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ภาคผนวก ก 
 

การวิธีวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพ 
1. การวิเคราะหปริมาณสิ่งแปลกปลอม (AOAC, 2000) 
วัสดุ อุปกรณ 

1. ตะแกรงเบอร 8 mesh,เบอร 120 mesh  และเบอร 140 mesh  
2. ฟลาสกชุดกรอง 

  3. แวนขยาย ขนาด 30 x 60 เทา 
สารเคมี  Heptane 
วิธีการ 

1. นําตัวอยางประมาณ 1 กิโลกรัม วางบนตะแกรงเบอร 8 mesh ซ่ึงวางอยูดานบน
ของตะแกรงเบอร 120 mesh 

2.  ตรวจสอบตัวอยางบนตะแกรงเบอร 8 mesh ดวยสายตา  วามีส่ิงแปลกปลอม
ใดๆหรือไม (macroscopic filth) 

3. ถายสิ่งของที่คางอยูบนตะแกรงเบอร 140 mesh ดวยความระมัดระวังลงใน 
ฟลาสกชุดกรองโดยอาศัยน้าํ 

4. แยกสิ่งแปลกปลอมออกโดยอาศัยสารละลาย Heptane ประมาณ 30 มิลลิลิตร   
แตถามีปริมาณสิ่งแปลกปลอมเพียงเล็กนอยอาจจะแยกออกมาโดยใสกระดาษกรองเลยก็ได 

5. ตรวจสอบลักษณะสิ่งแปลกปลอมโดยใชแวนขยาย ขนาด 30 x 60 เทา  หรือ
กลองจุลทรรศน (microscopic filth) 

6.  รายงานผลการตรวจสอบปริมาณสิ่งแปลกปลอมทั้งแบบ macroscopic filth 
และ microscopic filth 
 
2. การวิเคราะหคา pH  (AOAC, 2000) 
วัสดุ อุปกรณ 

1. เครื่องวัดพีเอช 
2.บีกเกอร 
3. กระดาษกรอง Whatman No.45 
4. magnetic stirrer 
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วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยาง 5 กรัมใสในบกีเกอรขนาด  50 มิลลิลิตร แลวเติมน้ําปราศจากไอออน 

45 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันดวย magnetic stirrer เปนเวลา 1 นาที 
2. กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.45 
3. นําสวนที่ผานการกรองไปวัดคาพีเอชดวยเครื่องวัดพีเอช  

 
3. การวิเคราะหคา aw (AOAC, 2000) 
วัสดุ อุปกรณ 
  เครื่องวัดคา Water activity 
วิธีการทํางานของเครื่อง 

1. การ Calibrate เครื่อง 
- นําตลับ Salt standard (ความชื้นมาตรฐาน) ใสใน Measuring chamber  ใหเร่ิมตน

ดวย Salt standard ใหเร่ิมตนดวย Salt standard SAL-90 (90.1% ERH) 
- ปดฝาครอบใหเรียบรอย และหมุนปุมสีเหลืองไปยังหมายเลข 2 Calibrate รอ

ประมาณ 1-2 นาที แลวจึงคอยกดปุม Enter ดานขวามือ กดจนกระทั่งบนจอ LCD กระพริบ ถา
ขอความบนจออานวา NO  CAL ใหรอจนกวาหนาจอจะแสดงขอความวา 90  CAL  พรอมๆกับ
กระพริบดวย 

- ใหกดปุมสีฟา Enter อีกครั้งหรือจนกระทั่งขอความบนจอหยุดกระพริบ เครื่องจะ
ทําการ Calibrate  จนเสร็จสิ้นกระบวนการ 

- การ Calibrate ควรทําการการ Calibrate หลายๆคาในคราวเดยีวกันเปนการ
เรียงลําดับ เริ่มตนจากคามากถึงคานอย อยางนอย 2 คา ที่สามารถครอบคลุมถึงคา aw   ที่คาดวาจะ
เปนคาของตัวอยาง 

- หลังจากเสร็จสิ้นการ Calibrate แลว เครือ่งจะคืนสูสภาพปกติพรอมที่จะใชงาน
และแสดงคาอุณหภูมิ และ % ERH (aw=ERH/100) ของตัวอยาง 

วิธีการใชเครื่องเพื่อทําการวดัตัวอยาง 
- การเขาสูโปรแกรมเริ่มตนที ่Drive C ใหพมิพคําวา CD NOVASINA ตามดวยกด 

Enter  
- บนจอปรากฎขอความ C: NOVASINA> แลวพิมพ WAMS ตามดวยกด Enter 
- บนจอจะปรากฎเปน Title แลวตามดวย Menu ของโปรแกรมในลําดบัตอมาเลือก

ที่ 1 Set formular constant ตามดวยกด Enter เครื่องจะใหใสช่ือ แฟม ตามดวยกด Enter 



 
85

- กด Enter ผานไปเรื่อยๆ  
- กดเลือกขอ 2 Log data ตามดวยกด Enter ใหเครื่องแสดงขอมูลในรูปขอความ 

เลือก Text  เครื่องจะถามชื่อแฟมอีกครั้ง ใสช่ือเดิมเพื่อเปนการยืนยัน ตามดวยกด Enter 
- เครื่องจะใหขอมูลอ่ืนๆ ถาไมตองการใหกด Enter  ผานไปทุกขอ 
- หมุนปุมสีเหลืองของเครื่องThermoconstanter ไปที่หมายเลข 1 
- นําตลับพลาสติกใสตัวอยางประมาณ 80-90% 
- นําตลับตัวอยางใสในพลาสติกมาใส Measuring chamber 
- ปดฝาChamber โดยหมนุตามเข็มและปดฝาครอบ 
- ตั้งอุณหภูมิทีต่องการ เครื่องคอมพิวเตอร จะทบทวนสภาวะของการวดัคาอีกครั้ง 

กด Enter ทุกขอผานไป 
- จากนั้นรอจนกระทั่งอุณหภูมิไดตามทีต่ัง้ไว และRelative Humidity ของอากาศที่

วัดไวอยูในสภาวะสมดุลกับสารตัวอยาง เมื่อคา Relative Humidity หารดวย 100 ก็จะไดคา aw

 
การวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี

1. การวิเคราะหคาปริมาณเกลือ (AOAC, 2000) 
วัสดุ อุปกรณ 

1. เครื่องโฮโมจิไนเซอร 
2. บีกเกอร 
3. บิวเรต 
4. transfer pipette  
5. flask 
6. กระดาษกรอง Whatman No.1 

สารเคมีและการเตรียม 
  1. สารละลาย AgNO3 0.1 N 
  2. กรดไนตริก 
  3. เฟอริกอินดเิคเตอร 
  4. สารละลายแอมโมเนียมไธโอซัลเฟต (NH4SCN) เขมขน 0.1 N 
วิธีการ 

