
บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการศึกษา 
 

การศึกษาเร่ืองการตรวจหายีสตและเช้ือราในน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มคร้ังนี้เปน
การศึกษาเชิงสํารวจ (Survey research) เพื่อตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและ
น้ํ าผลไมพรอมดื่ม ท่ีวางจําหนายในรานแผงลอย  บนถนนสุเทพ  บริเวณประตูดานหลัง
มหาวิทยาลัยเชียงใหม ทําการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา ตามเกณฑคุณภาพทาง    
จุลชีววิทยาของยีสตและเ ช้ือราในเคร่ืองดื่มหาบเรแผงลอย  กรมวิทยาศาสตรการแพทย                 
กระทรวงสาธารณสุข วิธีดําเนินการศึกษามีดังนี้ 
 
ประชากรและกลุมตัวอยาง 

ประชากรที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ คือ น้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มท่ีวางจําหนายใน    
รานแผงลอย บนถนนสุเทพ (ระหวางประตูคณะเกษตรศาสตรถึงประตูคณะวิศวกรรมศาสตร)
บริเวณดานหลังมหาวิทยาลัยเชียงใหม จํานวน 16 ตัวอยาง ซ่ึงเก็บจากรานแผงลอยจํานวน 2 ราน 
ดังนี้ 

รานแผงลอยท่ี 1 มีน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 6 ชนิด ประกอบดวย น้ํากระเจี๊ยบ น้ําตะไคร 
น้ําลําไย น้ําใบบัวบก น้ํามะพราว และนํ้ามะตูม 

รานแผงลอยท่ี 2 มีน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 10 ชนิด ประกอบดวย น้ําผ้ึงมะนาว น้ําสม 
น้ําสํารอง น้ํามะขาม น้ําบีทรูท น้ํามะพราว-แคนตาลูป น้ํามะเขือเทศ น้ําเสาวรส น้ําสตรอเบอรร่ีและ
น้ําผักรวม 

โดยเก็บขอมูลน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 2 คร้ัง แตละคร้ังเก็บหางกัน 2 เดือน เก็บขอมูล
คร้ังท่ี 1 ในชวงวันที่ 5 ธันวาคม ถึง 17 ธันวาคม 2550 จํานวน 16 ชนิด เก็บขอมูลคร้ังท่ี 2 ในชวง
วันท่ี 4 กุมภาพันธ ถึง 10 กุมภาพันธ 2551 จํานวน 16 ชนิด รวมจํานวนท้ังหมด 32 ตัวอยาง 
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เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษา 
 

เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะห
ปริมาณของยีสตและเช้ือราและแบบสังเกตอยางมีโครงสรางเพ่ือสังเกตเกี่ยวกับการปฏิบัติตาม               
หลักสุขาภิบาลอาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไม แบบไมมีสวนรวม โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 

3.1. เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณยีสตและเช้ือรา  
การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราท่ีปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไม

พรอมดื่มโดยวิธี Pour Plate Technique ตามหลักของ Bacteriological Analytical Manual of Food 
and Drug Administration ป 2001 ซ่ึงไดรับการรับรองจาก AOAC (Association of Official 
Agricultural Chemists, 1998) (Center for Food Safety and Applied Nutrition – U.S. Food and 
Drug Administration, 2008) โดยหองปฏิบัติการอาหารและเคร่ืองดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย
เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงมีหลักการตรวจ
วิเคราะหดังนี้ การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและน้ําผลไมโดยการเทอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีตัวอยาง น้ําผักและน้ําผลไมท่ีเจือจางเปนอัตราสวนตางๆ 
หลังจากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสม แลวเลือกจานเพาะเช้ือท่ีมีจํานวนโคโลนี
ท่ีเหมาะสมมานับและคํานวณปริมาณของยีสตและเช้ือรา 

เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะห ประกอบดวย 
1. ตูปราศจากเช้ือ (Laminar Flow) 
2. ตูบมเพาะเช้ือ (Incubator Oven) 
3. เตาอบรอน (Hot – Air Sterilizing Oven) 
4. เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) 
5. เคร่ืองช่ังอยางละเอียด (Analytical Balance) 
6. กลองจุลทรรศน (Microscope) 
7. เคร่ืองนับโคโลนี (Colony Counter) 

