
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 
รูปภาพประกอบในการผลิต ผลิตภัณฑ 
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ภาพที่ ก.1 ผลิตภัณฑไสกรอกผสมเนื้อเลาะกระดูกโครงไก คอเลสเตอรอลต่ําที่ผลิตจากน้ํามันดอก
ทานตะวัน 
 

 
 
ภาพที่ ก.2 ผลิตภัณฑไสกรอกทั่วไปที่มจีําหนายในทองตลาด 
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ภาพที่ ก.3 แสดงลักษณะโครงกระดูกไกทีใ่ชผลิตเนื้อเลาะโครงกระดกูไกดวยเครื่องจกัร 
 
 

 
 
ภาพที่ ก.4 แสดงลักษณะเนือ้เลาะกระดูกไกที่ใชในการผลิตไสกรอกผสมเนื้อเลาะกระดูกไกดวย
เครื่องจักร คอเลสเตอรอลต่ํา 
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ภาพที่ ก.5 แสดงลักษณะน้ํามันดอกทานตะวนัที่ผานการแชแข็งที่ –13 องศาเซลเซียส และ               
ที่อุณหภูมิหอง  

 
ภาพที่ ก.6 แสดงเครื่องปรุงที่ใชในการผลิตไสกรอก 
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ภาพที่ ก.7 แสดงเครื่องสับผสมที่ใชในการผลิตไสกรอก 
 

 
ภาพที่ ก.8 แสดงเครื่องอัดไสกรอกที่ใชในการผลิตไสกรอก (Stuffer) 
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ภาคผนวก ข 
แบบทดสอบทางประสาทสัมผัส 
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คําอธิบายประกอบการทดสอบทางดานประสาทสัมผัส 
 
คําอธิบายลักษณะของผลิตภณัฑไสกรอกมดีังนี ้
1. สีแดง  

พิจารณาจากสีแดงโดยรวมของผลิตภัณฑไสกรอก ซ่ึงโดยทั่วไปจะมีสีแดงเกิดจาก
ปฏิกิริยาทางเคมีของสารไนไตรทรวมกับสารสีที่มีอยูในเนื้อสัตวและจากการเติมอังคักหรือ         
ขาวแดง 
2. กล่ินเครื่องเทศ 

พิจารณาจากกลิ่นเครื่องเทศที่เกิดจากการเติมแตงเครื่องเทศทั้ง 6 ชนิดตามสูตร ไดแก 
พริกไทย ลูกจันทน ดอกจันทน ปาริกา เมล็ดผักชี และเมล็ดยี่หรา ซ่ึงผสมกันในอัตราสวนที่กําหนด
ไวแลว ดังนั้นกลิ่นเครื่องเทศที่เพิ่มขึ้นเกิดจากเครื่องเทศทั้ง 6 ชนิดที่มีปริมาณมากขึ้น 
3. กล่ินเนื้อ 

พิจารณาจากกลิ่นเนื้อของไสกรอก ซ่ึงเปนกล่ินของเนื้อท่ีผานการปรุงดวยเครื่องเทศชนิด
ตางๆ จนถึงกระบวนการใหความรอน เครื่องปรุงหรือสวนผสมอ่ืนๆ ที่เติมลงไปอาจชวยในการลด
หรือเพิ่มกลิ่นเนื้อได 
4. รสเค็ม 

พิจารณาจากรสเค็มของผลิตภัณฑ ซ่ึงเกิดจากการเติมเกลือลงไปในผลิตภัณฑ เพือ่สกัด
โปรตีนจากเนือ้และเพิ่มรสชาติของผลิตภัณฑอีกดวย 

5. ความเปนเนื้อเดียวกัน 
พิจารณาจากเนื้อไสกรอกทีม่ีความเนยีน เรียบ เขากันไดดี ไมแตกออกจากกนั 

6. ความแนนเนื้อ 
พิจารณาจากแรงที่ใชในการกัดเนื้อไสกรอก การเกาะตวัของอนุภาคภายในเนื้อ             

ไสกรอก 
7. ความฉ่ําน้ํา 

พิจารณาจากความฉ่ําของเนือ้ไสกรอก ถามีความฉ่ําสูงแสดงวาไสกรอกสามารถอุมน้ําได
ในปริมาณมาก 

8. การยอมรับโดยรวม 
เปนการประเมินความชอบและการยอมรบัของผลิตภัณฑโดยการพจิารณาจากลักษณะทั้ง 

7 ประการที่กลาวมา 
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แบบสอบถาม 

การทดสอบเคาโครงผลิตภัณฑ 
แบบสอบถามนี้ จัดทําเพื่อหาเคาโครงของผลิตภัณฑไสกรอกไกผสมเนื้อเลาะกระดูกไก ดวย

เครื่องจักร คอเลสเตอรอลต่ํา ผูกรอกแบบสอบถามเปนผูกําหนดหัวขอลักษณะไสกรอกและรายละเอียด 
โดยใหทําเครื่องหมาย X ท่ีระดับความเขมท่ีลักษณะดังกลาวปรากฏอยู และเครื่องหมาย I ท่ีระดับความ
เขมดีเลิศหรือดีท่ีสุดท่ีลักษณะ นั้นควรปรากฏบนสเกล ซึ่งเปนคาในอุดมคติ 
ลักษณะปรากฏภายนอก 
    
    
 
   
 
ลักษณะเนื้อสัมผัส 
 
   
 
   
   
กล่ินและรสชาติ 
   
 
 
 
   
อ่ืนๆ 
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แบบสอบถาม 
การทดสอบทางประสาทสัมผัส 

ชื่อ………………………………….วันที่…………เดอืน……………….พ.ศ……………. 
ผลิตภัณฑที่ตองการพัฒนา คือ ผลิตภัณฑไสกรอกผสมเนื้อเลาะกระดกูไกดวยเครื่องจักร 

คอเลสเตอรอลต่ํา โปรดทําเครื่องหมาย X ที่ระดับความเขมที่ลักษณะดงักลาวปรากฏอยู และ
เครื่องหมาย I  คือระดับความเขมดีเลิศหรอืดีที่สุดของลักษณะ ซ่ึงเปนคาในอุดมคต ิ
 
ลักษณะปรากฏภายนอก     I 
สีแดง   
   ขาว       แดง 
 
ลักษณะเนื้อสัมผัส      I 
ความแนนเนื้อ 
   นอย       มาก  
              I 
ความเปนเนื้อเดียวกัน 
   นอย       มาก 
              I  
ความฉ่ําน้ํา 
   นอย       มาก 
 

กล่ินและรสชาติ                I  
รสเค็ม   
   นอย       มาก 
             I  
กลิ่นเนื้อ 
   นอย       มาก 
                    I  
กลิ่นเครื่องเทศ  
   นอย       มาก 
          I 
การยอมรับรวม 
   นอย       มาก 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ เคมี และจุลนิทรีย 
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การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 

 
การวัดคาเนื้อสัมผัส (Texture Analyzer : Model TA. XTPlus, U.K.) 
วิธีการวัด 

วัดคาแรงเฉือนโดยใช probe ชนิด Warner Batzler Meat Compression วัดคาแรงเฉือน 
(Shear force) จากคาระดับของกราฟ (Peak load) (นิวตัน) โดยทําการปรับคามาตรฐาน (Calibrate) 
เครื่องกอน แลวติดตั้งหัวตัด (Probe) เพื่อใชวัดทดสอบระยะในการตัดระหวางหัวตัดและตัวอยาง 
เพื่อใหตัดตัวอยางไดขาดออกจากกันอยางสมบูรณ ซ่ึงตั้งคาระยะทางเทากับ 5 เซนติเมตรโดยเสน
ผานศูนยกลางของไสกรอกเทากับ 2.3 เซนติเมตรขนาดความยาวประมาณ 4 เซนติเมตรตั้งความเร็ว
ในการเคลื่อนที่ของหัวตัดเทากับ 100 มิลลิเมตรตอวินาที ตั้งคาใหเครื่องยอนกลับมาที่จุดเร่ิมตนอีก
ครั้ง (Return) เมื่อเสร็จสิ้นการทดสอบตอหนึ่งตัวอยาง เมื่อตั้งคาตางๆเรียบรอยแลวกดเริ่มการ
ทดลอง (Start probe) จะเริ่มเคลื่อนที่ลงเพื่อตัดไสกรอก บันทึกคาระดับของกราฟที่ไดซ่ึงมีหนวย
เปนนิวตัน ทําการทดสอบ  4 ซํ้า 
 
การวัดคาสี ระบบ Hunter Lab (Minolta Camera, Chroma Meter CR-310, Japan) 
ขั้นตอนในการใชเคร่ือง Colorimeter 

1. เสียบปลั๊กของเครื่อง Colorimeter  
2. เปดเครื่อง Colorimeter  
3. ทําการ Calibrate เครื่อง Colorimeter  
4. เปล่ียนระบบเปน LAB (แลวแตการเลือกใชงาน) 
5. กดปุม Color Space ของเครื่อง Colorimeter  
6. วางตัว Probe ตั้งตรงบนตัวอยางอาหารที่จะใชวัดสี แลวกดปุมที่ตวั Probe 1 คร้ัง เครื่อง

จะทําการวัด 3 คา 
7. กดปุม All Data Clear และกด Enter 
8. ผลในการวัด ตัวเครื่องจะถกูพิมพออกมาให  
9. กดปุม Statistic และกด Enter 
10. กดปุม Data Clear 
11. เมื่อใชเครื่องเสร็จแลว จะตองปดเครื่องกอน แลวจึงถอดปลั๊ก 
12. ทําความสะอาดตวัเครื่อง Colorimeter และ Probe ใหสะอาด หลังจากใชงานเสร็จ 
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โดยในการวดัควรวัดใน 1 ตวัอยางหลาย ๆ ซํ้า เพื่อใหเกิดความคลาดเคลื่อนของผลที่ได
นอยที่สุด และการวัดควรวัดตัวอยางละ 2-3 จุดขึ้นไป 

