
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 



 
 

ภาคผนวก ก 
 

      ภาพประกอบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Lactobacillus plantarum  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              Leuconostoc mesenterodies 
 
ภาพ ก-1ลักษณะโคโลนีของเช้ือ  Lactobacillus plantarum  และ Leuconostoc 

mesenterodiesบน MRS agar  บมท่ี 37 องศาเซลเซียสเปนเวลาประมาณ  24 ช่ัวโมง 
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ภาพ  ก-2  กิมจิท่ีผานความดนัสูง 0.1 (ชุดควบคุม), 400, 500 และ 600 เมกะปาสคาลสท่ีอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที 

ชุดควบคุม 400 เมกะปาสคาลส 500 เมกะปาสคาลส 600 เมกะปาสคาลส 
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  0.1 เมกะปาสคาลส          600 เมกะปาสคาลส 
 
ภาพ ก-3  กิมจิหลังผานความดันสูง 0.1 (ชุดควบคุม) และ 600 เมกะปาสคาลสท่ีอุณหภูมิ 40  

 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สัปดาหท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      0.1 เมกะปาสคาลส          600 เมกะปาสคาลส 
ภาพ ก-4  กิมจิหลังผานความดันสูง 0.1 (ชุดควบคุม) และ 600 เมกะปาสคาลสท่ีอุณหภูมิ 40  

 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สัปดาหท่ี 4



 
 

ภาคผนวก ข 
 

         ตารางผลการทดลอง 
 
ตารางท่ี 1 ผลการตรวจนับปริมาณเช้ือ Leuconostoc mesenteroides และ Lactobacillus 

plantarum ในอาหารเล้ียงเชื้อ MRS broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 

ปริมาณเช้ือ (log cfu/g) เวลา 
(ช่ัวโมง) Leu. mesenterodies Lac. plantarum 

0 6.79 7.07 
2 6.92 7.11 
4 7.47 7.31 
6 8.26 7.72 
8 8.84 7.93 
10 9.08 8.45 
12 9.16 8.74 
14 9.29 9.13 
16 9.31 9.42 
18 9.38 9.42 
20 9.45 9.45 
22 9.45 9.42 
24 9.41 9.47 
36 9.48 9.49 
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ตารางท่ี 2 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรดดางและปริมารกรดแลคติกของกิมจิท่ีผันแปรปริมาณ
การเติมเช้ือบริสุทธ์ิ คือ เช้ือ Leuconostoc mesenteroides และ Lactobacillus plantarum  2 

ระดับ ในอัตราสวน 1:1 (ชุดควบคุมไมเติมเช้ือบริสุทธ์ิ) หมักท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส 
 

คาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดแลคติก (%w/w) 

ปริมาณเช้ือบริสุทธ์ิ ปริมาณเช้ือบริสุทธ์ิ 

เวลา 
(ช่ัวโมง) ชุดควบคุม 

6.43 log 
cfu/g 

7.41 log 
cfu/g 

ชุดควบคุม 
6.43 log 

cfu/g 
7.41 log 

cfu/g 
0 5.35 ± 0.01 5.34 ± 0.01  5.33 ± 0.01 0.24 ± 0.01 0.24 ± 0.01 0.23 ± 0.01 
12 4.40±0.01 4.37 ± 0.01 4.36 ± 0.01 0.29 ± 0.01 0.33 ± 0.03 0.33 ± 0.01 
24 4.38 ± 0.01 4.32 ± 0.01 4.25 ± 0.01 0.35 ± 0.01 0.38 ± 0.003 0.46 ± 0.02 
36 4.22 ± 0.01 4.10 ± 0.01 4.00 ± 0.01 0.44 ± 0.02 0.47 ± 0.01 0.54 ± 0.02  
48 4.17 ± 0.01 3.98 ± 0.01 3.75 ± 0.02 0.46 ± 0.004 0.56 ± 0.01 0.62 ± 0.04 
60 4.01 ± 0.01 3.72 ± 0.01 3.65 ± 0.02 0.53 ± 0.01 0.73 ± 0.01 0.80 ± 0.02 
72 3.68 ± 0.01 3.61 ± 0.01 3.61 ± 0.01 0.84 ± 0.01 0.95 ± 0.01 0.98 ± 0.04 

 
หมายเหตุ 

- คาในตารางแสดงคาเฉล่ีย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซํ้า 
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ตารางท่ี 3 คุณภาพทางกายภาพกอน และหลังหมักกิมจิท่ีหมักโดยใชเช้ือบริสุทธ์ิเร่ิมตน คือ เช้ือ 

Leuconostoc mesenteroides และ Lactobacillus plantarum  ในอัตราสวน 1:1 โดยเติมเช้ือ 2 

ระดับความเขมขน คือ 6.43 log cfu/g และ 7.41 log cfu/g (ชุดควบคุมไมเติมเช้ือบริสุทธ์ิ) หมักท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
 

กิมจิกอนหมัก กิมจิหลังหมัก * 

ปริมาณเช้ือบริสุทธ์ิ ปริมาณเช้ือบริสุทธ์ิ 

คุณภาพ
ทาง
กายภาพ 

ชุดควบคุม 
6.43 log 

cfu/g 
7.41 lob 

cfu/g 

ชุดควบคุม 
6.43 log 

cfu/g 
7.41 log 

cfu/g 
คาสี L 74.53a ±1.32 73.05ab±1.90 72.27bc±1.67 71.28d ± 0.16 72.41bcd±0.75 71.75cd±1.22 
คาสี a* -0.99a ±0.37 -0.48 b ±0.96  -1.29 a ±0.88 0.43c ± 0.21 0.28c ± 0.21 0.39c ± 0.10 
คาสี b* 12.16 a±0.81 12.64 a ±2.13 12.98 a±2.01 12.51a ± 1.22 11.98a ± 0.53 12.74a ±2.98 
คาสี C 12.20 a±0.81 12.67 a ±2.13 13.06 a±2.06 13.03a ± 1.23 12.60ab±1.03 12.34a ±1.18 
คาสี h 94.58 a±1.62 92.50 a ±4.22 95.38 a±3.41 83.80b ± 1.21 86.07b ± 0.27 85.73b ±0.52 
ความ
แข็ง 
(force-g) 

69.85 a±0.39 75.43 b ±1.70 70.14 a±1.41 76.18bc±0.76 78.03c ± 3.23 75.91bc±0.24 

หมายเหตุ 

- ตัวภาษาอังกฤษท่ีกํากับในแตละแถวท่ีตางกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิต (P≤0.05)  

- คาในตารางแสดงคาเฉล่ีย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซํ้า 
 
     -     * คือ วัดคุณภาพเม่ือกิมจิผานการหมัก 12 ช่ัวโมง  
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ตารางท่ี 4 คุณภาพทางเคมี และกายภาพของกิมจิหลังผานความดันระดบั 0.1 (ชุดควบคุม), 400, 

500 และ 600 เมกะปาสคาลส ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที  
 

ระดับความดนั (MPa) คุณภาพทางเคมี 

/ ทางกายภาพ 0.1 400 500 600 

ความเปนกรดดาง 4.35 a ± 0.01 4.34 ab± 0.01 4.35 a ± 0.01 4.33 b ± 0.01 
ปริมาณกรดแลคติก 
(%w/w) 0.34 ± 0.01 0.35 ± 0.01 0.34 ± 0.01 0.33 ± 0.01 
คาสี L 69.94 a ± 0.50 70.62 a ± 0.54 69.55 a ± 0.57 69.01 a ± 0.40 
คาสี a* 0.21 a ± 0.55 0.35 a ± 0.26 0.53 a ± 0.26 0.37 a ± 0.23 
คาสี b* 9.17 a ± 0.55 9.97 a ± 0.34 10.45 a ± 0.18 12.12 a ± 0.30 
คาสี C 10.67 a ± 1.99 

 11.14 a ± 2.30 11.75 a ± 2.38 12.64 a ± 2.63 

คาสี h 92.53 a ± 1.97 91.99 a ± 3.56 90.33 a ± 3.86 91.13 a ± 1.59 
ความแข็ง  
(force-g) 76.29 a ± 1.15 77.66 a ± 1.42 75.68 a ± 1.61 76.76 a ± 1.16 

 
หมายเหตุ  
- ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีกํากับในแตละแถวท่ีตางกัน แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P>0.05) 

- คาในตารางแสดงคาเฉล่ีย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซํ้า 
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ตารางที่ 5 คุณภาพทางเคมี ทางกายภาพและทางจุลชีววิทยา ของกิมจหิลังผานความดนัระดับ 0.1 (ชุดควบคุม)และ 600 เมกะปาสคาลส ที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 
 

สัปดาหที่ 0 สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 คุณภาพทางเคมี/ 
กายภาพ 0 MPa 600 MPa 0 MPa 600 MPa 0 MPa 600 MPa 0 MPa 600 MPa 0 MPa 600 MPa 

ความเปนกรดดาง 4.35 a b±0.01 4.33 a ± 0.01 4.34 a b ± 0.01 4.33 a ± 0.01 4.34 a b±0.01 4.34 a b±0.01 4.32 a ± 0.01 4.34 a b±0.01 4.28 a ± 0.01 4.33 a ± 0.01 

ปริมาณกรด 

แลคติก (%w/w) 

0.34 b ± 0.01 0.34 b ± 0.01 0.34 b ± 0.01 0.34 b ± 0.01 0.35 b ± 0.01 0.34 b ± 0.01 0.36 a b±0.01 0.34 b ± 0.01 0.38 a ± 0.01 0.34 b ± 0.01 

คาสี L 59.94 b±1.00 49.01 a±1.39 50.76 a b±1.00 47.97 a±1.45 53.10ab±1.67 48.19 a ±1.72 52.62ab±1.76 47.46 a±1.27 52.47ab±1.26 46.73 a±1.54 

คาสี a* 0.03 a  ± 0.06 0.05 a  ± 0.08 0.07 a b ± 0.04 0.04 a  ± 0.19 0.07 a b±0.02 0.06 a b±0.05 0.10 a b±0.16 0.07 a b±0.13 0.25 c ± 0.13 0.09 a b±0.17 

คาสี b* 9.17 a ± 0.55 9.12 a ± 0.34 5.78 a ± 0.36 
 

7.38 a ± 0.18 6.93 a ± 0.30 6.58 a ± 0.55 7.87 a ± 0.26 7.44 a ± 0.57 6.03 a ± 0.40 6.11 a ± 0.53 

ความแข็ง  
(force-g) 

76.29 a±5.59 76.76 a±2.73 72.15 a ± 1.19 75.60 a±1.27 76.95 a±2.90 79.50 a±1.59 68.50 a±1.87 78.60 a±2.25 72.88 a±3.17 78.61 a±2.66 

หมายเหตุ - กิมจิชุดควบคุม (0.1 เมกะปาสคาลส) และกิมจิชุดผานความดนั หมักโดยใชเชื้อบริสุทธิ์เริ่มตน คือ เชื้อ Leuconostoc  
   mesenteroides  

และ Lactobacillus plantarum  ในอัตราสวน 1:1 ปริมาณเชื้อละ 7.41 cfu/g  

   - ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
   - ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่กํากับในแนวนอนที่ตางกันในแตละแถว แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
   (P ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 6 คุณภาพทางจุลชีววิทยา ของกิมจิหลังผานความดันระดับ 0.1 (ชุดควบคุม)และ 600 เมกะปาสคาลส ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
40 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห 
 