อุปกรณท่ีใชในการตรวจวิเคราะห ประกอบดวย 
1. ถุงพลาสติกท่ีปราศจากเช้ือ 
2. หลอดดูดแกวปราศจากเช้ือ ขนาด 2.0 และ 10.0 มิลลิลิตร 
3. จานแกวเพาะเช้ือปราศจากเช้ือขนาด 100 x 15 มิลลิลิตร 
4. ขวดแกวปราศจากเช้ือขนาด 500 มิลลิลิตร 
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5. ขวดพลาสติกปราศจากเช้ือขนาด 125 มิลลิลิตร 
6. เข็มเข่ียเช้ือ (Needle) 
7. หวงเข่ียเช้ือ (Loop)  

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการตรวจวิเคราะห ประกอบดวย  
1. Plate Count Agar (PCA) 
2. Chloramphenicol 
3. Peptone water 
4. Tartaric acid, AR 
5. น้ําเกลือท่ีมีความเขมขน 0.85% 
6. น้ํากล่ัน 

3.2. แบบสังเกตอยางมีโครงสราง เพื่อสังเกตเกี่ยวกับการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่ม แบบไมมีสวนรวม ซ่ึงดัดแปลงมาจาก
คูมือมาตรฐานและกลวิธีในการดําเนินงานสุขาภิบาลอาหารของสถานท่ีปรุง ประกอบและจําหนาย
อาหารที่จัดทําโดยกองสุขาภิบาลอาหาร กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2545 โดยเกณฑใน
การประเมินผล อางอิงจากคูมือมาตรฐานและกลวิธีในการดําเนินงานสุขาภิบาลอาหารและสถานทีป่รุง
ประกอบและจําหนายอาหาร ท่ีจัดทําโดยกองสุขาภิบาลอาหาร กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข
พ.ศ. 2545 
 
การตรวจสอบคุณภาพของเคร่ืองมือ 

การศึกษาคร้ังนี้  ผูศึกษาไดสงตัวอยางตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราท่ี
หองปฏิบัติการอาหารและเครื่องดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงเปนหองปฏิบัติการท่ีผานการรับรองความสามารถตาม
มาตรฐาน ISO 15189 : 2003 และขอกําหนดและเง่ือนไขการรับรองความสามารถหองปฏิบัติการ
ทดสอบดานสาธารณสุขของสํานักงานมาตรฐานหองปฏิบัติการในดานชันสูตรสาธารณสุข
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขและทําการตรวจวิเคราะหตามเกณฑคุณภาพ   
ทางจุลชีววิทยาของยีสตและเช้ือราในเคร่ืองดื่มหาบเรแผงลอย กรมวิทยาศาสตรการแพทย
กระทรวงสาธารณสุข (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2544) โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1. การตรวจสอบคุณภาพของวิธีท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณยีสตและเช้ือราท่ี
ปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไม 
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วิธีท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา คือ วิธี Pour Plate Technique 
ตามหลักของ Bacteriological Analytical Manual of Food and Drug Administration ป 2001 ซ่ึงไดรับ
การรับรองจาก AOAC (Association of Official Agricultural Chemists, 1998) (Center for Food 
Safety and Applied Nutrition – U.S. Food and Drug Administration, 2008) โดยหองปฏิบัติการอาหาร
และเคร่ืองดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงไดรับการข้ึนทะเบียนเปนหองปฏิบัติการที่ผานการรับรองความสามารถตาม
มาตรฐาน ISO 15189 : 2003 และขอกําหนดและเง่ือนไขการรับรองความสามารถหองปฏิบัติการ
ทดสอบดานสาธารณสุขของสํานักงานมาตรฐานหองปฏิบัติการในดานชันสูตรสาธารณสุข
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 

2. การตรวจสอบคุณภาพเคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา
ที่ปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไมมีความสําคัญอยางมาก เนื่องจากเคร่ืองมือท่ีไดคุณภาพเปน
ปจจัยหนึ่งท่ีจะทําใหไดผลการตรวจวิเคราะหท่ีถูกตอง (นงคราญ เรืองประพันธ, 2549) 

