
บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

การดําเนินการวิจัยแบงเปน 2 ตอน คือ  
ตอนที่ 1. การออกสํารวจภาคสนามโดยการสัมภาษณ เพื่อรวบรวมขอมูลกระบวนการ

ผลิต การควบคุมคุณภาพและสถานการณการผลิตลําไยอบแหงในปจจุบัน 
ตอนที่ 2.  การตรวจวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ เคม ี และจุลินทรียของตัวอยาง

ลําไยอบแหงทัง้เปลือก 
 
ตอนที่ 1 การออกสํารวจ 
 
1.1 ประชากรที่ทําการศึกษา 

 ประชากรทีท่าํการศึกษาคือ ผูประกอบการลําไยอบแหง จาํนวน 10 ราย ในเขต
จังหวัดเชียงใหมและลําพนู โดยแบงเปน 2 กลุม คือกลุมแรกเปนตัวแทนของผูประกอบการ
บริษัทเอกชนจํานวน 4 ราย และกลุมที่สองเปนตวัแทนของเกษตรกรจาํนวน 6 ราย 
 
1.2 ขอมูลในการสัมภาษณ 
 ไดสัมภาษณขอมูลเกี่ยวกับกระบวนการผลติลําไยอบแหง และการควบคุมคุณภาพ 
คือ ชนิดของพันธุที่ใช ราคารับซ้ือผลผลิตสดและผลผลิตแหง ขอกาํหนดในการรับซื้อ ชนิดของเตา
อบ จํานวนเตาอบ ความสามารถในการผลิตตอวัน ข้ันตอนในการอบ การควบคุมอุณหภูมิ การคัด
ขนาด การคัดตําหนิ การจัดชั้นคุณภาพ การบรรจุ การเก็บรักษา ปญหาและอปุสรรคของระบบ 
การผลิต 
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1.3 การทดสอบแบบสัมภาษณ 
 การทดสอบความเที่ยงตรง (Validity) โดยนําแบบสัมภาษณที่สรางขึ้นนําปรึกษาตอ
คณะกรรมการที่ปรึกษาเพื่อตรวจสอบความถูกตอง และความเที่ยงตรงของเนื้อหาโดยให
ครอบคลุมเนื้อหาในการตรวจสอบเอกสารที่เกี่ยวของ และการทดสอบแบบสัมภาษณโดยการนํา
แบบสัมภาษณออกมาลองใชสอบถามกบัผูประกอบการจริงแลวนาํมาปรับปรุง เพื่อใหใชไดสะดวก
รวดเร็วในการสัมภาษณจริง  
 
1.4 การเก็บรวบรวมขอมลู 
 เก็บรวบรวมขอมูลปฐมภูม ิ โดยใชแบบสัมภาษณดําเนินการสัมภาษณผูประกอบการ
และเกษตรกรจํานวนทั้งหมด 10 ราย ที่ดาํเนนิการอยูในเขตพืน้ที่จงัหวัดเชยีงใหมและลําพนู 
 เก็บรวบรวมขอมูลทุติยภูม ิ โดยการเกบ็รวบรวมจากการตรวจเอกสารที่เกีย่วของกับ
การแปรรูปลําไยอบแหงทั้งเปลือก และเกณฑมาตรฐานที่เกีย่วของ 
 
 
ตอนที่ 2. การตรวจวเิคราะหคุณภาพทางกายภาพ เคมี และจุลินทรียของตัวอยางลาํไย

อบแหงทั้งเปลือก 
 
2.1 ตัวอยาง 
 ลําไยอบแหงทัง้เปลือก ไดจากการสุมตัวอยางจากเกษตรกรและผูผลิตทั้งในเขต
จังหวัดเชียงใหมและลําพนู 10 แหง ที่ละ 3 เกรด เกรดละ 3 กโิลกรัม จาํนวน 30 ตัวอยาง 
 
2.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิเคราะหทางกายภาพและทางเคม ี

1. เครื่องวัดสี  (Chroma meter, Minolta CR 300, Japan) 
2. เครื่องวัดพีเอช  (pH  meter, HANA : 213, USA) 
3. เครื่องชั่งทศนยิม 2 ตําแหนง  (Balance Dielhemim : HF-3000G, Swizerland) 
4. เครื่องชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง   (Electric analytical balance, Sartorius : A120S, 

Germany) 
5. ตูบม (Incubator, Gallenkamp, England) 
6. ตูอบลมรอน (Hot air oven, Memmert :UM100-UM800, Germany) 
7. ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying oven) 
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8. ตูดูดควัน  (Hood, Toplab Design and  Technology, England) 
9. อางน้ําแบบควบคุมอุณหภมูิ  (Water bath,  Gallenkamp, Egnland) 
10. เครื่องวัดปริมาณของแข็งทัง้หมดที่ละลายน้ําได (Hand refractometer, Atago :N1, 

Japan) 
11. เครื่องกวนผสมแบบแมเหลก็ไฟฟา (Hot plate and Magnetic stirrer, Whatman : 

