยางที่ระดับความเจือจางตางๆ ลงในจานเพาะเช้ือจานละ 
1 มิลลิลิตร โดยในแตละระดับความเจือจางจะทํา 2 จาน โดยเริ่มจากระดับความเขมขนตํ่าสุด 

 5.4  เทอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA ที่ยังเหลวอยูซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส 
ลงในจานเพาะเช้ือที่มีสารละลายตัวอยาง ปริมาณจานละ 15-20 มิลลิลิตร ภายใน 1-5 นาที 
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5.5  ผสมสารละลายตัวอยาง และอาหาร เลี้ยงเช้ือใหเขากันดี วางทิ้งไวใหอาหารแข็งตัว
จากน้ันควํ่าจานอาหารเลี้ยงเช้ือลง แลวนําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
48±3 ช่ัวโมง 

 
 6.  การตรวจนับโคโลนีและการรายงานผล 

 หลังจากบมจานเพาะเช้ือครบตามกําหนดเวลาแลว ตรวจนับจํานวนโคโลนีบน                  
จานเพาะเ ชื้อที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-300 โคโลนี หาคาจํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากทั้งสอง   
จานเพาะเช้ือรายงานการตรวจนับในหนวยจํานวนโคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม (CFU/g) 
 

ภาคผนวก ช-2  การวิเคราะหปริมาณยีสตและรา (Yeast and Mold)  
 

1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
               1.1  จานเพาะเช้ือ (Petri dish)* 
               1.2  หลอดทดลองขนาด 10 มิลลลิิตรพรอมฝาปด (Test tube) * 
               1.3  ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลลิิตร* 
               1.4  อางนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ
               1.5  ตูบมเช้ือ 
               1.6  หมอน่ึงความดัน 
หมายเหตุ : * จะตองทําการอบฆาเช้ือในตูอบลมรอน (Hot  air oven) ที่อุณหภูมิ 170 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
 

2.  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายสําหรับเจือจาง 
               2.1  อาหารเลี้ยงเช้ือ Potato Dextrose Agar 
               2.2  Peptone 
               2.3  สารละลายทารทารกิความเขมขนรอยละ 10 

 

3.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
               ช่ังอาหารเลี้ยง เ ชื้อ  Potato dextrose agar (PDA) ปริมาณ 39 กรัม ละลายและปรับ
ปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปตมจนอาหารเลี้ยงเช้ือละลายจนหมด จากน้ันนําไป
ฆาเช้ือในหมอน่ึงความดันที่อุณหภูม ิ121-124 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปรับความเปนกรด-
ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหเทากับ 3.5 โดยเติมสารละลายกรดทารทาริกความเขมขนรอยละ10 ลงไป 
(อาหารเลี้ยงเช้ือ 100 มิลลิลิตร ใชสารละลายทารทาริก 1.9 มิลลิลิตร) 

4.  การเตรียมสารละลายสําหรับเจือจาง 
               ช่ังเปปโตนปริมาณ 25 หรือ 50 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหเปน 250 
หรือ 500 มิลลิลิตร ตามลําดับ จะไดสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ใชในการเจือจาง
ตัวอยาง 
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5.  การเตรียมสารละลาย Tartaric acid 10% 
               ตวงปริมาตร Tartaric acid ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ละลายในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร คน
ใหเขากันแลวนําไปฆาเช้ือใน Autoclave อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที  

 

 6.  วิธีการวิเคราะห 
6.1  ใชปเปตดูดตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลองที่บรรจุสารละลาย

บัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex mixer) จะไดสารละลาย
ตัวอยางที่เจือจาง 1:10 หรือ 10-1 

6.2  ใชปเปตดูดสารละลายจากขอ 1. ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่บรรจุ
สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex mixer) จะได
สารละลายตัวอยางที่เจือจาง 1:100 หรือ 10-2 จนไดระดับเจือจางของสารละลายตัวอยางที่ตองการ 

6.3  ใชปเปตดูดสารละลายตัวอยางที่ระดับความเจอืจางตางๆ ลงในจานเพาะเช้ือจานละ 
จานละ 1 มิลลิลิตร โดยในแตละระดับความเจือจางจะทํา 2 จาน โดยเริ่มจากระดับความเขมขนตํ่าสดุ 

6.4  เทอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่ยังเหลวอยูซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส 
ลงในจานเพาะเช้ือที่มีสารละลายตัวอยาง ปริมาณจานละ 15-20 มิลลิลิตร ภายใน 1-5 นาที 