คาสีในระบบ Hunter Lab นั้น คา  L (Lightness) คือคาความสวาง มีคาตั้งแต 0             
หมายถึงสวางนอย มีคา 100 หมายถึงสวางมาก คาสี a (Redness) คือคาสีแดง-เขียว คาเปนบวก
หมายถึงสีแดง คาเปนลบหมายถึงสีเขียว คาสี b (Yellowness) คือคาสีเหลืองน้ําเงิน คาเปนบวก
หมายถึงสีเหลือง คาเปนลบหมายถึงสีน้ําเงิน (Hutchings, 1999; Fabre et al., 1993) 
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การวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี
 
การวัดคา pH (AOAC, 2003) 
 กอนวัดคา pH จะตองตรวจสอบความถูกตองของเครื่องมือดวยสารละลายบัพเฟอร      
มาตรฐานที่มีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 4.00 และ 7.00 เตรียมตัวอยางสําหรับวัดคาความเปน
กรด-ดาง โดยใชตัวอยางผสมกับน้ํากล่ันบริสุทธิ์ในอัตราสวน 1ตอ10 หากตัวอยางเปนของแข็งตอง
ทําการบดใหละเอียดกอนแลวจึงนําไปผสมกับน้ํากล่ันบริสุทธิ์ จากนั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-
ดางดวยเครื่อง พีเอช มิเตอร 
 
การวัดคาน้าํท่ีเปนประโยชน (aw) ทําการวัดดวยเคร่ือง AQUA LAB ( Model CX3TE : Devices, 
U.S.A.) 

กอนทําการวัดคาตองทําการปรับมาตรฐาน(Calibrate) เครื่องกอน โดยการใชตัวอยาง
มาตรฐานที่มีคา aw เทากับ 0.75, 0.53, 0.98 และ 0.90 แลวจึงใสตัวอยางที่บดละเอียดลงไปในตลับ 
โดยใสตัวอยางในระดับประมาณ 1 ใน 3 ของตลับและเกลี่ยใหทั่ว ใสตลับวัดคาลงในเครื่องทําการ
วัดคา aw โดยรอใหเกิดสภาวะสมดุลนานประมาณ 30 นาที แลวจึงอานคาที่ปรากฏและ         จด
บันทึกผล 

 
การวิเคราะหหาความชื้น (AOAC, 2003) 
วิธีทํา 

ชั่งตัวอยางใหทราบน้ําหนักแนนอนประมาณ 5 กรัม ใสลงในจานโลหะที่ผานการอบและ
ทราบน้ําหนักแนนอนแลว เติมทรายที่อบแหงและทราบน้ําหนักที่แนนอนใสลงไป นําจานโลหะไป
อบในตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดแนนอนท่ี 100-105  องศาเซลเซียส นานประมาณ 3           ช่ัวโมง 
นําออกมาจากตูอบและปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้น (Desiccators) แลวช่ังหาน้ําหนัก นําไปอบซ้ํา
หลายๆ คร้ังจนไดน้ําหนักที่คงที่ ซ่ึงคาที่ไดจะตองไมแตกตางกันเกิน 0.05 กรัม ช่ังหาน้ําหนักของ
ของแข็งที่เหลืออยู คํานวณหาน้ําหนักของน้ําที่หายไป และคํานวณหารอยละความชื้นดังสูตรนี้  
 
 ความชื้น (รอยละ)  =  น้ําหนักที่หายไป       X   100 
                 น้ําหนักตัวอยางที่ใช 
 
การวิเคราะหหาเถา (AOAC, 2003) 
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วิธีทํา 
เผาจานกระเบื้องซิลิกากนแบน (ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 7 เซนติเมตร) ใน

เตาเผา (Muffle furnace) ที่อุณหภูมิ 500-550 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในโถ       
ดูดความชื้นชั่งน้ําหนักของจานเปลา 

ชั่งตัวอยางน้ําหนัก 2-5 กรัม ใสลงในจานสําหรับหาเถา เผาไหมอาหารจนกระทั่งหมด
ควันดําดวยตะเกียงบุนเซน แลวนําไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิประมาณ 500-550 องศาเซลเซียส 
จนกระทั่งไดเถาสีขาวปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้น แลวช่ังหาน้ําหนักเถา คํานวณหาปริมาณเถา
ดังนี้ 
 

เถา (รอยละ) =      น้ําหนักเถา X   100 
       น้ําหนักตัวอยาง 
 
การวิเคราะหคาน้ําหนัก  (Cooking yield) (AOAC,2003) 
คํานวณไดจากสูตร 

คาน้ําหนกั (รอยละ)  =   น้ําหนกัตัวอยางหลังการทาํใหสุก    X     100 
         น้ําหนกัตัวอยางกอนการทําใหสุก 
 
การวิเคราะหหาโปรตีนโดยวิธีเคลดาหล  (AOAC, 2003) 
สารเคมีท่ีใช 
1. คะตะลิสตผสม (Catalyst mixture)ประกอบดวยโซเดียมซัลเฟตปราศจากน้ํารอยละ 96         

คอปเปอรซัลเฟตรอยละ 3.5 และเซเลเนียมไดออกไซดรอยละ 0.5 
2. กรดซัลฟูริกเขมขน (ปราศจากไนโตรเจน) รอยละ 98 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 
3. สารละลายกรดบอริคความเขมขนรอยละ 2 เตรียมโดยการละลายบอริก 2  กรัมปรับปริมาตร

ดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร 
4. สารละลายเมธิลเรดอินดิเคเตอร ประกอบดวยเมธิลเรดรอยละ 0.2 (น้ําหนัก/ปริมาตร) และ     

โบรโมครีซอลกรีนรอยละ 0.2 (น้ําหนัก/ปริมาตร)ในเอธิลแอกอฮอล 
5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 เตรียมโดยการละลายโซเดียม            

ไฮดรอกไซด 40 กรัมปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร 
6. สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 0.1 นอรมอล  
วิธีทํา 
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ชั่งตัวอยางบดละเอียดประมาณ 2 กรัม (ทราบน้ําหนักแนนอน) ใสใน Kjeldahl digestion 
flask ขนาด 30-35 มิลลิลิตร ใชคะตะลิสตผสม 8 กรัมและกรดกํามะถันเขมขนจํานวน 25 มิลลิลิตร
โดยเอียงขวดและคอยๆรินกรดลงขางๆหลอดเพื่อลางตัวอยางที่อาจติดอยูขางหลอดใหหมดและ
คอยๆ เขยาตัวอยางเบาๆ นําสวนผสมทั้งหมดไปยอยจนใส แลวใหความรอนตออีกหนึ่งชั่วโมง 
ปลอยทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง (ทํา Blank ควบคูไปดวยโดยยอยเฉพาะกรดและคะตะลิสตผสม) 

ตั้งทิ้งไวจนเย็นและไมมีไอระเหยของกรด จากนั้นนํา Kjeldahl digestion flask ไปตอกับ
เครื่องกลั่นโปรตีน นําฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจสุารละลายกรดบอริกความเขมขนรอยละ 
2 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร และเมธิเรด 2-3 หยด เพื่อเปนอินดิเคเตอรมารองรับปลายสวนควบแนน 
(Condenser) จุมอยูต่ํากวาระดับของสารละลาย 

เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดใหมีปริมาณมาเกินพอ (ประมาณ 60 มิลลิลิตร) ซ่ึงจะ
ทําใหสารละลายมีสีดํา หากยังไมเกิดสีดําใหเติมเพิ่มขึ้นอีก 5-10 มิลลิลิตร จากนั้นจึงเปดเครื่อง
เร่ิมทําการกลั่น โดยใหทํา Blank กอนตัวอยาง แลวจึงกลั่นตัวอยาง จากนั้นนําสารละลายที่กล่ันได
ทั้ งหมดไปไตเตรตกับสารละลายกรดซัลฟู ริกมาตรฐาน  จนถึงจุดยุติที่ เปนสีชมพูและ            
สารละลายเปนสีเทาอมมวง บันทึกปริมาณสารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐานที่ใชไตเตรต นําไป
คํานวณหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
วิธีการคํานวณ 
ปริมาณไนโตรเจนในตัวอยาง (รอยละ)  

=  (ml.H2SO4 Sample - ml. H2SO4 Blank) x conc. H2SO4  x 01.4007 
     g.Sample 
เม่ือกําหนดให 
ml.H2SO4 Sample  คือ ปริมาตรสารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐานที่ใชในการไตเตรตตัวอยาง 

(มิลลิลิตร) 
ml. H2SO4 Blank คือ  ปริมาตรสารละลายกรดซัลฟู ริกมาตรฐานที่ ใชในการไตเตรต  Blank 
(มิลลิลิตร) 
conc. H2SO4  คือ ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐานที่ใชในการไตเตรต        

(นอรมอล) 
g.Sample คือ น้ําหนักตัวอยางที่ทําการวิเคราะห (กรัม) 
 
วิธีการคํานวณ 
ปริมาณโปรตีน (รอยละ)  =  ปริมาณไนโตรเจน(รอยละ) x แฟกเตอร (ใชที่แฟกเตอรเทากับ 6.25) 
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การวิเคราะหหาไขมัน  ( Folch, 1957) 
สารเคมีท่ีใช 
1. คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ในอัตราสวน 2 ตอ 1 
2. น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
วิธีทํา 