สัปดาหที่ 0 สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 คุณภาพทาง 
จุลชีววิทยา 0.1 MPa 600 MPa 0.1 MPa 600 MPa 0.1 MPa 600 MPa 0.1 MPa 600 MPa 0.1 MPa 600 MPa 

ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย
แลคติก (log cfu/g) 

7.02±0.07 ND 8.70±0.08 ND 8.30±0.09 ND 8.40±0.09 ND 8.60±0.09 ND 

ปริมาณจุลินทรีย
ทั้งหมด (log cfu/g) 

7.91 ±1.14 ND 7.63±0.01 ND 7.88±0.01 ND 7.80±0.02 ND 7.72±0.03 ND 

เชื้อ E. coli ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

เชื้อยีสต รา ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

เชื้อ S. aureus ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
 

 หมายเหตุ - กิมจิชุดควบคุม (0 MPa ) และกิมจิชุดผานความดนั หมักโดยใชเชื้อบริสุทธิ์เริ่มตน คือ เชื้อ Leuconostoc   
   mesenteroides  

และ Lactobacillus plantarum  ในอัตราสวน 1:1 ปริมาณเชื้อละ 7.61 log cfu/g  

- ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 



 
 

ภาคผนวก ค 
 

ตัวอยางการคาํนวณ 
 
1. วิธีการคํานวณการเตรียมเชื้อบริสุทธ์ิเร่ิมตน Leuconostoc mesenteroides  

     1.1 ถายเช้ือ Leu. mesenteroides จาก MRS agar slant จํานวน 1 หวง ลงในหลอดอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมี MRS broth 10 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 16 

ช่ัวโมง จะมีปริมาณเช้ือประมาณ 9.31 log cfu/g (2.04 x 109 cfu/g) 

     1.2 เตรียมเช้ือบริสุทธ์ิเร่ิมตนโดยการลางเช้ือ Leu. mesenteroides โดยใช 0.9% NaCl ใน
เคร่ืองปนเหวีย่ง ท่ีความเร็วรอบ 3000 rpm 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นาํเช้ือท่ีปนลางครบ 3 คร้ัง มา
เจือจางใน 0.9% NaCl จนมีปริมาณ 2 มิลลิลิตร  
     1.3 ตองการเตรียมกิมจิ 2 กิโลกรัม ปริมาณเช้ือบริสุทธ์ิท่ีใชในการหมักกิมจิปริมาณ 7 log cfu/g 

ใหคํานวณหาปริมาณเช้ือท่ีจะตองเติมลงในกิมจิ ดังนี ้
 วิธีการคํานวณ 

 กิมจิ   1 g   เติมเช้ือบริสุทธ์ิ  107 cfu 

 กิมจ ิ  2000 g  เติมเช้ือบริสุทธ์ิ 107 cfu x 2000 g 
                  1 g 
     =  2.0 x 1010 cfu 
 
ดังนั้น ตองเติมเช้ือบริสุทธ์ิท่ีประมาณ 2.0 x 1010 cfu ลงในกิมจิ 2 กโิลกรัม 
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2. วิธีการคํานวณการเตรียมเชื้อบริสุทธ์ิเร่ิมตน Lactobacillus plantarum 

     2.1 ถายเช้ือ Lac. plantarum จาก MRS agar slant จํานวน 1 หวง ลงในหลอดอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมี MRS broth 10 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 16 

ช่ัวโมง จะมีปริมาณเช้ือประมาณ 9.42 log cfu/g (2.63 x 109 cfu/g) 

     1.2 เตรียมเช้ือบริสุทธ์ิเร่ิมตนโดยการลางเช้ือ Lac. plantarum โดยใช 0.9% NaCl ในเคร่ือง
ปนเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 3000 rpm 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นําเช้ือท่ีปนลางครบ 3 คร้ัง มาเจือจาง
ใน 0.9% NaCl จนมีปริมาณ 2 มิลลิลิตร  
     1.3 ตองการเตรียมกิมจิ 2 กิโลกรัม ปริมาณเช้ือบริสุทธ์ิท่ีใชในการหมักกิมจิปริมาณ 7 log cfu/g 

ใหคํานวณหาปริมาณเช้ือท่ีจะตองเติมลงในกิมจิ ดังนี ้
 วิธีการคํานวณ 

 กิมจิ   1 g   เติมเช้ือบริสุทธ์ิ  107 cfu 

 กิมจ ิ  2000 g  เติมเช้ือบริสุทธ์ิ 107 cfu x 2000 g 
                  1 g 
     =  2.0 x 1010 cfu 
 
ดังนั้น ตองเติมเช้ือบริสุทธ์ิท่ีประมาณ 2.0 x 1010 cfu ลงในกิมจิ 2 กโิลกรัม 
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dt

x 

x 
x 

t 
t x 

x1 
x0 

x1 
x0 

x1 
x0 

x1 
x0 

µΔt 
2.303 

3. วิธีการคํานวณหาอัตราการเจริญจําเพาะ ( Specific growth rate, μ) 
ของแบคทีเรียและระยะท่ีแบคท่ีเรียใชในการแบงเซลล (generation time, g หรือ doubling time, td) 
(สิทธิสิน, 2542) 
  
 3.1 การคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (Specific growth rate, μ) 
       ในข้ันของการเจริญอยางรวดเร็ว (Log of Exponential growth phase) 
เสนกราฟท่ีไดในชวงนี้จะมีลักษณะเปนเสนตรงซ่ึงสามารถนำมาคํานวณหาคาอัตราการเจริญจําเพา
ะของแบคทีเรีย ไดดังสมการดังตอไปนี ้
 
dx

   =   μx    (1) 
 
โดยกําหนดให    x  =  ความเขมขนยองมวลของแบคทีเรีย 
         t   =  เวลา (ช่ัวโมง) 
        μ  =  อัตราการเจริญจําเพาะของแบคทีเรีย (ช ั่วโมง -1) 
จากสมการท่ี (1) 
 
dx

   =   µdt    (2) 
 
 
∫  1  

dx
  =  ∫  1  =  µdt  (3) 

 
 
ln          =   µ (t1 -t0)   (4) 
 
 
ln          =   µΔt   (5) 
 
 
2.303  log          =   µΔt  (6) 
 
 
log          =    (7) 
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x1 
x0 

2X0 
x0 

0.693 
µ 

 3.2  การคํานวณหาระยะเวลาท่ีแบคทีเรียใชในการแบงเซลล (generation time, g หรือ 
doubling time, td) 
 จากคาอัตราการเจริญจําเพาะของแบคทีเรียท่ีคํานวณได 
สามารถนําคาดังกลาวมาหาระยะเวลาท่ีแบคทีเรียใชในการแบงเซลลได 
ภายไดเง่ือนไขท่ีวาแบคทีเรียจะเพิ่มจํานวนเปนทวีคูณ ซ่ึงหมายถึง X1 = 2X0 เม่ือเวลาผานไป td (t1 -
t0) จากสมการท่ี (5) จะได 
 
 ln           =   µ (t 1-t 0) 
 

 ln             =   µt d 
 

 t d   =    
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3.3 วิธีการคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (Specific growth rate, µ) ของ  
Leuconostoc mesenterodies  
 
 จากกราฟการเจริญของ Leuconostoc mesenteroides ชวงการเจริญอยางรวดเร็วใน
ช่ัวโมงท่ี 2-16 มีปริมาณเซลล ช่ัวโมงท่ี 2 (t0) เทากับ 8.32 x 106 cfu/ml (x0) และในช่ัวโมงท่ี 
16 (t1) เทากบั 2.04 x 109 cfu/ml. (x1) นําไปแทนคาในสมการ ดังนี้ 
 
 
  log          =  
 
 
 
  log                           = 
 
 
  µ  =    
 
 
  µ  =  0.39  
 
 
 
 
3.4 วิธีการคํานวณระยะเวลาที่แบคทีเรียใชในการแบงเซลล (generation time, g หรือ 
doubling time, td) ของ Leuconostoc mesenteroides 
 
 
 
  t d   =    
 
 
  t d   =    
  
   
  t d   =   1.78  
 
 
 
 

x0 2.303

x1 µΔt

8.32  ×  10 6
2.04  ×  10 9 

2.303

µ (16 - 2)

14 

2.39  ×  2.303 

µ 
0.693 

0.39 
0.693 
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3.5 วิธีการคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (Specific growth rate, µ) ของ  
Lactobacillus plantarum 
 
 
 จากกราฟการเจริญของ Lactobacillus plantarum ชวงการเจริญอยางรวดเร็วในช่ัวโมงท่ี 
2-16 มีปริมาณเซลล ช่ัวโมงท่ี 2 (t0) เทากับ 1.29 x 107 cfu/ml (x0) และในช่ัวโมงท่ี 16 (t1) 
เทากับ 2.63 x 109 cfu/ml. (x1) นําไปแทนคาในสมการ ดังนี ้
 
 
  log          =  
 
 
 
  log                           = 
 
 
 
  µ  =    
 
 
  µ  =  0.38  
 
 
3.6 วิธีการคํานวณระยะเวลาที่แบคทีเรียใชในการแบงเซลล (generation time, g หรือ 
doubling time, td) ของ Lactobacillus plantarum 
  
 
  t d   =    
 
 
  t d   =    
  
   
  t d   =   1.82  
 
 
 

x0 2.303

x1 µΔt

1.29  ×  10 7
2.63  ×  10 9 

2.303

µ (16 - 2)

14 

2.31  ×  2.303 

µ 
0.693 

0.38 
0.693 



 
 

ภาคผนวก ง 
 

การวิเคราะหคุณภาพ 
 

การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี 
 
การวัดคาความเปนกรดดาง ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 สุมผลิตภัณฑกิมจิมาประมาณ 180 – 200 กรัม มาบดผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน โดยใชเคร่ือง
บดผสม จากนัน้ช่ังตัวอยางจาํนวน 25 กรัม เติมน้ํากล่ันลงไป 5 มิลลิลิตร นําไปวัดคาความเปนกรด
ดาง โดยใชเคร่ืองพีเอชมิเตอรท่ีไดมีการปรับคามาตรฐานดวยสารละลายมาตรฐานท่ีมีคาความเปน
กรดดาง 4.00 และ 7.00 ตามลําดับ วิเคราะหคาความเปนกรดดาง ตัวอยางละ 3 ซํ้า 
 
การวเิคราะหปริมาณกรดแลคติก ตามวิธี AOAC (2000) 
การเตรียมสารเคมี 
1. โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium Hydroxide; NaOH เขมขน 0.1 โมลาร) 
 ช่ัง NaOH 8 กรัม ดวยเคร่ืองช่ังไฟฟาขนาดทศนิยม 2 ตําแหนง ละลายดวยน้ํากล่ันตมท่ีท้ิง
ไวใหเย็นแลว ปรับปริมาตรใหครบ 2000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตรนําไปหาความเขมขนท่ี
แนนอนดวยโพแทสเซียมไฮโดรเจนแทลเลต เขมขน 0.1 โมลาร 
 
2. สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนแทลเลต (Potassium Hydrogen Phthalate; KHC8H4O4 
เขมขน 0.1 โมลาร) 
 นํา KHC8H4O4  ประมาณ 5 กรัม อบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
ช่ัวโมง ท้ิงใหเย็นใน Desecrator ช่ัง KHC8H4O4 ใหไดน้ําหนกัท่ีแนนอน 1.6338 กรัม ดวยเคร่ืองช่ัง
ไฟฟาทศนยิม 4 ตําแหนง ใสในบีกเกอร 200 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันประมาณ 50 มิลลิลิตร คนให
ละลายเทใสขวดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน 
 การคํานวณหาความเขมขนของ KHC8H4O4 
มวลโมเลกุลของ KHC8H4O4 = 204.22 
น้ําหนกัของ KHC8H4O4 ท่ีช่ังได = 1.6338 กรัม 
ละลายในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
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 ความเขมขนของ KHC8H4O4  = 1.6338 x 1000 
                =  204.22 x 100 
                =  0.0800 โมลาร 
3. ฟนอฟทาลีน (Phenolpthaline; C20H14O4) เขมขน 1% 
 ช่ัง Phenolpthaline 1 กรัม ดวยเคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง ใสในบีกเกอร 100 
มิลลิลิตร เติม ethalnol 95% จํานวน 60 มิลลิลิตร คนใหสารละลาย ปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 
การหาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 
 ใชสารละลายโปตัสเซีมไฮโดรเจนแทลเลต (Potassium hydrogen Phthalate) ท่ีเตรียม
ไว ทําการไตเตรทกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด โดยใชการหาจดุยุติของการไตเตรชัน โดยวธีิ 
โพเทนธิโอเมตริก ไตเตรชัน (Potentiometric titration) คือ หาจุดยุติโดยการใช เคร่ืองพีเอช
มิเตอร จุดยุติคือเม่ือมีคาพีเอช 8.2 คํานวณหาความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดโดย
ใชสูตร N1V1 = N2V2 
 
 วิธีวิเคราะห 
 สุมตัวอยางอาหารประมาณ 180 – 200 กรัม นําไปปนละเอียด ช่ังตัวอยางอาหารมา 20 – 40 
กรัม ใสในบิกเกอร เติมน้ํากล่ันลงไป คนใหเขากันเทใสขวดปริมาตรขนาด 100 – 200 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรใหครบดวยน้ํากล่ัน นํามากรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 ปเปตสวนท่ีกรองได 10 
มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู นําไปไตเตรทดวย 0.1 โมลาร NaOH หาจดุยุติของการไตเตรทชันโดย
ใชวิธีโพเทนธิโอเมตริก ไตเตรชัน (Potentionetric titration) คือหาจุดยุติโดยการใชเคร่ืองพีเอช
มิเตอร จุดยุติ คือ เม่ือมีคาพีเอช 8.2 ทําการวิเคราะหตัวอยางละ 3 ซํ้า 
 
 การคํานวณ 
  เปอรเซ็นตกรดแลกติค (%w/w) = a.b.c.d x 100 
                 e.f 
  a = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 โมลารท่ีใชไตเตรท  
  (มิลลิลิตร) 
  b = ปริมาตรของการปรับปริมาตร (มิลลิลิตร) 
  c = คาสมดุลพอดีกับกรดแลคติก (กรัม) 
  d = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (โมลาร) 
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  e = น้ําหนกัตัวอยางอาหารท่ีใช (กรัม) 
  f = ปริมาตรของสารละลายตัวอยางท่ีใชในการไตเตรท (มิลลิลิตร) 
หมายเหตุ : สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร จํานวน 1 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา
สมดุลพอดีกับกรดแลคติก 0.009008 กรัม 
 
การวิเคราะหหาปริมาณเกลือ ตามวิธี AOAC (2000) 
 การเตรียมสารเคมี 
1. ซิลเวอรไนเตรท (Silver nitrate; AgNO3) เขมขน 0.1 โมลาร  
 ช่ัง AgNO3 บริสุทธ์ิ 99.9 – 100% ท่ีผานการอบท่ีอุณหภมิู 120 องศาเซลเซียส นาน 2 
ช่ัวโมง จํานวน 19.9880 กรัม ดวยเคร่ืองช่ังไฟฟาละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง นําสารท่ีช่ังไดละลาย
ดวยน้ํากล่ันประมาณ 200 มิลลิลิตร เทใสขวดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรให
ครบดวยน้ํากล่ัน ถา AgNO3 มีความบริสุทธ์ินอยกวา 99.9 – 100% ใหนําสารละลายท่ีเตรียมไดไป
หาความเขมขนท่ีแนนอนดวยสารละลายมาตรฐานโซเดยีมคลอไรด เขมขน 0.1 โมลาร 
 
2. โซเดียมคลอไรด (Sodium Chloride; NaCl) เขมขน 0.1 โมลาร 
 ช่ัง NaCl บริสุทธ์ิ 99.9 – 100% และผานการอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 
ช่ัวโมง จํานวน 0.5844  ดวยเคร่ืองช่ังไฟฟาละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง นําสารท่ีช่ังไดละลายดวย 
น้ํากล่ันประมาณ 50 มิลลิลิตร เทใสขวดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบดวย
น้ํากล่ัน 
 การคํานวณหาความเขมขนของ NaCl 
มวลโมเลกุลของ NaCl   = 58.44 
น้ําหนกัของ NaCl ท่ีช่ังได   = 0.5844 กรัม 
ละลายในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 ความเขมขนของ NaCl    = 0.5844 x 100 
         58.44 x 100 
     = 0.1 โมลาร 
 
3. โปรตัสเซียมโครเมต (Potassium Chromate; K2CrO4) 
 ช่ัง K2CrO4 4.2 กรัม ดวยเคร่ืองช่ังไฟฟาละเอียดทศนยิม 2 ตําแหนง ใสในบีกเกอร 100 
มิลลิลิตร ช่ัง K2CrO4 0.7 กรัม ดวยเคร่ืองช่ังไฟฟาละเอียดทศนยิม 2 ตําแหนง ใสในบีกเกอรใบเดิม 
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เติมน้ํากล่ันประมาณ 80 มิลลิลิตร คนใหละลาย เทใสขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับใหครบ
ดวยน้ํากล่ัน 
 
การหาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานซิลเวอรไนเตรท 
 ใชสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.1 โมลาร ทําการไตเตรทกับสารละลายซิลเวอร 
ไนเตรท เติมโปตัสเซียมโครเมตอินดิเคเตอร จํานวน 1 มิลลิลิตร เพื่อใชเปนอินดิเคเตอรไตเตรท
จนกระท่ังไดจดุยุติเปนตะกอนสีสมแดง คํานวณหาความเขมขนของสารละลายซิลเวอรไตเตรทโดย
ใชสูตร N1V1 = N2V2 
 
วิธีวิเคราะห 
1. สุมตัวอยางอาหารมาประมาณ 100 – 200 กรัม นําไปปนดวยเคร่ืองปน 
2. ช่ังตัวอยางอาหาร 10 – 20 กรัม ใสในบีกเกอร เติมน้ํากล่ันลงไปคนใหเขากนั 
3. เทใสขวดปริมาตรขนาด 100 – 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบดวยน้ํากล่ัน 
4. นํามากรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 
5. ปเปตของเหลวท่ีกรองไดมา 10 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู เติมโปตัสเซียมโครเมต 
อินดิเคเตอร 1 มิลลิลิตร 
6. นําไปไตเตรทดวย 0.1 โมลาร ซิลเวอรไนเตรท จุดยุติของสารละลายจะมีสีแดงอิฐ  
บันทึกผล (หากใช 0.1 โมลาร ซิลเวอรไนเตรทในการไตเตรทนอยกวา 0.5 มิลลิลิตร  
ใหเพิ่มปริมาณตัวอยางหรือถาใชมากกวา 25 มิลลิลิตร ใหลดตัวอยางลง) ทําการวิเคราะหตัวอยางละ 
3 ซํ้า 
 
 การคํานวณ 
 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย AgNO3 ความเขมขน  0.1 โมลาร ทําปฏิกิริยาสมมูลยพอดีกับ 
NaCl 0.005844 กรัม) หรือคํานวณจากสูตร 
 
   เกลือ (%w/w) = a.b.c x 0.005844 x 1000 
           d.e 

 a = ปริมาตรของ 0.1 โมลารซิลเวอรไนเตรทท่ีใชในการไตเตรท (มิลลิลิตร) 
 b = ปริมาตรท่ีปรับปริมาตร (มิลลิลิตร) 
 c = ความเขมขนของซิลเวอรไตเตรท (โมลาร) 
 d = น้ําหนักของตัวอยางอาหารท่ีใช (กรัม) 
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 e = ปริมาตรของสารละลายตัวอยางท่ีใชในการไตเตรท (มิลลิลิตร) 
 
การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (Reducing sugars) กอนและหลังอินเวอรชัน ตามวิธีของ 
Lane and Eynon (AOAC, 2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
1. สารละลาย Fehling’s no.1 
 ละลายคอปเปอรซัลเฟต (Copper sulfate pentahydrate: CuSO4.5H2O) จํานวน 
34.693 กรัม ในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 
2. สารละลาย Fehling’s no.2 
 ละลายโซเดียมโปแตสเซียมตารเตรท (Sodium potassium tartrate หรือ Rochelle salt: 

NaKC4O6.4H2O) จํานวน 173 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide) จํานวน 50 
กรัม ในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร โดยใชขวดปรับปริมาตร 
 
3. สารละลาย Carrez I 

 สารละลาย Zinc acetate dehydrate 21.9 กรัม ในน้ํากล่ันท่ีมีกรดอะซิตริกเขมขน 3 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันในขวดปรับปริมาตร 
 
4. สารละลาย Carrez II 
 สารละลายโปแตสเซียมเฟอรโรไซยาไนด 10.6 กรัม ในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรใหครบ 
100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
 
5. สารละลายเมธิลีนบลูเขมขนรอยละ 1 
 สารละลายเมธิลีนบลู 1 กรัม ดวยน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร โดยใชขวด
ปรับปริมาตร 
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 วิธีวิเคราะห 
การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซกอนอินเวอรชัน (D1) 
 ช่ังตัวอยางผลิตภัณฑประมาณ 20 – 40 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน ปนนําของเหลวท่ีไดลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร เติม Clearing agent หรือสารละลาย Correz I และ Correz II  
อยางละ 5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน เขยาใหเขากัน ต้ังท้ิงไว 20 
นาที จากนั้นนาํไปกรอง เก็บสารละลายใสที่กรองไดไวใชวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวสกอนอิน
เวอรชัน (D1)  
 
Preliminary titration 
 นําสารละลายตัวอยางท่ีเตรียมไวใสในบิวเรตขนาด 500 มิลลิลิตร (ชนิดปลายงอ) ไล
ฟองอากาศออกใหหมด ปเปตสารละลาย Fehling reagent ซ่ึงประกอบดวยสารละลาย Fehling 

no.1 และ Fehling no.2 อยางละ 5 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร ใส Magnetic bar ลง
ไป นําไปตมใหเดือดบน Magnetic stirrer ไตเตรทกับสารละลายนํ้าตาลตัวอยางจนสีน้ําเงินจางลง 
หยดสารละลายเมธิลีนบลูลงไป 1- 2 หยด ไตเตรทจนสีฟาจางหายไปหมดเหลือแตตะกอนสีสมแดง 
จดปริมาตรของสารละลายนํ้าตาลท่ีใช ถาปริมาตรของสารละลายนํ้าตาลท่ีใชอยูในชวง 15 – 50 
มิลลิลิตร แสดงวาสารละลายตัวอยางมีความเขมขนเหมาะสม ใหทํา Accurate titration ตอไป 
 
