
 
 

 
 

บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการศึกษา 
  
 การศึกษาเรื่อง การปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารและคุณภาพอาหาร
ทางดานจุลชีววิทยาในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค คร้ังนี้ เปนการศึกษาเชิงพรรณนา 
(Descriptive Study) มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัส
อาหารและวิเคราะหคุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยาจากรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคและ
วิเคราะหความสัมพันธระหวางการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารกับคุณภาพ
อาหารทางดานจุลชีววิทยาของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคจํานวน 5 ราน ณ ตลาดภายใน
มหาวิทยาลัยของรัฐ ผูสัมผัสอาหาร จํานวน 10 คน โดยใชการสังเกตการปฏิบัติของผูสัมผัสอาหาร
พรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด สวนตัวอาหารใชการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ  โดยมี
วิธีการศึกษาดังนี้ 
 
ประชากรและกลุมตัวอยาง 
 ประชากรที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ ผูจําหนายอาหาร ณ ตลาดภายในมหาวิทยาลัยของรัฐ 
สวนกลุมตัวอยางเลือกแบบเจาะจงมี 2 กลุม ไดแก  

1. กลุมตัวอยางผูสัมผัสอาหารที่ทําหนาที่เตรียม ปรุงอาหาร และจําหนาย จํานวน 10 คน 
ในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัดจํานวน 5 ราน 

2.  กลุมตัวอยางอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด ประเภทละ 3 ชนิด จํานวน 
5 ราน โดยแยกตามชนิดที่ไดรับความนิยมซึ่งสอบถามจากผูจําหนาย ประกอบดวย 
  อาหารประเภทยํา ไดแก ยํารวมมิตร(2 ตัวอยาง) ยําทะเล ยําวุนเสน ยําหอยแครง                     
และยําแหนม รวมกลุมตัวอยางประเภทยําจํานวน 6 ตัวอยาง 
  อาหารประเภทสมตํา ไดแก สมตําปูปลารา สมตําไทยใสปู และสมตําโคราช 
รวมกลุมตัวอยางประเภทสมตําจํานวน 3 ตัวอยาง 
  อาหารประเภทสลัด ไดแก สลัดรวมผักและผลไมน้ําขน (2 ตัวอยาง) สลัดผลไม 
น้ําขน สลัดผลไมน้ําใส และสลัดผักน้ําขน (2 ตัวอยาง) รวมกลุมตัวอยางประเภทสลัดจํานวน 6 
ตัวอยาง 
 รวมตัวอยางอาหารพรอมบริโภคทั้ง 3 ประเภทจํานวน 15 ตัวอยาง 
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เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษา 
1. แบบการสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลของผูสัมผัสอาหารโดยปรับปรุงจากแบบ

สังเกตการปฏิบัติตามขอกําหนดดานสุขาภิบาลอาหารสําหรับรานอาหารของ กองสุขาภิบาลอาหาร
และน้ํา กรมอนามัย (2552) มีทั้งหมด 26  รายการโดยรายการที่ 1-14 เปนขอกําหนดดานการเตรียม
และการปรุงอาหารและรายการที่ 15-26 เปนขอกําหนดดานสุขาวิทยาสวนบุคคลของผูสัมผัสอาหาร
รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ข เนื่องจากเปนขอกําหนดพื้นฐานดานสุขาภิบาลอาหารสําหรับ
รานอาหารผูสัมผัสอาหารตองปฏิบัติทุกขอถึงจะอยูในเกณฑที่ผาน มีเกณฑการใหคะแนน
ดังตอไปนี้ 

 การปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหาร         คะแนน 
  ไมผาน     0 
   ผาน     1 
การแปลผลคะแนนการปฏิบัติโดยใชคา เฉลี่ยของคะแนน  แลวนํามาเทียบเกณฑ                   

ดังนี้ 
เกณฑการปฏิบัติที่ดี (ตองปฏิบัติผานทุกขอ)  คือ คะแนนเฉลี่ย 1 
เกณฑการปฏิบัติที่ไมดี (ตองปฏิบัติไมผานขอใดขอหนึ่ง) คือ คะแนนเฉลี่ยนอยกวา 1 

