
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  ก 
 

วธีิวเิคราะห์ 



96 

 

 

การวิเคราะห์ทางกายภาพ 
 

1. สีของเปปโตนผง (colour) (AOAC, 1990) 

  นําเปปโตนผงแห้งมาวดัคา่สีด้วยเคร่ือง  Hunter Lab  รุ่น  DP 9000  ซึ่งบนัทึกคา่ใน

ระบบ  CIE Lab  วดัคา่  L* a*  และ  b*  และรายงานผลเป็นคา่ 

 ค่า  L*  คือ  ค่าแสดงความสว่างของสี  ซึ่งค่า  L*  มีค่า  0  ถึง  100  ถ้าค่า  L*  มาก

แสดงวา่สีสวา่งมาก  โดยท่ีระดบั  L*  เทา่กบั  0  จะเป็นสีดํา 

ค่า  a*  คือ  ค่าแสดงระดบัสีแดง-เขียว  เมื่อค่า  a*  มีค่าเป็นบวกแสดงถึงลกัษณะสี

แดง  และเมื่อคา่  a*  เป็นลบจะแสดงลกัษณะสีเขียว  โดยท่ีเมื่อคา่ห่างจาก  0  มากแสดงถึงคา่สี

แดง  หรือสีเขียวมากขึน้ 

 คา่  b*  คือ  คา่แสดงระดบัสีเหลือง-นํา้เงิน  เมื่อคา่  b*  มีคา่เป็นบวกแสดงถึงลกัษณะ

สีเหลือง  และเม่ือคา่  b*  เป็นลบจะแสดงลกัษณะสีนํา้เงิน  โดยท่ีเมื่อคา่ห่างจาก  0  มากแสดงถึง

คา่สีเหลือง  หรือนํา้เงินมากขึน้ 

 

การวเิคราะห์ทางเคมี 
 

1. ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) (AOAC, 2000) 

                ชัง่ตวัอย่างท่ีบดละเอียดแล้ว  25  กรัม  ใส่บีกเกอร์ขนาด  100  มิลลิลิตร  เติมนํา้กลัน่  

25  มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนั  แล้วนําไปวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยเคร่ืองวดักรด-ดา่ง 
 

2. ปริมาณความชืน้ (moisture) (AOAC, 2000) 

                 อบจานอะลมูิเนียมพร้อมด้วยฝาปิดในตู้อบลมร้อน  ท่ีอณุหภูมิ  105  องศาเซลเซียส  

นาน  6  ชั่วโมง  นํามาใส่ในเดซิเคเตอร์  (desiccator)  ทิง้ไว้ให้เย็น  จากนัน้นําไปชัง่หานํา้หนกัท่ี

แน่นอน  ชั่งตวัอย่างท่ีจะวิเคราะห์ใส่ในจานอะลมูิเนียมให้ได้นํา้หนกัท่ีแน่นอนประมาณ  2  ถึง  5  

กรัม  แล้วนําเข้าอบ.oตู้อบลมร้อนท่ีอณุหภูมิ  105  องศาเซลเซียส  นาน  6  ชั่วโมง  นํามาใสใ่น   

เดซิเคเตอร์ทิง้ไว้ให้เย็น  นํามาชัง่นํา้หนกั  แล้วนําตวัอยา่งไปอบซํา้อีกจนได้นํา้หนกัท่ีคงท่ี 
 

การคาํนวณ 

คํานวณหาปริมาณความชืน้จากสตูร 

ปริมาณความชืน้ (ร้อยละ)  =  ผลตา่งของนํา้หนกัตวัอยา่งก่อนอบและหลงัอบ × 100 

            นํา้หนกัตวัอยา่งเร่ิมต้น 
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3. ปริมาณเถ้า (ash) (AOAC, 2000) 

                 นําจานกระเบือ้งเคลือบมาเผาและชัง่นํา้หนกัให้ได้นํา้หนักแน่นอน  แล้วชัง่ตวัอย่าง

ประมาณ  5  กรัม  ใสใ่นจานกระเบือ้งเคลือบ  นําไปเผาด้วยไฟอ่อนๆ  จนหมดควนั  แล้วนํามาเผา