6.5  ผสมสารละลายตัวอยางและอาหารเลี้ยงเขากันดี วางทิ้งไวใหอาหารแข็งตัว จากน้ัน 
ควํ่าจานอาหารเลี้ยงเช้ือลง  จากน้ันนําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2±3   
ช่ัวโมง 

 

7.  การตรวจนับโคโลนีและการรายงานผล 
               หลังจากบมจานเพาะเช้ือครบตามกําหนดเวลาแลว  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะ
เช้ือที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-300 โคโลนี  หาคาจํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากทั้งสองจานเพาะเช้ือ
รายงานการตรวจนับในหนวยจํานวนโคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม (CFU/g) 
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ภาคผนวก ช-3  การหาปริมาณโคลิฟอรมและอีโคไล (Coliform and E. coli)  
 

1.  อุปกรณและเครื่องมือ 
               1.1  หลอดอาหาร (Test tube) พรอมหลอดดักกาซ (Durham tube) 
               1.2  ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลลิิตร 
               1.3  อางนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ(Heating water bath, Gallenkamp, England) 
               1.4  ตูบมเช้ือ (Incubator, Gallenkamp, England) 
               1.5  หมอน่ึงความดัน (Autocave, Gallenkamp, England) 
               1.6  เครื่องตีปน (Laboratory  Blender Stomacher : Model 400, Seward   
Chemical., England) 

          2.  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายสาํหรับเจือจาง 

         2.1  อาหารเลี้ยงเช้ือ Lauryl sulphate broth  (DifcoTM, USA.) 
               2.2  อาหารเลี้ยงเช้ือ Brillant green lactose bile broth รอยละ 2 (DifcoTM, USA.) 
               2.3  สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  ความเขมขนรอยละ 0.1 (Peptone, DifcoTM, USA.) 
 
          3.  วิธีวิเคราะห 
               3.1  การเตรียมตัวอยาง 

           3.1.1  เขยาใหอาหารผสมเปนเน้ือเดียวกันใชปเปตดูดตัวอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 
(10-1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
ดวยเครื่องผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง  1:100 (10–2) 
               3.2  การวิเคราะหแบคทีเรียที่คาดวาเปนโคลิฟอรม (Presumptive  coliforms) 

          3.2.1  ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดตัวอยางทีร่ะดับเจือจางตางๆ (10 - 1, 10-2  

และ 10-3)  ลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหารเลี้ยงเช้ือ  Lauryl sulphate broth ปริมาตร 10 มิลลลิิตร  
จํานวน 3  ชุด  ชุดละ 3  หลอด 
            ชุดที่ 1  ปเปตตัวอยางทีร่ะดับความเจือจาง 10–1  จํานวน 1 มิลลิลิตร 
                                ใสในหลอดทดลอง  3  หลอด 
            ชุดที่ 2  ปเปตตัวอยางทีร่ะดับความเจือจาง 10–2 จํานวน 1 มิลลิลิตร  
                                ใสในหลอดทดลอง  3  หลอด 
            ชุดที่ 3  ปเปตตัวอยางทีร่ะดับความเจือจาง 10–3 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
                                ใสในหลอดทดลอง  3  หลอด 
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3.2.2  บมหลอดเลี้ยงเช้ือในตูบมอุณหภูมิ  37±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา  
482 ช่ัวโมง หากหลอดทดลองใดมีกาซเกิดข้ึนในหลอดดักกาซ  แสดงวาใหผลเปนบวก (Posit ive)  
ซึ่งคาดวาจะมีเช้ือจุลินทรียชนิดโคลฟิอรมเจริญอยูในตัวอยางน้ัน  ถาไมพบกาซในหลอดทดลองใด
แสดงวาใหผลลบ (Negative) และไมมีเช้ือจุลินทรียชนิดโคลิฟอรมเจริญอยูในตัวอยาง 

3.2.3  การรายงานผลจํานวนโคลิฟอรมในตัวอยางที่เกิดกาซข้ึน จะตองเปดตาราง 
แมคคราดี แลวรายงานเปนจํานวนโคลิฟอรมแบคทีเรียตอตัวอยาง 1 กรัม 
               3.3  การยืนยันโคลิฟอรม 
                     3.3.1  ใชหวง (Loop) เ ข่ียเ ช้ือจากหลอดเลี้ยง เ ชื้อที่ใหผลบวก (Positive) จาก
การทดสอบแบคที เรียทีค่าดวาเปนโคลิฟอรม ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Eosin methylene blue agar         
ในจานเพาะเช้ือ 

