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ภาคผนวก ก 
 

ภาพประกอบ 
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ภาพ ก-1  สภาพรานคาผลิตภัณฑมั่มพืน้บาน 

 
 
 
 

 
ภาพ ก-2  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มที่ผลิตจากเนื้อแบบตางๆ 

มั่มหมู (สองแถวบน) 
มั่มเนื้อ(สองแถวลาง) 
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ภาพ ก-3  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มหม ู

 
 
 
 

 
ภาพ ก-4  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มเนื้อ 

 

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



 181

 
ภาพ ก-5  ลักษณะของผลิตภัณฑมั่มพกเนือ้ 

 

 
ภาพ ก-6  ลักษณะผลิตภัณฑมั่มหมูพื้นบาน 
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สูตร และ กระบวนการผลิต 
ผลิตภัณฑมั่มโดยใชเทคโนโลยีเช้ือบริสุทธิ์เริ่มตนผสม 
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ภาพ ก-7  (ซายบน)เนื้อสะโพกหมูที่ผานการเอามันออกและบดแลว 
ภาพ ก-8  (ขวาบน)ตับหมูทีผ่านการตมและบดละเอยีดแลว 
ภาพ ก-9  (ซายกลาง)ขาวเหนียวและกระเทียมที่บดผสมรวมกัน 
ภาพ ก-10  (ขวากลาง)สวนผสมที่พรอมบรรจุลงในไสคอลลาเจน 
ภาพ ก-11  (ภาพลาง)สวนผสมที่กําลังบรรจุลงในไสคอลลาเจน 
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ภาพ ก-12  สวนผสมที่บรรจุลงไสที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพ ก-13  สวนผสมที่บรรจุลงไสที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพ ก-14  สวนผสมที่บรรจุลงไสที่ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ภาพ ก-15  ผลิตภัณฑที่ผานการหมัก 48 ชัว่โมง(กอนทําใหสุก) 

 

 
ภาพ ก-16  ผลิตภัณฑที่ผานการหมัก 48 ช่ัวโมง(หลังทําใหสุก) 

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



 186

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การผลติมั่ม โดยเทคโนโลยีเช้ือบริสุทธิเ์ริ่มตน  
เพื่อการศึกษาอายุการเกบ็รักษา 

 
 
 
 
 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



 187

 
ภาพ ก-17  มั่มที่บรรจุลงไสคอลลาเจนและมัดแลว ไมแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 

 
 
 

 
ภาพ ก-18  กระบวนการแชมั่มในสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-19 (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 1 
ภาพ ก-20  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 1 
ภาพ ก-21  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 1 
ภาพ ก-22  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 1 
 

ดานซาย  เปนตัวอยางทีไ่มผานการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
ดานขวา  เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-23  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 2 
ภาพ ก-24  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 2 
ภาพ ก-25  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 2 
ภาพ ก-26  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 2 

 
ดานซาย  เปนตัวอยางทีไ่มผานการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
ดานขวา  เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-27  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 3 
ภาพ ก-28  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 3 
ภาพ ก-29  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 3 
ภาพ ก-30  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 3 
 

เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-31  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 4 
ภาพ ก-32  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 4 
ภาพ ก-33  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 4 
ภาพ ก-34  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 4 
 

เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-35  (ซายบน)ตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่บรรจุในถุงปองกันการแลกเปลี่ยนความชื้น สัปดาหที่ 5 
ภาพ ก-36  (ขวาบน)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 84  สัปดาหที่ 5 
ภาพ ก-37  (ซายลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 51  สัปดาหที่ 5 
ภาพ ก-38  (ขวาลาง)ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่มีการควบคมุความชื้นที่ระดับรอยละ 73  สัปดาหที่ 5 

 
เปนตัวอยางทีผ่านการแชสารละลายโปแตสเซียมซอรเบท 
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ภาพ ก-39  ลักษณะการเสื่อมเสียจากเชื้อจุลินทรียของผลิตภัณฑมั่ม 

 
 
 
 

 
ภาพ ก-40  ลักษณะการเสื่อมเสียจากเชื้อราที่พบในผลิตภณัฑมั่ม 
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ภาคผนวก ข 
 

แบบทดสอบทางประสาทสัมผัส 
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แบบทดสอบเคาโครงผลิตภัณฑ 
 
ผูทดสอบชิม........................................................................ วันที่............................................... 
 
ผลิตภัณฑ   :  ผลิตภัณฑม่ัม 
ลักษณะผลิตภัณฑ   :   เปนไสกรอกหมักที่มีสวนผสมหลักไดแก เนื้อ และตับ ( นิยมใชเนื้อวัว หรือหมู ) 
มีรสเปรี้ยว และมีกลิ่นเฉพาะตัว นิยมนําไปปง ทอด ยางโดยรับประทานกับผักสด ขิง พริกและกระเทียมหรือ
นําไปประกอบอาหารกอนรับประทาน 
 กรุณากรอกแบบสอบถามใหตรงกับความตองการของทานมากที่สุด 
1. ระบุหัวขอ “ลักษณะของผลิตภัณฑ” ที่ทานคิดวามีความสําคัญลงในแตละหัวขอ 
2. กําหนดเครื่องหมาย  I  ลงบนสเกลในตําแหนงที่ทานคิดวาเปนระดับที่ดีที่สุดของลักษณะผลิตภัณฑนั้น ๆ 

ของลักษณะผลิตภัณฑในอุดมคติ (Ideal) 
3. กําหนดเครื่องหมาย  x  ลงบนสเกลในตําแหนงที่คิดวาเปนระดับของลักษณะผลิตภัณฑนั้น ๆ ของ        

ผลิตภัณฑตัวอยาง 
ลักษณะปรากฏ 
....................  
          ....................      .................... 
.................... 
          ....................                   .................... 
กล่ินและรสชาติ 
.................... 
          ....................      .................... 
.................... 
          ....................      .................... 
ลักษณะเนื้อสัมผัส 
.................... 
          ....................      .................... 
.................... 
          ....................      .................... 
การยอมรับโดยรวม 
.................... 
          ....................                    .................... 

ขอขอบคุณท่ีกรุณาใหความรวมมือ 
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แบบทดสอบทางประสาทสัมผัส 
ผลิตภัณฑม่ัม 

 
ผูทดสอบชิม.......................................................................................     วันที่........................................... 