Accurate titration 
 ปเปตสารละลาย Fehling reagent  ซ่ึงประกอบดวยสารละลาย Fehling no.1 และ 
Fehling no.2 อยางละ 5 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร ใส Magnetic bar ลงไป 
นําไปตมบน Magnetic stirrer เติมสารละลายนํ้าตาลจากบิวเรตลงไปทันที โดยใชปริมาตรนอย
กวาท่ีใชในการไตเตรท คร้ังแรกประมาณ 1 – 2 มิลลิลิตร ปลอยใหเดือด หยดสารละลายเมธิลีนบลู
ลงไป 1 – 2 หยด แลวไตเตรทจนสีฟาหายไปหมด เกิดตะกอนสีแดงอิฐ โดยไตเตรทใหเสร็จภายใน
เวลา 3 นาที ต้ังแตเร่ิมเดือดจดปริมาตรสารละลายน้ําตาลท่ีใช ทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 
การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซหลังอินเวอรช่ัน (D2)  
 นําสารละลายนํ้าตาลท่ีเหลือจากการไตเตรทหานํ้าตาลรีดวิสกอนอินเวอรช่ันปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ใสลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรดเกลือความเขมขน 6.34 นอรมัล 
จํานวน 10 มิลลิลิตร แลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภมิู 70 องศาเซลเซียส นาน
ประมาณ 10 นาที ทําใหเยน็ลงอยางรวดเร็ว แลวปรับปริมาตรสวนผสมท้ังหมดใหเปนกลางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 5 โมลาร แลวนําสารละลายท่ีไดไปปรับปริมาตรเปน 100 – 
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200 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันในขวดปรับปริมาตร แลวทําการไตเตรทเชนเดียวกับการหาน้ําตาลรีดิวส
กอนอินเวอรชัน 
 
 เม่ือทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวสกอนและหลังอินเวอรชันแลว สามารถหาปริมาณ
น้ําตาลซูโครส ไดดังนี ้
 รอยละของน้ําตาลซูโครส = รอยละของผลตาง (D2 – D1) x 0.95 
 โดยท่ี  D2 เทากับ รอยละของน้ําตาลรีดิวสท้ังหมดกอนทําการอินเวอรชัน 
  D1เทากับ รอยละของน้ําตาลรีดิวสท้ังหมดหลังทําการอินเวอรชัน 
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การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 
คาสี L a* b* และ L C h 
 การเตรียมตัวอยาง 
        นําเฉพาะสวนกานของผักกาดขาวปลี มาวัดคาสีโดยกอนการวัดใหนํากานผักกาดขาวปลีของ
กิมจิมาลางในน้ํากล่ัน 1 คร้ัง ซับน้ําใหแหงกอนการวัดสี โดยวดัตัวอยางละ 3 ซํ้า 
 การวัดสี 
1. การวัดสีในระบบ CIE L a* b* และ CIE L C h (Minolta Camera Co.,Ltd., 1991) การวดั
สีในระบบ CIE L a* b* เปนการวดัสีดวยเคร่ืองวัดสี Minolta Camera Meter:Model CR300 
คาสี L เปนคาความสวาง (lightness) a* เปนคาสีแดงและสีเขียว (Redness/Greeness) b* เปนคา
สีเหลืองและสีน้ําเงิน (Yellowness/Blueness) 
 
 เม่ือคา L คือ คาความสวาง มีคาอยูในชวง 0 – 100  
 
        การวัดสีในระบบ CIE L C h เปนการวัดสีดวยเคร่ืองวัดสี Minolta Camera Meter: Model 

CR 300 เปนระบบวดัสีท่ีไดจากการปรับปรุงระบบ CIE L a* b* โดยการเช่ือมคา a* และ b* เขา
กับ hue (h) และ chroma (C) 
 
 เม่ือ L คือ คาความสวาง มีคาอยูในชวง 0 – 100  
  คา L มีคา 0 คือ มืด 
  คา L มีคา 100 คือ สวาง 
 
 คา h (hue angle) คือ ตัวเลขท่ีระบุวาสีมีตําแหนงอยูท่ีใดในกราฟ มีหนวยเปนองศา 
  โดย h (Hue angle) = tan-1(b/a) 
  ถา h = 0๐ แสดงวาเปนสีแดง 
  ถา h = 90๐ แสดงวาเปนสีเหลือง 
  ถา h = 180๐ แสดงวาเปนสีเขียว 
  ถา h = 270๐ แสดงวาเปนสีน้าํเงิน 
 คา C (Chroma) เปนคาความเขมสี 
  โดย C = (a2 + b2)1/2 
  โดยคา C มีคาความเขมสี มีคาต้ังแต 0 ถึง 60 
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การวัดลักษณะเนื้อสัมผัส (คาความแขง็) 
 การเตรียมตัวอยาง 
        นําเฉพาะสวนกานของผักกาดขาวปลีมาวัด โดยสุมกานผักกาดขาวปลีมา 20 ช้ิน ตอ 1 ตัวอยาง 
นําไปวดัความแข็ง โดยใชเคร่ืองวัดคุณสมบัติทางกายภาพของอาหาร (Texture Analyzer, Model 
TA.XTplus, UK)  
 
 ชนิดของหวัวดั 
         Probe P/2N Needle probe -2 mm. diameter Stainless Stell Needel probe.  
 Load cell 50 kg. 
 
 การตั้งคา 
 - Test mode Compression 
 - Pre-test speed 1.00 mm/sec 
 - Test speed 1.0 mm/sec 
 - Post test speed 10.00 mm/sec 
 - Target Mode Distance 
 - Distance 20.0 mm. 
 - Triger type Auto (force) 
 - Triger force 5.0 g 
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การวิเคราะหคุณภาพทางจุลชีววิทยา 
 
การหาปริมาณยีสตและรา ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 - จานเพาะเช้ือ 
 - ตูบมเช้ือ 
 - ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
 - หมอนึ่งความดัน 
 - หลอดทดลอง 
 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
 อาหารเล้ียงเช้ือและสารละลายสําหรับเจือจาง 
 - สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 
 - อาหารเล้ียงเชื้อ Potato dextrose agar 
 - สารละลายกรดทารทาริก ความเขมขนรอยละ 10 
 
 วิธีวิเคราะห 
1. การเตรียมตัวอยาง 
 1.1 ใชกรรไกรและปากคีบท่ีปราศจากเช้ือ ตัดตัวอยางกิมจิจากบริเวณตางๆ 25 กรัม ใสใน
ถุงตีบด (Stomacher bag) ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 225 มิลลิลิตร นําไปตีบดดวยเคร่ืองตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที ไดอาหารที่มีความเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1)  
 1.2 เขยาใหอาหารเปนเนื้อเดยีวกันใชปเปตดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1) 1 
มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเคร่ืองผสม
แบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1: 100 หรือ (10-2) 
 1.3 ทําใหอาหารตัวอยางมีความเจือจาง 1: 1000 หรือ (10-3)  
2. การใสอาหารเล้ียงเช้ือ 
 2.1 ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ดดูสารละลายตัวอยางอาหารท่ีมีความ
เจือจางตาง ๆ (10-1, 10-2, 10-3) ลงในจานเพาะเช้ือ จานละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจือจางละ 2 จาน 
โดยเร่ิมดูดจากระดับความเขมขนท่ีเจือจาง 
 2.2 เทอาหารเล้ียงเช้ือ Potato dextrose agar ท่ีหลอมเหลวลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีตัวอยาง
โดยใสอาหารจานละประมาณ 15 มิลลิลิตร 
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 2.3 ผสมตัวอยางและอาหารเล้ียงเช้ือใหเขากัน วางท้ิงไวจนอาหารแข็งตัวจึงคว่ําจานเพาะ
เช้ือลง 
 2.4 บมจานเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน 
3. การตรวจนับจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 
 หลังการบมเช้ือตามกําหนดเวลาแลว ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเพาะเช้ือท่ีมี
จํานวนโคโลนีอยูระหวาง 25 – 250 โคโลนี หาคาเฉล่ียของจํานวนโคโลนีจากท้ังสองจานเพาะเช้ือ 
รายงานผลการตรวจนับในรูปโคโลนีตออาหาร 1 กรัม 
 
การหาปริมาณแบคทีเรียแลคติค ตามวิธีของ BAM (2001) 
 อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 - จานเพาะเช้ือ 
 - ตูบมเช้ือ 
 - ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
 - หมอนึ่งความดัน 
 - หลอดทดลอง 
 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
 อาหารเล้ียงเช้ือและสารละลายสําหรับเจือจาง 
 - สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 
 - อาหารเล้ียงเชื้อ MRS  broth +  Agar 15% 
 
 วิธีวิเคราะห 
1. การเตรียมตัวอยาง 
 1.1 ใชกรรไกรและปากคีบท่ีปราศจากเช้ือ ตัดตัวอยางกิมจิ ช่ังน้ําหนกัใหได 25 กรัม ใสใน
ถุงตีบด (Stomacher bag) ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 225 มิลลิลิตร นําไปตีบดดวยเคร่ืองตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที ไดอาหารที่มีความเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1)  
 1.2 เขยาใหอาหารเปนเนื้อเดยีวกันใชปเปตดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1)  
1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัดวยเคร่ือง
ผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1: 100 หรือ (10-2) 
 1.3 ทําใหอาหารตัวอยางมีความเจือจาง 1: 1000 หรือ (10-3)  
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2. การใสอาหารเล้ียงเช้ือ 
 2.1 ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ดดูสารละลายตัวอยางอาหารท่ีมีความ
เจือจางตาง ๆ (10-1, 10-2, 10-3) ลงในจานเพาะเช้ือ จานละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจือจางละ 2 จาน 
โดยเร่ิมดูดจากระดับความเขมขนท่ีเจือจางท่ีสุด 
 2.2 เทอาหารเล้ียงเช้ือ MRS Agar ท่ีหลอมเหลวลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีตัวอยางโดยใส
อาหารจานละประมาณ 15 - 20 มิลลิลิตร 
 2.3 ผสมตัวอยางและอาหารเล้ียงเช้ือใหเขากัน วางท้ิงไวจนอาหารแข็งตัวจึงคว่ําจานเพาะ
เช้ือลง 
 2.4 บมจานเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ± 1 ช่ัวโมง ในสภาวะไร
อากาศ 
 
3. การตรวจนับจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 
 หลังการบมเช้ือตามกําหนดเวลาแลว ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเพาะเช้ือท่ีมี
จํานวนโคโลนีอยูระหวาง 25 – 250 โคโลนี หาคาเฉล่ียของจํานวนโคโลนีจากท้ังสองจานเพาะเช้ือ 
รายงานผลการตรวจนับในรูปโคโลนีตออาหาร 1 กรัม 
 
