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ภาคผนวก ก 
 

ภาพประกอบ 
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ภาพ ก-1  สภาพรานคาผลิตภัณฑมั่มพืน้บาน 

 
 
 
 

 
ภาพ ก-2  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มที่ผลิตจากเนื้อแบบตางๆ 

มั่มหมู (สองแถวบน) 
มั่มเนื้อ(สองแถวลาง) 
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ภาพ ก-3  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มหม ู

 
 
 
 

 
ภาพ ก-4  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มเนื้อ 
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ภาพ ก-5  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มพกเนือ้ 

 

 
ภาพ ก-6  ลักษณะผลิตภัณฑมั่มหมูพื้นบาน 
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สูตร และ กระบวนการผลิต 
ผลิตภัณฑมั่มโดยใชเทคโนโลยีเช้ือบริสุทธิ์เริ่มตนผสม 
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ภาพ ก-7  (ซายบน)เนื้อสะโพกหมูที่ผานการเอามันออกและบดแลว 
ภาพ ก-8  (ขวาบน)ตับหมูทีผ่านการตมและบดละเอยีดแลว 
ภาพ ก-9  (ซายกลาง)ขาวเหนียวและกระเทียมที่บดผสมรวมกัน 
ภาพ ก-10  (ขวากลาง)สวนผสมที่พรอมบรรจุลงในไสคอลลาเจน 
ภาพ ก-11  (ภาพลาง)สวนผสมที่กําลังบรรจุลงในไสคอลลาเจน 
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ภาพ ก-12  สวนผสมที่บรรจุลงไสที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพ ก-13  สวนผสมที่บรรจุลงไสที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพ ก-14  สวนผสมที่บรรจุลงไสที่ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพ ก-15  ผลิตภัณฑที่ผานการหมัก 48 ชัว่โมง(กอนทําใหสุก) 

 

 
ภาพ ก-16  ผลิตภัณฑที่ผานการหมัก 48 ช่ัวโมง(หลังทําใหสุก) 
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การผลติมั่ม โดยเทคโนโลยีเช้ือบริสุทธิเ์ริ่มตน  
เพื่อการศึกษาอายุการเกบ็รักษา 
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ภาพ ก-17  มั่มที่บรรจุลงไสคอลลาเจนและมัดแลว ไมแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 

 
 
 

 
ภาพ ก-18  กระบวนการแชมั่มในสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-19 (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 1 
ภาพ ก-20  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 1 
ภาพ ก-21  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 1 
ภาพ ก-22  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 1 
 

ดานซาย  เปนตัวอยางทีไ่มผานการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
ดานขวา  เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-23  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 2 
ภาพ ก-24  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 2 
ภาพ ก-25  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 2 
ภาพ ก-26  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 2 

 
ดานซาย  เปนตัวอยางทีไ่มผานการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
ดานขวา  เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-27  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 3 
ภาพ ก-28  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 3 
ภาพ ก-29  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 3 
ภาพ ก-30  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 3 
 

เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-31  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 4 
ภาพ ก-32  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 4 
ภาพ ก-33  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 4 
ภาพ ก-34  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 4 
 

เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-35  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 5 
ภาพ ก-36  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 5 
ภาพ ก-37  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 5 
ภาพ ก-38  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 5 
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ภาพ ก-39  ลักษณะการเสื่อมเสียจากเชื้อจุลินทรียของผลิตภัณฑมั่ม 

 
 
 
 

 
ภาพ ก-40  ลักษณะการเสื่อมเสียจากเชื้อราที่พบในผลิตภณัฑมั่ม 
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ภาคผนวก ข 
 

แบบทดสอบทางประสาทสัมผัส 
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แบบทดสอบเคาโครงผลิตภัณฑ 
 
ผูทดสอบชิม........................................................................ วันที่............................................... 
 
ผลิตภัณฑ   :  ผลิตภัณฑม่ัม 
ลักษณะผลิตภัณฑ   :   เปนไสกรอกหมักที่มีสวนผสมหลักไดแก เนื้อ และตับ ( นิยมใชเนื้อวัว หรือหมู ) 
มีรสเปรี้ยว และมีกลิ่นเฉพาะตัว นิยมนําไปปง ทอด ยางโดยรับประทานกับผักสด ขิง พริกและกระเทียมหรือ
นําไปประกอบอาหารกอนรับประทาน 
 กรุณากรอกแบบสอบถามใหตรงกับความตองการของทานมากที่สุด 
1. ระบุหัวขอ “ลักษณะของผลิตภัณฑ” ที่ทานคิดวามีความสําคัญลงในแตละหัวขอ 
2. กําหนดเครื่องหมาย  I  ลงบนสเกลในตําแหนงที่ทานคิดวาเปนระดับที่ดีที่สุดของลักษณะผลิตภัณฑนั้น ๆ 

ของลักษณะผลิตภัณฑในอุดมคติ (Ideal) 
3. กําหนดเครื่องหมาย  x  ลงบนสเกลในตําแหนงที่คิดวาเปนระดับของลักษณะผลิตภัณฑนั้น ๆ ของ        

ผลิตภัณฑตัวอยาง 
ลักษณะปรากฏ 
....................  
          ....................      .................... 
.................... 
          ....................                   .................... 
กล่ินและรสชาติ 
.................... 
          ....................      .................... 
.................... 
          ....................      .................... 
ลักษณะเนื้อสัมผัส 
.................... 
          ....................      .................... 
.................... 
          ....................      .................... 
การยอมรับโดยรวม 
.................... 
          ....................                    .................... 

ขอขอบคุณท่ีกรุณาใหความรวมมือ 
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แบบทดสอบทางประสาทสัมผัส 
ผลิตภัณฑม่ัม 

 
ผูทดสอบชิม.......................................................................................     วันที่........................................... 