ชั่งตัวอยางที่ผานการบดละเอียดแลวปริมาณ 5 กรัม ใสลงในขวดกนกลม (Round botton 
flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ในอัตราสวน 2 ตอ 1 ปริมาตร 60 
มิลลิลิตร เขยาอยางแรงเพื่อใหเกิดการสกัดอยางสมบูรณ นํามาทําการกรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร1 นําของเหลวที่ไดใสลงในฟลาสกนํากากที่เหลือมาทําการสกัดอีกครั้งดวย
คลอโรฟอรม ตอ เมทานอล ในอัตราสวน 2 ตอ 1 ทําการกรองแลวรวมสารละลายที่ไดเขาดวยกัน 
เติมน้ํากล่ันบริสุทธิ์รอยละ 20 ของปริมาณสารละลายที่กรองได ผสมใหเขากันอยางทั่วถึง           
จากนั้นตั้งทิ้งไวเพื่อใหเกิดการแยกชั้น เก็บสารละลายชั้นลางใสลงในฟลาสกที่ทราบน้ําหนัก          
แนนอน นําไประเหยแหงดวยหมอควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ช่ัง
น้ําหนักสุดทายของฟลาสกที่ระเหยแหงแลว ทําการคํานวณปริมาณไขมันดวยสูตรดังนี้ 
 
ปริมาณไขมัน(รอยละ) = (น้ําหนักฟลาสกหลังอบแหง-น้ําหนักฟลาสก) X   100 
                        น้ําหนักตัวอยางเริ่มตน 
 
การหาปริมาณคารโบไฮเดรต (AOAC, 2003) 

คารโบไฮเดรตในตัวอยางอาหารจะรวมถึงกากใยอาหารดวย (Crude fiber) ซ่ึงหาไดจาก
การนําคา 100 เปอรเซ็นตลบกับเปอรเซ็นตปริมาณของไขมัน โปรตีน เถา และน้ํา จะทําใหไดคา
คารโบไฮเดรตรวมทั้งหมดที่มีอยูในอาหาร (โดยการคํานวณ) 
 
วิธีการคํานวณ 
รอยละของคารโบไฮเดรต (จากการคํานวณ)  = 100 - (รอยละของความชื้น + รอยละของไขมัน +  

รอยละของโปรตีน + รอยละของเถา) 
 
การหาคาพลังงาน (AOAC, 2003) 
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คํานวณจากปริมาณคารโบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีนที่มีอยูในตัวอยาง โดยโปรตีนและ
คารโบไฮเดรต 1 กรัมใหพลังงาน 4 กิโลแคลอรี และ ไขมัน 1 กรัมใหพลังงาน 9 กิโลแคลอรี  
วิธีการคํานวณ 
คาพลังงาน (กิโลแคลอรี/100กรัม)  =  (รอยละของคารโบไฮเดรต x 4) + (รอยละของไขมัน x 9)+  

 (รอยละของโปรตีน x 4) 
 
การวิเคราะหหาปริมาณเกลือ (AOAC,2003) 
สารเคมีท่ีใช 
1. โปแตสเซียมโครเมต ความเขมขนรอยละ 5 เตรียมไดโดยละลายโปแตสเซียมโครเมต 4.2 กรัม 

และโปแตสเซียมไดโครเมต 0.7 กรัม ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน โดยใช
ขวดปรับปริมาตร  

2. สารละลายเงินไนเตรต ความเขมขน 0.1 โมลาร เตรียมโดยละลายเงินไนเตรต 16.988 กรัมใน
น้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 

3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน   0.5 โมลาร เตรียมโดยละลายโซเดียม              
ไฮดรอกไซด 20 กรัมในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น 

วิธีทํา 
นําเถาที่เหลือจากการวิเคราะหเถา เติมน้ํากลั่นคนใหทั่ว เทสารละลายเถาทั้งหมดใสใน 

จานเผาเติมสารละลายโปแตสเซียมโครเมต ความเขมขนรอยละ 5 ลงไป 0.5 มิลลิลิตร เปน            
อินดิเคเตอร  ไตเตรตกับสารละลายเงินไนเตรต ความเขมขน 0.1 โมลาร จนกระทั้งไดสีสมออนๆ
ปรากฏใหเห็นเปนจุดยุติ  คํานวณหารอยละของเกลือในตัวอยาง 

1 มิลลิลิตรของสารละลายซิลเวอรไนเตรตความเขมขน 0.1 โมลาร ทําปฏิกิริยาสมมูล
พอดีกับเกลือแกงจํานวน 0.005845 
วิธีการคํานวณ 

เกลือ (รอยละ) =   ปริมาตรของซิลเวอรไนเตรต   X   0.5845 
 
การวิเคราะหหาปริมาณไนเตรตตกคาง และ ไนไตรทตกคาง (AOAC, 2003) 
 สารเคมีท่ีใช 

1. KNO3  (potassium nitrate)  
2. น้ํากลั่นที่ผานการทําใหปลอดเชื้อ 
3.  Ammonium acetate buffer pH 9 รอยละ 1 
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4. Sodium hydroxide 0.5 นอรมอล 
5. ZnSO4 .7H2O รอยละ 12 
6.  Sulfanilamide (SA) รอยละ 0.5    
7. Hydrochloric acid (1 ตอ 1) 
8. NEDA (naphthylethylenediamine) รอยละ 0.12 

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานไนเตรต (NO3 -N) 100 สวนในลานสวน (Stock standard) 

เตรียม stock โดยช่ัง potassium nitrate ( KNO3) ซ่ึงผานการอบแหงที่อุณหภูมิ 110      
องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง และทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นจํานวน 0.1805 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 
25 มิลลิลิตร ละลายดวยน้ํากลั่นที่ผานการทําใหปลอดเชื้อแลว ถายสารมาตรฐานใสในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร ลางบีกเกอรดวยน้ํากลั่นที่ผานการทําใหปลอดเชื้อแลว รวมน้ําที่ลางใส
ในขวดปรับปริมาตรใบเดิมทําซํ้าจนบีกเกอรสะอาด ปรับปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันที่
ผานการสเตอรไรดแลว ถายสารละลายมาตรฐานใสขวดที่ฆาเชื้อแลวและมีจุกปดสนิท (เก็บใน
ตูเย็นอุณหภูมิไมเกิน 10 องศาเซลเซียส ไดนาน 6 เดือน) 
2. การเตรียมสารละลายมาตรฐานไนไตรต (NO2 -N) 0.2 สวนในลานสวน  (เตรียมกอนการใช) 

ปเปตสารละลายมาตรฐานในขอที่ 1 มาจํานวน 200 ไมโครลิตร ดวย Micropipette          
ใสใน ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ที่มี Ammonium acetate buffer pH 9 รอยละ 1 บรรจุ
อยูแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวย Ammonium acetate buffer pH 9 รอยละ 1 
3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานไนเตรต (NO3 -N) 1 ppm (เตรียมใหมๆกอนการใช) 

ปเปตสารละลายมาตรฐานในขอที่ 1 มาจํานวน 500 ไมโครลิตร ดวยไมโครปเปต           
ใสในขวดปรับปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มี Ammonium acetate buffer pH 9 รอยละ 1 บรรจุอยู
แลวปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวย Ammonium acetate buffer pH 9 รอยละ 1 
วิธีการ 
1. ชั่งตัวอยางจํานวน 10 กรัม ดวยเครื่องช่ังละเอียด 0.01 กรัม ใสลงบีกเกอร บันทึกน้ําหนักที่     

แนนอนเพื่อทําการวิเคราะห (สําหรับ Blank ใชน้ํากลั่นแทน) 
2. เติมน้ํากล่ันอุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส จํานวน 50 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางใชแทงแกว

คน ถายใสในขวดปรับปริมาตร ขนาด 200 มิลลิลิตร 
3. ลางบีกเกอรดวยน้ําอุนหลายๆคร้ัง รวมน้ําลางลงในขวดปรับปริมาตรไมควรใหปริมาตรเกิน 

150 มิลลิลิตร  
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4. เติม Sodium hydroxide 0.5 นอรมอล จํานวน 10 มิลลิลิตรเขยาใหเขากัน 
5.  เติม ZnSO4 .7H2O รอยละ 12 จํานวน 10 มิลลิลิตรเขยาใหเขากัน 
6. นําขวดปรับปริมาตรที่มีตัวอยาง ไปแชในหมอควบคุมอุณหภูมิ ที่มีอุณหภูมิประมาณ 80 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาที เขยาเปนบางครั้ง 
7. นําขวดปรับปริมาตรที่มีตัวอยาง ไปแชในน้ําเย็น ใหสารละลายเย็นจัดเพื่อใหไขมันจับเปนกอน 

งายตอการกรอง แลวเติม Ammonium acetate buffer pH 9 รอยละ 10 จํานวน 20 มิลลิลิตร 
8. ปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นเขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวประมาณ 10 นาที เพื่อให

ตัวอยางตกตะกอน  
9. กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เก็บสารละลายที่กรองไดในระยะแรกประมาณ 20 

มลิลิลิตร 
10. สารละลายที่กรองไดเรียกวา Test solution หรือ Filtrate ใชสําหรับวิเคราะหไนเตรตและ         

ไนไตรตตอไป (สารละลายนี้ไมควรเก็บขามคืน หากจําเปนอาจเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส ไดไมเกิน 1 คืน) 

 
การหาปริมาณโซเดียมไนไตรต 
1. ปเปตสารละลาย Test solution มาจํานวน 20 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 

มิลลิลิตร (ชุด A) หาก Test solution มีสีใหปเปตสารละลาย Test solution มาจํานวน 20 
มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร (ชุด B ) 

2. เติม  Sulfanilamide (SA) รอยละ 0.5  จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในชุด A เขยาใหเขากัน สําหรับชุด 
B (หากมี ) ใหเตมิ Hydrochloric acid (1 ตอ 1) จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