การวิเคราะหหา Staphylococcus aureus  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 - จานเพาะเช้ือ 
 - ตูบมเช้ือ 
 - ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
 - หมอนึ่งความดัน 
 - หลอดทดลอง 
 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
 อาหารเล้ียงเช้ือและสารละลายสําหรับเจือจาง 
 - สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 
 - อาหารเล้ียงเชื้อ Trypticases soy broth + NaCl 10% (TSB-NaCl 10%) 
 - อาหารเล้ียงเชื้อ Barid parker agar ท่ีเติม Potassium tellurite 3.5% 
 - อาหารเล้ียงเชื้อ Brain heart infusion broth 
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วิธีวิเคราะห 
 1. ใชกรรไกรและปากคีบท่ีปราศจากเช้ือ ตัดตัวอยางกิมจิ ช่ังน้ําหนักใหได 50 กรัม ใสใน
ถุงตีบด (Stomacher bag) ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 450 มิลลิลิตร นําไปตีบดดวยเคร่ืองตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที ไดอาหารที่มีความเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1)  
 2.  ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ดดูสารละลายตัวอยางอาหารท่ีมีความ
เจือจาง 1: 10 หรือ (10-1) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ trypticase soy broth + NaCl 10% ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร 
 3. นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง แลวนํามา Streak ใน
อาหาร Baird Parker Medium ท่ีเติม Potassium tellurite 3.5% จํานวนตัวอยางละ 2 Plate 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 - 24 ช่ัวโมง 
 4. สังเกตโคโลนีท่ีมีสีดํา กลมนูน เสนผาศูนยกลางโคโลนี 2 – 3 มิลลิเมตร มีวงแหวนขาว
ขุนลอมรอบ ซ่ึงมีวงแหวนใสๆ ลอมรอบอีกช้ันหนึ่ง 
 5. ถายเช้ือจากโคโลนีท่ีมีลักษณะดังขอ 4 ลงใน Brain heart Infusion broth 0.5 มิลลิลิตร 
จํานวน 2 หลอด บมท่ีอุณหภมิู 37 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ช่ัวโมง 
 6. ทดสอบ Coagulase test โดยการปเปต plasma จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร 
Brain heart Infusion Broth ท่ีมีเช้ืออยู เขยาใหเขากัน บมท่ี อุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส ใน
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ตรวจสอบการแข็งตัวของ plasma หลังการบมเช้ือนาน 2, 4, และ 24 ช่ัวโมง 
  
 การรายงานผล ถาผลการทดสอบ coagulase test positive ใหรายงานพบเช้ือ  
S. aureus ในตัวอยางอาหาร 0.1 กรัม ถาไมมีเช้ือท่ีมีลักษณะดังขอ 4 หรือผลการทดสอบ 
coagulase test negative ใหรายงานไมพบเช้ือ S. aureus ในตัวอยางอาหาร 0.1 กรัม 
 
การหาปริมาณ Escherichia coli โดยวิธี MPN (Most probable number method) ตามวิธี
ของ AOAC (2000) 
 อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 - ตูบมเช้ือ 
 - ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
 - หมอนึ่งความดัน 
 - หลอดทดลอง และหลอดดักกาซ (Durham tube) 
 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
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 อาหารเล้ียงเช้ือและสารละลายสําหรับเจือจาง 
 - สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 
 - อาหารเล้ียงเชื้อ Lauryl sulphate broth 

 - อาหารเล้ียงเชื้อ Brillant green lactose bile broth 
 
 วิธีวิเคราะห 
1. การเตรียมตัวอยาง 
 1.1 ใชกรรไกรและปากคีบท่ีปราศจากเช้ือ ตัดตัวอยางกิมจิ ช่ังน้ําหนกัใหได 25 กรัม ใสใน
ถุงตีบด (Stomacher bag) ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 225 มิลลิลิตร นําไปตีบดดวยเคร่ืองตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที ไดอาหารที่มีความเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1)  
 1.2 เขยาใหอาหารเปนเนื้อเดยีวกันใชปเปตดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจาง 1: 10 หรือ (10-1) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองท่ีมีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวย
เคร่ืองผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารท่ีเจือจาง 1: 100 หรือ (10-2) 
 
2. การวิเคราะหแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน E. coli 

 2.1 ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดตัวอยางท่ีระดับเจือจางตางๆ (1, 10-1 , และ 10-2) ลงใน
หลอดทดลองท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Lauryl Sulphate Broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตรและหลอดดักกาซ 
จํานวน 3 ชุด ชุดละ 3 หลอด 
ชุดท่ี 1 ปเปตตัวอยางท่ีระดับความเจือจาง 10-1 จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดท่ี 2 ปเปตตัวอยางท่ีระดับความเจือจาง 10-2 จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดท่ี 3 ปเปตตัวอยางท่ีระดับความเจือจาง 10-3 จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 
 2.2 บมหลอดเล้ียงเช้ือในตูบมอุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ± 2 ช่ัวโมง หาก
หลอดทดลองใดมีกาซเกิดข้ึนในหลอดดักกาซ แสดงวาใหผลเปนบวก (Positive) ซ่ึงคาดวาจะมี
เช้ือจุลินทรียชนิดโคลิฟอรมเจริญอยูในตัวอยางนั้น ถาไมพบกาซในหลอดทดลองเลยแสดงวาใหผล
เปนลบ (Negative) และไมมีเช้ือจุลินทรียชนิดโคลิฟอรมเจริญอยูในตัวอยาง 
 2.3 ใชเข็มเข่ียเช้ือ (Needle) เข่ียเช้ือจากหลอดเล้ียงเช้ือท่ีใหผลบวก (Positive) จากการ
ทดสอบ แบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโคลิฟอรมลงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
 2.4 บมหลอดเล้ียงเช้ือลงในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 44.5 ± 0.5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง 
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 2.5 หลอดทดลองท่ีมีกาซเกิดข้ึนหรือใหผลบวก (Positive) แสดงวามีแบคทีเรียท่ีคาดวาจะ
เปน E. coli ใหทําการวเิคราะหเพื่อยืนยัน E. coli 
 
3. การวิเคราะหเพื่อยนืยนั E. coli 
 3.1 เข่ียเช้ือจากหลอดเล้ียงเชื้อท่ีใหผลบวก (Positive) ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Eosin 

methylene blue agar ในจานเพาะเช้ือ 
 3.2 บมจานเพาะเช้ือในตูบมเช้ืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 – 24 ช่ัวโมง 
 3.3 เลือกโคโลนีท่ีมีลักษณะเฉพาะของ E. coli ซ่ึงมีสีน้ําเงินอมดําตรงกลางมันเล่ือมอม
เขียวสะทอนแสง เข่ียคร้ังละ 1 โคโลนี ลงใน Tryptone water แลวบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
44.5 ± 0.5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 3.4 ทดสอบสารอินโดล หลอดทดลองท่ีมีอินโดลเกิดข้ึน แสดงวาเปนเช้ือ E. coli จากนั้น
บันทึกจํานวนหลอดทดลองท่ีใหผลบวก (Positive) การทดสอบยืนยนัเพิ่มเติมเกีย่วกบั E. coli ควร
ทดสอบเมธิลเรด (Methyl red), โวเกส-พรอสเกาเออร (Voges-Proskauer) และซิเตรต (Citrate 
test)  
 3.5 คํานวณและรายงานคา MPN ของ E. coli ในตัวอยางผลิตภัณฑกมิจิ 1 กรัม 
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ตารางท่ี ง-1 คาเอ็มพีเอ็นตอกรัมหรือมิลลิลิตรของอาหาร ใชตัวอยาง 0.1, 0.01 และ 0.001 กรัม 
ความเขมขนละ 3 หลอด 
 

จํานวนหลอดท่ีใหผลบวก 
ตัวอยาง 0.1 กรัม ตัวอยาง 0.01 กรัม ตัวอยาง 0.001 กรัม 

MPN/g 

0 0 0 < 3 
0 0 1 3 
0 0 2 6 
0 0 3 9 
0 1 0 3 
0 1 1 6.1 
0 1 2 9.2 
0 1 3 12 
0 2 0 6.2 
0 2 1 9.3 
0 2 2 12 
0 2 3 16 
0 3 0 9.4 
0 3 1 13 
0 3 2 16 
0 3 3 19 
1 0 0 3.6 
1 0 1 .2 
1 0 2 11 
1 0 3 15 
1 1 0 7.3 
1 1 1 11 
1 1 2 15 
1 1 3 19 
1 2 0 11 
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จํานวนหลอดท่ีใหผลบวก 
ตัวอยาง 0.1 กรัม ตัวอยาง 0.01 กรัม ตัวอยาง 0.001 กรัม 

MPN/g 

1 2 1 15 
1 2 2 20 
1 2 3 24 
1 3 0 16 
1 3 1 20 
1 3 2 24 
1 3 3 29 
2 0 0 9.1 
2 0 1 14 
2 0 2 20 
2 0 3 26 
2 1 0 15 
2 1 1 20 
2 1 2 27 
2 1 3 34 
2 2 0 21 
2 2 1 28 
2 2 2 35 
2 2 3 42 
2 3 0 29 
2 3 1 36 
2 3 2 44 
2 3 3 53 
3 0 0 23 
3 0 1 39 
3 0 2 64 
3 0 3 95 



  
 

95 

จํานวนหลอดท่ีใหผลบวก 
ตัวอยาง 0.1 กรัม ตัวอยาง 0.01 กรัม ตัวอยาง 0.001 กรัม 

MPN/g 

3 1 0 43 
3 1 1 75 
3 1 2 120 
3 1 3 160 
3 2 0 93 
3 2 1 150 
3 2 2 210 
3 2 3 290 
3 3 0 240 
3 3 1 460 
3 3 2 1100 
3 3 3 > 1100 

 
ท่ีมา : AOAC (2000) 
 
 
 
 



 
 

ภาคผนวก จ 
 

มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนผกักาดดองมผช.๒๘๔ / ๒๕๔๗ 
 

  มผช.๒๘๔/๒๕๔๗ 

มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน 

ผักกาดดอง 
 
1. ขอบขาย 

1.1 มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนน้ีครอบคลุมเฉพาะผักกาดดองท่ีผานกรรมวิธีการดอง บรรจุใน
ภาชนะบรรจ ุ
 
2. บทนิยาม 

ความหมายของคําท่ีใชในมาตรฐานผลิตภณัฑชุมชนนี้ มีดังตอไปนี ้
2.1 ผักกาดดอง หมายถึง ผลิตภัณฑท่ีไดจากการนําผักกาดเขียวปลีหรือผักกาดชนดิอ่ืนท่ีเหมาะสม
ท้ังหัวหรือทําเปนช้ินตามขนาดท่ีตองการ อาจนําไปแชในน้ําปูนใสหรือสารชวยทําใหกรอบกอน 
เชน แคลเซียมคลอไรด แคลเซียมแลกเทต นํามาดองในน้าํดอง ในระยะเวลาท่ีเหมาะสม หรือนํามา
ดองในน้ําปรุงรสอีกคร้ัง 
2.2 น้ําดอง หมายถึง ของเหลวท่ีประกอบดวยเกลือและอาจมีการเติมสารชวยทําใหกรอบ 

2.3 น้ําปรุงรส หมายถึง ของเหลวท่ีเตรียมจากสวนประกอบตางๆ เชน เกลือ น้ําตาล ซีอ๊ิว พริก 
เคร่ืองเทศ และสารเพ่ิมความเปนกรด เชน กรดซิตริก กรดแอซิติก และอาจมีการเติมสารชวยทําให
กรอบ 

2.4 น้ําหนกัเนือ้ (drained weight) หมายถึง น้ําหนักของเนื้อผักกาดดองในภาชนะบรรจุท่ีไมรวม
สวนท่ีเปนน้ําดอง หรือน้ําปรุงรส 
 