กรุณากําหนดเครื่องหมาย  x  ลงบนสเกลในตําแหนงที่คิดวาเปนระดับของลักษณะผลิตภัณฑนั้น ๆ ของ
ผลิตภัณฑตัวอยาง เมื่อ I เปนระดับคาในอุดมคติของลักษณะผลิตภัณฑ 
สีของผลิตภัณฑ 
  
         น้ําตาลออน             น้ําตาลเขม 
ความเปนเน้ือเดียวกัน 
 

             นอย                 มาก 
ความเปรี้ยว 
 
              นอย                 มาก 
ความเค็ม 
 
              นอย                 มาก 
กล่ินเฉพาะของผลิตภัณฑ 
 
 
              นอย                 มาก 
ความนุม-ความแข็ง 
 
               นุม                 แข็ง 
การยอมรับโดยรวม 

 
              นอย                 มาก 
 
 
 

ขอขอบคุณท่ีกรุณาใหความรวมมือ 
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ภาคผนวก ค 
 

การวิเคราะหคุณภาพ 
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การวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี
 

การวัดคาความเปนกรดเปนดาง  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
ชั่งตัวอยางผลิตภัณฑมั่มมาจํานวน 10 กรัม  ปนผสมกับน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

แลวนําไปวัดคาความเปนกรดเปนดางดวยเครื่อง Microprocessor pH-meter โดยกอนวัดตอง
ปรับคามาตรฐานในการวัดแตละครั้ง(Calibrate)  ดวยสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐานที่มีความเปน
กรดเปนดางเทากับ  4.00 และ 7.00 ตามลําดับ  ทําการวัดคาความเปนกรดเปนดางของตัวอยาง
ผลิตภัณฑทั้งหมด 3 คร้ัง  แลวหาคาเฉลี่ย 
 
การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมดคิดเทียบกรดแลคติค  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขมขน 0.1 โมลาร 

ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรโดยใช
ขวดปรับปริมาตร 
 
วิธีวิเคราะห 
 

ช่ังน้ําหนักตัวอยางผลิตภัณฑมั่ม 10 กรัม  ปนผสมกับน้ํากลั่นใหละเอียดดวยเครื่องปน  
แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน  โดยใชขวดปรับปริมาตร  นําตัวอยางที่เตรียม
ไดกรองผานกระดาษกรองเบอร 4  จากนั้นปเปตสารละลายสวนใสที่ได 10 มิลลิลิตรลงใน ฟลาสก
ขนาด 125 มิลลิลิตร  นําไปไตเตรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 0.1 โมลาร  
โดยใชฟนอฟธาลีนเปนอินดิเคเตอร  คํานวณหาปริมาณกรดทั้งหมดโดยคิดเทียบจากคามาตรฐาน
โดยที่  1 มิลลิลิตร ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร ทําปฏิกิริยาสมมูลย
พอดีกับกรดแลคติค 0.009 กรัม  
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การวิเคราะหปริมาณโปแตสเซียมซอรเบทในรูปกรดซอรบิค  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก   

ละลายกรดเมตาฟอสฟอริก 5 กรัม ในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรใหครบ 
1 ลิตรดวยเอธิลแอลกอล 
- สารละลายผสม  

ผสมปโตรเลียมอีเธอรและไดเอธิลอีเทอร ในอัตราสวน 1 : 1 
- โซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้าํ 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐานของโปแตสเซียมซอรเบท 
 

ช่ังโปแตสเซียมซอรเบท 0.134 กรัม  นํามาเติมน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร  ดูดสารละลายที่
ไดดังกลาว 1  2  3  4  5  6  มิลลิลิตร  ตามลําดับ  ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  ปรับ
ปริมาตรใหดวยสารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก  ผสมใหเขากันแลวดูดสารละลายในแตละขวดมา 5 
มิลลิลิตร ใสในกรวยแยกขนาด 250 มิลลิลิตร  เติมสารละลายผสม 100 มิลลิลิตร  เขยานาน 1 นาที  
ตั้งใหแยกชัน้  เก็บของชั้นของอีเธอรไว  แลวทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา 5 กรัม  
รินสารละลายสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 250 นาโนเมตร  เขียนกราฟมาตรฐานระหวาง
ปริมาณกรดซอรบิค (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของอีเธอร)  กับคาการดูดกลืนแสง 
 
การเตรียม Blank 

 
เตรียมสารละลายกรดเมตาฟอสฟอริก 5 มิลลิลิตร เติมสารละลายอื่น ๆ เหมือนการ

เตรียมสารละลายมาตรฐานของโปแตสเซียมซอรเบท 
 
วิธีวิเคราะหปริมาณโปแตสเซียมซอรเบทในรูปกรดซอรบิค 
 

ชั่งตัวอยางผลติภัณฑมั่ม 10 กรัม (ควรทํา Blank ควบคูไปดวย)  ปนกับสารละลายกรด
ฟอสฟอริก 100 มิลลิลิตร นาน 1 นาที  ตั้งทิ้งไว 10 นาที  จากนั้นนําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 
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4  ปเปตของเหลวที่ไดจากการกรองปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในกรวยแยก    จากนั้นเติมสารละลาย
ผสม ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในกรวยแยก  เขยาสารละลายในกรวยแยกนาน 1 นาที  เก็บชั้นของ
อีเธอร (ชั้นบน) ไว  เตมิโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา จํานวน 5 กรัม ลงไปเพื่อดดูความชื้น  ริน
สารละลายสวนใสไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 250 นาโนเมตร  ทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 
 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 50 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 50 กรัม ดวยน้ํากล่ัน  แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
โดยใชขวดปรับปริมาตร 
- สารละลายกรดบอริก ความเขมขนรอยละ 2 

ละลายกรดบอริก 2 กรัม ดวยน้ํากล่ัน  แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรโดยใชขวด
ปรับปริมาตร 
- สารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 
- สารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐาน ความเขมขน 0.1 นอรมัล 
- สารละลายเมธิลเรดอินดิเคเตอร 

ละลายเมธิลเรด 0.016 กรัม และบรอมโมครีซอลกรีน 0.083 กรัม ดวยเอธานอล  แลว
ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
- คะตะลิสตผสม (Catalyst mixture) 

ช่ังโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา 96 กรัม  คอปเปอรซัลเฟต 3.5 กรัม  และซิลิเนียม   ได
ออกไซด 0.5 กรัม  ผสมใหเขากัน 
 