2.1. ตูปราศจากเช้ือ (Laminar Flow) เปนเคร่ืองมือเพื่อใชในการปองกันไมให
เช้ือจุลินทรียฟุงกระจายในหองปฏิบัติการ ซ่ึงทําใหผูปฏิบัติงานไดรับอันตรายจากการหายใจเอา
เช้ือจุลินทรียเขาสูรางกายได ตูปราศจากเช้ือแบงได 3 แบบ แตสําหรับการตรวจทางดานจุลชีววิทยา
ในอาหารจะใช แบบ Class 2 Cabinet ซ่ึงเปนตูชนิดท่ีเปดดานหนาไดบางสวน ตูชนิดนี้จะปองกันทั้ง
ผูปฏิบัติงาน ตัวอยางทดสอบและส่ิงแวดลอมภายนอกมิใหปนเปอนเช้ือจุลินทรีย โดยตูปราศจากเช้ือ
จะดูดอากาศจากภายนอกเขาสูตูผาน Air Filter แลวจึงดูดอากาศภายในตูออกอีกดานหนึ่งผานAir Filter 
อีกชุดหนึ่งกอนปลอยออกสูภายนอก โดยอากาศท่ีเขาออกตองปรับใหสมดุลกัน และคาของความเร็ว
อากาศตองไมนอยกวา 0.4 เมตรตอวินาที ตูชนิดนี้ใชกับเช้ือจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการกอโรค
ตอส่ิงมีชีวิตตํ่าถึงปานกลาง โดยกอนและหลังการใชงานทุกคร้ังตองเปดหลอดอุลตราไวโอเลตซ่ึงอยู
ภายในตูเพื่อฆาเช้ือจุลินทรีย เปนเวลา 30 นาที 

การควบคุมคุณภาพ โดยการตรวจสอบความปราศจากเช้ือของตูปราศจากเชื้อ ซ่ึง
ทดสอบโดยการเปดฝาจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Plate Count Agar ในตูปราศจากเช้ือขณะ
ใชงานประมาณ 15 นาที แลวปดฝาจานเพาะเช้ือ หลังจากนั้นนําจานเพาะเช้ือไปบมท่ีอุณหภูมิ 35–37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ังโมง 

การประเมิน จานเพาะเช้ือตองไมมีโคโลนีของเช้ือจุลินทรียเจริญบนอาหาร 
เล้ียงเช้ือ 
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2.2 ตูบมเพาะเช้ือ (Incubator Oven) เปนเคร่ืองมือท่ีใชในการใหอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
และคงท่ีแกยีสตและเช้ือราท่ีตองการเพาะเล้ียง โดยปกติจะใชอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสและใช
อากาศแบบธรรมดา (Aerobic Incubator) 

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอรซ่ึงจะทําการตรวจสอบทุก 3 

เดือน อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอรมาตรฐานควรแตกตางกัน
ไมเกิน ± 2 องศาเซลเซียส และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี
95%  

2. การตรวจสอบการกระจายความรอน โดยการวัดอุณหภูมิตามตําแหนงตางๆ 
ภายในตู ซ่ึงคาท่ีวัดไดไมควรแตกตางกันเกิน ± 2 องศาเซลเซียส จากอุณหภูมิท่ีต้ังไว 

2.3 เตาอบรอน (Hot – Air Sterilizing Oven) เปนเคร่ืองมือท่ีใหความรอนแกวัตถุท่ี
ตองการอบเพื่อใหวัตถุท่ีตองการอบแหง ซ่ึงจะใชอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับวัตถุท่ีจะนํามาอบ  

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอรโดยจะตรวจสอบทุก 3 เดือน 

อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอรมาตรฐานควรแตกตางกันไมเกิน 
± 2 องศาเซลเซียส และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี95%  

2. การตรวจสอบการกระจายความรอน โดยการวัดอุณหภูมิตามตําแหนงตางๆ 
ภายในตู ซ่ึงคาท่ีวัดไดไมควรแตกตางกันเกิน ± 2 องศาเซลเซียส จากอุณหภูมิท่ีต้ังไว 