3. เติม NEDA (Naphthylethylenediamine) รอยละ 0.12 ลงไปทั้งสองชุด เขยาใหเขากัน 
4. ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น เขยาใหเขากัน 
5. ตั้งทิ้งไว 20 นาที (ความเขมของสีจะคงที่หลังเกิดปฏิกิริยา 10 นาที ถึง 2 ชั่วโมง) 
6. อานความเขมของสีดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรโดยใชน้ํา

เปนตัวอยางอางอิง  
Aa = Abs. of sample ชุด A 
Ab = Abs. of method blank 
Ac = Abs. of sample ชุด B (กรณี Test solution ไมมีสีไมตองทําชุด B) 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐานของไนไตรต (ควรเตรียมใหมทุกคร้ังท่ีทําการวิเคราะห) 
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1. ปเปตสารละลายมาตรฐานจํานวน 0, 2, 5, 10, 15 และ 20 มิลลิลิตรใสในขวดปรับปริมาตร
ขนาด 25 มิลลิลิตร จํานวน 6 ใบ ตามลําดับ 

2. เติม Ammonium acetate buffer pH 9 รอยละ 1 ลงในขวดปรับปริมาตรแตละใบ เพื่อปรับ
ปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตร 

3. เติม Sulfanilamide (SA) รอยละ 0.5 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรทุกใบ เขยาให
เขากัน 

4. เติม NEDA (Naphthylethylenediamine) รอยละ 0.12 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับ
ปริมาตรทุกใบ เขยาใหเขากัน 

5. ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เขยาใหเขากัน 
6. ตั้งทิ้งไว 20 นาที (ความเขมของสีจะคงที่หลังเกิดปฏิกิริยา 10 นาที ถึง 2 ชั่วโมง) 
7. อานความเขมของสีดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรโดยใชน้ํา

เปนตัวอยางอางอิง  
7. นํา Absorbance ที่ไดหักลบ Blank (0 ไมโครกรัม สารละลายมาตรฐานไนไตรต) แลวนําไป

เขียนกราฟมาตรฐานระหวาง Abs. กับ ปริมาณของสารละลายมาตรฐานไนไตรต 
 
การหาปริมาณโซเดียมไนเตรต 
1. ปรับอัตราการไหลของสารละลายในคอลัมนแคดเมียม โดยเติม Ammonium acetate buffer pH 

9 รอยละ 1 ลงในคอลัมนแคดเมียมทางสวนบนของ Reservior ใหเกินขีดบอกปริมาตร 25 
มิลลิลิตร แลวปรับอัตราการไหลของสารละลายใหได 3-4 มิลลิลิตรตอ นาที ที่ระดับสารละลาย 
25 มิลลิลิตร เมื่อปรับอัตราการไหลไดตามที่ตองการแลว ปลอยใหสารละลายไหลไปจนหมด 

2. ปเปตสารละลาย Test solution มาจํานวน 10 มิลลิลิตร ใสใน Reservior ของคอลัมนรองรับ
สารละลายที่ออกจากปลายคอลัมนดวยขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร  

3. เมื่อสารละลายในReservior ของคอลัมนไหลออกจนหยดสุดทายใหเติม Ammonium acetate 
buffer pH 9 รอยละ 1 จํานวน 10 มิลลิลิตร แลวปลอยใหไหลออกจนหมด ทําซ้ําเชนนี้ 4 ครั้ง
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นสารละลายที่ไดเรียกวา Test portion for nitrate 

4. ปเปตสารละลาย Test portion for nitrate มาจํานวน 20 มิลลิลิตร ใสในใสในขวดปรับปริมาตร
ขนาด 25 มิลลิลิตร (ชุด A) หาก Test solution มีสีใหปเปตสารละลาย Test solution มาจํานวน 
20 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร (ชุด B ) 

3. เติม  Sulfanilamide (SA) รอยละ 0.5 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในชุด A เขยาใหเขากัน สําหรับชุด 
B (หากมี) ใหเติม Hydrochloric acid (1 ตอ 1) จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
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4. เติม NEDA (Naphthylethylenediamine) รอยละ 0.12 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงไปทั้งสองชุดเขยา
ใหเขากัน 

5. ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น เขยาใหเขากัน 
6. ตั้งทิ้งไว 20 นาที (ความเขมของสีจะคงที่หลังเกิดปฏิกิริยา 10 นาที ถึง 2 ช่ัวโมง) 
8. อานความเขมของสีดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรโดยใชน้ํา

เปนตัวอยางอางอิง  
Aa = Abs. of sample ชุด A 
Ab = Abs. of method blank 
Ac = Abs. of sample ชุด B (กรณี Test solution ไมมีสีไมตองทําชุด B) 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐานของไนเตรต (ควรเตรียมใหมทุกคร้ังที่ทําการวิเคราะห) 
1. ปเปตสารละลายมาตรฐานไนเตรตที่ผานคอลัมนแคดเมียมแลวจํานวน 0, 2, 5, 10, 15 และ 20 

มิลลิลิตรใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร จํานวน 5 ใบ ตามลําดับ 
2. เติมAmmonium acetate buffer pH 9 รอยละ 1 ลงในขวดปรับปริมาตรแตละใบ เพื่อปรับ

ปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตร 
3. เติมSulfanilamide (SA) รอยละ 0.5 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรทุกใบ เขยาให

เขากัน 
4. เติม NEDA (Naphthylethylenediamine) รอยละ 0.12 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับ

ปริมาตรทุกใบ เขยาใหเขากัน 
5. ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น เขยาใหเขากัน 
6. ตั้งทิ้งไว 20 นาที (ความเขมของสีจะคงที่หลังเกิดปฏิกิริยา 10 นาที ถึง 2 ชั่วโมง) 
7. อานความเขมของสีดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ Wavelength 540 นาโนเมตรโดยใชน้ําเปน 

reference 
8. นํา Absorbance ที่ไดหักลบ Blank (0 ไมโครกรัม สารละลายมาตรฐานไนเตรต) แลวนําไป

เขียนกราฟมาตรฐานระหวาง Absorbance กับ ปริมาณของสารละลายมาตรฐานไนเตรต 
การคํานวณ 
โซเดยีมไนไตรต  

NaNO2 (มิลลิกรัม/กิโลกรัม)   =           (X2)   X   49.286 
                                                   น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
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โซเดียมไนเตรต 
NaNO3 (มิลลิกรัม/กิโลกรัม)  =      (X1) – (X2)   X   6.07 

                                                              น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
เม่ือกําหนดให 

X1  คือ ปริมาณไนเตรตที่ไดจากกราฟมาตรฐาน 
X2 คือ ปริมาณไนไตรตที่ไดจากกราฟมาตรฐาน 

 
การวิเคราะหหาปริมาณคอเลสเตอรอล (Food Analysis, 2003) 
สารเคมีท่ีใช 
1. Cholesterol standard solution เตรียม Stock solution เทากับ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร DMF 
 (Dimethyformamide) เตรียมสารละลายจาก Standard stock solution ใหความเขมขนอยูในชวง 
0.05 ถึง 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร DMF 
2. 5α-cholestane internal standard solutions (No.19505, Applied Science) เตรียม Stock  
solution เทากับ 1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร Heptane เตรียมจากสารละลาย Internal standard solution 
จาก Stock solution ใหได 2.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร n-heptane 
3. n-Hexane 
4. Isopropanol 
5. Ethanol, absolute 
6. Toluene, nanograde 
7. Hexamethylidisilane (HMDS) 
8. Trimethylchlorsilane (TMCS) 
9. Potassium hydroxide รอยละ 60 เตรียมจากการละลาย KOH กรัมในน้ํา Deionized 40 มิลลิลิตร 
 
 
อุปกรณท่ีใช 
1.    Centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตรลางทําความสะอาดดวยเมทานอลที่ปราศจากน้ํา             และ
ทําใหแหงที่ 110 องศาเซลเซียส ใชเวลา 30 นาที ยายใสโถดูดความชื้นเติมสารละลาย 
Dimethyldichlorosilane (DMCS) รอยละ 10 ที่ใชตัวทําละลายเปน Toluene ลงในหลอดปดจุกและตั้ง
ทิ้งไวนาน 1 ชั่วโมง  เทสารละลายทิ้งและลางอีกครั้งดวยเมทานอลที่ปราศจากน้ํา อบแหงที่ 110 องศา
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เซลเซียส กอนใช หลังการใชตองทําความสะอาดดวยเมทานอล  น้ํา และ เมทานอล            ตามลําดับ 
ทําใหแหงอีกครั้งที่ 100 องศาเซลเซียส  กอนการใชคร้ังตอไป  
2.   Gas chromatography ใช โlame ionization detector บน Column injection system และเปน      
U-shaped glass column ขนาด 2.4 X 4 มิลลิเมตร ที่ pack ดวย Apiezon L รอยละ 0.5 (No.08304, 
Applied Science) บน Gas-Chrom Q 80-100 mesh (No.02002,Applied Science) สภาวะการ 
ควบคุม (Operating Condition) ตั้งดังนี้ Temps (องศาเซลเซียส)-flash heater 275,Detector 275, 
Column 230, Flow rate (มิลลิลิตร/นาที)-N (ultra high purity grade) ประมาณ 50, Elute 
Cholesterol ภายใน 9-11 นาที, Flow rate ของ H ประมาณ 35, Flow rate ของอากาศประมาณ 350, 
Electrometer sensitivity 1X10-9 amp full-scale Deflection ดวย Recorder 1 mV 
1. Rotary evaporator 
2. Water bath 
3. Homogenizer 
วิธีการ Saponification 
1. ช่ังน้ําหนักตัวอยาง 1-10 กรัมใสลงในฟาสคขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเอทานอล 40 มิลลิลิตร ลง

