
บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการศึกษา 
 

การศึกษาเร่ืองการตรวจหายีสตและเช้ือราในน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มคร้ังนี้เปน
การศึกษาเชิงสํารวจ (Survey research) เพื่อตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและ
น้ํ าผลไมพรอมดื่ม ท่ีวางจําหนายในรานแผงลอย  บนถนนสุเทพ  บริเวณประตูดานหลัง
มหาวิทยาลัยเชียงใหม ทําการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา ตามเกณฑคุณภาพทาง    
จุลชีววิทยาของยีสตและเ ช้ือราในเคร่ืองดื่มหาบเรแผงลอย  กรมวิทยาศาสตรการแพทย                 
กระทรวงสาธารณสุข วิธีดําเนินการศึกษามีดังนี้ 
 
ประชากรและกลุมตัวอยาง 

ประชากรที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ คือ น้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มท่ีวางจําหนายใน    
รานแผงลอย บนถนนสุเทพ (ระหวางประตูคณะเกษตรศาสตรถึงประตูคณะวิศวกรรมศาสตร)
บริเวณดานหลังมหาวิทยาลัยเชียงใหม จํานวน 16 ตัวอยาง ซ่ึงเก็บจากรานแผงลอยจํานวน 2 ราน 
ดังนี้ 

รานแผงลอยท่ี 1 มีน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 6 ชนิด ประกอบดวย น้ํากระเจี๊ยบ น้ําตะไคร 
น้ําลําไย น้ําใบบัวบก น้ํามะพราว และนํ้ามะตูม 

รานแผงลอยท่ี 2 มีน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 10 ชนิด ประกอบดวย น้ําผ้ึงมะนาว น้ําสม 
น้ําสํารอง น้ํามะขาม น้ําบีทรูท น้ํามะพราว-แคนตาลูป น้ํามะเขือเทศ น้ําเสาวรส น้ําสตรอเบอรร่ีและ
น้ําผักรวม 

โดยเก็บขอมูลน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 2 คร้ัง แตละคร้ังเก็บหางกัน 2 เดือน เก็บขอมูล
คร้ังท่ี 1 ในชวงวันที่ 5 ธันวาคม ถึง 17 ธันวาคม 2550 จํานวน 16 ชนิด เก็บขอมูลคร้ังท่ี 2 ในชวง
วันท่ี 4 กุมภาพันธ ถึง 10 กุมภาพันธ 2551 จํานวน 16 ชนิด รวมจํานวนท้ังหมด 32 ตัวอยาง 
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เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษา 
 

เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะห
ปริมาณของยีสตและเช้ือราและแบบสังเกตอยางมีโครงสรางเพ่ือสังเกตเกี่ยวกับการปฏิบัติตาม               
หลักสุขาภิบาลอาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไม แบบไมมีสวนรวม โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 

3.1. เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณยีสตและเช้ือรา  
การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราท่ีปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไม

พรอมดื่มโดยวิธี Pour Plate Technique ตามหลักของ Bacteriological Analytical Manual of Food 
and Drug Administration ป 2001 ซ่ึงไดรับการรับรองจาก AOAC (Association of Official 
Agricultural Chemists, 1998) (Center for Food Safety and Applied Nutrition – U.S. Food and 
Drug Administration, 2008) โดยหองปฏิบัติการอาหารและเคร่ืองดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย
เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงมีหลักการตรวจ
วิเคราะหดังนี้ การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและน้ําผลไมโดยการเทอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีตัวอยาง น้ําผักและน้ําผลไมท่ีเจือจางเปนอัตราสวนตางๆ 
หลังจากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสม แลวเลือกจานเพาะเช้ือท่ีมีจํานวนโคโลนี
ท่ีเหมาะสมมานับและคํานวณปริมาณของยีสตและเช้ือรา 

เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะห ประกอบดวย 
1. ตูปราศจากเช้ือ (Laminar Flow) 
2. ตูบมเพาะเช้ือ (Incubator Oven) 
3. เตาอบรอน (Hot – Air Sterilizing Oven) 
4. เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) 
5. เคร่ืองช่ังอยางละเอียด (Analytical Balance) 
6. กลองจุลทรรศน (Microscope) 
7. เคร่ืองนับโคโลนี (Colony Counter) 