2.4 เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) เปนเคร่ืองมือท่ีทําใหปราศจากเช้ือโดยใช
แรงดันไอน้ํา ซ่ึงภายในเคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือจะตองมีแรงดันไอน้ําท่ีมีอุณหภูมิท่ีพอเหมาะท่ีจะเขาไป
แทนท่ีอากาศทั้งหมดในเคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือและไอน้ําจะแทรกเขาไปในทุกสวนของวัตถุท่ีตองการ
ทําลายเช้ือจุลชีพ โดยท่ัวไปจะใชแรงดันไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตแรงดัน15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบการกระจายความรอนภายในเคร่ือง โดยการใชแถบเทปเคมี 

(Autoclave Indicator Tape) ซ่ึงจะไวตอแรงดันไอน้ํา ซ่ึงเม่ือสัมผัสกับแรงดันไอน้ํา ณ เวลา อุณหภูมิ
และแรงดันท่ีกําหนดแถบเทปเคมีจะเปล่ียนสีทันที ซ่ึงจะทําทุกคร้ังท่ีมีการใชงานเครื่องนึ่งทําลาย
เช้ือและมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95% 

การประเมิน แถบเทปเคมีเปล่ียนสีและความเขมของสีสมํ่าเสมอ ตามที่บริษัท
กําหนด 
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2. การตรวจสอบการปราศจากเช้ือ โดยการใชเช้ือ Bacillus sterthermophilus ซ่ึง
เปนเช้ือจุลินทรียท่ีเจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ 55 – 60 องศาเซลเซียส และเม่ือเจริญแลวจะสรางกรดซ่ึงจะ
เปล่ียนสีของอินดิเคเตอรภายในหลอดทดสอบ คือ Bromcresal Puple จากสีมวงเปนสีเหลือง โดย
เช้ือนี้สามารถทนอุณหภูมิสูง 121 องศาเซลเซียส ไดนาน 5 นาที แตเช้ือนี้จะตายถาสัมผัสกับความรอน
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

การประเมิน หลอดทดสอบไมมีการเปล่ียนสี หลังจากบมเพาะเช้ือ ตามท่ี
บริษัทกําหนด 

2.5 เคร่ืองช่ังอยางละเอียด (Analytical Balance) ซ่ึงมีความละเอียด 0.0001กรัม เปน
เคร่ืองมือท่ีใชในการช่ังน้ําหนกัของวัตถุท่ีตองการ (ฐิติรัตน จารุวาระกูล, 2548) 

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบลักษณะทั่วไป โดยตําแหนงของลูกน้ําตองอยูตรงกลาง ถามี       

การปรับตําแหนงของลูกน้ําใหม ตองทําการปรับต้ังเคร่ืองช่ังทุกคร้ัง เม่ือกดปุม Tare เคร่ืองช่ังตอง
อานไดศูนย 

2. การตรวจสอบความเท่ียงของเคร่ืองช่ัง โดยเคร่ืองช่ังตองสามารถช่ังวัตถุช้ิน
เดียวกันไดเทากันทุกคร้ัง ภายใตเง่ือนไขและสภาวะตางๆที่เหมือนกัน สามารถตรวจสอบไดโดย
การชั่งตุมน้ําหนักมาตรฐานซํ้ากัน 10 คร้ัง ภายใตเง่ือนไขและสภาวะเดียวกัน เคร่ืองช่ังตองมีความเท่ียง
ไมนอยกวา 90% 

3. การตรวจสอบความถูกตองของคาท่ีอานได โดยเคร่ืองช่ังตองสามารถแสดง
คาน้ําหนักท่ีอานไดเทากับน้ําหนักจริงท่ีวางอยูบนเคร่ืองช่ัง สามารถตรวจสอบไดโดยการหาคา
ความแตกตางระหวางคาที่อานไดจากเคร่ืองช่ังกับคาจริงของตุมน้ําหนักมาตรฐานท่ีผานการสอบเทียบ
แลว โดยจะตรวจสอบความถูกตองเปนชวงๆ ซ่ึงไมนอยกวา 10 ชวงเทาๆกัน จากนั้นนํามาคํานวณหา
คาแกของเคร่ืองช่ัง เพื่อใหการชั่งไดมาตรฐาน 

3. การตรวจสอบคุณภาพอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและ
เช้ือราท่ีปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไม (สํานักมาตรฐานหองปฏิบัติการกรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข, 2550) ประกอบดวย 