3. คุณลักษณะท่ีตองการ 

3.1 ลักษณะท่ัวไป ตองมีลักษณะที่ดีตามธรรมชาติของผักกาดดอง อาจมีจํานวนช้ินของ
ผักกาดดองทีมี่ตําหนิไดบางเล็กนอย หากมีน้ําดองหรือน้ําปรุงรสบรรจุอยูดวย ตองไมมีฝาขาวหรือ
ฟองอันเนื่องมาจากการหมัก 

3.2 สี ตองมีสีท่ีดีตามธรรมชาติของสวนประกอบท่ีใช ไมคลํ้า 
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3.3 กล่ินสี ตองมีกล่ินรสที่ดีตามธรรมชาติของสวนประกอบท่ีใช ปราศจากกล่ินรสอ่ืนท่ีไม
พึงประสงค 
3.4 ลักษณะเนื้อสัมผัส ตองกรอบพอควร ไมนิ่มเละ เม่ือตรวจสอบโดยวิธีใหคะแนนตามขอ 8.1 

แลว ตองไดคะแนนเฉล่ียของแตละลักษณะจากผูตรวจสอบทุกคนไมนอยกวา 3 คะแนน และไมมี
ลักษณะใดได 1 คะแนน จากผูตรวจสอบคนใดคนหนึ่ง 
3.5 ส่ิงแปลกปลอม ตองไมพบส่ิงแปลกปลอมท่ีไมใช สวนประกอบท่ีใช เชน เสนผม ขนสัตว 
ดิน ทราย กรวด ช้ินสวนหรือส่ิงปฏิกูลจากสัตว 
3.6 วัตถุเจือปนอาหาร 

 3.6.1 หากมีการใชวัตถุกันเสีย ใหใชตามชนิดและปริมาณท่ีกฎหมายกําหนด 

 3.6.2 หามใชสีสังเคราะหทุกชนิด 

 3.6.3 หามใชโซเดียมบอเรต (บอแรกซ)  
 3.6.4 หากมีการใชสารเพิ่มความเปนกรด ใหใชตามชนดิและปริมาณท่ีกฎหมายกําหนด 

 3.6.5 หากมีการใชสารชวยทําใหกรอบ ใหใชแคลเซียมคลอไรด แคลเซียมแลกเทต หรือ  
แคลเซียมกลูโคเนตอยางใดอยางหนึ่งหรือรวมกัน ตองไมเกิน 1000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

 3.6.6 หามใชสารใหความหวานแทนนํ้าตาลทุกชนิด 

 3.6.7 หากมีการใชวัตถุปรุงแตงรสอาหาร ใหใชตามชนดิและปริมาณท่ีกฎหมายกําหนด 

3.7 ความเปนกรด-ดาง ตองไมเกิน 4.5  

3.8 จุลินทรีย 
3.8.1 จํานวนจุลินทรียท้ังหมด ตองไมเกนิ 1 x 104 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม 

3.8.2 สตาฟโลค็อกคัส ออเรียส ตองไมพบในตัวอยาง 0.1 กรัม 

3.8.3 เอสเชอริเชีย โคไล โดยวิธีเอ็มพีเอ็น ตองนอยกวา 3 ตอตัวอยาง 1 กรัม 

3.8.4 ยีสตและรา ตองไมเกนิ 100 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม 
 
4. สุขลักษณะ 

4.1 สุขลักษณะในการทําผักดอง ใหเปนไปตามคําแนะนําตามภาคผนวก ก. 
 
5. การบรรจุ 

5.1 ใหบรรจุผักกาดดองในภาชนะบรรจุท่ีสะอาด ผนึกไดเรียบรอย และสามารถปองกันการ
ปนเปอนจากส่ิงสกปรกภายนอกได 
5.2 น้ําหนกัเนือ้ของผักกาดดองในแตละภาชนะบรรจุ ตองไมนอยกวาท่ีระบุไวท่ีฉลาก 
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6. เคร่ืองหมายและฉลาก 

6.1 ท่ีภาชนะบรรจุผักกาดดองทุกหนวยอยางนอยตองมีเลขอักษรหรือเคร่ืองหมายแจงรายละเอียด
ตอไปนี้ใหเหน็ไดงายชัดเจน 

(1) ช่ือเรียกผลิตภัณฑ เชน ผักกาดดองเค็ม ผักกาดดองหวาน ผักกาดดองสมุนไพร ผักกาดดอง
สามรส 

(2) สวนประกอบท่ีสําคัญ 

(3) ชนิดและปริมาณวัตถุเจอืปนอาหาร ถามีการใชวัตถุกันเสีย ใหระบุขอความ “ใชวัตถุกันเสีย”  
(4) น้ําหนักเนือ้ 

(5) วัน เดือน ปท่ีทํา และวนั เดือน ปท่ีหมดอายุ หรือขอความวา “ควรบริโภคกอน (วัน เดือน ป)” 

(6) ขอแนะนําในการเก็บรักษา เชน ควรเกบ็รักษาไวในตูเย็น 

(7) ช่ือผูทํา หรือสถานท่ีทํา พรอมสถานท่ีต้ัง หรือเคร่ืองหมายการคาท่ีจดทะเบียน ในกรณีท่ีใช
ภาษาตางประเทศ ตองมีความหมายตรงกบัภาษาไทยท่ีกําหนดไวขางตน 
 
7. การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน 

7.1 รุน ในท่ีนี ้หมายถึง ผักกาดดองท่ีมีสวนประกอบเดียวกัน ทําใหระยะเวลาเดยีวกนั 

7.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางท่ีกําหนดตอไปนี ้
 7.2.1 การชักตัวอยางและการยอมรับ สําหรับการทดสอบส่ิงแปลกปลอม การบรรจุ และ
เคร่ืองหมายและฉลากใหชักตัวอยางโดยวธีิสุมจากรุนเดยีวกัน จํานวน 3 หนวยภาชนะบรรจุ เม่ือ
ตรวจสอบแลวทุกตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.5 ขอ 5. และขอ 6. จึงจะถือวาผักกาดดองรุนนัน้
เปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด 

 7.2.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ สําหรับการทดสอบลักษณะท่ัวไป สี กล่ินรส และ
ลักษณะเนื้อสัมผัสใหใชตัวอยางท่ีผานการทดสอบตามขอ 7.2.1 แลว จํานวน 3 หนวยภาชนะบรรจุ
เม่ือตรวจสอบแลว 

 7.2.3 การชักตัวอยางและการยอมรับ สําหรับการทดสอบวัตถุเจือปนอาหาร ความเปน
กรด-ดาง และจุลินทรียใหชักตัวอยางเดยีวโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกนัจํานวน 5 หนวยภาชนะบรรจุ
นํามาทําเปนตัวอยางรวม เม่ือตรวจสอบแลวตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.6 ถึงขอ 3.8 จึงจะถือวา
ผักกาดดองรุนนั้นเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด 

7.3 เกณฑตัดสินตัวอยางผักกาดดองตองเปนไปตามขอ 7 
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8. การทดสอบ 

8.1 การทดสอบลักษณะท่ัวไป สี กล่ินรส และลักษณะเนือ้สัมผัส 

8.1.1 ใหแตงต้ังคณะผูตรวจสอบ ประกอบดวยผูท่ีมีความชํานาญในการตรวจสอบผักกาด
ดองอยางนอย 5 คนแตละคนจะแยกกันตรวจและใหคะแนนโดยอิสระ 

8.1.2 วางตัวอยางผักกาดดองในจานกระเบื้องสีขาว ตรวจสอบโดยการตรวจพินจิและชิม 

8.1.3 หลักเกณฑการใหคะแนน ใหเปนไปตามตารางท่ี 1 
 

ตารางท่ี 1 หลักเกณฑการใหคะแนน (ขอ 8.1.3) 
ระดับการตัดสิน (คะแนน) ลักษณะท่ี

ตรวจสอบ 

เกณฑท่ีกําหนด 

ดีมาก ดี พอใช ตองปรับปรุง
ลักษณะท่ัวไป ตองมีลักษณะที่ดีตาม

ธรรมชาติของผักกาดดอง อาจ
มีจํานวนช้ินของผักกาดดองท่ี
มีตําหนิไดบางเล็กนอย หากมี
น้ําดองหรือน้ําปรุงรสบรรจุอยู
ดวย ตองไมมีฝาขาวหรือฟอง
อันเนื่องมากจากการหมัก 

4 3 2 1 

สี ตองมีสีท่ีดีตามธรรมชาติของ
สวนประกอบที่ใชไมคลํ้า 

4 3 2 1 

กล่ินรส ตองมีกล่ินรสที่ดีตาม
ธรรมชาติของสวนประกอบที่
ใชปราศจากกล่ินรสอื่นท่ีไม
พึงประสงค 

4 3 2 1 

ลักษณะเนื้อ
สัมผัส 

ตองกรอบพอควร ไมนิ่มเละ 4 3 2 1 

8.2 การทดสอบส่ิงแปลกปลอม ภาชนะบรรจุ และเคร่ืองหมายและฉลากใหตรวจพนิจิ 

8.3 การทดสอบวัตถุเจือปนอาหาร ความเปนกรด-ดาง และน้ําหนักเนื้อใหใชวิธีทดสอบตาม 
AOAC หรือวิธีทดสอบอ่ืนท่ีเปนท่ียอมรับ 

8.4 การทดสอบจุลินทรียใหใชวิธีทดสอบตาม AOAC หรือ BAM หรือวิธีทดสอบอ่ืนท่ีเปนท่ี
ยอมรับ
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มาตรฐาน Codex สําหรับกิมจิ 
(CODEX STAN 223-2001) 

 
CODEX STANDARD FOR KIMCHI 

CODEX STAN 223-2001 
1. SCOPE 
 This Standard applies the product known as kimchi, as defined in Section 2 
below, which is prepared with Chinese cabbage as a predominant ingredient and other 
vegetables which have been trimmed, cut, salted and seasoned before fermentation. 
 
2. DESCRIPTION 
 
 2.1 PRODUCT DEFINITION 
 
Kimchi is the product: 
 a) prepared from varieties of Chinese cabbage, Brassica pekinensis Rupe.; 
such Chinese cabbages shall be free from significant defects, and trimmed to remove 
inedible parts, salted, washed with fresh water, and drained to remove excess water; 
the may or may not be cut into suitable sized pieces/parts; 
 b) processed with seasoning mixture mainly consisting of red pepper 
(Capsicum annuum L.) powder, garlic, ginger, edible Allium varieties other than 
garlic, and radish. These ingredients may be chopped, sliced and broken into pieces; 
and  
 c) fermented before or after being package into appropriate containers to 
ensure the proper ripening and preservation of the product by lactic acid production at 
lo temperatures. 
 
 2.2 STYLES 
The product should be presented in one of the following styles: 
 a) Whole: whole Chinese cabbage 
 b) Halves: Chinese cabbages divided lengthwise into halves; 
 c) Quarters: Chinese cabbages divided lengthwise into quarters; and 
 d) Slices or Chips: Chinese cabbage leaves cut into pieces of 1 - 6 cm in length 
and width 
 
3. ESSENTIAL COMPOSITION AND QUALITY FACTORS 
 
3.1 COMPOSITION 
3.1.1 Basic Ingredients 
 a) Chinese cabbages and the seasoning mixture as described in Section 2; 
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 b) salt (sodium chloride) 
3.1.2 Other Permitted Ingredients 
 a) fruits; 
 b) vegetables other than those described in Section 2; 
 c) sesame seeds; 
 d) nuts; 
 e) sugars (carbohydrate sweeteners) 
 f) salted and fermented seafood; 
 g) glutinous rice paste; 
 h) wheat flour paste. 
 