กรุณากําหนดเครื่องหมาย  x  ลงบนสเกลในตําแหนงที่คิดวาเปนระดับของลักษณะผลิตภัณฑนั้น ๆ ของ
ผลิตภัณฑตัวอยาง เมื่อ I เปนระดับคาในอุดมคติของลักษณะผลิตภัณฑ 
สีของผลิตภัณฑ 
  
         น้ําตาลออน             น้ําตาลเขม 
ความเปนเน้ือเดียวกัน 
 

             นอย                 มาก 
ความเปรี้ยว 
 
              นอย                 มาก 
ความเค็ม 
 
              นอย                 มาก 
กล่ินเฉพาะของผลิตภัณฑ 
 
 
              นอย                 มาก 
ความนุม-ความแข็ง 
 
               นุม                 แข็ง 
การยอมรับโดยรวม 

 
              นอย                 มาก 
 
 
 

ขอขอบคุณท่ีกรุณาใหความรวมมือ 
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ภาคผนวก ค 
 

การวิเคราะหคุณภาพ 
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การวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี
 

การวัดคาความเปนกรดเปนดาง  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
ชั่งตัวอยางผลิตภัณฑมั่มมาจํานวน 10 กรัม  ปนผสมกับน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

แลวนําไปวัดคาความเปนกรดเปนดางดวยเครื่อง Microprocessor pH-meter โดยกอนวัดตอง
ปรับคามาตรฐานในการวัดแตละครั้ง(Calibrate)  ดวยสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐานที่มีความเปน
กรดเปนดางเทากับ  4.00 และ 7.00 ตามลําดับ  ทําการวัดคาความเปนกรดเปนดางของตัวอยาง
ผลิตภัณฑทั้งหมด 3 คร้ัง  แลวหาคาเฉลี่ย 
 
การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมดคิดเทียบกรดแลคติค  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขมขน 0.1 โมลาร 

ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรโดยใช
ขวดปรับปริมาตร 
 
วิธีวิเคราะห 
 

ช่ังน้ําหนักตัวอยางผลิตภัณฑมั่ม 10 กรัม  ปนผสมกับน้ํากลั่นใหละเอียดดวยเครื่องปน  
แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน  โดยใชขวดปรับปริมาตร  นําตัวอยางที่เตรียม
ไดกรองผานกระดาษกรองเบอร 4  จากนั้นปเปตสารละลายสวนใสที่ได 10 มิลลิลิตรลงใน ฟลาสก
ขนาด 125 มิลลิลิตร  นําไปไตเตรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 0.1 โมลาร  
โดยใชฟนอฟธาลีนเปนอินดิเคเตอร  คํานวณหาปริมาณกรดทั้งหมดโดยคิดเทียบจากคามาตรฐาน
โดยที่  1 มิลลิลิตร ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร ทําปฏิกิริยาสมมูลย
พอดีกับกรดแลคติค 0.009 กรัม  
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การวิเคราะหปริมาณโปแตสเซียมซอรเบทในรูปกรดซอรบิค  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก   

ละลายกรดเมตาฟอสฟอริก 5 กรัม ในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรใหครบ 
1 ลิตรดวยเอธิลแอลกอล 
- สารละลายผสม  

ผสมปโตรเลียมอีเธอรและไดเอธิลอีเทอร ในอัตราสวน 1 : 1 
- โซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้าํ 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐานของโปแตสเซียมซอรเบท 
 

ช่ังโปแตสเซียมซอรเบท 0.134 กรัม  นํามาเติมน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร  ดูดสารละลายที่
ไดดังกลาว 1  2  3  4  5  6  มิลลิลิตร  ตามลําดับ  ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  ปรับ
ปริมาตรใหดวยสารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก  ผสมใหเขากันแลวดูดสารละลายในแตละขวดมา 5 
มิลลิลิตร ใสในกรวยแยกขนาด 250 มิลลิลิตร  เติมสารละลายผสม 100 มิลลิลิตร  เขยานาน 1 นาที  
ตั้งใหแยกชัน้  เก็บของชั้นของอีเธอรไว  แลวทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา 5 กรัม  
รินสารละลายสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 250 นาโนเมตร  เขียนกราฟมาตรฐานระหวาง
ปริมาณกรดซอรบิค (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของอีเธอร)  กับคาการดูดกลืนแสง 
 
การเตรียม Blank 

 
เตรียมสารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก 5 มิลลิลิตร เติมสารละลายอื่น ๆ เหมือนการ

เตรียมสารละลายมาตรฐานของโปแตสเซียมซอรเบท 
 
วิธีวิเคราะหปริมาณโปแตสเซียมซอรเบทในรูปกรดซอรบิค 
 

ชั่งตัวอยางผลติภัณฑมั่ม 10 กรัม (ควรทํา Blank ควบคูไปดวย)  ปนกับสารละลายกรด
ฟอสฟอริก 100 มิลลิลิตร นาน 1 นาที  ตั้งทิ้งไว 10 นาที  จากนั้นนําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 
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4  ปเปตของเหลวที่ไดจากการกรองปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในกรวยแยก    จากนั้นเติมสารละลาย
ผสม ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในกรวยแยก  เขยาสารละลายในกรวยแยกนาน 1 นาที  เก็บชั้นของ
อีเธอร (ชั้นบน) ไว  เตมิโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา จํานวน 5 กรัม ลงไปเพื่อดดูความชื้น  ริน
สารละลายสวนใสไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 250 นาโนเมตร  ทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 
 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 50 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 50 กรัม ดวยน้ํากล่ัน  แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
โดยใชขวดปรับปริมาตร 
- สารละลายกรดบอริก ความเขมขนรอยละ 2 

ละลายกรดบอริก 2 กรัม ดวยน้ํากล่ัน  แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรโดยใชขวด
ปรับปริมาตร 
- สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 
- สารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐาน ความเขมขน 0.1 นอรมัล 
- สารละลายเมธิลเรดอินดิเคเตอร 

ละลายเมธิลเรด 0.016 กรัม และบรอมโมครีซอลกรีน 0.083 กรัม ดวยเอธานอล  แลว
ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
- คะตะลิสตผสม (Catalyst mixture) 

ช่ังโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา 96 กรัม  คอปเปอรซัลเฟต 3.5 กรัม  และซิลิเนียม   ได
ออกไซด 0.5 กรัม  ผสมใหเขากัน 
 
