
บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 
3.1  วัตถุดิบ 
 สุมเก็บตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงเนื้อสีทอง และเนื้อลําไยอบแหงสีน้ําตาลดํามาวิ เคราะหทาง
กายภาพ ทางเคมี และทางจุลินทรีย ไดทั้งหมด 38 ตัวอยาง เปนตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงสีทอง 23 
ตัวอยาง และเนื้อลําไยอบแหงสีน้ําตาลดํา 15 ตัวอยาง จากแหลงผลิตจํานวน 15 แหง ในจังหวัด
เชียงใหม และจังหวัดลําพนู โดยแตละแหงสุมเก็บตวัอยางเนื้อลําไยอบแหงมา 1 กิโลกรัม นํามา
วิเคราะหตัวอยางละ 3 ซํ้า แตละซ้ําทําการวิเคราะห 3 คร้ัง (triplicate with triplicate determinations) 

3.2  อุปกรณและเครื่องมือ 
(1) เครื่องวัดสี (Chroma meter, Minolta CR-300, Japan) 
(2) เครื่องวัดพีเอช (pH meter, HANA: 213, U.S.A.) 
(3) เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง (Balance Dielhemim: HF-3000G, Switzerland) 
(4) เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Electric analytical balance, Sartorius: A120S, 

Germany) 
(5) ตูบม (Incubator, Gallenkamp, England) 
(6) ตูอบลมรอน (Hot air oven, Memmert: UM100-UM800, Germany) 
(7) ตูดูดควนั (Hood, Toplab Design and Technology, England) 
(8) อางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Gallenkamp, England) 
(9) เครื่องวัดปริมาณของแขง็ทั้งหมดที่ละลายน้ําได (Handrefractometer, Atago: N1, 

Japan)  
(10) เครื่องกวนผสมแบบแมเหล็กไฟฟา (Hot plate and Magnetic stirrer, 

Whatman: HPMS, England) 
(11) เครื่องปน (Blender, National, Thailand) 
(12) กระดาษกรองเบอร 4 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 เซนติเมตร (Whatman, England) 
(13) เตาไมโครเวฟ (Microwave oven, National: NN-K652, Japan) 
(14) บีกเกอร ขนาด 50, 100, 250, 600 และ 1,000 มิลลิลิตร 
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(15) ฟลาสค ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร 
(16) ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
(17) แทงแมเหล็ก (Magnetic bar) 
(18) กรวยกรอง (Funnel) 
(19) หลอดหยด (Dropper) 
(20) โถดูดความชืน้ (Desiccator) 
(21) จานโลหะสําหรับหาความชื้น (Moisture can) 
(22) ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying oven) 
(23) ชุดเครื่องแกวสําหรับวิเคราะหหาปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด 
(24) เตาใหความรอน (Heating mantle) ใชฟลาสคขนาด 1 ลิตร สามารถปรับความ 

รอนได 
(25) ถังกาซไนโตรเจนพรอมหวัควบคุม ที่มีไนโตรเจนบริสุทธิ์ 99.9% 
(26) ปเปตต ขนาด 1, 5, 10 และ 20 มิลลิลิตร 

 

3.3  การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ 
 

3.3.1 การวัดส ีทําการวัดสีเนือ้ลําไยอบแหงสีทองและเนื้อลําไยอบแหงสนี้ําตาลดํา โดยใช
เครื่องวัดสี (Chroma meter, Minolta CR-300, Japan) 

 
วิธีวิเคราะห 

 
การใชเครื่อง Chroma meter กอนใชเครื่องทุกครั้งไดปรับมาตรฐานของเครื่องวัดส ี

(calibration) โดยใชแผนเทียบสีมาตรฐานสีขาว วัดสีเนื้อลาํไยอบแหงสีทองและเนื้อลําไย
อบแหงสีน้ําตาลดํา ตัวอยางละ 3 ซํ้า เกรดละ 10 ซํ้า แลวหาคาเฉลี่ย รายงานคาสีที่วดัไดเปนคา L*, 
a* และ b*  

นําคา a* และ b* มาคํานวณหาคา Chroma (C*) และ Hue angle (H°) โดยใชสูตรตอไปนี ้
(สุคนธชื่น และวรรณวิบูลย, 2543) 
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Chroma ;    C* = SQRT (a2+b2) 
Hue angle ;         H° = ATAN (b*/a*)/6.2832 X360 

 
เมื่อ L* = The lightness factor values เปนคาแสดงถึงความสวาง (lightness) ของวัตถุ ถา

คา L* เขาใกล 0 แสดงวาวัตถุมีความทึบ ถาคา L* เขาใกล 100 แสดงวาวัตถุมีความสวาง ถาคา L* 
เทากับ 100 แสดงวา วัตถุมสีีขาว และถาคา L* เทากับ 0 แสดงวาวัตถุมีสีดํา 

a* = The chromaticity coordinates เปนคาแสดงสีแดงและสีเขียวของวัตถุ ถาคา a*เปน
บวก (+) แสดงวาวัตถุมสีีแดง ถาคา a* เปนลบ (-) แสดงวาวัตถุมีสีเขียว 

b* = The chromaticity coordinates เปนคาแสดงสีเหลืองและสีน้ําเงินของวัตถุ ถาคา b* 
เปนบวก (+) แสดงวาวัตถุมีสีเหลือง ถาคา b* เปนลบ (-) แสดงวาวัตถุมีสีน้ําเงิน 

ถาคา ทั้ง a* และ b* เทากับ 0 แสดงวาวัตถุมีสีเทา 
C* = เปนคาแสดงถึงความเขมของสี ถาคา C* เทากับ 0 แสดงวาวัตถุมีสีเทา หากมคีาเพิ่ม

มากขึ้น แสดงวาวัตถุมีความเขมของสีมากขึ้น 
H° = เปนคาแสดงสีที่ปรากฏใหเห็น คํานวณไดอยูในรูปขององศาในวงกลม ซ่ึงจะมีคา

เร่ิมตนตั้งแต 0° จนถึง 360° ซ่ึงคา H° นี้บอกถึงสีที่แทจริงที่ปรากฏใหเห็น โดยสีในแถบแกนหลัก 
ไดแก 0° และ 360° สีแดง 90° สีเหลือง 180° สีเขียว 270° สีน้ําเงิน ดงัแสดงในภาคผนวก ค 
 