1. ช่ังตัวอยางซึ่งปนละเอียด0.5 กรัม ใสใน Volumetric flask ขนาด 250 มิลลิลิตร 
  2. เติม AgNO3 0.1 N  ปริมาณ 35 มิลลิลิตรผสมใหเขากนั  
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3. เติมกรดไนตริก 20 มิลลิลิตร  ยอยบนเตาในตูควนั 15 นาที รอจนเยน็ 
  4. กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No.1) แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 
50 มิลลิลิตร แลวเติมเฟอริกอินดิเคเตอร 5 มิลลิลิตร 
  5. ไตเตรตดวยสารละลายแอมโมเนียมไธโอซัลเฟต (NH4SCN) เขมขน 0.1 N 
สังเกตจนสีเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลคงตัว บันทึกผล 
 
การคํานวณ 
ปริมาณเกลือ (รอยละ) = 0.0058xปริมาตร0.1NAgNO3ที่เติม(ml) - ปริมาตร0.1N NH4SCNที่ใชไตเตรต(ml)x100 

น้ําหนกัตัวอยาง(กรัม) 
 

2. การวิเคราะหคาความเปนกรดคิดเทียบเทียบกับกรดแลคติก (AOAC, 2000) 
วัสดุ อุปกรณ 
  1. เครื่องโฮโมจิไนเซอร 
  2. บิวเรต 
  3. Volumetric flask Volumetric flask 
สารเคมีและการเตรียม 

1. สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  0.1 N 
การเตรียม โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N  
- ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 34 กรัม 
- ละลายในน้ํากลั่น1000 มิลลิลิตร 
การเตรียม Standard sodium hydroxide titrant 0.1 N 
- ปเปต KHC8H4O4 0.05 N ปริมาณ 15 - 40 มิลลิลิตร ลงใน Volumetric flask  
- หยดฟนอลธาลีนที่ใชเปนอนิดิเคเตอร 2-3 หยดลงใน Volumetric flask เขยาให

เขากัน 
- ไตเตรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1  N สังเกตจนสีเปล่ียน 

แปลงจากเดิมเปนสีชมพู บันทึกผล เพื่อคํานวณหาความเขมขนที่แทจริงของโซเดียมไฮดรอกไซด 
 
 
การคํานวณ            Normality = ปริมาณเปนกรัมของKHC8H4O4ที่ใช x ปริมาณ ml ของ KHC8H4O4 

       204.2 x ปริมาณ ml ของ NaOH ที่ใชไตเตรต 
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2. สารละลาย KHC8H4O4 0.05 N 
การเตรียม Potassium hydrogen phthalate solution 0.05 N (0.05 N  KHC8H4O4) 
- ช่ัง KHC8H4O4 15 - 20  กรัม  อบที่ 120 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง วางให

เย็นในเดซิเคเตอรช่ังน้ําหนกัสุดทายใหได 10.0 ± 0.5 กรัม 
- ละลายดวยน้าํกลั่นและปรบัปริมาตรใหได 1000 ml จะได KHC8H4O4  0.05 N 
3. ฟนอลฟธาลีนอินดิเคเตอร 
 - ช่ังฟนอลฟธาลีน 0.1 กรัม 
- ละลายในเอทธานอล 100 มิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยางซึ่งปนละเอียดหนัก 5 กรัม ใสในบีกเกอรขนาด  150 มิลลิลิตรเติมน้ํา

กล่ันปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย magnetic stirrer 
2. ไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 N      จนมีคา

พีเอชเทากับ  8.3 
 
การคํานวณ 
 ปริมาณกรดทัง้หมดคิดเทยีบกรดแลคติก = โซเดียมไฮดรอกไซด(มล) x N x 90.09 x 100
                    น้ําหนกัตัวอยาง(กรัม) x 100 
 
3. การวิเคราะหปริมาณฮีสตามีน (AOAC, 2000) 
วัสดุ อุปกรณ 
  1. เครื่องโฮโมจิไนเซอร 
  2. Volumetric flask 
  3. Volumetric pipette 
  4. Column 
  5. Spectrofluorometer 
สารเคมีและการเตรียม 
  - 3.57 Phosphoric acid : ปเปต 85% H3PO4 ปริมาณ 121.8 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตร ใหเปน 1000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
  - 0.1 % O-phtalicdicarboxaldehyde (OPT) : ละลาย OPT 100 มิลลิกรัม  ในเมทา
นอล 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภมูิตูเย็น เตรียมใหมทุกสัปดาห 
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  - สารละลายมาตรฐานฮีสตามีน โดยเตรยีม 
  Stock solution 100 ppm as free base : ช่ัง Histamine dihydrochloride 
(Histamine 2HCl)  จํานวน 0.1691 กรัม ละลายและปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวย 0.1 N HCl  
เก็บในตูเยน็ ตองเตรียมใหมทุกสัปดาห 
  Intermediate solution 10 ppm : ปเปต Stock solution ปริมาณ 1 มิลลิลิตรปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวย 0.1 N HCl    

Working solution  0.1, 0.2 และ 0.3 ppm : ปเปต Intermediate solution ปริมาณ1, 2 
และ 3 มิลลิลิตรปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวย 0.1 N HCl   

- Ion exchange resin เปลี่ยนเรซินใหอยูในรูป –OH โดยเติม  2 N โซเดียมไฮดรอก
ไซด ปริมาณ 15 มิลลิลิตร ตอเรซิน 1 กรัม คนใหเขากันและตั้งทิ้งไวประมาณ 30 นาที เทสารละลาย
ดางทิ้ง และแชซํ้าอีกครั้งจากนั้นจึงลางเรซินดวยน้ํากลัน่จนหมดดาง  นําไปบรรจใุนคอลัมนซ่ึงมีใย
แกวบรรจุอยูโดยใหเรซินมีความสูงประมาณ 8 เซนติเมตร มีน้ํากลั่นอยูเหนือเรซินตลอดเวลา  ลาง
คอลัมนดวยน้าํกลั่นปริมาณ 10 มิลลิลิตร  กอนเติมสารสกัดตัวอยาง 

- 0.1 N HCl 
- 1 N NaOH 

วิธีเตรียมตวัอยาง 
  1. ช่ังตัวอยาง 5 กรัม 
  2. เติมเมทานอล ปริมาณ 25 มิลลิลิตร  และ โฮโมจีไนซเปนเวลา 2 นาที 
  3. กรองผานกระดาษกรอง(Whatman NO.1) ลงใน Volumetric flask ขนาด 5 
มิลลิลิตร ลางโฮโมจีไนซเซอร และภาชนะที่บรรจุตัวอยางดวย เมทานอล และกรองกระดาษกรอง 
  4. ใหความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ใน Water bath เปนเวลา 15 นาที 
  5. ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภมูหิอง แลวปรับปริมาตรดวยเมทานอล 
  6. กรองสารละลายดวยกระดาษกรอง (Whatman No.1) 
วิธีการ 
  1. ปเปตสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ลงในคอลัมนและเติมน้ํากลั่น  4-5 
มิลลิลิตร 