HPMS, England) 
12. เครื่องปน  (Blender, National, Thailand) 
13. โถดูดความชืน้  (Desiccator) 
14. เวอรเนียคาลปิเปอร 
15. กระดาษกรอง เบอร 4 ขนาดเสนผาศนูยกลาง 12 เซนติเมตร (Whatman, England) 
16. บีกเกอร ขนาด 50, 100, 250, 600 และ 1,000 มิลลิลิตร 
17. ขวดรูปชมพู ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร 
18. ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask)  ขนาด 100, 500 และ 1,000 มลิลิลิตร 
19. แทงแมเหล็ก  (Magnetic bar) 
20. กรวยกรอง 
21. หลอดหยด  (Dropper) 
22. จานโลหะ (Moisture can) 
23. ปเปตตขนาด 1, 5, 10 และ 20 มิลลิลิตร 

 
2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 การวิเคราะหสมบัติทางกายภาพ 

 1. การตรวจหาเปอรเซ็นตผลบุบ ผลแตกและผลเปอนน้ําหมาก 
 ลําไยอบแหงทัง้เปลือกแตละเกรดจะถูกสุมมาจํานวน 3,000 กรัม ทาํการคัดแยกผลบุบ 
ผลแตก ผลที่เปอนน้ําหมาก ผลดี ดวยสายตาแลวทาํการชัง่น้าํหนักหาเปอรเซ็นตของผลบบุ       
ผลแตกและผลเปอนน้าํหมาก  
 2. การตรวจวัดขนาดผลลําไยอบแหงทั้งเปลือก 
 ลําไยอบแหงทัง้เปลือกแตละเกรดถูกสุมมาจํานวน 500 กรัม วัดขนาดเสนผานศูนยกลาง
ของผลลําไยอบแหงทั้งเปลือก โดยใชเวอรเนียคาลิปเปอร 
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3. การวัดส ี 
ทําการวัดสีเปลือกและสีเนื้อลําไยอบแหงตวัอยาง โดยใชเครื่องวัดสี Chroma meter 

(Minolta CR 300., Japan) 
การใชเครื่อง Chroma meter กอนใชเครื่องทุกครั้งไดปรับมาตรฐานของเครื่องวดัสีดวย

แผนเทียบสีมาตรฐานสีขาว วัดสีผลละ 3 จุด เกรดละ 10 ผล แลวหาคาเฉลี่ย รายงานคาสทีีว่ัดได
เปนคา L, a* และ b* เมื่อ L = the lightness factor (value) a* และ b* = the chromaticity 
coordinates คา L ที่มีคาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีคล้าํ หากคา L เขาใกล 100 หมายถงึ วัตถมุีสี
ขาว คา a* ทีค่าเปนบวก หมายถงึ วัตถุมสีีแดง หากคาเปนลบ หมายถึง วัตถุมีสีเขยีว และคา b* ที่
คาเปนบวก หมายถงึ วัตถุมสีีเหลือง หากคาเปนลบ หมายถงึ วัตถมุีสีน้ําเงิน ทัง้ a* และ b* มีคา
เปนศูนยแสดงวาวัตถุมีสีเทา 

 
2.3.2 การวิเคราะหสวนประกอบทางเคมี  

 
1.  ปริมาณกรดทั้งหมดที่ไทเทรตได (total titratable acidity) ตามวิธี AOAC    
     International, 2000 : Method  942.15 
สารเคมี  
วัดปริมาณกรดทั้งหมดในตวัอยางเนื้อลําไยอบแหงโดยวธิีการไทเทรชนั และคํานวณผลใน

รูปของกรดซิตริกตอ 100 กรัมเนื้อลําไย  
ก. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล  

เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide (NaOH), AR Grade, 
E. Merck, Germany) จํานวน 4 กรัม ละลายและปรบัปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหมปีริมาตรสุดทาย
เทากับ 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้นาํมาเปรียบเทยีบมาตรฐาน (standardization) โดยการไทเทรต
กบัสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลตความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อหาความ
เขมขนที่แทจริงของสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 

ข. สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ความเขมขน 0.1 นอรมัล  
เตรียมโดยชั่งโพแทสเซยีมไฮโดรเจนพทาเลต (Potassium hydrogen phthalate 

(KHC8H4O4), AR Grade, E. Merck, Germany) (ที่ผานการอบแหงที่อุณหภมูิ 105 องศา-
เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง) น้ําหนกั 0.5000 กรัม ละลายในน้ํากลั่นที่ผานการตมเดือด จํานวน 25 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  
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 ปเปตตสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด จํานวน 10 มิลลิลิตร ใสลงในฟลาสคขนาด 
125 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอฟทาลีนเปนอนิดิเคเตอร ลงไป 2-3 หยด นาํไปไทเทรตกบั
สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ความเขมขน 0.1 นอรมัล จนกระทั่งไดจุดยุติเปนสีชมพู
ที่ถาวร บันทกึปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลตที่ใช ทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง
แลวหาคาเฉลีย่ ความเขมขนที่แทจริงของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดคํานวณไดดังนี ้

    
 

        นอรมัลลิต้ีของ NaOH =  
            

วิธีการวิเคราะห  
1. ชั่งตัวอยางเนือ้ลําไยอบแหงที่ปน
2. เติมน้ํากลั่นลงไปเล็กนอย  คนให
3. ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
4. กรองผานกระดาษกรองเบอร 4  
5. ปเปตตของเหลวที่กรองได 10 มิล
6. นําไปไทเทรตกับสารละลายโซเด