วิธีวิเคราะห 
 

1. นําตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่บดละเอียดแลวประมาณ 0.5-2.0 กรัม (ตองทราบน้ําหนักที่
แนนอน)  ใสใน Kjeldahl digestion flask พรอมดวยคะตะลิสตผสม 8 กรัม  และกรดซัลฟูริก
เขมขน 20 มิลลิลิตร  นําไปยอยดวยความรอนโดยใชชุดยอยโปรตีน (Digestion unit)  ทําการยอย
ตัวอยางจนไดสารละลายใส 
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2. ตั้งทิ้งไวจนเย็นและไมมีไอระเหยของกรด  จากนั้นนํา Kjeldahl digestion flask ไป
ตอกับชุดกลั่นโปรตีน (Distillation apparatus)  นําฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตรที่มีสารละลายกรด
บอริก 50 มิลลิลิตร  และเมธิลเรด 2-3 หยด เพื่อใชเปนอินดิเคเตอรมารองรับที่ปลาย Condenser  
โดยใหปลาย Condenser อยูต่ํากวาระดับของสารละลาย 

3. เติมน้ํากลั่นปริมาณ 125 มิลลิลิตร ลงใน Kjeldahl digestion flask  จากนั้นเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 50 ปริมาตร 75 มิลลิลิตร  จากนั้นจึงทําการ
กล่ันดวยความรอน  จะไดของเหลวที่ควบแนนลงมาทาง Condenser อยางนอย 300 มิลลิลิตร  ใช   
น้ํากล่ันชะปลาย Condenser ลงมาในฟลาสก  และนําสารละลายทั้งหมดไปไตเตรตกับสารละลาย
กรดซัลฟูริกมาตรฐานความเขมขน 0.1 นอรมัล  จนถึงจุดยุติที่สารละลายเปนสีสมแดง 

4. บันทึกปริมาตรสารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐานที่ใชในการไตเตรต  นําไปคํานวณหา
ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Crude protein) 

5. ทําการวิเคราะห Blank โดยวิธีเดียวกับตัวอยาง  แตใชเพียงคะตะลิสตผสมกับกรดซัล
ฟูริกเขมขนเทานั้น   
 
การคํานวณ 
 

ปริมาณไนโตรเจน (รอยละของน้ําหนัก) = (Va - Vb) * C * 1.4007 
              W 
โดยที ่

Va  คือ  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชในการไตเตรตตัวอยาง
(มิลลิลิตร) 

Vb  คือ  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชในการไตเตรต Blank 

(มิลลิลิตร) 
C   คือ  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟริูก  (นอรมัล) 
W  คือ  น้ําหนกัของตัวอยาง (กรัม) 

  
ปริมาณโปรตีน (รอยละของน้ําหนกั) = ปริมาณไนโตรเจน * Factor 

 
โดย Factor ของผลิตภัณฑมัม่ในการทดลองนี้เทากับ 6.25 
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การวิเคราะหปริมาณไขมัน  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 

1. นํากระปองอลูมิเนียมของเครื่องสกัดไขมัน (Soxhlet extraction apparatus) ไปอบ
ไลความชื้นที่อุณหภูมิ 100+2 องศาเซลเซียส  แลวปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้น  ชั่งน้ําหนักของ
กระปองอลูมิเนียม 

2. ชั่งตัวอยางแหงผลิตภัณฑมั่มที่ไดผานการหาความชื้นมาเรียบรอยแลว ประมาณ 1 กรัม 
ใสลงในกระดาษกรองแลวหอลงใน Thimble  

3. นํา Thimble ใสลงในกระปองอลูมิเนียมสําหรับสกัดไขมัน  สวมหัวยึดที่เปนโลหะกับ
สวนบนของ Thimble แลวนําไปติดกับตัวยึด Thimble ที่เปนแมเหล็กของเครื่องสกัดไขมัน  แลว
สกัดไขมันดวยปโตรเลียมอีเธอรที่มีจุดเดือด 40-60 องศาเซลเซียส  ปริมาตร 150-200 มิลลิลิตร  ใช
เวลาในการสกัดประมาณ 2 ช่ัวโมง 

4. ถอด Thimble ที่มีหอกระดาษกรองออกจากเครื่องสกัดไขมัน  แลวนํากระปอง
อลูมิเนียมที่มีไขมันที่สกัดไดอยูภายใน  ไปอบที่อุณหภูมิ 100+2 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 นาที  
หรือจนน้ําหนักคงที่  นํากระปองอลูมิเนียมไปทําใหเย็นในโถดูดความชื้น  บันทึกน้ําหนักของ
ไขมันที่สกัดได  แลวคํานวณหาปริมาณไขมันดังนี้ 
 

ปริมาณไขมัน (รอยละ) =  A * 100 
           B 

โดยที ่A   คือ  น้ําหนักไขมันที่สกัดได (กรัม) 
          B   คือ  น้ําหนักตัวอยางแหงที่นํามาวิเคราะหไขมัน รวมนําหนักความชื้น (กรัม) 

 
การวิเคราะหน้ําตาลรดีิวซและน้ําตาลทั้งหมด  (Reducing  and  total  sugar) 
โดยวิธีของ James,1995 ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- น้ําตาลกลูโคส ความเขมขน 15  กรัมตอลิตร 
- กรดซัลฟูริก ความเขมขน  1.5 โมลาร 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   ความเขมขนรอยละ  10 
- DNS reagent  เตรียมโดยละลาย  DNS 10 g  ในสารละลาย 200 มิลลิลิตร ของโซเดียม     

ไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 โมลลาร  จากนั้นละลายโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต 300 g ใน
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น้ํากลั่น 500  มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดผสมเขาดวยกัน แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตรดวยน้ํา
กล่ัน จากนั้นเก็บไวในขวดสีชา 

 
การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
 

เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.25 และ1.50  
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ปเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่เตรียมไวใสลงในหลอดทดลองอยางละ 1  
มิลลิลิตร  เติม DNS reagent 1  มิลลิลิตรและเติมน้ํากล่ัน 2  มิลลิลิตร นําไปตมใน Water bath  
100  องศาเซลเซียส นาน 5  นาทีแลวจุมลงในน้ําเย็นทันที จากนั้นปรับปริมาตรใหไดเปน 20  
มิลลิลิตร แลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540  นาโนเมตร 
 
วิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวส 
 

ช่ังตัวอยางมั่มมาประมาณ 3 กรัม ใสในฟลาสก เติมน้ํากลั่นลงไป 50  มิลลิลิตร  แลว
นําไปตมใน Water bath 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 กรองสวนผสมที่ตมแลวดวยกระดาษกรอง โดยลางสวนที่เหลือบนกระดาษกรองแลว
ปรับปริมาตรใหได  100  มิลลิลิตร ใน Volumetric  flask 
 ดูดสารละลายมา 10  มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน  250  มิลลิลิตร แลวดูดสารละลาย
มา 1  มิลลิลิตร เติม DNS reagent 1  มิลลิลิตรและเติมน้ํากลั่น 2  มิลลิลิตร นําไปตมใน Water 

bath  100  องศาเซลเซียส นาน 5  นาทีแลวจุมลงในน้ําเย็นทันที จากนั้นปรับปริมาตรใหไดเปน 20  
มิลลิลิตร แลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540  นาโนเมตร 
 
วิธีวิเคราะหน้ําตาลทั้งหมด 
 
 ชั่งตัวอยางประมาณ 1.0 – 2.0 กรัมเติมกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5  โมลลารจํานวน 10  
มิลลิลิตร  นําไปตมใน Water bath  100  องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวจุมลงในน้าํเย็นทันท ี
 เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 10  จํานวน 12  มิลลิลิตร เขยา
ใหเขากนั จากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง แลวปรับปริมาตรใหเปน  100  มิลลิลิตร  ดูดมา 10  
มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหเปน 250  มิลลิลิตร 
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 ดูดสารละลายมา 1  มิลลิลิตร เติม DNS reagent 1  มิลลิลิตรและเติมน้ํากลั่น 2  
มิลลิลิตร นําไปตมใน Water bath  100  องศาเซลเซียส นาน 5  นาทีแลวจุมลงในน้ําเย็นทนัที 
จากนั้นปรับปริมาตรใหไดเปน 20  มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540  
นาโนเมตร 
 
การวิเคราะหปริมาณเถา  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 

ชั่งตัวอยางผลติภัณฑมั่มใหไดน้ําหนักที่แนนอน ประมาณ 2-3 กรัม  ใสลงในถวย
กระเบื้องเคลือบที่ผานการเผาและทราบน้ําหนักทีแ่นนอนแลว  นําไปเผาโดยใชตะเกยีง   บุนเซนจน
ไมมีควัน  จากนั้นนําไปเผาตอในเตาเผา (muffle furnace) อุณหภูมปิระมาณ 500 องศาเซลเซียส  
จนกระทั่งไดเถาสีขาว  นําไปทําใหเย็นลงในโถดูดความชื้น  ช่ังน้ําหนักเถาแลวคาํนวณหาปริมาณ
เถา  ทําการวิเคราะหซํ้า 3 ซํ้า  แลวหาคาเฉลี่ย 
 
การคํานวณ 
 

ปริมาณเถา (กรัม ตอ 100 กรัมของตัวอยาง)  =     น้ําหนักเถา (กรัม) * 100 
                          น้ําหนักตัวอยาง (กรัม)  
 
การวิเคราะหปริมาณกากโดยวิธีการยอยดวยกรดและดาง  ตามวธีิของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายกรดซัลฟูริก ความเขมขนรอยละ 1.25 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 1.25 
- เอธิลแอลกอฮอล  ความเขมขนรอยละ 95 
 
วิธีวิเคราะห 
 

1. ช่ังตัวอยางผลติภัณฑมั่มที่ผานการสกัดไขมันออกและอบเรียบรอยแลว ใหไดน้ําหนักที่
แนนอน (W1)  ใสลงในฟลาสกขนาด 1 ลิตร  เติมสารละลายกรดซัลฟูริกความ    เขมขนรอยละ 
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1.25 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  ใสลูกแกวขนาดเล็กประมาณ 2-3 เม็ด  ตมบนเตา   ไฟฟาโดยปดปาก
บีกเกอรดวยกระจกนาฬกิา 

2. ทิ้งใหเดือด 30 นาที  (ควรปดปากฟลาสกดวยกระจกนาฬิกา  พยายามรักษาปริมาตร
สารละลาย  ถาลดลงใหเติมน้ํารอนใหปริมาตรเทาเดมิโดยทําเครื่องหมายไว)  ขณะตมควรเขยา 
ฟลาสกเปนครั้งคราว 

3. เตรียมกรวยกรองชนิดพิเศษ (Buchner funnel)  โดยใชแรงสุญญากาศ  กรองดวย
กระดาษกรองเบอร 54 หรือ 531  คอย ๆ เทน้ําเดือดลงใสลงในกรวยกรอง ปลอยทิ้งไวให       กรวย
กรองรอน 

4. นําสารละลายกรดที่ตมเดือด 30 นาที  ตั้งทิ้งไว 1 นาที  เทใสในกรวยกรองและกรองกาก
ทั้งหมดใหเสร็จภายใน 10 นาที  ลางกากดวยน้าํรอนหลาย ๆ คร้ัง จนแนใจวาไมมีกรดเหลืออยูใน
กาก  เทกากทีล่างแลวนี้ กลับลงฟลาสกใบเดิม 

5. ใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 1.25 จํานวน 200 มิลลิลิตร  ลาง
กากออกจากกระดาษกรองใสลงฟลาสกใหหมด  ตมใหเดือดภายใน 1 นาที และปลอยใหเดือด 30 
นาที  กรองผานกระดาษกรองโดยใชแรงสุญญากาศ ใหเสร็จภายใน 10 นาที  (เหมอืนขอ 4.)  ลาง
ดวยน้ํารอนจนแนใจวาไมมดีางเหลืออยู  เทกากที่ลางแลวนี้ กลับลงฟลาสกใบเดิม 

6. นํากากไปลางดวยเอธิลแอลกอฮอลอีก 2 คร้ัง และนํากากทีเ่หลือทั้งหมดใสลงบน
กระดาษกรองชนิดปราศจากเถา หรือ Porcelain dish (ที่ผานการอบและทราบน้ําหนัก)  นําไป
ระเหยใหแหงบนอางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ

7. นําไปอบตอที ่ 100+2 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง  ทําใหเยน็ในโถดูดความชืน้  ช่ัง
น้ําหนกั (W2) 

8. เผาถวยกระเบือ้งพรอมกากที่อบเรียบรอยแลวในเตาเผา อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง  ทําใหเย็นในโถดูดความชืน้  ชั่งน้ําหนัก (W3) 
 
การคํานวณ 
 
ปริมาณกาก (รอยละของน้ําหนัก) = (W2 – W3) (100 – MC – F) 
          W1 
 

โดยที ่ W1 คือ  น้ําหนักตวัอยาง (กรัม) 
           W2 คือ  น้ําหนักถวยกระเบื้องและกากหลังจากอบแหง (กรัม) 
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           W3 คือ  น้ําหนักถวยกระเบื้องและกากหลังจากการเผา (กรัม) 
          MC คือ  ปริมาณความชื้นของตวัอยาง (กรัม) 
             F คือ  ปริมาณไขมันของตัวอยาง (กรัม) 
 
การวิเคราะหหาปริมาณ Thiobarbituric acid number (TBA) ตามวิธีของ Pearson (1976) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
TBA reagent 
 

ชั่ง 2-thiobarbituric acid 0.2883 กรัม นําไปละลายในสารละลายกรดอะซิติคเขมขน
รอยละ 90 โดยการอุนเบาๆ แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยกรดอะซิติคความเขมขน
รอยละ 90 ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 
วิธีวิเคราะห 
 

1. ชั่งตัวอยางที่บดแลว 10 กรัม ปนกับน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ในเครื่องปนผสมเปนเวลา 2 นาที 
2. เทใสในขวดแกวกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร ลางเครื่องปนผสมดวยน้าํกล่ันปริมาตร 47.5 

มิลลิลิตร เทรวมในขวดแกวกนกลม 
3. เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริคความเขมขน 2 โมลลาร ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรเพื่อปรับ

ความเปนกรดเปนดางใหไดประมาณ 1.5 
4. เติมสารปองกันการเกดิฟอง   
5. ตอเครื่องกล่ันเขาดวยกัน กล่ันโดยใชเตาไฟฟา จนเกบ็ของเหลวที่กล่ันได (distillate) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ภายในเวลา 10 นาที หลังเดือด 
6. ปเปตของเหลวที่กล่ันไดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดแกวที่มีฝาปด 
7. เติมสารละลาย TBA reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไป ปดฝา เขยาใหเขากัน 
8. นําหลอดแกวไปตมในน้ําเดอืดเปนเวลานาน 35 นาท ี
9. ทํา Blank พรอมกันไปดวยโดยใชน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร และสารละลายกรด thiobarbituric 

acid  reagent  5 มิลลิลิตร  แลวทําใหเยน็ภายใน  10 นาที 
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10. นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometerโดยใชความยาวคลื่น 538    
นาโนเมตรเปรยีบเทียบกับ Blank 

 
วิธีการคํานวณ 
 
 TBA value(มิลลิกรัมของมาโลนัลดีไฮดตอกิโลกรัม) = 7.8 x O.D. 
 
การวิเคราะหหา Sorption isotherm ในผลิตภัณฑตวัอยาง ตามวิธีของ ไพโรจน (2547) 
 
วิธีทําการทดลอง 
 
 นําเอากระดาษกรองเบอร 42 ที่ผานการทําแหงแลวมาเก็บในภาชนะพลาสติก(Mini-

desiccator) หรือ Proximity Equilibration Cells (PEC) ที่มีสารละลายเกลืออ่ิมตัวแตละชนิด
ซ่ึงจะมีความชื้นสัมพัทธสมดุลของสารละลายเกลืออ่ิมตัวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสแตกตางกัน
ดังนี้คือ Lithium chloride (aw 0.113), Potassium acetate (aw 0.216), Magnesium chloride 
(aw 0.324), Potassium carbonate (aw 0.432), Magnesium nitrate (aw 0.514), Potassium 

iodide (aw 0.679), Sodium chloride (aw 0.751), Potassium chloride (aw 0.836) และ
Potassium sulfate (aw 0.970) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวช่ังน้ําหนักกระดาษกรอง  
 

จากนั้นนําตัวอยางมั่มที่ผานกระบวนการหมักเปนเวลา 2 วันมาสุมชั่งน้ําหนักของ
ตัวอยางประมาณ 1-2 กรัม และนํามาใสในภาชนะพลาสติกบนกระดาษกรอง นําตัวอยางมั่มทิ้งไว
ในในภาชนะดังกลาวเปนเวลา 72 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสจากนั้นนํากระดาษกรอง
พรอมทั้งตัวอยางมาชั่งหาน้ําหนักเพื่อหาปริมาณความชื้น (กรัมน้ําตอกรัมของแข็ง) ที่เปลี่ยนแปลง
ไป โดยจะทําการทดลองเชนเดียวกันนี้ 3 ครั้ง แลวจึงนําไปคํานวณแลวสรางกราฟหาความสัมพันธ
กับ aw ก็จะไดกราฟของ Sorption isotherm (ไพโรจน, 2547(c)) โดยในการทดลองนี้จะมีการหา
คุณลักษณะที่มีความสัมพันธกับการทํา Sorption isotherm ดวยคือการหาคุณลักษณะความชื้น 
(AOAC,2000) และคุณลักษณะปริมาณน้ําอิสระในอาหาร (aw) (aw -box, Novasina : AWC 

200, Switzerland) 
 
 

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



 208

การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 
 
การวัดคาสีในระบบ Hunter Lab  (Minolta Camera Co.,Ltd. , 2002) 
 

เปนการวดัสีดวยเครื่องวัดสี Minolta Camera : Model CR-310 ซ่ึงวัดคาสีในระบบ 
Hunter Lab  โดยคาส ี L เปนความสวาง (Lightness)  คาสี a เปนคาสีแดงและเขยีว 
(Redness/Greeness)  และคาสี b เปนคาสีเหลืองและน้าํเงิน (Yellowness/Blueness) 