3.3.2  การวัดเนื้อสัมผัส  ทําการวัดเนื้อสัมผัสของเนื้อลําไยอบแหงสีทอง เปนคาแรงเฉือน
ดวยเครื่องTexture Analyzer โดยตั้งอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ 2.0 มิลลิเมตรตอวินาที ขนาด Load 
Cell 50 นิวตนั อานคาเปนหนวยนวิตนั (N) ทําการวดัตวัอยางเนื้อลําไยอบแหงสีทองตวัอยางละ 10 ซํ้า  

 
3.4  การวิเคราะหสมบัติทางเคมี  
 

3.4.1 ปริมาณกรดทัง้หมดที่ไทเทรตได (Total Titratable Acidity) ตามวธีิ (AOAC, 
2000): Method 942.15 วัดปริมาณกรดทั้งหมดในตวัอยางเนื้อลําไยอบแหงโดยวธีิการไทเทรชัน 
และคํานวณผลในรูปของกรดซิตริกตอ 100 กรัมเนื้อลําไย  
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3.4.1.1    สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเคม ี
 

(1) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล เตรียมโดยชั่ง   
  โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide, AR Grade, E. Merck, Germany)    
  (NaOH) จํานวน 4 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการตม  
  เดือด และปลอยทิ้งไวใหเย็นใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 1,000 มิลลิลิตร  
  จากนั้นนํามาปรับมาตรฐาน (standardization) โดยการไทเทรตกับสารละลาย  
  มาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (Potassium hydrogen phthalate,  
  AR Grade, E. Merck, Germany) (KHC8H4O4) ความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อ 
  หาความเขมขนที่แทจริงของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 

(2)   สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ความเขมขน 0.1 นอรมัล เตรียม  
  โดยช่ังโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (ที่ผานการอบแหงที่อุณหภูม ิ 105  
  องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง) น้ําหนกั 0.5000 กรัม ละลายในน้ํากล่ันที่ผาน 
  การตมเดือด จํานวน 25 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร ปเปตตสารละลาย  
  โซเดียมไฮดรอกไซด จํานวน 10 มิลลิลิตรใสลงในฟลาสคขนาด 125  
  มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร ลงไป 2-3 หยด นําไป 
  ไทเทรตกับสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ความเขมขน           
  0.1 นอรมัล จนกระทั่งไดจุดยุติเปนสีชมพูที่ถาวร บันทึกปริมาตรของ 
  สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลตที่ใช ทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 
  แลวหาคาเฉลี่ย ความเขมขนที่แทจริงของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
  คํานวณไดดังนี้ 

   
 

    นอรมัลลิตี้ของ NaOH =  
 

วิธีวิเคราะห 
 

(1) ช่ังตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงทีป่นละเอียดดวยเครื่องปน 10 กรัม ใสในบีกเกอร
ขนาด 100 มิลลิลิตร  

(2) เติมน้ํากลั่นลงไปเล็กนอย คนใหละลายเขากันดี ตั้งทิ้งไวประมาณ 15 นาที 

0.1 N (KHC8H4O4) x ปริมาตร KHC8H4O4 ท่ีใชไทเทรต (ml) 

ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 10 ml 
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(3) ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร  ผสมใหเขากัน  
(4) กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 
(5)  ปเปตตของเหลวที่กรองได 10 มิลลิลิตร ใสในฟลาสคขนาด 125 มิลลิลิตร 
(6) นําไปไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล จนถึง 

จุดยุติที่คาพเีอช 8.1 ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า และหาคาเฉลี่ยปริมาณ
สารละลายดางที่ใช นําคาที่ไดมาคํานวณหาปริมาตรกรดทั้งหมดที่ไทเทรตได
ในรูปกรดซิตริกตอ 100 กรัมของเนื้อลําไย โดยเปรยีบเทียบกับคามาตรฐานดังนี ้

 
1 มิลลิลิตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล ทําปฏิกิริยาสมมูล 

พอดีกับกรดซิตริก 0.007 กรมั  
สารละลายน้ําลําไย 100 มิลลิลิตร เจือจางมาจากเนื้อลําไย 10 กรัม ดังนั้นสารละลายน้ํา

ลําไย 10 มิลลิลิตร เจือจางมาจากเนื้อลําไย 1 กรัม 
 

ปริมาณกรดทัง้หมด (%) = ปริมาตร NaOH ที่ใช (ml)×ความเขมขน NaOH (N) 0.007× 100 
      (ในรูปกรดซติริก) 

 
3.4.2 การวิเคราะหความเปนกรด-ดาง (pH) (AOAC, 2000.): Method 920.149 

 
วิธีวิเคราะห  

 
ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงประมาณ 20 กรัม แชในน้ํากล่ันประมาณ 40 มิลลิลิตร (เปน

เวลาประมาณ 30 นาที หรือจนเนื้อลําไยอบแหงนิ่ม) จากนั้นปนตวัอยางเนื้อลําไยอบแหงใหเปนเนือ้
เดียวกัน ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน นําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 
จากนั้นนํามาวดัดวยเครื่องวดัพีเอช (pH meter) ซ่ึงมีการปรับคามาตรฐานในการวดัแตละตวัอยาง
ดวยสารละลายมาตรฐานที่มคีาพีเอช เทากับ 7.01 และ 4.01 ตามลําดับ ทําการวัดตวัอยางละ 3 ซํ้า 
แลวนํามาหาคาเฉลี่ย 
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3.4.3 การวิเคราะหปริมาณของแข็งท้ังหมดที่ละลายนํ้าได (Total Soluble Solids, %) 
โดยใช Hand refractometer ตามวิธี (AOAC, 2000.): Method 970.21 

 
วิธีวิเคราะห 

 
ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงประมาณ 20 กรัม แชในน้าํกลั่น 40 มิลลิลิตร (เปนเวลา

ประมาณ 30 นาที หรือจนเนื้อลําไยอบแหงนิ่ม) จากนัน้ปนตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงใหเปนเนื้อเดียว 
กัน กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 แลวนํามาวัดดวยเครื่องวัดปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ํา
ได (Hand refractometer) ซ่ึงมีสเกลวัดคาไดระหวาง 0-32% ปรับเทียบมาตรฐานโดยใชน้ํากลั่นปรบั
ใหอานคาได 0 กอนการใชวัดตวัอยางทกุครั้ง คาที่อานไดมีหนวยเปนเปอรเซ็นต ซ่ึงแตละตัวอยาง
จะทําการวัด 2 ซํ้า คาที่อานไดนํามาคณูดวย 3 จึงเปนคาปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได 
(รัตนาและอจัฉรา, 2542) 