ที่คาพเีอช 8.1 ทาํการทดลองตัวอยางละ 
ไดมาคํานวณหาปริมาณกรดทั้งหมดที่ไท
เปรียบเทยีบกบัคามาตรฐานดังนี ้

1 มิลลิลิตรสารละลายโซเดียมไ
พอดีกับกรดซิตริก 0.007 กรัม  

สารละลายน้ําลําไย 100 มิลลิ
น้ําลําไย 10 มิลลิลิตร เจือจางมาจากเนื้อ

 
    %กรดทั้งหมดที่ไทเทรตไดในรูปกรดซิต
  

2. การวิเคราะหความเปนกรด
วิธีการวิเคราะห  
ชั่งตัวอยางเนือ้ลําไยอบแหงประม

เวลาประมาณ 30 นาท ีหรือจนเนื้อลําไยน
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 0.1N (KHC8H4O4) x ปริมาตร KHC8H4O4 ที่ใชไทเทรต (มล.)
           ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 10 มล. 

ละเอียดมา 10 กรัม ใสในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร  
ละลายเขากันด ี 
โดยใชขวดปรับปริมาตร 

ลิลิตร ใสในฟลาสคขนาด 125 มิลลิลิตร  
ียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมัล จนถงึจุดยุติ     
2 ซ้ํา และหาคาเฉลี่ยปริมาณสารละลายดางที่ใช นําคาที่
เทรตไดในรูปกรดซิตริกตอ 100 กรัมของเนื้อลําไย โดย

ฮดรอกไซด ความเขมขน 0.10 นอรมัล ทําปฏิกิริยาสมมูล 

ลิตร เจือจางมาจากเนื้อลําไย 10 กรัม ดังนั้นสารละลาย       
ลําไย 1 กรัม 

ริก  =  สารละลายดางที่ใช (มิลลิลิตร)×0.007× 100 

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

าณ 20 กรัม แชในน้ํากลั่นประมาณ 40 มิลลิลิตร (เปน
ิม่) จากนัน้ปนตัวอยางเนื้อลําไยใหเปนเนื้อเดียวกนั ปรับ
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ปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลตร ดวยน้ํากลั่น นาํไปกรองดวยกระดาษกรอง เบอร 4 จากนั้น
นํามาวัดดวยเครื่องวัดพีเอช (pH meter) ซึ่งมีการปรับคามาตรฐานในการวัดแตละตัวอยางดวย
สารละลายมาตรฐานทีม่ีคาพีเอช เทากับ 7.01 และ 4.01 ตามลําดับ ทําการวัดตัวอยางละ 2 คร้ัง 
แลวนํามาหาคาเฉลี่ย 

 
3. การวิเคราะหปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้าํได  
(Total Soluble Solids,%) 
โดยใช Hand refractometer (AOAC , 2000.) : Method 970.21 
วิธีการวิเคราะห 
ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยอบแหงประมาณ 20 กรัม แชในน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร (เปนเวลา

ประมาณ 30 นาที หรือจนเนื้อลําไยนิ่ม) จากนั้นปนตัวอยางลําไยใหเปนเนื้อเดียวกัน กรองดวย
กระดาษกรองเบอร 4 แลวนํามาวัดดวยเครื่องวัดปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได (Hand 
refractometer) ซึ่งมีสเกลวัดคาไดระหวาง 0-32% โดยใชน้ํากลั่นปรับใหอานคาได 0 กอนใชวัด 
ตัวอยาง คาอานที่ไดมีหนวยเปนองศาบริกส ซึ่งแตละตัวอยางจะทําการวัด 2 คร้ัง คาที่อานได
นํามาคูณดวย 3 จึงเปนคาปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได 
 

4. ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลซูโครสโดยวธิี Lane and Eynon 
(AOAC, 1998) 
สารเคม ี
ก. สารละลาย Carrez No.1 เตรียมโดยละลายซิงแอซีเทต ("Baker" Zinc acetate 

dehydrate, AR Grade, J.T. Baker, U.S.A.) จํานวน 21.9 กรัม ในน้ํากลั่นที่มีกรดแอซีติก 
("Merck" Acetic acid glacial, AR Grade, E. Merck, Germany) จํานวน 3 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

ข. สารละลาย Carrez No.2 เตรียมโดยละลายโพแทสเซียมเฟอโรไซยาไนด ("Ajax   
Finechem" Potassium ferrocyanide, AR Grade, Asia Pecific Specialty, Australia) จํานวน 
10.6 กรัม ในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

ค.  สารละลาย  Fehling No.1  เตรียมโดยละลายคอปเปอรซัลเฟต ("Baker" Copper 
sulphate, AR Grade, J.T. Baker, U.S.A.) จํานวน 69.278 กรัม ในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรให
ครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
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ง. สารละลาย Fehling No.2 เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจํานวน 100 กรัม 
และโพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต ("Baker" Potassium sodium tartrate, AR Grade, J.T. 
Baker, U.S.A.) จํานวน 346 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับ
ปริมาตร 
 จ. สารละลายเมทิลีนบลู ความเขมขน 1% เตรียมโดยละลายเมทิลีนบลู ("Merck" 
Methylene blue, AR Grade, E. Merck, Germany) จํานวน 1 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตร
ให ครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
 ฉ. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6.34 นอรมัล เตรียมโดยตวงสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน ("Merck" Hydrochloric Acid, AR Grade, E. Merck, Germany)  
จํานวน 564.33 มิลลิลิตร คอยๆ รินกรดลงในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000  มิลลิลิตร
ดวยน้ํากลั่นในขวดปรับปริมาตร 
 ช. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 5 นอรมัล เตรียมโดยละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซด จํานวน 200 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นที่ตมไลกาซคารบอนไดออกไซดออกไป และปรบั
ปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