อุปกรณท่ีใชในการตรวจวิเคราะห ประกอบดวย 
1. ถุงพลาสติกท่ีปราศจากเช้ือ 
2. หลอดดูดแกวปราศจากเช้ือ ขนาด 2.0 และ 10.0 มิลลิลิตร 
3. จานแกวเพาะเช้ือปราศจากเช้ือขนาด 100 x 15 มิลลิลิตร 
4. ขวดแกวปราศจากเช้ือขนาด 500 มิลลิลิตร 
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5. ขวดพลาสติกปราศจากเช้ือขนาด 125 มิลลิลิตร 
6. เข็มเข่ียเช้ือ (Needle) 
7. หวงเข่ียเช้ือ (Loop)  

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการตรวจวิเคราะห ประกอบดวย  
1. Plate Count Agar (PCA) 
2. Chloramphenicol 
3. Peptone water 
4. Tartaric acid, AR 
5. น้ําเกลือท่ีมีความเขมขน 0.85% 
6. น้ํากล่ัน 

3.2. แบบสังเกตอยางมีโครงสราง เพื่อสังเกตเกี่ยวกับการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่ม แบบไมมีสวนรวม ซ่ึงดัดแปลงมาจาก
คูมือมาตรฐานและกลวิธีในการดําเนินงานสุขาภิบาลอาหารของสถานท่ีปรุง ประกอบและจําหนาย
อาหารที่จัดทําโดยกองสุขาภิบาลอาหาร กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2545 โดยเกณฑใน
การประเมินผล อางอิงจากคูมือมาตรฐานและกลวิธีในการดําเนินงานสุขาภิบาลอาหารและสถานทีป่รุง
ประกอบและจําหนายอาหาร ท่ีจัดทําโดยกองสุขาภิบาลอาหาร กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข
พ.ศ. 2545 
 
การตรวจสอบคุณภาพของเคร่ืองมือ 

การศึกษาคร้ังนี้  ผูศึกษาไดสงตัวอยางตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราท่ี
หองปฏิบัติการอาหารและเครื่องดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงเปนหองปฏิบัติการท่ีผานการรับรองความสามารถตาม
มาตรฐาน ISO 15189 : 2003 และขอกําหนดและเง่ือนไขการรับรองความสามารถหองปฏิบัติการ
ทดสอบดานสาธารณสุขของสํานักงานมาตรฐานหองปฏิบัติการในดานชันสูตรสาธารณสุข
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขและทําการตรวจวิเคราะหตามเกณฑคุณภาพ   
ทางจุลชีววิทยาของยีสตและเช้ือราในเคร่ืองดื่มหาบเรแผงลอย กรมวิทยาศาสตรการแพทย
กระทรวงสาธารณสุข (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2544) โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1. การตรวจสอบคุณภาพของวิธีท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณยีสตและเช้ือราท่ี
ปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไม 
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วิธีท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา คือ วิธี Pour Plate Technique 
ตามหลักของ Bacteriological Analytical Manual of Food and Drug Administration ป 2001 ซ่ึงไดรับ
การรับรองจาก AOAC (Association of Official Agricultural Chemists, 1998) (Center for Food 
Safety and Applied Nutrition – U.S. Food and Drug Administration, 2008) โดยหองปฏิบัติการอาหาร
และเคร่ืองดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงไดรับการข้ึนทะเบียนเปนหองปฏิบัติการที่ผานการรับรองความสามารถตาม
มาตรฐาน ISO 15189 : 2003 และขอกําหนดและเง่ือนไขการรับรองความสามารถหองปฏิบัติการ
ทดสอบดานสาธารณสุขของสํานักงานมาตรฐานหองปฏิบัติการในดานชันสูตรสาธารณสุข
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 

2. การตรวจสอบคุณภาพเคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา
ที่ปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไมมีความสําคัญอยางมาก เนื่องจากเคร่ืองมือท่ีไดคุณภาพเปน
ปจจัยหนึ่งท่ีจะทําใหไดผลการตรวจวิเคราะหท่ีถูกตอง (นงคราญ เรืองประพันธ, 2549) 