 
เมื่อ L  คือ  คาความสวาง มีคาอยูในชวง 0 ถึง 100 

a  คือ  คาสีแดง เมื่อ a มีคาบวก  เปนสีแดง 
    เมื่อ a มีคาลบ    เปนสีเขียว 

b  คือ  คาสีเขียว เมื่อ b มีคาบวก  เปนสีเหลือง 
    เมื่อ b มีคาลบ    เปนสีน้ําเงิน 

 
กอนการวัดคาสีทุกครั้งตองทําการปรับมาตรฐานเครื่อง (Calibration) โดยใชแผน      

สีขาวมาตรฐาน (White blank ; L = 97.67,  a = -0.18 และ b = 1.84)  แลวจึงทําการวัดสีของ  
ตัวอยางผลิตภณัฑมั่ม  โดยนําตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่ผานการบดละเอียดแลวใสลงในภาชนะใส 
(Petri dish)  แลวรองดวยกระดาษสีขาว  ทําการวัดทั้งหมด 3 คร้ัง  แลวหาคาเฉลี่ย 
 
การวัดลักษณะเนื้อสัมผัส (คาแรงเฉือน หรือ Shear force) ดวยเคร่ือง Instron (Series 5565) 
(Instron Corporation, 1993) 
 

เปนการวดัลักษณะเนื้อสัมผัสของอาหารโดยใชคาแรงเฉอืน หรือ Shear force (นิวตัน)  
ดวยเครื่อง Instron series 5565  ชนิดของใบมีดที่ใช  คือ  Warner Bratzler Meat Shear-

Compression (2830-013) น้ําหนัก Load cell เทากับ 5 กิโลกรัม  ความเร็วของ Crosshead   
เทากับ 200 มิลลิเมตรตอนาที  ระยะทางในการเคลื่อนทีล่งทั้งหมดเทากับ 5 เซนติเมตร  และมีแรง
กระทบกลับรอยละ 60 

 
ตัวอยางผลิตภณัฑที่ทําการทดสอบเปนผลิตภัณฑมั่มที่ผานการทําใหสุก โดยใชอุปกรณ

เตาไมโครเวฟ โดยปรับความรอนที่ปานกลางถึงสูงอุณหภูมิ นาน 2 นาที  และใหขนาดของตัวอยาง
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ทั้งหมดมีความหนาและมีขนาดเทากนัตามที่กําหนดไว และในขัน้ตอนการวดัจะใชใบมีดเฉือนลง
มาบนพื้นที่หนาตัดของผลิตภัณฑมั่ม  ซ่ึงจะมีขนาดที่ใกลเคียงกันมากที่สุด โดยถือเอาขนาดเสน
ผานศูนยกลางของไสเทียมทีม่ีมาตรฐาน( 30 มิลลิเมตร )เปนตัวกาํหนด  และกอนวัดทุกครั้งตองทํา
การปรับมาตรฐานเครื่อง (Calibration)  และเพื่อปองกนัความคลาดเคลื่อนของผลการทดลองอัน
เนื่องจากลักษณะของตวัอยางที่ไมเปนเนื้อเดียวกันทั้งหมด  ดังนั้นจึงทาํการวัดหลายๆ คร้ัง แลวจึง
นําเอาขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย 

 
วิธีการวัดคาน้ําท่ีเปนประโยชน(aw)  ดวยเคร่ือง (aw -box, Novasina : AWC 200, 

Switzerland) 
 
 ใสตัวอยางที่ผานการบดแลวในตลับพลาสติกสําหรับใชกับเครื่องวัดคาน้ําที่ เปน
ประโยชน แลวนําไปใสในเครื่องวัดคาน้ําที่เปนประโยชน (aw -box, Novasina : AWC 200, 

Switzerland) บันทึกคาน้ําที่เปนประโยชนที่คงที่ ณ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ทําการตรวจวัดซ้ํา 
3 คร้ัง แลวนําคาที่ไดมาหาคาเฉลี่ย 
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การวิเคราะหคุณภาพทางจุลชีววิทยา 
 
การหาปริมาณยีสตและรา  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
อุปกรณและเครื่องมือ 
- จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 
- หลอดทดลอง (Test tube) 
- ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
- ตูบมเชื้อ 
- หมอนึ่งความดัน 

อาหารเลี้ยงเชือ้และสารละลายสําหรับเจือจาง 
- สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  ความเขมขนรอยละ 0.1 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Potato dextrose agar 
- สารละลายกรดทารทาริก  ความเขมขนรอยละ 10 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ 39 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร  ตมจนเดือด 
2. นําอาหารเลี้ยงเชื้อไปทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121-124 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที  ใน

หมอนึ่งความดัน 
3. ปรับอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวใหมีคาความเปนกรดเปนดางประมาณ 3.5 ดวยสารละลายกรด

ทารทาริก ความเขมขนรอยละ 10  โดยมอัีตราสวน อาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตร ตอ สารละลาย
กรดทารทาริก 1.8 มิลลิลิตร 
 
วิธีวิเคราะห 
 
1. การเตรียมตวัอยาง 

1.1 ใชกรรไกรและปากคีบที่ปราศจากเชื้อ โดยการลดไฟและเช็ดดวยแอลกอฮอล  ตัด
ตัวอยางผลิตภณัฑมั่มจากบรเิวณตาง ๆ มาผสมกัน  ช่ังน้ําหนกัใหได 10 กรัม  ใสในถุงตีบด 
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(Stomacher bag) ที่มีสารลายลายบัฟเฟอรเปปโตน 90 มิลลิลิตร ผสมอยู  นําไปตีบดดวยเครื่องตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที  จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10 หรือ (10-1)  

1.2 เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน  ใชปเปตดูดตวัอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 (10-1) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั
ดวยเครื่องผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 

1.3 ทําใหอาหารตวัอยางมีความเจือจาง 1:1000 (10-3) ดวยวิธีตามขอ 1.2 
 

2. การใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.1 ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ดดูสารละลายตัวอยางอาหารที่มีความ

เจือจางตาง ๆ (10-1, 10-2, 10-3) ลงในจานเพาะเชื้อ จานละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจอืจางละ 2 จาน  
โดยเริ่มดูดจากระดับความเขมขนที่เจือจางสุด 