 
วิธีการวิเคราะห 
การเตรยีมตวัอยางลําไย 

 1. ชั่งตัวอยางเนื้อลําไยอบแหง 5 กรัม (ทั้งนี้ข้ึนอยูกับปริมาณน้ําตาลในเนื้อลําไยดวย) 
เติมน้ํากลั่นลงไปเล็กนอยเพื่อที่จะไดปนตัวอยางใหเปนเนื้อเดียวกัน 
 2. เติมสารละลาย Clearing agent (Carrez I และ Carrez II ลงไปอยางละ 5 มิลลิลิตร) 
เขยาใหเขากัน ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน ประมาณ 
20-30 นาที 
 3. กรองสารละลายที่ไดดวยกระดาษกรองเบอร 4 (Whatman No. 4) เพื่อใชในการ
วิเคราะหหา ปริมาณน้ําตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน (D1) 
 

การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซกอนการทาํอินเวอรชัน 
การไทเทรต 
1. นําสารละลายทีก่รองไดใสในบิวเรต ไลฟองอากาศ โดยเฉพาะตรงสวนปลายแทงแกว

ใหหมด 
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2. ปเปตตสารละลาย Fehling’s A และ Fehling’s B อยางละ 5 มลิลิลิตร ใสในฟลาสค
ขนาด 250 มิลลิลิตร ใสแทงแมเหลก็ลงไป เพื่อปองกนัการเดือดลนออกมา 

3. นําไปตมดวยเครื่องกวนผสมดวยแมเหล็กไฟฟาจนเดือด  หยดสารละลาย  เมทิลีนบลู
ลงไป 1–2 หยด ไทเทรตจนสีฟาจางหายไปหมด เหลอืตะกอนสีสมแดงของคอปเปอรไดออกไซด 
(Copper dioxide; CuO2) อยูที่กนฟลาสค ทําการไทเทรต ตัวอยางละ 2 คร้ัง นําปริมาตร
สารละลายตวัอยางที่ใชในการไทเทรตมาหาคาเฉลี่ย  

4. นําปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ได ไปหาปริมาณน้ําตาลในรูปของน้าํตาลอินเวอรต 
(invert sugar) (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) จากตาราง คํานวณหาปรมิาณเปอรเซ็นตน้ําตาลรีดิวซ
กอนอินเวอรชนั (D1) 

(D1) = ปริมาณน้าํตาล (sugar content) (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) x V 
                    1000 x W x D 
 V  = ปริมาตรสุดทาย (volume made up) (มิลลิลิตร) 
 W = น้ําหนักตวัอยาง (กรัม) 
 D = ระดับความเจือจาง (dilution factor)  

หมายเหตุ :  
1. ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายตัวอยางที่ใชในการไทเทรตกับสารละลายผสม 

Fehling จะตองอยูในชวง 15-50 มิลลิลิตร เทานั้น 
2. ถาปริมาตรที่ใชไทเทรตนอยกวา 15 มิลลิลิตร  แสดงวาเตรียมสารละลายตัวอยางมีความ

เขมขนเกินไป ตองเจือจางสารละลายตัวอยางลง  
3. ถาปริมาตรที่ใชไทเทรตมากกวา 50 มิลลิลิตร  แสดงวาเตรียมสารละลายตัวอยางเจือจาง

เกินไป ตองเตรียมตัวอยางใหมใหมีความเขมขนมากกวาเดิม 
การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซหลังการทาํอินเวอรชัน (D2) 

 วิธีการวิเคราะห 
1.  นําสารละลายตัวอยางทีเ่หลือจากการหาน้ําตาลกอนอินเวอรชัน (หรือใชสารละลายที่

เตรียมใหม) ทําการตกตะกอนใหใสโดยใช Clearing agent กอนปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตร 
 2. ปเปตตสารละลายตัวอยาง 20 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6.34     
นอรมัล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปอุนในอางน้าํแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาท ี ทาํใหเยน็ลงอยางรวดเร็ว ปรับใหเปนกลางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
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ความเขมขน 5 นอรมัล ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นไทเทรต
เชนเดียวกับตอนแรก ทาํซ้าํ 2 คร้ัง 
 3. นําคาที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลในรูปน้ําตาลอนิเวอรตจากตาราง คํานวณหา
ปริมาณในรูปของน้ําตาลรีดิวซภายหลังอนิเวอรชนั (D2) ซึ่งคาที่ไดจะเปนปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีม่ี
อยูในตัวอยางอาหาร รวมกบัน้ําตาลอนิเวอรต 
 4.    นําคาปริมาณน้าํตาลทีไ่ด (ทั้งคา D1และ D2) มาคํานวณหาปริมาณน้ําตาล ดังนี ้

