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บทที่ 2

วิธีการวิจัย   

วัสดุ   
วัสดุอุปกรณที่ใชในการทํ าการวิจัยประกอบดวย ดังตอไปน้ี
1.ตัวอยาง ทีท่ํ าการตรวจวิเคราะหทางจุลชีววิทยา
   1.1  วัตถุดิบ

1.1.1. เน้ือไกสด
1.1.2. เครื่องแกง
1.1.3. ผักสด

   1.2  ผลิตภัณฑแกงปาไก หลังจากปรุงเสร็จในชวงเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง
   1.3  ภาชนะอุปกรณสัมผัสอาหาร

1.3.1. ถาดหลุม
1.3.2. ถวยพรอมฝา
1.3.3. ชอน
1.3.4. หมอ
1.3.5. ทัพพี
1.3.6. มีด
1.3.7. เขียง

1.4  มือผูสัมผัสอาหาร มือทั้ง 2 มือของผูสัมผัสอาหารทั้ง 6 คน

 2. อาหารเลี้ยงเชื้อ

2.1. EMB agar (Merck : Germany)
2.2. EC medium (Merck : Germany)
2.3. Plate count agar (Merck : Germany)
2.4. Lauryl tryptose broth (Merck : Germany)
2.5. Brilliant green bile 2%  broth (Merck : Germany)
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3. สารเคมี

3.1. Butterfield’s phosphate buffer
3.2. แอลกอฮอล 70%
3.3. แอลกอฮอล 90%
3.4. KH2(PO)4
3.5. H2SO4

3.6. NaOH

          4. วัสดุสํ าหรับหองปฏิบัติการ

4.1. แกส
4.2. น้ํ ากลั่น
4.3. ไมพันสํ าลี
4.4. สํ าลี/ผากอส
4.5. กระดาษฟอยล
4.6. ถุงพลาสติกปนอาหาร
4.7. ถุงพลาสติกสํ าหรับใสหลอดและจานในการอบฆาเชื้อ

อุปกรณ   

 1. เครื่องนับโคโลนี (Colony counter)ผลติภัณฑภายในประเทศ รุน cc – 2
2. เครื่องปนอาหาร (Stomacher) ยี่หอ Seward
3. เทอรโมมิเตอร ชนิดปรอท 100, 150°C
4. หลอดดักกาซ (Durham tube)
5. pH มิเตอร ยี่หอ WTW
6. เครื่องอุลตราโซนิก ยี่หอ Elma
7. เครื่องอังน้ํ า (Water bath) ยี่หอ Memmert
8. ตูอบความรอน (Hot air oven) ยี่หอ Contherm
9. ตูสํ าหรับเขี่ยเชื้อ ยี่หอ Super clean รุน 120 BSD

10. ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ยี่หอ Contherm
11. เครื่องชั่งไฟฟา (digital balance) ทศนิยม 2 ตํ าแหนง ยี่หอ Scaltec
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วิธีดํ าเนินการ  
แบงวิธีการเปน 3 ขั้นตอน
   1. ตรวจวิเคราะหตัวอยางอาหาร  ภาชนะอุปกรณสัมผัสอาหาร และมือผูสัมผัสอาหาร

ทางจุลชีววิทยา กอนใชระบบ HACCP
   2. จัดทํ าระบบ HACCP ทั้ง 7 หลักการ 12 ขั้นตอน คือ

2.1 จัดตั้งคณะทํ างาน HACCP
การจัดตั้งคณะทํ างาน HACCPเปนผูที่มีความเขาใจในตัวผลิตภัณฑเปน

อยางดี และเปนผูเกี่ยวของในการปฏิบัติงานในหนวยงานนั้นๆ
2.2 บรรยายรายละเอียดของผลิตภัณฑ

                       การบรรยายลักษณะของผลิตภัณฑที่จะจัดทํ าแผน HACCP เพ่ือเปนขอมูลใน
การระบุอันตรายทั้งหมดที่เกิดขึ้นจริงกับผลิตภัณฑ

2.3  ระบุวัตถุประสงคการใช
 การระบุวัตถุประสงคในการใชผลิตภัณฑ จะชวยใหคณะทํ างานสามารถระบุ

อันตรายที่มีโอกาสเกิดขึ้นจริงสํ าหรับผลิตภัณฑน้ันๆ
2.4  จัดทํ าแผนภูมิการผลิต

   การสรางแผนภูมิการผลิตเพ่ือใหเขาใจถึงขั้นตอนการผลิตไดโดยงาย ซ่ึงจะ
เปนประโยชนตอคณะทํ างาน HACCP ในการวิเคราะหอันตรายตางๆ และกํ าหนดจุดวิกฤตที่
ตองควบคุม