2. ปลอยใหสารละลายไหลผานคอลัมนลงสู Volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร 
ซ่ึงบรรจุ 1.0  N  HCl ปริมาณ 5 มิลลิลิตร  

3. เมื่อระดับของเหลวเหนือเรซินประมาณ 2  มิลลิเมตร เติมน้ํากลั่น 5  มิลลิลิตร 
และปลอยใหของเหลวไหลผานคอลัมนตอจากนั้นเติมน้าํกลั่นลงสูคอลัมนจนกระทัง่สารละลายใน 
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Volumetric flask 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรของสารละลายดวยน้ํากลั่นและเขยาเพื่อใหสารละลาย
ผสมกันด ี
วิธีการตรวจสอบ 

1. ปเปตสารละลายตัวอยาง 5 มิลลิลิตร ลงใน Erlenmeyer flask แลวปเปต 0.1 N 
HCl ปริมาณ 10 มิลลิลิตร และ1 N NaOH ปริมาณ 3  มิลลิลิตร 

2. ปเปตสารละลาย OPT ปริมาณ 1  มิลลิลิตร ภายใน 5 นาที (ภายหลังการเติมกรด
และดางขอ 1. )  ผสมใหเขากนัโดยทันที จบัเวลา 4 นาท ี

3. เติม 3.57 H3PO4 ปริมาณ 3  มิลลิลิตรและผสมใหเขากันโดยทันท ี
4. นําไปวดัคา Fluororescence intensity ภายใน 1.5 ช่ัวโมง ที่ Excitation wavelength 

350 nm และ Emission wavelength 444 nm 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

- ปเปต Working solution  ปริมาณ 5  มิลลิลิตร ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 50  
มิลลิลิตร แลวทําเชนเดยีวกบัขอ 1-4  
การเตรียม Blank 

- ปเปตสารละลาย 0.1 N HCl ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 
50  มิลลิลิตร แทนสารละลายตัวอยาง แลวทําเชนเดยีวกบัขอ 1-4 

 
การคํานวณ    Histamine content(ppm) = D x 50 x 50 x 1 

        M x 5 x 1 x W 
เมื่อ D = Fluororescence intensity  of sample 

        M = Average fluororescence intensity  of standard concentration of 0.2 ppm  
        M = (A / 105) + B + 2C
                     3 
         A = Fluororescence intensity  of  0.3 ppm 
         B = Fluororescence intensity  of  0.2 ppm 
         C = Fluororescence intensity  of  0.1 ppm 
          W = Weight of sample 
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การวิเคราะหคุณภาพจุลินทรยี 
1. การวิเคราะหหาจํานวนจุลินทรียท้ังหมด (Total viable Count) (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Platc count agar (PCA) 
2. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร(Phosphate buffer solution) 

วิธีการ 
1. การเตรียมตวัอยาง 

1.1 ช่ังตัวอยางๆละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื้อ 
1.2 เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรจํานวน 90 มิลลิลิตร แลวปนดวยความเร็วต่ํา

เปนเวลา 1 นาทีนําไปตั้งทิ้งในตูเยน็ 30 นาที 
1.3 ทําการเจือจางใหเปน 1: 10, 1:100และ 1:1000  ตามลําดับโดยใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
2. การตรวจนบัจุลินทรีย 

2.1 ดูดตัวอยางจากขอ 1.3 อยางละ 1 มิลลิลิตร (ทํา 2 ซํ้า) ลงในจานเพาะเชื้อที่อบ
ฆาเชื้อแลว 

2.2 เติม PCA ประมาณ 15 มิลลิลิตร 
2.3 เขยาจานเพาะเชื้อเบาๆแลวตั้งทิ้งไวใหวุยแข็งตัวประมาณ 15 นาที 
2.4 อบเพาะเชือ้ที่ 35 องศาเซลเซียส ในลักษณะคว่ําจานเพาะเชื้อเปนเวลา 48 

ช่ัวโมง 
2.5 ตรวจนับจลิุนทรียจากจานเพาะเชื้อที่มจีาํนวนประมาณ 30-300 โคโลนี  

บันทึกผลและรายงานผลการทดลองเปนจาํนวนโคโลนตีอกรัมตัวอยาง(CFU/g) 
CFU/g = Average no. of colonies X Dilution factor 
 

2. การวิเคราะหหา Coliform baceria (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Lauryl tryptose  broth 

2. Brilliant green lactose bile (BGLB) broth, 2%  
3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร(Phosphate buffer solution) 
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1. การเตรียมตวัอยาง 
1.1 ช่ังตัวอยางๆละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื้อ 
1.2 เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรจํานวน 90 มิลลิลิตร แลวปนดวยความเร็วต่ํา

เปนเวลา 1 นาทีนําไปตั้งทิ้งในตูเยน็ 30 นาที 
1.3 ทําการเจือจางใหเปน 1: 10, 1:100และ 1:1000  ตามลําดับโดยใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
2. การตรวจนบัจุลินทรีย 
  2.1 การตรวจสอบขั้นแรก (Presumptive test) 
  2.1.1 เตรียมหลอดทดลองพรอมหลอดดักกาซวางคว่ําในหลอดทดลอง แบบ 3 
แถว และแบบ 5 แถว  
  2.1.2 ดูดตัวอยางอาหารในแตละความเขมขนปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสในหลอด
อาหารเลี้ยงเชือ้แถว 1, 2, 3 (4, 5)  ตามลําดบั โดยดูดตัวอยางอาหารในแตละความเขมขนปริมาตร 1 
มิลลิลิตรใสในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ LST broth ที่มีหลอดดักกาซวางคว่ําในหลอดทดลอง  
  2.1.3  เขยาหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสตัวอยางดวย vortex  จากนั้นนําไปเขาตูบม
เชื้อ ควบคุมอุณหภูมิ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง 
  2.1.4 อานผล ตรวจดูความขุนและกาซในหลอดดักกาซที่เกิดขึ้นในแตละหลอด 
หลอดที่มีกาซ ผลเปนบวก  แลวทําการตรวจสอบในขั้นยนืยัน 
 2.2 การตรวจสอบขั้นยืนยนั(Confirmed test) 
  2.2.1 นําหลอดทดลองที่ใหผลบวกในการตรวจสอบขั้นแรกทุกหลอดมาทําการ
ยืนยนัตอไป ขัน้ตอไป 
  2.2.2 เตรียมหลอดทดลองพรอมหลอดดักกาซวางคว่ําในหลอดทดลองเพื่อบรรจุ
อาหารเหลว BGLB 2% ใสในหลอดทดลองหลอดละ 9 มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่หมอนึ่งไอน้าํ 121°ซ 
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที  

2.2.3 นําหลอดที่เกิดกาซจากการตรวจสอบขั้นแรก เขยาเบาๆ แลวใช Wire loop 
ซ่ึงลนไฟจนแดง ทิ้งไวใหเยน็ ถายจากหลอด LST ที่ใหผลบวก ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสในหลอด 
BGLB 2%  หลอดตอหลอด  