 
2. เครื่องมือที่ใชในการตรวจหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด  ฟคอลโคลิฟอรม และ E.coli ใน

อาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด ใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN 
(most probable numberระบบ 3, 3, 3) มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

เครื่องมือประกอบดวย 
1.  ตูอบเพาะเชื้อ (Incubator)         
2.  หมอนึ่งอัดความดัน(Autoclave) 
3.  เตาอบรอน(Hot-air Sterilizing Oven) 
4.  เครื่องชั่งอยางละเอียด(Analytical balance)     
5.  เครื่อง Stomacher          

   อุปกรณประกอบดวย 
1. ถุงตีบด (Stomacher bag)   
2.  ปเปต (Sterile pipette) ขนาด 1.0 , 5.0 และ 10.0 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการอบฆาเชื้อ

ที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง รอใหเย็นที่อุณหภูมิหองกอนนําไปใช 
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3.  จานแกวเพาะเชื้อ (Petri dish) ขนาด 100x15 มิลลิเมตร ซ่ึงผานการอบอบฆาเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง รอใหเย็นที่อุณหภูมิหองกอนนําไปใช 

4.  หลอดทดลองชนิดฝาปดหรือฝาเกลียวพลาสติก พรอมหลอดดักกาซ (Durham 
tube) 

5. หวงและเข็มเขี่ยเชื้อ (loop)   
   

การตรวจสอบคุณภาพของเครื่องมือ 
1. กรณีกลุมตัวอยาง คือ ผูสัมผัสอาหาร เครื่องมือที่ใชในการศึกษา ไดแก แบบการสังเกต

การปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค โดยทําการตรวจสอบ
คุณภาพของแบบสังเกต ดังนี้ 

1.1 การหาความตรงดานเนื้อหาของแบบสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค ผูศึกษาไดนําแบบสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค ใหผูทรงคุณวุฒิ 3 ทาน ตรวจสอบความครอบคลุมของ
เนื้อหา รวมทั้งแกไขสํานวนภาษา  

1.2 การหาความเชื่อมั่นของเครื่องมือโดยนําแบบสังเกตการปฏิบัติตามหลัก
สุขาภิบาลอาหารของรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค ไปทดลองสังเกตกับผูสัมผัสอาหารคน
เดียวกันในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคอื่นๆ ที่จําหนาย ณ ตลาดภายในมหาวิทยาลัยของรัฐ
โดยใชผูสังเกต 2 คน นําผลมาพิจารณาความสอดคลองกันทุกรายการของผลการสังเกตโดยหาความ
เชื่อมั่นใชสัมประสิทธิ์สหสัมพันธแบบเพียรสัน (r) ไดคาความเชื่อมั่น 0.96  (เกียรติสุดา ศรีสุข, 
2549) 

2. กรณีกลุมตัวอยาง คือ ตัวอยางอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัด เครื่องมือ
ที่ใชในการศึกษา ไดแก เครื่องมือที่ใชในการตรวจหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด ฟคอลโคลิฟอรม และ 
E.coli ในอาหารพรอมบริโภค ใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN (most probable 
numberระบบ 3, 3, 3)  อุปกรณที่ใชมีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยา
ในการวิเคราะหหาจุลินทรีย โดยวิธี Most Probable Number (MPN) ของภาควิชาเทคโนโลยี         
การพัฒนาผลิตภัณฑ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ผูศึกษาทําการวิเคราะหดวย
ตัวเอง  พรอมมี ผูชวยวิ เคราะหที่มีความรูดานจุลชีววิทยาทางอาหาร  โดยใชอุปกรณทาง
หองปฏิบัติการรายละเอียดแสดงในภาคผนวก จ และวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN 
(most probable numberระบบ 3, 3, 3) มีรายละเอียด ดังนี้ตอไปนี้ 
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 2.1 วิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธี MPN (most probable number ระบบ  