          3.3.2  บมจานเพาะเ ช้ือในตูบมอุณหภูมิ  37±1 องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา
18-24 ช่ัวโมง   

          3.3.3  ตรวจหาโคโลนีที่เปนลักษณะเฉพาะของโคลฟิอรม   โดยโคโลนีของโคลิฟอรม 
จะมีสี ดําหรือสีดําตรงกลางลอมรอบดวยบริเวณที่โปรงใสไมมีสี   โคลิฟอรมบางโคโลนีมีลักษณะนูน
เปยกเย้ิม  

          3.3.4  บันทึกจํานวนหลอดอาหารเลี้ยงเ ช้ือแตละชุดที่มีเช้ือจุลินทรียโคลิฟอรมที่ 
ไดรับการยืนยัน 
 

ภาคผนวก ช-4  การตรวจวิเคราะหสแตปฟโลคอคคัส ออเรียส  (Staphylococcus aureus)  
 
          1. วัสดุและอุปกรณ 
              1.1  อาหารเลี้ยงเช้ือ Mannitol salt egg-yolk agar (MSEY agar) หรือ Mannitol salt  
agar (MSA) หรือ Baird-Parker medium (MBP) ที่เตรียมและผานการฆาเช้ือแลว 
              1.2  Phosphate buffer solution (PBS) ในหลอดทีเ่ตรียมและผานการฆาเช้ือแลว 
              1.3  Nutrient gelatin ในหลอดที่เตรียมและผานการฆาเช้ือแลว 
              1.4  Mannitol broth ในหลอดที่มหีลอดดักกาซบรรจอุยู 
              1.5  Blood agar ในหลอดที่เตรียมและผานการฆาเช้ือแลว 
              1.6  อาหารเลี้ยงเช้ือ 
              1.7  ตัวอยางอาหาร 
              1.8  ชุดยอมสีแกรม 
              1.9  ปเปตทีผ่านการฆาเช้ือแลว 
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         2.  วิธีการปฏิบัติ 
               2.1  เจือจางตัวอยางอาหาร 25 กรัม  ใน Phosphate buffer solution (PBS) 225 
มิลลิลิตร ทําใหเปนเน้ือเดียวกัน แลวนําอาหารเจอืจาง 1 มิลลิลิตร ไปเจือจางตอใน Phosphate 
buffer solution (PBS) 9 มิลลลิิตร ทําเชนเดียวกันน้ีจนไดความเจือจางทีเ่หมาะสม (10-2, 10-3) 
               2.2  ดูดสารละลายตัวอยาง 10-2 และ 10-3 ทํา 2 ซ้ํา  แตละความเจือจางปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร ใสในจานอาหาร MSEY agar หรือ MSA หรือ MBP ชนิดใดชนิดหน่ึง จากนั้น 
Spread plate ใหทั่วจาน บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
               2.3  สังเกตโคโลนีที่เกิดข้ึนบนอาหารเลี้ยงเช้ือ ลักษณะโคโลนีของ  S.aureus ใน MSEY 
agar และMSA จะกลม สีเหลืองทอง รอบโคโลนีมีสเีหลอืง สวนใน MBP จะมีโคโลนีสีดําลอมรอบดวย
วงใส 
               2.4  เมื่อไดโคโลนีที่มลีักษณะตามที่ตองการแลว  นํามายอมสีแกรม ลักษณะรปูรางของ
S. aureus จะมรีูปกลมอยูรวมกันเปนกลุม ติดสีแกรมบวก 
               2.5  นําเช้ือที่ไดมาทําใหบรสิุทธ์ิในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเดิม 
               2.6  เลี้ยงเช้ือใน Nutrient broth ใหมีอายุ 18 ช่ัวโมง 
               2.7  ทดสอบการยอย Gelatin ใน Nutrient gelatin โดยการ Stab เช้ือหรือใชหวงเข่ีย
เช้ือที่ตองการทดสอบแทงลงไปในอาหารตรงๆ แลวนําข้ึนมาตามรอยเดิม บมที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  หากพบวา Gelatin เหลวที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ถือวาให
ผลบวก ซึ่งเปนความสามารถของ S. aureus 
              2.8  ทดสอบการหมักยอย Mannitol ถาใหกรดถือวาใหผลบวก ซึ่งเปนความสามารถของ
S. aureus 
              2.9  ทดสอบความสามารถในการทําใหเม็ดเลือดแดงใน Blood agar แตก หากเกิดการ
แตกของเม็ดเลือดแดงแบบ ß-haemolysis ถือวาใหผลบวก ซึ่งเปนความสามารถของ S. aureus 