3.1. การตรวจสอบคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือทางกายภาพ ประกอบดวย การตรวจดู
ลักษณะท่ัวๆไปของอาหารเล้ียงเชื้อ โดยการสังเกตสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมข้ึนมาใหม ถา
พบวาสีผิดไปจากเดิมจะดําเนินการตรวจสอบ pH ของอาหาร ซ่ึงคาท่ีวัดไดไมควรเกิน ± 0.2 ของคา 
pH ท่ีกําหนดไวสําหรับอาหารเล้ียงเช้ือชนิดนั้น 
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3.2. การตรวจสอบความปราศจากเช้ือจุลินทรีย โดยการนําอาหารเล้ียงเชื้อท่ีผาน      
การฆาเช้ือแลวรอยละ 5 ของจํานวนท่ีเตรียมท้ังหมด นํามาบมท่ีอุณหภูมิ 35 ถึง 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 18 ถึง 24 ช่ัวโมง เพื่อตรวจดูเช้ือจุลินทรีย ถาพบวามีเช้ือจุลินทรียเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ 
จะไมนําอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมาใช 

3.3. การตรวจสอบการเจริญเติบโตของเช้ือ โดยกอนท่ีจะนําอาหารเล้ียงเช้ือมาใช ตอง
ตรวจสอบคุณสมบัติของอาหารเล้ียงเชื้อวาชวยในการเจริญเติบโตของยีสตและเช้ือราตางๆได
หรือไม โดยการนําเช้ือ Cadida albicans มาเพาะเล้ียงลงในอาหารเล้ียงเช้ือ ถาพบวาเช้ือจุลินทรียท่ี
นํามาทดสอบไมเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ จะไมนําอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมาใช 

4. การตรวจสอบคุณภาพของแบบสังเกตอยางมีโครงสราง 
การหาความเท่ียงตรงดานเนื้อหา (Validity) ของแบบสังเกต ผูศึกษานาํแบบสังเกตให

ผูเช่ียวชาญจํานวน 3 ทาน ตรวจสอบความครอบคลุมของเนื้อหา รวมท้ังแกไขสํานวนภาษาจากนั้น
จึงนําแบบสังเกตมาปรับปรุงแกไขใหชัดเจนยิ่งข้ึน 
 
การเก็บรวบรวมขอมูล 

ผูศึกษาเก็บรวบรวมขอมูลน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มดวยตนเองและตรวจวิเคราะห ณ. 
หองปฏิบัติการอาหารและเคร่ืองดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย
กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1. ทําการสํารวจจํานวนรานแผงลอยที่จําหนายน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มและจํานวน
น้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่ม 

2. ใชแบบสังเกตแบบมีโครงสราง เพื่อสังเกตเก่ียวกับการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไม ซ่ึงครอบคลุมสาระตางๆ เชน การสุขาภิบาล
ทางดานอาหาร ดานภาชนะและอุปกรณ ดานผูสัมผัสอาหาร ดานแมลงและสัตวนําโรคและดาน
ส่ิงแวดลอม 

3. การเก็บตัวอยางน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มท่ีวางจําหนายท่ีในรานแผงลอยบริเวณ
ถนนสุเทพ (ระหวางประตูคณะเกษตรศาสตรถึงประตูคณะวิศวกรรมศาสตร) บริเวณดานหลัง
มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร โดยเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง แตละคร้ังเก็บหาง
กัน 2 เดือน โดยมีวิธีการเก็บและรักษาน้ําผักและน้ําผลไมเพื่อการวิเคราะห ดังนี้ 
(กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข, 2550) 
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3.1. เก็บน้ําผักและน้ําผลไมท่ีตํ่ากวาผิวหนาประมาณ 1 นิ้วและมีปริมาตรประมาณ 200 
มิลลิลิตร โดยเก็บแยกถุงแตละชนิดของน้ําผักและน้ําผลไมจากรานแผงลอยแตละรานและเก็บน้ําผัก
และนํ้าผลไมไวในถุงพลาสติกท่ีรานแผงลอยนั้นๆใสให 

3.2. ติดฉลากท่ีถุงพลาสติกทุกถุง (โดยฉลากระบุเกี่ยวกับรานแผงลอยท่ีจําหนายและ
ชนิดของน้ําผักและน้ําผลไม คร้ังท่ีเก็บน้ําผักและน้ําผลไม โดยกําหนดเปนรหัส) 