2.1. ตูปราศจากเช้ือ (Laminar Flow) เปนเคร่ืองมือเพื่อใชในการปองกันไมให
เช้ือจุลินทรียฟุงกระจายในหองปฏิบัติการ ซ่ึงทําใหผูปฏิบัติงานไดรับอันตรายจากการหายใจเอา
เช้ือจุลินทรียเขาสูรางกายได ตูปราศจากเช้ือแบงได 3 แบบ แตสําหรับการตรวจทางดานจุลชีววิทยา
ในอาหารจะใช แบบ Class 2 Cabinet ซ่ึงเปนตูชนิดท่ีเปดดานหนาไดบางสวน ตูชนิดนี้จะปองกันทั้ง
ผูปฏิบัติงาน ตัวอยางทดสอบและส่ิงแวดลอมภายนอกมิใหปนเปอนเช้ือจุลินทรีย โดยตูปราศจากเช้ือ
จะดูดอากาศจากภายนอกเขาสูตูผาน Air Filter แลวจึงดูดอากาศภายในตูออกอีกดานหนึ่งผานAir Filter 
อีกชุดหนึ่งกอนปลอยออกสูภายนอก โดยอากาศท่ีเขาออกตองปรับใหสมดุลกัน และคาของความเร็ว
อากาศตองไมนอยกวา 0.4 เมตรตอวินาที ตูชนิดนี้ใชกับเช้ือจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการกอโรค
ตอส่ิงมีชีวิตตํ่าถึงปานกลาง โดยกอนและหลังการใชงานทุกคร้ังตองเปดหลอดอุลตราไวโอเลตซ่ึงอยู
ภายในตูเพื่อฆาเช้ือจุลินทรีย เปนเวลา 30 นาที 

การควบคุมคุณภาพ โดยการตรวจสอบความปราศจากเช้ือของตูปราศจากเชื้อ ซ่ึง
ทดสอบโดยการเปดฝาจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Plate Count Agar ในตูปราศจากเช้ือขณะ
ใชงานประมาณ 15 นาที แลวปดฝาจานเพาะเช้ือ หลังจากนั้นนําจานเพาะเช้ือไปบมท่ีอุณหภูมิ 35–37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ังโมง 

การประเมิน จานเพาะเช้ือตองไมมีโคโลนีของเช้ือจุลินทรียเจริญบนอาหาร 
เล้ียงเช้ือ 
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2.2 ตูบมเพาะเช้ือ (Incubator Oven) เปนเคร่ืองมือท่ีใชในการใหอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
และคงท่ีแกยีสตและเช้ือราท่ีตองการเพาะเล้ียง โดยปกติจะใชอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสและใช
อากาศแบบธรรมดา (Aerobic Incubator) 

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอรซ่ึงจะทําการตรวจสอบทุก 3 

เดือน อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอรมาตรฐานควรแตกตางกัน
ไมเกิน ± 2 องศาเซลเซียส และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี
95%  

2. การตรวจสอบการกระจายความรอน โดยการวัดอุณหภูมิตามตําแหนงตางๆ 
ภายในตู ซ่ึงคาท่ีวัดไดไมควรแตกตางกันเกิน ± 2 องศาเซลเซียส จากอุณหภูมิท่ีต้ังไว 

2.3 เตาอบรอน (Hot – Air Sterilizing Oven) เปนเคร่ืองมือท่ีใหความรอนแกวัตถุท่ี
ตองการอบเพื่อใหวัตถุท่ีตองการอบแหง ซ่ึงจะใชอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับวัตถุท่ีจะนํามาอบ  

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอรโดยจะตรวจสอบทุก 3 เดือน 

อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอรมาตรฐานควรแตกตางกันไมเกิน 
± 2 องศาเซลเซียส และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี95%  

2. การตรวจสอบการกระจายความรอน โดยการวัดอุณหภูมิตามตําแหนงตางๆ 
ภายในตู ซ่ึงคาท่ีวัดไดไมควรแตกตางกันเกิน ± 2 องศาเซลเซียส จากอุณหภูมิท่ีต้ังไว 

2.4 เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) เปนเคร่ืองมือท่ีทําใหปราศจากเช้ือโดยใช
แรงดันไอน้ํา ซ่ึงภายในเคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือจะตองมีแรงดันไอน้ําท่ีมีอุณหภูมิท่ีพอเหมาะท่ีจะเขาไป
แทนท่ีอากาศทั้งหมดในเคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือและไอน้ําจะแทรกเขาไปในทุกสวนของวัตถุท่ีตองการ
ทําลายเช้ือจุลชีพ โดยท่ัวไปจะใชแรงดันไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตแรงดัน15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบการกระจายความรอนภายในเคร่ือง โดยการใชแถบเทปเคมี 