2.2 เทอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar ที่กําลังหลอมเหลวลงในจานเพาะเชื้อทีม่ี
ตัวอยาง  โดยใสลงในจานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร ใหเสร็จภายในเวลา 1-2 นาที  หลังจากที่ใส
ตัวอยางลงไปแลว 

2.3 ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากันดี วางทิ้งไวจนอาหารแข็งตวัจึงคว่ําจานเพาะ
เชื้อลง 

2.4 ทําตัวอยางควบคุม โดยใชสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 1 มิลลิลิตร แทนสารละลาย
ตัวอยางอาหาร 

 
3. การบมเชื้อ 

บมจานเพาะเชื้อที่เตรียมไวเสร็จเรียบรอยแลวที่อุณหภูมิ 30+1 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
72+3 ช่ัวโมง 
 
4. การตรวจนบัจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 

 หลังจากบมเชื้อตามกําหนดเวลาแลว  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเพาะเชื้อที่
มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 1-300 โคโลนี  หาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีจากทั้งสองจานเพาะเชื้อ  
รายงานผลการตรวจนับในรูปโคโลนีตออาหาร 1 กรัม 
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การหาปริมาณแบคทีเรียท่ีสามารถสรางกรดแลคติคได  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
อุปกรณและเครื่องมือ 
- จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 
- หลอดทดลอง (Test tube) 
- ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
- ตูบมเชื้อ 
- หมอนึ่งความดัน 

อาหารเลี้ยงเชือ้และสารละลายสําหรับเจือจาง 
- สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  ความเขมขนรอยละ 0.1 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Lactobacilli MRS broth 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ 55 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร  ตมจนเดือด 
2. นําอาหารเลี้ยงเชื้อไปทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121-124 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที  

ในหมอนึ่งความดัน 
 
วิธีวิเคราะห 
 
1. การเตรียมตวัอยาง 

1.1  ใชกรรไกรและปากคีบที่ปราศจากเชื้อ โดยการลนไฟและเช็ดดวยแอลกอฮอล  สุมตัด
ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มจากบริเวณตาง ๆ มาผสมกัน  ชั่งน้ําหนักใหได 10 กรัม  ใสในถุงตีบด 
(Stomacher bag) ที่มีสารลายลายบัฟเฟอรเปปโตน 90 มิลลิลิตร ผสมอยู  นําไปตีบดดวยเครื่องตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที  จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10 หรือ (10-1)  

1.2  เขยาใหตัวอยางผสมเปนเนื้อเดียวกัน  ใชปเปตดูดตัวอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 (10-1) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
ดวยเครื่องผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 

1.3  ทําใหตวัอยางมีความเจือจาง 10-7, 10-8, 10-9 และ 10-10 ดวยวิธีตามขอ 1.2 
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2. การใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.1  ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ดูดสารละลายตัวอยางที่มีความเจอืจาง

ตาง ๆ (10-7, 10-8, 10-9 และ 10-10) ลงในจานเพาะเชื้อ จานละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจือจางละ 2 
จาน  โดยเริ่มดูดจากระดับความเขมขนที่เจือจางสุด 

2.2  เทอาหารเลี้ยงเชื้อ Lactobacilli MRS broth ที่กําลังหลอมเหลวลงในจานเพาะเชื้อที่มี
ตัวอยาง  โดยใสลงในจานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร ใหเสร็จภายในเวลา 1-2 นาที  หลังจากที่ใส
ตัวอยางลงไปแลว 

2.3  ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเช้ือใหเขากันดี วางทิ้งไวจนอาหารแข็งตวัจึงคว่ําจานเพาะ
เชื้อลง 

2.4  ทําตัวอยางควบคุม โดยใชสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 1 มิลลิลิตร แทน          
สารละลายตัวอยางอาหาร 

 
3. การบมเชื้อ 

บมจานเพาะเชือ้ที่เตรียมไวเสร็จเรียบรอยแลวที่อุณหภูม ิ 30+1 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
24+3 ช่ัวโมง 

 
4. การตรวจนบัจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 

 หลังจากบมเชือ้ตามกําหนดเวลาแลว  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเพาะเชือ้ที่
มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-300 โคโลนี  หาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีจากทั้งสองจานเพาะเชื้อ  
รายงานผลการตรวจนับในรปูโคโลนีตออาหาร 1 กรัม 
 
การหาปริมาณโคลิฟอรมและอี.โคไล (Coliform and E. coli)  โดยวธีิ MPN (Most probable 

number method)  ตามวธีิของ AOAC (2000) 
 
อุปกรณและเครื่องมือ 
- หลอดทดลอง (Test tube)  พรอมหลอดดกักาซ (Durham tube) 
- ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
- ตูบมเชื้อ 
- หมอนึ่งความดัน 

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



 214

อาหารเลี้ยงเชือ้และสารละลายสําหรับเจือจาง 
- สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  ความเขมขนรอยละ 0.1 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Lauryl sulphate broth 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Brillant green lactose bile broth 
 
วิธีวิเคราะห 
 
1. การเตรียมตัวอยาง 

1.1 ใชกรรไกรและปากคีบที่ปราศจากเชื้อ โดยการลดไฟและเช็ดดวยแอลกอฮอล  ตัด
ตัวอยางผลิตภณัฑมั่มจากบรเิวณตาง ๆ มาผสมกัน  ชัง่น้ําหนกัใหได 10 กรัม  ใสในถุงตีบด 
(Stomacher bag) ที่มีสารลายลายบัฟเฟอรเปปโตน 90 มิลลิลิตร ผสมอยู  นําไปตีบดดวยเครื่องตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที  จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10 หรือ (10-1) 

1.2  เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน  ใชปเปตดูดตวัอยางอาหารที่เจือจาง 1:10   (10-1) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั
ดวยเครื่องผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 
 
2. การวิเคราะหแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโคลิฟอรม (Presumptive coliforms) 

2.1 ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดตัวอยางที่ระดับเจือจางตาง ๆ (1, 10-1 และ 10-2) ลงใน
หลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl sulphate broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  จํานวน 3 ชุด  ชุด
ละ 5 หลอด 