ไปแลวทําการเขยาใหเขากัน  
2. เติม KOH รอยละ 60 จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงไปแลวทําการเขยาใหเขากัน 
3. Reflux ในหมอควบคุมอุณหภูมิ นาน 30 นาที ดวย Air condenser เขยาตลอดเวลา 
4. ทิ้งไวใหเย็นเปนเวลา 30 นาที 
วิธีการสกัด 
1. นําตัวอยางที่ไดจากขั้นตอนการ Saponification มาในกรวยแยก 
2. ลาง flask ดวยน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตรจากนั้นเติม n-Hexane 50 มิลลิลิตรลงในกรวยแยก 
3. สกัดสวนที่เปน Unsaponification จากชั้นที่อยูดานลาง แยกไปใสกรวยแยกอันอื่นแลวทําการ

แยกดวยการเตมิ n-Hexane 50 มิลลิลิตรลงในกรวยแยกอีกครั้ง 
4. รวมสวนที่ทําการสกัดไดดวย Hexane เขาดวยกันเขยาลางดวยน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร อีก 3 ครั้ง 

โดยการหมุนวนเบาๆในกรวยแยก 
5. กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 ที่มี Na2SO4 ที่ปราศจากน้ําใสใน Erlenmeyer flask 

ขนาด 250 มล 
6. ทําการระเหยเฮกเซนจนเกือบแหง เติม Isopropanol 2-3 มิลลิลิตร เติมเฮกเซนเล็กนอยทําการ

ระเหยอีกครั้งจนเกือบแหง มิลลิลิตร เติมเฮกเซนเล็กนอยทําการระเหยอีกครั้งจนแหง 
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7. นํามาสกัดดวยออกซิเจนที่ปราศจากไนโตรเจน และละลายลงใน Dimethyformamide 3 
มิลลิลิตร 

 
วิธีการ Derivatization 
1. นําสารละลาย Cholesterol Standard แตละความเขมขนมา 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดเซนติฟวส 

ขนาด 15 มิลลิลิตร (รักษาหลอดใหแหงและสะอาด)  
2. เติม  HADS 0.2 มิลลิลิตร และ TMCS 0.1 มิลลิลิตร ปดจุกและเขยาอยางแรงดวย Test tube 

mixer ตั้งทิ้งไว 30 วินาที และทิ้งไวตออีก 30 นาทีโดยไมรบกวน 
3. เติม 5α-cholestane internal standard ลงไป 1 มิลลิลิตร เติมน้ําในแตละหลอด 10 มิลลิลิตร 

เขยาอยางแรงนาน 1 นาที และปนเหวี่ยงนาน 2 นาที 
4. นําสารละลายสวนที่สกัดดวย Heptane ใสลงใน Vial ซ่ึงแนใจวาไมมีน้ําปะปนอยู 
วิธีการ GC analysis 
1. ใสตัวอยาง 5 ไมโครกรัม และตัวอยางมาตรฐานในคอลัมน GC โดย Retention time ของ5α-

cholestane และcholesterol คือ 5 และ 10 นาที ตามลําดับ 
ก) คํานวณหาพื้นที่ของ  Peak โดยใชความสูงและความกวาง นําไปหา Standard response 

ratio (SRR)โดยหาพื้นที่ของ Cholesterol ดวยพื้นที่ของ  Peak internal standard และหา
คาเฉลี่ยของ Duplicate ทําการ  Plot กราฟ Standard response ratio (แกนY) เทียบกับ
ความเขมขนของ Cholesterol (แกนX) ซ่ึง Standard response ratio ควรจะมีชวง คลอบ
คลุมปริมาณของ Cholesterol ในตัวอยาง 

 
SRR =                     พื้นที่ของ cholesterol 

              พื้นที่ของ  peak internal standard 
  

ความชันของกราฟ (K) =   SRR 
ความเขมขนของคอเลสเตอรอลมาตรฐาน 

 
การคํานวณปริมาณคอเลสเตอรอล (มิลลิกรัม/ 100 กรัม) 
 
 =  มิลลิกรัม/ มิลลิลิตรคอเลสเตอรอลในตัวอยางจากกราฟมาตรฐานXระดับความเขมขนX100 
            น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
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การวิเคราะหหาปริมาณแคลเซียม (Atomic Absorption Spectrometer) 
สารเคมีท่ีใช 
1. กรดไนตริกรอยละ 65  
2. กรดซัลฟูริกรอยละ 95-97  
3. กรดเปอรคลอริกรอยละ 70  
4. น้ําดีไอออไนซ 
 
วิธีทํา 
1. ชั่งตัวอยางจํานวน 1 กรัม ใสลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร ใสกรดไนตริกรอยละ 65  

จํานวน 10 มิลลิลิตร ปดดวยกระจกนาฬิกา นําไปตมจนหมดควันสีน้ําตาลแลวปลอยทิ้งไวให
เย็น 

2. ใสกรดซัลฟูริกรอยละ 95-97  และกรดเปอรคลอริกรอยละ70 อยางละ 10 มิลลิลิตร ตมจน
สารละลายใสแลวตั้งทิ้งไวใหเย็น 

3. ใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร โดยใชน้ํา         
ดีไอออไนซ 

4. นําสารละลายที่ไดไปทําการวัดปริมาณแคลเซียมดวยเครื่อง Atomic absorption.  
  

 
 
 
 
 
 
 
 

การวิเคราะหคุณภาพทางดานจุลินทรีย 
 

การหาปริมาณเชื้อท้ังหมด (Total Plate Count) ตามวิธีการของ AOAC,2002 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม 
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- สารละลายบัพเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 (Bacto® Peptone, Difco Laboratory, 
U.S.A.) 

ชั่งเปปโตน 0.1 กรัมในน้ํากล่ัน 100 กรัม เตรียมในขวด Duran ขนาด 100 มิลลิลิตร 
จํานวนขวดละ 90 มิลลิลิตร และใสหลอดเล้ียงเชื้อจํานวน 9 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง
ความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 นาที 

- อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar (Bacto® Plate Count Agar, Difco Laboratory, U.S.A.) 
ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA 23.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาณ 1 ลิตร ตมจนอาหารเลี้ยง 

เชื้อละลายหมด นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121องศา
เซลเซียส ใชเวลา 15 นาที อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดจะมีคาความเปนกรด-ดางสุดทายเทากับ 7.0±0.2  ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
วิธีทํา 
1. สุมเก็บตัวอยางไสกรอกจํานวน 10 กรัม ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic technique) ใสในถุง

สําหรับตีปน (Stomacher bag) เติมสารละลายบัฟเฟอรเปปโตนที่ผานการฆาเชื้อแลวจํานวน 90 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องตีปนเปนเวลา 2 นาที จะไดตัวอยางเจือจางที่ความ         
เขมขน 10-1 

2. ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ฆาเชื้อแลวเจือจางตัวอยางอาหารใหไดความเขมขน 10-1-10-3 ดวย
สารละลายเปปโตนหลอดละ 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

3. ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ฆาเชื้อแลว ดูดสารละลายตัวอยางที่ระดับความเจือจางตางๆ          
ตั้งแต 10-1-10-3 จํานวนจานละ 1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อที่อบฆาเชื้อแลว ระดับความ เจือ
จางละ 2 จาน โดยเริ่มดูดจากความเขมขนต่ําสุดกอน 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ที่หลอมเหลวแลวและมีอุณหภูมิ 45-46   องศาเซลเซียส ลงในจานเพาะ
เชื้อประมาณ 15-20 มิลลิลิตร ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อกับตัวอยางโดยการหมุนวนซาย ขวา บน และ 
ลาง อยางละ 5 รอบ วางทิ้งไวจนอาหารแข็งตัว คว่ําจานเพาะเชื้อลง 

5. บมเชื้อในตูบมเชื้อ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 37 ± 2  องศาเซลเซียส ใชเวลา            
48 ± 3 ชั่วโมง 

6. ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีเชื้ออยูในชวง 30-300 โคโลนี หาคาเฉลี่ยจํานวน   
โคโลนีจากจานเพาะเชื้อทั้ง 2 จาน รายงานผลการตรวจนับวามีจํานวน Mesophilic aerobic 
bacteria ในรูปจํานวนโคโลนีตอกรัมอาหาร คํานวณโดยใชสูตร ดังนี้ 

 
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (โคโลนี/กรัม)  =    ΣC 
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               V (n1 +0.1n2) d 
 
ΣC  คือ ผลรวมโคโลนีที่นับไดบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนี 30-300 โคโลนีทั้งหมด 
V คือ ปริมาตรของ Inoculums 
n1 คือ จํานวนจานเลี้ยงเชื้อในความเจือจางแรกที่สามารถนับได 
n2 คือ จํานวนจานเลี้ยงเชื้อในความเจือจางที่สองที่สามารถนับได 
d คือ ความเจือจางแรกที่สามารถนับได 
 
การหาปริมาณยีสตและรา (Yeast and Mold) ตามวิธีการของ AOAC, 2002 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเล้ียง 
- สารละลายบัพเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 (Bacto® Peptone, Difco Laboratory, 

U.S.A.) 
ชั่งเปปโตน 0.1 กรัมในน้ํากลั่น 100 กรัม เตรียมในขวด Duran ขนาด 100 มิลลิลิตร  

จํานวนขวดละ 90 มิลลิลิตร และใสหลอดเลี้ยงเชื้อจํานวน 9 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวย         หมอ
นึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 นาที 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (Bacto® Plate Count Agar, Difco Laboratory, U.S.A.) 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 39 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาณ 1 ลิตร ตมจนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ละลายหมด นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121             
องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 นาที ปรับอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีคาความเปนกรด - ดางเทากับ 3.5 โดยการ
ใสสารละลายกรดตารตาริกความเขมขนรอยละ 10 ลงไป (อาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตรใช
สารละลายกรดตารตาริก 1.9 มิลลิลิตร) 
 