ในเตาเผาไฟฟ้าท่ีอณุหภูมิ  550  องศาเซลเซียส  นาน  2  ถึง  3  ชั่วโมง จนกระทัง่ได้เถ้าสีขาว  นํา

ออกมาใส่ในเดซิคเคเตอร์ทิง้ไว้ให้เย็น  แล้วนํามาชัง่  จากนัน้นํามาเผาตอ่จนได้นํา้หนกัตา่งกนัไม่

เกิน  12  มิลลิกรัม  จดนํา้หนกัท่ีน้อยท่ีสดุ  ถือเป็นนํา้หนกัของจานกระเบือ้งเคลือบและตวัอย่างเผา

จนได้นํา้หนกัคงท่ี 
 

การคาํนวณ 

คํานวณหาปริมาณเถ้าจากสตูร 

ปริมาณเถ้า  (ร้อยละ)  =   นํา้หนกัตวัอยา่งหลงัเผา × 100 

                                นํา้หนกัตวัอยา่งเร่ิมต้น  
 

4. ปริมาณโปรตีน (protein) (AOAC, 2000) 

             ชัง่ตวัอย่างนํา้หนักที่แน่นอนอยู่ในช่วง  1  ถึง  2 กรัม  ใส่หลอดย่อย  เติมสารเร่ง

ปฏิกิริยาและสารละลายกรดซลัฟูริกความเข้มข้นร้อยละ  96  ปริมาตร  20  ถึง  25  มิลลิลิตร  นํา

หลอดยอ่ยตอ่เข้ากบัชดุเคร่ืองยอ่ย  ทําการยอ่ยท่ีอณุหภมู ิ 360  ถึง  400  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  

1.30  ชัว่โมง  จนได้สารละลายสีเขียวใส  ทิง้ไว้ให้เย็น  จากนัน้นําสารละลายท่ีได้ไปกลัน่ในชดุกลัน่

โดยเติมนํา้กลั่น  50  มิลลิลิตร  และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ  40  

ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  เก็บส่วนที่กลัน่ได้ในสารละลายกรดบอริก  (boric acid)  ความเข้มข้น  

ร้อยละ  4  ปริมาตร  25  มิลลิลิตร  ท่ีมีอินดิเคเตอร์ผสมอยู่  ปฏิกิริยาจะควบแน่นจนหมด  จากนัน้

ปรับปริมาตรสารละลายให้เป็น  150  มิลลิลิตร  ไตเตรทส่วนท่ีกลัน่ได้ด้วยสารละลายกรด          

ไฮโดรลคลอริกความเข้มข้นร้อยละ  0.1  N  ท่ีจุดยุติสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีชมพู  บนัทึก

ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใช้ในการไตเตรท 
 

การคาํนวณ 

การคํานวณปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 

 ไนโตรเจนทัง้หมด (total nitrogen)  =  (v2-v1) ×  M  × 1.407   (g/L) 

               wt 
  

เม่ือ wt  คือ ปริมาณสารตวัอยา่ง  (g หรือ ml) 
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  v1  คือ ปริมาตรของ  standard HCl  ท่ีใช้ไตรเตรท blank (ml) 

  v2  คือ ปริมาตรของ  standard HCl  ท่ีใช้ไตรเตรทสารตวัอยา่ง (ml) 

  M  คือ ความเข้มข้นของ  standard HCl (Molar) 
 

การคาํนวณ 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ)      =       (v2-v1) M × 14.07 × Factor 

             wt 
 

เม่ือ v1  คือ ปริมาตรของ  standard HCl  ท่ีใช้ไตรเตรท  blank (ml) 

  v2  คือ ปริมาตรของ  standard HCl  ท่ีใช้ไตรเตรทสารตวัอยา่ง  (ml) 

  M  คือ Molarity  ของ  standard HCl 

  wt คือ นํา้หนกัเป็นกรัมของตวัอยา่ง 
 

Factor  =  6.25  ซึง่เป็นคา่ทัว่ไปท่ีใช้ในการคํานวณหาปริมาณร้อยละของโปรตีน  
 

5. ปริมาณไขมัน (lipid) (AOAC, 2000) 