3.1.3 Other Composition 
 a) Total acidity (as lactic acid) not more than 1.0% w/w 
 b) Salt (sodium chloride) content 1.0– 4.0% w/w 
 c) Mineral impurities not more than 0.03% w/w 
 
3.2 QUALITY CRITERIA 
 Kimchi shall have normal flavour, odour and colour and shall possess texture 
characteristic of the product. 
 
3.2.1 Other Quality Criteria 
 a) Colour: The product should have red colour originating from red pepper. 
 b) Taste: The product should have hot and salty taste. It may also have sour 
tase. 
 c) Texture: The product should be reasonably firm, crisp, and chewy. 
 
4. FOOD ADDITIVES 
 Only those Food additives listed below may used within the limits specified. 
  
 No Name Of  Food Additive   Maximum Level 
4.1 ACIDITY REGULATORS  
269 Acetic acid     Limited by GMP 
270 Lactic acid     Limited by GMP 
330 Citric acid      Limited by GMP 
 
4.2 FLAVOURINGS 
Natural flavours and nature-identical   Limited by GMP 
flavous, as defined in the Codex   Limited by GMP 
Alimentarius, Volume 1A    Limited by GMP 
 
4.3 FLAVOUR ENHANCERS 
621 Monosodium L-glutamate   Limited by GMP 
627 Didodium 5’-guanylate    Limited by GMP 
631 Sisodium 5’-inosinate    Limited by GMP 
 
4.4 TEXTURIZERS 
420 Sorbitol      Limited by GMP 
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4.5 THICKRNING AND STABILIZING AGENTS 
407 Carrageenan (including furcellaran)  Limited by GMP 
415 Xanthan gum     Limited by GMP 
 
5. CONTAMINANTS 
 
5.1 HEAVY METALS 
 The products covered by the provisions of the Standard shall comply with 
those maximum levels for heavy metals established by the Codex Alimentarius 
Commission for these products.  
 
5.2 PESTICIDE RESIDUES 
 The products covered by the provisions of this Standard shall comply with 
those maximum residue limits established by the Codex Alimentarius Commission for 
these product. 
 
6. HYGIENE 
 
 6.1 It is recommended that the products covered by the provisions of this 
Standard be prepared and handled in accordance with the appropriate sections of the 
Recommended International Code of Practice-General Principles of Food Hygiene 
(CAC/RCP 1–1969, Rev. 3–1997), and other relevant Codex texts such as Codes of 
Hygienic Practice and Codes of Practice. 
 6.2 The products should comply with any microbiological criteria established 
in accordance with the Principles for the Establishment and Application of 
Microbiological Criteria for Foods (CAC/GL 21-1997) 
 
7. WEIGHT AND MEASURES  
 
7.1 FILL OF CONTAINER 
7.1.1. Minimum Drained Weight 
 The drained weight of   final product, as a percent of the indicated weight, 
shall not be less than 80% by weight. 
 
8. LABELLING 
  
8.1 Kimchi shall be labeled in accordance with the Codex General Standard for the 
Labelling of Prepackaged Foods (CODEX STAN 1-1985, Rev. 1-1991). 
 
8.2 THE NAME OF THE PRODUCT 
 The name of the product shall be “Kimchi”. The style should be included in 
close proximity to the name of the product. 
 
8.3 LABELLING OF NON-RETAIL CONTAINERS 
 Information required in Sections 4.1-4.8 of the Codex General Standard for the 
Labelling of Prepackaged Foods and storage instructions if necessary shall be given 
either identification, and the name and address of the manufacturer, packer, distributor 
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and/or importer, shall appear on the container. However, lot identification, and the 
name and address of the manufacturer, packer, distributor and/or importer may be 
replaced by an identification mark, provides that such a mark is clearly identifiable 
with the accompanying documents. 
 
9. METHODS OF ANALYDID AND SAMPLING 
 See Codex Alimentarius Volume 13. 



 
 

ภาคผนวก-ช 
 
 

Bacteriological Analytical Manual Online 
January 2001 

Chapter 3  
Aerobic Plate Count 

 The aerobic plate count (APC) is intended to indicate the level of 
microorganism in a product. Detailed procedures for determining the APC of foods 
have been developed by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC) and 
the American Public Health Association (APHA). The conventional plate count 
method for examining frozen, chilled, precooked, or prepared foods, outlined below, 
conforms to AOAC Official Methods of Analysis, sec. 966.23, with one procedural 
change. The suitable colony counting range is 25-250. The automated spiral plate 
count method for the examination of foods and cosmetics, outlined below, conforms 
to AOAC Official Methods of Analysis, sec. 977.27. For procedural details of the 
standard plate count, see ref. 2.Guidelines for calculating and reporting plate counts 
have been changed to conform with the anticipated changes in the 16th edition of 
Standard Methods for the Examination of Dairy Products and the International Dairy 
Federation (IDF) procedures.  

Conventional Plate Count Method 

A. Equipment and materials 
1. Work area, level table with ample surface in room that is clean, well-

lighted (100 foot-candles at working surface) and well-ventilated, and 
reasonably free of dust and drafts. The microbial density of air in 
working area, measured in fallout pour plates taken during plating, 
should not exceed 15 colonies/plate during 15 min exposure. 

2. Storage space, free of dust and insects and adequate for protection of 
equipment and supplies 

3. Petri dishes, glass or plastic (at least 15 x 90 mm) 
4. Pipets with pipet aids (no mouth pipetting) or pipettors, 1, 5, and 10 ml, 

graduated in 0.1 ml units 
5. Dilution bottles, 6 oz (160 ml), borosilicate-resistant glass, with rubber 

stoppers or plastic screw caps 
6. Pipet and petri dish containers, adequate for protection 
7. Circulating water bath, for tempering agar, thermostatically controlled 

to 45 ± 1°C 
8. Incubator, 35 ± 1°C; milk, 32 ± 1°C 
9. Colony counter, dark-field, Quebec, or equivalent, with suitable light 

source and grid plate 
10. Tally register 
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11. Dilution blanks, 90 ± 1 ml Butterfield's phosphate-buffered dilution 
water (R11); milk, 99 ± 2 ml 

12. Plate count agar (standard methods)  
13. Refrigerator, to cool and maintain samples at 0-5°C; milk, 0-4.4°C 
14. Freezer, to maintain frozen samples from -15 to -20°C 
15. Thermometers (mercury) appropriate range; accuracy checked with a 

thermometer certified by the National Institute of Standards and 
Technology (NIST)  

B. Procedure for analysis of frozen, chilled, precooked, or prepared foods 

Using separate sterile pipets, prepare decimal dilutions of 10-2, 10-3, 10-4, and 
others as appropriate, of food homogenate by transferring 10 ml of previous 
dilution to 90 ml of diluent. Avoid sampling foam. Shake all dilutions 25 times 
in 30 cm (1 ft) arc within 7 s. Pipet 1 ml of each dilution into separate, 
duplicate, appropriately marked petri dishes. Reshake dilution bottle 25 times 
in 30 cm arc within 7 s if it stands more than 3 min before it is pipetted into 
petri dish. Add 12-15 ml plate count agar (cooled to 45 ± 1°C) to each plate 
within 15 min of original dilution. For milk samples, pour an agar control, 
pour a dilution water control and pipet water for a pipet control. Add agar to 
the latter two for each series of samples. Add agar immediately to petri dishes 
when sample diluent contains hygroscopic materials, e.g., flour and starch. 
Pour agar and dilution water control plates for each series of samples. 
Immediately mix sample dilutions and agar medium thoroughly and uniformly 
by alternate rotation and back-and-forth motion of plates on flat level surface. 
Let agar solidify. Invert solidified petri dishes, and incubate promptly for 48 ± 
2 h at 35°C. Do not stack plates when pouring agar or when agar is solidifying.  

C. Guidelines for calculating and reporting APCs in uncommon cases 

Official Methods of Analysis does not provide guidelines for counting and 
reporting plate counts, whereas Standard Methods for the Examination of 
Dairy Products, 16th ed. presents detailed guidelines; for uniformity, 
therefore, use APHA guidelines as modified .Report all aerobic plate counts 
computed from duplicate plates. For milk samples, report all aerobic plate 
counts computed from duplicate plates containing less than 25 colonies as less 
than 25 estimated count. Report all aerobic plate counts computed from 
duplicate plates containing more than 250 colonies as estimated counts. Counts 
outside the normal 25-250 range may give erroneous indications of the actual 
bacterial composition of the sample. Dilution factors may exaggerate low 
counts (less than 25), and crowded plates (greater than 250) may be difficult to 
count or may inhibit the growth of some bacteria, resulting in a low count. 
Report counts less than 25 or more than 250 colonies as estimated aerobic 
plate counts (EAPC). Use the following guide:  

1. Normal plates (25-250). Select spreader-free plate(s). Count all colony 
forming units (CFU), including those of pinpoint size, on selected 
plate(s). Record dilution(s) used and total number of colonies counted.  
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2. Plates with more than 250 colonies. When number of CFU per plate 
exceeds 250, for all dilutions, record the counts as too numerous to 
count (TNTC) for all but the plate closest to 250, and count CFU in 
those portions of plate that are representative of colony distribution. 
See ref. 2 for detailed guidelines. Mark calculated APC with EAPC to 
denote that it was estimated from counts outside 25-250 per plate range 
(see D-3).  

3. Spreaders. Spreading colonies are usually of 3 distinct types: 1) a chain 
of colonies, not too distinctly separated, that appears to be caused by 
disintegration of a bacterial clump; 2) one that develops in film of 
water between agar and bottom of dish; and 3) one that forms in film of 
water at edge or on surface of agar. If plates prepared from sample 
have excessive spreader growth so that (a) area covered by spreaders, 
including total area of repressed growth, exceeds 50% of plate area, or 
(b) area of repressed growth exceeds 25% of plate area, report plates as 
spreaders. When it is necessary to count plates containing spreaders not 
eliminated by (a) or (b) above, count each of the 3 distinct spreader 
types as one source. For the first type, if only one chain exists, count it 
as a single colony. If one or more chains appear to originate from 
separate sources, count each source as one colony. Do not count each 
individual growth in such chains as a separate colony. Types 2 and 3 
usually result in distinct colonies and are counted as such. Combine the 
spreader count and the colony count to compute the APC.  

4. Plates with no CFU. When plates from all dilutions have no colonies, 
report APC as less than 1 times the corresponding lowest dilution used. 
Mark calculated APC with asterisk to denote that it was estimated from 
counts outside the 25-250 per plate range. When plate(s) from a sample 
are known to be contaminated or otherwise unsatisfactory, record the 
result(s) as laboratory accident (LA). 