3.3. นําถุงพลาสติกท่ีบรรจุน้ําผักและน้ําผลไมใสในถุงพลาสติกท่ีสะอาดอีกช้ันหนึ่ง
รัดปากถุงใหแนน 

3.4. หลังจากนัน้เกบ็น้ําผักและน้าํผลไมไวในท่ีแหงและมีอุณหภูมิอยูในชวง 0–4
องศาเซลเซียส 

3.5. หลังจากนั้นทําการสงน้ําผักและน้ําผลไมไปหองปฏิบัติการอาหารและเคร่ืองดื่ม 
ภายใน 12 ช่ัวโมงหรืออยางชาไมเกิน 48 ช่ัวโมงและรักษาอุณหภูมิระหวางการนําสงใหอยูในชวง 
0–4 องศาเซลเซียส โดยการใสในกลองโพมท่ีมีน้ําแข็งแหง 

4. การตรวจวิ เคราะหปริมาณของยีสตและเ ช้ือราในนํ้า ผักและน้ํ าผลไม  ณ .
หองปฏิบัติการอาหารและเครื่องดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงประกอบดวย ข้ันตอนการเตรียมน้ําผักและน้ําผลไม    
การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา การนับจํานวนโคโลนีของยีสตและเช้ือรา การคํานวณ
ปริมาณของยีสตและเช้ือราและการรายงานจํานวนยีสตและเช้ือราในน้ําผักและน้ําผลไม โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 

4.1. การเตรียมน้ําผักและน้ําผลไม (Center for Food Safety and Applied Nutrition  – 
U.S. Food and Drug Administration, 2008) 

4.1.1. การเตรียมน้ําผักและน้ําผลไมเพื่อทําการตรวจวิเคราะหทําโดยการใช
เทคนิคปราศจากเช้ือทุกข้ันตอน 

4.1.2. นําถุงน้ําผักและน้ําผลไมมาเขยาแรงๆ อยางนอย 25 คร้ัง 
4.1.3. ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ียังไมไดเจือจาง จํานวน 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวด

พลาสติกท่ีมีสารละลาย 0.1% peptone water จํานวน 90 มิลลิลิตร (น้ําผักและน้ําผลไมจะถูกเจือจาง
เปนอัตราสวน 1 ตอ 10) 

4.1.4. ดูดน้ําผักและน้ําผลไมจากขอ 4.1.3 จํานวน 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวด
พลาสติกท่ีมีสารละลาย 0.1% peptone water จํานวน 90 มิลลิลิตร (น้ําผักและน้ําผลไมจะถูกเจือจาง
เปนอัตราสวน 1 ตอ 100) 



 41

4.1.5. เจือจางน้ําผักและน้ําผลไมลงไปคร้ังละ 10 เทาในลักษณะเดียวกันนี้จนได
อัตราสวนตามท่ีตองการ 

4.2. การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและน้ําผลไม (Center for 
Food Safety and Applied Nutrition – U.S. Food and Drug Administration, 2008) 

4.2.1. การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในน้ําผักและน้ําผลไมใช
เทคนิคปราศจากเช้ือทุกข้ันตอน ต้ังแตข้ันตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ น้ํายาสําหรับเจือจาง
ตัวอยาง อุปกรณทุกชนิดท่ีตองสัมผัสกับตัวอยางตองผานการอบหรือนึ่งฆาเช้ือจุลินทรียกอน
นํามาใชทุกคร้ัง 

4.2.2. ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ีถูกเจือจางในอัตราสวนตางๆ จํานวน 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในจานเพาะเช้ือ โดยในแตละอัตราสวนของตัวอยางท่ีถูกเจือจางใหทําอยางนอย 2 จานและให
ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ีไมไดเจือจางใสลงในจานดวย 

4.2.3. เทอาหารเล้ียงเชื้อ Plate Count Agar (PCA) ท่ีผสม Chloramphenicol ท่ี
หลอมละลายและมีอุณหภูมิประมาณ 40 – 50 องศาเซลเซียส ใสลงในจานเพาะเช้ือในขอท่ี 4.2.2.
จานละประมาณ 15 – 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันต้ังท้ิงไวใหแข็งตัว 