(Autoclave Indicator Tape) ซ่ึงจะไวตอแรงดันไอน้ํา ซ่ึงเม่ือสัมผัสกับแรงดันไอน้ํา ณ เวลา อุณหภูมิ
และแรงดันท่ีกําหนดแถบเทปเคมีจะเปล่ียนสีทันที ซ่ึงจะทําทุกคร้ังท่ีมีการใชงานเครื่องนึ่งทําลาย
เช้ือและมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95% 

การประเมิน แถบเทปเคมีเปล่ียนสีและความเขมของสีสมํ่าเสมอ ตามที่บริษัท
กําหนด 
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2. การตรวจสอบการปราศจากเช้ือ โดยการใชเช้ือ Bacillus sterthermophilus ซ่ึง
เปนเช้ือจุลินทรียท่ีเจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ 55 – 60 องศาเซลเซียส และเม่ือเจริญแลวจะสรางกรดซ่ึงจะ
เปล่ียนสีของอินดิเคเตอรภายในหลอดทดสอบ คือ Bromcresal Puple จากสีมวงเปนสีเหลือง โดย
เช้ือนี้สามารถทนอุณหภูมิสูง 121 องศาเซลเซียส ไดนาน 5 นาที แตเช้ือนี้จะตายถาสัมผัสกับความรอน
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

การประเมิน หลอดทดสอบไมมีการเปล่ียนสี หลังจากบมเพาะเช้ือ ตามท่ี
บริษัทกําหนด 

2.5 เคร่ืองช่ังอยางละเอียด (Analytical Balance) ซ่ึงมีความละเอียด 0.0001กรัม เปน
เคร่ืองมือท่ีใชในการช่ังน้ําหนกัของวัตถุท่ีตองการ (ฐิติรัตน จารุวาระกูล, 2548) 

การควบคุมคุณภาพ ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบลักษณะทั่วไป โดยตําแหนงของลูกน้ําตองอยูตรงกลาง ถามี       

การปรับตําแหนงของลูกน้ําใหม ตองทําการปรับต้ังเคร่ืองช่ังทุกคร้ัง เม่ือกดปุม Tare เคร่ืองช่ังตอง
อานไดศูนย 

2. การตรวจสอบความเท่ียงของเคร่ืองช่ัง โดยเคร่ืองช่ังตองสามารถช่ังวัตถุช้ิน
เดียวกันไดเทากันทุกคร้ัง ภายใตเง่ือนไขและสภาวะตางๆที่เหมือนกัน สามารถตรวจสอบไดโดย
การชั่งตุมน้ําหนักมาตรฐานซํ้ากัน 10 คร้ัง ภายใตเง่ือนไขและสภาวะเดียวกัน เคร่ืองช่ังตองมีความเท่ียง
ไมนอยกวา 90% 

3. การตรวจสอบความถูกตองของคาท่ีอานได โดยเคร่ืองช่ังตองสามารถแสดง
คาน้ําหนักท่ีอานไดเทากับน้ําหนักจริงท่ีวางอยูบนเคร่ืองช่ัง สามารถตรวจสอบไดโดยการหาคา
ความแตกตางระหวางคาที่อานไดจากเคร่ืองช่ังกับคาจริงของตุมน้ําหนักมาตรฐานท่ีผานการสอบเทียบ
แลว โดยจะตรวจสอบความถูกตองเปนชวงๆ ซ่ึงไมนอยกวา 10 ชวงเทาๆกัน จากนั้นนํามาคํานวณหา
คาแกของเคร่ืองช่ัง เพื่อใหการชั่งไดมาตรฐาน 

3. การตรวจสอบคุณภาพอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและ
เช้ือราท่ีปนเปอนอยูในน้ําผักและน้ําผลไม (สํานักมาตรฐานหองปฏิบัติการกรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข, 2550) ประกอบดวย 