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

เมื่อ D1  =  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดกอนทําอนิเวอรชนั  (%) 
 D2  =  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดหลังทําอนิเวอรชนั  (%) 
 S    =  ปริมาณน้ําตาลซโูครส (%) 
 

5. การวิเคราะหปริมาณความชื้น (Moisture Content) (AOAC, 2000.) : Method 
934.06 

วิธีการวิเคราะห ชั่งตวัอยางเนื้อลําไยอบแหงปนละเอียดมาประมาณ 3 กรัม (ชั่งใหทราบ
น้ําหนกัแนนอน) เกลี่ยใสในจานโลหะที่ผานการอบแหงและทราบน้ําหนักมากอนแลว นําไปอบใน
ตูอบสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 70+1 องศาเซลเซียส ภายใตความดันไมเกิน 100 มิลลิเมตรปรอท 
(13.3 กิโลพาสคาล) เปนเวลา 6 ชั่วโมง   นาํออกจากตูอบมาทาํใหเย็นในโถดูดความชืน้              
ชั่งน้าํหนัก อบซ้ําจนน้ําหนักคงที ่ โดยน้ําหนกัที่ชัง่ไดไมควรตางจากครั้งแรกเกิน 0.002 กรัม  
คํานวณหาเปอรเซ็นตความชื้น 
 การคํานวณ 

เปอรเซ็นตความชื้น    =   (W2 – W3) x 100 
           W2 – W1

เมื่อ  W1  =  น้ําหนักของจานโลหะ (กรัม) 
        W2  =  น้ําหนกัของจานโลหะ + น้ําหนกัเนื้อลําไย กอนอบ (กรัม) 
        W3  =  น้ําหนกัของจานโลหะ + น้ําหนกัเนื้อลําไย หลงัอบ (กรัม) 
 

6. การวิเคราะหคาวอเตอรแอคติวิต้ี (aw) 
ใสตัวอยางลงในตลับวัด aw ประมาณ 1/2 หรือ 1/3 ของตลับวัด  แตตองไมลนขอบตลับ

วัด aw โดยใหทําการลดขนาดกอนการบรรจุ นําไปใสในเครื่องวัดปริมาณวอเตอรแอคติวิต้ี (aw) 
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ปลอยใหเครื่องทํางานเปนเวลา  30 นาที  หรือจนกวาเครื่องจะอานคาไดคงที่ บันทึกคา                
วอเตอรแอคติวิตี้คงที่ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

 
2.3.3 การวิเคราะหทางจลุินทรยี 

อุปกรณและเครื่องมือ 
1. เครื่องตีปนตัวอยาง  (Laboratory blender stomacher, Seward  chemical : 400, 

England) 
2. ถุงตีบด  (Stomacher bag)  
3. ขวดดูแรน  (Duran bottle)  ขนาด 100, 250, 500, 1000  มิลลิลิตรที่ทนตอสภาวะการนึ่ง

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
4. ขวดแมคคานี (Maccaney)  
5. หลอดทดลองชนิดฝาเกลียว  ขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร (Test tube, Pyrex) 
6. หลอดทดลองชนิดฝาปดหรือฝาเกลียวพลาสติก ขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร พรอมหลอด

ดักแกส  (Durham  tube) 
7. ปเปตตชนิดเกรทดูเอทเตท (Graduated pipette) ขนาด 1.0 และ 10.0 มิลลิลิตร (ที่ผาน

การอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–3 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นที่
อุณหภูมิหองกอนนําไปใช) 

8.  จานเพาะเชื้อ (Petri-dish) ขนาด 15 x 100 มิลลิเมตร (ที่ผานการอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
160 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–3 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  กอนนําไปใช) 

9. หวงถายเชื้อ  (Loop) 
10. แทงแกวแบบโคงสําหรับทําสเปรดเพลท (Bent glass rod) 
11. อุปกรณที่ใชในการถาย (หยิบจับ) ตัวอยาง เชน มีด กรรไกร ปากคีบ (forceps) ชอนตัก

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

12. เครื่องชั่งทศนิยม  2 ตําแหนง  (Balance  Dielhemim : HF-3000G, Switzerland) 
13. เครื่องเขยา  (Vertex, Scientific Industries : G-560E, U.S.A.) 
14. เครื่องนึ่งความดันไอน้ํา  (Autoclave, Gallenkamp, England) 
15. โถไรออกซิเจน  (Anaerobic jar, Merck, Germany) 
16. ตูบม (Incubator) อุณหภูมิ 25 และ 35 องศาเซลเซียส  (Gallenkamp, England) 
17. อางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Water bath, Gallenkamp,  Egnland) 
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18. เครื่องกวนผสมแบบแมเหล็กไฟฟา (Hot plate and Magnetic stirrer, Whatman : 
HPMS,  England) 

19. เตาไมโครเวฟ  (Microwave oven , National : NN-K652, Japan) 
20. เครื่องนับจํานวนโคโลนีพื้นสีดํา (Colony counter, dark-field)  
 

1. การตรวจนับแอโรบิกแบคทีเรีย  (Enumeration of  Aerobic  Plate  Count ;  
Conventional Plate Count Method) (BAM, 2001) 

 
1.1 การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจนับปรมิาณเชื้อจุลนิทรียทั้งหมด  