 3.4.4 ปริมาณน้าํตาลรีดิวซและน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธี Lane and Eynon (AOAC, 2000) 
 

3.4.4.1 สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเคมี 
 

(1) สารละลาย Carrez No.1:    เตรียมโดยละลายซิงคแอซีเทต ("Baker" Zinc 
acetate dehydrate, AR Grade, J.T. Baker, U.S.A.) จํานวน 21.9 กรัม ใน 
น้ํากลั่นที่มีกรดแอซีติก ("Merck" Acetic acid glacial, AR Grade, E. 
Merck, Germany) จํานวน 3 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

 (2) สารละลาย Carrez No.2: เตรยีมโดยละลายโพแทสเซียมเฟอโรไซยาไนด 
("Ajax Finechem" Potassium ferrocyanide, AR Grade, Asia Pecific 
Specialty, Australia) จํานวน 10.6 กรัม ในน้ํากลัน่ แลวปรับปริมาตรให
ครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

(3) สารละลาย Fehling No.1 :  เตรียมโดยละลายคอปเปอรซัลเฟต ("Baker" 
Copper sulphate, AR Grade, J.T. Baker, U.S.A.) จํานวน 69.278 กรัม ใน 
น้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
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(4) สารละลาย Fehling No.2 : เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
จํานวน 100 กรัม และโพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต ("Baker" Potassium 
sodium tartrate, AR Grade, J.T. Baker, U.S.A.) จํานวน 346 กรัม ในน้าํ
กล่ันและปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

  (5) สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.34 นอรมัล :   เตรียม
โดยตวงสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน ("Merck" Hydrochloric 
Acid, AR Grade, E. Merck, Germany) จํานวน 564.33 มิลลิลิตร คอยๆ 
รินกรดลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นใน
ขวดปรับปริมาตร 

  (6) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 5 นอรมัล :    เตรียม
โดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด จํานวน 200 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นที่
ตมไลกาซคารบอนไดออกไซดออกไป และปรับปริมาตรใหครบ 1,000 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

(7) สารละลายเมทิลีนบลูอินดิเคเตอรความเขมขน 1% :   เตรียมโดย
ละลายเมทิลีนบลู ("Merck" Methylene blue, AR Grade, E. Merck, 
Germany) จํานวน 1 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรให ครบ 100 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

 
วิธีวิเคราะห 
 
การเตรียมตัวอยางลําไย 
 

 (1) ช่ังตัวอยางเนื้อลําไยอบแหง 5 กรัม (ทั้งนี้ขึ้นอยูกับปริมาณน้ําตาลใน
ตัวอยางอาหารดวย) เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอยเพื่อที่จะไดปนตัวอยาง
ใหเปนเนื้อเดียวกัน 

 (2) เติมสารละลาย Clearing agent (Carrez I และ Carrez II ลงไปอยางละ 5 
มิลลิลิตร) เขยาใหเขากนั ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 
ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน ประมาณ 20-30 นาที 

 (3) กรองสารละลายที่ไดดวยกระดาษกรองเบอร 4 (Whatman No.4) เพื่อใช
ในการวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน่ (D1) 
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3.4.4.2 การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซกอนการทําอินเวอรชัน (D1) 
  

วิธีวิเคราะห 
 

(1) นําสารละลายที่กรองไดใสในบิวเรต ไลฟองอากาศ โดยเฉพาะตรงสวน
ปลายแทงแกวใหหมด 

(2) ปเปตตสารละลาย Fehling’s A และ Fehling’s B อยางละ 5 มิลลิลิตร ใส
ใน ฟลาสคขนาด 250 มิลลิลิตร ใสแทงแมเหล็กลงไป เพื่อปองกันการ
เดือดลนออกมา 

(3) นําไปตมดวยเครื่องกวนผสมดวยแมเหล็กไฟฟาจนเดือด หยดสาร 
ละลายเมทีลีนบลูลงไป 1–2 หยด ไทเทรตจนสีฟาจางหายไปหมด เหลือ
ตะกอนสีสมแดง อยูที่กนฟลาสค ทําการไทเทรตตัวอยางละ 3 คร้ัง นํา
ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใชในการไทเทรตมาหาคาเฉลี่ย แลวนาํมา
คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน (D1) 

(4) นําปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ได ไปหาปริมาณน้ําตาลในรูปของ     
น้ําตาลอินเวอรต (invert sugar) (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) จากตาราง 
คํานวณหาเปอรเซ็นตน้ําตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน (D1) ภาคผนวก ง 

 
(D1) =         ปริมาณน้ําตาล (Sugar content) (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) x V 
           1000 x W x D 
  
V  = ปริมาตรสุดทาย (volume made up) (มิลลิลิตร) 
W = น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
D  = ระดับความเจือจาง (Dilution factor)  

หมายเหตุ:  
(1) ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายตัวอยางที่ใชในการไทเทรตกับ

สารละลายผสม Fehling จะตองอยูในชวง 15-50 มิลลิลิตร เทานั้น 
(2) ถาปริมาตรที่ใชไทเทรตนอยกวา 15 มิลลิลิตร แสดงวาเตรียมสารละลาย

ตัวอยางมีความเขมขนเกินไป ตองเจือจางสารละลายตัวอยางลง  
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(3) ถาปริมาตรที่ใชไทเทรตมากกวา 50 มิลลิลิตร แสดงวาเตรียมสารละลาย
ตัวอยางเจือจางเกินไป ตองเตรียมตัวอยางใหมใหมีความเขมขนมาก 
กวาเดิม 

 

3.4.4.3      การหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซหลังการทําอินเวอรชัน (D2) 
        

วิธีวิเคราะห 
 

(1) นําสารละลายตัวอยางที่เหลือจากการหาน้าํตาลกอนอินเวอรชัน (หรืออาจ
เตรียมใหมก็ได) ทําการตกตะกอนใหใสโดยใช Clearing agent กอนปรับ
ปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร 

(2) ปเปตตสารละลายตวัอยาง 20 มิลลิลิตร เตมิกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 
6.34 นอรมัล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปอุนในอางน้ําแบบควบคุม
อุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทําใหเย็นลงอยาง
รวดเร็ว ปรับใหเปนกลางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 5 นอรมัล ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้น
ไทเทรตเชนเดยีวกับตอนแรก ทําซ้ํา 3 คร้ัง 