2.5  ทวนสอบแผนภูมิการผลิตที่จุดการผลิตจริง
 การทวนสอบแผนภูมิการผลิต เพ่ือยืนยันความถูกตองทั้งหมด การทวนสอบ

น้ีควรทํ าในชวงเวลาผลิตจริงๆ ที่จุดการผลิต
2.6  ระบุอันตรายทั้งหมดที่มีโอกาสเกิดขึ้นในทุกขั้นตอนของกระบวนการผลิตรวม

ทัง้วตัถุดิบทุกตัว พรอมทั้งพิจารณามาตรการควบคุม
                      เพ่ือที่จะชวยใหคณะทํ างาน HACCP สามารถระบุอันตรายที่เกิดขึ้นจริงได
อยางถูกตองทุกขั้นตอนการผลิต พรอมทั้งกํ าหนดมาตรการควบคุมไดอยางเหมาะสม

2.7. กํ าหนดจุดวิกฤตที่ตองควบคุม
เพ่ือปองกันหรือขจัดอันตรายที่มีต อความปลอดภัยของอาหารหรือลด

อันตรายจนถึงระดับที่ยอมรับได โดยใชผังการตัดสินใจ (The CCP decision tree)
2.8   กํ าหนดคาวิกฤตสํ าหรับจุดวิกฤตที่ตองควบคุมแตละจุด
       คาวิกฤตคือคาที่เปนเกณฑแบงแยกระหวางการยอมรับไดและยอมรับไมได

ทางดานความปลอดภัยของอาหาร เปนคาที่ใชตัดสินการควบคุมการผลิต ณ จุด CCP วา
สามารถผลิตอาหารที่ปลอดภัยไดหรือไม คณะทํ างานจึงตองกํ าหนดคาวิกฤต สํ าหรับ CCP ที่จะ
เกดิขึ้นและคาวิกฤตที่กํ าหนดขึ้นนี้สามารถควบคุมอันตรายที่ระบุไดอยางมีประสิทธิภาพ
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2.9 จัดทํ าระบบตรวจติดตามสํ าหรับจุดวิกฤตที่ตองการแตละจุด
คณะท ํางานจ ําเปนตองเขาใจความแตกตางของการควบคมุ มาตรการควบคมุ

และการตรวจติดตาม เพ่ือจะไดกํ าหนดการตรวจติดตามไดอยางเหมาะสม
2.10 กํ าหนดวิธีการแกไข

การก ําหนดวธิกีารแกไขควรก ําหนดไวลวงหนาส ําหรบัแตละขัน้ตอนทีเ่ปน CCP
2.11  กํ าหนดกระบวนการทวนสอบ

เปนกิจกรรมที่จัดทํ าขึ้นเพ่ือยืนยันวาระบบ HACCP ที่จัดทํ าขึ้นมีการนํ าไป
ปฏิบัติจริงและดํ าเนินการไปอยางถูกตอง รวมทั้งมีประสิทธิภาพในการควบคุมการผลิตอาหาร
ใหปลอดภัยอยางสมํ่ าเสมอดวย

2.12  จัดทํ าระบบเอกสารและการจัดเก็บบันทึก
 มีระบบการจัดทํ าและควบคุมเอกสาร บันทึกตางๆ ที่เกี่ยวของกับขั้นตอน

การปฏิบัติงานและวิธีปฏิบัติ
      นํ าระบบ HACCP เขาสูการปฏิบัติ โดยมีการอบรมชี้แจงใหความรูแกผูปฏิบัติงาน
ในโรงครัว แลวปฏิบัติตามแผนการประยุกตใชระบบ HACCP 

3. ตรวจวิเคราะหอาหาร ภาชนะอุปกรณสัมผัสอาหารและมือผูสัมผัสอาหารทาง      
จุลชีววิทยา หลังนํ าระบบ HACCP มาใช

การตรวจวิเคราะหทางจุลชีววิทยา
1. การเก็บทุกตัวอยางกระทํ าโดยวิธีการปราศจากเชื้อ (Aseptic technique) แลวนํ า