ชัง่ตวัอย่างใส่  thimble  ประมาณ  5  กรัม  นํา  thimble  ดงักล่าวไปใส่ในเคร่ือง  

extraction unit  จากนัน้ชัง่นํา้หนกัของ  extraction cup  เติมตวัทําละลายปิโตรเลียมอีเทอร์ลงใน  

extraction cup  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  แล้วนําไปใส่ในเคร่ือง  extraction unit  ทําการสกดั  

(boiling)  นาน  20  นาทีและทําการชะล้าง  (rinsing)  นาน  45  นาที  แล้วนําไปอบในตู้อบลม

ร้อนท่ีอณุหภมู ิ 105  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  เพื่อระเหยตวัทําละลายออกไป  จากนัน้นําไป

เก็บในเดซคิเคเตอร์  ทิง้ไว้ให้เย็น  และนํามาชัง่นํา้หนกั 
 

การคาํนวณ 

ปริมาณไขมนั  (ร้อยละ)  =     (W3- W1) × 100 

          W2 
 

เม่ือ  W1  คือ นํา้หนกัถ้วยสกดัไขมนัพร้อมลกูแก้ว 

                    W2  คือ นํา้หนกัตวัอยา่ง 

 W3  คือ       นํา้หนกัถ้วยสกดัไขมนัพร้อมลกูแก้วและตวัอยา่งหลงัการอบ 
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6. กจิกรรมเอนไซม์โปรตเิอส 

6.1 สารเคมี 

6.1.1  สารละลายเคซีน  (casein)  จะใช้สารละลายเคซีนร้อยละ  2  เป็น

สบัสเตรท  เตรียมโดยชัง่เคซีน  2  กรัม  ต้มด้วย  NaOH  0.1  M  25  มิลลิลิตร  จนกระทัง่เคซีน

ละลายหมด  ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งให้เป็น  7.5  และปรับปริมาตรด้วย  phosphate  buffer  

0.05  M  ให้เป็น  100  มิลลิลิตร 

6.1.2  สารละลาย  trichloroacetic acid (TCA)  ความเข้มข้นร้อยละ  10  ใช้เพ่ือ

หยดุกิจกรรมเอนไซม์  เตรียมโดยชัง่  trichloroacetic acid  10  กรัม  ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้

เป็น  100  มิลลิลิตร 
              

 6.2 การวเิคราะห์ 

6.2.1  นําสารละลายเอนไซม์มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วย  

glycine-NaOH buffer  0.05  M  คา่ความเป็นกรด-ดา่ง  7.5 
 

การเตรียม  phosphate buffer  (ค่าความเป็นกรด-ด่าง  6.5  ถงึ  8.0) 

สารละลาย  A  :  0.2 M monobasic sodium phosphate  (NaH2PO4. 2H2O  31.2  กรัม  

ในนํา้กลัน่ปริมาตร  1000  มิลลิลิตร) 

สารละลาย  B  :  0.2 M dibasic sodium phosphate  (Na2HPO4. 7H2O  53.65  กรัม  

หรือ  Na2HPO4. 12H2O  71.7  กรัม  ในนํา้กลัน่ปริมาตร  1000  มิลลิลิตร) 

เตรียมโดยผสม  สารละลาย  A  และ  B  ตามคา่ความเป็นกรด-ดา่งท่ีต้องการ 

 

A  (ml.) B  (ml.) pH A  (ml.) B  (ml.) pH A  (ml.) B  (ml.) pH 

93.5 6.5 5.7 68.5 31.5 6.5 23.0 77.0 7.3 

92.0 8.0 5.8 62.5 37.5 6.6 19.0 81.0 7.4 

90.0 10.0 5.9 56.5 46.5 6.7 16.0 84.0 7.5 

87.7 12.3 6.0 51.0 49.0 6.8 13.0 87.0 7.6 

85.0 15.0 6.1 45.0 55.0 6.9 10.5 90.5 7.7 

81.5 18.5 6.2 39.0 61.0 7.0 8.5 91.5 7.8 

77.5 22.5 6.3 33.0 67.0 7.1 7.0 93.0 7.9 

73.5 26.5 6.4 28.0 72.0 7.2 5.3 94.7 8.0 
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6.2.2  ปิเปตสารละลายเคซีนเข้มข้นร้อยละ  2  มา  1  มิลลิลิตร  ลงในหลอด