 
1.1.1  สารละลายบัฟเฟอรเพปโทนความเขมขน  0.1% 

เพปโทน (peptone, AR grade, E. Merck, Germany)          1   กรัม   
น้ํากลั่น      1,000   มิลลิลิตร   

ละลายเพปโทนในน้ํากลั่น โดยใชเครื่องกวนผสมแบบแมเหล็กไฟฟา (Hot plate  and  
Magnetic  stirrer) จนละลายดี ปเปตตใสในหลอดทดลองชนิดฝาเกลียว 9.3 มิลลิลิตรตอหลอด 
(สําหรับใชในการเจือจางตัวอยาง)  หรือตวงใสขวดดูแรนขนาด 500 หรือ 1,000 มิลลิลิตร (สําหรับ
ใชในการเตรียมตัวอยาง) นําไปฆาเชื้อในเครื่องนึ่งความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส 
(15 ปอนดตอตารางนิ้ว)  เปนเวลา  15  นาที 

 
1.1.2   อาหารวุนแขง็เพลทเคาท (Plate count agar)     

  อาหารเพลท เคาท (plate count agar, E Merck; Germany)  23.5  กรัม 
น้ํากลัน่    1,000  มิลลิลิตร 

ชั่งอาหารสําเร็จรูปเพลทเคาทตามปริมาตรที่จะเตรียมเติมน้ํากลั่น นาํไปตมระหวางตม
ตองมีการคนบอยๆ เพื่อไมใหวุนติดกนภาชนะ ตมจนอาหารละลายดี แลวแบงใสขวดดูแรน นาํไป
ฆาเชื้อในเครื่องนึง่ความดันไอน้ํา ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส (ความดัน15 ปอนดตอตารางนิว้) 
เปนเวลา 15 นาที วัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อสุดทาย (final pH) ที่เตรียมไดควร
เทากับ 7.0+0.2 
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  1.2 วิธีวิเคราะห 
1.2.1 การเตรียมตัวอยาง 
ใชมีดและปากคีบที่ทําใหปราศจากเชื้อ (โดยการนึ่งฆาเชื้อแลว) ตัดตัวอยางเนื้อลําไย

อบแหงจากสวนตางๆ หลายๆ แหงมาผสมรวมกัน ชั่งน้ําหนักใหได 25  กรัม  ใสในถุงตีปนที่มี
สารละลาย 0.1% บัฟเฟอรเพปโทน  225  มิลลิลิตร  ผสมอยู  นําไปตีปนดวยเครื่องตีปนอาหาร 
เปนเวลา 2 นาที จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10  (10-1)   

เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน ใชปเปตตดูดตัวอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 (10-1) 
ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเพปโทน  9  มิลลิลิตร  เขยาใหเขา
กันดวยเครื่องเขยา  จะไดตัวอยางอาหารอาหารที่เจือจาง  1:100  (10-2) 

ทําใหมีความเจือจาง  1:1000  (10-3) และความเจือจางตอๆ ไปดวยวิธีเดียวกัน  จนถึง
ความเจือจาง  1:1000000  (10-6) 

 
1.2.2 การใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ใชปเปตตขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อ ดูดสารละลายของตัวอยาง
อาหารที่มีความเจือจางตางๆ  ลงในจานเพาะเชื้อจานละ 1  มิลลิลิตร  ความเจือจางละ 2  จาน 

เทอาหารเพลตเคานตที่กําลังหลอมเหลว (อุณหภูมิไมควรสูงเกิน 48  องศาเซลเซียส) ลงใน
จานเพาะเชื้อที่มีตัวอยางโดยใสลงไปในจานละประมาณ  15–20  มิลลิลิตร ใหเสร็จภายในเวลา  
15  นาที  เร่ิมจากความเจือจางนอยที่สุด 

ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากันดีโดยเขยาไปขางหนาและหลัง 5 คร้ัง เขยาไป
ทางซายและขวา 5 คร้ัง เขยาใหหมุนตามเข็มนาฬิกา 5 ครั้ง และเขยาใหทวนเข็มนาฬิกา 5 คร้ัง 
ในขณะที่เขยาควรระมัดระวังไมใหอาหารเลอะติดฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  วางไวจนอาหารแข็งตัว  
คว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อลง 

ทําตัวอยางควบคุม โดยใชสารละลายบัฟเฟอรเพปโทน 1 มิลลิลิตร แทนสารละลายของ      
ตัวอยางอาหาร รอใหอาหารแข็งตัวแลวจึงคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.2.3    การบมเชื้อ 
บมจานอาหารที่เตรียมไวเสร็จเรียบรอยแลวที่อุณหภูมิ  35+1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48  

ชั่วโมง  โดยคว่ําจานเลี้ยงเชื้อลง  และควรวางซอนกันประมาณ  5  ชั้น  บรรจุในถุงพลาสติก 
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1.2.4   การตรวจนับจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 
หลังบมเชื้อตามกําหนดเวลาแลว  ตรวจนับโคโลนีบนจานอาหารเพาะเชื้อที่มีจํานวน

โคโลนีอยูระหวาง  30–300 โคโลนี  หาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีจากทั้ง 2 จานเพาะเชื้อ  รายงาน
ผลการตรวจนับวามีจํานวนแอโรบิกแบคทีเรีย (aerobic bacteria)  ในรูป cfu/g (โคโลนีตออาหาร 
1  กรัม) 
 