 
 
วิธีทํา 
1.  สุมเก็บตัวอยางไสกรอกจํานวน 10 กรัม ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic technique) ใสในถุง

สําหรับตีปน (Stomach bag) เติมสารละลายบัฟเฟอรเปปโตนที่ผานการฆาเชื้อแลวจํานวน 90 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องตีปนเปนเวลา 2 นาที จะไดความเขมขน 10-1 

2. เจือจางตัวอยางอาหารใหไดความเขมขน 10-1-10-3 ดวยสารละลายเปปโตนหลอดละ 9 มิลลิลิตร 
เขยาใหเขากัน 

161

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



3. ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ฆาเชื้อแลว ดูดสารละลายตัวอยางที่ระดับความเจือจางตางๆ         
ตั้งแต 10-1-10-3 จํานวนจานละ 1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อที่อบฆาเชื้อแลว ระดับความ เจือ
จางละ 2 จาน โดยเริ่มดูดจากความเขมขนต่ําสุดกอน 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่หลอมเหลวแลวและมีอุณหภูมิ 45-46  องศาเซลเซียส ลงในจานเพาะ
เชื้อประมาณ 15-20 มิลลิลิตร ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อกับตัวอยางโดยการหมุนวนซาย ขวา บน และ 
ลาง อยางละ 5 รอบ วางทิ้งไวจนอาหารแข็งตัว คว่ําจานเพาะเชื้อลง 

5. บมเชื้อในตูบมเชื้อ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 30±2  องศาเซลเซียส ใชเวลา         
72±3  ชั่วโมง 

6. ตรวจนับจํานวนโคโลนีเชนเดียวกับวิธี Total Plate Count 
 
การหาโคลีฟอรมและอี.โคไล (Coilform and E. coil) โดยวิธี MPN (Most Probable Number 
Method) ตามวิธีของ AOAC, 2003 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม 
- สารละลายบัพเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 (Bacto® Peptone, Difco Laboratory, 
U.S.A.) 

ชั่งเปปโตน 0.1 กรัมในน้ํากลั่น 100 กรัม เตรียมในขวด Duran ขนาด 100 มิลลิลิตร  
จํานวนขวดละ 90 มิลลิลิตร และใสหลอดเลี้ยงเชื้อจํานวน 9 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง
ความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 นาที 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptose Lauryl Sulfate Broth (LSB) (Bacto® Tryptose Lauryl Sulfate  
Broth , Difco Laboratory, U.S.A.) 

ชั่งอาหารTryptose Lauryl Sulfate Broth 35.6 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาณ 1 ลิตร ใส 
 อาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองจํานวน 10 มิลลิลิตร แลวจึงใสหลอดดักแกสลงไป นําไป              
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 
นาที   
- อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLBB) (Bacto® Brilliant Green  
Lactose Bile Broth , Difco Laboratory, U.S.A.) 

ชั่งอาหาร Brilliant Green Lactose Bile Broth จํานวน 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 
ปริมาณ 1  ลิตร ใสอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองจํานวน 10 มิลลิลิตร แลวจึงใสหลอดดักแกสลง
ไป นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121                                องศา
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เซลเซียส ใชเวลา 15 นาที อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจะมีความเปนกรด - ดางสุดทายเทากับ 7.0±0.2 ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
-    อาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue agar (EMB) (Bacteriological, HiMedia Laboratories 
Limited, India) 

ชั่งอาหาร Eosin methylene blue agar จํานวน 37.5 กรัม ผสมกับน้ํากลั่นปริมาณ 1 ลิตร   
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 
นาที กอนนํามาใชตองนํามาตมใหอาหารเลี้ยงเชื้อละลาย 
- สารละลาย Tryptone จํานวน 1.5 กรัม และ NaCl จํานวน 0.5 กรัม ผสมกับน้ํากลั่นจํานวน  
100  กรัม  บรรจุในหลอดเลี้ยงเชื้อหลอดละ  5 มิลลิลิตร  ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ 
(Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 นาที ความเปนกรด - ดาง           
สุดทายเทากับ 7.2 
วิธีทํา 
การตรวจแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโคลีฟอรม 
1. ใชกรรไกรปลอดเชื้อตัดตัวอยางไสกรอกจํานวน 10 กรัม เติมสารละลายเปปโตนจํานวน 90 

มิลลิลิตร ในถุงสําหรับตีปน (Stomacher bag) ผสมใหเขากันดวยเครื่องตีปนใชเวลา 2 นาที จะ
ไดความเขมขน 10-1 

2. เจือจางตัวอยางอาหารใหไดความเขมขน 10-1 - 10-3 ดวยสารละลายเปปโตนหลอดละ  9 
มิลลิลิตรเขยาใหเขากัน 

3. ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรที่ฆาเชื้อแลว ดูดสารละลายตัวอยางที่ระดับความเจือจางตางๆ            
ตั้งแต 10-1-10-3 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร LSB จํานวน 10 มิลลิลิตร ความเขมขนละ 5 
หลอด รวมเปน 15 หลอด 

4. บมไวที่อุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียส ใชเวลา 48 ช่ัวโมง หากหลอดเลี้ยงเชื้อมีแกสเกิดขึ้น 
(สังเกตจากหลอด  Durham หรือหลอดดักแกส)  แสดงวาผลเปนบวก  ซ่ึงคาดวาจะมี                  
โคลีฟอรมเจริญในตัวอยางไสกรอก ใหทําการยืนยันผลตอไป ถาไมพบวามีแกสเกิดขึ้นใน
หลอดทดลองใดเลยแสดงวาผลเปนลบ ไมมีเชื้อจลิุนทรียชนิดโคลิฟอรมอยูในตัวอยางนั้น 

การยืนยันโคลีฟอรม 
1. ใชหวง (Loop) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใหปฏิกิริยาเปนบวกจากการทดสอบแบคทีเรียที่   

คาดวาเปนโคลีฟอรม ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB บมที่อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส              
ใชเวลา 18-24 ชั่วโมง 
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2. ตรวจหาโคโลนีที่เปนลักษณะเฉพาะของโคลิฟอรม โดยโคโลนีของโคลิฟอรมจะมีสีดําหรือสี
ดํ าตรงกลางลอมรอบดวยบริ เวณโปรงใสไมมี สี  โคลิฟอรมบางโคโลนีมี ลักษณะ                    
นูนเปยกเยิ้ม (Mucoid)  

3. บันทึกจํานวนหลอดอาหารแตละชุดที่มีเชื้อจุลินทรียโคลิฟอรมที่ไดรับการยืนยันแลว 
การตรวจแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน E. coil 
การยืนยัน E.coil 
1. ใชหวง(loop) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อท่ีใหปฏิกิริยาเปนบวกจากการทดสอบแบคทีเรียที่คาด

วาเปน  E.coil  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB บมที่อุณหภูมิ 37 ± 2 องศาเซลเซียส ใชเวลา 18-24     
ชั่วโมง  

2. เลือกโคโลนีที่เปนลักษณะเฉพาะของ  E. coil บนอาหาร EMB ซ่ึงจะมีลักษณะโคโลนี           สี
น้ําเงินอมดําตรงกลาง และมีสีเล่ือมมันอมเขียวสะทอนแสงซึ่งบางครั้งสีเล่ือมมันอาจ            ไม
ปรากฏ  

3. ใชหวงเขี่ยเชื้อครั้งละ 1 โคโลนีลงใน Tryptone water บมในอางควบคุมอุณหภูมิที่                      
44.5 ± 0.5 องศาเซลเซียส ใชเวลา 24-48 ชั่วโมง 

4. เขี่ยเชื้อ E. coil มาตรฐานในหลอด Tryptone water เพื่อเปนตัวอยางเปรียบเทียบ 
5. ทําการทดสอบ Indole test โดยการเติม Kovac’s reagent 0.2-0.3 มิลลิลิตร ลงไปในหลอด

อาหาร สังเกตการเกิดผลบวก คือ จะเกิดชั้นสีแดงขึ้นบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ หลอดที่มี
อินโดลเกิดขึ้นแสดงวาเปนเชื้อ E. coil จากนั้นบันทึกจํานวนหลอดที่ใหผลบวก 

6. คํานวณหาปริมาณของ E. coil  ตามตารางแมคคราดี (เรณู, 2543) รายงานผลเปน MPN/กรัม 
7.  ทําการทดสอบผลเพิ่มเติมเกี่ยวกับ Coilform และ E. coil โดยการทดสอบเมทิลเรด            

(Methy red) โวเกส-พรอสเกาเออร (Voges-Proskauer) และซิเตรต (Citrate test) โดยการทํา 
MR-VP medium บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใชเวลา 48 ± 2 ชั่วโมงประเมินผลดัง          
ตารางที่ ค.1 
- ทดสอบ  methyl red test โดยการหยด methyl red solution จํานวน 5 หยด ลงไปในอาหาร

เล้ียงเชื้อหลังจากการบมเชื้อแลว 48 ช่ัวโมง ถาใหผลบวกอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนเปนสี
แดง หากผลเปนลบอาหารจะเปลี่ยนเปนสีเหลือง 

- ทดสอบ Voges Proskaur test การเกิด acethylmethylcarbinol โดยการปเปตเชื้อ 1 มิลลิลิตร 
ใสหลอดเปลา ขนาด 13 x 100 มิลลิลิตร ที่ฆาเชื้อแลว (ทําโดย Aseptically condition) เติม
สารละลายแอลฟาแนปทอล (α-naphthol) ความเขมขนรอยละ 5 จํานวน 0.6  มิลลิลิตร 
สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 จํานวน 0.2 มิลลิลิตร และผง
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ของ creatine ลงไปเล็กนอย เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 2 ชั่วโมง หากใหผลบวกจะเกิดสีชมพู
ของ eosin 

- Koser Citrate broth บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใชเวลา 96 ช่ัวโมง (4 วัน) สังเกตการ
เจริญของเชื้อ ถาใหผลบวกอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนน้ําเงิน 

- Lauryl sulfate tryptose broth บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใชเวลา 48 ± 2 ชั่วโมง 
สังเกตการเกิดกาซในหลอดดักกาซ 

- ยอมสี  Gram stain ใหยอมสีหลังจากที่บมเชื้อใน PCA-agar slant ใชเวลา 18 ช่ัวโมง 
- จัดแบงกลุม (Classification) ตามคุณสมบัติเชื้อทางชีวเคมีดังตารางที่ ค.1 

 
ตารางที่ ค.1 แสดงคุณสมบัติของเชื้อตางๆในการทดสอบ IMVIC 
 

 Indole Methy Red Voges-Proskauer Citrate 
E.coil +/- + - - 

Citrobacter - + - - 
Klebsiela-Enterobacter -/+ - + + 
ท่ีมา : เรณู (2537) 
 
การหาปริมาณ Salmonella ตามวิธีการของ เรณู, 2543 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม 
-     สารละลายบัพเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1(Bacto® Peptone, Difco Laboratory, 
U.S.A.) 