ทดลองและอุน่สารละลายเคซีน  ท่ี  40  องสาเซลเซียส  เป็นเวลา  5  นาที 

6.2.3  นําเอนไซม์ท่ีเจือจางแล้วมา  1  มิลลิลิตร  เติมลงในสารละลายเคซีน  ในข้อ  

2  บม่ท่ีอณุหภมูิ  40  องสาเซลเซียส  เป็นเวลา  10  นาที  หยดุปฏิกิริยาด้วย  trichloroacetic acid 

ร้อยละ  10  ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิ  4  องสาเซลเซียส  เป็นเวลา  3  ชัว่โมง  เพ่ือ

ตกตะกอนโปรตีน 

6.2.4  ทําหลอดควบคมุ  โดยเติมสารละลาย  trichloroacetic acid  ร้อยละ  10  

ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  จากนัน้เติมสารละลายเคซีน  1  มิลลิลิตร  และสารละลายเอนไซม์  1  

มิลลิลิตร 

6.2.5 นําสารละลายจากข้อ  6.2.3  มากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์  1  

(whatman No.1)  นําส่วนใสมาวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการย่อยโปรตีน  โดยวัด

ปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดเทียบกบัสารละลายไทโรซีนมาตรฐาน  โดยวิธีของ  Lowry (Lowry, et al., 

1951) 

6.2.6  การคํานวณกิจกรรมเอนไซม์โปรตเิอส 
 

การคาํนวณ 

กิจกรรมเอนไซม์ (หนว่ย/มิลลิลิตร)  =     (T1-T0) × V × D 

          t 
 

เม่ือ T1   คือ ความเข้มข้นของไทโรซีนท่ีวดัได้ภายหลงัจากเอนไซม์เกิดกิจกรรม 

T0   คือ  ความเข้มข้นของไทโรซีนท่ีวดัได้จากหลอดควบคมุ 

V    คือ  ปริมาตรทัง้หมดในการทดลอง  ซึง่เทา่กบั  4  มิลลิลิตร 

D   คือ ความเจือจางของเอนไซม์ 

t    คือ เวลาท่ีใช้ในการบม่เอนไซม์กบัสบัสเตรท  ซึง่เทา่กบั  10  นาที 
 

กําหนดให้  1  หน่วยของเอนไซม์  เท่ากับ  ปริมาณของเอนไซม์โปรติเอสท่ีสามารถย่อย 

เคซีนแล้วเกิดไทโรซีน  1  ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  ในเวลา  1  นาที 
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7. ปริมาณไทโรซีน ตามวิธีของ (Lowry Method et al., 1951) 

             7.1 สารเคมี 

7.1.1  สารละลายไทโรซีน  (tyrosine)  มาตรฐาน  ชัง่ไทโรซีนด้วยเคร่ืองชัง่สาร

อย่างละเอียด  0.1000  กรัม  ลงในขวดปริมาตร  (volumetric flask)  ขนาด  100  มิลลิลิตร  ปรับ

ปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้เป็น  100  มิลลิลิตร  เก็บเป็น  stock solution  จากนัน้นํามาเจือจางให้ได้

สารละลายมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้นของไทโรซีน  ตัง้แต ่ 20  ถึง  100  ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