3, 3, 3) มีหลักการคือ จุลินทรียจะมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอในของเหลว ถาแบงของเหลวนี้
ออกเปนสวนเทาๆกัน แตละสวนจะมีปริมาณจุลินทรียใกลเคียงกัน อาจมากกวาหรือนอยกวาบาง 
โดยใชระบบ 3 หลอด หมายถึง จํานวนของหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใชหมักตอปริมาณตัวอยางแตละ
ตัวอยางมี 3 หลอด มีปริมาณความเขมขนของตัวอยางอาหารที่ใชตางกันดังนี้คือ อัตราสวน 1:10, 
1:100  และ  1:1000  คาเฉลี่ยที่ไดนี้คือ MPN ซ่ึงเปนคาทางสถิติไมมีหนวย ซ่ึงวิธีนี้ เปนวิธีมาตรฐาน
ในการตรวจสอบคุณภาพอาหารทางด านจุ ล ชี ว วิ ทย า ในอาหารปรุ งสุ กทั่ ว ไปของ
กรมวิทยาศาสตรการแพทย  กระทรวงสาธารณสุข (ไพรินทร บุตรกระจาง, 2544) 

ความถูกตองของวิธี MPN (most probable numberระบบ 3, 3, 3) คือ มีการทดสอบ
ยืนยันของเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมดโดยใชอาหารเหลว BGLB  สวนเชื้อ ฟคอลโคลิฟอรม ใชอาหาร
เหลว EC และ E.coli ใชอาหารแข็ง EMB และ PCA slant จากนั้นนําเชื้อไปตรวจขั้นสมบูรณ 

ความเชื่อมั่นของวิธี MPN (most probable numberระบบ 3, 3, 3) คือ การทําซ้ําใน
แตละระดับความเจือจางอัตราสวน 1:10  3 หลอด, 1:100 3 หลอด และ1:1000  3 หลอด        

 
วิธีดําเนินการ 

1. ทําการสอบถามรายการอาหารที่ไดรับความนิยมจากผูจําหนายอาหารพรอมบริโภค
ประเภทยํา 2 ราน สมตํา 1 ราน และสลัด 2 ราน ประเภทละ 3 ตัวอยางตอ 1 ราน  

2. สังเกตการปฏิบัติตัวของผูสัมผัสอาหารตามหลักสุขาภิบาลอาหารแบบไมมีสวนรวมใน
แตละรานที่จําหนายอาหารพรอมบริโภค ระหวางเดือนกุมภาพันธ – มีนาคม 2552 

3. เก็บตัวอยางอาหารพรอมบริโภคประเภทยํา สมตํา และสลัดในชวงเวลา 15.00 - 15.20 น.
โดยไมมีการแจงลวงหนา ทําการเก็บตัวอยางอาหารที่ปรุงเสร็จใหม โดยการซื้ออาหารใสในภาชนะ
บรรจุที่รานเตรียมไว  จากนั้นนําตัวอยางอาหารไปหองปฏิบัติการทันทีใชเวลาในการเดินทางตั้งแต
รานจําหนายอาหารพรอมบริโภคถึงหองปฏิบัติการประมาณ 30 นาที  เพื่อทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี 
ทําการเก็บตัวอยางอาหารครั้งละ 15 ตัวอยาง ในครั้งที่ 1 วันที่ 17 กุมภาพันธ 2552 และครั้งที่ 2 วันที่  
24 กุมภาพันธ 2552 แตละครั้งหางกัน 1 สัปดาห ทําการทดสอบ 2 คร้ัง  
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4. การวิเคราะหคุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยา รายละเอียดแสดงในภาคผนวก จ  

4.1 การเตรียมและการเจือจางอาหารตัวอยาง  
 

อาหารตัวอยาง+สารละลายบัฟเฟอรเบปโตน 
 

ตีปนอาหารตวัอยางเจือจางเปนอัตราสวน 1:10 
 

อาหารที่เจือจางแลว (1:10) + สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  
ตีปนอาหารตวัอยางเจือจางเปนอัตราสวน (1:100)  

 
อาหารที่เจือจางแลว (1:100) + สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  

 ตีปนอาหารตวัอยางเจือจางเปนอัตราสวน (1:1000)  
 

4.2 การหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด (การคัดกรอง) 
 