2.2.4  เขยาหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสตัวอยางดวย vortex  จากนั้นนําไปเขาตูบม
เชื้อ ควบคุมอุณหภูมิ 35 ± 0.5 °ซเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
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2.2.5 อานผล ตรวจดูความขุนและกาซในหลอดดักกาซที่เกิดขึ้นในแตละหลอด 
หลอดที่มีกาซ ผลเปนบวก  บันทึกผลคํานวณคาโคลิฟอรมแบคทีเรียโดย เปดตาราง Most Probable 
Number Index(MPN) 
 
3. การวิเคราะหหา E. coli (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. EC broth 

2. Levine EMB agar  
     3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร(Phosphate buffer solution) 

1. การเตรียมตวัอยาง 
1.1 ช่ังตัวอยางๆละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื้อ 
1.2 เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรจํานวน 90 มิลลิลิตร แลวปนดวยความเร็วต่ํา

เปนเวลา 1 นาทีนําไปตั้งทิ้งในตูเยน็ 30 นาที 
1.3 ทําการเจือจางใหเปน 1: 100, 1:000และ 1:0000 ตามลําดับโดยใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
2. การตรวจนบัจุลินทรีย 
 2.1 การตรวจสอบขั้นแรก (Presumptive test) 
  2.1.1 เตรียมหลอดทดลองพรอมหลอดดักกาซวางคว่ําในหลอดทดลอง แบบ 3 
แถว และแบบ 5 แถว  
  2.1.2 ดูดตัวอยางอาหารในแตละความเขมขนปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสในหลอด
อาหารเลี้ยงเชือ้แถว 1, 2, 3 (4, 5)  ตามลําดบั โดยดูดตัวอยางอาหารในแตละความเขมขนปริมาตร 1 
มิลลิลิตรใสในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ LST broth ที่มีหลอดดักกาซวางคว่ําในหลอดทดลอง  
  2.1.3  เขยาหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสตัวอยางดวย vortex  จากนั้นนําไปเขาตูบม
เชื้อ ควบคุมอุณหภูมิ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง 
  2.1.4 อานผล ตรวจดูความขุนและกาซในหลอดดักกาซที่เกิดขึ้นในแตละหลอด 
หลอดที่มีกาซ ผลเปนบวก  แลวทําการตรวจสอบในขั้นยนืยัน 
 2.2 การตรวจสอบขั้นยืนยนั(Confirmed test) 
  2.2.1 นําหลอดทดลองที่ใหผลบวกในการตรวจสอบขั้นแรกทุกหลอดมาทําการ
ยืนยนัตอไป ขัน้ตอไป 
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  2.2.2 เตรียมหลอดทดลองพรอมหลอดดักกาซวางคว่ําในหลอดทดลองเพื่อบรรจุ
อาหารเหลว EC broth ใสในหลอดทดลองหลอดละ 9 มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่หมอนึ่งไอน้าํ 121°ซ ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที  

2.2.3 นําหลอดที่เกิดกาซจากการตรวจสอบขั้นแรก เขยาเบาๆ แลวใช Wire loop 
ซ่ึงลนไฟจนแดง ทิ้งไวใหเยน็ ถายจากหลอด LST ที่ใหผลบวก ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสในหลอด EC 
broth หลอดตอหลอด  

2.2.4  เขยาหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสตัวอยางดวย vortex  จากนั้นนําไปเขาตูบม
เชื้อ ควบคุมอุณหภูมิ 44.5 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 48 ± 2ช่ัวโมง 

2.2.5 หลอดที่ใหผลเปนบวก  เขี่ยเชื้อบน Levine EMB agar เขาตูบมเชื้อ ควบคุม
อุณหภูมิ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง 

2.2.5 ถายเชื้อจากโคโลนีที่สงสัย ซ่ึงมีจุดดําตรงกลาง มีหรือไมมี Metallic sheen 
นําไปทดสอบ IMViC  test  นําผลที่ไดมาเปดตาราง Most Probable Number Index(MPN)  
 
4. การวิเคราะหหา S. aureus (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Baird-Parker medium (BP) 
  2. Brain heart infusion (BHI) broth 

  3. Coagulate plasma 
  4. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

1. การเตรียมตวัอยาง 
1.1 ช่ังตัวอยางๆละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื้อ 
1.2 เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรจํานวน 90 มิลลิลิตร แลวปนดวยความเร็วต่ํา

เปนเวลา 1 นาทีนําไปตั้งทิ้งในตูเยน็ 30 นาที 
1.3 ทําการเจือจางใหเปน 1: 10, 1:100และ 1:1000 ตามลําดับโดยใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
2. การตรวจนบั S. aureus  

2.1 ดูดตัวอยางจากขอ 1.3 จากระดับความเจือจางที่เหมาะสม  จํานวน 0.1 มิลลิลิตร  
ลงบน BP agar  จํานวน 2 ซํ้า  

2.2 ใชแทงแกวปราศจากเชื้อที่เกลี่ยตวัอยางใหกระจายทัว่จาน 
2.3 อบเพาะเชือ้ที่ 35 ± 0.5 °ซเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 



 
94

2.4 ตรวจสอบลักษณะโคโลนี เมื่อครบ 30 ช่ัวโมง  เลือกนับโคโลนีที่มีสีดําขอบ
ขาวและแววใสรอบโคโลนีมีบริเวณใส (Clear zone)  เลือกจากจานทีช้ื่อเจริญ 20-200 โคโลนี 

2.5 ทําเครื่องหมายตําแหนงของโคโลนีที่มีลักษณะดังกลาว  แลวนําจานอาหารไป
บมตออีก 18  ช่ัวโมง  ใหนบัโคโลนีที่มีสีดําแววหรือไมมีขอบขาวและไมมีบริเวณใสดวย 

2.6 ถายโคโลนีที่คาดวาเปน S. aureus ลงใน BHI แลวอบเพาะเชื้อที ่35 ± 0.5 °ซ 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

2.7 ดูดตัวอยางจาก 2.6 จํานวน 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบแลวเติม 
Coagulate plasma จํานวน 0.3 มิลลิลิตร ตรวจผลอีกครั้งเมื่อครบเวลา 2 ช่ัวโมง 

2.8 อบเพาะเชือ้ที่ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ตรวจผลการแข็งตัวของ plasma 
ถา plasmaยังไมแข็งตัว ใหเกบ็หลอดไวที่อุณหภูมิหองแลวตรวจผลอีกครั้ง เมื่อครบ 2 ช่ัวโมง 
 
5. การวิเคราะหหา B. cereus (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar 
2. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

1. การเตรียมตวัอยาง 
1.1 ช่ังตัวอยางๆละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื้อ 
1.2 เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรจํานวน 90 มิลลิลิตร แลวปนดวยความเร็วต่ํา