สงเพ่ือทํ าการตรวจที่หองปฏิบัติการ คณะการจดัการสิง่แวดลอม มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
การนํ าสงตัวอยางทั้งหมดอยูในสภาพแชเย็น เก็บตัวอยางโดยใชถุงพลาสติก มัดปากถุงใหแนน 
แลวแช ในกลองโฟมบรรจุน้ํ าแข็ง ใชเวลาในการนํ าสงไมเกิน 2 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอยางดังน้ี

1.1 วัตถุดิบหลัก ในการปรุงแกงปาไก ไดแก เน้ือไก ผัก และเครื่องแกง โดยเก็บ
ตวัอยางละอยางนอย 50 กรัม  

ภาพที่ 6  เน้ือไกสด เลาะหนัง ติดกระดูก
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ภาพที่ 7  มะเขือสด ผาซีก

ภาพที่ 8  เครื่องแกงและ เครื่องปรุงรส

1.2 แกงปาไก โดยการเก็บตัวอยางอาหารหลังจากปรุงสุกแลว ในชวงเวลา 0,1,
2, 3 และ 4 ชั่วโมง ตัวอยางละอยางนอย 50 กรัม

ภาพที่ 9  แกงปาไก หลังปรุงสุกพรอมเสิรฟ



41

1.3  พนักงานผูทีส่มัผสัอาหาร จํ านวน 6 คน โดยการสวอปมอืผูสมัผสัอาหารทัง้    
2 ขาง ตั้งแตน้ิวขอที่ 2  นอกจากหัวแมมือใหสวอปถึงขอที่ 1 ดวยไมพันสํ าลีที่ผานการฆาเชื้อ
แลว ใสในหลอดแกวที่มี Phosphate buffer solution ที่อยูในสภาพปลอดเชื้อ แลวนํ ามาตรวจใน
หองปฏิบัติการ

1.4 ภาชนะอุปกรณ ทีส่มัผสัอาหาร โดยการสวอป ภาชนะอยางละ 5 ชิน้ โดย
- ถวย : สวอปครึง่น้ิวจากขอบบนทัง้ภายนอกและภายใน
- ถาดหลมุ, หมอ : สวอปพืน้ผวิทีส่มัผสัอาหารประมาณ 4 ตารางนิว้
- ชอน, ทพัพี, มีด : สวอปพืน้ผวิทีส่มัผสัอาหารประมาณ 4 ตารางนิว้
- เขยีง : สวอปดานทีใ่ชงาน

ดวยไมพันสํ าลีที่ผานการฆาเชื้อแลว  ใสในหลอดแกวทีมี่ Phosphate buffer 
solution ในสภาพปลอดเชือ้แลวนํ ามาตรวจในหองปฏบิตักิาร

2. การวิเคราะหทางจุลชีววิทยาสํ าหรับวัตถุดิบและผลิตภัณฑแกงปาไก ทํ าการ
วิเคราะหหาปริมาณ Total bacteria count, Total coliform bacteria, Fecal coliform bacteria
และ Escherichia coli (FAO, 1992) สวนภาชนะอุปกรณและมือผูสัมผัสอาหาร ตรวจวิเคราะห
เฉพาะ Total bacteria count ทํ าการวิเคราะหจํ านวน 2 ซ้ํ าทั้งกอนและหลังการนํ าระบบ 
HACCP เขาสูการปฏิบัติซ่ึงมี รายละเอียดดังน้ี

     2.1 การวิเคราะหปริมาณจุลินทรียทั้งหมด โดยวิธี Pour plate (FAO, 1992) 
โดยนับโคโลนีทั้งหมด จากจานเพาะเชื้อมาตรฐาน (Standard plate count) เปนการวิเคราะห 
หาจุลินทรียทั้งหมดในตัวอยาง โดยประมาณวาจํ านวนโคโลนีทั้งหมดของจุลินทรียที่เกิดขึ้นใน
การเพาะเชื้อคือจํ านวนจุลินทรียที่อยูในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยนํ าตัวอยางอาหารที่ถูกเจือ
จางแลวมาเลี้ยงบนจานอาหาร แลวคํ านวณเชื้อจุลินทรียโดยเอาจํ านวนนับที่ไดคูณดวยจํ านวน
เทาที่ไดเจือจางรายงานผลเปน colony forming unit per ml (CFU/g)

2.2 การวิเคราะหปริมาณโคลิฟอรมแบคทีเรียทั้งหมด (Total coliform 
bacteria) (FAO, 1992) ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือการตรวจสอบครั้งแรก (Presumptive test) 
และขั้นตอนการยืนยัน (Confirmatory test) นํ าผลที่ไดในการตรวจสอบขั้นยืนยันมาหาคา MPN 
(Most Probable Number) จากตารางดัชนีหาคา MPN โคลิฟอรมแบคทีเรีย คาที่ไดถือวาเปน
โคลิฟอรมแบคทีเรียทั้งหมด (Total coliform bacteria) มีหนวยเปน MPN coliform/กรัม