3.1. การตรวจสอบคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือทางกายภาพ ประกอบดวย การตรวจดู
ลักษณะท่ัวๆไปของอาหารเล้ียงเชื้อ โดยการสังเกตสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมข้ึนมาใหม ถา
พบวาสีผิดไปจากเดิมจะดําเนินการตรวจสอบ pH ของอาหาร ซ่ึงคาท่ีวัดไดไมควรเกิน ± 0.2 ของคา 
pH ท่ีกําหนดไวสําหรับอาหารเล้ียงเช้ือชนิดนั้น 
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3.2. การตรวจสอบความปราศจากเช้ือจุลินทรีย โดยการนําอาหารเล้ียงเชื้อท่ีผาน      
การฆาเช้ือแลวรอยละ 5 ของจํานวนท่ีเตรียมท้ังหมด นํามาบมท่ีอุณหภูมิ 35 ถึง 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 18 ถึง 24 ช่ัวโมง เพื่อตรวจดูเช้ือจุลินทรีย ถาพบวามีเช้ือจุลินทรียเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ 
จะไมนําอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมาใช 

3.3. การตรวจสอบการเจริญเติบโตของเช้ือ โดยกอนท่ีจะนําอาหารเล้ียงเช้ือมาใช ตอง
ตรวจสอบคุณสมบัติของอาหารเล้ียงเชื้อวาชวยในการเจริญเติบโตของยีสตและเช้ือราตางๆได
หรือไม โดยการนําเช้ือ Cadida albicans มาเพาะเล้ียงลงในอาหารเล้ียงเช้ือ ถาพบวาเช้ือจุลินทรียท่ี
นํามาทดสอบไมเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ จะไมนําอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมาใช 

4. การตรวจสอบคุณภาพของแบบสังเกตอยางมีโครงสราง 
การหาความเท่ียงตรงดานเนื้อหา (Validity) ของแบบสังเกต ผูศึกษานาํแบบสังเกตให

ผูเช่ียวชาญจํานวน 3 ทาน ตรวจสอบความครอบคลุมของเนื้อหา รวมท้ังแกไขสํานวนภาษาจากนั้น
จึงนําแบบสังเกตมาปรับปรุงแกไขใหชัดเจนยิ่งข้ึน 
 
การเก็บรวบรวมขอมูล 

ผูศึกษาเก็บรวบรวมขอมูลน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มดวยตนเองและตรวจวิเคราะห ณ. 
หองปฏิบัติการอาหารและเคร่ืองดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย
กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1. ทําการสํารวจจํานวนรานแผงลอยที่จําหนายน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มและจํานวน
น้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่ม 

2. ใชแบบสังเกตแบบมีโครงสราง เพื่อสังเกตเก่ียวกับการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไม ซ่ึงครอบคลุมสาระตางๆ เชน การสุขาภิบาล
ทางดานอาหาร ดานภาชนะและอุปกรณ ดานผูสัมผัสอาหาร ดานแมลงและสัตวนําโรคและดาน
ส่ิงแวดลอม 

3. การเก็บตัวอยางน้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มท่ีวางจําหนายท่ีในรานแผงลอยบริเวณ
ถนนสุเทพ (ระหวางประตูคณะเกษตรศาสตรถึงประตูคณะวิศวกรรมศาสตร) บริเวณดานหลัง
มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร โดยเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง แตละคร้ังเก็บหาง
กัน 2 เดือน โดยมีวิธีการเก็บและรักษาน้ําผักและน้ําผลไมเพื่อการวิเคราะห ดังนี้ 
(กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข, 2550) 
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3.1. เก็บน้ําผักและน้ําผลไมท่ีตํ่ากวาผิวหนาประมาณ 1 นิ้วและมีปริมาตรประมาณ 200 
มิลลิลิตร โดยเก็บแยกถุงแตละชนิดของน้ําผักและน้ําผลไมจากรานแผงลอยแตละรานและเก็บน้ําผัก
และนํ้าผลไมไวในถุงพลาสติกท่ีรานแผงลอยนั้นๆใสให 

3.2. ติดฉลากท่ีถุงพลาสติกทุกถุง (โดยฉลากระบุเกี่ยวกับรานแผงลอยท่ีจําหนายและ
ชนิดของน้ําผักและน้ําผลไม คร้ังท่ีเก็บน้ําผักและน้ําผลไม โดยกําหนดเปนรหัส) 