อาหารที่เจือจางแลวทั้ง 3 ระดับ (ระดบัละ 3 หลอด) + ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ A 
 

บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 24±2 ช่ัวโมง 
 

อานผล 
 

หลอดที่เกิดกาซ    หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 

  อานคา MPN/g     บมตอ 24±2 ช่ัวโมง 
 

      อานผล 
 

    หลอดที่เกิดกาซ                   หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 

      อานคา MPN/g               ทําการฆาเชื้อ+ทําความสะอาด 
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4.3 การหาเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด (ขั้นยืนยัน)  
 

ผลจากขั้นคัดกรองหลอดที่เกิดกาซหลอดละ 1 ลูป 
 

ลงในอาหารเลีย้งเชื้อ B 
 

บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 48±2 ช่ัวโมง 
 

อานผล 
 

                               หลอดที่เกิดกาซ  หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 
       อานคา MPN/g  ของโคลิฟอรมทั้งหมด       ทําการฆาเชื้อ+ทําความสะอาด 
                   ตอกรัมอาหารตัวอยาง  

 
4.4 การหาเชื้อฟคอลโคลิฟอรม (ขั้นยืนยัน) 

 
ผลจากเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด หลอดที่เกดิกาซหลอดละ 1 ลูป 

 
ลงในอาหารเลีย้งเชื้อ C 

 
บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 45.5oC นาน 48ช่ัวโมง 

 
อานผล 

 
                               หลอดที่เกิดกาซ  หลอดที่ไมเกดิกาซ 
 
       อานคา MPN/g  ของฟคอลโคลิฟอรม         ทําการฆาเชื้อ+ทําความสะอาด 
                   ตอกรัมอาหารตัวอยาง  
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4.5 การหาเชื้อ E.coli (ขั้นยืนยัน)  
 

ผลจากเชื้อฟคอลโคลิฟอรม หลอดที่เกิดกาซหลอดละ 1 ลูป 
 

นํามาเขี่ยเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ E 
      บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 18-24 ช่ัวโมง 

           ตรวจสอบโคโลนี (มองดวยตา) 
 

มีสีโลหะ(Metallic sheen)เปน E.coli                          ไมมีสีโลหะ(Metallic sheen)ไมเปน  E.coli 
      

ถายเชื้อลงบนอาหารแข็ง PCA slant 
      บมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35oC นาน 18-24 ช่ัวโมง 

ทําการตรวจสอบขั้นสมบูรณ 
 

 ยอมติดสีดวย safranin  ทดสอบทางชีวเคมี (IMViC) 
 
                                        Indole  production       ผลบวก อาหารเลีย้งเชื้อเกิด       
        อานผล                สีแดงชั้นบน 
                                        ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกดิสีเหลือง     
ยอมติดสีแกรมลบ(สีแดง)      ไมติดสี MR-inoculation       ผลบวก อาหารเลี้ยงเชือ้เกิดสีแดง 
                         ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกดิสีเหลือง
เปน E.coli                      ไมเปน E.coli        VP-inoculation        ผลบวก อาหารเลี้ยงเชื้อเกิดสีชมพ ู
            ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกิดสีเหลือง 
     Citrate utilization      ผลบวก อาหารเลี้ยงเชื้อเกิด 
             สีน้ําเงิน 
              ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเกิดสีเขียว 
    ใหผล ++--(biotype I) และ-+-- (biotype II) เปนเชื้อ E.coli  
    การสรางกาซในหลอดอาหารเหลว LST เปนเชื้อ E.coli  
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ตาราง 3.1  จํานวนหลอดทดสอบที่ใหผลบวกในอาหารตัวอยางที่เจือจางในอัตราสวน 1:10, 1:100 
และ 1:1000 และแปลผลเปน MPN ตออาหาร 1 กรัมในระดับความเชื่อมั่น 95% 