4.2.4. นําจานเพาะเช้ือ (หามกลับดาน) ไปบมเพาะเช้ือ ท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน 

4.2.5. เม่ือครบเวลา ใหนับจํานวนโคโลนีในจานเพาะเช้ือ โดยเลือกจานเพาะเช้ือ
ท่ีมีจํานวนโคโลนี ประมาณ 30 - 300 โคโลนี สวนโคโลนีท่ีไมแนใจวาเปนยีสตหรือเช้ือราใหใช
เข็มเข่ียเช้ือ เข่ียโคโลนีท่ีสงสัยผสมกับน้ําเกลือท่ีมีความเขมขน 0.85% แลวนําไปหยดลงบนสไลด 
หลังจากนั้นนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน ถาเปนยีสตจะมีลักษณะเปนเซลลกลมๆ บางเซลลมี
ลักษณะการแตกหนอแตถาเปนเซลลของเช้ือราจะเห็นเปนสาย Hyphae 

โคโลนีของยีสตและเช้ือรา มีลักษณะดังนี้ 
1. ยีสต โคโลนีมีลักษณะเปนจุดสีเขียวขนาดเล็กสีน้ําตาลหรือสีฟา–เขียว 

หรือไมมีสี แตตองไมมีจุดสีดําตรงกลางโคโลนี ลักษณะนูน มีขอบเขตชัดเจน 
2. เช้ือรา โคโลนีของเช้ือราสวนใหญมีสีน้ําเงินหรือสีท่ีเช้ือราสรางข้ึนเอง

ตามธรรมชาติ เชน สีดํา สีเหลือง สีเขียว สีขาว เปนตน และมีขนาดคอนขางใหญ (ใหญกวายีสต) 
ขอบเขตของโคโลนีไมชัดเจนเนื่องจากการแผกระจายของเสนใย บอยคร้ังจะพบวามีจุดสีดําตรงกลาง
โคโลนี 
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ภาพ  3.1. ลักษณะโคโลนีของยีสตและเช้ือรา 
 

4.3. การนับจํานวนโคโลนีและการคํานวณปริมาณของยีสตและเช้ือรา (Center for 
Food Safety and Applied Nutrition –U.S. Food and Drug Administration, 2008) การนับจํานวน
โคโลนีท่ีปรากฏบนจานเพาะเช้ือท่ีมีการเจือจางนอยกอนไปสูการเจือจางมาก 

4.3.1. ถาจานเพาะเช้ือท้ัง 2 จาน จากการเจือจางตัวอยางท่ีเทากันมีจํานวนโคโลนี อยู
ระหวาง 30-300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีของท้ัง 2 จาน นํามาหาคาเฉล่ียแลวคูณดวย 
dilution factor 

4.3.2. ถาจานเพาะเชื้อจานใดจานหนึ่ง จากการเจือจางตัวอยางท่ีเทากันมีจํานวน
โคโลนีนอยกวา 30 หรือมากกวา 300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีท้ัง 2 จาน นํามาหาคาเฉล่ีย
แลวคูณดวย dilution factor 

4.3.3. ถาจานเพาะเชื้อมี 2 การเจือจางตัวอยางท่ีตางกันมีจํานวนโคโลนีในจาน
เพาะเช้ืออยูระหวาง 30-300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีท้ัง 2 การเจือจางตัวอยางแลวนํามา
คํานวณเหมือนขอท่ี 4.3.1 แลวนําคาท่ีไดจากท้ัง 2 การเจือจางตัวอยางท่ีตางกันนั้นมาหาคาเฉล่ีย 

4.3.4. ถาจานเพาะเช้ือท้ัง 2 จาน จากการเจือจางตัวอยางท่ีเทากันในอัตราสวนที่
ตํ่าสุด นับจํานวนโคโลนีไดนอยกวา 300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีท้ัง 2 จาน นํามาหา
คาเฉล่ียแลวคูณดวย dilution factor 