3.3. นําถุงพลาสติกท่ีบรรจุน้ําผักและน้ําผลไมใสในถุงพลาสติกท่ีสะอาดอีกช้ันหนึ่ง
รัดปากถุงใหแนน 

3.4. หลังจากนัน้เกบ็น้ําผักและน้าํผลไมไวในท่ีแหงและมีอุณหภูมิอยูในชวง 0–4
องศาเซลเซียส 

3.5. หลังจากนั้นทําการสงน้ําผักและน้ําผลไมไปหองปฏิบัติการอาหารและเคร่ืองดื่ม 
ภายใน 12 ช่ัวโมงหรืออยางชาไมเกิน 48 ช่ัวโมงและรักษาอุณหภูมิระหวางการนําสงใหอยูในชวง 
0–4 องศาเซลเซียส โดยการใสในกลองโพมท่ีมีน้ําแข็งแหง 

4. การตรวจวิ เคราะหปริมาณของยีสตและเ ช้ือราในนํ้า ผักและน้ํ าผลไม  ณ .
หองปฏิบัติการอาหารและเครื่องดื่ม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย เขต 10 กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงประกอบดวย ข้ันตอนการเตรียมน้ําผักและน้ําผลไม    
การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือรา การนับจํานวนโคโลนีของยีสตและเช้ือรา การคํานวณ
ปริมาณของยีสตและเช้ือราและการรายงานจํานวนยีสตและเช้ือราในน้ําผักและน้ําผลไม โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 

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

4.1.1. การเตรียมน้ําผักและน้ําผลไมเพื่อทําการตรวจวิเคราะหทําโดยการใช
เทคนิคปราศจากเช้ือทุกข้ันตอน 

4.1.2. นําถุงน้ําผักและน้ําผลไมมาเขยาแรงๆ อยางนอย 25 คร้ัง 
4.1.3. ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ียังไมไดเจือจาง จํานวน 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวด

พลาสติกท่ีมีสารละลาย 0.1% peptone water จํานวน 90 มิลลิลิตร (น้ําผักและน้ําผลไมจะถูกเจือจาง
เปนอัตราสวน 1 ตอ 10) 

4.1.4. ดูดน้ําผักและน้ําผลไมจากขอ 4.1.3 จํานวน 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวด
พลาสติกท่ีมีสารละลาย 0.1% peptone water จํานวน 90 มิลลิลิตร (น้ําผักและน้ําผลไมจะถูกเจือจาง
เปนอัตราสวน 1 ตอ 100) 
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4.1.5. เจือจางน้ําผักและน้ําผลไมลงไปคร้ังละ 10 เทาในลักษณะเดียวกันนี้จนได
อัตราสวนตามท่ีตองการ 

4.2. การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและน้ําผลไม (Center for 
Food Safety and Applied Nutrition – U.S. Food and Drug Administration, 2008) 

4.2.1. การตรวจวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในน้ําผักและน้ําผลไมใช
เทคนิคปราศจากเช้ือทุกข้ันตอน ต้ังแตข้ันตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ น้ํายาสําหรับเจือจาง
ตัวอยาง อุปกรณทุกชนิดท่ีตองสัมผัสกับตัวอยางตองผานการอบหรือนึ่งฆาเช้ือจุลินทรียกอน
นํามาใชทุกคร้ัง 

4.2.2. ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ีถูกเจือจางในอัตราสวนตางๆ จํานวน 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในจานเพาะเช้ือ โดยในแตละอัตราสวนของตัวอยางท่ีถูกเจือจางใหทําอยางนอย 2 จานและให
ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ีไมไดเจือจางใสลงในจานดวย 

4.2.3. เทอาหารเล้ียงเชื้อ Plate Count Agar (PCA) ท่ีผสม Chloramphenicol ท่ี
หลอมละลายและมีอุณหภูมิประมาณ 40 – 50 องศาเซลเซียส ใสลงในจานเพาะเช้ือในขอท่ี 4.2.2.
จานละประมาณ 15 – 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันต้ังท้ิงไวใหแข็งตัว 

4.2.4. นําจานเพาะเช้ือ (หามกลับดาน) ไปบมเพาะเช้ือ ท่ีอุณหภูมิประมาณ 25 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน 