7.1.2  การเตรียมสารละลาย Lowry 

สารละลาย A :  ละลาย  copper sulfate  0.5  กรัม  และ  sodium citrate  1  กรัม 

ในนํา้  100  มิลลิลิตร 

สารละลาย B :  ละลาย  sodium carbonate  20.0  กรัม  และ  NaOH  4.0  กรัม 

ในนํา้  1000  มิลลิลิตร 

สารละลาย C :  นําสารละลาย  A  มา  1  มิลลิลิตร  ผสมกับสารละลาย  B  50  

มิลลิลิตร 

สารละลาย D :  สารละลาย  1N Folin-ciocalteau 
 

7.2 วิธีการวิเคราะห์ 

7.2.1  หากราฟมาตรฐานของไทโรซีนโดยเจือจางสารละลายมาตรฐานไทโรซีนให้

มีความเข้มข้น  20,  40,  60,  80  และ  100  ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

7.2.2  ใส่สารละลายตวัอย่างและสารละลายมาตรฐาน  0.5  มิลลิลิตร  ลงใน

หลอดทดลองแตล่ะหลอด  สว่นหลอดควบคมุจะใช้นํา้กลัน่แทน 

7.2.3  เติมสารละลาย  C  2.5  มิลลิลิตร  ลงในตวัอย่าง  ทิง้ไว้  5  ถึง  10  นาที  

จากนัน้เติมสารละลาย  D  0.25 มิลลิลิตร  ทิง้ไว้  20  ถึง  30  นาที  แล้วนําไปวดัค่าการดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน  660  นาโนเมตร  เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างคา่การดดูกลืนแสงกบัปริมาณ

ไทโรซีน  นําคา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่งมาเปรียบเทียบหาความเข้มข้นจากกราฟมาตรฐานแล้ว

คํานวณหาคา่ปริมาณไทโรซีนท่ีมีในตวัอยา่ง 
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กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของไทโรซีนกับค่า
 absorbance ที� 660 nm.

y = 0.0091x
R2 = 0.9958
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ภาพผนวก  1  กราฟมาตรฐานระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงกบัความเข้มข้นของไทโรซีน 

 

8. ระดับการย่อยสลาย (Degree of Hydrolysis) 

                นําสารละลายตวัอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 

(Total nitrogen)  ด้วยวิธี  Kjeldahl  จากนัน้นําสารละลายตวัอย่างปริมาตร  1  มิลลิลิตรใส่หลอด  

centrifuge  เติม  trichloroacetic acid  เข้มข้นร้อยละ  20  ปริมาตร  1 มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้ากนั

ประมาณ  2  นาที  นําไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว  10,000  รอบตอ่นาที  นาน  15  นาที  นําส่วน

ของเหลวใสด้านบนไปวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 
 

การคาํนวณ 

ระดบัการยอ่ยสลาย (Degree of Hydrolysis)  =  20% TCA soluble N * 100 

       Total N 
 

เม่ือ Total N คือ  ร้อยละไนโตรเจนในวตัถดุบิ (ตวัอยา่งเคร่ืองในปลาทบัทิม) 
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การวเิคราะห์ทางจุลนิทรีย์ 
 

วิธีสเปรตเพลท  (spread plate) 

ถ่ายตัวอย่างอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีตัวอย่างเคร่ืองในปลาทับทิมบดละเอียดที่เจือจาง  

Nacl  ร้อยละ  0.85  แตล่ะความเจือจางลงบนผิวอาหารท่ีเตรียมไว้ลงในจานเพาะเชือ้  2  จาน  

จานละ  0.1  มิลลิลิตร  ใช้แท่งแก้วปลอดเชือ้เกลี่ยตัวอย่างให้ทัว้ผิวหน้าของอาหารแต่ละจาน  

นําไปบม่เพาะเชือ้โดยไมต้่องคว่ําจาน 

นบัจํานวนโคโลนีของจลุินทรีย์ตอ่จานที่เหมาะสมในช่วง  25-250  โคโลนี  หาคา่เฉลี่ย

จํานวนโคโลนีใน  1  จาน  และคํานวณหา  cfu  ต่อมิลลิกรัมของตวัอย่าง  โดยคํานวณได้จาก