ชั่งเปปโตน 0.1 กรัมในน้ํากลั่น 100 กรัม เตรียมในขวด Duran ขนาด 100 มิลลิลิตร 
จํานวนขวดละ  90 มิลลิลิตร  และใสหลอดเล้ียงเชื้อจํานวน  9 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อดวย                
หมอนึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 นาที 

 
 

- อาหารเลี้ยงเชื้อ Tetrathionate Brilliant Green Broth 
      ชั่ง Tetrathionate Brilliant Green Broth 10.125  กรัม ตมฆาเชื้อและคนใหเขากันใน       

น้ํากลั่น 225 มิลลิลิตร เตรียมในขวด Duran ขนาด 250 มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว รอใหเย็นแลว
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จึงเติม Iodine solution รอยละ 2 จํานวน 5 มิลลิลิตร และ Brilliant green solution รอยละ 1 จํานวน 
0.25 มิลลิลิตร 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ Selenite Cystine Broth 

ชั่ง Selenite Cystine Broth 5.175 กรัม ตมฆาเชื้อและคนใหเขากันในน้ํากลั่น 225  
มิลลิลิตร เตรียมในขวด Duran ขนาด 250 มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว  
- อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Agar 

ชั่ง Brilliant Green Agar 5.30 กรัมในน้ํากลั่น 100 กรัม เตรียมในขวด Duran ขนาด        
100 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ (Gallenkamp, England) ที่อุณหภูมิ 121          
องศาเซลเซียส ใชเวลา 15 นาที 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ XLD Agar 
ช่ัง XLD Agar 5.50 กรัม ตมฆาเชื้อและคนใหเขากันในน้ํากล่ัน 100 กรัม เตรียมในขวด Duran 
ขนาด 100 มิลลิลิตร  
- อาหารเลี้ยงเชื้อ Urea Agar 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ Triple Sugar Iron Agar 
 
วิธีทํา 
1. ใชกรรไกรปลอดเชื้อตัดตัวอยางไสกรอกจํานวน 25 กรัม ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเปน Selective 
Enrichment Media (Tetrathionate Brilliant Green Broth หรือ Selenite Cystine Broth) จํานวน 250 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชเวลา 24±2 ชั่วโมง 
2.  ทําการแยกเชื้อดังนี้ 
- ใชหวงถายเชื้อ (Loop) ถายเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ Tetrathionate Brilliant Green Broth ลงใน

ผิวหนาอาหารแหงของอาหารเลี้ยงเช้ือ Brilliant Green Agar และ XLD agar โดยวิธี Streak 
plate technique จํานวน 2 จาน 

- ใชหวงถายเชื้อ (Loop) ถายเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ Selenite Cystine Broth ลงในผิวหนา
อาหารแหงของอาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Agar และ XLD agar โดยวิธี Streak plate 
technique จํานวน 2 จาน 

- บมจานเพาะเชื้อทั้งหมดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชเวลา 24-48 ชั่วโมง  
สังเกตลักษณะของโคโลนี ดังนี้ 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ XLD agar : ลักษณะเฉพาะของโคโลนี Salmonella คือ เปนโคโลนี                   

สีชมพู-แดงมีสีดําตรงกลางโคโลนีเนื่องจากเชื้อสามารถสราง H2S ได 
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- อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Agar : ลักษณะเฉพาะของโคโลนี Salmonella คือ โคโลนีเปนสี
ชมพู-แดง 

5. ทําการยืนยันผล โดยการทดสอบทางชีวเคมี 
- ถายเชื้อจากตรงกลางโคโลนีที่เปนลักษณะเฉพาะของ Salmonella ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Triple 

sugar iron agar  โดยการเกลี่ย (Smear) และแทง (Stab) จํานวน 2 หลอด เหลืออีกหนึ่งหลอดไว
เปนหลอดควบคุม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชเวลา 24-48 ช่ัวโมง                  เชื้อ 
Salmonella จะใหผลดังนี้ ผิวหนาเอียงของอาหารเปนสีแดงเนื่องจากปฏิกิริยาเปน Alkaline 
slant อาหารบริเวณที่เปนรอยแทงเปนสีเหลือง Acid deep อาหารเปนสีดําเนื่องจากมีการสราง 
H2S และพบการสรางแกส 

- ถายเชื้อจากตรงกลางโคโลนีที่เปนลักษณะเฉพาะของ Salmonella ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Urea 
agar โดยการเกลี่ย (Smear) จํานวน 2 หลอด เหลืออีกหนึ่งหลอดไวเปนหลอดควบคุม โดยเกลี่ย
เชื้อลงบนผิวหนาเอียงของบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชเวลา 24-48 ช่ัวโมง            เชื้อ 
Salmonella จะใหผลดังนี้ คือจะใหผลลบ (Negative) คือ อาหารเลี้ยงเชื้อจะไมมีการ          
เปล่ียนแปลง เนื่องจากเชื้อ Salmonella ไมสามารถใช Urea ได 
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ภาคผนวก ง 
ขอมูลการวิเคราะหทางสถิติ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การวางแผนการทดลองและการวิเคราะหผลทางสถิติโดยใชโปรแกรม Design Expert Version 
6.0.2 
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ใชโปรแกรม Design Expert ทําการวิเคราะหผลทางสถิติของการทดลองเพื่อหาคาความ
แตกตางของแตละสูตรการทดลองและประเมินระดับการใชของแตละปจจัยใหไดลักษณะของไส
กรอกผสมเนื้อเลาะกระดูกไกดวยเครื่องจักร คอเลสเตอรอลต่ํา ที่มีลักษณะดีที่สุดที่ระดับความ
เชื่อมั่นรอยละ 95 จากคาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยโปรแกรมการวิเคราะหจะ
ประมวลผลจากคาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสจากขอมูลที่ไดรับแลว       ทํานายระดับ
การใชแตละปจจัยเพื่อใหไดลักษณะตามที่กําหนด ซ่ึงในที่นี้คือ คาคะแนนการทดสอบทางประสาท
สัมผัสที่เขาใกลคาทางอุดมคติมากที่สุด หรือ คาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสที่เขาใกล 
1.00 มากที่สุดนั่นเอง 
 
ตัวอยางวางแผนการทดลองและการวิเคราะหผลการทดลอง 
 วางแผนการทดลองในโปรแกรม Design Expert ในสวนของการวางแผนการทดลอง
แบบ Mixer design โดยกําหนดจํานวนปจจัยที่มีผลตอระบบอิมัลช่ัน (เนื้อหมู  น้ํามันดอกทานตะวนั 
และ น้ําแข็ง) กําหนดระดับการใชของแตละปจจัยใหเหมาะสมตามขอมูลที่จะทําการศึกษาในการ
ทดลอง โดยการศึกษาหาอัตราสวนที่เหมาะสมของระบบอิมัลช่ัน ซ่ึงประกอบดวย 3 ปจจัย ไดแก 
เนื้อหมู (500-600 กรัม) น้ํามันดอกทานตะวัน (100-300 กรัม) และ น้ําแข็ง (100-300 กรัม)โดย
กําหนดใหอัตราสวนปจจัยหลักทั้งหมดรวมกันเปนรอยละ 100 (1,000 กรัม) และกําหนดจํานวน
สูตรการทดลองที่ตองการลงในโปรแกรมเพื่อใหโปรแกรมทําการประมวลผลเพื่อเลือกสรางสูตรที่
เหมาะสมสําหรับการใชในการทําการทดลองซึ่งจากการกําหนดดังกลาวโปรแกรมไดกําหนดสูตรท่ี
เหมาะสมสําหรับการใชในการทําการทดลองทั้งหมด 6 สูตร ดังนี้ 
 
โดยโปรแกรมกําหนดให 
สูตรที่ 1    คือ   การใชเนื้อ   600  กรัม   น้ํามันดอกทานตะวัน  100  กรัม   น้ําแข็ง  300  กรัม 
สูตรที่ 2    คือ   การใชเนื้อ   500  กรัม   น้ํามันดอกทานตะวัน  200  กรัม   น้ําแข็ง  300  กรัม 
สูตรที่ 3    คือ   การใชเนื้อ   600  กรัม   น้ํามันดอกทานตะวัน  200  กรัม   น้ําแข็ง  200  กรัม 
สูตรที่ 4    คือ   การใชเนื้อ   500  กรัม   น้ํามันดอกทานตะวัน  300  กรัม   น้ําแข็ง  200  กรัม 
สูตรที่ 5    คือ   การใชเนื้อ   550  กรัม   น้ํามันดอกทานตะวัน  300  กรัม   น้ําแข็ง  150  กรัม 
สูตรที่ 6    คือ   การใชเนื้อ   600  กรัม   น้ํามันดอกทานตะวัน  300  กรัม   น้ําแข็ง  100  กรัม 
 