ชุดที่ 1 ปเปตตัวอยางจํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดที่ 2 ปเปตตัวอยางที่ระดับ 10-1 จํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดที่ 3 ปเปตตัวอยางที่ระดับ 10-2 จํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 

 
2.2 บมหลอดเลี้ยงเชื้อในตูบมอุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48+2 ช่ัวโมง  หาก

หลอดทดลองใดมีกาซเกิดขึน้ในหลอดดักกาซ  แสดงวาใหผลเปนบวก (Positive)  ซ่ึงคาดวาจะมี
เชื้อจุลินทรียชนิดโคลิฟอรมเจริญอยูในตวัอยางนั้น  ถาไมพบกาซในหลอดทดลองใดเลย  แสดงวา
ใหผลลบ (Negative) และไมมีเชื้อจุลินทรียชนิดโคลิฟอรมเจริญอยูในตัวอยาง 
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2.3 การรายงานจํานวนโคลิฟอรมในตัวอยางที่เกดิกาซขึ้น  ใหเปดตารางแมคคราดีแลว
รายงานเปนจํานวนโคลิฟอรมแบคทีเรียตอตัวอยาง 1 กรัม 
 
3. การยืนยันโคลิฟอรม 

3.1 ใชหวง (Loop) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใหผลบวก (Positive) จากการทดสอบ
แบคทีเรียที่คาดวาเปนโคลิฟอรม  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue agar ในจานเพาะ
เชื้อ 

3.2 บมจานเพาะเชื้อในตูบมอุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
3.3 ตรวจหาโคโลนีที่เปนลักษณะเฉพาะของโคลิฟอรม  โดยโคโลนีของโคลิฟอรมจะมี

สีดําหรือมีสีดําตรงกลางลอมรอบดวยบริเวณที่โปรงใสไมมีสี  โคลิฟอรมบางโคโลนีมีลักษณะนูน
เปยกเยิ้ม (Mucoid) 

3.4 บันทึกจํานวนหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชุดที่มีเชื้อจุลินทรียโคลิฟอรมที่ไดรับการ
ยืนยนัแลว 
 
4. การวิเคราะหแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน E.coli 

4.1 ใชเข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใหผลบวก (Positive) จากการ
ทดสอบแบคทีเรียที่คาดวาเปนโคลิฟอรม  ลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Brillant green 

lactose bile broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  โดยหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อตองปรับใหมอุีณหภูมิเทากบั 
44.5 องศาเซลเซียส  กอนนําไปใช 

4.2 เขี่ยเชื้อ E. coli ซ่ึงเปนเชื้อมาตรฐานลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Brillant green lactose bile broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร อีก 2 หลอด  เพื่อใชเปนหลอดควบคุม 
(Control) 

4.3 บมหลอดเลี้ยงเชื้อลงในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 44.5+0.5 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง 

4.4 หลอดทดลองที่มีกาซเกิดขึ้นหรือใหผลบวก (Positive)  แสดงวามแีบคทีเรียที่   
คาดวาจะเปน E. coli  ใหทาํการวิเคราะหเพื่อยืนยัน E. coli 
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5. การวิเคราะหเพื่อยืนยัน E. coli 

5.1 เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใหผลบวก (Positive) จากการทดสอบแบคทีเรียทีค่าด
วาเปน E. coli  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin Methylene Blue agar ในจานเพาะเชือ้ 

5.2  บมจานเพาะเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
5.3 เลือกโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะของ E. coli  ซ่ึงมีสีน้ําเงินอมดาํตรงกลางและมีสี

เล่ือมมันอมเขียวสะทอนแสงโดยบางครั้งสีเล่ือมมันอาจไมปรากฏ  เขี่นเชื้อคร้ังละ 1 โคโลนีลงใน
น้ําทริปโตน (Tryptone water)  แลวบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 44.5+0.5 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง 

5.4 เขี่ยเชื้อ E. coli มาตรฐานในหลอดน้ําทริปโตน (Tryptone water) เพือ่เปน
ตัวอยางควบคมุ 

5.5 ทดสอบสารอินโดล  หลอดทดลองที่มีอินโดลเกิดขึน้  แสดงวาเปนเชื้อ E. coli  
จากนั้นบนัทึกจํานวนหลอดทดลองที่ใหผลบวก (Positive) 

5.6 คํานวณและรายงานคา MPN ของ Coliform และ E.coli    ในตัวอยางผลิตภณัฑ 
1 กรัม 

5.7 การทดสอบยืนยนัเพิ่มเติมเกี่ยวกับ Coliform และ E.coli  ควรทําการทดสอบ     
เมธิลเรด (Methyl red) โวเกส-พรอสเกาเออร (Voges-Proskauer)  และซิเตรต (Citrate test)  
โดยกอนจะทดสอบปฏิกิริยาเหลานี้ตองแยกเชื้อ E. coli ใหบริสุทธิ์กอน 
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ตาราง ง-2  :   ตารางแมคคราดี 
 จํานวนหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อและจํานวนตัวอยางที่ MPN 

เจือจางระดับตางๆ  ที่เติมในแตละหลอด ของแบคทีเรีย 

3 หลอดที่1:10 3 หลอดที่1:100 3 หลอดที่1:1000 ตอกรัม 

จํานวน 1 มล. จํานวน 1 มล. จํานวน 1 มล. ตัวอยาง 
0 0 0 <3 
0 0 1 <3 
0 1 0 3 
0 2 0 6 
1 0 0 4 
1 0 1 7 
1 1 0 7 
1 1 1 11 
1 2 0 11 
2 0 0 9 
2 0 1 14 
2 1 0 15 
2 1 1 20 
2 2 0 21 
2 2 1 28 
2 3 0 30 
3 0 0 23 
3 0 1 39 
3 0 2 64 
3 1 0 43 
3 1 1 75 
3 1 2 120 
3 2 0 93 
3 2 1 150 
3 2 2 210 
3 3 0 240 
3 3 1 460 
3 3 2 1,100 
3 3 3 ≥2,400 

 
ท่ีมา :  AOAC (2000) 
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