(3) นําคาที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลในรูปน้ําตาลอินเวอรตจากตาราง 
คํานวณหาปริมาณน้ําตาลในรูปของน้ําตาลรีดิวซภายหลังอินเวอรชัน (D2) 
ซ่ึงคาที่ไดจะเปนปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในตัวอยางอาหาร รวมกับ
น้ําตาล อินเวอรต 

(4) นําคาปริมาณน้ําตาลที่ได (ทั้งคา D1 และ D2) มาคํานวณหาปริมาณน้าํตาล 
ดังนี ้

 
วิธีการคํานวณ 

น้ําตาลซูโครส (S,%) =   (D2-D1) x 0.95 
น้ําตาลทั้งหมด (%)    =   D1+S 

เมื่อ  D1     =   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดกอนทําอินเวอรชัน (%) 
D2     =   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดหลังทําอินเวอรชัน (%) 
S       =   ปริมาณน้ําตาลซูโครส (%) 
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3.4.5 การวิเคราะหปริมาณความชื้น (Moisture Content) (AOAC, 2000.): Method 
934.06 

 
วิธีวิเคราะห  

 
ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงทีป่นละเอียดประมาณ 3 กรัม (ช่ังใหทราบน้ําหนกัแนนอน) 

เกลี่ยใสในจานโลหะที่ผานการอบแหงและทราบน้ําหนกัมากอนแลว นําไปอบในตูอบสุญญากาศ  
ที่อุณหภูมิ 70+1 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน <100 มิลลิเมตรปรอท (13.3 กิโลพาสคาล)  
เปนเวลา 6 ชั่วโมง นําออกจากตูอบมาทําใหเยน็ในโถดูดความชื้น ชั่งน้าํหนัก อบซ้ําจนน้ําหนักคงที่ 
โดยน้ําหนักทีช่ั่งไดไมควรตางจากครั้งแรกเกิน 0.002 กรัม คํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น 

 
วิธีการคํานวณ 

 
 เปอรเซ็นตความชื้น = (W2–W3)x100 

           W2–W1 
เมื่อ  W1  =  น้ําหนักของจานโลหะ (กรัม) 

 W2  =  น้ําหนกัของจานโลหะ+น้ําหนักเนื้อลําไยกอนอบ (กรัม) 
 W3  =  น้ําหนกัของจานโลหะ+น้ําหนักเนื้อลําไยหลังอบ (กรัม) 

 
3.4.6 การวิเคราะหปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด (AOAC, 1990) 
 
หลักการวิเคราะห 

 
การวิเคราะหหาปริมาณซัลไฟตในอาหาร โดยการตมตัวอยางอาหารแบบรีฟลักซกับ

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (กรดเกลอื) เขมขน เพื่อเปลี่ยนซัลไฟตใหเปนกาซซัลเฟอรได-
ออกไซดหลังจากนั้นใชกาซไนโตรเจนพนลงไป ใหปลายทออยูใตผิวของสารละลายที่ตม เพื่อไล
กาซซัลเฟอรไดออกไซด ซ่ึงจะกลั่นตวัรวมกับน้ําผานเครื่องควบแนน (condenser) ที่เย็นลงไปใน
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด กาซซัลเฟอรไดออกไซดจะถกูออกซิไดซเปนกรดซัลฟวริก 
(กรดกํามะถัน) ไทเทรตหาปริมาณกรดทัง้หมดที่เกิดขึน้ดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดมาตรฐาน
ความเขมขน 0.01 นอรมัล 
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สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเคมี 
 

 (1) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.01 นอรมัล ที่ผานการหาความ
เขมขนที่ถูกตองโดยการไทเทรตกับสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต 

 (2) สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% : เตรียมโดยตวง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 30% (Hydrogen peroxide, AR Grade, E. 
Merck, Germany) (H2O2) มา 3 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากล่ันใหครบ 30 มิลลิลิตร เติม
สารละลายเมทิลเรดลงไป 3 หยด แลวไทเทรตใหเปนสีเหลืองดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.01 นอรมัล กอนนําไปใช 

 (3) สารละลายบรอมโมฟนอลบลูอินดิเคเตอร 0.1% : เตรียมโดยชั่งบรอมโมฟนอลบลู 1 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 

(4) กาซไนโตรเจนที่มีความบริสุทธิ์สูง ดังแสดงในรูปที่ 3.1 
 
วิธีวิเคราะห 
(1) ปลอยน้ําเยน็ไหลผานเครื่องควบแนน (condenser)  
(2) เติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% ลงไปในฟลาสค G  

25 มิลลิลิตร และ 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดดักกาซ H 
(3) ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงมา 50 กรัม บดหรือปนใหละเอียดเปนชิน้เลก็ๆ แลวเท

ตัวอยางลงใน ฟลาสค B โดยผานทางทอ A ที่กาซผานเขามา และลางอาหารที่คาง
ในทอ A ดวยน้ํากลั่นจํานวน 300 มิลลิลิตร 

(4) ปดทอ A ทันที และตองแนใจวาทกุสวนปดสนิทแนนดี ไมร่ัว 
(5) ฟลาสค B วางอยูบนเตาไฟฟาแมนเทิล (heating mantle)  
(6) เอาทอ A ออกแลวเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จํานวน 20 มิลลิลิตร ลงไปชาๆ 

จนหมด ใสทอ A ตามเดิม ใหสังเกตวามีฟองอากาศเขาในขวด B หรือไม ถามี
แสดงวาทอเชือ่มไมสนิท 

(7) ปลอยกาซไนโตรเจนเขาไปในทอ Aโดยใหมีอัตราการไหล 15-20 ฟองตอนาที 
(8) เรงไฟปลอยใหเดือดภายใน 5 นาที แลวลดไฟลงใหเดือดชาๆ ประมาณ 1 ชั่วโมง 
(9) เมื่อครบกําหนด ปลอยสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดในฟลาสค H ลงสู 

ฟลาสค G รวมกัน และหยดบรอมโมฟนอลบลู 1-2 หยด นําไปไทเทรตดวย 
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สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.01 นอรมลั จนไดสีฟาออนบันทึก
ปริมาตรของดางที่ใช 

 
วิธีการคํานวณ 
 
ซัลเฟอรไดออกไซด (มิลลิกรัม/กิโลกรัม; ppm)    = 32.03 x V x N x 1000 

    W 
 
เมื่อ V  = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด (มิลลิลิตร) ที่ใช 