2.3 การวิเคราะหฟคัลโคลิฟอรม (Fecal coliform bacteria) (FAO, 1992)  
ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือการตรวจสอบครั้งแรกและขั้นตอนการยืนยัน นํ าผลที่ไดในการ
ตรวจสอบขั้นยืนยัน มาหาคา MPN คาที่ไดถือเปนฟคัลโคลิฟอรมแบคทีเรีย (Fecal coliform 
bacteria) มีหนวยเปน  MPN fecal coliform/กรัม
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2.4 การวิเคราะห Escherichia coli (FAO, 1992) ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือ
การตรวจสอบครั้งแรกและขั้นตอนการยืนยัน ใชอาหารเลี้ยงเช้ือ EC broth แลวนํ าหลอดที่ใหผล
บวกมาขีดเลี้ยงเชื้อบน Levine EMB agar แลวถายเชื้อจากโคโลนีที่สงสัย ซ่ึงมีจุดดํ าตรงกลาง 
มีหรือไมมี Metallic sheen นํ าไปทดสอบปฏิกิริยาทางเคมี IMViC test นํ าผลที่ไดผลบวก มาหา
คา MPN จากตารางดัชนีคา MPN ซ่ึงคาที่ไดถือเปน Escherichia coli มีหนวย เปน MPN
Escherichia coli /กรัม

วธีิการดํ าเนินการตรวจวิเคราะหโดยละเอียด
1. การตรวจหาปริมาณจุลินทรยีทั้งหมด (Total bacterial count)
มีขั้นตอนปฏิบัติดังน้ี

1.1 เตรียมจานเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) โดยทํ าใหปราศจากเชื้อ ดวยการอบในตูอบ
ความรอน (hot air oven)ที่อุณหภูมิ 180°C นาน 3 ชั่วโมง

1.2 เจือจางตัวอยาง โดยนํ าตัวอยางอาหารจํ านวน 25 กรัม ใสในถุงปนอาหารพรอม
สารละลายบัพเฟอร 250 มิลลิลิตร ปนดวยเครื่อง Stomacher 30 วนิาทีแลวจะไดตัวอยาง
อาหารความเขมขน 1:10 (10-1)

1.3 ใชไมโครปเปต ดูดตัวอยางที่ถูกเจือจางเปน 10-1 จากขอ 1.2 มาปริมาณ         
1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดบัพเฟอร 9 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยา (Stirrer) เขยาใหเขากัน     
จะไดความเจือจางเปน 10-2

1.4 เขยาหลอดตัวอยางที่ถูกเจือจางที่ระดับ 10-2 ใชไมโครปเปตดูดตัวอยางอาหารใส
ในจานเลี้ยงเชื้อ จานละ 1 มิลลิลิตร 2 จาน พรอมเขียนสัญลักษณบนจาน

1.5 ทํ าซํ้ าตามขอ1.3 และ 1.4 จนถึงระดับความเจือจาง 10-3

1.6 เท Plate count agar ลงในจานเลี้ยงเชื้อแลวหมุนจานในทิศทางที่เปนรูป เลข 8 
เพ่ือใหตัวอยางกระจายไปทั่วจานเลี้ยงเชื้อปลอยใหอาหารแหงประมาณ 15 นาที แลวควํ่ าจาน 
นํ าเขาในตูบมเชือ้ควบคมุอุณหภูมิ (Incubator) ทีอุ่ณหภูมิ 35 ±0.5 °C นาน 48 ชัว่โมง  

1.7 หลังจากครบกํ าหนด นํ าจานเลี้ยงเชื้อดังกลาวมานับจํ านวนโคโลนีแลว คํ านวณ
หาจํ านวนแบคทีเรียตอตัวอยาง 1 มิลลิลิตรโดยมีหนวย CFU/g

2. การตรวจหาโคลิฟอรมแบคทีเรียทั้งหมด (Total coliform bacteria)
2.1  การตรวจสอบครั้งแรก (Presumptive test)

2.1.1 เตรียมหลอดทดลอง (Test tube) พรอมหลอดดักกาซ (Durham tube)
วางควํ่ าในหลอดทดลอง ในที่วางหลอดทดลอง แบบ 3 แถว เขียนสัญลักษณ