ความสมัพนัธ์ตอ่ไปนี ้
 

cfu  ตอ่กรัม  หรือ  cfu  ตอ่มิลลิลิตร  =  n/d 

โดยท่ี  n  =  จํานวนโคโลนีเฉล่ียใน  1  จาน  ของจานท่ีมีโคโลนีอยูใ่นชว่ง  25-250   

d  =  ความเจือจางของตวัอยา่งท่ีนํามาเพาะในจานท่ีหาคา่  n  ได้ 
 

1. ปริมาณจุลนิทรีย์ทัง้หมด  (total plate count)  (AOAC, 1990)   

เตรียมความเจือจางต่างๆ  โดยชั่งตวัอย่าง  10  กรัม  ใส่ขวดที่มีสารละลายโซเดียม 

คลอไรด์เข้มข้นร้อยละ  0.85  ปริมาณ  90  มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้ากนัแล้วนํามาเตรียมจนได้ความ

เจือจางท่ีเหมาะสม  ปิเปตสารละลายท่ีระดบัความเจือจางท่ีเตรียมไว้ปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  ใส่

ลงในจานเพาะเชือ้  หาปริมาณจลุินทรีย์ทัง้หมดด้วยวิธีสเปรตเพลท  โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้  plate 

count agar  (PCA)  จากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  48  ชั่วโมง 
 

2. ปริมาณยีสต์และรา  (AOAC, 1990)   

 เตรียมความเจือจางต่างๆ  โดยชั่งตวัอย่าง  10  กรัม  ใส่ขวดที่มีสารละลายโซเดียม 

คลอไรด์เข้มข้นร้อยละ  0.85  ปริมาณ  90  มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้ากนัแล้วนํามาเตรียมจนได้ความ

เจือจางท่ีเหมาะสม  ปิเปตสารละลายท่ีระดบัความเจือจางท่ีเตรียมไว้ปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  ใส่

ลงในจานเพาะเชือ้  หาปริมาณยีสต์และราด้วยวิธีสเปรตเพลท  โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้  Potato 

dextrose agar  (ภาคผนวก  ข)  จากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  48  

ชั่วโมง 
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3. ปริมาณ coliforms  (AOAC, 1990)   

3.1   การทดสอบขัน้ต้น 

นําตวัอย่างที่ความเจือจางที่เหมาะสม  3  ระดบั  ถ่ายเชือ้ลงในหลอดอาหาร  

LST broth  3  หลอด  หลอดละ  1  มิลลิลิตร  นําไปบม่ที่อณุหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  

24  ชัว่โมง  สงัเกตการเจริญจากความขุ่น  และการเกิดก๊าซจนเกิดฟองอากาศในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ี

มีท่ีวา่งในหลอดดกัก๊าซ 

3.2   การทดสอบขัน้ยืนยนัผล 

ใช้ห่วงเข่ียเชือ้ท่ีถ่ายจากหลอด  LST broth  ท่ีให้ผลบวกลงในหลอดอาหาร  EC 

broth  ทําเชน่เดียวกนัจนครบทกุหลอด  จากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  

24  ถึง  48  ชัว่โมง  หลอดที่ให้ผลบวก  อาหารเลีย้งเชือ้จะขุ่น  และมีที่ว่างในหลอดดักก๊าซ  

จากนัน้นําค่าผลบวกจากทุกความเจือจางไปอ่านค่าปริมาณ  coliform  จากตารางเอ็มพีเอ็น  

(MPN) 
 

4. ปริมาณ Salmonella sp.  (AOAC, 2000)   

 ปิเปตตวัอย่างปริมาตร  25  มิลลิลิตร  ใส่ขวดลูกชมพู่ที่ผ่านการฆ่าเชือ้แล้วเติม  

Lactose broth  เข้มข้นร้อยละ  0.5  ปริมาตร  225  มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้ากนั  และนําไปบ่มที่

อณุหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  หลงัจากนัน้นําไปเจือจางที่ความเข้มข้นท่ี

เหมาะสม  ปิเปตตวัอย่าง  0.1  มิลลิลิตร  ลงในอาหาร  Salmonella Shigella agar  (SS agar)  

บม่ท่ีอณุหภมูิ  35  องศาเซลเซียสเป็นเวลา  24  ถึง  48  ชัว่โมง  ตรวจสอบลกัษณะโคโลนีที่เกิดขึน้ 