N  = ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด (นอรมัล) 
W = น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี3.1 .อุปกรณสําหรับการวิเคราะหซัลเฟอรไดออกไซด 
               (ที่มา: AOAC, 1990) 
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3.5   การวิเคราะหทางจุลินทรีย (BAM, 2001) 

3.5.1 อุปกรณและเครื่องมือ 
 

(1) เครื่องตีปนตัวอยาง (Laboratory blender stomacher, Seward chemical 400,      
England) 

 (2)       ถุงตีบด (stomacher bag)  
(3)     ขวดดแูรน (Duran bottle) ขนาด 100, 250, 500, 1000 มิลลิลิตรที่ทน 

    ตอสภาวะการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
  (4)     หลอดทดลองชนิดฝาเกลยีว ขนาด 13x100 มิลลิลิตร (test tube, Pyrex) 

 (5)     หลอดทดลองชนิดฝาปดหรือฝาเกลียวพลาสติก ขนาด 16x150 มิลลิลิตร พรอม      
    หลอดดักกาซ (Durham tube) 

 (6)      ปเปตตชนิดเกรทดูเอทเตท (graduated pipette) ขนาด 1.0 และ 10.0 มิลลิลิตร  
    (ที่ผานการอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–3 ช่ัวโมง       
    ปลอยใหเย็นที่อุณหภูมิหอง กอนนําไปใช) 

 (7)  จานเพาะเชื้อ (petri-dish) ขนาด 15x100 มิลลิเมตร (ที่ผานการอบฆาเชื้อที่    
 อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–3 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นที่อุณหภูมหิอง กอน  
  นําไปใช) 

 (8)      หวงถายเชื้อ (loop) 
 (9)       แทงแกวแบบโคงสําหรับทําสเปรดเพลท (bent glass rod) 
 (10)     อุปกรณที่ใชในการถาย (หยิบจับ) ตัวอยาง เชน มีด กรรไกร ปากคีบ (forceps)    

     ชอนตักสาร (spatulas) และอุปกรณตางๆ ตองนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121    
     องศาเซลเซียส นาน 15 นาที กอนใชงาน 

  (11)    เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง (Balance Dielhemim: HF-3000G, Switzerland) 
 (12)     เครื่องเขยา (Vertex, Scientific Industries: G-560E, U.S.A.) 

 (13)     เครื่องนึ่งความดันไอน้ํา (Autoclave, Gallenkamp, England) 
 (14)     ตูบม (incubator) อุณหภูมิ 25 และ 35 องศาเซลเซียส (Gallenkamp, England) 
 (15)     อางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Gallenkamp, England) 
 (16) เครื่องกวนผสมแบบแมเหล็กไฟฟา (Hot  plate  and Magnetic  s t i rrer ,  
               Whatman: HPMS, England) 
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 (17)    เตาไมโครเวฟ (Microwave oven, National: NN-K652, Japan) 
 (18)    เครื่องนับจํานวนโคโลนีพื้นสีดํา (Colony counter, dark-field)  

 
3.5.2 การตรวจนับแอโรบิกแบคทีเรีย (Enumeration of Aerobic Plate Count; 

Conventional Plate Count Method) (BAM, 2001) 
 

3.5.2.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจนับปริมาณเชื้อจุลินทรียท้ังหมด  
 
(1)  สารละลายบัฟเฟอรเพปโทนความเขมขน 0.1% 
เพปโทน (Peptone, AR grade, E. Merck, Germany)        1.0      กรัม 
น้ํากลั่น (distilled water)            1,000.0      มิลลิลิตร 

 
ละลายเพปโทนในน้ํากลั่น โดยใชเครื่องกวนผสมแบบแมเหล็กไฟฟา (hot plate and 

magnetic stirrer) จนละลายดี ปเปตตใสในหลอดทดลองชนิดฝาเกลียว 9.3 มิลลิลิตรตอหลอด 
(สําหรับใชในการเจือจางตวัอยาง) หรือตวงใสขวดดแูรนขนาด 500 หรือ 1,000 มิลลิลิตร (สําหรับ
ใชในการเตรียมตัวอยาง)นําไปฆาเชื้อในเครื่องนึ่งความดนัไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
 (15 ปอนดตอตารางนิ้ว) เปนเวลา 15 นาที 
 

(2)  อาหารวุนแข็งเพลท เคาท (Plate count agar) 
อาหารเพลท เคาท (Plate count agar, E Merck; Germany)   23.5        กรัม 
น้ํากลั่น (distilled water)               1,000.0       มิลลิลิตร 

 
ช่ังอาหารสําเร็จรูปเพลทเคาทตามปริมาตรที่จะเตรยีมเติมน้ํากลั่น นาํไปตมระหวางตม

ตองมีการคนบอยๆ เพื่อไมใหวุนติดกนภาชนะ ตมจนอาหารละลายด ีแลวแบงใสขวดดูแรน นําไป
ฆาเชื้อในเครื่องนึ่งความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (ความดัน 15 ปอนดตอตาราง 
นิ้ว) เปนเวลา 15 นาที วัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อสุดทาย (final pH) ที่เตรียมได
ควรเทากับ 7.0+0.2 
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 วิธีวิเคราะห 
 

(1) การเตรียมตัวอยาง 
 
(1.1) ใชมีดและปากคีบที่ทําใหปราศจากเชื้อ (โดยการนึ่งฆาเชื้อแลว) ตัดตัวอยางเนื้อ

ลําไยอบแหงจากสวนตางๆ หลายๆ แหงมาผสมรวมกัน ช่ังน้ําหนกัใหได 25 กรัม 
ใสในถุงตีปนที่มีสารละลาย 0.1% บัฟเฟอรเพปโทนปริมาตร 225 มิลลิลิตร ผสม
อยู นําไปตีปนดวยเครื่องตปีนอาหารเปนเวลา 2 นาที จะไดตัวอยางอาหารที่มี
ความเจือจาง 1:10 (10-1) 

(1.2) เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน ใชปเปตตดูดตวัอยางอาหารที่เจอืจาง 1:10  
(10-1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเพปโทน  
9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยา จะไดตัวอยางอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 

(1.3) ทําใหมีความเจือจาง 1:1000 (10-3) และทําการเจือจางตอๆ ไปดวยวิธีเดยีวกัน จนมี
ความเจือจางถงึ 1:1000000 (10-6) 