วิธีวิเคราะห 
 

1. นําตัวอยางผลิตภัณฑมั่มที่บดละเอียดแลวประมาณ 0.5-2.0 กรัม (ตองทราบน้ําหนักที่
แนนอน)  ใสใน Kjeldahl digestion flask พรอมดวยคะตะลิสตผสม 8 กรัม  และกรดซัลฟูริก
เขมขน 20 มิลลิลิตร  นําไปยอยดวยความรอนโดยใชชุดยอยโปรตีน (Digestion unit)  ทําการยอย
ตัวอยางจนไดสารละลายใส 
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2. ตั้งทิ้งไวจนเย็นและไมมีไอระเหยของกรด  จากนั้นนํา Kjeldahl digestion flask ไป
ตอกับชุดกลั่นโปรตีน (Distillation apparatus)  นําฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตรที่มีสารละลายกรด
บอริก 50 มิลลิลิตร  และเมธิลเรด 2-3 หยด เพื่อใชเปนอินดิเคเตอรมารองรับที่ปลาย Condenser  
โดยใหปลาย Condenser อยูต่ํากวาระดับของสารละลาย 

3. เติมน้ํากลั่นปริมาณ 125 มิลลิลิตร ลงใน Kjeldahl digestion flask  จากนั้นเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 50 ปริมาตร 75 มิลลิลิตร  จากนั้นจึงทําการ
กล่ันดวยความรอน  จะไดของเหลวที่ควบแนนลงมาทาง Condenser อยางนอย 300 มิลลิลิตร  ใช   
น้ํากล่ันชะปลาย Condenser ลงมาในฟลาสก  และนําสารละลายทั้งหมดไปไตเตรตกับสารละลาย
กรดซัลฟูริกมาตรฐานความเขมขน 0.1 นอรมัล  จนถึงจุดยุติที่สารละลายเปนสีสมแดง 

4. บันทึกปริมาตรสารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐานที่ใชในการไตเตรต  นําไปคํานวณหา
ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Crude protein) 

5. ทําการวิเคราะห Blank โดยวิธีเดียวกับตัวอยาง  แตใชเพียงคะตะลิสตผสมกับกรดซัล
ฟูริกเขมขนเทานั้น   
 
การคํานวณ 
 

ปริมาณไนโตรเจน (รอยละของน้ําหนัก) = (Va - Vb) * C * 1.4007 
              W 
โดยที ่

Va  คือ  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชในการไตเตรตตัวอยาง
(มิลลิลิตร) 

Vb  คือ  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชในการไตเตรต Blank 

(มิลลิลิตร) 
C   คือ  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟริูก  (นอรมัล) 
W  คือ  น้ําหนกัของตัวอยาง (กรัม) 

  
ปริมาณโปรตีน (รอยละของน้ําหนกั) = ปริมาณไนโตรเจน * Factor 

 
โดย Factor ของผลิตภัณฑมัม่ในการทดลองนี้เทากับ 6.25 
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การวิเคราะหปริมาณไขมัน  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 

1. นํากระปองอลูมิเนียมของเครื่องสกัดไขมัน (Soxhlet extraction apparatus) ไปอบ
ไลความชื้นที่อุณหภูมิ 100+2 องศาเซลเซียส  แลวปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้น  ชั่งน้ําหนักของ
กระปองอลูมิเนียม 

2. ชั่งตัวอยางแหงผลิตภัณฑมั่มที่ไดผานการหาความชื้นมาเรียบรอยแลว ประมาณ 1 กรัม 
ใสลงในกระดาษกรองแลวหอลงใน Thimble  

3. นํา Thimble ใสลงในกระปองอลูมิเนียมสําหรับสกัดไขมัน  สวมหัวยึดที่เปนโลหะกับ
สวนบนของ Thimble แลวนําไปติดกับตัวยึด Thimble ที่เปนแมเหล็กของเครื่องสกัดไขมัน  แลว
สกัดไขมันดวยปโตรเลียมอีเธอรที่มีจุดเดือด 40-60 องศาเซลเซียส  ปริมาตร 150-200 มิลลิลิตร  ใช
เวลาในการสกัดประมาณ 2 ช่ัวโมง 

4. ถอด Thimble ที่มีหอกระดาษกรองออกจากเครื่องสกัดไขมัน  แลวนํากระปอง
อลูมิเนียมที่มีไขมันที่สกัดไดอยูภายใน  ไปอบที่อุณหภูมิ 100+2 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 นาที  
หรือจนน้ําหนักคงที่  นํากระปองอลูมิเนียมไปทําใหเย็นในโถดูดความชื้น  บันทึกน้ําหนักของ
ไขมันที่สกัดได  แลวคํานวณหาปริมาณไขมันดังนี้ 
 

ปริมาณไขมัน (รอยละ) =  A * 100 
           B 

โดยที ่A   คือ  น้ําหนักไขมันที่สกัดได (กรัม) 
          B   คือ  น้ําหนักตัวอยางแหงที่นํามาวิเคราะหไขมัน รวมนําหนักความชื้น (กรัม) 

 
การวิเคราะหน้ําตาลรดีิวซและน้ําตาลทั้งหมด  (Reducing  and  total  sugar) 
โดยวิธีของ James,1995 ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- น้ําตาลกลูโคส ความเขมขน 15  กรัมตอลิตร 
- กรดซัลฟูริก ความเขมขน  1.5 โมลาร 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   ความเขมขนรอยละ  10 
- DNS reagent  เตรียมโดยละลาย  DNS 10 g  ในสารละลาย 200 มิลลิลิตร ของโซเดียม     

ไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 โมลลาร  จากนั้นละลายโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต 300 g ใน
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น้ํากลั่น 500  มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดผสมเขาดวยกัน แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตรดวยน้ํา
กล่ัน จากนั้นเก็บไวในขวดสีชา 

 
การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
 

เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.25 และ1.50  
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ปเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่เตรียมไวใสลงในหลอดทดลองอยางละ 1  
มิลลิลิตร  เติม DNS reagent 1  มิลลิลิตรและเติมน้ํากล่ัน 2  มิลลิลิตร นําไปตมใน Water bath  
100  องศาเซลเซียส นาน 5  นาทีแลวจุมลงในน้ําเย็นทันที จากนั้นปรับปริมาตรใหไดเปน 20  
มิลลิลิตร แลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540  นาโนเมตร 
 
วิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวส 
 

ช่ังตัวอยางมั่มมาประมาณ 3 กรัม ใสในฟลาสก เติมน้ํากลั่นลงไป 50  มิลลิลิตร  แลว
นําไปตมใน Water bath 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 กรองสวนผสมที่ตมแลวดวยกระดาษกรอง โดยลางสวนที่เหลือบนกระดาษกรองแลว
ปรับปริมาตรใหได  100  มิลลิลิตร ใน Volumetric  flask 
 ดูดสารละลายมา 10  มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน  250  มิลลิลิตร แลวดูดสารละลาย
มา 1  มิลลิลิตร เติม DNS reagent 1  มิลลิลิตรและเติมน้ํากลั่น 2  มิลลิลิตร นําไปตมใน Water 

bath  100  องศาเซลเซียส นาน 5  นาทีแลวจุมลงในน้ําเย็นทันที จากนั้นปรับปริมาตรใหไดเปน 20  
มิลลิลิตร แลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540  นาโนเมตร 
 
วิธีวิเคราะหน้ําตาลทั้งหมด 
 
 ชั่งตัวอยางประมาณ 1.0 – 2.0 กรัมเติมกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5  โมลลารจํานวน 10  
มิลลิลิตร  นําไปตมใน Water bath  100  องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลวจุมลงในน้าํเย็นทันท ี
 เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 10  จํานวน 12  มิลลิลิตร เขยา
ใหเขากนั จากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง แลวปรับปริมาตรใหเปน  100  มิลลิลิตร  ดูดมา 10  
มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหเปน 250  มิลลิลิตร 
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 ดูดสารละลายมา 1  มิลลิลิตร เติม DNS reagent 1  มิลลิลิตรและเติมน้ํากลั่น 2  
มิลลิลิตร นําไปตมใน Water bath  100  องศาเซลเซียส นาน 5  นาทีแลวจุมลงในน้ําเย็นทนัที 
จากนั้นปรับปริมาตรใหไดเปน 20  มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540  
นาโนเมตร 
 
การวิเคราะหปริมาณเถา  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 

ชั่งตัวอยางผลติภัณฑมั่มใหไดน้ําหนักที่แนนอน ประมาณ 2-3 กรัม  ใสลงในถวย
กระเบื้องเคลือบที่ผานการเผาและทราบน้ําหนักทีแ่นนอนแลว  นําไปเผาโดยใชตะเกยีง   บุนเซนจน
ไมมีควัน  จากนั้นนําไปเผาตอในเตาเผา (muffle furnace) อุณหภูมปิระมาณ 500 องศาเซลเซียส  
จนกระทั่งไดเถาสีขาว  นําไปทําใหเย็นลงในโถดูดความชื้น  ช่ังน้ําหนักเถาแลวคาํนวณหาปริมาณ
เถา  ทําการวิเคราะหซํ้า 3 ซํ้า  แลวหาคาเฉลี่ย 
 
การคํานวณ 
 

ปริมาณเถา (กรัม ตอ 100 กรัมของตัวอยาง)  =     น้ําหนักเถา (กรัม) * 100 
                          น้ําหนักตัวอยาง (กรัม)  
 
การวิเคราะหปริมาณกากโดยวิธีการยอยดวยกรดและดาง  ตามวธีิของ AOAC (2000) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
- สารละลายกรดซัลฟูริก ความเขมขนรอยละ 1.25 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 1.25 
- เอธิลแอลกอฮอล  ความเขมขนรอยละ 95 
 
วิธีวิเคราะห 
 

1. ช่ังตัวอยางผลติภัณฑมั่มที่ผานการสกัดไขมันออกและอบเรียบรอยแลว ใหไดน้ําหนักที่
แนนอน (W1)  ใสลงในฟลาสกขนาด 1 ลิตร  เติมสารละลายกรดซัลฟูริกความ    เขมขนรอยละ 
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1.25 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  ใสลูกแกวขนาดเล็กประมาณ 2-3 เม็ด  ตมบนเตา   ไฟฟาโดยปดปาก
บีกเกอรดวยกระจกนาฬกิา 

2. ทิ้งใหเดือด 30 นาที  (ควรปดปากฟลาสกดวยกระจกนาฬิกา  พยายามรักษาปริมาตร
สารละลาย  ถาลดลงใหเติมน้ํารอนใหปริมาตรเทาเดมิโดยทําเครื่องหมายไว)  ขณะตมควรเขยา 
ฟลาสกเปนครั้งคราว 

3. เตรียมกรวยกรองชนิดพิเศษ (Buchner funnel)  โดยใชแรงสุญญากาศ  กรองดวย
กระดาษกรองเบอร 54 หรือ 531  คอย ๆ เทน้ําเดือดลงใสลงในกรวยกรอง ปลอยทิ้งไวให       กรวย
กรองรอน 

4. นําสารละลายกรดที่ตมเดือด 30 นาที  ตั้งทิ้งไว 1 นาที  เทใสในกรวยกรองและกรองกาก
ทั้งหมดใหเสร็จภายใน 10 นาที  ลางกากดวยน้าํรอนหลาย ๆ คร้ัง จนแนใจวาไมมีกรดเหลืออยูใน
กาก  เทกากทีล่างแลวนี้ กลับลงฟลาสกใบเดิม 

5. ใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนรอยละ 1.25 จํานวน 200 มิลลิลิตร  ลาง
กากออกจากกระดาษกรองใสลงฟลาสกใหหมด  ตมใหเดือดภายใน 1 นาที และปลอยใหเดือด 30 
นาที  กรองผานกระดาษกรองโดยใชแรงสุญญากาศ ใหเสร็จภายใน 10 นาที  (เหมอืนขอ 4.)  ลาง
ดวยน้ํารอนจนแนใจวาไมมดีางเหลืออยู  เทกากที่ลางแลวนี้ กลับลงฟลาสกใบเดิม 

6. นํากากไปลางดวยเอธิลแอลกอฮอลอีก 2 คร้ัง และนํากากทีเ่หลือทั้งหมดใสลงบน
กระดาษกรองชนิดปราศจากเถา หรือ Porcelain dish (ที่ผานการอบและทราบน้ําหนัก)  นําไป
ระเหยใหแหงบนอางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ

7. นําไปอบตอที ่ 100+2 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง  ทําใหเยน็ในโถดูดความชืน้  ช่ัง
น้ําหนกั (W2) 