นําคาที่ไดจากการทดสอบเมื่อทําตามแผนการทดลองตามที่โปรแกรมกําหนดให นําผลการ
วิเคราะหผลทางกายภาพ เคมี และประสาทสัมผัสที่ได มาเติมลงในโปรแกรมเพื่อวิเคราะหผลทาง
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สถิติถึงคาความแตกตางของแตละสูตรการทดลองและประเมินระดับการใชของแตละปจจัยใหได
ลักษณะของไสกรอกผสมเนื้อเลาะกระดูกไกดวยเครื่องจักร คอเลสเตอรอลต่ํา ที่มีลักษณะดีที่สุดที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95  

 

 
  
ภาพท่ี ง.1 แสดงการเติมขอมูลทางกายภาพ เคมี และประสาทสัมผัสในโปรแกรมเมื่อทําวาง
แผนการทดลองตามที่โปรแกรมกําหนดให 
 

เลือกการวิเคราะหผลการศึกษาระดับการใชของแตละปจจัยในสวน Analysis โดยเลือก
สมการการวิเคราะหตามที่โปรแกรมสวนการคัดเลือกสมการที่เหมาะสมตามการแนะนําของ
โปรแกรม (Suggest) ที่ Fit Summary  
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ภาพที่ ง.2 แสดงการคัดเลือกสมการที่เหมาะสมตามการแนะนํา (Suggest) ของโปรแกรม 
 

เลือกผลการวิเคราะหคาความแตกตางของแตละสูตรการทดลองวาแตละสูตรการทดลอง
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญหรือไมที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 ที่ ANOVA ดังปรากฏใน
ภาพที่ ง.2 
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ภาพที่ ง.3  แสดงการวิเคราะหคาความแตกตางของแตละสูตรการทดลอง 
  

เลือก Numerical ในสวนของ Opimization เพื่อกําหนดระดับของแตละปจจัยที่ใชในการ
ทดลองและคาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสที่ควรไดรับจากการวิเคราะห ซ่ึงในที่นี้คือ คา
คะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสที่เขาใกลคาทางอุดมคติมากที่สุด หรือ คาคะแนนการ
ทดสอบทางประสาทสัมผัสที่เขาใกล 1.00 มากที่สุดนั่นเอง เชนในที่นี้ตามตัวอยางคาคะแนนทาง
ประสาทสัมผัสมีคาตั้งแต 0.95-1.04 ซ่ึงคาคะแนนทางประสาทสัมผัสที่ดีที่สุดมีคาเทากับ 1.00 จึง
กําหนดใหโปรแกรมเลือกคาที่คะแนนการยอมรับทางประสาทสัมผัสเทากับ 1.00 หรือเปนคาใน
อุดมคตินั่นเอง 
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ภาพที่ ง.4  แสดงการกําหนดระดับของแตละปจจยัที่ใชในการทดลองและคาคะแนนการทดสอบ
ทางประสาทสัมผัสที่ตองการไดรับจากการวิเคราะห 
 

เลือก Solutions เพื่อประเมินระดับการใชของแตละปจจัยที่เหมาะสมโดยโปรแกรมการ
วิเคราะหจะประมวลผลจากคาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสจากขอมูลที่ไดรับโปรแกรม
จะทําการทํานายระดับการใชแตละปจจัยเพื่อใหไดลักษณะตามที่กําหนด หรือเขาใกลคาทางอุดมคติ
มากที่สุดนั่นเอง 
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ภาพที่ ง.5 แสดงการทํานายและแนะนําระดับการใชแตละปจจยัเพื่อใหไดลักษณะตามที่กําหนด 
หรือเขาใกลคาทางอุดมคติมากที่สุด 
 

การทํานายระดับการใชแตละปจจัยเพื่อใหไดคาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัส
เขาใกลคาทางอุดมคติมากที่ สุดจะทําใหไดผลการวิ เคราะห ซ่ึงแสดงและแนะนําปริมาณ
สวนประกอบในระบบอิมัลช่ัน ที่ใหลักษณะที่ดีที่สุดของไสกรอกผสมเนื้อเลาะกระดูกไกดวย
เครื่องจักรดวยเครื่องจักร คอเลสเตอรอลต่ํา ดังตารางที่ ง.1 และคาคะแนนการทดสอบทางประสาท
สัมผัสที่คาดวาจะไดรับจากการทํานาย ดังตารางที่ ง. 2 
 
ตารางที่ ง.1 แสดงปริมาณสวนประกอบในระบบอิมัลช่ัน ที่ใหลักษณะที่ดีที่สุดของไสกรอกผสม
เนื้อเลาะกระดูกไกดวยเครื่องจักร คอเลสเตอรอลต่ํา 
 

เนื้อ (รอยละ) น้ํามันดอกทานตะวัน (รอยละ) น้ําแขง็ (รอยละ) 
50.00 28.00 22.00 
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ดังนั้นจึงทําการกําหนดระดับปริมาณสวนประกอบในระบบอิมัลช่ัน ที่ใชในการผลิต    
ไสกรอกผสมเนื้อเลาะกระดูกไกดวยเครื่องจักร  คอเลสเตอรอลต่ํา ที่ระดับเนื้อ รอยละ50               
(500 กรัม) น้ํามันดอกทานตะวันรอยละ 28 (280 กรัม) และน้ําแข็ง รอยละ 22 (220 กรัม) ซ่ึงที่ระดับ
ปริมาณสวนประกอบในระบบอิมัลช่ัน ดังกลาวจะทําใหสามารถประเมินคาคะแนนทางประสาท
สัมผัสในลักษณะดานตางๆ ดวยโปรแกรมสําเร็จรูปดังกลาวได ดังตารางที่ 4.6.5 
  
ตารางที่ ง.2  แสดงคาสัดสวนเฉลี่ยที่ดีที่สุดเมื่อทําการแปรผันปริมาณสวนประกอบในระบบ      
อิมัลช่ันดวยโปรแกรมวิเคราะหผล Design Expert Version 6.0.2 
 

ลักษณะ คาสัดสวนเฉลีย่ 
สีแดง 1.05 
ความแนนเนื้อ 0.87 
ความเปนเนื้อเดียวกัน 0.90 
ความฉ่ําน้ํา 0.91 
รสเค็ม 0.85 
กล่ินเนื้อ 1.02 
กล่ินเครื่องเทศ 0.85 
การยอมรับรวม 0.62 
 

ระดับปริมาณสวนประกอบในระบบอิมัลช่ันที่ใชในการผลิตไสกรอกผสมเนื้อเลาะ
กระดูกไกดวยเครื่องจักร คอเลสเตอรอลต่ําที่ระดับเนื้อ รอยละ 50 น้ํามันดอกทานตะวัน รอยละ 28  
น้ําแข็ง รอยละ 22  ซ่ึงที่ระดับปริมาณสวนประกอบในระบบอิมัลชั่นดังกลาวจะทําใหได          คา
คะแนนทางประสาทสัมผัสในลักษณะดานสีแดง เทากับ 1.05 ความแนนเนื้อ เทากับ 0.87 ความเปน
เนื้อเดียวกัน 0.90 ความฉ่ําน้ํา เทากับ 0.91 รสเค็ม เทากับ 0.85 กล่ินเนื้อ เทากับ 1.02 กล่ินเครื่องเทศ 
เทากับ 0.85 และคาการยอมรับรวม เทากับ 0.62 ซ่ึงเปนระดับที่มีคะแนน           การยอมรับทาง
ประสาทสัมผัสเขาใกลคาในอุดมคติโดยรวมทุกลักษณะสูงที่สุด ดังที่ปรากฏในการทดลองตอนที่ 
4.6 
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ประวัติการศึกษา 
 
ชื่อ – นามสกุล   นางสาว หทัยรัตน   ปนคํามูล 
 
วัน เดือน ป เกิด   18 มกราคม 2523 
 
ประวัติการศึกษา   พ.ศ. 2538 สําเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศึกษาตอนตน 
      โรงเรียนเรยีนาเชลีวิทยาลัย จังหวัดเชียงใหม 
    พ.ศ. 2541 สําเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศึกษาตอนปลาย 
      โรงเรียนปรินสรอยแยลสวิทยาลัย จังหวัดเชียงใหม 
    พ.ศ. 2545 สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต 
      สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร 
      คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
ทุนการศึกษา 
  
-      ทุนการศึกษาบางสวนจากโครงการ การใชเนื้อเลาะกระดูกไกดวยเครื่องจักร น้ํามันพืชและอังคักเพื่อผลิต   
ไสกรอกที่มีคอเลสเตอรอลต่ํา สํานักงานคณะกรรมการการวิจัยแหงชาติ  

     
ประวัติการทํางาน  
   
- ผูชวยนักวิจัยโครงการ การใชเนื้อเลาะกระดูกไกดวยเครื่องจักร น้ํามันพืชและอังคัก เพื่อผลิตไสกรอกที่มี    

คอเลสเตอรอลต่ํา  
- เจาหนาที่ประสานงานโครงการสรางระบบวินิจฉัยสถานประกอบการ (SHINDAN) สมาคมนักวินิจฉัยสถาน

ประกอบการ กรมสงเสริมอุตสาหกรรมและศูนยสงเสริมอุตสาหกรรมที่ 1 
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