 
(2) การใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
(2.1) ใชปเปตตขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อ ดูดสารละลายของ 

ตัวอยางอาหารที่มีความเจือจางตางๆ ลงในจานเพาะเชื้อจานละ 1 มิลลิลิตร  
ความเจือจางละ 2 จาน 

(2.2) เทอาหารเพลตเคานตที่กําลังหลอมเหลว (อุณหภูมิไมควรสูงเกิน 48 องศาเซลเซียส) 
ลงในจานเพาะเชื้อที่มีตัวอยางโดยใสลงไปในจานๆ ละประมาณ 15–20 มิลลิลิตร 
ใหเสร็จภายในเวลา 15 นาที เร่ิมจากความเจือจางนอยที่สุด 

(2.3) ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากันดีโดยเขยาไปขางหนาและหลัง 5 คร้ัง 
เขยาไปทางซายและขวา 5 คร้ัง เขยาใหหมุนตามเข็มนาฬิกา 5 คร้ัง และเขยาให
ทวนเข็มนาฬกิา 5 คร้ังในขณะทีเ่ขยาควรระมัดระวังไมใหอาหารเลอะติดฝาจาน
อาหารเลี้ยงเชือ้ วางไวจนอาหารแข็งตัวคว่าํจานอาหารเลีย้งเชื้อลง 

(2.4) ทําตัวอยางควบคุม โดยใชสารละลายบัฟเฟอรเพปโทน 1 มิลลิลิตร แทนสาร 
ละลายของตัวอยางอาหาร รอใหอาหารแข็งตัวแลวจึงคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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 (3) การบมเชื้อ 
 
บมจานอาหารที่เตรยีมไวเสรจ็เรยีบรอยแลวที่อุณหภูมิ 35+1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

โดยคว่ําจานเลีย้งเชื้อลง และควรวางซอนกนัประมาณ 5 ชั้น บรรจุในถุงพลาสติก 
 

(4) การตรวจนับจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 
 
หลังบมเชื้อตามกําหนดเวลาแลว ตรวจนับโคโลนีบนจานอาหารเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนี  

อยูระหวาง 30–300 โคโลนี หาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีจากทั้ง 2 จานเพาะเชื้อ รายงานผลการ
ตรวจนับวามีจาํนวน แอโรบิกแบคทีเรีย (aerobic bacteria) ในรูปโคโลนีตออาหาร 1 กรัม (cfu/g) 

3.5.2.2    หลักการนับจํานวนโคโลน ี
 
(1) ถาจํานวนโคโลนีท่ีเกิดขึ้นมีจํานวนอยูระหวาง 30–300 โคโลนี 
 
(1.1) ถา 1 ความเจือจางมีจํานวนโคโลนี 30–300 ใหนับจํานวนโคโลนีไดเลย แลวนํามา

หาคาเฉลี่ย รายงานวา “มีจํานวนโคโลนีเทากับ Yx10x cfu/g” (เมื่อ Y = จํานวน 
โคโลนีที่นับไดเฉลี่ย / ทศนิยม 1 ตําแหนง, x = ความเจือจางของจานที่ตรวจนับ) 

(1.2) ถามี 2 ความเจือจางที่มีจํานวนโคโลนี 30–300 ใหทําการนับจํานวนโคโลนีแตละ
ความเจือจางแลวนํามาหาคาเฉลี่ยอีกครั้งหนึ่ง รายงานผลการนับวา “มีจํานวน 
โคโลนีเทากับ Yx10x cfu/g” (เมื่อ Y = จํานวนโคโลนีที่นับไดเฉลี่ย / ทศนิยม  
1 ตําแหนง, x = คาเลขยกกําลัง) เชน ที่ความเขมขน 10-3นับได 260 (2.6x105) และ
ที่ความเขมขน 10-4 นับได 44 โคโลนี (4.4x105) จํานวนโคโลนีเฉลี่ยจากสองความ
เจือจางเทากับ 3.5x105 (350,000) ใหรายงานวามีจํานวนโคโลนีเทากับ 3.5x105  
โคโลนีตออาหาร 1 กรัม 

 (1.3) ถามี 2 ความเจือจางที่มีจํานวนโคโลนี 30–300 โดยที่ความเจือจางหนึ่งมีจํานวน
โคโลนีเฉลี่ยมากกวาเปน 2 เทาของอีกความเจือจางหนึ่ง ใหรายงานผลการนับ
เฉพาะจํานวนโคโลนีที่มีจํานวนนอยกวาเทานั้น ตัวอยางที่ความเจือจาง 10-2 นับได 
150 โคโลนี (เทากับ 1.5x104) และทีค่วามเจือจาง 10-3 นับได 310 โคโลนี  
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(เทากับ 3.1x104) ใหรายงานผลการตรวจนับวามีจํานวนแบคทีเรียเทากับ 1.5x104 
โคโลนีตออาหาร 1 กรัม 

 
 (2)    ถาทุกความเจือจางมีจํานวนโคโลนีนอยกวา 30 

 
ใหรายงานผลการตรวจนับโคโลนีที่ความเจือจางต่ําสุดโดยรายงานวา “มีจํานวนโคโลนี

เทากับ 1x10x (โดยประมาณ)” เมื่อ x = ความเจือจางต่ําสุดที่ทําการตรวจนับ เชน ที่ความเจือจาง 10-2  
นับได 12 โคโลนี (1.2x103) และที่ความเจือจาง 10-3 นับได 3 โคโลนี (3x103) ใหรายงานผลการ
ตรวจนับวามีจาํนวนแบคทีเรียเทากับ 1.2x103 โคโลนีตออาหาร 1 กรัม (โดยประมาณ) 

 
 (3) ถาทุกความเจือจางไมมีโคโลนีขึ้นเลย 

 
ใหรายงานวา “มีจํานวนนอยกวา 1x10x (โดยประมาณ)” เมื่อ x = ความเจือจางต่ําสุดที่ทํา

การตรวจนับ เชน ที่ความเจือจาง 10-2 และ 10-3 ไมมีจํานวนโคโลนีขึ้นเลย ใหรายงานผลการตรวจ
นับวามีจํานวนแบคทีเรียนอยกวา 1x102 โคโลนีตออาหาร 1 กรัม (โดยประมาณ) 