2.1.2 ดูดตัวอยางอาหารที่ผานการปนแลว  โดยใชปเปตที่ปราศจากเชื้อ ใสใน
หลอดทดลองทีบ่รรจุ Phosphate buffer solution หลอดละ 9 มิลลลิติร ปรมิาตร 1 มิลลลิติร ใสใน
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หลอดที่ 1 เขยาแลวดูดจากหลอดที่ 1 ใสในหลอดที่ 2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 
10-1 10-2 10-3 ตามลํ าดับ

2.1.3 ดูดตัวอยางอาหารในแตละความเขมขนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอด
อาหารเลี้ยงเชื้อแถว 1, 2 และ 3 ตามลํ าดับ

2.1.4 เขยาหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่ใสตัวอยางอาหารเสร็จแลวดวยเครื่องเขยา
อัตโนมัติ เพ่ือใหสวนผสมตางๆเขากันดวยดี

2.1.5 นํ าหลอดอาหารดงักลาวไปบมเชือ้ในตูบมเชือ้ (Incubator) ควบคมุอุณหภูมิ
ที่ 35 ± 0.5°C เปนเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง

2.1.6 อานผลโดยการเขยาหลอดอาหาร ตรวจดูความขุนและกาซในหลอดดัก
กาซที่เกิดขึ้นในแตละหลอด ถาหลอดใดมีกาซเกิดขึ้น ไมวาจะมากหรือนอย แสดงวาผลในการ
ทดสอบขั้นแรกใหผลเปนบวกบันทึกผล แลวทํ าการตรวจสอบในขั้นยืนยัน ทุกหลอด

2.2 การตรวจสอบขั้นยืนยัน (confirmed test)
2.2.1 นํ าหลอดทดลองที่ใหผลบวกในการตรวจสอบขั้นแรกทุกหลอดมาทํ าการ

ยนืยันในขั้นตอไป
2.2.2 เตรียมหลอดทดลองพรอมหลอดดักกาซเพื่อบรรจุอาหารเหลว Brilliant 

green lactose broth 2 % ตามสูตร แลวบรรจุสารละลายลงในหลอดทดลอง จํ านวน 9 มิลลิลิตร 
พรอมใสหลอดดักกาซควํ่ าลง ปดฝาหลอด นํ าไปนึ่งในหมออัดไอนํ้ าที่อุณหภูมิ 121°C        
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที

2.2.3 เขียนสัญลักษณและความเขมขนของตัวอยาง บนหลอดอาหารดังกลาว
ใหเทากับจํ านวน Lauryl tryptose broth ทีใ่หผลบวก

2.2.4 นํ าหลอดที่เกิดกาซจากการตรวจสอบขั้นแรก เขยาเบาๆ แลวใชหวงเขี่ย
เชื้อ (Wire loop) ซ่ึงลนไฟจนแดง ทิ้งไวใหเย็น ถายจากหลอดที่ใหผลบวก Lauryl tryptose 
broth ลงใน BGLB หลอดตอหลอด โดยลนไฟ loop ใหมทุกครั้งที่ใช

2.2.5 เขยาหลอด BGLB ที่ถายเชื้อลงไปใหผสมเขากันไดดี นํ าไปบมเชื้อที่ตูบม
เชื้อควบคุมอุณหภูมิที่ 35±0.5°C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง

2.2.6 อานผลการทดลอง จากหลอดทีเ่กดิกาซในหลอดดกักาซ บนัทกึใหผลบวก
2.2.7 นํ าผลของหลอดที่ใหผลบวกไปคํ านวณหาคาโคลิฟอรมแบคทีเรีย จาก 

ตาราง MPN (Most Probable Number Index)

3. การตรวจหาฟคัลโคลิฟอรมแบคทีเรีย (Fecal coliform bacteria)
3.1 การตรวจสอบขั้นแรก ใชเทคนิคเดียวกับการวิเคราะหหาโคลิฟอรมทุกประการ
3.2 การตรวจสอบขั้นยืนยัน ใชอาหารเหลว EC Medium แทน BGLB และบมเชื้อที่

อุณหภูมิ 44.5°C ในเครื่องอังน้ํ า (water bath)นาน 48 ± 2 ชั่วโมง
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4. การตรวจหาเชื้ออีโคไล (Esherlichia coli)
4.1 การตรวจสอบขั้นแรก ใชเทคนิคเดียวกับการวิเคราะหหาโคลิฟอรมทุกประการ
4.2 การตรวจสอบขั้นยืนยัน ใชอาหารเหลว EC Medium เหมือนการวิเคราะหฟคัล