 

D.  Computing and recording counts 

To avoid creating a fictitious impression of precision and accuracy when 
computing APC, report only the first two significant digits. Round off to two 
significant figures only at the time of conversion to SPC. For milk samples, 
when plates for all dilutions have no colonies, report APC as less than 25 
colonies estimated count. Round by raising the second digit to the next highest 
number when the third digit is 6, 7, 8, or 9 and use zeros for each successive 
digit toward the right from the second digit. Round down when the third digit 
is 1, 2, 3, or 4. When the third digit is 5, round up when the second digit is odd 
and round down when the second digit is even. 
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Examples 

Calculated Count APC 

12,700 13,000 

12,400 12,000 

15,500 16,000 

14,500 14,000 

1. Plates with 25-250 CFU.  

Formula: N = C / [ (1 * n1) + (0.1 * n2) ] * (d)  
a. Calculate the APC as follows: 

 
where N = Number of colonies per ml or g of product 
C = Sum of all colonies on all plates counted 

n1 = Number of plates in first dilution counted 
n2 = Number of plates in second dilution counted 
d = Dilution from which the first counts were obtained 

Example 

1:100 1:1000 

232, 244 33, 28 

 

= 537/0.022  

= 24,409  

= 24,000 
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b. When counts of duplicate plates fall within and without the 25-250 colony range, 
use only those counts that fall within this range. 
2. All plates with fewer than 25 CFU. When plates from both dilutions yield fewer 
than 25 CFU each, record actual plate count but record the count as less than 25 x 1/d 
when d is the dilution factor for the dilution from which the first counts were obtained.  

Example 

Colonies 
1:100 1:1000 EAPC/ml (g) 
18 2 <2,500 
0 0 <2,500 

3. All plates with more than 250 CFU. When plates from both 2 dilutions yield more 
than 250 CFU each (but fewer than 100/cm2), estimate the aerobic counts from the 
plates (EAPC) nearest 250 and multiply by the dilution.  

Example 

Colonies 
1:100 1:1000 EAPC/ml (g)  
TNTC 640 640,000 

TNTC, too numerous to count. 
EAPC, estimated aerobic plate count. 
4. All plates with spreaders and/or laboratory accident. Report respectively as 
Spreader (SPR), or Laboratory Accident (LA).  

5. All plates with more than an average of 100 CFU per sq cm. Estimate the APC as 
greater than 100 times the highest dilution plated, times the area of the plate. The 
examples below have an average count of 110 per sq cm.  

Example 

Colonies/Dilution  
1:100 1:1000 EAPC/ml (g)  

TNTC 7,150(a) >6,500,000 
EAPC(b) 

TNTC 6,490 >5,900,000 
EAPC  

a Based on plate area of 65 cm2.  

b EAPC, estimated APC.  
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c Based on plate area of 59 cm2.  

Spiral Plate Method 

The spiral plate count (SPLC) method for microorganisms in milk, foods, and 
cosmetics is an official method of the APHA and the AOAC . In this method, a 
mechanical plater inoculates a rotating agar plate with liquid sample. The sample 
volume dispensed decreases as the dispensing stylus moves from the center to the 
edge of the rotating plate. The microbial concentration is determined by counting the 
colonies on a part of the petri dish where they are easily countable and dividing this 
count by the appropriate volume. One inoculation determines microbial densities 
between 500 and 500,000 microorganisms/ml. Additional dilutions may be made for 
suspected high microbial concentrations.  

A. Equipment and materials 
1. Spiral plater (Spiral Systems Instruments, Inc., 7830 Old Georgetown 

Road, Bethesda, MD 20814)  
2. Spiral colony counter (Spiral Systems) with special grid for relating 

deposited sample volumes to specific portions of petri dishes  
3. Vacuum trap for disposal of liquids (2-4 liter vacuum bottle to act as 

vacuum reservoir and vacuum source of 50-60 cm Hg)  
4. Disposable micro beakers, 5 ml  
5. Petri dishes, plastic or glass, 150 x 15 mm or 100 x 15 mm  
6. Plate count agar (standard methods)  
7. Calculator (optional), inexpensive electronic hand calculator is 

recommended  
8. Polyethylene bags for storing prepared plates  
9. Commercial sodium hypochlorite solution, about 5% NaOCl (bleach)  
10. Sterile dilution water  
11. Syringe, with Luer tip for obstructions in stylus; capacity not critical  
12. Work area, storage space, refrigerator, thermometers, tally, incubator, 

as described for Conventional Plate Count Method, above.  
13. Sodium hypochlorite solution (5.25%). Available commercially. 

B. Preparation of agar plates. 

Automatic dispenser with sterile delivery system is recommended to prepare 
agar plates. Agar volume dispensed into plates is reproducible and 
contamination rate is low compared to hand-pouring of agar in open 
laboratory. When possible, use laminar air flow hood along with automated 
dispenser. Pour same quantity of agar into all plates so that same height of agar 
will be presented to spiral plater stylus tip to maintain contact angle. Agar 
plates should be level during cooling. 

The following method is suggested for prepouring agar plates: Use automatic 
dispenser or pour constant amount (about 15 ml/100 mm plate; 50 ml/150 mm 
plate) of sterile agar at 60-70°C into each petri dish. Let agar solidify on level 
surface with poured plates stacked no higher than 10 dishes. Place solidified 
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agar plates in polyethylene bags, close with ties or heat-sealer, and store 
inverted at 0-4.4°C. Bring prepoured plates to room temperature before 
inoculation. 

C. Preparation of samples. 

As described in Chapter 1, select that part of sample with smallest amount of 
connective tissues or fat globules. 

D. Description of spiral plater. 

Spiral plater inoculates surface of prepared agar plate to permit enumeration of 
microorganisms in solutions containing between 500 and 500,000 
microorganisms per ml. Operator with minimum training can inoculate 50 
plates per h. Within range stated, dilution bottles or pipets and other auxiliary 
equipment are not required. Required bench space is minimal, and time to 
check instrument alignment is less than 2 min. Plater deposits decreasing 
amount of sample in Archimedean spiral on surface of prepoured agar plate. 
Volume of sample on any portion of plate is known. After incubation, colonies 
appear along line of spiral. If colonies on a portion of plate are sufficiently 
spaced from each other, count them on special grid which associates a 
calibrated volume with each area. Estimate number of microorganisms in 
sample by dividing number of colonies in a defined area by volume contained 
in same area. Studies have shown the method to be proficient not only with 
milk  but also with other foods . 

E. Plating procedure 

Check stylus tip angle daily and adjust if necessary. (Use vacuum to hold 
microscope cover slip against face of stylus tip; if cover slip plane is parallel at 
about l mm from surface of platform, tip is properly oriented). Liquids are 
moved through system by vacuum. Clean stylus tip by rinsing for 1 s with 
sodium hypochlorite solution followed by sterile dilution water for 1 s before 
sample introduction. This rinse procedure between processing of each sample 
minimizes cross-contamination. After rinsing, draw sample into tip of Teflon 
tubing by vacuum applied to 2-way valve. When tubing and syringe are filled 
with sample, close valve attached to syringe. Place agar plate on platform, 
place stylus tip on agar surface, and start motor. During inoculation, label petri 
plate lid. After agar has been inoculated, stylus lifts from agar surface and 
spiral plater automatically stops. Remove inoculated plate from platform and 
cover it. Move stylus back to starting position. Vacuum-rinse system with 
hypochlorite and water, and then introduce new sample. Invert plates and 
promptly place them in incubator for 48 ± 3 h at 35 ± 1°C. 
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F. Sterility controls 

Check sterility of spiral plater for each series of samples by plating sterile 
dilution water. CAUTION: Prepoured plates should not be contaminated by a 
surface colony or be below room temperature (water can well-up from agar). 
They should not be excessively dry, as indicated by large wrinkles or glazed 
appearance. They should not have water droplets on surface of agar or 
differences greater than 2 mm in agar depth, and they should not be stored at 
0-4.4°C for longer than l month. Reduced flow rate through tubing indicates 
obstructions or material in system. To clear obstructions, remove valve from 
syringe, insert hand-held syringe with Luer fitting containing water, and apply 
pressure. Use alcohol rinse to remove residual material adhering to walls of 
system. Dissolve accumulated residue with chromic acid. Rinse well after 
cleaning. 

G. Counting grid 
1. Description. Use same counting grid for both 100 and 150 mm petri 

dishes. A mask is supplied for use with 100 mm dishes. Counting grid 
is divided into 8 equal wedges; each wedge is divided by 4 arcs labeled 
l, 2, 3, and 4 from outside grid edge. Other lines within these arcs are 
added for ease of counting. A segment is the area between 2 arc lines 
within a wedge. Number of areas counted (e.g., 3) means number of 
segments counted within a wedge. Spiral plater deposits sample on 
agar plate in the same way each time. The grid relates colonies on 
spiral plate to the volume in which they were contained. When colonies 
are counted with grid, sample volume becomes greater as counting 
starts at outside edge of plate and proceeds toward center of plate. 

2. Calibration. The volume of sample represented by various parts of the 
counting grid is shown in operator's manual that accompanies spiral 
plater. Grid area constants have been checked by the manufacturer and 
are accurate. To verify these values, prepare 11 bacterial concentrations 
in range of 106-103 cells/ml by making 1:1 dilutions of bacterial 
suspension (use a nonspreader). Plate all Incubate both sets of plates 
for 48 ± 3 h at 35 ± 1°C. Calculate concentrations for each dilution. 
Count spiral plates over grid surface, using counting rule of 20 
(described in H, below), and record number of colonies counted and 
grid area over which they were counted. Each spiral colony count for a 
particular grid area, divided by aerobic count/ml for corresponding 
spirally plated bacterial concentrations, indicates volume deposited on 
that particular grid area. Use the following formula: 
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To check total volume dispensed by spiral plater, weigh amount dispensed 
from stylus tip. Collect in tared 5 ml plastic beaker and weigh on analytical 
balance (± 0.2 mg). 

      

Figure 1. 10 cm plate, area (3b)  

 

H. Examination and reporting of spiral plate counts. 

Counting rule of 20. After incubation, center spiral plate over grid by adjusting 
holding arms on viewer. Choose any wedge and begin counting colonies from 
outer edge of first segment toward center until 20 colonies have been counted. 
Complete by counting remaining colonies in segment where 20th colony 
occurs. In this counting procedure, numbers such as 3b, 4c (Fig. l) refer to area 
segments from outer edge of wedge to designated arc line. Any count 
irregularities in sample composition are controlled by counting the same 
segments in the opposite wedge and recording results. Example of spirally 
inoculated plate (Fig. l) demonstrates method for determining microbial count. 
Two segments of each wedge were counted on opposite sides of plate with 31 
and 30 colonies, respectively. The sample volume contained in the darkened 
segments is 0.0015 ml. To estimate number of microorganisms, divide count 
by volume contained in all segments counted. See example under Fig. l. 

If 20 CFU are not within the 4 segments of the wedge, count CFU on entire 
plate. If the number of colonies exceeds 75 in second, third, or fourth segment, 
which also contains the 20th colony, the estimated number of microorganisms 
will generally be low because of coincidence error associated with crowding of 
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colonies. In this case, count each circumferentially adjacent segment in all 8 
wedges, counting at least 50 colonies, e.g., if the first 2 segments of a wedge 
contain 19 colonies and the third segment contains the 20th and 76th (or 
more), count colonies in all circumferentially adjacent first and second 
segments in all 8 wedges. Calculate contained volume in counted segments of 
wedges and divide into number of colonies. 

When fewer than 20 colonies are counted on the total plate, report results as 
"less than 500 estimated SPLC per ml." If colony count exceeds 75 in first 
segment of wedge, report results as "greater than 500,000 estimated SPLC per 
ml." Do not count spiral plates with irregular distribution of colonies caused by 
dispensing errors. Report results of such plates as laboratory accident (LA). If 
spreader covers entire plate, discard plate. If spreader covers half of plate area, 
count only those colonies that are well distributed in spreader-free areas. 

Compute SPLC unless restricted by detection of inhibitory substances in 
sample, excessive spreader growth, or laboratory accidents. Round off counts 
as described in I-D, above. Report counts as SPLC or estimated SPLC per ml. 
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