 
(4)  ถามีจํานวนโคโลนีมากกวา 300 โคโลน ี

  
 (4.1) ถาจํานวนโคโลนีเกิน 300 โคโลนีไมมากนัก ใหนับจํานวนโคโลนีทั้งหมดที่พบใน

ความเจือจางสงูสุด คํานวณเปนคาเฉลี่ยออกมาและรายงานผลเปนคาโดยประมาณ
แบคทีเรียทั้งหมด 

(4.2) ถาจํานวนโคโลนีเกิน 300 โคโลนีมาก (เกิน 10 โคโลนีตอพื้นที่ 1 ตาราง
เซนติเมตร) ใหนับจํานวนโคโลนีที่พบในพื้นที ่ 1 ตารางเซนติเมตร (โดยแบงเปน
ชองขนาด 1 ตารางเซนติเมตร แลวนับจํานวนโคโลนีทีอ่ยูในชองนั้นจํานวน 13 
ชอง แบบสุม) รวมจํานวนโคโลนีโดยประมาณ (โคโลนีตออาหาร 1 กรัม) ของ
ตัวอยางนั้น 

(4.3) ถาจํานวนโคโลนีเกิน 300 โคโลนีมากจนไมสามารถนับได ใหรายงานวา “TNTC” 
(Too Numerous To Count) และตองเตรียมตัวอยางใหมีระดับความเจือจางที่
เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหคร้ังตอไป 
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3.5.3  การตรวจนับปริมาณยีสตและรา (Enumeration of Yeasts and Molds; Dilution  
Plating Technique) (BAM, 2001) 

 
3.5.3.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจนบัยีสตและรา 

 
(1) เตรียมอาหารแข็งไดคลอแรนโรสเบนกอลคลอแรมฟนีคอล (Dichloran rose 

bengalchloramphenicol (DRBC) agar) 
กลูโคส (Glucose, E Merck; Germany)         10.0       กรัม 
แบคเทอรีโอโลจิคอล เพปโทน (Bacteriological peptone)         5.0       กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4,E Merck; Germany)     1.0       กรัม 
แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4, E Merck; Germany)          0.5       กรัม 
สารละลายโรสเบนกอล (Rose Begal) 5% (w/v)   
ละลายในน้ํา                           0.5        มิลลิลิตร 
สารละลายไดคลอแรน (2,6–dichloro-4-nitroaniline) 0.2 %(w/v)   
ละลายในเอทานอล                         1.0        มิลลิลิตร 
คลอแรมฟนิคอล (Chloramphenicol)          1.0         กรัม 
วุน (Agar)             0.1         กรัม 
น้ํากลั่น (distilled water)                             1,000.0         มิลลิลิตร 

 
ช่ังสารใสน้ํากลั่น นําไปตมจนสวนผสมและวุนละลายใสเปนเนื้อเดยีวกัน แบงใสขวดดู

แรนประมาณ ¾ ของขวด นาํไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที คาพีเอชสุดทาย 
(final pH) ควรมีคาเทากับ 5.6  
 
หมายเหตุ: กาํหนดใหอุณหภูมิของอางควบคุมอุณหภูมทิี่ใชเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อกอนเทและอุณหภมูิ
ของอาหารขณะเทลงจานอาหารอยูที่ 45+1 องศาเซลเซียส 
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วิธีวิเคราะห 
 
(1)    การเตรียมตัวอยาง 
 
(1.1) ใชมีดและปากคีบที่ทําใหปราศจากเชื้อ (โดยการนึ่งฆาเชื้อแลว) ตัดตัวอยางเนื้อ

ลําไยอบแหงจากสวนตางๆ หลายๆ แหงมาผสมรวมกัน ช่ังน้ําหนกัใหได 25 กรัม 
ใสในถุงตีปนที่มีสารละลาย 0.1% บัฟเฟอรเพปโทน 225 มิลลิลิตร ผสมอยู นําไป
ตีปนดวยเครื่องตีปนอาหาร เปนเวลา 2 นาที จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 
1:10 (10-1) 

(1.2) เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน ใชปเปตตดูดตวัอยางอาหารที่เจอืจาง 1:10  
(10-1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอร เพปโทน 9 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยา จะไดตัวอยางอาหารอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 

(1.3) ทําใหมีความเจือจาง 1:1000 (10-3) และความเจือจางตอๆ ไปดวยวิธีเดียวกันจนถึง
ความเจือจาง 1:1000000 (10-6) 

 
(2) การทําสเปรดเพลท (Spred-Plate method) สําหรับตรวจนับเชื้อยีสตและราดวย

อาหารแข็ง DRBC  (BAM, 2001) 
 
(2.1) เทอาหารเลี้ยงเชื้อ DRBC ลงในจานเพาะเชื้อ ประมาณ 15–20 มิลลิลิตร ปลอยไว

ใหอาหารวุนแข็งตัว ใหทํากลุมละ 3 จาน อบผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อใหแหงใน
ตูบมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

(2.2) ปเปตตสารละลายอาหารที่มีความเจือจางตางๆ จํานวน 0.1 มิลลิลิตร ลงตรงกลาง
ของผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ DRBC ความเจือจางละ 2 จาน 

(2.3) ใชแทงแกวแบบโคง (bent glass rod) ที่ฆาเชื้อโดยการฉดีพนดวยแอลกอฮอลและ
ลนไฟแลว เกลี่ยเชื้อใหกระจายทัว่ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ ระวังอยาใหโดนขอบ
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(2.4) วางหงายจานเพาะเชื้อไวนานประมาณ 15 นาที เพื่อใหสารละลายอาหารซึมเขาไป
ในวุน แลวจึงคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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 (3) การบมเชื้อ 
 

บมจานอาหารที่เตรียมไวเสร็จเรียบรอยแลวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน
โดยคว่ําจานเลีย้งเชื้อลง และควรวางซอนกนัประมาณ 3 ชั้น บรรจุในถุงพลาสติก 

 
(4) การตรวจนับจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 

 
หลังบมเชื้อตามกําหนดเวลาแลว ตรวจนับโคโลนบีนจานอาหารเพาะเชื้อที่มจีํานวน 

โคโลนีอยูระหวาง 30–300 โคโลนี หาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีจากทั้ง 2 จานเพาะเชื้อ รายงานผล
การตรวจนับวามีจํานวนเชื้อยีสตและรา ในรูปโคโลนีตออาหาร 1 กรัม (cfu/g) 
 

3.5.4 การตรวจหาปริมาณโคลิฟอรมแบคทีเรียท้ังหมด (BAM, 2001) 
 

3.5.4.1   การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจหาปริมาณโคลิฟอรมแบคทีเรียท้ังหมด  
 