เปนเวลา 1 นาทีนําไปตั้งทิ้งในตูเยน็ 30 นาที 
1.3 ทําการเจือจางใหเปน 1: 10, 1:100และ 1:1000 ตามลําดับโดยใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
2. การตรวจนบั B. cereus  
  2.1 เตรียม MYP agar เทลงเพลต จากนั้นดดูตัวอยางปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร spread 
บนเพลต MYP agar 

2.2 นําเพลตทีผ่านการ spread เชื้อ เขาตูบมเชื้อ ควบคุมอุณหภูมิ 30 ± 0.5 °ซ เปน
เวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง สังเกตลกัษณะรอบๆโคโลนีจะขุน  โดยโคโลนีมีสีชมพู บันทึกผล พรอมกับ
นํามาทดสอบขั้นตอไป 

2.3 เขี่ยเชื้อที่มลัีกษณะที่สงสัยลงใน Nutrient agar  slant เล้ียงเชื้อโดยเขาตูบมเชื้อ 
ควบคุมอุณหภมูิ 30 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ± 2 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบโดยการยอมสแีกรมเพื่อดู
ลักษณะ 
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2.4 เตรียมหลอดซึ่งบรรจุสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรทีผ่านการฆาเชือ้จํานวน 0.5 
มิลลิลิตร  เขยาตัวอยางดวย vortex ทดสอบ ขั้นยืนยันโดยวิธี Nitrate broth , Phenol red glucose และ 
Modified VP medium 
 
6. การวิเคราะหหา Salmonellae sp. (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Lactose broth 
2. Rappaport-Vassiliadis (RV) medium 
3. Selenite cystine (SC) broth  
4. Tetrathionate (TT) broth  
5. Hektoen enteric (HE) agar  
6. Xylose lysine desoxycholate (XLD) agar  
7. Bismuth sulfite (BS) agar  

1. การเตรียมตวัอยาง 
  1.1 ช่ังตัวอยาง ๆ ละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื้อ 
  1.2 เติม Lactose broth จํานวน 90 มิลลิลิตร ปนดวยความเร็วต่ําเปนเวลา 1 นาที 
  1.3 อบเพาะเชือ้ที่ 35 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
2. การตรวจนบั Salmonellae sp. 
  2.1 Selective enrichment 
  2.1.1  ผสมPre- enrichment culture ใหเขากนั แลวดดูมาตวัอยางละ 1 มิลลิลิตร 
เติมลงใน TBGB 10 มิลลิลิตร และ SCB  10 มิลลิลิตร 
  2.1.2 อบเพาะเชื้อในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 43 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
  2.2. การเพาะเชื้อใน Select agar  
  2.2.1 นําตัวอยางจาก Selective enrichment medium(2.2) มาเพาะลงบน BGA และ 
BSA plates  
  2.2.2  อบเพาะเชื้อที่ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
  2.2.3 ตรวจผลลักษณะโคโลนีที่เกิดขึน้ดังนี้ 
  อาหาร BGA : โคโลนีของ Salmonellae  sp. คือ ไมมีสี ใส หรือมีสีชมพูแดงใน
ขณะที่อาหารมีสีชมพูหรือแดง 
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  อาหาร BSA  : โคโลนีของ Salmonellae sp. จะมีสีน้ําตาลเขมถึงดํา บางครั้งอาจมี
โคโลนีสะทอนแสง  อาหารรอบๆโคโลนีสีน้ําตาล 

2.3 การจําแนกและการทดสอบทางชีวเคมี 
  2.3.1 เลือกเฉพาะโคโลนีที่คาดวาเปน Salmonellae sp.จากอาหาร BGAและ BSA 
ถายลงใน TSI และ LIA agar โดยstreaking the slant และ stabbing the butt 
  2.3.2 อบเพาะเชื้อที่ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
  2.3.3 ลักษณะเฉพาะของ Salmonellae บนอาหารTSI จะพบสีแดงที่ slant (สภาพ
เปนดาง) และพบสีเหลืองที่ butt (สภาพเปนกรด) อาจจะมีการสราง H2S ดวยหรือไมก็ไดสังเกตสดีาํ
ของ butt ลักษณะเฉพาะของ Salmonellae บนอาหาร LIA จะพบเชื้อสามารถเจริญไดทั้งบริเวณผิว
และตามรอยทีแ่ทงลูบ อาหารจะมีสีมวงทัว่หลอด  ถามี H2S จะเหน็เปนสีดํา 
 
7. การวิเคราะหหา V. parahaemolyticus (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Phosphate  Buffer Saline (PBS) 
2. Thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS) agar 

1. การเตรียมตวัอยาง 
1.1 ช่ังตัวอยางๆละ 10 กรัม ลงในขวดปลอดเชื้อ 
1.2 เติม Phosphate  Buffer Saline จํานวน 90 มล. แลวปนดวยความเร็วต่ําเปนเวลา

1 นาทีนําไปตัง้ทิ้งในตูเย็น 30 นาที 
1.3 ทําการเจือจางใหเปน 1: 10, 1:100และ 1:1000 ตามลําดับโดยใช 3%  saline 

solution เปนสารเจือจาง 
2. การตรวจหา V. parahaemolyticus 

2.1 ดูดตัวอยางจากความเขมขนสูงสุด จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงใน 9 มิลลิลิตร 
Double strength GSTB  จํานวน 3 หลอด และสําหรับความเขมขนรองลงมา ใหดดูมาจาํนวน 1  
มิลลิลิตร ใสลงใน 9 มิลลิลิตร Single strength GSTB  อยางละ 3 หลอด 

2.2 อบเพาะเชือ้ที่ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจและรายงานผล 
   2.3 ถายตัวอยางจาก GSTB จํานวน 1 loopful ลงบน TCBS pleats  โดยเลือกหลอด

ที่มีความขุน จากนั้นนาํไปอบเพาะเชื้อที่ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
2.5 ทําการตรวจโคโลนีที่มีสีน้ําเงินเขียวและมีสีดําตรงกลาง ซ่ึงสามารถใช 

Sucrose ได แตถาไดโคโลนีสีเหลืองใช  Sucrose ไมได 
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2.6 ทําการแยกโคโลนีที่คาดวาเปน V. parahaemolyticus โดยการ streak ลงบน
อาหารตอไปนีแ้ละอบเพาะเชือ้ที่ 35 ± 0.5 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

TSI      K/Acid no gas no H2S 
Indole(SIM)     + 
Motility(SIM)     + 
L-lysine HCl     + 
2.7 ถายเชื้อจาก TSI ลงใน peptone water และอบเพาะเชือ้ที่ 35 ± 0.5°ซ เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง ทําารทดสอบทางชีวเคมี เพื่อยืนยันผล 
 
8. การวิเคราะหหา C. perfringen (BAM, 2002) 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Peptone dilution 

2. Tryptose-sulfite-cycloserine (TSC) agar  
3. Chopped liver broth   

1. วิธีการเตรียมตัวอยาง 
  1. 1 ช่ังตัวอยาง ๆ ละ 25 กรัม ลงในขวด Peptone dilution(1: 10) ตีปนดวย 
Stomacher  
  1.2  เตรียมตอที่ความเจือจางตางๆ 1:100และ 1:1000 ตามลําดับ  โดยใช Peptone 
dilution แทนสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  
2. การตรวจหา C. perfringen 