8. เผาถวยกระเบือ้งพรอมกากที่อบเรียบรอยแลวในเตาเผา อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง  ทําใหเย็นในโถดูดความชืน้  ชั่งน้ําหนัก (W3) 
 
การคํานวณ 
 
ปริมาณกาก (รอยละของน้ําหนัก) = (W2 – W3) (100 – MC – F) 
          W1 
 

โดยที ่ W1 คือ  น้ําหนักตวัอยาง (กรัม) 
           W2 คือ  น้ําหนักถวยกระเบื้องและกากหลังจากอบแหง (กรัม) 

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



 206

           W3 คือ  น้ําหนักถวยกระเบื้องและกากหลังจากการเผา (กรัม) 
          MC คือ  ปริมาณความชื้นของตวัอยาง (กรัม) 
             F คือ  ปริมาณไขมันของตัวอยาง (กรัม) 
 
การวิเคราะหหาปริมาณ Thiobarbituric acid number (TBA) ตามวิธีของ Pearson (1976) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
TBA reagent 
 

ชั่ง 2-thiobarbituric acid 0.2883 กรัม นําไปละลายในสารละลายกรดอะซิติคเขมขน
รอยละ 90 โดยการอุนเบาๆ แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยกรดอะซิติคความเขมขน
รอยละ 90 ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 
วิธีวิเคราะห 
 

1. ชั่งตัวอยางที่บดแลว 10 กรัม ปนกับน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ในเครื่องปนผสมเปนเวลา 2 นาที 
2. เทใสในขวดแกวกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร ลางเครื่องปนผสมดวยน้าํกล่ันปริมาตร 47.5 

มิลลิลิตร เทรวมในขวดแกวกนกลม 
3. เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริคความเขมขน 2 โมลลาร ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรเพื่อปรับ

ความเปนกรดเปนดางใหไดประมาณ 1.5 
4. เติมสารปองกันการเกดิฟอง   
5. ตอเครื่องกล่ันเขาดวยกัน กล่ันโดยใชเตาไฟฟา จนเกบ็ของเหลวที่กล่ันได (distillate) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ภายในเวลา 10 นาที หลังเดือด 
6. ปเปตของเหลวที่กล่ันไดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดแกวที่มีฝาปด 
7. เติมสารละลาย TBA reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไป ปดฝา เขยาใหเขากัน 
8. นําหลอดแกวไปตมในน้ําเดอืดเปนเวลานาน 35 นาท ี
9. ทํา Blank พรอมกันไปดวยโดยใชน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร และสารละลายกรด thiobarbituric 

acid  reagent  5 มิลลิลิตร  แลวทําใหเยน็ภายใน  10 นาที 
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10. นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometerโดยใชความยาวคลื่น 538    
นาโนเมตรเปรยีบเทียบกับ Blank 

 
วิธีการคํานวณ 
 
 TBA value(มิลลิกรัมของมาโลนัลดีไฮดตอกิโลกรัม) = 7.8 x O.D. 
 
การวิเคราะหหา Sorption isotherm ในผลิตภัณฑตวัอยาง ตามวิธีของ ไพโรจน (2547) 
 
วิธีทําการทดลอง 
 
 นําเอากระดาษกรองเบอร 42 ที่ผานการทําแหงแลวมาเก็บในภาชนะพลาสติก(Mini-

desiccator) หรือ Proximity Equilibration Cells (PEC) ที่มีสารละลายเกลืออ่ิมตัวแตละชนิด
ซ่ึงจะมีความชื้นสัมพัทธสมดุลของสารละลายเกลืออ่ิมตัวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสแตกตางกัน
ดังนี้คือ Lithium chloride (aw 0.113), Potassium acetate (aw 0.216), Magnesium chloride 
(aw 0.324), Potassium carbonate (aw 0.432), Magnesium nitrate (aw 0.514), Potassium 

iodide (aw 0.679), Sodium chloride (aw 0.751), Potassium chloride (aw 0.836) และ
Potassium sulfate (aw 0.970) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวช่ังน้ําหนักกระดาษกรอง  
 

จากนั้นนําตัวอยางมั่มที่ผานกระบวนการหมักเปนเวลา 2 วันมาสุมชั่งน้ําหนักของ
ตัวอยางประมาณ 1-2 กรัม และนํามาใสในภาชนะพลาสติกบนกระดาษกรอง นําตัวอยางมั่มทิ้งไว
ในในภาชนะดังกลาวเปนเวลา 72 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสจากนั้นนํากระดาษกรอง
พรอมทั้งตัวอยางมาชั่งหาน้ําหนักเพื่อหาปริมาณความชื้น (กรัมน้ําตอกรัมของแข็ง) ที่เปลี่ยนแปลง
ไป โดยจะทําการทดลองเชนเดียวกันนี้ 3 ครั้ง แลวจึงนําไปคํานวณแลวสรางกราฟหาความสัมพันธ
กับ aw ก็จะไดกราฟของ Sorption isotherm (ไพโรจน, 2547(c)) โดยในการทดลองนี้จะมีการหา
คุณลักษณะที่มีความสัมพันธกับการทํา Sorption isotherm ดวยคือการหาคุณลักษณะความชื้น 
(AOAC,2000) และคุณลักษณะปริมาณน้ําอิสระในอาหาร (aw) (aw -box, Novasina : AWC 

200, Switzerland) 
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การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 
 
การวัดคาสีในระบบ Hunter Lab  (Minolta Camera Co.,Ltd. , 2002) 
 

เปนการวดัสีดวยเครื่องวัดสี Minolta Camera : Model CR-310 ซ่ึงวัดคาสีในระบบ 
Hunter Lab  โดยคาส ี L เปนความสวาง (Lightness)  คาสี a เปนคาสีแดงและเขยีว 
(Redness/Greeness)  และคาสี b เปนคาสีเหลืองและน้าํเงิน (Yellowness/Blueness) 

 
เมื่อ L  คือ  คาความสวาง มีคาอยูในชวง 0 ถึง 100 

a  คือ  คาสีแดง เมื่อ a มีคาบวก  เปนสีแดง 
    เมื่อ a มีคาลบ    เปนสีเขียว 

b  คือ  คาสีเขียว เมื่อ b มีคาบวก  เปนสีเหลือง 
    เมื่อ b มีคาลบ    เปนสีน้ําเงิน 