4.2.5. เม่ือครบเวลา ใหนับจํานวนโคโลนีในจานเพาะเช้ือ โดยเลือกจานเพาะเช้ือ
ท่ีมีจํานวนโคโลนี ประมาณ 30 - 300 โคโลนี สวนโคโลนีท่ีไมแนใจวาเปนยีสตหรือเช้ือราใหใช
เข็มเข่ียเช้ือ เข่ียโคโลนีท่ีสงสัยผสมกับน้ําเกลือท่ีมีความเขมขน 0.85% แลวนําไปหยดลงบนสไลด 
หลังจากนั้นนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน ถาเปนยีสตจะมีลักษณะเปนเซลลกลมๆ บางเซลลมี
ลักษณะการแตกหนอแตถาเปนเซลลของเช้ือราจะเห็นเปนสาย Hyphae 

โคโลนีของยีสตและเช้ือรา มีลักษณะดังนี้ 
1. ยีสต โคโลนีมีลักษณะเปนจุดสีเขียวขนาดเล็กสีน้ําตาลหรือสีฟา–เขียว 

หรือไมมีสี แตตองไมมีจุดสีดําตรงกลางโคโลนี ลักษณะนูน มีขอบเขตชัดเจน 
2. เช้ือรา โคโลนีของเช้ือราสวนใหญมีสีน้ําเงินหรือสีท่ีเช้ือราสรางข้ึนเอง

ตามธรรมชาติ เชน สีดํา สีเหลือง สีเขียว สีขาว เปนตน และมีขนาดคอนขางใหญ (ใหญกวายีสต) 
ขอบเขตของโคโลนีไมชัดเจนเนื่องจากการแผกระจายของเสนใย บอยคร้ังจะพบวามีจุดสีดําตรงกลาง
โคโลนี 

 
 



 42

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพ  3.1. ลักษณะโคโลนีของยีสตและเช้ือรา 
 

4.3. การนับจํานวนโคโลนีและการคํานวณปริมาณของยีสตและเช้ือรา (Center for 
Food Safety and Applied Nutrition –U.S. Food and Drug Administration, 2008) การนับจํานวน
โคโลนีท่ีปรากฏบนจานเพาะเช้ือท่ีมีการเจือจางนอยกอนไปสูการเจือจางมาก 

4.3.1. ถาจานเพาะเช้ือท้ัง 2 จาน จากการเจือจางตัวอยางท่ีเทากันมีจํานวนโคโลนี อยู
ระหวาง 30-300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีของท้ัง 2 จาน นํามาหาคาเฉล่ียแลวคูณดวย 
dilution factor 

4.3.2. ถาจานเพาะเชื้อจานใดจานหนึ่ง จากการเจือจางตัวอยางท่ีเทากันมีจํานวน
โคโลนีนอยกวา 30 หรือมากกวา 300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีท้ัง 2 จาน นํามาหาคาเฉล่ีย
แลวคูณดวย dilution factor 

4.3.3. ถาจานเพาะเชื้อมี 2 การเจือจางตัวอยางท่ีตางกันมีจํานวนโคโลนีในจาน
เพาะเช้ืออยูระหวาง 30-300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีท้ัง 2 การเจือจางตัวอยางแลวนํามา
คํานวณเหมือนขอท่ี 4.3.1 แลวนําคาท่ีไดจากท้ัง 2 การเจือจางตัวอยางท่ีตางกันนั้นมาหาคาเฉล่ีย 

4.3.4. ถาจานเพาะเช้ือท้ัง 2 จาน จากการเจือจางตัวอยางท่ีเทากันในอัตราสวนที่
ตํ่าสุด นับจํานวนโคโลนีไดนอยกวา 300 โคโลนีตอจาน ใหนับจํานวนโคโลนีท้ัง 2 จาน นํามาหา
คาเฉล่ียแลวคูณดวย dilution factor 