อัตราสวน ระดับความเชือ่ม่ัน 95% 

1:10 1:100 1:1000 

MPN ตอ
อาหาร 1 กรัม  ต่ําสุด สูงสุด 

0 0 0 <3.0 -- 9.5 
0 0 1 3.0 0.15 9.6 
0 1 0 3.0 0.15 11 
0 1 1 6.1 1.2 18 
0 2 0 6.2 1.2 18 
0 3 0 9.4 3.6 38 
1 0 0 3.6 0.17 18 
1 0 1 7.2 1.3 18 
1 0 2 11 3.6 38 
1 1 0 7.4 1.3 20 
1 1 1 11 3.6 38 
1 2 0 11 3.6 42 
1 2 1 15 4.5 42 
1 3 0 16 4.5 42 
2 0 0 9.2 1.4 38 
2 0 1 14 3.6 42 
2 0 2 20 4.5 42 
2 1 0 15 3.7 42 
2 1 1 20 4.5 42 
2 1 2 27 8.7 94 
2 2 0 21 4.5 42 
2 2 1 28 8.7 94 
2 2 2 35 8.7 94 
2 3 0 29 8.7 94 
2 3 1 36 8.7 94 

ตาราง 3.1   (ตอ) 
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อัตราสวน ระดับความเชือ่ม่ัน 95% 

1:10 1:100 1:1000 

MPN ตอ
อาหาร 1 กรัม ต่ําสุด สูงสุด 

3 0 0 23 4.6 94 
3 0 1 38 8.7 110 
3 0 2 64 17 180 
3 1 0 43 9 180 
3 1 1 75 17 200 
3 1 2 120 37 420 
3 1 3 160 40 420 
3 2 0 93 18 420 
3 2 1 150 37 420 
3 2 2 210 40 430 
3 2 3 290 90 1,000 
3 3 0 240 42 1,000 
3 3 1 460 90 2,000 
3 3 2 1100 180 4,100 
3 3 3 >1100 420 -- 

ที่มา : สุทัศน สุระวัง และอศิรพงษ พงษศริิกุล, 2543 
 
วิธีการรวบรวมขอมูล 

ผูศึกษาทําการเก็บรวบรวมขอมูลดวยตนเองและมีผูชวยวิเคราะหที่มีความรูดานจุลชีววิทยา
ทางอาหาร ดําเนินการ 
  บันทึกผลการสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารและผล       
การทดสอบตัวอยางอาหารลงในแบบบันทึก 
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ตาราง 3.2    อาหารพรอมบริโภคจําแนกตามความนิยม 
                     ตามความนยิม 
รานอาหาร 

อันดับที่ 1 อันดับที่ 2 อันดับที่ 3 

รานอาหารประเภทยํา 1 ยํารวมมิตร ยําทะเล ยําหอยแครง 

รานอาหารประเภทยํา 2 ยํารวมมิตร ยําวุนเสน ยําแหนม 

รานอาหารประเภทสมตํา  สมตําปูปลารา สมตําไทยใสปู สมตําโคราช 

รานอาหารประเภทสลัด 1 สลัดรวมผักและ          
ผลไมน้ําขน 

สลัดผลไมน้ําขน สลัดผักน้ําขน 

รานอาหารประเภทสลัด 2 สลัดรวมผักและ          
ผลไมน้ําขน 

สลัดผลไมน้ําใส สลัดผักน้ําขน 

รวมจํานวน                  5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 5 ตัวอยาง 
 
การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใช 

ขอมูลที่ไดจากการการศึกษาครั้งนี้นํามาประมวลและวิเคราะห ดังรายละเอียดตอไปนี้ 
1. ผลการสังเกตแบบไมมีสวนรวมวิเคราะหหาคาคะแนนเฉลี่ย และคามัธยฐานของ

คะแนนเฉลี่ย จากนั้นนํามาเปรียบเทียบกับเกณฑการแปลผลคะแนนที่กําหนด  
2. ผลการตรวจวิเคราะหคุณภาพทางดานจุลิชีววิทยาในอาหารพรอมบริโภค   
3. หาความสัมพันธระหวางการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารกับ

คุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยาในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภคโดยการเปรียบเทียบคะแนน
เฉลี่ยของการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของผูสัมผัสอาหารกับคุณภาพอาหารทางดาน          
จุลชีววิทยาในรานจําหนายอาหารพรอมบริโภค 