2. การตรวจนับปริมาณยีสตและรา  
(Enumeration of  Yeasts and Molds ; Dilution Plating Technique) (BAM, 2001) 

 
2.1 การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจนับยีสตและรา 
2.1.1 เตรียมอาหารแข็งไดคลอแรนโรสเบนกอลคลอแรมฟนีคอล 
 (Dichloran rose bengal  chloramphenicol (DRBC) agar) 

กลูโคส (glucose, E Merck; Germany)             10.0 กรัม 
แบคเทอรีโอโลจิคอล เพปโทน (Bacteriological peptone)             5.0 กรัม 

  โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 ,E Merck; Germany) 1.0 กรัม 
  แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4, E Merck; Germany)    0.5 กรัม 
  สารละลายโรสเบกอล (Rose Begal ) 5% (w/v)             
  ละลายในน้าํ                  0.5 มลิลิลิตร 
  สารละลายไดคลอแรน (2,6–dichlorom-4-nitroaniline) 0.2 %(w/v)      

ละลายในเอทานอล                 1.0 มลิลิลิตร 
  คลอแรมฟนิคอล (chloramphenicol)    1.0 กรัม 
  วุน (agar)       0.1 กรัม 

น้ํากลัน่                         1,000  มิลลิลิตร 
 
ชั่งสารใสน้าํกลั่น นาํไปตมจนสวนผสมและวุนละลายใสเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสขวดดูแรน

ประมาณ 3/4 ของขวด นาํไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที คาพีเอช สุดทาย 
(final pH) ควรมีคาเทากับ 5.6   

 
หมายเหต ุ : กาํหนดใหอุณหภมูิของอางควบคุมอุณหภูมิทีใ่ชเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อกอนเทและ
อุณหภูมิของอาหารขณะเทลงจานอาหารอยูที่อุณหภูม ิ45+1 องศาเซลเซียส 
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2.2 วิธีวิเคราะห 
2.2.1 การเตรียมตัวอยาง 
ใชมีดและปากคีบที่ทําใหปราศจากเชื้อ (โดยการนึ่งฆาเชื้อแลว) ตัดตัวอยางเนื้อลําไย

อบแหงจากสวนตางๆ หลายๆ แหงมาผสมรวมกัน ชั่งน้ําหนักใหได 25  กรัม  ใสในถุงตีปนที่มี
สารละลาย 0.1% บัฟเฟอรเพปโทน  225  มิลลิลิตร  ผสมอยู  นําไปตีปนดวยเครื่องตีปนอาหาร 
เปนเวลา 2 นาที จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10  (10-1)   

เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน ใชปเปตตดูดตัวอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 (10-1) 
ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเพปโทน  9  มิลลิลิตร  เขยาใหเขา
กันดวยเครื่องเขยา  จะไดตัวอยางอาหารอาหารที่เจือจาง  1:100  (10-2) 

ทําใหมีความเจือจาง  1:1000  (10-3) และความเจือจางตอๆ ไปดวยวิธีเดียวกัน  จนถึง
ความเจือจาง  1:1000000  (10-6) 

 
2.2.2 การทําสเปรดเพลท (spred plate method) สําหรับตรวจนบัเชื้อยีสตและรา   

ดวยอาหารแข็ง DRBC  
เทอาหารเลี้ยงเชื้อ DRBC ลงในจานเพาะเชื้อ ประมาณ 15–20 มิลลิลิตร ปลอยไวให

อาหารวุนแข็งตัว ใหทํากลุมละ 3 จาน อบผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อใหแหงในตูบมอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 ปเปตตสารละลายอาหารที่มีความเจือจางตางๆ จํานวน 0.1 มิลลิลิตร ลงตรงกลางของ
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ DRBC ความเจือจางละ 2 จาน 

ใชแทงแกวแบบโคง (bent glass rod) ที่ฆาเชื้อโดยการฉีดพนดวยแอลกอฮอลและลนไฟ
แลวเกลี่ยเชื้อใหกระจายทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ ระวังอยาใหโดนขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อ   

วางหงายจานเพาะเชื้อไวนานประมาณ 15 นาที เพื่อใหสารละลายอาหารซึมเขาไปในวุน 
แลวจึงคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
2.2.3    การบมเชื้อ 
บมจานอาหารที่เตรียมไวเสร็จเรียบรอยแลวที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เปนเวลา  5 วัน

โดยคว่ําจานเลี้ยงเชื้อลง  และควรวางซอนกันประมาณ  3  ชั้น  บรรจุในถุงพลาสติก  
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2.2.4   การตรวจนับจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 
หลังบมเชื้อตามกําหนดเวลาแลว  ตรวจนับโคโลนีบนจานอาหารเพาะเชื้อที่มีจํานวน

โคโลนีอยูระหวาง  30–300 โคโลนี หาคาเฉล่ียของจํานวนโคโลนีจากทั้ง 2 จานเพาะเชื้อ  รายงาน
ผลการตรวจนับวามีจํานวนเชื้อยีสตและราในรูป cfu/g 

 
3. การตรวจหาปริมาณโคลิฟอรมแบคทีเรียทั้งหมด (Total Coliform bacteria) (BAM,2002) 
 