เชื้อรา 

ยีสต



 43

4.3.5. ถาจานเพาะเช้ือทุกจานจากการเจือจางตัวอยางท่ีตางกันมีจํานวนโคโลนี 
มากกวา 300 โคโลนีตอจาน ใหเลือกเอาจานที่มีการเจือจางมากท่ีสุด มาแบงเปนสวนๆ เชน แบงจาน
เพาะเช้ือออกเปน 2, 4, 8 สวน หลังจากนั้นใหนับจํานวนโคโลนีในแตละจาน โดยใหนับอยางนอย 1 
สวน แลวคูณดวยตัวคงท่ีท่ีเหมาะสม (ถาแบงจานเพาะเชื้อออกเปน 8 สวน แลวนับจํานวนโคโลนี 2 
สวน ใหนําคาท่ีไดมาคูณดวย 4 แตถานับจํานวนโคโลนี 4 สวนใหนําคาท่ีไดมาคูณดวย 2 นําคาท่ี
ไดมาหาคาเฉล่ีย แลวคูณดวย dilution factor) 

4.3.6. ถาแบงจานเพาะเช้ือจากการเจือจางตัวอยางมากสุดออกเปน 8 สวน และใน
แตละสวนมีโคโลนีมากกวา 20 โคโลนี ใหรายงานวามากกวา 1,600 (200 คูณดวย 8) คูณดวย dilution 
factor ถาในจานเพาะเช้ือมี spreader มากกวา 25% ใหรายงานวา spreader และถาจําเปนตองนับให
นับโคโลนีท่ี spreader เปน 1 โคโลนีและนับรวมกับโคโลนีปกติ แลวนําไปคํานวณ 

4.4. การรายงานจํานวนยีสตและเช้ือรา 
4.4.1. ใหรายงานเปนจํานวนเลขนัยสําคัญเทากับ 2 
4.4.2. ถาไมมียีสตและเช้ือราเจริญในจานเพาะเช้ือท่ีไมไดมีการเจือจางตัวอยางให

รายงานวา ไมพบยีสตและเช้ือราตอน้ําผักและน้ําผลไม 1 มิลลิลิตร 
5. บันทึกผลการทดสอบและผลการสังเกตลงในแบบบันทึกผลการตรวจวิเคราะหและ

แบบบันทึกผลการสังเกต  
 
การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใช 

การวิเคราะหผลการตรวจปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและน้ําผลไมพรอมดื่ม 
โดยนํ้าผักและน้ําผลไมพรอมดื่มตองผานเกณฑทางจุลชีวิทยาท้ังยีสตและเช้ือราจึงจะผานเกณฑทาง
จุลชีวิทยาของยีสตและเช้ือราในเคร่ืองดื่มหาบเรแผงลอย สถิติคารอยละนํามาใชเพื่อบอกจํานวน   
น้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มท่ีผานและไมผานเกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยา  

การวิเคราะหผลการสังเกตแบบมีโครงสราง เพื่อสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไมโดยผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไมตอง
ปฏิบัติตามเกณฑครบทุกขอ ท้ังทางดานอาหาร ดานภาชนะและอุปกรณ ดานผูสัมผัสอาหาร ดาน
แมลงและสัตวนําโรคและดานส่ิงแวดลอม จึงจะผานเกณฑการประเมิน หากขาดขอใดขอหนึ่งถือวา
ไมผานการประเมิน 
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แผนภูมิ 3.1 การลําดับข้ันการวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในตัวอยางน้ําผักและน้ําผลไม 
 

ดูดน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 10 มิลลิลิตร + 0.1% peptone water จํานวน 90 มิลลิลิตร  
(น้ําผักและน้ําผลไมจะถูกเจอืจางในอัตราสวน 1 ตอ 10) 

 
 

ผสมใหเขากัน 
 
 

เจือจางน้ําผักและน้ําผลไมลงคร้ังละ 10 เทา โดยใช 0.1% peptone water 
 
 

ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ีไมไดเจือจางและเจือจางแลวทุกระดับใสจานเพาะเช้ือ จานละ 1 มิลลิลิตร 
(แตละการเจือจางทํา 2 จาน) 

 
 

เทอาหารเล้ียงเชื้อ (PCA) ท่ีผสม Chloramphenicol ลงไป จานละ 15 – 20 มิลลิลิตร 
 
 

ผสมใหเขากันดีและท้ิงไวใหแข็งตัว 
 
 

บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน 
 
 

นับจํานวนโคโลนีแลวนํามาคํานวณเปนปริมาณยีสตและเช้ือราตอน้ําผักและน้ําผลไม 1 มิลลิลิตร 