2.1 เตรียม TSC agar ที่ปราศจากegg yolk จากนัน้ดดูตวัอยาง 1 มิลลิลิตรเพื่อทํา
การ pour pate กับ TSC agar ที่ปราศจากegg yolk และเตรียม TSC agar ที่มี egg yolk และดูด
ตัวอยาง 0.1 ลงบนเพลต TSC agar ที่มี egg yolk นําไปวางใน anaerobic jar  และบมเพาะเชื้อที่ 35 ± 
0.5 °ซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีจะมีสีดํา และรอบๆจะใส 

2.2 เตรียม Chopped liver broth  หลอดละ 2  มิลลิลิตรจากนั้นนําโคโลนีที่ตอง
สงสัยเล้ียงใน Chopped liver brothบมเพาะเชื้อที่ 35 ± 0.5 °ซ  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตความขุน 
ผลเปนบวก 

2.3 นําหลอดที่ตองสงสัยมาทําการยืนยันผล โดยการยอมแกรม , Lactose- gelatin 
media และทํา Motility-nitrate  

 



 
98

ภาคผนวก ข 
 

Most Probable Number from Serial Dilutions 
ตารางภาคผนวกที่ 1 MPN สําหรับ 3 หลอดทดลอง  ความเขมขน 0.1, 0.01, and 0.001MPN/ กรัม ที่ 

ระดับนยัสําคัญ  95% 
 

Pos. tubes  MPN/g   Pos. tubes  MPN/g  
0.10 0.01 0.001    0.10 0.01 0.001 
0 0 0  <3.0  2 2 1  28 
0 0 1  3.0  2 2 2  35 
0 1 0  3.0  2 3 0  29 
0 1 1  6.1  2 3 1  36 
0 2 0  6.2  3 0 0  23 
0 3 0  9.4  3 0 1  38 
1 0 0  3.6  3 0 2  64 
1 0 1  7.2  3 1 0  43 
1 0 2  11  3 1 1  75 
1 1 0  7.4  3 1 2  120 
1 1 1  11  3 1 3  160 
1 2 0  11  3 2 0  93 
1 2 1  15  3 2 1  150 
1 3 0  16  3 2 2  210 
2 0 0  9.2  3 2 3  290 
2 0 1  14  3 3 0  240 
2 0 2  20  3 3 1  460 
2 1 0  15  3 3 2  1100 
2 1 1  20  3 3 3  >1100 
2 1 0  15 
2 1 2  27 
2 2 0  21  
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ตารางภาคผนวกที่ 2 MPN สําหรับ 5 หลอดทดลอง  ความเขมขน 0.1, 0.01,  0.001MPN/ กรัม ที่
ระดับนยัสําคัญ  95% 

 
Pos. tubes  MPN/g   Pos. tubes  MPN/g  

0.10 0.01 0.001    0.10 0.01 0.001 
0 0 0  <1.8  2 2 1  12 
0 0 1  1.8  2 2 2  14 
0 1 0  1.8  2 3 0  12 
0 1 1  3.6  2 3 1  14 
0 2 0  3.7  2 4 0  15 
0 2 1  5.5  3 0 0  7.8 
0 3 0  5.6  3 0 1  11 
1 0 0  2  3 0 2  13 
1 0 1  4  3 1 0  11 
1 0 2  6  3 1 1  14 
1 1 0  4  3 1 2  17 
1 1 1  6.1  3 2 0  14 
1 1 2  8.1  3 2 1  17 
1 2 0  6.1  3 2 2  20 
1 2 1  8.2  3 3 0  17 
1 3 0  8.3  3 3 1  21 
1 3 1  10  3 3 2  24 
1 4 0  11  3 4 0  21 
2 0 0  4.5  3 4 1  24 
2 0 1  6.8  3 3 2  24 
2 0 2  9.1  3 4 0  21 
2 1 0  6.8  3 5 0  25 
2 1 1  9.2  4 0 0  13 
2 1 2  12  4 0 1  17 
2 2 0  9.3  4 0 2  21 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ)  
 

Pos. tubes  MPN/g   Pos. tubes  MPN/g  
0.10 0.01 0.001    0.10 0.01 0.001 
4 0 3  25  5 2 0  49 
4 1 0  17  5 2 1  74 
4 1 1  21  5 2 2  94 
4 1 2  26  5 2 3  120 
4 1 3  31  5 2 4  150 
4 2 0  22  5 3 0  79 
4 2 1  26  5 3 1  110  
4 2 2  32  5 3 2  140 
4 2 3  38  5 3 3  180 
4 3 0  27  5 3 4  210 
4 3 1  33  5 4 0  130 
4 3 2  39  5 4 1  170 
4 4 0  34  5 4 2  220 
4 4 1  40  5 4 3  280 
4 4 2  47  5 4 4  350 
4 5 0  41  5 4 5  430 
4 5 1  48  5 5 0  240 
5 0 0  23  5 5 1  350 
5 0 1  31  5 5 2  540 
5 0 2  43  5 5 3  920 
5 0 3  58  5 5 4  1600 
5 1 0  33  5 5 5  >1600 
5 1 1  46 
5 1 2  63 
5 1 3  84 
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ภาคผนวก ค 
 

ผลการทดลอง 
ตารางภาคผนวกที่ 3 คุณภาพทางกายภาพและเคมีของบดููดิบ กอนและหลังการประยกุตใชระบบ 

HACCP  
 
Treatment    คร้ังที่  
   1 2 3 4 5 6 X SD 
aw   

กอน  0.70 0.74 0.71 0.79 0.77 0.79 0.75       0.04 
หลัง  0.72 0.68 0.68 0.68 0.69 0.63 0.68 0.29 
 

pH  
กอน  5.36 5.64 5.50 5.86 5.95 5.71 5.67 0.22  
หลัง  5.74 5.86 5.99 5.77 5.90 6.00 5.88 0.11 

Acidity  
กอน  2.54 2.10 2.22 2.52 2.41 2.27 2.34 0.18  
หลัง  2.44 2.16 2.36 2.10 2.39 2.15 2.27 0.15 

Salt  
กอน  22.35 22.65 22.45 23.05 23.12 22.74 22.73 0.31 
หลัง  22.56 21.68 21.94 22.06 22.69 21.11 22.01 0.58 

Histamine 
กอน  411.85 397.43 426.75 403.25 441.9 409.2 415.06 16.44 
หลัง  388 385.6 389.5 399.2 396.5 411.5 395.05 9.59 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 คุณภาพทางกายภาพและเคมีของน้าํบูดูขาวยําสําเร็จรูป กอนและหลังการ
ประยุกตใชระบบ HACCP  