3.1 การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจหาปริมาณโคลิฟอรมแบคทีเรียทั้งหมด 
   

3.1.1 อาหารเหลวลอริล ซัลเฟต (Lauryl Sulfate Broth) 
อาหารลอริล ซัลเฟต (Lauryl Sulfate Broth)  35.6 กรัม 
น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

ชั่งสารมาผสมน้ํากลัน่คนใหละลาย แบงใสหลอด และใสหลอดดักแกสลงไป ปดฝา นําไป
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี(ควรมีคาพีเอช สุดทาย 6.8+0.2) 

 
3.1.2   อาหารเหลวบริลเลียนตกรีนแลก็โทสไบลบรอท  

                  (Brilliant Green Lactose Bile Broth) 
          อาหารบริลเลียนตกรนีแล็กโทสไบล (BGLBB, E Merck; Germany)  40.0    กรัม 

น้ํากลัน่                      1,000  มลิลิลิตร 
ชั่งสารมาผสมน้ํากลัน่คนใหละลาย แบงใสหลอด และใสหลอดดักแกสลงไป ปดฝา นําไป

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี(ควรมีคาพีเอช สุดทาย 7.2+0.1) 
 

3.2 วิธีวิเคราะห 
3.2.1  การเตรียมตัวอยาง 
ใชมีดและปากคีบที่ทําใหปราศจากเชื้อ(โดยการนึ่งฆาเชื้อแลว) ตัดตัวอยางเนื้อลําไย

อบแหงจากสวนตางๆ หลายๆ แหงมาผสมรวมกัน ชั่งน้ําหนักใหได 25  กรัม  ใสในถุงตีปนที่มี
สารละลาย 0.1%บัฟเฟอรเพปโทน  225  มิลลิลิตร  ผสมอยู  นําไปตีปนดวยเครื่องตีปนอาหาร เปน
เวลา 2 นาที จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10  (10-1)   

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



 32

เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน ใชปเปตตดูดตัวอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 (10-1) 
ปริมาตร  1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเพปโทน  9  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน
ดวยเครื่องเขยา จะไดตัวอยางอาหารอาหารที่เจือจาง  1:100  (10-2)  

ทําใหมีความเจือจาง จนถึงความเจือจาง   1:1000  (10-3)  
 
3.2.2 การทดสอบหาโคลิฟอรมแบคทีเรียขั้นแรก   
       (Presumptive  test for coliform bacteria) 
ปเปตตสารละลายของตัวอยางอาหารแตละความเจือจางใสในหลอดอาหารเหลวลอริล

ซัลเฟต ทริปโทส ระดับความเจือจางละ 3 หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร (9 หลอดตอหนึ่งตัวอยาง / ไม
ควรใชเวลาเกิน 15 นาที ในการทําแตละตัวอยาง) 

นําหลอดอาหารทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  โดยสังเกต
การเกิดแกสในหลอดดักแกสในหลอดอาหารแตละหลอด  หลังจากบมครบ  24  ชั่วโมง  และหาก
หลอดใดไมเกิดแกสใหบมตออีก 24 ชั่วโมง  จึงนํามาตรวจผลอีกครั้ง 

บันทึกจํานวนหลอดที่เกิดแกสในแตละความเจือจาง  นําไปเปรียบเทียบกับตาราง  MPN 
รายงานผลเปน  MPN  ของโคลิฟอรม (ข้ันแรก) ตอกรัมของตัวอยางอาหาร 
 

3.2.3 การทดสอบยืนยันโคลิฟอรมแบคทีเรีย  
(Confirm test  for coliform bacteria) 

ถายเชื้อจากหลอดที่เกิดแกสในขอ  2  (Presumptive test) แตละหลอดลงในอาหารเหลว 
บริลเลียนกรีน แลกโทส  ไบล  บรอท  หลอดตอหลอด  จํานวน  1  ลูป  (loopfull) 

นําไปบมที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48+2  ชั่วโมง  โดยสังเกตการเกิดแกสใน
หลอดดักแกสในหลอดอาหารแตละหลอด  หลังจากบมครบ  48  ชั่วโมง 

บันทึกจํานวนหลอดที่เกิดแกสในแตละความเจือจาง  นําไปเทียบกับตาราง  MPN   
รายงานผลเปน MPN ของโคลิฟอรม  (ข้ันยืนยัน) ตอกรัมของตัวอยางอาหาร 

 
3.3  การคํานวณจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 
หลังจากที่ทราบจํานวนหลอดที่เกิดแกส  (positive) ในแตละความเจือจางแลว  นําไป

เทียบกับตาราง  MPN รายงานผลเปน  MPN  ของโคลิฟอรม  (ข้ันแรก)  ตอกรัมของตัวอยาง
อาหาร 
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 ตัวอยาง  :  ถาจํานวนหลอดที่เกิดแกสที่ความเจือจาง 10-1 (0.1),  10-2 (0.01)  และ 10-3  
(0.001)  เทากับ  3 , 2 และ  1  หลอด  ตามลําดับ จากการเปดตาราง MPN ไดคา  MPN ตอกรัม 
= 150  ใหรายงานผลการตรวจนับวามีคา  MPN  = 150 Total coliform / g 
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