 
กอนการวัดคาสีทุกครั้งตองทําการปรับมาตรฐานเครื่อง (Calibration) โดยใชแผน      

สีขาวมาตรฐาน (White blank ; L = 97.67,  a = -0.18 และ b = 1.84)  แลวจึงทําการวัดสีของ  
ตัวอยางผลิตภณัฑมั่ม  โดยนําตวัอยางผลิตภัณฑมั่มที่ผานการบดละเอียดแลวใสลงในภาชนะใส 
(Petri dish)  แลวรองดวยกระดาษสีขาว  ทําการวัดทั้งหมด 3 คร้ัง  แลวหาคาเฉลี่ย 
 
การวัดลักษณะเนื้อสัมผัส (คาแรงเฉือน หรือ Shear force) ดวยเคร่ือง Instron (Series 5565) 
(Instron Corporation, 1993) 
 

เปนการวดัลักษณะเนื้อสัมผัสของอาหารโดยใชคาแรงเฉอืน หรือ Shear force (นิวตัน)  
ดวยเครื่อง Instron series 5565  ชนิดของใบมีดที่ใช  คือ  Warner Bratzler Meat Shear-

Compression (2830-013) น้ําหนัก Load cell เทากับ 5 กิโลกรัม  ความเร็วของ Crosshead   
เทากับ 200 มิลลิเมตรตอนาที  ระยะทางในการเคลื่อนทีล่งทั้งหมดเทากับ 5 เซนติเมตร  และมีแรง
กระทบกลับรอยละ 60 

 
ตัวอยางผลิตภณัฑที่ทําการทดสอบเปนผลิตภัณฑมั่มที่ผานการทําใหสุก โดยใชอุปกรณ

เตาไมโครเวฟ โดยปรับความรอนที่ปานกลางถึงสูงอุณหภูมิ นาน 2 นาที  และใหขนาดของตัวอยาง
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ทั้งหมดมีความหนาและมีขนาดเทากนัตามที่กําหนดไว และในขัน้ตอนการวดัจะใชใบมีดเฉือนลง
มาบนพื้นที่หนาตัดของผลิตภัณฑมั่ม  ซ่ึงจะมีขนาดที่ใกลเคียงกันมากที่สุด โดยถือเอาขนาดเสน
ผานศูนยกลางของไสเทียมทีม่ีมาตรฐาน( 30 มิลลิเมตร )เปนตัวกาํหนด  และกอนวัดทุกครั้งตองทํา
การปรับมาตรฐานเครื่อง (Calibration)  และเพื่อปองกนัความคลาดเคลื่อนของผลการทดลองอัน
เนื่องจากลักษณะของตวัอยางที่ไมเปนเนื้อเดียวกันทั้งหมด  ดังนั้นจึงทาํการวัดหลายๆ คร้ัง แลวจึง
นําเอาขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย 

 
วิธีการวัดคาน้ําท่ีเปนประโยชน(aw)  ดวยเคร่ือง (aw -box, Novasina : AWC 200, 

Switzerland) 
 
 ใสตัวอยางที่ผานการบดแลวในตลับพลาสติกสําหรับใชกับเครื่องวัดคาน้ําที่ เปน
ประโยชน แลวนําไปใสในเครื่องวัดคาน้ําที่เปนประโยชน (aw -box, Novasina : AWC 200, 

Switzerland) บันทึกคาน้ําที่เปนประโยชนที่คงที่ ณ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ทําการตรวจวัดซ้ํา 
3 คร้ัง แลวนําคาที่ไดมาหาคาเฉลี่ย 
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การวิเคราะหคุณภาพทางจุลชีววิทยา 
 
การหาปริมาณยีสตและรา  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
อุปกรณและเครื่องมือ 
- จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 
- หลอดทดลอง (Test tube) 
- ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
- ตูบมเชื้อ 
- หมอนึ่งความดัน 

อาหารเลี้ยงเชือ้และสารละลายสําหรับเจือจาง 
- สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  ความเขมขนรอยละ 0.1 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Potato dextrose agar 
- สารละลายกรดทารทาริก  ความเขมขนรอยละ 10 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ 39 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร  ตมจนเดือด 
2. นําอาหารเลี้ยงเชื้อไปทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121-124 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที  ใน

หมอนึ่งความดัน 
3. ปรับอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวใหมีคาความเปนกรดเปนดางประมาณ 3.5 ดวยสารละลายกรด

ทารทาริก ความเขมขนรอยละ 10  โดยมอัีตราสวน อาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตร ตอ สารละลาย
กรดทารทาริก 1.8 มิลลิลิตร 
 
วิธีวิเคราะห 
 
1. การเตรียมตวัอยาง 

1.1 ใชกรรไกรและปากคีบที่ปราศจากเชื้อ โดยการลดไฟและเช็ดดวยแอลกอฮอล  ตัด
ตัวอยางผลิตภณัฑมั่มจากบรเิวณตาง ๆ มาผสมกัน  ช่ังน้ําหนกัใหได 10 กรัม  ใสในถุงตีบด 
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(Stomacher bag) ที่มีสารลายลายบัฟเฟอรเปปโตน 90 มิลลิลิตร ผสมอยู  นําไปตีบดดวยเครื่องตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที  จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10 หรือ (10-1)  

1.2 เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน  ใชปเปตดูดตวัอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 (10-1) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั
ดวยเครื่องผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 

1.3 ทําใหอาหารตวัอยางมีความเจือจาง 1:1000 (10-3) ดวยวิธีตามขอ 1.2 
 

2. การใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.1 ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ดดูสารละลายตัวอยางอาหารที่มีความ

เจือจางตาง ๆ (10-1, 10-2, 10-3) ลงในจานเพาะเชื้อ จานละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจอืจางละ 2 จาน  
โดยเริ่มดูดจากระดับความเขมขนที่เจือจางสุด 

2.2 เทอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar ที่กําลังหลอมเหลวลงในจานเพาะเชื้อทีม่ี
ตัวอยาง  โดยใสลงในจานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร ใหเสร็จภายในเวลา 1-2 นาที  หลังจากที่ใส
ตัวอยางลงไปแลว 

2.3 ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากันดี วางทิ้งไวจนอาหารแข็งตวัจึงคว่ําจานเพาะ
เชื้อลง 

2.4 ทําตัวอยางควบคุม โดยใชสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 1 มิลลิลิตร แทนสารละลาย
ตัวอยางอาหาร 

 
3. การบมเชื้อ 

บมจานเพาะเชื้อที่เตรียมไวเสร็จเรียบรอยแลวที่อุณหภูมิ 30+1 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
72+3 ช่ัวโมง 
 
4. การตรวจนบัจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 

 หลังจากบมเชื้อตามกําหนดเวลาแลว  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเพาะเชื้อที่
มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 1-300 โคโลนี  หาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีจากทั้งสองจานเพาะเชื้อ  
รายงานผลการตรวจนับในรูปโคโลนีตออาหาร 1 กรัม 
 
 
 

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



 212

การหาปริมาณแบคทีเรียท่ีสามารถสรางกรดแลคติคได  ตามวิธีของ AOAC (2000) 
 
อุปกรณและเครื่องมือ 
- จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 
- หลอดทดลอง (Test tube) 
- ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
- ตูบมเชื้อ 
- หมอนึ่งความดัน 

อาหารเลี้ยงเชือ้และสารละลายสําหรับเจือจาง 
- สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  ความเขมขนรอยละ 0.1 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Lactobacilli MRS broth 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ 55 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร  ตมจนเดือด 
2. นําอาหารเลี้ยงเชื้อไปทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121-124 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที  

ในหมอนึ่งความดัน 
 
วิธีวิเคราะห 
 
1. การเตรียมตวัอยาง 

1.1  ใชกรรไกรและปากคีบที่ปราศจากเชื้อ โดยการลนไฟและเช็ดดวยแอลกอฮอล  สุมตัด
ตัวอยางผลิตภัณฑมั่มจากบริเวณตาง ๆ มาผสมกัน  ชั่งน้ําหนักใหได 10 กรัม  ใสในถุงตีบด 
(Stomacher bag) ที่มีสารลายลายบัฟเฟอรเปปโตน 90 มิลลิลิตร ผสมอยู  นําไปตีบดดวยเครื่องตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที  จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10 หรือ (10-1)  

1.2  เขยาใหตัวอยางผสมเปนเนื้อเดียวกัน  ใชปเปตดูดตัวอยางอาหารที่เจือจาง 1:10 (10-1) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
ดวยเครื่องผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 

1.3  ทําใหตวัอยางมีความเจือจาง 10-7, 10-8, 10-9 และ 10-10 ดวยวิธีตามขอ 1.2 
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2. การใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.1  ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ดูดสารละลายตัวอยางที่มีความเจอืจาง

ตาง ๆ (10-7, 10-8, 10-9 และ 10-10) ลงในจานเพาะเชื้อ จานละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจือจางละ 2 
จาน  โดยเริ่มดูดจากระดับความเขมขนที่เจือจางสุด 

2.2  เทอาหารเลี้ยงเชื้อ Lactobacilli MRS broth ที่กําลังหลอมเหลวลงในจานเพาะเชื้อที่มี
ตัวอยาง  โดยใสลงในจานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร ใหเสร็จภายในเวลา 1-2 นาที  หลังจากที่ใส
ตัวอยางลงไปแลว 

2.3  ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเช้ือใหเขากันดี วางทิ้งไวจนอาหารแข็งตวัจึงคว่ําจานเพาะ
เชื้อลง 

2.4  ทําตัวอยางควบคุม โดยใชสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 1 มิลลิลิตร แทน          
สารละลายตัวอยางอาหาร 

 
3. การบมเชื้อ 

บมจานเพาะเชือ้ที่เตรียมไวเสร็จเรียบรอยแลวที่อุณหภูม ิ 30+1 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
24+3 ช่ัวโมง 

 
4. การตรวจนบัจํานวนโคโลนีและการรายงานผล 

 หลังจากบมเชือ้ตามกําหนดเวลาแลว  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเพาะเชือ้ที่
มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30-300 โคโลนี  หาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีจากทั้งสองจานเพาะเชื้อ  
รายงานผลการตรวจนับในรปูโคโลนีตออาหาร 1 กรัม 
 
การหาปริมาณโคลิฟอรมและอี.โคไล (Coliform and E. coli)  โดยวธีิ MPN (Most probable 

number method)  ตามวธีิของ AOAC (2000) 
 
อุปกรณและเครื่องมือ 
- หลอดทดลอง (Test tube)  พรอมหลอดดกักาซ (Durham tube) 
- ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
- ตูบมเชื้อ 
- หมอนึ่งความดัน 
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อาหารเลี้ยงเชือ้และสารละลายสําหรับเจือจาง 
- สารละลายบัฟเฟอรเปปโตน  ความเขมขนรอยละ 0.1 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Lauryl sulphate broth 
- อาหารเลี้ยงเชือ้ Brillant green lactose bile broth 
 
วิธีวิเคราะห 
 
1. การเตรียมตัวอยาง 

1.1 ใชกรรไกรและปากคีบที่ปราศจากเชื้อ โดยการลดไฟและเช็ดดวยแอลกอฮอล  ตัด
ตัวอยางผลิตภณัฑมั่มจากบรเิวณตาง ๆ มาผสมกัน  ชัง่น้ําหนกัใหได 10 กรัม  ใสในถุงตีบด 
(Stomacher bag) ที่มีสารลายลายบัฟเฟอรเปปโตน 90 มิลลิลิตร ผสมอยู  นําไปตีบดดวยเครื่องตี
บดอาหาร (Stomacher) เปนเวลา 2 นาที  จะไดตัวอยางอาหารที่มีความเจือจาง 1:10 หรือ (10-1) 

1.2  เขยาใหอาหารผสมเปนเนื้อเดียวกัน  ใชปเปตดูดตวัอยางอาหารที่เจือจาง 1:10   (10-1) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอรเปปโตน 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั
ดวยเครื่องผสมแบบหมุนวน (Vortex) จะไดอาหารที่เจือจาง 1:100 (10-2) 
 
2. การวิเคราะหแบคทีเรียท่ีคาดวาเปนโคลิฟอรม (Presumptive coliforms) 

2.1 ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดตัวอยางที่ระดับเจือจางตาง ๆ (1, 10-1 และ 10-2) ลงใน
หลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl sulphate broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  จํานวน 3 ชุด  ชุด
ละ 5 หลอด 

ชุดที่ 1 ปเปตตัวอยางจํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดที่ 2 ปเปตตัวอยางที่ระดับ 10-1 จํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 
ชุดที่ 3 ปเปตตัวอยางที่ระดับ 10-2 จํานวน 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง 3 หลอด 

 
2.2 บมหลอดเลี้ยงเชื้อในตูบมอุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48+2 ช่ัวโมง  หาก