โคลิฟอรมและบมเชื้อที่อุณหภูมิ 44.5°C ในเครื่องอังน้ํ า นาน 48 ± 2 ชั่วโมง แลวนํ าหลอดที่ให
ผลบวกมาขีดเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Levine EMB agar นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 35°C ใน ตูบมเชื้อ
ควบคุมอุณหภูมิ นาน 24 ± 2 ชั่วโมง ถายเชื้อจากโคโลนีที่สงสัย ซ่ึงมีจุดดํ าตรงกลาง มีหรือไมมี 
Metallic sheen นํ าไปทดสอบปฏิกิริยาทางเคมี IMViC test แลว  นํ าผลที่ไดมาหาคา MPN 
(Most Probable Number) จากตารางดัชนีคา MPN คาที่ไดถือเปน Escherichia coli มีหนวย
เปน MPN E.coli /กรัม

การทดสอบ IMViC Test
IMViC Test เปนการทดสอบ 4 ชนิดดวยกันคือ

I = Indole Test
M = Methyl Red Test (MR Test)
V = Voges – Proskauer Test (VP Test)
C = Citrate Test

1. Indole Test เปนการทดสอบวาแบคทีเรียสามารถเปลี่ยน Tryptophan เปน Indole
ไดหรือไม ซ่ึง Tryptophan เปน Amino Acid ชนิดหนึ่งที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อจํ าพวก
Peptone Casein

   วิธีทดสอบ
1. Inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบลงไปใน 1% Peptone Broth
2. Inoculate ที่ 35°C เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง
3. หยด Kovac’Reagent 5 หยด
4. เขยาหลอดทดลองเบาๆ 2 – 3 ครั้ง
5. สงัเกตการเปลี่ยนสีที่ผิวของ Medium

 การแปลผล
ผลบวก : มีสีแดงที่ผิวของ Medium (Red Ring)
ผลลบ สีเหมือน Kovac’Reagent คือสีเหลือง

2. Methyl Red Test เปนการทดสอบวาแบคทีเรียสามารถสรางกรดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่มี Glucose ไดมากหรือนอย โดยการตรวจดู pH ของอาหารนั้น เชื้อที่สรางกรดไดมากจะทํ าให
pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่ ากวา 4.2 ซ่ึงจะเปลี่ยนสี Indicator ของ Methyl Red เปนสีแดงได
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    วิธีทดสอบ
1. Inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบลงไปใน MR/VP Broth
2. Inoculate ที่ 35°C เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง
3. หยด Methyl Red Test Reagent 5 หยด
4. สงัเกตการเปลี่ยนสีที่ผิวของ Medium ทนัทีหลังจากหยด Indicator

การแปลผล
ผลบวก : Medium เปลี่ยนเปนสีแดง
ผลลบ   : Medium มีสีเหลือง

3. Voges – Proskauer Test เปนการทดสอบวาแบคทีเรียสามารถสราง Acethyl
Methyl Carbinol จาก Glucose ไดหรือไม

     วิธีทดสอบ
        1. Inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบลงไปใน MR/VP Broth

2. Inoculate ที่ 35°C เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง
3. หยด 5% Naphthol ลงไป 6 หยดแลวเขยา
4. หยด 40% KOH ลงไป 2 หยด
5. เขยาใหเขากันดีทิ้งไว 10 –15 นาที
6. สงัเกตการเปลี่ยนสีที่ผิวของ Medium

การแปลผล
        ผลบวก : Medium เปลี่ยนเปนสีแดง
        ผลลบ   : Medium เปนสีเหลือง
4. Citrate Test เปนการทดสอบวาแบคทีเรียสามารถใช Citrate เพียงอยางเดียว เปน

แหลงคารบอน (Carbon Source) ไดหรือไม
วิธีทดสอบ

       1. Inoculate เชือ้ทีต่องการทดสอบโดยการ Streak บนผวิ Simmon’s Citrate Aga
       2. Inoculate ที่ 35°C เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง
       3. สังเกตการเปลี่ยนสีของ Medium และการเติบโตของแบคทีเรีย

การแปลผล
       ผลบวก : มีแบคทีเรียขึ้นและ Medium เปลี่ยนเปนสีเขียวเปนสีน้ํ าเงิน
       ผลลบ   : ไมมีแบคทีเรียขึ้นและ Medium ไมเปลี่ยนสี (สีเขียว)
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