(1)  อาหารเหลวลอริล ซัลเฟต (Lauryl Sulfate Broth) 
อาหารลอริลซัลเฟต (Lauryl Sulfate Broth)          35.6       กรัม 
น้ํากลั่น (distilled water)                    1,000.0      มิลลิลิตร 

 
ช่ังสารมาผสมน้ํากลั่นคนใหละลาย แบงใสหลอด และใสหลอดดกักาซลงไป ปดฝา 

นําไปฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (ควรมีคาพเีอช สุดทาย 6.8+0.2) 
 

(2)  อาหารเหลวบริลเลียนตกรีนแล็กโทสไบลบรอท (Brilliant Green Lactose Bile 
       Broth) 

อาหารบริลเลียนตกรนีแล็กโทสไบล (BGLB, E Merck; Germany)    40.0    กรัม 
น้ํากลั่น (distilled water)         1,000.0    มิลลิลิตร 

 
ช่ังสารมาผสมน้ํากลั่นคนใหละลาย แบงใสหลอด และใสหลอดดกักาซลงไป ปดฝา  

นําไปฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (ควรมีคาพีเอช สุดทาย 7.2+0.1) 
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(3)  เตรียมอาหารแข็งซิมมอน ซิเตรต (Simmon Citrate Agar) 
อาหารซิมมอนซิเตรต (Simmon Citrate Agar)                     24.3     กรัม 
น้ํากลั่น (distilled water)     1,000.0     มิลลิลิตร 

 
ชั่งสารผสมกับน้ํากลั่น นําไปตมระหวางตมตองคนบอยๆ เพื่อไมใหวุนติดกนภาชนะพอ

เดือดแบงใสหลอด ปดฝาหลอด นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที วางเอยีง 
(slant) 
 

(4) เตรียมน้ําทริพโทน (Tryptone water) 
ทริพโทน (Tryptone)          3.0     กรัม 
โซเดียมคลอไรด (Sodium Chloride, E Merck; Germany)      1.5     กรัม 
น้ํากลั่น (distilled water)               1,000.0        มิลลิลิตร 

 
ช่ังสารผสมน้ําคนใหละลาย แบงใสหลอด ปดฝาหลอด นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ 121  

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
วิธีวิเคราะห 

 
(1) การเตรียมตัวอยาง 

 
(1.1) ใชมีดและปากคีบที่ทําใหปราศจากเชื้อ (โดยการนึ่งฆาเชื้อแลว) ตัดตัวอยางเนื้อ

 ลําไยอบแหงจากสวนตางๆ หลายๆ แหงมาผสมรวมกัน ชั่งน้ําหนกัใหได 25 กรัม 
 ใสในถุงตีปนที่มีสารละลาย 0.1% บัฟเฟอรเพปโทน 225 มิลลิลิตร ผสมอยู นําไป
 ตีปนดวยเครื่องตีปนอาหาร เปนเวลา 2 นาที จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 
 1:10 (10-1) 

   (1.2) เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน ใชปเปตตดูดตวัอยางอาหารที่เจอืจาง 1:10 
(101) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเพปโทน  
9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัดวยเครื่องเขยา จะไดตวัอยางอาหารอาหารที่เจือจาง 
1:100 (10-2) ทําใหมีความเจอืจางจนถึงความเจือจาง 1:1000 (10-3) 
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(2) การทดสอบหาโคลิฟอรมแบคทีเรียขั้นแรก (Presumptive test for coliform 
bacteria) 

 
(2.1) ปเปตตสารละลายของตัวอยางอาหารแตละความเจือจางใสในหลอดอาหาร

เหลวลอริลซัลเฟตทริปโทส ระดับความเจือจางละ 3 หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร (9 
หลอดตอหนึ่งตัวอยาง / ไมควรใชเวลาเกิน 15 นาที ในการทําแตละตัวอยาง) 

(2.2) นําหลอดอาหารทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดย
สังเกตการเกดิกาซในหลอดดักกาซในหลอดอาหารแตละหลอด หลังจากบมครบ 
24 ช่ัวโมง และหากหลอดใดไมเกดิกาซใหบมตออีก 24 ชั่วโมง จึงนํามาตรวจผล
อีกครั้ง 

(2.3) บันทึกจํานวนหลอดที่เกิดกาซในแตละความเจือจาง นาํไปเปรียบเทยีบกับตาราง  
                           เอ็มพีเอ็น รายงานผลเปน เอ็มพีเอ็นของโคลิฟอรม (ขั้นแรก) ตอกรัมของตัวอยาง    
                           อาหาร 

 
(3) การทดสอบยืนยันโคลิฟอรมแบคทีเรีย (Confirm test for coliform bacteria) 

 
   (3.1) ถายเชื้อจากหลอดที่เกิดกาซในขอ 2 (Presumptive test) แตละหลอดลงในอาหาร

เหลวบริลเลียนกรีนแลกโทสไบลบรอท หลอดตอหลอด จํานวน 1 ลูป (loopfull) 
   (3.2) นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48+2 ชั่วโมง โดยสังเกตการเกิด

กาซในหลอดดักกาซในหลอดอาหารแตละหลอด หลังจากบมครบ 48 ช่ัวโมง 
   (3.3) บันทึกจํานวนหลอดที่เกดิกาซในแตละความเจอืจาง นาํไปเทยีบกับตารางเอ็มพีเอ็นรายงาน

ผลเปนเอ็มพีเอ็นของโคลิฟอรม (ขั้นยืนยนั) ตอกรัมของตัวอยางอาหาร 
 
การคํานวณจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 

 
หลังจากที่ทราบจํานวนหลอดที่เกิดกาซ (positive) ในแตละความเจือจางแลว นําไปเทียบ

กับตารางเอ็มพีเอ็นรายงานผลเปนเอ็มพีเอ็นของโคลิฟอรม (ขั้นแรก) ตอกรัมของตัวอยางอาหาร 
 ตัวอยาง: ถาจํานวนหลอดที่เกิดกาซที่ความเจือจาง 10-1 (0.1), 10-2 (0.01) และ 10-3 (0.001) 
เทากับ 3, 2 และ 1 หลอด ตามลําดับ จากการเปดตารางเอ็มพีเอ็นไดคาเอ็มพีเอ็นตอกรัม = 150 ให
รายงานผลการตรวจนับวามคีา เอ็มพีเอ็น (MPN) = 150 Total coliform / g 
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