โดยโคโลนีของ Salmonella sp. จะไมมี่สี หรือมีสีชมพอูอ่น บางโคโลนีจะมีสีดําตรงกลาง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  ข 
 

อาหารเลีย้งเชือ้ 
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 Nutrient agar 

 beef extract   3.0  กรัม 

 peptone   5.0  กรัม 

 agar    15.0  กรัม 

 นํา้กลัน่    1,000  มิลลิลิตร 

นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ท่ีความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็น

เวลา  15  นาที  

 

Peptone water 

Peptone   1.0  กรัม 

 นํา้กลัน่    1,000  มิลลิลิตร 

นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ท่ีความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็น

เวลา  15  นาที  

 

Skim milk agar 

Skim milk   22.0  กรัม 

 agar    15.0  กรัม 

 นํา้กลัน่    1,000  มิลลิลิตร 

นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ท่ีความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็น

เวลา  15  นาที  

 

Potato dextrose agar  (PDA) 

มนัฝร่ัง     200   กรัม 

Dextrose   20   กรัม 

agar     20   กรัม 

นํา้กลัน่     1,000   มิลลิลิตร 

ปอกเปลือกมนัฝร่ังแล้วหัน่เป็นชิน้เล็ก ๆ  นําไปชัง่จนครบ  200  กรัม  แล้วนํามาต้มกบันํา้

กลั่น  นาน  15  ถึง  20  นาที  ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเท่ากบั  5.6  กรองเอาส่วนท่ีเป็นกากออก  
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เติมส่วนประกอบที่เหลือแล้วนําไปต้มจนวุ้นละลาย  นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ  121  องศา

เซลเซียส  ท่ีความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็นเวลา  15  นาที  

 

Lauryl sulfate tryptose broth  (LST) 

Tryptone     20   กรัม 

Lactose     5   กรัม 

Dipotassium phosphate (K2HPO4)  2.75   กรัม 

Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) 2.75   กรัม 

Sodium chloride    5   กรัม 

นํา้กลัน่       1,000   มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมให้เข้ากันโดยใช้ความร้อน  ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เท่ากับ  6.8  

นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ท่ีความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็นเวลา  15  

นาที 

 

EC broth 

Pancreatic digest of casein   20   กรัม 

Bile salt mixture or Bile salts No.3   1.5   กรัม 

Lactose       5   กรัม 

Dipotassium phosphate    4   กรัม 

Potassium phosphate    1.5                   กรัม 

Sodium chloride    5   กรัม 

นํา้กลัน่       1,000   มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมในนํา้กลัน่ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น  6.9  ถ่ายอาหารใส่หลอด

ทดลอง  หลอดละ  8  มิลลิลิตร  ภายในหลอดบรรจุอาหารใส่หลอดดกัก๊าซ  นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อณุหภมูิ  121  องศาเซลเซียส  ท่ีความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็นเวลา  15  นาที 
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Plate count agar  (PCA) 

Peptone 5 กรัม 

Yeast extract                                                 2.5 กรัม 

Glucose 1 กรัม 

Agar 15 กรัม 

Distilled water     1,000  มิลลิลิตร 

ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งให้เทา่กบั  7.0  นําไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  121  องศาเซลเซียส  

ท่ีความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้เป็นเวลา  15  นาที 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  ค 
 

การเผยแพร่ผลงานวชิาการ 
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1) การประชมุวิชาการ  วิทยาศาสตร์วิจยั  ครัง้ท่ี 3  วนัท่ี 14 – 15 มีนาคม 2554   

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยันเรศวร  
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2) จดัแสดงนิทรรศการ ในงานเกษตรนเรศวร  ครัง้ท่ี  9  วนัท่ี 27 – 31 กรกฎาคม 2554     

คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม  มหาวิทยาลยันเรศวร 
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3)   การประชมุวิชาการ นเรศวรวิจยั 7 วนัท่ี 29 – 30 มีนาคม 2554  ณ มหาวิทยาลยันเรศวร  
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