 
Treatment    คร้ังที่  
   1 2 3 4 5 6 X SD 
aw   

กอน  0.68 0.72 0.71 0.73 0.74 0.68 0.71 0.03 
หลัง  0.71 0.65 0.68 0.72 0.71 0.67 0.69 0.03 
 

pH  
กอน  5.35 5.21 5.4 5.12 5.22 5.16 5.24 0.11  
หลัง  5.24 5.12 5.06 5.26 5.1 5.1 5.15 0.08 

Acidity  
กอน  3.53 4.01 3.89 3.63 3.82 4.00 3.81 0.20 
หลัง  3.6 3.5 3.55 3.55 3.7 3.48 3.56 0.08 

Salt  
กอน  6.88 7.3 7 7.24 7.22 7.06 7.12 0.16 
หลัง  7.3 6.96 7.26 7.04 7.23 7.09 7.15 0.14 

Histamine 
กอน  88.5 99.5 97.63 95.93 99.25 98.89 96.62 4.19 
หลัง  87.8 83.14 87 84.98 90 83.1 86.00 2.75 
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ตารางภาคผนวกที่ 5 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดของภาชนะอุปกรณและมือผูผลิต กอนและหลังการ
ประยุกตใชระบบ HACCP  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 
         Treatment    คร้ังที่  
   1 2 3 4 5 6 X SD 
กระทะ  กอน  300 372 275 345 366 292 325 41.24 

หลัง  290 216 220 228 234 256 240 27.96 
หมอ กอน  356 320 326 304 300 366 329 27.03 

หลัง  285 235 222 204 242 260 241 28.51 
จวัก กอน  275 245 250 226 240 202 240 24.45 

หลัง  190 156 145 163 156 118 155 23.49 
กระชอน กอน  275 303 278 280 246 200 279 18.99 

หลัง  200 178 180 180 133 205 179 25.44 
ถังขัน กอน  385 373 375 333 320 296 347 35.86 
  หลัง  220 156 185 167 169 147 174 25.94 
เขียง กอน  1005 969 1155 975 695 813 935 160.34 

หลัง  701 701 750 782 510 488 655 125.14 
มีด กอน  376 410 400 344 355 383 378 25.39 
 หลัง  180 150 145 159 144 154 155 13.32 
เครื่องปนกอน  180 210 220 158 180 174 187 23.35 
 หลัง  149 129 155 113 105 137 131 19.69 
เหยือก กอน  131 105 110 90 90 84 102 17.47 

หลัง  92 80 83 73 82 64 79 9.55 
ขวด กอน  10 6 6 6 4 4 6 2.19 

หลัง  0 0 0 0 0 0 0 0.00 
มือ:ผลิต กอน  175 125 155 129 150 122 143 20.87 
 หลัง  100 104 89 107 98 92 98 6.89 
มือ:บรรจุกอน  51 33 44 32 40 30 38 8.17 

หลัง  40 30 35 29 30 30 32 4.32 
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ตารางภาคผนวกที่ 6 จุลินทรียดัชนีคณุภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ กอนและหลังการประยกุตใช
ระบบ HACCP 

 
         Treatment       คร้ังที่  
     1 2 3 4 5 6 X 
บูดูดิบ       
Coliform  bacteria (MPN/g)    กอน 2 2 2 2 2 2 2 
     หลัง <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 
E.coli (MPN/g)                กอน <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 
     หลัง       <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 

ขาทุบ               E.coli  (MPN/g) กอน 1100 1100 1100 1100 1100 1100     1100 
   หลัง  210 210 210 210 210 210 210 

ตะไคร             E.coli  (MPN/g)     กอน >1100 >1100 1100 >1100 >1100  >1100 >1100 
  หลัง 240 240 240 240        210 210 210    
หอมแดง         E.coli  (MPN/g) กอน <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 
               หลัง <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 
น้ําตาลทราย     E.coli  (MPN/g) กอน <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 
  หลัง <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3               
น้ําตาลปบ        E.coli  (MPN/g)    กอน <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3

 หลัง <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 
น้ํามะขามเปยก E.coli (MPN/g) กอน <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 
  หลัง <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 
น้ําประปา         E.coli (MPN/g) กอน <2 <2 <2 <2  <2 <2 <2 
       หลัง <2 <2 <2 <2  <2 <2 <2 
บูดูขาวยําสําเรจ็รูป    
Coliform  bacteria  (MPN/g)       กอน <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8
    หลัง <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 
E.coli  (MPN/g)                     กอน <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 
                     หลัง <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8                           
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ตารางภาคผนวกที่ 7   จุลินทรียกอโรคของบูดูดิบและผลิตภัณฑ กอนและหลังการประยุกตใชระบบ 
HACCP 

 
         Treatment    คร้ังที่  
   1 2 3 4 5 6 X SD 
บูดูดิบ       
Total  bacteria กอน 590 672 688 610 660 562 630 50.30 
 (CFU/ g) หลัง 285 337 299 349 315 285 311 26.4 
B.cereus กอน 51 45 54 48 48 48 49 3.1 
 (CFU/ g) หลัง 5 5 9 3 7 3 5 2.34 
C.perfringens  กอน ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
(CFU/0.01 g)      หลัง       ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ                                                    
บูดูขาวยําสําเรจ็รูป    
Total  bacteria กอน 201 145 184 154 176 136 166 25.04 
 (CFU/ g) หลัง 62 50 53 55 55 43 53 6.29 
B.cereus กอน 9 7 6 4 3 7 6 2.19 
 (CFU/ g)  หลัง 0 0 0            0 0 0 0 0.00 
S. aureus            กอน 63 53 59 49 46 54 54 6.26 
(CFU/ g)             หลัง 15 15 19 7 8 14 13 4.60 
Salmonellae sp. กอน ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
(CFU/ 25g)        หลัง ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ   
C.perfringens     กอน ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
(CFU/0.01 g)     หลัง ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
V. parahaemolyticus   
(CFU/ 25g)     กอน ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ  
                        หลัง ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ 
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การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิต ิ
ตารางภาคผนวกที่ 8 ผลการวิเคราะหความแตกตางคาเฉลี่ยของคา aw, pH, Acidity, Salt และ 

Histamine ของบูดูดิบ กอนและหลังการประยุกตใชระบบ HACCP  ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% 

 
ปจจัยคุณภาพ  SV  DF  SS  MS  F 

aw  Treatment  1  0.015  0.015       12.250 ∗ 
 Error   10  0.012  0.001 
 Total   11  0.027 
pH Treatment  1  0.128  0.128         4.258ns

Error   10  0.301  0.030 
 Total   11  0.429 
Acidity Treatment  1  0.018  0.018         0.676 ns

 Error   10  0.261  0.026 
 Total   11  0.278 
Salt  Treatment  1  1.555  1.555         7.151 ∗ 
 Error   10  2.175   0.217 
 Total   11  3.730 
Histamine Treatment  1  1201.601 1201.601       6.632 ∗ 
 Error   10  1811.713 181.171 
 Total   11  3013.314 
 

ns ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
∗ มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที่ 9 ผลการวิเคราะหความแตกตางคาเฉลี่ยของคา aw, pH, Acidity, Salt และ 
Histamine ของน้ําบูดูขาวยําสําเร็จรูป กอนและหลังการประยุกตใชระบบ 
HACCP  ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95% 