หลอดทดลองใดมีกาซเกิดขึน้ในหลอดดักกาซ  แสดงวาใหผลเปนบวก (Positive)  ซ่ึงคาดวาจะมี
เชื้อจุลินทรียชนิดโคลิฟอรมเจริญอยูในตวัอยางนั้น  ถาไมพบกาซในหลอดทดลองใดเลย  แสดงวา
ใหผลลบ (Negative) และไมมีเชื้อจุลินทรียชนิดโคลิฟอรมเจริญอยูในตัวอยาง 
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2.3 การรายงานจํานวนโคลิฟอรมในตัวอยางที่เกดิกาซขึ้น  ใหเปดตารางแมคคราดีแลว
รายงานเปนจํานวนโคลิฟอรมแบคทีเรียตอตัวอยาง 1 กรัม 
 
3. การยืนยันโคลิฟอรม 

3.1 ใชหวง (Loop) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใหผลบวก (Positive) จากการทดสอบ
แบคทีเรียที่คาดวาเปนโคลิฟอรม  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue agar ในจานเพาะ
เชื้อ 

3.2 บมจานเพาะเชื้อในตูบมอุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
3.3 ตรวจหาโคโลนีที่เปนลักษณะเฉพาะของโคลิฟอรม  โดยโคโลนีของโคลิฟอรมจะมี

สีดําหรือมีสีดําตรงกลางลอมรอบดวยบริเวณที่โปรงใสไมมีสี  โคลิฟอรมบางโคโลนีมีลักษณะนูน
เปยกเยิ้ม (Mucoid) 

3.4 บันทึกจํานวนหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชุดที่มีเชื้อจุลินทรียโคลิฟอรมที่ไดรับการ
ยืนยนัแลว 
 
4. การวิเคราะหแบคทีเรียท่ีคาดวาเปน E.coli 

4.1 ใชเข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใหผลบวก (Positive) จากการ
ทดสอบแบคทีเรียที่คาดวาเปนโคลิฟอรม  ลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Brillant green 

lactose bile broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  โดยหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อตองปรับใหมอุีณหภูมิเทากบั 
44.5 องศาเซลเซียส  กอนนําไปใช 

4.2 เขี่ยเชื้อ E. coli ซ่ึงเปนเชื้อมาตรฐานลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Brillant green lactose bile broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร อีก 2 หลอด  เพื่อใชเปนหลอดควบคุม 
(Control) 

4.3 บมหลอดเลี้ยงเชื้อลงในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 44.5+0.5 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง 

4.4 หลอดทดลองที่มีกาซเกิดขึ้นหรือใหผลบวก (Positive)  แสดงวามแีบคทีเรียที่   
คาดวาจะเปน E. coli  ใหทาํการวิเคราะหเพื่อยืนยัน E. coli 
 
 
 
 

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



 216

5. การวิเคราะหเพื่อยืนยัน E. coli 

5.1 เขี่ยเชื้อจากหลอดเลี้ยงเชื้อที่ใหผลบวก (Positive) จากการทดสอบแบคทีเรียทีค่าด
วาเปน E. coli  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin Methylene Blue agar ในจานเพาะเชือ้ 

5.2  บมจานเพาะเชื้อในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
5.3 เลือกโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะของ E. coli  ซ่ึงมีสีน้ําเงินอมดาํตรงกลางและมีสี

เล่ือมมันอมเขียวสะทอนแสงโดยบางครั้งสีเล่ือมมันอาจไมปรากฏ  เขี่นเชื้อคร้ังละ 1 โคโลนีลงใน
น้ําทริปโตน (Tryptone water)  แลวบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 44.5+0.5 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง 

5.4 เขี่ยเชื้อ E. coli มาตรฐานในหลอดน้ําทริปโตน (Tryptone water) เพือ่เปน
ตัวอยางควบคมุ 

5.5 ทดสอบสารอินโดล  หลอดทดลองที่มีอินโดลเกิดขึน้  แสดงวาเปนเชื้อ E. coli  
จากนั้นบนัทึกจํานวนหลอดทดลองที่ใหผลบวก (Positive) 

5.6 คํานวณและรายงานคา MPN ของ Coliform และ E.coli    ในตัวอยางผลิตภณัฑ 
1 กรัม 

5.7 การทดสอบยืนยนัเพิ่มเติมเกี่ยวกับ Coliform และ E.coli  ควรทําการทดสอบ     
เมธิลเรด (Methyl red) โวเกส-พรอสเกาเออร (Voges-Proskauer)  และซิเตรต (Citrate test)  
โดยกอนจะทดสอบปฏิกิริยาเหลานี้ตองแยกเชื้อ E. coli ใหบริสุทธิ์กอน 
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ตาราง ง-2  :   ตารางแมคคราดี 
 จํานวนหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อและจํานวนตัวอยางที่ MPN 

เจือจางระดับตางๆ  ที่เติมในแตละหลอด ของแบคทีเรีย 

3 หลอดที่1:10 3 หลอดที่1:100 3 หลอดที่1:1000 ตอกรัม 

จํานวน 1 มล. จํานวน 1 มล. จํานวน 1 มล. ตัวอยาง 
0 0 0 <3 
0 0 1 <3 
0 1 0 3 
0 2 0 6 
1 0 0 4 
1 0 1 7 
1 1 0 7 
1 1 1 11 
1 2 0 11 
2 0 0 9 
2 0 1 14 
2 1 0 15 
2 1 1 20 
2 2 0 21 
2 2 1 28 
2 3 0 30 
3 0 0 23 
3 0 1 39 
3 0 2 64 
3 1 0 43 
3 1 1 75 
3 1 2 120 
3 2 0 93 
3 2 1 150 
3 2 2 210 
3 3 0 240 
3 3 1 460 
3 3 2 1,100 
3 3 3 ≥2,400 

 
ท่ีมา :  AOAC (2000) 
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ประวัติผูเขียน 

 
 
ชื่อ    นายอรรถพล  สุจริตรักษ 

 
วัน  เดือน  ป  เกิด  29  ตุลาคม  2522 
 
ทุนการศึกษา                                 ไดรับทุนอุดหนุนการศกึษาจากบัณฑติวิทยาลัย 
                                                       มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
                                                       
ประวัติการศึกษา สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต 

สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีอาหาร 
คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยพายัพ  ปการศึกษา  2545 
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