เชื้อรา 

ยีสต
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4.3.5. ถาจานเพาะเช้ือทุกจานจากการเจือจางตัวอยางท่ีตางกันมีจํานวนโคโลนี 
มากกวา 300 โคโลนีตอจาน ใหเลือกเอาจานที่มีการเจือจางมากท่ีสุด มาแบงเปนสวนๆ เชน แบงจาน
เพาะเช้ือออกเปน 2, 4, 8 สวน หลังจากนั้นใหนับจํานวนโคโลนีในแตละจาน โดยใหนับอยางนอย 1 
สวน แลวคูณดวยตัวคงท่ีท่ีเหมาะสม (ถาแบงจานเพาะเชื้อออกเปน 8 สวน แลวนับจํานวนโคโลนี 2 
สวน ใหนําคาท่ีไดมาคูณดวย 4 แตถานับจํานวนโคโลนี 4 สวนใหนําคาท่ีไดมาคูณดวย 2 นําคาท่ี
ไดมาหาคาเฉล่ีย แลวคูณดวย dilution factor) 

4.3.6. ถาแบงจานเพาะเช้ือจากการเจือจางตัวอยางมากสุดออกเปน 8 สวน และใน
แตละสวนมีโคโลนีมากกวา 20 โคโลนี ใหรายงานวามากกวา 1,600 (200 คูณดวย 8) คูณดวย dilution 
factor ถาในจานเพาะเช้ือมี spreader มากกวา 25% ใหรายงานวา spreader และถาจําเปนตองนับให
นับโคโลนีท่ี spreader เปน 1 โคโลนีและนับรวมกับโคโลนีปกติ แลวนําไปคํานวณ 

4.4. การรายงานจํานวนยีสตและเช้ือรา 
4.4.1. ใหรายงานเปนจํานวนเลขนัยสําคัญเทากับ 2 
4.4.2. ถาไมมียีสตและเช้ือราเจริญในจานเพาะเช้ือท่ีไมไดมีการเจือจางตัวอยางให

รายงานวา ไมพบยีสตและเช้ือราตอน้ําผักและน้ําผลไม 1 มิลลิลิตร 
5. บันทึกผลการทดสอบและผลการสังเกตลงในแบบบันทึกผลการตรวจวิเคราะหและ

แบบบันทึกผลการสังเกต  
 
การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใช 

การวิเคราะหผลการตรวจปริมาณของยีสตและเช้ือราในนํ้าผักและน้ําผลไมพรอมดื่ม 
โดยนํ้าผักและน้ําผลไมพรอมดื่มตองผานเกณฑทางจุลชีวิทยาท้ังยีสตและเช้ือราจึงจะผานเกณฑทาง
จุลชีวิทยาของยีสตและเช้ือราในเคร่ืองดื่มหาบเรแผงลอย สถิติคารอยละนํามาใชเพื่อบอกจํานวน   
น้ําผักและน้ําผลไมพรอมดื่มท่ีผานและไมผานเกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยา  

การวิเคราะหผลการสังเกตแบบมีโครงสราง เพื่อสังเกตการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาล
อาหารของผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไมโดยผูผลิตและจําหนายน้ําผักและน้ําผลไมตอง
ปฏิบัติตามเกณฑครบทุกขอ ท้ังทางดานอาหาร ดานภาชนะและอุปกรณ ดานผูสัมผัสอาหาร ดาน
แมลงและสัตวนําโรคและดานส่ิงแวดลอม จึงจะผานเกณฑการประเมิน หากขาดขอใดขอหนึ่งถือวา
ไมผานการประเมิน 
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แผนภูมิ 3.1 การลําดับข้ันการวิเคราะหปริมาณของยีสตและเช้ือราในตัวอยางน้ําผักและน้ําผลไม 
 

ดูดน้ําผักและน้ําผลไมจํานวน 10 มิลลิลิตร + 0.1% peptone water จํานวน 90 มิลลิลิตร  
(น้ําผักและน้ําผลไมจะถูกเจอืจางในอัตราสวน 1 ตอ 10) 

 
 

ผสมใหเขากัน 
 
 

เจือจางน้ําผักและน้ําผลไมลงคร้ังละ 10 เทา โดยใช 0.1% peptone water 
 
 

ดูดน้ําผักและน้ําผลไมท่ีไมไดเจือจางและเจือจางแลวทุกระดับใสจานเพาะเช้ือ จานละ 1 มิลลิลิตร 
(แตละการเจือจางทํา 2 จาน) 

 
 

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

ผสมใหเขากันดีและท้ิงไวใหแข็งตัว 
 
 

บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน 
 
 

นับจํานวนโคโลนีแลวนํามาคํานวณเปนปริมาณยีสตและเช้ือราตอน้ําผักและน้ําผลไม 1 มิลลิลิตร 