 
ปจจัยคุณภาพ  SV  DF  SS  MS  F 

aw  Treatment  1  0.001  0.001          1.714 ns

 Error   10  0.007  0.001 
 Total   11  0.008 
pH Treatment  1  0.028  0.028           2.987ns

Error   10  0.009  0.009 
 Total   11  0.429 
Acidity Treatment  1  0.188  0.188          8.346∗ 
 Error   10  0.225  0.022 
 Total   11  0.412 
Salt  Treatment  1  0.003  0.003          0.120 ns

 Error   10  0.225  0.023 
 Total   11  0.228 
Histamine Treatment  1  337.929  337.929        26.891∗ 
 Error   10  125.665  12.5661 
 Total   11  463.593 
 

ns ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
∗ มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที่ 10  ผลการวิเคราะหความแตกตางคาเฉลี่ยปริมาณจลิุนทรียทั้งหมดของภาชนะ
อุปกรณและมอืผูผลิต กอนและหลังการประยุกตใชระบบ HACCP  ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% 

 
ตัวอยาง  SV  DF  SS  MS  F 
กระทะ Treatment  1  21336.333 21336.333 17.188∗ 

Error   10  12413.33 1241.333 
Total   11  33749.667 

หมอ  Treatment  1  2281.333 2281.333 29.652∗ 
Error   10  7716.667 771.667 
Total   11  30598.000 

จวัก Treatment  1  21675.000 21675.00 37.704∗ 
Error   10  5748.667 574.867 
Total   11  27423.667 

กระชอน Treatment  1  29601.333 29601.333 58.748∗ 
Error   10  5038.667 503.867  
Total   11  34640.000 

ถังขัน Treatment  1  89789.000 89789.00 91.676∗ 
Error   10  9794.00  979.400 
Total   11  99581.000 

เขียง Treatment  1  235200.000 235200.000 11.371 ∗ 
Error   10  206838.67 20683.867 
Total   11  442038.67 

มีด Treatment  1  148741.33 148741.33 361.960∗ 
Error   10  4109.333 410.933 
Total   11  152850.67 
 

ns ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
∗ มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที่ 10 (ตอ)  
 
ตัวอยาง  SV  DF  SS  MS  F 
เครื่องปน Treatment  1  9296.333 9296.333 19.926∗ 

Error   10  4665.333 466.533 
Total   11  13961.667  

เหยือก Treatment  1  1541.333 1541.333 7.779∗ 
Error   10  1981.333 198.133 
Total   11  3522.667 

ขวด Treatment  1  108.000  108.000  45.00∗ 
Error   10  24.000  2.400 
Total   11  132.000 

มือ:กอนผลิต Treatment  1  5896.333  5896.333 24.419∗ 
Error   10  2414.667 241.467 
Total   11  8311.000 

มือ:กอนบรรจ ุTreatment  1  108.000  108.000     2.531 ns

Error   10  426.667  42.667 
Total   11  534.667 

 

ns ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
∗ มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที่ 11  ผลการวิเคราะหความแตกตางคาเฉลี่ยปริมาณจลิุนทรียของบูดูดิบและน้ําบดูู
ขาวยําสําเร็จรปู กอนและหลังการประยุกตใชระบบ HACCP  ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% 

 
ตัวอยาง  SV  DF  SS  MS  F 
บูดูดิบ 
จุลินทรียทั้งหมด Treatment 1  305602.083 305602.083 189.390∗ 

Error  10  16136.167 1613.617 
Total  11  321738.25 

B. cereus  Treatment 1  5720.333 5720.333 759.339∗ 
Error  10  75.333  7.533 
Total  11  5795.667 

น้ําบูดูขาวยําสําเร็จรูป  
จุลินทรียทั้งหมด Treatment 1  38307.000 38307.000 114.967∗ 

Error  10  3332.000 333.200 
Total  11  41639.000 

B. cereus  Treatment 1  108.000  108.000  45.000∗ 
Error  10  24.000  2.400 
Total  11  132.000  

S. aureus Treatment 1  5043.000 5043.000 166.987∗ 
Error  10  302.000  30.200 
Total  11  5345.000 

 
ns ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
∗ มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาคผนวก  ค 
 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 1 สถานที่ผลิตน้ําบูดูขาวยําสําเร็จรูป  ตาํบลจะโหนง   อําเภอจะนะ   จังหวดัสงขลา 
 
 
 

    
 

ภาพภาคผนวกที่ 2  วัตถุดิบในการผลิตน้ําบูดูขาวยําสําเรจ็รูป ไดแก บดููดิบ ตะไคร ขา หอมแดง น้ํา   
มะขามเปยก น้ําตาลปบ น้ําตาลทราย (ตามลําดับ) 

 
 
 

 
ภาพภาคผนวกที่ 3 ผลิตภัณฑน้ําบูดูขาวยําสําเร็จรูป ของกลุมสตรีชุมชนอิสลามบานตรับ   

ตําบลจะโหนง     อําเภอจะนะ   จังหวัดสงขลา 
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กอนการประยกุตใชระบบ ใชมือเปลา   หลังการประยกุตใชระบบมกีารสวมใส 
หยิบจับวัตถุดบิ      ถุงพลาสติกที่สะอาดในการหยิบจับ 
       สัมผัสกับวัตถุดิบรวมทั้งการหอหุม 
       อุปกรณที่ตองสัมผัสกับวัตถุดิบ 

ดวยถุงพลาสตกิที่สะอาด 
ภาพภาคผนวกที่ 4  ลักษณะการปฏิบัติงานกอนและหลังการประยกุตใชระบบ HACCP 
 
 
 
 
 
 
 

   
 

กอนการประยกุตใชระบบการแตงกายปกตทิั่วไป  หลังการประยกุตใชระบบมกีารสวมใส 
ถุงมือ และผากันเปอน 

ภาพภาคผนวกที่ 5 การแตงกายกอนและหลังการประยกุตใชระบบ HACCP 
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กอนการประยกุตใชระบบ ใชไมฟน   หลังการประยกุตใชระบบเปลี่ยนมา 
เปนเชื้อเพลิงในการเคี่ยว      ใชแก็สเปนเชือ้เพลิงในการเคี่ยว  
ภาพภาคผนวกที่ 6 การใชเชือ้เพลิงกอนและหลังการประยุกตใชระบบ HACCP 
 
 

 
 
 

    
 

กอนการประยกุตใชระบบ เกบ็ในหมอ   หลังการประยกุตใชระบบเปลี่ยนมา 
ที่ปดฝาไมสนิท       จัดเก็บในหมอที่ปดฝาสนิท   
ภาพภาคผนวกที่ 7   การจัดเก็บน้ําบูดูขาวยาํสําเร็จรูป เพื่อรอบรรจุขวดกอนและหลังการประยกุตใช

ระบบ HACCP 




